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บรรณาธิการแถลง

วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ฉบับนี้ เป็นฉบับประจ�ำปีที่ 63 ฉบับที่ 1 เดือนมกราคม - มีนาคม 2564  

ได้รบัความสนใจอย่างมากจากนกัวชิาการในการส่งบทความมาตีพมิพ์เผยแพร่ โดยมเีนือ้หาของบทความวชิาการจ�ำนวนมาก

และหลากหลายประเภท ประกอบด้วยนพินธ์ต้นฉบบั จ�ำนวน 12 เร่ือง ทีเ่กีย่วข้องกบังานทางด้านมาตรฐานห้องปฏิบตักิาร 

ยีนและเซลล์ต้นก�ำเนิด กีฏวิทยาทางการแพทย์ พิษวิทยาและรังสีวิทยา รายงานจากห้องปฏิบัติการ จ�ำนวน 4 เรื่อง ซึ่ง

เกี่ยวข้องกับงานทางด้านการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ การประเมินการได้รับสัมผัส 

สารเคมจีากอาหาร และการส�ำรวจความเข้มสนามแม่เหลก็ไฟฟ้าจากสถานฐีานระบบโทรศพัท์เคลือ่นที ่นอกจากนีย้งัมีกรณี

ศึกษาเกี่ยวกับการสอบสวนโรคเมลิออยโดสิส และบทความปริทัศน์เกี่ยวกับฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาและพิษวิทยาของกัญชา

กองบรรณาธิการวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ขอขอบคุณผู้นิพนธ์ทุกท่านที่ส่งบทความมาให้พิจารณา 

ตีพิมพ์เผยแพร่องค์ความรู้และงานวิจัย ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อการปฏิบัติงานด้านการพัฒนาสาธารณสุขของประเทศ 

ขอขอบพระคุณผู้ทรงคุณวุฒิทุกท่าน ที่ได้พิจารณาบทความ (Peer reviews) และให้ข้อเสนอแนะในการปรับปรุง

แก้ไขบทความวิจัยต่างๆ ให้มีความถูกต้องทางวิชาการและอ่านได้เข้าใจง่ายข้ึน และขอขอบพระคุณบุคลากร 

ส�ำนักวิชาการวิทยาศาสตร์การแพทย์ที่มีส่วนในการจัดท�ำวารสารฉบับนี้ให้เสร็จสมบูรณ์ด้วยดี หวังเป็นอย่างยิ่ง 

ว ่าวารสารฉบับนี้จะเป็นประโยชน์ส�ำหรับผู ้อ ่านในการเสริมสร้างองค์ความรู ้ทางด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

และสาธารณสุข และโปรดติดตามความรู้และงานวิจัยจากวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ฉบับที่ 2 เดือน 

เมษายน - มิถุนายน 2564 ต่อไป 

		  ดร.อภิวัฏ  ธวัชสิน

		  บรรณาธิการวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์



ค�ำแนะน�ำส�ำหรับผู้นิพนธ์

วารสารกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์รบัตพีมิพ์เผยแพร่บทความ เพือ่สนบัสนนุและส่งเสรมิการสร้าง

องค์ความรู้ใหม่ด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์ที่เกี่ยวกับชีววัตถุ เครื่องมือแพทย์ เครื่องส�ำอาง ยาที่เป็นเภสัช 

เคมีภัณฑ์ อาหารและเครื่องดื่ม สมุนไพร ยาเสพติด วัตถุอันตราย รังสี โรคติดต่อ โรคไม่ติดต่อ พาหะน�ำโรค 

การประเมนิความเสีย่ง การวจิยัทางคลนิกิ ระบบบรหิารจัดการคณุภาพ และอืน่ ๆ  โดยก�ำหนดตพีมิพ์วารสาร

ปีละ 4 ฉบับ เป็นรายไตรมาส ได้แก่ 1) ฉบับเดือนมกราคม-มีนาคม 2) ฉบับเดือนเมษายน-มิถุนายน  

3) ฉบับเดือนกรกฎาคม-กันยายน และ 4) ฉบับเดือนตุลาคม-ธันวาคม  

วารสารกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ เริม่เผยแพร่ทางระบบออนไลน์เท่าน้ัน ตัง้แต่ฉบบัเดอืนตุลาคม-

ธันวาคม 2562 เป็นต้นไป

ประเภทของบทความ 

บทความสามารถเขียนได้ทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ โดยแบ่งบทความออกเป็นประเภทต่างๆ 

ดังนี้

1.	 นิพนธ์ต้นฉบับ 

เป็นรายงานผลการศึกษาวิจัย พัฒนาเทคโนโลยี หรือพัฒนาระบบคุณภาพห้องปฏิบัติการที ่

มีการวางรูปแบบ และด�ำเนินการศึกษาวิจัยพัฒนาตลอดจนวิเคราะห์ข้อมูลอย่างถูกต้องตามหลักวิชาการ 

ประกอบด้วย ชื่อเรื่อง ชื่อเรื่องโดยย่อ ชื่อผู้นิพนธ์พร้อมสังกัด บทคัดย่อ ค�ำส�ำคัญ บทน�ำ วัสดุและวิธีการ 

ผล วิจารณ์ สรุป กิตติกรรมประกาศ และเอกสารอ้างอิง ความยาวทั้งหมดไม่เกิน 25 หน้าขนาดกระดาษ A4 

2.	 รายงานจากห้องปฏิบัติการ 

เป็นรายงานผลการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการที่มีผู้น�ำตัวอย่างมาส่งตรวจ หรือรายงานผล 

การด�ำเนินงานที่เป็นงานประจ�ำ ประกอบด้วย ชื่อเรื่อง ชื่อเรื่องโดยย่อ ชื่อผู้นิพนธ์พร้อมสังกัด บทคัดย่อ 

ค�ำส�ำคัญ บทน�ำ วัสดุและวิธีการ ผล วิจารณ์ สรุป กิตติกรรมประกาศ และเอกสารอ้างอิง ความยาวทั้งหมด

ไม่เกิน 25 หน้าขนาดกระดาษ A4 

3.	 บทความปริทัศน์ 

เป็นบทความที่ได้จากการทบทวนหรือรวบรวมความรู้วิชาการเรื่องใดเรื่องหนึ่งจากต�ำรา วารสาร 

วิชาการ หรอืหนงัสอืต่าง ๆ  ทัง้ในและต่างประเทศ น�ำมาวเิคราะห์ วจิารณ์ หรอืเปรยีบเทียบ เพือ่ให้ได้บทความใหม่

ที่มีความเห็นของผู้นิพนธ์และท�ำให้เกิดความชัดเจนในเรื่องนั้น ประกอบด้วย ชื่อเรื่อง ชื่อเรื่องโดยย่อ 



ชือ่ผูน้พินธ์พร้อมสงักดั บทคดัย่อ ค�ำส�ำคญั บทน�ำ วธิกีารสบืค้นข้อมูล เน้ือหา วจิารณ์ สรุป กิตตกิรรมประกาศ 

และเอกสารอ้างอิง ความยาวทั้งหมดไม่เกิน 20 หน้าขนาดกระดาษ A4

4.	 บทความทั่วไป 

เป็นบทความทางวิทยาศาสตร์ที่เกี่ยวกับการพัฒนาระบบงานด้านการแพทย์และสาธารณสุข เช่น

รายงานการพัฒนาระบบสนับสนุนการปฏิบัติงาน การพัฒนาระบบเทคโนโลยีสารสนเทศ หรือการพัฒนา

ระบบบริหารจัดการคุณภาพตามมาตรฐานสากล เป็นต้น ประกอบด้วย ชื่อเรื่อง ชื่อเรื่องโดยย่อ ชื่อผู้นิพนธ์

พร้อมสังกัด บทคัดย่อ ค�ำส�ำคัญ บทน�ำ วัสดุและวิธีการ ผล วิจารณ์ สรุป กิตติกรรมประกาศ และเอกสาร

อ้างอิง ความยาวทั้งหมดไม่เกิน 15 หน้าขนาดกระดาษ A4 

5.	 บทความพิเศษ 

เป็นบทความทีเ่ป็นความรู้หรอืข้อคดิเหน็ท่ัวไป เก่ียวกับสถานการณ์ปัจจุบนัท่ีน่าสนใจทางการแพทย์

และสาธารณสุขในระดับประเทศหรือระดบันานาชาต ิเพือ่น�ำไปประยกุต์ใช้ในภารกจิท่ีเกีย่วข้องประกอบด้วย 

ชื่อเรื่อง ชื่อเรื่องโดยย่อ ชื่อผู ้นิพนธ์พร้อมสังกัด บทคัดย่อ ค�ำส�ำคัญ บทน�ำ เน้ือหา วิจารณ์ สรุป 

กิตติกรรมประกาศ และเอกสารอ้างอิง ความยาวทั้งหมดไม่เกิน 15 หน้าขนาดกระดาษ A4 

6.	 กรณีศึกษา 

เป็นรายงานเกีย่วกบัการสอบสวนโรคในกลุ่มตัวอย่างขนาดเลก็ หรอืการวนิิจฉยัผู้ป่วยรายท่ีน่าสนใจ

ทีม่กีารตรวจทางห้องปฏบิตักิารร่วมด้วย ทีอ่าจอยู่ภายใต้ตวัแปรท่ีควบคมุได้ หรือสภาพแวดล้อมท่ีไม่สามารถ

ควบคุมได้ ประกอบด้วย ชื่อเรื่อง ชื่อเรื่องโดยย่อ ชื่อผู้นิพนธ์พร้อมสังกัด บทคัดย่อ ค�ำส�ำคัญ บทน�ำ วัสดุ

และวิธีการ ผล วิจารณ์ สรุป กิตติกรรมประกาศ และเอกสารอ้างอิง ความยาวท้ังหมดไม่เกิน 10 หน้า 

ขนาดกระดาษ A4

7.	 จดหมายถึงบรรณาธิการ 

เป็นบทความที่ผู้อ่านวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์เขียนถึงบรรณาธิการหรือเจ้าของบทความ 

ที่ตีพิมพ์ในวารสารฯ แล้ว ทั้งนี้เพื่อเสนอแนะหรือแสดงข้อคิดเห็นเกี่ยวกับวารสารฯ หรือบทความนั้น ๆ

8.	 บทความวิจัยอย่างสั้น

เป็นรายงานวิจัยที่ด�ำเนินการแล้วเสร็จซึ่งมีประเด็นการศึกษาไม่มาก แต่มีรายละเอียดครบถ้วน  

ตามหลักเกณฑ์ของงานวิจัย หรือเป็นรายงานการศึกษาวิจัยอย่างย่อโดยอาจเป็นข้อมูลที่ศึกษาเพิ่มเติมจาก

รายงานการศึกษาวิจัยที่ได้เคยตีพิมพ์แล้ว หรืออาจเป็นการรายงานผลการศึกษาบางส่วนที่อยู่ในความสนใจ



ของสาธารณะหรือตอบปัญหาที่เกิดขึ้นในขณะนั้น ประกอบด้วย ชื่อเรื่อง ชื่อเรื่องโดยย่อ ชื่อผู้นิพนธ์ 

พร้อมสังกัด บทคัดย่อ (ไม่เกิน 100 ค�ำ) ค�ำส�ำคัญ บทน�ำ (อย่างย่อ) วัสดุและวิธีการ (โดยย่อ) ผล วิจารณ์ 

สรุป กิตติกรรมประกาศ และเอกสารอ้างอิง ความยาวทั้งหมดไม่เกิน 10 หน้าขนาดกระดาษ A4 ทั้งนี้ตาราง

และ/หรือภาพรวมกันมีจ�ำนวนทั้งหมดไม่เกิน 2 ตาราง/ภาพ

การพิจารณาบทความ

บทความทุกเรื่องท่ีผู้นิพนธ์เสนอขอรับตีพิมพ์ต้องไม่เคยตีพิมพ์ หรือก�ำลังตีพิมพ์ในวารสารอื่น  

คณะบรรณาธกิารทีไ่ด้รบัมอบหมายจะตรวจสอบความสมบรูณ์ของบทความในเบือ้งต้น ก่อนส่งพิจารณาตรวจ

แก้แบบไม่เปิดเผยตัวตน (double-blinded peer review) จากผู้เชี่ยวชาญในสาขาที่เกี่ยวข้อง   อย่างน้อย 

2 คน โดยบรรณาธิการเป็นผู้พิจารณาคัดเลือกผู้เชี่ยวชาญ และหากจ�ำเป็นอาจคัดเลือกผู้เชี่ยวชาญคนที่ 3 

พจิารณาทบทวนบทความเพิม่เติม บรรณาธกิารหรือรองบรรณาธกิารเป็นผูพิ้จารณาค�ำแนะน�ำของผูเ้ชีย่วชาญ

ทั้งหมด และแจ้งผลการพิจารณาแก่ผู้นิพนธ์ หลังจากผู้นิพนธ์แก้ไขอาจส่งให้ผู้เชี่ยวชาญพิจารณาตรวจสอบ

อกีครัง้ โดยบรรณาธิการเป็นผูต้รวจสอบบทความข้ันสดุท้ายก่อนส่งตพิีมพ์ ซึง่กองบรรณาธกิาร ขอสงวนสทิธิ์

ในการตรวจแก้ไขต้นฉบับและพิจารณาตีพิมพ์ตามล�ำดับก่อนหลัง

ความรับผิดชอบ

บทความที่ตีพิมพ์ในวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ถือเป็นผลงานทางวิชาการ และเป็น 

ความเห็นส่วนตัวของผูน้พินธ์ ไม่ใช่ความเหน็ของกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ หรอืกองบรรณาธกิาร ผูน้พินธ์

ต้องรับผิดชอบต่อบทความของตน

จริยธรรมการวิจัย

กรณีบทความเป็นผลการศึกษาวิจัยในมนุษย์หรือใช้ตัวอย่างใด ๆ จากมนุษย์ การวิจัยนั้น ๆ ต้อง

ผ่านการพิจารณาอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ของหน่วยงาน และกรณีที่เป็นผล 

การศึกษาวิจัยท่ีใช้สัตว์ทดลอง การวิจัยนั้นๆ ต้องผ่านการพิจารณาอนุมัติจากคณะกรรมการการเลี้ยงและ 

ใช้สัตว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ของหน่วยงานเช่นกัน ถ้าหากไม่มี ต้องชี้แจงด้วย

การเตรียมต้นฉบับ

ภาษาที่ใช้คือ ภาษาไทยและภาษาอังกฤษ ต้นฉบับภาษาไทย ควรใช้ภาษาไทยให้มากที่สุด ค�ำศัพท์

เฉพาะหรือค�ำศัพท์ภาษาอังกฤษที่บัญญัติเป็นภาษาไทยแล้ว แต่ยังไม่เป็นที่ทราบกันอย่างแพร่หลาย 

หรือแปลแล้วเข้าใจยาก ให้ใส่ภาษาอังกฤษก�ำกับไว้ในวงเล็บ หรืออนุโลมให้ใช้ภาษาอังกฤษได้



ต้นฉบับพมิพ์ด้วยโปรแกรม Microsoft Word for Windows เท่านัน้ และต้องไม่ม ีFile protection 

ตั้งค่ากระดาษขนาด A4 ใช้ตัวอักษร TH Sarabun PSK ขนาด 16 ใส่เลขก�ำกับทุกหน้าและทุกบรรทัด โดย

หน้าที่ 1 ประกอบด้วย ชื่อเรื่อง ชื่อและนามสกุลของผู้นิพนธ์ทั้งหมด หน่วยงานสังกัดของคณะผู้นิพนธ์ ชื่อ

เรื่องโดยย่อ (Running title) และชื่อพร้อมอีเมล์ผู้ประสานงาน (Corresponding author) กับคณะ

บรรณาธิการ หน้าที่ 2 และ 3 เป็นบทคัดย่อภาษาไทยและภาษาอังกฤษ ตามล�ำดับ ความยาวไม่เกิน 300 ค�ำ 

และระบุค�ำส�ำคัญท้ายบทคัดย่อ

1.	 ชื่อเรื่องและชื่อเรื่องโดยย่อ มีทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษที่ชัดเจนและตรงกับประเด็นการศึกษา 

ไม่ใช้ค�ำย่อ

2.	 ช่ือผูน้พินธ์และผูร่้วมนิพนธ์ ระบชุือ่และนามสกลุเต็มทัง้ภาษาไทยและภาษาองักฤษ ไม่ต้องระบุต�ำแหน่ง

และค�ำน�ำหน้าชื่อ 

3.	 ช่ือสังกัด/สถานท่ีปฏบิตังิาน มทีัง้ภาษาไทยและภาษาองักฤษของหน่วยงานทีผู่นิ้พนธ์สงักดั/ปฏิบัติงาน 

หากมีผู้นิพนธ์หลายรายและอยู่คนละสังกัด ให้ก�ำกับด้วยตัวเลขเป็นตัวยก

4.	 บทคัดย่อ ต้องเขียนทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ ความยาวไม่เกิน 300 ค�ำ เนื้อหาครอบคลุมที่มา 

ของการศึกษา วัตถุประสงค์ ขอบเขตการศึกษา วิธีท�ำหรือวิธีการรวบรวมข้อมูลที่ส�ำคัญโดยย่อ แสดง

ผลการศกึษาเฉพาะขอ้มลูหลกัทีส่�ำคญัและสถิตทิีใ่ช้ (ถ้าจ�ำเปน็) รวมถึงหลกัการหรือองค์ความรู้ส�ำคญั     

ที่พบใหม่

5.	 ค�ำส�ำคัญ ระบุค�ำส�ำคัญทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษไม่เกิน 3-5 ค�ำ 

6.	 บทน�ำ ควรกล่าวถึงหลักการเหตุผล ปัญหาหรือสมมุติฐาน ที่น�ำไปสู่ความจ�ำเป็นที่ต้องศึกษา รวมท้ัง

วัตถุประสงค์ของการศึกษา การอ้างอิงควรเลือกใช้เฉพาะเอกสารอ้างอิงที่ส�ำคัญและเป็นปัจจุบัน 

7.	 วัสดุและวิธีการ แสดงรายละเอียดทางวิชาการเป็นเชิงพรรณนาท่ีมากพอเพ่ือผู้อ่านท่ีสนใจสามารถ 

ท�ำงานนี้ซ�้ำได้ เช่น กลุ่มตัวอย่างหรือข้อมูลที่ศึกษาวิธีสุ่มเก็บตัวอย่างหรือข้อมูล วิธีวิเคราะห์ตัวอย่าง

หรือข้อมูล วิธีการค�ำนวณหรือวิเคราะห์ข้อมูล และสถิติที่ใช้ เป็นต้น ให้ระบุบริษัทและประเทศผู้ผลิต

ของน�้ำยา สารเคมี เครื่องมือรวมถึงรุ่นของเครื่องมือ หรือสายพันธุ์ของจุลชีพในส่วนที่เกี่ยวข้อง 

โดยละเอียด

		  ทั้งนี้ บทความการศึกษาในมนุษย์หรือใช้ตัวอย่างจากมนุษย์ หรือการศึกษาที่ใช้สัตว์ทดลองให้

ระบุชื่อคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ หรือคณะกรรมการการเลี้ยงและใช้สัตว์เพื่องาน 

ทางวิทยาศาสตร์ที่อนุมัติให้ท�ำการศึกษา และหมายเลขอ้างอิงที่ได้รับอนุมัติ

8.	 ผล น�ำเสนอผลงานตามล�ำดับ หลีกเลี่ยงการใช้กราฟหรือภาพที่ไม่จ�ำเป็น ถ้ามีตารางข้อมูล กราฟ หรือ

ภาพให้เสนอพร้อมกับค�ำอธิบายที่มีเนื้อหาชัดเจนครบถ้วน และให้แยกออกจากเนื้อเรื่อง หน้าละ 1 

รายการ โดยไม่ต้องใส่กรอบตารางหรือภาพที่ต้องการแสดง ภาพถ่าย (สีหรือขาวด�ำ) ที่มีความชัดเจน

ให้บนัทึกภาพโดยใช้นามสกลุ .jpg หากเป็นภาพวาดควรวาดบนกระดาษขาวอย่างดด้ีวยหมึกด�ำลายเส้น

คมและชัดเจน ระบุต�ำแหน่งที่ต้องการแสดงตารางหรือภาพไว้ในส่วนของเนื้อเรื่อง



9.	 วิจารณ์ วิจารณ์สิ่งที่ค้นพบและควรเปรียบเทียบกับงานที่ผู้อื่นท�ำและเผยแพร่ไว้ก่อนหน้านี้แล้ว หรือ

วเิคราะห์และสรุปเปรียบเทยีบกบัสมมติฐานทีว่างไว้ ว่าตรงหรือแตกต่างไปหรอืไม่ อย่างไร เพราะเหตุใด 

ทั้งนี้ควรระวังไม่น�ำส่วนของผลมากล่าวซ�้ำในส่วนน้ี หากจ�ำเป็นต้องกล่าวถึงควรเขียนผลในภาพรวม 

ทีส่�ำคญั และอาจเขยีนถงึผลกระทบตามหลกัวชิาการทีอ่าจเกดิขึน้หรอืการน�ำไปใช้ประโยชน์จากผลการ

ศึกษาวิจัยนี้

10.	 สรุป เน้นสิ่งที่พบใหม่ที่ส�ำคัญจากการศึกษาน้ี และเชื่อมโยงการสรุปกับวัตถุประสงค์ ควรอภิปราย 

ข้อจ�ำกดั/ข้อบกพร่อง ข้อดีเด่น ซึง่น�ำไปสูข้่อเสนอแนะในเชงินโยบาย ในทางการปฏบิตั ิและในการวจิยั

ต่อไป

11.	 กิตติกรรมประกาศ ระบุผู้สนับสนุน และ/หรือแหล่งทุนสนับสนุนการวิจัย

12.	 เอกสารอ้างอิง การอ้างเอกสารในเนื้อเรื่องให้ใช้รูปแบบการอ้างอิงในแวนคูเวอร์ (Vancouver  

Citation Style) โดยใส่ตัวเลขตัวยก ในวงเล็บ วางไว้หลังข้อความหรือหลังชื่อบุคคล การเรียงล�ำดับ

เอกสารอ้างอิงเริ่มจาก “(1)” และเรียงเลขอื่น ๆ ต่อไปตามล�ำดับการอ้างอิงของเนื้อหา ส่วนเอกสาร

อ้างองิท้ายเร่ืองให้อ้างเฉพาะบทความทีต่พีมิพ์แล้วในสิง่ตพีมิพ์ปฐมภมูเิท่านัน้ ผูน้พินธ์ต้องรบัผดิชอบ

ในความถูกต้องของเอกสารอ้างอิง

การเขียนเอกสารอ้างอิง

การเขียนเอกสารอ้างอิงให้ใช้รูปแบบดังตัวอย่าง ผู้นิพนธ์ตั้งแต่ 1 ถึง 6 คน ให้ใส่ชื่อทุกคน ถ้ามี

มากกว่า 6 คนให้ใส่ชือ่ 6 คนแรกตามด้วย และคณะ หรอื et al กรณีบทความไม่มีชือ่ผูน้พินธ์ให้ใช้ชือ่เอกสาร

แทนชื่อผู้นิพนธ์

1. 	การอ้างบทความวารสาร (Article in Journal)

วารสารภาษาไทย

ตัวอย่าง

สภุาวรรณ จงธรรมวฒัน์, บ�ำรุง คงด,ี วชิยั ประสาททอง, มณ ีเขม้นเขตรการ, จิราภรณ์ อ�ำ่พนัธุ,์ กมล 

ฝอยหริญั และคณะ. การส�ำรวจคณุภาพถงุยางอนามยัทัว่ประเทศ. ว กรมวทิย พ 2540; 39(2): 67-74.

วารสารภาษาอังกฤษ

ตัวอย่าง

Belshe RB, Coelingh K, Ambrose CS, Woo JC, Wu X. Efficacy of live attenuated 

influenza vaccine in children against influenza B viruses by lineage and antigenic  

similarity. Vaccine 2010; 28(9): 2149-56.



2. 	การอ้างหนังสือหรือต�ำรา (Text/Guideline)

ตัวอย่าง

ธีระพร วุฒยวนิช, บรรณาธิการ. เทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ์. เชียงใหม่: คณะแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม่; 2546.

Greenberg AE, Clescri LS, Eaton AD, editors. Standard methods for the exami-

nation off water and wastewater. 18th ed. Washington DC: American Public Health As-

sociation; 1992. p. 9-94. 

3. 	การอ้างเฉพาะบทในต�ำรา (Chapter in the text) 

ตัวอย่าง

ทวีศักดิ์ แทนวันดี. การวินิจฉัยโรคตับจากไวรัสทางคลินิก. ใน: สิริฤกษ์ ทรงศิวิไล, บรรณาธิการ. 

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

Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. In: Laragh JH, Brenner BM, 

editors. Hypertension: pathophysiology, diagnosis and management. 2nd ed. New York: 

Raven Press; 1995. p. 465-78. 

4. 	การอ้างกฎหมาย (Legal material)

ตัวอย่าง

พระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522 ประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 61 (พ.ศ. 2524) 

ราชกิจจานุเบกษา เล่ม 98 ตอนที่ 157 (วันที่ 7 กันยายน 2524).

Preventive Health Amendments of 1993, Pub L No. 103-183, 107 Stat. 2226 (1993 

Dec 14)

5. 	การอ้างสิง่พมิพ์ขององค์กรหรอืหน่วยงาน (Organization as author and publisher)

ตัวอย่าง

กรมสนับสนุนบริการสุขภาพ กระทรวงสาธารณสุข. แผนยุทธศาสตร์การด�ำเนินงานสุขภาพ 

ภาคประชาชน. พิมพ์ครั้งที่ 2. กรุงเทพฯ: ชุมนุมสหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทย; 2546.

Department of Medical Sciences. Guideline of method validation used in 

pharmaceutical analysis. Nonthaburi: Department of Medical Sciences; 1995.

Lamasil [package insert]. East Hanover (NJ): Sandoz Pharmaceuticals Corp; 

1993.



6. 	การอ้างรายงานการสมัมนา/ประชมุวชิาการ (Conference paper/Conference Proceeding)

ตัวอย่าง

วิยะดา เจริญศิริวัฒน์. เอกสารการประชุมสัมมนาเฉลิมพระเกียรติเรื่อง การคัดกรองภาวะพร่อง

ไทรอยด์ฮอร์โมนในทารกแรกเกิดเพื่อป้องกันปัญญาอ่อน. วันที่ 25 พฤศจิกายน 2542. นนทบุรี: กรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข; 2542.

Bengtsson S, Solheim BG. Enforcement of data protection, privacy and security 

in medical informatics. In: Lun KC, Degoulet P, Piemme TE, Rienhoff O, editors. MEDIN-

FO 92. Proceedings of the 7th World Congress on Medical Informatics; 1992 Sep 6-10; 

Geneva, Switzerland. Amsterdam: North-Holland; 1992. p. 1561-5.

7.	 การอ้างวิทยานิพนธ์ (Dissertation)

ตัวอย่าง

มณี เขม้นเขตรการ. ผลของ N-acetylcysteine ต่อการป้องกันพิษของพาราควอทในหนูขาว 

[วิทยานิพนธ์]. ภาควิชาพิษวิทยา, คณะวิทยาศาสตร์. เชียงใหม่: มหาวิทยาลัยเชียงใหม่; 2547.

Kaplan SJ. Post-hospital home health care: the elderly’s access and utilization 

[dissertation]. St. Louis, (MO): Washington University; 1995.

8. 	การอ้างสื่ออิเล็กทรอนิกส์ (Electronic material)

วารสารออนไลน์ (Journal on Internet)

ตัวอย่าง

ชวนพิศ ยิ้มสมบัติ. การประเมินคุณภาพการตรวจหาเชื้อมาลาเรียบนฟิล์มโลหิตบางด้วย

กล้องจุลทรรศน์. ว กรมวิทย์ พ [วารสารออนไลน์]. 2548; [สืบค้น 29 ก.ย. 2548]; 47(2): [8 หน้า].  

เข้าถึงได้จาก: URL: http://www.dmsc.moph.go.th/net/jms/.

Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis  

[serial online] 1995. Jan-Mar [cited 1996 Jun 5]; 1(1): [24 screens]. Available from: URL:  

http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm.

เว็บไซต์ (Website)

ตัวอย่าง

กรมควบคุมโรค. การป้องกันควบคุมโรคไข้หวัดนก Avian Influenza (Bird Flu). [ออนไลน์]. 

2548; [สืบคน้ 28 ก.ย. 2548]; [1 หน้า]. เข้าถึงได้ที:่ URL: http://www.ddc.moph.go.th/Bird_Flu_

main.html.



Hoffiman DL. St John’s Wort. [online]. [cited 1998 Jul 16]; [4 screens]. Available 

from: URL: http://www.healthy.net/library/books/hoffiman/materiamedica/stjohns.htm.

การส่งต้นฉบับและการตอบรับบทความทางออนไลน์

ส่งต้นฉบบัไฟล์บทความ ตาราง ภาพ และหนังสอืน�ำส่ง ผ่านทางระบบออนไลน์ได้ทาง http://webapp1. 

dmsc.moph.go.th/journals ทัง้นีผู้น้พินธ์จะต้องสมัครเข้าเป็นสมาชกิในระบบก่อนด�ำเนนิการส่งต้นฉบับ 

และจะได้รับการตอบรับอัตโนมัติเมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการ

คณะบรรณาธิการจะแจ้งผูป้ระสานงาน (Corresponding author) ทราบทางอเีมล์ถงึการตอบรบั

หรือปฏิเสธการตีพิมพ์บทความ 

การตรวจทานต้นฉบับก่อนเผยแพร่ 

ผู้นิพนธ์ต้องตรวจพิสูจน์อักษรในล�ำดับสุดท้าย เพื่อให้ความเห็นชอบในความถูกต้องครบถ้วนของ

เนื้อหา

ปรับปรุง วันที่ 1 มกราคม 2564
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ABSTRACT  In Thailand, Siamese crocodile (Crocodylus siamensis) is an economic animal and dried 
form of Siamese crocodile bile was used as traditional medicine and exported for a long time but safety 
information including toxicity testing is limited. For previous study, an oral acute and sub chronic 
toxicity study was conducted and the results showed that the Siamese Crocodile (Crocodylus siamensis) 
bile was classified in GHS category 4, the LD50 cut off at 500 mg/kg body weight and the no observed 
adverse effect level (NOAEL) of Siamese crocodile bile was considered to be 250 mg/kg body,  
respectively. Nevertheless, the study to provide information the possible major toxic effects, indicate 
target organs and the possibility of accumulation and estimation of a no-observed-adverse-effect level 
(NOAEL) for a long enough period to realize for chronic effects have not been carried out. Therefore, this 
study was done to support information as above for Siamese crocodile bile in Sprague Dawley rats in 
compliance with OECD Guidelines for the testing of chemicals 452, Chronic Toxicity Studies. The Siamese 
crocodile bile was not shown treatment related mortality and clinical signs of toxicity in Sprague  
Dawley rats including the treatment-relates changes were not observed in necropsy findings and  
histopathological finding in both sexes based on a result. The significantly different results of  
hematological tests and clinical biochemistry tests were not considered as a treatment-related toxicity 
effect but these results were recovered in recovery period (28 days). Thus, the NOAEL of Siamese 
crocodile bile in chronic oral toxicity studies were considered to be 250 mg/kg body weight per day for 
Sprague Dawley rats.

Keywords:  Crocodile bile, Chronic oral toxicity, OECD Guidelines 452, Crocodylus siamensis
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Introduction

The crocodile product such as internal organ, blood, skin and hides can be sold at higher 

price than other animals that are allowed for commercial aquaculture farm.(1) Crocodile bile is 

by-product of the crocodile industry. In many countries such as China, Hong Kong and Taiwan etc., 

people used crocodile bile for an ingredient of traditional medicine. Siamese crocodile bile was 

exported for a long time.(2) Crocodile bile can be used for drugs solvent and treatment of sepsis, 

hemorrhage and trauma.(3) The compositions of crocodile bile are 0.8% of Cholestanol, 68% of 

Coprocholic acid, 9% of Coprochenodeoxycholic acid and derivative includes; 10% of 3-oxo-7α, 

12α-dihydroxy-5β-cholestanoic acid, 8% of 3α, 7α, 12α-trihydroxy-5βcholestanoic acid, 7-oxo-3α, 

12α-dihydroxy-5β-cholestanoic acid, 3-oxo-7α, 12α-dihydroxy-5α-cholestanoic acid, 

chenodeoxycholic acid, 5α-cholestan-3α, 7α, 12α, 26-tertrol, 5β-cholestan-3α, 7α, 12α, 25-tertrol, 

Ursodeoxycholic acid and 5α-cholic acid.(4) Ursodeoxycholic acid (UDCA) was used to be useful 

for treating chronic hepatic and gallstones disease.(5) Moreover, bile acids are physiological 

detergents for intestinal nutrient absorption and biliary secretion of lipids, toxic metabolites, 

and xenobiotics.(6) And it has been implicated in the regulation of all the key enzymes involved 

in cholesterol homeostasis.(7) Toxic bile acids may cause inflammation, apoptosis, and cell death. 

Aqueous extracts from Crocodylus siamensis bile (AE-CB) had effect on cell growth, cell cycle 

and apoptosis of SMMC-7721 cells.(8) Bile extract from crocodile gallbladder had inhibited cells 

growth significantly, and the cell cycle was arrested in G1 phase. Bile extract induced QBC939 

cell apoptosis. These results provide significant insight into the anticarcinogenic action of bile  

extract on cholangiocarcinoma cell.(9) For information of oral toxicity according to OECD Guidelines 

for the testing of chemicals 423(10), Siamese crocodile bile was classified in GHS category 4 or 

estimated the LD50 cut off at 500 mg/kg body weight in Sprague Dawley rats.(2, 11) However, long 

term study of oral toxicological of crocodile bile has been carried out of Siamese crocodile bile 

in Sprague Dawley rats in compliance with OECD Guidelines for the testing of chemicals 408,  

Repeated Dose 90-day Oral Toxicity Study in Rodents only.(12, 13) Therefore, the purpose of  

the present study is to provide information on the possible major toxic effects, indicate target 

organs and the possibility of accumulation and estimate of a no-observed-adverse-effect level 

(NOAEL) of Siamese crocodile bile in Sprague Dawley rats in compliance with OECD Guidelines 

for the testing of chemicals 452, Chronic Toxicity Studies.(14)

 

Materials and Methods

Collection of Crocodylus siamensis gall bladder

Gall bladders of Siamese crocodile (Crocodylus siamensis) were collected from Ayutthaya 

crocodile farm, Tha Rua district, Phra Nakhon Si Ayutthaya, Thailand. 
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Preparation of dried Crocodylus siamensis bile

Process for dried Siamese crocodile bile production of Thai patent application No. 

0901001231, Kasetsart University was performed as following. The gall bladders without fat tissue 

outside were surface sterile with 70% ethyl alcohol and the Siamese crocodile bile were collected 

in tray and freeze-drying using freeze dryer (Lyomaster, USA) for 36 hours. The freeze-dried 

bile was powdered by graining and stored in a sterilized and dry jar. The Siamese crocodile bile 

powder was kept at 4oC until further use.(15, 16)

Dose preparation

The 3 dose levels of Dried Siamese crocodile bile were 2.5, 25 and 250 mg/kg body weight 

and freshly mixed with distilled water prior to administration.

Preparation of animals

Healthy 6-8 weeks, 100 male and 100 female, Sprague Dawley rats of body weight range 

200 g ± 20% were obtained from Office of Laboratory Animal Production, National Laboratory 

Animal Center, Mahidol University, Thailand. The animals were kept under standard conditions 

12 hours light, 12 hours dark at 22±3 °C and 30-70% relative humidity. The animals were housed 

in stainless steel cages with feed and 5-7 ppm chlorinated water ad libitum. All the animals were 

acclimatized for at least 5 days prior to the study. Guidelines of “Guide for the care and use of 

laboratory animals” were strictly followed throughout the study.(17) The study was approved by 

National Laboratory Animal Center Animal Care and Use Committee (NLAC-ACUC), Mahidol 

University, Thailand, for all experimental protocols (RA2013-02).

Experimental design

The chronic oral toxicity studies were complied with OECD Guidelines for the testing of 

chemicals 452, Chronic Toxicity Studies.(14)

100 male and 100 female Sprague Dawley rats were used and randomized into 5 groups 

(20 animal per sexes per group). The 5 groups were consisted of group 1 - control group (vehicle 

control; distilled water), group 2 - low dose, group 3 - middle dose and group 4 - high dose  

(2.5, 25 and 250 mg/kg body weight of Siamese crocodile bile, respectively) and group 5 - satellite 

group (once daily at 250 mg/kg body weight of Siamese crocodile bile for 365 days and no administrated 

by gavage for the following 28 days). The Siamese crocodile bile was prepared with distilled water 

prior to administration. The dosage of administration by gavage for 365 days to each animal was 

calculated based on the body weight of animal prior to administrate at a constant volume not 

exceed 1 ml per 100 g body weight.

The animal health observations and mortality were observed outside the home cage at 

least once a day, at the same times. Animal body weights, feed and water consumption including 

signs of toxicity (general behavior, respiratory pattern, cardiovascular signs, motor activities, 

reflexes, and change in skin and fur) were performed weekly.
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Necropsy examination

On the last day, all animals were kept for overnight (15-18 hours) fasting (feed but not 

water) prior to blood sample collection. The animals were euthanized using CO
2 
inhalation.(18)  Blood 

samples were collected via cardiac puncture for hematological and clinical biochemistry analysis. 

After blood samples collection, all animals were sacrificed. The positions, shapes, sizes and 

colours of internal organs were evaluated.(2) Liver, kidneys, lung, heart and spleen were removed 

and trimmed to visually detect gross lesions and weighed to determine relative organ’s weights 

per 100 g body weight. Histopathological examinations were performed on liver, kidneys, lung, 

heart and spleen and compared between control and high dose group.

 

Statistical analysis 

Quantitative results were expressed as mean ± standard deviation. The obtained data were 

statistically analyzed by Kolmogorov-Smirnov and Levene’s test(19) for normality and homogeneity 

of variances. For parametric statistics, all data were compared between the vehicle control group 

and each treatment group by 2-sided Dunnett or Dunnett’s T3 test, using ANOVA analysis. For 

non-parametric statistics, the data were compared between the vehicle control group and each 

treatment group by Mann Whitney U test. A significantly differences were considered at 0.05 levels 

with SPSS® Statistic software version 18.0.0.

Results

The Siamese crocodile bile were not shown treatment related mortality and clinical signs 

of toxicity in Sprague Dawley rats. The feed and water consumptions including body weights of all 

animals that were measured throughout the study, were showed normal. The data of body weight 

was presented in Fig 1 and Fig 2 for male and female animal, respectively. Besides that, the clinical 

signs in their skin and fur, eyes and mucous membranes, respiratory and behavior pattern were not 

found in control and treatment groups of animals. The other observations as tremors, convulsions, 

salivation, diarrhea, lethargy, sleep and coma were not showed too. The result of hematological 

tests that shown in Table 1, at high dose group (250 mg/kg body weight of Siamese crocodile bile) 

have the means of platelet higher than the control group for both sexes within normal range for 

Sprague Dawley rats of National Laboratory Animal Center (NLAC) (1,069.0±224.1). For clinical 

biochemistry test that presented in Table 2, at high dose group were higher than the control group 

for both sexes where male animals have high the mean of ALT (alanine amino transferase), AST 

(aspartate amino transferase) and ALP (alkaline phosphatase) but female animals have only high 

the mean of ALT (alanine amino transferase) and AST (aspartate amino transferase). Nevertheless, 

these effects of hematological and clinical biochemistry tests were able to recovery in 14 days.

The organ’s weight was calculated in the relative weights per 100 g animal body 

weight that showed the relative weight was not related with dose level what used in this study, 

represented in Table 3.
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For pathology in this study can divide two sections: gross/microscopic finding and  

macroscopic finding. In first section, the observation of male animal was found as watery diarrhea  

without any lesions of intestine, colon gas distension, thymus petechial hemorrhage, lung  

consolidation, hydronephrosis, simple cortical cyst contained with clearly fluid and proteinaceous 

plug. The observation of female animal was found gas distension in small intestine, subcutaneous 

mass at axillary area, petechial hemorrhage, calcification deposit a focal in renal medullar and 

hydrometra. In second section, the lesions of kidney, heart, liver, spleen and lung were observed 

in control and high dose group. 

Kidney: glomerulosclerosis, focal inflammation, hyaline cast, tubular regenerative, tubular 

dilation, single to few glomerulonephritis, single to few glomerulo necrosis, focal tubular necrosis, 

predominate focal calcification and chronic progressive nephropathy (CPN).

Heart: various stage of cardiomyopathy and degenerative to necrosis.

Liver: various distribution of macrovesicle, micro vesicle fatty change, hepatocyte atrophy, 

giant cell infiltration, hepatocyte hypertrophy and focus eosinophilia.

Spleen: mesothelial hyperplasia and mild amyloidosis.

Lung: eosinophil accumulation frequency occur in perivascular and peribronchiole,  

histiocytosis, arterial calcification, foreign bodies, perivascular necrosis and osseous metaplasia. 

These lesions were noted incidental finding, congenital defect, spontaneous, ageing lesion and the 

effect of carbon dioxide euthanization.(20)

Figure 1  The body weight of male Sprague Dawley rats
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Table 1   Hematological analysis of Sprague Dawley rats

Figure 2   The body weight of female Sprague Dawley rats

Sex Parameters

Mean of parameters ± standard deviation

Control
2.5 

mg/kg BW
25 

mg/kg BW
250 

mg/kg BW
Satellite

Male RBC (106/µl) 8.41±0.45 8.27±0.26 8.32±0.28 8.30±0.31 8.32±0.55

HBG (g/dl) 15.9±0.79 15.6±0.55 15.7±0.43 15.4±0.55 15.6±1.23

HCT (%) 49.6±2.44 49.1±1.44 49.2±1.59 48.9±1.55 48.5±2.63

MCV (fl) 59.0±1.07 59.4±1.07 59.2±1.70 58.9±1.56 58.3±2.18

MCH (pg) 19.0±1.35 18.9±0.54 18.9±0.34 18.6±0.62 18.8±0.80

MCHC (g/dl) 32.2±2.00 31.8±0.81 31.9±1.03 31.6±0.37 32.2±1.24

PLT (103/µl) 890±109.20 918±95.96 967±104.99 1067±126.04* 1012±78.59*

WBC (106/µl) 6.43±1.32 7.12±1.90 5.34±1.31 6.18±1.63 7.01±1.42

Female RBC (106/µl) 8.10±0.35 7.93±0.48 8.04±0.32 8.06±0.29 7.96±0.35

HBG (g/dl) 16.0±0.56 15.6±0.76 15.8±0.59 15.9±0.53 15.8±1.01

HCT (%) 50.2±1.73 49.3±2.32 49.2±1.70 48.7±1.52 48.2±2.11

MCV (fl) 62.0±0.91 61.8±1.22 61.3±1.96 60.5±2.38 60.6±2.02

MCH (pg) 19.7±0.72 19.6±0.50 19.7±0.65 19.7±0.41 19.8±1.01

MCHC (g/dl) 31.9±0.77 31.7±0.52 32.2±0.97 32.6±1.21 32.8±2.11

PLT (103/µl) 772±71.38 811±106.12 819±63.27 840±61.01* 799±91.49

WBC (106/µl) 5.07±1.39 6.04±1.93 4.49±1.31 4.93±0.96 5.01±1.09

Note: * The mean difference is significant at the 0.05 levels of control group 
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Table 2  Clinical biochemistry analysis of Sprague Dawley rats

Sex Parameters

Mean of parameters ± standard deviation

Control 2.5 
mg/kg BW

25
mg/kg BW

250
mg/kg BW

Satellite

Male TP (g/dl) 7.6±0.85 7.7±1.34 7.9±0.63 7.6±1.02 7.4±0.60

CHOL (mg/dl) 174±56.04 145±44.94 150±32.74 146±36.89 169±29.63

TRIGL (mg/dl) 111±43.92 102±32.19 99±20.72 96±24.09 112±30.65

ALT (U/l) 60±16.54 59±11.38 73±20.06 119±72.84* 85±40.76

AST (U/l) 74±13.84 83±19.60 81±21.96 98±29.66* 86±33.58

ALP (U/l) 66±14.90 61±19.06 83±16.99 116±24.78* 92±35.23

ALB (g/dl) 4.9±0.45 5.0±0.84 4.7±0.59 4.5±0.44 4.4±0.50

GLO (g/dl) 2.8±0.59 2.7±0.68 3.1±0.33 3.1±0.92 3.0±0.72

CREA (mg/dl) 0.3±0.05 0.3±0.06 0.4±0.05 0.3±0.08 0.4±0.06

BUN (mg/dl) 18.7±3.31 18.0±3.36 18.9±1.82 18.6±1.96 18.6±4.19

UA (mg/dl) 2.8±1.13 2.8±0.89 2.7±1.04 2.8±0.65 2.7±0.73

GLU (mg/dl) 185±50.74 188±45.29 179±36.93 178±31.04 178±40.80

Female TP (g/dl) 8.0±0.68 7.5±0.77 7.9±0.80 8.0±0.91 7.5±0.69

CHOL (mg/dl) 138±39.24 124±13.36 117±22.39 117±16.49 132±25.47

TRIGL (mg/dl) 92±41.38 72±21.97 71±19.54 74±21.39 92±46.53

ALT (U/l) 54±5.47 58±7.04 59±6.10 60±4.10* 54±7.68

AST (U/l) 81±9.02 89±7.64 91±4.15 94±3.72* 80±8.72

ALP (U/l) 53±7.17 57±4.97 57±3.97 60±6.39 54±3.99

ALB (g/dl) 5.7±0.86 5.6±0.47 5.6±0.49 5.7±0.62 5.6±0.36

GLO (g/dl) 2.3±0.33 2.3±0.31 2.2±0.40 2.3±0.40 2.2±0.91

CREA (mg/dl) 0.4±0.08 0.3±0.05 0.4±0.06 0.3±0.05 0.3±0.05

BUN (mg/dl) 16.9±1.72 16.5±2.17 16.1±2.22 16.2±2.17 16.3±1.90

UA (mg/dl) 2.8±0.89 2.3±0.35 2.3±0.69 2.3±0.59 2.8±1.07

GLU (mg/dl) 184±35.01 165±16.54 164±33.51 163±29.10 185±60.32

Note:  *The mean difference is significant at the 0.05 levels of control group
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Discussion

The present study carried out the toxicity level assessment of Siamese crocodile bile in 

the dose levels 2.5, 25, and 250 mg/kg body weight were no mortality and clinical signs cause of 

toxicity in animals. The general clinical observation results of all animals including body weights, 

Feed and water consumption were normal.

The pathological evaluation concluded that, there were no treatment-related change in 

both sexes. Simple kidney cysts are fluid-filled sacs that form in the renal cortex which do not  

enlarge the kidneys, replace their normal structure, or cause reduced kidney function like other cyst 

type that the causes for simple kidney cysts are more common as age(21) or obstruction of tubules, or 

deficiency of blood supply to the kidneys may play a role, diverticula sacs that form on the tubules 

may detach and become simple kidney cysts. The role of genetic factors in the development 

of simple kidney cysts has not been studied.(22) Proteinaceous plugs are commonly noted as  

postmortem change resulting from agonal secretion of accessory sex gland fluids during euthanasia(23)  

The treatment-relates changes were not observed in necropsy findings and histopathological 

finding in both sexes based on a result. The significantly different results of hematological tests 

and clinical biochemistry tests were not considered as a treatment-related toxicity effect because 

that can recovered in recovery period (28 days).

Table 3  Organ’s weight of Sprague Dawley rats

Sex Parameters

Mean of parameters ± standard deviation

Control 2.5 
mg/kg BW

25
mg/kg BW

250
mg/kg BW

Satellite

Male Liver 2.74±0.19 2.85±0.22 2.77±0.27 3.03±0.27* 3.01±0.26*

Kidney Rt. 0.34±0.02 0.34±0.02 0.34±0.03 0.37±0.02* 0.38±0.03*

Kidney Lt. 0.34±0.02 0.34±0.02 0.34±0.03 0.38±0.03* 0.38±0.03*

Heart 0.31±0.02 0.30±0.02 0.30±0.02 0.31±0.01 0.32±0.03

Lung 0.31±0.03 0.32±0.05 0.31±0.03 0.32±0.02 0.35±0.09

Spleen 0.18±0.02 0.18±0.02 0.19±0.02 0.21±0.02* 0.20±0.02

Female Liver 2.28±0.15 2.43±0.25 2.22±0.16 2.49±0.21* 2.51±0.21*

Kidney Rt. 0.32±0.02 0.34±0.03 0.32±0.03 0.34±0.02 0.34±0.03

Kidney Lt. 0.31±0.02 0.33±0.02 0.31±0.02 0.33±0.02 0.34±0.03

Heart 0.34±0.02 0.37±0.03 0.34±0.03 0.36±0.03 0.34±0.03

Lung 0.45±0.05 0.46±0.07 0.44±0.06 0.45±0.05 0.42±0.07

Spleen 0.21±0.02 0.23±0.03 0.21±0.02 0.24±0.02* 0.22±0.03
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From the issue of Herbal and Dietary Supplements related hepatotoxicity is a growing 

concern particularly with the evidence in both the United States and Europe that the use of these 

products appears to be increasing.(24) Herbal and Dietary Supplements have been responsible for 

causing liver injury and the major implicated agents include anabolic steroids, green tea extract, 

and multi-ingredient nutritional supplements (MINS).(25, 26) Based on the results as declared above, 

there were no pathology-related effects from any dose of the Siamese crocodile bile in Sprague 

Dawley rats as the Siamese crocodile bile was administered once a day by oral gavage for 365 days 

with 28 days for recovery period.

Conclusion

In summary, the Siamese crocodile bile doses not produce any toxic signs or obvious  

symptoms of chronic toxicity. Thus, the no observed adverse effect level (NOAEL) of Siamese 

crocodile bile was considered to be 250 mg/kg body weight per day for Sprague Dawley rats.
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1

การทดสอบความเป็นพิษเรื้อรังทางปากของน�้ำดีจระเข้
สายพันธุ์ไทย (Crocodylus siamensis) ในหนูแรท 

สายพันธุ์ Sprague Dawley

ภัสสราภรณ์ ศรีมังกรแก้ว1  กฤติกาญจน์ สุวรรณสโรช1  จินดาวรรณ สิรันทวิเนติ2  วิน เชยชมศรี2 
และสุดาวรรณ เชยชมศรี3
1ศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล จังหวัดนครปฐม 73170
2ภาควิชาสัตววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ 10900
3ศูนย์ปฏิบัติการวิจัยและเรือนปลูกพืชทดลอง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกําแพงแสน นครปฐม 73140

บทคัดย่อ  จระเข้สายพันธุ์ไทยเป็นสัตว์เศรษฐกิจที่สำ�คัญของประเทศ น้ำ�ดีจระเข้สายพันธุ์ไทยถูกนำ�มาใช้เป็นยาแผนโบราณ 

และส่งขายต่างประเทศมาเป็นเวลานาน แต่การศึกษาด้านความปลอดภัยรวมถึงการทดสอบความเป็นพิษน้ันมีจำ�กัด สำ�หรับ

การศึกษาก่อนหน้านี้ได้มีการทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันและเป็นพิษก่ึงเร้ือรังทางปาก และจากผลการทดสอบพบว่า 

น้ำ�ดีจระเข้สายพันธุ์ไทย จัดอยู่ในระบบการจัดกลุ่มสารเคมี การติดฉลาก และการแสดงรายละเอียดบนเอกสารข้อมูลความ

ปลอดภัยสากลหมวดที่ 4 มี LD50 ที่ 500 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมของน้ำ�หนักตัวสัตว์ทดลอง และระดับความปลอดภัยที่ไม่เกิด 

ผลกระทบในการใชน้้ำ�ดจีระเขส้ายพนัธุไ์ทยในหนแูรทสายพนัธุ ์Sprague Dawley คอื 250 มิลลกิรมัต่อกิโลกรมัของน้ำ�หนกัตวั 

สัตว์ทดลอง ตามลำ�ดับ อย่างไรก็ตาม การศึกษาเพ่ือให้ข้อมูลเก่ียวกับความเป็นพิษ อวัยวะเป้าหมาย การสะสมและประเมิน

ระดบัความปลอดภยัในระยะเวลาทีน่านพอทีจ่ะทำ�ใหเ้กดิผลกระทบแบบเรือ้รงันัน้ไม่เคยมกีารศกึษามากอ่น ดงัน้ัน การศกึษาน้ี 

จึงจัดทำ�ขึ้นเพื่อสนับสนุนข้อมูลข้างต้นสำ�หรับน้ำ�ดีจระเข้สายพันธุ์ไทยในหนูแรทสายพันธุ์ Sprague Dawley ตามวิธีการ

มาตรฐาน OECD Guideline หมายเลข 452 โดยผลการทดสอบพบว่า น้ำ�ดีจระเข้สายพันธุ์ไทยไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษ 

ในสัตว์ทดลอง รวมทั้งไม่พบการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิวิทยาที่มีความแตกต่างกันระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบที่ระดับ 

250 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ำ�หนักตัวในสัตว์ทดลองทั้ง 2 เพศ สำ�หรับผลการวิเคราะห์เลือดทางโลหิตวิทยา และเคมีคลินิก พบว่า 

ตัวแปรที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ แต่สามารถกลับสู่ภาวะปกติได้ภายในระยะเวลา 28 วันหลังหยุดให้

สารทดสอบ จากผลการศึกษาทั้งหมดจึงสามารถสรุปได้ว่า น้ำ�ดีจระเข้สายพันธุ์ไทยไม่มีความเป็นพิษต่อสัตว์ทดลองที่ระดับ 

250 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ำ�หนักตัว เมื่อได้รับต่อเนื่องเป็นระยะเวลา 365 วัน

คำ�สำ�คัญ:  น้ำ�ดีจระเข้, การทดสอบความเป็นพิษเรื้อรัง, OECD Guidelines หมายเลข 452, Crocodylus siamensis
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1

การปรับปรุงคุณภาพการให้บริการทดสอบทาง 

ห้องปฏิบัติการของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 

นครสวรรค์ ด้วยระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์

โลมไสล วงค์จันตา1  วสุ บ�ำรุงชัยชนะ1  กิตติชัช  จันทร2  ปาริชาติ กัญญาบุญ1  และวิชญาดา วุฒิอดิเรก1  
1ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค์  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  อ�ำเภอเมือง  นครสวรรค์ 60000
2บริษัท ทีโอที จ�ำกัด (มหาชน) ถนนแจ้งวัฒนะ หลักสี่ กรุงเทพฯ 10210

Corresponding author E-mail: lomsalai.w@dmsc.mail.go.th 

Received: 28 May 2020	 Revised: 3 November 2020	 Accepted: 9 February 2021

บทคัดย่อ  จากรายงานผลการส�ำรวจความพึงพอใจ ในปี พ.ศ. 2560 ของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค์ พบว่า

ผู้รับบริการต้องการได้รับรายงานผลการตรวจวิเคราะห์เร็วขึ้น แต่เนื่องจากไม่สามารถลดเวลาทดสอบทางห้องปฏิบัติการได้ 

จงึพจิารณาปรบัปรงุขัน้ตอนการส่งมอบรายงานผลวเิคราะห์ด้วยการพฒันาระบบรายงานผลวเิคราะห์ออนไลน์ โดยมวีตัถปุระสงค์

เพื่อน�ำส่งรายงานผลการตรวจวิเคราะห์ที่รวดเร็วและลดปัญหาเอกสารสูญหายระหว่างการน�ำส่ง ได้ศึกษาจุดเด่นระบบรายงาน

ของหน่วยงานเครือข่าย แล้วพัฒนาระบบใหม่ด้วยกระบวนการวอเตอร์ฟอลโมเดล เชื่อมโยงกับระบบฐานข้อมูลจัดการตัวอย่าง 

SMIS ที่มีอยู่ โดยให้ความส�ำคัญกับการรักษาความลับและปกป้องสิทธิ์ของผู้รับบริการ การพัฒนามีความส�ำเร็จและถูกน�ำมา

ใช้เมือ่ 15 มนีาคม พ.ศ. 2562 ผลการประเมนิหลงัใช้งาน 6 เดือน พบมผีูร้บับรกิารสมคัรใช้ 100 ราย แยกเป็นภาคเอกชน (39), 

ต�ำรวจ (44), ส�ำนักงานสาธารณสุขจังหวัด (3) และโรงพยาบาล (14) ส่งมอบรายงานที่ได้รับอนุมัติช่วง 15 มีนาคม ถึง 30 

กันยายน พ.ศ. 2563 จ�ำนวน 1,852 ฉบับ สามารถด�ำเนินการได้ภายใน 1 วัน หลังได้รับอนุมัติ ท�ำให้ผู้รับบริการได้รับรายงาน

ผลเร็วกว่าการส่งทางไปรษณีย์ 2-5 วัน ระยะเวลาต้ังแต่อัปโหลดรายงานถึงผู้รับบริการดาวน์โหลดอยู่ในช่วงไม่เกิน 1 วัน 

ถึง 95.4 วัน ค่าฐานนิยม ไม่เกิน 1 วัน สามารถแก้ไขปัญหาการสูญหายของเอกสารและลดค่าใช้บริการไปรษณีย์ประมาณ  

33,000 บาท ผลการส�ำรวจความพึงพอใจต่อระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์จากผู้รับบริการ 21 ราย พบได้คะแนน 

ความพึงพอใจภาพรวมระดับมากที่สุด (คะแนน 4.71 จาก 5) สิ่งที่พึงพอใจมากที่สุด คือ ระบบความปลอดภัย  การรักษา 

ความลับ และความสะดวกในการจัดเก็บข้อมูล  

ค�ำส�ำคัญ : 	 รายงานผลการตรวจวิเคราะห์,  บริการออนไลน์,  การปรับปรุงอย่างต่อเนื่อง,  การให้ความส�ำคัญกับผู้รับบริการ,  

	 ISO/IEC 17025
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บทนำ�

ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค์ มีภารกิจหลักคือ ให้บริการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ

ด้านคุ้มครองผู้บริโภคประกอบด้วยห้องปฏิบัติการอาหาร ยา รังสีและเครื่องมือแพทย์  ด้านชันสูตรประกอบด้วย 

ห้องปฏิบัติการพยาธวิิทยาคลินิกและพษิวิทยา โดยในแต่ละปีจะส่งมอบรายงานผลการตรวจวเิคราะห์ทางห้องปฏบิติัการ 

มากกว่า 10,000 ฉบับ และมีแนวโน้มเพิ่มมากขึ้นทุกปี ทั้งนี้ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค์ ได้ส่งมอบ

รายงานผลการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการที่มีความส�ำคัญให้ผู้รับบริการ 3 ช่องทาง คือ จัดส่งทางไปรษณีย์ ผู้รับ

บริการเดินทางมารับด้วยตนเอง และไปรษณีย์อิเล็กทรอนิกส์ คิดเป็นร้อยละ 97.2, 2.6 และ 0.2 ของจ�ำนวนรายงาน 

ที่จัดส่งทั้งหมด ตามล�ำดับ ซึ่งมีระยะเวลาส่งมอบพัสดุลงทะเบียน 2-5 วัน(1) และมีความเส่ียงพัสดุสูญหายระหว่าง 

การส่งมอบ ในแต่ละปีจะได้รับเรื่องจากผู้รับบริการว่าไม่ได้รับรายงานผลวิเคราะห์สาเหตุจากพัสดุที่ส่งทางไปรษณีย์

สูญหาย 1-3 ราย ซึ่งความเสียหายจะมากขึ้นหากมีการน�ำรายงานผลวิเคราะห์ที่เป็นความลับของผู้รับบริการที่สูญหาย

ไปเปิดเผยโดยไม่ได้รับอนุญาต จากรายงานผลการส�ำรวจความพึงพอใจประจ�ำปีงบประมาณ พ.ศ. 2560 ผู้รับบริการ

ให้ข้อเสนอแนะต้องการได้รับรายงานผลการตรวจวิเคราะห์เร็วขึ้น ซึ่งการปรับปรุงกระบวนงานเป็นข้อก�ำหนดหนึ่งของ

มาตรฐาน ISO/IEC 17025: 2005 ซึง่ก�ำหนดให้ห้องปฏิบตักิารต้องด�ำเนินการปรบัปรงุประสทิธภิาพระบบการบริหาร 

อย่างต่อเนื่อง (Continuous quality improvement) ทั้งนี้ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค์ ได้ให้ความ 

ส�ำคญัและพจิารณาลดระยะเวลารอคอยหรอืระยะเวลาให้บรกิารในแต่ละขัน้ตอน แต่เนือ่งจากขัน้ตอนการตรวจวเิคราะห์

ทางห้องปฏิบัติการเป็นข้ันตอนทางเทคนิควิชาการท่ีไม่สามารถลดระยะเวลาด�ำเนินการลงได้ เมื่อวิเคราะห์ข้อมูล 

รอบด้านแล้วพบว่าการปรับปรุงกระบวนการส่งมอบรายงานผลวิเคราะห์น่าจะเป็นไปได้มากที่สุด ดังนั้นคณะผู้วิจัย 

จึงได้พิจารณาเปลี่ยนแปลงรูปแบบและขั้นตอนการส่งมอบรายงานผลการตรวจวิเคราะห์ให้มีความสะดวกและรวดเร็ว

มากยิ่งขึ้น 

การส่งมอบรายงานผลวิเคราะห์ของศนูย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที ่3 นครสวรรค์ เป็นความรับผิดชอบของงาน

รบัตวัอย่าง โดยหลงัจากรับรายงานผลวิเคราะห์จากห้องปฏบิตักิารแล้ว งานรบัตัวอย่างจะต้องท�ำการเสนอผูอ้�ำนวยการ

ลงนามในหนงัสอืน�ำส่งรายงาน ออกเลขท่ีรายงาน พิมพ์หน้าซองจดหมาย แยกเอกสารฉบบัจรงิและส�ำเนา จัดชุดเอกสาร

และบรรจุซอง ออกเลขท่ีไปรษณีย์ จัดท�ำทะเบยีนเลขไปรษณย์ี บนัทกึเลขไปรษณย์ีลงในระบบฐานข้อมลูจดัการตวัอย่าง 

จดัส่งรายงานทางไปรษณย์ี และเกบ็ส�ำเนาเอกสารรายงานผลวเิคราะห์ ดังแสดงในภาพที ่1 นอกจากนีใ้นแต่ละวนังานรบั

ตัวอย่างจะต้องตอบค�ำถามผู้รับบริการที่โทรศัพท์มาสอบถามรายงานผลการตรวจวิเคราะห์ จะส่งเอกสารทางไปรษณีย์

ได้เมื่อไร รวมทั้งขอเลขไปรษณีย์เพื่อติดตามการส่งมอบพัสดุ หรือขอค�ำแนะน�ำการส่งตัวอย่าง เป็นต้น

ภาพที่ 1	 ขั้นตอนการส่งมอบรายงานผลวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการทางไปรษณีย์ ที่เป็นกระบวนงานเดิม
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ดังนั้นในปีงบประมาณ พ.ศ. 2561-2562 กลุ่มพัฒนาคุณภาพและวิชาการ จึงได้เสนอและได้รับอนุมัติให้

ด�ำเนนิการโครงการพฒันาระบบรายงานผลการตรวจวเิคราะห์ออนไลน์ (Online Laboratory Reporting System) 

ด้วยการพัฒนาระบบฐานข้อมูลรายงานผลการตรวจวิเคราะห์ที่ผู้รับบริการสามารถเข้าถึงได้ทุกที่ทุกเวลา มีลักษณะ

เป็นเว็บแอปพลิเคชัน และยังคงสอดคล้องกับข้อก�ำหนด ISO/IEC 17025: 2005 เรื่องการรักษาความลับของผู้รับ

บริการและข้อก�ำหนดอื่นๆ ที่เกี่ยวข้องเชื่อมโยงกับระบบฐานข้อมูลจัดการตัวอย่าง SMIS (Sample Management 

Information System) ที่มีอยู่ โดยได้ศึกษาจุดเด่นระบบการรายงานผลวิเคราะห์ของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์  

ที ่2 พิษณโุลก น�ำมาต่อยอดและเพิม่เตมิในส่วนทีเ่ป็นโอกาสในการพฒันา ทัง้นีเ้พือ่ปรบัปรงุขัน้ตอนการส่งมอบรายงาน

ผลการตรวจวิเคราะห์ให้มีความรวดเร็วยิ่งขึ้น ผลการจากพัฒนาคาดว่าจะสามารถลดระยะเวลาส่งมอบรายงานผล 

การตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ และลดปัญหารายงานผลวิเคราะห์สูญหายระหว่างการน�ำส่งทางไปรษณีย์ ซึ่ง 

คาดว่าจะท�ำให้ผู้รับบริการมีความพึงพอใจมากยิ่งขึ้น 

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือ 

1.	 คอมพิวเตอร์ที่ติดตั้งโปรแกรม My SQL, Navicat, Brostache, และ Microsoft Access

2. 	คอมพิวเตอร์เซิร์ฟเวอร์ประสิทธิภาพสูง ส�ำหรับให้บริการและส�ำรองข้อมูล

3. 	เครื่องสแกนเนอร์ติดตั้งร่วมกับคอมพิวเตอร์ที่มีโปรแกรม Adobe Acrobat

4. 	เครื่องส�ำรองไฟส�ำหรับคอมพิวเตอร์เซิร์ฟเวอร์ 

โปรแกรม 

1. 	ระบบปฏิบัติการวินโดวส์เอกซ์พี (Windows XP)

2. 	โปรแกรม Microsoft Access

3. 	โปรแกรม Navicat

4. 	โปรแกรม My SQL  

5. 	โปรแกรม Brostache 

6. 	โปรแกรม Adobe Acrobat

7. 	ระบบฐานข้อมูลจัดการตัวอย่าง SMIS (Sample Management Information System) 

วิธีการ 

พัฒนาโปรแกรมโดยใช้กระบวนการวอเตอร์ฟอลโมเดล (Waterfall Model) ซึ่งเป็นกระบวนการพัฒนา

ระบบฐานข้อมูล (Database Development Process) ที่เป็นที่นิยมใช้ด้านวิศวกรรมซอฟแวร์(2, 3) ประกอบด้วย

กิจกรรมที่ส�ำคัญ ได้แก่

1. 	ศึกษาคุณลักษณะของระบบที่จะพัฒนาด้วยการวิเคราะห์ความต้องการของผู้ใช้ (Requirement  

Analysis) โดยผู้พัฒนาได้ศึกษาจุดเด่นของระบบที่มีอยู่คือ ระบบอี-รีพอร์ต (e-report) ของศูนย์วิทยาศาสตร์ 

การแพทย์ที ่2 พษิณโุลก ข้อก�ำหนดมาตรฐานห้องปฏบิตักิารทดสอบ ISO/IEC 17025: 2005 มาตรฐานการปฏบิตังิาน 

ของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค์ SOP 11 02 019 “การรายงานผลวิเคราะห์” และความต้องการของ

บุคลากรที่เกี่ยวข้อง

2. 	ออกแบบระบบที่จะพัฒนา (Design) โดยขยายจุดเด่นระบบอี-รีพอร์ต (e-report) ของศูนย์

วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 2 พิษณุโลก โดยให้บริการกับผู้รับบริการทุกคน เชื่อมโยงกับระบบฐานข้อมูลจัดการตัวอย่าง 
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(Sample Management Information System, SMIS) ของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค์ เพื่อ 

ลดขั้นตอนการบันทึกข้อมูลซ�้ำ และออกแบบให้เป็นเว็บแอปพลิเคชัน โดยสอดคล้องกับข้อก�ำหนด ISO/IEC 

17025: 2005 เรื่องการรักษาความลับ (Confidentiality) เป็นการป้องกันข้อมูลของผู้รับบริการให้ไม่ถูกเปิดเผยหรือ

เข้าถึงโดยผู้ไม่มีสิทธิ์ ดังนี้

	 2.1	 ป้องกันการเข้าถึงข้อมูลโดยผู้ไม่มีสิทธิ์โดยใช้รหัสผ่าน (Password Authentication) ดังแสดง 

ในภาพที่ 2 ผู้รับบริการจะสามารถเข้าถึงข้อมูลเฉพาะที่เป็นของตัวเองเท่านั้น

	 2.2 	ป้องกันความผิดพลาดจากการสลับไฟล์ของผู้รับบริการตอนน�ำเข้าระบบ โดยก�ำหนดขั้นตอนที่เป็น

อสิระต่อกนั 3 ขัน้ตอน คอื ขัน้ตอนที ่1 เจ้าหน้าทีร่บัตวัอย่างสแกนรายงานผลวเิคราะห์ต้นฉบบั เป็นอเิลก็ทรอนกิส์ไฟล์พร้อม

ก�ำหนดชือ่ไฟล์และรหสัผ่านเม่ือเปิดอ่าน เป็นหมายเลขตัวอย่าง  ข้ันตอนที ่2 เมือ่อปัโหลดไฟล์เข้าสูร่ะบบ ระบบจะท�ำการ

ตั้งชื่อไฟล์ใหม่อัตโนมัติ เป็นหมายเลขตัวอย่างที่ถูกเลือกโดยไม่เกี่ยวข้องกับชื่อไฟล์ที่เจ้าหน้าที่รับตัวอย่างอัปโหลดขึ้น 

และขั้นตอนที่ 3 ผู้รับบริการได้หมายเลขตัวอย่างของตัวเอง ในวันที่น�ำส่งตัวอย่าง  จากทั้ง 3 ขั้นตอนเมื่อผู้รับบริการ 

เข้าถึงห้องเก็บเอกสารของตนเอง จะปรากฏหมายเลขตัวอย่างและไฟล์แนบซึ่งระบบเป็นผู้ก�ำหนดอัตโนมัติ เมื่อเลือก

ข้อมลูเพ่ือจะเปิดไฟล์ ผูร้บับริการจะต้องใส่รหสัผ่าน คอื หมายเลขตวัอย่างของตวัเอง หากทกุขัน้ตอนสอดคล้องกนัหมด

ก็จะสามารถเปิดไฟล์ได้  แต่หากมีความผิดพลาดอันเนื่องจากการน�ำไฟล์ขึ้นระบบผิดพลาด ผู้รับบริการจะไม่สามารถ

เปิดไฟล์รายงานผลวิเคราะห์ฉบับน้ันได้ เป็นการป้องกันการเข้าถึงความลับของผู้รับบริการจากความผิดพลาดในการ

ท�ำงานของเจ้าหน้าที่  ดังแสดงในภาพที่ 3

ภาพที่ 2 	กระบวนงานใหม่ เม่ือน�ำระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์มาใช้  ผู้รับบริการจะได้รับรหัสผ่านระบบ 

	 ซึ่งสามารถเข้าถึงข้อมูลที่เป็นของตนเองเท่านั้น
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ภาพที่ 3	 ระบบป้องกันความลับของผู้รับบริการ ผู้รับบริการจะถือรหัสผ่าน 2 ชุด เพื่อเข้าถึงห้องเก็บข้อมูลท้ังหมด 

	 ของตัวเอง 1 ชุด และเพื่อเปิดไฟล์อ่านอีก 1 ชุด

	 2.3	 ป้องกันการปลอมแปลงเอกสาร  เนื่องจากช่วงเวลาที่พัฒนาระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์  

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ยังไม่มีการออกกฎระเบียบหรือประกาศ เก่ียวกับลักษณะของรายงานผลวิเคราะห์ทาง 

ห้องปฏบิตักิาร ท้ังท่ีเป็นรปูแบบเอกสารและรูปแบบอ่ืน เพือ่ใช้อ้างอิงตามกฎหมาย  ดังนัน้จงึพฒันาขัน้ตอนการปฏบิติังาน 

เพ่ือเป็นลักษณะเฉพาะของรายงานผลวิเคราะห์ที่พิมพ์จากระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์ และเพื่อป้องกัน 

การปลอมแปลงเอกสาร โดยก�ำหนดข้อความ “e-report”  เป็นลายน�ำ้ ทับลงบนข้อความทีป่รากฏในรายงานผลวเิคราะห์ 

	 2.4	 ก�ำหนดกลุ่มผู้ใช้งานระบบ เป็น 3 กลุ่ม คือ 1) ผู้จัดการระบบ (Administrator) สามารถเข้าถึง

การก�ำหนดชื่อผู้ใช้ รหัสผ่าน ก�ำหนดสิทธิ์ในการใช้งาน และข้อมูลทุกอย่างในระบบ 2) เจ้าหน้าที่รับตัวอย่าง (Sample 

Custodian) หรอืผูท่ี้ได้รบัมอบหมายสามารถเข้าถึงข้อมลูเบือ้งต้นของผู้รบับรกิาร อัปโหลดไฟล์เข้าสูร่ะบบ และลบไฟล์

แนบได้  3) ผู้รับบริการ (Customer) สามารถเข้าถึงข้อมูลการส่งตัวอย่างและไฟล์รายงานผลวิเคราะห์ตัวอย่างของ

ตนเอง โดยสะสมเป็นฐานข้อมูลการน�ำส่งตัวอย่างตรวจวิเคราะห์ที่ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค์ เฉพาะ

ส่วนตัวตลอดระยะเวลาหนึ่งปี ดังแสดงในภาพที่ 4
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ภาพที่ 4  ยูสเคสไดอะแกรม (Use case diagram) ของระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์

	 2.5	 หลกัฐานการได้รบัรายงานผลวเิคราะห์ทางห้องปฏบิตักิาร โดยก�ำหนดให้ระบบบนัทกึข้อมลูอัตโนมติั 

2 เหตุการณ์ คือ ข้อมูลวันที่และเวลาที่อัปโหลดไฟล์รายงานผลวิเคราะห์เข้าสู่ระบบ  และข้อมูลวันที่และเวลาที่ผู้รับ

บริการดาวน์โหลดไฟล์เอกสารรายงานผลวิเคราะห์แต่ละฉบับ จากข้อมูลทั้งสองชุดท�ำให้ผู้จัดการระบบทราบจ�ำนวน

วนัระยะเวลาตัง้แต่เจ้าหน้าทีอ่ปัโหลดไฟล์เข้าสูร่ะบบจนถงึผูร้บับรกิารดาวน์โหลดไฟล์กีว่นั และยงัคงมไีฟล์รายงานทีย่งั 

ไม่ได้ดาวน์โหลดจ�ำนวนเท่าใด

3.	 พัฒนาระบบตามแผนงานที่วางไว้ (Development) ประกอบด้วย 3 ส่วนงาน ได้แก่ 1) พัฒนาระบบ 

ฐานข้อมูลจัดการตัวอย่าง (SMIS) เพิ่มเติมเพ่ือสามารถรองรับการก�ำหนดรหัสผ่านให้ผู้รับบริการ โดยใช้โปรแกรม

ฐานข้อมูลประยุกต์ Microsoft Access   2) พัฒนาระบบฐานข้อมูลใหม่เชื่อมโยงกับระบบ SMIS โดยใช้โปรแกรม 

Navicat และส่วนที่ต้องพัฒนาขึ้นมาใหม่ โดยใช้โปรแกรม My SQL  3) พัฒนาส่วนการแสดงผล (Graphic User 

Interface, GUI) ที่ง่ายต่อผู้รับบริการและผู้ใช้งานระบบ โดยเขียนด้วยภาษา PHP ร่วมกับโปรแกรม Brostache

4.	 ทดสอบระบบ (Testing) หลังจากที่โปรแกรมเมอร์ได้เขียนโปรแกรมตามที่วางแผนไว้ ได้แก่

	 4.1	 ทดสอบฟังก์ชันและประสิทธิภาพของโปรแกรมตามคุณลักษณะที่ได้ออกแบบ และแก้ไขส่วนที่ 

ไม่สอดคล้อง

	 4.2	 ทดสอบด้วยข้อมูลจ�ำลอง และแก้ไขส่วนที่ไม่สอดคล้อง

	 4.3 	ทดสอบด้วยข้อมูลจริง และแก้ไขส่วนที่ไม่สอดคล้อง
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5.	 ติดตั้งระบบเพื่อใช้งานจริง (Implementation and Maintenance) มีขั้นตอน คือ

	 5.1	 สื่อสารระบบงานใหม่ให้ผู้บริหารและผู้ที่เกี่ยวข้องในระบบรับทราบ

	 5.2	 สอนการใช้งานให้กับผู้ปฏิบัติที่เกี่ยวข้อง

	 5.3 	สื่อสารให้ผู้รับบริการทราบ พร้อมจัดท�ำสื่อแผ่นพับวิธีการใช้งาน

	 5.4 	ผู้รับบริการแจ้งความประสงค์ใช้งานระบบ

	 5.5	 เริ่มให้บริการระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์

6.	 ประเมินความส�ำเร็จของโครงการ (Evaluation) โดยการสอบถามความพึงพอใจและข้อเสนอแนะ 

จากผู้รับบริการ

ผล

ผลการออกแบบ 

ระบบตรวจวิเคราะห์ออนไลน์ เป็นระบบฐานข้อมูลเชิงสัมพันธ์ (Relational database) รองรับการส่ง

มอบรายงานผลการตรวจวิเคราะห์ครบทุกห้องปฏิบัติการ เช่ือมโยงกับระบบฐานข้อมูลจัดการตัวอย่าง (Sample  

Management Information System, SMIS) ของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค์  เพื่อน�ำเข้าข้อมูล

การรับตัวอย่างมาใช้  เป็นการลดขั้นตอนการบันทึกข้อมูลซ�้ำ 

การป้องกันการเข้าถึงข้อมูลด้วยรหัสผ่าน (Password Authentication): ฐานข้อมูลผู้ส่งตัวอย่างในระบบ 

SMIS มีการก�ำหนดรหัสผ่าน (Password) ให้กับผู้ใช้บริการทุกคน 

การป้องกันความผิดพลาดจากการสลับไฟล์ของผู้รับบริการตอนน�ำเข้าระบบ: เมื่อเจ้าหน้าที่แนบไฟล์ผิด 

ผูร้บับรกิารจะไม่สามารถเปิดไฟล์ได้และโปรแกรมจะแสดงว่ารหสัผ่านการเปิดไฟล์ไม่ถกูต้อง ผูร้บับรกิารจะต้องแจ้งกลับ 

เพื่อน�ำเข้าไฟล์รายงานผลวิเคราะห์ให้ถูกต้อง 

การป้องกันการปลอมแปลงเอกสาร: ภาพรายงานงานผลการตรวจวิเคราะห์ที่ส่งมอบผ่านระบบรายงานผล

วิเคราะห์ออนไลน์ จะปรากฏลายน�้ำ ข้อความ “e-report”  ทับลงบนข้อความที่ปรากฏในรายงานผลวิเคราะห์ 

การก�ำหนดกลุ่มผู้ใช้งานระบบ:  ผู้จัดการระบบ (Administrator)  ท�ำหน้าที่ก�ำหนดประเภทผู้ลงทะเบียน

ใช้งานอย่างใดอย่างหนึง่ คอืเป็นผูจ้ดัการระบบ (Administrator)  หรอืเจ้าหน้าทีร่บัตวัอย่าง (Sample Custodian) 

ผู้ที่ได้รับมอบหมายให้ท�ำหน้าที่อัปโหลดไฟล์เข้าสู่ระบบ หรือผู้รับบริการ (Customer) ซ่ึงแต่ละประเภทสามารถ 

เข้าถึงข้อมูลได้ตามสิทธิ์ที่ก�ำหนดไว้

หลักฐานการได้รับรายงานผลวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ: ระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์ บันทึกข้อมูล

อตัโนมตั ิ2 เหตุการณ์ คอื วันท่ีและเวลาท่ีอปัโหลดไฟล์รายงานผลวเิคราะห์  และวนัทีแ่ละเวลาทีด่าวน์โหลดไฟล์รายงาน

ผลวิเคราะห์ในครั้งแรก และแสดงสารสนเทศเป็นสถานะการส่งมอบรายงานผลวิเคราะห์ ให้ผู้จัดการระบบทราบว่า

ตัวอย่างหมายเลขวิเคราะห์ใดที่ผู้รับบริการดาวน์โหลดรายงานผลแล้ว หมายเลขวิเคราะห์ใดยังไม่ได้ดาวน์โหลด  

ผลการพัฒนาระบบรายงานผลการตรวจวิเคราะห์ออนไลน์

1)	 การพัฒนาระบบฐานข้อมูลจัดการตัวอย่าง SMIS เพิ่มเติมท�ำให้สามารถรองรับการก�ำหนดรหัสผ่าน 

ให้ผู้รับบริการ ส่วนท่ีพัฒนาเพ่ิมเติมเชื่อมโยงกับฐานข้อมูลผู้รับบริการ นอกจากใช้ในการบันทึกรหัสผ่านแล้วยัง 

สามารถออกหนังสือน�ำส่งรหัสผ่านให้กับผู้รับบริการ รวมทั้งป้องกันการเข้าถึงข้อมูลโดยผู้ไม่ได้รับอนุญาต ดังแสดง 

ในภาพที่ 5
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2)	 การพฒันาระบบฐานข้อมลูใหม่เชือ่มโยงกบัระบบฐานข้อมลู SMIS  น�ำเข้าข้อมลูทีม่อียูม่าใช้ เช่น ข้อมลู

ผู้รับบริการ ข้อมูลตัวอย่างที่ส่งตรวจ เป็นต้น และพัฒนาฐานข้อมูลใหม่เพื่อจัดเก็บข้อมูลที่เกิดขึ้นใหม่ เช่น ข้อมูล 

วันที่และเวลาที่อัปโหลดไฟล์เอกสารเข้าสู่ระบบ ข้อมูลวันที่และเวลาที่ดาวน์โหลดเอกสาร เป็นต้น โดยระบบฐานข้อมูล

ที่พัฒนาขึ้นเป็นระบบฐานข้อมูลเชิงสัมพันธ์ (Relational database)

3)	 การพัฒนาส่วนการแสดงผล (Graphic User Interface, GUI)  มีลักษณะเป็นเว็บแอปพลิเคชัน 

ผู้รับบริการสามารถเข้าถึงได้ด้วยคอมพิวเตอร์หรือโทรศัพท์มือถือสมาร์ทโฟน มีฟังก์ชันค้นหาในทุกหน้าแสดงผล และ 

เรียงล�ำดับการแสดงข้อมูลตามวันท่ีส่งตัวอย่างตรวจวิเคราะห์โดยตัวอย่างที่ส่งล่าสุดจะอยู่บนสุด ท�ำให้ง่ายและสะดวก 

ต่อผูร้บับรกิารและผูใ้ช้งานระบบส่วนการแสดงผลและภาพรายงานผลวเิคราะห์ทีพ่มิพ์ออกจากระบบรายงานผลวเิคราะห์

ออนไลน์ ดังแสดงในภาพที่ 6 ถึงภาพที่ 9

ภาพที่ 5  ตัวอย่างหน้าจอแสดงผลการก�ำหนดรหัสผ่านระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์

ภาพที่ 6	 จอภาพก�ำหนดให้ผู้ใช้ใส่ชื่อผู้ใช้และรหัสผ่าน เพื่อป้องกันผู้ไม่มีสิทธิ์เข้าระบบ
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ภาพที่ 7 	เมือ่จะเปิดไฟล์รายงานผลวิเคราะห์ ผูใ้ช้จะต้องใส่รหสัลบั เพือ่การป้องกันผูอ้ืน่เข้าถงึไฟล์รายงานผลวเิคราะห์

ภาพที่ 8	 ผู้รับบริการสามารถเข้าถึงสารสนเทศการน�ำส่งตัวอย่างตรวจวิเคราะห์ตลอดทั้งปีของตน  ซ่ึงจะเรียงล�ำดับ 

	 วันที่หลังสุดอยู่ด้านบน และมีฟังก์ชันค้นหา เพื่อให้ผู้รับบริการใช้งานได้สะดวก

ภาพที่ 9	 ตัวอย่างรายงานผลวิเคราะห์ที่พิมพ์ออกจากระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์ มีลายน�้ำป้องกันการปลอม 

	 แปลงเอกสาร และเป็นเอกลกัษณ์ ของรายงานผลวเิคราะห์ทีพ่มิพ์ออกจากระบบรายงานผลวเิคราะห์ออนไลน์
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ผลการทดสอบระบบรายงานผลการตรวจวิเคราะห์ออนไลน์

ผลการทดสอบพบทั้งข้อบกพร่องของโปรแกรม (software bug) และความไม่สอดคล้องกับคุณลักษณะ 

ที่ได้ก�ำหนดไว้ โดยได้แก้ไขให้ถูกต้อง

ผลการติดตั้งระบบ

การพฒันาระบบได้แล้วเสร็จ  ตดิตัง้ในคอมพวิเตอร์เซร์ิฟเวอร์ของศนูย์วทิยาศาสตร์การแพทย์ที ่3 นครสวรรค์ 

และใช้งานจริง โดยเริ่มให้บริการระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์ เมื่อ 15 มีนาคม พ.ศ. 2562 ผู้รับบริการแจ้ง 

ความประสงค์ใช้งานระบบ และสามารถเข้าถึงข้อมูลทางเว็บไซต์ของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค์  

http://e-reportrmsc3.dmsc.moph.go.th/etests/ ดังแสดงในภาพที่ 10

ผลการประเมินความส�ำเร็จของโครงการ

ระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์รับประกันว่าได้ส่งมอบรายงานผลการตรวจวิเคราะห์ทุกตัวอย่างและ 

ไฟล์รายงานผลวิเคราะห์ยงัคงอยูใ่นระบบอย่างน้อย 1 ปี ดงันัน้จึงสามารถแก้ปัญหาเอกสารสญูหายระหว่างการส่งมอบได้

ร้อยละ 100 ผูร้บับรกิารสามารถดาวน์โหลดมาจดัเกบ็ไว้ในคอมพวิเตอร์ของตนเอง ลดภาระค่าใช้จ่ายของผูร้บับริการใน

การขอคดัส�ำเนาส�ำเนาผลวิเคราะห์  หลังจากเปิดให้บรกิารระบบรายงานผลวเิคราะห์ออนไลน์ 6 เดอืน (ตัง้แต่ 15 มนีาคม 

พ.ศ. 2562 ถึง 30 กันยายน พ.ศ. 2562)  มีผู้รับบริการสมัครใช้ 100 ราย แยกเป็นภาคเอกชน 39  ราย, ต�ำรวจ 44 ราย, 

ส�ำนักงานสาธารณสุขจังหวัด 3 ราย โรงพยาบาล 14 ราย ให้บริการรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์ 1,852 ฉบับ คิดเป็น

ร้อยละ 48.2  ของรายงานผลวิเคราะห์ในช่วงเวลาเดียวกัน (3,842 ฉบับ) สามารถลดค่าใช้จ่ายในการส่งทางไปรษณีย์

ภาพที่ 10	แบนเนอร์ระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์บนเว็บเพจของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค์ 

	 ที่ผู้รับบริการสามารถเห็นได้อย่างชัดเจน
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ลงทะเบยีนประมาณ 33,000 บาท เมือ่วิเคราะห์สารสนเทศทีไ่ด้จากระบบรายงานผลวเิคราะห์ออนไลน์ พบว่าระยะเวลา

ตัง้แต่อปัโหลดไฟล์รายงานจนถงึเวลาผูร้บับรกิารดาวน์โหลดเอกสาร น้อยทีส่ดุคอื ไม่เกนิ 1 วนั  และนานทีส่ดุคอื 95.4 วนั 

โดยมีค่าฐานนิยม (Mode) ไม่เกิน 1 วัน ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1	 ระยะเวลาตั้งแต่วันที่อัปโหลดไฟล์รายงานผลวิเคราะห์ถึงเวลาที่ผู้รับบริการดาวน์โหลดเอกสาร

เดือน จ�ำนวน (ฉบับ)

ระยะเวลาตั้งแต่น�ำเอกสารขึ้นระบบจนถึงผู้รับบริการดาวน์โหลดเอกสาร (วัน)

ค่าสูงสุด
(Max)

ค่าเฉลี่ย
(Average)

ค่าต�่ำสุด
(Min)

มัธยฐาน
(Median)

ฐานนิยม
(Mode)

มี.ค. 2562 0 - - - - -

เม.ย. 2562 106 95.4 13.5 0.0 6.9 4.0

พ.ค. 2562 371 79.0 11.2 0.0 6.4 1.0

มิ.ย. 2562 160 56.7 11.5 2.1 7.9 0.8

ก.ค. 2562 340 58.2 11.5 0.0 5.8 0.7

ส.ค. 2562 493 38.8 5.1 0.0 3.9 0.0

ก.ย. 2562 383 62.8 7.1 0.0 3.0 0.0

รวม 1,853 130.8 9.2 0.0 4.9 0.0

ผลการส�ำรวจความพึงพอใจต่อระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์ ช่วงมิถุนายน-กรกฎาคม พ.ศ. 2562 

จากผูร้บับรกิาร  21 ราย ผ่านทางระบบกเูกิลฟอร์ม (Google Form) แยกเป็นหน่วยงานต�ำรวจ 17 ราย โรงพยาบาล 2 ราย 

และส�ำนักงานสาธารณสุข 2 ราย  ทุกรายใช้บริการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ ณ ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 

นครสวรรค์ มากกว่า 5 ครัง้/ปี  ผลการวิเคราะห์คะแนนความพงึพอใจก�ำหนดเป็นแบบมาตราส่วนประมาณค่า (Rating 

scale) 5 ระดับ พบว่าผู้ตอบแบบส�ำรวจมีความพึงพอใจต่อระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์ภาพรวม คะแนนเฉลี่ย 

4.71 (พึงพอใจร้อยละ 94.3, ระดบัมากท่ีสดุ)  สิง่ทีผู่ร้บับรกิารพงึพอใจมากทีส่ดุคอื ระบบความปลอดภยัและการรกัษา

ความลับ คะแนนเฉลี่ย 4.86 (พึงพอใจร้อยละ 97.1, ระดับมากที่สุด) และความสะดวกในการจัดเก็บข้อมูลความลับ 

คะแนนเฉลี่ย 4.86 (พึงพอใจร้อยละ 97.1, ระดับมากที่สุด)  ดังแสดงในตารางที่ 2  

ตารางที่ 2  การส�ำรวจความพึงพอใจต่อระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์ ช่วงเดือนมิถุนายน-กรกฎาคม 2562

เรื่อง
คะแนนเฉลี่ย

(ร้อยละ)

ระดับความ

พึงพอใจ

ระยะเวลาในการรับรายงานผลการตรวจวิเคราะห์ 4.67 (93.3) มากที่สุด

รูปแบบรายงานผลการตรวจวิเคราะห์ 4.76 (95.2) มากที่สุด

ความสะดวกในการจัดเก็บข้อมูล 4.86 (97.1) มากที่สุด

ระบบความปลอดภัยและการรักษาความลับ 4.86 (97.1) มากที่สุด

ความสะดวกในการเข้าถึงรายงาน 4.76 (95.2) มากที่สุด

ภาพรวมความพึงพอใจของท่านต่อระบบ e-report 4.71 (94.3) มากที่สุด
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วิจารณ์

การพัฒนาระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์  เป็นการเปลี่ยนแปลงขั้นตอนการท�ำงานเพื่อปรับปรุง

ประสิทธิภาพการให้บริการ มีความสอดคล้องกับข้อก�ำหนด ISO/IEC 17025: 2005 ข้อก�ำหนดที่ 4.10 ระบุว่า 

ห้องปฏิบตักิารต้องมีการปรบัปรงุประสทิธภิาพระบบการบริหารอย่างต่อเนือ่ง ผ่านการใช้นโยบายคณุภาพ วตัถปุระสงค์

คณุภาพ ผลการตรวจประเมนิ การวิเคราะห์ข้อมลู ปฏบิตักิารแก้ไขและปฏิบตักิารป้องกนั และการทบทวนระบบบรหิาร  

ซึง่การทบทวนระบบบรหิารของศนูย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที ่3 นครสวรรค์ ให้ความส�ำคญักบัข้อเสนอแนะผูร้บับรกิาร

เรื่องการลดระยะเวลาให้บริการ  นอกจากนี้การพัฒนายังต้องค�ำนึงถึงการรักษาความลับของผู้รับบริการ (confiden-

tiality) และการปกป้องสิทธิ์ผู้รับบริการ การออกแบบระบบต้องท�ำให้มั่นใจว่ารายงานผลการตรวจวิเคราะห์จะได้รับ 

การป้องกันและเข้าถึงได้เฉพาะผู้รับบริการที่เป็นเจ้าของรายงานผลวิเคราะห์เท่านั้น ซึ่งนอกจากเป็นข้อก�ำหนดของ 

ISO/IEC 17025: 2005 แล้วยังเป็นจริยธรรมของผู้ให้บริการ และเป็นการคุ้มครองข้อมูลส่วนบุคคลตามกฎหมาย

ระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์สามารถรองรับการให้บริการกับผู้รับบริการทุกราย จึงมีความแตกต่าง 

จากระบบอี-รีพอร์ต (e-report) ของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 2 พิษณุโลก ที่รองรับการให้บริการเฉพาะกลุ่ม 

โรงพยาบาล เมื่อเปรียบเทียบกับการส่งรายงานผลวิเคราะห์ทางไปรษณีย์อิเล็กทรอนิกส์ (e-mail) มีความแตกต่างกัน 

คือ ไฟล์ข้อมูลรายงานผลวิเคราะห์จะจัดเก็บไว้ในคอมพิวเตอร์ของผู้ให้บริการไปรษณีย์อิเล็กทรอนิกส์ (e-mail ser-

vice provider) ข้อมูลที่ยืนยันการได้รับรายงานผลคือ รายงานการเปิดจดหมายไปรษณีย์อิเล็กทรอนิกส์ ขณะที่ระบบ

รายงานผลการตรวจวิเคราะห์ออนไลน์สามารถบันทึกวันที่และเวลาในการดาวน์โหลดรายงานผลวิเคราะห์ ซึ่งละเอียด

กว่าและไฟล์ข้อมูลที่ส�ำคัญยังคงอยู่ในระบบคอมพิวเตอร์เซิร์ฟเวอร์ของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค ์

ประโยชน์ที่ผู้รับบริการได้จากการใช้ระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์ คือ 1) ได้รับรายงานผลการตรวจวิเคราะห์

เร็วขึ้น 2-5 วัน และสามารถเข้าถึงรายงานผลวิเคราะห์ได้ทุกที่ ทุกเวลา 2) มีฐานข้อมูลส่วนตัวที่เก็บประวัติการส่ง 

ตวัอย่างทัง้ปี หากมีความจ�ำเป็นต้องเกบ็ข้อมลูไว้ใช้ประโยชน์ ผูใ้ช้บรกิารสามารถจัดเกบ็ไฟล์ได้ด้วยตนเอง  3) ลดภาระ 

ค่าใช้จ่ายในการขอคัดส�ำเนา กรณีที่ท�ำเอกสารสูญหาย ซึ่งการพัฒนาระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์ ท�ำให้ไม่มี

ปัญหาเรื่องรายงานผลวิเคราะห์สูญหายระหว่างการจัดส่ง ลดภาระงานสืบค้นเอกสาร  การรับโทรศัพท์และสืบค้นข้อมูล 

เพ่ือตอบค�ำถามผู้รับบริการเรื่องติดตามการส่งมอบรายงานผลวิเคราะห์ และลดค่าใช้จ่ายจากการส่งรายงานผล

วิเคราะห์ทางไปรษณีย์ลงทะเบียน และท�ำให้มีเทคโนโลยีสารสนเทศห้องปฏิบัติการที่มีความสมบูรณ์ ต้ังแต่ต้นน�้ำคือ 

ขั้นตอนการรับตัวอย่าง กลางน�้ำคือ ขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ และปลายน�้ำคือ ขั้นตอนการส่งมอบ

รายงานผลการตรวจวิเคราะห์  

ขั้นตอนการพัฒนาระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์  มีความซับซ้อนในขั้นตอนการพัฒนาฐานข้อมูลใหม่ 

และต้องน�ำเข้าข้อมูลจากระบบฐานข้อมูล SMIS  ผูพ้ฒันาใช้ระบบฐานข้อมลู My SQL โดยใช้โปรแกรม Navicat เป็น

เคร่ืองมอืช่วยในการพฒันา  ข้อจ�ำกดัของระบบรายงานผลวเิคราะห์ออนไลน์ คอื การเชือ่มโยงกบัระบบฐานข้อมลูจดัการ

ตวัอย่าง SMIS  ดังนัน้หากมีการเปลีย่นแปลงระบบฐานข้อมลูจดัการตัวอย่างหรอืยกเลกิการใช้ระบบฐานข้อมลู SMIS 

จะท�ำให้ระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์ที่พัฒนานี้ไม่สามารถใช้งานได้หรือหากจะใช้งานต่อต้องท�ำการปรับปรุงให้

สามารถเชื่อมโยงกับระบบฐานข้อมูลการจัดการตัวอย่างด้วย และยังมีขั้นตอนที่ยังไม่เป็นอัตโนมัติ คือ การสแกนภาพ 

รายงานผลการตรวจวิเคราะห์ต้นฉบับ ให้เป็นอิเล็กทรอนิกส์ไฟล์ นามสกุล .pdf และใช้โปรแกรม Adobe Acrobat 

ในการก�ำหนดรหัสการเปิดไฟล์ (Encrypt with password) และสร้างลายน�้ำ (Watermark) บนภาพรายงาน 

ผลวเิคราะห์ ก่อนท่ีจะอปัโหลดไฟล์เข้าระบบรายงานผลวเิคราะห์ออนไลน์ นอกจากนีร้ะบบรายงานผลวเิคราะห์ออนไลน์

ที่พัฒนาขึ้น อาจไม่สะดวกส�ำหรับผู้รับบริการงานรังสีและเครื่องมือแพทย์ เนื่องจากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์มีการ

พัฒนาระบบการให้บริการตรวจคุณภาพและความปลอดภัยของเครื่องเอกซเรย์ที่เป็นระบบฐานข้อมูลกลาง เพ่ือให้

หน่วยงานที่เกี่ยวข้องกับการอนุญาตใช้รังสีทางการแพทย์ได้ใช้ประโยชน์ร่วมกัน ผู้รับบริการจะต้องแจ้งความประสงค์
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ใช้บริการไปจนถึงได้รับรายงานผลการตรวจวิเคราะห์คุณภาพและความปลอดภัยของเครื่องเอกซเรย์โดยผ่านระบบน้ี  

กรณีดังกล่าวเป็นประเด็นที่ควรพิจารณาส�ำหรับทุกการพัฒนาระบบใหม่ใดๆ หากพัฒนาระบบของกระบวนการย่อย 

(Sub Process) โดยไม่ได้พจิารณาวิเคราะห์ภาพรวมการให้บรกิาร อาจกระทบทัง้ผูป้ฏบิตัแิละผู้รบับรกิาร อาจสญูเสยี

เวลาและงบประมาณ  หากการพัฒนาระบบกระบวนงานย่อยไม่สอดคล้องกับกระบวนงานในภาพรวม 

นอกจากนี้ยังพบว่าผู ้รับบริการภาคเอกชนแจ้งความประสงค์ใช้ระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน ์

ค่อนข้างน้อย โดยเฉพาะผู้รับบริการที่มาใช้บริการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการปีละครั้ง จะประสงค์ใช้ระบบการ 

รายงานแบบเดิม คือ การส่งรายงานทางไปรษณีย์  ผู้รับบริการที่ให้ความสนใจแจ้งความประสงค์ใช้บริการระบบ 

รายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์มากท่ีสุด คือ สถานีต�ำรวจและโรงพยาบาล ซึ่งส่งตัวอย่างตรวจวิเคราะห์ทาง 

ห้องปฏิบัติการเป็นประจ�ำ ดังน้ันการประชาสัมพันธ์เชิญชวนควรมุ่งเน้นผู้รับบริการที่ใช้บริการเป็นประจ�ำและ 

ส่งตัวอย่างตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการมากที่สุด 10 อันดับแรกก่อน จะท�ำให้โครงการนี้เกิดประสิทธิผล 

มากที่สุด และหากมีการพัฒนาระบบแจ้งเตือนให้ผู้รับบริการทราบว่าศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค ์

ได้มกีารส่งมอบรายงานผลวิเคราะห์ในระบบรายงานผลวเิคราะห์ออนไลน์เรยีบร้อยแล้ว จะท�ำให้ผูร้บับรกิารได้รับทราบ

ข้อมูลข่าวสารที่ครบถ้วนและมีความประทับใจในการบริการมากยิ่งขึ้น  ส�ำหรับผู้รับบริการที่เป็นโรงพยาบาลซึ่งมีหลาย

แผนกงานทีใ่ช้บรกิารตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏบิติัการ เช่น แผนกพยาธวิิทยาคลนิกิ แผนกเอกซเรย์ ประกอบกบัรายงาน

ผลการตรวจวิเคราะห์ถือเป็นความลับของผู้ป่วย กรณีนี้ควรก�ำหนดชื่อผู้ใช้และรหัสผ่านมากกว่า 1 ผู้ใช้ (User) ให้แก่

หน่วยงานดังกล่าว

อย่างไรก็ตาม เพื่อให้ระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์เป็นที่ยอมรับ และเปลี่ยนจากการสแกนรายงาน 

ผลวเิคราะห์ต้นฉบบัเป็นอเิล็กทรอนิกส์ไฟล์สู่การรายงานผลทีเ่ป็นดจิทิลั (digital report)  หน่วยงานควรก�ำหนดขัน้ตอน 

การรายงานผลวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการที่เป็นระบบอิเล็กทรอนิกส์  หรือออกประกาศรองรับทางกฎหมาย รวมถึง 

การปฏบิตัติามกฎหมายท่ีเกีย่วข้อง เช่น ลายเซ็นอิเลก็ทรอนกิส์ (e-signature) ต้องปฏบิตัติามพระราชบญัญติัธรุกรรม

อเิลก็ทรอนกิส์ เป็นต้น เพ่ือให้รายงานผลวิเคราะห์ทางห้องปฏิบติัการในระบบอิเลก็ทรอนกิส์มผีลตามกฎหมาย  นอกจากนี ้

หากกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์มรีะบบฐานข้อมลูกลาง ทกุหน่วยงานใช้ระบบเดยีวกนั จะเป็นประโยชน์ด้านการจดัการ

ข้อมูลในภาพรวมของประเทศ และผู้รับบริการจะไม่สับสนในการใช้บริการไม่ว่าจะไปใช้บริการที่ศูนย์วิทยาศาสตร ์

การแพทย์ใดหรือที่กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ การส่งมอบรายงานผลวิเคราะห์จะเป็นระบบเดียวกัน

สรุป

ระบบรายงานผลวิเคราะห์ออนไลน์ เป็นการเปลี่ยนแปลงขั้นตอนการส่งมอบรายงานผลวิเคราะห์ทาง 

ห้องปฏิบตักิาร จากรายงานผลวิเคราะห์ท่ีเป็นกระดาษให้เป็นรายงานผลวิเคราะห์อเิลก็ทรอนกิส์ เปลีย่นจากการส่งมอบ

รายงานผลวเิคราะห์ทางไปรษณย์ีเป็นการส่งมอบในระบบฐานข้อมลูทีผู่ร้บับรกิารสามารถเข้าถงึได้ตลอดเวลา ท�ำให้ผูร้บั

บริการสามารถเข้าถึงรายงานผลวิเคราะห์ทันทีที่ได้อัปโหลดไฟล์เข้าสู่ระบบ คือ ภายใน 1 วัน หลังจากที่ได้รับอนุมัต ิ

เร็วกว่าการส่งมอบทางไปรษณีย์ลงทะเบียน 2-5 วัน และเป็นการปรับปรุงประสิทธิภาพการให้บริการและระบบบริหาร

คุณภาพ โดยยังคงรักษาความลับและปกป้องสิทธิ์ของผู้รับบริการ  

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคณุศนูย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที ่2 พษิณโุลก ทีก่รณุาให้เข้าศกึษาดงูานระบบการรายงานผลวเิคราะห์

อี-รีพอร์ต (e-report)
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Improvement of Laboratory Service of 

Regional Medical Science Center 3 

Nakhonsawan with Online Laboratory 

Reporting System
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and Wichayada Woothiadirek1

1Regional Medical Science Center 3 Nakhonsawan, Department of Medical Science, Amphoe Meung, 

Nakhonsawan 60000 
2TOT Public Company Limited, Chaengwattana road, Lak si, Bangkok 10210, Thailand

Abstract  The Regional Medical Sciences Center 3, Nakhonsawan carried out satisfaction survey in 

2017 and found that customers would like to receive the laboratory analysis report faster. Since 

laboratory testing time cannot be reduced, then we are trying to improve the reporting process by 

developing an Online Laboratory Reporting System. The aim of improvement is to deliver laboratory 

report quickly and solve the problem of postal delivery lost. We started studying the strengths of the 

network reporting system, developing a new system with Waterfall Model process and linking it to the 

existing Sample Management Information System (SMIS). The new system emphasized customer right 

protection and confidentiality. It was successful and implemented on 15 March 2019. The evaluation 

result after 6 months of service had 100 applicants and these included private customer (39), police (44), 

provincial public health offices (3) and hospitals (14). A total of 1,852 reports approved between 15 March 

and 30 September 2019 were delivered within 1 day after approval, allowing customers to receive reports 

2-5 days faster than postal mail. The time from report upload to report download by customer were  

between 1 day and 95.4 days and the mode was less than 1 day. It solved the problem of postal delivery 

lost and reduced postal service costs approximately 33,000 Baht. The results of the Online Laboratory 

Reporting System satisfaction survey from 21 customers was the highest level satisfaction with score 4.71 

out of 5. The most satisfaction were security, confidentiality and convenience of data storage. 

Keywords:	 Laboratory report, On-line service, Continuous improvement, Customer focus, ISO/IEC  
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การเปรียบเทียบวิธีการเฝ้าระวังยุงลายบ้าน 

(Aedes aegypti) ในการควบคุมโรคไข้เลือดออก

จิราภรณ์ เสวะนา  บุษราคัม สินาคม  และบุญเสริม อ่วมอ่อง
กองโรคติดต่อน�ำโดยแมลง กรมควบคุมโรค ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000

Corresponding author E-mail: jira.ento@gmail.com

Received: 11 January 2021	 Revised: 3 February 2021	 Accepted: 25 February 2021   

บทคัดย่อ  โรคไข้เลือดออกเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส�ำคัญของประเทศไทยมายาวนานมากกว่าหกทศวรรษ หนึ่งในมาตรการ

ส�ำคัญที่ใช้ในการป้องกันควบคุมโรคน้ีคือการเฝ้าระวังยุงลายซ่ึงเป็นพาหะ การศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบ 

การเฝ้าระวังยุงลาย 3 วิธี คือ การส�ำรวจลูกน�้ำยุงลาย การส�ำรวจยุงตัวเต็มวัย และการส�ำรวจไข่ยุงลาย ในพื้นที่ชุมชนบ้านท่าแดง 

หมู่ที่ 7 ต�ำบลจ�ำปา อ�ำเภอท่าเรือ จังหวัดพระนครศรีอยุธยา ซึ่งมีลักษณะบ้านที่หลากหลาย ประกอบด้วยบ้านเดี่ยว 1 และ 2 ชั้น,  

ทาวน์โฮม 2 ชั้น และบ้านสวน ผลการศึกษาพบว่าบ้านทุกลักษณะที่ส�ำรวจพบทั้งไข่ยุงลายในกับดักไข่ยุงลีโอแทรป ลูกน�้ำยุงลาย

และยงุตวัเตม็วยัภายในบ้าน แสดงว่าลกัษณะบ้านไม่มผีลต่อการพบไข่ยงุ ลกูน�ำ้ และตัวยุงลาย เมือ่เปรยีบวธิกีารเฝ้าระวงัยงุลาย 

ทัง้ 3 วธิ ีพบว่าการใช้กบัดกัไข่ยุงลโีอแทรปซึง่น�ำมาใช้ด�ำเนนิการเฝ้าระวังมปีระสทิธภิาพดทีีส่ดุ สะดวกต่อการปฏบิตังิาน ประหยดั

เวลาและงบประมาณ ลดภาระงานของเจ้าหน้าที่สาธารณสุข สามารถเก็บแผ่นไข่ยุงลายและน�ำกลับมาตรวจนับที่ห้องปฏิบัติการ

ได้ ซึ่งจะท�ำให้ทราบจ�ำนวนยุงลายที่แท้จริงที่จะเกิดขึ้นในอนาคต สามารถน�ำไปวิเคราะห์หาพื้นที่เสี่ยงด้านระบาดวิทยา และ

ก�ำหนดมาตรการในการควบคุมยุงลายในพื้นที่ได้อย่างมีประสิทธิภาพ            

ค�ำส�ำคัญ : กับดักไข่ยุง, ยุงลายบ้าน, การเฝ้าระวัง, การส�ำรวจยุง, โรคไข้เลือดออก 
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บทนำ�

โรคไข้เลือดออก (Dengue Hemorrhagic Fever, DHF) เป็นโรคประจ�ำถิ่น (Endemic area) ของ

ประเทศไทย ซึ่งเกิดจากการติดเชื้อไวรัสเดงกี (Dengue virus) โดยมียุงลายบ้าน (Aedes aegypti) และยุงลายสวน 

(Ae. albopictus) เป็นพาหะ ทั้งนี้มีรายงานว่าพบการติดเชื้อไวรัสเดงกีในยุงลายบ้านและยุงลายสวนในธรรมชาติสูง 

ถึงร้อยละ 37.75(1) โดยมีแนวโน้มของจ�ำนวนผู้ป่วยในระยะยาวสูงขึ้นเรื่อยๆ รวมทั้งพบผู้ป่วยได้ทุกเดือนตลอดท้ังปี  

แม้ในช่วงนอกฤดกูาลระบาดกย็งัคงพบผูป่้วยไม่น้อยกว่า 500–1,000 รายต่อเดอืน และอาจสงูมากถึง 20,000–30,000 ราย 

ในช่วงทีม่กีารระบาดรนุแรง โดยเฉลีย่พบผูป่้วย 60,000 รายต่อปี ส่วนปีทีร่ะบาดจะมรีายงานผูป่้วยมากถงึ 100,000 ราย 

ขึ้นไป(2) ดังนั้นจึงจ�ำเป็นต้องมีมาตรการการเฝ้าระวังและควบคุมยุงลายพาหะน�ำโรคไข้เลือดออก โดยหลักการ

ป้องกันและควบคุมยุงลายพาหะน�ำโรคท่ีส�ำคัญ ได้แก่ ป้องกันคนไข้และคนปกติไม่ให้ถูกยุงกัด ก�ำจัดยุงและลูกน�้ำ 

ลดแหล่งเพาะพันธุ์ไม่ให้ยุงสามารถแพร่พันธุ์เพิ่มความหนาแน่นได้(3) ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2515 องคการอนามัยโลก 

(WHO) แนะน�ำการเฝ้าระวังยุงลายโดยการสํารวจดวยวิธี Visual Larval Survey(4) กระทรวงสาธารณสุข 

ใช้ด�ำเนินการในพื้นที่คือ การส�ำรวจลูกน�้ำยุงลาย โดยใช้ค่า House Index (HI) คือ รอยละของบานที่สํารวจพบ 

ลูกน�้ำยุงลาย และค่า Container Index (CI) คือ รอยละของภาชนะขังน�้ำที่พบลูกน�้ำยุงลาย เป็นเกณฑ์ในการแบ่ง

พื้นที่เสี่ยง(5) และเก็บตัวอย่างยุงลายเพื่อตรวจหาเชื้อไวรัสในยุงลายกรณีเกิดการระบาด แต่การส�ำรวจลูกน�้ำยุงลายและ

การจับยุงลายต้องใช้เวลา งบประมาณ และก�ำลังคนเป็นจ�ำนวนมาก ซึ่งปัจจุบันเจ้าหน้าที่สาธารณสุขมีภาระงานที่ต้อง 

รบัผดิชอบหลายหนา้ที่ ท�ำใหด้�ำเนินการส�ำรวจลกูน�ำ้ยงุลายไมเ่ปน็ไปตามแผนการด�ำเนินงานทีก่�ำหนดไว ้ดังนั้นเพื่อหา

วธีิการทีส่ะดวก ประหยดัเวลา และสะดวกต่อการปฏบิตังิาน จงึทดลองน�ำวธิกีารเฝ้าระวงัยงุลายพาหะน�ำโรคไข้เลอืดออก 

โดยการใช้กับดักไข่ยุงลายเปรียบเทียบกับวิธีการส�ำรวจลูกน�้ำยุงลายและวิธีการจับยุงลายที่ใช้เป็นมาตรการหลัก 

ในการเฝ้าระวังโรคไข้เลือดออกในปัจจุบัน เพื่อหาวิธีการและมาตรการใหม่ๆ มาใช้ในการเฝ้าระวังและควบคุมยุงลาย 

ในต่างประเทศกับดักไข่ยุงลายมีหลากหลายรูปแบบที่น�ำมาใช้ในการป้องกันและควบคุมยุงลาย เช่น Novel lethal  

ovitrap, In2care trap, Gravid ovitrap, Ticino ovitrap และ Typical ovicup trap เป็นต้น สบืเนือ่งจากการเกดิปัญหา

ไข้เลือดออกได้ระบาดไปหลายภูมิภาคทั่วโลก รวมถึงประเทศไทยด้วย ผู้เชี่ยวชาญของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์และ 

บริษัท อิคาริ เทรดดิ้ง (ประเทศไทย) จ�ำกัด จึงได้ร่วมกันพัฒนาผลิตภัณฑ์ “กับดักไข่ยุงลีโอแทรป (LeO-Trap)” 

โดยได้ขึ้นบัญชีนวัตกรรมไทย รหัส 140003 ช่ือสามัญของผลงานนวัตกรรมไทยว่า กับดักไข่ยุง (Lethal ovitrap) 

ชือ่ทางการค้าของผลงานนวัตกรรมไทยว่า กบัดกัไข่ยงุลโีอแทรป (LeO-Trap) ซึง่กบัดกัไข่ยงุลโีอแทรปใช้หลกัการคอื 

พัฒนาสารดึงดูดล่อยุงลาย ชื่อ Carpet Shell Plus ซึ่งเป็นการผสมสารสกัดจากหอยลายกับสารสังเคราะห์เลียนแบบ 

สารจากธรรมชาติ ล่อให้ยุงลายเข้ามาวางไข่ในกับดัก เป็นการตัดตอนไม่ให้มีปริมาณยุงเพิ่มข้ึนจนกระทั่งหมดไป 

โดยที่ในกับดักไข่ยุงลีโอแทรปจะใช้สารก�ำจัดลูกน�้ำยุงลายชนิดเกล็ดซีโอไลท์ก�ำจัดตัวอ่อนยุง โดยสรุปประสิทธิภาพ 

ของกับดักไข่ยุง คือ 1) ช่วยลดปริมาณการแพร่พันธุ์ของยุง 2) ลดการใช้สารก�ำจัดลูกน�้ำยุงที่ใส่ในน�้ำตามบ้านเรือน 

3) ลดพ้ืนทีก่ารใช้สารก�ำจดัลกูน�ำ้ยงุในภาชนะและสิง่แวดล้อม(6) ณ ปัจจบุนัการใช้ทรายทมีฟีอสก�ำจดัลกูน�ำ้ยงุลายใส่ลง

ไปในน�้ำใช้ประชาชนบางส่วนไม่ให้การยอมรับ เนื่องจากมีผลท�ำให้น�้ำใช้มีกลิ่นสารเคมีเมื่อน�ำน�้ำไปอุปโภคและบริโภค 

นอกจากนี้ยังมีรายงานการต้านทานของลูกน�้ำยุงลายต่อทรายทีมีฟอสในบางพื้นที่(7) จึงจ�ำเป็นต้องหาวิธีการลดการใช้ 

ทรายทีมีฟอสในน�้ำใช้ เพื่อให้ประชาชนยอมรับและด�ำเนินการควบคุมยุงลายให้เกิดประสิทธิภาพ

ดังนั้น กองโรคติดต่อน�ำโดยแมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข จึงมีความประสงค์ทดลอง 

เปรยีบเทยีบวิธกีารเฝ้าระวังยงุลายพาหะน�ำโรคไข้เลือดออก 3 วธิกีาร ได้แก่ 1) การส�ำรวจลกูน�ำ้ยงุลาย 2) การจบัยงุลาย

ตวัเตม็วยั 3) การใช้กบัดกัไข่ยงุลีโอแทรปท่ีชมุชนบ้านท่าแดง หมู่ที ่7 ต�ำบลจ�ำปา อ�ำเภอท่าเรอื จงัหวดัพระนครศรอียธุยา 

เพื่อก�ำหนดวิธีการเฝ้าระวังยุงลายที่เหมาะสมส�ำหรับน�ำมาใช้ในการปฏิบัติงานต่อไป 
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วัสดุและวิธีการ

พื้นที่ศึกษา 

คัดเลือกหมู่บ้านเพื่อเปรียบเทียบวิธีการเฝ้าระวังยุงลายพาหะน�ำโรคไข้เลือดออก ได้แก่ ชุมชนบ้านท่าแดง 

หมู่ที่ 7 ต�ำบลจ�ำปา อ�ำเภอท่าเรือ จังหวัดพระนครศรีอยุธยา เนื่องด้วยมีรายงานผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกในพื้นที่ โดยมี

ลักษณะบ้านเรือนและสภาพแวดล้อมท่ีแตกต่างกนั ได้แก่ บ้านเดีย่ว 2 ชัน้ บ้านเดีย่ว 1 ชัน้ บ้านเป็นร้านค้า บ้านทาวน์โฮม 

2 ชั้น และบ้านสวนที่มีบริเวณส่วนตัว

วิธีการส�ำรวจและเฝ้าระวังยุงลายพาหะน�ำโรคไข้เลือดออก 

ประกอบด้วย 3 วิธีการ ได้แก่

วธิกีารที ่1 การส�ำรวจลูกน�ำ้ยงุลาย โดยการสุม่ส�ำรวจลกูน�ำ้ยงุลายโดยใช้ไฟฉายส่อง (Visual larval survey) 

จ�ำนวน 80 หลังคาเรือน ช่วงเวลาด�ำเนินการและติดตามประเมินผลระหว่างเดือนมิถุนายน - กันยายน พ.ศ. 2561 

รวมระยะเวลา 4 เดือน

วธิกีารท่ี 2 การส�ำรวจยงุลายตวัเตม็วัย โดยการสุม่จบัยงุลายด้วยสวงิจับ (Sweep nets) จ�ำนวน 30 หลงัคาเรือน 

ช่วงเวลาด�ำเนินการและติดตามประเมินผลระหว่างเดือนมิถุนายน - กันยายน พ.ศ. 2561 รวมระยะเวลา 4 เดือน 

วธิกีารที ่3 การส�ำรวจไข่ยงุลาย โดยการวางกบัดกัไข่ยงุลโีอแทรปภายในบา้นจ�ำนวน 2 กบัดกัต่อหลงัคาเรอืน 

ทั้งหมดจ�ำนวน 80 หลังคาเรือน โดยเริ่มวางกับดักไข่ยุงลีโอแทรปเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2561 และติดตามประเมินผล

ระหว่างเดือนกรกฎาคม - กันยายน พ.ศ. 2561 รวมระยะเวลาตั้งแต่วางกับดัก 4 เดือน  

การค�ำนวณหาปริมาณยุงลายตัวเต็มวัยที่จะลดลงจากการวางกับดักไข่ยุงลายลีโอแทรป โดยคิดว่ายุงลาย

เพศเมียต่อเพศผู้ = 1:1 และเพศเมีย 1 ตัว สามารถวางไข่ตลอดชีวิตได้ 500 ฟอง ดังนั้น ใช้สูตรของกรมวิทยาศาสตร์ 

การแพทย์(8)

			            	 		

การส�ำรวจลูกน�้ำยุงลาย จับยุงลาย และตรวจนับไข่ยุงลายภายในกับดักไข่ยุงลีโอแทรป 

การส�ำรวจลกูน�ำ้ยงุลายด�ำเนนิการเดอืนละ 1 ครัง้ เป็นระยะเวลา 4 เดอืน สุม่ส�ำรวจลกูน�ำ้ยงุลาย โดยใช้ไฟฉายส่อง 

(Visual larval survey) ตามภาชนะขังน�้ำทุกภาชนะภายในบ้านและภาชนะขังน�้ำบริเวณนอกบ้าน พร้อมทั้ง 

ตรวจนบัจ�ำนวนภาชนะขงัน�ำ้ทีส่�ำรวจทัง้หมดทีพ่บลกูน�ำ้ยงุลายและไม่พบลกูน�ำ้ยงุลาย ท�ำการบนัทกึผลการส�ำรวจลงใน

แบบฟอร์มการส�ำรวจลูกน�้ำยุงลาย

การส�ำรวจยุงลายตัวเต็มวัย ด�ำเนินการจับยุงลายเดือนละ 1 ครั้ง เป็นระยะเวลา 4 เดือน สุ่มจับยุงลายด้วย

สวิงจับ (Sweep nets) จ�ำนวน 30 หลังคาเรือน โดยใช้สวิงโฉบยุงลายภายในบ้านตามราวตากผ้า มุ้ง ที่นอน ตู้เสื้อผ้า 

มุมมืดภายในบ้าน เป็นเวลา 20 นาทีต่อหลังคาเรือน แยกเพศยุงลายและตรวจนับจ�ำนวนยุงลายทั้งหมดที่จับได้ ท�ำการ

บันทึกผลการจับยุงลายลงในแบบฟอร์มการจับยุงลาย

การส�ำรวจไข่ยุงลาย ท�ำการวางกับดักไข่ยุงลีโอแทรปภายในบ้านจ�ำนวน 2 กับดักต่อหลังคาเรือน ทั้งหมด

จ�ำนวน 80 หลังคาเรือน โดยเริ่มวางกับดักไข่ยุงลีโอแทรปเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2561 และติดตามประเมินผลระหว่าง

เดือนกรกฎาคม - กันยายน พ.ศ. 2561 เป็นระยะเวลา 3 เดือน ตรวจนับไข่ยุงลายภายในกับดักไข่ยุงลีโอแทรป 

เดือนละ 1 ครั้ง ท�ำการบันทึกผลการส�ำรวจลงในแบบฟอร์มการส�ำรวจไข่ยุงลาย พร้อมทั้งเปลี่ยนน�้ำภายในกับดัก 

ไข่ยุงลีโอแทรป และเติมเกล็ดซีโอไลท์ใหม่ทุกครั้งที่ท�ำการส�ำรวจ

จ�ำนวนยุงลายที่ลดลง   =  
จ�ำนวนไข่ยุงลายทั้งหมดที่พบในกับดัก  

× 500
2
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การประเมินค่าใช้จ่ายในการเฝ้าระวังยุงพาหนะไข้เลือดออก 3 วิธี

ในการประเมินค่าใช้จ่าย ใช้อัตราเบี้ยเลี้ยงตามระเบียบราชการ ค่าใช้จ่ายอื่นประเมินตามราคาที่จ่ายจริงใน  

ปี พ.ศ. 2561

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

การส�ำรวจลกูน�ำ้ยงุลาย โดยน�ำจ�ำนวนลกูน�ำ้ยุงลายทีส่�ำรวจมาค�ำนวณหาค่า House Index (HI) คอื รอยละ 

ของบานที่สํารวจพบลูกน�้ำยุงลาย และค่า Container Index (CI) คือ รอยละของภาชนะขังน�้ำที่พบลูกน�้ำยุงลาย

การส�ำรวจยุงลายตัวเต็มวัย น�ำจ�ำนวนยุงลายที่จับได้มาค�ำนวณหาค่าเฉล่ียยุงลายที่พบต่อหลังคาเรือน และ

หาค่าร้อยละของบ้านที่พบยุงลาย และหาค่าเฉลี่ยจ�ำนวนยุงต่อบ้านที่พบยุง

การส�ำรวจไข่ยุงลาย น�ำจ�ำนวนไข่ยุงลายมาค�ำนวณหาค่าเฉล่ียไข่ยุงลายที่พบต่อกับดัก หาค่าร้อยละกับดัก 

ที่พบไข่ยุงลาย ค่าร้อยละของบ้านที่พบไข่ยุงลาย และหาค่าเฉลี่ยไข่ยุงต่อบ้านที่พบไข่ยุง

การเปรียบเทียบลักษณะบ้านที่มีผลต่อการพบไข่ยุงลาย ลูกน�้ำยุงลาย และยุงลายตัวเต็มวัย ด้วย 3 วิธีการ 

โดยการวิเคราะห์ทางสถิติแบบ One-Way ANOVA โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistics 26 โดยมีนัยส�ำคัญ 

ทางสถิติที่ p-value < 0.05  

ผล

จากการเปรียบเทียบวิธีการเฝ้าระวังยุงลายพาหะน�ำโรคไข้เลือดออก 3 วิธีการ ได้แก่ การส�ำรวจลูกน�้ำยุงลาย 

การจับยุงลายตัวเต็มวัย และการวางกับดักไข่ยุงลีโอแทรป พบว่าวิธีการที่ 1 ก่อนวางกับดักไข่ยุงลายในเดือนมิถุนายน 

มจี�ำนวนบ้านท่ีพบลูกน�ำ้ยงุลายร้อยละ 39.76 หลงัจากวางกบัดกัไข่ยงุลายในเดอืนกนัยายน จ�ำนวนบ้านทีพ่บลูกน�ำ้ยงุลาย 

ลดลงเหลือร้อยละ 28.13 ส�ำหรับภาชนะท่ีพบลูกน�้ำยุงลายในบ้านลดลงจากร้อยละ 19.28 เหลือร้อยละ 12.50  

ภาชนะนอกบ้านลดลงจากร้อยละ 24.10 เหลือร้อยละ 17.19 ดังแสดงในตารางที่ 1

        

ตารางที่ 1 	 ผลการส�ำรวจลกูน�ำ้ยงุลายดวยวธิกีารสุม่ส�ำรวจลกูน�ำ้ยงุลายโดยใช้ไฟฉายส่อง (Visual larval survey) 

เดือน

จ�ำนวน

บ้านส�ำรวจ 

ลูกน�้ำ 

จ�ำนวน

บ้าน

พบลูกน�้ำ

%บ้าน

พบลูกน�้ำ

(HI)1

จ�ำนวนภาชนะ

ในบ้าน

พบลูกน�้ำ

%ภาชนะในบ้าน

พบลูกน�้ำ

(CI)2

จ�ำนวนภาชนะ

นอกบ้าน

พบลูกน�้ำ

%ภาชนะ

นอกบ้าน

พบลูกน�้ำ

(CI)2

มิถุนายน 83 33 39.76 16 19.28 20 24.10

กรกฎาคม 83 30 36.14 16 19.28 19 22.89

สิงหาคม 75 22 29.33 8 10.67 16 21.33

กันยายน 64 18 28.13 8 12.50 11 17.19

1.	 HI หมายถึง รอยละของบานที่สํารวจพบลูกน�้ำยุงลาย

2.	 CI หมายถึง รอยละของภาชนะขังน�้ำที่พบลูกน�้ำยุงลาย  

วธิกีารท่ี 2 การส�ำรวจยงุลายตวัเต็มวยั  ในเดอืนมถุินายนจบัยงุลายตวัเตม็วยัได้ร้อยละ 100 พบยงุลายตวัเตม็วัย 

ในบ้านทั้ง 30 หลังคาเรือนท่ีสุ่มจับยุงลายตัวเต็มวัย แต่หลังจากได้วางกับดักไข่ยุงลีโอแทรป จ�ำนวนบ้านท่ีพบยุง 

ตัวเต็มวัยในเดือนกรกฎาคม - กันยายน ลดลงเหลือร้อยละ 76.67, 53.33 และ 53.33 ตามล�ำดับ ซึ่งปริมาณของยุงลาย
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ที่จับได้ทั้งหมดในเดือนมิถุนายน จ�ำนวน 296 ตัว แต่เดือนกรกฎาคม - กันยายน ปริมาณยุงลายที่จับได้ทั้งหมดลดลง 

เหลือ 89, 80 และ 88 ตัว (ลดลงร้อยละ 69.93, 72.97 และ 70.27 ตามล�ำดับ) เมื่อเปรียบเทียบกับเดือนมิถุนายน 

ดังแสดงในตารางที่ 2         

ตารางที่ 2  ผลการส�ำรวจยุงลายตัวเต็มวัยโดยใช้สวิงโฉบ (Sweep nets) 

เดือน
จ�ำนวน

บ้านส�ำรวจ 
ตัวยุง

จ�ำนวน 
บ้าน

พบตัวยุง

%บ้าน
พบตัวยุง

จ�ำนวนยุงที่จับได้ (ตัว)

ตัวเมีย ตัวผู้ รวม

มิถุนายน 30 30 100.00 145 151 296

กรกฎาคม 30 23 76.67 39 50 89

สิงหาคม 30 16 53.33 33 47 80

กันยายน 30 16 53.33 47 41 88

วิธีการท่ี 3 การส�ำรวจไข่ยุงลายด้วยกับดักไข่ยุงลีโอแทรป เมื่อพิจารณาปริมาณยุงลายที่เข้ามาวางไข่ใน 

กับดักไข่ยุงลีโอแทรป ระยะเวลา 1 เดือนแรก พบว่ามียุงลายเข้ามาวางไข่ภายในกับดักไข่ยุงลีโอแทรปเพียงร้อยละ 

24.10 จ�ำนวนไข่ยงุ 1,178 ฟอง  แต่เดอืนท่ี 2 และเดอืนที ่3 ยุงลายเข้ามาวางไข่ภายในกบัดกัไข่ยงุลโีอแทรป เพิม่ขึน้เป็น 

ร้อยละ 72.67 และร้อยละ 76.56 และมีจ�ำนวนไข่ยุงลายที่พบจ�ำนวน 4,395 ฟอง และ 3,217 ฟอง เมื่อค�ำนวณหา

ปรมิาณยงุลายตวัเตม็วัยท่ีจะลดลงจากการวางกบัดกัไข่ยงุลายลโีอแทรป พบว่า เดอืนที ่1 จะสามารถลดยงุลายได้จ�ำนวน 

294,500 ตัว เดือนที่ 2 จะสามารถลดยุงลายได้จ�ำนวน 1,098,750 ตัว และในเดือนที่ 3 จะสามารถลดยุงลายได้จ�ำนวน 

804,250 ตัว ดังแสดงในตารางที่ 3 

ตารางที่ 3  ผลการส�ำรวจไข่ยุงลายโดยใช้กับดักไข่ยุงลีโอแทรป LeO-Trap  

เดือน

จ�ำนวนบ้าน

ส�ำรวจไข่ยุง

จ�ำนวนบ้าน

พบไข่ยุง 

%บ้าน

พบไข่ยุง 

%กับดัก

พบไข่ยุง

ค่าเฉลี่ยไข่ยุง

ที่พบต่อกับดัก 

(ฟอง)

ไข่ที่พบ

(ฟอง)

ยุงลาย

ที่จะลดลง

(ตัว)

กรกฎาคม 83 27 32.53 24.10 29.45 1,178 294,500

สิงหาคม 75 64 85.33 72.67 40.32 4,395 1,098,750

กันยายน 64 55 85.94 76.56 33.52 3,217 804,250

เมื่อเปรียบเทียบบ้านท้ัง 3 วิธีการ ได้แก่ 1) การส�ำรวจลูกน�้ำยุงลาย 2) การส�ำรวจยุงลายตัวเต็มวัย และ  

3) การส�ำรวจไข่ยงุด้วยกบัดกัไข่ยงุลโีอแทรป พบว่าจ�ำนวนบ้านทีส่�ำรวจพบลกูน�ำ้ยงุลดลง และจ�ำนวนบ้านทีพ่บลกูน�ำ้ยงุ 

จะลดลงในเดือนถดัไป หลงัวางกบัดกัไข่ยงุลาย เช่นเดียวกบับ้านทีท่�ำการส�ำรวจยงุตวัเตม็วยัจะจบัยงุตวัเต็มวยัได้น้อยลง 

ในเดอืนถดัไปหลงัจากได้ท�ำการวางกบัดกัไข่ยงุลาย แต่กลบัพบปรมิาณไข่ยงุลายภายในกบัดกัไข่ยงุลโีอแทรปเพิม่ขึน้ใน

เดอืนถดัไปเมือ่วางกบัดกัในเดอืนที ่1, 2 และ 3 และเมือ่เปรยีบเทยีบการส�ำรวจบ้านทีพ่บลกูน�ำ้ยงุลาย ยงุลายตวัเตม็วยั 

และไข่ยุงลายด้วยวิธีการ 3 แบบ พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p < 0.05)
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วิจารณ์ 

จากการเปรียบเทียบ 3 วิธีการ ได้แก่ วิธีการที่ 1 การส�ำรวจลูกน�้ำยุงลาย วิธีการที่ 2 การส�ำรวจยุงลาย และ 

วิธีการที่ 3 การส�ำรวจไข่ยุงลาย ในการเฝ้าระวังยุงลายในพื้นที่ชุมชนบ้านท่าแดง หมู่ที่ 7 ต�ำบลจ�ำปา อ�ำเภอท่าเรือ 

จังหวัดพระนครศรีอยุธยา ซึ่งมีลักษณะของบ้านที่หลากหลาย เช่น บ้านเดี่ยว 2 ชั้น, บ้านเดี่ยว 1 ชั้น, บ้านเป็นร้านค้า, 

บ้านทาวน์โฮม 2 ชั้น และบ้านสวนท่ีมีบริเวณส่วนตัว พบว่าบ้านทุกลักษณะส�ำรวจพบทั้งไข่ยุงลายในกับดักไข่ยุง 

ลีโอแทรป ลูกน�้ำยุง และยุงตัวเต็มวัยภายในบ้าน แสดงว่าลักษณะบ้านไม่มีผลต่อการพบไข่ยุง ลูกน�้ำ และตัวยุงลาย 

เมื่อเริ่มวางกับดักไข่ยุงลีโอแทรปในเดือนมิถุนายน พบว่าผลการส�ำรวจลูกน�้ำยุงลายตั้งแต่เดือนกรกฎาคม - กันยายน 

จ�ำนวนบ้านท่ีส�ำรวจพบลูกน�ำ้ยงุลายภายในบ้านลดลง เช่นเดยีวกับการจบัยงุลายตวัเตม็วยัในเดอืนกรกฎาคม - กนัยายน 

จับยุงลายได้จ�ำนวนลดลงอย่างชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับช่วงก่อนการวางกับดักไข่ยุงลีโอแทรปในเดือนมิถุนายน และ

การส�ำรวจไข่ยุงลายในกับดักไข่ยุงลีโอแทรป หลังจากวางกับดักไข่ยุงลาย 1 เดือน พบว่ายุงลายเข้ามาวางไข่ภายใน 

กบัดกัไข่ยุงลีโอแทรปเพิม่มากข้ึนในเดอืนกรกฎาคม - กันยายน ซ่ึงวธิกีารที ่3 สามารถน�ำมาใช้ในการเฝ้าระวงัยงุลายได้ดี 

เนื่องจากการปฏิบัติงานสะดวก ช่วยลดจ�ำนวนเจ้าหน้าที่ในการส�ำรวจลูกน�้ำยุงลายและจับยุงลายตัวเต็มวัย ประหยัด 

การประเมินค่าใช้จ่ายในการเฝ้าระวังยุงพาหะไข้เลือดออกทั้ง 3 วิธี พบว่าวิธีการส�ำรวจยุงลายจะใช้เวลา

มากที่สุด ค่าใช้จ่ายรวมต่อปีก็มากที่สุด ส่วนวิธีการส�ำรวจไข่ยุงลายโดยใช้กับดักไข่ยุงลีโอแทรปจะใช้เวลาน้อยกว่าและ 

ค่าใช้จ่ายรวมต่อปีน้อยท่ีสดุ ผลลพัธ์ทีไ่ด้จากการส�ำรวจแต่ละวธิแีตกต่างกนั การส�ำรวจลกูน�ำ้จะไม่ได้จ�ำนวนเชงิปรมิาณ

ลูกน�้ำต่างจากการส�ำรวจยุงและการส�ำรวจไข่ยุง ซึ่งได้ทราบจ�ำนวนยุงเฉลี่ยต่อบ้านที่พบยุงเท่ากับ 6.5 ตัวต่อบ้าน และ 

จ�ำนวนไข่ยุงเฉลี่ย 60.2 ฟองต่อบ้านที่พบไข่ยุง ดังแสดงในตารางที่ 4

ตารางที่ 4 การประเมินค่าใช้จ่ายในการเฝ้าระวังยุงพาหะไข้เลือดออก 3 วิธี

วิธีการ

จ�ำนวนทีม

ปฏิบัติงาน

จ�ำนวน

บ้านที่ส�ำรวจ

จ�ำนวนวัน

ปฏิบัติงาน 

(วัน)

เบี้ยเลี้ยง*

ต่อทีม (บาท)

ค่าน�้ำมัน 

(บาท)

รวมค่าใช้

จ่ายต่อ 1 

ครั้ง (บาท)

ค่าใช้จ่าย

4 ครั้งต่อปี 

(บาท)

ค่าวัสดุ

อุปกรณ์

ต่อปี (บาท)

รวมค่าใช้

จ่ายต่อปี 

(บาท)

ผลลัพธ์ค่า

เฉลี่ยจ�ำนวน

ยุงหรือไข่ยุง

ต่อบ้าน***

1. ส�ำรวจลูกน�้ำ

ด้วย Visual

larval survey

4

(ทีมละ

2 คน)

80 หลัง

(ทีมละ 20 

หลัง/วัน)

1 1,920 2,000 

(รถตู้)

3,920 15,680 2,500 

(ไฟฉาย

+ทรายทีมี

ฟอส)

18,180 ไม่มี

2. ส�ำรวจยุงลาย

ด้วยสวิง

2

(ทีมละ 

4 คน)

80 หลัง

(ทีมละ 20 

หลัง/วัน)

2 3,840 4,000 

(รถตู้)

7,840 31,360 4,500 

(สวิง+คัพยุง

+ทรายทีมี

ฟอส)

35,860 6.5 ตัว

3. ส�ำรวจไข่ยุง

ด ้วยกับดักลีโอ

แทรป

2

(ทีมละ 

2 คน)

80 หลัง

(ทีมละ 20 

หลัง/วัน)

1 960 1,250

(รถยนต์

4 ประตู)

2,210 6,630 8,000

(กับดักไข่ยุง**

160 อัน)

14,630 60.2 ฟอง

หมายเหตุ :	 *	ค่าเบี้ยเลี้ยงวันละ 240 บาท/คน-วัน	

	 **	กับดักไข่ยุงมีอายุการใช้งานอย่างน้อย 3 ปี ราคา 150 บาทต่อกับดัก

              	 ***	ค่าเฉลี่ยต่อบ้านที่พบยุงหรือไข่ยุง
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ค่าใช้จ่ายในการด�ำเนินงานเฝ้าระวังยุงลาย เพียงน�ำกับดักไข่ยุงลีโอแทรปไปวางไว้ภายในบ้านจ�ำนวน 2 กับดัก ที่บริเวณ 

ตูเ้สือ้ผ้า ราวตากผ้า หรอืใต้บนัได ซ่ึงกบัดกัไข่ยงุลโีอแทรปจะดงึดดูให้ยงุลายตวัเตม็วยัมาวางไข่ภายในกบัดกัหากมยีงุลาย 

ตัวเต็มวัยอาศัยอยู่ภายในบ้าน การใช้กับดักไข่ยุงลีโอแทรปช่วยลดขั้นตอนการปฏิบัติงานในการส�ำรวจลูกน�้ำยุงลาย  

และการจับยุงลายตัวเต็มวัย และลดจ�ำนวนบุคลากรที่ปฏิบัติงานลงไปถึงครึ่งหนึ่งเมื่อเทียบกับการส�ำรวจลูกน�้ำยุงลาย

และการจบัยงุลายตวัเตม็วัย โดยท�ำการเกบ็แผ่นไข่และเปลีย่นแผ่นไข่ใหม่ภายในกบัดกัทกุ 5 วนั พร้อมทัง้เปลีย่นน�ำ้และ

เตมิเกลด็ซโีอไลท์หรอืทรายทีมีฟอสก�ำจัดลกูน�ำ้ยงุลาย แล้วน�ำแผ่นไข่กลบัมาตรวจนบัทีห้่องปฏบิตักิาร สามารถน�ำข้อมลู 

ไข่ยงุลายทีส่�ำรวจพบมาวิเคราะห์ความชกุชมุของยงุลาย วางแผนก�ำหนดมาตรการเชงิรกุให้มปีระสทิธภิาพในการควบคุม

ยุงลายได้สะดวกรวดเร็วยิ่งขึ้น นอกจากนี้กับดักไข่ยุงยังสามารถลดจ�ำนวนยุงลายลงได้ หลังจากวางกับดักไข่ยุงลายใน

เดือนที่ 1 สามารถลดจ�ำนวนยุงลายได้ 294,500 ตัว เดือนที่ 2 สามารถลดจ�ำนวนยุงลายลงได้ถึง 1,098,750 ตัว และ 

ในเดอืนที ่3 สามารถลดจ�ำนวนยงุลายลงได้ 804,250 ตวั ดงัแสดงในตารางที ่3 สอดคล้องกบัการศกึษาการประยกุต์ใช้ดกัไข่ยงุ 

เพื่อลดความหนาแน่นของยุงลายในพื้นที่ระบาดของโรคไข้เลือดออก จังหวัดสงขลา ที่ศึกษาในชุมชนที่พักอาศัย ชุมชน

แออดั และชมุชนพาณชิย์ จ�ำนวน 108 หลังคาเรอืน ท�ำการวางกับดกั 36 หลงัคาเรอืนต่อชุมชนใน 4 รปูแบบ พบว่าค่าดชันี

ลกูน�ำ้ยงุลาย (HI) ก่อนวางกบัดกั คดิเป็นร้อยละ 58.33 เมือ่วางทิง้ไว้ 4 วนั ยงุลายเข้ามาวางไข่ในกับดกัไข่ยงุ ร้อยละ 95.33 

และ ค่า HI ลดลงเหลอืร้อยละ 20.37 อัตราการพบไข่ยุงในกับดัก รอ้ยละ 67.43 เฉลี่ย 47.90 ฟอง/กับดัก โดยสามารถ 

ดักจับไข่ยุงลายได้ทั้งหมด 16,765 ฟอง ผลการวางกับดักไข่ยุง “LeO-Trap” 4 รูปแบบ ไม่มีความแตกต่างกัน

อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ(9) และจากการศึกษาเปรียบเทียบพัฒนาการรูปแบบและสารดึงดูดของกับดักไข่ยุงลีโอแทรป 

ต่อยุงลายบ้านและยุงลายสวน พบว่า LeO-Trap-V2 ดึงดูดยุงลายบ้านให้มาวางไข่เฉลี่ย 519.1 ฟอง มากกว่า  

LeO-Trap-V1 ที่ดึงดูดยุงลายบ้านให้มาวางไข่เฉลี่ย 268.6 ฟอง และ LeO-Trap-V2 ดึงดูดยุงลายสวนให้มาวางไข่

เฉลี่ย 431.6 ฟอง มากกว่า LeO-Trap-V1 ที่ดึงดูดยุงลายสวนให้มาวางไข่เฉลี่ย 268.6 ฟอง มีความแตกต่างกันอย่าง

มีนัยส�ำคัญทางสถิติ(10) นอกจากนี้ในต่างประเทศก็มีการน�ำกับดักไข่ยุงลายมาใช้ในการเฝ้าระวังโรคไข้เลือดออกเช่นกัน  

จากการเฝ้าระวังยุงพาหะน�ำโรคไข้เลือดออกโดยการแบ่งพื้นที่ตามจ�ำนวนประชากรด้วยการใช้กับดักไข่ยุงลายของ

ประเทศไต้หวัน โดยการวางกับดักไข่ยุงลายในพื้นที่เสี่ยงสูงเป็นระยะเวลา 14 สัปดาห์ พบว่ายุงลายบ้านตัวเมียเข้ามา

วางไข่ภายในกบัดักในบ้านมากกว่านอกบ้านแตกต่างทางสถิตอิย่างมนัียส�ำคัญ ดงันัน้การส�ำรวจไข่ยงุลายจงึน�ำมาวิเคาระห์ 

การวางไข่ของยุงลายตลอดทั้งปีในการกระจายเชิงพื้นที่ของยุงลายบ้านเพื่อหาความสัมพันธ์ย้อนหลัง 14 สัปดาห์ กับ

อุบัติการณ์ไข้เลือดออกเพ่ือวางแผนการควบคุมยุงลายเชิงรุกอย่างมีประสิทธิภาพ(11) และการศึกษาการเฝ้าระวังโดย

ใช้กับดักไข่กับยุงลายบ้านและยุงลายสวนในพื้นที่ระบาดของโรคไข้เลือดออกในชุมชน Keramat และชุมชน Shah 

Alam รัฐ Selangor ประเทศมาเลเซีย ปี 2016 พบว่าดัชนีการวางไข่ในกับดักของยุงลายบ้านและยุงลายสวนยังอยู่ใน

เกณฑ์ทีส่งูทัง้บรเิวณในบ้านและบรเิวณนอกบ้าน ตามล�ำดับ นอกจากนีย้งัพบว่ายงุลายบ้านและยงุลายสวนสามารถวางไข่

ภายในภาชนะเดียวกนัอกีได้ด้วย(12) และการใช้กบัดัก autocidal gravid ovitrap (กบัดกั CDC-AGO) เพือ่ควบคมุ

และป้องกันการระบาดของยุงลายบ้านในภาคสนามที่พื้นที่เขตเมือง 2 แห่ง ทางตอนใต้ของเปอร์โตริโก เป็นระยะเวลา 

1 ปี พบว่ายุงลายบ้านตัวเมียลดลงอย่างมีนัยส�ำคัญ และการวางกับดัก AGO จ�ำนวน 3-4 กับดัก/บ้าน สามารถป้องกัน

การแพร่ระบาดของยงุลายบ้านได้ถึง 81% ซึง่คาดว่ายงุลายบ้านจะเพิม่ขึน้หลงัจากฝนตก การจบัยงุโดยการใช้กบัดกัจบั 

BG-Sentinel และ AGO มีความสัมพนัธ์กนัอย่างมนียัส�ำคญั เมือ่วเิคราะห์เชิงบวกจะเหน็ว่ากบัดกั AGO เป็นอปุกรณ์

เฝ้าระวังยุงที่มีประโยชน์และราคาไม่แพง การใช้กับดัก AGO ในการจัดการยุงลายบ้านควรใช้ร่วมกันกับวิธีการอ่ืนๆ 

เช่น การลดแหล่งเพาะพันธุ์ของยุงลาย การก�ำจัดลูกน�้ำยุงลาย และการใช้เทคนิคท�ำหมันยุง เป็นต้น(13) เมื่อเปรียบ

วิธีการเฝ้าระวังยุงลายทั้ง 3 วิธีการ จะเห็นได้ว่าการน�ำกับดักไข่ยุงลีโอแทรปมาใช้ด�ำเนินการเฝ้าระวังมีประสิทธิภาพดี 

สะดวกต่อการปฏิบัติ ประหยัดเวลา สามารถลดภาระงานของเจ้าหน้าที่สาธารณสุข และประหยัดงบประมาณ 

ในการด�ำเนินงานเฝ้าระวังยุงลาย ดังแสดงในตารางที่ 4 เนื่องจากการส�ำรวจลูกน�้ำยุงลายต้องใช้คนและการส�ำรวจ 
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ต่อหลังคาเรอืนเป็นเวลานานเพือ่ท่ีจะดท่ีูภาชนะขงัน�ำ้ให้ครอบคลมุ เช่นเดยีวกนักบัวธิกีารส�ำรวจยงุลายตวัเตม็วยัทีต้่อง

ใช้คนจบัยงุลายตวัเตม็วยัจ�ำนวนมาก ใช้เวลาจบัยงุลายตวัเตม็วยั 20 นาทต่ีอหลงัคาเรอืน ต้องใช้เงนิงบประมาณจ�ำนวน

มากในการด�ำเนินงาน แต่การใช้กับดักไข่ยุงลีโอแทรปสามารถลดภาระงานของเจ้าหน้าที่สาธารณสุข เพียงน�ำกับดัก 

ไข่ยุงลีโอแทรปไปวางไว้ภายในบ้านประชาชนส�ำหรับเฝ้าระวังยุงลายเป็นเวลา 3-5 วัน และท�ำการเก็บแผ่นไข่มาตรวจ

นับจ�ำนวนไข่ยุงลาย แล้วน�ำข้อมูลไข่ยุงลายที่ส�ำรวจพบภายในกับดักไข่ยุงลีโอแทรปมาวิเคราะห์หาความชุกชุมของยุง

และก�ำหนดมาตรการเชิงรุกในการควบคุมยุงลายในพื้นที่ได้อย่างมีประสิทธิภาพและสะดวกรวดเร็วมากยิ่งขึ้น

ในการศึกษาน้ี เน่ืองจากได้น�ำกับดักไข่ยุงลีโอแทรปไปทดลองใช้จริงในบ้านของประชาชนเป็นครั้งแรก 

จงึไม่ได้ใส่แผ่นกระดาษส�ำหรบัให้ยงุลายวางไข่ ท�ำให้นบัจ�ำนวนไข่ยาก จงึแนะน�ำว่าควรใส่แผ่นกระดาษหรอืแผ่นฟองน�ำ้

ส�ำหรับให้ยุงลายวางไข่ภายในกับดัก แล้วเก็บแผ่นไข่กลับมาตรวจนับที่ห้องปฏิบัติการ และควรจะเปลี่ยนน�้ำทุกคร้ังท่ี

เก็บแผ่นไข่ พร้อมทั้งเติมเกล็ดซีโอไลท์หรือทรายทีมีฟอสก�ำจัดลูกน�้ำยุงลายทุกครั้ง เพราะในตัวกับดักมีสารดึงดูดล่อ

ให้ยุงลายเข้ามาวางไข่ในกับดักได้ตลอดเวลา นอกจากนี้ยังมีแมลงและสัตว์ชนิดอื่นเข้ามากินซากยุงลายและไข่ยุงลาย

ภายในกับดักด้วย เช่น แมลงสาบ แมงมุม จิ้งจก กบ อึ่งอ่าง และคางคก เป็นต้น ท�ำให้น�้ำสกปรก และควรให้ความรู้

และท�ำความเข้าใจกบัชาวบ้านด้วยว่ากบัดกัไข่ยงุลโีอแทรปช่วยลดลกูน�ำ้ยงุลายกบัยงุลายตวัเตม็วยักจ็รงิ แต่เจ้าของบ้าน

ยังต้องเก็บหรือท�ำลายภาชนะขังน�้ำอื่นที่ไม่ใช้แล้วด้วย เพื่อไม่ให้ยุงลายไปวางไข่ในภาชนะขังน�้ำอื่นๆ ได้ นอกจากนั้น

ควรมีการน�ำกับดักไข่ยุงชนิดนี้ไปขยายผลเพื่อการประเมินผลในพื้นที่อื่น รวมถึงศึกษาผลกระทบในการใช้กับดักไข่ยุง

ต่อการควบคุมโรคติดต่อน�ำโดยยุงลายในระยะยาวต่อไป 

สรุป

จากการเปรยีบเทียบ 3 วิธกีาร ในการเฝ้าระวงัยงุลาย ได้แก่ การส�ำรวจลกูน�ำ้ยงุลาย การส�ำรวจยงุลายตัวเตม็วยั 

และการส�ำรวจไข่ยงุลายโดยใช้กบัดกัไข่ยงุลโีอแทรป พบว่าการส�ำรวจไข่ยงุลายโดยใช้กบัดกัไข่ยงุลโีอแทรปให้ผลลพัธ์ดี

ที่สุด ทั้งประหยัดเวลาและงบประมาณ อีกทั้งกับดักไข่ยุงลีโอแทรปยังช่วยก�ำจัดลูกน�้ำยุงลายที่ฟักออกจากไข่ เพราะใน 

กับดักได้เติมเกล็ดซีโอไลท์ส�ำหรับก�ำจัดลูกน�้ำยุงลายไว้แล้ว จึงช่วยลดจ�ำนวนลูกน�้ำยุงลายและยุงลายตัวเต็มวัยในบ้าน

ที่วางกับดักไข่ให้มีจ�ำนวนลดลงด้วย นอกจากนี้การวางกับดักไข่ยุงยังสามารถลดภาระงานของเจ้าหน้าที่สาธารณสุข 

ในการป้องกันควบคุมโรคไข้เลือดออกเชิงรุกได้อย่างดี 
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Comparison of Surveillance Methods for 

Aedes aegypti for Dengue Haemorrhagic 

Fever Control

Jiraporn Sevana  Bussarakum Sinakom  and Boonserm Aumaung      
Vector Borne Diseases Division, Department of Disease Control, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, 

Thailand

ABSTRACT  Dengue haemorrhagic fever (DHF) has been an important public health problem of  

Thailand for over six decades. One of major strategies to prevent and control the disease is surveillance 

of disease vectors, Aedes mosquitoes. This study aimed to compare three methods for Aedes surveillance 

system: larval survey, adult survey and oviposition survey. The study was carried out in Ban  

Tha Daeng community, village No.7, Champa Subdistrict, Tha Ruea District, Ayutthaya Province,  

Thailand. The study area has different types of houses compose of concrete single houses (one-and  

two-story), 2-story town homes and detached houses with garden. It was found that there was no  

significant difference in appearance of Aedes mosquito eggs among the three types of houses (p > 0.05). 

However, the ovipostion survey for Aedes mosquito eggs using LeO-Trap was the most effective method 

for Aedes surveillance among the test methods. It was quite easy to apply in the area and could save time 

and budget for operation of health officers. The numbers of eggs deposited in traps could be counted and 

estimated for populations of further generations of Aedes mosquitoes that could be occurred in the future.  

It also could be useful for further risk assessment of epidemiology and effective control for  

the mosquitoes in the areas. 

Keywords: Ovitrap, Aedes aegypti, Surveillance, Mosquito survey, Dengue haemorrhagic fever 
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วิธีลดปริมาณสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืช

ตกค้างในผักและผลไม้
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บทคัดย่อ  การตกค้างของสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชในผักและผลไม้เป็นปัจจัยหน่ึงที่อาจส่งผลกระทบต่อสุขภาพอนามัย

ของผู้บริโภค งานวิจัยนี้ได้ศึกษาวิธีลดปริมาณการตกค้างของสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืช โดยท�ำการศึกษาการลดปริมาณ 

การตกค้างในส้ม ด้วยการล้างน�้ำและการปอกเปลือก ส่วนการศึกษาในผักใช้ตัวอย่างผัก 8 ชนิด ได้แก่ บรอกโคลี คะน้า 

บวบเหลี่ยม ถั่วฝักยาว มะเขือเปราะ พริกชี้ฟ้า ผักบุ้ง และเห็ด เพื่อศึกษาการลดปริมาณการตกค้างด้วยการต้ม ท�ำการตรวจ

วเิคราะห์ก่อนและหลงักระบวนการ ลดปรมิาณสารตกค้างด้วยวธิ ีAOAC Official Method 2007.01 ขอบข่ายการตรวจวเิคราะห์

สารกลุ่มออร์กาโนคลอรีน (OCs) 21 ชนิด กลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส (OPs) 24 ชนิด และกลุ่มสารสังเคราะห์ไพรีทรอยด์ 

(SPs) 8 ชนิด รวมทั้งสิ้น 53 ชนิด และตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟแมสสเปกโทรเมตรี วิธีการดังกล่าว 

มีขีดจ�ำกัดของการตรวจพบเท่ากับ 0.01 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และมีขีดจ�ำกัดของการตรวจวัดเชิงปริมาณเท่ากับ 0.03 มิลลิกรัม 

ต่อกิโลกรัม ผลการศึกษา พบว่าการล้างน�้ำและการปอกเปลือกส้มสามารถลดปริมาณสารตกค้างได้ตั้งแต่ 14-96% และ 100% 

ตามล�ำดับ การต้มผักสามารถลดปริมาณสารตกค้างได้ตั้งแต่ 29-100% ดังนั้นวิธีการดังกล่าวสามารถช่วยลดความเสี่ยงของ 

ผู้บริโภคที่จะได้รับสารตกค้างเข้าสู่ร่างกายได้

ค�ำส�ำคัญ: สารก�ำจัดศัตรูพืชตกค้าง, ผักผลไม้, วิธีลดปริมาณสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชตกค้าง
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บทนำ�

ผกัผลไม้จดัเป็นหน่ึงในอาหารหลกั 5 หมูข่องคนไทย เป็นแหล่งของสารอาหารทีจ่�ำเป็นต่อร่างกาย โดยเฉพาะ

วติามนิและเกลือแร่ชนิดต่างๆ ช่วยในเร่ืองระบบขับถ่าย ช่วยบ�ำรงุสายตา(1) เป็นปัจจยัหนึง่ทีช่่วยให้สขุภาพร่างกายแขง็แรง 

การรับประทานผักและผลไม้ช่วยลดปัจจัยเสี่ยงที่ท�ำให้เกิดโรคต่างๆ องค์การอนามัยโลกแนะน�ำให้ควรบริโภคผัก

และผลไม้อย่างน้อย 400 กรัมต่อวัน(2) เพื่อลดความเสี่ยงต่อการเป็นโรคหัวใจและมะเร็งบางชนิด แต่จากรายงาน 

การเฝ้าระวังการตรวจวิเคราะห์สารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชของห้องปฏิบัติการของส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัย

อาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข ได้ด�ำเนินการอย่างต่อเนื่องตั้งแต่ปี พ.ศ. 2550 จนถึงปัจจุบัน 

พบว่าผักผลไม้ท่ีผลิตภายในประเทศยังตรวจพบการตกค้างของสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชในปริมาณท่ีสูงอยู่ (3)  

จึงท�ำให้ผู้บริโภคเกิดความกังวลในความไม่ปลอดภัยของผักผลไม้ ถึงแม้ว่าการประเมินความปลอดภัยของผู้บริโภค 

โดยส�ำนกัคณุภาพและความปลอดภัยอาหาร ได้ด�ำเนนิการศกึษาปรมิาณสารเคมป้ีองกนัก�ำจดัศตัรพูชืทีค่นไทยได้รับจาก

การบริโภคอาหาร (Total Diet Study)(4)  ซึ่งเป็นการประเมินการได้รับสัมผัสสารพิษที่องค์การอนามัยโลกยอมรับว่า 

เป็นการศึกษาที่ใกล้เคียงความเป็นจริงเพื่อใช้ประเมินความเสี่ยงของคนไทย ในช่วงตั้งแต่ปี พ.ศ. 2544-2560 คนไทย

ยังปลอดภัยจากการได้รับสารพิษตกค้างจากบริโภคอาหาร ผู้บริโภคสามารถลดความเสี่ยงของการได้รับสารตกค้าง

ได้ ซึ่งมีรายงานบทความวิจัยในต่างประเทศเก่ียวกับวิธีลดปริมาณสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชในผัก โดยการศึกษา 

ผลของการลดปริมาณด้วยวิธีการล้างน�้ำ การล้างด้วยน�้ำยาล้างผักผลไม้ การล้างด้วย sodium bicarbonate และ 

การท�ำ ultrasonic cleaning(5) และในประเทศไทยมีรายงานบทความส�ำหรับเผยแพร่ความรู้ให้กับประชาชนเกี่ยวกับ 

วิธีลดปริมาณสารตกค้างในผักและผลไม้โดยวิธีต่างๆ ที่ได้รับความนิยม เช่น การล้างผักผลไม้ด้วยน�้ำเกลือ การล้าง

ด้วยน�ำ้ส้มสายช ูการแช่ในน�ำ้ด่างทบัทมิ และการล้างด้วยน�ำ้ปนูใส(6) แต่อาจยงัไม่ครอบคลมุงานวจิยัจากห้องปฏบิตักิาร 

ทดสอบทางวิทยาศาสตร์ท่ีเกี่ยวข้องกับวิธีลดปริมาณสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืช ด้วยภารกิจของส�ำนักคุณภาพ 

และความปลอดภยัอาหาร กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ คอื การคุม้ครองผูบ้รโิภคด้านอาหาร นอกจากเฝ้าระวงัอนัตราย 

ที่ผู้บริโภคอาจได้รับสารพิษตกค้างในอาหารแล้ว การหาแนวทาง แนะน�ำ ป้องกัน ตรวจวิเคราะห์ ในการลดสารพิษ

ตกค้างในอาหารเพื่อสร้างความรู้ให้กับประชาชน ดังนั้นจึงได้ศึกษาผลของกระบวนการลดปริมาณการตกค้างของสาร

เคมป้ีองกนัก�ำจดัศตัรพูชืในผกัและผลไม้ก่อนการบรโิภค ในการศกึษาครัง้นีไ้ด้เลอืกวธิอีย่างง่าย เป็นวธิทีีใ่ช้ในครวัเรอืน 

และเป็นวิธีท่ีใช้ส�ำหรับบริโภคจริง เช่น การปอกเปลือก การล้างน�้ำ หรือการต้ม โดยใช้ส้มเป็นตัวแทนของผลไม้ 

ในการศกึษา เพราะส้มเป็นผลไม้ท่ีมีอตัราการตรวจพบการตกค้างของสารเคมป้ีองกนัก�ำจดัศตัรพูชืสงู(7) และเป็นผลไม้ 

ที่นิยมรับประทาน โดยส้มที่น�ำมาศึกษาเป็นตัวอย่างส้มในโครงการส�ำรวจการตกค้างของสารเคมีก�ำจัดศัตรูพืชและ 

การปนเป้ือนจุลินทรย์ีดือ้สารต้านจุลชพีในผลส้ม  โดยศกึษาปรมิาณการตกค้างของสารเคมกี�ำจดัศตัรพูชืตกค้างในส้มก่อน 

และหลงัล้างน�ำ้ โดยวิเคราะห์ส้มท้ังเปลอืกในตวัอย่างส้มจ�ำนวน 10 ตวัอย่าง และศกึษาผลของการลดปริมาณการตกค้าง

ของสารเคมีก�ำจัดศัตรูพืชในส้มไม่ล้างน�้ำก่อนและหลังปอกเปลือก ในตัวอย่างส้มจ�ำนวน 20 ตัวอย่าง ตัวอย่างผักที่น�ำ

มาท�ำการศึกษา มาจากโครงการประเมินความเสี่ยงการได้รับสัมผัสสารเคมีและสารปนเปื้อนที่คนไทยได้รับจากการ

บริโภค (Total Diet Study) โดยท�ำการเก็บตัวอย่างผักสดจากตลาดค้าส่ง หรือศูนย์กระจายสินค้าในแต่ละจังหวัด 

ท�ำการตรวจวิเคราะห์หาชนิดและปริมาณสารเคมีก�ำจัดศัตรูพืชในตัวอย่างผักสดท่ีเป็นตัวแทนของแต่ละกลุ่มตัวอย่าง 

จ�ำนวน 8 กลุ่มตัวอย่าง ได้แก่ บรอกโคลี คะน้า บวบเหลี่ยม ถั่วฝักยาว มะเขือเปราะ พริกชี้ฟ้า ผักบุ้ง และเห็ดรวม 

ซึ่งเป็นผักที่คนไทยบริโภคในปริมาณมาก(8) เป็นแหล่งของใยอาหาร และมีสารโพลีฟีนอล ซึ่งช่วยลดความเสี่ยงของ 

การเกิดโรค หรือชะลอความรุนแรงของโรคต่างๆ ได้ โดยท�ำการตรวจวิเคราะห์ผักสดที่ไม่ล้าง ตัดแต่งเอาเฉพาะส่วน

ที่รับประทานได้มาวิเคราะห์ก่อนต้มและหลังต้ม เพื่อศึกษาผลของการลดปริมาณสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชตกค้าง 

ในผักและผลไม้ และเพื่อเผยแพร่สื่อสารข้อมูลทางวิชาการแก่สาธารณะ
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วัสดุและวิธีการ

วิธีท่ีน�ำมาทดสอบน้ี เป็นวิธีท่ีพัฒนามาจาก AOAC Official Method 2007.01(9) ซ่ึงเป็นวิธีที่ผ่าน 

การทดสอบความถกูต้องของวิธ ีและเป็นวธิมีาตรฐานทีใ่ช้ในการตรวจวเิคราะห์ตวัอย่างผกัและผลไม้ของส�ำนกัคณุภาพ

และความปลอดภัยอาหาร ได้รับรองความสามารถตามระบบคุณภาพมาตรฐาน ISO/IEC 17025: 2017  ของส�ำนัก

มาตรฐานห้องปฏบิตักิารอย่างต่อเน่ือง มีการควบคมุคณุภาพการตรวจวเิคราะห์ทัง้ภายใน (internal quality control) 

และการควบคุมคณุภาพภายนอก (external quality control)  ขอบข่ายการตรวจวเิคราะห์สารเคมป้ีองกนัก�ำจดัศตัรู

พืชจ�ำนวนทั้งสิ้น 53 ชนิด ได้แก่ สารกลุ่มออร์กาโนคลอรีนจ�ำนวน 21 ชนิด สารกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสจ�ำนวน  24 

ชนดิ และสารกลุม่สารสังเคราะห์ไพรทีรอยด์จ�ำนวน 8 ชนิด ท�ำการตรวจวเิคราะห์ชนดิและปรมิาณสารเคมป้ีองกนัก�ำจดั

ศัตรูพืชด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟแมสสเปกโตรมิเตอร์ (GC-MS/MS)

สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารเคม:ี acetonitrile PR, glacial acetic acid AR, n-hexane PR, ethyl acetate AR, magnesium 

sulfate anhydrous (MgSO
4
) AR, sodium acetate (NaOAc) AR, mixture of 150 mg MgSO

4
, 50 mg 

primary secondary amine (PSA) and 50 mg graphite carbon black (GCB) (dispersive 2 ml  pig 

and fats, AOAC, W/CH ยี่ห้อ  Agilent), mixture of 150 mg MgSO
 
50 mg primary secondary amine 

(PSA) 50 mg graphite carbon black (GCB) and 50 mg C18EC (silica type irregular particles  

40-63 micron, 6 angstroms, lot number 98106-BH), acetonitrile + 1% acetic acid: ตวง acetonitrile 

มาประมาณ 200 มลิลลิติร เตมิ acetic acid 2.5 มลิลลิติร  แล้วปรบัปรมิาตรด้วย acetonitrile จนครบ 250  มลิลลิติร  

ใน volumetric flask, น�้ำกลั่น

สารมาตรฐาน: สารมาตรฐานทั้งหมดเป็นผลิตภัณฑ์ของ Dr. EhrenStorfer  ซึ่งเป็นชนิดเดี่ยว (single 

standard) กลุ่มออร์กาโนคลอรีน (organochlorine compounds) OCs จ�ำนวน 21 สาร ได้แก่ aldrin, α-BHC, 

α-chlordane, chlorothalonil, γ-chlordane, oxy–chlordane, pp�–DDE, pp�–TDE, pp�–DDT, dicofol, 

dieldrin, endrin, α-endosulfan, β-endosulfan, endosulfan sulfate, heptachlor, heptachlor epoxide,  

hexachlorobenzene, lindane, methoxychlor และ tetradifon  กลุม่ออร์กาโนฟอสฟอรสั (organophosphorus 

compounds) OPs จ�ำนวน 24 สาร ได้แก่ acephate, azinphos-methyl, chlorpyrifos, dichlorvos, diazinon, 

dicrotophos, dimethoate, EPN, ethion, fenitrothion, malathion, methamidophos, methidathion,  

mevinphos, monocrotophos, omethoate, parathion, parathion-methyl, phosalone, pirimiphos- methyl, 

profenofos, propargite, prothiophos, และ triazophos กลุม่สารสงัคราะห์ไพรทีรอยด์ (synthetic pyretroids) 

SPs จ�ำนวน 8 สาร ได้แก่ bifenthrin, cyfluthrin, lambda-cyhalothrin, cypermethrin, deltamethrin, 

fenpropathrin, fenvalerate และ permethrin

เครื่องมือและอุปกรณ์ 

เครื่องชั่งความละเอียด 0.001 กรัม ส�ำหรับชั่งตัวอย่าง, เครื่องชั่งความละเอียด 0.01 มิลลิกรัม ส�ำหรับชั่ง

สารมาตรฐาน, เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟแมสสเปกโตรมิเตอร์ (GC-MS/MS),  เครื่องปั่นตกตะกอน (centrifuge) 

ความเร็วรอบ 3,500-4,000 รอบต่อนาที,  เครือ่งระเหยสารละลายแบบ heating block ซืง่ใช้แก๊สไนโตรเจนในการระเหย

สารสกัด, เครื่องหมุนปั่นผสมสารละลาย Vertex-2 Genie, micropipette ขนาด 2-20 ไมโครลิตร, micropipette 

ขนาด 20-200 ไมโคลิตร,  micropipette ขนาด 1-10  มิลลิลิตร,  amber vial ขนาด 8  มิลลิลิตร, centrifuge tube  

ขนาด 50 และ 15 มิลลิลิตร, volumetric flask ขนาด 500, 25 และ 10 มิลลิลิตร, pasteur pipette
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เครื่องมือตรวจวัดชนิดและปริมาณ 

เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟ: GC-MS/MS Agilent Technologies 7890B  GC system and 700 oC 

GC/MS Triple Quad: MMI inlet (Multi mode injection) 60 oC hold 0.35 min, ramp 900 oC/min to 

280 oC cryogenic (CO
2
) on, oven 60 oC hold 1 min, ramp 40 oC/min to 170 oC and ramp 10 ramp  

10 oC/min to 310 oC hold 3 min (20.75 min runtime), analytical column DB5MS 30 m, 250 mm × 0.25 µm, 

flow 1.1 ml/min

ตัวอย่างผลไม้

ในการศึกษาปริมาณการตกค้างของสารเคมีก�ำจัดศัตรูพืชในผลไม้ ใช้ตัวอย่างส้มจากโครงการส�ำรวจ 

การตกค้างของสารเคมีก�ำจัดศัตรูพืชและการปนเปื้อนจุลินทรีย์ดื้อสารต้านจุลชีพในผลส้ม (โครงการบูรณาการ 

ด้านอาหารปลอดภัย ปีงบประมาณ 2560) ซึ่งส้มเป็นผลไม้ที่มีอัตราการตรวจพบการตกค้างของสารเคมีป้องกันก�ำจัด

ศัตรูพืชสูงและเป็นผลไม้ที่นิยมรับประทาน ท�ำการศึกษาผลของการล้างน�้ำและผลของการปอกเปลือกส้ม 

วิธีลดปริมาณสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชในส้ม 

ท�ำการสุ่มตัวอย่างส้มทั้งหมด 30 ตัวอย่าง เป็น 2 ชุด โดยชุดที่ 1 ท�ำการศึกษาผลของการลดปริมาณการ

ตกค้างของสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชก่อนและหลังล้างน�้ำ โดยใช้ส้มจ�ำนวน 10 ตัวอย่าง ตัวอย่างละ 2 กิโลกรัม 

แล้วน�ำส้มแต่ละตัวอย่างมาแบ่งเป็น  2 ส่วนเท่ากัน ส่วนละ 1 กิโลกรัม ส่วนที่ 1 เป็นตัวอย่างส้มที่ไม่ล้างน�้ำวิเคราะห์

ทั้งเปลือก น�ำมาหั่นเป็นชิ้นขนาดเล็ก บดให้ละเอียด ชั่งตัวอย่าง 10 กรัม แล้วน�ำไปสกัด และตรวจวิเคราะห์ชนิดและ

ปริมาณสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟแมสสเปกโตรมิเตอร์ ส่วนที่ 2 เป็นตัวอย่างส้ม 

ที่ล้างน�้ำวิเคราะห์ทั้งเปลือก โดยแช่น�้ำ 2 ลิตร ทิ้งไว้ 10 นาที เทน�้ำทิ้ง เปิดน�้ำระดับกลางไหลผ่าน (ครึ่งหนึ่งของวาวส์) 

แล้วขัดถูด้วยฟองน�้ำตาข่าย 10 วินาที ทุกผล(10) ทิ้งไว้ให้แห้ง น�ำมาหั่นเป็นชิ้นขนาดเล็ก บดให้ละเอียด ชั่งตัวอย่าง 

10 กรมั แล้วน�ำไปสกดั และตรวจวิเคราะห์ชนดิและปริมาณสารเคมป้ีองกนัก�ำจดัศตัรพูชืด้วยเครือ่งแก๊สโครมาโทกราฟ

แมสสเปกโตรมิเตอร์ เช่นเดียวกับส่วนที่ 1

ตัวอย่างส้มชุดที่ 2 ท�ำการศึกษาผลของกระบวนการลดปริมาณการตกค้างของสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืช 

ก่อนและหลังปอกเปลือก โดยใช้ส้มจ�ำนวน 20 ตัวอย่าง ตัวอย่างละ 2 กิโลกรัม โดยการแบ่งครึ่งผลส้มทุกผล ส่วนที่ 1 

เป็นตวัอย่างส้มไม่ล้างน�ำ้ทีไ่ม่ปอกเปลอืก 1 กโิลกรมั  น�ำมาหัน่เป็นช้ินขนาดเลก็ บดให้ละเอยีด ช่ังตวัอย่าง 10 กรมั แล้ว

น�ำไปสกดั และตรวจวิเคราะห์ชนิดและปรมิาณสารเคมป้ีองกันก�ำจดัศตัรพูชืด้วยเครือ่งแก๊สโครมาโทกราฟแมสสเปกโตร 

มิเตอร์ ส่วนที่ 2 เป็นตัวอย่างส้มไม่ล้างน�้ำที่ปอกเปลือก 1 กิโลกรัม ใช้เฉพาะส่วนเนื้อ น�ำมาหั่นเป็นช้ินขนาดเล็ก 

บดให้ละเอียด ชั่งตัวอย่าง 10 กรัม แล้วน�ำไปสกัด และตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืช

ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟแมสสเปกโตรมิเตอร์ เช่นเดียวกับส่วนที่ 1

 

ตัวอย่างผัก

ในการศึกษาปริมาณการตกค้างของสารเคมีก�ำจัดศัตรูพืชในผัก ใช้ตัวอย่างผักที่เป็นตัวแทนของแต่ละกลุ่ม

ตวัอย่าง จากโครงการประเมินความเสีย่งการได้รบัสมัผัสสารเคมแีละสารปนเป้ือนทีค่นไทยได้รบัจากการบรโิภค (Total 

Diet Study) (โครงการบูรณาการด้านอาหารปลอดภัย ปีงบประมาณ 2560) โดยผักที่น�ำมาส�ำรวจการตกค้างนี้  

ได้รับความร่วมมือจากศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่เป็นตัวแทนของแต่ละภาคในการเก็บตัวอย่างผักทั้งหมด 4 ภาค 

ได้แก่ ภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคใต้ ภาคละ 2 จังหวัด รวม 8 จังหวัด ซึ่งเป็นผักที่

เป็นตัวแทนของกลุ่มตัวอย่างแต่ละชนิด ได้แก่ บรอกโคลีเป็นตัวแทนของกลุ่มผักตระกูลกะหล�่ำ(11) คะน้าเป็นตัวแทน 

ของกลุ่มผักใบ บวบเหลี่ยมเป็นตัวแทนของกลุ่มผักผลตระกูลแตง ถ่ัวฝักยาวเป็นตัวแทนของกลุ่มผักผลตระกูลถั่ว 
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มะเขอืเปราะเป็นตวัแทนของกลุ่มผกัผลตระกลูมะเขือ พรกิช้ีฟ้าเป็นตัวแทนของกลุม่ผักผลตระกูลพรกิ ผักบุ้งเป็นตวัแทน

ของกลุ่มผักต้นหรือยอด และเห็ดรวม ได้แก่ เห็ดนางฟ้า เห็ดนางรม เห็ดออรินจิ และเห็ดเข็มทอง รวมผักทั้งหมด 

8 กลุ่มตัวอย่าง ท�ำการศึกษาผลของกระบวนการลดปริมาณการตกค้างของสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชในผักที่ไม่ล้าง

ก่อนต้มและหลังต้ม

วิธีลดปริมาณสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชในผัก  

สุ่มตัวอย่างผักสดทั้งหมด 8 กลุ่มตัวอย่างจาก 8 จังหวัด จังหวัดละ 200 กรัม น�ำผักแต่ละชนิดมารวมกัน แล้ว 

น�ำมาแบ่งเป็น 2 ส่วน โดยส่วนที่ 1 เป็นตัวอย่างผักสดที่ไม่ล้างน�้ำหนัก 100 กรัม แล้วน�ำมาลอกหรือปอก หั่น ตัดแต่ง 

เฉพาะส่วนที่รับประทานได้ และบดให้ละเอียด  ชั่งตัวอย่าง 10 กรัม แล้วน�ำไปสกัด และตรวจวิเคราะห์ชนิดและ

ปริมาณสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟแมสสเปกโตรมิเตอร์ ส่วนที่ 2 เป็นตัวอย่างผักสดที่ 

ไม่ล้างน�้ำหนัก 100 กรัม แล้วน�ำมาลอกหรือปอก หั่น ตัดแต่งเฉพาะส่วนที่รับประทานได้ จากนั้นน�ำไปต้มในน�้ำเดือด 

7 นาท ีตกัขึน้จากน�ำ้ ท้ิงไว้ให้เยน็จนสะเดด็น�ำ้ และบดให้ละเอยีด  ช่ังตัวอย่าง 10 กรมั แล้วน�ำไปสกดั และตรวจวเิคราะห์

ชนดิและปรมิาณสารเคมป้ีองกนัก�ำจดัศตัรพูชืด้วยเครือ่งแก๊สโครมาโทกราฟแมสสเปกโตรมเิตอร์ เช่นเดยีวกบัส่วนที ่1

วิธีวิเคราะห์ (Extraction) 

ชั่งตัวอย่างน�้ำหนัก 10 กรัม ลงใน centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร เติม  acetonitrile + 1% acetic 

acid 10 มิลลิลิตร เขย่าอย่างแรง 1 นาที จากนั้นเติม MgSO
4
4 กรัม และ  NaOAc 1 กรัม แล้วเขย่า 1 นาที น�ำไปปั่น

ตกตะกอนด้วยความเรว็ประมาณ 3,500-4,000 รอบต่อนาท ีนาน 5 นาท ีจากนัน้แบ่งสารสกดัส่วนใสทีไ่ด้ประมาณ 6-7 

มิลลิลิตร ใส่ใน centrifuge tube ขนาด 15 มิลลิลิตร แล้วน�ำไปท�ำให้บริสุทธิ์ (clean up) ด้วย DSPE (dispersive 

solid phase extraction) โดยการเติม 150 มิลลิกรัม MgSO
4
+ 50 มิลลิกรัม PSA+ 50 มิลลิกรัม GCB  (ส�ำหรับ

ตัวอย่างพริกชี้ฟ้า clean up โดยการเติม 150 มิลลิกรัม MgSO
4
,+50 มิลลิกรัม PSA+ 50 มิลลิกรัม GCB + 50 

มิลลิกรัม C18EC จากนั้นเขย่า 1 นาที แล้วน�ำไปปั่นตกตะกอนด้วยความเร็วประมาณ 3,500-4,000 รอบต่อนาที  

นาน 5 นาที เก็บสารสกัดส่วนใส (สารละลายชั้นบน) 5 มิลลิลิตร ใส่ใน amber vial ขนาด 8 มิลลิลิตร น�ำไประเหย 

ลดปรมิาตรจนเกอืบแห้ง แล้วปรบัปรมิาตรด้วยสารละลายผสม n-hexane: ethyl acetate (3:1) จนครบ 1 มลิลลิิตร 

ความเข้มข้นตัวอย่าง 2 กรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน�ำไปวิเคราะห์ชนิดและปริมาณสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชตกค้าง

ด้วยเครื่อง GC-MS/MS

ผล

จากผลการวิเคราะห์ปริมาณสารเคมีก�ำจัดศัตรูพืชในส้มไม่ล้างวิเคราะห์ทั้งเปลือกจ�ำนวน   10  ตัวอย่าง พบ

การตกค้างของสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชในส้มทุกตัวอย่าง โดยพบสารตกค้างทั้งหมด 5 ชนิด ได้แก่ chlorpyrifos  

มค่ีาอยูใ่นช่วง  0.04-0.35 มลิลิกรมัต่อกโิลกรมั ethion มค่ีาอยูใ่นช่วง  0.52-0.61 มลิลกิรัมต่อกโิลกรัม cypermethrin 

มีค่าอยู่ในช่วง  0.04-1.64 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม propargite มีค่าอยู่ในช่วง  0.04-0.20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

และ profenofos มีค่าอยู่ในช่วง  0.04-0.14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และพบว่าตัวอย่างส้มล้างน�้ำวิเคราะห์ทั้งเปลือก 

พบการตกค้างของสาร 5 ชนิด แต่ปริมาณการตกค้างลดลง โดยพบการตกค้างของ chlorpyrifos มีค่าอยู่ในช่วง  

0.02-0.30 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ethion มีค่าอยู่ในช่วง  0.02-0.51 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม cypermethrin มีค่าอยู่ 

ในช่วง  0.03-0.18 มิลลกิรมัต่อกโิลกรมั propargite มค่ีาอยูใ่นช่วง 0.02-0.11 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั และ profenofos 

มีค่าเท่ากับ  0.02 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ปริมาณสารตกค้างลดลงอยู่ในช่วง 14-96% สามารถแสดงชนิดและปริมาณ 

การตกค้างดังแสดงในตารางที่ 1 และภาพที่ 1
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จากผลการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณสารเคมีก�ำจัดศัตรูพืชในส้มไม่ล้างน�้ำก่อนและหลังปอกเปลือก พบว่า

ส้มไม่ล้างน�ำ้ไม่ปอกเปลอืกพบการตกค้างของสารเคมป้ีองกนัก�ำจดัศตัรพูชืในส้มทกุตวัอย่าง โดยพบสารตกค้างท้ังหมด 

10 ชนิด ได้แก่ สาร chlorpyrifos, cypermethrin, propargite, profenofos, malathion, fenpropathrin,  

bifenthrin, chlorothalonil, lambda-cyhalothrin และ ethion มค่ีาอยูใ่นช่วง  0.04-0.24, 0.04-0.53, 0.04-1.64, 

0.04-0.20, 0.04-0.14, 0.03, 0.03, 0.06, 0.04 และ 0.03-3.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล�ำดับ และพบว่าส้ม 

ไม่ล้างน�้ำปอกเปลือกตรวจวิเคราะห์เฉพาะส่วนเนื้อ ไม่พบการตกค้างของสารทุกชนิด ปริมาณการตกค้างลดลงคิดเป็น 

100%  สามารถแสดงชนิดและปริมาณการตกค้าง ดังแสดงในตารางที่ 2 และภาพที่ 2

ตารางที่ 1	 ผลการลดปริมาณสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชโดยการล้างส้มด้วยน�้ำ จ�ำนวนตัวอย่างที่ตรวจวิเคราะห์ 

	 10 ตัวอย่าง ตรวจพบการตกค้างของสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชทุกตัวอย่าง

ชนิดสาร
ที่ตรวจพบ

กลุ่มสาร
ที่ตรวจพบ

ปริมาณที่พบ (mg/kg)

ปริมาณสาร
ที่ลดลง (%)

LOD
(mg/kg)

LOQ
(mg/kg)

ส้มไม่ล้างน�้ำ
วิเคราะห์ทั้งเปลือก

(min-max)

ส้มล้างน�้ำ
วิเคราะห์ทั้งเปลือก

(min-max)

chlorpyrifos OPs 0.04-0.35 0.02-0.30 14-50 0.01 0.03

cypermethrin SPs 0.04-1.64 0.03-0.18 25-89 0.01 0.03

ethion OPs 0.52-0.61 0.02-0.51 16-96 0.01 0.03

profenofos OPs 0.04-0.14 0.02 50-86 0.01 0.03

propargite OPs 0.04-0.20 0.02-0.11 45-50 0.01 0.03

หมายเหตุ:	 OPs หมายถึง กลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส
             	 SPs หมายถึง กลุ่มสารสังเคราะห์ไพรีทรอยด์

ปริมาณที่พบ (mg/kg)

ภาพที่ 1	 ผลการลดปรมิาณสารเคมีป้องกนัก�ำจดัศตัรพูชืโดยการล้างส้มด้วยน�ำ้ ปรมิาณการตกค้างของสารเคมป้ีองกนั 

	 ก�ำจัดศัตรูพืชลดลงอยู่ในช่วง 14-96%

ชนิดสารที่พบ
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ตารางที่ 2 	ผลการลดปริมาณสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชโดยการปอกเปลือกส้ม จ�ำนวนตัวอย่างที่ตรวจวิเคราะห์  

	 20 ตัวอย่าง ตรวจพบการตกค้างของสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชทุกตัวอย่าง

ชนิดสาร
ที่ตรวจพบ

กลุ่มสาร
ที่ตรวจพบ

ปริมาณที่พบ (mg/kg)

ปริมาณสาร
ที่ลดลง (%)

LOD
(mg/kg)

LOQ
(mg/kg)

ส้มไม่ล้างน�้ำ
ไม่ปอกเปลือก
(min-max)

ส้มไม่ล้างน�้ำ
ปอกเปลือก

(min-max)

bifenthrin SPs 0.03 ND 100 0.01 0.03

chlorpyrifos OPs 0.04-0.24 ND 100 0.01 0.03

chlorothalonil OCs 0.06 ND 100 0.01 0.03

cypermethrin SPs 0.04-0.53 ND 100 0.01 0.03

ethion OPs 0.03-3.00 ND 100 0.01 0.03

fenpropathrin SPs 0.03 ND 100 0.01 0.03

L-cyhalothrin SPs 0.04 ND 100 0.01 0.03

malathion OPs 0.04-0.14 ND 100 0.01 0.03

profenofos OPs 0.04-0.20 ND 100 0.01 0.03

propargite OPs 0.04-1.64 ND 100 0.01 0.03

หมายเหตุ	 OCs	 หมายถึง	 กลุ่มออร์กาโนคลอรีน		
	 OPs	 หมายถึง 	 กลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส
	 SPs 	 หมายถึง 	 กลุ่มสารสังเคราะห์ไพรีทรอยด์
	 ND	 หมายถึง 	 ตรวจไม่พบ

                       	 ส้มไม่ล้างน�้ำ ปอกเปลือก วิเคราะห์เฉพาะเนื้อ 

ภาพที่ 2  	ผลการลดปรมิาณสารเคมีป้องกนัก�ำจัดศตัรพูชืโดยการปอกเปลือกส้ม ปรมิาณการตกค้างของสารเคมป้ีองกนั 

	 ก�ำจัดศัตรูพืชลดลง 100%

ปริมาณที่พบ (mg/kg)

ชนิดสารที่พบ
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จากผลการวิเคราะห์ปรมิาณสารเคมกี�ำจดัศตัรพูชืในผกัไม่ล้างก่อนต้มจ�ำนวน  8 ชนดิ พบการตกค้างของสาร
จ�ำนวน  5 ชนิด ในผัก 4 ชนิด ได้แก่ บรอกโคลี พบการตกค้างของสาร 2 ชนิด คือ diazinon 0.17  และ chlorpyrifos 
0.12 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม คะน้า พบ prothiophos 0.14 และ cypermethrin 0.13 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ถั่วฝักยาว
พบ chlorpyrifos 0.07 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พริกชี้ฟ้า พบ profenofos 0.07 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ไม่พบการตกค้าง
ในบวบเหลี่ยม มะเขือเปราะ ผักบุ้ง และเห็ดรวม เมื่อน�ำตัวอย่างผักไม่ล้างไปผ่านกระบวนการต้มแล้ว พบการตกค้าง
ของสารลดลงเป็น 4 ชนิด ในผัก 3 ชนิด ได้แก่ คะน้า พบ prothiophos 0.10 และ cypermethrin 0.07 มิลลิกรัม
ต่อกิโลกรัม ถั่วฝักยาว พบ chlorpyrifos 0.02 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และพริกชี้ฟ้า พบ profenofos 0.02 มิลลิกรัม 
ต่อกิโลกรัม ปริมาณการตกค้างลดลงอยู่ในช่วง 29-100% ไม่พบการตกค้างในบรอกโคลี บวบเหล่ียม มะเขือเปราะ  
ผักบุ้ง และเห็ดรวม สามารถแสดงชนิดและปริมาณการตกค้าง ดังแสดงในตารางที่ 3 และภาพที่ 3

ตารางที่ 3 	ผลการลดปรมิาณสารเคมีก�ำจดัศตัรพูชืโดยการต้มผกั จ�ำนวนตวัอย่างทีต่รวจวเิคราะห์ 8 ตวัอย่าง ตรวจพบ 

	 การตกค้างของสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชจ�ำนวน 4 ตัวอย่าง

ชนิดตัวอย่าง
ที่ตรวจพบ

กลุ่มสาร
ที่ตรวจพบ

ปริมาณที่พบ (mg/kg)
ปริมาณสาร
ที่ลดลง (%)

LOD
(mg/kg)

LOQ
(mg/kg)

ผักไม่ล้าง
ก่อนต้ม            

ผักไม่ล้าง
หลังต้ม

บรอกโคลี OPs diazinon 0.17 ND 100 0.01 0.03
คะน้า OPs chlorpyrifos 0.12 ND 100 0.01 0.03
ถั่วฝักยาว OPs prothiophos 0.14 prothiophos 0.10 29 0.01 0.03
บวบ SPs cypermethrin 0.13 cypermethrin 0.07 46 0.01 0.03
ผักบุ้ง OPs chlorpyrifos 0.07 chlorpyrifos 0.02 71 0.01 0.03
พริกชี้ฟ้า ND ND ND - - -
มะเขือเปราะ ND ND ND - - -

เห็ด OPs profenofos 0.07 profenofos 0.02 71 0.01 0.03

หมายเหตุ: 	 OPs หมายถึง กลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส  SPs หมายถึง กลุ่มสารสังเคราะห์ไพรีทรอยด์
            	 ND หมายถึง ตรวจไม่พบ

ภาพที่ 3	 ผลการลดปรมิาณสารเคมกี�ำจดัศตัรพูชืโดยการต้มผกั  ปรมิาณการตกค้างของสารเคมป้ีองกนัก�ำจดัศตัรพูชื 

	 ลดลงอยู่ในช่วง 29-100%

ปริมาณที่พบ (mg/kg)

ชนิดสารที่พบ
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วิจารณ์

การเฝ้าระวังอันตรายเพ่ือคุ ้มครองผู ้บริโภคด้านอาหารนั้นเป็นภารกิจหลักของส�ำนักคุณภาพและ 

ความปลอดภยัอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ โดยใช้ระบบคณุภาพตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025(12) มบีคุลากร

ที่ได้รับการฝึกอบรมและมีประสบการณ์ท่ีเกี่ยวข้องในด้านสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืช มีอุปกรณ์และเครื่องมือ 

ที่ทันสมัย รวมถึงวิธีการทดสอบท่ีได้รับการรับรองคุณภาพการตรวจประเมินความสามารถห้องปฏิบัติการ การตรวจ 

วิเคราะห์มีความถูกต้อง มีคุณภาพ และผ่านเกณฑ์การควบคุมคุณภาพการตรวจวิเคราะห์ทั้งภายในและภายนอก 

การศึกษาครั้งน้ีเป็นการศึกษาผลของการลดปริมาณสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชตกค้างในผักผลไม้ โดยศึกษาผล 

ของการล้างน�้ำและผลของการปอกเปลือกส้ม และผลของการต้มผัก ขอบข่ายของการตรวจวิเคราะห์สารก�ำจัดศัตรูพืช 

จ�ำนวน 53 ชนิด โดยสารกลุ่ม  OCs, OPs และ SPs มีขีดจ�ำกัดของการตรวจพบเท่ากับ 0.01 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  

โดยสารทั้ง 3 กลุ่ม มีขีดจ�ำกัดของการตรวจวัดเชิงปริมาณเท่ากับ 0.03 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตรวจวิเคราะห์ชนิดและ

ปริมาณสารด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟแมสสเปกโตรมิเตอร์ 

จากการศึกษาผลของการลดปริมาณสารตกค้างในส้มไม่ล้างน�้ำวิเคราะห์ทั้งเปลือก พบการตกค้างของสาร

ทั้งหมด 5 ชนิด ได้แก่ cypermethrin, ethion, profenofos, chlorpyrifos  และ propargite เป็นสารที่มีค่า 

Maximum Residue Limits, MRLs 3 ชนิด ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เลขที่ 387(13) ฉบับ พ.ศ. 2560 

เรื่องอาหารที่มีสารพิษตกค้าง ได้แก่ cypermethrin, ethion และ profenofos  มีค่าก�ำหนดเท่ากับ 0.3, 2 และ 0.1 

มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล�ำดับ และเป็นสารที่ไม่มีค่าก�ำหนด 2 ชนิด ได้แก่ สาร chlorpyrifos  และ propargite 

สารที่ตรวจพบทั้งหมดเป็นสารกลุ่ม OPs และ SPs ซึ่งสาร 2 กลุ่มนี้ เป็นสารที่มักตรวจพบการตกค้างในพืชตระกูลส้ม(14)  

เมื่อน�ำตัวอย่างส้มไปผ่านกระบวนการล้างน�้ำแล้ววิเคราะห์ทั้งเปลือก พบการตกค้างของสารทั้งหมด 5 ชนิด แต่ปริมาณ

การตกค้างลดลงอยู่ในช่วง 14-96% ปริมาณการตกค้างของสารที่ลดลงจะมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับสมบัติทางการละลาย

น�้ำของสาร เช่น สาร profenofos(15) เป็นสารที่สามารถละลายน�้ำได้ เมื่อน�ำตัวอย่างส้มไปล้างน�้ำ ปริมาณของสาร  

profenofos ทีต่กค้างอยูบ่นเปลอืกส้มสามารถลดลงได้ และการขดัถผูวิส้มผ่านน�ำ้ไหล เป็นการช่วยให้สารเคมทีีเ่คลอืบ

ผิวส้มหลุดออกได้เช่นกัน 

เมื่อศึกษาผลของการลดปริมาณสารตกค้างในส้มไม่ล้างน�้ำ ไม่ปอกเปลือก พบการตกค้างของสารทั้งหมด 

10 ชนิด ได้แก่ bifenthrin, chlorpyrifos, chlorothalonil, cypermethrin, ethion, fenpropathrin, 

lambda-cyhalothrin, malathion, profenofos และ propargite และเป็นสารที่มีค่า MRLs 4 ชนิด ได้แก่  

cypermethrin, profenofos, malathion และ ethion โดยมีค่าก�ำหนดเป็น 0.3, 0.1, 7 และ 2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม

ตามล�ำดับ 

มกีารตรวจพบสารท่ีไม่มีค่า MRLs 6 ชนดิ ได้แก่ chlorpyrifos, propargite, fenpropathrin, bifenthrin, 

chlorothalonil และ lambda-cyhalothrin ถงึแม้ว่าจะพบการตกค้างของสารทีม่ค่ีาก�ำหนดหรอืไม่มค่ีาก�ำหนด หรือ

ตรวจพบการตกค้างสงูเกนิค่าท่ีกฎหมายก�ำหนดไว้ แต่เมือ่น�ำตัวอย่างส้มไม่ล้างน�ำ้ปอกเปลอืกแล้วน�ำไปวเิคราะห์เฉพาะ

ส่วนเนือ้ ไม่พบการตกค้างของสารทุกชนิด ปรมิาณการตกค้างลดลงคดิเป็น 100% และเมือ่พจิารณาสารตกค้างทัง้ 10 ชนดิ 

ได้แก่ chlorpyrifos, cypermethrin, propargite, profenofos, malathion, fenpropathrin, bifenthrin, 

chlorothalonil, lambda-cyhalothrin และ ethion พบว่าสารทุกตัวเป็น non systemic pesticide(16) คือเป็น

สารที่ไม่ดูดซึมผ่านผิวของผักหรือผลไม้ ดังน้ันการปอกเปลือกส้มสามารถลดชนิดและปริมาณสารตกค้างได้อย่างมี

ประสิทธภิาพ แต่ยงัมีสารบางชนิดท่ีไม่สามารถตรวจวเิคราะห์ได้ด้วยเทคนคิแก๊สโครมาโทกราฟแมสสเปกโทรเมตร ีและ

เป็นสารชนิด systemic pesticide(17) และยังมีผลไม้บางชนิดที่สามารถรับประทานได้ทั้งเปลือก(18)

จากการศึกษาผลของการลดปริมาณการตกค้างของสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชในผักไม่ล้างก่อนต้ม  

พบการตกค้างของสาร 5 ชนิด ในผัก 4 ชนิด เมื่อน�ำผักไม่ล้างไปผ่านกระบวนการต้มแล้ว พบว่าทั้งชนิดและปริมาณ
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การตกค้างของสารลดลงเป็น 4 ชนิด ในผัก 3 ชนิด ชนิดและปริมาณของสารที่ลดลงนั้นขึ้นอยู่กับสมบัติทางเคม ี

ของสารทีต่กค้าง โดยทัว่ไปสารก�ำจดัศตัรพูชืสามารถสลายตวัได้เองตามสภาพแวดล้อมทีร่ะยะเวลาประมาณ 24 ชัว่โมง 

ถึง 1 สัปดาห์(19)  และสามารถสลายตัวได้ด้วยความร้อนจากแสงแดด หรือในอุณหภูมิที่สูงขึ้น  เช่น สาร chlorpyrifos 

ดังนั้นเมื่อน�ำผักที่พบการตกค้างไปต้มผ่านความร้อนในน�้ำเดือด สาร chlorpyrifos(20)  สามารถสลายตัวได้ปริมาณ

การตกค้างจึงลดลง จากการศึกษาดังกล่าว ตรวจไม่พบการตกค้างในผัก 4 ชนิด ได้แก่ บวบเหลี่ยม มะเขือเปราะ 

ผักบุ้ง และเห็ดรวม ในการศึกษาการลดปริมาณสารตกค้างโดยการต้มผักครั้งนี้ใช้ระยะเวลาในการต้มผัก 7 นาที  

ซึ่งผักจะสุกที่ระยะเวลาในการต้มตั้งแต่ 5-10 นาที ขึ้นอยู่กับชนิดของผัก เพ่ือควบคุมเวลาในการต้มผักให้เท่ากัน 

ในทุกชนิด ดังนั้นจึงใช้ระยะเวลาในการต้มผักเฉลี่ยเป็น 7 นาที มีการตรวจพบสารที่มีค่าก�ำหนดแต่ไม่เกินค่า MRLs  

มี 2 ชนิด คือ  สาร profenofos ในถั่วฝักยาว และ diazinon ในพืชตระกูลกะหล�่ำ ซึ่งตามการจัดกลุ่มสินค้าเกษตร: พืช 

ของส�ำนกังานมาตรฐานสนิค้าเกษตรและอาหารแห่งชาต ิกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ จดับรอกโคลอียูใ่นพชืตระกลูกะหล�ำ่  

ตรวจพบสารทีไ่ม่มค่ีาก�ำหนด 4 ชนดิ ได้แก่ สาร chlorpyrifos ในบรอกโคล,ี  สาร prothiophos และ cypermethrin 

ในคะน้า และสาร chlorpyrifos ในถั่วฝักยาว และตรวจพบสารไม่มีค่าก�ำหนดตามคณะกรรมาธิการมาตรฐานอาหาร

ระหว่างประเทศ (Codex)(21) มี 2 ชนิด คือ สาร prothiophos ในคะน้า และ  chlorpyrifos ในถั่วฝักยาว เพื่อ 

เพิ่มความเชื่อมั่นให้กับผู้บริโภค ผักทั้งชนิดผักสดและผักต้ม เช่น ในกรณีที่พบสาร prothiophos ในผักคะน้า เท่ากับ 

0.14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และเมื่อน�ำไปต้ม ปริมาณ prothiophos ลดลงเป็น 0.10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ซ่ึงไม่มี

ค่าก�ำหนดตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข และไม่มีค่าก�ำหนดตาม Codex  สาร prothiophos มีค่าความเป็นพิษ 

(Toxicity) ต�่ำในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม(22) และสามารถสลายตัวได้เร็ว  ไม่มีค่า Acceptable Daily Intake (ADI)  

และไม่เป็นสารชนิด  carcinogenic(23) และ mutagenic ถึงแม้พบการตกค้างในผักสดและผักต้มนั้น ผักบางชนิด 

รบัประทานสด บางชนดิต้องน�ำไปต้มก่อนรบัประทาน และบางชนดิรบัประทานทัง้สดและต้ม การศกึษาดงักล่าวเป็นผกั

ทีไ่ม่ผ่านกระบวนการล้าง ดงันัน้ถ้าน�ำผกัไปล้างท�ำความสะอาดก่อนต้มเป็นการเพิม่ประสทิธภิาพการลดสารตกค้างได้ด ี

ยิง่ข้ึน วธิล้ีางผกันอกจากล้างผ่านน�ำ้ไหลแล้ว ยงัมอีกีหลายวธิ ีเช่น การล้างผกัผลไม้ด้วยน�ำ้เกลอื การล้างด้วยน�ำ้ส้มสายชู 

การแช่ในน�้ำด่างทับทิม และการล้างด้วยน�้ำปูนใส   ขึ้นอยู่กับความสะดวกในการเลือกวิธีของผู้บริโภค 

จากการศึกษาการลดปริมาณสารเคมีป้องกันก�ำจัดศัตรูพืชที่กล่าวมาข้างต้น พบว่าผักผลไม้ที่ตรวจพบการ

ตกค้างยังไม่มีค่า MRLs ซึ่งผู้บริโภคควรได้บริโภคผักผลไม้ที่มีมาตรฐานรองรับ เพื่อสุขภาพอนามัยที่ดี และผู้ผลิต 

ควรผลติสินค้าเกษตรออกมาจ�ำหน่ายเป็นผกัผลไม้ทีป่ลอดสารพษิ และหน่วยงานของภาครฐัควรให้การสนบัสนนุในการ

ผลติสนิค้าเกษตรทีป่ลอดสารพษิอย่างต่อเนือ่ง ทัง้นีผู้บ้รโิภคควรรบัประทานผกัผลไม้แบบหมนุเวยีน ไม่รบัประทานผกั

ผลไม้ชนิดเดิมติดต่อกันเป็นเวลานานจะช่วยลดการสะสมสารพิษที่เข้าสู่ร่างกายได้

สรุป

จากการศึกษาการลดปริมาณสารเคมีก�ำจัดศัตรูพืชตกค้างในตัวอย่างผักและผลไม้ พบว่าการปอกเปลือกส้ม

สามารถลดชนิดและปริมาณสารก�ำจัดศัตรูพืชที่ตกค้างในส้มได้อย่างมีประสิทธิภาพ การล้างน�้ำส้มสามารถลดชนิดและ

ปริมาณการตกค้างได้แต่ยังคงพบปริมาณการตกค้างอยู่ เมื่อประเมินค่าความปลอดภัยของปริมาณสารที่ตกค้างพบว่า 

ยงัปลอดภยัต่อผูบ้รโิภค ดังน้ันผูบ้รโิภคสามารถคัน้ส้มได้ทัง้เปลอืกแต่ควรผ่านกระบวนการล้างตามวธิข้ีางต้น นอกจากนัน้ 

การศึกษาการลดปรมิาณการตกค้างในผัก พบว่ามผีกัทีต่รวจไม่พบการตกค้างและสามารถรบัประทานได้โดยไม่ต้องต้ม 

ได้แก่ บวบ ผักบุ้ง มะเขือเปราะ และเห็ด แต่ยังพบการตกค้างในผักคะน้า ถั่วฝักยาว และพริก หลังจากน�ำผักไปต้ม 

เนื่องจากคุณสมบัติทางเคมีของสาร ดังน้ันเพ่ือความปลอดภัยของผู้บริโภค ควรรับประทานผักแบบหมุนเวียนหลาก

หลายชนิด ไม่รับประทานผักชนิดเดิมเป็นระยะเวลาติดต่อกันนานเพื่อลดการสะสมของสารตกค้างที่จะเข้าสู่ร่างกายได้
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Minimizing Pesticide Residues 

in Fruit and Vegetables

Rattiyakorn Srikote  and Wischada Jongmeewasna
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, 

Thailand

ABSTRACT  The contamination of pesticide residues has been a problem that can affect to human 

health. This research was aimed to study the results of the process to reduce  pesticide residues in fruit, 

the study was performed with citrus, and it was treated by washing and peeling. Whereas, in vegetables 

represented by broccoli, chinese broccoli, loofah, yard-long bean, eggplant, chilli, water spinach and 

mushroom, the residues were decreased by boiling. The analysis of pesticide residues before and after 

reduction approaches was performed by AOAC official method 2007.01. The scope of this study included 

53 pesticide residues; 21 organochlorine compounds (OCs), 24 organophosphorus compounds (OPs)  

and 8 synthetic pyrethroids (SPs). The analysis was done by gas chromatography-mass spectrometry 

(GC-MS/MS), and it provided limit of detection (LOD) at 0.01 mg/kg and limit of quantification (LOQ) 

at 0.03 mg/kg. The results indicated that the pesticide residues in washed and peeled citrus were reduced 

by 14-96% and 100%, respectively, and for the boiled vegetables, they were decreased by 29-100%.  

There for, these approaches were efficiently able to lessen the risk that the consumers will receive 

the residues into their body.

	

Keywords: Pesticide residues, Fruit and vegetable, Minimizing pesticide residues
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บทคัดย่อ  ยา Pegfilgrastim เป็น growth factor ใช้กระตุ้นการเพิ่มจ�ำนวนเม็ดเลือดขาว ปัจจุบันไม่มีวิธีมาตรฐานส�ำหรับ

วิเคราะห์ความแรงของยาในต�ำรายาสากล จึงพัฒนาวิธีวิเคราะห์โดยการกระตุ้นเซลล์ adapted M-NSF-60 ด้วยยาเจือจาง 

ท่ีความเข้มข้นทีเ่หมาะสม ส่งผลให้มกีารเพิม่จ�ำนวนของเซลล์ และวดัปรมิาณเซลล์ทีเ่พิม่ขึน้โดยใช้สาร luminescence วเิคราะห์

ผลเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานด้วยโปรแกรม parallel line analysis ท�ำให้ทราบค่าความแรงของยาได้ เมื่อน�ำวิธีที่ได้ไป

ทดสอบความถูกต้องของวิธี ผลการศึกษาพบว่ายา Pegfilgrastim สามารถกระตุ้นให้เซลล์ adapted M-NSF-60  เกิด 

การแบ่งตวัเพิม่จ�ำนวน และเมือ่ทดสอบความแม่น พบว่ามค่ีา %recovery อยูใ่นเกณฑ์ทีก่�ำหนดระหว่าง 80-125%  ความเทีย่ง

ของวิธีให้ค่า %GCV ของการท�ำซ�้ำและต่างวันวิเคราะห์เท่ากับ 9.70 และ 9.65 มีความเป็นเส้นตรงและช่วงของทดสอบ 

ที่เหมาะสมอยู่ระหว่าง 50-200% ได้กราฟเป็นเส้นตรงตลอดช่วงมีค่า r2 = 0.997 ส่วนความคงทนของวิธีท�ำโดยเปลี่ยน  

passage number ของเซลล์ และเวลาในการบ่ม  พบว่ามีค่า %GCV <25% และไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับความเชื่อมั่น 

95% จากข้อมลูทัง้หมดแสดงให้เหน็ว่าวธิทีีพั่ฒนาขึน้มีความเหมาะสมในการน�ำมาใช้ในการควบคมุคณุภาพยา Pegfilgrastim 

3 ยี่ห้อ ที่น�ำมาใช้ในการศึกษาส�ำหรับยายี่ห้ออื่นๆ ต้องตรวจสอบวิธีก่อนน�ำไปใช้

ค�ำส�ำคัญ : Pegfilgrastim, ความแรง, Cell proliferation,  ทดสอบความถูกต้องของวิธี, การพัฒนาวิธี
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บทนำ�

Human granulocyte colony stimulation factor (G-CSF) เป็น glycoprotein ที่ท�ำหน้าที่

ควบคุมการสร้างและปลดปล่อยเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล (neutrophil) ออกจากไขกระดูก (bone marrow) 

Pegfilgrastim เป็นยาท่ีมีการรวมโปรตีน recombinant human G-CSF (r-metHuG-CSF), Filgrastim 

กับโมเลกุลของ polyethylene glycol (PEG) ขนาด 20 กิโลดาลตัน โดยโมเลกุลของ PEGylated G-CSF ถูก

ท�ำให้เสถียรด้วย two disulphide bridges โมเลกุลมีขนาด 38,000 ดาลตัน ขณะที่ Filgrastim มีขนาดประมาณ 

18,800 ดาลตนั ยา Pegfilgrastim ออกฤทธิภ์ายในร่างกายได้นานกว่า Filgrastim เนือ่งจากมขีนาดโมเลกลุใหญ่กว่า 

จึงถูกขับออกทางไตได้น้อยกว่า(1, 2, 3, 4) ซึ่งยา Pegfilgrastim และ Filgrastim มีกลไกการออกฤทธิ์เหมือนกัน คือ  

เพิม่จ�ำนวนนวิโทรฟิล มีข้อบ่งใช้ในการรกัษา คอื ใช้เพือ่ลดระยะเวลาการเกดิภาวะนวิโทรฟิลในเลอืดต�ำ่ (Neutropenia) 

ลดอบุตักิารณ์ของการเกดิ febrile neutropenia และลดอบุตักิารณ์ของการตดิเชือ้จากการเกดิ febrile neutropenia 

ในผู้ป่วยที่ได้รับยาเคมีบ�ำบัดเพื่อรักษาโรคมะเร็ง (ยกเว้น chronic myeloid leukemia และ myelodyplastic 

syndromes)(1, 2, 3, 4)    

ปัจจุบันมีการผลิตยาชีววัตถุคล้ายคลึง (biosimilars) ของยา Pegfilgrastim ในหลายประเทศรวมท้ัง

ประเทศไทย เนื่องจากยาชีววัตถุต้นแบบ (originator หรือ innovator drug) ครบระยะเวลาของสิทธิบัตรแล้ว 

ในปัจจบุนัยาชวีวัตถคุล้ายคลึงน�ำมาใช้เรยีกเฉพาะกบัผลติภณัฑ์ชีววตัถุประเภทโปรตีนทีไ่ด้มาจากกระบวนการเทคโนโลยี

ชีวภาพเท่านั้น เพราะเป็นผลิตภัณฑ์ที่สามารถท�ำให้บริสุทธิ์ได้สูงและสามารถตรวจสอบคุณลักษณะได้เป็นอย่างดี ตาม

หลักการแล้วประโยชน์ที่ได้จากการผลิตยากลุ่มน้ีคือ ท�ำให้ลดต้นทุนการผลิตได้มาก ราคายาจะถูกลงเมื่อเทียบกับยา

ต้นแบบ ท�ำให้มีการเข้าถึงยาได้มากขึ้น(5, 6, 7) การควบคุมคุณภาพของยาชีววัตถุคล้ายคลึงจะท�ำการศึกษาเปรียบเทียบ 

(comparability study) กับยาชีววัตถุต้นแบบ หรือสารมาตรฐานอ้างอิง (reference product) โดยประเมินทั้งด้าน 

คุณภาพ (quality), non-clinical และ clinical(8, 9, 10, 11) ซึ่งยาชีววัตถุคล้ายคลึงจะมีความคล้ายคลึงในแง่คุณภาพ 

ความปลอดภัย และประสิทธิภาพกับยาชีววัตถุต้นแบบ ส�ำหรับการศึกษาเปรียบเทียบด้านคุณภาพ ควรเปรียบเทียบ

ยาชีววัตถุคล้ายคลึงกับสารมาตรฐานอ้างอิงโดยการศึกษาเปรียบเทียบแบบ head-to-head ด้วยวิธีวิเคราะห์เดียวกัน 

โดยวิธีทางชีวภาพ (biological), เคมีกายภาพ (physicochemical) และภูมิคุ้มกันวิทยา (immunological)  

ส่วนการเปรียบเทียบด้าน non-clinic และ clinic จะเปรียบเทียบยาชีววัตถุคล้ายคลึงกับสารมาตรฐานอ้างอิงโดยตรง 

เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพและความปลอดภัย ซึ่งสารมาตรฐานอ้างอิงที่ใช้ควรเป็นรุ่นการผลิตเดียวกันตลอดการ

ศกึษาเปรยีบเทียบ(12) การทดสอบทางชวีภาพท่ีส�ำคญัเพือ่ยนืยนัคณุภาพของยาชวีวตัถเุหล่านี ้คอื การตรวจสอบความแรง 

ของผลิตภัณฑ์เพื่อบ่งบอกว่ายา biosimilars นี้มีความสามารถในการรักษาได้หรือไม่ ซึ่งวิธีทดสอบความแรงของยา 

biosimilars โดยส่วนใหญ่จะวัดโดยชีววิธีในหลอดทดลอง (in vitro bioassay) ซึ่งที่นิยมมี 2 วิธี คือ  

receptor binding assays และ cell-based functional assays หรือ cell proliferation assay(13) เนื่องจาก

ปัจจบุนัยงัไม่มวีธิมีาตรฐานส�ำหรบัทดสอบความแรงของยา Pegfilgrastim ในประเทศ คณะผู้วจิยัจงึพฒันาวธิขีึน้ โดย

ดัดแปลงจากวิธีวิเคราะห์ค่าความแรงของยา Filgrastim ใน U.S. pharmacopeia(14) คือ วิธี cell proliferation 

assay โดยจะวัดการเพิ่มจ�ำนวนของเซลล์ที่ตอบสนองต่อ G-CSF โดยท�ำการทดสอบตัวอย่างยาเปรียบเทียบกับสาร

มาตรฐานอ้างองิ ในข้ันตอนการพฒันาวิธีจะต้องหาปรมิาณเซลล์ ระดบัความเข้มข้นของยาทีเ่หมาะสม และวธิกีารอ่านผล

การทดสอบ ซึง่สามารถวัดค่า luminescence หรอื colorimetric หรอื fluorescence ขึน้อยูก่บัสารตัง้ต้น (substrate) 

ทีใ่ช้เป็นชนดิใด(15, 16) จากนัน้ค�ำนวณผลท่ีได้โดยใช้โปรแกรม parallel-line analysis และรายงานผลเป็นค่า %relative 

potency(12) หลงัจากท่ีได้สภาวะท่ีเหมาะสมแล้ว จะทดสอบความถกูต้องของวธิใีนพารามเิตอร์ต่างๆ ได้แก่ ความจ�ำเพาะ 

ความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ ความแม่น ความเทีย่ง และความคงทนของวธิี(17) เพือ่ใช้เป็นวธิมีาตรฐานในการหา 

ความแรงของยา Pegfilgrastim ของประเทศต่อไป
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วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างและสารมาตรฐาน

สารมาตรฐาน Pegfilgrastim USP reference standard ความเข้มข้น 1,000 ng/ml (lot no. F0M527) 

จาก U.S. Pharmacopeia ส่วนตวัอย่างยา Pegfilgrastim จากบรษิทั (ยีห้่อ) ประกอบด้วย ย่ีห้อ A ขนาด 6 mg/0.6 ml 

ยี่ห้อ B ขนาด 6 mg/0.6 ml และยี่ห้อ C ขนาด 6 mg/0.6 ml ยารุ่นเดียวกันจ�ำนวน 6 ขวดต่อยี่ห้อ

เซลล์เพาะเลี้ยง

เซลล์ Mouse Mus musculus myelogenous leukemia, M-NSF-60 (ATCC® CRL-1838TM) 

ที่ตอบสนองต่อ interleukin 3 (IL-3) และ G-CSF และปรับสภาพเซลล์ให้มีความไวส�ำหรับการทดสอบ 

โดยการกระตุ้นเซลล์ด้วย G-CSF ความเข้มข้น 1 ng/ml

เครื่องมือและอุปกรณ์

	 เครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (Microplate luminometer) รุ่น Orion L ของ Titertex  

Berthold ประเทศเยอรมนี กล้องจุลทรรศน์แบบอินเวอร์ท (Inverted microscope) รุน่ CK2 ของ Olympus ประเทศ

ญี่ปุ่น ตู้ชีวนิรภัย (Biological Safety Cabinet) ตู้อบเพาะเชื้อแบบใช้ CO
2
 (CO

2
 Incubator) อุณหภูมิ 37 ± 1 oC 

รุน่ Galaxy 170R ของ New Brunswick ประเทศเยอรมน ีไมโครเพลทสขีาวก้นแบน 96 หลมุ มก้ีนเพลทใส ผลติภณัฑ์

ของ Corning ประเทศสหรัฐอเมริกา

สารเคมีและอาหารเลี้ยงเซลล์

RPMI medium 1640 (Cat. No. A10491-01, Gibco) ผลิตภัณฑ์ของ Thermo Fisher Scientific 

ประเทศสหรัฐอเมริกา Heat-inactivated Fetal Bovine Serum (Cat. No. 26140-079, Gibco) ผลิตภัณฑ์

ของ Thermo Fisher Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 2-Mercaptoethanol (Cat. No. 21985-023, Gibco) 

ผลิตภณัฑ์ของ Thermo Fisher Scientific ประเทศสหรฐัอเมรกิา CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability 

Assay (Cat. No. G7572) ผลิตภัณฑ์ของ Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา

การตรวจสอบความแรงโดยวิธี Cell proliferation 

การตรวจสอบความแรงของยา Pegfilgrastim ใช้วิธี cell proliferation โดยอาศัยความสามารถของเซลล์ 

M-NSF-60 ท่ีสามารถแบ่งเซลล์เพิ่มจ�ำนวนเมื่อถูกกระตุ้นด้วยยา Pegfilgrastim ซึ่งอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ใช้ในการ

ทดสอบ (assay medium) และสภาวะในการทดสอบเป็นไปตามต�ำรายาสากลส�ำหรับการวิเคราะห์ค่าความแรงยา 

Filgrastim(14)  โดยกระตุ้นเซลล์ adapted M-NSF-60 จ�ำนวน 5 × 103 cells/50 µl/หลุม ในเพลท  96 หลุม 

ด้วยตัวอย่างยาและสารมาตรฐานท่ีความเข้มข้นเริ่มต้น 0.5 ng/ml จากนั้นเจือจางเป็น two folds serial 

dilution (จ�ำนวน 8 dilutions) แล้วดูดใส่ในเพลทที่มีเซลล์ปริมาตร 50 µl/หลุม ความเข้มข้นสุดท้ายของ

ตัวอย่างมีค่าเท่ากับ 0.001953 - 0.25 ng/ml ซึ่งมีความเป็นเส้นตรงช่วงการวิเคราะห์ น�ำเพลทไปบ่มท่ี 37oC 

ในสภาวะท่ีมี CO
2
 5% เป็นเวลา 29 ชัว่โมง โดยมสีารมาตรฐาน Pegfilgrastim ทีค่วามเข้มข้น 10 ng/ml เป็น positive 

control และ assay medium เป็น negative control เมื่อครบเวลาวัด cell proliferation โดยใช้ชุดน�้ำยาทดสอบ

ส�ำเร็จรูป CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega, USA) โดยเติม CellTiter-Glo 

solution ปริมาตร 100 µl/หลุม แล้วน�ำไปวัดค่า luminescence ด้วยเครื่อง Microplate luminometer รุ่น Orion 

L (Titertex Berthold, Germany) วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้โปรแกรม Bioassay Assist โดยใช้ parallel-line 
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model รายงานผลเป็นค่า %relative potency ค�ำนวณค่าเฉลี่ยเรขาคณิต (Geometric Mean, GM), ส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐานเรขาคณติ (Geometric Standard Deviation, GSD) และค่าสมัประสทิธิค์วามแปรปรวน (%Geometric 

Coefficient of Variation, %GCV)

การทดสอบความถูกต้องของวิธี

ท�ำการทดสอบความจ�ำเพาะ ความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ ความแม่น ความเที่ยง และความคงทน

ของวิธี

ความจ�ำเพาะ (Specificity) โดยการกระตุ้นเซลล์ adapted M-NSF-60 ด้วยสารมาตรฐาน ยา  

Pegfilgrastim ยี่ห้อต่างๆ และ formulation buffer ของยา Pegfilgrastim แต่ละยี่ห้อ ท�ำการทดสอบ 3 ซ�้ำ

ท�ำการวิเคราะห์ต่างวัน โดยมีเกณฑ์การพิจารณา คือ เฉพาะสารมาตรฐานและตัวอย่างยาเท่านั้นที่สามารถกระตุ้นเซลล์ 

adapted M-NSF-60 ให้มีการแบ่งตัวเพิ่มจ�ำนวน ส่วน formulation buffer ของยาไม่สามารถกระตุ้นให้เซลล์ 

แบ่งตัวเพิ่มจ�ำนวนจึงจะถือว่าวิธีมีความจ�ำเพาะ

 ความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ (Linearity and range) ตรวจวเิคราะห์ค่าความแรง Pegfilgrastim 

USP reference standard ที่เตรียมให้มีค่าความเข้มข้นคิดเป็น 50% (0.25 ng/ml), 75% (0.375 ng/ml), 100% 

(0.5 ng/ml), 150% (0.75 ng/ml) และ 200% (1 ng/ml) ท�ำการทดสอบ 3 ซ�้ำ เป็นอิสระต่อกัน วิเคราะห์หา

ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ Coefficient of determination; r2) และ %GCV โดยมีเกณฑ์ยอมรับ r2> 0.990 และ 

%GCV น้อยกว่า 25% เกณฑ์การยอมรับได้มาผลการทดสอบจากการท�ำ pre-validation ของวิธีการทดสอบ(18, 19)

ความแม่น (Accuracy) ตรวจสอบค่าร้อยละการคืนกลบั (%recovery) ของค่าความแรงของ Pegfilgrastim 

USP reference standard ที่เตรียมให้มีความเข้มข้นคิดเป็น 50% (0.25 ng/ml), 100% (0.5 ng/ml) และ 200% 

(1 ng/ml) ท�ำการทดสอบ  3 ซ�้ำ ที่เป็นอิสระต่อกัน ค�ำนวณ %recovery ดังนี้ 

%recovery = (ค่าเฉลี่ยของ %relative potency ที่วัดได้/%relative potency ที่ทราบค่า) × 100 

โดยเกณฑ์ยอมรับ %recovery เท่ากับ 80-125%

ความเที่ยง (Precision) ตรวจสอบใน 2 หัวข้อ ได้แก่ การท�ำซ�้ำในวันเดียวกัน (Repeatability) ทดสอบ

ความเที่ยงโดยวิเคราะห์ค่าความแรงของยา Pegfilgrastim ยี่ห้อ A รุ่นการผลิตเดียวกันจ�ำนวน 6 ตัวอย่าง ท�ำการ

วิเคราะห์ในวันและเวลาเดียวกัน โดยผู้วิเคราะห์คนเดียว วิเคราะห์หา %GCV  และการท�ำซ�้ำต่างวัน (Intermediate 

precision) โดยวิเคราะห์ค่าความแรงของยา Pegfilgrastim ยีห้่อ A รุน่การผลติเดยีวกนัจ�ำนวน 3 ซ�ำ้ ท�ำการวเิคราะห์

ต่างวันกัน โดยผู้วิเคราะห์ 2 คน วิเคราะห์หา %GCV โดยมีเกณฑ์ยอมรับ %GCV น้อยกว่า 25% เกณฑ์การยอมรับได้

ผลการทดสอบจากการท�ำ pre-validation ของวิธีการทดสอบ(18, 19)

ความคงทน (Robustness) โดยการเปลี่ยนแปลงสภาวะของการทดสอบที่อาจส่งผลต่อการวิเคราะห์คือ 

เปลี่ยน passage number ของเซลล์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ค่าความแรงยา โดยใช้ passage number 12, 16 และ 19 

ในการทดสอบ นอกจากนี้ได้ท�ำการเปลี่ยนแปลงเวลาที่ใช้ในการบ่ม (incubate) โดยใช้ที่ 27 ชั่วโมง และที่ 29 ชั่วโมง 

และน�ำผลการวิเคราะห์มาค�ำนวณค่า %GCV โดยมีเกณฑ์ยอมรับ %GCV น้อยกว่า 25% เกณฑ์การยอมรับได้มา 

จากการท�ำ pre-validation ของวิธีการทดสอบ(18, 19)  

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

วิเคราะห์และแสดงโดยสถิติเชิงพรรณนา ได้แก่ GM GSD และ %GCV โดยใช้สูตรค�ำนวณต่อไปนี้
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ผล

การทดสอบความถูกต้องของวิธี

ความจ�ำเพาะของวิธี โดยการกระตุ้น adapt M-NSF-60 cell lines ด้วยยา Pegfilgrastim ยี่ห้อต่างๆ 

และ formulation buffer ของยา Pegfilgrastim แต่ละยี่ห้อ ท�ำการทดสอบ 3 ครั้ง ต่างวันกัน พบว่ามีเฉพาะตัวอย่าง

ยา Pegfilgrastim ยี่ห้อ A, B และ C สามารถกระตุ้นการเพิ่มจ�ำนวนของเซลล์ตามระดับความเข้มข้นที่เพิ่มขึ้นได้ 

โดยมีค่าเฉลี่ยของ %relative potency เท่ากับ 115.3%, 108.1% และ 102.8% ตามล�ำดับ ในขณะที่ formulation 

buffer ของยาทุกยี่ห้อไม่สามารถกระตุ้นให้เกิด cell proliferation ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 	ความจ�ำเพาะของวิธี cell proliferation ในการวิเคราะห์ความแรงของยา Pegfilgrastim และ  

	 formulation buffer โดยทดสอบต่างวัน

ยี่ห้อ ครั้งที่ %relative potency formulation Buffer

A

1 101.2 - *

2 123.1 -

3 122.9 -

GM 115.26

GSD 1.12

%GCV 11.30

B

1 111.4 -

2 123.0 -

3 98.7 -

GM 108.06

GSD 1.16

%GCV 14.78

C

1 103.5 -

2 113.9 -

3 92.1 -

GM 102.78

GSD 1.11

%GCV 10.67

*เซลล์ไม่เกิดการเพิ่มจ�ำนวน
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ความเป็นเส้นตรงและช่วงการวเิคราะห์ โดยวเิคราะห์ค่าความแรง Pegfilgrastim reference standard ที่

เตรยีมให้มคีวามเข้มข้นเท่ากบั 50% (0.25 ng/ml), 75% (0.375 ng/ml), 100% (0.5 ng/ml), 150% (0.75 ng/ml) 

และ 200% (1 ng/ml) ท�ำการทดสอบ 3 ซ�้ำ เป็นอิสระต่อกัน พบว่าผลการทดสอบแปรผันตามระดับความเข้มข้น  

เมื่อน�ำค่า expected potency และค่า found GM relative potency มาสร้างกราฟและค�ำนวณหาค่าสัมประสิทธิ์

ความสัมพันธ์ พบว่าได้กราฟท่ีเป็นเส้นตรงตลอดช่วงความเข้มข้น 50 - 200% และมีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ  

Coefficient of detcrmination; r2) เท่ากับ 0.9967 ซึ่งผ่านเกณฑ์ที่ก�ำหนด (r2≥ 0.990) แสดงให้เห็นว่า range 

ที่ท�ำการทดสอบมีความเหมาะสมจากการค�ำนวณค่า linear regression ได้ค่า r2 เท่ากับ 0.9967 และได้ค่า F-test 

ที่ค�ำนวณได้มีค่ามากกว่า F-test จากตาราง (critical value for the F-test) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (α= 

0.05) แสดงว่า กราฟเป็นเส้นตรงตลอดช่วงที่วิเคราะห์ และพบว่าค่าความแรงแปรผันตรงต่อระดับความเข้มข้น และ

ค่า %GCV ของความแม่นย�ำของการท�ำซ�้ำเท่ากับ 3.33, 4.73, 13.09, 15.20 และ 14.05 ตามล�ำดับ มี %recovery 

เท่ากับ 91.6%, 101.6%, 96.0%, 108.3% และ 106.5% ตามล�ำดับ ดังแสดงในตารางที่ 2

ตารางที่ 2 	ความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ของวิธี cell proliferation ในการทดสอบความแรงของ  

	 Pegfilgrastim USP reference standard

expected relative
potency (%)

ครั้งที่
found relative 
potency (%)

GM %GCV %recovery

50

1 45.1

2 44.8 45.8 3.33 91.6

3 47.6

75

1 78.5

2 78.2 76.2 4.73 101.6

3 72.2

100

1 107.9

2 83.4 96.0 13.09 96.0

3 98.2

150

1 167.3

2 137.8 162.4 15.20 108.3

3 185.6

200

1 249.2

2 190.9 212.9 14.05 106.5

3 202.7
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ความแม่นของวิธี แสดงด้วยค่า %recovery โดยในตัวอย่างที่เตรียมให้มีค่าความแรงของ Pegfilgrastim 

USP reference standard ท่ี  expected relative potency เท่ากบั 50%, 100% และ 200% พบว่าตวัอย่างที ่expected 

relative potency ที่ 50% สามารถตรวจค่าความแรงได้ค่า GM เท่ากับ 45.8% และ %recovery เท่ากับ 91.6% 

ขณะที่ตัวอย่างที่ expected relative potency ที่ 100% สามารถตรวจได้ค่า GM เท่ากับ 96.0% และ %recovery 

เท่ากับ 96.0% และเมื่อตัวอย่างที่ expected relative potency เป็น 200% สามารถตรวจค่าความแรงได้ค่า GM 

เท่ากับ 212.9 และ %recovery เท่ากับ 106.5% รายละเอียดดังแสดงในตารางที่ 3

ตารางที่ 3 	ความแม่นของวิธี cell proliferation ในการทดสอบความแรงของ Pegfilgrastim USP reference  

	 standard

expected relative
potency (%)

ครั้งที่
found relative 
potency (%)

GM %recovery

50

1 45.1

2 44.8 45.8 91.6

3 47.6

100

1 107.9

2 83.4 96.0 96.0

3 98.2

200

1 249.2

2 190.9 212.9 106.5

3 202.7

ความเทีย่งของวธิ ีในหวัข้อ repeatability เมือ่ท�ำการวเิคราะห์ค่าความแรงของยา Pegfilgrastim ยีห้่อ A 

รุ่นการผลิตเดยีวกันจ�ำนวน 6 ตวัอย่าง ท�ำการวเิคราะห์ในวนัและเวลาเดยีวกนั โดยผูว้เิคราะห์คนเดยีว พบว่า %relative 

potency อยู่ในช่วงค่า 89.2 – 120.4%, GM±GSD เท่ากับ 102.06±1.10% และ %GCV เท่ากับ 9.70 ดังแสดง 

ในตารางที่ 4 ส�ำหรับการศึกษา intermediate precision ของผู้วิเคราะห์คนที่ 1 พบว่า %relative potency มีค่า 

อยู่ในช่วง 97.0 – 117.2% GM ± GSD เท่ากับ 104.33 ±  1.11% และ %GCV เท่ากับ 10.20 ผู้วิเคราะห์คนที่ 2 พบ 

%relative potency อยู่ในช่วง 88.2 – 97.2% GM ± GSD เท่ากับ 92.73 ± 1.05% และ %GCV เท่ากับ 4.87 

ดังแสดงในตารางที่ 5

ความความคงทนของวิธี โดยการเปลี่ยนแปลงสภาวะของการทดสอบที่อาจส่งผลต่อการวิเคราะห์ คือ

เปลี่ยน passage number ของเซลล์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ค่าความแรงยา A ได้ค่า %GCV เท่ากับ 4.97 นอกจากนี้ 

ได้ท�ำการเปลี่ยนแปลง incubation time จากเดิม 29 เป็น 27 ชั่วโมง ผลการทดสอบได้ค่า %GCV เท่ากับ 10.96 และ 

11.12 ตามล�ำดับ ดังแสดงในตารางที่ 6 และตารางที่ 7 และเมื่อเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ระหว่าง incubation 

time 27 และ 29 ชั่วโมง โดยใช้สถิติ t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances พบว่าไม่มีความ 

แตกต่างกนัทีร่ะดบัความเชือ่ม่ัน 95% โดยค่า t-Stat (1.56) ทีค่�ำนวณได้มค่ีาน้อยกว่าค่า t Critical one-tail (2.13)
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ตารางที่ 4 	ความเที่ยงของวิธี cell proliferation ในการทดสอบความแรงของยา Pegfilgrastim ยี่ห้อ A โดย 

การทดสอบในวันและเวลาเดียวกัน โดยผู้วิเคราะห์คนเดียวกัน

ครั้งที่ %relative potency

1 100.2

2 89.2

3 104.1

4 120.4

5 101.4

6 99.5

GM 102.06

GSD 1.10

%GCV 9.70

ตารางที่ 5	 ความเที่ยงของวิธี cell proliferation ในการทดสอบความแรงของยา Pegfilgrastim ยี่ห้อ A 

	 โดยการทดสอบต่างวัน โดยผู้วิเคราะห์สองคน

ครั้งที่
%relative potency

ผู้วิเคราะห์คนที่ 1 ผู้วิเคราะห์คนที่ 2

1 117.2 97.2

2 99.9 93.0

3 97.0 88.2

GM 104.33 92.73

GSD 1.11 1.05

%GCV 10.20 4.87

ตารางที่ 6 	ความคงทนของวิธี cell proliferation ในการทดสอบความแรงของยา Pegfilgrastim ยี่ห้อ A เม่ือ 

	 เปลี่ยน passage number ของเซลล์ที่ใช้ในการวิเคราะห์

Cell passage number %relative potency GM GSD %GCV

12 107.8 101.82 1.05 4.97

16 98.5

19 99.4
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ตารางที่ 7	 ความคงทนของวิธี cell proliferation ในการทดสอบความแรงของยา Pegfilgrastim ยี่ห้อ A 

	 เมื่อเปลี่ยนเวลาที่ใช้ใน incubate ที่ 37 ºC จาก 29 ชั่วโมง เป็น 27 ชั่วโมง

Incubation time
(ชั่วโมง)

%relative potency GM GSD %GCV

29

95.3

80.3 90.98 1.12 10.96

98.4

27

98.3

98.3 104.79 1.12 11.12

119.1

วิจารณ์

ผลการทดสอบความถูกต้องของวิธี พบว่าวิธีที่พัฒนาข้ึนมามีความจ�ำเพาะของวิธี โดยพบว่าเฉพาะตัวอย่าง

ยา Pegfilgrastim ที่น�ำมาใช้เป็นตัวแทนในการทดสอบมีผลกระตุ้นให้จ�ำนวนเซลล์เพิ่มขึ้น ขณะที่ formulation 

buffer ของยาแต่ละชนิดไม่สามารถกระตุ้นได้ แสดงให้เห็นว่าวิธีมีความจ�ำเพาะและ formulation buffer ไม่มีผล

ต่อการทดสอบ นอกจากนี้การทดสอบความถูกต้องของวิธีในพารามิเตอร์อ่ืนๆ ได้แก่ ความเที่ยงของวิธีทั้งแบบท�ำซ�้ำ

ในวนัเดยีวกนั ท�ำซ�ำ้ต่างวนักนั และความแม่นของวธิ ีพบว่าผ่านเกณฑ์ในทกุพารามเิตอร์ การทดสอบความเป็นเส้นตรง 

พบว่ากราฟเป็นเส้นตรงตลอดช่วงค่าร้อยละความเข้มข้น 50 – 200% และมีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจเท่ากับ 0.9967  

ความคงทนของวิธีสามารถใช้เซลล์ที่ passage 4 ถึง 20 และ incubation time ที่ 27-29 ชั่วโมง โดยผลการทดสอบ

ไม่มีความแตกต่างกันจากผลการทดสอบ โดยท่ัวไปการควบคุมคุณภาพของยา Pegfilgrastim จะตรวจสอบท้ังด้าน 

physicochemical และ biological activity ของยา(20) ซึ่งการตรวจสอบความแรงของยา Pegfilgrastim จะใช้วิธี   

cell proliferation assay โดยจะวัดการเพิ่มจ�ำนวนของเซลล์ของ adapted M-NSF-60 cells หลังกระตุ้นด้วย 

Pegfilgrastim ซึง่ห้องปฏบิตักิารแต่ละแห่งจะใช้วธิกีารทดสอบ ชนิดของเซลล์ทีใ่ช้ วธิกีารอ่านผลการทดสอบแตกต่าง

กันไป ส่งผลให้ผลการวิเคราะห์มีความแตกต่างกัน(21, 22, 23)  นอกจากนี้ยังมีวิธีการทดสอบความแรงด้วยวิธีอื่นๆ ได้แก่ 

วิธี receptor binding assay โดยใช้เครื่อง flow cytometer ในการวัดปริมาณ Pegfilgrastim ที่จับกับ G-CSF 

receptor และวิธีการวัด binding kinetic โดยวิธี Surface Plasmon Resonance (SPR)(23) จากการศึกษาโดย 

Biotherapeutics Group of NIBSC ซึ่งเป็นผู้ผลิตสารมาตรฐานของ WHO ได้จัดเตรียมสารมาตรฐานและส่งให้ 

ห้องปฏิบัตกิารต่างๆ จ�ำนวน 24 ห้องปฏบัิตกิาร ทกุห้องปฏบิตักิารใช้วธิ ีcell proliferation assay จ�ำนวน 13 ห้องปฏบิตักิาร 

ใช้ M-NSF-60 cell line ซึ่งเป็นเซลล์ชนิดเดียวกับที่ใช้ในการศึกษานี้มีจ�ำนวน 2 ห้องปฏิบัติการ ที่ใช้วิธีการอ่านค่า  

luminescence เหมือนที่ใช้ในการศึกษานี้ จากสรุปผลการทดสอบพบว่าห้องปฏิบัติการที่ใช้เซลล์และวิธีการอ่านผล

การทดสอบเหมือนการศึกษานี้มีค่า %GCV น้อยกว่า 25% และมีค่า %GCV ต�่ำเมื่อเทียบกับห้องปฏิบัติการที่ใช้เซลล์

และวิธีการอ่านผลที่ต่างไป เช่น ใช้การอ่านค่าโดย colorimetric (MTT) นอกจากนี้วิธีการอ่านค่า luminescence 

ระยะเวลาที่ใช้ในการทดสอบสั้นกว่าเมื่อเทียบกับวิธี colorimetric(24) สิ่งที่ต้องค�ำนึงถึงในการทดสอบด้วยวิธีที่พัฒนา

ขึ้นนี้ คือ เซลล์ที่ใช้ในการทดสอบควรมีสภาพของเซลล์ดี ไม่มีการปนเปื้อนแบคทีเรีย เชื้อราและไมโครพลาสมา ควรใช้

เซลล์ที่ผ่านการกระตุ้นด้วย G-CSF เพื่อให้เซลล์มีความไวต่อการกระตุ้นให้เพิ่มจ�ำนวนด้วยยา Pegfilgrastim ควร 

ใช้เซลล์ passage ที่ 4-20 ในการทดสอบ จากผลการศึกษาทั้งหมดนี้เห็นได้ว่าวิธีนี้สามารถใช้ในการตรวจวิเคราะห์

ความแรงของยาได้ทั้ง 3 ยี่ห้อ ที่ใช้ในการศึกษา แต่จะน�ำวิธีนี้ไปพิสูจน์ทดลองใช้กับยี่ห้ออื่นภายหลัง 



Development of Pegfilgrastim Potency Testing by Cell Proliferation    	 Sompong Sapsutthipas et al.

60 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 63 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2564

สรุป

การทดสอบความแรงของยา Pegfilgrastim  โดยวิธี cell proliferation ที่พัฒนาขึ้น เมื่อทดสอบความ

ถูกต้องของวิธี พบว่าวิธีการทดสอบมีความจ�ำเพาะ ความแม่น ความเที่ยง และความคงทนของวิธี โดยมีค่า %relative 

potency อยู่ในช่วง 80-125% ซึ่งสามารถน�ำวิธีนี้ไปใช้เป็นในการควบคุมคุณภาพยา Pegfilgrastim 3 ยี่ห้อ ที่น�ำมา

ใช้ในการศึกษา ส�ำหรับยายี่ห้ออื่นๆ ต้องตรวจสอบวิธีก่อนน�ำไปใช้
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1

Development of Pegfilgrastim Potency 

Testing by Cell Proliferation

Sompong Sapsutthipas  Jiradej Patchim  Saiwarul Jadoonkittinan 

and Supaporn  Phumiamorn
Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

ABSTRACT  Pegfilgrastim is a growth factor that stimulates the growth of white blood cells.  

At present, there is no standard method for determining the potency of this drug in any international 

pharmacopoeia Therefore, a cell proliferation assay was developed by stimulating the adapted M-NSF-60 

with diluted drugs at a suitable concentration. The increasing number of cells was measured by using 

luminescence substrate. The results were analyzed using a parallel line analysis program to determine 

the drug potency. After the method had been validated, the results showed that pegfilgrastim could 

stimulate the adapted M-NSF-60 multiplication.  For the accuracy, the %recovery within the acceptance 

criteria from 80% to 125%. The precision of the method, the %GCV of repeatability and intermediate 

precision were 9.70 and 9.65, respectively, with a linearity and appropriate range between 50–200%.  

The linearity and range exhibited the r2 value of 0.997. The robustness of the method was tested by 

modifying the passage numbers of cells and the incubation time., the %GCV was <25% and there was no 

significant difference at the 95% confidence level. All data show that the newly developed method is 

suitable for use as a method for determining the potency of pegfilgrastim 3 brands used in this study.  

For other brands of drugs must verify the method before applying.

Keywords : Pegfilgrastim, Potency, Cell proliferation, Method validation, Method development
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จากเลือดสายสะดือด้วยอาหารเพาะเลี้ยง

ที่ใช้ซีรัมจากเลือดสายสะดือ

ศุภรัตน์ วิจิตรเวียงรัตน์1  ศศิประภา ทองบพิตร1  สุภักดี จุลวิจิตรพงษ์1  เพียงใจ วิชัยดิษฐ2  ภัสรา หากุหลาบ2  และ

ทัศนีย์ เพิ่มไทย1

1หน่วยวิจัยและพัฒนาเซลล์ต้นก�ำเนิดเพ่ือการรักษาทางการแพทย์ ภาควิชาสูติศาสตร์-นรีเวชวิทยา คณะแพทยศาสตร์ศิริราช

พยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล  บางกอกน้อย  กรุงเทพฯ 10700
2งานการพยาบาลสตูศิาสตร์-นรเีวชวทิยา ฝ่ายการพยาบาล ภาควชิาสตูศิาสตร์-นรเีวชวทิยา  คณะแพทยศาสตร์ศริริาชพยาบาล 

มหาวิทยาลัยมหิดล บางกอกน้อย  กรุงเทพฯ 10700

Corresponding author E-mail: stemcells_siriraj@yahoo.com

Received: 13 March 2020	 Revised: 20 September 2020	 Accepted: 23 February 2021

บทคัดย่อ  ในปัจจุบัน การเพาะเล้ียงเซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์จากเลือดสายสะดือ ท�ำได้โดยเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีซีรัมจาก

ลกูววัชนิดพเิศษส�ำหรบัเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก�ำเนดิตวัอ่อนเท่านัน้ การใช้ซรีมัเชงิพาณชิย์จากมนษุย์มรีายงานถงึความส�ำเรจ็ได้น้อย 

อย่างไรกต็ามจากการวิจยัก่อนหน้าได้กล่าวถงึความส�ำเรจ็ในการใช้ซีรมัเลอืดสายสะดอืมนษุย์มาใช้สร้างสายพนัธุแ์ละเพาะเลีย้ง

เซลล์ต้นก�ำเนิดจากน�้ำคร�่ำได้ส�ำเร็จ ท�ำให้เกิดสมมติฐานว่าซีรัมเลือดสายสะดือมนุษย์อาจน�ำมาใช้ทดแทนซีรัมจากลูกวัวได้ การ

ศกึษาน้ีน�ำซีรมัเลอืดสายสะดอืมนษุย์ทีผ่ลติขึน้ มาใช้เตมิในอาหารเพาะเล้ียงเซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืดสายสะดอืจ�ำนวน 49 ตวัอย่าง 

เปรยีบเทียบกบัอาหารทีม่ซีีรมัจากลกูววั ผลการศกึษาพบว่าซรีมัเลอืดสายสะดอืมนษุย์สามารถน�ำมาสร้างสายพนัธ์ุและเพาะเลีย้ง

เซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือได้ โดยเซลล์ที่ได้มีรูปร่างและลักษณะเฉพาะของเซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์ไม่แตกต่างกัน มี

การแสดงออกของ CD29, CD73, CD90 และ CD105 ไม่พบการแสดงออกของ CD34 และ CD45 นอกจากนี้ยังสามารถ

เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ไขมันและเซลล์กระดูกได้ โดยเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากลูกวัวมีการเจริญเติบโตเร็วกว่า

เซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมเลือดสายสะดือมนุษย์ จากผลการศึกษาสรุปได้ว่า ซีรัมเลือดสายสะดือมนุษย์สามารถใช้แทน

ซีรัมจากลูกวัวส�ำหรับสร้างและเพาะเลี้ยงสายพันธุ์เซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์จากเลือดสายสะดือได้

ค�ำส�ำคัญ:	 เซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์จากเลือดสายสะดือ, ซีรัมจากลูกวัวชนิดพิเศษส�ำหรับเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดตัวอ่อน,  

	 ซีรัมเลือดสายสะดือมนุษย์
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บทนำ�

เซลล์ต้นก�ำเนดิเป็นเซลล์ท่ีมีคณุสมบตัพิเิศษทีแ่ตกต่างจากเซลล์ร่างกายท่ัวไป 2 ประการ คอื สามารถแบ่งตวั 

ได้อย่างรวดเรว็ โดยเซลล์ท่ีได้ยงัคงคณุสมบตัคิวามเป็นเซลล์ต้นก�ำเนดิ และสามารถเปลีย่นแปลงไปเป็นเซลล์ชนดิอืน่ได้ 

เมื่ออยู่ในสภาวะที่เหมาะสม จากคุณสมบัติเหล่านี้ท�ำให้เซลล์ต้นก�ำเนิดเป็นความหวังที่จะน�ำไปปลูกถ่ายให้แก่ผู้ป่วย 

เพ่ือการรักษาโรคในปัจจุบันที่ยังท�ำการรักษาได้ไม่หายขาด เช่น โรคอัลไซเมอร์ โรคพาร์คินสัน โรคเบาหวาน และ 

การบาดเจบ็ของไขสนัหลงั(1, 2, 3, 4, 5)  โดยโรคท่ีทางแพทยสภาได้ออกข้อก�ำหนดให้สามารถปลกูถ่ายเซลล์ต้นก�ำเนดิให้แก่

คนไข้เพื่อท�ำการรักษาโรคได้ คือ โรคทางโลหิตวิทยา เช่น โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว และโรคธาลัสซีเมีย ส่วนการรักษา

ในโรคอืน่ๆ ถอืว่ายงัอยูใ่นขอบข่ายงานวิจยั ด้วยเหตนุีจ้งึท�ำให้การศกึษาด้านเซลล์ต้นก�ำเนดิได้รบัความสนใจในวงกว้าง

อย่างรวดเร็ว

ในปี ค.ศ.1988 ได้มีการปลูกถ่ายเลือดสายสะดือของพี่สาวที่มีความเข้ากันของระบบภูมิคุ้มกันไปสู่น้องชาย 

ที่เป็นโรค Fanconi anemia ได้ส�ำเร็จ และยังคงใช้ชีวิตได้ตามปกติจนถึงปัจจุบัน(6, 7)  จากรายงานฉบับนี้ท�ำให้มี 

ผู้สนใจศึกษาเกี่ยวกับเลือดสายสะดือเป็นจ�ำนวนมาก และได้มีกลุ่มผู้จัดตั้งธนาคารเลือดสายสะดือขึ้นในหลายประเทศ 

ซึ่งมีการค้นพบเซลล์ต้นก�ำเนิดอยู่ 3 ชนิดด้วยกัน คือ เซลล์ต้นก�ำเนิดเม็ดเลือด (hematopoietic stem cell) เซลล์

ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์ (mesenchymal stem cell) และ endothelial progenitor cell(8, 9, 10, 11) ข้อดีของเซลล์ต้น

ก�ำเนดิจากเลือดสายสะดอืคือ สามารถฟ้ืนฟูระบบของเซลล์เมด็เลอืด เกบ็ได้ง่าย และเมือ่น�ำไปปลกูถ่ายให้แก่ผูป่้วยแล้ว 

ไม่พบปัญหาเกี่ยวกับระบบภูมิต้านทานเมื่อท�ำการเปรียบเทียบกับเซลล์ต้นก�ำเนิดจากไขกระดูก(8, 12) โดยมีรายงานว่า

สามารถน�ำเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือไปปลูกถ่ายในผู้ป่วยได้เป็นผลส�ำเร็จและอัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วย

ในช่วงเวลา 3 ปี ใกล้เคียงกับผู้ป่วยที่ได้รับเซลล์ต้นก�ำเนิดจากไขกระดูก(13) อย่างไรก็ตามเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือด

สายสะดือยังมีข้อจ�ำกัดด้านปริมาณเซลล์ที่ได้(14, 15) ซึ่งเมื่อน�ำไปปลูกถ่ายในผู้ป่วยเด็กที่มีน�้ำหนักน้อยจะได้ผลดีกว่าใน 

ผูป่้วยเดก็ทีม่นี�ำ้หนักมากกว่า เน่ืองจากจ�ำนวนเซลล์ต้นก�ำเนดิทีใ่ช้ปลกูถ่ายต้องมคีวามเหมาะสมกบัน�ำ้หนกัตวัของผูไ้ด้รบั 

การปลูกถ่าย(7) จึงเป็นเหตุให้ต้องมีการเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มจ�ำนวนก่อนน�ำไปใช้ในการปลูกถ่าย 

ในปัจจุบันได้มีการน�ำเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือมาเพาะเลี้ยงเพิ่มจ�ำนวนและเมื่อน�ำเซลล์ที่ได้ไป

ตรวจสอบคุณสมบัติด้วยโปรตีนจ�ำเพาะ พบว่ามีการแสดงออกของโปรตีนจ�ำเพาะของเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์ 

คือ CD29, CD44, CD73, CD90 และ CD105 และยังสามารถเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ชนิดต่างๆ ได้ เช่น เซลล์ 

ไขมัน, เซลล์กระดูก และเซลล์กระดูกอ่อน(9, 12, 15) โดยปกติในขั้นตอนการแยกและเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดยังจ�ำเป็น

ต้องใช้แหล่งโปรตีนจากซีรัมสัตว์ที่มีจ�ำหน่ายเชิงพาณิชย์โดยเฉพาะซีรัมจากลูกวัว (fetal bovine serum: FBS) เติม

ในอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ ซึ่งอาจเป็นสาเหตุให้ประสิทธิภาพการแบ่งตัวของเซลล์ต้นก�ำเนิดไม่ดี(16, 17, 18) และอาจเกิด 

การปนเปื้อนเชื้อไวรัส (virus transmission) บางชนิดจากสัตว์สู่คนได้(19, 20, 21) และตามที่เซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือด 

สายสะดอืของมนุษย์อยูใ่นระบบการไหลเวียนของเลอืด ซึง่จะได้รบัโปรตนีจากซรีมัของมนษุย์ในกระแสเลอืด จากรายงาน

ก่อนหน้าที่แสดงถึงความส�ำเร็จของการใช้ซีรัมจากเลือดสายสะดือมาใช้สร้างสายพันธุ์และเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิด

ชนิดต่างๆ เช่น เซลล์ต้นก�ำเนิดจากน�้ำคร�่ำ, จาก Wharton’s jelly, จากผนังมดลูกชั้นใน และจากเยื่อบุผนังมดลูก 

ชัน้ใน(17, 18, 22, 23)  โดยสายพนัธุท่ี์ได้มีลกัษณะและรปูร่างไม่แตกต่างจากเซลล์ทีเ่พาะเลีย้งในซรีมัจากลูกววั การแสดงออก

ของโปรตีนจ�ำเพาะบนผิวเซลล์ และความสามารถในการเปล่ียนแปลงไปเป็นร่างกายจ�ำเพาะก็ไม่แตกต่างกัน แต่เซลล์ 

ที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือดสายสะดือมีการเจริญเติบโตได้ดีกว่าเมื่อเทียบกับเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากลูกวัว ดังนั้น 

ถ้าท�ำการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดที่แยกได้จากเลือดสายสะดือมนุษย์ด้วยซีรัมจากเลือดสายสะดือเอง อาจท�ำให้เซลล์ 

ต้นก�ำเนิดสามารถแบ่งตัวได้ดีกว่าท่ีเพาะเล้ียงในอาหารที่มีซีรัมจากลูกวัวและเป็นผลดีต่อการน�ำมาใช้รักษาผู้ป่วย 

ในอนาคต 
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วัสดุและวิธีการ

การเก็บเลือดสายสะดือ

ท�ำการเก็บเลือดสายสะดือของทารกแรกคลอดจากห้องคลอดหรือห้องผ่าตัดของโรงพยาบาลศิริราชจ�ำนวน 

49 ตวัอย่าง ปรมิาณตวัอย่างละ 50-100 มิลลลิติร โดยหญงิตัง้ครรภ์ทีย่นิยอมเข้าร่วมโครงการต้องผ่านการตรวจร่างกาย

ตามระเบียบการฝากครรภ์ และแสดงความยินยอมลงนามในเอกสารที่ผ่านการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการ

วิจัยในคน ตามหมายเลข Si025/2012 ซึ่งตัวอย่างเลือดต้องมีผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการว่าปลอดเชื้อ Syphilis, 

Hepatitis B, Hepatitis C และ HIV type I/II โดยการเกบ็เลอืดสายสะดอืน้ันจะท�ำการเกบ็ในถงุเกบ็เลอืดปลอดเช้ือ 

ของสภากาชาดไทย ขนาดบรรจุ 500 มิลลิลิตร ที่มีส่วนผสมของสารป้องกันการแข็งตัวของเลือดชนิด Heparin 

ในความเข้มข้น Heparin 0.1 มิลลิกรัมต่อเลือด 1 มิลลิลิตร และน�ำส่งห้องปฏิบัติการภายใน 6 ช่ัวโมง หลังจาก 

การเก็บเลือดสายสะดือ

การแยกและเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือ

น�ำเลอืดสายสะดอืท่ีได้มาป่ันท่ี 1,800x g นาน 10 นาท ีทีอ่ณุหภูม ิ20 องศาเซลเซยีส  (Heraeus Labofuge 

400R centrifuge, Thermo Scientific, USA) เมื่อครบเวลาให้เก็บส่วนของ buffy coat มาผสมกับ phosphate 

buffered saline ทีม่ส่ีวนผสมของ 2 mM Ethylenediaminetetraacetic acid (PBS/EDTA; Sigma-Aldrich,  

USA) ในอัตราส่วน buffy coat 1 มิลลิลิตรต่อสารละลาย PBS/EDTA 3 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้ว overlay 

ลงบนสารละลาย ficoll (Ficoll-Paque Plus; GE Healthcare, Sweden) ในอัตราส่วนของสาร ficoll 3 มิลลิลิตร

ต่อ buffy coat ที่ผสมด้วย PBS/EDTA 7 มิลลิลิตร น�ำไปปั่นที่ 1,000x g นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 

แล้วจึงเก็บส่วนของ mononuclear cells ใส่หลอดทดลองใหม่ ล้างด้วย PBS/EDTA 3 ครั้ง โดยในแต่ละครั้งต้อง

น�ำไปปั่นที่ 400x g นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และดูดสารละลายส่วนบนทิ้ง เมื่อท�ำครบ 3 ครั้งแล้ว 

ให้เก็บตะกอนเซลล์แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม เลี้ยงในภาชนะเพาะเลี้ยงที่มีการเคลือบด้วย 10 ng/ml fibronectin  

ในอาหารเพาะเล้ียงท่ีมีส่วนประกอบของ Dulbecco’s modified Eagle’s Medium ชนดิ low glucose (DMEM-LG; 

Gibco, Invitrogen, USA), 2 mM L-glutamine (Gibco), 100 U/ml penicillin/streptomycin (Gibco), 

4 ng/ml basic fibroblast growth factor (bFGF; Millipore, Billerica, USA) และ 10% ES-FBS  

(Sigma-Aldrich, Merck, Germany)  หรือ hUCS ที่ได้แยกตามวิธีการของ Phermthai T(23)  โดยน�ำไปเลี้ยง

ในตู้เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 และเปลี่ยนอาหารเพาะ

เลี้ยงเซลล์ทุกๆ 3 วัน จนกระทั่งเซลล์มีความหนาแน่นประมาณร้อยละ 80 ของพื้นที่ผิวภาชนะเพาะเลี้ยง จึงท�ำการ 

subculture ด้วย 0.25% trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich) และน�ำเซลล์ลงเลี้ยงในภาชนะที่ไม่มีการเคลือบด้วย 

fibronectin สู่ passage ต่อไป

การตรวจสอบความสามารถในการเพิ่มจ�ำนวนเซลล์ (population doubling time; PDT)

นับเซลล์ด้วย hemocytometer ภายหลังจากการ subculture ในทุก passage และค�ำนวณหาระยะเวลา

ที่ใช้ในการเพิ่มจ�ำนวนเซลล์ ตามสูตร

PDT  =  t × log2/(logNH-logNI)

NI		 คือ 	จ�ำนวนเซลล์เริ่มต้น

NH 	 คือ 	จ�ำนวนเซลล์เมื่อท�ำการเก็บ

t 		  คือ	 ระยะเวลาที่ใช้ในการเลี้ยงเซลล์ (วัน)
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ซึ่งจ�ำนวนเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงแต่ละชนิดจะถูกน�ำมาค�ำนวณ 

หาค่า PDT ทั้งก่อนและหลังการเก็บรักษาโดยการแช่แข็ง 

การตรวจสอบโปรตีนจ�ำเพาะบนผิวเซลล์ด้วยเทคนิค flow cytometry
น�ำเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือ passage ที่ 4 จากการเพาะเลี้ยงเพิ่มจ�ำนวนในอาหารแต่ละชนิด 

มาตรวจสอบคุณสมบัติจ�ำเพาะ ด้วยวิธี flow cytometry โดยการย้อมด้วยแอนติบอดีที่จ�ำเพาะต่อเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิด
มีเซนไคม์ ได้แก่ CD29, CD73, CD90 และ CD105 (eBioscience, Sadiego, USA) และแอนติบอดีที่จ�ำเพาะต่อ
เซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือด ได้แก่ CD34 และ CD45 (Becton Dickinson,  USA) บ่ม 15 นาที ในที่มืดที่อุณหภูมิ
ห้อง ก่อนล้างด้วย PBS 1 ครั้ง ตรึงเซลล์ด้วย 1% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) ก่อนน�ำไปวัดด้วยเครื่อง 
FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson) และวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม CELL Quest (Becton 
Dickinson)

การแช่แข็งเก็บเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือ (cryopreservation)
ท�ำการแช่แข็งเก็บเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือในน�้ำยาแช่แข็ง (freezing medium) 1 มิลลิลิตร ซึ่ง

ประกอบด้วย DMEM-LG, 7.5% dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma-Aldrich) และ 40% ES-FBS หรือ 
hUCS แล้วเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นาน 1 วัน ก่อนน�ำไปเก็บรักษาเซลล์ในไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 เดือน เมื่อครบก�ำหนดให้น�ำมาละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และใส่ลงในอาหารที่มี 
ส่วนประกอบของ DMEM-LG และ 10% ES-FBS หรอื hUCS ในปริมาตร 5 มลิลลิติร บ่มทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส 
นาน 5 นาที ก่อนน�ำไปปั่นและน�ำตะกอนเซลล์ที่ได้ลงเพาะเลี้ยงในอาหาร 2 ชนิด โดยตรวจสอบร้อยละการรอดชีวิต 
(%cell viability) ด้วยการย้อมด้วย trypan blue (Sigma-Aldrich) ซึ่งเซลล์ที่ไม่ติดสี คือ เซลล์เป็น ส่วนเซลล์ที่
ติดสีน�้ำเงิน คือ เซลล์ตาย และน�ำจ�ำนวนเซลล์ที่ได้มาค�ำนวณตามสูตร 

%cell viability = (จ�ำนวนเซลล์เป็น/จ�ำนวนเซลล์เป็น + จ�ำนวนเซลล์ตาย) × 100  

การตรวจสอบความสามารถในการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ร่างกาย (differentiation)
1.	 การเหนี่ยวน�ำเซลล์ต้นก�ำเนิดให้พัฒนาไปเป็นเซลล์ไขมัน
	 ท�ำการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดที่ความหนาแน่น 1 × 103 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร โดยใช้อาหารเพาะ

เลี้ยงเซลล์แต่ละชนิด จนกระทั่งได้ความหนาแน่นประมาณร้อยละ 50 ของพื้นที่ผิวภาชนะเพาะเลี้ยง จากนั้นเปลี่ยนเป็น
น�ำ้ยาเหน่ียวน�ำส�ำหรบัเซลล์ไขมันซึง่ประกอบด้วย DMEM-LG (Gibco), 10% ES-FBS, 1 µM dexamethasone, 
5 µM insulin, 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine และ 60 µM indomethacin (Sigma-Aldrich) เป็น
เวลา 3 สปัดาห์ โดยท�ำการเปลีย่นน�ำ้ยา 2 ครัง้ต่อสปัดาห์ หลงัจากนัน้ตรงึเซลล์ด้วย 10% formalin (Sigma-Aldrich) 
และท�ำการย้อมสีด้วย Oil Red O (Sigma-Aldrich) เพื่อตรวจสอบความสามารถในการสร้างเม็ดไขมันของเซลล์ 
โดยจะย้อมติดสีแดงบนเม็ดไขมัน 

2.	 การเหนี่ยวน�ำเซลล์ต้นก�ำเนิดให้พัฒนาไปเป็นเซลล์กระดูก
	 ท�ำการเพาะเล้ียงเซลล์ต้นก�ำเนิดที่ความหนาแน่น 1 × 103 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร โดยใช้อาหาร 

เพาะเลี้ยงเซลล์แต่ละชนิด จนกระทั่งได้ความหนาแน่นประมาณร้อยละ 50-70 ของพื้นที่ผิวภาชนะเพาะเลี้ยง จากนั้น
เปลี่ยนเป็นน�้ำยาเหนี่ยวน�ำส�ำหรับเซลล์กระดูกซึ่งประกอบด้วย DMEM-LG (Gibco), 10% ES-FBS, 0.1 µM 
dexamethasone, 10 mM glycerol-2-phosphate disodium salt hydrate และ 50 µM ascorbic acid 
(Sigma-Aldrich) เป็นเวลา 3 สัปดาห์ โดยท�ำการเปลี่ยนน�้ำยา 2 ครั้งต่อสัปดาห์ หลังจากนั้นตรึงเซลล์ด้วย 10% 
neutral buffered formalin และท�ำการย้อมสีด้วย Alkaline phosphatase (Sigma-Aldrich) เพื่อตรวจสอบ

ความสามารถของเซลล์ในการสร้างเอนไซม์ ซึ่งจะติดสีน�้ำตาลด�ำบนเซลล์ 
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การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (Statistical analysis)

ข้อมูลทุกค่าน�ำเสนอในรปูค่าเฉลีย่ (mean) ± ค่าส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) และ

ใช้ Student’s t test ในการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่า PDT ในแต่ละ passage เพื่อวิเคราะห์ความสามารถ

ในการเพิ่มจ�ำนวนของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือในอาหารเพาะเลี้ยงทั้ง 2 ชนิด โดยวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 

GraphPad Prism 5 (GraphPad,  USA) ซึ่งค่า p ที่น้อยกว่า 0.05 หรือที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ถือว่ามีความ

แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ

ผล

การเก็บเลือดสายสะดือ

จากการเกบ็เลอืดสายสะดอืของทารกแรกคลอดทัง้หมด 49 ตวัอย่าง พบว่าอายคุรรภ์ของมารดาตัง้ครรภ์ปกติ 

ทีเ่ข้าร่วมโครงการมีอายคุรรภ์อยู่ระหว่าง 35-40 สปัดาห์ คดิเป็นค่าเฉลีย่ 38.3 ± 1.3 สปัดาห์ โดยมค่ีามธัยฐาน 39 สปัดาห์ 

ส่วนปริมาณของเลือดสายสะดือที่เก็บได้อยู่ระหว่าง 22-134 มิลลิลิตร คิดเป็นค่าเฉลี่ย 60.3 ± 26 มิลลิลิตร ซึ่งมีค่า

มัธยฐาน 56 มิลลิลิตร 

การแยกและเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือ

ภายหลัง 3 วันแรก ของการเล้ียงเซลล์ในอาหารเพาะเลี้ยงแต่ละชนิด พบว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสาย

สะดือที่แยกได้มีลักษณะการกระจายตัวบนพื้นภาชนะเลี้ยงเซลล์แตกต่างกัน โดยเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัม

จากลูกวัวจะอยู่กันเป็นโคโลนีเป็นส่วนใหญ่ เซลล์ที่ได้มีลักษณะคล้ายไฟโบรบลาสต์ พบเซลล์มีลักษณะกลมคล้ายเซลล์ 

เม็ดเลือดปะปนอยู่ และกระจายทั่วพื้นภาชนะ ส่วนเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือท่ีเพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือด

สายสะดือนั้น เซลล์ส่วนใหญ่จะอยู่แบบกระจายทั่วพื้นภาชนะ ไม่เป็นโคโลนี ซึ่งเซลล์ที่พบมีรูปร่างลักษณะคล้าย 

ไฟโบรบลาสต์อยู่ปะปนกับเซลล์กลม และพบว่าขนาดของเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือดสายสะดือมี 

ขนาดเล็กกวา่เซลล์ต้นก�ำเนดิทีเ่พาะเลี้ยงในซรีัมจากลูกวัว ดังแสดงในภาพที ่1A และ 1B ซึ่งในการแยกเซลลต์้นก�ำเนิด

จากเลอืดสายสะดอืน้ีไม่สามารถท�ำได้ส�ำเรจ็ในทกุตัวอย่าง โดยได้แสดงผลร้อยละความส�ำเรจ็ของการแยกและเพาะเลีย้ง

ทั้งหมด 49 ตัวอย่าง ดังแสดงในตารางที่ 1 

ตารางที่ 1	ร้อยละความสำ�เร็จของการแยกและเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นกำ�เนิดจากเลือดสายสะดือในซีรัมจากลูกวัว 

	 (ES-FBS) และซีรัมจากเลือดสายสะดือ (hUCS) ในแต่ละ passage จำ�นวน 49 ตัวอย่าง

passage
ซีรัมจากลูกวัว ซีรัมจากเลือดสายสะดือ

จำ�นวนตัวอย่าง ร้อยละความสำ�เร็จ จำ�นวนตัวอย่าง ร้อยละความสำ�เร็จ

0 49 100 49 100

1 21 42.86 20 40.82

2 6 12.24 6 12.24

3 3 6.12 5 10.2

4 2 4.08 3 6.12

5-10 2 4.08 2 4.08
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ระหว่างการเพาะเลีย้งสังเกตได้ว่า เซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืดสายสะดอืทีเ่พาะเลีย้งในอาหารเพาะเลีย้งทีม่ซีรีมั

แต่ละชนดิ ในช่วงระยะ passage 0-1 มีเซลล์รปูร่างหลายแบบปะปนกัน ดงัแสดงในภาพที ่1C และ 1D  แต่เม่ือเพาะเลีย้ง 

ต่อเนื่องจนถึง passage 2-3 พบว่าเซลล์ที่ได้มีเพียงลักษณะเดียว (homogeneous) คล้ายเซลล์ไฟโบรบลาสต์ 

ดังแสดงในภาพที่ 1E และ 1F

ภาพที่ 1	 ลักษณะรูปร่างของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงที่มีซีรัมจากลูกวัว  

	 (ES-FBS) และในอาหารที่มีซีรัมจากเลือดสายสะดือ (hUCS) โดยจะเห็นว่าใน 3 วันแรกของ 

	 การเพาะเลีย้ง พบเซลล์อยูก่นัเป็นโคโลนใีนอาหารทีมี่ซรัีมจากลกูววั (A) และอยูก่นัแบบกระจายตวัในอาหาร 

	 ที่มีซีรัมจากเลือดสายสะดือ (B) เมื่อท�ำการเพาะเลี้ยง passage 1 พบว่าเซลล์มีการปะปนกันหลาย 

	 รปูแบบ คอื มีแบบคล้ายเซลล์ไฟโบรบลาสต์และมแีบบเป็นเมด็กลมๆ ในอาหารเพาะเลีย้งทัง้ 2 ชนดิ (C, D)  

	 และเมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ต่อไปจนถึง passage 3 จะพบว่าเซลล์ที่มีลักษณะเม็ดกลมจะหมดไป เหลือเพียง 

	 เฉพาะเซลล์ท่ีมีรูปร่างคล้ายเซลล์ไฟโบรบลาสต์เท่านั้น ทั้งในอาหารเพาะเลี้ยงที่มีซีรัมจากลูกวัวและซีรัม 

	 จากเลือดสายสะดือ (E, F) (ภาพก�ำลังขยาย 100 เท่า)

ผลการศึกษาพบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ต่อเนื่องจนถึง passage ที่ 4 เซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือท่ี 

เพาะเลี้ยงในซีรัมจากลูกวัวเหลือเพียง 2 สายพันธุ์ และเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือด

สายสะดอืเหลอืเพยีง 3 สายพนัธุ ์โดยความส�ำเรจ็ของการแยกและเพาะเลีย้งเซลล์อยูท่ีร้่อยละ 4.08 และ 6.12 ตามล�ำดบั 

ดังแสดงในตารางที่ 1  ส�ำหรับการตรวจสอบความสามารถในการเพิ่มจ�ำนวนเซลล์ด้วยวิธีการค�ำนวณหาค่า PDT ของ

เซลล์ที ่passage 1-4 พบว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลอืดสายสะดอืทีเ่พาะเลีย้งในซรีมัจากลกูววัมศีกัยภาพในการแบ่งตวัทีส่งู  

คือ มีค่า PDT ที่ต�่ำกว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือดสายสะดือ ดังแสดงในภาพที่ 2A และเมื่อค�ำนวณ

หาค่าเฉลี่ยของ PDT ในทุก passage ของเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากลูกวัวมีค่าเท่ากับ 1.33 ± 0.19 วัน 

(อยู่ระหว่าง 1.03-1.63 วัน) ในขณะทีเ่ซลล์ต้นก�ำเนดิทีเ่พาะเลีย้งในซรัีมจากเลือดสายสะดอืมีค่าเท่ากับ 3.71 ± 2.18 วนั 

(อยู่ระหว่าง 1.37-7.19 วัน) จะเหน็ได้ว่าเซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืดสายสะดอืทีเ่พาะเลีย้งในซรีมัจากลกูววัมีความสามารถ

ในการเพ่ิมจ�ำนวนเซลล์ได้สูงกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือดสายสะดืออย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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ตารางที่ 2 	การแสดงออกของโปรตีนจ�ำเพาะบนผิวเซลล์ของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเลี้ยง 

	 ในซีรัมจากลูกวัว (ES-FBS, n=2) และในซีรัมจากเลือดสายสะดือ (hUCS, n=2) โดยแสดง 

	 ค่าเป็น mean ± SD

โปรตีนจ�ำเพาะบนผิวเซลล์ ซีรัมจากลูกวัว (%) ซีรัมจากเลือดสายสะดือ (%)

CD29 94.46 ± 6.95 94.36 ± 2.42

CD34 4.27 ± 4.36 5.68 ± 7.5

CD45 0.92 ± 0.91 0.63 ± 0.01

CD73 99.47 ± 0.42 96.46 ± 0.76

CD90 99.85 ± 0.11 50.88 ± 67.76

CD105 99.83 ± 0.18 99.27 ± 0.89

ภาพที่ 2	 ผลของระยะเวลาการเพิ่มจ�ำนวนเป็นสองเท่า (PDT) ของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเลี้ยง 

	 ในซีรัมจากลูกวัว (ES-FBS, n = 2) และในซีรัมจากเลือดสายสะดือ (hUCS, n=3) โดยแสดงค่าเป็น  

	 mean ± SD ของแต่ละ passage (A) และ ของ passage 1-4 (B) 

* แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) 

การตรวจสอบโปรตีนจ�ำเพาะบนผิวเซลล์ด้วยเทคนิค flow cytometry

	 น�ำเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือ passage ที่ 4 มาตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนจ�ำเพาะบน

ผิวเซลล์ โดยย้อมด้วยแอนติบอดีที่จ�ำเพาะต่อแอนติเจนบนผิวเซลล์และวิเคราะห์ด้วยเทคนิค flow cytometry พบว่า 

เซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือท่ีเพาะเล้ียงทัง้ในซรีมัจากลกูววัและซรีมัจากเลอืดสายสะดอืมกีารแสดงออกของโปรตนี 

จ�ำเพาะต่อเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์ ได้แก่ CD29, CD73, CD90 และ CD105 และไม่มีการแสดงออกหรือ

แสดงออกในระดับท่ีต�่ำของโปรตีนจ�ำเพาะต่อเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือด ได้แก่ CD34 และ CD45 อย่างไรก็ตาม 

พบว่ามีเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือดสายสะดือ 1 สายพันธุ์ ที่มีการแสดงออกของ CD90 ในระดับที่ต�่ำ  

ดังแสดงในตารางที่ 2

ดงัแสดงในภาพท่ี 2B  โดยในระหว่างการเพาะเลีย้งเซลล์ พบว่ามเีซลล์ต้นก�ำเนิดทีเ่พาะเลีย้งในซรีมัจากเลอืดสายสะดอื 

1 สายพันธุ์ที่ไม่สามารถเลี้ยงต่อได้ เนื่องจากเซลล์มีสภาวะเข้าสู่ senescence ที่ passage 4 จึงจ�ำเป็นต้องคัดออกจาก

การทดลอง
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การตรวจสอบร้อยละการรอดชีวิตและการเจริญเติบโตของเซลล์ภายหลังจากการแช่แข็ง   

ภายหลงัจากการแช่แขง็เกบ็เซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืดสายสะดอืในน�ำ้ยาทีม่ซีรีมัจากลกูววั (n=2) และซรีมัจาก

เลือดสายสะดือ (n=2) เป็นเวลา 2 เดือน เมื่อครบเวลาแล้วจึงน�ำมาละลาย และนับจ�ำนวนเซลล์ด้วยวิธี trypan blue 

เพื่อค�ำนวณร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ ก่อนน�ำไปเพาะเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียงที่มีซีรัมจากลูกวัวและซีรัมจากเลือด

สายสะดือ ตามล�ำดับ ผลการศึกษาพบว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดที่แช่แข็งในซีรัมจากลูกวัวมีการรอดชีวิตอยู่ที่ร้อยละ 95.4 ± 2 

ส่วนเซลล์ทีแ่ช่แขง็ในซรีมัจากเลอืดสายสะดือมกีารรอดชวีติอยูท่ีร้่อยละ 94.5 ± 0.6 ภายหลงัจากการน�ำเซลล์ต้นก�ำเนดิ

ลงเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงแต่ละชนิด พบว่าเซลล์ยังคงลักษณะไฟโบรบลาสต์ ดังแสดงในภาพที่ 3 เมื่อเทียบกับเซลล์

ก่อนการเก็บแช่แข็ง

ภาพที่ 3	 ลกัษณะรปูร่างของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลอืดสายสะดอืภายหลงัจากการเก็บแบบแช่แขง็ และเพาะเลีย้งในอาหาร 

	 ที่มีซีรัมจากลูกวัว (ES-FBS) (A) และซีรัมจากเลือดสายสะดือ (hUCS) (B) ที่ passage 5 (ภาพก�ำลัง 

	 ขยาย 100 เท่า)

ส�ำหรับการตรวจสอบความสามารถในการเพิ่มจ�ำนวนเซลล์ พบว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะ

เลี้ยงในซีรัมจากลูกวัวสามารถเพาะเลี้ยงได้ถึง passage 10 แต่เซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือดสายสะดือ

เพียง 1 สายพันธุ์เท่านั้นที่สามารถเพาะเลี้ยงได้ถึงแค่ passage 7 และเซลล์จะเข้าสู่สภาวะ senescence ส่วนอีก 1 

สายพันธุ์ เซลล์เข้าสู่ senescence ตั้งแต่ passage 5 จึงจ�ำเป็นต้องคัดสายพันธุ์นี้ออกจากการทดสอบ ซึ่งเมื่อค�ำนวณ

หาค่าเฉลี่ยของ PDT ในทุก passage (passage 5-10) ของเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากลูกวัวมีค่าเท่ากับ 

2.34 ± 0.79 วัน (อยู่ระหว่าง 1.30-3.56 วัน, n=2) ในขณะที่เซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากเลือดสายสะดือที่ 

passage 5-6 มีค่าเฉลี่ยของ PDT เท่ากับ 3.04 ± 1.68 วัน (อยู่ระหว่าง 1.89-4.19 วัน, n=1) ดังแสดงในภาพที่ 4

ภาพที่ 4 	ผลของระยะเวลาการเพิ่มจ�ำนวนเป็นสองเท่า (PDT) ของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเลี้ยง 

	 ในซีรัมจากลูกวัว (ES-FBS, n = 2) และซีรัมจากเลือดสายสะดือ (hUCS, n=1) โดยแสดงค่าเป็น 

	 mean ± SD ของแต่ละ passage (A) และของ passage 5-6 (B) 
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การตรวจสอบความสามารถในการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ร่างกาย (differentiation) 

ผลการศึกษา พบว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในซีรัมจากลูกวัวและซีรัมจากเลือดสายสะดือสามารถ

เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ไขมันและเซลล์กระดูกได้ โดยการตรวจสอบด้วยการย้อม Oil Red O และ alkaline  

phosphatase ตามล�ำดับ ดังแสดงในภาพที่ 5 พบว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารทั้ง 2 ชนิด สามารถสร้างเม็ดไขมัน

ได้ โดยพบการติดสีแดงของ Oil Red O บนเม็ดไขมันที่อยู่ภายในเซลล์ ดังแสดงในภาพที่ 5A และ 5B และสามารถ

เปลีย่นแปลงเป็นเซลล์กระดกูได้ โดยพบการตดิสนี�ำ้ตาลด�ำของ alkaline phosphatase ดงัแสดงในภาพที ่5C และ 5D

ภาพที่ 5	 ผลของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเล้ียงท่ีมีซีรัมจากลูกวัว (ES-FBS) 

	 และในอาหารท่ีมีซีรัมจากเลือดสายสะดือ (hUCS) การเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ไขมัน พบการติดส ี

	 Oil Red O ในเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงทั้ง 2 ชนิด (A, B) (ภาพก�ำลังขยาย 200 เท่า)  

	 และการเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์กระดูก พบการติดสีของ alkaline phosphatase ในเซลล์ต้นก�ำเนิดที ่

	 เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงทั้ง 2 ชนิด (C, D) (ภาพก�ำลังขยาย 100 เท่า)

วิจารณ์

การศึกษานี้ ได้ท�ำการแยกและเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือทั้งหมด 49 ตัวอย่าง โดยน�ำ

แต่ละตัวอย่างมาแบ่งเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงที่ใช้ซีรัมต่างชนิดกัน 2 ชนิด คือ ซีรัมจากลูกวัว (ES-FBS) และ 

ซีรัมจากเลือดสายสะดือ (hUCS) ท�ำการเปรียบเทียบลักษณะการเกาะพื้นผิวภาชนะเพาะเลี้ยง ลักษณะรูปร่างของ

เซลล์ อัตราความส�ำเร็จในการสร้างเป็นสายพันธุ์ อัตราการเพิ่มจ�ำนวนเซลล์ และการแสดงออกถึงคุณสมบัติจ�ำเพาะ

ของเซลล์ต้นก�ำเนิด โดยตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนจ�ำเพาะชนิดต่างๆ ของเซลล์ต้นก�ำเนิด และความสามารถ

ในการเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ร่างกาย 

ผลการศึกษา พบว่าการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือต้องขยายการศึกษาถึง 49 ตัวอย่าง 

เนื่องจากใน 10 ตัวอย่างแรก เมื่อใช้ซีรัมทั้ง 2 ชนิด ไม่สามารถแยกเก็บเซลล์ต้นก�ำเนิดจากตัวอย่างได้เลย แม้เซลล์ 

ทีแ่ยกได้จะสามารถลงเกาะพืน้ผวิและเพาะเลีย้งได้ แต่เพาะเลีย้งต่อได้ไม่นานกว่า 15 วนั ใน passage 0 และไม่สามารถ

ท�ำการ subculture เพ่ือเล้ียงต่อใน passage ที ่1 ซึง่คล้ายคลงึกบัผลการทดลองทีม่รีายงานไว้โดย Musina และคณะ(24) 

ที่พบว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์จากเลือดสายสะดือเพาะเลี้ยงได้ยากและมีโอกาสเพิ่มจ�ำนวนได้ยาก แต่เนื่องจาก 
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มรีายงานผลงานวิจัยก่อนหน้าของ Shetty และคณะ(25)  ทีแ่สดงให้เหน็ว่าเซลล์ต้นก�ำเนดิชนดิมเีซนไคม์ในเลอืดสายสะดอื 

สามารถเพาะเลี้ยงได้ด้วยซีรัมจากเลือดสายสะดือและสามารถเพาะเลี้ยงได้ถึง passage ที่ 3 คณะผู้วิจัยจึงได้ท�ำการ

ทดลองต่อโดยเพิ่มจ�ำนวนตัวอย่างข้ึนจนถึง 49 ตัวอย่าง ซึ่งท�ำให้ประสบความส�ำเร็จในการแยกและเพาะเล้ียงเซลล์ 

ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือและแบ่งตัวเพิ่มจ�ำนวนได้จนถึง passage 2 จ�ำนวน 10 ตัวอย่าง 

ส�ำหรับการศึกษาลักษณะการเกาะพื้นผิวภาชนะและรูปร่างของเซลล์ต้นก�ำเนิด พบว่าหลังการปล่อยให้เซลล์

เกาะบนพื้นภาชนะภายใน 3 วัน ใน passage 0 เซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงที่มี 

ซีรัมแต่ละชนิดนี้ให้ผลลักษณะการเกาะบนพื้นภาชนะและการกระจายตัวของเซลล์ต่างกัน โดยเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เลี้ยง 

ในซรีมัจากลูกวัวอยูก่นัเป็นกลุม่คล้ายโคโลนเีซลล์ไฟโบรบลาสต์ (colony-forming unit fibroblast) ข้อสนันษิฐานนี ้

สอดคล้องกับหลายการศึกษาก่อนหน้า(12, 24) ซึ่งรายงานการพบโคโลนีของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือท่ี 

เพาะเลีย้งในซรีมัจากลูกวัวว่าสามารถตรวจพบได้ตัง้แต่วนัที ่4-19 ของการเพาะเลีย้ง ในขณะทีเ่ซลล์ต้นก�ำเนดิทีเ่พาะเลีย้ง 

ในอาหารเพาะเลี้ยงท่ีมีซีรัมจากเลือดสายสะดือมีการเกาะพื้นภาชนะในแบบกระจายตัวทั่วภาชนะเพาะเลี้ยง โดย 

ไม่พบการสร้างเป็นโคโลน ีแต่มคีวามหนาแน่นของเซลล์มากกว่าเซลล์ต้นก�ำเนดิท่ีเพาะเลีย้งในซรีมัจากลกูววั ซึง่ผลการ

ทดลองนีส้อดคล้องกบัรายงานของ Shetty และคณะ(25) ทีไ่ด้รายงานว่าเซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืดสายสะดอืไม่มกีารสร้าง

โคโลน ีแต่หากนบัถงึปรมิาณของเซลล์ต้นก�ำเนดิเมือ่เทยีบกบัการใช้ซรีมัจากลกูวัวแล้วพบว่าจ�ำนวนเซลล์ทีไ่ด้ไม่ต่างกนั 

ซึ่งผลดังกล่าวก็เป็นไปในแนวเดียวกับในการศึกษาน้ี นอกจากนี้คณะผู้วิจัยยังสันนิษฐานเพิ่มเติมในเรื่องของการ 

migration ว่าในซีรัมจากเลือดสายสะดือที่นอกจากมี growth factor จ�ำนวนมากที่ช่วยในการแบ่งตัวของเซลล ์

ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์แล้ว ยังมี cytokine ที่เหมาะสมกับการกระตุ้นการ migration หรือการเคลื่อนที่ของเซลล์ 

ต้นก�ำเนดิชนดิมเีซนไคม์ด้วย ซึง่อาจท�ำให้เซลล์กระจายตวัได้ดีกว่าเซลล์ต้นก�ำเนดิทีเ่ลีย้งในซรีมัจากลกูวัว(26, 27) อย่างไร

ก็ตามประเด็นข้อสันนิษฐานนี้ควรได้รับการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป ส่วนลักษณะรูปร่างของเซลล์ต้นก�ำเนิดที่เพาะเลี้ยง 

ในซีรัมจากลูกวัวและในซีรัมจากเลือดสายสะดือพบว่าไม่มีความแตกต่างกัน โดยรูปร่างลักษณะของเซลล์ต้นก�ำเนิด

เป็นแบบเซลล์ไฟโบรบลาสต์ขนาดเลก็และสามารถเพิม่จ�ำนวนได้ แต่ไม่ดนีกั นอกจากนีพ้บว่าเซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืด 

สายสะดือที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงที่มีซีรัมแต่ละชนิดให้ผลใกล้เคียงกัน ในความส�ำเร็จของการคัดแยกเซลล ์

ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือพบว่าที่ passage 2 เซลล์ที่เพาะเลี้ยงทั้งในอาหารที่มีซีรัมจากลูกวัวและในซีรัมจากเลือด 

สายสะดอืสามารถสร้างได้ 6 ตวัอย่าง จากท้ังหมด 49 ตวัอย่าง คิดเป็นอัตราความส�ำเร็จร้อยละ 12.24 ดงัแสดงในตารางที ่1 

ซึง่ผลการศึกษาท่ีได้สอดคล้องกบัการศกึษาของ Musina และคณะ(24) ทีร่ายงานว่าการคดัแยกเซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืด

สายสะดือท�ำได้ยาก นอกจากนี้ยังมีรายงานที่ได้แสดงถึงปริมาณของเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์ต่อปริมาณเซลล์ของ 

mononuclear cells ที่แยกได้จากเลือดสายสะดือเป็น 0.05-2.8 cells ต่อ 106 เท่านั้น(28, 29, 30)  จึงอาจเป็นสาเหตุที่

ท�ำให้การสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือได้ยาก มีรายงานของ Yang และคณะ (2004), Shetty 

และคณะ (2010) และ Sibov และคณะ (2012)(31, 32, 33) ว่าการสร้างสายพันธุ์เซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือมี

อัตราความส�ำเร็จเพียงร้อยละ 6 ถึงร้อยละ 20 และพบว่ามี 3 ปัจจัยที่ส่งผลต่อความส�ำเร็จในการแยกเซลล์ต้นก�ำเนิด

จากเลือดสายสะดือ 1) เลือดสายสะดือจากอายุครรภ์มารดาไม่ควรเกิน 37 สัปดาห์ 2) เลือดสายสะดือที่เก็บได้ต้องมี

ปริมาณมากกว่า 80 มิลลิลิตร และ 3) ระยะเวลาที่เก็บถึงกระบวนการแยกต้องไม่เกิน 6 ชั่วโมง(33) นอกจากปัจจัยที่ได้

กล่าวมาแล้วยงัมอีกีหนึง่ปัจจยัท่ีอาจส่งผลต่อความส�ำเรจ็ในการแยกเซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลือดสายสะดอื คอื ปรมิาณของ 

mononuclear cells ที่แยกได้ควรมีมากกว่า 1.28 × 108 cells ซึ่งพบความส�ำเร็จมากกว่าร้อยละ 70(34)  

อย่างไรก็ตาม พบว่าการเพาะเลี้ยงเพ่ิมจ�ำนวนของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือที่เพาะเล้ียงในอาหาร

เพาะเลี้ยงท่ีมีซีรัมต่างกันน้ีมีความแตกต่างกัน โดยพบว่าอัตราการแบ่งตัวของเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือ 

ในอาหารที่ใช้ซีรัมจากลูกวัวนั้น สามารถแบ่งตัวได้ดีกว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือในอาหารที่มีซีรัมจากเลือด

สายสะดอื โดยพบว่าค่าเฉลีย่ของอตัราการแบ่งตวัแตกต่างกนัถงึ 2.38 วนั จากผลการทดลองทีแ่สดงความแตกต่างกนันี้ 
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สันนิษฐานว่าเซลล์ต้นก�ำเนิดจากเลือดสายสะดือ แม้จะมีคุณสมบัติของเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์อยู่จริง แต่มี

ความเป็นเซลล์ต้นก�ำเนิดค่อนข้างต�่ำ  ดังเห็นได้จากความสามารถในการแบ่งตัวเพิ่มจ�ำนวนที่ไม่ดีนัก ท�ำให้จ�ำเป็นต้อง

มีการใช้สารกระตุ้นการเจริญเติบโต(35) ดังนั้นการใช้ซีรัมจากลูกวัวซึ่งมีที่มาจากซีรัมตัวอ่อนอายุ 3 เดือน ในครรภ ์

แม่วัว(36)   ซึ่งเป็นระยะที่มีโปรตีนกระตุ้นการเจริญเติบโตท่ีสูงเต็มที่(37) ในขณะที่ซีรัมจากเลือดสายสะดือที่ท�ำการเก็บ 

ในโครงการวิจัยนี้ถือเป็นซีรัมจากเด็กแรกเกิดที่อายุครรภ์ของมารดา 37-40 สัปดาห์ หรือ 9-10 เดือน ซึ่งแม้จะ 

อดุมไปด้วยสารกระตุน้การเจรญิเติบโตจ�ำนวนมาก แต่ยงัประกอบด้วยโปรตนียบัยัง้การเจริญเตบิโตทีช่่วยสมดุลของแม่

และเดก็ท่ีครบก�ำหนดคลอด(37) อาจเป็นสาเหตุทีใ่ห้เซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืดสายสะดอืเจรญิได้ดกีว่าเมือ่มซีีรมัจากลกูววั

ในด้านคณุสมบตัเิฉพาะของเซลล์ต้นก�ำเนดิชนดิมเีซนไคม์ โดยพจิารณาจากการแสดงออกของโปรตนีจ�ำเพาะ

และการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ร่างกาย ผลการศึกษา แสดงให้เห็นว่าเซลล์ที่เพาะเล้ียงในซีรัมทั้ง 2 ชนิด สามารถ

แสดงคุณสมบัติเฉพาะของเซลล์ต้นก�ำเนิดได้ไม่แตกต่างกัน โดยพบว่ามีการแสดงออกของโปรตีนจ�ำเพาะของเซลล์ 

ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์ CD29,  CD73,  CD90  และ CD105 และไม่แสดงโปรตีนจ�ำเพาะของเซลล์เม็ดเลือด CD34 

และ CD45 และการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ร่างกาย พบว่าเซลล์จากทั้ง 2 กลุ่มสามารถแสดงคุณสมบัต ิ

ดังกล่าวได้เช่นเดียวกัน

สรุป

จากการเพาะเลีย้งและสร้างสายพนัธุเ์ซลล์ต้นก�ำเนดิจากเลอืดสายสะดอืในอาหารเพาะเลีย้งทีม่ซีรีมัจากลกูววั

และซีรัมจากเลือดสายสะดือเป็นส่วนประกอบ สรุปได้ว่า เซลล์ต้นก�ำเนิดจากอาหารเพาะเลี้ยงทั้ง 2 ชนิด มีคุณสมบัติ

เฉพาะของเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์ไม่ต่างกัน และมีคุณสมบัติเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ร่างกายได้ไม่แตกต่างกัน 

ซรัีมเลอืดสายสะดอืมนุษย์จงึสามารถใช้แทนซรีมัจากลกูววัส�ำหรบัสร้างและเพาะเลีย้งสายพนัธุเ์ซลล์ต้นก�ำเนดิมเีซนไคม์

จากเลือดสายสะดือได้
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Supplemented with Umbilical Cord Serum
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ABSTRACT  Nowadays, the cultivation of cord blood mesenchymal stem cells (CBSC) can only  

propagated in a medium supplemented with embryonic stem cell grade fetal bovine serum (ES-FBS). By 

using a commercial human serum, the CBSC had been limited in cell propagation. Our previous study 

had showed a successful establishment of animal free-amniotic fluid stem cell (AFS), using human  

umbilical cord blood serum (hUCS). The current work is based on the idea of using hUCS for CBSC 

culture as a replacement of  ES-FBS. With 49 cord blood samples for MSC isolation, every samples were 

cultured under the medium supplemented with hUCS comparable to supplementation with ES-FBS. The 

result demonstrated that CBSC lines generated under hUCS-medium showed similar morphology and 

specific MSC characteristics to the lines as from ES-FBS-medium. Both cell lines expressed CD29, CD73, 

CD90 and CD105 without expression of CD34 and CD45. Moreover, they can be differentiated into  

adipocyte and osteoblast. Nevertheless, the proliferation rate of CBSC derived in ES-FBS-medium was 

higher than the lines generated in hUCS-medium. The author concluded that hUCS can be used to replace 

ES-FBS in the medium for derivation and culture of CBSC lines.

Keywords:	 Cord blood mesenchymal stem cells, Embryonic stem cell grade fetal bovine serum, Human  

	 umbilical cord blood serum
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บทคัดย่อ  โรคไข้เลือดออกยังคงเป็นปัญหาสาธารณสุข โดยมีการควบคุมยุงลายเป็นมาตรการที่ส�ำคัญ ข้อมูลประชากรและ 

การแพร่กระจายของยุงลายเป็นข้อมูลส�ำคัญส�ำหรับควบคุมโรค มีการใช้วิธีการส�ำรวจลูกน�้ำยุงลายจากการนับจ�ำนวนภาชนะ 

ขังน�้ำที่พบหรือไม่พบลูกน�้ำแล้วค�ำนวณค่าดัชนีลูกน�้ำยุงลายเพื่อวางแผนควบคุมโรค แต่เนื่องด้วยค่าดัชนีลูกน�้ำยุงลายมีความ

สัมพันธ์ต�่ำกับโรคไข้เลือดออก ในขณะที่ระยะไข่มีความสัมพันธ์กับระยะตัวเต็มวัยซึ่งเป็นระยะในการแพร่เชื้อไวรัส งานวิจัยนี้

เป็นการศึกษาข้อมูลประชากรยุงลายด้วยกับดักไข่ยุงลายระหว่างช่วงเดือนก่อนฤดูการระบาดของโรค เก็บข้อมูลเป็นเวลา 7 ปี 

ในแต่ละปีส�ำรวจโดยใช้กับดักไข่ยุงลายจ�ำนวน 5,120 อัน วางในพื้นที่ 128 อ�ำเภอ ของ 32 จังหวัด ใน 4 ภาค และน�ำข้อมูล 

ผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกของแต่ละจังหวัดมาวิเคราะห์ด้วยระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์และสถิติ พบว่าประชากรของยุงลาย 

จากค่าเฉลี่ยไข่ต่อกับดักไข่ยุงลาย และร้อยละกับดักท่ีพบไข่ยุงลายมีค่าสูงสุดที่ภาคใต้ และรองลงมาคือ ภาคกลาง 

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือ ตามล�ำดับ และมีความแตกต่างกันตามแต่ละจังหวัด ประชากรยุงลายและผู้ป่วยโรค 

ไข้เลอืดออกมคีวามสมัพันธ์กนัอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิจากการประมาณค่าเชงิพืน้ทีป่ระชากรยงุลายของท้ังประเทศด้วยระบบ

สารสนเทศภูมิศาสตร์วิธี Ordinary Kriging โดยใช้ข้อมูลทุกต�ำแหน่งที่ส�ำรวจ ท�ำให้สามารถประมาณค่าประชากรยุงลายทุก

พื้นที่ในทุกจังหวัดของประเทศ จากผลการวิจัยที่ได้สามารถน�ำไปประยุกต์ใช้ส�ำหรับการหาพื้นท่ีเสี่ยงและวางแผนการควบคุม

โรคไข้เลือดออกได้อย่างมีประสิทธิภาพ

ค�ำส�ำคัญ: โรคไข้เลือดออก, ยุงลาย, ประชากร, กับดักไข่ยุงลาย, ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์
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บทนำ�

โรคไข้เลือดออกยังคงเป็นปัญหาสาธารณสุขของประเทศไทยและประเทศในแถบเอเชียอาคเนย์ และ

กลุ่มประเทศแปซิฟิกตะวันตก คิดเป็น 75% ของจ�ำนวนผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกทั่วโลก(1) ประเทศไทยพบการระบาด 

ของโรคไข้เลือดออกครั้งแรกตั้งแต่ปี 2501 มีจ�ำนวนผู้ป่วย 2,158 ราย และส�ำหรับปี 2560-2563 มีรายงาน 

ผู้ป่วยจ�ำนวน 31,843, 55,076, 87,866 และ 50,042 ราย ตามล�ำดับ ส�ำหรับผลกระทบทางด้านเศรษฐกิจ มีรายงาน

การระบาดของโรคไข้เลือดออกของประเทศปี 2552 ส่งผลกระทบก่อให้เกิดความเสียหายต่อภาคเศรษฐกิจประมาณ 

6,190 ล้านบาท(2)   โรคไข้เลอืดออกมแีนวโน้มจะเป็นปัญหาโดยมกีารระบาดและมจี�ำนวนผูป่้วยจ�ำนวนมาก  การระบาด

ของโรคไข้เลือดออกมีความแตกต่างกันในแต่ละภาค(3) ถึงแม้ในปัจจุบันจะมีวัคซีนในการป้องกันโรคไข้เลือดออก  

แต่วัคซีนก็ยังมีปัญหาด้านความปลอดภัยและประสิทธิภาพ รวมถึงมีราคาที่สูง การด�ำเนินงานควบคุมป้องกันโรค 

ใช้การป้องกันก�ำจัดยุงลายพาหะของโรค การทราบข้อมูลประชากรและการแพร่กระจายของยุงลายเป็นข้อมูลส�ำคัญ

ส�ำหรับควบคุมวิธีการส�ำรวจลูกน�้ำยุงลายที่ใช้ในปัจจุบัน เป็นการส�ำรวจที่ออกแบบส�ำหรับใช้ในการควบคุมก�ำจัดแหล่ง

เพาะพนัธุ ์โดยการส�ำรวจวธินีีต้้องอาศยัคณะผูส้�ำรวจทีม่คีวามซือ่สตัย์ มคีวามรูเ้กีย่วกบัแหล่งเพาะพนัธุข์องยงุลาย และ

มีความละเอียดรอบคอบที่ต้องเข้าไปส�ำรวจในแต่ละบ้าน เพื่อค้นหาภาชนะที่พบและไม่พบลูกน�้ำยุงลายแล้วบันทึก 

ในแบบส�ำรวจ จากน้ันค�ำนวณค่าดัชนีลูกน�้ำยุงลาย(4) การส�ำรวจวิธีนี้ไม่ได้น�ำจ�ำนวนลูกน�้ำและตัวโม่งที่แตกต่างกัน 

ในแต่ละชนิดภาชนะมาวิเคราะห์ ดังนั้นค่าดัชนีลูกน�้ำยุงลายนี้จึงมีความสัมพันธ์ต�่ำกับโรคไข้เลือดออก(5) มีรายงาน 

การใช้กับดักไข่ยุงลายส�ำหรับการส�ำรวจ ระยะไข่มีความสัมพันธ์กับระยะตัวเต็มวัยของยุงลายซึ่งเป็นระยะในการแพร่ 

เชือ้ไวรัส ดงัน้ันข้อมูลจากกบัดกัไข่ยงุลายจึงมคีวามสมัพนัธ์กับโรคไข้เลอืดออกมากกว่าค่าดัชนลีกูน�ำ้ยงุลาย ประกอบกบั

วิธีการส�ำรวจด้วยกับดักไข่ยุงลายไม่ต้องใช้ก�ำลังคนจ�ำนวนมาก และสามารถตรวจสอบผลการปฏิบัติงานได้โดยสะดวก

จากการนบัจ�ำนวนไข่ท่ีพบ มีการน�ำกบัดกัไข่ยงุลายมาใช้ในการหาข้อมลูประชากรและการแพร่กระจายของยงุลายส�ำหรบั 

การควบคมุในหลายประเทศ  เช่น ประเทศมาเลเซยี(6)  และประเทศบราซลิ(7)  ปัจจบุนัมคีวามก้าวหน้าทางด้านเทคโนโลยี

ระบบภูมสิารสนเทศ (Geographic Information System, GIS) ทีเ่ป็นระบบคอมพวิเตอร์ทีส่ามารถจัดเกบ็ รวบรวม 

วิเคราะห์และแสดงผลข้อมูลเชิงพื้นที่ และได้มีการน�ำมาประยุกต์ใช้กับการวิจัยด้านการส�ำรวจประชากรของยุงลาย 

ในประเทศ(8, 9) งานวิจยันีจ้งึได้ศกึษาหาระดบัประชากรยงุลายจากกบัดกัไข่ยงุลายของภาคและประเทศ หาความสมัพนัธ์

ระหว่างประชากรยงุลายและผูป่้วยโรคไข้เลือดออกของประเทศ และการประมาณค่าเชิงพืน้ทีป่ระชากรยงุลายของประเทศ

จากข้อมูลทุกต�ำแหน่งที่ส�ำรวจด้วยระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์และสถิติ เพื่อใช้ส�ำหรับการหาพื้นที่เสี่ยงและวางแผน 

การควบคุมโรคไข้เลือดออก

         

วัสดุและวิธีการ

จากข้อมูลโรคไข้เลือดออกท่ีมีการระบาดทั่วทุกจังหวัดของประเทศไทย(3) จึงได้ท�ำการคัดเลือกจังหวัด 

ให้กระจายตวัครอบคลมุแต่ละภาค โดยคดัเลอืกภาคละ 8 จงัหวดั ในแต่ละจงัหวดัส�ำรวจ 4 อ�ำเภอ ประกอบด้วยอ�ำเภอเมอืง 

และอ�ำเภอรอบนอก 3 อ�ำเภอ ท�ำการเก็บค่าต�ำแหน่งพิกัดที่ส�ำรวจด้วย GPS ใช้กับดักไข่ยุงลายในแต่ละอ�ำเภอ 40 อัน

ได้มาจากการค�ำนวณขนาดตัวอย่างจาก จิตติ และคณะ (2540)(10)   ดังนั้นในแต่ละปีส�ำรวจใช้กับดักไข่ยุงลาย 160 อัน 

ในแต่ละจังหวัด ใช้ 1,280 อัน ในแต่ละภาค และใช้ 5,120 อัน ของทั้งประเทศ ใช้วิธีส�ำรวจยุงลายตามวิธีมาตรฐาน

ด้วยกับดักไข่ โดยวาง 1 กับดักไข่ยุงลายต่อ 1 หลังคาเรือน กับดักไข่ยุงลายมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 นิ้ว 

ใส่กระดาษกรองขนาด 2 × 11 นิว้ ใส่น�ำ้ครึง่หนึง่ วางกบัดกัไข่ล่อให้ยงุลายมาวางไข่วางไว้ 3 วนั แล้วเกบ็กบัดกัไข่ยงุลาย 

โดยความร่วมมือของอาสาสมัครสาธารณสุขประจ�ำหมู่บ้านในพื้นท่ี เจ้าหน้าที่จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข 

มารับกบัดกัไข่ยงุลาย และน�ำกระดาษกรองท่ีได้มานบัจ�ำนวนไข่ยงุลาย แล้วค�ำนวณหาค่าเฉลีย่ไข่ต่อกบัดกัไข่ยงุลาย และ
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ร้อยละกับดักไข่ที่พบไข่ยุงลาย ด�ำเนินการส�ำรวจปีละ 1 ครั้ง ทั้ง 4 ภาค ช่วงเดือนมกราคมถึงพฤษภาคมของปี 2555 ถึง 

2560 และ 2562 พร้อมเก็บข้อมูลผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกของแต่ละจังหวัด ของเดือนที่ส�ำรวจ ของเดือนที่ส�ำรวจถัดไป 

1 เดอืน และตลอดปีจากส�ำนักระบาดวิทยา(11) จากข้อมลูการส�ำรวจเป็นข้อมลูประเภทการนับ มคีวามแปรปรวนมากกว่า

ค่าเฉลี่ย(12) เพื่อให้เข้ากับเงื่อนไขการทดสอบทางสถิติ จึงท�ำการแปลงข้อมูลด้วย log ฐาน 10 (n+1) แล้วจึงเปรียบ

เทียบความแตกต่างของตัวแปรด้วยสถิติ F-test และ Duncan multiple range test การวิเคราะห์หาความสัมพันธ์

ประชากรยุงลายกับผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากรด้วยสถิติ Spearman correlation test โดยใช้โปรแกรม 

SPSS(13) ส�ำหรับค่าเฉลี่ย  ± S.D. ของแต่ละตัวแปรที่น�ำเสนอค�ำนวณจากข้อมูลที่ไม่ได้แปลงค่า การวิเคราะห์เชิงพื้นที่

ด้วยระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์ วิธีการประมาณค่าเชิงพื้นที่ประชากรยุงลายของทั้งประเทศ(14) จากข้อมูลทุกต�ำแหน่ง 

ที่ส�ำรวจจากกับดักไข่ยุงลาย

ผล

จากการส�ำรวจประชากรยุงลายด้วยกับดักไข่ยุงลาย ท�ำการส�ำรวจ 128 อ�ำเภอ ใน 32 จังหวัด ทั้ง 4 ภาค 

ของประเทศ ส�ำรวจปีละ 1 ครัง้ รวม 7 ครัง้ ของปี 2555-2560 และ 2562 ประชากรของยงุลายจากค่าเฉลีย่ไข่ต่อกับดกัไข่ยงุลาย 

อยูใ่นช่วง 0.264-13.567  ค่าเฉลีย่  ± S.D. เท่ากบั 4.101 ± 2.670 มค่ีาสงูสดุทีภ่าคใต้ และรองลงมาคอื ภาคกลาง ภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือ ตามล�ำดับ ดังแสดงในภาพที่ 1 ส�ำหรับค่าร้อยละกับดักไข่ที่พบไข่ยุงลายอยู่ในช่วง 

1.667-65.808 ค่าเฉลี่ย ± S.D. เท่ากับ 24.7451 ± 11.772 มีค่าสูงสุดที่ภาคใต้ และรองลงมาคือ ภาคกลาง  

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือ ตามล�ำดับ ดังแสดงในภาพที่ 2 ที่ภาคกลาง จังหวัดที่ส�ำรวจประชากรยุงลาย

คือ สระแก้ว ตราด ระยอง ฉะเชิงเทรา เพชรบุรี กาญจนบุรี และชัยนาท การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยไข่ต่อกับดักไข่ยุงลาย 

มีค่าอยู่ในช่วง 0.110-12.730 ค่าเฉลี่ย ± S.D. เท่ากับ 4.532 ± 3.059 มีความแตกต่างทางด้านสถิติตามจังหวัด 

(F = 1.370, F-test และ p < 0.05, Duncan-test) การเปรียบเทียบร้อยละกับดักไข่ที่พบไข่ยุงลายมีค่าอยู่ในช่วง 

3.160-54.780  ค่าเฉลี่ย ± S.D. เท่ากับ 27.191 ± 11.347 มีความแตกต่างทางด้านสถิติตามจังหวัด (F =1.405,  

F-test และ p < 0.05, Duncan-test) การเปรียบเทียบผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากรในเดือนที่ส�ำรวจ 

มีค่าอยู่ในช่วง 0.110-76.120 ค่าเฉลี่ย  ± S.D. เท่ากับ 13.069 ± 15.422 ไม่มีความแตกต่างทางด้านสถิติตามจังหวัด  

(F = 1.080, F-test และ p > 0.05, Duncan-test) การเปรียบเทียบผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากร 

ถดัจากเดอืนทีส่�ำรวจ 1 เดอืน มีค่าอยูใ่นช่วง 0.110-59.430 ค่าเฉลีย่  ± S.D. เท่ากบั 14.463 ± 15.680 มคีวามแตกต่าง 

ทางด้านสถติติามจงัหวดั (F = 1.825, F-test และ p < 0.05, Duncan-test) การเปรยีบเทยีบผูป่้วยโรคไข้เลอืดออก

ต่อแสนประชากรตลอดปีมีค่าอยูใ่นช่วง 8.710-618.740 ค่าเฉลีย่ ± S.D. เท่ากบั 157.499 ± 145.554 มคีวามแตกต่าง 

ทางด้านสถติติามจงัหวัด (F = 1.743, F-test และ p < 0.05, Duncan-test) ดงัแสดงในตารางที ่1 ภาคเหนอืจงัหวดั 

ทีส่�ำรวจประชากรยงุลายคอื ก�ำแพงเพชร ล�ำปาง เชยีงใหม่ เชยีงราย พะเยา น่าน พษิณโุลก และเพชรบรูณ์ การเปรยีบเทียบ 

ค่าเฉลี่ยไข่ต่อกับดักไข่ยุงลาย มีค่าอยู่ในช่วง 0-6.850  ค่าเฉลี่ย  ± S.D. เท่ากับ 1.976 ± 1.392 มีความแตกต่างทาง

ด้านสถิติตามจังหวัด (F = 5.182, F-test และ p < 0.05, Duncan-test) การเปรียบเทียบร้อยละกับดักไข่ที่พบ 

ไข่ยุงลายมีค่าอยู่ในช่วง 0-33.200  ค่าเฉลี่ย  ± S.D. เท่ากับ 12.759 ± 7.327 มีความแตกต่างทางด้านสถิติตามจังหวัด 

(F = 4.750, F-test และ p < 0.05, Duncan-test) การเปรยีบเทยีบผูป่้วยโรคไข้เลอืดออกต่อแสนประชากรในเดอืน

ทีส่�ำรวจมค่ีาอยูใ่นช่วง 0-78.550 ค่าเฉลีย่  ± S.D. เท่ากบั 6.376 ± 15.760 ไม่มคีวามแตกต่างทางด้านสถติติามจงัหวดั 

(F = 0.474, F-test และ p > 0.05, Duncan-test) การเปรียบเทียบผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากรถัดจาก

เดอืนทีส่�ำรวจ 1 เดอืน มีค่าอยูใ่นช่วง 0-189.590 ค่าเฉลีย่  ± S.D. เท่ากับ 14.496 ± 39.307 ไม่มคีวามแตกต่างทางด้าน

สถิติตามจังหวัด (F = 0.241, F-test และ p > 0.05, Duncan-test) การเปรียบเทียบผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสน

ประชากรตลอดปีมีค่าอยูใ่นช่วง 12.680-897.170 ค่าเฉลีย่  ± S.D. เท่ากบั 150.789 ± 191.357 มคีวามแตกต่างทางด้าน
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สถติติามจงัหวัด (F = 2.192, F-test และ p > 0.05, Duncan-test) ดงัแสดงในตารางที ่2  ภาคตะวนัออกเฉียงเหนอื 

จังหวัดที่ส�ำรวจประชากรยุงลายคือ นครราชสีมา ชัยภูมิ ขอนแก่น เลย สกลนคร มหาสารคาม อุบลราชธานี และสุรินทร์ 

การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยไข่ต่อกับดักไข่ยุงลายมีค่าอยู่ในช่วง 0.40-9.41 ค่าเฉลี่ย ± S.D. เท่ากับ 3.677 ± 2.199 

ไม่มคีวามแตกต่างทางด้านสถติิตามจังหวัด (F = 0.442, F-test และ p > 0.05, Duncan-test) การเปรยีบเทียบร้อยละ 

กับดักไข่ที่พบไข่ยุงลายมีค่าอยู่ในช่วง 3.820-53.130 ค่าเฉลี่ย  ± S.D. เท่ากับ 25.047 ± 11.884 ไม่มีความแตกต่าง 

ทางด้านสถติติามจงัหวดั (F = 0.276, F-test และ p > 0.05, Duncan-test) การเปรยีบเทยีบผูป่้วยโรคไข้เลอืดออก 

ต่อแสนประชากรในเดือนที่ส�ำรวจมีค่าอยู ่ในช่วง 0.090-29.650 ค่าเฉลี่ย  ± S.D. เท่ากับ 7.039 ± 7.565 

ไม่มีความแตกต่างทางด้านสถิติตามจังหวัด (F = 0.753, F-test และ p > 0.05, Duncan-test) การเปรียบเทียบ 

ผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากรถัดจากเดือนที่ส�ำรวจ 1 เดือน มีค่าอยู่ในช่วง 0.220-49.170 ค่าเฉลี่ย  ± S.D. 

เท่ากับ 10.334 ± 11.514 ไม่มีความแตกต่างทางด้านสถิติตามจังหวัด (F = 0.927, F-test และ p > 0.05,  

Duncan-test) การเปรียบเทียบผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากรตลอดปีมีค่าอยู่ในช่วง 6.770-440.700 

ค่าเฉลี่ย  ± S.D. เท่ากับ 122.831 ± 106.872 มีความแตกต่างทางด้านสถิติตามจังหวัด (F = 2.024, F-test และ  

p > 0.05, Duncan-test) ดังแสดงในตารางที่ 3 ภาคใต้ จังหวัดที่ส�ำรวจประชากรยุงลายคือ ชุมพร ระนอง พังงา  

กระบี่ ตรัง พัทลุง นครศรีธรรมราช และสุราษฏร์ธานี การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยไข่ต่อกับดักไข่ยุงลายมีค่าอยู่ในช่วง  

0.660-18.380  ค่าเฉลีย่  ± S.D. เท่ากบั 6.168 ± 3.995 ไม่มีความแตกต่างทางด้านสถิตติามจังหวัด (F = 0.938, F-test และ 

p > 0.05, Duncan-test) การเปรยีบเทียบร้อยละกบัดกัไข่ทีพ่บไข่ยงุลายมค่ีาอยูใ่นช่วง 5.000-66.250  ค่าเฉลีย่ ± S.D. 

เท่ากบั 33.557 ± 14.898 มีความแตกต่างทางด้านสถติติามจงัหวดั (F = 1.110, F-test และ p > 0.05, Duncan-test) 

การเปรียบเทียบผูป่้วยโรคไข้เลอืดออกต่อแสนประชากรในเดอืนทีส่�ำรวจมค่ีาอยูใ่นช่วง 1.400-45.630 ค่าเฉลีย่  ± S.D. 

เท่ากบั 13.969 ± 10.673 ไม่มีความแตกต่างทางด้านสถิตติามจงัหวดั  (F = 1.433 F-test และ p > 0.05, Duncan-test) 

การเปรียบเทียบผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากรถัดจากเดือนที่ส�ำรวจ 1 เดือน มีค่าอยู่ในช่วง 0-34.070 

ค่าเฉลี่ย ± S.D. เท่ากับ 11.677 ± 7.655 ไม่มีความแตกต่างทางด้านสถิติตามจังหวัด (F = 1.488, F-test และ 

p > 0.05, Duncan-test) การเปรียบเทียบผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากรตลอดปีมีค่าอยู ่ในช่วง 

15.910-463.650 ค่าเฉลีย่ ± S.D. เท่ากบั 143.666 ± 102.594 มคีวามแตกต่างทางด้านสถติติามจงัหวดั (F = 2.252,  

F-test และ p > 0.05, Duncan-test)  ดงัแสดงในตารางที ่4 จาก 4 ภาค ส�ำรวจทัง้หมด 32 จงัหวดั การเปรยีบเทยีบค่าเฉลีย่ไข่ 

ต่อกบัดักไข่ยงุลาย มีค่าอยูใ่นช่วง 0-18.380 ค่าเฉลีย่  ± S.D. เท่ากบั 4.088 ± 3.196 มคีวามแตกต่างทางด้านสถติติาม

ภาค (F = 22.488, F-test และ p < 0.05, Duncan-test) การเปรยีบเทยีบร้อยละกบัดักไข่ทีพ่บไข่ยงุลายมค่ีาอยูใ่นช่วง 

0-66.250 ค่าเฉล่ีย  ± S.D. เท่ากบั 24.639 ± 13.844 มคีวามแตกต่างทางด้านสถิตติามภาค (F = 30.675, F-test และ 

p < 0.05, Duncan-test) การเปรียบเทียบผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากรในเดือนที่ส�ำรวจมีค่าอยู่ในช่วง 

0-78.550 ค่าเฉลีย่  ± S.D. เท่ากบั 10.113 ± 13.072 มคีวามแตกต่างทางด้านสถติติามภาค (F = 20.295 F-test และ 

p < 0.05, Duncan-test) การเปรียบเทียบผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากรถัดจากเดือนที่ส�ำรวจ 1 เดือน  

มค่ีาอยูใ่นช่วง 0-189.530 ค่าเฉล่ีย  ± S.D. เท่ากบั 12.742 ± 22.184  มคีวามแตกต่างทางด้านสถติติามภาค (F = 10.864, 

F-test และ p < 0.05, Duncan-test) การเปรยีบเทยีบผูป่้วยโรคไข้เลอืดออกต่อแสนประชากรตลอดปีมค่ีาอยูใ่นช่วง 

6.770-897.170 ค่าเฉลี่ย  ± S.D. เท่ากับ 143.696 ± 140.852 ไม่มีความแตกต่างทางด้านสถิติตามภาค (F = 1.894, 

F-test และ p > 0.05, Duncan-test)  ดังแสดงในตารางที่ 5                                                                                       

การวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ประชากรยุงลายกับผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากร พบว่าค่าเฉลี่ยไข่

ต่อกับดักไข่ยุงลายมีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติกับร้อยละกับดักไข่ที่พบไข่ยุงลาย (r = 0,893,  p < 0.001, 

Spearman-test) กบัผูป่้วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากรเดอืนทีส่�ำรวจ (r = 0.487,  p > 0.001, Spearman-test) 

กับผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากรถัดจากเดือนที่ส�ำรวจ 1 เดือน (r = 0.409,  p > 0.05, Spearman-test) 

และกับผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากรตลอดปี (r = 0.142, p < 0.05, Spearman-test) ดังแสดงในตารางที่ 6
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ภาพที่ 1	 แผนที่ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์ ประชากรยุงลายจากค่าเฉล่ียไข่ต่อกับดักไข่ยุงลาย ณ ต�ำแหน่งที่ส�ำรวจ  

	 ใช้ข้อมูลปี 2555-2560 และ 2562 ของประเทศ
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ภาพที่ 2	 แผนที่ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์ ประชากรยุงลายจากค่าเฉลี่ยร้อยละกับดักไข่ที่พบไข่ยุงลาย ณ ต�ำแหน่ง 

	 ที่ส�ำรวจใช้ข้อมูลปี 2555-2560 และ 2562 ของประเทศ
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86 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 63 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2564
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การประมาณค่าเชิงพื้นที่ประชากรยุงลายของประเทศจากข้อมูลทุกต�ำแหน่งที่ส�ำรวจด้วยระบบสารสนเทศ

ภมูศิาสตร์ ผลจากการวเิคราะห์หาความสัมพันธ์ประชากรยงุลายกบัผูป่้วยโรคไข้เลอืดออกต่อแสนประชากร พบว่าค่าเฉลีย่

ไข่ต่อกบัดกัไข่ยงุลายมคีวามสมัพนัธ์อย่างมนียัส�ำคญัทางสถติกิบัร้อยละกบัดกัไข่ทีพ่บไข่ยงุลาย จงึได้น�ำเฉพาะค่าเฉลีย่

ไข่ต่อกับดักไข่ยุงลายมาวิเคราะห์การประมาณค่าเชิงพื้นที่ประชากรยุงลายของประเทศด้วยระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์

ด้วยวธิ ีOrdinary Kriging ได้สมการพร้อมค่าตวัแปร ประกอบด้วย Regression function Y = 0.326* × + 2.525, 

mean = 0.046, Root-Mean-Square = 2.582, Mean Standardized = 0.019, Root-Mean-Square 

Standardized = 1.012, Average Standard Error = 2.548 และได้ผลิตแผนที่ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์ 

ดงัแสดงในภาพท่ี 3  มีค่าสงูสดุท่ีภาคใต้ และรองลงมาคอื ภาคกลาง ภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอื และภาคเหนอื ตามล�ำดบั  

จากแผนที่ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์นี้ท�ำให้ทราบข้อมูลการประมาณค่าประชากรยุงลายจากค่าเฉลี่ยไข่ต่อ 

กับดักไข่ยุงลายทุกพื้นที่ในทุกจังหวัดของประทศ

ภาพที่ 3 	แผนท่ีระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์ การประมาณค่าเชิงพืน้ทีป่ระชากรยงุลายจากค่าเฉลีย่ไข่ต่อกับดักไข่ยุงลาย 

	 ใช้ข้อมูลปี 2555-2560 และ 2562 ของประเทศ
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วิจารณ์

การเฝ้าระวังโรคไข้เลือดออกโดยใช้ข้อมลูผูป่้วยในพืน้ทีอ่ย่างเดยีวไม่เพยีงพอ เนือ่งจากมผีูท้ีต่ดิเชือ้ไวรสัเดงกี 

แล้วไม่แสดงอาการ จะเป็นผู้น�ำเชื้อไวรัสเข้าไปในพื้นที่ และถ้ามียุงลายตัวเต็มวัยเพศเมียในพื้นที่จะเพิ่มความเสี่ยง 

ให้เกดิการระบาดของโรค โดยการแพร่เชือ้ไวรสัเดงกใีนพืน้ทีต้่องมยีงุลายตัวเตม็วยัเพศเมยีไปดดูเลอืดคนทีม่เีช้ือไวรสั 

และเพ่ือน�ำมาสร้างไข่ส�ำหรับการขยายพันธุ์ ขณะเดียวกันก็แพร่เช้ือไวรัสท�ำให้คนนั้นอาจเป็นโรคไข้เลือดออกแบบ 

มีอาการและไม่มีอาการ เมื่อยุงลายได้กินเลือดจะสร้างไข่ เมื่อไข่พัฒนาเต็มที่ ยุงลายจะไปวางไข่ในภาชนะขังน�้ำสะอาด

วางไข่ตดิกบัภาชนะเหนอืระดบัน�ำ้ จึงมกีารพฒันากบัดกัไข่ยงุลายและมกีารใช้อย่างแพร่หลายเช่นทีป่ระเทศสิงคโปร์(15) 

เนื่องจากการส�ำรวจน้ีเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ ไม่ต้องเข้าไปส�ำรวจบริเวณในบ้านเช่นชุมชนเขตเมืองจะพบปัญหา 

การเข้าบ้านส�ำรวจ เป็นวิธีที่ส�ำรวจได้ครอบคลุมพื้นที่จ�ำนวนมาก ใช้แรงงานน้อย ตรวจผลการส�ำรวจความถูกต้องของ

ข้อมลูการส�ำรวจได้ง่ายจากการนบัจ�ำนวนไข่ อกีทัง้ระยะไข่กบัระยะตวัเตม็วยัเพศเมยีมคีวามสมัพนัธ์กนั ไข่ทีพ่บจ�ำนวน

มากสัมพันธ์กับยุงลายเพศเมียท่ีกินเลือดแล้วมีจ�ำนวนมากในพื้นที่ ซึ่งจะสัมพันธ์กับความเสี่ยงการแพร่เชื้อไวรัสเดงกี 

ท�ำให้เกิดโรคไข้เลือดออกในพื้นท่ี การวิจัยครั้งนี้ได้หาระดับประชากรยุงลายจากกับดักไข่ยุงลาย ท�ำให้สามารถ

ส�ำรวจยุงลายครอบคลุมทั้ง 4 ภาค ในช่วงเวลาเดียวกันคือ ช่วงมกราคมถึงพฤษภาคมเป็นช่วงก่อนฤดูการระบาดของ 

โรคไข้เลอืดออก น�ำข้อมูลท่ีได้มาวิเคราะห์ร่วมกบัข้อมูลผู้ป่วยโรคไข้เลอืดออกด้วยวธิรีะบบสารสนเทศภมิูศาสตร์และสถติิ 

แสดงให้เห็นว่ากับดักไข่ยุงลายสามารถตรวจจับประชากรของยุงลายในช่วงที่มีระดับค่อนข้างต�่ำ(16) โดยยุงลายเพศเมีย 

พร้อมที่จะขยายพันธุ์มากขึ้นในฤดูฝนที่เป็นช่วงระบาดของโรคไข้เลือดออก การทราบข้อมูลยุงลายช่วงก่อนการระบาด

ของโรคจึงเป็นข้อมูลที่ส�ำคัญส�ำหรับการควบคุมยุงลายพาหะน�ำโรคไข้เลือดออก จากผลการส�ำรวจสามารถใช้ในการ

จ�ำแนกพ้ืนที่เสี่ยงจากประชากรของยุงลายมีมากน้อยตามพื้นที่ใดของจังหวัด น�ำไปใช้ในการวางแผนการควบคุม 

ก่อนการระบาดของโรคนี้เป็นการควบคุมล่วงหน้าได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

ความสัมพันธ์ระหว่างประชากรยุงลายและผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกของประเทศ ซึ่งงานวิจัยนี้เป็นการใช้ข้อมูล

ระดับจังหวัดที่เก็บต่อเนื่องเป็นระยะเวลา 7 ปี ท�ำให้ได้ข้อมูลจ�ำนวนมากที่เพียงพอต่อการวิเคราะห์ทางสถิติจากวงจร 

การเกิดโรคไข้เลือดออก(17) กรณีท่ียุงลายเพศเมียที่มีเชื้อไวรัสเดงกีไปกัดกินเลือดคนก็จะถ่ายทอดเช้ือไวรัสด้วย 

ซึง่จะมรีะยะฟักตวัของเชือ้ไวรสัในตวัคนประมาณ 5-8 วนั อาจจะป่วยเป็นโรคไข้เลอืดออกแบบมอีาการหรอืไม่มอีาการ  

ส่วนยงุเพศเมยีใช้เวลา 3-5 ถงึจะไปวางไข่อกีคร้ังหนึง่ ซึง่สนบัสนนุผลจากงานวจิยันีว่้าค่าเฉลีย่ไข่ยงุลายมคีวามสมัพนัธ์

กบัผูป่้วยโรคไข้เลือดออกเดือนท่ีส�ำรวจ และอกีกรณทีีม่ผู้ีตดิเช้ือไวรสัแบบท่ีมอีาการและไม่มอีาการของโรคเข้ามาในพืน้ที่ 

ยงุลายเพศเมยีไปกดักนิเลอืดบคุคลนีก้จ็ะได้รบัเชือ้ไวรสั ระยะฟักตวัของเช้ือไวรสัในตวัยงุใช้เวลา 8-10 วนั และยงุเพศ

เมยีใช้เวลา 3-5 วัน จะไปวางไข่ เม่ือยงุลายเพศเมยีพร้อมทีจ่ะแพร่เช้ือไวรสัเมือ่ไปกัดกินเลอืดคร้ังที ่2 ก็จะแพร่เช้ือให้อกี

คน ซึง่มรีะยะฟักตัวของเชือ้ไวรัสในคน 5-8 วัน อาจจะป่วยเป็นโรคไข้เลอืดออกแบบมอีาการและไม่มอีาการ ซึง่สนบัสนนุ 

ผลงานวจิยันีว่้าค่าเฉล่ียไข่มคีวามสัมพันธ์กับข้อมูลผูป่้วยไข้เลอืดออกถดัจากเดอืนท่ีส�ำรวจ 1 เดอืน จากค่าเฉล่ียไข่ยงุลาย 

มีความสัมพันธ์กับผู้ป่วยตลอดปี และผู้ป่วยเดือนที่ส�ำรวจมีความสัมพันธ์กับผู้ป่วยตลอดปี ดังนั้นจึงมีความสัมพันธ์ 

ที่ต่อเนื่องกัน สนับสนุนว่าค่าเฉลี่ยไข่มีความสัมพันธ์กับผู้ป่วยตลอดทั้งปี จากผลการวิจัยแสดงถึงความสัมพันธ์ของ

ประชากรของยุงลายและผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกเป็นไปในทางเดียวกัน หมายถึงว่าประชากรของยุงลายสูงโอกาสเกิด 

ไข้เลือดออกกส็งูด้วย เป็นข้อมูลท่ีมีความส�ำคญัใช้ในการเตอืนภยัและวางแผนการควบคมุโรคไข้เลอืดออกในพืน้ที ่เช่น

ถ้าพบว่าประชากรยงุเริม่สงูขึน้ในพืน้ท่ีใดแสดงว่าเป็นพืน้ทีเ่สีย่งมโีอกาสจะเกดิโรคไข้เลอืดออกสงูในพืน้ทีน่ัน้ เป็นข้อมลู

ส�ำคัญในการจัดการวางแผนการควบคุมยุงลายได้อย่างเหมาะสม

เทคนิคการประมาณค่าเชิงพื้นที่มีการประยุกต์ใช้ในด้านกีฏวิทยา(18) การวิจัยนี้เป็นการศึกษาครั้งแรกของ

ประเทศที่น�ำเทคโนโลยีระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์ มาท�ำการวิเคราะห์ระดับประเทศโดยใช้ข้อมูลประชากรของยุงลาย 

จากกับดกัไข่ทีมี่การเกบ็ข้อมูลท่ีต่อเน่ือง 7 ปี ท่ีมีการเก็บข้อมูลทีก่ระจายตวัครอบคลมุทกุภาคของประเทศถึง 128 อ�ำเภอ 
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ใน 32 จงัหวดั ท้ัง 4 ภาค ท�ำให้ได้แผนทีร่ะบบสารสนเทศภมูศิาสตร์ การประมาณค่าของทัง้ประเทศท�ำให้ทราบระดบัประชากร

ของยุงในพ้ืนที่ต่างๆ ของประเทศเพื่อใช้ส�ำหรับการวางแผนควบคุมโรคไข้เลือดออก อีกทั้งสามารถใช้เป็นต้นแบบ 

ในการการส�ำรวจระดบัต�ำบล อ�ำเภอ และจงัหวดั ใช้การส�ำรวจยงุลายด้วยกบัดกัไข่ยงุลายและข้อมลูผูป่้วย วเิคราะห์ด้วย

ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์และสถิติ เพื่อน�ำไปประยุกต์ใช้ส�ำหรับการหาพื้นที่เสี่ยงและการควบคุมโรคไข้เลือดออกได้

อย่างมีประสิทธิภาพ

สรุป

จากการส�ำรวจประชากรยุงลายด้วยกับดักไข่ยุงลาย  ท�ำการส�ำรวจ 128 อ�ำเภอ ใน 32 จังหวัด ทั้ง 4 ภาค 

ของประเทศส�ำรวจช่วงเดือนมกราคมถึงพฤษภาคม ปีละ 1 ครั้ง รวม 7 ครั้ง ของปี 2555-2560 และ 2562 ผลการหา

ระดับประชากรยุงลายจากกับดักไข่ยุงลายของภาคและประเทศ ประชากรของยุงลายจากค่าเฉลี่ยไข่ต่อกับดักไข่ยุงลาย 

และร้อยละกบัดกัไข่ท่ีพบไข่ยงุลายมีค่าเฉล่ีย  ± S.D. เท่ากบั 4.101 ±  2.670,  24.7451 ±  11.772 ค่าสงูสดุทีภ่าคใต้และ

รองลงมาคือ ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือ ตามล�ำดับ เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยไข่ต่อกับดักไข่ยุงลาย 

ร้อยละกับดักไข่ท่ีพบไข่ยุงลาย ผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากร ผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากร 

ถัดจากเดือนที่ส�ำรวจ 1 เดือน และผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากรตลอดปี มีความแตกต่างของจังหวัด และ

ตามภาค   การวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ประชากรยุงลายกับผู้ป่วยโรคไข้เลือดออก พบว่าค่าเฉลี่ยไข่ต่อกับดักไข่ยุงลาย 

มีความสัมพันธ์กับร้อยละกับดักไข่ท่ีพบไข่ยุงลาย ผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากร ผู้ป่วยโรคไข้เลือดออก 

ต่อแสนประชากรถัดจากเดือนที่ส�ำรวจ 1 เดือน และผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกต่อแสนประชากรตลอดปี การประมาณค่า 

เชิงพ้ืนที่ประชากรยุงลายของประเทศจากข้อมูลทุกต�ำแหน่งท่ีส�ำรวจด้วยระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์ของค่าเฉลี่ยไข่

ต่อกับดักไข่ยุงลายด้วยวิธี Ordinary Kriging ได้สมการและแผนที่ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์มีค่าสูงสุดที่ภาคใต้ 

และรองลงมาคอื ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนอื และภาคเหนอื ตามล�ำดบั จากข้อมลูทัง้หมดสามารถน�ำไปประยกุต์

ใช้ส�ำหรับการหาพื้นที่เสี่ยงและวางแผนการควบคุมโรคไข้เลือดออกได้อย่างมีประสิทธิภาพ
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ABSTRACT  Dengue fever is still the public health problem in Thailand. The population and  

distribution of Aedes mosquitoes are important information for disease control. The visual larval survey 

that calculated larval index based on containers with and without larvae is found not to relate directly 

to the disease.  While the eggs stage that collected by Aedes ovitrap, is associated with adult stage which 

is the stage for viral transmission. This research used ovitraps for Aedes survey for 7 years by using 5,120 

ovitraps in each year in 128 districts of 32 provinces in 4 geographical regions of Thailand. Data from 

Aedes ovitraps, dengue cases in each province were analyzed with Geographic Information System and 

statistics. The results showed that the average eggs per ovitrap and the percent positive ovitrap found 

the highest in the South followed by Central, Northeast and North parts respectively and these value 

varies by province. The relations between the Aedes egg data and dengue cases were statistically  

significant.  In addition, Spatial estimation of the Aedes population in the entire country were analysis 

with the Geographic Information System in Ordinary Kriging method, using the data of all location  

surveys. The obtained results could be used to estimate the Aedes population in every province. 

These all results can be applied for risk areas and direct control of dengue in Thailand.

Keywords : Dengue, Aedes mosquito, Population, Ovitrap, Geographic Information System
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   กลุ่มของยีนท่ีมีการเปลี่ยนแปลงดีเอ็นเอเมทิลเลชัน 
ที่ผ่ืนและผิวหนังที่ไม่มีรอยโรคของผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน 

เปรียบเทียบกับผิวหนังคนปกติโดยวิธี
เมทิลเลชันไมโครอะเรย์

เกรียงศักดิ์ ฤชุศาศวัต1  ลัดดาวัลย์  เทียมสิงห์1  พรรณทิพา พรตเจริญ2  และจงกลนี วงศ์ปิยะบวร2 
1สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000
2คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ถนนพระรามที่ 4 เขตปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330

Corresponding author E-mail: kriangsak.r@dmsc.mail.go.th

Received: 28 January 2021	 Revised: 2 March 2021	 Accepted: 11 March 2021                   

บทคัดย่อ  โรคสะเก็ดเงินมีอุบัติการณ์ประมาณร้อยละ 1-3 ของประชากรโลก สาเหตุของการเกิดโรคยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด 
การเปลี่ยนแปลงแบบนอกเหนือยีน (epigenetics) มีความสำ�คัญต่อการเกิดโรคสะเก็ดเงิน คณะผู้วิจัยทำ�การศึกษาการเกิด 
ดีเอ็นเอเมทิลเลชันของยีน โดยใช้เทคนิคเมทิลเลชันไมโครอะเรย์ โดยศึกษาจากผื่นและผิวหนังที่ไม่มีรอยโรคของผู้ป่วยโรค 
สะเก็ดเงิน เปรียบเทียบกับผิวหนังปกติของคนปกติ โดยแบ่งกลุ่มละ 6 ตัวอย่าง  พบยีนที่คาดว่ามีความสำ�คัญจำ�นวน 6 ยีน 
คือ ยีน MSX1,  TCP11, C16orf47, HOXB1, HTR3B  และ TH และคัดเลือกยีน MSX1 ศึกษาภาวะดีเอ็นเอเมทิลเลชัน 
โดยวธิเีมทลิเลชนัสเปซฟิกิไพรเมอร ์(MSP) ในผืน่และเซลลเ์มด็เลอืดขาวของผูป่้วยโรคสะเก็ดเงิน เปรยีบเทยีบกับคนปกต ิ โดย
พบว่าผิวหนังคนปกติเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันจำ�นวน 3 ตัวอย่าง จาก 4 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 75 ในขณะที่ผื่นไม่เกิดดีเอ็นเอ 
เมทิลเลชันจากทั้ง 6 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 0 การศึกษาการเปล่ียนแปลงดีเอ็นเอเมทิลเลชันโดยวิธีเมทิลเลชันไมโครอะเรย ์
ที่ศึกษาเป็นแบบ high through-put และจากผลการศึกษาดังกล่าวทำ�ให้สามารถคัดเลือกยีนที่สำ�คัญมาทำ�การศึกษาต่อ และ
การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าภาวะดีเอ็นเอเมทิลเลชันมีความสำ�คัญต่อพยาธิกำ�เนิดของโรคสะเก็ดเงิน
 
คำ�สำ�คัญ : โรคสะเก็ดเงิน, ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน, เมทิลเลชันไมโครอะเรย์, ยีนเอ็มเอสเอ็กซ์วัน
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บทนำ�

โรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) เป็นโรคผิวหนังที่พบได้บ่อยประมาณร้อยละ 1-3 ของประชากรโลก(1) ความชุก 

ของการเกิดโรคแตกต่างกันไปตามภูมิประเทศ เชื้อชาติ และสิ่งแวดล้อม ตัวอย่างเช่น อัตราความชุกในประเทศ

ซามัว (Samoa) ต�่ำสุดถึงร้อยละ 0 แต่ในพื้นที่ Arctic-Kasach’ye กลับพบสูงถึงร้อยละ 11.8(2) ทางด้านเอเชีย 

ซึ่งมีประชากรเชื้อชาติต่างๆ จ�ำนวนมาก พบว่าความชุกของโรคสะเก็ดเงินในประเทศอินเดียร้อยละ 0.5-1.5 ประเทศ

มาเลเชียร้อยละ 4.0-5.5 ประเทศญี่ปุ่นร้อยละ 1.18 และประเทศคูเวตร้อยละ 3.1(3) เป็นต้น ส�ำหรับประเทศไทย 

จากรายงานประจ�ำปีของสถาบันโรคผิวหนัง กระทรวงสาธารณสุข เฉลี่ย 3,000 รายต่อปี ซึ่งคาดว่าน่าจะมีจ�ำนวนผู้ป่วย 

ทั่วประเทศมากกว่านี้ 

โรคสะเก็ดเงินเป็นโรคเกี่ยวกับภูมิคุ ้มกันต่อต้านตนเองที่เกี่ยวข้องกับเม็ดเลือดขาวชนิดทีลิมโฟไซต ์

(T-lymphocyte mediated skin autoimmune disease)(4)  โดยผู้ป่วยมีพันธุกรรมที่มีแนวโน้มในการตอบสนอง

ของภูมคิุม้กนัเป็นแบบ type 1 immune effector functions และปัจจบุนัยงัไม่ทราบสาเหตทุีแ่ท้จริงของโรคและกลไก

การเกิดโรคที่ชัดเจน พันธุกรรมเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีส่วนเกี่ยวข้องโดยมีรายงานการวิจัยที่พบว่าผู้ป่วยในวัยเด็กที่เป็นโรค

สะเกด็เงนิมกัมีประวัตทิางครอบครวัมาก่อน มากถงึร้อยละ 71(5) และการศกึษาหา susceptibility regions บนต�ำแหน่ง

ต่างๆ ของโครโมโซมเกี่ยวข้องกับการเกิดโรคสะเก็ดเงิน พบว่ามียีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรค และการด�ำเนินของ 

โรคสะเก็ดเงินคือ ยีนที่มีต�ำแหน่งอยู่บนโครโมโซมที่ 1q21, 3q21, 4q, 7p, 8, 11, 16q, 17q, 20p และ 6p (6) เป็นต้น

แนวทางการวิจยัของโรคน้ี นอกจากวเิคราะห์การเปลีย่นแปลงล�ำดับเบสในยนีแล้ว ยงัมกีารศกึษาการควบคมุ

แบบนอกเหนือพันธุกรรม (epigenetics) ซึ่งมีการเปลี่ยนแปลงกลไกการท�ำงานของยีน โดยไม่เกี่ยวข้องกับการ

เปลี่ยนแปลงล�ำดับเบสของสายดีเอ็นเอ (DNA) โดยเฉพาะการเกิดภาวะดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (DNA methylation) 

ข้ึนภายในยนี เช่น ตวัอย่างการศกึษาท่ีแสดงให้เหน็ถงึความสมัพนัธ์ของการเกดิมะเรง็กบัการเปลีย่นแปลงระดบัดีเอน็เอ

ดีเมทิลเลชัน/ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (DNA demethylation/methylation) ทั้งในส่วนยีนควบคุมการแสดงออกของ

มะเร็ง (oncogene) และยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor gene)(7, 8, 9)  นอกจากนี้การศึกษาทางพันธุกรรมการ

เกดิภาวะดเีอน็เอเมทิลเลชนักบัการเกดิโรคสะเกด็เงนิ เช่น รายงานภาวะดเีอน็เอเมทลิเลชนัของยนี SHP-1 ซึง่ท�ำหน้าที่

เป็น negative regulatory signal gene ในเซลล์ผิวหนังของคนไข้โรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) เป็นต้น(10)

ปัจจุบันมีการพัฒนาการตรวจหาดีเอ็นเอเมทิลเลชันโดยวิธีไมโครอะเรย์ ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีความไว แม่นย�ำ 

รวดเรว็ และสามารถตรวจหาเบือ้งต้น (Screening) ของยนีทัง้หมดทีค่วบคมุด้วยกระบวนการดเีอน็เอเมทลิเลชนั โดย

มรีายงานข้อมลูท่ีเกีย่วข้องและเป็นประโยชน์ เช่น การศกึษาการเปลีย่นแปลงดเีอน็เอเมทลิเลชันใน HeLa cell line(11) 

ในเซลล์เมด็เลอืดขาว (Normal peripheral blood leukocytes) และชิน้เนือ้ของอวยัวะต่างๆ  ของคนปกต ิโดยพบว่า 

ประมาณร้อยละ 4 ของยีนบนออโตโซม (autosomal gene) เกิดภาวะดีเอ็นเอเมทิลเลชันขึ้นในส่วนโปรโมเตอร์ 

(บริเวณทีม่ ีCpG islands) ของเซลล์ปกตเิหล่านี ้ซึง่เป็นหลกัฐานส�ำคญัว่าขบวนการดเีอน็เอเมทิลเลชันมคีวามสมัพนัธ์

กับขบวนการ tissue-specific gene silencing ในเซลล์ปกติ(12) และการศึกษาในช้ินเนื้อของลูกอัณฑะ (testis) 

ชิน้เนือ้สมอง (brain) และเมด็เลอืดขาวชนดิลมิโฟไซต์ (Lymphocyte) ของคนปกตทิีม่กีารแสดงออกของยนีมคีวาม

สัมพันธ์กับการเกิดภาวะเมทิลเลชันทั้งท่ีเกิดในและนอกส่วนโปรโมเตอร์ของยีน(13) เป็นต้น นอกจากนี้ยังมีรายงาน 

การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบของการเกิดภาวะเมทิลเลชันในโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก (prostate cancer) 

โดยสามารถบอกถึงยีนที่ค้นพบใหม่ที่ถูกควบคุมโดยกระบวนการเมทิลเลชันประมาณ 25 ยีน ซึ่งน่าจะมีความส�ำคัญกับ 

พยาธิก�ำเนิดของโรค(14) ในมะเร็งปอดสามารถพบยีนใหม่ประมาณ 11 ยีน (LHX2, LHX4, PAX7, HOXB13, 

LBX1, SIX2, HOXD3, DLX1, HOXD1, ONECUT2 and PAX9) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการเกิดภาวะเมทิลเลชัน 

ในโรคมะเรง็เป็นทัง้แบบครอบคลมุทัง้หมด (global DNA methylation)(15) อย่างไรก็ตามข้อมลูการตรวจโดยการใช้วธินีี ้

ในกลุ่มโรคภมิูคุม้กนัต้านตนเอง (autoimmune diseases) โดยเฉพาะโรคสะเกด็เงนิยงัมไีม่มากนกั ดงันัน้การศกึษานี ้
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ผู้วิจัยจะสามารถค้นหายีนทั้งหมดที่เกิดภาวะดีเอ็นเอเมทิลเลชัน/ดีเอ็นเอดีเมทิลเลชันที่เกี่ยวข้องกับโรคสะเก็ดเงิน 

และใช้เป็นแหล่งข้อมูลของยีนในการศึกษาพยาธิก�ำเนิดของโรคต่อไป      

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา (Evaluation samples)
ผู้ป่วยประชากรไทยที่เป็นโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) ที่เข้ารับการรักษาที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ และ 

ลงนามในใบยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัย 
เกณฑ์การเลือกผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis patient) 
Inclusion criteria: 
-	 ผู้หญิงหรือผู้ชายที่มีอายุมากกว่าหรือเท่ากับ 18 ปี เชื้อชาติไทย หรือไทยจีน
-	 ผู้ป่วยได้รบัการวินิจฉัยว่าเป็นโรคสะเก็ดเงนิชนดิ chronic plaque type โดยแพทย์ผู้เช่ียวชาญทางผิวหนงั  

	 พร้อมทั้งได้รับการตรวจชิ้นเนื้อทางห้องปฏิบัติการเพื่อยืนยันผลการวินิจฉัย 
Exclusion criteria: 
-	 ผู้ป่วยที่ไม่สมัครใจที่ยินยอมเข้าร่วมงานวิจัย
-	 ผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงินท่ีได้รับยาทาเฉพาะท่ีภายใน 2 สัปดาห์ หรือยารับประทานรักษาโรคสะเก็ดเงิน 

	 ภายใน 4 สัปดาห์ก่อนเข้าร่วมการวิจัย
-	 ผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่องและผู้ป่วยที่ได้รับยากลุ่มคอร์ติโคสเตียรอยด์ (corticosteroid) รวมถึง 

	 ยากดภูมิคุ้มกันอื่นๆ ขณะท�ำการศึกษา 
-	 ผู้ป่วยที่มีภาวะ autoimmune diseases อื่นๆ
-	 ผู้ป่วยที่มีประวัติเป็นโรคมะเร็ง
เกณฑ์การเลือกกลุ่มควบคุม (healthy control) 
Inclusion criteria: 
-	 อาสาสมัครหญิงหรือชายที่มีอายุมากกว่าหรือเท่ากับ 18 ปี เชื้อชาติไทย หรือไทยจีน
-	 อาสาสมัครที่มีสุขภาพดี
Exclusion criteria: 
-	 มีประวัติครอบครัวเคยเป็นโรคสะเก็ดเงิน และอาสาสมัครมีประวัติเป็น autoimmune diseases อื่นๆ

		  ขั้นตอนการเก็บข้อมูล
1.	 ผู้ป่วยยินยอมเข้าร่วมการศึกษาโดยลงนามในใบยินยอม
2.	 บันทึกข้อมูลที่ส�ำคัญทางคลินิกของผู้ป่วย
-	 ข้อมูลพื้นฐานทั่วไป (demographic data)
-	 ประเมินความรุนแรงของโรค โดยอาศัยจากอาการ ใช้ Psoriasis Area and Severity Index (PASI)  

			   score ซึ่งเป็น clinical score มาตรฐานในการประเมินความรุนแรงของผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน

		  การเก็บตัวอย่างเลือดและการคัดแยกเซลล์เม็ดเลือดขาว
เก็บตัวอย่างเลือด 30 มิลลิลิตร ใน heparin tube  น�ำมา
-	 ปั่นแยก peripheral blood mononuclear cell (PBMC) โดยใช้วิธี Ficoll-hypaque density  

			   gradient และใช้ immunomagnetic bead ที่จ�ำเพาะในการแยก CD4+ T cell, CD8+ T cell  และ  
			   B cell 

-	 ปั่นแยก neutrophil โดยใช้วิธี polymorph-prep density gradient
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การเก็บตัวอย่างชิ้นเนื้อ 

ผู้ป่วยจะได้รับการตัดชิ้นเนื้อโดยวิธี punch biopsy บริเวณรอยโรค ผื่น (Involved skin) 1 ต�ำแหน่ง  และ

ผิวหนังปกติห่างจากรอยโรค 10 เซนติเมตร (ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค, Uninvolved skin) 1 ต�ำแหน่ง ซึ่งผู้วิจัยจะน�ำ 

ส่งตรวจพยาธิสภาพตามปกติ โดยการย้อม H&E และท�ำการตัดช้ินเนื้อจาก paraffin section   และแบ่งชิ้นเนื้อ 

บางส่วนเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (°C)  เพื่อเตรียม frozen section จากนั้นน�ำมาแยกเซลล์ชั้นหนังก�ำพร้า

ออกมาศึกษาโดยท�ำการแยกเซลล์ด้วยวิธี Laser capture microdissection  (LCM)   

ตัวอย่างที่ตรวจหาดีเอ็นเอเมทิลเลชันโดยวิธีเมทิลเลชันไมโครอะเรย์ (methylation microarray) 

โดยใช้เซลล์หนังก�ำพร้าจากผู้ป่วยจ�ำนวน 6 ราย โดยท�ำบริเวณผื่นโรคสะเก็ดเงิน (Involved skin) 6 ชิ้น 

(ตัวอย่าง), ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค  (Uninvolved skin) 6 ชิ้น (ตัวอย่าง) และผิวหนังปกติ (Normal skin) 6 ชิ้น

(ตัวอย่าง) จากคนปกติจ�ำนวน 6 ราย รวมจ�ำนวนทั้งสิ้น 18  ชิ้น (ตัวอย่าง) ท�ำการแยกเซลล์ด้วยวิธี Laser capture 

microdissection (LCM) นอกจากนั้นใช้เซลล์เพาะเลี้ยง (Cell line, HaCaT) 2 ตัวอย่าง  PBMC ของคนปกติ  

1 ตัวอย่าง  PBMC ของผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน  1 ตัวอย่าง และตัวควบคุมของอิลูมินา (Illumina control)  2 ตัวอย่าง 

(มาพร้อมกับชุด Illumina Infinium Human Methylation27 BeadChip) รวมจ�ำนวนทั้งสิ้น 24 ตัวอย่าง  

การศึกษาครั้งน้ีผ่านการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ของคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย รหัส 300/54

การเตรียมตัวอย่างโดยการวิธี Bisulfite treated-DNA(16)

การสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุด QIamp DNA Min Kit (Qiagen, Hilden, Germany) (ตาม Protocol) 

และตามด้วยการท�ำ Bisulfite treated-DNA(16) โดยวิธีการย่อดังนี้ ใช้ดีเอ็นเอ 2 µg ในน�้ำ 50 µl  แล้วท�ำให้ดีเอ็นเอ

แยกสาย โดยใช้  2 M NaOH นาน 10 นาที  37 °C จากนั้นเติม  30 µl ของ  10 mM hydroquinone  และ 520 µl 

ของ 3 M sodium bisulfite (pH 5.0) น�ำตวัอย่างทีไ่ด้ไปบ่ม (incubated) ที ่50 °C  นาน 16-20 ช่ัวโมง ตวัอย่างทีไ่ด้ 

(Bisulfite-treated DNA) ถูกท�ำให้บริสุทธิ์มากข้ึน โดยใช้ Wizard DNA Clean-Up System (Promega, 

Madison, WI, USA) จากนั้นดีเอ็นเอจะถูกแยกออกมาโดยใช้น�้ำที่อุณหภูมิ 95 °C จ�ำนวน 50 µl หลังจากนั้น 

เติม 5.5 µl ของ 3 M NaOH ทิ้งไว้นาน  5 นาที ตกตะกอนด้วยเอทานอลและไกลโคเจน  จากนั้นเติมน�้ำจ�ำนวน 20 µl 

Bisulfite-treated DNA จะถูกเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 °C

วิธีการ

วิธีเมทิลเลชันไมโครอะเรย์ (methylation microarray) โดย Illumina Infinium Human  

Methylation27 BeadChip 

Bisulfite-treated DNA  คือการเปลี่ยน cytosine เป็น uracil  (unmethylated DNA) ในขณะที่ 

cytosine ที่ถูก methylated จะคงเป็น  cytosine (methylated DNA)  จากนั้น  U bead type (ที่จ�ำเพาะกับ 

unmethylated CpG) และ  M bead type (ทีจ่�ำเพาะกบั methylated CpG) ดงัแสดงในภาพที ่1  โดยใช้ Illumina 

Infinium Human Methylation27 BeadChip (Illumina, Inc. SanDiego, CA, USA) (The manufacturer’s 

instruction) สแกนด้วย Illumina BeadArray Reader แล้วประมวลผลโดยซอฟต์แวร์ GenomeStudio 3.2 

(Genomestudio Methylation Module v3.2, User Guide. Illumina Inc., SanDiego, CA, USA) ข้อมูลดิบ

ได้รับการฝากไว้ในฐานข้อมูล NCBI GEO ภายใต้หมายเลข Accession ของ GSE23789 ไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 

CU-DREAM (CU-DREAM program)(17) เพื่อค�ำนวณค่าเมทิลเลชันเฉลี่ยของแต่ละกลุ่มตัวอย่างในแต่ละ 
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การทดลอง (ซีพีจี 27,578 ต�ำแหน่ง บนจีโนม) และน�ำข้อมูลที่ได้มารวบรวมและจัดเรียงลงในโปรแกรม Microsoft 

Excel

ภาพที่ 1 	 หลักการของเมทิลเลชันไมโครอะเรย์ (methylation microarray) โดย Bisulfite-treated DNA   

	 คือการเปลี่ยน cytosine เป็น uracil (unmethylated DNA) ในขณะที่  cytosine ที่ถูก methylated  

	 จะคงเป็น  cytosine (methylated DNA)  จากนั้น  U bead type (ที่จ�ำเพาะกับ unmethylated CpG)  

	 และ  M bead type (ที่จ�ำเพาะกับ methylated CpG)  (Illumina user Guide line, 2008)

การวิเคราะห์ข้อมูลและสถิติ

การวิเคราะห์เมทิลเลชันไมโครอะเรย์ เพื่อดูความสัมพันธ์ของยีนที่น�ำเสนอ (candidate gene) กับโรค 

สะเก็ดเงิน จะถูกวิเคราะห์แต่ละยีนในทางสถิติ เช่น ค่า beta value (β) และค่า Difference score (DiffScore) ใน

ต�ำแหน่งของ CpG locus เป็นค่าท่ีใช้ประมาณค่าของระดบัของดเีอน็เอเมทลิเลชนั (DNA methylation) ซึง่มสีตูรดงันี้ 

	 	 	 		
   			  	                Max (signal B, 0)	 	                     β    =    
	                          Max (signal A, 0) + Max (signal B, 0) + 100

ส�ำหรบัค่า DiffScore เป็นการค�ำนวณความแตกต่างของดเีอน็เอเมทลิเลชนัโดยใช้ค่าของ β ของกลุม่ตวัอย่าง  
(condition group) กับกลุ่มอ้างอิง (reference group) โดยมีสูตรค�ำนวนดังนี้

         		        

 p = z 

      β cond-β ref 

    		        	                       S2 ref +  S
2cond

     		                        N ref     N cond

 

	                    DiffScore = 10 sgn (β cond - β ref) log 10 p

โดยค่า Difference score (DiffScore) > 20 มีค่า p < 0.01(18, 19)  และการให้เกณฑ์การแปลผล DiffScore 

แยกเป็น DiffScore < -40 เกิดภาวะดีเอ็นเอดีเมทิลเลชัน และ DiffScore > 40 เกิดภาวะดีเอ็นเอเมทิลเลชัน 

การสรุปข้อมูลอื่นๆ ใช้ mean ± SD, median, interquartile range และ proportion การทดสอบสมมติฐานของ 

การศึกษาใช้ Wilcoxon signed rank test การทดสอบความแตกต่าง (Test of difference) ใช้ Mann-Whitney 

test และ Kruskal-Wallis test ทดสอบ correlation ใช้ Spearman correlation วิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม 

SPSS version 16 และจะถือว่ามีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น α=0.05 

 ‌
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วิธีตรวจดีเอ็นเอเมทิลเลชัน โดยเมทิลเลชันสเปซิฟิกไพรเมอร์ (Methylation Specific Primer, 

MSP) ของยีนเอ็มเอสเอ็กซ์วัน (MSX1)

Bisulfite-treated DNA ถูกตรวจหาการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน โดยใช้ 1 × PCR buffer (Tris-Cl, 

KCl, (NH
4
)
2
 SO

4
, 1.5 mM MgCl

2
, pH 8.3), 1 unit HotStarTaq DNA Polymerase, 200 nM of each 

dNTPs (Qiagen,USA), 0.25 µM of each forward and reverse primers and 2 µl of the Bisulfite treated 

DNA. Primer  MSX1 MF AGG-ATT-TCG-TTT-TCG-GTA-AGT-CGG-C 25 bp (ต�ำแหน่ง 282 - 306) 

และ Primer MSX1  MR CTC-GAA-AAA-CGC-CAA-AAC-GCT-CT  23 bp (ต�ำแหน่ง 487 - 465) 

(ส�ำหรับ methylated form)  และ primer  MSX1 UF  TTT-TGT-TTT-TGG-TAA-GTT-GGT-GGG-G 

25 bp (ต�ำแหน่ง 291 - 315) และ MSX1 UR CCC-TCA-AAA-AAC-ACC-AAA-ACA-CTC-T 25 bp  

(ต�ำแหน่ง 487 - 465) (RefSeqID: NM_002448) ส�ำหรับ unmethylated form จากนั้นท�ำ PCR  ด้วยเครื่อง 

Gene Amp 2400 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 

ขั้นตอน PCR 

		  94°C  นาน 5 นาที 	 1 รอบ		

		  94°C  นาน 1 นาที			 

		  55 °C  นาน 1 นาที	 40  รอบ (met/unmet)		

		  72°C  นาน 1 นาที 			 

		  72°C  นาน 5 นาที 	 1 รอบ			 

	

การตรวจชิ้นส่วนที่ได้ (PCR product) ทั้งหมดน�ำมายืนยันโดย gel electrophoresis 

เตรยีม 2% agarose gel ท่ีมีความเข้มข้น 0.5 × TBE buffer ในความต่างศกัย์คงที ่100 โวลต์ นาน 45 นาที 

และย้อมด้วย ethiedium bromide ดูภายใต้แสง UV เพื่อสังเกตหา PCR product ของยีน MSX1 ทั้ง 2 แบบ 

(M, methylated form  และ U, unmethylated from) ขนาด 206  และ 199 bp ตามล�ำดับ

ผล

การแยกกลุ่มตัวอย่างตามลักษณะดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (pattern of methylation)

การท�ำ methylation microarray สามารถวิเคราะห์ข้อมูลของ  24 ตัวอย่าง  (n=24) ซึ่งแต่ละตัวอย่าง 

มีต�ำแหน่งซีพีจี (CpG site) ทั้งหมด 27,578 ต�ำแหน่ง (หรือจ�ำนวนยีนทั้งหมด 14,495 ยีน) ที่สามารถแสดง

สัญญาณ (signal) ตามค่าที่อ่านได้ โดยใช้โปรแกรม Genome Studio ซึ่งพบว่าสามารถแบ่งกลุ่มของตัวอย่างตามค่า 

beta value (β) ท�ำให้เกิดลักษณะดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (pattern of methylation) ดังนี้คือ กลุ่มที่เป็นชิ้นเนื้อ 

จะอยู่ใกล้กันเป็นคลัสเตอร์ (Cluster) แตกต่างจากกลุ่มเซลล์เม็ดเลือดขาว (PBMC) เซลล์เพาะเลี้ยง (Cell line, 

HaCaT) และตัวควบคุมของอิลูมินา (Illumine control) จะมีความแตกต่างมากที่สุด ดังแสดงในภาพที่ 2   

การแสดงออกของการเกิดภาวะดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (DNA methylation) หรือการเกิดดีเอ็นเอดีเมทิลเลชัน 

(DNA demethylation) (ตารางที่ 1)

ค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคญั  (DiffScore) ของแต่ละต�ำแหน่งของยนี (CpG site) และรวบรวมเป็นยนี

นัน้ พบว่าในกลุม่ของชิน้เน้ือ ก) ผวิหนังคนปกติ (Normal skin) มคีวามแตกต่างจากผืน่ (Involved skin) ในจ�ำนวน 

(CpG sites) 1,293 ซีพีจี (หรือจ�ำนวน 1,019 ยีน) โดยแยกเป็นค่า DiffScore < -40 (เกิดกระบวนการ DNA 

demethylation) จ�ำนวน 861 ซีพีจี และค่า DiffScore > 40 (เกิดกระบวนการ  DNA methylation) จ�ำนวน 
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432 ซีพีจี และระบุเป็นยีนได้เป็นจ�ำนวน 637 ยีน และ 382 ยีน ตามล�ำดับ ข) ผิวหนังปกติ กับผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค 

(Uninvolved skin) ในจ�ำนวน (CpG sites) 1,072 ซีพีจี (หรือจ�ำนวน 804 ยีน) โดยแยกเป็นค่า DiffScore < -40  

จ�ำนวน 833 ซีพีจี  และค่า DiffScore > 40 จ�ำนวน 239  ซีพีจี และระบุเป็นยีนได้ 591 ยีน และ 213 ยีน ตามล�ำดับ  

ค) ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค (Uninvolved skin) กับ ผื่น (Involved skin) มีความแตกต่างกันในจ�ำนวน 602 ซีพีจี 

(หรือจ�ำนวน 533 ยีน) แยกเป็นค่า DiffScore < -40 จ�ำนวน 317 ซีพีจี และค่า DiffScore > 40 จ�ำนวน 285 ซีพีจี 

ระบุยีนได้เป็นจ�ำนวน 276 ยีน และ 257 ยีน ตามล�ำดับ

ส�ำหรับกลุ่มเซลล์เม็ดเลือดขาว พบว่าระหว่างเซลล์เม็ดเลือดขาวของคนปกติ (PBMC normal) กับเซลล์

เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน (PBMC psoriasis) มีความแตกต่างกันจ�ำนวน 483 ซีพีจี  (จ�ำนวน 359 ยีน) 

แยกเป็นค่า DiffScore < -40 จ�ำนวน 39  ซีพีจี และค่า DiffScore > 40  จ�ำนวน 444  ซีพีจี  ระบุเป็นชื่อยีนได้ 32 ยีน 

และ 327 ยีน ตามล�ำดับ ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 	ความสัมพันธ์ของจ�ำนวนซีพีจี (CpG site) และจ�ำนวนของยีนท้ังหมดที่ได้จากค่า DiffScore โดย 

	 การเปรยีบเทียบระหว่างกลุม่ตวัอย่าง (ผวิหนงัปกติ, Normal skin) (ผืน่, Involved skin, IN)  (ผวิหนงั 

	 ที่ไม่มีรอยโรค, Uninvolved skin, UN) และกลุ่มเซลล์เม็ดเลือดขาว (PBMC)    

ภาพที่ 2 	การจดักลุม่ตวัอย่าง (Cluster) ของตวัอย่างทัง้ 4 ประเภท ได้แก่ ชิน้เนือ้เซลล์เมด็เลอืดขาว เซลล์เพาะเลีย้ง 

	 และตัวควบคุมอิลูมินา ตามลักษณะการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (pattern of methylation)

การเปรียบทียบระหว่างกลุ่มตัวอย่าง
จ�ำนวนซีพีจี 

(n=27,578)
 จ�ำนวนยีน 

(n= 14,495)

ค่า Difference Score
(DiffScore)

มากกว่าหรือ
เท่ากับ (≥40)

น้อยกว่า -40
(<-40)

จ�ำนวนซีพีจี
(ยีน)

จ�ำนวนซีพีจี
(ยีน)

ผิวหนังปกติ กับ ผื่น 1293 1019 432 (382) 861 (637)
ผิวหนังปกติ กับ ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค 1072 804 239 (213) 833 (591)
ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค กับ ผื่น 602 533 285 (257) 317 (276)
เซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน 
กับ เซลล์เม็ดเลือดขาวคนปกติ*

483 359 444 (327) 39 (32)

เซลล์เพาะเลี้ยง (Cell line, HaCaT)**

	 *	จ�ำนวนตัวอย่างที่เปรียบเทียบกันอย่างละ 1 ตัวอย่าง
	 **	เป็นเซลล์ลักษณะเฉพาะ ไม่มีการเปรียบเทียบกับกลุ่มตัวอย่าง
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ความสัมพันธ์ของยีนระหว่างกลุ่มของผิวหนังคนปกติ (Normal skin), ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค (Uninvolved skin) 

และผื่น (Involved skin) 

โดยยีนที่มีค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ (DiffScore) ซึ่งแยกเป็นค่า DiffScore < -40 และ 

ค่า DiffScore > 40 พบว่า  ก) ในกลุ่มยีนระหว่างยีนของกลุ่มผิวหนังคนปกติ-ผื่น (Normal skin-Involved skin) 

กับกลุ่มผิวหนังคนปกติ-ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค (Normal-uninvolved skin) มียีนที่เหมือนกันจ�ำนวน 388 ยีน 

และ 89 ยีน ตามล�ำดับ ข) ความสัมพันธ์ของยีนระหว่างในกลุ่มยีนของผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค-ผ่ืน (Uninvolved 

skin-Involved skin) กบักลุ่มผวิหนังคนปกติ-ผืน่ (Normal skin-Involved skin) มยีีนทีเ่หมอืนกนัจ�ำนวน 145 ยนี 

และ 124 ยีน ตามล�ำดับ ค) ความสัมพันธ์ของยีนระหว่างในกลุ่มยีนของผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค-ผื่น (Uninvolved 

skin-Involved skin) กับกลุ่มผิวหนังคนปกติ-ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค (Normal skin-Uninvolved skin) มียีนที่

เหมือนกันจ�ำนวน 2 ยีน และ 6 ยีน ตามล�ำดับ ดังแสดงในภาพที่ 3 นอกจากนี้ยังพบยีนที่เป็น  “ Hot spot”  ส�ำหรับค่า 

DiffScore < -40  (ภาวะ demethylation) จ�ำนวน 2 ยีน คือ MSX1 และ TCP11  และส�ำหรับค่า DiffScore > 40 

(ภาวะ methylation) 4 ยีน  คือ C16orf47, HOXB1, HTR3B  และ TH  โดยพบว่ามีค่าความแตกต่างอย่างมี 

นัยส�ำคัญที่เพิ่มขึ้นหรือลดลงอย่างเป็นล�ำดับ เช่น ยีน MSX1  มีค่า β Value ลดลงอย่างต่อเนื่อง โดยเริ่มจากผิวหนัง 
คนปกติ (Normal skin), ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค (Uninvolved skin และผื่น  (Involved skin) คือ 0.602 , 0.420 

และ 0.251 ตามล�ำดับ ดังแสดงในตารางที่ 2      

ภาพที่ 3	 ความสมัพนัธ์ของยนีท้ังหมด จ�ำนวนต�ำแหน่งซพีจี ี(CpG) ทัง้หมด 27,578 ต�ำแหน่ง (ของจ�ำนวนยนีทัง้หมด  

	 14,495 ยีน) ระหว่างผิวหนังคนปกติ (Normal skin), ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค (Uninvolved skin)  

	 และผื่น (Involved skin) ความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ (ค่า DiffScore) ซึ่งแยกเป็น ก) ค่า  

	 DiffScore < -40 (ขบวนการเกิดดีเอ็นเอดีเมทิลเลชัน) และ ข) ค่า DiffScore > 40 (ขบวนการเกิด 

	 ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน)  

ผิวหนังปกติกับผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค n=591
ผิวหนังปกติกับผื่น n=637

MSXI
TCPll

Cl6orf47
HOXBl
HTR3B
TH

ผิวหนังปกติกับผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค n=213
ผิวหนังปกติกับผื่น n=382

199

2 145
2

388
102

127

114

6 124
4

89
165

123

ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรคกับผื่น n=276
(ก)

ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรคกับผื่น n=257
(ข)
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ตารางที่ 2  ยีนที่มีความส�ำคัญ 6 ยีน และยีนที่มีรายงานที่มีความสัมพันธ์กับโรคสะเก็ดเงิน

SYMBOL TargetID ACCESSION NS.AVG_Beta US .AVG_Beta IS.AVG_Beta
MSX1 	 cg01785568 	 NT_006051.17 	 0.6020483 	 0.4197896 	 0.2507048
TCP11 	 cg22407458 	 NM_018679.2 	 0.4433122 	 0.2945935 	 0.16112
C16orf47 	 cg17500962 	 NM_207385.1 	 0.3640586 	 0.612873 	 0.5986091
HOXB1 	 cg07823492 	 NM_002144.2 	 0.5164548 	 0.8563957 	 0.9095344
 	 cg17233506 	 NM_002144.2 	 0.2837003 	 0.4803769 	 0.6322188
HTR3B 	 cg06531741 	 NM_006028.3 	 0.3813598 	 0.5289409 	 0.6747844
TH 	 cg05912121 	 NM_199292.1 	 0.6278027 	 0.7132202 	 0.8366116
 	 cg08573687 	 NM_199292.1 	 0.6536191 	 0.7545237 	 0.8691378
S100A9 	 cg16139316 	 NM_002965.2 	 0.7513244 	 0.7351661 	 0.2919489
BCAP31 	 cg01910452 	 NM_005745.6 	 0.5188954 	 0.1628981 	 0.1689605
ID4 	 cg17252960 	 NM_001546.2 	 0.1637356 	 0.06758781 	 0.07560308

ยีนที่น�ำเสนอของโรคสะเก็ดเงิน  (DNA methylated of candidate gene for psoriasis) 

ยีน MSX1 ทดสอบด้วยวิธีตรวจดีเอ็นเอเมทิลเลชัน โดย Methylation Specific Primer (MSP) กับ 

ก) เซลล์เพาะเลี้ยง (Cell line) จ�ำนวน 15 ชนิด ได้แก่ BLCL, RKO, SW480, HL60, HepG2, HepG2.2.1.5, 

K562, Malt4, SAHA, UACC, HeLa, CaSki, Jurkat, Hep2  และ HaCaT พบว่าเกดิดีเอน็เอเมทลิเลชัน (DNA 

methylation) (โดยพบแถบ M, methylated form) กับเซลล์เพาะเลี้ยง (Cell line) 4 ชนิด คือ  CaSki, Jurkat, 

ภาพที่ 4	 การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน/ดีเอ็นเอดีเมทิลเลชันของยีน MSX1 ของเซลล์เพาะเล้ียง ตัวอย่างชิ้นเนื้อ  
	 และตัวอย่างเซลล์เม็ดเลือด M=methylated form และ U=unmethylated form, เซลล์เพาะเลี้ยง  
	 (Cell line) BLCL, RKO, SW480, HL60, HepG2, HepG2.2.1.5, K562, Malt4, SAHA, UACC,  
	 HeLa, CaSki, Jurkat, Hep2 และ HaCaT (ผื่น, PS=Involved skin) (ผิวหนังคนปกติ,  
	 NS= Normal skin), PBMC  (คนปกต,ิ N=Normal,  ผูป่้วยโรคสะเกด็เงนิ, P=Psoriasis) เหมอืนในภาพ 
	   DNA marker, PCR product (M=206 bp  และ U=ขนาด 199  bp) 
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Hep2  และ HaCaT   ข) ทดสอบกับตัวอย่างเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียส (PBMC) จ�ำนวน 6 ตัวอย่าง 

(คนปกติ, N=Normal, n=4 ตัวอย่าง ผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน, P=Psoriasis, n=2 ตัวอย่าง) พบว่าให้ผลเกิด 

ดีเอ็นเอเมทิลเลชันท้ังหมด และ ค) ทดสอบกับตัวอย่างที่เป็นช้ินเนื้อ (tissue) จ�ำนวน 10 ตัวอย่าง (ผิวหนัง 

คนปกติ, NS=Normal skin, n=4 ตัวอย่าง), (ผื่น, PS=Involved skin, n=6 ตัวอย่าง) พบว่าผิวหนังคนปกติ 

เกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันจ�ำนวน 3 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 75 ในขณะที่ผื่น (Involved skin) ไม่เกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน 

ทั้งหมดคิดเป็นร้อยละ 0 ดังแสดงในภาพที่ 4  และตารางที่ 3

ตารางที่ 3	 การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน/ดีเอ็นเอดีเมทิลเลชันของยีน MSX1 ของเซลล์เพาะเลี้ยง ตัวอย่างช้ินเนื้อ  

	 และตัวอย่างเซลล์เม็ดเลือดขาว

ชนิดตัวอย่าง การเกิดดีเอนเอเมทิลเลชั่น (ร้อยละ)

เซลล์เพาะเลี้ยง (n=15) 1. กลุ่มเซลล์เยื่อบุ (Epithelial) 

n=9 (3) ได้แก่ RKO, SW480, 

HepG2, HepG2.2.1.5, SAHA, 

UACC, HeLa, CaSki*, Hep2*  

และ HaCaT* ร้อยละ 33.3

2. กลุ่มเซลล์เม็ดเลือด (Hematopoietic) 

n=6 (1) ได้แก่ BLCL, HL60, K562, 

Malt4, SAHA และ Jurkat* ร้อยละ 16.6

เซลล์เม็ดเลือดขาว (n=6)   1. คนปกติ (Normal)  n=4  (4) 

ร้อยละ 100

2. ผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน (Psoriasis)  n=2 

(2) ร้อยละ100

เนื้อเยื่อ (n=10)   1. คนปกติ (Normal)  n=4  (3) 

ร้อยละ 75

2. ผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน (Psoriasis)  n=6 

(0) ร้อยละ 0

*แสดงตัวอย่างเซลล์เพาะเลี้ยงที่เกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน	

วิจารณ์

การศึกษาดีเอ็นเอเมทิลเลชัน โดยวิธีเมทิลเลชันไมโครอะเรย์ 

ข้อมูลตามลักษณะดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (pattern of methylation) ที่แบ่งเป็นกลุ่มตัวอย่าง (Cluster)   

เป็นการแสดงถึงการเกิดเมทิลเลชันที่มีความจ�ำเพาะต่อต�ำแหน่งซีพีจีในส่วนทั้งที่อยู่บนโปรโมเตอร์ หรือส่วนนอกของ  

โปรโมเตอร์ของยีนนั้นๆ ตามแต่ละชนิดของตัวอย่าง ซึ่งบ่งบอกถึงการเป็น  tissue-specific gene ในเซลล์แต่ละชนิด

ได้เป็นอย่างดี(12)  และการศกึษาครัง้นีเ้ป็นการเริม่ต้นเพือ่ให้ได้กลุม่ยนีทีจ่ะน�ำมาใช้เป็นแหล่งข้อมลูทีส่�ำคญัและสู่ความ

สอดคล้องกับยีนเหล่านี้ที่มีการเปลี่ยนแปลงระดับดีเอ็นเอเมทิลเลชันในโรคสะเก็ดเงิน เช่น SHP-1 (PTP1C, HCP, 

SH-PTP1, PTPN6)(11) p15, p16 ink (CDKN2A, MTS1, TP16, ARF), S100A9, PDCD5 ,TIMP2(20) 

SFRP เกี่ยวข้องกับ Wnt pathway(21)   เป็นต้น 

วิธีเมทิลเลชันไมโครอะเรย์สามารถค้นพบกลุ่มของยีนที่มีการเปลี่ยนแปลงดีเอ็นเอเมทิลเลชันที่ส�ำคัญ โดย 

เมื่อหาความสัมพันธ์ของยีนระหว่าง Normal skin, Uninvolved และ Involved skin ในกลุ่มของยีนที่ความ

แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ (DiffScore) ซึ่งแยกเป็น DiffScore < -40 และ  DiffScore > 40 พบว่าในกลุ่มยีนของ 

Normal-uninvolved และ Normal-involved มยีนีทีเ่หมอืนกนัจ�ำนวน 388 ยนี และ 89 ยนี ตามล�ำดบั ซึง่ยีนกลุม่นี ้

น่าจะเป็นยีนท่ีมีความส�ำคัญต่อการเกิดโรคของผู้ป่วย หรืออาจเป็นยีนที่มีความผิดปกติท�ำให้เกิดโรคสะเก็ดเงิน 
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โดยผ่าน Wnt signaling pathway, Infergin signaling pathway และ Cadherin Signaling pathway 

เป็นต้น(22) เช่น (BCAP31, DXS9879E, EFNB1, ELK1, EMD, FLJ44112, GRIA3, IL13RA1, MSX1, 

OTUD5, PHF8, PLP2, RPL10, S100A9, SLC9A6, TSC22D3, WDR45, RAB33A, RPGR, 

CXorf40A และ CXorf34) และ (GPR81, HAK, HOXB1, HOXB3, HTR3B, IL11RA, IL17RC, 

ITGBL1, KCTD4, KIAA0240, KSP37, LGALS1, NUMBL, PHACTR3,PRX,RDH5,RHOJ, 

SLC7A11, SORBS3, SPRR1A และ TH) นอกจากนี้แสดงให้เห็นถึงการเปลี่ยนแปลงตั้งแต่ระดับปกติ

จนถึงเกิดเป็นโรค โดยมีรายงานที่สอดคล้องกับยีน ID4 (inhibitor of differentiation 4) ที่พบว่ามีการ

แสดงออกของโปรตีนลดลงในผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงินในชั้นของคอร์เนียม ซึ่งเกี่ยวข้องกับการเกิดพาราเคอราโตซิส(23) 

และยีน BCAP 31 (B-cell receptor associated protein 31) ที่เกี่ยวข้องกับกลไกการเกิดโรคในขบวน 

ดีเอ็นเอดีเมทิลเลชัน เป็นต้น(24) และเม่ือเปรียบเทียบระหว่างในกลุ่มยีนของ uninvolved-involved skin และ 

Normal-involved มียีนที่เหมือนกันจ�ำนวน 145 ยีน และ 124  ยีน ตามล�ำดับ (ABRA, ACADVL, ACOT11, 

ACOX2, ACVR1, ADAMTS13 ,BIK, BPIL1, BTBD4, C14orf68, C1orf42, C1orf52, C1orf61, GDF10, 

GDPD5, NNMT, NOX4, NPR2X)  และ (FCGR3B, FFAR2, FGR, P2RY2, P53AIP1, PADI1, LAPTM5, 

LAT2 และ LCE1B เป็นต้น) สนันิษฐานว่ายนีกลุม่นีน่้าจะเป็นยนีอยูใ่นภาวะก่อนจะเกดิโรคสะเกด็เงนิ (prepsoriatic 

state) ซึ่งความผิดปกตินี้อยู่กับปัจจัยหลายชนิด เช่น การถูกกระตุ้นด้วย infiltrating CP3+T-cells และ 

inflammatory DCs ท�ำให้เพิ่มการอับเสบมากขึ้น ยีนเหล่านี้อาจมีการแสดงออกมากขึ้น(25) นอกจากนี้ยีนกลุ่มนี้

มีความสัมพันธ์ผ่านทาง Cadherin signaling pathway, Endothelin signaling pathway, PDGF signa 

pathway(22) เป็นต้น

ส�ำหรับค้นพบยีนท่ีมีภาวะดีเอ็นเอดีเมทิลเลชัน/ดีเอ็นเอเมทิลเลชันท่ีอาจมีความส�ำคัญต่อการเกิดโรค

สะเก็ดเงิน (Hot spot) ทั้งยีน MSX1, TCP11, C16orf47, HOXB1, HTR3B และ TH นั้น อาจน�ำมาใช้เป็น 

biomarker ส�ำหรับโรคสะเก็ดเงินต่อไป  ยีนน�ำเสนอ (candidate gene) MSX1 (msh homeo box 1) เป็นยีน 

ที่อยู่บนโครโมโซม p16.2 มีความส�ำคัญกับการแบ่งตัวและการเจริญเติบโตของเซลล์ (cell proliferation and  

differentiation) และ ectodermal organ morphogenesis โดยเฉพาะเซลล์ประสาท  กระดูกและฟัน(26) มีการ

แสดงออกของยีน MSX1 บริเวณที่มี tissue-tissue interaction  และมีรายงาน mutation ของยีนนี้สัมพันธ์กับ

การเกิดโรคทางระบบประสาท โรค craniofacial disorders ความผิดปกติของฟัน(16) และการลดการแสดงออกของ 

MSX1 ในโรค osteonecrosis of jaw นอกจากนี้ยังมีรายงานการเกิด MSX1 hypermethylation สัมพันธ์กับโรค 

childhood lymphoblastic leukemia(27) และส�ำหรับในการศึกษานี้พบว่าผ่ืนของผู้ป่วยโรคสะเก็ดมีการเกิด

กระบวนการดีเอ็นเอดีเมทิลเลชันของยีน MSX1  จึงอาจเป็นไปได้ว่าการเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน MSX1 มีความ

ส�ำคัญกับการแบ่งตัวและการเจริญเติบโตท่ีผิดปกติของเซลล์หนังก�ำพร้า (keratinocyte) ของผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน 

อย่างไรก็ตามยังคงต้องการศึกษาเพิ่มเติมในเรื่องของการแสดงออกของระดับอาร์เอ็นเอ (RNA) และโปรตีน เพื่อ

ทราบถึงบทบาทที่ชัดเจนของยีนนี้ในโรคสะเก็ดเงินต่อไป ส�ำหรับการทดสอบกับกลุ่มเซลล์เพาะเลี้ยงทั้งชนิดกลุ่มเซลล์

เยื่อบุและกลุ่มเซลล์เม็ดเลือด ให้ผลลัพธ์การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันที่ใกล้เคียงกัน (ร้อยละ 33.3 กับร้อยละ 16.6) จึง

ยังไม่สามารถแยกความจ�ำเพาะของยีนในการเป็น tissue specific gene ได้ การศึกษาโดยวิธีเมทิลเลชันไมโครอะเรย์ 

มีข้อจ�ำกัดเนื่องจากมีราคาแพง เทคนิคยุ่งยาก ต้องใช้ความช�ำนาญ และความเชี่ยวชาญอย่างมาก ท�ำให้สามารถศึกษา 

ในกลุม่ผูป่้วยและคนปกตไิด้จ�ำนวนจ�ำกดั ดงัน้ันจงึมคีวามจ�ำเป็นต้องศกึษาเพิม่เติมในกลุม่ผูป่้วยและคนปกตใิห้มจี�ำนวน

มากขึ้นเพื่อให้สามารถมีข้อมูลมากขึ้นน�ำไปใช้เป็น biomarker ได้อย่างแท้จริง
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งานวจิยันีเ้ป็นการศกึษาการเปลีย่นแปลงขบวนการดเีอน็เอเมทิลเลชนั (DNA methylation)  ในโรคสะเก็ดเงนิ 

แบบครอบคลุมยีนท้ังหมดโดยวิธี high through-put methylation microarray ซึ่งผลการศึกษา พบว่าวิธีนี้  

มคีวามน่าสนใจการท�ำนายการเปลีย่นแปลงดเีอ็นเอเมทิลเลชันของยนีต่างๆ ทีใ่ห้ผลสอดคล้องกับยนีทีเ่คยมกีารรายงาน 

เช่น ยีน ID4 เป็นต้น และการศึกษาแบบครอบคลุมยีนทั้งหมดนี้ ยังท�ำให้พบกลุ่มของยีนที่มีการเปลี่ยนแปลงเกี่ยวข้อง

กับพยาธิก�ำเนิดของโรคสะเก็ดเงิน และค้นพบยีนใหม่ที่น่าสนใจที่เป็น Hot spot ของโรค นอกจากนี้ความสัมพันธ ์

ของยนีในแต่ละกลุม่ท่ีมีความแตกต่างกนัหรอืยนีทีจ่�ำเพาะ ยงัคงจ�ำเป็นต้องเพิม่เติมศกึษาในเชงิลกึเพือ่ให้ทราบบทบาท

และหน้าที่ของกลุ่มยีนหรือยีนที่จ�ำเพาะ ซึ่งน�ำไปสู่ความเข้าใจในพยาธิก�ำเนิดที่ชัดเจนมากข้ึน และอาจพัฒนาต่อไปสู่ 
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   Global DNA Methylated Gene of 
Involved Skin and Uninvolved Skin of  

Psoriasis Compared with Normal Skin by 
Methylation Microarray

Kriangsak Ruchusatsawat1  Laddawan Thiemsing1  Phantipa Protjaroen2 and                              

Jongkonnee Wongpiyabovorn2 

1National Institute of Health, Department of Medical Sciences, Tiwanon Road, Nonthaburi 11000
2Faculty of Medicine, Chulalongkorn University,  Rama 4 Road, Pathumwan, Bangkok 10330, Thailand

ABSTRACT Psoriasis is approximately 1-3% of the population worldwide. Etiology of the disease is still 
unclear. Recently, epigenetic phenomena have also been implicated in the pathogenesis of psoriasis. We 
investigated DNA methylation by methylation microarray in tissue from 6 involved skins  and uninvolved 
skins of chronic plaque type psoriasis patients compared to 6 normal skins from healthy controls. There 
are 6 candidate genes,  MSX1,  TCP11, C16orf47, HOXB1, HTR3B  and TH. MSX1 gene was selected 
from methylation microarray data and was analyzed DNA methylation correlated with genes expression 
in keratinocytes and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) compared between psoriasis and normal 
controls, using methylation specific primer (MSP). DNA methylation occurred in three of four samples of 
normal skins, accounting for 75%. Whereas DNA methylation from 6 of all 6 involved skin samples were 
represented 0%. In conclusion, the present study is the first study using high through-put technique 
(methylation microarray) to investigate DNA methylation in psoriasis. The result of methylation micro-
array could indicate the significant the candidate genes for further studying in psoriasis. Moreover, this 
study demonstrated DNA methylation plays an important role in pathogenesis and course of psoriasis

Keywords: Psoriasis, DNA methylation, Methylation microarray, MSX1
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บทคัดย่อ  โรคไข้เลอืดออกยังคงเป็นปัญหาทางสาธารณสุขในภาคใต้ โดยมยีงุลายเป็นพาหะ  อบุติัการณ์โรคดงักล่าวในจงัหวดั

ตรังยังคงมีแนวโน้มสูงโดยเฉพาะอ�ำเภอเมือง การควบคุมและป้องกันยุงพาหะอย่างมีประสิทธิภาพจะช่วยลดจ�ำนวนผู้ป่วย 

ไข้เลือดออก แต่ปัจจุบันผลการควบคุมยังไม่ดีเท่าที่ควร กับดักลีโอแทรปและซีโอไลท์เป็นอีกหน่ึงเคร่ืองมือจะช่วยก�ำจัด 

ลกูน�ำ้ยงุลาย การศกึษานีม้วีตัถปุระสงค์เพ่ือประเมนิการควบคมุยงุพาหะไข้เลอืดออกโดยใช้กบัดกัลโีอแทรปและซโีอไลท์ในพืน้ที่

เสี่ยงของอ�ำเภอเมืองตรัง ได้แก่ ต�ำบลบ้านโพธิ์และนาท่ามเหนือ ระหว่างเดือนมิถุนายนถึงสิงหาคม 2563 ด�ำเนินการวางกับดัก

ในหมู่บ้านทดลองหมู่บ้านละ 100 หลังคาเรือน ส�ำรวจค่าดัชนีลูกน�้ำยุงลาย (CI, HI) และตรวจนับจ�ำนวนไข่ยุงลาย เทียบกับ

หมู่บ้านเปรียบเทียบซึ่งใช้มาตรการควบคุมเดิม หลังวางกับดักลีโอแทรปนาน 2 เดือน พบค่า CI และ HI ของหมู่บ้านทดลอง

ในต�ำบลบ้านโพธิล์ดลงจากร้อยละ 28.29 และ 87 เป็นร้อยละ 12.88 และ 47 ตามล�ำดบั มจี�ำนวนไข่ยงุลายในกับดกัรวม 64,359 

ฟอง และอตัราการพบไข่ยงุลายในกบัดกัร้อยละ 93.25 ขณะทีต่�ำบลนาท่ามเหนือ หมูบ้่านทดลองมค่ีา CI และ HI เปลีย่นแปลง

จากร้อยละ 6.58 และ 33 เป็นร้อยละ 3.50 และ 41 ตามล�ำดับ มีจ�ำนวนไข่ยุงลายในกับดักรวม 53,125 ฟอง และอัตราการพบ

ไข่ยุงลายในกับดักร้อยละ 92.79 ทั้งนี้ต�ำบลบ้านโพธิ์พบค่าเฉลี่ยของจ�ำนวนไข่ยุงลายบริเวณในและนอกบ้านแตกต่างกันอย่าง 

มนียัส�ำคญัทางสถติ ิ(p = 0.03) และไม่พบผูป่้วยไข้เลอืดออกหลงัจากวางกับดัก 1 เดือน  กับดักลโีอแทรปและซีโอไลท์มบีทบาท

ส�ำคัญในการก�ำจัดลูกน�้ำยุงลาย อาจจะน�ำไปสู่การใช้เป็นมาตรการเสริมเพื่อช่วยลดประชากรยุงลายและจ�ำนวนผู้ป่วยไข้เลือด

ออกในอนาคต

ค�ำส�ำคัญ: กับดักไข่ยุง, ลีโอแทรป, ยุงลาย, ไข้เลือดออก, จังหวัดตรัง
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บทนำ�

โรคไข้เลือดออกถือเป็นอีกหนึ่งปัญหาส�ำคัญทางด้านสาธารณสุข โดยมียุงลายเป็นพาหะน�ำเช้ือไวรัสเดงก ี

มาสู่คน จากการส�ำรวจในประเทศไทย พบยุงลายบ้าน (Aedes aegypti) เป็นพาหะน�ำโรคหลัก ส่วนยุงลายสวน 

(Aedes albopictus) เป็นพาหะรอง(1, 2, 3)  ท้ังนีพ้บการระบาดของโรคไข้เลอืดออกในประเทศไทยเป็นประจ�ำทกุปีและ

มอีบัุตกิารณ์สงูขึน้เป็นล�ำดบั โดยเฉพาะอย่างยิง่ในเขตพืน้ทีภ่าคใต้(4, 5, 6)  ซึง่มฝีนตกชุกตลอดปี  ถึงแม้ว่าโรคไข้เลอืดออก 

มักมีการระบาดสูงในช่วงฤดูฝน แต่ยังสามารถพบผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกในช่วงฤดูอื่นได้  

กรมควบคมุโรคได้พยากรณ์โรคไข้เลอืดออกในปี 2563 โดยใช้วธิกีารทางสถติแิบบอนกุรมเวลาด้วย ARIMA 

model จากข้อมูลจ�ำนวนผู้ป่วย 10 ปีย้อนหลัง (ปี 2553-2562) ผลการวิเคราะห์คาดว่าในปี 2563 จะมีผู้ป่วยโรค 

ไข้เลือดออก 140,000 ราย ใกล้เคียงกับการระบาดใหญ่ในปี 2558(7)  ทุกพื้นที่จึงควรด�ำเนินการตามมาตรการควบคุม 

และป้องกันโรคอย่างเข้มข้นในพื้นที่เสี่ยงสูง ในปี 2563 คาดว่าจะมีพื้นที่เสี่ยงสูงต่อการระบาด 224 อ�ำเภอ ใน 60 

จังหวัด  จังหวัดตรังมีอ�ำเภอที่เป็นพื้นที่เสี่ยงสูง 1 อ�ำเภอ ได้แก่ อ�ำเภอเมืองตรัง(7)  จากข้อมูลของกองโรคติดต่อน�ำโดย

แมลง กรมควบคมุโรค รายงานสถานการณ์โรคไข้เลอืดออกระหว่างวนัที ่1 มกราคม ถงึ 28 เมษายน 2563 พบว่าภาคใต้ 

มีอัตราป่วยของผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกสูงถึง 15.68 ต่อแสนประชากร และมีอัตราป่วยตายร้อยละ 0.14 เมื่อศึกษา 

ในรายละเอียดของข้อมูลโดยแยกตามเขต พบว่าเขตสุขภาพที่ 12 ประกอบด้วย 7 จังหวัด ได้แก่ สงขลา สตูล ตรัง 

พัทลุง ปัตตานี ยะลา และนราธิวาส มีอัตราป่วยของผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกสูงถึง 16.75 ต่อแสนประชากร และมีอัตรา

ป่วยตายร้อยละ 0.24(8)  ทั้งนี้การลดปริมาณยุงลายซึ่งเป็นพาหะจึงมีส่วนช่วยลดอุบัติการณ์โรคดังกล่าวได้  การจัดการ

เพื่อควบคุมปริมาณยุงลายในปัจจุบันจะใช้วิธีขัดล้างขอบภาชนะที่บรรจุน�้ำเพื่อให้ไข่ของยุงลายที่เกาะอยู่หลุดลอก 

ออกไป ส่งผลให้ไม่สามารถฟักออกมาได้ ขณะที่การก�ำจัดระยะตัวอ่อนหรือลูกน�้ำ จะใช้ 3 วิธี ได้แก่  1) วิธีทางกายภาพ 

คือ การเก็บ กลบ ฝัง เผา ปิดฝาภาชนะ และเปล่ียนน�้ำทุกๆ 7 วัน 2) วิธีทางชีวภาพ คือ การเล้ียงปลาที่กินลูกน�้ำ 

เป็นอาหาร  3) วิธีทางเคมี คือ การใช้สารเคมีทีมีฟอส (Temephos)(9) ชนิดเคลือบบนเม็ดทรายเพื่อก�ำจัดลูกน�้ำ และ

การฉีดพ่นหมอกควันเพื่อก�ำจัดตัวเต็มวัย

การด�ำเนินการควบคมุตามมาตรการต่างๆ ข้างต้นทีผ่่านมายงัประสบผลส�ำเรจ็ในการป้องกนัโรคไข้เลอืดออก 

ได้ไม่ดีเท่าที่ควร ปัจจุบันจึงมีวิธีการควบคุมปริมาณยุงลายโดยใช้กับดักไข่ยุงลาย(3, 10) ซึ่งเป็นอีกวิธีหน่ึงที่สามารถ

ลดจ�ำนวนยุงลายได้ กับดักไข่ยุงลีโอแทรป (Lethal Ovitrap: LeO-Trap) เป็นอีกหนึ่งนวัตกรรมของไทยจาก 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์(11) มีรูปร่างคล้ายโอ่งขนาดเล็กสีด�ำ พื้นผิวภายในเคลือบด้วยสารสกัดจากหอยลายผสม

สารสังเคราะห์ (Carpet Shell Plus) เพื่อช่วยดึงดูดให้ยุงลายมาวางไข่ในกับดักและลูกน�้ำจะถูกก�ำจัดด้วยซีโอไลท์ 

การก�ำจัดลูกน�้ำยุงลายด้วยวิธีนี้จะสามารถก�ำจัดยุงได้ปริมาณที่มากกว่าการปล่อยให้ยุงค้นหาภาชนะและต�ำแหน่งวาง 

ไข่เอง ซึง่ผูอ้าศัยในบ้านอาจจะสงัเกตไม่พบ สถาบนัวจิยัวิทยาศาสตร์สาธารณสขุ กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ ด�ำเนนิการ 

ทดสอบกับดักลีโอแทรปในห้องปฏิบัติการ ผลการทดสอบ แสดงให้เห็นว่ากับดักลีโอแทรปมีอัตราการดึงดูดยุงลายให้

มาวางไข่ได้มากกว่าภาชนะถ้วยสีด�ำที่ขนาดใกล้เคียงกันประมาณ 3 เท่า(9, 12) และจากการทดสอบภาคสนามที่จังหวัด

ชลบุรีภายในระยะเวลา 3 เดือน กับดักลีโอแทรปช่วยลดความชุกชุมของยุงลายลงถึงประมาณร้อยละ 92(12)  ส�ำนักงาน

ป้องกันควบคุมโรคที่ 12 สงขลา ด�ำเนินการทดสอบประสิทธิภาพของกับดักลีโอแทรปในพื้นที่ระบาดของไข้เลือดออก

ในจังหวัดสงขลา ผลการทดสอบ พบว่าค่าดัชนีลูกน�้ำยุงลาย (House Index) ลดลงหลังวางทิ้งไว้ 4 วัน จากร้อยละ 

58.33 เหลือร้อยละ 20.37  ผลการศึกษาในพื้นที่สงขลาแสดงให้เห็นว่ากับดักลีโอแทรปมีประสิทธิผลในการลดความ

หนาแน่นของยุงลาย(11)

การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินผลการควบคุมยุงพาหะโดยใช้นวัตกรรมกับดักลีโอแทรปและ 

ซโีอไลท์ไปใช้ก�ำจดัลกูน�ำ้ยงุลายเพือ่ช่วยลดปรมิาณยงุลายซึง่เป็นพาหะน�ำโรคไข้เลอืดออกอนัน�ำไปสูก่ารป้องกนัควบคมุ

โรคแบบบูรณาการในพื้นที่เสี่ยงของจังหวัดตรัง
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วัสดุและวิธีการ

การคัดเลือกพื้นที่ด�ำเนินการ 
คัดเลือกพื้นท่ีเส่ียงสูงต่อการระบาดของโรคไข้เลือดออกตามรายงานพยากรณ์โรคไข้เลือดออกปี 2563 

ของกองโรคติดต่อน�ำโดยแมลง กรมควบคุมโรค ซึ่งจังหวัดตรังมีพื้นที่ที่จัดอยู่ในระดับเสี่ยงสูง 1 อ�ำเภอ ได้แก่  
อ�ำเภอเมืองตรัง(7)  เลือกหมู่บ้านเสี่ยงสูงในอ�ำเภอเมืองตรังจ�ำนวน 2 หมู่บ้าน โดยพิจารณาจากรายงานอัตราป่วยที่สูง
ในเขตอ�ำเภอเมือง จังหวัดตรัง ระหว่างเดือนมกราคม 2562 ถึงพฤษภาคม 2563 ได้แก่ หมู่ที่ 3 ต�ำบลบ้านโพธิ์ และ
หมู่ที่ 2 ต�ำบลนาท่ามเหนือ หมู่บ้านละ 100 หลังคาเรือน และคัดเลือกหมู่บ้านเปรียบเทียบที่มีสภาพแวดล้อมใกล้เคียง
กันจ�ำนวน 2 หมู่บ้าน หมู่บ้านละ 100 หลังคาเรือน ได้แก่ หมู่ที่ 1 ต�ำบลบ้านโพธิ์ และหมู่ที่ 4 ต�ำบลนาท่ามเหนือ โดย
ท�ำการศึกษาในช่วงเดือนมิถุนายนถึงสิงหาคม 2563

ข้อมูลพื้นฐานโดยภาพรวมของหมู่บ้านที่เข้าร่วมโครงการ มีดังนี้ ต�ำบลบ้านโพธิ์ หมู่ที่ 3 ซึ่งเป็นกลุ่มทดลอง 
มจี�ำนวน 535 หลงัคาเรอืน จ�ำนวนประชากร 1,697 คน และจ�ำนวนอาสาสมคัรสาธารณสขุประจ�ำหมูบ้่าน (อสม.) 24 คน 
ส่วนกลุม่เปรยีบเทียบ คอื หมู่ท่ี 1 มีจ�ำนวน 535 หลงัคาเรอืน จ�ำนวนประชากร 1,687 คน และจ�ำนวน อสม. 23 คน  ขณะที่ 
ต�ำบลนาท่ามเหนอื กลุม่ทดลอง คอื หมูท่ี ่2 มจี�ำนวน 367 หลงัคาเรอืน จ�ำนวนประชากร 1,257 คน และจ�ำนวน อสม. 19 คน 
ส่วนกลุ่มเปรียบเทียบ คือ หมู่ที่ 4 มีจ�ำนวน 375 หลังคาเรือน จ�ำนวนประชากร 983 คน และจ�ำนวน อสม. 19 คน

วิธีการศึกษา
อสม. แต่ละหมู่บ้านออกส�ำรวจความชกุของลกูน�ำ้ยงุลายในพืน้ทีด่�ำเนินการทัง้ 4 หมูบ้่าน ก่อนเริม่ด�ำเนนิการ 

วางกับดักไข่ยุงลายลีโอแทรป ใช้เวลาในการส�ำรวจ 3-5 วัน โดยใช้แบบส�ำรวจของกรมควบคุมโรค ซึ่งจะใช้ไฟฉาย 
ส่องส�ำรวจดกูารเคลือ่นไหวของลกูน�ำ้ในภาชนะทีม่นี�ำ้ขงัทัง้ในบ้านและบรเิวณรอบบ้านทัง้หมด ค�ำนวณค่าดชันคีวามชุก 
ของลูกน�้ำยุงลาย ได้แก่ House Index (HI) เป็นดัชนีแสดงร้อยละของจ�ำนวนครัวเรือนที่พบแหล่งเพาะพันธุ ์
ยุงลาย ท�ำให้ทราบโอกาสเส่ียงต่อการระบาดของโรคไข้เลือดออกในแต่ละพื้นที่ และ Container Index (CI) 
วัดจากจ�ำนวนภาชนะ เป็นดัชนีแสดงร้อยละของจ�ำนวนแหล่งเพาะพันธุ์ยุงลาย ซึ่งมีประโยชน์ทางด้านระบาดวิทยา 
จากนั้นจึงน�ำกับดักไข่ยุงลายที่ใส่แผ่นฟองน�้ำพันรอบด้านในกับดักไปวางในพื้นที่เป้าหมาย 2 หมู่บ้าน คือ หมู่ที่ 3 
ต�ำบลบ้านโพธิ์ และหมู่ที่ 2 ต�ำบลนาท่ามเหนือ หมู่บ้านละ 100 หลังคาเรือน จ�ำนวนบ้านละ 4 กับดักรวมใช้กับดัก 
ทัง้หมด 800 กบัดกั โดยวางในต�ำแหน่งท่ียงุลายมกัมาเกาะในบรเิวณนอกบ้านจ�ำนวน 2 กบัดกั และในบ้านจ�ำนวน 2 กับดกั 
หลังจากครบระยะเวลา 1 เดือน และ 2 เดือน อสม. จะออกส�ำรวจความชุกของลูกน�้ำยุงลายใส่เอซายก�ำจัดลูกน�้ำยุงลาย 
ในภาชนะขังน�้ำ และเก็บแผ่นฟองน�้ำน�ำส่งมายังศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 12/1 ตรัง เพื่อตรวจนับจ�ำนวนไข่ยุงลาย
โดยใช้แว่นขยายก�ำลังขยาย 3 เท่า

การเตรียมกับดักลีโอแทรป  
เปิดฝากับดักแล้วเติมน�้ำสะอาดลงไปโดยให้ระดับน�้ำต�่ำกว่าขอบบนของรูน�้ำล้นประมาณครึ่งนิ้ว จากน้ัน 

ใส่เอซายก�ำจัดลูกน�้ำยุงลายลงในกับดักประมาณครึ่งช้อนชา

การวิเคราะห์ข้อมูล  ข้อมูลที่ได้จะถูกน�ำมาวิเคราะห์ผลหาค่าดัชนีชี้วัดต่าง ๆ ดังนี้

1.	 ค่าดัชนีความชุกของลูกน�้ำยุงลาย

			   	 จ�ำนวนภาชนะที่พบลูกน�้ำยุงลาย		
		  Container Index (CI)	 =		  × 100	
				    จ�ำนวนภาชนะที่ส�ำรวจทั้งหมด

				    จ�ำนวนบ้านที่พบลูกน�้ำยุงลาย
		  House Index (HI) 	 = 		 × 100
				    จ�ำนวนบ้านที่ส�ำรวจทั้งหมด
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				    จ�ำนวนกับดักที่มีไข่ยุงลาย
2.	 อัตราการพบไข่ยุงลาย 	 = 		  ×100
			         จ�ำนวนกับดักที่มีทั้งหมด
				  

				         จ�ำนวนไข่ยุงลาย
3.	 ปริมาณไข่ยุงลายต่อกับดัก	 = 
				    จ�ำนวนกับดักที่พบไข่ยุงลาย

				    จ�ำนวนไข่ยุงลาย
4.	 จ�ำนวนยุงลายที่ถูกก�ำจัด 	 = 	                      ×  500 (13)
                                                                                         2

(เนื่องจากยุงตัวเมีย 1 ตัว สามารถวางไข่ได้ประมาณ 500 ฟอง โดยลูกยุงที่เกิดขึ้นใหม่จะเป็นยุงเพศเมีย 

ครึ่งหนึ่ง ซึ่งสามารถดูดเลือดคนและแพร่เชื้อไข้เลือดออกต่อได้)

การเปรียบเทียบจ�ำนวนไข่ยุงลายบริเวณในบ้านและนอกบ้านจะใช้การทดสอบด้วยสถิติ t-test โดยก�ำหนด

ระดับนัยส�ำคัญที่ α = 0.05

ผล

การส�ำรวจค่าดัชนีความชุกของลูกน�้ำยุงลาย

ค่าดัชนีความชุกของลูกน�้ำยุงลายประจ�ำเดือนมิถุนายน 2563 ของหมู่ที่ 3 ต�ำบลบ้านโพธิ์ ก่อนวางกับดัก 

ลีโอแทรป มีค่า CI และ HI ร้อยละ 28.29 และ 87 ตามล�ำดับ จากนั้นออกส�ำรวจค่าดัชนีความชุกของลูกน�้ำยุงลาย

ประจ�ำเดือนกรกฎาคม 2563 หลังจากวางกับดักลีโอแทรปนาน 1 เดือน พบว่ามีค่า CI และ HI ลดลงจากเดิม โดย 

มีค่า CI ร้อยละ 13.39 และค่า HI ร้อยละ 54 ขณะที่ค่าดัชนีความชุกของลูกน�้ำยุงลายประจ�ำเดือนสิงหาคม 2563  

มีค่า CI ร้อยละ 12.88 และค่า HI ร้อยละ 47 ซึ่งลดลงจากเดือนกรกฎาคม ขณะที่ค่า CI และ HI ของหมู่บ้าน 

เปรียบเทียบ หมู่ที่ 1 ต�ำบลบ้านโพธิ์ มีค่า CI และ HI คงที่ไม่เปลี่ยนแปลง ดังแสดงในตารางที่ 1

ค่าดชันคีวามชกุของลกูน�ำ้ยงุลายในเดอืนมถุินายน 2563 ของหมูท่ี ่2 ต�ำบลนาท่ามเหนอื ก่อนวางกับดกัลโีอแทรป 

มีค่า CI และ HI ร้อยละ 6.58 และ 33 ตามล�ำดับ หลังจากวางกับดักลีโอแทรปนาน 1 เดือน ได้ออกส�ำรวจ 

ค่าดชันคีวามชกุของลูกน�ำ้ยงุลายในเดอืนกรกฎาคม 2563 พบว่ามค่ีา CI และ HI คดิเป็นร้อยละ 7.02 และ 41 ตามล�ำดบั 

ซึ่งเพ่ิมข้ึนจากเดิมเล็กน้อย เมื่อครบก�ำหนดเดือนที่ 2 ได้ออกส�ำรวจค่าดัชนีความชุกของลูกน�้ำยุงลายประจ�ำเดือน

สิงหาคม 2563 อีกครั้ง พบค่า CI ร้อยละ 3.50 และ HI ร้อยละ 41 ซึ่งมีค่า CI ลดลงจากเดือนกรกฎาคม แต่ค่า HI 

ไม่เปลี่ยนแปลง ในขณะท่ีค่า CI และ HI ของหมู่บ้านเปรียบเทียบ หมู่ที่ 4 ต�ำบลนาท่ามเหนือ มีค่า CI ของ

เดือนมิถุนายนร้อยละ 7.75 ส่วนในเดือนกรกฎาคมและสิงหาคมมีค่าค่อนข้างคงที่ไม่เปลี่ยนแปลง ส�ำหรับค่า HI 

ในเดือนกรกฎาคมลดลงเล็กน้อย และในเดือนสิงหาคมมีค่าลดลงจากเดิมเหลือเพียงร้อยละ 36 ดังแสดงในตารางที่ 1

นอกจากนี้ ปัจจัยส�ำคัญอีกหนึ่งปัจจัยที่มีผลต่อการควบคุมโรคไข้เลือดออก คือ สภาพภูมิอากาศ โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งความชุกของฝน เนื่องจากน�้ำฝนสามารถขังอยู่ตามสิ่งแวดล้อมรวมถึงภาชนะรองรับต่าง ๆ ซึ่งจะเป็นแหล่ง 

เพาะพันธุย์งุได้  จากรายงานสถานอีตุนุยิมวิทยาตรงั พบปรมิาณน�ำ้ฝนเฉลีย่รายเดอืนของอ�ำเภอเมอืงตรงั ระหว่างเดอืน

พฤษภาคมถึงกันยายน 2563 คิดเป็น 274, 168.80, 223.20, 180.10 และ 297.30 มิลลิลิตร ตามล�ำดับ หลังวางกับดัก 

ลโีอแทรป ค่า CI และ HI ในเดอืนกรกฎาคมและสงิหาคมของหมูท่ี ่3 ต�ำบลบ้านโพธิ ์มค่ีาลดลง ในขณะท่ีกลุม่เปรียบเทยีบ 

มีค่าคงที่ ส�ำหรับต�ำบลนาท่ามเหนือ หลังวางกับดักลีโอแทรป 1 เดือน ค่า CI ของหมู่ที่ 2 ลดลงในเดือนสิงหาคม 

ส่วนค่า HI  เพิม่ขึน้ในเดอืนกรกฎาคม และคงทีใ่นสงิหาคม ค่า CI ของหมูท่ี ่4 ลดลงในเดือนแรก และคงทีใ่นเดอืนที ่2 

และค่า HI ลดลงอย่างต่อเนื่อง ดังแสดงในภาพที่ 1 และ 2
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ตารางที่ 1 ค่าดัชนีความชุกของลูกน�้ำยุงลายในแต่ละเดือนแยกตามรายหมู่บ้าน

หมู่บ้าน
จ�ำนวนบ้าน 

(หลัง)

Container Index (CI) House Index (HI)

มิ.ย. 63 ก.ค. 63 ส.ค. 63 มิ.ย. 63 ก.ค. 63 ส.ค. 63

ต�ำบลบ้านโพธิ์

หมู่ที่ 3 (กลุ่มทดลอง) 100 28.29 13.39 12.88 87.00 54.00 47.00

หมู่ที่ 1 (กลุ่มเปรียบเทียบ) 100 25.63 25.63 25.64 99.00 99.00 99.00

ต�ำบลนาท่ามเหนือ

หมู่ที่ 2 (กลุ่มทดลอง) 100 6.58 7.02 3.50 33.00 41.00 41.00

หมู่ที่ 4 (กลุ่มเปรียบเทียบ) 100 7.75 4.34 4.21 53.00 47.00 36.00

ภาพที่ 1 	ความสัมพันธ์ระหว่างค่าดชันีความชกุของลกูน�ำ้ยงุลาย (CI, HI) และปรมิาณน�ำ้ฝนเฉลีย่รายเดอืนของหมูบ้่าน 

	 ที่เข้าร่วมโครงการในต�ำบลบ้านโพธิ์ ปี 2563

ภาพที่ 2 	ความสัมพันธ์ระหว่างค่าดชันีความชกุของลกูน�ำ้ยงุลาย (CI, HI) และปรมิาณน�ำ้ฝนเฉลีย่รายเดอืนของหมูบ้่าน 

	 ที่เข้าร่วมโครงการในต�ำบลนาท่ามเหนือ ปี 2563
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การตรวจนับจ�ำนวนไข่ยุงลาย

ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 12/1 ตรงั ด�ำเนินการตรวจนับจ�ำนวนไข่ยุงลายบนแผ่นฟองน�้ำ โดยผึ่งฟองน�้ำ

ให้แห้งแล้วเก็บลงในถุงพลาสติกใส นับจ�ำนวนไข่ยุงลายภายใต้แว่นขยายที่มีก�ำลังขยาย 3 เท่า  ต�ำบลบ้านโพธิ์เก็บแผ่น

ฟองน�้ำมาครบถ้วนในเดือนกรกฎาคมจ�ำนวน 400 แผ่น นับจ�ำนวนไข่ยุงลายบริเวณในบ้านรวม 13,503 ฟอง และ

นอกบ้านรวม 18,408 ฟอง รวมจ�ำนวนไข่ยุงลายที่กับดักสามารถดึงดูดยุงลายให้มาวางไข่ได้ทั้งหมด 31,911 ฟอง 

ซึง่ค่าเฉล่ียของจ�ำนวนไข่ยงุลายบรเิวณในบ้านและนอกบ้านมคีวามแตกต่างกนัอย่างมีนัยส�ำคญัทางสถติ ิ(p = 0.03)  ใน

เดือนสิงหาคมเก็บแผ่นฟองน�้ำมาครบถ้วนจ�ำนวน 400 แผ่น นับจ�ำนวนไข่ยุงลายบริเวณในบ้านรวม 14,387 ฟอง และ

นอกบ้านรวม 18,061 ฟอง รวมจ�ำนวนไข่ยุงลายที่กับดักสามารถดึงดูดยุงลายให้มาวางไข่ได้ทั้งหมด 32,448 ฟอง โดย

ค่าเฉลี่ยของจ�ำนวนไข่ยุงบริเวณในบ้านและนอกบ้านไม่มีความแตกต่างกัน (p = 0.18) เมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของ 

ไข่ยงุลายบริเวณในบ้านระหว่างเดอืนกรกฎาคมและสงิหาคมพบว่าไม่แตกต่างกนั (p = 0.70) และค่าเฉลีย่ของไข่ยงุลาย 

บรเิวณนอกบ้านระหว่างเดือนกรกฎาคมและสิงหาคมไม่มคีวามแตกต่างกันเช่นเดยีวกัน (p = 0.87) ดงัแสดงในตารางที ่2  

อย่างไรกต็ามสามารถค�ำนวณจ�ำนวนยงุลายท่ีถกูก�ำจดัไปจากจ�ำนวนไข่ยงุลายทัง้หมด 64,359 ฟอง โดยไข่ยุงลายเหล่านี้

สามารถฟักออกมาเป็นยงุตวัเมีย ซ่ึงจะมากนิเลือดคนและแพร่เชือ้ไข้เลอืดออกได้ประมาณ 32,180 ตวั และยงุตวัเมยี 1 ตวั 

สามารถวางไข่ได้ประมาณ 500 ฟอง(1, 9) ท�ำให้สามารถก�ำจดัยงุลายในหมูท่ี ่3 ต�ำบลบ้านโพธิน์ีไ้ปได้ประมาณ 16,089,750 ตวั 

ภายในระยะเวลา 2 เดือน ทั้งนี้พบไข่ยุงลายในกับดักลีโอแทรปทั้งหมด 746 กับดัก จากทั้งหมด 800 กับดัก อัตราการ

พบไข่ยุงลายในกับดักลีโอแทรปจึงคิดเป็นร้อยละ 93.25 ดังแสดงในตารางที่ 3 ส่วนค่าเฉลี่ยไข่ยุงลายที่พบ ซึ่งค�ำนวณ 

จากจ�ำนวนไข่ยุงลาย 64,359 ฟอง/จ�ำนวนกับดักที่พบไข่ 746 กับดัก คิดเป็น 86.27 ฟอง/กับดัก

ต�ำบลนาท่ามเหนือเก็บแผ่นฟองน�้ำมาได้ในเดือนกรกฎาคมจ�ำนวน 398 แผ่น นับจ�ำนวนไข่ยุงบริเวณในบ้าน 

รวม 13,999 ฟอง และนอกบ้านรวม 18,081 ฟอง รวมจ�ำนวนไข่ยุงลายที่กับดักสามารถดึงดูดยุงลายให้มาวางไข่ได้

ทั้งหมด 32,080 ฟอง ซึ่งค่าเฉลี่ยของไข่ยุงลายบริเวณในบ้านและนอกบ้านไม่มีความแตกต่างกัน (p = 0.07)  ในเดือน

สิงหาคมเก็บแผ่นฟองน�้ำมาได้จ�ำนวน 268 แผ่น นับจ�ำนวนไข่ยุงบริเวณในบ้านรวม 12,025 ฟอง และนอกบ้าน รวม 

9,048 ฟอง รวมจ�ำนวนไข่ยุงลายที่กับดักสามารถดึงดูดยุงลายให้มาวางไข่ได้ทั้งหมด 21,073 ฟอง โดยค่าเฉล่ียของ

ไข่ยุงลายบริเวณในบ้านและนอกบ้านไม่มีความแตกต่างกัน (p = 0.13) เมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของไข่ยุงลายบริเวณ 

ในบ้านระหว่างเดือนกรกฎาคมและสิงหาคมพบว่าไม่แตกต่างกัน (p = 0.19) ขณะที่ค่าเฉลี่ยของไข่ยุงลายบริเวณนอก

บ้านระหว่างเดือนกรกฎาคมและสงิหาคมมคีวามแตกต่างกนัอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ(p = 0.02) ดงัแสดงในตารางที ่2  

เมื่อค�ำนวณจ�ำนวนยุงลายที่ถูกก�ำจัดไปโดยประมาณจากจ�ำนวนไข่ยุงลาย 53,153 ฟอง ในหมู่ที่ 2 ต�ำบลนาท่ามเหนือนี้ 

คดิเป็น 13,288,250 ตวั ภายในระยะเวลา 2 เดอืน ทัง้นีพ้บไข่ยงุลายในกบัดกัลโีอแทรปทัง้หมด 618 กบัดกั จากทัง้หมด 

666 กับดัก อัตราการพบไข่ยุงลายในกับดักลีโอแทรปจึงคิดเป็นร้อยละ 92.79 ดังแสดงในตารางที่ 3  ส่วนค่าเฉลี่ย 

ไข่ยงุลายทีพ่บซึง่ค�ำนวณจากจ�ำนวนไข่ยงุลาย 53,153 ฟอง/จ�ำนวนกับดกัทีพ่บไข่ 618 กับดกั คิดเป็น 86.01 ฟอง/กบัดกั 

สถานการณ์ผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกของหมู่บ้านที่เข้าร่วมโครงการ

จากข้อมูลของส�ำนักงานสาธารณสุขจังหวัดตรัง รายงานสถานการณ์จ�ำนวนผู้ป่วยและอัตราป่วยต่อแสน

ประชากรแยกตามรายเดือน ดังแสดงในตารางท่ี 4 ช่วงก่อนเริ่มด�ำเนินการลงพ้ืนที่ศึกษา ระหว่างเดือนมกราคมถึง

พฤษภาคม 2563 ในหมู่ที่ 3 และหมู่ที่ 1 ต�ำบลบ้านโพธิ์ พบผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกสะสม 8 ราย และ 1 ราย ตามล�ำดับ 

และมีอัตราป่วยเท่ากับ 117.86, 117.86, 0, 176.78 และ 58.93 ต่อแสนประชากร ตามล�ำดับ  เมื่อเริ่มด�ำเนินการลง 

พื้นที่ศึกษาในเดือนมิถุนายนถึงกันยายน 2563 ไม่พบรายงานจ�ำนวนผู้ป่วยในหมู่ที่ 3 ส่วนในหมู่ที่ 1 พบผู้ป่วย 2 ราย 

เฉพาะในเดือนกรกฎาคมคิดเป็นอัตราป่วย 118.55 ต่อแสนประชากร  ส�ำหรับหมู่ที่ 2 และหมู่ที่ 4 ต�ำบลนาท่ามเหนือ 

ช่วงก่อนเริม่ด�ำเนนิการลงพืน้ท่ีศกึษา พบผูป่้วยโรคไข้เลอืดออกสะสม 3 ราย และ 0 ราย ตามล�ำดบั โดยในหมูท่ี ่2 มอัีตรา
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ป่วยในเดือนเมษายนและพฤษภาคมคิดเป็น 79.55 และ 159.11 ต่อแสนประชากร ตามล�ำดับ  หลังด�ำเนินการลงพื้นที่ 

พบผู้ป่วยไข้เลือดออกสะสมเพิ่มขึ้นทั้ง 2 หมู่บ้าน คือ 4 ราย และ 1 ราย ตามล�ำดับ มีอัตราป่วยในหมู่ที่ 2 ระหว่างเดือน

มถินุายนและกนัยายนคดิเป็น 159.11, 159.11, 0 และ 0 ต่อแสนประชากร ตามล�ำดบั ในขณะท่ีพบอัตราป่วยของหมูท่ี ่4 

เฉพาะในเดือนกรกฎาคมเท่ากับ 101.73 ต่อแสนประชากร

ตารางที่ 2  จ�ำนวนไข่ยุงลายบนแผ่นฟองน�้ำในแต่ละเดือนแยกตามรายหมู่บ้าน

หมู่บ้าน
เดือน ก.ค. 63: ฟอง (ค่าเฉลี่ย) เดือน ส.ค. 63: ฟอง (ค่าเฉลี่ย)

ในบ้าน นอกบ้าน รวม p-value* ในบ้าน นอกบ้าน รวม p-value*

ต�ำบลบ้านโพธิ์ หมู่ที่ 3 13,503

(67.52)

18,408

(92.04)

31,911 0.03 14,387

(71.89)

18,061

(90.28)

32,448 0.18

ต�ำบลนาท่ามเหนือ หมู่ที่ 2 13,999 18,081 32,080 0.07 12,025 9,048 21,073 0.13

(69.98) (91.33) (90.43) (66.61)

หมู่บ้าน
ในบ้าน: ฟอง (ค่าเฉลี่ย) นอกบ้าน: ฟอง (ค่าเฉลี่ย)

ก.ค. 63 ส.ค. 63 รวม p-value* ก.ค. 63 ส.ค. 63 รวม p-value*

ต�ำบลบ้านโพธิ์ หมู่ที่ 3 13,503

(67.52)

14,387

(71.89)

27,890 0.70 18,408

(92.04)

18,061

(90.28)

36,469 0.87

ต�ำบลนาท่ามเหนือ หมู่ที่ 2 13,999

(69.98)

12,025

(90.43)

26,024 0.19 18,081

(91.33)

9,048

(66.61)

27,129 0.02

*ก�ำหนดระดับนัยส�ำคัญที่ α = 0.05

ตารางที่ 3 อัตราการพบไข่ยุงลายในกับดักลีโอแทรปในแต่ละเดือนแยกตามรายหมู่บ้าน

หมู่บ้าน

ในบ้าน นอกบ้าน รวม

จ�ำนวน

กับดัก

(กับดัก)

พบ

ไข่ยุงลาย

(กับดัก)

อัตรา

การพบ

(ร้อยละ)

จ�ำนวน

กับดัก

(กับดัก)

พบ

ไข่ยุงลาย

(กับดัก)

อัตรา

การพบ

(ร้อยละ)

จ�ำนวน

กับดัก

(กับดัก)

พบ

ไข่ยุงลาย

(กับดัก)

อัตรา

การพบ

(ร้อยละ)

ต�ำบลบ้านโพธิ์ หมู่ที่ 3

 เดือน ก.ค. 63 200 170 85.00 200 191 95.50 400 361 90.25

 เดือน ส.ค. 63 200 188 94.00 200 197 98.50 400 385 96.25

รวม 800 746 93.25

ต�ำบลนาท่ามเหนือ หมู่ที่ 2

 เดือน ก.ค. 63 200 174 87.00 198 186 93.93 398 360 90.45

 เดือน ส.ค. 63 133 127 95.49 135 131 97.04 268 258 96.27

รวม 666 618 92.79
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วิจารณ์

การควบคุมปริมาณหรือก�ำจัดยุงลายจะน�ำไปสู่การลดหรือป้องกันการเกิดโรคไข้เลือดออกและโรคอื่นๆ ที่มี

พาหะน�ำโรคเป็นยงุลายได้  ได้แก่ ไข้ชคินุกนุยา(10) และโรคตดิเชือ้ไวรสัซกิา  จากผลการศกึษาครัง้นี ้พบว่ากบัดกัลโีอแทรป 

สามารถลดจ�ำนวนประชากรยงุลายลงได้เป็นจ�ำนวนมาก มปีระสทิธภิาพในการดงึดดูยงุลายให้มาวางไข่ได้ในระดบัดมีาก 

สอดคล้องกับการศึกษาของ ชูศักดิ์ โมลิโต และคณะ ที่ประยุกต์ใช้กับดักไข่ยุงลีโอแทรปเพื่อลดความหนาแน่นของ 

ยุงลายในพื้นที่ระบาดของโรคไข้เลือดออกในจังหวัดสงขลา(11) โดยการลดปริมาณไข่ยุงลายจะเป็นการตัดวงจรชีวิตของ 

ยงุลายในระยะแรกท่ีมีโอกาสจะแพร่พนัธุ ์ซึง่จะเป็นประโยชน์ในการยบัยัง้การระบาดของโรคตดิต่อทีม่ยีงุลายเป็นพาหะ

ลงได้ในกรณไีข่ยงุลายนัน้ตดิเช้ือไวรสั  จากการศกึษาของ อุษาวด ีถาวระ และคณะ เก่ียวกับอัตราการตดิเช้ือไวรสัเดงกขีอง 

ยุงลายบ้านและยุงลายสวนในธรรมชาติ พบว่ายุงลายบ้านมีอัตราการติดเช้ือไวรัสเดงกีมากกว่ายุงลายสวน(5) 

อย่างไรก็ตาม กับดักลีโอแทรปสามารถดึงดูดยุงลายเพศเมียทั้งสองชนิดให้มาวางไข่ได้เป็นอย่างดี(9)

จากผลการศึกษาในต�ำบลบ้านโพธิ์ กับดักลีโอแทรปดักจับไข่ยุงลายได้สูงถึง 64,359 ฟอง ภายในระยะเวลา 

2 เดือน ซึ่งลดปริมาณยุงลายที่จะเกิดใหม่ได้ประมาณ 16,089,750 ตัว ภายในระยะเวลา 30-45 วัน โดยประมาณ  

เมื่อเปรียบเทียบกับข้อมูลการส�ำรวจลูกน�้ำยุงลายจะเห็นว่าค่า CI และ HI ของหมู่บ้านที่ใช้กับดักไข่ยุงลีโอแทรป 

มีค่าลดลงเช่นกัน  ส�ำหรับต�ำบลนาท่ามเหนือ กับดักลีโอแทรปสามารถดักจับไข่ยุงลายและลดจ�ำนวนประชากรยุงลาย

ได้จ�ำนวนมากเช่นเดียวกันกับต�ำบลบ้านโพธิ์ โดยกับดักลีโอแทรปดักจับไข่ยุงลายได้ถึง 53,153 ฟอง ลดปริมาณยุง 

ที่จะเกิดขึ้นใหม่ได้ประมาณ 13,288,250 ตัว  แม้ว่าต�ำบลนาท่ามเหนือจะเก็บแผ่นฟองน�้ำมาได้ไม่ครบถ้วนเนื่องจาก

อาจมีปัจจัยภายนอกท่ีควบคุมไม่ได้มารบกวน ในส่วนของข้อมูลการส�ำรวจลูกน�้ำยุงลาย หมู่บ้านที่ใช้กับดักไข่ยุง 

ลีโอแทรป มีค่า CI ลดลงหลังด�ำเนินการในเดือนที่ 2 แต่ค่า HI เพิ่มข้ึนเล็กน้อย อาจเนื่องมาจากมีจ�ำนวนภาชนะ 

ที่ขังน�้ำเพิ่มขึ้นหลังฝนตก

ส�ำหรับค่าดัชนีความชุกลูกน�้ำยุงลาย ค่า HI ถือว่าเป็นค่าดัชนีที่ง่ายที่สุดในการท�ำนายความเสี่ยงของโรค

เนื่องจากไม่ได้น�ำจ�ำนวนภาชนะที่พบลูกน�้ำยุงลายมาพิจารณา แต่ท�ำให้ทราบโอกาสเส่ียงต่อการเป็นโรคไข้เลือดออก

ในแต่ละพ้ืนที่ได้ ขณะที่ค่า CI จะค�ำนวณจากร้อยละของจ�ำนวนภาชนะที่พบลูกน�้ำยุงลายซึ่งถือเป็นแหล่งเพาะพันธุ ์

ตารางที่ 4  จ�ำนวนผู้ป่วยและอัตราป่วยโรคไข้เลือดออกของหมู่บ้านที่เข้าร่วมโครงการ ปี 2563 แยกตามรายเดือน

หมู่บ้าน

จ�ำนวนผู้ป่วยก่อนลงพื้นที่: ราย
(อัตราป่วยต่อแสนประชากร) 

จ�ำนวนผู้ป่วยหลังลงพื้นที่: ราย
(อัตราป่วยต่อแสนประชากร)

ม.ค. ก.พ. มี.ค. เม.ย. พ.ค. มิ.ย. ก.ค. ส.ค. ก.ย.

ต�ำบลบ้านโพธิ์
 หมู่ที่ 3 2 2 0 3 1 0 0 0 0

(กลุ่มทดลอง) (117.86) (117.86) (0) (176.78) (58.93) (0) (0) (0) (0)

หมู่ที่ 1 0 0 1 0 0 0 2 0 0

(กลุ่มเปรียบเทียบ) (0) (0) (59.28) (0) (0) (0) (118.55) (0) (0)

ต�ำบลนาท่ามเหนือ

หมู่ที่ 2 0 0 0 1 2 2 2 0 0

(กลุ่มทดลอง) (0) (0) (0) (79.55) (159.11) (159.11) (159.11) (0) (0)

หมู่ที่ 4 0 0 0 0 0 0 1 0 0

(กลุ่มเปรียบเทียบ) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (101.73) (0) (0)



การป้องกันควบคุมยุงพาหะโรคไข้เลือดออกแบบบูรณาการ	 สุวรรณดี ทรัพย์เจริญ และคณะ

115วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 63 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2564

ยุงลาย ท�ำให้มีประโยชน์ในการวางแผนควบคุม อย่างไรก็ตามไม่มีการนับจ�ำนวนลูกน�้ำยุง หากครัวเรือนนั้นพบ 

ลูกน�้ำยุงลายในภาชนะหนึ่งมากหรือมีภาชนะอื่น ๆ  ตามธรรมชาติที่เกิดขึ้นและตกส�ำรวจไป การส�ำรวจจ�ำนวนไข่ยุงลาย

จึงเป็นดัชนีที่มีความละเอียดสูงกว่า สามารถวัดค่าออกมาในเชิงปริมาณได้ชัดเจน

นอกจากนี ้ในเดือนกรกฎาคม 2563 ต�ำบลบ้านโพธิ ์หมู่ที ่3 มจี�ำนวนไข่ยงุลายในกบัดกัภายในบ้านและนอกบ้าน 

แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p = 0.03) โดยมีจ�ำนวนไข่ยุงลายนอกบ้านมากกว่าในบ้าน ซึ่งแตกต่างกันกับผล

การศกึษาของ ณฐัพชัร์ รตันเดชานาคนิทร์ และคณะ ทีท่�ำการศกึษาในอ�ำเภอบางระก�ำ จงัหวดัพษิณโุลก โดยพบไข่ยงุใน

กบัดกัภายในบ้านมากกว่านอกบ้านคดิเป็นร้อยละ 65.4 และ 34.6 ตามล�ำดับ(14)  ทัง้น้ีขึน้กบัชนดิของยงุลายในแต่ละพืน้ท่ี 

ยุงลายบ้านมักวางไข่ในน�้ำขังตามภาชนะต่างๆ ที่อยู่ภายในบ้าน เช่น จานรองขาตู้ ตุ่มน�้ำ เป็นต้น และชอบออกหากิน 

ช่วงเวลากลางวันหลังจากการรณรงค์ให้ก�ำจัดแหล่งเพาะพันธุ์ยุงภายในบ้าน พบว่ายุงลายบ้านออกไปวางไข่นอกบ้าน 

มากข้ึนตามภาชนะท่ีท้ิงกระจัดกระจาย เช่น ยางรถยนต์ กระป๋องน�ำ้ ถงุพลาสตกิ เป็นต้น  ขณะทีย่งุลายสวนมกัออกหากนิ 

ในเวลากลางวันเช่นเดยีวกันกบัยงุลายบ้านและจะพบตามสวนผลไม้หรอืสวนยางพาราเป็นส่วนใหญ่  ยุงตวัเตม็วยัจงึวางไข่

ตามแหล่งน�ำ้ขังต่าง ๆ  ตามสวนผลไม้ สวนยางพารา โพรงต้นไม้ทีม่นี�ำ้ขัง โดยหลงัจากมกีารรณรงค์ให้ก�ำจัดแหล่งเพาะพนัธุ ์

ยุงลายชนิดนี้อย่างต่อเนื่อง ยุงลายชนิดนี้จึงเข้ามาวางไข่ภายในบ้านและอยู่ร่วมกันกับยุงลายบ้านได้(15) 

สภาพภูมิอากาศเป็นอีกหนึ่งตัวแปรส�ำคัญต่อประชากรยุงลาย โดยจะส่งผลต่อพัฒนาการในวงจรชีวิตของ 

ยงุลายพาหะ อาจยดืชวิีตของยงุลายพาหะออกไปท�ำให้มกีารส่งผ่านเช้ือนานขึน้ หรอือาจท�ำให้ระยะเวลาทีใ่ช้ในการเจรญิ

เติบโตสั้นลง เป็นผลให้มีปริมาณยุงลายพาหะเพิ่มมากขึ้นและมีอัตราการกัดสูงขึ้น ซึ่งประเทศไทยมีปริมาณน�้ำฝนเป็น

ปัจจัยส�ำคัญต่อการระบาดของโรคไข้เลือดออก(5)  ในระหว่างการศึกษาครั้งนี้ มีข้อมูลปริมาณน�้ำฝนเฉล่ียจากรายงาน

สถานีอุตุนิยมวิทยาตรังประจ�ำเดือนพฤษภาคม 2563 คิดเป็น 274 มิลลิเมตร ซึ่งเป็นช่วงก่อนเริ่มด�ำเนินการลงพื้นที่ 

และหลังจากลงพื้นที่ในช่วงเดือนมิถุนายนถึงสิงหาคม 2563 มีปริมาณน�้ำฝนเฉลี่ยใกล้เคียงกันอยู่ในช่วง 168.8-223.2 

มิลลิลิตร แต่ค่า CI และ HI ของหมู่บ้านที่วางกับดักลีโอแทรปลดลง แสดงให้เห็นว่าการลดลงของดัชนีความชุก 

ของลูกน�้ำยุงลายอาจเป็นผลมาจากการใช้กับดักลีโอแทรปและใส่ซีโอไลท์ก�ำจัดลูกน�้ำยุง

สรุป

กับดักลีโอแทรปมีบทบาทส�ำคัญในการก�ำจัดลูกน�้ำยุงลายเนื่องจากสามารถดึงดูดยุงลายให้มาวางไข่ได้

จ�ำนวนมาก ทั้งยุงลายบ้านซึ่งมีแหล่งอาศัยอยู่ในบ้านและยุงลายสวนที่มีแหล่งอาศัยอยู่นอกบ้าน โดยมีประสิทธิภาพ

ในการดึงดูดยุงลายให้มาวางไข่ร้อยละ 90.25-96.27 และช่วยลดจ�ำนวนยุงลายในพื้นที่ที่ใช้ลีโอแทรปได้ประมาณ 

13,288,250-16,089,750 ตัว ภายในระยะเวลา 2 เดือน จึงสามารถน�ำมาใช้เป็นมาตรการในการก�ำจดัยุงลายเพ่ือควบคมุ 

โรคไข้เลือดออกได้อีกทางหนึ่ง

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ที่สนับสนุนงบประมาณ และขอขอบคุณผู้ร่วมโครงการ ประกอบด้วย 

ส�ำนักงานสาธารณสขุจังหวัดตรัง ส�ำนักงานสาธารณสุขอ�ำเภอเมืองตรัง ศนูย์ควบคุมโรคติดต่อน�ำโดยแมลงที่ 12.3 ตรัง 

โรงพยาบาลส่งเสริมสุขภาพประจ�ำต�ำบลบ้านโพธิ์ โรงพยาบาลส่งเสริมสุขภาพประจ�ำต�ำบลนาท่ามเหนือ อาสาสมัคร

สาธารณสุขประจ�ำหมู่บ้าน ตลอดจนทุกครัวเรือนในหมู่ที่ 1 และ 3 ต�ำบลบ้านโพธิ์ หมู่ที่ 2 และ 4 ต�ำบลนาท่ามเหนือ 

รวมทั้งสถานีอุตุนิยมวิทยาตรัง ที่สนับสนุนข้อมูลต่าง ๆ และให้ความร่วมมือในการด�ำเนินโครงการเป็นอย่างดี
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Dengue Haemorrhagic Fever Vectors 

in High Risk Areas in Trang
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3Banpho Tambon Health Promoting Hospital, Amphoe Muang, Trang 92000
4Na Tham Nuea Tambon Health Promoting Hospital, Amphoe Muang, Trang 92000
5Vector Borne Disease Control 12.3 Trang, Amphoe Muang, Trang 92000
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ABSTRACT  Dengue haemorrhagic fever (DHF) is one of public health problems that has Aedes  
mosquitoes as vectors. The incidence of the disease remains high in Trang province, particularly Muang 
Trang area. The effective prevention and control measures for DHF vectors are needed in order to reduce 
the incidence of DHF, while the existing measures are currently not effective as expected. The use of 
LeO-Trap and zeolite granules could be the effective devices for controlling Aedes larvae. This study 
aimed to evaluate the control method for Aedes larval control using LeO-Trap and zeolite granules in 
Muang Trang area, including Banpho and Na Tham Nuea sub-districts, between June and August 2020. 
LeO-Trap sets were installed in 100 houses per sub-district. Aedes larval indices: Container Index (CI) 
and House Index (HI) were carried out and the number of mosquito eggs were collected and compared 
with the control sites. After implementing LeO-Trap for two months, CI and HI in Banpho sub-district 
were declined from 28.29% and 87% to 12.88% and 47%, respectively. The total of 64,359 eggs was found 
in traps, while the percentage of trap containing eggs was 93.25%. In Na Tham Nuea sub-district, CI 
and HI were altered from 6.58% and 33.0% to 3.50% and 41.0%, respectively. The total of 53,125 eggs in 
traps was demonstrated, while the percentage of trap containing eggs was 92.79%. Moreover, in  
Banpho sub-district, average of the number of mosquito eggs was statistically different between indoor 
and outdoor traps (p=0.03), as well as no DHF patient was found after placing traps for one month.  
LeO-Trap and zeolite granules could be an effective device to control Aedes larvae, possibly leading to 
an additional vector control to diminish the populations of Aedes mosquitoes and the number of DHF 
patients in the future.

Keywords: Ovitrap, LeO-Trap, Aedes., Dengue Haemorrhagic Fever, Trang
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ของห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ในประเทศไทย 
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บทคัดย่อ  ส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข เป็นหน่วยรับรองระบบงาน 

ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ตามมาตรฐาน ISO 15189 แห่งเดียวของประเทศไทย โดยด�ำเนินการตามมาตรฐาน ISO/IEC 

17011 จนได้ลงนามยอมรับร่วม (Mutual Recognition Arrangement, MRA) กับองค์การระหว่างประเทศ Asia  

Pacific Accreditation Cooperation (APAC) และ International Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC) 

ได้สร้างนกัวชิาการทีผ่่านหลกัสูตรอบรมขึน้ทะเบยีนเป็นผูต้รวจประเมนิห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์ตามมาตรฐาน ISO 15189 

จ�ำนวน 193 คน นับจากปี พ.ศ. 2547 มีห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ผ่านการรับรองสะสมมาจนถึงปี พ.ศ. 2562 จ�ำนวน 

201 แห่ง แม้ปรากฏผลส�ำเร็จของการยกระดับคุณภาพตามมาตรฐานสากลของห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ในประเทศไทย 

แต่ข้อมูลจากการวิเคราะห์กระบวนการรับรองระบบงานยังแสดงถึงจุดอ่อนบางส่วน จึงได้ก�ำหนดกลยุทธ์ เพื่อปิดจุดอ่อนและ

เพิ่มประสิทธิภาพของโปรแกรมการรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ โดยการลดข้ันตอน ลดเวลา  และลดจ�ำนวนเอกสาร 

ทีใ่ช้ในกระบวนการรบัรอง เน้นการเพ่ิมพูนความสามารถของผูต้รวจประเมนิทีเ่ป็นอาสาสมคัรจากองค์กรภายนอกและบคุลากร

ภายในของหน่วยรับรอง รวมถึงการพัฒนารูปแบบการสื่อสารและการประชาสัมพันธ์เชิงรุกมากขึ้น มีวัตถุประสงค์เพื่อให้ 

ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่ผ่านการรับรองมาตรฐานระดับประเทศสามารถปรับปรุงเข้าสู่มาตรฐานสากล ISO 15189 

ขณะเดยีวกนักระบวนการรบัรองระบบงานห้องปฏบิติัการทางการแพทย์ได้รบัการพฒันาให้มคีวามรวดเรว็และทนัสมยัข้ึนอย่าง

ชัดเจน ซึ่งกระบวนการ e-Accreditation ช่วยลดเวลากระบวนการรับรองจาก 220 วัน เหลือเฉลี่ย 77 วัน นอกจากน้ัน 

หน่วยรับรองได้มุ่งมั่นขยายขอบข่ายการรับรองให้ครอบคลุมด้านการเก็บรักษาสารชีวภาพตามมาตรฐาน ISO 20387: 2018 

Biotechnology - Biobanking - General requirements for biobanking ภายในปี พ.ศ. 2565   และการศึกษานี้ 

ยังได้เสนอแนวทางปรับปรุงโครงสร้างการบริหารหน่วยรับรองทั้ง 4 แห่ง ของประเทศไทยไว้ด้วย

ค�ำส�ำคัญ:  หน่วยรับรองระบบงาน, ISO 15189, ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ 
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บทนำ� 

ในกระบวนการตรวจวินิจฉัยโรค ต้องมีการเก็บตัวอย่างจากส่วนต่างๆ จากร่างกายของบุคคลไปตรวจ

วิเคราะห์ที่ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ เพื่อน�ำผลการตรวจไปใช้ประกอบการตัดสินใจวางแผนการดูแลรักษาผู้ป่วย 

เฝ้าระวัง ควบคุม หรือป้องกันโรค ดังน้ันผลตรวจวิเคราะห์ต้องมีความถูกต้อง ครบถ้วน และส่งมอบให้แพทย์หรือ 

ผูใ้ช้บรกิารได้ทันเวลา เพือ่ให้เกดิประโยชน์สงูสดุต่อประชาชน ซึง่กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข เหน็

ความส�ำคัญดังกล่าว จึงจัดตั้งโปรแกรมทดสอบความช�ำนาญการตรวจวิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการในสังกัดกระทรวง

สาธารณสุข ตั้งแต่ พ.ศ. 2522 ซึ่งมีการเตรียมตัวอย่างส่งไปให้ห้องปฏิบัติการสมาชิกตรวจวิเคราะห์แล้วน�ำรายงาน

ผลมาเปรียบเทียบตามเกณฑ์ที่ก�ำหนด หากพบประเด็นปัญหาเชิงวิชาการ จะมีการพัฒนาโดยการอบรมฟื้นฟูความรู้

ความเข้าใจของเจ้าหน้าที่ในห้องปฏิบัติการที่ร่วมในโปรแกรม  ต่อมาในปี พ.ศ. 2545 ส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ได้จัดตั้งโปรแกรมพัฒนาคุณภาพของห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ในประเทศไทย โดย

น�ำมาตรฐานระดับสากล ISO 15189: 2003 มาเผยแพร่ให้บุคลากรของห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ในประเทศไทย

ได้รับทราบ และกระตุ้นให้น�ำไปพัฒนาใช้ต่อ มีการสร้างระบบรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ 

ตามมาตรฐาน ISO 15189: 2003-Medical laboratories–Requirements for quality and competence(1)  

ขึ้นในประเทศจนบรรลุความส�ำเร็จเชิงประจักษ์ โดยมีห้องปฏิบัติการที่ผ่านการรับรองแห่งแรกในปี พ.ศ. 2547 และ

จ�ำนวนเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องจนถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2562 มีการรับรองห้องปฏิบัติการไปแล้วจ�ำนวน 201 แห่ง(2)  

คิดเป็นร้อยละ 10.27 ของจ�ำนวนห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่มีอยู่ในประเทศไทย 1,957 แห่ง(3,  4) การศึกษานี้ได้

รวบรวมข้อมูลเชิงประจักษ์ที่ได้ด�ำเนินการผ่านมาตั้งแต่ พ.ศ. 2545 ถึง พ.ศ. 2562  เพื่อแสดงผลลัพธ์ของความส�ำเร็จ 

บางส่วน และแสดงผลการวิเคราะห์กระบวนการทีไ่ด้จดัตัง้มา ใช้การสบืค้นหาปัจจยัทีเ่ป็นจุดอ่อน จดุแขง็ อปุสรรค และ

โอกาส เพื่อเร่งส่งเสริมคุณภาพห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ของประเทศไทยที่สามารถให้บริการตามมาตรฐานสากล

มากยิ่งขึ้นไปอย่างต่อเนื่อง รวมถึงให้เกิดการพัฒนาแบบก้าวกระโดดในอนาคตต่อไป 

วิธีการศึกษา 

1.	 การจัดตั้งระบบการรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ให้สอดรับมาตรฐานสากล ISO/IEC 17011(5)

กลุม่รบัรองห้องปฏบิตักิาร ส�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิาร กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสขุ 

ได้ริเริ่มจัดตั้งโปรแกรมการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ตามมาตรฐานสากลให้เป็นไปตามมาตรฐาน 

ISO/IEC 17011: Conformity assessment - Requirements for accreditation bodies accrediting 

conformity assessment bodies โดยมุง่ผลให้โปรแกรมเป็นทีย่อมรบั และได้ลงนามยอมรบัร่วม (Mutual Recognition 

Arrangement, MRA) กับองค์การระดับภูมิภาค คือ Asia Pacific Accreditation Cooperation (APAC) 

และองค์การระดับโลก คือ International Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC) โดยเริ่มต้นจาก 

การศึกษาด้วยตนเอง (Self-Learning) เรียนรู้จากแหล่งข้อมูลนานาชาติที่ตีพิมพ์ในสื่อสิ่งพิมพ์ต่าง ๆ  จัดหลักสูตร

อบรมและเชญิวทิยากรต่างประเทศมาบรรยายเกีย่วกบัมาตรฐาน ISO/IEC 17011 และ ISO 15189 รวมถงึเรยีนรูจ้าก

การเข้าร่วมประชมุประจ�ำปีในฐานะสมาชิกของ APAC และ ILAC อกีทัง้มกีระบวนการเรยีนรูจ้ากการลงมอืปฏบิตัจิรงิ 

(Learning by doing) โดยจัดท�ำโปรแกรมการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่เป็นลายลักษณ์อักษร 

แล้วน�ำไปใช้ปฏบิตัติาม และมีการทบทวนปรบัปรงุแก้ไขอย่างสม�ำ่เสมอ นอกจากนัน้ได้น�ำระบบ Fast Track มาปรบัใช้ 

ในกรณีที่ห้องปฏิบัติการยื่นขอการรับรองมีเหตุผลความจ�ำเป็นเร่งด่วน หน่วยรับรองได้ประกันเวลาให้กระบวนการ

รับรองแล้วเสร็จลดลงจากปกติ 220 วัน เหลือไม่เกิน 90 วัน อีกทั้งในปี พ.ศ. 2562 ได้พัฒนาโปรแกรมอิเล็กทรอนิกส์

น�ำกระบวนการ e-Accreditation มาใช้ในการรับรองห้องปฏิบัติการ โดยเอกสารของห้องปฏิบัติการที่ต้องส่งมาให้
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ใช้ด�ำเนินการและรายงานผลของผู้ตรวจประเมิน จัดท�ำในรูปแบบเอกสารอิเล็กทรอนิกส์ทั้งหมด จึงเป็นการลดการใช้

กระดาษท�ำส�ำเนาเอกสาร รวมถึงลดเวลาที่ใช้ในการขนส่งเอกสารด้วย และได้ประกันเวลาด�ำเนินการไม่เกิน 120 วัน

2.	 การวิเคราะห์เชิงคุณภาพและความสามารถของห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่เข้าสู่กระบวนการรับรอง 

	 มาตรฐานสากล

รวบรวมข้อมูลจากการตรวจประเมินห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ทั้งภาครัฐและเอกชนในประเทศไทย

ที่ผ่านการรับรองตามมาตรฐานสากล ISO 15189 ฉบับที่เป็นปัจจุบันอยู่เสมอ (ฉบับล่าสุด ISO 15189: 2012, 

third edition) แล้วน�ำมาศกึษาวิเคราะห์ประเดน็ทีต้่องน�ำไปปรบัปรงุเชงิคณุภาพและความสามารถของห้องปฏบิตักิาร 

ทางการแพทย์ต่อไป

3.	 การวิเคราะห์กระบวนการด�ำเนินงานของโปรแกรมการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์

น�ำข้อมลูผลการด�ำเนนิการโปรแกรมการรบัรองระบบงานห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์ ตามมาตรฐานสากล

มาวิเคราะห์โดยใช้หลักการวิเคราะห์ตามระบบที่นิยมในสากล SWOT Matrix(6, 7) เพื่อค้นหาปัจจัยที่เป็นจุดแข็ง 

จุดอ่อน โอกาส และอุปสรรค เพื่อใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการวางแผนพัฒนาโปรแกรมการรับรองต่อไปในอนาคต  

4.	 แนวทางใหม่สู่การปรับปรุงหน่วยรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์

น�ำเสนอแนวทางใหม่สู่การปรับปรุงหน่วยรับรองห้องปฏิบัติการและการพัฒนาคุณภาพห้องปฏิบัติการ 

ทางการแพทย์ทั้งภาครัฐและเอกชนในประเทศไทย โดยเสนอการปรับปรุงโครงสร้างการบริหารจัดการหน่วยรับรอง 

ในภาพรวมของประเทศไทย

ผล

1.	 การจัดตั้งระบบรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ให้สอดรับมาตรฐานสากล ISO/IEC 17011

ส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ เป็นหน่วยงานแรกและหน่วยงานเดียว 

ในประเทศไทย ท่ีได้เปิดโปรแกรมการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่มีบริการทดสอบตัวอย่าง 

จากมนุษย์สอดคล้องตามมาตรฐานสากล ISO 15189 โดยสร้างระบบบริหารจัดการกระบวนการรับรองที่เป็นไปตาม

ข้อก�ำหนดของหน่วยรบัรองระบบงานห้องปฏิบตักิารตามมาตรฐานสากล ISO/IEC 17011 เริม่จากการสร้างสิง่จ�ำเป็น 

พื้นฐานในกระบวนการรับรองที่ส�ำคัญ 4 ด้าน ได้แก่ 

1.1	 การจัดท�ำระบบรับรองห้องปฏิบัติการที่เป็นลายลักษณ์อักษรหรือเอกสาร

การพัฒนาโปรแกรมการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ เร่ิมจากบุคลากรที่รับผิดชอบ 

ในกลุ่มรับรองห้องปฏิบัติการค้นคว้าท�ำความเข้าใจกระบวนการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ 

โดยการศึกษามาตรฐาน ISO/IEC 17011, ISO 15189, เอกสารของ APAC และ ILAC ที่เกี่ยวข้อง และเอกสาร 

การรับรองระบบงานท่ีประเทศสมาชิก APAC และ ILAC ได้จัดท�ำออกมาใช้จากนั้นได้เร่งสร้างโอกาสเรียนรู ้

ท�ำความเข้าใจมากขึ้นจากการเข้ารับการอบรมด้านมาตรฐาน ISO/IEC 17011 ที่มีการเปิดอบรมขึ้นในประเทศไทย 

และจากการร่วมประชุมในกลุ ่มประเทศสมาชิก APAC และ ILAC พร้อมเร่งจัดท�ำเอกสาร และมาตรฐาน 

การปฏิบัติงาน (Standard Operating Procedure, SOP) ตามที่ ISO/IEC 17011 ก�ำหนดให้ใช้ในกระบวนการ 

บริหารจัดการของหน่วยรับรองรวมจ�ำนวน 21 เรื่อง ตัวอย่างมาตรฐานการปฏิบัติงาน (SOP) ที่หน่วยรับรอง

ระบบงานห้องปฏิบัติการได้จัดท�ำข้ึน เช่น เรื่องการรับรองห้องปฏิบัติการ, เรื่องการคัดเลือก การพัฒนา  และการ

อบรมผู้ตรวจประเมิน, เร่ืองการแต่งต้ังผู้ตรวจประเมิน, เรื่องการระงับ การเพิกถอน และการปรับลดการรับรอง 
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ห้องปฏิบัติการ, เรื่องการตรวจเฝ้าระวังและการตรวจประเมินซ�้ำห้องปฏิบัติการ, เรื่องการจัดการข้อร้องเรียนเกี่ยวกับ

การรับรองห้องปฏิบัติการ และเรื่องการขยายขอบข่ายการรับรองห้องปฏิบัติการ เป็นต้น อนึ่ง ยังมีเอกสารบางส่วน

ที่จัดท�ำเพื่อให้ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์น�ำไปใช้ปฏิบัติตามจ�ำนวนรวม 16 เรื่อง   เช่น นโยบายการรับรองความ

สามารถการทดสอบด้านการแพทย์และสาธารณสุข,   Supplement Requirements for Medical Laboratory, 

Supplement Requirements for Surgical Pathology Laboratory, ข้อก�ำหนดเพิ่มเติมด้านวิชาการตาม

มาตรฐาน ISO 15189 สาขาโลหิตวิทยาและการแข็งตัวของเลือด, ข้อก�ำหนดเพิ่มเติมด้านวิชาการตามมาตรฐาน ISO 

15189 สาขาเคมีคลินิก, ข้อก�ำหนดเพิ่มเติมด้านวิชาการตามมาตรฐาน ISO 15189 สาขาจุลทรรศนศาสตร์คลินิก, 

ข้อก�ำหนดเพิ่มเติมด้านวิชาการตามมาตรฐาน ISO 15189 สาขาธนาคารเลือด และ Supplement Requirements 

for Cytopathology Laboratory เป็นต้น ซ่ึงเอกสารเหล่าน้ีมีการทบทวนปรับปรุงอย่างสม�่ำเสมอ และได้น�ำออก 

แสดงไว้ในรูปแบบเอกสารอิเล็กทรอนิกส์ ในเว็บไซต์ของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ นอกจากนั้นมีการ 

ออกแบบฟอร์มให้ผู้ตรวจประเมินใช้ประกอบการตรวจประเมินห้องปฏิบัติการ เพื่อบันทึกผลการตรวจประเมินไว ้

เป็นหลักฐานที่ทวนสอบกลับได้ ตัวอย่างเช่น แบบฟอร์มการรักษาข้อมูลที่เป็นความลับและการไม่มีผลประโยชน ์

ทับซ้อน, แบบรายงานการตรวจประเมินห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ แบบบันทึกผลการตรวจประเมินห้องปฏิบัติการ 

ทางการแพทย์, Worksheet for registration list of assessor team meeting, แบบบันทึกหลักฐานที่ผู้ตรวจ

ประเมินพบจากการตรวจประเมิน, แบบบันทึกรายงานข้อมูลที่มีการเปล่ียนแปลง/ปัญหาที่พบจากการตรวจประเมิน, 

การสอบผู้มีสิทธิ์ลงนามตรวจสอบใบรายงานผล (Approved signatory) และทะเบียนผู้เข้าร่วมประชุมการตรวจ

ประเมินเพื่อรับรองห้องปฏิบัติการ เป็นต้น

จากการน�ำระบบ Fast Track มาปรับใช้ในกระบวนการรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ ท�ำให้ลด

กระบวนการรับรองจาก 220 วัน ลงมาเหลือเฉลี่ย 53 วัน โดยในปี พ.ศ. 2562 มีจ�ำนวนห้องปฏิบัติการที่ผ่านการรับรอง 

5 แห่ง นอกจากนั้นได้ใช้กระบวนการ e-Accreditation ท�ำให้ใช้เวลาในการรับรองห้องปฏิบัติการโดยเฉลี่ยเพียง 

77 วัน โดยผ่านการรับรองจ�ำนวน 16 แห่ง ดังแสดงในภาพที่ 1 ห้องปฏิบัติการผ่านการรับรองในระบบ Fast Track 

และดังแสดงในภาพที่ 2 ห้องปฏิบัติการที่ผ่านการรับรองด้วยระบบ e-Accreditation ตามล�ำดับ

ภาพที่ 1 ห้องปฏิบัติการผ่านการรับรองในระบบ Fast Track ใช้เวลา 29-64 วัน (เฉลี่ย 52.8 วัน)
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1.2	 ทรัพยากรบุคคล

ทรัพยากรบุคคลท่ีเกี่ยวข้องในโปรแกรมรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์มี 3 ส่วน ประกอบด้วย 

1) บุคลากรภายในหน่วยรับรองที่ต้องรับผิดชอบกระบวนการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการ 2) ผู้ตรวจประเมินท่ี

ต้องรับผิดชอบออกตรวจห้องปฏิบัติการที่ยื่นขอรับรอง 3) บุคลากรที่เป็นคณะท�ำงานและคณะกรรมการที่พิจารณา 

ผลการตรวจประเมินเพื่อน�ำไปสู่การตัดสินใจอนุมัติให้การรับรองคุณภาพห้องปฏิบัติการ ซึ่งบุคลากรทั้งหมดต้องมี

ความสามารถในงานที่ได้รับมอบหมาย อนึ่ง การบริหารจัดการทรัพยากรบุคคลภายในโปรแกรมรับรองห้องปฏิบัติการ 

ทางการแพทย์เริม่จากมีข้าราชการประจ�ำท่ีเป็นทมีด�ำเนนิการเพียง 4 ต�ำแหน่ง เท่านัน้ จงึจ�ำเป็นต้องพึง่พาทรพัยากรบคุคล 

จากหน่วยงานภายนอกส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการในส่วนที่ต้องปฏิบัติหน้าที่เป็นผู้ตรวจประเมินห้องปฏิบัติการ

ที่ยื่นขอรับรองมาตรฐาน ISO 15189 จากตั้งต้นมีผู้ตรวจประเมินเพียง 3 คน ที่เป็นบุคลากรในกรมวิทยาศาสตร ์

การแพทย์ จึงได้สร้างผู้ตรวจประเมินให้มากขึ้นอย่างต่อเนื่อง โดยจัดท�ำหลักสูตรการอบรมผู้ตรวจประเมินตาม

มาตรฐานทีก่�ำหนดโดย APAC(8) ประกอบด้วยภาคบรรยายและภาคปฏบิตัทิีม่เีนือ้หาเกีย่วกบัการตคีวามในข้อก�ำหนด 

ด้านคุณภาพและวิชาการตามมาตรฐาน ISO 15189 ข้อก�ำหนดของหน่วยรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการ ISO/IEC 

17011 และแนวทางการตรวจประเมนิระบบบริหาร  ISO 19011(9)  รวมทัง้ข้อก�ำหนดและเงือ่นไขการรบัรองห้องปฏบิตักิาร 

ทางการแพทย์และแนวทางปฏิบัติที่หน่วยรับรองจัดท�ำข้ึนมาบังคับใช้ รวมระยะเวลาการอบรมไม่น้อยกว่า  40 ชั่วโมง  

ซึ่งผู ้ที่ผ่านการอบรมหลักสูตรเท่านั้นจึงจะได้รับการขึ้นทะเบียนเป็นผู้ตรวจประเมินของโปรแกรมการรับรอง 

ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ การอบรมจัดขึ้นแทบทุกปี จนถึงปี พ.ศ. 2562 มีผู้ตรวจประเมินด้านระบบบริหาร

คุณภาพจ�ำนวนรวม 48 คน และผู้ตรวจประเมินด้านวิชาการจ�ำนวนรวม 145 คน ที่มีความเชี่ยวชาญเชิงวิชาการในสาขา

แตกต่างกันไป เช่น โลหิตวิทยา เคมีคลินิก ภูมิคุ้มกันวิทยา จุลชีววิทยา ไวรัสวิทยา จุลทรรศนศาสตร์ อณูชีวโมเลกุล 

มนุษยพันธุศาสตร์ เซลล์วิทยา และพยาธิวิทยา เป็นต้น ดังแสดงในภาพที่ 3  จ�ำนวนผู้ตรวจประเมินด้านระบบบริหาร

คุณภาพและด้านวิชาการ รวมจ�ำนวน 193 คน ทั้งนี้ร้อยละ 90 ของจ�ำนวนผู้ตรวจประเมินทั้งหมดเป็นบุคลากรที ่

อาสาสมคัรมาจากหน่วยงานภายนอก ได้แก่ จากมหาวทิยาลยั และสถานพยาบาลต่างๆ ส่วนอีกร้อยละ 10 เป็นข้าราชการ

ประจ�ำและข้าราชการบ�ำนาญของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ด้วยความจ�ำเป็นต้องใช้ทรัพยากรบุคคลจากภายนอก

ปฏิบัติหน้าที่แทนหน่วยรับรอง เพื่อออกตรวจประเมิน ณ สถานปฏิบัติการจริงของห้องปฏิบัติการ เจ้าหน้าที่ภายใน

ของหน่วยรับรองเองจึงต้องท�ำหน้าท่ีประสานขอความร่วมมือจากผู้ที่ได้ผ่านการอบรมหลักสูตรและขึ้นทะเบียนเป็น 

ผู้ตรวจประเมินแล้ว เพื่อขอให้สละเวลาและใช้ความสามารถเฉพาะบุคคลออกไปตรวจประเมินห้องปฏิบัติการแต่ละ

แห่งที่ยื่นขอการรับรอง  

ภาพที่ 2 ห้องปฏิบัติการผ่านการรับรองด้วยระบบ e-Accreditation ใช้เวลา 42-117 วัน (เฉลี่ย 77.3 วัน)
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ในปี พ.ศ. 2562 กลุ่มรับรองห้องปฏิบัติการ ISO 15189 มีเจ้าหน้าที่รับผิดชอบปฏิบัติงาน (Case officer) 

ทั้งหมดจ�ำนวน 10 คน แบ่งเป็นนักเทคนิคการแพทย์ 5 คน และนักวิทยาศาสตร์การแพทย์ 5 คน มีประสบการณ์ 

ด้านการรับรองตั้งแต่ 1–20 ปี โดยเฉลี่ย 6 ปี เนื่องจากงานด้าน ISO 15189 ต้องใช้ความรู้ที่เป็นวิชาชีพเฉพาะด้าน 

ค่อนข้างมาก ต�ำแหน่งที่เป็นข้าราชการมีเพียง 3 ต�ำแหน่ง ที่เหลือเป็นพนักงานกระทรวงสาธารณสุข จึงเป็นปัญหา 

ด้านความมั่นคงในอาชีพ ท�ำให้หน่วยงานไม่สามารถวางแผนเพิ่มอัตราก�ำลังคนที่มีความสามารถในสาขาที่จ�ำเป็นได้ 

1.3	 การลงนามยอมรบัร่วม (Mutual Recognition Arrangement, MRA) กบัองค์การระหว่างประเทศ 

Asia Pacific Accreditation Cooperation (APAC) และ International Laboratory Accreditation 

Cooperation (ILAC)

เพ่ือให้การรบัรองห้องปฏบิตักิารของส�ำนักมาตรฐานห้องปฏบิตักิารเป็นทีย่อมรบัขององค์การระหว่างประเทศ 

ผลการตรวจจากห้องปฏิบัติการท่ีผ่านการรับรองสามารถน�ำไปใช้ได้ในต่างประเทศโดยไม่ต้องตรวจซ�้ำ ดังนั้นเม่ือ 

ส�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิารได้ให้การรบัรองห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์ไปบางส่วนแล้ว จงึขอรบัการตรวจประเมิน

จาก Peer Evaluators ของ APAC และ ILAC จนผ่านการยอมรับเข้าเป็นสมาชิก APAC-MRA เมื่อวันที่ 18 

เมษายน พ.ศ. 2550 และถูกเสนอให้เป็นสมาชิก ILAC-MRA ในโปรแกรมรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทาง 

การแพทย์ในเวลาต่อมา ทั้งนี้ได้รับการตรวจประเมินจาก Peer Evaluators ซ�้ำในทุกๆ 4 ปี โดยรับการตรวจประเมิน 

ครั้งล่าสุดเมื่อวันที่ 19 - 23 กุมภาพันธ์ พ.ศ. 2561  การได้เป็นสมาชิกขององค์การรับรองห้องปฏิบัติระดับนานาชาติ 

อย่างต่อเนือ่งจนถงึปัจจุบัน ย่อมเป็นการประกนัด้านคุณภาพและมาตรฐานของโปรแกรมการรบัรอง ยิง่ไปกว่านัน้ บคุลากร

จากหน่วยรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ของประเทศไทยยังได้รับเชิญเข้าร่วมเป็น Peer Evaluator 

ในทีมของ APAC ที่ไปตรวจประเมินโปรแกรมการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ของหน่วยรับรองใน

ประเทศต่างๆ ได้แก่ สาธารณรัฐประชาชนจีน ญี่ปุ่น สหรัฐอเมริกา ฮ่องกง และแคนาดา ย่อมเป็นการยืนยันว่าหน่วย

รับรองของประเทศไทยมีศักยภาพจนเป็นที่ยอมรับในระดับนานาชาติ 

1.4	 ระบบจัดการข้อมูลสารสนเทศของหน่วยรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการ 

ส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ จัดต้ังเว็บไซต์ของหน่วยรับรอง(2) http://blqs.dmsc.moph.go.th/ 

ทีม่กีารเผยแพร่เอกสารซ่ึงห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์ต้องรบัทราบและน�ำไปใช้ปฏบิตัติาม รวมถึงมกีารเผยแพร่รายชือ่ 

ห้องปฏิบัติการพร้อมรายการทดสอบที่ผ่านการรับรอง ISO 15189 ไว้ด้วย การมีเว็บไซต์ดังกล่าวเปิดโอกาสให้มี

การพัฒนาระบบการรับรองแบบอิเล็กทรอนิกส์ e-Accreditation เข้ามาใช้ร่วมกับกระบวนการรับรองระบบงาน 

ภาพที่ 3  จ�ำนวนผู้ตรวจประเมินด้านระบบบริหารและด้านวิชาการรวมจ�ำนวน 193 คน
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ห้องปฏิบัติการแบบเดิมท่ีมีการใช้เอกสารในรูปแบบกระดาษในปริมาณมาก เช่น เอกสารด้านระบบบริหารคุณภาพ

และด้านวิชาการของห้องปฏิบัติการที่ผู้ตรวจประเมินน�ำไปศึกษาก่อนการตรวจประเมิน รายงานผลการตรวจประเมิน 

ห้องปฏิบัติการซ่ึงมีข้อบกพร่องหรือข้อสังเกต ผลการพิจารณาของคณะกรรมการ เป็นต้น เอกสารเหล่านี้จ�ำเป็นต้อง

จัดเก็บไว้เป็นหลักฐาน เมื่อห้องปฏิบัติการที่ผ่านการรับรองมีจ�ำนวนมากขึ้นจึงท�ำให้ขาดพื้นที่เก็บรักษาเอกสาร ดังนั้น 

การใช้สารสนเทศในรปูแบบ e-Accreditation จงึมส่ีวนช่วยประหยดักระดาษและลดพืน้ทีใ่นการจดัเกบ็เอกสารลงได้

ไม่น้อยกว่าร้อยละ 90

2.	 คุณภาพและความสามารถของห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่เข้าสู่กระบวนการรับรองมาตรฐานสากล

หลังจากท่ีบุคลากรผู้รับผิดชอบได้สร้างโปรแกรมการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ของ 

ส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ขึ้นมาเป็นลายลักษณ์อักษรที่สอดรับกับข้อก�ำหนดของ

มาตรฐานหน่วยรับรอง ISO/IEC 17011 และน�ำมาบังคับใช้ปฏิบัติจริง จึงได้เปิดบริการรับรองห้องปฏิบัติการ 

ทางการแพทย์ตามมาตรฐาน ISO 15189: 2003 ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2546 โดยมีห้องปฏิบัติการที่ได้รับการตรวจประเมินจน

สามารถผ่านการรบัรองรายแรกเม่ือวันท่ี 30 เมษายน พ.ศ. 2547 จากนัน้กไ็ด้มกีารเพิม่จ�ำนวนขึน้ไปอย่างช้า   จากปีที ่1 

เมื่อ พ.ศ. 2547 จ�ำนวน 2 ห้องปฏิบัติการ กระทั่งถึงปีที่ 17 เมื่อ พ.ศ. 2562 มีห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ผ่านการ

รับรองสะสมจ�ำนวนรวม 201 (10.27%) แห่ง จากจ�ำนวนของห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่มีอยู่ในประเทศไทย

จ�ำนวน 1,957 แห่ง(3, 4) ท้ังน้ีจ�ำนวนห้องปฏิบัติการที่ผ่านการรับรองสะสมในแต่ละปีดังแสดงในภาพที่ 4 จ�ำนวน 

สะสมของห้องปฏิบัติการที่ผ่านรับรอง ISO 15189: 2012 

จากรายงานผลการตรวจประเมินห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ มีการพบข้อบกพร่องที่ไม่สอดคล้องกับ 

ข้อก�ำหนดตามมาตรฐาน ISO 15189 ทั้งด้านระบบบริหารคุณภาพและด้านวิชาการ(10) จ�ำนวนหนึ่ง มากหรือน้อย 

แตกต่างกันไป ซึ่งเป็นไปได้ว่าขึ้นกับจ�ำนวนรายการทดสอบที่ยื่นขอรับรองมากหรือน้อยด้วย ตัวอย่างของข้อบกพร่อง

ที่ไม่สอดคล้องกับข้อก�ำหนด 4 ด้าน ที่ส่งผลกระทบด้านลบต่อความน่าเชื่อถือของรายงานผลที่ออกจากห้องปฏิบัติการ

ทางการแพทย์ ได้แก่ คุณภาพของตัวอย่างส่งตรวจไม่เหมาะสม การประกันคุณภาพการทดสอบ (Internal Quality 

Control และ External Quality Assessment) ไม่ครบถ้วน  เครือ่งมอืส�ำคญัไม่ได้รบัการสอบเทยีบ และปฏบิตักิาร 

แก้ไขส่ิงไม่สอดคล้องกบัข้อก�ำหนดไม่เพยีงพอ เป็นต้น โดยส�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิารได้ประสานให้ห้องปฏิบติัการ 

ด�ำเนินการแก้ไขปรับปรุงให้ตรงประเด็นด้วยวิธีการแตกต่างกันไปตามความเหมาะสม และพิจารณาให้การรับรอง 

โดยคณะกรรมการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ โดยยึดถือตามข้อก�ำหนดมาตรฐาน ISO 15189 

และหลักเกณฑ์เงื่อนไขของส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ

ภาพที่ 4  จ�ำนวนสะสมของห้องปฏิบัติการที่ผ่านรับรอง ISO 15189
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3.	 การวิเคราะห์กระบวนการด�ำเนินงานของโปรแกรมการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ 

	 ตามมาตรฐานสากล

คณะผู้ศึกษาได้รวบรวมข้อมูลมาด�ำเนินการวิเคราะห์ปัจจัยภายในและปัจจัยภายนอกที่มีผลกระทบต่อ

กระบวนการรบัรองระบบงานห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์ โดยใช้ SWOT Matrix(6, 7)  ผลจากการวเิคราะห์ได้แสดงถงึ 

ประเด็นส�ำคัญที่เป็นจุดแข็ง จุดอ่อน โอกาส และอุปสรรค แบ่งเป็นข้อๆ ดังนี้

3.1	 จุดแข็งของกระบวนการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ (Strength, S)

	 S1	 เป็นหน่วยงานเดียวในประเทศไทยที่ให้การรับรอง ISO 15189 

	 S2 	ให้การรับรอง MOPH standard ซึ่งเป็นมาตรฐานที่เป็น Stepwise ไปสู่ ISO 15189

	 S3 	มีสายสัมพันธ์อันดีกับผู้เชี่ยวชาญในวิชาชีพ

	 S4	 มีกระบวนการรับรองที่เป็นไปตามมาตรฐานสากล ISO/IEC 17011 ซึ่งได้การยอมรับ (MRA) 

จากองค์กรระหว่างประเทศ APAC และ ILAC

	 S5	 ผู้บริหารสูงสุดให้ความส�ำคัญและให้การสนับสนุนการรับรองคุณภาพ

3.2	 จุดอ่อนของกระบวนการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ (Weakness, W)

	 W1	ไม่มีการก�ำหนดกลยุทธ์และค่านิยมร่วมด้านการรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์

	 W2	กระบวนการรับรองมีหลายขั้นตอนและใช้ระบบเอกสารในทุกขั้นตอนท�ำให้ล่าช้า

	 W3	ขาดการใช้ไอทีเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพระบบ 

	 W4	เจ้าหน้าที่ไม่มีความเชี่ยวชาญในด้านวิชาการบางสาขา

	 W5	การบริหารคนเพื่อให้มีความสุขในการท�ำงานยังไม่ชัดเจน (Happiness work place) ก่อให้เกิด

ความเครียดในการท�ำงาน

3.3	 ปัจจยัท่ีเป็นโอกาสของกระบวนการรบัรองระบบงานห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์ (Opportunity, O)

	 O1	 หน่วยงานภาครัฐหลายแห่งมีนโยบายให้ห้องปฏิบัติการในสังกัดทั่วประเทศ ผ่านการรับรอง ISO 

15189

	 O2 	มีโปรแกรมการรับรองห้องปฏิบัติการด้วยระบบอิเล็กทรอนิกส์

	 O3 	มี Social media ที่เข้าถึงได้ง่าย และรวดเร็ว

	 O4	 พ.ร.บ.ปฏริปูประเทศ พ.ศ. 2560 ก�ำหนดให้หน่วยรบัรองระบบงานทกุแห่งรวมกันเป็นหน่วยงานเดยีว 

(Single agency)

	 O5	 นโยบายปฏิรูประบบราชการมุ่งเน้นการเพิ่มประสิทธิภาพงานบริการ

3.4	 ปัจจัยที่เป็นอุปสรรคของกระบวนการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ (Threat, T)

	 T1	 มุมมองของห้องปฏิบัติการต่อการรับรอง ISO 15189 มองว่ายากเกินไป แพงเกินไป ช้า และต้อง

ท�ำเอกสารจ�ำนวนมาก

	 T2	 ผู้ตรวจประเมินมากกว่าร้อยละ 90 เป็นผู้ตรวจประเมินจากภายนอกที่มีภารกิจอื่นเป็นงานประจ�ำ

	 T3 	ผู้ตรวจประเมินตีความข้อก�ำหนดมาตรฐานแตกต่างกัน

	 T4 	ห้องปฏิบัติการตีความและประยุกต์ใช้ข้อก�ำหนดไม่ถูกต้อง

	 T5	 เศรษฐกิจโลกและประเทศอยู่ในช่วงชะลอตัว

คณะผู ้ศึกษาได้น�ำข้อมูลของผลการวิเคราะห์ SWOT Matrix ดังแสดงข้างต้นไปสู ่การพิจารณา 

เพ่ือวางแนวทางพฒันาปรบัปรงุกระบวนการรบัรองระบบงานห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์ โดยใช้ TOWS Matrix(11)
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4.	 แนวทางใหม่สู่การปรับปรุงหน่วยรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์

4.1	 พิจารณาเหตุผลความจ�ำเป็นในการพัฒนาปรับปรุงกระบวนการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการ 

ทางการแพทย์ โดยมี 6 กลยุทธ์ ดังต่อไปนี้ 

	 1.	กลยุทธ์การยกระดบัศกัยภาพห้องปฏบิตักิารและสร้างเครอืข่ายห้องปฏบิตักิารทีเ่ป็นมาตรฐาน

สากล (S1-T4)

		  1.1	 มีการจัดท�ำหลักสูตรอบรมบคุลากรในต�ำแหน่งทีส่�ำคญัของห้องปฏบิตักิาร ดงัแสดงในตารางที ่1 

ได้แก่

				    1)	 หลักสูตรส�ำหรับผู้จัดการคุณภาพ 

						     เนื่องจากผู้จัดการคุณภาพเป็นบุคลากรที่ส�ำคัญมากในการขับเคลื่อนระบบคุณภาพของ 

ห้องปฏิบัติการ สามารถเป็นตัวแทนหน่วยรับรองในการธ�ำรงรักษามาตรฐานได้อย่างใกล้ชิดแบบวันต่อวัน ท�ำให้ 

ห้องปฏิบัติการมีคุณภาพอย่างยั่งยืน จึงต้องสร้างความเข้มแข็งให้ผู้จัดการคุณภาพให้มีความรู้ความเข้าใจข้อก�ำหนด

มาตรฐาน การตคีวาม การประยกุต์ใช้ การแก้ไขปัญหาอย่างเป็นระบบ ตัง้แต่การวเิคราะห์สาเหต ุ(Root cause analysis)  

การป้องกันการเกิดซ�้ำ การตรวจติดตามคุณภาพภายใน การตรวจสอบตัวชี้วัดระบบคุณภาพ เป็นต้น 

					    2)	 หลักสูตรส�ำหรับบุคลากรหลักด้านจัดการคุณภาพ และผู้เกี่ยวข้อง 

						     เพื่อให้บุคลากรห้องปฏิบัติการได้มีความรู้ในการประยุกต์ใช้ข้อก�ำหนดมาตรฐานได้อย่าง 

ถูกต้องเหมาะกับบริบทของแต่ละห้องปฏิบัติการ รวมถึงการแก้ไขข้อบกพร่อง และการวิเคราะห์สาเหตุของปัญหาได้

อย่างถูกต้อง สามารถแก้ปัญหาในระบบคุณภาพได้อย่างตรงประเด็น

					    3)	 หลักสูตรเบื้องต้นส�ำหรับห้องปฏิบัติการที่ต้องการยื่นขอการรับรองใหม่ 

						     พบว่าความล่าช้าในกระบวนการรับรองจากห้องปฏิบัติการที่ย่ืนขอการรับรองใหม่เตรียม 

เอกสารไม่ถูกต้องและไม่ครบถ้วน จึงต้องให้ความรู ้ในการจัดเตรียมเอกสารหลักฐานเพื่อยื่นขอการรับรอง 

รวมถึงการให้ความรู้พื้นฐาน ISO 15189/ISO 15190 การธ�ำรงรักษาและปรับปรุงระบบคุณภาพอย่างต่อเนื่อง

ตารางที่ 1 รายละเอียดของหลักสูตรอบรมบุคลากรในต�ำแหน่งที่ส�ำคัญของห้องปฏิบัติการ

หลักสูตร ชั่วโมง

ผู้จัดการคุณภาพ
ข้อก�ำหนด ISO 15189/ISO 15190/BLQS’s requirements การตีความและประยุกต์ใช้

เทคนิคการตรวจประเมินตามมาตรฐาน ISO 19011

หลักการเขียนข้อบกพร่อง/หลักการแก้ไขข้อบกพร่อง

Root cause analysis

การธ�ำรงรักษาและปรับปรุงระบบคุณภาพอย่างต่อเนื่อง

ฝึกปฏิบัติการตรวจประเมิน

9

2

1

2

1

3
	 รวม 18
บุคลากรหลักด้านจัดการคุณภาพ และผู้เกี่ยวข้อง

ข้อก�ำหนด ISO 15189/ISO 15190/BLQS’s requirements การตีความและประยุกต์ใช้

หลักการแก้ไขข้อบกพร่อง

Root cause analysis

การธ�ำรงรักษาและปรับปรุงระบบคุณภาพอย่างต่อเนื่อง

3

1

1

1
	 รวม 6
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		  	 1.2	 การร่วมมือกับสถาบันการศึกษา เพื่อจัดท�ำ e-Learning

			   1.3	 การจัดท�ำ Quality Management Tools ได้แก่ Quality Document Template 

(QM, QP, WI, etc.) และ Specific Requirement/Checklist ครอบคลุมทุกสาขาวิชา

			   1.4	 การจัดตัง้เครอืข่ายห้องปฏบิตักิาร ISO 15189 โดยจดัท�ำชุมชนแลกเปลีย่นเรยีนรูร้ะบบคุณภาพ

ผ่าน Social media และการจัดต้ังเครอืข่ายห้องปฏบิตักิารตรวจวเิคราะห์ด้านอณชีูวโมเลกลุเพือ่รองรบัการระบาดของ

โรคอุบัติใหม่/อุบัติซ�้ำ

		  	 2.	 กลยุทธ์การยกระดับมาตรฐานห้องปฏิบัติการจากมาตรฐานประเทศสู่มาตรฐานสากล (S2-T1)

			   2.1	 การรับรอง MOPH standard สู่ ISO 15189

			   2.2	 การรับรองห้องปฏิบัติการเครือข่ายตรวจ SAR-CoV-2 สู่ ISO 15189

			   3.	 กลยุทธ์การสร้างและพัฒนาผู้ตรวจประเมินให้ได้มาตรฐานเดียวกัน (S1-T3)

			   3.1	 การ Harmonize ผู้ตรวจประเมิน โดยการจัดท�ำคู่มือการตรวจประเมินฉบับย่อ และจัดท�ำ

หลักสูตรอบรม/ฟื้นฟูผู้ตรวจประเมินออนไลน์

			   3.2	 การจ้างเหมาหัวหน้าคณะผู้ตรวจประเมิน

			   3.3	 การประเมิน/ติดตามตรวจสอบความสามารถของผู้ตรวจประเมิน

			   4. 	กลยุทธ์การยกระดับศักยภาพบุคลากรภายในหน่วยรับรอง (S1-W1)

			   4.1 	การพัฒนาผู้เป็นหัวหน้าคณะผู้ตรวจประเมิน/ผู้ตรวจประเมินด้านวิชาการ

			   4.2 	การพัฒนาผู้เป็น APAC evaluator

			   4.3	 การพัฒนาผู ้บรรยายด้านกระบวนการรับรองห้องปฏิบัติการ และมาตรฐานต่างๆ ทาง 

ห้องปฏิบัติการที่เกี่ยวข้อง

			   5.	 กลยุทธ์การเพิ่มประสิทธิภาพและลดเวลาของกระบวนการรับรอง (S5-O2)

			   5.1 	การรับรองห้องปฏิบัติการด้วยระบบอิเล็กทรอนิกส์ (e-Accreditation)

			   5.2 	การรับรองห้องปฏิบัติการด้วยระบบ Fast Track

			   5.3 	การจัดท�ำข้อก�ำหนดเพื่อลดข้ันตอนการรับรอง ได้แก่ แนวทางการสุ่มตรวจประเมินรายการ

ทดสอบ (Sampling scope) กรอบแนวทางการตรวจประเมินเฉพาะประเด็นส�ำคัญ (Critical point assessment) 

และแนวทางการท�ำ Flexible scope

			   5.4	 ทบทวน/ออกแบบกระบวนการรับรองให้มีประสิทธิภาพด้วย Core process redesign, 

Knowledge management, Kaizen

			   6.	 กลยุทธ์การสื่อสารและประชาสัมพันธ์เชิงรุก (S1-O1)

			   6.1	 การสื่อสารประชาสัมพันธ์การรับรอง ISO 15189 โดยการประชาสัมพันธ์เจาะกลุ่มเป้าหมาย 

หน่วยงานที่มีห้องปฏิบัติการเครือข่าย

เบื้องต้นส�ำหรับห้องปฏิบัติการที่ต้องการยื่นขอการรับรองใหม่

พื้นฐาน ISO 15189/ISO 15190/BLQS’s requirements การตีความและประยุกต์ใช้

ขั้นตอนการจัดเตรียมเอกสาร/หลักฐานเพื่อยื่นขอการรับรอง การธ�ำรงรักษาและปรับปรุง

ระบบคุณภาพอย่างต่อเนื่อง

3

3

	 รวม 6

ตารางที่ 1 รายละเอียดของหลักสูตรอบรมบุคลากรในต�ำแหน่งที่ส�ำคัญของห้องปฏิบัติการ (ต่อ)
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			   6.2 	จดัท�ำ Web page เครอืข่าย ISO 15189 ส�ำหรบัผูต้รวจประเมนิ โดยหลกัสตูรอบรมออนไลน์ และ 

การ update ประเดน็คณุภาพ ส่วนห้องปฏบิติัการนัน้ต้องจดัให้มีหลกัสตูรอบรมออนไลน์ การ update ประเดน็คณุภาพ 

และ Best practice ห้องปฏิบัติการที่ผ่านการรับรอง (ขนาดเล็ก ขนาดใหญ่ เครือข่ายภาครัฐ เครือข่ายภาคเอกชน) 

4.2		 การปรับปรุงโครงสร้างการบริหารหน่วยรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการของประเทศไทย

		  เนื่องจากประเทศไทยมีองค์กรที่เป็นหน่วยรับรอง 4 แห่ง ที่แบ่งภารกิจตามความเชี่ยวชาญ โดยมี

ส�ำนักงานมาตรฐานผลติภณัฑ์อุตสาหกรรม กระทรวงอตุสาหกรรม ให้บรกิารรบัรองระบบงานหน่วยรบัรอง (ISO/IEC 

17021), หน่วยตรวจ (ISO/IEC 17020), ห้องปฏบิตักิารทดสอบและห้องปฏบิตักิารสอบเทยีบ (ISO/IEC 17025) 

กรมวทิยาศาสตร์บรกิาร กระทรวงการอดุมศกึษา วทิยาศาสตร์ วจิยัและนวตักรรม ได้รบัผดิชอบให้บรกิารรบัรองระบบงาน 

ห้องปฏิบัติการด้านฟิสิกส์ เคมี วิทยาศาสตร์ชีวภาพ (ISO/IEC 17025) หน่วยจัดโปรแกรมการทดสอบความช�ำนาญ 

(ISO/IEC 17043) และหน่วยผลิตวัสดอุ้างองิ (ISO 17034)  ส�ำหรบักรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสขุ 

ได้ให้บริการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการด้านการแพทย์ (ISO 15189) ด้านสาธารณสุข (ISO/IEC 17025) และ

หน่วยผลิตวัสดุอ้างอิง (ISO 17034) โดยมีส�ำนักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ กระทรวงเกษตรและ

สหกรณ์ เป็นหน่วยรับรองระบบความปลอดภัยของอาหาร (ISO/IEC 17021) หน่วยรับรองผลิตภัณฑ์เกษตรอินทรีย์ 

(ISO/IEC 17065) และการปฏิบติัการทางการเกษตรทีด่ ี(Good Agricultural Practice, GAP) (ISO/IEC 17020) 

ดังนั้นคณะผู้ศึกษาและผู้เกี่ยวข้องในส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์จึงได้เสนอการจัด

โครงสร้างการท�ำงานของหน่วยรบัรองระบบงานทัง้ 4 แห่ง ของประเทศไทยในแบบเครอืข่าย (Single platform) ทีเ่ป็น 

รูปธรรม โดยมีโครงสร้างท่ีประกอบด้วยคณะกรรมการบรหิาร (Executive committee) ท�ำหน้าทีก่�ำหนดนโยบายและ 

ยทุธศาสตร์การรบัรองให้สอดคล้องกบัยทุธศาสตร์ชาต ิอตุสาหกรรมเป้าหมาย โครงสร้างพืน้ฐานด้านคณุภาพของประเทศ 

และแผนชาติอื่นๆ รวมถึงการน�ำนโยบายจากคณะกรรมการการมาตรฐานแห่งชาติไปบริหารจัดการให้บรรลุเป้าหมาย 

และคณะท�ำงานเฉพาะด้านอกี 4 คณะ ท่ีท�ำหน้าท่ีร่วมบรูณาการและปรบัปรงุกระบวนการท�ำงานเพือ่ให้เกิดประสทิธภิาพ

ลดความซ�ำ้ซ้อน น�ำระบบการรบัรองแบบอเิลก็ทรอนกิส์เข้ามาใช้  พฒันาผู้ตรวจประเมนิให้ได้มาตรฐานเดยีวกนั บรหิาร

จัดการผู้ตรวจประเมินร่วมกัน (Share resources) เตรียมความพร้อมการเปิดสาขาการรับรองใหม่เพื่อรองรับแผน

ยทุธศาสตร์ชาต ิหรืออตุสาหกรรมเป้าหมาย พฒันาศกัยภาพบคุลากรหน่วยงานรบัรอง สือ่สารประชาสมัพนัธ์ประโยชน์

ของการรับรองระบบงาน วางระบบการเชื่อมโยงฐานข้อมูล (Database) ระหว่าง 4 หน่วยรับรอง 

		  ทั้งนี้ โครงสร้างการท�ำงานร่วมกันแบบเครือข่าย (Single platform) ได้รับความเห็นชอบ 

จากคณะกรรมการการมาตรฐานแห่งชาตแิล้วเมือ่วนัที ่21 กนัยายน พ.ศ. 2563  และผูบ้ริหารสูงสดุ (อธบิด/ีเลขาธกิาร) 

ของทั้ง 4 หน่วยรับรองได้ร่วมลงนามบันทึกข้อตกลงความร่วมมือ (MOU) เมื่อวันที่ 15 ธันวาคม พ.ศ. 2563 เมื่อ

คณะกรรมการ/คณะท�ำงานชุดต่างๆ ร่วมกันก�ำหนดยุทธศาสตร์และเป้าหมายการท�ำงานร่วมกันแล้ว แต่ละหน่วยงาน

สามารถจัดท�ำแผนงาน/โครงการและจัดสรรงบประมาณของตนเองในส่วนที่เกี่ยวข้อง โดยคาดหมายว่าจะท�ำให้เพิ่ม

ประสิทธิภาพการรับรองระบบงานของประเทศ ลดความซ�้ำซ้อน เพิ่มความรวดเร็ว ตอบสนองความต้องการของผู้ใช้

บริการ โดยยึดกรอบยุทธศาสตร์และเป้าหมายของประเทศ เพิ่มความเข้มแข็งให้ระบบโครงสร้างพื้นฐานด้านคุณภาพ

ของประเทศ (National Quality Infrastructure, NQI) ส่งเสริมคุณภาพชีวิตที่ดีของคนไทย และเพิ่มขีดความ

สามารถในการแข่งขันของประเทศ จากสินค้าและบริการคุณภาพที่ผ่านการตรวจสอบจากหน่วยงานที่ผ่านการรับรอง

ระบบงานจากหน่วยรับรองแล้ว และที่ส�ำคัญท�ำให้เกิดความเป็นเอกภาพของหน่วยรับรองระบบงานของประเทศไทย 

ยกระดับการยอมรับในระดับนานาชาติ 

	 จากผลการพัฒนาท่ีผ่านมาตั้งแต่ปี พ.ศ. 2546-2562 สามารถสรุปผลส�ำเร็จในเส้นทางการพัฒนา 

ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ไทยสู่มาตรฐาน ISO 15189  ดังแสดงในตารางที่ 2
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วิจารณ์

ความส�ำเร็จท่ีปรากฏของกระบวนการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ ดังแสดงในตารางท่ี 2 

แสดงเส้นทางความส�ำเรจ็การพฒันาห้องปฏบัิตกิารทางการแพทย์ไทยสูม่าตรฐาน ISO 15189 ระหว่างปี พ.ศ. 2546-2562 

สืบเนือ่งมาจากการสร้างผูต้รวจประเมินท่ีมีความสามารถตรวจประเมนิให้เป็นมาตรฐานเดยีวกนัอย่างสม�ำ่เสมอ ผูต้รวจ

ประเมินยึดแนวทางที่ก�ำหนดใน ISO 19011 ฉบับที่เป็นปัจจุบัน โดยใช้เทคนิควิธีการสุ่มตรวจทั้งแนวราบและแนวตั้ง 

ครอบคลุมกิจกรรมต่างๆ ในกระบวนการส�ำคัญของห้องปฏิบัติการ ซึ่งประกอบด้วย 4 กระบวนการหลัก ได้แก่ 

กระบวนการของระบบบรหิารคณุภาพ กระบวนการก่อนการตรวจวเิคราะห์ กระบวนการตรวจวเิคราะห์ และกระบวนการ

หลังการตรวจวิเคราะห์ ในการสัมมนาทุกครั้งมีการน�ำตัวอย่างข้อบกพร่องที่ทีมผู้ตรวจประเมินพบมาถอดเป็นบทเรียน 

เพ่ือกระตุน้ให้เกดิการแลกเปล่ียนความคดิเหน็ และเสรมิสร้างความเข้าใจในแต่ละประเดน็ให้ตรงกนั นอกจากนัน้หน่วย

รับรองยังได้ใช้วิธีการปรับเปลี่ยนคณะผู้ตรวจประเมินไม่ให้ตรวจห้องปฏิบัติการที่เดิมซ�้ำๆ ติดต่อกัน 

ตารางที่ 2	 เส้นทางความส�ำเร็จการพัฒนาห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ไทยสู่มาตรฐาน ISO 15189 ระหว่าง 

	 ปี พ.ศ. 2546-2562

ช่วงเวลา หรือวันที่ รายการที่แสดงถึงความส�ำเร็จ

พ.ศ. 2546-2562 มรีะบบรบัรองห้องปฏบัิตกิารทีเ่ป็นเอกสารตามมาตรฐาน ISO/IEC 17011 ในส่วนทีห่น่วยรบัรอง
ต้องน�ำไปใช้จ�ำนวน 21 เรื่อง และห้องปฏิบัติการต้องน�ำไปใช้จ�ำนวน 16 เรื่อง

พ.ศ. 2546-2562 นักวิชาการที่ผ่านหลักสูตรอบรม และได้ขึ้นทะเบียนเป็นผู้ตรวจประเมินห้องปฏิบัติการทาง 
การแพทย์ตามมาตรฐาน ISO 15189 รวมจ�ำนวน 193 คน

30 เม.ย. 2547 ห้องปฏบิตักิารฝ่ายเวชศาสตร์ชนัสตูรโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ สภากาชาดไทย ได้การรบัรอง ISO 
15189 เป็นแห่งแรกของไทยและในเอเชีย

พ.ศ. 2547-2562 ห้องปฏบิตักิารผ่านรบัรอง ISO 15189 รวมจ�ำนวน 201 แห่ง ซึง่มากทีสุ่ดในภมูภิาคเอเชียอาคเนย์ 
(เป็นห้องปฏิบัติการในต่างประเทศจ�ำนวน 4 แห่ง)

18 เม.ย 2550 ได้ลงนามยอมรับร่วมกับองค์การระหว่างประเทศ APAC-MRA และผ่านการตรวจประเมิน  
จาก APAC-Peer Evaluations ทุก 4 ปี

6-11 ส.ค. 2550
28 ก.พ.- 5 มี.ค. 2553
28 มิ.ย.- 2 ก.ค. 2553
20-24 มิ.ย. 2554
29 มิ.ย.- 3 ก.ค. 2558

บุคลากรจากหน่วยรับรองได้ร่วมเป็น Peer Evaluator ในทีมของ APAC ที่ไปตรวจประเมิน
โปรแกรมการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ของหน่วยรับรองในประเทศ
ต่างๆ ได้แก่ สาธารณรัฐประชาชนจีน สหรัฐอเมริกา  ญ่ีปุ่น ฮ่องกง และแคนาดา  ตามล�ำดับ 
รวม 5 ประเทศ/5 ครั้ง

พ.ศ. 2552-2558 ห้องปฏิบัติการในสังกัดโรงพยาบาลสมเด็จพระยุพราชที่ตั้งอยู ่ทั่วประเทศ ผ่านการรับรอง 
ISO 15189 ครบทุกแห่งรวมจ�ำนวน 21 แห่ง

พ.ศ. 2561-2562 เปิดบรกิารรบัรองด้วยระบบ Fast Track โดยประกนัเวลาแล้วเสรจ็ไม่เกนิ 90 วนั ผ่านการรบัรอง
จ�ำนวน 5 แห่ง

พ.ศ. 2562 เปิดบริการรับรองด้วยระบบ e-Accreditation เป็นแห่งแรกของหน่วยรับรองในประเทศไทย 
โดยลดเวลาจาก 220 วัน ให้คงเหลือไม่เกิน 120 วัน จ�ำนวนที่ผ่านการรับรอง 16 แห่ง
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การเปล่ียนแปลงในช่วงปี พ.ศ. 2561-2562  ส�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิารได้พฒันาระบบ e-Accreditation 

โดยมุ่งหวังให้มีการลดการใช้กระดาษ ข้ันตอน และเวลาในการส่งเอกสารระหว่างห้องปฏิบัติการกับหน่วยรับรอง 

และระหว่างหน่วยรับรองกับผู้ตรวจประเมิน ซึ่งส่งผลลัพธ์ให้กระบวนการรับรองห้องปฏิบัติการมีประสิทธิภาพ และ

รวดเร็วมากขึ้น แม้ว่ายังคงมีปัญหาอุปสรรคในเรื่องของชุดอุปกรณ์คอมพิวเตอร์ที่ยังไม่เพียงพอและไม่ทันสมัย 

ในการให้ผู้ตรวจประเมินน�ำไปใช้ และข้อจ�ำกัดของโปรแกรมที่ยังใช้งานไม่สะดวก รวมทั้งพื้นที่ของห้องปฏิบัติการ 

ที่รับการตรวจประเมินบางแห่งรับส่งสัญญาณอิเล็กทรอนิกส์ไม่เสถียร อย่างไรก็ตามส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ 

ยังคงด�ำเนินการพัฒนาในเรื่องนี้ต่อไป และคณะผู้ศึกษาคาดหวังว่าจะมีการน�ำระบบการตรวจประเมินทางไกล 

(Remote assessment) มาใช้ในบางสถานการณ์ ในกรณีที่ไม่สามารถไปตรวจ ณ สถานปฏิบัติการจริงได้ เช่น 

สถานการณ์โรคระบาด เหตกุารณ์ความไม่สงบ เป็นต้น โดยด�ำเนนิการผ่านสือ่อเิลก็ทรอนกิส์ในรปูแบบต่างๆ อาท ิVideo 

Call, Virtual Site, Teleconferences, Microsoft Teams, Zoom Meeting, Google Hangouts, Line group,  

E-mail, Fax, Telephone หรอื Clip VDO เป็นต้น  หากมกีารใช้ร่วมกบัระบบ e-Accreditation ทีส่�ำนกัมาตรฐาน

ห้องปฏิบัติการพัฒนาขึ้นมาแล้วนั้น จะท�ำให้กระบวนการรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์มีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น

อนึง่ ผลจากการวิเคราะห์ปัจจยัภายในและภายนอกได้แสดงถงึจดุแขง็ส�ำคญัทีส่�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิาร 

เป็นหน่วยงานเดยีวในประเทศไทยท่ีให้บรกิารรบัรองระบบงานห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์ตามมาตรฐาน ISO 15189 

โดยมีหลักประกันที่แสดงว่าโปรแกรมมีความเป็นสากลสอดคล้องกับ ISO/IEC 17011 ที่ผ่านการลงนามยอมรับร่วม 

(MRA) จากองค์กรระหว่างประเทศ APAC และ ILAC รวมถึงบุคลากรของหน่วยรับรองมีประสบการณ์มายาวนาน 

พอสมควร จึงมีความสามารถให้บริการจนเป็นที่ยอมรับในกลุ่มประเทศสมาชิกนานาชาติ ดังเช่นได้รับเชิญเข้าร่วมเป็น 

Peer Evaluator เป็นต้น แม้มีจุดอ่อนของกระบวนการรับรองที่ยังใช้ระบบเอกสารท่ีเป็นกระดาษท�ำให้สิ้นเปลือง

และล่าช้า  แต่ก็มีการน�ำระบบอิเล็กทรอนิกส์ (e-Accreditation) มาใช้เพิ่มประสิทธิภาพของกระบวนการรับรองกับ

ห้องปฏิบัติการบางส่วนที่มีความพร้อม โดยคาดว่าจะเปลี่ยนมาใช้ระบบนี้ทั้งหมดภายในปี พ.ศ. 2565 ส่วนการท่ีมี 

ผู้ตรวจประเมินร้อยละ 90 เป็นบุคลากรจากภายนอกที่มีภารกิจอ่ืนเป็นงานประจ�ำ ท�ำให้ต้องใช้เวลาในการสรรหา 

ผู้ตรวจประเมิน และเคยได้รับการร้องเรียนว่าผู้ตรวจประเมินตีความข้อก�ำหนด ISO 15189 แตกต่างกัน สภาพปัญหา 

ทัง้ 2 ประเดน็นีก้ไ็ม่ได้ถกูละเลย โดยมีการเร่งสร้างสมัพนัธภาพทีด่ ีและจดัการอบรมให้ความรูค้วามเข้าใจในข้อก�ำหนด

ของมาตรฐานสากลทีเ่ป็นปัจจบุนัอย่างต่อเนือ่งแก่นกัวชิาการทีส่งักดัภาครัฐและเอกชน ซึง่เป็นบคุลากรในมหาวทิยาลยั 

และโรงพยาบาลท่ัวประเทศ ผู้สมัครใจมาเป็นพันธมิตรร่วมทีมเป็นผู้ตรวจประเมินห้องปฏิบัติการทางการแพทย ์

ด้วยมิตรไมตรีที่ดีงาม นอกจากนั้นคณะผู้ศึกษาตระหนักดีว่าจ�ำนวนห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่ผ่านการรับรอง 

ISO 15189 ในประเทศไทยยังมีจ�ำนวนน้อย สืบเนื่องจากไม่ได้มีนโยบายข้อบังคับของกระทรวงสาธารณสุข อย่างไร

ก็ตามส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ก็ยังมุ่งมั่นพัฒนาเพื่อยกระดับคุณภาพของบริการ 

ทางห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ให้มีมาตรฐานระดับสากลตาม ISO 15189 จึงได้ก�ำหนดกลยุทธ์ 1 ใน 6 ด้าน คือ 

กลยุทธ์การยกระดับมาตรฐานห้องปฏิบัติการจากมาตรฐานระดับประเทศไปสู่มาตรฐานสากล เพื่อสามารถเร่ง 

การเพ่ิมจ�ำนวนห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่ผ่านรับรอง ISO 15189 ได้มากขึ้นในอนาคตอันใกล้ แท้ที่จริง 

ห้องปฏิบัตกิารทางการแพทย์ในประเทศไทยทีใ่ห้บรกิารด้วยมาตรฐานสากล ISO 15189  มจี�ำนวนมากกว่าประเทศใดๆ 

ในภูมภิาคเอเชยีอาคเนย์ หรอืแม้แต่ในทวีปอ่ืนๆ กอ็ยูใ่นล�ำดบัต้นๆ ทัง้นีก้ลยทุธ์ทัง้ 6 ด้านทีเ่สนอสูก่ารพัฒนาปรบัปรงุ

หน่วยรบัรอง คาดว่าจะน�ำไปสูก่ารยกระดบักระบวนการรบัรองห้องปฏบัิตกิารทางการแพทย์ตามมาตรฐาน ISO 15189 

ให้ครอบคลุมทั่วประเทศ และการปรับปรุงโครงสร้างเพื่อร่วมกันท�ำงานของหน่วยรับรองทั้ง 4 แห่ง ของประเทศไทย  

จะท�ำให้เกิดความเข้มแข็ง เพิ่มศักยภาพการรับรองระบบงานเพื่อตอบโจทย์ในภาพรวมของประเทศในการผลิตสินค้า 

และบริการที่มีคุณภาพ มีมาตรฐาน และมีความปลอดภัย เพิ่มขีดความสามารถของการแข่งขันในตลาดโลก รวมถึง 

การยกระดับคุณภาพชีวิตที่ดีของคนไทยโดยรวม 
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นอกจากนี้ ส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการยังได้มุ่งมั่นขยายขอบข่ายการรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการให้

ครอบคลมุงานทีส่�ำคญัของประเทศ โดยก�ำหนดแผนจดัต้ังโปรแกรมการรบัรอง ISO 20387: 2018 Biotechnology - 

Biobanking-General requirements for biobanking ภายในปี พ.ศ. 2565 เพื่อรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการ 

ที่มีการเก็บรักษาจุลินทรีย์ รวมถึงเซลล์ ยีน ซึ่งถือเป็นทรัพย์สิน “ทรัพยากรชีวภาพ” ที่มีค่าอย่างยิ่งที่สามารถน�ำไป

ใช้ประโยชน์เพ่ือตอบสนองความต้องการทางอุตสาหกรรม น�ำไปสู่การพัฒนาเศรษฐกิจชีวภาพของประเทศ รวมถึง

ประโยชน์ทางการแพทย์ เช่น การเก็บเชื้อจุลินทรีย์สายพันธ์ุต่างๆ เพื่อใช้เป็นเชื้ออ้างอิง ศึกษาวิจัยและพัฒนาชุดตรวจ 

ยาวัคซีน ฯลฯ หรือประโยชน์ในการรักษาโรค เช่น สเต็มเซลล์ ยีน เป็นต้น ดังนั้นการเก็บรักษาทรัพยากรชีวภาพ 

อย่างเป็นระบบและมีการควบคุมคุณภาพที่ดีจึงมีความจ�ำเป็นอย่างยิ่งที่ให้มีการยกระดับคุณภาพห้องปฏิบัติการท่ีมี

กิจกรรมเหล่านี้สู่มาตรฐานสากล

สรุป

การศึกษานี้ได้แสดงข้อมูลที่เป็นความส�ำเร็จของกิจกรรมในกระบวนการพัฒนาทั้งในส่วนของหน่วยรับรอง 

ระบบงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ และการส่งเสริมสนับสนุนส่วนของห้องปฏิบัติการทางการแพทย  ์

ในประเทศไทยทุกระดับให้น�ำเอามาตรฐานสากล ISO 15189 ไปปรับใช้จนสามารถขอรับการตรวจประเมินและ 

ผ่านการรับรองได้ส�ำเร็จเป็นที่ประจักษ์ ส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการตระหนักดีว่ากระบวนการให้บริการยังมีจุดอ่อน

บางประการ จงึได้น�ำระบบอเิล็กทรอนิกส์มาใช้ในกระบวนการรบัรอง (e-Accreditation) เพือ่ช่วยแก้ปัญหาในเบือ้งต้น 

ด้านความล่าช้าและลดการแจกจ่ายเอกสาร รวมทั้งได้วิเคราะห์ตนเองและก�ำหนดกลยุทธ์เพื่อวางกรอบการท�ำงาน

อย่างมีทิศทาง ครอบคลุมการพัฒนาศักยภาพของหน่วยงานทุกภาคส่วนที่เก่ียวข้องกับกระบวนการรับรองระบบงาน 

ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ รวมถึงเสนอให้มีการปรับปรุงโครงสร้างการบริหารจัดการหน่วยรับรองทั้ง 4 แห่ง 

ของประเทศไทย โดยมุ่งหวังว่าจะท�ำให้เกิดการพัฒนาและยกระดับคุณภาพของห้องปฏิบัติการทางการแพทย์และ 

ห้องปฏิบัติการด้านอื่น ๆ ในประเทศไทยสู่มาตรฐานสากลได้มากยิ่งๆ ขึ้นไป

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณอธิบดีกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ และผู้บริหารส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการทั้งในอดีตและ

ปัจจุบัน ที่ให้การสนับสนุนด้านนโยบายและงบประมาณในการด�ำเนินงานรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ และ
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Development of Accreditation Program 

for Thai Medical Laboratories in

Compliance with ISO 15189

Surasak Muenphon1  Patravee  Soisangwan1  Siripan Wongwanich2  and Nattakarn Laieddee1    

1Bureau of Laboratory Quality Standards, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 

11000
2Retired Goverment Offcial, 53/1013 Chaengwattana Road, Pakkred, Nonthaburi 11000, Thailand

ABSTRACT  The Bureau of Laboratory Quality Standards, Department of Medical Sciences, Ministry 
of Public Health is the only accreditation body in Thailand providing medical laboratory accreditation 
program according to ISO 15189. This accreditation program has a full member status of Mutual  
Recognition Arrangement (MRA) under the Asia Pacific Accreditation Cooperation (APAC) and  
International Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC). There are 193 registered assessors who can 
conduct the medical laboratory assessment according to ISO 15189. From B.E. 2547 to 2562,  
accumulated numbers of 201 medical laboratories in Thailand have been accredited in compliance with 
ISO 15189. Despite a number of success in quality improvement was shown by medical laboratories in 
Thailand. However, the data obtained from the accreditation processes analysis also shows the weakness 
of the processes that needs to be improved further. Therefore, accreditation body’s strategies have been 
established to enhance the effectiveness of medical laboratory accreditation programs. By simplifying 
procedures, reducing time and reducing the number of documents, used in the accreditation processes, 
and then focusing on enhancing the competencies of voluntary assessors from external organizations and 
all internal personnel of the accreditation body. Developing a more proactive form of communication and 
public relations has been included. It aims to raise the medical laboratories that certified by national 
standards to become ISO 15189 accredited laboratories. At the same time, the medical laboratory  
accreditation processes has been developed to be faster which reduced the duration of the accreditation 
process from 220 days to an average of 77 days, by implementing the Electronic-Accreditation process 
(e-Accreditation). We are committed to expanding the scope of accreditation covering the preservation 
of biological substances in accordance with the ISO 20387:2018 Biotechnology-Biobanking-General  
requirements for biobanking by B.E. 2565. The study also proposes ways to improve the management 
structure of four accreditation bodies in Thailand. 

Keywords: Accreditation body, ISO 15189, Medical laboratory
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บทคัดย่อ  ยาโมโนโคลนอลแอนติบอดีเป็นยาโปรตีนที่มีโครงสร้างของกรดอะมิโนเฉพาะตัว การเปลี่ยนแปลงของสภาวะ

แวดล้อมหรอืขัน้ตอนการผลติ เช่น pH อณุหภมู ิหรอืการเพิม่ก�ำลงัการผลติ อาจท�ำให้เกดิการเปลีย่นแปลงของโครงสร้างโปรตนี

ซึ่งจะท�ำให้มีผลกระทบต่อคุณภาพ ความปลอดภัย ความคงตัว และประสิทธิผลในการรักษาของยาได้ โดยปกติจะมีการ 

ตรวจสอบคณุลกัษณะด้านโครงสร้างของโปรตนีในระหว่างขัน้ตอนการผลติและในตัวยาส�ำคญั (Drug substance) แต่ไม่ท�ำการ

ตรวจสอบในขั้นตอนสุดท้ายของผลิตภัณฑ์ (Finished products) งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อวิเคราะห์โครงสร้างโปรตีน

ระดับทุติยภูมิและตติยภูมิของผลิตภัณฑ์ยาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ขึ้นทะเบียนในประเทศไทยจ�ำนวน 5 ตัวอย่าง โดยเป็นยา

ต้นแบบ 4 ชนิด และยาคล้ายคลึง 1 ชนิด ด้วยเทคนิค Circular Dichroism Spectroscopy ในช่วงความยาวคลื่น 

190-250 nm (far-UV)  และ 250-350 nm (near-UV) ผลการศึกษาพบว่าโครงสร้างโปรตีนระดับทุติยภูมิและตติยภูมิ

ของยาโมโนโคลนอลแอนตบิอดดีงักล่าวมลีกัษณะเฉพาะตามชนดิของยาตรงตามทีไ่ด้จดแจ้งไว้ในทะเบยีนต�ำรบั และโครงสร้าง

โปรตีนของยาต้นแบบและยาคล้ายคลึงมีลักษณะเหมือนกัน

ค�ำส�ำคัญ: ยาโมโนโคลนอลแอนติบอดี, ยาคล้ายคลึง, โครงสร้างโปรตีนระดับทุติยภูมิ, โครงสร้างโปรตีนระดับตติยภูมิ
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บทนำ�

ยาชีววัตถุ (biopharmaceutical products) เป็นยาแผนปัจจุบัน ผลิตโดยกระบวนการทางชีววิทยา 

เพื่อใช้ในการป้องกันและรักษาโรคต่างๆ ได้แก่ โรคอักเสบรูมาทอยด์ โรคภูมิต้านตนเอง โรคมะเร็ง และความผิดปกติ

ทางเลือด(1) เป็นต้น ยาโมโนโคลนอลแอนติบอดีเป็นยาชีววัตถุชนิดหนึ่งที่ผลิตโดยเทคโนโลยีชีวภาพ เป็นยาโปรตีนที่มี

ขนาดใหญ่และโครงสร้างซับซ้อน ประกอบด้วยการเรยีงตวัของกรดอะมโินเป็นสายโพลเีปปไทด์เรยีกว่า โครงสร้างปฐมภมูิ 

(primary structure) เม่ือพันธะไฮโดรเจนซึ่งอยู่ในต�ำแหน่งห่างกันสม�่ำเสมอเกิดปฏิกิริยาดึงดูดกันท�ำให้เกิด

โครงสร้าง 3 มิติของโปรตีนขึ้นเป็นโครงสร้างทุติยภูมิ (secondary structure) มี 2 แบบ คือ แบบอัลฟาเฮลิกซ ์

(α-helix) ทีข่ดเป็นเกลียว และแบบเบตาชที (β-sheet) ทีอ่ยูใ่นรปูซกิแซกคล้ายจบีของพดั ส�ำหรบัโครงสร้างตติยภมู ิ

(tertiary structure) เกิดจากพันธะต่างๆ บนสายโพลีเปปไทด์เดียวกันจับกันเป็นกลุ่มก้อนเป็นโครงสร้างท่ีท�ำให้

โปรตีนสามารถท�ำงานได้(2,3) ซึ่งจะได้โมเลกุลของแอนติบอดีที่ประกอบด้วยโปรตีนสายสั้น (light chain: LC) 2 สาย 

และโปรตีนสายยาว (heavy chain: HC) 2 สาย เชื่อมกันเป็นรูปตัววาย (Y shape) ด้วยพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide 

bond)(4) ดังแสดงในภาพที่ 1

ภาพที่ 1	 (ก) โครงสร้างระดับ primary secondary tertiary   (ข) โครงสร้าง mAb แสดงส่วน Fab และ Fc  

	 และ quaternary ของโปรตีน

ด้วยการผลิตท่ีซับซ้อนโดยใช้สารตั้งต้นที่มาจากสิ่งมีชีวิตจึงต้องมีการออกแบบและควบคุมกระบวนการ

ผลิตอย่างเข้มงวดเพื่อให้ได้ยาท่ีมีโครงสร้างและคุณสมบัติตามที่ออกแบบไว้ ปัจจัยต่างๆ เช่น อุณหภูมิ 

ความเป็นกรด-ด่าง หรอืการเกดิปฏกิริยิากบัสารเคมต่ีางๆ สามารถท�ำให้โครงสร้างของโปรตนีเปลีย่นแปลงไป(5, 6, 7, 8, 9) 

ซึ่งอาจท�ำให้ยาสูญเสียคุณสมบัติในการรักษาหรือเกิดอันตรายต่อผู้ที่ได้รับยา ผู้ผลิตจึงมีขั้นตอนการตรวจโครงสร้าง 

ทัง้ระดบัปฐมภมิูและระดบัสูง (Higher order structure) ในระหว่างขัน้ตอนการผลติตวัยาส�ำคญั (drug substances) 

ด้วยเทคนิคที่เหมาะสมหลายวิธีตามท่ีก�ำหนดในต�ำรายาสากล และไม่ตรวจซ�้ำในผลิตภัณฑ์ส�ำเร็จรูป (finished  

product/drug product)

	 (ก)	                                                       (ข)
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ในการรกัษาโรคด้วยยาโมโนโคลนอลแอนตีบอดทีีใ่ห้ผลการรกัษาทีม่ปีระสทิธภิาพดี ผูป่้วยต้องได้รบัยาอย่าง

ต่อเนือ่ง แต่เน่ืองจากยามีราคาแพง ดงัน้ันเม่ือยาต้นแบบ (originators) หมดสทิธบิตัรจงึมกีารผลติยาชวีวตัถคุล้ายคลงึ 

(biosimilars) ที่ออกแบบให้ได้โมเลกุลยาที่คล้ายคลึงกับยาต้นแบบ มีกลไกการออกฤทธิ์เช่นเดียวกันแต่ราคาของ 

ยาชวีวตัถุคลา้ยคลึงถูกกว่า ดงันัน้ผูผ้ลติยาชีววัตถคุล้ายคลงึต้องแสดงข้อมลูเปรยีบเทียบความคลา้ยคลึงกับยาต้นแบบ 

ทีน่�ำมาเป็นยาอ้างองิ (reference product) ข้อมลูทีส่�ำคัญคือ ข้อมลูด้านคุณภาพทีร่ะบถึุงโครงสร้างและคุณสมบตัต่ิางๆ 

ทางเคม-ีฟิสกิส์ ท่ีต้องเหมือนกบัยาต้นแบบจงึจะได้รบัการยอมรบัและสามารถขึน้ทะเบยีนเป็นยาชีววตัถุคล้ายคลงึได้(10)   

ดังนั้นการศึกษาโครงสร้างของยาโมโนโคลนอลแอนตีบอดีจึงจ�ำเป็นส�ำหรับหน่วยงานควบคุมก�ำกับคุณภาพภาครัฐ  

เพื่อให้ทราบถึงโครงสร้างของยาว่าเป็นไปตามที่ได้ขึ้นทะเบียนไว้ 

การตรวจสอบคุณภาพโครงสร้างระดับสูงของยาโปรตีน(11, 12) จึงมีความส�ำคัญซึ่งผู้ผลิตต้องท�ำการวิเคราะห์

เพือ่ให้เหน็โครงสร้างระดบัสูงท่ีมีความส�ำคญัต่อการออกฤทธิท์างชีวภาพของโมเลกลุของยา ซึง่มโีอกาสเกดิการเบีย่งเบน 

จากที่ออกแบบไว้จากหลายสาเหตุ เช่น การควบคุมการผลิตไม่เหมาะสม การเปล่ียนแปลงจากการเก็บรักษาหรืออยู่

ในอุณหภูมิที่ไม่เหมาะสมท�ำให้เกิดการจับตัวกัน รวมทั้งตรวจสอบโครงสร้างที่แตกต่างของยาคล้ายคลึงเมื่อใช้เซลล ์

เพาะเลี้ยงต่างชนิดกัน(5) เป็นต้น ดังนั้นข้อมูลด้านคุณภาพที่เกี่ยวข้องกับโครงสร้างระดับสูงของยา mAb มีความส�ำคัญ

และจ�ำเป็นต้องได้รับการตรวจสอบ

วธิ ีcircular dichroism spectroscopy เป็นวธิทีีก่�ำหนดในต�ำรายาสากล(13, 14, 15) ส�ำหรบัการตรวจเอกลกัษณ์

โปรตีนด้านคุณภาพของโครงสร้างระดับทุติยภูมิและตติยภูมิ สามารถอ่านเส้นสเปกตรัมได้อย่างถูกต้องและรวดเร็ว 

มหีลกัการ คอื การวัดความสามารถในการดดูกลืนแสงของตวัอย่างโปรตนีอาศยัหลกัการดูดกลนืแสงช่วง UV ทีต่่างกนั 

ของโมเลกุล แสงที่ผ่านโมเลกุลจะมีลักษณะของการบิดของระนาบแสงเป็นรูปวงรี (circular dichroism) ซึ่งโมเลกุล 

จะมกีารดดูกลืนแสงท่ีหมุนวนซ้าย (left circular polarized light) และหมนุวนขวา (right circular polarized light) 

ไม่เท่ากัน เม่ือน�ำมาวิเคราะห์โครงสร้างโปรตีนระดับทุติยภูมิในช่วงความยาวคลื่น 190-250 nm (far-UV) 

เส้นสเปกตรัมจะแสดงค่าสัญญาณทั้งค่าบวกและลบ สามารถแยกความแตกต่างของโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนได้

เป็นแบบอัลฟาเฮลิกซ์ เบตาชีท และแรนดอมคอยล์ และโครงสร้างระดับตติยภูมิในช่วงความยาวคลื่น 250-350 nm 

(near-UV)(16) ดังน้ันจึงเป็นประโยชน์ในการตรวจสอบพิสูจน์โครงสร้างของยาโปรตีนที่ผลิตแต่ละรุ ่น (lot) 

ว่ามีลักษณะโครงสร้างที่เหมือนกันหรือไม่ เช่น หลังจากการเพิ่มขนาดของกระบวนการผลิตการท�ำให้บริสุทธิ์ เป็นต้น  

ดังแสดงในภาพที่ 2

ภาพที ่2  โครงสร้างทุตยิภูมิและตตยิภูมิของโปรตีน ทีอ่่านได้โดยเครือ่ง circular dichroism spectrophotometer(17,  18) 
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ในการขึน้ทะเบยีนยาโมโนโคลนอลแอนตบิอดีไม่มข้ีอก�ำหนด (Specification) ให้ตรวจวเิคราะห์โครงสร้าง

โปรตีนในยาส�ำเร็จรูป เน่ืองจากผู้ผลิตได้วิเคราะห์โครงสร้างของตัวยาส�ำคัญและแสดงไว้ในทะเบียนต�ำรับยาที่ยื่น 

ขอขึน้ทะเบียนแล้ว  อย่างไรกต็ามเพือ่ความม่ันใจ หน่วยงานควบคุมก�ำกับภาครฐัควรตรวจสอบและมข้ีอมลูเพือ่ให้ทราบ

ถงึโครงสร้างของยาว่าเป็นไปตามทีไ่ด้ออกแบบและจดแจ้งไว้ในต�ำรบั จดุประสงค์ของการศกึษานีเ้พือ่วเิคราะห์ลกัษณะ

โครงสร้างระดบัสงูท้ังทุตยิภมิูและตตยิภมิูของยาโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีข่ึน้ทะเบยีนในประเทศไทยโดยวธิ ีCircular 

Dichroism Spectroscopy และเปรียบเทียบลักษณะโครงสร้างของยาต้นแบบและยาคล้ายคลึง

วัสดุและวิธีการ

การศกึษานีเ้ป็นการวิเคราะห์เชงิคณุภาพและได้เลอืกใช้วธิ ีCD ซึง่เป็นวธิหีนึง่ทีก่�ำหนดไว้ในต�ำรายา(10)  โดย

การตรวจสอบโครงสร้างระดับสูงทั้ง 2 แบบของยาโปรตีน พบว่ามีความสะดวกรวดเร็วและมีความจ�ำเพาะ

ตัวอย่างทดสอบ

ตัวอย่างส�ำหรับการศึกษาเป็นยาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ขึ้นทะเบียนในประเทศไทยระหว่างปี  

พ.ศ. 2559-2560 จ�ำนวน 5 ชนิด เป็นยาต้นแบบจ�ำนวน 4 ชนิด ได้แก่ Ixekizumab, Alirocumab, Emicizumab, 

Infliximab และยาคล้ายคลึงจ�ำนวน 1 ชนิด คือ Infliximab  

เครื่องมือและอุปกรณ์

1.	 เครื่อง Circular dichroism spectrometer (CD) ยี่ห้อ Jasco รุ่น J-815 (Jasco Corperation, 

Japan) 

2.	 เครื่องปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกโปรตีนในตัวอย่าง (ยี่ห้อ Sorvall, Germany) 

3. 	เครื่อง NanoDrop™ 2000/2000 (รุ่น NND-1, ND-2000 ยี่ห้อ Thermal Scientific, USA)

4. 	เครื่อง Ultrasonic Cleaner Sonicator  ใช้ cuvette ชนิด quartz ขนาด 0.1 cm และ 1.0 cm path 

length 

5.	 Amicon® tube ขนาด 30k หรือ 10k (ยี่ห้อ Amicon, Germany)

6.	 โปรแกรมกรองสัญญาณรบกวน Savitzky-golay   ใช้เป็นตัวกรองดิจิทัลในการปรับข้อมูลให้ราบรื่น 

เพื่อเพิ่มความแม่นย�ำของข้อมูลโดยไม่บิดเบือนแนวโน้มของสัญญาณ

สารเคมี

น�้ำ ultrapure ที่ผ่านเครื่อง Ultrasonic Cleaner Sonicator 

การวิเคราะห์โครงสร้างโปรตีนด้วยเครื่อง CD

การเตรียมตัวอย่าง 

ละลายตัวอย่างด้วยตัวท�ำละลาย โดยใช้ปริมาตรตามที่ระบุของตัวอย่างแต่ละชนิด น�ำสารละลายตัวอย่าง 

100 µl และน�ำ้ ultrapure ปรมิาตร 100 µl ใส่ลงใน Amicon® tube ป่ันเหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 12,000 g อณุหภมิู 4°C 
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นาน 30 นาที เก็บสารละละลายส่วนบนไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 nm  ด้วยเครื่อง Nano Drop™ 

เพ่ือให้ทราบความเข้มข้นของโปรตนีในตวัอย่าง แล้วเจอืจางด้วยน�ำ้ ultrapure ให้ได้ความเข้มข้น 0.1 mg/ml ส�ำหรบั

วิเคราะห์โครงสร้างทุติยภูมิ และความเข้มข้น 1.0 mg/ml ส�ำหรับวิเคราะห์โครงสร้างตติยภูมิ จากนั้นน�ำไปวิเคราะห์

ด้วยเครื่อง CD

การเตรียมเครื่อง CD  

เตมิแก๊สไนโตรเจนเข้าในระบบก่อนเปิดหลอดไฟโดยให้เครือ่งวดัอัตราไหลของแก๊สได้ 5 ลติรต่อนาที จากนัน้ 

ปล่อยทิ้งไว้ 10-20 นาที ตรวจสอบแรงดันของแก๊สไนโตรเจนในถังไม่ต�่ำกว่า 200 psi ตั้งค่าเครื่อง CD ดังน้ี 

Sensitivity = Standard 100 mdeg, Start Wavelength = 250 nm, End Wavelength = 190 nm, Data 

Pitch = 1 nm, Scanning mode = Continuous, Scanning speed = 50 nm/min, Response = 1 sec, 

Bandwidth = 1 nm, Accumulation = 1 ส�ำหรับวิเคราะห์โครงสร้างทุติยภูมิ ส่วนการวิเคราะห์โครงสร้างตติยภูมิ

ให้ตั้งค่า Start Wavelength = 350 nm และ End Wavelength = 250 nm

การวิเคราะห์ตัวอย่าง

หาค่า base line correction โดยเติมน�ำ้ ultrapure ปรมิาตร 800 µl ลงใน cuvette และใส่ลงในเครือ่ง CD 

วเิคราะห์ผลโดยสแกนค่าความยาวคลืน่ 190-250 nm ส�ำหรบัวิเคราะห์โครงสร้างทตุยิภมูแิละความยาวคลืน่ 250-350 nm 

ส�ำหรับวิเคราะห์โครงสร้างตติยภูมิ จากนั้นใส่ตัวอย่างที่เตรียมแล้วปริมาตร 800 µl ลงใน cuvette   แล้ววิเคราะห ์

เช่นเดมิ จากนัน้ประมวลผลโดยปรบัเส้นกราฟให้เหมาะสมด้วยโปรแกรมกรองสญัญาณ Savistky-Golay เลอืกระดบั

ความละเอียดสูงสุด 

ผล

การตรวจวิเคราะห์โครงสร้างโปรตีนของผลิตภัณฑ์ยาโมโนโคลนอลแอนติบอดี จ�ำนวน 5 ชนิด เป็นยา

ต้นแบบจ�ำนวน 4 ชนิด ได้แก่ ยาต้นแบบ ตัวอย่าง A : Ixekizumab, ตัวอย่าง B : Alirocumab, ตัวอย่าง C : 

Emicizumab, ตัวอย่าง D : Infliximab และยาคล้ายคลึง จ�ำนวน 1 ชนิด คือ ตัวอย่าง E : Infliximab การศึกษา

โครงสร้างระดับทุติยภูมิโดย far-UV ที่ความยาวคลื่น 190-250 nm พบว่าสเปกตรัมของยาโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ของยาชนิดต่างๆ ที่ศึกษา แสดงลักษณะของโครงสร้างหลักเฉพาะของแอนติบอดีที่ขึ้นอยู่กับชนิดของยา ซึ่งตัวอย่าง

ยาต้นแบบ 4 ชนิด ที่ศึกษาแสดงลักษณะของโครงสร้างหลักเฉพาะของแอนติบอดีเป็นแบบ β-sheet structure 

มีต�ำแหน่งสูงสุด (positive band) และต�่ำสุด (negative band) ของสเปกตรัม ดังแสดงในภาพที่ 3
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ผลการศึกษาโครงสร้างระดับทุติยภูมิ near-UV ที่ความยาวคลื่น 250-350 nm แสดงเส้นสเปกตรัมของ 

ยาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ศึกษาของยาชนิดต่างๆ มีลักษณะเฉพาะของแต่ละชนิด ดังแสดงในภาพที่ 4 

ภาพที่ 3  กราฟค่าการดูดกลืนแสงของโครงสร้างโปรตีนทุติยภูมิของยาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 5 ชนิด
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ภาพที่ 4  กราฟค่าการดูดกลืนแสงของโครงสร้างโปรตีนตติยภูมิของยาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 5 ชนิด

Tertiary structure of Sample A

Tertiary structure of Sample C

Tertiary structure of Sample B

Tertiary structure of Sample D
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วิจารณ์

โครงสร้างระดับสูงของยา mAb ทุกชนิดที่น�ำมาศึกษาแสดงสเปกตรัมที่มีรูปแบบเดียวกันในช่วงคลื่น 

การทดสอบทัง้ far-UV และ near-UV ซึง่มีความแตกต่างกนัอย่างชดัเจนระหว่างโครงสร้างระดบัทตุยิภมูแิละตตยิภมู ิ

แสดงให้เห็นรูปร่างของเส้นสเปกตรัมท่ีเป็นลักษณะเฉพาะของ mAb ที่มีค่าสูงสุดและค่าต�่ำสุดที่เฉพาะตัว 

ของแต่ละชนิด และสอดคล้องกับลักษณะสเปกตรัมจากต�ำรา ดังแสดงในภาพที่ 2 การเปรียบเทียบเส้นสเปกตรัมของ

ยาชีววัตถุต้นแบบและชีววัตถุคล้ายคลึง พบว่าไม่แสดงความแตกต่างของค่าความยาวคลื่นสูงสุดและต�่ำสุด ซึ่งเป็น

ผลจากการศึกษาเดียวกันของยาชีววัตถุต้นแบบและชนิดคล้ายคลึงตามหลักเกณฑ์การเปรียบเทียบความคล้ายคลึง 

ของโครงสร้างโปรตีนตามหลักเกณฑ์สากล(19, 20, 21) 

ปัจจุบันมีการแสดงข้อมูลโครงสร้างระดับทุติยภูมิและตติยภูมิของตัวยาส�ำคัญที่วิเคราะห์โดยผู้ผลิตไว ้

ในต�ำรับยาที่ขอขึ้นทะเบียนและไม่มีข้อก�ำหนดการวิเคราะห์หัวข้อนี้ในยาส�ำเร็จรูป จึงไม่มีการตรวจสอบโดย 

ห้องปฏิบัตกิารของภาครฐั อย่างไรกต็ามหากหน่วยควบคมุก�ำกบัคณุภาพยาของประเทศท�ำการตรวจวเิคราะห์โครงสร้าง

ระดับสูงของยา mAb ในระหว่างการขึ้นทะเบียน จะท�ำให้มีข้อมูลที่เป็นประโยชน์เก็บไว้เพื่อใช้ในการเปรียบเทียบกับ

โครงสร้างของยาเหล่าน้ัน หากเกดิข้อสงสยัในคณุภาพหลงัจ�ำหน่ายแล้ว ไม่ว่าจะเป็นในเรือ่ง cold chain หรอืความคงตวั

ของยาเมือ่ระยะเวลาผ่านไป หรอืกรณเีกดิการแพ้หลงัได้รบัยา สามารถพสิจูน์ได้ว่าโครงสร้างโปรตนีของยาเปลีย่นแปลง

ไปแล้วหรือไม่ อีกท้ังการวิเคราะห์โครงสร้างระดับทติุยภมูจิะมคีวามไวต่อสภาพแวดล้อมทีเ่ปลีย่นแปลงไป เช่น อณุหภมู ิ

pH ส่วนผสม หรือโปรตีนถูกท�ำลายลง ในส่วนของการวิเคราะห์โครงสร้างตติยภูมิจะท�ำให้ทราบข้อมูล เช่น เมื่อมีการ

เปลี่ยนแปลงสูตรยา อุณหภูมิ หรือสภาวะการเก็บรักษาของยา(22, 23)  รวมทั้งใช้เปรียบเทียบเพื่อพิสูจน์ความเหมือนของ

ยาคล้ายคลึงกับยาต้นแบบนั้นๆ

เนือ่งจากยา mAb ท่ีน�ำมาศกึษาน้ีเป็นยาใหม่จงึไม่มสีารมาตรฐานจ�ำหน่าย ต้องได้รบัจากผู้ผลติเท่านัน้ ซึง่โดย

ปกตจิะจดัหาให้เพียงพอส�ำหรบัการทดสอบยาส�ำเร็จรูปประกอบการข้ึนทะเบยีนเท่านัน้ แต่การศกึษาโครงสร้างระดบัสงูนี้

เป็นการทดสอบนอกเหนอืจากข้อก�ำหนดของยาส�ำเร็จรปู ท�ำให้ไม่มสีารมาตรฐานของยา mAb ทีจ่ะทดสอบควบคูก่นัไป 

อย่างไรก็ตามสเปกตรัมของยาทุกชนิดที่ได้มีความสอดคล้องกันและตรงตามต�ำราทฤษฎีเกี่ยวกับโครงสร้างของโปรตีน

ภาพที่ 5 	กราฟโครงสร้างระดับทุติยภูมิ (190-250 nm) และตติยภูมิ (250-350 nm) ของยา Infliximab ที่เป็น 

	 ยาต้นแบบ (D) และยาคล้ายคลึง (E)

Secondary structure of D and E TertLary structure of D and E
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A

Wavelength (nm)
B
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สรุป

จากการวิเคราะห์โครงสร้างของยาโมโนโคลนอลแอนติบอดีท้ัง 5 ชนิด ด้วยวิธี CD ทั้งโครงสร้างทุติยภูมิ

และตติยภูมิของยา มีลักษณะตามโครงสร้างของยาดังกล่าวซึ่งมีความแตกต่างกันจากการดูดกลืนแสง far-UV และ  

near-UV  รวมท้ังโครงสร้างของยาต้นแบบและยาคล้ายคลึงทีน่�ำมาศกึษามลีกัษณะของสเปกตรมัของโครงสร้างโปรตนี

ระดับทุติยภูมิและตติยภูมิที่สอดคล้องกัน แสดงถึงความคล้ายคลึงกันระหว่างยา Infliximab ที่เป็นยาต้นแบบและ 

ยาคล้ายคลึง สามารถน�ำวิธีนี้มาใช้ในการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างยาที่เกิดหลังจ�ำหน่ายได้

	

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคณุนางสาวเกศรา ธรีวณชิพนัธุ ์ นายเฉลมิชยั อาจประดษิฐ์ และ ดร.มยรีุ เฟ่ืองทอง  สถาบนัวจิยัจฬุาภรณ์ 

ในความร่วมมือ สนับสนุนสถานท่ี และเครื่องมือในการศึกษาวิจัย และนางวิชชุดา จริยะพันธุ์ อดีตผู้ทรงคุณวุฒิ 

ด้านวิจัยและพัฒนาวิทยาศาสตร์การแพทย์ (ชีววิทยา) กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ส�ำหรับค�ำแนะน�ำในการศึกษาวิจัย 
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Higher Order Analysis of Protein Structure

of Therapeutic Monoclonal Antibody by 

Circular Dichroism Spectroscopy 

Puntawit Natakul1  and Anurak Muangsaguan2

1Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences, Tiwanon Road, Nonthaburi 11000
2Chulabhorn Research Institute, Kamphaeng Phet Road, Bangkok 10210, Thailand

ABSTRACT  Therapeutic monoclonal antibodies (mAb) are protein drugs that have a unique amino 

acid structure. When there are any changes in the structure due to environmental condition; pH,  

temperature or increasing production. Their safety, quality and efficacy may be affected. The  

determination of their higher order protein structure is performed in the in-process control and drug 

substances but not in the finished products. The purpose of this study was to analyze the protein  

structure of 5 mAb drugs (4 reference drugs and 1 biosimilar drug) registered in Thailand, using the 

circular dichroism spectroscopy technique in two ranges of wavelengths: 190-250 nm (far-UV) and  

250-350 nm (near-UV). The study demonstrated that the protein structures of all samples showed  

the specific pattern depending on the product type and the results were conformed to those as their 

registrations. In addition, we found that the protein structure of the biosimilar mAb drug was similar to 

its reference drug.

Keywords:	Monoclonal antibody products, Biosimilars, Secondary protein structure, Tertiary protein  

	 structure



นิพนธ์ต้นฉบับ	 ว กรมวิทย พ 2564; 63 (1) : 146-159

146 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 63 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2564

1

การพัฒนาโปรแกรม Image Measurement 

Viewer (IMV) เพื่อวัดค่าความเหลื่อมล�้ำ

ของล�ำรังสีเอกซ์กับล�ำแสงไฟของเครื่องเอกซเรย์
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บทคัดย่อ  การตรวจสอบคุณภาพเคร่ืองเอกซเรย์ตามมาตรฐานคุณภาพเคร่ืองเอกซเรย์วินิจฉัยทางการแพทย์ มีข้อก�ำหนด 

ในการตรวจสอบอุปกรณ์จ�ำกัดล�ำรังสี โดยการเหล่ือมล�้ำระหว่างล�ำรังสีกับล�ำแสงไฟในแต่ละด้านของอุปกรณ์จ�ำกัดล�ำรังสี 

ต้องมีค่าไม่เกิน 1% ของระยะจากต�ำแหน่งอ้างอิงจุดโฟกัสของหลอดเอกซเรย์ถึงตัวรับภาพ หากล�ำแสงไฟกับล�ำรังสีที่ออกมา 

ไม่ตรงกันหรือเกินค่ามาตรฐาน จะท�ำให้ผลการวินิจฉัยภาพถ่ายทางรังสีเบี่ยงเบนไป ดังน้ันจึงได้พัฒนาโปรแกรม Image  

Measurement Viewer (IMV) ด้วยภาษา C# เพื่อตรวจสอบการเหลื่อมล�้ำล�ำรังสีกับล�ำแสงไฟในแต่ละด้านของอุปกรณ์

จ�ำกัดล�ำรังสี ด้านซ้าย ด้านขวา ด้านบน และด้านล่าง โดยเปรียบเทียบการวัดผลความเหลื่อมล�้ำด้วยวิธีการอ่านผลด้วยตาเปล่า

เทียบกับการอ่านผลด้วยโปรแกรม IMV ที่พัฒนาขึ้น ผลการศึกษา พบว่ามีความแตกต่างสูงสุดอยู่ที่ร้อยละ 75.44 และ 

ความแตกต่างต�่ำสุดอยู่ที่ร้อยละ 0.17 เมื่อเปรียบเทียบวิธีการอ่านผลด้วยตาเปล่ากับวิธีการอ่านผลด้วยโปรแกรม IMV 

ในแต่ละด้าน พบว่าด้านขวาไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p > 0.05) ส่วนการอ่านผลที่เหลืออีก 3 ด้านนั้น 

ผลทีไ่ด้จากการอ่านผลด้วยโปรแกรม IMV มคีวามแม่นย�ำมากกว่าการอ่านผลด้วยตาเปล่าอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ(p < 0.05) 

ผลการศึกษาแสดงว่าล�ำรังสีเอกซเรย์ที่ปรากฏบนภาพรังสีที่อยู่ระหว่างสเกลที่ไม่ละเอียด เมื่ออ่านค่าด้วยโปรแกรมที่พัฒนาขึ้น

มีความถูกต้องของการอ่านค่ามากกว่าการอ่านด้วยตาเปล่า    

ค�ำส�ำคัญ:  การตรวจสอบคุณภาพเครื่องเอกซเรย์, ล�ำรังสีเอกซ์, ล�ำแสงไฟ, โปรแกรมภาษา C#
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บทนำ�

ในการน�ำรังสีเอกซ์มาใช้เพื่อช่วยในการวินิจฉัยโรคนั้น ภาพรังสีที่มีคุณภาพดีจะช่วยให้การวินิจฉัยโรค 

ได้ถูกต้องซึ่งจะส่งผลดีต่อการรักษาผู้ป่วย การสร้างภาพรังสีมีวัตถุประสงค์เพื่อให้เห็นขนาดและรูปร่างของอวัยวะ

และพยาธิสภาพท่ีสนใจได้ชัดเจนและถูกต้อง คุณภาพของภาพรังสีจึงเป็นสิ่งส�ำคัญที่สามารถบอกถึงความผิดปกต ิ

ที่เกิดข้ึนกับผู้ป่วย โดยที่ภาพรังสี (Radiographic image) เป็นภาพเงาของวัตถุที่เกิดจากการฉายรังสีเอกซ์ผ่าน 

ตัวผู้ป่วยไปกระทบกับอุปกรณ์รับภาพ ได้แก่ DR (Digital Radiography) และ CR (Computed Radiography) 

โดยเป็นภาพบนคอมพิวเตอร์ที่ใช้ข้อมูลตัวเลขมาสร้างเป็นภาพดิจิทัล หลักการท�ำงานของ DR คือ เมื่อฉายรังสีเอกซ์ 

ผ่านผู้ป่วยไปกระทบแผ่นรับภาพท่ีอยู่ตรงกันข้ามท�ำด้วยสารก่ึงตัวน�ำ  (solid stage image plate) ซึ่งท�ำหน้าท่ี 

ดูดกลืนพลังงานรังสีแล้วแปลงพลังงานที่ได้รับเป็นสัญญาณไฟฟ้า (สัญญาณแอนะล็อก) และแปลงเป็นสัญญาณดิจิทัล 

เข้าสู่ระบบคอมพวิเตอร์ เพือ่สร้างเป็นภาพดจิิทลัส�ำหรบัใช้ในการตรวจวนิจิฉยัโรค ดงัแสดงในภาพที ่1 เป็นการเปรยีบเทียบ 

ภาพรังสีแอนะล็อกและดิจิทัล ส�ำหรับหลักการท�ำงานของ CR คือ เมื่อมีการฉายรังสีเอกซ์ผ่านอวัยวะของผู้ป่วย 

เข้ามากระทบแผ่นรับภาพ (Photostimulable phosphor หรือ image plate หรือ receptor) มีลักษณะคล้ายกับ

ตลับใส่ฟิล์มหรอืท่ีเรยีกกนัท่ัวไปว่า คาสเซท (Cassette) ส�ำหรบัการถ่ายภาพรงัสทีัว่ไป ภายในคาสเซทมแีผ่นพลาสตกิ 

บาง ฉาบด้วยสารเรอืงแสงท่ีจะท�ำหน้าท่ีเป็นตวัเกบ็พลงังานรงัสทีีต่กกระทบไว้ภายในแผ่นสารเรอืงแสงชัว่ระยะเวลาหนึง่ 

จากนั้นเมื่อต้องการสร้างภาพจะต้องท�ำการกระตุ้นสารเรืองแสงที่ค้างอยู่ในแผ่นรับภาพด้วยเครื่องอ่านภาพโดยเฉพาะ

ที่เรียกว่า CR Reader(1)

ภาพที่ 1 เปรียบเทียบภาพรังสีแอนะล็อกและดิจิทัล(1)

คอลลิเมเตอร์ (Collimator) เป็นส่วนประกอบหน่ึงในเครื่องเอกซเรย์ เป็นอุปกรณ์ที่ท�ำหน้าที่ควบคุม 

การปรับขนาดของล�ำรังสีเอกซ์ ถ้าขนาดของอวัยวะที่ถ่ายภาพเอกซเรย์มีขนาดเพิ่มขึ้น หรือขนาดร่างกายผู้ป่วยใหญ่ขึ้น 

รงัสกีระเจงิจะเพ่ิมขึน้  และถ้าผูป่้วยร่างกายขนาดใหญ่การก�ำหนดพืน้ทีห่รอืบรเิวณถ่ายภาพเอกซเรย์ (x-ray field size) 

ก็จะเพิ่มขึ้น โอกาสเกิดรังสีกระเจิงก็จะมากข้ึนด้วย การจ�ำกัดพื้นที่รับรังสีจะช่วยลดปริมาณรังสีกระเจิงลงได้ และ 

ยังช่วยลดปริมาณรังสีที่ผู้ป่วยได้รับ (Patient dose) การก�ำหนดขนาดของพื้นที่ล�ำแสงเอกซเรย์จะสามารถก�ำหนด

ได้จากแสงไฟจากหลอดไฟฟ้าในคอลลิเมเตอร์ ซึ่งสะท้อนจากกระจกที่เอียงท�ำมุมประมาณ 45 องศา ซึ่งสัมพันธ์กับ

ขนาดของแสงเอกซเรย์ทีอ่อกมาจากเป้าของหลอดเอกซเรย์ คอลลเิมเตอร์สามารถบอกกึง่กลางพืน้ทีล่�ำแสงเอกซเรย์ได้ 
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โดยใช้เคร่ืองหมายกากบาท (x) บนแผ่นพลาสติกอยู่ที่ปลายของคอลลิเมเตอร ์ เมื่อเปิดแสงไฟส่องแสดงพื้นที่แล้ว 

ยังแสดงถึงจุดกึ่งกลางพื้นที่ล�ำแสงเอกซเรย์ด้วย(2)   

การตรวจสอบเครื่องเอกซเรย์ตามมาตรฐานคุณภาพเครื่องเอกซเรย์วินิจฉัยทางการแพทย์ (Quality  

Standards of Medical Diagnostic X-ray Machines) มข้ีอก�ำหนดในการตรวจสอบอปุกรณ์จ�ำกดัล�ำรงัส ี(Beam 

limiting device) โดยการตรวจสอบความเหลื่อมล�้ำระหว่างล�ำรังสีกับล�ำแสงไฟในแต่ละด้านของอุปกรณ์จ�ำกัด 

ล�ำรงัสี (ด้านซ้าย ด้านขวา ด้านบน และด้านล่าง โดยก�ำหนดด้านซ้ายและด้านขวา คอื ด้านมอืของผูท้�ำการทดสอบ) ต้อง

มีค่าไม่เกิน 1% ของระยะจากต�ำแหน่งอ้างอิงจุดโฟกัสของหลอดเอกซเรย์ถึงตัวรับภาพ (Source to Image receptor 

Distance: SID)(3)  เครื่องมือที่ใช้ท�ำการทดสอบอุปกรณ์จ�ำกัดล�ำรังสี ดังแสดงในภาพที่ 2

ภาพที่ 2  เครื่องมือทดสอบอุปกรณ์จ�ำกัดล�ำรังสี (Collimator test tool and beam alignment test tool)

เมื่อถ่ายภาพรังสีลงบนแผ่นเอกซเรย์แบบดิจิทัลโดยการจัดเครื่องมือ ดังแสดงในภาพที่ 3 จะได้ภาพจาก 

การถ่ายรังสี ดังแสดงในภาพที่ 4

ภาพที่ 3  การทดสอบอุปกรณ์จ�ำกัดล�ำรังสี (Beam limiting device)
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ภาพรงัสีท่ีได้และน�ำมาประเมินตามมาตรฐานคณุภาพเครือ่งเอกซเรย์วนิจิฉยัทางการแพทย์ โดยการเหลือ่มล�ำ้ 

ระหว่างล�ำรังสีกับล�ำแสงไฟ ในแต่ละด้านของอุปกรณ์จ�ำกัดล�ำรังสีต้องมีค่าไม่เกิน 1% ของระยะจากต�ำแหน่งอ้างอิง

จุดโฟกัสของหลอดเอกซเรย์ถึงตัวรับภาพ ซึ่งจะเห็นได้ว่าความละเอียดของสเกลในการวัดมีค่าสูงสุดเพียง 0.5 

เซนติเมตร ท�ำให้อ่านค่าละเอียดได้ค่อนข้างยาก ดังนั้นจึงได้พัฒนาโปรแกรมช่วยในการวัดค่าด้วยภาษา C# โดย

มีวัตถุประสงค์เพื่อให้สามารถวัดค่าการเหลื่อมล�้ำระหว่างล�ำรังสีกับล�ำแสงไฟได้ละเอียดยิ่งขึ้น และให้ความแม่นย�ำ 

ค่อนข้างสูง ในการออกแบบโปรแกรมให้วัดค่าโดยใช้หลักการจุดภาพ หรือพิกเซล (Pixel) ซึ่งเป็นหน่วยพื้นฐานของ

ภาพ คือ จุดภาพบนจอแสดงผล หรือจุดภาพในรูปภาพที่รวมกันเป็นภาพขึ้น โดยภาพจะประกอบไปด้วยจุดภาพหรือ

พิกเซลมากมาย และแต่ละภาพที่สร้างขึ้นจะมีความหนาแน่นของจุดภาพที่เรียกว่า ความละเอียด (Resolution) ที่

แตกต่างกนัไป จงึใช้ในการบอกคุณสมบติัของภาพ จอภาพ หรอือปุกรณ์แสดงผลภาพได้ จอภาพทีม่จี�ำนวนพกิเซลมาก 

จะมีความละเอียดของภาพมาก โดยมากจะระบุจ�ำนวนพิกเซลเป็นค่าแนวนอน (แกน x) คูณแนวตั้ง (แกน y) เช่น 

1600 × 900 พิกเซล ดังแสดงในภาพที่ 5 ตารางพิกเซลที่ท�ำให้เกิดภาพบนจอแสดงผล

ภาพที่ 4  ภาพถ่ายจากการทดสอบอุปกรณ์จ�ำกัดล�ำรังสี (Beam limiting device)

ภาพที่ 5  ตารางพิกเซล(6)
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การวดัจ�ำนวนพิกเซลในแนวแกน x และในแนวแกน y จะสามารถค�ำนวณหาค่าระยะทีถู่กต้องของการเหลือ่มล�ำ้ 

ระหว่างล�ำรังสีกบัล�ำแสงไฟท่ีอยูบ่นภาพถ่ายรงัสไีด้  โดยค่าสเกลตัวเลขทีอ่ยูบ่นภาพถ่ายรังสจีะเป็นตวัอ้างองิจากการวัด 

โดยให้จ�ำนวนพิกเซลตั้งแต่ Start Mouse Point Ref ถึงจ�ำนวนพิกเซล End Mouse Point Ref คิดเป็นค่าสเกล 

100% ดังแสดงในภาพที่ 6

ภาพที่ 6  การวัดจุดอ้างอิงบนภาพถ่ายรังสีของต�ำแหน่ง Start Mouse Point Ref และ End Mouse Point Ref

จ�ำนวนพิกเซลตั้งแต่ Start Point ถึงจ�ำนวนพิกเซล Select Point (ต�ำแหน่งที่ต้องการวัด) คือ 

ผลการวัดเมื่อเทียบกับค่าอ้างอิงจากการวัด (End Mouse Point Ref-Start Mouse Point Ref คือ 1 เซนติเมตร 

จากในภาพ) ดังแสดงในภาพที่ 7 ดังนั้นระยะในการวัดมีค่าเท่ากับผลต่างพิกเซลจากการวัด Start Point ถึง Select 

Point โดยเทียบกับจุดอ้างอิง (End Mouse Point Ref - Start Mouse Point Ref) จะได้ดังสมการที่ (1)

ภาพที่ 7  การวัดบนภาพถ่ายรังสี

 						     Select Point - Start Point
ระยะในการวัด     =                                          			            ----------(1)                                                      
          	                (End Mouse Point Ref - Start Mouse Point Ref)
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วัสดุและวิธีการ

วัสดุและเครื่องมือ

1. 	ชุดอุปกรณ์ทดสอบจ�ำกัดล�ำรังสี

    1.1	 แผ่น Collimator Test Tool

    1.2 	กระบอก Beam Alignment Test Tool

2.	 แผ่น plate DR/CR ถ่ายภาพรังสีขนาด 15 × 18 นิ้ว ยี่ห้อ Canon รุ่น CXDI-710C  Wireless

3. 	ตลับเมตร

4. 	ระดับน�้ำ

5. 	เครื่องเอกซเรย์วินิจฉัยทั่วไป ยี่ห้อ SHIMADZU รุ่น MobileDaRt Evolution  

6. 	โปรแกรมภาษา C# เพื่อใช้พัฒนา Image Measurement Viewer

วิธีการ

การพัฒนาโปรแกรม Image Measurement Viewer (IMV) ด้วยโปรแกรมภาษา C# โดยท�ำการบันทึก

ภาพ Dicom จากเครือ่งเอกซเรย์ ยีห้่อ SHIMADZU รุน่ MobileDaRt Evolution  โดยท�ำการเปิดไฟทีค่อลลเิมเตอร์ 

ของหลอดเอกซเรย์เพื่อตรวจสอบการปรับขอบเขตของล�ำแสงไฟ ให้น�ำแผ่น Plate DR/CR วางบนเตียงเอกซเรย์  

จดัระยะจากจดุโฟกสัของหลอดเอกซเรย์ถงึตัวรบัภาพ (Source to Image Receptor Distance: SID) ให้เท่ากบั 100 

เซนติเมตร แล้ววางชุดทดสอบ Collimator Test Tool บนกึ่งกลางแผ่น plate DR/CR เปิดไฟที่คอลลิเมเตอร์และ

ปรับแสงไฟจากคอลลิเมเตอร์ โดยก�ำหนดขนาด Filed Size ของคอลลิเมเตอร์ให้ได้ขนาด 18 × 14 เซนติเมตร ท�ำการ

ถ่ายภาพรังสี โดยตั้งค่าเทคนิคการถ่ายภาพรังสี 50 kV 100 mA  32 mSec และบันทึกภาพ Dicom ที่ได้จากการถ่าย

ภาพรังสี จากนั้นน�ำภาพ Dicom ดังแสดงในภาพที่ 8 ที่ได้จากการฉายรังสีมาท�ำการอ่านผลที่ได้ด้วยตาเปล่าทั้ง 4 ด้าน 

คือ ด้านซ้าย  ด้านขวา  ด้านบน และด้านล่าง จดบันทึก และน�ำภาพดังกล่าวมาอ่านผลที่ได้ด้วยโปรแกรมที่พัฒนาขึ้น 

(IMV) แล้วจดบันทึก เปลี่ยนเจ้าหน้าที่ท�ำการตรวจสอบเคร่ืองเอกซเรย์ของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ (จ�ำนวน 

เจ้าหน้าที่ท�ำการอ่านผลทั้งหมด 18 คน) โดยอ่านซ�้ำทั้งการอ่านผลด้วยตาเปล่าและอ่านผลด้วยโปรแกรมท่ีพัฒนาขึ้น 

(IMV)  6 ครั้ง น�ำมาหาค่าเฉลี่ย

ภาพที่ 8  โปรแกรม Image Measurement Viewer ที่พัฒนาขึ้น
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ขั้นตอนการพัฒนาโปรแกรม Image Measurement Viewer

พัฒนาโปรแกรม Image Measurement Viewer ด้วยโปรแกรมภาษา C#  ซึ่งโปรแกรมสามารถอ่านไฟล์ 

ภาพถ่ายรังสี (DICOM) ได้ชัดเจน สามารถปรับความคมชัด (Contrast) และความสว่าง (Brightness) ได้  เพื่อให้

สามารถวัดภาพที่มีความคมชัดที่สุดส�ำหรับเจ้าหน้าที่ท�ำการวัดภาพ รวมทั้งโปรแกรมยังสามารถอ่านไฟล์ภาพต่างๆ ได้ 

เช่น File นามสกุล *.JPG,*.PNG เมื่อเปิดโปรแกรมขึ้นมาจะได้ดังแสดงในภาพที่ 9

ภาพที่ 9  หน้าโปรแกรมเมื่อเปิดใช้งาน

ขั้นตอนการใช้งานโปรแกรม Image Measurement Viewer 

1.	 ท�ำการเลือกเมนู File เพื่อเปิดไฟล์ DICOM ดังแสดงในภาพที่ 10

ภาพที่ 10  การเลือกไฟล์ภาพที่ต้องการเปิด
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2.	 เมื่อเปิดไฟล์ภาพที่ต้องการ โปรแกรมจะแสดงภาพถ่ายรังสี (DICOM) ดังแสดงในภาพที่ 11 

ภาพที่ 11 ภาพถ่ายรังสี ชนิดภาพเป็นไฟล์ DICOM 

3.	 จากนั้นสามารถคลิกเมาส์ขวาเพื่อปรับความคมชัด (Contrast) และปรับความสว่าง (Brightness)  

ซึ่งควรปรับให้เห็นดังแสดงในภาพที่ 12

4.	 เลือกเมนู Measurement เพื่อท�ำการวัด คลิกเมาส์ซ้ายเพื่อเพิม่เส้น และท�ำการวัดดังแสดงในภาพที่ 13 

เส้นท่ีท�ำการวัดต้องตรง หากเส้นไม่ตรงสามารถวางเมาส์ไว้ทีป่ลายสดุด้านใดกไ็ด้ ให้เมาส์แสดงเป็นลกูศร แล้วปรบัเส้นให้ตรง

ภาพที่ 12 ภาพถ่ายรังสีหลังท�ำการปรับความคมชัด (Contrast) และปรับความสว่าง (Brightness)

ภาพที่ 13 เส้นที่ท�ำการวัด
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5.	 เมื่อได้เส้นตรงแล้ว สามารถเลื่อนเส้นไปยังต�ำแหน่งที่ต้องการวัดโดยเลื่อนเมาส์ไปที่เส้น ให้เมาส์เปลี่ยน

เป็นรูปมือ จากนั้นคลิกเมาส์ค้างไว้และเลื่อนไปยังต�ำแหน่งที่ต้องการ

6.	 ท�ำการวัดจุด Start Mouse Point Ref โดยเลื่อนเส้นตรงไปยังต�ำแหน่งการอ้างอิงเริ่มต้น คลิกเลือก 

Start Mouse Point Ref ดังแสดงในภาพที่ 14

ภาพที่ 14 เส้นที่ท�ำการวัด Start Mouse Point Ref

7.  ท�ำการวัดจุด End Mouse Point Ref โดยเลื่อนเส้นตรงไปยังต�ำแหน่งการอ้างอิงสุดท้าย คลิกเลือก 

End Mouse Point Ref จะท�ำการวัดแค่ครั้งเดียว ดังแสดงในภาพที่ 15

ภาพที่ 15  เส้นที่ท�ำการวัด End Mouse Point Ref

8.	 เมื่อได้ต�ำแหน่งอ้างอิงจากการวัดข้อ 6 และข้อ 7 ให้ท�ำการวัด Start Mouse Point โดยเลื่อนเส้นตรง

ไปยังต�ำแหน่งที่สนใจวัดการวัดต�ำแหน่งเริ่มต้น จากนั้นคลิกเลือก Start Mouse Point

9.	 ท�ำการวัด Select Mouse Point โดยเลื่อนเส้นตรงไปยังต�ำแหน่งที่สนใจวัดต�ำแหน่งสุดท้าย แล้วคลิก

เลือก Select Mouse Point

10.	 ท�ำซ�้ำตามข้อ 8 และข้อ 9 โดยเปลี่ยนต�ำแหน่งที่ต้องการวัดจนครบทั้ง 4 ด้าน

ส�ำหรับ การเขียนโปรแกรมใช้ภาษา C#(4,5)

ในการพัฒนาโปรแกรม Image Measurement Viewer (IMV)(6)



โปรแกรม IMV วัดค่าความเหลื่อมล�้ำของล�ำรังสีเอกซ์กับล�ำแสงไฟ	 สุรชัย ตุ้ยด้วง

155วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 63 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2564

สถิติที่ใช้ในการศึกษา

น�ำข้อมูลที่ได้จากการวัดแต่ละด้านมาวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม excel ทดสอบหาความแตกต่างทางสถิติ 

โดยใช้การทดสอบ t-test แบบ Dependent ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p = 0.05)

ผล

เมือ่ให้เจ้าหน้าท่ีแต่ละคนท�ำการอ่านภาพจากการถ่ายภาพรงัสด้ีวยตาเปล่าและอ่านผลด้วยโปรแกรม Image 

Measurement Viewer ท่ีพัฒนาขึน้จากการถ่ายภาพรงัสภีาพเดยีวกนั ข้อมลูทีไ่ด้มีทัง้ค่าบวกและค่าลบ เมือ่เครือ่งหมาย

บวก (+) แสดงทิศทางด้านมากกว่าเส้นขอบเขตของล�ำแสงไฟที่ก�ำหนด ส่วนเครื่องหมายลบ (-) แสดงทิศทาง 

ด้านน้อยกว่าเส้นขอบเขตของล�ำแสงไฟท่ีเราก�ำหนด จากผลทีไ่ด้ พบว่าการอ่านผลด้วยตาเปล่ามคีวามละเอยีดในการวดั

ได้ทศนิยม 1 ต�ำแหน่ง ส่วนการอ่านผลด้วยโปรแกรมจะสามารถอ่านผลได้ทศนิยมถึง 3 ต�ำแหน่ง ดังแสดงในตารางที่ 1 

เมื่อน�ำข้อมูลมาเปรียบเทียบผลการอ่านค่าด้วยตาเปล่ากับด้วยโปรแกรมในแต่ละด้าน แสดงดังในตารางที่ 1 และ 

ภาพที่ 16 

ตารางที่ 1 	ผลการวัดความเหลือ่มล�ำ้ของล�ำแสงเอกซเรย์กบัล�ำแสงไฟโดยอ่านผลด้วยตาเปล่ากบัอ่านผลด้วยโปรแกรม  

	 Image Measurement Viewer

ล�ำดับ
(คนที่)

อ่านผลด้วยตาเปล่า (cm) อ่านผลด้วยโปรแกรม (cm) ค่า %ความแตกต่างของการอ่านผล

ซ้าย ขวา บน ล่าง ซ้าย ขวา บน ล่าง ซ้าย ขวา บน ล่าง

1 -0.4 0.1 -0.5 -0.1 -0.387 0.114 -0.478 -0.293 3.49 11.89 4.71 65.87

2 -0.4 0.1 -0.4 -0.3 -0.393 0.136 -0.469 -0.292 1.78 26.47 14.71 2.62

3 -0.4 0.1 -0.5 -0.2 -0.382 0.129 -0.473 -0.293 4.85 22.18 5.82 31.70

4 -0.2 0.2 -0.5 -0.2 -0.379 0.165 -0.487 -0.303 47.23 21.58 2.60 33.99

5 -0.4 0.1 -0.4 -0.3 -0.377 0.121 -0.462 -0.297 6.24 17.36 13.42 1.01

6 -0.3 0.2 -0.4 -0.1 -0.379 0.121 -0.470 -0.280 20.84 65.29 14.89 64.24

7 -0.3 0.2 -0.4 -0.1 -0.375 0.131 -0.478 -0.297 20.11 52.75 16.24 66.37

8 -0.4 0.1 -0.4 -0.2 -0.377 0.144 -0.462 -0.286 6.24 30.48 13.42 29.95

9 -0.3 0.1 -0.4 -0.2 -0.382 0.129 -0.490 -0.309 21.36 22.18 18.40 35.24

10 -0.3 0.2 -0.5 -0.2 -0.394 0.137 -0.474 -0.303 23.79 45.99 5.49 33.99

11 -0.4 0.1 -0.5 -0.3 -0.384 0.139 -0.490 -0.301 4.17 27.88 2.01 0.17

12 -0.4 0.1 -0.5 -0.2 -0.379 0.147 -0.487 -0.288 5.54 31.74 2.60 30.52

13 -0.3 0.2 -0.5 -0.2 -0.397 0.134 -0.470 -0.288 24.34 49.81 6.38 30.48

14 -0.3 0.1 -0.4 -0.2 -0.350 0.141 -0.475 -0.305 14.33 28.83 15.73 34.43

15 -0.2 0.1 -0.4 -0.1 -0.401 0.129 -0.473 -0.303 50.10 22.18 15.34 67.00

16 -0.3 0.2 -0.4 -0.1 -0.403 0.114 -0.491 -0.313 25.50 75.44 18.45 68.09

17 -0.3 0.1 -0.5 -0.3 -0.391 0.119 -0.478 -0.287 23.18 15.97 4.60 4.71

18 -0.3 0.1 -0.4 -0.2 -0.396 0.115 -0.476 -0.291 24.24 13.04 15.93 31.27

ค่าเฉลี่ย -0.33 0.13 -0.44 -0.19 -0.38 0.13 -0.48 -0.30 14.77 1.68 6.77 34.30

SD 0.067 0.049 0.051 0.073 0.012 0.013 0.009 0.009
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ภาพที่ 16 การอ่านผลด้วยตาเปล่าเปรียบเทียบกับอ่านผลด้วยโปรแกรมในแต่ละด้าน

ค่า
ที่อ
่าน
 (
cm

)
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เมื่อเปรียบเทียบการวัดผลความเหลี่อมล�้ำของล�ำแสงเอกซเรย์กับล�ำแสงไฟ โดยการอ่านผลด้วยตาเปล่ากับ

การอ่านผลด้วยโปรแกรม IMV จะได้ความแตกต่างสูงสุดร้อยละ 75.44 และร้อยละของความแตกต่างต�่ำสุดอยู่ที่ 0.17 

เมือ่เปรียบเทยีบทางสถติ ิพบว่าการอ่านผลด้วยตาเปล่ากบัการอ่านผลด้วยโปรแกรมด้านขวาไม่มคีวามแตกต่างกนัอย่าง

มีนัยส�ำคัญ (p > 0.05) ส่วนผลอีกสามด้านนั้นมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญ (p < 0.05)

		

วิจารณ์

การอ่านผลของภาพถ่ายรังสีจากการทดลองนี้ใช้จอภาพมอมิเตอร์ทีมีความละเอียด 1920 × 1080 ซึ่ง 

ความละเอียดน้อย หากหน้าจอภาพที่สามารถแสดงผลได้ดีกว่าจะสามารถลดความผิดพลาดจากการอ่านของโปรแกรม

ได้ ความคลาดเคลื่อนที่เกิดขึ้นจากการอ่านผลด้วยโปรแกรม IMV อาจเกิดจากสายตาของผู้ท�ำการวัด นอกจากนั้น 

ในตัวโปรแกรม IMV ออกแบบให้เส้นเมาส์มีขนาดเล็กเพื่อให้ง่ายในการวางต�ำแหน่งได้ถูกต้อง เมื่อใช้งานจริงปัญหาที่

เกดิข้ึน คอื พบว่าเส้นสเกลท่ีภาพถ่ายรงัสมีีขนาดใหญ่กว่าเส้นเมาส์ ท�ำให้เกดิความผดิพลาดจากการวางต�ำแหน่งเมาส์ให้

ตรงจดุกึง่กลางสเกลท่ีภาพถ่ายรงัสี เป็นผลท�ำให้เกิดความผิดพลาดมากข้ึน การทดลองครัง้นีไ้ม่ได้รวมถึงเครือ่งเอกซเรย์ 

ที่มีคอลลิเมเตอร์ท่ีให้ภาพขอบเขตไม่ชัดเจน เพราะการประเมินและการพัฒนาด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ท�ำได ้

ค่อนข้างยาก และในอนาคตอาจสร้างโปรแกรมวิเคราะห์ภาพเพื่อชดเชยความคมชัดของขอบภาพได้

ถ้าสามารถอ่านหรือวัดความเหลื่อมล�้ำของคอลลิเมเตอร์ได้ถูกต้อง แล้วน�ำค่าที่ได้ไปปรับแต่งคอลลิเมเตอร์

ของเครื่องเอกซเรย์ให้มีความเหล่ือมล�้ำระหว่างล�ำรังสีกับล�ำแสงไฟมีค่าน้อยๆ เพื่อให้ภาพถ่ายทางรังสีอยู่ในขอบเขต

ที่ต้องการวินิจฉัย จะช่วยลดการถ่ายภาพรังสีซ�้ำ  ลดปริมาณรังสีสะท้อน และปริมาณรังสีที่ผู้ป่วยได้รับจากการเปิด 

คอลลิเมเตอร์ที่เกินขนาด ซึ่งจะเป็นอันตรายต่อผู้ป่วยและเจ้าหน้าที่ผู้ปฏิบัติงานได้ 

สรุป

การอ่านผลด้วยตาเปล่ามีความละเอียดในการวัดค่อนข้างต�่ำ คือ อ่านได้ทศนิยม 1 ต�ำแหน่ง ส่วนการอ่านผล 

ด้วยโปรแกรม Image Measurement Viewer (IMV) จะสามารถอ่านผลได้ทศนิยม 3 ต�ำแหน่ง หรือมากกว่า 

ดังนั้นการอ่านผลด้วยโปรแกรมสามารถให้ความถูกต้องได้ดีกว่าอ่านผลด้วยตาเปล่า สามารถช่วยลดความผิดพลาด 

ในการอ่านได้อย่างมาก 

กิตติกรรมประกาศ
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1

Development of Image Measurement 

Viewer (IMV) Program to Measure  

Difference between X-ray Beam and Light 

Beam of X-ray Machine

Surachai Tuiduang  
Bureau of Radiation and Medical Devices, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, 

Nonthaburi 11000, Thailand

Abstract  Testing of X-ray machines according to the quality standards of medical diagnostic  

tomography have requirement to check light beam. By the overlap between the beam and the light beam 

each side of the beam limiter shall not exceed 1% of the distance from the x-ray tube focal reference 

position to the image receiver. If the light beam and the beam do not match or exceed the standard will 

flatten the results of radiographic diagnosis. Hence, a computer program was written in C# to examine 

the beam and beam distortion. By comparing the measurement of the X-ray beam with the light beam. 

By reading results visually and programmatically, the maximum difference% is 75.44% and the minimum 

difference% is 0.17%.

The data were obtained from the Dependent t-test to compare the reading results with the 

naked eye compared with the programmed reading (left, right, top and bottom) that each area was  

different significance statistically or not. Found that reading results with the naked eye and reading 

results with the program on the right no difference for the remaining three areas of reading, the result 

is a more accurate reading. This shows that in reading the results with the naked eye, if X-ray beams 

appear on the radiographs between the imperfect scales, making them more error-prone and different 

than reading results with a program. 

Keywords:  X-ray quality control, X-ray beam, light beam, Program C#
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บทคัดย่อ  ไนไตรต์และไนเตรตเป็นวัตถุเจือปนอาหารใช้เป็นสารกันเสีย ช่วยในการตรึงสี และป้องกันการเกิดกลิ่นที่ไม่พึง

ประสงค์ในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ แต่สารกลุ่มนี้สามารถก่อผลเสียต่อสุขภาพหากได้รับเข้าสู่ร่างกายในปริมาณมาก ตามประกาศ

กระทรวงสาธารณสุข เลขที่ 389 (พ.ศ. 2561) ก�ำหนดปริมาณสูงสุดของไนไตรต์ที่อนุญาตให้ตกค้างในอาหาร 80 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม และห้ามใช้ไนเตรต การศึกษานี้ด�ำเนินการในช่วงปี พ.ศ. 2559-2561 มีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินการได้รับสัมผัส 

ไนไตรต์และไนเตรตจากการบริโภคผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์แปรรูปที่เป็นข้อมูลปัจจุบัน ท�ำให้ทราบถึงสถานการณ์การตกค้างของ 

ไนไตรต์และไนเตรต และทราบถึงความเสี่ยงจากการได้รับสารทั้ง 2 ชนิดนี้ โดยตัวอย่างที่ศึกษารวม 1,231 ตัวอย่าง แยกเป็น 

15 ประเภท ผลการศึกษาพบปริมาณตกค้างไนไตรต์ในไส้กรอกไก่ ไส้กรอกหมู แหนมหมู หมูแผ่น เนื้อแดดเดียว หมูยอ และ

ลูกชิ้นเนื้อ คิดเป็นจ�ำนวนตัวอย่างที่เกินหรือผิดมาตรฐานร้อยละ 1.6, 3.4, 5.7, 11.1, 40.0, 1.4 และ 1.3 ตามล�ำดับ ส่วน 

ไนเตรตพบในทุกผลิตภัณฑ์ ยกเว้นลูกชิ้นเนื้อ ปริมาณการได้รับสัมผัสไนไตรต์และไนเตรตเฉลี่ยจากการบริโภคผลิตภัณฑ์ 

เน้ือสตัว์ท่ีค่าต�ำ่ ค่ากลาง และค่าสงูสดุของกลุม่ประชากรทัง้หมด และกลุม่เฉพาะผูบ้รโิภค พบว่าการได้รบัไนเตรตมคีวามปลอดภยั 

แต่การได้รับไนไตรต์ในกลุ่มเฉพาะผู้บริโภค พบว่าสูงกว่าค่าความปลอดภัย จึงจัดว่ามีความเสี่ยงต่อผู้บริโภค ดังนั้นผู้ผลิตควร

ควบคุมการใช้สารดังกล่าวเพ่ือให้ผู้บริโภคปลอดภัย หน่วยงานรัฐที่รับผิดชอบควรมีการเฝ้าระวังโดยการสุ่มเก็บตัวอย่างตรวจ

วิเคราะห์อย่างต่อเนื่อง และมีการบังคับใช้กฎหมายที่เข้มงวด

ค�ำส�ำคัญ: การประเมินการได้รับสัมผัส, ไนไตรต์, ไนเตรต, ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์, ค่าความปลอดภัย
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บทนำ�

ในอุตสาหกรรมการผลิตเน้ือสัตว์แปรรูป อาจมีการเติมสารไนไตรต์และไนเตรต หรือเกลือของไนไตรต์ 

และเกลือของไนเตรต โดยมีวัตถุประสงค์ใช้เป็นสารกันเสียเพื่อป้องกันการเจริญเติบโตของแบคทีเรียคลอสตริเดียม 

โบทลูนิมั (Clostridium botulinum) ท่ีสามารถสร้างสารพษิทีมี่ความเป็นพษิรนุแรงต่อมนษุย์(1, 2) ไนไตรต์ช่วยป้องกัน

การเกิดกลิ่นที่ไม่พึงประสงค์ นอกจากนี้ยังใช้ในอุตสาหกรรมผลิตภัณฑ์เนื้อหมัก (cured meat) เพื่อท�ำให้เกิดสีแดง

อมชมพูจากการรวมตัวของไนไตรต์กับไมโอโกลบิน (myoglobin) ในเลือดเป็นโมโนไนโตรซิลฮีโมโครม (mono- 

nitrosylhaemochrome)(2) 

ไนเตรตสามารถเปล่ียนไปเป็นไนไตรต์ได้ทั้งจากปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นภายในร่างกาย หรือระหว่างการเก็บ

รักษาที่ไม่เหมาะสม หากมนุษย์รับประทานอาหารที่มีไนเตรตเข้าไปในร่างกายมากเกินไป อาจท�ำให้เป็นอันตราย 

ต่อสุขภาพได้ ซ่ึงไนเตรตจะถกูเปล่ียนเป็นไนไตรต์โดยแบคทเีรียในปากและกระเพาะอาหาร ไนไตรต์จะเปลีย่นฮีโมโกลบนิ 

(heamoglobin; Hb) เป็นเมทฮโีมโกลบนิ (metheamoglobin) ท�ำให้เกดิภาวะขาดออกซเิจนในเซลล์ จนเกดิอาการ

ตัวเขียว อ่อนเพลีย หายใจหอบถี่ ปวดศีรษะ หัวใจเต้นเร็ว โดยเฉพาะเด็กเล็กมีความเป็นพิษรุนแรงมากกว่าผู้ใหญ่(3) 

นอกจากนี้ในกระบวนการเมทาบอลิซึมของร่างกายภายในระบบทางเดินอาหาร สารไนไตรต์และไนเตรตอาจท�ำให้เกิด 

Endogenous N-nitroso Compounds (ENOCs) ซึง่เป็นสารทีอ่าจก่อมะเรง็ ปี ค.ศ. 2006 หน่วยงาน International 

Agency for Research on Cancer (IARC) จดัให้อยูใ่น Group 2A คอื น่าจะเป็นสารก่อมะเรง็ในมนษุย์ (probably 

carcinogenic to humans)(4,5)

Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) ได้ก�ำหนดค่า Acceptable 

Daily Intake (ADI) คือ ค่าปริมาณการได้รับไนเตรตและไนไตรต์ต่อวันโดยไม่ก่อให้เกิดอันตรายต่อสุขภาพตลอด

ช่วงชีวิตไว้ที่ 0-3.7 และ 0-0.07 มิลลิกรัม/กิโลกรัม น�้ำหนักตัวต่อวัน(6, 7)  ตามล�ำดับ ในปี 2554 เวณิกา เบ็ญจพงษ์ 

และคณะ ประเมินการได้รับไนเตรตและไนไตรต์จากการบริโภคเนื้อสัตว์แปรรูปของประชากรไทย สรุปได้ว่า การได้รับ

สมัผสัไนไตรต์และไนเตรตทีร่ะดบัเฉลีย่ของการบรโิภคเนือ้สตัว์แปรรปูในประชากรทัว่ไปทกุกลุม่อาย ุมค่ีาต�ำ่กว่า ADI 

โดยกลุ่มประชากรอายุ 3-5.9 ปี เป็นกลุ่มที่มีระดับความเสี่ยงสูงกว่ากลุ่มอายุอื่น(3) ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข 

เลขที่ 389 (พ.ศ. 2561)(8) ได้ปรับเปลี่ยนก�ำหนดให้ใช้และปริมาณการตกค้างส�ำหรับไนไตรต์ไม่เกิน 80 มิลลิกรัมต่อ

กโิลกรมั ในผลติภณัฑ์เนือ้สตัว์ ได้แก่ ไส้กรอก แฮม เบคอน แหนม กนุเชียง เป็นต้น ส่วนไนเตรตไม่ได้ก�ำหนดมาตรฐาน 

และห้ามใช้ไนไตรต์ในผลิตภัณฑ์หมูยอ ลูกชิ้น หมูหรือเนื้อสวรรค์ หมูหยอง หมูหรือเนื้อทุบ อย่างไรก็ตามยังคงตรวจ

พบการตกค้างของไนไตรต์และไนเตรตในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ปริมาณสูงเกินมาตรฐาน นอกจากนั้นยังพบในผลิตภัณฑ์

อาหารที่ไม่ระบุปริมาณการใช้ หากร่างกายได้รับในปริมาณมากหรือได้รับเป็นประจ�ำอาจท�ำให้เกิดอันตราย ส�ำนัก

คณุภาพและความปลอดภัยอาหาร จึงได้ศกึษาการประเมนิการได้รบัสมัผัสไนไตรต์และไนเตรตจากการบรโิภคผลติภณัฑ์ 

เนือ้สัตว์ โดยใช้ปรมิาณการตกค้างของไนไตรต์และไนเตรตในตวัอย่างทีส่่งวเิคราะห์ ในปีงบประมาณ พ.ศ. 2559-2561 

เพื่อทราบสถานการณ์ปริมาณการตกค้างของไนไตรต์และไนเตรต ประเมินการได้รับสัมผัสสารดังกล่าวจากการบริโภค

ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ และค�ำนวณความเสี่ยงโดยน�ำมาเปรียบเทียบกับค่า ADI และข้อมูลที่ได้สามารถน�ำไปใช้พิจารณา

ก�ำหนดมาตรฐานเพื่อคุ้มครองประชาชนจากการบริโภคอาหารกลุ่มเสี่ยงได้ 

วัสดุและวิธีการ

การประเมินการได้รับสัมผัส (exposure assessment) 

การประเมินการได้รับสัมผัสสารจากการบริโภค เป็นการประเมินเชิงปริมาณถึงความเป็นไปได้ที่ผู้บริโภค 

หนึง่คนจะได้รบัสารไนไตรต์และไนเตรตเข้าไปในร่างกาย  ซ่ึงต้องใช้ข้อมลูส�ำคญั 2 ส่วน คอื 1) ข้อมลูการบรโิภคอาหาร
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ประจ�ำวนัของคนไทย ซึง่ได้จากข้อมูลการบรโิภคอาหารของประเทศไทยของส�ำนกังานมาตรฐานสนิค้าเกษตรและอาหาร

แห่งชาติ (มกอช.)(9) 2) ข้อมูลปริมาณไนไตรต์และไนเตรตได้จากการตรวจวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์เน้ือสัตว์แต่ละชนิด  

น�ำข้อมูลมาค�ำนวณปริมาณการได้รับสัมผัสของสารไนไตรต์และไนเตรตที่บริโภคต่อวัน โดยใช้การประเมินแบบจุด 

(point estimation) ตามสมการที่ 1(10)  

     การได้รับสัมผัสทางการบริโภค (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม น�้ำหนักตัวต่อวัน)                                

=
   ปริมาณ (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม อาหาร) × ปริมาณการบริโภค (กรัมต่อกิโลกรัม น�้ำหนักตัวต่อวัน)….. สมการที่ 1

                                                  1000

                                                                                                                                

การศึกษาการประเมินการได้รับสัมผัสนี้ ใช้ข้อมูลปริมาณไนไตรต์และไนเตรตที่ตรวจวิเคราะห์ในผลิตภัณฑ์

เนื้อสัตว์ในปี พ.ศ. 2559-2561 ปริมาณที่ค�ำนวณได้ตามสมการที่ 2 มีการรายงานผลดังนี้ ค่าท่ีวิเคราะห์ได้ต�่ำกว่า 

LOD จะรายงานไม่พบ ค่าที่วิเคราะห์ได้ต�่ำกว่า LOQ จะรายงานค่าน้อยกว่า LOQ ส่วนค่าที่วิเคราะห์ได้เท่ากับและ 

สูงกว่า LOQ จะรายงานค่าที่ตรวจพบ และใช้แนวทางการค�ำนวณการได้รับสัมผัส 3 แบบ(11) ได้แก่ 

-	 ค่าต�่ำ (lower bound) คือ ผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีค่าต�่ำกว่า LOD และค่าต�่ำกว่า LOQ จะแทนค่า 

	 ด้วย “0”

-	 ค่ากลาง (middle bound) คือ ผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีค่าต�่ำกว่า LOD แทนค่าด้วย “1/2 LOD” 

	 แต่หากต�่ำกว่า LOQ แทนค่าด้วย “1/2 LOQ”

-	 ค่าสูงสุด (upper bound) คือ ผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีค่าต�่ำกว่า LOD แทนค่าด้วย “LOD”

 	 แต่หากต�่ำกว่า LOQ แทนค่าด้วย “LOQ”

ทั้งนี้เพื่อให้ได้ข้อมูลที่น�ำมาประเมินการได้รับสัมผัสครอบคลุมช่วงความคลาดเคลื่อนของค่าที่ต�่ำกว่า LOD 

หรือ LOQ ซึ่งไม่สามารถระบุปริมาณที่แน่นอนได้

ค�ำนวณปริมาณการได้รับไนไตรต์และไนเตรตจากแต่ละผลิตภัณฑ์ โดยใช้ค่าเฉลี่ยของปริมาณสารแต่ละ

ผลิตภัณฑ์ และปริมาณการบริโภคส�ำหรับประชากรทั้งหมด (per capita) และเฉพาะผู้ที่บริโภค (eater only) อายุ 

3 ปีข้ึนไป รายงานเป็นปรมิาณอาหารต่อน�ำ้หนกัตวัผูบ้รโิภคต่อวนั น�ำปรมิาณการได้รบัสารจากทกุผลติภัณฑ์มารวมเป็น

ปริมาณการได้รับสารทั้งหมด (total exposure) จากการบริโภคผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ จากนั้นน�ำไปเปรียบเทียบกับค่า 

ADI ของไนไตรต์และไนเตรต โดยค�ำนวณเป็น margin of safety (MOS)

    

การเปรียบเทียบการได้รับสัมผัสกับค่า ADI

เพื่อให้ทราบถึงความเสี่ยงของการได้รับไนไตรต์และไนเตรตจากการบริโภคผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ โดยใช้ค่า 

MOS ซึ่งค�ำนวณได้ดังนี้(10)

		                       MOS	   =  Total exposure                         

                                           	 HBGV

Health-based guidance value (HBGV) แทนด้วยค่า ADI ส�ำหรับไนไตรต์และไนเตรต คือ 0.07 

และ 3.7 มิลลิกรัมต่อน�้ำหนักตัว 1 กิโลกรัมของผู้บริโภคต่อวัน ตามล�ำดับ

ถ้า MOS น้อยกว่า 1 แสดงว่าปริมาณสารที่ร่างกายได้รับไม่ก่อให้เกิดผลที่ไม่พึงประสงค์, MOS มากกว่า 1 

แสดงว่าปริมาณสารที่ร่างกายได้รับเกินค่าความปลอดภัย
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วิธีวิเคราะห์
สารมาตรฐานและสารเคมี

สารมาตรฐาน: potassium nitrate และ sodium nitrite มีความบริสุทธิ์ไม่น้อยกว่า 99.0% 
สารเคม:ี acetonitrile (HPLC grade), glycerol (AR grade), lithium hydroxide anhydrous หรอื 

lithium hydroxide monohydrate (AR grade), boric acid (AR grade), hydrochloric acid (AR grade), 
gluconic acid solution 50% v/v (AR grade)

เครื่องมือและอุปกรณ์
เครื่อง  HPLC พร้อมด้วย Photodiode Array Detector โดยมีส่วนประกอบอื่นๆ ของระบบ HPLC เช่น 

quaternary pump, auto injector และ column: IC-PakTM Anion HC (150 × 4.6 mm), เครือ่งชัง่ 4 ต�ำแหน่ง,  
กระดาษกรอง Whatman No.1, syringe filter (nylon ชนิด GMF ขนาด 0.45 หรือ 0.2 µm, dia. 13 mm) 
และเครื่องแก้ว class A

ตัวอย่าง
ผลติภณัฑ์เนือ้สัตว์ท่ีศกึษาเป็นผลติภณัฑ์เนือ้สตัว์แปรรปูจากเนือ้สตัว์ ในขบวนการผลติ ผูผ้ลติอาจมกีารเตมิ 

ไนไตรต์หรือไนเตรตเพื่อใช้เป็นสารกันเสีย จึงมีโอกาสเสี่ยงสูงเมื่อเปรียบเทียบกับการบริโภคเนื้อสัตว์ที่ไม่ผ่าน 
การแปรรูป โดยตัวอย่างผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์แปรรูปที่ศึกษานี้ จ�ำนวน 1,231 ตัวอย่าง แบ่งเป็น 15 ประเภท ประกอบ
ด้วย ไส้กรอกไก่ ไส้กรอกหมู (เช่น มินิค็อกเทล โบโลน่า) ไส้กรอกอีสาน แหนมหมู หมูยอ กุนเชียง แฮม เบคอน  
หมแูผ่น หมแูดดเดยีว เน้ือแดดเดยีว ลูกชิน้หม ูลกูชิน้เนือ้ ลกูชิน้ปลา และลกูชิน้ไก่ เกบ็ตวัอย่างและส่งตรวจโดยส�ำนกังาน 
คณะกรรมการอาหารและยา ส�ำนักงานสาธารณสุขจังหวัด และบริษัทเอกชนต่างๆ ในช่วงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2558 ถึง
กันยายน พ.ศ. 2561

วิธีวิเคราะห์ปริมาณไนไตรต์หรือไนเตรต 
ชั่งตัวอย่างท่ีบดแล้วประมาณ 10 กรัม (บันทึกน�้ำหนักที่แน่นอน) เติมน�้ำร้อน (50-60 C) จ�ำนวน 

50 มิลลิลิตร กวนให้เข้ากัน แล้วถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 200 มิลลิลิตร เติม acetonitrile จ�ำนวน 50 มิลลิลิตร 
เขย่าให้เข้ากัน ตั้งท้ิงไว้ให้ถึงอุณหภูมิห้อง และปรับปริมาตรด้วยน�้ำก�ำจัดไอออน (DI) กรองผ่านกระดาษกรอง  
Whatman No.1 จากนั้นกรองผ่าน syringe filter ชนิด nylon ขนาด 0.45 µm หากตัวอย่างไม่ใสให้กรองผ่าน 
syringe filter ขนาด 0.2 µm ก่อนน�ำไปวิเคราะห์ด้วย HPLC ท�ำการวิเคราะห์ blank โดยใช้น�้ำ DI แทนตัวอย่าง
จ�ำนวน 10 มิลลิลิตร

ปริมาณไนไตรต์หรือไนเตรต (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม)   =    c × v × F       	  ………………..สมการที่ 2        	
			      		                                      w 

เมื่อ	 c	 =	 ปริมาณไนเตรตหรือไนไตรต์ในตัวอย่างที่อ่านจากกราฟ (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)
	 v  	=  	ปริมาตรของตัวอย่าง (มิลลิลิตร)
	 w 	=  	น�้ำหนักตัวอย่าง (กรัม)
	 F  	=  	dilution factor
วธิวิีเคราะห์ปรมิาณไนไตรต์และไนเตรตในงานวจิยัครัง้นี ้ใช้วธิมีาตรฐาน BS EN 12014-4: 2005(12)  เป็นวธิี 

ที่ใช้ในงานประจ�ำ ประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ส�ำหรับไนไตรต์และไนเตรตได้ผลดังนี้ ขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ 

(Limit of Detection: LOD) เท่ากับ 5 และ 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล�ำดับ ขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ  

(Limit of quantitation: LOQ) เท่ากับ 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล�ำดับ การควบคุมคุณภาพทุกชุด 

ของการตรวจวิเคราะห์พบ %RPD ของการวิเคราะห์ซ�ำ้ (duplicate) ไม่เกนิ 5% วิเคราะห์ control sample (เนือ้หมูบด) 
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โดยค่าทีไ่ด้อยูใ่นช่วง ±3SD และมกีารเข้าร่วมทดสอบความช�ำนาญ (Proficiency Testing) กับหน่วยงาน Food Analysis 

Performance Assessment Scheme (FAPAS) ต่อเนื่องเป็นประจ�ำทุกปี ผลอยู่ในเกณฑ์น่าพอใจ (z-score < 2) 

และเป็นรายการทดสอบที่ได้รับการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025: 2017

ผล

ปริมาณไนไตรต์และไนเตรตในตัวอย่างผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์แปรรูป

ผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณไนไตรต์และไนเตรตในตัวอย่างผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ ในช่วงปีงบประมาณ  

พ.ศ. 2559-2561 จ�ำนวน 1,231 ตวัอย่าง  จ�ำแนกได้เป็น 15 ชนดิ ได้แก่ ไส้กรอกไก่ ไส้กรอกหม ูแหนมหม ูแฮม เบคอน 

หมูแผ่น เนื้อแดดเดียว หมูแดดเดียว ไส้กรอกอีสาน หมูยอ กุนเชียงหมู ลูกชิ้นเนื้อ ลูกชิ้นหมู ลูกชิ้นปลา และลูกชิ้นไก่ 

จ�ำนวน 121, 293, 140, 39, 10, 18, 10, 13, 14, 71, 164, 76, 150, 78 และ 34 ตัวอย่าง ตามล�ำดับ พบไนไตรต์ 

ในไส้กรอกไก่ ไส้กรอกหม ูแหนมหม ูแฮม เบคอน หมแูผ่น และเนือ้แดดเดยีว จ�ำนวน 78, 173, 17, 18, 6, 2 และ 4 ตวัอย่าง 

ตามล�ำดับ โดยพบไนไตรต์เกินหรือผิดมาตรฐานในตัวอย่างไส้กรอกไก่ 2 ตัวอย่าง ไส้กรอกหมู 10 ตัวอย่าง แหนมหมู  

8 ตัวอย่าง หมูแผ่น 2 ตัวอย่าง และเนื้อแดดเดียว 4 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 1.6, 3.4, 5.7, 11.1, 40.0 ตามล�ำดับ 

ส�ำหรับไส้กรอกอสีาน หมูยอ กนุเชียงหมู และลูกช้ินเนือ้ ตรวจพบไนไตรต์ผลติภัณฑ์ละ 1 ตวัอย่าง ซ่ึงหมยูอและลกูช้ินเนือ้ 

พบผิดมาตรฐานผลิตภัณฑ์ละ 1 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 1.4 และ 1.3 ตามล�ำดับ ส�ำหรับไนเตรต ตรวจพบในตัวอย่าง

ทุกประเภท ยกเว้นลูกชิ้นเนื้อ ดังแสดงในตารางที่ 1 

การประเมินการได้รับสัมผัส (exposure assessment)

จากข้อมูลปรมิาณเฉลีย่ของไนไตรต์และไนเตรต และปรมิาณการบรโิภคของผลติภณัฑ์เนือ้สตัว์ประเภทต่างๆ

ดังแสดงในตารางที่ 2 นั้น สามารถน�ำมาค�ำนวณปริมาณการได้รับสัมผัสไนไตรต์และไนเตรตจากผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ที่

บริโภคประจ�ำวัน พบว่าปริมาณการได้รับสัมผัสสารไนไตรต์จากการบริโภคผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ทั้งหมด (total expo-

sure) ของกลุ่มประชากรทั้งหมด (per capita) ที่ lower bound, middle bound และ upper bound ที่ปริมาณการ

บริโภคเฉลี่ยมีค่าเท่ากับ 0.0044, 0.0061 และ 0.0077 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม น�้ำหนักตัวต่อวัน ตามล�ำดับ ส่วนปริมาณ 

การบริโภคที่ 97.5 เปอร์เซ็นไทล์ มีค่าเท่ากับ 0.0417, 0.0549 และ 0.0682 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม น�้ำหนักตัวต่อวัน 

ตามล�ำดับ ส�ำหรับไนเตรตที่ปริมาณการบริโภคเฉลี่ย มีค่าเท่ากับ 0.0064, 0.0103 และ 0.0139 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

น�้ำหนักตัวต่อวัน และปริมาณการบริโภคที่ 97.5 เปอร์เซ็นไทล์ มีค่าเท่ากับ 0.0617, 0.0934 และ 0.1249 มิลลิกรัม 

ต่อกิโลกรัม น�้ำหนักตัวต่อวัน ดังแสดงในตารางที่ 3 

ส�ำหรบัปรมิาณการได้รบัสัมผสัสารไนไตรต์จากการบรโิภคผลติภณัฑ์เนือ้สตัว์ทัง้หมดของกลุม่เฉพาะผู้บรโิภค 

(eater only) ที่ lower bound, middle bound และ upper bound ที่ปริมาณการบริโภคเฉลี่ยมีค่าเท่ากับ 0.1141, 

0.1409 และ 0.1678 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม น�้ำหนักตัวต่อวัน ตามล�ำดับ ส่วนปริมาณการบริโภคที่ 97.5 เปอร์เซ็นไทล์  

มีค่าเท่ากับ 0.3444, 0.4191 และ 0.4934 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม น�้ำหนักตัวต่อวัน ตามล�ำดับ ส�ำหรับไนเตรตที่ปริมาณ

การบริโภคเฉลี่ย มีค่าเท่ากับ 0.1961, 0.2610 และ 0.3256 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม น�้ำหนักตัวต่อวัน และปริมาณ

การบริโภคที่ 97.5 เปอร์เซ็นไทล์ มีค่าเท่ากับ 0.5461, 0.7289 และ 0.9119 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม น�้ำหนักตัวต่อวัน 

ดังแสดงในตารางที่ 4
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* หมูยอ, เนื้อแดดเดียว, ลูกชิ้นปลา, ลูกชิ้นไก่, ไส้กรอกอีสาน, กุนเชียง, แฮม, เบคอน, หมูแดดเดียว และหมูแผ่น

ภาพที่ 1	 ร้อยละของการได้รับสัมผัสไนไตรต์ในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์แต่ละประเภทที่ middle bound ที่ปริมาณ 

	 การบริโภคเฉลี่ยของกลุ่มประชากรทั้งหมด (per capita) 

อื่นๆ*
18.03%

ลูกชิ้นเนื้อ
4.92%

แหนมหมู
6.56%

ลูกชิ้นหมู
8.20%

ไส้กรอกหมู
39.34%

ไส้กรอกไก่
22.95%

การเปรียบเทียบปริมาณการได้รับสัมผัสสารกับค่า ADI

ผลการเปรียบเทียบปริมาณการได้รับสัมผัสไนไตรต์กับค่า ADI โดยแสดงเป็นค่า MOS พบว่าในกลุ่ม

ประชากรทั้งหมดที่การบริโภคเฉลี่ย และ 97.5 เปอร์เซ็นไทล์ ที่ lower bound, middle bound และ upper bound  

มีค่า MOS น้อยกว่า 1 ดังแสดงในตารางท่ี 3 ส่วนในกลุ่มประชากรเฉพาะที่บริโภค พบว่าค่า MOS มากกว่า 1  

ดังแสดงในตารางที่ 4 ส�ำหรับปริมาณการได้รับสัมผัสไนเตรตที่การบริโภคเฉล่ีย และ 97.5 เปอร์เซ็นไทล์ ที่ lower 

bound, middle bound และ upper bound ทั้งในกลุ่มประชากรทั้งหมด และกลุ่มที่บริโภคเฉพาะ พบว่าค่า MOS 

น้อยกว่า 1 ดังแสดงในตารางที่ 3 และ 4

เมื่อพิจารณาการได้รับสัมผัสสารไนไตรต์ที่ middle bound ของกลุ่มประชากรทั้งหมด ที่ค�ำนวณโดย 

ใช้ค่าเฉลีย่ของปริมาณสาร และปรมิาณการบรโิภคของผลติภณัฑ์เนือ้สตัว์ประเภทต่างๆ พบว่าไส้กรอกหม ูเป็นผลติภณัฑ์

เนื้อสัตว์ที่ท�ำให้ปริมาณการได้รับสัมผัสไนไตรต์สูงเมื่อเทียบกับผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ชนิดอื่น รองลงมา ได้แก่ ไส้กรอกไก่ 

ลูกชิ้นหมู แหนมหมู และลูกชิ้นเนื้อ  คิดเป็นร้อยละของการได้รับสัมผัสทั้งหมด เท่ากับ 39.34, 22.95, 8.20, 6.56 และ 

4.92 ตามล�ำดับ ดังแสดงในภาพที่ 1 

วิจารณ์

จากผลการตรวจวเิคราะห์ผลติภณัฑ์เนือ้สตัว์ ในช่วงปีงบประมาณ พ.ศ. 2559-2561 จ�ำนวน 1,231 ตวัอย่าง 

พบว่ามกีารน�ำไนเตรตมาใช้ในผลติภณัฑ์เหล่าน้ีเกอืบทกุผลติภณัฑ์ ยกเว้นลกูชิน้เนือ้ ซึง่ไนเตรตไม่ได้อนญุาตการใช้ตาม

ประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบบัท่ี 381 (พ.ศ. 2559)(13) ซึง่ต่อมาปรบัเป็นฉบบัที ่389 (พ.ศ. 2561) ในขณะทีไ่นไตรต์ 

ตามกฎหมายดังกล่าวอนุญาตให้ตกค้างได้ไม่เกิน 80 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ ได้แก่ เบคอน แฮม 

แหนม ไส้กรอก กุนเชียง และไส้กรอกอีสาน  จากผลการวิเคราะห์ พบว่ามีสารไนไตรต์ตกค้างในหมูยอ หมูแผ่น  

เนือ้แดดเดยีว และลูกชิน้เน้ือ นอกจากน้ีผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์ประเภทหมยูอและลกูชิน้ หากมกีารใช้ร่วมกบัวัตถกุนัเสยีชนดิ

กรดซอร์บิคในผลิตภัณฑ์ด้วยจะท�ำให้ผิดมาตรฐานเพิ่ม เนื่องจากประกาศฯ ระบุไว้ว่าห้ามใช้ไนไตรต์ร่วมกับสารกันเสีย 
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กลุ่มซอร์เบต แต่อย่างไรก็ตามตรวจพบไนไตรต์ในหมูยอและลูกชิ้นเพียงผลิตภัณฑ์ละ 1 ตัวอย่างเท่านั้น ทั้งนี้ไนไตรต์ 

และไนเตรตที่ตรวจพบการตกค้างในผลิตภัณฑ์มีปริมาณเกินหรือผิดมาตรฐาน  สาเหตุอาจเนื่องมาจากผู้ประกอบการ 

ยังขาดความรู ้ ความเข้าใจ ถึงข้อกฎหมายที่มีการปรับเปลี่ยนใหม่ โดยเฉพาะไนเตรตจากเดิมตามประกาศ

ส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา(14)  ที่เคยอนุญาตให้ใช้ได้ไม่เกิน 500 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม แต่ได้มี

ประกาศฉบับใหม่ฉบับที่ 389 (พ.ศ. 2561) ไม่ระบุให้ใช้ไตเตรต ซึ่งผู้ประกอบการอาจยังไม่ได้ปรับสูตรการผลิต 

เนื่องจากผลิตภัณฑ์ได้รับอนุญาตก่อนที่ประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับท่ี 381 (พ.ศ. 2559) และฉบับท่ี 389 

(พ.ศ. 2561) ประกาศใช้

การประเมินปริมาณการได้รับสัมผัสไนไตรต์และไนเตรตจากการบริโภคผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ท้ัง 15 ประเภท 

พบว่าในกลุ่มประชากรท้ังหมด เม่ือรบัประทานผลติภณัฑ์เนือ้สตัว์เหล่านี ้ความเสีย่งทีจ่ะได้รบัสารดงักล่าวอยูใ่นระดบัต�ำ่ 

ถือว่ามีความปลอดภัย หากพิจารณาในผลิตภัณฑ์แต่ละประเภทไส้กรอกหมูและไส้กรอกไก่มีความเสี่ยงต่อการ 

ได้รับไนไตรต์สูงเม่ือเทียบกับผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ทั้งหมด หากบริโภคผลิตภัณฑ์ประเภทนี้เป็นประจ�ำมีโอกาสเสี่ยงสูง 

ทีจ่ะได้รบัไนไตรต์ โดยเฉพาะเด็กซ่ึงส่วนใหญ่ชอบรบัประทานผลติภณัฑ์ไส้กรอกทีซ่ือ้จากร้านค้าบรเิวณหน้าโรงเรยีนหรอื 

ในโรงเรียนอาจท�ำให้ได้รบัไนไตรต์มากกว่าผูใ้หญ่ ดงัน้ันในกลุม่เด็กควรมีการเฝ้าระวงัเป็นพเิศษ ผู้ปกครองควรให้ความ

ใส่ใจในการเลือกรับประทานอาหาร ส่วนปรมิาณการได้รบัสมัผัสไนเตรตที ่97.5 เปอร์เซน็ไทล์ (worst case) มค่ีา MOS 

ต�่ำกว่า 1 ซึ่งอยู่ในระดับไม่เกินค่า ADI สอดคล้องกับการศึกษาโดย เวณิกา เบ็ญจพงษ์ และคณะ(3) ประเมินการได้รับ 

ไนเตรตจากการบรโิภคไส้กรอกไก่ ไส้กรอกหม ูกนุเชยีงหม ูหมยูอ และแหนมหม ูโดยใช้โปรแกรมคอมพวิเตอร์ส�ำเรจ็รปู 

@RISK® ในประชากรทั้งหมด พบว่ามีความเสี่ยงในระดับต�่ำกว่าค่า ADI ทั้งที่ระดับเฉลี่ย และที่ 97.5 เปอร์เซ็นไทล์ 

อย่างไรก็ตามแม้ว่าปริมาณการได้รับสัมผัสไนเตรตจากการบริโภคอยู่ในเกณฑ์ปลอดภัย แต่ไนเตรตเป็นสารซ่ึงไม่

อนญุาตให้ใช้กบัผลติภณัฑ์กลุม่เน้ือสตัว์ และสามารถถกูเปลีย่นเป็นไนไตรต์ได้โดยแบคทเีรยีในปากและกระเพาะอาหาร 

นอกจากนี้การได้รับไนไตรต์หรือไนเตรตอาจมาจากแหล่งอื่นได้ เช่น ผักที่ปลูกโดยใช้ปุ๋ยเคมีสูตรที่มีธาตุไนโตรเจนสูง 

เช่น แอมโมเนียไนเตรต และยูเรีย จะถูกเปลี่ยนเป็นไนเตรต ท�ำให้มีการตกค้างปริมาณสูงในผัก(15,16) การได้รับไนเตรต

สะสมเป็นเวลานานๆ อาจเกิดอันตรายได้ อีกทั้งการปรุงประกอบอาหารโดยใช้ความร้อนสูงมาก เช่น ปิ้ง ย่าง จะท�ำให้ 

ไนไตรต์เกดิการเปล่ียนแปลงรวมกับเอมีนในเนือ้สตัว์ โดยมค่ีา pH ในสภาวะทีเ่ป็นด่าง เกิดเป็นสารประกอบไนโตรซามนี 

ซึ่งเป็นสารก่อมะเร็ง(17) 

การประเมินการได้รับสัมผัสไนไตรต์และไนเตรตจากการบริโภคผลิตภัณฑ์เน้ือสัตว์น้ี เป็นการประเมินจาก

ตัวอย่างที่ส่งตรวจโดยหน่วยงานราชการ (ส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา ส�ำนักงานสาธารณสุขจังหวัด) และ

เอกชนเป็นผลิตภัณฑ์ที่ผลิตมาจากหลายๆ แหล่ง แม้ว่าตัวอย่างยังไม่ครอบคลุมทั่วประเทศ แต่หน่วยงานที่เกี่ยวข้อง  

เช่น ส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา สามารถน�ำข้อมูลนี้ใช้เป็นแนวทางประกอบการพิจารณาปรับแก้มาตรฐาน

ให้เหมาะสมและปลอดภัย และสามารถใช้เป็นข้อมูลในการสื่อสารและแจ้งเตือนภัยให้กับประชาชน 

สรุป

ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ส่วนมากมีการใช้ไนเตรต ซึ่งเป็นสารห้ามใช้ ส่วนการใช้ไนไตรต์ ถึงแม้ว่าจะพบตัวอย่างที่

เกนิหรือผดิมาตรฐานจ�ำนวนน้อย แต่อาจมีผลกระทบต่อสุขภาพ โดยเฉพาะกลุม่ทีน่ยิมบรโิภค มปีรมิาณการได้รบัสมัผสั

เกินค่าความปลอดภัยเมื่อเปรียบเทียบกับค่า ADI ดังนั้นเพื่อเป็นการคุ้มครองผู้บริโภค ผู้ผลิตควรใช้ตามความจ�ำเป็น 

และต้องไม่เกินปริมาณที่กฎหมายก�ำหนด ซึ่งปัจจุบันได้มีประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 418) พ.ศ. 2563 เรื่อง

ก�ำหนดหลักเกณฑ์เง่ือนไข วิธกีารใช้และอตัราส่วนของวตัถเุจอืปนอาหาร ซึง่อนญุาตให้ใช้ไนเตรตในผลติภัณฑ์เนือ้สัตว์

บางประเภท ดังนั้นผู้ประกอบการควรมีการติดตามข้อก�ำหนดของทางราชการอย่างสม�่ำเสมอ ส�ำนักงานคณะกรรมการ
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อาหารและยา และส�ำนกังานสาธารณสุขจังหวัด  ควรมกีารเฝ้าระวงัโดยการสุม่ตรวจผลติภณัฑ์ต่างๆ อย่างต่อเนือ่ง มกีาร

บงัคบัใช้กฎหมายอย่างเข้มงวด จะช่วยให้ประชาชนบรโิภคผลติภณัฑ์เนือ้สตัว์ทีป่ลอดภัย ผูบ้รโิภคควรรูจ้กัป้องกนัหรือ

เลือกรับประทานอาหารให้หลากหลาย และรับประทานแต่พอดี จะสามารถช่วยลดความเสี่ยงต่อสุขภาพได้อีกทางหนึ่ง

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ นางอุมา บริบูรณ์ นักวิทยาศาสตร์การแพทย์เช่ียวชาญ และนางสาวพนาวัลย์ กลึงกลางดอน 

ส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร ที่ให้ค�ำปรึกษา แนะน�ำในการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ และขอขอบคุณเจ้าหน้าท่ี 

ห้องปฏิบัติการวัตถุเจือปนอาหารทุกท่าน ที่มีส่วนท�ำให้งานวิจัยนี้ส�ำเร็จลุล่วงไปด้วยดี
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Exposure Assessment of Nitrite and  

Nitrate from the Meat Products  

Consumption

Kittima Sonamit  and Ekkasit Dechanuwat
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, 

Nonthaburi 11000, Thailand

ABSTRACT  Nitrite and nitrate are food additives used as preservative and color fixative agent to 

prevent offensive odor in meat products. However, these chemicals can exhibit adverse effects on human 

health if a person is exposed to their high levels. The notification of the Ministry of Public Health (No.389) 

B.E. 2561 (2018) has permitted the residues of nitrite in meat products not more than 80 mg/kg; and the 

use of nitrate has not been permitted. This study aimed to assess the updated exposures of nitrite and 

nitrate from the consumption of processed meat products, in order to understand the situation of the 

residues of nitrite and nitrate, and the risk from intake of these chemicals. In this study, 1,231 samples 

from 15 types of meat products were analyzed during the fiscal years 2016-2018. The percentages of 

samples with residues of nitrite that did not comply with the legal regulation were found in chicken 

sausage, pork sausage, fermented pork, crispy pork, jerky meat, Moo yor and meat ball at 1.6, 3.4, 5.7, 

11.1, 40.0, 1.4 and 1.3% respectively. In addition, nitrate was found in all products, except meat ball.  

The exposure assessment of nitrite and nitrate from the meat products consumption at lower, middle and 

upper bound of all population groups and eater only groups from the national consumption survey  

demonstrated that the exposures of nitrate were safe. However, the eater only groups were found to be 

exposed to nitrite higher than the margin of safety (MOS), implying that it might pose health risks to 

consumers. Therefore, the producers should limit the use to ensure the safety of consumers. Moreover, 

the responsible government agencies shall have surveillance by continuously sampling the meat products 

and strictly enforcing the law.

Keywords: Exposure assessment, Nitrite, Nitrate, Meat products, Margin of safety
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การส�ำรวจวัดค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้า 

จากสถานีฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่ 

ในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล

อริณญา พงศธรพิศุทธิ์  และอภิชนันท์ คงธนะ 
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บทคัดย่อ  ส�ำนักรังสีและเครื่องมือแพทย์ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ได้รับเรื่องร้องเรียนจากประชาชนเกี่ยวกับข้อวิตกกังวล

เรื่องผลกระทบต่อสุขภาพจากสนามแม่เหล็กไฟฟ้าของสถานีฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่ ซึ่งในปัจจุบันมีการใช้เทคโนโลยี 4G 

ที่ต้องติดตั้งสถานีฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่เพิ่มมากขึ้น ดังนั้นเพื่อคลายความกังวลจากการสัมผัสสนามแม่เหล็กไฟฟ้าจาก

สถานีฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่ของประชาชน ทีมผู้วิจัยจึงได้ท�ำการส�ำรวจวัดค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าจากสถานีฐาน

ระบบโทรศัพท์เคล่ือนที่ 1,656 สถานี ในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล ในปีงบประมาณ 2562  เพื่อให้ทราบว่า 

ค่าความเข้มสนามแม่เหลก็ไฟฟ้าจากสถานฐานระบบโทรศพัท์เคลือ่นทีม่ค่ีาเกนิจากค่ามาตรฐานสากลก�ำหนดหรอืไม่ และส่งผล

อนัตรายเพยีงใด โดยการประเมนิค่าความเข้มสนามแม่เหลก็ไฟฟ้า ใช้การเปรยีบเทยีบกบัค่ามาตรฐานการสมัผสัสนามแม่เหลก็

ไฟฟ้าของประชาชนทั่วไปตามมาตรฐานสากล (ICNIRP) พบว่าค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าในเขตกรุงเทพมหานคร 

50 เขต และอ�ำเภอเมืองในเขตปริมณฑล 5 จังหวัด มีค่าต�่ำกว่าค่ามาตรฐานสากลอย่างมาก โดยเขตปทุมวันมีค่าความเข้มสนาม 

แม่เหลก็ไฟฟ้าสงูทีส่ดุประมาณ 0.005741 W/m2 รองลงมา ได้แก่ เขตบางนา มค่ีาประมาณ 0.004590  W/m2 ส�ำหรบัปรมิณฑล 

อ�ำเภอเมือง จังหวัดสมุทรปราการ มีค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าสูงสุดประมาณ 0.002723 W/m2 รองลงมา ได้แก่  

อ�ำเภอเมือง จังหวัดสมุทรสาคร มีค่าประมาณ 0.001533 W/m2 และค่าดังกล่าวต�่ำกว่าเกณฑ์มาตรฐานเป็นพันเท่า แสดงว่า

คลืน่แม่เหลก็ไฟฟ้าทีม่าจากสถานฐีานระบบโทรศพัท์เคลือ่นทีม่ค่ีาต�ำ่มาก น่ันคอืคลืน่แม่เหลก็ไฟฟ้าจากสถานีฐานระบบโทรศพัท์

เคลื่อนที่ที่ตรวจวัดมีความเสี่ยงหรือผลกระทบต่อประชาชนค่อนข้างต�่ำ

ค�ำส�ำคัญ: สนามแม่เหล็กไฟฟ้า, สถานีฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่, กรุงเทพมหานครและปริมณฑล
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บทนำ�

ส�ำนักรังสีและเครื่องมือแพทย์ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ได้รับเรื่องร้องเรียนจากประชาชนเกี่ยวกับ 

ข้อวิตกกังวลเรื่องผลกระทบต่อสุขภาพจากสนามแม่เหล็กไฟฟ้าของสถานีฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่ ซึ่งในปัจจุบัน 

มกีารใช้เทคโนโลย ี4G ท่ีต้องตดิตัง้สถานีฐานระบบโทรศพัท์เคลือ่นทีเ่พิม่มากขึน้โดยเฉพาะในเมอืง เป็นเหตุให้มจี�ำนวน

สถานีฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่เพิ่มมากขึ้นตามความต้องการใช้งานที่เพ่ิมขึ้น จึงมักได้รับเรื่องร้องเรียนดังกล่าว 

เพิ่มมากขึ้น ซึ่งอาจเกิดจากการที่ผู้ร้องเรียนได้อ่านบทความในส่ือต่างๆ ที่กล่าวถึงอันตรายจากสนามแม่เหล็กไฟฟ้า  

เช่น บางบทความชี้ให้เห็นว่าสนามแม่เหล็กไฟฟ้าอาจก่อให้เกิดมะเร็งหรือการกลายพันธุ์(1, 2) ในขณะที่บางบทความ 

กล่าวว่าสนามแม่เหล็กไฟฟ้าหรือคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าก่อให้เกิดอาการที่ไม่เจาะจงหลายชนิด (Non-Specific Health 

Symptoms: NSHS)  เช่น ความจ�ำเสื่อม ปวดศีรษะ วิงเวียน เป็นต้น(3)

หน่วยงานสากล International Commission on Non-Ionizing Radiation Protection (ICNIRP)(4)  

ได้ศึกษาผลกระทบที่เกิดจากสนามแม่เหล็กไฟฟ้าชนิดท่ีไม่ก่อให้เกิดการแตกตัวเป็นประจุไฟฟ้าของอะตอม 

(Non-Ionizing) โดยก�ำหนดค่าการสัมผัสสนามแม่เหล็กไฟฟ้าเพื่อป้องกันความเส่ียงจากการสัมผัสสนามแม่เหล็ก

ไฟฟ้าที่จะส่งผลต่อประชาชนทั่วไป ซึ่งในประเทศไทยก็ได้ใช้ข้อก�ำหนดของ ICNIRP ในการเฝ้าระวังและตรวจวัด 

ค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้า หากการตรวจวัดค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าไม่เกินจากค่าที่ ICNIRP ก�ำหนด 

ถือว่ามีความปลอดภัย

ในปี พ.ศ. 2548 ส�ำนักรังสีและเครื่องมือแพทย์ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ได้ร่วมกับหน่วยงานสาธารณสุข

ของประเทศแคนาดา (Health Canada) เพือ่ศกึษาส�ำรวจความเข้มสนามแม่เหลก็ไฟฟ้าจากสถานฐีานระบบโทรศพัท์

เคลือ่นทีใ่นเขตกรงุเทพมหานครและปรมิณฑล พบว่าค่าความเข้มสนามแม่เหลก็ไฟฟ้าต�ำ่กว่าค่ามาตรฐานของ ICNIRP 

เป็นพันเท่า(5) และยังมีหน่วยงานหลายหน่วยงานที่ได้ส�ำรวจตรวจวัดความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้า ได้แก่ ส�ำนักงาน

กิจการกระจายเสียง กิจการโทรทัศน์ และกิจการโทรคมนาคมแห่งชาติ (กสทช.) ที่ได้ท�ำการส�ำรวจในเขตพื้นท่ี 

ภาคกลาง 22 จังหวัด จ�ำนวน 232 สถานี ในปี พ.ศ. 2556(6) 

ในปัจจุบนัน้ี ค่าความถีข่องสนามแม่เหลก็ไฟฟ้าหรอืคลืน่แม่เหลก็ไฟฟ้าจากสถานฐีานระบบโทรศพัท์เคลือ่นท่ี

และจากโทรศัพท์เคล่ือนท่ีจะมีค่าความถีท่ี่ใช้สูงกว่าในอดีต (ในปี พ.ศ. 2548 ทีไ่ด้ท�ำการส�ำรวจ)(5) ดงัแสดงในตารางที ่1 

และ 2 ดงันัน้ เพ่ือคลายความกงัวลจากการสัมผสัสนามแม่เหลก็ไฟฟ้าจากสถานฐีานระบบโทรศัพท์เคล่ือนทีข่องประชาชน 

ทีมผู้วิจัยจึงได้ท�ำการส�ำรวจวัดค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าจากสถานีฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนท่ีตามมาตรฐาน

สถาบัน Institute of Electrical and Electronics Engineers (IEEE)(7) ในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล 

ในปงีบประมาณ 2562  เพือ่ให้ทราบว่าค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าจากสถานฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่มคี่าเกิน

จากค่ามาตรฐานสากลก�ำหนดหรือไม่ และส่งผลอันตรายมากน้อยเพียงใด
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ตารางที่ 1	 ความถีค่ล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้าจากสถานฐีานระบบโทรศพัท์เคลือ่นทีแ่ละจากโทรศพัท์เคลือ่นทีใ่นปี พ.ศ. 2548 

System Uplink (MHz) Downlink (MHz)

AIS 897.5-905.0 942.5-950.0

Orange 1710.0-1722.16 1805.0-1817.6

GSM-1800 1747.9-1760.5 1842.9-1855.5

DTAC 1722.6-1747.9 1817.6-1842.9
1760.5-1785.0 1855.5-1880.0

Thai Mobile 1885.0-1900.0 1965.0-1980.0
1965.0-1980.0 2155.0-2170.0

CDMA 824-835 869-880
845-846.5 890-891.5

System Uplink Downlink

Police 814-819 MHz  859-864 MHz

RealMove -  869-884 MHz

DTAC 839-849 MHz  884-894 MHz

AWN 

895-905 MHz  940-950 MHz
1950-1965 MHz 1820-1840 MHz

- 2140-2155 MHz

DTN
1745-1750 MHz 1840-1845 MHz
1920-1935 MHz 2110-2125 MHz

TUC 

905-915 MHz  950-960 MHz
1935-1950 MHz 1805-1820 MHz

- 2125-2140 MHz

TOT 1965-1980 MHz 2155-2170 MHz

TOT (TDD) 2310-2370 MHz -

AIS = Advance Info Service	 Orange = Name of the Mobile Phone Company

GSM-1800 = Global System for Mobile	 DTAC = Total Access Communication

CDMA = Code Division Multiple Access

ตารางที่ 2	 ความถีค่ล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้าจากสถานฐีานระบบโทรศพัท์เคลือ่นทีแ่ละจากโทรศพัท์เคลือ่นทีใ่นปี พ.ศ. 2562

Real move	 =  บริษัท เรียลมูฟ จ�ำกัด			
DTAC 	 =	 บริษัท โทเทิ่ล แอ็คเซ็ส คอมมูนิเคชั่น จ�ำกัด (มหาชน)		
AWN	 = 	 บริษัท แอดวานซ์ ไวร์เลส เน็ทเวอร์ค จํากัด			 
DTN 	 = 	 ดีแทค ไตร เน็ต จ�ำกัด			 
TUC 	 = 	 บริษัท ทรูมูฟเอช ยูนิเวอร์แซล คอมมิวนิเคชั่น จ�ำกัด		
TOT 	 = 	 บริษัท ทีโอที จ�ำกัด (มหาชน)			 
TDD 	 = 	 Time  Division  Duplex (ระบบจัดสรรการใช้ช่องสัญญาณตามช่วงเวลา)
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วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและกลุ่มเป้าหมาย

1.	 สถานีฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่จ�ำนวน 1,656 สถานี ในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล 5 จังหวัด 

วัดเฉพาะในเขตอ�ำเภอเมือง (โดยมีระยะการวัด 50-500 เมตร ในแต่ละสถานีฐาน) 

2.	 เครื่องวัดค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้า ยี่ห้อ Narda รุ่น SRM-3006 หมายเลขเครื่อง P-0345  

ใช้หัววัด 3 แกน (Three-Axis) ขนาดความถี่ 27 MHz–3 GHz หมายเลขหัววัด  M-0519

วิธีการ

ด�ำเนินการส�ำรวจวัดค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าจากสถานีฐานของระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่ในเขต

กรุงเทพมหานครจ�ำนวน 50 เขต โดยส�ำรวจสถานีฐานของระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่เขตละอย่างน้อย 20 สถานี  

รวมประมาณ 1,000 สถานี และส�ำรวจสถานีฐานของระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่ในเขตอ�ำเภอเมือง จังหวัดปริมณฑล  

จ�ำนวน 5 จังหวัด จังหวัดละอย่างน้อย 20 สถานี รวม 100 สถานี แล้วน�ำค่าที่วัดได้มาประเมินผลเปรียบเทียบกับ 

ค่ามาตรฐานสากล ICNIRP ในแต่ละความถี่ของคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าที่วัดได้ ดังแสดงในตารางที่ 3

ตารางที่ 3	วิธีได้มาของค่ามาตรฐานสากล ICNIRP ในแต่ละความถี่คลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า 

ความถี่คลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า 
(MHz)

ค่ามาตรฐาน
(W/m2)

วิธีการคำ�นวณจาก 
ICNIRP

850 4.25 f/200 =850/200 = 4.25

900 4.50 f/200 =900/200 = 4.50

950 4.75 f/200 =950/200 = 4.75

1800 9.00 f/200 =1800/200 = 9.00

2100 10.00 10

เมื่อ f คือ ความถี่คลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า

ขั้นตอนการด�ำเนินงาน

1.	 ศกึษาเอกสารอ้างองิ เอกสารการส�ำรวจวดัค่าความเข้มสนามแม่เหลก็ไฟฟ้าในปี พ.ศ. 2548 และมาตรฐาน

สากล

2.	 วางแผนการวัดค่าความเข้มสนามแม่เหลก็ไฟฟ้าในเขตกรงุเทพมหานคร 50 เขต และปรมิณฑล 5 จงัหวดั 

โดยท�ำการวัดค่าในรัศมี 50-500 เมตรต่อสถานีฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่

3.	 ส�ำรวจวัดค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าของสถานีฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่ตามแผนงาน

4.	 วิเคราะห์และประเมินผลค่าความเข้มสนามไฟฟ้าจากสถานีฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่ที่วัดได้

5.	 วิจารณ์และสรุปผล



ค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าจากสถานีฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่	 อริณญา พงศธรพิศุทธิ์ และอภิชนันท์ คงธนะ
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 ผล

ค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าท่ีวัดได้ในเขตกรุงเทพมหานครจ�ำนวน 50 เขต และปริมณฑล 5 จังหวัด 

เปรียบเทียบกับค่ามาตรฐานสากล ซ่ึงแสดงค่าสูงสุดที่ตรวจวัดได้ในแต่ละเขต ดังแสดงในตารางที่ 4 และจังหวัด 

ในปริมณฑล ดังแสดงในตารางที่ 5 

ตารางที่ 4  	ค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าทีว่ดัได้ในเขตกรงุเทพมหานครจ�ำนวน 50 เขต เปรียบเทยีบกับค่ามาตรฐาน 

	 สากล

ลำ�ดับ เขต
ค่าสูงสุดที่วัด
ได้ (W/m²)

ความถี่ 
(MHz)

เครือข่าย 
(DL)

วันที่ตรวจวัด
จำ�นวน

สถานีฐาน
(สถานี)

ค่ามาตรฐาน 
(W/m²)

เปรียบ
เทียบกับค่า
มาตรฐาน   
(ได้ต่ำ�กว่า
จำ�นวนเท่า)

1 บางนา 0.004590 1805-1820 TUC 13/6/2562 34 9.00 1960.78

2 หลักสี่ 0.000733 940-950 AWN 1/4/2562 12 4.75 6479.33

3 บางพลัด 0.002877 1820-1840 AWN 4-5/4/2562 32 9.00 3128.26

4 บางซื่อ 0.001408 1820-1840 AWN 4/4/2562 34 9.00 6392.05

5 บางกอกน้อย 0.001487 2110-2125 DTN 5,9/4/2562 17 10.00 6724.95

6 บางเขน 0.001198 1805-1820 TUC 6/4/2562 29 9.00 7512.52

7 สายไหม 0.000994 1805-1820 TUC 7/4/2562 44 9.00 9056.15

8 หนองจอก 0.000393 1820-1840 AWN 8/4/2562 41 9.00 22906.59

9 ห้วยขวาง 0.001263 1805-1820 TUC 15-16/4/2562 32 9.00 7125.89

10 พญาไท 0.000527 1820-1840 AWN 15,10/4/2562 20 9.00 17081.04

11 ดินแดง 0.002018 2125-2140 TUC 15/4/2562,
10/5/2562

24 10.00 4955.40

12 จตุจักร 0.000451 2110-2125 DTN 6,15/4/2562 20 10.00 22172.95

13 วังทองหลาง 0.000340 1805-1820 TUC 16/4/2562 13 9.00 26439.48

14 ตลิ่งชัน 0.000518 1805-1820 TUC 20/4/2562 14 9.00 17367.81

15 ทวีวัฒนา 0.000776 1820-1840 AWN 20/4/2562 21 9.00 11594.95

16 ดอนเมือง 0.000354 1805-1820 TUC 30/4/2562 33 9.00 25438.10

17 บางแค 0.001086 1820-1840 AWN 14/5/2562 31 9.00 8287.29

18 หนองแขม 0.000463 2110-2125 DTN 14/5/2562 28 10.00 21616.95

19 บางกอกใหญ่ 0.000873 1805-1820 TUC 15/5/2562 15 9.00 10314.00

20 ภาษีเจริญ 0.001023 2140-2155 AWN 16/5/2562 24 10.00 9775.17

21 บางบอน 0.002268 884-894 DTAC 16/5/2562 54 4.50 1984.13

22 มีนบุรี 0.000732 1820-1840 AWN 17/5/2562 44 9.00 12298.44

23 คลองสาน 0.001521 2125-2140 TUC 6/4/2562 23 9.00 6574.62

24 สัมพันธวงศ์ 0.003027 2125-2140 TUC 4/6/2562 14 9.00 3303.60

25 ลาดกระบัง 0.001379 1805-1820 TUC 5/6/2562 24 9.00 6526.47
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ลำ�ดับ เขต
ค่าสูงสุดที่วัด
ได้ (W/m²)

ความถี่ 
(MHz)

เครือข่าย 
(DL)

วันที่ตรวจวัด
จำ�นวน

สถานีฐาน
(สถานี)

ค่ามาตรฐาน 
(W/m²)

เปรียบ
เทียบกับค่า
มาตรฐาน  
(ได้ต่ำ�กว่า
จำ�นวนเท่า)

26 ประเวศ 0.000653 1820-1840 AWN 6/6/2562 43 9.00 13793.10

27 สวนหลวง 0.000868 2135-2140 TUC 6/7/2562 37 10.00 11516.76

28 บางกะปิ 0.000896 2110-2125 DTN 6/7/2562 40 10.00 11165.70

29 วัฒนา 0.000520 2110-2125 DTN 6/10/2562 30 10.00 19241.87

30 คลองเตย 0.001339 2125-2140 TUC 6/10/2562 35 10.00 7468.26

31 พระโขนง 0.001243 1805-1820 TUC 6/12/2562 24 9.00 7240.55

32 ลาดพร้าว 0.003546 950-960 TUC 6/4,7/5/2562 27 4.50 1339.54

33 บางขุนเทียน 0.001301 950-960 TUC 14/6/2562 51 4.75 3651.04

34 ทุ่งครุ 0.000398 2155-2170 TOT 17/6/2562 26 10.00 25144.58

35 ราษฎร์บูรณะ 0.002243 2125-2140 TUC 17/6/2562 26 10.00 4458.31

36 จอมทอง 0.001029 2125-2140 TUC 18/6/2562 37 10.00 9718.17

37 ธนบุรี 0.001218 1805-1820 TUC 18/6/2562 23 9.00 7389.16

38 บางคอแหลม 0.000461 2140-2155 AWN 19/6/2562 23 10.00 21706.10

39 ยานนาวา 0.003517 2110-2125 DTN 19/6/2562 32 10.00 2843.33

40 บางรัก 0.001953 869-884 realmove 20/6/2562 26 4.40 2252.94

41 สาธร 0.001291 1820-1840 AWN 20/6/2562 20 9.00 6971.34

42 ปทุมวัน 0.005741 2125-2140 TUC 4/6//2562 29 10.00 1741.86

43 ป้อมปราบ
ศัตรูพ่าย

0.000587 2125-2140 TUC 4,21/6/2562 21 9.00 17050.30

44 คลองสามวา 0.000356 940-950 AWN 30/5/2562 32 4.75 13353.95

45 คันนายาว 0.001485 2125-2140 TUC 30-31/5/2562 31 4.50 6734.01

46 สะพานสูง 0.000516 1820-1840 AWN 31/5/2562 35 9.00 17458.78

47 ราชเทวี 0.002112 1820-1840 AWN 5/10/2562 15 9.00 4261.36

48 บึงกุ่ม 0.000574 1820-1840 AWN 5/7/2562 20 9.00 15668.52

49 ดุสิต 0.001349 940-950 AWN 13/5/2562 22 4.75 3521.13

50 พระนคร 0.002932 950-960 TUC 13/5/2562 21 4.75 1620.05

ตารางที่ 4  	ค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าท่ีวัดได้ในเขตกรงุเทพมหานครจ�ำนวน 50 เขต เปรยีบเทยีบกับค่ามาตรฐาน 

	 สากล (ต่อ)



ค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าจากสถานีฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่	 อริณญา พงศธรพิศุทธิ์ และอภิชนันท์ คงธนะ
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ตารางที่ 5 	ค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าทีว่ดัได้ในอ�ำเภอเมือง เขตปรมิณฑล 5 จงัหวดั เปรยีบเทยีบกับค่ามาตรฐาน 

	 สากล

ลำ�ดับ เขต
ค่าสูงสุดที่วัด
ได้ (W/m²)

ความถี่ 
(MHz)

เครือข่าย 
(DL)

วันที่ตรวจวัด
จำ�นวน

สถานีฐาน
(สถานี)

ค่ามาตรฐาน 
(W/m²)

เปรียบ
เทียบกับค่า
มาตรฐาน    
(ได้ต่ำ�กว่า
จำ�นวนเท่า)

1 ปทุมธานี 0.000538 1805-1820 TUC 26/3/2562 43 	 9.00 	 16722.41

2 นนทบุรี 0.000255 2140-2155 AWN 27/3/2562 51 	 10.00 	 39169.60

3 นครปฐม 0.000447 1820-1840 AWN 21/5/2562 38 	 9.00 	 20147.75

4 สมุทรสาคร 0.001533 950-960 TUC 22/5/2562 47 	 4.75 	 3098.50

5 สมุทรปราการ 0.002723 2125-2140 TUC 24/6/2562 74 	 10.00 	 3672.42

สามารถวาดกราฟค่าความเข้มสนามแม่เหลก็ไฟฟ้าทีว่ดัได้ในเขตกรุงเทพมหานคร 50 เขต เปรยีบเทยีบกบัค่า

มาตรฐานสากล ดังแสดงในภาพที่ 1 และวาดกราฟค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าที่วัดได้ในเขตปริมณฑล 5 จังหวัด 

เปรียบเทียบกับค่ามาตรฐานสากล ดังแสดงในภาพที่ 2 พบว่ากราฟที่ได้ต�่ำกว่าเกณฑ์มาตรฐานสากลมาก อย่างเห็นได้

ชัดเจน

ภาพที่ 1	 กราฟแสดงค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าที่วัดได้ในเขตกรุงเทพมหานคร 50 เขต เปรียบเทียบกับ 

	 ค่ามาตรฐานสากล ในรัศมีการวัดไม่เกิน 500 เมตรต่อสถานีฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่

ภาพที่ 2	 กราฟแสดงค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าที่วัดได้ในเขตปริมณฑล 5 จังหวัด เปรียบเทียบกับค่ามาตรฐาน 

	 สากล ในรัศมีการวัดไม่เกิน 500 เมตรต่อสถานีฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่
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วิจารณ์

การวดัค่าความเข้มสนามแม่เหลก็ไฟฟ้าจากสถานฐีานระบบโทรศพัท์เคลือ่นที ่เลอืกวดัในช่วงระยะ 50- 500 

เมตร เพราะในการวัดความเข้มสนามแม่เหลก็ไฟฟ้าดงักล่าวเป็นการวดัคลืน่แม่เหลก็ไฟฟ้าประเภทห่างจากแหล่งก�ำเนิด

ที่เรียกว่า “บริเวณสนามไกล หรือ far-field region”(8) และค่าที่วัดได้มีปริมาณค่อนข้างต�่ำ ท�ำให้การวัดในช่วงระยะ 

50-500 เมตร ไม่มีผลความแตกต่างของระดับความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าตามเอกสารเผยแพร่ของส�ำนักงานคณะ

กรรมการกจิการกระจายเสยีง กจิการโทรทศัน์และกจิการโทรคมนาคมแห่งชาติ (กสทช.) ทีแ่สดงการวดัค่าในช่วงระยะ 

50-500 เมตร จะได้ค่าระดับความแรงหรือความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าใกล้เคียงกัน(8)

การประเมินค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้า ใช้การเปรียบเทียบกับค่ามาตรฐานการสัมผัสสนามแม่เหล็ก

ไฟฟ้าของประชาชนทั่วไป ตามมาตรฐาน ICNIRP  ดังแสดงในภาพที่ 3 

ภาพที่ 3  แสดงค่าขีดจ�ำกัดของการสัมผัสสนามแม่เหล็กไฟฟ้าของ ICNIRP

โดยที่ความถี่ 850 MHz จะได้ค่ามาตรฐาน 4.25 W/m2  ความถี่  900 MHz จะได้ค่ามาตรฐาน 4.5 W/m2 

ความถี่ 950 MHz  จะได้ค่ามาตรฐาน 4.75 W/m2  และความถี่ 1,800 MHz  จะได้ค่ามาตรฐาน 9.0 W/m2  

ในการเลือกค่าแสดงจะใช้ค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าสูงสุดที่วัดได้ในแต่ละเขตพื้นที่ตามความถี่

ของเครือข่าย (system) ที่ให้ค่าความเข้มสูงสุด และเป็นสัญญาณ downlink ซึ่งเป็นสัญญาณจากสถานีฐานระบบ

โทรศัพท์เคลื่อนท่ี(9) แม้ว่าจะมีเครือข่ายมากมายในการให้บริการในแต่ละพื้นที่ แต่เครื่องมือที่ใช้วัดสามารถแยก 

รายละเอียดเครือข่ายและช่วงความถี่คลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าท�ำให้ทราบว่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าสูงสุดที่วัดได้เป็น

ของเครือข่ายใดในแต่ละพื้นที่นั้น

การตรวจวัดค่าความเข้มสนามแม่เหลก็ไฟฟ้าในเขตกรงุเทพมหานคร พบว่ามค่ีาต�ำ่กว่าค่ามาตรฐานมากทีส่ดุ

ประมาณ 29,377 เท่า และในเขตปรมิณฑลมีค่าต�ำ่กว่าค่ามาตรฐานมากทีส่ดุประมาณ 39,170 เท่า แสดงว่ามคีวามเสีย่ง 

หรืออันตรายต่อประชาชนค่อนข้างต�่ำ จึงควรศึกษาวิจัยทางระบาดวิทยาด้วยระยะเวลาที่ยาวนานจึงจะสามารถยืนยัน

ด้วยข้อมูลทางวิทยาศาสตร์ได้

สรุป

จากการตรวจวัดค่าความเข้มสนามแม่เหล็กไฟฟ้าในเขตกรุงเทพมหานครทั้ง 50 เขต และในอ�ำเภอเมือง 

เขตปริมณฑล 5 จังหวัด พบว่ามีค่าต�่ำกว่าค่ามาตรฐานสากลอย่างมาก โดยในเขตปทุมวันมีค่าความเข้มสนามแม่เหล็ก

ไฟฟ้าสงูทีสุ่ดประมาณ 0.005741 W/m2 รองลงมา ได้แก่ เขตบางนา มค่ีาประมาณ 0.004590  W/m2 ส�ำหรบัปรมิณฑล 
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อ�ำเภอเมอืง จังหวัดสมทุรปราการ มีค่าความเข้มสนามแม่เหลก็ไฟฟ้าสงูสดุประมาณ 0.002723 W/m2 รองลงมา ได้แก่ 

อ�ำเภอเมือง จังหวัดสมุทรสาคร มีค่าประมาณ 0.001533 W/m2 แต่ค่าดังกล่าวก็ต�่ำกว่าเกณฑ์มาตรฐานเป็นพันเท่า 

ซึง่แสดงว่าคลืน่แม่เหลก็ไฟฟ้าท่ีมาจากสถานีฐานระบบโทรศพัท์เคลือ่นทีม่ค่ีาต�ำ่มาก การทีม่าตรฐานสากลก�ำหนดเกณฑ์

ขึ้นเพื่อไม่ให้ประชาชนได้รับหรือสัมผัสคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าที่มากและท�ำให้เกิดอันตรายต่อร่างกาย หากค่าความเข้ม 

สนามแม่เหล็กไฟฟ้าที่วัดได้เกินเกณฑ์มาตรฐานอาจส่งผลท�ำให้เกิดความเสี่ยงหรืออันตรายต่อร่างกาย แต่จากงาน

วิจัยนี้ค่าที่วัดได้นั้นต�่ำมาก นั่นคือคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าจากสถานีฐานระบบโทรศัพท์เคลื่อนที่ที่ตรวจวัดมีความเสี่ยงหรือ 

ผลกระทบต่อประชาชนค่อนข้างต�่ำ
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1

Surveying to the Measurement  

of Electromagnetic Field Intensity

from Mobile Phone Base Stations

in Bangkok and Perimeter

Arinya Pongsathornpisuth  and Apichanan Kongthana 
Bureau of Radiation and Medical Devices, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road,

Nonthaburi 11000, Thailand

ABSTRACT  According to Bureau of Radiation and Medical Devices, Department of Medical Sciences 

often received complaints about people health concerns from Electromagnetic field of Mobile phone  

basestation. Mobile phone basestation density must increase follow demand. In the present, 4G  

technology that requires the installation of more mobile phone basestations. Therefore, to relieve the 

concern from exposure the electromagnetic field from the mobile phone basestations. The research team 

therefore conducted a survey to measure the electromagnetic field intensity from the 1,656 mobile phone 

basestations in Bangkok and in Mueang district of Perimeter in 2019. In order to know whether the 

magnetic field intensity value from mobile phone basestations is higher than the international standard 

and how dangerous. By evaluating the electromagnetic field intensity use comparison with the standard 

values of the electromagnetic field exposure of the general public according to ICNIRP standards.  It was 

found that the electromagnetic field intensity all 50 districts of Bangkok and 5 Mueang district of , were 

significantly lower than the international standards. The area of Pathumwan has the highest  

electromagnetic field intensity of about 0.005741 W/m2. The second, Bang Na District has the approximate 

value of 0.004590 W/m2. For the metropolitan area Mueang District of Samut Prakan Province has the 

highest electromagnetic field intensity about 0.002723 W/m2. The second area, Mueang District of  

Samut Sakhon Province with the value of 0.001533 W/m2. The value is thousand times below the  

standard criteria. Which shows that the electromagnetic waves from mobile phone base stations are very 

low, that is, the electromagnetic waves from the measured mobile phone base stations pose a relatively 

low risk or impact on people.

Keywords :  Electromagnetic field,  Mobile phone base station,  Bangkok and Perimeter
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การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ

โปรตีนและ Related Proteins ในยาฟิลแกรสติม

โดยโครมาโตกราฟีเหลวความดันสูงแบบผันกลับ
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บทคัดย่อ  ยาฟิลแกรสติมใช้รักษาผู้ป่วยที่มีภาวะเม็ดเลือดขาวต�่ำ มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบที่ส�ำคัญ ซึ่งปริมาณโปรตีนและ 

related proteins ในยามีผลต่อประสิทธิภาพของยาและอาจก่ออาการที่ไม่พึงประสงค์ ดังน้ันการตรวจปริมาณโปรตีนและ 

related proteins ในยาจึงมีความส�ำคัญ วัตถุประสงค์การศึกษานี้เพื่อทดสอบความถูกต้องของวิธีตรวจปริมาณโปรตีนและ 

related proteins ที่อยู่ในรูปออกซิไดซ์และรีดิวซ์ด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีเหลวความดันสูงแบบผันกลับตามวิธีของ 

ต�ำรายาสากลของยุโรป โดยผลการศึกษาพบว่าวิธีมีความจ�ำเพาะต่อการวิเคราะห์ยาฟิลแกรสติม มีความเป็นเส้นตรงระหว่าง

พื้นที่ใต้พีคกับความเข้มข้นของยาในช่วง 0.1 ถึง 0.7 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจเท่ากับ 0.9998 

ค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ของการท�ำซ�้ำในครั้งเดียวกันและต่างครั้งกันเท่ากับ 0.92 และ 0.65 ตามล�ำดับ 

มีค่าร้อยละการคืนกลับเท่ากับ 102.45 สามารถตรวจวัดเชิงปริมาณได้ถึง 0.0250 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีขีดจ�ำกัดของ 

การตรวจพบยาฟิลแกรสติมที่ 0.0125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และวิธีมีความคงทนเมื่อเปลี่ยนเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์  

สรุปได้ว่าวิธีท่ีศึกษานี้มีความถูกต้องเชื่อถือได้และเหมาะสมน�ำมาใช้ในการตรวจปริมาณโปรตีนและ related proteins เพื่อ

ควบคุมคุณภาพของยาฟิลแกรสติม

ค�ำส�ำคัญ : ยาฟิลแกรสติม, ปริมาณโปรตีน, โครมาโตกราฟีเหลวความดันสูงแบบผันกลับ
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บทนำ�

ยาฟิลแกรสติม (filgrastim) มีชื่อสามัญ คือ granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF)  

เป็นไซโตไคน์ (cytokine) ที่ท�ำหน้าที่กระตุ้นการอยู่รอดของเซลล์ (survival) การเพิ่มจ�ำนวน (proliferation) 

การเปลีย่นสภาพ (differentiation) และการเจรญิเตม็วยั (maturation) ของเซลล์ต้นก�ำเนดินิวโทรฟิล (neutrophil  

progenitor cells) นอกจากนี้ยังส่งเสริมการรอดชีวิตและกระตุ้นการท�ำงานของนิวโทรฟิลที่เจริญเต็มที่อีกด้วย(1)  

โดยยาฟิลแกรสติมใช้รักษาผู้ป่วยที่ใช้เคมีบ�ำบัดและพบปัญหาเม็ดเลือดขาวต�่ำกว่าปกติ 

ยาฟิลแกรสตมิถกูผลติด้วยเทคนคิการตดัต่อทางพนัธกุรรม (recombinant methionyl human G-CSF 

หรือ rhG-CSF)(2) โปรตีนที่เป็นสารส�ำคัญในยาฟิลแกรสติมต้องมีปริมาณตามเกณฑ์ที่ก�ำหนด(3) เพื่อประสิทธิภาพ 

ในการรักษาโรคตามที่ระบุไว้ นอกจากนี้อาจมี related proteins ซึ่งเป็น product-related impurity ที่สามารถ

กระตุน้ภมูคิุม้กนัของร่างกายและอาจก่อให้เกดิอาการทีไ่ม่พงึประสงค์ จงึจ�ำเป็นต้องตรวจวเิคราะห์หาปรมิาณ related 

proteins(4) โดยต�ำรายาสากลของยโุรป (European Pharmacopoeia, Ph. Eur. (2018)) ระบวุ่า related proteins 

ที่ตรวจพบในยาฟิลแกรสติม ได้แก่ oxidised filgrastim form 1, oxidised filgrastim form 2 และ reduced 

filgrastim แต่ละชนิดต้องมีปริมาณไม่เกิน 1% และต้องมีปริมาณสารปนเปื้อนรวมทั้งหมด (total impurities)  

ไม่เกิน 2%(5)

การวิเคราะห์ปริมาณ related proteins ในยาฟิลแกรสติมตามสภาวะการทดสอบของ Ph. Eur. (2018) 

ด้วยเทคนคิโครมาโตกราฟีเหลวความดนัสูงแบบผันกลบั หรอืเป็นทีรู่จ้กัในช่ือ Reversed-Phase High Performance 

Liquid Chromatography (RP-HPLC) เป็นเทคนิคโครมาโตกราฟีที่อาศัยคุณสมบัติการกระจายตัวของสาร 

ใน 2 เฟส (phases) คือ เฟสอยู่กับที่ (stationary phase) และเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) โดยเฟสเคลื่อนที่ 

ที่ใช้มักเป็นชนิดสารละลายอินทรีย์ (organic solvent)(6) สารที่มีการกระจายตัวในเฟสเคลื่อนที่ได้ดีจะเคลื่อนที่ไปกับ

เฟสเคลือ่นท่ีได้เรว็กว่า ส่วนสารท่ีกระจายตวัได้ดใีนเฟสอยูกั่บทีจ่ะเคลือ่นทีไ่ด้ช้ากว่า การหาค่าปรมิาณโปรตีนในตวัอย่าง 

สามารถท�ำได้โดยการเปรียบเทียบอัตราส่วนพื้นที่ใต้พีค (peak area) ของตัวอย่างกับพื้นที่ใต้พีคของสารมาตรฐาน

ที่ทราบปริมาณโปรตีนที่แน่นอนแล้ว ส�ำหรับการหาปริมาณ related proteins สามารถค�ำนวณได้โดยตรงจากค่า 

ร้อยละของพื้นที่ใต้พีค (%area) ของโครมาโตแกรมที่วิเคราะห์ได้

สถาบันชีววัตถุ มีวิธีมาตรฐานในการควบคุมคุณภาพของยาฟิลแกรสติม ซึ่งเดิมอ้างอิงวิธีวิเคราะห์จาก 

Ph. Eur. (2009)(4) ปัจจุบันวิธีวิเคราะห์ดังกล่าวใน Ph. Eur. (2018) ได้มีการปรับเปลี่ยนสภาวะการทดสอบและ

เพิ่มเติมในส่วนของการเตรียมสารมาตรฐานเพื่อทดสอบ system suitability โดยน�ำสารมาตรฐานมาท�ำปฏิกิริยา 

methionine oxidation และปฏิกิริยา reduction ด้วย dithiothreitol(5) โดยวัตถุประสงค์ของการศึกษาน้ี คือ 

เพื่อทดสอบความถูกต้องของวิธีการตรวจวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและ related proteins ของยาฟิลแกรสติม โดย

วิธี RP-HPLC ด้วยสภาวะการทดสอบของวิธีวิเคราะห์ตาม Ph. Eur. (2018) ด�ำเนินการทดสอบความถูกต้อง

ของวิธีตามข้อก�ำหนดของ ICH guideline(7) และแนวปฏิบัติการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทางเคมีโดย 

ห้องปฏิบัติการเดียวของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์(8) เพื่อน�ำมาใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการควบคุมคุณภาพของ 

ยาฟิลแกรสติมต่อไป

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่าง

ยาฟิลแกรสติมจ�ำนวน 3 ตัวอย่าง ได้แก่ ยาฟิลแกรสติม 1, 2 และ 3 
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สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารเคมีท่ีใช้ในการทดสอบเป็น HPLC grade ได้แก่ น�ำ้ (Ligand Scientific CO., LTD.) และ acetonitrile 

(J.T. Baker) และสารเคมี AR grade (Sigma-Aldrich) ได้แก่ hydrogen peroxide, trifluoroacetic acid 

(TFA), methionine, และ dithiothreitol (DTT)

สารมาตรฐานฟิลแกรสติม (CRS Filgrastim, Ph. Eur. Reference Standard, Catalogue Code 

Y0001173)

เครื่องมือและอุปกรณ์

เครื่อง HPLC Shimadzu รุ่น Prominence ที่มีเครื่องตรวจวัดสารแบบไดโอดอะเรย์ (Photo Diode 

Array, PDA) วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม LabSolutions คอลัมน์ชนิด reversed-phase VertiSep™ BIO C4 

(4.6 × 150 mm ขนาด 5 ไมโครเมตร) ตู้บ่มอุณหภูมิ 20 - 25 องศาเซลเซียส ตู้บ่มอุณหภูมิ 30 - 35 องศาเซลเซียส 

เครื่องชั่ง 4 ต�ำแหน่ง และแผ่นกรองไนลอนขนาด 0.2 ไมโครเมตร

การเตรียมเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) 

เฟสเคล่ือนที ่A เจอืจาง TFA ปรมิาตร 1 มลิลิลติร ในน�ำ้ปรมิาตร 1,000 มลิลลิติร แล้วกรองด้วยแผ่นกรอง 

ไนลอนขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

เฟสเคลื่อนที่ B เจือจาง TFA ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในน�้ำปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นเติม acetonitrile 

ปริมาตร 900 มิลลิลิตร แล้วน�ำไปกรองด้วยแผ่นกรองไนลอนขนาด 0.2 ไมโครเมตร

การเตรียมสารมาตรฐานส�ำหรับการทดสอบ System Suitability 

การเตรียมสารมาตรฐานฟิลแกรสติมส�ำหรับการวิเคราะห์ oxidised filgrastim form 1 และ oxidised 

filgrastim form 2

เตมิสารละลาย hydrogen peroxide ความเข้มข้น 4.5 กรมัต่อลติร ปรมิาตร 2.5 ไมโครลติร ลงในสารมาตรฐาน 

ฟิลแกรสติมความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วน�ำไปบ่มในตู้บ่ม

อุณหภูมิ 20 - 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติม methionine 1.9 มิลลิกรัม ผสมให้เข้ากัน กรองด้วย

แผ่นกรองไนลอนขนาด 0.2 ไมโครเมตร

การเตรียมสารมาตรฐานฟิลแกรสติมส�ำหรับการวิเคราะห์ reduced filgrastim

เติม DTT ปริมาตร 3.25 ไมโครลิตร ลงในสารมาตรฐานฟิลแกรสติมความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วบ่มในตู้บ่มอุณหภูมิ 30 - 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที กรองด้วย

แผ่นกรองไนลอนขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

การเตรียมตัวอย่างและสารมาตรฐานส�ำหรับการวิเคราะห์

เจือจางตัวอย่างฟิลแกรสติมและสารมาตรฐานฟิลแกรสติมด้วยน�้ำให้ได้ความเข้มข้นที่ 0.5 มิลลิกรัม 

ต่อมิลลิลิตร กรองด้วยแผ่นกรองไนลอนขนาด 0.2 ไมโครเมตร

วิธีวิเคราะห์

น�ำ blank, สารมาตรฐานฟิลแกรสตมิส�ำหรบั system suitability, สารมาตรฐานฟิลแกรสตมิความเข้มข้น 

0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และตัวอย่างฟิลแกรสติมฉีดเข้าเครื่อง HPLC ตามล�ำดับ โดยตั้งค่าอัตราการไหล 
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0.8 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิคอลัมน์ 60 องศาเซลเซียส ปริมาตรการฉีด 50 ไมโครลิตร ความยาวคลื่นที่ใช้ในการ 
ตรวจวัดสารที่ 215 นาโนเมตร เวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์ต่อการฉีดสาร 1 ครั้ง เท่ากับ 45 นาที โหมด gradient 
elution มีสภาวะการชะของ LC ดังนี้

	 เวลา (นาที)	 เฟสเคลื่อนที่ A (%)	 เฟสเคลื่อนที่ B (%)
      	 0	 60	 40
	 30	 20	 80
	 35	 20	 80
	 45	 60	 40
น�ำผลการวิเคราะห์มาค�ำนวณปรมิาณโปรตนีในตัวอย่างฟิลแกรสตมิได้โดยการเทยีบพืน้ทีใ่ต้พคีของตวัอย่าง

เทียบกับพื้นที่ใต้พีคของสารมาตรฐานฟิลแกรสติม ส�ำหรับการหาปริมาณ related proteins สามารถค�ำนวณได้จาก
ค่าร้อยละของพื้นที่ใต้พีคจากโครมาโตแกรมที่วิเคราะห์ได้

การทดสอบ System Suitability
การวเิคราะห์ oxidised filgrastim form 1 และ oxidised filgrastim form 2 โดยวเิคราะห์ 8 ซ�ำ้ 

ผลวิเคราะห์ที่ได้ คือ พีคของ oxidised filgrastim form 1 และพีคของ oxidised filgrastim form 2 ต้องมีค่า 
relative retention time (RRT) เมื่อเทียบกับพีคหลักประมาณ 0.84 และ 0.98 ตามล�ำดับ เมื่อค�ำนวณค่า 
symmetry factor ของพีคหลักต้องมีค่าไม่เกิน 1.8 และค่า peak-to-valley ratio ระหว่างพีคหลักและพีคของ 
oxidised filgrastim form 2 ต้องมีค่าไม่น้อยกว่า 2.0

การวิเคราะห์ reduced filgrastim โดยวเิคราะห์ 8 ซ�ำ้ ผลวเิคราะห์ทีไ่ด้ คือ พคีของ reduced filgrastim 
ต้องมีค่า RRT เมื่อเทียบกับพีคหลักประมาณ 1.04 และค่า symmetry factor ของพีคหลักต้องมีค่าไม่เกิน 1.8 และ
ค่า resolution ต้องมีค่าไม่น้อยกว่า 1.5

การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์
ความจ�ำเพาะของวิธี (specificity) วิเคราะห์สารมาตรฐานฟิลแกรสติมความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร, ยาฟิลแกรสติมจ�ำนวน 3 ตัวอย่าง, formulation buffer ของยาฟิลแกรสติม, ตัวอย่าง monoclonal  
antibody, ตัวอย่าง interferon และ blank (น�้ำ) ผลวิเคราะห์ของสารมาตรฐานและตัวอย่างฟิลแกรสติมที่ได้ต้อง 
ให้ผลไปในทิศทางเดียวกัน คือ chromatographic profile ที่คล้ายคลึงกัน โดยไม่มีการรบกวนของสารอื่นในตัวอย่าง

ความเป็นเส้นตรงของวธีิ (linearity) วเิคราะห์สารมาตรฐานฟิลแกรสติมความเข้มข้น 0.1, 0.3, 0.5 และ 
0.7 มลิลิกรัมต่อมิลลลิติร จ�ำนวน 3 ซ�ำ้ น�ำผลวเิคราะห์ทีไ่ด้มาสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน
และพื้นที่ใต้พีคหลัก ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determination, R2) ที่ได้ควรมีค่าใกล้เคียง 1

ความเท่ียงของวธิ ี(precision) วเิคราะห์ตวัอย่างฟิลแกรสตมิจ�ำนวน 6 ซ�ำ้ ในวนัเดยีวกัน (repeatability) 
และวิเคราะห์ตัวอย่างฟิลแกรสติมซ�้ำ 3 วัน (intermediate precision) ค่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 
(%relative standard deviation, %RSD) ของพื้นที่ใต้พีคหลักต้องไม่เกิน 2

ความถูกต้องของวิธี (accuracy) เติมสารมาตรฐานฟิลแกรสติมความเข้มข้น 0.25, 0.50 และ 0.75 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ลงในตัวอย่างฟิลแกรสติม วิเคราะห์ 3 ซ�้ำ ค�ำนวณหาค่าร้อยละของการกลับคืน (%recovery) 
ซึ่งควรมีค่าอยู่ในช่วง 90 - 110%

ขดีจ�ำกดัของการตรวจพบ (limit of detection, LOD) และขีดจ�ำกดัของการวดัเชงิปรมิาณ (limit of 
quantitation, LOQ) เจือจางสารมาตรฐานฟิลแกรสติมแล้วฉีดเข้าเครื่อง HPLC ค่า LOD คือ ความเข้มข้น
ของสารมาตรฐานที่ให้ค่าสัญญาณต่อสัญญาณรบกวน (signal-to-noise ratio, S/N) เท่ากับ 3:1 และ LOQ คือ 

ความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่ให้ค่า S/N เท่ากับ 10:1



Method Validation for Determination of Protein in Filgrastim	 Surintra Lahnwong et al.

188 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 63 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2564

ความคงทนของวิธี (robustness) เปล่ียนเครื่อง HPLC ที่ใช้ในการวิเคราะห์ตัวอย่างฟิลแกรสติม 2 

ระหว่างเครื่อง HPLC 1 (Thermo, AS3000) และเครื่อง HPLC 2 (Shimadzu, Prominence) แล้วน�ำพื้นที่ 

ใต้พีคหลักที่ได้ไปค�ำนวณเปรียบเทียบโดยใช้สถิติ t-Test

ความไม่แน่นอนของการวัด (measurement uncertainty) แหล่งที่มาของความไม่แน่นอนของ 

การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนและ related protein โดยวิธี RP-HPLC ได้แก่ ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน 

ฟิลแกรสติม ความไม่แน่นอนท่ีได้จากการวิเคราะห์สารมาตรฐานฟิลแกรสตมิ ปิเปตทีใ่ช้ในการเตรยีมสารมาตรฐานและ

ตัวอย่างฟิลแกรสติม ความเที่ยงของวิธี (intermediate precision) จากการทดสอบความถูกต้องของวิธี น�ำมาหาค่า

ความไม่แน่นอนรวม (combined uncertainty, uc) และค่าความไม่แน่นอนขยาย (expanded uncertainty: U) 

ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใช้ค่า coverage factor (k) เท่ากับ 2

ผล

ผลการทดสอบ system suitability 

ผลวิเคราะห์ oxidised filgrastim พบว่าโครมาโตแกรมที่ได้ประกอบด้วยพีคหลักและพีคของ oxidised 

filgrastim form 1 และ oxidised filgrastim form 2 ซึ่งถูกชะออกมาก่อนพีคหลัก มีค่า RRT เท่ากับ 0.86 

และ 0.98 ตามล�ำดับ โดยพีคของ oxidised filgrastim form 2 ไม่สามารถแยกออกจากพีคหลักได้อย่างชัดเจน 

ดังแสดงในภาพที่ 1 ผลวิเคราะห์ค่า symmetry factor ของพีคหลักเท่ากับ 0.87 ผ่านเกณฑ์ที่ก�ำหนด คือ มีค่าไม่เกิน 

1.8 และค่า peak-to-valley ratio ระหว่างพีคหลักและพีคของ oxidised filgrastim form 2 มีค่าเท่ากับ 7.74 

ผ่านเกณฑ์ที่ก�ำหนด คือ มีค่าไม่น้อยกว่า 2.0

ผลวิเคราะห์ reduced filgrastim พบว่าโครมาโตแกรมที่ได้ประกอบด้วยพีคหลักและพีคของ reduced 

filgrastim ซึ่งถูกชะออกมาทีหลังพีคหลัก โดยมีค่า RRT เท่ากับ 1.05 ดังแสดงในภาพที่ 1 ผลการค�ำนวณค่า  

symmetry factor ของพีคหลักได้เท่ากับ 1.71 และค่า resolution ที่วิเคราะห์ได้เท่ากับ 2.86 ผ่านเกณฑ์ที่ก�ำหนด 

คือ มีค่าไม่เกิน 1.8 และมีค่าไม่น้อยกว่า 1.5 ตามล�ำดับ

ผลการทดสอบความถูกต้องของวิธี

ผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและ related proteins ในยาฟิลแกรสติม 

โดยวิธี RP-HPLC รายละเอียดดังนี้

ความจ�ำเพาะของวิธี ผลวิเคราะห์สารมาตรฐานฟิลแกรสติมและตัวอย่างฟิลแกรสติมทั้ง 3 ตัวอย่าง  

โครมาโตแกรมท่ีได้ปรากฏพีคหลักที่ค่า RT ใกล้เคียงกันที่ประมาณ 29.37 นาที ในขณะที่ตัวอย่าง monoclonal  

ภาพที่ 1 โครมาโตแกรมแสดงผลการทดสอบ system suitability
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ความเป็นเส้นตรง กราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานฟิลแกรสตมิที ่0.1 - 0.7 มลิลกิรมั

ต่อมิลลิลิตร และพื้นที่ใต้พีคหลัก แสดงกราฟเส้นตรงดังแสดงในภาพที่ 3

antibody และตัวอย่าง interferon ไม่มีพีคปรากฏที่ค่า RT เดียวกันกับพีคหลักของสารมาตรฐานและตัวอย่าง 

ฟิลแกรสติม เช่นเดียวกับ formulation buffer ของตัวอย่างฟิลแกรสติมและ blank ที่ไม่พบพีครบกวน พีคของ 

ตัวอย่างฟิลแกรสติม ดังแสดงในภาพที่ 2

ภาพที่ 2 โครมาโตแกรมแสดงผลการทดสอบ Specificity

ภาพที่ 3 กราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานฟิลแกรสติมและพื้นที่ใต้พีคหลัก

ความเทีย่งของวธิ ีผลวิเคราะห์ตัวอย่างฟิลแกรสตมิ 1 ทีค่วามเข้มข้น 0.5 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร จ�ำนวน 6 ซ�ำ้ 

ในวนัเดยีวกนั (repeatability) ได้ค่า %RSD เท่ากบั 0.92 และผลการทดสอบความเทีย่งระหว่างวนั (intermediate 

precision) โดยทดสอบซ�้ำ 3 วัน ได้ค่า %RSD เท่ากับ 0.41 ดังแสดงในตารางที่ 1 และ 2 ตามล�ำดับ
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ตารางที่ 1  ผลวิเคราะห์ตัวอย่างฟิลแกรสติม 1 จ�ำนวน 6 ซ�้ำ ในวันเดียวกัน

ครั้งที่ พื้นที่ใต้พีคหลัก

1 27368324

2 27516930

3 27479649

4 27512770

5 27943015

6 27959771

%RSD 0.92

ตารางที่ 2  ผลวิเคราะห์ตัวอย่างฟิลแกรสติม 1 เมื่อทดสอบซ�้ำ 3 วัน

วันที่
พื้นที่ใต้พีคของพีคหลัก

%RSD
ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3

1 34196436 34550036 34867978

0.652 31804264 31949238 31635829

3 33780542 33583345 33916357

ความถูกต้องของวิธี ผลวิเคราะห์ %recovery ที่ได้อยู่ในช่วง 90 - 110% เป็นไปตามเกณฑ์ที่ก�ำหนด 

ดังแสดงในตารางที่ 3

ทดสอบครั้งที่

%Recovery

Spiked by 0.25 mg/ml 

Filgrastim Standard 

Spiked by 0.50 mg/ml 

Filgrastim Standard

Spiked by 0.75 mg/ml 

Filgrastim Standard

1 95.65 96.20 97.73

2 101.45 103.80 106.82

3 107.25 106.33 106.82

Mean 101.45 102.11 103.79

Overall Mean 102.45

LOD และ LOQ ผลการทดสอบที่ได้ พบว่าความเข้มข้นของสารมาตรฐานฟิลแกรสติมที่น้อยที่สุดที่ยังคง 

ปรากฏพีคหลักและให้ค่า S/N รบกวนใกล้เคียง 3 คือ 0.0125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ค่า S/N เท่ากับ 8.14 โดย 

มี %RSD เท่ากับ 3.26) และความเข้มข้นของสารมาตรฐานฟิลแกรสติมที่ให้ค่า S/N ใกล้เคียง 10 คือ 0.0250 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ค่า S/N เท่ากับ 23.72 โดยมี %RSD เท่ากับ 0.20) ดังนั้นค่า LOD เท่ากับ 0.0125 มิลลิกรัม 

ต่อมิลลิลิตร และค่า LOQ เท่ากับ 0.0250 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับ

ตารางที่ 3  ค่า %recovery ที่ได้จากการทดสอบความถูกต้องของวิธี
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ความคงทนของวิธี เมื่อเปลี่ยนเครื่อง HPLC ที่ใช้ในการวิเคราะห์ตัวอย่างฟิลแกรสติม 2 ที่ความเข้มข้น 

0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พื้นที่ใต้พีคที่ได้ดังแสดงในตารางที่ 4 เมื่อค�ำนวณเปรียบเทียบพื้นที่ใต้พีคหลักโดยใช้สถิติ 

t-Test พบว่า ค่า t Stat เท่ากับ -1.31 มีค่าน้อยกว่า t Critical two-tail ซึ่งเท่ากับ 4.30 ดังนั้นผลวิเคราะห์ตัวอย่าง

โดยเครื่อง HPLC ทั้ง 2 เครื่อง มีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

ตารางที่ 4  พื้นที่ใต้พีคหลักของตัวอย่างฟิลแกรสติม 2 ที่วิเคราะห์ได้เมื่อเปลี่ยนเครื่อง HPLC

ครั้งที่
พื้นที่ใต้พีคหลัก

HPLC 1 HPLC 2

1 15487548 15405350

2 15674064 15532550

3 15362500 15533461

Mean 15508037 15490454

%RSD 1.01 0.48

ความไม่แน่นอนของการวัด ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (k = 2) ค่าความไม่แน่นอนรวมและค่าความ 

ไม่แน่นอนขยายของการหาปริมาณโปรตีนในตัวอย่างฟิลแกรสติมเท่ากับ 0.012 และ 0.02 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

ตามล�ำดับ ค่าความไม่แน่นอนรวมและค่าความไม่แน่นอนขยายของการหาปริมาณ related proteins ในตัวอย่าง 

ฟิลแกรสติมเท่ากับ 0.007 และ 0.01% ตามล�ำดับ

วิจารณ์

การวิเคราะห์ related proteins โดยวิธี RP-HPLC ใน Ph. Eur. (2009) เน้นเฉพาะการหา oxidised 

filgrastim เท่านั้น ต่อมาใน Ph. Eur. (2018) ได้มีการพัฒนาความสามารถของวิธีโดยการปรับสภาวะการทดสอบ

เพื่อให้สามารถวิเคราะห์ related proteins ชนิด oxidised filgrastim form 1, oxidised filgrastim form 2 และ 

reduced filgrastim ในสารมาตรฐานฟิลแกรสติมได้ ดังที่เห็นได้จากการทดสอบ system suitability เมื่อต้องการ

วิเคราะห์ related proteins ในตัวอย่างฟิลแกรสติมจะทราบได้จากการเปรียบเทียบค่า RT ของพีคของ related 

proteins ในสารมาตรฐานฟิลแกรสติมที่ทดสอบใน system suitability นั่นเอง โดยเกณฑ์การตัดสินของ Ph. Eur. 

(2018) ระบุว่า related proteins แต่ละชนิดต้องมีปริมาณไม่เกิน 1% และต้องมีปริมาณสารปนเปื้อนรวมทั้งหมด 

(total impurities) ไม่เกิน 2%(6) ต่อมาใน Ph. Eur. ซึ่งมีการปรับปรุงล่าสุดในปี ค.ศ. 2019 ได้มีการปรับเกณฑ์

การตัดสินเป็นต้องมีปริมาณ related proteins แต่ละชนิดไม่เกิน 3% และปริมาณสารปนเปื้อนรวมทั้งหมดไม่เกิน 

6.5%(9) โดยไม่ได้มีการปรับเปลี่ยนสภาวะในการทดสอบแต่อย่างใด อย่างไรก็ตามการหาปริมาณ related proteins 

ในยาฟิลแกรสติมควรพิจารณาตาม Ph. Eur. และเกณฑ์การตัดสินของผู้ผลิตร่วมด้วย

จากการศกึษาความจ�ำเพาะของวิธแีสดงให้เหน็ว่าตวัอย่างฟิลแกรสตมิทัง้ 3 ตวัอย่าง ให้ผลไปในทางเดยีวกนั

กับสารมาตรฐานฟิลแกรสติม โดยมี chromatographic profile ที่คล้ายคลึงกัน และค่า RT ของพีคหลักปรากฏ 

ที่เวลาใกล้เคียงกันโดยไม่มีการรบกวนของสารอื่น ๆ  ในตัวอย่าง (formulation buffer) และ blank ในขณะที่ผลการ

วิเคราะห์ของตัวอย่าง monoclonal antibody และตัวอย่าง interferon พบว่าไม่มีพีคปรากฏที่ค่า RT เดียวกันกับ 

พีคหลกัของสารมาตรฐานและตวัอย่างฟิลแกรสติม การตรวจสอบความเป็นเส้นตรงของวธิโีดยการสร้างกราฟมาตรฐาน

ระหว่างพื้นที่ใต้พีคหลักและความเข้มข้นของสารมาตรฐานฟิลแกรสแกรสติม แสดงให้เห็นว่าเป็นวิธีที่มีความเป็น 

เส้นตรงในช่วงความเข้มข้นของสารมาตรฐานฟิลแกรสติม 0.1 ถึง 0.7 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่า R2 เท่ากับ 0.9998 
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ผลวิเคราะห์ที่ได้เมื่อทดสอบตัวอย่างฟิลแกรสติม 6 ซ�้ำ ในวันเดียวกันและทดสอบต่างวันกันจ�ำนวน 3 ซ�้ำ แสดงให้

เห็นว่าวิธีนี้มีความเที่ยง ผลการทดสอบความถูกต้องของวิธี พบว่า %recovery ท่ีได้เท่ากับ 102.45% ซึ่งอยู่ในช่วง 

90 - 110% เป็นไปตามเกณฑ์ที่ก�ำหนด ส�ำหรับค่า LOD และ LOQ ที่วิเคราะห์ได้มีค่าน้อยกว่าความเข้มข้นของ

ตัวอย่างฟิลแกรสติมซึ่งวิเคราะห์ที่ 0.3 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร แสดงให้เห็นว่าปริมาณโปรตีนและ related  

proteins ทีว่เิคราะห์ด้วยวิธนีีอ้ยูใ่นระดบัท่ียอมรบัได้ นอกจากนีเ้มือ่ศกึษาความคงทนของวธิเีมือ่เปลีย่นเครือ่ง HPLC 

ที่ใช้ในการวิเคราะห์ตัวอย่างฟิลแกรสติม ระหว่างเครื่อง HPLC 1 (Thermo, AS3000) ที่มีเครื่องตรวจวัดสารแบบ

ดูดกลืนแสงชนิดยูวี วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม Chromquest และเครื่อง HPLC 2 (Shimadzu, Prominence) 

ที่มีเครื่องตรวจวัดสารแบบไดโอดอะเรย์ (Photo Diode Array, PDA) วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม LabSolutions 

โดยใช้คอลัมน์เดียวกันในการวิเคราะห์เปรียบเทียบ ถึงแม้ว่าเครื่องตรวจวัดสารของทั้งสองเครื่องเป็นคนละชนิดกัน 

แต่ทัง้สองเคร่ืองมีความสามารถในการวัดค่าดดูกลนืแสงทีค่่าความยาวคลืน่ 215 นาโนเมตร ได้เช่นเดียวกัน เมือ่น�ำพืน้ท่ี 

ใต้พีคหลักของตัวอย่างฟิลแกรสติมที่วิเคราะห์ได้จากแต่ละเครื่องมาค�ำนวณเปรียบเทียบโดยใช้สถิติ t-Test จึงสรุป 

ได้ว่าผลการวิเคราะห์ปรมิาณโปรตนีในตวัอย่างฟิลแกรสตมิโดยเครือ่ง HPLC ทัง้สองเครือ่งดังกล่าวมค่ีาไม่แตกต่างกนั 

ที่ระดับความเช่ือม่ัน 95% ส�ำหรับความไม่แน่นอนของการวัดที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (k = 2) พบว่า 

ค่าความไม่แน่นอนรวมและค่าความไม่แน่นอนขยายของการหาปริมาณโปรตีนในตัวอย่างฟิลแกรสติมเท่ากับ 0.012 

และ 0.02 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับ ค่าความไม่แน่นอนรวมและค่าความไม่แน่นอนขยายของการหาปริมาณ 

related proteins ในตัวอย่างฟิลแกรสติมเท่ากับ 0.007 และ 0.01% ตามล�ำดับ

สรุป

จากผลการทดสอบความถกูต้องท้ังหมดแสดงให้เหน็ว่าวิธกีารวเิคราะห์ปรมิาณโปรตนีและ related proteins 

ในยาฟิลแกรสติม โดยวิธี RP-HPLC ตาม Ph. Eur. (2018) เป็นวิธีที่มีความจ�ำเพาะ ความถูกต้อง ความเที่ยง และ

มคีวามคงทน เหมาะสมส�ำหรบัน�ำมาเป็นวธิมีาตรฐานทางห้องปฏบิตักิารเพือ่ควบคมุคณุภาพยาฟิลแกรสตมิทีจ่�ำหน่าย

ในประเทศและสนับสนุนส่งเสริมอุตสาหกรรมการผลิตยาฟิลแกรสติมในประเทศตามแผนพัฒนาประเทศไทย 4.0

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคณุ นางสายวรฬุ จดรูกติตนินัท์ หวัหน้ากลุม่ผลติภณัฑ์เทคโนโลยชีีวภาพเพือ่การรกัษาทีใ่ห้ค�ำแนะน�ำ

และตรวจทานความถูกต้องของการทดสอบความถูกต้องของวิธี และ ดร. สุภาพร ภูมิอมร ผู้อ�ำนวยการสถาบันชีววัตถุ 

ที่ปรึกษาในการด�ำเนินการทดสอบความถูกต้องของวิธี
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Analytical Method Validation for 

Determination of   Protein and Related Protein 

Content in Filgrastim by Reversed-Phase 

High Performance Liquid Chromatography

Surintra Lahnwong  Saiwarul Jadoonkittinan  and Supaporn Phumiamorn
Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, 

Thailand

ABSTRACT  Filgrastim is used for a treatment of patients with low leukopenia. A content of protein is 

important for an efficacy of product and related proteins may cause side effects. The objective of this study 

was to validate an analysis of protein and related protein content in both oxidised and reduced forms by 

reversed-phase high performance liquid chromatography using European Pharmacopoeia condition. 

The result showed that this method was specific to filgrastims. The linearity was found between the peak 

area and the filgrastim concentration of 0.1 - 0.7 mg/ml (R2 = 0.9998). The percent of relative standard 

deviation of repeatability and intermediate precision were 0.92 and 0.65, respectively. The percent  

recovery of accuracy was 102.45. Moreover, the limit of quantitation and the limit of detection were 0.0250 

and 0.0125 mg/ml, respectively. This method also showed good robustness. In conclusion, this method is 

precise and suitable to measure the content of protein and related protein in filgrastims for the quality 

control of the products.

Keywords: Filgrastim, Protein content, Reversed-phase liquid chromatography
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การศึกษาความถูกต้องวิธีวิเคราะห์ปริมาณแอนติบอดี

ต่อ Filamentous Haemagglutinin ในซีรัม 

หนูถีบจักรที่ฉีดวัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์โดย ELISA
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บทคัดย่อ วัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์ที่ผลิตในประเทศมี Filamentous Hemagglutinin (FHA) เป็นสารส�ำคัญชนิดหนึ่ง 

ซึ่งต้องมีการควบคุมความแรงให้ได้มาตรฐาน การศึกษานี้จึงท�ำการพัฒนางานตรวจวิเคราะห์เพื่อควบคุมคุณภาพวัคซีนในห้อง

ปฏิบัติการ ซึ่งได้ด�ำเนินการศึกษาความถูกต้องวิธีวิเคราะห์ปริมาณแอนติบอดีต่อ Filamentous Haemagglutinin ในซีรัม

หนูถีบจักรที่ฉีดวัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์โดย ELISA ผลการศึกษา พบว่าวิธีมีความจ�ำเพาะและมีความเป็นเส้นตรงในช่วง 

ความเข้มข้นของ anti-FHA ระหว่าง 1.95–4,000 mIU/ml มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์มากกว่า 0.99 ขีดจ�ำกัดการวัด 

เชิงปริมาณเท่ากับ 3.91 และ 4,000 mIU/ml ช่วงค่าพิสัยอยู ่ระหว่าง 15.62–1,000 mlU/ml ความแม่นมีค่า 

ความคลาดเคลื่อนสัมพัทธ์อยู่ระหว่าง -1.34–1.69% ความเที่ยงมีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนอยู่ระหว่าง 2.23–20.00% 

และความทนของวิธีมีค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนอยู่ระหว่าง 12.21–19.68% ผลแสดงให้เห็นว่าวิธีมีความถูกต้องเหมาะสม 

สามารถใช้ตรวจความแรงต่อ FHA ของวัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์ได้

ค�ำส�ำคัญ: วัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์, ความแรง, anti-FHA, ELISA
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บทนำ�

โรคไอกรน (Pertussis) เป็นโรคติดเชื้อของระบบทางเดินหายใจส่วนบน ที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย  

Bordetella pertussis ผู้ป่วยจะมีอาการไอที่เป็นเอกลักษณ์ เป็นเสียงที่เกิดจากการหายใจล�ำบากตามหลังอาการไอ 

ที่เรียกว่า Whooping cough โรคไอกรนติดต่อกันได้ง่าย โดยเชื้อจะกระจายอยู่ในละอองของเสมหะ น�้ำมูก น�้ำลาย 

ของผู้ป่วย และจะตดิต่อกนัเม่ือละอองเช้ือเข้าสูร่ะบบทางเดนิหายใจ ส่วนใหญ่ตดิเชือ้มาจากผูใ้หญ่ในครอบครวัซึง่มกีาร

ตดิเชือ้แต่ไม่มอีาการ (carrier) หรอืมีอาการไม่มาก โรคไอกรนเป็นได้กับทารกตัง้แต่เดอืนแรก(1) เดก็ทารกอายนุ้อยกว่า 

6 เดือนที่มีภาวะแทรกซ้อน เกิดปอดอักเสบจากการติดเชื้อจะมีอาการรุนแรงและอัตราการเสียชีวิตสูง(2) ปัจจุบันแม้ว่า

มีวัคซีนส�ำหรับป้องกันโรคไอกรนแต่ยังไม่สามารถก�ำจัดให้หมดไปได้(3)

วัคซีนป้องกันโรคไอกรนมี 2 ชนิด คือ วัคซีนไอกรนชนิดที่ท�ำจากแบคทีเรียทั้งเซลล์ (whole cell: wP) และ

ชนิดไร้เซลล์ (acellular: aP) ซึ่งผสมอยู่กับวัคซีนรวมคอตีบ-บาดทะยัก เป็นวัคซีน DTwP หรือ DTaP วัคซีนทั้ง 

2 ชนิดนี้มีประสิทธิภาพไม่ต่างกัน โดย DTwP เป็นวัคซีนที่ใช้ในแผนงานสร้างเสริมภูมิคุ้มกันโรคของประเทศไทย

ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2520 แต่ DTwP นั้น จะท�ำให้เกิดอาการข้างเคียงมากกว่า DTaP โดยเด็กที่ได้รับวัคซีน DTwP  

อาจจะมไีข้สูง มอีาการชกั กรดีร้องนาน หรอืมีภาวะตวัอ่อนและไม่ตอบสนอง (hypotonic hyporesponsive episode) 

ซึ่งเกิดขึ้นภายใน 48 ชั่วโมง หลังได้รับวัคซีน wP ซึ่งวัคซีน aP ไม่ก่อให้เกิดปฏิกิริยาที่ไม่พึงประสงค์ดังกล่าว(4) วัคซีน 

aP เป็นวัคซีนท่ีผลิตจากสารสกัดเฉพาะบางส่วนของตัวเช้ือไอกรนที่สามารถกระตุ้นให้ร่างกายสร้างภูมิคุ้มกันโรค 

โดยส่วนประกอบของเชื้อไอกรนที่น�ำมาผลิตวัคซีน ได้แก่ Pertussis toxin (PT), Filamentous hemagglutinin 

(FHA), Pertactin (PRN) และ Fimbrial agglutinogen (FIM) โดยวัคซีนที่ผลิตมาจากแต่ละบริษัท 

จะมีส่วนประกอบของเชื้อไอกรนแตกต่างกันได้ต้ังแต่ 2 ถึง 4 ส่วนประกอบ ทั้งนี้วัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์จะมี PT 

และ FHA เป็นส่วนประกอบหลัก FHA เป็นโมเลกุลใหญ่ขนาด 367-kDa มีโครงสร้างเป็นรูป hairpin-shaped  

เมือ่เชือ้ไอกรนเข้าสูร่ะบบทางเดนิหายใจส่วนบน FHA จะท�ำหน้าทีเ่กาะกบั ciliated respiratory epithelium ท�ำให้

ตวัเชือ้อยู่ในระบบทางเดินหายใจได้ แล้วปล่อย PT ซ่ึงเป็น exotoxin ทีม่ฤีทธิท์างชีวภาพกระตุน้ lymphocytosis และ 

pancreatic islet cell activity รวมทั้งเหนี่ยวน�ำท�ำให้ร่างกายไวต่อฮีสตามีน(2)

การผลิตวัคซีน aP ของแต่ละบริษัทจะมีความแตกต่างกัน ได้แก่ ความหลากหลายของสายพันธุ ์ 

ตัวเชื้อไอกรน วิธีที่ใช้ในการผลิต วิธีที่ใช้สกัดส่วนประกอบของเชื้อ วิธีการท�ำให้ PT หมดพิษ (detoxified) กลายเป็น  

Pertussis toxoid (PTxd) รวมท้ังปรมิาณ PT และ FHA ทีใ่ช้เข้าสตูรผสมเป็นวคัซนี จงึท�ำให้วคัซนีมข้ีอก�ำหนดเฉพาะ 

(product-specific) ของแต่ละชนิด (brand) ต่างกัน(2) วัคซีนเหล่านี้ต้องได้รับการตรวจสอบคุณภาพ ประสิทธิภาพ 

ประกอบการขึ้นทะเบียนยา และก่อนการจ�ำหน่ายแต่ละรุ่น(5) ปัจจุบันวัคซีน aP ที่ผลิตในประเทศเป็นวัคซีน aP แบบ  

รีคอมบิแนนท์ ซึ่งเป็นวัคซีนตัวแรกที่ได้พัฒนาขึ้นโดยนักวิจัยไทย ได้รับการจดสิทธิบัตรในหลายประเทศ(6) ใช้วิธีทาง

พันธุวิศวกรรมเพื่อท�ำให้ความเป็นพิษของโปรตีนแอนติเจนหมดไป ซึ่งให้ผลดีกว่า ปลอดภัยกว่า และมีประสิทธิภาพ

มากกว่าการใช้สารเคมี(7)

การตรวจสอบคุณภาพวัคซีน aP ด้านความแรง เป็นการวัดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน (Immunological 

activity) ซึ่งมี 2 วิธี คือ mouse immunogenicity test (MIT) และ modified mouse intracerebral  

challenge assay (MICA) โดยวิธี MIT เป็นวิธีการตรวจหาปริมาณแอนติบอดีในซีรัมของหนูถีบจักรที่กระตุ้นด้วย

วัคซีน aP โดยใช้ ELISA(8,9) เป็นวิธีท่ีใช้วัดระดับภูมิคุ้มกันที่ไม่ต้องใช้ตัวเช้ือไอกรนฉีดเข้าสมองหนูถีบจักรซึ่งจะ

ท�ำให้สัตว์ทดลองมีความเจ็บปวดทรมานมากเหมือนการทดสอบด้วยวิธี MICA แต่อย่างไรก็ตามก่อนที่จะน�ำวิธีการ

ทดสอบมาใช้งาน หน่วยงานผู้ควบคุมคุณภาพภาครัฐ คือ สถาบันชีววัตถุ ต้องท�ำการศึกษาความถูกต้องของวิธีก่อน 

เนื่องจากความจ�ำเพาะของวคัซนี (Product-specific vaccine) ต่อการทดสอบ การตอบสนองทางภูมคิุ้มกนัของสัตว์

ทดลองทีใ่ช้และความแตกต่างในรายละเอยีดขัน้ตอนวธิขีองแต่ละห้องปฏบิตักิาร(6) ดงันัน้คณะผูว้จิยัจงึได้พฒันาวธิกีาร 
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ตรวจสอบคณุภาพวัคซีน aP โดยท�ำการศกึษาความถูกต้องของวธิวีเิคราะห์ปรมิาณแอนตบิอดต่ีอ FHA ในซรีมัหนถีูบจกัร 

ที่ฉีดวัคซีน aP โดย ELISA แบบ Indirect เพื่อใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจสอบคุณภาพด้านความแรงของวัคซีน 

aP ของประเทศ ซึ่งมีหลักการการทดสอบที่ใช้เพลทที่มี FHA แอนติเจนของวัคซีน aP เคลือบอยู่ที่ก้นหลุม แล้วใส่ 

ตวัอย่างซีรมัลงไปในหลุม บ่มในอณุหภูมิท่ี 37 oC แอนตบิอดใีนซรีมัจะจบักับแอนตเิจนอย่างจ�ำเพาะ และเมือ่เตมิเอนไซม์ 

HRP congugated ลงไปจับกับแอนติบอดีแอนติเจนคอมเพลกซ์ แล้วเติม substrate จะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ HRP 

เกิดสารสีน�้ำเงิน จากนั้นเติมสารเพื่อหยุดปฏิกิริยา สารสีน�้ำเงินเปลี่ยนเป็นสีเหลือง และน�ำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง 

ซึ่งความเข้มของสีจะแปรผันโดยตรงกับความเข้มข้นของแอนติบอดีในตัวอย่าง

วัสดุและวิธีการ 

สารมาตรฐาน

สารมาตรฐาน: WHO Reference Reagent Bordetella pertussis anti-serum (mouse) 1RR (Code: 

97/642, NIBSC, UK) ที่มี anti-FHA antibody (WHO Ref. 97/642), In-house FHA standard in 40% 

glycerol สารมาตรฐานจากผู้ผลิตที่ได้สอบเทียบกับ international reference standard FHA (Code: 90/520, 

NIBSC, UK) และวัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์ (acellular pertussis vaccine)

สารเคมี

สารเคมีที่ใช้ในการทดสอบเป็นชนิด Analytical Reagent grade (AR grade) ได้แก่ Sodium chloride 

(Merck, Germany), Potassium chloride (Sigma-Aldrich, USA), Sodium hydrogen phosphate 

(Merck, Germany), Potassium hydrogen phosphate (Merck, Germany), Sodium carbonate (Merck, 

Germany), Sodium hydrogen carbonate (Sigma-Aldrich, USA), Tween 20 (Merck, Germany), 

Hydrochloric acid 37% (Merck, Germany), Bovine Serum Albumin (BSA)(Sigma-Aldrich, USA), 

Rabbit anti-mouse IgG (H+L) HRP conjugate (Abcam, England), TMB Microwell Peroxidase 

Substrate (KPL, USA)

เครื่องมือและอุปกรณ์

เครื่อง Microplate reader infinite F200 Pro (Tecan สวิตเซอร์แลนด์) เครื่อง Microplate wash: 

ImmunoWashTM 1575 (BIO-RAD สหรฐัอเมรกิา) ตู้อบควบคมุอณุหภมู ิ37 oC (memmert สหพนัธ์สาธารณรัฐ

เยอรมนี)

ตัวอย่าง

ซีรัมหนูถีบจักรที่ได้รับการฉีดการกระตุ้นด้วยวัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์

การเตรียมตัวอย่าง

การเตรียมวัคซีนส�ำหรับฉีดสัตว์ทดลอง: ท�ำการเตรียมวัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์ (acellular pertussis 

vaccine, code No. FB-PE25001) โดยเตรียมวัคซีน 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ 1 เป็นวัคซีนไม่เจือจาง (undiluted) 

กลุ่มที่ 2 เป็นวัคซีนเจือจางด้วย Phosphate Buffer Saline (PBS) ได้เป็นวัคซีนความเจือจาง 1/6.25 และกลุ่มที่ 3 

เป็นวัคซีนความเจือจางด้วย PBS ได้เป็นวัคซีนความเจือจาง 1/15.625
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การกระตุ้นภูมิคุ้มกันและการเตรียมซีรัมจากสัตว์ทดลอง:  ท�ำการฉีดวัคซีนหนูถีบจักรกลุ่มละ 16 ตัว จ�ำนวน 

3 กลุ่ม โดยกลุ่มท่ี 1 ฉดีวัคซนีท่ีไม่เจอืจาง (undiluted) กลุม่ที ่2 ฉดีวคัซนีความเจอืจาง 1/6.25 และกลุม่ที ่3 ฉดีวคัซีน

ความเจอืจาง 1/15.625 และฉดีหนดู้วย PBS จ�ำนวน 10 ตวั เป็นกลุม่ควบคมุ โดยฉดีเข้าช่องท้อง (Intraperitoneal) 

ตัวละ 0.5 ml หลังจากนั้น 35 วัน ท�ำการสลบหนูด้วยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ก่อนเจาะเลือด น�ำเลือดแต่ละตัวแยกใส่

ในหลอด ปั่นแยกซีรัมด้วยเครื่องปั่นความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ดูดซีรัมของแต่ละหลอดมารวมกัน 

(Pooled serum) ในแต่ละกลุ่มแล้วเก็บที่อุณหภูมิต�่ำกว่า -20 oC

การเจือจางซีรมัหนูถบีจักร:  เจือจางซีรมัหนดู้วย diluent Buffer 0.3% (w/v) BSA ใน PBST  โดยกลุม่ที ่1 

เป็นซีรัมหนูที่ฉีดวัคซีน undiluted เป็นกลุ่มที่มีระดับ anti-FHA สูง (High titer group) เจือจาง 1,000, 2,000, 

4,000 และ 8,000 เท่า กลุ่มที่ 2 เป็นซีรัมหนูที่ฉีดวัคซีนความเจือจาง 1/6.25 เป็นกลุ่มที่มีระดับ anti-FHA ปานกลาง 

(Medium titer group) เจือจาง 400, 800, 16,000 และ 3,200 เท่า กลุ่มที่ 3 เป็นซีรัมหนูที่ฉีดวัคซีนความเจือจาง 

1/15.625 เป็นกลุ่มที่มีระดับ anti-FHA ต�่ำ (Low titer group) เจือจาง 150, 300, 600 และ 1,200 เท่า ส่วนกลุ่ม

ควบคุม (Normal mouse serum) เจือจาง 50 เท่า

สัตว์ทดลอง

หนูถีบจักรสายพันธุ์ ICR อายุ 5 สัปดาห์ หรือน�้ำหนัก 25–30 กรัม จ�ำนวน 46 ตัว จ�ำนวน 1 กลุ่ม จาก 

ศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล จังหวัดนครปฐม (โครงการได้รับการอนุมัติใช้สัตว์ทดลองเพื่องานวิจัย

โดยคณะกรรมการดูแลการเลี้ยงและใช้สัตว์ทดลอง กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ หมายเลขโครงการ 59-033)

การตรวจวิเคราะห์

ท�ำการวิเคราะห์โดยเทคนิค ELISA แบบ Indirect โดยใช้เพลทที่มี FHA แอนติเจนของวัคซีน aP เคลือบ

อยู่ที่ก้นหลุม แล้วใส่ตัวอย่างซีรัมลงไปในหลุม บ่มในอุณหภูมิที่เหมาะสม Anti-FHA ในซีรัมจะจับกับแอนติเจนอย่าง

จ�ำเพาะ และเมื่อเติมเอนไซม์ HRP conjugated ลงไปจับกับแอนติบอดีแอนติเจนคอมเพลกซ์ แล้วเติม substrate 

จะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ HRP เกิดสารสีน�้ำเงิน จากนั้นเติม stop solution เพื่อหยุดปฏิกิริยา สารสีน�้ำเงินเปลี่ยนเป็น

สีเหลืองและน�ำไปวัดค่าการดดูกลนืแสง ซึง่ความเข้มของสจีะแปรผนัโดยตรงกบัความเข้มข้นของแอนติบอดใีนตวัอย่าง 

โดยมีรายละเอียดดังนี้

เคลือบเพลท 96 หลุม (Clear Flat-Bottom Immuno Nonsterile 96-Well Plates, Thermo  

Scientific™, USA) ด้วย FHA antigen (In-house FHA standard in 40% glycerol) ที่เจือจางด้วย coating 

buffer ให้มีความเข้มข้น 1.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม เก็บที่อุณหภูมิ 2-8 oC ข้ามคืน 

ล้างเพลทด้วย PBST โดยใช้เครื่อง Microplate wash: ImmunoWashTM 1575 (BIO-RAD, USA) จากนั้น

เติม blocking buffer ปริมาตร 150 ไมโครลิตรต่อหลุม น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37±2 oC นาน 1 ชั่วโมง ในตู้อบควบคุม

อุณหภูมิ 37 °C (Memmert, Germany) ใส่สารมาตรฐาน anti-FHA (WHO Ref. 97/642) และซีรัมของหนู 

แต่กลุ่มปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 oC  นาน 60 นาที ล้างเพลทด้วย PBST แล้วเติมสารละลาย 

Rabbit anti-mouse IgG (H+L) HRP conjugate (Abcam, UK) ที่เจือจาง 20,000 เท่า ด้วย diluent Buffer 

(0.3% (w/v) BSA ใน PBST ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 oC  นาน 60 นาที ล้างเพลทด้วย 

PBST เติมสาร SureBlue ReserveTM; TMB Microwell Peroxidase Substrate (KPL, USA) ทิง้ไว้อุณหภมูห้ิอง 

เป็นระยะเวลา 3 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วย 1 N HCl, Hydrochloric acid 37% (Merck, Germany) อ่านค่า 

การดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง TMB Microwell Peroxidase Substrate (KPL, USA) ได้ค่า 

FHA แอนติบอดี โดยโปรแกรมให้เครื่องค�ำนวณค่า FHA แอนติบอดี ของตัวอย่างเทียบค่ากับสารมาตรฐานที่ทราบ 

ค่า FHA แอนติบอดีให้อัตโนมัติ



การใช้ ELISA ตรวจความแรงต่อ FHA ของวัคซีนไอกรนชนิดไร้เซลล์	 อภิชัย ศุภสารสาทร และคณะ

199วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 63 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2564

การศึกษาความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์(10,11)

การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) ท�ำการเจอืจาง WHO Ref. 97/642 ทีม่ ีAnti-FHA antibody 

ด้วย diluent buffer จากระดับความเข้มข้น 286,000 mIU/ml เป็น 4,000, 2,000, 1,000, 500, 250, 125, 62.5, 

31.25, 15.62, 7.81, 3.90, 1.95 mIU/ml ระดับความเข้มข้นละ 6 ซ�้ำ ตรวจหาปริมาณด้วยเทคนิค Indirect FHA 

ELISA และวิเคราะห์ข้อมลูโดย software ของเคร่ือง Microplate reader infinite F200 Pro (Tecan, Switzerland) 

ค�ำนวณค่าความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นแอนติบอดีกับค่าการดูดกลืนแสง โดยใช้ความสมรูป (Equality) 

คือค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (goodness of fit with a coefficient of correlation (r)) ต้องมีค่ามากกว่า 0.95 

และความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างค่าความเข้มข้นแอนติบอดีจริงกับค่าความเข้มข้นแอนติบอดีที่วัดได้ โดย 

ใช้ค่าสัมประสิทธิ์แสดงการตัดสินใจ (coefficient of determination (r2)) ต้องมีค่ามากกว่า 0.95

ขีดจ�ำกดัในการวัดเชงิปรมิาณ (Limit of quantitation; LOQ) จากการทดสอบความเป็นเส้นตรง สามารถ

อ่านค่าต�่ำของขีดจ�ำกัดในการวัดเชิงปริมาณ (the lower limit of quantification (LLOQ)) และค่าสูงของขีดจ�ำกัด

ในการวัดเชิงปริมาณ (the upper limit of quantification (ULOQ)) พิจารณาจากความเข้มข้นของแอนติบอดี 

ทีต่�ำ่สุดและท่ีสูงสดุ ค่าสมัประสิทธิค์วามแปรปรวน (%CV) ไม่เกิน 20% และค่าความคลาดเคลือ่นสมัพัทธ์ (%relative 

error (%RE)) อยูร่ะหว่าง ±20% ของความเข้มข้นแอนตบิอดี โดย %RE ค�ำนวณได้จาก %RE = 100 × (BC-NC)/NC, 

BC = ความเข้มข้นที่ค�ำนวณได้ และ NC = ความเข้มข้นจริง

พสิยั (Range) จากการทดสอบความเป็นเส้นตรงและขดีจ�ำกดัในการวดัเชิงปรมิาณ สามารถเลอืกพสัิยช่วงที่

เหมาะสมโดยพิจารณาจากความเข้มข้นของแอนติบอดีที่มีค่าอยู่ระหว่าง LLOQ และ ULOQ มีจ�ำนวนค่าความเข้มข้น 

ของสารมาตรฐานอย่างน้อย 6 ค่า โดยค่า %CV ไม่เกิน 15% และค่า %RE ของความเข้มข้นแอนติบอดีมาตรฐาน 

อยู่ระหว่าง ±15% ของความเข้มข้นแอนติบอดี

การทดสอบความจ�ำเพาะ (Specificity) ทดสอบหาค่า Anti-FHA antibody ในตัวอย่าง

-	 ซีรัมหนูถีบจักรจากการกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยวัคซีนความเข้มข้นต่างๆ ตามการกระตุ้นภูมิคุ้มกันและ 

การเตรียมซีรัมจากสัตว์ทดลองข้างต้น (High titer group, Medium titer group, Low titer group, Normal 

mouse serum) และ Diluent buffer ที่ความเจือจาง 1, 4, 16, 32, 64, 256, 1,024, 4,096 และ 16,384 เท่า

-	 แอนติบอดีมาตรฐาน: WHO Ref. 97/642 ที่มี Anti-FHA ความเจือจาง 64, 256, 1,024, 4,096 

และ 16,384 เท่า

น�ำค่าดดูกลนืแสง (OD) แต่ละความเจอืจางมาประเมนิความสมัพนัธ์ระหว่าง the specific signal to noise 

(S/N) ratio กับ Serum dilution โดยน�ำค่า OD ของ Diluent buffer ที่วัดได้ไปหารกับค่า OD ของตัวอย่างอื่นๆ 

ซึ่ง S/N ratio จะแสดงความแตกต่างกันระหว่างกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ทดสอบ โดยซีรัมหนูถีบจักร High titer group, 

Medium titer group, Low titer group ที่ถูกฉีดกระตุ้นด้วยวัคซีนควรแสดง antibody response ในระดับสูงกว่า

กลุ่มควบคมุ Normal mouse serum ทีแ่สดง antibody response ในระดบัต�ำ่ และไม่ควรพบ antibody response 

ใน Diluent buffer เนื่องจากไม่ได้ถูกกระตุ้นภูมิคุ้มกันด้วยวัคซีน

การทดสอบความแม่น (Accuracy) เจือจาง WHO Ref. 97/642 ที่มี anti-FHA ด้วย diluent buffer 

จากระดับความเข้มข้น 286,000 mIU/ml เป็น 1,000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 และ 15.62 mIU/ml ระดับ

ความเข้มข้นละ 2 ซ�้ำ ต่อการทดสอบจ�ำนวน 3 การทดสอบ น�ำผลการทดสอบมาค�ำนวณค่า %RE โดยค่า %RE 

ต้องอยู่ระหว่าง ±20%(11) ของความเข้มข้นแอนติบอดี
การทดสอบความเที่ยง (Precision)
การวิเคราะห์ซ�ำ้ในวันเดยีวกนั (Repeatability) ท�ำการทดสอบค่า Anti-FHA antibody titer ในตวัอย่าง 

ซีรัมหนูถีบจักรตามการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน การเตรียมซีรัมจากสัตว์ทดลองและการเจือจางซีรัมหนูถีบจักรข้างต้น คือ 
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High titer group, Medium titer group, Low titer group และ Normal mouse serum โดยทดสอบ 
ในวันและเวลาเดียวกันจ�ำนวน 3 การทดสอบ จากนั้นน�ำค่าที่ได้มาค�ำนวณ %CV ซึ่งจะต้องมีค่าไม่เกิน 20%(11)

การวิเคราะห์ซ�้ำต่างวัน (Intermediated Precision) ท�ำการทดสอบค่า Anti-FHA antibody titer ใน
ตวัอย่างซรีมัหนถูบีจกัรตามการกระตุ้นภมูคิุม้กนั การเตรยีมซรีมัจากสตัว์ทดลองและการเจอืจางซรีมัหนถูบีจกัรข้างต้น 
คือ High titer group, Medium titer group, Low titer group และ Normal mouse serum โดยทดสอบ 
ต่างวันและเวลากันอย่างน้อย 3 ครั้ง ครั้งละ 1 การทดสอบ จากนั้นน�ำค่าที่ได้มาค�ำนวณ %CV ซึ่งจะต้องมีค่า 
ไม่เกิน 20% (11)

การทดสอบความทนของวิธี (Robustness) การทดสอบค่า Anti-FHA antibody titer ในตัวอย่างซีรัม 
ตามการกระตุน้ภมิูคุม้กนั การเตรยีมซรีมัจากสตัว์ทดลองและการเจอืจางซีรัมหนถูบีจกัรข้างต้น คอื High titer group, 
Medium titer group, Low titer group และ Normal mouse serum ด้วยผู้วิเคราะห์ 2 คน โดยทดสอบคนละ 
3 การทดสอบ น�ำผลที่ได้จากทั้ง 2 คน มาค�ำนวณ %CV ก�ำหนดเกณฑ์ยอมรับไว้ที่ %CV ไม่เกิน 20%(11)

ผล

การศึกษาความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์
ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงที่ระดับความเข้มข้น 4,000, 2,000, 1,000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 

15.62, 7.81, 3.90 และ 1.95 mIU/ml ระดบัความเข้มข้นละ 6 ซ�ำ้ ได้ค่าความเข้มข้นของ anti FHA antibody เฉลีย่ของ
แต่ละระดบัความเข้มข้นมคีวามลดหลัน่กนัตามล�ำดบัความเข้มข้นทีใ่ช้ในการทดสอบจาก 3,782.45 ถงึ 2.41 mIU/ml 
ดังแสดงในตารางที่ 1 และพบว่ามีค่า goodness of fit with a coefficient of correlation (r) เฉลี่ยจากกราฟ
แต่ละเส้นได้เท่ากับ 0.99993 ดังแสดงในภาพที่ 1 และมีค่า a coefficient of determination (r2) เท่ากับ 0.9973 
ดังแสดงในภาพที่ 2

ตารางที่ 1  ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงด้วยเทคนิค Indirect FHA ELISA 

No.

Nominal 

concentra-

tion

Indirect FHA ELISA

Back calculation anti FHA antibody centration

(mIU/ml)
Average

(mIU/ml)
SD %CV %RE

Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 Rep6

1 4,000.00 3,715.5 3,539.3 3,800.1 3,849.8 3,885.2 3,904.8 3,782.45 137.10 3.62 -5.44

2 2,000.00 2,183.4 2,214.4 2,116.1 2,067.4 2,077.4 2,057 2,119.28 65.56 3.09 5.96

3 1,000.00 976.66 987.05 991.03 1004 987.96 1,002 991.45 10.19 1.03 -0.86

4 500.00 484.19 482.72 489.46 490.12 496.16 489.61 488.71 4.80 0.98 -2.26

5 250.00 257.18 252.5 250.93 247.58 250.12 250.92 251.54 3.20 1.27 0.62

6 125.00 126.79 129.54 126.83 130.38 126.54 127.8 127.98 1.61 1.26 2.38

7 62.50 63.321 64.199 65.114 62.957 63.302 62.483 63.56 0.95 1.49 1.70

8 31.25 29.782 29.385 29.817 29.718 30.04 29.987 29.79 0.23 0.78 -4.68

9 15.63 14.936 14.72 14.587 15.208 15.648 15.792 15.15 0.49 3.25 -3.08

10 7.81 7.218 7.0903 7.1835 7.3313 7.631 7.7302 7.36 0.26 3.52 -5.71

11 3.91 3.9943 4.0776 4.2254 3.9511 3.8807 3.8726 4.00 0.13 3.35 2.31

12 1.95 2.6113 2.5523 2.4327 2.4675 2.2154 2.1518 2.41 0.18 7.64 23.34

Rep. = การทดสอบซ�้ำ 
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ภาพที่ 1 	ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ Anti-FHA กับค่าการดดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 nm  

	 (Linear Relationship of Indirect FHA ELISA)

ภาพที่ 2	 ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่าง nominal anti-FHA antibody concentration (NC) แกน Y  

	 กับค่า back calculated concentration (BC) แกน X

ค่า the lower limit of quantification (LLOQ) และ the upper limit of quantification (ULOQ) 

พิจารณาจากตารางที่ 1 ได้ค่า LLOQ และค่า ULOQ เท่ากับ 3.91 mIU/ml (%CV = 3.35, %RE = 2.31) และ 

4,000 mIU/ml (%CV = 3.62, %RE = -5.44) ตามล�ำดับ
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จากการทดสอบความเป็นเส้นตรงและขีดจ�ำกัดในการวัดเชิงปริมาณ พบว่าพิสัย (Range) มีช่วงที่เหมาะสม

คือ 15.63 ถึง 1,000 mlU/ml โดยพิจารณาจากความเข้มข้นของแอนติบอดีที่มีค่าอยู่ระหว่าง LLOQ และ ULOQ 

ได้ค่าความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 7 ค่า คือ แอนติบอดีความเข้มข้นที่ 15.63, 31.25, 62.50, 125, 250, 500 และ 

1,000 mlU/ml โดยมี %CV เท่ากับ 3.25, 0.78, 1.49, 1.26, 1.27, 0.98 และ 1.03 ตามล�ำดับ และมีค่า %RE 

เท่ากับ -3.08,-4.68, 1.70, 2.38, 0.62, -2.62 และ -0.86 ตามล�ำดับ ดังแสดงในตารางที่ 1 

ผลการศกึษาความจ�ำเพาะ (Specificity) ค่า Anti-PT antibody ซีรมัหนถูบีจกัรทีถ่กูฉีดกระตุน้ด้วยวคัซนี 

กลุ่ม High titer group, Medium titer group, Low titer group และ Normal mouse serum เมื่อน�ำค่า 

ดูดกลืนแสง (OD) แต่ละความเจือจางมาประเมินความสัมพันธ์ระหว่าง S/N ratio กับค่า Anti-FHA antibody 

ในแต่ละ Serum dilution พบว่าแสดงความแตกต่างกันระหว่างกลุ่มตัวอย่างซีรัมหนูถีบจักร High titer group, 

Medium titer group, Low titer group ที่ถูกฉีดกระตุ้นด้วยวัคซีน มีระดับ antibody response สูงกว่ากลุ่ม

ควบคุม Normal mouse serum อย่างชัดเจน โดยกลุ่มควบคุม Normal mouse serum จะมี antibody response 

ในระดับต�่ำ และไม่พบ antibody response ใน Diluent buffer ดังแสดงในภาพที่ 3 

ภาพที่ 3  แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง S/N ration กับ Anti-FHA antibody ใน Serum dilution

ผลการศึกษาความแม่น (Accuracy) ที่ทดสอบ Anti-FHA ความเข้มข้น 15.63, 31.25, 62.50, 125, 

250, 500 และ 1,000 mlU/ml จ�ำนวน 3 การทดสอบ แสดงค่า %RE ของ Anti-FHA antibody เท่ากับ -0.36, 

0.89, -1.34, 1.69, -0.80, -0.73 และ 0.64 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 2) โดยสรุปค่า %RE อยู่ระหว่าง ±20% ของความ

เข้มข้นแอนติบอดี
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ผลการศึกษาความเท่ียง (Precision) การวิเคราะห์ซ�้ำในวันเดียวกัน (Repeatability) ที่ทดสอบค่า  

Anti-FHA antibody titer ในตัวอย่างซีรัมกลุ่ม High titer, Medium titer, Low titer และกลุ่มควบคุม  

ในวันและเวลาเดียวกันอย่างน้อยจ�ำนวน 3 การทดสอบ ได้ %CV เท่ากับ 2.30, 9.37, 10.93 และ 12.64 ตามล�ำดับ 

ดงัแสดงในตารางท่ี 3  ส่วนการวเิคราะห์ซ�ำ้ต่างวนั (Intermediated Precision) ทีท่ดสอบค่า Anti-FHA antibody titer 

ในตัวอย่างซีรัมกลุ่ม High titer, Medium titer, Low titer และกลุ่มควบคุม ต่างวันและเวลากันจ�ำนวน 3  

การทดสอบ ได้ %CV 2.36, 20.00, 13.59 และ 15.70 ตามล�ำดับ ดงัแสดงในตารางที ่4  โดยสรปุ %CV มค่ีาไม่เกิน 20%

ตารางที่ 3  ผลการทดสอบ Repeatability 

ตารางที่ 2  ค่า %RE ในการทดสอบความแม่นของวิธี

Standard Anti-FHA 
IgG antibody (mIU/ml)

Assay 1 Assay 2 Assay 3 Mean SD %CV %RE

15.63 15.67 15.39 15.66 15.57 0.16 1.00 -0.36
31.25 31.45 31.76 31.38 31.53 0.20 0.63 0.89
62.50 61.04 62.58 61.37 61.66 0.81 1.31 -1.34
125.00 129.01 123.66 128.66 127.11 2.99 2.35 1.69
250.00 243.97 254.17 245.85 248.00 5.43 2.19 -0.80
500.00 505.92 500.11 504.92 503.65 3.11 0.62 0.73
1000.00 998.60 1017.10 1003.60 1006.43 9.57 0.95 0.64

Anti-FHA indirect ELISA: Method validation – Precision (Repeatability)

Sample name
Sample 
Dilution

Anti-FHA antibody titer (IU/ml) Average
(IU/ml)

SD %CV
Assay 1 Assay 2 Assay 3

High titer mice sera

1,000X 375.79 345.52 333.15 351.49

2,000X 398.48 414.73 393.29 402.17

4,000X 414.72 459.12 467.99 447.28

8,000X 474.63 520.44 492.98 496.02

Mean 415.90 434.95 421.85 424.24 9.74 2.30

Medium titer mice sera

400X 111.28 118.07 121.22 116.86

800X 121.41 136.55 147.94 135.30

1,600X 130.96 165.63 155.99 150.86

3,200X 140.09 178.73 166.27 161.70

Mean 125.94 149.75 147.85 141.18 13.23 9.37

Low titer mice sera

150X 16.98 18.53 20.38 18.63

300X 19.45 23.55 25.32 22.77

600X 22.15 26.85 26.50 25.17

1,200X 26.16 30.79 32.89 29.95

Mean 21.18 24.93 26.27 24.13 2.64 10.93

Normal mice sera 50X 0.68 1.08a 0.81 0.74 0.09 12.64
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ตารางที่ 4  ผลการทดสอบ Intermediated Precision

ผลการศึกษาความทนของวิธี (Robustness) จากผู้วิเคราะห์ 2 คน ได้ค่า Anti-FHA antibody titer 

ในตัวอย่างซีรัมกลุ่ม High titer, Medium titer, Low titer และกลุ่มควบคุม คนละ 3 การทดสอบ ได้ค่า %CV 

เท่ากับ 12.21, 19.68, 18.27 และ 17.82 ตามล�ำดับ ดังแสดงในตารางที่ 5 โดยสรุป %CV มีค่าไม่เกิน 20%

ตารางที่ 5  ผลการทดสอบ Robustness

Anti-FHA indirect ELISA: Method validation – Precision (Intermediated Precision)

Sample name
Sample 
Dilution

Anti-FHA antibody titer (IU/ml) Average
(IU/ml)

SD %CV
Day 1 Day 2 Day 3

High titer mice sera

1,000X 322.25 411.25 375.79 369.76

2,000X 401.82 441.00 398.48 413.77

4,000X 446.64 451.22 414.72 437.53

8,000X 482.53 423.19 474.63 460.12

Mean 413.31 431.67 415.90 420.29 9.93 2.36

Medium titer mice sera

400X 116.40 88.55 111.28 105.41

800X 137.50 93.71 121.41 117.54

1,600X 153.96 97.23 130.96 127.38

3,200X 160.90 92.15 140.09 131.04

Mean 139.49 92.91 125.94 119.45 23.96 20.00

Low titer mice sera

150X 15.46 16.23 16.98 16.22

300X 22.14 17.69 19.45 19.76

600X 24.02 17.42 22.15 21.19

1,200X 26.22 16.28 26.16 22.89

Mean 21.96 16.91 21.18 20.02 2.72 13.59

Normal mice sera 50X 0.85 1.18a 0.68 0.76 0.12 15.70

Anti-FHA indirect ELISA: Method validation – Precision (Robustness)

Sample name
Sample 

Dilution

Anti-FHA antibody titer (IU/ml) Average

(IU/ml)
SD %CV

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6

High titer mice sera

1,000X 322.25 411.25 375.79 322.48 299.20 298.31 338.21

2,000X 401.82 441.00 398.48 371.84 328.31 315.48 376.15

4,000X 446.64 451.22 414.72 417.26 340.63 329.48 399.99

8,000X 482.53 423.19 474.63 456.32 347.87 347.66 422.03

Mean 413.31 431.67 415.90 391.97 329.00 322.73 384.10 46.89 12.21
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วิจารณ์

จากผลการศึกษาความถูกต้องวิธีวิเคราะห์ปริมาณแอนติบอดีต่อ FHA ในซีรัมหนูถีบจักรที่ฉีดวัคซีน aP 

โดย ELISA ทุกพารามิเตอร์มีผลเป็นไปตามเกณฑ์ก�ำหนดของแต่ละพารามิเตอร์ แสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์ 

ทีท่�ำการศึกษามีความถกูต้อง มีความแม่นย�ำ มคีวามจ�ำเพาะเจาะจง สอดคล้องกบัการศกึษาของผู้ผลติวคัซนี aP ภายใน

ประเทศ ถึงแม้ว่าผู้วิจัยใช้วัคซีนกระตุ้นระดับภูมิคุ้มกันในหนูถีบจักรจ�ำนวนสามความเจือจาง (1/1, 1/6.25 และ 

1/15.625) ส่วนผู้ผลิตวัคซีนใช้การกระตุ้นระดับภูมิคุ้มในหนูถีบจักรจ�ำนวน 4 ความเจือจาง (1/1, 1/2.5, 1/6.25 

และ 1/15.625) ผลการทดสอบที่ได้มีความสอดคล้องเป็นไปในแนวทางเดียวกันกับการทดสอบความถูกต้องของวิธี 

จากผู้ผลิต(6), (7) เนื่องจากเป็นวิธีที่จ�ำเพาะต่อผลิตภัณฑ์ มีการใช้สารมาตรฐานชนิดเดียวกัน สายพันธุ์สัตว์ทดลองที่ใช้

เป็นสายพันธุเ์ดยีวกนั เครือ่งมือและอปุกรณ์เหมอืนกนั รวมถงึมปัีจจยัสิง่แวดล้อมของการทดสอบคล้ายกนั ท�ำให้ผลการ

ศึกษาที่ได้ไม่แตกต่างกัน สามารถน�ำไปใช้ทดสอบเพื่อควบคุมคุณภาพวัคซีน aP ได้ ในกรณีการศึกษาความทนของวิธี 

(Robustness) ใช้ผู้วิเคราะห์ 2 คน เนื่องจากข้อจ�ำกัดของปริมาณซีรัมจากหนูถีบจักรที่น�ำมาศึกษาเหลือปริมาณน้อย

ไม่พอทดสอบด้วยผู้วิเคราะห์ 3 คน อย่างไรก็ตามจะศึกษา robustness ในประเด็นอื่น ๆ  เพิ่มเติมต่อไป เช่น อุณหภูมิ

และช่วงระยะเวลาที่ใช้ท�ำปฏิกิริยาการทดสอบที่แตกต่างกัน

การหาระดับแอนตบิอดเีป็นข้ันตอนหนึง่ของการวดัการตอบสนองทางภมูคิุม้กนั (Immunological activity) 

ที่เรียกว่า mouse immunogenicity test (MIT) ซึ่งเป็นวิธีการตรวจหาปริมาณแอนติบอดีในซีรัมของหนูถีบจักร

ที่กระตุ้นด้วยวัคซีน aP เพ่ือใช้ในการประเมินความแรงของวัคซีน โดยต้องทดสอบเปรียบเทียบระดับแอนติบอด ี

ต่อ FHA ในซีรัมหนูถีบจักรที่ฉีดวัคซีนตัวอย่างที่ต้องการทดสอบเทียบกับระดับแอนติบอดีต่อ FHA ในซีรัม 

หนูถีบจักรที่ฉีดวัคซีนอ้างอิงจ�ำเพาะหรือวัคซีนควบคุม (a product-specific reference or control vaccine)(8) 

การศกึษาความถกูต้องของวิธกีารวดัปรมิาณแอนตบิอดต่ีอ FHA ในซรีมัหนถีูบจกัรทีฉ่ดีวคัซนี aP ด้วย ELI-

SA นี ้เมือ่น�ำไปทดสอบตัวอย่างวัคซีน Boostagen ทีผู้่ผลติส่งตรวจเพือ่ประกอบการขึน้ทะเบยีนยาและควบคุมคณุภาพ

Anti-FHA indirect ELISA: Method validation – Precision (Robustness)

Sample name
Sample 

Dilution

Anti-FHA antibody titer (IU/ml) Average

(IU/ml)
SD %CV

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6

Medium titer mice sera

400X 116.40 88.55 111.28 111.55 81.88 74.46 97.35

800X 137.50 93.71 121.41 126.35 91.35 82.13 108.74

1,600X 153.96 97.23 130.96 134.74 114.52 89.23 120.11

3,200X 160.90 92.15 140.09 137.33 151.86 81.22 127.26

Mean 139.49 92.91 125.94 127.49 109.90 81.76 112.92 22.22 19.68

Low titer mice sera

150X 15.46 16.23 16.98 17.48 14.63 13.15 15.65

300X 22.14 17.69 19.45 22.13 17.34 14.74 18.92

600X 24.02 17.42 22.15 23.42 17.84 15.55 20.07

1,200X 26.22 16.28 26.16 27.59 18.46 12.55 21.21

Mean 21.96 16.91 21.18 22.66 17.07 14.00 18.96 3.46 18.27

Normal mice sera 50X 0.85 1.18 0.68 1.17 1.45 0.88 1.02 0.18 17.82

ตารางที่ 5  ผลการทดสอบ Robustness (ต่อ)
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ก่อนจ�ำหน่าย พบว่าความแรง FHA ผ่านเกณฑ์ตามข้อก�ำหนดของผลิตภัณฑ์ ดังแสดงในตารางที่ 6 และวิธีการทดสอบ

ยงัสามารถน�ำไปใช้เป็นแนวทางพฒันาความถกูต้องของวธิวีเิคราะห์ความแรงต่อแอนตเิจนอ่ืนในวคัซนีไอกรนไร้เซลล์ได้ 

รวมถึงสามารถน�ำไปประยุกต์ใช้ส�ำหรับการตรวจวิเคราะห์หาระดับภูมิคุ้มกันจากวัคซีนชนิดอ่ืนหรือระดับภูมิคุ้มกัน 

จากมนุษย์ที่ได้รับวัคซีนชนิดต่าง ๆ

ตารางที่ 6  ความแรง FHA ในวัคซีน Boostagen

ปี พ.ศ. รุ่นการผลิต
Relative potency of FHA

ข้อก�ำหนดของผลิตภัณฑ์
สถาบันชีววัตถุ ผู้ผลิตวัคซีน

2559 A 0.79 1.39

≥ 0.5
2560

B 0.68 0.90

C 0.80 1.60

2561 D 0.61 1.20

2562 E 0.90 1.10

สรุป

จากการประเมินความถูกต้องของวิธีการวัดปริมาณแอนติบอดีต่อ FHA ในซีรัมหนูถีบจักรท่ีฉีดวัคซีน 

aP ด้วย ELISA ท�ำให้ได้วิธีวิเคราะห์ความแรงวัคซีนที่เป็นการวัดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน (Immunological  

activity) ใช้เป็นคู่มือมาตรฐานการปฏิบัติงาน สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณแอนติบอดีต่อ FHA ในวัคซีน aP  

ได้ถูกต้องแม่นย�ำ และน�ำไปใช้ทดสอบความแรง (Anti-FHA antibody titer determination) วัคซีน aP ที่ผลิต

ในประเทศตั้งแต่ปี 2559 จนถึงปัจจุบัน
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Analytical Method Validation of ELISA for 

Quantification of Mouse Antibody Titer 

Against Filamentous Haemagglutinin of 

Acellular Pertussis Vaccine 

Apichai Supasansatorn  Ratchanon Rakcheep  Assjan Amen  Wereyamarst Jaroenkunathum 

and Supaporn Phumiamorn
Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, 

Thailand

ABSTRACT Acellular pertussis vaccine produced in Thailand contains filamentous haemagglutinin 

(FHA) whose potency needs to be controlled. This study aims to develop an analytical method to  

quantify a mouse antibody titer against FHA using the ELISA. The method showed a specificity detection 

of anti-FHA antibody titer in the vaccine test group compared with the control group. The linearity in 

concentrations ranged from 1.95 to 4,000 mIU/ml, the coefficient of correlation(r) was greater than 0.99. 

The limit of quantification ranged from 3.91 to 4,000 mIU/ml. The range of anti-FHA titer was between 

15.625 and 1,000 mlU/ml. Its accuracy showed a percentage relative error between -1.34% and 1.69%. 

Its precision varied from 2.23% to 20.00% of variance coefficient (%CV). The %CV of the robustness of 

the assay was 12.21–19.68%. The data demonstrate that the method is reliable and suitable for use as a 

standard method for the potency assay against FHA in acellular pertussis vaccine.

Keywords: Acellular pertussis vaccine, Potency, Anti-FHA, ELISA
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บทคัดย่อ  การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อยืนยันการวินิจฉัย ศึกษาสาเหตุการป่วยและการเสียชีวิต ปัจจัยเสี่ยง พฤติกรรม

เสี่ยง และหามาตรการป้องกันควบคุมโรค ท�ำการศึกษาในพื้นที่จังหวัดสงขลา ค้นหาผู้ป่วยโดยการทบทวนเวชระเบียน เก็บ 

ตัวอย่างดินและเลือดสัตว์ส่งตรวจยืนยัน ผลการศึกษา พบผู้ป่วยยืนยันโรคเมลิออยโดสิส 4 ราย ที่มีเช้ือ Burkholderia  

pseudomallei  ใน 4 อ�ำเภอ คือ อ�ำเภอเมือง จะนะ สะบ้าย้อย และควนเนียง อ�ำเภอละ 1 ราย มีผู้เสียชีวิต 3 ราย ไม่พบความ

สัมพันธ์ระหว่างผู้ป่วยแต่ละราย ปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิดโรค ได้แก่ เพศชาย กลุ่มวัยสูงอายุมากกว่า 60 ปี โรคร่วมหรือภาวะที่ 

เอื้อต่อการติดเชื้อและเสียชีวิต คือ โรคเบาหวาน ความดันโลหิตสูง โรคธาลัสซีเมีย  สาเหตุการติดเชื้อไม่สามารถระบุได้แน่ชัด 

สันนิษฐานว่าอาจเป็นเพราะมีพฤติกรรมเส่ียงโดยสัมผัสกับสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนเชื้อในดินและน�้ำ ขณะประกอบอาชีพ 

ท�ำกจิวตัรประจ�ำวนั โดยปราศจากอปุกรณ์ป้องกนั ผลการตรวจสิง่แวดล้อมพบเช้ือในดนิทีอ่�ำเภอสะบ้าย้อย เจ้าหน้าทีส่าธารณสขุ

ทุกระดับจึงควรให้ความส�ำคัญในการควบคุมป้องกันโรคในประชาชนกลุ่มเสี่ยง เช่น ผู้ป่วยโรคเบาหวาน โรคไตวายเร้ือรัง 

เกษตรกรที่ต้องสัมผัสกับดินและน�้ำเนื่องจากเป็นโรคที่มีอัตราตายสูง

ค�ำส�ำคัญ:  ผู้เสียชีวิต, โรคเมลิออยโดสิส, สงขลา
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บทนำ�

โรคเมลิออยโดสิส เป็นโรคติดเชื้อแบคทีเรียซึ่งไม่มีอาการจ�ำเพาะหรืออาจไม่มีอาการทางคลินิก จนถึงม ี

เนื้อตาย แผล ฝี หนองที่ปอด ตับ หรือม้าม และหรือมีการติดเช้ือทางกระแสโลหิตอย่างรวดเร็ว สาเหตุเกิดจากเชื้อ

แบคทีเรีย Burkholderia pseudomallei (Psudomonas psudomalle)  วิธีการติดต่อโดยทั่วไปสามารถติดต่อ

จากการสัมผัสกับดินหรือน�้ำผ่านทางแผลที่ผิวหนัง หรือหายใจรับฝุ่นจากดิน หรือดื่มน�้ำที่มีเช้ือเจือปน เช้ือแบคทีเรีย 

Burkholderia pseudomallei สามารถอยูไ่ด้ในซากสตัว์ทีอ่ยูใ่นดินและน�ำ้ การเกิดโรคระยะฟกัตัวอาจสัน้เพียง 2 วนั 

หรือเป็นปีขึ้นอยู่กับระยะการติดเชื้อและการแสดงอาการของโรค อาจพบได้หลายรูปแบบแบ่งเป็น 3 แบบใหญ่ๆ คือ 

อาการมีไข้นานไม่ทราบสาเหตุ อาการของการติดเชื้อเฉพาะที่ส่วนใหญ่พบการติดเชื้อที่ปอดท�ำให้มีอาการปอดบวม 

ฝีในตับ ฝีในกระดูก หรือเป็นเพียงฝีท่ีผิวหนัง การติดเช้ือในกระแสโลหิต (septicemic melioidosis) 

เชื้อจะกระจายเข้าสู่กระแสเลือดไปทั่วร่างกาย ผู้ป่วยจะมีอาการรุนแรงและเสียชีวิตอย่างรวดเร็ว ประเทศทางแถบ

เอเชียตะวันออกเฉียงใต้และทางเหนือของทวีปออสเตรเลียเป็นบริเวณที่มีโรคชุกชุม (endemic area) และสามารถ

ตรวจพบโรคนี้ได้บ้างในฮ่องกง ไต้หวัน อินเดีย นิวซีแลนด์ และประเทศอื่นๆ ทั่วโลก ในประเทศไทยพบผู้ป่วยได้

ทุกภาคทั่วประเทศ แต่พบมากทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยเฉพาะอย่างยิ่งจังหวัดขอนแก่นและอุบลราชธานี  

ผู้ป่วยส่วนใหญ่ร้อยละ 60 - 95 เป็นชาวไร่ชาวนาหรือผู้ที่ท�ำงานสัมผัสกับดินและน�้ำ พบผู้ป่วยมากในฤดูฝน มีรายงาน

การติดเช้ือในโรงพยาบาล (nosocomial infection) ผู้ป่วยส่วนใหญ่เป็นบุคคลท่ีมีปัจจัยเสี่ยง เช่น โรคติดเช้ือ 

ทางเดินหายใจเรื้อรัง วัณโรค เบาหวาน โรคไต โรคเลือด มะเร็ง และภาวะบกพร่องทางภูมิคุ้มกัน เป็นต้น เด็กเป็นโรคนี้ 

น้อยกว่าผู้ใหญ่  จากการคาดคะเนคิดว่าน่าจะมีผู้ป่วยมากกว่าปีละ 2,000 รายในประเทศไทย แต่ขาดการศึกษายืนยัน

และไม่มีการรายงานในผู้ป่วยส่วนมาก จากการส�ำรวจระดับแอนติบอดีต่อเชื้อของคนปกติในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 

พบมีการติดเชื้อ (seroprevalence)  ประมาณร้อยละ 20(1)

ข้อมลูเฝ้าระวงัโรคกองระบาดวทิยา กรมควบคุมโรค  ปี พ.ศ. 2562 พบผู้ป่วย 2,810 ราย จาก 63 จงัหวัด อัตราป่วย 

4.23 ต่อแสนประชากร เสียชีวิต 19 ราย อัตราตาย 0.03 ต่อแสนประชากร อัตราส่วนเพศชายต่อเพศหญิง 1:0.52 กลุ่ม

อายุที่พบมากที่สุด คือ 55-64 ปี อาชีพส่วนใหญ่เกษตรกรรมร้อยละ 45.5 จังหวัดที่มีอัตราป่วยต่อแสนประชากรสูงสุด

คือ อํานาจเจริญ 31.69 ต่อแสนประชากร(2) 

ตั้งแต่วันท่ี 1 มกราคม-31 ธันวาคม 2562 ส�ำนักงานป้องกันควบคุมโรคท่ี 12 สงขลา ได้รับรายงาน 

ผูป่้วยโรคเมลอิอยโดสสิ จากส�ำนักงานสาธารณสขุ 7 จงัหวดัภาคใต้ตอนล่างจ�ำนวน 34 ราย อตัราป่วย 0.76 ต่อประชากร

แสนคน มีผู้เสียชีวิต 5  ราย อัตราตาย 0.11 ต่อประชากรแสนคน  อัตราผู้ป่วยตาย ร้อยละ 14.71  อาชีพรับจ้างมีจ�ำนวน 

ผู้ป่วยสูงสุด ร้อยละ 36.67 จังหวัดท่ีมีอัตราป่วยต่อประชากรแสนคนสูงสุด คือ จังหวัดสงขลา อัตราป่วย 1.80 

ต่อประชากรแสนคน กลุ่มอายุที่มีอัตราป่วยสูงสุด คือ กลุ่มอายุ 55-64 ปี  อัตราป่วย 3.77 ต่อประชากรแสน(3)

วันที่ 6 มกราคม 2563 ทีมตระหนักรู้  ส�ำนักงานป้องกันควบคุมโรคที่  12  สงขลา ได้รับแจ้งจากทีมสอบสวน 

เคล่ือนที่เร็ว ส�ำนักงานสาธารณสุขจังหวัดสงขลา มีผลการตรวจยืนยันทางห้องปฏิบัติการโดยวิธีเพาะเชื้อแบคทีเรีย 

จากเลือด (Blood Hemoculture) ของโรงพยาบาลหาดใหญ่และสงขลา พบเช้ือ Burkholderia pseudomallei ในผูป่้วย 

เพศชาย 4 ราย เสยีชวิีต 3 ราย  ทีมสอบสวนเคลือ่นทีเ่รว็ ส�ำนกังานป้องกันควบคุมโรคที ่12 จงัหวดัสงขลา ได้ลงสอบสวน

โรคและควบคุมโรค ร่วมกับทีมสอบสวนเคลื่อนที่เร็ว ส�ำนักงานสาธารณสุขจังหวัดสงขลา ทีมสอบสวนเคลื่อนท่ีเร็ว 

อ�ำเภอเมอืง  อ�ำเภอจะนะ อ�ำเภอสะบ้าย้อย ระหว่างวนัท่ี 8-10 มกราคม 2563 เพือ่ยนืยนัการวนิจิฉัยโรค  ศกึษาลกัษณะ

ทางระบาดวิทยา ศึกษาสาเหตุและปัจจัยที่มีผลต่อการป่วยและการเสียชีวิต รวมถึงก�ำหนดมาตรการในการดูแลป้องกัน

รักษาที่เหมาะสม



เมลิออยโดสิส จังหวัดสงขลา	 หทัยทิพย์ จุทอง และคณะ

211วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 63 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2564

วัสดุและวิธีการ

การศึกษาระบาดวิทยาโรคเมลิออยโดสิสเชิงพรรณนาโดยทบทวนเอกสารที่เกี่ยวข้องกับโรคเมลิออยโดสิส  

ลงพื้นที่เพื่อค้นหาผู้ป่วยเพิ่มเติม สัมภาษณ์ผู้ใกล้ชิดผู้ป่วย  การตรวจหาเชื้อจากสิ่งแวดล้อม

1.	 การค้นหาผู้ป่วยเพิ่มเติมในหมู่บ้าน 

เก็บข้อมูลโดยการสัมภาษณ์ผูใ้กล้ชิดผู้ป่วย ได้แก่ ภรรยา และบตุร ด้วยแบบสอบสวนจ�ำนวน  8 ราย เฉพาะราย 

ร่วมกับประวัติการรักษาตัวของผู้ป่วยจากโรงพยาบาลหาดใหญ่ โรงพยาบาลสงขลา จังหวัดสงขลา โดยใช้นิยามในการ 

สอบสวนโรค ดังนี้

ผู้ป่วยเข้าข่าย (Probable case) คือ ผู้ที่อาศัยอยู่ในเขตหมู่ที่ 2 ต�ำบลจะแหน อ�ำเภอสะบ้าย้อย จังหวัด

สงขลา หมูท่ี ่2 ต�ำบลนาทบั อ�ำเภอจะนะ  จงัหวดัสงขลา และวนิจิฉยัว่าป่วยด้วยโรคเมลอิอยโดสิสทีร่กัษาในโรงพยาบาล

หาดใหญ่และสงขลา  ตั้งแต่วันที่ 1 ธันวาคม  2562  ถึง 8 มกราคม 2563 

ผู้ป่วยยนืยนั (Confirmed Case) คอื ผู้ป่วยทีม่อีาการเช่นเดยีวกับผู้ป่วยเข้าข่าย ร่วมกับมผีลการตรวจเพาะเช้ือ 

จากเลือดหรือสิ่งส่งตรวจต่างๆ พบเชื้อ Burkholderia pseudomalle(4)

2.	 การตรวจวิเคราะห์เชื้อ Burkholderia pseudomallei ทางห้องปฏิบัติการ

เก็บตัวอย่างดิน น�้ำ และเลือดแกะ  ส่งตรวจห้องปฏิบัติการคณะสัตวแพทย์  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์

3.	 การศึกษาสิ่งแวดล้อมและแหล่งรังโรค

ส�ำรวจสิง่แวดล้อมทีภ่มูลิ�ำเนาของผูป่้วยและผูเ้สยีชวีติ โดยสงัเกตลกัษณะของสขุาภิบาลส่ิงแวดล้อม บ้านพกั

อาศัย สุขลักษณะของพืน้ท่ีเลีย้งสัตว์ ค้นหากจิกรรม พฤตกิรรมเส่ียง รวมทัง้การใช้อุปกรณ์ป้องกันตนเอง เช่น รองเท้าบู๊ท 

ถุงมือ กรณีมีการสัมผัสดินหรือแหล่งน�้ำขัง

4.	 การวิเคราะห์เพื่อค้นหาสาเหตุการเกิดโรค และด�ำเนินมาตรการควบคุมป้องกันโรค

ท�ำการรวบรวมผลจากการสอบสวนโรคและข้อมูลรายงานการเฝ้าระวังโรคติดต่อ กองระบาดวิทยา 

กรมควบคุมโรค เพื่อวิเคราะห์สาเหตุและจัดมาตรการควบคุมป้องกันโรค

วิเคราะห์ข้อมูล

ด้วยสถิติ  จ�ำนวน  ร้อยละ  และอัตรา

ผล

การศึกษาระบาดวิทยาเชิงพรรณนา

ผลการทบทวนเวชระเบยีน จากข้อมลูของผูป่้วยและผูเ้สยีชวีติจ�ำนวน 4 ราย  เข้ารบัการรกัษาในโรงพยาบาล

หาดใหญ่จ�ำนวน  2  ราย  โรงพยาบาลสงขลาจ�ำนวน  2  ราย จากอ�ำเภอสะบ้าย้อย  จะนะ  ควนเนียง  และอ�ำเภอเมือง 

อ�ำเภอละ  1  ราย มีโรคประจ�ำตวั คอื  ความดนัโลหติสงู  2  ราย  เบาหวาน  1  ราย และธาลสัซเีมีย  1  ราย สบูบหุรี ่3  ราย 

ดื่มเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ 1 ราย อาชีพเกษตรกรรม 3 ราย ค้าขาย 1 ราย ดังแสดงในตารางที่  1
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รายละเอียดผู้ป่วย รายที่ 1 รายที่ 2 รายที่ 3 รายที่ 4

ข้อมูลทั่วไป
:	เพศ
:	อายุ
:	อาการส�ำคัญ
:	โรคประจ�ำตัว
:	อาชีพ
:	สถานที่
:	ดื่มสุรา
:	สูบบุหรี่

เพศชาย
อายุ 64 ปี
มีอาการไข้สูง
ความดันโลหิตสูง
เกษตรกรรม
สะบ้าย้อย
ไม่ดื่ม
สูบ

เพศชาย
อายุ 65 ปี
มีอาการไข้สูง
ความดันโลหิตสูง
เกษตรกรรม
จะนะ
ไม่ดื่ม
สูบ

เพศชาย
อายุ 31 ปี
ถ่ายเหลว
ธาลัสซีเมีย
ค้าขาย
เมือง
ไม่ดื่ม
ไม่สูบ

เพศชาย
อายุ 63 ปี
มีอาการไข้สูง
เบาหวาน, ดีซ่าน
เกษตรกรรม
ควนเนียง
ดื่ม
สูบ

ผู้ป่วยมารับการรักษาหลังเริ่มมีอาการป่วยนาน 1-10 วัน (ค่ามัธยฐาน 7 วัน)  ระยะเวลาที่เข้ารับการรักษา 

ในโรงพยาบาลเฉลีย่ 12 วัน (พสัิย 3-20 วัน) และพบว่าผู้ป่วยมอีาการและอาการแสดงทีพ่บมาก คอื เป็นไข้ ร้อยละ 100 

หายใจเหนื่อยหอบ ร้อยละ 75  ไอ ร้อยละ 75 มีเสมหะ ร้อยละ 50  ท้องอืด อาเจียน ตัวตาเหลือง เจ็บหน้าอก  หนาวสั่น 

ปวดเมื่อยกล้ามเนื้อ อ่อนเพลีย ปวดศีรษะ ร้อยละ 25 ดังแสดงในภาพที่ 1

ตารางที่ 1	 รายละเอยีดข้อมูลผูป่้วยและผูเ้สยีชวีติโรคเมลอิอยโดสสิแต่ละรายทีร่กัษาโรงพยาบาลหาดใหญ่และสงขลา 

	 เดือนธันวาคม 2562 - มกราคม 2563

ข้อมลูการรกัษาผูป่้วยโรคเมลิออยโดสิส  ผู้ป่วยทกุคนใช้เครือ่งช่วยหายใจ ได้รบัการรกัษาด้วยยา  Ceftazidime 

จ�ำนวน  2  ราย และยา Ceftriaxone จ�ำนวน  2  คน ผลการตรวจด้วยเครือ่งอลัตร้าซาวด์พบ Liver abscess  จ�ำนวน  2  ราย 

มีฝีอวัยวะภายใน 2 ราย อาการรุนแรงในผู้ป่วย คือ ผู้ป่วยทุกคนมีอาการติดเชื้อในกระแสเลือดและมีภาวะช็อก  

การวนิจิฉยัครัง้แรกพบ Pneumonia จ�ำนวน 3 คน อกี 1 คนเป็น  Septicemia การวนิจิฉยัสดุท้าย Melioidosis ทัง้  4  ราย 

เสียชีวิต  3 ราย รักษาหาย 1 ราย ดังแสดงในตารางที่ 2

ภาพที่ 1	 ร้อยละผู้ป่วยโรคเมลิออยโดสิส จ�ำแนกตามอาการที่รักษาโรงพยาบาลหาดใหญ่และสงขลา

	 เดือนธันวาคม 2562 - มกราคม 2563  
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ตารางที่ 2 	รายละเอียดข้อมูลการรักษาผู้ป่วยโรคเมลิออยโดสิสแต่ละรายที่รักษาโรงพยาบาลหาดใหญ่และสงขลา 

	 เดือนธันวาคม 2562 - มกราคม 2563  

รายละเอียดการรักษา รายที่ 1 รายที่ 2 รายที่ 3 รายที่ 4

ยา

การใช้เครื่องช่วยหายใจ

การตรวจปอด

อัลตร้าซาวด์

การวินิจฉัยครั้งแรก

การวินิจฉัยสุดท้าย

อาการส�ำคัญ

ติดเชื้อในกระแสเลือด

ภาวะซ็อก

ฝีอวัยวะภายใน

ผลการรักษา

Ceftazidime

ใช้เครื่องช่วยหายใจ

Wheezing both 

lung

Liver abscess

Septicemia

Melioidosis

มี

มี

มี

ตาย

Ceftriaxone

ใช้เครื่องช่วยหายใจ

wheezing bothlung

with crepitation

-

Bacterial

Pneumonia และSepsis

Melioidosis

มี

มี

ไม่มี

ตาย

Ceftriaxone

ใช้เครื่องช่วยหายใจ

-

-

Bacterial Pneumonia

Melioidosis

มี

มี

ไม่มี

ตาย

Ceftazidime

ใช้เครื่องช่วยหายใจ

minimal wheezing

Liver abscess

Pneumonia

Melioidosis

มี

มี

มี

หาย 

ระยะเวลาที่มารับการรักษาของผู้ป่วยจ�ำนวน 4 ราย ผู้ป่วย ร้อยละ 50  มารับการรักษาระหว่างวันที่ 7-14 วัน 

หลังจากมีอาการ รักษา 1-6 วัน ร้อยละ 25 และมารับการรักษาหลังมีอาการป่วยมากกว่า 15 วัน ร้อยละ 25 

ดังแสดงในภาพที่ 2

ภาพที่ 2	 ร้อยละผู้ป่วยโรคเมลิออยโดสิสจ�ำแนกตามวันเริ่มป่วยถึงวันรับการรักษาโรงพยาบาลหาดใหญ่และสงขลา   

	 เดือนธันวาคม 2562  ถึงมกราคม  2563
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พฤติกรรมเสี่ยง

ผู้ป่วยทุกคนไม่สวมอุปกรณ์ป้องกันอันตรายส่วนบุคคล เช่น  ถุงมือ รองเท้าบู๊ท หน้ากากปิดปากจมูก ขณะ

ท�ำงานสัมผัสดิน น�้ำ  และมีบาดแผลจ�ำนวน  2  คน  ดังแสดงในตารางที่ 3 

ตารางที่ 3 	ข้อมูลพฤติกรรมเสี่ยงผู ้ป่วยโรคเมลิออยโดสิสแต่ละรายที่รักษาที่โรงพยาบาลหาดใหญ่และสงขลา 

	 เดือนธันวาคม 2562-มกราคม 2563   

ข้อมูลพฤติกรรมเสี่ยง รายที่ 1 รายที่ 2 รายที่ 3 รายที่ 4

การใช้อปุกรณ์ป้องกนัอนัตรายส่วนบคุคล

ขณะท�ำงาน

ถุงมือ

รองเท้าบู๊ท

หน้ากากปิดปากจมูก

มีบาดแผล

ไม่ใช้

ไม่ใช้

ไม่ใช้

มี

ไม่ใช้

ไม่ใช้

ไม่ใช้

มี

ไม่ใช้

ไม่ใช้

ไม่ใช้

ไม่มี

ไม่ใช้

ไม่ใช้

ไม่ใช้

ไม่มี

ข้อมูลสภาพแวดล้อม รายที่ 1 รายที่ 2 รายที่ 3 รายที่ 4

เลี้ยงสัตว์บริเวณบ้าน

รอบบ้านพื้นดินเปียกชื้น

ดื่มน�้ำบ่อ

ใช่ (แกะ)

ใช่

ใช่

ไม่ใช่

ใช่

ไม่ใช่

ไม่ใช่

ไม่ใช่

ไม่ใช่

ไม่ใช่

ใช่

ไม่ใช่

ข้อมูลสภาพแวดล้อมบริเวณบ้านผู้ป่วยมีการเล้ียงแกะบริเวณบ้านจ�ำนวน 1 คน รอบบ้านพื้นดินเปียกช้ืน

จ�ำนวน 3 คน  และดื่มน�้ำบ่อจ�ำนวน 1 คน ดังแสดงในตารางที่ 4

ตารางที่ 4 	ข้อมูลสภาพแวดล้อมบรเิวณบ้านผูป่้วยโรคเมลอิอยโดสสิแต่ละรายทีร่กัษาทีโ่รงพยาบาลหาดใหญ่และสงขลา 

	 เดือนธันวาคม 2562-มกราคม 2563

ผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการของผู้ป่วยและผู้เสียชีวิตจ�ำนวน 4 คน ตรวจพบเชื้อ B. pseudomallei  จาก

การเพาะแยกเชื้อแบคทีเรียจากเลือด (Hemoculture) ทั้งหมดจ�ำนวน 4 ราย ดังแสดงในตารางที่ 5

ตารางที่ 5	 ผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการยืนยันโดยวิธีการเพาะแยกเชื้อแบคทีเรียจากเลือด (Hemoculture) ของ 

	 ผูป่้วยท่ีแพทย์ให้การวินิจฉัยว่าเป็นหรอืสงสยัว่าเป็นโรคเมลอิอยโดสสิ จงัหวดัสงขลา ธนัวาคม 2562 (N=4)

ล�ำดับ ผู้ป่วย
ผลการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีการเพาะ

แยกเชื้อแบคทีเรียจากเลือด (Hemoculture)

1 ชายไทย 64 ปี (อ.สะบ้าย้อย) B. pseudomallei

2 ชายไทย 65 ปี (อ.จะนะ) B. pseudomallei

3 ชายไทย 31 ปี (อ.เมือง) B. pseudomallei

4 ชายไทย 63 ปี (อ.ควนเนียง) B. pseudomallei
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ผลการตรวจตวัอย่างจากสิง่แวดล้อมและเลอืดแกะพบเชือ้ B. pseudomallei  ในดนิบรเิวณทุง่นาบ้านผูป่้วย

ในอ�ำเภอสะบ้าย้อย และไม่พบเชื้อในตัวอย่างที่อื่น ดังแสดงในตารางที่  6 

ตารางที่ 6	 ผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการสิ่งแวดล้อมโรคเมลิออยโดสิส จังหวัดสงขลา ธันวาคม 2562 (N=11)

สถานที่ ชนิดอย่างจ�ำนวน ผลการตรวจวิเคราะห์ (จ�ำนวน)

อ.สะบ้าย้อย ดิน  (2)

เลือดแกะ (3)

B. pseudomallei (1) [บริเวณทุ่งนา]

ไม่พบเชื้อ

อ.จะนะ ดิน (1)

น�้ำ (1)

ไม่พบเชื้อ

ไม่พบเชื้อ

อ.เมือง ดิน (4) ไม่พบเชื้อ

อ.ควนเนียง ไม่ได้เก็บตัวอย่าง

วิจารณ์

โรคเมลิออยโดสิส นับเป็นปัญหาสาธารณสุขโรคหนึ่งของประเทศไทย เนื่องจากพบมีอัตราป่วยตายสูง 

โดยเฉพาะผูป่้วยตดิเชือ้อาการรนุแรงถงึเสยีชีวติในคนทีเ่ป็นโรคเรือ้รงั เช่น โรคเบาหวาน โรคไต  จากการสอบสวนครัง้นี ้

พบว่าผูป่้วยท่ีเข้ารบัการรกัษาทีโ่รงพยาบาลสงขลาและหาดใหญ่ และได้รบัการวนิจิฉยัว่าเป็นโรคเมลอิอยโดสสิมจี�ำนวน

ผู้ป่วย 4 ราย เสียชีวิต 3 ราย (อ�ำเภอเมือง 1 ราย อ�ำเภอจะนะ 1 ราย และอ�ำเภอสะบ้าย้อย 1 ราย) ส�ำหรับผู้ป่วย 

เสียชีวิตทั้ง 3 ราย ที่พบจากการสอบสวนเป็นผู้ป่วยยืนยันจากตรวจพบเชื้อ Burkholderia pseudomallei  

ในตัวอย่างเลือดด้วยวิธีการเพาะแยกเชื้อแบคทีเรียจากเลือด (Hemoculture) มีประวัติเป็นโรคประจ�ำตัว คือ 

ความดันโลหิตสูง 2 ราย และโรคธาลัสซีเมีย 1 ราย โรคเมลิออยโดสิสมีอัตราการเกิดโรคต�่ำในภาคใต้ ท�ำให้แพทย์ผู้รับ

ผดิชอบไม่ได้ตระหนักถงึในระยะแรก จึงให้การรกัษาตามอาการและไม่ได้รักษาด้วยการได้รบัยาต้านจลุชพี หลงัจากรับไว้ 

ในโรงพยาบาลเกิดภาวะ Septicshock จะเห็นว่าการตรวจโรคโดยการเพาะเชื้อจากเลือดในผู้ป่วยมีความส�ำคัญในการ

วินิจฉัยโรคนี้เป็นอย่างยิ่ง เนื่องจากผู้ป่วยที่มีการติดเช้ือในกระแสเลือดมีอัตราการตายสูง โดยเฉพาะผู้ป่วยที่ได้รับยา

ต้านจลุชพีแล้วอาการไม่ดขีึน้จงึมีความส�ำคญัในการวนิจิฉยัว่าผูป่้วยมีการตดิเช้ือชนดิใด เพือ่ประโยชน์ในการเลอืกใช้ยา 

ต้านจลุชีพทีเ่หมาะสมกบัผูป่้วย  จากการศกึษาโรคเมลอิอยโดสสิ อาการทีพ่บบ่อยท่ีสดุในผูป่้วย คือ ตดิเชือ้ในกระแสโลหติ  

พบร้อยละ 50-70 อตัราตายสูงร้อยละ 60-80(1)    ดงันัน้การป้องกันการเสยีชีวติในผู้ป่วยสงสยัโรคเมลอิอยโดสสิจ�ำเป็นต้อง

เพ่ิมความตระหนักถงึการตดิเชือ้ของผูป่้วยท่ีประกอบอาชีพเกษตรกรรม โดยเฉพาะในพืน้ทีท่ีเ่คยมรีายงานการพบผูป่้วย

และเสียชวีติจากโรคเมลอิอยโดสสิ เมือ่พบผูป่้วยทีม่อีาการไข้ร่วมกบัมอีาชพีท�ำนา เกษตรกรรม สมัผสัดนิ โคลน แพทย์

ควรตระหนกัว่าอาจเป็นโรคเมสิออยโดสิสได้ โดยเฉพาะผู้ป่วยทีปั่สสาวะออกน้อย ปอดอักเสบ ภาวะไตวายเฉียบพลัน หาก

มอีาการดงักล่าวต้องรบีส่งต่อไปรบัการรกัษาทีโ่รงพยาบาลทัว่ไป หรอืโรงพยาบาลศนูย์ เนือ่งจากอาจเป็นปัจจยัเสีย่งต่อ 

การเสยีชวีติของผูป่้วย เพราะเชือ้ Burkholderia pseudomallei อยูใ่นสภาพแวดล้อมได้ทกุที ่ประกอบกบัการวนิจิฉัย

โรคท�ำได้ยากและมักจะล่าช้า ท�ำให้การรักษาล่าช้าไปด้วย ดังนั้นผู้ป่วยที่มีไข้ร่วมกับประวัติสัมผัสน�้ำ ดิน หรือสัตว์ และ 

ตรวจไม่พบอาการที่จ�ำเพาะของโรคใดโรคหนึ่ง แพทย์จึงควรสงสัยและให้การวินิจฉัย รวมทั้งให้การรักษาที่ครอบคลุม

โรคเมลิออยโดสิสไว้ก่อน  ปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิดโรคที่พบ ได้แก่ เพศชาย กลุ่มวัยแรงงานและอาชีพท�ำการเกษตรกรรม  

ท�ำไร่ ท�ำสวน ที่ต้องสัมผัสกับดินเป็นเวลานาน ปัจจัยด้านโรคร่วมในผู้ป่วยติดเชื้อเมลิออยโดสิสที่มีผลต่อการป่วยมาก

ที่สุด คือ โรคเบาหวาน โรคไต ส่วนปัจจัยด้านโรคร่วมในผู้ป่วยติดเชื้อเมลิออยโดสิสที่เสียชีวิต คือ ภาวะไตวาย และ 

ติดเชื้อในกระแสเลือด(1) การสอบสวนโรคครั้งนี้ไม่พบผู้ป่วยเพิ่มเติม



Melioidosis in Songkhla Province 	 Hataitip Juthong et al.

216 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 63 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2564

มาตรการควบคุมและป้องกันโรคที่เสนอแนะ

1.	 ให้ความรู้แก่คนในครอบครัวและเพื่อนบ้านผู้ป่วยในเรื่องของโรคเมลิออยโดสิส การติดต่อ อาการและ

อาการแสดง ปัจจัยเสี่ยงที่เกี่ยวกับการเกิดโรค และวิธีป้องกันโรค

2. 	เจ้าหน้าที่ในโรงพยาบาลส่งเสริมสุขภาพต�ำบลทุกแห่งเน้นให้ความรู้โดยเฉพาะกลุ่มเสี่ยง เนื่องจากผู้ป่วย

ส่วนใหญ่เป็นเกษตรกรท่ีต้องสัมผสัดนิและน�ำ้ขณะท�ำงาน  ผูท้ีม่ภีาวะภูมต้ิานทานบกพร่อง  ผูป่้วยโรคเบาหวานโรคเร้ือรัง

หรือมีบาดแผลที่ผิวหนังควรหลีกเลี่ยงการสัมผัสดิน โดยสวมรองเท้าบู๊ทขณะท�ำงานลุยน�้ำ  ลุยโคลน เมื่อต้องสัมผัสดิน

และน�้ำ หรือรีบท�ำความสะอาดร่างกายหลังการท�ำงาน 

3.	 เมื่อมีบาดแผลและเกิดมีไข้ หรือเกิดการอักเสบเรื้อรัง ควรรีบไปพบแพทย์

4. 	ประสานเครือข่ายการเฝ้าระวังทางห้องปฏิบัติการเพื่อติดตามและแจ้งรายงานผลชันสูตรทางห้องปฏิบัติการ 

ของโรงพยาบาล เพ่ือทราบผลการตรวจวิเคราะห์ได้รวดเร็ว และแจ้งพื้นที่หรือออกสอบสวนโรคหากพบการระบาด 

ของโรค

สรุป

ผลการสอบสวนครั้งนี้ พบผู้ป่วยยืนยันโรคเมลิออยโดสิสตามนิยามของกองระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค 

จ�ำนวน  4 ราย จาก 4 อ�ำเภอ คอื อ�ำเภอเมือง 1 ราย จะนะ 1 ราย สะบ้าย้อย 1 ราย และควนเนยีง 1 ราย มผีูเ้สยีชีวติ 3 ราย 

ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างผู้ป่วยแต่ละราย และไม่มีผู้ป่วยรายอื่นในบ้านเดียวกันหรือในละแวกเดียวกัน ปัจจัยเสี่ยง 

ต่อการเกิดโรค ได้แก่ เพศชาย  กลุ่มวัยสูงอายุมากกว่า 60 ปี ที่มีโรคร่วมหรือภาวะที่เอื้อต่อการติดเชื้อและเสียชีวิต คือ

โรคเบาหวาน  ความดนัโลหติสงู และโรคธาลสัซเีมยี  โดยสาเหตขุองการตดิเช้ือไม่สามารถระบไุด้แน่ชัด แต่สนันษิฐานว่า 

อาจเป็นเพราะมีพฤติกรรมเสี่ยงโดยสัมผัสกับสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนเชื้อนี้กับดิน น�้ำ ขณะประกอบอาชีพ ท�ำกิจวัตรประจ�ำวัน 

โดยปราศจากอุปกรณ์ป้องกัน  ผลการตรวจสิ่งแวดล้อมพบเชื้อในดินอ�ำเภอสะบ้าย้อย 1 ตัวอย่าง  บริเวณทุ่งนา 

ข้อจ�ำกัดในการสอบสวนโรค

เนื่องจากเป็นกรณีศึกษาแบบย้อนหลัง (Retrospective Study) ซึ่งอาจเป็นสาเหตุให้เกิดอคติในการให้

ข้อมูลของผู้ป่วย อีกทั้งโรคเมลิออยโดสิสมีระยะฟักตัวไม่แน่นอน ค่อนข้างยาว ท�ำให้ยากต่อการเก็บข้อมูล และอาจ

คลาดเคลื่อนจากความเป็นจริงได้ เช่น อาการป่วย วันเริ่มป่วย และปัจจัยโน้มน�ำต่อการเกิดโรค

ข้อเสนอแนะ

1. 	จดัท�ำคูม่อืแนวทางเวชปฏบิตัโิรคเมลอิอยโดสสิให้กบับคุลากรด้านสาธารณสขุเพือ่ใช้เป็นแนวทางในการ

เฝ้าระวังและรักษาผู้ป่วย

2.	 ควรมีการประชุมทบทวนสาเหตุการเกิดโรค อาการ  การรักษา และการเสียชีวิตของโรคเมลิออยโดสิส

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคณุ นายแพทย์เฉลมิพล  โอสถพรหมา  ผูอ้�ำนวยการส�ำนกังานป้องกนัควบคมุโรคที ่12 จงัหวดัสงขลา 

ทมีสอบสวนเคลือ่นท่ีเรว็ ส�ำนักงานสาธารณสุขจังหวัดสงขลา อ�ำเภอเมอืง จะนะ สะบ้าย้อย  เจ้าหน้าทีโ่รงพยาบาลหาดใหญ่  

สงขลา คณะสัตวแพทย์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ ที่ให้ข้อมูลและให้ความร่วมมือในการด�ำเนินการสอบสวนโรค 

ในครั้งนี้
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Songkhka 90000, Thailand

ABSTRACT  The objectives of the investigation were to verify the diagnosis, to study caused of illness 

and death, risk factors in environmental, risk behaviors, and to set the preventive measures. These were 

investigated by collecting patient information from medical record, soil and animal blood sample. 

The specimen were investigated by hemoculture method and the result shown that four patient have 

Burkholderia pseudomallei. Although three of them were death, they was not  relation to each other 

because they lived sepately in Muang Songkhla district, Ja Na district, Sa Ba Yoi District, and Khuan 

Niang District for each. The presence of risk factors for infection consist of male  age more than sixty 

years old with underlying disease  such as diabetes, hypertension, and thalassemia. The cause of 

infection cannot exactly identify but could assume that it was cause of risk behavior such as contacting 

the environment that contaminated with soil and water without protective equipment. The result from 

environmental laboratory was found Burkholderia pseudomallei in soil at Sa Ba Yoi district. Preventive 

and control measure  should focus on risk group such as farmer and gardener which contact soil and 

water. especialy who has following underlying diseaseas; diabetes, kidney disease, thalassemia.

Keywords : Death, Melioidosis, Burkholderia pseudomallei,
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บทคัดย่อ  กัญชา (Cannabis sativa L.) เป็นพืชที่มีหลายสายพันธุ์ (varieties) และแต่ละสายพันธุ์มีลักษณะทางกายภาพ

แตกต่างกัน สารส�ำคัญกลุ่มหลักในกัญชา คือ แคนนาบินอยด์ โดยสารส�ำคัญ 2 ชนิด ที่มีรายงานวิจัยอย่างแพร่หลาย ได้แก่ 

∆9-tetrahydrocannabinol (THC) และ cannabidiol (CBD) สัดส่วนของสาร THC/CBD มีผลต่อการเสพติดและ 

ใช้เป็นเกณฑ์ในการจ�ำแนกสายพันธุ์กัญชาได้ นอกจากนี้สารดังกล่าวมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่หลากหลายและน่าสนใจดังนี้ THC 

และอนพุนัธ์ มฤีทธิแ์ก้ปวด โดยเฉพาะปวดจากโรคทางระบบประสาท กระตุน้ความอยากอาหารและลดอาการคลืน่ไส้จากการใช้

เคมีบ�ำบัด ช่วยปกป้องและกระตุ้นการสร้างเซลล์สมอง ส่วน CBD มีฤทธิ์บรรเทาอาการลมชัก ลดอาการวิตกกังวลทั้งในเด็ก

กลุ่มอาการออทิสติก หรือในผู้ป่วยที่มีประวัติการเสพกัญชา ทั้ง THC และ CBD มีฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็ง อย่างไรก็ตาม 

จากรายงานความเป็นพิษของกัญชา โดยเฉพาะสาร THC ก่อให้เกิดพิษเฉียบพลันและเรื้อรังในสัตว์ทดลองได้เมื่อได้รับสาร 

ในปริมาณสูงและระยะเวลานาน พบความผิดปกติในผู ้เสพกัญชาเป็นระยะเวลานาน ได้แก่ ความผิดปกติของปอด 

หลอดเลือดหัวใจ และสูญเสียมวลกระดูก ในขณะที่ CBD ไม่พบรายงานความเป็นพิษหรือผลข้างเคียงร้ายแรงในการทดสอบ

ทางคลินิก 

ค�ำส�ำคัญ : กัญชา, เภสัชวิทยา, พิษวิทยา
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บทนำ�

กญัชา (Cannabis, marijuana หรอื Cannabis sativa L.) เป็นพชืเสพตดิทีม่กีารอนญุาตให้ใช้ทางการแพทย์ 

หรือเพื่อสันทนาการอย่างถูกกฎหมายในหลายประเทศ ปัจจุบันในประเทศไทยได้มีความพยายามจากหลายภาคส่วน 

ในการผลกัดนัให้มีการใช้ประโยชน์ทางการแพทย์จากกญัชาอย่างถกูกฎหมาย และได้มกีารด�ำเนนิการศกึษาวจิยั พฒันา

ผลิตภัณฑ์ ทดสอบความปลอดภัยและประสิทธิผลอย่างกว้างขวาง การสร้างองค์ความรู้เก่ียวกับกัญชาเพื่อน�ำมาใช้

ประโยชน์จะต้องตระหนักถงึความรูใ้นการจ�ำแนกชนดิและสายพนัธุข์องกญัชาให้ถกูต้อง รวมถงึปัจจัยต่างๆ ของสภาวะ

การปลูกและสิง่แวดล้อมท่ีจะมีผลต่อการผลติสารส�ำคญั โดยเฉพาะสารกลุม่แคนนาบนิอยด์ เช่น ∆9-tetrahydrocan-

nabinol (THC), cannabidiol (CBD) และอนุพันธ์ในกัญชา โดยสัดส่วนที่แตกต่างกันของสารทั้ง 2 ชนิด ในแต่ละ

สายพันธุม์ผีลต่อฤทธิท์างเภสชัวิทยาหรอืความเป็นพษิได้ ข้อมลูเหล่านีน้อกจากเป็นการสร้างองค์ความรูท้างวชิาการแล้ว 

ยงัสามารถใช้เป็นข้อมูลสนบัสนนุหรอืควบคมุทางกฎหมายในอนาคตได้ บทความนีม้วีตัถปุระสงค์ในการน�ำเสนอข้อมูล

เบือ้งต้นของกญัชา จากการสบืค้นรายงานการวิจยัทางวทิยาศาสตร์ทัง้ด้านพฤกษศาสตร์ พฤกษเคม ีฤทธิท์างเภสชัวทิยา 

และพิษวิทยา โดยเน้นสารส�ำคัญ ได้แก่ THC, CBD และอนุพันธ์ 

วิธีการสืบค้น

บทความนี้ได้สืบค้น รวบรวม และน�ำเสนอข้อมูลทั่วไปของกัญชา ซึ่งหมายความรวมทั้งกัญชาและกัญชง โดย

เน้นด้านพฤกษเคมี เภสัชวิทยา และพิษวิทยาของกัญชา โดยเฉพาะ THC และ CBD  โดยการค้นหาแบบสุ่มจากต�ำรา

อ้างอิงภาษาไทย สื่อออนไลน์ที่น่าเชื่อถือ และจากวารสารตีพิมพ์ด้วยโปรแกรม SciFinder® (CAS, USA) โดยใช้ 

ค�ำส�ำคญั Cannabis, marijuana, Cannabis sativa L., botany, phytochemistry, pharmacology และ toxicology 

ระหว่างเดือนมกราคม พ.ศ. 2514 - กุมภาพันธ์ พ.ศ. 2564

พฤกษศาสตร์ของกัญชา

กัญชาเป็นพืชในวงศ์ Cannabaceae มีชื่อวิทยาศาสตร์คือ Cannabis sativa L. subsp. indica (Lam.)(1) 

ความแปรผันทางพันธุกรรมจากสภาพแวดล้อม และการปรับปรุงสายพันธุ์โดยมนุษย์ ท�ำให้เกิดข้อถกเถียงของการจัด

จ�ำแนกและการตัง้ชือ่วิทยาศาสตร์(2, 3, 4)  เนือ่งจากแต่ละสายพนัธุม์คีวามแตกต่างของปรมิาณสารแคนนาบนิอยด์ ซึง่เป็น 

สารส�ำคัญของกัญชา 2 ชนิดหลักที่มีการกล่าวถึง คือ THC และ CBD นอกจากกัญชาในประเทศไทยยังพบ 

กัญชง หรือเฮมพ์ (Hemp) ซึ่งมีลักษณะทางพฤกษศาสตร์คล้ายคลึงกัน แต่มีความแตกต่างกันของปริมาณสารส�ำคัญ  

ตามประกาศคณะกรรมการควบคุมยาเสพติดให้โทษ เรื่อง ก�ำหนดลักษณะกัญชง (Hemp) พ.ศ. 2562 ระบุว่า กัญชง

เป็นชนดิย่อยของพชืกญัชาท่ีมีปรมิาณสาร THC ในใบและช่อดอกไม่เกนิ 1.0% ต่อน�ำ้หนกัแห้ง กญัชงมช่ืีอวทิยาศาสตร์

คือ Cannabis sativa L. subsp. sativa(1, 5) เนื่องจากกัญชงมีปริมาณ THC ต�่ำและมีเส้นใยสูง จึงมีการส่งเสริม

ให้เป็นพืชเศรษฐกิจของไทยเกี่ยวกับสิ่งทอ อย่างไรก็ตามจากรายงานของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 1 เชียงใหม่  

กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ พบว่าปรมิาณสารส�ำคญัของกญัชงจะมค่ีาแตกต่างกนั โดยปรมิาณของ ∆9-THC และ CBD 

พบในช่วงตั้งแต่ร้อยละ 0.174 - 1.22 และ 0.324 -  0.58 โดยน�้ำหนัก ตามล�ำดับ โดยมีการผันแปรตามสภาพแวดล้อม 

อุณหภูมิ สายพันธุ์ รุ่น อายุการปลูก ช่วงเวลาที่ปลูกและเก็บเกี่ยว รวมทั้งพื้นที่เพาะปลูกที่มีความสูงจากระดับน�้ำทะเล

ที่แตกต่างกัน(6) การวิเคราะห์เพื่อจ�ำแนกสายพันธุ์ทางอณูชีววิทยาด้วยวิธีดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcoding) พบว่า 

ทัง้กญัชาและกญัชงถกูจดัให้เป็นพชืชนดิ (species) เดียวกนั แต่มคีวามแตกต่างในระดบั sub-species หรอื variety  

เท่านั้น(4)  ซึ่งสามารถจ�ำแนกสายพันธุ์ตามการปรับตัวเป็นพืชเลี้ยง (domestication traits) และสัดส่วนของ 

THC/CBD(1)  The International Code of Nomenclature for Cultivated Plants (ICNCP) ยังไม่มกีารให้ช่ือ 

ทางวิทยาศาสตร์และลักษณะทางพฤกษศาสตร์ที่แตกต่างกันอย่างชัดเจนระหว่างกัญชาและกัญชง(7) 
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กัญชามีลักษณะทางพฤกษศาสตร์เป็นไม้ล้มลุก ปีเดียว ล�ำต้นตั้งตรง สูง 0.9-1.5 เมตร มีขนสีเขียวอมเทา 

ใบเดี่ยว รูปฝ่ามือ เรียงสลับ ขอบใบเว้าลึกจนถึงจุดโคนใบเป็น 5-7 แฉก แต่ละแฉกรูปยาวรีกว้าง 0.3-1.5 เซนติเมตร 

ยาว 6-10 เซนติเมตร โคนและปลายใบสอบ (oblanceolate leaf) ขอบจักฟันเลื่อย แผ่นใบด้านบนสีเขียวเข้มกว่า

ด้านล่าง ดอกแยกเพศต่างต้น ออกเป็นช่อกระจกุตามง่ามใบและปลายกิง่ ช่อดอกและใบของต้นเพศผูเ้รยีงตวักนัห่างๆ 

ต่างจากต้นเพศเมียที่เรียงชิดกัน เกสรเพศผู้ 5 อัน ดอกเล็ก ดอกเพศเมียมีกลีบเลี้ยงหุ้ม ไม่มีกลีบดอก รังไข่อยู่เหนือ 

วงกลบี ม ี1 ช่อง มีออวุล 1 เม็ด ผลแบบผลแห้งเมลด็ล่อน เลก็ เรยีบ สนี�ำ้ตาล ยอดของต้นเพศเมยีทีก่�ำลงัออกดอกเรียก 

กะหลี่กัญชา เม่ือตากให้แห้งแล้วนิยมน�ำมาใช้สูบ(8, 9) ส่วนกัญชงหรือท่ีเรียกว่า กัญชาเพศผู้ ล�ำต้นตั้งตรง สีเขียว 

สูงประมาณ 1-6 เมตร หรือมากกว่า มีลักษณะอวบน�้ำ การเจริญเติบโตของต้นจะช้าในช่วง 6 สัปดาห์แรก หลังจากนั้น 

จะเพิ่มความสูงอย่างรวดเร็ว แตกกิ่งน้อยกว่ากัญชา ใบรียาว โคนใบมน (lanceolate leaf) เปลือกของล�ำต้นสามารถ 

ลอกออกเพือ่ใช้ประโยชน์จากเส้นใย โดยเปลอืกนอก (primary bast fibers) ให้เส้นใยทีย่าว เหนยีว แต่ค่อนข้างหยาบ(6, 9)

นอกจากนี้ในประเทศไทยยังสามารถพบกัญชาอีกหนึ่ง variety นั่นคือ Cannabis sativa var. rudelaris หรือ  

Cannabis ruderalis (Janisch.) มีล�ำต้นเตี้ย (โตเต็มที่ประมาณ 0.6 เมตร) เป็นพืชไม่แตกกิ่งหรือแตกกิ่งน้อย 

(apical dominance) และมีใบกว้าง มีต้นก�ำเนดิในเอเชยีกลาง เป็นพนัธุท์ีพ่บตามธรรมชาติ (wild type) การเกิดดอก 

ไม่ขึ้นกับแสง (auto-flowering) มีสัดส่วนของ THC และ CBD ใกล้เคียงกัน(10) ความแตกต่างทางกายภาพของ

กัญชาทั้งสามสายพันธุ์ ดังแสดงในภาพที่ 1

ปัจจุบันสารส�ำคัญในกัญชาถูกพบมากกว่า 545 ชนิด ในจ�ำนวนนี้สารกว่า 100 ชนิด ที่ถูกระบุว่าเป็น 

ไฟโตแคนนาบินอยด์ (phytocannabinoids) ซึ่งเป็นสารกลุ่มหลักที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา(11) โครงสร้างทางเคมี 

ของแคนนาบินอยด์ประกอบด้วยส่วนท่ีเป็นไขมัน (lipid) อัลคิลรีซอร์ซินอล (alkylresorcinol) และเทอร์ปีน 

(terpenes)(12) สารแคนนาบินอยด์ท่ีพบในกัญชาส่วนใหญ่จะอยู่ในรูปของ carboxylic acid เม่ือโดนแสงหรือ 

ความร้อนจะท�ำให้ถกู decarboxylated ให้อยูใ่นรปูของ reduced form โดยสารส�ำคัญแคนนาบินอยด์ท่ีพบได้มาก คอื  

∆9-THC และ CBD ส่วนสารส�ำคญัแคนนาบนิอยด์ทีพ่บได้น้อยกว่า เช่น ∆8-THC, cannabinol (CBN)(6) นอกจาก

สารกลุ่มแคนนาบินอยด์แล้ว ยังพบสารอื่นๆ อีกมากกว่า 400 ชนิด เช่น ฟลาโวนอยด์ เทอร์ปีนอยด์ อัลคาลอยด ์

สเตียรอยด์ อัลเคน กรดไขมัน และน�้ำตาล เป็นต้น(13, 14) ซึ่งสารส�ำคัญเหล่านี้มักพบได้มากในไทรโครม (trichromes) 

ของช่อดอกต้นเพศเมียมากกว่าช่อดอกต้นเพศผู้ เมื่อมองผ่านกล้องจุลทรรศน์มีลักษณะคล้ายเส้นขนหรือดอกเห็ด 

แต่ถ้ามองด้วยตาเปล่าจะมีลักษณะคล้ายหยดน�้ำค้างขนาดเล็กบนผิวช่อดอก ดังแสดงในภาพที่ 2 

ภาพที่ 1 ลักษณะใบและความสูงของต้นที่เจริญเต็มที่ของกัญชาและกัญชง(10)
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ชีวสังเคราะห์ของแคนนาบินอยด์เกิดจากปฏิกิริยาแอลคิลเลชัน (alkylation) ระหว่าง olivetolic acid 

(OLA) และ geranyl-pyrophosphate (GPP) โดยสร้าง cannabigerolic acid (CBGA) จากนั้น CBGA  

จะถูกเอนไซม์ cannabinoid synthase สร้างและสะสมสารที่เป็นกรด ได้แก่ ∆9-tetrahydrocannabinolic 

acid (∆9-THCA), cannabidiolic acid (CBDA) และ cannabichromenic acid (CBCA) ก่อนที่จะถูก  

decarboxylated ด้วยความร้อนให้อยูใ่นรปูแบบทีเ่ป็นกลาง(15) ซึง่เป็นแคนนาบนิอยด์ส�ำคัญ ได้แก่ ∆9-THC,  CBD 

และ cannabichromene (CBC) ดงัแสดงในภาพที ่3 ซึง่พบว่ามกีารศกึษาเพือ่ใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ในปัจจบุนั(16) 

ภาพที่ 2  ลักษณะของไทรโครม (trichromes) ของช่อดอกต้นเพศเมีย(14) 

ภาพที่ 3 การสังเคราะห์แคนนาบินอยด์หลักในกัญชา(14)

เภสัชวิทยาของกัญชา

กลไกการออกฤทธิ์ของกัญชาในเบื้องต้นต้องเข ้าใจการท�ำงานของระบบเอนโดแคนนาบินอยด์  

(endocannabinoid systems, ECS) ในร่างกายมนษุย์คอื ระบบประสาทควบคมุ (neuromodulator) ซึง่ประกอบ

ด้วย ตัวรับแคนนาบินอยด์ (cannabinoid receptors)  โดยแคนนาบินอยด์ในร่างกาย (endocannabinoids) ที่มี

การศึกษากันมาก คือ anandamide และ 2-arachidonoylglycerol (2-AG) และเอนไซม์ในการสร้างและก�ำจัด

สารแคนนาบินอยด์ ซึ่งมีหน้าที่รักษาสมดุลของร่างกายให้เป็นปกติ การท�ำงานของระบบประสาทและกระบวนการ

ทางกายภาพ เช่น การตอบสนองต่อความปวด ความอยากอาหาร การนอน การอักเสบ การเรียนรู้และจดจ�ำ การชัก 

CBD

CBC
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(อาการลมชัก) รวมถึงการท�ำงานร่วมกันของระบบอื่น เช่น ระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย ระบบสืบพันธุ์ เป็นต้น ตัวรับ 

ที่ส�ำคัญ ได้แก่ cannabinoid receptor 1 และ 2 (CB1 และ CB2) โดย CB1 พบมากที่ระบบประสาทส่วน

กลางในสมอง ในขณะท่ี CB2 จะพบในสมองค่อนข้างน้อยกว่า ส่วนใหญ่จะกระจายตามระบบภูมิคุ้มกันและระบบ 

หลอดเลือดทั่วร่างกาย โดยเฉพาะบริเวณที่เกิดการบาดเจ็บหรืออักเสบ สารส�ำคัญจากกัญชาส่วนใหญ่จะจับกับตัวรับ 

ทั้ง 2 ชนิด และส่งผลต่อระบบต่างๆ ของร่างกายขึ้นกับชนิดของแคนนาบินอยด์ ปริมาณ รูปแบบการบริหารสารและ

สภาพของร่างกาย โดย THC จะสามารถจับได้ดกีบั CB1 (agonist) จงึท�ำให้ออกฤทธิต่์อระบบจติประสาทได้ ในขณะที่ 

CBD จะไม่ได้เข้าจับกับ CB1 โดยตรง แต่จะขัดขวาง THC และท�ำให้ endocannabinoids ท�ำงานได้ตามปกติ CBD 

จะสามารถจบัได้โดยตรงกบั CB2(17) นอกจากนีย้งัมตีวัรบัอืน่ ๆ  เช่น the transient receptor potential vanilloid 1 

(TRPV1), G protein-coupled receptors (GPR3, GPR6, GPR12, GPR55), peroxisome proliferator 

activated receptors (PPARs), opioid และ benzodiazepine ซึ่งสารจากกัญชาสามารถเข้าจับได้ ตัวอย่างอาการ

ต่อร่างกายของสารแคนนาบินอยด์และตัวรับที่เกิดอันตรกิริยา ดังแสดงในตารางที่ 1  

 

ตารางที่ 1 อาการต่อร่างกายของสารแคนนาบินอยด์และตัวรับที่เกี่ยวข้อง(14)

อาการ      แคนนาบินอยด์ อันตรกิริยาตัวรับ

ปวด (pain) THC, CBD, CBC CB1, CB2, TRPV1, GPR55, PPARs(18,19)

CB1, CB2(18,20)

CB1, CB2(21)

CB1, CB2(20)

CB2(22)

CB1, CB2, GPR3, GPR6, GPR12(21,22)

CB1, CB2(23)

ภาวะคลื่นไส้อาเจียน 

(nausea and vomiting)

THC

โรคลมชัก (epilepsy) THC, CBD

ภาวะเบื่ออาหาร (anorexia) THC

ความกังวล (anxiety) CBD

โรคอัลไซเมอร์และพาร์กินสัน

(Alzheimer and Parkinson)

THC, CBD

มะเร็ง (cancer) THC, CBD

ฤทธิ์ระงับปวด (analgesic effect) มีรายงานวิเคราะห์แบบอภิมาน (meta-analysis) ของกัญชารูปแบบ

ต่างๆ ต่อผลของอาการปวด ได้แก่ ยา Nabiximols, ไอระเหย THC, ไอระเหยกัญชา, สารสังเคราะห์ที่เป็นอนุพันธ์

ของ THC คือ Nabilone และ Dronabinol, สเปรย์ส�ำหรบัใช้กบัเยือ่เมอืกในช่องปาก (Oromucosal spray), กญัชา

แคปซูล และ THC ที่ให้ทางปาก (oral THC) ทดสอบในผู้ป่วยที่มีอาการปวดเรื้อรังจ�ำนวน 2,454 คน ซึ่งผู้ป่วยมี

อาการปวดจากหลายสภาวะ ได้แก่ ปวดประสาท (neuropathic pain) ปวดจากมะเรง็ อาการปวดเส้นประสาทในผูป่้วย 

เบาหวาน (diabetic peripheral neuropathy) ปวดกล้ามเนื้อ (fibromyalgia) ปวดจากติดเชื้อ HIV โรคปลอก

ประสาทเสือ่ม (multiple sclerosis, MS) อาการอักเสบรมูาตอยด์ และอาการปวดจากเคมบี�ำบดั ผลโดยรวมพบว่ากญัชา 

มีฤทธิ์ในการบรรเทาอาการปวด อย่างไรก็ตามจากรายงานส่วนใหญ่ยังไม่มีความแตกต่างกันเมื่อเทียบกับกลุ่ม

ควบคุม(18) ยกเว้นในอาการปวดประสาท ผลทดสอบทางคลินิกกับผู้มีอาการปวดจากโรคปลอกประสาทเสื่อม 

จ�ำนวน 24 ราย โดยบริหารยา Dronabinol ทางปากขนาด 10 มิลลิกรัม/วัน หรือผู้ป่วยปวดประสาท ซึ่งได้รับยา 

THC/CBD (Sativex®)  พบว่าสามารถลดอาการปวดได้อย่างมนียัส�ำคญั ช่วยให้นอนหลบัดขีึน้ โดยไม่ต้องเพิม่ขนาดยา 

หรือเกิดความเป็นพิษในระยะเวลา 52 สัปดาห์ ในผู้ป่วย MS นอกจากจะมีอาการปวดแล้ว ยังพบอาการเกร็งตัว 

ของกล้ามเนื้อ (spasticity) ร่วมด้วย พบว่าการให้ THC ขนาด 20-40 มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วัน ช่วยบรรเทาอาการ 
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ทัง้สองอย่างได้ผล ยาชนดินีปั้จจบุนัอนญุาตให้ใช้ได้ในบางประเทศเท่านัน้ ได้แก่ แคนาดา สหราชอาณาจกัร สวติเซอร์แลนด์ 

นอร์เวย์ และตุรกี(24, 25, 26) 

จากรายงานการวจิยัทางคลนิกิ พบว่า THC และอนพุนัธ์ 3 ชนิด ได้แก่ Nabilone , Dronabinol, Nabiximols 

(Sativex®) และ Levonantradol มีฤทธิ์ลดอาการคลื่นไส้อาเจียน (anti-emetic effect) ในผู้ป่วยจากการใช้เคมี

บ�ำบัดจ�ำนวน 1,772 ราย ยาแคนนาบินอยด์ลดอาการคลื่นไส้อาเจียนได้เมื่อเปรียบเทียบกับยาหลอกหรือยาร่วม เช่น  

Prochlorperazine แต่ผลทีไ่ด้ไม่มคีวามแตกต่างทางสถติิ(18)  ส่วนการศกึษาฤทธิข์องแคนนาบนิอยด์ต่อความอยากอาหาร 

(appetite stimulation) โดยใช้ Dronabinol ในผู้ป่วยเอดส์ (HIV/AIDS) พบว่าสามารถเพิ่มความอยากอาหาร 

และเพิ่มน�้ำหนักได้เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม(18) ปัจจุบัน Dronabinol และ Nabilone เป็นยาแคนนาบินอยด์ 

ทีม่กีลไกคล้าย THC โดยยาดงักล่าวได้รบัอนญุาตจากองค์การอาหารและยาสหรฐัอเมรกิา (United State Food and 

Drug Administration, USFDA) ให้ใช้ในผูป่้วยทีม่อีาการวิงเวยีน คลืน่ไส้อาเจยีนจากการใช้ยาเคมบี�ำบดั นอกจากนี้ 

ยังมีหลักฐานการทดสอบ THC ต่อภาวะเบื่ออาหาร (anorexia) ในสัตว์ทดลอง พบว่า THC ลดการสูญเสียน�้ำหนัก

ของหนูบนล้อเลื่อน มีการเพิ่มปริมาณฮอร์โมน leptin และลดระดับฮอร์โมน corticosterone ในเลือดได้(20)

ปัจจบุนัมีรายงานเกีย่วกบัการใช้ CBD (Epidiolex®) ขนาด 5 - 50 มลิลกิรมั/กโิลกรมั/วนั ในผูป่้วยลมชกั 

(epilepsy) ที่เป็นเด็ก 72 ราย และผู้ใหญ่ 60 ราย ระยะเวลาทดสอบ 48 สัปดาห์ พบว่าสามารถลดความรุนแรงและ

ความถีข่องอาการชกัได้ โดยมีความแตกต่างอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ(p<0.01) ภายในระยะเวลา 12 สปัดาห์ หลงัจากนัน้ 

ผลค่อนข้างคงท่ี แต่ไม่มีความแตกต่างกันของผลการทดลองระหว่างอาการในเดก็และผูใ้หญ่ และพบว่าขนาดของ CBD 

ในระยะเวลาทดสอบมีความปลอดภัย(21) นอกจากนี้ยังมีข้อมูลที่น่าสนใจเกี่ยวกับการทดสอบ CBD ในเด็กกลุ่มอาการ 

ออทิสติก (Autism spectrum disorder, ASD) จ�ำนวน 60 ราย โดยทดสอบแบบปิดทั้งสองด้าน (double blind) 

เมื่อบริหารยา CBD (CBD:THC = 20:1) 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วัน พบว่ายาดังกล่าวช่วยพัฒนาการสื่อสาร 

ลดความเครียด ความกังวล และพฤติกรรมก่อกวน (disruptive behavior) ได้อย่างชัดเจน(21) ปัจจุบัน Epidiolex® 

ซึ่งมี CBD เป็นส่วนประกอบหลักร้อยละ 99 และ สาร THC ร้อยละ 0.1 ได้รับอนุญาตจาก USFDA ให้ใช้ใน 

โรคลมชักที่พบได้น้อยแต่มีความรุนแรง 2 ชนิด ได้แก่ Lennox-Gastaut syndrome และ Dravet syndrome 

ส�ำหรับเด็กอายุ 2 ขวบ ขึ้นไป(25,  27)

นอกจากผู้ป่วย ASD แล้ว ยังสามารถใช้ในผู้ป่วยที่มีอาการกังวลได้ เนื่องจากกัญชามี THC เป็นส่วน

ประกอบหลักและมีฤทธิ์ต่อจิตประสาท จากรายงานการให้ Nabilone ขนาด 1 มิลลิกรัม จ�ำนวน 2 ครั้ง/วัน ติดต่อกัน 

นาน 28 วัน สามารถคลายกังวลได้อย่างมีนัยส�ำคัญ ข้อมูลที่น่าสนใจเพิ่มเติม คือ มีการให้ CBD ซึ่งไม่มีฤทธิ์เสพติด  

ขนาด 400-600 มิลลิกรัม ในผู้ป่วยที่มีภาวะกังวลทั่วไป (generalized social anxiety disorder) พบว่ายาขนาด 

ดงักล่าวคลายกงัวลได้ โดยมีความแตกต่างอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ(p<0.001) นอกจากนี ้CBD ยงัสามารถคลายกงัวล 

ของผู้ป่วยที่มีภาวะกังวลจากการได้รับ THC ซึ่งมีประวัติการใช้กัญชาอีกด้วย(22) 

ผลของแคนนาบินอยด์ต่อการใช้ประโยชน์ในกลุ ่มที่มีอาการเสื่อมของประสาทหรือปกป้องประสาท  

(Neurodegeneration and neuroprotection) เช่น โรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer’s disease) หรือโรคพาร์คินสัน 

(Parkinson’s disease) จากผลการทดสอบในสัตว์ทดลอง พบว่าแคนนาบินอยด์มีฤทธิ์ปกป้องการตายและ 

การถูกท�ำลายของเซลล์สมองจาก Amyloid beta (Aβ) มีข้อมูลสนับสนุนว่า THC ขนาดต�่ำสามารถกระตุ้นการสร้าง

เซลล์สมองในส่วนของฮิบโปแคมปัส และเพิ่มความสามารถในการรับรู้ (cognition) ในหนูสูงอายุได้(28, 29) การอักเสบ

ของสมองเป็นสาเหตหุลักอย่างหน่ึงของการเกดิโรคอัลไซเมอร์ มรีายงานเพ่ิมเติมการกระตุน้ CB2 receptor ด้วยอนพุนัธ์ 

JWH-133 (Tocris Bioscience®) ขนาด 0.20 มลิลกิรมั/กโิลกรัม ในหนถูบีจกัร (mice) พบว่าช่วยลดอาการอกัเสบ 

ภาวะเครียดจากออกซิเดชัน (oxidative stress) ลดการถูกท�ำลายของสมองส่วนความจ�ำได้(30)
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การใช้กัญชาในการรักษาโรคมะเร็งเป็นอีกโรคหนึ่งที่นักวิจัยและประชาชนให้ความสนใจ มีงานวิจัยจากการ

ควบคุม ECS ท�ำให้มีผลต่อฤทธิ์ต้านมะเร็ง จากการรวบรวมงานวิจัยเชิงโมเลกุล พบว่าสาร THC CBD และอนุพันธ์

แคนนาบินอยด์ เช่น CBC หรอื CBG  รวมถงึสารฟลาโวนอยด์ เช่น apigenin, chrysoeriol, kaempferol, luteolin, 

quercetin, vitexin และ cannflavins เป็นต้น มีฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งหลายชนิด เช่น มะเร็งเต้านม (breast cancer 

cells) มะเร็งต่อมลูกหมาก (prostate cancer) มะเร็งตับ (hepatocarcinoma) มะเร็งปอด (lung cancer) 

มะเร็งเม็ดเลือดขาว (lypmphocyte leukemia cells) มะเร็งตับอ่อน (pancreatic cells) และมะเร็งผิวหนัง  

(melanoma cells) โดยผ่านกลไกเพิ่มการแสดงออกของ CB1 และ CB2 receptors(13, 23) การทดสอบในสัตว์

ทดลองยังแสดงให้เห็นว่าสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์ (proliferation) กระตุ้นโปรแกรมเซลล์ตาย (apoptosis) 

ขัดขวางกระบวนการสร้างเส้นเลือดใหม่ (angiogenesis) และการแพร่กระจายของมะเร็ง (tumor invasion/ 

metastasis)(13, 31, 32) อย่างไรก็ตามปัจจุบันยังไม่มีองค์การอาหารและยาของประเทศใด รวมทั้ง USFDA อนุญาตให้

ใช้กัญชาหรือสารส�ำคัญจากกัญชาเพื่อการรักษามะเร็ง

พิษวิทยาของกัญชา

นอกจากฤทธิใ์นการรกัษาความเจบ็ป่วยแล้ว กญัชายงัมสีารส�ำคญัทีอ่อกฤทธิต่์อจติประสาท และท�ำให้เสพติด 

ดังนั้นกัญชายังคงถูกจัดเป็นยาเสพติดให้โทษ ถึงแม้ว่าตามประกาศพระราชบัญญัติยาเสพติดให้โทษ (ฉบับที่ 7) พ.ศ. 

2562 อนุญาตให้สามารถน�ำกัญชามาใช้ในกรณีจ�ำเป็นเพื่อประโยชน์ทางการแพทย์ การรักษาผู้ป่วย หรือการศึกษา

วิจัยและพัฒนาการศึกษาวิจัยทางการแพทย์ได้(16) นอกจากนี้ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง ระบุชื่อยาเสพติด 

ให้โทษในประเภท 5 ซึ่งลงประกาศในราชกิจจานุเบกษา และมีผลบังคับใช้ตั้งแต่วันที่ 15 ธันวาคม 2563 เป็นต้นไป 

ระบุว่าสามารถใช้ประโยชน์จากส่วนของกัญชา กัญชง ที่ไม่จัดเป็นยาเสพติด ได้แก่ ใบที่ไม่ติดกับช่อดอก กิ่ง ก้าน 

ล�ำต้น เปลือก ราก ของกัญชา และเมล็ดของกัญชง รวมถึงสารสกัด CBD และกากที่เหลือจากการสกัดกัญชา กัญชง 

ซึง่ต้องมปีรมิาณ THC ไม่เกนิ 0.2% รวมทัง้น�ำ้มนัและสารสกดัจากเมลด็กญัชง เพือ่ใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ การศกึษาวจิยั 

และการผลิตผลติภณัฑ์สขุภาพ ทัง้นีต้้องได้มาจากสถานทีป่ลกูหรอืผลติในประเทศไทยทีไ่ด้รบัอนญุาตเท่านัน้ โดยกรณี

น�ำเข้ากัญชา กัญชง สามารถท�ำได้ แต่ต้องขออนุญาตเป็นยาเสพติด ยกเว้นเฉพาะเปลือกแห้ง แกนล�ำต้นแห้ง และ

เส้นใยแห้ง ที่ไม่จัดเป็นยาเสพติด แต่ส่วนของช่อดอก ใบที่ติดกับช่อดอก และเมล็ดของกัญชา ซึ่งช่อดอกของกัญชง 

ยงัคงจดัเป็นยาเสพตดิ(33) แต่การน�ำไปผลิตเป็นผลติภณัฑ์สมนุไพร ยา อาหาร หรือเคร่ืองส�ำอาง ต้องมีการขออนญุาตการ 

ข้ึนทะเบยีนจากส�ำนกังานคณะกรรมการอาหารและยา โดยมข้ีอก�ำหนดเฉพาะแล้วแต่กฎหมายทีเ่กีย่วข้อง เช่น ประเภท

ของผลิตภัณฑ์ ปริมาณของสาร THC และ CBD ที่ยอมรับให้มีได้ในผลิตภัณฑ์แต่ละประเภท กลุ่มอายุหรือกลุ่มเสี่ยง 

ของผู้บริโภค เป็นต้น ดังนั้นการน�ำมาใช้จึงมีความจ�ำเป็นอย่างยิ่งที่ต้องพิจารณาถึงประโยชน์ รวมถึงผลข้างเคียง หรือ

ความเป็นพิษที่อาจเกิดขึ้น เพื่อลดผลเสียหรือผลกระทบที่อาจเกิดขึ้นต่อผู้บริโภค ทั้งการใช้ในระยะสั้นและยาว 

การศกึษาพษิเฉยีบพลนัของกญัชามรีายงานเกีย่วข้องกบัอาการทางจติประสาท การรบัรูแ้ละระบบหมนุเวยีน

เลอืด อาการเคลบิเคลิม้ (euphoria) หรอืความกงัวล การเปลีย่นแปลงประสาทรบัรู ้ความจ�ำ และการควบคมุประสาท

ที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนไหว ซึ่งจะได้รับผลกระทบเมื่อได้รับเกินขนาดในการรับของร่างกายแต่ละคน (individually 

variable threshold) รายงานการทดสอบพิษเฉียบพลันของ THC และสารสกัดหยาบกัญชา พบว่าการให้สารสกัด

ในหนูแรทขนาดระหว่าง 225–3,600 มิลลิกรัม/กิโลกรัม พบการตายของหนูเกิดขึ้นระหว่าง 36-72 ชั่วโมง หลังการให้

สารดังกล่าว อัตราการตายพบใน THC เป็นสองเท่าของสารสกัดกัญชา อาการพิษที่พบ ได้แก่ อุณหภูมิลดเฉียบพลัน 

(acute hypothermia) หายใจช้า (bradypnea) น�ำ้หนกัลดเฉียบพลนั (rapid weight loss) เซือ่งซมึ (inactivity) 

เดินเซ (ataxia) กล้ามเนื้อกระตุก (muscle tremors) และนอนราบกับพื้น (prostration) เมื่อให้สารสกัดหยาบ

กัญชาที่มีปริมาณ THC เท่ากันกับทั้งสองอนุพันธ์ (∆9-THC และ ∆8-THC) พบอาการความผิดปกติไม่แตกต่างกัน 
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ในขณะที่การให้ THC ขนาด 3,000-9,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ในสุนัขและลิงไม่พบการตายเกิดขึ้น อาการที่พบคล้าย

อาการในหนูแต่ไม่รุนแรง รวมถึงอาการอื่นๆ เช่น ง่วงซึม (drowsiness, anaesthesia) น�้ำลายไหล (salivation) 

และไม่พบการเปลี่ยนแปลงส�ำคัญทางพยาธิวิทยา(34) จากการศึกษาพิษเฉียบพลันของ THC ในหนูแรท มีรายงานถึง 

ความเป็นพิษที่ท�ำให้สัตว์ทดลองตายร้อยละ 50 (LD
50
) มีค่าเท่ากับ 28.6, 372.9 และ 666.1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม จาก

การให้ยาแบบ intravenous injection (IV), intraperitoneal injection (IP) และ intragastric (IG) ตามล�ำดบั 

โดยพบการตายจากการให้ยาแบบ IV ภายใน 15 นาที ในขณะที่แบบ IP หรือ IG พบการตายเกิดขึ้นภายใน 10-36 

ชัว่โมง หลังการให้ยา ซึง่พบอาการทีเ่ป็นพษิ ได้แก่ ตวัสัน่ ท้องเสยี และน�ำ้ตาไหล (lacrimation)(35)  ส่วน CBD ไม่พบ 

อาการพิษเฉียบพลันทางคลินิกหรือผลข้างเคียงอันตราย จากการทดสอบให้ผู้เข้าร่วมโครงการรับประทานยาขนาด 

15 – 160 มิลลิกรัม ได้รับไอระเหยขนาด 0.15 มิลลิกรัม/กิโลกรัม หรือการฉีดแบบ IV ขนาด 5-30 มิลลิกรัม(36) จาก

รายงานพษิเฉยีบพลันในมนุษย์ท่ีใช้กญัชาและผลติภณัฑ์จากกญัชา (ม ีTHC เป็นส่วนประกอบ 50-4,000 มลิลกิรมั/แพค็ 

หรือยางกัญชา (resin) หรือสารสกัดน�้ำมันเข้มข้น จ�ำนวน 253 คน ในรัฐอลาสกาและโอเรกอน ประเทศสหรัฐอเมริกา 

พบว่าพิษทีเ่กดิข้ึนส่วนใหญ่ คอื ท�ำให้หวัใจเต้นเรว็ (tachycardia) และกระตุน้ประสาท (neuroexcitation) จากการ

ได้รับในรูปไอระเหยมากกว่ารูปแบบรับประทานทางปาก ในจ�ำนวนนี้มีคนไข้ 8 ราย ต้องได้รับการดูแลในห้องฉุกเฉิน

และเสียชีวิต 1 ราย(37) 

จากผลการศึกษาพิษเรื้อรัง มีรายงานการให้สาร THC ทางปาก ขนาด 50, 250, 400, 500 มิลลิกรัม/

กโิลกรมั/วนั และสารสกดัหยาบกญัชาขนาด 150, 750, 1,200, 1,500 มลิลกิรมั/กโิลกรมั/วนั ในหนแูรทติดต่อกนัเป็น

ระยะเวลา 119 วัน พบการตายเกิดขึ้นภายใน 36-72 ชั่วโมง หลังการให้สาร THC พบอาการซึม หลังจากสัปดาห์แรกมี

พฤตกิรรมทีอ่ยูไ่ม่นิง่ (hyperactivity) ก้าวร้าว และเกรง็ น�ำ้หนกัตวัและน�ำ้หนกัอวยัวะสมัพทัธ์ลดลง เช่น มดลกู รงัไข่ 

และม้าม อาจมพีษิเรือ้รงัต่อระบบต่อมไร้ท่อ (endocrinologic system)(38)  การทดสอบพษิเรือ้รงัทางคลนิกิของ CBD 

ไม่พบความเป็นพิษหรืออาการความผิดปกติเกิดขึ้น ในอาสาสมัครที่รับประทานสารขนาด 10 มิลลิกรัม/วัน 

นานติดต่อกัน 21 วัน หรือในผู้ป่วยลมชักที่ได้รับประทานยาขนาด 200-300 มิลลิกรัม/วัน นานติดต่อกัน 135 วัน(36) 

ทั้งนี้ยังมีรายงานการใช้กัญชาในมนุษย์เป็นเวลานาน พบอาการที่เกิดความผิดปกติต่อจิตประสาท ได้แก่ ซึมเศร้า กังวล 

โรคจิต ไบโพลาร์ ขาดแรงใจ ส่วนการสูบกัญชา พบว่ามีผลต่อระบบหายใจโดยตรง ได้แก่ ความหนาแน่นปอดลดลง 

เนื้องอกที่ปอด ปอดอักเสบเรื้อรัง(39) มีการศึกษารวบรวมข้อมูลจากผู้ใช้กัญชาสัปดาห์ละครั้งหรือน้อยกว่าในประเทศ

สหรัฐอเมริกาจ�ำนวน 1,913 คน พบว่าปริมาณกัญชาที่ได้รับมีผลโดยตรงต่อระบบหลอดเลือดหัวใจ อาการที่ส�ำคัญ 

ได้แก่ ภาวะกล้ามเนื้อหัวใจตาย (myocardial infarction)(40) และหัวใจเต้นผิดปกติ (cardiac arrhythmias)(41) 

นอกจากนี้ยังพบว่าการเสพกัญชาอย่างหนักท�ำให้เกิดการสูญเสียมวลกระดูก(39)

ความเป็นพิษอื่นๆ เช่น การทดสอบแนวโน้มของ THC ต่อการเกิดมะเร็งในหนูถีบจักรขนาด 0-500 

มิลลิกรัม/กิโลกรัม และหนูแรท 0-50 มิลลิกรัม/กิโลกรัม เป็นระยะเวลา 2 ปี พบว่า THC ไม่มีความสัมพันธ์อย่างมี

นัยส�ำคัญต่อการเกิดมะเร็ง (carcinogenicity) หรือฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ (mutagenicity) เนื่องจากไม่พบอุบัติการณ์

ของมะเรง็สัมพันธ์กบัขนาดของสารทีใ่ห้(42, 43) รายงานทางระบาดวทิยาของการเสพกญัชาต่อการเกิดมะเรง็บางชนดิ เช่น 

มะเร็งปอด(44) มะเรง็คอ(45) มะเรง็ต่อมลกูหมาก มะเรง็รังไข่(46,  47) และมะเรง็สมอง (ไม่พบความสมัพนัธ์ระหว่างปรมิาณ

และอบุตักิารณ์)(48) พบว่ายงัไม่มคีวามชดัเจน เนือ่งจากลกัษณะการเสพกญัชาจะใช้ขนาด การหายใจเข้าลกึและกกัควนั 

ในทางเดนิหายใจนานกว่าการสบูบหุรีท่ัว่ไป(49) รวมถึงผู้เสพกัญชาส่วนใหญ่มพีฤตกิรรมเสีย่ง เช่น สบูบหุรีห่รอืดืม่เครือ่งดืม่ 

แอลกอฮอล์ร่วมด้วยเป็นประจ�ำ 
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วิจารณ์

	 กัญชาเป็นพืชที่มีความน่าสนใจเนื่องจากมีประวัติความเป็นมายาวนาน โดยเฉพาะกัญชามีการอ้างอิง

แหล่งก�ำเนิดในประเทศไทยและภูมิภาคเอเชีย(10, 11, 14) แม้จะเป็นพืชเสพติดและออกฤทธิ์ต่อจิตประสาท ปัจจุบัน 

ในหลายประเทศมีการอนุญาตให้ครอบครองหรอืสนบัสนนุการปลกูเป็นพชืเศรษฐกิจ ซึง่มกีารออกกฎหมายควบคมุและ 

แนวปฏบัิตอิย่างชดัเจน เช่น บางรฐัในสหรฐัอเมรกิา แคนาดา ออสเตรเลีย และบางประเทศในยโุรป(7) ส�ำหรบัประเทศไทย

ในปัจจบุนัหลายหน่วยงานท้ังภาครฐัและเอกชนได้ด�ำเนนิการศกึษาวจิยัเพือ่น�ำมาใช้ทางการแพทย์ภายใต้พระราชบญัญติั

ยาเสพติดให้โทษฉบบัใหม่ (ฉบบัท่ี 7) พ.ศ. 2562 กญัชาเป็นพชืล้มลกุอายสุัน้และสามารถผสมข้ามสายพนัธุไ์ด้ นอกจากนี้ 

ยังมีความพยายามจากนักคัดเลือกสายพันธุ์และปรับปรุงพันธุกรรมพืชเพื่อใช้ประโยชน์ จึงท�ำให้เกิดความหลากหลาย

ของสายพันธุ์ (genetics) ที่มีลักษณะทางกายภาพ (morphology) รวมถึงชนิดและปริมาณสารส�ำคัญแตกต่างกันไป 

ซึ่งอาจแบ่งได้เป็น สายพันธุ์ผสมที่ให้ THC สูง (24-32%) เช่น สายพันธุ์ Chem BerryD, Bruce Banner 

BX2.0, Hulk berry, Original Glue และ Girl Scout cookies หรือสายพันธุ์ผสมที่ให้ CBD สูง (6-20%) 

แต่ THC ต�ำ่ (<0.5%) เช่น สายพนัธุ ์Cannatonic, CBD Therapy, Candida (CD-1), Juanita La Lagrimosa 

และ OG Kush CBD เป็นต้น นอกจากนีย้งัมกัีญชาสายพนัธุไ์ทยทีไ่ด้รบัยกย่องว่าเป็นสายพนัธุท์ีด่ทีีส่ดุในโลกสายพนัธุห์นึง่ 

คือ สายพันธุ์หางกระรอก (Thai Stick) แต่มีแนวโน้มที่มีปริมาณ THC สูง(50,  51) จึงเป็นความท้าทายส�ำคัญส�ำหรับ

การน�ำกญัชาสายพนัธุไ์ทยมาใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ นอกจากปรมิาณสารส�ำคญัทีเ่ป็นผลมาจากสายพนัธุแ์ล้ว ปัจจยั

ด้านสิ่งแวดล้อม กรรมวิธีในการปลูกและการเก็บเกี่ยว ส่งผลให้กัญชาที่ได้มีปริมาณ THC ไม่คงที่ และมีแนวโน้มเกิน

มาตรฐานตามที่กฏหมายก�ำหนด(7) สารพฤกษเคมีหลักในกัญชา คือ แคนนาบินอยด์ โดยเฉพาะ CBD ที่มีการวิจัย

และผลิตเป็นยารักษาโรคลมชักร้ายแรง ส่วน THC และอนุพันธ์พบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่ส�ำคัญ เช่น ฤทธิ์แก้ปวดและ

ลดอาการเกร็งจากโรคระบบประสาทผิดปกติ กระตุ้นความอยากอาหารในผู้ป่วยที่ได้รับเคมีบ�ำบัด อย่างไรก็ตามกัญชา

พบรายงานความเป็นพิษที่เกิดขึ้น โดยเฉพาะพิษต่อจิตประสาทของสาร THC เมื่อการเสพไอระเหยจะพบว่ามีสารเคมี

เกิดขึ้นมากกว่า 2,000 ชนิด สารบางชนิด เช่น สารประกอบไนโตรเจน เป็นสารก่อมะเร็ง และ THC สามารถดูดซึม

ทางปอดและผ่านเข้าสูก่ระแสเลอืดได้ภายในไม่กีว่นิาท ีสามารถตรวจพบในพลาสมามากกว่าร้อยละ 90 ภายใน 10 นาที  

ส่วนการให้ทางปากจะสามารถตรวจได้ช้ากว่า (ภายใน 2 ชั่วโมง) และสามารถจับกับตัวรับในเซลล์ได้หลากหลาย 

ทัง้ CB1, CB2, opioid และ benzodiazepine receptors(49) ท�ำให้เกดิพษิเฉยีบพลนัเมือ่ได้รบัขนาดสงู และก่อให้เกดิ

อาการผดิปกตขิอง ปอด หวัใจ กระดกู หรอืก่อมะเรง็ได้เมือ่มกีารเสพอย่างต่อเนือ่ง หากประเทศไทยจะน�ำกญัชาเพือ่ใช้

ประโยชน์ทางการแพทย์แล้ว แนวทางเบือ้งต้นน่าจะใช้กญัชาทีพ่สิจูน์แล้วว่าเป็นสายพนัธุก์ญัชาทีค่วบคมุปรมิาณ CBD และ 

THC ได้ โดยควบคมุสภาวะแวดล้อมการปลูกและการผลติจะท�ำให้ได้ตวัอย่างกัญชาทีม่คุีณภาพและถูกต้องตามกฎหมาย 

โดยกัญชาที่มี CBD สูง THC ต�่ำ เพื่อใช้ในกลุ่มอาการลมชัก คลายกังวล หรืออาจพัฒนาเป็นยาต้านมะเร็งบางชนิดได้ 

กัญชาที่มี THC สูงสามารถพัฒนามาใช้ทางการแพทย์ส�ำหรับบรรเทาอาการปวดที่ส�ำคัญ โรคทางระบบประสาท หรือ

บรรเทาผลข้างเคียงจากการใช้เคมีบ�ำบัด ซึ่งต้องพิจารณาความเป็นพิษหรือความเสี่ยงที่อาจเกิดขึ้นอย่างรอบคอบ 

สรุป

กัญชาและกัญชงเป็นพืชชนิดเดียวกัน (species) ที่มีความหลากหลายของสายพันธุ์ (varieties) ปัจจัย

ทางพันธุกรรมและสิ่งแวดล้อมมีผลต่อปริมาณสารส�ำคัญในกัญชา ทั้ง THC และ CBD และสารพฤกษเคมีอื่นๆ โดย

ทั่วไปสายพันธุ์กัญชงที่ปลูกในประเทศไทยจะมีปริมาณ THC น้อยกว่าร้อยละ 1.0 เมื่อเปรียบเทียบกับกัญชาสายพันธุ์

อื่นๆ ฤทธิ์ส�ำคัญที่น�ำมาใช้ทางการแพทย์จะอ้างอิงปริมาณสารส�ำคัญ ซ่ึง THC และอนุพันธ์มีฤทธิ์แก้ปวดโดยเฉพาะ

ปวดจากโรคทางระบบประสาท กระตุ้นความอยากอาหารและลดอาการคล่ืนไส้จากการใช้เคมีบ�ำบัด ช่วยปกป้องและ
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กระตุ้นการสร้างเซลล์สมอง ส่วน CBD  มีฤทธิ์บรรเทาอาการลมชัก ลดอาการวิตกกังวลทั้งในเด็กกลุ่มอาการออทิสติก

หรือในผู้ป่วยที่มีประวัติการเสพกัญชา ทั้ง THC และ CBD มีฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็ง THC ก่อให้เกิดพิษเฉียบพลันและ

เร้ือรังในสัตว์ทดลองได้เม่ือได้รบัสารในปรมิาณสงูและระยะเวลานาน ในขณะที ่CBD ไม่พบรายงานอาการความเป็นพษิ 

หรือผลข้างเคียงร้ายแรง

กิตติกรรมประกาศ

คณะผู้นิพนธ์ขอขอบพระคุณเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการพิพิธภัณฑ์พืช สถาบันวิจัยสมุนไพร กรมวิทยาศาสตร์
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ABSTRACT  Cannabis sativa L. is a plant with several varieties, which have different physical  

characteristics. The main phytochemical compounds in cannabis are cannabinoids; the two well-known 

groups of constituents are ∆9-tetrahydrocannabinol (THC) and cannabidiol (CBD). The THC/CBD 

proportion can cause the drug addiction and be used as a criteria for identification of cannabis strains. 

From the literature reviews, cannabis and its active compounds presented various interesting  

pharmacological effects. THC and its derivatives showed analgesic effects, especially pain from  

neurological disorders, enhancing appetite and reducing nausea from chemotherapy, protecting and 

stimulating the production of brain cells. CBD, on the other hand, was found to relieve epilepsy,  

reducing anxiety in children with autism or patients with a history of cannabis use. Both THC and CBD 

were also shown anti-cancer activity. However, its toxicity was reported, especially THC, causing acute 

and chronic toxicity in laboratory animals received high doses and prolonged period. Abnormalities were 

also found in long-term cannabis use including lung, coronary artery disorders and bone loss. Whereas, 

CBD has not been reported any toxicity or serious side effects in clinical trial.

Keywords: Cannabis, Pharmacology, Toxicology 



✄

„∫ ¡—§√‡ªìπ ¡“™‘°
«“√ “√°√¡«‘∑¬“»“ μ√å°“√·æ∑¬å

™◊ËÕ.................................................................................................................................................

∑’ËÕ¬Ÿà.............................................................................................................................

Õ“™’æ......................................................................................................................................

‚∑√»—æ∑å..................................................................................

μâÕß°“√√—∫ «“√ “√°√¡«‘∑¬“»“ μ√å°“√·æ∑¬å ‡«≈“ 1 ªï (4 ©∫—∫) ‡ªìπ‡ß‘π 200.- ∫“∑

μ—Èß·μàªï....................................................................................

æ√âÕ¡π’È‰¥â àß  ∏π“≥—μ‘  μ—Î«·≈°‡ß‘π‰ª√…≥’¬å

 ‡ß‘π ¥

 —Ëß®à“¬ π“ß “«πÈ”Ωπ  πâÕ¬ª√–‡ √‘∞

ÀâÕß ¡ÿ¥°√¡«‘∑¬“»“ μ√å°“√·æ∑¬å

´Õ¬‚√ßæ¬“∫“≈∫”√“»π√“¥Ÿ√ ∂ππμ‘«“ππ∑å

ππ∑∫ÿ√’ 11000 ‚∑√. 0-2589-9850-8 μàÕ 99339

 —Ëß®à“¬ ª≥Ω. °√–∑√«ß “∏“√≥ ÿ¢ √À— ‰ª√…≥’¬å 11000

สั่งจ่าย	 นางสาวน้ำ�ฝน  น้อยประเสริฐ

	 ห้องสมุดกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

 	 ซอยโรงพยาบาลบำ�ราศนราดูร ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000

	 โทร. 0-2589-9850-8 ต่อ 99339

	 E-mail..................................................................................

สั่งจ่าย ปณฝ. กระทรวงสาธารณสุข รหัสไปรษณีย์ 11000

✄

„∫ ¡—§√‡ªìπ ¡“™‘°
«“√ “√°√¡«‘∑¬“»“ μ√å°“√·æ∑¬å

™◊ËÕ.................................................................................................................................................

∑’ËÕ¬Ÿà.............................................................................................................................

Õ“™’æ......................................................................................................................................

‚∑√»—æ∑å..................................................................................

μâÕß°“√√—∫ «“√ “√°√¡«‘∑¬“»“ μ√å°“√·æ∑¬å ‡«≈“ 1 ªï (4 ©∫—∫) ‡ªìπ‡ß‘π 200.- ∫“∑

μ—Èß·μàªï....................................................................................

æ√âÕ¡π’È‰¥â àß  ∏π“≥—μ‘  μ—Î«·≈°‡ß‘π‰ª√…≥’¬å

 ‡ß‘π ¥

 —Ëß®à“¬ π“ß “«πÈ”Ωπ  πâÕ¬ª√–‡ √‘∞

ÀâÕß ¡ÿ¥°√¡«‘∑¬“»“ μ√å°“√·æ∑¬å

´Õ¬‚√ßæ¬“∫“≈∫”√“»π√“¥Ÿ√ ∂ππμ‘«“ππ∑å

ππ∑∫ÿ√’ 11000 ‚∑√. 0-2589-9850-8 μàÕ 99339

 —Ëß®à“¬ ª≥Ω. °√–∑√«ß “∏“√≥ ÿ¢ √À— ‰ª√…≥’¬å 11000





THE BULLETIN OF THE DEPARTMENT OF MEDICAL SCIENCES

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

Owner	 	 Department of Medical Sciences, Ministry of Public Health 

Administrative Advisor	 Supakit  Sirilak	 Phichet  Banyati
	 	 Ballang  Uppapong    	 Piya  Sirilak 

Technical Advisor	 Pimjai  Naigowit	 Sumol  Pavitranon
	 	 Panadda  Silva	 Duanthanorm  Promkhatkaew
	 	 Busarawan  Sriwanthana	  

Editor	 	 Apiwat  Tawatsin
Assistant  Editor	 Prapai  Wongsinkongman	 Benjawan  Phetsuksiri
	 	 Siripakorn  Sangkitporn	  

Editorial Board	 Pilaipan  Puthavathana	 Siriraj Hospital, Mahidol University
	 	 Prasert  Auewarakul	 Siriraj Hospital, Mahidol University
	 	 Danai  Tiwawech	 Naresuan University
	 	 Suwanna  Charunut	 Huachiew Chalermprakiet University
	 	 Salakchit  Chutipongvivate	 The Association of Medical Technologists
 			   of Thailand
	 	 Padet  Siriyasatien	 Chulalongkorn University
	 	 Pornpimol  Kongtip	 Mahidol University
	 	 Srisurang Tantimavanich	 Mahidol University
	 	 Sunee  Sirivichayakul	 Chulalongkorn University
	 	 Nuanchawee Wetprasit	 Ramkhamhaeng University
	 	 Chanitra Thuwajit	 Mahidol University
	 	 Pintip  Pongpech	 Retired Government offifficial
	 	 Usavadee  Thavara	 Retired Government offfificial
	 	 Suthon  Vongsheree	 Retired Government offifficial
	 	 Wichuda  Jariyapan	 Retired Government offifficial
	 	 Supanee  Duangteraprecha	 Retired Government offifficial
	 	 Piyada  Wangroongsarb	 Department of Medical Sciences
	 	 Wantana  Paveenkittiporn	 Department of Medical Sciences

Administration	 Numfon  Noiprasert	 Department of Medical Sciences
	 	 Prasan  Julwong	 Department of Medical Sciences
	 	 Aphimon  Jiraphongsathorn	 Department of Medical Sciences
	 	 Navy  Srivarom	 Department of Medical Sciences

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

Office 	 Department of Medical Sciences
	 88/7 Soi Tiwanond 14, Tiwanond  Rd., Nonthaburi 11000, Thailand. 
	 Tel. 0-2951-0000  Fax: 0-2951-1297
Printed by	 Thanaaroonkarnpim Co., Ltd.
	 457/6-7 Phra Sumen Road, Bangkok 10200 
	 Tel. 0-2282-6033-4



วารสาร
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 63 ฉบับที่ 1  มกราคม - มีนาคม 2564    Vol. 63 No. 1 January - March 2021

BULLETIN OF THE DEPARTMENT OF MEDICAL SCIENCES

เปิดใจ ใฝ่รู้ คู่คุณธรรม 
นำหลักวิชาการ มาตรฐานสากล

https://bit.ly/BullDmsc


	0.content 1-7
	คำแนะนำ 8-22
	1.  The Chronic Oral (ภัสราภรณ์) 1-12
	2. การปรับปรุงคุณภาพการให้บริการ (โลมไสล) 13-27
	3. การเปรียบเทียบวิธีการเฝ้าระวัง (จิราภรณ์) 28-37
	4. วิธีลดปริมาณสารเคมี (รัติยากร) 38-50
	5. การพัฒนาและทดสอบ (สมปอง) 51-62
	6. การเพาะเลื้องเพิ่มจำนวนเซลล์ (ศุภรัตน์) 63-77
	7. พื้นที่เสี่ยงโรคไข้เลือดออก (จิตติ) 78-91
	8. โรคสะเก็ดเงิน (เกรียงศักดิ์) 92-106
	9. การป้องกัน (สุวรรณดี) 107-118
	10. การพัฒนากระบวนการ (สุรศักดิ์) 119-134
	11. การวิเคราะห์โครงสร้าง (พันธวิทย์) 135-145
	12. การพัฒนาโปรแกรม (สุรชัย) 146-159
	13. การประเมินการได้รับสัมผัส (กิตติมา) 160-172
	14. การสำรวจวัดค่าความเข้ม (อริณญา) 173-183
	15. การทดสอบความถูกต้อง (สุรินทรา) 184-194
	16. การศึกษาความถูกต้อง (อภิชัย) 195-208
	17. กรณีศึกษา การสอบสวนผู้ป่วย (หทัยทิพย์) 209-218
	18. ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาและพิษวิทยาของกัญชา (ศรายุทธ์) 218-234
	ปก
	1
	2
	ไฟล์ส่งลูกหน้าทั้งเล่ม
	0.content 1-7
	คำแนะนำ
	1. การทดสอบ (ภัสสราภรณ์) 1-12 new
	2. การปรับปรุงคุณภาพการให้บริการ (โลมไสล) 13-27
	3. การเปรียบเทียบวิธีการเฝ้าระวัง (จิราภรณ์) 28-37
	4. วิธีลดปริมาณสารเคมี (รัติยากร) 38-50
	5. การพัฒนาและทดสอบ (สมปอง) 51-62
	6. การเพาะเลื้องเพิ่มจำนวนเซลล์ (ศุภรัตน์) 63-77
	7. พื้นที่เสี่ยงโรคไข้เลือดออก (จิตติ) 78-91
	8. เกรียงศักดิ์.92-106
	9. การป้องกัน (สุวรรณดี) 107-118
	10. การพัฒนากระบวนการ (สุรศักดิ์) 119-134
	11. การวิเคราะห์โครงสร้าง (พันธวิทย์) 135-145
	12. การพัฒนาโปรแกรม (สุรชัย) 146-159
	13. การประเมินการได้รับสัมผัส (กิตติมา) 160-172
	14. การสำรวจวัดความความเข้ม (อริณญา) 173-183
	15. การทดสอบความถูกต้อง (สุรินทรา) 184-194
	16. การศึกษาความถูกต้อง (อภิชัย) 195-208
	17. กรณีศึกษา การสอบสวนผู้ป่วย (หทัยทิพย์) 209-218
	18. ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาและพิษวิทยาของกัญชา (ศรายุทธ์) 219-234

	3
	4




