
Leptospira spp.

ป� ที�  67 ฉบับที�  1 มกราคม - มีนาคม 2568    Vol. 67 No. 1 January - March 2025

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
วารสาร
BULLETIN OF THE DEPARTMENT 
OF MEDICAL SCIENCES

ISSN 3057-1286 (Print) 

ISSN 3057-1308 (Online) 

https://bit.ly/BullDmsc

Leptospira spp.

ป� ที�  67 ฉบับที�  1 มกราคม - มีนาคม 2568    Vol. 67 No. 1 January - March 2025

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
วารสาร
BULLETIN OF THE DEPARTMENT 
OF MEDICAL SCIENCES

ISSN 3057-1286 (Print) 

ISSN 3057-1308 (Online) 

https://bit.ly/BullDmsc

ว กรมวิทย พ
 67 (1) ม.ค. - มี.ค. 2568   Bull Dept M

ed Sci 67 (1) Jan - M
ar 2025 



วารสารกรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์
	 วารสารกรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ จััดทำโดยกรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ กระทรวงสาธารณสุุข เพื่่�อเผยแพร่่ผลงาน
วิิชาการด้้านวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ทุุกสาขา

เจ้้าของ	 	 กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ กระทรวงสาธารณสุุข	

ที่่�ปรึึกษาด้้านบริิหาร	 นพ.ยงยศ ธรรมวุุฒิิ 	 นพ.พิิเชฐ บััญญััติิ
	 	 นพ.บััลลัังก์์ อุุปพงษ์์

ที่่�ปรึึกษาด้้านวิิชาการ	 นางพิิมพ์์ใจ นััยโกวิิท 	 ดร.บุุษราวรรณ ศรีีวรรธนะ 
	 	 ดร.ปนััดดา ซิิลวา 	 ดร.ประไพ วงศ์์สิินคงมั่่�น
	 	 ดร.สุุมล ปวิิตรานนท์์	  

บรรณาธิิการบริิหาร	 ดร.สุุภาพร ภููมิิอมร

บรรณาธิิการ	 ดร.เดืือนถนอม พรหมขััติิแก้้ว

รองบรรณาธิิการ	 นางสิิริิภากร แสงกิิจพร 	 ดร.นวลจัันทร์์ วิิจัักษณ์์จิินดา
	 	 ดร.เกรีียงศัักดิ์์� ฤชุุศาศวััต 	 ดร.สิิริิพรรณ แสงอรุุณ

คณะบรรณาธิิการ	 ศ.เกีียรติิคุุณ ดร.พิิไลพัันธ์์ พุุธวััฒนะ 	 มหาวิิทยาลััยมหิิดล
	 	 ศ.ดร.นพ.ประเสริิฐ เอื้้�อวรากุุล 	 มหาวิิทยาลััยมหิิดล
	 	 ดร.ดนััย ทิิวาเวช 	 มหาวิิทยาลััยนเรศวร
	 	 ภญ.สุุวรรณา จารุุนุุช 	 มหาวิิทยาลััยหััวเฉีียวเฉลิิมพระเกีียรติิ
	 	 ศ.ดร.นพ.เผด็็จ สิิริิยะเสถีียร 	 จุุฬาลงกรณ์์มหาวิิทยาลััย
	 	 ศ.ดร.พรพิิมล กองทิิพย์์ 	 มหาวิิทยาลััยมหิิดล
	 	 รศ.ดร.ศรีีสุุรางค์์ ตัันติิมาวานิิช 	 มหาวิิทยาลััยมหิิดล
	 	 ดร.สุุณีี ศิิริิวิิชยกุุล 	 จุุฬาลงกรณ์์มหาวิิทยาลััย
	 	 ศ.ดร.พญ.ชนิิตรา ธุุวจิิตต์์ 	 มหาวิิทยาลััยมหิิดล
	 	 รศ.ดร.ภญ.พิิณทิิพย์์ พงษ์์เพ็็ชร 	 นัักวิิชาการอิิสระ
	 	 ดร.สลัักจิิต ชุุติิพงษ์์วิิเวท 	 นัักวิิชาการอิิสระ
	 	 ดร.อุุษาวดีี ถาวระ 	 นัักวิิชาการอิิสระ
	 	 นายสุุธน วงษ์์ชีีรีี	 นัักวิิชาการอิิสระ
	 	 นางวิิชชุุดา จิิตตางกููร 	 นัักวิิชาการอิิสระ
	 	 ดร.สุุภาณีี ดวงธีีรปรีีชา 	 นัักวิิชาการอิิสระ
	 	 รศ.ดร.นวลฉวีี เวชประสิิทธิ์์� 	 นัักวิิชาการอิิสระ
	 	 ดร.วัันทนา ปวีีณกิิตติิพร 	 นัักวิิชาการอิิสระ
	 	 ดร.อุุรุุญากร จัันทร์์แสง 	 นัักวิิชาการอิิสระ

ฝ่่ายจััดการ	 นางสาวน้้ำฝน น้้อยประเสริิฐ	 กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์
	 	 นางสาวอภิิมน จิิรพงศธร	 กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์
	 	 นายนาวีี ศรีีวรมย์์	 กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์
	 	 นางสาวภาวิิณีี สุุขเจริิญ	 กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์
	 	 นางสาวอภิิสรา โคมเดืือน	 กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์

สำนัักงานวารสาร 	 สำนัักวิิชาการวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์
	 	 88/7 ซอยติิวานนท์์ 14  ถนนติิวานนท์์ นนทบุุรีี 11000
	 	 โทร. 0-2951-0000 ต่่อ 99662 โทรสาร 0-2951-1297 
	 	 E-mail : bull.dmsc@dmsc.mail.go.th

พิิมพ์์ที่่� 	 	 บริิษััท ธนอรุุณการพิิมพ์์ จำกััด
	 	 457/6-7 ถนนพระสุุเมรุุ แขวงบวรนิิเวศ เขตพระนคร กรุุงเทพฯ 10200 
	 	 โทร. 0-2282-6033-4



วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
BULLETIN OF THE DEPARTMENT OF MEDICAL SCIENCES
ปีที่ 67 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2568	 Vol. 67 No. 1 January - March 2025

สารบััญ
หน้้า

นิิพนธ์์ต้้นฉบัับ

การพััฒนาและประเมิินประสิิทธิิภาพเทคนิิค Real-time PCR เพื่่�อการตรวจยีีนดื้้�อยา 	 1

vancomycin และ methicillin ในเชื้้�อ Staphylococcus aureus และ 

Enterococcus spp. 

วไลลัักษณ์์ กาญจนะพิิน  วรรธนีี สัังข์์หิิรััญ วั ัชราภรณ์์ คำจุุมพล  และ วัันทนา ปวีีณกิิตติิพร 	

การตรวจวิินิิจฉััยและระบุุชนิิดของเชื้้�อแบคทีีเรีีย Leptospira sp. โดยตรงจากสิ่่�งส่่งตรวจ	 15

ทางคลิินิิกของผู้้�ป่่วยโรคไข้้ไม่่ทราบสาเหตุุ

นภาพร ศรีีเด่่น ณั ัฐพล นุุขุุนทด  ชลลดา มีีทรััพย์์  กาญจนา สนองบุุญ ด ารารััตน์์ แบ่่งดีี  

เดชา แปงใจ  และ อาชวิินทร์์ โรจนวิิวััฒน์์	

การพััฒนาและทดสอบความถููกต้้องของวิิธีีวิิเคราะห์์ปริิมาณโพลีีแซคคาไรด์์รวมและ	 28

ปริิมาณโพลีีแซคคาไรด์์อิิสระในวััคซีีนป้้องกัันเชื้้�อฮีีโมฟิิลุุส อิินฟลููเอนเซ ชนิิดบีี 

โดย HPAEC-PAD

ชลดา เพ็็ชรไทย  กนกพร โล่่ห์์อมริินทร์์ชััย กั ัสมา บุุญมาก  อภิิชััย ศุุภสารสาทร

และ สุุภาพร ภููมิิอมร	

ประสิิทธิิภาพของเครื่่�องอััลตราโซนิิคในการกำจััดลููกน้้ำและตััวโม่่งยุุงลายบ้้าน 	 45

(Aedes aegypti) ในห้้องปฏิิบััติิการ

อนุุพงศ์์ สุุขใจ  วรรณภา ทองโม้้  กรณ์์ทอง เวีียงแก้้ว  วศิิน เทพเนาว์์  ฉััตรสุุดา ลััดสููงเนิิน  

ชาญชััย ทองโสภา  และ ทวีีชััย วิิษณุุโยธิิน	

การศึึกษาความสััมพัันธ์์ระหว่่างลัักษณะของภาพถ่่ายเอกซเรย์์เต้้านม ภาพถ่่ายอััลตราซาวด์์ 	 56

และระดัับความแตกต่่างทางจุุลกายวิิภาคของมะเร็็งท่่อน้้ำนมในระยะลุุกลาม

กนกกร ธิิปััตย์์  นารีีรััตน์์ อยู่่�ดีี  นนธวััชร เบญจกุุล สุ ุวรา อิิสรไกรศีีล  และ ปฐมาภรณ์์ โมลีี	



หน้้า

การประเมิินวััสดุุควบคุุมคุุณภาพการวััดอััตราการตกตะกอนเม็็ดเลืือดแดงสำหรัับ	 73

วิิธีี Modified Westergren

นัันดากร กิิจธิิสุุข ส มศัักดิ์์� ฟองสุุภา สุ ุดาวดีี คงขำ  และ ปราโมทย์์ ศรีีวาณิิชรัักษ์์

การศึึกษาเปรีียบเทีียบประสิิทธิิภาพเครื่่�องตรวจวััดระดัับน้้ำตาลในเลืือดชนิิดพกพา	 87

ในประเทศไทย โดยใช้้วััสดุุอ้้างอิิงแปรรููปจากเลืือด

วัันเพ็็ญ ดวงสว่่าง  เรณุุกา ภููอาลััย  และ ธีีรวุุฒิิ  บุุญรัักษา

การเฝ้้าระวัังค่่าปริิมาณรัังสีีจากเครื่่�องเอกซเรย์์ทัันตกรรมแบบใส่่ตััวรัับภาพไว้้ในช่่องปาก	 101

ในพื้้�นที่่�จัังหวััดตรััง พััทลุุง และสตููล ปีีงบประมาณ พ.ศ. 2560–2566

ศิิริิขวััญ ยิ้้�วเหี้้�ยง ศิ ิริิวรรณ บุุญชรััตน์์ สุ ุชาวลีี เชื้้�อมหาวััน  และ จีีราภรณ์์ สงขาว

ความเป็็นพิิษเฉีียบพลัันและพิิษกึ่่�งเรื้้�อรัังทางปากของผลิิตภััณฑ์์ Mycoprotein 	 112

ในหนููแรทสายพัันธุ์์� Wistar

ภััสสราภรณ์์ ศรีีมัังกรแก้้ว  กฤติิกาญจน์์ สุุวรรณสโรช  กอบกุุล เหล่่าเท้้ง  ธนาพร พลศัักดิ์์�  

และ วริินทร ฉ่่ำคุ่่�ย

ผลของการใช้้โปรแกรม Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online 	 135

ในการบริิหารจััดการระบบควบคุุมคุุณภาพเครื่่�องตรวจวััดน้้ำตาลในเลืือดชนิิดพกพา

ในเครืือข่่ายสุุขภาพ อำเภอหนองมะโมง จัังหวััดชััยนาท

สุุพััตรา สุุวรรณศิิริิ  และ วิิทยา จัันทโรจน์์

การพิิจารณาปััจจััยสำคััญที่่�ส่่งผลต่่อความน่่าจะเป็็นในการตััดสิินยอมรัับผิิดพลาด	 149

ของห้้องปฏิิบััติิการทดสอบและสอบเทีียบ

โลมไสล วงค์์จัันตา

รายงานจากห้้องปฏิิบััติิการ

บทความปริิทััศน์์



วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
BULLETIN OF THE DEPARTMENT OF MEDICAL SCIENCES
ปีที่ 67 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2568	 Vol. 67 No. 1 January - March 2025

CONTENTS

Page

Development and Validation of a Real-time PCR Assay for Vancomycin 	 1

and Methicillin Resistant Staphylococcus aureus and Enterococcus spp.

Walailak Ganjanapin, Watthanee Sunghirun, Watcharaporn Kamjumphol, 

and Wantana Paveenkittiporn

Diagnosis and Identification of Leptospira sp. from Direct Clinical 	 15

Specimens in Pyrexia of Unknown Origin Patients

Napaporn Sriden, Nattapon Nukhunthod, Chonlada Meesub, Kanjana Sanongboon, 

Dararat Bangdee, Decha Pangjai, and Archawin Rojanawiwat

Method Development and Validation for Determination of Total 	 28

and Free Polysaccharide Content in Heamophilus influenzae

Type B Vaccine by HPAEC-PAD
Chonlada Petthai, Kanokphon Loamarintchai, Katsama Boonmak, 

Apichai Supasansatorn, and Supaporn Phumiamorn

Efficiency of an Ultrasonic Device in Eliminating Aedes aegypti Larvae 	 45

and Pupae under Laboratory Conditions
Anupong Sukjai, Wannapha Thongmo, Kornthong Weangkaew, Wasin Tepnow,

Chatsuda Latsungnoen, Chanchai Thongsopa, and Taweechai Wisanuyothin

A Study of Correlation between Mammographic and Ultrasonographic 	 56

Features and Histologic Grade in Invasive Ductal Carcinoma of the Breast
Kanokkorn Thipat, Nareerat Yoodee, Nontawat Benjakul, Suwara Issaragrisil, 

and Patamaporn Molee

Original Articles                                             



Evaluation of Control Materials for Erythrocyte Sedimentation 	 73

Rate Measurement by Using the Modified Westergren Method
Nundakorn Kittisuk, Somsak Fongsupa, Sudawadee Kongkhum, and 

Pramote Sriwanitchrak

A Comparative Study of the Performance of Blood Glucose Meters 	 87

in Thailand Using Blood-Derived Reference Materials 
Wanpen Duangsawang, Renuka Pooalai, and Thirawut Bunraksa

Surveillance of Patient Entrance Dose of Intra-oral Dental Radiography 	 101

in Trang, Phatthalung, and Satun Provinces During 2017–2023
Sirikwan Yewhiang, Siriwan Buncharat, Suchawalee Chuamahawan, and 

Jeeraporn Songkow

Acute and Sub-Chronic Oral Toxicity of Mycoprotein Product in 	 112

Wistar Rats 
Passaraporn Srimangkornkaew, Kittigan Suwannasaroj, Kobkul Laoteng, 

Thanaporn Palasak, and Warinthon Chamkhuy

Page

Laboratory Finding                                          

Review article	

The Effects of Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online Program 	 135

for Quality Control Management System of Blood Glucose Meter in 

Nongmamong District Healthcare Service, Chainat
Supattra Suwansiri  and Wittaya Juntaroje

Consideration of Key Factors Affecting the Probability of False 	 149

Acceptance of Testing and Calibration Laboratories 
Lomsalai Wongchanta



นิพนธตนฉบับ ว กรมวิทย พ 2568; 67 (1): 1-14

1วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 1 มกราคม  - มีนาคม 2568

Corresponding author E-mail: walailak.k@dmsc.mail.go.th

Received: 16 March 2024 Revised: 22 November 2024 Accepted: 19 December 2024

วไลลักษณ กาญจนะพิน1 วรรธนี สังขหิรัญ1 วัชราภรณ คำจุมพล2 และ วันทนา ปวีณกิตติพร2

1ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 12 สงขลา กรมวิทยาศาสตรการแพทย อำเภอเมือง สงขลา 90100
2สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การพฒันาและประเมนิประสิทธภิาพเทคนิค Real-time
PCR เพื่อการตรวจยีนดื้อยา vancomycin และ 

methicillin ในเชื้อ Staphylococcus aureus 
และ Enterococcus spp. 

บทคัดยอ Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus (VRSA), methicillin resistant Staphylococcus 
aureus (MRSA) และ vancomycin-resistant Enterococcus spp. (VRE) เปนเชื้อแบคทีเรียดื้อยากลุมแกรมบวกที่ใช
เปนสญัญาณเตอืนการเฝาระวงัเชือ้ดือ้ยาระดับประเทศ การตรวจยนีดือ้ยาของเชือ้กลุมนีต้องการเทคนคิทีร่วดเรว็และแมนยาํสงู 
การศกึษานีม้วีตัถปุระสงคเพือ่พัฒนาวธิ ีReal-time PCR สาํหรบัตรวจยนีด้ือยาสาํคญัชนดิ van และ mec ของกลุมแบคทเีรยี
ดื้อยา VRE และ MRSA ตามลําดับ และเฝาระวังเชื้อ VRSA ในการทดสอบรอบเดียว เพื่อใชติดตามสถานการณการดื้อยา
และยีนดื้อยาอยางตอเนื่อง การประเมินประสิทธิภาพของวิธีที่พัฒนาที่ใช 3 หลอดปฏิกิริยาในการตรวจ พบวาสามารถตรวจยีน 
vanA ความเขมขนต่ําสุดเทากับ 0.6 CFU/µL และยีน vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA  ที่ความเขมขนต่ําสุดที่ 6.0 
CFU/µL คา PCR effi  ciency ของการตรวจทั้ง 5 ยีน อยูในชวง 89–103% การเปรียบเทียบความสอดคลองของวิธีที่พัฒนา
กับวิธี PCR เมื่อตรวจตัวอยางเช้ือสายพันธุมาตรฐานที่เปนเชื้อด้ือยา VRE และ MRSA ที่เก็บรวบรวมที่ศูนยวิทยาศาสตร
การแพทยที ่12 สงขลา กรมวทิยาศาสตรการแพทย  ในระหวาง พ.ศ. 2564–2566 จาํนวน 132 สายพนัธุ พบความสอดคลองตรงกัน
อยางสมบูรณ (kappa = 1.0) คาความไวและความจําเพาะ รอยละ 100 วิธีที่พัฒนานี้สามารถรายงานผลไดเร็วขึ้น เนื่องจาก
สามารถตรวจยีน van และ mec ไดในการทดสอบครั้งเดียวกัน และไมมีขั้นตอนหลังปฏิกิริยา PCR จึงสามารถนําไปใชในงาน
ประจําในหองปฏิบัติการจุลชีววิทยาที่มีตัวอยางตรวจจํานวนมากได

คําสําคัญ :  เรียลไทมพีซีอาร, VRE, VRSA, MRSA
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บทนํา

แผนยุทธศาสตรการจัดการการดื้ อยาของ

ประเทศไทย กำหนดให vancomycin-resistant 

Staphylococcus aureus (VRSA), methicillin 

resistant Staphylococcus aureus (MRSA) และ 

vancomycin-resistant Enterococcus spp. (VRE) 

เปนเชือ้แบคทเีรยีแกรมบวกดือ้ยาสำคญัท่ีใชเปนสัญญาณ

เตือนการเฝาระวังเชื้อดื้อยาระดับประเทศ(1,2) ดังนั้น

การเฝาระวังเชื้อดื้อยา การศึกษาวิจัยดานเชื้อดื้อยา และ

การพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะหใหรวดเร็ว ทันสมัย 

จึงมีความสำคัญและควรดำเนินอยางตอเนื่อง 

 MRSA เปนปญหาสำคัญของโรคติดเชื้อใน

โรงพยาบาลและมีรายงานการพบในชุมชนเพ่ิมมากขึ้น

เชือ้นีม้กีลไกการดือ้ยา methicillin ดวยการเปล่ียนแปลง

โครงสรางของผนังเซลลที่ pencillin binding protein

(PBP) เปนชนิด penicillin binding protein2a

(PBP2a)โดยการควบคุมของยีน mecA ซ่ึงการ

เปลี่ยนแปลงนี้สงผลใหยาเขาสูเซลลไดลดลง โดยยีน

ด้ือยานี้มีในโครงสรางทางพันธุกรรมเคลื่อนที่ชนิด 

staphylococcal cassette chromosome (SCC) 

mec สามารถสงตอยีนดื้อยาจากเชื้อสายพันธุหนึ่งสูอีก

สายพนัธุหนึง่ได ซึง่เปนสาเหตสุำคญัของการแพรกระจาย

ของเชื้อดื้อยาไดอยางรวดเร็ว(3–6) ดังนั้น vancomycin

จงึเปนยาทีม่บีทบาทสำคญัในการรกัษาการตดิเชือ้รนุแรง

ที่เกิดจากแบคทีเรียแกรมบวก จากรายงานการศึกษา

ในประเทศไทย พบอุบัติการณของเชื้อ MRSA ใน

ประเทศไทยมีผลความไวลดลงตอยา vancomycin

เรียกวา vancomycin intermediate S. aureus 

(VISA) ซ่ึงเปนสัญญาณบงชี้ถึงโอกาสที่อาจเกิดการ

ดือ้ยา(7–9) แมวาปจจุบันยงัไมพบ VRSA ในประเทศกต็าม 

แตควรมีระบบการเฝาระวังเชื้อดื้อยาน้ีในโรงพยาบาล

ที่มีการพบ MRSA สูง เนื่องจากมีรายงานการพบเช้ือ

ดื้อยา VISA และ VRSA เพิ่มขึ้นในหลายประเทศ(10,11) 

จากการศึกษาพบวาเชื้อ MRSA ไวตอยา vancomycin 

ลดลง และพบยีนชนิด vanA มีความเกี่ยวของกับการ

ดื้อยาของเชื้อ VRSA ซ่ึงยีนชนิด MRSA ไดรับการ

ถายโอนยีนจาก VRE ที่มักพบการติดเชื้อรวมกันหรือ 

co-infection(12) นอกจากนั้น vancomycin ยังใชเปน

ยารักษาผูปวยติดเชื้อ Enterococcus spp. ซึ่งเปนหนึ่ง

ในสาเหตุของโรคติดเช้ือในโรงพยาบาลที่พบไดบอย

เชนกัน และจากการใชยานี้ในการรักษาผูปวยทำใหพบ

เช้ือดื้อยา VRE โดยเฉพาะ E. faecium เพิ่มมากขึ้น 

จากป พ.ศ. 2555 รอยละ 0.7 เปน รอยละ 12.8 ในป 

พ.ศ. 2563(13,14) การดื้อยา vancomycin เกิดจากยีน

ชนิด van ไดแก vanA, vanB, vanC, vanD, vanE 

และ vanG  ซ่ึงแตละยีนควบคุมการดื้อยาและมีระดับ

การดื้อตอยา vancomycin ตางกัน ชนิดของยีนดื้อยาที่

พบมากในเชือ้ VRE ไดแก vanA, vanB และ vanC ซึง่

อยูบน mobile genetic element transposon ทําให

มีการถายทอดไปยังเช้ืออ่ืนไดงาย สงผลใหเกิดการแพร

เชื้อดื้อยา vancomycin อยางรวดเร็ว(15,16) ทำให

Enterococci ที่ดื้อตอยา vancomycin กลายเปนขอ

กังวลหลักในทางการแพทย เนื่องจากความชุกที่เพิ่มขึ้น

และความสามารถในการถายโอนการดือ้ยา vancomycin 

ไปยังแบคทีเรียอื่นๆ รวมถึง Staphylococcus aureus 

ที่ดื้อตอ methicillin ทำใหตองเฝาระวังเช้ือกลุมนี้

ตอเนือ่ง(12,17) การตรวจยนีดือ้ยาของเช้ือแบคทเีรยีกลุมนี้

จงึควรใชเทคนคิทีร่วดเรว็และมคีวามแมนยำสงู มรีายงาน

การพัฒนาเทคนิค Real-time PCR ใชในการตรวจยีน

ดือ้ยาชนดิ van เพือ่เฝาระวงัการดือ้ยาของเช้ือ VRE และ 

VRSA(18–23) รวมท้ังการตรวจยีนดื้อยาชนิด mecA ใน

เชื้อกลุม MRSA(24) ซึ่งชนิดของเชื้อและยีนดื้อยาที่ตรวจ

วเิคราะหจะแตกตางกนัตามชนดิของเช้ือท่ีเปนปญหาของ

ประเทศหรือเช้ือที่พบเปนปญหาของโรงพยาบาลนั้นๆ 

ซึ่งเทคนิคนี้สามารถใชไพรเมอร (primer) และโพรบ 

(probe) ที่จำเพาะในการตรวจยีนที่หลากหลาย ไมมี

ข้ันตอน post amplification detection สามารถลด

ขั้นตอนและลดระยะเวลาได(18) ปจจุบันประเทศไทย

ใชวิธี PCR ในการตรวจยีนดื้อยา ซึ่งมีขั้นตอนยุงยาก

อกีทัง้การตรวจยนีดือ้ยายงัจำกดัอยูเฉพาะในหองปฏบิตักิาร

ผูเช่ียวชาญเฉพาะหรือหองปฏิบัติการอางอิง แตหากมี

การพัฒนาวิธีที่รวดเร็ว ลดขั้นตอนการทำงาน และมี

ความถูกตอง แมนยำสูง จะชวยใหการตรวจยีนดื้อยา

ทำไดในหองปฏิบัติการจุลชีววิทยาของโรงพยาบาล

ตางๆ ไดมากขึ้นเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของระบบ

เฝาระวังเชื้อดื้อยาตานจุลชีพ 
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การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธีการ

ตรวจยีนดื้อยา vancomycin ชนิด vanA, vanB, 

vanC1, vanC2/C3 และยีนดื้อยา methicillin ชนิด 

mecA ในเชือ้กลุม VRE, VRSA และ MRSA ในครัง้เดยีว

ดวยเทคนคิ Real-time PCR สำหรบัตรวจวเิคราะหหายนี

ดือ้ยาในกลุมเช้ือแบคทีเรยีแกรมบวกท่ีเฝาระวังการดือ้ยา

ในการทดสอบคราวเดียวกัน โดยประเมินประสิทธิภาพ

ของวิธีที่พัฒนาเปรียบเทียบกับวิธี PCR 

วัสดุและวิธีการ

เชื้อแบคทีเรีย

เชื้อแบคทีเรียที่มียีนดื้อยา สายพันธุมาตรฐาน

E. faecalis DMST 8308 และ DMST 10785

E. gallinarum DMST 6979 และ DMST 11914 และ 

S. aureus DMST 22168 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร

สาธารณสขุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย ใชเปนตวัควบคมุ

ผลบวกของการตรวจยนีดือ้ยาชนดิ vanA, vanB, vanC1,

vanC2/C3 และ mecA ตามลำดับ(25) เพื่อประเมิน

ประสทิธภิาพ ความไวและความจำเพาะของวธิ ีReal-time

PCR ที่พัฒนา เชื้อแบคทีเรียแกรมบวกสายพันธุ

มาตรฐานอื่นๆ จำนวน 23 สายพันธุ ไดแก S. aureus 

(ATCC 25923, DMST 64483, DMST 59042 และ 

ATCC 29213), S. pneumoniae (ATCC 49619 และ 

DMST 64428), S. epidermidis (DMST 15505), 

S. saprophyticus (DMST 15906), E. faecium 

(DMST 65241), E. faecalis (DMST 65233 และ 

DMST 65234), B. subtilis  (DMST 23936),

B. cereus (DMST 24704), S. saprophyticus

(DMST 15906), Clostridium sporogenes 

(DMST 15282), C. perfringens (DMST 16637),

C. bifermentans (DMST 22355), C. diphtheriae 

(DMST 7471 และ DMST 7472) และ C. diphtheriae

toxigenic strain ท่ีแยกไดจากผูปวย จำนวน 4 สายพนัธุ 

และเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่เก็บรวบรวมจากโรงพยาบาล

เครือขาย ในชวงป พ.ศ. 2564–2566 ในโครงการ

การพัฒนาระบบเฝาระวังเชื้อดื้อยาตานจุลชีพระดับชาติ

สูระดบัโลก การพัฒนาเครอืขายหองปฏิบตักิารอางอิงสวน

ภมิูภาค กรมวิทยาศาสตรการแพทย จำนวน 109 สายพนัธุ

ที่มีการตรวจดวยวิธี PCR(26−28) แบงเปนสายพันธุ 

vancomycin-resistant Enterococci (VRE) จำนวน 

52 สายพันธุ  vancomycin susceptible Enterococci 

(VSE) จำนวน 12 สายพันธุ methicillin resistant 

S. aureus (MRSA) จำนวน 35 สายพนัธุ  Methicillin

susceptible S. aureus จำนวน 5 สายพนัธุ E. faecalis

จำนวน 5 สายพันธุ เชื้อทั้งหมดเก็บรักษาในกลีเซอรอล 

(glycerol) ความเขมขน 15% ที่ตูแชเข็ง อุณหภูมิ -70

องศาเซลเซียส (Haier, ULT Freezer, Haier

Biomedical, China)

การสกัดสารพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรีย

นำเชื้อแบคทีเรียที่ เก็บรักษามาเพาะเลี้ยงใน

tryptic soy agar (Biomedia, Thailand) บมที่ตู

เพาะเชือ้ (Memmert, IF450, Memmert, Germany) 

อณุหภมู ิ35 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง เขีย่โคโลนี

ของเชื้อ จำนวน 1 loop ลงในหลอด microcentrifuge 

ที่มีสารละลาย lysis buffer (0.25% SDS และ 0.05 M

NaOH) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ปดฝาใหสนิทดวย

แผนพาราฟลม ผสมใหเขากนั และนำไปตมทีอ่างควบคมุ

อุณหภมูแิบบแหง (Biosan, Thermo Block TDB-120,

Biosan, Latvia) อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 15 นาท ีจากนัน้นำเขาเครือ่งปนเหวีย่ง (Eppendorf,

C5430, Eppendorf, Germany) ที่ความเร็วรอบ 

12,000 g เปนเวลา 5 นาท ีเมือ่ครบเวลาใชปเปต (Biohit,

Proline, Sartorious, Finland) ดูดสวนใสที่มี DNA

ของเช้ือลงในหลอด microcentrifuge เติมน้ำกลั่น

ปราศจากเชื้อ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และนำไปสกัด

สารพันธุกรรมดวยชุดน้ำยา nucleic acid extraction

kit B-200 (Zybio, B-200, Zybio, China)

โดยใชเครื่องสกัดสารพันธุกรรมอัตโนมัติ (Zybio, 

รุน EXM3000, China) ไดตัวอยาง DNA ปริมาตร 

50 ไมโครลิตร และวัดความบริสุทธิ์ของ DNA ที่สกัด

ดวยเครื่อง Nanodrop Lite Spectrophotometer

(Thermo Fisher Scientific, USA) จากนั้นเก็บ

ตวัอยาง DNA ระหวางรอการตรวจตูแชเข็ง อณุหภมิู -20

องศาเซลเซียส (Haier, Deep Freezer, Haier

Biomedical, China)
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การตรวจหายนีดือ้ยาของเชือ้แบคทเีรยีแกรมบวก ดวย

วิธี Real-time PCR

การตรวจหายีนดื้อยาของเชื้อแบคทีเรีย vanA, 

vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA ดวยวิธี 

Real-time PCR ประยุกตใชไพรเมอร (primer) และ

โพรบ (probe) ท่ีจำเพาะกับแตละยีนจาก Flipse J 

และคณะ(20) และ Galia L และคณะ(24) สังเคราะหโดย 

Bionics Co. Ltd. (Seoul, South Korea) รายละเอยีด

ของ primer และ probe ดงัแสดงในตารางท่ี 1 การตรวจ

แบงเปน 3 หลอด/ปฏิกิริยา โดยหลอดที่ 1 ทำปฏิกิริยา

แบบ duplex สำหรับยีน vanA, vanB หลอดที่ 2 ทำ

ปฏิกิริยาแบบ duplex สำหรับยีน vanC1, vanC2/C3 

และหลอดที ่3 ทำปฏกิริยิาแบบ single สำหรบัยนี mecA 

ทดสอบหาความเขมขนท่ีเหมาะสมในการทำ

ปฏกิริิยาของ primer และ probe ทีค่วามเขมขน 100, 200,

400 และ 800 nM/reaction และทดสอบหาอุณหภูมิ

เหมาะสมในการทำปฏิกิริยา โดยเครื่องเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรม CFX96 (Bio-Rad, USA) ประกอบดวย

ขัน้ตอน initiation ท่ีอณุหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา

15 นาที เพ่ือ denature และกระตุนการทำงานของ

เอนไซม polymerase จากนั้นเพิ่มจำนวน 42 รอบ โดย 

denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

15 วินาที สวนขั้นตอน annealing และ extension 

ทดลองใชอุณหภูมิเดียวกันท่ีระหวางอุณหภูมิ 56−62 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วินาที เลือกความเขมขน

ของ primer, probe และอณุหภมูสิำหรบัการทำปฏกิิรยิา 

โดยพิจารณาจากคา Ct และ s curve จากกราฟที่เกิดขึ้น

เพื่อใชในการประเมินวิธี Real-time PCR ตอไป  

เตรยีมหลอดปฏกิริยิา ปรมิาตรรวม 20 ไมโครลติร 

ประกอบดวย PCR master mix (Roche Light

Cycler® 480 Probe Master, USA), forward 

primer, reverse primer และ probe สำหรับแตละยีน 

ปเปต DNA template ความเขมขน 3 ng/µL ปริมาตร 

5 ไมโครลิตร โดยใช DNA ของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ

มาตรฐานชนิด E. faecalis DMST 8308 และ DMST 

10785, E. gallinarum DMST 6979 และ DMST 

11914, S. aureus  DMST 22168 เปนตวัควบคมุผลบวก

ในการตรวจยีนดื้อยาชนิด vanA, vanB, vanC1, 

vanC2/C3 และ mecA ตามลำดบั และ DNase- RNase

free water ใชเปนตัวควบคุมแบบไมมี DNA ตนแบบ 

(no template control; NTC) ในการทดสอบ 

การประเมินประสิทธิภาพของวิธี Real-time PCR 

ที่พัฒนา 

ประเมินประสิทธิภาพของวิธี Real-time PCR 

โดยการหาชวงปริมาณเชื้อ (detection range) และ

คาความเขมขนของเช้ือปริมาณต่ำสุด (limit of

quantification; LOQ) ที ่primer และ probe จำเพาะ

ของแตละยีนสามารถตรวจไดดวยเทคนิคที่พัฒนาข้ึน

โดยเขี่ยโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียมาตรฐาน จำนวน 5

สายพันธุ ดังที่กลาวขางตน ซึ่งเพาะเลี้ยงบน tryptic soy 

agar ใสในน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

และปรับความขุนของเช้ือใหเทากับ 0.5 MacFarland 

Standard หรือเทากับ 1.5 x 108 CFU/mL นำเชื้อ

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ไปสกัดได DNA ปริมาตร 

50 ไมโครลิตร เพื่อเปนตัวควบคุมปฏิกิริยาผลบวก 

นำ DNA ที่สกัดเจือจางที่ความเขมขนตางๆ จำนวน 

6 ความเขมขน (10 fold serial dilution) เริ่มจาก

ความเขมขน 6.0 x 104 - 0.6 CFU/µL จากนั้นนำมา

วิเคราะหดวยวิธี Real-time PCR ทำการทดสอบ

3 ซ้ำ และสราง standard curve คำนวณคา PCR

efficiency, coefficient of correlation (R2) และ 

linearity ดวยโปรแกรม Bio-Rad CFX Manager

ของเครื่อง CFX96 Real-Time PCR Detection

System โดยคา PCR efficiency เปนการประเมิน

ประสิทธิภาพในการเพิ่มจำนวนยีนเปาหมาย (PCR 

amplicon) ในการตรวจวิเคราะห โดยปฏิกิริยาท่ีดี

ควรมีคา efficiency อยูระหวาง 90–110% สวน R2 

เปนการประเมินความสัมพันธเชิงเสนของตัวแปรในการ

ทดสอบโดยการเจือจาง DNA ของตัวควบคุมผลบวก

ซึง่คา R2 ควรมคีามากกวาหรอืเทากับ 0.98 และ linearity

ของการวัดควรมีชวงการวัดที่กวางและสามารถตรวจ 

DNA ไดในระดับต่ำ
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ตารางที่ 1  Primer และ probe สำหรับการตรวจหายีน van และ mec โดยวิธี Real-time PCR

Target 
gene

Primer/probe Sequence (5' ï 3')
Tm*
oC

PCR product 
(bp)

vanA vanA_forward GCCGGAAAAAGGCTCTGAA 56.03 67

vanA_reverse TCCTCGCTCCTCTGCTGAA 59.34

vanA_probe-FAM ACGCAGTTATAACCGTTCCCGCAGACC

vanB vanB_forward CGCAGCTTGCATGGACAA 57.24 58

vanB_reverse GGCGATGCCCGCATT 54.11

vanB_probe-HEX TCACTGGCCTACATTC

vanC1 vanC1_forward CTTATGTTGGTTGCCATGTCG 55.54 138

vanC1_reverse CGATTGTGGCAGGATCGTT 55.84

vanC1_probe-FAM TGGCTCTTGCATCAACTTGCTGATACCA

vanC2/C3 vanC2/3_forward GCACTCCAATCATCTCCCTATG 56.72 113

vanC2/C3_reverse CAYGTGTCTTGTCGGATGTT 54.27

vanC2/C3_probe-HEX TAYGACCTCTCTTTGATCGGGATCRCC

mecA mecA_forward CAATGCCAAAATCTCAGGTAAAGTG 57.69 107

mecA_reverse AACCATCGTTACGGATTGCTTC 56.68

mecA_probe-FAM ATGAGCTATATGAGAACGG

หมายเหตุ: *คำนวณ melting temperature (Tm) ดวยวิธี Nearest Neighbor โดย OligoCalc http://biotools.nubic.
 northwestern.edu/OligoCalc.html

การทดสอบความไว (sensitivity) และความจำเพาะ 

(specificity) เชิงวิเคราะหของวิธีตรวจ

การตรวจหายนีดือ้ยาของเชือ้แบคทีเรยีแกรมบวก

ดวยวิธี Real-time PCR โดยการหาปริมาณ DNA ที่ 

primer และ probe จำเพาะของแตละยีน โดยนำ DNA 

ที่สกัดเพื่อเปนตัวควบคุมผลบวก เจือจางที่ความเขมขน

ตางๆ จำนวน 6 ความเขมขน เริ่มจากความเขมขนของ

เชื้อเทากับ 6.0 x 104 - 0.6 CFU/µL จากนั้นวิเคราะห

ดวยวิธี Real-time PCR และสราง standard curve 

เพือ่ใชสำหรบัอางองิการเปรยีบเทยีบหาความเขมขนของ

เชื้อที่สามารถตรวจพบได ดำเนินการทดสอบ primer, 

probe และสภาวะของปฏิกิริยาที่เหมาะสม โดยเตรียม 

DNA ของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกสายพันธุมาตรฐาน

อื่นๆ จำนวน 23 ชนิด และ DNA ของเชื้อแบคทีเรีย

ดื้อยาชนิด VRE, MRSA และแบคทีเรียสายพันธุ

ไมดื้อยาที่ไดรับการตรวจยืนยันดวยวิธี PCR จาก

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข(26-28) จำนวน 109 

สายพันธุ มาตรวจดวยวิธี Real-time PCR ที่พัฒนา 

อานผล และประเมินผลความไวและความจำเพาะของวิธี

ที่พัฒนาขึ้นดวยการคำนวณทางสถิติ

การคำนวณทางสถิติ

ประเมนิความสอดคลองของวธิ ีReal-time PCR 

กับวิธี PCR ดวยสถิติ kappa analysis และประเมินคา

sensitivity, specificity, accuracy, positive

predictive value และ negative predictive value  

โดยคำนวณดวยโปรแกรมสำเรจ็รปู MedCalc-version 

22.026  

จริยธรรมการวิจัย

การศึกษานี้ผานการรับรองจริยธรรมการวิจัย 

จากคณะกรรมการพิจารณาการศึกษาวิจัยในคน กรม

วทิยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสขุ รหสัเอกสาร

รบัรองหมายเลข DMSc-EC027 อนมุตัวินัที ่25 ตลุาคม 

พ.ศ. 2567 
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ผล

วิธี Real-time PCR ที่พัฒนาขึ้นสำหรับตรวจ

หายีนดื้อยาในเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกกลุม VRSA, 

VRE และ MRSA โดยทดสอบกับแบคทีเรียด้ือยา

สายพันธุมาตรฐาน E. faecalis DMST 8308 และ 

DMST 10785, E. gallinarum DMST 6979 และ 

DMST 11914 และ S. aureus DMST 22168 ที่มียีน

ดื้อยา vanA, vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA 

ตามลำดับ เปนตัวควบคุมผลบวก ดวยชุด primer และ 

probe ของแตละยนีในการทดสอบเพยีงครัง้เดยีว ดำเนนิ

การทดสอบความเขมขนของ primer และ probe ที่

เหมาะสมในการทำปฏิกิริยาเปน 400 nM forward 

primer, 400 nM reverse primer, 200 nM probe 

สำหรับทุกยีน ดังแสดงในภาพที่ 1 มีสภาวะของปฏิกิริยา 

Real-time PCR ที่เหมาะสมในการทดสอบยีนทั้ง 5 

ชนิด คือ 95 องศาเซลเซียส 15 นาที จำนวน 1 รอบ และ 

95 องศาเซลเซียส 15 วินาที, 60 องศาเซลเซียส 1 นาที  

จำนวน 42 รอบ ผลการทดสอบ ดังแสดงในตารางที่ 2 

ภาพที่ 1 Amplification curve จากปฎิกิริยา Real-time PCR ของการตรวจยีนชนิด vanA, vanB, vanC1, 

 vanC2/C3 และ mecA ดังภาพ A−E ตามลำดับ โดยเจือจางความเขมขนของ primer ที่ 100, 200, 400 

 และ 800 nM ตอปฏิกิริยา ซึ่งแสดงดวยกราฟสีแดง, สีเขียว, สีน้ำเงิน และสีเหลือง  ตามลำดับ
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และกราฟแสดงลักษณะเปน s-curve และไมพบสญัญาณ

รบกวน (noise band) ในการทดสอบทุกยนี อกีทัง้พบผล

การทดสอบถกูตองเมือ่ทดสอบกบั DNA ของตวัควบคมุ

ผลบวกและตัวควบคุมผลลบ รอยละ 100 ดังแสดงใน

ภาพที่ 2 เมื่อตรวจผลผลิต PCR ของยีน vanA,  vanB, 

vanC1, vanC2/C3 และ mecA  มีขนาด 67, 58, 138, 

113 และ 107 bp ตามลำดบั โดยการเปรยีบเทยีบขนาดกับ 

100 bp DNA ladder (New England Biolabs Inc.,

USA) ใน 2% agarose ภายหลังการทำ electrophosis 

ดังแสดงในภาพที่ 3

ตารางที่ 2  การทดสอบอณุหภมิูท่ีเหมาะสมนำมาใชในขัน้ตอน annealing ของปฏกิริยิา Real-time PCR ทีส่ามารถ

 ตรวจทุกยีนไดในครั้งเดียว 

ยีนเปาหมาย
Annealing temperature/Mean-Cq value

62.0 ํC 61.0 ํC 60.0 ํC 57.8 ํC 57 ํC 56 ํC

vanA
vanB
vanC1

vanC2/C3
mecA

27.72
28.80
26.13
25.91
30.91

27.56
27.07
25.50
25.85
31.09

27.62
25.84
25.28
25.98
31.20

27.78
24.64
25.32
26.82
32.38

27.72
24.71
25.37
26.03
ND

23.48
ND
ND
ND
ND

ภาพที่ 2 Amplification curve ของการตรวจยีนชนิด vanA, vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA ของ

 เชื้อแบคทีเรียสายพันธุมาตรฐานที่เปนตัวควบคุมผลบวกของแตละยีนดวยวิธี Real-time PCR

ภาพที่ 3 Gel electrophoresis ผลการตรวจยีนดวยวิธี Real-time PCR แสดงผลผลิต PCR ชนิด vanA,
 vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA มีขนาด 67, 58, 138, 113 และ 107 bp ตามลำดับ Lane 
  M: DNA Ladder, Lane 1,2: vanA, Lane 3,4: vanB, Lane 6,7: vanC1, Lane 8,9: vanC2/C3 
      Lane 11-14: mecA และ Lane 5,10,15: Negative control

หมายเหตุ: ND = not detected
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การทดสอบความไว (sensitivity) 

ความไวในการตรวจหายนีด้ือยาของเชือ้ Entero-

coccus spp. ที่ดื้อยา vancomycin และ methicillin 

ดวยวิธี Real-time PCR พบวาวิธีนี้สามารถตรวจยีน

ชนิด vanA ท่ีความเขมขนต่ำสุดเทากับ 0.6 CFU/µl 

และยีนชนิด vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA 

ที่ความเขมขนต่ำสุดเทากับ 6.0 CFU/µl ดังแสดงใน

ตารางที่ 3 

ผลการประเมินประสิทธิภาพของวิธี Real-time 

PCR  

การประเมินประสิทธิภาพของวิธี Real-time 

PCR ที่พัฒนา โดยพิจารณาจากคา PCR efficiency, 

coefficient of correlation (R2) และความเปนเสนตรง

(linearity) ซึง่สามารถคำนวณไดจาก standard curve 

ของการตรวจ DNA ของตัวควบคุมผลบวกที่ 6 ความ

เขมขน ในชวง 6.0 x 104 - 0.6 CFU/µl พบวา PCR 

efficiency ของการตรวจยีนชนิดตางๆ ดวยเทคนิค 

Real-time PCR อยูในชวง 89%−103% และคา R2 อยู

ในชวง 0.994 - 1.000 โดยมคีา slope อยูในชวง  -3.252

ถึง -3.618 ดังแสดงในตารางที่ 3 และ linearity อยู

ในชวงความเขมขนของเช้ือ 6.0 x 104 - 0.6 CFU/µl

amplification curve, standard curve, คา efficiency,

R2 และ linearity ของการตรวจยีนชนิด vanA, vanB, 

vanC1, vanC2/C3 และ mecA ดวยเทคนคิ Real-time

PCR ดังแสดงในภาพที่ 4

ตารางที่ 3  คา sensitivity, PCR efficiency, coefficient of correlation (R2) และ slope ของการตรวจยีน

 ชนิดตางๆ ดวยเทคนิค Real-time PCR

ชนิดของยีน

Sensitivity
(ความเขมขนต่ำสุด
ของเชื้อแบคทีเรีย
ที่ตรวจพบยีน)

% PCR efficiency R2 Slope

vanA
vanB
vanC1

vanC2/C3
mecA

0.6 CFU/µL
6.0 CFU/µL
6.0 CFU/µL
6.0 CFU/µL
6.0 CFU/µL

103.0
89.0
98.9
99.2
100.9

0.998
0.994
1.000
1.000
0.999

-3.252
-3.618
-3.348
-3.340
-3.301

A
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ภาพที่ 4  Amplification curve, standard curve, คา efficiency, R2 และ linearity ของการตรวจยนีชนดิ vanA,
 vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA ดงัภาพ A−E ตามลำดบั ความเขมขน 6.0 x 104 - 0.6  CFU/µL
 ดวยเทคนิค Real-time PCR (คา relative fluorescence unit (RFU) คือ คาสารเรืองแสงสัมพัทธ 
 และคา quantification cycle (Cq) คือ จํานวนรอบที่สัญญาณแสงของตัวอยางตัดกับเสน threshold)

B

C

D

E
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การทดสอบความจำเพาะ (specificity) 

การทดสอบความจำเพาะของ primer, probe 

และสภาวะของปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมของวิธีน้ีกับ DNA 

ของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกสายพันธุมาตรฐาน ดำเนิน

การทดสอบความจำเพาะของวิธีดวยเชื้อแบคทีเรียดื้อยา

ชนิด VRE, MRSA และแบคทีเรียสายพันธุไมดื้อยาที่

ไดรับการตรวจยืนยันดวยวิธี conventional PCR จาก

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข จำนวน 132 สาย

พันธุ(26) พบวาใหผลสอดคลองรอยละ 100 

วิจารณ

วิธี Real-time PCR เปนวิธีที่พัฒนาเพื่อ

การตรวจยนีดือ้ยาชนดิ van cluster และ mecA ในกลุม

เชือ้แบคทเีรียแกรมบวกชนิด VRSA, VRE และ MRSA 

ที่ใชเปนสัญญาณเตือนการเฝาระวังเชื้อดื้อยา จากเดิม

เปนเทคนิค PCR และมีสภาวะการทำปฏิกิริยาของแตละ

ยีนตางกัน ซึ่งมีความยุงยากท่ีตองทำการตรวจทีละยีน

เปาหมาย ทำใหใชเวลานานในการตรวจวิเคราะห

การศึกษานี้จึงพัฒนาเทคนิค Real-time PCR โดย

ใช primer และ probe ที่จำเพาะกับยีน 5 ยีน ไดแก 

vanA, vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA ใน 3 

หลอดปฏกิริยิาท่ีใชสภาวะเดยีวกนัในการเพ่ิมปรมิาณ โดย

สามารถตรวจตัวอยาง DNA ที่สกัดจากเซลลแบคทีเรีย

ความเขมขนเทากับ 0.6 CFU/µL สำหรับการตรวจยีน

ชนดิ vanA และ 6.0 CFU/µL สำหรบัการตรวจยนีชนดิ 

vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA ซ่ึงจากการศกึษา

ของ Dehbashi S และคณะ(22), Cha CH และคณะ(30) 

และ Babady NE และคณะ(31) รายงานคาความเขมขน

ต่ำสุดของเทคนิค Real-time PCR ที่สามารถตรวจพบ

เชื้อ VRE เทากับ 0.01, 0.1 และ 0.1 CFU/µL ตาม

ลำดับ และการศึกษาของ Galia L และคณะ(24)  พบคา

detection limit ของการตรวจยีน mecA เทากับ 

0.514 CFU/µL ซึ่งคา detection limit ของเทคนิค 

Real-time PCR จะแตกตางกันตามขั้นตอนของ

การเตรียมตัวอยางทดสอบ แตจากรายงานทั้งหมดที่

กลาวมา แสดงวาวิธีน้ีมีความไวเพียงพอหากใชเปนวิธี

ตรวจเชื้อแบคทีเรียดื้อยาชนิด VRSA MRSA และ 

VRE ที่แยกจากตัวอยางผูปวย ขอจำกัดของการศึกษานี้ 

คือ คาความเขมขนของแบคทีเรียจากการศึกษาเปนคา

โดยประมาณจากการใชเชื้อเริ่มตน 0.5 MacFarland 

standard หรือเทากับ 1. x 108 CFU/mL นำมาสกัด

และทดสอบดวยเทคนิคที่พัฒนาขึ้น จึงควรนำเทคนิคนี้

ทดสอบกับตัวอยาง DNA ที่ทราบคาความเขมขน

จะสามารถทำใหระบคุา detection limit ของปฏกิิรยิาได

แมนยำยิ่งขึ้น วิธีการนี้พัฒนาขึ้นเพื่อใหตรวจเชิงคุณภาพ 

จงึอาจไมจำเปนตองทราบปรมิาณเช้ือทีชั่ดเจน นอกจากนี้

คา PCR efficiency ของวิธีอยูในชวง 89% − 103% 

ซึ่งเปนคาประสิทธิภาพในการสราง PCR amplicon 

แบบ 2n ในแตละรอบของปฏิกิริยา ที่ประเมินภาพรวม

ประสิทธิภาพของ primer probe น้ำยา และสภาวะท่ี

ใชวาจำเพาะตอยีนเปาหมาย โดยปฏิกิริยาที่ดีจะมีคา 

efficiency ระหวาง 90%–110%(29) การศึกษานี้พบ

การตรวจยนี vanB มคีา PCR efficiency ที ่89% ซึง่อาจ

มีสาเหตุจากความจำเพาะของ primer และ probe ตอ

ยีน vanB หรือสภาวะของปฏิกิริยาที่ใชตองมีการปรับให

เหมาะสมมากยิง่ขึน้ จากการตรวจ vanB ดวยวธิทีีพ่ฒันานี้

ใหผลถูกตองรอยละ 100 เมื่อทดสอบซ้ำกับตัวอยาง

ควบคมุผลบวกและไมพบสญัญาณรบกวน (noise band) 

ในการทดสอบ การประเมินความสัมพันธเชิงเสนของ

ตัวแปรในการทดสอบหรือคา coefficient of correla-

tion (R2) โดยทำการเจือจาง DNA control ซึ่งคา R2 

ควรมีมากกวาหรือเทากับ 0.98 ซึ่งเทคนิค Real-time

PCR นี้มีคาอยูในชวง 0.994–1.000 ซึ่งเปนเกณฑท่ี

สามารถยอมรับได จากผลดังกลาวขางตนสามารถสรุป

ไดวาเทคนิคนี้มีประสิทธิภาพในการตรวจยีนดื้อยาและ

มีความสอดคลองของผลการตรวจของวิธีที่พัฒนากับ

วิธี  PCR สอดคลองกับผลการศึกษาของ Flipse J 

และคณะ(20) และ Galia L และคณะ(24) ที่ไดนำเทคนิค 

Real-time PCR มาใชในการตรวจเช้ือดือ้ยากลุม VRE 

และ MRSA ซึง่ใหผลการตรวจสอดคลองกับวธิมีาตรฐาน 

คาความไวและความจำเพาะรอยละ 100 เชนกัน  

วิธีที่พัฒนานี้สามารถรายงานผลไดเร็วขึ้นและลด

ขั้นตอนการทำ gel electrophoresis หลังการทำ PCR 

เหมาะกับการนำมาใชตรวจการระบาดของเชื้อดื้อยา

แกรมบวกที่เปนปญหาพบบอย และสามารถนำไปใช
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ในงานประจำในหองปฏิบัติการจุลชีววิทยาเพื่อเฝาระวัง

อยางตอเนื่อง จากรายงานการศึกษาเชื้อดื้อยากลุม 

VRE จากตัวอยางท่ีสงตรวจยืนยันที่กรมวิทยาศาสตร

การแพทย ระหวางป พ.ศ. 2564−2566 ตรวจไมพบยีน

ชนดิ vanB, vanC1 และ vanC2/C3 จากเชือ้แบคทเีรยี

ที่สงตรวจยืนยัน แตพบยีนดื้อยาชนิด vanA ทั้งหมด

รอยละ 100(26−28) จึงเปนขอจำกัดของการศึกษานี้

ทีท่ดสอบความใชไดของวธิทีีพ่ฒันาเพือ่ตรวจยนีทัง้ 3 ชนดิ

โดยใช เชื้ อควบคุมผลบวกในการทดสอบเท านั้น

การเตรยีมความพรอมทางหองปฏบัิตกิาร เพือ่ใหสามารถ

ตรวจยีนดื้อยาทั้ง 3 ชนิดได แมวายังไมพบการแพร

ของยนีเหลานีใ้นประเทศไทย แตมคีวามจำเปนอยางมาก

ตอระบบการเฝาระวังเชื้อดื้อยาของประเทศไทยและ

เพื่อสนับสนุนใหระบบการเตือนภัยทางหองปฏิบัติการ 

(lab alert) ใหมีประสทิธภิาพยิง่ขึน้ เทคนคินีจ้งึสามารถ

นำไปใชในงานประจำของหองปฏิบัติการจุลชีววิทยาของ

โรงพยาบาล เพื่อชวยสนับสนุนกลยุทธการเฝาระวังเชื้อ

ดื้อยาและ lab alert ใหทันตอการควบคุมการระบาด

ของเชื้อดื้อยา

สรุป

วธีิ Real-time PCR เพือ่ตรวจหายนีดือ้ยาสำคัญ 

vancomycin และ methicillin ของกลุมแบคทีเรีย

แกรมบวก โดยใชการทดสอบ 3 หลอดปฏิกิริยาใน

รอบเดียวที่พัฒนาขึ้นนี้ สามารถตรวจตัวอยาง DNA ที่

สกดัจากเซลลแบคทเีรยีความเขมขนเทากบั 0.6 CFU/µL 

สำหรบัการตรวจยนีชนดิ vanA และ 6.0 CFU/µL สำหรบั

การตรวจยีนชนิด vanB, vanC1, vanC2/C3 และ 

mecA คา PCR efficiency อยูในชวง 89% − 103%

มคีวามไวและความจำเพาะของวิธ ีรอยละ 100 จงึสามารถ

รายงานผลไดเรว็ขึน้และชวยลดขัน้ตอนภายหลงัปฏกิริยิา 

PCR 

กิตติกรรมประกาศ

งานวจิยัน้ีไดรบังบประมาณสนับสนุนจากโครงการ 

การพัฒนาระบบเฝาระวังเชื้อดื้อยาตานจุลชีพระดับชาติ

สูระดับโลก การพัฒนาเครือขายหองปฏิบัติการอางอิงใน

ภูมิภาค (Modified Enhancing Incorporation of 

Global and National Antimicrobial Resistance

Surveillance; Tier Lab Network) ศูนยความ

รวมมือไทย-สหรัฐ ดานสาธารณสุข (Thailand 

MOPH–U.S.CDC Collaboration; TUC) และ

โครงการการเสริมความเขมแข็งเครือขายระบบเฝาระวัง

เ ช้ือด้ือยาตานจุลชีพประเทศไทย และขอขอบคุณ

ผูอำนวยการศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 12 สงขลา 

เจาหนาที่กลุมงานพยาธิวิทยาคลินิก และเจาหนาที่

ฝายแบคทีเรียทั่วไป สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย ที่ใหคำแนะนำชวยเหลือ

และอำนวยความสะดวกในการศกึษาวจิยัครัง้นีเ้ปนอยางดี 
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ABSTRACT  Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus (VRSA), methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus (MRSA), and vancomycin-resistant Enterococcus spp. (VRE) are Gram-positive, drug-resistant 
bacteria that serve as key indicators in national drug-resistance surveillance. Detecting drug-resistance 
genes in these bacteria requires rapid and highly accurate techniques. To support continuous drug 
resistance monitoring, this study aimed to develop a real-time PCR method for detecting the primary 
resistance genes, van and mecA, in VRE and MRSA, respectively, and for monitoring VRSA, which can 
be conducted using a single thermal profi le condition. The developed method, which used three reaction 
tubes, demonstrated a limit of detection (LOD) for the vanA gene at 0.6 CFU/µL and the vanB, vanC1, 
vanC2/C3, and mecA genes at 6.0 CFU/µL. The PCR effi  ciency ranged from 89% to 103%. Comparative 
analysis against conventional PCR with 132 strains of VRE and MRSA revealed complete concordance 
(kappa = 1.0), with 100% sensitivity and specifi city. This real-time PCR method allows simultaneous 
detection of van and mec genes in a single protocol without a post-PCR step, thereby reducing operational 
time compared to individual PCR tests and enabling high-throughput sample analysis.

Keywords: Real-time PCR, VRE, VRSA, MRSA
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การตรวจวินิจฉัยและระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรีย
Leptospira sp. โดยตรงจากสิ่งสงตรวจทางคลินิก

ของผูปวยโรคไขไมทราบสาเหตุ

บทคัดยอ โรคเลปโตสไปโรสิสเปนโรคติดตอจากสัตวสูคนที่เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียเลปโตสไปรา (Leptospira) 
ปจจุบนัการวินจิฉยัทางหองปฏบิัตกิารใชการทดสอบทางซีโรโลยดีวยวธิี IFA และการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมของเชือ้ดวยวธิี 
Real-time PCR การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อตรวจสอบการติดเชื้อ Leptospira ดวยวิธี IFA รวมกับวิธี Real-
time PCR และระบุชนิดของแบคทีเรีย Leptospira จากสิ่งสงตรวจทางคลินิกโดยตรงของผูปวยโรคไขไมทราบสาเหตุ 
การศึกษาครั้งนี้มีตัวอยางผูปวยโรคไขไมทราบสาเหตุทั้งสิ้น 2,110 ตัวอยาง โดยพบการติดเชื้อ Leptospira จํานวน 
33 ตัวอยาง (1.56%) ตัวอยางที่พบการติดเชื้อถูกนํามาระบุชนิดโดยการศึกษายีน 16S rRNA (rrs2) และวิเคราะห
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการ ผลการศึกษาพบวา มีเพียง 14 ตัวอยางเทาน้ัน ที่สามารถระบุชนิดได โดยตัวอยางถูกแบงเปน
กลุมยอยท่ีมคีวามสมัพนัธทางววิฒันาการใกลชดิกบัสายพนัธุกอโรคหลกั จาํนวน 3 สายพนัธุ ไดแก  L. weilii จาํนวน 8 ตวัอยาง 
L. interrogans จํานวน 5 ตัวอยาง และ L. alexanderi จํานวน 1 ตัวอยาง ซึ่งแบคทีเรีย L. weilii และ L. alexanderi 
ไมเคยมีการรายงานการตรวจพบและระบุชนิดจากสิ่งสงตรวจทางคลินิกโดยตรงในประเทศไทยมากอน การศึกษาครั้งนี้ 
จึงสามารถอนุมานไดวา L. weilii และ L. alexanderi  มีความเปนไปไดที่จะเปนชนิดที่ระบาดในประเทศไทยนอกเหนือจาก 
L. interrogans 

คําสําคัญ: การตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิส, การระบุชนิดเลปโตสไปรา, ไขไมทราบสาเหตุ, วิวัฒนาการชาติพันธุ
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Diagnosis and Identification of Leptospira sp. in PUO Patients Napaporn Sriden et al.

บทนํา

โรคเลปโตสไปโรสิส (Leptospirosis) เปนโรค

ในกลุมโรคติดตอจากสัตวสูคน (zoonotic disease)

ที่มีอุบัติการณของโรคทั่วโลก โดยเฉพาะอยางยิ่งใน

ประเทศเขตรอน(1) สำหรับสถานการณในประเทศไทย 

จากขอมูลเฝาระวังโรคในระบบเฝาระวัง 506 โดยสำนัก

ระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค ไดรายงานจำนวนผูปวย

โรคเลปโตสไปโรสิสในป พ.ศ. 2565 จำนวน 3,688 ราย 

และป พ.ศ. 2566 จำนวน 4,627 ราย โดยมีอัตราตาย

คงที่ที่ 0.07 คนตอแสนประชากร(2) โดยผูปวยสวนใหญ

ประกอบอาชีพเกษตรกรรม พบอัตราปวยสูงสุดใน

ภาคกลาง รองลงมา คือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ

ภาคเหนือ และภาคใต ตามลำดับ

โรคเลปโตสไปโรสสิ เกดิจากการตดิเชือ้แบคทเีรยี

จีนสั Leptospira โดยแบคทีเรยีชนิดน้ีอาศยัอยูในบรเิวณ

ไตของโฮสตกักเก็บโรค (reservoir host) จำพวกสัตว

ฟนแทะ (rodent) เชน กระตาย หนู โดยไมทำใหโฮสต

กกัเกบ็โรคแสดงอาการของโรค แตแบคทเีรยี Leptospira

จะถูกขับออกพรอมปสสาวะของโฮสตลงสูสิ่งแวดลอม 

สงผลใหสัตวเลี้ยงลูกดวยนมชนิดอื่น เชน โค กระบือ 

สุนัข สุกร หรือแมกระทั่งคนที่สัมผัสกับแหลงน้ำท่ีมีการ

ปนเปอนของปสสาวะที่มีเชื้อแบคทีเรีย Leptospira

ติดเชื้อและเกิดโรคเลปโตสไปโรสิสได(3) โดยทั่วไปผูปวย

จะมีอาการไขสูง ปวดศีรษะ ปวดกลามเน้ือรุนแรงโดย

เฉพาะกลามเนื้อนอง รวมกับการมีประวัติสัมผัสกับน้ำ

หรือสิ่งแวดลอมที่มีพื้นที่แฉะ หรือสัมผัสโดยตรงกับ

สิ่งขับถายของสัตว ในผูปวยที่มีประวัติอาการไมชัดเจน

แตมีอาการไขสูงมากกวาหรือเทากับ 38.5°C เปนเวลา

นานกวา 1 สัปดาห รวมถึงการซักประวัติการเจ็บปวย

และตรวจรางกายแลวไมสามารถอธิบายสาเหตุของไขได

จะถูกจัดวาเปนโรคไขไมทราบสาเหตุ(4) จากการศึกษา

กอนหนาในประเทศไทย พบวามีผูปวยยืนยันโรค

เลปโตสไปโรสิสในผูปวยไขไมทราบสาเหตุอยูในชวงสูง 

20–40%(5) ขอมลูจากการเฝาระวังโรคไขไมทราบสาเหตน้ีุ

จึงสามารถถูกใชเพื่อติดตามสถานการณโรคเลปโตส

ไปโรสิสได เน่ืองจากโรคนี้มักมาพรอมอาการไขที่ไม

ชัดเจนและอาจยังไมไดรับการวินิจฉัยจากแพทยใน

ครั้งแรกที่มารับการรักษาในโรงพยาบาล 

แบคที เ รี ย  Leptospira  เปนแบคที เ รีย

ในกลุม Spirochete ที่มีจำนวนชนิด (species) 

มากกวา 64 ชนิดทั่วโลก(6,7) โดยสามารถแบงเปนกลุม

สายพนัธุกอโรคหลกั (primary pathogenic strain, P1)

กลุมสายพันธุกอโรคไมรุนแรง (pathogenic but 

low-virulent strain, P2) และกลุมสายพนัธุไมกอโรค

(saprophytes, S)(6,8) จากการศึกษากอนหนาใน

ประเทศไทยจังหวัดนาน พบแบคทีเรีย L. interrogans 

จากตวัอยางปสสาวะของผูปวยยนืยนัโรคเลปโตสไปโรสสิ

อีกทั้งพบแบคทีเรีย L. interrogans และ L. weilii 

จากตัวอยางปสสาวะของสุนัข สุกร และแพะที่ไมแสดง

อาการของโรคเลปโตสไปโรสิส(9) ซึ่งทั้งสองสายพันธุ

ถกูจดัอยูในกลุมสายพนัธุกอโรคหลกั การศกึษาสายพนัธุ

ของแบคทีเรีย Leptospira โดยเฉพาะอยางยิ่งในผูปวย

โรคไขไมทราบสาเหตุจึงมีความสำคัญเปนอยางมากที่

จะชวยเพิ่มเติมองคความรูเก่ียวกับโรคเลปโตสไปโรสิส

ในประเทศไทยใหดียิ่งขึ้น

ปจจุบันการตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิส

ใชเทคนิคทางซีโรโลยี ซึ่งเปนเทคนิคการตรวจหา

ภูมิคุมกันตอเชื้อเปนวิธีมาตรฐานในการตรวจยืนยันทาง

หองปฏิบัติการ (gold standard method) โดยวิธี

ที่ใช ไดแก วิธี Macroscopic Agglutination Test 

(MAT) และวิธี Indirect Immunofluorescence 

Assay (IFA) ซึง่วิธเีหลานีจ้ำเปนตองรอระดบัภมูคิุมกนั

เพื่อตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีที่มีความจำเพาะตอ

แบคทีเรีย Leptospira รวมทั้งตองอาศัยเจาหนาท่ี

หองปฏิบัติการที่มีความชำนาญในการอานและแปลผล 

จากความกาวหนาของเทคนิคทางอณูชีววิทยาในปจจุบัน

ทำใหการรายงานผูปวยตามระบบเฝาระวังโรค (ระบบ 

รง. 506) ของกรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข 

สามารถรายงานโดยใชผลการตรวจสอบสารพันธุกรรม

ของเช้ือแบคทเีรยี Leptospira sp. ดวยวธิ ีPolymerase 

Chain Reaction (PCR) เพื่อรายงานผูปวยยืนยันโรค

เลปโตสไปโรสสิได(4) การตรวจวนิจิฉยัโรคเลปโตสไปโรสสิ

จึงมีความสำคัญอยางมากตอการรายงานผลการติดเชื้อ

โดยเฉพาะอยางยิ่งในกลุมผูปวยโรคไขไมทราบสาเหตุ

ที่มักมาพรอมกับอาการที่ไมชัดเจน งานวิจัยนี้จึงมี

วัตถุประสงคเพื่อตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิส
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การตรวจวินิจฉัยและระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรีย Leptospira sp. ในผูปวยไขไมทราบสาเหตุ นภาพร ศรีเดน และคณะ

ดวยวิธีมาตรฐานทางซีโรโลยีรวมกับวิธีทางอณูชีววิทยา

และศึกษาชนิดของเชื้อแบคทีเรีย Leptospira

จากสิ่งสงตรวจทางคลินิกโดยตรงของผูปวยโรคไข

ไมทราบสาเหตุ เพื่อทำใหเกิดความรู  ความเขาใจ

ในสายพันธุของแบคทีเรียชนิดน้ีที่จะเปนประโยชน

ตองานดานการแพทยและการสาธารณสุขของประเทศไทย

ตอไป

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ

สไลดหลุมชนิด 21 หลุม (Epredia, Breda, 

Netherlands), เครือ่งบมอณุหภมิู 37°C (Memmert, 

Germany), กลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต (Nikon, 

Japan), ตูเย็นอุณหภูมิ 4°C (Mitsubishi Electric, 

Thailand), เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมชนิด 

real-time PCR รุน CFX96 C1000 Touch Thermal 

Cycler (Bio-Rad, USA) และเครื่องเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรม รุน MJ Mini 48-Well Personal Thermal 

Cycler (Bio-Rad, USA)

สารมาตรฐานและสารเคมี

สารละลาย phosphate buffer saline (Caisson,

Utah, USA), สารละลาย conjugate working solution

ชนิด anti-human-IgG-FITC และ ชนิด anti-

human-IgM-FITC (Agilent, Glostrup,

Denmark), ชุดน้ำยาสำเร็จรูป DNeasy Blood & 

Tissue Kits (QIAGEN, Germany), น้ำยา

2X THUNDERBIRDTM Probe qPCR mix

(TOYOBO, Japan), Nuclease-free water

(Bio Basic, Ontario, Canada), น้ำยา 2X KOD 

OneTM PCR Master Mix -Blue- (TOYOBO, 

Japan), agarose (Bio Basic, Ontario, Canada) 

และ สารละลาย 1X Tris-Borate-EDTA (TBE) 

buffer (Invitrogen, New York, USA)

กลุมตัวอยางที่ศึกษา

กลุมตัวอยางที่ศึกษาตองเขาเกณฑคัดเขาตาม

นิยามของโรคไขไมทราบสาเหตุของสำนักระบาดวิทยา 

กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข ไดแก ผูปวยมี

ไขสูงมากกวาหรือเทากับ 38.5°C เปนเวลานานกวา 1 

สัปดาห รวมถึงซักประวัติการเจ็บปวยและตรวจรางกาย

แลวไมสามารถอธิบายสาเหตุของไขได โดยคัดเลือก

สิง่สงตรวจชนดิเลอืด EDTA-blood และซรีมัทีเ่หลอืจาก

การตรวจวิเคราะห ในป พ.ศ. 2566–2567 (สิ้นสุด ณ 

วันที่ 31 พฤษภาคม พ.ศ. 2567) สิ่งสงตรวจมีปริมาตร 

1–2 มิลลิลิตร คัดเลือกตัวอยางที่เขาเกณฑจากศูนย

วทิยาศาสตรการแพทยที ่1/1 เชียงราย ศนูยวทิยาศาสตร

การแพทยที ่5 สมทุรสงคราม ศนูยวทิยาศาสตรการแพทย

ที ่8 อุดรธาน ีศนูยวทิยาศาสตรการแพทยที ่9 นครราชสมีา 

และศนูยวทิยาศาสตรการแพทยที ่11 สุราษฎรธานี จากนัน้

สงทีส่ถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรสาธารณสขุ กรมวทิยาศาสตร

การแพทย ควบคุมใหมีอุณหภูมิ 4°C ตลอดระยะเวลา

ขนสง

การคำนวณขนาดกลุมตัวอยาง

คาอุบัติการณโรคเลปโตสไปโรสิสในผูปวยไข

ไมทราบสาเหตุ จากการศึกษากอนหนาในประเทศไทย 

พบวามีผูปวยยืนยันโรคเลปโตสไปโรสิสในผูปวยไข

ไมทราบสาเหตุอยูในชวงรอยละ 20-40(5) การคำนวณ

ขนาดกลุมตัวอยางจึงเลือกคาอุบัติการณที่รอยละ 20 ซึ่ง

เปนรอยละของการตรวจพบเชื้อที่นอยที่สุด เพื่อคำนวณ

ขนาดตัวอยางและใหครอบคลุมการเก็บตัวอยางได

มากที่สุด โดยคำนวณจากสูตรคาประมาณสัดสวน(10) 

กำหนดให n คือ จำนวนกลุมตัวอยางที่ตองการ

 p คือ คาอุบัติการณการเกิดโรคเลปโต-  

   สไปโรสิสในผูปวยไขไมทราบสาเหตุ 

 d คือ คาสัดสวนของความคลาดเคลื่อน

   ที่ยอมใหเกิดขึ้นได

 z คือ คาความเช่ือมั่นที่ระดับนัยสำคัญ

   ทางสถิติ 0.05

แทนคา คา p = 0.2

 คา d ควรมีคาไมเกิน 20% ของคา p ดังนั้น

 คา d = 0.2 x 0.2 = 0.04

 คา z = 1.96

 = (1- ) z2

       
2
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Diagnosis and Identification of Leptospira sp. in PUO Patients Napaporn Sriden et al.

 =  
0.2(1-0.2) 1.962

              0.042

             = 384.2

ดังนั้นการศึกษานี้ใชตัวอยางอยางนอย 385 

ตัวอยางตอป

การตรวจวนิิจฉยัโรคเลปโตสไปโรสิสดวยวธิ ีIndirect 

Immunofluorescence Assay (IFA)

ตรวจวินิจฉัยแอนติบอดีในสิ่งสงตรวจชนิดซีรัม

ดวยวิธี IFA โดยเจือจางสิ่งสงตรวจชนิดซีรัมใหมีความ

เขมขน 1:50 ถึง 1:3,200 ดวยสารละลาย Phosphate

Buffer Saline หยดซีรัมท่ีเจือจาง ปริมาตร 7 µL

ลงบนแตละหลุมของสไลด ท่ี มีแอนติ เจนของเชื้อ

L. interrogans บมสไลดที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 

30 นาที จากนั้นลางสไลดดวยสารละลาย Phosphate 

Buffer Saline แลวผึ่งสไลดใหแหงดวยลมเย็น เมื่อ

สไลดแหงจึงหยดสารละลาย Conjugate ของ Anti-

human-IgG-FITC และ Anti-human-IgM-FITC

ที่เจือจางใหมีความเขมขน 1:40 ลงบนแตละหลุม

ของสไลด สไลดละ 7 µL โดยแยกระหวางสไลด IgG

และ IgM นำสไลดบมท่ีอณุหภมิู 37°C เปนเวลา 30 นาที

จากนั้นลางสไลดดวยสารละลาย Phophate Buffer

Saline และผึ่ งสไลดใหแหงดวยลมเย็นอีกครั้ ง

จากนั้นนำสไลด ไปสองดูภายใตกลองจุลทรรศน

ฟลูออเรสเซนต โดยใชซีรัมของผูปวยที่ใหผลบวก

และผลลบตอเชื้อ L. interrogans เปน positive

และ negative control ตามลำดับ แปลผลพบ

การติดเชื้อเมื่อพบการเรืองแสงมากกวา +2 โดยมีคา

ไตเตอรของแอนติบอดี IgM มากกวาหรือเทากับ 1:100 

การสกัดดีเอ็นเอ

สกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดน้ำยาสำเร็จรูป DNeasy 

Blood & Tissue Kits จากสิง่สงตรวจชนดิ EDTA-blood

ปริมาตร 200 µL ทำการสกัดตามวิธีการในคูมือของ

ชุดน้ำยา โดยไดสารสกัดดีเอ็นเอ ปริมาตร 50 µL เก็บ

รักษาที่อุณหภูมิ 4°C

การตรวจวินิ จฉัย โรคเลปโตสไปโรสิสด วยวิ ธี

Real-time PCR

การตรวจสารพนัธกุรรมของเช้ือ Leptospira ดวย

วิธี Real-time PCR ใชไพรเมอรและโพรบที่มีความ

จำเพาะตอลำดับนิวคลีโอไทดของยีน LipL32 ดังแสดง

ในตารางที่ 1 โดยปฏิกิริยามีปริมาตรรวมทั้งหมด 20 µL

ประกอบดวย 2X THUNDERBIRDTM Probe 

qPCR mix ปริมาตร 10 µL ไพรเมอรฟอรเวิรด

(Forward primer) และไพรเมอรรีเวิรส (Reverse

primer) ความเขมขน 0.4 µM โพรบความเขมขน

0.2 µM และสารสกัดดีเอ็นเอตนแบบที่สกัดจาก

สิ่งสงตรวจปริมาตร 2 µL โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดไดจาก

L. interrogans Australis และ L. santarosai 

Shermani เปน positive control และใช Nuclease-

free water เปน negative control ในทุกครั้งของ

การทำปฏิกิริยา ทำปฏิกิริยาดวยเครื่องเพิ่มปริมาณสาร

พนัธกุรรมรุน CFX96 C1000 Touch Thermal Cycler 

โดยมอุีณหภมูแิละระยะเวลาทีใ่ชในการทำปฏกิิรยิา ไดแก 

อุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 10 นาที ตอดวย 40 รอบ ของ

อุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 15 วินาที และอุณหภูมิ 58°C 

เปนเวลา 30 วินาที ตั้งคาใหเครื่องอานคาความเขมแสง

จากโมเลกุลของ 6-carboxy-fluorescein (FAM)

เมื่อครบแตละรอบหลังจากอุณหภูมิ 58°C แปลผลพบ

การติดเชื้อเมื่อคา Ct Cycle นอยกวา 37 รอบ

การเตรยีมตวัอยางเพือ่วเิคราะหลำดบันวิคลโีอไทดใน

การจำแนกชนิดของเชื้อ Leptospira

ตัวอยางที่พบการติดเช้ือถูกจำแนกชนิดของเชื้อ 

Leptospira ดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอรที่มี

ความจำเพาะตอลำดบันวิคลโีอไทดของยนี rrs2 ดงัแสดง

ในตารางที่ 1 โดยปฏิกิริยามีปริมาตรรวมทั้งหมด 25 µL

ประกอบดวย 2X KOD OneTM PCR Master

Mix-Blue-ปริมาตร 12.5 µL ไพรเมอรฟอรเวิรด

และไพรเมอรรีเวิรสความเขมขน 0.3 µM และดีเอ็นเอ

ตนแบบจากตัวอยางที่พบการติดเชื้อ ปริมาตร 2 µL

โดยใชดเีอน็เอทีส่กดัไดจาก L. interrogans Australis 

และ L. santarosai Shermani เปน positive control 

และใช Nuclease-free water เปน negative control 
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การตรวจวินิจฉัยและระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรีย Leptospira sp. ในผูปวยไขไมทราบสาเหตุ นภาพร ศรีเดน และคณะ

จากนั้นทำปฏิกิริยาดวยเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

โดยมอีณุหภมูแิละระยะเวลาท่ีใชในการทำปฏกิริยิา ไดแก 

อุณหภูมิ 95°C เปนเวลา 5 นาที ตอดวย 40 รอบ ของ

อุณหภูมิ 98°C เปนเวลา 10 วินาที อุณหภูมิ 50°C เปน

เวลา 5 วนิาท ีและอณุหภูมิ 68°C เปนเวลา 1 วินาท ีจากนัน้

นำ PCR amplicon ท่ีไดตรวจสอบขนาดดวยวิธ ีagarose

gel electrophoresis โดยใช 2% agarose ในสารละลาย 

1X Tris-Borate-EDTA (TBE) Buffer เปนเวลา

30 นาที ที่ความตางศักย 100 โวลต และสง PCR 

amplicon ไปท่ีบริษัท Bio Basic Inc. (Ontario, 

Canada) เพื่อดำเนินการวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทด

ดวยเทคนิค sanger sequencing 

การวิเคราะหขอมูลและสถิติ

วิ เ ค ร า ะ ห แ ล ะ ป ร ะ ม ว ล ผ ล ข อ มู ล โ ด ย ใ ช 

R Statistical Program version 4.3.3 (https://www.

r-project.org) แบงรูปแบบการวิเคราะหเปนสถิติเชิง

พรรณนา ไดแก จำนวน รอยละ และวิเคราะหปจจัยที่

สัมพันธกับผลการตรวจวินิจฉัยโดยใชสถิติ Pearson's

Chi-squared test โดยใช Yates' continuity 

correction กำหนดนัยสำคัญทางสถิติดวย p-value

< 0.05

การวิเคราะหขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่องมือ

ชีวสารสนเทศ

นำขอมูล 16S rRNA sequencing ของยีน rrs2 

อยูในรูปของไฟลนามสกุล .ab1 วิเคราะหดวยโปรแกรม 

Geneious Prime version 2024.0.5 (Biomatter,

New Zealand) ควบคุมคุณภาพโดยตัดลำดับ

นิวคลีโอไทดที่มีคุณภาพต่ำชวงตนและชวงปลายจาก

แตละตวัอยางออก จากนัน้สรางเมทรกิซ DNA substitu-

tion ดวยกระบวนการ multiple sequence alignment 

เพื่อวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการระดับโมเลกุล

ภายใตโมเดลทางวิวัฒนาการ (Evolutionary Model) 

ดวยวิธี Maximum Likelihood (ML) ดวยโปรแกรม 

IQTree(11) กำหนดใหการคำนวณความนาจะเปน

ของขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดที่แสดงสถานะของลักษณะ

ที่ปรากฎ ภายใตการใช โมเดลวิ วัฒนาการแบบ

Generalized Time-Reversible (GTR) แผนภาพ 

Phylogenetic Tree ที่ไดจากการวิเคราะหที่มีคา

ความนาจะเปนสูงที่สุดจัดเปนแผนภาพที่ดีที่สุด จากนั้น

ใชกระบวนการวิเคราะหทางสถิติแบบ Bootstrap 

Analysis จำนวน 1,000 ซ้ำ ในการทดสอบความเชื่อมั่น

ของ Clade โดย Clade ทีจ่บักลุมไดแขง็แรงควรมคีาสถติิ

Bootstrap มากกวาหรือเทากับรอยละ 70 แผนภาพ 

Phylogenetic Tree สามารถแสดงภาพ โดยใชโปรแกรม

TreeViewer version 2.2.0 (https://treeviewer.org)

ตารางที่ 1 ลำดับนิวคลีโอไทดของไพเมอร (primer) และโพรบ (probe) ที่ใชในแตละขั้นตอนการศึกษา

ยีนเปาหมาย ลำดับนิวคลีโอไทด (5’ – 3’) ชนิด อางอิง

การตรวจวินิจฉัย 

LipL32

AAG CAT TAC CGC TTG TGG TG

GAA CTC CCA TTT CAG CGA TT

FAM-AAA GCC AGG ACA AGC GCC G-BHQ1

Forward primer

Reverse primer 

Probe

(12)

การระบุสายพันธุ

rrs2

CAT GCA AGT CAA GCG GAG TA 

AGT TGA GCC CGC AGT TTT C

Forward primer

Reverse primer 

(13)

จริยธรรมการวิจัย

การศึกษานี้ผานการอนุมัติโดยคณะกรรมการ

พิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน กรมวิทยาศาสตร

การแพทย กระทรวงสาธารณสุข เมื่อวันที่ 30 เมษายน 

พ.ศ. 2567 รหสัโครงการวจิยั 2/2567 รหสัเอกสารรบัรอง 

DMSc-EC014
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Diagnosis and Identification of Leptospira sp. in PUO Patients Napaporn Sriden et al.

ผล

การตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิส

การตรวจวนิจิฉยัโรคเลปโตสไปโรสสิในผูปวยโรค

ไขไมทราบสาเหตุใชสิ่งสงตรวจ 2 ชนิด ไดแก สิ่งสงตรวจ

ชนิดซีรัมเพื่อตรวจวินิจฉัยดวยวิธี IFA และสิ่งสงตรวจ

ชนิด EDTA-Blood เพื่อวินิจฉัยดวยวิธี Real-time 

PCR โดยตัวอยางที่ใหผลบวกทั้งโดยวิธีใดวิธีหนึ่งหรือ

ทั้งสองวิธีจะถูกแปลผลพบการติดเชื้อ Leptospira sp.

และจดัเปนผูปวยยนืยนั (confirmed case) ตามนิยามและ

แนวทางการรายงานโรคติดตออันตรายของสำนักระบาด

วิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข(4)  จำนวน

สิ่งสงตรวจจากกลุมตัวอยางโรคไขไมทราบสาเหตุ

ในระหวางเดือนตุลาคม พ.ศ. 2565 ถึงเดือนพฤษภาคม 

พ.ศ. 2567 จำนวน 2,110 ตัวอยาง พบการติดเชื้อ 

Leptospira sp. จากการตรวจวินิจฉัยดวยวิธี IFA 

และ/หรือ วิธี Real-time PCR จำนวน 33 ตัวอยาง 

โดยมีตัวอยาง จำนวน 18 ตัวอยาง วินิจฉัยพบการ

ติดเชื้อดวยวิธี IFA จำนวน 17 ตัวอยาง วินิจฉัยพบ

การติดเชื้อดวยวิธี Real-time PCR และจำนวน

2 ตัวอยาง วินิจฉัยพบการติดเชื้อดวยทั้งสองวิธี จากการ

วิเคราะหพบวาผูปวยโรคเลปโตสไปโรสิสในผูปวยโรคไข

ไมทราบสาเหต ุสวนใหญเปนผูปวยเพศชาย (รอยละ 2.1)

ซึง่มคีวามแตกตางจากเพศหญงิ (รอยละ 0.9) อยางมนียั

สำคัญ (Chi-square test, p-value < 0.05) โดย

ผูปวยโรคเลปโตสไปโรสิสในผูปวยโรคไขไมทราบสาเหตุ

พบอาการปวดกลามเนื้อมากที่สุด รอยละ 3.3 รองลงมา

คือ ผูปวยมีไขสูงมากกวา 38°C และปวดศีรษะรุนแรง 

รอยละ 2.9 เทากัน โดยการพบอาการดังกลาวมีความ

แตกตางอยางมีนัยสำคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับการพบ

อาการดังกลาวในผูปวยโรคไขไมทราบสาเหตุที่ไมพบ

การติดเช้ือ Leptospira sp. (Chi-square test,

p-value < 0.05) นอกจากนีพ้บผูปวยจากพืน้ที ่4 จงัหวดั 

ไดแก จังหวัดนาน (20 ราย) จังหวัดเชียงราย (10 ราย) 

จังหวัดกาญจนบุรี (2 ราย) และจังหวัดประจวบคีรีขันธ

(1 ราย) โดยจำนวนผูปวยโรคเลปโตสไปโรสิสในผูปวย

โรคไขไมทราบสาเหตจุากจงัหวดันานและจงัหวดัเชียงราย 

มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับ

การพบผูปวยโรคเลปโตสไปโรสสิในผูปวยโรคไขไมทราบ

สาเหตุจากจังหวัดกาญจนบุรีและประจวบคีรีขันธ

(Chi-square test, p-value < 0.05) ดังแสดงใน

ตารางที่ 2

ตารางที่ 2  ลักษณะทางประชากร (Demographic Characteristics) ของกลุมตัวอยางโรคไขไมทราบสาเหตุ

 ที่ไดรับการยืนยันพบการติดเชื้อ Leptospira sp.

N (%) จำนวนตัวอยางพบการติดเชื้อ 
Leptospira sp. (%) Chi-square test p-value

จำนวนตัวอยางผูปวย
โรคไขไมทราบสาเหตุ 2,110 (100) 33 (1.56) - -

เพศ
ชาย
หญิง

1,209 (57.3)
901 (42.7)

25 (2.1)
8 (0.9)

3.9
-

< 0.05
-

ลักษณะทางคลินิก
ไขสูง > 38°C
ปวดกลามเนื้อ
ปวดศีรษะรุนแรง
ไอ

546 (25.9)
419 (19.9)
380 (18.0)
488 (23.1)

16 (2.9)
14 (3.3)
11 (2.9)
11 (2.3)

7.78
9.34
4.33
1.42

< 0.05
< 0.05
< 0.05
0.23

พื้นที่
จ.นาน
จ.เชียงราย
จ.กาญจนบุรี
จ.ประจวบคีรีขันธ

879 (41.7)
282 (13.4)
50 (2.4)
15 (0.2)

20 (2.3)
10 (3.5)
2 (4.0)
1 (6.7)

4.19
15.54
0.69
0.31

< 0.05
< 0.05
0.41
0.58
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การตรวจวินิจฉัยและระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรีย Leptospira sp. ในผูปวยไขไมทราบสาเหตุ นภาพร ศรีเดน และคณะ

การวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการจากลำดับ

นิวคลีโอไทดของยีน rrs2

ตวัอยางท่ีพบการตดิเชือ้ท้ังหมดนำไปเพิม่ปรมิาณ

สารพันธุกรรมของยีน rrs2 ซึ่งเปนลำดับนิวคลีโอไทด

บริเวณ 16S Ribosomal RNA เพื่อระบุสายพันธุของ

แบคทเีรียจนีสั Leptospira(13) โดยม ี14 ตวัอยาง ทีส่ามารถ

เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน rrs2 ได ผลการ

วิเคราะหและศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการระดับ

โมเลกุลดวยวิธี Maximum Likelihood จากลำดับ

นวิคลโีอไทดของยนี rrs2  ในแบคทีเรยีจีนัส  Leptospira

จากสายพันธุอางอิงทั้งหมดที่ไดรับการตีพิมพบนฐาน

ขอมลู NCBI(6) วิเคราะหรวมกบัตวัอยางท่ีพบการตดิเช้ือ

14 ตัวอยาง พบการจัดกลุมแบคทีเรียจีนัส Leptospira 

เปน 3 Clade หลัก ไดแก Clade I มีคาสนับสนุนความ

เชื่อมั่น (Bootstrap Support, BS) เทากับ 98%

ประกอบดวย สมาชกิกลุมสายพันธุกอโรคหลัก (primary 

pathogenic strain, P1), Clade II (BS = 95%) 

ประกอบดวย สมาชิกกลุมสายพันธุกอโรคไมรุนแรง

(pathogenic but low-virulent strain, P2) และ

Clade III (BS = 100%) ประกอบดวย สมาชิกกลุม

สายพันธุไมกอโรค (saprophytes, S) ดังแสดงใน

ภาพที ่1 โดยพบวาตวัอยางท้ัง 14 ตวัอยาง อยูใน Clade I 

ซึ่งเปนกลุมสายพันธุกอโรคหลักท้ังหมด เม่ือพิจารณา

เฉพาะใน Clade I พบวาประกอบดวย Clade ยอย 

(sub-clade) ท่ีมีตวัอยางจากการศกึษาครัง้น้ีเปนสมาชิก

อยูใน 3 sub-clade ดังนี้

sub-clade I-A (BS = 85%) ประกอบดวย

สมาชิกตัวอยางในป พ.ศ. 2565 จำนวน 3 ตัวอยาง ไดแก 

หมายเลข 2022_Nan014, 2022_Nan094 และ 2022_

Nan338 และตวัอยางในป พ.ศ. 2566 จำนวน 5 ตวัอยาง 

ไดแก หมายเลข 2023_Nan056, 2023_Nan071, 

2023_Nan118, 2023_Cri159 และ 2023_Nan217 

โดยพบวาตัวอยางในป พ.ศ. 2565 ทั้ง 3 ตัวอยาง อยูใน

sub-clade ยอยเดียวกัน ซึ่งมีคาสนับสนุนความเชื่อมั่น

สูงถึง 97% แสดงใหเห็นถึงความสัมพันธของเวลาตอ

ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของแบคทีเรีย นอกจากนี้

ตวัอยางทีพ่บใน sub-clade I-A มาจากพืน้ทีจั่งหวดันาน 

ยกเวนตวัอยางหมายเลข 2023_Cri159 เทานัน้ ทีม่าจาก

พืน้ทีจ่งัหวดัเชยีงราย sub-clade I-A มสีปชสี L. weilii 

แสดงความสัมพันธแบบ basal taxa แสดงใหเห็นวา

ตัวอยางทั้งหมดใน sub-clade I-A นี้ มีความสัมพันธ

เชิงวิวัฒนาการใกลชิดกับสปชีส L. weilii มากที่สุด

sub-clade I-B (BS = 99%) ประกอบดวย 

สมาชิกสปชีส L. alexanderi เปน basal taxa และตวัอยาง

หมายเลข 2022_Nan078 แสดงใหเห็นวาตัวอยางนี้

มีความสัมพันธ เชิ งวิ วัฒนาการใกลชิดกับสปชี ส

L. alexanderi มากที่สุด 

sub-clade I-C (BS = 84%) ประกอบดวย 

สมาชิกตัวอยางจากการศึกษาครั้งนี้ จำนวน 5 ตัวอยาง

จากพื้นที่จังหวัดนาน โดยมีสปชีส L. kirschneri

แสดงความสัมพันธแบบ basal taxa เมื่อพิจารณาใน

sub-clade I-C พบวามี sub-clade ยอย จำนวน 2 

sub-clade ซึ่งมีคาสนับสนุนความเช่ือมั่นสูงถึง 80% 

ไดแก sub-clade ยอย จากตวัอยางป พ.ศ. 2566 ทัง้หมด 

(ตัวอยางหมายเลข 2023_Nan087, 2023_Nan175, 

2023_Nan178 และ 2023_Nan309) และ sub-clade 

ยอย ที่มีสมาชิกตัวอยางจากป พ.ศ. 2567 (หมายเลข 

2024_Nan631) โดยมี L. interrogans เปน basal 

taxa ของ sub-clade ยอย ซึ่งสปชีส L. interrogans

จัด เปนสายพันธุ ก อ โรคหลักที่พบการระบาดใน

ประเทศไทย(14) การศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวาตัวอยาง

ที่พบนั้นมีความใกลชิดทางวิวัฒนาการกับสายพันธุ

กอโรคหลกัในประเทศไทยและมปีจจยัดานเวลาทีมี่ผลตอ

ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของแบคทีเรียดวยเชนกัน
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Diagnosis and Identification of Leptospira sp. in PUO Patients Napaporn Sriden et al.

วิจารณ

โรคเลปโตสไปโรสิสจัดเปนโรคติดตอจากสัตว

สูคนที่มีความสำคัญ องคการอนามัยโลกไดประมาณคา

อุบัติการณของโรคเลปโตสไปโรสิสอยูที่ 14 รายตอแสน

ประชากรทั่วโลก(15) สำหรับประเทศไทยสถิติยอนหลัง

ของโรคเลปโตสไปโรสิสจากสำนักระบาดวิทยา กรม

ควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข แสดงใหเห็นวาโรค

เลปโตสไปโรสิสมีอัตราปวยอยูที่ประมาณ 5 รายตอแสน

ประชากร ผูปวยสวนใหญพบมากในชวงฤดฝูน โดยเฉพาะ

อยางยิ่งผูที่ประกอบอาชีพในภาคเกษตรกรรม เนื่องจาก

มีความเสี่ยงในการไดรับเชื้อแบคทีเรีย Leptospira 

มากกวาอาชีพอื่นๆ จากการสัมผัสแหลงน้ำขังในขณะ

ปฏิบัติงาน(2) โดยทั่วไปผูปวยจะมีอาการไขสูง ปวดศีรษะ 

ปวดกลามเนื้อรุนแรงโดยเฉพาะกลามเนื้อนอง รวมกับ

การมีประวัติสัมผัสกับน้ำหรือส่ิงแวดลอมที่มีพื้นที่แฉะ(4) 

จากการศึกษานี้พบวาอาการของผูปวยมีความสอดคลอง

กันกับการศึกษากอนหนาในประเทศไทยที่พบผูปวยโรค

เลปโตสไปโรสสิในเพศชายมากกวาเพศหญงิ และมอีาการ

ไขสูงรวมกับอาการปวดกลามเนื้อและอาการปวดศีรษะ

รุนแรง ซึ่งเปนลักษณะทางคลินิกที่พบมากในผูปวยโรค

เลปโตสไปโรสิส(16−19)

ปจจุบันวิธีมาตรฐานในการตรวจวินิจฉัยโรค

เลปโตสไปโรสิสใชวิธีการทางซีโรโลยี ไดแก วิธี Micro-

scopic Agglutination Test (MAT) และวธีิ Indirect 

Immunofluorescence Assay (IFA) ในการศกึษาคร้ังนี้

ภาพที่ 1  ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของยีน rrs2 ในแบคทีเรียจีนัส Leptospira จากฐานขอมูล NCBI(6) และ

 ในตัวอยางผูปวยโรคไขไมทราบสาเหตุที่วินิจฉัยพบการติดเช้ือ Leptospira sp. โดยใชการกำหนดป_

 จังหวัด ตามดวยหมายเลขตัวอยางที่ไดรับ
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การตรวจวินิจฉัยและระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรีย Leptospira sp. ในผูปวยไขไมทราบสาเหตุ นภาพร ศรีเดน และคณะ

คณะผูวิจัยไดเลือกใชวิธี IFA เนื่องจากหองปฏิบัติการมี

ทรัพยากรสำหรบัการตรวจวินิจฉัยดวยวิธ ีIFA และผูรวม

วิจัยมีความชำนาญในการอานสไลดดวยวิธีนี้ การตรวจ

วินิจฉัยดวยวิธี IFA มีขอจำกัดเนื่องจากสไลดถูกเคลือบ

ดวยแอนติเจนของ L. interrogans เทานั้น ทำให

ไมสามารถครอบคลุมไปยังสายพันธุกอโรคอื่นๆ ท่ีอาจ

ตรวจพบในตัวอยางและเปนขอจำกัดอยางมากของการ

ตรวจวินิจฉัยดวยวิธีการทางซีโรโลยี(20) เมื่อเปรียบเทียบ

ผลการตรวจวินิจฉัยดวยวิธี IFA และวิธี Real-time 

PCR พบวาผลที่ไดมีความสอดคลองกัน จำนวน 2 

ตัวอยาง ซึ่งอาจมีสาเหตุจากปจจัยหลายประการ อาทิ 

ระยะเวลาในการเจาะเลือดหลังจากติดเชื้อ โดยปริมาณ

เชื้อจะเพิ่มสูงสุดในชวง 2–7 วันแรก หลังจากไดรับเชื้อ

ในระยะ Leptospiremia และระบบภูมิคุมกันยังไม

สรางแอนติบอดีเพื่อตอบสนองตอการติดเชื้อ ในชวง

ระยะเฉียบพลัน (acute phase) จึงสามารถตรวจสอบ

การติดเชื้อไดดวยวิธี Real-time PCR แตไมสามารถ

ตรวจสอบไดดวยวิธี IFA(21) แตหากพนชวงระยะเวลานี้

ไปจะเกิดการสรางแอนติบอดีเพื่อตอบสนองตอการ

ติดเชื้อในระยะฟนตัวจากโรค (convalescent phase) 

ทำใหสามารถตรวจสอบการติดเชื้อไดดวยวิธี IFA แต

ไมสามารถตรวจสอบการติดเชื้อดวยวิธี Real-time 

PCR ได รวมทั้งการไดรับยาตานจุลชีพ ซึ่งจะกำจัดเชื้อ

แบคทเีรยีในกระแสเลอืด ทำใหไมสามารถตรวจสอบการ

ติดเชื้อไดดวยวิธี Real-time PCR เชนเดียวกัน ดังนั้น

การตรวจสอบการติดเชื้อดวยวิธี IFA และ Real-time 

PCR จึงควรใชรวมกันเพื่อยืนยันการติดเชื้อของผูปวย

ได(22,23) จากการศึกษาครั้งนี้พบวา ตัวอยาง จำนวน 33 

ตัวอยาง ที่พบการติดเชื้อ Leptospira sp. ตามวิธีที่ใช 

มจีำนวน 14 ตวัอยาง ท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณสารพนัธกุรรม

ของยีน rrs2 เนื่องจากตัวอยางเหลานี้เปนตัวอยางที่

วินิจฉัยพบการติดเชื้อดวยวิธี Real-time PCR หรือ

วนิจิฉยัพบการตดิเชือ้ท้ังจากวิธ ีIFA และวิธ ีReal-time 

PCR แสดงใหเห็นวาตัวอยางเหลานี้มีความเปนไปไดที่

จะเปนตัวอยางที่ถูกเก็บในชวงระยะเฉียบพลัน ทำให

ยังคงมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียท่ีสามารถใชเปนดีเอ็นเอ

ตนแบบในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมได เชน 

ตัวอยางหมายเลข 2023_Nan087, 2023_Nan175, 

2023_Nan178, 2023_Nan309 และ 2024_Nan631 

ที่ถูกระบุวามีความสัมพันธทางวิวัฒนาการใกลชิดกับ

L. interrogans ซึ่งตัวอยางเหลานี้ไมสามารถตรวจพบ

การตดิเชือ้ไดดวยวธิ ีIFA เนือ่งจากวธิ ีIFA เปนการตรวจ

สอบแอนตบิอดทีีต่อบสนองตอการตดิเช้ือในระยะฟนตวั

จากโรค ซึง่มกีารทำงานของระบบภูมคิุมกนัเพือ่กำจดัเชือ้

แบคทีเรียและสรางแอนติบอดีแลว จึงเปนสาเหตุที่ทำให

ไมสามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน rrs2 ใน

ตัวอยางที่วินิจฉัยพบการติดเชื้อเฉพาะจากวิธี IFA ได 

แบคทีเรีย Leptospira เปนแบคทีเรียที่มีหลาก

หลายสายพันธุ โดยมีสายพันธุกอโรคหลัก (P1) และ

สายพันธุกอโรคที่ไมรุนแรง (P2) ที่มีบทบาทสำคัญตอ

การเกิดโรคเลปโตสไปโรสิส แบคทีเรีย Leptospira 

ชนิดที่พบการระบาดในทุกภูมิภาคของโลก 3 อันดับแรก

ไดแก L. interrogans L. borgpetersenii

และ L. kirschneri(24) จากการศกึษาครัง้นีพ้บวาตวัอยาง

ที่พบการติดเช้ือ Leptospira sp. มีความสัมพันธเชิง

ววิฒันาการใกลชดิกบัสปชสี L. weilii จำนวน 8 ตวัอยาง 

(sub-clade I-A, ภาพที่ 1) ถึงแมวา L. weilii 

จะไมใช species หลักที่พบการระบาด แต L. weilii 

ถูกจัดเปนอีก species หนึ่งที่อยูในกลุมสายพันธุกอโรค

รุนแรงเชนกัน จากการศึกษากอนหนาในตางประเทศ 

พบการระบุชนิด L. weilii ไดจากตัวอยางน้ำอุปโภค

บริโภคในหมูบานในประเทศชิลี(25) และจากผูปวยใน

ประเทศออสเตรเลีย(26) สำหรับประเทศไทย พบการ

รายงาน L. weilii จากตัวอยางน้ำและตัวอยางปสสาวะ

จากสุนัขที่ไมแสดงอาการของโรคจากการศึกษาในพื้นที่

จังหวัดนาน(9) ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ตัวอยาง จำนวน 7 

ตัวอยาง จาก 8 ตัวอยาง ที่มีความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ

ใกลชิดกับ L. weilii โดยมาจากพื้นที่จังหวัดนานเชน

เดียวกัน และ 1 ตัวอยาง มาจากพื้นที่จังหวัดเชียงราย 

แสดงใหเห็นถึงความเปนไปไดที่ L. weilii จะเปนหนึ่ง

ใน species ที่พบการระบาดในพื้นที่ดังกลาว ซึ่งตอง

อาศัยการศึกษาเพิ่มเติมตอไปเพื่อนำไปสูขอสรุปนี้

สำหรับการศึกษากอนหนาในประเทศไทย พบวา

L. interrogans เปน species กอโรคหลักที่พบการ

ระบาดในประเทศไทย(14) โดยพบการระบุชนิดของเชื้อ

L. interrogans จากการศึกษาดวยวิธี multilocus



24 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 1 มกราคม  - มีนาคม 2568

Diagnosis and Identification of Leptospira sp. in PUO Patients Napaporn Sriden et al.

sequence typing จากส่ิงสงตรวจชนิดเลือดจากผูปวย

ในจังหวัดอุดรธานี(14) และพบจากการศึกษาโดยใชลำดับ

นิวคลีโอไทดของยีน rrs2 ดวยวิธี PCR จากสิ่งสงตรวจ

ชนิดปสสาวะของผูปวยในพ้ืนท่ีจังหวัดนาน(9) จากการ

ศกึษาครัง้นี ้พบตวัอยาง จำนวน 5 ตวัอยาง มีความสัมพันธ

ทางวิวัฒนาการใกลชิดกับ L. interrogans ดังแสดงใน 

sub-clade I-C (ภาพที่ 1) ซึ่งตัวอยางทั้งหมดมา

จากพื้นที่จังหวัดนาน แสดงใหเห็นถึงความเปนไปไดที่ 

L. interrogans จะยังคงถูกพบอยูในพื้นที่ดังกลาว 

นอกจากนี้ L. alexanderi จัดเปนอีกหนึ่งชนิดที่มีความ

รุนแรงในการกอโรค เนื่องจาก L. alexanderi สามารถ

ผลิต Di-acetylated nonulosonic acid ซึ่งเปน

หนึ่งใน virulent factor ของ Genus Leptospira(3) 

L. alexanderi มรีายงานการคนพบครัง้แรกท่ีประเทศจนี

ในป ค.ศ. 1999(27) สำหรับประเทศไทยยังไมพบการ

รายงานการพบสายพันธุ น้ีมากอน ซ่ึงจากการศึกษา

ครัง้นี ้พบวามตีวัอยาง จำนวน 1 ตวัอยาง ท่ีมีความสัมพนัธ

ทางวิวัฒนาการใกลชิดกับ L. alexanderi จึงควร

เริ่มตนศึกษาสายพันธุ L. alexanderi ในประเทศไทย

ตอไปในอนาคต

สรุป

การศึกษาครั้งน้ีแสดงใหเห็นวา อุบัติการณของ

โรคเลปโตสไปโรสิสในผูปวยโรคไขไมทราบสาเหตุมีคา

ประมาณ 1.56% (33/2,110 ตัวอยาง) โดยวินิจฉัยพบ

การติดเชื้อดวยวิธี IFA จำนวน 18 ตัวอยาง วินิจฉัยพบ

การติดเชือ้ดวยวธิ ีReal-time PCR จำนวน 17 ตวัอยาง 

และวินิจฉัยพบการติดเชื้อดวยวิธี IFA และ Real-time 

PCR จำนวน 2 ตวัอยาง จากการศกึษาลำดบันิวคลโีอไทด

บริเวณ 16S rRNA จากตัวอยางเพื่อระบุชนิดสายพันธุ

ของแบคทเีรยี Leptospira พบวาตวัอยางทีพ่บการตดิเชือ้

Leptospira ถูกแบงเปนกลุมยอยที่มีความสัมพันธ

ทางวิวัฒนาการใกลชิดกับสายพันธุกอโรคหลัก (P1) 

จำนวน 3 ชนิด ไดแก L. weilii, L. interrogans และ

L. alexanderi โดยในอนาคตการศกึษาในกลุมประชากร

ทีม่ขีนาดใหญขึน้รวมกบัการใชการศกึษาคณุลกัษณะทาง

จีโนม รวมทั้งการเก็บขอมูลทางระบาดวิทยาที่ครบถวน

จะชวยสงเสริมใหการศึกษา species Leptospira ที่พบ

ในประเทศไทยมีความครอบคลุมและสมบูรณมากยิ่งขึ้น

กิตติกรรมประกาศ

งานวจิยันีเ้ปนสวนหนึง่ของโครงการวจิยั DGHP-

BAC-ZOONOSIS ซึ่งไดรับการสนับสนุนงบประมาณ
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Napaporn Sriden, Nattapon Nukhunthod, Chonlada Meesub, Kanjana Sanongboon, 
Dararat Bangdee, Decha Pangjai, and Archawin Rojanawiwat
National Institute of Health of Thailand, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

Diagnosis and Identification of 
Leptospira sp. from Direct Clinical 
Specimens in Pyrexia of Unknown 

Origin Patients

ABSTRACT Leptospirosis is a zoonotic disease caused by the bacterium Leptospira. Currently, laboratory
diagnoses of Leptospira infection are performed using serological techniques, particularly the Indirect 
Immunofluorescence Assay (IFA), and nucleic acid amplification techniques, such as Real-time PCR. 
This study aimed to diagnose Leptospira infections through both IFA and Real-time PCR and identify the
Leptospira species using direct typing of the 16S rRNA (rrs2) gene from clinical specimens. A total of 2,
110 samples from patients with pyrexia of unknown origin were included in this study. Leptospira 
infection was detected in 33 samples (1.56%). Among these, only 14 samples provided interpretable data
from rrs2 gene sequencing. Phylogenetic analysis revealed that 8 samples clustered with L. weilii, 5 with
L. interrogans, and 1 with L. alexanderi. Notably, the identification of L. weilii and L. alexanderi 
from direct clinical specimens has not been previously reported in Thailand. This study suggests that
L. weilii and L. alexanderi may be endemic Leptospira species in Thailand, in addition to L. interrogans.

Keywords: Leptospirosis diagnosis, Leptospira identification, Pyrexia of Unknown Origin, Phylogenetics 



นิพนธตนฉบับ ว กรมวิทย พ 2568; 67 (1): 28-44

28 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 1 มกราคม  - มีนาคม 2568

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

Received: 2 August 2024 Revised: 18 December 2024 Accepted: 17 January 2025

ชลดา เพ็ชรไทย กนกพร โลหอมรินทรชัย กัสมา บุญมาก อภิชัย ศุภสารสาทร และ สุภาพร ภูมิอมร
สถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห
ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมและปริมาณโพลีแซคคาไรด
อิสระในวัคซีนปองกันเชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบี 

โดย HPAEC-PAD

บทคดัยอ วคัซนีปองกนัเชือ้ฮโีมฟลสุ อนิฟลเูอนเซ ชนดิบ ี(วคัซนีฮบิ) เปนวคัซีนปองกนัโรคเยือ่หุมสมองอกัเสบและปอดอกัเสบ
ในเด็กเล็ก ผลิตจากสวนโพลีแซคคาไรดของเชื้อ Haemophilus infl uenzae type b การตรวจหาปริมาณโพลีแซคคาไรดรวม
และโพลแีซคคาไรดอสิระเปนพารามเิตอรสาํคญัในการควบคมุคณุภาพวคัซนี ซึง่องคการอนามยัโลกแนะนาํวธิ ีHPAEC-PAD 
ในการตรวจวิเคราะห เนื่องจากเปนวิธีที่มีความถูกตอง แมนยําสูง เหมาะสําหรับการตรวจหาสารโพลีแซคคาไรค การศึกษานี้
ใชคอลัมนชนิดแลกเปลี่ยนไอออนลบ อุณหภูมิคอลัมน 30 องศาเซลเซียส สารละลายตัวพาเปน 580 mM NaOH อัตราการ
ไหล 0.4 มิลลิลิตรตอนาที ปริมาณที่ฉีด 50 ไมโครลิตร ตรวจวัดดวยเครื่อง PAD ผลการศึกษาพบวากราฟสารมาตรฐานมีความ
เปนเสนตรงในชวงความเขมขน 0.15 ถึง 10.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธเทากับ 0.9999 ความเที่ยง
เมื่อทดสอบในวันเดียวกันไดคารอยละสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธของปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมและปริมาณ
โพลีแซคคาไรดอิสระเทากับ 3.38 และ 1.61 ตามลําดับ และตางวันกันไดคารอยละสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ
ของปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมและปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระเทากับ 4.47 และ 3.22 ตามลําดับ วิธีมีความแมนสามารถ
ตรวจวัดสารมาตรฐานที่ใสในวัคซีนรวม DTP-HB-Hib ไดคารอยละการคืนกลับอยูระหวาง 96.74 และ 103.37 ตามลําดับ 
วิธีมีความจําเพาะ สามารถวิเคราะหปริมาณโพลีแซกคาไรดในวัคซีนไดตั้งแต 0.15 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และพบวาอุณหภูมิ
คอลัมนและระยะเวลาการยอยดวยกรดมีผลตอการวิเคราะห สรุปไดวาวิธีนี้สามารถใชเปนวิธีวิเคราะหในหองปฏิบัติการ
ของสถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย ได 

คําสําคัญ: วัคซีนปองกันเชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบี, ปริมาณโพลีแซคคาไรด, HPAEC-PAD, การทดสอบความ             
 ถูกตองของวิธี
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การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดในวัคซีนปองกัน
เชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบีโดย HPAEC-PAD  ชลดา เพ็ชรไทย และคณะ

บทนํา

โรคติด เชื้ อฮี โมฟลุ สอินฟลู เอนเซ  ชนิดบี

(Haemophilus influenzae type b) หรอืเรยีกสัน้ๆ วา 

ฮิบ (Hib) เปนโรคที่มีความสําคัญในเด็กเล็ก โดยเฉพาะ

ที่อายุต่ำกวา 2 ป เชื้อฮิบกอใหเกิดโรคที่สําคัญ เชน โรค

เยื่อหุมสมองอักเสบ โรคติดเชื้อในกระแสเลือด โรคปอด

อักเสบ โรคขออักเสบ และโรคหูชั้นกลางอักเสบ โดยเชื้อ

จะแพรกระจายจากคนสูคนผานทางละอองในอากาศ และ

การสัมผัสโดยตรงกับสารคัดหล่ังของทางเดินหายใจ(1) 

สำหรับประเทศไทยจากการศึกษาของกรมควบคุมโรค 

กระทรวงสาธารณสุข ในป พ.ศ. 2543–2544 พบอุบัติ

การณของโรคเยื่อหุมสมองอักเสบจากเช้ือฮิบ 6.1 ราย

ตอประชากรเด็กอายุต่ำกวา 5 ป แสนคนตอป ซึ่งถือวา

คอนขางต่ำ(2) ถึงแมอุบัติการณโรคจะต่ำ แตหากเกิดการ

ติดเชื้อนี้จะมีอาการรุนแรงได ดวยเหตุนี้การปองกันโรค

ทำไดโดยการฉดีวคัซนีปองกนัเชือ้ฮโีมฟลสุ อนิฟลเูอนเซ

ชนดิบ ีหรือวคัซนีฮบิ (Haemophilus influenzae type b

vaccine; Hib vaccine) เพื่อสรางภูมิตานทาน และลด

อุบัติการณของการติดเชื้อฮิบลงได 

วคัซนีฮบิ ผลติจากสวนโพลแีซคคาไรดของเช้ือฮิบ

มลีกัษณะโครงสรางเปน linear polymer ของ 3-b-D-

ribofuranosyl (1ï1) D-ribitol-5-phosphate

(PRP) นำมา conjugate กับโปรตีนพาหะ ซึ่งอาจ

เปน CRM197 toxoid ของเชื้อบาดทะยักหรือคอตีบ 

วัคซีนฮิบมี 2 ชนิด คือ วัคซีนชนิดเดี่ยวและวัคซีนรวม

ซึ่งวัคซีนรวมจะรวมอยูกับวัคซีนคอตีบ บาดทะยัก 

ไอกรน ตับอักเสบบี หรือโปลิโอชนิดฉีด ขึ้นอยูกับ

บริษัทผูผลิต(1,3,4) ปจจุบันประเทศไทยไดบรรจุวัคซีน

รวมคอตีบ บาดทะยัก ไอกรน ตับอักเสบบี และฮิบ

อยูในแผนงานการสรางเสริมภูมิคุมกันแหงชาติตั้งแตป 

พ.ศ. 2562(5) ใชฉีดเขากลามเน้ือในเดก็อายตุัง้แต 2 เดอืน

ข้ึนไป ทำใหมีการนำวัคซีนรวมที่มีฮิบเปนสวนประกอบ

มาขึ้นทะเบียนตำรับยาในประเทศไทยเพิ่มมากขึ้นเปน

อยางมาก สำหรับการขึ้นทะเบียนตำรับในประเทศไทย

จะตองมีการตรวจวิเคราะหคุณภาพ โดยสถาบันชีววัตถุ

กรมวิทยาศาสตรการแพทย เปนหองปฏิบัติการควบคุม

คณุภาพวัคซนีภาครฐัแหงเดยีวของประเทศ เพือ่ยนืยนัวา

วัคซีนที่นำมาขึ้นทะเบียนมีคุณภาพและมีความปลอดภัย

ตามมาตรฐาน ในการตรวจวิเคราะหคุณภาพของวัคซีน

สามารถตรวจสอบโดยใช วิ ธีทางหองปฏิบัติการ

ทั้งทางดานชีวภาพ กายภาพ และดานเคมี รายการ

วิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรด (polysaccharide)

หรือปริมาณแอนติเจนรวมและอิสระเปนพารามิเตอร

หนึง่ทีม่คีวามสำคญัในการตรวจวเิคราะหคณุภาพวคัซนี(6)

เพ่ือยืนยันวาวัคซีนมีปริมาณโพลีแซคคาไรดตรงตาม

ขอกำหนดผลิตภัณฑที่ระบุในทะเบียนตำรับยาชีววัตถุ

ซึ่ งขอกำหนดผลิตภัณฑสวนใหญของปริมาณโพลี

แซคคาไรดรวมอยูระหวางรอยละ 80 ถงึ 120 ของปรมิาณ

ที่เติมลงไป (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) และปริมาณ

โพลีแซคคาไรดอิสระจะมีคานอยกวาหรือเทากับ

รอยละ 20 เปอรเซ็นตของปริมาณโพลีแซคคาไรดรวม 

วิธีการตรวจวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรด

หรือปริมาณแอนติเจนในวัคซีนฮิบ องคการอนามัยโลก

(WHO) ไดแนะนำหลายวิธี เชน Colorimetric 

Method, Immunological Method และ Chromato-

graphic Method เปนตน(6) ซึ่งบางวิธียังมีขอจำกัด

สำหรับหองปฏิบัติการภาครัฐ เชน การตรวจดวยเทคนิค 

ELISA ถึงแมจะเปนวิธีที่มีความจำเพาะ และผูผลิต

บางรายใชวิธีนี้ในการตรวจคุณภาพของวัคซีน แตตอง

ใชสารแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่จำเพาะตอวัคซีนของ

แตละบริษัท จึงมีความจำเพาะที่จำกัดและอาจมีแนวโนม

ที่จะใหผลบวกหรือผลลบปลอม เนื่องจากขอผิดพลาด

ทางเทคนิค การปนเปอนของตัวอยาง การใชสารเคมี

คุณภาพต่ำ ความไมเสถียรจากการไวตออุณหภูมิที่

เปลี่ยนแปลง และอื่นๆ แตวิธี High Performance

Anion Exchange Chromatography with Pulse 

Amperometric Detection (HPAEC-PAD) เปน

วิธี High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) ที่เหมาะสมสำหรับการตรวจหาสารจำพวก

คารโบไฮเดรต (carbohydrate) โอลิโกแซคคาไรด 

(oligosaccharide) และโพลีแซคคาไรด เนื่องจากเปน

วิธีที่มีความถูกตอง แมนยำสูง(7) และไมมีความจำเปน

ตองใชสารจากผูผลิต จึงเหมาะสมที่จะนำมาใชเปนวิธี

มาตรฐานของหองปฏิบัติการได และในปจจุบันบริษัท

ผูผลิตวัคซีนสวนใหญจะใชวิธี HPAEC-PAD ในการ

ตรวจวิเคราะห โดยวิธีนี้จะอาศัยความแตกตางของอัตรา
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Method Development and Validation for Determination of Polysaccharide 
Content in Heamophilus influenzae Type B Vaccine by HPAEC-PAD Chonlada Petthai et al

การเคลื่อนที่ของแตละองคประกอบของสารบนเฟสคงที่ 

(Stationary Phase) ภายใตการพาของเฟสเคลื่อนที่ 

(Mobile Phase) โดยใช Anion-exchange Column 

ที่เปนเฟสคงที่ มีสารตัวกลาง (Ion Exchanger) เปน

ประจุบวก ซึ่งจะจับกับสารละลายท่ีมีประจุลบดวยแรง 

Electrostatic force เมื่อสารถูกปลอยออกมา จะผาน

เครื่องตรวจวัดสัญญาณชนิด PAD ซึ่งเปน Electro-

chemical detector จากนั้นคำนวณหาปริมาณของสาร

โดยอานคาจากกราฟมาตรฐานท่ีเตรยีมจากสารมาตรฐาน

ระดับความเขมขนตางๆ

การศึกษาครั้งนี้จึงดำเนินการพัฒนาและทดสอบ

ความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรด

รวมและปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระในวัคซีนฮิบ โดย

วิธี HPAEC-PAD เพื่อนำมาใชเปนวิธีวิเคราะหในการ

ตรวจทางหองปฏิบัติการสำหรับการควบคุมคุณภาพของ

วคัซนีฮบิในประเทศไทย ซึง่จะทำใหผูบรโิภคไดรบัวคัซนี

ทีมี่คณุภาพเปนไปตามมาตรฐานผลิตภณัฑและมาตรฐาน

สากลในการปองกันโรคได

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารเคม:ี นำ้ HPLC grade; conductivity 18.2 

MW CAS No. 7732-18-5 (Ligand Scientific, 

Thailand), methanol HPLC grade CAS No.

67-56-1 (J.T. Baker, USA), 1N NaOH  CAS No.

1310-73-2 (Merck, Germany), NaH2PO4,

NaCl, HCl; analytical grade (Sigma-Aldrich, 

USA) และ H25Na2O16P analytical grade (BDH, 

England)

สารมาตรฐาน: WHO International Standard

Heamophilus influenzae b polysaccharide 

poly-ribosyl-ribitol-phosphate (PRP) code 

02/208 (National Institute for Biological 

Standards and Control (NIBSC), UK)(8) ใชสำหรบั

การทดสอบความเหมาะสมของระบบ และ Adonitol

(Ribitol) CAS No. 488-81-3 (Sigma-Aldrich, 

USA)(9) ใชสำหรับสรางกราฟมาตรฐาน และใชเปนสาร

ควบคุมผลบวก (Positive Control)

เครื่องมือและอุปกรณ

เครื่อง HPLC รุน LC-20ADXR (Nexera,

Shimadzu, Japan), Software LabSolution

(Shimadzu, Japan), Pulse Amperometric 

Detector รุน ED743 (GL Sciences, Japan) โดย

ใชคอลัมนแยกสารชนิด CarboPac MA1 analytical 

column ขนาด 4 x 250 มลิลเิมตร (Dionex, USA) และ 

CarboPac MA1 guard column (Dionex, USA) 

เครื่องชั่งความละเอียดทศนิยม 2 และ 5 ตำแหนง 

(Sartorius, Germany), ตูเย็นควบคุมอุณหภูมิ 2−8 

องศาเซลเซียส (Sanyo, Japan), ตูแชแข็งควบคุม

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (Haier, China),

ตูอบความรอน (Memmert, Germany), ตูดูดควัน 

(Kottermann, Germany), เครื่องปนเหวี่ยงแบบ

ควบคุมความเย็น (Kubota, Japan), เครื่องเขยาผสม 

(Scientific Industries, USA), เครื่องดูดสูญญากาศ 

(Gast, USA), แผนกรอง Nylon ขนาด 0.22 ไมครอน 

(Corning, USA), หลอด cryotube ขนาด 2 มิลลิลิตร 

(Eppendorf, Germany), หลอดแกวทนกรด (glass 

microtube with gasket Teflon plug) ขนาด 4 

มลิลลิติร (Agilent, USA), เครือ่งแกว และไมโครปเปต 

ขนาด 1−1,000 ไมโครลิตร (Finnpipette, Finland)

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

การเตรียมสารละลายมาตรฐานเขมขน: ชั่งสาร

มาตรฐาน ribitol น้ำหนัก 15 มิลลิกรัม ใสในขวด

ปรับปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมน้ำที่กำจัดแกส

ละลายใหเขากันและปรับปริมาตรดวยน้ำดังกลาวใหครบ 

100 มิลลิลิตร แบงสารละลายลงในหลอด cryotube 

ขนาด 2 มิลลิลิตร นำไปเก็บไวที่ตูแชแข็งอุณหภูมิ –20 

องศาเซลเซียส 

การเตรียมสารละลายมาตรฐานสำหรับใชงาน: 

เจือจางสารละลายมาตรฐานเขมขน ribitol ดวยน้ำที่

กำจัดแกสกอนการใชงานใหมีความเขมขนของ ribitol

เทากับ 0.15, 0.75, 1.50, 4.50, 7.50 และ 10.50 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในหลอดทดลอง เพื่อใชสราง

กราฟมาตรฐาน กรองดวยแผนกรอง Nylon ขนาด 0.22 

ไมครอน
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การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดในวัคซีนปองกัน
เชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบีโดย HPAEC-PAD  ชลดา เพ็ชรไทย และคณะ

การเตรียมสารควบคุมผลบวก: เตรียมโดยใชสาร 

ribitol ตางรุนการผลิตกับท่ีใชเตรียมกราฟมาตรฐาน

นำมาชั่งและละลายดวยน้ำที่กำจัดแกสใหมีความเขมขน

ของสาร ribitol เทากับ 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กรอง

ดวยแผนกรอง Nylon ขนาด 0.22 ไมครอน

ตัวอยางและการเตรียมตัวอยาง

ตัวอยาง: วัคซีนรวม คอตีบ บาดทะยัก ไอกรน 

ตบัอกัเสบบ ีและฮบิ (DTP-HepB-Hib) ท่ีขึน้ทะเบยีน

ในประเทศไทย จำนวน 1 รุนการผลิต

การเตรียมตัวอยาง: นำวัคซีนรุนการผลิตเดียวกัน

เทรวมกนัใหมปีรมิาตรอยางนอย 8 มิลลลิติร ผสมใหเปน

เนื้อเดียวกันดวยการเขยาประมาณ 30 วินาที 

การเตรียมตัวอยางเพื่อใชในการวิเคราะหปริมาณ

โพลีแซคคาไรดรวม: ดูดวัคซีนที่ เตรียมไวปริมาตร

1 มิลลิลิตร ลงในหลอดแกวทนกรด เพื่อนำไปยอยดวย

กรดตอไป

การเตรียมตัวอยางเพื่อใชในการวิเคราะหปริมาณ

โพลีแซคคาไรดอิสระ: เติมวัคซีนท่ีเตรียมไว ปริมาตร 

4 มิลลิลิตร ลงในขวดปรับปริมาตร ขนาด 5 มิลลิลิตร

เติม Phosphate Buffer, 5 mM pH 6.8 ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร ปรบัปรมิาตรเปน 5 มลิลลิติร และผสมใหเขากัน

จากนั้นเขยาอยางนอย 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง นำไปปน

เหวีย่งที ่2,300 g เวลา 30 นาที อณุหภูมิ 10 องศาเซลเซยีส

สวนใสที่ได นำไปผาน SPE C4 Cartridge เพื่อแยก

โพลีแซคคาไรดอิสระจากโพลีแซคคาไรดรวม แลวนำไป

ยอยดวยกรดตอไป 

การยอยตวัอยางและสารละลายมาตรฐานดวยกรด

(acid hydrolysis) เปนขั้นตอนสลายโพลิเมอร

(depolymerization) โดยดูดตัวอยางสารละลาย

มาตรฐานสำหรับใชงานที่ความเขมขนตางๆ และสาร

ควบคุมผลบวก ใสในหลอดแกวทนกรด หลอดละ 

1 มิลลิลิตร เติม 6 N HCl ปริมาตร 50 ไมโครลิตร

นำไปอบในตูอบรอนที่อุณหภูมิ 100±2 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากน้ันทำใหเย็นท่ีอุณหภูมิ 5±3 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 10±2 นาที เติมสารละลาย 

1 M NaOH ปริมาตรหลอดละ 400 ไมโครลิตร นำ

ไปกรองดวยแผนกรอง Nylon ขนาด 0.22 ไมครอน 

กอนวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC สำหรับตัวอยางวัคซีน

เพื่อวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมที่ยอยแลวให

เจอืจางดวยสารละลาย 70 mM NaOH เพือ่ใหมปีรมิาณ

โพลีแซคคาไรดอยูในชวงคากราฟมาตรฐาน ผสมให

สารละลายเขากัน แลวนำไปกรองดวยแผนกรอง Nylon 

ขนาด 0.22 ไมครอน กอนวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีตรวจวิเคราะห

ทำการทดสอบหาสภาวะที่ เหมาะสมของวิธี

HPAEC-PAD ในการตรวจวิ เคราะหปริมาณ

โพลีแซคคาไรดรวมและปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระ

ในวคัซนีฮบิ เพือ่ใหไดชวงความเขมขนของสารมาตรฐาน

ที่จะนำมาใชเปนกราฟมาตรฐานที่มีความเปนเสนตรง

และทดสอบกับตัวอยางที่ระดับการเจือจางเหมาะสม

สำหรบัการวเิคราะห ซึง่สภาวะทีท่ำการศกึษา  ประกอบดวย

ขั้นตอนการยอยดวยกรดเพื่อสลายสายโพลีแซคคาไรด

ใหไดสวน ribitol อิสระกอนนำมาผานคอลัมนวิเคราะห

โดยเลือกความเขมขนกรด ปริมาตรท่ีใช อุณหภูมิ

และเวลาที่สามารถยอยโพลีแซคคาไรดในตัวอยาง

ไดดแีละใชระยะเวลาในการยอยเหมาะสม รวมทัง้สามารถ

แยกพีค (peak) ไดดี การเลือกชวงความเขมขนของ

สารมาตรฐาน ซึ่งชวงความเขมขนท่ีเหมาะสม ตอง

ครอบคลุมกับปริมาณโพลีแซคคาไรดในตัวอยางและ

มีความเปนเสนตรง 

การตรวจวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมและ

ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระในวัคซีนฮิบ โดย 

HPAEC-PAD

นำสารละลายมาตรฐานสำหรบัใชงาน สารควบคมุ

ผลบวก และสารละลายตวัอยางทีย่อยดวยกรดแลวขางตน

มาตรวจวัดดวยเครื่อง HPAEC-PAD ที่ใชสภาวะ

การทำงาน ประกอบดวย คอลัมนแยกสารชนิด

CarboPac MA1 analytical column ขนาด 4 x 250 

มิลลิเมตร พรอม CarboPac MA1 guard column ตั้ง

อณุหภมูขิอง column chamber และอณุหภมูขิอง auto

sampler chamber ไวที่ 30 และ 4 องศาเซลเซียส

ตามลำดบั ใช working และ reference electrode ชนดิ 

Gold และ AgCl ตามลำดับ ปริมาตรการฉีดตัวอยาง

ตอครั้งเทากับ 50 ไมโครลิตร ใช 580 mM NaOH

เปนสารตัวพา ปรับอัตราการไหล 0.4 มิลลิลิตรตอนาที 
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Method Development and Validation for Determination of Polysaccharide 
Content in Heamophilus influenzae Type B Vaccine by HPAEC-PAD Chonlada Petthai et al

ตัวตรวจวัดสัญญาณชนิด Pulse amperometric

ตัง้ระยะเวลาการทำงานแตละรอบ 40 นาที คำนวณปริมาณ

โพลีแซคคาไรด โดยอานคาจากกราฟมาตรฐานของ 

ribitol ที่เครื่องคำนวณให นำมาแปลงคาใหเปนปริมาณ

โพลีแซคคาไรด โดยคูณดวย dilution factor และ 

conversion factor ที่มีคาเทากับ 2.42 (conversion

factor) คำนวณจากน้ำหนักโมเลกลุของ PRP repeating

units หารดวยน้ำหนักโมเลกุลของสาร ribitol(10−12)

การทดสอบความพรอมของระบบ (System Suit-

ability)

ฉดีสารมาตรฐาน PRP ท่ีระดบัความเจอืจาง 1:20 

และ 1:40 โดยระดับความเจือจางละ 3 ซ้ำ คำนวณสวน

เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ เกณฑการยอมรับตองมีสวน

เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของแตละระดับความเจือจาง

ตองไมเกินรอยละ 5 และผลวิเคราะหที่ไดตองมีปริมาณ

โพลีแซคคาไรดอยูในระหวางรอยละ 80 และ 120 ของ

ปริมาณโพลีแซคคาไรดของสารมาตรฐาน PRP ที่ใช

การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห(13,14)

ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน และชวง

คาของการวิเคราะห (Linearity and Range)

วิเคราะหสารละลายมาตรฐานสำหรับการใชงาน

ที่มีความเขมขนของสาร ribitol เทากับ 0.15, 0.75, 

1.50, 4.50, 7.50 และ 10.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ดวยเครื่อง HPAEC-PAD ความเขมขนละ 3 ซ้ำ สราง

กราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสาร ribitol และ

พ้ืนที่ใตกราฟ คำนวณสมการถดถอยเชิงเสน (Linear 

regression Equation) และคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ 

(Coefficient of Correlation; r) เกณฑการยอมรบัคา r

ตองไมนอยกวา 0.998

การทดสอบความเที่ยง (Precision)

ทำการศึกษาใน 2 หัวขอคือ 1) การทำซ้ำในวัน

เดียวกัน โดยใชตัวอยางเดียวกัน วิเคราะหจำนวน 9 ซ้ำ

ในวันเดียวกัน โดยนักวิ เคราะหคนเดียวกัน และ

2) การวิเคราะหตางวัน โดยใชตัวอยางเดียวกัน นำมา

เตรียมและวิเคราะห 6 การทดสอบตางวันกัน วิเคราะห

วันละ 3 ซ้ำ โดยนักวิเคราะหคนเดียวกัน คำนวณคาเฉลี่ย

ปริมาณโพลีแซคคาไรด สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และ

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ เกณฑการยอมรับตอง

มีสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของปริมาณโพลีแซค

คาไรดรวมไมเกินรอยละ 5 และปริมาณโพลีแซคคาไรด

อิสระไมเกินรอยละ 10 เปรียบเทียบผลการวิเคราะห

ตางวันดวยสถิติ Independent T-test ซึ่งผลการ

วิเคราะหจะตองไมแตกตางกัน

การทดสอบความแมน (Accuracy)

เติมสารละลายมาตรฐาน จำนวน 3 ความเขมขน

ที่อยูในชวงกราฟมาตรฐานลงในวัคซีนตัวอยาง วิเคราะห

ความเขมขนละ 3 ซ้ำ คำนวณรอยละการคืนกลับ เกณฑ

การยอมรับของปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมตองมีรอยละ

การคืนกลับอยูระหวางรอยละ 90 และ 110 และปริมาณ

โพลแีซคคาไรดอสิระตองมรีอยละการคนืกลบัอยูระหวาง

รอยละ 80 และ 120

การทดสอบความจำเพาะของวิธี (Specificity)

เปรยีบเทยีบ Retention Time (RT) ของพคีจาก

โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน สารควบคุมผลบวก

สำหรับใชงาน ตัวอยางสำหรับทดสอบ กับตัวอยางวัคซีน

ชนิดอ่ืน ตัวอยางสำหรับทดสอบจะตองปรากฏพีคจาก

โครมาโตแกรมที ่RT ใกลเคยีงกบัพคีจากโครมาโตแกรม

ของสารมาตรฐานและสารควบคุมผลบวกสำหรับใชงาน

การหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (Limit of 

Detection; LOD) และขีดจำกัดของการวัดเชิง

ปริมาณ (Limit of Quantitation; LOQ)

LOD คำนวณจากคาความเขมขนสารที่ใหคา

สัญญาณเปน 3 เทาของสัญญาณรบกวน และ LOQ 

คำนวณจาก ความเขมขนของสารทีใ่หคาสญัญาณเปน 10 

เทาของสัญญาณรบกวน

การทดสอบความทนของวิธี (Robustness)

ทำการศกึษาใน 3 ตวัแปร คอื 1) อายขุองสารตวัพา

2) อุณหภูมิของคอลัมน และ 3) ระยะเวลาการยอย

ดวยกรด ทำการวิเคราะหโดยใชตัวอยางเดียวกัน 

นำมาเตรยีมและวเิคราะหจำนวนตวัแปรละ 3 การทดสอบ 

ตางวัน ทำการวิเคราะหครั้งละ 3 ซ้ำ และเปรียบเทียบผล

การวิเคราะหทางสถิติ
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การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดในวัคซีนปองกัน
เชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบีโดย HPAEC-PAD  ชลดา เพ็ชรไทย และคณะ

การประเมินคาความไมแนนอนของการวัด 

(Estimation of Measurement Uncertainty)

ประเมนิคาความไมแนนอนของการตรวจวเิคราะห 

เพื่อใหเปนไปตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 

โดยคํานึงถึงแหลงความไมแนนอนทุกแหลง เม่ือรวมคา

ความไมแนนอนท้ังหมด คํานวณคาความไมแนนอนขยาย

ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

ผล

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีตรวจวิเคราะห

จากการทดสอบหาสภาวะที่ เหมาะสมของ

วิธี HPAEC-PAD ในการตรวจวิเคราะหปริมาณ

โพลีแซคคาไรดรวมและปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระ

ในวัคซีนฮิบ ไดสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห 

ดังแสดงในตารางที่ 1 

ตารางที่ 1 สภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับวิธี HPAEC-PAD ในการตรวจวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมและ 

 ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระในวัคซีนฮิบ

Parameter Setting

Column and Guard Column

Column Temperature

Detection

Gold Electrode

Reference Electrode

Elution Conditions/Eluent

Wash-Regeneration Condition/Equilibration

Autosampler Temperature

Injection Volume

Flow Rate

Run Time

Software for Data Acquisition and Processing

CarboPac MA1 

30°C

Pulsed Amperometric detection

Not disposable

AgCl

Isocratic – 580 mM NaOH

Before starting an analysis, washing with NaOH 

1M for 1h, equilibration with NaOH 580 mM for 1h

4°C

50 µL

0.4 mL/min

40 min

LabSolution

การทดสอบความพรอมของระบบเมื่อฉีดสาร

มาตรฐาน PRP ที่ระดับความเจือจาง 1:20 และ 1:40 

โดยฉีดระดับความเจือจางละ 3 ซ้ำ คำนวณสวนเบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ พบวาปริมาณโพลีแซคคาไรดของสาร

มาตรฐาน PRP ทีร่ะดบัความเจอืจาง 1:20 มคีาเฉลีย่เทากบั 

16.83 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และมีคาสวนเบี่ยงเบน

มาตรฐานสมัพทัธเทากบั 0.59 ท่ีระดบัความเจอืจาง 1:40 

มีคาเฉลี่ยเทากับ 17.98 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ

มคีาสวนเบีย่งเบนมาตรฐานสัมพัทธเทากบั 0.78 ดงัแสดง

ในตารางที่ 2 

ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน และชวงคาของ

การวิเคราะห (Linearity and Range)

ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน และ

ชวงคาของการวิเคราะห เมื่อนำคาพื้นที่ใตกราฟและ

ความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน ribitol ที่มีความ

เขมขนระหวาง 0.15 ถึง 10.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

มาสรางกราฟ จะไดกราฟที่มีความเปนเสนตรง มีคา

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธเทากับ 0.9999 โดยมีสมการ

ถดถอยเชงิเสน y = 328266 x-21075 ดังแสดงในภาพท่ี 1

การทดสอบความเปนเสนตรงดวย F-test ไดคามากกวา

คา F-critical ที ่alpha 0.05 ผลจากกราฟ Residual Plot
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Method Development and Validation for Determination of Polysaccharide 
Content in Heamophilus influenzae Type B Vaccine by HPAEC-PAD Chonlada Petthai et al

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความพรอมของระบบเมือ่วเิคราะหสารมาตรฐาน PRP ทีร่ะดบัความเจอืจาง 1:20 และ 1:40

ครั้งที่
ปริมาณโพลีแซคคาไรด (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

1:20 1:40

1

2

3

16.74

16.82

16.93

17.99

18.12

17.84

คาเฉลี่ย

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ

16.83

0.10

0.59

17.98

0.14

0.78

พบวามกีารกระจายตวัของคารอบๆ ของแกน X ดงัแสดง

ในภาพที่ 2 และกราฟ Line Fit Plot พบการเรียงตัว

ของจุดคา y ที่ตรวจวัดไดเทียบกับ predicted y มีคา

ใกลเคียงกันเปนการยืนยันใหเห็นวากราฟเปนเสนตรง

ดังแสดงในภาพที่ 3

ภาพที่ 1 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางคาพื้นที่ใตกราฟ (แกน Y) และความเขมขนของสารละลาย

 มาตรฐาน ribitol ที่มีความเขมขนระหวาง 0.15 ถึง 10.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (แกน X)

ภาพที่ 2 กราฟ Residual Plot ของการตรวจวิเคราะหสารละลายมาตรฐาน ribitol ที่มีความเขมขนระหวาง 0.15 

 ถึง 10.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
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การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดในวัคซีนปองกัน
เชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบีโดย HPAEC-PAD  ชลดา เพ็ชรไทย และคณะ

การทดสอบความเที่ยง (Precision)

การทดสอบความเท่ียง เม่ือทำซ้ำในวันเดียวกัน

ใชตัวอยางเดียวกัน วิเคราะหจำนวน 9 ซ้ำในวันเดียวกัน 

พบวาคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของปริมาณ

โพลแีซคคาไรดรวมท่ีคำนวณไดเทากบั 3.38 และ ปรมิาณ

โพลีแซคคาไรดอิสระที่คำนวณไดเทากับ 1.61 ซึ่งอยู

ในเกณฑที่ยอมรับ คือ สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ

ของปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมไมเกินรอยละ 5 และ

ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระไมเกินรอยละ 10 ดังแสดง

ในตารางที่ 3

ภาพที่ 3 กราฟ line fit plot ของการตรวจวิเคราะหสารละลายมาตรฐาน ribitol ที่มีความเขมขนระหวาง 0.15

 ถึง 10.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

ตารางที่ 3 ผลการศึกษาความเที่ยงเมื่อทำซ้ำในวันเดียวกัน ใชตัวอยางเดียวกัน วิเคราะหจำนวน 9 ซ้ำในวันเดียวกัน

ครั้งที่
ปริมาณโพลีแซคคาไรด (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวม ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระ

1

2

3

4

5

6

7

8

9

5.42

5.65

6.02

5.93

5.93

5.71

5.54

5.93

5.68

1.18

1.18

1.19

1.17

1.19

1.14

1.16

1.15

1.20

คาเฉลี่ย

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (รอยละ)

5.76

0.19

3.38

1.17

0.02

1.61
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Method Development and Validation for Determination of Polysaccharide 
Content in Heamophilus influenzae Type B Vaccine by HPAEC-PAD Chonlada Petthai et al

การทดสอบความเที่ยง เม่ือใชตัวอยางวัคซีน

เดียวกัน เตรียมตัวอยางใหมในแตละวัน ทำการวิเคราะห

ตางวนั จำนวน 6 วนั วิเคราะหวันละ 3 ซ้ำ โดยนักวิเคราะห

คนเดียวกัน พบวาคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ

ของปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมที่คำนวณไดเทากับ 4.47 

และปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระที่คำนวณไดเทากับ 

3.22 ซึ่งอยูในเกณฑที่ยอมรับคือสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธของปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมไมเกินรอยละ 5

และปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระไมเกินรอยละ 10

ดังแสดงในตารางที่ 4 

ตารางที่ 4 ผลการศึกษาความเที่ยง เมื่อใชตัวอยางวัคซีนเดียวกัน เตรียมตัวอยางใหมในแตละวัน ทำการวิเคราะห

 ตางวัน จำนวน 6 วัน วิเคราะหวันละ 3 ซ้ำ

วันที่

ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวม 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระ
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

ฉีดครั้งที่ 1 ฉีดครั้งที่ 2 ฉีดครั้งที่ 3 คาเฉลี่ย ฉีดครั้งที่ 1 ฉีดครั้งที่ 2 ฉีดครั้งที่ 3 คาเฉลี่ย

1
2
3
4
5
6

6.62
6.35
6.39
6.64
5.34
5.90

6.51
6.44
6.54
6.70
8.73
6.36

6.96
6.73
6.55
8.02
5.60
6.13

6.70
6.50
6.49
7.12
6.56
6.13

1.25
1.21
1.13
1.29
1.18
1.13

1.15
1.14
1.10
1.14
1.18
1.10

1.16
1.14
1.12
1.24
1.19
1.12

1.19
1.16
1.12
1.22
1.18
1.12

คาเฉลี่ย
สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (รอยละ)

6.58
0.29
4.47

คาเฉลี่ย
สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (รอยละ)

1.16
0.04
3.22

การทดสอบความแมน (Accuracy)

การทดสอบความแมน เมือ่เตมิสารละลายมาตรฐาน

ribitol จำนวน 3 ความเขมขนที่เติมลงในวัคซีนตัวอยาง

ที่อยูในชวงกราฟมาตรฐานลงในตัวอยาง วิเคราะห

ความเขมขนละ 3 ซ้ำ พบวาคารอยละการคืนกลับของ

ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมอยูระหวางรอยละ 93.75

และ 106.67 และคารอยละการคืนกลับของปริมาณ

โพลีแซคคาไรดอิสระอยูระหวางรอยละ 92.11 และ 

115.79 ซึง่อยูในเกณฑการยอมรบั คอื ปรมิาณโพลแีซค-

คาไรดรวมตองมีรอยละการคืนกลับอยูระหวางรอยละ 

90 และ 110 และปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระตองมี

รอยละการคนืกลบัอยูระหวางรอยละ 80 และ 120 ดงัแสดง

ในตารางที่ 5

ตารางที่ 5 รอยละการคืนกลับของการเติมสารมาตรฐาน ribitol ในตัวอยาง จำนวน 3 ความเขมขน เติมลงในวัคซีน

 ตัวอยาง

ครั้งที่

รอยละการคืนกลับของสารมาตรฐาน ribitol

ความเขมขนของ ribitol ที่เติมลงในวัคซีน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวม ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระ

0.75 4.50 7.50 0.75 4.50 7.50

1

2

3

105.41

100.00

93.75

100.00

99.11

96.89

98.14

106.67

98.94

115.79

92.11

94.59

94.67

97.78

97.78

111.17

101.87

97.07
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การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดในวัคซีนปองกัน
เชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบีโดย HPAEC-PAD  ชลดา เพ็ชรไทย และคณะ

การทดสอบความจำเพาะของวิธี (Specificity)

การทดสอบความจำเพาะของวิธี แสดงใหเห็น

จาก Retention Time (RT) ของพีคจากโครมาโต

แกรม โดยสารละลาย blank และตัวอยางวัคซีนชนิดอื่น

ไมปรากฏพีครบกวนการวิเคราะห สวนตัวอยางสำหรับ

ทดสอบ ปรากฏพีคที่ RT ใกลเคียงกับพีคสารมาตรฐาน 

ribitol และสารควบคุมผลบวกสำหรับใชงาน ดังแสดง

ในภาพที่ 4

ภาพที่ 4 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน สารควบคุมผลลบ สารควบคุมผลบวก ตัวอยางสำหรับทดสอบกับ

 ตัวอยางวัคซีนชนิดอื่น  (1) NaCl (2) สารมาตรฐาน ribitol (3) สารละลาย blank (negative control) 

 (4) positive control (CP) (5) โพลีแซคคาไรดรวม (ตัวอยางสำหรับทดสอบ) และ (6) ตัวอยาง

 วัคซีนชนิดอื่น 

การหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) และ

ขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ)

ขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) อยูที่ระดับ 

0.02 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร และขดีจำกดัของการวดัเชงิ

ปรมิาณ (LOQ) อยูท่ีระดบั 0.05 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร 

ซึ่งคำนวณจากคาความเขมขนสารท่ีใหคาสัญญาณเปน 

3 และ 10 เทาของสัญญาณรบกวนของกราฟมาตรฐาน 

จำนวน 6 คร้ัง ดังแสดงในตารางที่ 6 แตจากตารางจะ

เห็นวาคาขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณท่ีคำนวณไดมี

คาเทากบั 0.05 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร ซึง่ตำ่กวาปรมิาณ

ความเขมขนตำ่สดุของสารมาตรฐานคอื 0.15 ไมโครกรมั

ตอมิลลิลิตร ดังนั้นจึงกำหนดคาขีดจำกัดของการวัดเชิง

ปริมาณที่ 0.15 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งเปนคาความ

เขมขนต่ำสุดของสารมาตรฐาน

การทดสอบความทนของวิธี (Robustness)

การทดสอบความทนของวิธี เมื่อเปลี่ยนอายุ

ของสารตัวพาที่เตรียมไวอายุ 0, 7 และ 14 วัน ทำการ

วิเคราะหตัวอยาง จำนวน 3 ซ้ำ พบวาปริมาณโพลีแซค-

คาไรดรวมมีคาเฉลี่ย 6.45, 6.64 และ 6.72 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ตามลำดับ และปริมาณโพลีแซคคาไรด

อิสระมีคาเฉล่ีย 1.29, 1.29 และ 1.26 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 7
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เปรยีบเทยีบผลการวิเคราะหดวยสถติ ิOne-way

ANOVA พบวาปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมมีคา Sig 

เทากับ 0.862 และปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระมีคา Sig 

เทากับ 0.838 ซึ่งมากกวา 0.05 แสดงวาผลการทดสอบ

ที่ตรวจโดยใชสารตัวพาที่เตรียมไวอายุ 0, 7 และ 14 วัน

ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติที่

ระดับ 0.05 

การทดสอบความทนของวิธี เมื่อเปล่ียนอุณหภูมิ

ของคอลัมนจากเดิม 30 องศาเซลเซียส เปน 25 องศา

เซลเซียส ทำการวิเคราะหตัวอยาง จำนวน 3 ซ้ำ พบวา

ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมมีคาเฉลี่ย 6.45 และ 6.19

ไมโครกรมัตอมลิลลิติร ตามลำดบั และปรมิาณโพลแีซค-

คาไรดอิสระมีคาเฉลี่ย 1.29 และ 1.39 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 8

ตารางที่ 6 แสดงคา LOD และ LOQ ที่คำนวณจากคาความเขมขนสารที่ใหคาสัญญาณ (S/N) เปน 3 และ 10

  เทาของสัญญาณรบกวนของกราฟมาตรฐาน

ครั้งที่
LOD

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

LOQ

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

1

2

3

4

5

6

0.01

0.01

0.01

0.02

0.02

0.02

0.04

0.04

0.05

0.05

0.05

0.05

คาเฉลี่ย 0.02 0.05

ตารางที่ 7 ผลการศึกษาความทนของวิธีวิเคราะห เมื่อเปลี่ยนอายุของสารตัวพาที่เตรียมไวอายุ 0, 7 และ 14 วัน

ครั้งที่
ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวม ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระ

Day 0 Day 7 Day 14 Day 0 Day 7 Day 14

1

2

3

6.37

6.52

6.46

6.38

6.49

7.04

6.57

7.77

5.81

1.29

1.31

1.28

1.27

1.23

1.36

1.19

1.24

1.36

คาเฉลี่ย 6.45 6.64 6.72 1.29 1.29 1.26

ตารางที่ 8  ผลการศึกษาความทนของวิธีวิเคราะห เมื่อเปล่ียนอุณหภูมิของคอลัมนจากเดิม 30 องศาเซลเซียส เปน
 25 องศาเซลเซียส

ครั้งที่
ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวม ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระ

30 องศาเซลเซียส 25 องศาเซลเซียส 30 องศาเซลเซียส 25 องศาเซลเซียส

1

2

3

6.37

6.52

6.46

5.97

6.16

6.45

1.29

1.31

1.28

1.39

1.36

1.42

คาเฉลี่ย 6.45 6.19 1.29 1.39
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การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดในวัคซีนปองกัน
เชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบีโดย HPAEC-PAD  ชลดา เพ็ชรไทย และคณะ

เปรยีบเทียบผลการวิเคราะหดวยสถติ ิIndepen-

dent Sample T-test พบวาปรมิาณโพลีแซคคาไรดรวม

มีคา Sig เทากับ 0.154 ซึ่งมากกวา 0.05 แสดงวาไมมี

ความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 

แตปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระมีคา Sig เทากับ 0.008 

ซึ่งนอยกวา 0.05 แสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัย

สำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05

การทดสอบความทนของวธิ ีเมือ่เปลีย่นระยะเวลา

การยอยดวยกรดจากเดิม 2 ช่ัวโมง เปน 1.30 ชั่วโมง 

ทำการวิเคราะหตัวอยาง จำนวน 3 ซ้ำ พบวาปริมาณ

โพลแีซคคาไรดรวมมคีาเฉลีย่ 6.45 และ 3.54 ไมโครกรมั

ตอมิลลิลิตร ตามลำดับ และปริมาณโพลีแซคคาไรด

อิสระมีคาเฉลี่ย 1.29 และ 1.27 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 9

ตารางที่ 9  ผลการศึกษาความทนของวิธีวิเคราะห เมื่อเปลี่ยนระยะเวลาการยอยดวยกรดจากเดิม 2 ช่ัวโมง เปน

 1.30 ชั่วโมง

ครั้งที่
ปริมาณโพลีแซคคาไรดรวม ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระ

2 ชั่วโมง 1.30 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง 1.30 ชั่วโมง

1

2

3

6.37

6.52

6.46

3.71

3.51

3.40

1.29

1.31

1.28

1.26

1.30

1.24

คาเฉลี่ย 6.45 3.54 1.29 1.27

เปรยีบเทียบผลการวิเคราะหดวยสถติ ิIndepen-

dent Sample T-test พบวาปริมาณโพลีแซคคาไรด

รวมมีคา Sig เทากับ 0.000 ซึ่งนอยกวา 0.05 แสดงวามี

ความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 

แตปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระมีคา Sig เทากับ 0.248 

ซึ่งมากกวา 0.05 แสดงวาไมมีความแตกตางกันอยาง

มีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05

การประเมนิคาความไมแนนอนของการวดั (Estima-

tion of Measurement Uncertainty)

การประมาณคาความไมแนนอนของการตรวจ

วเิคราะห แสดงใหเหน็ถงึสายโซการสอบกลบัไดของการวัด

โดยพิจารณาแหลงความไมแนนอนที่จะมีผลกระทบ

ตอการตรวจวิเคราะห ไดแก ความไมแนนอนจาก

ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน การสอบเทียบเคร่ืองมือ 

ความเขมขนของตัวอยางที่อานไดจากกราฟมาตรฐาน 

ความเท่ียงของวิธีเมื่อทำซ้ำ และคารอยละการคืนกลับ

ของการทดสอบความถูกตองของวธิ ีนำมาคำนวณคาความ

ไมแนนอนรวม (Combined Uncertainty; uc) และ

คาความไมแนนอนขยาย (Expanded Uncertainty; U)

ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใชคา Coverage

Factor (k) เทากับ 2 ไดคา U ของปรมิาณโพลแีซคคาไรด

รวมเทากับ 2.99 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ U ของ

ปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระเทากับ 0.25 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ดังแสดงในภาพที่ 5 และ 6
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ภาพที่ 5 องคประกอบแหลงความไมแนนอนของการตรวจวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดรวมที่ตรวจโดยวิธี

  HPAEC-PAD

ภาพที่ 6 องคประกอบแหลงความไมแนนอนของการตรวจวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระที่ตรวจโดยวิธี

 HPAEC-PAD

หมายเหตุ: Recovery  = คารอยละการคืนกลับของการทดสอบความถูกตองของวิธี

 RSD = ความเที่ยงของวิธีเมื่อทำซ้ำ

 Vs = ปริมาตรของตัวอยาง

 Cx = ความเขมขนของสารมาตรฐาน

 Co = ความเขมขนของตัวอยางที่อานไดจากกราฟมาตรฐาน

 PRP =  ความเขมขนของตัวอยางที่รายงาน
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การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดในวัคซีนปองกัน
เชื้อฮีโมฟลุส อินฟลูเอนเซ ชนิดบีโดย HPAEC-PAD  ชลดา เพ็ชรไทย และคณะ

วิจารณ

การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธี 

HPAEC-PAD ในการตรวจวิเคราะหปรมิาณโพลแีซค-

คาไรดรวมและปริมาณโพลีแซคคาไรดอิสระในวัคซีนฮิบ

เพ่ือนำมาใชเปนวิธีวิเคราะหของหองปฏิบัติการควบคุม

คุณภาพ สถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย 

สำหรับตรวจสอบคุณภาพวัคซีนท่ีมี วัคซีนฮิบเปน

สวนประกอบ ผลการทดสอบความถูกตองของวิธี พบวา

เปนไปตามเกณฑที่กำหนด แสดงวาวิธีมีความเหมาะสม

ถูกตอง แมนยำ และเชื่อถือได นอกจากนี้ไดทำการ

ทดสอบความคงทนของวิธ ีจำนวน 3 ตวัแปร ประกอบดวย

อายุของสารตัวพา อุณหภูมิของคอลัมน และระยะเวลา

การยอยดวยกรด เพ่ือบงชี้วาเม่ือทั้ง 3 ตัวแปร มีการ

เปลี่ยนแปลงไปจะสงผลตอการตรวจวิเคราะหหรือไม

จากผลการทดสอบพบวาระยะเวลาการยอยดวยกรด

และอุณหภูมิคอลัมนมีผลตอการวิเคราะห แสดงวาทั้ง 2 

ตัวแปรเปนจุดวิกฤติของวิธี ผูทำการวิเคราะหตองใสใจ 

ระมัดระวังและควบคุมการตรวจวิเคราะหอยางใกลชิด 

เนือ่งจากระยะเวลาการยอยดวยกรดมีผลตอการสลายสาย

โพลีแซคคาไรดของเชื้อ Haemophilus influenzae 

type b ซึง่มคีณุสมบตัเิปนแอนตเิจนของวคัซนีใหแยกสวน 

ribitol ที่อยูในสายโพลีแซคคาไรดใหเปนอิสระกอน

ที่จะนำมาผานคอลัมนเพื่อตรวจวัด หากใชระยะเวลา

ไมเหมาะสมจะทำใหพีคของโครมาโตแกรมที่แสดงออก

มาไมปรากฏเปนพีคเดี่ยว ทำใหไมสามารถคำนวณพีค

ของตัวอยางเทียบกับพีคของสารมาตรฐานได นอกจากนี้

เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิคอลัมน จะทำใหผลการ

วิเคราะหเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม เนื่องจากอุณหภูมิ

คอลัมนมีผลตอประสิทธิภาพในการแยกสาร ซึ่งจะทำให

การแยกสารไม มีความเสถียรและสม่ำเสมอ เมื่อ

เปรียบเทียบวิธี HPAEC-PAD ท่ีทำการพัฒนานี้กับ

วิธีตรวจปริมาณโพลีแซกคาไรดในวัคซีนฮิบวิธีอ่ืน เชน 

การตรวจหาปริมาณ ribose ดวย Bial’s reaction หรือ 

orcinol test(15) หรอืตรวจปรมิาณฟอสฟอรสัดวย Chen 

method(16) แลวคำนวณเปนปริมาณโพลีแซคคาไรด

ซึ่งเปนวิธีตรวจทางเคมีที่เคยใชทดสอบกับวัคซีนฮิบ

ในอดีต พบวาวิธีดังกลาวมักไดคาท่ีเบี่ยงเบนสูงแม

ทำการวิเคราะหในตัวอยางเดียวกันและไมสามารถตรวจ

กบัวคัซนีทีอ่ยูในรปูวคัซนีรวมได ในขณะทีว่ธิ ีHPAEC-

PAD ใหผลวิเคราะหที่มีความแมนยำ ถูกตองสูงกวา 

สามารถใชกับวัคซีนที่เปนวัคซีนรวมไดดี(11,12,17) สำหรับ

เทคนิคการตรวจแบบ ELISA มีขอดี คือ ความจำเพาะ

ของการจับระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีสามารถ

ลดการรบกวนจากสารผสมอื่น แตวิธี ELISA ยังมีขอ

จำกัด เนื่องจากตองใชสารแอนติเจนและแอนติบอดี

หลากหลายที่จำเพาะกับวัคซีนแตละบริษัท(17) ดังนั้นวิธี 

HPAEC-PAD ท่ีพฒันาขึน้ และไดทดสอบความถกูตอง

ของวิธีแลว จึงตอบโจทยการนำไปใชไดดี นอกจาก

ใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรดของ

วัคซีนฮิบแลว ยังสามารถนำไปเปนแนวทางปรับใช

การพัฒนาวิธีตรวจหาปริมาณโพลีแซคคาไรดในวัคซีน

โพลีแซคคาไรดชนิดอื่นเพื่อการควบคุมคุณภาพ เชน 

วัคซีนไขไทฟอยด(18) วัคซีนปองกันโรคไขกาฬหลังแอน

ได(19–21) จึงเปนการเพิ่มศักยภาพของหองปฏิบัติการ

สถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย ในการ

คุมครองผูบริโภคดานวัคซีนใหมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น 

อยางไรก็ตาม ยังมีขอจำกัดเกี่ยวกับตัวอยาง คือ หลังจาก

พัฒนาวิธีแลวเสร็จ ยังไมมีตัวอยางวัคซีนจริง สงตรวจ

วิเคราะห ดังนั้นจึงจะรวบรวมตัวอยาง เพื่อนำมาตรวจ

วิเคราะหตอไป หากไดผลตามเกณฑจะไดกำหนด

เปนวิธีมาตรฐานของหองปฏิบัติการนี้ตอไป

สรุป

สภาวะที่ระบุในงานวิจัยครั้งนี้มีความเหมาะสม 

และผลการทดสอบความถูกตองของวิธี HPAEC-PAD 

ในการตรวจวเิคราะหปรมิาณโพลแีซคคาไรดในวคัซีนฮบิ

พบวาอยูในเกณฑมาตรฐานในทุกหัวขอ แสดงวาวิธี 

HPAEC-PAD มคีวามเหมาะสม ถูกตอง แมนยำ เช่ือถอืได

ทั้งนี้วิธีที่พัฒนาในครั้งนี้ไดเปดใหบริการตั้งแตเดือน

พฤศจิกายน พ.ศ. 2566(22) เพื่อจะทำใหผูบริโภคไดรับ

วัคซีนที่มีฮิบเปนสวนประกอบที่มีคุณภาพ เปนไปตาม

มาตรฐานผลติภัณฑและมาตรฐานสากลในการปองกันโรค

ได และวิธีนี้สามารถพัฒนาตอยอดในการตรวจวิเคราะห

ปริมาณโพลีแซคคาไรดของวัคซีนโพลีแซคคาไรดชนิด

อื่นตอไปได 
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Apichai Supasansatorn, and Supaporn Phumiamorn
Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

Method Development and Validation 
for Determination of Total and Free 

Polysaccharide Content in Heamophilus 
infl uenzae Type B Vaccine by HPAEC-PAD

ABSTRACT The Haemophilus influenzae type b (Hib) vaccine is used to prevent meningitis and
pneumonia in young children. It is produced from the polysaccharide component of Haemophilus influenzae 
type b. In the quality control of the Hib vaccine, determining the total and free polysaccharide contents 
is a crucial parameter, and the World Health Organization (WHO) recommends using the HPAEC-PAD 
method for analysis due to its accuracy and precision, which is well-suited for detecting polysaccharides. 
This study, the method involved using an anion exchange column with a column temperature of 30°C,
a mobile phase of 580 mM NaOH, a flow rate of 0.4 mL/min, and an injection volume of 50 µL. Detection
was performed using a PAD detector. The results showed that the standard curve was linear in the
concentration range from 0.15 to 10.50 µg/mL, with a correlation coefficient of 0.9999. The precision on 
the same day showed the relative standard deviations for total and free polysaccharide contents of 3.38% 
and 1.61%, respectively, while intermediate precision showed the relative standard deviations of 4.47% 
and 3.22%, respectively. The method was accurate, with the recovery of standard substances added to 
the DTP-HB-Hib combined vaccine ranging between 96.74% and 103.37%. The method demonstrated 
specificity and capability of analyzing polysaccharide content in the vaccine from 0.15 µg/mL. Additionally,
column temperature and acid hydrolysis duration were found to affect the analysis. In conclusion, this 
method can be used as an analytical method in the laboratory of the Institute of Biological Products, 
Department of Medical Sciences, Thailand for the Hib vaccine quality control purposes.

Keywords: The Haemophilus influenzae type b vaccine, Polysaccharide content, HPAEC-PAD, Method 
 validation
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Efficiency of an Ultrasonic Device 
in Eliminating Aedes aegypti Larvae and 

Pupae under Laboratory Conditions

ABSTRACT Aedes aegypti mosquitoes, which are responsible for mosquito-borne diseases, cause 
a major public health challenge in Thailand. The Office of Disease Prevention and Control Region 9, 
Nakhon Ratchasima, in collaboration with Suranaree University of Technology, Thailand developed an 
ultrasonic wave generator named “SONiC BOOM” for mosquito management. This study aimed to evaluate 
the effectiveness of this device in controlling mosquito larvae and pupae under laboratory-controlled 
conditions. Mosquito larvae (n = 50) and pupae (n = 50) were tested in 20-liter containers in an 
entomological laboratory. The study included control and test groups exposed to 40 KHz ultrasonic waves 
for 3 seconds at five different points in the water. Percent mortality was recorded at 5 min and 24 hr 
post-exposure, and statistical analysis evaluated for significant differences. The results indicated that 
larval mortality was not different between 5 min and 24 hr post-exposure. The pupal stage showed a 
substantial difference in mortality between these time points. There was a significant difference in 
mortality (p < 0.05) between the group exposed to ultrasonic waves and the control group. Initial 
mortalities after 5 min exposure were 96.0% for larvae and 64.0% for pupae. After 24 hr, mortalities 
increased to 97.6% for larvae and 100% for pupae. Ultrasonic waves caused rupture of mosquito larvae and 
pupae’s tissues or internal organs, leading to their death. Thus, “SONiC BOOM” is an efficient alternative 
tool for controlling mosquito larvae and pupae without chemicals, having minimal environmental impact. 
The device can be further developed and used in areas affected by future disease outbreaks.

Keywords: Aedes mosquito, Larva and pupa elimination, Ultrasonic 
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Introduction

Mosquito-borne diseases, especially those 

transmitted by Aedes aegypti mosquitoes such 

as dengue hemorrhagic fever (DHF), Zika, 

and chikungunya, pose a severe threat to 

global health. These diseases infect hundreds of 

millions of populations annually, placing 

immense pressure on healthcare systems, 

particularly in tropical and subtropical regions. 

Factors like rapid urbanization and climate 

change are expanding the habitat of Ae. aegypti, 

facilitating the spread of these viruses. The 

absence of effective vaccines for these diseases 

intensifies their impacts, emphasizing the urgent

need for improved vector control measures 

and strengthened public health strategies.(1) 

In Thailand, Ae. aegypti mosquitoes are the

primary vectors responsible for dengue, Zika, 

and chikungunya diseases. The high prevalence 

of these diseases poses a significant public health 

challenge, particularly during the rainy season 

when mosquito populations surge. Controlling 

mosquito breeding sites is crucial, but insecticide

resistance complicates eradication efforts.(2)

Although chemical pesticides are frequently 

employed to control mosquito populations, 

they pose risks to human health, non-target 

organisms, and the environment. Widespread 

use of chemicals can also lead to contamination

of water sources and soil, affecting local

ecosystems or the environment and potentially

harming beneficial species.(3) Additionally, 

these uses have accelerated the development of 

pesticide resistance, reducing the long-term 

effectiveness of these chemicals. This resistance 

makes outbreaks harder to manage. As a result, 

there is a growing need to explore alternative

methods, such as biological control and

community-based strategies, to achieve

sustainable mosquito management.(4) To address

these challenges, incorporating other safer 

technologies into the management of mosquito 

larvae and adults presents alternatives that 

reduce environmental and health risks. Moreover,

the technologies not only minimize ecological 

impact but also engage communities in proactive 

mosquito control efforts, fostering a collaborative

approach to public health.(5) Until now, few studies

have investigated the larvicidal effectiveness of 

ultrasonic devices versus larvae of mosquitoes.

Nowadays, the Larvasonic™ Field Arm Mobile

Wetlands Unit and SD-Mini are efficient against 

mosquitoes in the genus Culex, according

to research conducted in the USA.(6) Additionally,

the Larvasonic SD-Mini Acoustic Larvicide

device proved successful in controlling  immature

Ae. aegypti in various volumes typical of

peri-domestic water containers.(7) Mosquito-

borne diseases remain significant public 

health concerns in Thailand, augmenting

a large number of deaths annually. DHF is

particularly severe, impacting approximately 

100,000  individuals in Thailand every 2 to 

3 years.(8) The seasonal and geographical

patterns of mosquito-borne illnesses underscore 

the need for sustained vector control efforts 

and enhanced public health infrastructure.

Furthermore, climate change influences mosquito

behavior and disease transmission dynamics,

necessitating adaptive strategies to mitigate

future risks effectively. The utilization of 

the Perseus ultrasonic device in Thailand

demonstrates a promising approach to controlling

mosquito larvae and pupae, specifically targeting

Ae. aegypti and Culex quinquefasciatus (a vector

for filariasis).(8) With the rapid spread of 
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mosquito-borne diseases and rising resistance 

to traditional chemical pesticides, there is an 

urgent need for innovative alternatives.(9,10) 

Effective vector control can drastically reduce 

transmission rates, lowering disease burden 

in affected regions. Hence, the objective of this 

research is to evaluate the effectiveness of the 

ultrasonic wave generator “SONiC BOOM”

in controlling mosquito larvae and pupae under 

laboratory-controlled conditions.

Materials and Methods

Mosquito rearing

Ae. aegypti immature stages were 

produced by hatching mosquito eggs at 

the Entomological Laboratory (ISO/IEC

17025:2017), the Center for Vector-Borne Disease

Control 9.2 in Buri Ram, Office of Disease

Prevention and Control Region 9 Nakhon

Ratchasima, Department of Disease Control,

Thailand. Eggs of Ae. aegypti, sourced from

Department of Medical Sciences,Thailand, 

were placed in 1 liter of chlorine-free

water in a plastic tray (18 cm length × 13 cm 

width × 4 cm depth) and incubated for

approximately 24 hr. The larvae of mosquitoes

were reared at a temperature of 27±2°C 

with over 40% relative humidity and a 12:12 

light-dark cycle. After hatching, the larvae

were fed daily with finely powdered pig feed 

until they developed into fully grown larvae 

(larval stages 3–4), typically within 7–9 days, 

at which point they entered the pupal stage. 

Both larvae and pupae used in this study were 

of a susceptible strain to chemical insecticides 

that were reared in the laboratory for over five 

generations.

Guppy fish 

Adult guppy fish (Poecilia reticulata) 

which is one of the non-target aquatic organisms

were collected and selected from ponds near 

the Entomological Laboratory. The adult guppies

were also evaluated for any adverse effects 

resulting from exposure to ultrasonic waves.

Ultrasonic wave generator

The SONiC BOOM device was developed 

by Center of Excellence in Electromagnetic 

Wave, Suranaree University of Technology, 

Thailand, in collaboration with Office of Disease

Prevention and Control Region 9 Nakhon

Ratchasima, Department of Disease Control, 

as an ultrasonic tool to eliminate immature 

mosquito stages in water under laboratory-

controlled conditions. An ultrasonic transducer

device called SONiC BOOM operates at a 

frequency of 40 KHz and outputs 100 W using

piezoceramic transducer elements. The 

specifications of this device include input

DC12.6V, 3A, power 100W, frequency 40KHz, 

battery Li-ion 12V, 15Ah, and power switch, with 

a size of 15.4 cm length × 10.3 cm width × 20.3 cm

height and weighing approximately 3 kg. 

A 7-cm-diameter, 6.3-cm-long ultrasonic

transducer probe is connected via a 2-meter 

cable to the control unit, which includes a 

control button (Figure 1). Press the button to 

activate the transmission of a 40 KHz frequency 

signal to the transducer probe, which generates 

fine bubbles in the water.

Effectiveness of ultrasonic treatment 

under controlled laboratory conditions

Experiments were conducted in earthen 

jars at the Entomological Laboratory. Each jar 
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of 30 cm diameter, containing 20 liters of water 

at a height of 22.5 cm, was added 50 larvae and 

50 pupae of Ae. aegypti. The SONiC BOOM 

transducer probe was submerged under water 

and operated within a 10–15 cm range around 

the larvae and pupae. The probe was activated 

for 3 seconds per area and repeated 5 times to 

ensure water surface coverage. The mortality 

of larvae and pupae was observed at the 5 min 

and 24 hr time points post-exposure. Control 

groups, consisting of larvae (n = 50) and pupae 

(n = 50) not exposed to ultrasonic waves, were 

included for comparison in each experiment. 

Each experiment was independently replicated 

three times using new batches of larvae and 

pupae, and each repeat was conducted at the 

same time of the day. Dead larvae and pupae 

were examined under a stereo microscope

(C-LEDS, Nikon, China) to confirm rupture of 

the exoskeleton. The experiment was conducted 

for approximately two months. Additionally, 50 

guppy fish (P. reticulata), were tested under 

similar conditions of exposure and timing as 

Ae. aegypti groups. 

Statistical analysis

Mortality data were analyzed using 

descriptive statistics, including mean and 

standard deviation, with GraphPad Prism 

software version 8. Mortality percentages were 

examined through one-way analysis of variance 

(ANOVA). To compare the mean mortalities 

among various mosquito groups, a post-hoc 

analysis using Duncan’s multiple range test was 

conducted. Additionally, t-tests were utilized 

to compare mean mortalities across different 

treatment periods. A p-value of less than 0.05 

was considered statistically significant for all 

comparisons.

Results

Results of the SONiC BOOM treatment 

are shown in Table 1, presenting the percent 

mortality of dead Ae. aegypti mosquitoes with 

the ultrasonic wave set to 40 KHz and positioned 

10–15 cm from the probe. Within five minutes 

of exposure, the ultrasonic wave achieved 

96.0% mortality in larvae and 64.0% in pupae.

Figure 1 The ultrasonic wave generator named “SONiC BOOM”
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No. 
of 

Replica-
tion

Percent mortality of Ae. aegypti and guppy fish
after exposure to SONiC BOOM

5 minutes 24 hours

larvae pupae Guppy fish larvae pupae Guppy fish

1
2
3

92
100
96

94
96
90

100
 96
100

100
30
54

86
68
36

90
56
56

0
0
0

0
0
0

0
0
0

84
98
100

100
98
100

100
98
100

100
100
100

100
100
100

100
100
100

0
2
6

0
0
4

0
4
4

Table 1 Percent mortality of Ae. aegypti larvae and pupae and guppy fish after exposure to 

 SONiC BOOM for 5 min and 24 hr.

By 24 hr post-exposure, mortality increased 

to 97.6% in larvae and reached 100% in pupae.

No significant difference in larval mortality 

was observed between the 5 min and 24 hr time

points, whereas pupal mortality showed a

significant increase (p < 0.01). Percent mortality 

was also assessed in guppy fish (P. reticulata), 

with no significant difference between the 5 min 

and 24 hr post-exposure periods (Figure 2). 

At 5 min post-exposure, there was a

significant difference in larval percent mortality 

between the control group (non-exposure) and 

the treated group (p < 0.0001). Additionally, the 

percent mortality of pupae showed a significant 

difference between the control group and the 

treated group (p < 0.01) (Figure 3).

At 24 hr post-exposure, there was a

significant difference in larval percent mortality 

between the control group and the treated group 

(p < 0.001). Additionally, the percent mortality 

of pupae showed a significant difference between

the control group and the treated group

(p < 0.0001) (Figure 4).

No mortality was observed in the control 

group of mosquito larvae, as they were not 

treated. The immature Ae. aegypti mosquitoes 

killed with SONiC BOOM treatment were 

shown in Figure 5. The mortality of fourth 

instar larvae caused by the SONiC BOOM device 

was likely attributed to high-frequency sound 

energy transmitted through the water. This 

ultrasonic wave caused ruptures in the tissues

or internal organs of the mosquito larvae, 

resulting in significant damage and death, as 

observed under a stereo microscope (C-LEDS, 

Nikon, China). However, tissue ruptures were not

observed in the pupae. The pupae were unable

to move and develop into adult mosquitoes.

 Discussion

In this study, we evaluated the ef-

fectiveness of the device of SONiC BOOM in 

eliminating mosquito larvae and pupae under 

entomological laboratory-controlled conditions.

The mosquitoes used in this study were a 

susceptible strain of Ae. aegypti, specifically 

reared in the laboratory for over five generations 

to ensure consistent susceptibility to chemical 

insecticides as the baseline mosquitoes. Rearing

conditions included regulated temperature, 

humidity, and a consistent light-dark cycle, 

which supported standardized development 

stages and minimized external variability 

across experimental repeats. In our study, 

the SONiC BOOM effectively killed immature 

stages of Ae. aegypti mosquitoes of larvae and 
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Figure 2 Average percent mortality (±SD) of Ae. aegypti larvae and pupae and guppy

 fish between 5 min and 24 hr post-exposure to SONiC BOOM

Figure 3 Average percent mortality (±SD) of Ae. aegypti larvae and pupae and guppy fish at 

 5 min post-exposure compared to their respective controls (non-exposure).
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Figure 4 Average percent mortality (±SD) of Ae. aegypti larvae and pupae and guppy fish at 

 24 hr post-exposure compared to their respective controls (non-exposure).

Figure 5 Immature Ae. aegypti mosquitoes without (A and F) and with (B, C, D, and G) SONiC 

 BOOM treatment. (A–D: IV instar larvae; F–G: pupae; scale bars = 1 mm).



52 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 1 มกราคม  - มีนาคม 2568

Ultrasonic Device for Aedes aegypti Elimination Anupong Sukjai et al.

pupae. The observed mortality in Ae. aegypti 

larvae exposed to the device is likely due to 

the transmission of high-frequency sound 

energy into the water(11), with morphological

analyses, it caused ruptures in the dorsal 

tracheal trunk of the larvae and damaged 

the internal organs of mosquito pupae leading 

to severe tissue damage and eventual death.

The results strongly supported our hypothesis 

that the acoustic energy generated by the trans-

ducer underwater effectively caused fractures 

in the tracheal trunks of this mosquito species. 

This phenomenon results in the rupturing of the 

dorsal tracheal trunk in young mosquito instars, 

causing significant tissue damage and eventual 

death.(11) In principle, the internal organs of 

mosquito larvae and pupae including a small 

air bladder can emit sound resonance, especially

when underwater bubbles are present. Therefore,

studying to further understand the resonance 

characteristics could aid in developing novel 

pest control strategies that leverage acoustic 

waves. Exposure to specific ultrasonic frequencies 

induces embolism, resulting in the destruction of 

surrounding tissues and effectively eliminating 

mosquito larvae and pupae.(8)

In this study, the device was demonstrated 

to kill both larvae and pupae within a brief 5 min 

timeframe when utilized at a proximity of 10–15 

cm. Tawatsin and colleagues(8) reported that 

the optimal distance and exposure time for the 

ultrasonic transducer probe (operating between 

18–36 KHz) were 5–10 cm and 60 seconds.

It also showed 100% mortality of mosquito 

larvae and pupae, with no adverse effects 

observed in guppy fish (P. reticulata), which 

is an organism utilized in biological control 

targeting Ae. aegypti and other mosquito 

species.

Effective operation of the ultrasonic

transducer requires precise positioning

towards targeted larvae and pupae within water 

containers, therefore, it needs to focus on 

adjusting for optimal performance. However, 

the device exhibits certain limitations, such 

as the unidirectional release of waves from 

the transducer probe, following a straight line 

without radial dispersion. Another constraint 

is the limited exposure duration of the control 

button, lasting only 3–5 seconds. This led to 

a significant limitation as prolonged exposure 

times indicated increased cumulative effects, 

influencing control efficiency.(11) Remarkably,

this device offers a pesticide-free finding 

ideal for use in household water containers or 

portable water storage. Moreover, since it is a 

chemical-free method, it may exhibit efficacy 

against mosquito larvae and pupae resistant 

to traditional insecticides. This is particularly 

important because populations of both

Ae. aegypti and Ae. albopictus in many parts 

of Thailand have developed widespread 

resistance to several insecticides, especially 

those in the pyrethroid category.(12,13) This 

kind of device may be superior to larvicides or 

thermal fogging with adulticides which 

decreases both water and air pollution.

The results indicate that ultrasonic wave

devices could be a practical alternative 

technology for mosquito management.

Conclusively, the findings highlight

the potential of ultrasonic treatment as a

non-chemical method for mosquito control, 

offering environmentally friendly. Further 

studies are needed to optimize parameters 

such as frequency and intensity to enhance 

efficacy across diverse mosquito populations and 

environmental conditions.
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Conclusion

This research presented the primary 

findings obtained from utilizing an ultrasonic 

sound-based device against Ae. aegypti larvae 

and pupae. The SONiC BOOM ultrasonic device 

demonstrated high effectiveness in eliminating 

Ae. aegypti larvae and pupae under laboratory-

controlled conditions. The findings showed that 

ultrasonic waves caused significant damage 

to the tissues or internal organs of mosquito 

larvae and pupae, leading to their death. 

Within five minutes of treatment with the 

SONiC BOOM device, the percent mortality 

of larvae and pupae reached 96.0% and 64.0%,

respectively, increasing to 97.6% and 100% at 24 hr

post-treatment. Based on these experiments, 

the SONiC BOOM device could be a potential

practical tool for managing mosquito populations.

Moreover, the device could be developed for use in 

public health interventions and epidemiological

areas.
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อนุพงศ สุขใจ1 วรรณภา ทองโม1 กรณทอง เวียงแกว1 วศิน เทพเนาว1 ฉัตรสุดา ลัดสูงเนิน1

ชาญชัย ทองโสภา2 และ ทวีชัย วิษณุโยธิน1

1สำนักงานปองกันควบคุมโรคที่ 9 นครราชสีมา กรมควบคุมโรค อำเภอเมือง นครราชสีมา 30000
2สาขาวิชาวิศวกรรมอิเล็กทรอนิกส สำนักวิชาวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี นครราชสีมา 30000

ประสิทธิภาพของเครื่องอัลตราโซนิคในการกําจัด
ลูกน้ําและตัวโมงยุงลายบาน (Aedes aegypti)

ในหองปฏิบัติการ

บทคดัยอ ยงุลายบาน (Aedes aegypti) เปนพาหะนําโรคทีเ่ปนปญหาสาธารณสขุทีส่าํคญัของประเทศไทย สาํนักงานปองกนั
ควบคุมโรคที่ 9 จังหวัดนครราชสีมา รวมกับมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ไดพัฒนาเครื่องกําเนิดอัลตราโซนิค ชื่อ “SONiC 
BOOM” เพื่อจัดการลูกน้ําและตัวโมงของยุง การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณในการควบคุม
ลูกน้ําและตัวโมงของยุงภายในหองปฏิบัติการ โดยใชลูกนํ้ายุง จํานวน 50 ตัว และตัวโมง จํานวน 50 ตัว ทดสอบในโองดิน 
ขนาด 20 ลติร ในหองปฏบิัตกิารทางกฏีวทิยา แบงเปน 2 กลุม ไดแก กลุมควบคมุและกลุมทดลองทีไ่ดรบัอลัตราโซนคิทีค่วามถี ่
40 กิโลเฮิรตซ ปลอยคลื่นในบริเวณน้ํา จํานวน 5 จุดๆ ละ 3 วินาที บันทึกเปอรเซ็นตการตายหลังจากปลอยคลื่นไปแลว 5 นาที
และ 24 ชั่วโมง วิเคราะหความแตกตางทางสถิติ ผลการศึกษาพบวาเปอรเซ็นตการตายของลูกน้ําในระยะเวลา 5 นาที และ
24 ชัว่โมง หลงัการสมัผสัคลืน่ไมแตกตางกนั โดยในตวัโมงพบเปอรเซน็ตการตายมคีวามแตกตางกนัอยางมนียัสาํคัญ นอกจากนี้
เปอรเซ็นตการตายระหวางกลุมที่ไดรับอัลตราโซนิคและกลุมควบคุมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05)
โดยเปอรเซ็นตการตายเริ่มตนของลูกน้ํา เทากับ 96.0% และตัวโมง เทากับ 64.0% และหลังจากไดรับอัลตราโซนิคแลว 24 
ชั่วโมง พบเปอรเซ็นตการตายของลูกน้ําเพ่ิมข้ึนเปน 97.6% และตัวโมงเปน 100% โดยอัลตราโซนิคมีผลทําลายเน้ือเยื่อและ
อวัยวะภายในของลูกน้ํายุง เครื่อง SONiC BOOM จึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมลูกน้ําและตัวโมง
ของยุงโดยไมใชสารเคมี ทําใหสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอมนอย สามารถนําไปพัฒนาและนําไปใชควบคุมโรคในพื้นที่
ที่มีการระบาดได

คําสําคัญ: ยุงลาย, การกําจัดลูกน้ําและตัวโมง, อัลตราโซนิค
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กนกกร ธิปตย1 นารีรัตน อยูดี2 นนธวัชร เบญจกุล3,6 สุวรา อิสรไกรศีล4 และ ปฐมาภรณ โมลี5,6

1 โรงพยาบาลทักษิณ อำเภอเมือง สุราษฎรธานี 84000
2 โรงพยาบาลเฉพาะทางมะเร็ง วิภารามอมตะนคร อำเภอเมือง ชลบุรี 20000
3ภาควิชาพยาธิวิทยากายวิภาค คณะแพทยศาสตรวชิรพยาบาล มหาวิทยาลัยนวมินทราธิราช กรุงเทพมหานคร 10300
4 โรงพยาบาลมะเร็งกรุงเทพ วัฒโนสถ เขตหวยขวาง กรุงเทพมหานคร 10310
5ภาควิชารังสีเทคนิค คณะแพทยศาสตรวชิรพยาบาล มหาวิทยาลัยนวมินทราธิราช กรุงเทพมหานคร 10300
6Vajira Pathology-Clinical-Correlation Target Research Interest Group คณะแพทยศาสตรวชิรพยาบาล

  มหาวิทยาลัยนวมินทราธิราช กรุงเทพมหานคร 10300

การศึกษาความสัมพันธระหวางลักษณะของ
ภาพถายเอกซเรยเตานม ภาพถายอัลตราซาวด 
และระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคของ

มะเร็งทอน้ํานมในระยะลุกลาม

บทคดัยอ มะเรง็เตานมประเภททีพ่บบอยทีส่ดุ คอื มะเรง็ทอน้าํนมในระยะลกุลาม โดยภาพถายเอกซเรยเตานม ภาพอลัตราซาวด
และการตรวจทางจุลกายวิภาค สามารถวินิจฉัยมะเร็งเตานมไดต้ังแตระยะแรกเร่ิม แตการรอผลตรวจทางจุลกายวิภาคตองใช
เวลานาน การศกึษานีจ้งึมวีตัถปุระสงคเพือ่ศกึษาความสมัพนัธระหวางลกัษณะของภาพถายเอกซเรยเตานม ภาพถายอลัตราซาวด
และระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคของมะเร็งทอนํ้านมในระยะลุกลามเพื่อใชในการพยากรณโรค โดยบันทึกขอมูล
ผูปวยหญิง 100 ราย ที่เขารับการเอกซเรยเตานมและอัลตราซาวด ตั้งแตเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2563 ถึง กรกฎาคม พ.ศ. 2565
โดยมีผลยืนยันวาเปนมะเร็งทอน้ํานมในระยะลุกลาม ผลการศึกษาพบวามีระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 1
รอยละ 8, ระดับ 2 รอยละ 55 และระดับ 3 รอยละ 37 เมื่อวิเคราะหดวย Chi-square test พบวาผูที่มีระดับความแตกตาง
ทางจุลกายวิภาค ระดับ 1 มีขอบเขตกอนแบบ Spiculated และ Microlobulated, ความหนาแนนกอนแบบ Equal density 
และลักษณะใตกอนแบบ Shadowing มีความแตกตางกับระดับอื่นๆ (p < 0.05) เมื่อวิเคราะหโดย Multivariate analysis 
พบวาเนื้อเตานมแบบ High density และการเกิดหินปูน มีความสัมพันธกับระดับ 3 มากกวาระดับอื่นๆ (p < 0.05) สรุปไดวา
ลกัษณะภาพเอกซเรยเตานมและภาพอลัตราซาวดมคีวามสมัพนัธกับระดับความแตกตางทางจลุกายวภิาค สามารถนาํไปพยากรณ
ระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคของโรคมะเร็งทอนํ้านมในระยะลุกลามไดเปนอยางดี และอนาคตสามารถใชเปนฐาน
ขอมูลสําหรับพัฒนาปญญาประดิษฐ เพื่อชวยระบุระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคของมะเร็งทอน้ํานมระยะลุกลามได

คําสําคัญ: มะเร็งทอน้ํานมในระยะลุกลาม, ภาพถายเอกซเรยเตานม, ภาพถายอัลตราซาวด, ระดับความแตกตางทาง
 จุลกายวิภาค
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ความสัมพันธระหวางภาพเอกซเรย อัลตราซาวด และระดับทางจุลกายวิภาคของ
มะเร็งทอน้ำนมในระยะลุกลาม กนกกร ธิปตย และคณะ

บทนํา

มะเร็งเตานมเปนมะเร็งในผูหญิงท่ีพบมากเปน

อันดับหนึ่งทั่วโลกรวมทั้งในประเทศไทยและอัตรา

การเกดิโรคมแีนวโนมท่ีจะเพิม่สงูขึน้ทุกๆ ป(1) จากขอมลู

ของสถาบันมะเร็งแหงชาติ กรมการแพทย กระทรวง

สาธารณสุข ที่ไดมีการรายงานทะเบียนมะเร็งระดับ

โรงพยาบาลเมื่อป พ.ศ. 2563 ฉบับที่ 36 พบวาประเภท

ของมะเร็งเตานมที่พบบอยที่สุด คือ  Infiltrating duct 

carcinoma หรอื Invasive ductal carcinoma (มะเร็ง

ทอนำ้นมในระยะลกุลาม) ซึง่พบในเพศหญงิ จำนวน 480 

ราย และเพศชาย จำนวน 2 ราย (จากจำนวนทั้งหมด 

669 ราย)(2) จากรายงานทะเบยีนมะเรง็ทำใหทราบขอมลู

สถิติอุบัติการณของโรค การวินิจฉัย การรักษา และ

การแพรกระจาย รวมไปถึงแนวโนมอุบัติการณของโรค

มะเร็งเตานมในอนาคต 

ในปจจุบันไดมีเทคโนโลยีท่ีสามารถตรวจพบ

มะเร็งเตานม ตั้งแตระยะแรกเริ่มและชวยในการวินิจฉัย

ที่ถูกตองและแมนยำ ไดแก ภาพถายเอกซเรยเตานม 

การตรวจอัลตราซาวด และการตรวจทางจุลกายวิภาค 

ทำใหการรักษาไดผลดี ชวยเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของ

ผูปวยไดสูงขึ้น(3) โดยภาพถายเอกซเรยเตานม (Mam-

mography) เปนเครื่องมือที่ เปนมาตรฐานสากล

ระดบัโลก ในการใชสำหรบัการวินจิฉยัและตรวจคดักรอง

ผูปวยมะเร็งเตานมที่ไดประสิทธิภาพดี แตยังมีขอจำกัด

ในเรือ่งของความหนาแนนของเตานมผูปวย คอื หากผูปวย

มีความหนาแนน เตานมมาก เครื่องเอกซเรยเตานม

จะไมสามารถตรวจจับรอยโรคไดท้ังหมด จึงตองมีการ

ตรวจควบคูไปกับการตรวจรูปแบบอื่น และการตรวจ

ทีน่ยิมใชควบคูไปกบัการตรวจดวยเครือ่งเอกซเรยเตานม 

คือ การตรวจดวยคลื่นเสียงความถี่สูง (Ultrasound, 

อัลตราซาวด)(4) และขอมูลจากศูนยถันยรักษ (มูลนิธิ

ถันยรักษในพระราชูปถัมภ สมเด็จพระศรีนครินทรา

บรมราชชนนี) เกี่ยวกับการตรวจเอกซเรยเตานม

ไดระบุลักษณะของเนื้อเยื่อเตานมของผูหญิงไทยวา เปน

ลักษณะเนื้อเยื่อเตานมท่ีมีความทึบรังสีมากกวาผูหญิง

ตะวันตก(5) ทำใหการตรวจเตานมในประเทศไทยจำเปน

ตองใชการตรวจอลัตราซาวดควบคูกบัการตรวจเอกซเรย

เตานม เพื่อใหเห็นรอยโรคในเตานมที่มีความหนาแนน

สูงไดชัดเจนมากที่สุด(6) โดยจะนำวิธีการตรวจดวย

อัลตราซาวดมาใชในการแยกรอยโรค ซึ่งสามารถบอก

องคประกอบภายใน เชน น้ำหรือกอนเนื้องอก เนื่องจาก

ภาพถายที่ไดจากการตรวจสามารถเห็นขอบเขตของรอย

โรคไดอยางชัดเจน ดังนั้นขอมูลที่ไดจึงแมนยำเพียงพอ

ที่จะสามารถนำไปประกอบการวินิจฉัยไดอยางมี

ประสิทธิภาพ

นอกจากการวนิจิฉยัดวยลกัษณะภาพถายเอกซเรย

เตานมและอัลตราซาวดแลว การตรวจชิ้นเนื้อทางจุล

กายวิภาค โดยระบุระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาค

ของมะเรง็ทอนำ้นมระยะลกุลามอางอิงตาม Nottingham

Histologic Scoring System เปนอีกวิธีท่ีสามารถใช

แบงมะเร็งทอน้ำนมระยะลุกลามออกเปน 3 ระดับ ซึ่ง

ระดับ 2 และ 3 มีความสำคัญมาก เนื่องจากเปนระดับที่

มีการเจริญเติบโตและมีแนวโนมแพรกระจายไปยังสวน

ตางๆ ของรางกาย โดยการพิจารณาระดับ 1 ถึง 3 ดูจาก

ลักษณะของ Tubules, Nuclear pleomorphic และ 

Mitotic rate(7) แตการวนิจิฉยัดวยวธินีีต้องใชระยะเวลา

ในการเตรียมชิ้นเนื้อและรอผลนาน

จากขอมูลที่กลาวมาขางตนทำใหผูวิจัยเล็งเห็นถึง

ความสำคัญของการตรวจมะเร็งเตานม และขอมูลตางๆ 

ที่ไดจากการตรวจมะเร็งเตานม ทั้งภาพถายเอกซเรย

เตานม ภาพถายจากการตรวจอัลตราซาวด และระดับ

ความแตกตางทางจุลกายวิภาค ซึ่งสงผลตอการพยากรณ

โรค การศกึษานีจ้งึมวีตัถปุระสงคเพือ่ศกึษาความสมัพนัธ

ระหวางลักษณะของภาพถายเอกซเรยเตานม ภาพถาย

อัลตราซาวด และระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาค

ของมะเร็งทอน้ำนมในระยะลุกลาม เพื่อใชในการ

พยากรณโรค

วัสดุและวิธีการ

กลุมตัวอยาง

ผูปวยหญิงที่ เขามารับบริการดวยการตรวจ

เอกซเรยเตานมและอัลตราซาวด ที่โรงพยาบาลวชิร

พยาบาล คณะแพทยศาสตรวชิรพยาบาล มหาวิทยาลัย

นวมนิทราธริาช กรงุเทพมหานคร โดยไดรบัการวนิจิฉยัวา

อยูในกลุม Breast Imaging-Reporting and Data 

System (BI-RADS) Categories 5 และไดรับการ
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Correlation between Mammographic and Ultrasonographic 
Features Invasive Ductal Carcinoma  Kanokkorn Thipat et al.

วนิจิฉยัระดบัความแตกตางทางจลุกายวิภาควาเปนมะเรง็

ทอน้ำนมระยะลุกลาม ตั้งแตเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2563 

ถึงเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2565 จำนวน 100 ราย 

เกณฑการคัดเขา 

ผูปวยหญิงที่มาเขารับบริการดวยการตรวจ

เอกซเรยเตานมและอัลตราซาวด โดยไดรับการวินิจฉัย

วาอยูในกลุม BI-RADS 5 และไดรับการวินิจฉัยทาง

จุลกายวิภาควาเปนมะเร็งทอน้ำนมในระยะลุกลามที่

โรงพยาบาลวชิรพยาบาล ตั้งแตเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 

2563 ถึงเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2565 โดยเลือกเฉพาะ 

BI-RADS 5 เนื่องจากมีโอกาสเปนมะเร็ง ≥ รอยละ 95

และแนะนำใหมกีารตดัชิน้เน้ือเพ่ือสงตรวจทางพยาธวิทิยา 

ซึ่งมีผลการวินิจฉัยของท้ัง 3 วิธี อยูในฐานขอมูลของ

โรงพยาบาล เนื่องจากเปนการศึกษาขอมูลยอนหลัง

และเปนไปตามขั้นตอนของการวินิจฉัย คือ เริ่มจาก

การวนิจิฉยัทางรังสวีทิยากอนแลว จึงวินิจฉัยตอทางพยาธิ

วิทยาตามผลของ BI-RADS เหตุผลสำคัญอีกประการ 

คือ ผูปวย Invasive ductal carcinoma อาจอยูใน 

BI-RADS 6 ได ซึง่ภาพถายทางรงัสีวิทยาอาจไมสามารถ

บอกรายละเอียดชัดเจนไมสามารถนำมาศึกษาหา

ความสัมพันธได(8,9)

เกณฑการคัดออก 

ผูปวยหญิงที่ เขามารับบริการดวยการตรวจ

เอกซเรยเตานม อลัตราซาวด ทีอ่ยูในกลุม BI-RADS 1–4

และ 6 แตไมมีผลการวินิจฉัยทางจุลกายวิภาค หรือมี

ผลการตรวจทางจุลกายวิภาคที่เปนมะเร็งชนิดอื่นที่ไมใช

มะเร็งทอน้ำนมในระยะลุกลาม

วัสดุ

ใชคอมพิวเตอรคนหาขอมูลและบันทึกขอมูล

ผลการตรวจลงในแบบบันทึกขอมูลจากโปรแกรม

การดูภาพถายทางรังสีวิทยา และผลการวินิจฉัยจาก

รังสีแพทย (EV Insite®) ของโรงพยาบาลวชิรพยาบาล 

โดยกลุมตัวอยางตองมีผลการวินิจฉัยลักษณะของ

ภาพถายเอกซเรยเตานมและอัลตราซาวด ที่ใชเกณฑของ

American College of Radiology (ACR) Breast 

Imaging Reporting and Data System (BI-RADS)

Atlas Fifth Edition(10) และผลการวินิจฉัยระดับความ

แตกตางทางจุลกายวิภาคของมะเร็งทอน้ำนมในระยะ

ลกุลามทีใ่ช Nottingham histologic scoring system 

ในการบอกระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคของ

มะเร็งทอน้ำนมในระยะลุกลาม(11)

วิธีการ

เก็บรวบรวมขอมูลผูปวยหญิงที่มาเขารับบริการ

ตรวจเอกซเรยเตานมและอัลตราซาวด ตั้งแตเดือน

กรกฎาคม พ.ศ. 2563 ถึง เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2565 

และนำขอมลูทีไ่ดมาคดักรองเฉพาะผูปวยทีต่รงกบัเกณฑ

การคัดเขา นำ Hospital number (HN) ของผูปวยไป

สืบคนผลภาพถายทางรังสีวิทยาและผลการวินิจฉัยจาก

รงัสแีพทยในโปรแกรม EV Insite® บนัทกึขอมลูลกัษณะ

รอยโรคจากใบรายงานผลการตรวจวินิจฉัยและภาพถาย

การตรวจลงในแบบบันทึกขอมูล บันทึกขอมูลขนาดกอน

มะเร็งจากผลการตรวจอัลตราซาวด เนื่องจากมีความ

แมนยำสูง(12) โดยใชดาน Longest axis ของกอนเปน

ขนาดของกอนมะเร็ง(13) และนำ HN ผูปวยไปตรวจสอบ

กับผลการวินิจฉัยทางจุลกายวิภาค โดยใชผลการรายงาน

ชิน้เนือ้ทีพ่ยาธแิพทยรายงานอยูแลวในระบบตดัสนิระดบั

ความแตกตางทางจุลกายวิภาค และบันทึกขอมูลลง

ในแบบบันทึกขอมูล

วิ เคราะหขอมูลโดยใช โปรแกรม STATA 

Statistics/Data Analysis for Windows version 16 

โดยขอมูลตางๆ ประกอบดวย ขอมูลเชิงคุณภาพ เชน 

ลักษณะรอยโรคที่ไดจากการวินิจฉัยของรังสีแพทย 

จากการตรวจเอกซเรยเตานม อัลตราซาวด จำนวน

ผูปวยในแตละลักษณะในภาพเอกซเรยเตานมและ

อัลตราซาวด ที่เกิดขึ้นในแตละระดับความแตกตาง

ทางจุลกายวิภาค นำเสนอเปนจำนวนและใชคารอยละ 

ขอมูลเชิงปริมาณ เชน อายุ ขนาดของมะเร็ง นำเสนอ

เปนคาเฉลี่ย 

จากนั้นทดสอบความสัมพันธระหวางลักษณะของ

ภาพถายเอกซเรยเตานม ภาพถายอลัตราซาวด และระดบั

ความแตกตางทางจุลกายวิภาค โดยใชสถิติเชิงพรรณนา 

(Descriptive statistics) นำเสนอขอมูลเปนความถี่ 

โดยแสดงจำนวนความถี่ที่นับไดในรูปแบบรอยละ และ

ใชสถิติ Pearson’s Chi-square test หรือ Fisher
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ความสัมพันธระหวางภาพเอกซเรย อัลตราซาวด และระดับทางจุลกายวิภาคของ
มะเร็งทอน้ำนมในระยะลุกลาม กนกกร ธิปตย และคณะ

exact test โดยมีคาความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทาง

สถิติที่ p-value < 0.05 และพยากรณการเกิดมะเร็ง

โดยใชการวิเคราะหถดถอยเชิงเสนพหุคูณ (Multiple

logistic regression analysis) การวิเคราะหถดถอย

เอกนาม (Univariate analysis) โดยถือวามีนัยสำคัญ

ทางสถิติเมื่อ p-value < 0.05 เพื่อทำนายการเกิดระดับ

ความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 3 จากลักษณะของ

ภาพถายเอกซเรยเตานม ภาพถายอลัตราซาวด นำเสนอได

ในรูปแบบ Odd ratios (ORs) และ 95% Confidence 

intervals (CIs) 

จริยธรรมการวิจัย

รูปแบบการศึกษานี้เปนแบบติดตามยอนกลับ 

(Retrospective study) ไดรับการอนุมัติจากคณะ

กรรมการจริยธรรมวิจัยคณะแพทยศาสตรวชิรพยาบาล 

มหาวิทยาลัยนวมินทราธิราช (COA 197/2565) เมื่อ

วันที่ 8 พฤศจิกายน พ.ศ. 2565 

ผล

จากผลการศึกษาพบวามีผูปวยท่ีตรงตามเกณฑ

การคัดเขาทั้งหมด 100 ราย มีอายุตั้งแต 35 - 87 ป อายุ

เฉลี่ย 64 ป แบงเปน ผูปวยที่มาตรวจคัดกรองประจำป 

จำนวน 18 ราย และมีผูปวยที่มาทำการวินิจฉัยรอยโรค 

จำนวน 82 ราย โดยเปนผูปวยที่มีระดับความแตกตาง

ทางจุลกายวิภาค ระดับ 1 จำนวน 8 ราย ระดับ 2 จำนวน

55 ราย และระดับ 3 จำนวน 37 ราย ตามลำดับ และ

ผูปวยกลุมตัวอยางมีขนาดกอนมะเร็งเฉลี่ย 3.10 

เซนติเมตร ดังแสดงในตารางที่ 1

ความสัมพันธระหวางลักษณะของภาพถายเอกซเรย

เตานม ภาพถายอลัตราซาวด และระดบัความแตกตาง

ทางจุลกายวิภาค 

ความสัมพันธระหวางลักษณะของภาพถาย

เอกซเรยเตานม ภาพถายอัลตราซาวด และระดับความ

แตกตางทางจลุกายวภิาคของโรคมะเรง็ทอนำ้นมในระยะ

ลุกลามของกลุมตัวอยาง จำนวน 100 ราย โดยแบงกลุม

ตวัอยางออกเปน 2 กลุม คือ กลุมตวัอยางทีม่อีายนุอยกวา

หรือเทากับ 50 ป และกลุมตัวอยางที่มีอายุมากกวา

50 ปขึ้นไป พบวากลุมตัวอยางทั้ง 2 กลุม เปนโรคมะเร็ง

ทอน้ำนมในระยะลุกลามที่ระดับความแตกตางทางจุล

กายวิภาคระดับ 2 มากที่สุด คิดเปนรอยละ 55.56 และ

รอยละ 54.88 ตามลำดับ โดยกลุมตัวอยางทั้งหมด

สามารถแบงตามขอบงช้ีในการตรวจได 2 กลุม คอื กลุมที่

ตรวจคัดกรองประจำป (Screening) และกลุมที่วินิจฉัย

รอยโรค (Diagnostic) พบวากลุมตวัอยางทัง้ 2 กลุม เปน

โรคมะเร็งทอน้ำนมในระยะลุกลามที่ระดับความแตกตาง

ทางจลุกายวภิาคระดับ 2 มากทีส่ดุ คิดเปนรอยละ 50 และ

รอยละ 56.10 ตามลำดบั และสามารถแบงตามขนาดของ

กอนมะเรง็ แบงเปน 2 กลุม คือ กลุมตวัอยางท่ีมขีนาดกอน

มะเรง็นอยกวาหรอืเทากับ 2 เซนติเมตร และกลุมตวัอยาง

ที่ขนาดกอนมะเร็งมากกวา 2 เซนติเมตร โดยพบวา

กลุมตัวอยางทั้ง 2 กลุม เปนโรคมะเร็งทอน้ำนม ในระยะ

ลุกลามที่ระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 2 

มากที่สุดเชนเดียวกัน คิดเปนรอยละ 70.97 และรอยละ 

47.83 ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 แสดงคาสถิติเชิงพรรณนาและจำนวนผูปวยจำแนกระดับความแตกตางทางจุลภายวิภาค

Feature
Histologic grade

Grade 1 Grade 2 Grade 3 p-value

จำนวนผูปวย (n = 100) 8 55 37

Age
≤ 50 years (n = 18)
> 50 years (n = 82)

-
8 (9.76)

10 (55.56)
45 (54.88)

    
  8 (44.44)
29 (35.36)

0.352

Indication for investigation
     Screening (n = 18)
     Diagnostic (n = 82)

1 (5.56)
7 (8.54)

9 (50.00)
46 (56.10)

8 (44.44)
29 (35.36)

0.744
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Correlation between Mammographic and Ultrasonographic 
Features Invasive Ductal Carcinoma  Kanokkorn Thipat et al.

ลักษณะของภาพถายเอกซเรยเตานม (Mammo-

graphic features) 

ลกัษณะตางๆ ของเน้ือเยือ่เตานมท่ีไดจากภาพถาย

เอกซเรยเตานมของกลุมตัวอยาง จำนวน 100 ราย ที่นำ

มาศึกษาหาความสัมพันธกับระดับความแตกตางทาง

จุลกายวิภาค ประกอบดวย Tissue composition, 

Shape, Margin, Density, Calcification, Symmetry

และ Association features ดังแสดงในตารางที่ 2

จากการศึกษาพบวากลุมตัวอยางสวนใหญมีเนื้อ

เตานม (Tissue composition) เปนแบบ Hetero-

geneous dense อยูในระดับความแตกตางทางจุล

กายวภิาคระดบั 2 มากท่ีสุด คดิเปนรอยละ 52.73 มรีปูราง

(Shape) ของกอนเนื้องอกเปนแบบ Irregular พบอยู

ในระดบัความแตกตางทางจุลกายวิภาค ระดบั 2 มากทีส่ดุ 

คิดเปนรอยละ 55.93 มีขอบเขตของกอน (Margin) 

เปนแบบ Indistinct พบในระดับความแตกตางทางจุล

กายวิภาคระดับ 3 มากที่สุด คิดเปนรอยละ 50.98 โดย

ลักษณะขอบเขตของกอนแบบตางๆ มีความแตกตางกัน

อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p = 0.006) มีความหนาแนน

ของกอน (Density) เปนแบบ High density พบ

ในระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 2 และ

3 จำนวนเทากัน คิดเปนรอยละ 47.54 โดยลักษณะความ

หนาแนนของกอนแบบตางๆ มีความแตกตางกันอยาง

มีนัยสำคัญทางสถิติ (p = 0.029) ดานการเกิดหินปูน 

(Calcification) พบวาสวนใหญไมเกิดหินปูนและพบ

ในระดบัความแตกตางทางจุลกายวิภาค ระดบั 2 มากทีส่ดุ

คิด เปนรอยละ 61.40 และด านความสมมาตร

(Symmetry) ของเตานมท้ัง 2 ขาง พบวาสวนใหญ

มีเตานมที่สมมาตร พบในระดับความแตกตางทางจุล

กายวิภาคระดับ 2 มากที่สุด คิดเปนรอยละ 58.33

นอกจากนี้กลุมตัวอยางสวนใหญยังมีคุณสมบัติอ่ืนๆ

ที่เก่ียวของกับการเกิดมะเร็งเตานม (Association

features) เชน Skin retraction, Nipple retraction,

Skin thickening, Axillary adenopathy และ

Architectural distortion ที่ไดจากภาพถายเอกซเรย 

พบในระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 2

มากที่สุด คิดเปนรอยละ 57.41 

เมื่อพิจารณาความสัมพันธระหวางลักษณะของ

ภาพถายเอกซเรยเตานมกับระดับความแตกตางทางจุล

กายวภิาค ดวย Chi-square test พบวาลกัษณะขอบเขต

ของกอน (Margin) มคีวามสมัพนัธอยางมนียัสำคญัทาง

สถติกิบัระดบัความแตกตางทางจลุกายวภิาค (p = 0.006) 

โดยระดบัความแตกตางทางจลุกายวภิาคระดบั 1 มคีวาม

สัมพันธกับลักษณะขอบเขตของกอนแบบ Spiculated

คิ ด เป น ร อยละ  19 . 05  คว ามแตกต า งทา ง จุ ล

กายวภิาคระดบั 2 มคีวามสมัพนัธกบัลกัษณะ Indistinct 

คิดเปนรอยละ 47.06 และในระดับ 3 มีความสัมพันธกับ

ลักษณะ Indistinct เชนเดียวกับระดับ 2 คิดเปนรอยละ 

50.98 และพบวาลกัษณะความหนาแนนของกอน  มคีวาม

สัมพันธอยางมีนัยสำคัญทางสถิติกับระดับความแตกตาง

ทางจุลกายวิภาค (p = 0.029) โดยระดับความแตกตาง

ทางจุลกายวิภาคระดับ 1 มีความสัมพันธกับ Equal

density มากที่สุด คิดเปนรอยละ 13.16 สวนระดับ 2

และ 3 มีความสัมพันธกับลักษณะแบบ High density

คิดเปนรอยละ 47.54 

ลักษณะของภาพถายอัลตราซาวด (Ultrasound 

feature)

ลักษณะตางๆ ที่ไดจากการตรวจอัลตราซาวดของ

กลุมตัวอยาง จำนวน 100 ราย ที่นำมาศึกษาหาความ

Feature
Histologic grade

Grade 1 Grade 2 Grade 3 p-value

Tumor size
     ≤ 2 cm (n = 31)
     > 2 cm (n = 69)

2 (6.45)
6 (8.70)

     
22 (70.97)
 33 (47.82)

7 (22.58)
30 (43.48)

0.093

ตารางที่ 1 แสดงคาสถิติเชิงพรรณนาและจำนวนผูปวยจำแนกระดับความแตกตางทางจุลภายวิภาค (ตอ)

หมายเหตุ: แตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติที่ p-value นอยกวา 0.05
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ความสัมพันธระหวางภาพเอกซเรย อัลตราซาวด และระดับทางจุลกายวิภาคของ
มะเร็งทอน้ำนมในระยะลุกลาม กนกกร ธิปตย และคณะ

สมัพนัธกบัระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาค ประกอบ

ดวย Shape, Orientation, Margin, echo pattern, 

Posterior feature, Calcification และ Association 

features ดังแสดงในตารางที่ 3

จากการศึกษาพบวากลุมตัวอยางสวนใหญมี

ลักษณะรูปรางของกอนท่ีไดจากการตรวจอัลตราซาวด

เปนแบบ Irregular พบในระดับความแตกตางทาง

จุลกายวิภาคระดับ 2 มากที่สุด คิดเปนรอยละ 57.58 

มีลักษณะการวางตัวของกอน (Orientation) เปน

แบบ not parallel พบในระดับความแตกตางทางจุล

กายวิภาคระดับ 2 มากที่สุด คิดเปนรอยละ 60 สวนใหญ

มีลักษณะขอบเขตของกอนเปนแบบ Indistinct

พบในระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 3

มากที่สุด คิดเปนรอยละ 53.85 โดยลักษณะขอบเขตของ

กอนแบบตางๆ มีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทาง

สถิติ (p = 0.002) พบวากลุมตัวอยางสวนใหญมีลักษณะ

ความเขมของกอน (Echo pattern) เปนแบบ Hypoechoic 

พบในระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 2 

มากที่สุด คิดเปนรอยละ 57.14 สวนใหญไมมีลักษณะ

ใตกอน (No posterior feature) และพบในระดับ

ความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 2 มากที่สุด คิดเปน

รอยละ 54.90 และพบวาลักษณะใตกอน (Posterior 

feature) แบบตางๆ มคีวามแตกตางกนัอยางมนียัสำคัญ

ทางสถติ ิ(p = 0.042) ดานการเกดิหนิปนู (Calcification)

พบวาผูปวยสวนใหญไมเกิดหินปูน พบในระดับความ

แตกตางทางจลุกายวิภาคระดบั 2 มากท่ีสุด คดิเปนรอยละ 

61.11 ขณะทีค่ณุสมบตัอิืน่ๆ ทีเ่กีย่วของกบัการเกดิมะเรง็

เตานม (Association features) เชน Architectural 

distortion, Duct change, Skin change, Vascularity

และ Elasticity assessment ที่ไดจากการตรวจ

อัลตราซาวด พบวาผูปวยสวนใหญมีคุณสมบัติอ่ืนๆ

ที่ เ ก่ี ย ว ข อ ง อ ยู ใ น ร ะ ดั บ ค ว า ม แ ต ก ต า ง ท า ง จุ ล

กายวิภาคระดับ 2 มากที่สุด คิดเปนรอยละ 52.63 

เมื่อพิจารณาความสัมพันธระหวางลักษณะของ

ภาพถายอัลตราซาวดกับระดับความแตกตางทางจุล

กายวิภาค พบวาลักษณะขอบเขตของกอน มีความ

สัมพันธอยางมีนัยสำคัญทางสถิติกับระดับความแตกตาง

ทางจุลกายวิภาค (p = 0.002) โดยระดับความแตกตาง

ทางจุลกายวิภาคระดับ 1 มีความสัมพันธกับลักษณะ

แบบ Microlobulated คิดเปนรอยละ 11.11 ระดับ 2

มีความสัมพันธกับลักษณะ Indistinct คิดเปน

รอยละ 46.15 และในระดับ 3 มีความสัมพันธกบัลักษณะ 

Indistinct เชนเดียวกับระดับ 2 คิดเปนรอยละ 53.85 

และพบวาลกัษณะใตกอน (Posterior feature) มีความ

สัมพันธอยางมีนัยสำคัญทางสถิติกับระดับความแตกตาง

ทางจุลกายวิภาค (p = 0.029) โดยระดับความแตกตาง

ทางจุลกายวิภาคระดับ 1 มีความสัมพันธกับลักษณะที่

มี Shadowing คิดเปนรอยละ 18.52 ระดับ 2 มีความ

สัมพันธกับลักษณะ No posterior feature คิดเปน

รอยละ 54.90 และระดับที่ 3 มีความสัมพันธกับลักษณะ      

No posterior features เชนเดียวกับระดับ 2 คิดเปน

รอยละ 43.14 

ตารางที่ 2 ความสัมพันธระหวางลักษณะของภาพถายเอกซเรยเตานมและระดับความแตกตางทางจุลภายวิภาค 

Feature
Histologic grade

Grade 1 Grade 2 Grade 3 p-value

Mammographic features (n = 100)

Tissue composition
  Heterogeneous dense (n = 55)
  Extremely fat (n = 9)
  Scattered fibroglandular (n = 28)
  Extremely dense (n = 8)

7 (12.73)
-

1 (3.57)
-

29 (52.73)
6 (66.67)
16 (57.14)
4 (50.00)

19 (34.54)
3 (33.33)
11 (39.29)
4 (50.00)

0.803

Shape
    Oval (n = 36)
    Round (n = 5)
    Irregular (n = 59)

1 (2.78)
1 (20.00)
6 (10.17)

18 (50.00)
4 (80.00)
33 (55.93)

17 (47.22)
-

20 (33.90)

0.134
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Correlation between Mammographic and Ultrasonographic 
Features Invasive Ductal Carcinoma  Kanokkorn Thipat et al.

ตารางที่ 2 ความสัมพันธระหวางลักษณะของภาพถายเอกซเรยเตานมและระดับความแตกตางทางจุลภายวิภาค (ตอ)

Feature
Histologic grade

Grade 1 Grade 2 Grade 3 p-value

 Margin
    Circumscribed (n = 6)
    Obscured (n = 8)
    Microlobulated (n = 14)
    Indistinct (n = 51)
    Spiculated (n = 21)

1 (16.67)
-

2 (14.28)
1 (1.96)
4 (19.05)

2 (33.33)
5 (62.50)
9 (64.29)
24 (47.06)
15 (71.43)

3 (50.00)
3 (37.50)
3 (21.43)
26 (50.98)
2 (9.52)

0.006*

 Density
     High density (n = 61)
     Equal density (n = 38)
     Low density (n = 1)
     Fat-containing

3 (4.92)
5 (13.16)

-
-

29 (47.54)
25 (65.79)
1 (100.00)

-

29 (47.54)
8 (21.05)

-
-

0.029*

 Calcification
     No (n = 57)
     Yes (n = 43)

6 (10.53)
2 (4.65)

35 (61.40)
20 (46.51)

16 (28.07)
21 (48.84)

0.083

 Symmetry
     No (n = 40)
     Yes (n = 60)

3 (7.50)
5 (8.33)

20 (50.00)
35 (58.34)

17 (42.50)
20 (33.33)

0.606

 Associated features
     No (n = 46)
     Yes (n = 54)

6 (13.04)
2 (3.70)

24 (52.18)
31 (57.41)

16 (34.78)
21 (38.89)

0.264

Feature
Histologic grade

Grade 1 Grade 2 Grade 3 p-value

Ultrasound features (n = 100)

Shape
     Oval (n = 34)
     Round 
     Irregular (n = 66)

3 (8.82)
-

5 (7.58)

17 (50.00)
-

38 (57.57)

14 (41.18)
-

23 (34.85)

0.771

Orientation
     Parallel (n = 35)
     Not parallel (n = 65)

4 (11.43)
4 (6.15)

16 (45.71)
39 (60.00)

15 (42.86)
22 (33.85)

0.344

Margin
     Circumscribed (n = 1)
     Microlobulated (n = 27)
     Angulated (n = 14)
     Indistinct (n = 39)
     Spiculated (n = 19)

1 (100.00)
3 (11.11)
2 (14.29)

-
2 (10.53)

-
13 (48.15)
10 (71.42)
18 (46.15)
14 (73.68)

-
11 (40.74)
2 (14.29)
21 (53.85)
3 (15.79)

0.002*

หมายเหตุ: *แตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติที่ p-value < 0.05

ตารางที่ 3  ความสัมพันธระหวางลักษณะของภาพถายอัลตราซาวดและระดับความแตกตางทางจุลภายวิภาค
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ความสัมพันธระหวางภาพเอกซเรย อัลตราซาวด และระดับทางจุลกายวิภาคของ
มะเร็งทอน้ำนมในระยะลุกลาม กนกกร ธิปตย และคณะ

จากตารางท่ี 2 และ 3 ความสัมพันธระหวางลกัษณะ

ของภาพถายเอกซเรยเตานม ภาพถายอัลตราซาวด

และระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคของโรคมะเร็ง

ทอน้ำนมในระยะลุกลาม พบวาลักษณะขอบเขตของกอน 

มีความสัมพันธอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ ทั้งในลักษณะ

ของภาพถายเอกซเรยเตานม และภาพถายอัลตราซาวด 

ดังแสดงในภาพที่ 1 ผูปวยรายที่ 1 จากภาพ พบวาผูปวย

ไดรับการยืนยันวาเปนมะเร็งทอน้ำนมในระยะลุกลาม 

โดยมีระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 1

ซึ่งลักษณะที่ไดจากภาพถายเอกซเรยเตานมเปนแบบ 

Spiculated (1A) และลักษณะท่ีไดจากภาพถาย

อัลตราซาวดเปนแบบ Microlobulated (1B) ผูปวย

รายที ่2  จากภาพ พบวาผูปวยไดรบัการยนืยนัวาเปนมะเรง็

ทอน้ำนมในระยะลุกลาม โดยมีระดับความแตกตางทาง

จุลกายวิภาคระดับ 2 เปนลักษณะแบบ Indistinct

ทั้งในภาพถายเอกซเรยเตานม (1C) และภาพถาย

อัลตราซาวด (1D) ผูปวยรายที่ 3 จากภาพ พบวาผูปวย

ไดรับการยืนยันวาเปนมะเร็งทอน้ำนมในระยะลุกลาม

โดยมีระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 3

เปนลักษณะแบบ Indistinct ทั้งในภาพถายเอกซเรย

เตานม (1E) และภาพถายอัลตราซาวด (1F) เชนเดียว

กับระดับ 2

การพยากรณการเกิดมะเร็งจากลักษณะของภาพ

เอกซเรยเตานมและลักษณะของภาพอัลตราซาวด

โดยการวิเคราะหการถดถอยเอกนาม (Univariate 

analysis) และการวิเคราะหการถดถอยเชิงพหุคูณ 

(Multivariate analysis) 

ลักษณะของภาพถายเอกซเรยเตานม

ลักษณะตางๆ ที่ไดจากภาพถายเอกซเรยเตานม

ที่นำมาศึกษาหาความสัมพันธกับระดับความแตกตาง

ทางจุลกายวิภาคระดับ 3 โดยการวิเคราะหการถดถอย

เอกนาม พบวาขอบเขตของกอนแบบ Spiculated 

Feature
Histologic grade

Grade 1 Grade 2 Grade 3 p-value

Echo pattern
     Anechoic (n = 1)
     Hyperechoic (n = 1)
     Complex cystic and solid (n = 1)
     Hypoechoic (n = 84)
     Isoechoic
     Heterogeneous (n = 13)

-
-

1(100.00)
6 (7.14)

-
1 (7.70)

1 (100.00)
-
-

48 (57.15)
-

6 (46.15)

-
1 (100.00)

-
30 (35.71)

-
6 (46.15)

0.235

Posterior feature 
     No posterior feature (n = 51)
     Enhancement (n = 16)
     Shadowing (n = 27)
     Combine pattern (n = 6)

1 (1.96)
2 (12.50)
5 (18.52)

-

28 (54.90)
6 (37.50)
17 (62.96)
4 (66.67)

22 (43.14)
8 (50.00)
5 (18.52)
2 (33.33)

0.042*

Calcification
     No (n = 72)
     Yes (n = 28)

6 (8.33)
2 (7.14)

44 (61.11)
11 (39.29)

22 (30.56)
15 (53.57)

0.097

Associated features
     No (n = 24)
     Yes (n = 76)

3 (12.50)
5 (6.58)

15 (62.50)
40 (52.63)

6 (25.00)
31 (40.79)

0.309

ตารางที่ 3  ความสัมพันธระหวางลักษณะของภาพถายอัลตราซาวดและระดับความแตกตางทางจุลภายวิภาค (ตอ)

หมายเหตุ: *แตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติที่ p-value < 0.05
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Correlation between Mammographic and Ultrasonographic 
Features Invasive Ductal Carcinoma  Kanokkorn Thipat et al.

ภาพที่ 1 ความสัมพันธระหวางภาพเอกซเรยเตานม และภาพอัลตราซาวด

(A) ภาพเอกซเรยเตานม แสดงลักษณะ Spiculated (ลูกศรทึบ), 

(B) ภาพอัลตราซาวด แสดงลักษณะ Microlobulated (ลูกศรทึบ) และลักษณะใตกอนแบบ Shadowing 

 (ลูกศรประ), 

(C) ภาพเอกซเรยเตานม แสดงลักษณะ Indistinct (ลูกศรทึบ), 

(D) ภาพอัลตราซาวด แสดงลักษณะ Indistinct (ลูกศรทึบ) และไมมีลักษณะใตกอน,

(E)  ภาพเอกซเรยเตานมแสดงลักษณะ Indistinct (ลูกศรทึบ), 

(F)  ภาพอัลตราซาวด แสดงลักษณะ Indistinct (ลูกศรทึบ) และไมมีลักษณะใตกอน

(p = 0.041) มีโอกาสเกิดมะเร็งท่ีระดับความแตกตาง

ทางจุลกายวิภาคระดับ 3 นอยกวา 0.11 เทา (OR, 

0.11, 95% CI, 0.01 - 0.92) เมื่อเปรียบเทียบกับ

ขอบเขตของกอนอางอิง คือ ขอบเขตของกอนแบบ

Circumscribed และความหนาแนนของกอน (Density)

พบวาที่มีลักษณะแบบ Equal density (p = 0.010) มี

โอกาสเกิดมะเร็งที่ระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาค 

ระดับ 3 นอยกวา 0.29 เทา (OR, 0.29, 95%

CI, 0.12–0.74) เมื่อเปรียบเทียบกับความหนาแนน

ของกอนอางอิง คือ High density และพบวา
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ความสัมพันธระหวางภาพเอกซเรย อัลตราซาวด และระดับทางจุลกายวิภาคของ
มะเร็งทอน้ำนมในระยะลุกลาม กนกกร ธิปตย และคณะ

การเกิดหินปูน (p = 0.035) มีโอกาสเกิดมะเร็งที่ระดับ

ความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 3 มากกวา 2.45 

เทา (OR, 2.45, 95% CI, 1.07-5.62) เมือ่เปรยีบเทยีบ

กับการลักษณะการเกิดหินปูนอางอิง คือ ไมเกิดหินปูน 

จากการวิเคราะหการถดถอยเชิงพหุคูณ พบวาความ

หนาแนนของกอนท่ีมีลักษณะแบบ Equal Density

(p = 0.043) มีโอกาสเกิดมะเร็งท่ีระดับความแตกตาง

ทางจุลกายวิภาคระดับ 3 นอยกวา 0.30 เทา (OR, 0.30,

95% CI, 0.09–0.96) เม่ือเปรยีบเทียบกับความหนาแนน

ของกอนอางองิ คอื High density และพบวาการเกิดหนิปนู

เปนลักษณะที่ควรเฝาระวัง เนื่องจากมีโอกาสเกิดมะเร็ง

ที่ระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 3 มากกวา

1.32 เทา (OR, 1.32, 95% CI, 0.37 - 4.72) เมื่อ

เปรียบเทียบกับการไมเกิดหินปูน ดังแสดงในตารางที่ 4

ลักษณะของภาพถายอัลตราซาวด

ลักษณะตางๆ ท่ีไดจากภาพถายอัลตราซาวด

ที่นำมาศึกษาหาความสัมพันธกับระดับความแตกตาง

ทางจุลกายวิภาคระดับ 3 โดยการวิเคราะหการถดถอย

เอกนาม  พบวาลกัษณะขอบเขตของกอนท่ีมีลกัษณะแบบ

Indistinct (p = 0.010) มีโอกาสเกดิมะเรง็ท่ีระดบัความ

แตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 3 มากกวา 6.22 เทา 

(OR, 6.22, 95% CI, 1.56–24.84) เมื่อเปรียบเทียบ

กับขอบเขตอางอิง คือ ขอบเขตกอนแบบ Spiculated 

และลักษณะใตกอน (Posterior feature) แบบ 

Shadowing (p = 0.035) มีโอกาสเกิดมะเร็งที่ระดับ

ความแตกตางทางจลุกายวภิาค ระดบั 3 นอยกวา 0.30 เทา

(OR, 0.30, 95% CI, 0.10–0.92) เมื่อเทียบกับ

ลักษณะใตกอนอางอิง คือ แบบ No posterior

feature และพบวาการเกิดหินปูน (p = 0.035) มี

โอกาสเกิดมะเร็งที่ระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาค 

ระดับ 3 มากกวา 2.62 เทา (OR, 2.62, 95% CI, 

1.07–6.43) เมื่อเปรียบเทียบกับลักษณะการเกิดหินปูน

อางอิง คือ ไมเกิดหินปูน จากการวิเคราะหการถดถอย

เชิงพหุคูณ (Multivariate analysis) ไมพบลักษณะ

ทีไ่ดจากการตรวจอลัตราซาวดวามคีวามสมัพนัธทางสถติิ

กบัระดบัความแตกตางทางจลุกายวภิาค แตพบวาลกัษณะ

ขอบเขตของกอนแบบ Microlobulated และ Indistinct 

ทีค่วรเฝาระวงัดวยเชนกนั เพราะมโีอกาสในการเกดิมะเรง็ 

ที่ระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 3 มากกวา 

1.87 เทา (OR, 1.87, 95% CI, 0.31–11.14) และ

มากกวา 1.95 เทา (OR, 1.95, 95% CI, 0.37–10.25) 

ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับขอบเขตของกอนอางอิง 

คือ ขอบเขตแบบ Spiculated และการเกิดหินปูนเปน

ลักษณะที่ควรเฝาระวัง เนื่องจากมีโอกาสเกิดมะเร็ง

ที่ระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 3 มากกวา 

1.76 เทา (OR, 1.76, 95% CI, 0.46-6.79) เม่ือ

เปรียบเทียบกับการไมเกิดหินปูน ดังแสดงในตารางที่ 4

ตารางที่ 4  แสดงผลการวิเคราะหการถดถอยเอกนาม (Univariate analysis) และการวิเคราะหการถดถอย

 เชิงพหุคูณ (Multivariate analysis) เพื่อพยากรณการเกิดมะเร็งจากลักษณะของภาพเอกซเรย

 เตานม และลักษณะของภาพอัลตราซาวด

Feature

Histologic grade: 
Number (%)

Univariate analysis* Multivariate analysis*

Grades 1 
and 2

Grade 3 p-value OR
(95%CI)

p-value OR
(95%CI)

Mammographic features (n = 100)

1) Tissue composition

  Heterogeneous dense
 (n = 55)

36
(65.45)

19
(34.55)

Reference 1***

     Extremely fat (n = 9) 6 
(66.67)

3 
(33.33)

0.943 0.95
(0.21–4.22)
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Correlation between Mammographic and Ultrasonographic 
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ตารางที่ 4  แสดงผลการวิเคราะหการถดถอยเอกนาม (Univariate analysis) และการวิเคราะหการถดถอย

 เชิงพหุคูณ (Multivariate analysis) เพื่อพยากรณการเกิดมะเร็งจากลักษณะของภาพเอกซเรย

 เตานม และลักษณะของภาพอัลตราซาวด (ตอ)

Feature

Histologic grade: 
Number (%)

Univariate analysis* Multivariate analysis*

Grades 1 
and 2

Grade 3 p-value OR
(95%CI)

p-value OR
(95%CI)

  Scattered fibroglandular 
 (n = 28)

17 
(60.71)

11 
(39.29)

0.671 1.23
(0.48-3.14)

 Extremely dense (n = 8) 4 
(50.00)

4
(50.00)

0.402 1.89
(0.43-8.43)

2) Shape

 Oval (n = 36) 19 
(52.78)

17
(47.22)

Reference 1

  Round (n = 5) 5
(100.00)

- -

 Irregular (n = 59)  39
(66.10)

20
(35.90)

0.198 0.57
(0.25–1.34)

3) Margin

 Circumscribed (n = 6) 3 
(50.00)

3
(50.00)

Reference 1 Reference 1

  Obscured (n = 8) 5
(62.50)

3
(37.50)

0.641 0.60
(0.07–5.14)

0.525 0.41
(0.03–6.31)

 Microlobulated (n = 14) 11
(78.57) 

3
(21.43)

0.214 0.27
(0.04–2.11)

0.082 0.11
(0.01–1.33)

  Indistinct (n = 51) 25
(49.02)

26
(50.98)

0.964 1.04
(0.19–5.65)

0.501 0.46
(0.05–4.36)

  Spiculated (n = 21) 19
(90.48)

2
(9.52)

0.041** 0.11
(0.01–0.92)

0.091 0.09
(0.01–1.47)

4) Density

  High density (n = 61) 32
(52.46)

29
(47.54)

Reference 1 Reference 1

 Equal density (n = 38) 30
(78.95)

8
(21.05)

0.010** 0.29
(0.12-0.74)

0.043** 0.30
(0.09–0.96)

 Low density (n = 1) 1
(100.00)

- - -

  Fat-containing - - - -

5) Calcification

 No (n = 57) 41
(71.93) 

16
(28.07)

Reference 1 Reference 1

 Yes (n = 43) 22
(51.16)

21
(48.84)

0.035** 2.45
(1.07-5.62)

0.670 1.32
(0.37-4.72)
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ความสัมพันธระหวางภาพเอกซเรย อัลตราซาวด และระดับทางจุลกายวิภาคของ
มะเร็งทอน้ำนมในระยะลุกลาม กนกกร ธิปตย และคณะ

ตารางที่ 4  แสดงผลการวิเคราะหการถดถอยเอกนาม (Univariate analysis) และการวิเคราะหการถดถอย

 เชิงพหุคูณ (Multivariate analysis) เพื่อพยากรณการเกิดมะเร็งจากลักษณะของภาพเอกซเรย

 เตานม และลักษณะของภาพอัลตราซาวด (ตอ)

Feature

Histologic grade: 
Number (%)

Univariate analysis* Multivariate analysis*

Grades 1 
and 2

Grade 3 p-value OR
(95%CI)

p-value OR
(95%CI)

6) Symmetry 

 No (n = 40) 23
(57.50)

17 
(42.50)

Reference 1

   Yes (n = 60) 40 
(66.67)

20 
(33.33)

0.353 0.68
(0.30–1.54)

7) Associated features

     No (n = 46) 30
(65.22)

16 
(34.78)

Reference 1

     Yes (n = 54) 33 
(61.11)

21
(38.89)

0.672 1.19
(0.53–2.70)

Ultrasound features (n=100)

1) Shape

     Oval (n = 34) 20
(58.82)

14 
(41.18)

Reference 1

     Round - - - -

     Irregular (n = 66) 43 
(65.15)

23
(34.85) 

0.535 0.76
(0.33–1.79)

2) Orientation

     Parallel (n = 35) 20
(57.14)

15 
(42.86)

Reference 1

     Not parallel (n = 65)  43
(66.15)

22
(33.85)

0.374 0.68
(0.29–1.59)

3) Margin

     Circumscribed (n = 1) 1
(100.00) 

- - -

     Microlobulated (n = 27) 16
(59.26)

11
(40.74)

0.080 3.67
(0.86–15.67)

0.492 1.87
(0.31–11.14)

     Angulated (n = 14)  12
(85.71)

2
(14.29)

0.905 0.89
(0.13-6.18)

0.503 0.46
(0.05–4.45)

     Indistinct (n = 39) 18
(46.15)

21
(53.85)

0.010** 6.22
(1.56-24.84)

0.429 1.95
(0.37-10.25)

     Spiculated (n = 19) 16
(84.21)

3
(15.79)

Reference 1 Reference
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Correlation between Mammographic and Ultrasonographic 
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Feature

Histologic grade: 
Number (%)

Univariate analysis* Multivariate analysis*

Grades 1 
and 2

Grade 3 p-value OR
(95%CI)

p-value OR
(95%CI)

4) Echo pattern

  Anechoic (n = 1) 1
(100.00) 

- - -

 Hyperechoic (n = 1) - 1
(100.00) 

- -

  Complex cystic and solid 
  (n = 1)

1 
(100.00)

- - -

  Hypoechoic (n = 84) 54 
(64.29)

30 
(35.71)

0.471 0.65
(0.20–2.11)

  Isoechoic - - - -

 Heterogeneous (n = 13) 7 
(53.85)

6 
(46.15)

Reference 1

5) Posterior feature 

  No posterior feature 
  (n = 51)

29
(56.86) 

22
(43.14)

Reference 1

  Enhancement (n = 16) 8 
(50.00)

8 
(50.00)

0.631 1.32
(0.43–4.06)

 Shadowing (n = 27) 22
(81.48)

5
(18.52)

0.035** 0.30
(0.10–0.92)

  Combine pattern (n = 6) 4 
(66.67)

2 
(33.33)

0.647 0.66
(0.11–3.93)

6) Calcification

 No (n = 72) 50 
(69.44)

22
(30.56)

Reference 1 Reference 1

 Yes (n = 28) 13 
(46.43)

15
(53.57)

0.035** 2.62
(1.07–6.43)

0.410 1.76
(0.46–6.79)

7) Associated features

  No (n = 24) 18 
(75.00)

 6
(25.00)

Reference 1

 Yes (n = 76) 45
(59.21)

31
(40.79)

0.168 2.07
(0.74–5.80)

ตารางที่ 4  แสดงผลการวิเคราะหการถดถอยเอกนาม (Univariate analysis) และการวิเคราะหการถดถอย

 เชิงพหุคูณ (Multivariate analysis) เพื่อพยากรณการเกิดมะเร็งจากลักษณะของภาพเอกซเรย

 เตานม และลักษณะของภาพอัลตราซาวด (ตอ)

หมายเหตุ : * การวิเคราะหการถดถอยเอกนาม นำมาใชในการวิเคราะหที่มีตัวแปรตนตัวเดียวและมีตัวแปรตามตัวเดียว
 * การวิเคราะหการถดถอยเชิงพหุคูณ นำมาใชในการวิเคราะหเพื่อดูความสัมพันธ เมื่อมีตัวแปรตนหลายตัวและมีตัวแปร
  ตามเพียงตัวเดียว
 ** แตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติที่ p-value < 0.05
 *** ประมาณคาของความเสีย่ง OR = 1 : ไมมคีวามสมัพนัธหรอืไมมผีล, OR < 1 : ความสมัพนัธเปนปจจยัเสีย่งลดลง, OR > 1 : 
  ความสัมพันธเปนปจจัยเสี่ยง
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ความสัมพันธระหวางภาพเอกซเรย อัลตราซาวด และระดับทางจุลกายวิภาคของ
มะเร็งทอน้ำนมในระยะลุกลาม กนกกร ธิปตย และคณะ

วิจารณ

จากการศึกษาลักษณะตางๆ ของเนื้อเตานมได

จากภาพถายเอกซเรยเตานม พบวาผูปวยสวนใหญมีเนื้อ

เตานม (Tissue composition) แบบ Heterogeneous 

dense รองลงมา คือ Scattered fibroglandular 

สอดคลองกับผลการศึกษากอนหนาของ Sajjad B และ

คณะ ที่ทำการศึกษาความสัมพันธระหวางลักษณะเนื้อ

เตานมและมะเร็งเตานม พบวาลักษณะเนื้อเตานมแบบ 

Heterogeneous dense และ Scattered fibroglan-

dular เปนลักษณะที่พบในผูปวยมะเร็งเตานมสวนใหญ 

ซึง่มกัมคีวามหนาแนนเตานมสูง(14) ขณะท่ีรปูรางของกอน 

(Shape) ในเตานมทั้งในภาพถายเอกซเรยเตานมและ

ภาพถายอัลตราซาวดสวนใหญเปนแบบ Irregular และ

พบในระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาค ระดับ 2 มาก

ทีส่ดุ สอดคลองกบังานวิจยักอนหนาของ Suvannarerg 

V และคณะ(15)

จากการศกึษาลกัษณะขอบเขตของกอน (Margin)

ผูวิจัยพบวาลักษณะสวนใหญในภาพถายเอกซเรย

เตานมและภาพถายอัลตราซาวดเปนแบบ Indistinct 

และพบอยูในระดบัความแตกตางทางจลุกายวภิาค ระดบั 3

มากที่สุด ซึ่งตรงกันกับผลการศึกษากอนหนาของ Shin 

HJ และคณะ, Suvannarerg V และคณะ และ Gupta 

K และคณะ ซึง่พบขอบเขตของกอนเปนแบบ Indistinct

อยูในระดบั High grade คอื ระดบั 2 และ 3 มากทีส่ดุ(15-17)

และเมื่อใชสถิติ Chi-square test วิเคราะหหาความ

สมัพนัธ พบวาลกัษณะขอบเขตของกอนแบบ Spiculated

ในภาพถายเอกซเรยเตานมและลักษณะขอบเขตของ

กอนแบบ Microlobulated ในภาพถายอัลตราซาวด

สัมพันธอยูกับระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาค

ระดับ 1 และลักษณะขอบเขตของกอนแบบ Indistinct 

ทั้งในภาพถายเอกซเรยเตานมและภาพถายอัลตราซาวด 

สัมพันธระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 2 

และ 3 ผลการวิเคราะหตรงกับการวิเคราะหการถดถอย

เอกนาม ที่พบว าลักษณะขอบเขตของกอนแบบ

Spiculated ในภาพถายเอกซเรยเตานมมีความสัมพันธ

กับระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 1

และลักษณะ Indistinct ในภาพถายอัลตราซาวด

มีความสัมพันธกับระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาค 

ระดับ 3 และสอดคลองกับการศึกษากอนหนาของ 

Suvannarerg V และคณะ ที่พบวาขอบเขตของกอน

แบบ Spiculated ในภาพถายเอกซเรยเตานมสามารถ

พยากรณการเกิดมะเร็งทอน้ำนมระยะลุกลามที่ระดับ

ความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 1 ได และพบวา

ลักษณะขอบเขตของกอนแบบ Indistinct ในภาพ

อัลตราซาวด สามารถทำนายการเกิดมะเร็งที่ระดับ

ความแตกตางทางจุลกายวิภาค ระดับ 3 ได(15)

จากการศึกษาลักษณะความหนาแนนของกอน 

(Density) ผูวิจัยพบวาความหนาแนนสวนใหญที่พบใน

ภาพถายเอกซเรยเตานมเปนแบบ High density โดย

พบอยูในระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 2

และ 3 มากทีส่ดุ สอดคลองกบัผลการศกึษากอนหนาของ 

Shin HJ และคณะ และ Suvannarerg V และคณะ

ที่พบวาที่ระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาค ระดับ 

High grade (ระดับ 2 และ 3) จะพบลักษณะ

ความหนาแนนของกอนในภาพถายเอกซเรยเตานม

เปนแบบ High density(15, 17) และจากผลการวิเคราะห

ความสมัพนัธโดยใชสถติ ิChi-square test พบวาความ

หนาแนนเตานมแบบ Equal Density ในภาพเอกซเรย

เตานมสัมพันธกับระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาค

ระดับ 1 และความหนาแนนแบบ High density 

สัมพันธกับระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 2

และ 3 ตรงกับผลการวิเคราะหการถดถอยเอกนาม และ

การวิเคราะหการถดถอยเชิงพหุคูณ ที่พบวาลักษณะ 

Equal Density ในภาพเอกซเรยเตานม มีความ

สัมพันธกับระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 1

และความหนาแนนแบบ High Density มคีวามสมัพนัธ

กับระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 3 ซ่ึง

สอดคลองกับการศึกษากอนหนาของ Shin HJ และ

คณะ และ Suvannarerg V และคณะ ที่พบวาลักษณะ

ความหนาแนนของกอน แบบ High density สามารถ

พยากรณการเกิดมะเร็งที่ระดับความแตกตางทางจุล

กายวิภาคระดับ 3 ได(15,17) 

จากการศึกษาลักษณะความเขมของกอน (Echo 

pattern) ผูวิจัยพบวาความเขมของกอนสวนใหญท่ีพบ
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Correlation between Mammographic and Ultrasonographic 
Features Invasive Ductal Carcinoma  Kanokkorn Thipat et al.

ในภาพถายอัลตราซาวดเปนแบบ Hypoechoic โดยพบ

ในระดบัความแตกตางทางจุลกายวิภาค ระดบั 2 มากทีส่ดุ

สอดคลองกบัผลการศกึษากอนหนาของ  Suvannarerg V

และคณะ ทีพ่บความเขมของกอน เปนแบบ Hypoechoic

ในระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 2(15)

แตแตกตางจากการศกึษากอนหนาของ Gupta K และคณะ

ที่พบ Hypoechoic ในระดับความแตกตางทางจุล

กายวิภาคระดับ 1(16)

จากการศึกษาลักษณะใตกอน (Posterior

feature) พบวาลักษณะสวนใหญท่ีพบในภาพถาย

อลัตราซาวดเปนแบบไมมีลกัษณะใตกอน (No posterior

feature) พบในระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาค

ระดับ 2 มากที่สุด สอดคลองกับการศึกษากอนหนา

ของ Gupta K และคณะ(16) และจากการวิเคราะห

หาความสัมพันธโดยใชสถิติ Chi-square test พบวา

ลักษณะใตกอนแบบ Shadowing มีความสัมพันธกับ

ระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 1 ตรงกับ

ผลการวิเคราะหการถดถอยเอกนาม ที่พบวาลักษณะ

ใตกอนแบบ Shadowing มีความสัมพันธกับระดับ

ความแตกตางทางจุลกายวิภาคระดับ 1 ซ่ึงสอดคลอง

กับการศึกษากอนหนาของ Lamb PM และคณะ 

และ Suvannarerg V และคณะ ที่พบวาลักษณะ

ใตกอน (Posterior feature) แบบ Shadowing 

สามารถพยากรณการเกดิมะเรง็ท่ีระดบัความแตกตางทาง

จุลกายวิภาคระดับ 1 ได(15,18)

จากการศึกษาการเกิดหินปูน (Calcification) 

พบวาสวนใหญไมเกิดหินปูน และพบในระดับความแตก

ตางทางจุลกายวิภาคระดับ 2 มากที่สุด ทั้งในภาพถาย

เอกซเรยและอัลตราซาวด เชนเดียวกับผลการศึกษาของ 

Suvannarerg V และคณะ และ Gupta K และคณะ(16) 

โดยผลการวิเคราะหการถดถอยเอกนาม พบวาการเกิด

หินปูนในภาพถ ายเอกซเรย เต านมและภาพถ าย

อัลตราซาวด มีความสัมพันธกับระดับความแตกตางทาง

จลุกายวภิาคระดบั 3 สอดคลองกบัผลการศกึษากอนหนา

ของ Shin HJ และคณะ(17) 

สรุป

การศึกษาความสัมพันธระหวางลักษณะของ

ภาพถายเอกซเรยเตานม ภาพถายอัลตราซาวดและ

ระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคของมะเร็งทอน้ำนม

ในระยะลุกลามของผูปวยโรงพยาบาลวชิรพยาบาล สรุป

ไดวาลักษณะภาพถายเอกซเรยเตานมที่มีความสัมพันธ

กับระดับความแตกตางทางจุลกายวิภาคของโรคมะเร็ง

ทอนำ้นมในระยะลกุลามทัง้ 3 ระดบั คือ ขอบเขตของกอน

และความหนาแนนของกอน สวนลักษณะภาพถาย

อัลตราซาวดที่มีความสัมพันธกับระดับความแตกตาง

ทางจุลกายวิภาคของโรคมะเร็งทอน้ำนมในระยะลุกลาม

ทั้ง 3 ระดับ คือ ขอบเขตของกอน และลักษณะใตกอน

สามารถนำไปพยากรณระดับความแตกตางทางจุล

กายวิภาคของโรคมะเร็งทอน้ำนมในระยะลุกลามได

เปนอยางดี และในอนาคตสามารถใชเปนฐานขอมูล

สำหรับพัฒนาปญญาประดิษฐ เพื่อชวยในการระบุระดับ

ความแตกตางทางจุลกายวิภาคของมะเร็งทอน้ำนม

ระยะลุกลามได
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A Study of Correlation between 
Mammographic and Ultrasonographic 

Features and Histologic Grade in Invasive 
Ductal Carcinoma of the Breast

ABSTRACT The most common type of breast cancer is invasive ductal carcinoma, which is detected 
primarily through mammographic, ultrasonographic features, and histologic grade. These diagnostic methods 
enable the early detection of breast cancer, but histopathological examination requires a signifi cant amount 
of time for results. This study aimed to study the correlation between mammographic and ultrasonographic 
features and histologic grade of invasive ductal carcinoma detection for prognostication. Mammographic 
and ultrasonographic features of invasive ductal carcinomas diagnosed in 100 representative women
patients between July 2020 and July 2022 were retrospectively reviewed. One hundred female patients with 
invasive ductal carcinomas were classifi ed into histological grades: grade 1, 8%; grade 2, 55%; and grade 
3, 37%. The chi-square test identifi ed statistically signifi cant diff erences (p < 0.05) in the mammographic 
and ultrasonographic margins (spiculated and microlobulated), equal density, and posterior shadowing 
of grade 1 tumors compared to others (p < 0.05). Multivariate analyses revealed a statistically signifi cant 
correlation between high breast density and calcifi cation with grade 3 tumors. The mammographic and 
ultrasonographic features correlate with histologic grade and eff ectively predict histologic grade in invasive 
ductal carcinoma. Consequently, these serve as a valuable dataset for training the artifi cial intelligence 
models to identify and categorize histologic grade in Invasive ductal carcinoma in the future.

Keywords: Invasive ductal carcinoma, Mammographic features, Ultrasonographic features, Histologic grade
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การประเมินวัสดุควบคุมคุณภาพ
การวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดง

สําหรับวิธี Modified Westergren

บทคัดยอ การวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดง (ESR) เปนการวัดที่ใชกันอยางแพรหลายในการทดสอบ เพื่อประเมิน
ภาวะการอักเสบหรือการตอบสนองในระยะเฉียบพลัน ปจจุบันการทดสอบความชำนาญการวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือด
แดงดวยวิธี modified Westergren จากหนวยงานภายนอกซ่ึงมีเพียงแหงเดียวใหบริการไมเพียงพอ ดังนั้นการศึกษานี้
มีวัตถุประสงคเพื่อเตรียมและประเมินวัสดุควบคุมคุณภาพการวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดงดวยวิธี modified 
Westergren โดยวัสดุควบคุมคุณภาพประกอบดวยเม็ดเลือดแดงรักษาสภาพดวยกลูตารัลดีไฮดกับพลาสมา และทดสอบ
ความเปนเน้ือเดยีวกนัและความคงตวั ตามมาตรฐาน ISO 13528:2022 หลงัจากนัน้จงึสงไปใหหองปฏบิตักิารเทคนคิการแพทย 
เพื่อทดสอบวัสดุควบคุมคุณภาพทางหองปฏิบัติการในการทดสอบอัตราการตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงดวยวิธี modified 
Westergren จำนวน 15 แหง 2 รอบๆ ละ 3 ตัวอยาง มีระดับปกติ 2 ตัวอยาง และระดับผิดปกติ 1 ตัวอยาง การประเมินจะ
ใชคา Z-score ผลการศกึษาพบวาวสัดคุวบคมุคณุภาพทัง้ 2 ระดบั ในการเตรยีมทัง้ 2 รอบ มคีวามเปนเนือ้เดยีวกนัและมีความ
คงตัว ผลการทดสอบของหองปฏิบัติการทั้ง 2 รอบ ใหผลเหมือนกัน คือ วัสดุควบคุมคุณภาพระดับปกติทั้ง 2 ตัวอยาง ใหผล

ถูกตองผานเกณฑ | Z | < 2 จำนวน 14 แหง (93.3%) และระดับผิดปกติ 1 ตัวอยาง ใหผลถูกตองผานเกณฑ | Z | < 2 จำนวน 
15 แหง (100%) การศึกษานี้แสดงใหเห็นวาผลการทดสอบสวนใหญใหผลถูกตอง อยางไรก็ตามควรมีการเพิ่มจำนวน
หองปฏิบัติการในการประเมินเพื่อเพ่ิมความมั่นใจของวัสดุทดสอบมากขึ้น วัสดุควบคุมคุณภาพที่เตรียมขึ้นเองสามารถ
นำไปพัฒนาตอไปเพ่ือใหไดเปนวัสดุทดสอบความชำนาญของการวัดอัตราการตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงดวยวิธี modified 
Westergren ตอไป 

คำสำคัญ: วัสดุควบคุมคุณภาพ, การวัดอัตราการตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง, วิธี modified Westergren 
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Evaluation of Control Materials for Erythrocyte 
Sedimentation Rate Measurement   Nundakorn Kittisuk et al.

บทนํา

การวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดง 

(Erythrocyte Sedimentation Rate; ESR) 

เปนการทดสอบทางโลหิตวิทยาที่ทำไดงาย ราคาไมแพง

บงบอกภาวะอกัเสบท่ีเกดิข้ึนในรางกายจากโรคหลายชนดิ

และเปนเครื่องบงชี้การเจ็บปวย (sickness indicator)

เชน โรค Rheumatoid arthritis และโรค Polymyalgia

rheumatic เปนตน(1,2) คา ESR ที่มีความผิดปกติ

สามารถพบไดในหญิงตั้งครรภ การติดเชื้อ โรคมะเร็ง 

โรคหลอดเลือดและโรคเรื้อรังตางๆ(3) ซึ่งปจจัยที่มี

ผลตอการอักเสบมากท่ีสุด คือ ปริมาณของโปรตีน

ในพลาสมา (acute phase protein) ไดแก fibrinogen,

immunoglobulin, prothrombin, plasminogen,

C-reactive protein, alpha-1 antitrypsin เปนตน(4)

อยางไรก็ตามผูปวยท่ีมีคา ESR สูง จำเปนตองไดรับ

การตรวจทางหองปฏิบัติการเพ่ิมเติมตอไป ดวย

ESR ยังขาดความจำเพาะตอโรค เน่ืองจากการวัด

ESR มผีลกระทบจากปจจยัตางๆ ทีส่ำคญั ไดแก จำนวน 

ขนาด และรูปรางของเม็ดเลือดแดง(5)

การตรวจ ESR วิธีที่นิยมใชและเปนวิธีอางอิง คือ 

วิธี Westergren ซึ่งในป ค.ศ. 2017 International

Council for Standardization in Hematology

(ICSH)(6)  กำหนดใหเปนวธีิมาตรฐาน ซึง่วธิ ีWestergren

อาศัยหลักการตกตะกอนเม็ดเลือดแดง (sedimentation)

ในหลอดทดลอง ทำใหมีขอจำกัดในการตรวจ คือ เวลาที่

ใชในการทดสอบนาน 1 ชัว่โมง และการใชระบบเปดทำให

สามารถติดเชื้อจากการสัมผัสไดงาย ปจจุบันการตรวจ

วัด ESR มีหลายวิธีซึ่งผลการตรวจวัดที่ไดแตละวิธีนั้น

มคีวามแตกตางกนัไปตามหลกัการและปจจยัตางๆ(3–5, 7)

การทดสอบ ESR ดวยวิธี modified Westergren 

เปนการเกบ็ตวัอยางเลือดในสารกนัเลือดแข็งชนิด EDTA 

เจือจางกับน้ำเกลือในอัตราสวนเลือด 4 สวนตอน้ำเกลือ

1 สวน (modified Westergren method) เขยาผสมให

เขากัน ใชหลอด Westergren ดูดเลือดจนถึงขีด 0 แลว 

นำไปวางใน Westergren rack เปนเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อ

ครบเวลา อานระยะทางที่เม็ดเลือดแดงตกลงมา มีหนวย

เปน mm/h. อยางไรก็ตาม การตรวจ ESR จะตองมี

การควบคุมคุณภาพเพื่อความมั่นใจวาผลการทดสอบมี

ความถูกตองและแมนยำ แตวัสดุควบคุมคุณภาพสำหรับ 

ESR ตองนำเขาจากตางประเทศและมรีาคาแพง โดยสวน

ประกอบของวัสดุควบคุมคุณภาพจะตองมีเม็ดเลือดแดง

และพลาสมาเพื่อใหเหมือนตัวอยางจริง 

จากการศึกษาที่ผานมาไดมีการนำกลูตารัลดีไฮด 

(glutaraldehyde) มาตรงึและรกัษาสภาพเซลล ซึง่เปน

สารที่มีโมเลกุลขนาดเล็กประกอบดวยหมูอัลดีไฮดและ

หมูเมททลิทีส่ามารถเชือ่มตอระหวางกลุมอะมโิน สามารถ

ซึมผานเขาเซลลไดอยางรวดเร็วและเกิดการเชื่อมขาม

เสน (cross-linking) ของโปรตีนและสรางพันธะ

ทางเคมีระหวางโปรตีน เกิดเปนสารประกอบที่แข็งแรง

กวาเดิมและมีความคงตัวอยูนานไมละลายน้ำหรือ

สารละลายอินทรีย(8,9) Cluitmans JC และคณะ(10)

ไดศึกษาการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเม็ดเลือดแดงที่ถูก

ตรึงสภาพดวยกลูตารัลดีไฮด พบวาเซลลเม็ดเลือดแดง

ที่ตรึงสภาพดวยกลูตารัลดีไฮดมีความยืดหยุนและคง

สภาพไดดี เบญจพร เถาวโท และคณะ(11) ศึกษาและ

ประเมินสารควบคุมคุณภาพน้ำตาลที่มีเนื้อสารใกลเคียง

กับตัวอยางเลือดจริงสำหรับใชในการควบคุมคุณภาพ

การตรวจวัดน้ำตาลจากเลือดปลายนิ้ว โดยเตรียมสาร

ควบคุมคุณภาพน้ำตาลที่มีสวนผสมของเม็ดเลือดแดงที่

รักษาสภาพดวยกลูตารัลดีไฮด ผลการศึกษาพบวาสาร

ควบคมุคณุภาพทีรั่กษาสภาพดวยกลตูารลัดไีฮดทีร่อยละ 

1−3 สามารถใชได ไมมผีลกระทบตอการวดัคาของนำ้ตาล

ทีค่วามเขมขนระดบัตำ่ กลาง สงู โดยสารควบคมุคณุภาพ

มีคุณสมบัติความเปนเนื้อเดียวกันและมีความคงตัวที่ 4 

องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 8 สัปดาห และเมื่อทดสอบ

ความแมนยำอยูในเกณฑที่ยอมรับไดทั้ง 3 ระดับ 

การทดสอบความชำนาญ (Proficiency Testing;

PT) โดยหนวยงานภายนอก (External Quality

Assessment; EQA) ทำหนาที่เปน PT Provider

จัดเตรียมและจัดสงตัวอยางวัสดุทดสอบ (PT item) 

ไปยังหองปฏิบัติการที่เขารวม ซึ่งหองปฏิบัติการจะตอง

ทำการทดสอบดวยวิธีที่ใชในงานประจำ และทดสอบกับ

วัสดุทดสอบความชำนาญเสมือนตัวอยางของผูปวยและ

สงผลกลับมาให PT provider เพื่อทำการวิเคราะห

ผลและแจงผลการประเมินตอไป ในประเทศไทยมี 

PT provider ของโปรแกรมการทดสอบความชำนาญ
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การประเมินวัสดุควบคุมคุณภาพการวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดง นันดากร กิจธิสุข และคณะ

การตรวจอัตราการตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงเปด

ใหบริการเพียงแหงเดียว ใหบริการไมเพียงพอ โดย

คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยเชียงใหม (12)

ดั งนั้นการศึกษานี้ จึ งมีวัตถุประสงค เพื่ อประเมิน

ประสิทธิภาพวัสดุทดสอบความชำนาญสำหรับการวัด

อัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดงที่เตรียมขึ้นเองสำหรบั

วิธี modified Westergren โดยหองปฏิบัติการเทคนิค

การแพทยของโรงพยาบาลเครือขายจังหวัดสกลนคร

วัสดุและวิธีการ

การเตรียมวัสดุทดสอบความชำนาญ (Proficiency 

Testing Materials; PT Materials) สำหรับ

การวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดง 

การเตรียมวัสดุทดสอบความชำนาญสำหรับการ

วัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดง ใชเลือดผูบริจาค

โลหิต จากงานธนาคารเลือด โรงพยาบาลธรรมศาสตร

เฉลิมพระเกียรติ ท่ีหมดอายุไมเกิน 7 วัน ซ่ึงผานการ

ตรวจคัดกรองใหผลเอชไอวี ไวรัสตับอักเสบบี และไวรัส

ตับอักเสบซีเปนลบ มีผลซิฟลิสเปนผล non-reactive 

โดยมีขั้นตอนการเตรียมดังนี้ นำเลือดไปปนลางดวย

สารละลาย phosphate buffer saline (PBS) เขมขน 

0.15 M pH 7.4 (Sigma, Merck, USA) ดวยเครื่อง

ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm เปนเวลา 15 นาที 

(Rotanta 460, Andreas Hettich GmbH & Co. 

KG, Germany) จำนวน 3 ครั้ง จากนั้นนำไปตรึงและ

รักษาสภาพดวยสารละลายกลูตารัลดีไฮด (Loba, Loba 

Chemie Pvt. Ltd., India) จากการศึกษาที่ผานมา

สามารถใชความเขมขน 1−3% ในการศึกษานี้จึงเลือก

ความเขมขนที่ต่ำที่สุด คือ 1% ในสารละลาย PBS pH 

7.4 ในอัตราสวน 1:2 นำเขาเครื่องเขยา (Thermo 

Scientific, Thermo Fisher Scientific Inc., Thailand)

ใหผสมกันที่อุณหภูมิหองนาน 2 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา

นำมาปนลางดวยสารละลาย sodium chloride เขมขน

รอยละ 0.85 (NSS) (Sigma, Merck, USA) จำนวน 

3 คร้ัง หลังจากน้ันใสสารละลาย sodium azide (NaN3) 

(Sigma, Merck, USA) เขมขน 0.01% วัสดุทดสอบ

ความชำนาญที่เตรียมขึ้นมามีลักษณะเหมือนตัวอยาง

เลือดจริง 

ขัน้ตอนการเตรยีมวสัดทุดสอบระดบัปกติ นำเลอืด

ทีผ่านการตรงึมาปรบัความเขมขนเปน 50% ดวยน้ำเกลอื

ผสมกบัพลาสมาของมนษุยในอตัราสวน 4:6 และ 0.01%  

sodium azide สวนการเตรียมวัสดุทดสอบระดับผิด

ปกติจะใชเลือดที่ผานการตรึงมาปรับความเขมขนเปน 

50% ดวยน้ำเกลือผสมกับพลาสมาของมนุษย และสาร

ชวยเรงการจับกลุมของเม็ดแดง คือ น้ำยาตรวจหมูโลหิต 

(murine monoclonal blend) ของศูนยบริการโลหิต

แหงชาต ิสภากาชาดไทย ในอตัราสวน 4:2:6 และ 0.01% 

sodium azide หลงัจากเตรยีมวัสดทุดสอบทัง้สองระดบั

เสรจ็แลว นำไปทดสอบหาคาฮมีาโทครติ (Hematocrit; 

HCT) (คาปริมาณความเขมขนของเม็ดเลือดแดงตอ

ปริมาตรของเลือดทั้งหมด) ซึ่งคาของระดับปกติและผิด

ปกติมีคาเทากับ 20% และ 12% ตามลำดับ

หลงัจากนัน้นำมาเตรยีมวสัดทุดสอบความชำนาญ 

2 ระดับ คือ ระดับปกติ จะมีผลการทดสอบอยูในชวง 

0–20 mm/hr การเตรียมประกอบดวยเลือดที่ผาน

การตรึงและรักษาสภาพผสมกับพลาสมา และระดับผิด

ปกติจะมีผลการทดสอบอยูในชวง มากกวา 20 mm/hr

โดยเตรยีมเหมือนระดบัปกตแิละเพ่ิมนำ้ยาตรวจหมูโลหติ

เปนสารชวยเรงการจับกลุมของเม็ดแดง วิธี ท่ีใชใน

การทดสอบทัง้สองระดบั คือ วธิ ีmodified Westergren

เมือ่ไดผลการทดสอบตามทีก่ำหนดแบงใสหลอดพลาสตกิ

ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร และเก็บที่ตูแช อุณหภูมิ

2−8 องศาเซลเซียส(Z-COOL, ZCO-2DQ30 AE,

บริษัทเซสท-เมด จำกัด, ประเทศไทย) จากนั้นนำวัสดุ

ทดสอบความชำนาญไปทดสอบความเปนเน้ือเดียวกัน

(homogeneity) และการทดสอบความคงตัว

(stability) ตามมาตรฐาน ISO 17034:2016(13)

โดยใชสถติติามท่ี ISO 13528:2022(14) ดวยวธิ ีmodified

Westergren 

การวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดงโดยวิธี 

modified Westergren

การตรวจวดั ESR โดยวธิ ีmodified Westergren

นำวสัดทุดสอบความชำนาญปรมิาตร 2.0 มลิลลิติร ใสนำ้

เกลอืปรมิาตร 0.5 มลิลลิติร เขยาผสมใหเขากนั ใชหลอด 

modified Westergren (ESR pipettes, Greiner
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Bio-One, Austria) ดดูเลอืดจนถงึขดี 0 แลว นำไปวาง
ใน Westergren rack (ESR Rack, Greiner Bio-One,
Austria) เปนเวลา 1 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา อานระยะทาง
ที่เม็ดเลือดแดงตกลงมา มีหนวยเปน mm/h

การทดสอบความเปนเนื้อเดียวกัน (Homogeneity 
testing)

การทดสอบความเปนเน้ือเดยีวกนัของวัสดทุดสอบ
ความชำนาญเพ่ือความม่ันใจวาวัสดุทดสอบไมมีความ
แตกตางกันหลงัจากท่ีบรรจุลงในภาชนะเพือ่สงไปใหผูเขา
รวมประเมิน โดยหลังจากเตรยีมวัสดทุดสอบความชำนาญ
เรยีบรอยแลว ทำการสุม (random sampling) มา 10% 
ของจำนวนที่เตรียม ยกตัวอยางเชนเตรียมวัสดุทดสอบ
จำนวน 100 ชุด จะสุมมา 10 ชุด โดยจะเรียงหมายเลขชุด
ทดสอบจาก 1−100 แลวแบงเปน 10 กลุม โดยกลุมที่ 1 
จะมหีมายเลข 1−10 กลุมที ่2 หมายเลข 11−20 แบงกลุม
ตามนี้จะครบ 10 กลุม หลังจากนั้นจะทำการสุมในแตละ
กลุมมา 1 ชดุ โดยไมเจาะจงหมายเลข จะเปนหมายเลขใด
ก็ไดแตไดมาจากทุกกลุมเพื่อตรวจสอบความเปนเนื้อ
เดียวกันที่มีความนาเชื่อถือในการเตรียมวัสดุทดสอบ

วัสดุทดสอบความชำนาญทั้ง 2 ระดับๆ ละ
10 ตัวอยาง นำมาทดสอบ ESR ดวยวิธี modified 
Westergren โดยทดสอบตัวอยางละ 2 ซ้ำ และนำคาที่
ไดจากการทดสอบมาคำนวณหาคาความเปนเนือ้เดยีวกนั
ตามมาตรฐาน ISO 13528:2022 ภาคผนวก B.2 และ 
B.3  เกณฑการยอมรบัวาตวัอยางทดสอบมีความเปนเนือ้
เดียวกัน คือ Ss < 0.3σpt โดยคา Ss คือ Estimate of 
between samples standard deviation และ σpt คือ 
Standard deviation of proficiency assessment
หรือสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ซึ่งเกณฑการยอมรับวา
ตัวอยางทดสอบมีความเปนเนื้อเดียวกัน คือ

Ss ≤ 0.3 σpt

โดย σpt  =  สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานซึ่งคำนวณ
  จากการประเมินผลการทดสอบ
  ความชำนาญในแตละรอบ

เนื่องจากการศึกษานี้ เปนการศึกษาครั้งแรก 
การทดสอบความเปนเน้ือเดียวกันใชสถิติ One-way
ANOVA ที่ระดับความเชื่อมั่น 0.05 ในรอบที่ 1 และ

รอบที่ 2

การทดสอบความคงตัว

ทำการสุมวัสดุทดสอบความชำนาญที่ผานการ

ทดสอบความเปนเนื้อเดียวกันมาศึกษาผลของอุณหภูมิ

ตอความคงตวัในการเกบ็รกัษาของตวัอยาง อณุหภมูทิีใ่ช

ในการเก็บรกัษา 2−8 องศาเซลเซยีส เก็บเปนเวลา 1 เดือน 

ทำการทดสอบตั้งแตกอนสงตัวอยางและหลังสงตัวอยาง

ใหครอบคลมุตลอดชวงวนัทีก่ำหนดใหสงผลการทดสอบ 

โดยเริ่มนับตั้งแตวันที่เตรียม เชน วันที่เตรียมวันที่ 1

วันที่ทดสอบวันที่ 7 วันที่สงตัวอยางวันที่ 14 หลังจาก

ไดรบัตวัอยาง วนัทีส่มาชกิทดสอบและสงรายงานวนัที ่21

วันปดรับผลจากสมาชิกวันที่ 30 หลังจากวันปดรับผล

จากสมาชิก 5 วัน นำตัวอยางวัสดุทดสอบความชำนาญ

ทั้ง 2 ระดับ ระดับละ 4 ตัวอยาง ที่ผานการทดสอบความ

เปนเนื้อเดียวกันมาทดสอบ ESR ดวยวิธี modified 

Westergren ทำการทดสอบตวัอยางละ 2 ซำ้ นาน 1 เดอืน

ทำการทดสอบสัปดาหละ 1 ครั้ง การวิเคราะหผลการ

ทดสอบเปนไปตามมาตรฐาน ISO 13528:2022 

การคำนวณ

1) พิจารณาจากคา | y1–y2 | โดย

 y1 = คาเฉลี่ยผลการทดสอบครั้งแรก (การ

ทดสอบความเปนเนื้อเดียวกัน)

 y2 = คาเฉลี่ยผลการทดสอบความคงตัว

ในเวลาที่กำหนด

2) เกณฑการตัดสินวามีความคงตัวเมื่อคา 

| y1–y2 | ≤ 0.3 σpt ใหถือวาผลการทดสอบความคงตัว

ผานเกณฑโดย σpt = สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานซึ่งคำนวณ

จากการประเมนิผลการทดสอบความชำนาญในแตละรอบ 

หองปฏิบัติการเทคนิคการแพทยสมาชิกที่ทำการ

ทดสอบ

หองปฏิบัติการที่ เขารวม จำนวน 15 แหง

ประกอบดวย แผนกพยาธิวิทยา โรงพยาบาลคายกฤษณ

สีวะรา กลุมงานเทคนิคการแพทย  โรงพยาบาล

โพนนาแกว โรงพยาบาลวาริชภูมิ โรงพยาบาลบานมวง 

โรงพยาบาลพังโคน โรงพยาบาลเตางอย โรงพยาบาล

กสุมุาลย โรงพยาบาลสองดาว โรงพยาบาลโคกศรสีพุรรณ

โรงพยาบาลคำตากลา โรงพยาบาลอากาศอำนวย

โรงพยาบาลนิคมน้ำอูน โรงพยาบาลพระอาจารยฝน
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การประเมินวัสดุควบคุมคุณภาพการวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดง นันดากร กิจธิสุข และคณะ

อาจาโร โรงพยาบาลพระอาจารยแบน ธนากโร และ

โรงพยาบาลกุดบาก

การทดสอบ ESR จากหองปฏิบัติการอางอิง

ทำการสงวัสดุทดสอบความชำนาญทั้ง 2 ระดับๆ ละ

2 หลอด ไปยงัหองปฏบิตักิารอางอิง ไดแก หองปฏบิตักิาร

เทคนิคการแพทย โรงพยาบาลหนองบัวลำภู จังหวัด

หนองบัวลำภู  หองปฏิบัติการเทคนิคการแพทย

โรงพยาบาลสุรินทร จังหวัดสุรินทร และหองปฏิบัติการ

เทคนคิการแพทย โรงพยาบาลสกลนคร จงัหวัดสกลนคร

ซึ่งมีหนาท่ีทดสอบคุณลักษณะ (characterization)

วัสดุทดสอบ โดยเลือกหองปฏิบัติการเทคนิคการแพทย

ที่ไดรับมาตรฐานงานเทคนิคการแพทย ติดตอกัน

มากกวา 3 ป จำนวน 3 แหง ท่ีมีการทดสอบการวัด

อัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดง โดยวิธี modified

Westergren ทั้งในรอบที่ 1 และ 2 โดยทำการทดสอบ

ระดับละ 2 ซ้ำ นำคาท่ีไดมาหาคา Mean, SD และ 

Mean ± 2SD ซึ่งหองปฏิบัติการอางอิงจะไมไดเขารวม

ในการประเมินวัสดุทดสอบความชำนาญ นำคาที่ไดจาก

หองปฏิบัติการอางอิงมาเปรียบเทียบกับคาของผูวิจัย 

เพ่ือยืนยันผลการทดสอบวัสดุทดสอบวามีคาถูกตอง

เมื่อเปรียบเทียบกับหองปฏิบัติการอางอิง โดยเครื่องมือ

ที่ใชตองผานการสอบเทียบ

การประเมนิวสัดุควบคมุคุณภาพโดยสมาชกิหองปฏบิตักิาร

เทคนิคการแพทย

นำสงวสัดทุดสอบความชำนาญท่ีพฒันาขึน้เพือ่ให

สมาชิกหองปฏิบัติการ จำนวน 15 แหง ในโรงพยาบาล

เครือขายจังหวัดสกลนคร ซึ่งหองปฏิบัติการที่เขารวม

ประเมินทั้งหมดใชวิธีทดสอบ ESR ดวยวิธี modified 

Westergren ที่ใชในงานประจำโดยทำการประเมิน

2 รอบ โดยรอบที่ 1 เดือนมีนาคม 2566 และรอบที่ 2 

เดือนกันยายน พ.ศ. 2566 โดยแตละรอบจัดสง จำนวน 

3 ตัวอยาง ใหรหัสแตละตัวอยางในรอบที่ 1 มีระดับ

ปกติ จำนวน 2 ตัวอยาง (ESR1_1, ESR1_2) เปน

ตัวอยางเดียวกัน และระดับผิดปกติ จำนวน 1 ตัวอยาง 

(ESR1_3) ในรอบที่ 2 มีระดับปกติ จำนวน 2 ตัวอยาง 

(ESR2_1, ESR2_2) เปนตัวอยางเดียวกัน และระดับ

ผิดปกติ จำนวน 1 ตัวอยาง (ESR2_3) โดยใหมารับ

ที่หองปฏิบัติการเทคนิคการแพทย โรงพยาบาลคาย

กฤษณสีวะรา ซึ่งเปนโรงพยาบาลแมขายรับผิดชอบ

การทดสอบ ESR พรอมภาชนะนำสงที่บรรจุถุงน้ำแข็ง

เพื่อรักษาอุณหภูมิ รวมทั้งเอกสารประกอบการทดสอบ 

การรายงานผลและระยะเวลาการสงผล ซึง่หองปฏบิตักิาร

ดังกลาวจะตองลงนามยินยอมเขารวมงานวิจัย การหาคา

กำหนด (assigned value) คากำหนดของแตละวัสดุ

ทดสอบความชำนาญไดมาจากนำผลการทดสอบของ

สมาชิกหองปฏิบัติการที่เขารวมประเมิน (Consensus

value from participants) ตามมาตรฐาน ISO

17043:2023 ขอกำหนดที่ 7.2.3 Determination

of assigned values ซึ่งใหใชวิธีตามมาตรฐาน ISO

13528:2022 มาตรฐานนี้ไดกำหนดวากอนที่จะหาคา

กำหนดใหพิจารณาขอมูลกอนวามีคาที่เปน outliers

หรือไม  กรณีที่พบวามีให เอาคาที่ เปน outliers

ออกกอนตามขอกำหนดที่ 6.6.3 สามารถใช Grubbs’

test (https://xcatliu. github.io/grubbs/?

base=on) ในการหาวาขอมูลที่ไดมี outliers หรือไม 

แลวจึงจะนำขอมูลที่เหลือมาคำนวณหาคากำหนดตอไป 

ซึ่งจะทำในทุกรอบของการทดสอบ(14,15)

การประเมินการทดสอบ นำผลการทดสอบของ

แตละหองปฏบิตักิารมาหาคา Mean, SD และเกณฑการ

ประเมินสำหรับการทดสอบความชำนาญหองปฏิบัติการ

ทางการแพทยตามคา Z-score ดังนี้ 

สูตรในการคำนวณคา Z-score

Z-Score = 
ผลวิเคราะหจากหองปฏิบัติการที่เขารวมโครงการ - คาเฉลี่ยของผลวิเคราะหจากหองปฏิบัติการสมาชิกในกลุม

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
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| Z | < 2.0 แสดงวาผลการทดสอบนั้น  

  ยอมรับได (acceptable)

2.0 < | Z | < 3.0 แสดงวาผลการทดลองนั้น

  นาสงสัย (questionable)

| Z | > 3  แสดงวาผลการทดสอบนั้น

  ยอมรบัไมได (unacceptable)

จริยธรรมการวิจัย

การศึกษาน้ีไดรบัการรบัรองจากจรยิธรรมการวจิยั

ในคน มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร สาขาวิทยาศาสตร  รหัส

โครงการวจิยัที ่66AH041 ลงวันท่ี 16 ตลุาคม พ.ศ. 2566

ผล

ผลการเตรียมวัสดุทดสอบความชำนาญสำหรับการวัด

อัตราการตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงดวยวิ ธี 

modified Westergren 

ผลการศึกษาพบวาสามารถเตรียมวัสดุทดสอบ

ความชำนาญ โดยนำเลอืดทีห่มดอายมุาแปรรปู เพือ่รกัษา

สภาพเม็ดเลือดแดงใหสามารถอยูไดนานมากข้ึนดวย

สารกลูตารัลดีไฮดเขมขน 1% เนื่องจากเปนเปอรเซ็นต

ที่นอยที่สุดที่ยังสามารถนำมาใชได หลังจากเตรียมใน

แตละรอบทำการสุมตัวอยาง ผลการเตรียมวัสดุทดสอบ

ความชำนาญระดับปกติและระดับผิดปกติ ในรอบที่ 1 

ระดับปกติ เทากับ 1–3 mm/hr ระดับผิดปกติ เทากับ 

44–47 mm/hr  รอบที ่2 ระดบัปกต ิเทากบั 1–3 mm/hr

ระดับผิดปกติ เทากับ 44–47 mm/hr ดังแสดงใน

ตารางที่ 1 

ตารางที่ 1  คาเฉลี่ยผลการทดสอบของวัสดุทดสอบความชำนาญการวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดง (ESR) 

 ดวยวิธี modified Westergren ในการเตรียมรอบที่ 1 และรอบที่ 2 โดยวัสดุทดสอบความชำนาญที่สุม

 มาในแตละรอบๆ ละ 10 ชุด หมายเลขแสดงถึงจำนวนที่สุมออกมา

ผลการทดสอบ ESR (mm/hr)

รอบที่ 1 รอบที่ 2

วัสดุทดสอบ
ความชำนาญ
(n = 10)

ระดับปกติ
(mm/hr)

ระดับผิดปกติ
(mm/hr)

ระดับปกติ
(mm/hr)

ระดับผิดปกติ
(mm/hr)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

Mean
SD

Mean ± 2SD

2
3
2
3
2
2
2
2
2
2

2.20
0.42

2.20 ± 0.42

47
46
46
46
45
45
45
45
45
46

45.60
0.70

45.60 ± 0.70

2
3
2
3
2
2
3
2
2
3

2.40
0.50

2.40 ± 0.50

47
46
45
46
45
46
45
45
46
46

45.70
0.70

45.70 ± 0.70

ผลการทดสอบความเปนเนื้อเดียวกัน

ผลการทดสอบความเปนเนื้อเดียวกันของวัสดุ

ทดสอบ ESR ระดับปกติและระดับผิดปกติ โดยสุม

ตัวอยางมา 10 ตัวอยางตอระดับ แลวทำการทดสอบ

ตัวอยางละ 2 ซ้ำ ของการเตรียมรอบที่ 1 และ 2 ดังแสดง

ในตารางที ่2 พบวาวัสดทุดสอบผานการทดสอบความเปน

เนือ้เดยีวกันทกุตวัอยาง โดยใชสถิต ิOne-way ANOVA 

ที่ระดับความเชื่อมั่น 0.05
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การประเมินวัสดุควบคุมคุณภาพการวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดง นันดากร กิจธิสุข และคณะ

 ตามสูตร Ss ≤ 0.3 σpt จะถือวาผานเกณฑ โดยคา

σptไดมาจากคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของผูเขารวม

ประเมนิความชาํนาญในแตละรอบ ในรอบท่ี 1 ระดบัปกติ 

คา Ss = 0.24 คา 0.3 σpt = 0.64 และระดับผิดปกติ

คา Ss = 0.29 คา 0.3 σpt = 2.26  ในรอบที่ 2 ระดับ

ปกต ิคา Ss = 0.45 คา 0.3 σpt = 0.48 และระดบัผดิปกติ 

คา Ss = 0.21 คา 0.3 σpt = 0.59 ดังแสดงในตารางที่ 3

ตารางที่ 2 การทดสอบความเปนเน้ือเดียวกันรายตัวอยาง ของการทดสอบ ESR ระดับปกติและระดับผิดปกติ

โดยสุมตัวอยางมา 10 ตัวอยางตอระดับ แลวทำการทดสอบตัวอยางละ 2 ซ้ำ ของการเตรียมรอบที่ 1 และ 2 

ผลการทดสอบ ESR (mm/hr)

รอบที่ 1 รอบที่ 2

วัสดุทดสอบ
ความชำนาญ
(n = 10)

ระดับปกติ
(mm/hr)

ระดับผิดปกติ
(mm/hr)

ระดับปกติ
(mm/hr)

ระดับผิดปกติ
(mm/hr)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

2
3
2
3
3
2
3
2
2
2

2
3
2
3
3
2
3
2
2
2

45
45
47
46
45
46
45
44
45
46

45
45
45
47
45
47
45
47
45
47

3
3
2
3
2
2
3
3
2
3

3
3
2
3
2
2
3
3
3
3

45
46
46
46
45
46
45
44
45
46

45
45
44
47
45
47
45
47
45
47

Mean
SD

Mean ± 2SD

2.40
0.52

2.40 ± 0.52

45.60
0.70

45.60 ± 0.70

2.65
0.47

2.65 ± 0.47

45.55
0.69

45.55 ± 0.69

ตารางที่ 3 การทดสอบความเปนเนื้อเดียวกันของวัสดุทดสอบความชำนาญการวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดง 

 ดวยวิธี modified Westergren ในรอบที่ 1 และรอบที่ 2 

รอบ PT items Ss σpt 0.3σpt Ss < 0.3σpt

1
ระดับปกติ

ระดับผิดปกติ
ESR1_1
ESR1_3

0.24
0.29

2.14
7.54

0.64
2.26

ผานเกณฑ
ผานเกณฑ

2
ระดับปกติ

ระดับผิดปกติ
ESR2_1
ESR2_3

0.45
0.21

1.60
1.96

0.48
0.59

ผานเกณฑ
ผานเกณฑ

หมายเหตุ:  รหัส ESR1_1, ESR1_2 และ ESR1_3 หมายถึงการสงวัสดุทดสอบรอบที่ 1 ของตัวอยางที่ 1, 2 และ 3
               รหัส ESR2_1, ESR2_2 และ ESR2_3 หมายถึงการสงวัสดุทดสอบรอบที่ 2 ของตัวอยางที่ 1, 2 และ 3

ผลการทดสอบความคงตัว

ผลการทดสอบความคงตัวของวัสดุทดสอบความ

ชำนาญการทดสอบ ESR ซึง่ทำการทดสอบทัง้ระดบัปกติ

และผิดปกติ ตัวอยางละ 2 ซ้ำ ของการเตรียมในรอบที่ 1 

และ 2 จะทดสอบนาน 1 เดอืน (สัปดาหท่ี 1, 2, 3, และ 4)

ดงัแสดงในตารางที ่4 พบวาวสัดทุดสอบผานการทดสอบ

ความคงตัวทุกตัวอยางทั้งรอบที่ 1 และรอบที่ 2 ตาม

สูตร | y1–y2 | < 0.3σpt จะถือวาผานเกณฑ โดยคา σpt

ไดมาจากคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของผู เขารวม

ประเมนิความชํานาญในแตละรอบ ในรอบที ่1 ระดบัปกติ 
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คา  | y1–y2 | = 0.10 คา 0.3σpt = 0.64 และระดับผดิปกติ

คา | y1–y2 | = 0.60 คา 0.3σpt = 2.26 ในรอบที่ 2

ระดับปกติ คา | y1–y2 | = 0.35 คา 0.3σpt = 0.48 และ

ระดับผิดปกติ คา | y1–y2 | = 0.55 คา 0.3σpt = 0.59

ดังแสดงในตารางที่ 5

ตารางที่ 4 ผลการทดสอบความคงตัวรายตัวอยาง ของการทดสอบ ESR ซึ่งทำการทดสอบทั้งระดับปกติและผิดปกติ 

 ตัวอยางละ 2 ซ้ำ ของการเตรียมในรอบที่ 1 และ 2 จะทดสอบนาน 1 เดือน (สัปดาหที่ 1, 2, 3, และ 4)

ผลการทดสอบ ESR (mm/hr)

              รอบที่ 1 รอบที่ 2

สัปดาหที่

(n = 4)

ระดับปกติ

(mm/hr)

ระดับผิดปกติ

(mm/hr)

ระดับปกติ

(mm/hr)

ระดับผิดปกติ

(mm/hr)

1

2

3

4

3

2

2

3

3

2

2

3

45

44

45

45

44

45

45

45

3

3

3

3

3

3

3

3

45

45

45

45

45

45

45

45

ตารางที่ 5 การทดสอบความคงตัวของวัสดุทดสอบความชำนาญการวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดงระดับปกติ

 และผิดปกติดวยวิธี modified Westergren ในรอบที่ 1 และรอบที่ 2

รอบ PT items

Mean
(mm/hr) | y1–y2 | σpt 0.3σpt | y1–y2 | < 0.3σpt

(y1) (y2)

1
ระดับปกติ

ระดับผิดปกติ

ESR1_1
ESR1_2
ESR1_3

2.40
45.60

2.50
45.00

0.10
0.60

2.14
7.54

0.64
2.26

ผานเกณฑ
ผานเกณฑ

2
ระดับปกติ

ระดับผิดปกติ

ESR2_1
ESR2_2
ESR2_3

2.65
45.55

3.00
45.00

0.35
0.55

1.60
1.96

0.48
0.59

ผานเกณฑ
ผานเกณฑ

หมายเหตุ: รหัส ESR1_1, ESR1_2 และ ESR1_3 หมายถึงการสงวัสดุทดสอบรอบที่ 1 ของตัวอยางที่ 1, 2 และ 3

              รหัส ESR2_1, ESR2_2 และ ESR2_3 หมายถึงการสงวัสดุทดสอบรอบที่ 2 ของตัวอยางที่ 1, 2 และ 3

ผลการทดสอบ ESR จากหองปฏิบัติการอางอิง

วัสดุทดสอบความชำนาญระดับปกติและผิด

ปกติที่ผานการทดสอบความเปนเน้ือเดียวกันและ

ความคงตัวถูกสงไปทดสอบ ESR ดวยวิธี modified

Westergren ทีห่องปฏบิตักิารอางองิซ่ึงเปนหองปฏบิตักิาร

เทคนคิการแพทยท่ีไดรบัมาตรฐานงานเทคนคิการแพทย

พ.ศ. 2565 จำนวน 3 แหง ท้ังรอบท่ี 1 และ 2 โดย

จะทำการทดสอบทั้ง 2 ระดับ ระดับละ 2 ซ้ำ เพื่อนำคาที่

ไดมาหาคา mean, SD และ mean ± 2SD ดังแสดง

ในตารางที่ 6 ในรอบที่ 1 ระดับปกติเทากับ 2-3 mm/hr

ระดับผิดปกติ เทากับ 45-46 mm/hr รอบที่  2

ระดับปกติ เทากับ 2-3 mm/hr ระดับผิดปกติ เทากับ 

44-45 mm/hr  ดังแสดงในตารางที่ 6
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การประเมินวัสดุควบคุมคุณภาพการวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดง นันดากร กิจธิสุข และคณะ

ผลการประเมินวัสดุทดสอบความชำนาญโดยสมาชิก

หองปฏิบัติการเทคนิคการแพทย

ผลการประเมนิวสัดทุดสอบความชำนาญทีพ่ฒันา

ขึน้เองสำหรบัการทดสอบ ESR จดัสงไปยงัหองปฏบิตักิาร

เทคนคิการแพทย จำนวน 15 แหง ในเครอืขายโรงพยาบาล

จงัหวดัสกลนคร ทดสอบและเกบ็ขอมูล 2 รอบ โดยแตละ

รอบมีจำนวน 3 ตัวอยาง 

ผลการทดสอบรอบที่ 1 จากขอมูลที่ไดรับนำไป

วเิคราะหหาคาทีเ่ปน outliers จากการใช Grubbs’ test 

พบวารหสัตวัอยาง ESR1_1 มขีอมลูท่ีเปน outlier 1 คา 

รหสัตวัอยาง ESR1_2 มีขอมูลท่ีเปน outliers 2 คา รหสั

ตัวอยาง ESR1_3 ไมมีขอมูลที่เปน outlier คา mean 

และ median ที่ไดของตัวอยางรหัสตัวอยาง ESR1_1 

และ รหัสตัวอยาง ESR1_2 ไดเทากันคือ mean เทากับ 

3 และ median เทากับ 2 รหัสตัวอยาง ESR1_3 มีคา 

mean เทากับ 45 และ median เทากับ 45  เมื่อนำมา

วิเคราะหผลดวย Z-score พบวาตัวอยางทดสอบรหัส

ตารางที่ 6 ผลการทดสอบ ESR ดวยวิธี modified Westergren ในรายตัวอยาง จากหองปฏิบัติการอางอิง

 จำนวน 3 แหง ทั้งรอบที่ 1 และ 2 โดยจะทำการทดสอบทั้ง 2 ระดับๆ ละ 2 ซ้ำ

ผลการทดสอบ ESR (mm/hr)

รอบที่ 1 รอบที่ 2

หองปฏิบัติการ 
อางอิง (n = 3)

ระดับปกติ
(n = 3)

ระดับผิดปกติ
(mm/hr)

ระดับปกติ
(mm/hr)

ระดับผิดปกติ
(mm/hr)

1
2
3

3
2
3

3
3
3

45
46
46

45
45
45

2
3
2

2
2
2

45
45
45

45
44
45

Mean
SD

Mean ± 2SD

2.83
0.29

2.83 ± 0.29

45.33
0.29

45.33 ± 0.29

2.17
0.29

2.17 ± 0.29

44.83
0.29

44.83 ± 0.29

ตัวอยาง ESR1_1 ใหผลยอมรับได จำนวน 14 แหง และ

ยอมรับไมได จำนวน 1 แหง รหัสตัวอยาง ESR1_2 ให

ผลยอมรับได จำนวน 12 แหง นาสงสัย จำนวน 1 แหง

และยอมรับไมได จำนวน 2 แหง รหัสตัวอยาง ESR1_3 

ใหผลยอมรับได จำนวน 15 แหง ดังแสดงในตารางที่ 7

ผลการทดสอบรอบที่ 2 จากขอมูลที่ไดรับนำไป

วเิคราะหหาคาทีเ่ปน outliers จากการใช Grubbs’ test 

พบวารหสัตวัอยาง ESR2_1 และ ESR2_2 มขีอมลูทีเ่ปน 

outlier อยางละ 1 คา รหัสตัวอยาง ESR2_3 ไมมีขอมูล

ที่เปน outlier คา mean, median ที่ไดของตัวอยาง

รหัสตัวอยาง ESR2_1 และ รหัสตัวอยาง ESR2_2 ได

เทากันคือ mean เทากับ 4 และ median เทากับ 4 รหัส

ตัวอยาง ESR2_3 มีคา mean เทากับ 43 และ median 

เทากับ 43  เมื่อนำมาวิเคราะหผลดวย Z-score พบวา

ตวัอยางทดสอบรหสัตวัอยาง ESR2_1 และ ESR2_2 ให

ผลยอมรับได จำนวน 14 แหง และยอมรับไมได จำนวน 

1 แหง รหัสตัวอยาง ESR1_3 ใหผลยอมรับได จำนวน 

15 แหง ดังแสดงในตารางที่ 8 
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Evaluation of Control Materials for Erythrocyte 
Sedimentation Rate Measurement   Nundakorn Kittisuk et al.

ตารางที่ 7 ผลการทดสอบวัสดุทดสอบความชำนาญการวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดงดวยวิธี modified 

 Westergren ของหองปฏิบัติการ ประเมินดวย Z-score (| Z | < 2 = ยอมรับ, 2.0 < | Z | < 3.0 นาสงสัย,  

|Z | > 3 = ยอมรับไมได) รอบที่ 1

รหัส รพ. 
หมายเลข

วัสดุทดสอบความชำนาญ

ESR1_1 Z-score ESR1_2 Z-score ESR1_3 Z-score

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
 13
14
15

Mean
Median

SD
Uncertainty

ยอมรับได
นาสงสัย

ยอมรับไมได

2
2
1
3
2
2
2
2
2
5
3
4
2
4
8
3
2

1.09
0.35

-0.523
-0.523
-1.440
0.394
-0.523
-0.523
-0.523
-0.523
-0.523
2.229
0.394
1.312
-0.523
1.312
4.982

14
0
1

2
2
1
3
2
2
2
5
3
3
3
2
4
8
10
3
2

1.04
0.34

-0.60
-0.60
-1.56
0.37
-0.60
-0.60
-0.60
2.29
0.37
0.37
0.37
-0.60
1.33
5.17
7.10

12
1
2

41
33
46
45
34
43
42
53
52
40
48
60
55
47
40
45
45

7.54
2.41

-0.57
-1.63
0.10
-0.04
-1.49
-0.30
-0.43
1.03
0.89
-0.70
0.36
1.95
1.29
0.23
-0.70

15
0
0

หมายเหตุ: Standard division (SD) ที่ตัด outliers ออกแลว นำคาที่ไดไปใชในการคิดคา Z-score

ตารางที่ 8 ผลการทดสอบวัสดุทดสอบความชำนาญการวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดงดวยวิธี modified 

 Westergren ของหองปฏิบัติการประเมินดวย Z-score ( | Z | < 2 = ยอมรับ, 2.0 <| Z | < 3.0 นาสงสัย,  

| Z | > 3 = ยอมรับไมได) รอบที่ 2

รหัส รพ. 
หมายเลข

วัสดุทดสอบความชำนาญ

ESR1_1 Z-score ESR1_2 Z-score ESR1_3 Z-score

1
2
3
4
5
6

4
3
5
4
4
4

0.00
-1.37
1.37
0.00
0.00
0.00

10
4
5
4
4
5

11.76
0.00
1.96
0.00
0.00
1.96

45
42
40
45
43
45

1.02
-0.51
-1.53
1.02
0.00
1.02



83วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 1 มกราคม  - มีนาคม 2568

การประเมินวัสดุควบคุมคุณภาพการวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดง นันดากร กิจธิสุข และคณะ

วิจารณ

ปจจบุนัการทดสอบความชำนาญทางหองปฏบิติัการ

เทคนคิการแพทยมคีวามสำคญัตอผลการทดสอบ ปจจยัหนึง่

ทีท่ำใหผลการทดสอบมีคณุภาพ คอื การควบคมุคณุภาพ

จากองคกรภายนอก การทดสอบการตรวจอัตราการ

ตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง (ESR) เปนหนึ่งในการ

ทดสอบที่ตองมีการควบคุมคุณภาพ จากผลงานวิจัยที่

ผานมาไดมีการพัฒนาวัตถุควบคุมคุณภาพสำหรับการ

ตรวจอตัราการตกตะกอนของเม็ดเลอืดแดง จากเลอืดสด

มีรายงานวามีอายุการใชงานระยะสั้น(16) ในปจจุบัน

มีหนวยงานที่ใหบริการไมเพียงพอ อาจจะเกิดจาก

ตัวอยางวัสดุควบคุมคุณภาพสวนใหญตองนำเขามาจาก

ตางประเทศและมีราคาแพง หนวยงานท่ีใหบรกิารภายใน

ประเทศมีเพียงแหงเดียวที่ใหบริการ ทำใหเปนขอจำกัด

ในการใหบริการ

รหัส รพ. 
หมายเลข

วัสดุทดสอบความชำนาญ

ESR1_1 Z-score ESR1_2 Z-score ESR1_3 Z-score

7
8
9
10
11
12
 13
14
15

Mean
Median

SD
Uncertainty

ยอมรับได
นาสงสัย

ยอมรับไมได

3
3
4
4
5
5
5
4
10
4
4

0.73
0.24

-1.37
-1.37
0.00
0.00
1.37
1.37
1.37
0.00
8.22

14
0
1

5
4
4
4
5
5
4
5
4
4
4

0.51
0.16

1.96
0.00
0.00
0.00
1.96
1.96
0.00
1.96
0.00

14
0
1

43
42
40
41
45
44
40
45
43
43
43

1.96
0.63

0.00
-0.51
-1.53
-1.02
1.02
0.51
-1.53
1.02
0.00

15
0
0

ตารางที่ 8 ผลการทดสอบวัสดุทดสอบความชำนาญการวัดอัตราการตกตะกอนเม็ดเลือดแดงดวยวิธี modified 

 Westergren ของหองปฏิบัติการประเมินดวย Z-score (| Z | < 2 = ยอมรับ, 2.0 <| Z | < 3.0 นาสงสัย,  

| Z | > 3 = ยอมรับไมได) รอบที่ 2 (ตอ)

หมายเหตุ: Standard division (SD) ที่ตัด outliers ออกแลว นำคาที่ไดไปใชในการคิดคา Z-score

ดงันัน้ผูวจิยัจงึไดพฒันาวสัดทุดสอบความชำนาญ

การทดสอบ ESR โดยใชสารกลูตารัลดีไฮดชวยรักษา

สภาพและผสมพลาสมาเพือ่ใหวสัดทุดสอบความชำนาญท่ี

เตรยีมมีคณุลักษณะเหมือนตัวอยางเลือดจรงิเหมาะสมที่

จะนำมาใชในการทดสอบ เนือ่งจากปจจบุนัหองปฏบิตักิาร

หลายแหงยังตองใชเลือดจริงในการทดสอบ โดยใชเลือด

ที่เหลือจากการทดสอบในหองปฏิบัติการในแตละวัน

ซึ่ งมักมีปริมาตรเลือดเหลือไม เพียงพอ หรือตอง

เจาะเลอืดใหมจากบคุลากรในหองปฏบิตักิาร แตก็มปีญหา

ทีไ่มมีตวัอยางทดสอบทีผิ่ดปกต ิแหลงทีไ่ดมาของตวัอยาง

ทดสอบทัง้สองวธิมีกัมขีอจำกดัทีจ่ะตองรบีทำการทดสอบ

เพือ่ปองการการแตกของเมด็เลอืดแดงหากเกบ็ไวนาน ดงั

นั้นตัวอยางวัสดุทดสอบความชำนาญที่เตรียมขึ้นจะชวย

แกปญหาที่เกิดขึ้น นอกจากน้ีขอจำกัดอีกประการของ

ตัวอยางทดสอบที่นำเขาจากตางประเทศคือมีราคาแพง
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Evaluation of Control Materials for Erythrocyte 
Sedimentation Rate Measurement   Nundakorn Kittisuk et al.

โดยทัว่ไปมรีาคาเฉลีย่ 500 บาทตอมิลลลิติร วัสดทุดสอบ

ความชำนาญที่ผลิตขึ้นในงานวิจัยนี้มีตนทุนสวนใหญ คือ

สารเคมีกลูตารัลดีไฮดและสารชวยเรงการจับกลุมของ

เม็ดเลือดแดง ในสวนเม็ดเลือดแดงและพลาสมา

ไดมาจากเลือดที่หมดอายุ เมื่อคิดคาใชจายในการเตรียม

ทั้งหมด พบวาในการผลิตเฉลี่ย 100 บาทตอมิลลิลิตร 

ทำใหชวยลดคาใชจายในงานคุณภาพของหองปฏิบัติการ 

การประเมินการนำไปใชจริงของตัวอยางวัสดุ

ทดสอบความชำนาญการวัดอัตราการตกตะกอนเม็ด

เลือดแดงดวยวิธี modified Westergren จากหอง

ปฏบัิตกิารเทคนคิการแพทย จำนวน 15 แหง ในเครอืขาย

โรงพยาบาลจังหวัดสกลนคร โดยสงตัวอยาง จำนวน 3 

ตัวอยางตอครั้ง ซึ่งในแตละครั้งทั้ง 3 ตัวอยาง โดยมีทั้ง

ระดบัปกต ิจำนวน 2 ตวัอยาง และผดิปกต ิจำนวน 1 ตวัอยาง

เหตุผลที่ตองสง 3 ตัวอยางตอครั้ง เนื่องจากตัวอยางที่

ปกตินัน้เปนตวัอยางเดยีวกนั เชน รอบท่ี 1 รหสั ESR1_1, 

ESR1_2 และรอบที่ 2 รหัส ESR2_1, ESR2_2 ผูวิจัย

ตองการทดสอบความแมนยำของผูทำการทดสอบ ซึง่ผูให

บริการทดสอบสวนใหญจะใหตัวอยาง จำนวน 2 ตัวอยาง  

คือ ไดตัวอยางที่ปกติและผิดปกติ จากผลการทดสอบ

รอบที่  1 และ 2 ผลการทดสอบท่ีไดจากสมาชิก

หองปฏิบัติการโดยพิจารณาจากคา Z-score ของ

การประเมนิวสัดทุดสอบความชำนาญ พบวา วัสดทุดสอบ

ที่สงไปประเมินสมาชิกสวนใหญใหผลยอมรับไดที่คา

| Z | < 2  ถงึรอยละ 93.3 แสดงวาในเบือ้งตนทีพ่ฒันาวสัดุ

ใหผลการทดสอบเปนที่นาพอใจ เนื่องจากการศึกษาวิจัย

ในคร้ังนีเ้ปนการศกึษาเบือ้งตนเพือ่จะพฒันาวัสดทุดสอบ

ความชำนาญที่มีความเหมาะสมนำไปใชสำหรับทดสอบ

ความชำนาญการวดัอตัราการตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง

สำหรับวิธี modified Westergren เทานั้น 

โดยสรุปการศึกษานี้ เปนการศึกษาเบื้องตน

ที่ทำการวิจัยมีการทดสอบความเปนเนื้อเดียวกันและ

ความคงตัว เพ่ือใหสอดคลองกับมาตรฐานที่กำหนด 

เชน ISO 17043:2023 และ ISO 13528:2022 วัตถุ

ทดสอบอาจสามารถนำไปใชหรือตอยอดในการทดสอบ

ความชำนาญได เนื่องจากเปนการศึกษาเบื้องตน ดังนั้น

จะตองมีการศึกษาเพ่ิมเติมมากกวาน้ี เชนการทดสอบ 

Short-term stability (Transportation stability) 

รวมทั้งเพิ่มกลุมสมาชิกหองปฏิบัติการเทคนิคการแพทย

ที่ประเมินมากยิ่งขึ้น

สรุป

งานวิจัยนี้ไดศึกษาการเตรียมวัสดุทดสอบความ

ชำนาญการวัดอัตราการตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงที่

เตรียมขึ้นเองสำหรับวิธี modified Westergren พบวา

วัสดุทดสอบที่เตรียมข้ึนเอง มีความเปนเนื้อเดียวกัน

และความคงตัว และเมื่อสงไปใหสมาชิกหองปฏิบัติการ

เพื่อทดสอบผลที่ไดสวนใหญใหผลเปนที่ยอมรับได การ

ศึกษาน้ีเปนการศึกษาเบื้องตน เพื่อจะนำขอมูลที่ไดไป

ศึกษาเพิ่มเติมเพื่อใหมีความเหมาะสมตามมาตรฐานท่ี

กำหนดและพัฒนานำไปสูการใหบริการทดสอบความ

ชำนาญตอไป

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคณุ พนัเอก ฉัตรมงคล คนขยนั นกัเทคนคิ
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Evaluation of Control Materials for 
Erythrocyte Sedimentation Rate

Measurement by Using the Modified 
Westergren Method

ABSTRACT Erythrocyte Sedimentation Rate (ESR) measurement is a widely used test to assess 
inflammation or response in the acute phase. There is only one service unit available in Thailand which 
is insufficient, thus, proficiency testing (PT) materials need to be developed to supply to establish more 
test sites. This study aimed to evaluate the control materials prepared for ESR testing with the modified 
Westergren method. The materials consisted of glutaraldehyde-preserved red blood cells and plasma 
evaluated for homogeneity and stability according to the ISO 13528:2022 standards. Following these, the 
material samples were sent to 15 medical technology laboratories for evaluation over 2 rounds. Each round 
consisted of 3 samples: 2 samples were at normal levels and 1 sample at abnormal levels. The Z-score 
value was used to assess the results, with a value of  | Z | < 2 considered passing. The study results showed 
that the ESR control materials at both levels in both rounds of preparation were homogeneous and stable. 
The evaluation of ESR control material samples by 15 medical technology laboratories found consistent 
results. For the normal level, 2 samples had | Z | < 2 in 14 laboratories (93.3%), and for the abnormal 
level, 1 sample had | Z | < 2 in all 15 laboratories (100%). This study demonstrated that most laboratories 
provide accurate test results. However, increasing the number of laboratories in the evaluation would 
further enhance confidence in these control materials. Further development of these control materials will 
lead to the self-prepared proficiency testing materials for ESR proficiency testing of the modified
Westergren method.

Keywords: Control materials, Erythrocyte sedimentation rate, Modified Westergren method
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วันเพ็ญ ดวงสวาง เรณุกา ภูอาลัย และ ธีรวุฒิ บุญรักษา
สำนักรังสีและเครื่องมือแพทย กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพเครื่องตรวจวัด
ระดับน้ําตาลในเลือดชนิดพกพาในประเทศไทย

โดยใชวัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือด

บทคัดยอ การเลือกใชเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาที่มีผลการวัดนาเช่ือถือ เปนปจจัยสำคัญที่ชวยให
การคัดกรอง การติดตามการรักษา และการควบคุมโรคเบาหวานมีประสิทธิผล การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพเคร่ืองตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาที่วางจำหนายในประเทศไทย โดยใชวัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือด 
จำนวน 3 ระดับความเขมขน คือ 86±3.0 mg/dL, 124±5.0 mg/dL และ 192±6.0 mg/dL ทดสอบกับเครื่องตรวจวัดระดับ
น้ำตาลในเลือดชนิดพกพาหลักการ amperometry-glucose dehydrogenase (GDH) จำนวน 20 เครื่อง จาก 11 ยี่หอ
และหลักการ photometry-glucose oxidase (GOx) จำนวน 2 เครื่อง จาก 1 ยี่หอ และความเขมขน 64±5.0 mg/dL, 
76±12.0 mg/dL และ 131±18.0 mg/dL ทดสอบกบัหลกัการ amperometry-glucose oxidase (GOx) จำนวน 15 เครือ่ง 
จาก 8 ยี่หอ รวม 37 เครื่อง จาก 20 ยี่หอ (n = 10) พบวาผลการทดสอบของเครื่องที่ใชหลักการ amperometry-GDH และ 
photometry-GOx มากกวารอยละ 90 ผานเกณฑการยอมรับทั้งความเที่ยงแบบ within-run (CV ≤ 5.0%) และ
ความถูกตองตามเกณฑมาตรฐาน ISO 15197:2013 (bias ±15 mg/dL ที่น้ำตาลกลูโคส < 100 mg/dL และ ±15% 
ที่น้ำตาลกลูโคส ≥ 100 mg/dL) ทุกระดับความเขมขน แตหลักการ amperometry-GOx มีเพียง 1 เคร่ือง ที่ผานเกณฑ
การยอมรับ อยางไรก็ตาม การศึกษานี้เปนการประเมินประสิทธิภาพเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาสวนหน่ึง
ซึ่งยังไมครอบคลุมทุกยี่หอที่วางจำหนายในประเทศไทย

คำสำคัญ: เครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา, น้ำตาลกลูโคส, วัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือด, ความเที่ยง, 
 ความถูกตอง 
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Performance of Blood Glucose Meters in Thailand Wanpen Duangsawang et al.

บทนํา

เครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา 

เปนอุปกรณทางการแพทย ท่ีมีวัตถุประสงคในการใช

เพื่อติดตามระดับน้ำตาลในเลือดผูปวยที่เปนโรคเบาหวาน

ปจจุบันมีการใชอยางแพรหลายในสถานพยาบาล

ทุกระดับ (professional use) รวมถึงผูปวยเบาหวาน

สามารถติดตามระดับน้ำตาลในเลือดไดดวยตนเอง

ที่บาน (home use) เนื่องจากวิธีการตรวจที่ไมยุงยาก

ทราบผลตรวจไดทันที อยางไรก็ตาม ผลการตรวจวัด

คานำ้ตาลกลโูคสดวยเครือ่งตรวจวัดระดบัน้ำตาลในเลอืด

ชนิดพกพา ไมควรนำไปใชเพื่อการวินิจฉัยโรคเบาหวาน

เนื่องจากอาจมีความผิดพลาดจากความคลาดเคลื่อนที่

เกิดจากระบบของเครื่องหรือแผนตรวจ (test strip) ได

ในประเทศไทยมีการใชเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาล

ในเลือดชนิดพกพาหลากหลายยี่หอ จากการศึกษาของ

ณัฐชา เอ้ือกาญจนานันท และคณะ(1) ไดสำรวจขอมูล

เครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาที่ใชใน

ประเทศไทย ในชวงป พ.ศ. 2554-2559 จากแหลงขอมลู

เอกสารทางวิชาการตางๆ พบวามีทั้งหมด 106 ยี่หอ

สวนใหญใชหลักการ amperometry ดวยเอนไซม 

glucose dehydrogenase (GDH) มากที่สุด

รองลงมาเปนหลักการ amperometry ดวยเอนไซม 

glucose oxidase (GOx) และหลักการ photometry

ตามลำดับ ซึ่งการตรวจวัดน้ำตาลกลูโคสดวยเครื่อง

ตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาท่ีใชหลักการ 

photometry เปนการวัดปฏิกิริยาที่เกิดจากเอนไซม 

GOx และ peroxidase ทำใหเกดิการเปลีย่นส ีโดยระดบั

ความเขมของสีจะถูกคำนวณเปนระดับน้ำตาลในเลือด 

สวนหลักการ amperometry เปนการวัดปฏิกิริยาที่เกิด

จากเอนไซม GDH หรือ GOx แลวเกิดการเปลี่ยนแปลง

ของระดับอิเล็กตรอน นำมาคำนวณเปนระดับน้ำตาล

ในเลอืด ทัง้นีใ้นการทำงานของเอนไซม GDH ตองอาศยั

โคเอนไซม ไดแก nicotinamide adenine dinucleotide

(NAD), pyrroloquinoline quinone (PQQ) และ 

flavin adenine dinucleotide (FAD) ซึ่งแตละชนิด

มีความจำเพาะที่แตกตางกัน(2)

เครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา

ที่จำหนายในประเทศไทย ผูผลิตและผูนำเขาตองแสดง

ผลการประเมินประสิทธิภาพสอดคลองตามมาตรฐาน

สากล ISO 15197:2013(3) และตองไดรบัการขึน้ทะเบยีน

ผลิตภัณฑเครื่องมือแพทยจากกองควบคุมเครื่องมือ

แพทย สำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา กอนที่จะ

นำออกจำหนาย ในปจจุบันชองทางจำหนายผลิตภัณฑ

เครือ่งมอืแพทยมหีลายชองทาง นอกจากมกีารจำหนายใน

รานคาที่นาเชื่อถือแลว ยังมีการจำหนายบนแพลตฟอรม

ออนไลนที่ประชาชนสามารถเขาถึงไดสะดวก ซึ่งผลการ

สำรวจของ วันวิสาข ตรีบุพชาติสกุล และคณะ(4) ในป 

พ.ศ. 2560-2562 จากการรวบรวมขอมูลเครื่องตรวจวัด

ระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาจาก 5 แพลตฟอรม

ออนไลน จำนวน 79 ยี่หอ พบวาไดรับการข้ึนทะเบียน

จากกองควบคุมเครือ่งมอืแพทย สำนกังานคณะกรรมการ

อาหารและยา จำนวน 32 ยี่หอ และไมไดรับการข้ึน

ทะเบยีน จำนวน 47 ยีห่อ ซึง่ผูบรโิภคอาจไดรบัความเสีย่ง

จากเครื่องมือแพทยที่ ไมไดมาตรฐาน ดวยเหตุนี้

ห องปฏิบัติ การ เครื่ องมือแพทย  สำนักรั งสีและ

เครื่องมือแพทย กรมวิทยาศาสตรการแพทย ซึ่งมีหนาที่

ตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการดานเครื่องมือแพทย

ใหเปนไปตามกฎหมายและมาตรฐานสากลเพื่อคุมครอง

ผูบริโภค(5) เล็งเห็นความจำเปนที่ตองมีการเฝาระวัง

คุณภาพเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา

หลังออกสูตลาดในประเทศไทย 

ขอกำหนดของ CLSI EP15-A2(6) ไดแนะนำ

วิธีประเมินความถูกตอง (accuracy) ดวยคาความ

เอนเอียง (bias) วาเปนไปตามคุณลกัษณะเฉพาะทีบ่รษิทั

ผูผลิตระบุหรือไม อาจทำไดโดยวิเคราะหส่ิงสงตรวจ

ผูปวยและเปรียบเทียบคาที่วัดไดจากเครื่องตรวจวัด

ระดบันำ้ตาลในเลอืดชนดิพกพา และจากเครือ่งวเิคราะห

อัตโนมัติในหองปฏิบัติการหรืออาจทำโดยวิเคราะหวัสดุ

อางอิงรับรอง ที่ทราบคาความเขมขนน้ำตาลกลูโคส ซ่ึง

วัสดุอางอิงตองเหมาะสมกับการใชงาน มีคุณลักษณะ

ใกลเคียงกับตัวอยางที่ใชตรวจประจำวัน ตองมีความ

เปนเนื้อเดียวกัน (homogeneity) ความเสถียร 

(s tab i l i ty)  และมีคุณสมบัติ ในการส ลับที่ ได

(commutability) ซึ่งหมายถึงการที่ผลตางของน้ำตาล

กลโูคสในวสัดอุางองิทีต่รวจวดัดวยเครือ่งมอืสองหลกัการ

ที่แตกตางกัน ไมแตกตางกับผลตางของน้ำตาลกลูโคส
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ประสิทธิภาพเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาในประเทศไทย วันเพ็ญ ดวงสวาง และคณะ

ในเลือดจริงจากผูปวยหรืออาสาสมัครที่ตรวจวัดดวย

เคร่ืองมือสองหลักการดวย(7) โดยคาอางอิงหรือคา

กำหนด (assigned value) ไดมาจากวิธกีารวัดทีส่ามารถ

สอบกลับไดทางมาตรวิทยา (traceability) ตามขอ

กำหนดของ ISO 17511(8) ทั้งนี้การศึกษาของ วันวิสาข

ตรบีพุชาตสิกลุ และคณะ(9) ไดพฒันากรรมวิธเีตรยีมวสัดุ

อางอิงสำหรับการตรวจวิเคราะหน้ำตาลในเลือดดวย

เครื่องตรวจวัดชนิดพกพา ผูวิจัยจึงสนใจที่จะนำวัสดุ

อางอิงมาใชในการประเมินประสิทธิภาพเครื่องตรวจวัด

ระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา และไดรับความรวมมือ

ระหวาง 3 หนวยงาน ไดแก กรมวิทยาศาสตรการแพทย 

มหาวิทยาลัยนเรศวร และสถาบันมาตรวิทยาแหงชาติ 

เพ่ือพัฒนาวสัดอุางองิและวิธกีารทวนสอบเครือ่งตรวจวดั

ระดบันำ้ตาลในเลือดชนิดพกพา โดยมหาวิทยาลยันเรศวร

รับผิดชอบพัฒนากรรมวิธีการเตรียมวัสดุอางอิง ศึกษา

ความเปนเนื้อเดียวกัน ความเสถียร และกำหนดคาของ

วัสดุอางอิง สถาบันมาตรวิทยาแหงชาติ รับผิดชอบตรวจ

วเิคราะหนำ้ตาลกลูโคสในวัสดอุางองิ ดวยเทคนิค Isotope

Dilution Liquid Chromatography–Mass Spec-

trometric (ID-LC-MS) และรับรองคาวัสดุอางอิง 

ทั้งนี้การทดสอบความสามารถในการสลับที่ได (com-

mutability) อยูภายใตความรบัผดิชอบของมหาวทิยาลยั

นเรศวรและสถาบันมาตรวิทยาแหงชาติ

การศึกษานี้มี วัตถุประสงคเพื่อเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิด

พกพา 20 ยี่หอ ที่มีจำหนายในประเทศไทย โดยใช

วัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือดทดสอบความเที่ยงแบบ 

within-run และทดสอบความถูกตองตามขอกำหนด

ของมาตรฐาน ISO 15197:2013 เพื่อเปนขอมูลสำหรับ

การคัดเลือกเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิด

พกพา

   

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางที่นำมาศึกษา

วัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือดท่ีพัฒนากรรมวิธี

เตรียมวัสดุอางอิงสำหรับการทดสอบการตรวจวัดระดับ

น้ำตาลในเลือด ดวยเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือด

ชนิดพกพา ผานการทดสอบความเปนเน้ือเดียวกัน

ความเสถียร และความสามารถสลับที่ได จากหนวยวิจัย

วัสดุอางอิงและนวัตกรรมหองปฏิบัติการทางการแพทย 

ภาควิชาเทคนคิการแพทย คณะสหเวชศาสตร มหาวิทยาลยั

นเรศวร มีการควบคุมอุณหภูมิระหวางการขนสงและ

การเก็บรักษา อยูในชวง 2–8 °C มีลักษณะตัวอยาง

เปนแบบแยกสองสวน คือ เซลลเม็ดเลือดแดงและ

น้ำเหลือง บรรจุในหลอดที่มีฝาปด มีการระบุคากำหนด

และคาความไมแนนอนของการวัด จำนวน 3 ระดับ

ความเขมขน แยกตามหลักการของเครื่องตรวจวัด

ระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา ดังนี้  หลักการ 

amperometry-GDH และ photometry-GOx

ความเขมขนระดับต่ำ 86±3.0 mg/dL ความเขมขน

ระดับกลาง 124±5.0 mg/dL ความเขมขนระดับสูง

192±6.0 mg/dL และระบุความสอบกลับไดทาง

มาตรวิทยา ดังแสดงในภาพที่  1 สำหรับหลักการ

amperometry-GOx มีการระบุเปนคา indicative

value พรอมคาความไมแนนอนของการวดั ความเขมขน

ระดับต่ำ 64±5.0 mg/dL ความเขมขนระดับกลาง 

76±12.0 mg/dL และความเขมขนระดับสูง 131±18.0 

mg/dL

เครื่องมือที่ใชในการศึกษา

คัดเลือกเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิด

พกพายี่หอตางๆ ที่มีหลักการตางๆ จำนวน 20 ยี่หอ โดย

กำหนดเกณฑการพิจารณาเครื่องมือที่ใชในการศึกษา 

(inclusion criteria) ดงันี ้1) เปนเครือ่งตรวจวดัระดบั

น้ำตาลในเลือดปลายนิ้วที่จำหนายในประเทศไทย 2) 

เปนเครื่องที่ผานเกณฑการประเมินตามมาตรฐาน ISO 

15197:2013 3) เปนเครื่องใหมที่ยังไมผานการใชงาน 

4) เปนเครื่องที่ใชหลักการ amperometry ใช enzyme 

GOx หรือ GDH หรือใชหลักการ photometry ใช 

enzyme GOx และ 5) เอกสารกำกับเคร่ืองมือแพทย 

ระบกุลุมผูใชสำหรบั home use หรอื professional use 

อยางนอยแบบใดแบบหนึ่ง ดังแสดงในตารางที่ 1

การเตรียมความพรอมกอนทำการประเมิน

ศึกษาคูมือการใชงานเครื่องตรวจวัดระดับ

น้ำตาลในเลือดชนิดพกพา และเอกสารกำกับแผนตรวจ
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Performance of Blood Glucose Meters in Thailand Wanpen Duangsawang et al.

NU มหาวิทยาลัยนเรศวร, NIMT สถาบันมาตรวิทยาแหงชาติ

ภาพที่ 1 หวงโซความสอบกลับไดทางมาตรวิทยาของการวัดคาน้ำตาลกลูโคสในเลือด

ตารางที่ 1  เครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาและแผนตรวจที่ใชในการศึกษา จำแนกตามหลักการ

ยี่หอ หมายเลขเครื่อง
หมายเลขรุนผลิต

แผนตรวจ

เอกสารกำกับเครื่องมือแพทย
ระบุกลุมผูใช

Home use Professional 
use

หลักการ amperometry และเอนไซมและโคเอนไซมบนแผนตรวจ GDH-FAD

1. Meter A
2. Meter B
3. Meter C
4. Meter D
5. Meter E
6. Meter F
7. Meter G
8. Meter H
9. Meter I

10. Meter J

96800322846, 96800323263
92507552762, 92508993564

7349377, 7350635
4279120220041980

EC21AA11263
405C4000B70, 405C4000B3D
404E43DF9B7, 404E43DF9C1

 M05G03AB0049, M05G03AB0054
2BKA9R01550, 2BKA9R01564

425711612001791F,4257116120017931

301057, 301465
101791, 102440

DP0KQHC36H, DP0KQHC36F
TD21D122-BBD, TD21D106-BCD

A21B03271
1090103
1790104

11K23W1AC0, 11K24F1AC0
140319

TD20E104-BGD, TD20F109-BGE

√
√
√
√
√
√
√
√
√
√

√
√
√

√
√
√
√

√

หลักการ amperometry และเอนไซมและโคเอนไซมบนแผนตรวจ GDH-PQQ

11. Meter K  404R200F8C3, 404R200F79B 1490177 √ √

หลักการ photometry และเอนไซมบนแผนตรวจ GOx

12. Meter L 1603322396, 1603322400 20121117, 21030318 √ √

หลักการ amperometry และเอนไซมบนแผนตรวจ GOx

13. Meter M EGB025275, EGB025280 S210507D-1 √ √
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ประสิทธิภาพเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาในประเทศไทย วันเพ็ญ ดวงสวาง และคณะ

ยี่หอ หมายเลขเครื่อง
หมายเลขรุนผลิต

แผนตรวจ

เอกสารกำกับเครื่องมือแพทย
ระบุกลุมผูใช

Home use Professional 
use

14. Meter N 
15. Meter O
16. Meter P
17. Meter Q
18. Meter R
19. Meter S
20. Meter T

eB-G1G0D2Z50404, eB-G1G0D2Z50410
CE234572, CE234168

16619B001057, 16619B001088
F001265J0048, F001265J0249

M01J03AA2142, M01J03AA2145
M03TG01HAC1619, M03TG01FAC4852 

UDG005580

I2D0C2A01
C1S2101002

C0T21218A35
SN23TBMEE

S0420017, S0420018
S0321035
L200703-1

√
√
√
√
√
√
√

√
√
√

√
√

ตารางที่ 1  เครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาและแผนตรวจที่ใชในการศึกษา จำแนกตามหลักการ (ตอ)

แตละยี่หอใหเขาใจกอนลงมือปฏิบัติ เตรียมสภาวะ

แวดลอมการทดสอบใหมีอุณหภูมิอยูระหวาง (23±5°C) 

และความชืน้สมัพทัธที ่(50±20%RH) รอสภาวะแวดลอม

คงที ่บนัทกึคาอุณหภูมิและความชืน้สัมพัทธ เตรยีมเคร่ือง

ตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาและตรวจสอบ

แบตเตอรี่ของเครื่องใหพรอมใชงาน เตรียมแผนตรวจ 

ตรวจสอบวนัหมดอายขุองแผนตรวจ ตรวจสอบรหสัเครือ่ง

ตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา (ถามี) และ

แผนตรวจใหสอดคลองตรงกันทุกครั้ง เตรียมน้ำยา

ควบคมุคณุภาพ (ถาม)ี ตามขัน้ตอนทีร่ะบใุนเอกสารกำกับ

เตรียมอุปกรณที่จำเปนอื่นๆ เชน แผนพาราฟลม หลอด

หยด แทนวางหลอดบรรจุวัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือด

ถุงขยะติดเชื้อ รวมถึงชุดอุปกรณทำความสะอาดหลังการ

ใชงาน เปนตน บันทึกรายละเอียดตางๆ ของเครื่องตรวจ

วัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา แผนตรวจ น้ำยา

ควบคุมคุณภาพ (ถามี) และวัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือด 

ลงในแบบบนัทกึการทวนสอบ ปรบัสภาวะเครือ่งตรวจวดั

ระดบันำ้ตาลในเลอืดชนดิพกพา แผนตรวจ น้ำยาควบคมุ

คุณภาพ ในสภาวะแวดลอมตามที่กำหนด เปนเวลา

อยางนอย 30 นาที กอนการทวนสอบ

การประเมินเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิด

พกพาดวยวัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือด 

ปฏิบัติตามเอกสารแนะนำการใชงานวัสดุอางอิง

แปรรปูจากเลอืด โดยนำตวัอยางท้ังสองสวน คอื เซลลเมด็

เลอืดแดงและนำ้เหลอืงท่ีแยกบรรจอุยูในหลอดทีม่ฝีาปด 

วางไวท่ีอุณหภมูหิอง (23±5°C) เปนเวลา 15 นาท ีจากนัน้

ใช pasteur pipette ดดูนำ้เหลอืง ปรมิาตร 0.8 มลิลลิติร 

ใสในหลอดที่บรรจุเซลลเม็ดเลือดแดง ทำการผสมให

วัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือดมีความเปนเนื้อเดียวกัน 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร วางวัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือดไว

ที่อุณหภูมิหองอีกครั้ง เปนเวลา 15 นาที เมื่อครบเวลาใช

pasteur pipette หยดวัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือดลง

บนแผนพาราฟลม ทำการประเมินความเที่ยงและความ

ถูกตองของผลการตรวจวัดดวยเครื่องตรวจวัดระดับ

น้ำตาลในเลือดชนิดพกพาทั้ง 37 เครื่อง ในชวงเวลา

เดียวกัน และทดสอบกับแผนตรวจแตละรุนผลิต จำนวน 

10 ซ้ำ โดยตรวจวัดแตละความเขมขนใหเสร็จภายใน

2 ชั่วโมง และใชผูวัดเพียงคนเดียว 

การวิเคราะหขอมูลและเกณฑการยอมรับ

นำขอมูลผลการตรวจวัดคาน้ำตาลกลูโคสในวัสดุ

อางอิงแปรรูปจากเลือด ดวยเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาล

ในเลือดชนิดพกพา โดยแยกแตละหลักการ ประเมิน

ความเที่ยง (precision) แบบ within-run คำนวณคา

เฉลี่ย (mean) คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) และรอยละ

สัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (%CV) ของคาน้ำตาล

กลูโคสในวัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือดทั้ง 3 ระดับความ

เขมขน และเปรียบเทียบกับเกณฑการยอมรับคา %CV 

ตองมีคาไมเกิน 5.0% โดยอางอิงเกณฑของ Wisconsin 

State Laboratory of Hygiene (WSLH) กำหนด

ใหคา %CV ตองไมเกิน 0.25 เทาของคา Allowable 
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Performance of Blood Glucose Meters in Thailand Wanpen Duangsawang et al.

Total Error (TEA)(10) ของ glucose, whole blood 

ซึ่งปจจุบัน คือ 20%(11) และประเมินความถูกตอง โดย

คำนวณคาความเอนเอียง (bias) จากผลตางของ

คาเฉลี่ยของผลการตรวจวัดคาน้ำตาลกลูโคสในวัสดุ

อางอิงแปรรูปจากเลือด ดวยเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาล

ในเลือดชนิดพกพากับคากำหนด (assigned value) 

ของคาน้ำตาลกลูโคสในวัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือด

ทั้ง 3 ระดับความเขมขน แยกตามหลักการเครื่อง ซึ่ง

กำหนดเกณฑการยอมรับคา bias ตามมาตรฐาน ISO 

15197:2013(3) ที่ความเขมขนของน้ำตาลกลูโคสในวัสดุ

อางอิงแปรรูปจากเลือด < 100 mg/dL ตองไมเกิน

±15 mg/dL และที่ความเขมขนของวัสดุอางอิงแปรรูป

จากเลือด ≥ 100 mg/dL ตองไมเกิน ±15% 

ผล

ผลการตรวจวัดคาน้ำตาลกลูโคสในวัสดุอางอิง

แปรรปูจากเลอืดทัง้ 3 ระดบัความเขมขน ดวยเครือ่งตรวจ

วัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาและแผนตรวจแตละ

หลักการ พบวาหลักการ amperometry-GDH จำนวน 

11 ย่ีหอ รวม 20 เครือ่ง ท่ีความเขมขนระดบัตำ่ กลาง และ

สูง มีคาเฉลี่ยน้ำตาลกลูโคสในเลือด อยูในชวง 78–98 

mg/dL, 114–148 mg/dL และ 163–211 mg/dL

ตามลำดับ คา %CV อยูในชวง 1.0–5.1%, 0.9–7.8% 

และ 1.2–5.8% ตามลำดบั คา bias อยูในชวง -8 mg/dL

ถึง 12 mg/dL, -8% ถึง 19% และ -15% ถึง 10% 

ตามลำดับ เมื่อพิจารณาผลการตรวจวัดระหวาง 2 เครื่อง

ในแตละยี่หอ พบวาผลการตรวจวัดสอดคลองกัน แตพบ

ความแตกตางของผลการวัดระหวางแผนตรวจ 2 รุนผลติ

ใน 2 ยี่หอ ไดแก Meter H และ Meter J ที่ความเขมขน

ระดับกลาง อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) ทั้งนี้

พบ 5 เครื่อง ไมผานเกณฑการยอมรับความเที่ยง (%CV 

> 5.0) ไดแก Meter E, Meter F หมายเลขเครื่อง 

405C4000B3D, Meter G ทัง้ 2 เครือ่ง, Meter H และ 

1 เครื่อง ไมผานเกณฑการยอมรับความถูกตอง (%Bias 

> ±15) ไดแก Meter I ท่ีบางระดบัความเขมขน ดงัแสดง

ในตารางที่ 2 

หลักการ photometry-GOx จำนวน 1 ยี่หอ 

รวม 2 เครื่อง กับแผนตรวจ 2 รุนผลิต ที่ความเขมขน

ระดับต่ำ กลาง และสูง มีคาเฉลี่ยน้ำตาลกลูโคสในเลือด 

อยูในชวง 88–89 mg/dL, 113–116 mg/dL และ 

190–192 mg/dL ตามลำดับ คา %CV อยูในชวง 

3.5–5.0%, 1.5–3.3% และ 2.4–3.2% ตามลำดับ คา 

bias อยูในชวง 2 mg/dL ถึง 3 mg/dL, -9% ถึง -6% 

และ -1% ถงึ 0% ตามลำดบั ทัง้นีพ้บวาผลการตรวจวดัท้ัง 

2 เครือ่ง กับแผนตรวจทัง้ 2 รุนผลติ ไปในทศิทางเดยีวกนั 

และผานเกณฑการยอมรับความเที่ยงและความถูกตอง

ทุกระดับความเขมขน ดังแสดงในตารางที่ 3

หลักการ amperometry-GOx จำนวน 8 ยี่หอ

รวม 15 เครื่อง ที่ความเขมขนระดับต่ำ กลาง และสูง

มคีาเฉลีย่นำ้ตาลกลโูคสในเลอืด อยูในชวง 58–70 mg/dL,

63–97 mg/dL และ 101–160 mg/dL ตามลำดับ

คา %CV ที่ความเขมขนระดับต่ำ กลาง และสูง อยูในชวง

2.2–15.8%, 3.0–6.2% และ 0.8–6.7% ตามลำดบั คา bias 

ทีค่วามเขมขนระดบัตำ่ กลาง และสงู อยูในชวง -7 mg/dL

ถึง 6 mg/dL, -13 mg/dL ถึง 27 mg/dL และ -23% 

ถึง 22% ตามลำดับ เปรียบเทียบผลการตรวจวัดระหวาง 

2 เครือ่ง ในแตละยีห่อ พบวาผลการตรวจวัดไปในทศิทาง

เดยีวกนั แตยีห่อ Meter R พบความแตกตางของผลการ

วัดดวยแผนตรวจระหวาง 2 รุนผลิต ที่ความเขมขนระดับ

กลาง อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) และมีเพียง

1 เครื่อง ที่ผานเกณฑการยอมรับความเที่ยงและความ

ถูกตองทั้ง 3 ระดับความเขมขน ดังแสดงในตารางที่ 4

จากขอมูลผลการประเมินความเที่ยงและความ

ถูกตองของเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิด

พกพากับแผนตรวจทัง้ 3 หลกัการ ดวยวสัดอุางอิงแปรรปู

จากเลือดทั้ง 3 ระดับความเขมขน พบวาผลการตรวจวัด

คาน้ำตาลกลูโคสในวัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือดที่

ความเขมขนระดับต่ำ กลาง และสูง ดวยหลักการ

amperometry-GDH ผานเกณฑการยอมรบัความเท่ียง 

คิดเปน 96.8%, 90.3% และ 93.5% ตามลำดับ และผาน

เกณฑการยอมรบัความถูกตอง คิดเปน 100%, 96.8% และ 

100% ตามลำดับ สำหรับหลักการ photometry-GOx 

ผลการตรวจวัดคาน้ำตาลกลูโคสในวัสดุอางอิงแปรรูป
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ประสิทธิภาพเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาในประเทศไทย วันเพ็ญ ดวงสวาง และคณะ
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จากเลือดทั้ง 3 ระดับความเขมขน ผานเกณฑการยอมรับ

ความเทีย่งและความถกูตอง คดิเปน 100% และหลกัการ

amperometry-GOx พบผานเกณฑการยอมรับ

วิจารณ

ในการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพเครื่อง

ตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาครั้งนี้ ผูวิจัย

สามารถรวบรวมได 20 ยี่หอ รวม 37 เครื่อง ที่มีจำหนาย

ในประเทศไทย และมีความหลากหลายหลักการและ

เอนไซมที่ใช 3 หลักการ ไดแก amperometry-GDH, 

photometry-GOx และ amperometry-GOx ซึ่ง

ดำเนินการคัดเลือกเครื่องมือที่ใชในการศึกษาอยางเปน

อิสระ โดยไมไดขอรับการสนับสนุนจากผูแทนจำหนาย

รายใด และตองการศึกษาเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาล

ในเลอืดชนดิพกพากบัแผนตรวจแตละยีห่อ จำนวน 2 ชดุ 

เพื่อใหสามารถวิเคราะหผลการตรวจวัดระหวางเครื่อง

กับแผนตรวจระหวางรุนผลิตได เพราะผลการตรวจวัด

อาจเกิดจากความแปรปรวนของเครื่องหรือแผนตรวจ 

แตในการศึกษานี้มีขอจำกัดในการจัดหาแผนตรวจใหได 

2 รุนผลิต เนื่องจากผูแทนจำหนายสวนใหญมีจำหนาย

เพียงรุนผลิตเดียว ท้ังน้ีผูวิจัยเลือกใชวิธีประเมินความ

เที่ยงและความถูกตองของเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาล

ความเทีย่ง คิดเปน 52.9%, 58.8% และ 76.5% ตามลำดบั

และผานเกณฑการยอมรับความถูกตอง คิดเปน 100%, 
82.4% และ 70.6% ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 5

ตารางที่ 5 ผลการประเมินตามเกณฑการยอมรบัความเทีย่งและความถกูตองของเครือ่งตรวจวดัระดบันำ้ตาลในเลอืด

 ชนิดพกพาและแผนตรวจแตละหลักการ ดวยวัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือด 3 ระดับความเขมขน 

ระดับ
ความเขมขน

ของคาน้ำตาลกลูโคส
หลักการ

ความเที่ยง
 %CV ≤ 5.0

ความถูกตอง
Bias ≤ ±15 mg/dL /±15%

จำนวนผลการทดสอบที่ผานเกณฑ/
จำนวนผลการทดสอบทั้งหมด (%)

จำนวนผลการทดสอบที่ผานเกณฑ/
จำนวนผลการทดสอบทั้งหมด (%)

ต่ำ amperometry-GDH

photometry-GOx

amperometry-GOx

30/31 (96.8)

4/4 (100)

9/17 (52.9)

31/31 (100)

4/4 (100)

17/17 (100)

กลาง amperometry-GDH

photometry-GOx

amperometry-GOx

28/31 (90.3)

4/4 (100)

10/17 (58.8)

30/31 (96.8)

4/4 (100)

14/17 (82.4)

สูง amperometry-GDH

photometry-GOx

amperometry-GOx

29/31 (93.5)

4/4 (100)

13/17 (76.5)

31/31 (100)

4/4 (100)

12/17 (70.6)

ในเลือดชนิดพกพา โดยนำมาทดสอบกับวัสดุอางอิง

แปรรปูจากเลอืด จำนวน 3 ระดบัความเขมขน ซึง่ขอดขีอง

การใชวสัดอุางองิแปรรปูจากเลอืด คอื ไมตองใชเครือ่งมอื

ที่มีราคาสูงและบุคลากรที่ชำนาญการเฉพาะทาง ใช

งบประมาณนอย รวมทั้งเปนวิธีที่ไมยุงยาก จึงเหมาะที่

จะนำมาใชประเมินประสิทธิภาพเครื่องตรวจวัดระดับ

น้ำตาลในเลือดชนิดพกพา 

สำหรับผลการตรวจวัดคาน้ำตาลกลูโคสในวัสดุ

อางอิงแปรรูปจากเลือด ดวยเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาล

ในเลือดชนิดพกพากับแผนตรวจที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ 

พบวาเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพากับ

แผนตรวจทั้งหมดที่ใชหลักการ amperometry-GDH 

และ photometry-GOx สามารถวัดคาน้ำตาลกลูโคส

ในวัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือดไดทั้งความเขมขนระดับ

ต่ำ กลาง และสูง มีคาในชวง 78–98 mg/dL, 114–148 

mg/dL และ 163–211 mg/dL ตามลำดบั และหลกัการ

amperometry-GOx สามารถวัดคาน้ำตาลกลูโคสใน

วัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือดไดทั้งความเขมขนระดับต่ำ 

กลาง และสงู มคีาในชวง 58–70 mg/dL, 63–97 mg/dL
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ประสิทธิภาพเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาในประเทศไทย วันเพ็ญ ดวงสวาง และคณะ

เครื่องที่ใชเอนไซม GDH จำนวน 2 เครื่อง ที่ผานเกณฑ

การยอมรบัความถกูตอง ตามมาตรฐาน ISO 15197:2013 

และเชนเดียวกันกับการศึกษาของ เอษณีย คำเวียงสา 

และคณะ(13) ไดประเมินประสิทธิภาพวัสดุทดสอบความ

ชำนาญชนิดเลือดครบสวน ที่เตรียมโดยหนวยวิจัยดาน

การพัฒนาสารควบคุมคุณภาพทางหองปฏิบัติการทาง

การแพทย มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร จากการสำรวจ 

EQA ของการตรวจวิเคราะหดวยเครื่องตรวจน้ำตาล

ปลายนิ้ว สำหรับโรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพตำบล

(รพ.สต.) 76 แหง ในจังหวดันนทบรุ ีซึง่ รพ.สต. ทกุแหง

ใชเครื่องตรวจหลักการและเอนไซม amperometry-

GDH พบวาผานเกณฑการยอมรับคา | Z | ≤ 2 มากกวา

รอยละ 90 ทั้ง 3 ระดับความเขมขน เชนเดียวกับหลักการ 

photometry-GOx แมหลักการและเอนไซมที่ใชจะ

ตางกันกับ amperometry-GDH แตผลการประเมิน

ประสิทธิภาพไมแตกตางกัน สอดคลองกับการศึกษาของ 

นภาพร อภิรัฐเมธีกุล และคณะ(7) ที่พบวาผลการประเมิน

สมรรถนะการตรวจวัดปริมาณน้ำตาลในเลือดดวย

เครื่องตรวจวัดชนิดพกพาของ รพ.สต. ใน 2 เขตสุขภาพ

ภาคเหนือ ผานโปรแกรมการทดสอบความชำนาญ

ในรอบที่ 1 ผลการประเมินเครื่องตรวจที่ใชหลักการ

photometry-GOx จำนวน 17 เครื่อง ผานเกณฑ

การยอมรับคา | Z | ≤ 2 คิดเปน 100% ทั้ง 2 ระดับ

ความเขมขน สำหรับหลักการ amperometry-GOx

แมจะใชหลักการเดียวกันแตใชเอนไซมตางกันกับ

amperometry-GDH และหลักการตางกันแตใช

เอนไซมเดียวกันกับ photometry-GOx แตผลการ

ประเมินความเที่ยงและความถูกตองแตกตางกัน อาจ

เนื่องจาก matrix ของวัสดุอางอิงน้ำตาลกลูโคสในเลือด

มีผลตอหลักการทำงานหรือรบกวนปฏิกิริยาเอนไซม

ที่ตางกัน ทำใหมีความผิดพลาดของคาน้ำตาลกลูโคส

ที่ วัดไดในแตละระดับความเขมขน(14) สำหรับใน

ประเทศไทย พบวามีรายงานการศึกษากอนหนาโดย

ยุวดี พัฒนวงศ และคณะ(15) ไดประเมินประสิทธิภาพ

เครือ่งตรวจวดัระดบันำ้ตาลในเลอืดชนดิพกพาทีจ่ำหนาย

ในประเทศไทย จำนวน 26 ยีห่อ จากผูจดัจำหนาย 14 บริษัท

ผลการศึกษา precision แบบ within-run โดยใช

สารควบคุมคุณภาพของผูผลิต พบวามีเครื่องท่ีผาน

และ 101–160 mg/dL ตามลำดับ โดยไมมีเครื่องใด

ที่แสดงขอความรหัสขอผิดพลาด (error) 

เมื่อพิจารณาผลการประเมินความเที่ยงและความ

ถูกตองของการตรวจวัดคาน้ำตาลกลูโคสในวัสดุอางอิง

แปรรูปจากเลือด แยกตามหลักการวัดของเครื่อง พบวา

มีความแตกตางกันในบางหลักการและบางย่ีหอ โดย

เครื่องที่ใชหลักการ amperometry-GDH สวนใหญให

ผลการตรวจวัดที่มีความเที่ยงและความถูกตองทุกระดับ

ความเขมขน แตมีเพียงบางยีห่อท่ีไมผานเกณฑความเทีย่ง

และความถูกตองที่บางระดับความเขมขน สำหรับเครื่อง

ที่ใชหลักการ photometry-GOx ทุกเครื่องใหผลการ

ตรวจวัดที่มีความเที่ยงและความถูกตองอยูในเกณฑการ

ยอมรับทุกระดับความเขมขน สวนเครื่องท่ีใชหลักการ

amperometry-GOx แมจะมี 1 เครื่อง ที่ผานเกณฑทั้ง

ความเที่ยงและความถูกตองในทุกระดับความเขมขน

แตสวนใหญใหผลการตรวจวัดไมผานเกณฑการประเมิน

ความเที่ยงที่ความเขมขนระดับต่ำและกลาง อีกทั้ง

มีบางสวนที่ไมผานเกณฑการประเมินความถูกตองที่

ความเขมขนระดับกลางและสูง ซึ่งสาเหตุที่ไมผานเกณฑ

ความเที่ยงและความถูกตอง อาจเกิดไดจากหลายสาเหตุ 

เชน ความสม่ำเสมอในการผลิตแผนตรวจ เอนไซม

เสื่อมสภาพ ความเปล่ียนแปลงของสภาวะแวดลอมใน

หองปฏิบัติการ เนื่องจากจำนวนเครื่องมากและไมได

ทำการวัด 10 ซ้ำ ใหเสร็จทีละเครื่อง ทำใหระยะเวลาที่

วัดซ้ำของแตละเครื่องหางกันอยางนอย 20 วินาที อาจมี

ผลกระทบตอความเสถยีรของวัสดอุางองิแปรรปูจากเลอืด 

รวมถึงสวนประกอบของวัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือด 

อาจมผีลตอเคร่ืองบางหลกัการ ทำใหเกดิความแปรปรวน

ของคาที่ตรวจวัดได 

จากการศึกษานี้เห็นไดวาเครื่องตรวจวัดระดับ

น้ำตาลในเลือดชนิดพกพาหลักการ amperometry-

GDH สวนใหญใหผลการวัดคาน้ำตาลกลูโคสในวัสดุ

อางอิงแปรรูปจากเลือดไดแมนยำ ถูกตอง ซึ่งคลายกับ

การศึกษาของ เบญจพร เถาวโท และคณะ(12) ที่พัฒนา

และประเมินสารควบคุมคุณภาพน้ำตาลที่มีสวนผสมของ

เม็ดเลือดแดง จำนวน 3 ระดับความเขมขน ทดสอบกับ

เครือ่งหลกัการ amperometry ทีใ่ชเอนไซม GDH และ 

GOx จำนวน 3 และ 2 เครื่อง ตามลำดับ พบวาเฉพาะ
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Performance of Blood Glucose Meters in Thailand Wanpen Duangsawang et al.

เกณฑ %CV ไมเกิน 5% คิดเปนรอยละ 76.92 และ

ผลการศกึษา system accuracy โดยตรวจวัดในตวัอยาง

ตรวจเปรียบเทยีบกบัคาท่ีไดจากเครือ่งวิเคราะหอตัโนมตัิ 

(Cobas 6000, Roche Diagnostics, Switzerland) 

พบวามเีครือ่งผานเกณฑตามมาตรฐาน ISO 15197:2013 

คิดเปนรอยละ 11.54 อยางไรก็ตาม การศึกษาครั้งนี้

มีขอจำกัดในเร่ืองของกลุมตัวอยางท่ีผู วิจัยสามารถ

จัดหาเครื่องแตละยี่หอไดสวนหนึ่ง ซึ่งยังไมครอบคลุม

ทุกยี่หอที่มีจำหนายในประเทศไทย และจำกัดขอบเขต

ของการศึกษาเฉพาะในกลุมตัวอยางท่ีเปนเคร่ืองใหม

ที่ยังไมผานการใชงานเทานั้น ซึ่งงานวิจัยในอนาคตควร

ขยายขอบเขตใหครอบคลุมกลุมตัวอยางท่ีมีการใชงาน

แลว

สรุป

การศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพเครื่อง

ตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาท่ีใชหลักการ 

amperometry-GDH, photometry-GOx และ 

amperometry-GOx จำนวน 20 ยี่หอ รวมทั้งหมด

37 เครื่อง ที่วางจำหนายในประเทศไทย โดยใชวัสดุ

อางอิงแปรรูปจากเลือด จำนวน 3 ระดับความเขมขน 

สวนใหญผานเกณฑการยอมรบัความเท่ียงตามขอกำหนด

Wisconsin State Laboratory of Hygiene และ

มีความถูกตองสอดคลองตามเกณฑมาตรฐาน ISO 

15197:2013 แตมีเพียงหลักการ amperometry-GOx 

เทานั้นที่ผานเกณฑการยอมรับความเที่ยงนอยกวา 80% 

ทั้ง 3 ระดับความเขมขน และมีสวนนอยที่ไมผานเกณฑ

การประเมินความถูกตอง

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคณุ รศ.ดร.วนัวสิาข ตรบีพุชาตสิกลุ หวัหนา

หนวยวิจัยวัสดุอางอิงและนวัตกรรมหองปฏิบัติการ

ทางการแพทย  ภาควิชาเทคนิคการแพทย  คณะ

สหเวชศาสตร มหาวิทยาลยันเรศวร ท่ีใหความอนุเคราะห

วัสดุอางอิงแปรรูปจากเลือดและใหขอเสนอแนะตางๆ

ที่เปนประโยชน ขอขอบคุณ สถาบันมาตรวิทยาแหงชาติ

ทีไ่ดใหความรวมมอืในการดำเนนิการตรวจวเิคราะหความ

เขมขนของน้ำตาลกลูโคสในวัสดุอางอิงดวยวิธี Isotope 

Dilution Mass Spectrometry (IDMS) จนทำให

การศึกษาวิจัยนี้สำเร็จลุลวงไปดวยดี

เอกสารอางอิง

 1. ณัฐชา เอื้อกาญจนานันท, ธารทิพย เถื่อนศรี, ศุภดา 

สรุนาภรณชยั, วนัวสิาข ตรบีพุชาตสิกลุ. การศกึษาขอมลู

การตรวจวัดนํ้าตาลกลูโคสในเลือด: หลักการตรวจวัด

และเทคโนโลยี. ว เทคนิคการแพทย 2561; 46(1): 

6326-37. 
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Performance of Blood Glucose Meters in Thailand Wanpen Duangsawang et al.

Wanpen Duangsawang, Renuka Pooalai, and Thirawut Bunraksa
Bureau of Radiation and Medical Devices, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

A Comparative Study of the Performance 
of Blood Glucose Meters in Thailand 

Using Blood-Derived Reference Materials 

ABSTRACT Choosing blood glucose meters with reliable measurement results is important in effective 
diabetes screening, treatment monitoring, and control. This study aimed to compare the performance of 
blood glucose meters available in Thailand using three concentrations of glucose in blood-derived reference 
materials. The devices based on amperometry-glucose dehydrogenase (GDH) (20 devices from 11 brands) 
and photometry-glucose oxidase (GOx) (2 devices from 1 brand) were tested with the glucose 
concentrations of 86±3.0 mg/dL, 124±5.0 mg/dL, and 192±6.0 mg/dL. Meanwhile, the devices based on 
amperometry-glucose oxidase (GOx) blood glucose meters (15 devices from 8 brands) were tested at 
64±5.0 mg/dL, 76±12.0 mg/dL, and 131±18.0 mg/dL. Totally, 37 blood glucose meters of 20 brands (n = 10) 
were studied. It was found that more than 90% of the blood glucose meters based on amperometry-GDH 
and photometry-GOx passed the criteria of precision within-run (CV ≤ 5.0%) and accuracy according 
to the ISO 15197:2013 (bias ±15 mg/dL at blood glucose < 100 mg/dL and ±15% at blood glucose
≥ 100 mg/dL) for all concentration levels of the blood-derived reference materials. However, only one
device based on amperometry-GOx passed those accepted criteria. This study evaluated the performance 
of some blood glucose meters available in Thailand and is not comprehensive of all brands on the market.

Keywords: Blood glucose meters, Blood glucose, Blood-derived reference materials, Precision, Accuracy
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ศิริขวัญ ยิ้วเหี้ยง  ศิริวรรณ บุญชรัตน  สุชาวลี เชื้อมหาวัน  และ จีราภรณ สงขาว
ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 12/1 ตรัง  กรมวิทยาศาสตรการแพทย อําเภอเมือง ตรัง 92000

การเฝาระวังคาปริมาณรังสีจากเครื่องเอกซเรย
ทันตกรรมแบบใสตัวรับภาพไวในชองปาก

ในพื้นที่จังหวัดตรัง พัทลุง และสตูล
ปงบประมาณ พ.ศ. 2560–2566

บทคัดยอ เคร่ืองเอกซเรยทันตกรรมมีความสำคัญในการวินิจฉัยโรค วางแผนรักษา จนถึงตรวจติดตามผลการรักษา
ชองปากและฟน พบมีปริมาณการใช 1 ใน 3 ของการถายภาพรังสีทั้งหมด เพื่อไมใหผูปวยไดรับรังสีเกินความจำเปนและ
เพื่อลดการใชปริมาณรังสี ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 12/1 ตรัง กรมวิทยาศาสตรการแพทย จึงเฝาระวังการไดรับปริมาณ
รังสีจากเครื่องเอกซเรยทันตกรรมแบบใสตัวรับภาพไวในชองปาก ในพื้นที่จังหวัดตรัง พัทลุง และสตูล ต้ังแตปงบประมาณ 
พ.ศ. 2560–2566 จำนวน 66, 80, 50, 64, 19, 32 และ 60 เครื่อง ตามลำดับ โดยการวัดคาปริมาณรังสีบริเวณปลายกระบอก
ลำรังสีจากการตั้งคาเทคนิคในการถายภาพรังสีสำหรับฟนผูใหญ 6 กลุมซี่ฟน คือ ฟนหนาบน ฟนหนาลาง ฟนกรามนอยบน 
ฟนกรามนอยลาง ฟนกรามใหญบน และฟนกรามใหญลาง นำคาที่ไดมาหาคามัธยฐานไดเทากับ 1.1–1.7, 0.9–1.4, 1.4–2.2, 
1.3–1.8, 1.8–2.9 และ 1.4–2.3 มลิลเิกรย (mGy) ตามลำดับ เมือ่แยกตามชนิดตัวรบัภาพระบบฟลม คาทีไ่ดเทากับ 1.5–2.1, 
1.4–1.8, 2.1–2.6, 1.8–2.2, 3.0–3.3 และ 2.2–3.0 mGy ตามลำดับ ระบบดิจิทัล (CR/DR) คาที่ไดเทากับ 1.0–1.5, 
0.8–1.3, 1.3–1.9, 0.9-1.6, 1.6–2.4 และ 1.2–2.0 mGy ตามลำดับ ซึ่งไมเกินคาอางอิงของกรมวิทยาศาสตรการแพทย 
ที่มีคาเทากับ 2.3, 1.9, 3.1, 2.4, 4.0 และ 3.1 mGy ตามลำดับ เห็นไดวาหนวยงานที่ใชตัวรับภาพระบบฟลม คาปริมาณ
รงัสสีงูกวาระบบดจิทิลัทกุกลุมซีฟ่น จงึควรปรบัลดคาทางเทคนิคในการถายภาพรงัสเีพือ่ใหผูปฏบิติังานรวมถึงผูรบับรกิารไดรบั
รังสีนอยที่สุด 

คำสำคัญ: เครื่องเอกซเรยทันตกรรม, การถายถาพรังสีในชองปาก, คาปริมาณรังสี, ปริมาณรังสีแจงผล
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Patient Entrance Dose of Intraoral Dental Radiography During 2017–2023  Sirikwan Yewhiang et al.

บทนํา

การใชรงัสเีอกซเพือ่การตรวจวนิจิฉยัทางการแพทย

เปนท่ียอมรับกันทั่วโลกนับแตมีการคนพบรังสีเอกซ

เปนตนมา การใชประโยชนจากรังสีในทางการแพทย

จึงตองมีการควบคุมดูแล ใหเปนไปตามหลักการปองกัน

อนัตรายจากรงัสตีามมาตรฐานสากล คอื การใชรงัสอียาง

เหมาะสมโดยคำนึงถึงประโยชนที่อยูเหนือความเสี่ยง

การปรับปริมาณรังสีใหเหมาะสม และการจำกัดปริมาณ

รังสีที่บุคลากรและผูรับบริการไดรับ(1) ควรใชรังสีใน

ปริมาณที่นอยที่สุดท่ียังคงสามารถสรางภาพรังสีที่มี

คณุภาพเพยีงพอตอความตองการในการวินิจฉัยโรคได ซึง่

เปนไปตามหลักของ ALARA (as low as reasonably

achievable) กลาวคือ ผูครอบครองหรือผูใชงานรังสีใน

ทางการแพทยจะตองพยายามลดความเสี่ยงจากการใช

รังสใีหนอยทีส่ดุเทาท่ีจะสามารถกระทำไดในทางปฏบิตัิ(2)  

เครื่องเอกซเรยทางทันตกรรมมีความสำคัญใน

การวินิจฉัยโรค วางแผนรักษา ไปจนถึงตรวจติดตามผล

การรักษาชองปากและฟน พบวามีการใชเทากับ 1 ใน 3

ของการถายภาพรังสีทั้งหมด(3) อีกทั้งสำนักงานคณะ

กรรมการอาหารและยาสหรัฐอเมริกา (United States 

Food and Drug Administration; US FDA) ได

ออกขอกำหนดการรับรองและการใชงานเครื่องเอกซเรย

ทันตกรรมแบบใสตัวรับภาพไวในชองปากชนิดมือถือไว

อยางเขมงวด(4) 

หองปฏิบัติการรังสีและเครื่องมือแพทย ศูนย

วิทยาศาสตรการแพทยที่ 12/1 ตรัง กรมวิทยาศาสตร

การแพทย มีภารกิจในการตรวจสอบคุณภาพและ

ความปลอดภัยเครื่องกำเนิดรังสีเอกซ ในสวนภูมิภาค

เขตสุขภาพที่ 12 ในเขตพื้นที่รับผิดชอบ 3 จังหวัด คือ 

จังหวัดตรัง พัทลุง และสตูล ใหมีความปลอดภัยใน

การใชเครื่องกำเนิดรังสีเอกซและผูปวยไดรับรังสีใน

ปริมาณที่เหมาะสม หองปฏิบัติการจึงไดเฝาระวังการ

ไดรับปริมาณรังสีจากการถายภาพรังสีฟนของหนวยงาน

ในเขตพื้นที่รับผิดชอบมาอยางตอเนื่องตั้งแตป พ.ศ. 

2560 โดยการแจงผลการประเมินระดับปริมาณรังสีที่ผิว

ผูปวยจากการถายภาพรังสีฟนแกหนวยงานที่ใชตัว

รับภาพระบบฟลม ซึ่งเปนการใชน้ำยา developer

ในการสรางภาพใหเกิดบนฟลมเอกซเรยและใชน้ำยา

replenisher ในการเรงปฏกิริยิา โดยนำ้ยาจะทำปฏกิริยิา

กบัผลกึ silver bromide ทีถ่กูรงัสเีอกซ เปลีย่นเปนภาพ

ที่มีสีดำบนฟลมเอกซเรย และใชนำยา fixer ในการลาง

ผลกึ silver bromide ในสวนทีไ่มถกูรงัสเีอกซออก ทำให

สวนนั้นใสและโปรงแสง เปนการคงสภาพของภาพถาย

บนฟลมเอกซเรยและตัวรับภาพระบบดิจิทัลเปนการใช

แผนรับภาพรังสี imaging plate ถายภาพเอกซเรยฟน

ในชองปาก โดยใชเครื่องอานแปลงสัญญาณจากแผน 

imaging plate ใหเปนสัญญาณภาพและแสดงผลบน

จอภาพคอมพิวเตอร

คาปริมาณรังสีของการถายเอกซเรยฟนสวนใหญ

ใชคาปรมิาณรงัสทีีว่ดับรเิวณปลายกระบอกลำรงัส ี(open 

ended cone) ขณะไมมีผูปวย จึงไมรวมคาปริมาณรังสี

สะทอนกลับ (Backscatter Radiation Dose) ซึ่งใช

คำวา Patient Entrance Dose (PED) โดยตัง้คาเทคนคิ

ในการถายภาพรังสีตามกลุมซี่ฟน(3) ไดแก ฟนหนาบน

ฟนหนาลาง ฟนกรามนอยบน ฟนกรามนอยลาง

ฟนกรามใหญบน และฟนกรามใหญลาง ในตางประเทศ

มีหลายประเทศที่มีการจัดทำคาปริมาณรังสีอางอิง เชน 

ประเทศญ่ีปุน(5) สำหรับประเทศไทยไดมีการจัดทำ

คาปริมาณรังสีอางอิงของกรมวิทยาศาสตรการแพทย 

ที่ดำเนินการเมื่อป พ.ศ. 2560 และประกาศใชเมื่อ

วันที่ 22 กุมภาพันธ พ.ศ. 2561(6) มีคาเทากับ 2.3, 1.9, 

3.1, 2.4, 4.0 และ 3.1 mGy ตามลำดับ

การศึกษาครั้งนี้เปนการนำคาปริมาณรังสีจาก

เครือ่งเอกซเรยทนัตกรรมแบบใสตวัรบัภาพไวในชองปาก

ทั้ ง ชนิ ดติ ดตั้ งประจำที่ และชนิดมื อ ถือของกลุ ม

โรงพยาบาลศูนย โรงพยาบาลทั่วไป โรงพยาบาลชุมชน 

และคลินิก ทั้งภาครัฐและเอกชน ในพื้นที่รับผิดชอบ

จังหวัดตรัง พัทลุง และสตูล ชวงปงบประมาณ พ.ศ. 

2560–2566 มาเปรียบเทียบกับคาอางอิงของกรม

วิทยาศาสตรการแพทย(6) เพื่อเปนขอมูลสำหรับจัดทำ

แนวทางการปฏิบัติงานลดการใชปริมาณรังสีและการได

รับรังสีที่เกินความจำเปน 
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คาปริมาณรังสีจากเครื่องเอกซเรยทันตกรรม พ.ศ. 2560–2566  ศิริขวัญ ยิ้วเหี้ยง และคณะ

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือ 

เครื่องวัดคากิโลโวลตพีค เวลา และปริมาณรังสี

เอกซ ที่ไดรับการสอบเทียบ จำนวน 2 เครื่อง ไดแก ยี่หอ 

Ray Safe รุน Xi และยี่หอ RTI รุน Back Piranha 

(ราชอาณาจักรสวีเดน)

กลุมศึกษา

เครื่องเอกซเรยทันตกรรมแบบใสตัวรับภาพ

ไวในชองปากของโรงพยาบาลศูนย โรงพยาบาลทั่วไป

โรงพยาบาลชุมชน และคลินิก ทั้งภาครัฐและเอกชน

ในเขตพื้นที่จังหวัดตรัง พัทลุง และสตูล ปงบประมาณ 

พ.ศ. 2560–2566 จำนวน 66, 80, 50, 64, 19, 32 และ

60 เครือ่ง ตามลำดบั รวมทัง้สิน้ 371 เครือ่ง แบงเปน เครือ่ง

เอกซเรยทันตกรรมแบบใสตัวรับภาพไวในชองปากชนิด

ติดตั้งประจำที่ (intraoral dental X-ray machine)

จำนวน 360 เครื่อง และเครื่องเอกซเรยทันตกรรมแบบ

ใสตัวรับภาพไวในชองปากชนิดมือถือ (intraoral 

hand-held portable dental X-ray unit) จำนวน 11 

เครือ่ง ดงัแสดงในตารางที ่1 และแบงตามชนดิตวัรบัภาพ

ดังแสดงในตารางที่ 2

ตารางที่ 1 จำนวนเครื่องเอกซเรยทันตกรรมที่ทำการศึกษา

ตารางที่ 2 เครื่องเอกซเรยทันตกรรมแบงตามชนิดตัวรับภาพ

ชนิดเครื่อง 

เอกซเรยทันตกรรม

ปงบประมาณ

2560 2561 2562 2563 2564 2565 2566

แบบติดตั้ง

แบบมือถือ

65

1

78

2

49

1

60

4

19

-

30

2

59

1

ปงบประมาณ
จำนวนทั้งหมด

(เครื่อง)

ชนิดตัวรับภาพ

ระบบฟลม ระบบดิจิทัล (CR/DR)

จำนวน (เครื่อง) รอยละ จำนวน (เครื่อง) รอยละ

2560
2561
2562
2563
2564
2565
2566

66
80
50
64
19
32
60

64
62
37
43
9
9
20

97.0
77.5
74.0
67.2
47.4
28.1
33.3

2
18
13
21
10
23
40

3.0
22.5
26.0
32.8
52.6
71.9
66.7

วิธีการศึกษา

วดัคาปรมิาณรงัสีดวยเครือ่งมือตรวจสอบคุณภาพ

เครื่องเอกซเรย โดยวางหัววัดหางจากปลายกระบอก

ลำรังสี 1 เซนติเมตร ดังแสดงในภาพท่ี 1 วัดบริเวณ

ปลายกระบอกลำรังสี (open ended cone) ที่เกิดจาก

การตั้งคาทางเทคนิคในการถายภาพรังสี เทคนิครอบ

ปลายราก (periapical; PA) สำหรับผูปวยที่เปน

ผูใหญ ใชเครื่องเอกซเรยทันตกรรมแบบใสตัวรับภาพ

ไวในชองปากชนิดติดตั้งประจำที่ และเครื่องเอกซเรย

ทันตกรรมแบบใสตัวรับภาพไวในชองปากชนิดมือถือ 

โดยไมตองมี ผูปวย แยกตามกลุมซี่ฟน (3) ไดแก 

ฟนหนาบน ฟนหนาลาง ฟนกรามนอยบน ฟนกราม

นอยลาง ฟนกรามใหญบน และฟนกรามใหญลาง 

ดังแสดงในภาพที่ 2
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Patient Entrance Dose of Intraoral Dental Radiography During 2017–2023  Sirikwan Yewhiang et al.

การวิเคราะหขอมูล

นำคาปริมาณรังสีของหนวยงานมาแยกตาม

ปงบประมาณ แยกตามกลุมซี่ฟน และแยกตามชนิด

ตัวรับภาพ หาคาตํ่าสุด (minimum; min) คาสูงสุด 

(maximum; max) คาเฉล่ีย (mean) คามัธยฐาน 

(median) คาควอไทลที่ 3 (the third quartile; Q3)

คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (standard deviation; 

S.D.) หาคาความตางศักยหลอดเอกซเรย (kV) และ

คากระแสหลอดคูณกับเวลา (mAs) ทำการเปรียบเทียบ

คาปริมาณรังสีของกลุมและคาปริมาณรังสีเม่ือแยก

ตามชนิดตัวรับภาพระบบฟลมและระบบดิจิทัลกับ

คาอางอิงของกรมวิทยาศาสตรการแพทย(6) 

ผล

จากการรวบรวมขอมลูไดคาปรมิาณรงัสขีองกลุมซี่

ฟน ฟนหนาบน ฟนหนาลาง ฟนกรามนอยบน ฟนกราม

นอยลาง ฟนกรามใหญบน และฟนกรามใหญลาง เทากับ 

1.1–1.7, 0.9–1.4, 1.4–2.2, 1.3–1.8, 1.8–2.9 และ 

1.4–2.3 mGy ตามลำดับ เมื่อนำมาเปรียบเทียบกับคา

อางองิของกรมวทิยาศาสตรการแพทย ทีม่คีาเทากบั 2.3, 

1.9, 3.1, 2.4, 4.0 และ 3.1 mGy ตามลำดับ พบวา

ไมเกนิคาอางองิของกรมวทิยาศาสตรการแพทย ดงัแสดง

ในตารางที่ 3 เมื่อแยกตามชนิดตัวรับภาพระบบฟลม

ไดคาปรมิาณรงัสขีองกลุมซีฟ่น  เทากบั 1.5–2.1, 1.4–1.8,

2.1–2.6, 1.8–2.2, 3.0–3.3 และ 2.2–3.0 mGy 

ตามลำดับ และตัวรับภาพระบบดิจิทัลคาที่ได เทากับ 

1.0–1.5, 0.8–1.3, 1.3–1.9, 0.9-1.6, 1.6–2.4 และ 

1.2–2.0 mGy ตามลำดับ พบวาไมเกินคาอางอิงของ

กรมวทิยาศาสตรการแพทยเชนกนั ดงัแสดงในตารางที ่4

ภาพที่ 2 สัญลักษณซี่ฟนหนาจอเครื่องเอกซเรย
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คาปริมาณรังสีจากเครื่องเอกซเรยทันตกรรม พ.ศ. 2560–2566  ศิริขวัญ ยิ้วเหี้ยง และคณะ

ตารางที่ 3  คาปริมาณรังสีของกลุมซี่ฟนเปรียบเทียบกับคาอางอิงของกรมวิทยาศาสตรการแพทย

ซี่ฟน
ปริมาณรังสี (mGy) คาอางอิงกรมฯ 

(ป พ.ศ. 2560)(6)2560 2561 2562 2563 2564 2565 2566

ฟนหนาบน
ฟนหนาลาง
ฟนกรามนอยบน
ฟนกรามนอยลาง
ฟนกรามใหญบน
ฟนกรามใหญลาง

1.7
1.4
2.1
1.7
2.9
2.2

1.6
1.4
2.2
1.8
2.7
2.3

1.5
1.4
2.0
1.7
2.6
2.3

1.6
1.2
1.9
1.6
2.4
1.9

1.4
1.1
2.1
1.8
2.7
2.1

1.1
0.9
1.4
1.3
1.8
1.4

1.5
1.2
1.8
1.4
2.2
1.8

2.3
1.9
3.1
2.4
4.0
3.1

ตารางที่ 4 คาปริมาณรังสีของกลุมซี่ฟนแยกตามชนิดตัวรับภาพระบบฟลมและดิจิทัล เปรียบเทียบกับคาอางอิงของ
 กรมวิทยาศาสตรการแพทย

ซี่ฟน

ปริมาณรังสี (mGy)

คาอางอิง
กรมฯ

(ป พ.ศ. 2560)(6)                                       

2560 2561 2562 2563 2564 2565 2566

ฟนหนาบน
ฟนหนาลาง
ฟนกรามนอยบน
ฟนกรามนอยลาง
ฟนกรามใหญบน
ฟนกรามใหญลาง

1.8
1.5
2.1
1.8
3.0
2.3

1.5
1.2
1.9
1.6
2.4
2.0

1.6
1.5
2.2
1.8
3.0
2.4

1.5
1.3
1.9
1.5
2.3
2.0

1.8
1.5
2.3
1.9
3.0
2.5

1.3
1.0
1.7
1.3
2.2
1.5

1.8
1.5
2.3
1.8
3.1
2.2

1.1
0.9
1.4
1.1
1.8
1.4

2.0
1.8
2.6
2.2
3.2
3.0

1.1
0.9
1.3
1.1
1.7
1.3

1.5
1.4
2.4
1.9
3.0
2.5

1.0
0.8
1.3
0.9
1.6
1.2

2.1
1.4
2.6
2.0
3.3
2.6

1.3
1.1
1.6
1.3
2.0
1.5

2.3
1.9
3.1
2.4
4.0
3.1

ฟ
ลม

ฟ
ลม

ฟ
ลม

ฟ
ลม

ฟ
ลม

ฟ
ลม

ฟ
ลม

C
R

/D
R

C
R

/D
R

C
R

/D
R

C
R

/D
R

C
R

/D
R

C
R

/D
R

C
R

/D
R

หมายเหตุ: ระบบฟลม ป พ.ศ. 2560 จำนวน 64 เครื่อง, ป พ.ศ. 2561 จำนวน 62 เครื่อง, ป พ.ศ. 2562 จำนวน 37 เครื่อง,
 ป พ.ศ. 2563 จำนวน 43 เครื่อง, ป พ.ศ. 2564 จำนวน 9 เครื่อง, ป พ.ศ. 2565 จำนวน 9 เครื่อง และ ป พ.ศ. 2566
 จำนวน 20 เครื่องระบบดิจิทัล ป 2560 พ.ศ. จำนวน 2 เคร่ือง, ป พ.ศ. 2561 จำนวน 18 เคร่ือง, ป พ.ศ. 2562
 จำนวน 13 เครื่อง, ปพ.ศ. 2563 จำนวน 21 เครื่อง, ป พ.ศ. 2564 จำนวน 10 เครื่อง, ป พ.ศ. 2565 จำนวน 23 เครื่อง 
 และ ป พ.ศ. 2566 จำนวน 40 เครื่อง และกรมฯ หมายถึง กรมวิทยาศาสตรการแพทย

จากการหาคาทางเทคนิคถายภาพรังสีที่ ใช

งานและนำคาปริมาณรังสีของกลุมซ่ีฟนหาคาตํ่าสุด

คาสูงสุด คาเฉลี่ย คามัธยฐาน คาควอไทลที่ 3 และ

คาเบีย่งเบนมาตรฐาน พบวาการถายภาพรงัสฟีนหนาบน

คาปรมิาณรงัสีเฉลีย่/คามธัยฐาน/คาควอไทลที ่3 อยูในชวง

1.2–1.9/1.1–1.7/1.5–2.5 mGy ใชคาทางเทคนิค

ถายภาพรังสีเฉลี่ย 65.0–66.7 kV, 1.77–3.43 mAs 

การถายภาพรังสีฟนหนาลาง คาปริมาณรังสีเฉลี่ย/คา

มัธยฐาน/คาควอไทลท่ี 3 อยูในชวง 1.1–1.5/0.9–

1.4/1.4–2.1 mGy ใชคาทางเทคนิคถายภาพรังสีเฉลี่ย 

65.2–66.7 kV, 1.46–2.80 mAs การถายภาพรังสี

ฟนกรามนอยบน คาปริมาณรังสีเฉลี่ย/คามัธยฐาน/

คาควอไทลที่ 3 อยูในชวง 1.7–2.6/1.4–2.2/2.4–3.4 

mGy ใชคาทางเทคนิคถายภาพรังสีเฉลี่ย 64.9–66.7 

kV, 2.40–4.49 mAs การถายภาพรงัสฟีนกรามนอยลาง 

คาปรมิาณรงัสเีฉลีย่/คามธัยฐาน/คาควอไทลที ่3 อยูในชวง

1.4–1.9/1.3–1.8/1.9–2.4 mGy ใชคาทางเทคนิค

ถายภาพรังสีเฉลี่ย 65.3–66.6 kV, 1.93–3.52 mAs 

หมายเหตุ : ป พ.ศ. 2560 จำนวน 66 เครื่อง, ป พ.ศ. 2561 จำนวน 80 เครื่อง, ป พ.ศ. 2562 จำนวน 50 เครื่อง, ป พ.ศ. 2563 
 จำนวน 64 เครื่อง, ป พ.ศ. 2564 จำนวน 19 เครื่อง, ป พ.ศ. 2565  จำนวน 32 เครื่อง และ ป พ.ศ. 2566 จำนวน 60 เครื่อง 
 และกรมฯ หมายถึง กรมวิทยาศาสตรการแพทย
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Patient Entrance Dose of Intraoral Dental Radiography During 2017–2023  Sirikwan Yewhiang et al.

การถายภาพรังสีฟนกรามใหญบน คาปริมาณรังสีเฉลี่ย/

คามธัยฐาน/คาควอไทลที ่3 อยูในชวง 2.2–3.3/1.8–2.9/

3.1–4.3 mGy ใชคาทางเทคนิคถายภาพรังสีเฉลี่ย 

64.9–66.8 kV, 3.10–5.62 mAs การถายภาพรังสี

ฟนกรามใหญลาง คาปริมาณรังสีเฉล่ีย/คามัธยฐาน/

คาควอไทลที่ 3 อยูในชวง 1.8–2.5/1.4–2.3/2.4–3.2 

mGy ใชคาทางเทคนิคถายภาพรังสีเฉลี่ย 65.1–66.8 

kV, 2.49–4.40 mAs ดังแสดงในตารางที่ 5

ตารางที่ 5  คาทางเทคนิคถายภาพรังสีและคาปริมาณรังสีของกลุมซี่ฟนแยกตามปงบประมาณ

ปงบประมาณ ซี่ฟน
kV mAs ปริมาณรังสี (mGy)

mean mean mean median Q3 S.D.

2560 ฟนหนาบน
ฟนหนาลาง
ฟนกรามนอยบน
ฟนกรามนอยลาง
ฟนกรามใหญบน
ฟนกรามใหญลาง

66.7
66.7
66.7
66.5
66.6
66.7

3.33
2.80
4.40
3.42
5.62
4.40

1.9
1.5
2.6
1.9
3.3
2.5

1.7
1.4
2.1
1.7
2.9
2.2

2.5
2.1
3.4
2.4
4.3
3.2

0.996
0.922
1.366
1.014
1.576
1.140

2561 ฟนหนาบน
ฟนหนาลาง
ฟนกรามนอยบน
ฟนกรามนอยลาง
ฟนกรามใหญบน
ฟนกรามใหญลาง

66.5
66.5
66.5
66.6
66.8
66.8

3.43
2.80
4.49
3.52
5.54
4.40

1.8
1.4
2.4
1.8
3.1
2.3

1.6
1.4
2.2
1.8
2.7
2.3

2.4
1.9
3.1
2.3
3.9
2.9

0.907
0.744
1.244
0.889
1.562
1.099

2562 ฟนหนาบน
ฟนหนาลาง
ฟนกรามนอยบน
ฟนกรามนอยลาง
ฟนกรามใหญบน
ฟนกรามใหญลาง

65.2
65.5
65.3
65.4
65.4
65.4

2.96
2.39
3.85
3.07
5.02
3.90

1.8
1.5
2.3
1.8
3.0
2.3

1.5
1.4
2.0
1.7
2.6
2.3

1.9
1.6
2.6
2.1
3.6
2.7

1.238
1.184
1.394
1.243
1.614
1.325

2563 ฟนหนาบน
ฟนหนาลาง
ฟนกรามนอยบน
ฟนกรามนอยลาง
ฟนกรามใหญบน
ฟนกรามใหญลาง

65.0
65.2
64.9
65.3
64.9
65.1

2.76
2.14
3.46
2.72
4.41
3.36

1.7
1.3
2.1
1.6
2.6
2.0

1.6
1.2
1.9
1.6
2.4
1.9

2.1
1.6
2.7
2.0
3.4
2.5

0.936
0.836
1.125
0.923
1.342
1.083

2564 ฟนหนาบน
ฟนหนาลาง
ฟนกรามนอยบน
ฟนกรามนอยลาง
ฟนกรามใหญบน
ฟนกรามใหญลาง

65.0
65.5
65.2
65.3
65.2
65.3

2.88
2.46
3.97
3.14
4.99
4.01

1.6
1.4
2.2
1.7
2.7
2.2

1.4
1.1
2.1
1.8
2.7
2.1

2.1
1.9
2.7
2.2
3.5
3.1

0.676
0.677
1.186
0.764
1.375
1.082

2565 ฟนหนาบน
ฟนหนาลาง
ฟนกรามนอยบน

65.6
65.8
65.4

1.77
1.46
2.40

1.2
1.1
1.7

1.1
0.9
1.4

1.5
1.4
2.4

0.615
0.531
0.909
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คาปริมาณรังสีจากเครื่องเอกซเรยทันตกรรม พ.ศ. 2560–2566  ศิริขวัญ ยิ้วเหี้ยง และคณะ

ปงบประมาณ ซี่ฟน
kV mAs   ปริมาณรังสี (mGy)

mean mean mean median Q3 S.D.

ฟนกรามนอยลาง
ฟนกรามใหญบน
ฟนกรามใหญลาง

65.6
65.3
65.4

1.93
3.10
2.49

1.4
2.2
1.8

1.3
1.8
1.4

1.9
3.1
2.4

0.755
1.178
1.106

2566 ฟนหนาบน
ฟนหนาลาง
ฟนกรามนอยบน
ฟนกรามนอยลาง
ฟนกรามใหญบน
ฟนกรามใหญลาง

65.2
65.2
65.5
65.4
65.7
65.6

2.55
2.02
3.23
2.50
3.99
3.16

1.6
1.2
2.0
1.5
2.6
1.9

1.5
1.2
1.8
1.4
2.2
1.8

2.0
1.6
2.6
2.0
3.2
2.5

0.700
0.526
0.970
0.701
1.238
0.888

เมื่อหาคาความตางศักยหลอดเอกซเรย (kV) 

คากระแสหลอดคูณกับเวลา (mAs) และคาปริมาณรังสี

ของกลุมซี่ฟน แยกตามชนิดตัวรับภาพระบบฟลมเปรียบ

เทียบกับระบบดิจิทัล พบวาหนวยงานที่ใชตัวรับภาพ

ระบบดิจิทัลใชคา kV ต่ำกวาระบบฟลมทุกกลุมซี่ฟน

คา mAs ตัง้แตปงบประมาณ พ.ศ. 2561 เปนตนไป ใชคา 

หมายเหตุ:  ป พ.ศ. 2560 จำนวน 66 เครื่อง, ป พ.ศ. 2561 จำนวน 80 เครื่อง, ป พ.ศ. 2562 จำนวน 50 เครื่อง, ป พ.ศ. 2563
 จำนวน 64 เครื่อง, ป พ.ศ. 2564 จำนวน 19 เครื่อง, ป พ.ศ. 2565  จำนวน 32 เครื่อง และ ป พ.ศ. 2566 จำนวน 60 เครื่อง

mAs ตำ่กวาระบบฟลมทกุกลุมซีฟ่น มเีฉพาะปงบประมาณ 

พ.ศ. 2560 ที่ยังใช mAs สูงกวาระบบฟลม และคา

ปริมาณรังสีของกลุม พบวาระบบดิจิทัลมีคาปริมาณรังสี

ที่ต่ำกวาระบบฟลมในทุกกลุมซี่ฟนและทุกปงบประมาณ

ดังแสดงในตารางที่ 6

ตารางที่ 6 คาทางเทคนิคถายภาพรังสีและคาปริมาณรังสีของกลุมซี่ฟนของตัวรับภาพระบบฟลมเปรียบเทียบกับ

 ระบบดิจิทัลแยกตามกลุมซี่ฟน

ซี่ฟน ปงบประมาณ
kV (mean) mAs (mean)    ปริมาณรังสี (mGy)

ฟลม CR/DR ฟลม CR/DR ฟลม CR/DR

ฟนหนาบน 2560
2561
2562
2563
2564
2565
2566

66.8
67.3
65.9
65.2
65.3
67.2
68.2

62.1
63.8
63.2
64.6
64.8
64.9
63.8

3.30
3.51
3.16
3.06
3.55
2.65
3.47

4.21
3.16
2.42
2.15
2.28
1.39
2.10

1.8
1.6
1.8
1.8
2.0
1.5
2.1

1.5
1.5
1.3
1.1
1.1
1.0
1.3

ฟนหนาลาง 2560
2561
2562
2563
2564
2565
2566

66.8
67.3
66.3
65.5
65.8
67.5
68.0

61.6
63.9
63.3
64.8
65.2
65.0
63.8

2.78
2.85
2.55
2.36
3.19
2.27
2.68

3.43
2.66
1.96
1.71
1.81
1.11
1.68

1.5
1.5
1.5
1.5
1.8
1.4
1.4

1.2
1.3
1.0
0.9
0.9
0.8
1.1

ตารางที่ 5  คาทางเทคนิคถายภาพรังสีและคาปริมาณรังสีของกลุมซี่ฟนแยกตามปงบประมาณ (ตอ)
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ซี่ฟน ปงบประมาณ
kV (mean) mAs (mean)    ปริมาณรังสี (mGy)

ฟลม CR/DR ฟลม CR/DR ฟลม CR/DR

ฟนกรามนอยบน 2560
2561
2562
2563
2564
2565
2566

66.9
67.3
66.1
65.2
65.2
67.1
68.2

61.9
63.7
63.1
64.4
65.1
64.7
64.2

4.38
4.65
4.13
3.85
5.16
3.72
4.64 

5.02
3.92
3.06
2.69
2.91
1.83
2.55

2.1
2.2
2.3
2.3
2.6
2.4
2.6

1.9
1.9
1.7
1.4
1.3
1.3
1.6

ฟนกรามนอยลาง 2560
2561
2562
2563
2564
2565
2566

66.7
67.3
66.2
65.5
65.4
67.3
68.2

59.3
63.9
63.3
64.8
65.2
64.9
64.1

3.37
3.60
3.31
3.02
4.13
3.17
3.63

4.73
3.23
2.40
2.13
2.25
1.40
1.95

1.8
1.8
1.9
1.8
2.2
1.9
2.0

1.6
1.5
1.3
1.1
1.1
0.9
1.3

ฟนกรามใหญบน 2560
2561
2562
2563
2564
2565
2566

66.8
67.7
66.3
65.2
65.4
66.7
67.9

61.9
63.9
63.0
64.3
65.0
64.7
64.6

5.60
5.78
5.44
4.98
6.35
4.94
5.71

6.02
4.70
3.85
3.26
3.76
2.30
3.15

3.0
3.0
3.0
3.1
3.2
3.0
3.3

2.4
2.3
2.2
1.8
1.7
1.6
2.0

ฟนกรามใหญลาง 2560
2561
2562
2563
2564
2565
2566

66.9
67.6
67.1
65.4
65.6
67.0
68.2

61.8
63.9
63.1
64.5
65.0
64.8
64.3

4.38
4.55
4.22
3.69
5.34
4.10
4.62

5.02
3.89
2.99
2.69
2.81
1.78
2.45

2.3
2.4
2.5
2.2
3.0
2.5
2.6

2.0
2.0
1.5
1.4
1.3
1.2
1.5

ตารางที่ 6 คาทางเทคนิคถายภาพรังสีและคาปริมาณรังสีของกลุมซี่ฟนของตัวรับภาพระบบฟลมเปรียบเทียบกับ

 ระบบดิจิทัลแยกตามกลุมซี่ฟน (ตอ)

หมายเหตุ: ระบบฟลม ป พ.ศ. 2560 จำนวน 64 เครื่อง, ป พ.ศ. 2561 จำนวน 62 เครื่อง, ป พ.ศ. 2562 จำนวน 37 เครื่อง,
 ป พ.ศ. 2563 จำนวน 43 เครื่อง, ป พ.ศ. 2564 จำนวน 9 เครื่อง, ป พ.ศ. 2565 จำนวน 9 เครื่อง และ ป พ.ศ. 2566 
 จำนวน 20 เครื่องระบบดิจิทัล ป พ.ศ. 2560 จำนวน 2 เคร่ือง, ป พ.ศ. 2561 จำนวน 18 เคร่ือง, ป พ.ศ. 2562
 จำนวน 13 เครื่อง, ป พ.ศ. 2563 จำนวน 21 เครื่อง, ป พ.ศ. 2564 จำนวน 10 เครื่อง, ป พ.ศ. 2565 จำนวน 23 เครื่อง
 และ ป พ.ศ. 2566 จำนวน 40 เครื่อง

วิจารณ

ผลจากการเฝาระวังการไดรับปริมาณรังสีจาก

เคร่ืองเอกซเรยทันตกรรมแบบใสตัวรับภาพไวใน

ชองปาก ในพืน้ทีจ่งัหวดัตรงั พทัลงุ และสตลู ปงบประมาณ

พ.ศ. 2560–2566 พบวาคาปริมาณรังสีของกลุมซี่ฟน

รวมถึงเมื่อแยกตามชนิดตัวรับภาพระบบฟลมและดิจิทัล 

ไมเกินคาอางอิงของกรมวทิยาศาสตรการแพทย(6) ทกุกลุม

ซีฟ่น และคาทางเทคนคิ ซึง่สวนใหญเครือ่งเอกซเรยทีใ่ชตวั
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คาปริมาณรังสีจากเครื่องเอกซเรยทันตกรรม พ.ศ. 2560–2566  ศิริขวัญ ยิ้วเหี้ยง และคณะ

รบัภาพระบบดจิิทัลใชคา kV และ mAs ตำ่กวาระบบฟลม 

ซึ่งปริมาณรังสี output ที่ออกจากเคร่ืองเอกซเรยอาจมี

คาแปรเปลีย่นตามคณุสมบตัขิองตวัแปรอืน่ ซึง่เปนปจจัย

ที่มีผลตอปริมาณรังสีได เชน ระดับพลังงานแหลงจาย

ไฟของหลอดเอกซเรย(7) เทคโนโลยีของชนิดตัวรับภาพ

ชนดิของซีฟ่น การตัง้คาดวยมอื (manual) หรอืรปูแบบ

ดิจิทัล(6) เปนตน ผลจากการวัดปริมาณรังสี พบวา

เครื่องเอกซเรยทันตกรรมชนิดตัวรับภาพระบบดิจิทัล

มีคาปริมาณรังสีนอยกวาระบบฟลมทุกกลุมซี่ฟนและ

ทุกปงบประมาณ เมื่อพิจารณาแนวโนมการใชงาน พบวา

มกีารใชตวัรบัภาพระบบดจิทิลัทีเ่พิม่สงูขึน้ ปงบประมาณ

พ.ศ. 2560–2566  คดิเปนรอยละ 3.0, 22.5, 26.0, 32.8, 

52.6, 71.9 และ 66.7 ตามลำดับ 

จากคาปริมาณรังสีอางอิงที่ขึ้นกับพื้นที่หรือแตละ

ประเทศ เมื่อจะใชตองเปรียบเทียบกับคาอางอิงของ

ประเทศไทย แตประเทศไทยยังไมไดมีการจัดทำคา

ปริมาณรังสีอางอิงใหมที่ ICRP 135 ไดแนะนำให

ทบทวนคาปริมาณรังสีวินิจฉัยอางอิงทุก 3–5 ป(8) และ

คาปริมาณรังสีอางอิงประเทศไทยที่ดำเนินการลาสุด 

เมื่อป พ.ศ. 2560(6) มีคาเทากับ 2.3, 1.9, 3.1, 2.4, 

4.0 และ 3.1 mGy ตามลำดับ เปนเครื่องเอกซเรยที่

ใชตัวรับภาพระบบฟลม จำนวน 494 เครื่อง คิดเปน

รอยละ 90.3 ระบบดิจิทัล จำนวน 53 เครื่อง คิดเปน

รอยละ 8.7 ซึ่งเปนการใชตัวรับภาพระบบฟลมเปน

สวนใหญขณะทีค่าอางองิของประเทศญีปุ่น(5) ประกาศใช

เมื่อป พ.ศ. 2563 ซึ่งเปนระบบดิจิทัล มีคาเทากับ 1.1, 

1.0, 1.6, 1.1, 2.0 และ 1.5 mGy ตามลำดับ ซึ่งต่ำกวา

คาอางอิงของประเทศไทย และเพื่อใหมีการใชคาอางอิง

อยางเหมาะสม ประเทศไทยควรพจิารณาจัดทำคาปรมิาณ

รังสีอางอิงของเครื่องเอกซเรยทันตกรรมใหม

อยางไรก็ตามการปรับลดคาปริมาณรังสีในการ

ถายภาพรังสีใหกับผูปวย ตองคำนึงถึงคุณภาพของภาพ

รังสีเปนสำคัญ การลดปริมาณรังสีอาจทำใหภาพรังสี

ไมสามารถวินิจฉัยโรคได ดังนั้นการพิจารณาปรับลด

ปริมาณรังสีใหพิจารณาจากคา median (the 50th 

percentile value; P50) ของกลุม เปรียบเทียบกับคา

median ของคาอางอิงระดับประเทศ หากพบวาคา

median ของกลุมต่ํากวาคา median ของคาอางอิง

ระดับประเทศใหพิจารณาคุณภาพของภาพรังสีมากกวา

ที่จะปรับลดปริมาณรังสี(8) และคาที่ใชเปรียบเทียบกับ

คาอางอิงตองไดจากตัวแทนกลุมที่เพียงพอและกระจาย

ใหครอบคลุม ไมสามารถเปรียบเทียบกับคาปริมาณรังสี

ที่ใชกับผูปวยรายตอรายได

สรุป

คาปริมาณรังสีของกลุมซี่ฟนจากการถายภาพรังสี

ฟนทั้ง 6 กลุมซี่ฟน ของโรงพยาบาลศูนย โรงพยาบาล

ทัว่ไป โรงพยาบาลชมุชน และคลนิกิ ทัง้ภาครฐัและเอกชน 

ในเขตพื้นที่จังหวัดตรัง พัทลุง และสตูล ปงบประมาณ 

พ.ศ. 2560–2566 จำนวน 66, 80, 50, 64, 19, 32 และ 

60 เครื่อง ตามลำดับ พบวาไมเกินคาอางอิงของกรม

วทิยาศาสตรการแพทยทัง้หมด แตเครือ่งเอกซเรยทีใ่ชตวั

รบัภาพระบบฟลมมกีารใชปรมิาณรงัสสีงูกวาระบบดจิทิลั 

ดงันัน้ควรมกีารปรบัลดคาทางเทคนคิในการถายภาพรงัสี

เพ่ือใหผูปฏบิตังิาน รวมถึงผูรบับรกิารไดรบัรงัสนีอยทีส่ดุ

และส่ิงสำคัญที่ตองคำนึงถึง คือ คุณภาพของภาพรังสี

สามารถนำไปวินิจฉัยโรคไดอยางถูกตอง

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณทันตแพทยและเจาหนาที่ผูเก่ียวของ

ของโรงพยาบาลและคลินิก ที่ใหความรวมมือในการเก็บ

ขอมูล และขอขอบคุณผูอํานวยการศูนยวิทยาศาสตร

การแพทย ที่ 12/1 ตรัง กรมวิทยาศาสตรการแพทย

หัวหนาหองปฏิบัติการรังสีและเครื่องมือแพทย รวมทั้ง

ผูรวมงานทุกทานที่ใหการสนับสนุนใหงานวิจัยนี้สำเร็จ
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and Jeeraporn Songkow
Regional Medical Sciences Center 12/1 Trang, Department of Medical Sciences, Amphoe Muang, Trang 

92000, Thailand

Surveillance of Patient Entrance Dose of 
Intra-oral Dental Radiography in Trang, 

Phatthalung, and Satun Provinces
During 2017–2023

ABSTRACT Dental radiography is important for diagnosis, treatment planning, and orodental
treatment follow-up, and is one-third of all X-ray images. To prevent patients from receiving unnecessary 
radiation and to reduce radiation dose usage, the Regional Medical Sciences Center 12/1 Trang, 

Department of Medical Sciences, conducted surveillance of radiation doses from intra-oral dental radio-
graphy in Trang, Phatthalung, and Satun provinces. From fiscal year 2017 to 2023, there were 66, 80, 50, 
64, 19, 32, and 60 intraoral X-ray units, respectively. The doses were measured at an open-end cone called 
the Patient Entrance Dose (PED). The exposure techniques were set for six dental areas: maxilla incisor, 
mandible incisor, maxilla canine-premolar, mandible canine-premolar, maxilla molar, and mandible 
molar. The PED calculated the median as 1.1–1.7, 0.9–1.4, 1.4–2.2, 1.3–1.8, 1.8–2.9, and 1.4–2.3 mGy, 
respectively. As by the film system, these are 1.5–2.1, 1.4–1.8, 2.1–2.6, 1.8–2.2, 3.0–3.3, and 2.2–3.0 mGy, 
respectively. For the digital imaging system, these are 1.0–1.5, 0.8–1.3, 1.3–1.9, 0.9–1.6, 1.6–2.4, and 
1.2–2.0 mGy, respectively. These results were within the limit of the DRLs issued by the Department of 
Medical Sciences which are 2.3, 1.9, 3.1, 2.4, 4.0, and 3.1 mGy, respectively. This indicated that 
the agency that used the film system, PED exceeded the digital imaging system for all groups of teeth. 
Radiation safety should be concerned for both users and customers.

Keywords: Dental X-ray, Intra-oral radiograph, Patient Entrance Dose, Effective dose
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Acute and Sub-Chronic Oral Toxicity of 
Mycoprotein Product in Wistar Rats

ABSTRACT Alternative proteins are becoming more popular with consumers nowadays. Various 

alternative proteins, such as those from plants, insects, and even microorganisms, are widely available and 

distributed. In the past, Thailand could not produce protein from microorganisms and had to import it 

from abroad. Currently, Thailand can successfully develop the technology for producing mycoprotein from 

the fungus Aspergillus oryzae strain BCC7051 found in the country. However, oral toxicology studies of 

this product have never been undertaken. The safety evaluation has to be conducted on animals before the 

human studies to obtain safety information on the products for consumers. This study aimed to assess the 

acute and sub-chronic oral toxicity of mycoprotein in Wistar rats. The results showed that mycoprotein

at 300 and 2,000 mg/kg body weight (BW) did not cause acute toxicity and mortalities in the rats, 

indicating that mycoprotein was classified in GHS (Globally Harmonised System for Classification and 

Labeling of Chemicals) category 5 or unclassified, with the LD50 cut-off at 5,000 mg/kg BW or over. 

In the sub-chronic oral toxicity testing, mycoprotein was administered consecutively for 90 days at doses 

of 500, 1,000, and 2,000 mg/kg BW, with a 14-day recovery period. It was concluded that the no-observed-

adverse-effect level (NOAEL) of mycoprotein was 2,000 mg/kg BW in Wistar rats.

Keywords: Mycoprotein, Aspergillus oryzae, Acute and sub-chronic oral toxicity in rat
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Introduction

An alternative protein derived from 

fungal fermentation is shaped into many

food products as a meat substitute called 

“mycoprotein”. Mycoprotein can be produced 

from the fermentation process of microorganisms

of the fungal group. It has the appearance and 

shape of cells like filaments with a high amount 

of protein and contains various nutrients that 

have nutritional value,(1,2) but has no toxins 

from mold or mycotoxins. Mycoprotein has been 

reported to be produced from filamentous fungi 

of various strains(3), and it is an alternative 

protein source and meat substitute responding

to the needs of consumer groups such as 

vegetarians and flexitarians. Production of 

mycoprotein from fungi has many advantages 

because it needs less space to produce, uses 

less water, and emits less greenhouse gas than 

raising animals, moreover, this can be expanded 

more easily and its quality can be controlled. 

Mycoprotein is expected to be the food for 

the future (future food) which helps reduce 

environmental impacts(4) and meet the 

increasing global protein demand sustainably.

Mycoprotein produced from Fusarium 

venenatum has been registered with the UK 

Food and Drug Administration, and in 2001, 

was classified as a safe food. It has been on the 

market since 2002 and is accepted as a safe food 

ingredient(5). Earlier, Thailand did not produce 

mycoprotein by itself and needed to import it 

from abroad. The Functional Ingredients and 

Food Innovation Research Group at the National

Science and Technology Development Agency 

(NSTDA), Thailand, has successfully developed

the technology for producing this protein using 

the liquid fermentation process from Aspergillus 

oryzae strain BCC7051, which is found in the 

country and is considered a Thai innovation. 

The fungus A. oryzae is used in the produc-

tion of various food products available on the 

market, such as tempeh, hamanatto, miso, 

and shoyu(6). The strains of A. oryzae are safe 

and classified as food-grade microbes that 

have remarkable features such as high protein 

production and hypha formation to get a better

texture that is nutritious and safe,(7) in addition,

there are no toxins or mycotoxins(8) harmful

to consumers. Generally, it is used as 

semi-industrial liquid fermentation technology

under Codex Good Hygiene Practices (GHPs), 

and Hazard Analysis and Critical Point System

(HACCP) standards without chemicals or 

antibiotics (data not shown). The mycoprotein

has high nutritional values like that from eggs 

which contains 39.65–42.29% total protein dry 

weight, no cholesterol (data not shown), and 

all essential amino acids as shown in Table 1, 

including fiber, vitamins, and beta-glucan (data 

not shown). However, the toxicological testing 

for this mycoprotein has never been carried out, 

thus the safety evaluation had to be conducted 

in animals to provide toxicity data before human 

studies. In addition, the results of safety studies 

can be used as supporting data for commercial 

production and registration with Thailand’s 

Food and Drug Administration (Thai FDA) and 

to confirm product safety for consumers.

The purpose of this study was to identify

the chemical hazard classification of the 

mycoprotein produced according to the GHS 

(Globally Harmonised System for Classification

and Labeling of Chemicals) category, which 

complied with the Organization for Economic 

Co-operation and Development (OECD) 
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Guidelines for the Testing of Chemicals 423. 

Moreover, studies of acute oral toxicity using 

the acute toxic class method(9) and sub-chronic 

oral toxicity were performed to confirm the 

edible safety and evaluate the No-Observed-

Adverse-Effect Level (NOAEL) for long-term 

use of mycoprotein following the methodology 

of sub-chronic oral toxicity modified from the 

OECD Guidelines for Testing of Chemicals 408, 

Repeated Dose 90-Day Oral Toxicity Study in 

Rodents(10).

Materials and Methods

Specification of test item

The test item was mycoprotein, the finished

product from Aspergillus oryzae BCC7051 as 

a brownish-yellow powder, obtained from the 

BIOTEC Bioprocessing Facility, National Science 

and Technology Development Agency (NSTDA), 

Thailand. Its nutrition facts label shown

as g/100 g as protein 44.69,(11) ash 6.52,(12) fat 

5.94,(13) total dietary fiber 33.18,(14) sodium 52.55,(15)

carbohydrate 37.55,(16) calories from fat 53.46,(16)

and 382.42 Kcal/100g(16). For microbiological 

analysis, its estimated aerobic plate counts 

(EAPC) were fewer than 2.5 × 102 cfu/g for total

plate count,(17) and fewer than 10 cfu/g for 

Escherichia coli(18) and coliforms,(18) while 

Salmonella spp. (per 25 g),(19) heavy metals

(mg/kg) as arsenic,(20) cadmium,(21) and 

mercury,(22) and mycotoxin (µg/kg) such as 

aflatoxin,(23,24) ochratoxin A,(25) etc., were not 

detected. In addition, amino acid contents were 

measured as shown in Table 1. The stability 

was one year after the manufacturing date, 

and it was kept in an aluminum foil vacuum 

bag at room temperature (22±3°C). The level of 

microbial contamination based on aerobic plate 

count (APC) was less than 10 cfu/g, which was 

monitored by the Laboratory of the Quality

Control Office, National Laboratory Animal 

Center, Mahidol University, Thailand, before 

administering the test item orally to Wistar rats. 

For the production process of mycoprotein, it is 

unrevealed due to a commercial secret.

Table 1 Amino acid contents of the mycoprotein from A. oryzae strain BCC7051

Amino acid Content (mg/100g)

Histidine
Isoleucine
Leucine
Lysine
Methionine
Threonine
Valine
Alanine
Arginine
Aspartic acid
Cysteine
Glutamic acid
Glycine
Ornithine

0.28
0.46
0.78
0.71
0.16
0.53
0.56
0.62
0.67
1.08
0.11
1.70
0.50
0.06
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Test animals

Both male and female Wistar rats (Rattus

norvegicus, strain Mlac:WR) were obtained from 

the Office of Laboratory Animal Production,

National Laboratory Animal Center, Mahidol 

University, Thailand. For acute oral toxicity,

only female Wistar rats with body weight 

186−196 grams, 7 weeks of age were used, while 

sub-chronic oral toxicity, both sexes were used, 

5 weeks of age, 153−178 grams for males, and 

146−163 grams body weight for females.  

Animal husbandry conditions

There were one and two Wistar rats per 

stainless steel cage for acute oral toxicity and 

sub-chronic toxicity, respectively, with animal 

feed (082, Perfect Companions, Thailand) and 

5–7 ppm chlorinated water ad libitum, including 

maintaining the standard condition of a 12:12 

light/dark cycle at 22±3°C and 30–70% RH, 

respectively. The acclimatization was at least 

5 days before the study. The guidelines were 

followed throughout the study, using the Guide 

for the Care and Use of Laboratory Animals.(26)

Acute oral toxicity testing

Twelve Wistar rats at the age of 8 weeks 

were divided into three female rats per group 

per each mycoprotein dose and fasted overnight 

(15–18 hours) with water ad libitum before 

dose administration. Following the fasting,

mycoprotein was prepared by weighing and 

mixing with sterile water in a single dose of 

300 and 2,000 mg/kg body weight (BW) orally 

administered to the rats using a gavage needle. 

After 3–4 hours of administration, the rats were 

fed with normal feed.

Observation: the rats were observed 

individually after administration for 30 minutes,

and special attention was given during the first 

4 hours and periodically during the first 24 

hours. The feed and water consumption were 

measured and recorded daily after each dose 

administration until necropsy day. Body weights 

were measured and recorded on days 1, 7, and 

14 after dose administration.

Necropsy examination: at the end of acute 

oral toxicity testing (day 14), surviving rats 

were euthanized using CO2 inhalation,(27) and 

the evaluation for positions, shapes, sizes, and 

colors of internal organs was performed.

Sub-chronic oral toxicity testing

 104 Wistar rats consisting of 52 males 

and 52 females at 6 weeks were weighed and 

distributed into five groups (20 animals of 

10 per sex in each group). The control group 

was administered with sterile water while 

the test (Main) groups were administered with 

mycoprotein as 500, 1,000, and 2,000 mg/kg

BW, respectively, and the Recovery group 

(12 animals of 10 per sex), were identified as 

Table 1 Amino acid contents of the mycoprotein from A. oryzae strain BCC7051 (continued)

Amino acid Content (mg/100g)

Proline
Serine
Taurine
Tyrosine

0.41
0.54
0.05
0.40
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Groups 1, 2, 3, 4, and 5, respectively. Mycoprotein

was weighed and calculated to the body weight 

of animals on the day of dosing at a constant 

volume of 1 mL per 500 g BW. All animals were 

administered the test items once daily for 90 

days via oral route, while the Recovery group 

had a recovery period of 14 days without dosing 

after 90 days of administration.

Observation: Observation of sub-chronic 

oral toxicity was recorded weekly, and the Recovery

group was continuously observed in the recovery

period of 14 days after 90 days of dose

administration. Cage side observation included 

evaluation of skin, fur or coat, eyes, and mucous

membrane (occurrence of secretions and

excretions), autonomic nervous activity

(lacrimation, piloerection, pupil size, and 

respiratory pattern), changes in gait, posture, 

and response to handling, the presence of 

clonic and tonic movements, and stereotype or 

bizarre behavior such as excessive grooming, 

repetitive cycling, self-mutilation, and walking

backwards. Ophthalmological examination 

was performed once during the acclimatization 

period and within a week before the scheduled 

necropsy in the eyes of animals in the high-dose 

and control groups. In addition, sub-chronic 

oral toxicity was assessed neurologically once 

a week, starting in week 11, including sensory 

reactivity (auditory, visual, proprioception, 

fore- and hind-limb grip strength tests, and 

motor activity assessments).

Necropsy examination: the animals were 

fasted overnight but with sterile water (15–18 

hours) and euthanized using CO2 inhalation(27) 

on the last day of each group. The positions, 

shapes, sizes, and colors of internal organs 

were evaluated, and then the cardiac punc-

ture method was used to collect blood samples.

The blood samples were separated into two 

tubes, one containing EDTA for hematological 

analysis (200 µL) and the other without EDTA 

for clinical biochemistry analysis (800 µL). 

Hematology analyses were performed on whole 

blood using an automated analyzer (Procyte 

DxTM, IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine, 

USA) to evaluate the following parameters: red 

blood cell count (RBC), hemoglobin (HGB), 

hematocrit (HCT), mean corpuscular volume 

(MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), 

mean corpuscular hemoglobin concentration 

(MCHC), platelet (PLT), white blood cell 

count (WBC), neutrophil (NEUT), lympho-

cyte (LYMPH), monocyte (MONO), eosino-

phil (EO), and basophil (BASO). The clinical 

biochemistry analyses were conducted for the 

determination of sodium (Na), potassium

(K), chloride (Cl), glucose (GLC), cholesterol

(CHOL), triglyceride (TG), uric acid (UA),

blood urea nitrogen (BUN), creatinine (CR),

total protein (TP), albumin (ALB), globulin

(GLO), high-density lipoprotein (HDL), 

low-density lipoprotein (LDL), alanine

amino t rans f e rase  (ALT) ,  a spar ta t e

aminotransferase (AST), and alkaline 

phosphatase (ALP) using an automated blood 

analyzer (Cobas® c311, Roche Diagnostics, 

Basel, Switzerland). The organs, such as the 

liver, kidneys, lung, adrenals, heart, spleen, 

brain, thymus, testes, and epididymis for 

males, and the uterus and ovaries for females, 

were cut and weighed to determine the relative

organ’s weight per 100 g of body weight.

Histopathological examinations used the paraffin

section technique for cutting, embedding, and 

sectioning the organs. Then the scoring of the 
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organs of the control and high-dose groups were 

conducted comparatively.

Statistical analysis 

All the quantitative results were expressed

as mean ± standard deviation. The data with 

normality and homogeneity of variances were 

analyzed using the Kolmogorov-Smirnov test 

and Levene’s test.(28) ANOVA and the Mann-

Whitney U test were used to compare the data 

between the control group and each treatment

group. In addition, significant difference 

analyses were performed with SPSS® Statistical 

software version 18.0.0 (p ≤ 0.05).

Ethical approval

The study was approved by the National 

Laboratory Animal Center Animal Care and Use 

Committee (NLAC-ACUC), Mahidol University,

Thailand (No. RA2021-34 on September 10, 2021, 

for acute oral toxicity testing and RA2022-31

on October 19, 2022, for sub-chronic oral toxicity

testing).

Results

Acute oral toxicity testing

From the acute oral toxicity testing, body 

weights and body weight changes of the groups 

of control, 300 and 2,000 mg/kg BW mycoprotein

were shown in Table 2. Health observation 

results, including feed, and drinking-water 

consumptions of all animals were normal except 

one animal at the dose of 300 mg/kg BW that 

was observed to have hydronephrosis. 

Sub-chronic oral toxicity testing

The sub-chronic toxicity studies were 

carried out on the test item. General clinical

observation, health examination, and

ophthalmological examination results of all

the rats were not found abnormal. In addition, 

the neurological examination results of the 

animals did not show any neurological signs 

for both sexes. The motor activity assessment 

scores of only male rats in the 1,000 mg/kg 

BW mycoprotein group (weeks 12 and 13) were 

significantly higher than those of the control 

group (p ≤ 0.05). The fore-limb grip strength in 

males of the 500 (week 11) and females of the 

2,000 mg/kg BW mycoprotein groups (week 12)

were significantly higher and lower than the 

control group (p ≤ 0.05), respectively. The 

hind-limb grip strength of the Recovery group 

for both sexes (males in week 14 and females 

in week 15) was significantly lower than the 

control (p ≤ 0.05). The body weights of the rats 

continued to be gained throughout the study, 

as shown in Figure 1, with no differences when 

compared with the control groups for both sexes 

in the Main and Recovery groups. 

Figure 2 shows the feed consumption of 

both sexes in the Main and Recovery groups. In 

the Main group at 500 (weeks 3, 4, and 5), 1,000

(weeks 2 and 5), and 2,000 mg/kg BW myco-

protein (weeks 2 to 8) of male rats, the significant

difference was lower than the control (p ≤ 0.05), 

but in the Recovery group (weeks 5, 6, 8, 10, and 

12 to15), it was higher than the control (p ≤ 0.05).

Female animals in the Main group at 500 

(week 4), 1,000 (weeks 3 and 4), 2,000 mg/kg BW 

mycoprotein (week 4), and the Recovery group 

(weeks 4, 5, 9, 10, and 13 to 15) had significant 

differences higher than control (p ≤ 0.05). 

The water consumption of both sexes of 

the animals in the Main and Recovery groups 

was significantly higher than the control
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(p ≤ 0.05). In the Main group, 500 (weeks 2, 

4 to 12 for males and week 8, 10 for females), 

1,000 (weeks 4 to 13 for males and week 5 for 

females), 2,000 mg/kg BW mycoprotein (weeks 

4 to 13 for males and week 2, 3, 6 to 12 for

females), and the Recovery group (weeks 1 to 

15 for males and weeks 1, 3 to 15 for females) 

as shown in Figure 3. 

The relative organ weights are sum-

marized in Table 3. The left adrenal glands of

male rats in the 500 and 1,000 mg/kg BW

mycoprotein groups showed significant

differences higher than the control group

(p ≤ 0.05). In female animals, the left and

right thyroid and parathyroid glands in 

the 2,000 mg/kg BW mycoprotein group, 

including the heart in the 1,000 mg/kg

BW mycoprotein group, showed significant 

differences higher than the control group

(p ≤ 0.05). 

Hematological analysis results in Table 4 

showed that the averages of HGB, HCT, MCV 

with 500, WBC, LYMPH with 1,000, and HGB, 

HCT, WBC, LYMPH with 2,000 mg/kg BW 

mycoprotein of male animals had significant

differences higher than the control group, while 

the average numbers of NEUT of 1,000, MCHC, 

NEUT, EO of 2,000 mg/kg BW mycoprotein, and 

MCHC of the Recovery group had significant

differences lower than the control group

(p ≤ 0.05). In female animals, only the average 

WBC in the Main group of 2,000 mg/kg BW 

mycoprotein and the Recovery group showed 

significant differences higher than the control 

(p ≤ 0.05). Only WBC, NEUT, and LYMPH of 

male animals were directly variable to the dose 

levels of mycoprotein. 

In the clinical biochemistry analysis 

(Table 5), the averages of GLU in the 1,000 

and 2,000 mg/kg BW mycoprotein groups and 

Na in the Recovery group of male animals were 

significantly higher than in the control group

(p ≤ 0.05). In contrast, the averages of Cl (1,000 

and 2,000 mg/kg BW mycoprotein), CREA, 

and Na (2,000 mg/kg BW mycoprotein) were 

significantly lower than the control group 

(p ≤ 0.05). The averages of TP and ALB

in the 1,000 mg/kg BW mycoprotein group 

were significantly higher than the control

group (p ≤ 0.05) in female animals. Additionally,

the averages of ALT (1,000 and 2,000 mg/kg BW

mycoprotein), AST, and Cl (2,000 mg/kg BW

mycoprotein) were significantly lower than

the control group (p ≤ 0.05). Only GLU and Cl of 

male animals and ALT of female animals were 

proportional to the dose levels of mycoprotein. 

For macroscopic findings, multifocal 

thymic hemorrhage was found in all study 

groups, and clear fluid retention in the uterus 

was found in all female rats. Microscopic findings

were observed in the kidney as a tubular hyaline 

cast of the control, 2,000 mg/kg BW mycoprotein,

and the Recovery groups of male animals, and 

focal tubular mineralization in the females of 

the 2,000 mg/kg BW mycoprotein group. Focal

micro-vesicular fatty degeneration in the liver 

and focal mononuclear cell infiltration in the 

heart were shown in males of the Recovery 

and 2,000 mg/kg BW mycoprotein groups, 

respectively. Ultimobranchial cyst (females 

in the 2,000 mg/kg BW mycoprotein group), 

congenital thyroid cyst (males in the Recovery 

group), and ectopic thymic tissue (females in 

the Recovery group) of thyroid and parathyroid 

glands were found. In addition, it was found 

that multifocal thymic hemorrhage in all study 

groups of both sexes was consistent with the 

macroscopic lesions mentioned above. Uterine 
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luminal dilation (proestrus) of all groups and 

small uterine lumen (diestrus) of the 500, 1,000 

mg/kg BW mycoprotein, and Recovery groups 

were observed only in female rats. 

Based on the results, it was concluded 

that mycoprotein was classified in GHS category 

5 or unclassified, the LD50 cut-off at 5,000 mg/kg

BW or above, and the NOAEL of mycoprotein 

was considered to be 2,000 mg/kg BW per day.

Table 2 Body weight (g) of Wistar rats in acute oral toxicity testing after administrations of

 300 and 2,000 mg/kg BW mycoprotein.

Mycoprotein 
(mg/kg BW)

Animal
no.

Body weight (g) BW 
change 

(%)
Quarantine Acclimatization Day

0
Day
7

Day
14

Terminated

300

1
2
3
4
5
6

196
194
192
191
190
190

206
203
198
200
198
202

210
202
201
205
210
205

234
228
223
232
234
230

257
242
234
263
249
245

251.35
238.77
231.43
253.69
248.64
246.17

22.38
19.80
16.42
28.29
18.57
19.51

2,000

7
8
9
10
11
12

189
189
189
187
187
186

195
202
201
189
190
203

207
212
215
203
198
214

229
236
245
234
231
244

248
250
259
245
242
260

244.25
246.60
253.88
239.64
234.24
251.78

19.81
17.92
20.47
20.69
22.22
21.50

(a)
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Figure 1 Body weight (g) of male and female Wistar rats administered with mycoprotein for

 90 days. (a) Control and treated male rats with 500, 1,000, and 2,000 mg/kg BW

 mycoprotein, (b) Control and treated female rats with 500, 1,000, and 2,000 mg/kg BW 

                mycoprotein, and (c) the Recovery group of male and female rats. AC = acclimatization.

(c)

(b)
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Figure 2  Feed consumptions (g) in male and female Wistar rats administered with mycoprotein 

 for 90 days. (a) Control and treated male and female rats with 500, 1,000, and

 2,000 mg/kg BW mycoprotein, and the average is significantly different from the control 

 group (p ≤ 0.05). (b) The Recovery group of male and female rats, and the average 

 is significantly different from the Control-Recovery group (p ≤ 0.05). AC = acclimati-

 zation.

(a)

(b)
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Figure 3 Water consumption (g) in male and female Wistar rats treated with mycoprotein 

 for 90 days. (a) Control and treated male and female rats with 500, 1,000, and 

 2,000 mg/kg BW mycoprotein, and the average is significantly different from the control 

 group (p ≤ 0.05).  (b) The Recovery group of male and female rats, and the average 

 is significantly different from the Control-Recovery group (p ≤ 0.05).  AC = acclimati-

 zation. 

(a)

(b)
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Table 3 Relative organ weights in Wistar rats treated with 500, 1,000, and 2,000 mg/kg BW

 mycoprotein for 90 days. (continued)

Organ

Recovery Group (organ weight in grams after administration 

with mycoprotein)

Control

Sterile water (n = 12) 2,000 mg/kg BW (n = 12)

Male Female Male Female

Liver

Right Kidney

Left Kidney

Heart

Spleen

Pituitary

Brain

Right Thyroid, Para

Left Thyroid, Para

Right Adrenal

Left Adrenal

Right Testis/Right Ovary, 

oviduct

Left Testis/Left Ovary,  

oviduct

Right Epididymis

Left Epididymis

Prostate / Uterus

Thymus

2.4485±0.10

0.2445±0.02

0.2326±0.02

0.3075±0.03

0.1777±0.02

0.0021±0.00

0.4233±0.04

0.0021±0.00

0.0020±0.00

0.0078±0.00

0.0085±0.00

0.3728±0.05

0.3851±0.06

0.1213±0.01

0.1239±0.02

0.0851±0.01

0.0510±0.01

2.4920±0.15

0.3019±0.01

0.2798±0.02

0.3626±0.01

0.2421±0.03

0.0052±0.00

0.7686±0.05

0.0037±0.00

0.0035±0.00

0.0180±0.00

0.0201±0.00

0.0250±0.00

0.0259 ±0.00

-

-

0.2134±0.04

0.0828±0.01

2.5003±0.16

0.2499±0.02

0.2468±0.02

0.2977±0.01

0.1723±0.01

0.0021±0.00

0.4049±0.01

0.0022±0.00

0.0022±0.00

0.0062±0.00

0.0083±0.00

0.3746±0.03

0.3792±0.03

0.1166±0.01

0.1188±0.01

0.0858±0.02

0.0590±0.01

2.6407±0.17

0.2963±0.01

0.2802±0.02

0.3640±0.02

0.2404±0.03

0.0051±0.00

0.7508±0.05

0.0031±0.00

0.0033±0.00

0.0173±0.00

0.0187±0.00

0.0268±0.00

0.0260±0.00

-

-

0.1975±0.04

0.0772±0.01

Note: Recovery group: mycoprotein was administered once daily for 90 days via oral route, and recovery was 
 in 14 days without dosing.
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Acute and Sub-chronic Oral Toxicity of Mycoprotein   Passaraporn Srimangkornkaew et al.

Table 4 Hematological analysis results in Wistar rats treated with 500, 1,000, and 2,000 mg/kg

 BW mycoprotein for 90 days. (Continued)

Parameter

Recovery Group (after administration with mycoprotein)

Control
Sterile water (n = 12) 2,000 mg/kg BW (n = 12)

Male Female Male Female

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

10.38±0.58
18.18±0.81
56.85±2.94
54.78±1.38
17.53±0.51
32.00±0.35

688.00±48.82
7.07±2.14

16.08±10.65
78.45±10.41
4.27±0.72
0.85±0.28
0.35±0.24

9.70±0.28
18.03±0.44
56.22±1.16
58.00±0.73
18.60±0.18
32.07±0.30

760.83±61.77
4.64±0.84
12.33±4.62
82.23±4.68
4.53±0.81
0.62±0.17
0.28±0.16

10.37±0.24
17.74±0.37
56.52±1.54
54.48±0.99
17.14±0.36
31.38±0.38b

718.00±63.45
7.19±0.96
11.48±2.78
82.58±3.53
4.68±1.21
1.00±0.42
0.26±0.18

9.55±0.56
17.93±0.95
56.30±3.03
59.00±1.88
18.80±0.64
31.85±0.24

723.33±52.00
5.85±0.97b

9.13±1.75
85.18±1.64
4.88±0.77
0.55±0.24
0.25±0.16

Note: Recovery group: mycoprotein was administered once daily for 90 days via oral route, and recovery was in 14 days 

 without dosing. Values are average ±standard deviation. b The average is significantly different from the control 

 recovery group (p ≤ 0.05).
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Table 5 Clinical biochemistry analysis results in Wistar rats treated with 500, 1,000, and 

 2,000 mg/kg BW mycoprotein for 90 days. (continued)

Parameter

Recovery Group (after administration with mycoprotein)

Control

Sterile water (n = 12) 2,000 mg/kg BW (n = 12)

Male Female Male Female

GLU (mg/dL)

BUN (mg/dL)

CREA (mg/dL)

UA (mg/dL)

CHOL (mg/dL)

TRIGL (mg/dL)

LDL (mg/dL)

AST (U/L)

ALT (U/L)

ALP (U/L)

TP (g/dL)

ALB (g/dL)

HDL (mg/dL)

Na (mmol/L)

K (mmol/L)

Cl (mmol/L)

GLO (mg/dL)

332.80±59.93

17.33±1.46

0.37±0.03

6.12±1.36

82.20±9.19

97.15±27.84

10.83±3.61

92.38±17.40

61.45±11.44

78.67±11.64

6.93±0.23

4.86±0.09

58.20±7.61

146.33±1.03

9.13±0.58

101.37±1.34

2.07±0.17

220.25±31.06

15.70±1.37

0.40±0.02

4.00±0.58

93.08±12.98

61.07±10.67

7.90±2.14

79.32±16.64

40.43±7.72

40.17±4.02

7.24±0.30

5.38±0.23

74.77±10.44

144.67±1.03

9.86±0.92

103.08±1.35

1.86±0.15

348.48±28.00

17.86±2.36

0.38±0.03

6.66±0.54

75.14±8.71

85.54±11.18

8.76±1.76

113.90±46.84

84.38±65.67

85.00±12.25

7.18±0.09

4.93±0.06

51.88±6.93

147.80±0.45b

9.51±0.44

100.72±0.46

2.25±0.08

206.80±70.80

16.52±1.58

0.43±0.02

3.92±0.42

99.03±11.29

50.83±8.03

10.03±2.74

80.05±6.39

36.65±5.02

42.00±4.56

7.00±0.24

5.13±0.15

78.30±8.08

145.67±1.51

10.40±0.53

103.17±0.95

1.87±0.18

Note: Recovery group: mycoprotein was administered once daily for 90 days via oral route, and recovery was in 14 days

 without dosing. Values are average ± standard deviation. bThe average is significantly different from the control

 recovery group (p ≤ 0.05). 

Discussion   

The toxicity study of mycoprotein in Wistar

rats started with acute oral toxicity with a 

single dose of mycoprotein as the test substance 

at 300 and 2,000 mg/kg BW. All animals did 

not show signs of toxic effects, moribundity, or 

mortality except one rat at a dose of 300 mg/kg 

BW that was observed to have hydronephrosis. 

This lesion was found in a Wistar rat because

it was associated with naturally occurring

background lesions,(29) indicating that this study 

did not find abnormal gross findings related to 

the test item. Thus, this result suggested that 

mycoprotein was classified in GHS category 5 

or unclassified, with the LD50 cut-off at 5,000 

mg/kg BW or over. 

Then, sub-chronic oral toxicity was 

performed by oral administration of mycoprotein 

at doses of 500, 1,000, and 2,000 mg/kg BW for 

a total of 90 days. The clinical signs of toxicity 
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were not observed and did not cause animal 

mortalities up to the dose of 2,000 mg/kg BW 

for this test item. All animals had changes in the 

eye, compared between before and after dosing 

for ophthalmological examination. In addition, 

there was little alopecia and scaling skin in 

health examinations but they were unrelated to 

the test items. There was a significant difference

in the results of the animal motor activity 

assessment and fore-limb grip strength test. 

The results were normal transient changes 

and not related to doses of the test items. The 

animals continued to gain weight throughout 

the study, and there were significant differences 

in feed and water consumption that were not 

related to the test item because the consumption

was a normal transient change. Only WBC, 

NEUT, and LYMPH of male rats in hematological

analysis results, and GLU and Cl of the male 

and ALT of female rats in clinical biochemistry

analysis results were related to the doses of 

mycoprotein tested. However, it was still in 

the range of historical control data, which was 

based on (Mlac:WR),(30) RccHan™:WIST, and 

Crl:WI(Han).(31) The lesions were observed in 

the study that commonly occurred as back-

ground lesions for the kidney(29) and heart,(32) 

and physiological changes(33–35) during the estrus 

cycle for the uterus, attributed to euthanasia

or necropsy technique, and considered a 

dissection-induced artifact(36) for the thymus, 

congenital anomaly(37) for the thyroid gland, 

which showed no relation with other groups(38) 

for the liver. Some studies of sub-chronic oral 

toxicity of different protein products such as the 

pea (Pisum sativum) protein isolate performed 

with dietary levels of 25,000, 50,000, and 100,000 

ppm in Wistar rats,(39) lyophilized apoaequorin 

protein (isolated from jellyfish) conducted with 

doses of 1,000, 2,000, and 4,000 mg/kg BW in 

Sprague Dawley rats,(40) and a protein derived 

from Xanthobacter sp. SoF1(41) at doses of 375, 

750, and 1,500 mg/kg BW with an additional 

group at 1,290 mg/kg BW as a positive control 

in Wistar rats.(41) For those results of the studies

mentioned, neither mortalities nor induced 

toxicological changes were found. Moreover, in 

this study, no treatment-related adverse effect

was observed after 90 days of consecutive 

administration of mycoprotein by considering 

the results of body-weight change, feed and 

water consumption, hematological, clinical 

biochemistry, clinical pathology, or histopatho-

logical examination. The results of our study were 

consistent with those found in other previous

studies.(39−41) However, chronic preclinical 

toxicological investigations of mycoprotein for a 

longer period are recommended to confirm this 

observation and to provide adequate safety data 

for future clinical trials. There should also be 

a study of efficiency or other related aspects to 

support this protein product.

Conclusion

In conclusion, the acute oral toxicity study 

of mycoprotein was observed hydronephrosis 

at a dose of 300 mg/kg BW, which was just a 

background lesion of animals. In addition, it 

showed no effect on body weight, food, or water 

consumption. Thus, it could be classified in GHS 

category 5 or unclassified with the LD50 cut-off 

at 5,000 mg/kg BW or over. The sub-chronic 

oral toxicity study of mycoprotein was relatively 

safe. The NOAEL of mycoprotein was considered

to be 2,000 mg/kg BW per day for Wistar rats 

under experimental conditions, which was 
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confirmed by the results of histopathology

(hematological and biochemical assays), 

body-weight change, food and water consump-

tions, and organ weights.
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ภัสสราภรณ ศรีมังกรแกว1  กฤติกาญจน สุวรรณสโรช1  กอบกุล เหลาเทง2  ธนาพร พลศักดิ์2  และ วรินทร ฉ่ําคุย2 

1ศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล นครปฐม 73170
2ทีมวิจัยเทคโนโลยีชีวกระบวนการอุตสาหกรรม กลุมวิจัยสวนผสมฟงกชันและนวัตกรรมอาหาร ศูนยพันธุวิศวกรรม

 และเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ ปทุมธานี 12120

ความเปนพิษเฉียบพลันและพิษกึ่งเรื้อรังทางปากของ
ผลิตภัณฑ Mycoprotein ในหนูแรท

สายพันธุ Wistar

บทคัดยอ โปรตีนทางเลือกกำลังเปนที่นิยมในผูบริโภคมากขึ้น จึงมีผลิตภัณฑโปรตีนทางเลือก เชน โปรตีน จากพืช แมลง

และจลุนิทรยีออกมาจำหนายจำนวนมาก ทีผ่านมาประเทศไทยยงัไมสามารถผลติโปรตีนจากจลุนิทรยีไดเองตองมกีารนำเขาจาก

ตางประเทศ ปจจุบันประเทศไทยสามารถพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตโปรตีน mycoprotein ไดสำเร็จจากเชื้อรา Aspergilus 

oryzae สายพันธุ BCC7051 และยังไมมีการศึกษาพิษวิทยาทางปากของผลิตภัณฑดังกลาว ซึ่งการประเมินความปลอดภัยตอง

ดำเนินการในสัตวทดลองกอนที่จะศึกษาในมนุษย เพื่อใหไดขอมูลความปลอดภัยของผลิตภัณฑตอผูบริโภค การศึกษานี้

มีวัตถุประสงคเพื่อประเมินความเปนพิษเฉียบพลันและพิษกึ่งเรื้อรังทางปากของ mycoprotein ในหนูแรทสายพันธุ Wistar 

ผลการทดสอบพบวา mycoprotein ขนาด 300 และ 2,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของน้ำหนักสัตวทดลอง ไมกอใหเกิดความ

เปนพิษเฉียบพลันและการตายในสัตวทดลอง แสดงใหเห็นวา mycoprotein จัดอยูในระบบการจัดกลุมสารเคมี การติดฉลาก 

และการแสดงรายละเอียดบนเอกสารขอมูลความปลอดภัยสากลหมวดที่ 5 หรือไมระบุประเภท มี LD50 ที่ 5,000 มิลลิกรัม

ตอกิโลกรัมขึ้นไปของน้ำหนักตัวสัตวทดลอง ในการทดสอบความเปนพิษทางปากแบบกึ่งเรื้อรัง การใหโปรตีนชนิดนี้ติดตอกัน

เปนเวลา 90 วัน ที่ขนาด 500 1,000 และ 2,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของน้ำหนักสัตวทดลอง และในกลุมพักฟนที่มีเวลา

พักฟน 14 วัน สรุปไดวาขนาด mycoprotein ที่มากที่สุดที่ไดรับตอเนื่องเปนเวลานาน โดยไมกอใหเกิดอันตรายที่รายแรง

ตอรางกายตอวันในสัตวทดลอง คือ 2,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของน้ำหนักตัวสัตวทดลอง

คําสําคัญ: Mycoprotein, Aspergillus oryzae, การทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันและพิษกึ่งเรื้อรังในหนู
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ผลของการใชโปรแกรม Nongmamong 
Blood Glucose Meter IQC Online
ในการบริหารจัดการระบบควบคุมคุณภาพ
เครื่องตรวจวัดน้ําตาลในเลือดชนิดพกพา

ในเครือขายสุขภาพ อําเภอหนองมะโมง จังหวัดชัยนาท

บทคดัยอ ปจจบุนัเครือ่งตรวจวดันำ้ตาลในเลอืดชนดิพกพาถกูนำมาใชในหนวยงานตางๆ เนือ่งจากใชงานงายและไดผลรวดเรว็ 
ดงัน้ัน การควบคมุคณุภาพภายในจงึมคีวามสำคญั เพ่ือปองกันความผดิพลาดของผลการตรวจใหถกูตองแมนยำ ผูวจิยัจงึพฒันา
โปรแกรม Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online เพื่อปรับปรุงประสิทธิภาพของกระบวนการตรวจสอบผล
การควบคมุคณุภาพภายในทดแทนการบนัทกึในกระดาษแบบดัง้เดมิ โดยใชฐานขอมลู MySQL ภาษาการเขยีนโปรแกรม PHP 
ทำงานดวยระบบ Webserver Apache บนระบบปฏิบัติการ Linux เชื่อมตอกับ LINE Notify เพื่อบันทึก ติดตาม และ
วิเคราะหผลการควบคุมคุณภาพภายในของหนวยงาน จำนวน 12 แหง ในเครือขายสุขภาพอำเภอหนองมะโมง และศึกษา
ผลสัมฤทธิ์ของระบบจากการทดสอบและประเมินผล พบวาโปรแกรมฯ มีประสิทธิภาพในการรวบรวมขอมูล วิเคราะหผล 
แจงเตือน เมื่อมีขอมูลผิดปกติ และสรางรายงานสรุปผลไดถูกตอง จากความคิดเห็นของผูใชบงชี้วามีความพึงพอใจระบบ
ในระดับสูง เนื่องจากสามารถปรับปรุงกระบวนการในการจัดเก็บขอมูล ลดความผิดพลาดของการบันทึกขอมูล ลดขั้นตอน
การทำงานไดรอยละ 93 และลดระยะเวลาลงรอยละ 88 เมื่อเปรียบเทียบกับระบบแบบดั้งเดิม ชวยใหผูใชงานสามารถวิเคราะห
ขอมลูไดอยางสะดวกและรวดเรว็ อกีทัง้ประหยดัคาใชจาย บงชีถึ้งศกัยภาพในการนำไปใชอยางแพรหลายในสถานพยาบาลอืน่ๆ

คำสำคัญ: เครื่องตรวจวัดน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา, การควบคุมคุณภาพภายใน, โปรแกรมควบคุมคุณภาพภายในออนไลน



136 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 1 มกราคม  - มีนาคม 2568

The Effects of Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online Program  Supattra Suwansiri and Wittaya Juntaroje

บทนํา 

โรคเบาหวานเปนปญหาสาธารณสุขสำคัญท่ีสงผล

กระทบตอประชากรทั่วโลก และเปนปญหาสุขภาพเรื้อรัง                

ที่พบบอยในประเทศไทย สงผลกระทบตอประชากร

ทกุเพศทกุวยั ขอมูลจากรายงานสถติสิาธารณสุข กระทรวง

สาธารณสุข ชี้วาประเทศไทยมีแนวโนมพบอุบัติการณ

ของโรคเบาหวานเพิม่ขึน้อยางตอเนือ่ง โดยในป พ.ศ. 2566

มีผูปวยรายใหมเพิ่มขึ้น 3 แสนคนตอป(1) และหากไมได

รับการควบคุมอยางเหมาะสมจะนำไปสูภาวะแทรกซอน

เรื้อรังที่รายแรง เชน โรคหัวใจ โรคหลอดเลือดสมอง

โรคไต โรคตา และโรคระบบประสาท ทำใหคุณภาพ

ชีวิตลดลง เพิ่มอัตราการเสียชีวิต และทำใหคารักษา

พยาบาลสูงขึ้น(2) การตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดโดย

วิธีเจาะปลายนิ้วขณะอดอาหาร (fasting capillary 

blood glucose, FCBG) ดวยเครื่องตรวจน้ำตาลใน

เลือดชนิดพกพา เปนวิธีการหนึ่งที่ใชตรวจเพื่อคัดกรอง

และวินิจฉัยโรคเบาหวาน(3,4) ซ่ึงผลการตรวจวัดระดับ

น้ำตาลในเลือดที่ถูกตองมีความสำคัญตอการตัดสินใจ

ทางการรักษาและชวยปองกันภาวะแทรกซอนของ

โรคเบาหวาน(3−5) ในปจจุบันการตรวจวัดระดับน้ำตาล

ในเลือดดวยเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิด

พกพา มีการนำมาใชอยางแพรหลาย กระจายตาม

หนวยงานตางๆ ทั้งภายในและภายนอกโรงพยาบาล 

เนื่องจากใชงานไดงายและสะดวก ใชตัวอยางเลือดนอย

และใชเวลาตรวจวิเคราะหท่ีส้ันทำใหไดผลท่ีรวดเร็ว(6) 

ประกาศกระทรวงสาธารณสุข ไดกำหนดใหเครื่องตรวจ

วัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาเปนเครื่องมือแพทย

สำหรับการวินิจฉัยภายนอกรางกายที่มีความเสี่ยงสูง

ตอบุคคลและความเสี่ยงปานกลางตอสาธารณสุข

(In vitro diagnostic medical device หรือ IVD 

ประเภทที่ 3) ซึ่งกอนใชงานจะตองมีการศึกษาวิธีใช

เครื่องมือและแถบทดสอบตามขอกำหนดอยางเครงครัด 

เนื่องจากมีความเสี่ยงที่อาจกอใหเกิดอันตรายตอสุขภาพ 

รางกาย หรือชีวิตของมนุษย หรือผลกระทบตอการ

สาธารณสุข(7,8) นอกจากน้ีมีปจจัยท่ีทำใหผลตรวจเกิด

ความคลาดเคลือ่นจาก 4 ปจจัย ไดแก ปจจัยดานกายภาพ 

เชน อุณหภูมิ ความสูงของพื้นท่ีจากระดับน้ำทะเล

ปจจัยจากผูปวย เชน คาความเขมขนของเลือด ปจจัย

ทางเภสัชวิทยา เชน ระดับยาในกระแสเลือด และปจจัย

ดานแถบทดสอบ(9,10) ดังนั้นระบบตรวจสอบคุณภาพ

ภายใน (Internal Quality Control, IQC) จึงเปน

เครื่องมือสำคัญในการตรวจสอบประสิทธิภาพของ

เครื่องมือและแถบทดสอบกอนนำไปใชตรวจวิเคราะห

ผูปวย(11) โดยใชสารควบคุมคุณภาพที่มีความเขมขน

ของน้ำตาลในเลือดที่ทราบคา เนื่องจากประสิทธิภาพ

ของเครื่องตรวจน้ำตาลในเลือดและแถบทดสอบอาจ

ไดรับผลกระทบจากหลายปจจัย เชน ประสิทธิภาพของ

เครื่องวัด คุณภาพของแถบทดสอบ เทคนิคการวัด และ

สภาพแวดลอม เชน อุณหภูมิ และความช้ืนโดยรอบ(9)

ผูปฏิบัติงานจะตองพิจารณาวาเครื่องและแถบทดสอบ

ไดรับอิทธิพลจากสภาวะภายนอกดังกลาวหรือไม

กอนที่จะทำการตรวจวิเคราะหในผูปวย พรอมทั้ง

ตองบันทึกผลการตรวจสารควบคุมคุณภาพรายวัน

อยางสม่ำเสมอ เพื่อใชในการเปรียบเทียบกับผล

ครั้งกอนหนา ประเมินผลและดูแนวโนมของขอมูล

ซึ่งในเครือขายบริการสุขภาพอำเภอหนองมะโมงนั้น

นักเทคนิคการแพทยของโรงพยาบาลหนองมะโมง

ทำหนาทีเ่ปนผูกำหนดระบบและประสานงานการควบคมุ

คุณภาพภายในเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือด

ชนิดพกพาใหกับหน วยงานภายในโรงพยาบาล

หนองมะโมง จำนวน 5 หนวยงาน ไดแก หองปฏิบัติการ

(Lab) หนวยงานฉุกเฉิน (ER) หนวยงานผูปวยใน

(IPD) หองคลอด (LR) และเวชปฏิบัติปฐมภูมิฯ

และโรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพตำบล จำนวน 7 แหง

ไดแก  รพ.สต.หนองมะโมง รพ.สต.วังตะเคียน

รพ . สต .บ า นหนองตะขบ  รพ . สต . ส ะพานหิ น 

รพ.สต.บ านวั งตะเ คียน รพ.สต.บ านน้ ำพุ  และ 

รพ.สต.กุดจอก โดยการจัดหาสารควบคุมคุณภาพ

2 ระดบัความเขมขน ใหผูใชงานหนวยงานตางๆ เกบ็รกัษา

และตรวจวิเคราะหอยางนอยเดือนละ 1 ครั้ง รายงาน

โดยการบันทึกคาผลการตรวจวิเคราะหสารควบคุม

คุณภาพลงในสมุดบันทึก จากนั้นถายภาพหนาบันทึกผล

สงใหแกนักเทคนิคการแพทยทาง LINE เพื่อใช

ในการตดิตามและวเิคราะหผลการควบคมุคณุภาพ รวมถงึ

ทำสรุปรายงานผล ซึ่งปญหาของวิธีการรายงาน IQC

แบบดั้งเดิมนี้มีขอจำกัดหลายประการ ไดแก ผูใชตอง
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ผลของการใชโปรแกรม Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online สุพัตรา สุวรรณศิริ และ วิทยา จันทโรจน

บันทึกผลการตรวจวัด IQC ลงในเอกสารดวยตนเอง

ซึง่ใชเวลานานและเสีย่งตอความผดิพลาด สมดุบนัทกึผล

การควบคมุคณุภาพหายหรอืชำรดุฉกีขาดทำใหขอมลูเกา

สูญหาย ไมมีระบบแจงเตือนเมื่อผล IQC อยูนอกชวงที่

ยอมรับได ผูใชอาจไมทราบถงึปญหาของเครือ่งวดันำ้ตาล

ในเลือดจนกวาจะเกิดความคลาดเคลื่อนกับผลการตรวจ

วเิคราะหผูปวยไปแลว รวมท้ังการวิเคราะหขอมูลผล IQC 

และสรุปรายงานผลนั้นมีหลายขั้นตอนและใชเวลานาน 

ดังนั้นการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนา

ระบบการรายงานผลควบคุมคุณภาพภายในของเครื่อง

ตรวจวัดน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา และประเมิน

ประสิทธิภาพของโปรแกรม Nongmamong Blood 

Glucose Meter IQC Online ในการแกปญหาของ

การดำเนินการในระบบรายงานและติดตาม IQC

แบบดั้งเดิม โดยการบันทึกผล IQC แบบอัตโนมัติ

และรายงานผลอยางสะดวก รวดเร็ว และถูกตอง 

วัสดุและวิธีการ

วัสดุและสารเคมี

เครื่องตรวจน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาและแถบ

ทดสอบนำ้ตาลในเลอืดชนดิพกพา (ACCU-CHECK® 

รุน Performa, Roche Diabetes Care, Germany), 

สารควบคุมคณุภาพระดบัตำ่ ชวงคา 30−60 mg/dL และ

ระดบัสงู ชวงคา 254−344 mg/dL (ACCU-CHECK® 

รุน Performa Control L2, Roche Diabetes Care, 

Germany) ซอฟตแวรและเทคโนโลยี Visual Studio 

Code, Apache web server, MySQL Database 

System, ระบบปฏิบัติการ Windows & Linux, 

Web browser, Line Notify, Internet/WIFI, 

เซิรฟเวอรกลาง และคอมพิวเตอร PC หรือ smart 

phones

หนวยงานทดสอบ

หนวยงานภายในโรงพยาบาลหนองมะโมง อำเภอ

หนองมะโมง จังหวัดชัยนาท จำนวน 5 หนวยงาน ไดแก

หองปฏบิตักิาร (Lab) หนวยงานฉุกเฉิน (ER) หนวยงาน

ผูปวยใน (IPD) หองคลอด (LR) และเวชปฏิบัติ

ปฐมภูมิฯ 

รพ.สต. จำนวน 7 แหง ไดแก รพ.สต.หนองมะโมง
รพ.สต.วังตะเคียน รพ.สต.บานหนองตะขบ รพ.สต.
สะพานหิน รพ.สต.บานวังตะเคียน รพ.สต.บานน้ำพุ
และ รพ.สต.กุดจอก อำเภอหนองมะโมง จังหวัดชัยนาท

การออกแบบระบบ
กำหนดคุณสมบัติของโปรแกรมใหสามารถใชงาน

ไดทุกอุปกรณที่สามารถเชื่อมตอเครือขาย Internet
กำหนดสิทธิ์ในการเขาใชงานโปรแกรมโดยกำหนด 
Username และ Password ของผูใชงานแตละหนวยงาน
ในการ Login เขาใชงาน โดยใหหนวยงานตางๆ สงชื่อ
บุคลากรในหนวยงานที่ไดรับมอบหมายใหเปนผู ท่ี
สามารถเขาถงึโปรแกรมได เพือ่ใหนกัวชิาการคอมพวิเตอร
ของโรงพยาบาลหนองมะโมงเก็บเปนฐานขอมูลผูมีสิทธิ์
เขาใชระบบ โดยออกแบบใหโปรแกรมจัดเก็บขอมูล 
Serial number ของเครื่องตรวจ Lot number และ 
Expiry date ของแถบตรวจและสารควบคุมคุณภาพ 
เชื่อมตอ Web browser กับ LINE Notify ในการ
แจงเตือนเมื่อมีการบันทึกรายงานผล IQC ออกนอกชวง
ที่ยอมรับ แถบทดสอบหมดอายุหรือสารควบคุมคุณภาพ
หมดอาย ุประมวลผล และวเิคราะหคา Mean, SD, %CV 
สรางเปน Levey-Jennings Control Chart และ
จัดทำรายงานผลแบบทันที ดังแสดงในภาพที่ 1

ผูใชสามารถเขาถงึขอมลูผาน Web browser โดย
ใชฐานขอมูล MySQL ภาษาการเขียนโปรแกรม PHP                            
ทำงานบนระบบ Webserver Apache ที่ติดตั้งอยูใน
ระบบปฏบิตักิาร Linux  เรยีกใชงานผาน http://www.
nongmamong.com

   
ขัน้ตอนการใชงานโปรแกรม Nongmamong Blood 
Glucose Meter IQC Online

เปด Web browser เชน Google Chrome หรือ 
Fire Fox เขา website http://www.nongmamong.
com บุคลากรผูรับผิดชอบการควบคุมคุณภาพภายใน
แตละหนวยงาน เขาสูระบบโดยใช Username และ 

Password เฉพาะบุคคล ดังแสดงในภาพที่ 2 หลังเขาสู

ระบบสําเร็จ คลิกปุมบันทึกใหมเพื่อเพิ่มคารายการใหม

เขาระบบระบุรายละเอียด ไดแก ผลการตรวจวิเคราะห

สารควบคุมคุณภาพระดับต่ำ ชวงคา 30−60 mg/dl และ 

สารควบคุมคุณภาพระดับสูง ชวงคา 254−344 mg/dl 
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วนัทีต่รวจวเิคราะหสารควบคมุคณุภาพ serial number 

เครื่องตรวจน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา Lot Number 

วันหมดอายุของแถบทดสอบ วันท่ีเปดใชแถบทดสอบ 

วันที่เปดใชสารควบคุมคุณภาพ และผูบันทึกรายงานผล

ดังแสดงในภาพที่ 3

นักเทคนิคการแพทยผูประสานงานตรวจสอบผล

การตรวจวิเคราะหสารควบคุมคุณภาพ และรายละเอียด

ทั้งหมดไดในทันทีที่แตละหนวยงานมีการรายงานผลเขา

โปรแกรม โดยจะไดรับการแจงเตือนและขอมูลตางๆ              

จาก Application LINE Notify: IQC online ซึ่ง

เชื่อมตอฐานขอมูลไวกับโปรแกรม กรณีคาท่ีรายงานมี

ความผิดปกติจากเกณฑยอมรับที่กำหนดไวในโปรแกรม 

ไดแก หมายเลข Serial number เครื่องตรวจไมถูกตอง                  

แถบทดสอบหมดอายุ สารควบคุมคุณภาพหมดอายุ

คาผลการตรวจวเิคราะหสารควบคมุคณุภาพออกนอกชวง

ที่กำหนด โปรแกรมจะประมวลผลและแจงเตือนพรอม

กับสงขอความแจงเตือนผานทาง Application LINE 

Notify ในทนัท ีเพือ่ใหนกัเทคนคิการแพทยผูประสานงาน

รับทราบความคลาดเคล่ือนและแจงประสานงานกับ

บคุลากรผูรบัผดิชอบในหนวยงานทีต่รวจวเิคราะห  เพือ่หา

สาเหตแุละแกไขความคลาดเคลือ่นทนัท ีเชน การรายงาน

ผลการตรวจวิเคราะหสารควบคุมคุณภาพของ รพ.สต.

บานวงัตะเคยีน รายงานเขาระบบวนัที ่5 สงิหาคม พ.ศ. 2567

เครื่องตรวจน้ำตาลในเลือด หมายเลข 97205857600 

ใชแถบทดสอบ Lot Number 302761 วันที่เปดใชแถบ

ทดสอบวนัที ่23 กรกฎาคม พ.ศ. 2567 แถบทดสอบมวีนั

หมดอายุวันที่ 22 กรกฎาคม พ.ศ. 2568 Lot Number 

ของสารควบคมุคณุภาพ คอื 23702937 เปดใชสารควบคมุ

คณุภาพวนัที ่23 กรกฎาคม พ.ศ. 2567 สารควบคมุคณุภาพ

หมดอายุวันที่ 31 กรกฎาคม พ.ศ. 2568 ตรวจวิเคราะห

สารควบคุมคุณภาพวันที่ 23 กรกฎาคม พ.ศ. 2567

ผลการควบคุมคุณภาพทั้งสองระดับอยูในชวงที่กำหนด 

(OK) ดังแสดงในภาพที ่4–6                               

นักเทคนิคการแพทยผูประสานงานเลือกหนวย

งาน ดังแสดงในภาพที่ 7 โดยผูประสานงานจะไดรับสิทธิ์

ในการเขาถึงขอมูลไดทุกหนวยงาน ในขณะที่ผูใชอ่ืนๆ 

ของแตละหนวยงานไดรับสิทธ์ิใหเขาถึงไดเฉพาะขอมูล

ในหนวยงานของตนเองเทานั้น สามารถเรียกดู Levey-

Jennings Control Chart ดังแสดงในภาพที่ 8 (A,B) 

และวิเคราะหหาคาเฉล่ีย (Mean) คาสัมประสิทธิ์ความ

ภาพที่ 1 ระบบการทำงานของโปรแกรม Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online (วาดขึน้เองโดยนำรปู

 Icon มาจาก http://icon-icons.com/icon/wifi-home-house/102155 และhttp://th.ac-illust.com)
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ภาพที่ 3 การบันทึกขอมูลเขาโปรแกรม (https://www.nongmamong.com/data.php) หมายเลขเครื่อง 

 (Serial number ของเครื่องตรวจวัดน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา), Strip Lot No. (Lot Number ของ 

 แถบทดสอบ), วันท่ีเปดใช Strip (วันที่เปดใชงานแถบทดสอบ), Strip Exp. Date (วันหมดอายุ

 ของแถบทดสอบ), Control Lot No. (Lot Number ของสารควบคุมคุณภาพ), วันที่เปดใช Control 

 (วันที่เปดใชงานสารควบคุมคุณภาพ), Control Exp. Date (วันหมดอายุของสารควบคุมคุณภาพ), 

 Result Level 1 (ผลการตรวจวเิคราะหสารควบคมุคณุภาพระดบัตำ่) และ Result Level 2 (ผลการตรวจ

 วิเคราะหสารควบคุมคุณภาพระดับสูง)

ภาพที่ 2 การเขาสูระบบโดยใช Username และ Password เฉพาะบคุคล (https://www.nongmamong.com/

login.php)
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ภาพที่ 4  การแจงเตือนเมื่อมีการรายงานผลเขาโปรแกรม (LINE: IQC Online)

ภาพที่ 5 การแจงเตือน (LINE: IQC Online) เมื่อคาผลการตรวจวิเคราะหสารควบคุมคุณภาพออกนอกชวง

 ที่กำหนด (กรอบสีแดงดานบน) และแสดงการแจงเตือนแถบทดสอบหมดอายุ (กรอบสีแดงดานลาง)
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ภาพที่ 6 การแจงเตือนผาน LINE: IQC Online เมื่อสารควบคุมคุณภาพหมดอายุ (กรอบสีแดงดานบน) และ

 นับจำนวนวันหมดอายุ ณ วันที่ใชงาน (กรอบสีแดงดานลาง)

แปรปรวน (%CV) และคาความเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) รวมถึงการประมวลผลขอมูลในการจัดทำรายงาน

สรุปผลการตรวจวิเคราะหสารควบคุมคุณภาพประจำป

ของแตละหนวยงาน ดงัแสดงในภาพท่ี 9 เพือ่สงคนืขอมลู

ใหแตละหนวยงานรบัทราบผลการควบคมุคณุภาพภายใน

ของหนวยงานตนเอง เปนการสะทอนผลใหผูปฏิบัติงาน

เกิดการรับรูและปรับปรุงพัฒนางานอยางตอเนื่อง 

การทดสอบระบบ

ทดสอบการเขาใชงานระบบโดยใช Username 

และ Password ของแตละบุคคลทั้งหมด 12 แหง ดังนี้

หนวยงานภายในโรงพยาบาล จำนวน 5 หนวยงาน

ไดแก Lab, ER, IPD, LR, เวชปฏิบัติปฐมภูมิฯ และ 

รพ.สต. จำนวน 7 แหง ไดแก รพ.สต.หนองมะโมง

รพ.สต.วังตะเคียน รพ.สต.บานหนองตะขบ รพ.สต.

สะพานหิน รพ.สต.บานวังตะเคียน รพ.สต.บานน้ำพุ

และ รพ.สต.กุดจอก กรอกขอมูลเพื่อยืนยันวาโปรแกรม

ทำงานไดถกูตอง ตรงตามความตองการ และมีประสทิธภิาพ

ตามที่กำหนด ไดแก ความถูกตองของสิทธิ์การเขาใชงาน

ระบบโดยใช Username และ Password ของแตละบคุคล 

ความถูกตองในการการเก็บรวบรวมขอมูล ความถูกตอง

ในการวิเคราะหขอมูล Mean, SD และ %CV การสราง  

Levey-Jennings Control Chart และจัดทำรายงาน

สรุปผลไดตามรูปแบบที่ตองการ การแจงเตือนผูใช                              

เมื่อมีการบันทึกผลเขาระบบ และเมื่อผลการวัด IQC 

อยูนอกชวงที่ยอมรับ แถบทดสอบหมดอายุ สารควบคุม

คุณภาพหมดอายุ ดังแสดงในตารางที่ 1

การประเมินผลระบบ

เปรียบเทียบขั้นตอนและระยะเวลาของระบบ 

O-IQCMS กับวิธีการบันทึกและรายงานผลควบคุม

คุณภาพภายในแบบระบบดั้งเดิม ดังแสดงในภาพที่ 10 

และประเมินความพึงพอใจของผูใชงานระบบ ดังแสดง

ในตารางที่ 2 

สำรวจความพงึพอใจของผูมสีทิธิใ์ชงานโปรแกรม

ทัง้หมด 11 ราย จาก 11 หนวยงาน ไดแก รพ.สต. จำนวน 7 

แหง ไดแก รพ.สต.หนองมะโมง รพ.สต.วงัตะเคยีน รพ.สต.

บ านหนองตะขบ รพ.สต .สะพานหิน  รพ .สต .

บานวังตะเคียน รพ.สต.บานน้ำพุ และ รพ.สต.กุดจอก

และหนวยงานภายในโรงพยาบาลหนองมะโมง จำนวน

4 หนวยงาน ไดแก ER, IPD, LR, เวชปฏิบัติปฐมภูมิฯ

(ไมไดสำรวจหนวยงาน LAB เนื่องจากเปนผูออกแบบ

โปรแกรม) เกี่ยวกับความรูสึกที่มีตอโปรแกรม เพื่อ

ประเมินความรูสึกของผูใชงานทั้งในดานประสิทธิภาพ 

และความเปนมิตรกับผูใชงาน (User-Friendly)

ใชการแปลความหมายของระดับคะแนนความพึงพอใจ

ของกลุมตัวอยาง โดยใชคาเฉลี่ยของผลคะแนนเปน
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B

ภาพที่ 8  A แสดง Levey-Jennings Control Chart ของผลการตรวจวิเคราะหสารควบคุมคุณภาพระดับต่ำ
  ชวงคา 30−60 mg/dl
 B แสดง Levey-Jennings Control Chart ของผลการตรวจวิเคราะหสารควบคุมคุณภาพระดับสูง 
  ชวงคา 254−344 mg/dl 
  (https://www.nongmamong.com/lab/data_all.php)

ภาพที่ 7 การเลือกดูขอมูลรายหนวยงาน (https://www.nongmamong.com/lab/data.php)

A

ตัวชี้วัดตามเกณฑในการวิเคราะหตามแนวคิดของ

Best JW และคณะ(12) ไดแก 4.50–5.00 คะแนน (พงึพอใจ

มากที่สุด) 3.50–4.4 (พึงพอใจมาก) 2.50–3.49 

คะแนน (พึงพอใจปานกลาง) 1.50–2.49 คะแนน 

(พงึพอใจนอย) และ 1.00–1.49 คะแนน (พงึพอใจนอย

ที่สุด) ดังแสดงในตารางที่ 2
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ภาพที่ 9  รายงานสรปุผลการควบคมุคณุภาพภายในของหนวยงาน ER ในปงบประมาณ พ.ศ. 2567 แสดงรายละเอยีด

 วันที่รายงาน หมายเลขเครื่องตรวจน้ำตาลในเลือด Lot Number ของแถบทดสอบ วันหมดอายุของ

 แถบทดสอบ Lot Number ของสารควบคุมคุณภาพ วันหมดอายุของสารควบคุมคุณภาพ ผลการตรวจ

 วิเคราะหสารควบคุมคุณภาพท้ัง 2 ระดับ คาเฉลี่ย คาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน คาความเบี่ยงเบน

 มาตรฐาน และ Levey-Jennings Control Chart ของสารควบคุมคุณภาพทั้ง 2 ระดับ (https://www.

nongmamong.com/lab/data.php?show_year)

ตารางที่ 1 การทดสอบโปรแกรม Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online

รายละเอียดการทดสอบระบบ

ผลการทดสอบระบบ

ถูกตอง ไมถูกตอง

จำนวน (แหง) รอยละ จำนวน (แหง) รอยละ

Username และ Password ของแตละบุคคล  

การแสดงผลขอมูลที่ปอนเขาระบบ

การวิเคราะหขอมูล Mean, SD และ %CV  

การสราง  Levey-Jennings Control Chart

การสรางรายงานสรุปผล

การแจงเตือนการบันทึกผลเขาระบบ

การแจงเตือน IQC อยูนอกชวงที่ยอมรับ

การแจงเตือนแถบทดสอบหมดอายุ

การแจงเตือนสารควบคุมคุณภาพหมดอายุ

12

12

12

12

12

12

12

12

12

100

100

100

100

100

100

100

100

100

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0
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ภาพที่ 10 การเปรียบเทียบจำนวนข้ันตอนและระยะเวลาของโปรแกรม Nongmamong Blood Glucose Meter

 IQC Online และระบบดั้งเดิม (สรางจากโปรแกรม Mind On Map: https://web.mindonmap.

com/app/viewer-MDlSM2FiMlIxNzE5)

ตารางที่ 2 ผลสำรวจความพึงพอใจของบุคลากรหนวยงาน จำนวน 11 แหง ที่มีตอโปรแกรม Nongmamong Blood

 Glucose Meter IQC Online 

รายละเอียด
 จำนวนระดับความพึงพอใจ (รอยละ)

มากที่สุด มาก ปานกลาง นอย นอยที่สุด จำนวนเฉลี่ย

1.

2.

3.

4.

5.

ผูประสานงานระบบสนับสนุนสารควบคุม
คุณภาพมีคุณภาพและเพียงพอ   
ผูประสานงานระบบใหคำปรกึษาในการควบคมุ
คุณภาพภายใน
โปรแกรมตรงวัตถุประสงคการใชงานและ
ประมวลผลขอมูลไดอยางมีประสิทธิภาพ
โปรแกรมมรีปูแบบเหมาะสมและใชงานไดงาย

โปรแกรมเรียกใชงานไดสะดวกและแสดงผล
ไดอยางรวดเร็ว

7
(63.64)

7
(63.64)

8
(72.73)

8
(72.73)

7
(63.64)

4
(36.36)

4
(36.36)

3
(27.27)

3
(27.27)

4
(36.36)

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)
0

(0)

4.64

4.64

4.72

4.72

4.72
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ผล

จากผลการทดสอบโปรแกรม Nongmamong 

Blood Glucose Meter IQC Online พบวาโปรแกรม

ทำงานไดอยางถูกตองตรงตามความตองการ ไดแก

การเขาใชงานระบบของแตละบุคคลตาม Username 

และ Password ถูกตองตามที่กำหนด เก็บรวบรวม

ขอมูลที่บันทึกเขาระบบไดถูกตองครบถวน สามารถ

วิเคราะหขอมูล Mean, SD และ % CV สราง Levey-

Jennings Control Chart ไดถกูตองและจดัทำรายงาน

สรุปผลรายหนวยงานไดตามรูปแบบที่ตองการ มีการ

แจงเตือนใน Line Notify ทันที เมื่อมีการบันทึกผล

เขาระบบ ผลการควบคุมคุณภาพอยูนอกชวงที่ยอมรับ 

แถบทดสอบและสารควบคุมคุณภาพหมดอายุ เมื่อ

ประเมินผลระบบโดยการเปรียบเทียบขั้นตอนและ

ระยะเวลาในการดำเนินการของระบบแบบด้ังเดิมกับ

โปรแกรม พบวาระบบดั้งเดิมผูใชงานตองดำเนินการ

ทั้งหมด 14 ขั้นตอน ขณะที่โปรแกรมมีขั้นตอนที่ผูใชงาน

ตองดำเนินการเพียง 1 ขั้นตอน ลดขั้นตอนจากเดิมได 

รายละเอียด
 จำนวนระดับความพึงพอใจ (รอยละ)

มากที่สุด มาก ปานกลาง นอย นอยที่สุด จำนวนเฉลี่ย

6.

7.

8.

9.

10.

โปรแกรมมีการประมวลผลขอมูลไดอยาง

ถูกตองและแมนยำ

โปรแกรมชวยลดขั้นตอนการทำงานและ

ลดความผิดพลาดของการบันทึกขอมูล

โปรแกรมชวยพัฒนาการควบคุมคุณภาพ

เครื่องตรวจวัดน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา

ใหมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น

การกำหนดสิทธิ์ (Username Account) 

ในการใชงานโปรแกรมมีความปลอดภัย

ความพึงพอใจโดยรวมตอระบบบริหาร

จัดการควบคุมคุณภาพเครื่องตรวจวัด

น้ำตาลในเลือดชนิดพกพา 

7

(63.64)

9

(81.82)

8

(72.73)

5

(45.5)

8

(72.73)

4

(36.36)

2

(18.18)

3

(27.27)

6

(54.5)

3

(27.27)

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)

0

(0)

4.72

4.82

4.72

4.45

4.72

     ระดับความพึงพอใจตอการใหบริการ  4.69

ตารางที่ 2 ผลสำรวจความพึงพอใจของบุคลากรหนวยงาน จำนวน 11 แหง ที่มีตอโปรแกรม Nongmamong Blood

 Glucose Meter IQC Online (ตอ)

13 ข้ันตอน หรือรอยละ 93 การเปรียบเทียบระยะเวลา

พบวาระบบดั้งเดิมใชระยะเวลารวมทั้งหมด 40 นาที

ในขณะที่โปรแกรมใชระยะเวลารวมทั้งหมด 5 นาที

ลดระยะเวลาจากเดิม 35 นาที หรือรอยละ 88 และ

จากผลการสำรวจความพึงพอใจของผูมีสิทธิ์ใชงาน

โปรแกรมทั้งหมด 11 หนวยงาน ในเครือขายบริการ

สุขภาพ พบวาไดคะแนนความพึงพอใจเฉลี่ย 4.69 

แปลความระดับความพึงพอใจไดระดับความพึงพอใจ

มากที่สุด โดยรูสึกวาโปรแกรมชวยลดขั้นตอนการทำงาน

และลดความผิดพลาดของการบันทึกขอมูล มีคาเฉลี่ย

ของผลคะแนนสูงที่สุด คือ 4.82 คะแนน 

วิจารณ

โปรแกรม Nongmamong Blood Glucose 

Meter IQC Online เปนเครื่องมือที่มีประสิทธิภาพ

สำหรับองคกรที่ตองการปรับปรุงประสิทธิภาพและ

ประสิทธิผลของกระบวนการตรวจสอบการควบคุม

คณุภาพภายใน ซึง่สอดคลองกบัปจจบุนัทีเ่ทคโนโลยแีละ
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การประยุกตใช Internet of Things กำลังพัฒนาและ

มคีวามหลากหลายมากขึน้(13,14) การนำระบบโปรแกรมมา

ใชในการตดิตามการควบคมุคณุภาพภายในแบบออนไลน

สำหรับเครื่องวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาใน

เครือขาย โดยระบบจะทำการวิเคราะหขอมูล IQC และ

แสดงผลในรูปแบบกราฟและรายงาน ชวยใหผูใชงาน

สามารถติดตามผล IQC และวิเคราะหขอมูลยอนหลัง

ไดอยางงาย ตลอดจนแจงเตือนเมื่อผลการวัด IQC อยู

นอกชวงที่ยอมรับ ชวยใหม่ันใจวาผลการตรวจวิเคราะห

ที่ไดมีคุณภาพนาเชื่อถือ สามารถใชในการดูแลรักษา

ผูปวยไดอยางปลอดภัย ในขณะท่ีบุคลากรและองคกร

ไดประโยชนจากการลดความซ้ำซอนของระบบงาน

รวมทั้งชวยลดคาใชจายขององคกรจากการใชทรัพยากร

สิ้นเปลืองตางๆ จึงมีขอดีหลายประการเมื่อเปรียบเทียบ

กบัวธิกีารแบบดัง้เดมิ ไดแก ลดความเสีย่งของขอผดิพลาด

จากการบันทึกขอมูลดวยมือผานการตรวจสอบขอมูล

และการสงขอมูลทางอิเล็กทรอนิกส ลดขั้นตอนและ

ระยะเวลาในการดำเนินงาน สามารถตรวจสอบผล

และวิเคราะหขอมูลการควบคุมคุณภาพไดรวดเร็วข้ึน

สามารถสื่อสารขอมูลการตรวจสอบคุณภาพไดอยางมี

ประสทิธภิาพและแกไขปญหาไดทนัทวงท ีแตประสทิธภิาพ

ของโปรแกรมอาจขึ้นอยูกับความถูกตองของขอมูลที่

กรอกเขาระบบ รวมถึงประสบการณและความคุนเคย

กับเทคโนโลยีของผูใช อีกทั้งจำเปนตองใชการเชื่อมตอ

อินเทอรเน็ตเพื่อใชงาน อาจเปนขอจำกัดสำหรับผูใชที่

ไมมกีารเขาถงึอนิเทอรเนต็หรอืมกีารเชือ่มตอทีไ่มเสถยีร 

และรูปแบบการประมวลผล อาจไมรองรับกับเครื่องวัด

ระดบันำ้ตาลในเลอืดรุนท่ีมีการเปล่ียนชวงคาความเขมขน

สารควบคมุภาพบอย ดงันัน้ควรรวบรวมขอเสนอแนะจาก

ผูใชและผูมีสวนไดเสียอื่นๆ เพื่อปรับปรุงโปรแกรมใหมี

ประสทิธภิาพและตรงกบัความตองการของผูใชงานตอไป

นอกจากนี้โปรแกรม Nongmamong Blood 

Glucose Meter IQC Online เปนเครื่องมือ

ที่ไมตองมีคาใชจายหรือขอผูกมัดทางการคากับบริษัท

ผูจำหนายเครื่องตรวจและแถบทดสอบ สามารถนำไปใช

กับทุกหนวยงานโดยไมจำเพาะกับยี่หอของเคร่ืองตรวจ

และแถบทดสอบ 

สรุป

จากการทดสอบและประเมินผลโปรแกรม 

Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online                         

บงชี้วาโปรแกรมมีคุณสมบัติและประสิทธิภาพตรงตาม

วัตถุประสงค สามารถนำมาใชในการบริหารจัดการระบบ                 

การควบคุมคุณภาพภายเครื่องตรวจวัดน้ำตาลในเลือด

ชนดิพกพาในเครอืขายบรกิารสขุภาพ อำเภอหนองมะโมง                     

ไดอยางมีประสิทธิภาพ 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบพระคุณ นายแพทยมนตรี หนองคาย

ผูอำนวยการโรงพยาบาลหนองมะโมง ท่ีใหคำแนะนำ                       

และแนวคิดตางๆ ในการจัดทำโปรแกรมสำเร็จตาม

วัตถุประสงค และขอขอบคุณเจาหนาทีผู่ใชงานเครือ่งตรวจ

วัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาในเครือขายสุขภาพ

อำเภอหนองมะโมง ท่ีใหความรวมมือในการควบคุม

คุณภาพเครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา
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The Effects of Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online Program  Supattra Suwansiri and Wittaya Juntaroje

Supattra Suwansiri and Wittaya Juntaroje
Nongmamong Hospital, Nong Mamong District, Chainat 17120, Thailand

The Eff ects of Nongmamong Blood 
Glucose Meter IQC Online Program for 
Quality Control Management System of 

Blood Glucose Meter In Nongmamong 
District Healthcare Service, Chainat

ABSTRACT Healthcare providers widely use portable blood sugar meters, since they are easy to use 
and allow quick results. Internal quality control is crucial to prevent errors and ensure accurate test
results, we therefore developed the Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online Program to improve 
the efficiency of the internal quality control results verification process in place of traditional paper records. 
Using the MySQL database, PHP programming language, and the Webserver Apache system running on 
the Linux operating system, connected to LINE Notify to record, track and analyze the results of internal 
quality control of twelve collaboration institutions in the Nong Mamong District Healthcare Network. 
From the evaluation, the program showed efficiency in collecting data, analyzing results, and alerting 
when there was abnormal data, and summarizing accurate result reports. User feedback indicated a high 
level of satisfaction with the system. This was because the process could be improved to reduce data 
recording errors. Work steps were reduced by 93% and time was reduced by 88% compared to 
the traditional system.  It was also cost-effective, easy to use, flexible, suitable for the hospital context, 
and could be developed further. This indicates the potential for widespread use in other healthcare centers.

Keywords: Portable blood sugar meter, Internal quality control, Online internal control program
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โลมไสล วงคจันตา
ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 3 นครสวรรค กรมวิทยาศาสตรการแพทย อำเภอเมือง นครสวรรค 60000

การพิจารณาปจจัยสําคัญที่สงผลตอความนาจะเปน
ในการตัดสินยอมรับผิดพลาดของหองปฏิบัติการ

ทดสอบและสอบเทียบ

บทคดัยอ การตดัสนิผลการทดสอบทางหองปฏบิตักิารมคีวามสำคญั เพราะสงผลกระทบทัง้ตอผูบรโิภคและผูผลติ เปนทีท่ราบ
ดีวาทุกการวัดอาจมีขอผิดพลาดอยู ป ค.ศ. 2006 สถาบันมาตรฐานแหงชาติอเมริกา (American National Standards 
Institute, ANSI) ไดเผยแพรเอกสาร ANSI/NCSL Z540.3 กำหนดความนาจะเปนในการยอมรับผิดพลาด
(Probability of False Acceptance, PFA) ไมควรเกินรอยละ 2 การศึกษานี้เพื่อแสดงปจจัยสำคัญตอความเสี่ยงที่จะตัดสิน
ยอมรับผิดพลาด ทำโดยสืบคนขอมูลที่เกี่ยวของจากเอกสารวิชาการที่เผยแพร ผลการศึกษาพบวาปจจัยสำคัญที่ทำใหเกิดความ
เสี่ยงที่จะตัดสินยอมรับผิดพลาดมี 2 ปจจัย คือ ความสามารถในการวัดของหองปฏิบัติการและความสามารถของกระบวนการ
ผลิต หากหองปฏิบัติการมีคาอัตราสวนระหวางคามาตรฐานกับความไมแนนอนในการวัด (Test Uncertainty Ratio, TUR) 
ตั้งแต 4.6:1 ขึ้นไป หรือกระบวนการผลิตมีคาความนาเช่ือถือที่ผลิตภัณฑจะมีคุณภาพอยูในเกณฑมาตรฐาน (End-of-
Period-Reliability, EOPR) ตั้งแตรอยละ 89 ขึ้นไป เพียงอยางใดอยางหนึ่ง จะทำใหความเสี่ยงการตัดสินยอมรับผิดพลาด
ไมเกินรอยละ 2 ดังนั้นหองปฏิบัติการทดสอบและสอบเทียบ ภายใตการรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 สามารถ
กำหนดกฎการตัดสิน โดยพิจารณาเฉพาะปจจัยดานความสามารถในการวัดของหองปฏิบัติการ ไมพิจารณาปจจัยดานความ
สามารถของกระบวนการผลิตได หากหองปฏิบัติการมีความสามารถในการวัดที่ดีเพียงพอ ทั้งนี้หองปฏิบัติการควรแนใจวาการ
ประมาณคาความไมแนนอนของการวัดไดคำนึงถึงตัวแปรที่สำคัญอยางครบถวน นอกจากนี้ผูปฏิบัติควรมีความรู ความเขาใจ 
เรื่องธรรมชาติของการวัดและฟงกชันความหนาแนนความนาจะเปน (Probability Density Function, PDF) เพื่อนำไปสู
การกำหนดกฎการตัดสินผลการทดสอบหรือสอบเทียบที่นาเช่ือถือและเปนที่ยอมรับทั้งสองฝาย คือ หองปฏิบัติการและผูใช
บริการ

คำสำคัญ: ความนาจะเปนในการยอมรับผิดพลาด, กฎการตัดสิน, อัตราสวนระหวางคามาตรฐานกับคาความไมแนนอน
 ในการวัด, คาความนาเชื่อถือที่ผลิตภัณฑจะมีคุณภาพอยูในเกณฑมาตรฐาน
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Laboratory False Acceptance Risk   Lomsalai Wongchanta

บทนํา

มาตรฐาน ISO/IEC 17025 คือมาตรฐาน

สากล วาดวยความสามารถของปฏบิตักิารในการทดสอบ/

สอบเทียบ ที่สามารถทวนสอบไดไปถึงคาความถูกตอง

จากหนวยมูลฐาน (SI Unit) ขอกำหนดของมาตรฐาน

เปนเครือ่งมอืทีจ่ะชวยสรางความเชือ่ม่ันในความแมนและ

ประสิทธภิาพของการวัด/การทดสอบของหองปฏบิตักิาร

ดังนั้นหองปฏิบัติการทดสอบ/สอบเทียบ ที่ผานการ

รับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025 จากหนวยรับรอง 

เปนการยืนยันวาหองปฏิบัติการไดมีการดำเนินงาน

ภายใตระบบคุณภาพ รายงานผลการทดสอบ/สอบเทียบ

ที่ออกโดยหองปฏิบัติการมีความถูกตอง เชื่อถือได

กรณีที่ตัวอยางทดสอบเปนสินคานำเขาหรือสงออก หอง

ปฏิบัติการผานการรับรอง ISO/IEC 17025 จะไดรับ

การยอมรับระหวางประเทศตางๆ โดยผลการทดสอบ

และใบรับรองจะไดรับการยอมรับจากประเทศหนึ่งไป

ยังอีกประเทศหนึ่ง โดยไมตองทดสอบตัวอยางซ้ำ เปน

การชวยสงเสริมการคาระหวางประเทศ(1)

ปจจบุนัมาตรฐาน ISO/IEC 17025 มีการเปลีย่น

เวอรชันจาก ISO/IEC 17025:2015 เปน ISO/IEC

17025:2017 สาระสำคัญท่ีมีการเปล่ียนแปลง คือ

ขอกำหนดในมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2015

หองปฏบิตักิารสามารถรายงานผลการทดสอบ/สอบเทยีบ

เปนคาที่วัดได และตองรายงานคาความไมแนนอนใน

การวัดเมื่อลูกคารองขอ โดยหองปฏิบัติการไมจำเปน

ตองแปลผลการทดสอบ แตในมาตรฐาน ISO/IEC

17025:2017 ขอที่ 7.1.3 กำหนดวา เมื่อลูกคารองขอให

หองปฏิบัติการรายงานความสอดคลองเกี่ยวกับผลการ

ทดสอบหรือสอบเทียบกับคุณลักษณะ (specification) 

หรอืเกณฑมาตรฐาน (standard) (เชน ผาน/ตกอยูในชวง

มาตรฐาน/อยูนอกชวงมาตรฐาน เปนตน) คุณลักษณะ

หรือเกณฑมาตรฐานและกฎการตัดสิน (Decision

Rule) ตองกำหนดไวชัดเจน หองปฏิบัติการตองแจง

กฎการตดัสินและทำการตกลงกบัลกูคา และขอท่ี 7.8.6.1

กำหนดวา หากมีการรายงานความสอดคลองกับ

คุณลักษณะหรือมาตรฐาน หองปฏิบัติการตองจัดทำ

เอกสารกฎการตัดสินที่ใช โดยคำนึงถึงระดับความเสี่ยง 

(เชน ความเสี่ยงในการยอมรับผิดพลาด การปฏิเสธ

ผิดพลาด และสมมติฐานทางสถิติ) ที่เก่ียวของกับกฎ

การตัดสินและการประยุกตใชกฎการตัดสิน(2) ดังนั้น

ความเขาใจ เรื่อง ความนาจะเปนในการตัดสินยอมรับ

ผดิพลาด จงึมคีวามสำคญัอยางมากสำหรบัหองปฏบิตักิาร

เพื่อการตัดสินผลการทดสอบและรายงานผลการตัดสิน

ที่ถูกตอง เนื่องจากผลการตัดสินจะสงผลกระทบทั้งตอ

ผูบริโภคและผูผลิต กลาวคือ หากหองปฏิบัติการตัดสิน

ยอมรับผลิตภัณฑที่มีคุณภาพต่ำกวามาตรฐาน เรียกวา

การยอมรบัผดิพลาด (False Accept)(3) เปนความเสีย่ง

ของผูบริโภค (Consumer’s Risk) ในการที่จะบริโภค

สินคาที่มีคุณภาพต่ำหรือหากหองปฏิบัติการตัดสิน

ปฏิเสธผลิตภัณฑที่มี คุณภาพตามเกณฑ  เรียกวา

การปฏิเสธผิดพลาด (False Reject)(3) เปนความเสี่ยง

ของผูผลิต (Producer’s Risk) ในการที่จะตองทำการ

ปรับปรุงคุณภาพผลิตภัณฑโดยไมจำเปน

หองปฏิบัติการสวนใหญมักใชเกณฑการยอมรับ

แบบงาย (Simple Acceptance)(4) ในการรายงาน

ความสอดคลองกับเกณฑหรือมาตรฐานที่กำหนดไว คือ

การพิจารณาคาที่วัดได หากอยูในชวงเกณฑมาตรฐาน 

(Tolerance Limit) จะตดัสนิยอมรบั (accept) และหาก

คาที่วัดไดอยูนอกชวงเกณฑมาตรฐาน จะตัดสินปฏิเสธ 

(reject) แตผูปฏิบัติงานทดสอบทางหองปฏิบัติการ

ทราบดีวาทุกการวัดอาจมีขอผิดพลาด และการตัดสิน

แบบงายมักจะมาพรอมกับคำถามที่วา “คุณภาพ

การวัดนั้นดีเพียงพอหรือไม” โดยเฉพาะเมื่อผลการ

วัดอยูใกลคาเกณฑยอมรับ ดังนั้นเพื่อใหการรายงาน

ความสอดคลองมีความถูกตองมากที่สุด ในป ค.ศ. 2006

สถาบนัมาตรฐานแหงชาตอิเมรกิา (ANSI) ไดออกเอกสาร

ANSI/NCSL Z540.3 American National Standard 

for Calibration-Requirements for the Calibration

of Measuring and Test Equipment ขอกำหนดที่ 

5.3 กำหนดใหความนาจะเปนที่หองปฏิบัติการจะตัดสิน

ยอมรับผิดพลาดตองไมเกินรอยละ 2 เพื่อคุมครอง

ผูบริโภค(4) และ ILAC G8-09/2019 Guidelines on 

Decision Rules and Statements of Conformity 
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ความเสี่ยงในการตัดสินยอมรับผิดพลาดของผลหองปฏิบัติการ   โลมไสล วงคจันตา

เสนอกฎการตัดสินผลการทดสอบ/สอบเทียบ โดยใช

แถบปองกัน (Guard Band, w) เพื่อใหความนาจะเปน

ในการตัดสินยอมรับผิดพลาดนอยกวารอยละ 2(5)

เห็นไดว าหองปฏิบัติการภายใตการรับรอง

มาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 ตองเปดชองทาง

ใหลูกคาสามารถรองขอใหหองปฏิบัติการรายงานความ

สอดคลองระหวางผลการทดสอบท่ีไดกบัเกณฑมาตรฐาน

ผลิตภัณฑ เพื่อสามารถนำรายงานผลการทดสอบไปใช

ประโยชนไดสะดวก ดังนั้นหองปฏิบัติการจำเปนตอง

ทำความเขาใจและเตรียมกฎการตัดสินไวใหชัดเจน โดย

ความเส่ียงในการตัดสินยอมรับผิดพลาดไมควรเกิน

รอยละ 2 ดังน้ันบทวิจารณน้ีเพ่ือแสดงปจจัยสำคัญ

ตอความเสี่ยงที่จะทำใหเกิดการตัดสินยอมรับผิดพลาด 

วิธีการสืบคนขอมูล

เรียบเรียงจากเอกสารหลักฐานทางวิชาการที่

เกีย่วของทีเ่ผยแพรท่ัวไป ไดแก ขอกำหนดมาตรฐานสากล 

(International Standard) ขอกำหนดมาตรฐานระดบั

ประเทศ (National Standard) แนวทาง (Guideline) 

การศึกษาวิจัยที่ไดรับการเผยแพรในการประชุมสัมมนา

เชงิวชิาการนานาชาต ิ(International Workshop and 

Symposium) เอกสารที่นำเสนอขอมูลและรายละเอียด

ตางๆ จากเจาของผลงานวิชาการ (White Paper) รวมถงึ

บทความวิชาการท่ีเผยแพรในเว็บไซตขององคกร แลว

ทำการวิเคราะห เปรียบเทียบ และยกตัวอยางประกอบ 

โดยมุงเนนใหสอดคลองกบับรบิทหองปฏบิตักิารทดสอบ

ในประเทศไทย

เนื้อหา

มาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 กำหนดใหกฎ

การตัดสินของหองปฏิบัติการ ตองคำนึงถึงความเสี่ยงใน

การตัดสินผิดพลาด โดยกฎการตัดสินที่หองปฏิบัติการ

ใชตองไดรับความเห็นชอบจากลูกคา(2) โดยทั่วไปความ

นาจะเปนในการตัดสินยอมรับผิดพลาด ไมควรเกิน

รอยละ 2 ซึ่งการตัดสินยอมรับผิดพลาด หมายถึง

การทีห่องปฏบิตักิารทำการวดั/ทดสอบ ตวัอยางทีค่ณุภาพ

ต่ำกวาเกณฑมาตรฐานแลวตัดสินยอมรับ ขอกำหนดนี้

จึงใหความสำคัญกับตัวอยางภายใตการทดสอบ/สอบเทียบ

ที่มีคุณภาพต่ำกวาเกณฑ 

การทดสอบทางหองปฏิบัติการ เริ่มจากกระบวนการ

สุมตัวอยาง (sampling) เพื่อใหไดตัวอยาง (sample) 

ที่เปนตัวแทนประชากรของผลิตภัณฑทั้งหมดในล็อต

การผลิตเดียวกัน โดยมีกระบวนการสุมตามหลักวิชาการ

ทีเ่ชือ่ถือได ดงันัน้มคีวามเปนไปได 2 สถานการณ ก. ผูผลติ

มีกระบวนการผลิตที่มีคุณภาพ ผลิตภัณฑที่ผลิตได

จะมีคุณภาพตามเกณฑมาตรฐานในสัดสวนท่ีมาก

มีผลิตภัณฑคุณภาพต่ำกวาเกณฑมาตรฐานในสัดสวน

ที่นอยกวา ดังนั้นโอกาสที่จะสุมไดตัวอยางที่มีคุณภาพต่ำ

มาทดสอบทางหองปฏิบัติการมีนอย หมายถึง โอกาสท่ี

หองปฏิบัติการที่จะทำการตัดสินยอมรับผิดพลาดมี

นอยลง และ ข. ผูผลิตมีกระบวนการผลิตที่ไมมีคุณภาพ 

มีผลิตภัณฑคุณภาพต่ำกวาเกณฑมาตรฐานในสัดสวน

ที่มาก ดังนั้นโอกาสที่จะสุมไดตัวอยางที่มีคุณภาพต่ำ

มาทดสอบทางหองปฏิบัติการมีมาก หมายถึง โอกาส

ที่หองปฏิบัติการจะทำการตัดสินยอมรับผิดพลาดสูงขึ้น

เมื่อหองปฏิบัติการทำการทดสอบ/สอบเทียบ 

และตองมีความสอดคลองระหวางผลการทดสอบ/

สอบเทยีบกบัเกณฑมาตรฐานมคีวามเปนไปได 2 ประการ 

คือ ก. ตัดสินไดถูกตอง และ ข. ติดสินผิดพลาด ซึ่งเปน

ไปไดท้ังการยอมรับผิดพลาดและปฏิเสธผิดพลาด โดย

โอกาสที่หองปฏิบัติการตัดสินผิดพลาดจะเพิ่มมากขึ้น

หากความสามารถในการวัดของหองปฏิบัติการมีนอย

หรือไมเพียงพอ ซึ่งสงผลใหโอกาสที่จะตัดสินผิดพลาด

สูงดวย 

ขอมลูนีท้ำใหทราบวามปีจจยัทีส่งผลตอการตดัสิน

ยอมรับผิดพลาด 2 ปจจัย คือ ความนาจะเปนที่ผูผลิต

จะผลิตสินคาที่มีคุณภาพต่ำกวาเกณฑมาตรฐาน และ

ความสามารถของหองปฏิบัติการ(6)

ความสามารถในการวัด 

ป ค.ศ. 1950 มีการเผยแพรมาตรฐานทางทหาร

ของประเทศสหรฐัอเมรกิา หรอื MIL-STD-120 Gage 

Inspection(7) ระบุวาเครื่องมือวัดที่ใชควรมีความแมน

เพียงพอ เหมาะสมกับคาเกณฑมาตรฐานของสิ่งที่วัด 

การใชเครื่องมือวัดที่มีความแมนนอยเกินไปจะทำให
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เกิดขอผิดพลาด และเสียเวลาที่ตองทำการวัดซ้ำ

ในทำนองเดียวกัน การใชเครื่องมือวัดที่มีความแมน

มากเกินไปจะทำใหเกิดคาใชจายและเสียเวลาในการวัด

ที่ เ กินความจำเปน โดยไดกำหนดคาความแมน

(accuracy) ของเครื่องมือท่ีใชในการวัดควรนอยกวา

20% ของคาเกณฑมาตรฐาน (tolerance) และควรใช

เครื่องมือวัดที่มีความแมนยำ 10% ของคามาตรฐาน

ของเกจ (gage) โดยตองไมเสยีเวลาในการวัดมากเกนิไป

หากผลการวัดยอมรับไมได เน่ืองจากอยูใกลขีดจำกัด

ของคามาตรฐาน อาจมีการตรวจสอบเกจนั้นซ้ำอีกครั้ง

ดวยเครื่องมือวัดที่มีความแมนมากกวา(7) กฎนี้เรียกวา

กฎ 10:1 หรอื Gagemaker’s Rule(8) การกำหนดคณุภาพ

ของการวัด เรียกวา TAR (Test Accuracy Ratio)

คือ อัตราสวนระหวางคามาตรฐานอางอิงกับความแมน

ของเครื่องมือที่ใชวัด(8) หองปฏิบัติการทางมาตรวิทยา

จะกำหนดค า  TAR อย างนอย 4 :1  หมายถึ ง

ความแมนของเครื่องมือวัดจะไม เกิน 25% ของ

เกณฑมาตรฐาน(7) ยกตัวอยางเชน มาตรฐานของ

มาตรวัดแรงดันขนาด 100 psi ตองมีความแมน

ไมเกิน ±4 psi (96−104 psi) ผูผลิตใชเครื่องมือวัด

ที่มีความแมน ±1 psi เพื่อควบคุมคุณภาพการผลิต

(TAR 4:1) ทำใหมาตรวัดแรงดันที่ผานการผลิตนี้

สามารถอานคาไดชวง 99-101 psi อยูในชวงเกณฑ

มาตรฐาน ดังนั้นคา TAR ยิ่งสูง ยิ่งลดจำนวนผลิตภัณฑ

ที่มีคุณภาพต่ำกวาเกณฑมาตรฐาน(9)

ป ค.ศ. 2006 สถาบันมาตรฐานแหงชาติอเมริกา 

(ANSI) ไดออกเอกสาร ANSI/NCSL Z540.3

American National Standard for Calibration- 

Requirements for the Calibration of Measuring 

and Test Equipment โดยขอกำหนดที่ 5.3 กำหนดให

ความนาจะเปนหองปฏิบัติการจะตัดสินยอมรับผิดพลาด 

ตองไมเกิน ≤ 2% และการคำนวณนี้ตองจัดทำเปน

เอกสารไว หากไมสามารถประมาณความนาจะเปนนี้ได

ในทางปฏิบัติหองปฏิบัติการตองมีอัตราสวนระหวาง

คามาตรฐานกับความไมแนนอนในการวัด เทากับหรือ

มากกวา 4:1 (Test Uncertainty Ratio, TUR ≥ 4:1)(4)

ISO/IEC 17025:2017 ขอที่ 3.7 ไดนิยามกฎ

การตัดสิน (decision rule) วาเปนกฎที่อธิบายคาความ

ไมแนนอนในการวัด (Measurement Uncertainty) 

ของหองปฏิบัติการประกอบการรายงานความสอดคลอง 

ซึ่งเปรียบเทียบระหวางผลการวัดทางหองปฏิบัติกับ

คุณลักษณะหรือเกณฑมาตรฐาน(2) และในป ค.ศ. 2019 

องคกรระหวางประเทศเพื่อการรับรองระบบงานตาม

มาตรฐาน ISO/IEC 17011 หรอื ILAC ไดออกเอกสาร 

แนวทางปฏิบัติเรื่องกฎการตัดสินและการรายงานความ

สอดคลอง ILAC-G8:09/2019 Guideline on Decision

Rule and Statements of Conformity เพื่อเปน

แนวทางปฏิบัติสำหรับหองปฏิบัติในการกำหนดกฎการ

ตัดสินผลการทดสอบหรือสอบเทียบ โดยหองปฏิบัติการ

สามารถเลือกกฎการตัดสินที่เหมาะสมที่สุดโดยคำนึง

ถึงความเสี่ยงจากการยอมรับผิดพลาดและการปฏิเสธ

ผิดพลาด หากหองปฏิบัติการมีคา TUR มากพออาจ

กำหนดกฎการตัดสินโดยไมใชแถบปองกัน แตหากไมใช

หองปฏิบัติการอาจกำหนดกฎการตัดสินโดยใชแถบ

ปองกัน เพื่อทำใหความนาจะเปนที่จะตัดสินยอมรับ

ผิดพลาดไมเกินรอยละ 2(5) 

จากขอมูลขางตนแสดงใหเห็นวา มีความพยายาม

ทีจ่ะกำหนดความสามารถในการวดั และไดมกีารปรบัปรงุ

ขอแนะนำมาอยางตอเนื่อง ทั้งนี้เพื่อปองกันการตัดสินท่ี

ผิดพลาด

อัตราสวนระหวางคามาตรฐานกับความไมแนนอน

ในการวัด (TUR)

TUR เปนดัชนีความสามารถในการวัดของ

หองปฏบิตักิาร สามารถประมาณไดจากอัตราสวนระหวาง

คาเกณฑมาตรฐานกับคา TUR คำนวณโดย(5,10)

กรณีที่เกณฑมาตรฐานกำหนดดานเดียว 

กรณีที่เกณฑมาตรฐานกำหนดสองดาน

TL TUR  = U 

      Tupper-Tlower
TUR  = 2U 

ก ร ณี ที่ เ ก ณ ฑ ม า ต ร ฐ า น ก ำ ห น ด ค า สู ง สุ ด 

(Maximum Permissible Error, MPE or Emax)

           2(MPE) 
TUR  =                =                2U 

MPE
U
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ความเสี่ยงในการตัดสินยอมรับผิดพลาดของผลหองปฏิบัติการ   โลมไสล วงคจันตา

เมือ่ U คอื คาความไมแนนอนขยาย (Expanded 

uncertainty)

U = k .uc (y) 

เมื่อ uc (y) คือ คาความไมแนนอนในการวัด y

(Combined Standard Measurement Uncertainty)

k คือ coverage factor ที่ระดับความช่ือม่ัน

ตางๆ เมื่อขอมูลเปนการแจกแจงแบบปกติ ILAC 

G8-09:2019 และ JCGM-106:2012 แนะนำใหใช 

k = 2 (ระดบัความเชือ่มัน่ประมาณรอยละ 95)(5) ดงัแสดง

ในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 คา coverage factor ที่ระดับความเชื่อมั่นตางๆ 

Confidence 
level (%)

Significance 
level (α)

Coverage 
factor, k

90.00
95.00
95.45
99.00
99.73

0.1000
0.0500
0.0455
0.0100
0.0027

1.645
1.960
2.000
2.576
3.000

หมายเหตุ: ศึกษาเพิ่มเติมไดจากตารางการแจกแจงแบบที (T-Tabel for two-tailed tests)(11,12)

ยกตัวอยาง เกณฑมาตรฐานกำหนดใหรายการ

ทดสอบความเปนกรด–ดาง ในตัวอยางน้ำบริโภค ใน

ภาชนะบรรจทุีป่ดสนิท อยูในชวง 6.5–8.5 หองปฏบิตักิาร

มคีา Combined Standard Uncertainty เทากบั 0.20 

ดังนั้นที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (k = 2)  คา TUR 

ของหองปฏิบัติการจะเทากับเทาไร

   (Tupper-Tlower)
TUR =
                         2U
     8.5-6.5
 =
     2(2 x 0.20)

= 2.5

TUR ของหองปฏิบัติการ คือ 2.5:1

ความนาจะเปนในการยอมรับผิดพลาด (Probability

of False Acceptance, PFA)

ความนาจะเปนที่หองปฏิบัติการจะตัดสินยอมรับ

ผิดพลาด ไดจากฟงกชันความหนาแนนความนาจะเปน

(Probability Density Function, PDF) การทดสอบ

ทางหองปฏิบัติการ ซึ่งไดจากการวัดใดๆ ที่สามารถวัด

คาได และมีความไมนอนในการวัด มักมีการแจกแจง

ขอมูลแบบตอเน่ืองและมีรูปแบบการกระจายขอมูล

แบบปกติ (normal distribution) การประมาณ

ความนาจะเปนที่จะตัดสินยอมรับผิดพลาด สามารถ

ประมาณไดจากฟงกชันการคำนวณ ซึ่งศึกษาเพิ่มเติมได

จากเอกสาร JCM 106:2012(10) หรือประมาณไดจาก

การเปดตาราง Z (Z-table)(13,14)

ยกตวัอยาง หองปฏบิตักิารไดทำการทดสอบความ

เปนกรด-ดาง ตัวอยางนำ้บรโิภคในภาชนะบรรจทุีป่ดสนทิ 

ไดผลการทดสอบเทากบั 6.8 ความไมแนนอนของการวดั

เทากับ 0.2 มาตรฐานนำ้ดืม่กำหนดใหนำ้ด่ืมมคีาความเปน

กรด-ดาง ไมเกิน 7.5±1.0 (6.5–8.5) หองปฏิบัติการ

ตัดสินผลการทดสอบ “ยอมรับ” ความนาจะเปนที่

หองปฏิบัติการจะตัดสินยอมรับผิดพลาดคิดเปนรอยละ

เทาไร

จากโจทยสามารถแปลเปนขอมูลไดดังนี้

ผลการทดสอบความเปนกรด-ดาง 6.8

ความไมแนนอนของการวัด 0.2

เกณฑยอมรับ pH  6.5–8.5

จากขอมูลสามารถสรางกราฟแสดงการกระจาย

ขอมลูการทดสอบความเปนกรด–ดาง ของหองปฏบิตักิาร

ได ดังแสดงในภาพที่ 1
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จากภาพที ่1 เหน็ไดวามีพ้ืนท่ีบางสวนของกราฟอยู

นอกพื้นที่เกณฑมาตรฐาน (พื้นที่ที่แรเงา) ซึ่งเปนความ

เสี่ยงที่หองปฏิบัติการจะตัดสินยอมรับผิดพลาด เกิดจาก

ความไมแนนอนในการวัด ความนาจะเปนทีห่องปฏบิติัการ

จะตัดสินยอมรับผิดพลาดประมาณไดจาก

ภาพที่ 1 การกระจายขอมูลแบบปกติของการวัดคาความเปนกรด-ดาง ที่มีผลการวัดเทากับ 6.8 ความไมแนนอน

 ในการวัด 0.2 เทียบกับชวงเกณฑมาตรฐาน 6.5–8.5

Z = 6.14-6.5
0.2 =  -1.8 เปดตาราง Z ไดเทากับ 0.0359

ดังนั้นความนาจะเปนท่ีหองปฏิบัติการจะตัดสิน

ยอมรับผิดพลาดเทากับรอยละ 3.59 

การประมาณคา PFA สามารถประมาณได 2 แบบ(10)

คือ ประมาณจากความจะเปนของการกระจายขอมูล

การทดสอบของหองปฏิบัติการเพียงดานเดียว เรียกวา

Specific Consumer’s Risk และประมาณจาก

ความนาจะเปนของการกระจายขอมูลการทดสอบของ

หองปฏบิตักิาร รวมกบัการกระจายขอมูลของกระบวนการ

ผลิต เรียกวา Global Consumer’s Risk

ความสัมพันธระหวาง กับ PFA และ TUR

ป ค.ศ. 2008 Michael Dobbert ไดทำการ

ศึกษากลยุทธการใชแถบปองกันเพื่อบริหารความเสี่ยงที่

จะยอมรับผิดพลาด (A Guard-Band Strategy for 

Managing False-accept Risk) การพัฒนาสมการ

ที่จะไดคาแถบปองกันบริหารความเสี่ยงในการตัดสิน

ยอมรับผิดพลาด ไดจากขอมูลความเส่ียงท่ีไดจากการ

จัดการแบบขยาย (Extended managed risk data)

แตละ TUR กับความเสี่ยงที่จะตัดสินยอมรับผิดพลาด

สูงสุด (Maximum of false-accept risk)(15) เมื่อนำ

ขอมูลดังกลาวเขียนเปนกราฟ ดังแสดงในภาพที่ 2 

เมื่อพิจารณารวมกับ ANSI/NCSL Z540.3 พบวาคา 

TUR อยางนอย 4.6:1 ขึ้นไป จะทำให PFA ไมเกิน

รอยละ 2

ความนาเช่ือถือที่ผลิตภัณฑจะมีคุณภาพอยูในเกณฑ

มาตรฐาน (In-Tolerance Reliability)

ในกระบวนการผลิตสินคาหรือผลิตภัณฑใดๆ ที่มี

เกณฑมาตรฐานหรอืกฎหมายกำหนดคณุภาพของสนิคาไว

ผูผลิตจำเปนตองมีกระบวนการเพื่อทดสอบ/สอบเทียบ

คุณภาพของสินคา เพื่อใหแนใจวาสินคาที่ผลิตไดตลอด

ชวงลอ็ตการผลติ มคีณุภาพตามเกณฑในสดัสวนทีย่อมรบัได

เรียกวา ความนาเชื่อถือที่ผลิตภัณฑจะมีคุณภาพ

อยูในเกณฑมาตรฐาน (In-Tolerance Reliability

หรือ End-of-Period-Reliability, EOPR) คา

EOPR จึงแสดงถึงความสามารถของกระบวนการผลิต

ในการสรางผลิตภัณฑที่มีคุณภาพตามเกณฑมาตรฐาน(6)

คำนวณโดย



155วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 1 มกราคม  - มีนาคม 2568

ความเสี่ยงในการตัดสินยอมรับผิดพลาดของผลหองปฏิบัติการ   โลมไสล วงคจันตา

EOPR เปนขอมูลเชิงประจักษ ประกอบดวย

ขอมูลจริงเกี่ยวกับการทดสอบหรือสอบเทียบผลิตภัณฑ

และการใชงานตลอดรอบการทดสอบหรือสอบเทียบ

ของการผลิตสินคาแตละล็อต เปนขอมูลที่สะทอนถึง

ประสิทธิภาพของกระบวนการผลิตที่จัดเก็บไวกอนหนา

และใชอนมุานผลการดำเนินงานในอนาคต ขอมลู EOPR

จะถูกเก็บรวบรวมตามระยะเวลาสำหรับการผลิต

ผลิตภัณฑยี่หอ/รุนเดียวกัน ดวยกระบวนการสุมตัวอยาง 

และเครื่องมือทดสอบหรือสอบเทียบท่ีเชื่อถือได หาก

กระบวนการเก็บขอมูลทำไดอยางถูกตอง นาเช่ือถือ

จะทำใหการอนุมานประสิทธิภาพการผลิตในอนาคต

มีความนาเชื่อถือ(6)

ยกตัวอยาง ในการผลิตสินคามาตรวัดแรงดัน รุน 

A001 ผูผลิตทำการสุมตัวอยางที่ผลิตไดดวยระดับความ

เชือ่มัน่รอยละ 90 ไดจำนวนตวัอยางสอบเทียบ 22 ตัวอยาง 

ผลการสอบเทียบ พบตัวอยางมีคุณภาพตามเกณฑ

มาตรฐาน จำนวน 22 ตัวอยาง คำนวณคา EOPR หรือ 

In-Tolerance จำนวน reliabilities เทากบัรอยละ 100 

แตหากมีการสุมตัวอยางลำดับที่ 23 และพบวามีผลการ

สอบเทียบไมผานเกณฑมาตรฐานจะทำใหคา EOPR 

หรือ In-Tolerance Reliabilities เทากับรอยละ 95.7 

เปนตน

ความสัมพันธระหวาง In-Tolerance Probability 

กับ TUR และ PFA 

Michael Dobbert ไดทำการศึกษาความเสี่ยงที่

จะยอมรับผิดพลาด (PFA) จากปจจัยความสามารถใน

การวัดของหองปฏิบัติการ (TUR) กับความนาจะเปน

ที่พบตั วอย า งที่ มี คุณภาพอยู ใน เกณฑมาตรฐาน

(In-Tolerance Probability) ซึ่งเปนปจจัยความ

สามารถในการผลิต พบวาสำหรับหองปฏิบัติการท่ีมีคา 

TUR ใดๆ จะมีความเสี่ยงในการยอมรับผิดพลาดลดลง

และเขาใกลรอยละ 0 เมื่อความนาจะเปนที่พบตัวอยาง

ที่มีคุณภาพอยูในเกณฑมาตรฐาน เขาใกลรอยละ 100(15)

ดังแสดงในภาพที่ 3 

ภาพที่ 2 ความสัมพันธระหวางความเสี่ยงในการตัดสินยอมรับผิดพลาดสูงสุดกับ TUR(15)

  จำนวนผลิตภัณฑที่มีคุณภาพผานเกณฑมาตรฐาน
EOPR    = 
                  จำนวนผลิตภัณฑที่ทดสอบหรือสอบเทียบทั้งหมด
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Laboratory False Acceptance Risk   Lomsalai Wongchanta

เมือ่จนิตนาการถงึสินคาท่ีผลิตขึน้หากสินคาทีผ่ลติ

ไดมคีณุภาพตามเกณฑมาตรฐานทุกชิน้ (In-Tolerance

เทากับรอยละ 100) ทำการสุมตัวอยางทดสอบจะไมมี

ตวัอยางใดถกูตดัสินยอมรบัผดิพลาด เน่ืองจากการตัดสนิ

ยอมรับผิดพลาด คือ การสุมไดตัวอยางที่มีคุณภาพ

ต่ำกวาเกณฑมาตรฐานมาทำการทดสอบแลวตัดสิน

ยอมรับ(15)

ส่ิงทีน่าสนใจ คือ เม่ือความนาจะเปนทีพ่บตวัอยาง

ที่มีคุณภาพอยูในเกณฑมาตรฐาน เขาใกลรอยละ 0

ความเส่ียงในการตัดสินยอมรับผิดพลาดลดลงเชนกัน 

อธิบายไดวาเมื่อผูผลิตทำการผลิตสินคาที่มีคุณภาพ

ต่ำกวาเกณฑมาตรฐานจำนวนมาก ความนาจะเปนที่พบ

ตัวอย างที่มีคุณภาพอยู ในเกณฑมาตรฐานลดลง 

ประชากรตัวอยางท่ีกระจายอยูใกลเกณฑมาตรฐาน

ลดลง ทำใหการสุมเจอตัวอยางท่ีมีคุณภาพใกลเกณฑ

มาตรฐานลดลงดวย เมื่อกระจายถึงจุดที่ตัวอยาง

สวนใหญไมอยูในเกณฑมาตรฐาน การตัดสินยอมรับ

ผดิพลาด เนือ่งจากความไมนอนในการวัดไมนาจะเกดิขึน้

ได(15)

เน่ืองจากความเสี่ยงยอมรับผิดพลาดลดลงและ

เขาใกลรอยละ 0 เม่ือความนาจะเปนท่ีพบตัวอยางที่มี

คุณภาพอยูในเกณฑมาตรฐานเขาใกลรอยละ 100 ดังนั้น

ความเส่ียงยอมรับผิดพลาดสูงสุดสำหรับ TUR ใดๆ

จึงอยูชวงกลางของระดับความนาจะเปนที่พบตัวอยางท่ี

มีคุณภาพอยูในเกณฑมาตรฐาน(15) (จากภาพที่ 3 อยูท่ี

ประมาณรอยละ 60)

ป  ค.ศ. 2011 โครงการมาตรวิทยาและการสอบเทยีบ

ขององคการนาซา (NASA Metrology and

Calibration Program) ไดทำการศึกษาโดยสราง

แบบจำลองขอมูลเพื่อหาความสัมพันธระหวาง PFA

และ EOPR พบวา EOPR ต้ังแตรอยละ 89 ขึ้นไป

จะทำให PFA ไมเกินรอยละ 2 ไมวาหองปฏิบัติการ

จะมีความไมแนนอนของกระบวนการวัดใดๆ(6) ดังแสดง

ในภาพที่ 4

จากภาพที่ 4 อธิบายไดวาคา PFA รอยละ 2 มี

สวนโคงสูงสุดที่ TUR 4.6:1 และคา EOPR สิ้นสุด 

ที่รอยละ 89 ขณะที่ PFA รอยละ 2.7 มีสวนโคงสูงสุด

ที่ TUR 3.33:1 และคา EOPR สิ้นสุดที่รอยละ 85

ขอมูลนี้บงชี้วาคาความไมแนนอนของการวัดเปนตัวแปร

หลกัสำหรบัคา PFA และการเลอืกคา EOPR ทีร่อยละ 85

อาจทำใหไมบรรลุขอกำหนด ANSI/NCSL Z540.3(6)

การศึกษาของโครงการมาตรวิทยาและการ

สอบเทียบขององคการนาซา แสดงใหเห็นวา TUR และ

EOPR เปนตัวแปรสำคัญที่สงผลกระทบตอ PFA

ซึ่งเมื่อตัวแปรใดมีคาที่มากพอจะทำให PFA นอยกวา

รอยละ 2 ไดโดยไมจำเปนตองคำนึงถึงตัวแปรอีกตัว(6) 

ภาพที่ 3 ความสมัพนัธระหวางความเสีย่งในการยอมรบัผดิพลาดกบัความนาจะเปนทีผ่ลติภณัฑทีผ่ลติได จะมคีณุภาพ

 ตามเกณฑมาตรฐาน (In-Tolerance Probability)(15) (กรณทีีเ่กณฑยอมรบัผลติภณัฑ (Tolerance Limit) 

 เทากับเกณฑที่ยอมรับ (Acceptance Limit))
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ความเสี่ยงในการตัดสินยอมรับผิดพลาดของผลหองปฏิบัติการ   โลมไสล วงคจันตา

ตัวอยางเชน เมื่อ TUR ของกระบวนการทดสอบอยูที่ 

4.6:1 หรือมากกวา คา PFA จะไมเกินรอยละ 2 โดย

ไมข้ึนกับความนาเชื่อถือของกระบวนการผลิตที่จะผลิต

สินคามีคุณภาพผานเกณฑมาตรฐาน หรือหากผูผลิต

มีกระบวนการผลิตที่ดีมาก โดยคา EOPR ไมนอยกวา

รอยละ 89 จะทำให PFA ไมเกินรอยละ 2 โดยไมขึ้นกับ

ความสามารถในการวัดของหองปฏิบัติการเชนกัน

วิจารณ

ผลการวิ เคราะหนี้บงชี้วามีปจจัยสำคัญที่สง

ผลกระทบตอความเส่ียงในการตัดสินยอมรับผิดพลาด 

คือ ปจจัยคุณภาพการวัดของหองปฏิบัติการและปจจัย

คุณภาพของกระบวนการผลิต โดยกฎการตัดสินสามารถ

พิจารณาจากปจจัยใดปจจัยหนึ่ง หากมีคาที่โดดเดน

มากพอ แตส่ิงที่สำคัญที่ควรพิจารณา คือ คุณภาพของ

ขอมูลที่ไดมาเพ่ือแสดงคุณภาพของปจจัยนั้น หากไมมี

คุณภาพเพียงพอจะสงผลตอการกำหนดกฎการตัดสิน

ของหองปฏิบัติการ ซึ่งจะกระทบโดยตรงตอทั้งผูบริโภค

และผูผลิต โดยหองปฏิบัติการอาจจะตองมีสวนใน

ความรับผิดชอบตอผลกระทบที่เกิดขึ้นดวย ยกตัวอยาง

เชน หากหองปฏบิตักิารหรอืลกูคาประสงคจะใชคา EOPR 

ซึ่งเปนตัวแปรแสดงความสามารถของกระบวนการผลิต 

ในการประมาณความเสี่ยงในการตัดสินยอมรับผิดพลาด 

หองปฏิบัติการควรตรวจสอบท่ีมาของคา EOPR ท่ี

ลูกคาแสดงวาไดมาอยางไร มีกระบวนการสุมตัวอยางท่ี

นาเช่ือถือหรือไม วิธีการทดสอบ/สอบเทียบของผูผลิต

เช่ือถือไดหรือไม และตัวอยางที่สุมสามารถเปนตัวแทน

ของประชากรสินคาทีผ่ลติไดตลอดชวงการผลติของสนิคา

ทั้งล็อตหรือไม เปนตน โดยเฉพาะกรณีที่ตัวอยางนั้น

มีขอกำหนดคุณลักษณะที่ตองทดสอบหลายรายการ เชน 

ตัวอยางผลิตภัณฑสุขภาพ (อาหาร น้ำ เครื่องดื่ม ยา 

สมุนไพร เครื่องสำอาง ฯลฯ) การเก็บรวบรวมขอมูล

จะมีความซับซอนมากย่ิงข้ึน สอดคลองกับที่ Scott M. 

Mimbs แหง NASA’s Kennedy Space Center 

ไดแนะนำเพื่อใหแนใจวาขอมูล EOPR มีความถูกตอง

ผูผลติจะตองมนีโยบายการรวบรวมขอมลูทีเ่หมาะสมและ

มีการควบคุมที่ดี โดยมีขอกำหนดพื้นฐานในการรวบรวม

ขอมูลที่จำเปน กลาวคือ กระบวนการทดสอบ/สอบเทยีบ

ตองไดรับการบันทึก ตรวจสอบ และยืนยัน กระบวนการ

ทดสอบ/สอบเทียบตองมีความเสถียรตลอดชวง

ระยะเวลาที่รวบรวมขอมูล ผูผลิตตองจัดทำเอกสาร

นโยบายการรวบรวมขอมูล EOPR โดยระบุเงื่อนไข 

ภาพที่ 4 ความสัมพันธระหวางคา TUR และคา EOPR เพื่อประมาณคา PFA(6)
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กฎการยอมรับและปฏิเสธ รวมถึงคาเกณฑยอมรับและ

คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน กำหนดขนาดตวัอยางขัน้ตำ่สำหรบั

ประชากรสนิคาทีผ่ลิต ข้ันตอนวิธกีารสุมตวัอยาง ท่ีมคีวาม

สม่ำเสมอ(6)

หากหองปฏิบัติการประสงคจะใชตัวแปรความ

สามารถในการวัดของหองปฏิบัติการ ในการประมาณ

ความเสี่ยงในการตัดสินยอมรับผิดพลาด หองปฏิบัติการ

ควรพิจารณาที่มาของการประมาณคาความไมแนนอน

ในการวัดวามีความถูกตองมากนอยเพียงใด ไดคำนึงถึง

ตัวแปรที่สำคัญและนำมาเปนปจจัยนำเขาในการคำนวณ

ความไมแนนอนในการวดัอยางครบถวนแลวหรอืไม โดย

แนะนำใหศึกษาการประมาณความไมแนนอนในการวัด

เพิม่เตมิจากเอกสารทีก่ำหนดกฎท่ัวไปสำหรบัการประเมนิ

และการแสดงความไมแนนอนในการวัด (Guide to 

Expression of Uncertainty in Measurement,

GUM)(16) และประเด็นท่ีหองปฏิบัติการอาจรับไว

พิจารณา เพื่อประโยชนของผูบริโภคและการนำรายงาน

ผลการทดสอบ/สอบเทียบทางหองปฏิบัติการไปใช

ประโยชน คือ หองปฏิบัติการสวนใหญมีนโยบายไม

สุมตัวอยาง โดยจะถือวาตัวอยางที่ไดรับจากลูกคา

ผานกระบวนการสุมมาแลว ดังนั้นรายงานผลการ

ทดสอบทางหองปฏิบัติการจะมีขอความกำกับไววา 

“รายงานนีร้บัรองผลเฉพาะตวัอยางทีไ่ดรบัเทานัน้” หรอื

“การทดสอบนี้รับรองผลเฉพาะตัวอยางท่ีไดทำการ

ทดสอบเทาน้ัน” กรณีน้ีอาจมีความเหมาะสมหากเปน

ตัวอยางสงตรวจเพื่อเฝาระวังคุณภาพ เชน การสุมเก็บ

ตัวอยางที่วางจำหนายในรานคาตางๆ มาทำการทดสอบ 

เพื่อเฝาระวังคุณภาพสินคาหลังการวางจำหนาย (post-

marketing) การรายงานความสอดคลองจะเปนการ

ตัดสินคุณภาพเฉพาะตัวอยางภายใตการทดสอบเทานั้น 

แตหากตัวอยางที่สงตรวจเปนตัวอยางกอนวางจำหนาย 

(pre-marketing) มีวัตถุประสงคการสงตรวจเพื่อขึ้น

ทะเบียนผลิตภัณฑตามกฎหมาย หากหองปฏิบัติการมี

นโยบายไมสุมตัวอยาง การรายงานความสอดคลองของ

ผลการทดสอบกบัเกณฑมาตรฐาน อาจไมสะทอนคณุภาพ

ของผลิตภณัฑทัง้ลอ็ตการผลิต นอกจากน้ีรายการทดสอบ

ที่หองปฏิบัติการทำการทดสอบตองสอดคลองกับเกณฑ

มาตรฐานกำหนดทกุรายการทดสอบ กรณทีีห่องปฏบิตักิาร

ไมสามารถดำเนินการทดสอบไดครบถวนตามรายการ

เกณฑมาตรฐานกำหนด การรายงานความสอดคลอง

ของผลการทดสอบกับเกณฑมาตรฐานจะทำไดเฉพาะ

รายการทดสอบเทานั้น ไมสามารถตัดสินคุณภาพ

ผลิตภัณฑตามเกณฑมาตรฐานได หากหองปฏิบัติการ

เริ่มกระบวนการทดสอบตั้งแตกระบวนการสุมตัวอยาง

จำเปนตองนำปจจัยการสุมตัวอยางมาเปนตัวแปรหนึ่ง

ในการประมาณคาความไมแนนอนในการวัดดวย เห็นได

ชัดวากรณีนี้ยังมีประเด็นที่หองปฏิบัติการและหนวยงาน

ที่จะนำรายงานผลการทดสอบทางหองปฏิบัติการ

ไปดำเนินการตามกฎหมายควรหารือรวมกัน เพื่อหา

ทางออกที่เหมาะสมและเปนที่ยอมรับของทุกฝาย ไดแก

ผูบริโภค ผูผลิต หองปฏิบัติการ และหนวยงานที่มีหนาที่

รับผิดชอบตามกฎหมาย เชน สำนักงานคณะกรรมการ

อาหารและยา ซึ่งมีวัตถุประสงคข้ึนทะเบียนผลิตภัณฑ 

เพื่อสรางความมั่นใจใหแกผูบริโภคดานความปลอดภัย 

(safety) คุณภาพ (quality) ประสิทธิภาพ (efficacy) 

และการกลาวอาง (claim)(17)

หองปฏิบัติการทดสอบหรือสอบเทียบ ภายใต

การรบัรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 จำเปนตอง

มีความรู ความเขาใจ เรื่อง ความนาจะเปนในการตัดสิน

ยอมรับผิดพลาด ซึ่งมีความรูเรื่องธรรมชาติของการวัด

และฟงกชันความหนาแนนความนาจะเปน (PDF) เปน

พืน้ฐาน ความรูความเขาใจทีถ่กูตองจะนำไปสูการกำหนด

กฎการตัดสินผลการทดสอบหรือสอบเทียบที่นาเช่ือถือ 

ความเสี่ยงในการตัดสินยอมรับผิดพลาดไมเกินรอยละ 2

ตามขอกำหนด และเปนที่ยอมรับทั้งสองฝาย คือ

หองปฏิบัติการและผูใชบริการ 

สรุป

ปจจัยสำคัญที่ทำใหเกิดความเสี่ยงที่จะตัดสิน

ยอมรับผิดพลาดมี 2 ปจจัย คือ ความสามารถในการวัด

ของหองปฏิบัติการและความสามารถของกระบวนการ

ผลิต หากหองปฏิบัติการมีคา TUR ตั้งแต 4.6:1 ขึ้นไป

หรือกระบวนการผลิตมีคา EOPR ตั้งแตรอยละ 89

ขึ้นไป เพียงอยางใดอยางหนึ่ง จะทำใหความเสี่ยงในการ

ตัดสินยอมรับผิดพลาดไมเกินรอยละ 2 ดังนั้น เมื่อ



159วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 1 มกราคม  - มีนาคม 2568

ความเสี่ยงในการตัดสินยอมรับผิดพลาดของผลหองปฏิบัติการ   โลมไสล วงคจันตา

ตองการรายงานความสอดคลองของผลการทดสอบ

หรือสอบเทียบกับเกณฑมาตรฐาน หองปฏิบัติการ

ภายใตการรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 

ควรพิจารณาขอกำหนด ANSI/NCSL Z540.3 โดย

หองปฏิบัติการท่ีมีความสามารถในการวัดท่ีดีเพียงพอ

สามารถกำหนดกฎการตัดสินผลการทดสอบหรือ

สอบเทยีบ จากความสามารถในการวัดของหองปฏบิตักิาร

เพียงฝายเดียว (Specific Consumer’s Risk) 

โดยไมจำเปนตองพิจารณาปจจัยความสามารถของ

กระบวนการผลิต ทั้งนี้การประมาณคาความไมแนนอน

การวดัของหองปฏบิตักิาร ควรไดรบัการตรวจสอบใหแนใจ

วามีความนาเชื่อถือและครอบคลุมทุกตัวแปรที่สำคัญ 
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Consideration of Key Factors Aff ecting 
the Probability of False Acceptance of 
Testing and Calibration Laboratories

ABSTRACT The decision on laboratory test results is important because it aff ects consumers and 

manufacturers. It is well known that all measurements contain errors. In 2006, the American National 

Standards Institute (ANSI) issued ANSI/NCSL Z540.3 which specifi es that the Probability of False 

Acceptance (PFA) should not exceed 2%. This study aims to elucidate the key factors aff ecting a false 

acceptance risk. The study was conducted by searching for academic information from widely published 

documents. The reviews found two important factors aff ecting the risk of false acceptance: 1) the capability

of the laboratory measurements and 2) the capability of the product manufacturing process. If the laboratory

has a Test Uncertainty Ratio (TUR) of 4.6:1 or higher, or the production process has an End-of-Period-

Reliability (EOPR) of 89% or higher, the risk of false acceptance will not exceed 2%. Therefore, a testing

and calibration laboratory accredited with ISO/IEC 17025:2017 can set the decision rule that

considers only the laboratory measurement capability factors, without considering the production process

capability factors, if the laboratory has suffi  cient measurement capability. The laboratory should ensure that 

the estimation of measurement uncertainty takes into account all important variables. In addition,

practitioners should have knowledge and understanding of the nature of measurement and Probability 

Density Function (PDF) to determination of reliable and acceptable decision rules for both the laboratories 

and the customers.

Keywords: Probability of false acceptance, Decision rule, Test uncertainty ratio, End-of-period-reliability 
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