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การประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณยึดแผนรับภาพ
สําหรับการเอกซเรยดวยลํารังสีแนวราบ

บทคัดยอ การถายภาพเอกซเรยโดยใชลํารังสีแนวราบ เปนการถายภาพเอกซเรยโดยใหลํารังสีขนานกับเตียงและวางแผน
รับภาพตั้งฉากกับเตียงเอกซเรย การวางแผนรับภาพที่ไมมีอุปกรณชวยยึดทําใหมีโอกาสที่แผนรับภาพจะตกจากเตียงเกิด
ความเสียหายได การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณชวยการพยุงแผนรับภาพขณะเอกซเรย
โดยใชลาํรงัสีแนวราบทีป่ระดษิฐขึน้ เพือ่อาํนวยความสะดวกใหนักรงัสเีทคนิคในการถายภาพเอกซเรยดวยลาํรงัสแีนวราบ โดยให
นักรังสีเทคนิค จํานวน 3 คน ทดสอบกับผูปวย จํานวน 45 ราย ทําการบันทึกเวลาที่ใชในการจัดทาของแตละทาในผูปวย
แตละราย และใหนักรังสีเทคนิคที่ทําการจัดทาโดยใชอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพประเมินความพึงพอใจในดานตางๆ พบวา
ความพึงพอใจเฉล่ียในดานความสะดวกและรวดเร็ว และดานความปลอดภัยขณะใชอุปกรณอยูในระดับมากที่สุด คือ 4.71
และ 4.83 ตามลําดับ รวมทั้งมีการถายภาพเอกซเรยซ้ํา 5 ครั้ง จากการใชอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพทั้งหมด 64 ครั้ง คิดเปน
รอยละ 7.81 จึงสรุปไดวาอุปกรณที่ออกแบบและประดิษฐขึ้นทําใหแผนรับภาพมีความมั่นคง มีสวนชวยอํานวยความสะดวก
กับเจาหนาที่ ลดเวลาที่ใชในการเตรียมตัวจัดทาผูปวย ลดอัตราการถายเอกซเรยซ้ํา และลดการเกิดอุบัติเหตุจากการใชอุปกรณ
ชวยยึดชนิดอื่นๆ ที่ไมปลอดภัยหรือแผนรับภาพตกเสียหาย ทําใหผูปวย ญาติ และเจาหนาที่ปลอดภัยและไดรับปริมาณ
รังสีนอยลง อีกทั้งยังเปนวัสดุที่หาไดงายและตนทุนต่ําเหมาะสมที่จะนําไปใชในงานรังสีวินิจฉัยไดเปนอยางดี

คําสําคัญ: เอกซเรยโดยใชลํารังสีแนวราบ, อุปกรณชวยยึดแผนรับภาพ, การประเมินความพึงพอใจ
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บทนํา

การถายภาพเอกซเรยโดยใชลำรังสีแนวราบ 

(cross table radiography) เปนการถายภาพ

เอกซเรยโดยใหลำรังสีขนานกับเตียง มักใชกับผูปวยท่ี

ประสบอบุตัเิหตกุระดกูขอสะโพกหกัท่ีถกูเคลือ่นยายโดย

เปลนอน เนื่องจากผูปวยบาดเจ็บบริเวณดังกลาวมาก ใน

การจัดทาถายเอกซเรยจึงตองระมัดระวังและพยายาม

ใหผูปวยเคลื่อนไหวนอยที่สุด การถายภาพเอกซเรย

โดยวธิ ีcross table radiography จึงเปนหน่ึงในตวัเลอืก

ที่รังสีแพทยมักสงผูปวยมาเอกซเรย เนื่องจากลำรังสี

จะเขาทางดานขางของผูปวยผานกระดูกขอสะโพก ทำให

เห็นภาพของคอกระดูกตนขา (femoral neck) ในแนว

ดานขาง โดยทีผู่ปวยเคลือ่นไหวนอยทีส่ดุ(1) และนอกจากนี้

การถายภาพเอกซเรยโดยใชลำรังสีแนวราบ ยังสามารถ

ประยุกตใชกับการถายภาพรังสีทรวงอก การถายภาพ

รังสีชองทอง และอวัยวะอื่นๆ ได ชวยใหวินิจฉัยรอยโรค

ไดอยางมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น

ในการถายภาพเอกซเรยทางดานขางของกระดูก

สะโพก (hip lateral) บางกรณีที่ศัลยแพทย

ดานกระดูกและขอไดทำการผาตัดใสเหล็กดามบริเวณ

กระดูกขอสะโพกหรือตนขาท่ีหัก (fracture of hip 

or proximal femur) แพทยจะสงเอกซเรยในทา 

hip lateral cross table โดยลักษณะของทา คอื ใหผูปวย

อยูในทานอนหงายเหยียดตัวตรง ยกขาขางตรงขามขึ้น

ใหพนแนวลำเอกซเรย และขอสะโพกงอ 45 ํ แลววาง

ลงบนอุปกรณพยุงขาเพื่อชวยไมใหขาผูปวยขยับขณะ

ถายภาพ จากนั้นจัดใหลำเอกซเรยมีทิศทางไปทางศีรษะ

และขนานกับพื้นเตียง ทำมุม 45 ํ กับแนวยาวลำตัวของ

ผูปวย และวางแผนรบัภาพตัง้ฉากกบัพืน้เตยีงในดานขาง

ของกระดูกสะโพกที่ตองการถายภาพรังสี เพื่อดูแนวหรือ

รูปรางของกระดูกและเหล็กที่ทำการผาตัดไวหรือใช

ติดตามอาการ(2) แตพบวาเทคนิคการจัดทานี้มีวิธีการที่

ยุงยาก เนื่องจากผูปวยจะตองยกขาขางที่ไมไดถายภาพ

เอกซเรยขึ้น เพื่อไมใหบังลำรังสีและตองวางแผนรับภาพ

ตั้งฉากกับเตียงในแนวนอนที่เหนือกวาสันกระดูกปก

สะโพก (iliac crest) มุมรับภาพอยูที่ประมาณ 20–45 ํ 

ใหตรงกบัมมุการเอยีงของสวนคอกระดกูตนขา (neck of 

femur)(3) การที่ตองวางแผนรับภาพตั้งฉากกับเตียง ซึ่ง

ไมมอีปุกรณชวยยดึรองรบั ทำใหแผนรบัภาพไมมัน่คงและ

มีโอกาสที่แผนรับภาพจะตกจากเตียง เกิดความเสียหาย

จึงตองใหผูปวยหรือเจาหนาที่ผูชวยชวยยึดแผนรับภาพ

เปนการเพิ่มความเสี่ยงที่เกิดจากการไดรับรังสีเพิ่มขึ้น 

และอาจมีการขยับเคลื่อนแผนรับภาพ ทำใหไดภาพท่ีมี

คุณภาพนอยลง นักรังสีเทคนิคจึงตองดูแลดานอุปกรณ

ปองกันอันตรายจากรังสี และใหคำแนะนำในการจัดทา

ใหกับเจาหนาที่ผูชวย เพื่อใหไดภาพถายรังสีที่มีคุณภาพ 

สงผลใหตองใชเวลาในการถายภาพรงัสเีพิม่ขึน้ (เมือ่รวม

เวลาในการถายภาพ 1 ภาพ ใชเวลาเฉลีย่ 3–5 นาท ีกับเวลา

ในการใหคำแนะนำในการจัดทาใหกับเจาหนาที่ผูชวย) 

นักรังสีเทคนิคจึงมีการประยุกตใชถังน้ำดื่มชวยในการ

พยงุแผนรบัภาพและจดัทาผูปวย ซึง่แผนรบัภาพยังคงไม

สามารถวางตั้งฉากกับเตียงไดอยางมั่นคงและไมไดตาม

ระนาบที่ถูกตอง สงผลใหตองมีการเอกซเรยซ้ำ จากการ

เก็บขอมูลอัตราการเอกซเรยซ้ำในการเอกซเรยเขาและ

ขอสะโพกในผูปวยกลุมนี้ พบวามีอัตราสูงถึงรอยละ 24

(ตั้งแตเดือนตุลาคม พ.ศ. 2558 ถึง เดือนเมษายน 

พ.ศ. 2559)(4) 

ในอดีตมีการพัฒนานวัตกรรมอุปกรณยึดจับแผน

รับภาพสำหรับถายภาพรังสี เพื่อใหเจาหนาที่สามารถ

ถายภาพรังสีเอกซเรยไดโดยสะดวกและรวดเร็ว และ

มีมาตรฐาน ญาติผูปวยปลอดภัยจากการไดรับรังสี

โดยไมจำเปนจากการชวยจบัแผนรบัภาพ โดยนำอปุกรณ

ไปใชงานจริง และเก็บขอมูลการใชงานอุปกรณ พบวา

เมื่อมีการใชงานอุปกรณยึดจับแผนรับภาพสำหรับถาย

ภาพรังสี ทำใหการถายภาพรังสีทำไดโดยสะดวกและ

รวดเร็ว ไดมาตรฐานมากยิ่งขึ้น และสามารถลดการถาย

เอกซเรยซ้ำได(5) มีการศึกษาเก่ียวกับอุปกรณชวยพยุง

ขาผูปวยเอกซเรยกระดูกขอสะโพกดานขางโดยใชลำรังสี

แนวราบ(6) อุปกรณชวยยึดจับแผนรับภาพรังสีหลาก

หลายรูปแบบ(7−9) แตแผนกรังสีวินิจฉัย โรงพยาบาล

วชิรพยาบาล คณะแพทยศาสตรวชิรพยาบาล ยังตองการ

อุปกรณชวยยึดแผนรับภาพขณะเอกซเรยโดยใชลำรังสี

แนวราบที่ใชงานงาย สะดวก ปลอดภัย และเหมาะสม

กับผูปวยในทาตางๆ เพื่ออำนวยความสะดวกใหนักรังสี

เทคนิค ผูวิจัยจึงประดิษฐอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพ

ขณะเอกซเรยโดยใชลำรังสีแนวราบขึ้น เพื่อชวยในการ

พยุงแผนรับภาพใหมีความมั่นคง สามารถถายภาพรังสี

โดยใชลำรงัสแีนวราบไดอยางสะดวก ผูปวยและเจาหนาที่
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ปลอดภัย และไดภาพถายรังสีเอกซเรยที่มีคุณภาพทำให

แพทยสามารถวินิจฉัยและรักษาผูปวยไดอยางถูกตอง

วัสดุและวิธีการ

กลุมตัวอยาง

ผูปวยของโรงพยาบาลวชิรพยาบาลท่ีเขารับการ

เอกซเรยและมีใบขอตรวจทางรังสีใหถายภาพเอกซเรย

โดยใชลำรังสีแนวราบในทาตอไปน้ี abdomen AP 

upright, ankle lateral, chest AP upright, chest 

lateral decubitus, C-spine lateral, hip lateral 

cross table, knee lateral, L-S spine lateral และ 

T-L spine lateral โดยใหผูปวยท่ีเปนอาสาสมัคร

ลงนามยินยอมในหนังสือแสดงเจตนายินยอมเขารวม

การวิจัย ซึ่งไดรับการบอกกลาวและเต็มใจแลวเทานั้น 

เกณฑการคัดอาสาสมัครเขา

คัดเลือกผูปวยที่มีใบขอตรวจทางรังสีใหถายภาพ

เอกซเรยโดยใชลำรังสีแนวราบในทาดังท่ีกลาวขางตน 

ที่มีอายุอยูในชวง 18 ปบริบูรณขึ้นไป รูสึกตัวดี สามารถ

สื่อสารไดรูเรื่อง และยินยอมใหใชอุปกรณชวยยึดแผน

รับภาพ

จำนวนอาสาสมัครหรือขนาดตัวอยาง

ผูปวยท่ีเปนอาสาสมัคร จำนวน 45 ราย โดยคำนวณ

กลุมตัวอยางจากโปรแกรม G*Power 3.1.9.7(10)

วัสดุ
ใช โปรแกรม Shapr  3D S iemens ®,

Hungary(11−14) ออกแบบอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพ
และใชวัสดุอุปกรณในการประดิษฐอุปกรณชวยยึด
แผนรับภาพตามการออกแบบประกอบดวย ทอน้ำ
พีวีซี ขนาด 3/4 นิ้ว ความยาว 1 เมตร, ทอน้ำพีวีซี 
ขนาด 1/2 นิ้ว ยาว 40 เซนติเมตร, ของอพีวีซี ขนาด 
3/4 นิ้ว จำนวน 4 ตัว, ขอตอพีวีซี 3 ทาง จำนวน 3 
ตัว, ขอตอพีวีซี 4 ทาง จำนวน 1 ตัว, ฝาครอบพีวีซี 
ขนาด 3/4 นิ้ว 2 ตัว, ฝาครอบพีวีซี ขนาด 1/2 นิ้ว 1 ตัว, 
จมกูบนัไดพวีซี,ี แผนคิว้ยางกนัลืน่สดีำ, นำ้ยาประสานทอ, 
สเปรยสีเงิน และปูนซีเมนต

แบบบันทึกความพึงพอใจในดานตางๆ สำหรับ
การใชอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพ (สำหรับเจาหนาที่) 
ในการเก็บขอมูลผูปวยเมื่อมีใบขอตรวจทางรังสีใหมีการ
จัดทาแบบ lateral cross table 

วิธีการ
งานวิจัยนี้เลือกใชทอพีวีซีเนื่องจากมีน้ำหนักเบา

และราคาถกูกวาโลหะ และทำการเขยีนแบบจำลองอปุกรณ
ชวยยึดแผนรับภาพโดยใชโปรแกรม Shapr 3D
Siemens® ดังแสดงในภาพที่ 1 และ 2

ข้ันตอนการประดิษฐอุปกรณชวยยดึแผนรบัภาพ
การประกอบฐานของอุปกรณ โดยนำขอตอพีวีซี 

3 ทาง ตอเขากับทอน้ำพีวีซี ขนาด 3/4 นิ้ว ไดความยาว

ภาพที่ 1 แบบจำลองอุปกรณชวยยดึแผนรบัภาพขณะเอกซเรยโดยใชลำรงัสแีนวราบรุนตนแบบ โดย A = แบบจำลอง 

 3 มิติ และ B = ดานขางของแบบจำลอง

A B
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เทากับ 25 เซนติเมตร (รุนตนแบบ) ดังแสดงในภาพที่ 

3A ทำการตัดขาของขอตอพีวีซี 3 ทาง ออก 1 ขา ใหได

ความยาวโดยรวมฝาครอบพีวีซีเทากับ 15 เซนติเมตร 

ทำทั้งสองชิ้นสวน (รุน complete version) ดังแสดง

ในภาพที่  3B จากนั้นนำชิ้นสวนท้ังสองประกอบ

กับทอน้ำพีวีซี ขนาด 3/4 นิ้ว และใชขอตอพีวีซี 3 ทาง

จำนวน 1 ตัว ซึ่งวางเปนรูปตัว T กลับหัว เปนตัวเชื่อม

ทั้งสองชิ้นสวนเขาดวยกันไดความยาวทั้งหมด 32.5 

เซนติเมตร ดังแสดงในภาพที่ 3C เติมปูนซีเมนตเพื่อ

ทำการถวงน้ำหนักใหฐานของอุปกรณสามารถตั้งได

อยางมั่นคงและปดฝาครอบพีวีซี ขนาด 3/4 นิ้ว ดวย

น้ำยาประสานทอ ดังแสดงในภาพที่ 3D 

ภาพที่ 2 แบบจำลองอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพขณะเอกซเรยโดยใชลำรังสีแนวราบ รุน complete version

 โดย A = แบบจำลอง 3 มิติ และ B = ดานขางของแบบจำลอง 

A B

ภาพที่ 3 การประกอบฐานของอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพ ดังนี้

             3A = การตอพีวีซี 3 ทาง เขากับทอน้ำพีวีซี ขนาด 3/4 นิ้ว (รุนตนแบบ)

B

D

A

C
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การประกอบสวนยึดจับแผนรับภาพ โดยนำสวน

ประกอบทั้งหมดของฐานอุปกรณประกอบกับทอน้ำ

พีวีซี ขนาด 3/4 นิ้วและขอตอพีวีซี 4 ทาง ใหไดความสูง

37 เซนติเมตร (รวมความหนาของฐาน) ดังแสดงใน

ภาพที่ 4A จากนั้นนำทอน้ำพีวีซี ขนาด 1/2 นิ้ว ยาว 40 

เซนติเมตร ตอเขากับทอน้ำพีวีซี ขนาด 3/4 นิ้ว และ

ประกอบฝาครอบ ขนาด 1/2 นิ้ว เพื่อใหสามารถปรับ

ความสงูของสวนยดึแผนรบัภาพได ดงัแสดงในภาพที ่4B

            3B = การตัดขาของขอตอพีวีซี 3 ทาง ออก 1 ขา โดยทำทั้งสองชิ้นสวน (รุน complete version)

            3C = การประกอบชิ้นสวนทั้งสองกับทอน้ำพีวีซี ขนาด 3/4 นิ้ว และใชขอตอพีวีซี 3 ทาง จำนวน 1 ตัว 

                    ซึ่งวางเปนรูปตัว T กลับหัว เปนตัวเชื่อมทั้งสองชิ้นสวนเขาดวยกัน 

            3D = การปดฝาครอบพีวีซี ขนาด 3/4 นิ้ว หลังจากเติมปูนซีเมนตเพื่อทำการถวงน้ำหนัก 

ภาพที่ 4 การประกอบสวนยึดจับแผนรับภาพของอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพ ดังนี้

             4A = สวนของฐานอุปกรณกับทอน้ำพีวีซี ขนาด 3/4 นิ้ว และขอตอพีวีซี 4 ทาง 

             4B = การนำทอน้ำพีวีซี ขนาด 1/2 นิ้ว ความยาว 40 เซนติเมตร ตอเขากับทอน้ำพีวีซี ขนาด 3/4 นิ้ว 

การประกอบสวนถวงน้ำหนักของอุปกรณ โดย

นำของอพีวีซี ขนาด 3/4 นิ้ว จำนวน 4 ตัว ตอเขากับ

ทอน้ำพีวีซี ขนาด 3/4 น้ิว เปนรูปส่ีเหล่ียมผืนผายาว 

34 เซนติเมตร และกวาง 23 เซนติเมตร เติมปูนซีเมนต

ในสวนดานลางของช้ินสวนรูปสี่เหลี่ยมผืนผา เพื่อเปน

ตัวถวงน้ำหนักและรองรับน้ำหนักของแผนรับภาพได

อยางมั่นคง โดยตัวถวงน้ำหนักจะทำมุมกับสวนยึดแผน

รับภาพ 45 องศา ดังแสดงในภาพที่ 5

ภาพที่ 5  การประกอบสวนถวงน้ำหนัก โดย 5A = ดานขางของแบบจำลอง และ 5B = ดานหลังของแบบจำลอง

BA

BA
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หลังจากประกอบฐานของอปุกรณ สวนยดึจบัแผน

รับภาพ และสวนถวงน้ำหนักแลว ทำการประกอบช้ิน

สวนสำหรับรองรับแผนรับภาพ เพื่อใชสำหรับเปนชอง

ในการเสียบแผนรับภาพ โดยใชจมูกบันไดพีวีซียาว 32 

จากนั้นพนสีสเปรยสีเงินเพื่อความสวยงามของ

อุปกรณ จะไดอุปกรณรุนตนแบบกอนนำไปทดสอบ

ประสิทธิภาพและความปลอดภัยของอุปกรณ และรุน 

ภาพที่ 6  การประกอบสวนรองรับแผนรับภาพและตกแตงของอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพ ดังนี้

              6A = ดานหนาของแบบจำลองขณะยังไมดึงสวนยึดจับแผนรับภาพขึ้น มีความสูง 37 เซนติเมตร และ

   กวาง 32.5 เซนติเมตร

              6B = ดานหนาของแบบจำลองขณะดึงสวนยึดจับแผนรับภาพขึ้น มีความสูง 70 เซนติเมตร

              6C = แบบจำลอง 3 มิติ เมื่อประกอบสวนรองรับแผนรับภาพและตกแตงอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพ

เซนติเมตร และกวาง 3 เซนติเมตร ติดตั้งที่ดานหนาติด

กับฐานของอุปกรณพรอมกับติดแผนค้ิวยางกันลื่นสีดำ 

เพื่อปองกันไมใหแผนขยับและปองกันการกระแทกของ

แผนรับภาพ ดังแสดงในภาพที่ 6

A B C

complete version ซึ่งปรับปรุงหลังจากการทดสอบ

ประสิทธิภาพและความปลอดภัยของอุปกรณ ดังแสดง

ในภาพที่ 7

A B
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การทดสอบประสิทธิภาพและความปลอดภัยของ

อุปกรณชวยยึดแผนรับภาพขณะเอกซเรยโดยใชลำรังสี

แนวราบกอนนำไปใชงานจรงิกบัผูปวย โดยทดสอบความ

สามารถในการรองรับน้ำหนักและติดตั้งแผนรับภาพ

ภาพที่ 7 อุปกรณชวยยึดแผนรับภาพขณะเอกซเรยโดยใชลำรังสีแนวราบ ดังนี้

             7A = รุนตนแบบขณะยังไมดึงสวนยึดจับแผนรับภาพขึ้น (ดานหนา)

           7B = รุนตนแบบขณะดึงสวนยึดจับแผนรับภาพขึ้น (ดานขาง)

          7C = รุน complete version ขณะยังไมดึงสวนยึดจับแผนรับภาพขึ้น (ดานหนา)

          7D = รุน complete version ขณะดึงสวนยึดจับแผนรับภาพขึ้น (ดานขาง)

C D

และความมั่นคงแข็งแรงของอุปกรณในขณะตั้งบนเตียง

เอกซเรย หากมีขอบกพรองใดๆ จะนำมาปรับปรุงกอน

การใชงานจริง ดังแสดงในภาพที่ 8 

A B
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ใหนักรังสีเทคนิค 3 คน นำอุปกรณชวยยึดแผน

รับภาพไปทดสอบการใชงานจริงกับผูปวย และเก็บ

ขอมูลเวลาที่ใชในการถายภาพเอกซเรยโดยใชลำรังสี

แนวราบ ขณะใชอุปกรณชวยในการพยุงแผนรับภาพที่

ประดิษฐข้ึน ประเมินความพึงพอใจของนักรังสีเทคนิค

ในดานความสะดวก รวดเร็ว และความปลอดภัยดวย

แบบสอบถาม ลักษณะของแบบสอบถามเปนแบบ

มาตราสวนประมาณคา (rating scale) 5 ระดับ ของ

ลิเคิรท (Likert scale)(15,16) และบันทึกอุบัติการณการ

ถายเอกซเรยซ้ำ (repeat) ในผูปวยที่มีการใชอุปกรณ

ชวยยดึแผนรบัภาพ เกบ็ขอมลูจากกลุมตวัอยางครบทัง้ 45 

ราย นำขอมูลที่ไดวิเคราะหเวลาที่ใชและคะแนนความพึง

พอใจของเจาหนาที่ในดานตางๆ แสดงเปนคาเฉลี่ยและ

สวนเบีย่งเบนมาตรฐาน จำนวนครัง้ท่ีทำการถายเอกซเรย

ซ้ำแสดงเปนรอยละ 

C D

ภาพที่ 8 การทดสอบประสิทธิภาพและความปลอดภัยของอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพขณะใชและไมใชกริด 

            8A = รุนตนแบบขณะไมใชกริด (ดานหนา)

           8B = รุนตนแบบขณะไมใชกริด (ดานขาง)

            8C = รุน complete version ขณะใชกริด (ดานหนา)

             8D = รุน complete version ขณะใชกริด (ดานขาง)

จริยธรรมการวิจัย

การศึกษานี้เปนรูปแบบ experimental study 

ไดรับการอนุมัติจากสำนักงานคณะกรรมการพิจารณา

จริยธรรม คณะแพทยศาสตรวชิรพยาบาล มหาวิทยาลัย

นวมินทราธิราช (COA 248/2564) เมื่อ 22 ธันวาคม 

พ.ศ. 2564

ผล

จำนวนครั้งที่ใชอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพขณะ

เอกซเรยโดยใชลำรังสีแนวราบ

การวิจัยนี้ใชอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพขณะ

เอกซเรยโดยใชลำรังสีแนวราบ จำนวน 64 ครั้ง ดังแสดง

ในตารางที่ 1
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การวิเคราะหความพึงพอใจในดานความสะดวกและ

รวดเร็วสำหรับเจาหนาที่นักรังสีเทคนิค

ผลการวิเคราะหความพึงพอใจในการใชอุปกรณ

ชวยยึดแผนรับภาพขณะเอกซเรยโดยใชลำรังสีแนวราบ

ดานความสะดวกและรวดเร็ว สำหรับเจาหนาที่นักรังสี

เทคนิค 3 คน พบวาภาพรวมความพึงพอใจในดาน

ความสะดวกและรวดเรว็เฉลีย่ เทากบั 4.71 สวนเบีย่งเบน

มาตรฐาน เทากับ 0.28 อยูในระดับพึงพอใจมากที่สุด

ดังแสดงในตารางที่ 3

ตารางท่ี 1  จำนวนครัง้ของการใชอปุกรณชวยยดึแผนรบัภาพในการถายภาพเอกซเรยโดยใชลำรงัสแีนวราบในทาตาง ๆ

Position จำนวนครั้งที่ใชอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพ (ครั้ง)

Abdomen AP upright
Ankle lateral
Chest AP upright
Chest lateral decubitus
C-spine lateral
Hip lateral cross table
Knee lateral
L-S spine lateral
T-L spine lateral

14
7
14
2
2
4
12
6
3

                      รวม 64*

หมายเหตุ: * มีการใชอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพในการถายภาพเอกซเรยผูปวยบางรายมากกวา 1 ทา 

ระยะเวลาที่ใชในการจัดทา

ระยะเวลาเฉล่ียท่ีใชในการจัดทาแตละทาในการ

ถายภาพเอกซเรยโดยใชลำรังสีแนวราบ ขณะใชอุปกรณ

ชวยยึดแผนรับภาพที่ประดิษฐข้ึน เริ่มจับเวลาเมื่อเร่ิม

ทำการจัดทาผูปวยและหยุดจับเวลาเมื่อการจัดทา

ตารางที่ 2 การใชงานอุปกรณชวยในการยึดแผนรับภาพที่ประดิษฐขึ้นในแตละทาการตรวจ ระยะเวลาเฉล่ียและ

 สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

Position ระยะเวลาเฉลี่ย (นาที) สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD)

Abdomen AP upright

Ankle lateral

Chest AP upright

Chest lateral decubitus

C-spine lateral 

Hip lateral cross table

Knee lateral

L-S spine lateral

T-L spine lateral

1.13

0.87

0.74

1.31

1.68

3.21

1.14

1.41

1.91

0.72

0.59

0.44

0.71

0.78

0.82

0.61

0.79

0.81

เสร็จสิ้น พบวาทา chest AP upright ใชระยะเวลา

เฉลี่ยในการจัดทานอยที่สุดอยูที่ 0.74 นาที และทา

hip lateral cross table ใชระยะเวลาเฉลีย่ในการจดัทา

มากทีส่ดุอยูที ่3.21 นาท ีตามลำดบั ดงัแสดงในตารางที ่2
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ตารางที่ 3  แสดงจำนวน คาเฉลี่ย และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของความพึงพอใจดานความสะดวกและรวดเร็ว

Position จำนวนครั้ง

จำนวนระดับความพึงพอใจในดานความสะดวก และรวดเร็ว

คาเฉลี่ย
สวน

เบี่ยงเบน
มาตรฐาน

แปลความมากที่สุด
5

มาก
4

ปานกลาง
3

นอย
2

นอยที่สุด
1

Abdomen AP 
upright 
Ankle lateral
Chest AP upright
Chest lateral 
decubitus
C-spine lateral
Hip lateral 
cross table
Knee lateral
L-S spine lateral
T-L spine lateral

14

7
14
2

2
4

12
6
3

13

7
6
1

2
1

12
6
3

1

0
8
1

0
0

0
0
0

0

0
0
0

0
3

0
0
0

0

0
0
0

0
0

0
0
0

0

0
0
0

0
0

0
0
0

4.93

5.00
4.43
4.50

5.00
3.50

5.00
5.00
5.00

0.27

0.00
0.51
0.71

0.00
1.00

0.00
0.00
0.00

มากที่สุด

มากที่สุด
มาก
มาก

มากที่สุด
นอย

มากที่สุด
มากที่สุด
มากที่สุด

รวม 64 51 10 3 0 0 4.71 0.28 มากที่สุด

หมายเหตุ: การอภิปรายแบบสอบถามแบบอันตรภาค (interval scale) ใชสูตรการคํานวณความกวางของอันตรภาคชั้น(17) 

          คะแนนเฉลี่ย 4.61 – 5.00  หมายถึง  มากที่สุด 
          คะแนนเฉลี่ย 4.21 – 4.60  หมายถึง  มาก 
          คะแนนเฉลี่ย 3.81 – 4.20  หมายถึง  ปานกลาง 
          คะแนนเฉลี่ย 3.41 – 3.80  หมายถึง  นอย 
          คะแนนเฉลี่ย 3.01 – 3.40  หมายถึง  นอยที่สุด

การวิเคราะหความพึงพอใจในดานความปลอดภัย

สำหรับเจาหนาที่นักรังสีเทคนิค

ผลการวิเคราะหความพึงพอใจในการใชอุปกรณ

ชวยยึดแผนรับภาพขณะเอกซเรยโดยใชลำรังสีแนวราบ

ดานความปลอดภัย สำหรับเจาหนาที่นักรังสีเทคนิค

จำนวน 3 คน พบวาภาพรวมความพึงพอใจในดานความ

ปลอดภัยเฉลี่ย เทากับ 4.83 สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

เทากับ 0.24 อยูในระดับพึงพอใจมากที่สุด ดังแสดงใน

ตารางที่ 4

ตารางที่ 4 จำนวนคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของความพึงพอใจดานความปลอดภัยสำหรับเจาหนาที่นักรังสี

 เทคนิค

Position จำนวนครั้ง

จำนวนระดับความพึงพอใจในดานความปลอดภัย
(จำนวนครั้งที่ใชอุปกรณทั้งหมด 64 ครั้ง) คาเฉลี่ย

สวน
เบี่ยงเบน
มาตรฐาน

แปลความ

มากที่สุด มาก ปานกลาง นอย นอยที่สุด

Abdomen AP upright
ankle lateral
Chest AP upright
Chest lateral decubitus
C-spine lateral
Hip lateral cross table
Knee lateral
L-S spine lateral
T-L spine lateral

14
7
14
2
2
4
12
6
3

14
7
6
1
2
3
12
5
3

0
0
8
1
0
1
0
1
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0

5.00
5.00
4.43
4.50
5.00
4.75
5.00
4.83
5.00

0.00
0.00
0.51
0.71
0.00
0.50
0.00
0.41
0.00

มากที่สุด
มากที่สุด

มาก
มาก

มากที่สุด
มากที่สุด
มากที่สุด
มากที่สุด
มากที่สุด

รวม 64 53 11 0 0 0 4.83 0.24 มากที่สุด
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การวิเคราะหอัตราการถายเอกซเรยซ้ำ

จากการเก็บรวบรวมขอมูลการใชอุปกรณชวย

ยึดแผนรับภาพขณะเอกซเรยโดยใชลำรังสีแนวราบ 

โดยใชอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพชวยในการจัดทา

ทั้งหมด 64 ครั้ง พบวามีการถายเอกซเรยซ้ำเกิดขึ้น

ผูวิจัยจึงนำขอมูลท่ีบันทึกวิเคราะหสาเหตุ จำนวนครั้ง 

และรอยละของการถายเอกซเรยซ้ำ เพื่อหาสาเหตุวา

เกิดจากการใชอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพที่ประดิษฐขึ้น

หรือไม ผลการวิเคราะหพบวาเกิดการถายเอกซเรยซ้ำ

ทั้งหมด 5 ครั้ง คิดเปนรอยละ 7.81 โดยเกิดขึ้นจาก

2 สาเหตุ คือ เทคนิคการจัดทา (position) มีจำนวน

การถายเอกซเรยซ้ำ 4 ครั้ง คิดเปนรอยละ 6.25 และ

เทคนคิการปรับคาพารามิเตอร (exposure technique) 

มีจำนวนการถายเอกซเรยซ้ำ 1 ครั้ง คิดเปนรอยละ 1.56 

จากการพิจารณาตามการจัดทา พบวาทา knee lateral 

มีการถายเอกซเรยซ้ำมากที่สุด จำนวน 2 ครั้ง จากสาเหตุ

เทคนิคการจัดทา รองลงมา คือ ทา ankle lateral 

กับ chest lateral จากสาเหตุเทคนิคการจัดทา และทา

chest lateral decubitus จากสาเหตุเทคนิคการตั้งคา

พารามิเตอร 

วิจารณ

การประดิษฐอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพขณะ

เอกซเรยโดยใชลำรังสีแนวราบ โดยทำการเก็บรวบรวม

ขอมูลเวลาที่ใชในการถายภาพเอกซเรย ความพึงพอใจ

ของเจาหนาที่นักรังสีเทคนิค และอัตราการถายเอกซเรย

ซำ้ จากกลุมตวัอยางผูปวย จำนวน 45 ราย ท่ีมีใบขอตรวจ

ทางรังสีใหถายภาพเอกซเรยโดยใชลำรังสีแนวราบ 

และผูปวยอยูในเกณฑคัดเขาที่กำหนดไว ซึ่งอุปกรณ

ชวยยึดแผนรับภาพรุนแรกท่ีประดิษฐขึ้น เมื่อนำไป

ทดสอบประสทิธภิาพของอปุกรณกอนนำไปใชงานจรงิกบั

ผูปวย พบวามขีอเสียในสวนของฐานของอปุกรณทีม่ขีาตัง้

ยื่นออกมาทางดานหนามากเกินไป ทำใหตองใชพื้นที่ใน

การจัดวางอุปกรณมาก เกิดความไมสะดวกในการจัดทา 

ไมปลอดภัยตอผูปวย และแผนรับภาพและขาตั้งที่ยื่น

ออกมามีความหนา ทำใหการจัดทาที่ตองใหอวัยวะหรือ

ลำตัวผูปวยชิดกับแผนรับภาพทำไดไมสะดวก เนื่องจาก

ผูปวยตองใชโฟมหนุนใหสูงขึ้นหรือลำตัวผูปวยตองทับ

กับขาตั้งที่อยูดานหนาของอุปกรณ นอกจากนี้อุปกรณ

ดังกลาวมีสวนรองรับแผนรับภาพที่อยูในตำแหนงที่สูง

จากเตียงทำใหภาพเอกซเรยที่ไดขาดไปบางสวน ไมเปน

ผลดีตอผูปวย และอาจสงผลใหการวินิจฉัยของแพทย

ผิดพลาด ผูวิจัยจึงนำขอบกพรองมาปรับปรุงและพัฒนา

กอนการใชงานจริงกับผูปวย โดยการตัดขาตั้งที่ยื่นออก

มาทางดานหนาของฐานอปุกรณออกและเลือ่นสวนรองรบั

แผนรบัภาพลงใหชดิกับเตยีงมากทีส่ดุ จงึไดมาซึง่อปุกรณ

ชวยยึดแผนรับภาพรุน complete version ซึ่งแกปญหา

ที่พบจากการทดสอบประสิทธิภาพเรียบรอยแลว พรอม

นำไปใชงานจรงิกบัผูปวย เมือ่พจิารณาตามการจดัทา พบ

วาทา chest AP upright ใชระยะเวลาเฉลี่ยในการจัด

ทานอยที่สุดอยูที่ 0.74 นาที ขณะที่ระยะเวลาเฉลี่ยที่ใช

ในการจัดทากอนที่ไมใชอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพอยู

ที่ 2.56 นาที และทา hip lateral cross table ใชระยะ

เวลาเฉล่ียในการจัดทามากที่สุดอยูที่ 3.21 นาที ขณะท่ี

ระยะเวลาเฉลีย่ทีใ่ชในการจดัทากอนทีจ่ะมกีารใชอปุกรณ

ชวยยึดแผนรับภาพอยูที่ 4.47 นาที และพบวาการใช

อุปกรณชวยยดึแผนรบัภาพทีผู่วจิยัออกแบบและประดษิฐ

ขึน้นีใ้นทา chest AP upright ใชเวลานอยกวาการไมใช

อุปกรณชวยยึดแผนรับภาพ รอยละ 71.1 ซึ่งนอยกวา

การศึกษาของกัญรัสมิ์  สำราญ และกาญจณฉัตตร 

กุลเพชรจารุกร ที่พบวาผลการใชวัสดุอุปกรณชวยในการ

ถายภาพรังสีในทานั่งยืนของสวนอกใชเวลาเฉลี่ยอยูที่

3 นาที(18) คิดเปนรอยละ 75.33 และพบวาในทา hip 

lateral cross table ใชเวลานอยกวาการไมใชอุปกรณ

ชวยยดึแผนรบัภาพ คดิเปนรอยละ 28.19 อกีทัง้พบวาใช

เวลามากกวาการศึกษาของ Liu H และคณะ ที่พบวาการ

ถายภาพรังสีกระดูกขอสะโพกในทา hip lateral cross 

table ใชเวลาเฉลี่ยมากที่สุดอยูที่ 1.131 นาที(19) คิดเปน

รอยละ 64.78 อาจเนื่องดวยปจจัยบางประการที่มีความ

แตกตางกัน เชน เทคนิคการจัดทา สภาพรางกายของ

ผูปวย สภาพแวดลอม เครือ่งเอกซเรย และอุปกรณชวยจดั

ทาตางๆ ภายในหองเอกซเรย รวมถึงการเริ่มตนจับเวลา

ที่แตกตางกัน สงผลใหใชเวลาแตกตางกัน

จากการประเมินความพึงพอใจของเจาหนาที่

นักรังสีเทคนิค จำนวน 3 คน ขณะถายภาพเอกซเรย
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โดยใชลำรังสีแนวราบ ซึ่งใชอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพ

ในดานความสะดวกและรวดเรว็ พบวาในภาพรวมมคีวาม

พึงพอใจเฉลี่ย เทากับ 4.70 อยูในระดับพึงพอใจมาก

ที่สุด เมื่อพิจารณาตามการจัดทา พบวาทา hip lateral 

cross table มีความพึงพอใจเฉลี่ย เทากับ 3.50 อยูใน

ระดับพึงพอใจนอย เนื่องจากผูปวยมารับบริการดวยรถ

เปลนอนทำใหมีพื้นที่ในการจัดวางอุปกรณชวยยึดแผน

รับภาพที่จำกัด จึงจำเปนตองขยับตัวผูปวยเล็กนอย

เพื่อใหสามารถจัดวางอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพได 

ทำใหเกิดความไมสะดวกในการจัดทา จึงเปนขอจำกัด

ของอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพท่ีผู วิจัยประดิษฐขึ้น

และการประเมินความพึงพอใจของเจาหนาที่นักรังสี

เทคนิคขณะถายภาพเอกซเรยโดยใชลำรังสีแนวราบ ซึ่ง

ใชอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพในดานความปลอดภัย

พบวาในภาพรวมมีความพึงพอใจเฉลี่ย เทากับ 4.84 อยู

ในระดับพึงพอใจมากท่ีสุด ดังน้ันผลการวิจัยจึงเปนไป

ตามวัตถุประสงคเพื่อประดิษฐอุปกรณชวยในการพยุง

แผนรับภาพ และเพ่ืออำนวยความสะดวกแกเจาหนาที่

และผูปวยในการจัดทาขณะเอกซเรย การประเมินความ

พึงพอใจดานความสะดวกและรวดเร็ว และดานความ

ปลอดภัย พบวามีการประเมินความพึงพอใจหลังใช

อุปกรณเพียง 2 ครั้ง ในทา chest lateral decubitus

เนื่องจากจำนวนผูปวยที่ไดรับการสงตรวจในทาดังกลาว

ในชวงเวลาที่ทำการวิจัยมีจำนวนนอยเพราะเปนทาที่

ใชในการตรวจหารอยโรคท่ีคอนขางจำเพาะ และในทา 

C-spine lateral เน่ืองจากมีการสงตรวจดวยเครื่อง

เอกซเรยคอมพิวเตอร (computed tomography) 

เพราะชวยลดการเคล่ือนไหวรางกายของผูปวย จึงเปน

ขอจำกัดของการนำอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพที่ผูวิจัย

ประดษิฐขึน้ไปใชกับผูปวยในการจัดทาดงักลาว และทำให

ผลการประเมินความพึงพอใจที่ไดเกิดจากการประเมิน

โดยนักรังสีเทคนิคไมครบทั้ง 3 คน 

จากการเก็บรวบรวมขอมูลการใชงานอุปกรณที่

ประดิษฐขึ้น มีการใชงานอุปกรณชวยยึดแผนรับภาพ

เพื่อจัดทาผูปวยทั้งหมด 64 ครั้ง พบการถายเอกซเรยซ้ำ 

จำนวน 5 ครั้ง (ระยะเวลา 3 เดือน) คิดเปนรอยละ 7.81 

พบวานอยกวาการถายภาพเอกซเรยกอนใชอุปกรณชวย

ยึดแผนรับภาพที่มีการถายเอกซเรยซ้ำ จำนวน 9 ครั้ง

(ระยะเวลา 3 เดือน) คิดเปนรอยละ 15 โดยสาเหตุ

ของการถายเอกซเรยซ้ำขณะใชอุปกรณชวยยึดแผนรับ

ภาพเกิดขึ้นจากสองสาเหตุ คือ 1) เทคนิคการจัดทา

(position) มีจำนวนการถายเอกซเรยซ้ำ 4 ครั้ง คิดเปน

รอยละ 6.25 เนื่องจากในผูปวยบางรายมีแพทยเปนผูจัด

ทาผูปวย เพื่อใหไดภาพเอกซเรยที่สามารถวินิจฉัยไดดี

ทีส่ดุ ทำใหมกีารถายเอกซเรยซำ้จากการเปลีย่นแปลงการ

จัดทา และ 2) เทคนิคการตั้งคาพารามิเตอร (exposure 

technique) มจีำนวนการถายเอกซเรยซำ้ 1 ครัง้ คดิเปน

รอยละ 1.56 โดยคิดจากจำนวนครั้งที่ใชอุปกรณชวยยึด

แผนรับภาพทั้งหมด 64 ครั้ง เมื่อพิจารณาตามการจัดทา 

พบวาทา knee lateral มีการถายเอกซเรยซ้ำมากที่สุด 

จำนวน 2 ครั้ง จากสาเหตุเทคนิคการจัดทา รองลงมา 

คือ ทา ankle lateral กับ chest lateral จากสาเหตุ

เทคนิคการจัดทา และ ทา chest lateral decubitus 

จากสาเหตุการตั้งคาพารามิเตอร ไมพบสาเหตุการถาย

ภาพเอกซเรยซ้ำที่เกิดจากความบกพรองของอุปกรณท่ี

ประดิษฐขึ้น สอดคลองกับงานวิจัย ของ อิษฏ สุบินมงคล 

ที่พบวาเมื่อมีการใชอุปกรณชวยจัดทาเอกซเรยเขาและ

ขอสะโพกสามารถลดอัตราการถายเอกซเรยซ้ำได จาก

รอยละ 24 เหลือรอยละ 8(4) ดังนั้นผลการวิจัยจึงเปนไป

ตามวัตถุประสงคเพื่อลดอัตราการถายเอกซเรยซ้ำ

สรุป

อุปกรณชวยยึดแผนรับภาพที่ออกแบบและ

ประดิษฐขึ้นทำใหแผนรับภาพมีความมั่นคง มีสวน

ชวยอำนวยความสะดวกกับเจาหนาที่ ลดเวลาที่ใชใน

การเตรียมตัวจัดทาผูปวยลง ชวยลดอัตราการถาย

เอกซเรยซ้ำ ลดการเกิดอุบัติเหตุจากการใชอุปกรณ

ชวยยึดชนิดอื่นๆ ท่ีไมปลอดภัยหรือแผนรับภาพตก

เสียหาย ทำใหผูปวย ญาติ และเจาหนาที่ปลอดภัยและ

ไดรับปริมาณรังสีนอยลง อีกทั้งยังเปนวัสดุที่หาไดงายมี

คาใชจายไมเกิน 1,000 บาท อุปกรณที่ประดิษฐขึ้น

เหมาะสมที่จะนำไปใชในงานรังสีวินิจฉัยไดเปนอยางดี

และในอนาคตสามารถพัฒนาตอยอดเพื่อชวยใหการ

จัดทาผูปวยเปนไปไดโดยสะดวกรวดเร็วและปลอดภัย

มากยิ่งขึ้น รวมทั้งไดภาพถายเอกซเรยที่มีคุณภาพให

แพทยสามารถวินิจฉัยและรักษาผูปวยไดอยางถูกตอง
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The Evaluation of an Image Receptor Holder
for Horizontal Beam X-ray Imaging

ABSTRACT Cross-table radiography is an X-ray imaging technique utilizing a horizontal X-ray 
beam method. Without a supportive device, the image receptor is likely to fall off  the bed causing image 
receptor damage. Alternatively, if manually held, unnecessary radiation exposure to staff  may occur. 
Therefore, this study was aimed to evaluate the eff ectiveness of the developed cross-table image
receptor holder in aiding radiological technologists in patient positioning during X-ray procedures. 
Results from applying the image receptor holder with 45 patients indicated high satisfaction among 
three radiological technologi totaling 5 retakes out of 64 applications of the holder. In summary, this developed 
device enhanced image receptor stability, streamlines technician workfl ow, reduced patient positioning time, 
minimized X-ray retakes, and mitigated other support equipment risks, improving patient, relatives,
and staff  safety. Additionally, it contributed to decrease radiation exposure. The device was cost-eff ective, 
readily accessible, and suitable for diagnostic radiology applications.

Keywords: Image receptor holder, Cross Table Radiography, Satisfaction
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ศรัญญา ลีลาประศาสน 
กลุมงานรังสีวิทยา โรงพยาบาลกระบี่ อำเภอเมือง กระบี่ 81000

ประสทิธผิลของการตรวจแมมโมแกรมและอลัตราซาวด
ในผูปวยที่คลําพบกอนที่เตานมในโรงพยาบาลกระบี่

บทคัดยอ มะเร็งเตานมเปนปญหาสุขภาพที่สําคัญของผูหญิงทั่วโลก สวนใหญมาดวยคลําพบกอนท่ีเตานม การตรวจ
แมมโมแกรมและอัลตราซาวดเปนการตรวจวินิจฉัยมาตรฐานที่มีความแมนยําสูง การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อหาประสิทธิผล
ของการตรวจน้ีในผูปวยทีค่ลาํพบกอนทีเ่ตานมในโรงพยาบาลกระบี ่รวมถงึความสมัพนัธของปจจยัตางๆ ตอการเกดิมะเร็งเตานม
โดยศึกษาขอมูลยอนหลังระหวาง 1 มกราคม พ.ศ. 2565 ถึง 31 ธันวาคม พ.ศ. 2566 ทั้งหมด 259 ราย จํานวน 272 กอน 
เปรียบเทียบกับผลตรวจทางพยาธิวิทยา สวนกลุมที่ไมไดตรวจชิ้นเนื้อใชการตรวจติดตามอาการหรือรังสีแลวไมพบมะเร็งใน
1 ป ประเมินประสิทธิผลและวิเคราะหความสัมพันธกับมะเร็งเตานมโดยใชสถิติ chi-square และ odd ratio (OR) ในชวง
ความเชื่อมั่นรอยละ 95 พบอัตราการเกิดมะเร็งสูงขึ้นเมื่ออายุมากขึ้น การตรวจแมมโมแกรมและอัลตราซาวดรวมกันพบมะเร็ง 
รอยละ 93.4 ของกลุมมะเร็งทั้งหมดและไมพบมะเร็งในกลุม BI-RADS 1, 2 และ 3 ในกลุม BI-RADS 4 และ 5 พบมะเร็ง 
รอยละ 57.5 และ รอยละ 100 ตามลําดับ วิเคราะหไดคาความไวรอยละ 100 ความจําเพาะรอยละ 88.8 การพยากรณผลบวก
รอยละ 77.6 และการพยากรณผลลบรอยละ 100 ปจจัยที่เพิ่มความเสี่ยงตอมะเร็งเตานมอยางมีนัยสําคัญ ไดแก อายุ ≥ 40 ป 
ขนาดของกอน ≥ 2 ซม. และ BI-RADS 5 เสี่ยงมากกวา BI-RADS 4 สรุปไดวาคาประสิทธิผลที่ไดในโรงพยาบาลกระบี่
มีความถูกตองแมนยําสูง มีบทบาทสําคัญในการวินิจฉัย หลีกเลี่ยงการผาตัดที่ไมจําเปน และวางแผนการรักษาในผูปวย
ที่คลําพบกอนที่เตานม

คําสําคัญ: มะเร็งเตานม, แมมโมแกรม, อัลตราซาวด, BI-RADS
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บทนํา

มะเร็งเตานมเปนปญหาสำคัญทางสุขภาพของ

ผูหญิงทั่วโลก พบจำนวนผูปวยมะเร็งเตานมรายใหม

ทัว่โลกประมาณ 2.3 ลานราย คดิเปนอบุตักิารณ 47.8 ตอ

แสนประชากร และเสยีชวิีตประมาณ 685,000 รายตอป(1) 

ในประเทศไทย จากขอมูลของสถาบันมะเร็งแหงชาติ 

พบอัตราการเกิดมะเร็งเตานมเพ่ิมขึ้นอยางตอเนื่องจาก 

17.8 ตอแสนประชากร ในป พ.ศ. 2541 เปน 37.8 ตอ

แสนประชากร ในป พ.ศ. 2563 อัตราเสียชีวิต เทากับ 

12.7 ตอแสนประชากร มีผูเสียชีวิตประมาณ 8,300 ราย 

คิดเปนรอยละ 14.6 จากอัตราเสียชีวิตจากมะเร็งทั้งหมด

ในเพศหญิง ในป พ.ศ. 2563(2) สวนใหญอาการแสดง

ของผูปวยมะเร็งเตานม คือ การคลำพบกอนที่เตานม

โดยกอนที่คลำไดจะมีขนาดใหญกวา 1–2 เซนติเมตร 

จากขอมลู Breast cancer Surveillance Consortium

(BCSC) รายงานวาพบมะเร็งเตานมสูงในผูปวย

ที่มาดวยกอน พบมะเร็ง 60.1 ราย ตอผูปวย 1,000 ราย

ทีม่าดวยกอน เปรยีบเทยีบกบั 29.3 ราย ตอผูปวย 1,000 ราย

ที่มาตรวจ(3) โดยแมมโมแกรมและอัลตราซาวดไดรับ

การยอมรับเปนการตรวจวินิจฉัยมาตรฐานที่มีความ

แมนยำสูง(4–7) 

ในโรงพยาบาลกระบี่ พบสถิติผูปวยมะเร็งเตานม

เพิ่มขึ้นอยางตอเน่ืองเชนเดียวกับสถิติของประเทศไทย 

โดยพบผูปวย จำนวน 78, 118 และ 126 ราย ในป 

พ.ศ. 2564, 2565 และ 2566 ตามลำดับ ไดมีการติด

ตั้งเครื่องแมมโมแกรมระบบดิจิตอล ในป พ.ศ. 2565 

เพื่อใหบริการผูปวยท่ีเพ่ิมข้ึน แพทยจะทำการสงตรวจ

แมมโมแกรมและอัลตราซาวดกับผูปวยท่ีคลำพบกอน

ที่เตานมกอนใหการรักษา โดยเฉพาะในผูปวยที่มีอายุ

มากกวา 40 ป หรือมีความเสี่ยงตอการเปนมะเร็งเตานม 

จากนั้นรังสีแพทยจะทำการแปลผลภาพรังสีดวยระบบ

การรายงานภาพเตานมและขอมูล breast imaging 

reporting and database system (BI-RADS) 

ซึ่งชวยในการตัดสินใจวางแผนการตรวจทางพยาธิวิทยา

และการรักษา งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษา

ประสิทธิผลของการตรวจแมมโมแกรมและอัลตราซาวด

ในโรงพยาบาลกระบี่วาถูกตองแมนยำไดมาตรฐานใน

การวินิจฉัยผูปวยที่มาดวยคลำพบกอนที่เตานมหรือไม 

และนำผลการศึกษาที่ไดใชเปนขอมูลในการปรับปรุง

พัฒนาการตรวจใหกับผูปวยมะเร็งเตานมตอไป 

วัสดุและวิธีการ

งานวจิยันีเ้ปนการศกึษายอนหลัง (retrospective

descriptive study design) โดยเก็บขอมูลจากระบบ

เวชระเบียนผูปวย ไดแก ผลการตรวจแมมโมแกรม

และอัลตราซาวดจากระบบ picture archiving and 

communication system (PACS) จากการใชเครื่อง

ดิจิตอลแมมโมแกรม Amulet Innovality AWS3000 

(Fujifilm corporation, Japan) ตรวจแมมโมแกรม

ทามาตรฐานอยางนอย 2 ทา ไดแก mediolateral 

oblique และ craniocaudal และตรวจทุกราย จากนั้น

ตรวจดวยเครื่องอัลตราซาวด Xario และ Xario XG

(Toshiba corporation, Japan) โดยใชหัวตรวจที่ 

8 และ 12 เมกะเฮิรตซ แปลผลการตรวจดวยระบบการ

รายงานภาพเตานมและขอมูล BI-RADS(8) เปนตัวเลข 

0 ถึง 6 ดังนี้

BI-RADS 0 = ประเมินผลไมสมบูรณ 

BI-RADS 1 = ไมพบความผิดปกติ 

BI-RADS 2 = พบความผิดปกติแตไมอันตราย 

เชน หินปูนใหญๆ ถุงน้ำ

BI-RADS 3 = พบความผิดปกติ อาจเปน

เนื้องอกไมอันตราย เชน กอนเนื้องอก ถุงน้ำ หรือหินปูน   

โอกาสที่จะเปนมะเร็ง รอยละ 1–2 

BI-RADS 4 = พบความผิดปกตินาสงสัย เชน 

หินปูนหรือกอนนาสงสัย โอกาสที่จะเปนมะเร็ง แบงเปน

4A รอยละ 2–9, 4B รอยละ 10–49 และ 4C 

รอยละ 50–94

BI-RADS 5 = สงสยัจะเปนมะเรง็ โอกาสมากกวา

รอยละ 95

BI-RADS 6 = เปนมะเร็งที่ทราบมากอน

ผูปวยกลุม BI-RADS 4 และ 5 ทุกราย

ตองเขารับการผาตัดชิ้นเนื้อโดยศัลยแพทย เพื่อสงตรวจ

ทางพยาธิวิทยา ที่ศูนยพยาธิวิทยาเชียงใหม บริษัท

เศรษฐศิลป จำกัด
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กลุมตัวอยาง 

ผูปวยทุกรายที่คลำพบกอนผิดปกติที่ เตานม

ไดรับการตรวจแมมโมแกรมและอัลตราซาวดภายใน

วนัเดียวกนั ณ กลุมงานรงัสีวิทยา โรงพยาบาลกระบี ่ตัง้แต 

1 มกราคม พ.ศ. 2565 ถงึ 31 ธนัวาคม พ.ศ. 2566 จำนวน 

259 ราย จำนวน 272 กอน

เกณฑการคดัเลอืกผูรวมวจิยั (Inclusion criteria)

ผูปวยที่มีการบันทึกขอมูลในเวชระเบียนและมี

ผลตรวจแมมโมแกรมและอัลตราซาวดครบถวนตามที่

กำหนดไวในงานวิจัยโดยไมมีเกณฑคัดออก ไดแก มีการ

แปลผลโดยใชระบบ BI-RADS มีการตรวจติดตาม

อาการหรือทางรังสีวิทยาตามเกณฑที่กำหนดในกลุม 

BI-RADS 3 และมีการสงตรวจทางพยาธิวิทยาในกลุม 

BI-RADS 4 และ5 

การวิเคราะหขอมูล 

นำเสนอในรูปของจำนวน รอยละ คาเฉลี่ย และ

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน คำนวณคาสถิติประยุกต ไดแก 

คาความไว (sensitivity) คาความจำเพาะ (specificity)

คาการพยากรณผลบวก (positive predictive value) 

คาการพยากรณผลลบ (negative predictive value) 

ในชวงความเชื่อมั่นรอยละ 95 แบงการรายงานผลเปน 

BI-RADS 1-5 ไมรวม BI-RADS 0 และ 6 โดย 

BI-RADS 1, 2 และ 3 จัดเปนผลลบ (negative 

mammogram) BI-RADS 4 และ 5 จัดเปนผลบวก

(positive mammogram) ผลที่ศึกษาเปรียบเทียบ คือ 

การตรวจพบโรคมะเร็งเตานมจากการตรวจทางพยาธิ

วิทยาเปนผลบวก (positive) และการตรวจไมพบมะเร็ง

หลงัจากตรวจตดิตามภายใน 1 ป เปนผลลบ (negative)

ใชโปรแกรมสำเร็จรูปคำนวณสถิติออนไลน (MedCalc

software Version 20.013) อาการท่ีสงสัยเปน

มะเร็ง ไดแก กอนท่ีเตานมโตเร็ว พบกอนใหม ตอม

น้ำเหลืองโต การตรวจทางรังสีพบรอยโรคที่สงสัยมะเร็ง 

ไดแก พบกอนใหม พบหินปูนชนิดนาสงสัย เปนตน 

วิเคราะหความสัมพันธระหวางลักษณะทางแมมโมแกรม

และการตรวจอลัตราซาวดกบัการวินิจฉัยโรคมะเรง็เตานม

ดวยโปรแกรม SPSS สถติ ิchi-square และ odd ratio 

(OR) กาํหนดระดบันยัสาํคญัทางสถติทิี ่p-value < 0.05 

จริยธรรมการวิจัยในมนุษย 

งานวิจัยนี้ไดรับการอนุมัติจากคณะกรรมการ

จริยธรรมการวิจัยในมนุษย โรงพยาบาลสุราษฎรธานี 

เลขที่ REC 66-0156 และ COA 155/2566 ณ วัน

ที่ 8 มกราคม 2567 (เนื่องจากโรงพยาบาลกระบี่ไมมี

คณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย)

ผล

ประสิทธิผลของการตรวจแมมโมแกรมและอัลตรา

ซาวด ในผูปวยที่มาดวยคลำพบกอนผิดปกติที่เตานม 

โรงพยาบาลกระบี่

ผูปวยทุกรายที่คลำพบกอนผิดปกติที่ เตานม 

ไดรับการตรวจแมมโมแกรมและอัลตราซาวดภายใน

วนัเดียวกัน ณ กลุมงานรงัสวีทิยา โรงพยาบาลกระบี ่ตัง้แต 

1 มกราคม พ.ศ. 2565 ถึง 31 ธันวาคม พ.ศ. 2566 

จำนวน 259 ราย 272 กอน อายุเฉลี่ยของกลุมตัวอยาง 

เทากับ 47.9 ± 9.8 ป ชนิดของเนื้อเยื่อเตานมสวนใหญ

เปนเนื้อเยื่อหนาแนนปานกลาง (heterogeneously 

dense) คิดเปนรอยละ 62.1 ตรวจพบกอนขนาด

เล็กกวา 2 เซนติเมตร จำนวน 116 ราย (รอยละ 42.6) 

กอนขนาดใหญกวาหรอืเทากบั 2 เซนตเิมตร จำนวน 115 ราย

(รอยละ 42.3) ความผิดปกติที่ไมมีกอน จำนวน 10 ราย 

(รอยละ 3.7) และไมพบความผิดปกติ จำนวน 31 ราย 

(รอยละ 11.4) เมือ่แบงตามลกัษณะของภาพแมมโมแกรม

ไดเปน BI-RADS 1 จำนวน 31 ราย (รอยละ 11.4) 

BI-RADS 2 และ 3 จำนวน 143 ราย (รอยละ 52.6) 

BI-RADS 4 และ 5 จำนวน 98 ราย (รอยละ 36.0) 

โดยในกลุม BI-RADS 1 และ 2 เปนรอยโรคที่ไมเปน

มะเร็ง (benign) และ BI-RADS 3 ที่ไดรับการตรวจ

ติดตามทางคลินิก หรือการตรวจทางรังสีวิทยาตามเกณฑ

แลวกอนมีขนาดคงที่หรือลดลงอยางนอย 1 ป ถือวาเปน 

benign แตหากกอนมขีนาดโตข้ึนจะตองเขารบัการผาตดั

ชิ้นเนื้อตอไป สวนกลุม BI-RADS 4 และ 5 ตองเขารับ

การผาตัดชิ้นเนื้อทุกราย
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จากการศึกษาการเกิดมะเร็งในแตละกลุมอายุ 

พบวาอัตราการเกิดมะเร็งสูงข้ึนเม่ือกลุมตัวอยางมีอายุ

มากขึ้น และเมื่อศึกษากลุม BI-RADS ไมพบมะเร็ง

ในกลุม BI-RADS 1, 2 และ 3 แตพบมะเร็งในกลุม 

BI-RADS 4 และ 5 รอยละ 57.5 และ รอยละ 100 ตามลำดบั

ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1  การพบมะเร็งแบงตามอายุและ BI-RADS

จำนวน 
(กอน)

รอยละ
ไมเปนมะเร็ง

(กอน)
เปนมะเร็ง
(กอน)

รอยละของ
การพบมะเร็ง

(รอยละ)

ชวงอายุ (ป) < 30
30–39
40–49
≥ 50

3
42
134
93

1.1
15.4
49.3
34.2

3
35
100
58

0
7
34
35

0
16.7
25.4
37.6

BI-RADS  1
 2
 3
 4
 5

31
98
45
51
47

11.4
36.4
16.5
18.4
17.3

31
98
45
22
0

0
0
0
29
47

0
0
0

57.5
100

ผลทางพยาธวิทิยาในผูปวยกลุม BI-RADS 4 และ 

5 ที่เปนมะเร็ง (malignant pathologic diagnosis)

ที่พบมากที่สุด คือ invasive ductal carcinoma พบ

รอยละ 85.5 รองลงมา คือ inflammatory CA breast 

และ ductal carcinoma in situ (DCIS) พบอยางละ

ตารางที่ 2  ผลพยาธิวิทยาและผลการตรวจในผูปวยกลุม BI-RADS 4 และ 5

ผลพยาธิวิทยาชนิดมะเร็ง
จำนวน 
(กอน)

รอยละ   ผลตรวจที่ไมเปนมะเร็ง
จำนวน 
(กอน)

รอยละ

Invasive ductal carcinoma
Inflammatory breast cancer
Ductal carcinoma in situ (DCIS)
Metastatic carcinoma
Malignant phyllodes

65
4
4
2
1

85.5
5.3
5.3
2.6
1.3

Fibroadenoma
Fibrocystic change
Breast abscess 
Mastitis
Fibrocystic change with ductal 
hyperplasia 
Benign phyllodes
Intraductal papilloma
Atypical fibroadenoma
Spindle cell tumor
Tuberculous lymph node
Reactive lymph node

7
4
2
2
1

1
1
1
1
1
1

31.8
18.2
9.1
9.1
5.3

5.3
5.3
5.3
5.3
5.3
5.3

รวม   76   22

รอยละ 5.3 ผลตรวจที่ไมเปนมะเร็ง (benign assess-

ment) ที่พบมากที่สุด คือ fibroadenoma พบรอยละ 

31.8 รองลงมา คือ fibrocystic change พบรอยละ 

18.2 ดังแสดงในตารางที่ 2                          

ผูปวยสวนใหญสามารถพบรอยโรคมะเร็งได

ทั้งจากการตรวจแมมโมแกรมและอัลตราซาวด รอยละ

93.4 แตในผูปวยท่ีมีเน้ือเยื่อเตานมท่ีมีความหนาแนน

ตั้งแตปานกลางจนถึงมาก และรอยโรคมีขนาดนอยกวา

2 เซนติ เมตร จะทำใหค าความไวของการตรวจ

แมมโมแกรมตำ่ลง จงึพบรอยโรคไดจากการตรวจอลัตรา-
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ซาวดเพียงอยางเดียว และมีรอยโรคสวนนอยบางชนิด 

ไดแก หนิปนูชนดินาสงสยั (suspicious calcification) ซึง่

ในการศึกษานีพ้บ 1 ราย ซึง่ตรวจพบดวยวิธแีมมโมแกรม

แตตรวจไมพบจากการอัลตราซาวด เน่ืองจากอัลตรา-

ซาวดมีความไวในการตรวจหินปูนต่ำ ผลทางพยาธิวิทยา

ที่ไดเปน comedonecrotic DCIS  ดังแสดงในภาพที่ 1 

และตารางที่ 3

 (a) (b) (c) (d)

ภาพที่ 1 ตัวอยางเตานมที่มีความหนาแนนตางๆ กัน ตามลำดับ ไดแก (a) เนื้อเยื่อสวนใหญเปนไขมัน (almost 

 entirely fatty), (b) เนื้อเยื่อเตานมกระจาย (scattered fibroglandular density), (c) เนื้อเยื่อ

 หนาแนนปานกลาง (heterogeneously dense) และ (d) เนื้อเยื่อหนาแนนมาก (extremely dense) 

ตารางที่ 3  ผลการตรวจแมมโมแกรมและอัลตราซาวดของมะเร็งแบงตามชนิดของเนื้อเยื่อเตานม (n = 76)

ชนิดของเนื้อเยื่อเตานม
จากการตรวจ

ทางพยาธิวิทยา

วิธีที่ตรวจพบ

แมมโมแกรม แตไมพบ
จากอัลตราซาวด

(กอน)

อัลตราซาวด แตไมพบ
จากแมมโมแกรม

(กอน)

แมมโมแกรมและ
อัลตราซาวด

(กอน)

ตรวจไมพบทั้ง
แมมโมแกรมและ

อัลตราซาวด (กอน)

Almost entirely fatty
Scattered fibroglandular 
density
Heterogeneously dense
Extremely dense

0
0

1
0

0
1

1
2

6
16

42
7

0
0

0
0

จำนวนทั้งหมด (กอน)
รอยละ

1
1.3

4
5.3

71
93.4

0
0

คาประสิทธิผลของการตรวจแมมโมแกรมและ

อัลตราซาวดในผูปวยที่มาดวยคลำไดกอน เปรียบเทียบ

กับการตรวจชิ้นเนื้อทางพยาธิวิทยา พบวามีความไว 

(sensitivity) สูงท่ีรอยละ 100 โดยมีความจำเพาะ 

(specificity) รอยละ 88.8 คาการพยากรณผลบวก 

(positive predictive value) รอยละ 77.6 และผลบวก

ลวง (false positive) รอยละ 8.1 ดังแสดงในตารางที่ 4

สวนคาการพยากรณผลบวกของการรายงานผลตรวจ

แมมโมแกรมกลุม BI-RADS 4 รอยละ 56.8 และกลุม 

BI-RADS 5 รอยละ 100 ดังแสดงในตารางที่ 5
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วิเคราะหความสัมพันธระหวางลักษณะการตรวจทาง

แมมโมแกรมและอัลตราซาวดกับการวินิจฉัยโรค

มะเร็งเตานม 

ปจจัยเสี่ยงที่มีผลตอการเกิดมะเร็งเตานม ไดแก 

อายมุากกวาหรอืเทากบั 40 ป (x2 = 4.11, p-value = 0.04)

มีความเสี่ยงเปนมะเร็งเตานม 2.37 เทาของกลุมที่อายุ

นอยกวา 40 ป อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (OR = 2.37, 

95% CI = 1.01–5.57) ขนาดของกอนที่ตรวจพบ

ใหญกวาหรือเทากับ 2 เซนติเมตร มีความสัมพันธกับ

การปวยเปนมะเร็งเตานมอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ 

(x2 = 28.23, p-value < 0.001) โดยมคีวามเสีย่งเปนมะเรง็

เตานม 5.03 เทาของกลุมผูปวยที่มีกอนขนาดเล็กกวา

2 เซนติเมตร (OR = 5.03, 95% CI = 2.70–9.36)

และผูปวยกลุม BI-RADS 5 มีความเสี่ยงตอการเปน

มะเรง็เตานมมากกวากลุม BI-RADS 4 อยางมนียัสำคัญ

ทางสถิติ คิดเปน 25.19 เทา ดังแสดงในตารางที่ 6 

ตารางที่ 4  ประสิทธิผลของการตรวจแมมโมแกรมและอัลตราซาวดในผูปวยที่มาดวยคลำพบกอน 

ประสิทธิผลของการตรวจแมมโมแกรมและอัลตราซาวด รอยละ

ความไว 100

ความจำเพาะ 88.8

คาการพยากรณผลบวก 77.6

คาการพยากรณผลลบ 100

ผลลบลวง 0

ผลบวกลวง 8.1

ตารางที่ 5  คาการพยากรณผลบวกของผลตรวจแมมโมแกรมกลุม BI-RADS 4 และ 5 

ผลตรวจแมมโมแกรม
ผลตรวจทางพยาธิวิทยา

รวม คาการพยากรณผลบวก
เปนมะเร็ง        ไมเปนมะเร็ง

BI-RADS 4 29 22  51 56.8

BI-RADS 5 47 0  47 100

รวม 76 22  98 77.6

ตารางที่ 6  คาความสัมพันธระหวางปจจัยตาง ๆ ของกลุมตัวอยางกับผลตรวจทางพยาธิวิทยา

Malignant
(รอยละ)

Benign
(รอยละ)

x2 p-value  OR   95% CI

อายุ (ป)

ขนาด 
(เซนติเมตร)
ผลแมมโมแกรม

≥ 40
< 40
≥ 2
< 2

BI-RADS 5
BI-RADS 4

69 (30.4)
7 (15.6)
56 (48.3)
18 (15.7)
47 (100.0)
29 (56.9)

158 (69.6)
38 (84.4)
60 (51.7)
97 (84.3)

 0 (0)
22 (43.1)

4.11

28.23

25.19

0.043

< 0.001

< 0.001

2.37

5.03

-

1.01–5.57

2.70–9.36

-
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วิจารณ

อาการแสดงของผูปวยมะเร็งเตานมสวนใหญ คือ 

การคลำพบกอนที่เตานม รอยละ 83(9) และในผูปวย

ที่มาดวยคลำพบกอน เปนมะเร็งรอยละ 19.6–24.1

ซึ่งใกลเคียงกับการศึกษานี้ที่พบมะเร็งรอยละ 27.9(10,11)  

การสงตรวจแมมโมแกรมและอัลตราซาวด(12,13) สามารถ

ชวยแยกโรคไดในระดบัหนึง่เพือ่หลกีเลีย่งการตดัชิน้เนือ้

ที่ไมจำเปน ในงานวิจัยน้ีผูปวยท่ีมีกอนท่ีเปนมะเร็ง

คิดเปนรอยละ 93.4 จากผูปวยมะเร็งทั้งหมด 76 ราย 

สามารถตรวจพบไดท้ังจากการทำแมมโมแกรมและ

อัลตราซาวด มีผูปวย 4 ราย ที่ตรวจไมพบจากการทำ

แมมโมแกรมแตตรวจพบไดจากอัลตราซาวดอยางเดียว 

คิดเปนรอยละ 5.3 และมีผูปวย 1 ราย ที่ถูกตรวจพบได

จากแมมโมแกรมอยางเดยีว ซ่ึงตรงกบัขอสรปุของการวจิยั

กอนหนา ที่พบวาอัลตราซาวดชวยเสริมประสิทธิผลใน

การตรวจหามะเรง็ของแมมโมแกรมและชวยสนบัสนนุใน

การตรวจรอยโรคท่ีถกูบดบงัในรายท่ีเนือ้เตานมหนาแนน 

แตแมมโมแกรมชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจหา

มะเรง็จากอลัตราซาวดไดเพยีงเล็กนอย ในผูปวยท่ีมาดวย

คลำพบกอน(14–16) 

จากการศึกษานี้คาประสิทธิผลของการตรวจ

แมมโมแกรมและอัลตราซาวด ไดแก ความไวรอยละ 

100 ความจำเพาะรอยละ 88.8 คาการพยากรณผลบวก

รอยละ 77.6 คาการพยากรณผลลบรอยละ 100 ผลลบลวง 

เทากับ 0 ผลบวกลวงรอยละ 8.1 ไดคาที่ถูกตองแมนยำ

และสอดคลองกับการศึกษา(4–7,14) ซึ่งไดคาผลลบลวง

ที่ต่ำ คือ ระหวางรอยละ 0–2.6 สวนในกลุม BI-RADS 

4 และ 5 ทีม่ภีาพแมมโมแกรมและอลัตราซาวดท่ีนาสงสยั 

หลังจากตัดชิ้นเนื้อ พบมะเร็งทั้งหมด 98 จาก 272 กอน 

คิดเปนคาการพยากรณผลบวกรอยละ 56.8 และ รอยละ

100 ตามลำดับ และคาการพยากรณผลบวกของ

BI-RADS ทั้งสองกลุมรวมกันเทากับรอยละ 77.6

ใกลเคียงกับการศึกษาอื่นๆ(17–20) ซึ่ง BI-RADS 4

ใหคาการพยากรณผลบวกรอยละ 23–52 และกลุม

BI-RADAS 5 ใหคาการพยากรณผลบวกรอย

ละ 81–100 โดยผลช้ินเนื้อสอดคลองกับการศึกษา

กอนหนา(17,19,21) ในกลุมท่ีไมใชมะเร็งเตานมท่ีพบมาก

ที่สุด คือ fibroadenoma และ fibrocystic change

รอยละ 31.8 และ 18.2 ตามลำดับ และกลุมมะเร็งเตานม

ชนิดที่พบบอยที่สุด คือ invasive ductal carcinoma

รอยละ 85.5 รองลงมา คือ Inflammatory breast

cancer และ ductal carcinoma in situ อยางละ

รอยละ 5.3 โดยพบ inflammatory breast cancer 

เพิ่มขึ้นจากการศึกษากอนหนานี้

จากการศึกษานี้ความสัมพันธระหวางผลตรวจ

แมมโมแกรมกับผลตรวจทางพยาธิวิทยา พบวาปจจัย

เสี่ยงตอผลการตรวจทางพยาธิวิทยาพบมะเร็งเตานม 

ไดแก อายุมากกวาหรือเทากับ 40 ป เสี่ยงตอการเปน

มะเร็งเตานม 2.37 เทา สอดคลองกับการศึกษาใน

ปจจบุนั พบวาอายเุปนปจจยัเสีย่งทีม่ผีลตอการเกดิมะเรง็

เตานม(17,22) ขนาดของกอนทีต่รวจพบใหญกวาหรอืเทากบั 

2 เซนติเมตร เสี่ยงตอการเปนมะเร็งเตานม 5.03 เทา 

อาจเพราะเปนศึกษาในเฉพาะกลุมที่มาดวยคลำพบกอน 

ดงันัน้กอนทีค่ลำไดมกัจะมขีนาดใหญกวา 1–2 เซนตเิมตร 

หากเล็กกว านี้มักจะคลำไม ไดและตองใชการทำ

แมมโมแกรมและอัลตราซาวดจึงจะตรวจพบ ผูปวยกลุม 

BI-RADS 5 มีความเส่ียงตอการเปนมะเร็งเตานม

มากกวากลุม BI-RADS 4 25.19 เทา อาจเนื่องจาก 

BI-RADS 5 มีความผิดปกติของรอยโรคชัดเจนกวา

กลุม BI-RADS 4 

การตรวจแมมโมแกรมและอัลตราซาวดให

ประสิทธิผลดีมากในการตรวจหามะเร็งเตานมในผูปวย

ทีม่าดวยคลำพบกอน ชวยสนบัสนนุในสวนทีเ่ปนขอจำกัด

ของแตละวธิจีงึควรตรวจรวมกัน โดยการศกึษานีม้จีดุเดน 

คอื การศกึษาประสทิธผิลของการตรวจแมมโมแกรมและ

อัลตราซาวดรวมกัน ซึ่งเปนเทคนิคที่ทำรวมกันอยูแลว

ในผูปวยที่มาดวยคลำพบกอนที่เตานม และศึกษาทั้งใน

กลุมที่มีรอยโรคชนิดไมเปนมะเร็งและชนิดที่สงสัยเปน

มะเร็ง ตางจากการศึกษาอื่นที่ผานมาซึ่งหาประสิทธิผล

เฉพาะการตรวจแมมโมแกรมและกลุมที่สงสัยเปนมะเร็ง

แตงานวิจัยนี้เปนการศึกษายอนหลังในระยะเวลา 2 ป 

ทำใหอาจมีเวลานอยเกินไปในการติดตามกลุมตัวอยาง 

หากใชเวลาในการติดตามกลุมตัวอยางนานข้ึนทั้งในสวน

ของการตดิตามทางคลนิกิและรังสวีทิยาจะไดผลทีถ่กูตอง

แมนยำมากขึ้น นอกจากนี้อาจเพิ่มการศึกษาประสิทธิผล

ของเทคนคิอ่ืนๆ ไดแก ultrasound elastography และ 

tomosynthesis ควบคูกัน
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Eff ectiveness of Mammogram Combined 
with Ultrasound in Palpable Breast 

Abnormalities in Krabi Hospital 

ABSTRACT Breast cancer is a major health problem for women around the world. The most common 
symptom is feeling a lump in the breast. Mammography and ultrasound are accepted as the standard 
diagnostic tests with high accuracy. This study aimed to assess the effi  cacy of combined mammogram 
and ultrasound in patients with palpable breast lumps in Krabi Hospital, as well as the associated 
factors for breast cancer. Data were collected retrospectively of all women who underwent mammograms 
and ultrasounds for palpable breast lumps between January 1, 2022 - December 31, 2023. The study 
cohort included 259 patients presenting with 272 palpable lumps. Benign versus malignant outcomes were 
determined by pathologic analysis or 12-month clinical or imaging follow-up. The analysis used applies 
statistics, Chi-square, and odd ratio with 95% confi dence for a correlation with breast cancer. Results 
revealed a higher prevalence of breast cancer in higher age groups. None in the BI-RADS 1, 2 and 3 groups 
had a malignant tumor, while those in the BI-RADS 4 and 5 groups had malignant tumor rates  of 57.5% 
and 100%, respectively;  93.4% of all breast cancer cases were identifi ed on both mammograms and ultrasounds. 
The eff ectiveness for combined mammogram and ultrasound was high, 100% for sensitivity, 88% for 
specifi city, 77.6% for positive predictive value and 100% for negative predictive value. Factors that increased 
the risk of breast cancer in this study were age ≥ 40 years and lesion size ≥ 2 cm; and BI-RADS 5 group 
had a higher risk than BI-RADS 4 group. The mammogram combined with ultrasound in Krabi Hospital
had comparable high eff ectiveness with other studies. Imaging has an important role in diagnosis, 
treatment plan and avoiding unnecessary procedures in patients with palpable abnormalities of the breast.

Keywords: Breast cancer, Mammogram, Ultrasound, BI-RADS
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Development of an In-House SARS-CoV-2 
Pseudovirus-Based Neutralization Assay: 

A Proof of Concept Study

ABSTRACT The pseudovirus-based neutralization test (pVNT) is a valuable tool for detecting 
neutralizing antibodies against specifi c viruses, off ering a safer and more versatile alternative to live 
virus assays. This project aimed to develop an in-house pVNT to detect neutralizing antibodies against 
SARS-CoV-2. A pseudovirus was engineered using a lentiviral system designed to express the wild-type
SARS-CoV-2 spike protein and a GFP reporter gene. Key parameters for the assay, including cell 
number, pseudovirus dose, and detection time, were optimized. Performing this pVNT assay on SARS-CoV-2
convalescent and COVID-19 vaccinated sera comparison to plaque reduction neutralization test (PRNT) 
revealed a notably high correlation coeffi  cient of 0.91. Moreover, the WHO International Standard for 
anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin was tested in the pVNT to facilitate comparison of results in international
units per milliliter (IU/mL). Our in-house pVNT demonstrates signifi cant potential for detecting 
SARS-CoV-2 neutralizing antibodies and offers a promising alternative method for COVID-19 
research. However, further studies are required to modify the pseudovirus spike protein to address ongoing 
variants of concern. 

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, Neutralizing antibodies, Pseudovirus, pVNT
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Introduction

The COVID-19 pandemic, caused by the 

severe acute respiratory syndrome coronavirus 

2 (SARS-CoV-2), has had a profound impact 

on global health and economies.(1,2) As efforts 

to control the spread of the virus continue, 

it becomes crucial to understand the immune 

response to SARS-CoV-2 infection in order to 

develop effective vaccines, therapeutics, and 

public health strategies.(1) Among the various 

components of the immune response, neutralizing

antibodies play a pivotal role in defending 

against viral infections.(3,4) These antibodies

possess the ability to bind to specific viral 

antigens, such as the spike protein of 

SARS-CoV-2, thereby preventing viral entry 

into host cells and subsequent replication.(5)

Measuring the presence and potency of 

neutralizing antibodies is essential for 

evaluating individual immune responses.(6,7) 

Traditional live virus neutralization 

assays, such as plaque reduction neutralization

assay, are considered the gold standard for 

measuring neutralizing antibodies against 

SARS-CoV-2.(8−11) However, they pose safety 

risks and require specialized facilities, limiting 

accessibility.(12)

To address these limitations, the pseu-

dovirus-based neutralization test (pVNT) 

emerges as a promising alternative for evaluating

neutralizing antibody responses to SARS-

CoV-2.(13) 

Pseudoviruses are engineered viral 

particles that express the protein of interest, 

in this case, the spike protein of SARS-CoV-2, 

on their surface, mimicking the entry process of 

the authentic virus.(14,15) These pseudoviruses are 

created using replication-deficient vectors, 

offering a safer and high-throughput platform for

studying neutralizing antibody responses.(14,16)

Various packaging systems have been employed 

to develop SARS-CoV-2 pseudoviruses, including

vesicular stomatitis virus (VSV),(14,17) human

immunodeficiency virus (HIV-1) lentivirus,(18,19)

and murine leukemia viral (MLV) retrovirus

systems.(20,21) Lentivirus systems are particularly

favored due to their ability to efficiently 

incorporate large transgenes, like the

full-length spike protein, and their high 

transduction efficiency in a broad range of cell 

types.(19,22)

The SARS-CoV-2 spike protein, specifically

the S1 subunit containing the receptor-binding 

domain (RBD), is critical for viral attachment 

to the host cell receptor, ACE2, and is a key 

target for neutralizing antibodies.(6) As the virus

evolves into different strains, mutations can 

occur in the RBD, altering its structure.(23) These 

changes can impact the virus’s ability to infect 

host cells and its recognition by neutralizing 

antibodies. Therefore, it is essential to

periodically update the spike protein used in 

pseudovirus neutralization test to reflect the 

viral strains of interest, ensuring an accurate 

assessment of neutralizing antibody responses.

While commercial services for SARS-

CoV-2 pVNT exist, they often incur significant 

costs and require international importation. 

In this study, we aim to develop and preliminarily

validate an in-house SARS-CoV-2 pVNT as a 

proof of concept. This work lays the foundation 

for establishing a reliable and cost-effective 

assay that can be locally implemented, potentially

reducing future reliance on expensive, imported

tests for assessing immune responses to 

SARS-CoV-2.
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Materials and Methods

Cell culture and sample collection

For pVNT assay, HEK293T cells (American

Type Culture Collection, USA) were cultivated 

in high-glucose DMEM (Sigma-Aldrich, USA) 

supplemented with 10% fetal bovine serum 

(FBS) (Gibco, USA), penicillin (100 IU/mL), 

and streptomycin (100 µg/mL) in a 5% CO2 

environment at 37ºC. ACE2-overexpressing 

HEK293 cells (referred to as “ACE2-HEK293”, 

American Type Culture Collection, USA) were 

maintained in MEM (Sigma-Aldrich, USA) 

supplemented with 10% FBS under similar 

conditions. Stable ACE2 expression was 

achieved through puromycin (Invivo, France) 

resistance selection. For PRNT assay, Vero cells 

(American Type Culture Collection, USA), were 

grown in the MEM solution supplemented with 

10% FBS and 1% L-glutamine (Sigma, USA) 

under similar conditions.

The WHO International Standard

anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin (human 

standard antibody, NIBSC code: 20/136) 

was obtained from the National Institute for

Biological Standards and Control (NIBSC).

The concentration of this standard was 1,000 

binding antibody units (BAU)/mL.(24)

Serum samples (n = 52) were collected from 

SARS-CoV-2 convalescent patients (n = 34) 

and vaccinated individuals (n = 18) at the 

Department of Medical Science network 

hospital. Written informed consent was obtained 

under the approval of the Institution of the 

Development of Human Research Protection 

(IHRP) (COA No. IHRP2020056).

Pseudovirus production

Pseudoviruses carrying the spike protein 

of the SARS-CoV-2 wild-type strain were

generated using the lentivirus packaging system

(pPACK-SPIKE SARS-CoV-2, System 

Biosciences, USA).(25) Pseudovirus production 

was done following the manufacturer’s protocol 

with minor optimization.(18) Briefly, the lentivirus

structural plasmid, spike gene plasmid, and 

reporter plasmid 1. encoding green fluores-

cent protein (GFP) were co-transfected into

HEK293 cells using Epipro (Polyplus 

transfection, France) as the transfection

reagent. At 24 hours post-infection, SARS-

CoV-2 pseudoviruses in the culture supernatants 

were harvested, filtered through a 0.45 µm pore

size filter (Millipore, SLHP033RB), concen-

trated by ultracentrifugation at 5,000 g for

1 hour, and stored at -80ºC until use. 

The pseudovirus titer was determined 

by infecting ACE2-HEK293 cells with serial 

dilutions of the pseudovirus stock in a 96-well

plate. After 3 days of infection, GFP-positive

cells in each well were counted using 

fluorescence imaging (ImmunoSpot analyzers, 

USA) and analyzed with ImmunoSpot software 

(version 7.0.30.4). The viral titer was calculated 

based on the number of GFP-positive cells per 

milliliter.(16,26)

Pseudovirus neutralization test (pVNT)

Confirmation of the specificity of

SARS-CoV-2 spike protein to ACE2 

receptor

ACE2-HEK293 and HEK293T cells were 

seeded at a density of 5 × 10³ cells per well in 

96-well plates 24 hours prior to treatment. 
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Pseudovirus was added at a dose to produce 

approximately 750 GFP-positive cells per well 

(corresponding to a multiplicity of infection 

(MOI) of 0.15). After a 3-day incubation period, 

infection was assessed by observing GFP-

positive cells under a fluorescence microscope 

(Nikon Eclipse Ti, USA).

Optimization of assay parameters 

To determine the optimal incubation 

period for detecting SARS-CoV-2 pseudovirus 

infection, a time-course monitoring of GFP 

expression was conducted. Serial dilutions of the 

pseudovirus were administered to ACE2-293 

HEK cells (1×104 cells per well), and infection 

efficiency was quantified at various time points 

(day 1 to day 5) by counting GFP-positive cells, 

using fluorescence imaging capture.

To optimize the ACE2-HEK293 cell 

number, a range of 5×103 to 3×104 cells per 

well was plated 24 hours prior to infection.

SARS-CoV-2 convalescent sera were serially

diluted in a two-fold stepwise manner from 

1:20 to 1:5120 and incubated with pseudovirus

at dose to produce approximately 750 

GFP-positive cells per well at 37ºC for 1 hour. 

The serum-virus mixture was then added 

to the ACE2-HEK293 cells. After 3 days of 

incubation, fluorescence imaging capture

was employed to count the number of 

GFP-positive cells in each well. Neutralizing

potency or serum inhibition rates were 

calculated based on the decrease in GFP-positive

cells compared to non-serum controls. The 50% 

pseudovirus neutralization titer (pVNT50), 

defined as the serum dilution causing a 50% 

reduction in the number of GFP-positive cells, 

was determined using nonlinear regression 

analysis (log [inhibitor] vs. response [four 

parameters]) with GraphPad Prism 7.00 

(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, 

USA).(27)

To optimize the pseudovirus dose, pVNT 

assays were conducted using pseudovirus doses 

to produce between 125 and 1,750 GFP-positive 

cells per well (corresponding to MOIs ranging 

from 0.0125 to 0.175). The pVNT assay was

performed as described above, using ACE2-

HEK293 cells at a fixed density of  1 × 104 cells/well.

GFP-positive cells were counted, and pVNT50 

values were calculated.

Plaque reduction neutralization test 

(PRNT)

The PRNT was developed by the Institute

of Biological Products, Department of Medical

Science (28) All steps involving live SARS-CoV-2 

virus, including virus propagation and infection,

were conducted in a Biosafety Level 3 (BSL3) 

facility for biosafety compliance. Vero cells 

(2 × 104 cells/well) were seeded and incubated

at 37ºC with 5% CO2 for 24 hours. Serum

samples were diluted (1:10, 1:40, 1:160, 1:640),

and SARS-CoV-2 virus was prepared to

produce 40 to 120 plaques per well. Equal 

volumes of diluted serum and virus were mixed and 

incubated at 37ºC for 1 hour, then added to Vero 

cell monolayers. After 1 hour, the virus-serum

mixture was replaced with a semisolid overlay

medium (1% carboxymethylcellulose, 1%

penicillin-streptomycin (Sigma-Aldrich, USA), 

and 10% fetal bovine serum), and plates were 

incubated for 7 days. After incubation, cells 

were fixed with 10% formaldehyde and stained 

with 0.5% crystal violet in PBS. Plaques were 

counted, and PRNT50 values were calculated 
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as the reciprocal of the highest serum dilu-

tion that resulted in a 50% plaque reduction 

compared to virus controls, using a four-point 

linear regression. 

Preliminary validation of the pVNT

Precision

To determine the precision (reproducibility)

of pVNT, serum from a single convalescent 

serum sample was tested 10 times across four 

independent experiments with 2 to 4 replications

per plate. The intra-assay and inter-assay 

variability were evaluated, with acceptable

coefficients of variation (%CV) set at ≤ 10%.(29)

Correlation between pVNT and PRNT

To assess the correlation between our 

pVNT and the standard PRNT, we compared 

neutralizing antibody titers measured by both 

assays using 52 serum samples and a NIBSC code 

20/136. The correlation between neutralizing

antibody titers from two methods was assessed 

using Pearson’s correlation coefficient. Statistical

analysis was performed using GraphPad 

Prism 7.0.

Initial comparison to WHO International 

Units

To make an initial comparison of pVNT 

titers to WHO International Units (IU/mL), 

the WHO International Standard (NIBSC 

code: 20/136) was tested during the validation 

process. The neutralization titers were 

compared, and a conversion factor was

calculated to express titers in BAU/mL.

This standardization allows for international 

comparability of the results.

Results

Specific interaction between the SARS-

CoV-2 spike protein and ACE2 receptors

The number of GFP-positive cells in a well 

reflects the infection of cells by the pseudovirus. 

Transfection of the SARS-CoV-2 pseudovirus 

was confirmed by the presence of GFP-positive 

cells exclusively in ACE2-expressing HEK293 

cells (Figure 1A, top panel), while HEK293T 

cells lacking ACE2 did not exhibit GFP 

fluorescence (Figure 1A, bottom panel). This 

indicates the absence of pseudovirus entry into

cells without the ACE2 receptor, highlighting 

the specific interaction between the SARS-

CoV-2 spike protein and ACE2 receptors.

Consequently, ACE2-HEK293 cells were

selected for neutralization assays, ensuring

reliable results and specific assessment

of the pseudovirus's interaction with the ACE2 

receptor.

Optimal incubation period for SARS-

CoV-2 pseudovirus detection

A time-course analysis of GFP expression

from day 1 to day 5 post-infection with serial

dilutions of the pseudovirus demonstrated 

a dose- and time-dependent increase in 

GFP-positive cells from day 1 to day 3. There 

was no significant increase in GFP-positive cells 

observed on days 4 and 5, suggesting a plateau 

in GFP expression. Therefore, day 3 post-

infection was selected as the optimal time 

point for conducting the neutralization assay 

(Figure 1B).

Optimal cell density for pVNT

Cell density optimization for the pVNT 

assay was performed using cell numbers ranging 
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from 5×103 to 3×104 per well. Goodness-of-fit 

analysis using four-parameter inhibition curves 

showed an R² value above 0.98 for cell densities 

up to 1×104 cells per well, indicating a robust fit 

(Figure 1C). Beyond this density, a decreasing

trend in pRNT50 values was observed, with 

PRNT50 values dropping from 524.6 at 1×104 

cells per well to 354.1, 268.1, and 255.4 for cell 

densities of 1.5 × 104, 2 × 104, and 3 × 104 cells per 

well, respectively. These results suggest that 

cell densities between 5×103 to 1×104 cells per 

well are suitable for the assay. For subsequent 

experiments, a cell density of 10,000 cells per 

well was selected to ensure consistency to prior 

experiment.

Optimal pseudovirus dose of SARS-CoV-2 

pseudovirus in pVNT

Evaluation of different pseudovirus dose 

MOI ranging from 0.0125 to 0.175 was conducted 

to optimize the pseudovirus inoculation dose for 

the pVNT assay. Four-parameter inhibition

curves with R² values above 0.98 were

observed within the MOI range of 0.025 to 0.125. 

Consistent pVNT50 values were obtained 

for inoculant doses between MOI of 0.05 and

0.125, indicating stable neutralization results

across this range (Figure 1D). Therefore,

an intermediate inoculant dose with an MOI 

of 0.075 was selected. This MOI was chosen to 

ensure reliability while minimizing the risk of 

experimental errors or variability, and it will 

be used for future experiments. 
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Preliminary validation of the pVNT

We conducted preliminary validation of 

our in-house SARS-CoV-2 pVNT assay focusing

on precision (reproducibility) and correlation 

to standard methods (PRNT). Additionally, 

we calibrated the assay results to WHO 

International Standard units for consistency.

Reproducibility was assessed by calculating

intra-assay and inter-assay coefficients of 

variation (CVs), which were 7.64% and 8.17%, 

respectively (Table 1). These values fall within 

acceptable limits for cell-based assays, confirming

the method's precision and reliability.(29)

Figure 1 Establishment and optimization of the SARS-CoV-2 pVNT neutralization assay: 

 (A) Fluorescence microscope images of ACE2-HEK293 (top panel) and HEK293T 

  cells (bottom panel)  following infection with SARS-CoV-2 pseudovirus.

  GFP-positive cells, indicating successful pseudovirus  transfection, were expressed 

  only in ACE2-HEK293 cells, confirming the specificity of the pseudovirus entry 

  through the ACE2 receptor. In contrast, no fluorescence was observed in 

  ACE2-negative HEK293T cells. Representative images were captured at 10× 

  magnification. Scale bar: 100 µm. 

 (B) Time-course analysis of GFP-positive cells in a 96-well plate following serial 

  dilutions of the pseudovirus transfected into ACE2-HEK293 cells. GFP expression 

  was quantified using fluorescence imaging capture to determine the optimal 

  time point for detection post-transfection. 

 (C) Effect of varying ACE2-HEK293 cell densities on neutralization efficacy. The graph 

  and accompanying table display cell numbers, pVNT50 values, and R² values 

  for each cell density. 

 (D) Impact of different pseudovirus dose on neutralization efficacy. The graph and 

  table present the pseudovirus dose, pVNT50 values, and R² values for each MOI.
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To examine the correlation of our pseu-

dovirus neutralization assay with the standard 

method, we compared neutralizing antibody 

titers measured by our assay with those obtained

using the PRNT in the same 53 serum samples 

including NIBSC code 20/136 (Table 2).

The results showed a high correlation between 

the two assays, with a correlation coefficient of 

0.9124, R² = 0.83, p < 0.0001 (Figure 2), indicating 

strong agreement between our in-house pVNT 

and the gold standard assays, PRNT. 

Table 1 pVNT50 values of one COVID-19 convalescent patient measured across four independent 

 experiments

Replication

Experiment no. 1 2 3 4 Average SD CV

Experiment 1
Experiment 2
Experiment 3
Experiment 4

455.97
366.93
327.84
672.18

432.37
331.33
370.03
867.13

 NA
 NA
 NA

718.93

 NA
 NA
 NA

754.14

444.17
349.13
348.93
753.10

16.69
25.17
29.83
83.11

3.76
7.21
8.55
11.04

NA: Not applicable or replications were not conducted                                    intra-assay CV = 7.64%

                                                                                                                   inter-assay CV = 8.17%

Table 2 Neutralizing antibody titers of 52 serum samples from COVID-19 convalescent patients 

 and vaccinated individuals and NIBSC 20/136 measured by pVNT and PRNT

     Sample pVNT PRNT

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

C01
C02
C03
C04
C05
C06
C07
C08
C09
C10
C11
C12
C13
C14
C15
C16
C17
C18
C19
C20
C21
C22
C23

565.33
252.09

3,189.20
1,597.76
1,803.80
1,280.54
436.60
833.93

1,535.72
2,035.41
152.78
237.97
928.34
529.43

1,100.35
1,986.05
417.11

1,180.10
521.09

2,478.83
616.13
313.04
635.04

645.57
161.66

2,874.74
1,280.00
1,280.00
1,280.00
383.35

1,280.00
1,280.00
1,280.00
235.88
205.35

1,280.00
287.47
822.46

1,600.00
442.69

1,212.27
485.03

2,874.74
682.42
331.97
631.19

     Sample pVNT PRNT

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

C24
C25
C26
C27
C28
C29
C30
C31
C32
C33
C34

VC01
VC02
VC03
VC04
VC05
VC06
VC07
VC08
VC09
VC10
VC11

399.93
474.97
329.27
205.94
404.10
591.56

1,317.28
1,333.70
821.55
378.60
484.34
808.44
636.33
318.28
626.52
866.55
783.14
234.48
245.54

1,113.34
234.43
283.09

572.99
937.01
593.02
106.29
199.03
909.07
681.71

1,866.80
473.00
278.79
177.83
693.81
506.09
422.32
726.76
576.29
602.69
182.10
256.34
956.15
204.47
327.58
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To ensure comparability of our assay 

results with international standards and other 

research groups, we determined the conversion

factors of our pVNT using the WHO Interna-

tional Standard (NIBSC code 20/136), whose 

assigned concentration is 1,000 IU/mL. Our 

pVNT measurement for this standard was 

2,090.52, resulting in a conversion factor of 

0.4783 (1,000/2,090.52), which will be fully used 

for assay calibration and harmonization (PNT 

titer × 0.4783 = IU/mL). 

Discussion

In this study, we successfully developed 

and validated an in-house pVNT for SARS-

CoV-2, demonstrating its reliability and 

suitability as an alternative to traditional

methods. The high correlation between

neutralizing titers measured by our pVNT 

and the gold standard PRNT underscores the 

validity of our approach.

The pVNT employs pseudoviruses, which 
offer safety and flexibility benefits over live virus
assays.(19,30−32) It can be managed in a Biosafety
Level 2 (BSL-2) environment, reducing safety
concerns and increasing accessibility. The 
pseudovirus system can be tailored to specific 
research objectives.(32) In our SARS-CoV-2 
neutralization study, the spike protein on the 
surface of SARS-CoV-2, responsible for viral 

tropism through host cell recognition by binding 

to the human angiotensin-converting enzyme 2

(hACE2) receptor,(17,33,34) was used for 

     Sample pVNT PRNT

46
47
48
49
50

VC12
VC13
VC14
VC15
VC16

720.20
454.60
476.01

1,096.01
341.91

709.13
408.61
364.51
981.64
235.89

     Sample pVNT PRNT

51
52

VC17
VC18

106.39
855.65

115.64
788.92

WHO International Standard

1 NIBSC 20/136 2,090.52 1,450.00

Figure 2 Correlation of neutralizing antibody titers from the pVNT and PRNT using 52 serum

 samples and NIBSC code 20/136. A strong positive correlation confirms the assay's

 reliability.
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pseudotyping. This strategy effectively mimics

the entry mechanism of the wild-type/live

SARS-CoV-2 virus. (19,31) Although our

current study focused on the wild-type strain of 

SARS-CoV-2, the assay can be readily adapted 

to evaluate neutralizing antibodies against 

emerging variants of the virus. This flexibility 

is crucial for keeping pace with the evolving 

virus and ensuring the continued relevance of 

the assay.

Reporter genes, such as luciferase,(31,35) 

and fluorescent proteins,(16,17) can be integrated 

into pseudoviruses for quantitative analyses. 

Luciferase assays offer lower background noise 

and higher sensitivity but are time-consuming 

and expensive. Fluorescent protein assays are 

cheaper and easier to operate.(13) The titers and 

transduction efficiency of pseudotyped viruses 

can be determined by counting fluorescence-

positive cells using equipment such as a

fluorescence microscope, an automatic fluores-

cence cell counter (e.g. ImmunoSpot analyzers), 

or a flow cytometer.(17) The choice of detection 

system depends on what is best for each lab's 

practice.

Developing the pVNT assay required 

optimizing several key parameters, including 

cell numbers, pseudovirus dose, and detection

time. Previous studies have successfully imple-

mented SARS-CoV-2 pVNTs using different 

cell models.(16,19,36,37) In our case, we confirmed 

that the spike-pseudotyped virus interacts 

effectively with ACE2-HEK293 cells, replicating

the wild-type entry process. After the 

optimization, we selected a MOI of 0.075 for our 

assay. This balance between cell number and 

pseudovirus dose was crucial for obtaining 

reliable and reproducible results.

Our preliminary validation showed 

Intra-assay and inter-assay variations within 

the acceptable range for cell-based assays 

(CV ≤ 10%).(29) When using the WHO 

International Standard (NIBSC code: 20/136), 

our pVNT titer was 2,090, while another group 

reported a pVNT titer of 4,680.9.(38) Such 

variations in pVNT titers across different 

laboratories are not unexpected, given 

the potential differences in experimental

condit ions  and pseudovirus  des igns .

Nevertheless, calibration against international

standards enables these differences to be

normalized, facilitating  meaningful compari-

sons between studies.

Accurate measurement of neutralizing 

antibodies is vital for developing effective 

vaccines and therapeutic interventions. While 

our “Proof of Concept” study lays a strong 

foundation, our preliminary validation used a 

relatively small sample size. This was primarily

due to restricted access to clinical samples, which 

arose from challenges such as the availability

of suitable cohorts, regulatory approvals, and 

high demand during the pandemic. Further 

validation with larger cohorts will enhance 

the assay’s reliability and robustness. Addi-

tional research is needed to expand the assay's 

applicability. Collaborative efforts could help 

standardize the pVNT assay, promoting broader 

adoption and ensuring consistency across 

different laboratories.

Conclusion

An in-house pVNT for SARS-CoV-2 was 

successfully developed and optimized, with key 

parameters such as cell number, pseudovirus 

dose, and incubation time refined. The assay 
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demonstrated good precision and a high 

correlation with the gold standard live virus 

assay, underscoring its reliability. These results 

suggest that the pVNT could serve as a 

promis ing a l ternat ive  to  tradi t ional 

neutralization methods, with the potential 

for future use in monitoring vaccine efficacy 

and evaluating treatments.
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การพัฒนาการตรวจหาแอนติบอดีลบลางฤทธิ์ไวรัส 
SARS-CoV-2 ในหองปฏิบัติการดวยวิธี 
Pseudovirus Neutralization Test:

การศึกษาเชิงพิสูจนแนวคิด

บทคัดยอ Pseudovirus-based neutralization test (pVNT) เปนวิธีในการตรวจหาแอนติบอดีที่ลบลางฤทธ์ิไวรัส
โดยใช pseudovirus แทนการใชไวรัสจริง ซึ่งเปนวิธีที่มีความปลอดภัยสูงและสามารถปรับใชงานไดหลากหลาย งานวิจัยนี้
มวีตัถปุระสงคเพือ่พฒันาวธิ ีpVNT สาํหรบัตรวจหาระดับแอนติบอดีทีล่บลางฤทธิไ์วรสั  SARS-CoV-2 โดยใช pseudovirus 
ที่สรางจาก lentivirus ซึ่งถูกออกแบบใหแสดงโปรตีนหนามของ SARS-CoV-2 สายพันธุ wildtype และโปรตีนเรืองแสง
สําหรับรายงานผล ในการทดลองทําการทดสอบปจจัยตาง ๆ ที่สําคัญ เชน ปริมาณเซลลเปาหมาย ปริมาณ pseudovirus และ
ระยะเวลาในการตรวจสอบผล เมื่อนําไปทดสอบกับตัวอยางซีรัมของผูที่เคยไดรับเชื้อโควิดและผูที่ไดรับวัคซีน เปรียบเทียบ
ผลกับวิธี plaque reduction neutralization test (PRNT) พบวามีคาความสัมพันธสูง โดยมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ
เทากับ 0.91 จากการตรวจสอบความแมนของการทําซํ้า พบคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนในชุดวิเคราะหเดียวกันและ
ความแปรปรวนตางชุดวิเคราะห คือ 7.64% และ 8.17% ตามลําดับ นอกจากนี้ทําการทดสอบวิธี pVNT โดยใชตัวอยาง
แอนติบอดีตาน SARS-CoV-2 มาตรฐานสากลขององคการอนามัยโลกเพื่อเปรียบเทียบคาเปนหนวยสากล (WHO
International Units; IU/mL) ดงันัน้วธิ ีpVNT ทีพ่ฒันาขึน้นีจ้งึเปนวธิทีีส่ามารถนาํไปใชตรวจหาแอนตบิอดทีีล่บลางฤทธิไ์วรสั
SARS-CoV-2 ได เปนอีกทางเลือกสําหรับงานวิจัยที่เกี่ยวของกับโรคโควิด 19 อยางไรก็ตามตองมีการศึกษาเพิ่มเติม
และปรับปรุงโปรตีน spike ของ pseudovirus เพื่อใหสอดคลองกับสายพันธุที่สนใจในปจจุบัน

คําสําคัญ: ซารสโควีทู, โควิด 19, แอนติบอดีลบลางฤทธิ์, ไวรัสเทียม, วิธี pVNT
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การทวนสอบความใชไดของวิธีโลวรีดัดแปรสําหรับ
วิเคราะหหาปริมาณโปรตีนในถุงมือทางการแพทย 

บทคัดยอ ประเทศไทยเปนหนึ่งในประเทศหลักที่มีการผลิตและสงออกถุงมือยางทางการแพทยของโลก เน่ืองจากโปรตีน
ในน้ํายางธรรมชาติสามารถกระตุนใหเกิดอาการแพได สมาคมวิชาชีพทางดานวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงสหรัฐอเมริกา
จงึกาํหนดใหมีการวเิคราะหปรมิาณโปรตนีในถงุมอืซึง่มเีกณฑไมเกิน 200 ไมโครกรมัตอตารางเดซิเมตร งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงค
เพื่อศึกษาและทวนสอบวิธีโลวรีดัดแปรสําหรับวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนตามมาตรฐาน ASTM D5712-15 และ EN 455-3 
สําหรับคุมครองผูบริโภคในประเทศและสนับสนุนการสงออกถุงมือทางการแพทย วิเคราะหโดยการวัดสีจากการเกิดปฏิกิริยา
ระหวางโปรตีนกับ Cu2+ และสาร Folin ในสภาวะดาง ทําใหไดผลิตภัณฑที่สามารถตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 
จากการประเมินความสามารถในการยึดจับโปรตีนของวัสดุที่ใชตรวจสอบกระบวนการตกตะกอนและศึกษาประสิทธิภาพ
ในการวิเคราะห พบวาการทดสอบตามมาตรฐาน ASTM ใหชวงความเปนเสนตรง 5–60 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีคา LOD 
และ LOQ เทากับ 1.8 และ 5.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ขณะที่การตรวจวัดตามมาตรฐาน EN ใหชวงการวิเคราะห 
5–100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีคา LOD และ LOQ เทากับ 2.0 และ 5.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ผลการศึกษา
ความเที่ยงและความแมนของการทดสอบตามมาตรฐาน ASTM และ EN มีคา HORRAT นอยกวา 2.0 และ %recovery 
ในชวงรอยละ 101–104 และ 86–99 สรุปไดวาการทดสอบตามมาตรฐานไดรับการทวนสอบอยางเหมาะสม สามารถนําไป
ใชตรวจหาปริมาณโปรตีนในถุงมือยางทางการแพทย เพื่อการตอยอดขยายขอบขายการใหบริการและสงเสริมอุตสาหกรรม
การสงออกถุงมือยางของประเทศ

คําสําคัญ: โปรตีน, วิธีโลวรีดัดแปร, ถุงมือทางการแพทย, ยางธรรมชาติ, การวิเคราะหโดยการวัดสี
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บทนํา

ถุงมือยางทางการแพทย ประกอบดวย ถุงมือ

ศัลยกรรม (surgical glove) และถุงมือตรวจโรค 

(examination glove) จัดเปนเครื่องมือแพทยที่รุกล้ำ

เขาไปในรางกาย (invasive medical devices) ตาม

หลักเกณฑที่ 6 ประเภทที่ 2 และหลักเกณฑที่ 5 ประเภท

ที่ 1 ตามลำดับ(1) ที่ผลิตทั้งจากน้ำยางธรรมชาติและ

น้ำยางสังเคราะห โดยถุงมือศัลยกรรมตองผานการ

ทำใหปราศจากเชื้อกอนนำมาใชสวมใส เพื่อปองกัน

การปนเปอนระหวางบุคลากรทางการแพทยกับผูปวย

หรือผูใชบริการผาตัด ในขณะท่ีถุงมือตรวจโรคใชเพื่อ

ปองกันการปนเปอนระหวางบุคลากรทางการแพทย

และผูปวยขณะตรวจวินิจฉัยหรือรักษาในทางการแพทย

ที่ ไมใชการผาตัด และปองกันการสัมผัสวัสดุทาง

การแพทยที่อาจปนเปอน ถุงมือศัลยกรรมและถุงมือ

ตรวจโรคที่ผลิตหรือนำเขาเพื่อขายในประเทศไทย

ตองมีคุณภาพและมาตรฐานเปนไปตามประกาศ

กระทรวงสาธารณสุข วาดวยเรื่องมาตรฐานผลิตภัณฑ

อุตสาหกรรม (มอก.) ถุงมือยางปราศจากเชื้อสำหรับ

การศัลยกรรมชนิดใชครั้งเดียว (มอก. 538)(2) และ

ถุงมือสำหรับการตรวจวินิจฉัยทางการแพทยชนิดใช

ครั้งเดียว (มอก. 1056 เลม 1)(3) ตามลำดับ โดย 

มอก. ทั้งสองเลมไดรับการแกไขปรับปรุงเหมือนกัน

ทุกประการตามมาตรฐาน ISO 10282(4) และ ISO 

11193-1(5) ตามลำดับ นอกจากนี้มีมาตรฐานสากลที่

กำหนดคุณภาพของถุงมือทางการแพทยสำหรับสงออก 

โดยสมาคมวิชาชีพทางดานวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี

แหงสหรัฐอเมริกา ประกอบดวย ASTM D3577(6) และ 

ASTM D3578(7) สำหรับถุงมือศัลยกรรมและถุงมือ

ตรวจโรค ตามลำดับ 

จากขอมลูการคาระหวางประเทศคาดวาถงุมอืยาง

ทางการแพทย ท่ัวโลกมีการขยายตัวเพิ่ม ข้ึน โดย

อาจขยายตัวตอปรอยละ 9.1 ภายในป พ.ศ. 2569(8) 

บงชี้วาถุงมือเปนหน่ึงในผลิตภัณฑที่มีความตองการ

เพิ่มขึ้นทุกป ประเทศไทยเปนหน่ึงในประเทศหลักที่มี

การผลติและสงออกถงุมือยางธรรมชาตขิองโลก เนือ่งจาก

มสีภาพภมูปิระเทศและภูมิอากาศรอนชืน้เหมาะสมในการ

ปลูกตนยางพารา ทำใหผูประกอบการสามารถแปรรูป

และเขาถึงแหลงวัตถุดิบไดงายและมีราคาถูก รวมท้ัง

ผูประกอบการมีความชำนาญในการผลิตถุงมือจาก

น้ำยางธรรมชาติ สงผลใหผูผลิตสินคาตนน้ำ (เกษตรกร

สวนยาง) และกลางน้ำ (โรงงานน้ำยางหรือโรงงานผลิต

ถุงมือยาง) สามารถผลิตถุงมือยางคุณภาพสูง เปนท่ี

ยอมรับในระดับสากล และสามารถแขงขันกับคูแขงใน

ตลาดโลกได จึงเปนเหตุใหถุงมือยางทางการแพทยของ

ประเทศไทยสรางมูลคาสำหรับตลาดภายในประเทศและ

ตลาดสงออกไดในลำดบัตน ๆ  ของผลติภณัฑยางทัง้หมด 

โดยจัดเปนอันดับที่ 3 ของมูลคาการบริโภคภายใน

ประเทศ และมีมูลคาการสงออกเปนลำดับที่ 2 ของโลก 

รองจากประเทศมาเลเซีย(9) ซึ่งรอยละ 90 เปนถุงมือยาง

ทางการแพทย และรอยละ 10 เปนถุงมือยางทั่วไป(10)

สหรัฐอเมริกาเปนประเทศผูนำเขาถุงมือยาง

รายใหญที่สุดของโลก โดยประเทศไทยมีสวนแบงตลาด

สงออกสูงถึงรอยละ 30 ของตลาดการสงออกทั่วโลก(8,10) 

จากขอมลูการใชถงุมอืทางการแพทยพบวามชีาวอเมรกินั

แพการใชถุงมือยางธรรมชาติ เนื่องจากโปรตีนจาก

น้ำยางธรรมชาติมีสารที่กอใหเกิดภูมิแพ (allergens) 

ซึ่งสามารถกระตุนใหเกิดอาการแพ ต้ังแตแสบคัน เกิด

ผื่นแดง หรือเปนลมพิษ ไปจนถึงอาการแพขั้นรุนแรง

จนเปนอันตรายถึงชีวิต (anaphylaxis)(11) โดยการแพ

น้ำยางจัดอยูในชนิดท่ี 1 (type 1 latex allergy)

มสีาเหตจุากการสมัผสักบัโปรตนีในยางธรรมชาต ิ(hevea 

natural rubber; HNR) หากกระบวนการผลิตไมดีจะ

ทำใหมโีปรตนี HNR คงเหลอือยูในผลติภณัฑ(12) สงผลให

สหรฐัอเมรกิาประกาศบงัคบัใชกฎหมายหามใชถงุมอืยาง

ธรรมชาติที่มีปริมาณโปรตีนเกินเกณฑมาตรฐานที่

สมาคมวิชาชีพทางดานวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง

สหรัฐอเมริกากำหนด(13) ซึ่งเทากับ 200 ไมโครกรัม

ตอตารางเดซิเมตร (µg/dm2)(6,7) ทำใหประเทศใน

ทวีปยุโรปมีการกำกับการใชถุงมือยางธรรมชาติเชนกัน 

ถุงมือยางทางการแพทยที่สามารถนำเขาและจำหนาย

ในสหรัฐอเมริกาและกลุมประเทศยุโรป ตองไดรับ

การทดสอบปริมาณโปรตีนตามมาตรฐาน ASTM 

D5712-15(14) และ EN 455-3(15) ตามลำดับ ขณะท่ี

ประเทศไทยไมไดกำกับใหมีการทดสอบปริมาณโปรตีน

ในถุงมือยางทางการแพทย แตมอก. 538 และ 1056 
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ระบุวาอาจมีการกำหนดใหทดสอบปริมาณโปรตีนที่สกัด

ไดจากถุงมือศัลยกรรมและถุงมือตรวจโรคในอนาคต

ซึ่งขึ้นกับมาตรฐานระหวางประเทศที่เกี่ยวของ(2,3) แมวา

ประเทศไทยยังไมไดควบคุมการใชถุงมือทางการแพทย

แตผลการบังคับใชในตางประเทศคาดวาจะทำใหความ

ตองการถุงมือยางธรรมชาติลดลงและทำใหแนวโนมการ

ใชถุงมือที่ผลิตจากยางสังเคราะหเพิ่มสูงขึ้น เน่ืองจาก

ความเคลื่อนไหวของตลาดสหรัฐอเมริกาเปนปจจัย

กำหนดทิศทางตลาดโลก 

แมวาถุงมือยางสังเคราะหไมพบปญหาการแพ

โปรตนีเหมอืนถงุมอืยางธรรมชาต ิแตถงุมือยางสังเคราะห

มีตนทุนดานวัตถุดิบสูงกวาถุงมือยางธรรมชาติ ซึ่ง

ราคาของวัตถุดิบเปนสวนสำคัญสำหรับการตัดสินใจ

ทางธุรกิจ และราคาของถุงมือยางสังเคราะหมีแนวโนม

ปรับตัวสูงขึ้น เนื่องจากวัตถุดิบของการผลิตตองอาศัย

กระบวนการผลิตปโตรเลียมที่มีอยูอยางจำกัด(16)

ในภาพรวมถุงมือยางธรรมชาติมีความโดดเดนมากกวา 

ทั้งดานความยืดหยุน การสัมผัส ความสะดวกสบาย

ในการสวมใสและความเปนมิตรตอส่ิงแวดลอม ดังนั้น

เพ่ือสงเสริมความเขมแข็งของอุตสาหกรรมการผลิต

และสงออกถุงมือยางธรรมชาติ และสนับสนุนความ

สามารถในการแขงขันของสินคาไทย รวมทั้งสราง

ความเชื่อมั่นใหแกประชาชนและบุคลากรทางการแพทย

ภายในประเทศ ไดใชถุงมือทางการแพทยที่ผ าน

มาตรฐานและมีความปลอดภัยมีการควบคุมการทดสอบ

ปริมาณโปรตีน งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือทวนสอบ

วิธี โลวรีดัดแปร (modified lowry method)

ส ำ ห รั บ ต ร ว จ ห า ป ริ ม า ณ โ ป ร ตี น ใ น ถุ ง มื อ ย า ง

ทางการแพทยตามมาตรฐาน ASTM D5712-15

และ EN 455-3 เปนการขยายศักยภาพของการเปน

หองปฏิบัติการอางอิงของประเทศที่มีมาตรฐาน นำไปสู

ความนาเชือ่ถอืในคุณภาพของถงุมือทางการแพทยทีผ่ลติ

จากยางธรรมชาติ

วัสดุและวิธีการ

สารมาตรฐานและสารเคมี

ovalbumin (Chicken egg white albumin, 

A5503) (Sigma-Aldrich, USA), Folin-Ciocalteu’s

phenol reagent (2N, F9252) (Sigma-Aldrich,

USA), bromophenol blue sodium salt 

(C19H9Br4O5S·Na, B5525) (Sigma-Aldrich, 

USA), disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4,

PA-ACS) (Panreac, Spain), potassium 

dihydrogen phosphate (KH2PO4, RPE-ACS) 

(Carlo Erba, Italy), sodium chloride (NaCl, RPE) 

(Carlo Erba, Italy), potassium chloride (KCl, 

RPE-ACS) (Carlo Erba, Italy), deoxycholic

acid Na-salt (DOC, 99%) (Acros Organics, 

Belgium), trichloroacetic acid (TCA, RPE-ACS) 

(Carlo Erba, Italy), phosphotungstic acid (PTA, 

RPE) (Carlo Erba, Italy), sodium hydroxide 

pellets (NaOH, RPE-ACS) (Carlo Erba, Italy), 

cupric sulphate pentahydrate (CuSO4·5H2O, 

RPE-ACS) (Carlo Erba, Italy), sodium

carbonate anhydrous (Na2CO3, RPE-ACS) 

(Carlo Erba, Italy), และ sodium tartrate 

(C4H4Na2O6, RPE) (Carlo Erba, Italy)

เครื่องมือและวัสดุ

เครือ่งมอื: เครือ่ง UV-Vis spectrophotometer 

(EVO 350, Thermo Fisher Scientific, USA), เครือ่ง

ชั่งละเอียด 4 ตำแหนง (ML001T, Mettler-Toledo,

Switzerland), ตูอบลมรอน (TS 8136, Termaks, 

Norway), เครื่องปนเหว่ียงความเร็วสูง (MDX-310, 

Tomy, JAPAN), เครื่องเขยาสาร (WS-100D, 

Wiggens, Germany), เครื่องผสมสาร (Genie 2, 

Scientific Industries Inc., USA) และเครือ่งกรองนำ้ 

Reverse Osmosis & DI Water System (Merck, 

France)

วัสดุ: ขวดเก็บสารพลาสติก (PP, Nalgene, 

USA), ขวดรูปชมพูพลาสติก (PP, Nalgene, USA), 

คิวเวตพลาสตกิ (PS, Macro, VMR Apparatus, UK),

คิวเวตควอตซ (Quartz, Starna Scientific, UK), 

หลอดปนเหวี่ยง ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร (Nunc, 

Denmark), ตัวกรองหลอดฉีดยา ขนาดรูพรุน 0.22 

ไมครอน (CA, Filtratech, France) และตวักรองหลอด

ฉีดยา ขนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน (CA, Johnson, UK)
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การเตรียมสารละลายเคมี

เตรียมสารละลาย phosphate buffer saline 

(PBS, pH 7.4±0.2) ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร 

ประกอบดวย Na2HPO4 ปริมาณ 14.4 กรัม KH2PO4 

ปริมาณ 2.7 กรัม NaCl ปริมาณ 80.1 กรัม และ

KCl ปริมาณ 2.0 กรัม ละลายในน้ำปราศจากไอออน 

(deionized water, DI) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร

เตรียมสารละลาย bromophenol blue 

ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ในน้ำ DI

เตรยีมสารละลาย DOC และสารผสม TCA:PTA 

โดยเตรียมสารละลาย DOC ความเขมขนรอยละ 0.15 

มวลตอปรมิาตร และสารละลายผสม TCA:PTA  เตรยีม

โดยผสมสารละลาย TCA ความเขมขนรอยละ 72 กับ

สารละลาย PTA ความเขมขนรอยละ 72 ในอัตราสวน 

1:1 โดยปริมาตร

เตรียมสารละลาย NaOH โดยเตรียมสารละลาย 

NaOH ความเขมขน 0.1 และ 0.2 โมลาร ในน้ำ DI สำหรบั

ละลายตะกอนของโปรตีนตามมาตรฐาน EN 455-3

และ ASTM D5712-15 ตามลำดับ 

เตรียมสารละลาย alkaline copper tartrate 

จากการละลาย Na2CO3 ปริมาณ 4.44 กรัม NaOH 

ปริมาณ 0.88 กรัม และ C4H4Na2O6 ปริมาณ 0.36 กรัม 

ในนำ้ DI ปรมิาตร 200 มิลลิลิตร จากน้ันเตรยีมสารละลาย 

copper sulfate ความเขมขน 0.07 กรมัตอมิลลลิติร จาก 

CuSO4·5H2O ในน้ำ DI แลวเตรยีมสารละลาย alkaline 

copper tartrate โดยผสมสารละลาย alkaline tar-

trate กบัสารละลาย copper sulfate ในอตัราสวน 160:1

โดยปริมาตร 

เตรยีมสารละลาย folin เพ่ือทำใหเกดิสี โดยเตรยีม

สารละลาย folin ความเขมขนรอยละ 50 โดยปริมาตร 

ดวยน้ำ DI จากสาร Folin-Ciocalteu’s phenol

reagent ความเขมขน 2 นอรแมล (N)

การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

เตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐานใหมีความ

เขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยละลายโปรตีน

ovalbumin ดวยสารละลาย PBS (25 มิลลิโมลาร) 

จากนั้นบมสารละลายในขวดเก็บสารพลาสติกที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง (±5 นาที) กรอง

สารละลายผานตวักรองหลอดฉดียา ขนาด 0.22 ไมครอน 

จากน้ันวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 

นาโนเมตร ดวยเครื่อง UV-Vis spectrophotometer

เพื่อหาคาความเขมขนที่แทจริงของสารละลายโปรตีน

มาตรฐาน โดยนำค าความเขมการดูดกลืนแสง 

(absorbance) ที่วัดไดหารดวยคาคงที่ โดยคาคงที่คือ

0.64 และ 0.715 สำหรับมาตรฐาน ASTM D5712-15 

และ EN 455-3 ตามลำดับ 

การสกัดโปรตีนจากตัวอยางถุงมือ

ตัดถุงมือเปนชิ้นเล็ก ขนาด 1×1  เซนติเมตร

ใสขวดรปูชมพูพลาสตกิ (ทำซำ้ 3 ครัง้ โดยใชถงุมอื 3 ช้ิน)

เติมสารละลาย PBS (25 มิลลิโมลาร) ในอัตราสวน

8 มลิลลิติรตอถุงมอื 1 กรมั นำไปเขยาดวยเครือ่งเขยาสาร

ทีอ่ตัราเรว็ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 2 ชัว่โมง (±5 นาที) ท่ี

อณุหภมู ิ25±5 องศาเซลเซยีส จากนัน้เทสารละลายโปรตนี

ทีส่กดัไดใสหลอดปนเหวีย่งขนาด 50 มลิลลิติร ปนเหวีย่งที่

ความแรง 500 g เปนเวลา 15 นาที จากนั้นกรอง

สารละลายดวยตัวกรองหลอดฉีดยาขนาด 0.45 ไมครอน 

ใสในขวดเก็บสารพลาสติก คำนวณพ้ืนที่ผิวทั้งหมดของ

ถุงมอืจากความกวางและยาวของถุงมอืทีร่ะบใุนมาตรฐาน 

ASTM D5712-15

สวนมาตรฐาน EN 455-3 กำหนดใหทำ

เครื่องหมายบริเวณขอมือบนถุงมือ (หมายเลข 1) ซึ่ง

หางจากปลายสดุของนิว้กลางเปนระยะ 20±1 เซนติเมตร 

(ทำซำ้ 4 ครัง้ โดยใชถงุมอื 4 ชิน้) จากนัน้นำไปชัง่น้ำหนกั 

(m1) แลวนำถุงมอือกี 4 ช้ิน เปนถุงมอืหมายเลข 2 โดยใส

ถุงมือหมายเลข 2 ขางในถุงมือหมายเลข 1 ปรับใหถุงมือ

ทั้งสองขางแนบกันพอดี เติมสารละลาย bromophenol 

blue ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ขางในถุงมือหมายเลข 2 

เพื่อเฝาระวังการรั่วซึมของสาร PBS ระหวางการสกัด

โปรตีน และเติมสารละลาย PBS ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 

ระหวางถุงมือทั้งสองขาง หนีบถุงมือเขาดวยกัน ณ 

บริเวณที่ทำเครื่องหมาย นำไปเขยาดวยเครื่องเขยาสาร

ที่อัตราเร็ว 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 25±5 องศา

เซลเซยีส เปนเวลา 2 ชัว่โมง (±5 นาท)ี จากนัน้ถอดถงุมอื

ออกจากกัน หากพบวาสารละลายที่สกัดไดมีสีน้ำเงินให
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ทำการสกัดใหมโดยใชถุงมือคูใหม ทำการเทสารละลาย

ใสหลอดปนเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงที่

ความแรง 2,000 g เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนของ

สารละลายไวในขวดเก็บสารพลาสติก จากนั้นตัดถุงมือ

ตรงตำแหนงที่ทำเครื่องหมายและทำใหแหงกอนชั่งน้ำ

หนักของถุงมือที่ถูกตัดออก (m2) คำนวณพื้นที่ผิวของ

ถุงมือเฉพาะสวนที่โดนสกัดโดยเทียบจากน้ำหนักถุงมือ

เฉพาะสวนที่โดนสกัด จากสมการ m = m1 – m2

การวิเคราะหปริมาณโปรตีน

การวิ เคราะหปริมาณโปรตีน ประกอบดวย 

3 ขั้นตอน ดังแสดงในภาพที่ 1

การตกตะกอนโปรตีน ปเปตสารละลายโปรตีน

มาตรฐานและสารละลายตัวอยาง ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 

ใสในหลอดปนเหว่ียงขนาด 15 มิลลลิติร โดยมสีารละลาย 

PBS เปนตัวควบคุม จากนั้นเติมสารละลาย DOC 

ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและปลอยให

เกิดปฏิกิริยา เปนเวลา 10 นาที เติมสารละลายผสมของ 

TCA:PTA ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและ

ปลอยใหเกิดปฏิกิริยา เปนเวลา 30 นาที นำไปปนเหวี่ยง

ที่ความแรง 6,000 g เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเทสวน

ใสทิ้งและละลายตะกอนดวยสารละลาย NaOH เขมขน 

0.2 โมลาร ปริมาตร 1.0 มลิลลิติร ตามมาตรฐาน ASTM 

D5712-15 หรอืเตมิ NaOH เขมขน 0.1 โมลาร ปรมิาตร 

0.8 มิลลิลิตร ตามมาตรฐาน EN 455-3 

การทำใหเกิดสี โดยเติมสารละลาย alkaline 

copper tartrate ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

และปลอยใหเกิดปฏิกิริยา เปนเวลา 15 นาที จากน้ัน

เติมสารละลาย folin เขมขนรอยละ 50 ปริมาตร 250

ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและปลอยใหเกิดปฏิกิริยา

เปนเวลา 30 นาที จึงปรากฎสีน้ำเงินอมเขียว

การวเิคราะหเชงิปรมิาณ วดัสทีีเ่กดิขึน้ทีค่วามยาว

คล่ืน 750 นาโนเมตร ดวยเครื่อง UV-Vis spectro-

photometer โดยใชควิเวตพลาสตกิ จากนัน้คำนวณความ

เขมขนของโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน 

ภาพที่ 1  กระบวนการวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธีโลวรีดัดแปร
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การคำนวณปริมาณโปรตีนในถุงมือ 

คำนวณปริมาณโปรตีนที่สกัดได (extractable-protein content; E) ในหนวยไมโครกรัมตอตารางเดซิเมตร 

(µg/dm2) ดังสมการที่ 1 

การทวนสอบกระบวนการตกตะกอนโปรตีน

เตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 

5, 10, 20, 40 และ 80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สำหรับ

สรางกราฟมาตรฐานโดยไมผานกระบวนการตกตะกอน 

(unprecipitated protein solution) และเตรียม

สารละลายโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 2.5, 5, 10, 20 

การทวนสอบความใชไดของวิธี

ประเมนิความสามารถในการยดึจบัโปรตนี (protein 

binding capacity) 

ศึกษาความสามารถในการยึดจับโปรตีนของวัสดุ

พลาสติกที่ใชในการทดสอบ ไดแก ขวดเก็บสารพลาสติก 

หลอดปนเหวี่ยง ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร และตัว

กรองหลอดฉีดยาขนาด 0.22 และ 0.45 ไมครอน ทำการ

ทดสอบโดยใชวัสดุอยางละ 2 ชุด ชุดละ 5 ชิ้น เตรียม

สารละลายโปรตีนอางอิง ความเขมขน 10 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายอางอิง ปริมาตร 10 

         E  =     c × V × F สมการที่ 1
A

เมื่อ c คือ ความเขมขนเฉลี่ยของสารละลายโปรตีน (µg/mL)

 V คือ ปริมาตรของสารละลาย PBS (mL) 

 F คือ  ปจจัยความเขมขน ดังสมการที่ 4 หรือ 5

 A คือ  พ้ืนท่ีผวิท้ังหมดของถงุมอื (ASTM D5712-15) หรอืพืน้ทีผ่วิของถงุมอืเฉพาะสวนทีโ่ดนสกดั

   (EN 455-3)(dm2) 

มิลลิลิตร ใสวัสดุทดสอบ (เฉพาะขวดเก็บสารพลาสติก

และหลอดปนเหวี่ยง) เขยาดวยเครื่องเขยาสาร เปนเวลา

30 นาที เทสารละลายอางอิงลงในวัสดุชิ้นถัดไปใหครบ 

5 ชิ้น สำหรับตัวกรองหลอดฉีดยาทดสอบโดยกรอง

สารละลายอางอิง ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผานตัวกรองที่

เสียบตอกัน 5 ชิ้น จากนั้นวิเคราะหปริมาณโปรตีนของ

สารละลายที่ผานวัสดุทดสอบ (3 ซ้ำ) เปรียบเทียบกับ

สารละลายอางอิง (3 ซ้ำ) คำนวณความสามารถในการ

ยึดจับกับโปรตีน ดังสมการที่ 2 

และ 40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ความเขมขนละ 2 ซ้ำ 

สำหรบัทวนสอบการตกตะกอน (precipitated protein 

solution) จากนั้นวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยกราฟ

มาตรฐาน จำนวน 2 ซำ้ คำนวณหาคาเฉลีย่ของความเขมขน

โปรตีน (C, n = 4) และคำนวณ %recovery

ดังสมการที่ 3

ปริมาณโปรตีนที่ดูดซับ = 10(R - T)   (µg/material)          สมการที่ 25

เมื่อ  R  คือ ความเขมขนโปรตีนในสารละลายอางอิง (µg/mL, n = 3)

 T คือ  ความเขมขนโปรตีนในสารละลายที่ผานวัสดุทดสอบ (µg/mL, n = 6)
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%recovery = C  ×                          สมการที่ 3

    F  

 เมื่อ  C  คือ  ความเขมขนเฉลี่ยของโปรตีน (µg/mL, n = 4) 

   F  คือ  ปจจัยความเขมขน มาตรฐาน ASTM D5712-15 ดังสมการที่ 4 และมาตรฐาน 

     EN 455-3 ดังสมการที่ 5

actual concentration คือ ความเขมขนที่แทจริงของโปรตีน คือ 2.5, 5, 10, 20 และ 40 ไมโครกรัม

     ตอมิลลิลิตร

  F   =                   สมการที่ 4

           

  F   =                    สมการที่ 5

100
actual concentration

ปริมาตร NaOH ที่ใชในการละลายตะกอนของตัวอยาง
ปริมาตรของ NaOH ที่ใชในการละลายตะกอนของโปรตีนมาตรฐาน

     ปริมาตร NaOH ที่ใชในการละลายตะกอน

                              0.8

การศึกษาชวงความเปนเสนตรง ขีดจำกัดในการ

ตรวจวดั (limit of detection; LOD) และขดีจำกัด

ในการวิเคราะหปริมาณ (limit of quantitation; 

LOQ)

เตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 

1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 20.0, 40.0, 60.0, 80.0, 100.0, 

125.0 และ 150.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยละลาย

โปรตีน ovalbumin ดวยสารละลาย PBS เขมขน

25 มิลลิโมลาร และวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวัด

ความเขมขนละ 3 ซ้ำ จากนั้นศึกษา LOD และ LOQ

โดยวิเคราะหปริมาณโปรตีนของสารละลายโปรตีน

มาตรฐานทีค่วามเขมขนตำ่สดุ (1 µg/mL) จำนวน 10 ครัง้

คำนวณคา S0
(17) แลวคำนวณ LOD = 3 × S0 และ 

LOQ = 10 × S0 ยืนยันคา LOD โดยวิเคราะหปริมาณ

โปรตีนที่ความเขมขนเทากับ LOD (20 ซ้ำ) เปรียบ

เทยีบกบัสารละลาย blank (10 ซ้ำ) คำนวณคาเฉล่ีย (χ )

และคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (standard deviation; SD) 

ของ blank กำหนดเกณฑยอมรับ คือ โปรตีนที่ความ

เขมขนเทากับ LOD ตองใหคาสัญญาณการวิเคราะห

สงูกวาคา χ  + SD ของ blank โดยยอมรบัใหมีผลลบลวง 

(false negative result) นอยกวารอยละ 5(17) และยนืยนั

คา LOQ โดยวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่ความเขมขน

เทากับ LOQ (20 ซ้ำ) คำนวณ %recovery และ

คาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) กำหนดเกณฑ

ยอมรบั คอื โปรตนีทีค่วามเขมขนเทากบั LOQ ตองใหคา

%recovery ในชวงรอยละ 80–110 และ %RSD นอยกวา

หรือเทากับรอยละ 10 (0.66 × predicted RSDr)(18)  

ความเท่ียง (precision) และความแมน (trueness)

เตรียม fortified sample โดยเติมสารละลาย

โปรตนีมาตรฐานที ่3 ระดบัความเขมขน (ตำ่ กลาง และสงู

รวมทั้งใหคลอบคลุมชวงใชงาน) ในตัวอยางถุงมือที่มี

ระดับโปรตีนต่ำ จากนั้นสกัดโปรตีนจากตัวอยางถุงมือ

และวิเคราะหปริมาณโปรตีน จำนวน 10 ซ้ำ และ 7 ซ้ำ

สำหรับศึกษาความเ ท่ียงภายใตสภาวะการทำซ้ ำ

(repeatability) และสภาวะการทวนซ้ำ (within-

laboratory reproducibility) ตามลำดับ ประเมินผล

ความเที่ยงและความแมนจากการศึกษาจาก HORRAT

และ %recovery(18) คำนวณดังสมการที่ 6 และ 7

ตามลำดับ 

 HORRAT             =                     สมการที่ 6

                   

เมื่อ   predicted RSDr   =    2C-0.15

  %recovery =         สมการที่ 7

 RSDr

predicted RSDr

ความเขมขนที่วิเคราะหได – ความเขมขนในตัวอยาง
ความเขมขนที่เติม

่

่

่
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การเปรียบเทียบผลการวิเคราะหปริมาณโปรตีนใน

ถุงมือ เปรียบเทียบระหวางผูวิเคราะห

สกัดโปรตีนจากตัวอยางถุงมือตามมาตรฐาน 

ASTM D5712-15 และ EN 455-3 จำนวน 10 ซ้ำ

จากนั้นวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่สกัด เปรียบเทียบ

ผลการทดสอบระหวางนักวิเคราะหดวยสถิติ paired 

t-test ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 และ degree of 

freedom (df) เทากับ 9   

เปรียบเทียบระหวางมาตรฐาน

สกัดโปรตีนจากตัวอยางถุงมือตามมาตรฐาน 

ASTM D5712-15 และ EN 455-3 จำนวน 4 ซำ้ จากนัน้

วเิคราะหปรมิาณโปรตนีทีส่กัดไดซำ้ละ 2 ครัง้ (duplicate)

(n = 8) เปรยีบเทียบผลการทดสอบระหวางสองมาตรฐาน

ดวยสถิติ paired t-test ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 

และ df เทากับ 7   

ผล

ผลการศกึษาความสามารถในการยดึจบักบัโปรตนี 

(protein binding capacity) ของวสัดทุีน่ำมาใชในการ

ทดสอบ ไดแก ขวดเก็บสารพลาสติก หลอดปนเหว่ียง

ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร และตัวกรองหลอดฉีดยา

ขนาด 0.22 และ 0.45 ไมครอน พบวาวสัดทุดสอบทกุชนดิ

ที่ใชในการศึกษาเหมาะสมสำหรับใชวิเคราะหหาปริมาณ

โปรตนี ดงัแสดงในตารางที ่1 เนือ่งจากคาปรมิาณโปรตนี

ที่ดูดซับนอยกวา 10 µg/material ตามมาตรฐาน

EN 455-3(15)

ตารางที่ 1 ปริมาณโปรตีนที่ดูดซับบนวัสดุทดสอบ

วัสดุทดสอบ

ความเขมขนโปรตีน (µg/mL)
ปริมาณโปรตีนที่ดูดซับ

(µg/material)สารละลายอางอิง 
(n = 3)

สารละลายที่ผานวัสดุ
ทดสอบ (n = 6)

ขวดเก็บสารพลาสติก
หลอดปนเหวี่ยง ขนาด 15 มิลลิลิตร
หลอดปนเหวี่ยง ขนาด 50 มิลลิลิตร
ตัวกรองหลอดฉีดยา ขนาด 0.22 ไมครอน
ตัวกรองหลอดฉีดยา ขนาด 0.45 ไมครอน

10.423±1.1
10.101±0.4
10.358±0.3
9.259±0.5
10.254±0.5

8.635±0.9
6.792±0.7
6.342±0.6
6.637±0.6
8.054±0.8

3.576
6.618
8.032
5.244
4.400

ดำเนินการยืนยันวาหองปฏิบัติการทำการทดสอบ

ในสภาวะทีท่ำใหโปรตีนสูญหาย (sample lost) นอยท่ีสดุ

จึงทวนสอบกระบวนการตกตะกอน ดังแสดงในภาพ

ที่ 2(ก) กราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนเริ่มตน

ของโปรตีนกอนตกตะกอน (C/F) กับความเขมขน

ของโปรตีนที่เตรียม และกราฟความสัมพันธระหวาง 

%recovery กบัความเขมขนของโปรตนีท่ีเตรยีม ดงัแสดง

ในภาพที ่2(ข) พบวาการวิเคราะหตามมาตรฐาน ASTM 

D5712-15 และ EN 455-3 ใหคา %recovery มากกวา

รอยละ 80 ทุกชวงความเขมขนที่ศึกษา   

จากการศึกษาชวงความเปนเสนตรงของกราฟ

ความสมัพันธระหวางคาการดดูกลนืแสง (absorbance) 

กบัความเขมขนของสารละลายโปรตนีมาตรฐาน ดงัแสดง

ในภาพที่ 3 พบวาการทดสอบตามมาตรฐาน ASTM 

D5712-15 และ EN 455-3 ใหชวงความเปนเสนตรง

สำหรับการวิเคราะหเทากับ 1–60 (r2 = 0.996) และ 

1–100 (r2 = 0.997) ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลำดับ 

เมือ่พจิารณาจากคาสมัประสทิธิก์ารตดัสนิใจ (coefficient

of determination; r2) มีเกณฑยอมรับมากกวาหรือ

เทากบั 0.995 ผลการคำนวณและยนืยนั LOD และ LOQ 

พบวาการทดสอบโปรตนีตามมาตรฐาน ASTM D5712-15 

มีคา LOD และ LOQ เทากับ 1.8 และ 5.0 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ในขณะที่มาตรฐาน EN 455-3 มีคา LOD 

และ LOQ เทากับ 2.0 และ 5.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ตามลำดับ 
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ภาพที่ 3  ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของโปรตีน ทดสอบตามมาตรฐาน (ก) ASTM 

 D5712-15 และ (ข) EN 455-3 

ความเที่ยงและความแมนศึกษาโดยเตรียม 

fortified sample จากการเติมสารละลายโปรตีน

มาตรฐานที่ 3 ระดับความเขมขน 10, 30 และ 55 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ใหครอบคลุมชวงการใชงาน

ของกราฟมาตรฐาน) ใสในตัวอยางถุงมือตามมาตรฐาน 

ASTM D5712-15 ขณะที่ความเขมขน 10, 50 และ 95 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใชสำหรับทดสอบตามมาตรฐาน 

EN 455-3 ผลการประเมินความเที่ยงภายใตสภาวะการ

ทำซำ้ (repeatability) จากการวิเคราะห จำนวน 10 ครัง้

พบคา HORRAT อยูในชวง 0.5–1.0 และ 0.5–1.1 

สำหรับมาตรฐาน ASTM D5712-15 และ EN 455-3 

ตามลำดบั ผลการทดสอบความเทีย่งภายใตสภาวะทวนซำ้

(within-laboratory reproducibility) จำนวน 7 ครัง้ 

พบคา HORRAT อยูในชวง 0.4–0.8 และ 0.6–1.1 

สำหรับมาตรฐาน ASTM D5712-15 และ EN 455-5 

ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 2 ทั้งนี้พบวาความแมน

ของการทดสอบตามมาตรฐาน ASTM D5712-15 และ 

EN 455-3 มคีา %recovery อยูในชวงรอยละ 101-104 

และ 86–99 ตามลำดับ

ภาพที่ 2  (ก) ความสมัพันธระหวางคา C/F และ (ข) %recovery กับความเขมขนทีแ่ทจรงิของโปรตนี  เมือ่มาตรฐาน

 ASTM D5712-15 และ EN 455-3 มีคา F เทากับ 4 และ 5 ตามลำดับ

(ก)

(ก) (ข)

(ข)
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ตารางที่ 2 ความเท่ียงและความแมนของการวิเคราะหปริมาณโปรตีนตามมาตรฐาน ASTM D5712-15 

 และ EN 455-3 ภายใตสภาวะการทำซ้ำและการทวนซ้ำ

มาตรฐาน
ความเขมขนของ

fortified sample
(µg/mL)

สภาวะการทวนซ้ำ
(n = 10)

สภาวะการทำซ้ำ
(n = 7)

ความเขมขน 
(µg/mL)*

%
Recovery

HORRAT
ความเขมขน 
(µg/mL)*

%
Recovery

HORRAT

ASTM
D5712-15

10
30
55

10.245±1.2
31.057±1.4
56.552±2.9

102.5
103.5
102.8

1.0
0.5
0.6

10.305±0.5
30.733±1.5
55.633±4.1

103.1
102.4
101.2

0.4
0.5
0.8

EN 455-3 10
50
95

9.438±0.9
49.346±4.6
81.652±3.0

94.4
98.7
86.0

0.8
1.1
0.5

9.422±0.6
47.963±4.9
83.240±7.3

94.2
95.9
87.6

0.6
1.1
1.1

หมายเหตุ: *คือ  ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ยที่วัดไดของ fortified sample ซึ่งผานการหักลบความเขมขนในตัวอยางถุงมือ

ตารางที่ 3 เปรียบเทียบการวิเคราะหปริมาณโปรตีนในถุงมือยางทางการแพทยระหวางนักวิเคราะห ทดสอบ

 ตามมาตรฐาน ASTM D5712-15 และ EN 455-3 ดวยสถิติ paired t-test ที่ระดับความเช่ือม่ัน

 รอยละ 95 (df = 9)

มาตรฐาน

คาเฉลี่ยของโปรตีน 
(µg/dm2) (n = 10) tcal tcrit

นักวิเคราะหคนที่ 1 นักวิเคราะหคนที่ 2

ASTM D5712-15
EN 455-3

198.4±29.6
44.3±5.5

188.5±13.2
42.4±5.5

1.028
0.653 2.262

ศึกษาเปรยีบเทียบผลการวิเคราะหปรมิาณโปรตนี

ในตัวอยางถุงมือยางทางการแพทยระหวางนักวิเคราะห 

(intra-laboratory comparison) จากผลการทดสอบ 

จำนวน 10 ซ้ำ พบวาผลการทดสอบปริมาณโปรตีน

ระหวางนักวิเคราะหท้ังสองตามมาตรฐานสากล ASTM 

D5712-15 และ EN 455-3 มีคาไมแตกตางกันอยาง

มนียัสำคญัทีร่ะดบัความเชือ่มัน่รอยละ 95 จากการประเมนิ

ดวยสถิติ paired t-test ที่ df เทากับ 9 เนื่องจากคา 

tcal < tcrit ดังแสดงในตารางที่ 3

ศึกษาเปรยีบเทียบผลการวิเคราะหปรมิาณโปรตนี

ในตัวอยางถุงมือยางทางการแพทยระหวางมาตรฐาน 

ASTM D5712-15 และ EN 455-3 โดยสุมทดสอบ

ถุงมือ จำนวน 3 ตัวอยาง พบวาผลการทดสอบระหวาง

มาตรฐานสากลทั้งสองไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ 

จากการประเมินผลดวยสถิติ paired t-test ที่ระดับ

ความเชื่อมั่นรอยละ 95 และ df เทากับ 7 เนื่องจากคา

tcal < tcrit ดังแสดงในตารางที่ 4 
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วิจารณ

วิธีโลวรีดัดแปรเปนหนึ่งในวิธีมาตรฐานที่นิยมใช

ในการตรวจหาปรมิาณของโปรตนีตามมาตรฐาน ASTM 

D5712-15 และ EN 455-3 ในประเทศสหรัฐอเมริกา

และกลุมประเทศยโุรป ซึง่ใชหลกัการของวิธโีลวรดีดัแปร

และเทคนคิการวดัสเีปนแนวทางสำหรบัวิเคราะหปรมิาณ

โปรตีนในผลิตภัณฑที่ผลิตจากยางธรรมชาติ วัสดุ

ที่ ใชในกระบวนการตรวจวัดตองเปนวัสดุที่ทำจาก

พลาสติกโพลีโพรพิลีน (polypropylene; PP) หรือ

พลาสติกโพลีสไตรีน (polystyrene; PS) เพื่อปองกัน

การดูดซับของโปรตีน เนื่องจากโปรตีนประกอบดวย 

กรดอะมิโนและโครงสรางของกรดอะมิโนประกอบดวย

หมูเอมีน (-NH2) และกรดคารบอกซิลิก (-COOH) 

จึงทำใหมีคุณสมบัติเปน amphiphilic มีทั้งสวน

ทีไ่มชอบนำ้ (hydrophobic) และชอบน้ำ (hydrophilic)

ทำใหโปรตีนมีแนวโนมที่จะดูดซับบนพื้นผิวของวัสดุ

ผานแรงดงึดดูระหวางโมเลกลุทีไ่มชอบนำ้ (hydrophobic

interaction)(19) โดยเฉพาะอยางยิ่งพื้นผิวท่ีเปนแกว

มผีลอยางมากตอการดดูซับของโปรตนี ดงัน้ันเพ่ือปองกนั

การดูดซับของโปรตีนบนพ้ืนผิวของวัสดุทดสอบ จึงใช

วัสดุที่ทำจากพลาสติกชนิด PP หรือ PS ซึ่งมีคุณสมบัติ

ในการดูดซับโปรตีนต่ำ และเพื่อยืนยันวารุน/ยี่หอ

ของวัสดุพลาสติกท่ีนำมาใชเหมาะสมสำหรับวิเคราะห

หาปริมาณโปรตีน จึงตรวจสอบความสามารถในการ

ยึดจับโปรตีนของวัสดุดังกลาว โดยวัดความเขมขนของ

โปรตีนที่ผานวัสดุทดสอบเปรียบเทียบกับความเขมขน

ของสารละลายโปรตีนอางอิง ผลการทดสอบยืนยันวา

รุนหรือยี่หอของวัสดุพลาสติกที่ใชในการศึกษานี้มีความ

สามารถในการดูดซับโปรตีนต่ำ 

ตารางที่ 4 เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในถุงมือยางทางการแพทย ทดสอบตามมาตรฐาน ASTM D5712-15 

 และ EN 455-3 ดวยสถิติ paired t-test ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (df = 7)

ถุงมือทางการแพทย

คาเฉลี่ยของโปรตีน
(µg/dm2) (n = 8) tcal tcrit

ASTM D5712-15 EN 455-3

ตัวอยางถุงมือที่ 1 
ตัวอยางถุงมือที่ 2
ตัวอยางถุงมือที่ 3

49.7±4.1
166.5±5.6
356.4±3.7

53.6±4.6 
198.6±16.2
385.7±28.8

1.819
1.864
2.219

2.365

กระบวนการทดสอบดวยวิธีโลวรีดัดแปร เริ่มจาก 

การสกัดโปรตีนที่ละลายไดในน้ำจากผลิตภัณฑถุงมือยาง

ทางการแพทย จากนั้นตกตะกอนโปรตีนดวยกรด

(acid precipitation) เพือ่เพิม่ความเขมขนของโปรตนี

และแยกโปรตีนออกจากสารอื่นๆ ที่ละลายน้ำได ซ่ึง

อาจจะรบกวนการวิเคราะห ไดแก สารลดแรงตึงผิว

(surfactants) สารเรงปฏิกิริยา (accelerators) 

และสารตานอนุมูลอิสระ (antioxidants) เปนตน(20) 

เนื่องจาก isoelectric point (pI) ของโปรตีนมีคา

อยูระหวาง 4–7 เมื่อเติมกรดลงไปในสารละลายจะ

ทำใหคา pH ลดลง เมื่อคา pH เทากับ pI จะทำให

ประจุรวมเทากับศูนย แรงผลักกันระหวางประจุลดลง

ส งผลให โปรตีนเกิดการเปลี่ ยนแปลงโครงสร าง 

(conformational changes) และตกตะกอน(21)

หากสภาวะในการตกตะกอนไมเหมาะสมอาจทำให

โปรตีนสูญหายระหวางการทดสอบ สงผลตอเนื่องให

ผลการวิเคราะหคลาดเคลื่อน จึงตรวจสอบกระบวนการ

ตกตะกอน พบวา %recovery ลดลงเมื่อความเขมขน

ของโปรตีนเพิ่มขึ้น โดยลดลงเกือบถึงรอยละ 80 ที่ความ

เขมขนเทากบั 40 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร ผลการทดสอบ

ผานเกณฑกำหนดที่ระบุวา %recovery ไมควรนอยกวา

รอยละ 80 ที่ความเขมขนของโปรตีนต่ำกวาหรือเทากับ 

20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร(22) บงช้ีวามีโปรตีนสูญหาย

ในระดับที่ยอมรับได ยืนยันวาสภาวะที่ใชในกระบวน

ตกตะกอนเหมาะสมสำหรับการวิเคราะหโปรตีน

จากผลการศึกษาชวงความเปนเสนตรงของการ

วเิคราะหโปรตนี พบวาสารละลายโปรตนีมสีนีำ้เงนิอมเขยีว

และความเขมสีของสารละลายเปนสัดสวนโดยตรงกับ

ความเขมขนของโปรตีน เนื่องจากการเกิดปฏิกิริยา
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รีดอกซ (redox reaction) โดยหมูอะมิโนของโปรตีน

สวนใหญ คอื tyrosine, tryptophan และ cysteine(23)

จะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) ในสภาวะ

ดางทำใหไนโตรเจนของพันธะเปปไทดจับกับไอออน

ของทองแดง (Cu2+) ไดเปนสารประกอบเชิงซอน ซึ่ง

สามารถเรงปฏิกิริยารีดักชัน (reduction) ของสาร 

Folin-Ciocalteu’s phenol เกิดเปนสารผลิตภัณฑ 

heteropolymolybdenum blue ซึ่งมีสีน้ำเงินอมเขียว 

ทำใหสามารถตรวจวัดดวยเทคนิคการวัดสี โดยใชเครื่อง 

UV-Vis spectrophotometer ที่ความยาวคล่ืน 750 

นาโนเมตร(24–26) 

การศึกษานี้ไดทดสอบตามมาตรฐาน EN 455-3

ซึ่งชวงความเปนเสนตรงเทากับ 1–100 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร กวางกวามาตรฐาน ASTM D5712-15 ที่

มีชวงความเปนเสนตรงเทากับ 1–60 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร คาดวาเปนผลมาจากความเขมขนของ NaOH

เนือ่งจากสาร NaOH มีหนาท่ีหลักในการทำใหสารละลาย

มีสภาพเปนดาง สงผลใหอะตอมของไฮโดนเจน

(H atom) หลุดออก และไนโตรเจนของพันธะเปปไทด

จับกับ Cu2+ เปนสารประกอบเชิงซอนที่สามารถ

เรงปฏกิริยิารดีกัชนัของสาร Folin-Ciocalteu’s phenol

ตอไป หากใช NaOH ความเขมขนสูงจะทำใหอัตรา

การเกิดปฏิกิริยาเร็วขึ้น สงผลใหสีของสารละลายเขมกวา

ในระดับความเขมขนเดียวกัน นอกจากนี้อาจมี NaOH 

สวนเกินทำปฏิกิริยากับ Cu2+ กลายเปน copper

hydroxide รบกวนการเกดิเปนสารเชงิซอนระหวาง Cu2+

กบัโปรตนี(27) ทำใหชวงความเปนเสนตรงของการทดสอบ

ตามมาตรฐาน EN 455-3 กวางกวา เนื่องจากใชความ

เขมขนของ NaOH นอยกวามาตรฐาน ASTM D5712-15

ถึง 2 เทา จากการคำนวณและยืนยันผล LOD พบวา 

LOD ของการทดสอบตามมาตรฐาน ASTM D5712-15

และ EN 455-3 เทากบั 1.8 และ 2.0 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร 

ตามลำดับ ขณะที่ผลการคำนวณและยืนยัน LOQ พบวา 

LOQ ของทั้งสองมาตรฐานมีคาเทากันที่ 5.0 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ดังนั้นชวงความเขมขน 5–60 และ 5–100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จึงนำมาใชสรางกราฟมาตรฐาน

สำหรับวิเคราะหหาปริมาณของโปรตีนในถุงมือยาง

ทางการแพทยตามมาตรฐาน ASTM D5712-15 

และ EN 455-3 ตามลำดับ เพื่อใหไดผลการวิเคราะห

ที่มีความถูกตองสูง 

จากผลการทวนสอบความเที่ยงและความแมน

ของวิธีโลวรีดัดแปรตามมาตรฐาน ASTM D5712-15 

และ EN 455-3 ภายใตสภาวะการทำซ้ำและสภาวะ

การทวนซ้ำ พบวาคา HORRAT นอยกวา 2.0 บงชี้วา

วิธีการทดสอบมีความถูกตองสูง(17,18) สามารถประยุกต

ใชเปนวิธีมาตรฐานสำหรับทดสอบหาปริมาณโปรตีน

ในถุงมือยางทางการแพทย จากการศึกษาเปรียบเทียบ

ผลการทดสอบปริมาณโปรตีนระหวางนักวิเคราะหตาม

มาตรฐาน ASTM D5712-15 และ EN 455-3 พบวา

ความเขมขนของโปรตีนในตัวอยางถุงมือยางทางการแพทย

ที่ทดสอบระหวางนักวิเคราะหทั้งสอง จำนวน 10 ซ้ำ

ไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ เมื่อศึกษาเปรียบเทียบ

ผลของปริมาณโปรตีนในตัวอยางถุงมือทางการแพทย

จากการวิเคราะหตามมาตรฐานสากลทั้งสอง พบวา

คาเฉลี่ยความเขมขนของโปรตีนในถุงมือทั้ง 3 ตัวอยาง 

ไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญเชนเดียวกัน   

สรุป

การวเิคราะหปรมิาณโปรตนีในถงุมอืทางการแพทย

ดวยวิธี โลวรีดัดแปรตามมาตรฐานสากล ASTM

D5712-15 และ EN 455-3 ไดรับการทวนสอบตาม

ข้ันตอนอยางเหมาะสม วัสดุที่ใชในกระบวนการทดสอบ

มีความสามารถในการดูดซับโปรตีนต่ำ เหมาะสม

กับการนำมาใชวิเคราะหโปรตีน อีกทั้งสภาวะที่ใชใน

กระบวนการตกตะกอนไมทำใหโปรตีนสูญหาย ทำให

เพิ่มความเขมขนของโปรตีนและกำจัดสารที่อาจรบกวน

การวิเคราะหได ผลการทดสอบแสดงใหเห็นวาชวงความ

เปนเสนตรงทีเ่หมาะสมตอการใชวเิคราะหปรมิาณโปรตนี

เทากบั 5–60 และ 5–100 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร สำหรับ

มาตรฐาน ASTM D5712-15 และ EN 455-3 ตามลำดบั

ผลการทวนสอบความเที่ยงและความแมนทั้งภายใต

สภาวะการทำซ้ำและการทวนซ้ำ มีคา HORRAT และ 

%recovery เปนไปตามเกณฑการยอมรบัสากล ยนืยนัวา

การวิเคราะหปริมาณโปรตีนในถุงมือยางทางการแพทย

ดวยวิธีโลวรีดัดแปรตามวิธีมาตรฐานทั้งสองมีความ

ถูกตอง เมื่อทำการทดสอบหาปริมาณโปรตีนในตัวอยาง
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Bureau of Radiation and Medical Devices, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand 

Method Verifi cation of
the Modifi ed Lowry Assay for Determination

of Protein in Medical Gloves

ABSTRACT Thailand is a leader in manufacturing and export of medical gloves made from natural
rubber. Unfortunately, the protein content of natural rubber latex products can cause allergies in some 
latex-sensitive individuals. Thus, American Society for Testing and Materials prescribes a method for 
detecting residual protein in fi nished gloves, which recommended a maximum limit of 200 µg/dm2.
The objective of this work is to study and verify the modifi ed Lowry methods for protein analysis in 
accordance with the ASTM D5712-15 and EN 455-3 standards, which aimed not only to protect customer 
safety but also to encourage the rubber glove export industry. The measurements relied on a colorimetric
analysis as a consequence of the reactivity of proteins with Cu2+ and Folin reagent in an alkaline 
condition, producing blue-colored products that can be measured using 750 nm spectrophotometer. Protein 
binding capacity of the materials used throughout the work, the precipitation processes, and analytical 
performance characteristics of the methods were sequentially investigated. The verifi ed ASTM results 
demonstrated linearity from 5–60 µg/mL with a LOD and a LOQ of 1.8 and 5.0 µg/mL, respectively. 
Meanwhile, the linear range of 5–100 µg/mL with the LOD of 2.0 and the LOQ of 5.0 µg/mL were received 
according to the EN standard. Furthermore, the precision and trueness of these two methods were assessed.
The HORRAT values were less than 2.0 and the recovery percentages were found as 101–104% and 86–99% 
for ASTM and EN standards, respectively. In conclusion, the standard testing is appropriately verifi ed and 
can be applied to detect the protein content in medical gloves, leading to further expanding the scope of 
services to promote the medical rubber gloves in the country.

Keywords: Protein, Modifi ed lowry method, Medical gloves, Natural rubber latex, Colorimetric analysis 
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หฤทัย แสงจรัสวิชัย วงเดือน นาคนิยม เมนะกา วิวน และ ละเวง นิลมณี
สำนักเครื่องสำอางและวัตถุอันตราย กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การทดสอบความใชไดของวิธีตรวจเอกลักษณ
สารกลุมไพรีทรอยดในผลิตภัณฑยาจุดกันยุงดวยเทคนิค 

GC-MS เพื่อตรวจเอกลักษณสารกลุมไพรีทรอยด
ในผลิตภัณฑระหวางป พ.ศ. 2561 - 2566 

บทคัดยอ สารสังเคราะหกลุมไพรีทรอยดเปนวัตถุอันตรายชนิดที่ 3 ตามพระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 2535 มีพิษต่ํา
ตอสัตวเลี้ยงลูกดวยนม นิยมใชเปนสารสําคัญในผลิตภัณฑยาจุดกันยุง ปจจุบันผูผลิตมีการใชสารสังเคราะหกลุมไพรีทรอยด
ชนิดใหม เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการออกฤทธิ์ไลและทําใหยุงหงายทองแตไมแสดงช่ือสารสําคัญบนฉลาก การศึกษานี้
มีวัตถุประสงคในการทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจเอกลักษณสารกลุมไพรีทรอยดในผลิตภัณฑยาจุดกันยุง ดวยเทคนิค 
GC-MS จํานวน 7 ชนิด ไดแก transfl uthrin, heptafl uthrin, metofl uthrin, dimefl uthrin, esbiothrin, prallethrin 
และ meperfl uthrin ใชเวลาในการวิเคราะห 10 นาที โดยใชคอลัมน 5% phenyl-methylpolysiloxane ที่อุณหภูมิเริ่มตน 
200ºC (7 min) จากนั้นเพิ่มอุณหภูมิดวยอัตรา 120ºC/min จนถึง 280ºC (3 min) fl ow rate 0.8 mL/min ผลการทดสอบ
ความใชไดของวิธีของสารทั้ง 7 ชนิด พบวาใหคาการแยกระหวางพีคของสารเทากับ 0.45, 6.01, 3.11, 0.59, 0.83 และ 3.26 
ตามลําดับ และคามวลตอประจุเทากับ 91/127/163/165, 145/163/176/177, 67/109/176/177, 81/123/176/177, 
79/107/123/136, 77/81/105/123 และ 91/163/165/176 ตามลําดับ ขีดจํากัดของการตรวจพบเชิงคุณภาพ เทากับ 
0.001%w/w และผลการตรวจเอกลกัษณตวัอยางยาจดุกนัยงุระหวางป พ.ศ. 2561–2566 จาํนวน 279 ตวัอยาง พบผลติภณัฑยา
จุดกันยุงฉลากภาษาไทยตรวจพบชนิดสารสําคัญมากกวาฉลากระบุ จํานวน 47 ตัวอยาง (17%) ดังน้ันวิธีที่พัฒนานี้
จึงมีความเหมาะสม รวดเร็ว ความจําเพาะสูง และขีดจํากัดของการตรวจพบสารในปริมาณที่ตํ่า สามารถนําวิธีไปใชประโยชน
ในงานบริการตรวจวิเคราะหเอกลักษณผลิตภัณฑดังกลาวได  

คําสําคัญ: ตรวจเอกลักษณไพรีทรอยด, GC-MS, ผลิตภัณฑยาจุดกันยุง
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บทนํา

ทวีปเอเชีย แอฟริกา และอเมริกาใตมีการใชยา

จุดกันยุงอยางแพรหลาย เพื่อปองกันยุงที่เปนพาหะ

กอใหเกิดโรคติดตอโดยยุง ไดแก โรคไขเลือดออกและ

โรคไขมาลาเรีย เปนตน ยาจุดกันยุงมีท้ังแบบชนิดขด 

(coil) และชนิดแทงคลายธูป (stick) ปรับแตงกลิ่น

ใหหอมเลียนแบบธรรมชาติ เพื่อกลบกลิ่นเผาไหมและ

กล่ินของสารเคมี ควันของยาจุดกันยุง(1) ประกอบดวย 

อนภุาคขนาดเลก็, polycyclic aromatic hydrocarbons,

aldehydes และ ketone ซ่ึงสารเหลาน้ีกอใหเกดิอนัตราย

ตอผูบรโิภค สารสำคญัในยาจดุกนัยงุ(2,3)  คอื สารอนิทรยี

สงัเคราะหในกลุมไพรทีรอยด (pyrethroids) สารกลุมนี้

มคีวามเปนพษิตำ่ตอสัตวเล้ียงลูกดวยนม มีความเสถยีรสงู

แตมีพิษตอสัตวไมมีกระดูกสันหลัง เมื่อจุดไฟใหเกิด

การเผาไหม สารสำคัญจะระเหยออกฤทธิ์ไลยุงหรือ

ทำใหยุงตกลงมาหงายทอง (knock down) โดยการ

เขาสูทางผิวหนัง สารเหลาน้ีจะจับกับไขมันในเซลล

ประสาทของแมลง ยับยั้งการทำงานการสงตอกระแส

ประสาททำใหแมลงส่ัน กระตุก เปนอัมพาต และตาย

ในที่สุด สารสำคัญกลุมไพรีทรอยดที่องคการอนามัยโลก

แนะนำให ใช ในผลิตภัณฑยาจุดกันยุ ง (2) ได แก

d-allethrin, esbiothrin (d-trans-allethrin),

dimefluthrin, metofluthrin, prallethrin และ 

transfluthrin ท่ีระดับความเขมขนท่ีแตกตางกัน 

ดังนี้  0.1–0.3%, 0.05–0.3%, 0.004–0.03%,

0.004–0.03, 0.03–0.08 และ 0.02–0.05% ตามลำดับ

ผลติภณัฑยาจดุกนัยงุสวนใหญมีสารสำคญัเพยีงหนึง่ชนดิ

สาร d-allethrin มขีึน้ครัง้แรกเมือ่ป พ.ศ. 2493 ระยะแรก

ที่นำมาใชจะออกฤทธิ์ไลและกำจัดยุงไดผลดี(4,5) แตระยะ

ถัดมาเกิดการตานและดื้อยาของยุงและแมลง ปจจุบัน

มีการสังเคราะหสารกลุม pyrethroids ชนิดใหม

ทดแทน ไดแก metofluthrin, meperfluthrin, 

dimefluthrin และ momfluorothrin(6) เปนตน 

การวิเคราะหสารกลุม pyrethroids ไดแก thin 

layer chromatography (TLC), gas chromato-

graphy-mass spectrometry (GC-MS) และ high 

performance liquid chromatography (HPLC) 

เปนตน Yan H และคณะ(7) ไดพัฒนาวิธีการตรวจ

วิเคราะหสารกลุม pyrethroids จำนวน 9 ชนิด ไดแก

permethrin, transfluthrin, beta-cypermethrin, 

prallethrin, tetramethrin, transfluthrin, 

cyphenothrin, phenothrin และ imiprothrin ใน

ผลิตภัณฑยาจุดกันยุงและสเปรยอัดแกสที่ใชภายใน

ครัวเรือน ดวยเทคนิค capillary gas chromato-

graphy-flame ionization detector คอลัมน KB-1 

(30 m × 0.25 mm × 0.25 µm) ดวยสภาวะที่เหมาะสม

180ºC (3 min) อัตราการเพิ่มอุณหภูมิ 10ºC/min 

จนถึง 240ºC (10 min) ถัดไปอัตราการเพิ่มอุณหภูมิ 

20ºC/min จนถงึ 270ºC (13 min) พบวาวธิทีีพ่ฒันาขึน้

สามารถแยกสารออกจากกัน ใชเวลาวิเคราะห 18 นาที

ขีดจำกัดของการตรวจพบเชิงคุณภาพ (limit of

detection; LOD) ชวง 0.04–0.11 mg/L Vivon M

และคณะ(8) ไดพัฒนาวิ ธีการตรวจวิ เคราะหสาร

transfluthr in  ในผลิตภัณฑ ย าจุ ด กันยุ งและ

ผลิตภัณฑกำจัดแมลงชนิดของเหลวโดยใช acetone 

เปนตัวทำละลาย ผลิตภัณฑยาจุดกันยุงใชการสกัด

แบบ soxhlet extraction และผลิตภัณฑกำจัดแมลง

ชนิดของเหลวใชการสกัดแบบ liquid-liquid

extraction และวิเคราะหดวยเทคนิค gas chromato-

graphy-flame ionization detector (GC-FID)

คอลัมน HP-5 (30 m × 0.32 mm × 0.25 µm)

จากสภาวะที่เหมาะสมอุณหภูมิ injector, column

และ detector เทากับ 290, 190  และ 300ºC 

ตามลำดับ ใชเวลาวิเคราะห 6 นาที LOD เทากับ 

0.005%w/w ซ่ึงวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความถูกตองและ

แมนยำ Sakaue S และคณะ(9) ศึกษาการตรวจ

วิเคราะหสาร allethrin ในผลิตภัณฑยาจุดกันยุง

โดยเทคนิค GC ใชตัวทำละลาย toluene และ 99% 

formic acid (อัตราสวน 5:1) สกัดแบบ shaking 

extraction ใชเวลาวิเคราะห 30 นาที 

ประเทศไทยใชสารกลุม pyrethroids ใน

ผลิตภัณฑที่ใชในบานเรือนหรือทางสาธารณสุขนำมาใช

เพื่อประโยชนแกการระงับ ปองกัน ควบคุม ไล กำจัด

แมลง และสัตวอื่น โดยจัดเปนวัตถุอันตรายชนิดที่ 3

ในความรับผิดชอบของสำนักงานคณะกรรมการอาหาร

และยา (อย.) ตามพระราชบัญญัติ วัตถุอันตราย
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พ.ศ. 2535 โดยกำหนดใหผูผลติ ผูนำเขา ผูสงออก หรอืผูมไีว

ในครอบครอง ตองขอขึ้นทะเบียนวัตถุอันตราย และ

ไดรับอนุญาตใหดำเนินการจากเจาหนาท่ีกอนจึงจะ

ประกอบกิจการได  ฉลากผลิตภัณฑ วัตถุอันตราย

ตองแสดงเลขทะเบียนวัตถุอันตราย ชื่อสารสำคัญ 

และปริมาณของสารสำคัญ(10) ใหเปนไปตามประกาศ

กระทรวงสาธารณสุข เรื่อง ฉลากของวัตถุอันตรายที่

อย. รับผิดชอบ พ.ศ. 2558 ลงวันที่ 28 สิงหาคม 2558

และมีการกําหนดเกณฑคาคลาดเคลื่อนจากปริมาณที่

กําหนดไวของสารสําคัญท่ีแสดงในฉลาก(11) โดยขึ้นกับ

ปริมาณสารสำคัญในฉลากที่ระบุไวเปนรอยละของ

นำ้หนกัตอปรมิาตร (%w/v) หรอืรอยละของนำ้หนกัตอ

นำ้หนกั (%w/w) หากผลติภณัฑแสดงขอความบนฉลาก

ไมเปนตามความจรงิถอืวาผลติภณัฑน้ันผดิกฎหมาย และ

หากตรวจพบปรมิาณสารสำคญัเกนิกวาเกณฑการยอมรบั

ถือวาผลิตภัณฑนั้นผิดมาตรฐาน โดยผลิตภัณฑนั้น

ตองมีผลการทดสอบประสิทธิภาพผานเกณฑกำหนด 

จากสถานการณผลติภณัฑยาจุดกนัยงุผดิกฎหมาย 

ป พ.ศ. 2557 อย.รวมกับกองบังคับการปราบปราม

การกระทำความผิดเกี่ยวกับการคุมครองผูบริโภค

(บก.ปคบ.)(12) เขาตรวจสอบแหลงผลิต นำเขา 

จำหนาย พบผลิตภัณฑยาจุดกันยุงท่ีแสดงฉลากภาษา

ตางประเทศและไมไดขึ้นทะเบียนกับอย. โดยลักลอบ

นำเขาจากสาธารณรัฐประชาชนจีน ป พ.ศ. 2560(13)

พบผลิตภัณฑยาจุดกันยุงชนิดขดและชนิดแทงคลายธูป

มีฉลากภาษาตางประเทศ ไมระบุสารสำคัญและเลข

ทะเบียนวัตถุอันตราย วางจำหนายตามทองตลาดบริเวณ

แนวชายแดนประเทศไทย ป พ.ศ. 2561(14) พบผลติภณัฑ

ยาจุดกันยุงแสดงฉลากภาษาไทย มีเลขทะเบียนวัตถุ

อันตราย แตมีสารสำคัญที่เปนวัตถุอันตรายชนิดที่ 3 

มากกวาที่แสดงบนฉลาก ท้ังน้ีเพื่อเพิ่มประสิทธิผลใน

การไลยุงหรือทำใหยุงตาย และป พ.ศ. 2566(15) อย.

รวมกับตำรวจสอบสวนกลาง ยึดผลิตภัณฑยาจุดกันยุง

ที่ไมมีเลขทะเบียนวัตถุอันตราย ไมมีฉลากภาษาไทย

ที่โรงงานผลิตและจุดกระจายสินคา โดยผลิตภัณฑ

เหลานี้ถูกสงตรวจวิเคราะหที่สำนักเครื่องสำอางและ

วัตถุอันตราย กรมวิทยาศาสตรการแพทย เพื่อหาสาร

สำคัญใชประกอบการดำเนินการทางกฎหมาย 

เ ท ค นิ ค ก า ร ต ร ว จ เ อ ก ลั ก ษ ณ ส า ร ก ลุ ม 

pyrethroids ในผลิตภัณฑกำจัดแมลง ไดแก เทคนิค 

spectroscopy(16) โดยเปรียบเทียบ spectrum ของสาร

มาตรฐานกับสารตัวอยาง เชน infrared spectroscopy 

(IR), nuclear magnetic resonance spectroscopy 

(NMR) และ mass spectrometry (MS) เทคนิค 

chromatography(16,17) โดยเปรียบเทียบ retention 

time (RT) ของสารมาตรฐานกับสารละลายตัวอยาง 

เชน GC และ HPLC ปจจุบันมีการพัฒนาเทคโนโลยี

ของเครือ่งมอืเพ่ือเพิม่ประสทิธภิาพมากขึน้ โดยนำเทคนิค 

spectroscopy เชื่อมตอกับเทคนิค chromatography 

เชน GC-MS และ HPLC-MS ในการตรวจเอกลักษณ

ทำการพิจารณาเปรียบเทียบ spectrum และ RT ของ

สารมาตรฐานกับสารละลายตัวอยาง ซึ่งมีความจำเพาะ

ความไว ความแมนสูง และสามารถวิเคราะหสารได

หลายชนิดในเวลาเดียวกัน 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อทดสอบความใชได

ของวิธีการตรวจเอกลักษณสารกลุม pyrethroids

ในผลิตภัณฑยาจุดกันยุง โดยใชเทคนิค GC-MS 

และใชเปนมาตรฐานวิธีใหบริการตรวจเอกลักษณสาร

กลุม pyrethroids ในผลิตภัณฑยาจุดกันยุงของสำนัก

เครื่องสำอางและวัตถุอันตราย ซ่ึงในประเทศไทยยัง

ไมมีหองปฏิบัติการที่ใหบริการตรวจเอกลักษณสาร

สำคัญกลุม pyrethroids ในผลิตภัณฑยาจุดกันโดยวิธี

GC-MS เดิมหองปฏิบัติการมีการตรวจเอกลักษณสาร

กลุม pyrethroids โดยเทคนิค GC-FID เพื่อแยก

การตรวจสารแตละชนิดทำใหใชเวลาในการวิเคราะห

นาน แตวิธี GC-MS เปนเทคนิคที่มีความแมนสูง

และสามารถวิเคราะหสารไดหลายชนิดในเวลาเดียวกัน 

จึงพัฒนาวิธี เพื่อนำมาใชตรวจเอกลักษณสารกลุม

pyrethroids โดยเก็บขอมูลผลตรวจเอกลักษณใน

ตัวอยางยาจุดกันยุงทั้งชนิดขดและชนิดแทงคลายธูป 

จำนวน 279 ตัวอยาง ที่สงตรวจวิเคราะหทั้งหนวยงาน

ภาครัฐและเอกชน ระหวางป พ.ศ. 2561–2566 ทำการ

ทดสอบความใชไดของวิธีของสารกลุม pyrethroids 

จำนวน 7 ชนิด ไดแก transfluthrin, heptafluthrin,

metofluthrin, dimefluthrin, esbiothrin,
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prallethrin และ meperfluthrin ปจจุบันสารดังกลาว

นิยมใชเปนสารสำคัญในการออกฤทธิ์กำจัดแมลงใน

ผลติภณัฑยาจุดกนัยุงและเปนสารสำคญัสำหรบัผลิตภณัฑ

ยาจดุกนัยงุทีอ่ยูในรายการท่ีตองข้ึนทะเบยีนกบั อย. ไดแก 

transfluthrin, metofluthrin, esbiothrin และ

prallethrin เปนตน

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ

เครื่องชั่งละเอียด 4 ตำแหนง (Sartorius, รุน 

LA 230S, Germany), อางน้ำแบบควบคุมอุณหภูมิ

(Memmert, รุน W350, Germany), เครื่องบดปน

(WARING, รุน HGB2WT, USA), ชุดสกัด soxhlet 

ประกอบดวย round bottom flask, extractor 

capacity และ condenser, cellulose extraction 

thimbles ขนาด 30 mm × 100 mm (Whatman, UK),

membrane filter ชนิด Nylon ขนาด 0.45 µm 

(Vertical, Thailand), glass syringe filter ขนาด 

10 mL เครื่อง GC-MS (Agilent Technology, รุน 

GC6890N/MS5975B, Singapore) และ analytical

column ชนิด 5% phenyl-methylpolysiloxane 

Ultra Inert (DB-5 UI) ขนาด 30 m, 0.25 mm id, 

0.25 µm film thickness (Agilent Technology, 

Singapore)

สารมาตรฐานและสารเคมี

สารมาตรฐาน: สารกลุม pyrethroids จำนวน

7 ชนิด ไดแก transfluthrin (ChemService, USA), 

heptafluthrin (HEBEI SENTON, China), 

metofluthrin และ prallethrin (Sumitomo 

chemical, Japan), dimefluthrin (Dr.Ehrenstorfer,

Germany), esbiothrin และ meperfluthrin

(Jiangsu Yangnong Chemical, China) ความบรสิทุธิ์

(purity) รอยละ 93.8–99.5 

สารเคมี: acetone, AR grade (Merck, USA)

ตัวอยาง

ตัวอยางผลิตภัณฑยาจุดกันยุงที่มีจำหนายใน

ประเทศ เพื่อใชในการทดสอบความใชไดของวิธีการ

ตรวจเอกลักษณ (identification) ไดแก ความจำเพาะ 

(specificity) และขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) 

ตัวอยางผลิตภัณฑยาจุดกันยุงชนิดขดและชนิด

แทงคลายธูป จำนวน 279 ตัวอยาง จากการใหบริการ

ตรวจวิเคราะหของสำนักเครื่องสำอางและวัตถุอันตราย 

ระหวางป พ.ศ. 2561–2566 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน stock standard 

solution และ standard solution

เตรียมสารละลายมาตรฐาน stock standard 

solution โดยชั่งสาร transfluthrin, heptafluthrin,

metofluthrin, dimefluthrin, esbiothrin,

prallethrin และ meperfluthrin แตละสาร 0.01 g

ความละเอียด 0.1 mg ลงใน volumetric flask 

ขนาด 10 mL แตละขวด ปรับปริมาตรดวย acetone

จะไดสารละลายมาตรฐาน stock standard solution

ของ transfluthrin, heptafluthrin, metofluthrin,

dimefluthrin, esbiothrin, prallethrin และ

meperfluthrin ที่มีความเขมขน 1.0 mg/mL

เตรียมสารละลายมาตรฐาน standard solution 

โดยปเปตจากสารละลายมาตรฐาน stock standard 

solution แตละชนิดสาร ปริมาตร 0.5 mL ลงใน 

volumetric flask ขนาด 10 mL ปรับปริมาตรดวย

acetone จะไดสารละลายมาตรฐาน standard

solution ผสมของแตละชนิดสาร ที่มีความเขมขน

0.05 mg/mL 

การเตรียมสารละลายตัวอยาง(9)

นำตวัอยางผลติภณัฑยาจดุกันยงุหกัเปนทอนขนาด

เล็กและบดใหละเอียดดวยเครื่องบดปน (blender)

ชั่งตัวอยางประมาณ 10–15 mg ใสใน cellulose 

extraction thimbles ของชุดสกัด soxhlet(18) ทำการ

วิเคราะห 2 ซ้ำ (duplicate sample) โดยสกัดตัวอยาง

ดวย acetone ปริมาณ 120 mL ที่อางน้ำแบบควบคุม

อุณหภูมิ 85–90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง โดย
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จับเวลาเมื่อ acetone เริ่มกลั่น เมื่อครบเวลาการสกัด

ยกชุดสกัด soxhlet ขึ้นจากอางน้ำแบบควบคุมอุณหภูมิ 

ทิ้งใหเย็น นำ thimbles ที่มีตัวอยางออก จากนั้นลาง 

condenser และ extractor capacity ดวย acetone 

ประมาณ 5–10 mL จำนวน 3 ครั้ง เท acetone ที่

ไดจากการลางใสใน round bottom flask 250 mL

นำสารละลายตัวอยางที่ ไดมาลดปริมาตรดวยการ 

evaporation ใหเหลือปริมาตร 2–3 mL ถายตัวอยางที่

เหลือใส volumetric flask ขนาด 25 mL โดยใช glass 

dropper ลางและปรับปริมาตรดวย acetone จากนั้น

กรองสารละลายตัวอยางดวย nylon membrane filter 

0.45 µm เก็บในขวดแกว ขนาด 2 mL เพื่อนำไปตรวจ

เอกลักษณดวยเครื่อง GC-MS ดังแสดงในภาพที่ 1

สภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค GC-MS  

การตรวจเอกลักษณสารกลุม pyrethroids

ดวยเทคนิค GC-MS ใชสภาวะดังนี้  injector:

automatic liquid sampler (ALS), injection

volume 1 µL, split flow 40 mL/min, injection

temperature 290 ºC, oven temperature

program: initial temperature 200ºC hold 7 min,

ramp rate 120ºC/min to 280ºC, transfer line

temperature : 300ºC, scan mode : 33–550 amu, scan 

ionization mode: electron impact (EI), ion source

temperature 230ºC, quadrupole temperature: 

150ºC and feed 1 mL 

การทดสอบความใชไดของวิธีตรวจเอกลักษณ

การทดสอบความจำเพาะของวิธี (specificity)

เพื่อตรวจสอบเอกลักษณของวิธี โดยพิจารณา

ความจำเพาะของวิธี สารละลายมาตรฐาน standard

solution ผสมของแตละชนิดสาร ที่มีความเขมขน 

0.05 mg/mL (จำนวน 7 ซ้ำ) นำมาทดสอบในสภาวะที่

เหมาะสม พจิารณาเวลาการถกูชะออก (retention time; 

RT) คาความสามารถในการแยก (resolution; Rs)

คาความสมมาตรของพีค (tailing factor; T) และมวล

ตอประจุ (m/z) พรอมทั้งวิเคราะห method blank 

(reagent blank) ที่ใช acetone แทนตัวอยาง และ 

sample blank เมื่อไมพบ peak ที่เวลาที่สารถูกชะออก

จากคอลัมนและมวลตอประจุใกลเคียงกับสารมาตรฐาน 

แสดงวาวิธีไมมีสารรบกวนและวิธีมีความจำเพาะ(19)  

ขีดจำกัดของการตรวจพบ (limit of detection; 

LOD)

ทดสอบโดยเติมสารละลายมาตรฐานแตละชนิดสาร

ที่ระดับความเขมขน 0.005 mg/mL ในตัวอยาง

ผลิตภัณฑยาจุดกันยุง (sample blank) โดยวิเคราะห

จำนวน 7 ซ้ำ  (n = 7) จากนั้นนำไปสกัดตัวอยางดวย

ภาพที่ 1  Soxhlet apparatus ใชสกัดสารละลายตัวอยางในผลิตภัณฑยาจุดกันยุง
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ชุดสกัด soxhlet และวิเคราะหในสภาวะที่เหมาะสม 

ซึ่งเปนการยืนยันคาจากการคำนวณ signal to noise 

(S/N) ที่คา LOD คือ ระดับความเขมขนที่ใหคา S/N 

มากกวา 3(19)

การตรวจเอกลักษณสารกลุมไพรีทรอยดในผลิตภัณฑ

ยาจุดกันยุง

นำตัวอยางผลิตภัณฑยาจุดกันยุงชนิดขด และ

ชนิดแทงคลายธูป จำนวน 279 ตัวอยาง เตรียม

สารละลายตัวอยางและนำไปเปรียบเทียบกับสารละลาย

มาตรฐานผสมของแตละชนิดสาร ที่มีความเขมขน 0.05 

mg/mL เพื่อตรวจเอกลักษณสารกลุมไพรีทรอยด

ในสภาวะที่เหมาะสมดวยเทคนิค GC-MS ทำการตรวจ

ยืนยันชนิดของสารสำคัญท่ีตรวจพบ โดยเปรียบเทียบ

สเปกตรัมของสารละลายตัวอยางกับสารมาตรฐาน

กำหนด qualifier ion ratio ไมเกินรอยละ 20 เพื่อ

สรางความเชื่อมั่นวาเปนสารชนิดเดียวกัน

ผล

การทดสอบความจำเพาะของวิธี (specificity)

เมื่อฉีดสารละลายมาตรฐานผสมทั้ง 7 ชนิด 

transfluthrin, heptafluthrin, metofluthrin, 

dimefluthrin, esbiothrin, prallethrin และ

meperfluthrin ภายใตสภาวะของเครื่อง GC-MS 

พบวาตำแหนงเวลาการถูกชะออกของสารสำคัญใน

สารละลายมาตรฐาน สามารถแยกพีคออกจากกัน

อยางสมบูรณ มีคา retention time (RT) อยูในชวง

5.97–8.81 นาที คา resolution (Rs) อยูในชวง 

0.45–6.01 คา tailing factor (T) อยูในชวง 1.00–2.00 

และคามวลตอประจ ุ(m/z) อยูในชวง 43–177 ดงัแสดง

ในตารางที่ 1 สเปคตรัมของ m/z ดังแสดงในภาพที่ 2 

จากการวิเคราะห method blank และ sample blank 

ตรวจไมพบสารรบกวนทีม่ ีRT และ m/z เดยีวกนักบัสาร

มาตรฐาน แสดงวาวิธีไมมีสารรบกวนและมีความจำเพาะ 

ดังแสดงในภาพที่ 3

ตารางที่ 1  Parameter ในการวิเคราะหสารกลุม pyrethroids 7 ชนิด 

Compounds
Parameter

RT (min) Rs T m/z

Transfluthrin
Heptafluthrin
Metofluthrin
Dimefluthrin
Esbiothrin
Prallethrin
Meperfluthrin

5.97
6.06
7.30
7.87
7.98
8.14
8.81

-
0.45
6.01
3.11
0.59
0.83
3.26

1.00
1.00
1.00
1.50
2.00
2.00
1.50

163(100)/165/91/127
163(100)/176/177/145
109(100)/176/67/177
123(100)/81/176/43
123(100)/79/107/136
123(100)/105/77/81
163(100)/165/176/91

การทดสอบขีดจำกัดของการตรวจพบ (limit of 

detection; LOD)

จากการทดสอบพบวาปริมาณต่ำสุดของสาร

ละลายมาตรฐานท้ัง 7 ชนดิ ท่ีเตมิลงในตวัอยางผลติภณัฑ

ยาจุดกันยุง มีความแตกตางระหวางสัญญาณของแตละ

พีคสารกับสัญญาณรบกวน (signal to noise; S/N) 

ประมาณ 3 เทา คือ ที่ความเขมขน 0.005 mg/mL

หรือ 0.001%w/w
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ภาพที่ 2 สเปตรัมของมวลตอประจุของสารละลายมาตรฐานกลุม pyrethroids 7 ชนิด ที่ระดับความเขมขน

 0.05 mg/mL
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ผลการสำรวจผลิตภัณฑยาจุดกันยุงชนิดขดและชนิด

แทงคลายธูป

สำนักเครื่องสำอางและวัตถุอันตรายใหบริการ

ตรวจวิเคราะหผลิตภัณฑยาจุดกันยุงชนิดขดและชนิด

แทง คลายธูป ระหวางป พ.ศ. 2561–2566 จำนวน 

279 ตัวอยาง จากการตรวจวิเคราะหเอกลักษณสารกลุม 

pyrethroids ในตัวอยาง พบวาแบงตัวอยางเปน 4 กลุม 

ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง ฉลากของวัตถุ

อันตรายที่ อย. รับผิดชอบ พ.ศ. 2558 ระบุใหผลิตภัณฑ

ตองแสดงชื่อสารสำคัญและอัตราสวนสารสำคัญ ดังนี้

กลุมที่ 1 ผลิตภัณฑฉลากภาษาไทยตรวจพบชนิดของสาร

สำคญัเปนไปตามฉลากระบ ุจำนวน 170 ตวัอยาง (61%) 

กลุมที่ 2 ผลิตภัณฑฉลากภาษาไทยตรวจพบชนิดของสาร

สำคัญมากกวาที่ฉลากระบุ จำนวน 47 ตัวอยาง (17%) 

กลุมที่ 3 ผลิตภัณฑฉลากภาษาไทยตรวจพบชนิดของ

สารสำคัญไมเปนไปตามฉลากระบุ จำนวน 15 ตัวอยาง 

(5%) และกลุมที ่4 ผลติภณัฑฉลากภาษาตางประเทศหรอื

ไมมีฉลากระบุชนิดของสารสำคัญ ตรวจพบสารสำคัญ 

จำนวน 47 ตัวอยาง (17%) ดังแสดงในตารางที่ 2 ซ่ึง

มีจำนวน 122 ตัวอยาง จาก 279 ตัวอยาง ที่ขึ้นทะเบียน

กับอย. เมื่อตรวจเอกลักษณสารสำคัญในผลิตภัณฑ

ดังกลาว สามารถแบงตัวอยางเปน 3 กลุม ดังนี้ กลุมที่ 1

ผลิตภัณฑฉลากภาษาไทยตรวจพบชนิดของสารสำคัญ

เปนไปตามฉลากระบุ จำนวน 91 ตัวอยาง (74%) กลุม

ที ่2 ผลติภณัฑฉลากภาษาไทยตรวจพบชนดิของสารสำคญั

มากกวาทีฉ่ลากระบ ุจำนวน 30 ตวัอยาง (25%) และกลุม

ที่ 3 ผลิตภัณฑฉลากภาษาไทยตรวจไมพบสารสำคัญตาม

ฉลากระบ ุจำนวน 1 ตวัอยาง (1%) ดงัแสดงในตารางที ่3 

ภาพที่ 3 โครมาโทแกรมของ a คอื สารละลายมาตรฐาน กลุม pyrethroids 7 ชนดิ ท่ีระดบัความเขมขน 0.05 mg/mL,

 b คือ method blank และ c คือ sample blank
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ตารางที่ 2  จำนวนตัวอยางและรอยละกลุมผลิตภัณฑยาจุดกันยุงระหวางป พ.ศ. 2561 - 2566 

ตารางที่ 3 จำนวนตัวอยางและรอยละกลุมผลิตภัณฑยาจุดกันยุงระหวางป พ.ศ. 2561–2566 ที่ขึ้นทะเบียนกับ อย.

กลุมที่

จำนวนตัวอยาง

รอยละ
พ.ศ. 2561 พ.ศ. 2562 พ.ศ. 2563 พ.ศ. 2564 พ.ศ. 2565 พ.ศ. 2566

รวม 
(ตัวอยาง)

1
2
3
4

75
23
0
5

52
9
1
9

13
2
3
9

11
8
2
3

9
4
1
2

10
1
8
19

170
47
15
47

61
17
5
17

รวม 103 71 27 24 16 38 279 100

กลุมที่

จำนวนตัวอยาง

รอยละ
พ.ศ. 2561 พ.ศ. 2562 พ.ศ. 2563 พ.ศ. 2564 พ.ศ. 2565 พ.ศ. 2566

รวม 
(ตัวอยาง)

1
2
3

51
12
0

32
8
1

5
1
0

0
2
0

3
0
0

0
7
0

91
30
1

74
25
1

รวม 63 41 6 2 3 7 122 100

ผลการสำรวจผลิตภัณฑยาจุดกันยุงชนิดขดและ

ชนิดแทงคลายธูป ระหวางป พ.ศ. 2561–2566 จำนวน 

279 ตัวอยาง พบชนิดของสารสำคัญกลุม pyrethroids 

ที่ผูผลิตนิยมใชเปนสารออกฤทธิ์ไลและกำจัดแมลง 

ดังนี้ สารในกลุม allethrin isomers (d-allethrin, 

s-bioallethrin, esbiothrin และ bioallethrin) 

รอยละ 30 สาร transfluthrin รอยละ 21 สาร 

metofluthrin และ meperfluthrin รอยละ 16 สาร 

dimefluthrin รอยละ 13 สาร prallethrin รอยละ 

2 และ heptafluthrin รอยละ 2 ดังแสดงในภาพที่ 4 

และผลิตภัณฑยาจุดกันยุงชนิดขด และชนิดแทงคลาย

ธูปที่ขึ้นทะเบียนกับอย. ในกลุมผลิตภัณฑฉลากภาษา

ไทยตรวจพบชนิดของสารสำคัญมากกวาที่ฉลากระบุ 

พบชนิดสารสำคัญที่ใสเพิ่มจากฉลากระบุมากที่สุด ไดแก 

สาร  meperfluthrin (33%) สาร dimefluthrin (20%) 

และสาร allethrin isomers (18%) ตามลำดับ

ภาพที่ 4  สารกลุม pyrethroids ที่ตรวจพบในผลิตภัณฑยาจุดกันยุงและใชเปนสารออกฤทธิ์ไลและกำจัดแมลง
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วิจารณ

เดิมหองปฏิบัติการใชวิธีตรวจเอกลักษณสารกลุม

pyrethroids โดยใชเทคนิค GC-FID แยกวิธีการ

ตรวจแตละชนิดสาร(8) เมื่อทำการตรวจเอกลักษณ

สารกลุม pyrethroids ในผลิตภัณฑกำจัดแมลง ทำให

ใชระยะเวลาในการวิเคราะหนาน จึงนำมาสูการพัฒนาวิธี

และทดสอบความใชไดของวิธีตรวจเอกลักษณสารกลุม 

pyrethroids ในผลิตภัณฑยาจุดกันยุง จำนวน 7 ชนิด 

ไดแก transfluthrin, heptafluthrin, metofluthrin,

dimefluthrin, esbiothrin, prallethrin และ

meperfluthrin ดวยเทคนิค GC-MS สามารถแยก

พีคออกจากกันได เมื่อพิจารณาคา resolution พบ

พีคของคูสารที่แยกไมสมบูรณ คือ transfluthrin กับ 

heptafluthrin, dimefluthrin กับ esbiothrin และ 

esbiothrin กับ prallethrin วิธีที่พัฒนานี้ใชเวลา

วิเคราะห 10 นาที เปนวิธีที่รวดเร็ว มีความจำเพาะสูง

โดยพิจารณาจากเวลาการถูกชะออกและมวลตอประจุ

ที่แตกตางกันของแตละชนิดสาร จากการแสดงผลใน

ภาพสเปกตรัมของมวลตอประจุ และสารแตละชนิด

ใหสัญญาณการตอบสนองตอการตรวจวัดสูง จึงทำให

สามารถตรวจวิเคราะหสารในปริมาณต่ำไดดี ในการ

ทดสอบความใชไดของวิธีตรวจเอกลักษณไดเลือก

ตัวอยางผลิตภัณฑยาจุดกันยุงเปนตัวแทนในการทดสอบ

ความใชไดของวิธี เนื่องจากเปนรูปแบบผลิตภัณฑที่

ปจจุบันมีการเปลี่ยนแปลงสารสำคัญที่ขอขึ้นทะเบียนกับ 

อย.เพิ่มมากขึ้นในประเทศไทย ดังนั้นวิธีตรวจเอกลักษณ

ที่พัฒนาข้ึนสามารถนำไปประยุกตใชวิธีตรวจเอกลักษณ

สารกลุม pyrethroids ในผลิตภัณฑกำจัดแมลงรูปแบบ

อื่นๆ เชน ชนิดฉีดพนอัดกาซ แผนใชกับเครื่องไฟฟา 

ของเหลว ของเหลวใชกับเครื่องไฟฟา และวัตถุดิบที่ใช

ในการผลิต เปนตน

การตรวจเอกลกัษณตวัอยางผลิตภณัฑยาจุดกันยงุ

พบผลิตภัณฑที่มีฉลากภาษาตางประเทศหรือไมมี

ฉลากระบุชนิดของสารสำคัญ ตรวจพบสารสำคัญกลุม

pyrethroids แตไมไดข้ึนทะเบยีนผลิตภัณฑวัตถอุนัตราย 

ถอืเปนผลติภัณฑผดิกฎหมาย ซึง่ผลติภณัฑดงักลาวมกีาร

ลักลอบนำเขามาจากประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน

และกัมพูชา จำหนายตามรานขายของชำ ตลาดนัด 

และผานทางอินเตอรเนตจำนวนมาก ผลการตรวจ

เอกลักษณทำใหทราบวาผูผลิตมีการใชสารสำคัญในกลุม

pyrethroids มากกวาฉลากระบ ุเพือ่เพิม่ประสทิธผิลการ

ออกฤทธิ์ไลยุงหรือทำใหยุงตกลงมาหงายทอง สารสำคัญ

ที่พบมากที่สุดในผลิตภัณฑยาจุดกันยุงเปนสารกลุม 

allethrin isomers (d-allethrin, s-bioallethrin, 

esbiothrin, bioallethrin) เนื่องจากราคาต่ำกวา

สารสงัเคราะหกลุม pyrethroids ชนดิอืน่ จงึใชสารสำคญั

ชนิดนี้มาเปนเวลานานทำใหยุงเกิดการดื้อยา(4, 20–22) การ

ออกฤทธิ์ไลยุงหรือทำใหยุงตกลงมาหงายทองไดนอยลง 

ปจจุบันจึงมีบริษัทผูผลิตสารเคมีสังเคราะหสารในกลุม 

pyrethroids ชนิดใหมทดแทน เพื่อเปนทางเลือกให

ผูผลิตผลิตภัณฑยาจุดกันยุงมากขึ้น

สารกลุม pyrethroids สลายตัวไดงาย มีความ

เปนพิษต่ำกวาสารกำจัดแมลงประเภทอื่น แตสามารถ

ทําใหเกิดพิษไดโดยเฉพาะผูที่เกิดอาการแพจะทำให

ผวิหนงัอกัเสบ บวมแดง เยือ่จมกูอกัเสบ จาม ไอ นำ้มกูไหล

หายใจขัด เปนตน ผูบริโภคควรระมัดระวังในการใชงาน

เลือกซื้อผลิตภัณฑจากรานคาที่นาเชื่อถือ ผลิตภัณฑ

มีฉลากภาษาไทย และมีเลขทะเบียนวัตถุอันตรายทั้งนี้

เพื่อความปลอดภัยของผูบริโภค 

สรุป

การทดสอบความใชไดของวิธีตรวจเอกลักษณ

สารกลุม pyrethroids ในผลิตภัณฑยาจุดกันยุงดวย

เทคนิค GC-MS สามารถตรวจวิเคราะหสารทั้ง 7 ชนิด 

ในครั้งเดียว แสดงใหเห็นวาวิธีตรวจเอกลักษณที่นำมาใช 

มคีวามถกูตอง มคีวามแมนยำ มคีวามจำเพาะ มขีดีจำกดั

ของการตรวจพบสารในปรมิาณทีต่ำ่ และเปนวธิทีีม่คีวาม

รวดเร็ว เหมาะสมกับการใชงาน นำมาใชเปนมาตรฐาน

วิธีตรวจเอกลักษณสารกลุม pyrethroids ในผลิตภัณฑ

ยาจุดกันยุง ผลตรวจเอกลักษณผลิตภัณฑยาจุดกันยุง 

ระหวางป พ.ศ. 2561–2566 มีผลิตภัณฑยาจุดกันยุง

ฉลากภาษาไทยตรวจพบชนิดสารสำคัญมากกวาฉลาก

ระบุ โดยผูผลิตใสสารสำคัญเพิ่มแตไมแสดงบนฉลาก 

เพื่อเพิ่มประสิทธิผลการออกฤทธิ์ไลยุงหรือทำใหยุง

หงายทอง การศึกษานี้เปนการกำหนดแนวทางการกำกับ

ติดตามและเฝาระวังคุณภาพผลิตภัณฑยาจุดกันยุง เพื่อ
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Haruthai Sangjarusvichai, Wongduan Nakniyom, Menaka Vivon, and Laweng Nilmanee 
Bureau of cosmetics and hazardous substances, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, 

Thailand

Method Validation of Identifying 

Pyrethroid Compounds in Mosquito Coils 

by GC-MS Technique for Pyrethroid Compounds

Identifi cation in Products During 2018–2023 

ABSTRACT Synthetic pyrethroids, category 3 hazardous substances in the hazardous substance Act B.E. 
2535, are considered to have low mammalian toxicity, and used widely as an active ingredient of insecti-
cide in mosquito coil. Currently, the manufacturers have used new pyrethroids to increase the effi  ciency 
of insect repellent and knockdown activity but do not show the name of the active ingredient on the label. 
This study was to validate a method for the identifi cation of pyrethroid compounds in mosquito coils by 
GC-MS technique for seven types which were transfl uthrin, heptafl uthrin, metofl uthrin, dimefl uthrin, 
esbiothrin, prallethrin, and meperfl uthrin. The time period of analysis was 10 minutes, using a 5% phenyl-
methylpolysiloxane column and oven temperature program set at 200ºC for 7 minutes, then increased up 
until 280ºC at 120ºC/min for 3 minutes, and fl ow rate at 0.8 mL/min. The method validation results of 
seven compounds as the resolution were as 0.45, 6.01, 3.11, 0.59, 0.83 and 3.26, respectively, and mass/
charge (m/z) were 91/127/163/165, 145/163/176/177, 67/109/176/177, 81/123/176/177, 79/107/123/136, 
77/81/105/123, and 91/163/165/176, respectively. The limit of detection was 0.001%w/w. The pyrethroids 
identity results for 279 samples of mosquito coils during 2018–2023, 47 samples (17%) with Thai label 
detected active compounds more than labelled. The result of method development for the identifi cation of 
pyrethroids was appropriate due to its rapidity, specifi city and low detection limit. Thus, the method was 
useful for the pyrethroid identifi cation in mosquito coils.

Keywords: Pyrethroids identifi cation, GC-MS, Mosquito coils
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วีนัส ปทมาศ ปรียานุช บุตรมี วันเพ็ญ ดวงสวาง และ พรเทพ จันทรคุณาภาส
สำนักรังสีและเครื่องมือแพทย กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การทวนสอบวิธีและเฝาระวังปริมาณแปงตกคาง
บนถุงมือทางการแพทยที่มีจําหนายในประเทศไทย

บทคัดยอ ถุงมือทางการแพทยมี 2 ชนิด คือ ถุงมือตรวจโรคและถุงมือศัลยกรรม การผลิตจําเปนตองเติมแปง เพื่อปองกัน
การติดกันของถุงมือและชวยในการสวมใส แตแปงในถุงมือสามารถกระตุนใหเกิดการแพและเพิ่มการระคายเคืองผิว สงผลให
มาตรฐาน ASTM D3578-19 และ ASTM D3577-19 กําหนดปริมาณแปงสูงสุดบนถุงมือชนิดไมมีแปงไมเกิน 2 มิลลิกรัม
ตอถงุมอื และถงุมอืชนดิมแีปงไมเกนิ 10 มลิลกิรมัตอตารางเดซิเมตร การศกึษานีม้วีตัถปุระสงคเพือ่เฝาระวงัปรมิาณแปงตกคาง
บนถุงมือทางการแพทย โดยสุมตัวอยางถุงมือที่มีจําหนายในประเทศ ชวงปงบประมาณ พ.ศ. 2566 จํานวน 73 ตัวอยาง ไดแก 
ถุงมือยางตรวจโรคไมมีแปง จํานวน 20 ตัวอยาง ถุงมือไนไตรลตรวจโรคไมมีแปง จํานวน 20 ตัวอยาง ถุงมือยางศัลยกรรม
ไมมีแปง จํานวน 13 ตัวอยาง และถุงมือยางตรวจโรคมีแปง จํานวน 20 ตัวอยาง นํามาทดสอบตามมาตรฐาน ASTM 
D6124-06 โดยวิธีกราวิเมตริก (gravimetric) ดวยเทคนิคการชั่งนํ้าหนักและการกรองแบบสุญญากาศ ผลพบวามีปริมาณ
แปงตกคางในถุงมือเกินเกณฑกําหนด จํานวน 11 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 18 ของถุงมือ จํานวน 60 ตัวอยาง แบงเปนถุงมือ
ยางตรวจโรคไมมีแปง ถุงมือไนไตรลตรวจโรคไมมีแปง และถุงมือยางตรวจโรคมีแปง ในขณะที่ไมพบแปงตกคางเกินเกณฑใน
ถุงมือยางศัลยกรรมไมมีแปง จํานวน 13 ตัวอยาง ดังน้ันการตรวจสอบปริมาณแปงในถุงมือทางการแพทยจึงมีความจําเปน 
หนวยงานทีมี่หนาทีก่าํกับการผลติและจาํหนายถงุมอืในประเทศสามารถใชขอมลูจากการศกึษานี ้เพือ่กาํหนดมาตรการใหถงุมอื
ทางการแพทยในประเทศมีคุณภาพเทียบเคียงกับมาตรฐานสากล

คําสําคัญ: ถุงมือทางการแพทย, ปริมาณแปงตกคาง, ถุงมือชนิดไมมีแปง, ถุงมือชนิดมีแปง
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บทนํา

ถุงมือทางการแพทยแบงตามชนิดการใชงาน คือ 

ถุงมือชนิดตรวจโรค (examination glove) และถุงมือ

ชนดิศลัยกรรม (surgical glove) มีท้ังแบบปราศจากเช้ือ

และไมปราศจากเชือ้ โดยท่ัวไปถงุมอืยางชนิดตรวจโรคใช

ตั้งแตงานทางการแพทย งานอุตสาหกรรม และงานดาน

อาหาร เพ่ือปองกันการสัมผัสส่ิงสกปรก สารเคมี หรือ

เชือ้โรคไมใหเขาสูรางกาย สวนถงุมือยางชนิดศลัยกรรมใช

สำหรบังานผาตัดและศลัยกรรม จากขอมูลการคาระหวาง

ประเทศคาดวาภายในป พ.ศ. 2569 ความตองการถุงมือ

ยางธรรมชาติทั่วโลกอาจขยายตัวรอยละ 9.1 ตอป(1) ซึ่ง

ถือเปนสินคาท่ีประเทศไทยมีศักยภาพในการผลิตและ

สงออก เนื่องจากเปนผูผลิตน้ำยางธรรมชาติรายใหญ

ทีส่ดุของโลกทำใหมคีวามม่ันคงดานวัตถดุบิและมตีนทนุ

ต่ำกวาคูแขง รวมท้ังเปนผูสงออกถุงมือยางธรรมชาติ

อันดับ 2 ของโลกรองจากประเทศมาเลเซีย(2) ถุงมือ

ทางการแพทย แบงเปน 2 ประเภท ตามวัตถุดิบที่ใชใน

การผลิต คือ ประเภททำจากน้ำยางธรรมชาติ และทำจาก

ยางสังเคราะห(3) ซ่ึงถุงมือยางธรรมชาติมีความทนทาน

ตอแรงดึงและความยืดหยุน สะดวกสบายในการสวมใส 

เหมาะสำหรับงานที่ตองการความคลองตัวและละเอียด

ออน แตไมทนทานตอสารเคมีและอุณหภูมิสูง(4) ขณะที่

ถุงมือยางสังเคราะห เชน ถุงมือไนไตรลมีความทน

ตอสารจำพวก น้ำมัน ไขมัน เหมาะสำหรับงานที่ตองการ

สัมผัสกับสารเคมีและมีความแข็งแรงทนทานกวาถุงมือ

ยางธรรมชาติ แตถุงมือยางสังเคราะหมีความลื่นมากกวา

ถงุมอืยางธรรมชาต ิจงึอาจหลดุมอืไดงายทำใหไมสะดวก

ตอการใชงาน อีกทั้งยืดหยุนไดนอยกวา(5) ถุงมือ

ทางการแพทย แบงเปน 2 ชนิด คือ ชนิดไมมีแปง

(powder-free gloves) และชนิดมีแปง (powdered

gloves) โดยแปงเปนสวนผสมหนึ่งในกระบวนการผลิต

เพื่อปองกันการติดกันของถุงมือและชวยลดความ

เสยีดทานขณะการสวมใส(6) ปจจุบันพบปญหาการแพแปง

สำหรับคนที่มีผิวแพงาย หลังจากสัมผัสกับแปงหรือ

สารเคมีที่ตกคางในกระบวนการผลิตถุงมือ เน่ืองจาก

แปงมีคุณสมบัติในการดูดซึมสูง จึงกระตุนใหเกิดอาการ

แพ อาการอกัเสบ อาการคันอยางรุนแรง และรอยแดงขึน้

อยูกับปจจัยทางกายภาพ อีกทั้งสามารถดูดซึมจุลินทรีย

ซึง่อาจกอใหเกดิการตดิเชือ้ตอผูสวมใสทีม่บีาดแผล และ

หากสูดดมเขาไปในปริมาณมากอาจทำใหเกิดอาการไอ

หายใจติดขัด ระบบทางเดินหายใจอักเสบ(7−9) สงผลให

องคการอาหารและยาของสหรฐัอเมรกิา (United States 

Food and Drug Administration; FDA) ออกกฎหมาย

หามใชและจำหนายถุงมือศัลยกรรมและตรวจโรค

ชนิดมีแปง โดยมีการเสนอกฎขอหามนี้ครั้งแรกในเดือน

มีนาคม พ.ศ. 2559 ประกาศใชในวันที่ 19 ธันวาคม 

พ.ศ. 2559 และมีผลบังคับใชในวันท่ี 18 มกราคม

พ.ศ. 2560(10,11) ในป พ.ศ. 2563 กระทรวงสาธารณสุข

ออกประกาศ เรื่อง หามผลิต นำเขา หรือขายถุงมือ

สำหรับการศัลยกรรมชนิดแปง ซึ่งบังคับใชวันท่ี 22 

กันยายน พ.ศ. 2563 เพื่อปองกันอันตรายและคุมครอง

ความปลอดภัยแกผูปวย ปองกันบุคลากรทางการแพทย

ใชถุ งมือศัลยกรรมชนิดมีแปงในการทำหัตถการ

ทางการแพทย(12)

มาตรฐานสากล ASTM D3578-19(13) และ 

ASTM D3577-19(14) จาก American Society for 

Testing and Materials (ASTM) กำหนดเกณฑ

มาตรฐานของปริมาณแปงตกคางในถุงมือทางการแพทย

โดยปริมาณแปงสูงสุด (maximum powder limit)

ที่ยอมใหเหลือตกคางบนถุงมือชนิดไมมีแปง คือ

2 มิลลิกรัมตอถุงมือ ขณะที่ถุงมือชนิดมีแปง เทากับ

10 มลิลกิรมัตอตารางเดซเิมตร ดงันัน้การตรวจหาปริมาณ

แปงตกคางบนถุงมือทางการแพทยจึงมีความสำคัญ

อยางยิ่ง และมาตรฐานสากลที่กำหนดวิธีการทดสอบ

ปรมิาณแปง คือ ASTM D6124-06(15) (2011) Standard

Test Method for Residual Powder on Medical

Gloves โดยวิธีกราวิเมตริก (gravimetric) ดวย

เทคนิคการชั่งน้ำหนักและการกรองแบบสุญญากาศ เปน

การหาปรมิาณแปงจากนำ้หนกัทีเ่ปลีย่นแปลงของกระดาษ

กรอง หลังจากกรองน้ำแปงซึ่งถูกลางออกจากผิวดาน
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ในและดานนอกของถุงมือ การศึกษานี้มีวัตถุประสงค

เพ่ือสำรวจปริมาณแปงตกคางบนถุงมือทางการแพทย 

โดยสุมตัวอยางถุงมือครอบคลุมทุกชนิดที่มีจำหนาย

ในประเทศไทย ในปงบประมาณ พ.ศ. 2566 จำนวน

73 ตวัอยาง ประกอบดวย ถงุมอืยางตรวจโรคชนดิไมมแีปง

ถงุมอืไนไตรลตรวจโรคชนิดไมมีแปง ถงุมือยางศลัยกรรม

ชนิดไมมีแปง และถุงมือยางตรวจโรคชนิดมีแปง เพื่อ

คุมครองผูบริโภคภายในประเทศ 

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางถุงมือ

สุมตัวอยางถุงมือทางการแพทย จำนวน 73 

ตัวอยาง ประกอบดวย ถุงมือยางตรวจโรคชนิดไมมีแปง 

จำนวน 20 ตัวอยาง ถงุมอืไนไตรลตรวจโรคชนดิไมมแีปง 

จำนวน 20 ตัวอยาง ถุงมือยางศัลยกรรมชนิดไมมีแปง 

จำนวน 13 ตัวอยาง และถุงมือยางตรวจโรคชนิดมีแปง 

จำนวน 20 ตัวอยาง โดยตัวอยางทั้งหมดผลิตทั้งในและ

ตางประเทศ ซึง่มขีนาดแตกตางกันไป ดงัแสดงในตารางที ่1

ตารางที่ 1  ตัวอยางถุงมือทางการแพทยที่ใชในการทดสอบ

ตัวอยางที่

 ถุงมือชนิดไมมีแปง                                       ถุงมือชนิดมีแปง

ถุงมือยางตรวจโรค ถุงมือไนไตรลตรวจโรค ถุงมือยางศัลยกรรม ถุงมือยางตรวจโรค

ขนาด แหลงผลิต ขนาด แหลงผลิต ขนาด แหลงผลิต ขนาด แหลงผลิต

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

L
M
M
L
L
M
M
XL
XS
L
L
M
S
M
L
M
M
L
S
M

ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย

M
L

XL
M
L
L
M
S
M
L
L
M
L
L
L
M
L
M
XL
XL

ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ตางประเทศ
ตางประเทศ
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย

8.0
8.5
8.0
8.0
5.5
9.0
6.0
8.0
6.5
8.5
5.5
9.0
7.0
-
-
-
-
-
-
-

ประเทศไทย
ตางประเทศ
ตางประเทศ
ประเทศไทย
ตางประเทศ
ตางประเทศ
ประเทศไทย
ตางประเทศ
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย

-
-
-
-
-
-
-

M
L
M
M
L
M
S

XS
M
L
L
L
M
L
M
M
XS
S
M
M

ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย
ประเทศไทย

เครื่องมือและอุปกรณ

เครือ่งมอื: เครือ่งชัง่ละเอียด 4 ตำแหนง (ML001T, 

Mettler-Toledo, Switzerland), ตูอบลมรอน

(TS 8136, Termaks, Norway), เครื่องเขยาสาร 

(WS-100D, Wiggens, Germany), เครื่องสูบ

สญุญากาศแบบไมใชน้ำมัน (TC-2000V, SPARMAX, 

Taiwan) และเครื่องกรองน้ำ Reverse Osmosis & 

Deionized (DI) water system (Milli-Q® EQ 

7000, Merck, France) 

วัสดุ: กระดาษกรอง ขนาด 47 มิลลิเมตร (2.7 

ไมโครเมตร glass microfiber filter) (GF/D CAT 

No. 1823-047, Whatman, UK), กระดาษกรอง

ขนาด 90 มลิลเิมตร (2.7 ไมโครเมตร glass microfiber

filter) (GF/D CAT No. 1823-090, Whatman, 

UK), ชุดกรองสุญญากาศสำหรับกระดาษกรอง ขนาด 

47 มิลลิลิตร (ประกอบดวย 300 มิลลิลิตร glass

funnel, 47 มิลลิเมตร aluminum spring clamp,

47 มิลลิเมตร vacuum base with sintered disc, 



475

ปริมาณแปงตกคางบนถุงมือทางการแพทย  วีนัส ปทมาศ และคณะ

วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 4 ตุลาคม  - ธันวาคม 2567

1,000 มิลลิลิตร ground joint flask), ชุดกรอง

สุญญากาศสำหรบักระดาษกรอง 90 มลิลเิมตร (ประกอบดวย

100 มิลลิเมตร Buchner funnel porcelain, 1,000 

มิลลิลิตร suction flask with bolt neck, No.5 

rubber stopper), โถดูดความชื้น (PC, Nalgene, 

USA), ขวดรูปชมพูขนาด 1,000 มิลลิลิตร (Glassco, 

UK) และแปงขาวโพดคลกุถงุมือแพทย (Absorbo HP, 

National Starch & Chemical, Thailand)

การทวนสอบความเที่ยงและความแมนของวิธี

ถุงมือทางการแพทยชนิดไมมีแปง 

เตรียมน้ำแปง โดยออกแบบใหมีปริมาณแปง

ที่ระดับสูงสุดตามท่ีมาตรฐานกำหนด (2 มิลลิกรัม

ตอถุงมือ) สำหรับทดสอบถุงมือ จำนวน 5 และ 6 ชิ้น

คือ 10 และ 12 มิลลิกรัม สำหรับทดสอบถุงมือตรวจโรค

และถงุมอืศลัยกรรม ตามลำดบั โดยเตมิแปงขาวโพดคลกุ

ถงุมอืแพทยใสขวดรปูชมพูท่ีมีนำ้ ปรมิาตร 750 มลิลลิติร

จากนั้นหาปริมาณแปงตามกระบวนการควบคุมคุณภาพ

ดังแสดงในภาพที่ 1 จำนวน 7 ซ้ำ เพื่อศึกษาความเที่ยง

ภายใตสภาวะการทำซ้ำ (repeatability) และสภาวะ

การทวนซ้ำ (within-laboratory reproducibility)

จากนั้นประเมินผลความเท่ียงและความแมนจาก 

%RSD และ %recovery ตามลำดับ ซึ่งมีเกณฑ

ยอมรับ คือ %RSD นอยกวาหรือเทากับรอยละ 

5 (0.66 × PRSDr) และ %RSD นอยกวาหรือ

เทากับรอยละ 7 (PRSDr) สำหรับผลการทดสอบ

ภายใตสภาวะการทำซ้ำและการทวนซ้ำ ตามลำดับ และ 

%recovery ตองอยูในชวงรอยละ 90–107(16) การคำนวณ

%RSD, PRSDr และ %recovery ดงัสมการที ่1, 2 และ 3

ถุงมือทางการแพทยชนิดมีแปง 

เตรียมน้ำแปง โดยออกแบบใหมีปริมาณแปง

ที่ระดับสูงสุดตามที่มาตรฐานกำหนด (10 มิลลิกรัม

ตอตารางเดซิเมตร) สำหรับทดสอบถุงมือ จำนวน 2 ชิ้น

คือ 175 มิลลิกรัม คิดจากถุงมือขนาด M โดยเติม

แปงขาวโพดคลุกถุงมือแพทยใสขวดรูปชมพูที่มีน้ำ

ปริมาตร 750 มิลลิลิตร จากนั้นหาปริมาณแปงตาม

กระบวนการควบคุมคุณภาพ ดังแสดงในภาพที่ 2 

จำนวน 7 ซำ้ เพือ่ศกึษาความเท่ียงภายใตสภาวะการทำซำ้

(repeatability) และสภาวะการทวนซ้ำ (within-

laboratory reproducibility) จากนั้นประเมินผล

ความเที่ยงและความแมนจาก %RSD และ %recovery 

ตามลำดับ ซึ่งมีเกณฑยอมรับ คือ %RSD นอยกวาหรือ

เทากับรอยละ 5 (0.66 × PRSDr) และ %RSD นอยกวา

หรือเทากับรอยละ 7 (PRSDr) สำหรับผลการทดสอบ

ภายใตสภาวะการทำซ้ำและการทวนซ้ำ ตามลำดับ และ 

%recovery ตองอยูในชวงรอยละ 90–107(16) การคำนวณ

%RSD, PRSDr และ %recovery ดงัสมการที ่1, 2 และ 3 

การหาปริมาณแปงในถุงมือชนิดไมมีแปง 

การทดสอบหาปริมาณแปงในถุงมือชนิดไมมี

แปง ไดแก ถุงมือยางตรวจโรคไมมีแปง ถุงมือไนไตรล

ตรวจโรคไมมีแปง และถุงมือยางศัลยกรรมไมมีแปง 

ตามวิธีทดสอบมาตรฐาน ASTM D6124-06(15)

ประกอบดวย 4 ขั้นตอน ไดแก เตรียมกระดาษกรอง

การทำ blank control การทดสอบ และการควบคุม

คุณภาพ ดังแสดงในภาพที่ 1 

เตรียมกระดาษกรอง: ลางกระดาษกรองขนาด 47 

มิลลิเมตร ดวยน้ำปราศจากไอออน (deionized water, 

DI water) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จำนวน 3 ครั้ง โดย

กรองผานชดุกรองแบบสญุญากาศ แลวอบกระดาษกรอง

ที่อุณหภูมิ 100±5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง

เกบ็กระดาษกรองไวในโถดดูความชืน้ อยางนอย 30 นาที 

กอนนำไปใชงาน 

การทำ blank control: ช่ังนำ้หนกักระดาษกรองที่

ผานการเตรยีม จากนัน้กรองนำ้ปราศจากไอออน ปรมิาตร 

750 มิลลิลิตร ผานชุดกรองแบบสุญญากาศ แลวอบ

กระดาษกรองทีอ่ณุหภมู ิ100±5 องศาเซลเซยีส   เปนเวลา 

1 ชัว่โมง เกบ็กระดาษกรองไวในโถดดูความชืน้ อยางนอย 

30 นาที ชั่งน้ำหนักกระดาษกรองอีกครั้ง

การทดสอบ: นำถุงมือยางตรวจโรคไมมีแปง 

จำนวน 5 ช้ิน ถุงมือไนไตรลตรวจโรคไมมีแปง จำนวน

5 ชิ้น และถุงมือยางศัลยกรรมไมมีแปง จำนวน 6 ชิ้น

มาทดสอบโดยการเตมินำ้ปราศจากไอออน ปรมิาตร 500 

มลิลลิติร ลงในขวดรปูชมพู จากน้ันใสถงุมอืช้ินที ่1 เขาไป

ในขวดดังกลาว แลวพับขอบของถุงมือ (cuff area)

ใหคลมุปากขวด 1 เซนตเิมตร รนินำ้  ปรมิาตร  250 มลิลลิติร
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ใสดานในของถุงมือ ปดฝาขวดรูปชมพูดวยจุกยางแลว

นำไปเขยา เปนเวลา 30 วินาที ดวยเครื่องเขยาสารที่

อัตราเร็ว 200 รอบตอนาที ทำซ้ำโดยเทน้ำในถุงมือช้ิน

ที่ 1 ใสถุงมือชิ้นใหม และใชน้ำเดิมที่อยูในขวดรูปชมพู 

จนครบ 5 หรือ 6 ชิ้น จากนั้นชั่งน้ำหนักกระดาษกรองที่

ผานการเตรียม แลวกรองน้ำแปงท่ีอยูในถงุมือและในขวด

รูปชมพูผานชุดกรองแบบสุญญากาศ อบกระดาษกรอง

ที่อุณหภูมิ 100±5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 

เกบ็กระดาษกรองไวในโถดดูความชืน้ อยางนอย 30 นาที 

จากนัน้ชัง่นำ้หนกักระดาษกรองอกีครัง้ คำนวณหาปรมิาณ

แปงตกคางในถุงมือยางตรวจโรคไมมีแปงและถุงมือ

ไนไตรลตรวจโรคไมมีแปง ดังสมการที่ 4 และคำนวณ

หาปริมาณแปงตกคางในถุงมือยางศัลยกรรมไมมีแปง

ดังสมการที่ 5

การควบคุมคุณภาพ: ชั่งแปงขาวโพดคลุกถุงมือ

แพทย ปริมาณ 10 มิลลิกรัม และ 12 มิลลิกรัม สำหรับ

ควบคุมคุณภาพการทดสอบแปงในถุงมือตรวจโรคและ

ถุงมือศัลยกรรม ตามลำดับ โดยเติมแปงขาวโพดคลุก

ถุงมือแพทยใสในขวดรูปชมพู ขนาด 1,000 มิลลิลิตร 

เติมน้ำปราศจากไอออน ปริมาตร 750 มิลลิลิตร

ปดฝาขวดรูปชมพูดวยจุกยางแลวนำไปเขยา เปนเวลา

30 วนิาท ีดวยเครือ่งเขยาสารทีอ่ตัราเรว็ 200 รอบตอนาที 

ชั่งน้ำหนักกระดาษกรองที่ผานการเตรียม จากนั้นกรอง

น้ำแปงผานชุดกรองแบบสุญญากาศ แลวอบกระดาษ

กรองทีอุ่ณหภมู ิ100±5 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง

เกบ็กระดาษกรองไวในโถดดูความชืน้ อยางนอย 30 นาที

ชั่ งน้ ำหนักกระดาษกรองอีกครั้ ง  จากนั้นคำนวณ

%recovery ดังสมการที่ 3

ภาพที่ 1 กระบวนการทดสอบหาปริมาณแปงในถุงมือชนิดไมมีแปง
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การหาปริมาณแปงในถุงมือชนิดมีแปง

การทดสอบหาปริมาณแปงในถุงมือยางตรวจโรค

ชนดิมแีปง ตามวธิทีดสอบมาตรฐาน ASTM D6124-06(15)

ประกอบดวย 3 ข้ันตอน ไดแก เตรียมกระดาษกรอง

การทดสอบและการควบคมุคณุภาพ ดงัแสดงในภาพที ่2

เตรียมกระดาษกรอง: นำกระดาษกรองขนาด 90

มิลลิเมตร ใสในโถดูดความชื้น อยางนอย 30 นาที

กอนนำไปใชงาน

การทดสอบ: นำถุงมือจำนวน 2 ชิ้น มาทดสอบ 

โดยการเติมน้ำปราศจากไอออน ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

ลงในขวดรูปชมพู จากนั้นใสถุงมือชิ้นที่ 1 เขาไปในขวด

ดังกลาวแลวพับขอบของถุงมือ ใหคลุมปากขวด

1 เซนติเมตร รินน้ำปราศจากไอออน ปริมาตร 250 

มิลลิลิตร ใสดานในของถุงมือ ปดฝาขวดรูปชมพูดวย

จุกยาง แลวนำไปเขยา เปนเวลา 30 วินาที ดวย

เครื่องเขยาสารที่อัตราเร็ว 200 รอบตอนาที ช่ังน้ำหนัก

กระดาษกรองที่ผานการเตรียม จากนั้นกรองน้ำแปง

ที่อยูในถุงมือและในขวดรูปชมพูผานชุดกรองแบบ

สญุญากาศ ทำซำ้โดยใชถงุมอืชิน้เดมิในการลางแปง 3 คร้ัง

(รวม 4 ครั้ง) โดยใชน้ำปราศจากไอออนใหมทุกครั้ง

จากนั้นทำซ้ำทั้งกระบวนการดวยถุงมือช้ินที่ 2 แลวอบ

กระดาษกรองทีอ่ณุหภมู ิ100±5 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 

1 ชัว่โมง เกบ็กระดาษกรองไวในโถดดูความชืน้ อยางนอย

30 นาที ชั่งน้ำหนักกระดาษกรอง คำนวณหาปริมาณ

แปงตกคางในถุงมือตรวจโรคมีแปง ดังสมการที่ 6  

การควบคุมคุณภาพ: ชั่งแปงขาวโพดคลุกถุงมือ

แพทย ปริมาณ 175 มิลลิกรัม ใสในขวดรูปชมพู

ขนาด 1,000 มิลลิลิตร เติมน้ำปราศจากไอออน ปริมาตร 

750 มิลลิลิตร ปดฝาขวดรูปชมพูดวยจุกยางแลวนำไป

เขยา เปนเวลา 30 วินาที ดวยเครื่องเขยาสารที่อัตราเร็ว 

200 รอบตอนาที ชั่ งน้ำหนักกระดาษกรองที่ผาน

การเตรียม จากนั้นกรองน้ำแปงผานชุดกรองแบบ

สญุญากาศ แลวอบกระดาษกรองทีอุ่ณหภมู ิ100±5 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง เก็บกระดาษกรองไวในโถ

ดูดความชื้น อยางนอย 30 นาที ชั่งน้ำหนักกระดาษกรอง

จากนั้นคำนวณ %recovery ดังสมการที่ 3

ภาพที่ 2 กระบวนการทดสอบหาปริมาณแปงในถุงมือชนิดมีแปง 
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 เมื่อ m1  คือ  น้ำหนักกระดาษกรองหลังกรองน้ำแปง

   m0  คือ  น้ำหนักกระดาษกรองกอนกรองน้ำแปง

   mB  คือ  น้ำหนักกระดาษกรองหลังทำ blank control

   mF  คือ  น้ำหนักกระดาษกรองกอนทำ blank control

   A     คือ  พื้นที่ของถุงมือ มีคาเทากับ ความกวาง (mm) × ความยาว (mm) × 0.0001 × 4

การคำนวณ %RSD

การคำนวณ %recovery

การคำนวณปริมาณแปงตกคางในถุงมือยางตรวจโรคไมมีแปงและถุงมือไนไตรลตรวจโรคไมมีแปง

การคำนวณปริมาณแปงตกคางในถุงมือยางศัลยกรรมไมมีแปง

การคำนวณปริมาณแปงตกคางในถุงมือยางตรวจโรคที่ชนิดมีแปง

การคำนวณ predicted RSDr (PRSDr)

%RSD  = 

%recovery = 

น้ำหนักแปงเฉลี่ย (mg/glove)  = 

น้ำหนักแปงเฉลี่ย (mg/glove)  = 

น้ำหนักแปงเฉลี่ย (mg/glove)  = 

PRSDr = 2C-0.15

 สมการที่ 1

 สมการที ่3

 สมการที่ 4

 สมการที่ 5

 สมการที่ 6

 สมการที่ 2

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน × 100

คาเฉลี่ยของขอมูลทั้งหมด

ปริมาณแปงขาวโพดคลุกถุงมือแพทยที่วัดได × 100  

ปริมาณแปงขาวโพดคลุกถุงมือแพทยที่เติม

(m1 – m0 – mB + mF) × 1000  

5

(m1 – m0 – mB + mF) × 1000  

6

(m1 – m0
)  

×
 1000  

      2              A

ผล

การทวนสอบความเที่ยงและความแมนของวิธี

ศึกษาโดยใชน้ำแปงท่ีเตรียมจากการเติมแปง

ขาวโพดคลุกถุงมือแพทย ปริมาณ 10 และ 12 มิลลิกรัม 

ซึ่งเปนปริมาณแปงรวมที่ระดับสูงสุดตามที่มาตรฐาน

กำหนด (2 มิลลิกรัมตอถุงมือ) จากการทดสอบ จำนวน 

5 ชิ้น ของถุงมือตรวจโรคไมมีแปงทั้งชนิดยางธรรมชาติ

และไนไตรล และจากการทดสอบ จำนวน 6 ช้ิน ของ

ถุงมือยางศัลยกรรม ตามลำดับ พบวาความเที่ยงภายใต

สภาวะการทำซำ้ (repeatability) และสภาวะการทวนซำ้

(within-laboratory reproducibility) จำนวน 7 ซ้ำ

มีคา %RSD นอยกวารอยละ 5 และ %recovery

อยูในชวงรอยละ 91.7–99.1 ดังแสดงในตารางที่ 2

ผลการทวนสอบความเที่ ย งและความแมนจาก
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การเตรียมน้ำแปงโดยเติมแปงขาวโพดคลุกถุงมือ

ทางการแพทย  ปริมาณ 175 มิลลิกรัม ซึ่ ง เปน

ปริมาณแปงรวมที่ระดับสูงสุดตามที่มาตรฐานกำหนด

(10 มิลลิกรัมตอตารางเดซิเมตร) จากการทดสอบ

ถงุมอืตรวจโรคชนดิมแีปง จำนวน 2 ช้ิน พบวาคา %RSD 

เทากับรอยละ 1.62 และ 1.37 และ %recovery เทากับ

รอยละ 93.4 และ 93.0 ภายใตสภาวะการทำซ้ำและ

ทวนซ้ำ ตามลำดับ

ตารางที่ 2 การศึกษาความเที่ยงและความแมนของวิธีการหาปริมาณแปงตกคางในถุงมือทางการแพทยภายใต 

 สภาวะการทำซ้ำและการทวนซ้ำ

ชนิดของถุงมือ

ปริมาณแปง             
ขาวโพดคลุก
ถุงมือแพทย 

(mg)

สภาวะการทำซ้ำ
(n = 7)

สภาวะการทวนซ้ำ
(n = 7)

ปริมาณแปง            
ที่วัดได (mg)

recovery
(%)

RSD
(%)

ปริมาณแปง               
ที่วัดได (mg)

recovery
(%)

RSD
(%)

ตรวจโรคไมมีแปง                
ศัลยกรรมไมมีแปง              
ตรวจโรคมีแปง

10
12
175

9.91±0.5
11.27±0.5

163.51±2.6

99.1
93.9
93.4

4.96
4.82
1.62

9.34±0.4
11.00±0.5

162.77±2.2

93.4
91.7
93.0

3.85
4.75
1.37

การควบคุมคุณภาพการทดสอบ

ดำเนนิการควบคมุคณุภาพในระหวางการทดสอบ

หาปริมาณแปงในถุงมือทุกครั้ง เพื่อสรางความมั่นใจวา

การทดสอบมีความถูกตองและนาเชื่อถือ หองปฏิบัติการ

กำหนดใหคา %recovery อยูในชวงรอยละ 90–107(16)

โดยเตรียมน้ำแปงใหมีปริมาณแปงที่ระดับสูงสุดตาม

ที่มาตรฐานกำหนด คือ 10 และ 12 มิลลิกรัม สำหรับ

ถุงมือตรวจโรคชนิดไมมีแปงและถุงมือศัลยกรรมชนิด

ไมมีแปง ตามลำดับ ขณะที่ถุงมือตรวจโรคชนิดมีแปง 

ใชแปงขาวโพดคลุกถุงมือแพทย ปริมาณ 175 มิลลิกรัม 

ผลพบวาคาปริมาณแปงที่ตรวจวัดได เทากับ 10.0±0.1, 

12.1±0.6 และ 163.4±0.1 มลิลกิรมั คิดเปน %recovery

เทากับรอยละ 100.0, 100.8 และ 93.4 ตามลำดับ

ดังแสดงในภาพที่ 3 

ภาพที่ 3  ความสัมพันธระหวาง %recovery กับชนิดของถุงมือ 



480

Powder Residues in Medical Gloves   Veenus Pathamat et al.

วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 4 ตุลาคม  - ธันวาคม 2567

ปริมาณผงแปงตกคางในถุงมือ

จากการสุมตวัอยางถงุมือทางการแพทยครอบคลมุ

ทุกชนิดที่มีจำหนายในประเทศไทย ในปงบประมาณ

พ.ศ. 2566 จำนวน 73 ตวัอยาง แบงเปน ถงุมอืยางตรวจโรค

ชนิดไมมแีปง จำนวน 20 ตวัอยาง ถงุมือไนไตรลตรวจโรค

ชนิดไมมีแปง จำนวน 20 ตัวอยาง ถุงมือยางศัลยกรรม

ชนิดไมมแีปง จำนวน 13 ตวัอยาง และถงุมือยางตรวจโรค

ชนิดมีแปง จำนวน 20 ตัวอยาง ผลพบวามีตัวอยาง

ถุงมือยางตรวจโรคชนิดไมมีแปงไมผานเกณฑ จำนวน 4 

ตัวอยาง ไดแก ตัวอยางหมายเลข 6, 7, 10 และ 15 ซึ่ง

มีขนาด M, M, L และ L ตามลำดับ โดยทั้ง 4 ตัวอยาง

ที่ไมผานเกณฑมีแหลงผลิตที่ประเทศไทย สวนถุงมือ

ไนไตรลตรวจโรคชนิดไมมีแปง จำนวน 20 ตัวอยาง

ไมผานเกณฑ จำนวน 4 ตวัอยาง ไดแก ตวัอยางหมายเลข 

10, 11, 12 และ 20 ขนาด L, L, M และ XL ตามลำดับ 

โดยตวัอยางหมายเลข 12 ผลติจากตางประเทศ ในขณะที่

ถุงมือยางศัลยกรรมชนิดไมมีแปง จำนวน 13 ตัวอยาง 

ผานเกณฑทั้งหมด นอกจากนี้พบวาถุงมือยางตรวจโรค

ชนิดมีแปง จำนวน 20 ตัวอยาง ไมผานเกณฑ จำนวน 3 

ตัวอยาง ผลิตในประเทศไทย ไดแก อยางหมายเลข 2, 4 

และ 5 ขนาด L, M และ L ตามลำดับ ดังแสดงในตาราง

ที่ 3 และภาพที่ 4

ตารางที่ 3  การทดสอบหาปริมาณแปงตกคางในถุงมือทางการแพทยชนิดไมมีแปงและมีแปง

ตัวอยางที่

ถุงมือชนิดไมมีแปง
(มิลลิกรัมตอถุงมือ)

(n = 2)

ถุงมือชนิดมีแปง
(มิลลิกรัมตอตารางเดซิเมตร) 

(n = 2)

ถุงมือยางตรวจโรค ถุงมือไนไตรลตรวจโรค ถุงมือยางศัลยกรรม ถุงมือยางตรวจโรค

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

0.40±0.03
1.06±0.11
0.87±0.01
0.16±0.03
1.94±0.08
3.06±0.11
2.11±0.01
0.90±0.03
1.72±0.17
2.32±0.51
0.19±0.04
1.06±0.11
0.39±0.04
0.14±0.03
6.63±1.09
0.88±0.03
1.19±0.10
0.33±0.18
0.44±0.03
1.75±0.18

0.20±0.03
0.67±0.01
0.90±0.03
0.64±0.06
0.93±0.07
0.40±0.08
0.36±0.03
0.23±0.01
0.12±0.03
10.20±0.42
3.46±0.79
4.73±2.28
1.00±0.06
1.26±0.25
0.37±0.01
0.17±0.01
0.18±0.00
0.52±0.25
0.23±0.07
4.20±0.42

0.22±0.00
0.23±0.01
0.19±0.01
0.21±0.04
0.43±0.04
0.29±0.09
0.05±0.03
0.00±0.00
0.33±0.04
0.40±0.04
1.14±0.01
0.69±0.01
0.74±0.02

-
-
-
-
-
-
-

5.6±8.5
15.5±0.7
4.9±0.7
21.6±1.4
19.4±4.9
2.3±0.3
1.4±0.1
1.2±1.1
0.8±0.6
0.6±0.6
0.6±0.2
0.3±0.1
0.8±0.7
0.1±0.3
1.4±0.6
1.9±1.4
0.6±0.1
0.2±0.1
1.2±0.9
1.5±1.3
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วิจารณ

ประเทศไทยเปนหนึ่งในประเทศหลักในการเปน

ผูผลิตและสงออกถุงมือยางธรรมชาติของโลก โดย

องคการอาหารและยาแหงประเทศสหรฐัอเมรกิา ประกาศ

แผนหามใชถุงมือยางทางการแพทยทุกชนิดที่มีการใช

ผงแปง เมื่อวันท่ี 21 มีนาคม พ.ศ. 2559 เนื่องจาก

ผงแปงทีเ่คลอืบถุงมอืทีผ่ลติจากยางธรรมชาตชิวยใหงาย

ตอการสวมใส แตพบปญหาการแพแปงสำหรบัคนทีม่ผีวิ

แพงาย หลังจากสัมผัสกับแปงหรือสารเคมีที่ตกคางใน

กระบวนการผลิตถุงมือ นอกจากนี้แปงยังมีคุณสมบัติใน

การดูดซึมสูงจึงกระตุนใหเกิดอาการแพ อาการอักเสบ 

อาการคันอยางรุนแรง และรอยแดงขึ้นอยูกับปจจัยทาง

กายภาพ อีกท้ังสามารถดูดซึมจุลินทรียซึ่งอาจกอใหเกิด

(ก)

(ค)

(ข)

(ง)

ภาพที่ 4 การทดสอบปริมาณแปงที่ตกคางบน (ก) ถุงมือยางตรวจโรคชนิดไมมีแปง (ข) ถุงมือไนไตรลตรวจโรค

 ชนิดไมมีแปง (ค) ถุงมือยางศัลยกรรมชนิดไมมีแปง และ (ง) ถุงมือยางตรวจโรคชนิดมีแปง 

การตดิเชือ้ตอผูสวมใสทีม่บีาดแผล และหากสดูดมเขาไป

ในปรมิาณมากอาจทำใหเกดิอาการไอ หายใจตดิขดั ระบบ

ทางเดินหายใจอักเสบ(7−9) ประเทศไทยออกประกาศ

กระทรวงสาธารณสขุ เรือ่ง หามผลติ นำเขา หรอืขายถุงมือ

ศัลยกรรมชนิดมีแปง ป พ.ศ. 2563(12) ทำใหปจจุบันไมมี

ถุงมือศัลยกรรมชนิดมีแปงจำหนาย แตถุงมือตรวจโรค

ทั้งชนิดไมมีแปงและมีแปง รวมทั้งถุงมือศัลยกรรมชนิด

ไมมีแปงยังไมไดรับการกำกับดูแลภายในประเทศ ดังนั้น

การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อสำรวจปริมาณแปงตกคาง

ในถุงมือทางการแพทยที่มีจำหนายในประเทศไทย

เพื่อใหทราบขอมูลดานคุณภาพและความปลอดภัยของ

ถุงมือทางการแพทยที่มีจำหนายในปจจุบัน จึงทวนสอบ

ความเที่ยงและความแมนของวิธีการหาปริมาณแปง 
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เพ่ือใหผลการทดสอบมคีวามถกูตอง แมนยำ และนาเชือ่ถอื

โดยเตรียมน้ำแปงใหมีปริมาณแปงท่ีระดับสูงสุดตามที่

มาตรฐานกำหนด คอื 10, 12  และ 175 มลิลกิรมั สำหรบัถุงมอื

ตรวจโรคชนิดไมมีแปง (ถุงมือยางและถุงมือไนไตรล)

ถงุมือยางศัลยกรรมชนิดไมมีแปง และถงุมือยางตรวจโรค

ชนิดมีแปง ตามลำดับ จากผลการตรวจหาปริมาณแปง

และผลการประเมินความเที่ยงภายใตสภาวะทำซ้ำได 

(repeatability) ทดสอบจำนวน 7 ซ้ำ พบคา %RSD 

อยูในชวงรอยละ 1.62–4.96 ซึ่งมีคานอยกวารอยละ 5 

ตามเกณฑ 0.66 × PRSDr
(16) ขณะท่ีผลการประเมินความ

เที่ยงภายใตสภาวะทวนซ้ำได (within-laboratory 

reproducibility) จากการทดสอบ จำนวน 7 ซ้ำ พบคา 

%RSD อยูในชวงรอยละ 1.37–4.75 ซึ่งมีคานอยกวา

รอยละ 7 ตามเกณฑ  PRSDr
(16) อีกทั้ งพบว า

ความแมนของวธิทีดสอบมคีา %recovery ในชวงรอยละ 

91.7–99.1 ซึ่งอยูในชวงการยอมรับ เทากับ 90–107(16) 

บงชี้วาวิธีการทดสอบหาปริมาณแปงโดยวิธีกราวิเมตริก 

(gravimetric) ดวยเทคนคิการชัง่นำ้หนกัและการกรอง

แบบสุญญากาศมีความถูกตอง

จากการสำรวจปริมาณแปงตกคางบนถุงมือ

ทางการแพทยที่มีจำหนายในประเทศไทย จำนวน 73 

ตัวอยาง เพ่ือใชเปนขอมูลในการเฝาระวังและคุมครอง

ผูบริโภคในประเทศ พบวาถุงมือยางตรวจโรคชนิดไมมี

แปง จำนวน 20 ตัวอยาง มีปริมาณแปงที่ตกคางในถุงมือ

ที่เกินเกณฑกำหนด คือ 2 มิลลิกรัมตอถุงมือ จำนวน 4

ตัวอยาง โดยตัวอยางหมายเลข 15 มีปริมาณแปง

มากกวาตัวอยางอื่น 2–3 เทา บงชี้วาปริมาณแปงไมได

ขึ้นกับขนาดของถุงมือ แต เปนผลการเติมแปงที่

แตกตางกันของแตละแหลงผลิต สำหรับถุงมือไนไตรล

ตรวจโรคชนดิไมมแีปง จำนวน 20 ตวัอยาง พบปรมิาณแปง

ไมผานเกณฑ จำนวน 4 ตัวอยาง แสดงใหเห็นวาถุงมือ

ที่ทำจากยางสังเคราะหสามารถตรวจพบปริมาณแปง

ตกคางในถุงมือ ไมวาจะมาจากแหลงผลิตที่ประเทศไทย

หรือตางประเทศ ขณะท่ีถุงมือยางศัลยกรรมชนิดไมมี

แปงเปนไปตามมาตรฐาน อาจเนื่องจากถุงมือศัลยกรรม

จะใชงานในลักษณะท่ีสัมผัสเขาสูรางกายผูปวยโดยตรง 

เชน การผาตัดตางๆ การเย็บบาดแผล เปนตน สงผลให

มกีารควบคมุการผลติถงุมือท่ีมีความปลอดภยัสงู สำหรบั

ถุงมือยางตรวจโรคชนิดมีแปง จำนวน 20 ตัวอยาง พบวา

มีปริมาณแปงตกคางในถุงมือเกินเกณฑกำหนด เทากับ 

10 มิลลิกรัมตอตารางเดซิเมตร จำนวน 3 ตัวอยาง ขนาด 

L, M และ L ตามลำดับ บงชี้วาปริมาณแปงที่เติมใน

ถุงมือไมไดขึ้นกับขนาดของถุงมือ แตขึ้นกับบริษัทผลิต

ที่ตางกันเชนเดียวกับถุงมือยางชนิดอื่น 

จากการเปรียบเทียบถุงมือแตละชนิด พบวา

ถุงมือประเภทตรวจโรคไมวาจะเปนชนิดไมมีแปงหรือ

มีแปง พบ 1 ใน 20 ตัวอยาง ของแตละชนิด ที่มีปริมาณ

แปงตกคางมาก อาทิ ถุงมือยางตรวจโรคชนิดไมมีแปง 

ตวัอยางหมายเลข 15 ถุงมอืขนาด L พบปรมิาณแปง 6.63 

มิลลิกรัมตอถุงมือ ถุงมือไนไตรลตรวจโรคชนิดไมมีแปง

ขนาด L หมายเลข 10 พบปริมาณแปง 10.2 มิลลิกรัม

ตอถุงมือ และถุงมือยางตรวจโรคชนิดมีแปง พบปริมาณ

แปง 21.6 มิลลิกรัมตอถุงมือ ในตัวอยางหมายเลข 4 

ขนาด M ยืนยันวาปริมาณแปงไมไดขึ้นกับขนาดของ

ถุงมือ โดยทั้ง 3 ตัวอยาง มีแหลงผลิตที่ประเทศไทย

แตตางบริษัท การที่ถุงมือทางการแพทยมีปริมาณแปง

เกินเกณฑกำหนด เปนผลมาจากกระบวนการผลิตที่มี

การใสแปงในปริมาณที่แตกตางกันระหวางผูผลิต

แตละราย อาจรวมถงึการควบคมุคณุภาพในกระบวนการ

ผลติทีม่ขีอจำกดั หรอือาจไมมกีารตรวจสอบคณุภาพของ

ถุงมือในหัวขอปริมาณแปงตกคาง นอกจากนี้กฎระเบียบ

และมาตรฐานทีเ่กีย่วของสำหรบัผลติภณัฑถงุมอืยาง ตาม

ประกาศกระทรวงสาธารณสุขและสำนักงานมาตรฐาน

ผลิตภัณฑอุตสาหกรรม ยังไมกำหนดใหตองทดสอบ

ปริมาณแปงตกคางบนถุงมือทางการแพทย รวมทั้ง

สำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา ยังไมมีการกำกับ 

ดูแลในสวนของปริมาณแปงในถุงมือทางการแพทย 

อยางไรก็ตามจากผลการสำรวจปริมาณแปงในถุงมือ

ทางการแพทยทีม่จีำหนายในประเทศไทย ช้ีใหเหน็วาควร

มีการกำกับดูแลการผลิตและจำหนายถุงมือในประเทศ

และกำหนดมาตรการ เพื่อผลักดันใหอุตสาหกรรมผลิต

ถุงมือทางการแพทยมีคุณภาพเทียบเคียงกับมาตรฐาน

สากล เพื่อปรับปรุงกระบวนการผลิตใหมีประสิทธิภาพ

และเพิ่มคุณภาพใหกับอุตสาหกรรมถุงมือของประเทศ

ในการคุมครองผูบริโภค 
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สรุป

การสำรวจปริมาณแปงตกคางบนถุงมือทางการแพทย

ทีมี่จำหนายในประเทศไทย จำนวน 73 ตวัอยาง ประกอบดวย

ถุงมือยางตรวจโรคชนิดไมมีแปง จำนวน 20 ตัวอยาง 

ถุงมือไนไตรลตรวจโรคชนิดไมมีแปง จำนวน 20 

ตัวอยาง ถุงมือยางศัลยกรรมชนิดไมมีแปง จำนวน 13 

ตัวอยาง และถุงมือยางตรวจโรคชนิดมีแปง จำนวน 

20 ตัวอยาง โดยทดสอบตามมาตรฐานสากล ASTM 

D6124-06 ดวยวิธีกราวิเมตริก (gravimetric) ใช

เทคนิคการชั่งน้ำหนักและการกรองแบบสุญญากาศ

พบวาถงุมอืยางตรวจโรคไมมีแปง ถงุมือไนไตรลตรวจโรค

ไมมีแปง และถุงมือยางตรวจโรคมีแปง มีปริมาณแปง

ตกคางไมผานเกณฑ จำนวน 4, 4 และ 3 ตัวอยาง

ตามลำดับ สรุปไดวาปริมาณแปงตกคางเกินเกณฑใน

ถุงมือตรวจโรค เทากับรอยละ 18 จากจำนวนถุงมือ

รวม 60 ตัวอยาง ขณะที่ถุงมือยางศัลยกรรมผานเกณฑ

กำหนดทั้งหมด 13 ตัวอยาง จากผลการทดสอบสะทอน

ใหเห็นวาหนวยงานที่มีหนาที่ในการกำกับดูแลการผลิต 

จำหนาย และสงออกถุงมือทางการแพทย ควรตองมี

มาตรการเฝาระวงั ติดตาม และควบคมุคณุภาพของถงุมือ

ทางการแพทยใหสอดคลองกับมาตรฐานสากล เพื่อ

เปนการคุมครองผูบริโภคและสงเสริมอุตสาหกรรม

การผลิตและสงออกถุงมือทางการแพทยของประเทศ

ใหมีมาตรฐานเพิ่มขึ้นตอไป

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ กรมวิทยาศาสตรการแพทย ที่ใหการ

สนับสนุนงบประมาณภายใตโครงการพัฒนางานทาง

หองปฏิบัติการเคมีสำหรับทดสอบปริมาณแปงและ

โปรตีนในถุงมือยางทางการแพทย ปงบประมาณ พ.ศ. 

2567 และขอขอบคุณบุคลากรกลุมเครื่องมือแพทย 

สำนักรังสีและเครื่องมือแพทย ที่ใหคำปรึกษาและ

ชวยเหลือในการวางแผนงานจนสำเร็จลุลวงดวยดี 
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Veenus Pathamat, Preeyanut Butmee, Wanpen Duangsawang, 
and Pornthep Chancunapas
Bureau of Radiation and Medical Devices, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand 

Method Verifi cation and Surveillance
of Powder Residues on Medical Gloves

in Thailand

ABSTRACT Surgical and examination gloves are two diff erent kinds of medical gloves. The cornstarch 
powder is added in the glove manufacturing process to keep the sides of gloves from sticking together 
and to facilitate easy donning. However, the residual powder can increase allergy sensitization and 
promote skin irritation. Therefore, the maximum powder limit has been specifi ed at 2 mg/glove and
10 mg/dm2 for powder-free and powdered gloves according to the ASTM D3578-19 and ASTM D3577-19 
standards, respectively. The objective of this work is to surveillance of the powder residues on medical gloves 
available in 2023. Of the 73 glove samples, including powder-free latex examination gloves (20 samples), 
powder-free nitrile examination gloves (20 samples), powder-free latex surgical gloves (13 samples), and 
powdered latex examination gloves (20 samples) were investigated. The powder contents in the medical 
glove samples were tested following the ASTM D6124-06 standard, which was based on gravimetric methods 
using direct weighing techniques and vacuum fi ltration. It was found that 11 samples, which was calculated 
as 18% of the 60 gloves including, powder-free latex examination, powder-free nitrile examination, and 
powdered latex examination, contained powder residues that exceeded the specifi ed criteria. Meanwhile, 
the powder residues on the 13 powder-free latex surgical gloves were not found over the criteria. Therefore, 
it is necessary to detect residual powder in medical gloves. Additionally, the customer protection agency 
could utilize this surveillant data to encourage improving the medical glove industries.

Keywords: Medical gloves, Residual powder, Powder-free glove, Powdered glove
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ปรียานุช บุตรมี กัญญารัตน นิที และ พรเทพ จันทรคุณาภาส
สำนักรังสีและเครื่องมือแพทย กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การประเมินวิธีกําจัดสิ่งปนเปอนของหนากาก N95 
เพื่อการใชงานซ้ําจากประสิทธิภาพการกรองอนุภาค

และความกระชับ

บทคัดยอ หนากาก N95 เปนหนึ่งในอุปกรณปองกันสวนบุคคลที่ใชสําหรับปองกันเชื้อโรคเขาสูระบบทางเดินหายใจ
ในชวงการแพรระบาดของเชื้อไวรัสโควิด 19 บุคลากรทางการแพทยจําเปนตองนําหนากาก N95 มาใชซํ้า เน่ืองจากสภาวะ
ขาดดลุระหวางอปุสงคกบัอปุทาน การศกึษานีมี้วตัถปุระสงคเพือ่ประเมินวิธกีารกาํจดัสิง่ปนเปอนบนหนากาก N95 เพ่ือเปนฐาน
ขอมูลรองรับการบริหารจัดการในภาวะขาดแคลนหนากาก N95 กรณีเกิดเหตุการณภัยพิบัติ โรคติดตออุบัติใหมหรืออุบัติซ้ํา
โดยทําการศึกษาวิธีกําจัดส่ิงปนเปอน 8 วิธี ไดแก การใชแสงยูวี ความรอนแบบแหง (อบลมรอน) ความรอนแบบเปยก
(แชน้ํารอน แชน้ําเดือด และหมอนึ่งความดันไอนํ้า) เอทิลแอลกอฮอล (ethyl alcohol) ความเขมขนรอยละ 70 
(สเปรยละอองและจุมแชในสารละลายเอทิลแอลกอฮอล) และน้ําสบู โดยใชหนากาก N95 รุน 8110s และ 9105 เปนตัวแทน
ในการศกึษา ประเมินผลโดยตรวจสอบประสทิธภิาพการกรองอนุภาคและความกระชับกับใบหนา พบวาการใชแสงยวู ีอบลมรอน แช
น้าํรอน และแชน้าํเดอืดเปนวธิทีีเ่หมาะสมสําหรบักาํจดัสิง่ปนเปอนบนหนากาก เนือ่งจากไมพบการเปลีย่นแปลงของประสทิธภิาพ
การกรองอนุภาคและความกระชับของหนากากทัง้ 2 รุน ในขณะทีก่ารใชหมอนึง่ความดนัไอน้าํ สเปรยสารละลายเอทิลแอลกอฮอล
แชสารละลายเอทลิแอลกอฮอล และน้าํสบู ไมสามารถนาํมาใชได เนือ่งจากพบการเสือ่มสภาพของของโครงสรางเสนใยหนากาก
ที่สงผลกระทบตอประสิทธิภาพการใชงาน 

คําสําคัญ:  หนากาก N95, การกําจัดสิ่งปนเปอน, ประสิทธิภาพการกรองอนุภาค, ความกระชับกับใบหนา, การใชซ้ํา
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บทนํา

หนากาก N95 เปนอุปกรณชวยปองกันการแพร

กระจายและการปนเปอนฝุนละออง สารเคมี ไอระเหย 

เชื้อแบคทีเรีย หรือเชื้อไวรัส ผานเขาสูระบบทางเดิน

หายใจ การออกแบบของตัวกรองที่สามารถกรอง

ฝุนละอองและเชื้อโรคขนาด 0.1–0.3 ไมครอน ทำให

มีประสิทธิภาพในการปองกันฝุนละอองขนาดไมเกิน

2.5 ไมครอน (PM 2.5) และสามารถกรองละออง

เชื้อไวรัสโควิด 19 ที่มีขนาดประมาณ 0.1 ไมครอน(1) 

โดยทั่ วไปหนากาก N95 ผลิตจากโพลีโพรพีลีน

(polypropylene) ท่ีไมไดผานกระบวนการถักทอ

(non-woven fabric) ประกอบดวย 3 ชั้น โดยชั้น

ที่อยูตรงกลางจะทำหนาที่เปนตัวกรอง ซึ่งมีเสนใยที่

เล็กละเอียดระดับนาโนเมตรถึงไมโครเมตร เรียกวา

polypropylene melt-blown non-woven fabric 

ถูกทำใหมีความไมสมดุลของประจุไฟฟาภายในหรือ

บนพ้ืนผวิ (electrostatic property) ประจุไฟฟาสถิตบน

เสนใยของหนากากเปนสวนสำคัญที่ชวยดักจับแบคทีเรีย

หรือไวรัสได(2) ในชวงระหวางป พ.ศ. 2563–2565

ทั่วโลกตองรับมือกับสถานการณการแพรระบาดของ

เชื้อไวรัสโควิด 19 สงผลใหเกิดปญหาการขาดแคลน

อุปกรณปองกันสวนบุคคล (personal protective 

equipment; PPE) โดยเฉพาะอยางยิ่งหนากาก N95 

ซึ่งมีคุณสมบัติดังที่กลาวขางตนและมีลักษณะที่สามารถ

ครอบลงบริเวณปากและจมูกอยางมิดชิด จึงทำใหเชื้อ

ไวรสัไมสามารถลอดผานได ปองกนัการแพรกระจายของ

ละอองไปยังผูสวมใสไดอยางมีประสิทธิภาพ(3) หนากาก

อนามัยชนิดอื่นๆ ไดแก หนากากกันฝุนทั่วไป หนากาก

ทางการแพทย หนากากผา และหนากากฟองน้ำ ถูกนำ

มาใชอยางแพรหลายเชนกัน เน่ืองจากหาซ้ืองายและมี

ราคาถกูกวาหนากาก N95 แตประสิทธภิาพในการปองกัน

ฝุนละอองหรือเชื้อไวรัสต่ำกวาหนากาก N95 และตองใส 

2 ชัน้ซอนกนั เพือ่เพิม่ประสิทธิภาพในการปองกันเช้ือโรค 

ขณะที่หนากากแบบมีวาลวมีประสิทธิภาพใกลเคียงกับ

หนากาก N95 แตไมสามารถปองกนัการแพรกระจายของ

เชือ้โรคได เนือ่งจากเมือ่มกีารไอ จาม หรอืหายใจ ละออง

น้ำลายสามารถออกมาตามวาลวที่อยูดานหนาได ทำให

ไมเหมาะกบัการใชงานในชวงการแพรระบาดของเช้ือไวรัส

โควิด 19(4) จากประสิทธิภาพการปองกันเชื้อไวรัสของ

หนากากดงักลาว สงผลใหความตองการใชหนากาก N95 

มีมากกวาหนากากชนิดอื่น โดยขณะนั้นบริษัทผูผลิตหรือ

นำเขาหนากาก N95 ม ี13 บรษิทั(5) ทำใหไมสามารถผลติ

หรอืนำเขาหนากาก N95 ไดตามความตองการ อกีท้ังเกดิ

สภาวะการขาดแคลนวัตถุดิบในการผลิตหนากาก ทำให

เกิดปญหาการกักตุนหนากากและราคาพุงสูงข้ึนมากกวา

ปกติ 2–3 เทา รวมทั้งมีการผลิตและจำหนายหนากากที่

ไมไดมาตรฐาน(6,7) 

ปญหาการขาดแคลนหนากาก N95 ในชวงการแพร

ระบาดของเช้ือโควดิ 19 ทำใหบคุลากรทางการแพทยตอง

นำหนากาก N95 มาใชซ้ำ (reused) การใชหนากากซ้ำ

จะทำใหประสิทธิภาพการปองกันลดลงและอาจมี

เชื้อไวรัสสะสมที่หนากาก(8) สงผลใหบุคลากรทาง

การแพทยมีความเสี่ยงในระหวางปฏิบัติหนาที่ จึงนำมา

สูการหาวิธีการฆาเช้ือไวรัสเพื่อนำหนากากมาใชซ้ำ แต

การฆาเชื้อผิดวิธีอาจทำใหประสิทธิภาพการกรองอนุภาค 

(filtration efficiency) และความกระชับกับใบหนา

(fit check) ของหนากากไมผานมาตรฐาน เนื่องจาก

คณุสมบตัขิองแผนกรองเสือ่มสภาพ เกดิการรัว่ซมึ ทำให

ไมสามารถปองกันละอองของเช้ือไวรัสได(9,10) มาตรฐาน

สากลของสถาบันอาชีวอนามัยและความปลอดภัยของ

ประเทศสหรัฐอเมริกา (National Institute for 

Occupational Safety and Health; NIOSH) ระบวุา

หนากาก N95 ตองมี filtration efficiency ที่ไมใช

นำ้มนัขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.3 ไมครอน ในอากาศได

อยางนอยรอยละ 95(11) และ fit check ตองมีคาอัตรา

การรั่วของละอองฝอยภายในหนากาก (leakage rate) 

นอยกวาหรือเทากับรอยละ 5(12)  

การศกึษาครัง้นีม้วีตัถปุระสงคเพือ่ประเมนิวธิกีาร

กำจดัการปนเปอน เพือ่ใหสามารถฆาเชือ้โรคบนหนากาก 

N95 และนำกลับมาใชใหมได โดยยังคงมีประสิทธิภาพ

การปองกันละอองของเช้ือโรคเปนไปตามมาตรฐานและ

เปนแนวทางสำหรับรองรับการบริหารจัดการในภาวะ

ขาดแคลนหนากาก N95 ถึงแมปจจุบันโรคโควิด 19

จัดเปนโรคประจำถิ่นและภาวะการขาดแคลนหนากาก 

N95 ลดลง แตอาจเกิดกรณีโรคอุบัติซ้ำอันเนื่องมา

จากการกลายพันธุของโรคจนเกิดความรุนแรงหรือ
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โรคอุบัติใหมที่อาจเกิดการแพรระบาดในวงกวาง

นอกจากนี้การเกิดเหตุการณภัยพิบัติ เชน แผนดินไหว

ไฟไหม อาจทำใหเกิดฝุนละอองหรือมลพิษทางอากาศ

ที่ เปนอันตรายตอสุขภาพ ทำใหหน ากาก N95

อาจไมเพียงพอประชาชนอาจจำเปนตองใชหนากาก

N95 ซ้ำในการปองกันตนเอง จากการศึกษากอนหนา

พบวาการกำจัดสิ่งปนเปอนบนหนากาก N95 เพื่อให

สามารถนำกลับมาใชใหมไดมีหลายวิธี ไดแก การใช

แสงยูวี การใชความรอนแบบแหงดวยตูอบลมรอน

เตาไมโครเวฟ หรือหมอหุงขาว การใชความรอน

แบบเปยกดวยน้ำรอน น้ำเดือด หรือหมอน่ึงความดัน

ไอน้ำ การใชสารทำความสะอาด เชน สบูหรือผงซักฟอก 

และการใชสารเคมี เชน ethyl alcohol, ethylene oxide,

isopropanol, sodium hypochlorite, chlorine

dioxide หรือไอระเหยของ hydrogen peroxide(13,14)

การใชสารเคมีในการฆาเชื้อโรคบนหนากากอาจ

ทำใหเกิดการตกคางของสารเคมีที่ เปนพิษหรือกอ

มะเร็งได (15) การศึกษาครั้ งนี้ดำเนินการประเมิน

วิธีการกำจัดการปนเปอนที่มีความปลอดภัย 8 วิธี

ซึ่งประชาชนสามารถทำไดที่บานหรือใชเครื่องมือใน

หองปฏิบัติการหรือสถานพยาบาล ไดแก การใชแสงยูวี 

อบลมรอน แชน้ำรอน แชน้ำเดือด หมอนึ่งความดันไอน้ำ 

สเปรยสารละลาย ethyl alcohol แชสารละลาย ethyl 

alcohol และแชน้ำสบู โดยประเมินจากการตรวจสอบ 

filtration efficiency และ fit check ใชหนากาก N95 

รุน 8110s และ 9105 เปนตัวแทนในการศึกษา

วัสดุและวิธีการ

วัสดุ

หนากาก N95 รุน 8110s (3M™, Thailand) 

และหนากาก N95 รุน 9105 (VFlex™, Thailand)

ดังแสดงในภาพที่ 1(ก) และ (ข) ตามลำดับ

ภาพที่ 1  หนากาก N95 (ก) รุน 8110s และ (ข) รุน 9150 

เครื่องมือและสารเคมี

เครื่องมือ: เครื่องทดสอบ filtration efficiency 

ของหนากาก N95 (G506, QINSUN, China), เครือ่ง

ทดสอบ fit check (MT-05U, SIBATA, Japan), 

ตูปราศจากเชื้อ (A2, Thermo Fisher Scientific, 

USA), ตูอบลมรอน (TS 8136, Termaks, Norway), 

ตูอบควบคุมอุณหภูมิและความชื้น (ZXMP-R1150, 

Labwit Scientific, Australia), เตาใหความรอน 

(C-MAG HS7, IKA, Germany) และเครื่องนึ่ง

ฆาเชือ้แบบ autoclave (Autoclave, SX-500, Tomy, 

Japan)  

สารเคมี: NaCl (Supleco, USA), NaCl 

tablets (USP 100 mg tablets) (SIBATA, Japan)

และ ethyl alcohol (EtOH, 99.9% absolute 

anhydrous, ACS) (Carlo Erba, Italy)

การทดสอบ filtration efficiency

ดำเนนิการทดสอบหนากาก N95 ทัง้ 2 รุน ตามวธิี

มาตรฐาน 42 CFR 84(16) subpart K (air-purifying

particulate respiration) ขอ 84.174 (filter

efficiency level determination test–non-powdered

series N, R, and P filtration) โดยนำหนากาก N95

ใสในตูอบควบคุมอุณหภูมิและความช้ืน ที่อุณหภูมิ 

(ก) (ข)
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38±2.5 องศาเซลเซียส และความชื้นสัมพัทธที่ 

85±5%RH เปนเวลา 25±1 ชั่วโมง กอนการทดสอบ 

เตรียมสารละลาย NaCl ความเขมขน 0.2 กรัมตอ

ลิตร จากผง NaCl ท่ีมีขนาดอนุภาคในชวง 0.1–0.3 

ไมโครเมตร จากนั้นเตรียมสภาวะการทดสอบที่อุณหภูมิ 

25±5 องศาเซลเซียส และความชื้นสัมพัทธที่ 30±10%

RH นำหนากาก N95 วางบนเครือ่งทดสอบ ดงัแสดงในภาพ

ที่ 2(ก) กดวัดโดยตั้งคาการปลอยอนุภาคของสารละลาย 

NaCl เจือปนในอากาศท่ีมีการไหล เทากับ 85 ลิตร

ตอนาที ผานหนากากอยางตอเนื่อง เครื่องจะตรวจ

วัดความเขมขนของละอองฝอย NaCl ท่ีผานดานบน

และดานลางของหนากาก เปนเวลา 5 นาที และแสดงผล

เปนคารอยละของ filtration efficiency 

การทดสอบ fit check

ดำเนนิการทดสอบหนากาก N95 ทัง้ 2 รุน ตามวธิี

มาตรฐาน 29 CFR 1910.134(17) subpart I (OSHA-

accepted fit test protocols) appendix A หัวขอ C 

(quantitative fit test protocols; QNFT) โดยเตรียม

สารละลาย NaCl ความเขมขน 0.2 กรัมตอลิตร จากเม็ด 

NaCl ที่มีขนาดอนุภาคในชวง 0.1–0.3 ไมโครเมตร 

จากนั้นเสียบสายยางเช่ือมตอระหวางรูที่เจาะบริเวณ

ตรงกลางของหนากากกับเครื่องทดสอบ นำตัวอยาง

หนากาก N95 สวมเขาในหุนจำลองใหพอดบีรเิวณใบหนา 

ดงัแสดงในภาพที ่2(ข) ควบคุมความช้ืนของหองทดสอบ

ใหนอยกวา 50%RH จากนั้นพนฝอยของละออง NaCl 

จากเม็ด NaCl เปนเวลา 5 นาที กอนกดวัด เครื่องจะวัด

ปริมาณ NaCl ขางในเปรียบเทียบกับขางนอกหนากาก

และแสดงผลเปนคารอยละของ leakage rate   

ภาพที่ 2 (ก) การวัด filtration efficiency และ (ข) การวัด fit check ของหนากาก N95

วิธีกำจัดการปนเปอนของหนากาก

เตรียมหนากาก N95 รุน 8110s และ 9105 รุนละ

8 ชดุทดสอบ โดยใชจำนวน 5 ชิน้ตอชดุ จากน้ันตรวจสอบ

filtration efficiency และ fit check ของหนากาก

ทั้งหมด ไดผลการทดสอบกอนผานกระบวนการกำจัด

สิง่ปนเปอน (treatment cycle ท่ี 0) จากนัน้นำหนากาก

แตละชุดไปผานกระบวนการฆาเชื้อ 8 วิธี และตรวจสอบ 

filtration efficiency และ fit check ไดผลการทดสอบ

หลังผานการกำจัดสิ่งปนเปอนครั้งที่ 1 (treatment 

cycle ที่ 1) หากผลการทดสอบผานเกณฑนำหนากาก

ชุดเดิมผานกระบวนการฆาเชื้อและตรวจวัด filtration 

efficiency และ fit check อีกครั้ง ไดผลการทดสอบ

ครั้งที่ 2 (treatment cycle ที่ 2) และ 3 (treatment 

cycle ที่ 3) ตามลำดับ โดยวิธีการกำจัดสิ่งปนเปอน 8 วิธี 

ดังแสดงในภาพที่ 3

การใชแสงยูวี (Ultraviolet C; UVC)(18): 

นำหนากาก N95 วางในตูปราศจากเช้ือที่ผานการสอบ

เทียบ จากนั้นเปดระบบการทำงาน ปดบานกระจกลงมา

ต่ำสุด แลวกดเปดหลอดไฟยูวี ซึ่งมีความยาวคลื่นที่ 254 

นาโนเมตร และความเขมแสงบนพื้นผิวที่วางหนากาก

ไมนอยกวา 400 มิลลิวัตตตอตารางเมตร ฉายแสงยูวีบน

หนากากฝงละ 20 นาที

(ก) (ข)



490

N95 Mask Decontamination Methods for Reuse  Preeyanut Butmee et al.

วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 4 ตุลาคม  - ธันวาคม 2567

การอบลมรอน (hot air oven)(19): เปดตูอบ

ลมรอน ตั้งคาอุณหภูมิที่ 75 องศาเซลเซียส จากนั้นนำ

ตัวอยางหนากาก N95 เขาตูและอบ เปนเวลา 30 นาที  

การแชน้ำรอน (hot water)(20): เติมน้ำกลั่นใน

บีกเกอร ขนาด 2,000 มิลลิลิตร จากนั้นวางบนเตาให

ความรอนแบบดิจิตอล โดยควบคุมอุณหภูมิของน้ำให

มีคาเทากับ 60±5 องศาเซลเซียส วัดดวยเทอรโมมิเตอร

แบบปรอทที่ผานการสอบเทียบ เม่ือน้ำมีอุณหภูมิตาม

ที่ต้ังคาไวนำหนากากแชลงไปในน้ำ เปนเวลา 30 นาที 

ทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง อยางนอย 12 ชั่วโมง 

การแชน้ำเดือด (boiling water)(21): ตมน้ำกลั่น

ดวยกาตมน้ำใหเดือด จากนั้นเทใสบีกเกอร ขนาด 2,000 

มิลลิลิตร แชหนากากในน้ำเดือด เปนเวลา 5 นาที แลว

ปลอยใหแหงที่อุณหภูมิหอง อยางนอย 12 ชั่วโมง 

การใชหมอนึง่ความดนัไอน้ำ (autoclave)(22): นำ

ตวัอยางหนากาก N95 ใสในเครือ่ง autoclave ท่ีผานการ

สอบเทยีบ ตัง้คาอณุหภมิู 121 องศาเซลเซยีส และเวลาใน

การทำงานเทากับ 20 นาที เมื่อครบเวลานำหนากากออก

แลวปลอยใหแหงที่อุณหภูมิหอง อยางนอย 12 ชั่วโมง 

การใชสเปรยสารละลายเอทลิแอลกอฮอล (spray 

EtOH)(23): เตรียมสารละลายเอทิลแอลกอฮอลท่ี

ความเขมขนรอยละ 70 จากสารเอทิลแอลกอฮอล

ความเขมขนรอยละ 99.9 จากนั้นใสในขวดสเปรย

พลาสติก แลวฉีดใสตัวอยางหนากากใหชุมทั้งสองดาน 

ปลอยใหแหงที่อุณหภูมิหอง อยางนอย 12 ชั่วโมง 

การแชสารละลายเอทิลแอลกอฮอล (immerse 

EtOH)(24): เตรียมสารละลายเอทิลแอลกอฮอลท่ี

ความเขมขนรอยละ 70 จากสารเอทิลแอลกอฮอลความ

เขมขนรอยละ 99.9 จากนั้นเทสารละลายที่เตรียมไดใส

บีกเกอร ขนาด 2,000 มิลลิลิตร และนำตัวอยางหนากาก

ลงแช เปนเวลา 10 นาที ปลอยใหแหงที่อุณหภูมิหอง

อยางนอย 12 ชั่วโมง 

การแชน้ำสบู (soap water)(25): เตรียมน้ำสบู

โดยชั่งน้ำหนักของสบูกอน Ivory ปริมาณ 1 กรัม ละลาย

ดวยน้ำกลั่น ปริมาตร 1 ลิตร จากนั้นแชตัวอยางหนากาก

ในนำ้สบู เปนเวลา 10 นาท ีเมือ่ครบเวลานำหนากากออก

แลวปลอยใหแหงที่อุณหภูมิหอง อยางนอย 12 ชั่วโมง 

ภาพที่ 3 วิธีการกำจัดการปนเปอน 8 วิธี
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ผล

ดำเนินการศึกษา filtration efficiency ของ

หนากาก N95 รุน 8110s และ 9105 หลังผานการกำจัด

สิ่งปนเปอน 8 วิธี ดังแสดงในตารางที่ 1 ศึกษาโดยใช

หนากาก จำนวน 5 ชิ้น อางอิงจำนวนจากมาตรฐาน

ผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (มอก.) เลขที่ 2480-2562(26) 

มีความเที่ยงสูง เน่ืองจากพบคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ (%RSD) ในชวงรอยละ 0.1–1.9 ผลการศึกษา

พบวาหนากากรุน 8110s มีคา filtration efficiency 

มากกวารอยละ 95 หลังผานการทำซ้ำ จำนวน 3 ครั้ง 

ดวยแสงยูวี อบลมรอน แชน้ำรอน แชน้ำเดือด และ

สเปรยสารละลายเอทิลแอลกอฮอล ขณะที่ filtration 

efficiency ลดลงเรือ่ยๆ หลงัผานการใชหมอนึง่ความดนั

ไอน้ำ โดยมีคานอยกวารอยละ 95 ในการทำซ้ำครั้งที่ 3 

นอกจากนี้พบวาการแชในสารละลายเอทิลแอลกอฮอล

และแชน้ำสบูมีผลตอตัวกรองของหนากากรุน 8110s 

ทำให filtration efficiency ลดลงนอยกวารอยละ 95 

ในครั้งแรก สวนหนากากรุน 9105 พบวา filtration

efficiency มีคามากกวารอยละ 95 หลังผานการทำซ้ำ

ทั้ง 3 ครั้ง ดวยวิธีการใชแสงยูวี อบลมรอน แชน้ำรอน แช

น้ำเดือด และหมอนึ่งความดันไอน้ำ ในขณะที่ filtration

efficiency ต่ำกวาเกณฑมาตรฐานหลังจากสเปรยดวย

สารละลายเอทิลแอลกอฮอลครั้งที่ 2 นอกจากนี้ผลการ

ศึกษาสอดคลองกับหนากากรุน 8110s ที่พบวาการ

แชสารละลายเอทิลแอลกอฮอลและแชน้ำสบู สงผลให

filtration efficiency ไมผานเกณฑหลังผานการใชวิธี

ดังกลาวในครั้งแรก 

ตารางที่ 1  คา filtration efficiency ของหนากาก N95 รุน 8110s และ 9105 หลังผานวิธีการกำจัดสิ่งปนเปอน 8 วิธี 

วิธี
หนากากรุน 8110s หนากากรุน 9105

0* 1# 2# 3# 0* 1# 2# 3#

แสงยูวี
อบลมรอน
แชน้ำรอน
แชน้ำเดือด
หมอนึ่งความดันไอน้ำ
สเปรยสารละลาย
เอทิลแอลกอฮอล
แชสารละลายเอทิลแอลกอฮอล
แชน้ำสบู

97.9±0.1
98.4±0.3
97.5±0.2
95.5±0.2
98.2±.0.2
97.5±0.1

97.6±0.2
95.8±0.6

97.1±0.2
98.9±0.5
97.3±0.7
96.4±1.1
96.4±0.9
95.8±0.4

91.6±1.7
88.2±1.7

97.6±0.3
99.7±0.1
96.4±1.2
95.8±1.4
95.3±0.8
96.9±0.8

ND
ND

96.4±1.0
98.9±0.1
96.6±0.5
95.4±1.1
88.6±1.3
95.9±0.7

ND
ND

99.0±1.3
97.0±1.6
97.1±1.1
98.8±1.1
95.9±1.4
96.5±0.2

95.1±0.4
96.4±0.5

97.1±0.2
97.2±0.1
96.2±0.3
98.1±0.4
95.2±0.1
96.2±0.6

93.9±0.5
80.9±0.9

97.9±0.5
98.9±0.5
95.2±0.1
96.3±0.8
95.2±0.2
94.8±0.7

ND
ND

97.8±0.2
97.8±1.1
95.6±1.2
96.0±1.4
95.9±1.3
94.4±0.4

ND
ND

หมายเหตุ: ND คือ ไมไดศึกษา เนื่องจากประสิทธิภาพของหนากากไมผานเกณฑตั้งแตการทดสอบครั้งแรก
    * คือ ผลการทดสอบกอนผานการฆาเชื้อ 
     # คือ ผลการทดสอบหลังผานการฆาเชื้อครั้งที่ 1, 2 และ 3 ตามลำดับ 

ผลการศึกษา fit check ของหนากาก N95 รุน 

8110s และ 9105 หลงัผานกระบวนการกำจดัสิง่ปนเปอน

8 วิธี ดังแสดงในตารางที่ 2 พบวา leakage rate ของ

หนากากรุน 8110s มีคานอยกวารอยละ 5 หลังผาน

การทำซ้ำทั้ง 3 ครั้ง ดวยแสงยูวี อบลมรอน แชน้ำรอน

แชน้ำเดือด และสเปรยสารละลายเอทิลแอลกอฮอล 

ขณะที่ leakage rate เกินเกณฑหลังจากใชหมอนึ่ง

ความดันไอน้ำซ้ำในครั้งที่ 3 นอกจากนี้พบวา leakage

rate ของหนากากเพิ่มขึ้นอยางมากหลังจากแชใน

สารละลายเอทิลแอลกอฮอลในครั้งแรก แตการแชน้ำสบู

ไมสงผลกระทบตอ fit check ของหนากากรุน 8110s 

สำหรับหนากากรุน 9105 พบวา leakage rate ของ

หนากากมีคาไมเกินรอยละ 5 หลังผานการฆาเชื้อดวย

แสงยูวี อบลมรอน แชน้ำรอน แชน้ำเดือด และหมอนึ่ง

ความดันไอน้ ำ  ในขณะที่ ก ารสเปรยสารละลาย

เอทิลแอลกอฮอลสามารถทำซ้ำไดเพียง 2 ครั้ง และ

ผลที่ไดสอดคลองกับหนากากรุน 8110s ซึ่งพบวาการแช

สารละลายเอทิลแอลกอฮอลทำให leakage rate ของ

หนากากเกินเกณฑมาตรฐานในครั้งแรก แตการแชน้ำสบู

ไมสงผลกระทบตอ fit check ของหนากากรุน 9105  
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ตารางที่ 2 คา leakage rate จากการศึกษา fit check ของหนากาก N95 รุน 8110s และ 9105 หลังผานวิธี

 การกำจัดสิ่งปนเปอน 8 วิธี 

วิธี
หนากากรุน 8110s หนากากรุน 9105

0* 1# 2# 3# 0* 1# 2# 3#

แสงยูวี

อบลมรอน

แชน้ำรอน

แชน้ำเดือด

หมอนึ่งความดันไอน้ำ

สเปรยสารละลาย

เอทิลแอลกอฮอล

แชสารละลายเอทิลแอลกอฮอล

แชน้ำสบู

3.9±0.4

2.9±0.7

1.3±0.4

2.7±.07

1.8±.0.8

1.7±0.6

2.3±1.0

1.5±0.7

3.2±1.0

3.1±.13

2.4±.08

1.3±0.6

4.2±1.1

0.8±0.3

13.8±1.9

3.6±1.4

2.9±1.3

3.2±0.7

3.4±0.5

2.9±1.0

3.2±1.5

3.3±0.6

ND

ND

2.0±0.6

2.3±0.7

3.6±0.6

1.9±0.9

6.2±1.6

2.8±1.1

ND

ND

1.3±0.2

0.8±0.3

1.8±0.7

2.2±0.9

2.4±0.8

1.5±0.6

1.0±0.5

2.5±0.9

0.5±0.2

3.3±0.6

2.2±1.1

2.5±0.8

2.9±0.4

1.5±0.7

6.2±1.0

4.2±0.9

3.0±1.0

1.3±0.6

3.0±0.8

2.3±1.1

0.7±0.2

1.0±0.4

ND

ND

2.7±0.2

2.2±0.9

1.6±0.7

1.8±0.5

3.1±0.8

5.3±0.3

ND

ND

หมายเหตุ: ND  คือ ไมไดศึกษา ตามผลการทดสอบ filtration efficiency (ตารางที่ 1)
   * คือ ผลการทดสอบกอนผานการฆาเชื้อ 
    # คือ ผลการทดสอบหลังผานการฆาเชื้อครั้งที่ 1, 2 และ 3 ตามลำดับ

จากผลการศึกษา filtration efficiency ของ

หนากากทั้ง 2 รุน สามารถแบงกลุมไดวาการใชแสงยูวี 

อบลมรอน แชน้ำรอน แชน้ำเดือด หมอนึ่งความดันไอน้ำ

และสเปรยสารละลายเอทิลแอลกอฮอล สามารถนำมา

ใชในการกำจัดสิ่งปนเปอนบนหนากาก N95 เพื่อการใช

งานซ้ำได อีกทั้งสามารถทำซ้ำไดถึง 3 ครั้ง ยกเวนการใช

หมอนึ่งความดันไอน้ำกับหนากากรุน 8110s สามารถใช

ซ้ำได 2 ครั้ง และการสเปรยสารละลายเอทิลแอลกอฮอล

กับหนากากรุน 9105 สามารถทำซ้ำไดเพียงครั้งเดียว

ดังแสดงในภาพที่ 4(ก) และ 4(ข) ผลที่แตกตางกันของ

หนากากทั้งสองรุนอาจเปนผลมาจากลักษณะเฉพาะของ

หนากากแตละชนิด นอกจากน้ีผลของความกระชับกับ

ใบหนาสอดคลองกัน ดังแสดงในภาพที่ 4(ค) และ 4(ง)  

การแชหนากากในสารละลายเอทิลแอลกอฮอล

และแชในน้ำสบูเปนวิธีที่ไมควรนำมาประยุกตใชสำหรับ

กำจัดสิ่งปนเปอนบนหนากาก N95 เนื่องจาก filtration 

efficiency และ fit check ของหนากากรุน 8110s และ 

9105 ต่ำกวาเกณฑหลังผานการใชวิธีดังกลาวในครั้งแรก 

ดังแสดงในภาพที่ 5 

(ก) (ข)
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ภาพที่ 4 filtration efficiency ของหนากาก (ก) 8110s และ (ข) 9105 และ leakage rate จากการศึกษา

 fit check ของหนากาก (ค) 8110s และ (ง) 9105 หลังผานกระบวนการกำจัดสิ่งปนเปอนดวยแสงยูวี 

 อบลมรอน แชน้ำรอน แชน้ำเดือด หมอนึ่งความดันไอน้ำ และสเปรยสารละลายเอทิลแอลกอฮอล เมื่อ 

 treatment cycle ที่ 0 คือ ผลการทดสอบกอนผานการฆาเช้ือ และที่ 1, 2, 3 คือ ผลการทดสอบหลัง

 ผานการฆาเชื้อครั้งที่ 1, 2 และ 3 ตามลำดับ

ภาพที่ 5 filtration efficiency ของหนากาก (ก) 8110s และ (ข) 9105 และ leakage rate จากการศึกษา

 fit check ของหนากาก (ค) 8110s และ (ง) 9105 หลังผานกระบวนการกำจัดส่ิงปนเปอนดวยการแช

 ในสารละลายเอทิลแอลกอฮอลและแชน้ำสบู เมื่อ treatment cycle ที่ 0 คือ ผลการทดสอบกอนผาน

 การฆาเชื้อ และที่ 1 คือ ผลการทดสอบหลังผานการฆาเชื้อ

(ค) (ง)

(ก) (ข)

(ค) (ง)



494

N95 Mask Decontamination Methods for Reuse  Preeyanut Butmee et al.

วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 4 ตุลาคม  - ธันวาคม 2567

วิจารณ

การศึกษาความสามารถในการนำกลับมาใชใหม

ของหนากาก N95 หลังผานกระบวนการกำจัดส่ิงปนเปอน 

8 วิธี โดยหนากากรุน 8110s มีลักษณะเปนรูปทรงถวย 

(cup shapes) ถกูใชเปนตนัแทนในการศกึษา เนือ่งจาก

เปนหนากาก N95 รุนที่นิยมใชมากที่สุด และใชหนากาก

รุน 9105 เปนตัวแทนของหนากากที่มีรูปทรงพับสองชิ้น 

(v-shape pleats) จากการทบทวนวรรณกรรม พบวา

มีการศึกษาวิธีที่หลากหลายสำหรับกำจัดสิ่งปนเปอนบน

หนากาก N95 แตการศึกษาใชหนากาก N95 เพียงรุน

เดียว อีกทั้งประเมินความสามารถในการนำกลับมาใช

ใหมโดยตรวจสอบ filtration efficiency รวมกับการ

ทดสอบความตางของความดัน (pressure drop) หรือ

การถายภาพดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ

สองกราด (scanning electron microscope; 

SEM)(13–15) ขณะที่การทดสอบ fit check ยังมีจำกัด

ซึ่งศูนยควบคุมและปองกันโรคแหงสหรัฐอเมริกา

(Centers for Disease Control and Prevention; 

CDC) แนะนำวาตองประเมิน filtration efficiency 

รวมกับ fit check ของหนากากหลังผานการกำจัดสิ่ง

ปนเปอน(27) ดงันัน้ผลการศกึษาน้ีใหขอมูลท่ีเปนประโยชน

ครอบคลุมคำแนะนำของ CDC และวิธีการจำกัดสิ่ง

ปนเปอน 8 วิ ธี ที่สามารถทำไดเองที่บานหรือใช

เครื่องมือในหองปฏิบัติการหรือสถานพยาบาล รวมทั้ง

ศึกษาหนากาก N95 สองรุนที่ใชกันมาก    

การใชแสงยวีูเปนหนึง่ในวิธท่ีีนยิมใชในการฆาเชือ้

โรคบนหนากาก เนื่องจากเปนวิธีที่สามารถทำไดงาย ผล

การศึกษายืนยันวาการฉายแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 

นาโนเมตร บนหนากาก N95 ท้ังสองรุน ไมสงผลตอ 

filtration efficiency และ fit check ซึ่งสอดคลองกับ

ผลการศึกษาของ Ontiveros C และคณะ(18) นอกจากนี้

ยังไมสงผลกระทบตอโครงสรางหรือเสนใยของหนากาก 

แตการใชแสงยูวีมีขอจำกัด คือ ตองใชเครื่องมือและตอง

ทำในสถานที่ที่มีความเหมาะสม เนื่องจากรังสียูวีสามารถ

ทำลายเซลลเนื้อเยื่อของผิวหนังและสงผลใหเกิดเปน

มะเร็งผิวหนังได(28) 

การใชความรอนเปนวิธทีีน่ยิมใชในการฆาเชือ้โรค

เนือ่งจากความรอนสามารถกระตุนใหโปรตนีเสือ่มสภาพ

และสงผลใหเชื้อไวรัสสูญเสียความสามารถในการ

ติดเชื้อ(29) จึงศึกษาวิธีการใชความรอนทั้งแบบแหงและ

แบบเปยกสำหรับกำจัดสิ่งปนเปอน ไดแก การอบลม

รอน แชในน้ำรอน แชในน้ำเดือด และการใชหมอนึ่ง

ความดันไอน้ำ พบวาการอบลมรอนเปนอีกหนึ่งวิธีท่ี

เหมาะสมไมสงผลตอประสทิธภิาพการใชงานของหนากาก 

N95 ซึง่สอดคลองกบัรายงานผลการศกึษาของ Xiang Y

และคณะ(19) ท่ีระบุวาการใชความรอนแบบแหงที่

อุณหภูมิมากกวาหรือเทากับ 70 องศาเซลเซียส สามารถ

ฆาเช้ือไวรัสไดโดยไมสงผลตอ filtration efficiency 

ของหนากาก N95 แตการอบลมรอนมีขอจำกัดใน

ดานเครื่องมือ จำเปนตองทำในสถานพยาบาลหรือ

หองปฏิบัติการ และตองมีการดูแลตูอบเพื่อใหมั่นใจวา

อุณหภูมิที่ใชคงที่และตรงตามที่ตั้งไวตลอดกระบวนการ

กำจัดสิ่งปนเปอน ขณะที่การใชน้ำรอนหรือน้ำเดือด

สามารถทำไดงายกวาและประชาชนสามารถทำไดเอง 

ผลการศึกษาพบวาวิธีดังกลาวไมสงผลกระทบตอ

filtration efficiency และ fit check ของหนากาก 

N95 อีกทั้งไมทำใหคุณสมบัติในการกันน้ำและเสนใย

ของหนากากเปลี่ยนแปลง สอดคลองกับการศึกษาของ 

Wang D และคณะ(2) ทีพ่บวาการแชหนากาก N95 ในนำ้

ที่อุณหภูมิมากกวา 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

สามารถชำระลางเช้ือโรคบนพื้นผิวของหนากากไดและ

ไมสงผลตอคุณสมบัติการกรองอนุภาคของหนากาก การ

ศกึษาของ Juang PS และ Tsai P(21) พบวาหนากาก N95 

ยังคง filtration efficiency ในชวงรอยละ 92.4–98.5

หลังผานการแชในน้ำเดือด เปนเวลา 5 นาที ขอควรระวัง

ของการแชนำ้รอนและแชนำ้เดอืด คอื ไมควรกวนหนากาก

ในระหวางดำเนินการ เพราะจะสงผลตอโครงสราง

ทางกายภาพของหนากากและควรปลอยใหหนากากแหง

โดยธรรมชาติกอนนำไปใชงาน  

การใชหมอนึ่งความดันไอน้ำเปนวิธีฆาเชื้อที่ใช

ในสถานพยาบาลและหองปฏิบัติการทางชีววิทยา(29)

ผลการศกึษาพบวาหนากาก N95 รุน 8110s เสือ่มสภาพไป

หลังจากใชหมอนึ่งความดันไอน้ำท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซยีส เปนเวลา 20 นาท ีโดยคา filtration efficiency 

ลดลงถึงรอยละ 88 และ leakage rate ของหนากาก

เกินคามาตรฐานหลังจากทำซ้ำครั้งที่ 3 ประสิทธิภาพ
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ที่ลดลงนี้อาจเปนผลมาจากพลาสติกโพลีโพรพีลีน

ยอยสลาย (degradation) เมื่ออยูในความรอนสูง(20)

การศึกษาของ Zorko DJ และคณะ(13) พบวาการใช

หมอนึ่งความดันไอน้ำทำใหตัวกรองหนากากหดตัวและ

เกิดรอยพับจึงทำใหประสิทธิภาพการใชงานลดลง 

การใชสารเคมีสำหรับฆาเชื้อโรคเปนหนึ่งในวิธี

ที่ใชกันอยางแพรหลาย โดยเฉพาะอยางยิ่งสารละลาย

เอทิลแอลกอฮอล ความเขมขนรอยละ 70(30) จึงศึกษา

โดยพนสารละลายเอทิลแอลกอฮอลบนหนากาก N95 

พบวาหนากากรุน 9105 มีคา filtration efficiency

ต่ำกวาเกณฑหลังผานการทำซ้ำครั้งที่ 2 และ leakage 

rate ของหนากากเกินเกณฑเล็กนอยหลังการทำซ้ำครั้ง

ที ่3 นอกจากนีพ้บวา filtration efficiency และ leakage

rate ของหนากาก N95 ทั้งสองรุนต่ำกวาเกณฑหลังจาก

แชในสารละลายเอทิลแอลกอฮอลในครั้งแรก สอดคลอง

กับงานวิจัยกอนหนาที่พบวาการใชแอลกอฮอลจะสงผล

ให  filtration efficiency ของหนากากลดลง

รอยละ 67(21) ซ่ึงเปนผลจากการเปลี่ยนแปลงอยาง

รวดเร็วของแรงตึงผิว (surface tension) ของเสนใย

ภายในหนากากหลังจากดูดซับแอลกอฮอล อีกทั้ง

แอลกอฮอลสามารถทำลายประจุไฟฟาสถิตบนตัวกรอง

ของหนากาก(14,15) 

การแชในน้ำสบู พบวา filtration efficiency 

ของหนากากทั้งสองรุนต่ำกวาเกณฑหลังผานการแชน้ำ

สบูเพียง 1 ครั้ง แตน้ำสบูไมไดสงผลให leakage rate 

ของหนากากเกนิคาท่ีมาตรฐานกำหนด อาจเปนผลมาจาก

สบูไมไดทำใหโครงสรางของเสนใยเปลี่ยนแปลง จากการ

ศึกษาของ Juang PS และ Tsai P(21) พบวาการใชนำ้สบู

ทำให filtration efficiency ลดลงรอยละ 54 และจาก

การศึกษาของ Probst LF และคณะ(14) พบวาสารลดแรง

ตงึผวิในสบูมผีลทำใหประจุไฟฟาสถติบนหนากากหายไป  

ศูนยควบคุมและปองกันโรคแหงสหรัฐอเมริกา 

ยืนยันวาหนากากที่ผานการกำจัดสิ่งปนเปอนสามารถ

นำกลับมาใชซ้ำไดอยางปลอดภัย แตวิธีฆาเช้ือที่เลือก

ใชตองมีความเหมาะสม คือ ตองฆาเชื้อโรคได ไมมีสาร

ตกคางจากสารเคมี และไมทำใหประสทิธภิาพการปองกนั

ละอองของเชือ้โรคลดลง(27) อยางไรกต็ามการใชหนากาก

ซ้ำอาจทำใหมีความเสี่ยงตอการติดเชื้อไดงาย เนื่องจาก

การถอด/ใสหนากาก การเก็บรักษาที่ไมถูกตอง หรือ

กำจัดสิ่งปนเปอนผิดวิธี ดังนั้นในภาวะที่ไมขาดแคลน

หนากากไมควรนำหนากากมาใชซ้ำเพื่อหลีกเลี่ยง

ความเสี่ยงดังกลาว แตหากเกิดการขาดแคลนหนากาก 

N95 จากเหตุการณภัยพิบัติ โรคติดตออุบัติใหมหรือ

อุบตัซิำ้ การใชหนากากซำ้เปนอีกทางเลอืกหนึง่ทีเ่หมาะสม

เพื่อปองกันการแพรกระจายระหวางเช้ือโรค ซึ่งการใช

หนากากซ้ำ 3 ครั้งตอคน สามารถชวยลดการขาดแคลน

หนากากไดอยางมากเมื่อเปรียบเทียบกับการใชหนากาก 

1 ครั้งตอคน นอกจากนี้กอนใชหนากากซ้ำตองทำ

ตามคำแนะนำจากองคกรที่เช่ือถือได เชน NIOSH 

หรือ CDC ไดแก ตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของ

หนากากกอนเสมอ เชน ตรวจสอบสายรัด สันจมูกและ

วัสดุโฟมจมูกวาไมเสื่อมสภาพ ตรวจสอบวาไมมีรอย

ฉีกขาดหรือเปอนส่ิงสกปรก และกอนใชงานตองลางมือ

ใหสะอาด หลีกเลี่ยงการจับดานใน ใชถุงมือที่สะอาด

ชวยในการสวมใส เปนตน ควรจำกัดจำนวนรอบการใช

งานหนากากซ้ำ เนื่องจากหนากาก N95 ผลิตจากวัสดุ

โพลีโพรพีลีน กระบวนการฆาเช้ืออาจทำใหเกิดไมโคร

พลาสติก (microplastics) ขึ้น(31) ซึ่งเปนอันตรายตอ

สุขภาพ ยิ่งไปกวานั้นการสูดดมไมโครพลาสติกจะทำให

สงผลเรื้อรังตอสุขภาพ เชน ถุงลมในปอดถูกทำลาย

เพิ่ มความเสี่ ย งต อการ เกิดภาวะถุ งลมโป งพอง

โรคมะเร็งปอด เปนตน(32,33)

สรุป

การศึกษากระบวนการกำจัดส่ิงปนเปอนบน

หนากาก N95 ดวยวิธีที่ไมสงผลเสียตอสิ่งแวดลอมและ

มีความปลอดภัย ประชาชนสามารถทำไดเองหรือเปน

วิธีที่ใชในสถานพยาบาลหรือหองปฏิบัติการ เพื่อรองรับ

ภาวะขาดแคลนหนากากที่อาจเกิดขึ้นจากโรคติดตอ

อุบัติใหมหรืออุบัติซ้ำ หรือเหตุการณภัยพิบัติในอนาคต 

จากการศกึษาวิธกีำจดัสิง่ปนเปอน 8 วิธ ีไดแก การใชแสงยวูี

อบลมรอน แชน้ำรอน แชน้ำเดือด หมอนึ่งความดัน

ไอน้ำ สเปรยสารละลายเอทิลแอลกอฮอล แชสารละลาย

เอทิลแอลกอฮอล และแชน้ำสบู บนหนากาก N95 

รุน 8110s พบวาการใชแสงยูวี อบลมรอน แชน้ำรอน

แชน้ำเดือด และสเปรยสารละลายเอทิลแอลกอฮอล
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ไมสงผลตอ filtration efficiency และ fit check ของ

หนากากหลังผานวิธีดังกลาวซ้ำ 3 ครั้ง ในขณะท่ีการใช

หมอนึ่งความดันไอน้ำสงผลกระทบตอประสิทธิภาพของ

หนากากหลังจากการทำซ้ำในครั้งที่ 3 ผลการศึกษาของ

หนากาก N95 รุน 9105 พบวาการใชแสงยูวี อบลมรอน 

แชนำ้รอน แชนำ้เดือด และหมอน่ึงความดนัไอน้ำ ไมสงผล

ตอประสิทธิภาพการใชงานของหนากาก ขณะท่ีการใช

สเปรยเอทิลแอลกอฮอลบนหนากากทำใหประสิทธิภาพ

ของหนากากต่ำกวาเกณฑหลังผานการทำซ้ำครั้งที่ 2 ผล

ทีแ่ตกตางกนัของหนากากท้ังสองรุนอาจเน่ืองจากลักษณะ

เฉพาะของหนากากแตละชนิด รวมทั้งพบวา filtration 

efficiency และ fit check ของหนากากทั้ง 2 รุน หลัง

จากแชในสารละลายเอทิลแอลกอฮอลและแชน้ำสบูตำ่กวา

เกณฑเหมอืนกนั ดงันัน้การใชแสงยวู ีอบลมรอน แชนำ้รอน

และแชน้ำเดือด จึงเปนวิธีที่เหมาะสมสำหรับกำจัดสิ่ง

ปนเปอนบนหนากาก N95 ท้ังรุน 8110s และ 9105 

โดยเฉพาะวิธีการแชน้ำรอนและแชน้ำเดือดเปนวิธีที่งาย

และสามารถทำไดโดยไมตองใชเครื่องมือหรืออุปกรณ

ขั้นสูง ผลการศึกษานี้จะเปนขอมูลที่จำเปนตอประชาชน

หรือบุคลากรทางการแพทย ในการเลือกใชวิธีกำจัด

สิ่งปนเปอนที่ไมสงผลตอการใชงานของหนากาก ทำให

สามารถนำหนากากกลับมาใชใหมไดอยางปลอดภัย

และมีประสิทธิภาพในชวงภาวะขาดแคลน  

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ บุคลากรกลุมเครื่องมือแพทย สำนัก

รังสีและเครื่องมือแพทย ท่ีใหคำปรึกษาและชวยเหลือ

ในการดำเนินงานจนสำเร็จลุลวงดวยดี
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Assessment of N95 Mask Decontamination 
Methods for Reuse based on Filtration 

Effi  ciency and Fit Check

ABSTRACT Face masks, particularly N95, are the most important personal protective equipment (PPE) 
that can reduce the risk of airborne particles containing hazardous pathogens. During the COVID-19 
outbreak, healthcare personnel was forced to reuse N95 masks because of a huge gap between demand 
and supply. Therefore, decontamination techniques for reusing N95 masks were investigated, providing 
useful databases in cases of catastrophic event, emerging or re-emerging infectious diseases occurrence. 
The decontamination methods including UV irradiation, dry heat (hot air oven), wet heat (hot water, 
boiling water, and autoclave), as well as 70% ethyl alcohol (sprayed and immersed with ethyl alcohol) and 
soap water, were examined on the 8110s and 9105 N95 mask models. The changes in fi ltration effi  ciency and 
fi t check of the masks before and after decontamination steps were evaluated and discussed. The results 
revealed that UV irradiation, hot air oven, hot water and boiling water were the most promising approaches 
to decontaminate the N95 masks because there were no obvious changes in fi ltration effi  ciency or in 
the fi t checks of both N95 mask models. While autoclaves, spraying and immersing with ethyl alcohol, and 
soap water caused a signifi cant reduction in the performance usability of N95 masks due to the deteriora-
tive eff ects on the nanofi ber structure. 

Keywords:  N95 mask, Decontamination, Filtration effi  ciency, Fit check, Reuse
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วิลาวัลย กันทะสอน ณัชชา ปาณะจำนงค บัณฑิต พรหมรักษา และ ดุจดาว บุญยอด
ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 2 พิษณุโลก อำเภอเมือง พิษณุโลก 65000

การพัฒนาการตรวจวินิจฉัยเชื้อวัณโรคดวยวิธี 
Multiplex Real-time PCR

บทคัดยอ วัณโรคเปนปญหาสาธารณสุขสำคัญของประเทศไทย เกิดจากเชื้อแบคทีเรียกลุม Mycobacterium tuberculosis 

complex (MTC) ซึง่พบ M. tuberculosis (MTB) มากทีส่ดุ ขณะทีเ่ชือ้มยัโคแบคทเีรยีทีไ่มใชวณัโรค (Non-tuberculous 

mycobacteria; NTM) มักพบเปนการติดเชื้อฉวยโอกาส การจำแนกเชื้อสองกลุมนี้มีความสำคัญตอการวางแผนรักษาผูปวย 

การตรวจดวย real-time PCR เปนวิธีที่ใหผลรวดเร็ว มีความไวและความจำเพาะสูง และสามารถรองรับตัวอยางจำนวนมาก 

งานวจิยันีไ้ดพฒันาวธิกีารตรวจเช้ือวณัโรค MTB/NTM แบบ multiplex real-time PCR โดยใช primer/probe สำหรบัยนี

IS6110 ที่จำเพาะตอ MTC สามารถตรวจจับเชื้อมาตรฐาน MTB ไดในความเขมขนต่ำสุด 0.12 copies/reaction และ

ใช primer/probe สำหรับยีน 16S rRNA ซึ่งจำเพาะตอกลุม Mycobacterium species (PAN) ทดสอบกับเชื้อมาตรฐาน 

MTB และ NTM โดยใหผลที่ 1.2 copies/reaction และ 0.12 CFU/reaction ตามลำดับ การประเมินวิธีการที่พัฒนาขึ้นนี้

ไมพบการเกิดปฏิกิริยาขามกลุม เมื่อทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียที่กอโรคระบบทางเดินหายใจ ผลการทดสอบเปรียบเทียบกับ

วิธีเพาะเชื้อ (gold standard) ในตัวอยางเสมหะ จำนวน 230 ตัวอยาง ซึ่งมีผลการเพาะเชื้อเปนบวกกับ MTB และ NTM 

จำนวน 90 และ 50 ตัวอยาง ตามลำดับ พบวาวิธีนี้มีคาความไว ความจำเพาะ คาทำนายผลบวก และคาทำนายผลลบ สำหรับ 

MTB ที่รอยละ 88.9, 100.0, 100.0 และ 93.3 และสำหรับ NTM ที่รอยละ 84.0, 98.3, 93.3 และ 95.7 ตามลำดับ วิธีที่

พฒันาสามารถนำไปใชตรวจวเิคราะหไดอยางมปีระสทิธิภาพ มคีวามไวและความจำเพาะสงู ลดตนทนุในการจดัซ้ือน้ำยาสำเรจ็รปู

จากตางประเทศ เพิ่มศักยภาพในการคนหาผูติดเชื้อวัณโรค และสงเสริมการยุติวัณโรคอยางยั่งยืน

คำสำคัญ: วัณโรค, Mycobacterium tuberculosis, Non-tuberculous mycobacteria, Multiplex real-time PCR 
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การตรวจเชื้อวัณโรคดวยวิธี Multiplex Real-time PCR  วิลาวัลย กันทะสอน และคณะ

วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 4 ตุลาคม  - ธันวาคม 2567

บทนํา

วัณโรค (tuberculosis; TB) เปนปญหาสำคัญ

ทางสาธารณสุขระดับโลกและประเทศไทย กระบวนการ

ปองกันและควบคุมวัณโรคใหมีประสิทธิภาพนั้น ปจจัย

สำคัญ คือ การคนหาผูปวยวัณโรคใหรวดเร็วตั้งแตเริ่ม

มีอาการ เพื่อใหผูปวยไดเขารับการรักษาไดอยางรวดเร็ว 

ลดการแพรกระจายของเชื้อ และสงเสริมการยุติวัณโรค

ไดอยางยั่งยืน จากการคาดการณอุบัติการณวัณโรคของ

ประเทศไทยโดยองคการอนามัยโลก ในป พ.ศ. 2564 

มอีบุตักิารณวณัโรค 143 ตอแสนประชากร หรอืประมาณ 

103,000 คน(1,2) ประเทศไทยไดจัดทำแผนปฏิบัติการ

ระดับชาติดานการตอตานวัณโรค ระยะที่ 2 (พ.ศ. 

2566–2570) เพื่อกำหนดแนวทางในการดำเนินงาน 

ปองกนั ดแูลรักษา และควบคมุวัณโรค โดยมีเปาหมายลด

อตัราอบุตักิารณวัณโรคลงจาก 143 ตอแสนประชากร ในป 

พ.ศ. 2564 ใหเหลือ 89 ตอแสนประชากร ในป พ.ศ. 2570

และเพ่ือใหสอดคลองกบัยทุธศาสตรยตุวัิณโรค (The End

TB Strategy) ท่ีกำหนดไวในป พ.ศ. 2578 (ค.ศ. 2035) 

และในยุทธศาสตรท่ี 5 ตามแผนปฏิบัติการระดับชาติ

ตอตานวัณโรค ไดสงเสริมการวิจัยและพัฒนานวัตกรรม

ในการปองกันควบคุมวัณโรค เพื่อประชาชนและ

เครือขายเขาถึงการใชประโยชนของงานวิจัยและ

นวัตกรรมในการยุติวัณโรค(2)

วัณโรคเปนโรคติดตอที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย 

Mycobacterium tuberculosis (MTB) จดัอยูในกลุม

M. tuberculosis complex (MTC) พบไดในทกุอวยัวะ

ของรางกาย สวนใหญรอยละ 80 พบท่ีปอด (pulmonary 

tuberculosis) ซึ่งสามารถแพรเชื้อไดงาย และรอยละ 

20 พบที่อวัยวะอื่นๆ นอกปอด (extrapulmonary

tuberculosis)  เชื้อ Mycobacterium แบงเปน 3 กลุม

1) M. tuberculosis complex (MTC) เปนสาเหตุ

ของวัณโรคในคนและสัตว มีจำนวน 8 สายพันธุ สายพันธุ

ที่พบมากที่สุด คือ M. tuberculosis สวนสายพันธุอ่ืน

ที่พบมากในกลุมนี้ เชน M. africanum พบไดในแถบ

แอฟริกา M. bovis มักกอใหเกิดโรคในสัตว ซึ่งอาจ

ติดตอถึงคนได และเปนสายพันธุที่นำมาผลิตวัคซีนบีซีจี 

2)Non-tuberculousmycobacteria (NTM) มจีำนวน

มากกวา 140 สายพันธุ เชน M. avium complex 

(MAC) พบในสิ่งแวดลอม ดิน น้ำ หรือในสัตว 

สวนใหญไมกอโรคในคน ยกเวนผูที่ระบบภูมิคุมกัน

ออนแอ และ 3) M. leprae เปนสาเหตุของโรคเรื้อน 

เชื้อ NTM พบเปนสาเหตุของการติดเชื้อฉวยโอกาส 

แสดงอาการคลายวัณโรคปอด ซึ่งการจัดจำแนกเชื้อ

ทั้งสองกลุมนี้มีความสำคัญตอการรักษาผูปวยเปน

อยางมาก และเปนประโยชนในการตัดสินใจตอการ

รักษาของแพทย เนื่องจากมีวิธีการและระยะเวลาที่รักษา

แตกตางกัน เม่ือตรวจสอบความไวตอยารักษาวัณโรค 

พบวาผูติดเชื้อ NTM มากกวารอยละ 95 ดื้อยารักษา

วัณโรค ซึ่งหากไมมีการตรวจคัดแยกผูติดเชื้อ NTM 

ออกจากผูปวยวัณโรคจะทำใหผูปวยไดรับการรักษาที่

ไมมปีระสทิธภิาพและอาจสงผลใหมจีำนวนผูเสยีชวีติเพิม่

มากขึ้น(3,4)

การตรวจวนิจิฉยัวณัโรคทางหองปฏบัิตกิารมหีลาย

วิธี ไดแก การตรวจหาเช้ือดวยวิธีการยอมสีทนกรด 

(acid-fast bacilli stain; AFB stain) ดวย

กลองจุลทรรศน (microscopic examination) การ

เพาะเลี้ยงเชื้อและพิสูจนยืนยันชนิด (mycobacterial

culture and identification) และการทดสอบทาง

อณูชีววิทยา (molecular biology testing) รวมท้ัง

การทดสอบความไวตอยา (drug susceptibility

testing) การทดสอบแอนติ เจนของเ ช้ือวัณโรค

(TB antigen testing) และการทดสอบการตอบสนอง

ของรางกายตอการตดิเชือ้วณัโรค (immune reactivity 

testing) ปจจบุนัโรงพยาบาลระดบัชุมชนใชวธิกีารยอมสี 

AFB ซึ่งมีความไวและความจำเพาะต่ำ ไมสามารถตรวจ

เช้ือในกรณีที่มีนอยหรือไมอยูในระยะแพรกระจาย และ

ไมสามารถจำแนกไดวาเช้ือที่พบเปนเช้ือ MTC หรือ 

NTM สวนการตรวจโดยการเพาะเลี้ยงเชื้อวัณโรค

ซึ่งเปนวิธีมาตรฐาน (gold standard) มีความไว

และความจำเพาะสงู แตใชระยะเวลานานในการเพาะเลีย้ง

และรายงานผล การสงตรวจเสมหะดวยวิธีอื่น เชน Gene 

Xpert/RIF(5) ที่โรงพยาบาลศูนยขนาดใหญ ถึงแม

เปนวิธีที่มีความแมนยำ ความไว ความจำเพาะสูง และ

สามารถตรวจการดื้อยา rifampicin ได แตไมสามารถ

รองรับปริมาณตัวอยางตอวันที่มีจำนวนมากได สงผลให

เกิดความลาชาตอการรักษาและควบคุมโรค 
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การตรวจเชื้อวัณโรคดวยหลักการ real-time 

PCR ซึ่งเปนการเพิ่มจำนวนและตรวจวัดเชิงปริมาณของ

สารพนัธกุรรมของเชือ้วัณโรคจากส่ิงสงตรวจ โดยหลกัการ

ติดฉลากสารเรืองแสงเขากับโพรบ (probe) สำหรับวัด

ปรมิาณสารพนัธกุรรมท่ีเพ่ิมข้ึนระหวางการตรวจวิเคราะห

ทำใหทราบผลรวดเร็ว การตรวจดวยวิธีนี้มีความไวและ

ความจำเพาะสูงรอยละ 80 และรอยละ 98–99 ตามลำดบั 

ทำใหตรวจพบเชื้อไดรวดเร็วขึ้น อีกทั้งสามารถตรวจ

ตัวอยางจำนวนมากๆ ได(5,6) จากการศกึษาของ Kim JU 

และคณะ(7)  และ Rocchetti TT และคณะ(8) ไดประเมิน

ประสิทธิภาพของ probe และไพรเมอร (primer) บน

ตำแหนงยนี IS6110 ท่ีมีความจำเพาะกบัเชือ้วัณโรคกลุม 

MTC และบนตำแหนงยีน 16S rRNA จำเพาะกับเชื้อ 

Mycobacterium species (PAN-Mycobacterium; 

PAN) ซึ่งรวมถึงเชื้อกลุม NTM เพื่อตรวจแยกเชื้อ

แบคทีเรียกลุม MTC และกลุม NTM ในเชื้อมาตรฐาน 

พบวาชุด primers และ probes ดังกลาวสามารถตรวจ

เชื้อทั้งสองกลุมออกจากกันได  

การศึกษานี้มีวัตถุประสงคประยุกตใช primer 

และ probe จากรายงานการศึกษาขางตน เพื่อพัฒนาวิธี

การตรวจหาเชื้อวัณโรค MTB และ NTM ดวยเทคนิค 

multiplex real-time PCR โดยมีเปาหมายนำวิธีการ

ตรวจมาใชในหองปฏิบัติการชีวโมเลกุล เขตสุขภาพที่ 2 

สำหรับเพิ่มศักยภาพการตรวจคนผูติดเชื้อวัณโรค ทำให

ผูปวยไดเขาสูการรกัษาไดรวดเรว็ขึน้ ลดการแพรกระจาย

ของเชือ้ สงเสริมการยตุวัิณโรคไดอยางยัง่ยนื และลดราคา

ตนทุนขององคกรในการจัดซื้อน้ำยาสำเร็จรูปจาก

ตางประเทศ

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางศึกษาและกลุมตัวอยาง

เชื้อมาตรฐาน

เชือ้มาตรฐานสำหรบัข้ันตอนการพัฒนาวิธกีารและ

ใชเปนตัวอยางควบคุมชนิดบวก (positive control)

ประกอบดวย Amplirun® Total MDR-TB

verification & contol panel (sputum), MBTC027 

(Vircell Microbiologists, ประเทศสเปน) (3.2  x 104 

copies/mL), Mycobacterium avium ATCC25291 

(1.1 x 108 CFU/mL),  M. intracellulare   ATCC35761

(1.1 x 108 CFU/mL) เช้ือแบคทีเรียมาตรฐาน 

Streptococcus pneumonia  ATCC49619,

Klebsie l la  pneumoniae  ATCC700603, 

Pseudomonas aeruginosa  ATCC27853 

และ Staphylococcus aureus ATCC29213 ไดรับ

การสนับสนุนจากหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา กลุมงาน

พยาธิวิทยาคลินิกและเทคนิคการแพทย สถาบันมะเร็ง

แหงชาติ

ตัวอยางจากผูปวยวัณโรค

ตัวอยางตะกอนเสมหะ (sputum sediment) 

ของผูปวยที่ทราบผลการตรวจวิเคราะหการเพาะเชื้อ 

(culture) ซึ่งเปนวิธีมาตรฐาน (gold standard) 

จำนวน 230 ตัวอยาง ประกอบดวย M. tuberculosis

(MTB) จำนวน 90 ตัวอยาง Non-tuberculous 

mycobacteria (NTM) จำนวน 50 ตัวอยาง และ

ตัวอยางผลลบ จำนวน 90 ตัวอยาง โดยเปนตัวอยาง

ที่เหลือจากการตรวจวิเคราะหในงานประจำ ระหวาง

ป พ.ศ. 2564–2566 จากองคการระหวางประเทศเพื่อ

การโยกยายถิน่ฐาน (International Organization for 

Migration; IOM) อำเภอแมสอด จังหวัดตาก 

Primers และ probes

ใชการตรวจยนี IS6110(5,9) สำหรบัการวนิจิฉยัเชือ้ 

MTB ยีน 16S rRNA สำหรับการตรวจ Mycobacte-

rium species (PAN) และ RNase P (Endogenous 

IC housekeeping gene) สำหรับการควบคุมคุณภาพ

ภายใน (internal control; IC) primers และ probes 

สังเคราะหจากบริษัท Macrogen, สาธารณรัฐเกาหลี 

รายละเอียดลำดับเบสของ primers และ probes

ดังแสดงในตารางที่ 1 

การสกัดสารพันธุกรรมจากเชื้อมาตรฐานเพื่อใช

ทดสอบประสิทธิภาพวิธีการตรวจและใชเปนตัวอยาง

ควบคุม

ดำเนินการภายใตมาตรฐานความปลอดภัยทาง

หองปฏิบัติการ ISO15190 และพระราชบัญญัติเชื้อโรค

และพิษจากสัตว โดยนำเชื้อมาตรฐาน M. tuberculosis 
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MTBC027 (MTB) อยูในรูปผงแหง (lyophilized) 
ละลายกบั DNase-RNase free water ไดความเขมขน
ตั้งตน 3.2 x 104 copies/mL จากน้ันเจือจางเปน 
1 x 104 copies/mL นำไปสกัดสารพันธุกรรมดีเอ็นเอ 
(DNA) ดวยชุดน้ำยาสำเร็จรูป Zybio-IFU-Bacteria
Nucleic acid Extraction kit BF-B-32 และ
เคร่ืองสกัดสารพันธุกรรม Zybio EXM3000 (Zybio, 
สาธารณรัฐประชาชนจีน) โดยใชปริมาตร 200 µl สกัด
ได DNA ปริมาตร 50 µl คิดเปนความเขมขน 4 x 104

copies/mL หลงัจากนัน้เจอืจาง DNA แบบ 10 เทา เปน 
4 x 104 - 4 copies/mL (5 ความเขมขน) เชื้อมาตรฐาน
M. avium ATCC25291 (NTM)อยูในรูปผงแหง
นำมาละลายกับ DNase-RNase free water
ไดความเขมขนตั้งตน 1.1 x 108 CFU/mL เจือจางเปน
1 x 107 CFU/mL นำไปสกัด DNA โดยใชปริมาตร
200 µl ได DNA elution ปริมาตร 50 µl คิดเปน
ความเขมขน 4 x 107 CFU/mL จากนั้นเจือจาง DNA
แบบ 10 เทา เปน 4  x 107 - 4 CFU/mL (8 ความเขมขน)

 RNase P (IC) ใช DNA ที่สกัดจากตัวอยาง
เสมหะของผูที่ไมติดเชื้อแลวเจือจาง DNA แบบ 10 เทา
จำนวน 3 ความเขมขน นำ DNA ไปทดสอบกับวิธี 
multiplex real-time PCR ที่พัฒนาขึ้น เลือกความ
เขมขนที่เหมาะสมโดยใหคา cycle threshold (Ct)
อยูระหวาง 25−35

การเตรียมตัวอยางควบคุม (positive control;
PC)  ท ำ โดยผสม  DNA ของ เ ชื้ อ ม าตรฐ าน
M. tuberculosis MTBC027 ที่ความเขมขน 4 x 102

copies/mL, M. avium ATCC25291 ที่ความเขมขน
4 x 102 CFU/mL และ RNase P ที่มีคา Ct
เหมาะสมรวมในหลอดเดียวกัน อัตราสวน 1:1:1 
และทดสอบกับวิธี multiplex real-time PCR
ที่พัฒนาขึ้น เก็บรวบรวมผลคา Ct จำนวน 20 ครั้ง
และคำนวณหาคาเฉลี่ย (mean Ct)

การสกัดสารพันธุกรรม (DNA) จากตัวอยางเสมหะ 
DNA จากตั วอย า ง เ สมหะด ว ยชุ ดน้ ำ ย า

สำเร็จรูปและเครื่องมือเดียวกันกับเชื้อมาตรฐาน 
โดยมีขั้นตอน pre-treatment ตัวอยางเสมหะ
ดวย 2% NaOH (Zybio, สาธารณรัฐประชาชนจีน)
เพื่อปองกันการปนเปอนจากเชื้ออื่น กรณีตัวอยางเสมหะ
ที่มีลักษณะหนืดใช micropipette ขนาด 1,000 µL
(Biohit, สาธารณรัฐฟนแลนด)  ป เปตเสมหะ 
ปริมาตร 200 µL ลงใน microcentrifuge tubes
ขนาด 1.5 mL (Axygen, สาธารณรัฐประชาชนจีน)

จากนัน้เตมิ  pre-treatment solution ปรมิาตร 100 µL

ผสมใหเขากันดวย vortex mixer (Scientific

Industries, สหรัฐอเมริกา) เปนเวลา 10 วินาที และ

นำไปบมที่ Dry Bath incubator (Thermolyne,

ตารางที่ 1 ลำดับเบส (sequence) และความเขมขนของ primers และ probes 

Target Gene
Primer/ 
Probe

Sequence (5’to 3’)
Final 

concentration*
(µM)

References

MTB IS6110 Forward
Reverse
Probe

CGA ACT CAA GGA GCA CAT CAG
CAG GGT TAG CCA CAC TTT GC
FAM-CGC CAA CTA CGG TGT TTA CGG 
TG-BHQ1

0.5
0.5
0.18

Kim JU
et al.(7)

PAN (MTB
and NTM)

16S rRNA Forward
Reverse
Probe

CGA ACG GAA AGG YCY CTT CG
CCG TCG TCG CCT TGG TAG
HEX-TTT WGC GGT GTG GGA TGR GCC 
CG-BHQ1

0.5 
0.5 
0.2 

Rocchetti TT
et al.(8)

IC RNase P Forward
Reverse
Probe

AGA TTT GGA CCT GCG AGC G
GAG CGG CTG TCT CCA CAA GT
Cy5-TTC TGA CCT GAA GGC TCT GCG 
CG-BHQ3

0.1
0.2 
0.2 

 Boddicker JD
et al.(10)

หมายเหตุ : * final concentration ไดจากการทดลองปรับสภาวะเหมาะสม 
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สหรัฐอเมริกา) อุณหภูมิ 90oC เปนเวลา 5 นาที

ปเปตตัวอยาง ปริมาตร 300 µL ไปสกัด DNA

กรณีตัวอยางเสมหะท่ีมีลักษณะเหลวใส ผสมตัวอยาง

ใหเขากันดวย vortex mixer ปเปตตัวอยาง ปริมาตร

1,000 µL ลงใน microcentrifuge tubes ขนาด 

1.5 mL นำไปปนตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยง

ที่ความเร็ว 13,000 rpm เปนเวลา 2 นาที (Thermo 

Scientific, สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี) จากนั้นดูด

สวนใสทิ้ง ปริมาตร 800 µL ระวังไมใหติดตะกอน

ขึ้นมาดวย เติม pre-treatment solution ปริมาตร 

100 µL ไดปริมาตรรวม 300 µL ผสมใหเขากันดวย 

vortex mixer เปนเวลา 10 วินาที และนำไปบมที่ 

Dry Bath incubator อุณหภูมิ 90oC เปนเวลา 5 

นาที จากนั้นนำไปสกัดสารพันธุกรรม โดยการเติม

Proteinase K ปริมาตร 15 µL (Zybio, สาธารณรัฐ

ประชาชนจีน)  ลงในตั วอย า ง เสมหะที่ ผ านการ

pre-treatment แลว ไดตวัอยาง DNA ปรมิาตร 50 µL 

การทดสอบสภาวะเหมาะสมของวธิกีารตรวจวเิคราะห

multiplex real-time PCR

นำ primer และ probe ท่ีมีความจำเพาะกับ

เชื้อ MTB, NTM และ RNase P ทดสอบกับตัวอยาง

ควบคุมชนิดบวก เพื่อเลือกความเขมขนและอุณหภูมิ

ที่เหมาะสมสำหรับแตละเปาหมายแบบ singleplex 

real-time PCR โดยทดสอบความเขมขนของ primer 

ในชวง 0.1−0.9 µM และ probe ในชวง 0.15−0.25 

µM เมือ่ไดความเขมขนท่ีเหมาะสมแลว ทดสอบแบบรวม

ปฏกิริยิาในหลอดเดยีวกนั (multiplex real-time PCR) 

เพื่อปรับความเขมขนอีกครั้ง สำหรับการเลือกอุณหภูมิที่

เหมาะสมทำโดยทดสอบไลระดับอุณหภูมิ (gradient 

temperature) ระหวาง 55.0−65.0 oC จากนัน้พจิารณา

คา Ct และกราฟลักษณะ s curve ทีส่ามารถเพิม่ปริมาณ

สารพันธุกรรมทั้ง 3 เปาหมาย ภายใตสภาวะอุณหภูมิ

เดียวกัน  

การตรวจแบบ multiplex real-time PCR 

มีปริมาตรรวมสุทธิ 15 µL/reaction ประกอบดวย

2X KAPA probe fast qPCR master mix

(Roche, แอฟริกาใต) ปริมาตร 7.5 µL, primer

mix และ probe mix อยางละ 1 µL ความเขมขน

สุดทายของ primer และ probe หลังจากปรับความ

เหมาะสม ดังแสดงในตารางที่ 1, DNase-RNase 

free water ปริมาตร 2.5 µL และ DNA template 

ปริมาตร 3 µL ใชเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมใน

สภาพจริง CFX Opus96 (Bio-RAD, สหรัฐอเมริกา) 

มีขั้นตอนการทำปฏิกิริยา คือ pre-denaturation

ที่อุณหภูมิ 95oC เปนเวลา 3 นาที จำนวน 1 รอบ จากนั้น

amplification จำนวน 45 รอบ ประกอบดวย

denaturation ที่อุณหภูมิ 95oC เปนเวลา 15 วินาที,

annealing ที่อุณหภูมิ 63oC เปนเวลา 30 วินาที และ

extension ที่อุณหภูมิ 72oC เปนเวลา 15 วินาที ตั้ง

เครื่องตรวจวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต ในแตละรอบ

การเกิดปฏิกิริยาที่ขั้นตอน extension ตรวจวัดในชอง

แสง FAM สำหรับตรวจวัดเปาหมาย MTB ชองแสง

HEX สำหรับตรวจวัดเปาหมาย PAN และชองแสง 

Cy5 สำหรับตรวจวัดเปาหมาย IC 

การแปลผลและรายงานผลสามารถอานและ

รายงานผลได เมือ่ PC ไดตามเกณฑ และตวัอยางควบคมุ

ชนิดไมมีดีเอ็นเอเปาหมาย (no template control; 

NTC) ตองไมมสีญัญาณฟลอูอเรสเซนต ผลบวกตองไดคา

Ct นอยกวา 40 ผลกำกวม (inconclusive) คา

Ct มากกวาหรือเทากับ 40 ดังแสดงในตารางที่ 2 

การทดสอบวิธีที่พัฒนาขึ้นกับตัวควบคุมผลบวก  

การประเมินผลวธิกีารตรวจของวธิทีีพ่ฒันา (method 

validation)

การประเมินความถูกตองของวิธีทดสอบ ตาม

หลักเกณฑการคัดเลือกประเมินวิธีการตรวจและ

น้ำยาทางหองปฏิบัติการดานวิทยาศาสตรการแพทย 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย(11)  ไดแก การทดสอบ

ความจำเพาะของวิธี (analytical specificity),

limit of detection (LOD) และ measurement 

range หรือ linearity โดยทดสอบกับเชื้อวัณโรค

สายพันธุมาตรฐาน M. tuberculosis MTBC027 และ 

M. avium ATCC25291 
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ตารางที่ 2 การแปลผลและการรายงานผลของวิธี multiplex real-time PCR ที่พัฒนาขึ้น

ผลการทดสอบ

การแปลผล                              การรายงานผลIC 
(Cy5)

MTB 
(FAM)

PAN
(HEX)

+ + + MTB: Detected 
Mycobacteria: Detected

MTB infection*

+ - + MTB: Not detected
Mycobacteria: Detected

NTM

+ - - MTB: Not detected
Mycobacteria: Not detected

Negative

+ + - MTB: Detected
Mycobacteria: Not detected

Invalid**

- - - MTB: Not detected
Mycobacteria: Not detected

Invalid**

หมายเหตุ: * กรณีคา Ct ของ PAN นอยกวาคา Ct ของ MTB อาจเปนการติดเชื้อรวมกันระหวาง MTB และ NTM 
              ** ผลที่เปน Invalid ใหเตรียมตัวอยาง และดำเนินขั้นตอนการทดสอบใหมอีกครั้ง 

การทดสอบความจำเพาะ (analytical specificity) 

ของวิธี multiplex real-time PCR ที่พัฒนาขึ้น

ดำเนนิการทดสอบความจำเพาะกับ M. tuberculosis

MTBC027, M. avium ATCC25291, M. intracellulare

ATCC35761 และทดสอบการเกิดปฏิกิริยาขามกลุม 

(cross-reactivity) กับกลุมแบคทีเรียที่มีลักษณะ

อาการของโรคใกลเคยีงกนั ไดแก เชือ้แบคทีเรยีมาตรฐาน 

Streptococcus pneumonia ATCC49619, Kleb-

siella pneumoniae ATCC700603, Pseudo-

monas aeruginosa ATCC27853 และ Staphy-

lococcus aureus ATCC29213 โดยทดสอบ 3 ซ้ำ

ทุกตัวอยางของเชื้อ 

การหาปริมาณความต่ำสุดที่สามารถตรวจวัดได 

(LOD) 

ทดสอบวิธี multiplex real-time PCR ที่

พัฒนา ข้ึนกับเชื้อมาตรฐาน M. tuberculosis 

MTBC027 และ M. avium ATCC25291 เจือจางความ

เขมขนแบบ 10 เทา คอื 12, 1.2, 0.12, 0.012 และ 0.0012

copies/reaction แตละความเขมขนทำการทดสอบ

20 ซ้ำ ใชเกณฑการตัดสินที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

(confidence interval; CI)

การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงการวิเคราะห 

(measurement range หรือ linearity) 

ทดสอบวิธี  multiplex real-time PCR 

ที่พัฒนาขึ้นกับเชื้อมาตรฐาน  M. tuberculosis

MTBC027 และ M. avium ATCC25291 เจือจาง

ความเขมขนแบบ 10 เท า  โดยใชความเขมขน

แตกตางกัน 5 และ 8 ความเขมขน ตามลำดับ ครอบคลุม

คาต่ำ กลาง และสูง ทำซ้ำแตละความเขมขน 3 ซ้ำ

นำคา Ct ที่ไดของแตละความเขมขนคำนวณหาคาเฉลี่ย 

โดยแปลงระดับความเขมขนเปนคา log นำมาเขียน

กราฟเปรียบเทียบคา Ct ที่อานไดของแตละความเขมขน

คำนวณคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (correlation

coefficient; R) และคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ

(coefficient of determination; R²) โดยทั่วไปเกณฑ

การยอมรับคา R ตองมากกวา 0.975 และ R² มากกวา

หรือเทากับ 0.950(11)

การประเมินการใชงานทางคลินิก 

 ทดสอบวิธี multiplex real-time PCR

ที่พัฒนาขึ้นกับตัวอยางตะกอนเสมหะ (sputum

sediment) ที่เหลือจากการนำไปเพาะเช้ือ (gold

standard) จาก IOM จำนวน 230 ตวัอยาง เปนตัวอยาง

เพาะเช้ือผลบวก MTB จำนวน 90 ตวัอยาง ผลบวก NTM 
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จำนวน 50 ตัวอยาง และผลเพาะเชื้อเปนลบ จำนวน 

90 ตัวอยาง

จริยธรรมการวิจัยในมนุษย

โครงการนีผ้านการรบัรองดานจรยิธรรมในคนจาก

คณะกรรมการพจิารณาการศึกษาวจิยัในคน  กรมวทิยาศาสตร

การแพทย กระทรวงสาธารณสุข เลขที่โครงการวิจัย 

6/2566 วันที่ไดรับการอนุมัติ 17 มีนาคม พ.ศ. 2566

ผล

การศึกษาความเหมาะสมของวิธีการที่พัฒนาขึ้น

ดำเนินการทดสอบโดยเลือกความเขมขนของ 

primer และ probe ที่มีความจำเพาะกับเชื้อ MTB, 

NTM และ RNase P ในแตละเปาหมายแบบ single-

plex real-time PCR พบวาความเขมขนที่เหมาะสม

ของ primer ตอ MTB, NTM ท้ัง forward และ 

reverse primer 0.5 µM และ RNase P forward 

primer 0.1 µM, reverse primer 0.2 µM และ

ความเขมขนที่เหมาะสมของ probe คือ MTB probe 

0.18 µM, NTM probe 0.2 µM และ RNase

P probe 0.2 µM การเลือกอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของ

การทำปฏิกิริยาในข้ันตอน annealing ของแตละ

เปาหมาย โดยทดสอบไลระดับอุณหภูมิ (gradient 

temperature) ระหวาง 55.0−65.0oC พบวาอุณหภูมิที่

เหมาะสม คอื 61.0−63.0oC จากน้ันนำมาทดสอบปฏกิิรยิา

รวมในหลอดเดียวกันแบบ multiplex real-time

PCR พบวาการเกิดปฏิกิริยาเหมาะสมตามความเขมขน

แบบ singleplex real-time PCR และสามารถเพิ่ม

ปริมาณสารพันธุกรรมภายใตสภาวะอุณหภูมิเดียวกันที่

อุณหภูมิ 63.0oC ได

ตัวอยาง positive control จากการนำ DNA 

ของเชื้อมาตรฐาน M. tuberculosis MTBC027 M. 

avium ATCC25291 ผสมกับ RNase P จากตัวอยาง

เสมหะของผูทีไ่มตดิเชือ้ มผีลทดสอบดวยวธิ ีmultiplex

real-time PCR ที่พัฒนาขึ้นพบคาเฉลี่ย Ct และชวง

ของคา Ct (mean Ct (range Ct)) ของ MTB เทากับ 

30.19 (29.62–31.76) PAN เทากับ 29.00 (26.56–

31.95) และ IC เทากับ 31.40 (28.26–32.99) 

วิธีการที่พัฒนาขึ้นใชปริมาตรรวมสุทธิ 15 µL/

reaction โดยใชสารเคมีและปริมาตร ดังแสดงในตาราง

ที่ 3 มีข้ันตอนการทำปฏิกิริยาคือ pre-denaturation

ทีอ่ณุหภมู ิ95oC เปนเวลา 3 นาท ีจากนัน้ amplification 

จำนวน 45 รอบ ประกอบดวย denaturation ทีอ่ณุหภมูิ 

95oC เปนเวลา 15 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 63oC 

เปนเวลา 30 วนิาท ีและ extension ทีอ่ณุหภมู ิ72oC เปน

เวลา 15 วนิาท ีผลการวดัสญัญาณสญัญาณฟลอูอเรสเซนต

ชองแสง FAM สำหรับตรวจวัดเปาหมายเช้ือ MTB

ชองแสง HEX สำหรับตรวจวัดเปาหมายเชื้อ PAN และ

ชองแสง Cy5 สำหรับตรวจวัดเปาหมาย IC ดังแสดง

ในภาพที่  1 กำหนดการแปลผลและรายงานผล

ดังแสดงในตารางที่ 2 สามารถอานและรายงานผลไดเมื่อ

PC ไดตามเกณฑ และ NTC ตองไมมีสัญญาณ

ฟลูออเรสเซนต ผลบวกตองไดคา Ct นอยกวา 40 ผล

กำกวม (inconclusive) คา Ct มากกวาหรือเทากับ 40 

ความจำเพาะในการตรวจวิเคราะห (analytical 

specificity)

 ผลการทดสอบวิธีที่พัฒนาขึ้นกับกลุมแบคทีเรีย

กอโรคในระบบทางเดินหายใจ โดยทดสอบ 3 ซ้ำ

ทุกตัวอยางของเชื้อทั้งวิธี singleplex real-time PCR  

และ multiplex real-time PCR พบผลลบทั้งหมด 

(รอยละ 100) โดยไมเกิดปฏิกิริยาการขามกลุม (cross-

reactivity) และใหผลบวกกบัเชือ้มาตรฐาน M. tuber-

culosis MTBC027 M. avium ATCC25291 และ

M. intracellulare ATCC35761 ดงัแสดงในตารางที ่4

การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงการวิเคราะห 

(measurement range หรือ linearity) 

 คาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of 

determination; R²) ในการตรวจหาสารพันธุกรรม

เชื้อมาตรฐาน M. tuberculosis MTBC027 โดย

ทดสอบกับ MTB primer/probe และ M. avium 

ATCC25291 โดยทดสอบกบั PAN primer/probe คอื 

0.9984 และ 0.9975 ตามลำดบั ดงัแสดงในภาพที ่2 และ

คาสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ (correlation coefficient; R) 

คือ 0.9992 และ 0.9988 ตามลำดับ
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ตารางที่ 3 สารเคมีและปริมาตรที่ใชในการทำปฏิกิริยา multiplex real-time PCR จำนวน 1 reaction 

Reagents Volume/Reaction

2X KAPA probe fast qPCR master mix
DNase-RNase free water
Primer mix
Probe mix
DNA template
Total Volume

7.5  µL
2.5  µL
1.0  µL
1.0  µL
3.0  µL
15.0  µL

ภาพที่ 1 Amplification plot ของการตรวจ M. tuberculosis (MTB), Mycobacterium species (PAN)

 และ RNase P (IC) โดยวิธี multiplex real-time PCR ที่พัฒนาขึ้น

ตารางที่ 4 การทดสอบความจำเพาะของวิธี real-time PCR  และ multiplex real- time PCR ที่พัฒนาขึ้น

Pathogens

ผลการทดสอบ real-time PCR 
(จำนวนหลอดที่บวก)

 Real-time PCR
Multiplex 

real-time PCR

MTB primers PAN primers

M. tuberculosis MTBC027 

M. avium ATCC25291

M. intracellulare ATCC35761

Streptococcus pneumonia ATCC49619

Klebsiella pneumonia ATCC700603

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853

Staphylococcus aureus ATCC29213

3

0

0

0

0

0

0

3

3

3

0

0

0

0

3

3

3

0

0

0

0
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กราฟมาตรฐาน (standard curve) 

เชื้อมาตรฐาน M. tuberculosis MTBC027 

ความเขมขนตั้งแต 4 x 104 - 4 copies/mL และ

M. avium ATCC25291 ความเขมขนตั้งแต 4 x 107- 4 

CFU/mL โดยวิธ ีmultiplex real-time PCR ทีพ่ฒันาขึน้

ดังแสดงในภาพที่ 3 และ 4

ภาพที่ 2 คาประสิทธิ์การตัดสินใจในการตรวจหาสารพันธุกรรมเชื้อมาตรฐาน M. tuberculosis MTBC027 และ

M. avium ATCC25291 โดยวิธี multiplex real-time PCR ที่พัฒนาขึ้น  

ภาพที่ 3 กราฟมาตรฐาน M. tuberculosis MTBC027 โดยวิธี multiplex real-time PCR ที่พัฒนาขึ้น  

ภาพที่ 4  กราฟมาตรฐาน M. avium ATCC25291 โดยวิธี multiplex real-time PCR ที่พัฒนาขึ้น 
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ปริมาณความเขมขนต่ำสุดท่ีสามารถตรวจวัดได 

(limit of detection; LOD) 

การทดสอบวิธีที่พัฒนาขึ้นกับตัวอยาง DNA ของ

เชื้อมาตรฐานที่ความเขมขน 4 copies/uL และความ

เขมขนที่เจือจางแบบ 10 เทา 4 ความเขมขน ทดสอบ

ความเขมขนละ 20 ซ้ำ โดยใช DNA ปริมาตร 3 uL/

reaction ผลการทดสอบของ MTB โดยเชื้อมาตรฐาน

M. tuberculosis MTBC027 มีคา LOD เทากับ 0.12 

copies/reaction และ PAN ทดสอบกับเชื้อมาตรฐาน 

M. tuberculosis MTBC027 และ M. avium

ATCC25291 มีคา LOD เทากับ 1.2 copies/reaction

และ 0.12 CFU/reaction ตามลำดับ ดังแสดงใน

ตารางที่ 5

ตารางที่ 5 การทดสอบปรมิาณความเขมขนตำ่สดุทีส่ามารถตรวจวดัได (LOD) โดยวธิ ีmultiplex real-time PCR 

 ที่พัฒนาขึ้น

Target

Concentration

(copies or CFU /

reaction)*

Rate positive 

(Pos/N)

Cycle threshold (Ct)

Mean SD Min-Max
LOD

(95% CI)

MTB  M. tuberculosis

 MTBC027

12

1.2

0.12

0.012

0.0012

20/20

20/20

20/20

18/20

7/20

28.18

32.19

35.54

37.21

38.92

0.41

0.77

0.62

0.69

0.89

27.80 – 28.91

31.26 – 33.37

35.02 – 36.52

36.60 – 38.56

38.17 - 40.12

0.12 copies/reaction

 M. tuberculosis

 MTBC027

12

1.2

0.12

0.012

0.0012

20/20

20/20

5/20

5/20

2/20

32.18

35.90

37.20

38.31

39.70

0.87

1.01

0.77

0.93

0.57

31.29 – 33.79

34.19 – 37.29

36.51 – 38.50

37.70 – 39.38

39.30 – 40.10

1.2 copies/reaction 

 M. avium

 ATCC25291

12  

1.2 

0.12

0.012 

0.0012 

20/20

20/20

20/20

16/20

7/20

26.69

29.60

33.81

36.94

38.57

0.48

0.41

0.93

0.78

0.60

26.20 – 27.83

29.50 – 30.15

33.17 – 35.14

36.56 – 38.36

38.16 – 39.78

0.12 CFU/reaction

หมายเหตุ : * หนวย copies หรือ CFU  ใชตามที่ผูผลิตกำหนด

การประเมินการใชงานทางคลินิก 

ตัวอยาง DNA ท่ีสกัดจากเสมหะผูปวยจำนวน 

230 ตัวอยาง ไดแก ผลเพาะเชื้อบวก MTB จำนวน 90 

ตวัอยาง ผลเพาะเช้ือบวก NTM จำนวน 50 ตัวอยาง และ

ผลเพาะเชือ้ลบ จำนวน 90 ตวัอยาง ดงัแสดงในตารางที ่6

โดยในการตรวจ MTB มีความไว รอยละ 88.9 (80/90)

ความจำเพาะ รอยละ 100.0 (140/140) คาทำนาย

ผลบวก รอยละ 100.0 (80/80) และ คาทำนายผลลบ 

รอยละ 93.3 (140/150) สวน NTM มีความไว

รอยละ 84.0 (42/50) ความจำเพาะ รอยละ 98.3 

(177/180) คาทำนายผลบวก รอยละ 93.3 (42/45) 

และคาทำนายผลลบ รอยละ 95.7 (177/185) 

PAN
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ตารางที่ 6 การตรวจตัวอยาง DNA ที่สกัดจากตัวอยางเสมหะดวยวิธี multiplex real-time PCR ที่พัฒนาขึ้น   

  เปรียบเทียบกับวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ (culture)

Real-time PCR 

(in-house)

Culture (Gold standard)

Growth No growth

MTB NTM รวม (ตัวอยาง)

positive

negative

80

10

42

8

122

18

3*

87

รวม (ตัวอยาง) 90 50 140 90

หมายเหตุ : *real-time PCR ใหผล NTM เปนบวก

วิจารณ

การพัฒนาวิธีการตรวจเชื้อวัณโรคชนิด MTB/

NTM ดวยวิธี multiplex real-time PCR นี้ เลือกใช

ตำแหนงยีน IS6110 ในการวินิจฉัยเชื้อ MTB เนื่องจาก

เปนยีนที่มีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อวัณโรคกลุม MTB 

เทานั้น กลุมยีน insert sequence (IS) มีลักษณะของ

ลำดบันวิคลโีอไทดซ้ำๆ ภายในจีโนมมีขนาดส้ัน และมกีาร

เปลี่ยนแปลงต่ำ (conserved gene) จึงนิยมใชเปนยีน

เปาหมายการตรวจหาเชือ้วัณโรคในตวัอยางทางคลินกิ(5,9)

การตรวจ Mycobacterium species ใชตำแหนงยีน 

16S rRNA ซึ่งเปนยีนท่ีนิยมใชกันอยางกวางขวางใน

การจำแนกสายพันธุของแบคทีเรีย เน่ืองจากมีจำนวน 

DNA copies มากและมีลำดบัเบสท่ีสามารถแยกระหวาง

เช้ือมัยโคแบคทีเรียกับเชื้อแบคทีเรียชนิดอื่นๆ(12,13) 

วธิกีารตรวจนีย้งัมกีารควบคมุคณุภาพภายใน (internal 

control; IC) โดยใช Endogenous IC housekeeping 

gene คือ RNase P ทำใหสามารถตรวจสอบคุณภาพ

การตรวจไดตั้งแตขั้นตอนการเก็บตัวอยาง การสกัด

สารพันธุกรรม การเติมตัวอยาง จนถึงการทำปฏิกิริยา 

real-time PCR(10) 

การทำ multiplex real-time PCR นอกจากการ

ออกแบบ primer และ probe แลว ตองมีการปรบัสภาวะ

ในการทำปฏิกิริยาใหเหมาะสม โดยเฉพาะ annealing 

temperature (Ta) โดยท่ัวไปจะมีคานอยกวา melting

temperature (Tm) อยูท่ี 5oC ในการวิจัยน้ีพบวา 

Ta ที่เหมาะสม คือ อุณหภูมิ 63oC เปรียบเทียบกับการ

ศึกษาของ Kim JU และคณะ(7) และ Rocchetti TT 

และคณะ(8) โดยใช Ta ที่อุณหภูมิ 63oC และ 60oC ตาม

ลำดบั การปรบัเปลีย่น Ta ใหตำ่กวาคา Tm ของ primer 

มากเกนิไป อาจทำใหเกดิ non-specific amplification 

(false positive) ได การปรับความเขมขนของ primer 

มวีตัถปุระสงคเพือ่สามารถตรวจเปาหมายไดทีร่ะดบัความ

เขมขนต่ำสุด แตความเขมขนตองไมมากเกินไปจนเกิด 

non-specific amplification สวนการปรบัความเขมขน

ของ probe เพื่อจะไดคา relative fluorescent units 

(RFUs) โดยไมมีผลตอคา Ct(14) นอกจากนี้การปรับ

จำนวนรอบการทำปฏิกิริยาและปริมาณ DNA เริ่มตนที่

ใชในการทำปฏิกิริยาก็มีความสำคัญที่ตองไดรับการปรับ

ใหมีความเหมาะสม

เชือ้มาตรฐานทีใ่ชในการศกึษา คอื M. tubercu-

losis MTBC027 (MTB) อยูในรูปผงแหง (lyophi-

lized) เมื่อละลายดวย DNase-RNase free water

ไดความเขมขนตั้งตน 3.2 x 104 copies/mL เช้ือ

มาตรฐาน M. avium ATCC25291 (bacterial cells) 

(NTM) อยูในรูปผงแหง ละลายกับ DNase-RNase 

free water ไดความเขมขนตั้งตน 1.1 x 108 CFU/mL 

เห็นไดวาหนวยวัดความเขมขนของเชื้อมาตรฐานตามที่

ผูผลิตกำหนดนั้นแตกตางกัน ซึ่งหนวยความเขมขน 

CFU/mL เปนการนับปริมาณของเชื้อจุลินทรียที่มีชีวิต

สวนหนวยวัด copy/mL คือ การวัดปริมาณของสาร

พันธุกรรมของเชื้อ ซึ่งรวมถึงเชื้อที่มีชีวิตและเชื้อที่

ตายแลว หนวยดังกลาวมีความเหมาะสมกับการนำมา

คำนวณปริมาณเช้ือในวิธีการตรวจแบบ real-time 

PCR มากกวา ผลการทดสอบกับเช้ือมาตรฐาน MTB 

มีคา LOD เทากับ 0.12 copies/reaction และ PAN 
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ทดสอบกับเชื้อมาตรฐาน MTB และ NTM มีคา LOD 

เทากบั 1.2 copies/reaction และ 0.12 CFU/reaction

จากการศึกษานี้สามารถหาคาความไวเชิงวิเคราะห

ที่แทจริงไดโดยการตรวจวัดปริมาณแบบ digital PCR 

(dPCR)(15,16) 

โดยทั่วไปวิธี real-time PCR มีความไวเชิง

วิเคราะหสูง เชน การศึกษากอนหนานี้ของ Lee S 

และคณะ(17) ไดประเมินประสิทธิภาพของชุดน้ำยา

สำเร็จรูป EZplex MTBC/NTM Real-Time PCR

(Genetree Research Inc., สาธารณรัฐเกาหลี)

การตรวจวเิคราะห พบคา LOD ของชดุน้ำยาในการตรวจ

หาเชื้อ MTB คือ 0.584 copies/µL และ NTM คือ 

47.836 copies/µL โดยทดสอบกับ MTB positive

control (MTBC034) และ NTM positive control

(Vircell Microbiologists, ประเทศสเปน) และ

การประเมินการใชงานทางคลินิกจากตัวอยางเสมหะ 

(sputum) น้ำลางหลอดลม (bronchial washing) 

และตัวอยางเพาะเชื้อ (culture specimens) รวม

ทั้งหมด 612 ตัวอยาง พบคาความไวและความจำเพาะ

ของ MTB รอยละ 98.6 100.0 และ NTM รอยละ 

98.8 100.0 ตามลำดับ การศึกษาของ Shin S และ

คณะ(18)  ไดประเมินประสิทธิภาพของชุดน้ำยาสำเร็จรูป 

GENEDIA MTB/NTM multiplex real-time 

PCR (Green Cross Medical Science Corp., 

สาธารณรัฐเกาหลี) พบคา LOD ของชุดน้ำยาในการ

ตรวจหาเชื้อ MTB, M. avium และ M. abscessus 

คือ 1 copy/µL, 953 copies/µL และ 27 copies/µL 

ตามลำดับ การประเมินการใชงานทางคลินิกจากตัวอยาง

เสมหะที่สงตรวจ AFB และการเพาะเชื้อ จำนวน 687 

ตัวอยาง พบคาความไวและความจำเพาะของ MTB

รอยละ 63.2, 100.0 และ NTM 23.2, 99.7 ตามลำดับ 

จากการศึกษาคำแนะนำการใชงาน (instruction for 

use) ของชุดน้ำยาสำเร็จรูป AnyplexTM MTB/NTM 

Real-time Detection (V2.0)(19) (Seegene Inc., 

สาธารณรฐัเกาหล)ี โดยทดสอบกบั genomic DNA ของ

เชื้อที่มีความเขมขนตั้งแต 104-10 copies/reaction 

พบคา LOD ของชดุน้ำยาในการตรวจวิเคราะหเชือ้ MTB 

และ NTM คือ 100 copies/reaction กรณีที่ตัวอยาง 

MTB มียีนเปาหมาย IS6110 อยูมาก ความไวของชุด

น้ำยาอาจสูงถึง 10 copies/reaction 

วิธีการตรวจเช้ือวัณโรคชนิด MTB/NTM ดวย

วิธี multiplex real-time PCR นี้ เมื่อเปรียบเทียบ

กับวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ (culture) ซึ่งเปนวิธีมาตรฐาน 

พบวามีคาความไว คาความจำเพาะ คาทำนายผลบวก 

(positive predictive value) และคาทำนายผลลบ 

(negative predictive value) สูง ใกลเคียงกับ

การศึกษาของ Rocchetti TT และคณะ(8) คือ PAN

รอยละ 89.7, 100.0, 100.0 และ 84.0 ตามลำดับ  

ตวัอยางทีใ่หผลไมสอดคลองกนั กรณตีรวจพบเชือ้วณัโรค

ดวยวิธี real-time PCR แตตรวจไมพบเชื้อดวยวิธีการ

เพาะเลีย้งเช้ือ อาจเนือ่งจากในตวัอยางเสมหะของผูปวยมี

ปรมิาณของเชือ้วณัโรคทีน่อยมากหรอืเชือ้ทีต่ายแลว กรณี

ที่ตรวจพบเช้ือวัณโรคดวยการเพาะเลี้ยงเช้ือเพียงอยาง

เดยีวและตรวจไมพบเช้ือวณัโรคดวยวธิ ีreal-time PCR

อาจเกิดไดจากหลายสาเหตุ เชน คุณภาพของตัวอยาง

เสมหะที่ใชทดสอบ ข้ันตอนการเตรียมตัวอยางและสกัด 

DNA กอนนำมาทดสอบดวยวิธี real-time PCR อาจ

มีสารยับยั้งกระบวนการทำ PCR (PCR inhibitor) 

การศึกษากอนหนานี้ของ สมศักดิ์ สินธุไร และคณะ(20) 

สิทธิพจน ผลิตกุศลธัช และคณะ(21) ที่พบความไม

สอดคลองกันของวิธีการตรวจเ ช้ือวัณโรคดวยวิธี

real-time PCR เมือ่เปรยีบเทยีบกบัวธิกีารเพาะเลีย้งเชือ้

ซึง่การพิสจูนขอเทจ็จรงิดานความไมสอดคลองกันของผล

การตรวจวินิจฉัยนั้น อาจทำการศึกษาวิจัยเพิ่มเติมดวย

การเก็บตัวอยางเสมหะเพื่อตรวจซ้ำ

วิธีการตรวจเช้ือวัณโรคดวยวิธีทางชีวโมเลกุลอื่น 

เชน Loop-mediated isothermal amplification 

(TB Lamp) ซึ่งเปนการเพิ่มปริมาณ 16S rRNA gene 

ดวยอณุหภูมคิงท่ี สามารถอานผลดวยตาเปลาผานหลอด

ultraviolet light(5) เปนทางเลือกหนึ่งที่ทำให

สามารถตรวจวินิจฉัยไดรวดเร็วและมีความไวเพ่ิมขึ้น

เมื่อเปรียบเทียบกับวิธียอม AFB การศึกษากอนหนานี้

ของนริชา ทมิมี(22) พบวาวธิ ีLamp เปนวิธตีรวจวเิคราะห

ที่ใหความไวสูงกวา AFB เปรียบเทียบกับวิธีทางอณูชีว

โมเลกุลอยาง Xpert MTB/RIF วิธี Lamp มีความไว 

รอยละ 60.0 (95%CI: 26.2−87.8) ความจำเพาะ รอยละ
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91.9 (95%CI: 85.3−96.3) ใหคาทำนายผลบวก

รอยละ 40.0 (95%CI: 23.0−59.9) ใหคาทำนายผลลบ 

รอยละ 96.3 (95%CI: 92.3−98.2) ขณะที ่AFB มคีวามไว

รอยละ 33.3 (95%CI: 7.5−70.1) ความจำเพาะ รอยละ 

100.0 (95%CI: 96.1−100.0) ใหคาทำนายผลบวก รอยละ

100.0 (95%CI: 29.2−100.0) ใหคาทำนายผลลบ รอยละ

94.0 (95%CI: 90.7−96.1) วิธี Lamp มีขอจำกัดใน

การตรวจตัวอยางจำนวนมาก ขณะที่การตรวจดวยวิธี

real-time PCR สามารถตรวจตัวอยางจำนวนมากได 

วิธีการตรวจเชื้อวัณโรคชนิด MTB/NTM ที่

พัฒนาขึ้นมีราคาตนทุนประมาณ 170 บาท/ตัวอยาง 

และเมื่อเปรียบเทียบกับราคาน้ำยาตรวจเชื้อวัณโรคชนิด 

MTB/NTM จากการนำเขาจากตางประเทศนั้น มีราคา

ประมาณ 500−600 บาท ตอ 1 ตัวอยาง เห็นไดวาวิธีการ

ตรวจเชื้อวัณโรคชนิด MTB/NTM ที่พัฒนาขึ้น มีราคา

ตนทุนถูกกวาการนำเขาน้ำยาจากตางประเทศมาก แตยัง

มีขอจำกัดเรื่องไมสามารถตรวจหาวัณโรคดื้อยา ขณะที่

น้ำยาสำเร็จรูปนำเขาจากตางประเทศที่ตรวจเช้ือวัณโรค

ชนิด MTB/NTM และเชื้อวัณโรคดื้อยา MTB/MDR 

หรือ MTB/XDR ได จึงควรมีการพัฒนาตอยอดวิธีการ

ตรวจเชื้อวัณโรคนี้ใหสามารถตรวจการดื้อยาไดตอไป

ในอนาคต 

  

สรุป

การศึกษานี้ไดพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยวัณโรค

ชนดิ MTB/NTM โดยใชเทคนิค multiplex real-time 

PCR เมื่อทดสอบกับเชื้อมาตรฐาน M. tuberculosis 

MTBC027 (MTB) มีความเขมขนต่ำสุดที่ตรวจจับได 

0.12 copies/reaction และเม่ือทดสอบกบัเชือ้มาตรฐาน 

M. avium ATCC25291 (NTM) โดยไมพบการเกิด

ปฏิกิริยาขามกลุมเม่ือทดสอบกับกลุมเชื้อแบคทีเรีย

ที่กอโรคในระบบทางเดินหายใจ การประเมินการใชงาน

ทางคลินิกเทียบวิธีการเพาะเชื้อมีคาความไว ความ

จำเพาะ คาทำนายผลบวก และคาทำนายผลลบ สำหรับ 

MTB รอยละ 88.9, 100.0, 100.0 และ 93.3 สำหรับ 

NTM รอยละ 84.0, 98.3, 93.3 และ 95.7 ตามลำดับ 

แสดงใหเห็นวาสามารถนำวิธีการตรวจที่พัฒนาข้ึน 

(in-house method) มาใชเพิ่มศักยภาพการตรวจ

คัดกรอง เพื่อคนหาผูติดเช้ือวัณโรคใหไดรวดเร็วยิ่งขึ้น 

ลดการแพรกระจายเช้ือวัณโรคสูชุมชน สงเสริมการยุติ

วัณโรคไดอยางยั่งยืน และสามารถนำไปตอยอดใชใน

หองปฏิบัติการชีวโมเลกุลของโรงพยาบาลได  
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Development of Mycobacterium tuberculosis
Diagnosis by Multiplex Real-time PCR

Abstract Tuberculosis is a major public health concern in Thailand, primarily caused by bacteria in 

the Mycobacterium tuberculosis complex (MTC), of which M. tuberculosis (MTB) is the most common. 

Non-tuberculous mycobacteria (NTM) often cause opportunistic infections, and distinguishing between 

these two groups of bacteria is critical for planning eff ective patient treatment. Real-time PCR is a 

diagnostic method that provides rapid, sensitive, and specifi c results, and can be processed for large 

numbers of samples. In this study, a multiplex real-time PCR method for detecting MTB/NTM, using 

primers and a probe specifi c to the IS6110 gene for MTC was developed, which could detect the standard 

MTB strain at a minimum concentration of 0.12 copies/reaction. Additionally, primers and a probe specifi c 

to the 16S rRNA gene for Mycobacterium species (PAN) were tested on standard strains of MTB and 

NTM, resulting in detection limits of 1.2 copies/reaction and 0.12 CFU/reaction, respectively. Evaluation 

of this developed method showed no cross-reactivity with other respiratory pathogens. In comparison with 

the gold standard culture method on 230 sputum samples, of which 90 were MTB-positive and 50 were 

NTM-positive, the developed method detected 80 MTB-positive and 42 NTM-positive samples. Among 

90 culture-negative samples, the developed method provided negative results for both MTB and NTM in 

90 and 87 samples, respectively. Sensitivity, specifi city, positive predictive value, and negative predictive 

value for MTB were 88.9%, 100.0%, 100.0%, and 93.3%, respectively, and for NTM were 84.0%, 98.3%, 

93.3%, and 95.7%, respectively. This newly developed method is effi  cient for routine diagnostics, off ering 

high sensitivity and specifi city while reducing costs associated with importing reagents. It strengthens 

tuberculosis screening capabilities and supports the sustainable goal of ending tuberculosis in Thailand.

Keywords: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, Non-tuberculous mycobacteria, Multiplex 

 real-time PCR
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