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Method Development and Validation 
for Analysis of Selected Terpenes and 

Terpenoids in Cannabis and Hemp 
by GC-MS/MS

ABSTRACT Terpenes are one of the major components present in cannabis and hemp varieties. 
The therapeutic eff ect of cannabis on physical health and brain depends on the specifi c composition of 
terpenes. The treatment of mood disorders and anxiety disorders was clinically confi rmed and necessitated 
the entourage eff ect of terpenes coupled with cannabinoids. Besides the quantifi cation of the cannabinoids, 
the determination of the terpene quantities and proportions in cannabis and hemp plants could be of 
importance for the plant selection process. In this study, a Triple Quadrupole Mass Spectrometer method 
has been developed and validated using SRM technique for the quantifi cation of selected 21 terpenes
in cannabis plant materials. Samples were prepared by extraction of the plant materials with ethyl 
acetate followed by sonication and centrifugation. The fi nal sample extract was directly injected into 
the analytical instrument. The results showed that the linear range was between 0.05 and 5 mg/g with r2 

values higher than 0.99. The average recoveries for all terpenes in spiked samples were between 92.3 and 
105.1%, with the exception of geraniol. The measured repeatability (% relative standard deviation) was 
acceptable and ranged from 1.6 to 13.2%. The limit of detection and limit of quantitation for targeted 
terpenes were determined to be 0.03 and 0.05 mg/g, respectively. The proposed method is highly selective,
reliable, accurate and has been applied to the simultaneous determination of these major terpenes in 
the cannabis strains developed by our Department of Medical Sciences, in parts of the plant including 
infl orescences, leaves, stems, and roots for further registration of plant varieties with the Department of 
Agriculture.

Keyword: Terpenes, Terpenoids, Canabis, Hemp, GS-MS/MS
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Introduction

Terpenes and terpenoids are aromatic 

hydrocarbon biomolecules produced by a wide 

variety of plants serving such purposes as 

attracting insects for pollination and deterring 

herbivores.(1,2) This phytochemical activity is 

crucial for the survival of the species. Terpenes 

are among the more abundant compounds that 

provide the unique aroma of cannabis and hemp 

plant materials and extracts.(3) Terpenes are 

thought to impact the user’s experience and 

preference of satisfaction linked to the fragrance 

property. Moreover, cannabis is considered 

a valuable medicinal plant with a variety of 

therapeutic benefits.(4,5) Cannabis terpenes have

also been shown to contribute to physiological 

responses associated with the use of cannabis-

based consumer products(6) and are credited 

for the so-called “entourage  effect”. Despite 

the fact that it is not typically regulated in 

Thailand, terpene profiles can provide valuable 

information for product quality. The quality 

control of incoming raw ingredients as well as 

finished products across their intended shelf 

life is important for health-related product 

manufacturing. 

Of all the natural products found in plants, 

more than 140 terpenes, mainly mono- and

sesquiterpenes, have been recognized in 

cannabis and hemp.(7,8)  Among the large number

of cannabis terpenoids, only approximately 20 

to 30 terpenoids have been reported and used 

for the chemotyping of cannabis cultivars.(9,10) 

The concentration of individual terpenes varies

by strain, depending on harvest time and drying 

or storage conditions. By cause of the volatility 

of terpenes, the concentration levels decrease 

over time. Thus, different storage conditions 

should be taken into consideration to result 

in appropriate products. The drop in terpene 

amount over time varies for different terpenes.(11)

The recent proliferation of new terpene 

profiling methods can be attributed to the 

ever-increasing legalization of cannabis use. 

Terpene analysis can be beneficial for patients 

and consumers as well as providers and breeders.

Due to the uniqueness of terpene profiles, they 

can be used by cultivators as a “fingerprint” 

to partially identify the specific strain in 

question. Cannabis is wind-pollinated, which 

also contributes to the variability of cannabis

metabolites including terpenes. As a result,

many cannabis strains lack the level of 

standardization on genetic and chemotaxonomic 

to classify the species.(12) 

Due to their high volatility, gas

chromatographs equipped with FID and MS 

detector are the most frequently used 

technique for the analysis of terpenes.(13,14) 

The most widely used sample preparation 

method for cannabis terpenoid analysis 

throughout the literature is liquid solvent

extraction(15) thanks to low cost-effectiveness. 

GC-MS/MS is among the instruments that 

have been used to provide a much-needed 

improvement of identification, selectivity, and 

sensitivity with a specific ion intensity ratio.(16)

Also, headspace (HS) GC was selected to 

recently report a comprehensive profiling of 

terpenoids in cannabis.(17) 

The following study was conducted to 

address the development and full validation of 

a simple preparation of samples and a precise 

GC-MS/MS analytical method for accurate 

and efficient determination of the 21 major 

cannabis terpenes shown in Figure 1 that have 



171

การวิเคราะหสารเทอรพีนในกัญชากัญชง                        วีรวุฒิ วิทยานันท และ ธรณิศวร ไชยมงคล 

วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2567

been indicated for pharmacological activities.(6)

The method was validated for specificity and 

selectivity, linearity, accuracy, precision, limit 

of detection (LOD), and limit of quantification 

(LOQ). We then applied this quantification 

procedure on a cannabis strain (GG#1) to analyze

four parts of plant including inflorescences, 

leaves, stems, and roots (20 samples for each 

part) for further registration of plant varieties 

with the Department of Agriculture.

Figure 1 Selected terpenes and terpenoids from naturally occurring cannabis included in this 

 work(16)

bisabolol

cineole
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Materials and Methods

Chemicals and reagents

Ethyl acetate (HPLC grade) was  purchased

from J.T. Baker, USA. N-hexane (pesticide  grade)

and acetone were supplied by RCILabscan, 

Thailand. Certified reference material, CRM 

of terpenes standards mixture with certified 

value and uncertainty approximately 2,500±130 

µg/mL were purchased from Dr Ehrenstorfer,

USA. The certified value is based on the 

gravimetric and volumetric preparation of this 

CRM. Twenty-one terpenes includes α-pinene, 

camphene, β-pinene, myrcene, d-limonene, 

ocimene (α-isomer and β-isomer), γ-terpinene, 

α-terpinolene, linalool, isopulegol, geraniol,

β-caryophyllene, α-humulene, nerolidol 

(isomers 1 and 2), caryophyllene oxide, guaiol, 

3-carene, α-terpinene, p-cymene, cineole and 

bisabolol. 

Standard solution preparation

The working standard solutions were 

prepared by diluting the CRM of terpenes in 

ethyl acetate to become a working solution of 

250 µg/mL and were stored in amber 

screw-capped glass vials in the dark at -20°C. 

The calibration curve of standard (1, 5, 10, 20, 

50 and 100 µg/mL) was freshly prepared before

use by serial dilution of stock solution to 

the appropriate concentrations. The residue 

concentrations were calculated using the 

calibration curve generated from the peak 

area response versus the working solution 

concentrations. 

Instrument and materials   

Digital balances with 1 and 0.01 mg 

readability for weighing samples and standards 

were from Sartorius, Germany. The refrigerated

centrifuge was Thermo Scientific, a UK product. 

Vortex mixer was from Vortex-2Genie, USA. 

Ultrasonic bath cleaner was purchased from 

Yakos, Taiwan. Calibrated micropipettes, 2–20 µL,

20–200 µL, and 100–1,000 µL, were used for 

the preparation of the standard solutions. 

Twenty-milliliter scintillation vials and 4 mL

amber vials were used for extraction and 

reservoir recipient. All glassware were washed 

with acetone and n-hexane and dried before use.

An analytical method was developed 

for the Thermo Scientific TRACE™ 1300 Gas 

Chromatograph and the TSQ 9000, Triple 

Quadrupole  Mass  Spectrometer. The  GC-MS

/MS system was equipped with PAL RTC 

autosampler using TraceFinder 4.1 EFS 

software. The analytical conditions of 

the GC-MS/MS method were provided in 

Table 1. The MS system was operated in electron

ionization mode (EI, 70 eV). The analytes 

were separated in a fused silica capillary 

column DB-5MS (30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 µm 

film thickness) from Agilent. The column oven 

temperatures were programmed as follows: 

an initial temperature of 50ºC was held for 2 

min, then increased by 2ºC/min to 85ºC and 

then increased by 3ºC/min to 165ºC and then 

increased by 30ºC/min to 280ºC and was 

held for 10 min. The total run time was 

approximately 60 min. The injection volume 

was 2 µL using programmable temperature

vaporizing (PTV) as an injector. The PTV 

temperature was set at 80ºC for split 

injection with a split flow of 50 mL/min. The 

purge N2 gas flow was set at 30 mL/min. By 

using the Thermo AutoSRM software, the two 

most intense transitions and their optimal 
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collision energies were selected. The most 

intense product was selected as the quantifier 

ion and the second most intense was set as the 

qualifier ion. Depending on the type of matrix 

interference, alternative transitions could be 

selected for quantitative and qualitative ions. 

The settings on the mass spectrometry detector, 

including the retention time (RT), quantitative 

peak, confirmation peak, and collision energies 

(CE) were reported as shown in Table 1.

Table 1 Selected reaction monitoring (SRM) transitions and collision energies of terpenes

Analyte
Transition

type
RT

(min)
Window
(min)

Mass
Product 

mass
CE (eV)

α-pinene Quantification
Qualification-1
Qualification-2

6.67
6.67
6.67

0.50
0.50
0.50

91.10
93.10
93.10

65.10
77.00
91.10

16
12
6

camphene Quantification
Qualification-1
Qualification-2

7.31
7.31
7.31

0.50
0.50
0.50

93.10
93.10
121.10

77.10
91.10
93.10

12
8
8

β-pinene Quantification
Qualification-1
Qualification-2

8.51
8.51
8.51

0.50
0.50
0.50

69.10
121.10
121.10

41.10
79.10
93.10

6
10
6

myrcene Quantification
Qualification-1
Qualification-2

9.19
9.19
9.19

0.50
0.50
0.50

41.10
69.10
69.10

39.10
39.10
41.10

8
14
6

3-carene Quantification
Qualification-1
Qualification-2

10.02
10.02
10.02

0.50
0.50
0.50

79.10
121.10
121.10

77.10
93.10
105.10

10
6
6

α-terpinene Quantification
Qualification-1
Qualification-2

10.49
10.49
10.49

0.50
0.50
0.50

93.10
93.10
121.10

77.10
91.10
93.10

10
6
6

p-cymene Quantification
Qualification-1
Qualification-2

10.96
10.96
10.96

0.50
0.50
0.50

119.10
119.10
134.10

91.10
117.10
119.10

12
8
8

d-limonene Quantification
Qualification-1
Qualification-2

11.15
11.15
11.15

0.50
0.50
0.50

68.10
93.10
93.10

67.10
77.10
91.10

6
12
6

cineole Quantification
Qualification-1
Qualification-2

11.26
11.26
11.26

0.50
0.50
0.50

71.10
111.10
111.10

43.10
43.10
55.10

5
10
10

α-ocimene Quantification
Qualification-1
Qualification-2

11.66
11.66
11.66

0.50
0.50
0.50

79.10
79.10
93.10

77.10
77.10
91.10

10
10
6

β-ocimene Quantification
Qualification-1
Qualification-2

12.23
12.23
12.23

0.50
0.50
0.50

79.10
79.10
93.10

77.10
77.10
91.10

10
10
6
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Analyte
Transition

type
RT

(min)
Window
(min)

Mass
Product

mass
CE (eV)

γ-terpinene Quantification
Qualification-1
Qualification-2

12.80
12.80
12.80

0.50
0.50
0.50

93.10
93.10
136.10

77.00
91.10
93.10

12
6
10

α-terpinolene Quantification
Qualification-1
Qualification-2

14.36
14.36
14.36

0.50
0.50
0.50

121.10
136.10
136.10

93.10
93.10
121.10

6
10
8

linalool Quantification
Qualification-1
Qualification-2

15.63
15.63
15.63

1.00
1.00
1.00

55.10
71.10
71.10

29.10
41.10
43.00

10
10
6

isopulegol Quantification
Qualification-1
Qualification-2

18.47
18.47
18.47

1.00
1.00
1.00

81.10
121.10
121.10

79.10
77.10
93.10

6
20
8

geraniol Quantification
Qualification-1
Qualification-2

26.10
26.10
26.10

1.00
1.00
1.00

41.10
69.10
69.10

39.10
39.10
41.10

8
16
6

β-caryophyllene Quantification
Qualification-1
Qualification-2

33.04
33.04
33.04

0.50
0.50
0.50

93.10
93.10
133.10

77.00
91.10
105.00

10
6
8

α-humulene Quantification
Qualification-1
Qualification-2

34.72
34.72
34.72

0.50
0.50
0.50

93.10
147.10
147.10

77.00
77.10
105.10

12
32
8

nerolidol 1 Quantification
Qualification-1
Qualification-2

38.44
38.44
38.44

1.00
1.00
1.00

69.10
93.10
107.10

41.10
77.00
91.10

6
12
10

nerolidol 2 Quantification
Qualification-1
Qualification-2

39.74
39.74
39.74

1.00
1.00
1.00

69.10
93.10
107.10

41.10
77.00
91.10

6
12
10

caryophyllene 
oxide

Quantification
Qualification-1
Qualification-2

40.28
40.28
40.28

0.50
0.50
0.50

79.10
79.10
93.10

51.10
77.10
77.10

20
10
10

guaiol Quantification
Qualification-1
Qualification-2

41.09
41.09
41.09

1.00
1.00
1.00

107.10
161.10
161.10

91.10
105.10
119.10

10
8
8

bisabolol Quantification
Qualification-1
Qualification-2

44.74
44.74
44.74

1.00
1.00
1.00

109.10
119.10
119.10

67.10
91.10
117.10

8
14
12

Table 1 Selected reaction monitoring (SRM) transitions and collision energies of terpenes 

 (continued)



175

การวิเคราะหสารเทอรพีนในกัญชากัญชง                        วีรวุฒิ วิทยานันท และ ธรณิศวร ไชยมงคล 

วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2567

Sample and sample preparations 

Sample for method development and 

validation

The sample blank selected is a material

known not to contain detectable levels of 

the terpenes sought for spiking trace level of 

analytes. A sample blank of dried cannabis 

leaves (~10% moisture w/w) was obtained 

from the Medicinal Plant Research Institute,

Department of Medical Sciences. Also known as 

a matrix blank, the sample was homogenized 

into powder using a cryogenic blender (POWTEQ

HM100, China) and passed through a 2-mm sieve 

as a blank sample to optimize and validate the 

method. The blank sample was then macerated

in ethyl acetate for 30 min and the extract 

was filtered through the filter paper No.2. The 

collected powdered cannabis sample was dried 

in a ventilated oven at 50ºC for 24 hours before 

use in method validation. The samples (0.1 g) 

from previous step were weighed into 20 mL 

scintillation vial and spiked with appropriate 

amount of standard solution. Five milliliters of 

ethyl acetate was added to the vial and closed 

suddenly with a screw cap. After mixing by vortex

for 1 minute and sonication for 20 minutes,

the vial was left at room temperature for at least 

10 minutes. Then, approximately 4 mL of the 

resultant extract was transferred to a 15 mL 

test tube. Samples were centrifuged at 4,000 

rounds per minute for 5 minutes and a portion 

was transferred to 2 mL GC vials. 

Sample analysis for registration of plant 

varieties

A variety of Thai cannabis, GG#1, was 

developed by comprehensive research, including 

the study of botanical characteristics, chemical 

and genetic profile in the Department of Medical 

Sciences. The species would be supervised and 

have distinctly different characteristics. To be 

registered by the Department of Agriculture, the 

terpene profile was determined in each variety 

from four parts of plant including inflorescences, 

leaves, stems and roots (4 × 20 samples).

Method development and validation

The method was developed and validated 

in accordance with AOAC guidelines with respect 

to linearity, accuracy (recovery), selectivity, 

repeatability, LOD, and LOQ. To achieve high 

sensitivity, MS conditions were optimized. An 

appropriate concentration of working solution of 

mixed standards was prepared and injected into 

the GC-MS/MS system. The obtained optimum 

MS parameters are selected. The identification 

of each compound with corresponding retention 

time were obtained by comparing with library 

database of instrument software.

The external standard calibration curve 

was performed for the quantification step. The 

six-point standard calibration curves were 

obtained by spiking mixed standards, ranging 

from 1 to 100 µg/mL, into ethyl acetate used

as a solvent. The concentration-response 

relationship of the present method was required 

to be linear with r2 values ≥ 0.99. Accuracy, 

expressed as a percentage of recovery and 

precision (%RSD) was determined based on 

10 replicated samples spiked at 0.05, 0.5, and

5 mg/g. The LOQs were evaluated by 

determining the lowest concentration spike for 

samples where accuracy and repeatability were 

satisfactory (within 70–120% and less than 

20%, respectively). The estimation of LOD was 

calculated from the variability of the blank 
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signals read from the calibration curve. The 

standard deviation (SD) of the blank amount 

was used for determining the LODs, i.e. mean 

plus 3xSD. The single analytical LOD of all 

terpenoids was selected to facilitate the method 

application in routine work and should be above 

all LODs calculated. Generally, LODs were 

estimated as one-third or half of the LOQs.

The selectivity of compounds for

identification and confirmation of 21 terpenes 

when samples were analyzed, in all cases, 

should comply with three criteria. Firstly, same 

retention time as the stanนdard (±0.1 min); 

secondly, for GC-MS/MS, 2 product ions 

analyte peaks in the extracted ion chromato-

grams must fully overlap; and finally, ion ratios 

from sample extracts should be relatively within 

±30% of the average of calibration standards 

from the same sequence.

Results

Under the optimized chromatographic 

gradient temperature, all 21 mono- and 

sesquiterpenoids of interest were separately 

resolved using the selected reaction monitoring

(SRM) mode (Table 1). The results from method 

validation showed that the method was specific 

and selective. The method blank is a complete 

analysis conducted using the solvents and 

reagents only, in the absence of any sample, and 

also known as a reagent blank or procedural 

blank with no interference in the chromato-

graphy system. The analytical peaks obtained 

by the injection of the cannabis leave sample 

blank, extract of a sample known not to contain 

detectable levels of the terpenes sought, aliquot 

into GC-MS/MS with SRM technique shown in 

Figure 2 presented no interference nor peak at or 

close to the retention time (RT) of the standard 

of interest. Moreover, the method was sensitive 

because the detected terpene peak has a signal-

to-noise ratio (S/N) of more than 3 at the limit 

of detection. The specific ion intensity ratio 

of each component could improve the degree

of confidence in the identification process. This 

GC-MS/MS SRM analysis allowed the detection 

and quantification of terpenes and terpenoids

in cannabis plant tissues. The total ion

chromatogram (TIC) of full chromatograms 

of 21 terpenes as well as some representative 

peak shapes of quantification and confirmation

transitions is shown in Figure 3. The figure 

shows four examples of the chromatogram 

including one quantitation peak and two 

confirmation peaks at the same retention time 

in ion overlay display. 

Figure 2  The total ion chromatogram (TIC) of the method blank and sample blank in GC-MS/MS 

 under selected reaction monitoring (SRM) mode
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The linearity of calibration curve was 

assessed and could be obtained by the relation-

ship between the concentration of compounds 

and respective peak areas (responses). The 

standard curves with linearity in the range of 

0.05 to 100 µg/mL are shown in Figure 4. These 

curves for 20 substances had the coefficients of 

determination (r2) ranging between 0.990 and 

0.999, except geraniol (0.973), which was higher 

than the acceptable value of 0.99.

The limit of detection (LOD) was evaluated

as the lowest concentration that could be 

statistically distinguished from an instrument 

blank, following the criteria that the signal-to-

noise ratio must be greater than 3. The limit 

of quantification (LOQ) for each terpene was 

the lowest concentration at which the identi-

fication, accuracy, and precision criteria were 

met, according to the AOAC guidance. The 

LOD and LOQ for each individual terpene were 

determined to be 0.03 and 0.05 mg/g in the plant 

sample, respectively. 

The method accuracy and the method 

precision were determined by spiking a cannabis

leave sample with three different concentration

levels at LOQ, 10×LOQ and 100×LOQ of 

Figure 3 The total ion chromatogram (TIC) of 21 terpenes and some examples of quantification  
 and qualification peaks; α-pipene, camphene, β-pipene and mycene at LOD of
 0.05 mg/g 
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the standard mixes. The three levels were 

within the dynamic range of concentrations 

of all the analytes. Accuracy was determined 

as the percent recovery from the comparison 

between the mean concentration obtained and 

Table 2 Acceptable criteria for analyte recovery and HorRat at different concentrations according 

 to AOAC 2016(18)

Analyte concentration %Recovery HorRat

10 ppm
100 ppm
> 0.1%

80–110
90–107
95–105

0.3 ≤ HorRat ≤ 1.3
0.3 ≤ HorRat ≤ 1.3
0.3 ≤ HorRat ≤ 1.3

Figure 4  Calibration curves of some terpenes (0.05-100 µg/mL) 

    a) α -pinene, b) camphene, c) β-pinene and d) myrcene 

the expected concentration. The precision of 

the whole method was assessed by calculating 

the %relative standard deviations (%RSD) for 

repeatability. Accuracy and precision criteria 

are listed in Table 2.

The method accuracy was determined by 

spiking a cannabis blank sample with three

different concentration levels (LOQ, 10×LOQ 

and 100×LOQ) of the standard mixes as

presented in Figure 1. All the tested terpenoids

showed accuracies (%recovery) within

92.3–105.1%. The precision was calculated as 

repeatability represented by %RSD and Horwitz 

ratio (HorRat). The Horwitz ratio shown in 

Table 2 is the ratio of the observed RSD(r) from 
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the experiment and the corresponding predicted 

RSD(R) calculated from the Horwitz equation. 

The data showed the precision parameters were 

between 1.6% and 13.2% for %RSD and ranging 

from 0.3 to 1.1 for HorRat. The working range 

was estimated by spiking triplicates of five 

different concentrations (0.05, 0.1, 0.5, 1, and 

5 mg/g). For most of the analytes studied, the 

linearity within the working range (r2 > 0.99) 

was found to be 0.05–5 mg/g in the sample. 

The validation parameters for the GC-MS/MS

method including linearity, accuracy and 

precision are shown in Table 3.

According to the acceptable criteria 

for analyte recovery and HorRat at different 

concentrations proposed by AOAC 2016 in 

Table 2, the method was accurate and fit 

for the intended use of the quantification 

procedure. Overall, these results indicated 

the good efficiency of the extraction and 

instrumental protocol. Nevertheless, the 

accuracy of the whole method depends on 

the natural variability of terpenoids in the

inflorescences and the precision of preparations

(spiking a small volume of standards onto

0.1 g sample).

The results of the measurement uncer-

tainty were estimated according to the ISO 

GUM approach or bottom-up approach

(at a confidence level of approximately 95%, 

k = 2).  An example of the estimation of measure-

ment uncertainty value of d-limonene in dried

cannabis leaves was shown in Figure 5.

The major contributing factors were sample 

weight (42%), method precision (27%) and 

standard concentration (21%), while other 

elements such as bias or recovery (5%) and 

calibration curve (C0: 3%) contributed minimally

as shown in Figure 5.

Figure 5  Contribution of the different sources to the overall combined uncertainties of d-limonene 

 in dried cannabis leaves
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The developed GG-MS/MS method was 
applied to the determination of terpene profile 
characteristics of GG#1 cannabis variety grown 
in our Department. Four parts of the plant 
including inflorescences, leaves, stems and 
roots were selected to be analyzed. The blind 
selection of 20 individual plants was harvested
from a cannabis field trial plantation of 
approximately 100 plants from the same seed 
species. A total of 80 samples were tested for 
the quantification of terpenes to give the unique 
profile for the further species registration.

A variation in the total and individual 
terpene content between four different parts 
of the plant was observed. Table 4 shows, 
in general, that the concentration of all terpenes 
in inflorescence was higher than in other parts of 
the plant. For example, the content of α-pinene 
was around 10 times higher in the flowers 
than in leaves and stems. Three compounds, 

which were caryophyllene oxide, geraniol, and 
isopulegol, were not traceable in any samples. 
Leaves and stems presented slightly the same 
content level of terpenes while roots did not 
contain any terpene in plant tissue. Figure 6 
shows the distribution of cannabis terpenes 
present in four parts of GG#1 cannabis variety. 
These observable data may help in the selection 
of a specific variety or to differentiate one variety 
from another on the basis of terpene content 
profile. In our works, as all plants were grown 
in a specific area and under the same condition, 
the consistency in the terpene concentration 
was consequently noticed in these materials. 
More studies should be undertaken using the 
principal component analysis to investigate the 
distribution of terpenes in the same cannabis 
strain produced in different areas and with 
changes in climates, resources, and farmers’ 
cultivation practices.

Table 4  Quantitative analysis of four parts of cannabis plant samples in mg/g (n = 20)

Terpenes
Average concentration ± SD (mg/g)

Inflorescences Leaves Stems Roots

3-carene
α-humulene
α-ocimene
α-pinene
α-terpinene
α-terpinolene
β-caryophyllene
bisabolol
β-ocimene
β-pinene
camphene
caryophyllene oxide
cineole
d-limonene
geraniol
γ-terpinene
Guaiol
isopulegol
linalool
myrcene
nerolidol 1
nerolidol 2
p-cymene

0.83±0.02
3.54±0.14
1.29±0.02
1.54±0.09
2.54±0.03
2.15±0.06
5.25±0.27
2.52±0.06
1.43±0.02
0.47±0.06
0.86±0.01

ND
0.37±0.03
0.95±0.03

ND
0.76±0.01
2.82±0.08

ND
1.12±0.02
1.03±0.02
1.5±0.05
2.57±0.06
0.54±0.04

0.06±0.01
0.18±0.01
0.11±0.01
0.09±0.02
0.22±0.01
0.21±0.01
0.17±0.02
0.14±0.01
0.11±0.01

< LOQ
0.06±0.01

ND
0.05±0.01

< LOQ
ND

0.09±0.01
0.17±0.01

ND
ND

< LOQ
ND

0.07±0.01
0.08±0.01

0.11±0.01
0.13±0.01
0.15±0.01
0.13±0.01
0.20±0.01
0.16±0.01
0.12±0.01
0.17±0.01
0.16±0.01

ND
0.10±0.01

ND
0.06±0.01
0.11±0.01

ND
0.09±0.01
0.19±0.01

ND
0.09±0.01
0.12±0.01
0.09±0.01
0.19±0.01
0.09±0.01

ND
ND

< LOQ
ND

< LOQ
< LOQ

ND
ND

< LOQ
ND
ND

< LOQ
ND
ND
ND
ND
ND
ND

< LOQ
ND
ND
ND
ND

ND = not detected; < LOQ = less than 0.05 mg/g
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Figure 6 Distribution of cannabis terpenes present in four parts including inflorescences, leaves, 
 stems and roots of GG#1 cannabis variety

Discussion

The challenge for the analysis of different 

classes of properties of terpenes is the selection

of solvent of extraction. Even though the 

optimum solvent composition for terpene and 

cannabinoid compounds differs depending on 

the mixture of analytes of interest,(19) in this 

work we found that ethyl acetate is the solvent 

of choice and represents an excellent extraction

property with a compromised recovery rate 

obtained. The use of small amounts of organic 

solvent results in low environmental impact 

with less waste to be managed.(20) Another

important parameter highly affecting the results 

was the sample concentration before instrument

injection. Due to the powerful instrument 

sensitivity given by GC-MS/MS with the aid 

of triple quadrupole technique, the sample 

concentration of 0.005 g/mL was prepared 

and was enough for clear separate detection. 

The terpene testing still provides sufficient 

concentrations of terpenes in working sample 

solutions to be quantified without concentrating 

them. Because the terpenes are very volatile 

and significantly lost during evaporation step, 

our technique has been shown to be suitable 

for recovery reservation. To identify individual 

terpene by gas chromatography using analytical 

column, the analytes were separated in a fused 

silica capillary column DB-5MS with ubiquitous

stationary phase based on 5% phenyl/95% 

dimethylpolysiloxane. This middle polar column 

was selected firstly because it was available in 

our laboratory as a column of choice in pesticide 

residue analysis. The terpenoid compounds were 

therefore easily separated between each other 

using the temperature gradient programme(21) 

set by constant low rate of temperature changes 

due to a big difference in volatility of the 

compounds.
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the rest of target terpenes. These observations 

may help in the selection of a specific variety 

or to differentiate one variety from another on 

the basis of terpene content. More studies are 

underway using principal component analysis to 

investigate the distribution of terpenes among 

different Thai cannabis varieties produced in 

Thailand under medical cannabis laws.

Conclusion

In this study, a GC-MS/MS method was 
developed for the simultaneous analysis and 
quantification of 21 terpenes. Using tandem 
mass spectrometer offers the added benefit of 
spectral confirmation of peaks to ensure that 
identification is accurate with no co-eluting 
interferences. The method was shown for 
cannabis terpenoids; however, it could also 
be used for other natural terpenes as well. 
The extraction and instrument method were 
fully validated showing the reliability and 
practicability of the method. A single solvent 
was used to demonstrate an environmentally 
friendly and simple microextraction of hemp 
and cannabis plant materials. The validation 
parameters, including linearity, sensitivity,
selectivity, precision, and accuracy, were 
acceptable within analytical criteria. The working
range covered the whole concentration of 
terpenoids present in GG#1 cannabis strain. 
This method has been successfully applied to 
the analysis of cannabis inflorescences, leaves, 
stems and roots. Data of terpenes profile from 
this work, which will be incorporated with 
botanic, genetic, and other chemical information 
from our Department along with the medical 
efficacy and safety of cannabis varieties, will 
be registered by the authority for the official 

recognition in Thailand. 

The developed method presents a great 

analytical performance within a reasonable 

analysis timeframe, since it provides separation

of multiple components in cannabis plant. 

Twenty-one analytes were separated with 

excellent resolution and the baseline was clean 

enough for identification and confirmation.

Validation data including the linearity, 

accuracy and precision parameters shown in 

Table 3 confirmed the suitability of the method 

also for quantitative use. Sufficiently low 

sensitivity limits given by the instrument 

set-up were important especially from the 

terpene standpoint, and on the other hand, 

accurate results during extraction and analytical

step allowed work with non-concentrated or 

non-diluted working sample solutions. This 

is a great advantage especially in view of the 

process simplicity.

The developed extraction and instrumental

analyses provide sufficient sensitivity to identify

target terpenes highly present in cannabis 

plants. Figure 3 shows the separation of 21 

compounds and isomers; and in Table 4, the 

identification of terpenes with ion intensity 

ratio used for confirmation purpose is provided.

Eighteen terpenes were abundantly present 

in inflorescence samples and could be used 

as complementary chemical markers in 

the qualification of Cannabis genus plants. A 

variation in the total and individual terpene 

content between parts of plant was observed. 

Within the inflorescences from cannabis flower, 

the content of terpenes was generally higher 

in the other parts. For example, the content of 

α-humulene was around twenty times higher 

in the leaves and stems (0.18 and 0.13 mg/g), 

while the compound was not detected in the 

roots. The trend was observed continually in 
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วีรวุฒิ วิทยานันท และ ธรณิศวร ไชยมงคล 
สำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การพัฒนาและทดสอบความใชไดของวิธีตรวจวิเคราะห
สารเทอรพีนและเทอรพีนอยดในกัญชากัญชง

โดยเทคนิค GC-MS/MS

บทคัดยอ เทอรพีน (Terpenes) เปนหนึ่งในองคประกอบหลักที่มีอยูในพืชกัญชากัญชง ซึ่งผลของการรักษาอาการผิดปกติ

ของรางกายและสมองโดยใชกัญชากัญชงข้ึนอยูกับองคประกอบและสัดสวนจําเพาะของเทอรพีน การบําบัดความผิดปกติ

ทางอารมณและโรควิตกกังวลดวยกัญชากัญชงตองอาศัยการทํางานแบบ entourage eff ect ของสารกลุมเทอรพีนรวมกับ

สารกลมุแคนนาบนิอยด การกาํหนดปรมิาณและสดัสวนของเทอรพนีในกญัชากญัชงจงึมคีวามสาํคญัตอการคัดเลอืกพชืสมนุไพร 

การศึกษานี้ไดพัฒนาวิธีวิเคราะหโดยใชเครื่อง triple quadrupole mass spectrometer โดยเทคนิค SRM และตรวจสอบ

ความใชไดของวิธีเพื่อหาชนิดและปริมาณของเทอรพีนรวม 21 ชนิด เตรียมตัวอยางโดยการสกัดสวนของพืชดวยเอทิลอะซีเตต

ตามดวยการแยกสารดวยการส่ันสะเทือนจากคล่ืนอัลตราโซนิคและหมุนเหวี่ยงใหตกตะกอน สารสกัดตัวอยางที่ไดถูกฉีด

โดยตรงเขาเครื่องมือวิเคราะห ผลการทดสอบพบชวงความเปนเสนตรงอยูระหวาง 0.05–5 มิลลิกรัมตอกรัม โดยมีคา r2 > 0.99

ความแมนจากคาการคืนกลับเฉลี่ยของเทอรพีนทุกชนิดยกเวน geraniol ในตัวอยางมีคาอยูระหวาง 92.3–105.1% ความเที่ยง

ของวิธีแสดงดวยสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) อยูในเกณฑยอมรับระหวางต้ังแต 1.6–13.2% ขีดจํากัดของ

การตรวจพบและขีดจํากัดของการตรวจวัดเชิงปริมาณของเทอรพีนมีคาเปน 0.03 และ 0.05 มิลลิกรัมตอกรัม ตามลําดับ

วิธีนี้เปนวิธีที่มีความจําเพาะเจาะจง เชื่อถือได แมนยํา และสามารถนําไปใชกับการหาปริมาณเทอรพีนที่เปนองคประกอบ

ในสวนตางๆ ของกัญชากัญชงที่พัฒนาสายพันธุโดยกรมวิทยาศาสตรการแพทย ไดแก ชอดอก ใบ ตน และราก เพื่อประกอบ

การขึ้นทะเบียนพันธุพืชกับกรมวิชาการเกษตรตอไป

คําสําคัญ: เทอรพีน, เทอรพีนนอยด, กัญชา, กัญชง, GC-MS/MS
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Acute and Sub-Chronic Oral Toxicity of 
Kratom leaves aqueous extract in Wistar rats

ABSTRACT Kratom, or Mitragyna speciosa (Korth.) Havil. is widely used in pharmaceutical and 

medical applications, including food or dietary supplements. Toxicological testing data for Kratom has 

been less conducted in Thailand, although Kratom can be easily traded at present. This study aimed 

to assess the acute and sub-chronic oral toxicity of Kratom leaves aqueous extract in Wistar rats to 

obtain useful information for product registration, including confi dence and product safety for consumers. 

The results showed the doses at 300 and 2,000 mg/kg body weight did not cause acute toxicity and 

mortalities in animals, thus Kratom leaves aqueous extract was classifi ed in GHS (Globally Harmonised 

System for Classifi cation and Labeling of Chemicals) category 5 or unclassifi ed, with the LD50 cut off  at 

5,000–∞ mg/kg body weight of the animal. The sub-chronic oral toxicity testing was investigated at 250, 

500, and 1,000 mg/kg body weight. It was concluded that the no observed adverse eff ect level (NOAEL) 

of Kratom leaves aqueous extract was 1,000 mg/kg body weight of the animal. From this study, the toxi

city profi le of Kratom leaves aqueous extract provided valuable data that was essential and could be

supported for future studies, especially the toxicity study of Kratom product, which was produced and sold in 

Thailand. In the future, chronic toxicity studies will be emphasized to evaluate its safety and long-term 

eff ects.

Keywords: Mitragyna speciosa (Korth.) Havil., Kratom leaves aqueous extract, Acute and sub-chronic 

 oral toxicity
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Introduction

Kratom (Mitragyna speciosa (Korth.) 

Havil.) is a plant belonging to the Rubiaceae

family and native to Southeast Asia.(1,2)

The botany of Kratom plants is perennial, with 

a height of around 15-30 meters.(3) The trunk 

is generally straight, and the outer bark is 

smooth and gray.(4)  The leaves are dark green, 

glossy on their upper surfaces, ovate-acuminate

in shape, and opposite in growth pattern.(5)

The spherical inflorescences are grown in clusters

of three at the ends of the branches and are 

deep yellow.(6) In Thai traditional medicine, 

Kratom leaves were used to suppress stomach 

pain, cure dysentery, cure diarrhea, relieve 

body aches and pains, and act as sedatives.(3)

It produces and accumulates substances in 

various groups, including alkaloids, flavonoids, 

triterpenes, phenolic compounds, etc. The indole 

alkaloids are the largest group of compounds 

found in Kratom. The active substance is 

mitragynine, the main compound reported in 

Thai Kratom leaves as high as 66% by weight 

compared to the total alkaloids(3), while other 

alkaloids are reported in small amounts, which 

are not more than 2% of the total alkaloids, 

such as 7-hydroxymitragynine, speciogynine, 

and mitraciliatine.(7) Mitragynine is the main 

compound of alkaloids in Kratom leaves, and 

other alkaloids are derivatives or diastereomers 

of mitragynine (Figure 1).(8) The mitragynine 

substance was first isolated in 1907.(9) However,

to synthesize mitragynine using organic 

synthesis, it was succeeded by Takayama 

H., et al.(10) and Ma J., et al.(11) However,

the amount that could be synthesized was less 

than the natural extraction.

The pharmacology of mitragynine 

affects the nervous system, digestive system, 

anti-inflammatory and antibacterial effects, and 

other systems such as high blood pressure, etc.(3) 

For the toxicology study of Kratom, there were 

some reports; for example, Sabetghadam A., 

et al.(12) indicated that the LD50 of mitragynine

in mice with oral administration was 477.1 mg/kg

Figure 1  Chemical structures of alkaloids in Mitragyna speciosa (Korth.) Havil. Leaves (8)
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body weight, and kratom extract containing

20−22% mitragynine content had an LD50

of 591.6 mg/kg body weight, while the LD50 

value of the mitragynine compound with oral 

administration was higher than the intravenous

administration reported by Smith LC.,

et al.(13) and Harizal SN., et al.(14) The oral 

administration of the methanol extract from 

Kratom given to rats at doses of 100, 500 and 

1,000 mg/kg body weight caused no deaths in 

14 days. This substance did not affect feed and 

water consumption, including visceral weight 

and blood values, but was found to have an 

effect on the weight gain of animals, while at 

a dose of 100 mg/kg body weight, it inhibited 

weight gain. The results of the aforementioned 

were consistent with Ilmie MU., et al.(15) It was 

found that rats receiving methanol extract from 

Kratom for 14 days at doses of 100, 500 and 1,000 

mg/kg body weight had significantly higher 

blood pressure than the control. At a dose of 

1,000 mg/kg body weight, the liver tissue was 

damaged, but the lung and kidney tissues were 

not damaged, and no abnormality of the blood 

cell count was found. From Sabetghadam A.,

et al(16) it was reported that oral administration

of mitragynine to rats for 28 days showed a 

decrease in red blood cell, white blood cell, and 

platelet counts, yet hemoglobin (HGB) and 

hematocrit (HCT) levels increased. Besides, 

those rats receiving the methanol extract from 

Kratom at doses of 100, 500 and 1,000 mg/kg 

body weight performed alanine aminotransferase

(ALT) higher than the control group, which 

was taken morphine-treated patients at

the toxic dose also had changes in albumin and 

triglyceride levels, which indicated abnormalities

in liver function and hepatic tissue injury.(14)

The rational of the Kratom study was 

that, due to legal control in the past, Kratom 

was classified as a narcotic drug type 5, but this 

law had been abolished in the present which 

effective on 27th August 2022.(17) Thus, Kratom 

was popularly and widely used as medicine 

because it was believed to be safe with little or 

no side effects. Moreover, it was important to 

document toxicological data comprehensively 

for their safety reasons, resulting in more 

Kratom studies nowadays. Notwithstanding 

the widespread use of Kratom, there was still 

insufficient data about its toxicity. Therefore, 

this study was performed to evaluate acute and 

sub-chronic toxicity. The acute oral toxicity 

of Kratom leaves aqueous extract was studied

for classification in the GHS (Globally 

Harmonised System for Classification and 

Labeling of Chemicals) category, which complied

with OECD Guidelines for the Testing of 

Chemicals 423, Acute Oral Toxicity - Acute Toxic

Class Method (Figure 2).(18) The methodology 

of sub-chronic oral toxicity modified from the 

OECD Guidelines for Testing of Chemicals 408, 

Repeated Dose 90-Days Oral Toxicity Study 

in Rodent(19) that was performed to confirm 

the edible safety and to evaluate the no-observed-

adverse-effect level (NOAEL) for long-term 

use of Kratom leaves aqueous extract.
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Materials and Methods

Sample preparation

The Kratom leaves aqueous extract was 

provided by Ruay Anan 168 Co., Ltd. The quality

control of samples was performed by Central 

Laboratory (Thailand) Co., Ltd. for heavy 

metal analysis such as arsenic, cadmium, etc. 

(Reference method: AOAC Official Method 

2015.01; “Determination of Heavy Metals in 

Food by Inductively Coupled Plasma-Mass 

Spectrometry First Action” (2015)). The active 

ingredient (mitragynine), including microbio-

logical contamination tests such as Salmonella 

spp., etc. (reference method: ISO 6579-1:2017, 

“Microbiology of the Food Chain – Horizontal 

Method for the Detection, Enumeration, and 

Serotyping of Salmonella-Part 1: Detection 

of Salmonella spp.) The mitragynine content 

in this lot that was used in both studies was 

reported at 1,822.84 mg/kg by high performance 

liquid chromatography (HPLC) with UV detector

as the reference method.(20)

The leaves of Kratom were washed twice, 

drained, and finely chopped. After that, it was 

boiled and stirred with a boiling and stirring 

machine (SUS 304–4L, Khonthong 2520 LTD., 

Bangkok, Thailand). Then, it was extracted 

with a high-speed extractor using high-tempera-

ture and high-pressure water to flow through 

the sample, and then the water was evaporated 

and concentrated extracts were obtained. Then, 

it was filtered to remove residue, freeze dried 

at a temperature range of -80 to -60°C with a 

freeze dryer (GFD-200SM and GFD-400SM, 

Grisrianthong Co., Ltd., Ratchaburi, Thailand), 

and prepared into powder by blender with 

50-250 kg/hr, 450 mesh (WFJ-450, Swentech 

Ltd., Bangkok, Thailand).

The Kratom leaves aqueous extract 

received from the method mentioned above was 

fine brown or brownish green powder. It was 

kept in a tightly-closed container, protected 

from moisture. The storage condition of this 

sample was kept at room temperature but not 

exceeding 30°C including sealed the container 

and stored away from direct sun light.

Figure 2   A test procedure for acute oral toxicity with a starting dose of 300 mg/kg body weight.(18)
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Preparation of the dose

For acute oral toxicity, Kratom leaves 

aqueous extract was being weighed and freshly 

mixed with sterile water as vehicle prior to 

administration, which was calculated at 300 

and 2,000 mg/kg body weight. Kratom leaves 

aqueous extract for sub-chronic oral toxicity 

was prepared as same as the acute oral toxicity 

but using 3 dose levels (low, medium, and high 

dose), which were 250, 500, and 1,000 mg/kg 

body weight.

Preparation of animals

The 12 females of Wistar rats (9 weeks) 

and 50 males and 50 females of Wistar rats 

(6 weeks), whose their body weight ranged 

from 200 g ±20% were used for acute and 

sub-chronic oral toxicity, respectively. All animals

were obtained from the Office of Laboratory 

Animal Production, National Laboratory Animal 

Center, Mahidol University, Thailand.

Animal husbandry conditions

The animals were housed in stainless 

steel cages with feed (082, Perfect Companions,

Thailand) and 5–7 ppm chlorinated water 

ad libitum under standard conditions of 12 

hours light, 12 hours dark, at 22±3°C, and 

30–70% relative humidity. 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.(21)

Acute oral toxicity test

For the administration of the dose for acute

oral toxicity, the animal was fasted (feed but 

not water) overnight (15–18 hours) prior to 

administration. After that, a substance at dose 

levels of 300 and 2,000 mg/kg body weight was 

administered orally to the animal in a single 

dose and then feed to the animal after 3–4 hours 

that test substance had been administered.

Observational, the animal was monitored 

during the first 4 hours, with special attention 

during the first 30 minutes, and then periodically

during the first 24 hours. A general observation 

of animals was observed individually for toxic 

effects such as changes in skin and fur, eye and 

mucous membranes, respiratory, circulatory,

autonomic, and central nervous systems, 

somatomotor activity, and behaviour pattern

daily. The addition would be directed to 

observations of tremors, convulsions, gasping, 

cyanosis, vocalization, salivation, diarrhea, 

lethargy, sleep, and coma. The body weight, 

feed, and water consumption of the survived 

animals were measured and recorded on days 1, 

7, and 14 after each dose level administration.

Necropsy Examination, after 14 days, 

the survived animals were euthanized using 

CO2 inhalation.(22) And all tested animals were

sacrificed. The positions, shapes, sizes, and 

colours of internal organs were evaluated. 

Sub-chronic oral toxicity test

Administration of doses for sub-chronic 

oral toxicity, 50 males and 50 females of Wistar 

rats were used and randomized into 5 groups 

(10 animals per sex/20 animals per group). 

Group 1 as the control group (vehicle control; 

sterile water), Group 2, 3, and 4 as the main 

groups at low dose, middle dose, and high dose 

(250, 500, and 1,000 mg/kg body weight of 

Kratom leaves aqueous extract, respectively), 

and Group 5 as the recovery group. The dosage 
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administration for each animal was calculated 

based on the body weight of the animal prior 

to administration at a constant volume of 1 

ml per 500 g body weight. All animals were 

administered once daily for 90 days, and without

dosing during the recovery period, 14 days

for the recovery group.

Observational, all animals were monitored

at least once a day for clinical signs at the similar

time and were done outside the cage. After 

the last dose, animals in the recovery group

were scheduled for follow-up observations to 

determine persistence and look at the exacer-

bation and/or reversibility of potential adverse 

effects for a total of 14 days. A general observation 

of animals was observed, as same as the acute oral 

toxicity test. In addition, the ophthalmological

examination was performed before and after

dosing, and the neurological examination 

was examined once a week, starting at week 

11th. The animal body weight, feed, and water 

consumption data were measured and recorded 

weekly, and the recovery group was continuously

observed for another 14 days after 90 days of 

administration.

For necropsy examination, the animal 

was fasted (feed but not water) overnight 

(15–18 hours) on the last day of each group, 

and CO2 inhalation(22) was used to euthanize. 

The cardiac puncture method was used for the 

blood sample collection, which was separated 

into 2 tubes for hematological (200 µl) as an 

EDTA tube and clinical biochemistry analysis 

(800 µl). The automated analyzer (Procyte 

DxTM, IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine, 

USA) was used to perform the hematological

analysis of 13 parameters: red blood cell count

(RBC), hemoglobin (HGB), hematocrit 

(HCT), mean corpuscular volume (MCV), 

mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean 

corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), 

platelet (PLT), white blood cell count (WBC), 

neutrophil (NEUT), lymphocyte (LYMPH), 

monocyte (MONO), eosinophil (EO), and 

basophil (BASO). The 17 parameters of clinical

biochemistry analysis were measured using 

an automated blood analyzer (Cobas® c311, 

Roche Diagnostics, Basel, Switzerland), which 

consisted of sodium (Na), potassium (K), 

chloride (Cl), glucose (SGLU3), cholesterol

(CHO2L), triglyceride (TRIGL), uric acid 

(UA2), blood urea nitrogen (U-BUN), 

creatinine (CREA2), total protein (TP2),

albumin (ALB2), globulin (GLO), high–density 

lipoprotein (HDLC4), low–density lipoprotein 

(LDLC3), alanine amino transferase (ALTL), 

aspartate amino transferase (ASTL), and 

alkaline phosphatase (ALP2S). The necropsy 

was evaluated the positions, shapes, sizes, 

and colors of internal organs. The organs were 

trimmed and weighed (all the paired organs

were weighed separately) to determine relative

organ weights as liver, kidneys, lung, adrenals,

heart, spleen, brain, thymus, testes, and 

epididymides for males, uterus, and ovaries for 

females. Paraffin section technique: the organs 

were trimmed and embedded for histopathology

examinations, and then the liver, kidneys, lung, 

heart, and spleen were compared by a scoring

system between the control and high-dose

groups.

Statistical Analysis

The mean ± standard deviation was 

used to show the quantitative results. The 

Kolmogorov-Smirnov test and Levene’s test(23) 
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were performed to statistically analyze the data 

for normality and homogeneity of variances. 

The data between the control group and each 

treatment group were compared by ANOVA 

and the Mann-Whitney U test. A significant 

difference using SPSS® Statistical software 

version 18.0.0 was consulted (p ≤ 0.05).

Ethical approval

The study was approved by the National 

Laboratory Animal Center Animal Care and Use 

Committee (NLAC-ACUC), Mahidol University,

Thailand, on May 25, 2022, coded RA2022-12

for acute oral toxicity and RA2022-13

for sub-chronic oral toxicity.

Results

For both toxicity test, it was shown that 

no animal mortalities occurred, and the clinical

signs did not show any toxicity or changes 

in physical examination. The result of the 

ophthalmological and neurological examinations 

was normal.

The result of the animal motor activity

assessment showed the average in the low dose 

(week 12), high dose (week 11), and recovery

group (week 14) in male animals was 

statistically significant difference higher than 

the control group, but the recovery group of 

males (week 15) and females (week 14) was 

statistically significant difference lower than the 

control group (p ≤ 0.05). Moreover, there was 

no statistically significant difference between 

animals for both sexes in fore-limb grip strength 

and hind-limb grip strength; only females of low 

dose (week 11) showed a statistically significant 

difference higher than when compared with 

the control group (p ≤ 0.05). The individual body 

weights of the survived animals continued to 

gain throughout the testing period. There was a 

statistically significant difference for only male 

body weight in the main group, but in the recovery

group for both sexes, there was no statistically 

significant difference when compared with the 

control group (p ≤ 0.05). The data on acute 

oral toxicity and sub-chronic oral toxicity are 

presented (Table 1 and Figure 3), respectively. 

For oral toxicity tests, acute and sub-chronic, 

the feed and water consumption of animals 

were measured daily, and the data showed that 

all animal feed and water consumptions were 

regular. The result showed the feed and water 

consumption data for sub-chronic oral toxicity 

in animals (Figures 4 and 5).

Regarding relative organ weight, the 

following organs (Tables 2 and 3) were 

converted to relative organ weights (organ-

to-body weight ratios). There was a statistically

significant difference in organ weight when 

compared with the control group for both sexes 

(p ≤ 0.05). The averages of left and right testis

(low dose), right epididymides (low dose and 

middle dose), heart, and pituitary glands

(high dose) for male animals, including the 

right and left kidney, right adrenal gland, 

and right ovaries, and oviduct (recovery) for 

female animals, were statistically significant 

differences lower than the control group, but 

only the left thyroid and parathyroid glands in 

low dose for female animals were statistically 

significant differences higher than the control 

group.

Macroscopic findings were observed as 

mild multifocal thymic hemorrhage (all group 

in male animals and low dose and high dose 

in female animals), clear fluid retention in 
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the uterus (all group in female animals), 

severe distension of the stomach (severe gastric 

dilation), and moderate reddening at the 

peripheral area of both caudal lung lobes 

in high dose male animals. For microscopic

findings, according to the macroscopic lesions 

at necropsy findings, necrosis consisted of the 

minimal to moderate focal thymic hemorrhage

observed in the thymus gland for all groups 

in male animals and low dose and high dose 

in female animals, the mild to moderate 

dilation of the uterine lumen (all groups 

in female animals), the endometrial and 

glandular epithelial degeneration, and 

necrosis (low dose in female animals). The kidneys

revealed minimal focal hyaline cast (control 

and recovery group in male animals), which 

was characterized by homogeneous eosinophilic 

material (tubular proteinosis) filling the tubular 

lumen, minimal focal tubular mineralization in 

the kidneys (recovery group in female animals), 

and minimal focal mononuclear cell infiltration 

at periportal areas without associated alteration 

of adjacent hepatocytes in the liver (high dose, 

recovery group in male animals, and control 

group in female animals).

The clinical biochemistry analysis showed 

a statistically significant difference when 

compared with the control group for both sexes 

(p ≤ 0.05). TP2 and ALB2 (low dose), U-BUN 

TP2 and ALB2 (middle dose), ASTL ALTL 

ALB2 (high dose), Na (recovery) of males and 

TP2 ALB2 (middle dose), and CHO2I TRIGL 

ALB2 HDLC4 (recovery) of females were 

statistically significant differences higher than 

the control group. The averages of K (middle 

dose), CREA2 (high dose) for males and CREA2 

(middle dose) for females were statistically 

significant difference lower than the control 

group. In addition, the averages of Cl in low, 

moderate, and high dose groups for both sexes 

were statistically significant difference lower 

than the control group (Tables 4 and 5).

In the hematological analysis, the averages

of RBC, HGB, and MONO of male animals 

in the moderate dose group were statistically 

significant difference lower than the control 

group (p ≤ 0.05). The averages of RBC, HGB, 

and WBC of females in the moderate and 

high dose groups were statistically significant

differences higher than the control group

(p ≤ 0.05), but only the WBC of females was 

related to the dose of the test item. For the 

recovery group, there was no statistically 

significant difference in hematological results 

when compared with the control group for both 

sexes (p ≤ 0.05) (Tables 6 and 7).

Discussion

The toxicity study of Kratom leaves 

aqueous extract started with acute oral toxicity 

with a single dose of the test substance at 300 

and 2,000 mg/kg body weight. All animals did 

not show signs of toxic effects, moribundity, or 

mortality, as in the studies of Harizal et al.(14) 

and Kamal MSA et al.(24) where the animals were 

orally administrated single doses of 100, 500 and 

1,000 and 175, 500 and 2,000 mg/kg body weight, 

respectively. However, the other signs of

animals were differently found in this study, 

such as a low level of activity (slow movement)

and rapid breathing caused by an increase in 

blood pressure(14), fatigue and sleep sign(24), etc. 

Then, sub-chronic oral toxicity was performed 

by oral administration of the test substance for 
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Figure 3 Effect of Kratom leaves aqueous extract on body weights (g) in animal treated for
 90 days 
 (a) Control group, Treatment group (250, 500 and 1,000 mg/kg BW) (n = 40) 
 in male animal (b) Control group, Treatment group (250, 500 and 1,000 mg/kg BW) 
 (n = 40) in female animal and (c) Recovery group (n = 20) in male and  female animal
                Note: AC = Acclimatization
               a The average is statistically significant difference of control group (p ≤ 0.05)

(c)

(a)

(b)
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Figure 4 Effect of Kratom leaves aqueous extract on feed consumptions (g) in animal treated
 for 90 days 
 (a) Control group, Treatment group (250, 500 and 1,000 mg/kg BW) (n = 40)
 in male animal (b) Control group, Treatment group (250, 500 and 1,000 mg/kg BW)
 (n = 40) in female animal and (c) Recovery group (n = 20) in male and female animal
               Note: AC = Acclimatization
             a The average is statistically significant difference control group (p ≤ 0.05)
              b The average is statistically significant difference of control-recovery group (p ≤ 0.05)

(a)

(b)

(c)
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Figure 5 Effect of Kratom leaves aqueous extract on water consumptions (g) in male and 
 female animal treated for 90 days
 (a) Control group, Treatment group (250, 500 and 1,000 mg/kg BW) (n = 40)
 in male animal (b) Control group, Treatment group (250, 500 and 1,000 mg/kg BW)  
 (n = 40) in female animal and (c) Recovery group (n = 20) in male and female animal
 Note: AC = Acclimatization
              a The average is statistically significant difference of control group (p ≤ 0.05)  
            b The average is statistically significant difference of control-recovery group (p ≤ 0.05)

(a)

(b)



198

Acute and Sub-chronic Oral Toxicity of Kratom leaves aqueous extract Passaraporn Srimangkornkaew et al.

วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2567

(c)

Figure 5 Effect of Kratom leaves aqueous extract on water consumptions (g) in male and 
 female animal treated for 90 days 
 (a) Control group, Treatment group (250, 500 and 1,000 mg/kg BW) (n = 40)
 in male animal (b) Control group, Treatment group (250, 500 and 1,000 mg/kg BW)  
 (n = 40) in female animal and (c) Recovery group (n = 20) in male and female animal
 Note: AC = Acclimatization
              a The average is statistically significant difference of control group (p ≤ 0.05)  
            b The average is statistically significant difference of control-recovery group (p ≤ 0.05)

(continued)

Body 
Weight 

Change (%)

Animal
No.

Body Weight (g) Body 
Weight 

Change (%)Quarantine Acclimatization Day 0 Day 7 Day 14 Termination

300
1
2
3

208
207
206

213
208
214

210
204
203

232
224
227

243
232
235

238.56
230.35
228.63

15.71
13.73
15.76

300
4
5
6

205
201
201

201
201
198

198
198
200

211
221
217

227
223
236

224.08
224.69
235.28

14.65
12.63
18.00

2,000
7
8
9

200
200
199

198
200
214

204
204
214

228
221
236

240
230
244

235.21
229.07
242.69

17.65
12.75
14.02

2,000
10
11
12

199
197
196

211
203
201

219
205
208

243
224
230

258
240
240

252.83
234.22
236.57

17.81
17.07
15.38

Table 1 Effect of Kratom leaves aqueous extract on body weights (g) in animal for acute oral 

 toxicity (n = 12)
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Table 2 Effect of Kratom leaves aqueous extract on relative organ weight in male animal 

 treated for 90 days (n = 50)

Note: Values are average ± standard deviation
         a The average is statistically significant difference of control group (p ≤ 0.05)

Table 3 Effect of Kratom leaves aqueous extract on relative organ weight in female animal

 treated for 90 days (n = 50)

Organ

Main Group Recovery Group

Control
(Sterile
water)

Low 
(250 

mg/kg BW)

Medium
(500 

mg/kg BW)

High
(1,000 

mg/kg BW)

Control
(Sterile 
water)

High
(1,000 

mg/kg BW)

Liver 2.6122±0.11 2.7419±0.23 2.7661±0.15 2.7118±0.09 2.5055±0.12 2.5039±0.11

Right Kidney 0.2582±0.03 0.2584±0.02 0.2550±0.02 0.2630±0.01 0.2476±0.02 0.2543±0.01

Left Kidney 0.2496±0.03 0.2523±0.02 0.2505±0.02 0.2463±0.01 0.2412±0.01 0.2520±0.01

Heart 0.3110±0.02 0.3023±0.01 0.2974±0.01 0.2921±0.02a 0.2926±0.01 0.3044±0.02

Spleen 0.1821±0.01 0.1774±0.01 0.1773±0.01 0.1699±0.01 0.1813±0.01 0.1678±0.03

Pituitary gland 0.0024±0.00 0.0022±0.00 0.0021±0.00 0.0020±0.00a 0.0020±0.00 0.0021±0.00

Brain 0.4271±0.03 0.3981±0.02 0.4141±0.02 0.4322±0.05 0.4100±0.02 0.4326±0.05

Right Thyroid, Para 0.0018±0.00 0.0019±0.00 0.0019±0.00 0.0018±0.00 0.0019±0.00 0.0018±0.00

Left Thyroid, Para 0.0019±0.00 0.0018±0.00 0.0018±0.00 0.0018±0.00 0.0016±0.00 0.0018±0.00

Right Adrenal 0.0073±0.00 0.0079±0.00 0.0075±0.00 0.0082±0.00 0.0071±0.00 0.0071±0.00

Left Adrenal 0.0092±0.00 0.0091±0.00 0.0086±0.00 0.0093±0.00 0.0083±0.00 0.0083±0.00

Right Testis 0.3973±0.03 0.3699±0.02a 0.3852±0.03 0.4037±0.02 0.3757±0.02 0.3875±0.06

Left Testis 0.3983±0.03 0.3699±0.02a 0.3910±0.03 0.4102±0.01 0.3865 ±0.02 0.3935±0.05

Right Epididymis 0.1282±0.01 0.1180±0.01a 0.1150±0.01a 0.1252±0.00 0.1168±0.01 0.1216±0.01

Left Epididymis 0.1238±0.01 0.1187±0.01 0.1157±0.01 0.1275±0.01 0.1195±0.01 0.1217±0.01

Prostate gland 0.1064±0.02 0.0885±0.02 0.1019±0.02 0.1007±0.01 0.0848±0.02 0.1042±0.01

Thymus 0.0636±0.01 0.0627±0.01 0.0694±0.01 0.0636±0.01 0.0510±0.01 0.0604±0.01

Organ

Main Group Recovery Group

Control
(Sterile
water)

Low 
(250 mg/kg 

BW)

Medium
(500 mg/kg 

BW)

High
(1,000 mg/kg 

BW)

Control
(Sterile 
water)

High
(1,000  mg/kg 

BW)

Liver
Right Kidney
Left Kidney
Heart
Spleen
Pituitary gland
Brain
Right Thyroid, Para

2.6361±0.20
0.2882±0.01
0.2785±0.02
0.3565±0.02
0.2238±0.01
0.0051±0.00
0.7421±0.03
0.0029±0.00

2.5420±0.16
0.2912±0.01
0.2819±0.01
0.3580±0.02
0.2343±0.02
0.0052±0.00
07748±0.05
0.0029±0.00

2.6335±0.22
0.2952±0.02
0.2789±0.02
0.3516±0.01
0.2387±0.01
0.0051±0.00
0.7709±0.04
0.0030±0.00

2.5467±0.16
0.2895±0.01
0.2766±0.01
0.3604±0.02
0.2308±0.02
0.0049±0.00
0.7701±0.05
0.0029±0.00

2.5177±0.04
0.3060±0.02
0.2924±0.01
0.3538±0.02
0.2353±0.02
0.0056±0.00
0.7989±0.06
0.0031±0.00

2.4510±0.11
0.2830±0.01b

0.2720±0.01b

0.3420±0.01
0.2220±0.01
0.0048±0.00
0.7684±0.02
0.0031±0.00
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Note: Values are average ± standard deviation
          a The average is statistically significant difference of control group (p ≤ 0.05)
          b The average is statistically significant difference of control-recovery group (p ≤ 0.05)

Organ

Main Group Recovery Group

Control
(Sterile
water)

Low 
(250 mg/kg 

BW)

Medium
(500 mg/kg 

BW)

High
(1,000 mg/kg 

BW)

Control
(Sterile 
water)

High
(1,000  mg/kg 

BW)

Left Thyroid, Para
Right Adrenal
Left Adrenal
Right Ovary, oviduct
Left Ovary, oviduct
Uterus
Thymus

0.0025±0.00
0.0175±0.00
0.0190±0.00
0.0267±0.00
0.0265±0.00
0.2035±0.04
0.1008±0.01

0.0032±0.00a

0.0187±0.00
0.0206±0.00
0.0293±0.00
0.0271±0.00
0.1981±0.06
0.0984±0.02

0.0028±0.00
0.0170±0.00
0.0198±0.00
0.0284±0.00
0.0280±0.00
0.2335±0.07
0.0905±0.01

0.0029±0.00
0.0155±0.00
0.0200±0.00
0.0272±0.00
0.0279±0.01
0.2110±0.07
0.0865±0.02

0.0026±0.00
0.0183±0.00
0.0196±0.00
0.0288±0.00
0.0264 ±0.00
0.2450±0.09
0.0883±0.02

0.0030±0.00
0.0154±0.00b

0.0195±0.00
0.0257±0.00b

0.0276±0.00
0.2489±0.11
0.0868±0.02

Table 3 Effect of Kratom leaves aqueous extract on relative organ weight in female animal

 treated for 90 days (n = 50) (continued)

Table 4 Effect of Kratom leaves aqueous extract on clinical biochemistry analysis result in

 male animal treated for 90 days (n = 50)

Parameter

Main Group Recovery Group

Control
(Sterile
water)

Low 
(250 mg/kg 

BW)

Medium
(500 mg/kg 

BW)

High
(1,000 mg/kg 

BW)

Control
(Sterile 
water)

High
(1,000  mg/kg 

BW)

SGLU3 (mg/dL)
U-BUN (mg/dL)
CREA2 (mg/dL)
UA2 (mg/dL)
CHO2I (mg/dL)
TRIGL (mg/dL)
HDLC4 (mg/dL)
LDLC3 (mg/dL)
ASTL (U/L)
ALTL (U/L)
ALP2S (U/L)
TP2 (g/dL)
ALB2 (g/dL)
GLO (g/dL)
Na (mmol/L)
K (mmol/L)
Cl (mmol/L)

415.48±74.33
19.15±2.53
0.43±0.05
7.04±0.91

74.34±23.23
96.50±32.29
54.82±15.75
12.97±8.80
82.29±10.28
51.62±12.31
81.20±8.52
7.01±0.20
4.91±0.13
2.10±0.12

146.60±0.97
9.81±0.97

101.75±1.11

396.76±41.87
21.07±2.02
0.42±0.02
6.91±0.81

81.31±17.61
109.83±39.54
64.79±13.77
10.13±5.14
90.71±14.48
72.26±20.17
88.30±10.65
7.28±0.21a

5.10±0.11a

2.17±0.20
145.50±1.08
9.33±0.66

100.15±0.88a

410.54±71.77
21.87±2.06a

0.40±0.04
7.18±0.71

80.00±11.83
100.09±22.12
63.37±9.46
10.89±2.59
84.36±20.22
66.94±28.23
85.00±7.18
7.32±0.19a

5.17±0.13a

2.15±0.08
145.90±1.45
9.04±0.54a

99.34±0.78a

416.44±33.33
19.60±1.72
0.37±0.02a

7.58±0.63
71.08±10.07
101.54±21.43
56.26±6.91
8.98±3.21

103.23±25.58a

87.00±30.12a

78.56±5.64
7.20±0.17
5.06±0.11a

2.14±0.11
145.78±1.20
9.55±1.00

100.33±1.77a

375.1±42.99
19.2±1.18
0.44±0.02
6.6±0.75

71.2±10.38
87.5±20.15
53.3±6.93
8.3±2.68

102.4±15.95
81.2±27.40

80±6.80
7.15±0.08
4.99±0.02
2.16±0.06
147±1.10
9.71±0.43
101.8±0.55

331.5±63.93
19.0±2.34
0.42±0.03
6.5±0.76

74.1±15.41
79.3±14.84
55.8±12.37
10.4±3.96
86.5±19.78
60.5±22.02
80±10.99
6.97±0.28
4.97±0.12
2.00±0.18
149±1.14b

9.74±0.58
101.9±1.36

Note: Values are average ± standard deviation 
         a The average is statistically significant difference of control group (p ≤ 0.05)
          b The average is statistically significant difference of control-recovery group (p ≤ 0.05)
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Table 5 Effect of Kratom leaves aqueous extract on clinical biochemistry analysis result in

 female animal treated for 90 days (n = 50)

Note: Values are average ± standard deviation
         a The average is statistically significant difference of control group (p ≤ 0.05) 
          b The average is statistically significant difference of control-recovery group (p ≤ 0.05)

Table 6 Effect of Kratom leaves aqueous extract on hematological analysis result in male animal

 treated for 90 days (n = 50)

Parameter

Main Group Recovery Group

Control
(Sterile
water)

Low 
(250 mg/kg 

BW)

Medium
(500 mg/kg 

BW)

High
(1,000 mg/kg 

BW)

Control
(Sterile 
water)

High
(1,000  mg/kg 

BW)

RBC (M/µL)
HGB (g/dL)
HCT (%)
MCV (fL)
MCH (pg)
MCHC (g/dL)
PLT (K/µL)
WBC (K/µL)
NEUT (%)
LYMPH (%)
MONO (%)
EO (%)
BASO (%)

9.94±0.30
17.61±0.42
55.43±1.54
55.75±0.78
17.72±0.32
31.77±0.29

685.20±56.00
8.16±0.96
9.93±2.32
84.07±2.32
4.92±0.96
0.89±0.38
0.19±0.24

9.90±0.54
17.38±0.93
54.54±2.98
55.10±1.31
17.57±0.39
31.88±0.27

702.70±63.36
6.87±1.34
11.78±2.63
82.58±3.25
4.62±1.30
0.86±0.10
0.16±0.08

9.53±0.25a

17.00±0.29a

53.79±1.00
56.50±1.27
17.85±0.39
31.62±0.23

689.60±41.67
8.16±1.39
9.48±1.44
85.93±2.00
3.72±0.62a

0.70±0.26
0.17±0.14

9.98±0.65
17.56±0.96
55.43±3.37
55.57±1.31
17.62±0.34
31.68±0.39

708.67±38.30
8.41±1.39
9.87±1.53
84.99±1.57
4.09±0.76
0.83±0.37
0.22±0.14

9.64±0.23
17.02±0.31
53.34±0.91
55.34±1.27
17.66±0.35
31.90±0.16

680.80±59.23
6.91±0.83
11.00±1.21
83.50±1.32
4.20±0.64
1.18±0.69
0.12±0.13

9.84±0.47
17.14±1.09
53.50±3.44
54.36±2.48
17.44±0.82
32.02±0.19

680.40±61.16
6.82±1.02
12.97±2.60
81.74±2.80
4.16±0.79
0.82±0.36
0.30±0.25

Note: Values are average ± standard deviation
         a The average is statistically significant difference of control group (p ≤ 0.05)

Parameter

Main Group Recovery Group

Control
(Sterile
water)

Low 
(250 mg/kg 

BW)

Medium
(500 mg/kg 

BW)

High
(1,000 mg/kg 

BW)

Control
(Sterile 
water)

High
(1,000  mg/

kg BW)

SGLU3 (mg/dL)
U-BUN (mg/dL)
CREA2 (mg/dL)
UA2 (mg/dL)
CHO2I (mg/dL)
TRIGL (mg/dL)
HDLC4 (mg/dL)
LDLC3 (mg/dL)
ASTL (U/L)
ALTL (U/L)
ALP2S (U/L)
TP2 (g/dL)
ALB2 (g/dL)
GLO (g/dL)
Na (mmol/L)
K (m mol/L)
Cl (mmol/L)

250.73±71.62
18.41±2.52
0.47±0.04
4.55±0.76

80.03±21.29
66.79±15.43
67.13±16.30
8.27±4.60
76.19±6.56
41.41±9.22
45.80±4.42
6.89±0.14
5.22±0.12
1.66±0.13

146.30±1.70
10.27±1.02
105.98±1.64

285.52±57.62
20.78±2.65
0.43±0.04
4.49±0.60

83.24±11.53
58.99±13.74
70.41±7.96
7.71±2.28
76.65±6.21
39.82±7.43
47.70±3.95
7.09±0.20
5.35±0.20
1.74±0.15

145.70±1.16
9.78±0.61

103.91±1.07a

274.10±96.51
18.85±1.49
0.42±0.03a

4.85±0.61
88.22±12.26
63.78±21.69
75.72±9.80
8.16±1.68

83.91±25.81
40.20±12.62
44.40±6.20
7.20±0.23a

5.44±0.21a

1.75±0.07
146.70±2.31
10.31±1.62

103.38±1.28a

255.42±64.73
17.49±3.35
0.43±0.04
4.72±0.50
81.26±9.02
63.27±16.82
69.56±7.18
7.51±1.59
83.08±7.23
42.24±4.06
46.60±6.33
7.10±0.20
5.40±0.24
1.70±0.13

145.30±1.16
10.69±0.93

103.83±2.01a

189.78±18.52
16.76±1.43
0.47±0.03
3.80±0.49
75.42±9.37
46.58±6.19
62.76±6.69
6.36±2.25

87.04±13.65
45.60±10.76
39.80±3.35
6.87±0.15
5.23±0.11
1.65±0.14

146.20±1.30
10.26±0.64
105.50±0.93

175.44±20.08
16.54±1.18
0.44±0.03
4.12±0.48

90.12±10.21b

66.80±14.71b

74.44±9.08b

8.44±0.61
87.22±7.71
50.08±8.26
39.40±1.34
7.12±0.19
5.47±0.18b

1.66±0.12
147.00±1.58
10.75±0.83
105.32±1.32
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a total of 90 days, and the results showed that 

there was no mortality caused by the toxicity 

of the test substance up to the dose level of 

1,000 mg/kg body weight. The body weights 

continued to gain throughout the study and 

were statistically significant differences 

but were not related to the dose of the test 

substance, including feed and water consump-

tion. The feed and water consumption of 

animals is a normal, transient change that was 

not related to animal health.

The clinical biochemistry analysis results 

showed that U-BUN, CREA2, ASTL, ALTL, 

TP2, ALB2, K, and Cl in the main group and 

ALB2, HDLC4, TRIGL, CHO2I, and Na in the 

recovery group showed statistically significant 

differences. The results of the clinical analysis

showed similarity with previous studies.(15,16,25,26)

The hematological analysis result showed 

that RBC, HGB, WBC, and MONO showed 

Parameter

Main Group Recovery Group

Control
(Sterile
water)

Low 
(250 mg/kg 

BW)

Medium
(500 mg/kg 

BW)

High
(1,000 mg/kg 

BW)

Control
(Sterile 
water)

High
(1,000  mg/kg 

BW)

RBC (M/µL)
HGB (g/dL)
HCT (%)
MCV (fL)
MCH (pg)
MCHC (g/dL)
PLT (K/µL)
WBC (K/µL)
NEUT (%)
LYMPH (%)
MONO (%)
EO (%)
BASO (%)

9.00±0.48
16.81±0.88
52.09±3.12
57.88±1.84
18.68±0.52
32.28±0.37

690.60±56.84
4.31±0.62
8.59±2.18
85.52±3.15
4.81±0.87
0.78±0.29
0.30±0.34

9.37±0.30
17.31±0.32
53.73±1.26
57.37±0.89
18.49±0.30
32.23±0.24

733.00±40.16
5.11±0.99
9.89±2.26
85.10±2.89
4.19±0.80
0.58±0.18
0.24±0.18

9.48±0.34a

17.85±0.56a

55.28±1.90
58.36±1.27
18.86±0.46
32.29±0.24

710.40±58.58
5.85±0.60a

8.12±2.42
85.79±2.95
5.26±1.22
0.54±0.16
0.29±0.23

9.48±0.36a

17.70±0.56a

54.89±1.89
57.91±1.03
18.68±0.36
32.24±0.24

653.90±88.84
6.53±0.70a

8.14±1.81
86.20±2.59
4.93±1.07
0.49±0.22
0.24±0.11

9.46±0.47
17.64±1.01
54.26±3.21
57.34±1.01
18.62±0.31
32.52±0.11

701.60±45.93
4.31±0.80
8.90±1.44
85.64±1.58
4.44±0.47
0.68±0.24
0.34±0.24

9.80±0.59
18.34±1.11
57.16±4.17
58.26±1.06
18.68±0.16
32.12±0.43

691.00±93.69
4.34±1.03
8.70±2.29
85.28±2.58
5.30±1.41
0.62±0.08
0.10±0.14

Table 7  Effect of Kratom leaves aqueous extract on hematological analysis result in female

 animal treated for 90 days (n = 50)

Note: Values are average ± standard deviation
          a The average is statistically significant difference of control group (p ≤ 0.05)

statistically significant differences, but only 

the WBC of female Wistar rats was related 

to doses of the test substance. However, 

the increase in WBC levels in the moderate 

and high dose groups was still within the 

historical control range.(27,28)

Other studies showed that the hemato-

logical data, which contained RBC(16), HGB(16), 

and WBC(16,25) showed statistically significant 

differences, as in this study. But parameters 

NEU(16,25), HCT(16), PLT(25), and LYM(25)  showed 

a statistically significant difference.

For pathological evaluation, according

to the macroscopic lesions at necropsy 

findings, the minimal to moderate focal thymic 

hemorrhage might be attributed to necropsy 

technique and considered a dissection-induced 

artifact, and there was no evidence of a vascular

lesion.(29) The mild to moderate dilation of 

the uterine lumen and the endometrial and 
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glandular epithelial degeneration and necrosis 

were physiological changes during the proestrus

and estrus stage, respectively, of the estrus 

cycle.(30–32) The severe gastric dilation and 

red discoloration of the peripheral area of 

both caudal lung lobes showed no remarkable 

alteration on microscopic examination. The 

kidneys revealed a minimal focal hyaline cast, 

which was characterized by homogeneous 

eosinophilic material (tubular proteinosis) 

filling the tubular lumen and occurred 

incidentally at low severity and frequency.(33)

In the liver, minimal focal mononuclear 

cell infiltration at periportal areas without 

associated alteration of adjacent hepatocytes 

was considered a background lesion and

occurred spontaneously.(34) All findings were not 

considered to be treatment-related changes.

Some studies found the abnormalities or 

changes in the internal organs of the animals,

such as liver(14-16,24,26),  kidney(14-16,25,26),

heart(25),  lung(15,25),  and brain(16) In other studies

for toxicity in accordance with Organization 

for Economic Co-operation and Development 

(OECD) guideline No. 407(35), it was reported 

that the Sprague-Dawley rats were orally 

administered test substances for 28 days with 

dose levels at 100, 200, and 500 mg/kg body 

weight(15), and 1, 10, and 100 mg/kg body 

weight(16), including 10, 50, and 150 mg/kg

body weight.(36) The results for all studies 

mentioned above showed no deaths in rats 

during the 28-day period but showed some signs 

of toxicity, such as a toxic effect on the liver, 

kidney, and lung with abnormal values in

biochemical analysis such as AST, creatinine,

etc., as presented by Ilmie MU., et al(15)

Sabetghadam A., et al(16) described that 

mitragynine was relatively safe at lower doses 

(1–10 mg/kg) and exhibited toxicity at the 

highest dose (100 mg/kg), which was confirmed 

by liver, kidney, and brain histopathological

changed. In addition, Hassan Z., et al(36) 

explained evidence of toxicity from histological

investigation of the kidney, liver, and brain 

tissues, including a low platelet count in 

hematological analysis and a high amount of 

uric acid, AST, ALT, and alkaline phosphatase

in biochemical analysis. However, chronic 

preclinical toxicological investigations of 

mitragynine for  a longer period are 

recommended to confirm this observation and 

also to provide adequate safety data for future 

clinical trials.

Conclusion

In conclusion, there were no related signs 

of the acute toxicity arising from the orally 

administration of Kratom leaves aqueous 

extract to Wistar rats. The result suggested 

that the test substance could be classified in 

GHS category 5 or unclassified, with the LD50 

cutoff at 5,000–∞ mg/kg body weight. However, 

sub-chronic and chronic toxicity studies should 

be further carried out to assess the long-term 

safety of the test substance. The results of the 

sub-chronic oral toxicity study were shown that 

no mortality in the animals was caused by the 

toxicity of the test substance up to the dose 

level of 1,000 mg/kg body weight. In addition, 

the evidence from the test item-body weight, 

food and water consumption, hematological, 

clinical biochemistry, relative organ weight, 

and histopathological effects could confirm that 
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Kratom leaves aqueous extract did not show any 

signs of toxicity. Thus, the no observed adverse 

effect level (NOAEL) of Kratom leaves aqueous

extract was considered to be 1,000 mg/kg

body weight per day for Wistar rats under 

experimental conditions.
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ภัสสราภรณ ศรีมังกรแกว กฤติกาญจน สุวรรณสโรช และ อัญชลี สิริมนตาภรณ
ศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล นครปฐม 73170

ความเปนพิษเฉียบพลันและพิษกึ่งเรื้อรังทางปากของ
สารสกัดน้ําจากใบกระทอม ในหนูแรทสายพันธุ Wistar

บทคัดยอ กระทอมถูกใชแพรหลายในดานเภสัชกรรมและการแพทย รวมถึงอาหารหรือผลิตภัณฑเสริมอาหาร ในขณะที่

ขอมูลการทดสอบทางพิษวิทยามีการดําเนินการในประเทศไทยไมมากนัก อีกทั้งสามารถซื้อขายไดงายในปจจุบัน การศึกษานี้มี

วัตถุประสงคเพ่ือประเมินความเปนพิษเฉียบพลันและพิษกึ่งเรื้อรังทางปากของสารสกัดน้ําจากใบกระทอมในหนูแรทสายพันธุ 

Wistar เพือ่ใหไดขอมลูทีเ่ปนประโยชนตอการขึน้ทะเบยีนผลติภณัฑ รวมทัง้สรางความมัน่ใจและความปลอดภัยของผลติภณัฑ

แกผูบริโภค ผลการทดสอบพบวาที่ขนาด 300 และ 2,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของน้ําหนักตัวสัตวทดลอง ไมกอใหเกิดความ

เปนพิษเฉียบพลันและการตายในสัตวทดลอง แสดงใหเห็นวาสารนี้จัดอยูในระบบการจัดกลุมสารเคมี การติดฉลาก และการ

แสดงรายละเอียดบนเอกสารขอมูลความปลอดภัยสากลหมวดที่ 5 หรือไมระบุประเภท มี LD50 ที่ 5,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม

ขึ้นไปของนํ้าหนักตัวสัตวทดลอง หลังจากนั้นไดทําการทดสอบความเปนพิษทางปากแบบกึ่งเรื้อรังที่ขนาด 250, 500 และ

1,000 มิลลกิรมัตอกโิลกรมัของน้าํหนกัตัวสตัวทดลอง สรปุไดวาปรมิาณทีม่ากทีส่ดุทีไ่ดรบัตอเนือ่งเปนเวลานานโดยไมกอใหเกดิ

อันตรายใด ๆ ตอรางกายตอวันในสัตวทดลอง คือ 1,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของน้ําหนักตัวสัตวทดลอง การศึกษานี้ทําใหได

ขอมลูความเปนพษิของสารทดสอบดงักลาวทีม่คีณุคา ซึง่จาํเปนและสามารถสนบัสนนุการศกึษาในอนาคต โดยเฉพาะการศกึษา

ความเปนพิษของผลิตภัณฑกระทอมที่ผลิตและจําหนายในประเทศไทย ในอนาคตการศึกษาเพิ่มเติมดานความเปนพิษเร้ือรัง

จะใชในการประเมินผลความปลอดภัยในการใชระยะยาว

คําสําคัญ: Mitragyna speciosa (Korth.) Havil., สารสกัดน้ําจากใบกระทอม, การทดสอบความเปนพิษเฉียบพลัน

 และพิษกึ่งเรื้อรัง
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ทองสุข ปายะนันทน1 อัจฉรี อินแกว1 สกุลรัตน สมสันติสุข1  วิทวัส วังแกวหิรัญ1 เลขา ปราสาททอง1

และ พิเชฐ บัญญัติ2
1สำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000
2กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

กระบวนการปรุงสุกตอการเปลี่ยนแปลงของปริมาณสาร
กลุมแคนนาบินอยดของใบกัญชา

Corresponding author E-mail: thongsuk.p@dmsc.mail.go.th

Received: 4 November 2023 Revised:  10 February 2024 Accepted:  27 March 2024

บทคัดยอ การปรุงอาหารดวยกัญชาสงผลตอการเพิ่มหรือลดของสารกลุมแคนนาบินอยด ทําใหอาหารมีฤทธิ์เปลี่ยนไป 

จึงศึกษาผลกระทบของการปรุงอาหารตอการเปล่ียนแปลงของสาร CBD, CBDA, ∆9–THC, ∆8–THC และ THCA ที่

ผานกระบวนการตม ผัด และทอด โดยใชใบกัญชาสดพันธุตะนาวศรีกานแดงและใบกัญชาที่กําลังพัฒนาพันธุ ทั้ง 2 พันธุ 

โดยสถาบันวิจัยสมุนไพร เปรียบเทียบปริมาณสารระหวางใบสดและใบที่ผานการปรุง วิเคราะหดวยเทคนิค HPLC พบวา

การตมทาํใหปรมิาณสาร CBD และ ∆9–THC ในใบกญัชาเพิม่ข้ึนรอยละ 248.18 และ 760.79 ตามลาํดบั สาร CBDA และ THCA 

ลดลงรอยละ 88.08 และ 88.30 ตามลาํดบั พบสารในน้าํตมเพยีงเลก็นอย การผดั CBD และ ∆9–THC เพิม่ขึน้รอยละ 110.12 

และ 260.31 สาร CBDA และ THCA ลดลงรอยละ 94.11 และ 56.62 ตามลําดับ การทอดทําใหปริมาณสารลดลงจากใบสด 

แตยังพบสารในน้ํามันทอด เมื่อประเมินความเสี่ยงของ ∆9–THC จากการบริโภคอาหารกัญชา เปรียบเทียบกับคาอางอิงวิกฤต

จาก EFSA ที่ 1 ไมโครกรัม/กิโลกรัมน้ําหนัก พบวาการบริโภคใบกัญชาพันธุตะนาวศรีกานแดงทั้งใบสดและใบปรุงสุกทุกวิธี 

1 ใบ ใหคา margin of safety (MOS) ในชวง 0.05–0.22 ซึ่งนอยกวา 1 แสดงวาการบริโภคนี้ไมทําใหไดรับสาร ∆9-THC 

เกินคามาตรฐาน สวนใบกัญชาที่กําลังพัฒนาพันธุ 1 ใบ ใหคา MOS ในชวง 0.01–10.62 แสดงวาการไดรับสาร ∆9-THC 

เกินคามาตรฐานหรือมีความเสี่ยงตอสุขภาพอยางมีนัยสําคัญ ดังนั้นในการบริโภคกัญชาควรคํานึงถึงปริมาณสารที่มีอยูเดิมและ

วิธีในการปรุงเพื่อใหสามารถบริโภคไดอยางปลอดภัย

คําสําคัญ: ใบกัญชา, ตะนาวศรีกานแดง, กระบวนการปรุงสุก, แคนนาบินอยด
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บทนํา 

ในป พ.ศ. 2564 ประเทศไทยมีนโยบายกัญชาเสรี

ทำใหพืชกัญชาและกัญชง (Cannabis sativa L.) ได

รับความสนใจอยางมากจากผูผลิตและผูบรโิภค เนือ่งจาก

มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่เปนประโยชน ไดแก บรรเทา

อาการปวด ชวยใหรูสึกผอนคลาย กระตุนความอยาก

อาหาร ลดการอักเสบ เปนตน(1) จึงมีการนำไปใชประโยชน

หลากหลายรูปแบบทั้งใชเปนยาเพ่ือการรักษาทาง

การแพทย เปนสวนผสมในเครื่องสำอางและเครื่อง

อปุโภค และเปนวัตถดุบิในการประกอบอาหารเมนตูาง ๆ

โดยมีวัตถุประสงคเพื่อใหอาหารมีรสชาติกลมกลอม 

เสริมสรางคุณคาทางโภชนาการ เพิ่มทางเลือกใหแก

ผูบริโภค และเพิ่มมูลคาใหกับผลิตภัณฑ จึงเปนประเด็น

ทางธรุกจิทีผู่ประกอบการจำนวนมากใหความสนใจ ขอมลู

จาก grand view research(2) รายงานวาตลาดกัญชา

ในประเทศไทยป พ.ศ. 2564 มีมูลคา 80.3 ลานดอลลาร

สหรฐั และคาดการณวาระหวางป พ.ศ. 2565–2573 จะมี

อตัราการขยายตวัแบบทบตนโดยเฉล่ียตอป (compound

annual growth rate; CAGR) อยูที่รอยละ 58.4 โดย

ผลิตภัณฑอาหารผสมกัญชาในตางประเทศสวนมากเปน

ขนมอบ (เคก คุกกี้ บราวนี) ขนมขบเคี้ยว ลูกอม เยลลี

ช็อกโกแลต(3) และเครื่องดื่ม (ชา น้ำผลไม เครื่องดื่ม

แอลกอฮอล น้ำอัดลม) อาหารไทยมีเอกลักษณที่

แตกตางจากประเทศอื่น ๆ  สงผลใหผลิตภัณฑกัญชา

ในประเทศไทยมีความหลากหลาย เชน ลูกชิ้น เครื่องดื่ม

สมนุไพร ซอส และผงปรงุรส เปนตน รวมทัง้มกีารใชกญัชา

ในเมนูอาหารไทย โดยการนำใบกัญชามาเปนสวนหนึ่ง

ในอาหารโดยใช 1 ใบตอเมนู เชน กะเพราใบกญัชา ไขเจยีว

กัญชา ใบกัญชาทอด ขาวตมใบกัญชา ตมยำใบกัญชา 

ตมไกบานมะขามออนใบกัญชา น้ำพริกผสมใบกัญชา

แกงผสมใบกัญชา และยำผสมใบกัญชา เปนตน(4) 

การบริโภคกัญชาสงผลตอรางกายแตกตางจาก

การสูบ คือ ใชเวลาในการออกฤทธิ์ชากวาแตมีผล

ออกฤทธ์ิในระยะเวลานาน เม่ือบริโภคแลวใชเวลา 

30–90 นาที ในการลำเลียงสารเตตราไฮโตรเตตรา-

แคนนาบินอล (tetrahydrocannabinol; THC)

ไปยงัสมอง และมรีะยะเวลาในการออกฤทธิส์งูสดุประมาณ

2–4 ชั่วโมงหลังจากบริโภค โดยกลไกของการดูดซึม

สารออกฤทธิ์มี 3 รูปแบบ ไดแก 1) การดูดซึมจาก

ทางเดินอาหารหรือการยอยผานกระเพาะอาหาร เชน 

บราวนี เม็ดแคปซูล และอาหารที่ผสมกัญชาอื่น ๆ  

แมวาผลของการออกฤทธิ์จากกลไกนี้อาจลาชากวา

วิธีอื่นแตฤทธิ์อยูไดนานที่สุด 2) การดูดซึมทางปากและ

การยอยโดยน้ำลาย เชน อมยิ้ม ยาอม และทิงเจอร 

กลไกนี้อาจสงผลกระทบตอผูบริโภคทันทีแตจะหมด

ฤทธิ์ภายในไมกี่ช่ัวโมง และ 3) ประเภทไฮบริด พบ

ในอาหารที่ออกแบบมาใหดูดซึมไดทั้งในปากและ

กระเพาะอาหาร เชน เครื่องดื่มหมักใบกัญชา (infused

drinks) ช็อกโกแลตแทง กลไกนี้ใหการออกฤทธิ์

ที่รวดเร็วและผลกระทบที่ยาวนาน(5)  จากรายงานขาวการ

ไดรับผลขางเคียงตอสุขภาพจากการบริโภคอาหารผสม

กัญชา(6) บางรายมีอาการรุนแรงถึงขั้นตองเขารักษา

ในโรงพยาบาล อาจเปนผลจากการใสสวนผสมของ

กัญชาที่มากเกินไปหรือผูบริโภคเปนกลุมเสี่ยง ท้ังน้ี

มีขอแนะนำเพื่อปองกันความเสี่ยงดานสุขภาพจากการ

บริโภคกัญชา โดยผูที่มีอายุต่ำกวา 18 ป สตรีมีครรภหรือ

ใหนมบุตร ผูปวยโรคหัวใจที่ไมสามารถควบคุมอาการได

ผูปวยที่ไดรับยาตานการแข็งตัวของเลือด ผูปวยที่มี

ภาวการณทำงานของตับหรือไตบกพรอง และผูปวยท่ี

มีประวัติโรคทางจิตเวชไมควรรับประทาน(4) ซึ่งการใช

กัญชาเปนสวนผสมในอาหารและเครื่องดื่มเกินขนาด

อาจเกิดจากผูผลิตไมทราบขอมูลของปริมาณสาร

ออกฤทธิ์ในวัตถุดิบกัญชา เนื่องจากกัญชาแตละพันธุ

มีสัดสวนของ THC แคนนาบิไดออล (cannabidiol;

CBD) และสารออกฤทธิ์อื่น ๆ  แตกตางกัน และมีปจจัย

ที่ควรคำนึงถึง เชน อายุ ระยะในการเก็บเกี่ยว คุณภาพ 

และสวนของกัญชาที่นำมาใช รวมทั้งกระบวนการปรุง

หรือผลิตที่อาจสงผลตอการเปลี่ยนแปลงของสาร โดย

อาจสงผลใหมีสารออกฤทธิ์เพิ่มข้ึนหรือนอยลงเพราะ

สารออกฤทธิ์ที่สำคัญในกัญชา ไดแก THC และ CBD

สวนใหญเกดิจากการเปลีย่นแปลงโครงสรางทางเคมขีอง

สาร tetrahydrocannabinolic acid (THCA) และ

cannabidiolic acid (CBDA) ตามลำดับ ผาน

กระบวนการ decarboxylation และปจจัยหนึ่ง

ที่ทำใหเกิดการเปลี่ยนแปลง ไดแก ความรอน ดังนั้น

การรายงานปริมาณสารสำคัญอยูในรูปผลรวมของ

neutral form และ acidic form(7) คำนวณจาก total 

THC เทากับ ∆9–THC + ∆8–THC + (0.877×THCA) 
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และ total CBD เทากับ CBD + (0.877×CBDA)

ในกระบวนการปรุงอาหารไทยนิยมใชน้ำหรือน้ำมันเปน

สวนประกอบ จากคุณสมบัติทางเคมีของสาร THC และ 

CBD ที่เปนสารไมมีขั้ว จึงทำใหน้ำและน้ำมันที่ไดมี

สัดสวนของสารออกฤทธิ์ที่แตกตางกัน   

ประกาศกระทรวงสาธารณสขุ ฉบบัที ่438 พ.ศ. 2565

เรือ่ง ผลติภณัฑอาหารท่ีมีสวนประกอบของสวนของกัญชา

หรอืกญัชง (ฉบบัที ่2)(8) กำหนดมาตรฐานใหมปีรมิาณสาร

(THC) ไมเกนิ 1.6 มิลลิกรมัตอหนวยบรรจุ และ (CBD)

ไมเกิน 1.41 มิลลิกรัมตอหนวยบรรจุ หรือหากเปน

ผลิตภัณฑอาหารประเภทผลิตภัณฑปรุงรสที่ไดจากการ

ยอยโปรตีนของถั่วเหลือง ซอสในภาชนะบรรจุที่ปดสนิท 

น้ำปลาผสมชนิดเหลวและแหง และน้ำเกลือปรุงอาหาร

ตองตรวจพบสาร THC ไมเกินรอยละ 0.0032 โดย

น้ำหนัก และสาร CBD ไมเกินรอยละ 0.0028 โดย

น้ำหนัก หากนำมาใชในปริมาณท่ีไมเหมาะสม อาจสง

ผลกระทบตอสุขภาพรางกายของผูบริโภคได เนื่องจาก

สาร THC ซึ่งเปนสารชนิดหนึ่งในกลุมแคนนาบินอยด 

(cannabinoids) ที่พบเฉพาะในพืชกัญชากัญชง เปน

สารออกฤทธิ์ตอจิตประสาทที่สงผลตอการทำงานระบบ

ประสาทสวนกลาง ระบบหัวใจ และหลอดเลือด การได

รบัในปรมิาณสูงหรอืการแพกญัชาทำใหเกดิอาการตาง ๆ

เชน หัวใจเตนเร็วและรัวจนผิดจังหวะ การควบคุมการ

เคลื่อนไหวของรางกายแยลง กระวนกระวาย เจ็บหนาอก 

เปนลม หรืออาจหยุดหายใจ(9) 

ปจจุบันยังไมมีขอมูลการศึกษาการเปลี่ยนแปลง

ของสารออกฤทธิ์ในกัญชาเม่ือผานกระบวนการปรุงสุก

รูปแบบตาง ๆ  กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวง

สาธารณสุข จึงทำการศึกษาเพื่อเปนแนวทางใหกับ

ผูประกอบการและผูบริโภค ในการผลิตและเลือก

บริโภคอาหารและเครื่องดื่มไดอยางปลอดภัย โดยเปน

เพียงการศึกษาเบื้องตนที่มีวัตุประสงคเพื่อศึกษาผล

จากกระบวนการปรุงสุกตอการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ

สารสำคัญกลุมแคนนาบินอยดที่เพิ่มขึ้นหรือลดลงใน

ใบกัญชา โดยใชใบกัญชาสด 2 พันธุ ท่ีมีคุณลักษณะ

องคประกอบสารสำคญัแตกตางกนั ไดแก พนัธุทีมี่ CBD 

และ CBDA สูง และพันธุที่มี THC และ THCA สูง

ซึ่งพันธุที่มี CBD และ CBDA สูง เปนพันธุตะนาวศรี

กานแดงมีลักษณะโดดเดน คือ มีสีแดงที่กิ่ง กาน และ

กานใบ มีกลิ่นหอมหวานคลายกลิ่นผลไมสุกและไมมี

กลิ่นฉุนมีชอดอกจำนวนมาก พัฒนาโดยสถาบันวิจัย

สมุนไพร (สวพ.) กรมวิทยาศาสตรการแพทย และจด

ทะเบยีนรบัรองกญัชาสายพนัธุไทยกบักรมวชิาการเกษตร 

กระทรวงเกษตรและสหกรณ(10) สวนพันธุที่มี THC และ

THCA สงู เปนพนัธุทีย่งัไมไดระบชุือ่ อยูระหวางการศกึษา

และพัฒนา ในกระบวนการปรุงสุกเลือกวิธีการตม ผัด

และทอด เนื่องจากเปนกรรมวิธีพื้นฐานของการปรุง

อาหารแบบไทยและเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงของ

สารกับใบกัญชาสด ใชวิธีทดสอบของหองปฏิบัติการ

สำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหารดวยเทคนิค

HPLC วิเคราะหสารกลุมแคนนาบินอยด 5 ชนิด 

ไดแก CBDA, CBD, ∆9–THC, ∆8–THC และ 

THCA มกีารประเมนิความเสีย่งของสาร ∆9–THC จาก

การบริโภคอาหารที่มีสวนประกอบของกัญชา โดยอางอิง

จากขอมูลการศึกษาคาอางอิงวิกฤต (acute reference 

dose; ARfD) จาก European Food Safty Authorit

(EFSA) ซึ่งมีคาเทากับ 1 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม

น้ำหนัก(11) 

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางใบกัญชา

ใ บ กั ญ ช า พั น ธุ ต ะ น า ว ศ รี ก า น แ ด ง ป ลู ก ที่

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตสกลนคร และใบ

กัญชาพันธุที่มี THC และ THCA สูง ซึ่งอยูระหวาง

การพัฒนาพันธุ  ปลูกที่สถาบันวิจัยสมุนไพร กรม

วิทยาศาสตรการแพทย ซึ่งทั้ง 2 พันธุ มีอายุ 3 เดือน 

ใชจำนวนพันธุละ 500 ใบ ซึ่งใบกัญชาถูกเก็บและขนสง

มายังหองปฏิบัติการภายในวันเดียวกัน จากนั้นทำการ

สุมเตรียมและเก็บในตูแชแข็งอุณหภูมิ -18±3 องศา

เซลเซียส 

สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารมาตรฐาน: cannabidiolic acid (CBDA) 

(Dr. Ehrenstorfer, Germany) cannabidiol 

(CBD) delta 9–tetrahydrocannabinol (∆9–THC)

(Bureau of Drug and Narcotic DMSc, Thailand) 

delta 8–tetrahydrocannabinol (∆8–THC) และ 
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tetrahydrocannabinolic acid (THCA) (Lipomed, 

Switzerland) โดยสารมาตรฐานท้ังหมดมีความบรสิทุธิ์

มากกวารอยละ 97

สารเคม:ี acetonitrile, ethanol และ methanol 

(HPLC grade, Merck, Germany), dichloro-

methane และ hexane (HPLC grade, Burdick & 

Jackson, USA), glacial acetic acid (AR grade, 

Labscan, Thailand) และ deionized water 

(DI water) (Type I มีคา resistivity > 18 mΩ.cm)

เครื่องมือและอุปกรณ

เครื่อง HPLC–UV detector: Agilent Tech-

nologies series 1260 (Agilent Technologies, USA),

คอลัมน Brownlee SPP 2.7 µm C18, 3.0 × 150 mm

(PerkinElmer, USA), เครื่องชั่งความละเอียด 

0.001 กรัม (Sartorius รุน LP 620S, Sartorius AG 

Germany) และ 0.01 มิลลิกรมั (METTLER รุน XPE, 

Mettler–Toledo AG, Switzerland), เครื่องบดปน 

(Nessei, Japan), vortex mixer (Vortex Genie2 รุน 

G560E, Scientific Industries, USA), reciprocal 

shaker (YAMATO รุน SA300, Japan) refrigerated

centrifuge (HERMLE รุน Z366K, HERMLE 

Labortechnik GmbH), turbo nitrogen evaporator

temperature controlled (Organomation รุน 

N-EVAP 34 position, USA ), SPE vacuum 

manifold, volumetric flask ขนาด 1,000 และ 

10 มิลลิลิตร (BOROSIL, Maharashtra India), 

graduated cylinder ขนาด 100 มลิลลิติร (BOROSIL,

Maharashtra India), screw cap centrifuge 

tube ขนาด 50 มิลลิลิตร (BIOFIL, Guangzhou Jet 

Bio–Filtration, China), test tube ขนาด 15 

มิลลิลิตร (Pyrex, USA), SPE CHROMABOND 

HR–X, 85 µm, 6 mL/200 mg (macherey–nagel,

Germany), micropipette ขนาด 10–100, 20–

200, 100–1,000 และ 1,000–10,000 ไมโครลิตร, 

micro–spin filter tube 0.22 µm PVDF, cellulose 

nitrate ขนาดเสนผานศูนยกลาง 47 mm 0.45 µm 

และตูแชแข็งอุณหภูมิ -18±3 องศาเซลเซียส (Sanyo,

รุน SF–C1497, บรษิทั ซนัโย เอส.เอม็.ไอ. (ไทยแลนด) 

จำกัด, ประเทศไทย)

การสุมตัวอยางใบกัญชา

ใบกัญชาที่ ใช ในการศึกษาเปนกัญชาพันธุ

ตะนาวศรีกานแดงและใบกัญชาพันธุที่มี THC และ 

THCA สงู เกบ็ในระยะ 3 เดอืน (ใบเพสลาด) สุมตวัอยาง

โดยนำใบกัญชาในพันธุเดียวกันทั้งหมดรวมกัน และ

คดัแยกตามขนาดใบทีใ่กลเคยีงกนัโดยการวดั ประกอบดวย

3 กลุม ไดแก ขนาดเล็ก กลาง และใหญ จากนั้น

สุมใบจากทั้ง 3 ขนาด ขนาดละ 4 ใบ รวมทั้งสิ้น จำนวน 

12 ใบตอกลุม ชั่งน้ำหนักของทั้ง 12 ใบ เพื่อหาน้ำหนัก

เฉลี่ยตอใบ และบันทึกน้ำหนักเฉลี่ยที่ไดของแตละใบ 

ทำการสุมเชนนี้จำนวนทั้งสิ้น 10 กลุม (n = 10) จากนั้น

จดักลุมในลกัษณะเดยีวกันทัง้ 2 พันธุ ดงัแสดงในภาพที ่1

ภาพที่ 1  การสุมตวัอยางใบกญัชาพนัธุตะนาวศรกีานแดง โดยการแบงกลุมใบกญัชาตามขนาด ประกอบดวย ขนาดเลก็

 กลาง และใหญ สุมจากทุกขนาด ขนาดละ 4 ใบ รวมทั้งสิ้น 12 ใบตอกลุม จำนวน 10 กลุมตอพันธุ 

(กลุมละ 12 ใบ จำนวน 10 กลุม, n = 10/พันธุ)
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การเตรียมตัวอยาง

สภาวะศึกษาเปนตัวสะทอนการเปนตัวแทน

การปรุงอาหารในชีวิตประจำวัน โดยใชใบท่ียังไมผาน

กระบวนการปรุง (ใบสด) ศึกษาการใชใบกัญชา

ประกอบอาหารดวยกระบวนการทำใหสุกทั้ง 3 วิธี ไดแก 

กระบวนการตม ผัด และทอด แตละวิธีจำนวน 10 ซ้ำ

(n = 10) และใชเพยีงสวนประกอบหลกัของกระบวนการ

เทานั้นในแตละวิธี ไดแก น้ำและน้ำมัน โดยไมมีการเติม

องคประกอบอืน่ ทำเหมือนกนัท้ัง 2 พันธุ รายละเอยีดดงันี้

ใบท่ียงัไมผานกระบวนการปรงุ: นำใบกญัชา จำนวน 12 ใบ

ปนใหละเอียดดวยเครื่องบดปนและเก็บท่ีตูแชแข็ง 

อุณหภูมิ -18±3 องศาเซลเซียส 

กระบวนการตม: นำใบกัญชา จำนวน 12 ใบ ผสม

น้ำเปลา 1 ลติร ตมในหมอปดฝาทีอ่ณุหภมูปิระมาณ 100 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาท ีเกบ็ตวัอยางนำ้ตมรอบที ่1

ปริมาตร 30 มิลลิลิตร และตมตอจนครบเวลา 30 นาที 

เกบ็ตวัอยางนำ้ตมรอบที ่2 ปรมิาตร 30 มลิลลิติร จากนัน้

เก็บใบกัญชาที่ผานการตมมาปนละเอียดและเก็บที่

ตูแชแข็ง อุณหภูมิ -18±3 องศาเซลเซียส

กระบวนการผัด: นำใบกัญชา จำนวน 12 ใบ ใสใน

กระทะ เติมน้ำมันปาลม 45 มิลลิลิตร (3 ชอนโตะ) และ

ผัดที่อุณหภูมิประมาณ 90–100 องศาเซลเซียส เปนเวลา

30 วินาที จากนั้นนำสวนผสมทั้งหมดมาปนละเอียดและ

เก็บที่ตูแชแข็ง อุณหภูมิ -18±3  องศาเซลเซียส

กระบวนการทอด: นำใบกัญชา จำนวน 12 ใบ 

ใสในกระทะ เติมน้ำมันปาลม 100 มิลลิตร และทอดที่

อุณหภูมิประมาณ 150–170 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 

วินาที จากนั้นแยกเฉพาะใบกัญชาทอด นำมาปนละเอียด 

เก็บที่ตูแชแข็ง อุณหภูมิ -18±3 องศา และเก็บตัวอยาง

น้ำมนัทีใ่ชทอดทีตู่แชแข็ง อณุหภูมิ -18±3 องศาเซลเซยีส

การสกัดสารสำคัญกลุมแคนนาบินอยด

การสกัดสารจากใบกัญชา (ใบสดและใบที่ผาน

กระบวนการตม ผัด และทอด) โดยการตรวจวิเคราะห

ปริมาณสารกลุมแคนนาบินอยดในพืชกัญชง กัญชา 

และผลิตภัณฑดวยวิธี HPLC: ชั่งตัวอยางใบกัญชาที่

ปนละเอยีด 2.5±0.05 กรมั ลงใน screw cap centrifuge

tube ขนาด 50 มิลลิลิตร เติม methanol 10 มิลลิลิตร 

และผสมใหเขากันดวย vortex mixer จากนั้นเขยาดวย

เครื่อง shaker เปนเวลา 20 นาที และ centrifuge

ที่ 4,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ -4 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 10 นาท ีดดูสารละลายสวนใสดานบน 2 มลิลลิติร 

ใส test tube ขนาด 15 มิลลิลิตร และนำไป clean-up

ดวย SPE CHROMABOND HR–X, 85 µm,

6 mL/200 mg ดงันี ้1) pre–washing ดวย methanol 

5 มลิลลิติร และ DI water 5 มลิลลิติร  2) loading ดวย

สารละลายตัวอยาง 2 มิลลิลิตร 3) washing ดวย 25%

methanol 3 มิลลิลิตร และ 4) eluting ดวย 90:10 

acetonitrile:methanol 5 มิลลิลิตร และ 60:40 

acetonitrile:methanol 3 มิลลิลิตร จากนั้นระเหย

สารสกัดที่ไดดวย nitrogen evaporator ที่อุณหภูมิ 

40±5 องศาเซลเซียส เกือบแหง ละลาย residue ดวย 

acetonitrile 0.5 มิลลิลิตร กรองผาน micro–spin

filter ขนาด 0.2 µm และเก็บสารสกัดใน vial สีชา 

ขนาด 1.5 mL เพื่อนำไปตรวจวิเคราะหชนิดและ

ปริมาณดวยเครื่อง HPLC โดยขีดจำกัดของการ

ตรวจพบ (limit of detection; LOD) เทากับ

0.3 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม

การสกัดจากน้ำตมใบกัญชา(12): ชั่งตัวอยางน้ำตม

ใบกญัชา 10.0±0.05 กรมั ลงใน screw cap centrifuge

tube ขนาด 50 มิลลิลิตร เติม dichloromethane

10 มลิลลิติร และผสมใหเขากนัดวย vortex mixer จากนัน้

เขยาดวยเครือ่ง shaker เปนเวลา 20 นาท ีและ centrifuge

ที่ 4,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ -4 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 10 นาท ีดดูสารละลายดานลางทัง้หมด 10 มลิลิลติร

ใส test tube ขนาด 15 มิลลิลิตร นำไประเหยดวย

nitrogen evaporator ที่อุณหภูมิ 40±5 องศาเซลเซียส 

เกือบแหง ละลาย residue ดวย acetonitrile 0.5 

มิลลิลิตร กรองผาน micro–spin filter ขนาด 0.2 

µm และเก็บสารสกัดใน vial สีชา ขนาด 1.5 mL

เพื่อนำไปตรวจวิเคราะหชนิดและปริมาณดวยเครื่อง 

HPLC โดย LOD เทากับ 0.1 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม

การสกัดสารจากน้ำมันทอดใบกัญชา(13): ชั่ง

ตัวอยางน้ำมันทอดใบกัญชา 0.50 ± 0.01 กรัม ลงใน 

volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร เติม 9:1 

ethanol:hexane ปริมาตร 8 มิลลิลิตร และผสมดวย 
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vortex mixer ใหตัวอยางละลายหมด (อาจใชการ 

sonication เปนเวลา 5–10 นาที เพื่อชวยใหละลายได

ดีขึ้น) ปรับปริมาตรใหครบ 10 มิลลิลิตร แบงสารละลาย

ตัวอยางกรองผาน micro–spin filter ขนาด 0.2 µm 

และเก็บสารสกัดใน vial สีชา ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เพื่อ

นำไปตรวจวิเคราะหชนิดและปริมาณดวยเครื่อง HPLC 

โดย LOD เทากับ 0.3 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม

การสรางกราฟมาตรฐาน

เตรยีมจาก mixed working standard solution

ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ประกอบดวย

สารมาตรฐานกลุมแคนนาบนิอยด 5 ชนดิ ไดแก CBDA, 

CBD, ∆9-THC, ∆8-THC และ THCA โดยเตรยีมใน 

acetonitrile ชวงระดับความเขมขน 0.3, 0.5, 1.0, 3.0, 

5.0 และ 10.0 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร ดงัแสดงในภาพที ่2

ภาพที่ 2  กราฟมาตรฐานของสารกลุมแคนนาบินอยด ไดแก CBDA, CBD, ∆9–THC, ∆8–THC และ THCA
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การวิเคราะหสารสำคัญกลุมแคนนาบินอยดดวย 

HPLC–UV detector

ดำเนินการวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC–UV 

detector โดย mobile phase ท่ีใชประกอบดวย A: 0.1% 

acetic acid in DI water:methanol (95:5) และ B: 

0.1% acetic acid in acetonitrile:methanol (95:5) 

โปรแกรมที่ใชในการแยกสารกลุมแคนนาบินอยด คือ 

isocratic โดยใช flow rate 0.7 มิลลิลิตรตอนาที่ เวลา

ที่ใชในการวิเคราะหทั้งหมด 15 นาที ดังแสดงในภาพที่ 3

ภาพที่ 3  โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานกลุมแคนนาบินอยด ไดแก CBDA (2.873 นาที), CBD (3.271 นาที),

 ∆9–THC (6.355 นาที), ∆8–THC (6.696 นาที) และ THCA (9.052 นาที)

การประ เมิ นความ เสี่ ย งของสาร  ∆9–THC

จากการบริโภคอาหารมีสวนประกอบของกัญชา

ประเมินการรับสัมผัสจากการบริโภค (exposure

assessment)(14) จากขอมูลปริมาณสาร ∆9–THC 

ที่วิ เคราะหไดจากใบกัญชาสดและใบกัญชาที่ผาน

กระบวนการปรงุรปูแบบตาง ๆ  โดยใชปรมิาณการบรโิภค

ตามคูมือกัญชากับตำรับอาหารไทย(4) ซึ่งแนะนำใหใช

กัญชาจำนวน 1 ใบตอเมน ูสำหรบันำ้หนกัตวัของผูบรโิภค

ใชขอมูลน้ำหนักตัวเฉลี่ยของประชากรไทยที่รายงานโดย

สำนักงานมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ(15) 

แบงตามชวงอายุ คือ 18–34.9 ป, 35–64.9 ป และ 65 ป

ขึ้นไป นำขอมูลคำนวณดังนี้

                                                      ปริมาณสาร ∆9–THC (µg/g) × ปริมาณการบริโภคตอครั้ง (g)
ปริมาณการรับสัมผัสจากการบริโภค  =  
             (µg/kg bw)            น้ำหนักตัวของผูบริโภค (kg bw)

จากนั้นคำนวณ margin of safety (MOS) 

เพื่อศึกษาวาปริมาณการรับสัมผัสจากการบริโภคมีความ

เสีย่งทำใหเกดิอนัตรายอยางเฉียบพลนัตอสขุภาพหรอืไม 

โดยเปรียบเทียบกับคาอางอิงวิกฤต (acute reference 

dose; ARfD) จาก European Food Safety Authority

(EFSA) ซึ่งมีคาเทากับ 1 (µg/kg bw)

       ปริมาณการรับสัมผัสจากการบริโภค (µg/kg bw)
 margin of safety (MOS)    = 
                        คาอางอิงวิกฤต (µg/kg bw) 
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หากคา MOS นอยกวาหรือเทากับ 1 หมายถึง 

ปริมาณ ∆9–THC ที่รางกายไดรับมีไมมากพอที่จะกอ

ใหเกดิผลกระทบตอสขุภาพไดหรอืไมมีความเสีย่งอยางมี

นัยสำคัญ แตหากคา MOS มากกวา 1 หมายถึง ปริมาณ 

∆9–THC ที่ไดรับเกินคามาตรฐานหรืออยูในระดับที่

ไมปลอดภัยตอสุขภาพมีความเส่ียงตอสุขภาพจากการ

สัมผัสสาร

ผล

ปริมาณสารสำคัญกลุมแคนนาบินอยดในใบกัญชาสด 

จากการชั่งน้ำหนักใบสด พบวาใบกัญชาพันธุ

ตะนาวศรีกานแดงมีน้ำหนักโดยเฉลี่ย 0.860±0.088 

กรัมตอใบ และใบกัญชาที่กำลังพัฒนาพันธุมีน้ำหนัก

โดยเฉลี่ย 0.669±0.091 กรัมตอใบ ผลจากการวิเคราะห

ปริมาณสารสำคัญ พบวาใบพันธุตะนาวศรีกานแดงสด

มปีรมิาณสาร CBDA และ CBD สงูกวาพนัธุทีก่ำลงัพฒันา

โดยมีคาเฉลี่ยอยูที่ 256.91±18.10 และ 29.74±3.66

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลำดับ สวนใบสดพันธุที่

กำลงัพฒันา มปีรมิาณสาร ∆9–THC และ THCA สงูกวา

พนัธุตะนาวศร ีกานแดง โดยมีคาเฉล่ียอยูท่ี 102.83±8.36 

และ 1,317.36±53.32 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลำดับ 

และทั้งสองพันธุไมพบสาร ∆8–THC ดังแสดงในตาราง

ที่ 1 และภาพที่ 4

ปริมาณสารสำคัญกลุมแคนนาบินอยดในใบกัญชาตม

ใบกัญชาพันธุตะนาวศรีกานแดงเมื่อนำมาตม 

พบวามีปริมาณสาร CBDA เฉลี่ยประมาณ 30.62±4.33 

มลิลกิรมัตอกโิลกรมั และ CBD 103.55±7.81 มลิลกิรมั

ตอกิโลกรัม เมื่อเปรียบเทียบกับใบสด พบวามีปริมาณ

สาร CBDA ลดลงรอยละ 88.08 และ CBD เพิ่มมากขึ้น

ถงึรอยละ 248 สวนน้ำตมใบกญัชาท่ีเวลา 10 และ 30 นาที 

พบวามปีรมิาณสาร CBDA 0.98±0.11 และ 1.09±0.30 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลำดับ และไมพบสารชนิด

อืน่ ๆ  สำหรบัใบกญัชาท่ีกำลงัพฒันาพนัธุ พบปรมิาณสาร 

∆9–THC เฉลี่ยประมาณ 885.15±12.48 มิลลิกรัมตอ

กิโลกรมั และ THCA 154.09±12.7 มลิลกิรมัตอกิโลกรมั 

เมือ่เปรยีบเทยีบกบัใบสด พบวามปีรมิาณสาร ∆9–THC 

เพิม่มากขึน้รอยละ 761 และ THCA ลดลงรอยละ 88.30 

สวนน้ำตมใบกัญชาทั้ง 10 และ 30 นาที พบวามีปริมาณ 

THCA 7.86±0.86 และ 5.67±0.10 มลิลกิรมัตอกิโลกรัม 

ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 1 และภาพที่ 4

ปริมาณสารสำคัญกลุมแคนนาบินอยดในใบกัญชาผัด

กระบวนการผดัทีอ่ณุหภมู ิ90–100 องศาเซลเซยีส 

เปนเวลา 30 วินาที พบสาร CBDA ในใบกัญชาพันธุ

ตะนาวศรีกานแดงประมาณ 15.14±1.69 มิลลิกรัม

ตอกิโลกรัม ลดลงรอยละ 94 เมื่อเปรียบเทียบกับใบสด 

และ CBD ประมาณ 62.49±3.49 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

ซึ่งเพิ่มขึ้นจากในใบสดรอยละ 110 สวนใบกัญชาชนิด

ที่กำลังพัฒนาพันธุ พบสาร ∆9–THC 370.51±8.55 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และ THCA 571.45±22.54 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เมื่อเปรียบเทียบกับใบสด พบ

วามีปริมาณเพิ่มขึ้นรอยละ 260 และลดลงรอยละ 57

ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 1 และภาพที่ 4

ปรมิาณสารสำคญักลุมแคนนาบนิอยดในใบกญัชาทอด

กระบวนการทอดที่อุณหภูมิ 150–170 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 60 วินาที ทำการวิเคราะหตัวอยาง

2 วิธี ไดแก ใบกัญชาทอดและน้ำมันทอดใบกัญชา พบวา

ใบทอดพันธุตะนาวศรีกานแดงมีปริมาณ CBDA ใน

ใบกัญชาทอดนอยกวาในน้ำมันทอดใบกัญชา โดยพบ 

4.94±0.50 และ 8.57±0.67 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม

ตามลำดับ และพบ CBD 25.03±1.31 มิลลิกรัม

ตอกิโลกรัม ซึ่งนอยกวาใบสด พบสาร CBD สวนใหญ

อยูในน้ำมันทอดใบกัญชา 53.75±4.48 มิลลิกรัมตอ

กิโลกรัม สำหรับใบกัญชาทอดพันธุที่กำลังพัฒนามี

ปริมาณ ∆9–THC เทากับ 176.21±6.26 มิลลิกรัมตอ

กิโลกรมั และ THCA 156.01±6.70 มลิลกิรมัตอกิโลกรมั

สวนน้ำมันทอดพบ ∆9–THC และ THCA 10.4±0.92 

และ 60.17±2.03 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลำดับ

ดังแสดงในตารางที่ 1 และภาพที่ 4



216

Cooking Processes on Cannabinoids Content Thongsuk Payanan et al.

วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2567

ตารางที่ 1 ปริมาณสารสำคญักลุมแคนนาบินอยดจากใบกญัชาพนัธุตะนาวศรกีานแดงและพนัธุทีก่ำลงัพฒันาในใบสด

 และใบที่ผานกระบวนการปรุงสุก (n = 10)

พันธุกัญชา กรรมวิธี

ปริมาณสารสำคัญกลุมแคนนาบินอยด

(mg/kg)

CBDA CBD ∆9–THC ∆8–THC THCA

ตะนาวศรี สด ใบกัญชาสด 256.91±18.10 29.74±3.66 14.07±2.25 ND 36.51±3.60

กานแดง ตม ใบกัญชาตม 30.62±4.33

(-88.08%) 

103.55±7.81

(+248.18%)

8.55±1.28

(-39.23%)

ND

ND

ND

น้ำตม 10 นาที 0.98±0.11 ND ND ND ND

น้ำตม 30 นาที 1.09±0.30 ND ND ND ND

ผัด ใบกัญชาผัด 15.14±1.69

(-94.11%)

62.49±3.49

(+110.12%)

12.31±1.32

(-12.51%)

ND

ND

6.16±0.89

(-83.13%)

ทอด ใบกัญชาทอด 4.94±0.50

(-98.08%)

25.03±1.31

(-15.84%)

3.7±0.36

(-73.70%)

ND

ND

2.49±0.37

(-93.18%)

น้ำมันทอด 8.57±0.67 53.75±4.48 ND ND ND

พันธุที่กำลังพัฒนา สด ใบกัญชาสด 24.54±7.76 1.65±0.37 102.83±8.36 ND 1317.36±53.32

ตม ใบกัญชาตม 8.03±1.35

(-67.28%)

16.02±2.48

(+870.91%)

885.15±12.48

(+760.79%)

ND 154.09±12.7

(-88.30%)

น้ำตม 10 นาที 0.31±0.24 ND 0.41±0.05 ND 7.86±0.86

น้ำตม 30 นาที 0.63±0.06 ND 0.84±0.10 ND 5.67±0.10

ผัด ใบกัญชาผัด 13.21±0.72

(-46.18%)

0.60±0.09

(-63.64%)

370.51±8.55

(+260.31%)

571.45±22.54

(-56.62%)

ทอด ใบกัญชาทอด 15±0.95

(-38.88%)

5.84±0.73

(+253.94%)

176.21±6.26

(+71.36%)

156.01±6.70

(-88.16%)

น้ำมันทอด ND ND 10.4±0.92 60.17±2.03

หมายเหตุ: 1) คาขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) ของวิธีการตรวจวิเคราะหใบกัญชาสด ตม ทอด และน้ำมันทอด

  เทากบั 0.3 ไมโครกรมัตอกโิลกรมั และ LOD ของวธิกีารตรวจวเิคราะห  นำ้ตมเทากบั  0.1 ไมโครกรมั

  ตอกิโลกรัม

 2) คำนวณรอยละการเพิ่มขึ้น/ลดลง จาก (ความเขมขนหลังปรุงสุก – ความเขมขนใบสด) × 100

                                           ความเขมขนใบสด

การประเมินความเสี่ยงของสาร ∆9–THC จากการ

บริโภคอาหารที่มีสวนประกอบของกัญชา

จากการประเมินการรับสัมผัสจากการบริโภค

อาหารที่มีสวนประกอบของกัญชา พบวาการบริโภค

ใบกัญชาพันธุตะนาวศรีกานแดง จำนวน 1 ใบ น้ำหนัก

ใบละ 0.86 กรมั โดยผูบรโิภคท่ีมีอาย ุ18 ปขึน้ไป รางกาย

จะไดรับสาร ∆9–THC ในชวง 0.05–0.22 ไมโครกรัม

ตอกิโลกรัมน้ำหนัก (ไมรวมคา 0.00) เม่ือคำนวณคา 

margin of safety (MOS) เปรียบเทียบกับคาอางอิง

วิกฤต (ARfD) ที่ 1 ไมโครกรัมตอกิโลกรัมน้ำหนัก(11) 

พบวามีคา MOS ในชวง 0.05–0.22 ซึ่งนอยกวา 1 

แสดงวาถาบริโภคใบกัญชาพันธุตะนาวศรีกานแดงใน

ปริมาณ 1 ใบ ที่น้ำหนัก ใบละ 0.86 กรัม จะไมทำให

ไดรับสารเกินคามาตรฐานและอยูในระดับที่ปลอดภัย

ตอสุขภาพ สำหรับการบริ โภคกัญชาชนิดที่กำลัง

พัฒนาพันธุ พบวาการบริโภคอาหารที่มีใบกัญชาพันธุนี้
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จำนวน 1 ใบ น้ำหนักใบละ 0.669 กรัม โดยผูบริโภคที่

มีอายุ 18 ปขึ้นไป รางกายจะไดรับสาร ∆9–THC ในชวง

0.01–10.62 ไมโครกรัมตอกิโลกรัมน้ำหนัก (ไมรวมคา 

0.00) ซึ่งคาการไดรับสัมผัสที่สูงที่สุดพบในใบกัญชาตม

ที่บริโภคโดยผูบริโภคอายุ 65 ปขึ้นไป และเมื่อคำนวณ

คา MOS เปรียบเทียบกับคา ARfD ที่ 1 ไมโครกรัมตอ

ภาพที่ 4  ปริมาณสารสำคัญกลุมแคนนาบินอยด (CBDA, CBD, ∆9–THC, ∆8–THC และ THCA) ของกัญชา

 พันธุตะนาวศรีกานแดงและพันธุที่กำลังพัฒนา ในใบสดและใบที่ผานกระบวนการตม ผัดและทอด

กโิลกรมันำ้หนกั(11) พบวามคีา MOS ในชวง 0.01–10.62 

ซึง่อาหารบางประเภททีใ่หคามากกวา 1 แสดงวาการไดรับ

สาร ∆9–THC เกินคามาตรฐานหรืออยูในระดับท่ีอาจ

ไมปลอดภัยตอสุขภาพมีความเส่ียงตอสุขภาพอยางมีนัย

สำคัญ ดังแสดงในตารางที่ 2
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วิจารณ

จากการศึกษาพบว ากัญชาทั้ ง  2  พันธุ  มี

องคประกอบทางเคมีที่แตกตางกัน โดยพันธุตะนาวศรี

กานแดงมสีารกลุม CBD และ CBDA สงู สวนพนัธุทีก่ำลงั

พัฒนามีสารกลุม THC และ THCA สูง โดยพบวา

องคประกอบของสารกลุมดังกลาวที่พบมากที่สุดใน

ใบกัญชาสดอยูในรูป acidic form ไดแก CBDA และ 

THCA ซึง่เปนสารท่ีไมออกฤทธิต์อจติประสาท เนือ่งจาก

ไมสามารถจับกับ cannabinoid receptors (CB1 และ 

CB2) ในรางกายได(16) แตเปนสารตั้งตนที่สำคัญในการ

สังเคราะหสาร CBD และ THC ตามลำดับ สาร CBDA 

และ THCA มีความไมเสถียรตออุณหภูมิสูง เมื่อมีแสง

หรือความรอนเปนตัวเรงปฏิกิริยาจะทำใหเกิดปฏิกิริยา 

decarboxylation โดย carboxyl group หลุดออกไปใน

รปูของ CO2
(7) มีการศกึษาทาง molecular modeling(17)

พบวา THCA จะเปลี่ยนเปน THC อยางสมบูรณ

ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ในระยะเวลา 3 ชั่วโมง 

ที่อุณหภูมิสูงกวา 160 องศาเซลเซียส ในเวลา 10 นาที

และที่อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส ในเวลาไมกี่วินาที 

กระบวนการ decarboxylation ของ THCA เปน 

THC สามารถเกิดไดสูงสุดเพียงแครอยละ 70 เทานั้น(18) 

การศึกษานี้เปนการศึกษาเบื้องตน ที่เปรียบเทียบกับ

พฤติกรรมการบริโภคของคนไทย โดยมีวัตุประสงค

เพ่ือศึกษาผลจากกระบวนการปรงุสกุตอการเปลีย่นแปลง

ของปริมาณสารสำคัญกลุมแคนนาบินอยดที่เพิ่มข้ึนหรือ

ลดลงในใบกัญชาเพียง 2 พันธุ และนำผลการทดลองที่

ไดมาพิจารณาเปรียบเทียบกับขอมูลเชิงวิชาการเทานั้น

ผลการทดลองพบวาการตมท่ีอณุหภมิู 100 องศาเซลเซยีส 

เปนเวลา 30 นาที สาร THCA ในใบกัญชาพันธุที่กำลัง

พฒันาเกดิการ decarboxylation เปลีย่นเปนสาร THC 

และทำใหปริมาณสาร THC เพิม่มากขึน้จากใบสดรอยละ 

760.79 ซึง่พบการเปลีย่นแปลงมากกวาการผดัทีอ่ณุหภมูิ 

90–100 องศาเซลเซียส เวลา 30 วินาที และการทอดที่

อณุหภมู ิ150–170 องศาเซลเซยีส เวลา 60 วินาท ีทีม่กีาร

เพิ่มขึ้นของสาร THC เพียงรอยละ 260.31 และ 71.36 

ตามลำดับ พบปริมาณ THC ในใบกัญชาทอดนอยกวา

ใบผัด เกิดจาก THC สวนหนึ่งละลายอยูในน้ำมันทอด

เพราะมีคุณสมบัติละลายไดดีในไขมันและอีกสวนหนึ่ง

อาจเกิดการสลายตัวจาก THC เนื่องจาก THCA และ 

THC สามารถเกิด polymerization และ oxidation 

ไปเปน cannabinolic acid (CBNA) และ can-

nabinol (CBN) ตามลำดับ ซึ่งการสลายตัวนี้เกิดไดที่

อุณหภูมิระหวาง 85–100 องศาเซลเซียส(19) สำหรับ

การเกิด decarboxylation ของ CBDA มีการทดลอง

ในสารสกัดกัญชา(20) พบวา CBDA สามารถเกิด 

decarboxylation ไดรอยละ 95 ที่อุณหภูมิ 110 องศา

เซลเซียส เวลา 60 นาที และรอยละ 97 เมื่อใชอุณหภูมิ 

120 องศาเซลเซยีส เวลา 50 นาท ีและ 130 องศาเซลเซียส 

เวลา 20 นาท ีจากการศกึษาดงักลาว(20) มรีายงานวาอตัรา

การเกิด decarboxylation ของ CBDA ขึ้นอยูกับชนิด

ของ matrix โดยทดลองกับ isolated CBDA พบวาที่

อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส เวลา 60 นาที สาร CBDA 

เกิด decarboxylation รอยละ 52 แสดงวาในสารสกัด

กัญชามีปจจัยที่ชวยใหกระบวนการ decarboxylation 

เกิดไดดีขึ้น เมื่อพิจารณาผลของการเปลี่ยนแปลงสาร 

CBDA และ CBD ในใบกัญชาพันธุตะนาวศรีกานแดง 

พบวาการตมทีอ่ณุหภมู ิ100 องศาเซลเซยีส เวลา 30 นาที 

สาร CBDA มปีรมิาณลดลงรอยละ 88.08 ในขณะที ่CBD 

เพิ่มขึ้นรอยละ 248.18 สวนการผัดที่อุณหภูมิ 90–100 

องศาเซลเซียส เวลา 30 วินาที เกิดการเพิ่มขึ้นของ CBD 

รอยละ 110.12 และการทอดที่อุณหภูมิ 150–170 องศา

เซลเซียส เวลา 60 วินาที เกิดการลดลงของ CBD รอยละ

15.84 และพบวาสาร CBD สวนใหญจะละลายอยูในนำ้มนั

เมือ่พจิารณาถงึอตัราการเกดิปฏกิริยิา decarboxylation 

พบวาการเพิม่ขึน้ของสาร CBD เกดิในอตัราเรว็ทีน่อยกวา

การลดลงของ CBDA เนื่องจาก CBD มีจุดเดือดที่คอน

ขางต่ำประมาณ 160–180 องศาเซลเซียส จึงทำให CBD 

อาจสลายตัวได(19)

คุณสมบัติที่สำคัญของสารกลุมแคนนาบินอยด 

คือ ละลายไดดีในไขมันและละลายไดนอยในน้ำ โดย 

THC สามารถละลายไดมากกวา 1 กรัมตอมิลลิลิตร 

ใน ethanol และ acetone(21) แตละลายในน้ำไดเพียง 

2.8 มิลลิกรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิ 23 องศาเซลเซียส(22) 

เชนเดียวกับ CBD ที่ละลายน้ำได 12.6 มิลลิกรัม

ตอลิตร(23) ในการศึกษานี้เมื่อนำใบกัญชาตมในน้ำ

พบปริมาณสารกลุมแคนนาบินอยดละลายออกมา
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คอนขางนอย โดยมีอัตราการละลาย (transfer rate) 

ของ CBD และ THC อยูในชวงรอยละ 0.40–0.82

และ CBDA และ THCA อยูในชวงรอยละ 0.38–2.57

(ไมรวมรอยละ 0) สังเกตไดวา THCA และ CBDA 

มีความสามารถในการละลายน้ำไดดีกวา เนื่องจากมี

โครงสรางทางเคมีท่ีมีขั้วมากกวาสอดคลองกับผลการ

ศึกษากอนหนา(24) ที่ทำการวิเคราะหปริมาณสารกลุม

แคนนาบินอยดในใบชาแหงและน้ำจากการชงชา พบวา

มีสารกลุมแคนนาบินอยดทั้งหมด (total cannabinoid 

content) เฉลี่ยอยูที่ 14,960 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม โดย

แบงเปน CBD และ CBDA รอยละ 87 และ ∆9–THC 

ประมาณ 16−935 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เมื่อนำใบชานี้

ไปชงเปนน้ำชา พบวามีอัตราการละลายของ CBD

อยูในชวงรอยละ 0.3–4.2 และ ∆9–THC อยูในชวง

รอยละ 0.1–1.4

การประเมินความเสี่ยงของสาร ∆9–THC จาก

การบริโภคอาหารมีสวนประกอบของกัญชา อางอิงจาก

คาอางอิงวิกฤต (acute reference dose; ARfD) ตาม 

EFSA(11) พบวาการบริโภคใบกัญชาพันธุตะนาวศรี

กานแดงทั้งรูปแบบใบสด ใบที่ผานกรรมวิธีการปรุง

น้ำตมใบกัญชา และน้ำมันทอดใบกัญชา จำนวน 1 ใบ 

เปนปริมาณที่สามารถบริโภคอยางปลอดภัย แตสำหรับ

พันธุที่กำลังพัฒนามีปริมาณ ∆9–THC คอนขางสูง 

ทำใหการบริโภคใบสดและใบที่ผานกรรมวิธีการปรุงแม

เพียง 1 ใบ ผูบริโภคจะไดรับปริมาณสาร ∆9–THC สูง

กวาเกณฑความปลอดภัย โดยเฉพาะใบกัญชาตมที่ผาน

ความรอนเปนเวลานานจะทำใหมีปริมาณ ∆9–THC

มากที่สุด เมื่อ เปรียบเทียบคา  health based 

guidance value (HBGV) หรือ ARfD ของ EFSA 

กับขอกำหนดของหนวยงานจากประเทศอื่นๆ พบวา

ขอกำหนดของ EFSA คอนขางต่ำกวา EFSA กำหนด

ใหคาความเขมขนต่ำสุดของสารที่กอใหเกิดผลขางเคียง

ตอสุขภาพ (lowest-observed-adverse-effect 

level; LOAEL) ของ ∆9–THC ท่ีสงผลตอระบบ

ประสาทสวนกลางอยูที่ 2.5 มิลลิกรัมตอวัน และปริมาณ

สารสูงสุดที่รับไดตอวัน (provisional maximum

tolerable daily intake; PMTDI) เทากับ 0.4 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ำหนัก เมื่อนำคา LOAEL

มาคำนวณกับ uncertainty factor ประมาณ 30 จะได

คา HBGV ของ THC เทากับ 1 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม

น้ำหนัก การศึกษาของ Food Standards Australia

New Zealand (FSANZ) ประเทศออสเตรเลียและ

นิวซีแลนด พบวาคา TDI เทากับ 6 ไมโครกรัมตอ

กิโลกรัมน้ำหนัก และ LOAEL เทากับ 5 มิลลิกรัมตอวัน 

เมื่อคำนวณกับ uncertainty factor เทากับ 10 จะได

คา HBGV เทากับ 6 ไมโครกรัมตอกิโลกรัมน้ำหนัก ซึ่ง

ใกลเคียงกับคากำหนดของ Swiss Federal Office of 

Public Health (Bundesamt für Gesundheit 

(BAG) ประเทศสวิสเซอรแลนด และ Croatian Food 

Agency (Hrvatska Agencija za Hranu (HAH)) 

ประเทศโครเอเชยี(25)  ในป ค.ศ. 2020 EFSA รายงานผล

การประเมินความเส่ียงตอสุขภาพมนุษยอยางเฉียบพลัน

จากการไดรับ ∆9–THC(11) MOS มากกวา 1 พบวา

การบริ โภคผลิตภัณฑจากกัญชาที่ วางจำหนายใน

ทองตลาดโดยกลุมที่มีการบริโภคสูงสงผลใหปริมาณ

การไดรับสัมผัสสูงกวาคาอางอิงวิกฤตของ EFSA เชน 

ปริมาณการไดรับสัมผัสจากขนมปงและแปงกัญชง

มีคาเทากับ 0.3–1.3 ไมโครกรัมตอกิโลกรัมน้ำหนัก 

พาสตามีคาเทากับ 1.2–6.4 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม

น้ำหนัก ผลิตภัณฑธัญชาติสำหรับอาหารเชามีคาเทากับ 

0.18–1.27 ไมโครกรัมตอกิโลกรัมน้ำหนัก เบียรและ

ผลิตภัณฑคลายเบียรมีคาเทากับ 7–41 ไมโครกรัมตอ

กิโลกรัมน้ำหนัก เปนตน ดังนั้นการบริโภคใบกัญชา

พันธุตะนาวศรีกานแดง จำนวน 1 ใบ น้ำหนักโดยเฉลี่ย 

0.860±0.088 กรัมตอใบ ที่มีปริมาณการไดรับสัมผัส 

0.05–0.22 ไมโครกรัมตอกิโลกรัมน้ำหนัก อยูในเกณฑ

ที่มีความปลอดภัยตอสุขภาพ สวนพันธุที่กำลังพัฒนา

จำนวน 1 ใบ น้ำหนักโดยเฉลี่ย 0.669±0.091 กรัมตอใบ 

เทากับปริมาณการไดรับสัมผัส 0.01–10.62 ไมโครกรัม

ตอกิโลกรัมน้ำหนัก อาจตองพิจารณาเลือกบริโภคใบสด

หรือใบที่ผานกระบวนการใหความรอนที่ไมนานเกินไป

หรือบริโภคนอยกวาจำนวน 1 ใบ เพื่อปองกันผลกระทบ

ตอสุขภาพ หากพิจารณาถึงขอกำหนดตามประกาศ

กระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 438 พ.ศ. 2565 ซึ่งกำหนด

ใหปริมาณ ∆9–THC มีคาไมเกิน 1.6 มิลลิกรัมตอ

หนวยบรรจ ุพบวาการบรโิภคใบกญัชาพนัธุทีก่ำลงัพฒันา 
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จำนวน 1 ใบ (0.669±0.091 กรัม) มีปริมาณ ∆9–THC 

ไมเกินขอกำหนด การศึกษานี้เปนแนวทางตัวอยางของ

กัญชา 2 ชนิดพันธุ เทานั้น ผลการศึกษายังไมครอบคลุม

การนำไปใชกับกัญชาพันธุอื่น ๆ  และกระบวนการปรุง

รูปแบบอื่น ผูบริโภคจึงควรมีความระมัดระวังในการ

บริโภคอาหารและเครื่องดื่มจากกัญชา โดยเฉพาะ

ผลิตภัณฑที่วางจำหนายในทองตลาดหรือรานอาหาร

โดยไมมกีารขึน้ทะเบยีนหรอืไมมีการตรวจสอบ เนือ่งจาก

ผูผลิตอาจนำสวนอื่น ๆ  ของกัญชาท่ีมีปริมาณสารออก

ฤทธิ์สูงมาใช เชน ชอดอก ใบสวนท่ีใกลชอดอก และ

ใบอบแหง ซึง่อาจทำใหผูบรโิภคไดรบัสาร ∆9–THC มาก

เกนิไป และสงผลเปนอนัตรายตอสุขภาพ รวมท้ังควรระวงั

ปจจัยอื่น ๆ  จากการบริโภคกัญชา เชน การปนเปอนเชื้อ 

Salmonella spp. และ E. coli การปนเปอนของสาร

เคมีกำจัดศัตรูพืช และโลหะหนัก เปนตน(26)

สรุป

การเปลีย่นแปลงของสารกลุมแคนนาบนิอยดชนดิ 

CBDA, CBD, ∆9–THC, ∆8–THC และ THCA 

ในกัญชาพันธุตะนาวศรีกานแดงและพันธุที่กำลังพัฒนา

ที่ผานกระบวนการปรุงสุก ไดแก ตม ผัด และทอด 

พบวาใบกัญชาผานกระบวนการปรุงสุกท่ีใชความรอน 

สาร CBDA และ THCA มีปริมาณลดลง สวน CBD 

และ ∆9-THC มีปริมาณเพิ่มมากขึ้น โดยการตมสงผล

ใหปริมาณสาร CBD ในกัญชาพันธุตะนาวศรีกานแดง

เพ่ิมขึ้นรอยละ 248.18 และ CBDA ลดลงรอยละ 

88.08 สวนพันธุที่กำลังพัฒนา พบวา ∆9–THC เพิ่มขึ้น

รอยละ 760.79 และ THCA ลดลงรอยละ 88.30 พบ

สารในน้ำตมใบกัญชาเพียงเล็กนอยในชวงรอยละ 0.00–

2.57 กระบวนการผัดใบกัญชาพันธุตะนาวศรีกานแดง 

พบ CBD เพิ่มขึ้นรอยละ 110.12 และ CBDA ลดลง

รอยละ 94.11 สวนใบกัญชาพันธุกำลังพัฒนา พบสาร 

∆9–THC เพิ่มขึ้นรอยละ 260.31 และ THCA ลดลง

รอยละ 56.62 สำหรบัการทอด พบใบทอดพนัธุตะนาวศรี

กานแดงมีปริมาณ CBD และ CBDA ลดลงจาก

ใบสด รอยละ 15.84 และ 98.08 ตามลำดับ ทั้งนี้พบวา

สารสวนใหญอยูในน้ำมันทอดใบกัญชา และใบทอดพันธุ

ที่กำลังพัฒนามีปริมาณ ∆9–THC เพิ่มขึ้นรอยละ

71.36 สวนน้ำมันทอดพบสารสำคัญกัญชาสวนหนึ่ง

เชนกัน 

การประเมินความเสี่ยงของ ∆9–THC จากการ

บรโิภคอาหารมสีวนประกอบของกญัชา โดยเปรยีบเทยีบ

กบัคาอางองิวกิฤต (ARfD) จาก EFSA ที ่1 ไมโครกรัมตอ

กโิลกรมันำ้หนกั พบวาการบรโิภคใบกญัชาพนัธุตะนาวศรี

กานแดงทั้งใบสดและใบปรุงสุกจำนวน 1 ใบ ไมทำใหได
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The Eff ects of Cooking Processes on 
Cannabinoids Content of Cannabis Leaves 

ABSTRACT The cooking processes can aff ect the increment or reduction of the substances, cannabinoids, 

in cannabis leaves, causing foods to have diff erent eff ects. This study aimed to investigate the alteration 

of cannabinoids content; CBD, CBDA, ∆9–THC, ∆8–THC, and THCA in the cannabis leaves that were 

cooked by boiling, stir-frying, and deep-frying. This study employed 2 strains of cannabis leaves; Tanao 

Si Kan Dang and the ongoing-developed strain, which were developed by the medicinal plant research 

institute. The cannabinoids content was compared between fresh leaves and cooked leaves, using HPLC. 

The results indicated that boiling process resulted in an enhancement of CBD and ∆9–THC for 248.18% 

and 760.79%, but the CBDA and THCA were reduced for 88.08 and 88.30. Additionally, these substances 

were slightly found in the boiling water. For stir-fried, heat was found to increase the contents of CBD and 

∆9–THC for 110.12% and 260.31% and also reduce the CBDA and THCA for 94.11% and 56.62%. Lastly, 

deep-fried process aff ected the reduction of the cannabinoids content compared to the fresh leaves, but 

some substances were detected in the oil. The exposure assessment to ∆9–THC from cannabis in food 

based on the acute reference dose of 1 µg/kg from the EFSA showed that the consumption of one fresh 

or cooked Tanao Si Kan Dang leaf contributed to Margin of Safety (MOS) during 0.05–0.22 (MOS < 1), 

thus this ∆9–THC exposure did not excess the safety guideline. However, consumption of the developed 

strain leaf led to MOS 0.01–10.62, showing that the exposure to ∆9–THC exceeded the guideline or could 

signifi cantly cause the adverse eff ects to consumers health. Therefore, when consuming for cannabis in 

food, both the amount of existing substances and cooking processes should be awared before taken for 

safety concern.

Keywords: Cannabis leaves, Tanao Si Kan Dang, Cooking process, Cannabinoids 
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การพัฒนาและทดสอบความถูกตองวิธีวิเคราะห
ปริมาณฮอรโมน 17α-Estradiol, 17ß-Estradiol 
และ Testosterone โดยเทคนิค UPLC-MS/MS
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บทคัดยอ ฮอรโมน 17α-estradiol, 17ß-estradiol และ testosterone เปนฮอรโมนเพศท่ีทําหนาที่ควบคุมการเจริญ

ของระบบสืบพันธุ รวมถึงสงผลตอการแสดงลักษณะของเพศหญิงและเพศชาย ปจจุบันพบวามีการนําฮอรโมนเพศสังเคราะห

มาใชในการเพาะเลีย้งสตัวน้าํ โดยเฉพาะการเพาะเลีย้งปลานลิและปลาหมอแบบเพศเด่ียว โดยใช testosterone เหนีย่วนาํใหเกดิ

ปลานิลเพศผู และ 17ß-estradiol เพ่ือใหเกดิปลาหมอเพศเมีย การผสมฮอรโมนในอาหารอาจกอใหเกดิการตกคางในเนือ้สตัว

และสิง่แวดลอม สงผลใหเกดิความเสีย่งตอสขุภาพของผูบรโิภค จงึมขีอกาํหนดจากสหภาพยโุรป (EU) ประกาศหามใชฮอรโมน

ดังกลาวในการทําปศุสัตวและเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห

สารกลุมฮอรโมนเพศ ไดแก 17α-estradiol, 17ß-estradiol และ testosterone ในเนื้อปลา ดวยเทคนิค UPLC-MS/MS 

คํานวณผลโดยใช procedural mixed standard calibration curve พบวา LOD และ LOQ เปน 1 และ 2 ไมโครกรัม

ตอกิโลกรัม ตามลําดับ ชวงการวิเคราะหอยูระหวาง 2–100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม คา coeffi  cient of determination (R2) 

มากกวา 0.999 ความแมนแสดงดวย %recovery อยูในชวง 89.7–114.0% และความเท่ียงแสดงดวย %RSD อยูในชวง 

3.5–26.5% แสดงใหเหน็วาวธิวีเิคราะหนีม้คีวามจาํเพาะ แมนยาํ นาเชือ่ถือ เหมาะสมสาํหรบัใชตรวจวเิคราะหในหองปฏบิตักิาร

คําสําคัญ: 17α-Estradiol, 17ß-Estradiol, Testosterone, ฮอรโมน, UPLC-MS/MS 
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บทนํา

ฮอรโมน (hormone) เปนสารเคมีที่ถูกสราง

จากตอมไรทอที่ถูกสงไปตามกระแสเลือดเพ่ือไปยัง

สวนตางๆ ของรางกาย ฮอรโมนท่ีมีหนาท่ีควบคุมการ

สืบพันธุ กระตุนการเจริญเติบโตของไขในรังไข หรือ

สรางเชื้ออสุจิในอัณฑะ เรียกวา ฮอรโมนเพศ จัดอยู

ในกลุมสารสเตียรอยดฮอรโมน (steroid hormone)

มีโครงสรางเปนวงพื้นฐานของสเตียรอยด ถูกสังเคราะห

โดยมคีอเลสเตอรอล (cholesterol) เปนสารตัง้ตน ไดแก 

estradiol (17α-estradiol และ 17ß-estradiol) เปน

ฮอรโมนเพศหญิง ทำหนาท่ีควบคุมลกัษณะเพศหญงิและ

รักษาสมดุลระบบสืบพันธุ(1)  และ testosterone ซึ่ง

เปนฮอรโมนเพศชาย(2) ปจจุบันฮอรโมนเพศสังเคราะห

มบีทบาทในการพัฒนาระบบเลีย้งปลาแบบเพศเดีย่วหรอื

แปลงเพศใดเพศหน่ึง (mono sex) อยางแพรหลาย 

เนื่องจากตองการเพิ่มผลผลิตในการเพาะเลี้ยง นิยมทำ

โดยการผสมฮอรโมนเพศในอาหารสำหรับลูกปลา เพื่อ

เหนี่ยวนำเพศปลาในระยะที่ยังไมมีการพัฒนาเพศหรือ

ระยะถุงไขแดงยุบใหได เพศปลาตามที่ตองการ(3)

วิธีการนี้พบมากในการเพาะเลี้ยงปลานิลและปลาหมอ

ซึ่งเปนปลาเศรษฐกิจท่ีคนไทยนิยมเพาะเลี้ยงกันอยาง

แพรหลายทั้งเพื่อการคาและบริโภคเพราะเนื้อมีรสชาติดี

ราคาถูก(4,5) โดยทั่วไปปลานิลเพศผูมีขนาดใหญและ

เจรญิเตบิโตไวกวาเพศเมีย เนือ่งจากปลานลิเพศเมยีตอง

ใชพลงังานสวนใหญในการพัฒนาเซลลสืบพันธุมากกวาใช

ในการเจรญิเตบิโต(6,7) จึงมีการใชฮอรโมน testosterone

เหนี่ยวนำเพศปลานิลใหเปนเพศผู (3) สวนปลาหมอ

เพศเมยีโดยธรรมชาตมีิขนาดใหญกวาเพศผู โดยเพศเมยี

มขีนาดประมาณ 17–20 เซนตเิมตร น้ำหนัก 95–125 กรมั

ในขณะที่เพศผูมีขนาดเพียง 15–18 เซนติเมตร น้ำหนัก 

60–95 กรัม(8) มีการใชฮอรโมน 17ß-estradiol ซึ่งเปน

ฮอรโมนเพศเมยีเหนีย่วนำเพศปลาหมอใหเปนเพศเมยี(9)

การนำฮอรโมนสังเคราะหมาใชในการเพาะเลี้ยง

สัตวน้ำ อาจกอใหเกิดปญหาการปนเปอนของฮอรโมน

ในอาหารและสิ่งแวดลอม เชน แหลงน้ำหรือดินสำหรับ

การทำเกษตรกรรม มีรายงานพบการสะสมของฮอรโมน

อยูในตะกอนจากกระชังเล้ียงปลา โดยพบฮอรโมน

เพศหญิงชนิด estrone สะสมอยูในตะกอน 0–0.17 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม และสะสมในปลา 0.09–1.24 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม(10) พบการตกคางของฮอรโมน

ชนิด estriol ในน้ำบริเวณลำคลองจังหวัดระยองและ

ชลบุรี 0.001–0.063 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ในน้ำทะเล

บริเวณมาบตาพุด 0.001–0.004 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

ในหอยแมลงภู (Pernaviridis) 0.001–0.153 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม(11) และมีรายงานพบการตกคาง 

testosterone ในผลิตภัณฑปลาจากตลาดคาปลีก

เมอืงกรงุไคโร ประเทศอยิปิต ไดแก เบอรเกอรปลา ลกูชิน้ปลา

และปลาแทง 0.1–1.32, 0.01–0.20 และ 0.13–1.28 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ตามลำดับ(12) โดยทั่วไปมนุษย

และสตัวสามารถขบัฮอรโมนสวนเกินออกจากรางกายทาง

ปสสาวะและอุจจาระได(13) แตหากมนุษยไดสัมผัสหรือ

บรโิภคเนือ้สตัวทีป่นเปอนฮอรโมนจากสิง่แวดลอมสะสม 

อาจมีผลกระทบตอสุขภาพโดยเฉพาะระบบสืบพันธุ เชน

เกิดภาวะแทงบุตรในสตรีวัยเจริญพันธุ เนื่องจากสาร

เหลานี้สงผลตอการลดระดับการสังเคราะหฮอรโมน

เอสโตรเจน (estrogen) ในรางกาย และในเพศชาย

อาจพบภาวะการถดถอยของจำนวนหรือคุณภาพของ

อสจุลิดลง(14)  สารสเตยีรอยดฮอรโมนชนดิ 17ß-estradiol

หากเขาสูรางกายจะเกิดกระบวนการ metabolism เปน 

estrone และ estriol มีฤทธิ์เปนสารกอมะเร็งเตานม(15)

การตกคางของฮอรโมน testosterone มีความเสี่ยง

ตอการเปนมะเร็งในตอมน้ำนม ปากมดลูก มดลูก และ

ตอมลูกหมาก ทำใหเด็กหญิงและชายเขาสูวัยเจริญพันธุ

เร็ว(12) โดย Joint FAO/WHO Expert Committee

on Food Additives ไดกำหนดคา acceptable daily 

intake (ADI) ของสารสเตียรอยดฮอรโมน 17ß-

estradiol ที ่0–0.05 µg/kg bw/day และ testosterone

ที่ 0–2 µg/kg bw/day เพื่อเปนการเฝาระวังผลกระทบ

ตอสขุภาพมนษุย(16) ในขณะทีส่หภาพยโุรป (European 

Union; EU) ไดประกาศหามใชฮอรโมนทั้งหมด 6 

ชนิด ไดแก 17ß-estradiol, melengestrol acetate, 

progesterone, testosterone, trenbolone acetate 

และ zeranol ในการทำปศสุตัวและการเพาะเลีย้งสตัวนำ้ 

เพือ่ปกปองกลุมคนเปราะบางตอการไดรบัสารสเตยีรอยด

ฮอรโมน เชน เด็กที่ยังไมเขาสูวัยเจริญพันธุ(17) 
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เทคนิคในการตรวจวิเคราะหสารกลุมสเตียรอยด

ฮอรโมนในเนื้อสัตวมีหลากหลาย สวนใหญนิยมตรวจ

วิเคราะหดวยเทคนิค GC-MS/MS หรือ LC-MS/

MS นอกจากน้ีสามารถตรวจวิเคราะหฮอรโมนไดดวย

เทคนิค thin-layer chromatography (TLC) ซึ่ง

เปนการวิเคราะหเชิงคุณภาพใชตรวจคัดกรองไดอยาง

รวดเร็ว ราคาถูก และตรวจวิเคราะหหลายตัวอยางได

พรอมกัน(18,19) เทคนิค enzyme-linked immuno-

sorbent assay (ELISA) สามารถใชในการวิเคราะห

ในรูปแบบ semi-quantitative ที่มีขีดจำกัดการตรวจ

พบในระดับต่ำและมีความจำเพาะสูง แตมีขอจำกัด 

คือ 1 ชุดตรวจ สามารถระบุไดเพียง 1 ชนิดสารเทานั้น 

ทำใหมีคาใชจายสูง ใชเวลานาน สิ้นเปลืองสารเคมี และ

กอใหเกิด waste จำนวนมาก(20,21) ซึ่งหากตรวจพบตอง

มีการยืนยันผลอีกครั้ งดวยเทคนิคข้ันสูง เทคนิค

GC-MS/MS หรือ LC-MS/MS เปนการตรวจวัด

ดวยมวลตอประจุ มีความจำเพาะความไวสูง สามารถ

ตรวจยนืยนัชนดิ และวัดปรมิาณสารท่ีตรวจพบไดถกูตอง

แมนยำ สามารถแยกสารที่สนใจออกจากสารที่มีสูตร

โครงสรางใกลเคยีงหรอืสัญญาณรบกวนได ทำใหตรวจวดั

ไดที่ระดับความเขมขนต่ำเหมาะสำหรับการตรวจสาร

ที่ไมอนุญาตใหใชหรือไมมีคากำหนด แตขอจำกัดของ

เทคนิค GC-MS/MS คือ สารที่นำมาวิเคราะหตองเปน

สารที่ระเหยได (volatile compounds) ซ่ึงสารกลุม

สเตยีรอยดฮอรโมนมีความสามารถในการระเหยตำ่ ดงันัน้

การวิเคราะหตองผานการเตรียมสารใหอยูในรูปที่

ระเหยไดงาย โดยการทำอนุพันธดวยปฏิกิริยาเคมีหรือ

กระบวนการ derivatization กอนตรวจวัด ซึง่สิน้เปลอืง

ทั้งเวลาและคาใชจาย(22,23) เทคนิค LC-MS/MS 

ตัวอยางที่ผานกระบวนการสกัดแลวสามารถตรวจ

วิเคราะหไดโดยตรง มีความสะดวก รวดเร็ว สามารถ

วิเคราะหฮอรโมนหลายชนิดไดพรอมกันในครั้งเดียว(24)

สำนกัคณุภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร

การแพทย จึงไดนำเทคนิคนี้มาใชพัฒนาวิธีวิเคราะห

สารกลุมฮอรโมน 3 ชนิด ไดแก 17α-estradiol,

17ß-estradiol และ testosterone ในเนื้อปลา

เพื่อรองรับประกาศของ EU โดยใชเครื่องมือที่มี

ประสิทธิภาพสูง คือ UPLC-MS/MS ทำการปรับ

สภาวะเครื่องมือ และ mobile phase ใหเหมาะสม 

เพื่อใหสามารถวิเคราะหแยกชนิดและปริมาณฮอรโมน 

17α-estradiol และ 17ß-estradiol ออกจากกันได 

เน่ืองจากประกาศของ EU ระบุหามใชสารชนิด 17ß-

estradiol อยางชัดเจน รวมถึงพฒันาใหสามารถวเิคราะห

ไดในความเขมขนตำ่ ดำเนนิการทดสอบความถูกตองของ

วิธีตรวจวิเคราะหตาม EURACHEM Guide 2014(25) 

เพื่อยืนยันวาวิธีมีความถูกตองเหมาะสม วิธีที่พัฒนาขึ้นนี้

จึงสามารถนำไปใชในหองปฏิบัติการเพื่อประโยชน

ในการเฝาระวังความปลอดภัยใหกับผูบริโภค สำรวจ

ปริมาณการปนเปอนของสารกลุมฮอรโมนในอาหารและ

สิ่งแวดลอม ไดขอมูลระดับการปนเปอนของฮอรโมน 

และนำไปควบคุมการใชสารกลุมฮอรโมนอยางถูกตอง

ใหกับภาคการเกษตรและอุตสาหกรรม รวมถึงใชขอมูล

ปริมาณการตกคางฮอรโมนเพื่อกำหนดคาปริมาณสูงสุด

ทีต่รวจพบในอาหารและสิง่แวดลอมเพือ่รองรบักฎหมาย

ในประเทศไทย

วัสดุและวีธีการ

สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารเคมี: acetonitrile (HPLC, Merck,

Germany), hexane (HPLC, Burdick & Jackson, 

Korea), methanol (HPLC, Merck, Germany), 

formic acid (AR grade, ความบริสุทธิ์มากกวารอยละ 

98, Fisher) และ DI water (Type I มีคา resistivity 

> 18 mΩ.cm)

สารมาตรฐาน: 17α-estradiol, 17ß-estradiol,

testosterone (ทั้งหมดเปนผลิตภัณฑของ Dr. 

Ehrenstorfer GmbH, ความบรสิทุธิม์ากกวารอยละ 95, 

Germany) และ internal standard zeranol-D5

(ผลิตภัณฑของ Witega Laboratorien Berlin,

ความบริสุทธิ์มากกวารอยละ 99, Germany)

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

เตรยีม stock standard แตละชนดิทีค่วามเขมขน

1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยชั่งสารมาตรฐาน 10 

มิลลิกรัม ละลายดวย methanol 10 มิลลิลิตร มีอายุการ

ใชงาน 1 ป เตรียม mixed intermediate standard 
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โดยเจือจาง stock standard 3 ชนิด ผสมดวยกันใหได

ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใน methanol 

มีอายุการใชงาน 3 เดือน เตรียม mixed working 

standard ความเขมขน 1 และ 0.1 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ใน methanol มีอายุการใชงาน 1 เดือน

เตรียม stock internal standard ความเขมขน 

1,000 ไมโครกรมัตอมิลลิลิตร ชัง่สาร 10 มิลลิกรมั ละลาย

ดวย methanol ปรับปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร เตรียม 

intermediate internal standard โดยเจือจาง stock 

internal standard ใหไดความเขมขน 10 ไมโครกรมัตอ

มลิลิลติร ใน methanol และเตรยีม working internal 

standard ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใน 

methanol มีอายุการใชงานตามใบรับรอง 

เครื่องมือและอุปกรณ

เครื่องชั่ งไฟฟาความละเอียด 0.001 กรัม 

(Sartorius, รุน LC 620S และ 0.01 มิลลิกรัม 

Sartorius, รุน MC 210S), เครื่องบดปน (Tefal, 

DPA130, France), refrigerated centrifuge 

(Hermle, Z366K, Hermle Labortechnik, 

Germany), shaker (Yamato, SA300, JICA, 

Japan), vortex mixer (Vortex Genie2, G 560 E, 

Scientific Industries, USA.), nitrogen evaporator

(Organomation, N-EVAP 34 position,

USA.), nitrogen gas (ความบริสุทธิ์มากกวารอยละ

99.9), micro pipette ขนาด 2−20, 20−200 และ 

100−1,000 ไมโครลติร (Eppendorf, Research plus, 

Germany), screw cap centrifuge tube ขนาด 

50 มิลลิลิตร, glass test tube ขนาด 10 มิลลิลิตร, 

micro-spin filter tube 0.20 ไมโครเมตร ชนดิ PVDF 

(Vertical, Vertical Chromatography, Thailand), 

cellulose nitrate ขนาดเสนผานศูนยกลาง 47 มลิลเิมตร 

0.2 ไมโครเมตร (Vertical, Vertical Chromatography,

Thailand), HPLC vial สีชา ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และ 

solid phase extraction cartridges (SPE) Oasis 

HLB 6 cc (200 มิลลิกรัม) (Oasis, HLB, Waters, 

Ireland)

เครือ่ง Ultra Performance Liquid Chroma-

tography (UPLC) รุน ACQUITY UPLC I-Class 

(WatersTM, USA), Zorbax SB C-18 (150 mm ×

3 mm, 5 µm, Agilent Technologies, USA) โดยมี

สภาวะอณุหภมิูของคอลมัน 40 องศาเซลเซยีส injection

volume 5 ไมโครลิตร deionized water เปน mobile

phase A และ methanol เปน mobile phase B

การแยกสารกลุมฮอรโมนเปนแบบ gradient ดังแสดง

ในตารางที่ 1

เครื่อง Tandem Mass Spectrometry (MS/

MS) ชนิด Triple Quadrupole Analyzers รุน Xevo 

TQ-XS,  (WatersTM, USA) ใชเทคนคิ electrospray

ionization (ESI) multiple reaction monitoring

(MRM) mode ดังแสดงในภาพที่ 1 โดยมีสภาวะ 

Polarity: negative & positive, Capillary voltage: 

3.0 KV, Cone gas Flow: 150 L/hr, Desolvation 

temperature: 500 องศาเซลเซียส, Desolvation gas 

flow: 800 L/hr, Source temperature: 150 L/hr 

โดยมีพารามิเตอร mass spectrometer ดังแสดงใน

ตารางที่ 2

ตารางที่ 1  Gradient UPLC conditions สำหรับสารกลุมฮอรโมน

Time (min) Mobile phase A Mobile phase B Flow rate (ml/min)

0.0
8.0
11.0
12.0
14.0
16.0
18.0

50
35
25
0
10
10
50

50
65
75
100
90
90
50

0.30
0.30
0.30
0.30
0.30
0.30
0.30
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ภาพที่ 1 แสดงการทำงานของ MRM mode (a) และการทำงานของ ScanWave collision cell (b)

 (ภาพจากเอกสารการบรรยายของบริษัท WatersTM, https: //doi.org/10.1039/C9AN02145K)

ตารางที่ 2 The specific MS/MS parameters for hormones

No. Compound Structure
Parention

(m/z)
Productions

(m/z)

Cone 
voltage

(V)

Collision 
energy
(eV)

ESI polarity
Transition

type 

1 17α-estradiol 271.2

271.2

145.0

239.1

-2

-2

-28

-42

Negative Quantification

Qualification

2 17ß-estradiol 271.2

271.2

145.0

183.0

-2

-2

-42

-40

Negative Quantification

Qualification

3 testosterone 289.4

289.4

97.1

109.1

38

38

22

20

Positive Quantification

Qualification

4 zeranol-d5 326.2 264.2 -48 -24  Negative
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ตัวอยางและการเตรียมตัวอยาง

ใชเนื้อปลานิลเปนตัวแทน (representative 

matrix) ในการทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห 

โดยใชตัวอยางปลานิล ประมาณ 1 กิโลกรัม จากตลาดสด 

แลเฉพาะเนือ้สวนทีก่นิได ตดัสวนทีเ่ปนไขมนัและหนงัออก

หั่นตัวอยางเปนช้ินขนาดเล็ก บดดวยเครื่องบดปนจน

ละเอียดเปนเนื้อเดียวกัน ทดสอบตามวิธีตัวอยางที่ตรวจ

ไมพบการตกคางของสารกลุมฮอรโมน นำมาใชเปน ma-

trix blank ในการทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห

ที่พัฒนา 

การเตรียมตัวอยาง ชั่งตัวอยาง 2±0.005 กรัม 

ลงใน screw cap centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร 

เติม internal standard ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัม

ตอกโิลกรมั และ DI water 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน

ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเติม 

methanol 10 มิลลิลิตร เขยาดวยเครื่อง shaker เปน

เวลา 10 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบ

ตอนาที อุณหภูมิ -4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

ดูดชั้น methanol ท้ังหมดใสในหลอด centrifuge 

tubes สกัดซ้ำดวย methanol 5 มิลลิลิตร จากนั้น

นำสกดัไดทัง้ 2 ครัง้ ผสมรวมกันเตมิ hexane อิม่ตวัดวย 

methanol 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 1 นาที และนำไป

หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ -4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดูดชั้น hexane ทิ้ง 

และดูดชั้น methanol 7.5 มิลลิลิตร ใสใน test tube 

ขนาด 10 มิลลิลิตร ระเหยดวย nitrogen evaporator 

ที่อุณหภูมิ 40–45 องศาเซลเซียส ใหเหลือประมาณ 500 

ไมโครลิตร เติม DI water 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

1 นาที และทำการ clean-up สารที่สกัดได ดวย SPE 

Oasis HLB 6 cc (200 มิลลิกรัม) ที่ถูก pre-washing 

ดวย methanol 5 มิลลิลิตร และ DI water 5 มิลลิลิตร 

ตามลําดับ จากนั้นใสสารละลายท่ีสกัดไดท้ังหมดลงใน 

cartridge ลาง cartridge ดวย acetonitrile:DI water 

อัตราสวน 20:80 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และ eluted ดวย 

acetonitrile 10 มลิลลิติร โดยทุกข้ันตอนตองควบคุมให

มีอัตราการไหลสมํ่าเสมอ และ cartridge ไมแหง เก็บ

eluent ใน glass test tube ขนาด 10 มิลลิลิตร นำไป

ระเหยดวย nitrogen evaporator ที่อุณหภูมิ 40−45 

องศาเซลเซียส ใหแหง จากน้ันละลายสารที่สกัดไดดวย

0.1% formic acid:methanol อัตราสวน 65:35 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร กรองผาน PVDF filter ขนาด 0.2 

ไมโครเมตร และนาํไปตรวจวเิคราะหชนดิและปรมิาณดวย

เครื่อง UPLC-MS/MS

การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห 

(method validation)

ตัวอยาง

ใชเนื้อปลานิลเปนตัวแทนในการทดสอบความ

ถูกตองของวิธี

การวิเคราะห method blank และ matrix blank

วิเคราะห method blank โดยสกัดตามวิธี

วิเคราะหที่พัฒนาซึ่งใชสารเคมีทั้งหมดแตไมมีการเติม

ตัวอยาง วิเคราะห matrix blank โดยสกัดตัวอยาง

เนือ้ปลาทีไ่มมกีารปนเปอนของสารกลุมฮอรโมนและเติม 

internal standard ทีร่ะดบัความเขมขน 50 ไมโครกรัม

ตอกิโลกรัม สกัดตามวิธีวิเคราะหขางตน จากน้ันฉีด

สารสกดั method blank และ matrix blank เขาเครือ่ง

UPLC-MS/MS เพ่ือพิจารณาวามี m/z หรือ peak 

รบกวนที่มีคา retention time ตรงกับตำแหนง

สารมาตรฐานกลุมฮอรโมนหรือไม

การทดสอบความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐานและ 

matrix effect

เตรียมสารละลายมาตรฐาน 17α-estradiol, 

17ß-estradiol และ testosterone ความเขมขน

7 ระดับ ไดแก 0, 2, 5, 10, 50, 75 และ 100 นาโนกรัม

ตอมิลลิลิตร เติม internal standard ความเขมขน

50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ในสารละสายผสม 0.1% 

formic acid:methanol อัตราสวน 65:35 สรางกราฟ

มาตรฐานระหวาง concentration ratio (แกน x) 

กับ peak area ratio (แกน y) ของสารมาตรฐานตอ 

internal standard คำนวณคาสมัประสทิธิก์ารตดัสนิใจ

(coefficient determination; R2) เกณฑยอมรับ

≥ 0.951(26) คำนวณหา residuals plot เมือ่ calibration

curve เปนเสนตรง และทดสอบ matrix effect ใน

ขั้นตอนตอไป
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ทดสอบ matrix effect โดยเตรียม standard 

on matrix(27) ใหมีระดับความเขมขนตางๆ เหมือนกับ

สารละลายมาตรฐานที่ทำกราฟมาตรฐานและเติม

internal standard ในทุกหลอด สรางกราฟความ

สมัพนัธระหวางความเขมขนของ standard on solution

(แกน  x) กบั standard on matrix (แกน  y)  ทดสอบความ

เปนเสนตรงและทดสอบชวงความเชือ่ม่ัน (confidential 

interval; CI) ของความชัน (slope) โดยคา CI ตอง

คลุม 1 ซึ่งแสดงวาไมมี matrix effect ดังสมการที่ 1 

หรือทำการทดสอบ matrix effect (%ME) ถา %ME 

นอยกวา ±20% แสดงวาเมทริกซไมมีผลกระทบสามารถ

ใช standard on solution ถา %ME มากกวา ±20% 

แสดงวาเมทริกซมีผลกระทบ ดังสมการที่ 2 ดังนั้นตอง

เลือกใช standard calibration curve ที่เหมาะสมมา

คำนวณปริมาณสารในตัวอยาง

CIslope    =  b±t(0.05, n-2)Sb

เมื่อ b  = slope

t(0.05, n-2) = t-distribution (two-tail) ที่ระดับความเชื่อมัน 95%, degree of freedom = n-2 

 Sb  = standare deviation ของ slope

               Sy/x
S

b 
=
√∑ (χi - χ)2

สมการที่ 1

                slope of matrix
% ME

  
=  (                         -1) × 100

  slope of solvent
สมการที่ 2

กรณี %ME เปนบวกมากกวา 20% แสดงวาเกิด

การเสริมสัญญาณไอออน (ion enhancement) และ

หาก %ME เปนลบนอยกวา -20% แสดงวาเกิดการกด

สัญญาณไอออน (ion suppression)(28)  

การทดสอบความจำเพาะเจาะจง (specificity)

ทดสอบ matrix blank และ matrix spiked 

ในเนื้อปลาที่เติมสารมาตรฐาน 17α-estradiol, 17ß-

estradiol, testosterone และ zeranol-d5 ความเขมขน

50 ng/g จำนวน 3 ซ้ำ นำเขาเครื่อง UPLC-MS/MS 

ดวยสภาวะที่เหมาะสม โดยพิจารณา matrix blank 

ตองไมพบสัญญาณพีคที่ตรงกับสารที่สนใจและ matrix 

spiked ของสารมาตรฐานท้ัง 4 ชนิด สามารถแยกพคีออก

จากกันได

การสรางกราฟมาตรฐาน (procedural mixed 

standard calibration curve)(27)

ชั่ง matrix blank จำนวน 7 หลอด เติมสาร

มาตรฐาน 17α-estradiol, 17ß-estradiol และ 

testosterone ที่ 7 ระดับความเขมขน 0, 2, 5, 10, 50,

75 และ 100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม และเติม internal

standard ที่ระดับความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอ

กิโลกรัม ในทุกหลอด สกัดและทำใหบริสุทธิ์เหมือน

การสกัดตัวอยาง จากนั้นสรางกราฟมาตรฐานระหวาง 

concentration ratio (แกน x) กับ peak area ratio 

(แกน y) ของสารมาตรฐานตอ internal standard 

ยืนยันความเปนเสนตรงดวยการคำนวณหาคา R2 เกณฑ

ยอมรับ ≥ 0.951(26)

การทดสอบความเปนเสนตรง และชวงการวิเคราะห 

(linearity and working range)

เติมสารมาตรฐานทั้ง 3 ชนิด ความเขมขน 0, 2, 

5, 10, 50, 75 และ 100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ลงใน 

matrix blank และเติม internal standard ความ

เขมขน 50 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ในทุกหลอด วิเคราะห

ระดับละ 3 ซ้ำ จากนั้นสรางกราฟความสัมพันธระหวาง 

concentration ratio (แกน x) กับ peak area ratio 

(แกน y) ของสารมาตรฐานตอ internal standard 
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ยืนยันความเปนเสนตรงดวยการคำนวณหาคา R2 เกณฑ

ยอมรับ ≥ 0.951(26) และสราง residual plot

การหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (limit of detec-

tion; LOD)

ทดสอบโดยเติมสารมาตรฐานทั้ง 3 ชนิด ที่ความ

เขมขนต่ำ 1.0 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ลงใน matrix 

blank และเตมิ internal standard ท่ีระดบัความเขมขน

50 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม วิเคราะห 10 ซ้ำ ผลที่ไดตอง

ใหสัญญาณคา signal/noise > 3

การหาขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of 

quantitation; LOQ)

ทดสอบโดยเติมสารมาตรฐานทั้ง 3 ชนิด ที่ความ

เขมขน 2.0 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ลงใน matrix 

blank เติม internal standard ที่ระดับความเขมขน 

50 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม วิเคราะห 10 ซ้ำ และคำนวณ

ปริมาณเปรียบเทียบกับ calibration curve จากนั้น

คำนวณ %recovery, %RSD และ HORRAT โดยเกณฑ

ยอมรับคาเฉล่ีย %recovery อยูในชวง 70–120(26,29) 

%RSD ที่ระดับความเขมขนต่ำกวา 10 ไมโครกรัมตอ

กโิลกรัม < 30%(26,29) และคา HORRAT (Horwitz ratio)

≤ 2(30) คำนวณ HORRAT จากสมการ

การประเมินคาความไมแนนอนของการวิเคราะห 

(uncertainty)

การประเมินคาความไมแนนอนของการวัด(31) 

คำนึงถึงแหลงของความไมแนนอนจากทุกแหลง ไดแก 

นำ้หนกั ปรมิาตร กราฟมาตรฐาน ความเทีย่ง และความแมน

คำนวณคาความไมแนนอนรวมทั้งหมด จากนั้นหาคา

ความไมแนนอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (k = 2)

เพื่อการประเมินคาความไมแนนอนของการวิเคราะห 

ตามวิธีที่ไดทดสอบ

ผล

ผลการวิเคราะห method blank และ matrix 

blank

พบวา method blank และ matrix blank ของ

เนือ้ปลา ไมพบสญัญาณรบกวนทีม่ ีm/z และ retention 

time (RT) ตรงกับสารมาตรฐานทุกชนิด ดังแสดงใน

ภาพที ่2 แสดงวาสารเคมทีัง้หมดทีใ่ชในการสกดัตวัอยาง

และ matrix blank ของเนื้อปลาที่ผานการทดสอบตาม

วิธีแลว ไมปนเปอนของสารกลุมฮอรโมน

ผลการทดสอบความจำเพาะเจาะจง                                                                          

matrix blank ไมพบสัญญาณพีคที่ตรงกับสารที่

สนใจและ matrix spiked ที่เติมสารมาตรฐาน 

17α-estradiol, 17ß-estradiol, testosterone 

และ zeranol-d5 ในเนื้อปลา พบวาสามารถแยกพีค

ของสารมาตรฐานทั้ง 4 ชนิด ออกจากกันได โดยมีคา 

retention time 11.98, 11.60, 13.42 และ 11.16 

ตามลำดับ ดังแสดงในภาพที่ 2 แสดงวาวิธีการทดสอบนี้

มีความจำเพาะเจาะจง

ผลการทดสอบผลกระทบของเมทริกซ

ผลการทดสอบ matrix effect พบวาความเปน

เสนตรงของสาร 17α-estradiol, 17ß-estradiol 

และ testosterone ใน standard on solution กับ 

standard on matrix มีคาความชันตางกัน ดังแสดง

ในภาพที่ 3 และมีคาชวงความเชื่อมั่น (confidential

interval; CI) ของความชัน 17α-estradiol,

17ß-estradiol และ testosterone เทากบั 0.34–0.37, 

 Experimental RSDr
HORRAT   =
   Predieted RSDr

การทดสอบความแมนและความเที่ยง (accuracy 

and precision)

ทดสอบโดยเติมสารมาตรฐานทั้ง 3 ชนิด ที่ระดับ

ความเขมขน 2, 50 และ 100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

เติม internal standard ที่ระดับความเขมขน 50 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ลงใน matrix blank วิเคราะห

ระดับละ 10 ซ้ำ จากนั้นคำนวณปริมาณเปรียบเทียบกับ

calibration curve คำนวณคาเฉลีย่ %recovery, %RSD

และ HORRAT โดยเกณฑยอมรับคาเฉลี่ย %recovery

อยูในชวง 70–120(26,29) %RSD ท่ีระดับความเขมขน

ต่ำกวา 10 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม < 30%(26,29) และ

คา HORRAT (Horwitz ratio) ≤ 2(30)
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0.11–0.12 และ 0.16–0.18 ตามลำดบั ซ่ึงคาความชันทีไ่ด

ไมคลุม 1 แสดงวาเมทรกิซเน้ือปลามีผลกระทบอยางมนียั

สำคญัทางสถติ ิและมีผลตอการวิเคราะหแบบกดสญัญาณ

(suppression) โดย %ME ของสารทั้ง 3 สาร มีคา

นอยกวา -20% ดังแสดงในตารางที่ 3 ดังนั้นการสราง

กราฟมาตรฐาน สำหรับการทดสอบนี้เลือกทำแบบ 

procedural mixed standard calibration curve

ภาพที่ 2  โครมาโทแกรมของ method blank, matrix blank และ matrix spiked สารมาตรฐานทั้ง 4 ชนิด

ผลการทดสอบความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน

กราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวาง concen-

tration ratio กับ peak area ratio ของสารมาตรฐาน 

17α-estradiol, 17ß-estradiol และ testosterone ที่

ชวงความเขมขน 2–100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม มีความ

เปนเสนตรง โดยมีคา R2 เทากับ 0.9999, 0.9991 และ 

0.9996 ตามลำดับ ซึ่งสูงกวาเกณฑยอมรับที่ 0.951(26)

ผลการทดสอบความเปนเสนตรงและชวงการวเิคราะห

กราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวาง concen-

tration ratio กับ peak area ratio ของสารมาตรฐาน 

17α-estradiol, 17ß-estradiol และ testosterone 

ในชวงความเขมขน 2–100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

พบวามีความเปนเสนตรง โดยคา R2 เขาใกล 1 เทากับ 

0.9971, 0.9942 และ 0.9738 ตามลำดับ และ residual 

plot เสนกราฟมคีวามเปนเสนตรง โดยมกีารกระจายของ

y-residual plot รอบคาศูนย ดังแสดงในภาพที่ 4 

การทดสอบขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) และ

ขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ)

ผล LOD ของสารกลุมฮอรโมนทั้ง 3 ชนิด พบวา

เทากับ 1 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม โดยใหสัญญาณ signal 

to noise ในชวง 14.5–70.8 ซึ่งมากกวาเกณฑกำหนด 

คือ 3 สวนคา LOQ เทากับ 2 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม

ผลการพสิจูนคา LOQ โดยการเตมิสารมาตรฐาน วเิคราะห

10 ซำ้ พบวามคีวามแมนทีป่ระเมนิจากคาเฉลีย่ %recovery

ในชวง 91.9–113.7% และความเที่ยงจาก %RSD และ 

HORRAT ในชวง 5.5–26.5% และ 0.2–1.0 ตามลำดบั 

ดังแสดงในตารางที่ 4
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ภาพที่ 3 ความเปนเสนตรงของสาร (a) 17α-estradiol, (b) 17ß-estradiol และ (c) testosterone

 ใน standard on solution กับ  standard on matrix 

ตารางที่ 3   คา %ME ของสารทั้ง 3 ชนิด ใน standard on solution กับ standard on matrix

Compound %ME Evaluation

17α-estradiol

17ß-estradiol

testosterone

-64.3

-88.3

-82.8

suppression

suppression

suppression
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ภาพที่ 4  กราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวางของ concentration ratio กับ peak area ratio ของสารมาตรฐาน 

 17α-estradiol, 17ß-estradiol, testosterone และการตกคาง (residual plot)

ตารางที่ 4 การทดสอบขีดจำกดัของการตรวจพบ (LOD) และขดีจำกัดของการวดัเชิงปรมิาณ (LOQ) ของการวเิคราะห

 ฮอรโมนเพศ

17α-estradiol 17ß-estradiol testosterone เกณฑยอมรับ

Limit of Detection (LOD) 1 µg/kg

Range of S/N
Average S/N

15.6–32.1
23.4

46.1–70.8
59.0

14.5–23.0
18.5

S/N > 3
S/N > 3

Limit of Quantification (LOQ) 2 µg/kg

Average conc. (µg/kg)
Recovery (%)
Relative standard deviation (%RSD)
%RSDexpected
HORRAT

2.3
113.7
5.5
26.9
0.2

2.1
104.7
9.7
26.9
0.4

1.8
91.9
26.5
26.9
1.0

-
70–120

< 30
-

≤ 2
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การทดสอบคาความแมนและความเที่ยง

การทดสอบคาความแมนและความเที่ยงของวิธีที่

ระดับความเขมขน 2, 5 และ 50 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

ความเขมขนละ 10 ซ้ำ ใหคาความแมน (accuracy) 

แสดงโดย mean recovery ของสาร 17α-estradiol,

17ß-estradiol และ testosterone อยูในชวง

107.6–113.6, 89.7–114.0 และ 91.9–107.0%

ตามลำดบั ซึง่ %recovery ทกุระดบัความเขมขนอยูในชวง

การยอมรับ 70–120% และมีความเที่ยง (precision)

แสดงโดย %RSD และ HORRAT ซึ่งอยูในชวง 

3.5–26.5% และ 0.2–1.0 ตามลำดับ ดังแสดงใน

ตารางที่ 5

ตารางที่ 5  ผลการทดสอบคาความแมนและความเที่ยง (accuracy and precision)

Compound
Spiked level

(µg/kg)

%Recovery
(n = 10)

(Min - Max)
Mean±SD %RSD %RSDexpected HORRAT

17α-estradiol
2
50
100

102.4–119.7
87.6–118.7
98.8–118.6

113.6±6.2
107.6±9.0
110.7±5.8

5.5
8.3
5.2

26.9
16.6
14.9

0.2
0.5
0.3

17ß-estradiol
2
50
100

85.7–118.6
77.7–105.4
106.4–119.0

104.7±10.1
89.7±10.2
114.0±3.9

9.7
11.4
3.5

26.9
16.6
14.9

0.4
0.7
0.2

testosterone
2
50
100

60.2–118.7
71.5–119.1
83.7–116.6

91.9±24.3
107.0±14.4
101.4±14.1

26.5
13.6
13.9

26.9
16.6
14.9

1.0
0.8
0.9

ผลการประมาณคาความไมแนนอนของการวิเคราะห

สาร 17α-estradiol, 17ß-estradiol และ 

testosterone ในเน้ือปลาตามแนวของ ISO GUM 

Approach พบแหลงท่ีมาของความไมแนนอน ไดแก 

การชัง่นำ้หนกั volume of dilution sample ความเขมขน

ที่อานไดจาก calibration curve (concentration of 

sample) ความเที่ยงและความเบี่ยงเบนจากคาจริง เมื่อ

คำนวณ relative standard uncertainty นอยกวา 20% 

และคาความไมแนนอนขยายของสาร 17α-estradiol, 

17ß-estradiol และ testosterone เทากับ ±8.5, 10.2 

และ 23.5 ตามลำดับ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, k = 2

ดังแสดงในตารางท่ี 6 และภาพท่ี 5 เม่ือเปรียบเทียบ

สัดสวนคาความไมแนนอนจากแหลงความไมแนนอนที่

สงผลตอปรมิาณสาร 17α-estradiol จากมากไปหานอย 

ไดแก ความเที่ยง (47%) ความเขมขนที่อานไดจาก 

calibration curve สารมาตรฐาน (30%) ความเบีย่งเบน

จากคาจริง (11%) การชั่งน้ำหนัก (10%) และ volume 

of dilution sample (2%) 17ß-estradiol ไดแก 

ความเทีย่ง (51%) ความเขมขนทีอ่านไดจาก calibration

curve สารมาตรฐาน (31%) ความเบี่ยงเบนจากคาจริง 

(8%) การชั่งน้ำหนัก (8%) และ volume of dilution 

sample (2%) สำหรับ testosterone ไดแก ความเที่ยง 

(66%) ความเบี่ยงเบนจากคาจริง (14%) ความเขมขน

ที่อานไดจาก calibration curve สารมาตรฐาน (14%) 

การน้ำหนัก (5%) และ volume of dilution sample 

(1%) ดังแสดงในภาพที่ 5 โดยเกณฑความสมเหตุสมผล

ของคาความไมแนนอนตองมีคานอยกวา predicted 

Horwitz’s RSDR × 2(30) เมื่อพิจารณาพบวาคาความ

ไมแนนอนขยายทีร่ะดบัความเชือ่มัน่ที ่95%  มคีานอยกวา

เกณฑยอมรับ (16.6 × 2 = 33.2)
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ตารางที่ 6  การประมาณคาความไมแนนอนของการวิเคราะหสาร 17α-estradiol, 17ß-estradiol และ 

 testosterone

Source of uncertainty Unit
17α-estradiol 17ß-estradiol testosterone

X u(x) Percent x u(x) Percent X u(x) Percent

การชั่งน้ำหนัก g 2 0.03 10.0 2 0.03 8.0 2 0.03 5.0

Volume of dilution sample mL 2 0.01 2.0 2 0.01 2.0 2 0.01 1.0

Concentration of sample µg/kg 53.31 2.21 30.0 48.26 2.60 30.0 59.39 2.44 14.0

ความเที่ยง % 100 6.46 47.0 100 8.85 47.0 100 18.89 66.0

ความเบี่ยงเบนจากคาจริง % 100 1.48 11.0 100 1.48 8.0 100 3.84 14.0

- Combined relative standard

   uncertainty of sample conc.

µg/kg 53.31 4.2 100 48.26 5.1 100 59.39 11.7 100

- Expanded Uncertainty 

   at C.I.  95% (k = 2)

8.5 10.2 23.5

ภาพที่ 5  สัดสวนองคประกอบแหลงความไมแนนอนของการวิเคราะหสาร 17α-estradiol, 17ß-estradiol

 และ testosterone ในเนื้อปลา

การชั่งน้ำหนัก

10%

การชั่งน้ำหนัก

8%
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วิจารณ

สารกลุมฮอรโมนเพศหรือสเตียรอยดฮอรโมน

มโีครงสรางเปนวงแหวนอะโรมาตกิ ประกอบดวย  คารบอน

18–21 อะตอม ไฮโดรเจนและออกซิเจน 2 อะตอม มี

คุณสมบัติเปนสารไมมีขั้ว (hydrophobic) ละลายไดดี

ในตัวทำละลายอินทรีย โดยเฉพาะไขมันและแอลกอฮอล 

จากการศึกษางานวิจัยตัวทำละลายที่นิยมใชในการสกัด

สารกลุมฮอรโมนเพศ ไดแก methanol(24,32,33) และ 

ethyl acetate(34) โดยเฉพาะ methanol มีคุณสมบัติ

ชวยตกตะกอนโปรตีนสงผลให %recovery เพ่ิมข้ึน 

เนื่องจากสามารถกำจัดสิ่งรบกวนจากตัวอยางได วิธีที่

พัฒนานี้วิเคราะหสารกลุมฮอรโมนได 3 ชนิด ไดแก 

17α-estradiol, 17ß-estradiol และ testosterone 

ในการทดสอบประสทิธภิาพของวิธนีอกจากมีการทดสอบ 

specificity, accuracy, precision, linearity และ 

working range ยงัทดสอบ matrix effect พบวาเนือ้ปลา

มีผลกระทบอยางมีนัยสำคัญทางสถิติตอการวิเคราะหใน

ลักษณะของการกดสัญญาณ ผลการวิเคราะหคาปริมาณ

ท่ีตรวจวัดไดต่ำกวาคาจริง จึงตองคำนวณผลดวย

procedural mixed standard calibration curve 

โดยการเติมสารมาตรฐานใน matrix ชนิดเนื้อเยื่อ

เหมอืนกนัแทนการทำ calibration curve on solution

และใช internal standard ในการควบคุมและลด

ความผิดพลาดในกระบวนการทดสอบ การสรางกราฟ

มาตรฐานจะเปนการเปรียบเทียบเปนสัดสวน (ratio) 

โดย plot ระหวาง concentration ratio กับ response

ratio ของ standard กับ internal standard ซึ่ง

การคำนวณเปรียบเทียบเปนสัดสวนชวยชดเชยคาการ

กลบัคนืไดทำให precision และ accuracy ทีด่ี(24) ในการ

เลือกสารทีใ่ชเปน internal standard สวนใหญเปนสาร 

isotope ของสารนัน้เพราะมคีณุสมบตัคิลายกนั ไมรบกวน

การทดสอบ แตสาร isotope มีราคาสูงและสารบางชนิด

มีขั้นตอนการสั่งซื้อยากทำใหไมสามารถหา internal

standard ไดตามที่ระบุ ในการทดสอบนี้เลือกใช

zeranol-d5 เปน internal standard เพียงชนิดเดียว

ในการคำนวณปริมาณที่ตรวจพบกับสารกลุมฮอรโมน

ทุกสาร สงผลทำใหคาความไมแนนอนของ method 

precision มีคาสูงมากกวา 60% เมื่อเปรียบเทียบกับคา

ความไมแนนอนที่มาจากแหลงอ่ืน เมื่อพิจารณาความ

สมเหตุสมผลของคาความไมแนนอนจาก predicted 

Horwitz’s RSDR × 2(30) พบวาคาความไมแนนอน

ขยายที่ระดับความเช่ือมั่นที่ 95%  มีคานอยกวาเกณฑ

ยอมรับ วิธีการนี้จึงมีความเหมาะสม

ตามประกาศของ EU มีการระบุหามใชฮอรโมน 

6 ชนดิ ไดแก 17ß-estradiol, melengestrol acetate,

progesterone, testosterone, trenbolone acetate 

และ zeranol โดยระบุชนิดสาร 17ß-estradiol อยาง

ชัดเจน ดงันัน้ในการวิเคราะหควรเปนวธิทีีต่รวจวเิคราะห

ภาพที่ 5  สัดสวนองคประกอบแหลงความไมแนนอนของการวิเคราะหสาร 17α-estradiol, 17ß-estradiol

 และ testosterone ในเนื้อปลา (ตอ)

การชั่งน้ำหนัก

5%
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การตกคางในปรมิาณตำ่และสามารถแยก 17ß-estradiol

และ 17α-estradiol อยางชัดเจน เนื่องจากสาร

17ß-estradiol และ 17α-estradiol ทั้ง 2 ชนิด

เปน isomer กัน มีสูตรโมเลกุล และคา m/z เทากัน

ทั้ง parent ion และ product ion ทำใหสารทั้งสอง

แยกจากกันไดยาก ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงตรวจวัด

ชนิดและปริมาณสารกลุมฮอรโมนดวยเคร่ือง UPLC-

MS/MS Xevo TQ-XS สวน LC เปนชนิด ultra 

performance liquid chromatography มีคุณสมบัติ

ทนความดนัไดมากถงึ 15,000 psi สามารถใช injection 

volume และ mobile phase ปริมาณนอย และเปลี่ยน 

mobile phase เปน DI water:methanol นอกจากนี้

detector เปน MS/MS รุน Xevo TQ-XS  สวน

collision cell ถูกออกแบบการทำงานเปน ScanWave 

Daughter mode โดยม ีDC barrier และ RF barrier 

เปนตัวกัก parent ion และ daughter ion กอน แลว

ปลอยสู MS2 พรอมกัน ดังแสดงในภาพท่ี 1 ทำให 

sensitivity เพิ่มขึ้นจึงทำใหสัญญาณที่ไดมี intensity 

สูง แยกสาร 17α-estradiol และ 17ß-estradiol ได

อยางชัดเจน รวมถึงสามารถตรวจวัดไดระดับต่ำท่ี 2 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม นอกจากนี้ไดดำเนินการควบคุม

คณุภาพภายใน (internal quality control) เพือ่ความ

มั่นใจผลการวิเคราะหมีความถูกตองในผลการวิเคราะห

ตัวอยางทุก batch โดยกำหนดไวไมเกิน 10 ตัวอยาง 

ทำการทดสอบ method blank, matrix blank, 

duplicate analysis และ spiked sample การศึกษานี้

สามารถขยายผลโดยนำวิธีไปใชเพื่อสำรวจการตกคาง

ของฮอรโมนเพศในเนื้อปลาที่วางจำหนายในทองตลาด 

เปนการเฝาระวังความปลอดภัยในการบริโภคเนื้อปลา

ในประเทศไทย

สรุป

วิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นสามารถใชในการตรวจ

สารกลุมฮอรโมนเพศทั้ง 3 ชนิด ไดแก 17α-estradiol, 

17ß-estradiol และ testosterone ในเนื้อปลา โดย

เทคนิค UPLC-MS/MS มีคา LOD และ LOQ เปน 

1 และ 2 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ตามลำดับ ชวง

การวิเคราะหอยูระหวาง 2–100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

เปนวิธีการที่มีประสิทธิภาพดี มีคาความถูกตอง แมนยำ 

มีความไว และความจำเพาะตอสารที่ตองการทดสอบ 

เหมาะกับการใชงานตามวัตถุประสงค และใหบริการ

ในการตรวจวิเคราะหในหองปฏิบัติการ เพื่อเปนการ

ควบคุมคุณภาพอาหารตามกฎหมายและสำรวจติดตาม

ปริมาณการตกคางของสารกลุมฮอรโมนเพศ สรางความ

มัน่ใจในความปลอดภยัใหกบัผูบริโภค ปองกนัการกดีกนั

ทางการคา และการผลติทีเ่ปนมติรกบัสิง่แวดลอมสำหรับ

เกษตรกรตอไป

กิตติกรรมประกาศ

งานวิจัยนี้ไดรับการสนับสนุนงบดำเนินงานจาก

สำนักงานการวิจัยแหงชาติ (วช.) ผานทางอาจารย
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Method Development and Validation for 

17α-Estradiol, 17ß-Estradiol and 

Testosterone Hormones Determination by 

UPLC-MS/MS

Suwimol Muadmah, Wannaporn Payao, Atcharee Inkaew, Witthawat Wangkaewhiran,
Kanyarat Chuakunchat, Sakulrat Somsuntisuk, and Thongsuk Payanan
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

ABSTRACT 17α-estradiol, 17ß-estradiol, and testosterone are sex hormones mainly regulating 

the development of reproductive system and the expression of male and female characteristics. Presently, 

the synthetic hormones have been used for aquaculture, especially the monosex farming of tilapia and 

climbing perch. Testosterone has been employed to induce tilapia to become male fi sh, while 17ß-estradiol 

has been used with climbing perch to obtain the female fi sh. However, the use of hormones in feed can 

contribute to the residues in meat and environment, which may have adverse eff ects on consumer health. 

The EU has regulation to ban the use of these hormones in livestock farming and aquaculture. Therefore, 

this study aimed to develop and validate the method for analyzing sex hormones, including 17α-estradiol, 

17ß-estradiol, and testosterone in fi sh meat using UPLC-MS/MS, and the analysis results were derived 

from procedural mixed standard calibration curve. The results showed that the method had LOD and 

LOQ at 1 and 2 µg/kg, respectively, and the working range were between 2–100 µg/kg with coeffi  cient of 

determination (R2) more than 0.999. The accuracy showed by %recoveries were between 89.7–114.0%, and 

the precision illustrated by %RSD were during 3.5–26.5%. So, this analysis method was specifi c, accurate, 

reliable, and proper for using in the laboratory. 

Keywords: 17α-Estradiol, 17ß-Estradiol, Testosterone, Hormones, UPLC-MS/MS
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การพัฒนาวิธีและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห 
N-nitrosodimethylamine

ในผลิตภัณฑยาเม็ด Metformin
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บทคัดยอ nitrosamines ถูกตรวจพบปนเปอนในผลิตภัณฑยาหลายชนิด ไดแก angiotensin II receptor blocker 

(ARB) ranitidine และ metformin มีเพียง N-nitrosodimethylamine (NDMA) ชนิดเดียวเทานั้นที่เปนสารปนเปอน 

nitrosamines ที่พบในยา metformin สาเหตุของการเกิดการปนเปอน nitrosamines ในผลิตภัณฑยาอาจมาจากวัตถุดิบ 

สารชวยในตํารับ น้ํา ตัวทําละลาย กระบวนการผลิต และวัสดุบรรจุภัณฑ เนื่องจาก nitrosamines เปนสารที่อาจกอให

เกิดมะเร็งในมนุษย ดังนั้นจึงตองมีการควบคุมปริมาณ nitrosamines ใหไมเกินคา acceptance daily intake (ADI)

สําหรับ ADI ของ NDMA เทากับ 96 นาโนกรัมตอวัน การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะหดวย

gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) ที่มีความไวในการตรวจวัดปริมาณสาร NDMA

ซึ่ งมีปริมาณนอยมากในผลิตภัณฑยาเม็ด metformin โดยพัฒนาจากวิธีที่หนวยงานกํากับดูแลดานยาของ

ตางประเทศเผยแพร การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหเปนไปตาม International Council for Harmonisation

(ICH) guideline พบวาพีคของ NDMA และ NDMA-d6 ไมถูกรบกวนจาก N-nitrosodiethylamine

(NDEA) metformin สารชวยในตํารับ และตัวทําละลาย ขีดจํากัดของการตรวจพบเปน 0.8 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร

ขณะที่ขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณเทากับ 3 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งต่ํากวาเกณฑของ NDMA ที่ยอมใหมีได

ในผลิตภัณฑยาเม็ด metformin วิธีนี้มีความเปนเสนตรง โดยมีคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) มากกวา 0.999

ความแมนแสดงดวยคา %recovery อยูในชวง 87.4–103.4% คาเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธของ repeatability

และ intermediate precision นอยกวา 8% และ 11% ตามลําดับ ดังนั้นวิธีที่ ไดพัฒนาขึ้นนี้ เหมาะสม

สําหรับใชควบคุมปริมาณ NDMA ในผลิตภัณฑยาเม็ด metformin

คําสําคัญ: การปนเปอนไนโตรซามีน, N-nitrosodimethylamine, Metformin, NDMA, GC-MS
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บทนํา

สถานการณการปนเป อน nitrosamine 

ในผลิตภัณฑยาเริ่มเมื่อป ค.ศ. 2018 มีรายงานพบการ

ปนเปอน N-nitrosodimethylamine (NDMA) 

ในวัตถุดิบตัวยาสำคัญของยา valsartan ของบริษัท 

Zhejiang Huahai Pharmaceuticals สาธารณรัฐ

ประชาชนจนี โดย valsartan เปนยาในกลุม angiotensin

receptor blockers (ARB) ใชรกัษาโรคความดนัโลหติสงู

ตอมาในเดือนกันยายน ค.ศ. 2019 มีการรายงานพบ

การปนเปอนของ NDMA ในยา ranitidine ที่ใชเปน

ยารักษาโรคแผลในกระเพาะอาหารและลำไสเล็กสวนตน

ในเดือนธันวาคม ค.ศ. 2019 มีรายงานการพบ NDMA 

ในผลิตภัณฑยา metformin ท่ีใชรักษาเบาหวาน 

ทำใหหนวยงานกำกับดูแลในประเทศตางๆ อาทิ

องคการอาหารและยาสหรัฐ (U.S. Food and Drug 

Administration; USFDA) หนวยงานกำกับดูแล

ดานยาของสหภาพยุโรป (European Medicines 

Agency; EMA) มีการดำเนินการเพื่อควบคุมปริมาณ 

nitrosamine ทีพ่บปนเปอนในผลติภณัฑยา เรยีกเกบ็คืน

ยาจากทองตลาด กำหนดแนวทางใหกับผูผลติวตัถุดบิและ

ผลติภณัฑยาสำเรจ็รปูประเมนิความเสีย่งของการปนเปอน

ของสารกลุม nitrosamine ตรวจวิเคราะหเพ่ือยืนยัน

ปริมาณที่ตรวจพบและกำหนดแนวทางการปองกันหรือ

ลดการปนเปอน nitrosamines(1-3) โดยการปนเปอน 

nitrosamines อาจมีสาเหตุจากวัตถุดิบตัวยาสำคัญ 

สารชวยในตำรับ (excipient) น้ำและตัวทำละลายท่ีใช 

กระบวนการผลิต และวัสดุบรรจุ(4,5) 

nitrosamines มโีครงสรางทางเคมเีปน nitroso

group จับกับ amine ดังนั้นปจจัยที่ทำให เกิด 

nitrosamine ตองมี amines ไดแก secondary, 

tertiary หรือ quaternary amines และ nitrite 

salts ภายใตสภาวะทีเ่ปนกรด ซึง่ในสภาวะดงักลาวทำให 

nitrite salts เปลีย่นเปน nitrous acid และทำปฏกิริยิา

กบั amines ไดเปน nitrosamines ดงัแสดงในภาพที ่1

จากปฏิกิริยาดังกลาวทำใหเกิด nitrosamine 

impurities 7 ชนดิ ไดแก NDMA, N-nitrosodiethy-

lamine (NDEA), N-nitroso-N-methyl-4-amino-

butyric acid (NMBA), N-nitrosoisopropylethyl-

amine (NIPEA), N-nitrosodiisopropylamine 

(NDIPA), N-nitrosodibutylamine (NDBA) 

และ N-nitrosomethylphenylamine (NMPA)(1,5)

แตชนิดที่พบการปนเปอนในผลิตภัณฑยา metformin 

และ ranitidine คือ NDMA เทานั้น ขณะที่ยากลุม 

ARB พบการปนเปอนของ NDMA, NDEA และ 

NMBA(1)  โดย nitrosamines เปนพิษตอพันธุกรรม 

(genotoxic agent) ในสัตวหลายชนิด International 

ภาพที่ 1 ปฏิกิริยาแสดงการเกิด nitrosamines(1)

Agency for Research on Cancer (IARC) จัดให

nitrosamines อยูในกลุมของสารที่อาจกอมะเร็ง 

(carcinogen) ในมนุษย ซึ่งตองควบคุมใหมีปริมาณ

ต่ำกวาระดับที่อาจเกิดความเสี่ยงกอมะเร็งหากไดรับ

เขาไป(2,6) ดังนั้นจึงกำหนดคา acceptance daily 

intake (ADI) ของสาร nitrosamine โดยใชหลักการ

ของ Assessment and Control of DNA Reactive 

(Mutagenic) Impurities in Pharmaceuticals to 

Limit Potential Carcinogen Risk ICH M7(R1)  

คือ ปริมาณที่ทำใหเกิดความเส่ียงกอมะเร็งในมนุษย

ประมาณ 1: 100,000 คน เมื่อไดรับสารตอเนื่องทุกวัน

เปนระยะเวลา 70 ป ซึ่งคา ADI ของ NDMA เปน
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96 นาโนกรัมตอวัน(1,2) คนทั่วไปหากไดรับ NDMA ใน

ปรมิาณทีเ่ทากบัหรอืตำ่กวา 96 นาโนกรมั ทุกวันเปนเวลา 

70 ป คาดวายังไมมีความเสี่ยงตอการเกิดมะเร็ง(7) 

ในประเทศไทยยา metformin เปนยารักษาโรค

เบาหวานอันดับแรกที่สั่งจายใหผูปวยและบรรจุอยูใน

บัญชียาหลักแหงชาติ พ.ศ. 2565(8) จากขอมูลการขึ้น

ทะเบยีนตำรบัยากบัสำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา 

พบวามีทะเบียนตำรับยา metformin จำนวน 100 ตำรับ 

แบงเปนยาผลติในประเทศ จำนวน 75 ตำรบั และยานำเขา

จำนวน 25 ตำรับ(9) เพื่อเปนการคุมครองผูบริโภค

จึงจำเปนตองมีการสำรวจการปนเปอนของ NDMA ใน

ยาเม็ด metformin ท่ีมีจำหนายในประเทศไทย แต

เนื่องจากคา ADI ของสาร NDMA มีปริมาณต่ำมาก

วิธีตรวจวิเคราะหท่ีใชตองมีความไวสูง จากการสืบคน

พบวาวธิวีเิคราะหในตำราฟารมาโคเปยของสหรฐัอเมรกิา 

(The United States Pharmacopoeia; USP) เปน

การวิเคราะห nitrosamine impurities ในวัตถุดิบของ

ยากลุม ARB โดยใชเทคนิค LC-MS, LC-MS/MS, 

GC-MS และ GC-MS/MS ซึ่งมีการใช NDMA-d6 

เปน internal standard และใชเมทานอลเปน

ตัวทำละลาย(5) สวนตำรายูโรเปยนฟารมาโคเปย

(The European Pharmacopoeia) เปนวิธีวิเคราะห 

nitrosamine impurities ในวัตถุดิบของยากลุม ARB 

ดวยเทคนิค GC-MS/MS และใช N-nitrosoethyl-

methylamine (NEMA) เปน internal standard(10)

ดังนั้นจึงยังไมมีวิธีวิเคราะห nitrosamine impurities

สำหรับผลิตภัณฑยา metformin ในตำรายาใดๆ สวน

หนวยงานกำกับดูแลทางดานยาของประเทศตางๆ

เผยแพรวิธีการตรวจวิเคราะห nitrosamines ใน

ผลติภณัฑยาดงัน้ี USFDA วิเคราะห  NDMA ในวตัถดุบิ

และผลิตภัณฑยา metformin ดวยเทคนิค LC-MS

มขีดีจำกดัของการตรวจพบ (LOD) และขีดจำกดัของการ

วัดเชิงปริมาณ (LOQ) เปน 0.01 ppm และ 0.03 ppm 

ตามลำดับ(11) หนวยงาน Health Sciences Authority

ของสิงคโปรไดเผยแพรวิธีวิเคราะห 2 วิธี ไดแก การ

วิเคราะห NDMA ในผลิตภัณฑยา metformin และ

ranitidine ดวยเทคนคิ LC-MS/MS และใช NDMA-d6

เปน internal standard โดยมีวัตถุประสงคใหเปน

ทางเลอืกและใชแนวทางในการตรวจวเิคราะห พรอมระบุ

ใหมีการตรวจสอบความถูกตองกอนนำไปใช(12) และ

การวิเคราะห NDMA ในผลิตภัณฑยา metformin ดวย 

GC-MS เตรียมตัวอยางดวยตัวทำละลาย dichloro-

methane และสกัดดวย 0.1 N hydrochloric acid 

กอนนำสารละลายชั้น dichloromethane มาวิเคราะห

ดวย GC-MS(13) สวนหนวยงาน Swissmedic ของ

สวิตเซอรแลนดไดเผยแพรการวิเคราะห nitrosamines 

ในผลติภณัฑยากลุม ARB ดวย GC-MS/MS(14) จากการ

สืบคนดังกลาว พบวาวิธีวิเคราะห NDMA ในผลิตภัณฑ

ยา metformin มีทั้งเทคนิค LC และ GC ชนิดของ

ตัวทำละลายและ internal standard และขั้นตอน

การเตรยีมตวัอยางทีใ่ชมคีวามหลากหลาย ดงันัน้งานวจิยั

ครัง้นี ้จงึมวีตัถปุระสงคเพือ่พฒันาวธิวีเิคราะหหาปริมาณ 

NDMA ในผลติภณัฑยาเมด็ metformin ดวย GC-MS

โดยพัฒนาจากวิธีที่หนวยงานกำกับดูแลดานยาของ

ตางประเทศเผยแพร เพื่อใชในการสำรวจการปนเปอน

ของ nitrosamine impurities ในยาเม็ด metfor-

min ที่มีการขึ้นทะเบียนยาในประเทศไทย และทำให

ทราบสถานการณการปนเปอน NDMA ในผลิตภัณฑยา 

metformin ในประเทศไทย

วัสดุและวิธีการ

สารมาตรฐานและสารเคมี

สารมาตรฐาน: N-nitrosodimethylamine 

(NDMA) (Chem Service Inc., USA, สารละลายใน 

methanol ความเขมขน (certified concentration) 

104.0 ug/ml ±2.0% (k = 2) Lot No. 7979000), 

nitrosodimethylamine-d6 solution (NDMA-d6) 

(Chem Service Inc., USA, สารละลายใน dichloro-

methane ความเขมขน (certified concentration) 

1,010.9 ug/ml ±2.0% (k = 2) Lot No. 12628700) 

และ N-nitrosodiethylamine (NDEA) (Chem 

Service Inc., USA, สารละลายใน methanol 

ความเขมขน (certified concentration) 100.9

ug/ml ±2.0% (k = 2) Lot No. 14609000)

สารเคมี: methanol (HPLC grade: Merck, 

Germany), dichloromethane (HPLC grade: 
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Carlo Erba, Germany), povidone K30 (Phar-

maceutical grade, Ashland, USA),magnesium 

stearate (Pharmaceutical grade, Italmatch 

Chemicals, Spain),hydroxypropyl methylcellu-

lose E15 (Pharmaceutical grade, Lotte Fine 

Chemical Co., Ltd., Korea) และ polyethylene 

glycol 6000 (Pharmaceutical grade, Liaoning 

Oxiranphex Inc., China) 

เครื่องมือและอุปกรณ  

gas chromatography-mass spectrometry 

(GC-MS) (Thermo ScientificTM TRACE 1310 

Gas Chromatograph, Thermo Fisher Scientific

Inc., USA), detector (ISQTM 7000 single 

quadrupole mass spectrometer, Thermo Fisher

Scientific Inc, USA), เครื่องชั่งความละเอียด 

0.0001 กรัม รุน XPE204 (Mettler Toledo,

Switzerland), เครื่องชั่ง ความละเอียด 0.01 มิลลิกรัม 

รุน XP205 (Mettler Toledo, Switzerland), เครื่อง

ชั่งความละเอียด 0.001 มิลลิกรัม รุน XP6 (Mettler

Toledo, Switzerland) volumetric flask ขนาด 1, 

10, 25 และ 500 มิลลิลิตร, ปเปต ขนาด 10 มิลลิลิตร,

micropipette ขนาด 25, 100 และ 250 ไมโครลิตร 

(Microman, Gilson S.A.S., France), eppendorf

tube ขนาด 2.0 มิลลิลิตร, centrifuge (Hermle®

Z306, Hermle,  Germany) และ shaker 

(Gerhardt®Laboshake, Germany)

ตัวอยางยาเม็ด metformin

ตัวอยางที่ใชในการทดสอบความถูกตองของวิธี 

Glucophage XR ชนิด extended release 1,000 mg 

ผลติโดย Merck Sante S.A.S. รุนผลิต Y07802 วันผลติ

01/2020 วันหมดอายุ 12/2022

ตัวอยางที่ใชในการสำรวจปริมาณ NDMA ใน

ยาเมด็ metformin ตัง้แตตลุาคม พ.ศ. 2563 ถงึกนัยายน 

พ.ศ. 2565 รวมทัง้สิน้ 794 ตวัอยาง แบงเปน ตวัอยางจาก

ผูผลิตในประเทศ 40 ราย 62 ทะเบียนตำรับยา ตัวอยาง

จากผูนำเขา 11 ราย 22 ทะเบยีนตำรบัยา โดยทัง้หมดเปน

ตัวอยางที่สำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) 

เก็บจากผูผลิตและผูนำเขา

วัตถุดิบ metformin ผลิตโดย Merck Sante 

S.A.S. รุนผลิต M11601

placebo (matrix blank) 

ในยาเม็ด metformin ขนาด 500 มิลลิกรัม 

ประกอบดวย povidone K30 27 มลิลิกรมั magnesium 

stearate 5 มลิลกิรมั hydroxypropyl methylcellulose

E15 9.76 มิลลิกรัม และ polyethylene glycol 6000 

(PEG 6000) 0.24 มิลลิกรัม ใชทั้งหมด 50 เม็ด

การเตรยีมสารละลายมาตรฐาน NDMA ความเขมขน 

200 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร

 ปเปตสารละลายมาตรฐาน NDMA 104.0  

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน 20 ไมโครลิตร ใสใน 

volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร

ดวยสารละลาย internal standard (ความเขมขน

50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร)

การเตรยีมสารละลายมาตรฐาน NDMA ความเขมขน 

1, 3, 5, 10, 30, 50 และ 100  นาโนกรมัตอมลิลลิติร 

สำหรับการสรางกราฟมาตรฐาน (calibration 

curve) 

ปเปตสารละลายมาตรฐาน NDMA ความเขมขน 

200 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน 5, 15, 25, 50, 150, 

250 และ 500 ไมโครลิตร ใสใน volumetric flask 

ขนาด 1 มลิลลิติร ปรบัปรมิาตรดวยสารละลาย internal 

standard (ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร)

การเตรียมสารละลาย internal standard 

ความเขมขน 50 นาโนกรมัตอมลิลลิติรใน dichloro-

methane 

ปเปตสารละลายมาตรฐาน NDMA-d6 1,010.9  

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน 25 ไมโครลิตร ปรับ

ปริมาตรดวย dichloromethane ใหครบ 500 มิลลิลิตร 
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การเตรียมสารละลายตัวอยาง

บดเม็ดยา metformin จำนวน 20  เม็ด ชั่งผงยา

ใหมีปริมาณ metformin 1,000 มิลลิกรัม ใสใน

volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร ปเปตสารละลาย 

internal standard (ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร) 10.0 มิลลิลิตร เขยาดวย shaker เปนเวลา 

50 นาที เทสารละลายตัวอยางลงใน eppendorf tube

ขนาด 2.0 มิลลิลิตร นำไปปนเหวี่ยงดวยเครื่อง

centrifuge ที่ 14,000 rpm เปนเวลา 5 นาที จากนั้น

ปเปตเฉพาะสวนใสไปวิเคราะหดวย GC-MS

สภาวะของระบบโครมาโตกราฟ (chromatographic

condition) ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 สภาวะของระบบโครมาโตกราฟของ GC-MS

สภาวะของ GC 

injection volume 2 µl

inlet temperature 250°C 

carrier gas (ml/min) Helium (1 ml/min)

injection mode Splitless
Splitless time: 1 min
Splitless flow: 50 ml/min

GC column DB-WAX ขนาด 30 m length × 0.25 mm 
ID × 0.25 µm film thickness

oven temperature program 45°C (hold 1 min), 15°C/min to 180°C, 
20°C/min to 250°C, 250°C (hold 1 min)

retention time NDMA: 6.20 min 
NDMA-d6: 6.19 min

สภาวะของ mass spectrometry detector

transfer line 250°C 

ion source 300°C 

acquisition mode SIM

target SIM NDMA: quantified ion เปน m/z 74 
qualifier ions เปน m/z 43 42

NDMA-d6: quantified ion เปน m/z 80

การตรวจสอบความเหมาะสมของระบบ (system 

suitability)

สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) ของ calibration 

curve ตองมคีาไมนอยกวา 0.995 รอยละของการคืนกลบั 

(%recovery) ของสารละลาย QC (สารละลายมาตรฐาน 

NDMA ทีค่วามเขมขน 4 นาโนกรมัตอมิลลลิติร) ตองอยู

ระหวาง 80-120%

การทดสอบความถูกตองของวิธี(15,16)

การเตรียมสารละลายมาตรฐานใน placebo 

(matrix blank) สำหรับความจำเพาะเจาะจงของวิธี 

(specificity) ดังนี้

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน NDMA 

ปเปตสารละลายมาตรฐาน NDMA 104.0 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน 250 ไมโครลิตร ใสใน 
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volumetric flask ขนาด 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวย 

dichloromethane จากน้ันปเปตสารละลายท่ีได 40 

ไมโครลิตร ใสใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร 

ปรบัปรมิาตรดวยสารละลาย placebo ใหไดความเขมขน 

100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน NDMA-d6 

ปเปตสารละลายมาตรฐาน NDMA-d6 1010.9  

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน 50 ไมโครลิตร ใสใน 

volumetric flask ขนาด 2 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวย 

dichloromethane จากน้ันปเปตสารละลายท่ีได 40 

ไมโครลิตร ใสใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร 

ปรบัปรมิาตรดวยสารละลาย placebo ใหไดความเขมขน 

100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน NDEA 

ปเปตสารละลายมาตรฐาน NDEA 100.9 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน 250 ไมโครลิตร ใสใน 

volumetric flask ขนาด 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวย 

dichloromethane จากน้ันปเปตสารละลายท่ีได 40 

ไมโครลิตร ใสใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร 

ปรบัปรมิาตรดวยสารละลาย placebo ใหไดความเขมขน 

100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร

การเตรียมสารละลาย metformin 

ชัง่วตัถดุบิ metformin 2 กรมั ใสใน volumetric 

flask ขนาด 50 มิลลิลิตร ปเปต dichloromethane 

20 มิลลิลิตร ใสใน volumetric flask และเขยาดวย 

shaker เปนเวลา 50 นาที จากนั้นนำไปปนเหวี่ยงดวย

เครื่อง centrifuge ที่ 14,000 rpm เปนเวลา 15 นาที 

กอนปเปตเฉพาะสวนใส และวิเคราะหดวย GC/MS

การเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมระหวาง NDMA, 

NDMA-d6 และ NDEA 

เตรียมสารละลายมาตรฐานผสม NDMA,

NDMA-d6 และ NDEA ใหไดความเขมขนสุดทาย

เปน 100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตอชนิดสาร ตามขั้นตอน

ขางตน แตใหเจอืจางในขัน้สดุทายใน volumetric flask 

เดยีวกัน  ปรมิาตรสุดทายเปน 10 มลิลิลิตร และปรบัปรมิาตร

ดวยสารละลาย placebo 

การเตรยีมสารละลายมาตรฐานผสมระหวาง NDMA, 

NDMA-d6, NDEA และ metformin 

เตรียมสารละลายมาตรฐานผสม NDMA,

NDMA-d6 และ NDEA ความเขมขน 100 นาโน

กรัมตอมิลลิลิตรตอชนิดสาร ตามขั้นตอนขางตน แตให

เจือจางในขั้นสุดทายใน volumetric flask เดียวกัน

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลาย 

metforminใน placebo

การเตรียมสารละลาย internal standard ความ

เขมขน 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ใน dichloro-

methane สำหรับความเปนเสนตรง (linearity), 

LOD และ LOQ

ปเปตสารละลายมาตรฐาน NDMA-d6 1,010.9  

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน 25 ไมโครลิตร ปรับ

ปริมาตรดวย dichloromethane ใหครบ 500 มิลลิลิตร 

การเตรียมสารละลาย internal standard ความ

เขมขน 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ในสารละลาย 

placebo สำหรับ linearity, LOD และ LOQ

ปเปตสารละลายมาตรฐาน NDMA-d6 1,010.9  

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน 25 ไมโครลิตร ปรับ

ปริมาตรดวยสารละลาย placebo ใหครบ 500 มิลลิลิตร

การเตรียมสารละลาย placebo (matrix blank 

solution)

ผสม povidone K30 1,350 มลิลกิรมั magnesium

stearate  250  มิ ลลิ กรั ม  hydroxypropy l 

methylcellulose E15 488 มิลลิกรัม polyethylene 

glycol 6000 (PEG 6000) 12 มิลลิกรัม ใหเขากัน 

ละลายใน dichloromethane 250 มิลลิลิตร และเขยา

ดวย shaker เปนเวลา 50 นาท ีนำไปปนเหวีย่งดวยเครือ่ง 

centrifuge ที่ 14,000 rpm เปนเวลา 15 นาที จากนั้น

นำสวนใสไปใชในการเตรียมสารละลายมาตรฐาน
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การเตรียมลารละลายตัวอยางที่ความเขมขน 3 

(LOQ), 10, 50 และ 90 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

สำหรับการทดสอบความแมน (accuracy) และ

การทดสอบความเที่ยง (precision)

ชัง่ผงยาใหมีปรมิาณ metformin 1,000 มลิลกิรมั 

ใสใน volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร จำนวน

4 ขวด เติมสารละลายมาตรฐาน NDMA ความเขมขน 

200 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดยการปเปต 0.15, 0.5, 

2.5, 4.5 มิลลิลิตร ใสใน volumetric flask ตามลำดับ 

เติมสารละลาย internal standard  (ความเขมขน 50 

นาโนกรัมตอมลิลลิติร) ใหไดปรมิาตรรวม 10.0 มลิลลิติร 

โดยการปเปต 9.85, 9.5, 7.5 และ 5.5 มิลลิลิตร ใสใน

volumetric flask ตามลำดับ เขยาดวย shaker 

เปนเวลา 50 นาที จากน้ันเทสารละลายตัวอยางใสใน

eppendorf tube ขนาด 2.0 มิลลิลิตร และนำไปปน

เหวี่ยงดวยเครื่อง centrifuge ที่ 14,000 rpm เปนเวลา

5 นาที กอนปเปตเฉพาะสวนใสและวิเคราะหดวย

GC-MS 

การทดสอบความจำเพาะเจาะจงของวธิ ี(specificity)

วเิคราะหสารละลายมาตรฐาน NDMA ใน placebo

สารละลายมาตรฐาน NDMA-d6 ใน placebo สารละลาย

มาตรฐาน NDEA ใน placebo สารละลาย metformin 

ใน placebo สารละลายมาตรฐานผสมระหวาง NDMA, 

NDMA-d6 และ NDEA ใน placebo สารละลาย

มาตรฐานผสมระหวาง NDMA, NDMA-d6, NDEA 

และ metformin ใน placebo วิเคราะหดวย GC-MS 

เกณฑยอมรบัตองไมพบสญัญาณท่ีมีคา retention time 

และ m/z ที่ตรงกับ NDMA และ NDMA-d6 

การทดสอบความเปนเสนตรง (linearity) 

ศึกษาความเปนเสนตรงในสภาวะที่มีและไมมี 

placebo effect ดังนี้

การเตรยีมสารละลายมาตรฐาน NDMA ความเขม

ขน 1, 3, 5, 10, 30, 50 และ 100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

ในสารละลาย internal standard (ความเขมขน 50 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) ใน dichloromethane

 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน NDMA 

ในสารละลาย placebo เตรยีมเชนเดยีวกบัใน dichloro-

methane โดยเตรยีมความเขมขนละ 3 ซำ้ นำไปวิเคราะห

ดวย GC-MS ศึกษาความสัมพันธระหวางความเขมขน

และอัตราสวนพื้นที่ใตพีค สรางกราฟมาตรฐานระหวาง

ความเขมขนและอัตราสวนพื้นที่ใตพีค คำนวณคา

สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) ซึ่งตองมีคาไมนอยกวา

0.995(15)

การหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) และ

ขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ)

วเิคราะหสารมาตรฐาน NDMA ทีร่ะดบัความเขม

ขน 0.5, 0.8, 1.0 และ 3.0 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน

ความเขมขนละ 10 ซ้ำ คำนวณหา signal to noise 

(S/N) ซึ่ง LOD ตองมี S/N เทากับ 3 สวน LOQ

ตองมี S/N เทากับ 10(15) โดยเตรียมสารละลาย

มาตรฐาน NDMA ใน dichloromethane และใน

dichloromethane ที่มีการ spike placebo นอกจากนี้

ยังหาคา LOD และ LOQ จากการคำนวณดวย

คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; s)

จากสูตร LOD = 3s และ LOQ = 10s

การทดสอบความแมน (accuracy)

วิเคราะหสารละลายตัวอยางที่เติมสารละลาย

มาตรฐาน NDMA ที ่4 ระดบัความเขมขน คอื 3 (LOQ), 

10, 50 และ 90 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร วิเคราะหระดับละ 

6 ซำ้ จากนัน้หาคารอยละของการคนืกลบั (%recovery) 

ที่แตละระดับความเขมขน โดยเกณฑยอมรับความแมน 

%recovery 80–120%(17)

การทดสอบความเที่ยง (precision)

การทดสอบ repeatability วิเคราะหสารละลาย

ตัวอยางที่เติมสารละลายมาตรฐาน NDMA ที่ 4 ระดับ

ความเขมขน คือ 3 (LOQ), 10, 50 และ 90 นาโนกรัม

ตอมิลลิลิตร วิเคราะหระดับละ 6 ซ้ำ 

การทดสอบ intermediate precision วิเคราะห

สารละลายตวัอยางทีเ่ตมิสารละลายมาตรฐาน NDMA ที่

ความเขมขน 3 (LOQ) นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จำนวน

6 ซ้ำ ตางวันและตางนักวิเคราะห
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เกณฑยอมรับความเทีย่ง: คารอยละของคาเบีย่งเบน

มาตรฐานสัมพัทธ (%relative standard deviation;

%RSD) ไมเกิน 20(17)

การศึกษาความคงสภาพของสารละลายตัวอยาง

วิเคราะหสารละลายตัวอยางที่อยูภายใตสภาวะ

การเก็บใน autosampler แบงสารละลายตัวอยางใสใน 

vial จำนวน 30 ขวด โดยฉีดสารละลายตัวอยางในแตละ

ขวดทกุๆ 20 นาท ี(ขวดละ 1 เข็ม) จากนัน้คำนวณปรมิาณ 

NDMA ในแตละชวงเวลา 

เกณฑยอมรับ: คารอยละของความแตกตางของ

ปริมาณ NDMA ที่เวลาตางๆ เปรียบเทียบกับเวลาที่ 0 

ตองไมเกิน 20

การประเมินคาความไมแนนอนของการวัด (Uncer-

tainty)

คำนวณคาความไมแนนอนของการวัดตามแนวทาง

ของ EURACHEM(18) โดยคำนึงถึงแหลงความ

ไมแนนอนทุกแหลง รวมคาความไมแนนอนทั้งหมด

จากนั้นคำนวนคาความไมแนนอนขยายที่ระดับความ

เชื่อมั่น 95% (k = 2)

ผล

การทดสอบความจำเพาะเจาะจงของวิธี

จากการฉีดสารมาตรฐานผสมในสารละลาย

placebo และในสารละลาย placebo กับ metformin 

พบวาไมมี peak รบกวนจาก NDEA metformin

สารอ่ืนๆ ในตำรับ และ solvent ที่ใช ที่ตำแหนง

retention time, m/z ของ NDMA และ NDMA-d6 

นอกจากนี้ไมพบ m/z 129 ของ metformin ดังแสดง

ในภาพที่ 2–5 สำหรับ retention time ของ NDMA, 

NDMA-d6 และ NDEA ที่เวลา 6.20, 6.19 และ 7.0 

ตามลำดบั การแตก mass ของ NDMA มคีา m/z 74.0, 

43.1 และ 42.1 NDMA-d6 มีคา m/z 80.1, 48.1 

และ 46.1 NDEA มีคา m/z 102.1, 56.1 และ 42.1 

ตามลำดับ ดังแสดงในภาพที่ 6 ดังนั้นวิธีนี้สามารถแยก 

NDMA และ NDMA-d6 ออกจาก NDEA metformin 

สารอื่นๆ ในตำรับ และ solvent ที่ใชได  

 dichoromethane สารละลาย placebo ที่ m/z 74

  สารละลาย placebo ที่ m/z 80 สารละลาย placebo ที่ m/z 102

ภาพที่ 2  chromatogram ของ dichloromethane และสารละลาย placebo
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 สารละลาย metformin ใน placebo ที่ m/z 129 สารละลาย metformin ใน placebo ที่ m/z 74

สารละลาย metformin ใน placebo ที่ m/z 80

ภาพที่ 4 chromatogram ของสารละลายผสมระหวาง NDMA, NDMA-d6 และ NDEA ใน placebo

ภาพที่ 3 chromatogram ของสารละลาย metformin ใน placebo

 NDMA, NDMA-d6 และ NDEA NDMA ที่ m/z 74

 NDMA-d6 ที่ m/z 80 NDEA ที่ m/z 102
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 NDMA ที่ m/z 74 NDMA-d6 ที่ m/z 80

NDEA ที่ m/z 102

ภาพที ่5 chromatogram ของสารละลายผสมระหวาง NDMA, NDMA-d6 และ NDEA ใน placebo + metformin

 NDMA NDMA ที่ m/z 74.0, 43.1, 42.1

 NDMA-d6 NDMA-d6 ที่ m/z 80.1,48.1, 46.1

 NDEA NDEA ที่ m/z 102.1, 56.1, 42.1

ภาพที่ 6 chromatogram และ mass spectrum ของ NDMA, NDMA-d6 และ NDEA ใน  dichloromethane
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การทดสอบความเปนเสนตรง 

ผลการฉีดสารละลายมาตรฐาน NDMA ที่ระดับ

ความเขมขนตางๆ ตั้งแต 1–100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

ระดับความเขมขนละ 3 ซ้ำ สรางกราฟมาตรฐานระหวาง

คา peak area ratio ของ NDMA และ  NDMA-d6 

(แกน Y) กับความเขมขนของ NDMA (แกน X)  ซึ่ง

ทำการศึกษาความเปนเสนตรง 2 แบบ คือ การเตรียม

สารละลายมาตรฐาน NDMA ใน dichloromethane 

และใน dichloromethane ที่มีการ spike placebo 

พบวากราฟมาตรฐานที่สรางจากสารละลายมาตรฐาน 

NDMA ใน dichloromethane และใน dichloro-

methane ที่มีการ spike placebo เปนเสนตรงตลอด

ชวงการทดสอบ และมีคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) 

เทากับ 0.9999 และ 0.9991 ตามลำดับ ดังแสดงใน

ภาพที่ 7 และ 8 

ภาพที่ 7 ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน NDMA ใน dichloromethane

NDMA concentraion (ng/ml)

ภาพที่ 8 ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน NDMA ใน dichloromethane ที่ spike placebo

NDMA concentraion (ng/ml)
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การหาขดีจำกดัของการตรวจพบ และขดีจำกดัของการ

วัดเชิงปริมาณ 

ผลวเิคราะหสารมาตรฐาน NDMA  ทีค่วามเขมขน

0.8 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร พบวามี S/N มากกวา 3

ทัง้ 10 ครัง้ ซึง่เปนขดีจำกดัของการตรวจพบ สวนขีดจำกดั

ของการวัดเชิงปริมาณเทากับ 3 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

มี S/N มากกวา 10 ทั้ง 10 ครั้ง โดยใหผลเหมือนกัน

แมวาจะเตรียมสารละลายมาตรฐาน NDMA ใน

dichloromethane หรอืใน dichloromethane ทีม่กีาร 

spike placebo

จากการวิเคราะหสารมาตรฐาน NDMA เตรียม

ใน dichloromethane โดยการ spike placebo ทีร่ะดบั

ความเขมขน 3 นาโนกรมัตอมลิลลิติร จำนวน 10 ซำ้ คำนวณ

คา s ได 0.166 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร คา LOD เทากับ 

0.50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และ LOQ 1.66 นาโนกรัม

ตอมิลลิลิตร

ดังนั้นวิธีวิเคราะหนี้มี LOQ เทากับ 3 นาโนกรัม

ตอมิลลิ ลิตร ซึ่ งที่ความเขมขนนี้มีความแมนและ

ความเที่ยงอยูในเกณฑยอมรับ สวน LOD เทากับ

0.8 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร

การทดสอบความแมนและความเที่ยง

ผลการฉีดสารละลายตัวอยางยาเม็ดที่มีการเติม

สารละลายมาตรฐาน NDMA ที ่4 ระดบัความเขมขน คอื 3, 

10, 50 และ 90 นาโนกรัมตอมลิลลิติร ระดบัความเขมขน

ละ 6 ซ้ำ พบความแมนที่ประเมินจาก %recovery

ทั้ง 4 ระดับผานเกณฑ %recovery 80–120 และ

ความเที่ยง (repeatability) ซึ่งมีคารอยละของ

คาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธเทากับ 2.9, 7.2, 2.1 และ 

2.5 ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 2  

ผลการทดสอบ intermediate precision โดย

ทำการวิเคราะหสารละลายตัวอยางยาเม็ดที่มีการเติม

ตารางที่ 2 การทดสอบความแมน (%recovery) และความเทีย่ง (repeatability; %RSD) ของวธิวีเิคราะหปรมิาณ 

 NDMA ในยาเม็ด metformin

ระดับความเขมขน (นาโนกรัมตอมิลลิลิตร)

3 10 50 90

1
2
3
4
5
6

98.1
106.9
104.8
102.7
103.9
103.9

94.2
86.0
88.9
102.3
84.3
90.5

91.1
86.4
87.0
87.0
86.8
86.2

91.8
91.6
86.8
92.6
91.9
92.9

%recovery 
%RSD เฉลี่ย

103.4
2.9

91.0
7.2

87.4
2.1

91.3
2.5

สารละลายมาตรฐาน NDMA ทีค่วามเขมขน 3 นาโนกรัม

ตอมิลลิลิตร วันละ 6 ซ้ำ 3 วัน โดยวิเคราะหตางวันและ

ตางนักวิเคราะห ดังแสดงในตารางที่ 3 

การคำนวณ

                                     ความเขมขนที่อานจากกราฟมาตรฐาน (ng/ml) ×10 ml × น้ำหนักเม็ดยาเฉลี่ย (g)  
ปริมาณ NDMA (ng)   = 

                                                              น้ำหนักผงยา (g)
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การศึกษาความคงสภาพของสารละลายตัวอยาง

ผลการศกึษาพบวาสารละลายตวัอยางทีอ่ยูภายใต

สภาวะการเก็บใน autosampler มีความคงสภาพ 3 

ชัว่โมง ดงันัน้ตองฉีดวิเคราะหสารละลายตวัอยางภายหลงั

จากการเตรียมเสร็จภายใน 3 ชั่วโมง 

การประเมินคาความไมแนนอนของการวัด 

โดยคำนวณคาความไมแนนอนท่ีเกดิขึน้จากแตละ

แหลง คำนวณความไมแนนอนรวม (combined standard

uncertainty) และคำนวณคาความไมแนนอนขยาย 

(expanded uncertainty) ทีร่ะดบัความเช่ือมัน่รอยละ 95

(k = 2) คาความไมแนนอนขยายของการวิเคราะห 

NDMA ในยาเม็ด metformin มีคา 0.0330±0.0022 

ppm เมื่อคำนวณสัดสวนขององคประกอบแหลงความ

ไมแนนอนของการวิ เคราะห  NDMA ในยาเม็ด 

metformin ดังแสดงในภาพที่ 9

ภาพที่ 9  สัดสวนขององคประกอบแหลงความไมแนนอนของการวิเคราะห NDMA ในยาเม็ด metformin

ตารางที่ 3  ผลการทดสอบ intermediate precision (%RSD) ของวิธีวิเคราะหปริมาณ NDMA ในยาเม็ด

 metformin

ปริมาณ NDMA (นาโนกรัม)

Day 1
Analyst 1

Day 2
Analyst 1

Day 3
Analyst 2

1
2
3
4
5
6

30.5964
33.3469
32.7019
32.0559
32.4250
32.4252

29.2171
26.4462
24.7714
26.4845
28.6440
23.0087

31.9915
28.1155
29.2640
29.7587
28.1716
27.2074

ปริมาณ NDMA 
เฉลี่ย (n = 18)

%RSD

29.2573

10.08
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นำวธิกีารตรวจวเิคราะหทีไ่ดทดสอบความถกูตอง

ของวิธีมาตรวจวิเคราะหตัวอยางในการสำรวจปริมาณ

การปนเปอน NDMA ในยาเม็ด metformin รวม 794 

ตัวอยาง แบงเปนตัวอยางของผูผลิตในประเทศ 40 ราย 

62 ทะเบียนตำรับยา และตัวอยางจากผูนำเขา 11 ราย 

22 ทะเบียนตำรับยา พบวาตรวจไมพบ NDMA จำนวน 

108 ตัวอยาง ตรวจพบ NDMA นอยกวา 0.03 ppm 

จำนวน 523 ตัวอยาง พบ NDMA เกิน 0.03 ppm 

แตไมเกิน 0.048 ppm  จำนวน 113 ตัวอยาง และมีเพียง 

50 ตวัอยาง ทีต่รวจพบ NDMA เกนิ 0.048 ppm ซีง่เปน

ตัวอยางจาก 6 บริษัท 8 ทะเบียนตำรับยา

วิจารณ

การพัฒนาวิธีวิเคราะหหาปริมาณ NDMA ใน

ยาเม็ด metformin โดยเลือกเทคนิคการวิเคราะหเปน 

gas chromatography และ detector เปน mass 

spectrometry เนื่องจาก NDMA เปนสารปนเปอนที่

มีปริมาณนอยมากในระดับ ppb และมีการใช internal 

standard เพื่อเปนการควบคุมและลดความผิดพลาด

ในขั้นตอนการวิเคราะห การเลือก internal standard 

สำหรับเทคนิค mass spectrometry ควรใชสารที่มี

โครงสรางเหมือนสารที่ตรวจวิเคราะห แตมีมวลโมเลกุล

มากกวาโดยการแทนท่ีบางอะตอมดวยสาร isotope(2)  

ดังนั้นจึงเลือกใช NDMA-d6 เปน internal stan-

dard เนื่องจากเปน isotope ของ NDMA ที่สามารถ

แยกไดดวย m/z และมีคุณสมบัติทางดานเคมีและ

ฟสิกสเหมือนกับ NDMA นอกจากน้ีมีการใชเทคนิค 

selected ion monitoring (SIM) เปนการเลือกวัด

เฉพาะไอออนของสารที่สนใจ โดย mass analyzer จะ

คัดเลือกเฉพาะ precursor ion ของสารที่สนใจผานเขา

สู detector เพ่ือลดปรมิาณประจุท่ีไมตองการเขาสู mass 

detector ทำใหตัวรบกวนลดลงมาก วิธีนี้จึงเปนวิธีการ

วิเคราะหที่เหมาะสำหรับการวิเคราะหสารปริมาณนอย 

(trace analysis) เนื่องจากมีความไวในการวิเคราะห

ที่คอนขางสูง วิธีนี้เลือก precursor ion เปน  m/z 74 

และ 80 สำหรับ NDMA และ NDMA-d6 ตามลำดับ 

สวนคอลัมนเลือกใช DB-Wax มี stationary phase 

เปน polyethylene glycol มีคุณสมบัติ polarity สูง 

เหมาะสำหรบัใชแยกสารที ่polar ซึง่ NDMA มหีมู amine 

จึงจัดเปนสาร polar การเลือกตัวทำละลายพิจารณาจาก

คาการละลายของ NDMA พบวามีการละลายนำ้ alcohol 

และ ether ไดด ีและละลายใน organic solvent รวมถงึ 

dichloromethane(19) สารมาตรฐาน NDMA-d6 มีอยู

ในรปูสารละลายใน dichloromethane ดงันัน้จึงเลอืกใช 

dichloromethane เปนสารสกัด เนื่องจากทั้ง NDMA 

และ NDMA-d6 ละลายไดใน dichloromethane 

ในขณะที่ metformin ซึ่งอยูรูปเกลือ hydrochloride 

จะไมละลายใน dichloromethane (practically 

insoluble)(20) นอกจากนี้วิธีที่ไดพัฒนาขึ้นนี้มีการ

เตรียมตัวอยางดวยการละลายใน dichloromethane 

แลวฉีดวิเคราะห ซึ่งเปนวิธีที่มีขั้นตอนการเตรียมการ

ตัวอยางที่ไมยุงยากและลดความผิดพลาดในข้ันตอนการ

ดูดชั้นสารละลาย dichloromethane ซึ่งอยูชั้นลางออก

มาวิเคราะห เหมาะสำหรับการวิเคราะหตัวอยางที่มีเปน

จำนวนมาก เมือ่เปรียบเทยีบกบัวิธใีนตำรายา USP ทีเ่ปน

วธิ ีGC/MS เหมอืนกันแตเปนชนดิ headspace มตีวัทำ

ละลายเปน methanol และการเตรียมตัวอยางมีขั้นตอน

ที่ยุงยากกวา โดยมีการเติม imidazole acetronitrile 

นอกเหนือจากสารละลาย internal standard ในขณะ

ทีว่ธิทีีพ่ฒันานีเ้ปนการฉดีสารละลายเขาสูเครือ่ง GC/MS

โดยตรง จะมีความเที่ยงในการวิ เคราะหมากกวา

การเลือกใช dichloromethane เปนตัวทำละลาย

เนื่องจากตัวอยางยา metformin บางตำรับโดยเฉพาะ

ที่เปนชนิด extended release เมื่อใชตัวทำละลาย

เปน methanol จะกลายเปนเจลไมไดเปนสารละลาย 

ดังนั้น methanol จึงไมเหมาะใชเปนตัวทำละลาย ซ่ึง

สอดคลองกับวิธีตำรายา USP ที่ระบุใชสำหรับการหา

ปริมาณ NDMA ในวัตถุดิบเทานั้นไมครอบคลุมถึงใน

ผลติภณัฑ ดงันัน้วธิทีีพ่ฒันานีจ้งึดกีวาวธิใีนตำรายา USP  

ในการใชวิเคราะหปริมาณ NDMA ในผลิตภัณฑยาเม็ด 

metformin

การทดสอบความถูกตองของวิธีดำเนินการตาม 

ICH Guideline(15,16) พบวาความเปนเสนตรงอยูใน

ชวง 1–100 นาโนกรมัตอมลิลลิติร ขดีจำกดัของการตรวจ

พบเทากับ 0.8 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และขีดจำกัดของ

การวัดเชิงปริมาณเทากับ 3 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 



257

การพัฒนาวิธีวิเคราะห N-nitrosodimethylamine
ในผลิตภัณฑยาเม็ด Metformin ศศิดา อยูสุข และ ปยมาศ กิจชนะพานิชย

วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2567

ความแมนอยูในเกณฑโดยมี %recovery อยูในชวง 

87.4–103.4% สำหรับความเที่ยงทำการศึกษาทั้งแบบ 

repeatability และ intermediate precision พบวา 

%RSD นอยกวา 8% และ 11% ตามลำดบั ซ่ึงอยูในเกณฑ 

เนื่องจากเปนการวิเคราะหสารปนเปอนในปริมาณนอย

มากระดับ ppb ดังนั้นการวิเคราะหในงานประจำจะตอง

เตรียมสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอยางใหม

ทุกวัน จึงศึกษาความคงสภาพของสารละลายตัวอยางที่

อยูใน autosampler เทาน้ัน โดยพบวาจะตองฉดีตวัอยาง

ภายหลังจากการเตรียมเสร็จภายใน 3 ชั่วโมง ดังนั้นวิธี

ที่พัฒนาผานการทดสอบความถูกตองมีความเหมาะสม

กับการนำไปใชในการหาปริมาณ NDMA ในยาเม็ด 

metformin ท่ีมีการกำหนดเกณฑการยอมรับปริมาณ 

NDMA ในยา metformin ไมเกิน 0.048 ppm โดย

คำนวณจากคา maximum daily dose ของ metformin 

มีคาเทากับ 2,000 มิลลิกรัม และ ADI ของ NDMA 

ไมเกิน 96 ng/day(1,2) ผลการวิเคราะห NDMA ใน

ยาเม็ด metformin ที่มีจำหนายในประเทศไทย พบวา

มี 50 ตัวอยาง ที่ตรวจพบ NDMA เกิน 0.048 ppm 

จากจำนวนตัวอยางทั้งหมด 794 ตัวอยาง สำนักงานคณะ

กรรมการอาหารและยามีการเรียกเก็บคืนยาในรุนผลิตที่

มีปริมาณ NDMA เกิน 0.048 ppm และมีมาตรการให

ผูผลิตยาหาสาเหตุของการปนเปอน NDMA และ

ควบคุมปริมาณ NDMA ไมใหเกินเกณฑ นอกจากนี้การ

วิเคราะหปริมาณ NDMA ตองใช detector เปน mass

spectrometry ผูผลิตยาในประเทศสวนใหญยังไมมี

เครื่องมือชนิดนี้เนื่องจากมีราคาคอนขางสูงและคาบำรุง

รักษาสูง ดังนั้นวิธีน้ีจึงใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณ 

NDMA ที่สงตรวจโดยผูผลิตยาในประเทศ

การปนเปอน NDMA ในผลิตภัณฑยาเม็ด 

metformin อาจมีสาเหตุจากวัตถุดิบ excipient และ

ภาชนะบรรจุ(2) เม่ือพิจารณาข้ันตอนการสังเคราะห 

metformin มกีารใชสารตัง้ตนเปน dimethylamine ซึง่

เปน secondary amine เม่ือมี dimethylamine ตกคาง

อยูในวัตถุดิบจะสามารถทำปฏิกิริยากับ nitrosating

agent ที่ปนเปอนอยูทำใหเกิด NDMA ได ในตำรา 

British Pharmacopoeia มีการควบคุมปริมาณ 

dimethylamine ในวัตถุดิบไมใหเกิน 0.05%(21) ขณะที่

nitrosating agent อาจปนเปอนมาจาก excipient 

ไดแก hydroxypropylmethylcellulose (HPMC), 

polyvinylcholide (PVP) หรือจากภาชนะบรรจุ ซึ่งมี

nitrocellulose เปนสวนประกอบของหมึกพิมพ(22) 

ดงันัน้การควบคมุปรมิาณ NDMA ในยาเมด็ metformin

ผูผลิตจำเปนตองมีการประเมินความเสี่ยงถึงปจจัย

ที่ทำใหเกิดการปนเปอน NDMA ในผลิตภัณฑและ

ตองมีการดำเนินการกำจัดหรือลดความเสี่ยงนั้น เพื่อ

เปนการควบคุมปริมาณการปนเปอนของ NDMA ท่ีมี

ประสิทธิภาพ 

สรุป

การตรวจวิเคราะห NDMA ในผลิตภัณฑยาเม็ด

โดยใชวิธี GC/MS ที่พัฒนาดีกวาวิธีในตำรายาที่ระบุใช

วิเคราะหในตัวอยางที่เปนวัตถุดิบเทานั้นไมสามารถนำ

มาใชวเิคราะหกบัผลติภณัฑยา metformin ได เนือ่งจาก

การเตรียมตัวอยางที่ไมเหมาะสม วิธีที่ไดพัฒนามีขอดี 

คือ มีการเตรียมตัวอยางที่ไมยุงยากและมีความไวในการ

วิเคราะห สามารถตรวจวิเคราะหปริมาณ NDMA ไดใน

ระดับที่ต่ำกวาเกณฑที่ยอมรับ คือ 0.048 ppm โดยมี

ความถูกตอง แมนยำ และความจำเพาะตอสารที่ตองการ

วิเคราะห เหมาะกับการตรวจวิเคราะหในงานประจำ

รวมทั้งกรณีที่มีปริมาณตัวอยางจำนวนมาก ดังนั้นวิธีนี้

สามารถนำไปใชสำรวจการปนเปอนของ NDMA

ในผลิตภัณฑยา metformin ที่มีจำหนายในประเทศ

เพื่อเปนการคุมครองผูบริโภค 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณเจาหนาที่ฝายเคมี-ฟสิกส 2 และ

ฝายวัตถุเสพติด 1 สำนักยาและวัตถุเสพติด ที่อนุเคราะห

วสัด ุอปุกรณ และเครือ่งมอื รวมทัง้ใหคำแนะนำจนทำให

การศึกษานี้สำเร็จลุลวงไปดวยดี 
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Method Development and Validation for 
Determination of N-nitrosodimethylamine 

in Metformin Tablets

ABSTRACT Nitrosamines have been detected in several drug products such as angiotensin II receptor

blockers (ARB), ranitidine and metformin. However, N-nitrosodimethylamine (NDMA) is the only 

nitrosamine impurity found in metformin. Nitrosamines impurities in drug products may be occurred 

by raw materials, excipients, water, solvents, manufacturing process, and packaging materials. Since 

Nitrosamines are probably human carcinogen, quantity of nitrosamines impurity must be controlled to 

not exceeded the acceptance daily intake (ADI). The ADI of NDMA is 95 nanogram per day. The objective

of this study was to develop an analytical method using gas chromatography-mass spectrometry 

(GC-MS) for the determination of low-level NDMA in metformin tablets. This method was developed

from the method available from oversea drug regulation authorities. The method validation was 

performed according to International Council for Harmonisation (ICH) guideline which found that NDMA 

and NDMA-d6 peaks were not interfered by N-nitrosodiethylamine (NDEA) metformin excipient and 

solvent. The limit of detection was 0.8 ng/mL and the limit of quantifi cation was 3 ng/mL which was less 

than the NDMA acceptance limit for metformin tablets. The method showed linearity with a coeffi  cient 

of determination (R2) greater than 0.999. The accuracy as expressed by %recovery was between 87.4 to 

103.4%. The relative standard deviation values of repeatability and intermediate precision were less than 

8% and 11%, respectively. Therefore, the developed method was suitable for monitoring NDMA quantity 

in metformin tablets.

Keywords: Nitrosamine impurity, N-nitrosodimethylamine, Metformin, NDMA, GC-MS
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บทคัดยอ ประเทศไทยกําหนดใหวัคซีนบีซีจีเปนวัคซีนพื้นฐานสําหรับเด็กแรกเกิดทุกราย จึงตองมีการตรวจคุณภาพวัคซีน

ในทุกรุนการผลิตเพื่อใหมั่นใจในคุณภาพและประสิทธิภาพของวัคซีน ผูวิจัยไดทําการประเมินความเสี่ยงคุณภาพและ

ความปลอดภัยของวัคซีนบีซีจีสายพันธุ Tokyo 172-1 ที่ผลิตโดยสถานเสาวภา สภากาชาดไทย ระหวางป พ.ศ. 2558–2564 

จํานวน 133 รุนการผลิต ผลการวิเคราะหพบวาทุกรุนการผลิตมีคุณลักษณะทางกายภาพ เอกลักษณ ปริมาณความชื้น ความแรง

และความคงตัว เปนไปตามขอกําหนดของผลิตภัณฑและขอกําหนดมาตรฐานขององคการอนามัยโลก ผลการตรวจติดตาม

สายพนัธุยอย subtype II ในวคัซนีบซีีจสีายพันธุ Tokyo 172-1 จํานวน 109 รุนการผลติ พบวาสวนใหญมปีรมิาณสายพันธุยอย

subtype II นอยกวา 10% จํานวน 65 รุนการผลิต (59.63%) ในขณะที่ 44 รุนการผลิต (40.37%) มีมากกวา 10%

เปรียบเทียบกับวัคซีนบีซีจีที่ผลิตจากประเทศญี่ปุนที่มีคาไมเกิน 5% และประเทศไตหวันมีคาประมาณ 40% เมื่อวิเคราะห

ความสมัพนัธระหวางปรมิาณสายพนัธุยอย subtype II กบัคาความแรง พบวาทีร่ะดบัความเชือ่มัน่ 95% มคีา r เทากบั -0.287 

ซึ่งมีคาต่ํามาก แสดงวาไมมีความสัมพันธกันแตมีแนวโนมเปนความสัมพันธแบบแปรผกผัน ทั้งนี้ไมมีผลตอคุณภาพของวัคซีน 

เนือ่งจากผลการตรวจวเิคราะหคณุภาพเปนไปตามขอกําหนด ขอมลูจากการศึกษาน้ีสามารถใชเปนแนวทางในการพฒันาคณุภาพ

การผลิตของวัคซีนบีซีจีที่ใชในประเทศตอไป

คําสําคัญ: วัคซีนบีซีจี, คุณภาพวัคซีน, บีซีจีสายพันธุ Tokyo 172-1 
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บทนํา

วัคซีนเปนชีววัตถุที่ใชเพื่อกระตุนใหรางกาย

สรางภูมิคุมกัน คุณภาพและความปลอดภัยของวัคซีน

จงึมคีวามสำคญั เน่ืองจากวัคซีนมีโอกาสเกดิการเบีย่งเบน

ในคุณภาพของผลิตภัณฑที่ผลิตในแตละครั้งไดสูง เมื่อ

เปรียบเทียบกับยาสังเคราะหหรือยาเคมีท่ัวไปและ

การตรวจพสิจูนในประสทิธิผลทำไดยาก องคการอนามยัโลก

จึงกำหนดใหมีการรับรองรุนการผลิตวัคซีนทุกรุน

โดยหนวยงานภาครัฐกอนผานไปสูผูบริโภค สำหรับ

ประเทศไทยกำหนดใหการผลิต นำหรือสั่งเขาใน

ราชอาณาจักร ซึ่งยาแผนปจจุบันที่เปนยาชีววัตถุตอง

ไดรับหนังสือรับรองรุนการผลิตยาชีววัตถุกอนนำออก

จำหนายหรือสงมอบใหผูใช(1) สำนักงานคณะกรรมการ

อาหารและยา (อย.) ระบุใหมีกระบวนการตรวจสอบ

รับรองรุนการผลิตวัคซีนกอนจำหนายทุกรุนการผลิต 

โดยพิจารณาเอกสารสรุปกระบวนการผลิต (summary 

production protocol) ซึ่งมีขอมูลรายละเอียดเกี่ยวกับ

กระบวนการผลติและการตรวจสอบคณุภาพตัง้แตเริม่ตน

การผลิตจนถึงผลิตภัณฑสำเร็จรูป ขอมูลการเก็บรักษา

และขนสงผลิตภัณฑในระบบลูกโซความเย็น และผล

การวิเคราะหคุณภาพตัวอยางที่ตรวจโดยสถาบันชีววัตถุ 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย(2) โดยในแตละรายการ

วิเคราะหตองไดมาตรฐานตามเกณฑการยอมรับที่

กำหนด หากพบการเบี่ยงเบน หรือเปลี่ยนแปลงไป หรือ

มขีอสงสัยทีอ่าจกระทบตอคณุภาพ ตองทำการตรวจสอบ

กอนรับรองรุนการผลิต 

วัคซีนบีซีจี (Bacillus Calmette-Guérin 

vaccine; BCG vaccine) หรือวัคซีนปองกันวัณโรค

เปนวัคซีนชนิดเช้ือเปนออนฤทธิ์ ถูกบรรจุในแผนงาน

การสรางเสริมภูมิคุมกันแหงชาติตั้งแตป พ.ศ. 2520(3)

ใชฉดีเขาชัน้ผวิหนงัเด็กแรกเกดิทุกรายเพ่ือปองกนัวัณโรค 

วัคซีนนี้ผลิตจากเชื้อ Mycobacterium bovis BCG

ซึ่งปจจุบันมีหลายสายพันธุแตกตางกันไปตามแตละ

ประเทศและหองปฏิบัติการ วัคซีนบี ซี จี ท่ีผลิตใน

ประเทศไทยโดยสถานเสาวภา สภากาชาดไทย ซึ่งเปน

ผูผลิตรายเดียว ผลิตจาก Mycobacterium bovis 

BCG สายพันธุ Tokyo 172-1 เชนเดียวกับวัคซีนบีซีจี

ที่ผลิตในประเทศไตหวันและประเทศญ่ีปุน(4) โดยเช้ือที่

ใชในการผลติวคัซนีบซีจีใีนประเทศไทยไดรบัจากประเทศ

ญี่ปุนตั้งแตป พ.ศ. 2531(5) มีการผลิตในรูปแบบผงแหง 

(lyophilized) ขนาด 10 โดส (dose) มีปริมาณเชื้อ 

0.05 มิลลิกรัม และมีอายุยานาน 4 ป การรับรองรุน

การผลิตพิจารณาจากเอกสารสรุปกระบวนการผลิตของ

ผูผลิตและตรวจวิเคราะหคุณภาพตัวอยางวัคซีนบีซีจี 

โดยรายการตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการที่ตรวจ

โดยสถาบันชีววัตถุ ประกอบดวย การตรวจวิเคราะห

ความปลอดภัย ความแรง ความคงตัว ลักษณะทาง

กายภาพ ปริมาณความชื้น และเอกลักษณของวัคซีน(6−8) 

ป พ.ศ. 2550–2559 คณะแพทยศาสตร ศิริราช

พยาบาล ไดตดิตามอาการไมพงึประสงคภายหลงัจากการ

ไดรบัวคัซนีบซีจี ีอาการทีพ่บสวนใหญ คอื ตอมนำ้เหลอืง

อักเสบ (lymphadenitis), BCG osteitis และ 

disseminated BCG disease ทำใหผูผลิตและ

หนวยงานที่เก่ียวของรวมกันตรวจสอบเพื่อหาสาเหตุ

ที่ทำใหเกิดอาการดังกลาว ปจจัยที่คาดวาเปนสาเหตุ

อาการไมพงึประสงค ไดแก เทคนคิการฉดี ปรมิาตรการฉดี 

ภาวะสุขภาพของผูไดรับวัคซีน หรือคุณภาพวัคซีนที่อาจ

เปลี่ยนแปลงไป โดยเรื่องคุณภาพวัคซีนมีการตรวจสอบ

และยืนยันวายังคงมีคุณภาพคงเดิม ในป พ.ศ. 2558 มี

รายงานการศึกษาปริมาณ subtype I และ subtype II 

ซึง่เปนสายพนัธุยอยในวคัซนีบซีีจ ีพบวาวคัซนีบซีจีทีีผ่ลติ

ในประเทศไทยตรวจพบเปน subtype II ทั้งหมด และ

ไมพบ subtype I(9) ซึ่งตางจากวัคซีนบีซีจีที่ผลิตจาก

ประเทศไตหวันและญี่ปุนที่พบทั้ง 2 สายพันธุยอย(10) 

ทำใหเกิดขอสงสัยในคุณภาพวัคซีนเกี่ยวกับปริมาณ

สายพันธุยอยในวัคซีนบีซีจีที่ผลิตในประเทศไทย มี

สัดสวนของ subtype II ตางจากวัคซีนบีซีจีที่ผลิตจาก

ประเทศอื่นหรือไม และเปนสาเหตุของอาการไมพึง

ประสงคดงักลาวหรอืไม ในป พ.ศ. 2562 มกีารตรวจสอบ

และยืนยันว าวัคซีนบีซีจีที่ผลิตโดยสถานเสาวภา 

สภากาชาดไทย มีสายพันธุยอยทั้ง 2 สายพันธุ คือ 

subtype I และ subtype II เชนเดียวกับวัคซีนบีซีจี

ที่ผลิตโดยประเทศอ่ืน และพบวารุนการผลิตสวนใหญ

มีปริมาณ subtype II นอยกวา 10%(11) แสดงวา

สัดสวน subtype II ไม เปนสาเหตุที่ทำให เกิด

อาการไมพึงประสงคหลังการไดรับวัคซีน ทั้งนี้เพื่อ
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ใหเกิดความมั่นใจในคุณภาพของวัคซีนบีซีจี สถาบัน

ชีววัตถุ จึงทำการตรวจหาสายพันธุยอยของเชื้อ BCG

Tokyo 172-1 โดยวิธี real-time polymerase

chain reaction (real time-PCR)(9)  เพื่อติดตาม

ปริมาณสายพันธุยอย subtype II ในวัคซีนบีซีจีที่ผลิต

โดยสถานเสาวภา สภากาชาดไทย และใชเปนขอมูล

เปรียบเทียบกับวัคซีนบีซีจีที่ผลิตโดยตางประเทศ

ถึงแมวาการตรวจสอบคุณภาพของวัคซีนบีซีจีตาม

มาตรฐานขององคการอนามัยโลกไมไดกำหนดใหตรวจ

หาปริมาณสายพันธุยอยของเชื้อ BCG(12) ก็ตาม

การศึกษาครั้งนี้ มีวัตถุประสงคเพื่อประเมิน

ความเสี่ยงคุณภาพและความปลอดภัยของวัคซีนบีซีจี

สายพันธุ Tokyo 172-1 ท่ีผลิตโดยสถานเสาวภา 

สภากาชาดไทย ระหวางป พ.ศ. 2558–2564 ที่ตรวจ

โดยสถาบันชีววัตถุ เพื่อนำไปเปนขอมูลใหกับหนวยงาน

ที่เกี่ยวของและผูบริโภคใชประโยชนตอไป

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางวัคซีน

วคัซนีบซีีจีท่ีผลิตโดยสถานเสาวภา สภากาชาดไทย 

ซึ่งเปนผูผลิตรายเดียวในประเทศไทย ระหวางป พ.ศ. 

2558–2564 จำนวน 133 รุนการผลิต เปนวัคซีนที่ผลิต

ป พ.ศ. 2558 จำนวน 21 รุนการผลติ พ.ศ. 2559 จำนวน 22

รุนการผลิต พ.ศ. 2560 จำนวน 18 รุนการผลิต 

พ.ศ. 2561 จำนวน 3 รุนการผลิต พ.ศ. 2562 จำนวน 33

รุนการผลิต พ.ศ. 2563 จำนวน 14 รุนการผลิต และ

พ.ศ. 2564 จำนวน 22 รุนการผลิต 

การตรวจสอบคุณภาพวัคซีนบีซีจี

รวบรวมขอมูลผลการตรวจสอบคุณภาพวัคซีน

บีซีจี โดยการประเมินความเสี่ยงคุณภาพและความ

ปลอดภัย แบงเปน การพจิารณาเอกสารสรปุกระบวนการ

ผลิต (summary production protocol) ของผูผลิต 

และผลการตรวจวเิคราะหทางหองปฏบิตักิารโดยสถาบนั

ชีววัตถุ ซึ่งรายการทดสอบประกอบดวย 

ก ารตรวจ วิ เคร า ะห ลั กษณะทางกายภาพ 

(appearance) ดวยวิธีการมองดวยตาเปลา (visual 

inspection) ภายใต viewing station ท่ีมีความเขมแสง

อยูในชวง 2,000–3,750 ลักซ

ปริมาณความชื้น (moisture content) ดวย

วิธี volumetric Karl Fischer titration เปนการทำ

ปฏิกิริยาระหวางสารไทแทรนท (titrant solution) กับ

น้ำที่อยูในตัวอยาง

การตรวจเอกลักษณ (identity) โดยดูลักษณะ

ของโคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็ง Lowenstein Jensen 

media (LJ media) และลักษณะของเชื้อแบบ bacilli

บน stained smear ดวยวธิกีารยอมสทีนกรด (acid fast 

staining) ทีป่รากฎภายใตกลองจลุทรรศน (Olympus, 

model CK2, Olympus Optical Co., Ltd., Japan)

ความแรงและความคงตัว (potency and 

stability) ดวยการตรวจนับ number of culturable 

particles ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LJ 

การตรวจหาสายพันธุยอยของเช้ือ BCG Tokyo 

172-1 โดยวิธี real time-PCR(11) ใชความตางของ

ลำดับดีเอ็นเอระหวาง 2 subtypes ใน RD16 region 

โดยใช primer และ probe 2 ชุด คือ ชุดที่ตรวจหา

ปริมาณดีเอ็นเอของ subtype II ตรวจวัดโดย RD

16-probe ที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสง FAM และชุดที่

ตรวจหาปริมาณดี เ อ็นเอของเ ช้ือ BCG ทั้ งหมด

ประกอบดวย subtype I และ subtype II โดยใช 

murB-probe ที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสง NED

การเตรยีมกราฟมาตรฐานสำหรบัวธิกีารวเิคราะห

ปริมาณ BCG subtype II ทำโดยเจือจางดีเอ็นเอของ 

BCG subtype II ดวย TE buffer pH 8.0 ใหมีความ

เขมขน 1,000, 100, 10, 1, 0.1 และ 0.01 พิโคกรัมตอ

ไมโครลติร และเจอืจางดเีอน็เอของ BCG subtype I และ 

subtype II ใหมสีดัสวน % ดเีอน็เอของ BCG subtype I 

: BCG subtype II เปน 95:5 (5% BCG subtype II)

เพื่อเปน positive control จากนั้นนำไปทำปฏิกิริยา

ในปรมิาตรรวมแตละหลอด 15 ไมโครลติร ประกอบดวย 

DNA template ของสารมาตรฐาน (DNA subtype II)

หรือ DNA ที่ส กัดจากวัคซีนตัวอยาง หลอดละ

2 ไมโครลติร โดยในแตละหลอด (reaction) ประกอบดวย

ไพรเมอร BCG I/II-Fw และ BCG II-Rv (อยางละ 

12 pM ) murB-Fw และ murB-Rv (อยางละ 6 pM )

RD16-probe (3 pM) murB-probe (1.5 pM) 

2×qPCR master mix 7.5 ไมโครลิตร และน้ำกลั่น



264

Quality Assessment of BCG Tokyo 172-1 Vaccine Produced by Queen Saovabha           Chonlada Petthai et al.

วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2567

จนครบปริมาตร 15 ไมโครลิตร เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

ดวยเครื่อง QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR

System (Appl ied Biosystems, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) โดยต้ังคาที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 

3 นาที จากนั้นเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ จำนวน 40 รอบ

ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 วินาที และที่อุณหภูมิ

60 องศาเซลเซียส 30 วินาที คำนวณปริมาณดีเอ็นเอ

ของ BCG subtype II และปริมาณดีเอ็นเอทั้งหมด

ของตวัอยาง BCG โดยเปรยีบเทยีบคา cycle threshold 

(Ct) กับกราฟมาตรฐาน และคำนวณ %BCG subtype 

II ดังสมการ

                    ปริมาณดีเอ็นเอของ BCG subtype II (พิโคกรัมตอไมโครลิตร)
%BCG subtype II    = 
                    ปริมาณดีเอ็นเอทั้งหมดของ BCG (พิโคกรัมตอไมโครลิตร) × 100

การวิเคราะหขอมูล 

รวบรวมขอมูลผลการตรวจสอบคุณภาพวัคซีน

บีซีจีที่ผลิตโดยสถานเสาวภา สภากาชาดไทย ระหวางป 

พ.ศ. 2558–2564 นำผลการตรวจวิเคราะหเปรียบเทียบ

กับเกณฑขอกำหนด จัดทำแนวโนม (trend) ของ

แตละรายการทดสอบ และใชสถิติสหสัมพันธเพียรสัน

(Pearson’s correlation) ในการวิเคราะหความสัมพนัธ

ระหวางสดัสวนของสายพนัธุยอย subtype II กบัความแรง

ของวัคซีนบีซีจีที่ตรวจโดยสถาบันชีววัตถุ

ผล

จากการพิจารณาเอกสารสรุปกระบวนการผลิต

ของผูผลิตรวมกับการตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ

สถาบันชีววัตถุ ประกอบดวย การตรวจวิเคราะหลักษณะ

ทางกายภาพ ปริมาณความชื้น การตรวจเอกลักษณ 

ความแรง และความคงตัวของวัคซีนตัวอยาง ที่ผลิต

ระหวางป พ.ศ. 2558–2564 จำนวน 133 รุนการผลิต 

รายละเอียดจำนวนรุนการผลิตในแตละรายการทดสอบ 

ดังแสดงในตารางที่ 1 

การตรวจสอบคณุภาพวคัซนีแตละรายการทดสอบของ

การตรวจวิเคราะห

ลักษณะทางกายภาพ กอนการละลายมีลักษณะ

เปนของแขง็จบัตวัเปนกอนสขีาว เมือ่ละลายมลีกัษณะเปน

สารละลายสีขาวขุน การตรวจเอกลักษณ พบวาโคโลนีที่

ปรากฏบน LJ มีสีเหลืองออนหรือสีเนื้อ รูปรางกลมหรือ

ไรรูปแบบ ขอบหยักคอนขางแบน ขนาดประมาณ 2–5 

มิลลิเมตร และมีลักษณะเปนแบคทีเรียรูปแทงภายใต

กลองจุลทรรศนกำลังขยาย 400 เทา เมื่อยอมสีทนกรด 

ดังแสดงในภาพที่ 1 

ตารางที่ 1  จำนวนรุนการผลิตของตัวอยางวัคซีนที่ใชในการทดสอบในแตละปที่ผลิต

รายการทดสอบ
ปที่ผลิต (จำนวนตัวอยางวัคซีน) รวม

(รุนการผลิต)2558 2559 2560 2561 2562 2563 2564

การตรวจลักษณะทางกายภาพ
ปริมาณความชื้น
การตรวจเอกลักษณ
ความแรง*
ความคงตัว*
การตรวจหาสายพันธุยอย**

21
21
21
21
21
6**

22
22
22
22
22

14**

18
18
18
18
18
18

3
3
3
3
3
3

33
33
33
15*
15*
33

14
14
14
3*
3*
14

22
ND
22
3*
3*

21**

133
111
133
85
85
109

หมายเหตุ: ND = ไมมีการตรวจปริมาณความชื้นจากสถานการณโควิด 19 
 *  =  ตั้งแตกลางป พ.ศ. 2562 มีการปรับความถี่การตรวจวิเคราะหในตัวอยางสงตรวจเพื่อขอรับรองรุนการผลิต     
               **  =  จำนวนตัวอยางคงเหลือจากการตรวจวิเคราะหเพื่อรับรองรุนการผลิต
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วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2567

ปริมาณความชื้นของตัวอย างวัคซีนที่ผ ลิต

ระหวางป พ.ศ. 2558–2563 พบวาทุกรุนการผลิตมีคา

อยูในเกณฑการยอมรับของผลิตภัณฑไมเกิน 3% โดย

มีความชื้นอยูระหวาง 0.28–2.47% ดังแสดงในภาพที่ 2 

 (1A) (1B)

ภาพที่ 1  การตรวจเอกลักษณของตัวอยางวัคซีนที่ผลิตระหวางป พ.ศ. 2558–2564 1A คือ โคโลนีที่ปรากฏบน

 มีเดีย LJ  และ 1B คือ ลักษณะแบคทีเรียรูปแทงหลังจากการยอมสีทนกรด (acid fast staining) 

 ภายใตกลองจุลทรรศนกำลังขยาย 400 เทา

หมายเหตุ: พ.ศ. 2564 ไมมีการตรวจปริมาณความชื้นเนื่องจากสถานการณโควิด 19 

ภาพที่ 2 การตรวจวิเคราะหปริมาณความช้ืนดวยวิธี Karl Fischer titration ในวัคซีนบีซีจีที่ผลิตระหวางป 

 พ.ศ. 2558–2563 เกณฑการยอมรับของผลิตภัณฑไมเกิน 3%
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วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2567

คาความแรงของตัวอยางวัคซีนท่ีผลิตระหวางป 

พ.ศ. 2558–2564 พบวาทุกรุนการผลิตมีคาอยูในเกณฑ

การยอมรบัของผลติภณัฑ คอื 2–26 × 106 CFU/mL โดย

มีปริมาณเชื้ออยูระหวาง 9.22–24.83 × 106 CFU/mL

ดังแสดงในภาพที่ 3

คาความคงตัวของตัวอยางวัคซีนที่ผลิตระหวางป 

พ.ศ. 2558–2564 พบวาทุกรุนการผลิตมีคาอยูในเกณฑ

การยอมรับของผลิตภัณฑ คือ ≥ 20% ของเชื้อที่รอดชีวิต 

ดังแสดงในภาพที่ 4

ภาพที่ 3  การตรวจวิเคราะหความแรง (potency) ดวยการตรวจนบั number of culturable particles ทีเ่พาะเลีย้ง

 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ LJ ในวัคซีนบีซีจีที่ผลิตระหวางป พ.ศ. 2558–2564 ชวงคายอมรับได 2–26 × 106 

CFU/mL 

ภาพที่ 4  การตรวจวิเคราะหความคงตัว (stability) ดวยการตรวจนับ number of culturable particles ท่ี

 เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LJ ในวัคซีนบีซีจีที่ผลิตระหวางป พ.ศ. 2558–2564
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วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2567

การตรวจหาสายพนัธุยอยของเชือ้ BCG Tokyo 172-1 

ตรวจโดยวิธ ีreal time-PCR เพ่ือตดิตามปรมิาณ

สายพันธุยอย subtype II ในวัคซีนบีซี จีที่ผลิต

โดยสถานเสาวภา สภากาชาดไทย รวม 109 รุนการผลิต

พบวาจำนวน 65 รุนการผลิต (59.63%) มีปริมาณ

สายพันธุยอย subtype II ในวัคซีนไมเกิน 10% และ

จำนวน 44 รุนการผลิต (40.37%) ท่ีผลิตในป พ.ศ. 2560, 

2562 และ 2564 มีปริมาณสายพันธุยอย subtype II 

ในวัคซีนเกิน 10% ดังแสดงในภาพที่ 5 

การวิเคราะหความสัมพันธระหวางปริมาณสายพันธุยอย 

subtype II กับความแรงของวัคซีนบีซีจี 

การวิเคราะหความสัมพันธ จำนวน 62 รุน

การผลิต ที่ผานการตรวจสอบทั้งปริมาณสายพันธุยอย 

subtype II และความแรง ดวยสถิติสหสัมพันธเพียรสัน

(Pearson’s correlation) พบวาที่ระดับความเช่ือม่ัน 

95% มีคา r เทากับ -0.287 ซึ่งมีคาต่ำมาก แสดงวาไมมี

ความสมัพนัธกนัแตมแีนวโนมแปรผกผนักนั ดงัแสดงใน

ภาพที่ 6 กลาวคือหากวัคซีนบีซีจีมีปริมาณสายพันธุยอย 

subtype II สูงข้ึน จะมีแนวโนมทำใหคาความแรงของ

วัคซีนลดต่ำลง แตไมมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความ

เชื่อมั่น 95% 

ภาพที่ 6  ความสัมพันธเชิงลบระหวางปริมาณสายพันธุยอย subtype II กับความแรงของวัคซีนบีซีจี

ภาพที่ 5    การตรวจสายพันธุยอยของเชื้อ BCG Tokyo 172-1 โดยวิธี real time-PCR ในวัคซีนบีซีจี 

2 2563
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วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2567

วิจารณ

วัคซีนบีซีจีมีการใชงานมานานกวา 80 ป และ

บรรจใุนแผนงานการสรางเสรมิภูมิคุมกนัแหงชาตติัง้แตป 

พ.ศ. 2520(3) เปนวัคซีนทั้งแบบที่ผลิตภายในประเทศ

และแบบนำเขาโดยหนวยงานตางๆ  จึงจำเปนตองมีการ

ตรวจสอบคุณภาพเพ่ือรับรองรุนการผลิตกอนจำหนาย

ทุกครั้ง สถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย

ไดดำเนินการรับรองรุนการผลิตมาตั้งแตป พ.ศ. 2541 

โดยกระบวนการตรวจสอบคุณภาพเพื่อรับรองรุนการ

ผลิตสำหรับวัคซีนนำเขา โดยพิจารณาเอกสารสรุป

กระบวนการผลิตและการควบคุมคุณภาพของผูผลิต

รวมกับผลการตรวจวิเคราะหลักษณะทางกายภาพ

โดยสถาบันชีววัตถุ สวนวัคซีนที่ผลิตในประเทศพิจารณา

เอกสารสรุปกระบวนการผลิตและการควบคุมคุณภาพ

ของผูผลิต รวมกับผลการตรวจวิเคราะหโดยสถาบัน

ชีววัตถุตามรายการทดสอบท่ีระบุในขอกำหนดของ

ผลิตภัณฑ สำหรับวัคซีนบีซีจีที่ผลิตโดยสถานเสาวภา 

สภากาชาดไทย เปนวัคซีนท่ีผลิตในประเทศ จึงมีการ

ตรวจสอบคุณภาพเพื่อรับรองรุนการผลิตตามเกณฑที่

ระบุขางตน การศึกษาครั้งน้ีทำการศึกษาในวัคซีนบีซีจี

ที่ผลิตโดยสถานเสาวภา สภากาชาดไทย ระหวางป พ.ศ. 

2558–2564 จำนวน 133 รุนการผลิต ผลการพิจารณา

เอกสารสรุปกระบวนการผลิต พบวาทุกรุนการผลิตมีการ

ผลิตและการควบคุมคุณภาพเปนไปตามมาตรฐานตามที่

ไดรับการขึ้นทะเบียนไว นอกจากนี้ผลการตรวจวิเคราะห

ทางหองปฏิบัติการโดยสถาบันชีววัตถุ ประกอบดวย 

การตรวจวเิคราะหลกัษณะทางกายภาพ ปรมิาณความชืน้ 

เอกลักษณ ความแรง และความคงตัวของวัคซีน พบวา

มีคุณภาพและความปลอดภัยผานเกณฑการยอมรับของ

ผลิตภัณฑทุกรุนการผลิต ในป พ.ศ. 2564 ไมมีการตรวจ

ปรมิาณความชืน้เนือ่งจากสถานการณโควิด 19 และตัง้แต

กลางป พ.ศ. 2562 มีการปรับความถี่การตรวจวิเคราะห

ในตวัอยางสงตรวจ เพือ่ขอรบัรองรุนการผลิตในการตรวจ

วเิคราะหความแรงและความคงตวั เนือ่งจากผลการตรวจ

วเิคราะหโดยสถาบนัชวีวัตถท่ีุผานมามีความสม่ำเสมอและ

มีคาอยูในเกณฑการยอมรับ เมื่อนำคาของผลการตรวจ

วิเคราะหทางหองปฏิบัติการท้ังของสถาบันชีววัตถุและ

ผูผลิตที่ ระบุอยู ในเอกสารสรุปกระบวนการผลิต

มาวิเคราะหแนวโนมของผลิตภัณฑ (trend analysis) 

พบวาปริมาณความชื้น ความแรง และความคงตัวของ

วัคซีน สวนใหญอยูในชวงคาเฉลี่ย ±3SD สำหรับ

บางรุนการผลิตมีคาอยูนอกชวงคาเฉลี่ย ±3SD แตยัง

อยูในเกณฑการยอมรับของผลิตภัณฑและมาตรฐาน

ขององคการอนามัยโลก(12) คือ ปริมาณความช้ืนมีคา

ไมเกิน 3% ความแรงมีคาอยูระหวาง 2–26 × 106 

CFU/mL และความคงตัวมีคา ≥ 20% ของเช้ือที่

รอดชีวิต จากผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาวัคซีนบีซีจี

ที่ผลิตโดยสถานเสาวภา สภากาชาดไทย มีคุณภาพ

สม่ำเสมอ 

การตรวจหาสายพันธุยอยของเช้ือ BCG Tokyo 

172-1 โดยวิธี real time-PCR เพื่อติดตามปริมาณ

สายพันธุยอย subtype II ในวัคซีน พบวาสวนใหญ

มีปริมาณสายพันธุยอย subtype II ไมเกิน 10% และ

บางรุนการผลิตมีปริมาณสายพันธุยอย subtype II 

มากกวา 10% เชนเดียวกับผลการตรวจหาสายพันธุยอย

ของเชื้อ BCG ในวัคซีนบีซีจีที่ผลิตโดยสถานเสาวภา 

สภากาชาดไทย ในป พ.ศ. 2555, 2557 และ 2558 

โดยวิริยามาตย เจริญคุณธรรม และคณะ(11) ที่ตรวจ

ปริมาณสายพันธุยอย subtype II ไดสูงสุดที่ประมาณ 

15% อีกทั้งพบวาบางรุนการผลิตของวัคซีนที่ผลิต

ในป พ.ศ. 2560 และ 2562 มีปริมาณสายพันธุยอย

subtype II มากกวา 10% เปรียบเทียบกับวัคซีนที่ผลิต

จากตางประเทศที่มีความแปรผันของสายพันธุยอย เชน 

วัคซีนบีซีจีของประเทศญี่ปุนมีปริมาณสายพันธุยอย 

subtype II ไมเกิน 5% ขณะที่วัคซีนจากประเทศไตหวัน

มีปริมาณสายพันธุยอย subtype II ประมาณ 40%(10)  

ซึ่งความแปรผันของปริมาณสายพันธุยอยในวัคซีนบีซีจี

ที่ผลิตโดยสถานเสาวภา สภากาชาดไทย อาจเกิดจาก

ขั้นตอนการเลือกลักษณะโคโลนีของเช้ือเพื่อนำไปใช

เพาะเลี้ยงเพิ่มปริมาณในกระบวนการผลิตวัคซีน(11) 

ปจจุบันไมมีการรายงานอาการไมพึงประสงคภายหลัง

ไดรับวัคซีนบีซีจีในรุนการผลิตที่มีปริมาณสายพันธุยอย

subtype II มากกวา 10% จากผลการวิเคราะหความ

สัมพันธระหวางปริมาณสายพันธุยอย subtype II

กับความแรงของวัคซีนบีซีจีที่ตรวจโดยสถาบันชีววัตถุ

ดวยสถิตสิหสมัพนัธเพยีรสนั (Pearson’s correlation) 
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พบวาที่ความเชื่อมั่น 95% มีคา r เทากับ -0.287 ซึ่งมี

คาต่ำมาก แสดงวาไมมีความสัมพันธกันแตมีแนวโนม

แปรผกผนั พบงานวจิยัทีร่ายงานวาสายพนัธุยอย subtype 

I มคีวามสามารถกระตุนภมิูคุมกนัในอวัยวะหนูทดลองได

ดกีวาสายพันธุยอย subtype II(13,14) แตเน่ืองจากปรมิาณ

สายพันธุยอยในวัคซีนไมไดกำหนดใหตรวจในการตรวจ

สอบคุณภาพของวัคซีนบีซีจีตามมาตรฐานขององคการ

อนามยัโลก และผลการตรวจสอบคณุภาพของวคัซนีบีซจีี

ตามมาตรฐานขององคการอนามัยโลกผานเกณฑ

การยอมรับของผลิตภัณฑทุกรุนการผลิต แสดงวา

วัคซีนบีซีจีที่ผลิตโดยสถานเสาวภา สภากาชาดไทย

มีคุณภาพและความปลอดภัย สามารถนำไปใชในการ

สรางเสริมภูมิคุมกันโรคในเด็กแรกเกิดได ผลวิเคราะห

ที่พบความแปรผันของอัตราสวนสายพันธุยอยดังกลาว 

จึงเปนขอมูลใหผูผลิตเพิ่มความเขมงวดในการเลือก

ลักษณะโคโลนขีองเชือ้เพือ่นำไปใชเพาะเลีย้งเพิม่ปรมิาณ

ในกระบวนการผลิตวัคซีนตอไป

สรุป

คุณภาพของวัคซีนบีซีจีท่ีผลิตโดยสถานเสาวภา 

สภากาชาดไทย ระหวางป พ.ศ. 2558–2564 จำนวน 133

รุนการผลิต จากการพจิารณาเอกสารสรปุกระบวนการผลติ

ของผูผลิตและผลการตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ

สถาบันชีววัตถุ ประกอบดวย การตรวจวิเคราะห

ลักษณะทางกายภาพ ปริมาณความช้ืน เอกลักษณ 

ความแรง และความคงตัวของวัคซีน มีคุณภาพตาม

เกณฑการทดสอบทุกรายการ ซึ่งแสดงวาวัคซีนบีซีจีที่

ผลิตโดยสถานเสาวภา สภากาชาดไทย มีคุณภาพและ

ความปลอดภัย สามารถนำไปใชในการสรางเสริม

ภูมิคุมกันโรคในเด็กแรกเกิดได และการตรวจหา

สายพันธุยอยของเชื้อ BCG Tokyo 172-1 โดยวิธี real 

time-PCR พบวาวัคซีนบีซีจีท่ีผลิตโดยสถานเสาวภา 

สภากาชาดไทย ระหวางป พ.ศ. 2558–2564 มีปริมาณ

สายพันธุยอย subtype II สวนใหญไมเกิน 10%

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ นสพ.กรพงศ  ภญิโญสขุ ีนกัวิทยาศาสตร

การแพทยชำนาญการ สถาบันชีววัตถุ ที่ใหคำแนะนำการ

คำนวณทางสถิติ ขอขอบคุณเจาหนาที่สถาบันชีววัตถุ

ที่ เกี่ ยวของ กับการตรวจสอบคุณภาพวัคซีนบีซี จี

การตรวจสอบความถูกตองของวิธี และการตรวจหา

สายพันธุยอยของเชื้อ BCG Tokyo 172-1 โดยวิธี real 

time-PCR จนสำเร็จดวยดี
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Quality Assessment and Subtype Monitoring 
of BCG Tokyo 172-1 Vaccine Produced 
by Queen Saovabha Memorial Institute 

During 2015–2021

ABSTRACT BCG vaccine has been included in Thailand’s Expanded Program on Immunization (EPI) 

for all Thai newborns. Therefore, quality control must be determined in every production batch to ensure 

the quality and effi  cacy of the vaccines. The quality assessment and safety of BCG Tokyo 172-1 vaccine 

were investigated on 133 lots of vaccines manufactured by Queen Saovabha Memorial Institute during 

2015–2021. The testing results of appearance, identity, moisture content, potency and stability revealed 

that all lots of BCG vaccines met the product specifi cations and the standard requirements of the World 

Health Organization. In addition, the subpopulations monitoring of BCG Tokyo 172-1 vaccine were 

investigated on 109 lots and the results revealed that 65 lots (59.63%) contained less than 10% of 

BCG subtype II, whereas 44 lots (40.37%) contained more than 10% of BCG subtype II. These results 

compared with the BCG vaccine manufactured by Japan, which contained no more than 5% of BCG 

subtype II, and the vaccine manufactured by Taiwan, contained 40% of BCG subtype II. The correlation 

between the potency test and %BCG subtype II was analyzed, the results presented that the data has a 

very low value (r = -0.287) at 95% confi dence level, revealing no correlation. Although, the trend varied 

inversely, there was no eff ect on the quality of the BCG vaccine because the testing results met the product 

specifi cation. This study can be used as a guideline for further improving quality in the manufacturing of 

BCG vaccines used in the country.

Keywords: BCG vaccine, Quality control of vaccine, BCG Tokyo 172-1
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การผลิต Pseudovirion ของ HPV สายพันธุ 16 
เพื่อการพัฒนาวิธี Pseudovirion-Based 

Neutralization Assay (PBNA)
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บทคัดยอ การติดเชื้อ human papillomavirus (HPV) มีความสัมพันธกับการเกิดมะเร็งปากมดลูก มาตรการในการลด

ความเสี่ยง คือ การฉีดวัคซีนเพื่อปองกันการติดเชื้อ HPV ทั้งนี้วิธี pseudovirion-based neutralization assay (PBNA) 

ถกูนาํมาใชในการทดสอบระดบั neutralizing antibody ในผูรบัวคัซีน บทความน้ีรายงานการผลติ pseudovirion สายพนัธุ 16 

(HPV-16 pseudovirion) ซึง่ไดรบัการถายทอดวธิกีารจาก National Institutes for Food and Drug Control (NIFDC) 

สาธารณรัฐประชาชนจีน โดยพบวาหลังเหนี่ยวนําพลาสมิด p16sheLL และ pcDNA3.1 eGFP เขาสูเซลลเพาะเลี้ยง 293FT 

สามารถผลิต pseudovirion ที่มีโปรตีนเรืองแสง eGFP ไดภายใน 48 ชั่วโมง และสามารถติดเช้ือเซลลเพาะเลี้ยง 293FT 

ได เมื่อนับเซลลเรืองแสงดวยเครื่อง ELSPOT จะไดระดับไตเตอรของ pseudovirion ที่ทําใหเซลลเรืองแสง 300 เซลล ตอ 

0.1 มิลลิลิตร เปน 4.37 คํานวณคาความเจือจางที่สามารถนําไปใชในการทดสอบ PBNA ไดเทากับ 11,771 เทา และมีระดับ

ไตเตอรที่ทําใหรอยละ 50 ของเซลลมีการติดเชื้อ (TCID50) ตอ 0.1 มิลลิลิตร เปน 6.67 คํานวณคาความเจือจางที่สามารถใช

ในการทดสอบ PBNA เปน 11,585 เทา สรุปวาวิธีนี้สามารถนํามาใชในการผลิต HPV-16 pseudovirion ที่สามารถทําให

เซลลตดิเชือ้และคาํนวณคาไตเตอรได การผลติ HPV-16 pseudovirion จงึเปนตนแบบในการผลติ pseudovirion ของ HPV 

สายพันธุอื่น รวมทั้งใชถายทอดองคความรูใหหนวยงานที่เกี่ยวของกับการผลิตและพัฒนาวัคซีนปองกันมะเร็งปากมดลูกตอไป

คําสําคัญ: การผลิต pseudovirion ของ HPV สายพันธุ 16 , การเหนี่ยวนําพลาสมิดเขาสูเซลล, Pseudovirion-based

 neutralization assay (PBNA)
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บทนํา

human papillomavirus (HPV) เปนไวรัส

ที่ไมมีเปลือกหุม (non-enveloped virus) มีสาร

พันธุกรรมชนิด DNA อยูภายในโปรตีนหอหุม (capsid

protein) ซึ่งประกอบดวย โปรตีน L1 เปน major 

capsid protein มีปรมิาณรอยละ 80 ของปรมิาณโปรตนี

ทั้งหมด และโปรตีน L2 เปน minor capsid protein 

ซึ่งมีบทบาทในการทำใหเซลลเกิดการติดเชื้อ โดยโปรตีน 

L1 และ L2 ทำหนาทีร่วมกนัในการหอหุม (encapsidate)

สารพันธุกรรมของไวรัสไว(1) มีงานวิจัยพบวาอุบัติการณ

เกิดมะเร็งหลายชนิดสัมพันธกับการติดเชื้อ HPV เชน 

มะเร็งปากมดลูกและมะเร็งปากชองคลอด เปนตน(2) 

เชือ้ HPV มมีากกวา 200 สายพันธุ เปนกลุม high risk ที่

สมัพันธกบัมะเรง็ปากมดลกู 14 สายพนัธุ ไดแก สายพนัธุ  

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 66, 68

และ 70 และกลุม low risk ซึ่งสัมพันธกับการเกิดมะเร็ง

ปากมดลูกต่ำ เชน สายพันธุ 6, 11, 42, 43 และ 44(2,3) 

ปจจบุนัการเฝาระวังมะเรง็ปากมดลูกใชการตรวจคดักรอง

การติดเชื้อ HPV บริเวณปากมดลูก และการปองกัน

โดยการฉีดวัคซีน(4) 

มงีานวจิยัพบวาโปรตนี L1 สามารถประกอบตวัเอง

(self-assemble) เปนอนุภาคคลายไวรัส (virus-like 

particles; VLPs) ได (1,5) ซึง่ VLPs มโีครงสรางเหมอืนกบั

เชื้อ HPV ตนแบบและสามารถกระตุนใหรางกายสราง

ภูมิคุมกันตอเชื้อ HPV ทำใหมีการพัฒนาการผลิต

วัคซีนชนิด VLPs สำหรับปองกันมะเร็งปากมดลูกขึ้น 

เมื่อฉีดวัคซีนดังกลาวเขากลามเนื้อ จะสามารถกระตุนให

รางกายสราง neutralizing antibody ตอเชื้อ HPV

สายพันธุที่นำมาผลิตวัคซีนได(5) ปจจุบันทั่วโลกมีวัคซีน

มะเรง็ปากมดลกูชนดิ VLPs 3 แบบ ไดแก แบบ 2 สายพนัธุ

คือ 16 และ 18 แบบ 4 สายพันธุ คือ 6, 11, 16 และ 18

และแบบ 9 สายพันธุ คือ 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52

และ 58(6)

การติดตามผลหลังจากการฉีดวัคซีนมะเร็ง

ปากมดลูก จำเปนตองมีการประเมินการตอบสนองทาง

ภูมิคุมกัน โดยเฉพาะการวิเคราะห neutralizing 

antibody แตเนื่องจากเชื้อ HPV ไมสามารถเพาะเลี้ยง

ในเซลลเพาะเลี้ยงได(7,8) ทำใหไมสามารถใชวิธีการตรวจ

neutralizing antibody ที่ใชไวรัสจริง จึงมีการพัฒนา

วิธีวิเคราะห antibody-mediated neutralization

ที่ไมใชไวรัสจริงขึ้นหลายวิธี(9) วิธีที่นิยมคือ pseu-

dovir ion-based neutra l izat ion assay

(PBNA) ที่สามารถประยุกตเขากับเครื่องมือชนิด 

high-throughput ในการตรวจ neutralizing 

antibody ตอหลายสายพันธุไดพรอมๆ กัน(10-12) โดย

ใช pseudovirion ของแตละสายพันธุที่มีการแสดงออก

ของโปรตีนติดตาม (reporter protein) เพื่อบงชี้ความ

สามารถการติดเชื้อในเซลลเพาะเลี้ยงได (13-15)

สถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย ไดรับ

ทุนสนับสนุนจากสถาบันวัคซีนแหงชาติเพื่อรับการ

ถายทอดเทคโนโลยจีาก National Institutes for Food 

and Drug Control (NIFDC) สาธารณรฐัประชาชนจนี

ในการผลิต HPV-16 pseudovirion สำหรับนำมา

ใชในการทดสอบ neutralizing antibody โดยวิธี 

PBNA(13,14) HPV-pseudovirion เตรียมไดจากการ

เหนี่ยวนำ packaging plasmid ชนิด p16sheLL ท่ี

มีชิ้นสวนยีน capsid ไดแก L1 และ L2 ของเชื้อ HPV 

สายพนัธุ 16 และ reporter plasmid ชนดิ pCDNA3.1 

eGFP ที่มีช้ินสวนยีนโปรตีนเรืองแสง ในพลาสมิด 

pcDNA3.1 vector เขาสูเซลลเพาะเลีย้ง(10) ทัง้นี ้HPV-

pseudovirion ที่ไดมีคุณสมบัติทำใหเซลลเพาะเลี้ยง

ตดิเชื้อเหมอืน HPV ตามธรรมชาตแิตไมสามารถกอโรค

เนื่องจากไมมีองคประกอบสารพันธุกรรมที่เปนจีโนม

ของไวรัส เมื่อนำซีรัมของผูที่ไดรับวัคซีนปองกันมะเร็ง

ปากมดลูกที่ระดับเจือจางตางๆ (titer) มาบมกับ 

pseudovirion  จะสามารถหาระดับของ neutralizing 

antibody ทีท่ำให pseudovirion หมดความสามารถใน

การติดเชื้อในเซลลเพาะเลี้ยงได 

บทความนี้ เปนรายงานการผลิต HPV-16 

pseudovirion และการวิเคราะหระดับไตเตอรของ 

pseudovirion ตามวิธีที่ไดรับการถายทอดเทคโนโลยี

ทีแ่สดงถึงความสำเร็จในการผลติ HPV-16 pseudovirion

สามารถใช วิธีการนี้ เปนตนแบบสำหรับการนำไปสู

การขยายผลเพือ่ผลติ HPV-pseudovirion สายพนัธุอืน่ 

และถายทอดองคความรูใหผูผลติในประเทศหรอืนกัวจิยั 

สำหรบัสนบัสนนุงานวจิยัและรองรบัการผลติวคัซีนมะเรง็

ปากมดลูกภายในประเทศไทยไดตอไป 
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วัสดุและวิธีการ

เซลลเพาะเลี้ยง 293FT และอาหารสำหรับเลี้ยงเซลล

เพาะเลี้ยงเซลล 293FT (Invitrogen, USA) 

ในอาหารเลี้ยงเซลล DMEM high/glucose (Gibco, 

USA) ที่ประกอบดวย 10% fetal bovine Serum 

(FBS) (Gibco, USA) 1% non-essential amino 

acid (NEAA) (Gibco, USA) 1% penicillin/strep-

tomycin (Gibco, USA) และ 2% HEPES (Gibco, 

USA) ในการทำใหเซลลหลุดลอกจากภาชนะเพาะเล้ียง

เพื่อเพ่ิมจำนวนหรือนำไปใชกระบวนการผลิต HPV 

pseudovirion ใช 0.05% trypsin-EDTA (Gibco, 

USA) และ phosphate-buffered saline (PBS) 

(Gibco, USA)

พลาสมิด (plasmid)

packaging plasmid (p16sheLL) มีชิน้สวนยนี

HPV16-L1/L2 (ID. No. 37320, Addgene, USA)

reporter plasmid (pcDNA3.1 eGFP) ขนาด 6,

148 bp.(10) มยีนีของโปรตนีเรอืงแสง enhanced green

fluorescence protein (EGFP gene) แทรกใน 

pcDNA3.1 vector  โดย reporter plasmid ไดรบัความ

อนเุคราะหจากหนวยงาน NIFDC สาธารณรฐัประชาชนจนี

(NIFDC, China) 

การเพิ่มจำนวนพลาสมิดทำโดยการนำพลาสมิด

เขาสู E.coli TOP10 competent cells (Thermo-

Fisher Scientific, USA) นำโคโลนีแบคทีเรียที่ไดมา

สกัดพลาสมิดดวยชุด QIAprep Miniprep (Qiagen) 

และตรวจสอบลำดับนิวคลิโอไทดของยีน HPV16L1 ที่

บรรจุอยูในพลาสมิด ดวย BigDye Terminator v3.1 

cycle sequencing kit (Thermo Fisher Scientific,

USA) โดยใช CMV promoter primer และวิเคราะห

ผลโดยเครื่อง ABI PRISM® 3500xL Genetic

Analyzer (Thermo Fisher Scientific, USA)(16) 

ขอมูลที่ไดถูกนำมาเทียบกับขอมูลของพลาสมิดที่ไดจาก

ผูผลิต

สารเคมีและสารละลาย

OptiMEM (Invitrogen, USA) Lipo-

fectamine 2000 (Invitrogen, USA) และ  Dulbecco’s

phosphate buffered saline (DPBS) (Hyclone, 

USA) ใชในการนำพลาสมิดเขาสูเซลล

ภาพที่ 1 โครงสรางพลาสมิดที่ใชในการผลิต HPV-16 pseudovirion

        (A) packaging plasmid (HPV16-L1/L2)  และ (B) pcDNA3.1 vector

benzonase nuclease (Sigma, USA) และ 

plasmid safe ATP-dependent DNase (Epicentre,

USA) 1M (NH4)2SO4 เตรียมโดยเติม 1.3 กรัม 

(NH4)2SO4 (Sigma, USA) ในนำ้กลัน่ 10 มลิลลิติร 5M 

NaCl เตรยีมโดยเตมิ 14.6 กรมั NaCl (Sigma, USA)
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ในน้ำกลั่น 40 มิลลิลิตร 10% Triton ×-100 เตรียมโดย

เติม 1.0 มิลลิลิตร Triton ×-100 (Sigma, USA) ใน

น้ำกลั่น 10 มิลลิลิตร (ใชในกระบวนการ maturation)

การนำพลาสมิดเขาสูเซลลเพาะเลี้ยง 293FT ดวย

กระบวนการ transfection

เพาะเลีย้งเซลล 293FT ความเขมขน 4×105 เซลล

ตอมิลลิลิตร ในอาหารสำหรับเพาะเล้ียงเซลล 293FT 

ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ในขวดเพาะเลี้ยงเซลลขนาด 

75 ตารางเซนติเมตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

ในตูอบเพาะเช้ือชนดิคารบอนไดออกไซด (รุน NU-5510E,

NUAIRE, UK) เปนเวลา 18 ชั่วโมง ใหเซลลมี

ความหนาแนน 40−50% จากนั้นเหนี่ยวนำพลาสมิด

เขาสูเซลล โดยกอนครบเวลา 18 ชั่วโมง เตรียมสวนผสม

ในหลอดหมุนเหว่ียงพลาสติกปราศจากเชื้อขนาด 15 

มิลลิลิตร จำนวน 2 หลอด หลอดที่ 1 เติม OptiMEM

1.5 มิลลิลิตร พลาสมิด p16sheLL และพลาสมิด

pcDNA3.1 eGFP อย างละ  12 ไมโครกรัม 

หลอดที่  2 เติม OptiMEM 1.5 มิลลิลิตร และ

Lipofectamine 2000 ปริมาตร 60 ไมโครลิตร จากนั้น

บมสวนผสมทีอ่ณุหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที เม่ือครบเวลา

ใหเติมสวนผสมจากหลอดที่ 1 ลงในหลอดที่ 2 ทีละหยด

ใหหมด และบมตอที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาที เมื่อ

ครบเวลาเติมสารผสมที่ไดลงในเซลลเพาะเลี้ยง 293FT 

ทีเ่ตรยีมไว บมเซลลเพาะเล้ียงดงักลาวท่ีอณุหภูมิ 37 องศา

เซลลเซียส ในตูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซด

เปนเวลา 6 ชัว่โมง จากนัน้ดดูอาหารเลีย้งเซลลเดมิออกและ

เตมิอาหารเล้ียงเซลลใหม 15 มลิลลิติร แลวบมตอเปนเวลา 

48 ชัว่โมง เมือ่ครบเวลานำมาสองภายใตกลองจลุทรรศน

แบบฟลูออเรสเซนต (รุน IAXIO, ZIESS, Germany) 

ที่กำลังขยาย 5X โดยพิจารณาเซลลที่เรืองแสง eGFP 

ภายใต fluorescence (FITC)  และลกัษณะทางสณัฐาน

วิทยาของเซลลดวย brightfield (BF) 

การเก็บเกี่ยวเซลลเพาะเลี้ยง 293FT ที่มี HPV-16 

pseudovirion และทำ maturation 

ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกใหหมดโดยระวัง

ไมใหกระทบกับเซลล เติม DPBS 10 มิลลิลิตร และ

ดูดขึ้น-ลงเบาๆ เพื่อใหเซลลที่เกาะอยูหลุดจากภาชนะ

เพาะเลี้ยงใหไดเซลลแขวนลอย ยายเซลลในของเหลวใส

หลอดหมุนเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตร จากนั้นใสเคร่ือง

หมนุเหวีย่งความเรว็สงูแบบควบคมุอณุหภมู ิ(รุน CAX-

370, TOMY, JAPAN) ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ

210 g อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 

ดดูสวนใสทิง้เหลอืตะกอนเซลลมปีรมิาตร 200 ไมโครลติร 

เติม DPBS 1.0 มิลลิลิตร แลวดูดตะกอนเซลลใส

หลอดปนเหวี่ยงขนาด 2.0 มิลลิลิตร นำไปปนเหวี่ยง

ที่ความเร็วรอบ 210 g อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 5 นาที ดูดสวนใสทิ้ง ปรับตะกอนเซลลใหมี

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติม DPBS ปริมาตร 195 

ไมโครลิตร ตามดวย 1M (NH4)2SO4 ปริมาตร 12.6 

ไมโครลติร 10% Triton ×-100 ปรมิาตร 25.2 ไมโครลติร 

ATP buffer ปริมาตร 20.2 ไมโครลิตร benzonase 

nuclease buffer ปริมาตร 50.4 ไมโครลิตร benzo-

nase nuclease และ plasmid safe ATP-dependent 

DNase อยางละ 0.5 ไมโครลิตร ไดปริมาตรสุทธิ

504.4 ไมโครลติร เขยาเบาๆ ใหเขากัน นำไปบมทีอุ่ณหภมูิ

37 องศาเซลเซียส ในตูอบเพาะเช้ือชนิดคารบอนได-

ออกไซด เปนเวลา 24 ชัว่โมง เมือ่ครบเวลานำ immature

HPV-16 pseudovirion ที่ไดแชในน้ำแข็ง เปนเวลา

5 นาท ีเตมิ 5M NaCl ปรมิาตร 86 ไมโครลติร (0.17 เทา

ของปริมาตรทั้งหมด) บมในน้ำแข็งตอ เปนเวลา 20 นาที

เมื่อครบเวลานำไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5,000 g 

เปนเวลา 5 นาที เก็บเฉพาะสวนใส ซึ่งเปน mature

HPV-16 แบงใสหลอดขนาด 1.5 ไมโครลิตร หลอดละ

25−30 ไมโครลติร และเก็บทีตู่แชแขง็อุณหภมู ิ-80 องศา

เซลเซียส (FORMATM, Thermo Scientific, USA)

การตรวจหาไตเตอรของ HPV-16 pseudovirion 

เติมเซลลเพาะเลี้ยง 293FT ที่ความเขมขน 

1.5×105 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

ลงในเพลทเลี้ยงเซลลขนาด 96 หลุม จำนวน 2 เพลท 

บมเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูอบเพาะเชื้อ

ชนดิคารบอนไดออกไซด เปนเวลา 4 ชัว่โมง กอนครบเวลา

ใหเตรยีมเพลทเลีย้งเซลลขนาด 96 หลมุ สำหรบัการเจอืจาง

pseudodivrion จำนวน 2 เพลท เติมอาหารสำหรับ
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เพาะเลีย้งเซลล 293FT ปรมิาตร 120 ไมโครลติรตอหลมุ

ในทกุหลมุ จากนัน้นำ mature HPV-16 pseudovirion

ที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ออกมาละลาย

ในน้ำแข็งและเจือจางดวยอาหารสำหรับเพาะเลี้ยงเซลล

293FT ทีอ่ตัราสวน 1/100 ในหลอดขนาด 1.5 ไมโครลติร

เตมิ HPV-16 pseudovirion ทีเ่จอืจางไวลงในคอลมันที ่2

แถว B-G (6 หลุม) ปริมาตร 120 ไมโครลิตรตอหลุม

แลวเจือจางตอแบบ serial 2-fold dilution ในเพลท

ทีเ่ตรยีมไวสำหรบัเจอืจางใหครบ 2 เพลท ตามแนวคอลมัน

จะได  HPV-16 pseudovirion ทีม่คีาการเจอืจางตัง้แต

1/200 ถงึ 1/104,857,600 เทา นำมาเตมิลงในเพลททีม่ี

เซลลเพาะเลีย้ง 293FT บมครบ 4 ชัว่โมง ปรมิาตรหลมุละ

100 ไมโครลติร โดยเวนการเตมิ HPV-16 pseudoviron

ในคอลัมน 1 และ 12 รวมถึงในแถว A และ H เพื่อ

ปองกันการอานผลผิดพลาดจากการระเหยของอาหาร

เลี้ยงเซลลระหวางการบม จากนั้นบมตอที่อุณหภูมิ 37

องศเซลเซียส ในตูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซด 

เปนเวลา 72 ชั่วโมง นับจำนวนเซลลเรืองแสงในแตละ

ระดับความเจือจางดวยโปรแกรม ImmunoSpot 

7.0.23.2

การคำนวณคาไตเตอรของ HPV-16 pseudovirion 

ตามคำแนะนำของ NIFDC กำหนดใหจำนวน

เซลลเรืองแสงที่ 300 เซลล ตองมีคาไตเตอรมากกวา 3.0

จึงเหมาะสมตอการใชทดสอบ PBNA(13) ทำการนับ

จำนวนเซลลเรืองแสงในแตละระดับความเจือจาง ดวย

โปรแกรม ImmunoSpot 7.0.23.2 ทีต่ดิตัง้ในเครือ่งอาน

ELISPOT (CTL ImmunoSpot®, OH, USA) จากนัน้

หาความสัมพันธเชิงเสนระหวางคา log ของจำนวนเซลล

เรอืงแสงทีไ่ดกบัคา log ของระดบัความเจอืจาง นำสมการ

ที่ไดจากความสัมพันธเชิงเสนมาหาคาความเจือจางหรือ

ไตเตอรที่ทำใหไดจำนวนเซลลเรืองแสง 300 เซลล โดย

การแทนคา X ในสมการดวย log 300 ทั้งนี้คาไตเตอร

ทีไ่ดจากการคำนวณดวยสมการเชงิเสนนีม้หีนวยเปน log 

ของเซลลเรืองแสงที่ 300 เซลล/0.1 มิลลิลิตร [(log 300 

เซลล)/0.1 มิลลิลิตร] การหาคาไตเตอรของ HPV-16 

pseudovirion สามารถคำนวณไดดวยวิธี Reed-

Muench(10) โดยหาคาความเจือจางหรือไตเตอรที่ทำให

เซลลเรืองแสงรอยละ 50 (logTCID50/0.1 มิลลิลิตร)

นำขอมูลที่ไดจากโปรแกรม ImmunoSpot 7.0.23.2 

มานบัจำนวนหลมุของแตละความเจอืจางทีม่จีำนวนเซลล

เรอืงแสงมากกวาหรอืเทากบั 3 เซลล เปนหลมุทีใ่หผลบวก

และนอยกวา 3 เซลล เปนหลุมที่ใหผลลบ หาคาผล

รวมสะสมของหลุมที่ใหคาเปนบวก (sum of positive

number; SP) ผลรวมสะสมของหลุมที่ใหคาเปนลบ

(sum of negative number; SN) ดงัแสดงในตารางท่ี 1

และหาคา upper 0.5 และ lower 0.5 จากคาคำนวณ

ดวยสูตร SP/(SP+SN) จากนั้นคำนวณโดยใชสูตร
                       

A = (upper 0.5−0.5)/(upper 0.5-lower 0.5),

LogTCID50/0.1 มิลลิลิตร = log (dilution) + A × log (2)

ตารางที่ 1  จำนวนเซลลที่มีเรืองแสงในแตหลุมทดสอบและนับดวยเครื่อง ELISPOT โดยโปรแกรม ImmunoSpot 

 7.0.23.2 เพื่อใชในการหาคาไตเตอรของ HPV-16 pseudovirion

เพลทที่ 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1/200 1/400 1/800 1/1,600  1/3,200  1/6,400  1/12,800  1/25,600  1/51,200  1/120,400

A -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

B -1 1,360 1,841 1,753 1,789 1,653 1,131 656 271 141 62 -1

C -1 1,287 1,530 1,664 1,501 1,533 1,069 579 233 120 67 -1

D -1 1,298 1,567 1,666 1,633 1,543 1,212 605 255 91 61 -1

E -1 1,258 1,555 1,670 1,799 1,586 1,273 467 122 113 56 -1

F -1 1,290 1,586 1,836 1,934 1,764 1,241 660 261 89 68 -1

G -1 1,353 1,686 1,870 1,975 1,842 1,321 673 307 130 76 -1

H -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

6 
ซ้ำ
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นอกจากคาไตเตอรแลว สามารถคำนวณคาเจอืจาง

(dilution fold) ของ pseudovirion ที่ผลิตได

เพื่อนำไปใชทดสอบ PBNA โดยการคำนวณจากคา

ไตเตอรตอปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากการเรืองแสง 

300 เซลล [(300 เซลล)/0.05 มิลลิลิตร] หรือคำนวณ

จาก 200 เทาของ TCID50 ที่ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร 

(200TCID50/0.05 มิลลิลิตร) ซ่ึงเปนคาท่ีหนวยงาน 

NIFDC สาธารณรัฐประชาชนจีน ศึกษาและใชในการ

ทดสอบวิธี PBNA เพ่ือวิเคราะห protective titer 

ของวคัซนี HPV ทีม่กีารใชในสาธารณรฐัประชาชนจนี(10)

ผล

การนำพลาสมิดเขาสูเซลลเพาะเลี้ยง 293FT ดวย

กระบวนการ transfection

หลังนำ packaging plasmid สำหรับผลิต 

HPV-16 pseudovirion และ reporter plasmid

เขาสูเซลลเพาะเลี้ยง 293FT เมื่อครบเวลา 48 ชั่วโมง 

นำมาตรวจติดตามการแสดงออกของโปรตีนเรืองแสง

ฟลูออเรสเซนตจาก eGFP ในเซลลเพาะเลี้ยง 293FT 

ภายใตกลองจุลทรรศนแบบฟลูออเรสเซนต พบเซลล

เรืองแสง ดังแสดงในภาพที่ 2 

ตารางที่ 1  จำนวนเซลลที่มีเรืองแสงในแตหลุมทดสอบและนับดวยเครื่อง ELISPOT โดยโปรแกรม ImmunoSpot 

 7.0.23.2 เพื่อใชในการหาคาไตเตอรของ HPV-16 pseudovirion (ตอ)

ภาพที่ 2  เซลลเพาะเลี้ยง 293FT หลังถูกเหนี่ยวนำดวย packaging plasmid (HPV16-L1/L2) และ reporter 

 plasmid (eGFP) เปนเวลา 48 ชัว่โมง เมือ่ตรวจสอบดวยกลองฟลอูอเรสเซนต ภายใต (A) fluorescence 

 (FITC) และ (B) brightfield (BF) ที่กำลังขยายเลนสวัตถุ 5X 

เพลทที่ 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1/200 1/400 1/800 1/1,600 1/3,200 1/6,400 1/12,800 1/25,600 1/51,200    1/120,400

A -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

B -1 45 21 10 3 5 3 2 1 1 3 -1

C -1 43 11 12 6 2 0 2 0 0 1 -1

D -1 33 9 11 3 5 0 0 1 0 2 -1

E -1 34 9 4 3 2 1 1 1 0 0 -1

F -1 44 18 12 6 3 0 0 2 2 2 -1

G -1 45 19 10 9 4 3 1 1 0 1 -1

H -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

6 
ซ้ำ
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HPV-16 pseudovirion ที่ผลิตไดสามารถทำให

เซลลเพาะเลี้ยง 293FT ติดเชื้อ 

หลังจากนำ HPV-16 pseudovirion ที่เจือจาง

แบบ serial 2-fold dilution ตั้ งแต  1/200 

ถึง 1/104,857,600 เทา มาเติมลงในเซลล 293FT 

โดยไมมีการเติมน้ำยาสำหรับการ transfection พบวา 

pseudovirion ที่ผลิตไดสามารถทำใหเซลลเพาะเลี้ยง 

293FT เรืองแสง ซึง่เซลลเพาะเล้ียง 293FT เรืองแสงจะมี

จำนวนลดนอยลงเม่ือมีคาการเจือจางของ pseudovirion

เพิ่มขึ้น แสดงใหเห็นถึงสัมพันธระหวางจำนวนเซลล

เรืองแสงกับปริมาณ pseudovirion ตัวอยางเซลล

เรืองแสงที่ความเจือจางตางกัน ดังแสดงในภาพที่ 3

เมื่อตรวจติดตามการแสดงออกของ eGFP ในเซลล

เพาะเลี้ยง 293FT ภายใตกลองจุลทรรศนแบบฟลูออ

เรสเซนตทีเ่วลา 72 ชัว่โมง เปนการพสิจูนไดวากระบวนการ

ผลิต HPV-16 pseudovirion มีสภาวะที่เหมาะสม

ในการผลิต HPV-pseudovirion ที่มีความสามารถ

ในการทำใหเซลลเพาะเลี้ยงติดเชื้อได

ภาพที่ 3 เซลลเพาะเลี้ยง 293FT ที่ติดเชื้อ HPV-16 pseudovirion เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ที่ระดับความเจือจาง

 ของ HPV-16 pseudovirion 1/1,600 และ 1/409,600 เมื่อพิจารณาภายใตกลองจุลทรรศนแบบ

 ฟลูออเรสเซนต fluorescence (ภาพ A-1 และ B-1) และแบบ brightfield (A-2 และ B-2) 

 ที่กำลังขยายเลนสวัตถุ 5X

การหาคาไตเตอรของ HPV-16 pseudovirion และ

การเจอืจางทีเ่หมาะสมของ pseudovirion ทีผ่ลติได

เพื่อนำไปใชทดสอบ PBNA 

จำนวนเซลล 293FT เรอืงแสงเมือ่ตดิเชือ้ HPV-16

pseudovirion สามารถทำการวิเคราะหดวยเครื่อง 

ELISPOT ดังแสดงในภาพที่ 4 และผลการนับจำนวน

เซลลเรอืงแสง ดงัแสดงในตารางท่ี 1 สามารถนำมาคำนวณ

หาคาไตเตอรไดจากสมการเสนตรง ดังแสดงในภาพที่ 5 

พบวา HPV-16 pseudovirion ที่ผลิตไดมีคาไตเตอร 

[log300 เซลล]/0.1 มลิลลิติร เทากบั 4.37 มคีาการเจอืจาง

(dilution fold)/0.1 มิลลิลิตร คือ 1/23,542 เทา โดย

สามารถเจือจาง pseudovirion ที่ผลิตไดเพื่อนำไปใช

ทดสอบ PBNA เทากับ 1/11,771 เทา ในขณะที่คำนวณ

คาไตเตอรดวยวธิ ีReed-Muench ดงัแสดงในตารางที ่2

พบวามีคาไตเตอร logTCID50/0.1 มิลลิลิตร เทากับ 

6.67 มีคาการเจือจาง (dilution fold)/1.0 มิลลิลิตร 

คือ 1/46,340,950 เทา และเมื่อรายงานคาเจือจางตาม

วธิกีารคำนวณของ NIFDC จะมีคาเทากบั 1/11,585 เทา
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ภาพที่ 4 เพลทที่มีเซลลเพาะเลี้ยง 293FT เรืองแสงเมื่อติดเชื้อ HPV-16 pseudovirion ที่ความเขมขนตางๆ

 ที่เจือจางแบบ 2 เทา จำนวน 20 คา ตั้งแต 1/200 ถึง 1/104,857,600 บมเปนเวลา 72  ชั่วโมง เมื่อทำการ

 วิเคราะหจำนวนเซลลดวยเครื่อง ELISPOT โดยเพลทที่ 1 คอลัมนที่ 2-11 แสดงเซลลเรืองแสงที่คา

 ความเจือจางตั้งแต 1/200 ถึง 1/102,400 ตามลำดับ และเพลทที่ 2 คอลัมนที่ 2-11 แสดงเซลลเรืองแสง

 ที่คาความเจือจางตั้งแต 1/204,800 ถึง 1/104,857,600 ตามลำดับ แถว B-G ของเพลทที่ 1 และ 2 

 เปนการทำ 6 ซ้ำ ของแตละความเจือจาง, คอลัมนที่ 1 และ 12 และแถว A  และ H ไมมีเซลลเพาะเลี้ยง

C.T.L
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ภาพที่ 5 ความสัมพันธเชิงเสนระหวางคา log ของจำนวนเซลลเรืองแสงที่ได (log cell number) กับคา log

 ของระดับความเจือจาง (log dilution) ของ HPV-16 pseudovirion ที่ผลิตไดจากตารางที่ 1 และ

 การหาคาการเจือจางสำหรับการทดสอบ PBNA 

 สมการความสัมพันธ y=-0.9634×+6.7583 ที่ R2 = 0.9921 กำหนดใหแทนคา X ดวย 2.477121

 (= log300) และคา y คือ log dilution ใชในการรายงานคาไตเตอร    

ตารางที่ 2 การคำนวณคา logTCID50/0.1 มิลลิลิตร โดยวิธี Reed-Muench เพื่อหาคาไตเตอรของ HPV-16 

 pseudovirion โดยพิจารณาจำนวนเซลลเรืองแสงที่อานไดดวยเครื่อง ELISPOT และการหาคาการ

 เจือจางสำหรับการทดสอบ PBNA 

จำนวนเทาของ
การเจือจาง

จำนวนเทาของ
การเจือจาง (log)

จำนวนหลุมที่
แสดงผล

ผลรวมสะสม SP+SN SP/(SP+SN) หมายเหตุ

819,200
163,844

3,276,800
6,553,600
13,107,200
26,214,400

5.91
621
6.52
6.82
7.12
7.42

6
6
4
2
0
0

0
0
2
4
6
6

18
12
6
2
0
0

0
0
2
6
12
18

18
12
8
8
12
18

1
1

0.750
0.250
0.000
0.000

Upper 0.5
Lower 0.5

วิจารณ

การผลิตและการหาคาไตเตอรของ HPV-16 

pseudovirion พบวาหลังการเหนี่ยวนำพลาสมิด

เขาสูเซลลเพาะเลี้ยงดวย lipofectamine สามารถตรวจ

ติดตามการเรืองแสงฟลูออเรสเซนตของโปรตีน eGFP 

ภายในเซลลได จากการทดสอบเพิ่มเติมพบวาเมื่อ

หมายเหตุ: SP คือ ผลรวมสะสมของหลุมที่ใหคาเปนบวก โดยคิดสะสมจากคาการเจือจางที่มากที่สุด (ลางขึ้นบน) 
               SN คือ ผลรวมสะสมของหลุมที่ใหคาเปนลบ โดยคิดสะสมจากคาการเจือจางที่นอยที่สุด (บนลงลาง)

วเิคราะหเซลลหลงัการเหนีย่วนำพลาสมดิ 48 ช่ัวโมง ดวย

เครื่อง flow cytometer พบเซลลมากกวา 80% มีการ

เรืองแสง eGFP เมื่อเทียบกับเซลล 293FT ที่ไมมีการ

นำพลาสมิดเขาสูเซลล ซึ่งสอดคลองกับผลภายใตกลอง

จุลทรรศนแบบฟลูออเรสเซนต  นอกจากนี้พบวา

การเหนี่ยวนำพลาสมิดเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ใหผล
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จำนวนเซลลเพาะเลี้ยงมีความหนาแนนที่ประมาณ 

60−70% ในขณะที่เวลา 72 ชั่วโมง เซลลเพาะเลี้ยง

มคีวามหนาแนนมากกวา 99% และเริม่มีเซลลทีห่ลดุลอย

จากพ้ืนผิวภาชนะ แสดงใหเห็นวาเวลาท่ีเหมาะสมท่ีใช

ในการผลิต HPV-16 pseudovirion คือ 48 ช่ัวโมง 

เนื่องจากจำนวนเซลลในภาชนะเล้ียงเซลลมีความหนา

แนนที่เหมาะสม คือ ประมาณ 80-90% ตามที่ไดรับการ

ถายทอดวิธีการจาก NIFDC 

เมือ่นำ HPV-16 pseudovirion ท่ีผลติไดบมกบั

เซลลเพาะเลีย้ง 293FT โดยไมมีการเตมิ lipofectamine 

พบวา HPV-16 pseudovirion สามารถทำใหเซลล

เพาะเล้ียง 293FT เรอืงแสงได แสดงใหเหน็วากระบวนการ

เหนีย่วนำพลาสมิดเขาสูเซลลเพาะเล้ียงทำใหได HPV-16

pseudovirion ท่ีมี infectivity และสามารถหอหุม 

reporter plasmid ที่มียีนของโปรตีนเรืองแสง eGFP 

เขาสูเซลลได ผลที่ไดเปนไปตามที่ไดรับการถายทอด

วิธีจาก NIFDC และตามรายงานของ Buck CB 

และคณะ(13-15)

เซลลเรืองแสงสามารถมองเห็นไดภายใตกลอง

จุลทรรศนแบบฟลูออเรสเซนต แตการนับจำนวนเซลล

เรืองแสงภายใตกลองจุลทรรศนแบบฟลูออเรสเซนต

มีโอกาสเกิดความผิดพลาดไดมาก เน่ืองจากความเขม

ของสารเรืองแสงในแตละเซลลมีคาที่แตกตางกัน

ดังแสดงในภาพที่ 2 และกลองไมสามารถตั้งคา cut off

ของความเขมของแสง (intensity) ของโปรตีน eGFP

ที่แสดงออกภายในเซลลได ขณะท่ีการนับเซลลเรืองแสง

จากเครื่อง ELISPOT ดวยโปรแกรม ImmunoSpot

7.0.23.2 สามารถตั้งคาปจจัยท่ีมีผลตอการนับจำนวน

ของเซลลเรืองแสงใหเปนหลักเกณฑเดียวกันในทุก

การทดสอบได(10-12) ซึ่งจะมีผลตอการคำนวณคาไตเตอร

ของ pseudovirion ที่ผลิตตอไปได สำหรับการ

พิจารณาเซลลเรืองแสงภายใตกลองจุลทรรศนแบบ

ฟลูออเรสเซนต สามารถนำมาคำนวณหาคาไตเตอร

ดวยวิธี Reed-Muench แตไมสามารถนำมาคำนวณ

โดยใชสมการเสนตรงเหมือนขอมูลที่ไดจากเครื่อง 

ELISPOT เพราะไมสามารถนับจำนวนเซลลเรือง

แสงในแตละความเจือจาง โดยเฉพาะหลุมท่ีมีปริมาณ

เซลลเรืองแสงจำนวนมาก ดังแสดงในภาพที่ 2A พบวา

คาไตเตอร logTCID50/0.1 มิลลิลิตร มีคาเทากับ 7.8

และใหคาเจือจางเพื่อนำไปใชทดสอบ PBNA คือ 

1/168,632 เทา (ขอมูลไมไดเผยแพร) ในขณะที่การ

หาคาไตเตอรดวยวิธี Reed-Muench ผานการวิเคราะห

จากเครื่อง ELISPOT มีคาไตเตอร logTCID50/0.1 

มิลลิลิตร เทากับ 6.67 ซึ่งคาเจือจางที่คำนวณได คือ 

1/11,585 เทา ตามลำดบั ซึง่แตกตางกนัประมาณ 15 เทา

ผลจากเครือ่ง ELISPOT เมือ่นำมาหาคาเจอืจางสำหรบั

ทดสอบ PBNA ดวยวิธี Reed-Muench หรือการใช

สมการเสนตรง พบวาไดคาที่ใกลเคียงกัน คือ 1/11,585 

เทา และ 1/11,771 เทา ตามลำดบั แสดงวาการนบัจำนวน

เซลลโดยโปรแกรมของเครือ่ง ELISPOT แมนยำมากกวา

การใชกลองจุลทรรศนแบบฟลูออเรสเซนต และเปนไป

ตามคำแนะนำของ NIFDC ดังนั้นในเบื้องตนจึง

นำวิธีการศึกษานี้มาใชผลิต HPV-pseudovirion

สายพันธุ 18 เพิ่มเติม ซึ่งเปน HPV สายพันธุที่อยูใน

วคัซนีปองกนั HPV แบบ 2 สายพนัธุ พบวาสามารถผลติ

pseudovirion ที่มี infectivity ไดเชนกัน (ขอมูล

ไมไดเผยแพร)

ปจจบัุนยงัไมมตีวัอยาง neutralizing antibody

จากการศึกษาทางคลินิกสำหรับนำมาทดสอบรวมกับ 

HPV-16 pseudovirion ที่ผลิตขึ้น แตไดมีการทดสอบ

กบัแอนตบิอดมีาตรฐาน (anti-human papilomavirus

type 16 serum (NIBSC 05/134) และแอนติบอดีตอ 

HPV-16 จากสตัวทดลองทีไ่ดรบัวัคซนี HPV สายพนัธุ 16

(in-house) ตามวิธีจาก NIFDC พบวา HPV-16

pseudovirion จับกับแอนติบอดีดังกลาวทำใหเกิด 

neutralization ได (อยูระหวางการเผยแพร) นอกจากนี้

วิธีการผลิต HPV-pseudovirion ไดถายทอดให

กับผูผลิตวัคซีนในประเทศและนักวิจัย เพื่อใชในการ

ศึกษาพัฒนาวัคซีนปองกันมะเร็งปากมดลูก สำหรับใช

ในประเทศไทย ตามโครงการถายทอดองคความรูดาน

การควบคุมคุณภาพวัคซีนปองกันมะเร็งปากมดลูกดวย

วิธี pseudovirion-based neutralization assay 

(PBNA) เมื่อป พ.ศ. 2563 โดยอนาคตหากมีการศึกษา

วัคซีนปองกันมะเร็งปากมดลูกทางคลินิก องคความรู

ที่ไดจากตนแบบการผลิต HPV-16 pseudovirion นี้

จะถูกนำมาพฒันาตอยอดเพือ่ผลติ HPV-psuedovirion
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สายพันธุอื่นและนำมาใชตรวจสอบ protective titer 

ของผูไดรับวัคซีนปองกันมะเร็งปากมดลูกตอไปได

สรุป

HPV-16 pseudovirion ที่ผลิตไดตามวิธีที่

ไดรับการถายทอดจากหนวยงานควบคุมกำกับภาครัฐ

ดานวัคซีนของสาธารณรัฐประชาชนจีน (NIFDC) มี

คุณสมบัติทำใหเซลลเพาะเลี้ยง 293FT ติดเชื้อไดโดย

มีไตเตอรท่ีสามารถนำมาคำนวณเปนคาความเจือจาง

เพื่อนำไปใชทดสอบ PBNA วิธีการผลิตน้ีสามารถใช

เปนตนแบบในการผลิต pseudovirion ของ HPV

สายพันธุอ่ืน ตลอดจนถายทอดองคความรูวิธีการให

หนวยงานที่เกี่ยวของไดตอไป
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The Production of HPV Type 16
Pseudovirion for the Development of 

Pseudovirion-Based Neutralization Assay 
(PBNA)

ABSTRACT Human papillomavirus (HPV) is implicated in the majority of cervical cancer cases, which 

vaccination being a crucial method for preventing infection. The pseudovirion-based neutralization assay 

(PBNA) has been employed to determine the neutralizing antibody levels in HPV-vaccine immunized 

recipients. This article introduced the product of HPV-pseudovirion serotype 16 (HPV-16 pseudovirion), 

a technique transferred from the protocol established by the National Institutes for Food and Drug 

Control (NIFDC), China. Results following the transfection of p16sheLL and pcDNA3.1 eGFP plas-

mids into 293FT cell lines showed the production of pseudovirion containing the eGFP protein within 

48 hours, with infectivity observed on the 293FT cell line. Fluoresced cells were counted using ELIPOT. 

The calculated pseudovirion titer, based on 300 eGPF-positive cells per 0.1 milliliter, was 4.37, with a 

dilution factor of 11,771 for PBNA. Additionally, the pseudovirion titer examined through TCID50 per 0.1 

milliliter was 6.67, with a dilution factor of 11,585 for PBNA. Overall, the adopted method successfully  

produced  HPV-16 pseudovirion, serving as a prototype for producing other HPV-pseudovirion serotypes 

and facilitating their transfer to relevant agencies to support the HPV vaccination campaign 

Keywords: HPV-16 pseudovirion production, Plasmid transfection,  Pseudovirion-based neutralization 

 assay (PBNA) 
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บทคัดยอ สํานักงานสาธารณสุขจังหวัดสุโขทัย ไดพัฒนาอาสาสมัครสาธารณสุขประจําหมูบาน (อสม.) วิทยาศาสตร

การแพทยชมุชนอยางตอเนือ่ง ตัง้แตป พ.ศ. 2558 ถงึปจจบุนั ตามแนวทางของกรมวทิยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสขุ 

เพื่อเสริมสรางความเขมแข็งและเพิ่มบทบาทใหภาคประชาชนในการเปนผูนําองคความรูและเทคโนโลยีดานวิทยาศาสตร

การแพทยชุมชน เพื่อการคุมครองผูบริโภคและการจัดการสุขภาพในชุมชน รวมถึงการชันสูตรโรคเบ้ืองตน การศึกษานี้เปน

การวจิยัเชงิพรรณนามวีตัถปุระสงคเพือ่ศกึษาสมรรถนะวทิยาศาสตรการแพทยชุมชนของ อสม. โดยใชการประเมนิของบคุลากร

ดานสุขภาพ จังหวัดสุโขทัย จํานวน 64 คน และ อสม. จังหวัดสุโขทัย จํานวน 64 คน ดวยแบบสอบถาม เพื่อเก็บรวบรวมและ

วิเคราะหขอมูล โดยใชสถิติการแจกแจงความถี่ รอยละ คาเฉลี่ย สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน Paired sample’s t-test และ

Independent sample’s t-test ผลการวิจัยพบวา อสม. มีสมรรถนะวิทยาศาสตรการแพทยชุมชนที่คาดหวังอยูในระดับมาก

ที่สุด และสมรรถนะวิทยาศาสตรการแพทยชุมชนที่มีอยูจริงอยูในระดับมาก อสม. มีสมรรถนะวิทยาศาสตรการแพทยชุมชน

ที่คาดหวังสูงกวาสมรรถนะวิทยาศาสตรการแพทยชุมชนที่มีอยูจริง และกลุม อสม. ประเมินสมรรถนะวิทยาศาสตรการแพทย

ชมุชนทีค่าดหวงัและสมรรถนะวทิยาศาสตรการแพทยชุมชนทีม่อียูจรงิสงูกวากลุมบคุลากรดานสขุภาพ ดังน้ันหนวยงานทีเ่กีย่วของ

ควรฝกอบรมพัฒนาศักยภาพสมรรถนะวิทยาศาสตรการแพทยชุมชนของ อสม. ใหสามารถปฏิบัติงานวิทยาศาสตรการแพทย

ชุมชนไดอยางมีประสิทธิภาพและประสิทธิผลมากยิ่งขึ้น

คําสําคัญ: สมรรถนะ, วิทยาศาสตรการแพทยชุมชน, อาสาสมัครสาธารณสุขประจําหมูบาน
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บทนํา

การปฏิบัติงานของอาสาสมัครสาธารณสุขประจำ

หมูบาน (อสม.) วิทยาศาสตรการแพทยชุมชน จึงจำเปน

ตองมคีวามรู ทกัษะ และคณุลกัษณะท่ีดตีอการปฏบิตังิาน

ซึง่การปฏบิตังิานวทิยาศาสตรการแพทยชมุชนของ อสม. 

ควรเปนไปตามสมรรถนะ เนื่องจากสมรรถนะเปนเกณฑ

ในการวัดผลการปฏิบัติงานที่มีประสิทธิภาพ ซึ่งเปนไป

ตามระเบียบกระทรวงสาธารณสุขวาดวยอาสาสมัคร

สาธารณสุขประจำหมูบาน พ.ศ. 2554 หมวด 3 บทบาท 

หนาที่ และความรับผิดชอบของอาสาสมัครสาธารณสุข

ประจำหมูบาน ขอ 27(8) บัญญัติไววา อาสาสมัคร

สาธารณสขุประจำหมูบานจะตองดำเนินการตามมาตรฐาน

สมรรถนะของอาสาสมัครสาธารณสุขประจำหมูบาน(1) 

การใชเกณฑสมรรถนะในการประเมินผลการปฏิบัติงาน

จึงเปนประโยชนตอการพัฒนาศักยภาพ อสม. เนื่องจาก

การประเมินผลการปฏิบัติงานเปนเครื่องมือหรือ

องคประกอบสำคัญที่ชวยในการพัฒนาศักยภาพ อสม.

ใหสามารถปฏิบัติงานไดอยางมีประสิทธิภาพและ

ประสิทธิผล การประเมินผลการปฏิบัติงานชวยใหหนวย

บริการสุขภาพรับทราบศักยภาพของ อสม. แตละคน 

และสามารถจัดหารูปแบบหรือแนวทางการพัฒนา การ

ฝกอบรม ปรับปรุงจุดดอย และพัฒนาจุดเดนของ อสม. 

ไดอยางถูกตองเหมาะสม(2) โดยประยุกตใชแนวคิด

สมรรถนะในการปฏิบัติงานของสำนักงานคณะกรรมการ

ขาราชการพลเรอืน(3) ซ่ึงระบบสมรรถนะในการปฏบิตังิาน

(competency model) เปนเครื่องมือบริหารจัดการ

ทรัพยากรมนุษยที่สำคัญอยางหน่ึงท่ีผูบริหารทุกระดับ

สามารถนำมาใชในการสรรหา ธำรงรักษา และพัฒนา

บุคลากรใหมีความรู ทักษะ ความสามารถ และบุคลิก

ลักษณะเฉพาะตรงตามท่ีมาตรฐานกำหนดตำแหนง

เพื่อใหปฏิบัติหนาที่ไดตามผลตามที่คาดหวังไว ทั้งนี้

การประเมินผลการปฏิบัติงานใชการประเมินสมรรถนะ 

(competency assessment) ซึ่งเปนกระบวนการ

ในการประเมนิความรู ความสามารถ ทกัษะ และพฤติกรรม

การทำงานของบุคคลในขณะน้ันเปรียบเทียบกับระดับ

สมรรถนะที่องคกรคาดหวังในตำแหนงงานนั้นๆ ไดตาม

ที่คาดหวังหรือมีความแตกตางกันมากนอยเพียงใด(3) 

ดวยเหตุนี้ อสม. วิทยาศาสตรการแพทยชุมชนอาจ

จะมีสมรรถนะที่ไมสอดคลองกับลักษณะการปฏิบัติงาน

วิทยาศาสตรการแพทยชุมชน ซึ่งเพิ่มความเสี่ยงจาก

การบรโิภคผลติภัณฑสขุภาพทีไ่มปลอดภยัของประชาชน 

เพิ่มขั้นตอนและระยะเวลาในการสงตรวจยืนยันทาง

หองปฏิบัติการ และสูญเสียทรัพยากรของประเทศเพิ่ม

มากขึ้น(4)

สำนักงานสาธารณสุขจังหวัดสุโขทัย ไดพัฒนา 

อสม. วทิยาศาสตรการแพทยชมุชนอยางตอเนือ่ง ตัง้แตป 

พ.ศ. 2558 ถงึปจจบุนั ตามแนวทางของกรมวทิยาศาสตร

การแพทย กระทรวงสาธารณสุข เพื่อเสริมสรางความ

เขมแขง็และเพิม่บทบาทใหภาคประชาชนในการเปนผูนำ

องคความรูและเทคโนโลยีดานวิทยาศาสตรการแพทย

ชุมชน เพื่อดำเนินการคุมครองผูบริโภคและการจัดการ

สขุภาพในชมุชน รวมถงึการวเิคราะหชนัสตูรโรคเบือ้งตน

และการสาธารณสุข โดยมีปลอกแขนสีเขียวติดแขนซาย

เปนสัญลักษณบงชี้การรับรองคุณภาพการปฏิบัติงาน

ของ อสม. ที่มีความรูความสามารถในการใชชุดทดสอบ

และเทคโนโลยีดานวิทยาศาสตรการแพทย(4) เมื่อ อสม.

ที่สามารถปฏิบัติงานไดโดดเดนเห็นเปนที่ประจักษ 

สามารถนำผลการปฏิบัติงานเขารับการคัดเลือกและ

ประเมนิผลงาน ตามแนวทางและหลกัเกณฑการคดัเลอืก

และประเมินผลงาน อสม. ดีเดน(5) กรมวิทยาศาสตร

การแพทย ไดมีนโยบายการคัดเลือกและประเมินผลงาน 

อสม. ดีเดน ดานวิทยาศาสตรการแพทยชุมชนระดับ

เขตสุขภาพ ระดับภาค และระดับชาติ  เพื่อเปน

การยกยองเชิดชูเกียรติ เสริมสรางขวัญกำลังใจ และ

ประกาศเกียรติคุณใหแก อสม. ที่ไดอุทิศตนในการ

เฝาระวัง แจงเตือนภัยสุขภาพ รับเรื่องรองเรียนปญหา

สุขภาพตางๆ และเปนแบบอยางที่ดีใหแกประชาชน

ในหมูบาน/ชุมชน(4)  ในป พ.ศ. 2566 นางวิรัตน แจมทุง

โรงพยาบาลสงเสรมิสขุภาพตำบลทุงหลวง อำเภอครีมีาศ

จังหวัดสุโขทัย ไดรับการคัดเลือกเปน อสม. ดาน

วิทยาศาสตรการแพทยชุมชนระดับชาติ ประจำป พ.ศ. 

2566(6) ซึ่งเปนคนที่ 2 ของประเทศไทย จังหวัดสุโขทัย

จงึเปนพืน้ทีเ่หมาะสมในการศกึษาสมรรถนะวทิยาศาสตร

การแพทยชุมชนของ อสม.

จากความสำคัญของปญหาดังกลาวขางตน 

คณะผูวิจัยไดประเมินความสอดคลองของสมรรถนะ
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วิทยาศาสตรการแพทยชุมชนกับลักษณะการปฏิบัติงาน

วิทยาศาสตรการแพทยชุมชนของ อสม. เพื่อนำไป

ปรับปรุงและพัฒนาการปฏิบัติงาน รวมถึงการพัฒนา

ศักยภาพ อสม. ใหมีความรู ทักษะ และคุณลักษณะที่

ดีในการปฏิบัติงาน(2,3) กอใหเกิดผลดีตอการคุมครอง

ผูบริโภคและการจัดการสุขภาพในชุมชน ไดแก การใช

ชุดทดสอบและเทคโนโลยีดานวิทยาศาสตรการแพทย 

การวิเคราะหชันสูตรโรคเบื้องตน และการเฝาระวังและ

รับเรื่องรองเรียนปญหาสุขภาพ เพ่ือชวยลดความเสี่ยง

จากการบริโภคผลิตภัณฑสุขภาพที่ไมปลอดภัย นำไปสู

การลดขั้นตอนและระยะเวลาในการสงตรวจยืนยันทาง

หองปฏิบัติการ ลดความสูญเสียทรัพยากรของประเทศ 

และเพ่ิมศักยภาพของหนวยบริการสุขภาพปฐมภูมิให

สามารถบรหิารจดัการปญหาสขุภาพไดเปนอยางด ีกอให

เกิดองคความรูใหมและนวัตกรรมท่ีมีคุณคา ตลอดจน

การพัฒนาศักยภาพ อสม. วิทยาศาสตรการแพทยชุมชน

ใหมีคุณภาพตอไป(4) งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษา

และเปรียบเทียบความแตกตางของระดับสมรรถนะ

วิทยาศาสตรการแพทยชุมชนท่ีคาดหวังและที่มีอยูจริง

ของ อสม. เพ่ือใชเปนแนวทางในการพัฒนาศักยภาพ

ของ อสม. ตอไป 

วัสดุและวิธีการ

การวจิยันีเ้ปนการวิจยัเชงิพรรณนา (descriptive

research) ไดรับการพิจารณาและรับรองจากคณะ

กรรมการจรยิธรรมการวิจัยในมนุษย สำนักงานสาธารณสขุ

จงัหวดัสโุขทยั โครงการเลขที ่COA No. 23/2023 เอกสาร

รับรองเลขที่่ IRB No. 16/2023 ลงวันที่ 3 พฤษภาคม 

พ.ศ. 2566 วธิทีบทวนแบบยกเวน (exemption review)

ประชากรและกลุมตัวอยาง

บุคลากรดานสุขภาพ จังหวัดสุโขทัย จำนวน 3,361 

คน(7) และ อสม. จังหวัดสุโขทัย จำนวน 12,835 คน(8) 

ซึ่งคำนวณขนาดตัวอยางดวยโปรแกรม G*Power 

version 3.1.9.4 (Universität Kiel, Germany)(9) 

โดยกำหนดให 

test family = t-tests

statistical test = means: difference 

  between two independent

  means (two groups)              

type of power  =  a priori: compute required

analysis    sample size-given α,   

  power, and effect size 

tail(s)     = two

effect size d =  0.50

α err prob  =  0.05

power (1-β err prob)    = 0.80

allocation ratio N2/N1  = 1 

ไดขนาดตัวอยางเปนบุคลากรดานสุขภาพ และ 

อสม. จำนวน 128 คน แบงเปนกลุมบุคลากรดานสุขภาพ 

จำนวน 64 คน และกลุม อสม. จำนวน 64 คน ในจำนวน

ที่เทากันหรือในอัตราสวน 1:1 เพื่อเพิ่มความแมนยำ

ของผลลัพธหรือประสิทธิภาพของการประมาณคา(10)

โดยมีเกณฑการคัดเขา (inclusion criteria) คือ 

กลุมตัวอยางมีอายุ 20 ปบริบูรณข้ึนไป ที่ปฏิบัติงาน

เกี่ยวกับวิทยาศาสตรการแพทยชุมชนและยินดีให

ขอมูล เกณฑการคัดออก (exclusion criteria) คือ

กลุมตวัอยางมอีาการเจบ็ปวยรนุแรง กะทนัหัน ไมสามารถ

ใหขอมูลได และปฏิเสธหรือถอนตัวจากโครงการวิจัย ใช

การสุมแบบเปนระบบ (systematic random sampling

technique) โดยเรียงลำดับรายชื่อบุคลากรดานสุขภาพ 

และ อสม. จังหวัดสุโขทัย กำหนดหมายเลขประจำตัวให

แกกลุมตัวอยางทุกหนวยประชากร คำนวณหาอัตราสวน

ระหวางประชากรและขนาดตัวอยาง การจับฉลากหา

กลุมตัวอยางคนแรก และกลุมตัวอยางคนตอไปจะ

ถูกสุมอยางเปนระบบตามระยะหางของชวงที่คำนวณได

จนครบจำนวนกลุมตัวอยาง ตามลำดับ

เครื่องมือที่ใชในการวิจัย  

แบบสอบถาม (questionnaire) ผูวิจัยสรางขึ้น

จากการทบทวนวรรณกรรม แนวคิด ทฤษฎี และงานวิจัย

ที่เกี่ยวของ แบงออกเปน 2 ชุด ไดแก 

ชดุที ่1 สำหรบั อสม. เปนแบบสอบถามสมรรถนะ

วิทยาศาสตรการแพทยชุมชนที่คาดหวังและที่มีอยูจริง
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ของ อสม. ประกอบดวย 2 สวน ดงันี ้สวนท่ี 1 คณุลักษณะ

ทางประชากรของ อสม. จำนวน 7 ขอ ไดแก เพศ อายุ 

สถานภาพ ระดับการศึกษา อาชีพ รายไดเฉลี่ยตอเดือน 

และระยะเวลาในการเปน อสม. โดยมีคาดัชนีความตรง

ตามเนื้อหา (index of item-objective congruence: 

IOC)(11) อยูระหวาง 0.67–1.00 และสวนที่ 2 สมรรถนะ

วิทยาศาสตรการแพทยชุมชนท่ีคาดหวังและท่ีมีอยูจริง

ของ อสม. พัฒนาขึ้นจากหลักเกณฑและวิธีการคัดเลือก

อสม. ดีเดนดานวิทยาศาสตรการแพทยชุมชน พ.ศ. 

2566(4) จำนวน 102 ขอ เปนแบบสอบถามชนิดมาตราสวน

ประมาณคา (rating scale) 5 ระดับ คือ มากที่สุด 

มาก ปานกลาง นอย และนอยท่ีสุด โดยมีเกณฑการ

ใหคะแนน คือ 5, 4, 3, 2 และ 1 คะแนน ตามลำดับ 

การแปลความหมายคะแนนสมรรถนะวิทยาศาสตร

การแพทยชุมชนของ อสม. แบงออกเปน 5 ระดับ โดยใช

เกณฑของ Best(12) คือ 1) คะแนนเฉลี่ย 1.00–1.80 

หมายถึง สมรรถนะอยูในระดับนอยท่ีสุด 2) คะแนน

เฉลีย่ 1.81–2.60 หมายถงึ สมรรถนะอยูในระดบันอย 3) 

คะแนนเฉลีย่ 2.61–3.40 หมายถงึ สมรรถนะอยูในระดบั

ปานกลาง 4) คะแนนเฉลีย่ 3.41–4.20 หมายถงึ สมรรถนะ

อยูในระดับมาก และ 5) คะแนนเฉลี่ย 4.21–5.00

หมายถงึ สมรรถนะอยูในระดบัมากท่ีสุด โดยมีคา IOC(11)

อยูระหวาง 0.67–1.00 และคาความเชื่อม่ันดวยสูตร

สัมประสิทธิ์อัลฟาของครอนบาค (cronbach’s alpha 

coefficient)(13) เทากับ 0.973

ชุดที่ 2 สำหรับบุคลากรดานสุขภาพ เปนแบบ

สอบถามสมรรถนะวิทยาศาสตรการแพทยชุมชนที่

คาดหวังและที่มีอยูจริงของ อสม. ประกอบดวย 2 สวน 

ดังนี้ สวนที่ 1 คุณลักษณะทางประชากรของบุคลากร

ดานสุขภาพ จำนวน 9 ขอ ไดแก เพศ อายุ สถานภาพ 

ระดับการศึกษา ลักษณะงาน ระดับการปฏิบัติงาน 

สถานภาพการจางงาน ระยะเวลาที่ปฏิบัติงานในองคกร 

และรายไดเฉลี่ยตอเดือน โดยมีคา IOC(11) อยูระหวาง 

0.67–1.00 และสวนที่  2 สมรรถนะวิทยาศาสตร

การแพทยชุมชนที่คาดหวังและที่มีอยูจริงของ อสม. 

พฒันาขึน้จากหลักเกณฑและวธิกีารคดัเลอืก อสม. ดเีดน

ดานวทิยาศาสตรการแพทยชมุชน พ.ศ. 2566(4) เหมอืนกนั

กับชุดที่ 1 สวนที่ 2 โดยมีคา IOC(11) อยูระหวาง 

0.67–1.00 และคา cronbach’s alpha coefficient(13) 

เทากับ 0.992

ขั้นตอนการเก็บรวบรวมขอมูล

ทำหนังสือขอความอนุเคราะหเก็บรวบรวมขอมูล

จากสำนักงานสาธารณสุขจังหวัดสุโขทัยถึงเทศบาลเมือง

สุโขทัยธานี เทศบาลเมืองสวรรคโลก โรงพยาบาลทั่วไป 

(รพท.) โรงพยาบาลชุมชน (รพช.) และสำนักงาน

สาธารณสุขอำเภอ (สสอ.) และลงพื้นที่เก็บขอมูล

เริ่มจากแนะนำตัวกับกลุมตัวอยาง ชี้แจงวัตถุประสงค

การวิจัย ขั้นตอนการเก็บรวบรวมขอมูล การวิเคราะห

ขอมูล และนำเสนอผลการวิจัยในภาพรวม โดยไมมี

การเชื่อมโยงถึงตัวบุคคลและสิทธิของกลุมตัวอยาง

ในการตอบแบบสอบถาม หรือปฏิเสธการเขารวมวิจัย

โดยไมมีผลกระทบใดๆ ตอกลุมตัวอยาง หากกลุม

ตัวอยางยินยอมใหลงนามในหนังสือแสดงความยินยอม

เขารวมโครงการวิจัย ซึ่งแบบสอบถามและขอมูลเก็บไว

ที่ผูวิจัยเทานั้น โดยไมนำมาเปดเผย ไมระบุชื่อของกลุม

ตวัอยางลงในแบบสอบถาม และทำลายแบบสอบถามเมือ่

สิ้นสุดการรับรองโครงการวิจัย โดยใหกลุม อสม. และ

กลุมบุคลากรดานสุขภาพตอบแบบสอบถามดวยตนเอง

ระหวางวันที่ 4 พฤษภาคม ถึง 30 มิถุนายน พ.ศ. 2566 

เมื่อเก็บรวบรวมขอมูลไดครบถวนตามจำนวนที่กำหนด 

ทำการตรวจสอบความสมบรูณ ครบถวน ระบรุหสั บนัทกึ

ลงคอมพิวเตอร และนำขอมูลไปวิเคราะหผลการวิจัยใน

ลำดับตอไป

การวิเคราะหขอมูล

วิเคราะหขอมูลสถิติดวยโปรแกรม IBM SPSS 

Statistics 20 (SPSS: An IBM Company, USA)(14)

จำแนกเปนขอมลูทัว่ไปโดยใชสถติจิำนวน รอยละ คาเฉลีย่ 

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน คาต่ำสุด และคาสูงสุด ขอมูล

สมรรถนะวิทยาศาสตรการแพทยชุมชนที่คาดหวังและ

ที่มีอยูจริงของ อสม. โดยใชสถิติคาเฉลี่ย สวนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน Paired sample’s t-test และ Independent 

sample’s t-test
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ผล

ขอมูลคุณลักษณะทางประชากรของอาสาสมัคร

สาธารณสุขประจำหมูบาน

กลุมตัวอยางสวนใหญเปนเพศหญิง รอยละ 92.2 

อายเุฉลีย่ 51.91 ป ตำ่สุด 28 ป และสูงสุด 67 ป สถานภาพ

สมรสมากที่สุด รอยละ 70.3 รองลงมา คือ โสด รอยละ 

17.2 และนอยที่สุด คือ หยา/แยกกันอยู รอยละ 6.3 และ

หมาย/ราง รอยละ 6.3 สำเรจ็การศกึษาระดบัประถมศกึษา

มากทีส่ดุ รอยละ 37.4 รองลงมา คอื มธัยมศกึษาตอนตน 

รอยละ 31.3 และมัธยมศกึษาตอนปลาย/ประกาศนียบตัร

วชิาชพี (ปวช.) รอยละ 31.3 ประกอบอาชพีเกษตรกรรม

มากที่สุด รอยละ 50.0 รองลงมา คือ รับจาง 39.1 และ

นอยทีส่ดุ คอื คาขาย/ธุรกจิสวนตัว รอยละ 10.9 รายไดตอ

เดือนเฉลี่ย 4,204.69 บาท ต่ำสุด 2,000 บาท และสูงสุด 

12,000 บาท ระยะเวลาในการเปน อสม. เฉลี่ย 13.31 ป 

ต่ำสุด 1 ป และสูงสุด 40 ป

ขอมูลคุณลักษณะทางประชากรของบุคลากรดาน

สุขภาพ

กลุ มตั วอย า งส วนมากสั งกัดสถานีอนามัย

เฉลิมพระเกียรติ 60 พรรษา นวมินทราชินี (สอน.) หรือ

โรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพตำบล (รพ.สต.) รอยละ 

53.0 รองลงมา คือ สสอ. รอยละ 31.3 และนอยที่สุด 

คือ รพท. หรือ รพช. รอยละ 1.6 กลุมตัวอยางสวนมาก

เปนเพศหญิง รอยละ 65.6 อายุเฉลี่ย 40.80 ป อายุต่ำสุด

24 ป และอายุสูงสุด 60 ป สถานภาพสมรสมากที่สุด

รอยละ 54.7 รองลงมา คอื โสด รอยละ 37.5 และนอยทีส่ดุ 

คอื หมาย/ราง รอยละ 3.1 สำเรจ็การศกึษาระดบัปริญญาตรี

มากที่สุด รอยละ 73.4 รองลงมา คือ สูงกวาปริญญาตรี 

รอยละ 20.3 และนอยทีส่ดุ คอื อนปุรญิญา/ ประกาศนยีบตัร

วิชาชีพชั้นสูง (ปวส.) รอยละ 6.3 ลักษณะงานเปน

สายวิชาการมากท่ีสุ รอยละ 57.8 รองลงมา คือ

สายบริการ รอยละ 18.8 และนอยที่สุด คือ สายสนับสนุน 

รอยละ 6.3 ระดับการปฏิบัติงานอยูในระดับปฏิบัติงาน

มากที่สุด รอยละ 70.3 รองลงมา คือ ระดับหัวหนา

ฝาย/หัวหนากลุม/หัวหนางาน รอยละ 18.8 และนอย

ที่สุด คือ ระดับผูบริหารองคกร รอยละ 10.9 สถานภาพ

การจางงานเปนขาราชการมากทีส่ดุ รอยละ 78.1 รองลงมา 

คือ พนักงานกระทรวงสาธารณสุข รอยละ 12.5 และ

นอยที่สุด คือ ลูกจางชั่วคราว รอยละ 4.7 และพนักงาน

ราชการ รอยละ 4.7 ระยะเวลาในการทำงานเฉลีย่ 17.28 ป

ต่ำสุด 2 ป และสูงสุด 40 ป รายไดตอเดือนเฉลี่ย 

34,760.78 ป ตำ่สดุ 10,000 บาท และสงูสดุ 70,000 บาท

เมื่อประเมินสมรรถนะวิทยาศาสตรการแพทย

ชมุชนทีค่าดหวงัและทีม่อียูจรงิของ อสม. โดยรวมคะแนน

ประเมนิจากกลุมบคุลากรดานสขุภาพ และกลุม อสม. พบวา

อสม. มีสมรรถนะที่คาดหวังสูงกวาที่มีอยูจริงในทุก

ตัวแปร โดยภาพรวมมีสมรรถนะที่คาดหวังอยูในระดับ

มากที่สุด (χ = 4.59, SD = 0.45) ในขณะที่มีภาพรวม

สมรรถนะท่ีมีอยูจริงอยูในระดับมาก ( χ = 3.82,

SD = 0.92) รายละเอยีดคะแนนเฉลีย่ของแตละตวัแปรได

ดังแสดงในตารางที่่ 1  

การเปรยีบเทยีบสมรรถนะวทิยาศาสตรการแพทย

ชุมชนที่คาดหวังกับที่มีอยูจริงของ อสม. ทั้งภายในกลุม

บุคลากรดานสุขภาพและกลุม อสม. พบวาทุกตัวแปรมี

คาคาดหวังสูงกวาคาที่มีอยูจริงอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ 

(p < 0.05) โดยภาพรวมมีสมรรถนะที่คาดหวังสูงกวา

ทีม่อียูจรงิ  อยางมนียัสำคญัทางสถติ ิ(p < 0.05) รายละเอียด

ของแตละตัวแปร ดังแสดงในตารางที่่ 2 และเมื่อเปรียบ

การประเมินระหวางกลุมบุคลากรดานสุขภาพและกลุม 

อสม. พบวากลุม อสม. ประเมินสมรรถนะที่คาดหวัง

และทีม่อียูจรงิสงูกวากลุมบคุลากรดานสขุภาพทกุตวัแปร

อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) รายละเอียดของ

คะแนนประเมินแตละตัวแปร ดังแสดงในตารางที่่ 3
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วิจารณ

การประเมินสมรรถนะวิทยาศาสตรการแพทย

ชุมชนของ อสม. พัฒนาข้ึนจากหลักเกณฑและวิธีการ

คัดเลือก อสม.  ตามประกาศกรมวิทยาศาสตร

การแพทย  เรื่อง หลักเกณฑและวิธีการคัดเลือก

อาสาสมัครสาธารณสุขประจำหมูบ านดี เดนด าน

วทิยาศาสตรการแพทยชมุชน พ.ศ. 2566(4) ประกอบดวย

3 องคประกอบ ไดแก 1) ดานการครองตน หมายถึง 

การมีพฤติกรรมและการปฏิบัติสวนตนประกอบดวย

คุณธรรมที่ควรแกการยกยองโดยมีการดูแลสุขภาพ

ตนเองและเปนแบบอยางท่ีดีดานสุขภาพตอสมาชิก

ในครอบครัวและชุมชน มีจิตอาสา มีความเสียสละ

ขยันหมั่นเพียร ประหยัด และเก็บออมตามหลัก

เศรษฐกิจพอเพียง มีทัศนคติที่ดีตอการเปน อสม. และ

พัฒนาตนเองเสมอ 2) ดานการครองคน หมายถึง

การมีความสามารถในการติดตอสัมพันธกับผูอื่น

สามารถจูงใจใหเกิดการยอมรับและใหความรวมมือ

โดยมคีวามสามารถในการสานสัมพนัธ สรางความสามคัคี

และสรางความเขาใจ มีความสามารถในการทำงาน

เปนทีมและเครือขาย การใหบริการแกประชาชน

และผูมาติดตองานดวยความเปนธรรมเสมอภาค 

สามารถจูงใจใหเกิดยอมรับ ใหการสนับสนุนและ

มีสวนรวมในการดำเนินการ มีสวนรวมในกิจกรรม

ของชมรม อสม. และ 3) ดานการครองงาน หมายถึง 

การมคีวามสามารถปฏบิตังิานบทบาทหนาทีแ่ละงานทีไ่ด

รบัมอบหมายอยางดี โดยความรูทีจ่ำเปนของ อสม. เกีย่วกบั

วิทยาศาสตรการแพทยชุมชนสามารถถายทอดความรู

และประสบการณสูชมุชน มีสวนรวมในการบรหิารจดัการ

แผนสุขภาพชุมชนอยางบูรณาการ กิจกรรมของ อสม. 

เกีย่วกบัวทิยาศาสตรการแพทยชมุชน ผลงานความสำเรจ็

ในดานวิทยาศาสตรการแพทยชุมชน และผลงานเดน/

นวัตกรรมเพ่ือประเมินผลการปฏิบัติงานวิทยาศาสตร

การแพทยชุมชนของ อสม. ท่ีเปนการดำเนินงานของ 

อสม. มีความรู ทักษะ และประสบการณท่ีสามารถนำ

องคความรู เทคโนโลยีดานวิทยาศาสตรการแพทยและ

การดำเนินการใดๆ ใชสนับสนุนการปองกัน ควบคุม 

เฝาระวังการคุมครองผูบริโภคดานสาธารณสุข รวมถึง

ภัยสุขภาพดานตางๆ ในชุมชน โดยมีการทำงานรวมกัน

กับ อสม. สาขาอื่นๆ อยางเปนระบบ และเปนเครือขาย

ดำเนินการรวมกันในชุมชน(4)

จากผลการศกึษาสมรรถนะวทิยาศาสตรการแพทย

ชมุชนทีค่าดหวงัของ อสม. เมือ่ประเมนิ โดยกลุมบคุลากร

ดานสุขภาพ และกลุม อสม. พบวา อสม. มีสมรรถนะที่

คาดหวังอยูในระดับมากที่สุด ซึ่งสูงกวาเกณฑที่กำหนด

อยางนอย 1 ครั้งตอสัปดาห หรือไมนอยกวา 4 ครั้ง

ตอเดือน(15) สอดคลองกับสมรรถนะการบริหารจัดการ

องคกรสรางเสรมิสขุภาพของ อสม. ทีค่าดหวงัอยูในระดบั

มากที่สุด(16) แตไมสอดคลองกับสมรรถนะการคุมครอง

ผูบริโภคดานสุขภาพของ อสม. อยูในระดับมาก(17) 

แสดงใหเห็นวาสมรรถนะวิทยาศาสตรการแพทยชุมชน

ของ อสม. ที่คาดหวังเปนไปตามความคาดหวังของ

กรมวิทยาศาสตรการแพทย (4) ที่มุ งหวังให  อสม. 

วิทยาศาสตรการแพทยชุมชนที่กระจายอยูในชุมชน

ตนแบบมคีวามเขม็แขง็ดานการแจงเตอืนภยั การวเิคราะห

ชันสตูรโรคเบือ้งตน เฝาระวงัและรบัเรือ่งรองเรยีนปญหา

สุขภาพในนาม “ศูนยแจงเตือนภัย เฝาระวัง และรับ

เรื่องรองเรียนปญหาผลิตภัณฑสุขภาพในชุมชน หรือ

ศูนยแจงเตือนภัยสุขภาพในชุมชน” ซึ่งจัดตั้งในหนวย

บริการสุขภาพปฐมภูมิ เพื่อให อสม. วิทยาศาสตร

การแพทยชุมชนใชเปนหองปฏิบัติการวิทยาศาสตร

การแพทยชุมชนสำหรับตรวจคัดกรอง รวบรวมขอมูล 

วิเคราะหปญหาที่อาจเกิดอันตรายและโรคตอสุขภาพ

ของประชาชน เปนศูนยกลางขอมูลเบื้องตนในการ

ประสานงานผูท่ีมสีวนเกีย่วของกอนนำสงตรวจยนืยัน หรือ

สงตัวผูปวยเขารับการบำบัดรักษาตามขั้นตอนตอไป(4) 

สมรรถนะวทิยาศาสตรการแพทยชุมชนทีม่อียูจรงิ

ของ อสม. เมื่อประเมินโดยกลุมบุคลากรดานสุขภาพ 

และกลุม อสม. พบวาสมรรถนะที่มีอยูจริงอยูในระดับ

มาก ซึ่งเปนไปตามเกณฑที่กำหนดอยางนอย 1 คร้ัง

ตอสปัดาห หรอืไมนอยกวา 4 ครัง้ตอเดอืน(15) สอดคลองกบั

สมรรถนะการคุมครองผูบรโิภคดานสขุภาพของ อสม. อยู

ในระดบัมาก(17) แตไมสอดคลองกบัสมรรถนะการบรหิาร

จัดการองคกรสรางเสริมสุขภาพของ อสม. ที่มีอยูจริง

อยูในระดับปานกลาง(16) แสดงใหเห็นวา อสม. มีความ
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เปนผูนำองคความรูและเทคโนโลยีดานวิทยาศาสตร

การแพทยชุมชนเพื่อดำเนินการคุมครองผูบริโภคและ

การจัดการสุขภาพในชุมชน รวมถึงการวิเคราะหชันสูตร

โรคเบื้องตนและการสาธารณสุข โดยมีปลอกแขนสี

เขียวติดแขนซายเปนสัญลักษณบงชี้การรับรองคุณภาพ

การปฏิบัติงานของ อสม. ท่ีมีความรูความสามารถ

ในการใชชุดทดสอบและเทคโนโลยีดานวิทยาศาสตร

การแพทย(4) นอกจากนี้ผลการประเมินสมรรถนะ

วิทยาศาสตรการแพทยชุมชนท่ีมีอยูจริงเปนประโยชน

ตอการพัฒนาศักยภาพ อสม. วิทยาศาสตรการแพทย

ชุมชน เนื่องจากการประเมินสมรรถนะเปนเครื่องมือ

หรือองคประกอบที่สำคัญชวยในการพัฒนาศักยภาพ 

อสม. ใหสามารถปฏิบัติงานไดอยางมีประสิทธิภาพและ

ประสทิธิผล ชวยใหหนวยบรกิารสุขภาพรบัทราบศกัยภาพ

ของ อสม. แตละคน และสามารถหาแนวทางการพัฒนา 

การฝกอบรม ปรับปรุงจุดดอย และพัฒนาจุดเดนของ 

อสม. วิทยาศาสตรการแพทยชุมชนไดอยางถูกตอง

เหมาะสมตอไป(2)

สมรรถนะวทิยาศาสตรการแพทยชมุชนของ อสม. 

พบวา อสม. มีสมรรถนะวิทยาศาสตรการแพทยชุมชน

ที่คาดหวังสูงกวาท่ีมีอยูจริง และกลุม อสม. ประเมิน

สมรรถนะวิทยาศาสตรการแพทยชุมชนที่คาดหวัง

และทีม่อียูจรงิสงูกวากลุมบคุลากรดานสุขภาพ สอดคลอง

กบัสมรรถนะการบรหิารจัดการองคกรสรางเสรมิสุขภาพที่

คาดหวงัสูงกวาทีม่อียูจรงิ และกลุม อสม. ประเมนิสมรรถนะ

การบริหารจดัการองคกรสรางเสรมิสขุภาพท่ีคาดหวงัและ

ที่มีอยูจริงสูงกวากลุมบุคลากรดานสุขภาพ(16) แสดงให

เห็นวาสมรรถนะวิทยาศาสตรการแพทยชุมชนของ อสม. 

มีความสอดคลองลักษณะการปฏิบัติงานวิทยาศาสตร

การแพทยชุมชนของ อสม. โดยการประเมินสมรรถนะ

เปนกระบวนการประเมินความรู ความสามารถ ทักษะ 

และการปฏิบัติงานของ อสม. ในขณะนั้น  เปรียบเทียบ

กบัระดบัสมรรถนะท่ีกรมวิทยาศาสตรการแพทยคาดหวงั

ในบทบาทหนาที่ อสม. วิทยาศาสตรการแพทยชุมชนได

ตามทีค่าดหวงัหรอืมีความแตกตางกนัมากนอยเพยีงใด(6)

เพ่ือนำผลการประเมินสมรรถนะไปปรับปรุงและพัฒนา

ผลการปฏิบัติงานวิทยาศาสตรการแพทยชุมชนของ 

อสม. รวมถึงการพัฒนาศักยภาพ อสม. วิทยาศาสตร

การแพทยชุมชนใหมีความรู ทักษะ และคุณลักษณะที่ดี

ในการปฏิบัติงานวิทยาศาสตรการแพทยชุมชน(4)

ขอจำกดัของการศกึษานี ้คอื ประชากรทีศ่กึษาเปน 

อสม. ที่ผานการฝกอบรมหลักสูตร อสม. วิทยาศาสตร

การแพทยชมุชนและปฏบิตังิานดานนีอ้ยางตอเนือ่ง ตัง้แต

ป พ.ศ. 2558 ถงึปจจบุนั ในแตละจงัหวดัมจีำนวนนอยมาก

เมือ่เปรยีบเทยีบกบัจำนวน อสม. ทีข่ึน้ทะเบยีนเปน อสม. 

ภาพรวมทั้งจังหวัด ซึ่งเปนขอจำกัดในการเก็บรวบรวม

ขอมูลจาก อสม. และบุคลากรดานสุขภาพที่ปฏิบัติงาน

ดานนี้ในพื้นที่มีจำนวนนอยมากเชนกัน 

สรุป

อสม. มีสมรรถนะวิทยาศาสตรการแพทยชุมชน

ที่คาดหวังอยูในระดับมากที่สุด ในขณะที่มีสมรรถนะ

วิทยาศาสตรการแพทยชุมชนที่มีอยูจริงอยูในระดับ

มาก โดยมีสมรรถนะท่ีคาดหวังสูงกวาสมรรถนะจริง

ในทุกตัวแปรและในภาพรวม นอกจากนี้การประเมิน

สมรรถนะโดย อสม. มคีาสงูกวาการประเมนิดวยบคุลาการ

ดานสุขภาพทั้งสมรรถนะวิทยาศาสตรการแพทยชุมชน

ที่คาดหวังและที่มีอยูจริง ขอมูลนี้แสดงใหเห็นวา

หนวยงานที่เกี่ยวของควรฝกอบรมพัฒนาศักยภาพ

สมรรถนะวิทยาศาสตรการแพทยชุมชนของ อสม. ให

สามารถปฏิบัติงานวิทยาศาสตรการแพทยชุมชนไดตาม

ความคาดหวังใหมากยิ่งขึ้น

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ บุคลากรดานสุขภาพและอาสาสมัคร

สาธารณสุขประจำหมูบาน จังหวัดสุโขทัย ที่ใหขอมูลที่

ประโยชนในการวิจัยในครั้งนี้จนสำเร็จดวยดี

เอกสารอางอิง

 1. ระเบียบกระทรวงสาธารณสุขวาดวยอาสาสมัคร

สาธารณสขุประจาํหมูบาน พ.ศ. 2554. ราชกจิจานเุบกษา

เลมที่ 128, ตอนพิเศษ 33 ง (วันที่ 20 มีนาคม 2554). 

หนา 1.
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Competencies in Community Medical 
Sciences of Village Health Volunteers

ABSTRACT The Sukhothai Provincial Public Health Offi  ce has been continuously developing community 

medical sciences (CMS) capacity for village health volunteers (VHVs) since 2015, according to the guidelines

of the Department of Medical Sciences under the Ministry of Public Health (MOPH). VHVs promote, 

support, empower, and enhance the public sector's leadership in the body of CMS knowledge and 

technology for consumer protection and community health management. In addition, VHVs provide 

preliminary medical diagnoses and primary health care. This descriptive research aimed to study 

the competencies in CMS among VHVs in Sukhothai. The study sample involved 64 health-care 

providers (HCPs) and 64 VHVs in the province. Data were collected using a questionnaire and then 

analyzed to determine the frequency distribution, percentage, mean, standard deviation, paired sample’s 

t-test, and independent sample’s t-test. The results revealed that VHVs had the highest level of expected 

CMS competencies as well as the high level of actual CMS competencies. VHVs had higher expected CMS 

competencies than their actual CMS competencies. As per both groups comparison, VHVs expected and 

actual CMS competencies were higher than HCPs. Therefore, relevant agencies should further develop or 

train VHVs to enhance their CMS competencies so as to perform CMS tasks more effi  ciently and eff ectively.

Keywords: Competencies, Community medical sciences, Village health volunteers
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บทคัดยอ ระบบ ISO/IEC 17011:2017 ถูกประกาศใชโดยองคการระหวางประเทศวาดวยการมาตรฐาน (ISO) 

และคณะกรรมาธิการระหวางประเทศวาดวยมาตรฐานสาขาอิเล็กทรอเทคนิกส (IEC) แทนฉบับเดิม ISO/IEC 17011:2004

เมื่อเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2560 เปนความทาทายระดับประเทศของสํานักมาตรฐานหองปฏิบัติการ (สมป.)

กรมวิทยาศาสตรการแพทย เปนหนวยรับรองระบบงานระดับชาติดานการแพทยและสาธารณสุข ซ่ึงเปนสมาชิกสามัญที่

ลงนามความรวมมือระหวางประเทศกับองคกรระดับภูมิภาคกับ APAC และระดับสากลระหวางประเทศ ILAC จึงศึกษา

เพื่อปรับเปลี่ยนระบบการบริหารงานคุณภาพใหสอดคลองกับมาตรฐาน ISO/IEC 17011:2017 เพื่อเตรียมรับการ

ตรวจประเมินการเปลี่ยนผานภายในระยะเวลา 3 ป โดยเปรียบเทียบความแตกตางระหวางขอกําหนดตามมาตรฐาน

ISO/IEC 17011:2017 กับระบบคุณภาพตามมาตรฐาน ISO/IEC 17011:2004 ที่หนวยงานใชดําเนินงานอยูเดิม วิเคราะห

ขอมูลสถานภาพของหนวยงาน จากนั้นปรับปรุงเอกสารคูมือคุณภาพ หลักเกณฑ เง่ือนไขการรับรองตาง ๆ และดําเนินการ

การพัฒนาศักยภาพบุคลากร การพัฒนาระบบสารสนเทศ การประเมินความเสี่ยงดานผลประโยชนทับซอน และการวิเคราะห

ขอมลูสิง่ทีไ่มเปนตามขอกาํหนดจากกระบวนการรบัรองและความคาดหวงัของลกูคา เพือ่กาํหนดกจิกรรมทีต่องวางแผนพฒันา

ปรบัปรงุใหเตบิโตอยางตอเนือ่ง การดาํเนนิงานดังกลาวนีไ้ดสงผลใหสาํนกัมาตรฐานหองปฏบิตักิารไดรบัการยอมรบัจาก APAC 

วามีระบบบริหารคุณภาพสอดคลองกับขอกําหนด ISO/IEC 17011:2017 เปนผลสําเร็จ เมื่อวันที่ 28 กุมภาพันธ พ.ศ. 2563 

และสามารถรักษาสถานภาพการเปนสมาชิกสามัญที่ลงนามความรวมมือในการตรวจตออายุแบบเต็มรูปแบบ ในป พ.ศ. 2565 

ทัง้นีข้อมลูทีศ่กึษาสามารถนาํไปใชเปนแนวทางเพือ่วางแผนดําเนินการปรบัปรงุองคกรใหมรีะบบคณุภาพเปนทีย่อมรบัในระดบั

นานาชาติ รวมทั้งสงเสริมใหเกิดการพัฒนาเศรษฐกิจชีวภาพของประเทศตอไป

คําสําคัญ: ISO/IEC 17011:2017, APAC, ILAC, หนวยรับรองระบบงาน, สํานักมาตรฐานหองปฏิบัติการ
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บทนํา

 กรมวิทยาศาสตรการแพทย โดยสำนักมาตรฐาน

หองปฏิบัติการ เปนหนวยรับรองระบบงานของประเทศ 

ดานผลิตภณัฑสุขภาพ อาหาร ยา วตัถเุสพตดิ เครือ่งสำอาง

วัตถุอันตราย ชีววัตถุ สมุนไพร และการชันสูตรโรค

ซึ่งสอดคลองกับสถานการณและนโยบายของประเทศ

ที่มุงเนนใหภาครัฐและเอกชนมีสวนรวมในการพัฒนา

หองปฏิบัติการของตนเอง ใหไดรับการรับรองตาม

มาตรฐานสากล ISO/IEC 17025, ISO 15189 และ

หนวยผลิตหรือจัดเตรียมวัสดุอางอิง ไดรับการรับรอง

ตามมาตรฐาน ISO 17034 ผลของการไดรับการรับรอง

สงเสริมใหเกิดการสงออกผลิตภัณฑไดงายขึ้น รวมถึง

การทำความตกลงเขตการคาเสรี (Free Trade Area; 

FTA) กับตางประเทศและบริการของไทยในตลาดโลก

เนื่องจากมีการยอมรับรวมกันของผลการทดสอบใน

ประเทศสมาชิกและทำใหการบริการทางหองปฏิบัติการ

ทางการแพทยและสาธารณสุขมีคณุภาพในระดบัเทาเทยีม

กับประเทศสมาชิก 

การปฏิบัติภารกิจดังกล าวสำนักมาตรฐาน

หองปฏิบัติการจำเปนตองรักษาไวซึ่งการเปนสมาชิกสามัญ

ที่ลงนามความรวมมือระหวางประเทศระดับภูมิภาค 

(Mutual Recognition Arrangement; MRA) Asia 

Pacific Accreditation Cooperation (APAC) และ

ระดบัสากล International Laboratory Accreditation

Cooperation (ILAC) โดยลงนามขอตกลงระหวาง

ประเทศกับองคกรระดับภูมิภาค APAC เมื่อวันที่ 14 

พฤศจิกายน พ.ศ. 2545 และระดับสากลระหวางประเทศ 

ILAC เมื่อวันที่ 4 เมษายน พ.ศ. 2546 มีกระบวนการ

ดำเนินงานที่สอดคลองกับมาตรฐานสากล ISO/IEC 

17011 และ APAC MRA-001 เพือ่ใหผูใชผลการตรวจ

วเิคราะหผลติภณัฑจากหองปฏบิตักิารทีไ่ดรบัการรบัรอง

ไดรับการยอมรับในลักษณะ Tested once accepted 

everywhere คือ ตรวจสอบที่เดียวยอมรับทั่วโลก ลด

การตรวจสอบซ้ำ ชวยลดตนทุนใหแกผูประกอบการ

เนนการใชขอมูลทางวิทยาศาสตรแสดงถึงสินคาที่มี

คุณภาพมาตรฐาน ทำใหไดรับการยอมรับและเชื่อถือ

อัน เปนธรรมกับผู ผลิตและผูบริ โภค กอให เกิด

ประโยชนและสงผลดีตอการดูแลสุขภาวะของประชาชน

ในป พ.ศ. 2560 องคการระหวางประเทศวาดวย

การมาตรฐาน (International Organization

for Standardization; ISO) และคณะกรรมาธิการ

ระหวางประเทศ วาดวยมาตรฐานสาขาอเิลก็ทรอเทคนกิส

(International Electrotechnical Commission;

IEC) ไดปรับปรุงมาตรฐานของหนวยรับรองระบบ

งานใหมเปนฉบับ ISO/IEC 17011:2017(1) โดย

มีการแกไขปรับปรุงมาจากมาตรฐาน ISO/IEC 

17011:2004(2) และประกาศใชอยางเปนทางการ

เมื่อเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2560 และ IAF/

ILAC ไดกำหนดระยะเวลาเปลี่ยนผาน 3 ป (3) 

ใหหนวยรบัรองระบบงานท่ีไดรบัการยอมรบัรวม APAC 

MRA ตองปรับเปล่ียนระบบการบริหารงานคุณภาพ

ใหสอดคลองกับมาตรฐานฉบับใหม  ISO/IEC 

17011:2017 เปนขอกำหนดสำหรับหนวยรับรอง

ระบบงานในการรับรอง หนวยตรวจสอบรับรอง ซึ่ง

ครอบคลุม กิจกรรม การทดสอบ การสอบเทียบ

การตรวจ การรับรองระบบการจัดการ การรับรองบุคคล

การรับรองผลิตภัณฑ  กระบวนการและบริการ

การใหบริการทดสอบความชำนาญ การผลิตวัสดุอางอิง 

การตรวจสอบความใชได และการทวนสอบ โดยมาตรฐาน

ฉบับลาสุดมีการปรับปรุงโครงสรางและเนื้อหาเปนไป

ตาม ISO Committee on Conformity Assessment 

(CASCO) 

กรณีสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการไมผานการ

ประเมนิจาก APAC ตาม ISO/IEC 17011:2017 จะสง

ผลกระทบตอการใหการรับรองหองปฏิบัติการทั้งใน

ประเทศและตางประเทศมากถึง 606 แหง(4) ในทุกระบบ

ที่ใหการรับรองในขอบเขตของการทดสอบดานเทคนิค 

ไดแก การทดสอบดานฟสิกส การทดสอบดานเคมี 

การทดสอบดานชีววิทยา และอื่นๆ ที่มีผลกระทบตอ

หองปฏิบัติการในตางประเทศ  5 ประเทศ ทั้ง 8 แหง 

ไดแก สาธารณรัฐมัลดีฟส สาธารณประชาชนบังกลาเทศ 

สาธารณรัฐแหงสหภาพพมา สาธารณรัฐประชาธิปไตย

ประชาชนลาว และสาธารณรัฐสังคมเวียดนาม เพื่อให

สามารถรักษาสถานะการรับรองตามมาตรฐานสากลได
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อยางตอเนื่อง จึงเรงศึกษาและเตรียมการตรวจประเมิน

หองปฏิบัติการทดสอบตามขอกำหนดใหม ISO/IEC 

17025:2017(5) ท่ีประกาศใชเม่ือเดือนพฤศจิกายน 

พ.ศ. 2560 และอยูในชวงเปลี่ยนผานเชนกัน ซึ่งยังไมมี

หนวยงานใดไดรับการรับรองตามมาตรฐาน ISO/IEC 

17025:2017 มากอน รวมทั้งตองศึกษาระบบที่เหมาะ

สมสำหรับการใหการรบัรองความสามารถหองปฏบิตักิาร

ดานการแพทยและดานสาธารณสุข หนวยผลิตหรือ

จัดเตรียมวัสดุอางอิงเพื่อใชเปนหลักเกณฑ เงื่อนไข

การดำเนินงานที่เปนมาตรฐานและทัดเทียมกับหนวย

รับรองระบบงานที่เปนสมาชิก APAC และ ILAC มาใช

กำกับดูแลหองปฏิบัติการ หนวยผลิตหรือจัดเตรียมวัสดุ

อางอิง และทันตามประกาศของ ILAC และ Inter-

national Accreditation Forum (IAF) 

สำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ ไดศึกษาวิธี

ดำเนินการจัดระบบการบริหารจัดการดานคุณภาพ

ใหสอดคลองกบัขอกำหนดใหม ISO/IEC 17011:2017 

ทีม่กีารเปลีย่นแปลงและเพ่ิมเตมิ เพ่ือใหไดรบัการยอมรบั

รวมจากองคกรระหวางประเทศ APAC และ ILAC ตาม

ระยะเวลาการเปล่ียนผานของ ILAC/IAF เพือ่คงสถานะ

หนวยรับรองระบบงานท่ีไดรับการยอมรับจากประเทศ

สมาชิก APAC และ ILAC ตอไป

วัสดุและวิธีการ

การดำเนินงานการพัฒนาปรับปรุงระบบคุณภาพ

หนวยรบัรองระบบงานและกระบวนการรบัรองใหมคีวาม

สอดคลองตาม ISO/IEC 17011:2017 ประกอบดวย

7 สวน ดังนี้

สวนที่ 1 การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวของทั้งใน

และตางประเทศ โดยศกึษาดวยตนเอง (self-learning)

จากแหลงขอมูลนานาชาติท่ีตีพิมพในส่ือสิ่งพิมพตางๆ

ไดแก หลักเกณฑ เงื่อนไข และกฎระเบียบ APAC(6), 

ILAC(7) และเขารวมประชุมประจำปในฐานะสมาชิก

ของ APAC และ ILAC

สวนที ่2  การวิเคราะหเปรยีบเทียบขอกำหนดตาม 

ISO/IEC 17011:2004 และ ISO/IEC 17011:2017 

โดยศึกษาขอกำหนดทั้งสองฉบับและจัดเรียงตาม

หมายเลขขอกำหนด จัดกลุมเปรียบเทียบขอแตกตาง

ตามรายละเอียดที่ปรากฎในขอกำหนดหลักขอกำหนดยอย

และภาคผนวกของมาตรฐานทั้งสองฉบับ

สวนที่ 3 การจัดระบบคุณภาพหนวยรับรอง

ระบบงานตาม ISO/IEC 17011:2017 โดยปรับปรุง

นโยบาย โครงสราง องคประกอบ และหนาที่ของ

คณะกรรมการที่ เกี่ยวของกับกระบวนการรับรอง

หองปฏิบัติการ  

สวนที่ 4 การพัฒนาระบบและจัดทำเอกสาร

ที่สอดคลองกับ ISO/IEC 17011:2017 

สวนที่ 5 การพัฒนาศักยภาพบุคลากร ตาม 

ISO/IEC 17011:2017 

สวนที่ 6  การประเมนิตนเองเพือ่เขาสูกระบวนการ

ประเมินการเปลี่ยนผานจาก APAC

สวนที่ 7 การรับการตรวจประเมินจาก APAC 

แบบ on-site evaluation

สวนที่ 8 การวิเคราะหและดำเนินการแกไขโดย

รวบรวม วิเคราะหขอบกพรองและขอแนะนำที่พบ  และ

ดำเนินการแกไข

ผล

การทบทวนวรรณกรรมที่ เ กี่ ย วข องทั้ ง ในและ

ตางประเทศ

จากการทบทวนหลักเกณฑ เงื่อนไข และกฎ

ระเบียบ APAC, ILAC พบวามีการปรับเปลี่ยน

ขอกำหนดทีส่ำนกัมาตรฐานหองปฏบิตักิารตองดำเนนิการ

ไดแก APAC MRA 009(8) เปนขอกำหนดใหมและ

เปนแนวทางการวางแผน จัดการตรวจประเมินทางไกล

โดยใชเทคโนโลยีสารสนเทศและการสื่อสาร APAC

TEC0-001(9) เปนแนวทางปฏิบัติในการตรวจประเมิน

ทางไกล APAC TEC1-001(10) เปนแนวทางกำหนด

ขอบขายการรบัรองดานธนาคารทรพัยากรชีวภาพ APAC 

TEC4-003(11) เปนแนวทางการใหการรับรองแบบ

flexible scope ตามขอกำหนดที่ 7.8.4 ของ ISO/IEC

17011:2017 ซึ่งหนวยรับรองระบบงานตองนำมาศึกษา

และประยุกตใชใหสอดคลองกันและตองปฏิบัติตาม

APAC MRA 001(12) เปนนโยบายและขั้นตอน
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การปฏิบัติงานที่หนวยรับรองระบบงานรักษาสถานภาพ

การยอมรับรวมกับองคกรรับรองระบบงานในระดับ

ภูมิภาคและระดับสากลระหวางประเทศ ในสวนของ 

ILAC ที่หนวยรับรองระบบงานตองนำไปประยุกตใช

ไดแก ILAC G3:08/2020(13) เปนแนวทางการจัด

หลักสูตรการฝกอบรมผูตรวจประเมินสำหรับหนวย

รับรองระบบงาน ILAC G8:09/2019(14) เปนแนวทาง

ใช เกณฑการตัดสินใจ (decision rule) เมื่อมี

การตัดสินความสอดคลองกับขอกำหนดเฉพาะ และ

การรายงานความสอดคลอง (statements of

conformity) ตามขอกำหนดที ่7.8.6.1  ของ ISO/IEC

17025:2017 ILAC G17:01/2021(15) เปนแนวทาง

การประมานคาความไมแนนอนของการทดสอบ ILAC 

G18:12/2021(16)  เปนแนวทางกำหนดขอบขายการรับรอง

ILAC G19:06/2022(17) เปนแนวทางสำหรบัหองปฏบิตักิาร

นิติวิทยาศาสตร และ ILAC G26:11/2018(18)

เปนแนวทางการรับรองหองปฏิบัติการทางการแพทย

ตามมาตรฐาน ISO 15189 ซึ่งผู วิจัยตองทบทวน

กระบวนการรบัรอง และตรวจสอบสถานภาพท่ีดำเนนิงาน

ในปจจุบัน เพื่อนำมาจัดวางระบบใหเปนไปตามเกณฑ

ดังกลาวตามขอบขายสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ

ใหการรับรอง

การวิเคราะหเปรียบเทียบความแตกตางระหวาง

ขอกำหนด ISO/IEC 17011:2004 และขอกำหนด 

ISO/IEC 17011:2017 

วิเคราะหเนื้อหาสำคัญของแตละขอกำหนดหลัก

ทีก่ำหนดในมาตรฐาน ทัง้หมด 9 ขอ ขอกำหนด 3 ขอแรก

เปนขอกำหนด เรื่อง ขอบขาย เอกสารอางอิง คำศัพท

และนิยาม โดยมาตรฐานฉบับเดิมระบุเปนขอกำหนด

ทั่วไปสำหรับหนวยรับรองระบบงานในการรับรองหนวย

ตรวจสอบรับรอง แตมาตรฐานฉบับใหมระบุเปน

ขอกำหนดความสามารถ ความเปนกลาง และการดำเนนิการ

อยางคงที่และสม่ำเสมอของหนวยรับรองระบบงาน

ในการรับรองหนวยตรวจสอบรับรอง โดยเพิ่มนิยาม

ศัพทใหม  ไดแก  ขอ 3.7 flexible scope of

accreditation ขอ 3.8 accreditation scheme 

ขอ 3.26 remote assessment และขอ 3.27 assessment 

programme รวมท้ังเนนเรื่องความเปนกลาง โดยนำ

แนวความคิดเก่ียวกับความเสี่ยงมาใช ทั้งนี้ขอกำหนด

มาตรฐานที่มีการเปลี่ยนแปลงสามารถวิเคราะหและ

เปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลง โดยใช gap analysis

ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 ความแตกตางทีส่ำคญัระหวาง ISO/IEC 17011:2017, ISO/IEC 17011:2004 และขอกำหนดทีจ่ำเปน

 ตองนำไปประยุกตใชใหสอดคลองกับมาตรฐานสากล

ขอกำหนดของ ISO/IEC
17011:2017

ขอกำหนดของ ISO/IEC 
17011:2004

ขอกำหนด
ที่แตกตาง

รายละเอียด

1. ขอบขาย 1. ขอบขาย 1 -  เพิ่มรายละเอียดเกี่ยวกับความสามารถ 
 ความเปนกลาง และการดำเนินการอยางคงที่ 
 สม่ำเสมอของหนวยรับรองระบบงาน
- เพิ่มขอบขาย ผูจัดโปรแกรมการทดสอบ
 ความชำนาญหนวยผลิตหรือจัดเตรียมวัสดุอางอิง  
 และหนวยตรวจสอบความใชไดและทวนสอบ

2. เอกสารอางอิง 2. เอกสารอางอิง 2 - อางอิง ISO/IEC 17000 ฉบับปจจุบัน

3.  คำศัพทและบทนิยาม   3. คำศัพทและบทนิยาม   3.7, 3.8, 
3.26, 3.27

- มีคำศัพทเพิ่มขึ้นใหม 3.7, 3.8, 3.26 และ 3.27

4.  ขอกำหนดทั่วไป

4.1 ความเปนนิติบุคคล 4.1 ความรับผดิชอบตามกฎหมาย -

4.2 ขอตกลงการรับรอง 8.1 ขอปฏิบัติของหองปฏิบัติการ
 (8.1.1& 8.1.2)

4.2 e),
4.2 k)

- เพิ่มขอตกลงเรื่องการยินยอมใหหนวยรับรอง
 ระบบงานเขาไปตรวจประเมินความสามารถของ
 หองปฏิบัติการในการทดสอบ ณ สถานที่ของลูกคา
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ขอกำหนดของ ISO/IEC
17011:2017

ขอกำหนดของ ISO/IEC 
17011:2004

ขอกำหนด
ที่แตกตาง

รายละเอียด

- เพิ่มขอตกลงเรื่องการใหความรวมมือกับหนวย
 รับรองระบบงาน สอบสวนหาสาเหตุเรื่องรองเรียน
 จากบุคคลที่สามที่เกี่ยวของกับการรับรอง

4.3 การใชสัญลักษณการรับรอง
 และการอางองิถงึการรบัรอง

8.3 การอางอิงถึงการรับรอง และ
 การใชสัญลักษณการรับรอง

4.3.1 e - เพิม่รายละเอยีดขอปฏบิตัขิองหองปฏบิตักิารทีไ่ดรบั
 การรับรอง เมื่อถูกระงับ หรือลดขอบขาย หรือ
 ถูกเพิกถอนการรับรอง ตองยุติการกลาวอางหรือ
 ใชเครื่องหมายรับรอง และตองแจงใหผูรับบริการ 
 ทราบขอเท็จจริงดังกลาว

4.4 ขอกำหนดความเปนกลาง 4.3 ความเปนกลาง 4.4.3, 
4.4.6, 

4.4.11

- นโยบายความเปนกลาง (ใหม)
- การจัดการความเสี่ยงที่สงผลกระทบตอ
 ความเปนกลาง (ใหม)
- เพิ่มกิจกรรมที่หนวยรับรองระบบงานไมสามารถ 
 ดำเนินการได

4.5 การเงินและการยอมรับผิด 4.5 การเงินและการยอมรับผิด - -

4.6 การกำหนดรูปแบบ
 การตรวจสอบ และรับรอง
 ความสามารถ

4.6 กิจกรรมการรับรองคุณภาพ 4.6.3, 

4.6.5

- นโยบายการทบทวนความเหมาะสมของรูปแบบ
 การตรวจสอบและรับรองใหสอดคลองกับมาตรฐาน
 ที่ใชสำหรับการรับรองระบบงาน (ใหม) 
- การเลิกประกอบกิจการการรับรองความสามารถ  
 (ใหม)

5. ขอกำหนดเรื่องโครงสราง 4.2 โครงสราง 5.7 k) - เพิ่มหนาที่ความรับผิดชอบของผูบริหารสูงสุด 
 เรื่องการปกปองความเปนกลาง 

6. ขอกำหนดดานทรัพยากร 6. ทรัพยากรมนุษย -

6.1 ความสามารถของบุคลากร 6.2 บุคลากรที่เกี่ยวของกับ
 การรับรอง
6.3 การติดตามและเฝาระวัง

6.1.2, 

6.1.3

- เพิ่มรายละเอียดเกณฑความสามารถในดานตางๆ 
 ที่ตองการในแตละหนาที่ (ใหม)
- เพิ่มการพิจารณาความถี่ของการเขารวมกิจกรรม 
 ตรวจประเมินและความเสี่ยง ซึ่งมีผลตอการติดตาม 
 ความสามารถ (ใหม)

6.2 บุคลากรที่เกี่ยวของกับ
     กระบวนการรับรอง

6.1 บุคลากรที่เกี่ยวของกับ - -

6.3 บันทึกบุคลากร 6.4 บันทึกบุคลากร - -

6.4 การใชบริการภายนอก 7.4 การจางเหมาชวงการตรวจ 
 ประเมิน

- -

7. ขอกำหนดดานกระบวนการ 7. กระบวนการรับรองความสามารถ -

7.1 ขอกำหนดการตรวจสอบ
     รับรอง

7.1 เกณฑกำหนดการตรวจสอบ 
 รับรองและขอมูลเอกสาร  

- -

7.2 การสมัครขอการรับรอง 7.2 การสมัครขอการรับรอง 
7.5 การเตรียมการตรวจประเมิน

7.2.4 - เพิ่มเรื่องการยกเลิกคำขอ กรณีพบวาหองปฏิบัติการ 
 มีพฤติกรรมหรือเจตนาใหขอมูลหรือปกปดขอมูล
 อันเปนเท็จ (ใหม)

7.3 การทบทวนทรัพยากร 7.3 การทบทวนทรัพยากร -

7.4 การเตรียมการกอน
 การตรวจประเมิน

7.5 การเตรียมการกอนการตรวจ
 ประเมิน

7.4.6, 

7.4.7

- การเลอืกกจิกรรมทีสุ่มตรวจตองพจิารณาความเสีย่ง
 ของสถานที่และบุคลากร ใหครอบคลุมขอบขาย
 ที่ใหการรับรอง (ใหม)
- เพิ่มรายละเอียดการจัดทำแผนการตรวจประเมิน

ตารางที่ 1 ความแตกตางทีส่ำคญัระหวาง ISO/IEC 17011:2017, ISO/IEC 17011:2004 และขอกำหนดทีจ่ำเปน

 ตองนำไปประยุกตใชใหสอดคลองกับมาตรฐานสากล (ตอ)
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ขอกำหนดของ ISO/IEC
17011:2017

ขอกำหนดของ ISO/IEC 
17011:2004

ขอกำหนด
ที่แตกตาง

รายละเอียด

7.5 การทบทวนขอมูลเอกสาร 7.6 การทบทวนเอกสารและบันทึก - -

7.6 การตรวจประเมิน 7.7 การตรวจประเมิน ณ สถานที่
 จริง
7.8 การวิเคราะหสิ่งที่ตรวจพบ 
 และรายงานการตรวจประเมิน

7.6.2 - เพิ่มการตรวจประเมินทางไกล (ใหม)

7.7 การตัดสินผลการรับรอง 7.8 การวิเคราะหสิ่งที่ตรวจพบ
 และรายงานการตรวจประเมิน
7.9 การตัดสินผลและการให
 การรับรอง

- -

7.8 ขอมูลการรับรอง
    

7.9 การตัดสินผลและการให
 การรับรอง

7.8.3 e), 
7.8.3 f), 
7.8.3 g), 

7.8.4

- เพิม่ขอมูลการรบัรองของหนวยทดสอบความชำนาญ
 หนวยผลติหรอืจดัเตรยีมวสัดุอางองิ และหนวยตรวจ
 ความใชไดและทวนสอบ (ใหม)
- ขอบขายการรับรองแบบ flexible (ใหม)

7.9 วงรอบการรับรอง 7.11 การตออายุใบรับรอง และ
 การเฝาระวัง

7.9.2, 
7.9.3

- เพิ่มโปรแกรมการตรวจประเมิน (ใหม)
- เพิ่มการใชเทคนิคการประเมินอื่นๆ แทนการตรวจ 
 ประเมนิเจรงิ ไดแก การตรวจประเมนิทางไกล (ใหม)

7.10 การขยายขอบขาย
 การรับรอง
       

7.12 การขยายขอบขายการรับรอง - -

7.11 การระงับชั่วคราว 
 การเพิกถอน การลด
 ขอบขาย

7.13 การระงับชั่วคราว 
 การเพิกถอน การลดขอบขาย

7.11.2, 

7.11.3

- เพิ่มการเพิกถอนการรับรอง กรณีพบวาหองปฏิบัติการ
ที่ขอการรับรองใหขอมูลที่ไมเปนจริงในการขอ

 การรับรอง (ใหม)
- เพิ่มขั้นตอนการปฏิบัติงานยกเลิกการถูกระงับ
 การรับรอง (ใหม)

7.12 การรองเรียน 5.9 การรองเรียน 7.12.5, 7.12.8 - เพิ่มรายละเอียดของกระบวนการจัดการเรื่อง
 รองเรียน โดยผูที่ไมมีสวนไดสวนเสีย และตอง
 แจงความกาวหนาในการจัดการใหผูรองเรียนทราบ

7.13 การอุทธรณ 7.10 การอุทธรณ 7.13.7, 7.13.8 - เพิ่มรายละเอียดของกระบวนการอุทธรณ
 ในการรายงานความกาวหนาใหผูอุทธรณทราบ

7.14 บันทึกของหนวยงาน
 ที่ขอการรับรอง

7.14 บันทึกของหนวยงานที่ขอ
 การรับรอง

7.14.2 - กำหนดระยะเวลาการเก็บบันทึกอยางนอยเทากับ
 วงรอบการรับรองปจจุบันบวกกับวงรอบการรับรอง
 ที่ผานมา

8. ขอกำหนดดานขอมูลขาวสาร

8.1 ขอมูลที่เปนความลับ 4.4 ความลับ 8.1.3 - เพิ่มการจัดการขอมูลที่ไดมาจากแหลงอื่น
 นอกเหนือจากหนวยงานที่ขอการรับรอง ไดแก 
 หนวยงานที่รองเรียน หรือหนวยกำกับดูแล
 ตามกฎหมาย

8.2 ขอมลูทีเ่ผยแพรสูสาธารณะ 8.2 ขอปฏิบัติของหนวยรับรอง
 ระบบงาน

8.2.1 b), 
8.2.2

- การเปดเผยกระบวนการอุทธรณสูสาธารณะ
- การเปดเผยขอมูลเกี่ยวกับหองปฏิบัติการที่ถูกระงับ  
 และเพิกถอนสูสาธารณะ

ตารางที่ 1 ความแตกตางทีส่ำคญัระหวาง ISO/IEC 17011:2017, ISO/IEC 17011:2004 และขอกำหนดทีจ่ำเปน

 ตองนำไปประยุกตใชใหสอดคลองกับมาตรฐานสากล (ตอ)
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ตารางที่ 1 ความแตกตางทีส่ำคญัระหวาง ISO/IEC 17011:2017, ISO/IEC 17011:2004 และขอกำหนดทีจ่ำเปน

 ตองนำไปประยุกตใชใหสอดคลองกับมาตรฐานสากล (ตอ)

ขอกำหนดของ ISO/IEC
17011:2017

ขอกำหนดของ ISO/IEC 
17011:2004

ขอกำหนด
ที่แตกตาง

รายละเอียด

9. ขอกำหนดระบบบริหาร
 จัดการ

5. ขอกำหนดระบบบริหารจัดการ - -

9.1 ทั่วไป 5.1 ทั่วไป 9.1.4, 
9.1.5

- กำหนดระบบการบริหารงานหนวยรับรองระบบงาน 
 เปน 2 ทางเลอืก คอื ทางเลอืก ก และ ข (ISO 9001)
 ไปใชปฏิบัติ (ใหม)

9.2 ระบบบริหารจัดการ 5.2 ระบบบริหารจัดการ - -

9.3 การควบคุมเอกสาร 5.3 การควบคุมเอกสาร - -

9.4 การควบคุมบันทึก 5.4 บันทึก - -

9.5 งานที่ไมเปนไปตาม
 ขอกำหนด และ
 การปฏิบัติการแกไข

5.5 งานที่ไมเปนไปตามขอกำหนด 
 และการปฏิบัติการแกไข

- -

9.6 การปรับปรุง 5.6 การปองกันไมใหเกิดซ้ำ 9.6 - การนำความเสี่ยงมาใชในการปรับปรุง

9.7 การตรวจติดตามภายใน 5.7 การตรวจติดตามภายใน - -

9.8 การทบทวนระบบบริหาร 5.8 การทบทวนระบบบริหาร 9.8.2 d), 
9.8.2 i)

- เพิ่มเนื้อหาสาระที่ตองนำมาประชุมทบทวนเร่ือง 
 การปกปองความเปนกลาง และเรื่องการประเมิน
 ความเสี่ยงและโอกาส

ภาคผนวก  ก  ความรูและความ
ชำนาญในการดำเนินกิจกรรม
รับรองความสามารถ

ไมมี ภาคผนวก ก ขอกำหนดใหม

การจัดระบบคุณภาพหนวยรับรองระบบงาน ตาม 

ISO/IEC 17011:2017 ระหวาง พ.ศ. 2560 − 2565 

ตามขอกำหนดที่มีการเปลี่ยนแปลง

ขอกำหนดความเปนกลาง (4.4)

ขอกำหนดที่ 4.4.6 ไดเพิ่มหนาที่คณะกรรมการ

ที่ปรึกษา เกี่ยวกับการพิจารณาความเปนกลางและให

ขอแนะนำ/แนวทางการลดความเสี่ยงตางๆ โดยเพิ่ม

องคประกอบของผูมีสวนไดสวนเสียในคณะกรรมการ 

ประกอบดวย ผูแทนสำนกังานคณะกรรมการอาหารและยา

ผูแทนสถาบันมาตรวิทยาแหงชาติ ผูแทนสมาคมไทย

อุตสาหกรรมผลิตยาแผนปจจุบัน และผูแทนคณะ

แพทยศาสตรโรงพยาบาลรามาธิบดี โดยผูอำนวยการ

สำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการเปนเลขานุการ 

ขอกำหนดท่ี 4.4.11 ไดปรับปรุงโครงสรางของ

สำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ ไมใหมีหนวยงานภายใน

ใหบริการ กิจกรรมทดสอบ การผลิตหรือจัดเตรียมของ

หนวยผลิตวัสดุอางอิง การทดสอบความชำนาญ และ

กิจกรรมของธนาคารทรัพยากรชีวภาพที่จะมีอิทธิพลตอ

ความเปนกลาง โดยมีการโอนยายกลุม ประเมินคุณภาพ

การตรวจวิเคราะหซึ่งอยูภายใตโครงสรางเดียวกันกับ

สำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ จัดตั้งเปนองคการใหม 

คือ ศูนยทดสอบความชำนาญ เปนหนวยงานภายใน

ขึ้นตรงกับอธิบดีหรือรองอธิบดีที่ ไดรับมอบหมาย

ตามคำส่ังปรับปรุงโครงสรางการแบงสวนราชการภายใน

ของกรมวิทยาศาสตรการแพทย ที่ 154/2563 ประกาศ 

ณ วันที่ 14 มกราคม พ.ศ. 2563 

ขอกำหนดวงรอบการรับรอง (7.9)

ขอกำหนดท่ี 7.9.3 กำหนดระยะเวลาการตรวจ

ประเมินจริง 2 ครั้ งติดตอกัน ตองไม เ กิน 2 ป

รายละเอียดสอดคลองกับมาตรฐานฉบับเดิม จึงไดมีการ

ปรับเปลี่ยนกระบวนการรับรองใหมโดยกำหนดวงรอบ

การรับรองจากเดิม 2 ป เปน 4 ป และจัดใหมีระบบการ
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ตรวจเฝาระวังจากเดิมเปนการตรวจสอบเอกสารดาน

คุณภาพในปตอไป เปนการตรวจประเมินจริงในปที่สอง

นับจากการตรวจประเมินครั้งแรก เพื่อใหสามารถดำเนิน

การไดอยางมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น โดยระยะเวลา

การยื่นขอตออายุการรับรองเปน 120 วัน กอนกำหนด

วนัตรวจประเมนิตออายคุรัง้ตอไป และกำหนดระยะเวลา

การแกไขขอบกพรองการขยายขอบขายการรับรอง

จากเดมิ 90 วนั ขยายไดอกี 30 วัน รวมระยะเวลา 120 วนั

เหลือเพียง 30 วัน ขยายไดอีก 30 วัน รวมระยะเวลา

60 วัน เพ่ือกำกับระยะเวลาการตรวจประเมินให

ไมเกิน 2 ป และทำใหการดำเนินการรับรองเร็วขึ้น

กวาเดิม 2 เทา 

นอกจากนี้ ไดจัดทำระบบสำหรับการรับรอง

ธนาคารทรัพยากรชีวภาพตามมาตรฐาน ISO/IEC 

20387:2018(19) และสอดคลองกับ APAC TEC1-001 

รวมทั้งเปดใหบริการในป พ.ศ. 2565 เพ่ือขับเคลื่อน

การวิจัยและพัฒนาการนำทรัพยากรชีวภาพไปใช

ประโยชนสูงสุด และการพัฒนาเศรษฐกิจฐานชีวภาพ

การพัฒนาระบบและจัดทำเอกสารที่สอดคลองกับ 

ISO/IEC 17011:2017 

ปรับปรุงแกไขคูมือคุณภาพการรับรอง ตามขอ

กำหนดที่ 4.4.3, 4.4.6, 4.6.3, 4.6.5, 5.7 k) และ 

7.6.2 จัดทำเปนเอกสารภาษาไทยและภาษาอังกฤษ เพื่อ

ใชเปนบทบัญญัติสำหรับการบริหารระบบคุณภาพของ

การรับรอง อธิบายถึงนโยบายการรับรอง นโยบายความ

เปนกลาง สถานะทางกฎหมาย โครงสรางองคกรที่

เกี่ยวของ หนาที่ความรับผิดชอบ รูปแบบการตรวจสอบ

และรับรอง แนวทางปฏิบัติ และขอกำหนดทั่วไปในการ

ดำเนินการใหมีระบบบริหารคุณภาพในกระบวนการ

รับรอง สำหรับรายละเอียดวิธีดำเนินการจะอางอิง

เอกสารอืน่ๆ ทีเ่ฉพาะเจาะจง เชน มาตรฐานการปฏิบัตงิาน

แนวทางการดำเนินงานตางๆ จำนวน 208 ฉบับ ไดรับ

การปรับปรุงรายละเอียดใหครบถวน ประกอบดวย 

นโยบาย ขอกำหนด เงื่อนไขการรับรองหองปฏิบัติการ

ทดสอบดานการแพทยและสาธารณสุข หนวยผลิตหรือ

จัดเตรียมวัสดุอางอิง และธนาคารทรัพยากรชีวภาพ 

(รหสั R) จำนวน 4 ฉบบั แนวทางปฏบิตั ิ(รหสั G) จำนวน 

22 ฉบับ ขอกำหนดเฉพาะดานวิชาการ (รหัส N) จำนวน 

29 ฉบบั มาตรฐานการปฏบัิติงาน (SOP) จำนวน 24 ฉบบั

Worksheet (รหัส WS) จำนวน 50 ฉบับ และ

แบบฟอรม (F) 79 ฉบบั จำแนกเปนเอกสารทีไ่ดจดัทำใหม  

จำนวน 35 ฉบับ เปนเอกสารที่ไดปรับแกไขเนื้อหาสาระ 

จำนวน 168 ฉบับ และเปนเอกสารที่ทบทวนแลวไมแกไข 

จำนวน 6 ฉบับ เพื่อใหมีการพัฒนาระบบคุณภาพหนวย

รับรองระบบงานและการใหบริการของสำนักมาตรฐาน

หองปฏิบัติการครบถวนตามขอกำหนดของ ISO/IEC 

17011:2017 และกฎระเบียบของ APAC, ILAC

ดังรายละเอียดดังนี้

ขอกำหนดที่ 4 ทั่วไป

ขอกำหนดที ่4.2 e)   และ   4.2 k)  มกีารเพิม่กฎเกณฑ

และขอบังคับใหหองปฏิบัติการตองปฏิบัติตามนโยบาย 

เงื่อนไข ขอกำหนด การรับรองหองปฏิบัติการทดสอบ

ดานการแพทยและสาธารณสุข หนวยผลิตหรือจัดเตรียม

วัสดุอางอิง และธนาคารทรัพยากรชีวภาพ กำหนดให

หองปฏิบัติการตองทำสัญญาหรือขอตกลงกับลูกคา

ในการยินยอมใหเขาตรวจประเมินในการทดสอบ ณ 

สถานที่ของลูกคา และยินยอมใหความรวมมือใหขอมูล

ที่เปนจริงที่เก่ียวของกับการรองเรียนจากหนวยงานอื่น

ที่อาจทำใหเกิดการมีสวนไดสวนเสียหรือผลประโยชน

ทับซอน ในการสอบสวนหาสาเหตุและการจัดการ

ขอรองเรียน ทั้งนี้หองปฏิบัติการตองลงนามในบันทึก

ขอตกลงในคำขอรับรองที่จะปฏิบัติตามนโยบาย เงื่อนไข 

ขอกำหนดการรับรอง

ขอกำหนดที่ 4.3.1 e) ไดมีการเพิ่มกฎเกณฑและ

ขอบังคับใหหองปฏิบัติการตองแจงใหผูรับบริการทราบ

ขอเทจ็จริงเมือ่ถกูระงบั หรอืลดขอบขาย หรอืถกูเพกิถอน

การรับรอง ในนโยบาย เงื่อนไข ขอกำหนด การรับรอง

ขอกำหนดที่ 4.4.3, 4.4.6 และ 4.4.11 ไดจัด

ทำนโยบายความเปนกลางเปนลายลักษณอักษร ลงนาม

โดยผูอำนวยการสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ เผย

แพรแกลูกคาและผูมีสวนไดสวนเสียบนเว็บไซต ระบุให

สำนกัมาตรฐานหองปฏบิตักิาร ตองดำเนนิการดวยความ

เปนกลาง เปนธรรม และโปรงใส โดยใหการรับรองอยาง

เทาเทียมกัน ทั้งนี้บุคลากรที่เกี่ยวของกับกระบวนการ

รับรอง คณะกรรมการ ผูตรวจประเมิน และผูเช่ียวชาญ
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วิชาการยึดมั่นตอความเปนกลางและถือปฏิบัติตาม

ประกาศนโยบายความเปนกลางอยางเครงครัด และ

จัดทำขอกำหนดการจัดการความเปนกลางที่จะไมให

บริการในกิจกรรมทดสอบ การผลิตหรือจัดเตรียมของ

หนวยผลิตวัสดุอ างอิง การทดสอบความชำนาญ

และกิจกรรมของธนาคารทรัพยากรชีวภาพและไมเปน

หนวยงานทีป่รกึษาใหกบัหนวยงานท่ีขอรบัรอง นอกจากนี้

ไดจัดทำมาตรฐานการปฏิบัติงานเรื่องการจัดการ

ความเสี่ยงและโอกาสการดำเนินงานเพื่อการรับรอง

ตามมาตรฐานสากล ISO/IEC 17011 โดยนำเสนอ

ผลการดำเนินการตอคณะกรรมการท่ีปรึกษาอยางนอย

ปละ 1 ครั้ง เพื่อพิจารณาประเมินประสิทธิผลของ

การจัดการความเสี่ยงดานตางๆ

ขอกำหนดที่ 4.6.5 ไดเพิ่มขั้นตอนการปฏิบัติงาน 

“การเลิกกิจการการรับรองความสามารถ” กำหนดใหมี

การสอบถามความคิดเห็นจากผูมีสวนไดสวนเสีย

ขอกำหนดที่ 5 โครงสราง

ขอกำหนดที่ 5.7 k) กำหนดหนาที่ผูอำนวยการ

สำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการเพิ่มเติมในการมอบ

นโยบายดานความเปนกลางของการรบัรองหองปฏบิตักิาร

และหนาที่บริหารจัดการดูแลใหความเส่ียงที่เหลือที่

อาจเกิดความไมเปนกลางตอการรับรองใหอยูในระดับ

ยอมรับได

ขอกำหนดที่ 6 ทรัพยากร

ขอกำหนดที่ 6.1.2 และ 6.1.3 จัดทำมาตรฐาน

การปฏิบัติงาน เรื่อง การฝกอบรมเจาหนาที่ดานการ

รบัรอง ระบถุงึหลักสูตรการอบรม โดยกำหนดใหบคุลากร

ใหมตองผานการประเมินไมนอยกวารอยละ 70 กอนการ

ปฏิบัติงานและตองถูกประเมินซ้ำทุกป รวมถึงไดกำหนด

เกณฑความสามารถผูตรวจประเมินและคณะกรรมการ

ตางๆ ใหสอดคลองตามภาคผนวก ก ของ ISO/IEC 

17011 

ขอกำหนดที่ 7 กระบวนการ

ขอกำหนดที่ 7.2.4 กำหนดเกณฑการเพิกถอน

การรบัรอง เมือ่หองปฏบิตักิารมีพฤตกิรรมหรอืเจตนาให

ขอมูลหรือปกปดขอมูล อันเปนเท็จ ในนโยบาย เงื่อนไข 

ขอกำหนด การรับรองหองปฏิบัติการทดสอบดานการ

แพทยและสาธารณสุข หนวยผลิตหรือจัดเตรียมวัสดุ

อางอิง และธนาคารทรัพยากรชีวภาพโดยเผยแพรทาง

เว็บไซต

ขอกำหนดที่ 7.4.6 จัดทำแนวทางปฏิบัติงาน

เรื่อง การเลือกขอบขายการรับรองสำหรับการตรวจ

ประเมินความสามารถหองปฏิบัติการและกำหนด

เกณฑการสุมตรวจจุดเก็บตัวอยางภายนอกหนวยงาน

(specimen collection site) ใหกับผูตรวจประเมินใช

ในการตรวจประเมนิหองปฏบิตักิารทางการแพทย สำหรบั

ขอกำหนดที่ 7.4.7 เปนขอกำหนดใหม โดยสำนัก

มาตรฐานหองปฏิบัติการไดมีการจัดทำแผนการตรวจ

ประเมนิระบ ุวนั เวลา กำหนดการ และรายช่ือคณะผูตรวจ

ประเมินสงใหหองปฏิบัติการทราบลวงหนา

ขอกำหนดที ่7.6.2 จดัทำขอกำหนด เรือ่ง การตรวจ

ประเมินทางไกล โดยจัดใหมีการทดสอบความสมบูรณ 

ความพรอมของเทคโนโลยีสารสนเทศและการสื่อสาร

ของหองปฏิบัติการ และผูตรวจประเมิน ดำเนินการ

ประเมินความเส่ียงตามแบบประเมินความพรอมและ

การประเมนิความเสีย่งของการตรวจประเมนิทางไกล หาก

พบความเสี่ยงระดับสูงจะไมสามารถตรวจประเมินทาง

ไกลได ทั้งนี้ขอกำหนดดังกลาวสอดคลองกับขอกำหนด

ของ APAC MRA 009 และ APAC TEC 0-001

ขอกำหนดที ่7.8.3 f)  จัดทำรายละเอยีดใบรบัรอง

หนวยผลิตและจัดเตรียมวัสดุอางอิง ระบุถึงประเภท

คุณสมบัติ/คากำหนด/การบงชี้/ขอบเขต คุณสมบัติ

ของวัสดุอางอิง สำหรับขอกำหนดที่ 7.8.3 e), 7.8.3 g) 

และ 7.8.4 เปนขอบขายการรับรองที่สำนักมาตรฐาน

หองปฏบิตักิารไมไดเปดใหบรกิารจงึไมตองจดัทำเอกสาร

เพิ่มเติม 

ขอกำหนดที่ 7.9.2 ไดจัดทำโปรแกรมการตรวจ

ประเมินตามวงรอบการรับรอง 4 ป สำหรับขอกำหนด

ที่ 7.9.3 ดำเนินการใชเทคนิคการประเมินทางไกลแทน

การตรวจประเมินจริง

ขอกำหนดที่ 7.11.2 เหมือนขอ 7.2.4 และดำเนิน

การเพิกถอนการรับรอง ตามมาตรฐานการปฏิบัติงาน 

เรื่อง การระงับ การเพิกถอน การลดขอบขาย จากการที่

หนวยงานที่ขอการรับรองไมปฏิบัติตามนโยบาย เงื่อนไข 

ขอกำหนด การรับรอง
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ขอกำหนดที่ 7.12.5 และ 7.12.8 เพิ่มรายละเอียด 

เรื่อง การตอบกลับเมื่อไดรับเรื่องรองเรียนและการ

รายงานความกาวหนาใหผูรองเรียนทราบทุกขั้นตอน 

กำหนดไวในมาตรฐานการปฏิบัติงาน เรื่อง การจัดการ

ขอรองเรียนการรับรองหองปฏิบัติการ โดยกำหนดให

ผูจัดการคุณภาพซ่ึงไมมีสวนไดสวนเสียในกระบวนการ

รับรองเปนผูดำเนินการสืบสวนหาสาเหตุ

ขอกำหนดที่ 7.13.7 และ 7.13.8 เพิ่มรายละเอียด

ใหชดัเจนขึน้ในการรบัเรือ่งอทุธรณ โดยตองมกีารรายงาน

ความกาวหนาใหผูอุทธรณทราบทุกข้ันตอน กำหนดไว

ในแนวทางการรับเรื่องอุทธรณ ทั้งนี้ตองกระทำการ

โดยผูที่ไมมีสวนเกี่ยวของ

ขอกำหนดที ่7.14.2 ปรบัเปลีย่นระยะเวลาการเก็บ

บันทึกเปน 8 ป (2 เทาของวงรอบการรับรอง) กำหนดไว

ในมาตรฐานการปฏิบัติงาน เรื่อง การควบคุมเอกสาร

และบันทึกการรับรองหองปฏิบัติการ

ขอกำหนดที่ 8 ขอมูลขาวสาร

ขอกำหนดที่ 8.1.3 กำหนดใหมีการจัดการขอมูล

ที่เปนความลับจากการรองเรียนจากบุคคลท่ีสามถึง

หองปฏิบัติการท่ีไดรับการรับรอง กำหนดไวในคูมือ

คุณภาพการรับรอง โดยสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ

สงวนสิทธิ์ไมเปดเผยถึงผูรองเรียน 

ขอกำหนดที่ 8.2.1 b) และ  8.22 เพิ่มชองทาง

การสื่อสาร/การเขาถึงขอมูลการรับขอรองเรียนและการ

อทุธรณบนหนาเวบ็ไซต และเผยแพรขอมูลหองปฏิบตักิาร

ที่ถูกระงับและถูกเพิกถอนบนหนาเว็บไซต เพื่อให

ผูประกอบการ ผูมีสวนไดสวนเสีย และหนวยกำกับดูแล

การข้ึนทะเบยีนผลติภณัฑตามกฎหมายไดรบัทราบขอมลู

ที่เปนปจจุบัน

ขอกำหนดที่ 9 ระบบบริหารจัดการ

ขอกำหนดที ่9.1.4 สำนักมาตรฐานหองปฏบิตักิาร

เ ลือกระบบบริหารจัดการตามทางเลือก ก โดย

ดำเนินการตามขอกำหนดของมาตรฐาน ISO/IEC 

17011:2017 ทุกหัวขอตั้งแต 9.2-9.8 

ขอกำหนดท่ี 9.6 ดำเนินการเชนเดียวกับ

ขอกำหนดที่ 4.4 โดยนำผลการจัดการความเสี่ยงและ

โอกาสการดำเนินงานเพื่อการรับรองมาจัดทำแผน

ปรับปรุงพัฒนาและรักษาระบบบริหารคุณภาพการเปน

องคกรรับรอง ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17011:2017 

และ APAC MRA 001 ประจำป และแผนการปองกัน

ขอกำหนดที่ 9.8.2 d) และ 9.8.2 i) กำหนดวาระ

การประชมุเพิม่เตมิ เรือ่ง การปกปองความเปนกลาง และ 

เร่ือง การประเมินความเสี่ยงและโอกาส ในการประชุม

ทบทวนระบบบรหิารซึง่จดัปละ 1 ครัง้ โดยมผีูอำนวยการ

สำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการเปนประธาน

การพัฒนาศักยภาพบุคลากร ตาม ISO/IEC 

17011:2017 

ไดจัดทำคุณสมบัติที่ สำคัญและจำเปนของ

เจาหนาที่กลุมรับรอง ผูตรวจประเมิน และคณะ

กรรมการ โดยกำหนดใหบุคลากรดังกลาวมีความรอบรู

ในขอกำหนดของมาตรฐานหนวยรับรอง ISO/IEC 

17011 มาตรฐานที่ใหการรับรอง ไดแก ISO 15189, 

ISO/IEC 17025, ISO 17034, ISO 20387 นโยบาย

และหลักเกณฑของหนวยรับรอง รวมทั้งขอกำหนด

ตามกฎหมาย และความรูดานวิชาการตางๆ ทั้งนี้ ไดสง

เจ าหน าที่ ระดับ เ ช่ียวชาญเข าอบรม ISO/IEC 

17011:2017 หลักสูตรที่ ISO จัดขึ้น ในป พ.ศ. 2561 

ไดจัดการอบรมขอกำหนด ISO/IEC 17011:2017 ขึ้น

เปนครั้งแรก เพื่อพัฒนาความรู ขอกำหนด เงื่อนไขการ

รับรอง และกระบวนการรับรองที่ตองมีการปรับเปลี่ยน

จากเดิม ทางดานวิชาการตางๆ จากการปรับเปลี่ยน

ขอกำหนดขึ้นมาใหมเปน ISO/IEC 17025:2017  

ไดแก  วิธีการระบุขอความของความเปนไปตาม

ขอกำหนดและการตัดสินผลการวิเคราะห ตาม ILAC-

G8:09/2019: ILAC Guidelines on Decision 

Rules and Statements of Conformity การจัดการ

ความเสี่ยงและโอกาสตามมาตรฐาน ISO 31000: 2018

เปนตน และจัดประชุมสัมมนาตอเนื่องเปนประจำทุกป

และเปดบริการรับรองหองปฏิบัติการตามมาตรฐาน 

ISO:IEC 17025:2017 เมื่อป พ.ศ. 2561 โดย

เจาหนาที่กลุมรับรองตองมีการเรียนรูวิทยาการใหม
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อยางเรงดวน ไดแก เทคโนโลยีสารสนเทศและการ

สื่อสาร (ICT) เพื่อใชตรวจประเมินทางไกลครั้งแรก

ของประเทศไทยใหเปนผลสำเร็จในป พ.ศ. 2564

เนื่องจากการประกาศสถานการณจากการระบาด

COVID-19(20) ทำใหไมสามารถเดนิทางได แตตองปฏบิตัิ

หนาที่ใหคำปรึกษาแกผูตรวจประเมินและหนวยงาน

ที่ขอการรับรองใหสามารถเชื่อมตอกับ internet

และ audio ท่ีเหมาะสม ไดแก  microphone,

headphone, camera และ wearable technology

เปนตน รวมทัง้แนะนำการใชงาน  application ทีเ่กีย่วของ

กับการตรวจประเมินทางไกล และการใชโปรแกรม

การรับรองหองปฏิบัติการดวยระบบอิเล็กทรอนิกส

(e-Accreditation)

การประเมินตนเองเพื่อเขาสูกระบวนการประเมิน

การเปลี่ยนผานจาก APAC  

ไดจัดทำรายงาน Self-completed IAF-ILAC 

A3:10/2018 Transition report for the peer 

evaluation ประกอบดวยบทตางๆ ตามขอกำหนดที ่4 ถึง 

9 รวมถึงขอมูลการมีสวนรวมในกิจกรรมระดับสากลตาม

ขอกำหนดองคกรการรบัรองระดบัภมูภิาค  แบบประเมนิ

ตนเองตาม APAC FMRA-019 Accreditation body 

evaluation documentation checklist และหลักฐาน

ในการนำระบบคุณภาพมาสูการปฏิบัติ ยื่นตอองคกร 

APAC ภายในวันที่ 31 ตุลาคม พ.ศ. 2562 ตามประกาศ

ของ ILAC/IAF จากการตรวจประเมินจาก APAC 

แบบ document review ในเดอืนกมุภาพนัธ พ.ศ. 2563 

สำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการไดรับการยอมรับวามีการ

บริหารงานคุณภาพสอดคลองกับขอกำหนด ISO/IEC 

17011:2017 เมื่อ วันที่ 28 กุมภาพันธ พ.ศ. 2563 โดย

ไมพบขอบกพรองใดๆ และมีขอแนะนำที่ตองดำเนินการ

แกไข 4 ขอ ดังแสดงในตารางที่ 2

การรับการตรวจประเมินจาก APAC แบบ on-site 

evaluation

ตามขอกำหนดของ APAC-MRA-001 กำหนดให

หนวยรบัรองระบบงานท่ีไดรบัการยอมรบัความเทาเทยีม

จาก APAC ตองมกีารตรวจประเมนิใหม (re-evaluation) 

โดยในป พ.ศ. 2565 สำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ

เขารบัการตรวจ เพือ่ตออายกุารยอมรบัความเทาเทยีมจาก 

APAC โดย APAC ทำการตรวจประเมินความสามารถ 

ณ สำนกังาน (office evaluation) และตรวจสงัเกตการณ

ความสามารถผูตรวจประเมิน ณ สถานประกอบการ

(witnessing of assessment) ประกอบดวย

หองปฏิบัติการทดสอบดานสาธารณสุข หองปฏิบัติการ

ดานการแพทย และหนวยผลิตหรือจัดเตรียมวัสดุอางอิง 

เมื่อวันที่ 21−25 กุมภาพันธ พ.ศ. 2565 และ 21−23 

มีนาคม พ.ศ. 2565 โดยพบขอบกพรอง 8 ขอ และ

ขอแนะนำ 4 ขอ รายละเอียด ดังแสดงในตารางที่ 3 

การวิเคราะหและการดำเนินการแกไข

จากการศึกษาขอบกพรองและขอแนะนำ APAC 

ระหวาง พ.ศ. 2563-2565 จำนวน 16 ขอ พบความ

ไมสอดคลองกับขอกำหนด ISO/IEC 17011:2017

มากทีส่ดุ คอื ขอ 7 ดานกระบวนการรับรองหองปฏบิตักิาร

จำนวน 7 ขอ คิดเปนรอยละ 43.75 รองลงมา คือ ขอ 4

ขอกำหนดทั่วไป ขอ 6  ขอกำหนดทรัพยากร ขอ 8

ขอกำหนดดานขอมูลขาวสาร พบเรื่องละ 3 ขอ คิดเปน

รอยละ 18.8 สำหรับขอ 9 ขอกำหนดระบบบริหาร

จัดการ และขอ 5 ขอกำหนดโครงสรางการบริหารมีการ

ดำเนินการครบถวนตามขอกำหนดใหมทุกประการ เมื่อ

ลงรายละเอียดความไมสอดคลองมากที่สุดแยกตาม

ขอกำหนดยอย 3 ลำดับแรก เปนขอกำหนดที่มีนัยสำคัญ

ทางสถิติและเกิดขึ้นใหม คือ ขอกำหนดที่ 6.1 เรื่อง 

ความสามารถบุคลากร จำนวน 3 ขอ สาเหตุเกิดจาก

ไมพบหลักฐานความเช่ียวชาญเฉพาะผูตรวจประเมิน 

รวมถึงไมไดพิจารณาความเสี่ยงตอความพรอมการ

ปฏิบัติงานของผูตรวจประเมิน ขอกำหนดที่ 7.4 เร่ือง 

การเตรียมการกอนการตรวจประเมิน จำนวน 2 ขอ 

สาเหตุเกิดจากขาดความเขาใจในการจัดแผนการตรวจ

ประเมินที่ตองเปนตัวแทนของสิ่งที่ถูกสุมตรวจ และ

ความไมชัดเจนของขั้นตอนการปฏิบัติงาน สำหรับ

ขอกำหนดที่มีการเปลี่ยนแปลงอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ 

คือ ขอกำหนดที่ 8.2 เรื่อง ขอมูลที่หนวยรับรองตอง
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ตารางที่ 2  ขอแนะนำที่พบจากการตรวจประเมินจาก APAC แบบ document review 

ขอกำหนด ขอแนะนำ การแกไขและปรับปรุง

4.4 กลุมประเมินคุณภาพการตรวจวิเคราะหซึ่งอยูภายใตโครงสราง
เดียวกันกับสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ ไดถูกจัดตั้งเปนศูนย
ทดสอบความชำนาญขึ้นตรงกับอธิบดีหรือรองอธิบดี ที่ไดรับ
มอบหมาย ตามคำสั่งปรับปรุง โครงสรางการแบงสวนราชการ
ภายในของกรมวทิยาศาสตรการแพทย ที ่154/2563 ประกาศ ณ
วันที่ 14 มกราคม พ.ศ. 2563 และโครงสรางองคกรที่อยูในคูมือ
คุณภาพ ยังไมถูกทบทวนใหเปนปจจุบัน (ISO/IEC 17011; 
4.4.11 a)

แกไขโครงสรางองคกรในคูมือคุณภาพใหเปน
ปจจุบัน

7.4 หนังสือแจงคณะผูตรวจประเมินที่สงใหหองปฏิบัติการทราบ 
ไมไดระบุถึงหนวยงานที่ผูตรวจประเมินสังกัด
(ISO/IEC 17011; 7.4.2)

กำหนดใหมีการแจงชื่อหนวยงานผูตรวจประเมิน
และสงักดัใหหองปฏิบตักิารทราบ เพือ่แสดงถงึความ
ไมมีสวนไดสวนเสียของผูตรวจประเมินที่ถูกแตงตั้ง

7.12 มาตรฐานการปฏบิตังิาน เรือ่ง การจัดการขอรองเรยีน กำหนดให
ผูจดัการคณุภาพซึง่เปนผูทีไ่มมสีวนไดสวนเสยีทำหนาทีส่อบสวน
เร่ืองรองเรยีน แตเปนเร่ืองทีส่ำคญัทีต่องระบุใหชัดเจนในเอกสาร
การปฏิบัติงานตองกระทำโดยผูที่ไมมีสวนเกี่ยวของกับเรื่อง
รองเรียน (ISO/IEC 17011; 7.12.8) 

กำหนดใหผูที่ทำหนาที่สอบสวนเรื่องรองเรียน
ตองไมมีสวนเกี่ยวของกับเรื่องรองเรียน 

8.2 ไมพบการจัดทำระเบียบวิธีปฏิบัติการรับฟงความคิดเห็นของ
หองปฏิบัติการหรือหนวยงานผูมีสวนไดสวนเสีย เมื่อมีการ
เปลี่ยนแปลงขอกำหนด ทำใหเกิดความไมมั่นใจในกระบวนการ
วาจะดำเนินการครบถวนจริง แมวาขอกำหนดไมไดกำหนดใหมี
การจัดทำ (ISO/IEC 17011; 8.2.3)

จัดทำขั้นตอนการปฏิบัติงาน เรื่อง การรับฟง
ความคิดเห็นของผูมีสวนไดสวนเสีย ในการออก
ขอกำหนด เงื่อนไขการรับรอง

ขอกำหนด ขอบกพรอง/ขอแนะนำ การแกไขและปรับปรุง

ขอบกพรอง

4.3 พบการใชสัญญลักษณการรับรองในรายงานผลการทดสอบของ
หองปฏิบัติการท่ีไดรับการรับรองแตกตางกัน บางฉบับระบุถึง
มาตรฐานการรับรอง บางฉบับมีเพียงสัญญลักษณการรับรองและ
หมายเลขทะเบียนหองปฏิบัติการ แตไมปรากฏมาตรฐานที่ไดรับ
การรับรอง (ISO/IEC 17011; 4.3.4)

1) เพิ่มวิธีปฏิบัติเรื่องการแสดงมาตรฐานการรับรอง 
(ISO/IEC 17025 หรอื ISO 15189 หรอื ISO 17034) 
ในชองหมายเหตุดานทาย หรือที่อื่นๆ ของรายงานผล
การทดสอบ
2) สื่อสารวิธีปฏิบัติใหลูกคาทางจดหมาย และชี้แจง
ผูตรวจประเมิน คณะกรรมการ ลูกคา และหนวยงานที่
เกี่ยวของ ผานการสัมมนาฟนฟูความรูประจำปและบน
เว็บไซต

4.6 ไมไดกำหนดนโยบายและขั้นตอนการปฏิบัติงานการทบทวนความ
เหมาะสมของโปรแกรมการรับรอง (ISO/IEC 17011; 4.6.3)

กำหนดนโยบายและเพิ่มวิธีปฏิบัติ เร่ือง การทบทวน
ความเหมาะสมของโปรแกรมการรับรอง ประกอบดวย 
1) การสอบถามความคิดเห็นผูมีสวนไดสวนเสียในการ
ออกขอกำหนด 2) การสอบถามเพื่อประเมินผลการ
ดำเนินการรับรอง 3) การแตงตั้งคณะทำงานวิชาการ
เฉพาะดานเพื่อทบทวนขอกำหนดเฉพาะดานตางๆ 
4) การทบทวนความเหมาะสมของโปรแกรมถึงความ
สอดคลองกับขอกำหนดอื่นๆ และกฎหมายที่เกี่ยวของ 
และ 5) คณะกรรมการท่ีปรกึษาพิจารณาความเหมาะสม
ของโปรแกรมและใหคำแนะนำในการปรับปรุง 

ตารางที่ 3  ขอบกพรองขอแนะนำจากการตรวจประเมินเพื่อตออายุการยอมรับความเทาเทียมจาก APAC
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ตารางที่ 3  ขอบกพรองขอแนะนำจากการตรวจประเมินเพื่อตออายุการยอมรับความเทาเทียมจาก APAC (ตอ)

ขอกำหนด ขอบกพรอง/ขอแนะนำ การแกไขและปรับปรุง

7.4 แผนการตรวจประเมินไมครอบคลุมถึงกิจกรรม สถานที่ 
และการทดสอบที่ถูกตรวจ (ISO/IEC 17011; 7.4.7)

จัดทำแบบฟอรมแผนการตรวจประเมิน มีรายละเอียด 
จำนวนรายการทดสอบทีถ่กูสุมตรวจ รายละเอยีดรายการ
ทดสอบที่ถูกตรวจ ชื่อผูตรวจประเมินในแตละรายการ
ทดสอบ และสถานที่เก็บตัวอยางที่ถูกสุม เพื่อแสดงถึง
ตัวแทนของสิ่งที่ถูกสุมตรวจที่ทำการตรวจประเมิน

7.6 รายงานการตรวจประเมินหองปฏิบัติการไมมีรายละเอียดขอบขาย
ที่ถูกตรวจ นอกจากนี้รายงานการตรวจประเมินหนวยผลิตหรือ
จัดเตรียมวสัดอุางองิไมมีรายละเอียดวาเปนวสัดอุางองิหรอืวสัดอุางองิ
รับรอง ทำใหไมชัดเจนในการใหการรับรอง (ISO/IEC 17011; 
7.6.6 b)

1) เพิ่มขอบขายที่ถูกตรวจในแบบฟอรมรายงานการ
ตรวจประเมิน
2) ระบุประเภทของวัสดุอางอิงวาเปนวัสดุอางอิงหรือ 
วัสดุอางอิงรับรอง และวิธีการที่ใชในการกำหนดคาของ
วัสดุอางอิงในรายงานการตรวจประเมินหนวยผลิตหรือ
จัดเตรียมวัสดุอางอิง

7.8 ใบรับรองความสามารถของหนวยผลิตหรือจัดเตรียมวัสดุอางอิง
ไมไดระบุถึงวิธีการที่ใชในการกำหนดคาของวัสดุอางอิง (ISO/IEC 
17011; 7.8.3 f)

1) เพิ่มรายละเอียดการวัด เรื่อง วิธีการที่ใชในการ
กำหนดคาของวัสดุอางอิง ไดแก single laboratory    
เปนตน ในขั้นตอนการปฏิบัติงาน เรื่อง การจัดทำ
ใบรับรอง 
2) แกไขขอบขายการรับรองในเอกสารแนบทาย
ใบรับรอง สงใหลูกคา

7.9 โปรแกรมการตรวจประเมินตามวงรอบการรับรอง ยังไมถูกนำไป
ประยุกตใชครบถวนตามขอกำหนด (ISO/IEC 17011; 7.9.2)

กำหนดวธิปีฏิบติัใหครบถวน โดยเพิม่การลงบนัทกึขอมลู 
รายการทดสอบทีถ่กูตรวจประเมนิ รายช่ือหองปฏบิตักิาร
และสถานที่เก็บตัวอยางที่ถูกตรวจ ตามวงรอบเฝาระวัง 
และวงรอบการตออายุ

7.11 ไมพบการจัดทำเปนเอกสารขั้นตอนการยกเลิกการระงับการรับรอง 
(ISO/IEC 17011; 7.11.3)

จดัทำวธิปีฏิบตักิารยกเลกิการระงบัการรบัรอง ใหยกเลกิ
เมื่อหองปฏิบัติการไดแกไขและไดปฏิบัติตามนโยบาย
ขอกำหนด และเงือ่นไขการรบัรองฯ เปนทีเ่รยีบรอยแลว 
โดยเจาหนาที่รับรองตองตรวจสอบหลักฐานและกรอก
แบบฟอรมเสนอถอนการระงับชั่วคราวตอหัวหนากลุม
รับรองและผูอำนวยการเพื่ออนุมัติ

8.2 ขอมลูหองปฏบิติัการทีถ่กูระงับและถกูเพิกถอนท่ีเผยแพรบนเวบ็ไซต 
ยังขาดรายละเอียด วันที่ และขอบขายท่ีถูกระงับและถูกเพิกถอน 
(ISO/IEC 17011; 8.2.2)

แกไขเวบ็ไซตโดยเพิม่รายละเอยีด วนัทีถ่กูระงบั ประเภท
การระงับ ขอบขายที่ถูกระงับ และกำหนดใหเก็บบันทึก
ขอมลูหองปฏบิตักิารถกูเพกิถอนในเวบ็ไซตเปนเวลา 8 ป 

ขอแนะนำ

6.1 ผูตรวจประเมินไมไดสงัเกตเหน็มาตรฐานทีไ่มตรงกนัในใบรบัรองวสัดุ
อางอิง โดยหัวกระดาษ ระบุมาตรฐาน ISO Guide 34 ซึ่งเปนฉบับ
ยกเลกิ แตทายกระดาษระบมุาตรฐาน ISO 17034 ซึง่เปนฉบบัปจจบุนั 
ระหวางการตรวจประเมิน (ISO/IEC 17011; 6.1.2.3)

1) แจงหนวยผลิตหรือจัดเตรียมวัสดุอางอิงออก
ใบรับรองวัสดุอางอิงใหถูกตอง
2) จัดฟนฟูความรูผูตรวจประเมิน คณะกรรมการ
และเจาหนาที่รับรอง
3) ตรวจสอบความถูกตองใบรับรองวัสดุอางอิง เมื่อ
พิจารณาใหการรับรอง โดยคณะกรรมการรับรองหนวย
ผลิตหรือจัดเตรียมวัสดุอางอิง

6.1 ไมพบบันทึกความเชี่ยวชาญเฉพาะดานการตรวจวิเคราะหในประวัติ
ของผูตรวจประเมิน ISO 15189 บางทาน (ISO/IEC 17011; 
6.1.2.3)

1) ทบทวนขั้นตอนการปฏิบัติงาน โดยระบุประวัติให
ชัดเจนถึงประสบการณเกี่ยวกับการตรวจวิเคราะห 
2) สรางความตระหนักถึงความสำคัญที่ตองมีหลักฐาน
เพื่อแสดงถึงความสามารถ และขอความรวมมือเพื่อ
จัดทำประวัติใหครบถวน
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เผยแพรสูสาธารณสุข จำนวน 3 ขอ สาเหตุเกิดจากการ

กำหนดขอมูลหองปฏิบัติการที่ถูกระงับและเพิกถอนบน

เวบ็ไซตไมชดัเจน  ซ่ึงขอบกพรองและขอแนะนำดงักลาวนี้

ไดมีการวิเคราะหหาสาเหตุและการแกไขซึ่งปรับปรุง

เปนที่เรียบรอยแลว ดังแสดงในตารางที่ 2 และ 3 

ผลการดำเนินการทำใหสำนกัมาตรฐานหองปฏบิตักิาร

ประสบผลสำเร็จอยางชัดเจนและผานการตรวจประเมิน

จาก APAC-peer evaluation มีหองปฏิบัติการ

ผานการรับรองตามมาตรฐานสากลเพิ่มขึ้น 429, 451, 

476, 502, 541 และ 575 แหง ในป พ.ศ. 2560-2565

ตามลำดบั โดยใหการรบัรองหองปฏิบตักิารตามมาตรฐาน 

ISO/IEC 17025:2017 ครบถวนรอยละ 100 (296 แหง)

ภายในวันที่ 1 มิถุนายน 2564 ตามที่ประกาศ ILAC 

Resolution GA 20.15 กำหนด(21) เปนผลสำเร็จ

โดยไดเพิกถอนการรับรอง 1 แหง เนื่องจากหองปฏิบัติการ

ไมสามารถดำเนินการครบถวนตามขอกำหนด จากการ

พัฒนาปรับปรุงกระบวนการรับรองอยางตอเนื่อง พบวา

ผูใชบริการและผูมีสวนไดสวนเสียมีความพึงพอใจตอ

กระบวนการรับรองสงูขึน้ รอยละ 81.4, 81.8, 82.0, 82.8 

และ 90.8 ในป พ.ศ. 2561-2565 ตามลำดับ สำหรับ

ความตองการและความคาดหวังของผูใชบริการ พบวา

ตองการใหกระบวนการรับรองมีความสะดวกรวดเร็ว

มีการชำระอัตราคาธรรมเนียมการรับรองโดยผานทาง 

e-banking  และโปรแกรมการรับรองหองปฏิบัติการ

ดวยระบบอิเล็กทรอนิกสใหเขาถึงไดงายมากยิ่งขึ้น

ขอกำหนด ขอบกพรอง/ขอแนะนำ การแกไขและปรับปรุง

6.1 ไมพบการประเมินสมรรถนะผูตรวจประเมินเพิ่มเติมจากที่กำหนด 
(3 ปครั้ง) กรณีที่มีการทาบทามใหออกตรวจความถี่สูงกวาผูตรวจ
ประเมินทานอื่น อาจเกิดความเสี่ยงตอกิจกรรมที่ดำเนินการ (ISO/
IEC 17011; 6.1.3.4)

กำหนดมาตรการการแตงตัง้ผูตรวจประเมนิคนเดมิตรวจ
ไมเกนิ 2 คร้ังตอเดอืน และกำหนดใหมกีารเฝาระวงั โดย
ประเมินสมรรถนะผูตรวจประเมินเพิ่มเติม กรณีตรวจ
ประเมินมากกวา 2 ครั้งตอเดือน

8.2 ขอมูลหองปฏิบัติการที่ถูกระงับและเผยแพรบนเว็บไซต ระบุสถานะ 
(status column) 3 สถานะ คือ ไดรับการรับรอง ถูกระงับ และอยู
ระหวางดำเนินการ ทำใหเกิดความสับสนวาขอมูลใดดังกลาวจะอยูใน
รายชื่อขอมูลหองปฏิบัติการที่ถูกระงับ (ISO/IEC 17011; 8.2.2)

ปรบัปรงุเวบ็ไซต โดยยกเลกิสถานะไดรบัการรบัรอง และ
อยูระหวางดำเนนิการคงเหลอืเฉพาะถกูระงบั กำหนดให
มีวันที่และขอบขายถูกระงับ

ตารางที่ 3  ขอบกพรองขอแนะนำจากการตรวจประเมินเพื่อตออายุการยอมรับความเทาเทียมจาก APAC (ตอ)

วิจารณ

เมื่อเริ่มนำระบบคุณภาพสากล ISO/IEC 

17011:2017 มาใชในป พ.ศ. 2560 พบวามีปญหา

การสรางความเขาใจในระบบใหกับเจาหนาทีแ่ละบคุลากร

ทุกระดับ รวมถึงการตีความและการทำความเขาใจใน

ขอกำหนดของ ISO/IEC 17011:2017 เนื่องจาก

มาตรฐานดงักลาวเนนผลของกระบวนการแทนคำอธบิาย

ในรายละเอียดของงานและขั้นตอน จำเปนตองศึกษา

ความแตกตางระหวางขอกำหนด ISO/IEC 17011:2004 

และขอกำหนด ISO/IEC 17011:2017 เพื่อใชเปน

แนวทางการจดัแผนการปรบัปรงุและพัฒนาระบบบรหิาร

การเปนองคกรรับรองใหสอดคลองกับ ISO/IEC 

17011:2017 รวมถึงการเรียนรูจากการลงมือปฏิบัติจริง 

ในการปรับปรุงอยางตอเนื่อง โดยเฉพาะขอกำหนดใหม

ที่ไมมีในมาตรฐานฉบับกอน มี 3 ประเด็น ไดแก

1) ความเปนกลาง 2) การปฏิบัติการจัดการความ

เสี่ยงและโอกาส และ 3) การทบทวนความเหมาะสม

ของรูปแบบการตรวจสอบและรับรอง โดยมีการระบุ

ชัดเจนถึงความรูความสามารถของบุคลากรทุกหนาที่

ตลอดกิจกรรมการรับรองความสามารถ โดยเฉพาะ

ผลกระทบของผลประโยชนทับซอนการใหบริการ

การรับรองทั้งหนวยงานภายในและภายนอก ที่ผูบริหาร

สูงสุดตองมีความมุงมั่นและบุคลากรทั้งหมดตองปฏิบัติ

ดวยความเปนกลาง ซึ่งสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ

ไดนำความเส่ียงและโอกาสสูการปฏิบัติในการจัดการ

ตามระดับความรุนแรงของผลกระทบ ระบุผูรับผิดชอบหลัก

เปนผูอำนวยการสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ ในฐานะ
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เลขานุการคณะกรรมการที่ปรึกษาที่ตองรวมกันพิจารณา

ความเปนกลางและแนวทางลดความเสี่ยง โดยมีผูมีสวน

ไดสวนเสียทุกภาคสวนเขามามีสวนรวมและมีการนำ

โอกาสการพัฒนาจากการระบุความเสี่ยงที่ไดดำเนินการ

ตามขอกำหนดที่ 4.4 มากำหนดกิจกรรมที่วางแผน

ปรับปรุงและแผนการปองกันในขอกำหนดท่ี 9.6 เปน

อยางดี รวมกับการสำรวจความพึงใจตอการดำเนินการ

รับรอง ทั้งนี้จากการตรวจประเมินจาก APAC พบ

ขอบกพรองที่เปนขอกำหนดใหมและขอกำหนดเดิม

ที่เปนปญหาสำคัญ ตองติดตามเฝาระวังเพื่อปองกัน

ไมใหเกิดขึ้นซ้ำ และเปนเรื่องสำคัญท่ีตองจัดอบรมให

ความรูขอกำหนดและการเปล่ียนแปลงมาตรฐานตางๆ 

ที่เกิดข้ึนในการพัฒนาขีดความสามารถบุคลากร และ

สรางความตระหนักแกเจาหนาที่ในข้ันตอนการเตรียมการ

กอนการตรวจประเมินที่ เปนขอบกพรองที่ เ กิดข้ึน 

โดยเฉพาะการจัดทำแผนการตรวจประเมิน การเลือก

กิจกรรมที่สุมตรวจท่ีตองถูกบันทึกในรายงานการตรวจ

ประเมนิ เพือ่ใชเปนขอมูลในการจัดทำโปรแกรมการตรวจ

ประเมินตามวงรอบการรับรองที่มีประสิทธิภาพ สำหรับ

ขอกำหนดใหมท่ี 4.6 จำเปนท่ีตองเรงสำรวจความคดิเหน็

จากหองปฏิบัติการและผูมีสวนไดสวนเสียทั้งภาครัฐ

และเอกชน ถึงขอกำหนดท่ีจำเปนที่หองปฏิบัติการตอง

ปฏบิตัติาม รวมท้ังกฎหมายทีบ่งัคบัใช เพือ่นำมาปรบัปรงุ

ขอกำหนดเฉพาะสำหรับการใหการรับรองใหมีความ

ทันสมัยมากย่ิงขึ้น ปจจุบันมีท้ังหมด 12 ฉบับ ไดแก 

ขอกำหนดเฉพาะด านหองปฏิบัติการสัตวแพทย 

ดานนิติวิทยาศาสตร ดานรังสีและเครื่องมือแพทย 

ดานประสาทสัมผัส เปนตน เพื่อรักษาไวซึ่งการเปน

สมาชิกสามัญที่ลงนามความรวมมือระหวางประเทศ 

ตองถูกประเมินจาก peer evaluator ซ้ำทุก 4 ป 

ซึ่งสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการตั้งเปาหมายที่จะขยาย

การยอมรับรวมในโปรแกรมรับรองระบบงานธนาคาร

ทรัพยากรชีวภาพในป พ.ศ. 2569 โดยตองมีหอง

ปฏิบัติการที่ ไดรับการรับรองตามมาตรฐาน ISO 

20387:2018 อยางนอย  1 แหง เพือ่รบัการตรวจประเมนิ

จาก APAC  ครั้งตอไป

สรุป

ปจจัยความสำเร็จเกิดจากการมีนโยบายที่ชัดเจน

จากผูบริหารระดับสูง การสรางความเชื่อมโยงกับภาครัฐ

และภาคเอกชนผูมีสวนไดสวนเสีย และการมีความ

หลากหลายของบุคลากรทางหองปฏิบัติการที่มีความ

สามารถและมอีงคความรูดานวทิยาศาสตรการแพทยตาม

มาตรฐานสากล เขามามสีวนรวมในคณะกรรมการรบัรอง

ความสามารถ คณะที่ปรึกษาการรับรอง คณะทำงาน

วิชาการตางๆ และผูตรวจประเมิน รวมทั้งการวิเคราะห

เปรียบเทียบขอกำหนดตาม ISO/IEC 17011:2004 

และขอกำหนดตาม ISO/IEC 17011:2017 มสีวนสำคญั

ที่ทำใหเกิดความเขาใจและใชเปนแนวทางการพัฒนา

ระบบบริหารการเปนองคกรรับรอง สำนักมาตรฐานหอง

ปฏิบัติการของประเทศอยางมีประสิทธิภาพ ตลอดความ

สำเร็จในการพัฒนาดานกฎหมายที่เก่ียวของกับภารกิจ

ของสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ หนวยรับรองระบบ

งานของประเทศตามขอกำหนดที่ 4.4.11 ในการแสดง

ความเปนอิสระและความไมลำเอียง การเรียนรูจากการ

อบรมและการประชมุประจำปในฐานะสมาชกิของ APAC 

และ ILAC การมีแผนการปรับปรุงและแผนปองกันที่ดี

การพฒันาระบบสารสนเทศเพือ่ใชตรวจประเมนิทางไกล

ไดอยางครบถวน สงผลใหสำนกัมาตรฐานหองปฏบิตักิาร

สามารถรักษาสถานภาพการเปนสมาชิกสามัญที่ลงนาม

ความรวมมือในการตรวจตออายุแบบเต็มรูปแบบ

และไมพบขอบกพรองดานระบบบริหารจัดการหนวย

รับรองระบบงาน และสิ่งที่สำคัญ คือ การรักษาระบบ

และการพัฒนาตอยอดไปสูการไดรับการยอมรับรวม 

APAC MRA ในการขยายขอบขายการรับรองระบบงาน

ธนาคารทรัพยากรชีวภาพตามมาตรฐาน ISO/IEC 

20387:2018 Biotechnology–Biobanking–

General requirements for biobanking เพื่อ

ตอบสนองการพัฒนาทางอุตสาหกรรมและพัฒนา

เศรษฐกิจชีวภาพของประเทศ ซึ่งตองรวมมืออยางจริงจัง

จากทุกฝายที่เก่ียวของ ในการขับเคล่ือนยุทธศาสตรชาติ 

ในประเด็นการสรางความสามารถในการแขงขันของ

ประเทศไดอยางยั่งยืน
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ทั้งนี้ควรพัฒนาดำเนินงานในระยะตอไป ไดแก

1) ดานระบบบริหารคุณภาพ ตองมีการเปดโปรแกรม

การรับรองแบบ flexible scope เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ

และลดระยะเวลารับรอง และ 2) ดานเทคโนโลยี

สารสนเทศ ที่ตองมีการนำระบบการทำงานแบบดิจิทัล

มาประยุกตใชอยางคุมคา โดยตองมีการยกระดับ

โปรแกรมการรับรองหองปฏิ บัติ การด วยระบบ

อิเล็กทรอนิกสเปรียบเทียบกับมาตรฐานสากล ซึ่ง

จะชวยลดระยะเวลาในการใหบรกิารรองรบัขอบขายใหมๆ  

ไดแก โปรแกรมการรับรองธนาคารทรัพยากรชีวภาพ

ที่เปดใหบริการในป พ.ศ. 2565 โปรแกรมการรับรอง

หองปฏิบัติการทางการแพทยออนไลนตามมาตรฐาน

ISO 15189:2022 ที่ ประกาศใช เมื่ อธันวาคม

พ.ศ. 2565(22)

กิติกรรมประกาศ

ขอขอบคณุ อธบิดกีรมวิทยาศาสตรการแพทย และ

ผูบริหารสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการท้ังในอดีตและ

ปจจุบัน ที่ใหการสนับสนุนดานนโยบายและงบประมาณ

ในการดำเนินงานรับรองหองปฏิบัติการทางการแพทย

และสาธารณสุข และบุคลากรกลุมรับรองหองปฏิบัติการ

ที่มุงมั่นทำงานใหเกิดผลสำเร็จของงานนี้อยางตอเนื่อง 
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Sitaphaisith  Ekachampaka and Piyawan  Chainarongkuekul 
Bureau of Laboratory Quality Standards, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

Development of the Management Systems of 
Accreditation Body of Bureau of Laboratory

Quality Standards in Accordance with 
ISO/IEC 17011:2017

ABSTRACT ISO/IEC 17011:2017 has been announced to replace the original edition (ISO/IEC 
17011:2004) by International Organization for Standardization (ISO) and International Electrotechnical 
Commission (IEC) since November 2017.  The Bureau of Laboratory Quality Standards (BLQS) of 
the Department of Medical Sciences is approved to be a full member and signatory to the Asia Pacifi c 
Accreditation Cooperation (APAC) Mutual Recognition Arrangement (MRA) and becomes a signatory to 
the International Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC). Facing national challenges, BLQS needs 
to strengthen the capacity to provide accreditation of conformity assessment bodies in accordance with 
the new version standard ISO/IEC 17011:2017, and a peer evaluation process must be carried out by the 
APAC Evaluator within 3 years of the announcement date. By comparing the contrasting requirements 
between ISO/IEC 17011:2017 and ISO/IEC 17011:2004, BLQS was able to conduct a comprehensive 
analysis. With this information, BLQS could eff ortlessly incorporate the gap analysis, taking into account its 
current status. In doing so, BLQS could strategically devise a transition plan to ensure the maintenance of 
the APAC MRA across Accreditation Bodies. One notable accomplishment was the revision of the quality
manual, which included updated requirements, and processes. BLQS had also succeeded for 
a signifi cant development in competence, information, and risk managements. Nonconformities gained from 
accreditation process and views of interested parties were also discussed to identify opportunities for 
continuous improvement. Finally, our eff orts had been acknowledged by the APAC, who had approved our 
comprehensive report of ISO/IEC 17011:2017 on February 28, 2020. In addition, BLQS was also re-evaluated 
and approved to be a full member and signatory to APAC MRA and ILAC MRA in 2022. This information can 
be used as a guideline to plan the improvement of the organization to have a quality system that is accepted 
internationally as well as promoting the further development of the country’s bioeconomy.

Keyword:  ISO/IEC 17011:2017, APAC, ILAC, Accreditation body, Bureau of Laboratory Quality Standards
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