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ขวััญชนก เดชยง1  และ กฤตธีี เดชยง2

1ศููนย์์บริิการสััตว์์ทดลอง คณะวิิทยาศาสตร์์ มหาวิิทยาลััยสงขลานคริินทร์์ สงขลา 90110 
2คณะสััตวแพทยศาสตร์์ มหาวิิทยาลััยสงขลานคริินทร์์ สงขลา 90110 

ความสัมพันธ์ระหว่างการลดลงของน้ำ�หนักกับ
ความเจ็บปวดหลังผ่าตัดช่องท้องในหนูไมซ์สายพันธุ์ 

BALB/c และ C57BL/6

บทคัดย่อ  การศึกษาวิจัยทางศัลยกรรมที่ใช้สัตว์ทดลองสามารถเหนี่ยวนำ�ให้เกิดความเจ็บปวดอย่างมาก โดยเฉพาะ 
สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมซึ่งมีการตอบสนองต่อความเจ็บปวดเช่นเดียวกับมนุษย์ ความเจ็บปวดส่งผลกระทบต่อพฤติกรรม 
ความอยากอาหาร และการสูญเสียน้ำ�หนักหลังการผ่าตัด วัตถุประสงค์ของการศึกษานี้เพื่อเปรียบเทียบผลของความเจ็บปวด 
ต่อน้ำ�หนักก่อนและหลังการผ่าตัดช่องท้องในสัตว์ทดลองชนิดหนูไมซ์  2 สายพันธุ์ ได้แก่ BALB/c และ C57BL/6 ที่ได้รับ 
การระงับความเจ็บปวดหลังการผ่าตัดด้วยยามอร์ฟีน รวมถึงเปรียบเทียบระดับความเจ็บปวดที่สัตว์แสดงออกทางใบหน้า 
(Facial Mouse Grimace Scale; fMGS)  ในแตล่ะชว่งเวลาหลงัการผา่ตดัเปรยีบเทยีบกอ่นผา่ตดัโดยใหค้ะแนนการแสดงออก
ของใบหน้าของสัตว์ทดลอง ที่เปลี่ยนแปลงไปตามระดับความเจ็บปวด แล้วหาความสัมพันธ์ระหว่างน้ำ�หนัก และความเจ็บปวด 
หลังผ่าตัด พบว่าน้ำ�หนักลดลง 5% ใน 3–4 วันแรกหลังการผ่าตัด และค่อยๆ เพิ่มขึ้นหลังจากนั้น ผลการทดลองแสดงว่า 
ยามอร์ฟีนสามารถบรรเทาอาการปวดได้แต่ไม่ทั้งหมด นอกจากน้ีความเจ็บปวดและการสูญเสียน้ำ�หนักมีความสัมพันธ์กัน 
โดยมีสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) เท่ากับ 0.82 และ p = 0.0125 สำ�หรับหนูไมซ์สายพันธุ์ BALB/c และ R2 เท่ากับ 0.97 
และ p = 0.0004 สำ�หรับหนูไมซ์สายพันธุ์ C57BL/6 จากการประเมินความเจ็บปวดด้วย Facial Mouse Grimace Scale  
พบว่าความเจ็บปวดยังคงอยู่ถึงวันที่ 5 หลังการผ่าตัด ดังน้ันแม้ว่ามีการให้ยาลดปวดประเภทโอปิออยด์ ยังพบการสูญเสีย 
น้ำ�หนักหลงัผา่ตัดชอ่งทอ้ง จงึแนะนำ�ใหก้ารจัดการความเจบ็ปวดควรพจิารณาระงบัความเจบ็ปวดนานข้ึน และเพ่ิมวธิกีารจดัการ
ความเจบ็ปวด รวมถงึการใหย้าบรรเทาอาการปวดและลดการอักเสบทีอ่อกฤทธิใ์นกลไกทีแ่ตกต่างกัน เพือ่บรรเทาอาการเจบ็ปวด 
อย่างมีประสิทธิภาพ 

คำ�สำ�คัญ: หนูไมซ์, ศัลยกรรมช่องท้อง, น้ำ�หนัก, ความเจ็บปวด
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Post-Laparotomy Weight Loss and Pain in BALB/c 
and C57BL/6 Mice 	 Kwanchanok Dejyong and Krittee Dejyong

บทนำ�

การศึึกษาวิิจััยทางศััลยกรรมที่่�ใช้้สััตว์์ทดลอง

สามารถเหนี่่�ยวนำให้้สััตว์์ทดลองเกิิดความเจ็็บปวด  โดย

กลไกการส่ง่สัญัญาณให้เ้กิดิความเจ็บ็ปวดนั้้�นมี ี4 ขั้้�นตอน 

เมื่่�อเกิิดการบาดเจ็็บของเนื้้�อเยื่่�อจากการทำศััลยกรรม 

จะเกิดิการฉีกีขาดของเนื้้�อเยื่่�อร่ว่มกับักระบวนการอักัเสบ

จึึงเกิิดการกระตุ้้�นตััวรัับความเจ็็บปวดบริิเวณปลาย

ประสาทที่่�ทำหน้้าที่่�รัับความรู้้�สึึก หากการกระตุ้้�นที่่�ตััวรัับ

ด้้วยแรงที่่�มากเกิินกว่่าระดัับ threshold จะเกิิดการส่่ง

กระแสประสาทความเจ็็บปวดผ่่านทางใยประสาทบริิเวณ

นั้้�นไปยัังไขสัันหลััง เมื่่�อสััญญาณมาถึึงไขสัันหลัังจะเกิิดการ

ปรัับแต่่งสััญญาณประสาทและส่่งสััญญาณต่่อไปยัังสมอง 

เกิิดการรัับรู้้�ความเจ็็บปวดภายในสมอง เมื่่�อมีีสััญญาณ

ความเจ็็บปวดจะส่่งสััญญาณตอบสนองกลัับไปยัังบริิเวณ

ที่่�บาดเจ็็บเพื่่�อให้้หลบเลี่่�ยง รวมทั้้�งส่่งสััญญาณไปยััง

สมองส่่วนลิิมบิิก (limbic) เพื่่�อให้้เกิิดการสร้้างอารมณ์์

ตอบสนองต่่อความเจ็็บปวดที่่�เกิิดขึ้้�น ดัังนั้้�นในการผ่่าตััด

สามารถเหนี่่�ยวนำให้้เกิดิความเจ็็บปวดและการตอบสนอง 

ของร่่างกายและอารมณ์์ทางลบ ในสััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนม

สามารถเกิิดกลไกการตอบสนองต่่อความเจ็็บปวดเช่่น

เดีียวกัับมนุุษย์์(1) 

ความเจ็็บปวดที่่�เกิิดขึ้้�นส่่งผลกระทบต่่อพฤติิกรรม

ของสัตัว์ท์ดลอง ความอยากอาหาร พฤติกิรรมการแต่ง่ตัวั 

และพฤติิกรรมการมีีปฏิิสััมพัันธ์์กัับตััวอื่่�นๆ รวมทั้้�ง

พฤติิกรรมก้้าวร้้าว หรืือหลบหนีีที่่�เป็็นการตอบสนองตาม

กลไกของระบบประสาทซิิมพาเธติิก (sympathetic) 

ความเจ็็บปวดและความเครีียดจากการบาดเจ็็บกระตุ้้�นให้้

ระบบซิมิพาเธติกิทำงานมากขึ้้�นส่ง่ผลให้ส้รีรีะร่า่งกายของ

สัตัว์ท์ดลองเปลี่่�ยนไปอยู่่�ในสภาวะพร้้อมสู้้�หรือืหนีี ซึ่่�งเป็น็

กลไกธรรมชาติิ อััตราการเต้้นของหััวใจ อััตราการหายใจ 

รวมทั้้�งความดันัโลหิติของสัตัว์์ทดลองจะสูงูขึ้้�น หากมีกีาร

บรรเทาอาการความเจ็็บปวดลง การตอบสนองของระบบ

ซิมิพาเธติิกจะค่่อยๆ ลดลง ขณะที่่�ระบบพาราซิิมพาเธติิก 

จะทำงานมากขึ้้�นส่ง่ผลให้ส้ัตัว์์ทดลองมีคีวามอยากอาหาร

มากขึ้้�นร่่างกายจะฟ้ื้�นตััวดีีขึ้้�น หากความเจ็็บปวดนั้้�น 

ไม่่ได้้รัับการบรรเทาอาการความเจ็็บปวดยัังคงอยู่่� 

จะพััฒนาเป็็นความเจ็็บปวดเรื้้�อรััง ส่่งผลกระทบต่่อ

คุุณภาพชีีวิิตของสััตว์์ทดลองเนื่่�องจากความเจ็็บปวด

เรื้้�อรังัจะกระตุ้้�นให้้เกิดิการหลั่่�งฮอร์์โมนคอร์์ติซิอลมากขึ้้�น 

ซึ่่�งฮอร์์โมนคอร์์ติิซอลมีีผลกระทบต่่อระบบภููมิิคุ้้�มกััน 

ระบบทางเดิินอาหาร การตอบสนองทางอารมณ์์ ระดัับ

น้้ำตาลในเลืือด ความดัันโลหิิตสููงกว่่าปกติิ และอััตราการ

เต้้นของหััวใจสููงกว่่าปกติิ เป็็นต้้น(2,3) 

การสููญเสีียน้้ำหนัักหลัังทำศััลยกรรมเป็็นปััจจััย

สำคััญที่่�ต้้องพิิจารณาในด้้านสุุขภาพและการพยากรณ์์

อััตราการฟื้้�นตััวของสััตว์์ทดลอง เนื่่�องจากการสููญเสีีย

น้้ำหนัักหลัังการผ่่าตััดสามารถเกิิดขึ้้�นจากปััจจััยต่่างๆ 

ที่่�สััมพัันธ์์ร่่วมกััน เช่่น การเพิ่่�มขึ้้�นของการใช้้พลัังงาน 

ของร่่างกาย การสููญเสีียน้้ำ หรืือการสููญเสีียเลืือดใน

ระหว่่างกระบวนการผ่่าตััด รวมทั้้�งความไม่่สบายหรืือ

อาการเจ็็บปวด นอกจากนี้้�การลดลงของน้้ำหนัักหลัังผ่่าตััด

สามารถพยากรณ์์อััตราการฟื้้�นตััวของสััตว์์ทดลองเพื่่�อใช้้

ในการพิิจารณาการยุุติกิารทดลอง (Humane endpoint) 

ดัังนั้้�นการติิดตามน้้ำหนัักหลัังการผ่่าตััดในสััตว์์ควร

ดำเนิินการอย่่างระมััดระวััง และมีีความถี่่�ที่่�เหมาะสม 

โดยเฉพาะในกรณีีของสััตว์์ที่่�มีีขนาดเล็็ก เช่่น หนููไมซ์์ 

(mice) หรืือ หนููแฮมสเตอร์์ (hamster) เพื่่�อช่่วยใน

การคาดการณ์์ผลการศึึกษาทดลองและตรวจสอบสถานะ

สุุขภาพของสััตว์์ได้้อย่่างแม่่นยำรวมถึึงการกำหนดเกณฑ์์

การยุุติิความทรมานของสััตว์์ทดลองระหว่่างการทำการ

วิิจััยโดยอาศััยความเมตตา (Humane endpoint)(3−5)

วััตถุุประสงค์์ของการศึึกษานี้้�เพื่่�อเปรีียบเทีียบผล 

ของความเจ็็บปวดต่่อน้้ำหนัักก่่อนและหลัังการผ่่าตััด

ช่่องท้้องในสััตว์์ทดลองชนิิดหนููไมซ์์ 2 สายพัันธุ์์� ได้้แก่่ 

BALB/c และ C57BL/6 ที่่�ได้้รัับการระงัับความเจ็็บ

ปวดหลัังการผ่่าตััดด้้วยยามอร์์ฟีีน รวมถึึงเปรีียบเทีียบ

ระดับัความเจ็บ็ปวดที่่�สัตว์แ์สดงออกทางใบหน้า้ (Facial 

Mouse Grimace Scale; fMGS) ในแต่่ละช่่วงเวลา

หลัังการผ่่าตััดเปรีียบเทีียบกัับก่่อนผ่่าตััด โดยให้้คะแนน

การแสดงออกของใบหน้้าของสััตว์์ทดลองที่่�เปลี่่�ยนแปลง

ไปตามระดัับความเจ็็บปวด แล้้วหาความสััมพัันธ์์ระหว่่าง

น้้ำหนััก และความเจ็็บปวดหลัังผ่่าตััด โดยสััตว์์ทดลองทั้้�ง

สองสายพัันธุ์์�เป็็นสััตว์์ที่่�ผสมเลืือดชิิดที่่�ได้้รัับความนิิยม

ในการนำมาใช้้ในการทดลองต่่างๆ โดยเฉพาะงานวิิจััยที่่�

เกี่่�ยวข้้องกัับศััลยกรรม(6) 
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การลดลงของน้้ำหนัักกัับความเจ็็บปวดหลัังผ่่าตััดช่่องท้้องในหนูู 
BALB/c และ C57BL/6 	 ขวััญชนก เดชยง  และ กฤตธีี เดชยง

วัสดุและวิธีการ

การดููแลและเลี้้�ยงหนููไมซ์์	

การศึกึษานี้้�ใช้ห้นููไมซ์์ (mice) สายพัันธุ์์� BALB/c 

เพศเมีีย อายุุ 12 สััปดาห์์ จำนวน 20 ตััว และหนููไมซ์์  

สายพันัธุ์์� C57BL/6 เพศเมียี อายุ ุ12 สัปัดาห์ ์จำนวน 23 ตัวั 

ซึ่่�งได้้รับัจากบริิษัทั โนมููระ สยาม อินิเตอร์์เนชั่่�นแนล จำกััด 

ประเทศไทย นำมาเลี้้�ยง ณ สถานสััตว์์ทดลองภาคใต้้ 

คณะวิิทยาศาสตร์์ มหาวิิทยาลััยสงขลานคริินทร์์ ภายใต้้

สภาวะควบคุุมที่่�อุณหภููมิิ 22±2°C ความชื้้�นสััมพััทธ์์ 

60±10% ความยาวแสงสว่่าง 12 ชั่่�วโมง และมืืด 

12 ชั่่�วโมงสลัับกััน ได้้รัับอาหารและน้้ำอย่่างไม่่จำกััด 

ตามมาตรฐานการเลี้้�ยงสััตว์์ทดลอง ก่่อนทำการศึึกษา 

หนููได้้รัับการปรัับสภาพเพื่่�อให้้เกิิดความคุ้้�นชิิน เป็็นเวลา 

7 วััน 

ในการศึกึษานี้้�หนูไูมซ์์จะได้ร้ับัการชั่่�งน้ำ้หนักัทุกุวันั 

ที่่�เวลา 8.00 นาฬิิกา โดยใช้้เครื่่�องชั่่�งน้้ำหนัักดิิจิิตอล 

ความละเอีียด 0.01 กรััม (SPX222®, Ohaus, New 

Jersey, USA)

การผ่่าตััด

หนููไมซ์์ได้้รัับยาดมสลบชนิิดไอโซฟลููเรน (Isoflu- 

rane, USP Lot No. NOO3A226, Aerrane, Baxter 

Healthcare Corporation, USA) 1.5−2% ร่่วมกัับ

ออกซิิเจนปริิมาณ 1.0−1.5 ลิิตรต่่อนาทีี เพื่่�อให้้หมด

สติิและไม่่รู้้�สึึกเจ็็บปวด ก่่อนทำการผ่่าตััดช่่องท้้องตััดขน 

และทำความสะอาดที่่�บริิ เวณหน้้าท้้องของหนููด้้วย

เทคนิิคปราศจากเชื้้�อ และหนููทุุกตััวจะได้้รัับยาลดปวด

ชนิิดมอร์์ฟีีน (Morphine sulfate Lot No. 46HET, 

M&H Manufacturing, TH) ขนาด 5 มิิลลิิกรััมต่่อ

กิิโลกรััม ฉีีดเข้้าใต้้ผิิวหนััง (subcutaneous) จากนั้้�น

เปิิดผ่่าช่่องท้้องที่่�ตำแหน่่งกึ่่�งกลาง (linea alba) เมื่่�อ

เปิิดถึึงช่่องท้้องตััดต่่อลำไส้้เล็็กส่่วนกลาง (jejunum) 

ขนาด 0.2 มิิลลิิเมตร เย็็บด้้วยไหมเย็็บชนิิด polyamide 

ขนาด 8−0 ยาว 45 เซนติเิมตร (ETHILON®, Ethicon, 

USA) จากนั้้�นเย็็บปิิดผนัังช่่องท้้องและผิิวหนัังด้้วยไหม

เย็บ็ชนิิด polypropylene (Prolene®, Ethicon, USA) 

ขนาด 6−0  โดยหนููจะมีีแผลเย็็บที่่�หน้้าท้้อง 5−6 เข็็ม

การประเมิินความเจ็็บปวด
การประเมิินความเจ็็บปวดหลัังผ่่าตััดโดยใช้้การ

แสดงออกทางใบหน้า้ (Facial Mouse Grimace Scale; 
fMGS)(7) ก่่อนการให้้ยาลดปวดทุุกวััน ที่่�เวลา 8.00 
นาฬิิกา โดยการให้้คะแนนแบ่่งเป็็น 3 ระดัับ ตามความ
รุุนแรงของความเจ็็บปวด ได้้แก่่ เจ็็บปวดเล็็กน้้อย (0−3) 
เจ็็บปวดปานกลาง (4−7) และเจ็็บปวดมาก(8−10)(8) 

และหนููได้ร้ับัยาลดปวดชนิิดมอร์์ฟีนีขนาด 5 มิลิลิกิรัมัต่อ่
กิิโลกรััม ฉีีดเข้้าใต้้ผิิวหนัังทุุก 12 ชั่่�วโมง เป็็นเวลา 3 วััน

การวิิเคราะห์์ทางสถิิติิ 
วิิเคราะห์์ข้้อมููลในรููปของค่่าเฉลี่่�ย (mean) และ

ค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation, SD) 
ที่่�มีีการเปรีียบเทีียบความแตกต่่างของค่่าเฉลี่่�ยมากกว่่า 
2 กลุ่่�ม โดยใช้้สถิติิ ิOne-way ANOVA เพื่่�อเปรีียบเทียีบ 
น้ำ้หนักัก่อ่นและหลัังการผ่า่ตัดัช่อ่งท้อ้ง (วันัที่่� 1–6) ของ
หนููไมซ์์ 2 สายพัันธุ์์� BALB/c และ C57BL/6 ที่่�ได้้รัับ
การระงัับความเจ็็บปวดหลัังผ่่าตััดด้้วยยามอร์์ฟีีน และ 
การเปรีียบเทีียบการแสดงออกทางสีีหน้้าในแต่่ละช่่วงเวลา
หลังัผ่่าตััด (วัันที่่� 1–6) ของหนููไมซ์์ 2 สายพัันธุ์์� (BALB/c 
และ C57BL/6) การเปรีียบเทีียบความแตกต่่าง 
ของค่่าเฉลี่่�ยมากกว่่า 2 กลุ่่�ม เมื่่�อมีีการวััดซ้้ำโดยใช้้สถิิติิ 
Repeated measured ANOVA สำหรับัวิเิคราะห์ร์ะดับั
ความเจ็็บปวดของหนูู โดยมีีระดัับนััยสำคััญที่่� p น้้อยกว่่า 
0.05 หรืือที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% ถืือว่่ามีีความ 
แตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ โดยวิิเคราะห์์ 
จากค่า่เฉลี่่�ย  และหาความสัมัพันัธ์ร์ะหว่า่งน้ำ้หนักั (กรัมั) 
และระดัับความเจ็็บปวด (fMGS) เพื่่�อหาความสััมพัันธ์์
ระหว่่างน้้ำหนัักตััวและความเจ็็บปวดหลัังผ่่าตััด (วัันที่่� 
1–6) โดยใช้้สถิิติิ Pearson Correlation ที่่�ระดัับความ
มั่่�นใจ (Confidence Interval) 95% โดยใช้้โปรแกรม
ทางสถิิติิ GraphPad Prism 10.1.0 (GraphPad 
Software, MA, USA)

จริิยธรรมการวิิจััย
การศึึกษานี้้�ผ่่านการรัับรองจริิยธรรมการใช้้สััตว์์ 

จากคณะกรรมการกำกัับดููแลการใช้้สััตว์์เพื่่�องานทาง
วิิทยาศาสตร์์ มหาวิิทยาลััยสงขลานคริินทร์์ (หมายเลข 
การรัับรองโครงการ 2563-05-025) เมื่่�อวัันที่่� 25 

มกราคม พ.ศ. 2566 
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Post-Laparotomy Weight Loss and Pain in BALB/c 
and C57BL/6 Mice 	 Kwanchanok Dejyong and Krittee Dejyong

ผล

ในการศึึกษานี้้�พบว่่าน้้ำหนัักก่่อน (วัันที่่� 0 ของ

การผ่่าตััด) และหลัังผ่่าตััดใน 24 ชั่่�วโมงของหนููไมซ์์ 

ทั้้�งสองสายพันัธุ์์� ไม่มี่ีความแตกต่า่งกันั โดยมีน้ี้ำหนักัลดลง

ประมาณร้อ้ยละ 5 ในวันัที่่� 3–4 หลังัการผ่า่ตัดั และพบว่า่ 

น้้ำหนัักหลัังผ่่าตััดในวัันที่่� 4–6 ของสััตว์์ทดลองทั้้�งสอง

สายพัันธุ์์� ค่่อยๆ เพิ่่�มขึ้้�นตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 1 

ซึ่่�งแสดงว่า่ยามอร์ฟ์ีนีสามารถบรรเทาอาการปวดได้อ้ย่า่ง

มีปีระสิทิธิภิาพ สัตัว์ท์ดลองสามารถกลับัมากินิอาหารและ

น้้ำได้้รวมถึึงระดัับของน้้ำหนัักค่่อยๆ เพิ่่�มขึ้้�น 

วัันที่่�หลัังการผ่่าตััด

0 1 2 3 4 5 6

น้้ำหนัักหลัังการผ่่าตััดช่่องท้้องของหนููไมซ์์สายพัันธุ์์� BALB/C (กรััม)

Minimum 18.97 16.81 18.44 18.58 19.46 20.96 20.94

Maximum 24.42 23.64 23.47 23.22 23.51 23.81 23.87

Mean±SD
22.55
±1.32

21.42
±1.62

21.56
±1.54

21.48
± 1.52

21.62
±1.36

22.47
±0.84

22.60
±1.06

Mean %* 100 95.27 95.84 95.04 95.66 99.42 100.00

น้ำหนัักหลัังการผ่่าตััดช่่องท้้องของหนููไมซ์์สายพัันธุ์์� C57BL/6 (กรััม)

Minimum 15.64 14.89 14.92 15.21 15.70 15.88 16.11

Maximum 23.18 20.94 21.35 21.86 22.16 22.30 23.40

Mean±SD
19.14
±2.07

17.98
±1.71

18.12
±1.74

18.47
±1.76

18.73
±1.70

19.13
±1.77

19.40
±1.90

Mean %* 100 94.53 95.03 95.73 96.79 97.74 97.44

หมายเหตุุ: *ร้้อยละของความแตกต่่างเมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับวัันที่่� 0 ของการผ่่าตััด

การประเมิินความเจ็็บปวดของหนููไมซ์์โดยใช้้การ 

แสดงออกทางใบหน้้า (fMGS)(4,8) พบว่่าหนููไมซ์์ 

ทั้้�งสองสายพัันธุ์์�มีีคะแนนของการประเมิินความเจ็็บปวด 

เพิ่่�มขึ้้�นอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (p < 0.001) ภายใน 

24−120 ชั่่�วโมงหลัังการผ่่าตััด และมีีระดัับความเจ็็บปวด 

สููงสุุดที่่� 24 ชั่่�วโมงหลัังผ่่าตััด เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับ 

คะแนนประเมินิก่อ่นการผ่า่ตัดั โดยคะแนนความเจ็บ็ปวด 

เฉลี่่�ย (mean) เพิ่่�มขึ้้�นเป็็นระดัับปานกลางในวัันที่่� 3.5 

(84 ชั่่�วโมง) และวัันที่่� 4 (96 ชั่่�วโมง) หลัังการผ่่าตััด 

ในหนููไมซ์์สายพัันธุ์์� BALB/C และสายพัันธุ์์� C57BL/6 

ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 2 

ตารางที่่� 2	 การประเมิินความเจ็็บปวดหลัังการผ่่าตััดช่่องท้้องในหนููไมซ์์ด้้วยวิิธีี Facial Mouse Grimace Scale  

	 (fMGS)

เวลาหลัังจากการผ่่าตััด (ชั่่�วโมง)

0 24 36 48 72 84 96 108 120

คะแนนการประเมิินความเจ็็บปวดหลัังการผ่่าตััดช่่องท้้องในหนููไมซ์์สายพัันธุ์์� BALB/C

Minimum 0 6 4 3 3 3 3 1 1

Maximum 0 8 7 7 9 6 4 3 3

Mean±SD
0.00

±0.00
6.80

±0.75
6.00

±0.74
5.40

±1.07
4.90

±1.32
4.30

±0.75
3.80

±0.45
2.30

±0.87
2.10

±1.05

ตารางที่่� 1 น้้ำหนัักหลัังการผ่่าตััดช่่องท้้องของหนููไมซ์์สายพัันธุ์์� BALB/C และ C57BL/6
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การลดลงของน้้ำหนัักกัับความเจ็็บปวดหลัังผ่่าตััดช่่องท้้องในหนูู 
BALB/c และ C57BL/6 	 ขวััญชนก เดชยง  และ กฤตธีี เดชยง

คะแนนการประเมิินความเจ็็บปวดหลัังการผ่่าตััดช่่องท้้องในหนููไมซ์์สายพัันธุ์์� C57BL/6

Minimum 0 5 4 3 4 4 3 2 1

Maximum 0 8 7 7 6 6 5 5 3

Mean±SD
0.00

±0.00
6.55

±0.69
5.75

±1.02
5.3

±1.08
5.15

±0.75
4.64

±0.75
4.00

±0.56
2.79

±0.89
1.93

±0.82

ตารางที่่� 2	 การประเมิินความเจ็็บปวดหลัังการผ่่าตััดช่่องท้้องในหนููไมซ์์ด้้วยวิิธีี Facial Mouse Grimace Scale  

	 (fMGS) (ต่่อ)

การวิเิคราะห์์เปรียีบเทีียบน้้ำหนัักตัวัหลัังการผ่่าตัดั

วันัแรกเมื่่�อเทียีบกับัน้ำ้หนักัตัวัก่อ่นผ่า่ตัดั (%) (ภาพที่่� 1A) 

และระดัับความเจ็็บปวดหลัังผ่่าตััดวัันแรก (fMGS) 

(ภาพที่่� 1B) ของหนููไมซ์์สายพัันธุ์์� BALB/c และ 

C57BL/6 พบว่่าไม่่มีีความแตกต่่างของการลดลงของ 

น้้ำหนััก และระดัับความเจ็็บปวด ระหว่่างหนููไมซ์์ทั้้�งสอง

สายพัันธุ์์� และเมื่่�อบัันทึึกการเปลี่่�ยนแปลงของน้้ำหนััก

ร่่างกาย (Grams) หลัังการผ่่าตััด พบว่่า น้้ำหนัักตััวของ

หนููไมซ์์สายพัันธุ์์� BALB/c เพิ่่�มขึ้้�นอย่่างช้้าๆ ในช่่วง 4 

วัันแรกหลัังลดลงจากการผ่่าตััด (ภาพที่่� 1C) ซึ่่�งแตกต่่าง

จากหนููไมซ์์สายพัันธุ์์� C57BL/6 ที่่�พบการเพิ่่�มขึ้้�นของ 

น้ำ้หนักัอย่า่งต่อ่เนื่่�องหลังัลดลงอย่า่งฉับัพลันัของน้้ำหนักั

ในวัันแรกหลัังการผ่า่ตัดั (ภาพที่่� 1D) อย่่างไรก็ต็าม น้ำ้หนักั

ของหนููไมซ์์ทั้้�งสองสายพัันธุ์์�เพิ่่�มขึ้้�นเป็็นลำดัับใกล้้เคีียงกัับ

ก่่อนผ่่าตััดในวัันที่่� 5 หลัังการผ่่าตััด โดยสอดคล้้องกัับ

ข้อ้มูลูระดับัความเจ็บ็ปวดหลัังผ่า่ตัดัที่่�ลดลงเหลือืระดับัต่ำ่ 

ใน 108 ชั่่�วโมง หรือื 4 วันัหลังัการผ่า่ตัดั ในหนูไูมซ์ส์ายพันัธุ์์� 

BALB/c (ภาพที่่� 1E) และ 120 ชั่่�วโมง หรืือ 5 วัันหลััง

การผ่่าตััดในหนููไมซ์์สายพัันธุ์์� C57BL/6 (ภาพที่่� 1F) 

ความสััมพันัธ์ร์ะหว่า่งน้ำ้หนักัตััว และระดับัความเจ็บ็ปวด 

ของหนููไมซ์์ทั้้�งสองสายพัันธุ์์�พบว่่าระดัับความเจ็็บปวด

แปรผกผัันกัับน้้ำหนัักตััวของหนููไมซ์์ (ภาพที่่� 1G และ 

ภาพที่่� 1H)

พบความสััมพัันธ์์ทางสถิิติิที่่�มีีนััยสำคััญของความ

สััมพัันธ์์ (Correlation) การเปลี่่�ยนแปลงน้้ำหนัักเฉลี่่�ย 

(กรัมั) และคะแนนความเจ็บ็ปวด (fMGS) ของหนูเูมาส์์

สายพัันธุ์์� BALB/c และ C57BL/6 มีีความสััมพัันธ์์ 

ในระดับัสูงู โดยมีคี่า่สัมัประสิทิธิ์์�การตัดัสินิใจ (R2) เท่า่กับั 

0.82 (p = 0.0125) และ 0.97 (p = 0.0004) ตามลำดัับ 

แสดงให้้เห็็นถึึงแนวโน้้มความรุุนแรงของความเจ็็บปวด

ลดลงหลัังผ่่าตััด อย่่างเป็็นลำดัับ ซึ่่�งตรงข้้ามกัับความ

สัมัพันัธ์ข์องน้ำ้หนักัตัวัในระยะฟื้้�นตัวั ดังัแสดงในภาพที่่� 1
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ภาพที่่� 1	 กราฟแสดงการเปรีียบเทีียบน้้ำหนัักตััวหลัังการผ่่าตััดวัันแรกเมื่่�อเทีียบกัับน้้ำหนัักตััวก่่อนผ่่าตััด (%) 

	 (A)	และระดัับความเจ็็บปวดหลัังผ่่าตััดวัันแรก (fMGS) (B) ของหนููไมซ์์ 2 สายพัันธุ์์� (BALB/c และ 	

	 C57BL/6)  กราฟแสดงการเปลี่่�ยนแปลงของน้้ำหนัักร่่างกาย (Grams) ของหนููไมซ์์สายพัันธุ์์� BALB/c 

	 (C)	และหนููไมซ์์สายพัันธุ์์� C57BL/6 (D) กราฟแสดงข้้อมููลระดัับความเจ็็บปวดหลัังผ่่าตััดในหนููไมซ์์ 

	 สายพัันธุ์์� BALB/c (E) และสายพัันธุ์์� C57BL/6 (F) กราฟแสดงความสััมพัันธ์์ระหว่่างน้้ำหนัักตััว  

	 และระดัับความเจ็็บปวดของหนููไมซ์์ ทั้้�งสองสายพัันธุ์์�  (BALB/c และ C57BL/6) (G และ H)
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การลดลงของน้้ำหนัักกัับความเจ็็บปวดหลัังผ่่าตััดช่่องท้้องในหนูู 
BALB/c และ C57BL/6 	 ขวััญชนก เดชยง  และ กฤตธีี เดชยง

ผ่่าตััด ซึ่่�งความเจ็็บปวดนั้้�นสามารถคงอยู่่�นานถึึง 5 วััน

หลัังผ่่าตััด การอัักเสบของเนี้้�อเยื่่�อหลัังการผ่่าตััดจะอยู่่�ที่่� 

48−72 ชั่่�วโมงแรก(10) หลัังจากนั้้�นจะมีีการแพร่่ของ

เซลล์์อัักเสบในระยะการแพร่่กระจาย (proliferative 

phase) ซึ่่�งจะเกิิดขึ้้�นในระยะ 5 วัันหลัังเกิิดการบาดเจ็็บ

ของเนื้้�อเยื่่�อ(10) ผลการศึึกษานี้้�สอดคล้้องกัับการศึึกษา

ของ Chen D และคณะ(9) ที่่�พบว่่าการตอบสนองต่่อการ

อักัเสบและการจััดการความเจ็็บปวดมีีความสำคััญอย่่างยิ่่�ง 

ในระยะฟื้้�นตััวหลัังการผ่่าตััด แม้้ว่่าจะใช้้ยาลดปวด 

โอปิิออยด์์ชนิิดรุุนแรง (High intensity opioids) ก็็ 

ไม่ส่ามารถจััดการความเจ็็บปวดได้้ดีใีนช่่วง 3 - 5 วันัแรก

ของการฟื้้�นตััวหลัังผ่่าตััด

ดัังนั้้�นการพิิจารณาการบรรเทาอาการความ 

เจ็็บปวดในสััตว์์ทดลองอาจต้้องเพิ่่�มระยะเวลาในการ 

ให้้ยาลดปวดรวมถึึงการให้้ยาบรรเทาอาการปวด

และลดการอัักเสบที่่�ออกฤทธิ์์�ในกลไกที่่�แตกต่่างกััน 

เพื่่�อบรรเทาอาการเจ็็บปวดอย่่างมีีประสิิทธิิภาพ เช่่น 

การให้้ยาระงัับการอัักเสบชนิิดไม่่ใช่่สเตีียรอยด์์ร่่วมกัับ

มอร์์ฟีีน เป็็นต้้น และเฝ้้าติิดตามอาการของสััตว์์ทดลอง

รวมทั้้�งน้้ำหนัักที่่�ลดลง เพื่่�อพิิจารณาประสิิทธิิภาพการ

บรรเทาอาการปวดในสััตว์์ทดลอง(9,11) ในกรณีีที่่�การ

บรรเทาความเจ็็บปวดไม่่สามารถบรรเทาให้้ความเจ็็บ

ปวดที่่�เกิิดขึ้้�นทุุเลาลงจนสััตว์์ทดลองสามารถดำเนิินชีีวิิต 

ได้้จะพบว่่าอััตราการกิินอาหารลดลง ซึ่่�งในการศึึกษานี้้� 

ไม่่ได้้ติิดตามอััตราการกิินอาหารและน้้ำของสััตว์์ทดลอง 

แต่่จากการติิดตามน้้ำหนัักของสััตว์์ทดลองสามารถ

ทำนายอััตราการกิินอาหารและน้้ำของสััตว์์ทดลอง

ได้้โดยการเพิ่่�มขึ้้�นของน้้ำหนัักสามารถประเมิินได้้ว่่า 

สััตว์์ทดลองมีีอััตราการกิินอาหารและน้้ำ เพิ่่�มขึ้้�น 

หากน้้ำหนัักของสััตว์์ทดลองลดลงสามารถประเมิินได้้ว่่า

อััตราการกิินอาหารของสััตว์์ทดลองลดลง ปััจจััยอื่่�นๆ 

นอกจากความเจ็็บปวดของการผ่่าตััดแล้้ว สาเหตุุจาก

ปััญหาทางทัันตกรรม ปััญหาของการกลืืน ปััญหาระบบ

ทางเดินิอาหาร หรือืโรคทางระบบอื่่�นๆ เช่น่ ภาวะไทรอยด์์

เป็น็พิิษ มะเร็็ง โรคเบาหวาน การอัักเสบเรื้้�อรััง หรืือโรคที่่�

กระทบต่อ่ระบบภูมูิคิุ้้�มกันัของร่า่งกายสามารถกระทบต่อ่

การฟื้้�นตัวัหลังัผ่า่ตัดัของหนููไมซ์ส์ายพัันธุ์์� BALB/c และ 

C57BL/6 ซึ่่�งเป็็นสายพัันธุ์์�ผสมแบบเลืือดชิิดเหล่่านี้้�(12) 

วิจารณ์

การศึึกษานี้้�แสดงให้้เห็็นถึึงความสััมพัันธ์์ระหว่่าง

ความเจ็็บปวดที่่� เกิิดขึ้้�นหลัังการผ่่าตััดช่่องท้้องและ 

น้้ำหนัักตััวของสััตว์์ทดลองที่่�ลดลง เนื่่�องจากความ 

เจ็็บปวดนั้้�นส่่งผลกระทบต่่อการสููญเสีียน้้ำในร่่างกาย 

ความไม่่สบายกาย และยัังส่่งผลต่่อความอยากอาหาร

ในหนููไมซ์์ ซึ่่�งเป็็นภาวะที่่�ผิิดปกติิจากธรรมชาติิของสััตว์์

ทดลองชนิิดนี้้� เมื่่�อได้้รัับยามอร์์ฟีีนซึ่่�งจััดอยู่่�ในกลุ่่�ม 

โอปิิออยด์์ที่่�ออกฤทธิ์์�ที่่�ตััวรัับโอปิิออยด์์ เพื่่�อยัับยั้้�งการ 

ส่ง่สัญัญาณความเจ็บ็ปวดจากเส้น้ประสาทไปยังัไขสันัหลังั

และสมองทำให้้สามารถระงัับความเจ็็บปวดได้้อย่่าง

มีีประสิิทธิิภาพ เมื่่�อสััตว์์ทดลองได้้รัับการผ่่าตััดมีีการ

บาดเจ็็บและเกิิดความเจ็็บปวด สััญญาณความเจ็็บปวด 

จากบาดแผลถููกระงัับไม่่สามารถส่่งสััญญาณไปยัังระบบ

ประสาทส่่วนกลางทำให้้สััตว์์ทดลองมีีอาการเจ็็บปวด

ลดลง และสามารถดำเนิินชีีวิิต กิินอาหารและน้้ำได้้(9) 

การลดลงของน้้ำหนัักหลัังการผ่่าตััดของหนููไมซ์์ทั้้�งสอง 

สายพัันธุ์์� (BALB/c และ C57BL/6) ไม่่มีีความ 

แตกต่่างกััน เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับน้้ำหนัักเริ่่�มต้้นใน 24 

ชั่่�วโมงแรกหลัังการผ่่าตััด ในวัันที่่� 2–4 น้้ำหนัักของหนูู 

ทั้้�งสองสายพัันธุ์์�ลดลง เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับน้้ำหนัักก่่อน

ผ่่าตััดและค่่อยๆ เพิ่่�มขึ้้�นใกล้้เคีียงน้้ำหนัักก่่อนผ่่าตััดใน 

วัันที่่� 5–6 (ตารางที่่� 1) บ่่งชี้้�ว่่าการฟื้้�นตััวของสััตว์์ทดลอง 

จะใช้้เวลาอย่่างน้้อย 6 วััน ระดัับของน้้ำหนัักจะค่่อยๆ 

เพิ่่�มขึ้้�นในกรณีีที่่�มีการบรรเทาความเจ็็บปวดอย่่าง 

เหมาะสมในขณะที่่�การประเมิินความเจ็็บปวดของสััตว์์

ทดลอง โดยใช้้การแสดงออกทางใบหน้้า (fMGS) พบ

ระดัับของความเจ็็บปวดเพิ่่�มสููงหลัังการผ่่าตััดใน 24 

ชั่่�วโมงเมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับก่อ่นผ่่าตััด และระดัับของความ

เจ็็บปวดค่่อยๆ ลดลงตามลำดัับในวัันที่่� 2–5 เนื่่�องจากมีี

การได้้รัับยาลดปวดชนิิดมอร์์ฟีีน

 ในการศึึกษานี้้�ไม่่ได้้บรรเทาการอัักเสบหลััง 

การผ่่าตััด พบว่่าภาวะการณ์์อัักเสบของเนื้้�อเยื่่�อที่่�เกิิดการ

บาดเจ็็บจากการผ่่าตััดส่่งผลกระทบให้้เกิิดความเจ็็บปวด 

และพฤติิกรรมต่่ออาการบาดเจ็็บที่่�เกิิดขึ้้�นดัังกล่่าวแม้้ว่่า

บาดแผลภายนอกหายดีีแล้้วก็็ตาม จากการศึึกษานี้้�แสดง

ให้้เห็็นถึึงอิิทธิิพลของความเจ็็บปวดที่่�ขยายมากกว่่า 

72 ชั่่�วโมงของระยะเวลาการอัักเสบของเนื้้�อเยื่่�อหลัังการ



170 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 67 ฉบับที่ 2 เมษายน  - มิถุนายน 2568

Post-Laparotomy Weight Loss and Pain in BALB/c 
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นอกจากความสััมพัันธ์์ของการลดลงของน้้ำหนััก

สััตว์์ทดลองต่่อระดัับความเจ็็บปวดแล้้ว การแสดงออก

ของพฤติิของสััตว์์ทดลองที่่�สามารถบ่่งชี้้�ถึึงภาวะความ 

เจ็็บปวดหรืือความไม่่สบายกาย เช่่น การแสดงออก 

ของสีีหน้้าที่่�เปลี่่�ยนไป การแยกตััวออกจากกลุ่่�ม หรืือ 

การเคลื่่�อนไหวของร่่างกายที่่�ลดลง เป็็นต้้น สามารถ 

บ่่งชี้้�ถึึงความผิิดปกติิที่่�เกิิดขึ้้�นกัับสััตว์์ทดลอง(4,13,14) 

การศึึกษานี้้�พบว่่ายามอร์์ฟีีนสามารถลดระดัับความ

เจ็็บปวดได้้ประมาณหนึ่่� งเท่่านั้้�น โดยสามารถลด

คะแนนประเมิินความเจ็็บปวดจากคะแนนประมาณ 

7–8 ลดลง โดยมีคี่า่เฉลี่่�ยประมาณ 5–6 ใน 24–48 ชั่่�วโมง 

หลัังผ่่าตััด และสอดคล้้องกัับน้้ำหนัักตััวของสััตว์์ทดลอง 

ที่่�ลดลงหลัังผ่่าตััด ผลของการศึึกษานี้้�สอดคล้้องกัับ

รายงานของ Matsumiya LC และคณะ(4) ที่่�ศึึกษา

ผลของการผ่่าตััดทำหมัันเพศเมีียในหนููไมซ์์ โดยพบว่่า 

Buprenorphine ซึ่่� งจััดเป็็นยาระงัับปวดอยู่่� ใน

กลุ่่�มโอปิิออยด์์และอยู่่�ในกลุ่่�มยาเดีียวกัับยามอร์์ฟีีน

มีีประสิิทธิิภาพในการระงัับความเจ็็บปวดดีีกว่่ายา

ในกลุ่่�มยาระงัับการอัักเสบชนิิดไม่่ใช่่สเ ตีียรอยด์์ 

เพียีงอย่า่งเดียีว การศึกึษาของ Furumoto K และคณะ(15)

ได้้ศึึกษาผลของการระงัับปวดด้้วยยาบรรเทาอาการปวด 

มากกว่า่ 1 ชนิิด ในการระงับัอาการปวดหลังัการผ่า่ตัดัลำไส้้ 

เปรีียบเทีียบการบรรเทาอาการโดยใช้้ยา Meloxicam 

และ Meloxicam ร่่วมกัับ Buprenorphine พบว่่า 

ก า ร ใช้้ ย าบรร เทาปวด  Me lox i cam ร่่ วม กัับ 

Buprenorphine สามารถบรรเทาอาการความเจ็็บปวด

ได้้ดีีกว่่าการใช้้ยาเพีียงชนิิดเดีียว

 ดัังนั้้�นแนวทางการระงัับปวดนี้้�มีีประสิิทธิิภาพ

สามารถลดความรุุนแรงของอาการปวดของหนููไมซ์์ 

หลัังผ่่าตััด เพิ่่�มคุุณภาพชีีวิิต และความอยากอาหารของ

สัตัว์ท์ดลอง การติดิตามอาการและประเมินิความเจ็บ็ปวด 

รวมทั้้�งประเมิินน้้ำหนัักของสััตว์์ทดลองหลัังผ่่าตััดอย่่าง

ใกล้้ชิิด เป็็นการประเมิินประสิิทธิิภาพในการบรรเทา

อาการปวดหลัังการผ่่าตััด(15) 

การศึึกษาต่อ่ไปควรทดสอบการใช้้ยาบรรเทาความ

เจ็็บปวดแบบผสมผสาน (Multimodal analgesia)    

เช่่น ยาโอปิิออยด์์ร่่วมกัับยาระงัับการอัักเสบชนิิดไม่่ใช่่ 

สเตีียรอยด์์ (NSAIDs) เพื่่�อประเมิินประสิิทธิิภาพ 

ในการบรรเทาความเจ็็บปวดหลัังการผ่่าตััดเพิ่่�มเติิม 

นอกจากนี้้�ควรวััดระดัับความเจ็็บปวดและการฟื้้�นตััวของ

หนููไมซ์์โดยใช้้เครื่่�องมืือหลากหลาย และศึึกษาผลของ 

การบรรเทาความเจ็็บปวดในสััตว์์ชนิิดอื่่�นๆ ติิดตามผล 

ข้้างเคีียงจากการใช้้ยาหลายชนิิดร่่วมกัันและสำรวจ

ปััจจััยอื่่�นๆ ที่่�อาจมีีผลต่่อการฟ้ื้�นตััวหลัังการผ่่าตััด การ

ศึึกษาเหล่่านี้้�จะช่่วยให้้สามารถเข้้าใจและพััฒนาแนวทาง

การบรรเทาความเจ็็บปวดหลัังการผ่่าตััดได้้อย่่างมีี

ประสิิทธิิภาพมากยิ่่�งขึ้้�น และเพิ่่�มคุุณภาพชีีวิิตของสััตว์์

ทดลองในอนาคต

สรุป

 การศึึกษานี้้�แสดงให้้เห็น็ผลของการผ่่าตัดัช่่องท้้อง

ในหนููไมซ์์สายพัันธุ์์� C57BL/6 และ BALB/c เพศเมีีย 

ทั้้�ง 2 สายพัันธุ์์� มีีน้้ำหนัักตััวลดลงประมาณ 5% ใน 24 

ชั่่�วโมงหลัังการผ่่าตััด และจะฟื้้�นตััวสู่่�ระดัับน้้ำหนัักก่่อน

การผ่่าตััดในวัันที่่� 5 จากการประเมิินความเจ็็บปวดจาก

ใบหน้้า (fMGS) ซึ่่�งมีีความสััมพัันธ์์กัับการลดน้้ำหนััก

ของร่่างกาย แม้้จะมีีการให้้ยาลดปวดชนิิดมอร์์ฟีีน แต่่

ความเจ็็บปวดยัังคงมีีอยู่่�เกิินกว่่าที่่�คาดโดยเฉพาะใน 3 

วัันหลัังการผ่่าตััด ผลการศึึกษานี้้�เน้้นย้้ำถึึงความจำเป็็น

ในการขยายเวลาการจััดการความเจ็็บปวดหลัังการผ่่าตััด 

และการพิิจารณาแนวทางหลายรููปแบบในการจััดการ 

ความเจ็็บปวด (Multimodal analgesia) 

การศึกึษาวิจิัยันี้้�มีขี้อ้จำกััดหลายประการ คือื การใช้้ 

หนููไมซ์์ในการทดลอง ซึ่่�งอาจทำให้้ผลลััพธ์์ไม่่สามารถ 

นำไปประยุุกต์์ใช้้กัับสััตว์์อื่่�นหรืือมนุุษย์์ได้้โดยตรง 

การวััดความเจ็็บปวดด้้วย fMGS อาจไม่่ครอบคลุุม 

ทุกุมิิติขิองความเจ็็บปวด การใช้้ยามอร์์ฟีนีเพีียงอย่่างเดีียว 

อาจไม่่เพีียงพอสำหรัับการจััดการความเจ็็บปวดทั้้�งหมด 

การศึึกษามุ่่�งเน้้นเฉพาะช่่วงเวลาสั้้�นๆ หลัังการผ่่าตััด

เพีียง 5 วััน และการลดน้้ำหนัักถููกใช้้เป็็นตััวบ่่งชี้้�หลัักของ 

ความเจ็็บปวด ซึ่่�งอาจไม่่ครอบคลุุมพฤติิกรรมและ

สััญญาณทางสรีีรวิิทยาอื่่�นๆ 
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การลดลงของน้้ำหนัักกัับความเจ็็บปวดหลัังผ่่าตััดช่่องท้้องในหนูู 
BALB/c และ C57BL/6 	 ขวััญชนก เดชยง  และ กฤตธีี เดชยง

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุุณเจ้้าหน้้าที่่�ของศููนย์์บริิการสััตว์์ทดลอง 

คณะวิิทยาศาสตร์์ มหาวิิทยาลััยสงขลานคริินทร์์ ที่่�กรุุณา

ดููแลสััตว์์ทดลองระหว่่างการทำวิิจััย และขอขอบคุุณ

มหาวิิทยาลััยสงขลานคริินทร์์ที่่�ให้้ทุุนสนัับสนุุนในการทำ
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Post-Laparotomy Weight Loss and Pain in BALB/c 
and C57BL/6 Mice 	 Kwanchanok Dejyong and Krittee Dejyong

Kwanchanok Dejyong1  and Krittee Dejyong2

1Laboratory Animals Service Center, Faculty of Science, Prince of Songkla University, Songkla 90110, 

Thailand
2Department of Clinic, Faculty of Veterinary Medicine, Prince of Songkla University, Songkla 90110, 
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Correlation between Post-Laparotomy 
Weight Loss and Pain in 

BALB/c and C57BL/6 Mice

ABSTRACT  The use of animal models in surgical research can induce significant pain, particularly in 
mammals, which respond to pain similarly to humans. Pain affects behavior, appetite, and weight loss 
after surgery. This study aimed to compare the effects of pain on pre- and post-operative weight in two 
strains of laboratory mice, BALB/c and C57BL/6, which received morphine for post-operative pain relief. 
The study also aimed to compare the level of pain expression through facial indicators (Facial Mouse  
Grimace Scale; fMGS) at various post-operative time points, relative to pre-operative conditions. The facial 
expressions of the mice were scored to assess changes corresponding to pain levels, and the correlation 
between weight loss and post-operative pain was evaluated. The results showed a 5% weight loss during 
the first 3–4 days post-surgery, followed by gradual weight gain thereafter. The findings indicated that 
while morphine alleviated pain, it did not provide complete relief. Furthermore, there was a correlation 
between pain and weight loss, with a coefficient of determination (R²) of 0.82 and p = 0.0125 for BALB/c 
mice, and R² of 0.97 and p = 0.0004 for C57BL/6 mice. The pain assessment using the facial mouse  
grimace scale revealed that pain persisted until day 5 post-surgery. Therefore, despite the administration of 
opioid analgesics, post-operative weight loss was observed following abdominal surgery. It is recommended  
that pain management should be considered for prolonged pain relief including other analgesics and  
anti-inflammatory drugs that act through different mechanisms to relieve pain more effectively. 

Keywords: Mice, Post-enterotomy, Weight, Pain
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ณิิชารััศม์์ พรจิิรนพนัันท์์1,2  เพชรััตน์์ พานทอง3  และ สมชาติิ แตรตุุลาการ4

1บััณฑิิตศึึกษาสาขาวิิชาเทคนิิคการแพทย์์ คณะสหเวชศาสตร์์ มหาวิิทยาลััยธรรมศาสตร์์ ศููนย์์รัังสิิต ปทุุมธานีี 12120
2ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 4 สระบุุรีี กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ อำเภอมวกเหล็็ก สระบุุรีี 18180
3ภาควิิชากายวิิภาคศาสตร์์ คณะวิิทยาศาสตร์์ มหาวิิทยาลััยมหิิดล กรุุงเทพมหานคร 10400
4ภาควิิชาเทคนิิคการแพทย์์ คณะสหเวชศาสตร์์ มหาวิิทยาลััยธรรมศาสตร์์ ศููนย์์รัังสิิต ปทุุมธานีี 12120

การศกึษาการใชง้านเวบ็แอปพลเิคชนัสำ�หรบัการบรหิาร
เครื่องมือและวัสดุห้องปฏิบัติการทางการแพทย์: 

การยอมรับเทคโนโลยีและความพึงพอใจ

บทคัดย่อ  การบริหารเครื่องมือและวัสดุของห้องปฏิบัติการทางการแพทย์นั้นสำ�คัญในงานพัฒนาคุณภาพ ประเทศไทยมี 
ระบบบริหารดังกล่าวที่พัฒนาข้ึนภายในประเทศอยู่น้อย การศึกษานี้นำ�เว็บแอปพลิเคชันสำ�หรับการบริหารเครื่องมือและวัสดุ 
ของห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่พัฒนามาก่อนหน้าน้ี แต่ขาดการทดลองใช้งานในสถานพยาบาลและขาดการทดสอบ 
การยอมรับเทคโนโลยี วัตถุประสงค์ของการศึกษาเพื่อทดสอบการใช้งานและการยอมรับเทคโนโลยีของเว็บแอปพลิเคชันฯ 
ในห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ หลังทดลองใช้ให้ตอบแบบสอบถามเพื่อหาค่าสัมประสิทธิ์เส้นทาง (β) ที่มีผลต่อการยอมรับ
เทคโนโลย ีรวมถงึประเมนิความพึงพอใจและขอ้เสนอแนะ ผลพบคา่เฉล่ียการยอมรบัเทคโนโลยแีละความพงึพอใจในระดบัมาก 
(3.51–3.52) ค่าสถิติสมการโครงสร้างพบและความคาดหวังในการใช้งานและอิทธิพลทางสังคมมีความสัมพันธ์เชิงบวกและมี
อทิธพิลโดยตรงอยา่งมนียัสำ�คญัทางสถติ ิ(p < 0.05) กับความต้ังใจในการใชง้าน ที ่β = 0.39 และ 0.52 ตามลำ�ดับ (ยอมรบัเมือ่ 
β > 0.10 และ p < 0.05) โดยความคาดหวังในการใช้งานส่งผลผ่านอิทธิพลทางสังคม (Total Effect = 0.78, p < 0.05) 
แสดงว่าทั้งความคาดหวังในการใช้งานและอิทธิพลทางสังคมเป็นปัจจัยที่สำ�คัญต่อการยอมรับเทคโนโลยีของระบบที่ทดสอบ 
ส่วนผู้ใช้งานเห็นว่าระบบเว็บแอปพลิเคชันฯ ช่วยในการบริหารคลังน้ำ�ยา วัสดุ และเครื่องมือได้อย่างเป็นระบบ แต่ควรปรับปรุง
ให้ใช้งานง่ายขึ้น ดังนั้นปัจจัยของอิทธิพลทางสังคมและความง่ายต่อการใช้งานมีส่วนผลักดันในการนำ�เว็บแอปพลิเคชันฯ  
มาใช้ เพื่อพัฒนาคุณภาพห้องปฏิบัติการทางการแพทย์และทำ�ให้ทราบแนวทางการพัฒนาระบบต่อไป

คำ�สำ�คัญ: เว็บแอปพลิเคชัน, การบริหารเครื่องมือและวัสดุ, ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์, การประเมินการยอมรับเทคโนโลยี  
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Web-Based Application for Medical Laboratory Inventory	
and Supply Management 	 Nicharas Phornjiranoppanan et al.

บทนำ�

ในระบบการรัับรองกระบวนการคุุณภาพตาม

มาตรฐานโรงพยาบาลและบริิการสุุขภาพ (Healthcare 

Accreditation)(1) กล่่าวถึึงเครื่่�องมืือและวััสดุุทาง 

การแพทย์์ที่่�องค์์กรต้้องสร้้างความมั่่�นใจว่่า มีีเครื่่�องมืือที่่�

จำเป็็น พร้้อมใช้้งาน ทำหน้้าที่่�ได้้เป็็นปกติิ และต้้องมีีแผน

บริหิารเครื่่�องมืือที่่�ได้้ผล ปลอดภััย เชื่่�อถืือได้้ มีกีารคััดเลืือก 

จััดหา ทำบััญชีีรายการทดสอบก่่อนการใช้้งานครั้้�งแรก 

ตรวจสอบ ทดสอบ และบำรุุงรัักษาให้้พร้้อมใช้้งาน 

ปััจจุุบัันมีีการนำเทคโนโลยีีมาใช้้ในการพััฒนาระบบ

บริิหารจััดการข้้อมููลในส่่วนต่่างๆ ทางห้้องปฏิิบััติิการ 

เพื่่�อจัดัการข้้อมูลูพื้้�นฐานที่่�เกี่่�ยวข้้องให้้เป็็นระบบ รวดเร็็ว

ในการค้้นหา ลดภาระงานของบุุคลากร เพิ่่�มสมรรถนะ

ในการทำงาน จึึงมีีผู้้�คิิดค้้นพััฒนาระบบเทคโนโลยีีใน 

รูปูแบบต่า่งๆ มาใช้ใ้นการพัฒันางานให้ม้ีคีวามเหมาะสม 

ทัันสมััย และลดค่่าใช้้จ่่าย ประเทศไทยมีีการศึึกษาและ

พััฒนาระบบสารสนเทศ เพื่่�อการจััดการเครื่่�องมืือของ 

ห้อ้งปฏิิบััติกิารทางการแพทย์์หรือืโรงพยาบาล เช่่น ระบบ 

Microsoft Access(2,3) ระบบเว็บ็แอปพลิเิคชันัเครือืข่า่ย 

WepMEt ในการจัดัการเครื่่�องมือื อุปุกรณ์ท์างการแพทย์์ 

ในโรงพยาบาล(4,5) เป็น็ต้น้ ซึ่่�งเป็น็ระบบเกี่่�ยวกับัการบริหิาร 

จััดการเครื่่�องมืือเพีียงอย่่างเดีียว ในส่่วนของงานที่่�

เกี่่�ยวข้้องกัับระบบสารสนเทศในการจััดการคลัังพััสดุุ 

ส่่วนใหญ่่ในโรงพยาบาลมีีการนำไปประยุุกต์์ใช้้กัับ 

การบริิหารคลัังเวชภััณฑ์์(6) ซึ่่�งเป็็นการนำเทคโนโลยีี 

เครืือข่่าย (Network) มากำกัับดููแล ผลการศึึกษาพบว่่า 

หลัังจากการนำระบบดัังกล่่าวมาใช้้งาน สามารถลด 

ภาระงานของบุุคลากรวิิชาชีีพด้้านสาธารณสุุข นำยากลัับ

มาหมุุนเวีียนใช้้ และทำให้้มีีข้้อมููลในการจััดทำรายงาน 

การเงิินที่่�ถููกต้้องครบถ้้วนตามการใช้้งานจริิง นอกจากนี้้� 

สุุริิยััน นิิลทะราช และ สมบููรณ์์ ชาวชายโขง(7) ได้้ศึึกษา 

พััฒนาระบบสารสนเทศการบริิหารงานพััสดุุ เพื่่�อ

การควบคุุมวััสดุุภายในมหาวิิทยาลััยราชภััฏสกลนคร 

โดยวิิเคราะห์์กระบวนการทำงานและควบคุุมพััสดุุ

ภายในหน่่วยงาน พบว่่าระบบการบริิหารจััดการวััสดุุ 

และเครื่่� องมืือของห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์

แบบองค์์รวมที่่�พััฒนาภายในประเทศนั้้�นมีีอยู่่�อย่่าง 

จำกััดและมีีใช้้งานเฉพาะภายในหน่่วยงาน อีีกทั้้�ง 

มีีบริิบทที่่�แตกต่่างจากห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์ 

ทำให้้ Sritart H. และคณะ(8) ได้้พััฒนาระบบเว็็บ

แอปพลิิเคชัันสำหรัับการบริิหารเครื่่�องมืือและวััสดุุ

แบบองค์์รวม ซึ่่�งต่่อไปนี้้�เรีียกว่่า “เว็็บแอปพลิิเคชัันฯ” 

โดยเปรีียบเสมืือนโปรแกรมจััดเก็็บฐานข้้อมููลของ 

เครื่่�องมืือและวััสดุุที่่� ใช้้งานภายในหน่่วยงานหรืือ 

ห้้องปฏิิบััติิการ ซึ่่�งมีีหลัักการใช้้งานที่่�สำคััญ ได้้แก่่ 

1) ระบบสมาชิิกและสิิทธิ์์�การใช้้งาน เพื่่�อทำการสร้้างและ

กำหนดสิิทธิ์์�บััญชีีของผู้้�ใช้้งาน 2) ระบบทะเบีียนวััสดุุ 

อุปุกรณ์ ์น้ำ้ยา ซึ่่�งผู้้�ใช้ง้านต้อ้งทำการลงทะเบียีนสถานที่่�ตั้้�ง 

ของการจััดเก็็บวััสดุุสิ้้�นเปลืืองก่่อนจึึงทำการลงทะเบีียน

เพิ่่�มวััสดุุสิ้้�นเปลืือง 3) ระบบทะเบีียนครุุภััณฑ์์ เครื่่�องมืือ 

โดยผู้้�ใช้้งานต้้องทำการลงทะเบีียนสถานที่่�ตั้้�งของการจััด

เก็็บครุุภััณฑ์์หรืือเครื่่�องมืือก่่อน จึึงจะสามารถทำการลง

ทะเบียีนเพิ่่�มครุุภัณัฑ์์หรือืเครื่่�องมืือได้ ้4) ระบบการสั่่�งซื้้�อ 

ผู้้�ใช้้งานต้้องทำการลงทะเบีียนบริิษััทสั่่�งซื้้�อ เพิ่่�มเอกสาร

การสั่่�งซื้้�อ และเพิ่่�มรายการครุุภััณฑ์์ วััสดุุสิ้้�นเปลืืองตาม

ใบสั่่�งซื้้�อ 5) ระบบการเบิิกวััสดุุสิ้้�นเปลืือง โดยระบบนี้้� 

ผู้้�ใช้้งานสามารถสร้้างเอกสารและลงรายการเบิิกวััสดุุ 

สิ้้�นเปลืืองได้้ 6) ระบบซ่่อมบำรุุงครุุภััณฑ์์ เครื่่�องมืือ ซึ่่�ง 

ผู้้�ใช้ง้านสามารถลงทะเบียีนบริษิัทัซ่อ่มบำรุงุครุภุัณัฑ์ห์รือื

เครื่่�องมืือ เพิ่่�มเอกสารซ่่อมบำรุุงครุุภััณฑ์์หรืือเครื่่�องมืือ 

และเพิ่่�มรายการครุภุัณัฑ์ต์ามใบส่ง่ซ่อ่ม 7) ระบบยืมื/คืนื 

ครุุภััณฑ์์ เครื่่�องมืือ โดยระบบนี้้�สามารถสร้้างเอกสาร 

ลงรายการยืืมหรืือคืืนครุุภััณฑ์์หรืือเครื่่�องมืือได้้ 8) ระบบ

คู่่�มืือ และเอกสารบำรุุงรัักษา เป็็นระบบที่่�ให้้ผู้้�ใช้้งาน

สามารถบัันทึึกข้้อมููลของคู่่�มือและเอกสารบำรุุงรัักษา

เก็็บไว้้ในรููปแบบเอกสารอิิเล็็กทรอนิิกส์์ได้้ 9) ระบบการ

สืบืค้น้ข้อ้มูลู โดยผู้้�ใช้ง้านสามารถสืบืค้น้ข้อ้มูลูของ สถาน

ที่่�ตั้้�ง/เก็็บ ชื่่�อ เลขรหััสสิินค้้า หรืือยี่่�ห้้อ/รุ่่�น ของเครื่่�องมืือ 

หรืือวััสดุุอุุปกรณ์์สิ้้�นเปลืืองได้้ และ 10) ระบบสรุุป

และรายงาน เพื่่�อให้้ผู้้�ใช้้งานสามารถดููสรุุปและรายงาน

ข้้อมููลของทะเบีียนครุุภััณฑ์์และวััสดุุสิ้้�นเปลืืองได้้ โดย 

เว็็บแอปพลิเิคชัันที่่�พัฒันาขึ้้�นใหม่น่ี้้�แตกต่า่งจากโปรแกรม

ฐานข้้อมููลหรืือสิินค้้าคงคลัังอื่่�น คืือ พััฒนาให้้สามารถ

ใช้้งานกัับอุุปกรณ์์หรืือระบบปฏิิบััติิการที่่�หลากหลาย

มากขึ้้�นเพราะสามารถใช้้งานได้้ทั้้�งบนคอมพิิวเตอร์์ 

โทรศััพท์์เคลื่่�อนที่่�หรืือแท็็บเล็็ต และเป็็นระบบภาษาไทย 
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เว็็บแอปพลิิเคชัันสำหรัับการบริิหารเครื่่�องมืือและวััสดุุทางการแพทย์์	 ณิิชารััศม์์ พรจิิรนพนัันท์์ และคณะ

ที่่�ครอบคลุุมความต้้องการพื้้�นฐานในบริิบทของ 

ห้้องปฏิิบััติิการทางแพทย์์ทั้้�งด้้านการจััดเก็็บ จััดซื้้�อ 

การยืืมคืืน การซ่่อมบำรุุงรัักษา และการรวบรวมสรุุป

ข้อ้มูลูของ ครุภุัณัฑ์ ์เครื่่�องมือื และวัสัดุสุิ้้�นเปลือืงที่่�รวมกััน 

เป็็นเว็็บแอปพลิิเคชััน 

การใช้้งานเว็็บแอปพลิิเคชัันฯ ผู้้�ใช้้งานต้้องได้้รัับ

การสร้้างสมาชิิกในระบบเพื่่�อลงชื่่�อเข้้าใช้้ (Log in) และ

เข้้าสู่่�เมนููหลััก (Main Menu) ประกอบด้้วย ครุุภััณฑ์์

และวััสดุุ (มีีเมนููย่่อยคืือ ครุุภััณฑ์์ (Equipment), 

วััสดุุสิ้้�นเปลืือง (Consumable), และเพิ่่�มครุุภััณฑ์์-

วััสดุุสิ้้�น เปลืือง) กลุ่่�มผู้้� ใช้้ งาน การกำหนดสิิทธิ์์� 

(Authentication) สถานที่่�ตั้้�ง คู่่�มืือการใช้้งาน เบิิกวััสดุุ 

สิ้้�นเปลืือง บริิษัทัสั่่�งซื้้�อ บริษิัทัส่่งซ่่อม ส่ง่ซ่่อมครุภุัณัฑ์ ์ยืมื/

คืืนครุุภััณฑ์์ และระบบสมาชิิก (มีีเมนููย่่อย คืือ สมาชิิก

กลุ่่�มผู้้�ใช้้งาน และการกำหนดสิิทธิ์์� (Authentication)) 

ดัังแสดงในภาพที่่� 1 

อย่่างไรก็็ตามระบบเว็็บแอปพลิิเคชัันที่่�ถูกพััฒนา

ขึ้้�นมาแล้้วในเบื้้�องต้้นนี้้� ยัังขาดการทดสอบระบบใน

สภาวะหรืือสถานที่่�ปฏิิบััติิงานจริิงซึ่่�งเป็็นขั้้�นตอนสำคััญ

ในการทดสอบซอฟต์์แวร์์ที่่�พัฒนา(9) เพราะการทดสอบ

ซอฟต์์แวร์์โดยผู้้�ใช้้งานจริิงนั้้�นเป็็นปราการด่่านสุุดท้้าย

ที่่�สามารถประเมิินคุุณภาพและสามารถระบุุข้้อผิิดพลาด

ในทางปฏิิบััติิได้้ นอกจากนี้้�การทดสอบการยอมรัับของ

ผู้้�ใช้้งานเป็็นขั้้�นตอนหนึ่่�งของการทดสอบซอฟต์์แวร์์(9) 

ในการศึึกษานี้้�เลืือกใช้้ทฤษฎีีการรวมกัันของการยอมรัับ

เทคโนโลยีสีารสนเทศ (Unified Theory of Acceptance 

and Use of Technology, UTAUT)(10) เนื่่�องจากเป็็น

ทฤษฎีีที่่�ใช้้ศึึกษาพฤติิกรรมการยอมรัับการใช้้เทคโนโลยีี

และนวััตกรรมใหม่่ที่่�พััฒนาขึ้้�นจากการวิิเคราะห์์และ

นำจุุดเด่่นของแต่่ละทฤษฎีีหรืือแนวคิิดที่่� เกี่่�ยวกัับ 

การยอมรัับเทคโนโลยีี 8 ทฤษฎีีมารวมกััน ประกอบด้้วย 

ทฤษฎีีการกระทำตามหลัักเหตุุผล (The Theory of 

Reasoned Action, TRA) แบบจำลองการยอมรัับ

เทคโนโลยี ี(Technology Acceptance Model, TAM) 

แบบจำลองแรงจููงใจ (Motivation Model, MM) 

ทฤษฎีีพฤติิกรรมตามแบบแผน (Theory of Planned 

Behavior, TPB) ทฤษฎีผีสานระหว่า่ง TAM และ TPB 

(Combined TAM and TPB, c-TAM-TPB) 

แบบจำลองการใช้้คอมพิิวเตอร์์ส่่วนบุุคคล (Model of  

Personal Computer Utilization, MPCU) และ

ทฤษฎีกีารเผยแพร่่นวััตกรรม (Diffusion of Innovation 

Theory, DOI) ได้้ข้้อสรุุปว่่า ความตั้้�งใจการใช้้งาน 

มีีอิิทธิิพลโดยตรงกัับพฤติิกรรมการใช้้งาน (Use 

Behavior)  และขึ้้� นอยู่่�กั บ 3  ปัั จจัั ยหลััก  คืือ 

1) ความคาดหวัังในประสิิทธิิภาพ 2) ความคาดหวัังใน

การใช้้งาน และ 3) อิิทธิิพลทางสัังคม ส่่วนสิ่่�งอำนวย

ความสะดวก (Facilitating Conditions) เป็็นปััจจััยที่่�

มีีผลโดยตรงต่่อพฤติิกรรมการใช้้งาน ทฤษฎีี UTAUT 

มีีประสิิทธิิภาพเหนืือกว่่าทฤษฎีีทั้้�ง 8 มีีค่่า adjusted 

R2 ประมาณ 70%(10) ประกอบกัับ UTAUT มีีการนำ

มาใช้้ในการศึึกษาหลายด้้าน เช่่น การศึึกษา(11) การเงิิน 

และธนาคาร(12) ระบบสารสนเทศ(13,14) และระบบบริิการ

สุุขภาพ(15,16) เป็็นต้้น การศึึกษาที่่�ใช้้ทฤษฎีีนี้้�ในระบบ

บริกิารสุุขภาพ ได้้แก่่ การแพทย์์ทางไกล(17,18)  สารสนเทศ

ภาพที่่� 1	 โครงสร้้างของเว็็บแอปพลิิเคชัันฯ และลำดัับ 

	 การใช้้งาน(8)
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Web-Based Application for Medical Laboratory Inventory	
and Supply Management 	 Nicharas Phornjiranoppanan et al.

ในระบบสุุขภาพ(8,19,20) อุุปกรณ์์และสื่่�ออิินเทอร์์เน็็ต

ทางการแพทย์์(21) งานเวชระเบีียน(22) เป็น็ต้้น ซึ่่�งสอดคล้้อง

กัับบริิบทในการศึึกษาครั้้� งนี้้�ที่่� เ ป็็นห้้องปฏิิบััติิการ 

ทางการแพทย์์ในโรงพยาบาล และสุุดท้้ายผู้้�วิิจััยทำการ

ประเมิินความพึึงพอใจของผู้้�ใช้้งานจริิงในโรงพยาบาล 

ที่่�เข้้าร่่วมวิิจััย โดยประเมิินในด้้านการใช้้งาน ความ 

น่่าเชื่่�อถืือ การออกแบบ และความยืืดหยุ่่�น ซึ่่�งการ

ประเมิินการยอมรัับเทคโนโลยีีและความพึึงพอใจจะเป็็น 

การประเมิินความน่่าเชื่่�อถืือและคุุณภาพของเว็็บ 

แอปพลิิเคชัันฯ โดยสามารถนำผลการศึึกษาที่่�ได้้ไปใช้้ใน

การพััฒนาหรืือแก้้ไขข้้อผิิดพลาดและปััญหาต่่างๆ ที่่�พบ

ในผู้้�ใช้ง้านจริงิ เพื่่�อให้ไ้ด้ร้ะบบที่่�มีคีวามสมบูรูณ์เ์หมาะสม 

และตรงกัับความต้้องการตามบริิบทของผู้้�ใช้้งานใน 

ห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์มากที่่�สุด รวมทั้้�งเป็็น

ข้้อมููลเชิิงประจัักษ์์ของการยอมรัับเทคโนโลยีี และ

ความพึึงพอใจต่่อคุุณลัักษณะด้้านต่่างๆ ที่่�นำไปมุ่่�งเน้้น

พััฒนาคุุณลัักษณะด้้านนั้้�นๆ ให้้ดีียิ่่�งขึ้้�น เหมาะแก่่การ

ใช้้ประโยชน์์ในการพััฒนาคุุณภาพระบบห้้องปฏิิบััติิการ

ทางการแพทย์์

ดังันั้้�นในการศึกึษานี้้�จึงึทำการประเมินิการยอมรับั

เทคโนโลยีีและความพึึงพอใจในการใช้้งานจริิงใน 

โรงพยาบาลด้ว้ย ซึ่่�งคณะผู้้�วิจัิัยมีวัีัตถุปุระสงค์เ์พื่่�อทดสอบ

การใช้้งานเว็็บแอปพลิิเคชัันฯ และทำการวิิเคราะห์์ 

การยอมรัับเทคโนโลยีีเพื่่�อศึึกษาอิิทธิิพลของปััจจััย 

ด้้านความคาดหวัังในประสิิทธิิภาพ (Performance 

Expectancy) ความคาดหวัังในการใช้้งาน (Effort 

Expectancy) อิทิธิพิลทางสังัคม (Social Influence) และ

ความปลอดภััย (Security) ต่่อความตั้้�งใจในการใช้้งาน 

(Behavioral Intention) ที่่�เป็็นตััวแปรที่่�แสดงถึึงการ

ยอมรัับเทคโนโลยีี 

วัสดุและวิธีการ

อาสาสมััคร

อาสาสมััคร คืือ  บุุคลากรห้้องปฏิิบััติิการ 

ทางการแพทย์์ทั้้�งหมดของโรงพยาบาลในภาคกลางของ

ประเทศไทย ที่่�ได้้รัับความยิินยอมและสมััครใจเข้้าร่่วม 

การทดสอบ จำนวน 10 แห่่ง ได้้แก่่ โรงพยาบาล 

เจ้้าพระยายมราช โรงพยาบาลสระบุุรีี โรงพยาบาลภููมิิพล

อดุุลยเดช โรงพยาบาลพหลพลพยุุหเสนา โรงพยาบาล

ปทุุมธานีี โรงพยาบาลอ่่างทอง โรงพยาบาลหนองแค 

โรงพยาบาลมวกเหล็็ก โรงพยาบาลนพรััตนราชธานีี และ 

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์์เฉลิิมพระเกีียรติิ โดยกลุ่่�ม

ตััวอย่่างเป็็นบุุคลากรห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์ที่่�ตรง

กัับเกณฑ์์คััดเข้้า คืือ เป็็นบุุคลากรห้้องปฏิิบััติิการทาง 

การแพทย์์ของโรงพยาบาลหรืือสถาบัันที่่�สมััครใจเข้้าร่่วม

วิจิัยั และสามารถใช้ค้อมพิวิเตอร์ห์รือืมือืถือืได้ ้อ่า่น เขียีน

และเข้้าใจภาษาไทยได้้ เกณฑ์์การคััดออก คืือ บุุคลากร 

ที่่�ไม่ส่นใจหรืือไม่ส่ามารถเข้้าร่ว่มการวิิจัยัได้ต้ามระยะเวลา 

การทดสอบหรืือไม่่สามารถใช้้เว็็บแอปพลิิเคชัันฯ ได้้ 

การวิิจััยครั้้�งนี้้�ทำการทดสอบการใช้้งานและการยอมรัับ

เทคโนโลยีขีองเว็บ็แอปพลิเิคชันัฯ โดยใช้ก้ารวิเิคราะห์ต์าม

สถิิติสิมการโครงสร้้าง (Structural Equation Model) 

ด้้วยวิิธีี Partial Least Square หรืือ PLS-SEM 

และเนื่่�องด้้วยข้้อจำกััดของเว็็บแอปพลิิเคชัันฯ ในการ

ศึกึษาครั้้�งนี้้�เป็น็ระบบที่่�พัฒันาขึ้้�นในขั้้�นต้น้เพื่่�อการศึกึษา

วิิจััยเท่่านั้้�นและเป็็นระบบปิิด มิิได้้เผยแพร่่เป็็นระบบ

สาธารณะ อีีกทั้้�งต้้องมีีการฝึึกและทดลองใช้้งานเป็็น

เวลานานอย่่างน้้อย 2 เดืือน ทำให้้จำนวนผู้้�ใช้้งานหรืือ 

กลุ่่�มตััวอย่่างที่่�เป็็นบุุคลากรในห้้องปฏิิบััติิการทางแพทย์์

มีีอยู่่�อย่่างจำกััด จึึงเลืือกใช้้วิิธีีการคำนวณตััวอย่่างสำหรัับ

การวิิเคราะห์์ PLS-SEM วิิธีี Inverse Square Root 

Method(23) โดยกำหนดค่่าระดัับนัยัสำคััญ α = 0.05 หรืือ 

ความเชื่่�อมั่่�น 95% และเพื่่�อให้้เห็็นจากการศึึกษาของทฤษฎีี 

UTAUT มีีค่่าสััมประสิิทธิ์์�เส้้นทางความสััมพัันธ์์ (Path 

Coefficients หรืือ β) ของตััวแปรต้้น (ความคาดหวััง 

ในประสิิทธิิภาพ ความคาดหวัังในการใช้้งาน อิิทธิิพล

ทางสัังคม) ต่่อตััวแปรตาม (ความตั้้�งใจในการใช้้งาน) 

เฉลี่่�ย 0.31(10) จากตารางขนาดตัวัอย่า่ง(24) โดยวิธิี ีInverse 

Square Root Method ที่่�ระดัับค่่าสััมประสิิทธิ์์�เส้้นทาง

ความสััมพัันธ์์ 0.31 และระดัับนััยสำคััญ α = 0.05 ต้้อง

ใช้้ตััวอย่่างจำนวน 39 ตััวอย่่าง แต่่เมื่่�อคิิดรวมโอกาส 

ที่่�ผู้้�ร่วมวิิจััยจะถอนตััวที่่� 15% จึึงมีีจำนวนตััวอย่่างที่่�เก็็บ

จากทุุกโรงพยาบาลรวมกััน 45 คน

เครื่่�องมืือที่่�ใช้้ในการวิิจััย

ระบบสารสนเทศ คืือ เว็็บแอปพลิิเคชัันฯ

แบบสอบถามที่่�ผู้้�วิิจััยสร้้างขึ้้�นจากการทบทวน

วรรณกรรม ทฤษฎีี มาตรฐานของการทดสอบซอฟต์์แวร์์ 
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เว็็บแอปพลิิเคชัันสำหรัับการบริิหารเครื่่�องมืือและวััสดุุทางการแพทย์์	 ณิิชารััศม์์ พรจิิรนพนัันท์์ และคณะ

การยอมรัับเทคโนโลยีี และความพึึงพอใจ แบ่่งออก 

เป็็น 4 ส่่วน ได้้แก่่

ส่่วนที่่� 1 ข้้อมููลพื้้�นฐานของผู้้�ตอบแบบสอบถาม 

ได้แ้ก่ ่เพศ อายุุ ระดัับการศึกึษา ตำแหน่่ง ห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร 

ประสบการณ์์การใช้้งานโปรแกรมด้้านฐานข้้อมููล 

การบัันทึึกการจััดการเครื่่�องมืือหรืือวััสดุุสิ้้�นเปลืือง และ

สถานะของผู้้�ใช้้งานระบบ (ผู้้�ใช้้งานทั่่�วไป ผู้้�ดูแลระบบ 

ผู้้�บริิหาร) เพื่่�อนำมาใช้้วิิเคราะห์์ปััจจััยหรืือความสััมพัันธ์์

ด้้านประชากรศาสตร์์ต่่อการยอมรัับเทคโนโลยีีและความ

พึึงพอใจ

ส่่วนที่่� 2 การประเมิินการยอมรัับเทคโนโลยีี 

(Technology Acceptance) ของเว็็บแอปพลิิเคชัันฯ 

โดยมีีข้้อคำถามเกี่่�ยวกัับตััวแปรความคาดหวัังใน

ประสิิทธิิภาพ (Performance Expectancy, PE) คืือ 

ผู้้�ใช้้งานระบบมีีความคาดหวัังว่่า ระบบจะมีีประโยชน์์ 

ในการบริิหารเครื่่�องมืือและวััสดุุ ทำให้้ปฏิิบััติิงานสำเร็็จ

ได้ร้วดเร็ว็มากขึ้้�น และทำงานได้ม้ากขึ้้�น (Productivity) 

ในระดัับใด ตััวแปรความคาดหวัังในการใช้้งาน (Effort 

Expectancy, EE) คือื ผู้้�ใช้ง้านระบบมีีความคาดหวังัว่า่ 

ระบบจะมีกีารใช้้งานที่่�ง่า่ย สามารถเรีียนรู้้�การใช้ง้านได้้ง่า่ย 

และสามารถใช้ง้านได้อ้ย่า่งคล่อ่งแคล่ว่ในระดับัใด ตัวัแปร

อิิทธิิพลทางสัังคม (Social Influence, SI) คืือ ผู้้�ใช้้งาน

ระบบตั้้�งสมมติิฐานว่่า เพื่่�อนร่่วมงาน หััวหน้้างาน และ 

ผู้้�บริิหารองค์์กร มีีผลต่่อการนำระบบนี้้�มาใช้้งานใน 

ระดับัใด ตัวัแปรความปลอดภัยั (Security, S) คือื ผู้้�ใช้ง้าน 

ระบบคิิดว่่า โปรแกรมมีีความปลอดภััยในการป้้องกััน 

การเข้้าใช้้งานโดยไม่่ได้้รัับอนุุญาต มีีการแบ่่งประเภท 

และจำกััดสิิทธิ์์�ผู้้�ใช้้งานเพื่่�อให้้ระบบมีีความปลอดภััย 

ทั้้�งรููปแบบออนไลน์์และออฟไลน์์มีีความปลอดภััย 

ในระดัับใด และตััวแปรความตั้้� งใจในการใช้้งาน 

(Behavioral Intention, BI) คืือ ผู้้�ใช้้งานระบบ 

คิดิว่่าถ้้าหากมีีระบบนี้้� ให้้เลืือกใช้้ในการปฏิิบัตัิงิาน คาดว่่า 

จะใช้้งานระบบหรืือตั้้�งใจที่่�จะใช้้งานระบบในระดัับใด  

โดยปรัับรายการข้้อคำถามอ้้างอิิงตามทฤษฎีีของ 

UTAUT(10) และงานวิิจััยของ Huser V และคณะ(22)

ส่่วนที่่� 3 การประเมิินความพึึงพอใจต่่อการใช้้งาน

เว็็บแอปพลิิเคชัันฯ มีีการประเมิินด้้านการใช้้งาน ความ 

น่่าเชื่่�อถืือ การออกแบบ และความยืืดหยุ่่�น 

ส่่วนที่่� 4 คำถามปลายเปิิดเพื่่�อสอบถามความ

ต้้องการที่่�ผู้้�ทดลองใช้้งานอยากให้้ปรัับปรุุง แก้้ไข และ

ความคิิดเห็็นหรืือข้้อเสนอแนะเพิ่่�มเติิม

แบบสอบถามทุุกส่่วนมีีค่่าดััชนีีความตรงตาม

เนื้้�อหา (Index of Item-objective Congruence, 

IOC)(25) ที่่�ประเมิินโดยผู้้�เชี่่�ยวชาญ 3 ท่่าน (มีีความ

เชี่่�ยวชาญในด้้านระบาดวิิทยา ระบบคุุณภาพและ 

การบริิหารจััดการห้้องปฏิิบััติิการ และจุุลชีีววิิทยา) อยู่่�

ระหว่่าง 0.67-1 แบบสอบถามส่่วนที่่� 2 และ 3 เป็็นระดัับ

ความคิิดเห็็นตามมาตรวััดเจตคติิแบบลิิเคิิร์์ท (Likert 

Scale)(26) แบ่่งเป็็น 5 ระดัับ คืือ 1–5 ซึ่่�งแปลผลเป็็นช่่วง 

คะแนนเฉลี่่�ย โดยคะแนน 4.51–5.00 หมายถึึง ระดัับ 

ความคิดิเห็น็หรือืพึงึพอใจมากที่่�สุดุ คะแนน  3.51–4.50 

หมายถึึง ระดัับความคิิดเห็็นหรืือพึึงพอใจมาก คะแนน 

2.51–3.50 หมายถึึง ระดัับความคิิดเห็็นหรืือพึึงพอใจ 

ปานกลาง คะแนน 1.51–2.50 หมายถึึง ระดัับความคิิดเห็็น 

หรืือพึึงพอใจน้้อย และคะแนน 1.00–1.50 หมายถึึง  

ระดับัความคิิดเห็็นหรืือพึงึพอใจน้้อยที่่�สุด(27  แบบสอบถาม

ส่่วนที่่� 2 และ 3 มีีค่่าความเชื่่�อมั่่�นสััมประสิิทธิ์์�อััลฟาของ 

ครอนบาค (Cronbach’s Alpha Coefficient)(28) 

เท่่ากัับ 0.93 และ 0.95 ตามลำดัับ 

ขั้้�นตอนการเก็็บรวบรวมข้้อมููล

บุุคลากรในห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์ของ 

โรงพยาบาลที่่� เข้้ าร่่ วมวิิจััยได้้รัับการติิดตั้้� งระบบ 

เว็็บแอปพลิิเคชัันฯ จากคณะผู้้�วิิจััย และได้้รัับการชี้้�แจง

วััตถุุประสงค์์ ขั้้�นตอนและวิิธีีการใช้้งานระบบ และ 

ขั้้�นตอนการวิิจััย โดยไม่่มีีการระบุุตััวบุุคคล อาสาสมััคร 

ผู้้�ใช้้งานระบบสามารถปฏิเิสธการเข้า้ร่ว่มวิจิัยัหรือืถอนตัวั 

โดยไม่ม่ีผีลกระทบใดๆ ต่ออาสาสมัคัร หลังัจากการติดิตั้้�ง 

ระบบเว็็บแอปพลิิเคชัันฯ โดยมีีการสร้้างบััญชีีผู้้�ใช้้

ตามบทบาทหน้้าที่่�ของผู้้�ใช้้แต่่ละบุุคคลที่่�ร่่วมทดสอบ 

ผู้้�ใช้้งานมีีระยะเวลาการทดลองใช้้งานระบบ 2 เดืือน 

จากนั้้�นจึึงทำแบบสอบถามการยอมรัับเทคโนโลยีีและ

ความพึึงพอใจด้้วยตนเอง และเก็็บรวบรวมข้้อมููล บัันทึึก

ข้อ้มูลูลงโปรแกรม Microsoft Excel เพื่่�อนำไปวิิเคราะห์์

ผลการวิิจััยในภาพรวม
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การวิิเคราะห์์ข้้อมููล

วิเิคราะห์ข์้อ้มูลูโดยใช้ส้ถิติิพิรรณนา (Descriptive 

Statistics) ได้้แก่่ ร้้อยละ ค่่าเฉลี่่�ย (X) ส่่วนเบี่่�ยงเบน

มาตรฐาน (SD) เพื่่�อแสดงข้้อมููลเกี่่�ยวกัับลัักษณะทาง

ประชากรศาสตร์ ์การยอมรับัเทคโนโลยี ีและความพึงึพอใจ 

การทดสอบการกระจายตัั วของ ข้้อ มููลแบบปกติิ 

(Normality Test) ของคะแนนระดัับความคิิดเห็็น 

ถููกวิิเคราะห์์ด้้วยสถิิติิ Shapiro-Wilk Test นอกจากนี้้� 

วิิเคราะห์์ข้้อมููลโดยใช้้สถิิติิอนุุมาน (Inferential 

Statistics) โดยทดสอบความสััมพัันธ์์ของตััวแปรด้้วย

สถิิติิ Spearman's Correlation การทดสอบการ

ยอมรับัเทคโนโลยีดี้ว้ยการวิเิคราะห์ส์ถิติิสิมการโครงสร้า้ง

วิิธีี PLS-SEM ซึ่่�งเป็็นเทคนิิคสำหรัับการสร้้างและการ

ทดสอบโมเดลสมการโครงสร้้างที่่�มีีความซัับซ้้อน มัักใช้้

ในการวิิจััยที่่�มุ่่�งเน้้นการทำนายและไม่่จำเป็็นต้้องมีีการ 

กระจายตััวของข้้อมููลแบบปกติิ สามารถใช้้กัับขนาด

ตััวอย่่างที่่�เล็็ก เหมาะสำหรัับการวิิเคราะห์์ที่่�มีตััวแปร

ที่่�ไม่่สามารถวััดได้้โดยตรงหรืือตััวแปรแฝง (Latent 

Variables)(29) ซึ่่�ง PLS-SEM สามารถบอกขนาด

อิิทธิิพลของปััจจััยหรืือตััวแปรต้้นที่่�มีีต่่อตััวแปรตาม

ด้้วยค่่าสััมประสิิทธิ์์� เ ส้้นทางความสััมพัันธ์์ (Path 

Co-efficients หรืือ β) นอกจากนี้้�ยัังบอกความสััมพัันธ์์ 

และความสามารถทำนายค่่าของตััวแปรตามจากตััวแปร

ต้้นด้้วยค่่า R2 ซึ่่�งจากรายงานการวิิจััยที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับ 

UTAUT มีีการใช้้สถิิติิ PLS-SEM(19,20,30−34) ในการ

วิเิคราะห์ข้์้อมูลู โดยงานวิจิัยันี้้�เลืือกใช้โ้ปรแกรม Smart-

PLS 4(35) ในการวิิเคราะห์์ PLS-SEM และสถิิติิอื่่�นๆ 

วิเิคราะห์ด์้ว้ยโปรแกรม Jamovi 2.5(36) โดยกำหนดค่า่นัยั

สำคััญทางสถิิติิเมื่่�อ p < 0.05 ที่่�ระดัับนััยสำคััญ α = 0.05 

ความแตกต่่างของความตั้้�งใจในการใช้้งานหรืือความ

พึึงพอใจต่่อตััวแปร เพศ อายุุ ประสบการณ์์ และขนาด 

โรงพยาบาลสถานะของผู้้�ใช้้งาน ทดสอบโดยใช้้สถิิติิ 

Mann-Whitney U ถ้้าตััวแปรแบ่่งเป็็น 2 กลุ่่�ม และ 

ใช้้สถิิติิ Kruskal Wallis test ถ้้ามากกว่่า 2 กลุ่่�ม 

จริิยธรรมการวิิจััย

การวิิจััยนี้้� เป็็นการวิิจััยเชิิงสำรวจ (Survey 

Research) และเ ชิิงพรรณนา (Descriptive 

Research) ได้้รัับการพิิจารณาและรัับรองจาก 

คณะกรรมการจริิยธรรมการวิิจััยในคน มหาวิิทยาลััย

ธรรมศาสตร์์ สาขาวิิทยาศาสตร์์ โครงการเลขที่่� COA 

No. 108/2566 

ผล

ส่่วนที่่� 1 ข้้อมููลพื้้�นฐาน

คุุณลัักษณะทางประชากรศาสตร์์ของอาสาสมััคร

ผลการวิิเคราะห์์ข้้อมููลพบว่่ามีีอาสาสมััครผู้้�ใช้้งาน

ระบบและตอบแบบสอบถามทั้้�งหมด จำนวน 45 คน โดย

เป็็นเพศหญิิง ร้้อยละ 71.11% เพศชาย ร้้อยละ 28.89% 

มีีค่่าเฉลี่่�ยอายุุอยู่่�ที่่� 36.11±10.55 ปีี มีีการศึึกษาอยู่่�ใน

ระดัับปริิญญาตรีี ร้้อยละ 73.33 รองลงมาอยู่่�ในระดัับ 

สููงกว่่าปริิญญาตรีี ร้้อยละ 17.78 และน้้อยสุุดอยู่่�ในระดัับ 

ต่ำ่กว่า่ปริญิญาตรี ีร้อ้ยละ 8.89 โดยปฏิบิัตัิงิานในตำแหน่ง่

นัักเทคนิิคการแพทย์์ ร้้อยละ 57.78 มากที่่�สุุด รองลงมา

เป็็นหััวหน้้าห้้องปฏิิบััติิการหรืือส่่วนงาน ร้้อยละ 22.22 

ที่่�เหลืือเป็็นนัักวิิทยาศาสตร์์ ร้้อยละ 11.11 และตำแหน่่ง 

อื่่�นๆ ร้้อยละ 8.89

ผู้้�ตอบแบบสอบถามส่่วนใหญ่่มีีประสบการณ์์ใน

การใช้้งานโปรแกรมฐานข้้อมููล เช่่น Microsoft Access 

หรืือ Excel ตั้้�งแต่่ 3 ปีีขึ้้�นไป ร้้อยละ 88.89 ที่่�เหลืือมีี

ประสบการณ์์น้้อยกว่่า 3 ปีี ร้้อยละ 11.11 ลัักษณะงาน

ที่่�ปฏิิบััติิอยู่่�ในกลุ่่�มงานเทคนิิคการแพทย์์ ร้้อยละ 11.11 

จุุลชีีววิิทยาคลิินิิก ร้้อยละ 6.67 เคมีีคลิินิิก ร้้อยละ 15.56 

ภูมูิคิุ้้�มกันัวิทิยาคลินิิกิ ร้อ้ยละ 8.89 ธนาคารเลือืด ร้อ้ยละ 

24.44 โลหิติวิทิยา ร้อ้ยละ 13.33 และห้อ้งปฏิบิัตัิกิารอื่่�นๆ 

เช่่น อณููชีีวโมเลกุุล ผู้้�ป่่วยนอก ฯลฯ ร้้อยละ 20.00 

การบัันทึึกข้้อมููลของการจััดการคลัังวััสดุุและ

เครื่่�องมืือส่่วนใหญ่่เป็็นการจดบัันทึึกลงสมุุดหรืือแฟ้้ม

ข้้อมููล ร้้อยละ 33.33 มีีการใช้้โปรแกรมสำเร็็จรููปของ 

Laboratory Information System (LIS) หรืือ 

Hospital Information System (HIS) ร้อ้ยละ 26.67 

ที่่�เหลืือเป็็นการบัันทึึกด้้วยโปรแกรมตั้้�งแต่่ 2 รูปูแบบขึ้้�นไป 

เช่่น Microsoft Excel หรืือ Microsoft Access ร้้อยละ 

28.89 หรือืโปรแกรมที่่�พัฒันาขึ้้�นเอง ร้อ้ยละ 11.11 ในส่ว่น 

ของฐานะผู้้�ใช้ง้านเว็บ็แอปพลิเิคชันัฯ เป็น็ผู้้�ใช้ง้านในหน้า้ที่่� 

มากที่่�สุด ร้อ้ยละ 71.11 รองลงมาเป็น็ผู้้�ดูแลระบบ ร้อ้ยละ 

17.78 และผู้้�บริิหาร ร้้อยละ 11.11 ดัังแสดงในตารางที่่� 1 



179วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 67 ฉบับที่ 2 เมษายน  - มิถุนายน 2568

เว็็บแอปพลิิเคชัันสำหรัับการบริิหารเครื่่�องมืือและวััสดุุทางการแพทย์์	 ณิิชารััศม์์ พรจิิรนพนัันท์์ และคณะ

ตารางที่่� 1 คุุณลัักษณะทางประชากรศาสตร์์ของอาสาสมััคร

คุุณลัักษณะ จำนวน (คน) ร้้อยละ

เพศ
ชาย
หญิิง

13
32

28.89
71.11

อายุุ
เฉลี่่�ย 36.11±10.55 ปีี

การศึึกษา
ต่่ำกว่่าปริิญญาตรีี
ปริิญญาตรีี
สููงกว่่าปริิญญาตรีี

4
33
8

8.89
73.33
17.78

ตำแหน่่ง
นัักวิิทยาศาสตร์์
นัักเทคนิิคการแพทย์์
หััวหน้้าห้้องปฏิิบััติิการหรืือส่่วนงาน
อื่่�นๆ

5
26
10
4

11.11
57.78
22.22
8.89

ประสบการณ์์การใช้้งานโปรแกรมฐานข้้อมููล
น้้อยกว่่า 3 ปีี
ตั้้�งแต่่ 3 ปีีขึ้้�นไป

5
40

11.11
88.89

ห้้องปฏิิบััติิการ
กลุ่่�มงานเทคนิิคการแพทย์์
จุุลชีีววิิทยาคลิินิิก
เคมีีคลิินิิก
ภููมิิคุ้้�มกัันวิิทยาคลิินิิก
ธนาคารเลืือด
โลหิิตวิิทยา
อื่่�น ๆ

5
3
7
4
11
6
9

11.11
6.67
15.56
8.89
24.44
13.33
20.00

การบัันทึึกข้้อมููล
บัันทึึกลงโปรแกรมที่่�พััฒนาขึ้้�นเอง
บัันทึึกลงโปรแกรมสำเร็็จรููปที่่�มากัับระบบ LIS/HIS
บัันทึึกลงสมุุดหรืือแฟ้้มข้้อมููล
มีีการบัันทึึกข้้อมููลตั้้�งแต่่ 2 ระบบขึ้้�นไป เช่่น Microsoft Excel 
หรืือ Microsoft Access

5
12
15
13

11.11
26.67
33.33
28.89

สถานะผู้้�ใช้้งานระบบ
ผู้้�ดููแลระบบ
ผู้้�บริิหาร
ผู้้�ใช้้งานในหน้้าที่่�

8
5
32

17.78
11.11
71.11

จำนวนอาสาสมััครทั้้�งหมด 45 100.00
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ส่่วนที่่� 2 การประเมิินการยอมรัับเทคโนโลยีีของเว็็บ

แอปพลิิเคชัันฯ 

เมื่่�ออาสาสมััครใช้้งานเว็็บแอปพลิิเคชัันฯ เป็็น

เวลา 2 เดืือน จึึงทำแบบสอบถามการยอมรัับเทคโนโลยีี 

ผลการวิิเคราะห์์ข้้อมููลจากสถิิติิพรรณนา ดัังแสดงใน

ตารางที่่� 2 พบว่่าผู้้�ใช้้งานมีีความตั้้�งใจในการใช้้งาน เฉลี่่�ย 

ที่่�ระดัับ 3.52±0.99 ความคาดหวัังในประสิิทธิิภาพ 

เฉลี่่�ยที่่�ระดัับ 3.81±0.787 ความคาดหวัังในการใช้้งาน 

เฉลี่่�ยที่่�ระดัับ 3.67±0.911 อิิทธิิพลทางสัังคม เฉลี่่�ยที่่�

ระดัับ 3.58±0.872 และความปลอดภััย เฉลี่่�ยที่่�ระดัับ 

3.96±0.638 ซึ่่�งเมื่่�อแปลผลระดัับความคิิดเห็็นตาม

มาตรวััดเจตคติิแบบลิิเคิิร์์ท ตีีความได้้ว่่า ผู้้�ใช้้งานระบบ

มีีระดัับความเห็็นด้้วยมากในทุุกด้้าน เมื่่�อวิิเคราะห์์ 

จากทฤษฎีี UTAUT โดยความตั้้�งใจในการใช้้งานเป็็น

ปััจจััยโดยตรงต่่อการยอมรัับเทคโนโลยีี และปััจจััยที่่�มีี

อิิทธิิพลโดยตรงต่่อความตั้้�งใจในการใช้้งาน ได้้แก่่ ความ

คาดหวังัในประสิทิธิภิาพ ความคาดหวัังในการใช้ง้าน และ

อิิทธิิพลทางสัังคม ดัังนั้้�นผู้้�วิิจััยจึึงนำข้้อมููลที่่�ได้้มาทำการ

วิเิคราะห์ต์ามสมการโครงสร้า้งด้ว้ยวิธิี ีPLS-SEM โดยมีี

ตัวัแปรแฝง (Latent Variable) ซึ่่�งเป็น็ปัจัจััยที่่�ต้อ้งการ

ทดสอบ ได้้แก่ ่ความตั้้�งใจในการใช้ง้าน ความคาดหวังัใน

ประสิิทธิิภาพ ความคาดหวัังในการใช้้งาน อิิทธิิพลทาง

สังัคม และความปลอดภััย โดยตััวแปรแฝงนี้้�เป็็นตััวแปรที่่�

สะท้้อนมาจากตััวแปรสัังเกตได้้ (Observed Variable) 

ซึ่่�งเป็็นรายการข้้อคำถาม (ตารางที่่� 2) จากนั้้�นทำการ

ทดสอบความปกติิของข้้อมููล (Normality Test) ของ

ตััวแปรแฝงและตััวแปรสัังเกตด้้วยสถิิติิ Shapiro-Wilk 

Test ซึ่่�งให้ค้่า่ p < 0.05 (< 0.001–0.039) ทั้้�งหมดยกเว้น้ 

อิทิธิพิลทางสัังคมเท่่านั้้�นที่่�มีค่า่มากกว่่า 0.05 (p = 0.069) 

ซึ่่�งแสดงว่า่มีเีพีียงอิทิธิพิลทางสังัคมเท่า่นั้้�นที่่�มีกีารกระจาย 

ตััวที่่�ปกติิ (p > 0.05) 

เมื่่�อทำการวิิเคราะห์์ความสััมพัันธ์์ของตััวแปร

แฝง จึึงใช้้ Spearman's Correlation ( ) ซึ่่�งเป็็นสถิิติิ  

Non-parametric ดัังแสดงในตารางที่่� 3 โดยพบว่่า

ความตั้้�งใจในการใช้้งานมีีความสััมพัันธ์์อย่่างมีีนััยสำคััญ

ทางสถิิติิ (p < 0.05) กัับ ความคาดหวัังในประสิิทธิิภาพ 

(  = 0.64) ความคาดหวัังในการใช้้งาน (  = 0.73) 

และอิิทธิิพลทางสัังคม (  = 0.79) แต่่ไม่่มีีความสััมพัันธ์์

อย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (p > 0.05) กัับความปลอดภััย 

(  = 0.27) 

ผลของการตรวจสอบโมเดลการวััด (Measure-

ment Model) ก่่อนที่่�ทำการวิิเคราะห์์สมการโครงสร้้าง 

พบว่่าค่่าน้้ำหนัักองค์์ประกอบ (Factor Loadings) 

ของตััวแปรสัังเกตได้้หรืือรายการคำถาม (ตารางที่่� 2) 

ซึ่่�งเป็็นค่่าที่่�แสดงถึึงความเชื่่�อมั่่�นของดััชนีีวััด มีีค่่าอยู่่�

ระหว่่าง 0.88–0.98 (p < 0.05, ภาพที่่� 2) โดยค่่านี้้�ต้้อง

มีีค่่ามากกว่่าหรืือเท่่ากัับ 0.7 และมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ(24) 

จึึงถืือว่่ายอมรัับได้้ แสดงว่่าทุุกรายการข้้อคำถามใน

แบบสอบถามมีีความแม่่นในการสะท้้อนถึึงตััวแปรแฝง

แต่ล่ะตััว นอกจากนี้้�ค่าความเชื่่�อมั่่�นของรายการข้้อคำถาม

ยัังสามารถบอกได้้จากค่่า Cronbach’s Alpha ค่่าความ

เชื่่�อมั่่�นเชิงิองค์ป์ระกอบ (Composite Reliability, CR) 

โดยแบ่่งเป็็น CR A ซึ่่�งแสดงถึึงความสััมพัันธ์์ของ 

รายการข้้อคำถามแต่่ละข้้อภายใต้้ตััวแปรแฝงเดีียวกััน 

และ C ซึ่่�งแสดงความสััมพัันธ์์ของรายการข้้อคำถาม

ทุุกข้้อรวมกัันกัับตััวแปรแฝง การศึึกษาครั้้�งนี้้�พบว่่า 

ทุุกตััวแปรแฝงมีีค่่า Cronbach’s Alpha อยู่่�ในช่่วง 

0.86 - 0.96 มีคี่า่ CR A อยู่่�ในช่ว่ง 0.90–0.96 และมีีค่า่ 

CR C
 อยู่่�ในช่่วง 0.90–0.98 (ตารางที่่� 2) ซึ่่�งทุุกค่่าตรง

กัับเงื่่�อนไขการยอมรัับตามเกณฑ์์ที่่�มากกว่่า 0.70(24) ส่่วน

ค่่าความเที่่�ยงตรงเชิิงเหมืือน (Convergent Validity) 

เป็็นการตรวจสอบว่่าตััวแปรสัังเกตได้้ที่่�เราใช้้ในการวััด

ตัวัแปรแฝงนั้้�นมีคีวามสัมัพันัธ์ก์ันัเพียีงใด โดยความเที่่�ยง

ตรงเชิิงเหมืือนสามารถใช้้ค่่าเฉลี่่�ยของความแปรปรวนที่่�

ถููกสกััดได้้ (Average Variance Extracted, AVE) 

เป็น็ตัวับ่่งชี้้�และต้อ้งมีค่ี่ามากกว่า่ 0.5(24) จากการวิิเคราะห์์

ค่่า AVE (ตารางที่่� 2) พบว่่าทุุกตััวแปรแฝงที่่�นำมา

ทดสอบมีีค่่าอยู่่�ในช่่วง 0.70–0.96 แสดงว่่าทุุกรายการ

ข้้อคำถามหรืือตััวแปรสัังเกตได้้ของตััวแปรแฝงมีีความ

สััมพัันธ์์กัันและสามารถวััดตััวแปรแฝงได้้อย่่างแม่่นยำ 

การประเมิินความเที่่�ยงตรงเชิิงจำแนก (Discriminant 

Validity) โดยใช้้ค่่า Heterotrait-Monotrait Ratio 

of Correlations (HTMT) พบว่่าทุุกคู่่�ความสััมพัันธ์์

ของตัวัแปรแฝงมีค่ี่าอยู่่�ในช่ว่ง 0.25–0.84 ซึ่่�งต่ำ่กว่า่ 0.85 

ตามเกณฑ์ย์อมรัับได้้(37) แสดงว่่าทุกุตัวัแปรแฝงแต่่ละตัวัมีี

ความแตกต่่างกัันหรืือมีีความเที่่�ยงตรงเชิิงจำแนกนั่่�นเอง 
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Web-Based Application for Medical Laboratory Inventory	
and Supply Management 	 Nicharas Phornjiranoppanan et al.

ดังันั้้�นจากการตรวจสอบโมเดลการวััดโดยค่่าความเชื่่�อมั่่�น 
และความเที่่�ยงพบว่่ารายการข้้อคำถามหรืือตัวัแปรสัังเกต
ได้้และตััวแปรแฝงหรืือปััจจััยที่่�ต้้องการทดสอบการ
ยอมรับัเทคโนโลยีสีามารถนำไปวิิเคราะห์์ด้ว้ยสถิติิสิมการ
โครงสร้้างได้้อย่่างน่่าเชื่่�อถืือ

การวิิเคราะห์์สมการโครงสร้้างชนิิด PSL-SEM 
เริ่่�มต้้นโดยการประเมิินภาวะร่่วมเส้้นตรงพหุุ (Multi-
collinearity) โดยใช้้ค่่าปััจจััยการขยายความแปรปรวน 
(Variance Inflation Factor, VIF) เป็็นตััวบ่่งชี้้�
ระดัับของ Multi-collinearity จากการวิิเคราะห์์ค่่า 
VIF ของตััวแปรสัังเกตได้้และตััวแปรแฝงทุุกตััวแปรมีี
ค่่าน้้อยกว่่า 10 และยอมรัับได้้(38) แสดงว่่าโมเดลสมการ
โครงสร้้างที่่�ใช้้แบบจำลองตามทฤษฎีี UTAUT สามารถ
ใช้้อธิิบายความสััมพัันธ์์และอิิทธิิพลของตััวแปรแฝงและ
ตัวัแปรสังัเกตได้อ้ย่า่งน่า่เชื่่�อถือื โดยเมื่่�อนำตัวัแปรทุกุตัวั 
คืือ ความคาดหวัังในประสิิทธิิภาพ (PE) ความคาดหวััง 
ในการใช้้งาน (EE) อิิทธิิพลทางสัังคม (SI) ความ
ปลอดภััย (S) และ ความตั้้�งใจในการใช้ง้าน (BI) มาสร้า้ง 
โมเดลสมการโครงสร้้าง พบว่่าค่่าสััมประสิิทธิ์์�เส้้นทาง
ความสััมพัันธ์์ (Path Co-efficient, β) ของความคาดหวััง 
ในประสิทิธิภิาพ ความคาดหวัังในการใช้ง้าน อิทิธิพิลทาง
สัังคม และความปลอดภััยต่่อความตั้้�งใจในการใช้้งาน 
มีีค่่า -0.068 (p = 0.67), 0.43 (p = 0.01), 0.57 
(p = 0.00) และ -0.09 (p = 0.47) ตามลำดัับ ซึ่่�งจะ
เห็็นว่่าความปลอดภััยและความคาดหวัังในประสิิทธิิภาพ 
ไม่่มีีอิิทธิิพลอย่่างมีีนััยสำคััญกัับความตั้้�งใจในการใช้้งาน 

ตารางที่่� 3  ค่่าความสััมพัันธ์์ (Spearman's Correlation, ) ของตััวแปร

ตััวแปร
ความคาดหวััง
ในประสิิทธิิภาพ

ความคาดหวััง
ในการใช้้งาน

อิิทธิิพล
ทางสัังคม

ความปลอดภััย
ความตั้้�งใจ

ในการใช้้งาน

ความคาดหวัังในประสิิทธิิภาพ
1.00 

(0.00*)

ความคาดหวัังในการใช้้งาน
0.73 

(< 0.001*)
1.00

(0.000*)

อิิทธิิพลทางสัังคม
0.77 

(< 0.00*)
0.80

(< 0.00*)
1.00

(0.000*)

ความปลอดภััย
0.23

(0.12) 
0.38

(0.01*)
0.40

(0.01*)
1.00

(0.00*)

ความตั้้�งใจในการใช้้งาน
0.64

(< 0.00*)
0.73

(< 0.00*)
0.79

(< 0.00*)
0.27

(0.08)
1.00

(0.00*)

หมายเหตุุ: ค่่าในวงเล็็บแทน p และ * แทน มีีนััยสำคััญทางสถิิติิที่่�ค่่า p < 0.05

ดัังนั้้�นจึึงทำการวิิเคราะห์์สมการโครงสร้้างใหม่่ โดยไม่่นำ
ความปลอดภััยมาวิเิคราะห์ด์้ว้ย แต่่ยังัคงความคาดหวังัใน
ประสิิทธิิภาพไว้้เพราะเป็็นตััวแปรหลัักในทฤษฎี ีUTAUT 
หลัังจากทำการปรัับแบบจำลอง ซึ่่�งได้้ผล ดัังแสดงใน 
ภาพที่่� 2 และวิิเคราะห์์คุุณภาพของแบบจำลองรวม 
(Model Fit) พบว่่าค่า่มาตรฐานรากที่่�สองของความคลาด 
เคลื่่�อนกำลัังสอง (Standardized Root Mean Squared 
Residual) เท่่ากัับ 0.08 แสดงว่่ามีีความสััมพัันธ์์กััน
ของข้้อมููลเชิิงประจัักษ์์กัับสมการโครงสร้้างที่่�ได้้จากการ
ประมาณ (Estimate Model) หรืือสามารถใช้้สมการ
โครงสร้้างนี้้�ในการทำนายขนาดของอิิทธิิพลหรืือความ
สััมพัันธ์์ของตััวแปรแฝงได้้(35) ผลการวิิเคราะห์์พบว่่า
เมื่่�อพิิจารณาตััวแปรแฝงความคาดหวัังในประสิิทธิิภาพ 
(PE) ความคาดหวัังในการใช้้งาน (EE) อิิทธิิพลทาง
สัังคม (SI) ร่่วมกััน สามารถอธิิบายความแปรปรวน
ของตััวแปรแฝงความตั้้�งใจในการใช้้งาน (BI) ได้้ 66%  
(ค่่า R2 = 0.66)  ซึ่่�งถืือว่่าอยู่่�ในระดัับปานกลาง(39) 
หรืือไม่่สามารถอธิิบายได้้ทั้้�งหมด ทั้้�งนี้้�อาจมีีปััจจััยหรืือ 
ตััวแปรอื่่�นที่่�เกี่่�ยวข้้องแต่่ไม่่ได้้ศึึกษาในการวิิจััยครั้้�งนี้้� 
ที่่�อาจมีีผลต่่อการยอมรัับเทคโนโลยีี เมื่่�อพิิจารณา 
ค่า่สัมัประสิิทธิ์์�เส้้นทางความสััมพันัธ์ ์(Path Co-efficient, β) 
ซึ่่� งแสดงถึึงขนาดของอิิทธิิพลของตััวแปรต้้นและ 
ตััวแปรตาม พบว่่าความคาดหวัังในประสิิทธิิภาพที่่�มีีต่่อ 
ความตั้้�งใจในการใช้้งานที่่�มีีค่่า β = -0.04 ที่่�ค่่า p = 0.81 

จึึงแปลผลได้้ว่่าความคาดหวัังในประสิิทธิิภาพไม่่มีี 

อิิทธิิพลอย่่างมีีนััยสำคััญต่่อความตั้้�งใจในการใช้้งาน 
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เว็็บแอปพลิิเคชัันสำหรัับการบริิหารเครื่่�องมืือและวััสดุุทางการแพทย์์	 ณิิชารััศม์์ พรจิิรนพนัันท์์ และคณะ

(p > 0.05) แต่่เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับความคาดหวัังใน

การใช้้งานและอิิทธิิพลทางสัังคมกลัับมีีอิิทธิิพลต่่อความ

ตั้้�งใจในการใช้้งานมากกว่่า และมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ 

โดยความคาดหวัังในการใช้้งานนั้้�นมีีทั้้�งผลกระทบทางตรง 

(Direct Effect = 0.39) และทางอ้้อม (In-direct 

Effect = 0.38) ผ่่านอิิทธิิพลทางสัังคม (R2 = 0.54) 

ต่่อความตั้้�งใจในการใช้้งานส่่วนอิิทธิิพลทางสัังคม 

มีีค่่า β = 0.52 และค่่า p = 0.00 ดัังแสดงในตารางที่่� 4 

พบว่่าการใช้้งานเว็็บแอปพลิิเคชัันฯ ที่่�ได้้พััฒนาขึ้้�นนั้้�น

ในบริิบทของกลุ่่�มงานต่่างๆ ทางด้้านเทคนิิคการแพทย์์

มีีปััจจััยที่่�มีีอิิทธิิพลทางตรงมากที่่�สุุด คืือ อิิทธิิพลทาง

สัังคม และรองลงมา คืือ ความคาดหวัังในการใช้้งาน 

ซึ่่�งในที่่�นี้้�สื่่�อถึึงความง่่ายต่่อการใช้้งานของระบบ แต่่

ในมุุมมองของอิิทธิิพลทั้้�งหมด ความคาดหวัังในการ

ใช้้งานนัับว่่าเป็็นปััจจััยที่่�มีอิิทธิิพลที่่�สุดต่่อความตั้้�งใจ 

ในการใช้ง้านเพราะส่ง่อิทิธิพิลผ่า่นอิทิธิพิลทางสังัคมด้ว้ย  

ผลของตััวแปรด้้านเพศ อายุุ ขนาดโรงพยาบาล และภาระ

หน้า้ที่่�หรืือสถานะของผู้้�ใช้้งานระบบต่่อความตั้้�งใจในการ

ใช้้งานไม่ม่ีคีวามแตกต่า่งกันัอย่า่งมีนีัยัสำคัญัในแต่ล่ะกลุ่่�ม

ของการศึึกษาครั้้�งนี้้� (p ระหว่่าง 0.21–0.97)

ภาพที่่� 2  ความสััมพัันธ์์เชิิงโครงสร้้างของการยอมรัับเทคโนโลยีีของเว็็บแอปพลิิเคชัันฯ  ที่่�วิิเคราะห์์ด้้วย PLS-SEM 
	 หมายเหตุุ: PE คืือ ความคาดหวัังในประสิิทธิิภาพ, EE คืือ ความคาดหวัังในการใช้้งาน, SI คืือ อิิทธิิพลทางสัังคม 

	 BI คืือ ความตั้้�งใจในการใช้้งาน โดยตััวเลขหลัังอัักษรย่่อในกรอบสี่่�เหลี่่�ยมคืือรายการข้้อคำถาม ค่่า R2  

	 แสดงในวงกลม ค่่าสััมประสิิทธิ์์� เส้้นทางความสััมพัันธ์์ (Path Co-efficient, β) แสดงบนเส้้นลููกศร 

	 ความสััมพัันธ์์ที่่�มีอิิทธิิพลต่่อ BI ค่่าองค์์ประกอบน้้ำหนััก (Factor Loadings) แสดงบนเส้้นลููกศรที่่�ชี้้�ไป 

	 รายการข้้อคำถาม ขณะที่่� p แสดงในวงเล็็บกำหนดให้้ p < 0.05 มีีนััยสำคััญทางสถิิติิ ที่่�ระดัับ α = 0.05

ตารางที่่� 4	 ค่่าผลกระทบทางตรง (Direct Effect) ผลกระทบทางอ้้อม (In-direct Effect) และผลกระทบรวม  

	 (Total Effect) ของตััวแปร

ตััวแปรต้้น  ตััวแปรตาม Direct Effect In-direct Effect Total Effect p-value ของ 
Total Effec

PE  BI -0.04 - -0.04 0.81

EE  BI 0.39 0.38 0.78 0.00*

SI  BI 0.53 - 0.53 0.00*

หมายเหตุุ: ค่่า * แทน มีีนััยสำคััญทางสถิิติิที่่�ค่่า p < 0.05
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Web-Based Application for Medical Laboratory Inventory	
and Supply Management 	 Nicharas Phornjiranoppanan et al.

ส่่วนที่่� 3 การประเมิินความพึึงพอใจ

หลัังจากที่่�อาสาสมััครทดสอบการใช้้งานครบตาม

กำหนดและทำแบบสอบถามความพึึงพอใจต่่อระบบเว็็บ

แอปพลิิเคชัันฯ โดยเป็็นการประเมิินในด้้านความรู้้�สึก 

พึงึพอใจเกี่่�ยวกัับการใช้้งาน ความน่่าเชื่่�อถืือ การออกแบบ 

และความยืืดหยุ่่�น โดยในส่่วนนี้้�จะทำการวิิเคราะห์์ 

เพื่่�อแปลผลความพึึงพอใจและนำไปใช้้เป็็นข้้อมููลการ

ปรัับปรุุงหรืือพััฒนาระบบให้้ดีีขึ้้�น โดยจากการวิิเคราะห์์ 

ได้ค้่า่สรุุป  ดังัแสดงในตารางที่่� 5 พบว่่าในด้า้นการออกแบบ 

ได้ค้ะแนนความพึึงพอใจเฉลี่่�ยสููงที่่�สุด 3.94 ซึ่่�งแปลผลว่่า 

มีีความพึึงพอใจในระดัับมาก คะแนนรองลงมาเป็็น

ด้้านความน่่าเชื่่�อถืือมีีคะแนนเฉลี่่�ย 3.80 ซึ่่�งแสดงถึึง

ความพึึงพอใจในระดัับมาก ด้้านความยืืดหยุ่่�นและ 

การใช้้งานมีีค่่าคะแนนเฉลี่่�ย 3.73–3.74 ซึ่่�งแปลผลว่่า 

มีีความพึึงพอใจในระดัับมากเช่่นกััน ในขณะที่่�ความ 

พึงึพอใจโดยรวมต่่อระบบเว็็บแอปพลิิเคชัันฯ มีคี่า่คะแนน 

เฉลี่่�ย 3.51 แสดงถึึงความพึึงพอใจระดัับมาก จากผลการ

ประเมิินความพึึงพอใจนี้้�จะเห็็นว่่าระบบมีีการออกแบบ

ที่่�ดีีเพราะเมื่่�อพิิจารณาจากคะแนนรายข้้อคำถาม พบว่่า

คำถามเกี่่�ยวกัับการออกแบบอัักษร สััญลัักษณ์์ไอคอน

และสีีได้้คะแนนเฉลี่่�ยสููงประมาณ 4 ในขณะที่่�ข้อคำถาม

ที่่�ได้้คะแนนน้้อยสุุดจะอยู่่�ที่่�การใช้้งานด้้านการค้้นหา

ข้้อมููล โดยมีีระดัับคะแนนเฉลี่่�ยอยู่่�ที่่� 3.22 ซึ่่�งแสดงว่่า 

ผู้้�ทดลองใช้้งานมีีความพึึงพอใจระดัับปานกลางต่่อ

การค้้นหาข้้อมููลของระบบ แม้้ว่่าการแปลผลคะแนน

โดยใช้้เกณฑ์์คะแนนเฉลี่่�ย 3.51 เพื่่�ออธิิบายผลว่่า 

ผู้้�ใช้้งานส่่วนใหญ่่มีีความพึึงพอใจมาก แต่่เมื่่�อพิิจารณา

คะแนนเป็็นรายบุุคคลโดยเฉพาะคนที่่�ให้้คะแนนความ 

พึึงพอใจน้้อยกว่่าระดัับปานกลาง (≤ 3 คะแนน) มีีข้้อ

เสนอแนะและชี้้�ให้้เห็็นปััญหาของระบบที่่�ต้องปรัับปรุุง 

ต่อ่ไป ส่ว่นผลของตััวแปรด้้านเพศ อายุุ ขนาดโรงพยาบาล 

และภาระหน้้าที่่�หรืือสถานะของผู้้�ใช้้งานระบบต่่อความ 

พึึงพอใจไม่่มีีความแตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญในแต่่ละ

กลุ่่�มของการศึึกษาครั้้�งนี้้� (p ระหว่่าง 0.17–0.80)

ส่่วนที่่� 4 ประเด็็นคำถามปลายเปิิดของการทดสอบ

จากการวิิเคราะห์์ประเด็็นที่่�ผู้้�ใช้้งานระบบเว็็บ 

แอปพลิิเคชัันฯ พบปััญหาการใช้้งานสรุุปได้้ว่่า 1) ระบบ

มีคีวามยุ่่�งยากซับัซ้อ้น การค้น้หาข้อ้มูลูทำได้ย้าก ขั้้�นตอน 

การเบิิกจ่่ายและตััดวััสดุุคงคลัังค่่อนข้้างยุ่่�งยาก ปััญหา

ในข้้อนี้้�สอดคล้้องกัับค่่าคะแนนเฉลี่่�ยของการยอมรัับ

เทคโนโลยีีด้้านความคาดหวัังในการใช้้งานที่่�มีีคำถาม 

เกี่่�ยวกัับความยากง่่ายของการใช้้งานที่่�มีคะแนน 3.22 

ซึ่่�งอยู่่�ในระดับัปานกลาง 2) การเพิ่่�มข้อ้มูลูน้ำ้ยาที่่�เป็น็ชนิิด

เดีียวกัันแต่่คนละล็็อต (Lot) ต้้องเพิ่่�มข้้อมููลใหม่่ ปััญหา

ในข้้อนี้้�สอดคล้้องกัับคะแนนเฉลี่่�ยของความพึึงพอใจ 

ในด้า้นของการลดระยะเวลาในการทำงานที่่�มีคีะแนนเฉลี่่�ย 

3.47 ซึ่่�งผู้้�ใช้ง้านเห็น็ว่า่การใช้ง้านระบบเว็บ็แอปพลิเิคชันัฯ 

ช่ว่ยลดระยะเวลาการทำงานได้ร้ะดับัปานกลาง 3) ฟังัก์ช์ันั 

บางอย่่างยัังไม่่ถููกต้้อง และไม่่สามารถแก้้ไขข้้อมููล 

ในระบบได้้ และ 4) ไม่่สามารถดึึงข้้อมููลออกมาใช้้งาน 

ต่่อได้้สะดวก และมีีขั้้�นตอนการเบิิกจ่่ายและตััดวััสดุุ

คงคลัังค่่อนข้้างยุ่่�งยาก

จากปััญหาเหล่่านี้้�ผู้้�ใช้้งานมีีความต้้องการให้้

พััฒนา 1) ต้้องการระบบที่่�ใช้้งานง่่าย ลดขั้้�นตอนและ

ความซัับซ้้อน 2) ต้้องการให้้สามารถกำหนดจำนวน

น้้อยที่่�สุด (Minimum) หรืือมากที่่�สุด (Maximum) 

ของน้้ำยาและวััสดุุสิ้้�นเปลืือง 3) ต้้องการให้้สามารถลง 

รายละเอีียดในเอกสารเบิิกจ่่ ายได้้ โดยตรง และ 

4) ต้อ้งการให้้สามารถดููสถิิติกิารรัับเข้้า จ่า่ยออก แยกตาม

ชนิิดน้้ำยาและช่่วงเวลาได้้ 

ส่่ ว น ข้้ อ ดีี ห รืื อ ป ร ะ โ ย ช น์์ ข อ ง ร ะ บ บ เ ว็็ บ 

แอปพลิิเคชัันฯ ที่่�ผู้้�ใช้้งานเล็็งเห็็น คืือ ช่่วยการบริิหาร

จััดการคลัังน้้ำยา วััสดุุ  และครุุภััณฑ์์ได้้อย่่างเป็็น

ระบบ สามารถเก็็บและเรีียกดููข้้อมููลต่่างๆ ผ่านระบบ

คอมพิิวเตอร์์ได้้ ช่่วยลดการใช้้กระดาษและการจััดเก็็บ

เอกสาร สามารถทำการค้้นหาและตรวจสอบข้้อมููลได้้ 

และช่่วยการวางแผนการสั่่�งซื้้�อและบริิหารวััสดุุคงคลััง 

ได้้ดีี ขึ้้� น  ซึ่่� ง เป็็นข้้ อดีี ของการจััดการข้้ อมูู ลแบบ

อิิเล็็กทรอนิิกส์์ที่่�ช่่วยอำนวยความสะดวกในการทำงาน
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เว็็บแอปพลิิเคชัันสำหรัับการบริิหารเครื่่�องมืือและวััสดุุทางการแพทย์์	 ณิิชารััศม์์ พรจิิรนพนัันท์์ และคณะ

ตารางที่่� 5 ค่่าเฉลี่่�ยแบบสอบถามความพึึงพอใจในการใช้้งานเว็็บแอปพลิิเคชัันฯ  

รายการ X SD การแปลผล

การใช้้งาน
-	ระบบทำงานได้้ตรงตามวััตถุุประสงค์์ระดัับใด
-	ระบบมีีคุุณภาพระดัับใด
-	ระบบมีีการตอบสนองอย่่างรวดเร็็ว
-	การค้้นหาข้้อมููลทำได้้ง่่ายและรวดเร็็ว
-	ระบบช่ว่ยลดระยะเวลาในการทำงานทำให้ก้ารปฏิบิัตัิงิาน มีปีระสิทิธิภิาพรวดเร็ว็ 
	 มากขึ้้�น
-	ท่่านสามารถเรีียนรู้้�การใช้้งานระบบได้้ง่่าย
-	การติิดตั้้�งระบบทำได้้ง่่าย
-	การสร้้างฐานข้้อมููลด้้วยระบบมีีประโยชน์์ต่่อการปฏิิบััติิงาน
-	การมีีระบบแจ้้งเตืือนมีีประโยชน์์อย่่างมาก
-	ระบบสามารถใช้้งานได้้ครอบคลุุมทั้้�งวััสดุุ น้้ำยา อุุปกรณ์์ และเครื่่�องมืือแพทย์์

3.73
3.49
3.82
3.84
3.22
3.47

3.84
4.11
3.89
3.89
3.76

0.62
0.84
0.78
0.80
0.97
0.92

0.85
0.80
0.80
0.80
0.88

มาก
ปานกลาง

มาก
มาก

ปานกลาง
ปานกลาง

มาก
มาก
มาก
มาก
มาก

ความน่่าเชื่่�อถืือ
-	การทำงานของระบบมีีความถููกต้้อง
-	ระบบสามารถเข้้าใช้้งานได้้ตลอดเวลาตามความต้้องการ
-	การพิิมพ์์หรืือแสดงรายงานถููกต้้องตามความต้้องการผู้้�ใช้้งาน
-	หากนำระบบมาใช้้งานคาดว่่าจะลดค่่าใช้้จ่่ายได้้
-	หากนำระบบมาใช้้งานคาดว่่าจะลดการใช้้ทรััพยากรได้้
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การออกแบบ
- ระบบมีีการออกแบบตััวอัักษรที่่�อ่่านง่่าย ชััดเจน
- ระบบมีีการใช้้สััญลัักษณ์์หรืือไอคอนที่่�สื่่�อความหมายเหมาะสม
- ระบบมีีการใช้้สีีได้้เหมาะสม
- ระบบมีีคำสั่่�งและปุ่่�มคำสั่่�งเพีียงพอต่่อการใช้้งานที่่�ต้้องการ

3.94
4.11
4.02
4.07
3.58

0.83
0.86
0.94
0.92
0.99

มาก
มาก
มาก
มาก
มาก

ความยืืดหยุ่่�น
-	ระบบสามารถแก้้ไขข้้อมููลได้้ดีีในระดัับใด
-	ระบบสามารถรองรัับผู้้�ใช้้งานได้้เพีียงพอต่่อบุุคลากรในหน่่วยงาน
-	ระบบสามารถใช้้งานเข้้ากัันได้้กัับหลากหลายระบบปฏิิบััติิการ
-	ระบบสามารถรองรัับการใช้้งานได้้กัับหลากหลายอุุปกรณ์์
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ความพึึงพอใจโดยรวม
-	ท่่านมีีความพึึงพอใจกัับการใช้้งานระบบและผลลััพธ์์ที่่�ได้้อย่่างมาก
-	ท่่านเห็็นควรให้้มีีการนำระบบมาใช้้งานภายในหน่่วยงานของท่่าน
-	ท่่านจะแนะนำให้้ผู้้�อื่่�นใช้้งานระบบ
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วิจารณ์

ถึึงแม้้ว่่ามีีงานวิิจััยหลายชิ้้�นเกี่่�ยวกัับการจััดการ

เครื่่�องมืือและวััสดุุที่่�แสดงให้้เห็็นถึึงความสำคััญของ 

การบริิหารทรััพยากรส่ว่นนี้้�จะช่่วยลดต้น้ทุุนและเวลาของ

ผู้้�ปฏิิบััติิงานได้้ แต่่มีีการจััดการในบริิบทที่่�แตกต่่างกััน 

เช่่น การจััดการพััสดุุสำนัักงาน(7) ยาและเวชภััณฑ์์(6) 

เครื่่�องมือืแพทย์์(3−5) เป็็นต้น้ รวมทั้้�งการศึกึษาก่อ่นหน้า้นี้้� 

โดย Sritart H และคณะ(8) ได้้ศึึกษาและพััฒนาระบบ

เว็็บแอปพลิิเคชัันฯ ขึ้้�นมาเพื่่�อให้้เหมาะกัับบริิบทห้้อง

ปฏิิบััติิการทางการแพทย์์ อย่่างไรก็็ตามการศึึกษา 
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Web-Based Application for Medical Laboratory Inventory	
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ดัังกล่่าวมีีการทดสอบกัับผู้้�ปฏิิบััติิงานในห้้องปฏิิบััติิการ 

เพีียง 3 แห่่ง เพราะเน้้นที่่�การออกแบบ แก้้ไข และ

ทดสอบซอฟต์์แวร์์ในห้้องทดลอง ซึ่่�งในการศึึกษาครั้้�งนี้้� 

นำระบบที่่�ปรัับปรุุงแล้้วไปใช้้จริิงในห้้องปฏิิบััติิการต่่างๆ 

ในสภาวะจริิงที่่�หลากหลายขึ้้�น ได้้แก่่ ห้้องปฏิิบััติิการรวม

กลุ่่�มงานเทคนิิคการแพทย์์ จุุลชีีววิิทยาคลิินิิก เคมีีคลิินิิก 

ภููมิิคุ้้�มกัันวิิทยาคลิินิิก ธนาคารเลืือด โลหิิตวิิทยา 

และอณููชีีวโมเลกุุล ซึ่่�งเป็็นการขยายกลุ่่�มเป้้าหมาย

ของผู้้�ใช้้งานเพิ่่�มขึ้้�น หลัังจากนั้้�นประเมิินการยอมรัับ

เทคโนโลยีีและความพึึงพอใจ ซึ่่�งการประเมิินการ

ยอมรัับเทคโนโลยีีนั้้�นใช้้เป็็นเครื่่�องมืือเพื่่�อทำความเข้้าใจ

ปััจจััยที่่�มีอิิทธิิพลต่่อการยอมรัับการใช้้งานเทคโนโลยีี 

ของผู้้�ใช้้งานในสภาพแวดล้้อมการปฏิิบััติิงานจริิง เป็็น 

การคาดการณ์์และอธิิบายพฤติิกรรมการใช้้งานระบบที่่� 

ถููกพััฒนามาระดัับหนึ่่�งแล้้ว อีีกทั้้�งวางแผนและกำหนด

กลยุุทธ์์ในการส่่งเสริิมและพััฒนาเทคโนโลยีีที่่�นำไปใช้้

ประเมิินด้้วย(40) การวิิจััยครั้้�งนี้้�ได้้นำทฤษฎีีการรวมกััน

ของการยอมรัับเทคโนโลยีีสารสนเทศ (UTAUT) มาใช้้

เป็น็โมเดลของการศึกึษา โดยพบว่า่ผู้้�ใช้ง้านมีกีารยอมรับั

เทคโนโลยีีในระดัับมาก โดยอนุุมานจากค่่าเฉลี่่�ยความ

ตั้้�งใจในการใช้้งาน ซึ่่�งเป็็นปััจจััยหลัักที่่�ส่่งผลในอนาคต

ต่อ่การใช้ง้านจริงิถ้า้มีกีารนำระบบนี้้�ไปใช้ใ้นหน่ว่ยงานจริงิ 

ตามทฤษฎีีของ UTAUT และจากการวิิเคราะห์์สถิิติิ 

ด้้วยวิิธีี PLS-SEM อิิทธิิพลที่่�มีีผลต่่อความตั้้�งใจในการ

ใช้้งาน ได้้แก่่ ความคาดหวัังในการใช้้งานโดยมีีอิิทธิิพล

โดยรวมเชิิงบวกมากที่่�สุด ขณะที่่�อิทธิิพลทางสัังคมมีี

อิิทธิิพลโดยตรงเชิิงบวกมากที่่�สุุด แต่่เป็็นที่่�น่่าสนใจที่่�

ในการศึึกษานี้้�ความคาดหวัังในประสิิทธิิภาพไม่่ได้้เป็็น

ปััจจััยหลัักที่่�มีีอิิทธิิพลอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิต่่อความ

ตั้้�งใจในการใช้้งาน แต่่กลัับมีีอิิทธิิพลเชิิงลบเล็็กน้้อย

และไม่่มีีนััยสำคััญทางสถิิติิ ซึ่่�งสอดคล้้องกัับค่่าคะแนน

เฉลี่่�ยของความคาดหวัังในประสิิทธิิภาพ (3.82±0.79) 

ที่่�มากกว่า่ความตั้้�งใจในการใช้้งาน (3.52±0.99) แสดงว่่า 

ผู้้�ใช้้งานเห็็นถึึงประสิิทธิิภาพของเว็็บแอปพลิิเคชัันฯ 

แต่่ไม่่ใช่่ปััจจััยหลัักที่่�ส่่งผลต่่อความตั้้�งใจในการใช้้งาน 

ที่่�แปรผัันตรงตามประสิิทธิิภาพ ซึ่่�งต่่างจากทฤษฎีี 

UTAUT(10) ที่่�พบว่่าความคาดหวัังในประสิิทธิิภาพ 

ความคาดหวัังในการใช้้งานและอิิทธิิพลทางสัังคม 

มีีอิิทธิิพลเชิิงบวกต่่อความตั้้�งใจในการใช้้งาน แต่่มีีงาน

วิิจััยที่่�คล้้ายคลึึงกัับผลการศึึกษาครั้้�งนี้้�ที่่�รายงานว่่า ความ

คาดหวัังในประสิิทธิิภาพไม่่มีีอิิทธิิพลอย่่างมีีนััยสำคััญ 

ทางสถิิติิต่่อความตั้้�งใจในการใช้้งาน(31,41,42)  กรณีีนี้้�อาจ 

เกิิดจากบริิบทของบุุคลากรห้้องปฏิิบัตัิกิารทางการแพทย์์ 

ของไทยและหน่่วยงานที่่�ทำการทดสอบระบบส่่วนใหญ่่ 

เป็็นหน่่วยงานราชการ ส่่วนผลการศึึกษาความสััมพัันธ์์

ระหว่่างความปลอดภััยของระบบต่่อความตั้้�งใจในการ

ใช้้งานหรืือการยอมรัับเทคโนโลยีีนั้้�น ในการศึึกษา

ครั้้�งนี้้�ไม่่เห็็นความสััมพัันธ์์อย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ

ต่่อความตั้้�งใจในการใช้้งาน แต่่ผู้้�ใช้้งานเห็็นว่่าเว็็บ

แอปพลิิเคชัันฯ ที่่�ทดสอบมีีความปลอดภััยระดัับมาก 

(คะแนนเฉลี่่�ย 3.96±0.64) และถึึงแม้้ว่่าการศึึกษานี้้� 

จะไม่่ได้้แสดงว่่าความปลอดภััยมีีความสััมพัันธ์์กัับการ

ยอมรัับเทคโนโลยีี แต่่ในอนาคตที่่�มีการจััดเก็็บข้้อมููล

ที่่�มากขึ้้�นการรัักษาข้้อมููลในระบบก็็ยิ่่�งมีีความสำคััญ

มากขึ้้�น(43) ในส่่วนของการประเมิินความพึึงพอใจ 

ผู้้�ใช้้งานมีคีวามพึงึพอใจโดยรวมอยู่่�ในระดับัพึงึพอใจมาก 

ซึ่่�งคล้้ายคลึึงกัับการศึึกษาของ ณััฐดนััย สิิงห์์คลีีวรรณ(5) 

ที่่�พัฒันาระบบเว็็บแอปพลิิเคชัันเครือืข่า่ยบริหิารเครื่่�องมืือ 

ทางการแพทย์์ ชื่่�อ WepMEt และประเมิินความพึึงพอใจ 

ของผู้้�ใช้้งานระบบ พบว่่าอยู่่�ในระดัับความพึึงพอใจ

มากเช่่นกััน แต่่เมื่่�อพิิจารณาแต่่ละประเด็็นของคำถาม 

ปลายเปิิดและเชื่่�อมโยงกัับคะแนนเฉลี่่�ยแต่่ละด้้าน 

ของการยอม รัับ เทคโนโล ยีีและความ พึึ งพอใจ 

ทำให้้ทราบถึึงภาพรวมของปััญหาหรืือความต้้องการ 

ที่่�มากขึ้้�นของห้้องปฏิิบััติิการที่่�เข้้าร่่วมวิิจััย โดยเว็็บแอป

พลิเิคชัันฯ ที่่�พัฒันาขึ้้�นยังัต้อ้งมีกีารปรับัปรุงุให้ใ้ช้ง้านง่า่ย 

ลดความซัับซ้้อน โดยเฉพาะระบบทะเบีียนวััสดุุ อุุปกรณ์์ 

น้ำ้ยา ระบบค้้นหาข้้อมูลูและระบบการเบิิกวัสัดุสุิ้้�นเปลืืองที่่�

สำคัญั ในการศึกึษาครั้้�งนี้้�กลุ่่�มตัวัอย่า่งเป็น็กลุ่่�มเป้า้หมาย 

ที่่�ตรงกัับผู้้�ที่่�ต้องการใช้้งานระบบเว็็บแอปพลิิเคชััน

สำหรัับการบริิหารเครื่่�องมืือและวััสดุุในห้้องปฏิิบััติิการ

ทางการแพทย์์ ทำให้้ข้้อมููลที่่�ได้้สามารถนำมาใช้้เป็็น

แนวทางในการพััฒนาระบบแบบองค์์รวมของการบริิหาร

เครื่่�องมืือและวััสดุุในห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์ให้้ได้้ 

มาตรฐานและมีีประสิิทธิิภาพ ในการใช้้ทรััพยากร

ของหน่่วยงานอย่่างคุ้้�มค่่าและมีีประโยชน์์มากขึ้้�น 
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เว็็บแอปพลิิเคชัันสำหรัับการบริิหารเครื่่�องมืือและวััสดุุทางการแพทย์์	 ณิิชารััศม์์ พรจิิรนพนัันท์์ และคณะ

อย่่างไรก็็ตาม ด้้วยข้้อจำกััดของเว็็บแอปพลิิเคชัันฯ 

ในการศึึกษาครั้้�งนี้้� เ ป็็นระบบที่่�พััฒนาขึ้้�นในขั้้�นต้้น 

เพื่่�อการศึึกษาวิิจััยเท่่านั้้�นและเป็็นระบบปิิด ยัังไม่่มีี 

การต่่อยอดเชิิงพาณิิชย์์หรืือเผยแพร่่เป็็นระบบสาธารณะ 

ทำให้้ ไม่่มีีการใ ช้้งานที่่� แพร่่หลาย อีีกทั้้� ง ต้้องฝึึก 

และทดลองใช้้งานนานอย่่างน้้อย 2 เดืือน ทำให้้

จำนวนผู้้� ใช้้ งานหรืือกลุ่่�มตััวอย่่ างที่่� เป็็นบุุคลากร

ในห้้องปฏิิบััติิการทางแพทย์์มีีอยู่่�อย่่างจำกััด ซึ่่�งมีี

การศึึกษาก่่อนหน้้านี้้� เช่่นกัันที่่�นำทฤษฎีีการยอมรัับ

เทคโนโลยีีมีีใช้้ในการศึึกษาที่่�เกี่่�ยวกัับเทคโนโลยีีทาง 

การแพทย์ใ์นกลุ่่�มตัวัอย่า่งที่่�มีจีำกัดั โดยเฉพาะเทคโนโลยีี

ที่่�เพิ่่�งพััฒนาขึ้้�นมาใหม่่หรืือต้้องมีีการฝึึกการใช้้งานก่่อน

การประเมิิน(44−49) นอกจากนี้้�ปัจจััยด้้านเพศ อายุุ ขนาดของ 

โรงพยาบาล และภาระหน้้าที่่�หรืือสถานะของผู้้�ใช้้งาน 

ไม่่มีีความแตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญของความตั้้�งใจ 

ในการใช้้งานหรืือความพึึงพอใจ แสดงว่่าปััจจััยเหล่่านี้้� 

อาจจะไม่่มีีผลโดยตรงต่่อการยอมรัับเทคโนโลยีีหรืือ 

ความพึึงพอใจในการทดสอบระบบในครั้้�งนี้้�

สรุป

การศึึกษานี้้�ชี้้�ให้้เห็็นถึึงการยอมรัับเทคโนโลยีี 

และปััจจััยที่่�มีอิิทธิิพลต่่อการยอมรัับเทคโนโลยีีต่่อเว็็บ

แอปพลิิเคชัันฯ ที่่�ถููกพััฒนาขึ้้�นก่่อนหน้้านี้้� ทำให้้ทราบว่่า 

ปััจจััยความคาดหวัังในการใช้้งานที่่�สื่่�อถึึงความง่่ายต่่อ

การใช้้งานของระบบและอิิทธิิพลทางสัังคมในที่่�นี้้�รวมถึึง

เพื่่�อนร่่วมงาน หััวหน้้าห้้องปฏิิบััติิการ และผู้้�บริิหารของ

องค์์กรมีีผลต่่อการยอมรัับระบบเว็็บแอปพลิิเคชัันฯ ซึ่่�ง

จะสามารถผลัักดัันให้้มีีการนำระบบสารสนเทศมาใช้้

ในการพััฒนาคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์ได้้

มากขึ้้�น นอกจากนี้้�เมื่่�อพิิจารณาจากระดัับความพึึงพอใจ 

และหากมีีการนำระบบไปปรัับปรุุงเพิ่่�มเติิมในด้้านการ

ทำงานให้้มีีการใช้้งานที่่�ง่่ายขึ้้�น คาดว่่าจะสามารถนำ

ระบบเว็็บแอปพลิิเคชัันฯ นี้้�มาเพิ่่�มประสิิทธิิภาพในการ

ทำงานให้้กัับบุุคลากรของห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์ 

ได้้มากขึ้้�น อย่่างไรก็็ตาม ข้้อจำกััดของการศึึกษาใน

ครั้้�งนี้้� คืือ ห้้องปฏิิบััติิการที่่�เข้้าร่่วมวิิจััยเป็็นหน่่วยงาน

ของรััฐบาล อาจทำให้้การได้้ข้้อมููลการใช้้งานมีีเพีียง

มุุมมองของเจ้้าหน้้าที่่�ของหน่่วยงานรััฐบาลเท่่านั้้�น ซึ่่�ง

การศึึกษาวิิจััยในอนาคตควรมุ่่�งเน้้นให้้กลุ่่�มตััวอย่่าง

มีีความหลากหลายทั้้�งหน่่วยงานเอกชนและรััฐบาล

เนื่่�องจากการบริิหารจััดการเครื่่�องมืือและวััสดุุของรััฐ 

และเอกชนมีีความแตกต่่างกัันอาจทำให้้การยอมรัับ

เทคโนโลยีีแตกต่่างกัันได้้ นอกจากนี้้�การศึึกษานี้้� 

ยัังมีีข้้อจำกััดด้้านการเก็็บตััวอย่่างเพราะห้้องปฏิิบััติิการ 

ทางการแพทย์์แต่่ละแห่่งมีีผู้้�ปฏิิบััติิงานและผู้้�สนใจ 

ในงานด้้านการจััดการและบริิหารคุุณภาพห้้องปฏิิบัตัิกิาร

จำนวนน้้อย
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เว็็บแอปพลิิเคชัันสำหรัับการบริิหารเครื่่�องมืือและวััสดุุทางการแพทย์์	 ณิิชารััศม์์ พรจิิรนพนัันท์์ และคณะ

Nicharas Phornjiranoppanan1,2,  Phetcharat Phanthong3,  and Somchat Taertulakarn4

1Graduate Program in Medical Technology, Faculty of Allied Health Sciences, Thammasat University, 
Rangsit Campus, Pathum Thani 12120, Thailand
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3Department of Anatomy, Faculty of Science, Mahidol University, Bangkok 10400, Thailand
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ABSTRACT  Medical laboratory inventory and supply management are essential in the quality  
management system. However, there is still a limited system that has been widely used. This study used 
a web-based application developed domestically for medical laboratory inventory and supply management, 
however, the technology acceptance test has not been performed elsewhere. This study aimed to test 
the use and acceptance of the web-based application system technology in inventory and supply management 
in medical laboratories. After the trial, the questionnaires were answered to analyze the factors' influence 
by the path coefficient (β) according to the unified theory of acceptance and use of technology and to 
evaluate satisfaction. The results showed that the average technology acceptance and satisfaction level was 
good (mean 3.51−3.52). The findings revealed that social influence (β = 0.52, p < 0.05) exerted the most 
potent direct effect on behavioral intention, followed by effort expectancy (β = 0.39, p < 0.05). β was 0.10, 
indicating a small effect size. However, when considering the total effects, effort expectancy emerged as 
the most influential determinant (total effect = 0.78, p < 0.05), mediated partially through its impact on 
social influence. This underscores the dual significance of effort expectancy and social influence as critical 
drivers of technology adoption in the tested system. Although this system assisted in methodically managing 
the inventory, equipment, supplies, and laboratory reagents, enhancements were still required to improve 
the quality of the system. 

Keywords:	 Web Application, Inventory and supply Management, Medical Laboratory, Evaluation  
	 of Technology Acceptance

Study of the Web-Based Application for 
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ศิิริิวรรณ บุุญชรััตน์์  สุุชาวลีี เชื้้�อมหาวััน  และ จีีราภรณ์์ สงขาว  
ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 12/1 ตรััง กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ อำเภอเมืือง ตรััง 92000

การพัฒนาคุณภาพห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัยของ
โรงพยาบาลสังกัดกระทรวงสาธารณสุข

ในพื้นที่จังหวัดตรัง พัทลุง และสตูล

บทคดัยอ่  การพฒันาคณุภาพหอ้งปฏบิตักิารรงัสวีนิจิฉยัเปน็สิง่สำ�คญัเพือ่ใหไ้ดภ้าพรงัสทีีม่คีณุภาพในการวนิจิฉยัและชว่ยให้ 
ผู้ป่วยได้รับปริมาณรังสีอย่างเหมาะสม ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 12/1 ตรัง ได้ดำ�เนินการพัฒนาคุณภาพห้องปฏิบัติการ
รังสีวินิจฉัยโรงพยาบาลสังกัดกระทรวงสาธารณสุข ในเขตพื้นที่จังหวัดตรัง พัทลุง และสตูล จำ�นวน 28 แห่ง อย่างต่อเนื่องตั้งแต่
ปี พ.ศ. 2558 โดยใช้เกณฑ์มาตรฐานห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัย กระทรวงสาธารณสุข โดยทำ�งานร่วมกับเครือข่ายโรงพยาบาล 
สำ�นักงานสาธารณสุขจังหวัด ฝึกอบรมให้ความรู้กับเจ้าหน้าที่รังสี ตรวจติดตามภายใน และประเมินผล เมื่อเดือนมีนาคม 
ถึง กันยายน พ.ศ. 2566 ได้ประเมินผลการพัฒนาคุณภาพตามเกณฑ์มาตรฐานห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัย กระทรวงสาธารณสุข 
พ.ศ. 2565 ผลพบว่าห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัย ส่วนใหญ่มีการพัฒนาคุณภาพตามเกณฑ์มาตรฐาน ค่าคะแนนเฉลี่ยอยู่ที่ 
ร้อยละ 82.9 โดยได้รับการพัฒนาอยู่ในระดับดีและดีเด่น (คะแนนร้อยละ 70−100) จำ�นวน 22 แห่ง (ร้อยละ 78.6) อยู่ระดับ
พอใช/้ตอ้งปรบัปรงุ (คะแนนรอ้ยละ 50−69.9) จำ�นวน 4 แหง่ (รอ้ยละ 14.3) และไมผ่า่นเกณฑ์ต้องแก้ไขเรง่ด่วน (< รอ้ยละ 50) 
จำ�นวน 2 แห่ง (ร้อยละ 7.1) โดยโรงพยาบาลศูนย์และโรงพยาบาลทั่วไปได้คะแนนมากกว่าโรงพยาบาลชุมชน ค่าคะแนน
เฉลี่ยร้อยละ 94.1 และ 81.6 ตามลำ�ดับ หัวข้อที่ได้รับการพัฒนามากที่สุดโดยได้คะแนนมากกว่าร้อยละ 90 คือ กระบวนการ
ให้บริการทางรังสี เครื่องมืออุปกรณ์ สถานที่และสิ่งแวดล้อม และการรายงานผล หัวข้อที่ได้ช่วงคะแนนร้อยละ 80−90 ได้แก่ 
การควบคุมเอกสารและความปลอดภัย หัวข้อที่ได้ช่วงคะแนนร้อยละ 70−80 ได้แก่ บุคลากรและการประกันคุณภาพ ต่ำ�สุด
คือ องค์กรและการบริหาร และการตรวจติดตามภายในและการประเมินผล ได้คะแนนร้อยละ 69.6 และ 62.5 ตามลำ�ดับ 
ซึ่งควรมีการพัฒนาปรับปรุงเรื่องดังกล่าวต่อไป

คำ�สำ�คัญ:  ห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัย, คุณภาพห้องปฏิบัติการรังสีวินิจฉัย, การตรวจติดตามภายใน 
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การพััฒนาคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััยของโรงพยาบาลสัังกััดกระทรวงสาธารณสุุข 
ในพื้้�นที่่�จัังหวััดตรััง พััทลุุง และสตููล	 ศิิริิวรรณ บุุญชรััตน์์ และคณะ

บทนำ�

การพัฒันาคุณุภาพห้อ้งปฏิบิัตัิกิารรังัสีวิีินิจิฉัยัของ

โรงพยาบาลให้้ได้้มาตรฐานเป็็นสิ่่�งสำคััญ นอกจากทำให้้

ได้้ภาพรัังสีีที่่�มีีคุุณภาพในการวิินิิจฉััย ยั ังช่่วยให้้ผู้้�ป่่วย 

ได้้รัับปริิมาณรัังสีีอย่่างเหมาะสม ตามข้้อแนะนำของ 

คณะกรรมาธิกิารป้อ้งกันัอันัตรายจากรังัสีรีะหว่่างประเทศ 

(International Commission on Radiation 

Protection; ICRP)(1) และสร้้างความพึึงพอใจ 

ให้้กัับผู้้�รับบริิการ ซึ่่� งการดำเนิินการพััฒนาต้้องอาศััย

ปัจัจััยต่่างๆ ที่่�เกี่่�ยวข้้อง ได้แ้ก่่ บุคลากร เครื่่�องมืือ สถานที่่� 

สภาวะแวดล้้อม การบริิหาร และความร่่วมมืือจาก

หน่่วยงานที่่�เกี่่�ยวข้้องทั้้�งโรงพยาบาลเอง หน่่วยงาน 

ผู้้� ก ำกัับดููแล คื ือ  สำนัักงานสาธารณสุุขจัั งหวััด 

คณะกรรมการวิชิาชีพี หน่่วยงานวิชิาการในพื้้�นที่่� เช่น่ ศูนูย์์

วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ (ศวก.) ซึ่่�งช่่วยสนัับสนุุนปััจจััยที่่� 

สำคััญต่่างๆ รวมทั้้�งถ่่ายทอดองค์์ความรู้้�ให้้กัับเจ้้าหน้้าที่่�

ผู้้�ปฏิิบััติิงาน ตั้้� งแต่่ปีี พ.ศ. 2550 กรมวิิทยาศาสตร์์ 

การแพทย์์ โดยสำนัักรัังสีีและเครื่่�องมืือแพทย์์ และ 

ศวก. ทุ ุกภููมิิภาค ดำเนิินโครงการพััฒนาห้้องปฏิิบััติิการ 

ทางรัังสีีวินิิจิฉััยในโรงพยาบาลสัังกััดกระทรวงสาธารณสุุข 

โดยจััดทำคู่่�มืือปฏิิบััติิงานประกัันคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการ 

รัังสีีวิินิิจฉััย (Quality Assurance Workbook) 

ตามหััวข้้อการควบคุุมคุุณภาพทางรัังสีีวิินิิจฉััยของ 

องค์ก์ารอนามัยัโลก (WHO)(2) ได้ม้ีกีารฝึกึอบรมถ่า่ยทอด 

ความรู้้�ให้้กับัเจ้้าหน้้าที่่�รังสีขีองโรงพยาบาล ประกอบด้้วย 

การวิิเคราะห์์ฟิิล์์มเสีีย การควบคุุมคุุณภาพเครื่่�องมืือ 

และอุุปกรณ์์ประกอบ และตััวแปรเทคนิิคที่่�มีีผลต่่อ

การถ่่ายภาพรัังสีี และเมื่่�อปีีงบประมาณ พ.ศ. 2555 

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ ได้้จััดทำเกณฑ์์และแนวทาง 

การพััฒนาคุุณภาพงานรัังสีีวิินิิจฉััยโรงพยาบาลสัังกััด

กระทรวงสาธารณสุุข พ.ศ. 2555(3) ตามแนวทางของ 

การควบคุุมคุุณภาพทางรัังสีีวิินิิจฉััยขององค์์การอนามััย

โลก และแนวทางการตรวจประเมิินบริิการรัังสีีวิิทยา 

ในสถานพยาบาลประเภทที่่�รับผู้้�ป่วยไว้้ค้้างคืืนของ

กรมสนัับสนุุนบริิการสุุขภาพ กระทรวงสาธารณสุุข 

พ.ศ. 2551(4) ประกอบด้้วย หั ัวข้้อหลััก 3 ส่ วน คื ือ 

1) ความปลอดภััย 2) บริิการรัังสีี วิิ นิิจฉััย และ 

3) คุ ณภาพบริิการ เผยแพร่่ให้้โรงพยาบาลนำไปใช้้ 

เป็็นเกณฑ์์ ในการพััฒนา จั ัดอบรมให้้ความรู้้� แก่่ 

เจ้า้หน้า้ที่่�รังัสีขีองโรงพยาบาล และมีกีารประเมินิคุณุภาพ 

ตามเกณฑ์์ฯ กำหนดเรื่่�องที่่�จำเป็็นต้้องดำเนิินการเป็็น 

The Must และข้้อที่่�ดำเนิินการเพิ่่�มเติิมให้้ดีีกว่่าเดิิม 

คืือ The Best โดยการดำเนิินงานจะเป็็นในลัักษณะภาคีี 

เครืือข่่าย มีีทั้้�งเจ้้าหน้้าที่่�สำนัักงานสาธารณสุุขจัังหวััดของ

แต่่ละจัังหวััด และผู้้�แทนเจ้้าหน้้าที่่�รัังสีีจากโรงพยาบาล

ทั่่�วไปและโรงพยาบาลชุุมชน จั ัดตั้้�งเป็็นคณะกรรมการ

พััฒนาห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััยระดัับจัังหวััดและ 

ระดัับเขต ต่่อมาในปีีงบประมาณ พ.ศ. 2558 การพััฒนา

ห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััยได้้ถููกกำหนดเป็็นตััวชี้้�วััดของ

กระทรวงสาธารณสุุข มีีการปรัับปรุุงเกณฑ์์เพื่่�อให้้มีีความ

สมบูรูณ์ชั์ัดเจนขึ้้�น โดยจัดัทำเกณฑ์แ์ละแนวทางการพัฒันา 

คุุณภาพงานรัังสีีวิินิิจฉััยโรงพยาบาลสัังกััดกระทรวง

สาธารณสุุข พ.ศ. 2558(5) ซึ่่� งดำเนิินการพััฒนาจนถึึง

ปีงีบประมาณ พ.ศ. 2561 และในปีีงบประมาณ พ.ศ. 2562 

ได้้เริ่่�มส่่งเสริิมให้้โรงพยาบาลยื่่�นขอรัับรองจากสำนััก 

มาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ 

โดยปรัับปรุุงเกณฑ์์และแนวทางการพััฒนาคุุณภาพ

งานรัังสีีวิินิิจฉััยโรงพยาบาลสัังกััดกระทรวงสาธารณสุุข

เดิิม เปลี่่�ยนชื่่�อเป็็น มาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการรัังสีี

วิินิิจฉััย กระทรวงสาธารณสุุข(6) ประกอบด้้วย 10 ข้ ้อ

หลััก 114 ข้ ้อย่่อย ได้้แก่่ 1) องค์์กรและการบริิหาร 

2) บุ ุคลากร 3) เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์ 4) การประกััน

คุุณภาพ 5) การควบคุุมเอกสาร 6) สถานที่่�และ 

สิ่่�งแวดล้้อม 7) ความปลอดภััย 8) กระบวนการให้้บริกิาร

ทางรังัสี ี9) การรายงานผล และ 10) การตรวจติิดตามภายใน 

และประเมิินผล โดยการตััดสิินผลการประเมิินแต่่ละข้้อ 

เป็็นผ่่านหรืือไม่่ผ่่าน ตามหลัักมาตรฐานสากล และในปีี 

งบประมาณ พ.ศ. 2565 ได้ม้ีกีารปรัับปรุุงแก้้ไขเกณฑ์์ใหม่่ 

ปรัับลดข้้อที่่�ซ้้ำซ้้อน เหลืือข้้อย่่อย 70 ข้้อ เป็็นมาตรฐาน 

ห้อ้งปฏิบิัตัิกิารรังัสีวีินิิจิฉัยั กระทรวงสาธารณสุขุ พ.ศ. 2565(7)

ศวก. ที่่�  12/1 ตรััง รั บผิิดชอบในเขตพื้้�นที่่�จังหวััดตรััง 

พััทลุุง และสตููล มี ีโรงพยาบาลในพื้้�นที่่�รับผิิดชอบ 

28 แห่่ง อยู่่�ในจัังหวััดตรััง 10 แห่่ง จัังหวััดพััทลุุง 11 แห่่ง 

และจังัหวัดัสตูลู 7 แห่ง่ ได้ม้ีกีารดำเนินิการพัฒันาคุณุภาพ 

ห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีให้้กัับโรงพยาบาลในเขตพื้้�นที่่�อย่่าง

ต่่อเนื่่�อง โดยทำงานร่่วมกัับเครืือข่่ายในพื้้�นที่่� มี ีทั้้�งการ

ฝึึกอบรมให้้ความรู้้�กัับเจ้้าหน้้าผู้้�ปฏิิบััติิงาน และติิดตาม

ประเมิินผลการพััฒนาคุุณภาพตามมาตรฐานที่่�กำหนด 
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การศึกึษาครั้้�งนี้้�มีวัีัตถุปุระสงค์เ์พื่่�อประเมินิผลการ

พัฒันาคุณุภาพห้อ้งปฏิิบััติกิารรัังสีีวิินิิจฉัยัของโรงพยาบาล

ในพื้้�นที่่�จังัหวัดัตรังั พัทลุงุ และสตูลู โดยใช้้เกณฑ์ม์าตรฐาน

ห้อ้งปฏิิบัตัิกิารรังัสีวีินิิจิฉัยั กระทรวงสาธารณสุุข พ.ศ. 2565 

เพื่่�อทราบผลความสำเร็็จและพััฒนาเพิ่่�มเติิมส่่วน 

ที่่�ขาดต่่อไป

วัสดุและวิธีการ

กลุ่่�มตััวอย่่าง 

โรงพยาบาลสัังกััดสำนัักงานปลััดกระทรวง

สาธารณสุุขในเขตพื้้�นที่่�จัังหวััดตรััง พั ทลุุง และสตููล 

รวม 28 แห่่ง เป็็นโรงพยาบาลในจัังหวััดตรััง 10 แห่่ง 

ได้้แก่่ โรงพยาบาลตรััง ห้ วยยอด กั นตััง ย่ านตาขาว 

ปะเหลีียน สิิเกา วัังวิิเศษ รััษฎา นาโยง และหาดสำราญ

เฉลิิมพระเกีียรติิ 80 พรรษา จัังหวััดพััทลุุง 11 แห่่ง ได้้แก่่ 

โรงพยาบาลพัทัลุงุ ควนขนุนุ ตะโหมด ปากพะยูนู ป่า่บอน 

บางแก้้ว กงหรา เขาชััยสน ศรีีบรรพต ป่่าพะยอม และ

ศรีีนคริินทร์์ (ปััญญานัันทภิิกขุุ) และจัังหวััดสตููล 7 แห่่ง 

ได้้แก่่ โรงพยาบาลสตููล ละงูู ควนกาหลง ควนโดน 

ท่่าแพ ทุ่่� งหว้้า และมะนััง โดยมีีระยะเวลาที่่�ศึึกษาเดืือน

มีีนาคม ถึึง กัันยายน พ.ศ. 2566

เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์

แบบตรวจประเมิินห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััย 

ตามมาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััย กระทรวง

สาธารณสุขุ พ.ศ. 2565 (Checklist X-Ray) ประกอบด้ว้ย

ส่่วนที่่�เป็็นข้้อมููลทั่่�วไป ได้้แก่่ ชื่่�อโรงพยาบาล รหััส 5 หลััก 

จัังหวััด ประเภทโรงพยาบาล จำนวนเตีียง ประเภท 

การตรวจประเมินิ วันที่่�ตรวจประเมินิ ดังแสดงในภาพที่่� 1 

โดยมีีข้้อกำหนด 10 ข้้อหลััก 70 ข้้อย่่อย ได้้แก่่ หััวข้้อที่่� 1 

องค์์กรและการบริิหารมีี 3 ข้้อย่่อย หััวข้้อที่่� 2 บุุคลากรมีี 

5 ข้ อย่่อย หั ัวข้้อที่่� 3 เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์มีี 7 ข้้อย่่อย  

หััวข้้อที่่� 4 การประกัันคุุณภาพมีี 5 ข้อย่่อย หัวข้้อที่่� 5 

การควบคุุมเอกสารมีี 3 ข้ อย่่อย หั วข้้อที่่�  6 สถานที่่� 

และสิ่่�งแวดล้้อมมีี 9 ข้้อย่่อย หััวข้้อที่่� 7 ความปลอดภััยมีี 

24 ข้ ้อย่่อย หั ัวข้้อที่่�  8 กระบวนการให้้บริิการทางรัังสีีมีี 

11 ข้อย่อ่ย หัวัข้อ้ที่่� 9 การรายงานผลมีี 2 ข้อ้ย่อ่ย หัวัข้อ้ที่่� 10 

การตรวจติิดตามภายในและประเมิินผลมีี 1 ข้ อย่่อย 

ดัังแสดงในตารางที่่� 1

โรงพยาบาล ............................................รหััส 5 หลััก ................................จัังหวััด .............................................................

ประเภทโรงพยาบาล (  )A (  )S (  )M1 (  )M2 (  )F1 (  )F2 (  )F3 (  )อื่่�นๆ............................. จำนวนเตีียง ............. เตีียง 

(   ) การประเมิินตนเอง (   ) การประเมิิน Internal audit  (   )  การประเมิิน External audit /Assessment

แบบตรวจประเมิินระบบคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััย (Checklist X-ray)

ตามมาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััย กระทรวงสาธารณสุุข
โปรดดำเนิินการตรวจประเมิิน และ ระบุุผลตามความเป็็นจริิง โดยใส่่หมายเลข 1  ดัังนี้้� มีีครบ  มีีบางส่่วน  ไม่่มีีหรืือไม่่ดำเนิินการ 

และไม่เ่กี่่�ยวข้อ้ง (n/a) รวมทั้้�งระบุรุายละเอียีด หรือืหลักัฐานที่่�ดำเนินิการสอดคล้อ้งตามระบบคุณุภาพ และรายละเอียีดที่่�ไม่ส่อดคล้อ้งให้ค้รบทุกุข้อ้

ข้้อที่่� ระบบคุุณภาพ/มาตรฐานงานบริิการ
ไม่่เกี่่�ยวข้้อง 

N/A 
มีีครบ มีีบางส่่วน ไม่่มีี รายละเอีียด/หลัักฐานที่่�พบ

1 องค์์กรและการบริิหาร ข้้อ 1.1-1.3

2 บุุคลากร ข้้อ 2.1-2.5

3 เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์ ข้้อ 3.1-3.7

4 การประกัันคุุณภาพ ข้้อ 4.1-4.5

5 การควบคุุมเอกสาร ข้้อ 5.1-5.3

6 สถานที่่�และสิ่่�งแวดล้้อม ข้้อ 6.1-6.9

7 ความปลอดภััย ข้้อ 7.1.1-7.4.11

8 กระบวนการให้้บริิการทางรัังสีี ข้้อ 8.1-8.11

9 การรายงานผล ข้้อ 9.1-9.2

10 การตรวจติิดตามภายในและประเมิินผล ข้้อ 10.1

สรุุปผลการตรวจประเมิินรายหััวข้้อ
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การพััฒนาคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััยของโรงพยาบาลสัังกััดกระทรวงสาธารณสุุข 
ในพื้้�นที่่�จัังหวััดตรััง พััทลุุง และสตููล	 ศิิริิวรรณ บุุญชรััตน์์ และคณะ

ที่่� ข้้อกำหนด
จำนวนข้้อ (ข้้อ)

N/A มีีครบ มีีบางส่่วน ไม่่มีี รวม

1 หััวข้้อที่่� 1 องค์์กรและการบริิหาร     3

2 หััวข้้อที่่� 2 บุุคลากร     5

3 หััวข้้อที่่� 3 เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์     7

4 หััวข้้อที่่� 4 การประกัันคุุณภาพ     5

5 หััวข้้อที่่� 5 การควบคุุมเอกสาร     3

6 หััวข้้อที่่� 6 สถานที่่�และสิ่่�งแวดล้้อม     9

7 หััวข้้อที่่� 7 ความปลอดภััย     24

8 หััวข้้อที่่� 8 กระบวนการให้้บริิการทางรัังสีี     11

9 หััวข้้อที่่� 9 การรายงานผล     2

10 หััวข้้อที่่� 10 การตรวจติิดตามภายในและประเมิินผล    1

รวม   70

ลงนามผู้้�ตรวจประเมิิน
1.	ชื่่�อ-นามสกุุล.....................................................................เลขทะเบีียน ................................. หััวหน้้าผู้้�ตรวจประเมิิน
	 ตำแหน่่ง.............................................................................โรงพยาบาล..............................................................
2.	ชื่่�อ-นามสกุุล..................................................เลขทะเบีียน ................................ ผู้้�ตรวจประเมิินด้้านวิิชาการ
	 ตำแหน่่ง.............................................................................โรงพยาบาล..............................................................

ภาพที่่� 1	 ตััวอย่่างแบบตรวจประเมิินระบบคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััย (Checklist X-ray) ตามมาตรฐาน 

	ห้ ้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััย กระทรวงสาธารณสุุข

ตารางที่่� 1  ข้้อกำหนดมาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััย กระทรวงสาธารณสุุข พ.ศ. 2565 

1.	องค์์กรและการบริิหาร 
	 1.1	มี ีการบริิหารจััดการ โดยการจััดหาทรััพยากรที่่�จำเป็็นให้้เป็็นไปตามข้้อกำหนดของระบบคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการ 
		มี  ีการจััดทำแผนผัังและแสดงการบริิหารภายในองค์์กร 
	 1.2	มี ีนโยบาย ระเบีียบปฏิิบััติิในการป้้องกัันข้้อมููลที่่�เป็็นความลัับ และสิิทธิิของผู้้�ป่่วยและด้้านความปลอดภััยใน
		ห้  ้องปฏิิบััติิการ
	 1.3	มี กีารศึึกษาข้้อมูลูและสถิิตินิำมาเป็็นตัวัชี้้�วัดในการปฏิิบัตัิงิาน และมีแีผนปรัับปรุงุคุณุภาพ (Quality Improvement) 
		มี  ีการสำรวจความพึึงพอใจในการให้้บริิการทั้้�งภายในและภายนอก

2.	บุุคลากร
  	 2.1 	มีีบุุคลากรทางด้้านวิิชาชีีพรัังสีี ปฏิิบััติิงานได้้ตลอดเวลาที่่�ให้้บริิการ 
  	 2.2 	มีีผลการประเมิินความสามารถด้้านวิิชาการในการปฏิิบััติิงานด้้านรัังสีี
  	 2.3 	มีีการกำหนดความรัับผิิดชอบอำนาจหน้้าที่่�ของบุุคลากรในห้้องปฏิิบััติิการทุุกระดัับเป็็นลายลัักษณ์์อัักษร 
  	 2.4 	มีีแผนพััฒนาบุุคลากร
  	 2.5 	มีีการจััดทำประวััติิการฝึึกอบรมของบุุคลากร

3.	 เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์
	 3.1	 เครื่่�องมืือทางรัังสีีวิิทยาต้้องมีีสภาพพร้้อมใช้้งานและเพีียงพอและต้้องได้้มาตรฐานคุุณภาพและความปลอดภััย
	 3.2	 ระบบไฟฟ้้าสำหรัับห้้องตรวจทางรัังสีีต้้องได้้มาตรฐานและมีีความปลอดภััย  
	 3.3 	มีีอุุปกรณ์์ประกอบที่่�ใช้้ถ่่ายภาพรัังสีีพร้้อมใช้้งาน
	 3.4 	มีีอุุปกรณ์์ป้้องกัันรัังสีีที่่�สามารถป้้องกัันรัังสีีได้้ มีีสภาพดีี จำนวนเพีียงพอ
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Development of the Quality of Diagnostic Radiology Laboratories in Hospitals,  
Ministry of Public Health, in Trang, Phatthalung and Satun Provinces, Thailand 	 Siriwan Buncharat et al.

	 3.5	มี ีอุุปกรณ์์ในการเคลื่่�อนย้้ายผู้้�ป่่วยที่่�สะอาดและพร้้อมใช้้งาน 
	 3.6	มี ีเสื้้�อผ้้าสะอาดสำหรัับผู้้�ป่่วยและเพีียงพอ มีีที่่�จััดเก็็บแยกก่่อนและหลัังใช้้งาน
	 3.7	วั ัสดุุและเวชภััณฑ์์สำหรัับผู้้�ป่่วยมีีคุุณภาพตามบริิบทการให้้บริิการของโรงพยาบาล

4.	การประกัันคุุณภาพ
	 4.1	มี ีแผนการควบคุุมคุุณภาพเครื่่�องมืือทางรัังสีีวิิทยา
	 4.2 	มีีการควบคุุมคุุณภาพกรณีีการสร้้างภาพแบบฟิิล์์ม
	 4.3	มี ีการควบคุุมคุุณภาพกรณีีการสร้้างภาพแบบดิิจิิทััล
	 4.4	มี ีการวิิเคราะห์์คุุณภาพภาพถ่่ายรัังสีี อั ตราการถ่่ายภาพรัังสีีซ้้ำพร้้อมแผนการแก้้ไข โดยมีีอััตราฟิิล์์มเสีีย  
		อั  ัตราการถ่่ายภาพรัังสีีซ้้ำ ไม่่เกิินร้้อยละ 8
	 4.5	มี ีการตรวจสอบคุุณภาพอุุปกรณ์์ป้้องกัันรัังสีีอย่่างน้้อยปีีละ 1 ครั้้�ง

5.	การควบคุุมเอกสาร
	 5.1	มี ีบััญชีีรายชื่่�อเครื่่�องมืือทางรัังสีีรวมทั้้�งประวััติิครุุภััณฑ์์เครื่่�องมืือ
	 5.2	มี ีคู่่�มืือการใช้้งานประจำเครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์ที่่�สำคััญ และมีีเอกสารบัันทึึกประวััติิการบำรุุงรัักษา 
	 5.3 	ภาพถ่่ายรัังสีี/ไฟล์ภาพถ่า่ยทางรัังสีีของผู้้�รับับริิการถูกูเก็็บในสถานที่่�ที่่�มีการป้อ้งกัันการเข้้าถึึงของผู้้�ที่่�ไม่่ได้้รับัอนุุญาต

6.	สถานที่่�และสิ่่�งแวดล้้อม
	 6.1	ห้ ้องตรวจทางรัังสีีมีีพื้้�นที่่�เพีียงพอสำหรัับผู้้�รัับบริิการที่่�นั่่�งรถเข็็นและผู้้�รัับบริิการที่่�นอนบนเตีียง
	 6.2	 ผนัังทุุกด้้านและประตููห้้องมีีผนัังกั้้�นจุุดควบคุุมการฉายรัังสีี (Control booth) 
	 6.3	 ภายในห้้องตรวจทางรัังสีีมีีความสว่่างเพีียงพอ และภายใต้้บริิเวณจุุดที่่�ผู้้�รับบริิการรัับการถ่่ายภาพเอกซเรย์์ 
		ต้  ้องสามารถมองเห็็นขนาดลำรัังสีีได้้ชััดเจน
	 6.4	มี ีพื้้�นที่่�รอรัับบริิการเป็็นสััดส่่วน มีีป้้ายบอกชััดเจน
	 6.5 	มีีพื้้�นที่่�ลงทะเบีียน ที่่�สามารถมองเห็็นผู้้�รอรัับบริิการได้้ชััดเจน เป็็นสััดส่่วน
	 6.6	มี ีห้้องเปลี่่�ยนเสื้้�อผ้้าที่่�มีีประตููล็็อคและปุ่่�มสััญญาณให้้ผู้้�รัับบริิการกด กรณีีฉุุกเฉิิน มีีอากาศถ่่ายเทสะดวก
	 6.7	 หากมีีบริิการตรวจพิิเศษทางรัังสีีวิินิิจฉััยด้้วยสารเปรีียบต่่าง ต้้องมีีพื้้�นที่่�เตรีียมสารเปรีียบต่่างและพื้้�นที่่�
		  ทำความสะอาดเครื่่�องมืืออุุปกรณ์์ มีีห้้องสุุขาข้้างในหรืือใกล้้ห้้องตรวจที่่�มีีปุ่่�มสััญญาณฉุุกเฉิินสำหรัับผู้้�รัับบริิการ
	 6.8	มี ีพื้้�นที่่�/ห้้องเก็็บเครื่่�องมืือ อุุปกรณ์์ และวััสดุุ เป็็นสััดส่่วน
	 6.9	มี ีระบบระบายอากาศที่่�ดีี มีีแสงสว่่างเพีียงพอในการปฏิิบััติิงาน

7.	ความปลอดภััย
	 7.1	 ความปลอดภััยของผู้้�ปฏิิบััติิงานด้้านรัังสีี
		  7.1.1	มี ีอุุปกรณ์์วััดรัังสีีบุุคคลและมีีการบัันทึึกปริิมาณรัังสีีที่่�ได้้รัับอย่่างต่่อเนื่่�องและเป็็นปััจจุุบััน
		  7.1.2	มี ีการฝึึกอบรม/การศึึกษา เรื่่�อง การป้้องกัันอัันตรายจากรัังสีี
		  7.1.3	มี ีการฝึึกอบรม/การศึึกษา เรื่่�อง การป้้องกัันอัันตรายจากรัังสีีให้้กัับผู้้�ที่่�เกี่่�ยวข้้อง
		  7.1.4	มี ีการอบรมและการซ้้อมแผน/หรืือการเตรีียมรัับมืือด้้านอััคคีีภััย/ภััยธรรมชาติิหรืืออุุบััติิภััย
		  7.1.5	มี ีวััสดุุและเวชภััณฑ์์ด้้านความปลอดภััย
	 7.2	 ความปลอดภััยของผู้้�รัับบริิการ
		  7.2.1	มี ีระบบการเฝ้้าระวัังดููแลผู้้�รัับบริิการ ผู้้�ป่่วยภาวะวิิกฤติิต้้องมีีต้้องมีีเจ้้าหน้้าที่่�ดููแล 
		  7.2.2	ผู้้� ปฏิิบััติิงานด้้านรัังสีีต้้องได้้รัับการฝึึกอบรมการดููแลและเคลื่่�อนย้้ายผู้้�รับบริิการ และสามารถปฏิิบััติิได้้ 
			   อย่่างถููกต้้อง

ตารางที่่� 1  ข้้อกำหนดมาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััย กระทรวงสาธารณสุุข พ.ศ. 2565 (ต่่อ)
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การพััฒนาคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััยของโรงพยาบาลสัังกััดกระทรวงสาธารณสุุข 
ในพื้้�นที่่�จัังหวััดตรััง พััทลุุง และสตููล	 ศิิริิวรรณ บุุญชรััตน์์ และคณะ

ตารางที่่� 1  ข้้อกำหนดมาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััย กระทรวงสาธารณสุุข พ.ศ. 2565 (ต่่อ)

		  7.2.3	 เส้้นทางการเคลื่่�อนย้้ายผู้้�รัับบริิการ สะดวก ไม่่มีีสิ่่�งกีีดขวาง ปลอดภััย มีีทางลาดให้้ผู้้�รัับบริิการที่่�นั่่�งรถเข็็น 	
			   และนอนเตีียง 
		  7.2.4	มี ีการจััดการความเสี่่�ยงให้้กัับผู้้�รัับบริิการ
	 7.3 	กรณีีที่่�มีีการใช้้สารเปรีียบต่่าง 
		  7.3.1	มี ีแนวทางการปฏิิบััติิ/คู่่�มืือการปฏิิบััติิงานเกี่่�ยวกัับความปลอดภััยจากการใช้้สารเปรีียบต่่าง
		  7.3.2	มี ีหลัักฐานการคััดกรองผู้้�รัับบริิการที่่�มีีความเสี่่�ยงสููง
		  7.3.3 	มีีการวััดสััญญาณชีีพ (Vital sign) ก่่อนการตรวจพิิเศษทางรัังสีีทุุกครั้้�ง
		  7.3.4	มี ีแนวทางปฏิิบััติิกรณีีเกิิดเหตุุฉุุกเฉิินจากสารเปรีียบต่่างขณะให้้บริิการรัังสีีวิินิิจฉััย
	 7.4	 หน่่วยให้้บริิการ
		  7.4.1	มี ีระบบป้้องกัันอัันตรายจากรัังสีี และแนวทางการดููแลผู้้�รัับบริิการที่่�มารัับบริิการ
		  7.4.2	 กรณีีมีีเครื่่�องสร้้างภาพด้้วยสนามแม่่เหล็็กไฟฟ้้า (MRI) มีีระบบป้้องกัันอัันตรายจากและแนวทางการดููแล	
			ผู้้�รั   ับบริิการที่่�มารัับบริิการ
		  7.4.3	มี ีการประเมิินค่่าปริิมาณรัังสีีที่่�ผู้้�รัับบริิการได้้รัับจากการถ่่ายภาพรัังสีีวิินิิจฉััยอย่่างเหมาะสม
		  7.4.4	มี ีกระบวนการป้้องกัันการติิดเชื้้�อและการแพร่่กระจายเชื้้�อครอบคลุุมตามมาตรฐานการป้้องกัันการติิดเชื้้�อ 	
			   รวมทั้้�งโรคติิดเชื้้�ออุุบััติิใหม่่/อุุบััติิซ้้ำ
		  7.4.5	มี ีการใช้้อุุปกรณ์์จำกััดลำรัังสีี เฉพาะส่่วนที่่�ต้้องการตรวจที่่�สามารถใช้้งานได้้ดีี 
		  7.4.6	มี ีการป้้องกัันรัังสีีให้้ญาติิหรืือผู้้�ติิดตามในกรณีีที่่�ต้้องให้้จัับผู้้�รัับบริิการ  
		  7.4.7 	มีีมาตรการในการช่่วยฟื้้�นคืืนชีีพอย่่างมีีประสิิทธิิภาพ และมีีการซัักซ้้อมอย่่างน้้อยปีีละ 1 ครั้้�ง
		  7.4.8	มี กีารติดิตั้้�งถังัดับัเพลิิงที่่�เหมาะสม พร้อ้มใช้้งาน   และมีกีารตรวจสอบอย่่างน้้อยเดืือนละ 1 ครั้้�ง หรือืตามระยะเวลา 
			ที่่�ผู้้�   ผลิิตกำหนด ติิดป้้ายแสดงผลการตรวจสอบ
		  7.4.9 	มีีป้้ายทางหนีีไฟที่่�เห็็นได้้ชััดเจนแม้้ในเวลากลางคืืน
		  7.4.10	มีรีะบบไฟฟ้า้สำรอง เพื่่�อให้แ้สงสว่า่งฉุกุเฉินิเพียีงพอสำหรับัการปฏิบิัตัิงิานถึงึจุดุที่่�ให้บ้ริกิารอย่า่งน้อ้ย 1 จุด
		  7.4.11	กรณีีใช้้น้้ำยาล้้างฟิิล์์ม ให้้มีีแนวทางการกำจััดน้้ำยาล้้างฟิิล์์มอย่่างถููกต้้องก่่อนปล่่อยสู่่�สิ่่�งแวดล้้อม 

8.	กระบวนการให้้บริิการทางรัังสีี
	 8.1	มี ีคู่่�มืือการปฏิิบััติิงานทางรัังสีี
	 8.2 	มีตีารางเทคนิิคการให้้ปริมิาณรัังสี ี(Technical/Exposure chart) หรือืโปรโตคอล (Protocol) ติดตั้้�งอยู่่�ในพื้้�นที่่�
	 8.3 	มีีใบ request ที่่�ส่่งให้้ผู้้�ปฏิิบััติิงานด้้านรัังสีี โดยระบุุข้้อบ่่งชี้้�ในการขอตรวจของแพทย์์เพื่่�อให้้บริิการที่่�ถููกต้้อง
	 8.4	มี ีการซัักประวััติิตรวจสอบความถููกต้้องของผู้้�รัับบริิการ
	 8.5	มี ีการทวนสอบผู้้�รัับบริิการในวััยเจริิญพัันธุ์์�ถึึงโอกาสในการตั้้�งครรภ์์ทุุกครั้้�ง และมีีแนวทางในการถ่่ายภาพรัังสีี
		ผู้้�รั  ับบริิการตั้้�งครรภ์์
	 8.6 	มีีระบบสื่่�อสารภายในหรืือระหว่่างหน่่วยงานกัับการส่่งต่่อผู้้�ป่่วย
	 8.7 	ผู้้�รัับบริิการได้้รัับคำแนะนำในการเตรีียมตััวก่่อนเข้้ารัับการถ่่ายภาพรัังสีี
	 8.8 	การให้้บริิการตรวจพิิเศษทางรัังสีี มีีการอธิิบายและให้้คำแนะนำ และมีีกระบวนการในการติิดตามเพื่่�อรัับการตรวจ 
		  ตามนััด
	 8.9	ผู้้�รั ับบริิการได้้รัับการทวนสอบความเข้้าใจขั้้�นตอนการตรวจพิิเศษต่่าง ๆ จนสามารถปฏิิบััติิได้้ถููกต้้อง
	 8.10	การตรวจพิิเศษทางรัังสีีที่่�มีีการใช้้สารเปรีียบต่่างกระทำโดยแพทย์์
	 8.11	มีีระบบการส่่งต่่อข้้อมููลผู้้�ป่่วย เช่่น ภาพทางรัังสีี ผลการวิินิิจฉััยของรัังสีีแพทย์์ ทั้้�งระหว่่างแผนกและระหว่่าง
		  หน่่วยงานที่่�มีีประสิิทธิิภาพ

9.	การรายงานผล
	 9.1	มี ีการควบคุุมคุุณภาพภาพถ่่ายทางรัังสีีที่่�ได้้ก่่อนส่่งมอบให้้แพทย์์
	 9.2	 ซองพร้้อมภาพถ่่ายทางรัังสีี มีีข้้อมููลผู้้�รัับบริิการและรายละเอีียดที่่�จำเป็็นและถููกต้้อง



198 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 67 ฉบับที่ 2 เมษายน  - มิถุนายน 2568

Development of the Quality of Diagnostic Radiology Laboratories in Hospitals,  
Ministry of Public Health, in Trang, Phatthalung and Satun Provinces, Thailand 	 Siriwan Buncharat et al.

วิิธีีการ

การจััดประชุุม/อบรม

จััดประชุุม/อบรมให้้ความรู้้�เรื่่�องเกณฑ์์มาตรฐาน

ห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััย กระทรวงสาธารณสุุข พ.ศ. 

2565 ให้้กัับผู้้�ปฏิิบััติิงานห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััย 

ของโรงพยาบาลในเขตพื้้�นที่่�จัังหวััดตรััง พััทลุุง และสตููล 

และเจ้้าหน้้าที่่�สำนัักงานสาธารณสุุขจัังหวััด และประสาน

งานกัับสำนัักงานสาธารณสุุขจัังหวััดและโรงพยาบาล 

ในการวางแผนการตรวจประเมิิน 

การตรวจประเมิิน

แต่่งตั้้�งทีีมผู้้�ตรวจประเมิิน โดยแต่่ละโรงพยาบาล

มีีผู้้�ตรวจประเมิิน 2 คน ได้้แก่่ นั ักรัังสีีการแพทย์์จาก 

โรงพยาบาลศูนูย์ห์รือืโรงพยาบาลทั่่�วไป 1 คน และผู้้�แทน

นักัรัังสีกีารแพทย์จ์ากโรงพยาบาลชุมุชน 1 คน โดยผู้้�ตรวจ

ประเมิินต้้องขึ้้�นทะเบีียนเป็็นผู้้�ตรวจประเมิินจากสำนััก

มาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ 

สำหรับัการประเมินิโรงพยาบาลทั่่�วไปจะใช้ผู้้้�ตรวจประเมินิ

จากโรงพยาบาลทั่่�วไปจากจัังหวััดใกล้้เคีียง 

ดำเนิินการตรวจประเมิินโดยใช้้แบบตรวจประเมิิน

ระบบคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััย (Checklist) 

ตามเกณฑ์์มาตรฐานห้้องปฏิิบัตัิกิารรัังสีีวิินิจิฉััย กระทรวง

สาธารณสุุข โดยบัันทึึกข้้อมููลทั่่�วไป ได้้แก่่ ชื่่�อโรงพยาบาล 

รหััส 5 หลััก จัังหวััด ประเภทโรงพยาบาล จำนวนเตีียง 

ประเภทการตรวจประเมิิน วัันที่่�ตรวจประเมิิน และข้้อมููล

ที่่�จำเป็็นอื่่�นๆ เพิ่่�มเติิม ได้้แก่่ ประเภทการให้้บริิการ 

ทางรัังสีี ชนิิดและจำนวนเครื่่�องเอกซเรย์์ ระบบสร้้าง 

ภาพรัังสีี และจำนวนเจ้้าหน้้าที่่�ผู้้�ปฏิิบััติิงานด้้านรัังสีี  

และดำเนิินการประเมิินตาม Checklist โดยให้้คะแนน 

การประเมิินของแต่่ละข้้อ คืือ 2 = มีีครบ  1 = มีีบางส่่วน 

0 = ไม่่มีี/ไม่่ได้้ดำเนิินการ และ N/A = ไม่่ได้้ให้้บริิการ 

คะแนนเต็็มปกติิ คืือ 140 คะแนน แต่่ข้้อที่่� N/A จะไม่่นำ

10.	 การตรวจติิดตามภายในและประเมิินผล
	 10.1	ห้ ้องปฏิิบััติิการต้้องนำข้้อมููลการทบทวนระบบบริิหารคุุณภาพ ผลการตรวจติิดตามระบบบริิหารคุุณภาพภายใน 
		ห้  องปฏิิบััติิการ (Internal audit) การปฏิิบััติิแก้้ไข การป้้องกััน โอกาสเสี่่�ยงการเกิิดซ้้ำ มาเป็็นข้้อมููล 
		  สำหรัับกำหนดแผนพััฒนาปรัับปรุุงอย่่าต่่อเนื่่�อง

ตารางที่่� 1  ข้้อกำหนดมาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััย กระทรวงสาธารณสุุข พ.ศ. 2565 (ต่่อ)

มาคิิดคะแนนเต็็ม โดยโรงพยาบาลศููนย์์และโรงพยาบาล

ทั่่�วไปมีีคะแนนเต็็ม 136 คะแนน เนื่่�องจากไม่่ได้้ใช้้ระบบ

ฟิิล์์มเอกซเรย์์ โรงพยาบาลชุุมชนคิิดคะแนนเต็็ม 122 

คะแนน เนื่่�องจากไม่่ได้้ใช้้ระบบฟิิล์์มเอกซเรย์์และไม่่มีี

การตรวจพิิเศษที่่�ใช้้สารเปรีียบต่่าง 

รวบรวมข้้อมููลและสรุุปผลการประเมิิน 

รวบรวมข้้อมููลทั่่�วไป ได้้แก่่ ประเภท ระดัับ และ

จำนวนโรงพยาบาล ประเภทการให้้บริิการทางรัังสีี ชนิิด

และจำนวนเครื่่�องเอกซเรย์์ ระบบสร้้างภาพรัังสีี และ

จำนวนเจ้้าหน้้าที่่�ผู้้�ปฏิิบััติิงานด้้านรัังสีี และสรุุปผลการ

ประเมิิน โดยนำคะแนนที่่�ได้้แต่่ละโรงพยาบาลคิิดเป็็น 

ร้อ้ยละจากคะแนนเต็ม็ปกติิ และหาค่า่เฉลี่่�ย ค่า่ต่ำ่สุดุ สูงูสุดุ 

ค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานของกลุ่่�ม และจััดระดัับการพััฒนา

ตามคะแนนที่่�ได้้  โดยคะแนน 90.0−100 เป็น็ระดัับดีเีด่น่ 

คะแนน 80.0−89.9 เป็็นระดัับดีีมาก คะแนน 70.0−79.9 

เป็น็ระดับัดี ีคะแนน 60.0−69.9 เป็น็ระดับัพอใช้ ้คะแนน 

50.0−59.9 เป็็นระดัับต้้องปรัับปรุุง คะแนนต่่ำกว่่า 

50.0 ถืือว่่าไม่่ผ่่านเกณฑ์์ต้้องแก้้ไขเร่่งด่่วน โดยพิิจารณา 

ทั้้�งคะแนนรวมและคะแนนตามข้้อกำหนดทั้้�ง 10 ข้ อ 

แยกตามจัังหวััดและตามประเภทโรงพยาบาล

ผล

ข้้อมููลทั่่�วไป

ข้อ้มูลูเบื้้�องต้น้ในพื้้�นที่่�จังัหวัดัตรังั พัทัลุงุ และสตูลู 

มีีโรงพยาบาลสัังกััดสำนัักงานปลััดกระทรวงสาธารณสุุข 

ทั้้�งหมด 28 แห่่ง อยู่่�ในจัังหวััดตรััง 10 แห่่ง จัังหวััดพััทลุุง 

11 แห่่ง และจัังหวััดสตููล 7 แห่่ง เป็็นโรงพยาบาลศููนย์์ 

(รพศ.) ระดัับ A (Advance Level) คืือ โรงพยาบาล

ที่่�มีีขีีดความสามารถรองรัับผู้้�ป่่วยที่่�ต้องการการรัักษาที่่� 

ยุ่่�งยากซับัซ้อ้น ระดับัเชี่่�ยวชาญ มีเทคโนโลยีขีั้้�นสูงู จำนวน 

1 แห่ง่ เป็น็โรงพยาบาลทั่่�วไป (รพท.) ระดัับ S (Standard 
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การพััฒนาคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััยของโรงพยาบาลสัังกััดกระทรวงสาธารณสุุข 
ในพื้้�นที่่�จัังหวััดตรััง พััทลุุง และสตููล	 ศิิริิวรรณ บุุญชรััตน์์ และคณะ

Level) คืือ โรงพยาบาลทั่่�วไปขนาดใหญ่่ จำนวน 2 แห่่ง 

โรงพยาบาลชุุมชน (รพช.) ระดัับ M2 (Middle Level 

Referral) คือ โรงพยาบาลชุุมชนแม่่ข่า่ยทุุติยิภููมิ ิจำนวน 

2 แห่่ง โรงพยาบาลชุุมชน ระดัับ F1 (First-Level) 

คืือ โรงพยาบาลชุุมชนขนาดใหญ่่ ขนาด 90−120 เตีียง 

จำนวน 2 แห่่ง และโรงพยาบาลชุุมชน ระดัับ F2 คื อ 

โรงพยาบาลชุุมชนขนาดกลาง ขนาด 30-90 เตีียง  

จำนวน 21 แห่่ง สำหรัับการให้้บริิการด้้านรัังสีี ปั ัจจุุบััน 

มีกีารให้บ้ริกิารเฉพาะด้า้นรังัสีวิีินิิจฉัยั โดยทุกุโรงพยาบาล

มีีเครื่่�องเอกซเรย์์พื้้�นฐาน ได้้แก่่ เครื่่�องเอกซเรย์์ทั่่�วไป 

เครื่่�องเอกซเรย์์เคลื่่�อนที่่�  เครื่่�องเอกซเรย์์ทัันตกรรม  

ส่่วนเครื่่�องเอกซเรย์์คอมพิิวเตอร์์มีีในโรงพยาบาล

ศููนย์์ โรงพยาบาลทั่่�วไป และโรงพยาบาลชุุมชนแม่่ข่่าย 

มีีการตรวจพิิเศษทางรัังสีีเฉพาะในโรงพยาบาลศููนย์์และ 

โรงพยาบาลทั่่�วไปของแต่ล่ะจังัหวััด โดยใช้เ้ครื่่�องเอกซเรย์์

ชนิิดพิิเศษ ได้้แก่่ เครื่่�องเอกซเรย์์ฟลููออโรสโคปีี เครื่่�อง

เอกซเรย์์ C-Arm เครื่่�องเอกซเรย์์เต้้านม มี ีการตรวจ

วินิิจิฉัยัร่ว่มรักัษาด้า้นโรคหััวใจ 2 แห่ง่ ในโรงพยาบาลศููนย์์ 

จัังหวััดตรััง 1 แห่่ง และในโรงพยาบาลทั่่�วไป จั ังหวััด

พัทัลุงุ 1 แห่ง่ โดยใช้เ้ครื่่�องเอกซเรย์ร์ะบบหลอดเลือืดและ 

สวนหััวใจชนิิด 1 ระนาบ และชนิิด 2 ระนาบ และมีีเครื่่�อง 

สร้้างภาพด้้วยสนามแม่่เหล็็กไฟฟ้้าในโรงพยาบาลศููนย์์ 

จัังหวััดตรััง 1 แห่่ง ในโรงพยาบาลทั่่�วไป จั งหวััดพััทลุุง 

1 แห่่ง ทุ กแห่่งมีีการใช้้ระบบสร้้างภาพรัังสีีแบบดิิจิิทััล 

ดัังแสดงในตารางที่่�  2 สำหรัับบุุคลากรด้้านรัังสีี พบว่่ามีี 

เจ้้าหน้้าที่่�ผู้้�ปฏิิบััติิงานด้้านรัังสีีใน 3 จัังหวััด ทั้้�งหมด 137 

คน เป็็นนัักรัังสีีการแพทย์์ จำนวน 40 คน เจ้้าพนัักงาน

รัังสีีการแพทย์์ จำนวน 13 คน และเจ้้าหน้้าที่่�อื่่�นๆ จำนวน  

84 คน โดยยัังมีีโรงพยาบาลที่่�ไม่่มีีบุุคลากรวิิชาชีีพรัังสีี 

จำนวน 6 แห่่ง อยู่่�ในจัังหวััดตรััง 2 แห่่ง จั ังหวััดพััทลุุง 

2 แห่่ง และจัังหวััดสตููล 2 แห่่ง ดัังแสดงในตารางที่่� 3

ผลการประเมินิคุณุภาพห้อ้งปฏิบิัตัิกิารรังัสีวีินิิจิฉัยั

ตามมาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััย กระทรวง 

สาธารณสุุข พ.ศ. 2565 ทั้้�งหมด 28 แห่่ง พบคะแนนอยู่่�

ในช่ว่งร้อ้ยละ 48.2-100 คะแนนเฉลี่่�ยเท่่ากัับร้อ้ยละ 82.9 

และค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานเท่่ากัับร้้อยละ 16.22 เมื่่�อแยก

ตามจัังหวััดพบว่่าจัังหวััดพััทลุุงมีีผลการประเมิินสููงที่่�สุด

โดยพบคะแนนอยู่่�ในช่่วงร้้อยละ 61.9-100 คะแนนเฉลี่่�ย

เท่่ากัับร้้อยละ 88.2 และค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานเท่่ากัับ 

ร้อ้ยละ 11.81 รองลงมา คือ จังหวััดตรััง ได้ค้ะแนนอยู่่�ในช่่วง

ร้อ้ยละ 48.2-97.8 คะแนนเฉลี่่�ยเท่า่กับัร้อ้ยละ 79.6 และ

ค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานเท่่ากัับร้้อยละ 16.18 ส่ วนจัังหวััด

สตูลูได้ค้ะแนนอยู่่�ในช่ว่งร้อ้ยละ 48.7-97.7 คะแนนเฉลี่่�ย

เท่่ากัับร้้อยละ 79.3 และค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานเท่่ากัับ 

ร้้อยละ 21.75 ดัังแสดงในภาพที่่� 2 และ ตารางที่่� 4

เมื่่�อแบ่่งตามประเภทโรงพยาบาล พบว่่ากลุ่่�ม 

โรงพยาบาลศููนย์แ์ละโรงพยาบาลทั่่�วไป ได้ค้ะแนนมากกว่่า 

โรงพยาบาลชุุมชน โดยคะแนนอยู่่� ในช่่วงร้้อยละ 

87.0−97.8 คะแนนเฉลี่่�ยร้้อยละ 94.1 ค่ ่าเบี่่�ยงเบน

มาตรฐานเท่่ากัับร้้อยละ 6.12 ส่ วนโรงพยาบาลชุุมชน 

คะแนนอยู่่�ในช่่วงร้้อยละ 48.2−100 คะแนนเฉลี่่�ย 

ร้้อยละ 81.6 ค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานเท่่ากัับร้้อยละ 16.59  

ดัังแสดงในตารางที่่� 5

เมื่่�อจััดกลุ่่�มตามช่่วงคะแนน พบว่่ามีีโรงพยาบาล

ได้้คะแนนอยู่่�ในระดัับดีีเด่่น (คะแนนร้้อยละ 90−100) 

จำนวน 11 แห่่ง (ร้้อยละ 39.3) อยู่่�ในจัังหวััดตรััง 2 แห่่ง 

พััทลุุง 5 แห่่ง และสตููล 4 แห่่ง ระดัับดีีมาก (คะแนน 

ร้้อยละ 80.0−89.9) จำนวน 9 แห่่ง (ร้้อยละ 32.1) 

อยู่่�ในจัังหวััดตรััง 5 แห่่ง และพััทลุุง 4 แห่่ง ระดัับดีี 

(คะแนนร้้อยละ 70.0−79.9) จำนวน 2 แห่ง่ (ร้อ้ยละ 7.1) 

อยู่่�ในจัังหวััดตรััง 1 แห่่ง และพััทลุุง 1 แห่่ง ระดัับพอใช้้ 

(คะแนนร้้อยละ 60.0−69.9) จำนวน 2 แห่ง่ (ร้อ้ยละ 7.1) 

อยู่่�ในจัังหวััดพััทลุุง 1 แห่่ง และสตููล 1 แห่่ง ระดัับต้้อง

ปรัับปรุุง (คะแนนร้้อยละ 50.0−59.9) จำนวน 2 แห่่ง 

(ร้้อยละ 7.1) อยู่่�ในจัังหวััดตรััง 1 แห่่ง และสตููล 1 แห่่ง 

และไม่่ผ่่านเกณฑ์์ต้้องแก้้ไขเร่่งด่่วน (คะแนนต่่ำกว่่า 

ร้้อยละ 50.0) จำนวน 2 แห่่ง (ร้้อยละ 7.1) อยู่่�ใน 

จัังหวััดตรััง 1 แห่่ง และสตููล 1 แห่่ง เมื่่�อพิิจารณา 

ตามประเภทโรงพยาบาล พบว่่ากลุ่่�มที่่�ได้้ระดัับดีีเด่่น 

เป็น็โรงพยาบาลศูนูย์แ์ละโรงพยาบาลทั่่�วไป จำนวน 2 แห่ง่ 

โรงพยาบาลชุุมชน 9 แห่่ง ระดัับดีีมาก เป็็นโรงพยาบาล

ศููนย์์และโรงพยาบาลทั่่�วไป 1 แห่่ง โรงพยาบาลชุุมชน 

8 แห่่ง ส่่วนระดัับดีี ระดัับพอใช้้ ระดัับต้้องปรัับปรุุง และ

ไม่่ผ่่านเกณฑ์์ต้้องแก้้ไขเร่่งด่่วน เป็็นโรงพยาบาลชุุมชน 

อย่่างละ 2 แห่่ง ดัังแสดงในตารางที่่� 6
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ตารางที่่� 3	 จำนวนบุุคลากรด้้านรัังสีีและผลการประเมิินคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััยของโรงพยาบาล 

	สั ังกััดกระทรวงสาธารณสุุขในเขตพื้้�นที่่�จัังหวััดตรััง พััทลุุง และสตููล จำนวน 28 แห่่ง
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หมายเหตุุ: ที่่�ขีีดเส้้นใต้้คืือไม่่มีีเจ้้าหน้้าที่่�รัังสีี
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ภาพที่่� 2 	 แผนภููมิิแสดงคะแนนผลการประเมิินคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััยของโรงพยาบาลสัังกััดกระทรวง 

		  สาธารณสุุข ในเขตพื้้�นที่่�จัังหวััดตรััง พััทลุุง และสตููล (แสดงเป็็นหมายเลข ตารางที่่� 3)

ตารางที่่� 4	 สรุปุคะแนนผลการประเมินิคุณุภาพห้อ้งปฏิบิัตัิกิารรังัสีวีินิิจิฉัยัของโรงพยาบาลสังักัดักระทรวงสาธารณสุขุ  

		  ในเขตพื้้�นที่่�จัังหวััดตรััง พััทลุุง และสตููล แยกตามจัังหวััด

ตารางที่่� 5	 คะแนนจากการประเมิินคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััยของโรงพยาบาลสัังกััดกระทรวงสาธารณสุุข 

		  ในเขตพื้้�นที่่�จัังหวััดตรััง พััทลุุง และสตููล แบ่่งตามประเภทโรงพยาบาล

จัังหวััด
จำนวน

(แห่่ง)
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ภาพรวม 28 48.2 100 82.9 16.22
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จำนวน

(แห่่ง)

คะแนนการประเมิิน (ร้้อยละ)
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Development of the Quality of Diagnostic Radiology Laboratories in Hospitals,  
Ministry of Public Health, in Trang, Phatthalung and Satun Provinces, Thailand 	 Siriwan Buncharat et al.

ตารางที่่� 6	 จำนวนโรงพยาบาลที่่�ได้้รัับการพััฒนาคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััย ตามมาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการ 

	 	รั ังสีีวิินิิจฉััย กระทรวงสาธารณสุุข พ.ศ. 2565 แต่่ละระดัับการพััฒนาในเขตพื้้�นที่่�จัังหวััดตรััง พััทลุุง และสตููล 

ระดัับการพััฒนา ช่่วงคะแนน
จัังหวััดตรััง จัังหวััดพััทลุุง จัังหวััดสตููล ภาพรวม

รพศ. รพช. รพท. รพช. รพท. รพช. จำนวน ร้้อยละ

ดีีเด่่น
ดีีมาก
ดีี
พอใช้้
ต้้องปรัับปรุุง
ไม่่ผ่่านเกณฑ์์
ต้้องแก้้ไขเร่่งด่่วน

90−100
80−89.9
70−79.9
60−69.9
50−59.9
ต่่ำกว่่า 50

1
 
 
 
 
 

1
5
1
 
1
1

 
1
 
 
 
 

5
3
1
1
 
 

1
 
 
 
 
 

3
 
 
1
1
1

11
9
2
2
2
2

39.3
32.1
7.1
7.1
7.1
7.1

รวม 1 9 1 10 1 6 28 100

เมื่่�อพิจิารณาตามหัวัข้อ้การประเมินิ 10 หัวัข้อ้หลักั 

แต่่ละจัังหวััดตามประเภทโรงพยาบาล พบว่่าในจัังหวััด

ตรััง โรงพยาบาลศููนย์์ ส่ วนใหญ่่แต่่ละหััวข้้อได้้คะแนน 

ร้้อยละ 100 คื อ ไม่่พบข้้อบกพร่่อง แต่่มีีหััวข้้อที่่�ต้อง

พััฒนาเพิ่่�มเติิม คื ือ หั ัวข้้อที่่�  3 เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์ 

ได้ค้ะแนนร้้อยละ 85.7 หัวข้้อที่่� 6 สถานที่่�และสิ่่�งแวดล้้อม 

ได้้คะแนนร้้อยละ 94.4 และหััวข้้อที่่�  7 ความปลอดภััย 

ได้ค้ะแนนร้อ้ยละ 97.8 ตามลำดับั ส่ว่นโรงพยาบาลชุมุชน 

พบว่่าหััวข้้อที่่�ได้้รัับการพััฒนามากที่่�สุุด คื ือ หั ัวข้้อที่่�  8 

กระบวนการให้้บริิการทางรัังสีี ได้้คะแนนร้้อยละ 97.2 

รองลงมา คื ือ หั วข้้อที่่�  6 สถานที่่�และสิ่่�งแวดล้้อม และ

หัวัข้อ้ที่่� 5 การควบคุมุเอกสาร ได้ค้ะแนนร้อ้ยละ 91.0 และ 

90.7 ตามลำดัับ หั ัวข้้อที่่�ต้้องได้้รัับการพััฒนามากที่่�สุุด 

คืือ หััวข้้อที่่� 10 การตรวจติิดตามภายในและประเมิินผล 

ได้้คะแนนร้้อยละ 44.4 รองลงมา คืือ หััวข้้อที่่� 1 องค์์กร

และการบริิหาร ได้้คะแนนร้้อยละ 51.9 และหััวข้้อที่่�  2 

บุุคลากร ได้้คะแนนร้้อยละ 71.1 

จัังหวััดพััทลุุง โรงพยาบาลทั่่�วไป หั ัวข้้อที่่�ได้้รัับ

การพััฒนามากที่่�สุุด คื ือ หััวข้้อที่่�  5 การควบคุุมเอกสาร 

หััวข้้อที่่� 8 กระบวนการให้้บริิการทางรัังสีี และหััวข้้อที่่� 9 

การรายงานผล ทุุกข้้อได้้คะแนนร้้อยละ 100 คืือ ไม่่พบ 

ข้้อบกพร่่อง ลำดัับถััดมา คื ือ หั ัวข้้อที่่�  6 สถานที่่�และ 

สิ่่�งแวดล้้อม ได้้คะแนนร้้อยละ 94.4 เรื่่�องที่่�ต้องพััฒนา

ลำดัับแรก คืือ หััวข้้อที่่� 10 การตรวจติิดตามภายในและ

ประเมินิผล ได้ค้ะแนนร้อ้ยละ 50 รองลงมา คือื หัวัข้อ้ที่่� 2 

บุุคลากร ได้้คะแนนร้้อยละ 80.0 และ หััวข้้อที่่� 1 องค์์กร

และการบริิหาร ได้้คะแนนร้้อยละ 83.3 ส่่วนโรงพยาบาล

ชุุมชน พบว่่าหััวข้้อที่่�ได้้รัับการพััฒนามากที่่�สุด คื อ 

หััวข้้อที่่� 8 กระบวนการให้้บริิการทางรัังสีี และหััวข้้อที่่� 9 

การรายงานผล ทั้้�ง 2 หััวข้้อ ได้้คะแนนร้้อยละ 100 และ 

รองลงมา คือื หัวัข้อ้ที่่� 3 เครื่่�องมือืและอุปุกรณ์ ์ได้ค้ะแนน

ร้้อยละ 96.8 และหััวข้้อที่่�  6 สถานที่่�และสิ่่�งแวดล้้อม 

ได้้คะแนนร้้อยละ 92.4 เรื่่�องที่่�ต้้องได้้รัับการพััฒนา

ลำดัับแรก คืือ หััวข้้อที่่� 4 การประกัันคุุณภาพ ได้้คะแนน 

ร้อ้ยละ 79.2 รองลงมา คือ หัวข้้อที่่� 1 องค์์กรและการบริิหาร 

ได้ค้ะแนนร้้อยละ 79.6 และหััวข้อ้ที่่� 2 บุคุลากร ได้ค้ะแนน

ร้้อยละ 80.0

จัังหวััดสตููล โรงพยาบาลทั่่�วไปได้้รัับพััฒนามาก

ที่่�สุุด คืือ หััวข้้อที่่� 2, 4, 5, 6, 8 และ 9 ได้้คะแนนร้้อยละ 

100 คื อ ไม่่พบข้้อบกพร่่อง เรื่่�องที่่�ต้องพััฒนาลำดัับ

แรก คืือ หััวข้้อที่่� 1 องค์์กรและการบริิหาร รองลงมา คืือ 

หััวข้้อที่่�  3 เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์ และหััวข้้อที่่�  7 ความ

ปลอดภััย ได้้คะแนนร้้อยละ 83.3, 92.9 และ 97.8  

ตามลำดัับ ส่ วนโรงพยาบาลชุุมชน พบว่่าหััวข้้อที่่�ได้้รัับ 

การพััฒนามากที่่�สุุด คืือ หััวข้้อที่่� 3 เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์ 

ได้้คะแนนร้้อยละ 94.0 รองลงมา คื ือ หั ัวข้้อที่่�   8 

กระบวนการให้้บริิการทางรัังสีี ได้้คะแนนร้้อยละ 92.7 

และหััวข้้อที่่� 6 สถานที่่�และสิ่่�งแวดล้้อม ได้้คะแนนร้้อยละ 

87.5 เรื่่�องที่่�ต้องได้ร้ับัการพัฒันาลำดับัแรก คือ หัวข้อ้ที่่� 10 

การตรวจติิดตามภายในและประเมิินผล ได้้คะแนน 

ร้อ้ยละ 50.0 รองลงมา คือ หัวข้้อที่่� 4 การประกัันคุุณภาพ 

ได้้คะแนนร้้อยละ 60.4 และหััวข้้อที่่�  1 องค์์กรและ 

การบริิหาร และหััวข้้อที่่� 2 บุุคลากร ทั้้�ง 2 ข้้อ ได้้คะแนน

ร้้อยละ 66.7 ดัังแสดงในตารางที่่� 7
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การพััฒนาคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััยของโรงพยาบาลสัังกััดกระทรวงสาธารณสุุข 
ในพื้้�นที่่�จัังหวััดตรััง พััทลุุง และสตููล	 ศิิริิวรรณ บุุญชรััตน์์ และคณะ

ตารางที่่� 7	 คะแนนเฉลี่่�ยจากการประเมิินคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััยของ 10 หั วข้้อหลััก ตามมาตรฐาน 

		ห้  ้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััย กระทรวงสาธารณสุุข พ.ศ.2565 แบ่่งตามประเภทโรงพยาบาล ในจัังหวััดตรััง 

		พั  ัทลุุงและสตููล (ร้้อยละ)

หััวข้้อ/เรื่่�อง ภาพรวม
จัังหวััดตรััง จัังหวััดพััทลุุง จัังหวััดสตููล

รพศ. รพช. รพท. รพช. รพท. รพช.

หััวข้้อที่่� 1 องค์์กรและการบริิหาร 
หััวข้้อที่่� 2 บุุคลากร
หััวข้้อที่่� 3 เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์
หััวข้้อที่่� 4 การประกัันคุุณภาพ
หััวข้้อที่่� 5 การควบคุุมเอกสาร
หััวข้้อที่่� 6 สถานที่่�และสิ่่�งแวดล้้อม
หััวข้้อที่่� 7 ความปลอดภััย
หััวข้้อที่่� 8	กระบวนการให้้บริิการทางรัังสีี
หััวข้้อที่่� 9 การรายงานผล
หััวข้้อที่่� 10 การตรวจติิดตามภายในและ 	
	   ประเมิินผล

69.6
76.4
92.9
74.1
86.9
91.6
85.5
97.5
92.2
69.6

100.0
100.0
85.7
100.0
100.0
94.4
97.8
100.0
100.0
100.0

51.9
71.1
88.9
72.2
90.7
91.0
81.9
97.2
86.1
44.4

83.3
80.0
85.7
87.5
100.0
94.4
89.1
100.0
100.0
50.0

79.6
80.0
96.8
79.2
81.5
92.4
89.2
100.0
100.0
83.3

83.3
100.0
92.9
100.0
100.0
100.0
97.8
100.0
100.0
100.0

66.7
66.7
94.0
60.4
80.6
87.5
80.7
92.7
83.3
50.0

เมื่่�อพิิจารณารายละเอีียดพบว่่าเรื่่�องที่่�ได้้รัับการ

พััฒนาและต้้องปรัับปรุุงแก้้ไขในแต่่ละหััวข้้อดัังนี้้�

หััวข้้อที่่� 1 องค์์กรและการบริิหาร ได้้คะแนนภาพ

รวมร้้อยละ 69.6  เรื่่�องที่่�ได้้รัับการพััฒนาของหััวข้้อนี้้� คืือ 

การจััดหาทรััพยากรที่่�จำเป็็น เช่่น เครื่่�องเอกซเรย์์ ระบบ

สร้า้งภาพรังัสี ีครบถ้ว้นและได้ม้าตรฐาน เรื่่�องที่่�พบปัญัหา 

ได้้แก่่ ยั ังไม่่มีีการศึึกษาข้้อมููลทางสถิิติิที่่�เป็็นตััวชี้้�วััด 

ในการปฏิิบััติิงาน ไม่่มีีการจััดทำแผนปรัับปรุุงคุุณภาพ 

และการสำรวจความพึึงพอใจการให้้บริกิารทั้้�งภายในและ

ภายนอก ไม่่พบเอกสารที่่�แสดงนโยบาย/ระเบีียบปฏิิบััติิ

ในการป้้องกัันข้้อมููลที่่�เป็็นความลัับผู้้�ป่่วยและสิิทธิิผู้้�ป่่วย 

และความปลอดภััยในห้้องปฏิิบััติิการ นอกจากนี้้� 

มีีบางแห่่งที่่�ไม่่มีีคู่่�มืือคุุณภาพ โดยพบในโรงพยาบาล

ทั่่�วไปบางแห่่ง และพบมากในโรงพยาบาลชุุมชนของทั้้�ง 

3 จัังหวััด

หััวข้้อที่่�  2 บุ ุคลากร ได้้คะแนนภาพรวมร้้อยละ 

76.4 เรื่่�องที่่�ได้้รับัการพััฒนาของหััวข้้อนี้้� คือ หน่่วยงานเริ่่�ม 

ให้้ความสำคััญกัับบุุคลากรด้้านวิิชาชีีพรัังสีีมากขึ้้�น มี ีการ 

กำหนดบทบาทหน้้าที่่�ความรัับผิิดชอบ มี การจััดทำแผน

พัฒันาบุุคลากรประจำปีี มีกีารบัันทึกึประวััติกิารฝึึกอบรม 

เรื่่�องที่่�พบปัญัหาในบางโรงพยาบาล ได้แ้ก่ ่ไม่่มีกีารประเมินิ 

ความสามารถในการปฏิิบัตัิงิานรัังสีเีมื่่�อเริ่่�มเข้้ามาปฏิิบัตัิงิาน 

การจััดให้้มีีเจ้้าหน้้าที่่�รัังสีีปฏิิบััติิงานได้้ตลอดเวลาที่่�

ให้้บริิการยัังไม่่พอเพีียง และไม่่มีีนัักรัังสีีการแพทย์์ใน 

โรงพยาบาลชุุมชนของทั้้�ง 3 จัังหวััด จำนวน 6 แห่่ง

หัวัข้อ้ที่่� 3 เครื่่�องมือืและอุปุกรณ์ ์ได้ค้ะแนนภาพรวม 

ร้้อยละ 92.9 จุ ุดเด่่นของหััวข้้อนี้้�สอดคล้้องการบริิหาร

จััดการในหััวข้้อที่่�  1 คื ือ การจััดหาเครื่่�องมืืออุุปกรณ์์ใน

การให้้บริิการทางรัังสีีครบถ้้วนและได้้มาตรฐาน ซึ่่� งจาก

ผลการสำรวจข้้อมููล พบว่่าโรงพยาบาลส่่วนใหญ่่มีีเครื่่�อง

เอกซเรย์์ที่่�จำเป็็นสำหรัับใช้้งานครบถ้้วน แต่่พบปััญหา

บางโรงพยาบาลเครื่่�องเอกซเรย์ใ์ช้ง้านมานาน มีกีารชำรุดุ 

รอซ่่อมแซม ต้ องจััดทำแผนเพื่่�อซื้้�อทดแทน บางแห่่ง

มีีปััญหาเรื่่�องระบบควบคุุมไฟฟ้าที่่�เข้้าเครื่่�องเอกซเรย์์ 

ไม่่ได้้มาตรฐาน โดยพบในโรงพยาบาลศููนย์์และ 

โรงพยาบาลทั่่�วไปมากกว่่าโรงพยาบาลชุุมชน โดยเฉพาะ

ในจัังหวััดตรััง

หััวข้้อที่่�  4 การประกัันคุุณภาพ ได้้คะแนนภาพ

รวมร้้อยละ 74.1 เรื่่�องที่่�ได้้รัับการพััฒนาของหััวข้้อนี้้� คืือ 

ทุุกโรงพยาบาลได้้มีีการจััดทำแผนการควบคุุมคุุณภาพ

เครื่่�องมืือ จุุดที่่�ยัังพบปััญหามาก คืือ การควบคุุมคุุณภาพ

ระบบสร้้างภาพรัังสีีดิิจิิทััลที่่� เป็็นเทคโนโลยีีที่่� เข้้ามา

แทนระบบฟิิล์์มเอกซเรย์์ ซึ่่� งมีีหลากหลายรุ่่�นและยี่่�ห้้อ 

เจ้า้หน้้าที่่�รังสีีต้อ้งศึึกษาเพิ่่�มเติิมเรื่่�องการควบคุุมคุุณภาพ 

เนื่่�องจากมีีผลต่่อการแปลผลภาพรัังสีีในการวิินิิจฉััย และ

ปััญหาถััดมา คื อ มี บางแห่่งไม่่มีีการวิิเคราะห์์คุุณภาพ
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ภาพถ่่ายรัังสีีและอััตราการถ่่ายภาพรัังสีีซ้้ำ โดยพบมาก

ในโรงพยาบาลชุุมชนทั้้�ง 3 จัังหวััด 

หััวข้้อที่่�  5 การควบคุุมเอกสาร ได้้คะแนนภาพ

รวมร้้อยละ 86.9  เรื่่�องที่่�ได้้รัับการพััฒนาของหััวข้้อนี้้� คืือ 

ทุกุแห่่งมีกีารจััดเก็็บภาพถ่่ายรัังสี ีมีกีารป้้องกัันเข้้าถึงึของ

ผู้้�ที่่�ไม่่ได้้รัับอนุุญาต ปััญหาที่่�พบ คืือ บางแห่่งไม่่พบการ

ลงทะเบีียนเครื่่�องมืือ ไม่่พบประวััติิเครื่่�องมืือ และไม่่พบ

คู่่�มืือการใช้้งานของเครื่่�องมืือ โดยพบมากในโรงพยาบาล

ชุุมชนในจัังหวััดพััทลุุงและสตููล

หััวข้้อที่่� 6 สถานที่่�และสิ่่�งแวดล้้อม ได้้คะแนนภาพ

รวมร้อ้ยละ 91.6  จุดเด่น่ของหัวัข้อ้เรื่่�องที่่�ได้ร้ับัการพััฒนา

ของหัวัข้้อนี้้� คือื ห้อ้งตรวจทางรัังสีแีละสภาวะแวดล้้อมได้้

มาตรฐาน ที่่�ยั งพบปััญหาในบางแห่่ง ได้้แก่่ พื้้� นที่่�รอรัับ

บริิการ พื้้�นที่่�ลงทะเบีียนรัับผู้้�ป่่วย และห้้องเปลี่่�ยนเสื้้�อผ้้า 

ยังัไม่เ่พียีงพอหรือืไม่เ่หมาะสม โดยพบโรงพยาบาลชุมุชน

มากกว่่าโรงพยาบาลศููนย์์และโรงพยาบาลทั่่�วไป โดย

เฉพาะในจัังหวััดสตููล

หััวข้้อที่่�  7 ความปลอดภััย ได้้คะแนนภาพรวม 

ร้อ้ยละ 85.5 เรื่่�องที่่�ได้้รับัการพััฒนาของหััวข้้อนี้้� คือ ทุกแห่่ง 

มีวีัสัดุปุ้้องกัันรัังสีีสำหรับัเจ้้าหน้้าที่่�และญาติผิู้้�ป่ว่ย รวมทั้้�ง 

มีีวััสดุุเวชภััณฑ์์ที่่�จำเป็็น เช่่น ถุ งมืือ หน้้ากากอนามััย 

มีีเส้้นทางการเคลื่่�อนย้้ายผู้้�ป่วยที่่�ชัดเจน จุ ดที่่�ยังต้้อง

ปรัับปรุุงในบางแห่่ง คื ือ การประเมิินค่่าปริิมาณรัังสีี 

ที่่�ผู้้�ป่่วยได้้รัับอย่่างเหมาะสม การอบรมการป้้องกััน

อัันตรายจากรัังสีีให้้เจ้้าหน้้าที่่�อื่่�นๆ ที่่� เกี่่�ยวข้้อง เช่่น 

พยาบาล เวรเปล บางแห่่งยัังไม่่มีีป้้ายทางหนีีไฟ ขาดการ 

จััดการความเสี่่�ยงให้้กัับผู้้�ป่วยกรณีีตั้้�งครรภ์์ ระบบ 

ไฟส่องสว่่างกรณีีฉุกุเฉิินไม่่ครอบคลุุมมายัังห้อ้งเอกซเรย์์

โดยพบทั้้�งในโรงพยาบาลศููนย์์และโรงพยาบาลทั่่�วไป 

แต่่พบมากกว่่าโรงพยาบาลชุุมชนในทั้้�ง 3 จัังหวััด

หััวข้้อที่่�  8 กระบวนการให้้บริิการทางรัังสีี ได้้

คะแนนภาพรวมร้้อยละ 97.5 หั วข้้อนี้้�โรงพยาบาล 

ทุุกระดัับทั้้�ง 3 จั ังหวััดได้้รัับการพััฒนามากที่่�สุด เช่่น 

จุุดเด่่น ได้้แก่่ การมีีตารางเทคนิิคในการให้้บริิการรัังสีี 

หรือืโปรโตคอลที่่�ใช้ถ้่า่ยภาพ คำแนะนำก่อ่นเข้า้รับับริกิาร 

การนััดผู้้�ป่วยกรณีีมีีการตรวจพิิเศษ พบข้้อบกพร่่อง 

แค่่ส่่วนน้้อย ได้้แก่่ ไม่่มีีคู่่�มืือการบริิการทางรัังสีี ไม่่มีี

การบ่่งชี้้�ของแพทย์์ในใบส่่งถ่่ายเอกซเรย์์ การทวนสอบ 

ผู้้�ป่่วยวััยเจริิญพัันธุ์์�หรืือประวััติิการตั้้�งครรภ์์ โดยพบบ้้าง

ในโรงพยาบาลชุุมชนในจัังหวััดตรัังและสตููล

หััวข้้อที่่�  9 การรายงานผล ได้้คะแนนภาพรวม 

ร้้อยละ 92.0 จุุดเด่่นของหััวข้้อนี้้� เรื่่�องที่่�ได้้รัับการพััฒนา

ทุกุแห่ง่ คือื ข้อ้มูลูผู้้�รับับริกิารมีคีรบถ้ว้นในใบรายงานผล 

และบนภาพถ่่ายรัั งสีีพบปััญหาในบางแห่่งที่่� ไม่่มีี 

การควบคุมุคุณุภาพภาพถ่า่ยรังัสีก่ี่อนส่ง่ให้แ้พทย์ ์โดยพบ

ในโรงพยาบาลชุุมชนในจัังหวััดตรัังและสตููล โดยเฉพาะ

โรงพยาบาลที่่�ไม่่มีีเจ้้าหน้้าที่่�รัังสีี

หัวัข้้อที่่� 10 การตรวจติิดตามภายในและประเมิินผล 

ได้้คะแนนภาพรวมร้้อยละ 62.5 หั วข้้อนี้้�การดำเนิินงาน 

ยังัน้อ้ย พบปัญัหา คือ  ไม่พ่บข้้อมูลูการทบทวนระบบบริิหาร 

การปฏิิบััติิการแก้้ไข การป้้องกัันโอกาสเสี่่�ยงที่่�เกิิดซ้้ำ 

ขาดแผนพััฒนาปรัับปรุงุอย่า่งต่อ่เนื่่�อง โดยพบทั้้�งในกลุ่่�ม

โรงพยาบาลศููนย์์ โรงพยาบาลทั่่�วไป และโรงพยาบาล

ชุุมชน โดยพบมากในโรงพยาบาลชุุมชนของทั้้�ง 3 จัังหวััด 

วิจารณ์

จากการประเมิินคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการรัังสีี

วิินิิจฉััยของโรงพยาบาลสัังกััดกระทรวงสาธารณสุุข 

ในเขตพื้้�นที่่�จัังหวััดตรััง พั ัทลุุง และสตููล ตามมาตรฐาน

ห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััย กระทรวงสาธารณสุุข 

พ.ศ. 2565 เห็็นได้้ว่่าโรงพยาบาลส่่วนใหญ่่มีีผลการ

ประเมิินมากกว่่าร้้อยละ 80 โดยอยู่่�ในระดัับดีีมากและ 

ดีีเด่่น จำนวน 22 แห่่ง จากทั้้�งหมด 28 แห่่ง โดยเฉพาะ 

โรงพยาบาลศููนย์์และโรงพยาบาลทั่่�วไปทั้้�ง 3 แห่่ง 

ได้้คะแนนมากกว่่าร้้อยละ 80 เมื่่�อพิิจารณาผลคะแนน 

แต่่ละหััวข้้อจะเห็็นได้้ว่่ากลุ่่�มดัังกล่่าวมีีการพััฒนา 

ทุุกหััวข้้อมีีเรื่่�องที่่�ต้้องพััฒนาเพิ่่�มเติิมบางส่่วน ได้้แก่่  

การติิดตามภายในและการประเมิินผล องค์์กร และ 

การบริิหาร และเครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์ ปั ญหาที่่�พบ คื อ 

เครื่่�องเอกซเรย์์ใช้้งานมานานมีีการชำรุุด รอซ่่อมแซม 

ด้้วยเหตุุผลที่่�ผู้้�รัับบริิการส่่วนใหญ่่นิิยมมาใช้้บริิการ 

ในโรงพยาบาลขนาดใหญ่่ ทำให้้ไม่่เพีียงพอต่่อการให้้ 

บริิการ คนไข้้ต้้องรอคิิวนาน จำเป็็นต้้องจััดทำแผน 
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การพััฒนาคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััยของโรงพยาบาลสัังกััดกระทรวงสาธารณสุุข 
ในพื้้�นที่่�จัังหวััดตรััง พััทลุุง และสตููล	 ศิิริิวรรณ บุุญชรััตน์์ และคณะ

เพื่่�อซื้้�อทดแทน สำหรัับโรงพยาบาลชุุมชนส่่วนใหญ่่ 

มีีคะแนนมากกว่่าร้้อยละ 80 ที่่�น่ าสัังเกต คื อ โรงพยาบาล 

ชุุมชนในเขตพื้้�นที่่�นี้้�มีเครื่่�องมืืออุุปกรณ์์ครบถ้้วนและ 

มีีเพีียง 8 แห่่ง ที่่�คะแนนไม่่ถึึงร้้อยละ 80 ในกลุ่่�มนี้้�เป็็น 

โรงพยาบาลที่่�มีเจ้้าหน้้าที่่�รังสีี 2 แห่่ง ไม่่มีีเจ้้าหน้้าที่่�รังสีี 

6 แห่ง่ โดยมีโีรงพยาบาลชุมุชนที่่�ไม่มี่ีเจ้า้หน้า้ที่่�รังัสี ี2 แห่ง่ 

ที่่�คะแนนไม่่ถึึงร้้อยละ 50 ทำให้้คะแนนในภาพรวมต่่ำ 

จำเป็็นต้้องมีีการแก้้ไข คือ การจััดหาเจ้้าที่่�รังสีีอย่่างเร่่งด่่วน 

จากผลการประเมิินจะเห็็นได้้ว่่าโรงพยาบาลทุุกแห่่ง

ทั้้�ง 3 จั งหวััด หั วข้้อที่่�ได้้รัับการพััฒนามากที่่�สุด คื อ 

กระบวนการให้้บริิการทางรัังสีี เป็็นไปได้้ว่่าผู้้�ที่่�เข้้ามา

ปฏิิบััติิงานต้้องดำเนิินการหััวข้้อนี้้�ให้้ครบถ้้วนก่่อนที่่�

จะพััฒนาหััวข้้ออื่่�น เนื่่�องจากเป็็นหััวข้้อหลัักในการให้้

บริิการทางรัังสีี ส่ ่วนเรื่่�องที่่�ยัังพััฒนาได้้น้้อยที่่�สุุดในทุุก

โรงพยาบาลของทุุกจัังหวััด คื อ หั วข้้อที่่�  10 เรื่่�องการ

ตรวจติิดตามภายในและการประเมิินผลและหััวข้้อที่่�  1 

เรื่่�ององค์์กรและการบริิหาร เป็็นไปได้้ว่่าเรื่่�องเหล่่านี้้� 

ผู้้�ปฏิิบัตัิงิานอาจไม่่คุ้้�นเคยหรืือไม่่มีีเวลาดำเนิินการ จึงต้อ้ง 

อาศััยทีีมงานคุุณภาพของโรงพยาบาลเองหรืือจาก

หน่่วยงานภายนอกที่่�จะสร้้างความเข้้าใจ ช่ วยผลัักดััน 

ให้้การดำเนิินการส่่วนนี้้�มีีผลสำเร็็จมากขึ้้�น  เมื่่�อ 

เปรีียบเทีียบกัับผลการศึึกษาของ สุ ภาคีี สยุุมภููรุุจิินัันท์์ 

และคณะ(8) ที่่�ศึึกษาผลการพััฒนาห้้องปฏิิบััติิการรัังสีี

วิินิิจฉััยในโรงพยาบาลสัังกััดกระทรวงสาธารณสุุข ในเขต 

สุุขภาพที่่� 9 เมื่่�อปีีงบประมาณ พ.ศ. 2558 พบว่่าผลการ

พััฒนาสอดคล้้องกััน คื ือ หั ัวข้้อการให้้บริิการทางรัังสีี

ได้้รัับการพััฒนามากที่่�สุด และการพััฒนาในภาพรวม 

ของโรงพยาบาลศููนย์์และโรงพยาบาลทั่่�วไปพััฒนาได้้

ดีีกว่่าโรงพยาบาลชุุมชน อย่่างไรก็็ตามผลการศึึกษา 

ครั้้�งนี้้�  พบว่่าทุุกชนิิดโรงพยาบาลมีีการพััฒนาครอบคลุุม

ทุุกหััวข้้อมากขึ้้�น อาจเป็็นเพราะว่่าโรงพยาบาลได้้

มีีการพััฒนาให้้ได้้ตามเกณฑ์์มาตรฐานมาตั้้� งแต่่ปีี  

พ.ศ. 2558 แนวโน้้มการพััฒนาจึึงมีีมากขึ้้�น ปั ัจจััยที่่�

สำคััญ คื อ การดำเนิินงานอย่่างต่่อเนื่่�อง การทำงานใน

รููปแบบเครืือข่่ายกัับพื้้�นที่่� ทั้้�งในส่่วนของโรงพยาบาลเอง 

โรงพยาบาลที่่�เป็็นต้้นแบบ การสนัับสนุุนจากสำนัักงาน

สาธารณสุุขจัังหวััด และการทำงานเป็็นทีีมในพื้้�นที่่� 

จึึงทำให้้มีีการพััฒนามากขึ้้�น 

สรุป

จากผลการประเมิินตามข้้อกำหนดตามเกณฑ์์

มาตรฐานห้้องปฏิิบัตัิกิารรัังสีีวินิิจิฉััย กระทรวงสาธารณสุุข 

พ.ศ. 2565 ครั้้�งนี้้� ห้  องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััยของ 

โรงพยาบาลสัังกััดกระทรวงสาธารณสุุขในจัังหวััดตรััง 

พััทลุุง และสตููล มี การพััฒนาคุุณภาพตามเกณฑ์์ โดย

ส่่วนใหญ่่อยู่่�ในระดัับดีีมากและดีีเด่่น จั ังหวััดที่่�ได้้รัับการ

พััฒนามากที่่�สุุด คื ือ จั ังหวััดพััทลุุง สำหรัับโรงพยาบาล

ศููนย์์และโรงพยาบาลทั่่�วไปทั้้�งหมดมีีการพััฒนาอยู่่�ใน

ระดัับดีีมากและดีีเด่่น เรื่่�องที่่�ต้องพััฒนาเพิ่่�มเติิม คื อ 

หััวข้้อที่่�  10 การตรวจติิดตามภายในและประเมิินผล  

หััวข้้อที่่� 3 เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์ และหััวข้้อที่่� 1 องค์์กร

และการบริิหาร สำหรัับโรงพยาบาลชุุมชน ส่ วนใหญ่่

ผลการประเมิินอยู่่�ในระดัับดีีมาก แต่่มีีจำนวน 8 แห่่ง 

ที่่�คะแนนต่่ำกว่่าร้้อยละ 80 โดยมีีจำนวน 6 แห่่ง ไม่่มีี 

เจ้้าหน้้าที่่�รัังสีี และพบ 2 แห่่ง ไม่่ผ่่านเกณฑ์์ ปััญหาที่่�พบ

ในโรงพยาบาลชุมุชน อันัดับัแรก คือื หัวัข้อ้ที่่� 10 การตรวจ

ติิดตามภายในและประเมิินผล เช่่นเดีียวกัับโรงพยาบาล

ศููนย์์และโรงพยาบาลทั่่�วไป รองลงมาเป็็นปััญหาเรื่่�อง

บุุคลากร โดยมีีข้้อเสนอแนะ คืือ ผู้้�บริิหารควรสนัับสนุุน

ให้ม้ีกีารพัฒันาห้อ้งปฏิบิัตัิกิารรังัสีวีินิิจิฉัยัของโรงพยาบาล

อย่่างต่่อเนื่่�อง มี การตรวจติิดตามภายในทุุกปีี เพื่่�อธำรง

รัักษาเรื่่�องที่่�ได้้มีีการพััฒนาแล้้วและเพิ่่�มเติิมส่่วนที่่�ขาด

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุุณ เจ้้าหน้้าที่่�ห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีของ

โรงพยาบาลทุุกแห่่ง และผู้้�ประสานงานจากสำนัักงาน

สาธารณสุุขจัังหวััดตรััง พัทลุุง และสตููล ที่่�ให้้ความร่่วมมืือ 

ในการดำเนิินการในครั้้�งนี้้�  ตลอดจนผู้้�อำนวยการและ

เจ้้าหน้้าที่่�ห้องปฏิิบััติิการรัังสีีและเครื่่�องมืือแพทย์์ ศู ูนย์์

วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่�  12/1 ตรััง กรมวิิทยาศาสตร์์

การแพทย์์ ที่่� ให้้การสนัับสนุุนการดำเนิินงานจนสำเร็็จ

ลุุล่่วงด้้วยดีี
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การพััฒนาคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััยของโรงพยาบาลสัังกััดกระทรวงสาธารณสุุข 
ในพื้้�นที่่�จัังหวััดตรััง พััทลุุง และสตููล	 ศิิริิวรรณ บุุญชรััตน์์ และคณะ

Siriwan Buncharat,  Suchawalee  Chuamahawan,  and Jeeraporn Songkow, 
Regional Medical Sciences Center 12/1 Trang, Department of Medical Sciences, Muang District, 

Trang 92000, Thailand

Development of the Quality of Diagnostic 
Radiology Laboratories in Hospitals, 
Ministry of Public Health, in Trang, 

Phatthalung, and Satun Provinces, Thailand

ABSTRACT  Developing the quality of diagnostic radiology laboratories is important to produce  
quality X-ray images for diagnosis and help patients receive the appropriate amount of radiation.  
Regional Medical Sciences Center 12/1 Trang, Department of Medical Sciences, has continuously 
developed the quality of diagnostic radiology laboratories in 28 hospitals under the Ministry 
of Public Health, Thailand, in Trang, Phatthalung, and Satun provinces since 2015 using 
the Ministry of Public Health's Diagnostic Radiology Laboratory Standards. With the hospital network 
and the Provincial Public Health Office, radiology laboratory personnel have been trained, provided 
relevant knowledge, and conducted internal monitoring and evaluations. From March to September 
2023, the quality development was evaluated according to the Ministry of Public Health's  
Diagnostic Radiology Laboratory Standards 2022. The results showed that most laboratories developed their 
quality according to the standard criteria, with an average score was as 82.9%. Among these 28 hospitals, 
22 hospitals (78.6%) developed at the good-excellent level (score 70−100%), while 4 hospitals (14.3%) 
were at the fair level and needed improvement (score 50−69.9%) and 2 hospitals (7.1%) did not pass the 
criteria which needed urgent correction (< 50%). The Regional and General Hospitals scored higher than 
Community Hospitals, with average scores of 94.1 and 81.6%, respectively. The topics that gained the most 
development with scores higher than 90%, were the process of providing radiology services, equipment, 
premises and environment, and result reporting. The document control and safety topics received 80−90%, 
while those of personnel and quality assurance received 70−80%. The lowest scores were for organization 
and management, and internal auditing and evaluation with 69.6 and 62.5%, respectively. Thus,  
these issues should be further developed and improved.
	
Keywords: Diagnostic radiology laboratory, Quality of diagnostic radiology laboratory, Internal Audit
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วีีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์1  พรรคพล ชะพลพรรค2  ขนิิษฐา พุุทธสุุขา3  ศศิิธร สุุกรีีทา4  และ กิ่่�งแก้้ว กาญจนรััตน์์5
1สำนัักคุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นนทบุุรีี 11000
2ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 1/1 เชีียงราย กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ อำเภอเมืือง เชีียงราย 57100
3ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 6 ชลบุุรีี กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ อำเภอเมืือง ชลบุุรีี 20000
4ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 9 นครราชสีีมา กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ อำเภอเมืือง นครราชสีีมา 30000
5ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 12 สงขลา กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ อำเภอเมืือง สงขลา 90100

การสำ�รวจติดตามสารเคมีป้องกันกำ�จัดศัตรูพืชตกค้าง
ในผักและผลไม้จาก 77 จังหวัด ของประเทศไทย 

ปี พ.ศ. 2565 

บทคัดย่อ  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ร่วมกับสำ�นักส่งเสริมและสนับสนุนอาหารปลอดภัย ดำ�เนินโครงการสำ�รวจติดตาม 
สารเคมีป้องกันกำ�จัดศัตรูพืชตกค้างในผักและผลไม้ระดับประเทศ โดยเก็บตัวอย่างผักและผลไม้ จำ�นวน 385 ตัวอย่าง  
จากตลาดขนาดใหญ่ 77 จังหวัด ทั่วประเทศไทย ในปี พ.ศ. 2565 เพื่อประเมินความปลอดภัยจากการได้รับสัมผัส โดยเก็บ
ตัวอย่างส่งตรวจวิเคราะห์ ณ ห้องปฏิบัติการ สำ�นักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร และศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ 4 แห่ง 
ได้แก่ เชียงราย ชลบุรี นครราชสีมา และ สงขลา ที่ได้รับการรับรองตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 ตรวจวิเคราะห์
รายการ 132 สาร แบบ Multi-residue ด้วยเครื่อง GC-MS/MS และ LC-MS/MS ส่วน glyphosate และ paraquat 
โดยวิธีวิเคราะห์แยกเฉพาะสาร ผลการตรวจวิเคราะห์พบสารทั้งสิ้น 43 ชนิด ปริมาณ < 0.01–4.13 mg/kg ในตัวอย่าง คิดเป็น 
รอ้ยละ 47.0 ของตวัอย่างทัง้หมด โดยมตีวัอยา่งทีพ่บเกนิเกณฑม์าตรฐานรอ้ยละ 34.3 ผลการวเิคราะห ์3 สาร ซึง่เปน็สารทีห่า้มใช้ 
2 ชนิด ได้แก่ chlorpyrifos และ paraquat และสารที่จำ�กัดการใช้ตามนโยบายกระทรวงสาธารณสุข ได้แก่ glyphosate 
คดิเป็นรอ้ยละ 7.3, 0 และ 2.3 ตามลำ�ดบั ผลการประเมนิความเส่ียงการไดร้บัสมัผสัสารทีม่อีตัราการตรวจพบสงูสดุ 10 อนัดบัแรก 
พบว่าคนไทยได้รับสารทุกชนิดไม่เกินค่า ADI ของ WHO บ่งชี้ว่าคนไทยปลอดภัยจากการได้รับสารพิษโดยการบริโภคผักและ
ผลไม้ อย่างไรก็ตามยังคงตรวจพบตัวอย่างที่เกินเกณฑ์มาตรฐานซึ่งจัดเป็นอาหารที่ไม่บริสุทธิ์ จึงควรมีการสำ�รวจติดตามอย่าง
สม่ำ�เสมอ และตอ้งมมีาตรการควบคมุการใช้สารเคมอีนัตรายในภาคเกษตรกรรมอยา่งเครง่ครดัเพือ่ปอ้งกนัอนัตรายต่อผูบ้รโิภค

คำ�สำ�คัญ: สารเคมีป้องกันกำ�จัดศัตรูพืช, ผัก, ผลไม้, ปริมาณที่บริโภคได้ต่อวัน
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การสำรวจสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างในผััก
และผลไม้้ในประเทศไทย ปีี พ.ศ. 2565	วี ีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์ และคณะ

บทนำ�

เมื่่�อประชากรโลกเพิ่่�มขึ้้�นทำให้้เกิิดวิิกฤติิการ

ขาดแคลนอาหารและการแย่่งชิิงทรััพยากร ดั ังนั้้�น 

เพื่่�อทำให้้ทุุกคนมีีอาหารอย่่างเพีียงพอต่่อความต้้องการ

จึึงต้้องมีีการเพิ่่�มผลผลิิตทางการเกษตร เพื่่�อให้้เป็็น

อาหาร ทำให้้มีีความจำเป็็นต้้องใช้้สารเคมีีป้้องกััน

กำจััดศััตรููพืืชและวััตถุุอัันตรายทางการเกษตร เพื่่�อเพิ่่�ม 

ผลผลิิตและป้้องกัันไม่่ให้้พืืชผลถููกทำลาย(1) เมื่่�อมีีการ 

ใช้้สารเคมีีเหล่่านี้้�อย่่างต่่อเนื่่�องในปริิมาณสููงหรืือ 

ใช้้งานอย่่างไม่่ถููกต้้อง อาจมีีการตกค้้างในอาหารและ 

สิ่่�งแวดล้้อม(2,3) ผ่่านเข้้าสู่่�ร่่างกายในที่่�สุุด การได้้รัับ 

สารเคมีีอัันตรายจะส่่งผลเสีียต่่อสุุขภาพของผู้้�บริิโภค(4) 

ประเทศไทยเป็็นแหล่่งผลิิตผัักและผลไม้้ที่่�ใหญ่่ที่่�สุด 

แห่่งหนึ่่�ง และเป็็นผู้้�ส่งออกผัักและผลไม้้เขตร้้อนและ 

กึ่่�งร้อ้น ทั้้�งแบบสดและแปรรููปรายใหญ่่ของโลก(5) ตลาดที่่�

สำคัญัของไทย ได้แ้ก่ ่ประเทศในภููมิิภาคอาเซีียน จีน ญี่่�ปุ่่�น 

สหรััฐอเมริิกาและประเทศสมาชิิกสหภาพยุุโรป ที่่�ผ่่านมา 

ประเทศคู่่�ค้้าที่่�มีีระบบคััดกรองความปลอดภััยอาหาร

ที่่�เข้้มงวดได้้ปฏิิเสธอาหารที่่�มาจากประเทศผู้้�ผลิิตและ 

ส่่งออกอาหารบางราย เนื่่�องจากพบว่่ามีีการปนเป้ื้�อน

ของสารเคมีีอัันตราย(6,7) ด้้วยเหตุุนี้้�จึึงทำให้้ผัักและผลไม้้ 

ส่่งออกของประเทศไทยมีีการควบคุุมคุุณภาพอย่่าง 

เข้้มงวดทำให้้มีีการตรวจพบสารเคมีีป้้องกัันกำจััด 

ศััตรููพืืชตกค้้างในอััตราต่่ำ ในทางกลัับกัันผัักและผลไม้้

ที่่�ผลิิตหรืือนำเข้้าและจำหน่่ายในประเทศไทย ยั ังต้้อง

ได้้รัับการตรวจสอบสารเคมีีตกค้้างอย่่างเป็็นระบบและ

สม่่ำเสมอ เพื่่�อให้้มั่่�นใจได้้ว่่าอาหารที่่�คนไทยบริิโภคนั้้�น

ปลอดภััยต่่อสุุขภาพ

ผลการเฝ้้าระวัังสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืช 

ในผัักและผลไม้้ของประเทศไทยมีีแนวโน้้มเพิ่่�มขึ้้�นอย่่าง

ต่่อเนื่่�อง(8−10) โครงการ Total Diet Study (TDS) 

ของกรมวิทิยาศาสตร์ก์ารแพทย์ ์ช่ว่งปี ีพ.ศ. 2542−2565  

พบว่่ามีีสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างมากถึึง 

20−24 ชนิิด ส่่วนใหญ่่อยู่่�ในกลุ่่�ม organophosphorus, 

synthetic pyrethroids และ carbamates กัับพบสาร 

หลายชนิิดในกลุ่่�ม organochlorines และสาร 

อีีกหลายชนิิดในกลุ่่�มอื่่�นๆ(11,12) แม้้จะพบตััวอย่่างที่่�ผิด

มาตรฐานอยู่่�บ้า้ง  แต่ผ่ลการประเมินิความเสี่่�ยงการได้ร้ับั

สัมัผัสัสารเคมีปี้อ้งกันักำจัดัศัตัรูพูืชืจากการบริโิภคอาหาร 

พบว่่าคนไทยมีีความปลอดภััยจากการได้้รัับสารพิิษและ 

สารตกค้า้งจากอาหารที่่�บริโิภค ในทำนองเดียีวกันั ผลการ 

เฝ้้าระวัังสารเคมีีตกค้้างในผััก 4 ชนิิด ทั่่� วประเทศไทย 

ในปีี พ.ศ. 2558 พบสารเคมีีตกค้้างในตััวอย่่าง 

คิิดเป็็นร้้อยละ 22.3 เมื่่�อคำนวณเปรีียบเทีียบกัับค่่า 

ความปลอดภััยมาตรฐานพบว่่ายัังน้้อยกว่่าค่่าการ

บริิโภคประจำวัันที่่�ยอมรัับได้้ (Acceptable Daily 

Intake, ADI)(13) อย่่างไรก็็ตามยัังมีีการตรวจพบ

สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชเกิินค่่ามาตรฐานตาม

กฎหมาย และพบสารที่่�ยกเลิิกการใช้้งานในการเกษตร 

อีีกหลายชนิิด เช่่น chlorpyrifos methamidophos 

และ methomyl เป็็นต้้น และพบสารที่่�ไม่่มีีการขึ้้�น

ทะเบีียนในประเทศไทย ได้้แก่่ methiocarb อีีกด้้วย 

ตามที่่�กระทรวงอุุตสาหกรรม ออกประกาศ

กระทรวง เรื่่�อง บั ญชีีรายชื่่�อวััตถุุอัันตราย (ฉบัับที่่�  6) 

พ.ศ. 2563(14)  ซึ่่�งทำให้้มีกีารยกเลิิกการใช้้ chlorpyrifos 

และ paraquat ส่ ่วนกระทรวงเกษตรและสหกรณ์์  

ออกประกาศกระทรวง เรื่่�อง การจำกัดัการใช้ ้การกำหนด

ฉลากและภาชนะบรรจุวุัตัถุอุันัตราย ที่่�เกี่่�ยวกับั glypho-

sate ที่่� กรมวิิชาการเกษตรรัับผิิดชอบ พ.ศ. 2562(15)

มีีผลในการจำกััดการใช้้งานสาร glyphosate ตามมติิ 

คณะกรรมการวััตถุุอัันตราย ประกอบกัับกระทรวง

สาธารณสุุข มีีนโยบาย “ยุุติิการใช้้สารเคมีีทางการเกษตร 

3 ชนิิด” ตามที่่�กระทรวงอุุตสาหกรรม ออกประกาศ 

กระทรวงฉบับัดังักล่า่ว ซึ่่�งนโยบายทางสาธารณสุขุข้า้งต้น้ 

มาจากข้้อมููลการเจ็็บป่่วยของเกษตรกรที่่�ใช้้สารเคมีี 

ทั้้�ง 3 ชนิิด ที่่� ได้้รัับทั้้�งโดยตั้้�งใจและไม่่ตั้้�งใจ(16,17) 

และการตรวจพบการตกค้้างในผัักและผลไม้้ของ 

กระทรวงสาธารณสุุข ซึ่่� งอาจเป็็นอัันตรายต่่อผู้้�บริิโภคได้้ 

ทั้้�งนี้้� เพื่่�อปกป้้องคุ้้�มครองเกษตรกรและประชาชน 

ไม่่ให้้เ จ็็บป่่วยหรืือเสีียชีีวิิตจากการใช้้สารเคมีีทาง 

การเกษตรที่่�เป็็นอัันตราย กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ 

ได้้ดำเนิินการพััฒนาศัักยภาพห้้องปฏิิบััติิการตรวจ 

สารเคมีีทางการเกษตรทั้้�งส่่วนกลางและส่่วนภููมิิภาค 

ให้ค้รอบคลุมุพื้้�นที่่� แก้้ไขปัญัหาได้อ้ย่า่งทั่่�วถึงึ และสามารถ 

รองรัับข้้อกำหนดทางกฎหมายของประเทศไทยได้้(18)  

นอกจากนี้้� ยังัสามารถวิเิคราะห์ส์ารที่่�ยกเลิกิการใช้ง้านทั้้�ง 

chlorpyrifos, paraquat และ glyphosate ที่่� จำกััด 
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การใช้้ตามมติิคณะกรรมการวััตถุุอัันตรายได้้ จึ งใช้้

ศักัยภาพโครงสร้า้งพื้้�นฐานของเครือืข่า่ยศูนูย์วิ์ิทยาศาสตร์์

การแพทย์์ 4 แห่่ง ในแต่่ละภููมิิภาคให้้สามารถบููรณาการ

แผนการตรวจวิิเคราะห์์ได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ รวดเร็็ว 

และตอบสนองต่่อการบริิหารจััดการโครงการขนาดใหญ่่

สำหรัับการเก็็บตััวอย่่างเป็็นความร่่วมมืือเชิิงบููรณาการ

กัับหน่่วยตรวจสอบความปลอดภััยอาหารเคลื่่�อนที่่�ของ

กระทรวงสาธารณสุุขในการลงพื้้�นที่่�เก็็บตััวอย่่าง เพื่่�อให้้

ได้ผ้ลการตรวจวิิเคราะห์์ที่่�เป็็นตัวัแทนตััวอย่่างที่่�เหมาะสม 

กัับบริิบทของผู้้�บริิโภคแต่่ละพื้้�นที่่� ทั้้� งนี้้�กองโรคจากการ

ประกอบอาชีีพ กรมควบคุุมโรค ได้้มีีการเก็็บข้้อมููล

โรคจากการประกอบอาชีีพ ซึ่่� งมีีข้้อมููลการเจ็็บป่่วย 

จากสารเคมีทีางการเกษตร 3 ชนิดิ ดังันั้้�นในปี ีพ.ศ. 2565 

มีีการเชื่่�อมโยงข้้อมููลผลการตรวจวิิเคราะห์์การตกค้้าง 

ของสารเคมีทีางการเกษตรในผักัและผลไม้้ กับัข้อ้มูลูการ

เจ็บ็ป่่วยของประชาชนจากการประกอบอาชีีพเกษตรกรรม

หลังัจากที่่�มีมีติยิกเลิกิการใช้ ้เพื่่�อสร้า้งความเชื่่�อมั่่�นให้ก้ับั

ประชาชนในการบริิโภคผัักและผลไม้้ได้้อย่่างปลอดภััย

สำนัักคุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร ร่ ่วมกัับ 

ศูนูย์์วิทิยาศาสตร์์การแพทย์ ์4 แห่ง่ ได้แ้ก่ ่ศูนูย์ว์ิทิยาศาสตร์์

การแพทย์์ที่่� 1/1 เชียีงราย ศูนย์วิ์ิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 6 

ชลบุุรีี ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 9 นครราชสีีมา และ

ศูนูย์์วิทิยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 12 สงขลา กรมวิทิยาศาสตร์์

การแพทย์์ ซึ่่�งมีีภารกิิจในการเฝ้้าระวัังคุุณภาพและความ

ปลอดภััยอาหารเพื่่�อคุ้้�มครองผู้้�บริิโภค ได้้จััดทำโครงการ

ตรวจเฝ้้าระวัังสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างในผััก

และผลไม้จ้าก 77 จังัหวัดั ของประเทศไทย จำนวนจัังหวัดัละ 

5 ตััวอย่่าง แบ่่งเป็็น ผััก 3 ตััวอย่่าง และผลไม้้ 2 ตััวอย่่าง 

รวมทั้้�งสิ้้�น 385 ตั วอย่่าง โดยใช้้วิิธีี multi-residue 

และ single residue method ที่่�ได้้รัับการรัับรองตาม

มาตรฐานคุุณภาพ ISO/IEC 17025:2017 ครอบคลุุม 

134 สาร โดยเก็็บตััวอย่่างจากทุุกจัังหวััดในทุุกเขตสุุขภาพ 

แล้้วศึึกษาวิจิัยัเพื่่�อให้ท้ราบสถานการณ์แ์ละข้้อมููลปริมิาณ

การตกค้้างของสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชในผัักและ 

ผลไม้้อย่่างต่่อเนื่่�อง แยกตามเขตสุุขภาพและภาพรวม

ของประเทศ นำข้้อมููลมาใช้้ในการประเมิินสถานการณ์์

ความปลอดภััยและความเสี่่�ยงในการบริิโภคผัักและผลไม้้ 

ของคนไทย เพื่่�อใช้้ในการบริิหารจััดการ วางแผน 

เพื่่�อดำเนิินการเชิิงนโยบายในการลดอัันตราย และ 

ลดความเสี่่�ยงของสารเคมีีทางการเกษตรต่่อผู้้�บริิโภค 

ต่่อไป  

วัสดุและวิธีการ

ตััวอย่่างและการเก็็บตััวอย่่าง

สุ่่�มเก็็บตััวอย่่างผัักและผลไม้้สดจากตลาดสด

หรืือตลาดนััด ที่่�มี ีประชาชนเข้้าไปใช้้จำนวนมากหรืือ

จากตลาดค้้าส่่งขนาดใหญ่่ ที่่�มี ีการกระจายตััวของสิินค้้า

ของจัังหวััดนั้้�นๆ   ใน 77 จั ังหวััด จาก 13 เขตสุุขภาพ

ของประเทศไทย โดยมีีแนวทางการเลืือกชนิิดตััวอย่่าง

ผัักและผลไม้้ที่่�เก็็บเป็็นเลืือกเก็็บตััวอย่่างที่่�ผู้้�บริิโภคนิิยม 

รับัประทาน หรือืพื้้�นที่่�ที่่�เป็น็แหล่ง่ผลิติ หรือืเป็น็ผักัผลไม้้ 

ที่่�มีแนวโน้้มความเสี่่�ยงที่่�จะตรวจพบการตกค้้างสููง 

จัังหวััดละ 5 ตััวอย่่าง จำนวนรวมทั้้�งหมด 385 ตััวอย่่าง 

แบ่่งเป็็น ตั วอย่่างผัักสด 26 ชนิิด ได้้แก่่ คะน้้า พริิก 

ถั่่�วฝัักยาว กะหล่่ำปลีี แตงกวา กวางตุ้้�ง ผั กกาดขาว 

ผัักบุ้้�ง มะเขืือเปราะ คื่่�นฉ่่าย โหระพา มะเขืือเทศ ต้้นหอม 

ผัักสลััด มะละกอ ผั ักชีี ผั กชีีฝรั่่�ง กะหล่่ำดอก กะเพรา 

แครอท  บรอคโคลีี ฟัักเขีียว ฟัักทอง หอมแดง หััวไชเท้้า 

และมัันฝรั่่�ง และตััวอย่่างผลไม้้สด 20 ชนิดิ ได้แ้ก่ ่ส้ม้ ฝรั่่�ง 

แตงโม แอปเปิิล ส้้มโอ กล้้วย แก้้วมัังกร ชมพู่่� แคนตาลููป 

พุทุรา มะม่ว่ง ละมุดุ ลำไย สับัปะรด สาลี่่� องุ่่�น มะละกอสุกุ 

เมลอน มัันแกว และแห้้ว โดยขนาดตััวอย่างกํําหนดด้วย 

การใชสููตรของ Cochran(19) เพื่่�อการสํํารวจหาความชุุก 

กรณีีไม่ทราบจํํานวนประชากร จำนวนประชากรและ 

ค่่าสััดส่่วนของประชากรตััวอย่่างที่่�ต้้องการศึึกษาคํํานวณ

จากสููตรการหาขนาดตััวอย่าง โดยใช้้อััตราการตรวจพบ 

ของสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชของสำนัักคุุณภาพ

และความปลอดภััยอาหาร กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ 

ในงานบริิการช่่วงเวลา 3 ปีี ตั้้�งแต่่ปีี พ.ศ. 2562−2564 

ดัังแสดงในตารางที่่� 1
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การสำรวจสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างในผััก
และผลไม้้ในประเทศไทย ปีี พ.ศ. 2565	วี ีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์ และคณะ

ตััวอย่่างที่่�ตรวจพบสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชในช่่วงเวลา 3 ปีี คิิดเป็็นร้้อยละ 23.7

สููตรการคำนวณตััวอย่่างกรณีีไม่่ทราบจำนวนประชากร 

ตารางที่่� 1 	อัตัราการตรวจพบสารเคมีปี้อ้งกันักำจัดัศัตัรูพูืชืของสำนักัคุณุภาพและความปลอดภัยัอาหารย้อ้นหลังั 3 ปี  

	 (พ.ศ. 2562−2564)

ปีี พ.ศ. 
จำนวนตััวอย่่างที่่�ตรวจวิิเคราะห์์

(Sample Analyzed) 
จำนวนตััวอย่่างที่่�ตรวจพบ
(Sample Detected)

อััตราการตรวจพบ
(ร้้อยละ)

2562
2563
2564

1,174
612
659

259
157
163

22.1
25.7
24.7

รวม 2,445 579 23.7

ดำเนิินการเก็็บตััวอย่่างโดยหน่่วยเคลื่่�อนที่่�เพื่่�อ

ความปลอดภััยด้้านอาหาร (Mobile unit for food 

safety) สำนัักส่่งเสริิมและสนัับสนุุนอาหารปลอดภััย 

กระทรวงสาธารณสุุข เพื่่�อส่่งตรวจสารเคมีีป้้องกััน

กำจััดศััตรููพืืช 134 สาร (รายการทดสอบ 132 สาร 

และ glyphosate paraquat) ณ ห้ องปฏิิบััติิการ 

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ โดยศููนย์์วิิทยาศาสตร์์ 

การแพทย์์ (ศวก.) 14 แห่่ง เป็็นผู้้�รัับตััวอย่่างจาก 

หน่่วยเคลื่่�อนที่่�ฯ และเป็็นผู้้�เตรีียมตััวอย่่าง ส่ งต่่อให้้  

ศวก. 4 แห่่ง ได้้แก่่ ศวก. ที่่�  1/1 เชีียงราย ศวก. ที่่�  6 

ชลบุุรีี ศวก. ที่่� 9 นครราชสีีมา และ ศวก. ที่่� 12 สงขลา 

เป็็นผู้้�ตรวจวิิเคราะห์์รายการทดสอบ 132 สาร และ 

ส่่งต่่อให้้สำนัักคุุณภาพและความปลอดภััยอาหารเป็็น 

ผู้้�ตรวจวิิเคราะห์์รายการทดสอบ 132 สาร และ glyphosate 

paraquat ผลการวิิเคราะห์์ทั้้�งหมดถููกส่่งให้้สำนัักคุุณภาพ

และความปลอดภััยอาหารเป็็นผู้้�รวบรวม ประมวลผล 

วิิเคราะห์์ข้้อมููล สรุุป และรายงานผล

n = (Z
2 P(P-1)

e2
n = 278 ตััวอย่่าง

เมื่่�อ	 n	 =	 จำนวนตััวอย่่างที่่�ต้้องตรวจวิิเคราะห์์

	 Z	 = 	คะแนนมาตรฐาน = 1.96 (ค่่าคงที่่�)

	 P 	 = 	สััดส่่วนของลัักษณะที่่�สนใจในประชากร = 23.7/100 = 0.237	

	 e 	 = 	ค่่าความคลาดเคลื่่�อนของการประมาณค่่า = 0.05 (ความเชื่่�อมั่่�น 95%)

การวิิเคราะห์์สารเคมีีป้องกัันกํําจััดศััตรููพืืช 

วิิธีีวิิเคราะห์์สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืช 132 สาร 

วิิธีีวิิเคราะหที่่�ใช้เป็น Modified QuEChERS  

in-house Method Based on BS EN 15662:2018(20) 

เป็็นการวิิเคราะห์์แบบ Multi-residue method โดย

ชั่่�งตััวอย่างผัักและผลไม้้ที่่�บดละเอีียด 10.0 กรััม ลงใน 

centrifuge tube ขนาด 50 มิิลลิิลิิตร เติิม 10 มิิลลิิลิิตร 

acetonitrile (HPLC,	 Merck,	 South Korea) 

เขย่่าด้้วยมืือ 1 นาทีี เติิมสารผสม extraction kit 

(EN 15662) แล้วเขย่าให้เข้ากัันด้วยมืืออีีก 1 นาทีี  

นํําไปหมุุนเหวี่่�ยงด้้วยเครื่่�อง Centrifuge (Multifuge 

X1RPro-MD, Thermo Fisher, Germany) ที่่�

ความเร็็วรอบ 4,000 รอบต่่อนาทีี เป็นเวลา 5 นาทีี  

ตััวอย่างจะเกิิดการแยกชั้้�น แบ่่งสารสกััดส่่วนใสด้้านบน

ที่่�ได้้เป็็น 2 ส่ ่วน เพื่่�อนำไปทำให้้บริิสุุทธิ์์�  สำหรัับตรวจ

วิิเคราะห์์ชนิิดและปริิมาณสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืช 

ตกค้้างด้้วย 2 เทคนิิค ได้้แก่่ GC-MS/MS และ 

LC-MS/MS สำหรัับสารสกััดส่่วนที่่� 1 ปิเปตสารละลาย 
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Monitoring of Pesticide Residues in Vegetables and Fruits in 
Thailand in 2022	 Weerawut Wittayanan et al.

3 มิลลิิลิิตร มาทํําให้บริิสุทุธิ์์�ด้วยตััวดููดซัับแบบกระจายตััว 

(Dispersive SPE) ที่่�เหมาะสม จากนั้้�นหมุนุเหวี่่�ยงอีีกครั้้�ง 

ที่่�ความเร็็วรอบและเวลาเท่าเดิิม เพื่่�อให้เกิิดการแยกชั้้�น

ระหว่างของแข็็งและของเหลว ปิเปตสารละลายด้านบน 

2 มิ ิลลิิลิิตร ระเหยแห้งด้วยแกสไนโตนเจน แล้วปรัับ 

ปริิมาตรเป็น 1 มิ ิลลิิลิิตร ด้วยสารละลายผสมระหว่าง 

n-hexane (PG, Honeywell B&J, USA) และ ethyl 

acetate (HPLC, Honeywell B&J, USA) สััดส่่วน 

3 ต่่อ 1 เติิมสารละลาย 3% D-sorbitol (Lab Grade 

Loba, India) ปริิมาตร 3 ไมโครลิิตร แล้้วนํําไปตรวจ 

วิเิคราะห์หาชนิดิและปริมิาณด้วยเครื่่�องมืือ GC-MS/MS 

(7890B-TQ7000C, Agilent Technologues, USA) 

วิิเคราะห์ด้วยเทคนิิค Matrix-matched calibration 

curve สำหรัับสารสกััดส่่วนที่่�  2 วิ ิเคราะห์์ด้้วยเครื่่�อง 

LC-MS/MS ปิเปตสารละลายส่่วนใส 1 มิ ลลิิลิิตร ใส่่

ใน Dispersive SPE เขย่่า 1 นาทีี จากนั้้�นหมุุนเหวี่่�ยง

ที่่�ความเร็็วรอบและเวลาเท่าเดิิม แล้้วปิิเปตสารละลาย

ส่่วนใสลงใน micro-spin filters 0.2 µm ชนิิด nylon 

(Vertical, Thailand) จากนั้้�นหมุุนเหวี่่�ยงอีีกครั้้�ง 

เก็็บสารละลายส่่วนใส นำไปวิิเคราะห์์ชนิิดและปริิมาณ 

สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างด้้วยเทคนิิค LC- 

MS/MS (1260-5500 QTRAP, AB Sciex, Canada) 

วิิเคราะห์์ด้้วยเทคนิิค Procedural calibration curve 

โดยมี ีLOD = 0.005 mg/kg และ LOQ = 0.01 mg/kg 

ชนิิดสารเคมีี 132 สารที่่�วิิเคราะห์์ 

ชนิิดสารเคมีี 132 สารที่่�วิเคราะห์์ ได้้แก่่ สาร

มาตรฐาน (CRM, CPAChem, France) ที่่�วิิเคราะห์์

โดยเครื่่�อง GC-MS/MS 106 ชนิิด ได้้แก่่ 4,4'-DDD 

(p,p'-TDE), 4,4'-DDE (p,p'-DDE), 4,4'-DDT 

(p,p'-DDT), acephate, alachlor, aldrin, 

ametryn, azinphos-ethyl, azinphos-methyl, 

BHC-alpha (alpha-HCH), BHC-beta (beta-

HCH), BHC-delta (delta-HCH), BHC-gamma 

(gamma-HCH), bifenazate, bifenthrin, bromo- 

phos-ethyl, bromopropylate, buprofezin, 

butachlor, cadusafos, chlordane-alpha, chlor-

dane-oxy, chlordane-gamma, chlorfenapyr, 

chlorfenvinphos, chlorobenzilate, chloroneb, 

chlorothalonil, chlorpropham, chlorpyrifos, 

chlorpyrifosmethyl, cyanophos, cyfluthrin, cyper-

methrin, DCPA (Dacthal), DEET, deltamethrin, 

demeton-s-methyl, diazinon, dichlorvos, dicofol, 

dicrotophos, dieldrin, dimethoate, dioxathion, 

disulfoton, ditalimfos, endosulfan sulfate, 

endosulfan-alpha, endosulfan-beta, endrin, 

EPN, ethion, ethoprofos, etrimfos, fenchlorphos, 

fenitrothion, fenpropathrin, fenthion,  

fenvalerate, fipronil, folpet, fosthiazate, 

heptachlor, heptachlor epoxide-cis, heptachlor 

epoxide-trans, heptenophos, hexachlorobenzene, 

isofenphos, isoxathion, lambda-cyhalothrin, 

malathion, methacrifos, methamidophos, 

methidathion, methoxychlor, metribuzin, 

mevinphos, naled, parathion, parathion-methyl, 

permethrin, phorate, phosalone, phosmet, 

phosphamidon, picoxystrobin, pirimiphos-ethyl, 

pirimiphos-methyl, profenofos, propachlor, 

propargite, propetamphos, prothiofos, quinal-

phos, quintozene, tecnazene, terbacil, terbufos, 

tetrachlorvinphos, tetradifon, thiometon, tolyl-

fluanid, triadimefon, triazophos และ trifluralin

สารที่่�วิิเคราะห์์โดยเครื่่�อง LC-MS/MS 26 ชนิิด 

ได้้แก่่ aldicarb, atrazine, bendiocarb, bromacil, 

carbaryl, carbendazim, carbofuran-3-hydroxy, 

carbofuran, carboxin, fenobucarb, hexazinone, 

isoprocarb, metalaxyl, methiocarb, methomyl, 

metolachlor, monocrotophos, omethoate, oxamyl, 

phenthoate, pyrimethanil, simazine, tebufen-

pyrad, thiabendazole, thiophanate-methyl 

และ tolclofos-methyl 

วิิธีีวิิเคราะห์์ glyphosate 

วิเิคราะห์โ์ดยใช้้วิธิีทีี่่�ดัดัแปลงตามวิิธีขีอง Oulkar 

DP และคณะ(21) เตรีียมสารสกััดตััวอย่่างผัักและผลไม้้ 

โดยนำตััวอย่่าง 10.0 กรััม มาเติิม 0.1% formic acid 
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การสำรวจสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างในผััก
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(AR, Fisher Scientific, UK) 10 มิลิลิลิิติร ปั่่�นผสมด้ว้ย 

Vortex mixer (Vorter Genic 2, Scientific Indus-

tries, USA) ประมาณ 1 นาทีี เติิม dichloromethane 

(HPLC, RCI Labscan, Ireland) 15 มิิลลิิลิิตร ปั่่�น

ผสมด้้วย Vortex mixer ประมาณ 1 นาทีี เขย่่าด้้วย 

shaker (J-MSFS, JISICO, South Korea) 

ความเร็็ว 80 รอบต่่อนาทีี นาน 10 นาทีี นำไปหมุุนเวี่่�ยงที่่�

ความเร็็ว 4,500 รอบต่อ่นาทีี นาน 5 นาที ีเทส่ว่นใสชั้้�นบน 

ใส่่ centrifuge tube ขนาด 50 มิ ิลลิิตร ทำตาม 

ขั้้�นตอนเดิิมอีีก 1 รอบ และเทส่่วนใสชั้้�นบนใส่่ใน  

centrifuge tube ขนาด 50 มิิลลิิลิิตร รวมกัับรอบแรก 

ปรัับปริิมาตรเป็็น 30 มิิลลิิลิิตร ด้้วย 0.1% formic acid  

(AR, Fisher Scientific, UK) ปั่่�นผสมด้้วย Vortex 

mixer จากนั้้�นทำการ derivatization ของสารสกััด 

ตััวอย่่าง โดยดููดสารสกััด 400 ไมโครลิิตร ใส่่หลอด 

centrifuge tube ขนาด 1.5 มิิลลิิลิิตร เติิม 5% borate 

buffer (เตรีียมโดยละลาย di-Sodium tetraborate 

decahydrate 5 กรััม ด้ วยน้้ำ DI ปรัับปริิมาตรเป็็น 

100 มิลิลิลิิิตร) 350 ไมโครลิติร ปั่่�นผสมด้ว้ยด้ว้ย Vortex 

mixer เติิม 20 mM 9-Fluorenylmethoxycarbonyl 

chloride, FMOC-Chloride (Dr. Ehrenstorfer, 

Germany) ใน acetonitrile (HPLC, Merck, 

South Korea) 300 ไมโครลิิตร ปั่่�นผสมด้้วย Vortex 

mixer ประมาณ 1 นาที ีเขย่า่ด้ว้ย shaker เบาๆ  10 นาทีี 

เติิม 20% formic acid 50 ไมโครลิิตร ปั่่�นด้้วย Vortex 

mixer กรองสารละลายด้้วย filters 0.45 ไมโครเมตร 

ชนิดิ nylon นำไปหมุุนเวี่่�ยงที่่�ความเร็็ว 6,000 รอบต่่อนาทีี  

ที่่�อุุณหภููมิิ 4 องศาเซลเซีียส นาน 10 นาทีี เทสารละลาย

ที่่�กรองได้้ใส่่ในขวดพลาสติิกสีีชา ขนาด 1.5 มิ ิลลิิลิิตร  

นำไปตรวจวััดปริิมาณด้้วยเครื่่�อง LC-MS/MS 

(1260-5500 QTRAP, AB Sciex, Canada) โดยมีี 

LOD = 0.005 mg/kg และ LOQ = 0.01 mg/kg

วิิธีีวิิเคราะห์์ paraquat 

วิิเคราะห์์โดยใช้้วิิธีี EURL-SRM (QuPPe-

PO-Method); Version 10.1 (2019)(22) ชั่่�งตััวอย่่าง

ผัักและผลไม้้ 10.0 กรััม ลงใน centrifuge tube ขนาด 

50 มิลลิลิิติร เติมิน้ำ้ให้้ครบ 100% ของตััวอย่่าง โดยคำนวณ

ปริมิาตรน้้ำกลั่่�นที่่�เติิมตามความชื้้�นของแต่่ละชนิิดตััวอย่่าง 

พิจิารณาความชื้้�น (%Water) จากตารางแสดงคุณุค่า่ทาง

โภชนาการของอาหารไทย กรมอนามัยั (2018)(23)  ปั่่�นด้ว้ย 

Vortex mixer นาน 1 นาทีี เติิม acidified methanol 

(1% formic acid ใน MeOH) 10 มิิลลิิลิิตร ปั่่�นด้้วย 

Vortex mixer 1 นาทีี เขย่่าต่่อเนื่่�อง ใน water bath 

(WB 22, Memmert, Germany) ที่่�อุุณหภููมิิ 80±2 

องศาเซลเซีียส 15 นาทีี วางให้้เย็็นที่่�อุุณหภููมิิห้้อง 

หมุนุเหวี่่�ยงที่่�ความเร็ว็ 3,000 รอบต่อ่นาที ีที่่� 4 องศาเซลเซียีส 

นาน 10 นาทีี ดููดสารละลายส่่วนใส ประมาณ 1 มิิลลิิลิิตร 

ใส่่หลอด micro-spin filter 0.45 µm ชนิิด nylon 

หมุุนเหวี่่�ยงที่่�ความเร็็ว 9,000 รอบต่่อนาทีี 4 องศา-

เซลเซีียส นาน 10 นาทีี เทสารละลายที่่�กรองได้้ใส่่ในขวด

พลาสติิกสีีชา ขนาด 1.5 มิิลลิิลิิตร นำไปตรวจวััดปริิมาณ

ด้้วยเครื่่�อง LC-MS/MS (1260-5500 QTRAP, AB 

Sciex, Canada) โดยมีี LOD = 0.005 mg/kg และ 

LOQ = 0.01 mg/kg

การวิิ เคราะห์์ทั้้� ง 3 รายการ วิ เคราะห์์โดย 

ห้้องปฏิิบััติิการ สำนัักคุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร 

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ ที่่� ใช้้ระบบบริิหารคุุณภาพ 

ที่่�ได้้รัับการรัับรอง ทั้้�ง ISO 9001:2015 และ ISO/IEC 

17025:2017 ใช้ว้ิธิีวีิเิคราะห์ท์ี่่�ผ่า่นการทดสอบความใช้ไ้ด้้

และมีีแผนการควบคุุมคุุณภาพภายใน เพื่่�อให้้มั่่�นใจว่่าได้้

ผลวิิเคราะห์์ที่่�น่าเชื่่�อถืือ โดยทํําการเตรีียมตััวอย่างผัักและ

ผลไม้้ที่่�ตรวจไม่พบสารตกค้างเป็็น Blank sample แล้ว

เติมิสารมาตรฐานแต่่ละชนิิด ความเข้มข้น 50 ไมโครกรััม

ต่่อกิิโลกรััม ใช้เกณฑ์ยอมรัับการคืืนกลัับ (Recovery) 

อยูู่ในช่วง 70−120% วิ ิธีีที่่�ใชวิิเคราะห์ผ่านการทดสอบ

ความใช้ได้ของวิิธีี และควบคุุมกระบวนการวิิเคราะห 

ตามเอกสาร SANTE/11312/2021 (V2)(24) ซึ่่� งเป็็น

แนวทางวิิธีีการตรวจสอบความถููกต้องและข้อกํําหนด

ในการควบคุุมคุุณภาพผลการวิิเคราะห์ในสหภาพยุุโรป 

เพื่่�อใหมั่่�นใจในความถููกต้องของข้อมููลที่่�ใช สํําหรัับ 

ตรวจสอบผลิิตภััณฑที่่�ระบุุปริิมาณการตกค้างสููงสุุดที่่�

สามารถยอมรับัได้ตามกฎหมาย หรือืนํําข้อมูลูไปใช้ในการ

ประเมิินการสััมผััสสารเคมีีป้องกัันกํําจััดศััตรููพืืช



216 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 67 ฉบับที่ 2 เมษายน  - มิถุนายน 2568

Monitoring of Pesticide Residues in Vegetables and Fruits in 
Thailand in 2022	 Weerawut Wittayanan et al.

การประเมิินการได้้รัับสััมผััสและการประเมิินความ

เสี่่�ยง (Exposure and risk assessment)

การประเมินิการได้ร้ับัสัมัผัสัสารเคมีปี้อ้งกันักำจัดั

ศััตรููพืืชจากผัักและผลไม้้ของคนไทย(25) คำนวณโดย 

นำปริิมาณสารพิิษที่่�พบในผัักและผลไม้้แต่่ละชนิิด  

(หน่่วยเป็็น mg/kg) เนื่่�องจากตรวจพบสารจำนวน

มาก จึึงเลืือกสารพิิษตกค้้าง 10 อัันดัับแรก ที่่�มีีการตรวจ

พบบ่่อยที่่�สุด โดยนำค่่ามััธยฐานของปริิมาณที่่�ตรวจพบ

ทั้้�งหมดคููณด้้วยน้้ำหนัักผัักหรืือผลไม้้ที่่�คนไทยบริิโภคใน 

1 วั ัน (หน่่วยเป็็น g หรืือ kg) คำนวณปริิมาณสารพิิษ 

ที่่�บริิโภคจะได้้ปริิมาณสารพิิษที่่�คนไทยได้้รัับใน 1 วั น 

(หน่่วยเป็็น mg/person/day) แล้ว้หารด้้วยน้้ำหนัักเฉลี่่�ย

ของคนไทยอายุุ 3 ปีีขึ้้�นไปรวมเพศ (เท่่ากัับ 57.57 kg) 

จะได้้ปริมิาณสารพิิษที่่�คนไทยได้ร้ับัจากอาหาร (หน่ว่ยเป็็น 

mg/kg bodyweight/day) จากนั้้�นประเมิินความ

ปลอดภััยหรืือความเสี่่�ยงของการได้้รัับสััมผััสสารพิิษ 

จากการเปรียีบเทียีบกับัค่า่อ้า้งอิงิขององค์ก์ารอนามัยัโลก 

คืือ ปริิมาณที่่�บริิโภคได้้ต่่อวััน (Acceptable Daily 

Intake, ADI) หรืือปริิมาณสารที่่�บริิโภคทุุกวััน 

ตลอดชีีวิิตแล้้วไม่่พบความเสี่่�ยงที่่�มีีี�ผลกระทบและเป็็น

อัันตรายต่่อสุุขภาพของผู้้�บริิโภค ดัังสมการ

CDI	 =	 Chronic daily intake (%) 

PR 	 = 	The median pesticide residue results found (mg/kg) 

ADC	 = 	Average daily consumption of vegetables and fruits (g/person/day) 

BW 	 = 	Body weight (kg) 

ADI 	 = 	Acceptable Daily Intake (mg/kg bw/day)

(PR × ADC) × 100
BW

ADI

CDI (%) = 

ผล

หน่่วยงานที่่�รับผิิดชอบดำเนิินการเก็็บตััวอย่่าง 

เตรีียมตััวอย่่างและตรวจวิิเคราะห์์ตััวอย่่างผัักและ 

ผลไม้้สด  จำนวน 385 ตัวอย่่าง จาก 77 จังหวััด ทั่่�วประเทศไทย 

โดยตรวจวิิเคราะห์์สารเคมีีป้อ้งกัันกำจััดศัตัรูพูืชื 134 สาร 

แบ่่งเป็็น 3 รายการ ได้้แก่่ สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืช 

132 สาร 1 รายการ และ glyphosate และ paraquat 

ชนิิดละ 1 รายการ จำนวนตััวอย่่างที่่�เก็็บของแต่่ละ

เขตสุุขภาพ และจำนวนตััวอย่่างที่่�ตรวจพบเกิินเกณฑ์์

มาตรฐาน ดัังแสดงในตารางที่่� 2 สำหรัับจำนวนตััวอย่่าง

ที่่�พบการตกค้้างของสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชเกิิน

มาตรฐานแยกรายจัังหวััด ดัังแสดงในภาพที่่� 1

ตารางที่่� 2	 จำนวนตััวอย่า่งและจำนวนที่่�ตรวจพบสารเคมีีป้อ้งกันักำจััดศัตัรูพูืชืเกินิเกณฑ์์มาตรฐาน จากแหล่่งจำหน่่าย 

	 ตลาดค้้าส่่งผัักและผลไม้้ 77 จัังหวััด แบ่่งตาม 13 เขตสุุขภาพ

เขตสุุขภาพ จัังหวััด
จำนวนตััวอย่่าง

ที่่�เก็็บ

ตรวจพบเกิิน
เกณฑ์์มาตรฐาน

จำนวนตััวอย่่าง ร้้อยละ

เขตสุุขภาพที่่� 1

เขตสุุขภาพที่่� 2
เขตสุุขภาพที่่� 3

เชียีงใหม่ ่เชีียงราย แม่ฮ่่อ่งสอน น่า่น พะเยา ลำปาง 
ลำพููน แพร่่
อุุตรดิิตถ์์ สุุโขทััย ตาก พิิษณุุโลก เพชรบููรณ์์
กำแพงเพชร พิิจิิตร นครสวรรค์์ อุุทััยธานีี ชััยนาท

40

25
25

12

6
10

30.0

24.0
40.0

เขตสุุขภาพที่่� 4 ลพบุุรีี สิิงห์์บุุรีี อ่่างทอง สระบุุรีี อยุุธยา นครนายก 
ปทุุมธานีี นนทบุุรีี

40 24 60.0



217วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 67 ฉบับที่ 2 เมษายน  - มิถุนายน 2568

การสำรวจสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างในผััก
และผลไม้้ในประเทศไทย ปีี พ.ศ. 2565	วี ีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์ และคณะ

เขตสุุขภาพ จัังหวััด
จำนวนตััวอย่่าง

ที่่�เก็็บ

ตรวจพบเกิิน
เกณฑ์์มาตรฐาน

จำนวนตััวอย่่าง ร้้อยละ

เขตสุุขภาพที่่� 5

เขตสุุขภาพที่่� 6

เขตสุุขภาพที่่� 7
เขตสุุขภาพที่่� 8

เขตสุุขภาพที่่� 9
เขตสุุขภาพที่่� 10

เขตสุุขภาพที่่� 11

เขตสุุขภาพที่่� 12
เขตสุุขภาพที่่� 13

กาญจนบุุรีี สุุพรรณบุุรีี นครปฐม ราชบุุรีี เพชรบุุรีี 
ประจวบคีีรีีขัันธ์์ สมุุทรสงคราม สมุุทรสาคร
ชลบุุรีี ระยอง จั ันทบุุรีี ตราด สมุุทรปราการ 
ฉะเชิิงเทรา ปราจีีนบุุรีี สระแก้้ว
ขอนแก่่น มหาสารคาม ร้้อยเอ็็ด กาฬสิินธุ์์�
อุุดรธานีี เลย สกลนคร นครพนม หนองบััวลำภูู 
หนองคาย บึึงกาฬ
นครราชสีีมา บุุรีีรััมย์์ สุุริินทร์์ ชััยภููมิิ
อุุบลราชธานีี ศรีีสะเกษ ยโสธร อำนาจเจริิญ 
มุุกดาหาร
กระบี่่� ชุุมพร พัังงา ระนอง ภููเก็็ต นครศรีีธรรมราช 
สุุราษฎร์์ธานีี
ตรััง พััทลุุง สตููล สงขลา ปััตตานีี ยะลา นราธิิวาส
กรุุงเทพมหานคร

40

40

20
35

20
25

35

35
5

22

22

1
10

8
7

2

4
4

 55.0
 
55.0

5.0
28.6

40.0
28.0

5.7

11.4
80.0

รวม 385 132 34.3

ตารางที่่� 2	 จำนวนตััวอย่า่งและจำนวนที่่�ตรวจพบสารเคมีีป้อ้งกันักำจััดศัตัรูพูืชืเกินิเกณฑ์์มาตรฐาน จากแหล่่งจำหน่่าย 

	 ตลาดค้้าส่่งผัักและผลไม้้ 77 จัังหวััด แบ่่งตาม 13 เขตสุุขภาพ (ต่่อ)

ภาพที่่� 1 จำนวนตััวอย่่างที่่�พบการตกค้้างของสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชเกิินเกณฑ์์มาตรฐานแยกรายจัังหวััด
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เขตสุุขภาพที่่�มีอััตราการตรวจพบเกิินเกณฑ์์

มาตรฐานสููงสุดุ 4 อันัดับัแรก ได้แ้ก่ ่เขตสุขุภาพที่่� 13, 4, 5 

และ 6 ตรวจพบเกิินเกณฑ์์มาตรฐานร้้อยละ 80.0, 60.0, 

55.0 และ 55.0 ตามลำดับั ซึ่่�งเป็น็พื้้�นที่่�เขตกรุงุเทพมหานคร 

ภาคกลางตอนล่่าง ภาคตะวัันออก และภาคตะวัันตก 

ในขณะที่่�พื้้�นที่่�ภาคเหนืือ ภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือ 

และภาคใต้้ มี ีอััตราการตรวจพบเกิินเกณฑ์์มาตรฐาน

อยู่่�ระหว่่างร้้อยละ 5.0–40.0 จั งหวััดที่่�ตรวจพบ 

เกินิเกณฑ์ม์าตรฐานมากที่่�สุดุ คือ ราชบุรุี ีร้อยละ 100 และ 

จัังหวััดที่่�ตรวจพบเกิินเกณฑ์์มาตรฐานรองลงมาที่่�ร้อยละ 

80.0 ได้้แก่่ กรุุงเทพมหานคร ลำพููน ระยอง นครนายก 

ปทุุมธานีี และสมุุทรสงคราม และมีีเขตสุุขภาพ 2 เขต 

ที่่�มีีอััตราการตรวจพบเกิินเกณฑ์์มาตรฐานต่่ำมาก ได้้แก่่ 

เขตสุขุภาพที่่� 7 และ 11 ที่่� 5.0 และ 5.7 ตามลำดับั สะท้อ้น

การบริิหารจััดการการใช้้สารเคมีีทางการเกษตรที่่�ดีี 

สถานการณ์์การตกค้้างของสารเคมีีป้้องกัันกำจััด

ศััตรููพืืชในภาพรวมของประเทศ พบว่่าผลการตรวจ

วิิเคราะห์์ผัักและผลไม้้สด จำนวน 385 ตั วอย่่าง ตรวจ

ไม่่พบการตกค้้างร้้อยละ 53.0 ตรวจพบแต่่ผ่่านเกณฑ์์

มาตรฐานร้้อยละ 12.7 และตรวจพบสารเคมีีทาง 

การเกษตรไม่่ผ่่านเกณฑ์์มาตรฐานร้้อยละ 34.3 ดัังแสดง

ในตารางที่่� 3 และภาพที่่� 2

ตารางที่่� 3  สถานการณ์์สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างในผัักและผลไม้้ 

จำนวนตััวอย่่าง (ร้้อยละ)

ชนิิดตััวอย่่าง
ตััวอย่่าง

ที่่�วิิเคราะห์์
ตรวจไม่่พบ

ตรวจพบ

ผ่่านมาตรฐาน ไม่่ผ่่านมาตรฐาน

ผััก
ผลไม้้

240 (62.3)
145 (37.7)

129 (53.8)
75 (51.7)

34 (14.2)
15 (10.3)

77 (32.1)
55 (38.0)

รวม 385 (100.0) 204 (53.0) 49 (12.7) 132 (34.3)

ภาพที่่� 2 สถานการณ์์สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างในผัักและผลไม้้  
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การสำรวจสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างในผััก
และผลไม้้ในประเทศไทย ปีี พ.ศ. 2565	วี ีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์ และคณะ

สถานการณ์์สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้าง

ในผักัและผลไม้ ้จำแนกตามชนิดิของตัวัอย่า่ง ผักั จำนวน 

240 ตัวอย่่าง ตรวจไม่่พบการตกค้้างร้้อยละ 53.8 ตรวจพบ 

แต่่ผ่่านเกณฑ์์มาตรฐาน ร้้อยละ 14.2 และไม่่ผ่่านเกณฑ์์

มาตรฐาน ร้ ้อยละ 32.1 ดั งแสดงในตารางที่่�  4 และ

สถานการณ์ส์ารเคมีปี้อ้งกันักำจัดัศัตัรูพูืชืตกค้า้งในผลไม้้ 

จำนวน 145 ตั ัวอย่่าง ตรวจไม่่พบการตกค้้างร้้อยละ 

51.7 ตรวจพบแต่่ผ่่านเกณฑ์์มาตรฐาน ร้้อยละ 10.3 และ 

ไม่ผ่่่านเกณฑ์์มาตรฐาน ร้อยละ 38.0 ดังแสดงในตารางที่่� 5

ตารางที่่� 4  การตกค้้างสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชในผััก 26 ชนิิด 

ชนิิดตััวอย่่าง
จำนวน

(ตััวอย่่าง)
ตรวจไม่่พบ
(ตััวอย่่าง)

พบ (ตััวอย่่าง)

ผ่่านมาตรฐาน ไม่่ผ่่านมาตรฐาน

คะน้้า
พริิก
ถั่่�วฝัักยาว
กะหล่่ำปลีี
แตงกวา
กวางตุ้้�ง
ผัักกาดขาว
ผัักบุ้้�ง
มะเขืือเปราะ
คื่่�นฉ่่าย
โหระพา
มะเขืือเทศ
ต้้นหอม
ผัักสลััด
มะละกอ
ผัักชีี
ผัักชีีฝรั่่�ง
กะหล่่ำดอก
กะเพรา
แครอท
บรอคโคลีี
ฟัักเขีียว
ฟัักทอง
หอมแดง
หััวไชเท้้า
มัันฝรั่่�ง

78
32
28
18
12
10
8
7
6
5
5
4
4
4
3
3
3
2
1
1
1
1
1
1
1
1

31
8
13
15
10
6
6
6
6
2
2
4
2
4
3
2
1
2
-
1
1
1
1
1
-
1

14
5
8
2
1
2
1
-
-
-
-
-
1
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

33
19
7
1
1
2
1
1
-
3
3
-
1
-
-
1
2
-
1
-
-
-
-
-
1
-

รวมตััวอย่่าง 240 129 34 77

ร้้อยละ 100 53.8 14.2 32.1
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ตารางที่่� 5  การตกค้้างสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชในผลไม้้ 20 ชนิิด 

ชนิิดตััวอย่่าง
จำนวน

(ตััวอย่่าง)
ตรวจไม่่พบ
(ตััวอย่่าง)

พบ (ตััวอย่่าง)

ผ่่านมาตรฐาน ไม่่ผ่่านมาตรฐาน

ส้้ม
ฝรั่่�ง
แตงโม
แอปเปิิล
ส้้มโอ
กล้้วย
แก้้วมัังกร
ชมพู่่�
แคนตาลููป
พุุทรา
มะม่่วง
ละมุุด
ลำไย
สัับปะรด
สาลี่่�
องุ่่�น
มะละกอสุุก
เมลอน
มัันแกว
แห้้ว

48
26
18
8
5
5
5
5
3
3
3
3
3
2
2
2
1
1
1
1

9
14
14
8
3
5
3
3
2
1
2
2
1
2
2
1
-
1
1
1

6
5
2
-
-
-
1
-
-
-
-
-
-
-
-
1
-
-
-
-

33
7
2
-
2
-
1
2
1
2
1
1
2
-
-
-
1
-
-
-

รวมตััวอย่่าง 145 75 15 55

ร้้อยละ 100 51.7 10.3 38.0

ชนิิดของสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างที่่�

ตรวจพบในผัักและผลไม้้ ในขอบข่่ายสารเคมีีป้้องกััน

กำจััดศััตรููพืืชที่่�ตรวจวิิเคราะห์์ 132 สาร ตััวอย่่างผัักและ

ผลไม้้สด จำนวน 385 ตััวอย่่าง ตรวจพบการตกค้้าง 181 

ตัวัอย่า่ง จำนวนสารเคมีทีี่่�ตรวจพบทั้้�งสิ้้�น 43 สาร โดยชนิดิ

สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างที่่�พบทั้้�งหมด และ

จำนวนตััวอย่่างที่่�ตรวจพบในผัักและผลไม้้ ดั ังแสดงใน

ภาพที่่� 3 สำหรับัข้อ้มูลูอัตัราการตรวจพบสูงู 10 อันดับัแรก 

และข้้อมููลเชิิงสถิิติิ ดัังแสดงในตารางที่่� 6

สำหรัับการตรวจวิิเคราะห์์ 3 สาร ได้้แก่่ chlor-

pyrifos, glyphosate และ paraquat ในผัักและผลไม้้

ทั้้�งหมดรวม 385 ตััวอย่่าง พบการตกค้้าง chlorpyrifos 

จำนวน 28 ตัวอย่่าง ปริมิาณ < 0.01–0.43 mg/kg คิดเป็็น 

ร้้อยละ 7.3 ได้้แก่่ พริิก 9 ตั วอย่่าง ส้ ม 9 ตั วอย่่าง 

คะน้้า 3 ตััวอย่่าง ผัักชีีฝรั่่�ง 2 ตััวอย่่าง ฝรั่่�ง 2 ตััวอย่่าง 

ถั่่�วฝัักยาว 1 ตััวอย่่าง โหระพา 1 ตััวอย่่าง และ ลำไย 1 

ตััวอย่่าง ตรวจพบสาร glyphosate จำนวน 9 ตััวอย่่าง 

ปริิมาณ < 0.01–0.05 mg/kg คิ ิดเป็็นร้้อยละ 2.3 

ได้้แก่่ พริิก 4 ตััวอย่่าง คะน้้า 1 ตััวอย่่าง ผัักชีี 1 ตััวอย่่าง 

ผัักบุ้้�ง 1 ตััวอย่่าง ฝรั่่�ง 1 ตััวอย่่าง และละมุุด 1 ตััวอย่่าง 

และตรวจไม่่พบสาร paraquat ในทุุกตััวอย่่าง ดัังแสดง

ในตารางที่่� 7
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การสำรวจสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างในผััก
และผลไม้้ในประเทศไทย ปีี พ.ศ. 2565	วี ีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์ และคณะ

ภาพที่่� 3 จำนวนตััวอย่่างที่่�ตรวจพบสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างแต่่ละชนิิดในผัักและผลไม้้
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ตารางที่่� 6	 ชนิิดและช่่วงของปริิมาณสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างในผัักและผลไม้้ที่่�มีีอััตราการตรวจพบสููงสุุด  

	 10 อัันดัับแรก

ชนิิดสารเคมีี
ที่่�ตรวจพบ

จำนวนตััวอย่่าง ร้้อยละ
Min-Max
(mg/kg)

Median
(mg/kg)

Mean
(mg/kg)

cypermethrin
chlorfenapyr
ethion
profenofos
carbendazim
fipronil
metalaxyl
λ-cyhalothrin
methiocarb
carbofuran

55
55
40
40
30
27
25
19
18
18

30.4
30.4
22.1
22.1
16.6
14.9
13.8
10.5
9.9
9.9

0.01–4.13
< 0.01–0.88
< 0.01–2.50
0.03–1.40
0.02–2.00
< 0.01–0.23
0.01–0.96
< 0.01–0.71
< 0.01–0.53
< 0.01–0.43

0.12
0.05
0.12
0.17
0.23
0.02
0.04
0.04
0.01
0.03

0.38
0.15
0.38
0.31
0.44
0.04
0.09
0.10
0.06
0.07

หมายเหตุุ: วิิธีีวิิเคราะห์์มีี Limit of Detection, LOD = 0.005 mg/kg และ Limit of Quantification, LOQ = 0.01 mg/kg

การประเมิินการได้้รัับสััมผััสสารพิิษตกค้้างและ

การประเมิินว่่าคนไทยมีีความสี่่�ยงจากการบริิโภคผััก

และผลไม้้หรืือไม่่ ใช้้ข้้อมููลจากการบริิโภคอาหารของ

ประเทศไทย พ.ศ. 2559 ของสำนัักงานมาตรฐานสิินค้้า

เกษตรและอาหารแห่่งชาติิ(26) ซึ่่� งเป็็นฉบัับล่่าสุุด โดย

นำข้้อมููลการสำรวจปริิมาณการบริิโภคผัักและผลไม้้

แต่่ละชนิิด ที่่�ค่ ่าเฉลี่่�ยและค่่าเปอร์์เซ็็นต์์ไทล์์ที่่�  97.5 

ของปริิมาณผัักและผลไม้้ที่่�บริิโภคของประชากรทั้้�งหมด 

(per capita) อายุุ 3 ปีีขึ้้�นไป นำค่่ามััธยฐานของปริิมาณ

ความเข้ม้ข้น้ที่่�พบสารเคมีปี้อ้งกันักำจัดัศัตัรูพูืชืในผักัและ

ผลไม้้ชนิิดนั้้�นๆ ที่่� พบในอััตราที่่�สูงที่่�สุด 10 อั ันดัับแรก 

หน่ว่ยเป็็น mg/kg คูณกัับปริิมาณการบริิโภคของผัักและ

ผลไม้้ที่่�พบสารพิิษนั้้�นบ่่อยที่่�สุุด หน่่วยเป็็น g หรืือ kg 

ตารางที่่� 7	ผลการตรวจวิิเคราะห์์สาร chlorpyrifos glyphosate และ paraquat ในตััวอย่่างผัักและผลไม้้ทั้้�งหมด  

	 385 ตััวอย่่าง

สารเคมีี

พบ
ปริิมาณที่่�พบ
mg/kg)

Median
mg/kg)

Mean
mg/kg)จำนวนตััวอย่่างผััก

และผลไม้้
ร้้อยละ

chlorpyrifos
glyphosate
paraquat

28
9
0

7.3
2.3
0

< 0.01–0.43
< 0.01–0.05

-

0.03
0.02
-

0.08
0.03
-

หารด้้วยน้ำ้หนักัตัวัเฉลี่่�ยของคนไทยอายุ ุ3 ปีขีึ้้�นไปรวมเพศ 

(57.57 kg) ได้้ปริิมาณที่่�ได้้รัับต่่อวััน หน่่วยเป็็น 

g/person/day แล้้วนำมาเปรีียบเทีียบกัับค่่า ADI 

อ้้างอิิง คื ือ ปริิมาณที่่�บริิโภคได้้ต่่อวััน เป็็นปริิมาณสาร

ที่่�บริิโภคทุุกวัันตลอดชีีวิิตแล้้วไม่่พบความเสี่่�ยงที่่�มีีี� 

ผลกระทบและเป็็นอัันตรายต่่อสุุขภาพของผู้้�บริิโภค 

เป็็นค่่า CDI (Chronic Daily Intake) คิิดเป็็นร้้อยละ 

หากค่่า CDI ที่่� คำนวณได้้จากการบริิโภคสารพิิษมีีค่่า

มากกว่่าร้้อยละ 100 แสดงว่่าผู้้�บริิโภคมีีความเสี่่�ยง 

ที่่�จะได้้รัับอัันตรายจากสารพิิษนั้้�น

สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชที่่�คนไทยได้้รัับจาก

การศึึกษา 10 อั นดัับแรก เมื่่�อคำนวณปริิมาณที่่�ได้้รัับ 

ต่่อคนต่่อวััน พบว่่าได้้รัับ carbendazim สููงที่่�สุุด เท่่ากัับ 
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การสำรวจสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างในผััก
และผลไม้้ในประเทศไทย ปีี พ.ศ. 2565	วี ีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์ และคณะ

0.001116 mg/kg body weight (bw)/day เมื่่�อนำมา 

เปรีียบเทีียบกัับค่่า ADI ที่่� องค์์การอนามััยโลกกำหนด 

(0.03 mg/kg bw/day) คิิดเป็็นเพีียงร้้อยละ 3.72 ของ

ค่่า ADI เป็็นที่่�น่่าสัังเกตว่่า แม้้ ethion ซึ่่�งเป็็นสารเคมีี 

ที่่�มัักตกค้้างในส้้ม ผั ัก ผลไม้้หลายชนิิด และปริิมาณ 

ที่่�ได้ร้ับัจากการบริโิภคส้ม้ต่อ่คนต่อ่วันัมีปีริมิาณไม่สู่งูมาก 

เพีียง 0.0009 mg/kg bw/day แต่่เนื่่�องจากมีีความเป็็น

พิิษสููงทำให้้ค่่า ADI ต่่ำ ที่่� 0.002 mg/kg bw/day เมื่่�อ

เปรีียบเทีียบจึึงพบว่่า คิิดเป็็นร้้อยละ 45.02 ของค่่า ADI 

ซึ่่�งสููงที่่�สุุด และคำนวณปริิมาณสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรูู

พืืชที่่�ตรวจพบในอััตราสููงสุุด 10 อัันดัับแรก ที่่�คนไทยได้้

รัับจากการบริิโภคผัักและผลไม้้ พบว่่าคนไทยได้้รัับสาร

พิิษทุุกชนิิดน้้อยกว่่าค่่า ADI ของ WHO รายละเอีียด 

ดัังแสดงในตารางที่่� 8

ตารางที่่� 8	 ปริิมาณสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชที่่�คนไทยได้้รัับจากผัักและผลไม้้ ปริิมาณที่่�บริิโภคได้้ต่่อวััน (ADI)  

	 และร้้อยละปริิมาณที่่�บริิโภคทุุกวัันตลอดชีีวิิตแล้้วไม่่พบความเสี่่�ยงต่่อสุุขภาพ (CDI)

สาร Median ผัักผลไม้้
ปริิมาณบริิโภค
(g/person/

day)

mg/kg bw/day

CDI (%) Referenceปริิมาณ
ที่่�ได้้รัับ

ADI

cypermethrin
chlorfenapyr
ethion
profenofos
carbendazim
fipronil
metalaxyl
λ-cyhalothrin
methiocarb
carbofuran

0.42
0.16
0.42
0.28
0.44
0.03
0.08
0.11
0.07
0.07

คะน้้า
คะน้้า
ส้้ม
พริิก
ลำไย
คะน้้า
โหระพา
คะน้้า
คื่่�นฉ่่าย
ส้้ม

56.00
56.00
123.42
10.40
146.00
56.00
14.00
56.00
26.00
123.42

0.000409
0.000156
0.000900
0.000051
0.001116
0.000029
0.000019
0.000107
0.000032
0.000150

0-0.02
0-0.03
0.002
0-0.03
0.03

0-0.0002
0.08
0-0.02
0.02

0-0.001

2.04
0.52
45.02
0.17
3.72
14.59
0.02
0.54
0.16
15.01

JMPR 2011
JMPR 2012
JMPR 1990
JMPR 2007
JMPR 1995
JMPR 2021
JMPR 2002
JMPR 2000
JMPR 2005
JMPR 2008

หมายเหตุุ: FAO/WHO Joint Meeting on Pesticide Residues ที่่�มาของค่่า ADI และ CDI (%)

วิจารณ์

ข้้อกำหนดตามประกาศกระทรวงสาธารณสุุข 

(ฉบัับที่่�  387) พ.ศ. 2560 เรื่่�อง อาหารที่่�มีีสารพิิษ

ตกค้้าง(27) ระบุุวััตถุุอัันตรายทางการเกษตร ตรวจพบ

ปริิมาณสารพิิษตกค้้างสููงสุุด (Maximum Residue 

Limit; MRL) ได้ไ้ม่เ่กินิที่่�กำหนดไว้ใ้นบัญัชีหีมายเลข 2 

หรืือที่่�ไม่เ่กินิข้อ้กำหนดของคณะกรรมาธิกิารของโครงการ

มาตรฐานอาหารเอฟ  เอ โอ/ดัับบลิิว เอช โอ (Codex  

Alimentarius Commission, Joint FAO/WHO 

Food Standards Programme) กรณีพีบสารนอกเหนือื 

จากบััญชีีดัังกล่่าว มี การกำหนดค่่าดีีฟอลต์์ ลิ มิิต  

(Default Limit) สำหรัับพืืชและสััตว์์ ตรวจพบได้้ไม่่เกิิน 

0.01 มิลิลิิกรััมสารพิิษตกค้า้งต่อ่กิิโลกรัมัอาหาร เว้น้แต่ค่่า่ 

Default Limit สำหรับัพืืชที่่�กำหนดไว้ใ้นบัญัชีีหมายเลข 

3 แนบท้้ายประกาศ ซึ่่�งในส่่วนค่่า Default Limit นี้้�เป็็น

ส่ว่นที่่�เพิ่่�มขึ้้�นจากประกาศเดิมิ ซึ่่�งสถานการณ์ก์ารตรวจพบ 

ผัักและผลไม้้สดในปีี พ.ศ. 2565 ส่ วนใหญ่่ที่่�ไม่่ผ่่าน

มาตรฐาน เนื่่�องจากตรวจพบสารเคมีีป้้องกัันกำจััด 

ศััตรููพืืชตกค้้างเกิินค่่า Default Limit พบมีีสารจำนวน

มากที่่�อนุุญาตให้้ใช้้ในประเทศไทยกัับผัักและผลไม้้บาง

ชนิิดได้้แต่่ยัังไม่่มีีการประเมิินความปลอดภััยกัับผัักและ

ผลไม้้อีีกหลายชนิิด ทำให้้ไม่่มีีการกำหนดค่่า MRL อนึ่่�ง

ประกาศกระทรวงสาธารณสุขุ (ฉบับัที่่� 419) พ.ศ. 2563(28)

ออกตามความในพระราชบััญญััติิอาหาร พ.ศ. 2522  

เรื่่�อง อาหารที่่�มีีสารพิิษตกค้้าง (ฉบัับที่่� 3) ได้้กำหนดให้้ 

chlorpyrifos และ paraquat เป็็นวััตถุุอัันตราย 
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ทางการเกษตรชนิิดที่่� 4 ตามพระราชบััญญััติวัิัตถุอัุันตราย 

พ.ศ. 2535 โดยต้อ้งตรวจไม่พ่บ ซึ่่�งการตรวจวิเิคราะห์ท์าง

วิิชาการของสารพิิษตกค้้างในอาหารตามบััญชีีหมายเลข 

1 แนบท้้ายประกาศกระทรวงสาธารณสุุข เลขที่่�  387 

พ.ศ. 2560 เรื่่�อง อาหารที่่�มีีสารพิิษตกค้้าง จะต้้องใช้้วิิธีี

การตรวจวิิเคราะห์์และห้้องปฏิิบััติิการที่่�มีขีีดจำกััดของ

การตรวจวััด (Limit of Detection; LOD) ของวิิธีี

ทดสอบอย่่างน้้อยต่่ำถึึงระดัับที่่�กำหนด ตามตารางแนบ

ท้า้ยประกาศ ที่่� 0.005 มิลิลิิกรัมัต่อ่กิโิลกรัมั ทำให้ผ้ักัและ

ผลไม้ท้ี่่�ตรวจพบตั้้�งแต่ ่0.005 มิลิลิกิรัมัต่อ่กิโิลกรัมัขึ้้�นไป

เป็น็อาหารผิดิมาตรฐาน สำหรับั glyphosate ยังัไม่ม่ีกีาร

กำหนดค่า่ MRL ในการศึกึษานี้้�จากการตรวจวิเิคราะห์ผ์ักั

และผลไม้้ จำนวน 385 ตััวอย่่าง ตรวจพบการตกค้้างของ 

chlorpyrifos และ glyphosate คิดเป็็นร้้อยละ 7.3 และ 

2.3 ตามลำดับั โดยตรวจไม่พ่บการตกค้า้งของ paraquat 

สำหรัับการตรวจพบสารเคมีีทางการเกษตรเมื่่�อพิิจารณา

ในเชิิงพื้้�นที่่� พบว่่าเขตสุุขภาพที่่� 13, 4, 5 และ 6 ตรวจพบ 

เกินิเกณฑ์ม์าตรฐานสูงูสุดุ 4 อันัดับัแรก (ร้อ้ยละ 80.0, 60.0, 

55.0 และ 55.0 ตามลำดัับ) เขตสุุขภาพทั้้�ง 4 เขต มีีพื้้�นที่่�

เชื่่�อมต่อ่กันั โดยมีกีรุงุเทพมหานคร (เขตสุขุภาพที่่� 13) เป็น็

ศูนูย์ก์ลางและเป็็นแหล่ง่กระจายออกไปทางทิิศตะวันัออก 

(เขตสุุขภาพที่่�  6) ทิ ิศเหนืือ (เขตสุุขภาพที่่�  4) และ 

ทิศิตะวันัตก (เขตสุขุภาพที่่� 5) โดยมีีตลาดค้า้ส่ง่ขนาดใหญ่่ 

เช่น่ ตลาดไทย ตลาดสี่่�มุมเมืือง เป็น็ต้น้ เป็น็แหล่่งกระจาย

สิินค้้าที่่�สำคััญของประเทศไทย ผั ักและผลไม้้ที่่�จำหน่่าย 

ในพื้้�นที่่�ดัังกล่่าวอาจมีีแหล่่งผลิิตมาจากแหล่่งผลิิต

เดีียวกััน แล้้วมีีการจััดจำหน่่ายกระจายออกไปยัังพื้้�นที่่�

ใกล้้เคีียง และอาจมีีการใช้้สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืช

คล้้ายคลึึงกัันทั้้�งชนิิดและวิิธีีการใช้้งาน ทำให้้เกิิดการ

ตกค้้างที่่�ทำให้้อาหารเหล่่านี้้�จััดเป็็นอาหารผิิดมาตรฐาน 

ในการประเมินิความเสี่่�ยงการได้ร้ับัสารพิษิตกค้า้ง

ครั้้�งนี้้�  พบว่่าคนไทยมีีโอกาสได้้รัับสารเคมีีป้้องกัันกำจััด

ศััตรููพืืช 43 ชนิิด เมื่่�อประเมิินโดยการเปรีียบเทีียบสาร 

ที่่�มีอีัตัราการตรวจพบสููงสุดุ 10 อันัดับัแรก คำนวณโดยใช้้

ค่่ามััธยฐานของปริิมาณการตรวจพบกัับอััตราการบริิโภค

ของผัักผลไม้้ที่่�ตรวจพบกัับค่่า ADI พบว่่าปริิมาณที่่�ได้้รับั

ต่่ำกว่่า ร้้อยละ 15.01 ของ ADI ยกเว้้น carbendazim 

เพีียงชนิิดเดีียวที่่�ได้้รัับปริิมาณเท่่ากัับ ร้้อยละ 45.02 ของ

ค่่า ADI ผลการประเมิินความเสี่่�ยงบ่่งชี้้�ว่าคนไทยยัังคง

ปลอดภััยจากการได้้รัับสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชที่่�

ตกค้้างในผัักและผลไม้้ โดยไม่่มีีสารใดที่่�คนไทยบริิโภค

เกิินเกณฑ์์มาตรฐาน แสดงให้้เห็็นว่่าการผลิิตอาหาร 

ที่่�เป็น็ผักัและผลไม้จ้ากภาคเกษตรกรรมของประเทศไทย

ซึ่่�งเป็็นต้น้น้ำ้ของอาหารนั้้�น ได้ร้ับัการกำกัับดูแูลควบคุุมให้้

ได้ผ้ลผลิติที่่�มีคีุณุภาพและปลอดภัยั รวมทั้้�งผักัและผลไม้้

ที่่�นำเข้า้จากต่่างประเทศ ได้ร้ับัการตรวจสอบและควบคุมุ

คุณุภาพก่่อนนำไปจำหน่่ายภายในประเทศ อย่า่งไรก็็ตาม 

ยัังมีีการตรวจพบสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชที่่�ยกเลิิก

การใช้้ในการเกษตรตามนโยบายกระทรวงสาธารณสุุข 

ได้แ้ก่ ่chlorpyrifos และพบสาร methomyl ที่่�ถูกูยกเลิกิ 

การใช้้งาน เมื่่�อ พ.ศ. 2558 โดยมีีเงื่่�อนไขอนุุญาตให้้

ใช้้เฉพาะในบ้้านเรืือนเท่่านั้้�น นอกจากนี้้�ยังพบสารเคมีี

ป้อ้งกันักำจัดัศัตัรูพูืชืที่่�ไม่ม่ีกีารขึ้้�นทะเบียีนในประเทศไทย 

ได้้แก่่ methiocarb ดั ังนั้้�นหน่่วยงานที่่�มีีหน้้าที่่�ควบคุุม

ดููแลการนำเข้้า การจำหน่่าย และการใช้้งานสารเคมีี 

ในภาคเกษตรกรรม และหน่่วยงานคุ้้�มครองผู้้�บริิโภค 

จึึงจำเป็็นต้้องบููรณาการเพื่่�อเฝ้้าระวัังอย่่างต่่อเนื่่�อง เพื่่�อ

ให้้ทราบสถานการณ์์และดำเนิินการป้้องกัันปััญหาความ 

ไม่่ปลอดภััยในการบริิโภคอาหารที่่�อาจเกิิดขึ้้�นกัับคนไทย

ได้้ โดยอาจใช้้ตััวอย่่างการจััดการสารเคมีีทางการเกษตร

ของสหภาพยุโุรป (EU) ที่่�มีกีารควบคุมุและจัดัการสารเคมีี 

ในอาหารอย่่างเข้้มงวดรััดกุุม โดยมีีผู้้�เชี่่�ยวชาญจาก 

European Food Safety Authority (EFSA) เป็็น

ผู้้�กำหนดมาตรฐานการตกค้้างของสารเคมีีในอาหาร 

มีีมาตรการตรวจสอบและทดสอบผลิิตภััณฑ์์อย่่าง

สม่ำ่เสมอ มีกีารใช้เ้ทคโนโลยีกีารผลิติทางการเกษตรที่่�เป็น็

มิิตรต่่อสิ่่�งแวดล้้อม ใช้้ระบบ REACH (Registration, 

Evaluation, Authorisation and Restriction of 

Chemicals) เพื่่�อจััดการกัับสารเคมีีที่่�อาจเป็็นอัันตราย

ทั้้�งในภาคเกษตรและอุุตสาหกรรม โดยสารเคมีีที่่�ไม่่ได้้รับั

อนุุญาตหรืือมีีความเสี่่�ยงสููงจะถููกห้้ามใช้้ หรืือมีีข้้อจำกััด

ในการใช้้งาน มี ีระบบการแจ้้งเตืือนและติิดตามการใช้้ 

สารเคมีีในอาหารอย่่างใกล้้ชิิด ผ่ านระบบ RASFF 

(Rapid Alert System for Food and Feed) ในทำนอง 

เดียีวกันัสหรัฐัอเมริิกามีกีารจัดัการสารเคมีีทางการเกษตร

ในอาหารที่่�ได้ร้ับัการควบคุมุอย่า่งเข้ม้งวด ผ่า่นการกำหนด
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การสำรวจสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างในผััก
และผลไม้้ในประเทศไทย ปีี พ.ศ. 2565	วี ีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์ และคณะ

ปริิมาณสารพิิษตกค้้างที่่�ปลอดภััย การตรวจสอบและ

ทดสอบสารพิษิตกค้า้งในอาหาร การอนุมัุัติสิารเคมีใีหม่่ๆ  

ที่่�ใช้้ในเกษตรกรรม และการส่่งเสริิมการเกษตรยั่่�งยืืน 

เช่น่ การใช้้สารชีวีภาพหรืือวิธิีกีารทางการเกษตรที่่�ไม่ต่้อ้ง

พึ่่�งพาสารเคมีีมากเกิินไป โดยหน่่วยงานที่่�เกี่่�ยวข้้อง เช่่น 

EPA, FDA และ USDA จะทำงานร่่วมกัันเพื่่�อให้้มั่่�นใจ

ว่่าอาหารที่่�บริิโภคภายในประเทศมีีความปลอดภััยและ 

ไม่่เป็็นอัันตรายต่่อสุุขภาพ

ข้้อมููลที่่�ได้้จากโครงการเฝ้้าระวัังสารเคมีีป้้องกััน 

กำจััดศััตรููพืืชในผัักและผลไม้้ครั้้�งนี้้�   ได้้ส่่งมอบแก่่ 

หน่่วยงานกำกัับดููแลที่่� เกี่่�ยวข้้อง ได้้แก่่ สำนัักงาน

คณะกรรมการอาหารและยา และสำนัักงานมาตรฐาน

สิินค้้าเกษตรและอาหารแห่่งชาติิ ซึ่่� งปฏิิบััติิงานภายใต้้ 

คณะทำงานจััดทำแผนบููรณาการตรวจติิดตามเฝ้้าระวััง 

สารพิิษตกค้้างจากวััตถุุอัันตรายทางการเกษตรใน 

ผัักผลไม้้พืืชอาหาร คณะที่่�   2 ด้ ้านความปลอดภััย 

ด้้านอาหาร ของคณะกรรมการอาหารแห่่งชาติิ เพื่่�อ 

การบริิหารจััดการและการลดความเสี่่�ยงของการบริิโภค

อาหารต่่อไป โดยกรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์เป็็นหนึ่่�ง

ในหน่่วยงานของคณะทำงานฯ ที่่� เป็็นหน่่วยวิิชาการ 

ทำหน้้าที่่�สนัับสนุุนข้้อมููลการตรวจวิิเคราะห์์ทางห้้อง

ปฏิิบััติิการ และดำเนิินงานเชิิงแผนบููรณาการจััดทำ

โครงการสำรวจติิดตามอย่่างต่่อเนื่่�อง ทั้้� งนี้้�ภาครััฐควร

มีีแผนดำเนิินงานอย่่างเป็็นระบบ เพื่่�อให้้เห็็นแนวโน้้ม

สถานการณ์์ของประเทศไทย และกรณีีการนำเข้้าผัักและ

ผลไม้้จากต่่างประเทศ ควรมีีแผนในการตรวจเฝ้้าระวัังที่่�

มีีประสิิทธิิภาพ ทั้้� งนี้้�เพื่่�อเป็็นการคุ้้�มครองผู้้�บริิโภคและ

ตอบโต้้ภาวะฉุุกเฉิินด้้านอาหารปลอดภััย สำหรัับสาร 

ที่่�ห้า้มใช้้และจำกััดการใช้้งาน หน่ว่ยงานต้้นน้้ำที่่�เกี่่�ยวข้้อง

ทั้้�งการนำเข้า้ จำหน่า่ย และอบรมการใช้ง้านสารเคมี ีได้แ้ก่่ 

กรมวิชิาการเกษตรและกรมส่่งเสริิมการเกษตร ควรมีแีนว

ปฏิิบััติิในการควบคุุม กำกัับ ติ ิดตาม สารเคมีีดัังกล่่าวที่่�

เข้้มงวดยิ่่�งขึ้้�นต่่อไป	

สรุป

การสำรวจติิดตามสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืช

ตกค้้างในผัักและผลไม้้ จำนวน 385 ตั ัวอย่่าง แบ่่งเป็็น 

ผักั 26 ชนิดิ รวม 240 ตัวัอย่า่ง และ ผลไม้ ้20 ชนิดิ รวม 145 

ตััวอย่่าง เก็็บจาก 77 จั งหวััด ของประเทศไทย 

ดำเนิินการในปีี พ.ศ. 2565 โดยกรมวิิทยาศาสตร์์ 

การแพทย์์ ร่ ่วมกัับสำนัักส่่งเสริิมและสนัับสนุุนอาหาร

ปลอดภััย ตรวจวิิเคราะห์์ขอบข่่ายสารเคมีี 134 สาร 

ผลการประเมิินสถานการณ์์การตกค้้างสารเคมีีป้้องกััน

กำจััดศััตรููพืืชในผัักและผลไม้้ พบว่่าผัักมีีการตกค้้าง 

ไม่ผ่่่านเกณฑ์์ ร้อ้ยละ 32.1 และผลไม้้ตกค้า้งไม่ผ่่่านเกณฑ์์

ร้้อยละ 38.0 ตััวอย่่าง ผัักและผลไม้้ที่่�พบว่่าไม่่ผ่่านเกณฑ์์

มากที่่�สุุด ได้้แก่่ คะน้้า พริิก ส้้ม และฝรั่่�ง ตามลำดัับ โดย

เป็็นสารเคมีีทางการเกษตรที่่�ตรวจพบทั้้�งหมด 43 ชนิิด 

พบมากที่่�สุุด 3 อั นดัับแรก ได้้แก่่ cypermethrin, 

chlorfenapyr และ ethion ผลการประเมิินความเสี่่�ยง

การได้้รัับสััมผััสสารพิิษตกค้้างทางการเกษตร 10 อัันดัับ

แรก พบว่่าคนไทยได้้รัับสารพิิษทุุกชนิิดต่่ำกว่่าเกณฑ์์

มาตรฐาน (น้้อยกว่่าร้้อยละ 45.02) บ่ งชี้้�ว่าคนไทยยััง

คงปลอดภััยจากการได้้รัับสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืช

ที่่�ตกค้้างในผัักและผลไม้้ สำหรัับผลการตรวจวิิเคราะห์์ 

สารเคมีีเป้า้หมายอีีก 3 ชนิดิ พบการตกค้้าง chlorpyrifos 

ร้้อยละ 7.3, glyphosate ร้ อยละ 2.3 โดยไม่่พบ

การตกค้้างของ paraquat ทุ กตััวอย่่าง สถานการณ์์ 

การเฝ้้าระวัังสารเป้้าหมาย 3 สาร ที่่�มี ีมติิคณะกรรมการ

วััตถุุอัันตรายที่่�ให้้ยกเลิิกการใช้้สาร chlorpyrifos, 

paraquat และ glyphosate เป็็นสารที่่�จำกััดการใช้้งาน 

พบว่่าการตกค้้างในผัักและผลไม้้ของทั้้�ง 3 สาร ลดลง

จนถึึงตรวจไม่่พบ แต่่ข้้อมููลผู้้�ป่่วยที่่�มีอาการเจ็็บป่่วย 

โดยไม่่ตั้้�งใจมีีจำนวนเพิ่่�มขึ้้�น แสดงให้้เห็็นว่่าเกษตรกร 

ยังัมีกีารนำสาร chlorpyrifos และ paraquat มาใช้ใ้นการ

เพาะปลููก หน่่วยงานที่่�เกี่่�ยวข้้องควรเพิ่่�มความเข้้มงวดใน

การตรวจสอบการจำหน่่ายสารเคมีีทางการเกษตรเหล่่านี้้� 

ให้้มากขึ้้�น เช่่น การเพิ่่�มบทบาทของสารวััตรเกษตรและ 

ผู้้�เกี่่�ยวข้้องตามมาตรการจััดการวััตถุุอัันตราย สำนััก

ควบคุุมพืืชและวััสดุุทางการเกษตร กรมวิิชาการเกษตร 

สำหรัับสาร glyphosate มีอัตัราการเจ็็บป่่วยเพิ่่�มขึ้้�น ควร

ต้้องมีีการลงพื้้�นที่่�แนะนำการใช้้ที่่�ถูกวิิธีีและปลอดภััยให้้

กัับเกษตรกรอย่่างต่่อเนื่่�องสม่่ำเสมอ

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณุ นางเลขา ปราสาททอง สำหรับัคำแนะนำ 

ในการดำเนิินโครงการ นางสาววนิิดา ยุ รญาติิ ในการ



226 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 67 ฉบับที่ 2 เมษายน  - มิถุนายน 2568

Monitoring of Pesticide Residues in Vegetables and Fruits in 
Thailand in 2022	 Weerawut Wittayanan et al.

ประสานงานเชิิงบููรณาการกัับหน่่วยงานที่่�เกี่่�ยวข้้อง และ

เจ้้าหน้้าที่่�ศูนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ กรมวิิทยาศาสตร์์

การแพทย์์ ทั้้� ง 14 แห่่ง ในการเก็็บ เตรีียม และส่่งต่่อ

ตััวอย่่าง

เอกสารอ้างอิง

	 1.	 Yang X, Wang F, Meng L, Zhang W, Fan L, 

Geissen V, et al. Farmer and retailer know-

ledge and awareness of the risks from pesticide 

use: a case study in the Wei River catchment, 

China. Sci Total Environ 2014; 497-498: 172-9.

	 2.	 Panuwet P, Siriwong W, Prapamontol T, Ryan 

PR, Fiedler N, Robson MG, et al. Agricultural 

pesticide management in Thailand: situation 

and population health risk. Environ Sci Policy 

2012; 17: 72-81.

	 3.	 Grovermann C, Schreinemachers P, Berger T. 

Quantifying pesticide overuse from farmer 

and societal points of view: an application to 

Thailand. Crop Prot 2013; 53: 161-8. 

	 4.	 Riwthong S, Schreinemachers P, Grovermann C, 

Berger T. Agricultural commercialization: risk 

perceptions, risk management and the role of 

pesticides in Thailand. Kasetsart J Soc Sci 

2017; 38: 264-72. 

	 5.	 Wongta A, Sawarng N, Tongchai P, Yana P, 

Hongsibsong S. Agricultural health and safety: 

evaluating Farmers’ knowledge, attitude, and 

safety behavior in Northern Thailand. Safety 

Health Work 2024: 15(4): 435-40. 

	 6.	 Chomchalow N, Somsri S, Na Songkhla P. 

Marketing and export of major tropical fruits 

from Thailand. AU J Technol 2008; 11(3): 

133-43. 

	 7.	 Pongpanich C, Phitya-Isarakul P. Enhancing 

the competitiveness of Thai fruit exports: an 

empirical study in China. Contemp Manag Res 

2008; 4: 15-28.

	 8.	 Ussanawarong  S,  Pe ingsaweung  N,  

Chabangam S. Survey of pesticide use in farms: 

Khon Kaen Province, Thailand. KKU Res J 

2007; 12(1): 5-16. 

	 9.	 Poramacom N. Pesticide markets and related 

situations in Thailand. Kasetsart J Soc Sci 

2001; 22: 205-11.

	10.	 Tawatsin A, Thavara U, Siriyasatien P. Pesticides 

used in Thailand and toxic effects to human 

health. Med Res Arch 2015; 3: 1-10.

	11.	 Atisook K. Exposure assessment of pesticide 

intake from Thai diet. Bull Dept Med Sci 2001; 

43: 10-8. 

	12.	 Atisook K, Lertreungdej Y, Suntudrob J, 

Jongmevasna W, Payanan T, Kaunha C, et al. 

Total diet study on pesticide residues in Thai 

diet, 1999- 2003. Bull Dept Med Sci 2008; 50: 

151-62.

	13.	 Suntudrob J, Jongmevasna W, Payanan T, 

Srikote R, Wittayanan W. Monitoring of 

pesticide residues in domestic vegetables in 

Thailand during 2015. Asia Pac J Sci Technol 

2018; 23: APST-23-04-03. (8 pages).

	14.	 ประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม ฉบับที่ 6 (พ.ศ. 2563) 

เรื่อง บัญชีรายชื่อวัตถุอันตราย. ราชกิจจานุเบกษา เล่ม 

137 ตอนพิเศษ 117 ง (วันที่ 19 พฤษภาคม 2563). 

หน้า 56.

	15.	 ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ (พ.ศ. 2562) 

เรือ่ง การจำ�กดัการใช ้การกำ�หนดฉลากและภาชนะบรรจุ

วตัถุอันตราย ทีเ่ก่ียวกับไกลโฟเซต ทีก่รมวชิาการเกษตร 

รบัผดิชอบ. ราชกจิจานเุบกษา เลม่ 136 ตอนพเิศษ 100 ง 

(วันที่ 23 เมษายน 2562). หน้า 54.

	16.	 Rivera EP, Siriwong W, Taneepanichskul N, 

Norkaew S, Robson MG. Health risk related 

to pesticide exposure in the agriculture system 

in Thailand: a systematic review. J Health Res 

2016; 30(Suppl 1): S71-80. 

	17.	 สำ�นักโรคจากการประกอบอาชีพและสิ่งแวดล้อม 

กรมควบคุมโรค. รายงานสถานการณโรคและภัย

สขุภาพจากการประกอบอาชพีและสิง่แวดลอม ป 2560. 

[ออนไลน์]. 2561; [สืบค้น 4 ธ.ค. 2567]; [67 หน้า]. 



227วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 67 ฉบับที่ 2 เมษายน  - มิถุนายน 2568

การสำรวจสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างในผััก
และผลไม้้ในประเทศไทย ปีี พ.ศ. 2565	วี ีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์ และคณะ

เข้าถึงได้ที่: URL: https://ddc.moph.go.th/up-

loads/ckeditor2//files/01_envocc_situation_60.

pdf.

	18.	 วชิาดา จงมวีาสนา, ทองสขุ ปายะนนัทน,์ รตัยิากร ศรโีคตร, 

วีรวุฒิ วิทยานันท, จิตผกา สันทัดรบ. การพัฒนา 

ความสามารถห้องปฏิบัติการและสร้างเครือข่าย เพื่อ

เพิ่มประสิทธิภาพการเฝ้าระวังสารเคมีป้องกันกําจัด 

ศัตรูพืชตกค้างในผักและผลไม้ของประเทศไทย. 

ว อาหารและยา 2563; 27(2): 73-83.

	19.	 Ahmed SK. How to choose a sampling technique  

and determine sample size for research: 

a simplified guide for researchers. Oral Oncol 

Rep 2024; 12: 100662. (7 pages).

	20.	 BS EN 15662:2008. Foods of plant origin - 

determination of pesticide residues using  

GC-MS and/or LC-MS/MS following  

acetonitrile extraction/partitioning and clean-

up by dispersive SPE - QuEChERS-method. 

[online]. 2008; [cited 2024 Nov 4]; [84 screens]. 

Available from: URL: http://www.chromnet.

net/Taiwan/QuEChERS_Dispersive_SPE/Qu

EChERS_%E6%AD%90%E7%9B%9F%E6%96

%B9%E6%B3%95_EN156622008_E.pdf.

	21.	 Oulkar DP, Hingmire S, Goon A, Jadhav M, 

Ugare B, Thekkumpurath AS, et al. Optimization 

and validation of a residue analysis method 

for glyphosate, glufosinate, and their 

metabolites in plant matrixes by liquid 

chromatography with tandem mass spectro-

metry. J AOAC Int 2017; 100(3): 631-9.

	22.	 QuPPe-PO-Method. Quick method for the 

analysis of numerous highly polar pesticides in 

food involving extraction with acidified methanol 

and LC-MS/MS measurement. [online]. 2019; 

[cited 2024 Nov 4]; [83 screens]. Available 

from: URL: https://www.eurl-pesticides.eu/

userfiles/file/EurlSRM/meth_QuPPe_PO_

V10_1(1).pdf.

23.		 สำ�นักโภชนาการ กรมอนามัย กระทรวงสาธารณสุข. 

ตารางแสดงคุณค่าทางโภชนาการของอาหารไทย.  

[ออนไลน์]. 2561; [สืบค้น 7 ก.พ. 2568]. เข้าถึงได้ที่: 

URL:  https://nutrition2.anamai.moph.go.th/

th/thai-food-composition-table.

	24.	 SANTE 11312/2021 v2. Analytical quality 

control and method validation procedures for 

pesticide residues analysis in food and feed. 

[online]. 2024; [cited 2024 Nov 4]; [55 screens]. 

Available from: URL: https://food.ec.europa.

eu/system/files/2023-11/pesticides_mrl_

guidelines_wrkdoc_2021-11312.pdf.

	25.	 Mosallaei S, Tabatabaei Z, Azhdarpoor A. 

Investigating organophosphorus pesticides 

in dates from Khesht City (Iran): impact of 

washing and assessment of the health risks. 

Appl Food Res 2024; 4(2): 100535. (8 pages).

	26.	 สำ�นักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ. 

ข้อมูลการบริโภคอาหารของประเทศไทย. [ออนไลน์]. 

2559; [สืบค้น 6 ธ.ค. 2567]. เข้าถึงได้ที่: URL: 

https://www.m-society.go.th/ewtadmin/ewt/

mso_web/article_attach/19305/20675.pdf.

	27.	 ประกาศกระทรวงสาธารณสขุ ฉบบัที ่387 (พ.ศ. 2560) 

เรื่อง อาหารท่ีมีสารพิษตกคาง. ราชกิจจานุเบกษา  

เลม 134 ตอนพิเศษ 228 ง (วันที่ 18 กันยายน 2560). 

หน้า 8.

	28.	 ประกาศกระทรวงสาธารณสขุ ฉบบัที ่419 (พ.ศ. 2563) 

ออกตามความในพระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522 

เรื่อง อาหารที่มีสารพิษตกคาง (ฉบับที่ 3). ราชกิจจานุ

เบกษา เลม 137 ตอนพเิศษ 257 ง (วนัที ่2 พฤศจกิายน 

2563). หน้า 27.



228 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 67 ฉบับที่ 2 เมษายน  - มิถุนายน 2568

Monitoring of Pesticide Residues in Vegetables and Fruits in 
Thailand in 2022	 Weerawut Wittayanan et al.

Weerawut Wittayanan1,  Pakphon Chaphonpak2,  Khanittha Phutthasukha3, 
Sasithorn Sukreeta4,  and Kingkaew Kanchanaratana5

1	Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand
2	Regional Medical Sciences Center 1/1 Chiang Rai, Department of Medical Sciences, Muang District, 	

	Chiang Rai 57100, Thailand 
3	Regional Medical Sciences Center 6 Chonburi, Department of Medical Sciences, Muang District,  

	Chonburi 20000, Thailand
4	Regional Medical Sciences Center 9 Nakhon Ratchasima, Department of Medical Sciences, Muang 

	District, Nakhon Ratchasima 30000, Thailand
5	Regional Medical Sciences Center 12 Songkhla, Department of Medical Sciences, Muang District,  

	Songkhla 90100, Thailand

Monitoring of Pesticide Residues in  
Vegetables and Fruits From 77 Provinces 

of Thailand in 2022

ABSTRACT  The collaboration between the Department of Medical Sciences and the Bureau of 
Food Safety Extension and Support the Bureau of Safety Extension and Support, Ministry of Public 
Health, Thailand, has performed a national monitoring programme assessment for pesticide residues in  
vegetables and fruits. 385 samples were collected from major markets in 77 provinces of Thailand in 2022 
and were evaluated for the potential health risks associated with those samples. All samples were sent 
to the ISO/IEC 17025:2017 accredited laboratories of the Bureau of Quality and Safety of Food and 4 
Regional Medical Sciences Centers including Chiang Rai, Chonburi, Nakhon Ratchasima, and Songkhla, 
and were examined. The current project was focused on quantifying 132 pesticides by GC-MS/MS and 
LC-MS/MS using the multi-residue methods combined with the single residue analyses of glyphosate 
and paraquat. The results showed 43 pesticide residues ranging from < 0.01 to 4.13 mg/kg were found 
in 47.0% of the samples, with 34.3% above the maximum residue limits. There was contamination of 3  
pesticides including 2 banned pesticides; chlorpyrifos and paraquat, and glyphosate which has restricted 
use by the Ministry of Public Health, Thailand, presented 7.3, 0, and 2.3% respectively. Ten pesticides that 
found the highest contamination were assessed for health risks for the Thai population, and regarding  
the WHO ADI, all were in acceptable safety risks for exposure. Yet, some vegetables and fruits from  
markets are still detected with pesticides higher than the limits. Therefore, it is critical to regularly monitor 
and control the pesticides used in vegetables and fruits to minimize their hazardous effects on consumers.

Keywords:  Pesticide residues, Vegetables, Fruits, Acceptable Daily Intake
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อััจฉริิยา ลููกบััว1  กรรณิิการ์์ ขวััญชุุม1  นราวรรณ ปั้้�นงาม1  เดืือนเพ็็ญ เชื้้�อผู้้�ดีี1 ปร ะสพชััย อร่่ามรุ่่�งโรจน์์1 
ธนพนธ์์ เปรมกมล1 สุ ุธาทิิพย์์ ตรีีพลอัักษร2  ภาวิินีี ด้้วงเงิิน3  ฉััตรมงคล ส้้มแป้้น3 และ 
พิิไลลัักษณ์์ อััคคไพบููลย์์ โอกาดะ1

1สถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์สาธารณสุุข กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นนทบุุรีี 11000 
2ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 12 สงขลา กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ อำเภอเมืือง สงขลา 90100
3กองระบาดวิิทยา กรมควบคุุมโรค นนทบุุรีี 11000

การค้นพบลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างใหม่ของ
ไวรัสหัดสายพันธุ์ D8 ครั้งแรก: กรณีการระบาด 

ในพื้นที่ภาคใต้ของประเทศไทย ปี พ.ศ. 2567

บทคัดยอ่  การศกึษาสายพนัธุไ์วรสัหดัจากลำ�ดบันิวคลโีอไทด์ในสว่นยนี Nucleoprotein (N) และการวเิคราะหค์วามสมัพนัธ์
ทางพันธุกรรมของไวรัสหัด 428 ตัวอย่าง จากเหตุการณ์การระบาดของโรคหัดในจังหวัดสงขลา ยะลา ปัตตานี และนราธิวาส  
ในปี พ.ศ. 2567 เมื่อเปรียบเทียบกับลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ไวรัสหัดสายพันธุ์อ้างอิงขององค์การอนามัยโลก จำ�นวน 24 สายพันธุ์ 
พบว่าตรงกับไวรัสหัดสายพันธุ์ D8 แต่ถูกจำ�แนกออกเป็น 20 Distinct Sequence Identifiers (DSId) แสดงให้เห็นว่า 
ลำ�ดบันวิคลโีอไทด์ของไวรสัหดัสายพนัธุ ์D8 ทีพ่บมลีำ�ดบันวิคลโีอไทด์แตกตา่งกนัในแตล่ะ DSId โดย 20 DSIds ประกอบดว้ย 
DSId8581, 8717, 8775, 8813, 8830, 8851, 8913, 8914, 8971, 9106, 9107, 9108, 9134, 9143, 9144, 9165, 
9167, 9202, 9203 และ 9204 ซึ่งทั้ง 20 DSIds เป็นการตรวจพบครั้งแรกในประเทศไทย ในจำ�นวนน้ีมี 19 DSIds ที่
รายงานในฐานข้อมูลขององค์การอนามัยโลก (Measles Surveillance Nucleotide Database: MeaNS2) เป็นครั้งแรก 
ยกเว้น DSId8581 มีรายงานในฐานข้อมูลขององค์การอนามัยโลกมาก่อนว่าพบครั้งแรกในประเทศมาเลเซีย อย่างไรก็ตาม  
ผลจากการศึกษาครั้งนี้ไม่สามารถระบุแหล่งที่มาของเชื้อได้เนื่องจากข้อมูลสนับสนุนทางด้านระบาดวิทยายังมีไม่เพียงพอ

คำ�สำ�คัญ: ไวรัสหัด, สายพันธุ์ไวรัสหัด, ไวรัสหัดในพื้นที่ภาคใต้ประเทศไทย
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บทนำ�

โรคหััดเป็็นโรคไข้้ออกผื่่�นที่่�พบได้้บ่่อยในเด็็ก 

เกิิดจากการติิดเชื้้�อไวรััสหััด (Measles virus) อยู่่�ใน

ตระกููล Paramyxoviridae องค์์การอนามััยโลกได้้จััด

กลุ่่�มสายพันัธุ์์�ไวรัสัหัดัออกเป็น็ 8 กลุ่่�ม (กลุ่่�ม A–H) จำนวน 

24 สายพัันธุ์์�  โดยจััดกลุ่่�มจากลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของยีีน 

Nucleoprotein (N gene) ขนาด 450 นิ ิวคลีีโอไทด์์ 

ออกเป็็น สายพัันธุ์์�  A, B1-B3, C1-C2, D1-D11, 

E, F, G1-G3 และ H1–H2(1)  โรคหััดติิดต่่อโดยการ

ไอ จาม หรืือพููดกัันในระยะใกล้้ชิิด เชื้้�อไวรััสจะกระจาย

อยู่่�ในละอองเสมหะ น้ ำมููก น้ ำลายของผู้้�ป่วยและเข้้าสู่่�

ร่่างกายโดยทางการหายใจ ผู้้�ป่ วยจะมีีเชื้้�อไวรััสอยู่่�ใน 

ลำคอและแพร่่เชื้้�อได้้ในระยะ 1–2 วั ัน ก่ ่อนที่่�จะเริ่่�มมีี

อาการ หรือืประมาณ 3–5 วันั ก่อ่นมีผีื่่�น ไปจนถึงึระยะหลังั 

ผื่่�นขึ้้�นแล้้ว 4 วั ัน ผู้้�ป่ ่วยโรคหััดจะมีีผื่่�นลัักษณะนููนแดง 

(maculopapular rash) ติ ิดกัันเป็็นปื้้�น โดยจะเริ่่�ม

ขึ้้�นที่่�ใบหน้้าบริิเวณชิิดขอบผม แล้้วกระจายไปลำตััว 

แขน ขา ในผู้้�ป่่วยบางรายอาจตรวจพบ Koplik’s spot 

ลัักษณะเป็็นจุุดสีีขาวเทาเม็็ดเล็็กๆ หลายๆ เม็็ด บริิเวณ 

เยื่่�อบุุแก้้มบริิเวณฟัันกรามซึ่่�งเป็็นลัักษณะเฉพาะของ 

โรคหัดั(2) โรคหัดัเป็น็โรคที่่�มีกีารระบาดได้ง่้่าย มีอีัตัราการ

เกิดิโรคและอัตัราการเสียีชีวิีิตสูงูในเด็ก็เล็ก็ หรือืผู้้�ป่ว่ยที่่�มีี

โรคร่ว่ม เช่น่ ปวดบวม อุจุจาระร่ว่ง หากได้ร้ับัการรักัษาล่า่ช้า้

อาจทำให้้เสีียชีีวิิตได้้ ประเทศไทยมีีการให้้วััคซีีนป้้องกััน

โรคแก่เ่ด็ก็ไทยทุกุคนทั่่�วประเทศตั้้�งแต่่ปี ีพ.ศ. 2527 โดย 

ให้้ 1 เข็็ม และเพิ่่�มเป็็นให้้ 2 เข็็มในปีี พ.ศ. 2539 โดย 

ให้้เข็็มแรกในเด็็กอายุุ 9 เดืือน และเข็็มที่่�  2 เมื่่�ออายุุ

ประมาณ 6–7 ปีี ในปััจจุุบัันประเทศไทยได้้ปรัับแผนการ

ให้้วััคซีีน ซึ่่� งเป็็นวััคซีีนรวมหััด คางทููม หั ดเยอรมััน 

(Measles, Mumps, Rubella: MMR vaccine) โดย

ให้้เข็็มแรกในเด็็กอายุุ 9–12 เดืือน และเข็็มที่่�สองให้้ใน

เด็็กอายุุ 18 เดืือน(3) โรคหััดถึึงแม้้เป็็นโรคที่่�สามารถ

ป้้องกัันได้้ด้้วยวััคซีีน แต่่มีีรายงานการระบาดของโรคหััด

ทั่่�วโลกอย่า่งต่อ่เนื่่�อง ในปี ีพ.ศ. 2567 องค์ก์ารอนามัยัโลก 

รายงานผู้้�ป่่วยสงสััยโรคหััดทั่่�วโลกที่่�รายงานจาก 183 

ประเทศ มีีจำนวน 595,000 ราย ให้้ผลตรวจยืืนยัันทาง

ห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร (Anti-measles IgM positive) จำนวน 

321,000 ราย คิ ิดเป็็นร้้อยละ 54 ที่่�เหลืืออีีกร้้อยละ 31 

เป็็นผู้้�ป่่วยที่่�มีีอาการเข้้าได้้กัับเกณฑ์์ผู้้�ป่่วยโรคหััด 

(clinically compatible) และอีีกร้้อยละ 15 เป็็นโรค 

ไข้้ออกผื่่�นอื่่�นๆ (non-measles)(4) 

โรคหััดเป็็นหนึ่่�งในโรคภายใต้้นโยบายกำจััด

กวาดล้า้ง (Disease Elimination and Eradication) 

ขององค์์การอนามััยโลก ในภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออก 

เฉีียงใต้้ ซึ่่� งประเทศไทยเป็็นหนึ่่�งใน 11 ประเทศสมาชิิก 

ได้้ตอบสนองนโยบายขององค์์การอนามััยโลก โดย

กระทรวงสาธารณสุุขได้้อนุุมััติิโครงการกำจััดโรคหััด 

ตามพัันธสััญญานานาชาติิ มอบหมายให้้กรมควบคุุมโรค 

กรมการแพทย์์ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ และสำนัักงาน

ปลััดกระทรวงสาธารณสุุข เป็็นหน่่วยงานรัับผิิดชอบ 

โดยมีีกรมควบคุุมโรคเป็็นหน่่วยงานกลางประสาน 

การดำเนิินงานตามโครงการ และกรมวิิทยาศาสตร์์ 

การแพทย์์ โดยสถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์สาธารณสุุข 

ซึ่่�งเป็็นห้้องปฏิิบััติิการอ้้างอิิงขององค์์การอนามััยโลก 

ในการตรวจไวรััสหััดและหััดเยอรมัันในภููมิิภาค 

เอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้รัับผิิดชอบการตรวจยืืนยััน

ทางห้้องปฏิิบััติิการ และมีีศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ 

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์  เป็็นห้้องปฏิิบััติิการ 

เครืือข่่าย โครงการได้้เริ่่�มดำเนิินการในปีี พ.ศ. 2553 

และตั้้�งเป้้าหมายความสำเร็็จในปีี พ.ศ. 2563 อย่่างไร

ก็ต็ามยังัคงมีรีายงานการระบาดของโรคในหลายประเทศ 

ดัังนั้้�นองค์์การอนามััยโลกจึึงได้้ขยายเป้้าหมายการกำจััด 

โรคหััดออกไปเป็็นปีี พ.ศ. 2569 โดยมีีเป้้าหมายหลััก

คืือ ประเทศในภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ ซึ่่� ง

ประเทศไทยเป็็นหนึ่่�งในประเทศสมาชิิก สามารถลด 

อุุบััติิการณ์์การเกิิดโรคหััดลงเหลืือไม่่เกิิน 1 คนต่่อ

ประชากรล้้านคน(5,6) หนึ่่�งในตััวชี้้�วััดความสำเร็็จและ 

เป้้าหมายของการกำจััดโรคหััดที่่�องค์์การอนามััยโลก 

กำหนด คื อ ประเทศต้้องมีีข้้อมููลสายพัันธุ์์�ของไวรััสหััด 

ที่่�แพร่่กระจายภายในประเทศ โดยเป้้าหมายการประเมิิน 
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การค้้นพบลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ใหม่่ของไวรััสหััดสายพัันธุ์์� D8 ในประเทศไทย 	อั ัจฉริิยา ลููกบััว และคณะ

ความสำเร็็จของโครงการ คื ือ ต้ ้องไม่่มีีผู้้�ป่่วยโรคหััด 

ที่่�ยืืนยัันการติิดเชื้้�อจากไวรััสหััดสายพัันธุ์์�ภายในประเทศ 

เป็น็ระยะเวลาติิดต่่อกันัไม่น่้อ้ยกว่่า 12 เดือืน(5,7) ทั้้�งนี้้�ไวรััสหัดั 

แต่่ละสายพัันธุ์์�สามารถจำแนกได้้หลาย Distinct 

Sequence Identifiers (DSIds) เพื่่�อให้้สามารถ

วิิเคราะห์์ความแตกต่่างของสายพัันธุ์์�ไวรััสหััดและเป็็น 

ประโยชน์์ต่่อการทราบแหล่่งที่่�มา รวมถึึงเส้้นทาง 

การแพร่่กระจายของเชื้้�อ อี ีกทั้้�งเป็็นการเฝ้้าระวัังสาย

พัันธุ์์�นำเข้้า องค์์การอนามััยโลกมีีการระบุุชื่่�อเรีียกของ

ไวรััสหััดในแต่่ละสายพัันธุ์์�   โดยใช้้หมายเลข DSId 

โดยเมื่่�อมีีการรายงานลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ ในส่่วนยีีน 

Nucleoprotein (N) ความยาว 450 นิิวคลีีโอไทด์์ เข้้าสู่่� 

ฐานข้้อมููล MeaNS2 แล้้วตรวจพบความแตกต่่าง 

ของลำดัับนิวิคลีีโอไทด์์ตั้้�งแต่่ 1 ตำแหน่่งขึ้้�นไป และไม่่เคยมีี 

การรายงานตำแหน่่งที่่�แตกต่่างนั้้�นในฐานข้้อมููลมาก่่อน 

ระบบฐานข้อ้มูลูจะเพิ่่�มหมายเลข DSId ใหม่่ขึ้้�นมาหลังัจาก

การตรวจสอบความถููกต้้องของข้้อมููลโดยอััตโนมััติิ(8−10) 

ข้้อมููลจากรายงานผลการดำเนิินโครงการกำจััด

โรคหััดของประเทศไทย ยั งมีีรายงานการระบาดของ

โรคหััดอย่่างต่่อเนื่่�อง โดยเฉพาะในกลุ่่�มวััยเรีียนและ 

วัยัทำงาน โดยในช่ว่งปี ีพ.ศ. 2561–2562 พบการระบาดใหญ่่ 

ของโรคหััดในเขตภาคใต้้ของประเทศไทย มีรายงานผู้้�ป่วย

ยืนืยันัโรคหััด จำนวน 5,476 ราย และ 4,411 ราย ตามลำดัับ 

และมีรีายงานผู้้�เสียีชีวีิติจากโรคหัดัในปี ีพ.ศ. 2561–2562 

จำนวน 8 ราย และ 15 ราย ตามลำดัับ โดยสายพันัธุ์์�ไวรัสัหัดั 

ที่่�ก่่อให้้เกิิดการระบาดในปีี พ.ศ. 2561–2562 ได้้แก่่ 

สายพัันธุ์์� B3 (DSId5258, 5616, 5617, 5639, 5640, 

5660, 5661, 5805, 5806, 5821, 5959, 6066, 6183 และ 

6219) และสายพัันธุ์์� D8 DSId5981 ต่อมาในปีี พ.ศ. 2567 

เกิิดการระบาดใหญ่่ของโรคหััดอีีกครั้้�งในเขต 4 จั ังหวััด 

ภาคใต้้ ได้แ้ก่่ สงขลา ยะลา ปัตตานีี และนราธิิวาส มีรายงาน

ผู้้�ป่่วยยืืนยัันโรคหััดในฐานข้้อมููลโครงการกำจััดโรคหััด 

(Measles Elimination Database) จำนวน 3,594 ราย 

และมีรีายงานผู้้�ป่ว่ยเสียีชีวิีิตจากโรคหัดั จำนวน 11 ราย(11) 

ทั้้�งนี้้�จากฐานข้้อมููลระบบคลัังข้้อมููลด้้านการแพทย์์และ

สุุขภาพ กระทรวงสาธารณสุุข (Health Data Center; 

HDC) พบว่่าจัังหวััดสงขลา ยะลา ปััตตานีี และนราธิิวาส 

มีคีวามครอบคลุุมของวััคซีนีหัดัเข็ม็ที่่� 2 (MMR2) ร้อยละ 

86.22, 69.67, 40.90 และ 54.20 ตามลำดัับ(12) ซึ่่� ง 

ต่่ำกว่่าเกณฑ์์มาตรฐาน (เกณฑ์์มาตรฐานมากกว่่าหรืือ

เท่่ากัับร้้อยละ 95)(13) 

วััตถุุประสงค์์ของการศึึกษาครั้้�งนี้้�   เพื่่�อศึึกษา

ลัักษณะทางพัันธุุกรรมของสายพัันธุ์์� เชื้้� อ ไวรััสหััด 

และแหล่่งที่่�มาของสายพัันธุ์์�ที่่�ก่อให้้เกิิดการระบาดและ

แพร่ก่ระจายในจังัหวัดัสงขลา ยะลา ปัตัตานี ีและนราธิวิาส 

ในปีี พ.ศ. 2567 รวมทั้้�งเฝ้้าติิดตามสายพัันธุ์์�อื่่�นๆ 

ที่่�อาจถููกนำเข้้ามาจากต่่างประเทศ (imported strain) 

ซึ่่�งผลการศึึกษาที่่�ได้้ครั้้�งนี้้�จะทำให้้ประเทศไทยมีีข้้อมููล 

พื้้�นฐานของสายพันัธุ์์�ไวรัสัหัดัที่่�แพร่ก่ระจายในประเทศ อันั

เป็น็ข้้อมููลสำคัญัที่่�จะสนับัสนุนุการประเมินิความสำเร็จ็ของ

โครงการกำจััดโรคหััดในประเทศไทยและในภููมิภิาคเอเชีีย

ตะวัันออกเฉีียงใต้้ให้้สำเร็็จได้้ตามเป้้าหมายขององค์์การ

อนามััยโลก

วัสดุและวิธีการ

ตััวอย่่าง

ตััวอย่่างที่่� ใ ช้้ในการศึึกษาครั้้� งนี้้� เ ป็็นตััวอย่่าง 

Throat   swab และ Nasal swab จากผู้้�ป่่วยสงสััย 

ติดิเชื้้�อไวรัสัหัดัที่่�มีอีาการแสดงตามเกณฑ์ท์างคลินิิกิ ได้แ้ก่่ 

มีีไข้้มากกว่่า 38 องศาเซลเซีียส มี ผื่่�นนููนแดง พร้้อมทั้้�ง 

มีีอาการไอร่่วมกัับอาการอื่่�นอีีกอย่่างน้้อยหนึ่่�งอาการ 

ได้้แก่่ มี น้้ำมููก หรืือเยื่่�อบุุตาอัักเสบ หรืือตรวจพบ 

Koplik’s spot 1–2 วัันก่่อนและหลัังผื่่�นขึ้้�น ซึ่่�งถููกเก็็บใน

ช่ว่ง 1–5 วันแรกหลัังพบผื่่�น จากการระบาดในเขต 4 จังหวััด 

ภาคใต้ข้องประเทศไทย ได้แ้ก่่ จังัหวัดัสงขลา ยะลา ปัตัตานีี 

และนราธิิวาส ในช่่วง 1 มกราคม ถึึง 31 ธัันวาคม พ.ศ. 

2567 โดยหน่่วยงานที่่�ส่งตััวอย่่างตรวจ ได้้แก่่ สำนัักงาน

ควบคุุมและป้้องกัันโรค (สคร.) เขต 12  และโรงพยาบาล

ทั้้�งภาครััฐและเอกชนในเขต 4 จั ังหวััดดัังกล่่าว ผ่ ่านศููนย์์

วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่�  12 สงขลา กรมวิิทยาศาสตร์์ 
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การแพทย์์ โดยเป็็นตััวอย่่างจากจัังหวััดนราธิิวาส 

จำนวน 127 ตััวอย่่าง เป็็นเพศชาย จำนวน 68 ตััวอย่่าง 

เพศหญิิง จำนวน 59 ตั วอย่่าง (อััตราส่่วนเพศชายต่่อ 

เพศหญิิง คื อ 1.15 : 1) จั งหวััดปััตตานีี จำนวน 173 

ตััวอย่่าง เป็็นเพศชาย จำนวน 92 ตั วอย่่าง เพศหญิิง 

จำนวน 81 ตั วอย่่าง (อััตราส่่วนเพศชายต่่อเพศหญิิง 

คืือ 1.14 : 1) จั ังหวััดยะลา จำนวน 30 ตั ัวอย่่าง 

เป็็นเพศชาย จำนวน 14 ตััวอย่่าง เพศหญิิง จำนวน 16 

ตััวอย่่าง (อััตราส่่วนเพศชายต่่อเพศหญิิง คืือ 1 : 1.14) 

และจัังหวััดสงขลา จำนวน 98 ตั วอย่่าง เป็็นเพศชาย 

จำนวน 44 ตั ัวอย่่าง เพศหญิิง จำนวน 54 ตั ัวอย่่าง 

(อััตราส่่วนเพศชายต่่อเพศหญิิง คื ือ 1 : 1.22) โดย

ทั้้�งหมดพบว่่าเป็็นตััวอย่่างที่่�เก็็บจากผู้้�ป่วยสงสััยโรคหััด 

ในช่่วงอายุุต่่ำกว่่า 10 ปีี มากที่่�สุุด ดัังแสดงในตารางที่่� 1 

เมื่่�อพิิจารณาประวััติิการได้้รัับวััคซีีนป้้องกัันโรคหััด 

คางทููม และหััดเยอรมััน พบว่่าในทุุกช่่วงอายุุของตััวอย่่าง

จากจัังหวััดนราธิิวาส พบไม่่มีีประวััติกิารได้้รับัวััคซีีน ได้ร้ับั

วััคซีีน 1 เข็็ม หรืือ 2 เข็็ม หรืือไม่่แน่่ใจ/ไม่่ทราบ จำนวน 

94, 8, 1 และ 24 ตั ัวอย่่าง ตามลำดัับ คิ ิดเป็็นร้้อยละ 

74.02, 6.29, 0.79 และ 18.90 ตามลำดัับ ตััวอย่่างจาก

จัังหวััดปััตตานีี พบไม่่มีีประวััติิได้้รัับวััคซีีน ได้้รัับวััคซีีน 

1 เข็็ม หรืือ 2 เข็็ม หรืือไม่่แน่่ใจ/ไม่่ทราบ จำนวน 124, 

4, 4 และ 41 ตััวอย่่าง ตามลำดัับ คิิดเป็็นร้้อยละ 71.68, 

2.31, 2.31 และ 23.70 ตามลำดัับ ตััวอย่่างจากจัังหวััด

ยะลา พบไม่่มีีประวััติิได้้รัับวััคซีีน หรืือไม่่แน่่ใจ/ไม่่ทราบ 

จำนวน 24 และ 6 ตััวอย่่าง ตามลำดัับ คิิดเป็็นร้้อยละ 80 

และ 20 ตามลำดัับ ตั ัวอย่่างจากจัังหวััดสงขลา พบไม่่มีี

ประวััติิได้้รัับวััคซีีน ได้้รัับวััคซีีน 1 เข็็ม หรืือ 2 เข็็ม หรืือ

ไม่่แน่่ใจ/ไม่่ทราบ จำนวน 48, 5, 11 และ 34 ตััวอย่่าง  

ตามลำดับั คิดิเป็น็ร้อ้ยละ 48.98, 5.10, 11.22 และ 34.69 

ตามลำดัับ และเมื่่�อพิิจารณาในภาพรวมของทั้้�ง 4 จัังหวััด 

พบว่่าไม่่มีีประวััติิได้้รัับวััคซีีน ได้้รัับวััคซีีน 1 เข็็ม หรืือ 

2 เข็็ม หรืือไม่่แน่่ใจ/ไม่่ทราบ คิ ิดเป็็นร้้อยละ 67.76, 

3.97, 3.74 และ 24.53 ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 2

การสกััดสารพัันธุุกรรม และการเพิ่่�มปริิมาณสาร

พัันธุุกรรมไวรััสหััด ด้้วยวิิธีี Reverse Transcrip-

tion Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

ขั้้�นตอนการสกััดสารพัันธุุกรรมและเพิ่่�มปริิมาณ

สารพัันธุุกรรมไวรััสหััดด้้วยวิิธีี (RT-PCR) ดำเนิินการ

โดยศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 12 สงขลา ทำการสกััด

สารพัันธุุกรรมไวรััสหััดจากตััวอย่่าง throat swab หรืือ 

nasal swab ปริมิาตร 140 ไมโครลิิตร โดยใช้้ชุุดสกััดสาร

พัันธุุกรรมสำเร็็จรููป QIAamp Viral RNA Mini kit 

(QIAGEN, Germany)(14) โดยในการสกััดสาร

พัันธุุกรรมทุุกครั้้�งจะใช้้น้้ำที่่�ปราศจากเอนไซม์์ nuclease 

เป็น็ตััวอย่่างควบคุุมผลลบในการสกััดทุุกครั้้�ง (negative 

extraction control) ตัวอย่่างควบคุุมผลบวก ความยาว 

854 นิวคลีโีอไทด์ ์ได้ร้ับัการสนับัสนุนุจากศูนูย์ค์วบคุมุและ

ป้้องกัันโรคแห่่งชาติิสหรััฐอเมริิกา (US-CDC, USA) 

และ primers (US-CDC, USA) มีลีำดับันิวิคลีโีอไทด์์ 

ของ forward primer (MeV216) ดังันี้้� 5’-TGG AGC 

TAT GCC ATG GGA GT -3’ และ reverse 

primer (MeV214) มีีลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์  ดั ังนี้้� 

5’-TAA CAA TGA TGG AGG GTA GG- 3’ 

จากนั้้�นเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรมไวรััสหััดในส่่วน 

Nucleoprotein (N) gene ความยาว 634 นิวคลีโีอไทด์์ 

ด้้วยวิิธีี RT-PCR โดยใช้้ชุุดน้้ำยาสำเร็็จรููป OneStep 

RT-PCR kit (QIAGEN, Germany) ตามมาตรฐาน

วิิธีีปฏิิบััติิของศููนย์์ควบคุุมและป้้องกัันโรคแห่่งชาติิ

สหรััฐอเมริิกา(15) เมื่่�อสิ้้�นสุุดปฏิิกิิริิยาตรวจสอบหาแถบ

ดีีเอ็็นเอที่่�จำเพาะของผลผลิิตพีีซีีอาร์์ (PCR product) 

ด้้วยการทำ gel electrophoresis ผลผลิิตพีีซีีอาร์์ของ

ตััวอย่่างที่่�ให้้ผลบวกจะถููกส่่งควบคู่่�กับตััวอย่่าง throat 

swab หรืือ nasal swab ไปยัังฝ่่ายไวรััสระบบประสาท

และระบบไหลเวีียนโลหิิต สถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์

สาธารณสุุข กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ เพื่่�อดำเนิินการ

ในขั้้�นตอนการทำให้้ PCR product ให้้บริิสุุทธิ์์� ด้้วยชุุด

น้้ำยา QIAQuick Gel Extraction kit (QIAGEN, 

Germany) จากนั้้�นวััดความเข้้มข้้นดีีเอ็็นเอด้้วยเครื่่�อง 

Spectrophotometer (NanoDrop, ND-1000, 
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การค้้นพบลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ใหม่่ของไวรััสหััดสายพัันธุ์์� D8 ในประเทศไทย 	อั ัจฉริิยา ลููกบััว และคณะ

ตารางที่่� 1	 จำนวนตััวอย่่างส่่งตรวจแยกตามช่่วงอายุุและเพศในแต่่ละอำเภอของจัังหวััดนราธิิวาส ปั ตตานีี ยะลา 
	 และสงขลาในปีี พ.ศ. 2567

ช่่วงอายุุ (ปีี)/เพศ

< 1 ปีี 1-4 ปีี 5-9 ปีี 10-14 ปีี 15-19 ปีี 20-29 ปีี > 30 ปีี รวมทุุกช่่วงอายุุ

จัังหวััด/อำเภอ ชาย หญิิง ชาย หญิิง ชาย หญิิง ชาย หญิิง ชาย หญิิง ชาย หญิิง ชาย หญิิง ชาย หญิิง

นราธิิวาส 13 4 29 33 15 9 7 4 0 2 4 4 0 3 68 59

เจาะไอร้้อง 1 1

เมืืองนราธิิวาส 4 4 17 23 8 5 3 3 1 1 1 2 33 39

จะแนะ 1 1 2 1 3 2

ตากใบ 2 1 1 2 2

บาเจาะ 1 1 2

ยี่่�งอ 1 1 1 1

ระแงะ 6 8 6 3 1 3 1 1 2 2 1 22 12

รืือเสาะ 1 1 1 1 3 1

ศรีีสาคร 2 2

สุุไหงโก-ลก 1 1

ปััตตานีี 10 8 44 38 23 20 5 5 4 4 2 3 4 3 92 81

เมืืองปััตตานีี 1 1 3 1 1 1 5 3

โคกโพธิ์์� 2 1 2 6 1 4 1 1 1 2 6 15

ไม้้แก่่น 1 1

กะพ้้อ 2 2

ทุ่่�งยางแดง 1 1 1 1

ปะนาเระ 1 1

มายอ 1 1 1 2 1

ยะรััง 2 1 1 2 2

ยะหริ่่�ง 3 2 16 17 9 7 3 4 4 1 1 36 31

หนองจิิก 3 3 19 11 12 6 1 1 2 1 2 2 1 38 26

ยะลา 4 2 6 7 3 5 1 0 0 0 0 2 0 0 14 16

เบตง 4 2 6 7 3 4 1 13 14

เมืืองยะลา 1 1 1 1

บัันนัังสตา 1 1

สงขลา 8 5 14 16 7 4 3 4 0 1 5 14 7 10 44 54

เทพา 1 3 6 11 7 3 3 2 3 5 2 5 22 29

เมืืองสงขลา 1 1 2 1 2 3

คลองหอยโข่่ง 1 1

จะนะ 1 1 1 1 1 3

บางกล่่ำ 2 1 1 2 2

ระโนด 1 1

สะเดา 2 1 2 1

สะบ้้าย้้อย 3 2 1 3 3

สิิงหนคร 1 1

หาดใหญ่่ 4 2 4 1 1 5 3 2 11 11

รวม 35 19 93 94 48 38 16 13 4 7 11 23 11 16 218 210
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USA) เพื่่�อทำการวิเิคราะห์ห์าลำดับันิวิคลีโีอไทด์ ์(DNA 

sequencing) และหาสายพัันธุ์์�ไวรััสหััดต่่อไป 

การหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ไวรััสหััดด้้วยวิิธีี Sanger 

Sequencing

การหาลำดับันิวิคลีโีอไทด์ข์องไวรัสัหัดัด้ว้ยเทคนิคิ 

Sanger Sequencing ใช้้ primer MeV216 และ 

MeV214 โดยใช้้ชุุดน้้ำยา BigDye Terminator V3.1 

Cycle Sequencing Kit (Applied BioSystem, USA) 

โดยเตรีียม sequencing reaction จำนวน 2 หลอด แยก 

forward primer (MeV216) และ reverse primer 

(MeV214) โดยใช้้ DNA template ปริิมาตร 5–8 

ไมโครลิิตร ขึ้้�นกัับความเข้้มข้้นของ DNA ที่่�ได้้ทำ PCR 

product ให้้บริิสุุทธิ์์� ด้ วยชุุด DNA purification 

สำเร็็จรููป (Agencourt CleanSEQ, USA) จากนั้้�น 

นำไปวิิ เคราะห์์หาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ด้้ วยเครื่่� อง 

Sequencer Genetic Analyzer รุ่่�น 3500 (Applied 

BioSystem, USA) นำผลที่่�ได้้ไปวิิเคราะห์์และ 

ตรวจสอบคุุณภาพของลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ด้้วยโปรแกรม 

Sequencher Version 5.4.6 (Gene Code Corporation, 

USA) และโปรแกรม RECall ซึ่่�งเป็็นโปรแกรมที่่�ใช้้ใน 

ห้้องปฏิิบััติิการเครืือข่่ายหััดและหััดเยอรมัันทั่่�วโลก(16)

จากนั้้�นสร้้าง Phylogenetic Tree โดยใช้้โปรแกรม 

MEGA12(17) เปรีียบเทีียบลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ที่่�ได้้กัับ 

ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของสายพัันธุ์์�อ้้างอิิงขององค์์การ

อนามััยโลกเพื่่�อวิิเคราะห์์หาสายพัันธุ์์�ไวรััสหััดต่่อไป

การวิิเคราะห์์ Phylogenetic Tree ของไวรััสหััด

วิิเคราะห์์ความสััมพัันธ์์ทางพัันธุุกรรมของไวรััส

หััดจากลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ที่่�ได้้จากการทำ Sanger 

Sequencing ในส่ว่นของ Nucleoprotein (N) gene ความ

ยาว 450 นิวิคลีโีอไทด์ ์เปรียีบเทียีบกับัลำดับันิวิคลีโีอไทด์์ 

ของไวรััสหััดสายพัันธุ์์�อ้้างอิิงขององค์์การอนามััยโลก 

(WHO reference strains) จำนวน 24 สายพัันธุ์์�(1) 

โดยใช้้โปรแกรม MEGA12 และสร้้าง Phylogenetic 

Tree ด้้วยวิิธีี Maximum Parsimony Tree โดยเลืือก 

bootstrap จำนวน 1,000 ซ้ ำ ซึ่่� งสายพัันธุ์์�ไวรััสหััด 

ทุุกสายพัันธุ์์�ที่่�ได้้จะรายงานเข้้าไปในฐานข้้อมููลของ

องค์์การอนามััยโลก (Measles Nucleotide Surveil-

lance: MeaNS2)(18) โดยก่่อนการส่่งข้้อมููลเข้้าไปใน

ฐานข้้อมููล MeaNS2 จะต้้องทำการตั้้�งชื่่�อสายพัันธุ์์�ตาม

แนวทางการตั้้�งชื่่�อขององค์์การอนามััยโลก ดัังนี้้� ถ้้าลำดัับ

นิิวคลีีโอไทด์์ที่่�มาจากตััวอย่่างผู้้�ป่่วยโดยตรง ให้้ตั้้�งชื่่�อขึ้้�น

ต้น้ด้ว้ย MVs หากได้จ้ากตัวัอย่า่งที่่�ได้จ้ากการแยกเชื้้�อใน

เซลล์เ์พาะเลี้้�ยง ให้ต้ั้้�งชื่่�อขึ้้�นต้น้ด้ว้ย MVi แล้ว้ตามด้ว้ยชื่่�อ

จัังหวััดที่่�มาของตััวอย่่าง ตามด้้วยชื่่�อประเทศ โดยใช้้ตััว

ย่่อที่่�เป็็นสากลตััวอัักษร 3 ตั ัวแรก ตามด้้วยสััปดาห์์การ

ระบาดที่่�เก็็บตััวอย่่าง (Epi Week)  และปีี ค.ศ. สุุดท้้าย 

คืือ จำนวนตััวอย่่างที่่�เก็็บใน Epi Week นั้้�นๆ ตััวอย่่าง

เช่่น MVs/Pattani.THA/10.24/2(1)

จริิยธรรมการวิิจััยในมนุุษย์์

โครงการนี้้�ผ่านการรัับรองด้้านจริิยธรรมในคน 

จากคณะกรรมการพิิจารณาการศึึกษาวิิจััยในคน 

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ รหััสโครงการวิิจััย 6/2568 

รหััสเอกสารรัับรอง DMSc-EC043 เมื่่�อวัันที่่�  15 

มกราคม พ.ศ. 2568

ผล

ตััวอย่่างจากผู้้�ป่วยสงสััยติิดเชื้้�อไวรััสหััดจาก

เหตุกุารณ์ก์ารระบาดในจังัหวัดัสงขลา ยะลา ปัตัตานี ีและ

นราธิิวาส ที่่� ผลการตรวจหาสารพัันธุุกรรมของไวรััสหััด

ด้้วยวิิธีี RT-PCR ให้้ผลเป็็นบวก และสามารถวิิเคราะห์์

หาสายพันัธุ์์�ไวรัสัหัดัด้ว้ยการทำ Sanger Sequencing ได้้ 

จำนวน 428 ตััวอย่่าง ในจำนวนนี้้� มีี 98 ตััวอย่่าง  เก็็บจาก 

10 อำเภอ ในจังัหวััดสงขลา (เทพา เมือืงสงขลา คลองหอย

โข่่ง จะนะ บางกล่่ำ ระโนด สะเดา สะบ้้าย้้อย สิิงหนคร 

และหาดใหญ่่) จำนวน 127 ตััวอย่่าง เก็็บจาก 10 อำเภอ 

ในจัังหวััดนราธิิวาส (เจาะไอร้้อง เมืืองนราธิิวาส  

จะแนะ ตากใบ บาเจาะ ยี่่�งอ ระแงะ รืือเสาะ ศรีีสาคร และ 
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การค้้นพบลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ใหม่่ของไวรััสหััดสายพัันธุ์์� D8 ในประเทศไทย 	อั ัจฉริิยา ลููกบััว และคณะ

สุุไหงโก-ลก) 173 ตััวอย่่าง จาก 10 อำเภอ ในจัังหวััด

ปัตัตานี ี(เมือืงปัตัตานีี โคกโพธิ์์� ไม้้แก่น่ กะพ้อ้ ทุ่่�งยางแดง 

ปะนาเระ มายอ ยะรััง ยะหริ่่�ง และหนองจิิก) และ 30 

ตััวอย่่าง จาก 4 อำเภอ ในจัังหวััดยะลา (เมืืองยะลา เบตง 

บันันังัสตา และยะหา) ผลการวิเิคราะห์์ลำดัับนิวิคลีีโอไทด์์

ในส่ว่น Nucleoprotein (N) gene ขนาดความยาว 450 

นิิวคลีีโอไทด์์ ทั้้�ง 428 ตััวอย่่าง เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ของไวรััสหััดสายพัันธุ์์�อ้้างอิิงขององค์์การ

อนามัยัโลก จำนวน 24 สายพันัธุ์์� พบว่า่มีลีำดับันิวิคลีโีอไทด์์ 

ตรงกัับไวรััสหััดสายพัันธุ์์� D8 แต่่ถููกจำแนกออกเป็็น 20 

Distinct Sequence Identifiers (DSId) ประกอบด้ว้ย 

DSId8581, 8717, 8775, 8813, 8830, 8851, 8913, 

8914, 8971, 9106, 9107, 9108, 9134, 9143, 9144, 

9165, 9167, 9202, 9203 และ 9204 ดัังแสดงในภาพที่่� 

1 ซึ่่�งแพร่ก่ระจายในแต่ล่ะอำเภอของจังัหวัดัสงขลา ยะลา 

ปััตตานีี และนราธิิวาส ดัังแสดงในภาพที่่�  2 โดยจัังหวััด

สงขลาพบ 7 DSIds และพบ DSId8717 มากที่่�สุด

จำนวน 68 ตััวอย่่าง รองลงมา คืือ DSId8813 จำนวน 19 

ตััวอย่่าง จัังหวััดยะลาพบเพีียง 2 DSIds คืือ DSId8717 

และ DSId8813 จำนวน 23 และ 7 ตััวอย่่าง ตามลำดัับ 

จัังหวััดปััตตานีีพบ 9 DSIds โดยพบ DSId8717 

มากที่่�สุุด 156 ตััวอย่่าง รองลงมา คืือ DSId8813 จำนวน 

9 ตั ัวอย่่าง จั ังหวััดนราธิิวาสพบ 10 DSIds โดยพบ 

DSId8717 มากที่่�สุุด จำนวน 70 ตััวอย่่าง รองลงมา คืือ 

DSId8914 จำนวน 16 ตััวอย่่าง ดัังแสดงในตารางที่่� 3 

จากจำนวนที่่�ตรวจพบ 20 DSIds พบว่่ามีี 19 

DSIds พบเป็็นครั้้�งแรกในประเทศไทย และได้้รายงาน

ในฐานข้้อมููลขององค์์การอนามััยโลก (MeaNS2) เป็็น 

ครั้้�งแรก โดย DSId8717 เป็็น DSId ตััวแรกที่่�ตรวจพบ

จากการระบาดครั้้�งนี้้� ส่่วน DSId8581 ถึึงแม้้จะตรวจพบ

ครั้้�งแรกในประเทศไทย แต่่เคยมีีรายงานในฐานข้้อมููล

ขององค์์การอนามััยโลกมาก่่อนว่่าพบครั้้�งแรกในประเทศ

มาเลเซีีย จากการที่่�ตรวจพบ DSId ใหม่ใ่นการระบาดครั้้�งนี้้�  

แสดงให้้เห็็นว่่าลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของไวรััสหััดสายพัันธุ์์� 

D8 ที่่�พบมีลีำดับันิวิคลีโีอไทด์แ์ตกต่า่งกันัในแต่ล่ะ DSId 

เมื่่�อนำลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์และลำดัับกรดอะมิิโนของ 19 

DSIds ที่่� พบครั้้�งแรกในประเทศไทยเปรีียบเทีียบกััน  

โดยเปรีียบเทีียบกัับ DSId8717 ซึ่่�งเป็็น DSId ตััวแรกที่่�

ตรวจพบของการกระบาดครั้้�งนี้้� พบว่่ามีีความแตกต่่างกััน

ในระดัับนิิวคลีีโอไทด์์ 1–3 ตำแหน่่ง ดัังแสดงในภาพที่่� 3  

ส่่งผลให้้มีีการเปลี่่�ยนแปลงของกรดอะมิิโน 1–2 

ตำแหน่่ง โดยกรดอะมิิโนเปลี่่�ยนแปลง 1 ตำแหน่่ง ได้้แก่่ 

DSId8813, 8830, 8851, 8914, 8971, 9107, 9108, 

9134, 9167 และ 9204 ซึ่่� งเปลี่่�ยนแปลงที่่�ตำแหน่่ง 

58, 15, 99, 150, 80, 97, 79, 58, 65 และ 150 ตาม

ลำดัับ ส่ ่วน DSId ที่่�มี การเปลี่่�ยนแปลงของกรดอะมิิโน 

2 ตำแหน่่ง ได้้แก่่ DSId9144 และ DSId9203 ซึ่่� ง

เปลี่่�ยนแปลงที่่�ตำแหน่่ง 58–59 และ 126, 150 ตามลำดัับ 

ดัังแสดงในภาพที่่� 4
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ภาพที่่� 1	 ความสััมพัันธ์์ทางวิิวััฒนาการของไวรััสหััดสายพัันธุ์์�  D8 จำนวน 19 DSids ที่่� รายงานในฐานข้้อมููลของ 
	 องค์์การอนามััยโลกครั้้�งแรกและตรวจพบครั้้�งแรกในประเทศไทย เปรีียบเทีียบกัับ 24 สายพัันธุ์์�อ้างอิิงของ 
	 องค์์การอนามััยโลกด้้วยวิิธีี Maximum Parsimony โดยใช้้ค่่า bootstraps ที่่�  1,000 replications 
	ตั ัวเลขบนแผนภาพแสดงค่่าร้้อยละความเชื่่�อมั่่�นของการใช้้ bootstraps โดยความยาวของแต่่ละ branches  
	 อยู่่�ในหน่่วยของจำนวนการเปลี่่�ยนแปลงตลอดทั้้�งลำดัับ ตามค่่าสเกลบาร์์แสดงสััดส่่วนความยาวของ 
	 ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ที่่�มีีการเปลี่่�ยนแปลง 

ภาพที่่� 2	 แผนที่่�แสดงอำเภอที่่�เก็็บตััวอย่่างส่่งตรวจหาสายพัันธุ์์�ไวรััสหััด และแสดงการแพร่่กระจายของไวรััสหััด 
	 สายพัันธุ์์� D8 จำนวน 20 DSIds ที่่�ตรวจพบจากเหตุุการณ์์การระบาดในจัังหวััดสงขลา ยะลา ปััตตานีี และ 
	 นราธิิวาส ในปีี พ.ศ. 2567
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การค้้นพบลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ใหม่่ของไวรััสหััดสายพัันธุ์์� D8 ในประเทศไทย 	อั ัจฉริิยา ลููกบััว และคณะ

ตารางที่่� 3	แสดงจำนวน Distinct Sequence Identifiers (DSId) ของไวรััสหััดสายพัันธุ์์�  D8 ที่่� ตรวจพบจาก 

		  เหตุุการณ์์การระบาดในจัังหวััดสงขลา ยะลา ปััตตานีี และนราธิิวาส ในปีี พ.ศ. 2567

จัังหวััด/อำเภอ

จำนวนตััวอย่่างแยกตาม DSId

85 87 87 88 88 88 89 89 89 91 91 91 91 91 91 91 91 92 92 92
จำนวนรวม

81 17 75 13 30 51 13 14 71 06 07 08 34 43 44 65 67 02 03 04

ปััตตานีี 1 156 2 9 1 1 1 1 1 173

ยะหริ่่�ง
หนองจิิก
โคกโพธิ์์�
เมืืองปััตตานีี
ยะรััง
กะพ้้อ
มายอ
ทุ่่�งยางแดง
ปะนาเระ
ไม้้แก่่น

1 63
59
15
8
3
2
2
2
1
1

2
4
3

1

1

1 1
1

1 1

67
64
21
8
4
2
3
2
1
1

นราธิิวาส 13 70 8 16 5 5 1 7 1 1 127

เมืืองนราธิิวาส
ระแงะ
รืือเสาะ
จะแนะ
ตากใบ
เจาะไอร้้อง
ศรีีสาคร
บาเจาะ
สุุไหงโก-ลก
ยี่่�งอ

9

1
1
2

44
15
3
3
2
1
1
1

8 9
7 3

1
1

5 1 5

2

1

1

72
34
4
5
4
1
2
2
1
2

สงขลา 68 19 1 7 1 1 1 98

เทพา 38 3 1 7 1 1 51

หาดใหญ่่ 13 8 1 22

สะบ้้าย้้อย 6 6

เมืืองสงขลา 4 1 5

สะเดา 3 3

คลองหอยโข่่ง 1 1

ระโนด 1 1

จะนะ 1 3 4

บางกล่่ำ 1 3 4

สิิงหนคร 1 1

ยะลา 23 7 30

เบตง
เมืืองยะลา
บัันนัังสตา

20
2
1

7 27
2
1

จำนวนรวม
ทั้้�งหมด

14 317 2 43 1 1 1 17 5 5 1 7 1 1 1 1 7 1 1 1 428
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ภาพที่่� 3	 ผลการเปรีียบเทีียบลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของไวรััสหััดสายพัันธุ์์�  D8 จำนวน 19 DSIds ที่่� รายงานครั้้�งแรก 

	 ในฐานข้้อมููลขององค์์การอนามััยโลก (Measles Surveillance Nucleotide database: MeaNS2)  

	 และ ตรวจพบครั้้�งแรกในประเทศไทยจากเหตุกุารณ์ก์ารระบาดในจังัหวัดัสงขลา ยะลา ปัตัตานีี และนราธิวิาส  

	 ในปีี พ.ศ. 2567
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การค้้นพบลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ใหม่่ของไวรััสหััดสายพัันธุ์์� D8 ในประเทศไทย 	อั ัจฉริิยา ลููกบััว และคณะ

วิจารณ์

สถานการณ์์การระบาดของโรคหััดใน 4 จั ังหวััด

ภาคใต้้ ได้้แก่่ สงขลา ยะลา ปั ตตานีี และนราธิิวาส 

ในปีี พ.ศ. 2567 เริ่่�มจากผู้้�ป่่วยยืืนยัันรายแรกในอำเภอ

ยะหริ่่�ง จั ังหวััดปััตตานีี แล้้วเกิิดการระบาดเป็็นกลุ่่�ม

ก้้อน (outbreak) สถานที่่�เกิิดการระบาด ประกอบด้้วย 

โรงเรีียน หมู่่�บ้้าน ครอบครััว โรงงาน และหอพััก โดยพบ

การระบาดของโรคหััดเป็็นกลุ่่�มก้้อนมากที่่�สุดในจัังหวััด

ปัตัตานี ีรองลงมา คือื ยะลา และนราธิวิาส คิดิเป็น็ร้อ้ยละ 

45.87, 22.42 และ 21.39 ตามลำดัับ โดยจัังหวััดยะลา

มีีอััตราป่่วยต่่อแสนประชากรสููงสุุด 268.33 รองลงมา 

คืือ ปั ัตตานีี นราธิิวาส และสงขลา 257.50, 165.66 

และ 33.05 ตามลำดัับ ทั้้� งนี้้�จากข้้อมููลความครอบคลุุม

ของวััคซีีนหััดเข็็มที่่�  2 ในฐานข้้อมููลระบบคลัังข้้อมููลด้้าน 

การแพทย์์และสุุขภาพ กระทรวงสาธารณสุุข (Health 

Data Center; HDC) พบว่่าจัังหวััดสงขลา ยะลา 

ปััตตานีี และนราธิิวาส มี ีความครอบคลุุมของวััคซีีน

หััดเข็็มที่่�  2 ร้้อยละ 86.22, 69.67, 40.90 และ 54.20 

ตามลำดับั(12) ซึ่่�งต่ำ่กว่า่เกณฑ์ม์าตรฐาน (เกณฑ์ม์าตรฐาน 

คืือ มากกว่่าหรืือเท่่ากัับร้้อยละ 95)(13) ถึ ึงแม้้ความ

ครอบคลุุมของวััคซีีนหััดในจัังหวััดยะลาจะสููงกว่่า 

ปััตตานีีและนราธิิวาสแต่่มีีอััตราป่่วยสููงสุุด เนื่่�องจาก 

จำนวนประชากรในยะลามีีจำนวนน้้อยกว่่าปััตตานีี

และนราธิิวาส นอกจากนี้้�จากการตรวจสอบประวััติิการ 

ได้้รัับวััคซีีนป้้องกัันโรคหััด คางทููม หั ัดเยอรมััน 

ภาพที่่� 4	 ผลการเปรีียบเทีียบลำดัับกรดอะมิิโนของไวรััสหััดสายพัันธุ์์�  D8 จำนวน 19 DSIds ที่่� รายงานครั้้�งแรก 

	 ในฐานข้้อมููลขององค์์การอนามััยโลก (MeaNS2) และตรวจพบครั้้�งแรกในประเทศไทยจากเหตุุการณ์์ 

	 การระบาดในจัังหวััดสงขลา ยะลา ปััตตานีี และนราธิิวาส ในปีี พ.ศ. 2567

(MMR vaccine) ของผู้้�ป่วย พบว่่าร้้อยละ 67.76 

ไม่่มีีประวััติิได้้รัับวััคซีีนมาก่่อน ร้ อยละ 24.53 ไม่่ทราบ

หรืือไม่่แน่่ใจในการรัับวััคซีีน ร้ ้อยละ 3.97 เคยได้้รัับ

วััคซีีน 1 ครั้้�ง ร้ ้อยละ 3.74 เคยได้้รัับวััคซีีน 2 ครั้้�ง 

ดัังนั้้�นความครอบคลุุมของวััคซีีนหััดที่่�ต่่ำกว่่าเกณฑ์์

มาตรฐานเป็็นปััจจััยสำคััญที่่�ทำให้้เกิิดการระบาดของ 

โรคหััด และมีีการแพร่่กระจายเป็็นวงกว้้างในครั้้�งนี้้� ทั้้�งนี้้�

จากเหตุุการณ์์การระบาดของโรคหััดในเขตภาคใต้้ในปีี 

พ.ศ. 2561–2562 พบว่่าสายพัันธุ์์�ไวรััสหััดที่่�ก่อให้้เกิิด 

การระบาด  ได้แ้ก่ ่สายพันัธุ์์� B3 (DSId5258, 5616, 5617, 

5639, 5640, 5660, 5661, 5805, 5806, 5821, 5959, 

6066, 6183 และ 6219) และสายพันัธุ์์� D8 DSId5981(11)

ซึ่่�ง Wacharachaisurapol N. และคณะ ยั ังได้้เคย

รายงานว่่าสายพัันธุ์์�ไวรััสหััดที่่�มีีการแพร่่กระจายใน

เขตกรุุงเทพมหานครในช่่วงปีี พ.ศ. 2559–2560 คื ือ 

สายพัันธุ์์� D8(19) 

ข้้อมููลสายพัันธุ์์�ไวรััสหััดที่่�ได้้จากการศึึกษาครั้้�งนี้้� 

ซึ่่�งได้้รายงานในฐานข้้อมููลขององค์์การอนามััยโลกแล้้ว  

จะเป็็นประโยชน์์อย่่ างยิ่่� งต่่อการกำจััดโรคหััดใน 

ทุุกประเทศและทุุกภููมิิภาคของโลก โดยสามารถใช้้เป็็น

แหล่่งข้้อมููลอ้้างอิิงในการเฝ้้าระวัังสายพัันธุ์์�นำเข้้าและ 

การติดิตามเส้น้ทางการแพร่ก่ระจายของไวรัสัหัดั (Chain 

of Transmission) ซึ่่� งหากประเทศหรืือภููมิิภาคใด

มีีรายงานผู้้�ป่่วยโรคหััดหรืือเกิิดการระบาดของโรคหััด

และสามารถอ้้างอิิงถึึงแหล่่งที่่�มาของไวรััสได้้ จะนำไปสู่่�
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การรัับรองการกำจััดโรคหััดในประเทศหรืือภููมิิภาคนั้้�น 

ได้้ตามเป้้าหมายขององค์์การอนามััยโลก นอกจากนี้้� 

การพบ DSId ใหม่่ ถื อเป็็นข้้อมููลสำคััญในการเฝ้้า

สัังเกตการเปลี่่�ยนแปลงทางพัันธุุกรรมภายในสายพัันธุ์์� 

ของไวรััสหััดแต่่ละสายพัันธุ์์�ได้้ อย่่างไรก็็ตามการศึึกษา 

ครั้้�งนี้้�เป็็นการศึึกษาเฉพาะในส่่วนยีีน Nucleoprotein 

(N) ความยาว 450 นิ ิวคลีีโอไทด์์ ซึ่่� งเป็็นประโยชน์์

ในการเฝ้้าระวัังสายพัันธุ์์�นำเ ข้้า และติิดตามที่่�มา 

และเส้้นทางการแพร่่กระจายของไวรััสหััดที่่�เป็็นสาเหตุุ

ของการระบาดเท่่านั้้�น เพื่่�อสนัับสนุุนการประเมิิน 

ความสำเร็็จของโครงการกำจััดโรคหััดของประเทศไทย 

และภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ ตามที่่�องค์์การ

อนามััยโลกกำหนด ซึ่่�งการเปลี่่�ยนแปลงในส่่วน N gene 

เพีียงยีีนเดีียวไม่่สามารถจััดตั้้�งสายพัันธุ์์�  (Genotype) 

ใหม่่ได้้ โดยเกณฑ์ข์ององค์์การอนามััยโลกได้ก้ำหนดหลาย

ปััจจััยในการจััดตั้้�งสายพัันธุ์์�ใหม่่และที่่�สำคััญต้้องมีีข้้อมููล

ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์จากส่่วนของ N gene ความยาว 450 

นิิวคลีีโอไทด์์ และลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของยีีน Hemag-

glutinin (H) ที่่�ถู กแปลรหััสไปเป็็นโปรตีีนทั้้�งหมด(20) 

ดังันั้้�นหากมีีการศึึกษาเพิ่่�มเติิมในส่่วน Hemagglutinin 

รวมถึึงลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ทั้้�งหมดของไวรััสหััด (whole 

genome) นอกจากใช้้เป็็นข้้อมูลูในการเฝ้า้ระวัังสายพัันธุ์์� 

นำเข้้า ติ ิดตามที่่�มาและเส้้นทางการแพร่่กระจายของ 

ไวรััสหััดที่่�เป็็นสาเหตุุของการระบาด จะเป็็นประโยชน์์

ต่่อการศึึกษาการกลายพัันธุ์์�ของตััวเชื้้�อและเป็็นข้้อมููลใน 

การพิิจารณาจััดตั้้�งสายพัันธุ์์�ไวรััสใหม่่ 

นอกจากการระบาดของโรคหััดในประเทศไทยแล้้ว 

Mat Daud MRH และคณะ มีีการรายงานผู้้�ป่่วยโรคหััด

ในประเทศมาเลเซีีย ในช่่วงปีี พ.ศ. 2559–2563 จำนวน 

2,844 ราย(21) Vaidya SR และ Chowdhury DT 

ได้้รายงานสายพัันธุ์์�ไวรััสหััดที่่�แพร่่กระจายในประเทศ

อิินเดีียในช่่วงปีี พ.ศ. 2554–2558 ได้้แก่่ สายพัันธุ์์� B3, 

D4 และ D8(22) นอกจากนี้้� Bankamp B และคณะ ได้้

รายงานสถานการณ์์ของโรคหััดทั่่�วโลกที่่�มีการรายงาน

จำนวนผู้้�ป่่วยเข้้าไปในฐานข้้อมููลขององค์์การอนามััยโลก 

ในช่่วงปีี พ.ศ. 2562–2566 โดยสายพัันธุ์์�ที่่�รายงานใน

ฐานข้้อมููลที่่�มากที่่�สุุด ได้้แก่่ สายพัันธุ์์� D8 ประกอบด้้วย 

DSId2283, 4683, 2279, 5801, 5963, 5981, 8248 

และ 8278 รองลงมา ได้้แก่่ สายพัันธุ์์� B3 ประกอบด้้วย 

DSId4256, 4299, 6500, 8359, 4298, 5306, 6418 

และ 6493(10) ซึ่่�งสอดคล้้องกัับรายงานของ Williams D 

และคณะ ได้ร้ายงานสายพันัธุ์์�ไวรัสัหัดัที่่�พบในปี ีพ.ศ.  2565 

คืือ สายพัันธุ์์� D8 และ B3(9) อย่่างไรก็็ตามไวรััสหััดเป็็น 

อาร์์เอ็็นเอไวรััส ขนาด 15,894 นิิวคลีีโอไทด์์ที่่�มีีลัักษณะ 

คงตััวสููง (highly conserved) ดั ังนั้้�นการเกิิดการ 

กลายพัันธุ์์�ของไวรััส (virus mutation) อาจมีีโอกาส

เกิิดได้้ต่่ำ(9,23) 

ทั้้�งนี้้�ข้้อจำกััดของการศึึกษาครั้้�งนี้้� คื ือ ในบาง

พื้้�นที่่�ของแต่่ละจัังหวััดเป็็นพื้้�นที่่�ภูเขาหรืือพื้้�นที่่�ห่างไกล 

เจ้้าหน้้าที่่�เข้้าถึึงได้้ยากจึึงไม่่สามารถเก็็บตััวอย่่างส่่งตรวจ

ได้้ ทำให้้ข้้อมููลที่่�ได้้ไม่่ครบทุุกพื้้�นที่่�ของการระบาดและ

ในบางครอบครััวที่่�มีผีู้้�ป่ว่ยไข้อ้อกผื่่�นมีีความเชื่่�อว่่าโรคหััด 

สามารถหายได้้เอง จึ ึงปฏิิเสธการเข้้ารัับการรัักษา ทำให้้

พลาดโอกาสในการเก็็บตััวอย่่างส่่งตรวจยืืนยัันทาง 

ห้้องปฏิิบััติิการ นอกจากนี้้�ข้อมููลประวััติิผู้้�ป่่วยยััง 

ไม่่ครบถ้้วน เช่่น ไม่่มีีประวััติิการเดิินทางไปในที่่�มีีโอกาส

เสี่่�ยงติดิเชื้้�อในช่ว่งก่อ่นป่ว่ย ไม่ม่ีปีระวัตัิกิารสัมัผัสัใกล้ช้ิดิ 

ผู้้�ป่่วย ทำให้้ไม่่สามารถสอบสวนถึึงแหล่่งที่่�มาของ 

ไวรััสหััดที่่�ก่่อให้้เกิิดการระบาดครั้้�งนี้้�ได้้ 

อย่่างไรก็็ตามเพื่่�อป้้องกัันและควบคุุมการระบาด

ของโรคหััด และนำไปสู่่�ความสำเร็็จของการกำจััดโรคหััด

ในประเทศไทยและในภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ 

ประชาชนต้้องรัักษาสุุขอนามััย ฉี ีดวััคซีีนป้้องกัันโรคหััด 

สำหรับัเด็ก็ และควรได้ร้ับัวัคัซีนีให้ค้รบ 2 เข็็ม โดยเข็ม็แรก 

เมื่่�อเด็็กอายุคุรบ 9 เดือืน และเข็ม็ที่่� 2 เมื่่�อเด็็กอายุ ุ18 เดือืน 

หากเด็็กยังัไม่่เคยได้้รับัวัคัซีนีมาก่่อน ไม่ว่่า่จะอายุุเท่า่ไหร่่ 

ก็็ตาม ควรเข้้ารัับวััคซีีนที่่�สถานพยาบาลใกล้้บ้้าน 

แต่่ถ้้าหากมีีอาการไข้้ออกผื่่�น ต้ องรีีบไปพบแพทย์์ทัันทีี

เพื่่�อรัับการรัักษาและป้้องกัันการแพร่่กระจายของโรค 

ซึ่่�งหน่่วยงานสาธารณสุุขระดัับพื้้�นที่่�ควรเพิ่่�มความเข้้มข้้น
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การค้้นพบลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ใหม่่ของไวรััสหััดสายพัันธุ์์� D8 ในประเทศไทย 	อั ัจฉริิยา ลููกบััว และคณะ

ของการเฝ้้าระวัังโรคตามมาตรฐานที่่�องค์์การอนามััยโลก

กำหนด โดยติิดตามสถานการณ์์โรคอย่่างใกล้้ชิิดและ

ควรสำรวจความครอบคลุุมของวััคซีีนในพื้้�นที่่� นอกจากนี้้� 

กรมควบคุุมโรค ควรมีีการรณรงค์์ให้้ประชาชนในพื้้�นที่่� 

ที่่�มีคีวามครอบคลุุมของวััคซีนีต่่ำได้ร้ับัวัคัซีีนมากขึ้้�นให้ไ้ด้้ 

อย่่างน้้อยร้้อยละ 95 เพื่่�อป้้องกัันการระบาดของโรคใน

ชุุมชน และเพิ่่�มความเข้้มแข็็งของระบบการสอบสวนโรค 

เพื่่�อให้้ได้้มาซึ่่�งข้้อมููลที่่�จะสามารถระบุุแหล่่งที่่�มาของ

ไวรััสได้้

สรุป

การศึึกษาครั้้�งนี้้�พบว่่า สายพัันธุ์์�ไวรััสหััดที่่�ระบาด

ในจัังหวััดสงขลา ยะลา ปััตตานีี และนราธิิวาส ในปีี พ.ศ. 

2567 เป็็นสายพัันธุ์์� D8 จำแนกออกเป็็น 20 Distinct 

Sequence Identifiers (DSId) ได้้แก่่ DSId8581, 

8717, 8775, 8813, 8830, 8851, 8913, 8914, 8971, 

9106, 9107, 9108, 9134, 9143, 9144, 9165, 9167, 

9202, 9203 และ 9204 ซึ่่� งทั้้�ง 20 DSIds เป็็นการ

ตรวจพบเป็็นครั้้�งแรกในประเทศไทย โดยมีี 19 DSIds 

รายงานเป็็นครั้้�งแรกในฐานข้้อมููลขององค์์การอนามััยโลก 

(Measles Surveillance Nucleotide database: 

MeaNS2) ยกเว้้น DSId8581 มีีรายงานก่่อนหน้้านี้้�ว่่า 

พบครั้้� งแรกในประเทศมาเลเซีีย  อย่่ างไร ก็็ตาม 

ยังัไม่ม่ีรีายงานการระบาดของ DSId8581 ในประเทศไทย 

มาก่่อน โดยผลการเปรีียบเทีียบลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ 

ความยาว 450 นิวิคลีโีอไทด์ ์ในส่่วนของยีนี Nucleoprotein 

(N) ของ 19 DSIds ที่่� พบครั้้�งแรกในประเทศไทย 

และรายงานครั้้�งแรกในฐานข้้อมููล MeaNS2 เปรีียบ

เทีียบกัับ DSId8717 ซึ่่� งเป็็น DSId ตั วแรกที่่�พบใน

การระบาดครั้้�งนี้้�  พบว่่ามีีความแตกต่่างกัันในระดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ 1–3 ตำแหน่่ง  ส่่งผลให้้มีีการเปลี่่�ยนแปลง

ของกรดอะมิิโน โดยลำดัับของกรดอะมิิโนเปลี่่�ยนแปลง 

1 ตำแหน่ง่ ได้แ้ก่ ่DSId8813, 8830, 8851, 8914, 8971, 

9107, 9108, 9134, 9167, 9204 โดยเปลี่่�ยนแปลงที่่�

ตำแหน่่ง 58, 15, 99, 150, 80, 97, 79, 58, 65 และ 

150 ตามลำดัับ ส่่วน DSId ที่่�มีีการเปลี่่�ยนแปลงของกรด

อะมิิโน 2 ตำแหน่่ง ได้้แก่่ DSId9144 และ DSId9203 

โดยเปลี่่�ยนแปลงที่่�ตำแหน่่ง 58–59 และ 126, 150 

ตามลำดัับ อย่่างไรก็็ตามผลการศึึกษาครั้้�งนี้้�ไม่่สามารถ

ยืืนยัันได้้ว่่าเป็็นสายพัันธุ์์�นำเข้้า และไม่่สามารถติิดตาม

แหล่่งที่่�มาและเส้้นทางการแพร่่กระจายของเชื้้�อไวรััสหััด 

ที่่�ก่่อให้้เกิิดการระบาดในครั้้�งนี้้� ได้้เนื่่�องจากข้้อมููล

สนัับสนุุนทางด้้านระบาดวิิทยามีีไม่่เพีียงพอ 

กิตติกรรมประกาศ
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Novel Distinct Sequence Identifiers in Measles Virus Genotype D8 in Thailand	 Atchariya Lukebua et al.
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First Identification of Novel Distinct 
Sequence Identifiers in Measles Virus 

Genotype D8 During the 2024 
Outbreak in Southern Thailand

ABSTRACT  In this study, genetic analysis of the measles virus genotypes was based on nucleotide 
sequences of the nucleoprotein (N) gene and phylogenetic analysis in 428 samples from measles  
outbreaks in Songkhla, Yala, Pattani, and Narathiwat provinces, Thailand, in 2024. When compared with 
the World Health Organization (WHO) reference nucleotide sequences of 24 measles virus genotypes, the 
identified sequences belonged to genotype D8. However, these sequences were classified into 20 Distinct 
Sequence Identifiers (DSIds), indicating variations in the nucleotide sequences within the D8 genotype. 
The 20 DSIds identified in this study were DSId8581, 8717, 8775, 8813, 8830, 8851, 8913, 8914, 8971, 
9106, 9107, 9108, 9134, 9143, 9144, 9165, 9167, 9202, 9203, and 9204. All of these DSIds were detected 
for the first time in Thailand. Notably, 19 DSIds were newly reported in the WHO Measles Surveillance 
Nucleotide Database (MeaNS2), except for DSId8581, which had been previously reported in Malaysia. 
However, this study was unable to determine the origin of the virus due to insufficient epidemiological data.

Keywords: Measles, Measles genotype, Measles in the Southern of Thailand
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การศึกษาการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของแอนติเจน 
Mycobacterium tuberculosis ชนิด

Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ 
Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ในหนูทดลอง 

บทคัดย่อ  วัณโรคยังคงปัญหาสาธารณสุขที่สำ�คัญของโลก โดยมีวัคซีนบีซีจี (Bacillus Calmette–Guérin) เป็นวัคซีน
ป้องกันวัณโรคชนิดเดียว ซึ่งสามารถป้องกันวัณโรคชนิดรุนแรงในเด็กแต่พบว่ามีประสิทธิภาพลดลงในผู้ใหญ่ การวิจัยและ 
พฒันาวคัซนีวณัโรคชนดิใหม่ๆ  จงึมคีวามสำ�คญัเพือ่การยตุวิณัโรค การศกึษานีจ้งึมวีตัถุประสงคเ์พือ่ศกึษาการกระตุน้ภมูคิุม้กนั 
ของแอนติเจนชนิดรีคอมบิแนนท์ของ Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ในหนูทดลอง จำ�นวน 3 ชนิด 4 รูปแบบ 
ประกอบด้วย Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ซึ่งมีรายงานว่าเป็นแอนติเจนทั้งใน
ระยะติดเชื้อและระยะแฝง เพื่อนำ�ข้อมูลที่ได้ไปใช้ในการออกแบบและพัฒนาวัคซีนชนิด mRNA โดยการสร้างและผลิตโปรตีน
แอนติเจนรีคอมบิแนนท์ใน Escherichia coli สายพันธุ์ ClearColi™ BL21 (DE3) และนำ�ไปฉีดในหนูทดลองสายพันธุ์ 
C57BL/6 จากนั้นทดสอบการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันชนิด humoral immune response โดยวิธี Western blot และ 
ELISA และทดสอบการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันชนิด cellular immune response โดยการตรวจ cytokine ได้แก่ IFN-γ, 
IL-2 และ TNF-α ด้วยวิธี Multiplex assay โดยการกระตุ้นซ้ำ�แบบ ex vivo จากการศึกษาพบว่า Ag85B, ESAT-6 และ 
Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion มีความสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันชนิด humoral immune response และ cellular 
immune response ส่วน Rv2660c ซึ่งเป็นแอนติเจนที่พบในระยะแฝงมีความสามารถในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันเฉพาะชนิด 
cellular immune response ดังนั้นแอนติเจนทั้ง 3 ชนิด จึงมีความเหมาะสมในการนำ�ไปพัฒนาเป็นวัคซีนต่อไป

คำ�สำ�คัญ:  Ag85B, ESAT-6, Rv2660c, การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันในหนู
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Immunogenicity of M. tuberculosis Antigens: Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 
and Ag85B-ESAT-6-Rv2660c Fusion in Mice  	 Panadda Dhepakson et al.

บทนำ�

วัณัโรค หรือื tuberculosis (TB) เป็น็โรคติดิเชื้้�อ 

ที่่�มีีสาเหตุุมาจาก Mycobacterium tuberculosis 

(Mtb) ซึ่่�งเมื่่�อมีีการติิดเชื้้�อ Mtb สามารถแฝงอยู่่�ใน

ร่่างกายของมนุุษย์์โดยไม่่แสดงอาการหรืือเป็็นวััณโรค

ระยะแฝง ซึ่่�งจะมีีเพีียงร้้อยละ 5−10 ที่่�มีการดำเนิิน

ของโรคไปเป็็นวััณโรคระยะแสดงอาการ (active TB) 

เนื่่�องจากร่่างกายของผู้้�ติิดเชื้้�อมีีภููมิิคุ้้�มกัันต่่ำลง ทำให้้ไม่่

สามารถควบคุุมการเพิ่่�มจำนวนของเชื้้�อได้้ ส่่งผลให้้เชื้้�อ

ลุุกลามไปยัังอวััยวะอื่่�นผ่่านทางระบบน้้ำเหลืือง และมีี

อาการเจ็็บป่่วยตามมา(1)

วััคซีีน Bacillus Calmette–Guérin (BCG) 

เป็็นวััคซีีนวััณโรคเพีียงชนิิดเดีียวที่่�ใช้้ในปััจจุุบัันตั้้�งแต่่

ปีี ค.ศ. 1921 ซึ่่�งเป็็นวััคซีีนเชื้้�อเป็็นอ่่อนฤทธิ์์� (live 

attenuated vaccine) ผลิิตจากเชื้้�อ Mycobacterium 

bovis โดยสามารถป้้องกัันวััณโรคชนิิดรุุนแรงในเด็็ก 

แต่ป่ระสิทิธิภิาพในการป้้องกันัวััณโรคจะลดลงในผู้้�ใหญ่่(2) 

ดัังนั้้�นจึึงมีีความจำเป็็นในการพััฒนาวััคซีีนเพื่่�อเพิ่่�ม

ประสิิทธิิภาพให้้สููงขึ้้�นกว่่าเดิิม โดยเฉพาะประเทศไทย 

ซึ่่�งมีีปััญหาการแพร่่ระบาดของวััณโรคสููงเป็็นอัันดัับต้้น

ของโลก ซึ่่�งสอดคล้้องกัับแผนยุุทธศาสตร์์ในการยุุติิ

วััณโรค เรื่่�อง การส่่งเสริิมการวิิจััยและพััฒนานวััตกรรม

การป้้องกััน ดููแลรัักษา และควบคุุมวััณโรค โดยแนวโน้้ม

ในการพััฒนาวััคซีีนวััณโรคในปััจจุุบัันมีีการใช้้แอนติิเจน

มากกว่่า 1 ชนิิด มาพััฒนาวััคซีีนในรููปแบบต่่างๆ อาทิิ 

วััคซีีนเชื้้�อเป็็นอ่่อนฤทธิ์์� (live attenuated vaccine), 

วัคัซีนีเชื้้�อตาย, viral vector vaccine, protein subunit 

และ DNA vaccine โดยผลการศึึกษาพบว่่าวััคซีีน

สามารถกระตุ้้�นการตอบสนองของระบบภูมิูิคุ้้�มกันัในสัตัว์์

ทดลอง และมีีชนิิด subunit ที่่�อยู่่�ระหว่่างการทดสอบ 

ในมนุุษย์์(3) 

จากองค์์ความรู้้� ในปััจจุุบัันทำให้้ทราบกลไก 

การดำเนิินของโรคในแต่่ละระยะ ซึ่่�งเชื้้�อจะมีีการสร้้าง

โปรตีีนที่่� เกี่่�ยวข้้องกัับระบบภููมิิคุ้้�มกัันของ host ที่่� 

แตกต่่างกััน ทำให้้ปััจจุุบัันแนวโน้้มการพััฒนาวััคซีีน

วััณโรคจะมีีการออกแบบวััคซีีนที่่�ประกอบด้้วยแอนติิเจน

ที่่�แสดงออกในระยะต้้นของการติดิเชื้้�อและระยะแฝง โดย

มีวีัตัถุปุระสงค์์เพื่่�อกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกันัในการป้้องกันัวัณัโรค

ในทุุกระยะ คณะผู้้�วิจัยัจึึงมีีเป้้าหมายในการออกแบบวััคซีีน

ป้อ้งกันัวัณัโรคในรูปูแบบวัคัซีนี mRNA โดยใช้แ้อนติเิจน 

Ag85B (Rv1886c หรือื Mycolyl transferase 85B) ซึ่่�ง

เป็็นแอนติิเจนที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับกระบวนการสร้้างผนัังเซลล์์ 

โดยจะทำหน้า้ที่่�เชื่่�อม mycolic acid กับั arabinogalactan 

ของผนัังเซลล์์ Mtb(4) โดย Ag85B จะแสดงออกใน

ระยะเริ่่�มต้้นของการติิดเชื้้�อและจะลดลงเมื่่�อเวลาผ่่านไป 

Ag85B กระตุ้้�นได้้ทั้้�ง humoral และ cell-mediated 

immune response ได้้ทั้้�งในผู้้�ป่วยวััณโรคระยะแสดง

อาการและระยะแฝง(5) แอนติิเจน ESAT-6 (Rv3875 

หรือื Early Secreted Antigenic Target 6 kDa) ผลิติ

จากเชื้้�อ Mtb และหลั่่�งออกมานอกเซลล์์ มีีความสามารถ

ในการกระตุ้้�น T-cell โดยการจัับกัับ TLR-2 receptor 

แล้ว้ยัับยั้้�ง Downstream Signal Transduction(6) และ

มีีการศึึกษาว่่าการยัับยั้้�งโปรตีีน ESAT-6 จะลดความ

รุุนแรงของเชื้้�อ Mtb และกระตุ้้�นการหลั่่�ง IL-8 ของ 

epithelial cells บริิเวณปอด ซึ่่�งเป็น็แอนติิเจนในไม่ก่ี่่�ชนิดิ

ที่่� Mtb แสดงออกมาอย่า่งต่อ่เนื่่�องในปริมิาณที่่�สูงูทุกุระยะ

ของการติิดเชื้้�อ ดัังนั้้�นจึึงเป็็นเป้้าหมายในการพััฒนาการ

ตรวจวิินิิจฉััยและวััคซีีนป้้องกัันวััณโรค(7) นอกจากนี้้� 

ยัังมีีรายงานที่่�พบว่่าแอนติิเจน Rv2660c ซึ่่�งเป็็นโปรตีีน

แอนติิเจนที่่�พบได้้มากในระยะแฝง ทำหน้้าที่่�กระตุ้้�น 

human macrophage ให้้สร้้าง Pro-inflammatory 

cytokine ผ่่าน TLR-2 signal โดยมีีการศึึกษาพบว่่า 

Rv2660c สามารถกระตุ้้�นการสร้้าง IFN-γ ในผู้้�ติิดเชื้้�อ 

ระยะแฝงได้้สููงกว่่าผู้้�ติดเชื้้�อระยะแสดงอาการ ซึ่่�งมีีความ

เป็็นไปได้้ในการนำมาพััฒนา Post-exposure TB 

vaccine(8) โดยการศึึกษาก่่อนหน้้าได้้มีีการพััฒนาวััคซีีน 

H56:IC31 ซึ่่�งเป็็นชนิิด subunit vaccine ที่่�ประกอบด้้วย 

แอนติิเจน 3 ชนิิดดัังกล่่าว และมีีการศึึกษาในระดัับ 

clinical phase โดยใช้้ IC31 เป็็น adjuvant ผลการ

ศึึกษาพบว่่าวััคซีีนมีีความปลอดภััย และสามารถกระตุ้้�น

ภูมูิคิุ้้�มกันัได้ด้ี ีซึ่่�งวัคัซีนีชนิดินี้้�มีกีารศึกึษาถึงึระยะ clinical 

phase 2b(9)  

การศึึกษานี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษาการกระตุ้้�น 

ภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิเจน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 

และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c รููปแบบ fusion 

protein เพื่่�อใช้้เป็็นข้้อมููลในการออกแบบและพััฒนา

วััคซีีนป้้องกัันวััณโรครููปแบบ mRNA ต่่อไป
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การกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิเจน M. tuberculosis ชนิิด Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 
และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ในหนููทดลอง 	 ปนััดดา เทพอััคศร และคณะ

วัสดุและวิธีการ

การเตรีียมแอนติิเจน Mtb ในรููปแบบโปรตีีนลููกผสม

จากเซลล์์ Escherichia coli

เตรีียม Mtb antigen จำนวน 4 รููปแบบ ได้้แก่่ 

Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-

Rv2660c รููปแบบ fusion protein  โดยออกแบบและ

สัังเคราะห์์ยีีนของเชื้้�อ Mtb ได้้แก่่ Ag85B, ESAT-6, 

Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c โดยยีีน 

Ag85B และ Rv2660c สัังเคราะห์์ส่่วน FLAG tag 

sequences เชื่่�อมต่่อกัับปลายด้้าน 5' ส่่วนยีีน Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c สัังเคราะห์์ส่่วน FLAG tag 

sequences เชื่่�อมต่่อกัับปลายด้้าน 3' ในขณะที่่�ยีีน 

ESAT-6 ใช้้ส่่วน 6xHis tag sequence ที่่�อยู่่�บนพาหะ 

พลาสมิิด จากนั้้�นทำการเพิ่่�มปริิมาณยีีนที่่�สังเคราะห์์ขึ้้�น 

ด้้วยปฏิิกิิ ริิยา PCR โดยใช้้ เอนไซม์์  Q5 DNA 

polymerase (New England Biolabs, USA) แล้้ว

นำยีีนที่่�ได้้เชื่่�อมต่่อกัับพลาสมิิด pET21a(+) (Merck 

Millipore, USA) ด้้วยเอนไซม์์ ligase (Promega, 

USA) ในตำแหน่่งเอนไซม์์ตััดจำเพาะ NdeI และ XhoI 

จากนั้้�น transform เข้้าสู่่� E. coli สายพัันธุ์์� TG1 แล้้ว

นำโคลนลููกผสมมาสกััดพลาสมิิดและตรวจสอบลำดัับ 

นิิ วคลิิ โอไทด์์ของยีีนที่่� แทรกอยู่่� ในพลาสมิิดด้้ วย 

BigDye™  Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(Thermo Fisher Scientific, USA) ก่่อนนำไป 

transform เข้า้สู่่� E. coli สายพันัธุ์์� ClearColi™ BL21 

(DE3) (Biosearch Technologies, USA) เพื่่�อผลิิต 

โปรตีีนลููกผสม โดยเหนี่่�ยวนำให้้เกิิดการผลิิตโปรตีีนด้้วย 

Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 

(Thermo Scientific, Italy) โดยใช้้อุุณหภููมิิและ 

ระยะเวลาในการเพาะเลี้้�ยงที่่�เหมาะสม(10) ดัังนี้้� สำหรัับ 

รีีคอมบิิแนนท์์โคลน Ag85B เติิม 0.04 mM IPTG 

เพาะเลี้้�ยงที่่�อุณุหภูมูิ ิ12 องศาเซลเซียีส เป็น็เวลา 20 ชั่่�วโมง 

รีีคอมบิิแนนท์์โคลน ESAT-6 และ Rv2660c เติิม 0.4 

mM IPTG เพาะเลี้้�ยงที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส 

เป็็นเวลา 4 ชั่่�วโมง และรีีคอมบิิแนนท์์โคลน Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c fusion เติิม 0.4 mM IPTG 

เพาะเลี้้�ยงที่่�อุณุหภูมูิ ิ37 องศาเซลเซียีส เป็น็เวลา 24 ชั่่�วโมง 

จากนั้้�นทำโปรตีีนให้้บริิสุุทธิ์์�โดยใช้้เทคนิิค affinity 

chromatography สำหรัับโปรตีีน Ag85B, Rv2660c 

และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion protein 

ใช้้ Anti-FLAG affinity column chromatography 

(Millipore, USA)(11)   โปรตีีน ESAT-6 ใช้้ Anti-His 

affinity column chromatography (Novagen, 

USA)(12) แล้้ว dialyze ให้้อยู่่�ในสารละลาย PBS pH 

7.4 นำไปวิิเคราะห์์ปริิมาณ endotoxin โดยใช้้ชุุดน้้ำยา 

Pierce™ Chromogenic Endotoxin Quant Kit 

(Thermo Scientific, USA)(13) ก่่อนนำไปฉีีดทดสอบ

กระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันในหนููทดลองต่่อไป

การศึึกษาการกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิเจน Mtb 

ในรููปแบบโปรตีีนลููกผสมในสััตว์์ทดลอง

ทำการฉีีดกระตุ้้�นหนููทดลองสายพัันธุ์์� C57BL/6 

เพศเมีีย อายุุ 6−8 สััปดาห์์ (Nomura Siam Inter-

national Co., Ltd, Thailand)  โดยแบ่่งเป็็น 5 กลุ่่�ม 

กลุ่่�มละ 6 ตััว ได้้แก่่ กลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยแอนติิเจนชนิิดต่่างๆ 

4 กลุ่่�ม ได้้แก่่ Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ 

Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion และกลุ่่�มควบคุุม

ผลลบ (negative control) ซึ่่�งฉีีดด้้วยสารละลาย 

PBS (Cytiva, USA) ปริิมาณ 5 ไมโครกรััม/dose ใช้้ 

Aluminum hydroxide (OZBiosciences, USA) 

ปริิมาณ 0.1 มิิลลิิกรััม เป็็น adjuvant โดยฉีีดส่่วนผสม

ปริิมาตร 50 ไมโครลิิตร/dose เข้้าใต้้ผิิวหนััง (subcu-

taneous) ของหนููจำนวน 2 ครั้้�ง ระยะเวลาห่่างกััน 4 

สััปดาห์์ ทำการเจาะเก็็บเลืือด จำนวน 3 ครั้้�ง โดยเจาะ

เลือืดจากข้า้งแก้ม้หนู ูจำนวน 2 ครั้้�ง ครั้้�งละ 0.2 มิลิลิลิิติร 

ที่่�เวลาก่อ่นฉีดีครั้้�งที่่� 1 และก่อ่นฉีดีกระตุ้้�นครั้้�งที่่� 2 และเมื่่�อ

สิ้้�นสุุดการทดลองหลัังฉีีดกระตุ้้�นครบ 4 สััปดาห์์ ทำการ 

Euthanasia หนูู ด้้วยยาสลบ Isofurane (Attane, 

USA) เก็็บเลืือดจากหััวใจ จำนวน 1 ครั้้�ง ปริิมาตร 0.5 

มิิลลิิลิิตร และเก็็บม้้าม นำเลืือดไปปั่่�นแยกซีีรััมเพื่่�อใช้้

ทดสอบการกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันแบบ humoral immune 

response และนำม้้ามไปทดสอบการกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกััน

แบบ cell mediated immune response 

จริิยธรรมการวิิจััยในสััตว์์

การศึึกษาวิิจััยในสััตว์์ทดลองนี้้�ผ่านการพิิจารณา 

จรรยาบรรณการใช้้สัตัว์ท์ดลอง มหาวิิทยาลััยธรรมศาสตร์์ 

เลขที่่� 012/2023 ลงวัันที่่� 21 กุุมภาพัันธ์์ 2567 และ 
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Immunogenicity of M. tuberculosis Antigens: Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 
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การทดสอบการตอบสนองทางภููมิิคุ้้� ม กัันแบบ 

humoral immune response โดยวิิธีี Western 

blot

เพื่่�อศึึกษาความจำเพาะของแอนติิบอดีีในซีีรััม

หนููที่่�ได้้รัับการฉีีดกระตุ้้�นต่่อโปรตีีนแอนติิเจน Ag85B, 

ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c 

fusion โดยวิิธีี Western blot เริ่่�มต้้นด้้วยการเตรีียม 

โปรตีีนที่่�บริิสุุทธิ์์�ในปริิมาณ 3−5 ไมโครกรััม และ

เตรีียม Polyacrylamide gel ที่่�ความเข้้มข้้น 12−15% 

ทำการแยกโปรตีีนตามน้้ำหนัักโมเลกุุลด้้วย Sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) ด้ว้ยเครื่่�องแยกโปรตีนีด้ว้ยกระแสไฟฟ้า้ 

(Bio-Rad, USA) จากนั้้�นทำการย้้ายโปรตีีนจาก gel 

ไปยัังแผ่่น PVDF membrane (Bio-Rad, USA) 

โดยใช้้ระบบการถ่่ายโอนด้้วยกระแสไฟฟ้้า (transfer) 

ด้้วยเครื่่�อง Mini Trans-Blot cell (Bio-Rad, USA) 

จากนั้้�นทำการ block membrane ด้้วยสารละลาย 5.0% 

skim milk (Millipore, USA) ในบััฟเฟอร์์ TBST 

(Tris buffer saline pH 7.2, 0.05% Tween-20) 

โดยบ่ม่ที่่�อุณุหภูมูิหิ้อ้ง เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง หรือืที่่� 4 องศา-

เซลเซีียส นานข้้ามคืืน เพื่่�อป้้องกัันไม่่ให้้เกิิดการจัับแบบ

ไม่จ่ำเพาะ จากนั้้�นเติิมซีีรัมัของหนููที่่�เจืือจางในสารละลาย 

1.0% skim milk ในบััฟเฟอร์์ TBST ในอััตราส่่วน 

1:100 นำไปบ่่มที่่�อุณหภููมิิห้้องโดยเขย่่าเบาๆ เป็็นเวลา 

1 ชั่่�วโมง เมื่่�อครบเวลาทำการล้้าง membrane ด้้วย

สารละลาย TBST จำนวน 3 ครั้้�งๆ ละ 2 นาทีี แล้้วล้้าง 

อีกีครั้้�งด้ว้ยสารละลาย TBS (Tris buffer saline pH 7.2) 

เพื่่�อกำจััดซีีรััมที่่�ไม่่ได้้จัับกัับโปรตีีนบน membrane 

จากนั้้�นเติิม goat anti-mouse-HRP (Dako, USA) 

ที่่�เจืือจางใน TBST ในอััตราส่่วน 1:1,000 และบ่่มที่่�

อุณุหภูมูิหิ้อ้งโดยเขย่า่เบาๆ เป็น็เวลา 1 ชั่่�วโมง จากนั้้�นล้า้ง 

membrane จำนวน 5 ครั้้�ง แล้้วจึึงเติิมสารละลาย 

3,3′,5,5′-Tetramethybenzidine (TMB) substate 

(SeraCare, USA) ลงไปบน membrane เพื่่�อทำให้้

เกิิดสีีบนแถบโปรตีีนและอ่่านผลด้้วยตาเปล่่า

การทดสอบการตอบสนองทางภููมิิคุ้้� ม กัันแบบ 

humoral immune response โดยวิิธี ีEnzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA)

เพื่่�อศึกึษาผลการสร้า้งแอนติบิอดีทีี่่�จำเพาะในซีรีัมั

หนููที่่�ได้้รัับการฉีีดกระตุ้้�นต่่อโปรตีีนแอนติิเจน Ag85B, 

ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c 

fusion โดยวิิธีี ELISA เริ่่�มต้้นด้้วยการเคลืือบเพลท 

ELISA strip (Thermo Scientific, Denmark) 

ด้้วยโปรตีีนชนิิดใดชนิิดหนึ่่�ง ดัังนี้้� Ag85B, ESAT-6, 

Rv2660c หรืือ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion 

ในปริิมาณ 0.5 ไมโครกรััมต่่อหลุุม บ่่มเพลทที่่�อุุณหภููมิิ 

4 องศาเซลเซีียส นานข้้ามคืืน ทำการ block เพลทด้้วย

สารละลาย 5.0% skim milk ในสารละลาย PBST บ่่ม

ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง แล้้วล้้างเพลทด้้วย 

PBST จำนวน 3 ครั้้�ง จากนั้้�นเติมิตัวัอย่า่งซีรีัมัที่่�เจืือจางใน

สารละลาย 1.0% skim milk ในอััตราส่่วน 1:100 ปริิมาตร 

50 ไมโครลิิตร บ่่มที่่�อุณหภููมิิห้้อง เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง 

ล้้างเพลทด้้วย PBST จำนวน 3 ครั้้�ง เติิม Rabbit 

anti mouse (DAKO, USA) ในอััตราส่่วน 1:10,000 

ปริิมาตรหลุุมละ 50 ไมโครลิิตร บ่่มที่่�อุณหภููมิิห้้อง 

เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง ล้้างเพลทด้้วย PBST จำนวน 4 ครั้้�ง 

จากนั้้�นเติิม TMB substrate (Thermo Fisher  

Scientific, USA) หลุุมละ 100 ไมโครลิิตร บ่่มที่่� 

อุุณหภููมิิห้้องในที่่�ไม่่โดนแสง เป็็นเวลา 30 นาทีี แล้้วหยุุด

ปฏิกิิิริยิาด้ว้ย 2.0 M sulfuric acid (Merck, Germany) 

ปริมิาตรหลุมุละ 50 ไมโครลิิตร นำไปอ่่านค่า่การดููดกลืนืแสง 

ด้้วยเครื่่�อง Absorbance Microplate Reader 

Sunrise (TECAN, Switzerland) ที่่�ความยาวคลื่่�น 

450/630 นาโนเมตร วิิเคราะห์์ผลด้้วยโปรแกรม 

GraphPad Prism V.9 (GraphPad, USA) โดย

การเปรีียบเทีียบความแตกต่่างระหว่่างกลุ่่�ม โดยใช้้สถิิติิ 

Two-Way ANOVA และเปรีียบเทีียบความแตกต่่าง

ระหว่่างคู่่�ด้้วยวิิธีี Bonferroni(14)

การกระตุ้้�นเซลล์ม้้ามเพื่่�อทดสอบการตอบสนองทาง

ภููมิิคุ้้�มกัันแบบ cellular immune response 

นำม้้ามของหนููแต่่ละตััวที่่�อยู่่�ในสารละลาย PBS 

เทลงใน cell-strainer ขนาด 70 ไมครอน (SPL Life  

Sciences, Korea) กรองลง petri dish (Greiner 
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การกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิเจน M. tuberculosis ชนิิด Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 
และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ในหนููทดลอง 	 ปนััดดา เทพอััคศร และคณะ

Bio-One, Thailand) และบดม้้ามด้้วย syringe 

plunger (Terumo, Japan) จากนั้้�นนำเซลล์์ใน petri 

dish ที่่�ได้้ไปปั่่�นตกตะกอนที่่�ความเร็็วรอบ 700× g เวลา 

10 นาทีี ที่่�อุุณหภููมิิ 4 องศาเซลเซีียส จากนั้้�นนำ cell 

pellet มาทำให้้เม็็ดเลืือดแดงแตก โดยใช้้ ACK Lysis 

Buffer (Invitrogen, USA) ปริิมาตร 3 มิิลลิิลิิตร บ่่ม

ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง 1 นาทีี โดยเขย่่าเบาๆ เป็็นระยะ จากนั้้�น

หยุุดปฏิิกิิริิยาโดยการเติิม Complete RPMI Medium 

(Gibco, USA) ที่่�มี ี10% Fetal Bovine Serum, FBS 

(Gibco, USA) ปริิมาตร 10 มิิลลิิลิิตร นำไปปั่่�นที่่�

ความเร็็วรอบ 700× g เวลา 10 นาทีี ที่่�อุุณหภููมิิ 4 องศา-

เซลเซียีส แล้ว้ล้า้งเซลล์ ์splenocyte ที่่�ได้ด้้ว้ย Complete 

RPMI Medium อีกี 1 ครั้้�ง ละลายเซลล์ด์้ว้ย 5 มิลิลิลิิติร 

Complete RPMI Medium นัับจำนวนเซลล์์ภายใต้้

กล้อ้งจุลุทรรศน์ ์(Zeiss, Germany) จากนั้้�นกระตุ้้�นเซลล์์ 

splenocyte ที่่�ได้ด้้ว้ยสารกระตุ้้�นชนิิดต่า่งๆ โดยกลุ่่�มที่่�ฉีดี

ด้้วยโปรตีีน Ag85B, ESAT-6 และ RV2660c กระตุ้้�น

เซลล์์ด้้วย 5 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร Ag85B (Abcam, 

United Kingdom), ESAT-6 (Abcam, United 

Kingdom) และ Rv2660c ที่่�ผลิิตขึ้้�นเอง ตามลำดัับ 

ส่ว่นกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วยโปรตีนี Ag85B-ESAT-6-Rv2660c 

fusion กระตุ้้�นเซลล์์ด้้วยโปรตีีนทั้้�งสามชนิิดพร้้อมกััน 

ได้้แก่่ Ag85B, ESAT-6 และ Rv2660c ที่่�ความเข้้มข้้น 

แต่่ละชนิิด 5 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร โดยมีีกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วย 

PBS เป็็นกลุ่่�มควบคุุม นอกจากนี้้�ในแต่่ละกลุ่่�มที่่�ฉีด

แอนติิเจนมีี negative control ที่่�ไม่่กระตุ้้�นเซลล์์ด้้วย 

โปรตีีนใดๆ ในหลอดทดลอง (unstimulated) และ 

positive control ที่่�กระตุ้้�นเซลล์์ด้้วย 25 นาโนกรััม/

มิลิลิลิิติร Phorbol myristate acetate, PMA (Sigma-

Aldrich, USA) ร่ว่มกับั 1 ไมโครกรัมั/มิลิลิิลิติร Iono-

mycin (Sigma-Aldrich, USA) และทุุกการทดลอง

เติิม co-stimulator ได้้แก่่ 5 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร 

anti-CD28 antibody (Biolegend, Canada) 

และ 5 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร anti-CD49 antibody 

(Biolegend, Canada) เติิม 5×105 splenocyte ใน 

complete RPMI medium ที่่�มีี 10% FBS ปริิมาตร 

50 ไมโครลิิตรต่่อหลุุม 96-well plate (Thermo 

Scientific, Denmark) ผสมกัับสารกระตุ้้�นปริิมาตร 

50 ไมโครลิิตร/หลุุม บ่่มเพลทที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศา-

เซลเซีียส 5% CO2 เป็็นเวลา 72 ชั่่�วโมง จากนั้้�นเติิม 

Brefeldin A solution, BFA (Biolegend, Canada) 

ที่่�เจืือจาง 1:10 ปริิมาตร 2 ไมโครลิิตรต่่อหลุุม แล้้วบ่่ม

เพลทต่่ออีีก 4 ชั่่�วโมง เพื่่�อหยุุดการหลั่่�งของ cytokine 

ออกนอกเซลล์์ ปั่่�นตกตะกอนที่่� 500x g เวลา 5 นาทีี 

นำส่ว่นของ supernatant ไปทดสอบหาปริมิาณ cytokine 

ที่่�หลั่่�งออกมาภายนอกเซลล์์ด้้วยเทคนิิค multiplex 

assay 

การวิเิคราะห์ป์ริมิาณ cytokine: IFN-γ, IL-2 และ 

TNF-α โดยวิิธีี Multiplex assay 

ทำการวิิเคราะห์์หาปริิมาณ cytokine ที่่�หลั่่�งออก

มาภายนอกเซลล์์ โดยนำน้้ำเลี้้�ยงเซลล์์ splenocyte หลััง

การกระตุ้้�นมาทดสอบโดยใช้้ชุุดน้้ำยา MILLIPLEX® 

Mouse High Sensitivity T Cell Magnetic Bead 

Panel 96-Well Plate Assay (Millipore, USA) 

โดยเตรีียมสารมาตรฐาน ได้้แก่่ interferon gamma 

(IFN-γ) และ tumor necrosis factor-α (TNF-α) 

ให้้มีีความเข้้มข้้น 0−2,000 พิิโคกรััม/มิิลลิิลิิตร และ 

interleukin-2 (IL-2) ให้้มีีความเข้้มข้้น 0−4,000 

พิโิคกรัมั/มิลิลิลิิติร ใน Assay Buffer ของชุุดน้ำ้ยาข้า้งต้น้ 

จากนั้้�นเตรียีมเพลท 96 หลุมุโดยเติมิ Wash Buffer ของ

ชุุดน้้ำยา ปริิมาตร 200 ไมโครลิิตร ลงในหลุุมที่่�ต้้องการ

ทดสอบ เขย่่าเพลท เป็็นเวลา 10 นาทีี ที่่�อุณหภููมิิห้้อง 

แล้้วจึึงเท Wash Buffer ออก เติิมสารมาตรฐาน 50 

ไมโครลิติร ลงในหลุมุที่่�กำหนด จากนั้้�นเติิม Assay Buffer 

25 ไมโครลิิตร ลงในหลุมุทดสอบตัวัอย่า่ง และเติิมตััวอย่า่ง 

25 ไมโครลิิตร ลงในหลุุมเดีียวกััน เขย่่าขวด Magnetic 

Bead เพื่่�อป้้องกัันการตกตะกอน แล้้วเติิม Magnetic 

Bead ของชุุดน้้ำยาที่่�ติดฉลากด้้วย Anti-mouse 

antiserum ชนิิดต่่างๆ ได้แ้ก่ ่anti-IFN-γ, anti-IL-2 

และ anti-TNF-α เติิมโดยไม่่เจืือจาง ปริิมาตร 25 

ไมโครลิิตร ลงในแต่่ละหลุุม ปิิดเพลทด้้วยแผ่่นฟิิล์์ม 

(plate sealer) จากนั้้�นห่่อเพลทด้้วยแผ่่นฟอยล์์เพื่่�อ

ป้้องกัันแสง และนำเพลทไปบ่่มบนเครื่่�องเขย่่าที่่�อุุณหภููมิิ 

2–8 องศาเซลเซีียส นานข้้ามคืืน หรืือ 16−18 ชั่่�วโมง 

ล้้างเพลทด้้วย Wash Buffer ปริิมาตร 200 ไมโครลิิตร 

จำนวน  3 ครั้้�ง แล้้วเติิม Detection Antibody ของชุุด

น้้ำยา ปริิมาตร 25 ไมโครลิิตร ลงในแต่่ละหลุุม ปิิดเพลท
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ด้้วยแผ่่นฟิิล์์ม และห่่อเพลทด้้วยแผ่่นฟอยล์์ เขย่่าเพลท

ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง เติิม Streptavidin-

Phycoerythrin ของชุุดน้้ำยา ปริิมาตร 25 ไมโครลิิตร 

ปิิดเพลทด้้วยแผ่่นฟิิล์์ม และห่่อเพลทด้้วยแผ่่นฟอยล์์ 

นำเพลทไปบ่่มบนเครื่่�องเขย่่า ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง เป็็นเวลา 

30 นาทีี เมื่่�อครบเวลาล้า้งเพลทด้ว้ย Wash Buffer จำนวน 

3 ครั้้�ง จากนั้้�นเติิม Sheath Fluid PLUS ของชุุดน้้ำยา 

ลงในแต่่ละหลุุม ปริิมาตร 150 ไมโครลิิตร ทำการเขย่่า

เพลท เป็็นเวลา 5 นาทีี แล้้วนำไปวิิเคราะห์์ผลด้้วยเครื่่�อง 

xMAP® INTELLIFLEX System (Thermo Fisher 

Scientific, USA) โดยใช้โ้ปรแกรม Belysa® Immuno- 

assay curve fitting V.1.2.2 (Merck, Germany) 

จากนั้้�นนำผลที่่�อ่่านได้้มาวิิเคราะห์์ข้้อมููลด้้วยโปรแกรม 

GraphPad Prism V.9 โดยการเปรีียบเทีียบความ 

แตกต่่างระหว่่าง 2 กลุ่่�ม ด้้วย Mann-Whitney Test 

ผล

การเตรีียมแอนติิเจน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 

และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion จากเซลล์์ 

E. coli

การโคลนยีีน Ag85B, Rv2660c และ Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c เข้า้สู่่�พลาสมิดิ pET21a(+) ซึ่่�งเติมิ

ส่ว่น FLAG tag sequences ส่ว่นยีีน ESAT-6 ถูกูโคลน

เข้้าสู่่�พลาสมิิด pET21a(+) ซึ่่�งเติิมส่่วน ของ 6xHis tag 

sequence สำหรัับใช้้ในการติิดตามการแสดงออกและ

แยกโปรตีีนให้้บริิสุุทธิ์์� ดัังแสดงในภาพที่่� 1

ภาพที่่� 1	 แผนภาพของพาหะพลาสมิดิ ที่่�บรรจุชุิ้้�นส่ว่นยีนีที่่�ใช้ใ้นการสร้า้งโปรตีนีแอนติเิจนของเชื้้�อ Mtb โดยการโคลน 

	 เข้้าพาหะที่่�ตำแหน่่งการตััดจำเพาะ NdeI และ XhoI ตามลำดัับ โดย (A) การโคลนยีีน Ag85B, 

	 (B) การโคลนยีีน ESAT-6, (C) การโคลนยีีน Rv2660c และ (D) การโคลนยีีน Ag85B-ESAT-6- 

	 Rv2660c เข้้าสู่่� pET21a(+) ตามลำดัับ
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เมื่่�อนำโปรตีีนที่่�ได้้มาทำการวิิเคราะห์์ขนาดและ

ความบริิสุุทธิ์์�ของโปรตีีนด้้วยเทคนิิค SDS-PAGE และ

วิธิี ีWestern blot analysis พบแถบของโปรตีีนที่่�ขนาด

เดีียวกัันประมาณ 31.8, 10.0, 9.0, 50.2 kDa ของ

โปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c fusion ตามลำดัับ ซึ่่�งสอดคล้้อง

กัับขนาดโมเลกุุลจากการคำนวณด้้วยลำดัับกรดอะมิิโน 

ดัังแสดงในภาพที่่�  2 และจากการตรวจหาปริิมาณ 

Endotoxin ในโปรตีนีตัวัอย่า่งภายหลังัการทำให้บ้ริสิุทุธิ์์�

พบว่่ามีีค่่าอยู่่�ระหว่่าง 0.01184−0.02604 EU/µg 

ภาพที่่� 2	 การตรวจสอบความบริิสุุทธิ์์�และความจำเพาะของ Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6- 

	 Rv2660c fusion (A) SDS-PAGE และย้้อมด้้วย Coomassie G-250 (B) Western blot analysis  

	 โดยโปรตีีน Ag85B, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ใช้้ anti-FLAG polyclonal  

	 antibody และโปรตีีน ESAT-6 ใช้้ anti-6xHis monoclonal antibody ในการตรวจสอบ โดย  

	 M: protein marker, 1−2: โปรตีีนที่่�เตรีียมได้้ lot 1 และ 2 ตามลำดัับ

การตรวจหาแอนติิบอดีีจากการตอบสนองทาง

ภูมูิคิุ้้�มกัันแบบ humoral immune response ด้ว้ย

วิิธีี Western blot

จากการตรวจสอบความจำเพาะของโปรตีีน 

Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-

6-Rv2660c fusion ที่่�นำมาใช้้ในการฉีีดกระตุ้้�น โดยใช้้

แอนติบิอดีีที่่�มีีความจำเพาะ ได้แ้ก่ ่anti-ag85B rabbit 

polyclonal antibody (Abcam, UK), anti-ESAT-6 

mouse monoclonal antibody (Alpha Diagnostic, 

USA) และ anti-Rv2660c rabbit polyclonal 

antibody (GenScript, Republic of Korea) พบว่่า 

แอนติิบอดีีดัังกล่่าวสามารถจัับจำเพาะกัับโปรตีีนทั้้�ง 

รูปูแบบเดี่่�ยวและรูปูแบบ fusion ได้ ้โดยมีขีนาดสอดคล้อ้ง 

กัับแถบโปรตีีนที่่�ย้อมด้้วย Coomassie ดัังแสดงใน 

ภาพที่่� 3  

และจากการศึกึษาการตอบสนองทางภูมูิคิุ้้�มกันัของ

แอนติิบอดีีในซีีรััมหนููกลุ่่�มต่่างๆ ด้้วยวิิธีี Western blot 

โดยนำซีีรััมหลัังฉีีดเข็็มที่่� 2 ที่่� 28 วััน เจืือจางในอััตราส่่วน 
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1:100 พบว่่าหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน Ag85B จำนวน 5 

ใน 6 ตััว และหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน ESAT-6 ทุุกตััว 

มีีการสร้้างแอนติิบอดีีที่่�จำเพาะต่่อโปรตีีน Ag85B 

และ ESAT-6 ตามลำดัับ แต่่ไม่่พบการจัับจำเพาะของ

แอนติบิอดีใีนซีรีัมัของหนูกูลุ่่�มที่่�ฉีดีด้ว้ยโปรตีนี Rv2660c 

สำหรัับหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน Ag85B-ESAT-6-

Rv2660c fusion เมื่่�อนำมาทดสอบการจัับจำเพาะต่่อ

โปรตีีนทั้้�ง 4 ชนิิด โดยพบว่่าแอนติิบอดีีในซีีรััมของหนูู

กลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน Ag85B-ESAT-6-Rv2660c 

fusion สามารถจัับจำเพาะได้้กัับโปรตีีน Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c fusion, Ag85B และ ESAT-6 

ได้้ทั้้�งหมด แต่่พบว่่ามีีเพีียงซีีรััมจากหนููตััวที่่� 2 และ 4 

ที่่�สามารถจัับกัับโปรตีีน Rv2660c ได้้ และไม่่พบการจัับ

จำเพาะของแอนติิบอดีีในซีีรััมของหนููทุุกตััวในกลุ่่�มที่่�ฉีด

ด้้วย PBS ต่่อโปรตีีนทุุกชนิิด ดัังแสดงในภาพที่่� 4  

ภาพที่่� 3	 (A) SDS-PAGE แสดงขนาดและความบริิสุุทธิ์์�ของโปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ  

	 Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ใน lane ที่่� 1–4 ตามลำดัับ (B) ผล Western blot แสดงการจัับ 

	 จำเพาะของแอนติิบอดีี anti-Ag85B rabbit polyclonal antibody, anti-ESAT-6 mouse  

	 monoclonal antibody และ anti-Rv2660c rabbit polyclonal antibody ใน lane ที่่� 1, 3 และ 5  

	 ตามลำดัับ และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ใน lane ที่่� 2, 4 และ 6 ตามลำดัับ โดย  

	 M: protein marker
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การตรวจหาแอนติิบอดีีจากการตอบสนองทาง

ภูมูิคิุ้้�มกัันแบบ humoral immune response ด้ว้ย

วิิธีี ELISA

ผลการศึึกษาการตอบสนองทางภููมิิคุ้้�มกัันของ

แอนติิบอดีีในซีีรััมหนููกลุ่่�มต่่างๆ ด้้วยวิิธีี ELISA โดยนำ

ซีีรััมที่่�เก็็บก่่อนฉีีดกระตุ้้�น ซีีรััมหลัังฉีีดครั้้�งที่่� 1 และซีีรััม

หลัังฉีีดครั้้�งที่่� 2 ของหนููแต่่ละตััว มาเจืือจางในอััตราส่่วน 

1:100 และทดสอบการจัับจำเพาะกัับโปรตีีนทุุกตััวที่่�

สภาวะการทดสอบเดีียวกััน โดยพบว่่าหนููกลุ่่�มทดสอบ 

ที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ 

Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion มีกีารตอบสนองที่่�

แตกต่า่งกันั เมื่่�อเปรียีบเทียีบกับัหนูกูลุ่่�มควบคุมุที่่�ฉีดด้ว้ย 

PBS โดยพบว่่าหนููกลุ่่�มควบคุุม การตรวจหาแอนติิบอดีี

ต่อ่โปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c fusion มีีค่่า OD450/630 ต่่ำกว่่า 0.1 

หลัังจากการฉีีดทั้้�ง 2 ครั้้�ง

ในการวิิเคราะห์์ปริิมาณแอนติิบอดีีต่่อโปรตีีน 

Ag85B พบว่่าหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B 

มีคี่า่ OD450/630 เฉลี่่�ยเพิ่่�มสูงูขึ้้�นหลังัการฉีดีครั้้�งที่่� 1 และ 2 

โดยมีีค่่าเฉลี่่�ยเท่่ากัับ 0.213 และ 1.354 ตามลำดัับ  

เช่่นเดีียวกัับกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน Ag85B-ESAT-6- 

Rv2660c fusion พบว่่าในการฉีีดครั้้�งที่่� 1 และ 2  

มีีค่่า OD450/630 เฉลี่่�ยเพิ่่�มสููงขึ้้�นเป็็น 0.553 และ 1.431 

ตามลำดัับ ซึ่่� งแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ 

(p < 0.001)  เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม ในขณะที่่�หนูู

กลุ่่�มที่่�ฉีดด้ว้ยโปรตีนี ESAT-6 และกลุ่่�มที่่�ฉีดีด้ว้ยโปรตีนี 

Rv2660c มีีค่่า OD450/630 ต่่ำกว่่า 0.1 ทุุกช่่วงการทดสอบ 

ดัังแสดงในภาพที่่� 5(A) ส่่วนปริิมาณแอนติิบอดีีต่่อ

โปรตีีน ESAT-6 ในหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน ESAT-6 

มีคี่า่ OD450/630 เฉลี่่�ยเพิ่่�มสูงูขึ้้�นหลังัการฉีดีทดสอบครั้้�งที่่� 1 

และ 2 โดยมีีค่า่เฉลี่่�ยเท่่ากับั 0.159 และ 0.847 ตามลำดัับ 

และพบว่่ากลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน Ag85B-ESAT-6-

Rv2660c fusion หลัังฉีีดครั้้�งที่่� 2 มีีค่่า OD450/630 เฉลี่่�ย

เพิ่่�มสููงขึ้้�นเป็็น 0.732 ซึ่่�งแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทาง

สถิิติิ (p < 0.001) เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม ใน

ขณะที่่�หนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน Ag85B และกลุ่่�มที่่�ฉีีด

ด้้วยโปรตีีน Rv2660c มีีค่่า OD450/630 ต่่ำกว่่า 0.1 ทุุกช่่วง

การทดสอบ ดัังแสดงในภาพที่่� 5(B) และพบว่่าปริิมาณ

แอนติิบอดีีต่่อโปรตีีน Rv2660c ในหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วย

โปรตีีน Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion หลัังฉีีด

ครั้้�งที่่� 2 มีีค่่า OD450/630 เฉลี่่�ยเพิ่่�มสููงขึ้้�นเป็็น 0.204 โดย

มีีค่่าแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (p < 0.001) เมื่่�อ

เปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม แต่่ไม่่พบการตอบสนองใน

กลุ่่�มที่่�ฉีดีด้ว้ยโปรตีนี Ag85B, ESAT-6 และ Rv2660c 

ดัังแสดงในภาพที่่� 5(C) ปริิมาณแอนติิบอดีีต่่อโปรตีีน 

Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ในหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีด

ครั้้�งที่่� 2 ด้้วยโปรตีีน Ag85B และ Ag85B-ESAT-6-

Rv2660c fusion มีีค่่า OD450/630 เฉลี่่�ยเพิ่่�มสููงขึ้้�นเป็็น 

1.030 และ 1.272 ตามลำดับั ซึ่่�งแตกต่า่งอย่า่งมีนีัยัสำคัญั

ทางสถิิติิ (p < 0.001) เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม 

เช่่นเดีียวกัับกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วยโปรตีีน ESAT-6 พบว่่า 

ในการฉีีดครั้้�งที่่� 2 มีีค่่า OD450/630 เฉลี่่�ยเพิ่่�มสููงขึ้้�นเป็็น 

0.358 ซึ่่�งแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (p < 0.01) 

เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม ในขณะที่่�หนููกลุ่่�มที่่�ฉีด

ด้้วยโปรตีีน Rv2660c มีีค่่า OD450/630 ต่่ำกว่่า 0.1 ทุุกช่่วง 

การทดสอบ ดัังแสดงในภาพที่่� 5(D)

การวิิเคราะห์์ปริิมาณ cytokine จากการตอบสนอง

ทางภููมิิคุ้้�มกัันแบบ cellular immune response 

ด้้วยวิิธีี Multiplex assay

เพื่่�อศึึกษาภููมิิคุ้้�มกัันชนิิด cellular immune 

response ชนิิด cytokine ที่่�เกิิดจากการฉีีดกระตุ้้�นหนูู

ภาพที่่� 4  	Western blot แสดงการจับัจำเพาะของแอนติบิอดีใีนซีรีัมัของหนูกูับัโปรตีนีที่่�ใช้ใ้นการฉีดีกระตุ้้�น (A) กลุ่่�ม 

	ที่่�ฉี ีดด้้วยโปรตีีน Ag85B (B) กลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วยโปรตีีน ESAT-6 (C) กลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วยโปรตีีน Rv2660c  

	 (D) กลุ่่�มที่่�ฉีดีด้ว้ยโปรตีนี Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ต่อ่โปรตีนี Ag85B-ESAT-6-Rv2660c  

	 fusion, Ag85B, ESAT-6 และ Rv2660c ใน lane ที่่� 1−4 ตามลำดัับ และ (E) กลุ่่�มควบคุุมที่่�ฉีีดด้้วย  

	 PBS ต่่อโปรตีีน Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion, Ag85B, ESAT-6 และ Rv2660c ใน lane 

	ที่่�  1−4 ตามลำดัับ โดย M: protein marker 
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การกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิเจน M. tuberculosis ชนิิด Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 
และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ในหนููทดลอง 	 ปนััดดา เทพอััคศร และคณะ

ภาพที่่� 5	 แสดงผลการวิิเคราะห์์ระดัับภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิบอดีีในซีีรััมของหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B,  

	 ESAT-6, Rv2660c, Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion และ PBS ต่่อโปรตีีน (A) Ag85B,  

	 (B) ESAT-6, (C) Rv2660c และ (D) Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion โดยวิิธีี ELISA 

         	 *p < 0.05, **p < 0.01 และ *** p < 0.001

ด้้วยโปรตีีนแอนติิเจนแต่่ละชนิิด โดยการคััดแยกเซลล์์ 

splenocyte จากม้้ามหนููและกระตุ้้�นซ้้ำแบบ ex vivo ด้้วย

โปรตีนีที่่�ใช้ฉ้ีดีกระตุ้้�น ผลการวิเิคราะห์ป์ริมิาณ cytokine 

ได้แ้ก่ ่IFN-γ, IL-2 และ TNF-α ที่่�หลั่่�งออกมาภายนอก

เซลล์ ์splenocyte ของหนูทูดลอง ด้ว้ยเทคนิคิ Multiplex 

assay มีีค่่าเฉลี่่�ย (mean) ดัังแสดงในตารางที่่� 1 

โดยพบว่่าปริิมาณ IFN-γ ที่่�หลั่่�งออกมาภายนอกเซลล์์

ของหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดทดสอบด้้วยโปรตีีน Ag85B แล้้วกระตุ้้�น 

ด้้วยโปรตีีน Ag85B มีีค่่าเฉลี่่�ยสููงกว่่ากลุ่่�มควบคุุม 

ที่่�ฉีีดด้้วย PBS และกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B อย่่าง

มีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (p < 0.05) โดยมีีค่่าเฉลี่่�ยเท่่ากัับ 

256.74 และ 31.42 พิิโคกรััม/มิิลลิิลิิตร ตามลำดัับ ส่่วน

ปริมิาณ IFN-γ ของหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วยโปรตีีน ESAT-6, 

Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion 

แล้ว้กระตุ้้�นด้้วยโปรตีีนชนิิดเดีียวกัับที่่�ฉีดในหนูู มีคี่า่เฉลี่่�ย

ของปริิมาณของ IFN-γ เท่่ากัับ 16.46, 239.99 และ 

501.65 พิิโคกรััม/มิิลลิิลิิตร ตามลำดัับ สููงกว่่ากลุ่่�มที่่�ฉีีด

ด้้วย PBS แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน ESAT-6, Rv2660c 

และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion อย่่างมีีนััย

สำคััญทางสถิิติิ (p < 0.01) โดยหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วย PBS 
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Immunogenicity of M. tuberculosis Antigens: Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 
and Ag85B-ESAT-6-Rv2660c Fusion in Mice  	 Panadda Dhepakson et al.

มีีค่่าเฉลี่่�ยของปริิมาณของ IFN-γ เท่่ากัับ 0.34, 0.51 

และ 25.30 ตามลำดัับ ดัังแสดงในภาพที่่� 6(A) และ 

การวิิเคราะห์์ปริิมาณ IL-2 ที่่�หลั่่�งออกมาภายนอกเซลล์์ 

ในหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วยโปรตีีน Ag85B, ESAT-6, 

Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion 

แล้้วกระตุ้้�นเซลล์์ด้้วยโปรตีีนชนิิดเดีียวกัับที่่�ฉีีดในหนูู 

มีีค่่าเฉลี่่�ยของปริิมาณของ IL-2 เท่่ากัับ 4,187.63, 

68.95, 1,048.22 และ 466.20 พิิโคกรััม/มิิลลิิลิิตร 

ตามลำดัับ ซึ่่�งมีีค่่าสููงกว่่าหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วย PBS และ

กระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ 

Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion อย่่างมีีนััยสำคััญ

ทางสถิติิ ิ(p < 0.01) โดยหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วย PBS มีคี่า่เฉลี่่�ย 

ของปริมิาณของ IL-2 เท่า่กัับ 28.26, 21.75, 40.22 และ 

42.34 ตามลำดัับ ดัังแสดงในภาพที่่� 6(B) ส่่วนการ

วิเิคราะห์ป์ริมิาณ TNF-α พบว่่าหนูกูลุ่่�มที่่�ฉีดีด้ว้ยโปรตีนี 

ESAT-6 และ Rv2660c แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีนชนิิด

เดียีวกันั มีคี่า่เฉลี่่�ยของปริมิาณของ TNF-α เท่า่กับั 63.80 

และ 142.36 พิิโคกรััม/มิิลลิิลิิตร ตามลำดัับ ซึ่่�งสููงกว่่า 

หนููกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วย PBS อย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ 

(p < 0.01) ซึ่่�งมีีค่่าเฉลี่่�ยของปริิมาณของ TNF-α 

เท่่ากัับ 31.67 และ 42.84 พิิโคกรััม/มิิลลิิลิิตร ตามลำดัับ 

พบว่่าในหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วย Ag85B และ Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c fusion แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน

ชนิิดเดีียวกััน มีีค่่าเฉลี่่�ยของปริิมาณของ TNF-α สููงขึ้้�น 

อย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (p < 0.01) เมื่่�อเปรีียบเทีียบ

กัับเซลล์์ splenocyte ที่่�ไม่่ได้้มีีการกระตุ้้�น แต่่พบว่่าใน

กลุ่่�มควบคุุมมีีค่่าเฉลี่่�ยของปริิมาณของ TNF-α สููงขึ้้�น 

เมื่่�อกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B และโปรตีีนรวม 

Ag85B+ESAT-6+Rv2660c ดัังแสดงในภาพที่่� 6(C)

สำหรัับผลการวิิเคราะห์์ปริิมาณ IFN-γ, IL-2 

และ TNF-α ระหว่่างกลุ่่�มที่่�ฉีีดทดสอบด้้วยโปรตีีน 

Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion แล้้วกระตุ้้�นด้้วย

โปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และโปรตีีนรวม 

Ag85B+ESAT-6+Rv2660c เปรีียบเทีียบกัับ 

กลุ่่�มควบคุุม ดัังแสดงในภาพที่่� 7 พบว่่าการกระตุ้้�น 

ด้ว้ยโปรตีนี Ag85B, ESAT-6 และ Ag85B+ESAT-6+ 

Rv2660c มีคี่า่เฉลี่่�ยปริิมาณ IFN-γ สูงูกว่่ากลุ่่�มควบคุุม 

อย่า่งมีนีัยัสำคัญัทางสถิติิ ิ(p < 0.01) โดยมีคี่า่เฉลี่่�ยปริมิาณ 

IFN-γ เท่่ากัับ 638.39, 2.98 และ 501.65 พิิโคกรััม/

มิลิลิิลิติร และ 31.42, 0.34 และ 25.30 พิโิคกรัมั/มิลิลิิลิติร 

ตามลำดับั ดังัแสดงในภาพที่่� 7(A) และมีค่ี่าเฉลี่่�ยปริมิาณ 

IL-2 สููงขึ้้�น อย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ  (p < 0.01) โดยมีี

ค่่าเฉลี่่�ย เท่่ากัับ 302.44, 99.46 และ 466.20 พิิโคกรััม/ 

มิลิลิิลิติร และ 28.26, 21.75 และ 42.34 พิโิคกรัมั/มิิลลิิลิติร 

ตามลำดัับ โดยไม่่พบการเพิ่่�มสููงขึ้้�นของ cytokine 

ทั้้�ง 2 ชนิดิ จากการกระตุ้้�นด้ว้ยโปรตีนี Rv2660c ดังัแสดง

ในภาพที่่� 7(B)  ส่ว่นการวิเิคราะห์ป์ริมิาณ TNF-α พบว่่า 

เมื่่�อกระตุ้้�นด้ว้ยโปรตีนี Ag85B มีคี่า่เฉลี่่�ยปริมิาณ TNF-α 

สูงูขึ้้�นอย่่างมีีนัยัสำคััญทางสถิิติ ิ(p < 0.05)  โดยมีีค่่าเฉลี่่�ย

เท่า่กับั 353.23 และ 189.39  พิโิคกรัมั/มิลิลิลิิติร ตามลำดัับ 

และไม่่พบความแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญของค่่าเฉลี่่�ย

ปริิมาณ TNF-α เมื่่�อกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน ESAT-6, 

Rv2660c และ Ag85B+ESAT-6+Rv2660c  ดัังแสดง

ในภาพที่่� 7(C)

ตารางที่่� 1	 ผลการวิิเคราะห์์ปริิมาณ cytokine ที่่�หลั่่�งออกมาภายนอกเซลล์์ splenocyte ของหนููทดลองด้้วยเทคนิิค  

		  Multiplex assay

Injection Stimulant

Concentration (pg/ml)

IFN-γ
Mean (min-max)

IL-2
Mean (min-max)

TNF-α
Mean (min-max)

PBS
PBS
Ag85B
Ag85B

unstimulated
Ag85B
unstimulated
Ag85B

0.41 (0.00−1.73)
31.42 (1.58−139.52)

0.67 (0.50−1.10)
256.74 (17.47−1,005.13)

19.92 (15.42−26.72)
28.26 (12.98−40.47)
26.41 (21.77−32.62)

4,187.63 (1,889.54−5,503.64)

35.13 (22.91−56.10)
189.39 (72.48−356.26)
33.28 (19.08−46.64)

268.50 (118.81−467.89)

PBS
ESAT-6
ESAT-6

ESAT-6
unstimulated
ESAT-6

0.34 (0.00−0.82)
0.77 (0.55−1.10)

16.46 (1.20−89.19)

21.75 (8.93−36.29)
30.18 (20.80−47.98)
68.95 (34.77−138.78)

31.67 (18.23−43.20)
47.27 (38.82−50.95)
63.80 (46.43−100.85)
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การกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิเจน M. tuberculosis ชนิิด Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 
และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion ในหนููทดลอง 	 ปนััดดา เทพอััคศร และคณะ

Injection Stimulant

Concentration (pg/ml)

IFN-γ
Mean (min-max)

IL-2
Mean (min-max)

TNF-α
Mean (min-max)

PBS
Rv2660c
Rv2660c

Rv2660c
unstimulated
Rv2660c

0.51 (0.00−1.43)
1.10 (0.50−3.54)

239.99 (33.05−470.61)

40.22 (25.28−68.39)
41.86 (20.18−125.18)

1,048.22 (120.42−2,643.29)

42.84 (24.40−56.80)
44.13 (25.80−82.63)

104.36 (100.99−157.60)

PBS

Fusion1

Fusion1

Fusion1

Fusion1

Fusion1

Ag85B+ESAT-6
+Rv2660c
unstimulated
Ag85B+ESAT-6
+Rv2660c
Ag85B
ESAT-6
Rv2660c

25.30 (0.88−88.07)

0.64 (0.28−1.08)
501.65 (81.19−1,953.84),

638.39 (55.73−1,377.26)
2.98 (0.80−5.06)
9.24 (0.59−47.55)

42.34 (25.16−58.22)

16.79 (9.49−24.17)
466.20 (154.73−993.18)

302.44 (81.71−735.17)
99.46 (43.41−149.65)
66.82 (21.10−94.55)

142.36 (71.32−304.84)

35.89 (22.34−58.64)
322.11 (151.69−546.81)

353.23 (296.70−439.27)
43.06 (26.70−61.87)
74.97 (33.83−167.43)

หมายเหตุุ: Fusion1: Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion

Ag: Ag85B, ES: ESAT-6, Rv: Rv2660c, Fu: Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion, Fu*: Ag85B+ESAT-6+Rv2660c

ภาพที่่� 6	 แสดงปริิมาณ cytokine ได้้แก่่ (A) IFN-γ และ (B) IL-2 ที่่�หลั่่�งออกมาภายนอกเซลล์์ splenocyte 

	 ภายหลัังกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion 

	 โดยเปรีียบเทีียบระหว่่างหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดทดสอบด้้วยโปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ 

	 Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion กัับหนููกลุ่่�มควบคุุมที่่�ฉีีดด้้วย PBS โดยเปรีียบเทีียบความแตกต่่าง 

	 ระหว่่าง 2 กลุ่่�ม ด้้วย  Mann-Whitney Test (*p < 0.05, **p < 0.01)

ตารางที่่� 1	 ผลการวิิเคราะห์์ปริิมาณ cytokine ที่่�หลั่่�งออกมาภายนอกเซลล์์ splenocyte ของหนููทดลองด้้วยเทคนิิค  

		  Multiplex assay (ต่่อ)
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วิจารณ์

ประเทศไทยประสบปััญหาการแพร่่ระบาดของ

วััณโรคสููงเป็็นอัันดัับต้้นของโลก และกำหนดแผน

ยุุทธศาสตร์์ในการยุุติิวััณโรคของประเทศภายในปีี พ.ศ. 

2578 ที่่�สอดรัับกัับยุุทธศาสตร์์ขององค์์การอนามััย

โลก(15) ด้้วยเหตุุนี้้�คณะผู้้�วิิจััยจึึงมีีวััตถุุประสงค์์ในการ

พััฒนาวััคซีีนป้้องกัันวััณโรคที่่�มีีประสิิทธิิภาพสููง สามารถ

กระตุ้้�นระบบภููมิิคุ้้�มกัันทั้้�งชนิิด humoral และ cellular 

immune response ต่่อแอนติิเจนจำเพาะของเชื้้�อ Mtb 

ที่่�ครอบคลุุมในทุุกระยะของการติิดเชื้้�อ การศึึกษานี้้�ได้้

พััฒนาโปรตีีนรีีคอมบิิแนนท์์ ซึ่่�งเป็็นแอนติิเจนของเชื้้�อ 

Mtb 3 ชนิดิ จำนวน 4 รูปูแบบ ได้แ้ก่ ่Ag85B, ESAT-6, 

Ag: Ag85B, ES: ESAT-6, Rv: Rv2660c, Fu: Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion, Fu*: Ag85B+ESAT-6+Rv2660c

ภาพที่่� 7	 แสดงปริิมาณ cytokine ได้้แก่่ (A) IFN-γ และ (B) IL-2 ที่่�หลั่่�งออกมาภายนอกเซลล์์ splenocyte  

	 โดยเปรียีบเทียีบระหว่า่งหนูกูลุ่่�มที่่�ฉีดีด้ว้ยโปรตีนี Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion และหนูกูลุ่่�มควบคุมุ 

	ที่่�ฉี ีดด้้วย PBS แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c  

	 fusion โดยเปรีียบเทีียบความแตกต่่างระหว่่าง 2 กลุ่่�ม ด้้วย Mann-Whitney Test (*p < 0.05,  

	 **p < 0.01)

Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c  

fusion จากการทดลองพบว่่าสามารถโคลนและสร้้าง 

พลาสมิิดรีีคอมบิิแนนท์์ของยีีนแต่่ละแอนติิเจน และ

ยีีนรวมทั้้�งสามชนิิด แล้้วผลิิตโปรตีีนรีีคอมบิิแนนท์์จาก

เชื้้�อ E. coli สายพัันธุ์์� ClearColiTM  BL21 (DE3) 

ซึ่่�งสามารถเตรีียมโปรตีีนให้้มีีความบริิสุุทธิ์์� ทั้้�งนี้้�ผลการ 

ต ร วจสอบคุุณลัั กษณะของ โปรตีี นด้้ ว ย เทคนิิ ค 

electrophoresis พบว่่าโปรตีีนมีีขนาดสอดคล้้องกัับ

ขนาดโมเลกุุลจากการคำนวณด้้วยลำดัับกรดอะมิิโน

โดยใช้้โปรแกรม SnapGene และจากการตรวจสอบ

โดยใช้้แอนติิบอดีีที่่�จำเพาะต่่อโปรตีีนแต่่ละชนิิดด้้วย

เทคนิิค Western blot นอกจากนี้้�พบว่่าโปรตีีนมีี
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ผลการตอบสนองทางภููมิิคุ้้�มกัันแบบ cellular 

immune response โดยการกระตุ้้�นเซลล์์ splenocyte 

จากม้้ามของหนููแบบ ex vivo stimulation ด้้วยโปรตีีน 

Ag85B, ESAT-6, Rv2660c และรวมโปรตีีนทั้้�ง 3 

ชนิิด Ag85B, ESAT-6, Rv2660c พร้้อมกััน ซึ่่�ง

ผลการวิิเคราะห์์ปริิมาณ cytokine ที่่�หลั่่�งออกมา

ภายนอกเซลล์์ด้้วยเทคนิิค Multiplex assay โดย

การวััดปริิมาณ IFN-γ, IL-2 และ TNF-α ซึ่่�งเป็็น 

cytokine ในกลุ่่�ม Th1 เกี่่�ยวข้้องกัับกระบวนการ 

ตอบสนองทางภููมิิคุ้้�มกัันชนิิด cellular immune 

response และมีีบทบาทเกี่่�ยวข้้องในการกำจััดเชื้้�อ Mtb 

โดยอาศััยการทำงานร่่วมกัันแบบ polyfunctional T 

cell ซึ่่�ง IFN-γ ทำหน้้าที่่�ในการกระตุ้้�น macrophage 

และ CD4 helper T cell ส่่วน IL-2 ทำหน้้าที่่�กระตุ้้�น 

T cell ให้้เกิิด proliferation และ differentiation 

และสำหรัับ TNF-α เกี่่�ยวข้้องกัับกระบวนการ 

proinflammatory effect โดยการชัักนำ immune cell 

อื่่�นๆ(21) จากผลการทดลองพบว่่าหนููกลุ่่�มที่่�ฉีดด้้วยโปรตีีน 

Ag85B แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B มีีการกระตุ้้�น

ให้้หลั่่�ง cytokine ชนิิด IFN-γ, IL-2 และ TNF-α  

สููงกว่่าหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน ESAT-6 แล้้วกระตุ้้�น

ด้้วยโปรตีีน ESAT-6 และหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน 

Rv2660c แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Rv2660v ซึ่่�งผลการ

ทดลองในหนููกลุ่่�มที่่�ฉีีดด้้วยโปรตีีน Ag85B-ESAT-6-

Rv2660c fusion แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B มีีการ 

กระตุ้้�นให้้หลั่่�ง cytokine ทั้้�ง 3 ชนิิด สููงกว่่าเมื่่�อกระตุ้้�น

ด้ว้ยโปรตีีน ESAT-6 หรืือกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Rv2660c  

แสดงว่่าโปรตีีน Ag85B มีีความสามารถในการกระตุ้้�น 

ภููมิิคุ้้�มกัันได้้สููงกว่่าโปรตีีน ESAT-6 และ Rv2660c 

นอกจากนี้้�ยังพบว่่าหนููที่่�ฉีดด้้วยโปรตีีน Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c fusion แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน

รวม Ag85B+ESAT-6+Rv2660c มีกีารหลั่่�ง cytokine 

ทั้้�ง 3 ชนิิด สููงกว่่าการกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีนเดี่่�ยว Ag85B, 

ESAT-6 และ Rv2660c ซึ่่�งผลการกระตุ้้�นการหลั่่�ง 

cytokine ที่่�สููงน่่าจะเกี่่�ยวข้้องกัับคุุณสมบััติิของโปรตีีน 

Ag85B(22) ได้้แก่่ ขนาดของโปรตีีน Ag85B มีีขนาด 

31.8 kDa และจำนวน T cell epitope เป็็นต้้น 

อย่า่งไรก็็ตาม ผลการทดลองในหนูกูลุ่่�มควบคุมุที่่�ฉีดีด้ว้ย 

ปริิมาณ endotoxin ภายหลัังการทำให้้บริิสุทุธิ์์�อยู่่�ระหว่่าง 

0.01184−0.02604 EU/µg ซึ่่�งผ่า่นเกณฑ์ท์ี่่�กำหนดสำหรัับ 

การฉีีดทดสอบในหนููทดลองโดยมีีค่่าไม่่เกิิน 0.03 

EU/ug(16) 

ในการทดสอบความสามารถในการกระตุ้้�น 

ภููมิิคุ้้�มกัันของหนููทดลองโดยฉีีดทดสอบด้้วยแอนติิเจน 

ในรููปแบบเดี่่�ยว ได้้แก่่ Ag85B, ESAT-6, Rv2660c 

และรููปแบบผสม Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion 

และใช้้ aluminum hydroxide เป็็นสารเสริิมฤทธิ์์�  

(adjuvant) จากผลทดสอบการตอบสนองทางภููมิคิุ้้�มกััน

แบบ humoral immune response ด้้วยเทคนิิค 

Western blot และ ELISA พบว่่าโปรตีีนแอนติิเจน 

Ag85B, ESAT-6 และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c 

fusion มีีผลการกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันได้้ดีีในหนููทดลอง โดย

แอนติบิอดีตี่อ่โปรตีนี Ag85B มีปีริมิาณสูงูกว่า่แอนติบิอดีี

ต่่อโปรตีีน ESAT-6 ซึ่่�งสอดคล้้องกัับงานวิิจััยอื่่�นที่่�

ทดสอบผลการกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันในหนููทดลองของวััคซีีน

รููปแบบ DNA ที่่�สร้้างโปรตีีน Ag85B และ ESAT-6 

โดยพบปริิมาณแอนติิบอดีีต่อ่โปรตีีน Ag85B สูงูกว่่าเช่่น

เดีียวกัันเมื่่�อทดสอบด้้วยเทคนิิค ELISA(17) ส่่วนกลุ่่�ม 

ที่่�ฉีีดด้้วยแอนติิเจน Rv2660c ไม่่พบแอนติิบอดีีที่่�

สามารถจับัจำเพาะต่อ่โปรตีนี Rv2660c ทั้้�งวิิธี ีWestern 

blot และ ELISA ซึ่่�งแตกต่่างจากโปรตีีนอื่่�น อาจเนื่่�อง

มาจากคุุณสมบััติิของโปรตีีนแอนติิเจน รููปแบบที่่�ฉีด 

และจำนวนครั้้�งที่่�เหมาะสมในการฉีดี รวมถึงึปริมิาณที่่�ฉีดี 

เป็็นต้้น ซึ่่�งโปรตีีน Rv2660c เป็็นโปรตีีนที่่�สร้้างในระยะ

พัักตััว (dormant stage) และมีีรายงานการตรวจ

แอนติิบอดีีที่่�จำเพาะต่่อโปรตีีนชนิิดนี้้�ในผู้้�ติิดเชื้้�อระยะ

แฝง(18) และพบรายงานการศึึกษา B-cell epitope ของ

โปรตีีน Mtb โดยใช้้โปรแกรมคอมพิิวเตอร์์ พบว่่าโปรตีีน 

Rv2660c มีีจำนวน B-cell epitope น้้อยกว่่าโปรตีีน 

Ag85B และ ESAT-6(19) นอกจากนี้้�มีรีายงานการฉีดีหนูู

ด้้วย plasmid DNA ที่่�ผลิิตโปรตีีน Rv2660c ปริิมาณ 

50 ไมโครกรััม โดยฉีีดกระตุ้้�นรวม 3 ครั้้�ง ซึ่่�งสามารถ

กระตุ้้�นให้้สร้้างแอนติิบอดีีต่่อโปรตีีน Rv2660c(20) แต่่

ในการศึึกษานี้้�ฉีีดด้้วยโปรตีีนปริิมาณ 5 ไมโครกรััม และ

ฉีีดจำนวน 2 ครั้้�ง อาจทำให้้ไม่่เกิิดการสร้้างแอนติิบอดีี

เนื่่�องจากปริิมาณแอนติิเจนที่่�ฉีีดน้้อย 
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adjuvant แล้้วกระตุ้้�นด้้วยโปรตีีน Ag85B และโปรตีีน

รวม Ag85B+ESAT-6+Rv2660c ซึ่่�งมีี Ag85B เป็็น

ส่่วนประกอบ พบว่่ามีีค่่า TNF-α ที่่�หลั่่�งออกมาสููง ซึ่่�ง

อาจเป็็นผลมาจากโปรตีีน Ag85B ที่่�ใช้้ในการกระตุ้้�น 

มีีคุุณสมบััติิในการกระตุ้้�นระบบภููมิิคุ้้�มกัันแบบ innate 

โดยเซลล์์ macrophage ผ่่าน Toll-like receptor 

(TLR)(23) จากการศึกึษานี้้�พบว่า่หนูกูลุ่่�มที่่�ฉีดีด้ว้ยโปรตีนี 

Rv2660c แล้ว้กระตุ้้�นซ้ำ้ด้ว้ยโปรตีนี Rv2660c มีกีารหลั่่�ง 

cytokine ทั้้�ง 3 ชนิดิ สูงูกว่่าหนููที่่�ฉีดด้้วยโปรตีีน ESAT-6 

แล้้วกระตุ้้�นซ้้ำด้้วยโปรตีีน ESAT-6 แสดงว่่าโปรตีีน 

Rv2660c ซึ่่�งเป็็นโปรตีีนขนาดเล็็ก 9.0 kDa ที่่�มีีขนาด

ใกล้้เคีียงกัันกัับโปรตีีน ESAT-6 ขนาด 10.0 kDa มีี

คุุณสมบััติิในการกระตุ้้�น cellular immune response 

ได้้ดีีกว่่าโปรตีีน ESAT-6 แต่่ไม่่กระตุ้้�น humoral 

immune response ในขณะที่่�โปรตีนี ESAT-6 สามารถ

กระตุ้้�น humoral immune response ได้้ดีี แต่่กระตุ้้�น 

cellular immune response ได้้น้้อยกว่่า

จากผลการศึึกษาพบว่่ามีีความสอดคล้้องกัับ

รายงานก่่อนหน้้า ที่่�กล่่าวถึึงความสามารถในการกระตุ้้�น 

ภููมิิคุ้้�มกัันของโปรตีีนแต่่ละชนิิด คืือ โปรตีีน Ag85B 

สามารถกระตุ้้�น Th1 cytokine ได้้แก่่ IFN-γ และ 

TNF-α  และ Th2 cytokine ได้้แก่่ IL-4 และ IL-10 

และการสร้้างแอนติิบอดีีในหนููทดลอง(22) และสามารถ

กระตุ้้�น T-cell proliferation และการสร้้าง IFN-γ ได้้สูงู 

ในผู้้�สััมผััสเชื้้�อ Mtb(24) และเป็็นแอนติิเจนสำคััญที่่�มัักนำ

ไปพััฒนาเป็็นวััคซีีนสำหรัับป้้องกัันวััณโรคชนิิดใหม่่(25)  

โปรตีนี ESAT-6 สามารถกระตุ้้�น T cell รวมทั้้�งการสร้้าง

แอนติิบอดีีในหนููทดลอง(26)  และสามารถกระตุ้้�น Th1/

Th2/Th17 และการสร้้าง cytokine ในหนููทดลอง(27)  

และเป็็นแอนติิเจนสำคััญที่่�มักนำไปพััฒนาเป็็นวััคซีีน

สำหรัับป้้องกัันวััณโรคชนิิดใหม่่(26) เช่่นเดีียวกัับโปรตีีน 

Ag85B และโปรตีีน Rv2660c สามารถกระตุ้้�นเซลล์์ 

macrophage ของมนุุษย์์ให้้หลั่่�ง proinflammatory 

cytokine ที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการสร้้าง granuloma และ 

การรัักษาสภาพ ซึ่่�งได้้แก่่ IL-1β , IL-8, TNF-α  และ 

IL-12p70 โดยผ่่าน Toll-like receptor 2 (TLR2)(8) 

นอกจากนี้้�ความสามารถในการกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกััน

ยัังขึ้้�นอยู่่�กัับคุุณสมบััติิของสารเสริิมฤทธิ์์�หรืือ adjuvant 

โดยในการศึึกษานี้้�ใช้้ aluminum hydroxide ซึ่่�งเป็็น 

adjuvant ที่่�ใช้้ในวัคัซีนีที่่�ได้ร้ับัการอนุมุัตัิใิห้ใ้ช้ใ้นมนุษุย์์

มานาน มีีความปลอดภััยสููง มีีคุุณสมบััติิเสริิมการกระตุ้้�น 

ภูมูิคิุ้้�มกันัของวัคัซีนีโดยสามารถกระตุ้้�นภูมูิคิุ้้�มกันัทั้้�งชนิดิ 

humoral และ cellular ซึ่่�งมีีรายงานว่่าสามารถกระตุ้้�น

ระบบภูมูิคิุ้้�มกันัแบบ innate และ antigen presenting 

cell(28,29) ด้้วยเหตุุนี้้�เมื่่�อฉีีดโปรตีีน Ag85B, ESAT-6, 

Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion 

ร่่วมกัับ adjuvant จึึงสามารถกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันในหนูู

ทดลองทั้้�งชนิิด humoral immune response และ 

cellular immune response ซึ่่�งโปรตีีนดัังกล่่าวมีี

คุุณสมบััติิเหมาะสมในการนำไปพััฒนาเป็็นวััคซีีนและ

ศึึกษาในขั้้�นต่่อไป

สรุป

จากการศึึกษานี้้� สามารถสร้้างและผลิิตแอนติิเจน

ของเชื้้�อ Mtb ชนิดิรีคีอมบิแินนท์ใ์น E. coli และสามารถ

ทดสอบการกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันของแอนติิเจน จำนวน 3 

ชนิิด 4 รููปแบบ ในหนููทดลอง ประกอบด้้วย Ag85B, 

ESAT-6, Rv2660c และ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c 

fusion และจากผลการตอบสนองทางภููมิิคุ้้�มกัันทั้้�งชนิิด 

humoral immune response และ cellular immune 

response พบว่่า Ag85B, ESAT-6 และ Ag85B-

ESAT-6-Rv2660c fusion มีีความสามารถกระตุ้้�น

ภููมิิคุ้้�มกัันชนิิด humoral immune response และ 

cellular immune response ส่่วนโปรตีีน Rv2660c 

ซึ่่�งเป็น็แอนติเิจนที่่�พบในระยะแฝงมีคีวามสามารถกระตุ้้�น

ภููมิิคุ้้�มกัันเฉพาะชนิิด cellular immune response  

ดังันั้้�นแอนติิเจนทั้้�ง 3 ชนิิด จึงึมีคีวามเหมาะสมในการนำไป 

พััฒนาเป็็นวััคซีีนป้้องกัันวััณโรคต่่อไป

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุุณสำนัักงานคณะกรรมการส่่งเสริิม

วิิทยาศาสตร์์ วิิจััยและนวััตกรรม (สกสว.) ในการ

สนับัสนุนุทุนุวิจิัยัผ่า่นสถาบันัวัคัซีนีแห่ง่ชาติ ิในการดำเนินิ

โครงการการวิิจััยและพััฒนาวััคซีีน Modified Ag85B-

ESAT6-Rv2660c mRNA สำหรัับป้้องกัันวััณโรค 
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Immunogenicity of Mycobacterium  
tuberculosis Antigens: Ag85B, ESAT-6, 
Rv2660c, and Ag85B-ESAT-6-Rv2660c  

Fusion in Mice 

ABSTRACT  Tuberculosis (TB) remains a major global public health concern. The Bacillus  
Calmette–Guérin (BCG) vaccine is currently the only available TB vaccine, offering protection against 
severe TB in children but showing limited efficacy in adults. Developing new TB vaccines is therefore  
essential for achieving TB eradication.  This study aimed to evaluate the immunogenicity of four recombinant 
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) antigens: Ag85B, ESAT-6, Rv2660c, and Ag85B-ESAT-6-Rv2660c 
fusion in mice, reported as active and latent infection stages to support the design and development of 
an mRNA-based TB vaccine. Recombinant proteins were designed and expressed in Escherichia coli 
ClearColi™ BL21(DE3) and used to immunize C57BL/6 mice. Subsequently, humoral immune responses 
were assessed using Western blot and ELISA, whereas cellular immune responses were analyzed through 

cytokine detection (IFN-γ, IL-2, and TNF-α) via a Multiplex assay following ex vivo restimulation.  
The results showed that Ag85B, ESAT-6, and Ag85B-ESAT-6-Rv2660c fusion proteins induced both 
humoral and cellular immune responses, while Rv2660c, an antigen associated with latent TB infection, 
primarily stimulated a cellular immune response. These findings suggest the antigens enrolled are  
promising candidates for further TB vaccine development.

Keywords: Ag85B, ESAT-6, Rv2660c, Immunogenicity in mice
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Design and Preliminary Characterization 
of Ag85B-ESAT-6-Rv2660c mRNA-Lipid 

Nanoparticles for TB Vaccine Development

ABSTRACT  Tuberculosis (TB) remains a major global public health challenge, and Thailand is one 
of the High Burden Country Lists due to its incidence rate exceeding the global average. The only TB 
vaccine available, Bacillus Calmette–Guérin (BCG), effectively protects against severe TB in children 
but has limited efficacy in preventing pulmonary TB in adults. Therefore, developing new TB vaccines is 
crucial to achieving Thailand’s goal of TB elimination and sustainable disease control. This study focused 
on designing and characterizing modified mRNA constructs for a TB vaccine development using three 
key antigens: Ag85B, ESAT-6, and Rv2660c, which target different stages of Mycobacterium tuberculosis 
(MTB) infection. Five mRNA constructs encoding TB antigens were designed and synthesized in vitro, 
including three single-antigen constructs and two fusion proteins composed of all three antigens. Notably, 
the fusion mRNA constructs Ag85B-G4S-ESAT-6-G4S-Rv2660c mRNA and Ag85B-AAY-ESAT-6-AAY-
Rv2660c mRNA exhibited greater secondary structure stability compared to single-antigen constructs. 
Encapsulation of both fusion mRNA constructs in lipid nanoparticles (mRNA-LNPs) demonstrated high 
encapsulation efficiency, excellent size uniformity (~140 nm), and reliable stability. Moreover, the delivery 
of mRNA-LNPs into HEK293 cells confirmed the successful expression of fusion proteins for both mRNA 
constructs, as indicated by TB antigen-specific antibody staining. Therefore, the modified Ag85B-ESAT-
6-Rv2660c mRNAs exhibited suitable characteristics and significant potential for further development as 
the tuberculosis vaccine.

Keywords: Tuberculosis, mRNA vaccine, Ag85B-ESAT-6-Rv2660c, Lipid nanoparticle
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Introduction

Tuberculosis (TB), caused by Mycobac-

terium tuberculosis (MTB), remains a major 

global health challenge.(1) After infection, MTB 

can persist in a latent state within the human 

body without causing symptoms, referred to as 

latent TB infection. However, approximately 

5–10% of individuals with latent TB progress 

to active TB when their immune system is 

weakened, leading to bacterial proliferation, 

systemic spread via the lymphatic system, and 

symptomatic illness.(2)

The Bacillus Calmette–Guérin (BCG) 

vaccine, developed in 1921 from Mycobacterium 

bovis, is the only TB vaccine available. As a live 

attenuated vaccine, BCG effectively prevents 

severe TB in children.(3) However, its efficacy 

diminishes in adults,(3) highlighting the need for 

the development of more effective TB vaccines, 

particularly in high-burden countries like 

Thailand, which ranks among the top countries 

globally for TB prevalence.(1) This aligns with 

Thailand's national strategy to eliminate TB 

through research and innovation in prevention, 

treatment, and control measures.(4)

Recent advancements in TB vaccine 

development have focused on incorporating 

multiple antigens to target various stages of  

M. tuberculosis infection. Vaccines based on 

fusion  antigens, such as Ag85B-ESAT-6 (H1) and 

Ag85B-TB10.4 (H4) in protein subunit platforms, 

as well as Ag85B-ESAT-6 delivered via a 

DNA platform, have demonstrated enhanced 

protection in animal models compared to  

BCG.(5−7) Notably, the multistage subunit vaccine 

H56, which combines early antigens Ag85B, 

ESAT-6, and the latency-associated protein 

Rv2660c, has demonstrated superior protection 

in animal models. This combination elicits a more 

comprehensive immune response by targeting 

both active infection and latent stages of MTB, 

outperforming Ag85B-ESAT-6 (H1) and BCG 

in terms of protective efficacy.(8) Further clinical 

evaluations of the H56:IC31 vaccine in Phase 1b 

trials have yielded promising results, with no 

safety concerns observed in adults vaccinated 

within one month of completing TB treatment. 

The vaccine successfully induced CD4+ T-cell 

responses and antibodies specific to the vaccine 

proteins.(9,10) 

While vaccine platforms such as protein 

subunits and DNA vaccines have shown 

promise in preclinical and clinical studies, 

mRNA-based TB vaccines, particularly those 

incorporating multiple antigens targeting 

different stages of infection, remain largely 

unexplored. The potential of mRNA vaccine 

technology for TB was first demonstrated 

in 2004 with an mRNA vaccine encoding a single 

antigen, MPT83, which induced robust humoral 

and T-cell immune responses in murine models. 

Although the protective efficacy against MTB 

infection was lower compared to BCG, this study 

provided strong evidence that mRNA vaccines 

could be adapted to improve efficacy by including 

multiple antigens.(11) 

This study aimed to design and characterize 

modified mRNA constructs for a TB vaccine 

using three antigens: Ag85B, ESAT-6, and 

Rv2660c, which targeted different stages of MTB 

infection. The research included both individual 

mRNA sequences for each antigen and fusion 

proteins, Ag85B-G4S-ESAT-6-G4S-Rv2660c 

and Ag85B-AAY-ESAT-6-AAY-Rv2660c. 

These modified mRNA constructs provide a 

foundation for developing mRNA-based TB 

vaccines.
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Materials and Methods

mRNA Design
The coding sequences for the MTB target 

antigen genes were designed as the followings: 
1) Ag85B, 2) ESAT-6, 3) Rv2660c, 4) Ag85B-
G4S-ESAT-6-G4S-Rv2660c fusion, and 
5) Ag85B-AAY-ESAT-6-AAY-Rv2660c fusion. 
Each sequence was modified by adding the 
tissue plasminogen activator (tPA) secretory 
signal and the MHC class I trafficking signal 
(MITD) to enhance secretion and antigen  
presentation via MHC molecules. The sequences 
were optimized using a codon optimization  
approach, with additional adjustments for uridine 
depletion, and GC content to ensure efficient 
translation in human cells(12) using mRNAid 
software (version 1.0.0) (https://mrnaid.
dichlab.org/).(13) The minimum Free Energy 
(MFE) and the structure of the mRNA were  
predicted via the RNAfold web server (http://rna. 
tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/
RNAfold.cgi).

mRNA Synthesis
For template preparation and vector 

construction, the DNA constructs encoding 
the MTB antigen genes were synthesized 
(Gene Universal Inc., USA) and cloned into a  
linearized template vector (Takara Bio Inc., 
USA) to serve as a template for in vitro 
transcription. The constructed plasmid DNA 
(pDNA) was then transformed into Escherichia 
coli (E. coli) strain Stbl2 for propagation.  
Positive clones were identified through colony 
PCR, using primers specific to all inserts 
(Forward 5´- AGA GAA CCC GCC ACC ATG -3´, 
Reverse 5´- CGA GGC TCC AGC TCA TCA -3´). 
Clones were further confirmed by Sanger 
sequencing using BigDye™ Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, 

USA) on ABIPRISM® 3500xL Genetic Analyzer 
(Thermo Fisher Scientific, USA). The verified 
plasmids were propagated in LB medium at 30  ำC 
for 16 hours (shaken at 225 rpm) and purified using 
the QIAGEN Plasmid Midi Kit following the 
manufacturer’s protocol. pDNA concentration 
was determined via absorbance at 260 nm using 
a NanoDrop™ spectrophotometer (Thermo Fisher 
Scientific, USA). Plasmids were linearized 
using the HindIII restriction enzyme digestion 
(16 hours at 37 ำC), followed by purification 
through ethanol precipitation. Complete 
linearization was confirmed using agarose gel 
electrophoresis before proceeding to in vitro 
transcription.

For in vitro transcription, linearized pDNA 
served as the template for mRNA synthesis using 
an IVTpro T7 mRNA Synthesis Kit (Takara 
Bio Inc., USA). N1-methylpseudouridine-5'-
triphosphate was incorporated during synthesis, 
replacing UTP to enhance stability and reduce 
immunogenicity. The synthesized mRNA  
contained essential regulatory elements, including 
a 5′ untranslated region (UTR), a 3′ UTR, and 
a poly(A) tail. A co-transcriptional capping 
strategy was employed using the CleanCap® 

AG (TriLink Biotechnologies, USA) system,  
incorporating N7-methyl-3'-O-methyl-
guanosine at the 5′ end to ensure efficient and 
accurate capping. Purification of mRNA was 
then performed by LiCl precipitation according 
to the IVTpro T7 mRNA Synthesis Kit protocol.  
Once purified, mRNA was analyzed using the 
Agilent TapeStation automated electrophoresis 
system with RNA ScreenTape (Agilent 
Technologies, USA) following the manufacturer’s 
protocol and the mRNA Synthesis and  
Encapsulation in Ionizable Lipid Nanoparticles 
protocol(14) to assess mRNA integrity, size, and 

poly(A) tail presence and length.
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Encapsulation of mRNA with Lipid 

Nanoparticles (LNPs)

For the production of mRNA-Moderna-like 

LNPs, the lipid components used for the  

preparation of LNPs including 9-heptadecanyl 

8-{(2-hydroxyethyl)[6-oxo-6-(undecyloxy) 

hexyl]amino}octanoate (SM-102) (Cayman 

Chemical Company, USA), 1,2-distearoyl-sn 

-glycero-3-phosphocholine (DSPC) (Avanti 

Polar Lipids, AL, USA), 1,2-dimyristoyl- 

rac-glycero-3-methoxypolyethylene glycol-2000 

(DMG-PEG-2000) (Avanti Polar Lipids, AL, 

USA), and cholesterol (Sigma, UK). Individual 

stock solutions of SM-102, DSPC, cholesterol, and 

DMG-PEG-2000 were prepared by dissolving 

each lipid component in anhydrous ethanol. 

These were then combined in a molar ratio of 

50:10:38.5:1.5 (SM-102: DSPC: cholesterol: 

DMG-PEG-2000) to achieve a total lipid  

concentration of 12.5 mM (1.8 mg/mL). In parallel, 

mRNA was diluted in a 100 mM acetate buffer 

(pH 4.0) to achieve a lipid-to-mRNA molar ratio 

of 4:1 (cationic ionizable lipid: nucleotide). The 

ethanol-based lipid mixture and the aqueous 

mRNA solution were then combined using a 

NanoAssemblr microfluidic device (Precision 

Nanosystems, Vancouver, BC, Canada) at a 

3:1 volume ratio, with a total flow rate of 12 

mL/min. The mRNA-LNPs were diluted 40X in 

PBS and concentrated using an Amicon® Ultra  

Centrifugal Filter Device with a 10 kDa  

molecular weight cutoff (Merck Millipore, USA). 

Finally, the mRNA-LNPs were aliquoted and 

stored at 4 ำC until use.(15)

For the production of mRNA-GenVoy-

ILM™LNPs (Precision NanoSystems, Vancouver, 

Canada), GenVoy-ILM™ lipid was purchased 

from Precision NanoSystems (Vancouver, 

BC, Canada). A stock lipid solution was prepared 

by diluting GenVoy-ILM™ in anhydrous ethanol 

to achieve a total lipid concentration of 12.5 

mM. In parallel, mRNA was diluted in a 

100 mM acetate buffer (pH 4.0) to achieve a  

lipid-to-mRNA molar ratio of 4:1 (cationic 

ionizable lipid: nucleotide). The ethanol-based 

lipid mixture and the aqueous mRNA solution 

were then combined using the same Nano 

Assemblr microfluidic device and processed 

under identical conditions as the Moderna 

formulation.

Characterization of the mRNA-LNPs 

The hydrodynamic size and polydispersity 

index (PDI) of the mRNA-LNPs were assessed 

using dynamic light scattering (DLS) on a  

Malvern Zetasizer Advance (Malvern Instru-

ments Ltd., Malvern, U.K.). The mRNA-LNPs 

were diluted 200-fold in PBS before measure-

ment, which was performed at 25°C and a 

backscattering angle of 173°. The zeta potential 

of the mRNA-LNPs was measured using the 

same instrument. Before analysis, concentrated 

mRNA-LNP stock was diluted 30-fold in sterile 

PBS (pH 7.4). Measurements were conducted 

at 25°C using a folded capillary cell (DTS1070).

The % encapsulation efficiency (%EE) of 

nucleic acid in the LNPs was quantified using 

the Quant-iT Ribogreen RNA assay kit 

(Invitrogen, Paisley, Scotland). Briefly, equal 

concentrations of mRNA-LNPs were prepared 

with and without treatment by Triton X-100 

(Sigma-Aldrich) to lyse the nanoparticles. The 

samples were incubated for 10 minutes and 

then transferred to 96-well plates in triplicate, 

alongside RNA standards. The fluorescent  

Ribogreen reagent was added according to the 

manufacturer’s instructions, and fluorescence 
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was measured using a Qubit 4 Fluorometer 

(Thermo Fisher Scientific, USA). A standard 

curve was generated to quantify RNA content 

and %EE was calculated using the following 

formula:

Transfection and Immunofluorescence 

Analysis

FreeStyle™ 293-F cells (Thermo Fisher 

Scientific, USA) were transfected with LNP-

formulated mRNA constructs to evaluate  

functionality. The cells were maintained in 

FreeStyle™ 293 Expression Medium (Thermo 

Fisher Scientific, USA) at 37°C with an orbital 

shaking at 125 rpm in an 8% CO2 incubator. 

For transfection, cells were seeded into six-well 

plates at a density of 2 × 105 cells per well and  

incubated overnight. The LNP-formulated mRNA 

was added directly to the cells at 1.0 ug/well. 

At 72 hours post-transfection, transfection 

efficiency was assessed by evaluating TB antigen 

protein expression through immunofluorescence 

staining. Briefly, cells were harvested, smeared 

onto slides, and fixed with 4% paraformaldehyde 

for 15 minutes. Permeabilization was performed 

using 0.1% Triton X-100. The slides were then 

incubated with primary antibodies, Rabbit 

Anti-Ag85B antibody (Abcam, cat. no. ab312328), 

followed by a secondary incubation with 

FITC-conjugated Polyclonal Swine Anti-Rabbit 

Immunoglobulins (DakoCytomation, Denmark). 

Fluorescence imaging was conducted using a 

Nikon Eclipse E600 fluorescence microscope 

(USA) to confirm the expression of TB antigens.

%EE = × 100%
mass of encapsulated mRNA

total mass  of mRNA detected in the sample( (

Result

mRNA Design
Five MTB genes; Ag85B, ESAT-6, Rv2660c, 

Ag85B-G4S-ESAT-6-G4S-Rv2660c fusion, 
and Ag85B-AAY-ESAT-6-AAY-Rv2660c 
fusion were successfully designed for pDNA  
construction (Figure 1). By optimizing the 
codons of MTB genes to be suitable for human 
cells, it was found that the designed genes had 
a higher codon adaptation index (CAI) value 
than 0.9, which could enhance protein expres-
sion compared to the original genes. Secondary 
structure analysis of the optimized mRNAs 
revealed MFE values of -565.1, -296.8, -272.8, 
-810.7, and -790 kcal/mol for Ag85B, ESAT-6, 
Rv2660c, Ag85B-G4S-ESAT-6-G4S-Rv2660c 
fusion, and Ag85B-AAY-ESAT-6-AAY-
Rv2660c fusion, respectively (Figure 2). 

MFE values indicate the thermodynamic 
stability of an mRNA’s secondary structure, 
and a lower (more negative) ΔG indicates a 
more stable molecule with reduced structural 
fluctuations.(16) The fusion constructs showed 
lower MFE values than their components, with 
MFE values of -810.7 and -790.0 kcal/mol for 
Ag85B-G4S-ESAT-6-G4S-Rv2660c mRNA and 
Ag85B-AAY-ESAT-6-AAY-Rv2660c mRNA, 
suggesting that these constructs adopt more 
stable secondary structures. This increased 
stability reduces susceptibility to mRNA  
degradation and enhances translational  

efficiency.
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Figure 1	 Schematic representation of the five MTB genes used for pDNA construction and  

	 subsequent mRNA synthesis via in vitro transcription: (A) Ag85B, (B) ESAT-6,  

	 (C) Rv2660c, (D) Ag85B-G4S-ESAT-6-G4S-Rv2660c fusion, and (E) Ag85B-AAY- 

	 ESAT-6-AAY-Rv2660c fusion.
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mRNA Synthesis

The five MTB genes were successfully 

cloned into pDNA vectors, verified via colony 

PCR (Figure 3), and confirmed through Sanger 

sequencing. Positive clones were expanded in 

cultures, and pDNA was isolated and linearized 

using the HindIII restriction enzyme (Figure 4).  

These linearized constructs served as templates 

for in vitro transcription. The transcription 

reactions successfully generated mRNAs, 

which were analyzed using an automated gel 

electrophoresis system (Agilent TapeStation 

Automated Electrophoresis System with RNA 

ScreenTape Kit) to assess their molecular size 

and integrity. The results confirmed that the 

synthesized mRNAs, including their poly(A) 

tails, corresponded to the expected sizes for all 

five genes: 1376 bp (Ag85B), 806 bp (ESAT-6), 

746 bp (Rv2660c), 1916 bp (Ag85B-G4S-ESAT-

6-G4S-Rv2660c fusion), and 1898 bp (Ag85B-

AAY-ESAT-6-AAY-Rv2660c fusion) (Figure 

5). The synthesized mRNAs were intact, with 

no detectable fragmented mRNAs. 

Figure 2	 Predicted secondary structures of codon-optimized mRNA generated using the RNAfold 

             	 web server. The structures are color-coded based on base-pairing probabilities, where 

             	 red indicates highly unpaired regions (low pairing probability) and blue represents 

	 highly paired regions (high pairing probability). Secondary structures such as hairpins  

	 and stem-loop structures are shown. The poly(A) tail at the 3' end of the mRNA is  

	 indicated with a black arrow.
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Among the synthesized mRNAs, the fusion 

constructs Ag85B-G4S-ESAT-6-G4S-Rv2660c 

and Ag85B-AAY-ESAT-6-AAY-Rv2660c were 

selected for encapsulation into LNPs due to 

their superior MFE values, indicating higher 

structural stability and translational efficiency.

Figure 3	 Colony PCR results confirming recombinant pDNA clones in E. coli Stbl2 for the five 

	 MTB genes: (A) Ag85B, (B) ESAT-6, (C) Rv2660c, (D) Ag85B-G4S-ESAT-6-G4S- 

	 Rv2660c fusion, and (E) Ag85B-AAY-ESAT-6-AAY-Rv2660c fusion.

Figure 4	 Agarose gel electrophoresis of linearized recombinant pDNA for the five MTB genes 

	 following restriction enzyme digestion: (A) Ag85B, (B) ESAT-6, (C) Rv2660c, 

	 (D) Ag85B-G4S-ESAT-6-G4S-Rv2660c fusion, and (E) Ag85B-AAY-ESAT-6-AAY- 

	 Rv2660c fusion.
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mRNA-LNPs Characterization

To evaluate the efficacy of LNP formula- 

tions in delivering mRNA, two systems, 

GenVoy-ILM™ and Moderna-like formulation, 

were initially compared using Fluc-mRNA 

as a control. GenVoy-ILM™ LNPs demonstrated 

encapsulation efficiency of 82.31%, significantly 

higher than Moderna’s 68.55%, while achieving 

comparable average particle sizes (105.1±2.4 nm 

vs. 111.6±6.8 nm, respectively) and polydispersity 

index (PDI < 0.3) (Table 1). The zeta potential 

of both formulations was slightly negative 

(-8.1±1.4 mV for GenVoy-ILM™ and -5.9±1.2 mV 

for Moderna), supporting suspension 

stability. Based on this evaluation, GenVoy-ILM™ 

was selected for further studies due to its  

superior encapsulation efficiency.

Figure 5	 Analysis of synthesized mRNAs using the Agilent TapeStation Automated Electrophore-

            	 sis System with the RNA ScreenTape kit, assessing the molecular size and quality  

	 of five MTB mRNA constructs. (A) Ag85B, ESAT-6, and Rv2660c individual mRNAs.  

	 (B) Ag85B-G4S-ESAT-6-G4S-Rv2660c fusion and Ag85B-AAY-ESAT-6-AAY-Rv2660c  

	 fusion mRNAs.

Table 1	 Physicochemical Properties of LNPs Formulations for Control and Target mRNA  

		  Constructs

mRNA LNPs

RNA 
concentration 

(µg/mL) Encapsulated
mRNA

(µg/mL)

Encap-
sulation 

efficiency 
(%EE)

Average
Particle size 
(Z-Averagea) 

(nm)

PDIb

Zeta 
potential 

(mV)

Without 
Triton
X-100 

With 
1 % 

Triton 
X-100

Fluc-mRNA GenVoy-
ILM™

2.09 11.79 9.70 82.31 105.1± 2.4 0.199± 
0.024

-8.1±1.4
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GenVoy-ILM™ LNPs encapsulating 

Ag85B-G4S-ESAT-6-G4S-Rv2660c and 

Ag85B-AAY-ESAT-6-AAY-Rv2660c mRNAs 

yielded concentrations between 90.79 and 

94.88 µg/mL, with both formulations achieving 

high encapsulation efficiency (%EE ~80%) 

(Table 1). Ag85B-G4S-ESAT-6-G4S-Rv2660c 

mRNA-LNPs had slightly larger average particle 

sizes (143.2±2.3 nm) compared to Ag85B-

AAY-ESAT-6-AAY-Rv2660c mRNA-LNPs 

(140.4±4.1 nm), while both exhibited excellent 

size uniformity (PDI < 0.1) (Table1). Surface 

charge analysis revealed a more negative zeta 

potential for Ag85B-AAY-ESAT-6-AAY-

Rv2660c mRNA-LNPs (-22.7±0.3 mV) compared 

mRNA LNPs

RNA 
concentration 

(µg/mL) Encapsulated
mRNA

(µg/mL)

Encap-
sulation 

efficiency 
(%EE)

Average
Particle size 
(Z-Averagea) 

(nm)

PDIb

Zeta 
potential 

(mV)
Without 
Triton
X-100 

With 
1 % 

Triton 
X-100

Fluc-mRNA mRNA-1273 
(Moderna)

5.59 17.78 12.18 68.55 111.6± 6.8 0.128± 
0.054

-5.9±1.2

Ag85B-
G4S-ESAT-
6-G4S-
Rv2660c
mRNA

GenVoy-
ILM™

18.98 94.88 75.89 79.99 143.2± 2.3 0.099± 
0.065

-2.9±0.4

Ag85B-
AAY-
ESAT-6-
AAY-
Rv2660c
mRNA

GenVoy-
ILM™

18.98 90.79 71.81 79.09 140.4± 4.1 0.089± 
0.037

-22.7± 0.3

Table 1	 Physicochemical Properties of LNPs Formulations for Control and Target mRNA  

		  Constructs (continued)

Note:	 a Z-average, Intensity-weighted mean hydrodynamic size

      	 b PDI, polydispersity index. Data are expressed as mean±SD (n = 3)

to Ag85B-G4S-ESAT-6-G4S-Rv2660c mRNA-

LNPs (-2.9±0.4 mV), suggesting higher colloidal 

stability for the former, as greater negative zeta 

potential is associated with improved stability 

in suspension.(17) These results confirmed the 

successful formulation and characterization of 

MTB-specific mRNA-LNPs, supporting their 

potential for further evaluation in preclinical 

applications.

In Vitro Protein Expression Studies

The functionality of the mRNA constructs 

was assessed through in vitro transfection of 

HEK293 cells using mRNA-LNP formulations 

containing either Ag85B-G4S-ESAT-6-G4S-
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Rv2660c mRNA or Ag85B-AAY-ESAT-6-

AAY-Rv2660c mRNA. Immunofluorescence 

assays demonstrated successful intracellular 

expression of the encoded fusion proteins, 

as indicated by distinct fluorescence signals 

corresponding to the target TB antigens. This 

observation further confirmed that the tPA 

secretory signal and MITD, as designed in the 

mRNA constructs, successfully facilitated the 

trafficking of the antigen to the cell surface. 

These signals resulted in effective antigen  

presentation, allowing the cells to be stained 

with specific antibodies against the TB antigens. 

In contrast, un-transfected HEK293 cells 

(without mRNA-LNP treatment) served as 

a negative control and showed no detect-

able fluorescence, confirming the specificity of  

the observed signals (Figure 6). These results 

demonstrated the successful delivery, translation, 

and trafficking of the mRNA constructs,  

enhancing antigen presentation at the cell 

surface.

Discussion

This study successfully designed, synthe-

sized, and encapsulated mRNA encoding MTB 

antigens into LNPs, demonstrating acceptable 

stability and efficient encapsulation, and target 

protein expression in vitro. These findings lay 

Figure 6.	 Immunofluorescence assay showing intracellular expression of TB antigens in HEK293  

	 cells transfected with mRNA-LNP formulations (Ag85B-G4S-ESAT-6-G4S-Rv2660c  

	 mRNA and Ag85B-AAY-ESAT-6-AAY-Rv2660c mRNA). Green fluorescence  

	 indicated the expression of Ag85B in the transfected cells. Un-transfected HEK293 cells  

	 (negative control) exhibited no fluorescence, confirming the specificity of the observed  

	 signals. Images were captured at 10X magnification. Bright-field images show 

	 the overall morphology of the cells.

the groundwork for the future development of 

mRNA-based TB vaccines.

Five antigen mRNA constructs were  

designed, including individual antigens (Ag85B,  

ESAT-6, and Rv2660c) and fusion proteins 

(Ag85B-G4S-ESAT-6-G4S-Rv2660c and 
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Ag85B-AAY-ESAT-6-AAY-Rv2660c). These 

constructs were modified for efficient expression 

in human cells and structural stability with 

codon optimization parameters ensuring  

compatibility with the transcription and  

translation machinery.(12)

pDNA templates for in vitro transcription 

were successfully constructed, with homology 

confirmed across all nucleotide sequences. It is 

essential to verify the sequence, particularly in 

the region of the poly(A) tail, as its length and 

composition directly influence mRNA stability 

and translation efficiency.(18) To ensure the 

production of high-quality pDNA, the choice 

of E. coli strains and culture conditions played 

a crucial role in optimizing both yield and  

quality.(19)

mRNA synthesis was carried out using 

T7 RNA polymerase, with uridine triphosphate 

(UTP) replaced by N1-methylpseudouri-

dine-5'-triphosphate and N7-methyl-3'-O-

methylguanosine added to generate a cap 1 

structure. These modifications significantly 

enhanced mRNA stability and translational 

efficiency while reducing innate immune  

activation.(20,21) The synthesis was performed 

on a small-scale using LiCl precipitation for 

purification. However, scaling up production 

will likely require advanced chromatography 

techniques to achieve higher purity and 

yield. (22) Our study confirmed that the  

synthesized mRNAs were intact and aligned 

with the expected sizes for all five genes. 

The use of mRNA-loaded lipid nano-

particles (mRNA-LNPs) for vaccination and 

disease treatment has gained significant 

attention due to their ability to enhance mRNA 

stability, facilitate cellular uptake, and elicit 

robust immune responses. A critical factor 

in LNP formulation is achieving an optimal 

particle size, typically between 20 and 200 

nm, to ensure stability in physiological fluids 

and effective tissue penetration.(20,23,24) In this 

study, we employed a microfluidic device for 

mRNA-LNP synthesis, enabling precise control 

over particle size and high reproducibility. The 

resulting LNPs carrying fusion antigen mRNAs 

had an average diameter of approximately 140 

nm (Table 1) and an mRNA encapsulation 

efficiency of about 80%, regardless of the specific 

mRNA used. These findings were consistent 

with prior studies indicating that LNPs within 

this size range supported efficient delivery and 

immunogenicity.(20,23,24)

To ensure the safety and performance 

of mRNA-LNPs for future production, several 

additional analyses must be considered. These 

include physical characterization through 

visual inspection, evaluation of the lipid content 

after LNP formulation to ensure the desired 

ratio, and the determination of the optimal pH 

for the final formulation.(25,26) It is important 

to note that RNA integrity analysis is critical 

to confirm the quality of the encapsulated 

mRNA. Depending on the in vitro transcription 

conditions and subsequent purification steps, 

various byproducts, such as double-stranded 

RNA (dsRNA), abortive RNAs, and RNA-DNA 

hybrids, may be generated. If these byproducts 

are not adequately removed, they could be  

co-formulated with the full-length mRNA 

and potentially trigger unwanted immune  

responses in host cells by activating host pattern  

recognition receptors.(27) Additionally, endotoxin 

testing is essential to ensure the safety of the 

LNPs, as endotoxin contamination could lead 

to unwanted inflammatory responses.
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Two LNP formulations, GenVoy-ILM™ 

and Moderna-like formulation, were evaluated 

for their mRNA encapsulation efficiency, 

particle size, and physicochemical properties. 

Both formulations showed similar performance; 

however, under our laboratory conditions, 

the GenVoy-ILM™ formulation achieved 

slightly higher encap-sulation efficiency, 

highlighting its potential as a promising 

candidate for vaccine development. Stability 

testing remains a crucial next step to assess 

long-term viability under different storage 

conditions, as temperature sensitivity is a 

known challenge for mRNA-based vaccines.(28)

This work built upon existing mRNA 

vaccine technologies by incorporating enhanced 

design features, such as fusion constructs and 

chemical modifications, to improve mRNA  

stability and translational efficiency. Several 

vaccine platforms, including traditional live  

attenuated vaccines,(3) protein subunit vaccines,(29)

and viral vector vaccines(30) have been explored 

for TB. However, compared to these platforms, 

the mRNA approach offers significant advan- 

tages in terms of rapid production, scalability, and 

the ability to elicit robust humoral and cellular 

immune responses. Previous research has  

demonstrated that mRNA vaccines can effectively 

stimulate antigen-specific T-cell responses, a 

crucial factor for TB immunity.(31) Moreover, 

fusion protein constructs may provide broader 

antigenic coverage, potentially enhance immune 

responses when compared to single-antigen 

vaccines. By encoding multiple antigens within 

a single mRNA construct, this approach allowed 

for a more comprehensive immune response, 

potentially improving vaccine efficacy against 

diverse M. tuberculosis strains.

While this study demonstrated promising 

potential, further research is needed to 

advance these mRNA constructs toward clinical  

application. We have designed and characterized 

mRNA vaccine candidates for tuberculosis (TB) 

prevention. The preliminary data presented in 

this study outline the design of templates incor-

porating antigens, including Ag85B, ESAT-6, 

and Rv2660c, used to create mRNA sequences 

encoding both individual and fusion antigens. 

These coding sequences were synthesized 

into mRNA via in vitro transcription and  

subsequently encapsulated into mRNA-LNPs. 

The resulting candidates exhibited results  

consistent with the original design. However, 

additional testing and further safety validation 

of the prototype vaccines are necessary, parti- 

cularly to identify any potential contaminants 

or issues arising from the product itself. These 

tests must align with international safety 

standards before progressing to the preclinical 

stage. 

Key next steps include evaluating their 

immunogenicity and protective efficacy in 

preclinical models, optimizing lipid LNP  

formulations for greater stability under varied 

conditions, and addressing scalability and cost 

considerations. Continued efforts in these areas 

will be essential for translating this platform 

into a viable TB vaccine.

Conclusion

This study successfully designed and 
synthesized five mRNA constructs encoding 
MTB antigens: Ag85B, ESAT-6, Rv2660c, and 
two fusion constructs; Ag85B-G4S-ESAT-
6-G4S-Rv2660c and Ag85B-AAY-ESAT-6-

AAY-Rv2660c, all of which had the intact 
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structures and expected sizes. Due to their 

greater secondary structure stability compared 

to single-antigen constructs, only the two  

fusion constructs were encapsulated into LNPs. 

Characterization of the mRNA-LNPs revealed 

that Ag85B-AAY-ESAT-6-AAY-Rv2660c 

mRNA-LNPs exhibited higher colloidal 

stability. Nevertheless, both mRNA-LNP  

formulations effectively delivered mRNA and 

facilitated robust protein expression in human 

cell lines. These findings highlight the potential 

of these mRNA constructs as promising 

candidates for tuberculosis vaccine develop-

ment.
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ปนััดดา เทพอััคศร อ ภิิชััย ประชาสุุภาพ  กชรััตน์์ จงปิิติิทรััพย์์ พั ันธ์์ธิิดา ตรีียวง ศิ ิรวิิทย์์ เวทโอสถ 
อณิิชา เลื่่�องชััยเชวง รุ ุจิิราพร พิิทัักษ์์สาลีี  และ ภาณุุพัันธ์์ ปััญญาใจ
สถาบัันชีีววิิทยาศาสตร์์ทางการแพทย์์ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นนทบุุรีี 11000

การออกแบบและการวิเคราะห์คุณลักษณะเบื้องต้น
ของ Ag85B-ESAT-6-Rv2660c mRNA-Lipid 
Nanoparticles เพื่อการพัฒนาวัคซีนป้องกันวัณโรค

บทคดัยอ่  วณัโรคเปน็ปญัหาสาธารณสขุทีส่ำ�คญัในหลายประเทศทัว่โลก ปจัจบุนัประเทศไทยถกูจดัใหเ้ปน็กลุม่ประเทศทีม่ภีาระ

วณัโรคสงูของโลก (High Burden Country Lists)  โดยมอีบุตักิารณผ์ูป้ว่ยวณัโรคสงูกวา่คา่เฉลีย่ของประชากรโลก วคัซนีบซีจี ี

(Bacillus Calmette–Guérin) เปน็วคัซีนเพียงชนดิเดยีวทีใ่ชป้อ้งกนัวณัโรคชนดิรนุแรงในเดก็ แตก่ลบัพบวา่มปีระสทิธภิาพ

ในการป้องกันวัณโรคลดลงในผู้ใหญ่ ดังนั้นการวิจัยและพัฒนาวัคซีนวัณโรคชนิดใหม่ๆ จึงมีความสำ�คัญเพื่อให้บรรลุเป้าหมาย

การยตุวิณัโรคและการพัฒนาทีย่ัง่ยนืของประเทศไทย การศกึษาน้ีมุง่เนน้การออกแบบและการวเิคราะห์คณุลกัษณะของ mRNA 

สำ�หรับพัฒนาเป็นวัคซีนป้องกันวัณโรคโดยใช้แอนติเจนหลักสามชนิด ได้แก่ Ag85B, ESAT-6 และ Rv2660c ซึ่งมีบทบาท 

ในระยะตา่งๆ ของการตดิเชือ้ Mycobacterium tuberculosis (MTB) ไดด้ำ�เนนิการออกแบบและสงัเคราะห ์mRNA ทัง้หมด 

5 ชนิด ในหลอดทดลอง ประกอบด้วย mRNA ของแอนติเจนเดี่ยว 3 รูปแบบ และรูปแบบ fusion ซึ่งประกอบด้วยแอนติเจน 

ทั้งสามชนิด จำ�นวน 2 รูปแบบ โดยพบว่ารูปแบบ fusion ของ Ag85B-G4S-ESAT-6-G4S-Rv2660c mRNA และ 

Ag85B-AAY-ESAT-6-AAY-Rv2660c mRNA มคีวามเสถยีรสงูกวา่รปูแบบแอนตเิจนเดีย่ว และเมือ่นำ� mRNA รปูแบบ 

fusion มาหอ่หุม้ในอนภุาคไขมนันาโน (mRNA-LNPs) พบวา่มปีระสทิธภิาพการหอ่หุม้ (%Encapsulation Efficiency) สงู 

โดยมีขนาดอนุภาคสม่ำ�เสมอเฉลี่ยประมาณ 140 นาโนเมตร และมีความคงตัวสูง นอกจากน้ีเมื่อนำ�ส่ง mRNA-LNPs 

เขา้สูเ่ซลล ์HEK293 พบวา่มกีารแสดงออกของโปรตนีรปูแบบ fusion ซึง่ยนืยันโดยการยอ้มดว้ยแอนติบอดจีำ�เพาะตอ่แอนตเิจน

ของเชื้อวัณโรค ดังนั้น modified Ag85B-ESAT-6-Rv2660c mRNA ที่สร้างขึ้นจึงมีคุณลักษณะเหมาะสม และมีศักยภาพ

ในการพัฒนาเป็นวัคซีนป้องกันวัณโรคต่อไป

คำ�สำ�คัญ: วัณโรค, วัคซีน mRNA, Ag85B-ESAT-6-Rv2660c, อนุภาคไขมันนาโน
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 Preparation of Lyophilized Reference 
Standard Anti-SARS-CoV-2 Antibody

ABSTRACT  High-quality vaccines that meet specific standards are the primary measures during  
the  COVID-19 pandemic. Information on vaccine quality control and testing for anti-SARS-CoV-2 neu-
tralizing antibodies against different variants is beneficial for developing vaccination policies and models 
to be used. The World Health Organization has established international antibody standards, which are 
still limited. This study aimed to develop the reference standard anti-SARS-CoV-2 antibody for Plaque 
Reduction Neutralization Test (PRNT), the gold standard for detecting neutralizing antibody against each 
SARS-CoV-2 variant, as for quality control of SARS-CoV-2 vaccines and for testing neutralizing antibody 
levels after vaccination. Serum antibodies in the form of lyophilized sera were tested comparatively to the 
lyophilized anti-SARS-CoV-2 monoclonal antibody (mAb). The serum antibody and mAb formulations 
were prepared, and freeze-drying conditions were optimized. After the quality of the freeze-dried serum 
antibodies was evaluated, the homogeneity of the mAbs did not meet the acceptance criteria, while that of 
the lyophilized pooled serum antibody was found to be physically and biologically acceptable as a reference 
standard. The serum antibody samples were tested against the Delta, Omicron BA.2, and Omicron BA.5 
variants in terms of the PRNT50 titer (95% confidence interval) as 512.97 (473–556), 288.14 (265–313), 
and 161.49 (124–184), respectively. Post-production potency tests of actual utilization were conducted 
for stability assessment, and the results were within the acceptance criteria (geometric mean ±3 SD). 
Therefore, the pooled serum antibody is suitable as the reference standard antibody against SARS-CoV-2 
for vaccine quality control and for evaluating post-vaccination immune response during the COVID-19 
pandemic.

Keywords: Reference standard SARS-CoV-2 antibody, PRNT, Lyophilization
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Introduction

The development and evaluation of vaccines 

and testing methods require traceable reference 

standards, generally provided by recognized 

international agencies such as the National  

Institute for Biological Standards and Controls 

(NIBSC), the United Kingdom. Since the standard 

anti-SARS-CoV-2 antibodies provided by NIBSC 

are still insufficient for immunization testing 

in vaccinated individuals and for calibration 

use worldwide, the World Health Organization 

(WHO) recommends that any country develop its 

reference standards. Thailand faces several 

problems in the supply of reference standards, 

such as logistical challenges, higher costs, and 

access delays when relying solely on international 

standards. Reference standards are useful and 

necessary for National Control Laboratories 

(NCLs). The key properties of a biological 

standard are homogeneity and stability. 

Anti-SARS-CoV-2 antibodies contain proteins 

as active ingredients, which are sensitive to 

thermal degradation. The lyophilization process 

results in high stability of biological products 

with a long shelf-life,(1–5) thus, drying the 

products at low temperatures under vacuum 

conditions effectively maintains the protein's 

physical and chemical properties.

There are two main methods for measuring 

neutralizing antibodies: the Plaque Reduction 

Neutralization Test (PRNT) and the Pseudo-typed 

Virus-based Neutralization Assay (PVNA). 

The PRNT method is a gold standard exhibiting 

high sensitivity and specificity. Therefore, 

this study prioritized PRNT as the primary 

method for establishing the vaccine potency, 

which is crucial for assigning potency values 

for the reference standard anti-SARS-CoV-2 

antibodies. However,   the   PRNT is time- 

consuming and requires live viruses, posing an  

infection. The PVNA method utilizes pseudo-

typed virus particles, modified to contain specific 

proteins or receptors that bind specific immune 

response components. This method is faster and 

safer but may not be as sensitive or specific as 

the live virus PRNT method. Although anti-

bodies are currently available for each strain of 

the virus, the test results are different, leading 

to doubts regarding the accuracy of antibody 

level measurements in each method.(6,7) There-

fore, a reference standard for anti-SARS-CoV-2 

antibodies can be used to compare the values 

obtained by different methods, which leads to 

the need to establish a reference standard for 

anti-SARS-CoV-2 antibodies.

The Institute of  Biological Products (IBP), 

Department of Medical Sciences, Thailand, acts 

as the national control laboratory for vaccines 

and biological products and complies with the 

competence requirements for reference material 

producers according to ISO 17034:2016.  

Therefore, the IBP has the potential to serve as 

the national reference standard for anti-SARS-

CoV-2  antibodies. This study hypothesized that  

the preparation of the lyophilized anti-SARS-

CoV-2 antibodies reference standard by IBP 

would be suitable and useful for the vaccine quality 

control and testing for anti-SARS-CoV-2 

antibodies against diverse virus variants. 

Materials and Methods

Materials 

SARS-CoV-2 

The SARS-CoV-2 viruses used in this study 

were provided by the National Institute of Health, 

Department of Medical Sciences, Thailand. 

These included the Delta (Reference no. 

COV2071), Omicron BA.2 (Reference no. 
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SEQ/22-348), and Omicron BA.5 (Reference no. 

SEQ/22-17241) variants.

Human serum

Twenty-one heat-inactivated convalescent 

serum samples from COVID-19 patients, 

collected within 60 days after testing negative 

for the virus, and vaccinated individuals having 

PRNT50 titers against the SARS-CoV-2 Delta 

strain, 513.34–1,237.00, were pooled. The sera 

were obtained from the study project on 

“Monitoring of SARS-CoV-2 Antibody Levels 

after Vaccination against COVID-19 (Research 

project code 11/2564)” that were negative for 

HBsAg, Anti-HIV, and HCV.(8,9) 

Monoclonal antibody

Monoclonal antibody (mAb) was obtained 

from the Center of Excellence in Systems Biology, 

Chulalongkorn University, Thailand, which was 

specific to the SARS-CoV-2 receptor-binding  

domain (RBD) 3D2 at a concentration of 

4.97 mg/mL, and met the following criteria: 

concentration ≥ 0.5 mg/mL expression host 

mammalian; purity ≥ 90% (SDS-PAGE) and 

98% (SEC-HPLC); endotoxin ≤ 0.1 EU/mg; and 

the anti-SARS-CoV-2 antibody titer ≥ 1,000 

units (PRNT against Delta).(8,9)

WHO international standard

WHO international standard for anti-

SARS-CoV-2 immunoglobulin (human) NIBSC 

code: 20/136 (NIBSC, UK)(8,9).

Methods

Preparation of pooled serum 

The pooled serum antibody consisted 

of 50% (v/v) serum and 50% (v/v) Milli-Q 

ultrapure water (Sigma-Aldrich, USA). 

The monoclonal antibody formulations were 

prepared as 0.0566% (w/v) mAbs, 0.0357% 

(w/v) L-histidine HCl monohydrate, 0.0357% 

(w/v) L-histidine, 0.0357% (w/v) trehalose 

dihydrate, and 0.01% (v/v) polysorbate 20. 

Lyophilization

The collapse temperature was tested using 

freeze-drying microscopy (Linkam FDCS196, 

Linkam Scientific Instruments Ltd., UK), 

and the average subsidence temperature was  

recorded to calculate the primary freeze-drying 

temperature to set the lyophilization conditions. 

Serum antibody samples were tested in triplicate. 

The collapsing temperature was obtained 

at –15, –16.6, and –17.8°C, with a mean value 

of –16.5°C. Therefore, the primary drying  

temperature was set at –21°C (3–5°C less than 

the collapsing temperature). Each 0.5 mL serum 

antibody was added into 3-mL borosilicate type 

I glass clear vials (Schott, Indonesia) under 

sterile conditions, and a half-close rubber 

stopper (4405/50 Gray; West Pharmaceutical 

Services, Inc., USA) was placed over. The condi-

tions obtained were used to program the lyophi-

lizer (LyoLab LT; Lyophilization Systems Inc., 

USA). The serum vials were frozen at −40 °C 

for 180 min, followed by primary drying  

at −21°C and 0°C under a 200-mTorr vacuum 

for 1,180 min, and a 200-mTorr vacuum for 

1,000 min. This was followed by secondary  

drying at 25°C under 100-mTorr for 360 min. 

Vials were then backfilled with 99.999% nitrogen 

gas. The formulated mAb was tested in triplicate 

by freeze-drying microscopy. The collapsing 

temperatures were –28.8, –28.9, and –28.6°C, 

with a mean of –28.8°C; therefore, the primary 
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drying temperature was set at –34°C. For 

lyophilization, mAb vials were frozen at −60°C 

for 180 min, followed by primary drying at −34°C 

under a 200-mTorr vacuum for 2,560 min. This 

was followed by secondary drying at 25°C under 

a 100-mTorr vacuum for 300 min. Vials were 

then backfilled with 99.999% nitrogen gas. 

Quality control testing (visual inspection 

and moisture content testing)

The physical characteristics of lyophilized 

serum and anti-SARS-CoV-2 mAb were  

observed and recorded by visual inspection for 10 

vials before and after dissolution. After dissolution, 

the lyophilized serum and mAb samples were 

reconstituted in 0.5 mL of distilled water for 180 

seconds; the reconstitution time was determined 

for 10 vials. The moisture content of 3 vials 

was determined using volumetric Karl-Fischer  

titration.(10) The recommended moisture  

content is not more than 3%.

Assessment of homogeneity and stability 

The homogeneity was assessed to show 

the uniformity of the pooled serum in each  

container. A production plan using a balanced  

nested design, which ensures statistical  

consistency across replicate measurements by 

maintaining equal sample units per run, thereby 

improving variance estimation and simplifying 

ANOVA analysis, was implemented.  A PRNT 

test against the Delta strain was developed to 

assess the homogeneity of lyophilized serum 

antibodies in each container. Twelve vials were 

tested for 3 days, with four vials tested each day 

and two replicates per vial. Statistical analysis 

was performed using two-way ANOVA with 

the replicates.(11,12)  Homogeneity was assessed 

by comparing the between-unit component of  

variance from a homogeneity study, expressed 

as a between-unit standard deviation (Sbu)

with the coefficient of variation (CV) obtained 

from a collaborative study on the international 

reference preparation (IRP) of anti-SARS-CoV-2 

antibody (NIBSC Code No. 20/136) using the  

PRNT method. The criterion for homogeneity 

was set at Sbu< CV/3. For stability assessment, 

post-production  monitored stability testing was 

conducted at –20 °C   or below. The stability  

monitoring involved evaluating potency based 

on actual usage data, with predefined 

acceptance criteria set as within the geometric 

mean ±3 standard deviations. The production 

plan involved monitoring the use of the products 

and notifying customers if the criteria values 

were not met (geometric mean +3 standard  

deviations) through the institutional commu-

nication channel. 

The anti-SARS-CoV-2 neutralizing 

antibody determination

The lyophilized pooled serum was 

independently determined to have the levels 

of anti-SARS-CoV-2 neutralizing antibody 

using the PRNT, PVNA, and Enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) methods against 

the Delta, Omicron BA.2, and Omicron BA.5 

variants as the methods described. Twelve  

vials were tested over 3 days, with 4 vials tested 

each day against the international standard 

anti-SARS-CoV-2 antibody. 

Plaque Reduction Neutralization 

Test (PRNT) 

In this study, the PRNT was developed and 

validated by the Institute of Biological Products 
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(IBP), Department of Medical Sciences, 

Thailand.(13) Vero cells were cultured in 6-well 

clear tissue culture-treated multiple well plates 

(Corning, USA) at a density of 2 × 105 cells/

well/3 mL and incubated at 37°C with 5% CO2 

for 1 day. The lyophilized serum was initially 

diluted to 1:10, 1:40, 1:160, and 1:640. Then, the 

SARS-CoV-2 virus was diluted in Minimum 

Essential Medium Eagle (MEM) (Sigma-Aldrich, 

USA) to yield 40–120 plaques/well in the virus 

control wells. Cell control wells, convalescent 

patient serum, and normal human serum were 

used as the assay controls. Neutralization was 

achieved by mixing an equal volume of diluted 

sera with the SARS-CoV-2 virus at 37°C in a 

water bath for 1 h. After removing the culture 

medium from the Vero cell culture plates, 200 µL 

of the virus-serum antibody mixture was added 

to the monolayer cells, and the plates were 

shaken every 15 min for 1 h. After removing 

the excess virus, 3 mL of semi-solid medium 

containing 1% carboxymethylcellulose 

(Sigma-Aldrich, USA), 1% penicillin-strep-

tomycin (Sigma-Aldrich, USA), and 10% FBS 

(Gibco, USA) was overlayed. All plates were 

incubated at 37°C with 5% CO2 for 7 days. 

Cells were then fixed with 10% formaldehyde 

(Sigma-Aldrich, USA) and stained with 0.5% 

crystal violet (Merck, USA) in PBS   (Gibco, 

USA). The number of viral plaques was counted 

in triplicate wells, and the percentage of plaque 

reduction at 50% (PRNT50) was calculated. 

The PRNT50 titer of the test sample was defined as 

the reciprocal of the highest test serum dilution 

for which virus infectivity was reduced by 50% 

compared with the average plaque counts of 

the virus control, which was calculated using 

a four-point linear regression method. Plaque 

counts for all serial dilutions of serum were 

scored to ensure a dose-response. 

Pseudo-typed Virus-based Neutrali- 

zation Assay (PVNA). 

PVNA used in this study was performed 

according to the method published by the 

National Center for Genetic Engineering and 

Biotechnology (BIOTEC), National Science and 

Technology Development Agency (NSTDA), 

Thailand.(14) To determine the neutralizing 

activity of the lyophilized serum samples, a 

two-fold serial dilution of the sera was prepared 

starting at 1:40 in the culture medium of 

high-glucose DMEM (Gibco, USA) without 

FBS. The serum samples were mixed with the 

pseudo-typed viruses containing the CoV-2 

spike of interest at a ratio of 1:1 (v/v) in a  

96-well plate (Corning, USA). The pseudo-typed 

virus input was normalized to 1 × 105 RLU/well. 

The serum-pseudo-typed virus mixture was 

then incubated at 37°C for 1 h. Cell suspensions 

of HEK293T-ACE-2 pre-transfected with 

pCAGGS expressing human TMPRSS2 (2 × 104 

cells/mL) were then mixed with the serum-

pseudo-typed virus mixture and seeded into 

each well of the culture plates and incubated 

at 37°C for 48 h. Neutralizing antibodies were 

determined by the luciferase activity.(13) 

Enzyme-linked Immunosorbent 

Assay (ELISA)

The ELISA was validated by the Institute 

of Biological Products (IBP), Department of 

Medical Sciences, Thailand. An anti-SARS-

CoV-2 QuantiVac ELISA (IgG) test kit (Cat No. 

EI 2606-9601-10G; EUROIMMUN, USA) was 

used. The SARS-CoV-2 IgG antibody con-

centration in serum was determined by its 

reaction with SARS-CoV-2 antigen coated in 
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wells, forming an Ag-Ab complex. The addition 

of peroxidase-labelled anti-human IgG  

triggered a color change upon reaction with 

TMB/H2O2 substrate, which was measured at 

450 nm with a reference wavelength of 630 nm 

(620-650 nm). The antibody concentration was 

directly proportional to the absorbance, and 

results were calculated using point-to-point 

comparison with standard material by 4-para- 

meter logistic regression. The results were 

reported in Binding Antibody Units (BAU). 

This test kit does not differentiate between 

viral strains because it detects the presence of 

antibodies against the SARS-CoV-2 antigen, 

which is common to all strains, rather than 

identifying specific viral variants.(15) 

Statistical Analysis

The geometric mean was used to represent 

the central tendency of a skewed set of antibody-

level data, and the 95% confidence interval 

of the geometric mean represented the range 

of estimates. The % Coefficient of Variation 

(%CV) is a measure of variation in a set relative to 

the mean of the antibody-level data. The p-value 

obtained from the Shapiro–Wilk normality 

test is a measure of the tendency of antibody-

level data sets to follow a normal distribution. 

If the p-value was < 0.05, it was concluded that  

the data were not normally distributed. If  

the F-test yielded a p-value < 0.025, it was 

concluded that the variances of the two 

antibody-level data sets from different methods 

significantly differed. For normally distributed 

data sets, if the t-test yielded a p-value < 0.05, 

it was concluded that the means of the two 

antibody-level data sets were significantly 

different. For non-normally distributed data 

sets, if the Mann–Whitney test yielded a 

p-value < 0.05, it was concluded that the medians 

of the two data sets were significantly different. 

As the two data sets were derived from different 

methods, the data were transformed before  

different testing of the means or medians  

using the proportion of the geometric mean of 

the antibody-level data sets of the two methods. 

To compare different species using the same 

test method, one-way ANOVA and Tukey’s 

test were used for a normal distribution, and  

Kruskal–Wallis and Dunn’s multiple comparison 

tests for a non-normal distribution, with a 

p-value < 0.05 was used to determine statistical 

significance. Homogeneity was assessed using 

two-way ANOVA with replication. Statistical 

analyses were performed using GraphPad Prism 

Version 5 software (GraphPad Software, USA) 

and Microsoft Excel 2016.

Results

Characteristics of the lyophilized pooled 

serum and anti-SARS-CoV-2 monoclonal 

antibody 

Details of the pooled serum and anti-SARS- 

CoV-2 mAb before and after lyophilization 

(Lyophilized products) were summarized 

in Table 1. The lyophilized pooled serum  

(Lot No. Lyo-110122) and mAbs (Lot No. 

Lyo-Ab170122) exhibited distinct post-lyophi- 

lization physicochemical profiles. Both formu-

lations were filled at 0.5 mL per vial, with 393 

and 568 vials prepared, respectively. The pooled 

serum presented as a coagulated dry powder 

and reconstituted into a yellow solution with 

particulate formation in 80% of tested vials, 
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whereas the mAbs formed a clear solution from 

a white freeze-dried powder. Residual moisture 

content was 2.43±0.15% for pooled serum and 

3.65±2.23% for mAbs. Reconstitution time  

differed markedly, with pooled serum requiring 

140.4 ± 0.41 seconds versus 10.90 ± 0.88 seconds for 

mAbs. Mean fill mass was comparable (0.52 g/vial 

vs. 0.53 g/vial), but homogeneity was sufficient 

only in the pooled serum, indicating superior 

formulation robustness relative to the mAbs. 

All quality control tests for the lyophilized 

pooled serum met the acceptable criteria, except 

for the appearance of the serum after dissolution, 

which showed a white fibrin line. This could be 

verified by the homogeneity assessment. While 

the mean of residual moisture of the lyophilized 

mAb was higher than 3%, which might affect 

the homogeneity. 

Homogeneity was assessed by comparing 

the CV of eight values of the collaborative study 

WHO International Standard of anti-SARS-

CoV-2 immunoglobulin (human) (NIBSC Code 

No. 20/136), measured by the PRNT method, 

using the SD of the homogeneity test. The pooled 

serum Lot No. Lyo-110122 demonstrated 

sufficient homogeneity, while the mAb Lot No. 

Lyo-Ab170122 formulation was insufficiently 

homogeneous.

Table 1	Characteristics of the pooled serum and anti-SARS-CoV-2 monoclonal antibody (mAb) 

            	before and after lyophilization (Lyophilized products).

Details 

(Before lyophilization)
Pooled serum mAb

Antibody content

Criteria

21 serum samples (convalescent 

patients and vaccinated persons) 

-	HbsAg Anti-HIV and HCV 

	 were negative

-	Potency PRNT50 titers ≥ 500 

	 (PRNT (Delta)

Protein Name: 3D2 

-	Concentration ≥ 0.5 mg/mL, 

	 Purity ≥ 90% (SDS-PAGE) 

	 and 98% (SEC-HPLC)

-	Endotoxin ≤ 0.1 EU/mg 

	 Antibody titer ≥ 1000 units: 		

	 PRNT (Delta)

Formulation serum 50% and Milli-Q® ultrapure 

water 50%

L-histidine HCl monohydrate, 

0.0566%; L-histidine, 0.0357%; 

Trehalose dihydrate, 0.0357%; 

Polysorbate 20, 0.01%.

Nominal fill volume 

Product code (Lot No.)

Number of prepared vials 

Appearance before dissolution

Appearance after dissolution

Mean residual moisture (%) 

Reconstitution time 

Mean fill mass 

Homogeneity

0.5 mL

Lyo-110122

393 vials

Coagulated dry powder

A yellow solution with one white line 

per vial; found in 8 out of 10 vials 

2.43±0.15 (n = 3)

140.4 s±0.41 (n = 10)

0.52 g/vial (CV 0.73%, n = 10)

sufficient

0.5 mL

Lyo-Ab170122

568 vials

White freeze-dried powder

clear solution

3.65±2.23 (n = 3)

10.90 s±0.88 (n = 10)

0.53 g/vial (CV 0.89%, n = 10)

insufficient
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The anti-SARS-CoV-2 neutralizing 
antibody determination

Comparison of antibody levels against 
the SARS-CoV-2 Delta, Omicron BA.2, and 
Omicron BA.5 variants tested with the PRNT50, 
PVNA, and ELISA methods of the lyophilized 
pooled serum Lot No. Lyo-110122 were shown in 
Table 2 and Figure 1. These showed neutralizing 
activities against the SARS-CoV-2 Delta,  
Omicron BA.2, and Omicron BA.5 variants. 

Whereas the lyophilized mAbs Lot No.  
Lyo-Ab170122 only specifically responded to 
the SARS-CoV-2 Delta variant and had a low  
response to the Omicron BA.2 using the PRNT 
method, as shown in Table 3. The WHO  
international standard 20/136 showed a  
significant response to the Delta and a low  
response to the Omicron BA.2 variants using 
the PRNT method. The PVNA method showed 
no response to either Omicron BA.2 or BA.5.

Table 2	Comparison of neutralizing antibody levels against the SARS-CoV-2 Delta, Omicron BA.2, 
	 and Omicron BA.5 variants tested with the PRNT50, PVNA, and ELISA methods of 
	 the lyophilized pooled serum Lot No. Lyo-110122. 

Vials
Delta BA.2 BA.5 ELISA BAU

/mLPRNT PVNA PRNT PVNA PRNT PVNA

1 (d1)
2 (d1)
3 (d1)
4 (d1)
5 (d2)
6 (d2)
7 (d2)
8 (d2)
9 (d3)
10 (d3)
11 (d3)
12 (d3)

517.00
512.00
552.00
654.50
480.50
525.00
507.50
574.50
422.50
474.50
418.50
562.50

167.66
168.30
175.13
173.08
167.60
168.85
167.63
210.11
161.56
162.57
158.63
162.14

287.00
349.00
254.00
312.00
231.00
289.00
271.00
289.00
283.00
256.00
373.00
292.00

163.60
196.29
200.08
201.73
211.97
247.24
266.38
347.47
205.09
214.78
210.66
233.07

139.00
273.00
140.00
146.00
149.00
167.00
189.00
72.00
123.00
156.00
174.00
160.00

244.68
303.30
344.23
324.55
221.93
198.62
241.35
295.92
184.63
167.51
250.22
191.91

2,551.00
2,881.00
2,701.00
2,221.00
3,000.00
2,931.00
2,784.00
2,794.00
2,991.00
2,822.00
2,663.00
3,093.00

Geometric mean 
(95%CI)
%CV

512.97
(473–556)
12.80

169.84
 (162–178)

7.90

288.14
(265–313)
13.73

150.98
 (196–249)

21.09

221.03
(124–184)
30.97

241.20
(208–280)
24.14

2,776.24
 (2,623–2,938)

8.48

Compare
Shapiro-Wilk
(normal
 distribution)
t-test
Mann-Whitney

PRNT50/PVNA
0.0002

nc
0.0000

3.02
no

nc
s

PRNT50/PVNA
0.4640

0.0012
nc

1.30
yes

s
nc

PRNT50/PVNA
0.3430

0.0004
nc

0.63
yes

s
nc

-
-

-
-

WHO 20/136(d1)
WHO 20/136(d2)
WHO 20/136(d3)

51.00
31.00
53.00

125.05
272.86
104.21

<10
12
20

0
0
0

10
<10
<10

0
0
0

-
-
-

Note:	 s = significant, ns = not significant, nc = not calculated, d = day, WHO 20/136 diluted to 50 IU/mL, 
	 WHO 20/136 = First WHO International Standard for anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin (human)  
	 NIBSC code: 20/136, PRNT = Plaque Reduction Neutralization Test, PVNA = Pseudo-typed Virus 
	 Neutralization Assay,  ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Delta = SARS-CoV-2 Delta variant,  
	 BA.2, BA.5 = Sublineages  of the Omicron variant and BAU = Binding Antibody Units
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Figure 1	 Comparison of neutralizing antibody levels of the lyophilized pooled serum Lot No.  
	 Lyo-110122 against the Delta, BA.2, and BA.5 SARS-CoV-2 variants using 
	 the PRNT and PVNA test methods. The Kruskal–Wallis and Dunn’s multiple comparison  
	 tests were used, and p < 0.05 indicated significance (ns = not significant)

Table 3	 Comparison of neutralizing antibody levels against the SARS-CoV-2 Delta and Omicron  
	 BA.2 variants tested with the PRNT50 method of the lyophilized mAbs Lot No. 
	 Lyo-Ab170122.

Vials Delta BA.2
1 (d1)
2 (d1)
3 (d1)
4 (d1)
5 (d2)
6 (d2)
7 (d2)
8 (d2)
9 (d3)
10 (d3)
11 (d3)
12 (d3)

3,580.00
2,404.50
3,625.00
3,649.00
2,912.50
2,881.00
3,297.00
2,563.00
1,561.50
2,188.50
1,967.00
1,937.50

< 10
< 10
10.00
15.00
< 10
12.00
10.00
12.00
< 10
< 10
< 10
< 10

Geometric mean (95%CI)
%CV

2,621.10 (2,236−3,072)
27.57

nc
nc

WHO 20/136 (d1)
WHO 20/136 (d2)
WHO 20/136 (d3)

55.00
46
45

< 10
12
20

Note:	 nc = not calculated, d = day, WHO 20/136 diluted to 50 IU/mL, WHO 20/136 = First WHO International  
	 Standard for anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin (human) NIBSC code: 20/136, Delta = SARS-CoV-2  
	 Delta variant and BA.2 = Sub-lineages of the Omicron variant
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Discussion

The preparation of pooled serum and 

monoclonal antibodies (mAbs) showed clear 

differences in stability during freeze-drying. 

Pooled human serum needed only water in its 

formulation with no added stabilizers because it 

stayed naturally stable during lyophilization.(16)

By contrast, mAbs usually need complex 

stabilizer mixtures. This high stability of  

human serum comes from its natural composi- 

tion, which allows it to withstand freeze-drying 

well. Human serum also serves as a protective  

agent (lyoprotectant) for other biological  

samples during freeze-drying, giving it two 

valuable roles in biological preservation.(17) 

The appearance of lyophilized serum  

antibodies after reconstitution, which appeared 

as a white fibrin line, could be affected by 

incomplete clotting during serum collection. 

This might occur because of the conversion of 

fibrinogen into fibrin.(18) Fibrin deposition can 

interfere with the formation and counting of 

viral plaques, leading to inaccurate results. 

Conversely, fibrin deposition can create a  

background signal that interferes with plaque 

counting and leads to overestimating the  

antibody titer(19). The results of the homogeneity 

assessment showed that fibrin did not sufficiently 

affect the antibodies to cause inhomogeneity. 

To prevent fibrin formation, it is important to 

allow complete blood clotting before separating 

serum. After separation, the serum was 

stirred, filtered, and gently stirred again before 

being filled into the vial. On the contrary, 

the Lot. No. Lyo-Ab170122 mAb formulation 

showed insufficient homogeneity. This issue 

might be attributed to the mean residual 

moisture of the mAbs over 3%. High residual 

moisture levels can lead to protein denaturation, 

consequently affecting the homogeneity of the 

formulation.(20)

The neutralizing antibody of the WHO 

international standard 20/136 to the SARS- 

CoV-2 Delta variant obtained using the PVNA 

method was significantly higher than that 

of the PRNT50 method, but the antibody levels 

against Omicron BA.2 and BA.5 were < 20 by 

both methods. Previous data were consistent 

with those of our study, determining the 

antibody level of the WHO international 

standard 20/136 prepared from convalescent 

patient sera during the Delta strain outbreak 

and previous outbreak strains.(21) Following 

WHO guidelines, the relative potency of the 

secondary standard against the international 

standard in IU/mL was determined using 

parallel-line analysis. This approach was 

the preferred option for data analysis.(22)

However, it should be noted that this  

approach should only be performed when the 

WHO standard is appropriately responsive to the 

SARS-CoV-2 variant/s being studied. Previous 

research on anti-SARS-CoV-2 antibody 

titers has been limited in terms of reporting  

values in international units per milliliter 

(IU/mL). The PRNT50 method is widely 

accepted and frequently used for quantifying 

SARS-CoV-2 antibodies(6,7) and was chosen as 

the appropriate method for our study, which 

was sufficient for the intended purpose.

The level of neutralizing antibodies in 

the lyophilized serum Lot No. Lyo-110122 was 

determined using different methods and compared 

using means or medians (according to the data 
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distribution). The antibody levelsof the PRNT50 

method showed significant differences of 

neutralizing antibodies to the Delta, Omicron 

BA.2, and BA.5, which were 3.02-, 1.3-, and 

0.63-fold that of the PVNA, respectively 

(PRNT50 divided by PVNA). While the ELISA 

effectively detected antibodies against 

SARS-CoV-2, it could not differentiate 

between responses to specific variants or  

lineages. This is primarily because conven- 

tional ELISAs utilize conserved or ancestral viral  

antigens. Antibodies generated following infection 

with different variants commonly display  

considerable cross-reactivity with these antigens, 

preventing discrimination based on overall 

binding signal. Distinguishing variant-level 

responses requires assays specifically designed 

to capture differential antibody binding to 

variant-specific epitopes or assess neutralizing 

activity.(15)

Determination of neutralizing antibodies 

against different live SARS-CoV-2 variants 

using the PRNT50 method revealed significant 

differences in antibody titers against the 

Delta and Omicron variants. The neutralizing  

antibodies against the Omicron variants BA.2 

and BA.5 also showed a substantial reduction, 

0.56- and 0.29-fold, respectively, relative to the 

Delta variant. Our data also showed that the 

antibody titers of the Delta and Omicron BA.5 

variants were 1.78- and 0.52-fold relative to 

Omicron BA.2, respectively, corresponding to 

the study which has reported the neutralizing 

antibody levels of the 1st generation vaccinated 

and recovered patients in 2020 during the  

outbreak of the Delta and earlier variants.(14)

There was also another report describing the 

antibody levels against Omicron BA.5 0.22- and 

0.67-fold relative to Omicron BA.2.(6) Moreover, 

the level of neutralizing antibodies to different 

variants by the PVNA method showed that  

the median level to the Delta strain was  

significantly different from that of Omicron BA.2 

and BA.5. In contrast, the median antibody 

level of Omicron BA.2 was comparable to that 

of BA.5 with non-significant differences, and  

compared with each other, the level of neutralizing  

antibodies was 1-, 1.3-, and 1.42-fold relative 

to the Delta variant, respectively, differing from 

the PRNT method. The advantage of the PVNA 

method is that it can be performed in biosafety 

level 2 (BSL2) and takes only 2 days to finish 

testing, whereas the PRNT requires biosafety 

level 3 (BSL3) and takes 3–7 days after the 

incubation period with the virus.(6,7)

In the aspect of homogeneity, sufficient 

homogeneity was observed in the evaluation of 

the lyophilized pooled serum prepared Lot No. 

Lyo-110122. The geometric mean was within 

±3 standard deviations, indicating that it had 

properties as a reference standard antibody. 

As a consequence, the data generated from 

this study provided a valuable foundation 

for developing reference standards for other 

SARS-CoV-2 variants. For the establishment 

of this reference standard, it is not used as a 

secondary reference standard since its value  

was not defined in IU, but in PRNT50 titers, the  

value of which was sufficient and widely accepted 

as a reference standard for quality control of 

COVID-19 vaccines and the measurement 

of the immune responses.

However, improving the sensitivity of the 

PVNA method to match that of the PRNT is 
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critical to enable more rapid testing, be safer 

without using the live virus, and be practical 

in laboratories lacking BSL-3 facilities, 

particularly in rural areas. Strengthening  

inter-agency collaboration among research  

institutes, hospitals, and vaccine manufacturers 

to share data and updated standards is essential 

for maintaining the relevance and effectiveness 

of these materials. Given Thailand’s experience 

with multiple COVID-19 waves and the rapid 

spread of variants like Delta and Omicron, 

these measures are vital for ensuring timely 

and accurate responses to future public health 

challenges. 

Post-production stability of the reference 

standard was assessed at −20°C or below 

through potency evaluation using actual usage 

data against ±3 standard deviation criteria. 

Control charting of these data enabled trend 

analysis to predict when stability would fall 

outside these limits. This predictive capacity 

facilitates timely decisions regarding the 

preparation of subsequent lots to ensure  

continuous availability, and conversely, informs 

discontinuation if the strain or variant is no 

longer relevant.

Conclusion

Evaluation results of the standard anti- 

body Lot No. Lyo-110122 exhibited suitable 

physical and biological characteristics to 

use as a reference standard antibody against 

SARS-CoV-2 in lyophilized form for vaccine 

quality control and neutralizing antibody 

testing in vaccinated populations. Standard 

antibody levels against the SARS-CoV-2 

Delta variant were determined by PRNT 

at 512.97 (473–556) (Geometric mean, 95% CI), 

Omicron variants BA.2 at 288.14 (265–313), 

and BA.5 at 161.49 (124–184). For further 

research, one should also consider testing 

for SARS-CoV-2 variants that are endemic at 

particular times.
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อััศจรรย์์ อาเมน1  สมปอง ทรััพย์์สุุทธิิภาสน์์2 ภู ูริิต ทรงธนนิิตย์์1  กนิิษฐา ภููวนาถนรานุุบาล1 
และ สุุภาพร ภููมิิอมร3

1สถาบัันชีีววััตถุุ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นนทบุุรีี 11000 
2สถาบัันชีีววิิทยาศาสตร์์ทางการแพทย์์ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นนทบุุรีี 11000 
3สำนัักวิิชาการวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นนทบุุรีี 11000 

การจัดเตรียมแอนติบอดีมาตรฐานอ้างอิงต่อเชื้อ 
SARS-CoV-2 ชนิดทำ�แห้งแบบแช่เยือกแข็ง

บทคัดย่อ  วัคซีนที่มีคุณภาพได้มาตรฐานเป็นเครื่องมือหลักในการแก้ปัญหาการระบาดใหญ่ของโรคโควิด 19 ข้อมูลการ
ควบคุมคุณภาพวัคซีนและการทดสอบแอนติบอดีลบล้างไวรัส (neutralizing antibody) ต่อไวรัส SARS-CoV-2 สายพันธุ์ 

ต่างๆ เป็นประโยชน์ในการกำ�หนดรูปแบบการให้วัคซีน เพื่อการควบคุมคุณภาพของวัคซีนและการตรวจระดับแอนติบอดี 

ภายหลงัไดร้บัวคัซนี แมอ้งคก์ารอนามัยโลกจะมกีารผลติสารมาตรฐานระดับสากลแต่มปีรมิาณจำ�กัดไมเ่พยีงพอต่อความต้องการ 

ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อจัดเตรียมและกําหนดค่าแอนติบอดีมาตรฐานต่อเช้ือ SARS-CoV-2 สำ�หรับใช้

ในการทดสอบโดยวิธี Plaque Reduction Neutralization Test (PRNT) ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานสำ�หรับการตรวจหาระดับ

แอนติบอดีต่อเช้ือ SARS-CoV-2 แต่ละสายพันธุ์ คณะผู้วิจัยได้จัดเตรียมแอนติบอดีจากซีรัมผู้ป่วยและผู้ได้รับวัคซีนในรูป

ผงแห้งแช่เยือกแข็ง เปรียบเทียบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี (mAbs) โดยได้จัดเตรียมสูตรและศึกษาสภาวะการทำ�แห้งแบบ

แช่เยือกแข็งที่เหมาะสม ในการประเมินคุณภาพของแอนติบอดีที่ผ่านการทำ�แห้งแบบแช่เยือกแข็ง พบว่าความเป็นเนื้อเดียวกัน 

ของแอนติบอดีชนิด mAbs ไม่เป็นไปตามเกณฑ์ยอมรับ ในขณะที่แอนติบอดีจากซีรัมมีคุณสมบัติทางกายภาพและชีววิทยา

อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ สามารถนำ�มาใช้เป็นแอนติบอดีมาตรฐานอ้างอิงต่อเช้ือ SARS-CoV-2 ในรูปผงแห้ง โดยพบว่ามีค่า  

Neutralizing antibody ต่อสายพันธุ์เดลตา โอไมครอน BA.2 และโอไมครอน BA.5 ที่ทดสอบโดยวิธี PRNT50 titer 

(ช่วงความเชื่อมั่น 95%) เท่ากับ 512.97 (473–556), 288.14 (265–313) และ 161.49 (124–184) ตามลำ�ดับ สำ�หรับ 

การประเมินความคงตัว โดยการประเมินความแรงของผลิตภัณฑ์ที่ใช้งานจริงภายหลังการผลิต พบว่าอยู่ในเกณฑ์การยอมรับ 

(ค่าเฉลี่ยเรขาคณิต ±3 SD) ดังนั้นแอนติบอดีจากซีรัมจึงเหมาะสมสำ�หรับใช้เป็นแอนติบอดีมาตรฐานอ้างอิงต่อไวรัส  

SARS-CoV-2 เพ่ือควบคุมคุณภาพวัคซีน และประเมินระดับแอนติบอดีลบล้างไวรัสหลังการฉีดวัคซีนในช่วงการระบาด 

ของโรคโควิด 19

คำ�สำ�คัญ: แอนติบอดีมาตรฐานอ้างอิงต่อ SARS-CoV-2, PRNT, การทำ�แห้งแบบแช่เยือกแข็ง
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การศึกษาปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์อิสระ
ในกระบวนการผลิตหมึกกรอบ

บทคัดย่อ  ฟอร์มาลดีไฮด์หรือฟอร์มาลิน เป็นสารก่อมะเร็งต่อมนุษย์ จัดเป็นสารห้ามใช้ในอาหารตามประกาศกระทรวง
สาธารณสุข ฉบับที่ 391 พ.ศ. 2561 เรื่อง กำ�หนดอาหารที่ห้ามผลิต นำ�เข้า หรือจำ�หน่าย ฟอร์มาลดีไฮด์อิสระ (Free-FA) 
ทีพ่บในหมึกซึง่เปน็สตัวท์ะเลอาจพบไดจ้ากการจงใจเติมเพือ่ป้องกันการเน่าเสยี และสามารถพบได้จากการเน่าเสยีตามธรรมชาติ 
หรือเกิดจากกระบวนการผลิตอาหารได้ จึงได้ทำ�การศึกษาปริมาณ Free-FA ในหมึกกรอบ ซึ่งเป็นอาหารกลุ่มเสี่ยงที่พบ  
Free-FA สูง เพื่อพิสูจน์ว่ากระบวนการผลิตหมึกกรอบทำ�ให้ปริมาณ Free-FA เพิ่มขึ้นหรือลดลง โดยการผลิตหมึกกรอบ 
จากหมึกสดท่ีเตมิฟอรม์าลนิทีม่ชีว่งความเขม้ข้นสองแบบ ตรวจวเิคราะหป์รมิาณ Free-FA ในหมกึสด หมกึแหง้ และหมกึกรอบ 
ดว้ยเทคนคิ HPLC พบวา่ปรมิาณ Free-FA ในหมกึแหง้และหมกึกรอบลดลงมากกวา่รอ้ยละ 80 และ 90 ตามลำ�ดบั ของความ
เขม้ขน้ฟอรม์าลนิทัง้สองชว่ง แสดงวา่ขัน้ตอนการทำ�หมึกแหง้และหมกึกรอบทำ�ใหฟ้อรม์าลนิระเหยและละลายออกมาจากหมกึ
ได้ จากการศึกษาสรุปได้ว่า Free-FA ในหมึกกรอบอาจเกิดจากการจงใจเติมฟอร์มาลินในปริมาณสูงในหมึกสด หรือเติมใน
น้ำ�แช่หมึกกรอบในระหว่างจำ�หน่าย ดังนั้นเพื่อให้ผู้บริโภคสามารถลดการได้รับฟอร์มาลดีไฮด์จากการรับประทานหมึกกรอบ 
จงึมคีำ�แนะนำ�ใหผู้ข้ายแช่หมกึกรอบในน้ำ�แขง็แทนการใช้ฟอรม์าลนิ และใหผู้บ้รโิภคลา้งหมึกกรอบดว้ยน้ำ�สะอาดกอ่นปรงุอาหาร
	
คำ�สำ�คัญ: ฟอร์มาลดีไฮด์อิสระ, หมึกแห้ง, หมึกกรอบ 
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ปริิมาณฟอร์์มาลดีีไฮด์์อิิสระในกระบวนการผลิิตหมึึกกรอบ	 นิิรัันดร แร่่กาสิินธุ์์� และคณะ

บทนำ�

ฟอร์์มาลดีีไฮด์์ (formaldehyde) เป็็นสาร

อิินทรีีย์์ในกลุ่่�มอััลดีีไฮด์์ที่่�มีสถานะเป็็นก๊๊าซ มีีสููตร

โมเลกุุล คืือ CH2O และน้้ำหนัักโมเลกุุล เท่่ากัับ 30.03 

ลัักษณะทั่่�วไปเป็็นสารที่่�ไม่่มีีสีี มีีกลิ่่�นฉุุน มีีคุุณสมบััติิ

เป็็นตััวรีีดิิวซ์์ที่่�รุนแรง ถ้้าอยู่่�ในสถานะของเหลวมีีชื่่�อ

เรีียกว่่า ฟอร์์มาลิิน (formalin) ซึ่่�งจะมีีความเข้้มข้้น

ของฟอร์์มาลดีีไฮด์์ประมาณร้้อยละ 37–55 และเติิม

เมทานอลความเข้้มข้้นประมาณร้้อยละ 5–15 เพื่่�อ

ป้้องกัันการเกิิดโพลิิเมอร์์ ฟอร์์มาลดีีไฮด์์ถููกนำมาใช้้

ประโยชน์์เพื่่�อป้้องกัันการเจริิญของเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ใน

อุตุสาหกรรมต่า่งๆ เช่น่ สิ่่�งทอ การเกษตร ยา เครื่่�องสำอาง 

เป็็นต้้น(1) ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุุข ฉบัับที่่� 391  

พ.ศ. 2561 เรื่่�อง กำหนดอาหารที่่�ห้ามผลิิต นำเข้้า 

หรืือจำหน่่าย ระบุุว่่า ฟอร์์มาลดีีไฮด์์ เป็็นสารห้้ามใช้้

ในอาหาร(2) โดยองค์์กรนานาชาติิเพื่่�อการวิิจััยมะเร็็ง 

(International Agency for Research on Cancer; 

IARC) จััดให้้ฟอร์์มาลดีีไฮด์์เป็็นสารก่่อมะเร็็งต่่อมนุุษย์์ 

กลุ่่�มที่่� 1 หากได้้รัับทางการหายใจหรืือทางผิิวหนััง 

ในปริิมาณน้อ้ย อาจทำให้เ้กิดิอาการระคายเคือืงต่อ่ระบบ

ทางเดิินหายใจและดวงตา ถ้้าได้้รัับสััมผััสระยะยาวอาจมีี

ผลต่่อการเกิิดมะเร็็งโพรงจมููกได้้(3) และองค์์กรพิิทัักษ์์ 

สิ่่�งแวดล้้อมของประเทศสหรััฐอเมริิกา (Environmental 

Protection Agency; EPA) จััดให้้เป็็นสารที่่�มีีโอกาส 

ก่อ่มะเร็็งต่อ่มนุษุย์ใ์นกลุ่่�ม 1B (Probable Carcinogen) 

และกำหนดค่า่ยอมรับัให้บ้ริโิภคได้โ้ดยไม่ก่่อ่ให้เ้กิิดความ

เป็น็พิษิหรืือผลเสียีต่อ่ร่า่งกาย (Reference Dose; RfD) 

ไม่่เกิิน 0.2 มิิลลิิกรััมต่่อน้้ำหนัักตััว 1 กิิโลกรััมต่่อวััน(4)

ฟอร์์มาลดีีไฮด์์ในอาหารสามารถเกิิดขึ้้�นได้้เองใน

ธรรมชาติแิละในอาหารที่่�ผ่า่นกระบวนการ จากการศึกึษา 

ของ Nowshad F และคณะ มีีการตรวจพบในอาหารได้้

ในปริมิาณที่่�แตกต่า่งกันั ได้แ้ก่ ่ผลไม้ ้ผักั นมยูเูอชที ีนมผง 

พบ 58.3, 40.6, 187.7 และ 194.1 mg/kg ตามลำดัับ 

เป็็นต้้น(5) ส่่วนในสััตว์์ทะเลพบฟอร์์มาลดีีไฮด์์ได้้จากการ

เปลี่่�ยนสารไตรเมทิิลามีีนออกไซด์์ (Trimethylamine 

oxide) โดยเอนไซม์์ ไตรเมทิิลามีีน ออกซิิ เดส 

(Trimethylamine oxidase) ซึ่่�งปริิมาณที่่�พบอาจ

แตกต่่างกัันขึ้้�นอยู่่�กัับปััจจััยต่่างๆ เช่่น วิิธีีการ และระยะ

เวลาการเก็็บรัักษา เป็็นต้้น(6) ในธรรมชาติิฟอร์์มาลดีีไฮด์์

เป็็นสารตััวกลาง (Intermediate) ที่่�สำคััญที่่�ใช้้ในการ

สัังเคราะห์์ชีีวโมเลกุุลของสิ่่�งมีีชีีวิิต ฟอร์์มาลดีีไฮด์์ที่่�มีีใน

อาหารเกิิดขึ้้�นได้้ด้้วยกลไกทางชีีวเคมีีและทางกายภาพ 

สามารถพบได้้ในรููปสารอิิสระ (Free formaldehyde; 

Free-FA) และในรููปที่่�รวมอยู่่�กัับสารอื่่�น (Bound 

formaldehyde) เช่่น โปรตีีน กรดนิิวคลีีอิิก กรดอะมิิโน 

ครีีเอติิน เป็็นต้้น จากรายงานต่่างๆ พบว่่า Free-FA 

มีีความไวต่่อการจัับกัับสารชีีวโมเลกุุลในสิ่่�งมีีชีีวิิตทำให้้

เกิิดการเปลี่่�ยนแปลงสุุขภาพ(7) และสามารถนำผลการ

ตรวจวิิเคราะห์์ Free-FA ไปใช้้ในการเฝ้้าระวัังการ

ปนเปื้้�อนฟอร์์มาลดีีไฮด์์ในอาหารได้้(7,8) โดยการตรวจ

วิิเคราะห์์ด้้วยชุุดทดสอบซึ่่�งเป็็นวิิธีีการคััดกรองเบื้้�องต้้น 

ควบคู่่�กัับการตรวจวิิเคราะห์์ยืืนยัันโดยวิิธีี High Per-

formance Liquid Chromatography (HPLC) ซึ่่�ง

สามารถระบุุปริิมาณที่่�ตรวจพบได้้

ตามข้อ้มูลูการเฝ้า้ระวังัการปนเปื้้�อนฟอร์ม์าลดีไีฮด์์

ในอาหารด้ว้ยชุุดทดสอบ โดยหน่่วยงานในสังักัดักระทรวง

สาธารณสุุขทั้้�ง 13 เขตสุุขภาพ ในปีี พ.ศ. 2563 พบ

ฟอร์์มาลดีีไฮด์์ในหมึึกกรอบและหมึึกแช่่ด่่าง รวมจำนวน 

427 ตััวอย่่าง จากทั้้�งหมด 1,362 ตััวอย่่าง คิิดเป็็นร้้อยละ 

31.35 แต่ก่ารตรวจพบฟอร์ม์าลดีไีฮด์ใ์นอาหารไม่ส่ามารถ

สรุปุได้้ว่า่เกิิดจากการเติิมลงไปในอาหาร เนื่่�องจากอาหาร

บางประเภทหรืือบางชนิิดสามารถพบฟอร์์มาลดีีไฮด์์ได้้

ตามธรรมชาติิ(9) และจากผลการสำรวจ Free-FA โดย

วิิธีีทางห้้องปฏิิบััติิการในอาหารกลุ่่�มเสี่่�ยงที่่�อาจมีีการ 

ปนเปื้้�อนฟอร์์มาลดีีไฮด์์ ได้้แก่่ หมึึกสด หมึึกกรอบ 

สไบนาง โดยกรมวิทิยาศาสตร์ก์ารแพทย์ ์เมื่่�อปีงีบประมาณ 

พ.ศ. 2563 จำนวน 396 ตัวัอย่า่ง ซึ่่�งเก็บ็ตัวัอย่า่งจากสถานที่่� 

จำหน่่าย 25 จัังหวััด ใน 5 ภาคของประเทศไทย อาหารที่่�

พบ Free-FA ได้แ้ก่ ่หมึกึกรอบ 44 ตัวัอย่า่ง ของตัวัอย่า่ง

หมึกึกรอบ 120 ตัวัอย่า่ง (ร้อ้ยละ 36.7) ปริมิาณที่่�พบอยู่่�

ในช่่วง 10.8 – 1,022 mg/kg ค่่ามััธยฐาน 262 mg/kg 

สไบนางขาว 29 ตััวอย่่าง ของตััวอย่่างสไบนางดำ/ขาว

ที่่�ผ่่านการฟอกสีี 128 ตััวอย่่าง (ร้้อยละ 22.7) ปริิมาณ

ที่่�พบอยู่่�ในช่่วง 10.7–5,110 mg/kg ค่่ามััธยฐาน 318 

mg/kg และหมึึกสด 1 ตัวัอย่่าง ของตัวัอย่่างหมึึกสด 148 

ตััวอย่่าง (ร้้อยละ 0.7) ปริิมาณที่่�พบ 7.27 มิิลลิิกรััมต่่อ

กิิโลกรััม (mg/kg)(10,11)
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Free Formaldehyde Content in Pickled Squid Production Process  	 Nirundorn Raekasin et al.

จากที่่�กล่่าวข้้างต้้น Free-FA ที่่�พบในหมึึก

กรอบอาจพบได้้จากการจงใจเติิมฟอร์์มาลีีนในหมึึกสด 

เพื่่�อป้อ้งกัันการเน่า่เสียีหรือืการเพิ่่�มน้้ำหนัักของเนื้้�ออาหาร(12)

และสามารถพบได้้จากการเน่่าเสีียตามกระบวนการ

ธรรมชาติิ หรืือเกิิดจากกระบวนการผลิิตหมึึกกรอบ 

ที่่�มีีการนำหมึึกสดมาตากแห้้ง แล้้วนำหมึึกแห้้งมาแช่่ใน

น้้ำด่่างเพื่่�อให้้หมึึกพองตััว กรอบ และเด้้ง ซึ่่�งอาจส่่งผล 

ต่่อการเปลี่่�ยนแปลง Free-FA ในหมึึกกรอบได้้ ดัังนั้้�น 

ในปีี พ.ศ. 2564 จึึงทำการศึึกษาว่่ากระบวนการผลิิต 

หมึกึกรอบส่ง่ผลให้ป้ริมิาณ Free-FA เพิ่่�มขึ้้�นหรือืลดลง 

โดยการผลิิตหมึึกกรอบจากหมึึกสดที่่�เติิมฟอร์์มาลีีน 

ปริิมาณที่่�แตกต่่างกััน ในช่่วงความเข้้มข้้นที่่�มีีข้้อมููล 

ตรวจพบในตััวอย่่างหมึึกกรอบ(10) แล้้ววิิเคราะห์์ปริิมาณ 

Free-FA โดยใช้้วิธิีกีารตรวจวิิเคราะห์์ทางห้้องปฏิิบััติกิาร 

ด้ว้ยเทคนิิค HPLC จากนั้้�นเปรีียบเทีียบปริิมาณ Free-FA 

ระหว่่างหมึึกสดกัับหมึึกแห้้ง และหมึึกสดกัับหมึึกกรอบ

วัสดุและวิธีการ

ตััวอย่่าง

ตััวอย่่างหมึึกกล้้วยสด ขนาดความยาวลำตััว 

ประมาณ 15–20 เซนติเิมตร ซื้้�อจากตลาดสด อำเภอเมือืง 

จัังหวััดสุุราษฎร์์ธานีี

สารมาตรฐาน

สารมาตรฐาน formaldehyde Lot. No. 

LRAC1954 (Sigma Aldrich, USA) ความเข้้มข้้น 

1,000 mg/L

สารเคมีี

Formalin 37%, AR grade (UNIVAR,  

Australia), 2,4-Dinitrophenylhydrazine, AR 

grade (Kemaus, Australia), Glacial acetic acid, 

AR grade (Merck, Germany), Acetonitrile, 

HPLC grade (J.T. Baker, USA), Perchloric acid, 

AR grade (Merck, Germany), Baking soda, Food 

grade (McGarrett, Thailand) และ น้้ำกลั่่�น Type I

เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์ที่่�ใช้้

เครื่่�องชั่่�งไฟฟ้้า พิิกััด 0.1 มิิลลิิกรััม (Sartorius 

LP1200S, Germany), อ่่างน้้ำความถี่่�สููง (Hwashin 

Technology Powersonic 405, Korea), อ่่างน้้ำร้้อน 

(Memmert WB 29, Germany), เครื่่�องหมุุนเหวี่่�ยง

แบบความเร็็วสููง (Hettich Zentrifugen Rotofix 32, 

Germany), กระดาษกรองชนิิด Nylon 0.22 µm 

ขนาด 13 และ 47 mm (CNW Technologies, 

China), กระดาษกรอง Whatman No.1 (Whatman, 

China), หลอดพลาสติิก ขนาด 50 และ 15 มิิลลิิลิิตร 

(Thermo Nunc, USA) และเครื่่�อง High Performance 

Liquid Chromatography: HPLC (Agilent 1290, 

USA), Column: Thermo BDS C18 (250 mm × 4.6 

mm  × 5 µm) (ThermoFisher Scientific, USA)

การทดลองเตรีียมหมึึกแห้้งและหมึึกกรอบ

ทำการศึึกษา 3 สภาวะแตกต่่างกััน และแต่่ละ

สภาวะทำการทดลองซ้ำ้ 5 ครั้้�ง โดยแต่ล่ะครั้้�งประกอบด้ว้ย 

ตััวอย่่างหมึึกสดน้้ำหนััก 1 kg จากนั้้�นตากหมึึกให้้แห้้ง 

นำหมึึกแห้้งแช่่ในสารละลายด่่างที่่�เตรีียมจาก Baking 

soda, Food grade (McGarrett, Thailand) 20 g 

ละลายในน้้ำ 1 L เป็็นระยะเวลา 1 คืืน แต่่ละรอบ 

การทดลองจะห่่างกัันประมาณ 1 เดืือน ขึ้้�นอยู่่�กัับสภาพ

อากาศในการจััดหาตััวอย่่างหมึึกสดและการตากหมึึก 

รายละเอีียดดัังนี้้�

สภาวะที่่� 1 กลุ่่�มควบคุุม: นำหมึึกสดแบ่่งเป็็น 

2 ส่่วน ส่่วนที่่� 1 ปริิมาณ 300 g และส่่วนที่่� 2 ปริิมาณ 

700 g นำส่่วนที่่� 1 ไปวิิเคราะห์์ Free-FA ตามวิิธีีการ

ตรวจวิเิคราะห์ป์ริมิาณฟอร์ม์าลดีไีฮด์อ์ิสิระ ส่ว่นที่่� 2 นำไป 

ทำหมึึกแห้้งโดยการตากแดดกลางแจ้้ง เป็็นเวลา 6 วััน 

นำหมึึกแห้้งที่่�ได้้ แบ่่งเป็็น 2 ส่่วน ส่่วนที่่� 1 นำไปวิิเคราะห์์ 

Free-FA ส่่วนที่่� 2 นำไปทำหมึึกกรอบ โดยนำหมึึกแห้้ง 

แช่่ในสารละลายด่่าง 1 คืืน จากนั้้�นนำหมึึกกรอบไป

วิิเคราะห์์ Free-FA 

สภาวะที่่� 2 การเตรีียมหมึกึกรอบที่่�มี 0.37–0.74 % 

formaldehyde: นำหมึึกสด 1 kg เติิมสารละลาย 37% 

formalin ปริิมาณ 5–10 mL ใส่่ในน้้ำกลั่่�น 500 mL 
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(0.37–0.74 % formaldehyde) คนให้้เข้้ากััน เทใส่่ใน 
ลัังหมึึกสดที่่�แช่่ในน้้ำแข็็ง แช่่ทิ้้�งไว้้ 1 คืืน แล้้วนำไปทำ 
หมึึกกรอบ เช่่นเดีียวกัับสภาวะที่่� 1 ทำทั้้�งสิ้้�น 5 ครั้้�ง

สภาวะที่่� 3 การเตรีียมหมึึกกรอบที่่�มี 1.48–2.22 % 
formaldehyde: นำหมึึกสด 1 kg เติิมสารละลาย 
37% formalin ปริมิาณ 20–30 mL ใส่ใ่นน้ำ้กลั่่�น 500 mL 
(1.48–2.22 % formaldehyde) คนให้้เข้้ากััน เทใส่่ใน
ลัังหมึึกสดที่่�แช่่ในน้้ำแข็็ง แช่่ทิ้้�งไว้้ 1 คืืน แล้้วนำไปทำ 
หมึึกกรอบ เช่่นเดีียวกัับสภาวะที่่� 1 ทำทั้้�งสิ้้�น 5 ครั้้�ง

การตรวจวิิเคราะห์์ปริิมาณฟอร์์มาลดีีไฮด์์อิสระ 
(Free-FA)(8)

การเตรีียมสารละลายมาตรฐาน และกราฟมาตรฐาน
สารมาตรฐาน formaldehyde (working 

solution) ความเข้้มข้น้ 100 mg/L เตรีียมโดยปิเิปตสาร
มาตรฐาน formaldehyde ความเข้้มข้้น 1,000 mg/L 
ปริิมาตร 0.5 mL ใส่่ในขวดวััดปริิมาตร ขนาด 5 mL 
แล้้วปรับัปริมิาตรด้ว้ยน้ำ้กลั่่�น เตรียีมกราฟมาตรฐาน โดย
ปิิเปตสารมาตรฐาน formaldehyde (working solu-
tion) 12.5, 25, 50, 75, 100, 125, 150 µL ใส่่ในหลอด
พลาสติิกขนาด 15 mL เติิมสารละลาย 30% Acetonitrile 
ใน 0.1% Acetic acid 5 mL เติมิ 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazine 1.0 mL (เตรีียมโดยละลาย 0.12 กรััม 
2,4-Dinitrophenylhydrazine ด้้วย Acetonitrile 
50 mL แล้้วเทใส่่ขวดวััดปริิมาตร ขนาด 100 mL ที่่�
มีีสารละลาย Perchloric acid อััตราส่่วน 1:19 อยู่่�  
10 mL และปรัับปริิมาตรเป็็น 100 mL ด้้วยน้้ำกลั่่�น) 
และนำไปวิเิคราะห์ป์ริมิาณ Free-FA ด้ว้ยเครื่่�อง HPLC 
สภาวะ Temperature: 30oC, Injection volume: 5 µL, 
Flow rate: 1.0 mL/min, UV detector wavelength: 
360 nm, Mobile phase: Isocratic elution; 
Acetonitrile:Water (60:40)

วิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์ปริิมาณฟอร์์มาลดีีไฮด์์อิสระ 
(Free-FA)

นำตััวอย่่างหมึึกทั้้�งตััวที่่�นำเครื่่�องในออกแล้้วหั่่�น
เป็็นชิ้้�นเล็็กๆ ปริิมาณ 5 g ใส่่ในหลอดพลาสติิก 50 mL 
เติิมสารละลาย 0.1% Glacial acetic acid ปริิมาตร  
30 mL เพื่่�อสกััด Free-FA โดยจุ่่�มในอ่่างน้้ำความถี่่�สููง
ที่่� 40 Kilohertz เป็็นเวลา 30 นาทีี เติิม Acetonitrile  
15 mL เพื่่�อให้้โปรตีีนตกตะกอน แล้้วนำไปแยกชั้้�นด้้วย 

เครื่่�องหมุุนเหวี่่�ยงความเร็็วสููงที่่�ความเร็็ว 4,500 รอบ 
ต่่อนาทีี นำสารละลายตััวอย่่างที่่�ผ่่านการกรองด้้วย
กระดาษกรอง Whatman No.1 เติิม 1.0 mL 2,4- 
Dinitrophenylhydrazine และนำไปวิิเคราะห์์ปริิมาณ 
Free-FA ด้้วยเครื่่�อง HPLC ตามสภาวะที่่�กำหนด 
คำนวณปริิมาณ Free-FA เปรีียบเทีียบกัับกราฟ
มาตรฐาน ตามวิธิีกีารตรวจวิเิคราะห์ข์องสำนักัคุณุภาพและ 
ความปลอดภััยอาหาร กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ 
ซึ่่�งดัดัแปลงจาก Yeh TS และคณะ(8) ซึ่่�งได้ท้ำการทดสอบ
ความใช้้ได้้ของวิิธีีวิิเคราะห์์ (Method validation) 
ที่่�ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่�  11 สุุราษฎร์์ธานีี 
มีีค่่าความเข้้มข้้นต่่ำสุุดที่่�วิธีีทดสอบสามารถวิิเคราะห์์ได้้ 
(Limit of Detection; LOD) เท่่ากัับ 2.5 mg/kg, 
ค่่าความเข้้มข้้นต่่ำสุุดที่่�สามารถวิิเคราะห์์ตััวอย่่างได้้ 
(Limit of Quantitation; LOQ) เท่่ากัับ 5.0 mg/kg 
ทวนสอบความแม่่นและความเที่่�ยง (Accuracy and 
Precision) โดยการเติมิสารมาตรฐานลงในตัวัอย่่างมี ี% 
Recovery เท่่ากัับ 80–120% และ % RSD ไม่่เกิิน 20% 
มีีการเปรีียบเทีียบผลการตรวจวิิเคราะห์์ร่่วมกัับสำนััก 
คุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร อยู่่�ในเกณฑ์์ที่่�น่่า
พอใจ และมีีการควบคุุมคุุณภาพภายใน ได้้แก่่ ทดสอบ 
Blank โดยใช้้ 0.1% Acetic acid แทนตััวอย่า่ง การทำซ้้ำ 
(Duplicate) และการเติิมสารละลายมาตรฐาน 
ในตััวอย่่างเพื่่�อหา % Recovery 

การรายงานผล ดัังนี้้�
ค่่าที่่�วิเคราะห์์ได้้ต่่ำกว่่า LOD จะรายงานว่่า 

ไม่่พบ
ค่่าที่่�วิิเคราะห์์ได้้ต่่ำกว่่า LOQ แต่่สููงกว่่าหรืือ

เท่่ากัับ LOD จะรายงานว่่าน้้อยกว่่า LOQ
ค่่าที่่�วิ ิ เคราะห์์ ได้้ เท่่ ากัับหรืือสูู งกว่่ า  LOQ 

จะรายงานค่่าที่่�ตรวจพบ

การวิิเคราะห์์ข้้อมููล
คำนวณปริิมาณ Free-FA ของหมึึกจาก

กระบวนการทำหมึึกกรอบ ตั้้�งแต่่เริ่่�มต้้นจนสิ้้�นสุุด
กระบวนการ (หมึึกสด หมึึกแห้้ง และหมึึกกรอบ) แล้้ว
เปรีียบเทีียบปริิมาณ Free-FA ที่่�ลดลง คำนวณร้้อยละ
ของปริิมาณ Free-FA ที่่�ลดลงในแต่่ละตััวอย่่าง โดย
เปรียีบเทีียบปริิมาณ Free-FA ของหมึึกสดกัับหมึกึแห้้ง 
และหมึึกสดกัับหมึึกกรอบ โดยใช้้โปรแกรม Microsoft 
Excel
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Free Formaldehyde Content in Pickled Squid Production Process  	 Nirundorn Raekasin et al.

ผล

การศึกึษาการเปลี่่�ยนแปลงของปริมิาณ Free-FA 

จากกระบวนการทำหมึึกกรอบ โดยทำการตรวจวิิเคราะห์์

ปริมิาณ Free-FA ของหมึกึสด หมึกึแห้ง้ และหมึกึกรอบ 

ของการทดลองที่่�มีกีารเติมิฟอร์ม์าลินิในหมึกึสดในระดับั

ความเข้้มข้้น 0.37–0.74% และ 1.48–2.22% โดย

น้้ำหนััก โดยมีีสภาวะที่่� 1 กลุ่่�มควบคุุมที่่�ไม่่มีีการเติิม

ฟอร์์มาลิิน การแช่่หมึึกสดในฟอร์์มาลิินในลัังโฟมที่่�มีี 

น้้ำแข็็งด้้วยการจำลองวิิธีีเสมืือนหมึึกสดที่่�มีีจำหน่่ายใน

ท้้องตลาด ปริิมาณ Free-FA ในหมึึกจึึงขึ้้�นอยู่่�กัับการ 

ดููดซัับฟอร์์มาลิินที่่�เกิิดขึ้้�นตามธรรมชาติิในระยะเวลา

การแช่่ที่่�เท่่ากััน จึึงแสดงปริิมาณ Free-FA ของแต่่ละ

ตััวอย่่างด้้วยค่่าเฉลี่่�ย

ผลการทดลองสภาวะที่่� 1 กลุ่่�มควบคุุมที่่�ไม่่เติิม

ฟอร์ม์าลิิน ตรวจไม่่พบ Free-FA ทั้้�งในหมึกึสด หมึึกแห้ง้ 

และหมึึกกรอบ ดัังแสดงในตารางที่่� 1

ตารางที่่� 1	 ปริิมาณ Free-FA ของหมึึกกลุ่่�มควบคุุมที่่�ไม่่เติิมฟอร์์มาลิินทั้้�งในหมึึกสด หมึึกแห้้ง และหมึึกกรอบ

ตััวอย่่างที่่�
ปริิมาณ Free-FA (mg/kg)

หมึึกสด หมึึกแห้้ง หมึึกกรอบ

1

2

3

4

5

ไม่่พบ

ไม่่พบ

ไม่่พบ

ไม่่พบ

ไม่่พบ

ไม่่พบ

ไม่่พบ

ไม่่พบ

ไม่่พบ

ไม่่พบ

ไม่่พบ

ไม่่พบ

ไม่่พบ

ไม่่พบ

ไม่่พบ

หมายเหตุุ: LOD เท่่ากัับ 2.5 mg/kg 

ผลการทดลองสภาวะที่่� 2 กระบวนการผลิิต 

หมึึกกรอบที่่�เติิมฟอร์์มาลิินในหมึึกสด 0.37–0.74% 

โดยน้้ำหนััก พบปริิมาณ Free-FA ในหมึึกสด 174–508 

หมึึกแห้้ง 9.1–87.0 และหมึึกกรอบ 6.6–13.7 mg/kg 

ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 2 และสภาวะที่่� 3 

กระบวนการผลิิตหมึึกกรอบที่่�เติิมฟอร์์มาลิินในหมึึกสด 

1.48–2.22% โดยน้ำ้หนักั พบปริมิาณ Free-FA ในหมึกึ

สด 397–1,975 หมึึกแห้้ง 38.8–196 และหมึึกกรอบ 

17.5–66.2 mg/kg ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 3

ตารางที่่� 2	 ปริิมาณ Free-FA ของหมึึกสด หมึึกแห้้ง และหมึึกกรอบ เมื่่�อเติิมฟอร์์มาลิินในหมึึกสด  0.37 - 0.74%  

	 โดยน้้ำหนััก

ตััวอย่่างที่่�
ปริิมาณ Free-FA (mg/kg)

หมึึกสด หมึึกแห้้ง หมึึกกรอบ

1

2

3

4

5

174

222

283

508

447

33.7

21.7

9.1

87.0

59.4

6.9

6.6

7.5

11.6

13.7

ค่่าเฉลี่่�ย 326.8±144.5 42.2±31.2 9.3±3.2
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เมื่่�อเปรีียบเทีียบ ร้้อยละเฉลี่่�ยการลดลงของ

ปริมิาณ Free-FA ในหมึกึสดกับัหมึกึแห้ง้ และหมึกึสดกับั 

หมึกึกรอบของกระบวนการที่่�เติิมฟอร์์มาลิินความเข้ม้ข้น้ 

0.37–0.74 % เท่่ากัับ 87.45±6.38 และ 97.01±0.63 

ตามลำดับั และที่่�เติมิฟอร์ม์าลินิความเข้้มข้น้ 1.48–2.22% 

โดยน้้ำหนััก เท่่ากัับ 88.59±4.34 และ 95.49±1.83 

ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 4

ตััวอย่่างที่่�
ปริิมาณ Free-FA (mg/kg)

หมึึกสด หมึึกแห้้ง หมึึกกรอบ

1

2

3

4

5

397

685

558

839

1,975

38.8

75.3

41.9

158

196

19.2

25.0

17.5

63.5

66.2

ค่่าเฉลี่่�ย 890.8±627.5 102.0±71.2 38.3±24.4

ตารางที่่� 3	 ปริิมาณ Free-FA ของหมึึกสด หมึึกแห้้ง และหมึึกกรอบ เมื่่�อเติิมฟอร์์มาลิินในหมึึกสด 1.48–2.22%  

		  โดยน้้ำหนััก 

ตารางที่่� 4	 เปรีียบเทีียบร้้อยละการลดลงของปริิมาณ Free-FA ระหว่่างหมึึกสดเปรีียบเทีียบกัับหมึึกแห้้ง และ 

		  หมึึกสดเปรีียบเทีียบกัับหมึึกกรอบ เมื่่�อมีีการเติิมฟอร์์มาลิินในหมึึกสด 

ความเข้้มข้้นของฟอร์์มาลิินที่่�เติิมในหมึึกสด
ร้้อยละเฉลี่่�ยการลดลงของปริิมาณ Free-FA (n = 5)

หมึึกสดเปรีียบเทีียบกัับหมึึกแห้้ง หมึึกสดเปรีียบเทีียบกัับหมึึกกรอบ

 0.37–0.74 % 
1.48–2.22 %

87.45±6.38
88.59±4.34

97.01±0.63
95.49±1.83

นำข้้อมููลร้้อยละของปริิมาณ Free-FA ที่่�ตรวจพบ 

มาสร้้างเป็็นภาพ พบว่่าปริิมาณ Free-FA ของหมึึกแห้้ง 

และหมึึกกรอบลดลงอย่่างชััดเจนทั้้�ง 5 ครั้้�ง ดัังแสดง 

ในภาพที่่� 1 และ 2 ตามลำดัับ

ภาพที่่� 1	ร้้อยละของปริิมาณ Free-FA ที่่�ลดลง ระหว่่างหมึึกสดกัับหมึึกแห้้ง และหมึึกสดกัับหมึึกกรอบ เมื่่�อเติิม 

	 ฟอร์์มาลิินความเข้้มข้้น 0.37–0.74% โดยน้้ำหนััก ในหมึึกสด (n = 5)
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Free Formaldehyde Content in Pickled Squid Production Process  	 Nirundorn Raekasin et al.

วิจารณ์

กระบวนการทำหมึึกกรอบหรืือหมึึกแช่่ด่่าง คืือ

การนำหมึกึสดมาตากแดดเป็น็หมึกึแห้ง้ แล้ว้นำหมึกึแห้ง้

มาแช่่ด่่างเป็็นหมึึกกรอบ การศึึกษาครั้้�งนี้้�เป็็นการศึึกษา

การผลิิตหมึึกกรอบจากหมึึกสดที่่�จำลองสภาวะเสมืือนที่่�

จำหน่่ายในท้้องตลาด โดยแช่่หมึึกสดในลัังโฟมที่่�มีน้ำ้แข็็ง 

ที่่�เติิมฟอร์์มาลิิน และทำเป็็นหมึึกแห้้งโดยนำหมึึกสด 

ตากแดด ในการเติิมฟอร์์มาลิินลงในหมึึกสดในการศึึกษานี้้� 

ได้้เลืือกระดัับความเข้้มข้้นเป็็น 2 ช่่วง ซึ่่�งเป็็นค่่ากลาง

และค่่าสููงที่่�ตรวจพบในหมึึกกรอบ จากข้้อมููลการสำรวจ

อาหารกลุ่่�มเสี่่�ยงที่่�มีการปนเปื้้�อนฟอร์์มาลดีีไฮด์์ ได้้แก่่ 

หมึึกสด หมึึกกรอบ และสไบนาง ในโครงการบููรณาการ

อาหารปลอดภััย ประจำปีีงบประมาณ พ.ศ. 2563 ของ

สำนักัคุณุภาพและความปลอดภััยอาหาร กรมวิิทยาศาสตร์์ 

การแพทย์์ ที่่�พบ Free-FA ในปริิมาณ 10.8–1,022 mg/kg 

ค่่ามััธยฐาน 262 mg/kg จึึงเลืือกศึึกษาโดยการเติิม

ฟอร์์มาลิินในหมึึกสดที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 0.37–0.74% 

และความเข้้มข้้น 1.48–2.22% โดยน้้ำหนััก โดยมีีกลุ่่�ม

ควบคุุมที่่�ไม่่มีีการเติิมฟอร์์มาลิิน แต่่ละการทดลองทำซ้้ำ 

5 ครั้้�ง โดยมีีระยะเวลาห่่างกันัประมาณ 1 เดืือน ขึ้้�นอยู่่�กับ 

โอกาสในการจััดหาตััวอย่่างหมึึกสดและสภาพอากาศที่่�ใช้้

ในการตากหมึึกแห้้ง จากผลการศึึกษาการเปลี่่�ยนแปลง

ของปริิมาณ Free-FA จากกระบวนการทำหมึึกกรอบ

ที่่�เติิมฟอร์์มาลิินปริิมาณที่่�ต่างกัันในหมึึกสดก่่อนทำ 

หมึึกกรอบ ผลพบว่่าร้้อยละของปริิมาณ Free-FA 

ที่่�ลดลง เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับปริิมาณเริ่่�มต้้นของหมึึกสดที่่�

แช่ฟ่อร์ม์าลินิความเข้ม้ข้น้ 0.37–0.74% และ 1.48–2.22% 

ร้อ้ยละเฉลี่่�ยการลดลงของปริมิาณ Free-FA ในหมึกึสด

เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับหมึึกแห้้ง และหมึึกสดเปรีียบเทีียบ

กัับหมึึกกรอบ จากผลการศึึกษาสอดคล้้องกัับคุุณสมบััติิ

ของฟอร์์มาลดีีไฮด์์ที่่�เป็็นสารระเหยได้้ง่่ายและละลายน้้ำ 

ได้้ดีี(1) เมื่่�อนำหมึึกสดมาตากแดดเป็็นหมึึกแห้้งแล้้ว

นำหมึึกแห้้งมาแช่่ด่่างเป็็นหมึึกกรอบ จึึงทำให้้ปริิมาณ

ฟอร์์มาลดีีไฮด์์ลดลงได้้

จากข้้อมููลการสำรวจอาหารกลุ่่�มเสี่่�ยงที่่�มีีการ

ปนเป้ื้�อนฟอร์์มาลดีีไฮด์์ หมึึกกรอบ หมึึกสด โครงการ 

บูรูณาการอาหารปลอดภัยั ประจำปีงีบประมาณ พ.ศ. 2563 

ของสำนัักคุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร พบ  

Free-FA ในหมึึกกรอบปริิมาณ 10.8–1,022 mg/kg 

ค่่ามััธยฐาน 262 mg/kg และหมึึกสดที่่�พบ 7.27 

mg/kg(10,11) เป็็นค่่าที่่�สููงกว่่าที่่�พบในธรรมชาติิ เมื่่�อ 

เปรีียบเทีียบกัับข้้อมููลจากการสำรวจปริิมาณ Free-FA  

ในหมึกึและหมึึกหั่่�นฝอย (Shredded squid) ของ  Yeh TS  

และคณะ(8) พบปริิมาณ Free-FA 10.4 และ 4.1–48.5  

mg/kg ตามลำดัับ และการศึึกษาของ Zhang X 

และคณะ(13) ที่่�ทำการศึึกษาปริิมาณ Free-FA ในหมึึก 

ตามฤดููกาล ระยะเวลา 12 เดืือน พบปริิมาณ Free-FA 

อยู่่�ในช่่วง 1.51–36.8 mg/kg และข้้อมููลจาก Risk  

Assessment Section Centre for Food Safety(14)  

สรุุปข้้อมููลปริิมาณฟอร์์มาลดีีไฮด์์ที่่�เกิิดจากธรรมชาติิ 

ภาพที่่� 2	ร้้อยละของปริิมาณ Free-FA ที่่�ลดลง ระหว่่างหมึึกสดกัับหมึึกแห้้ง และหมึึกสดกัับหมึึกกรอบ เมื่่�อเติิม 

	 ฟอร์์มาลิินความเข้้มข้้น 1.48–2.22% โดยน้้ำหนััก ในหมึึกสด (n = 5)



305วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 67 ฉบับที่ 2 เมษายน  - มิถุนายน 2568

ปริิมาณฟอร์์มาลดีีไฮด์์อิิสระในกระบวนการผลิิตหมึึกกรอบ	 นิิรัันดร แร่่กาสิินธุ์์� และคณะ

ของสัตัว์ท์ะเลบางชนิดิ เช่น่ กุ้้�ง (shrimp) หมึกึ (squid) และ

สัตัว์น์้ำ้ที่่�มีเีปลือืกแข็ง็ (crustacean) พบฟอร์ม์าลดีไีฮด์์ 

1.0–2.4, 1.8 และ 1.0–98 mg/kg ตามลำดัับ เป็็นต้้น 

ในการศึึกษาปริิมาณ Free-FA ในกระบวนการผลิิต

หมึึกกรอบ โดยเติิมฟอร์์มาลิินในปริิมาณที่่�แตกต่่างกััน 

ในหมึึกสด แม้้ว่่าความเข้้มข้้นของ Free-FA ที่่�พบของ

ตััวอย่่างที่่�ศึกษา 5 ซ้้ำ จะมีีความแตกต่่างกัันขึ้้�นอยู่่�กับ 

การดููดซัับฟอร์์มาลิินของหมึึก แต่่ผลพบว่่ากระบวนการ

ผลิิตหมึึกกรอบทำให้้ปริิมาณ Free-FA ลดลงมากกว่่า

ร้อ้ยละ 80 ดังันั้้�นจากการศึึกษาครั้้�งนี้้�เป็็นข้้อมููลที่่�สนัับสนุุน

ได้้ว่่า หากพบการปนเปื้้�อนฟอร์์มาลดีีไฮด์์อิิสระใน 

หมึึกกรอบ เกิิดจากการเติิมฟอร์์มาลิินในหมึึกสด 

ปริิมาณสููงก่่อนกระบวนการทำหมึึกกรอบ หรืืออาจเกิิด

จากการเติิมภายหลัังกระบวนการทำหมึึกกรอบ ซึ่่�งควร

ทำการทดลองเพื่่�อพิสูิูจน์์สมมติฐิานนี้้�ต่อ่ไป ทั้้�งนี้้�การศึกึษา 

ครั้้�งนี้้� ได้้ทำการตรวจวิิเคราะห์์ Free-FA โดยไม่่ได้้ล้้าง

หมึึกก่่อนตรวจวิิเคราะห์์ หากมีีการล้้างหมึึกก่่อนตรวจ

วิิเคราะห์์มีีแนวโน้้มทำให้้ปริิมาณฟอร์์มาลดีีไฮด์์ลดลง 

ได้อ้ีกี จึงึมีีคำแนะนำเพิ่่�มเติมิในการเฝ้า้ระวังัการปนเปื้้�อน 

ฟอร์์มาลดีีไฮด์์ในอาหารด้้วยชุุดทดสอบ หากมีีการตรวจ

พบฟอร์์มาลดีีไฮด์์ สามารถทดสอบซ้้ำโดยการล้้างตััวอย่่าง 

ตามวิิธีกีารของชุุดทดสอบฟอร์์มาลิินของกรมวิิทยาศาสตร์์

การแพทย์์ หากพบฟอร์์มาลิินในอาหาร สีีของสารละลาย

ที่่�ใช้้ทดสอบจะเป็็นสีีชมพูู และความเข้้มของสีีจะแปรผััน

ตรงกัับปริิมาณฟอร์์มาลิิน สามารถสรุุปเบื้้�องต้้นว่่า 

เกิิดจากมีีการเติิมฟอร์์มาลิินในอาหารดัังกล่่าว เพื่่�อ 

หลีีกเลี่่�ยงอัันตรายจากการใช้้ฟอร์์มาลิิน จึึงแนะนำผู้้�ผลิิต

หรืือผู้้�ขายใช้้น้้ำแข็็งในการรัักษาสภาพ หรืือใส่่ในตู้้�เย็็น 

เพื่่�อรัักษาสภาพของหมึึกกรอบในระหว่่างจำหน่่ายแทน

การใช้้ฟอร์์มาลิิน ซึ่่�งสอดคล้้องกัับการศึึกษาของ อดิิศรา 

ตัันตสุุทธิิกุุล(15) ที่่�พบว่่าสามารถเก็็บรัักษาหมึึกกล้้วยได้้  

6 วันั ด้ว้ยวิิธีกีารแช่่ในน้้ำแข็็ง และการศึึกษาของ Bianchi F 

และคณะ(16) ที่่�พบว่่าการเก็็บปลาทะเลในน้้ำแข็็งสามารถ

ลดการเกิิดฟอร์์มาลดีีไฮด์์ได้้ ส่่วนผู้้�บริิโภคแนะนำให้้

ล้้างหมึึกสดและหมึึกกรอบด้้วยน้้ำสะอาดก่่อนนำไปปรุุง

อาหารจะทำให้้ลดการปนเปื้้�อนของฟอร์์มาลดีีไฮด์์ได้้

สรุป

การศึึกษาปริิมาณฟอร์์มาลดีีไฮด์์อิิสระ ใน

กระบวนการผลิิตหมึึกกรอบ โดยเติิมฟอร์์มาลิินใน

ปริิมาณที่่�แตกต่่างกัันในหมึึกสด ผลพบว่่ากระบวนการ

ผลิิตหมึึกกรอบทำให้้ปริิมาณฟอร์์มาลดีีไฮด์์อิิสระลดลง

มากกว่่าร้้อยละ 80 ดัังนั้้�นจากการศึึกษาครั้้�งนี้้�เป็็นข้้อมููล

สนับัสนุนุได้ว้่า่ หากพบการปนเปื้้�อนฟอร์ม์าลดีไีฮด์อ์ิสิระ

ในหมึึกกรอบจะเกิิดจากการเติิมฟอร์์มาลิินในหมึึกสด 

ปริิมาณสููงก่่อนกระบวนการผลิิตหมึึกกรอบ หรืือเติิม 

ภายหลัังกระบวนการผลิิตหมึึกกรอบ

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุุณ ผู้้�อำนวยการศููนย์์วิิทยาศาสตร์์ 

การแพทย์์ที่่� 11 สุรุาษฎร์ธ์านี ีกรมวิทิยาศาสตร์ก์ารแพทย์์ 

ที่่� ให้้การสนัับสนุุนการศึึกษาครั้้� งนี้้�  และเจ้้าหน้้าที่่� 

ห้อ้งปฏิบิัตัิกิารอาหาร ที่่�ให้ค้วามร่ว่มมือืในการดำเนินิการ

ศึึกษาครั้้�งนี้้�จนบรรลุุผลสำเร็็จด้้วยดีี และขอบคุุณ สำนััก

คุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร กรมวิิทยาศาสตร์์

การแพทย์์ ผู้้�ถ่่ายทอดวิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์ปริิมาณ

ฟอร์ม์าลดีไีฮด์อ์ิสิระ และนางสาวพนาวัลัย์ ์กลึงึกลางดอน 

สำนักัคุณุภาพและความปลอดภััยอาหาร กรมวิิทยาศาสตร์์

การแพทย์์ ที่่�ให้้คำปรึึกษาด้้านวิิชาการตลอดการศึึกษา
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ปริิมาณฟอร์์มาลดีีไฮด์์อิิสระในกระบวนการผลิิตหมึึกกรอบ	 นิิรัันดร แร่่กาสิินธุ์์� และคณะ

Nirundorn Raekasin,  Janya Bunwichit,  and Kheamikar Hemloha 
Regional Medical Sciences Center 11 Surat Thani, Department of Medical Sciences, Muang District, 

Surat Thani 84100, Thailand

Study of Free Formaldehyde Content in 
Pickled Squid Production Process 

ABSTRACT  Formaldehyde, also known as formalin, is classified as a human carcinogen and is 
prohibited in food products. This prohibition is outlined in Notification of the Ministry of Public Health 
(No. 391) B.E. 2561 (2018), which specifies prohibited foods from production, importation, or sale. 
In marine animals, such as squid, free formaldehyde (Free-FA) may be present due to natural spoilage 
or intentional addition, often to prevent spoilage during transportation and the production process. 
A study was conducted to determine Free-FA content in pickled squids, which is a high-risk food with 
high Free-FA. This involved examining whether the pickled squids' production process, Free-FA, increased 
or decreased by adding varying amounts of formalin to the fresh squid before pickling. Free-FA contents 
in fresh squids, dried squids, and pickled squids were analyzed using the HPLC technique in two sets 
of studies. The results showed that the Free-FA content in dried and pickled squids was reduced by over 
80% and 90%, respectively, compared to fresh squids across all treatment conditions. This reduction was 
attributed to the squid pickling process, which included drying and alkali immersion, promoting formalin 
evaporation and dissolution. In conclusion, the presence of Free-FA in pickled squids was likely due to  
the intentional addition of formalin to fresh squids or soaking water during distribution. To minimize 
formaldehyde exposure, traders are advised to use ice instead of formalin for soaking squids, and consumers 
are advised to rinse squids with water before cooking.

Keywords: Free formaldehyde, Dried squid, Pickled squid
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ปราชญ์์สกล ช่่วยสุุดสกุุลชััย    
กลุ่่�มงานเทคนิิคการแพทย์์ โรงพยาบาลพระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร  อำเภอพรรณานิิคม สกลนคร 47130

การศึกษาแนวทางลดการปนเปื้อนในการเพาะเชื้อ
จากเลือด โรงพยาบาลพระอาจารย์ฝั้น อาจาโร

บทคัดย่อ  การลดการปนเปื้อนในการเพาะเช้ือจากเลือดนั้นมีความสำ�คัญอย่างมากเพราะหากการตรวจพบเชื้อปนเปื้อน
จากขั้นตอนการเก็บตัวอย่างที่ไม่ถูกต้อง อาจนำ�ไปสู่การวินิจฉัยผิดพลาดส่งผลให้ผู้ป่วยได้รับการรักษาที่ไม่เหมาะสมและเพิ่ม 
ค่าใช้จ่ายในการรักษาโดยไม่จำ�เป็น การศึกษานี้ทำ�ขึ้น ณ โรงพยาบาลพระอาจารย์ฝั้น อาจาโร มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบ
การลดการปนเปื้อนในการเพาะเช้ือจากเลือด ก่อนและหลังการทบทวนแนวทางการปฏิบัติ โดยได้ทำ�การเก็บข้อมูลจากการ 
สง่ตรวจขวดเพาะเชือ้จากเลอืดทีม่กีารตรวจพบเชือ้ปนเป้ือนในช่วงเวลาก่อนการทบทวน และหลงัการทบทวน นำ�ขอ้มลูทีร่วบรวม
มาวิเคราะห์ด้วยสถิติเชิงพรรณนา ค่าเฉลี่ย ร้อยละ ผลการศึกษาก่อนการทบทวนพบเชื้อที่ปนเปื้อน Coagulase-negative 
Staphylococci spp. เฉลี่ยร้อยละ 0.98 และเชื้อ Viridans streptococcus เฉลี่ยร้อยละ 0.12 หลังการทบทวนพบเชื้อ 
ที่ปนเปื้อน Coagulase-negative Staphylococci spp. เฉลี่ยร้อยละ 0.26 อัตราการลดลงของการปนเปื้อนโดยเฉลี่ยอยู่ที่ 
รอ้ยละ 76.36 ซึง่สงูกวา่คา่เปา้หมายทีต่ัง้ไวท้ีร่อ้ยละ 60 โดยผลการศกึษาชีใ้หเ้หน็วา่แนวทางการปฏบิตัทิีท่บทวนมปีระสทิธภิาพ 
ในการลดการปนเปื้อนในการเพาะเชื้อจากเลือดได้อย่างมีนัยสำ�คัญ 

คำ�สำ�คัญ: การปนเปื้อนในการเพาะเชื้อจากเลือด, การปนเปื้อนในเลือดที่ส่งตรวจเพาะเชื้อ, เชื้อปนเปื้อนในเลือด
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แนวทางลดการปนเปื้้�อนการส่่งเพาะเชื้้�อจากเลืือด	 ปราชญ์์สกล ช่่วยสุุดสกุุลชััย

บทนำ�

ปััญหาที่่�พบบ่่อยในการเพาะเชื้้�อแบคทีีเรีียจาก

เลืือดที่่�ใช้้ในการตรวจวิินิิจฉััยการติิดเชื้้�อในกระแสเลืือด

คือื ผลการตรวจเพาะเชื้้�อพบเชื้้�อชนิดิอื่่�นในตัวัอย่า่งเลือืด

ที่่�ไม่่ใช่่เชื้้�อที่่�เป็็นสาเหตุุก่่อโรค หรืือมีีการปนเปื้้�อนเชื้้�อ

ในตััวอย่่างเลืือดซึ่่�งมีีความสำคััญต่่อผู้้�ป่วย นำมาสู่่�การ

รายงานผลบวกปลอม ทำให้้การวิินิิจฉััยการติิดเชื้้�อใน

กระแสเลือืดผิดิพลาด อันัส่ง่ผลกกระทบหลายประการทั้้�ง

ต่อ่ผู้้�ป่วยและโรงพยาบาล มีผีลทำให้ผู้้้�ป่วยได้ร้ับัการรัักษา 

ที่่�ไม่เ่หมาะสม ต้อ้งนอนรักัษาตัวันานขึ้้�น(1) การเจาะเลือืด 

ส่่งตรวจเพาะเชื้้�อเป็็นหััตถการที่่�ใช้้ประกอบการวิินิิจฉััย

และรัักษาการติิดเชื้้�อในกระแสเลืือดซึ่่�งต้อ้งทำด้ว้ยเทคนิิค 

ปลอดเชื้้�อ เพื่่�อป้้องกัันการปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลชีีพในเลืือด 

ที่่�ส่งตรวจ ซึ่่�งไม่่ใช่่สาเหตุุที่่�แท้้จริิงของการติิดเชื้้�อใน 

กระแสเลืือดและเป็็นปััญหาพบได้้บ่่อยในโรงพยาบาล 

ทำให้เ้กิดิความผิดิพลาดในการวินิิจิฉัยัและรักัษา สมาคม 

จุุลชีีววิิทยาแห่่งสหรััฐอเมริิกาได้้กำหนดให้้อััตราการ 

ปนเปื้้�อนเชื้้�อจุลุชีพีในเลืือดที่่�ส่ง่ตรวจเพาะเชื้้�อไม่ค่วรเกินิ 

ร้้อยละ 3 ของจำนวนขวดเลืือดที่่�ส่่งตรวจเพาะเชื้้�อ

ทั้้�งหมด(2) อััตราการปนเปื้้�อนของเชื้้�อจุุลชีีพในเลืือดที่่� 

ส่่งตรวจเพาะเชื้้�อเป็็นปััญหาพบได้้บ่่อย จากข้้อมููลอััตรา

การปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลชีีพที่่�ส่่งตรวจเพาะเชื้้�อจากการศึึกษา

ทั้้�งในและต่า่งประเทศ พบว่า่อยู่่�ระหว่า่งร้อ้ยละ 3.5−9.7(2)  

การศึึกษาในโรงพยาบาลของประเทศต่่างๆ พบอััตรา

การปนเปื้้�อนจุุลชีีพในเลืือดที่่�ส่งตรวจเพาะเชื้้�อประมาณ 

ร้้อยละ 2.5 หรืืออยู่่�ระหว่่างร้้อยละ 1.0-6.0(3) สาเหตุุ

ของการปนเปื้้�อนจากการเจาะเลืือดเพื่่�อส่่งตรวจเพาะเชื้้�อ 

พบว่่ามีีการปนเปื้้�อนเกิิดขึ้้�นจากเชื้้�อที่่�มีบนผิิวหนัังของ 

ผู้้�ป่ว่ยเอง โดยมีเีชื้้�อ Coagulase-negative staphylo-

cocci spp. เป็็นสาเหตุุของการปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลชีีพในเลืือด

ที่่�ส่ง่ตรวจมากที่่�สุดุ(4) ส่ว่นอัตัราการปนเปื้้�อนจากการเพาะ

เชื้้�อจากเลืือดในโรงพยาบาลสุุราษฎร์์ธานีี เชื้้�อปนเปื้้�อนที่่�

พบมากที่่�สุดุ คือื Coagulase-negative staphylococci 

spp. (ร้้อยละ 16.00)(5) ส่่วนเชื้้�อปนเปื้้�อนที่่�พบบ่่อยจาก

ข้้อมููลในสหรััฐอเมริิกา ได้้แก่่ Coagulase-negative 

staphylococci spp. (ร้้อยละ 74.8) Corynebacterium

spp. (ร้้อยละ 13.1) Viridans streptococci 

(ร้้อยละ 7.7) Bacillus spp. (ร้้อยละ 2.2) และ  

Propionibacterium spp. (ร้้อยละ 2.2) สำหรัับข้้อมููล

จากโรงพยาบาลจุฬุาลงกรณ์์ พบ Coagulase-negative 

staphylococci spp. (ร้้อยละ 80.6) Corynebacterium 

spp. (ร้้อยละ 7.4) Micrococcus spp. (ร้้อยละ 6.5) 

และ Bacillus spp. (ร้้อยละ 5.6)(6) และจากข้้อมููล

การส่่งเลืือดตรวจเพาะเชื้้�อของโรงพยาบาลพระอาจารย์์ 

ฝั้้�น อาจาโร เคยพบว่่ามีีอััตราการปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลชีีพ 

ร้้อยละ 1.58(7)

สาเหตุุการปนเปื้้�อนเกิิดขึ้้�นจากวััสดุุอุุปกรณ์์ที่่�ใช้้ 

ในการเจาะเลืือด เช่่น เข็็มและกระบอกฉีีดยา สำลีี จุุกยาง

ที่่�ขวดเพาะเชื้้�อ การปนเปื้้�อนขณะถ่่ายเลืือดจากกระบอก

ฉีดียาสู่่�ขวดเพาะเชื้้�อหรืือภาชนะเก็บ็ตัวัอย่่าง การปนเปื้้�อน 

ขณะทำการเพาะเชื้้�อลงบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ(8) วิิธีีลด 

การปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลชีีพที่่�ส่่งตรวจเพาะเชื้้�อ ควรฝึึกฝน

ให้้บุุคลากรมีีความรู้้�และการปฏิิบััติิที่่�ถูกต้้องในแนว

ปฏิิบััติิการเจาะเลืือดส่่งตรวจเพาะเชื้้�อ จากการทบทวน

วรรณกรรมอย่่างเป็็นระบบ พบว่่าต้้องใช้้กลยุุทธ์์หลายวิิธีี 

ประกอบกัันจึึงจะมีีประสิิทธิิภาพและประสบผลสำเร็็จ

และต้้องอาศััยการมีีส่่วนร่่วมของบุุคลากรในการนำไปสู่่�

การปฏิบิัตัิจิึงึจะเกิดิการปรับัเปลี่่�ยนพฤติกิรรม(8) การพบ

การปนเปื้้�อนบ่่งชี้้�ถึึงปััญหาทางเทคนิิคปฏิิบััติิในขั้้�นตอน

การทำความสะอาดผิิวหนัังของผู้้�ป่่วยและการเช็็ดจุุกยาง

ขวดเพาะเชื้้�อเพื่่�อลดอััตราการปนเปื้้�อนควรใช้้น้้ำยา 2% 

Chlorhexidine gluconate ใน 70% alcohol(9−11) 

ซึ่่�งมีีประสิิทธิิภาพการฆ่่าเชื้้�อดีีเทีียบเท่่า Povidoneiodine

แต่่แห้้งเร็็วกว่่าและมีีระยะเวลาในการรอคอยให้้มีี

ประสิิทธิิภาพฆ่่าเชื้้�อสููงสุุดสั้้�นกว่่า ใช้้เวลารอให้้แห้้งและ

ออกฤทธิ์์�สูงูสุุดเพีียง 30 วินิาทีี ขณะที่่� Povidone-iodine 

จะต้้องรอทิ้้�งไว้้ให้้แห้้งและออกฤทธิ์์�ได้้สูงูสุุดนานถึึง 2 นาทีี 

ซึ่่� งในทางปฏิิบััติิบุุคลากรที่่� เจาะเลืือดผู้้�ป่่วยมัักจะ 

ไม่่รอถึึง 2 นาทีี นอกจากนี้้� Chlorhexidine gluconate 

มีีฤทธิ์์�คงเหลืือหลัังทาน้้ำยาด้้วย จึึงเป็็นน้้ำยาที่่�ควรใช้้ 

เพื่่�อลดการปนเปื้้�อนในการเจาะเลืือดเพื่่�อเพาะเชื้้�อ 

ไม่่แนะนำให้้ใช้้สารที่่�มี iodine เป็็นส่่วนประกอบเช็็ด 

จุกุยางเพราะทำให้จุ้กุยางเปลี่่�ยนสภาพได้เ้กิดิการปนเปื้้�อน 

จากเชื้้�อภายนอกได้้สููง(12) ดัังนั้้�นผู้้�วิิจััยจึึงตั้้�งสมมติิฐาน

ในการวิิจััยว่่าอััตราการพบเชื้้�อปนเปื้้�อนในขวดเพาะเชื้้�อ 

จากเลืือดที่่�ส่งตรวจหลัังจากการทบทวนแนวปฏิิบััติิการ 
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ลดการปนเปื้้�อนต่่ำกว่่าก่่อนการทบทวนไม่่น้้อยกว่่า 

ร้้อยละ 60 ผู้้�วิิจััยจึึงสนใจศึึกษาหาแนวทางที่่�ดีีที่่�สุุด 

เพื่่�อนำมาแก้้ไขปััญหาการปนเปื้้�อนจุุลชีีพในเลืือดที่่� 

ส่่งตรวจเพาะเชื้้�อในโรงพยาบาลพระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร 

ในการวิิจััยนี้้�มีกรอบแนวคิิดการพััฒนาอย่่าง 

ต่อ่เนื่่�องของเดมมิ่่�ง (Deming Cycle) ซึ่่�งมีีวงจร PDSA 

(Plan-Do-Study-Action)(13) เป็็นแนวทางในการ

แก้้ปััญหาการปนเปื้้�อนในการเพาะเชื้้�อจากเลืือด โดยใช้้ 

หลักัฐานเชิงิประจักัษ์ ์4 ขั้้�นตอน คือื การค้น้หาปัญัหาและ

หาแนวทางแก้้ไข เช่่น แนวทางการปฏิิบััติิไม่่เหมาะสม 

โดยใช้้น้้ำยาทำความสะอาดผิิวหนัังที่่�ไม่่มีีประสิิทธิิภาพ 

เป็็นต้้น การปฏิิบััติิตามแนวทางที่่�วางไว้้อย่่างเคร่่งครััด 

ได้แ้ก่ ่สร้้างความตระหนัักให้้บุุคลากร การประเมิินผลลัพัธ์์ 

โดยการนำผลการปนเปื้้�อนที่่�เกิิดขึ้้�นมาหาสาเหตุุว่่า 

เกิดิจากอะไร ทบทวนโดยจััดทำเป็น็โครงการศึึกษาผลลัพัธ์์

แนวปฏิิบัตัิเิพื่่�อลดการปนเปื้้�อนจากการเพาะเชื้้�อจากเลืือด 

และการดำเนิินการต่่อไปให้้เหมาะสมกัับหน่่วยงาน 

โดยจััดทำแนวปฏิิบััติิการเจาะเลืือดแบบใหม่่ ซึ่่�งวงจร 

PDSA จะหมุุนเป็็นวงกลมไปเรื่่�อยๆ และนำงานวิิจััยมาใช้้

บรรจุไุว้เ้ป็น็แผนงานประจำเดือืนเก็บ็รวบรวมเป็น็รายงาน

รายเดืือนและในรอบไตรมาส นำผลมาวิิเคราะห์์โดยมุ่่�งให้้

บุุคลากรที่่�เกี่่�ยวข้้องเจาะเลืือดส่่งตรวจเพาะเชื้้�อจากเลืือด

ได้อ้ย่า่งถูกูต้อ้งตามแนวทางปฏิบิัตัิเิพื่่�อแก้ไ้ขปัญัหาอย่า่ง

ต่อ่เนื่่�องจนกว่า่จะบรรลุเุป้า้หมาย นำไปสู่่�การพัฒันาอย่า่ง

ต่อ่เนื่่�องและลดอััตราการปนเปื้้�อนในการส่่งตรวจเพาะเชื้้�อ

จากเลือืดตามเป้้าหมายที่่�ตั้้�งไว้้ งานวิจัิัยนี้้�จึงึมีีวััตถุปุระสงค์์

เพื่่�อศึึกษาประสิิทธิิภาพของการทบทวนวิิธีีปฏิิบััติิการลด

การปนเปื้้�อน เปรีียบเทีียบผลหลัังการทบทวนสามารถ

ลดอััตราการปนเปื้้�อนในการเพาะเชื้้�อจากเลืือดก่่อนการ

ทบทวนได้้หรืือไม่่

วัสดุและวิธีการ

การศึกึษานี้้�เป็็นการวิิจััยทดลองเชิิงเปรีียบเทีียบ ณ 

จุดุเวลาใดเวลาหนึ่่�ง เครื่่�องมืือที่่�ใช้้ในการวิิจััยประกอบด้้วย

คู่่�มืือแนวปฏิิบััติิการเก็็บตััวอย่่างเลืือดเพื่่�อการเพาะเชื้้�อ 

จากเลืือด โรงพยาบาลพระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร ปีี พ.ศ. 

2564 และคู่่�มือแนวปฏิิบััติิการเก็็บตััวอย่่างเลืือด 

เพื่่�อการเพาะเชื้้�อจากเลืือด โรงพยาบาลพระอาจารย์์ 

ฝั้้�น อาจาโร ปีี พ.ศ. 2565 ที่่�จััดทำขึ้้�นใหม่่(14) โดยใช้้ 2% 

Chlorhexidine gluconate ใน 70% alcohol (Baoying 

County Fukang Medical Appliance Co. Ltd., 

China) ทำความสะอาดผิิวหนัังและจุุกยางขวดเพาะเชื้้�อ

แทนการใช้้ Povidone-iodine  

การวิิเคราะห์์ข้้อมููล

รวบรวมผลการตรวจการปนเปื้้�อนเชื้้�อจากขวด

ที่่�ส่่งตรวจการเพาะเชื้้�อจากเลืือดทั้้�งหมดของผู้้�ป่่วย 

ในโรงพยาบาลพระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร ที่่�ส่่งไปยััง 

ห้้องปฏิิบััติิการบริิษััท อิินโนเทค ลาบอราทอรี่่� เซอร์์วิิส 

จำกััด ระยะเวลา 24 เดืือน แบ่่งเป็็นช่่วงก่่อนทำการ

ทบทวน 12 เดืือน ตั้้�งแต่่ 1 ตุุลาคม พ.ศ. 2563 ถึึง 

30 กัันยายน พ.ศ. 2564 (ปีีงบประมาณ พ.ศ. 2564) 

จำนวน 1,724 ขวด และหลัังทำการทบทวน 12 เดืือน 

ตั้้�งแต่่ 1 ตุุลาคม พ.ศ. 2564 ถึึง 30 กัันยายน พ.ศ. 2565 

(ปีงีบประมาณ พ.ศ. 2565) จำนวน 1,952 ขวด รวมทั้้�งสิ้้�น 

3,676 ขวด โดยที่่�ในแต่่ละเดืือนนำผลการเพาะเชื้้�อมา

ร่่วมทบทวนวิิธีีการเจาะเลืือดในทุุกขั้้�นตอนกัับหอผู้้�ป่่วย

ผ่่านคณะกรรมการป้้องกััน และควบคุุมการติิดเชื้้�อของ

โรงพยาบาลพระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร 

 

วิิ ธีีปฏิิบััติิ การ เก็็บตัั วอย่่ าง เลืือดเพื่่� อ เพาะเชื้้� อ 

โรงพยาบาลพระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร ปีี พ.ศ. 2565 

หลังการทบทวนในการเก็็บเลืือดผู้้�ป่่วยเพื่่�อส่่งตรวจ

เพาะเชื้้�อ

การเจาะเลืือด

ตรวจดููคำสั่่�งการรัักษาของแพทย์์ เตรีียมผู้้�ป่วย 

และเตรีียมอุุปกรณ์์การเจาะเลืือดให้้พร้้อมก่่อนทำการ

เจาะเลืือดผู้้�ป่วย ในการเตรีียมบริิเวณที่่�จะเจาะเลืือดให้้

เลืือกตำแหน่่งเส้้นเลืือดดำที่่�เหมาะสม จากนั้้�นทำความ

สะอาดบริิเวณเส้้นเลืือดที่่�จะเจาะด้้วยน้้ำกัับสบู่่� (ในกรณีี

ที่่�บริิเวณดัังกล่่าวสกปรก) ก่่อนเจาะเลืือด ผู้้�เจาะเลืือด

ทำความสะอาดมืือด้้วยการล้้างมืือด้้วย antiseptic หรืือ

ใช้ ้alcohol hand rub สวมถุุงมืือแบบสะอาด ใช้้สายยาง

รััดเหนืือบริิเวณที่่�จะเจาะประมาณ 2−4 นิ้้�ว เช็็ดบริิเวณ

ผิิวหนัังที่่�จะเจาะเลืือดโดยให้้เช็็ดวนจากด้้านในออก 
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แนวทางลดการปนเปื้้�อนการส่่งเพาะเชื้้�อจากเลืือด	 ปราชญ์์สกล ช่่วยสุุดสกุุลชััย

ด้า้นนอกเป็็นวงกว้้างอย่่างน้้อย 5 เซนติิเมตร ถูแูรงพอควร

ด้้วย 2% Chlorhexidine gluconate ใน 70% alcohol 

ทิ้้�งให้้แห้้ง 30 วิินาทีี การเจาะเลืือดผู้้�ใหญ่่หรืือเด็็กโตที่่� 

เจาะเลืือดได้้ง่่ายใช้้เลืือดประมาณ 5−10 มิิลลิิลิิตร 

ในขวดจััดเก็็บสำหรัับผู้้�ใหญ่่ และสำหรัับเด็็กเล็็กหรืือ

ผู้้�ใหญ่่ที่่�เจาะเลืือดยากใช้้เลืือดประมาณ 1−3 มิิลลิิลิิตร 

ในขวดจััดเก็็บสำหรัับเด็็ก

การใส่่เลืือดลงในขวดเพาะเชื้้�อ

เช็็ดจุุกขวดเพาะเชื้้�อด้้วย 2% Chlorhexidine 

gluconate ใน 70% alcohol (ไม่่แนะนำให้้ใช้้สาร 

ที่่�มีี iodine เป็็นส่่วนประกอบ เนื่่�องจากอาจมีีการเปลี่่�ยน

สภาพของจุุกยางได้้หลัังจากเข้้าเครื่่�องวิิเคราะห์์อััตโนมััติิ 

ทำให้้มีีโอกาสปนเปื้้�อนของเชื้้�อได้้ ทิ้้�งให้้แห้้ง 30 วิินาทีี 

จากนั้้�นเปลี่่�ยนหััวเข็็มปลอดเชื้้�ออัันใหม่่แทงผ่่านจุุกยาง

ค่อ่ยๆ ปล่อ่ยเลือืดลงในขวดเพาะเชื้้�อแล้ว้หมุนุขวดเบาๆ

เป็็นวงกลม เพื่่�อให้้เลืือดผสมเข้้ากัับน้้ำยาเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ

การส่่งขวดเพาะเชื้้�อ 

ส่่ งห้้ อ งปฏิิบัั ติิ ก าร เพาะ เชื้้� อทััน ทีีหลัั งจ าก 

เจาะเลืือดเสร็็จ หรืือไม่่ควรเกิิน 24 ชั่่�วโมงหลัังเจาะเลืือด 

โดยเก็็บไว้้ที่่�อุุณหภููมิิห้้องระหว่่างรอส่่ง ห้้ามแช่่ในตู้้�เย็็น

การแปลผล

สำหรัับการแปลผลการเพาะเชื้้�อจากเลืือด ตััวชี้้�บ่่ง

ที่่�ใช้้ในการแปลผลเพื่่�อพิิจารณาแยกการเพาะเชื้้�อที่่�พบ

เชื้้�อก่่อโรคในกระแสเลืือดออกจากการพบเชื้้�อปนเปื้้�อน

ในเลือืด ตัวัชี้้�วัดัเหล่า่นี้้�ใช้แ้สดงขั้้�นตอนการตรวจวิเิคราะห์์

ที่่�สามารถแยกเชื้้�อปนเปื้้�อนออกจากเชื้้�อก่่อโรค(14) ดัังนี้้� 

ความถี่่�ของการพบมีีเชื้้�อขึ้้�นในขวดจากจำนวนขวด

ที่่�ทำการเพาะเชื้้�อ (Positive bottles among collections) 

เช่่น เจาะเลืือดสามขวดพบเชื้้�อขึ้้�นทั้้�งสามขวด หรืือ 

เจาะเลือืดสองขวดพบเชื้้�อได้ท้ั้้�งสองขวด โอกาสที่่�ผู้้�ป่่วยมีี

การติิดเชื้้�อในกระแสเลืือดจริิงจะสููงมาก ในทางกลัับกััน 

ความน่่าเชื่่�อถืือจะน้้อยมากกรณีีพบมีีเชื้้�อขึ้้�นเพีียง 

ขวดเดีียวจากการเจาะเลืือดสามขวด เป็็นต้้น

ผลก า รย้้ อมแกรมจ ากข วด เ ลืื อดพบ เ ชื้้� อ 

Gram positive cocci in cluster แสดงว่่าเป็็นเชื้้�อ  

Staphylococci spp. ซึ่่�งอาจเป็็นเชื้้�อก่่อโรค คืือ  

Staphylococcus aureus หรืืออาจเป็็นเชื้้�อประจำถิ่่�น

ที่่�ผิวหนััง Coagulase-negative Staphylococcus 

spp. ซึ่่�งไม่ก่่อ่โรค ถ้า้ย้อ้มได้ ้Gram positive rod ตัวัโต 

ชี้้�บ่่งว่่าเป็็น Bacillus spp. ซึ่่�งเป็็นเชื้้�อในสิ่่�งแวดล้้อม 

แสดงว่่ามีีการปนเปื้้�อนที่่�ตำแหน่่งเจาะเลืือดและทำความ

สะอาดผิิวหนัังไม่่ดีี การชี้้�บ่่งการติิดเชื้้�อด้้วยการย้้อม 

แกรมเพีียงอย่่างเดีียวอาจไม่่เพีียงพอ เนื่่�องจากเชื้้�อ 

บางส่่วนที่่�กล่่าวมานี้้�อาจเป็็นเชื้้�อก่่อโรคก็็ได้้

จำนวน species ที่่�แยกได้แ้ต่ล่ะขวด เชื้้�อที่่�เพาะได้้

หลายชนิดิ (Multiple organism isolates) มักัสัมัพันัธ์์

กับัการปนเปื้้�อน เนื่่�องจากการทำความสะอาดผิวิหนังัไม่ด่ีี 

การติิดเชื้้�อในเลืือดมัักพบเชื้้�อเพีียงชนิิดเดีียว

ระยะเวลาที่่�ใช้้ในการเจริิญเติิบโตจนตรวจพบเชื้้�อ 

ถ้้าเจาะเลืือดได้้เพีียงพอเวลาที่่�แบคทีีเรีียแบ่่งตััวจนตรวจ

พบเชื้้�อได้้มัักไม่่เกิิน 48 ชั่่�วโมง กรณีีที่่�มีีเชื้้�อปริิมาณมาก

จะตรวจพบเชื้้�อได้เ้ร็ว็ ในทางกลับักัันเชื้้�อที่่�เจริญิเติบิโตช้า้ 

ชี้้�บ่่งว่่ามีีจำนวนปริิมาณเชื้้�อน้้อยมากในขวด ซึ่่�งมัักมีี

ความจำเพาะ คืือ ไม่่มีีเชื้้�อในเลืือดแต่่มีีการปนเปื้้�อนใน 

ขวดเลืือด

เมื่่�อเปรีียบเทีียบวิิธีีปฏิิบััติิการเก็็บตััวอย่่างเพื่่�อ

เพาะเชื้้�อ โรงพยาบาลพระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร ระหว่่าง

ก่่อนการทบทวนปีี พ.ศ. 2564 และหลัังการทบทวนปีี 

พ.ศ. 2565 มีีการใช้้น้้ำยาทำความสะอาดที่่�แตกต่่างกััน 

ดัังแสดงในตารางที่่� 1

การวิิเคราะห์์ข้้อมููลทางสถิิติิ

นำข้อ้มูลูที่่�รวบรวมมาวิเิคราะห์ด์้ว้ยสถิติิเิชิงิพรรณนา 

ค่า่เฉลี่่�ย ร้อ้ยละ เปรียีบเทียีบผลระหว่า่งก่อ่นทบทวนและ

หลัังทบทวน คำนวณอััตราการลดลงของเชื้้�อปนเปื้้�อน 

หลัังการทบทวน โดยตั้้� ง เป้้าหมายการลดลงของ 

ค่า่การปนเปื้้�อนในการศึกึษาทดลองไม่น่้อ้ยกว่า่ร้อ้ยละ 60 

คำนวณอััตราการพบเชื้้�อปนเปื้้�อนร้้อยละเฉลี่่�ยต่่อปีี 

โดยใช้้สููตร
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จำนวนเชื้้�อที่่�ปนเปื้้�อน (Positive) × 100

จำนวนตััวอย่่างทั้้�งหมด (Total)

คำนวณอััตราการลดลงของเชื้้�อปนเปื้้�อนหลัังการทบทวนในการเพาะเชื้้�อจากเลืือด โดยใช้้สููตร

(อัตัราการพบเชื้้�อปนเปื้้�อนร้อ้ยละเฉลี่่�ยในปี ีพ.ศ. 2564 - อัตัราการพบเชื้้�อปนเปื้้�อนร้อ้ยละเฉลี่่�ยในปี ีพ.ศ. 2565) × 100 

อััตราการพบเชื้้�อปนเปื้้�อนร้้อยละเฉลี่่�ยในปีี พ.ศ. 2564 

ผล

จากการรวบรวมข้้อมููลผลการปนเปื้้�อนเชื้้�อในการ

เพาะเชื้้�อจากเลืือดของผู้้�ป่่วยในโรงพยาบาลพระอาจารย์์ 

ฝั้้�น อาจาโร  พบว่า่ก่อ่นการทบทวนแนวปฏิบิัตัิกิารเจาะเลือืด 

เพื่่�อเพาะเชื้้�อ โรงพยาบาลพระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร ในปีี 

พ.ศ. 2564 จำนวนขวดเพาะเชื้้�อจากเลืือดที่่�มีการส่่งตรวจ

ทั้้�งหมด 1,724 ขวด และมีีจำนวนขวดเพาะเชื้้�อที่่�พบ

เชื้้�อปนเปื้้�อน จำนวน 19 ขวด มีีค่่าเฉลี่่�ยอยู่่�ที่่� 1.58 ขวด 

(คิิดเป็็นร้้อยละ 1.10 ของจำนวนขวดทั้้�งหมด) หลัังการ

ทบทวนและกำหนดแนวทางปฏิบิัตัิกิารลดการปนเปื้้�อนใน

การเพาะเชื้้�อจากเลืือดในปีี พ.ศ. 2565 จำนวนขวดเพาะ

เชื้้�อจากเลืือดที่่�มีีการส่่งตรวจทั้้�งหมด 1,952 ขวด และ 

มีีจำนวนขวดเพาะที่่�พบเชื้้�อปนเปื้้�อน จำนวน 5 ขวด 

มีีค่่าเฉลี่่�ย 0.42 ขวด (คิิดเป็็นร้้อยละ 0.26 ของจำนวน

ขวดทั้้�งหมด) อััตราการลดลงของการปนเปื้้�อนโดยเฉลี่่�ย

อยู่่�ที่่� ร้้อยละ 76.36 ดัังแสดงในตารางที่่� 2

ตารางที่่� 2	 ผลการตรวจการปนเปื้้�อนเชื้้�อในขวดที่่�ส่งตรวจเพาะเชื้้�อจากเลืือดของผู้้�ป่วยในโรงพยาบาลพระอาจารย์์ 

		ฝั้้�  น อาจาโร เปรีียบเทีียบก่่อนการทบทวนแนวปฏิิบััติิการเก็็บตััวอย่่างเลืือดเพื่่�อเพาะเชื้้�อ โรงพยาบาล 

		  พระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร ในปีี พ.ศ. 2564 และหลัังการทบทวนในปีี พ.ศ. 2565 

ก่่อนการทบทวน ปีี พ.ศ. 2564 หลัังการทบทวน ปีี พ.ศ. 2565

เดืือน ปีี
จำนวนขวดที่่�

ส่่งตรวจ
จำนวนขวดที่่�

ปนเปื้้�อน
เดืือน ปีี

จำนวนขวดที่่�
ส่่งตรวจ

จำนวนขวดที่่�
ปนเปื้้�อน

ต.ค. 2563
พ.ย. 2563
ธ.ค. 2563
ม.ค. 2564
ก.พ. 2564
มีี.ค. 2564

175
150
170
84
98
163

2
0
0
0
0
3

ต.ค. 2564
พ.ย. 2564
ธ.ค. 2564
ม.ค. 2565
ก.พ. 2565
มีี.ค. 2565

175
152
169
119
96
146

2
0
0
0
0
1

ตารางที่่� 1	 เปรีียบเทีียบการใช้้น้้ำยาฆ่่าเชื้้�อก่่อนการทบทวนและหลัังการทบทวนแนวปฏิิบััติิการเก็็บตััวอย่่างเลืือด 

	 เพื่่�อเพาะเชื้้�อ โรงพยาบาลพระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร

แนวปฏิิบััติิ
น้้ำยาที่่�ใช้้ก่่อนการทบทวน

ปีี พ.ศ. 2564

น้้ำยาที่่�ใช้้หลัังการทบทวน

ปีี พ.ศ. 2565

การทำความสะอาดผิิวหนััง

การทำความสะอาด

จุุกยางขวดเพาะเชื้้�อ

    Povidone-iodine

    Povidone-iodine

2% Chlorhexidine gluconate ใน 70% alcohol

2% Chlorhexidine gluconate ใน 70% alcohol
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ตารางที่่� 2	 ผลการตรวจการปนเปื้้�อนเชื้้�อในขวดที่่�ส่งตรวจเพาะเชื้้�อจากเลืือดของผู้้�ป่วยในโรงพยาบาลพระอาจารย์์ 

		ฝั้้�  น อาจาโร เปรีียบเทีียบก่่อนการทบทวนแนวปฏิิบััติิการเก็็บตััวอย่่างเลืือดเพื่่�อเพาะเชื้้�อ โรงพยาบาล 

		  พระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร ในปีี พ.ศ. 2564 และหลัังการทบทวน ในปีี พ.ศ. 2565 (ต่่อ)

ก่่อนการทบทวน ปีี พ.ศ. 2564 หลัังการทบทวน ปีี พ.ศ. 2565

เดืือน ปีี
จำนวนขวดที่่�

ส่่งตรวจ
จำนวนขวดที่่�

ปนเปื้้�อน
เดืือน ปีี

จำนวนขวดที่่�
ส่่งตรวจ

จำนวนขวดที่่�
ปนเปื้้�อน

เม.ย. 2564
พ.ค. 2564
มิิ.ย. 2564
ก.ค. 2564
ส.ค. 2564
ก.ย. 2564

รวม
ค่่าเฉลี่่�ย

130
150
186
164
86
168

1,724
143.66

1
4
1
3
1
4
19

1.58

เม.ย. 2565
พ.ค. 2565
มิิ.ย. 2565
ก.ค. 2565
ส.ค. 2565
ก.ย. 2565

รวม
ค่่าเฉลี่่�ย

108
93
209
218
223
245

1,952
162.66

0
2
0
0
0
0
5

0.42

คิิดเป็็นร้้อยละ 1.10 คิิดเป็็นร้้อยละ 0.26

อััตราการลดลงของเชื้้�อปนเปื้้�อนคิิดเป็็นร้้อยละ 76.36

ชนิิดของเชื้้�อปนเปื้้�อนที่่�ส่่งตรวจเพาะเชื้้�อใน 

โรงพยาบาลพระอาจารย์ฝ์ั้้�น อาจาโร พบว่า่ก่อ่นการทบทวน 

ปี ีพ.ศ. 2564 โดยใช้ ้Povidone-iodine ทำความสะอาด 

ผิิวหนัังและฝาจุุกขวดเพาะเชื้้�อ จำนวนขวดเพาะเชื้้�อจาก

เลืือดที่่�มีีการส่่งตรวจทั้้�งหมด 1,724 ขวด และมีีจำนวน

ขวดเพาะเชื้้�อที่่�มีการพบเชื้้�อปนเปื้้�อนของเชื้้�อ Coagu-

lase-negative Staphylococci spp. จำนวน 17 ขวด 

เฉลี่่�ยร้้อยละ 0.98 โดยที่่�หอผู้้�ป่่วยชาย หอผู้้�ป่่วยหญิิง 

และหอผู้้�ป่่วยเด็็ก พบการปนเปื้้�อนจำนวน 6, 5 และ 6 

ขวดตามลำดัับ และพบเชื้้�อ Viridans streptococcus 

เฉลี่่�ยร้้อยละ 0.12 โดยที่่�หอผู้้�ป่่วยชายและหอผู้้�ป่่วยหญิิง 

พบการปนเปื้้�อนตึึกละ 1 ขวด ดัังแสดงในตารางที่่� 3

ตารางที่่� 3	 ชนิิดเชื้้�อปนเปื้้�อนที่่�พบในขวดที่่�เก็็บจากหอผู้้�ป่่วยต่่างๆ ที่่�ส่่งตรวจ ก่่อนการทบทวนแนวปฏิิบััติิการ 

		  เก็็บตััวอย่่างเลืือดเพื่่�อเพาะเชื้้�อ โรงพยาบาลพระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร ในปีี พ.ศ. 2564

ก่่อนการทบทวน ปีี พ.ศ. 2564

เดืือน ปีี
จำนวน

ขวดที่่�ส่่งตรวจ
ชนิิดของเชื้้�อที่่�ปนเปื้้�อน จำนวน หอผู้้�ป่่วยที่่�ส่่งตรวจ

ต.ค. 2563

พ.ย. 2563
ธ.ค. 2563
ม.ค. 2564
ก.พ. 2564

มีี.ค. 2564

เม.ย. 2564

175

150
170
84
98

163

130

Coagulase-negative 
Staphylococci spp.

-
-
-
-

Coagulase-negative 
Staphylococci spp.

Viridans streptococcus
Coagulase-negative 
Staphylococci spp.

1
1
0
0
0
0
2

1
1

ตึึกเด็็ก
ตึึกชาย

ไม่่พบการปนเปื้้�อน
ไม่่พบการปนเปื้้�อน
ไม่่พบการปนเปื้้�อน
ไม่่พบการปนเปื้้�อน

ตึึกชาย

ตึึกชาย
ตึึกหญิิง
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ตารางที่่� 3	 ชนิิดเชื้้�อปนเปื้้�อนที่่�พบในขวดที่่�เก็็บจากหอผู้้�ป่่วยต่่างๆ ที่่�ส่่งตรวจ ก่่อนการทบทวนแนวปฏิิบััติิการ 

		  เก็็บตััวอย่่างเลืือดเพื่่�อเพาะเชื้้�อ โรงพยาบาลพระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร ในปีี พ.ศ. 2564 (ต่่อ)

ก่่อนการทบทวน ปีี พ.ศ. 2564

เดืือน ปีี
จำนวน

ขวดที่่�ส่่งตรวจ
ชนิิดของเชื้้�อที่่�ปนเปื้้�อน จำนวน หอผู้้�ป่่วยที่่�ส่่งตรวจ

พ.ค. 2564 150 Coagulase-negative 
Staphylococci spp.

2
2

ตึึกชาย
ตึึกเด็็ก

มิิ.ย. 2564 186 Coagulase-negative 
Staphylococci spp.

1 ตึึกชาย

ก.ค. 2564 164 Coagulase-negative 
Staphylococci spp.

3 ตึึกหญิิง

ส.ค. 2564 86 Viridans streptococcus 1 ตึึกหญิิง

ก.ย. 2564 168 Coagulase-negative 
Staphylococci spp.

3
1

ตึึกเด็็ก
ตึึกหญิิง

รวมทั้้�งปีี 1,724

Coagulase-negative 
Staphylococci spp.
ค่่าเฉลี่่�ย ร้้อยละ 0.98

Viridans streptococcus
ค่่าเฉลี่่�ย ร้้อยละ 0.12

6
5
6
1
1

ตึึกชาย
ตึึกหญิิง
ตึึกเด็็ก
ตึึกชาย
ตึึกหญิิง

ชนิิดของเชื้้�อปนเปื้้�อนที่่�ส่่งตรวจเพาะเชื้้�อใน 

โรงพยาบาลพระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร พบว่่าหลัังการ

ทบทวนในปีี พ.ศ. 2565 โดยใช้้ 2% Chlorhexidine 

gluconate ใน 70% alcohol จำนวนขวดเพาะเชื้้�อจาก

เลืือดที่่�มีีการส่่งตรวจทั้้�งหมด 1,952 ขวด และมีีจำนวน

ขวดเพาะเชื้้�อที่่�มีการพบเชื้้�อปนเปื้้�อนของเชื้้�อ Coagu-

lase-negative Staphylococci spp. จำนวน 5 ขวด 

เฉลี่่�ยร้อ้ยละ 0.26 โดยที่่�หอผู้้�ป่ว่ยชาย หอผู้้�ป่ว่ยหญิงิ และ

หอผู้้�ป่่วยเด็็ก พบการปนเปื้้�อน จำนวน 1, 1 และ 3 ขวด 

ตามลำดัับ ในเดืือนตุุลาคม พ.ศ. 2564 เดืือนมีีนาคมและ

พฤษภาคม พ.ศ. 2565 ดัังแสดงในตารางที่่� 4 

ตารางที่่� 4	 ชนิิดเชื้้�อปนเปื้้�อนที่่�พบในหอผู้้�ป่วยที่่�ส่งตรวจภายหลัังการทบทวนแนวปฏิิบััติิการเก็็บตััวอย่่างเลืือด 

		  เพื่่�อเพาะเชื้้�อ โรงพยาบาลพระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร ในปีี พ.ศ. 2565

เดืือน ปีี
จำนวน

ขวดที่่�ส่่งตรวจ
ชนิิดของเชื้้�อที่่�ปนเปื้้�อน จำนวน หอผู้้�ป่่วยที่่�ส่่งตรวจ

ต.ค. 2564 175 Coagulase-negative 
Staphylococci spp.

1 ตึึกหญิิง

1 ตึึกเด็็ก

พ.ย. 2564 152 - 0 ไม่่พบการปนเปื้้�อน

ธ.ค. 2564 169 - 0 ไม่่พบการปนเปื้้�อน

ม.ค. 2565 119 - 0 ไม่่พบการปนเปื้้�อน

ก.พ. 2565 96 - 0 ไม่่พบการปนเปื้้�อน
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วิจารณ์

จากผลการศึึกษา พบว่่าแม้้ในบางเดืือน ปีี พ.ศ. 

2565 จะมีีอััตราการปนเปื้้�อนที่่�เพิ่่�มขึ้้�นจากหลายปััจจััย 

เช่่น การเจาะเลืือดยากในตััวของผู้้�ป่่วยเองและในผู้้�ป่่วย

เด็็กทารกในหอผู้้�ป่่วยตึึกเด็็ก ตลอดจนความชำนาญและ

ประสบการณ์์ของบุุคลากรในการเจาะเลืือด ความยุ่่�งยาก 

ในการแปลผลเพื่่�อแยกการปนเปื้้�อนและการติิดเชื้้�อ

ก่่อโรคแท้้จริิงในตััวอย่่างเลืือดออกจากกััน ทำให้้เกิิด

ความคลาดเคลื่่�อนในผลการศึึกษาได้้เช่่นกััน ผลการ

ศึึกษาพบว่่า ภายหลัังการทบทวนแนวทางปฏิิบััติิเพื่่�อลด 

การปนเปื้้�อนเชื้้�อในขวดเลืือดที่่�ส่่งตรวจเพาะเชื้้�อ พบผล

การปนเปื้้�อนต่ำ่กว่า่ก่อ่นทบทวน ดังันั้้�นแนวทางปฏิบิัตัิใิหม่่ 

หลัังการทบทวนนี้้�ที่่�ใช้้ 2% Chlorhexidine gluconate 

ใน 70% alcohol ทำความสะอาดผิิวหนัังและจุุกยางขวด

เพาะเชื้้�อแทนการใช้้ Povidone-iodine สามารถลดอััตรา

การปนเปื้้�อนเชื้้�อได้้ลดลงเฉลี่่�ยร้้อยละ 76.36 ซึ่่�งมากกว่่า

ค่่าเป้้าหมายที่่�ตั้้�งสมมติิฐานไว้้ที่่�ร้้อยละ 60 เนื่่�องจาก

ประสิิทธิิภาพการฆ่่าเชื้้�อดีีเทีียบเท่่า Povidone-iodine 

แต่่ระยะเวลาที่่�ในการรอให้้แห้้งน้้อยกว่่าเพีียง 30 วิินาทีี 

และมีปีระสิทิธิภิาพฆ่า่เชื้้�อสูงูสุดุ (Maximum antiseptic 

effect) ของ 2% Chlorhexidine gluconate ใน 70% 

alcohol มากกว่่า แต่่ถ้้าใช้้ Povidone-iodine จะต้้อง

รอทิ้้�งไว้้ให้้แห้้งถึึง 2 นาทีี ซึ่่�งในทางปฏิิบััติิบุุคลากรที่่� 

เจาะเลือืดผู้้�ป่ว่ยมักัจะไม่ร่อถึงึ 2 นาที ีนอกจากเหตุผุลใน

แง่่ของการแห้้งเร็็วและระยะเวลาที่่�มีีประสิิทธิิภาพฆ่่าเชื้้�อ

สููงสุุดเร็็วกว่่าแล้้ว การคงเหลืือของประสิิทธิิภาพของยา

หลังัทาดีกีว่า่(14) ประโยชน์ส์่ว่นนี้้�เห็น็ได้ช้ัดัในกรณีผีู้้�ป่ว่ยที่่�

เจาะเลือืดยากใช้เ้วลาเจาะนาน ทำให้ป้ระสิทิธิภิาพของยา

ยังัมีีอยู่่�นานกว่่าไม่่หมดฤทธิ์์�ก่่อนที่่�จะได้้เลืือดผู้้�ป่วย ทำให้้

ลดโอกาสปนเปื้้�อนได้้ดีีกว่่าการใช้้ Alcohol หรืือ Povi-

done-iodine และอีีกประการหนึ่่�ง Povidone-iodine 

ทำให้้จุุกยางปิิดขวดเลืือดเปลี่่�ยนสภาพสึึกกร่่อนได้้ เกิิด

การปนเปื้้�อนจากเชื้้�อภายนอกได้้สููง สำหรัับขั้้�นตอนการ

เจาะดููดเลืือดจากผู้้�ป่่วย อาจลดปััญหาการปนเปื้้�อนขณะ

เพาะเชื้้�อโดยการปรัับเปลี่่�ยนมาใช้้ Antiseptic agent 

ที่่�เหมาะสม จากการศึึกษาในโรงพยาบาลจุุฬาลงกรณ์์

ก่่อนหน้้านี้้�สอดคล้้องกัับผลการศึึกษาในการวิิจััยใน

โรงพยาบาลพระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร พบว่่าการใช้้ 2%  

Alcoholic chlorhexidine เพื่่�อเช็็ดทำความสะอาด

ผิิวหนัังก่่อนเจาะเลืือดจากผู้้�ป่่วย นั้้�นมีีอััตราการปนเปื้้�อน

เชื้้�อขณะเพาะเชื้้�อในเลือืดน้อ้ยกว่า่การใช้ ้10% Aqueous 

povidone-iodine อย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ(12) ส่่วน

การเจาะเลืือดที่่�เหมาะสมและถููกขั้้�นตอนจะต้้องปฏิิบััติิ

ตามแนวทางที่่�วางไว้้อย่่างเคร่่งครััด เพื่่�อลดอััตราการ

เดืือน ปีี
จำนวน

ขวดที่่�ส่่งตรวจ
ชนิิดของเชื้้�อที่่�ปนเปื้้�อน จำนวน หอผู้้�ป่่วยที่่�ส่่งตรวจ

มีี.ค. 2565 146 Coagulase-negative 
Staphylococci spp.

1 ตึึกเด็็ก

เม.ย. 2565 108 - 0 ไม่่พบการปนเปื้้�อน

พ.ค. 2565 93
Coagulase-negative 
Staphylococci spp.

1
1

ตึึกเด็็ก
ตึึกชาย

มิิ.ย. 2565
ก.ค. 2565
ส.ค. 2565
ก.ย. 2565

209
218
223
245

-
-
-
-

0
0
0
0

ไม่่พบการปนเปื้้�อน
ไม่่พบการปนเปื้้�อน
ไม่่พบการปนเปื้้�อน
ไม่่พบการปนเปื้้�อน

รวมทั้้�งปีี
1,952

Coagulase-negative 
Staphylococci spp.
ค่่าเฉลี่่�ยร้้อยละ 0.26

1
1
3

ตึึกชาย
ตึึกหญิิง
ตึึกเด็็ก

ตารางที่่� 4	 ชนิิดเชื้้�อปนเปื้้�อนที่่�พบในหอผู้้�ป่วยที่่�ส่งตรวจภายหลัังการทบทวนแนวปฏิิบััติิการเก็็บตััวอย่่างเลืือด 

		  เพื่่�อเพาะเชื้้�อ โรงพยาบาลพระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร ในปีี พ.ศ. 2565 (ต่่อ)
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Reducing Contamination in Hemoculture 	 Pradsakon Chouisudsakunchai

ปนเปื้้�อนของเชื้้�อ ซึ่่�งในปััจจุุบัันเนื่่�องจากเทคโนโลยีี

การเพาะเชื้้�อที่่�มีประสิิทธิิภาพสููงแม้้มีีเชื้้�อเพีียงเล็็กน้้อย 

ก็ส็ามารถเพาะเชื้้�อขึ้้�นได้้ ดังันั้้�นการทบทวนวิิธีีการเจาะเลืือด 

ในทุุกขั้้�นตอน ตั้้�งแต่่การเตรีียมอุุปกรณ์์ การเจาะเลืือด 

ตำแหน่่งหลอดเลืือดที่่� เหมาะสมในการเจาะเลืือด 

การล้้างมืือก่่อนการเจาะ ซึ่่�งการปนเปื้้�อนขณะเจาะ 

เก็็บเลืือดเพื่่�อเพาะเชื้้�อสามารถลดได้้หากเช็็ดบริิเวณ

ผิิวหนัังที่่�จะเจาะด้้วย 2% Chlorhexidine gluconate 

ใน 70% alcohol นาน 30 วิินาทีี(15) ซึ่่�งสอดคล้้องกัับ 

ผลการศึึกษาที่่�พบในงานวิิจััยนี้้� โดยหลัังการทบทวน 

แนวปฏิิบััติ ิใช้้ 2% Chlorhexidine gluconate ใน 70% 

alcohol ทำความสะอาดผิิวหนัังและจุุกยางขวดเพาะเชื้้�อ

แทนการใช้้ Povidone-iodine เมื่่�อก่่อนการทบทวน ซึ่่�ง

ผลการศึึกษาสามารถลดอััตราการปนเปื้้�อนเชื้้�อได้้ลดลง

เฉลี่่�ยร้้อยละ 76.36

จากผลการศึึกษานี้้� พบว่่าในหอผู้้�ป่วยทุุกตึึก 

มีีการพบชนิิดของเชื้้�อที่่�ปนเปื้้�อนมากที่่�สุุด Coagulase-

negative Staphylococci spp. ซึ่่�งสอดคล้้องกัับรายงาน 

การศึึกษาอื่่�นๆ(16,17) ซึ่่�งอาจเกิิดจากการที่่�ผิิวหนัังผู้้�ป่่วยมีี

เชื้้�อ skin normal flora กลุ่่�ม Coagulase-negative 

staphylococci spp. เช่น่ Staphylococci epidermidis 

และ Staphylococci capitis ที่่�เป็็น Biofilm-forming 

strains ซึ่่�งสามารถสร้้าง Biofilm จึึงเกาะบนผิิวหนััง

ได้้ดีี(18) และทนต่่อการฆ่่าเชื้้�อด้้วยน้้ำยา Alcoholic 

chlorhexidine(19) ทำให้้ยัังคงเหลืือเชื้้�อ Skin flora 

ปนเปื้้�อนภายหลัังจากการทำความสะอาด

ดัังนั้้�นจึึงข้้อเสนอแนะควรมีีการจััดอบรมเชิิง 

ปฏิิบััติิการ เรื่่�อง การเจาะเลืือดส่่งตรวจเพาะเชื้้�อแก่่

บุคุลากรโดยเฉพาะบุุคลากรใหม่่ เพื่่�อสร้้างความตระหนััก

ถึงึการปฏิบิัตัิติามหลักัการป้อ้งกันัการปนเปื้้�อนเชื้้�อจุลุชีพี

ในเลืือดที่่�ส่งตรวจเพาะเชื้้�ออย่่างเคร่่งครััด โรงพยาบาล

ควรมีีการสนัับสนุุนทั้้�งด้้านนโยบาย งบประมาณ และ

อุปุกรณ์ใ์นการเจาะเลือืดส่่งตรวจเพาะเชื้้�อ ห้อ้งปฏิิบัตัิกิาร 

จุุลชีีววิิทยาต้้องพััฒนาคุุณภาพให้้ได้้มาตรฐานอย่่าง 

ต่่อเนื่่�อง การส่่งเสริิมให้้บุุคลากรที่่� เกี่่�ยวข้้องของ 

โรงพยาบาลปฏิบิัตัิติามแนวทางที่่�กำหนด จากการทบทวน

แนวปฏิิบััติิอย่่างเป็็นระบบพบว่่า ใช้้วิิธีีการเดีียวได้้ผล 

ไม่ม่ากนักั ควรใช้ห้ลายวิธิีปีระกอบกันัจึงึจะทำให้บุ้คุลากร

เกิิดการปรัับเปลี่่�ยนพฤติิกรรมได้้(20)

สรุป

ผลการศึึกษาชี้้�ให้้เห็็นว่่าแนวทางปฏิิบััติิการเก็็บ

ตััวอย่่างเลืือดเพื่่�อการเพาะเชื้้�อจากเลืือดที่่�จัดทำขึ้้�นใหม่่

หลังัการทบทวนโดยใช้ ้2% Chlorhexidine gluconate 

ใน 70% alcohol ทำความสะอาดผิิวหนัังและจุุกยางขวด

เพาะเชื้้�อนั้้�น มีีประสิิทธิิภาพในการลดการปนเปื้้�อนใน

การเพาะเชื้้�อจากเลืือดได้้มากกว่่าก่่อนการทบทวนที่่�ใช้้ 

Povidone-iodine โดยที่่�สามารถลดอััตราการปนเปื้้�อน

เชื้้�อได้้ลดลงเฉลี่่�ยร้้อยละ 76.36 ซึ่่�งมากกว่่าค่่าเป้้าหมาย

ที่่�ตั้้�งสมมติฐิานไว้ท้ี่่�ร้อยละ 60 และเชื้้�อปนเปื้้�อนที่่�พบมาก

คืือ เชื้้�อ Coagulase-negative Staphylococci spp. 

ดัังนั้้�นแนวทางปฏิิบััติิใหม่่นี้้�จึึงมีีบทบาทสำคััญในการ 

ช่่วยลดการปนเปื้้�อนจากการเพาะเชื้้�อจากเลืือดช่่วยให้้ 

เพิ่่�มประสิิทธิิภาพในการรัักษาผู้้�ป่่ วยที่่�ติิดเชื้้� อใน 

กระแสเลืือด 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุุณ พญ. กัญัญาภััค ศิลิารัักษ์์ ผู้้�อำนวยการ 

โรงพยาบาลพระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร และ น.ส. จลิิตา 

พ่่ออามาตย์์  หัั วหน้้ ากลุ่่�มงานเทคนิิคการแพทย์์ 

โรงพยาบาลพระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร ที่่�ให้้คำปรึึกษา 

งานวิิจััยและข้้อเสนอแนะ รวมทั้้�งให้้การสนัับสนุุนทำให้้ 

งานวิิจััยครั้้�งนี้้�สำเร็็จลุุล่่วงไปด้้วยดีี และขอขอบคุุณ คณะ

กรรมการป้้องกัันและควบคุุมการติิดเชื้้�อในโรงพยาบาล

พระอาจารย์์ฝั้้�น อาจาโร สำหรัับการให้้ข้้อเสนอแนะและ

แนวคิิดในการศึึกษาครั้้�งนี้้�ด้้วย
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Pradsakon Chouisudsakunchai   
Medical Technology Division, Phra Ajan Fan Arjaro Hospital, Pannanikhom District, Sakonnakhon 47130, 

Thailand

Study on Reducing Contamination in  
Hemoculture at Phra Ajan Fan Arjaro 

Hospital, Thailand

ABSTRACT  Reducing contamination in blood cultures is crucial because improper sample collec-
tion, which leads to contamination in blood samples, can result in incorrect diagnoses. These may cause  
inappropriate treatment and unnecessarily increased healthcare costs. The study conducted at Phra Ajarn 
Fan Ajaro Hospital, Sakonnakhon, Thailand, aimed to compare the reduction of blood culture contamination 
before and after the implementation of revised procedures. The data were collected on the number of blood 
culture bottles found to be contaminated in two periods, before and after the procedure revision. The data 
were analyzed using descriptive statistics, mean, and percentage. The pre-review results showed an average 
of 0.98% Coagulase-negative Staphylococci spp. and 0.12% Viridans streptococcus. The post-review results 
showed an average of 0.26% Coagulase-negative Staphylococci spp., therefore, the average contamination 
was reduced to 76.36%, higher than the target goal of 60%. This demonstrated the effectiveness of the 
revision of the procedures in reducing contamination.

Keywords:	 Hemoculture contamination, Contaminated blood for hemoculture, Contaminated blood
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Development and Validation of a 
Real-Time PCR Assay for HLA-A*31:01 

Genotyping in Pharmacogenetic Screening

ABSTRACT  Carbamazepine (CBZ) is a widely prescribed anticonvulsant for the treatment of epilepsy,  
trigeminal neuralgia, and bipolar disorder. Although therapeutically effective, CBZ can trigger severe adverse 
drug reactions (SADRs), including life-threatening severe cutaneous adverse reactions (SCARs). Robust  
pharmacogenomic evidence has linked CBZ-induced SADRs to specific human leukocyte antigen (HLA) 
alleles, particularly HLA-B*15:02 (along with other alleles in the HLA-B75 serotype group) 
and HLA-A*31:01. While clinical testing for HLA-B*15:02/B75 is widely accessible in Thailand, 
HLA-A*31:01 genotyping remains unavailable in many settings, leaving a critical gap 
in comprehensive pharmacogenetic risk assessment. This gap is of particular concern because 
HLA-A*31:01 is associated with a broader spectrum of CBZ hypersensitivity and is more 
prevalent in populations where HLA-B*15:02 is uncommon. To close this limitation, we developed 
and validated a real-time PCR assay for HLA-A*31:01 to complement existing genotyping services.  
Clinical validation was performed on 198 genomic DNA samples with known HLA-A genotypes, including 
14 HLA-A*31:01-positive and 184 negative samples. The assay demonstrated high sensitivity with a  
reliable detection range of 0.78–200.00 ng DNA/reaction and revealed 100% concordance with the reference 
method. Its simplicity, speed, and compatibility with standard laboratory workflows highlight its clinical 
utility. This assay represents a significant step toward safer, personalized CBZ therapy by enabling  
comprehensive, preemptive screening for SADR-associated HLA alleles. 

Keywords:	HLA-A*31:01, Real-time PCR, Carbamazepine, Severe adverse drug reactions (SADRs),  
	 Pharmacogenetics
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Introduction

Carbamazepine (CBZ) is a commonly  

prescribed anticonvulsant used to manage  

epilepsy, trigeminal neuralgia, and bipolar  

disorder.(1) Its mechanism of action involves  

inhibiting voltage-gated sodium channels in the 

brain, thereby mitigating seizures and neuropathic 

pain.(2) Despite its clinical efficacy, CBZ is a 

known cause of severe drug hypersensitivity 

reactions, particularly severe cutaneous adverse 

reactions (SCARs) such as Stevens-Johnson 

Syndrome (SJS), Toxic Epidermal Necrolysis 

(TEN), and Drug Reaction with Eosinophilia 

and Systemic Symptoms (DRESS), which can 

lead to significant morbidity and mortality.(2–4)

Pharmacogenomic studies have identified 

strong associations between CBZ-induced  

severe drug hypersensitivity reactions and  

specific Human Leukocyte Antigen (HLA) alleles, 

notably HLA-B*15:02 and HLA-A*31:01.(1, 5–7)  

HLA-B*15:02 is a key member of the B75  

serotype, which also includes HLA-B*15:08, 

HLA-B*15:11, HLA-B*15:21, and HLA-B*15:31. 

HLA-B*15:02 is strongly associated with  

CBZ-SCARs, predominantly among East and 

Southeast Asian populations. Its prevalence 

reaches 10–15% in Han Chinese, 8–12% in Thai 

populations, and approximately 12% in 

Malaysians, but remains rare among  Europeans, 

Japanese, and Africans.(3,8) Other B75 alleles,  

including HLA-B*15:08, HLA-B*15:11, and 

HLA-B*15:21, though found at lower frequencies, 

have also been implicated in CBZ-induced 

SCARs.(7, 9–11)

Conversely, HLA-A*31:01 is associated 

with a broader spectrum of CBZ hypersensitivity 

reactions, including maculopapular eruptions 

and DRESS. Its prevalence is approximately 

8% in Japanese, 4–7% in Koreans, 2–5% in 

Europeans, and 1–2% in South Asians.(1,5)  

Based on these associations, the Clinical  

Pharmacogenetics Implementation Consortium 

(CPIC) and U.S. Food and Drug Administration 

(FDA) recommend genetic testing for both 

HLA-B*15:02 and HLA-A*31:01 before CBZ 

therapy initiation.(6,12)

HLA typing can be conducted using 

various technologies. Sanger sequencing and 

bead-based hybridization have been used for 

decades.(13) They are resource-intensive and 

require specialized personnel. Next-Generation 

Sequencing (NGS) offers high resolution but is 

limited in routine clinical use due to its high 

cost and complexity.(14) In contrast, real-time 

PCR and conventional PCR provide faster 

turnaround, cost-efficiency, and are suitable 

for most molecular laboratories.(15−17) Although 

Single-Nucleotide Polymorphism (SNP)-based 

real-time PCR assays using tag-SNPs, such as 

rs1061235 or rs17179220, have been investigated 

for HLA-A*31:01 detection due to their  

cost-effectiveness.(18,19) These assays often show 

diminished specificity, especially in admixed 

populations, which restricts their practical 

application and underscores the superiority 

of allele-specific real-time PCR as a more  

dependable alternative.

Currently, PCR-based pharmacogenetic 

testing for HLA-B*15:02 and the broader  

HLA-B75 group is available through the  

Department of Medical Sciences under  

Thailand’s National Health Security Office 

scheme.(20) However, these tests do not include 

HLA-A*31:01 genotyping, leaving a diagnostic 

gap in the preemptive screening of CBZ- 

induced severe drug hypersensitivity reactions.  
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In contrast, medical schools and high-end 

private hospitals typically use HLA typing,  

laboratory-developed tests, or commercial kits 

for HLA-A*31:01, which are not aligned with the 

methodology implemented in the Department 

of Medical Sciences (DMSc) network.  

Remarkably,  to faci l i tate nationwide  

implementation, DMSc completed the technical 

transfer of HLA-B75 real-time PCR testing 

to the private sector in 2024. Developing 

 an additional real-time PCR assay for  

HLA-A*31:01 can bridge this gap and support 

broader cl inical adoption. This study 

addressed that need by developing and  

validating a real-time PCR assay specifically for 

HLA-A*31:01, aiming to expand the detection 

of CBZ-induced adverse reactions. Wider  

availability of this assay could improve drug 

safety across diverse Thai populations and 

strengthen national pharmacovigilance and 

precision medicine in Thailand.

Materials and Methods

DNA samples

This study utilized leftover genomic DNA 

(gDNA) from EDTA-anticoagulated blood 

samples originally collected during the Third 

Thailand National Health Examination Survey 

(NHES III). A total of 650 gDNA samples had 

previously undergone HLA-A allele typing  

using a bead-based hybridization assay 

(WAKFlow HLA Typing Kit and WAKFlow  

Typing Software, WAKUNAGA, Japan) as  

part of a prior study.(21) For the present study, 

a subset of 198 DNA samples was selected 

for clinical validation, comprising 31 HLA-

A31:01-positive and 167 HLA-A31:01-negative 

samples.

The gDNA used in this study was previously 

extracted using the QIAamp DNA Blood Mini 

Kit (Qiagen, Germany), following the manu-

facturer's protocol. Each extraction involved 

processing 200 µL of EDTA-anticoagulated 

blood to obtain 50 µL of genomic DNA. For the 

current study, the quality and concentration 

of the leftover gDNA were reassessed using 

NanoDrop™ 2000 spectrophotometry (Thermo 

Scientific, USA), ensuring an OD260/OD280 ratio 

between 1.60 and 2.00 and a minimum DNA 

concentration of 20 ng/µL. 

Ethical approval

Ethics approval for this research was 

granted by the Department of Medical Sciences, 

Ministry of Public Health, Thailand (Protocol 

No. 33/2566, December 6, 2023).

Plasmid controls

A 500-bp synthetic DNA fragment  

corresponding to the HLA-A*31:01:02.01 allele 

(spanning exon 2 to exon 3, including intron 2) 

was cloned into the pMK-RQ (KanR) vector. 

Additionally, a 980-bp segment of the Tissue 

Inhibitor of Metalloproteinase 1 (TIMP1) gene, 

located on the human X chromosome, was 

inserted into the pMK-RQ (AmpR) vector to 

serve as an internal control. Both plasmids were 

custom-designed and synthesized by Invitrogen 

(Invitrogen, USA).

The TIMP1 plasmid was diluted to a 

final concentration of 50 copies/µL and used 

as a plasmid negative control (pNC). Equal  

concentrations of 100 copies/µL for both the 

HLA-A*31:01 and TIMP1 plasmids were 

combined to create a plasmid positive control 

(pPC). Quality control for each batch of genomic 
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DNA (gDNA) testing included the pNC, pPC, 

and nuclease-free water as a no-template 

control (NTC).

Primers and probes design

A comprehensive multiple sequence 

alignment of all known HLA-A alleles spanning 

exons 1 to 4 was conducted using HLA-A* 

31:01:02.01 as the reference sequence. The 

alignment was performed with the web-based 

Major Histocompatibility Complex database 

(dbMHC) Sequence Alignment Viewer 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Web/Newsltr/  

Summer03/dbMHC.html), which identified 

unique polymorphic regions for primer and 

probe design. Primers and probes were designed 

using Primer Express Software v3.0.1 (Applied  

Biosystems, USA) to optimize melting 

temperature (Tm), GC content, and reduce  

the potential for secondary structures and dimer 

formation.

The HLA-A*31:01-specific probe was 

labeled with Cy5.5 at the 5' end and quenched 

with a minor groove binder (MGB). The TIMP1 

internal control probe was labeled with Cy5 and 

also quenched with MGB for spectral resolution 

in duplex PCR. The detailed characteristics of 

the primers and probes used in this study are 

presented in Table 1. 

The designed primers and probes used 

in this assay have been submitted for petty 

patent registration with the Department 

of Intellectual Property, Thailand (Application 

No. 250300202).

Table 1	 Sequences and properties of primers and probes for HLA-A*31:01 and TIMP1 detection

Primer/Probe 
name

Sequence 
(5' to 3') 

Size 
(bp)

Tm 
(°C) 

CG 
(%)

PCR product 
(bp)

A3101-F
A3101-R
A3101-probe 

TIMP1-F
TIMP1-R
TIMP1-probe

GGC TCC CAC TCC ATG AGG TAT TTA AC
CCC CAG GTC CAC TCG GTC AA
Cy5.5- CTC CTG GTC CCA ATA CTC AGG 
CCT - MGB
CAT GGA GAG TGT CTG CGG ATA CTT
TGC CTC ACC AGC AAT GAG AAA
CY5- ACA GGT CCC ACA ACC GCA GCG 
A -MGB

26
20
24

24
21
22

65.6
64.0
78.0

60.5
60.3

80.0

54
65
58

50
48
65

237

74

Real-time PCR optimization for the  

detection of HLA-A*31:01
Real-time PCR optimization involved 

titration of primers and probes (0.1 to 2.0 µM). 
Reactions (12 µL) consisted of 2 µL DNA and 
10 µL KAPA PROBE FAST qPCR Master Mix 
(Roche, USA) with appropriate primer and 
probe concentrations. Temperature optimization 
was performed via gradient PCR (57.0°C to 
72.0°C) using the CFX Opus Real-Time PCR 

System (BioRad, USA), which automatically 
generated eight temperature points: 57.0°C, 
58.0°C, 60.0°C, 62.9°C, 66.5°C, 69.5°C, 71.2°C, 
and 72.0°C.  Amplification curves and Ct values 
were analyzed using CFX Maestro Software 
(BioRad, USA). An HLA-A*31:01-positive 
and an HLA-A*31:01-negative gDNA samples  
(20 ng/µL) were used to identify the optimal 
conditions for specific and efficient amplification. 
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Method validation
Analytical performance was assessed 

in duplicate with a two-fold serial dilution of 
DNA across 12 dilution points, from 100 ng/µL 
down to 0.049 ng/µL. Amplifications were run 
under optimized PCR conditions, and reactions  
yielding Ct values below 30 for both Cy5 
(TIMP1) and Cy5.5 (HLA-A*31:01) were 
interpreted as positive. 

Validation of clinical sample testing was 
performed using 198 gDNA samples, comparing 
real-time PCR results with those obtained 
from the bead-based hybridization. Discordant 
samples were re-evaluated by Oxford Nanopore 
Technology (ONT) long-read sequencing at the 
Siriraj Long-Read Lab.(22)

Results

Real-time PCR optimization for the 
detection of HLA-A*31:01

The final real-time PCR assay was  
established based on conditions optimized  
during the development phase that yielded the 

best results. Each 12 µL reaction included 2 
µL of DNA template and 10 µL of master mix. 
The mix comprised 2.0 µM each of HLA-A* 
31:01-specific forward and reverse primers,  
1.0 µM of the Cy5.5-labeled probe, and 100 nM 
and 40 nM of TIMP1 primers and Cy5-labeled 
probe, respectively.

For thermal optimization using gradient 
PCR, strong and specific Cy5.5 fluorescence 
signals were consistently observed in an HLA-
A*31:01-positive sample between 57.0°C and 
69.5°C, although the signal was poor at 69.5°C, 
with a Ct value of 30.50. In contrast, weaker 
and non-specific signals (Ct < 30) were detected 
in an HLA-A*31:01-negative sample at  
temperatures between 57.0°C and 62.9°C. The 
HLA-A*31:01-negative sample also gave a very 
low signal at 66.5°C. From these findings, 67°C 
was selected as the optimal annealing/extension 
temperature, balancing specificity and workflow 
compatibility with our current B75 genotyping. 
The amplification plots for positive and negative 
samples at various temperatures are shown in 
Figure 1.

 	 1A: HLA-A*31:01 positive gDNA	 1B: HLA-A*31:01 negative gDNA

Figure 1	 Amplification plot of an HLA-A*31:01 positive gDNA (1A) and an HLA-A*31:01 
	 negative gDNA (1B) at eight temperature points; 57.0°C, 58.0°C, 60.0°C, 62.9°C, 66.5°C,  
	 69.5°C, 71.2°C and 72.0°C. The pink curves represent Cy5.5 fluorescence from the  
	 HLA-A*3101 probe; the green curves represent Cy5 fluorescence from the  TIMP1 probe.
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Based on the results from gradient  

temperature optimization, the finalized thermal 

profile included an initial denaturation at 95°C 

for 3 minutes, followed by 35 cycles at 95°C 

for 20 seconds and 67°C for 1 minute. This  

configuration ensured reliable and reproducible 

amplification of the HLA-A*31:01 allele in both 

clinical and research samples.

Validation of the detection range 

The analytical performance was assessed 

by performing two-fold serial dilutions of 

genomic DNA ranging from 100 ng/µL to 0.049 

ng/µL in duplicate. Robust and consistent  

amplification signals (Ct < 30) were observed in 

9 out of 12 dilution points, corresponding to DNA 

amount between 200.00 and 0.78 ng per reaction, 

for both the HLA-A*31:01 target and the TIMP1 

internal control. Even the dilution point at  

0.39 ng/reaction showed an amplification curve 

and detectable signal; its Ct value was 32.5, 

which exceeded the threshold of 30 and was thus 

interpreted as negative. Amplification curves 

for all 12 DNA dilutions are shown in Figure 2. 

	 2A	 2B

Figure 2	 Amplification plot of an HLA-A31:01-positive gDNA sample across a series of  
	 concentrations. A two-fold serial dilution of 100 ng/µL from an HLA-A31:01-positive 
	 gDNA sample was performed, resulting in 12 concentrations ranging from 100 ng/µL  
	 to 0.049 ng/µL. Positive signals were observed in 9 out of the 12 tested concentrations  
	 (equivalent to 200.00 to 0.78 ng per reaction). Panel 2A displays the Cy5.5 signal (pink)  
	 generated by the A3101 probe, while Panel 2B illustrates the Cy5 signal (green) from  
	 the TIMP1 probe. Panels 2A and 2B represent data from the same real-time PCR  
	 experiment.

Validation of clinical sample testing

Among the 198 clinical DNA samples 

tested, the real-time PCR assay accurately 

identified 14 samples as HLA-A*31:01-positive. 

These 14 positive samples showed Ct values 

below 30 for both Cy5.5 (HLA-A*31:01) and Cy5 

(TIMP1)  signals, with mean ± SD of 24.77±2.17 

and 20.36±0.77, respectively. The 167 negative 

samples yielded only Cy5 (TIMP1) signal with 

a mean ± SD of 20.53±0.92.

In comparison, the bead-based hybridi- 

zation method previously identified 31 positive 

samples.(21) To resolve this discrepancy, the 

17 discordant samples (reported positive by  
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hybridization but negative by PCR), along with 

3 concordant samples (positive by both assays), 

were retested using Oxford Nanopore Technology 

(ONT) long-read sequencing at the Siriraj 

Long-Read Lab. ONT confirmed that the 

3 concordant samples were true carriers of  

HLA-A*31:01. However, all 17 discordant 

samples were negative for HLA-A*31:01, 

fully aligning with the PCR assay's results and  

indicating that the hybridization method had 

overinterpreted positives due to misclas-

sification. This analysis established 100%  

concordance between the developed PCR assay 

and ONT-confirmed genotypes, validating 

its accuracy and clinical reliability. Figure 3  

illustrates the amplification performance of 37 

gDNA samples, as a representative subset from 

the 198 samples analyzed during such validation. 

Among these, two HLA-A*31:01-positive 

samples were detected. The plot demonstrates 

a clear differentiation of the CY5.5 signal  

between positive reactions (gDNA and the 

plasmid positive control (pPC) and negative 

ones (negative samples (pNC) and no-template 

control (NTC)). 

Figure 3	 Amplification plot of 40 reactions, including two HLA-A*31:01-positive gDNA samples,  

	 35 negative gDNA samples, and 3 controls: plasmid positive control (pPC), plasmid  

	 negative control (pNC), and no-template control (NTC). The Cy5.5 signal (pink) 

	 represents amplification from the A3101 probe, while the Cy5 signal (green) indicates  

	 amplification from the TIMP1 probe.

Discussion

This study presented a validated real-time 

PCR assay for HLA-A31:01 detection,  

demonstrating high analytical and clinical  

performance with complete concordance to 

Oxford Nanopore Technology (ONT)-based 

Long-Read Sequencing. Compared to the 

bead-based hybridization, which overestimated 

HLA-A*31:01 positivity due to potential allele 

misclassification, this allele-specific real-time 

PCR assay offers superior specificity. Seventeen 

discordant samples initially identified as  
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HLA-A31:01:07 by hybridization were  

accurately genotyped as HLA-A33:03:01 using 

ONT, highlighting the precision of the designed 

primer-probe set.

Several real-time PCR assays for HLA-

A*31:01 genotyping have been developed and 

validated in specific populations. For instance, 

Zhang et al. designed a TaqMan-based multiplex 

assay validated in Han Chinese and Tibetan 

populations, achieving 100% sensitivity and 

98.9% specificity.(15) However, their probe design 

targeting an 82-bp amplicon demonstrated 

cross-reactivity with HLA-A*33:01. Nguyen 

et al. developed a triplex assay for detecting 

HLA-A31:01 and HLA-B15:02, incorporating 

an internal β-actin control.(23) This assay 

achieved high sensitivity, detecting DNA as low 

as 0.037 ng/μL.  

In contrast, the real-time PCR assay 

developed in this study was uniquely designed 

to target three defining polymorphisms in a cis 

configuration across exons 2 of HLA-A*31:01. 

This molecular configuration enhanced allele 

specificity and eliminated cross-reactivity with 

HLA-A*33:01, a known limitation in other  

designs. While our detection limit (0.78-200.00 

ng/reaction) was less sensitive than Nguyen's, it 

adequately encompassed the DNA concentrations 

typically used in clinical pharmacogenetic  

settings where sample quality and quantity 

might vary.

Furthermore, this assay was specifically 

designed to be compatible with the existing 

real-time PCR platform used for HLA-B75 

testing. By sharing a consistent thermal profile 

and reagent compatibility, it facilitated rapid 

adoption in laboratory settings. Incorporation of 

spectrally distinct fluorophores, Cy5.5 for HLA-

A*31:01 and Cy5 for TIMP1, further enhanced 

its utility by enabling potential multiplexing 

with FAM and HEX probes currently employed 

in HLA-B75 assays. With further validation, 

this approach could evolve into a single-tube 

multiplex format, streamline pharmacogenetic 

testing, reducing reagent costs, and increasing 

throughput.  

While high-resolution technologies 

such as NGS and ONT deliver comprehensive 

pharmacogenomic insights, their high cost and 

technical complexity limit their practicality 

for routine clinical use. In contrast, real-time 

PCR offers a cost-effective and scalable solution, 

making it particularly suitable for resource-

limited healthcare systems. However, this 

study had some limitations, including the  

relatively small number of HLA-A*31:01-positive 

samples, reflecting the allele’s low frequency in 

Thailand, and the use of pre-characterized 

samples, which might inflate the perceived 

performance of the assay. Expanding validation 

efforts to include larger and more diverse 

multi-ethnic cohorts will enhance the assay’s 

generalizability, confirming its diagnostic  

reliability and broad applicability across  

different populations.

Conclusion

This study successfully developed and  

validated a real-time PCR assay for HLA-

A*31:01 detection, demonstrating high specificity 

and complete concordance with long-read  

sequencing ONT results. The assay surpassed 

the performance of the bead-based hybridization 

by accurately distinguishing HLA-A*31:01 from 

closely related alleles. Its robust amplification 

across a broad range of DNA concentrations 
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highlighted its practicality and efficiency 
for pharmacogenetic screening. Integrating 
this assay into clinical services, alongside 
HLA-B*15:02/B75 testing, could significantly 
enhance preemptive risk assessment for 
carbamazepine-induced hypersensitivity. The 
widespread adoption of this cost-effective and 
rapid genotyping method could boost Thailand’s 
pharmacovigilance infrastructure and advance 
personalized medicine, ultimately improving 
patient safety and public health outcomes.
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นวลจัันทร์์ วิิจัักษณ์์จิินดา1 วิ ิมาลา อิินอุ่่�นโชติิ2 ทิ ิพย์์รััตน์์ โพธิิพิิทัักษ์์2  สุุกััญญา วััฒนาโภคยกิิจ2 
และ สุุรััคเมธ มหาศิิริิมงคล3  
1สำนัักวิิชาการวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นนทบุุรีี 11000
2สถาบัันชีีววิิทยาศาสตร์์ทางการแพทย์์ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นนทบุุรีี 11000
3กองแผนงานและวิิชาการ กรมการแพทย์์แผนไทยและการแพทย์์ทางเลืือก นนทบุุรีี 11000 

การพัฒนาและการประเมินประสิทธิภาพ 
วิธี Real-Time PCR สำ�หรับการตรวจหายีน  

HLA-A*31:01 ในการคัดกรองทางเภสัชพันธุศาสตร์

บทคัดย่อ  คาร์บามาซีพีน (Carbamazepine: CBZ) เป็นยากันชักที่ใช้กันอย่างแพร่หลายทางการแพทย์ในการรักษา 
โรคลมชัก โรคปวดเส้นประสาทใบหน้า และโรคอารมณ์สองขั้ว แม้ว่ายาน้ีจะมีประสิทธิภาพทางคลินิกสูง แต่สามารถก่อให ้
เกดิอาการไมพ่งึประสงคจ์ากยารนุแรง (Severe Adverse Drug Reactions: SADRs) โดยเฉพาะกลุม่อาการผืน่แพ้ยารนุแรง
ที่อาจเป็นอันตรายถึงชีวิต (Severe Cutaneous Adverse Reactions: SCARs) หลักฐานทางเภสัชพันธุศาสตร์ได้ยืนยันว่า 
HLA-B*15:02 รวมถึง HLA-B alleles ในกลุ่ม HLA-B75 serotype และ HLA-A*31:01 เป็นปัจจัยเสี่ยงทางพันธุกรรม
ที่เกี่ยวข้องกับการเกิด SADRs จากการใช้ยา CBZ ปัจจุบันในประเทศไทยมีการให้บริการตรวจ HLA-B*15:02/HLA-B75 
อย่างแพร่หลายภายใต้ระบบประกันสุขภาพแห่งชาติ ในขณะที่การตรวจ HLA-A*31:01 ยังมีจำ�กัด ส่งผลให้การประเมิน 
ความเสีย่งทางเภสชัพนัธกุรรมยงัไมค่รอบคลมุ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในประชากรทีพ่บ HLA-B*15:02 ในอตัราต่ำ� แตม่คีวามชกุ
ของ HLA-A*31:01 สูง ซึ่งสัมพันธ์กับกลุ่มอาการแพ้ยาที่หลากหลายและซับซ้อนกว่า การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนา
และประเมินประสิทธิภาพของวิธีตรวจ HLA-A*31:01 ด้วยเทคนิค Real-time PCR  ผลการทดสอบในตัวอย่างดีเอ็นเอ 
198 ตัวอย่าง ประกอบด้วย 14 ตัวอย่าง ที่มี HLA-A*31:01 และ 184 ตัวอย่าง ที่ไม่มี HLA-A*31:01 พบว่าวิธีนี้ให้ผล
สอดคลอ้งกบัวธิตีรวจอา้งองิรอ้ยละ 100 และสามารถตรวจดเีอน็เอไดใ้นชว่ง 0.78–200.00 ng/ปฏกิริิยา แสดงถงึความแมน่ยำ�สงู  
ใช้งานง่าย รวดเร็ว และเหมาะสมในการประยุกต์ใช้ในห้องปฏิบัติการทางคลินิก วิธีการตรวจน้ีช่วยเพิ่มความครอบคลุม 
ในการคัดกรองความเสี่ยงทางพันธุกรรม และส่งเสริมความปลอดภัยของการใช้ยา CBZ ตามแนวทางการแพทย์แม่นยำ� 

คำ�สำ�คัญ:	 เอชแอลเอ-เอ 31:01, เรียลไทม์พีซีอาร์, คาร์บามาซีพีน, อาการไม่พึงประสงค์จากยารุนแรง,  เภสัชพันธุศาสตร์ 
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วิิลาวััลย์์ ศรีีสุุขา1 สิ ิริิพรรณ แสงอรุุณ1  ชุุลีีพร จัันทรเสนา2  และ ภััทรวีีร์์ สร้้อยสัังวาลย์์1
1สำนัักมาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นนทบุุรีี 11000
2ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 8 อุุดรธานีี กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ อำเภอเมืือง อุุดรธานีี 41330

การตรวจประเมินห้องปฏิบัติการที่ได้รับการรับรอง
มาตรฐานสารพิษตกค้างในผักและผลไม้สด 

ด้วยชุดทดสอบอย่างง่าย ระหว่างปี พ.ศ. 2563−2565 

บทคดัย่อ  การรับรองคณุภาพระบบตรวจสอบสารพษิตกคา้งในผกัสดและผลไมส้ดเปน็มาตรฐานสำ�คญัสำ�หรบัหอ้งปฏบิตักิาร 
ทีใ่ชช้ดุทดสอบอยา่งงา่ย วตัถปุระสงคข์องการศกึษานี ้คอื การวเิคราะหส่ิ์งทีไ่มส่อดคลอ้งกบัขอ้กำ�หนดจากผลการตรวจประเมิน 
วิเคราะห์ผลการเข้าร่วมทดสอบความชำ�นาญ (Proficiency Testing: PT) เปรียบเทียบข้อกำ�หนดการรับรองคุณภาพระบบ
ตรวจสอบสารพิษตกค้างในผักสด ผลไม้สด (มาตรฐานสารพิษตกค้าง) ฉบับปี พ.ศ. 2563 และ 2566 กับมาตรฐานสากล 
ISO/IEC 17025:2017 รวมถึงประเมินความพึงพอใจของผู้ใช้งานโปรแกรมระบบสารสนเทศที่พัฒนาขึ้น ผลการศึกษา 
พบว่า ข้อบกพร่องที่พบบ่อยที่สุด คือ ระบบตรวจสอบสารพิษตกค้าง (ร้อยละ 25.9) และการควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์ 
(ร้อยละ 18.1) ในการเข้าร่วม PT ห้องปฏิบัติการ ร้อยละ 73.8 ผ่านเกณฑ์ประเมิน ขณะที่ร้อยละ 26.2 ไม่ผ่าน โดยสาเหตุหลัก 
มาจากวิธีปฏิบัติงานของเจ้าหน้าที่ ข้อกำ�หนดฉบับใหม่มีการเพิ่มเติมเก่ียวกับการควบคุมคุณภาพภายใน การรักษาความลับ 
และการจดัการขอ้มลู แตย่งัขาดการจดัการความเสีย่งและการระบสุิง่ทีไ่มส่อดคลอ้ง ซึง่เปน็องคป์ระกอบสำ�คญัของระบบคุณภาพ 
ในการประเมินโปรแกรมระบบสารสนเทศที่พัฒนาขึ้นสามารถใช้งานได้จริง โดยได้รับคะแนนความพึงพอใจ ร้อยละ 80.9 
จากผูใ้ชง้านทัง้หอ้งปฏบิตักิารและผูต้รวจประเมนิ โปรแกรมระบบสารสนเทศนีจ้งึชว่ยลดภาระงาน การประสานงานไดส้ะดวกข้ึน 
ลดระยะเวลารอคอย และสามารถประยุกต์ใช้กับการรับรองมาตรฐานอื่นได้

คำ�สำ�คัญ:	 การรับรองคุณภาพห้องปฏิบัติการ, การตรวจสอบสารพิษตกค้างในผักสดและผลไม้สด, ชุดทดสอบสารพิษตกค้าง 
	 อย่างง่าย
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Assessment of Accredited Laboratories for Pesticide Residue Screening 
in Fresh Vegetables and Fruits Using Simple Test Kits during 2020−2022	 Wilawan Srisuka et al.

บทนำ�

ประเทศไทยเป็็นประเทศเกษตรกรรมที่่�มีีผััก 

ผลไม้้เป็็นผลผลิิตทางการเกษตรที่่�สำคััญ เกษตรกรที่่� 

เพาะปลููกพืืชผัักและผลไม้้มีีการใช้้สารเคมีีกำจััดศััตรููพืืช

เพื่่�อเพิ่่�มผลผลิิต หากใช้้ในปริิมาณที่่�สูงเกิินไปจะก่่อให้้

เกิดิสารพิิษตกค้้างในผลผลิิต ตามพระราชบััญญัตัิอิาหาร 

พ.ศ. 2522(1)  ในการควบคุุมอาหารตามมาตรา 6 กำหนด

คุุณภาพหรืือมาตรฐานของอาหาร กระทรวงสาธารณสุุข 

จึงึได้ม้ีปีระกาศกระทรวงสาธารณสุขุ ที่่� 387 (พ.ศ. 2560)(2)  

เรื่่�อง อาหารที่่�มีีสารพิิษตกค้้างเพื่่�อควบคุุมปริิมาณสาร

พิิษตกค้้างทางการเกษตร ซึ่่� งอาจเป็็นอัันตรายและส่่ง

ผลกระทบต่่อสุุขภาพของผู้้�บริิโภค ตามประกาศกระทรวง

สาธารณสุุข ฉบัับที่่�  393 (พ.ศ. 2561)(3) เรื่่�อง อาหาร

ที่่�มีสารพิิษตกค้้าง (ฉบัับที่่�  2) เพิ่่�มเติิมชนิิดของอาหาร

และกำหนดปริิมาณสารพิิษตกค้้างสููงสุุด สำหรัับวััตถุุ

อันัตรายทางการเกษตร ฉบับัที่่� 419 (พ.ศ. 2563)(4) เรื่่�อง 

อาหารที่่�มีีสารพิิษตกค้้าง (ฉบัับที่่� 3) นิิยามวััตถุุอัันตราย

ที่่�ห้้ามมิิให้้มีีการผลิิต การนำเข้้า การส่่งออก การนำผ่่าน 

หรืือมีีไว้้ครอบครอง และฉบัับที่่�  449 (พ.ศ. 2567)(5)  

ออกตามความในพระราชบััญญััติิอาหาร (พ.ศ. 2522) 

เรื่่�อง อาหารที่่�มีีสารพิิษตกค้้างฉบัับที่่� 4 เพิ่่�มเติิม อาหาร

ที่่�มีีวััตถุุอัันตรายทางการเกษตรชนิิดที่่�  4 เป็็นอาหารที่่�

ห้้ามผลิิต นำเข้้า หรืือจำหน่่าย ส่ ่วนใหญ่่เป็็นประกาศ

ที่่� เกี่่�ยวข้้องกัับการตรวจปริิมาณสารพิิษตกค้้างทาง 

การเกษตร ซึ่่� งอาจเป็็นอัันตรายและส่่งผลกระทบต่่อ 

สุุขภาพของผู้้�ที่่�บริิ โภคสารพิิษตกค้้างในผัักผลไม้้ 

อย่่างไรก็็ตามสำหรัับการบริิโภคผัักสดและผลไม้้สด ควร 

หลีีกเลี่่�ยงการบริิโภคผัักที่่�มีความเสี่่�ยงสารเคมีียาฆ่า่แมลง

ตกค้า้ง โดยสามารถเลือืกซื้้�อจากแหล่ง่ที่่�มีคีวามน่า่เชื่่�อถือื 

มีีมาตรการในการคััดคุุณภาพผััก และก่่อนนำผัักมา 

รัับประทานควรมีีการล้้างผัักให้้สะอาดปราศจากสาร

เคมีียาฆ่่าแมลงตกค้้าง(6) รวมทั้้�งผู้้�บริิโภคควรเลืือกซื้้�อ

ผัักปลอดสารพิิษที่่�มีีเครื่่�องหมายรัับรองสิินค้้าผัักที่่�ผลิิต

ภายใต้้กระบวนการผลิิตที่่�มีมาตรฐานและปลอดสารพิิษ 

โดยหน่่วยงานภาครััฐและเอกชนควรประชาสััมพัันธ์์ให้้ 

ผู้้�บริิโภคได้้รู้้�จักเครื่่�องหมายรัับรองคุุณภาพสิินค้้าเกษตร

มากขึ้้�น(7) ดั ังนั้้�นการให้้ความสำคััญด้้านความปลอดภััย

จากสารพิิษตกค้้างในผัักสดและผลไม้้สด ซึ่่� งมีีการ

กำหนดมาตรการต่่างๆ เพื่่�อควบคุุมการใช้้สารเคมีีตั้้�งแต่่

กระบวนการเพาะปลูกู การจัดัเก็บ็รักัษา และก่อ่นจำหน่า่ย 

รวมถึึงการจััดทำคุุณภาพระบบตรวจสอบสารพิิษตกค้้าง

ในผัักและผลไม้้สดด้้วยชุุดทดสอบอย่่างง่่าย

กระทรวงสาธารณสุุข โดยสำนัักมาตรฐาน 

ห้้องปฏิิบััติิการ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ มี ีบทบาท

หน้้าที่่� เป็็นหน่่วยงานกลางในการกำหนดมาตรฐาน 

และให้้การรัับรองห้้องปฏิิบััติิการด้้านการแพทย์์ 

และสาธารณสุุข การกำกัับดููแลและส่่งเสริิมพััฒนา 

ห้้องปฏิิบััติิการให้้มีีการดำเนิินการอย่่างมีีคุุณภาพ สำนััก

มาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการ ได้้ให้้การรัับรองคุุณภาพระบบ

ตรวจสอบสารพิิษตกค้้างในผัักและผลไม้้สด (มาตรฐาน

สารพิิษตกค้้าง) ตั้้� งแต่่ปีี พ.ศ. 2542 ปรัับปรุุงนโยบาย 

ข้้อกำหนดและเงื่่�อนไขการรัับรองฯ อย่่างต่่อเนื่่�อง เพื่่�อ

พััฒนาระบบบริิหารจััดการของห้้องปฏิิบััติิการ ตั้้� งแต่่

โครงสร้้างองค์์กร หน้้าที่่�ความรัับผิิดชอบ วิ ธีีดำเนิินการ 

กระบวนการ และทรััพยากรให้้เอื้้�อต่่อการปฏิิบััติิงาน

ตรวจสอบสารพิิษตกค้้างและการควบคุุมคุุณภาพ เพิ่่�ม

หลัักเกณฑ์์เฉพาะให้้สามารถควบคุุมคุุณภาพผลิิตภััณฑ์์ 

การประกัันคุุณภาพผลการทดสอบและการปล่่อย

ผลิิตภััณฑ์์ ห้้องปฏิิบััติิการต้้องดำเนิินการตามข้้อกำหนด

และเงื่่�อนไขการรัับรองฯ ตามฉบัับเก่่า คืือ ฉบัับปรัับปรุุง

ที่่� 06 (ปี ีพ.ศ. 2563)(8) มีผีลบังัคับัใช้ต้ั้้�งแต่ป่ี ีพ.ศ. 2563 

ถึงึ 2566 และฉบัับใหม่่ปรัับปรุุงครั้้�งที่่� 07 (ปี ีพ.ศ. 2566)(9)

มีีผลบัังคัับใช้้วัันที่่� 25 พฤษภาคม พ.ศ. 2566 เป็็นต้้นมา 

ห้้องปฏิิบััติิการที่่�ขอการรัับรองต้้องมีีสถานที่่�ทำการถาวร 

เป็็นนิิติิบุุคคลหรืือกิิจการชุุมชนที่่�เป็็นผู้้�ประกอบการ

วิิสาหกิิจชุุมชน รวมทั้้�งบุุคคลธรรมดาที่่�จดทะเบีียน

พาณิิชย์์ที่่�ดำเนิินการตรวจสอบสารพิิษตกค้้างในผัักสด 

และผลไม้้สด การตรวจวิเิคราะห์์ด้ว้ยชุดุทดสอบอย่า่งง่า่ย 

ซึ่่�งในข้้อจำกััดของชุุดทดสอบไม่่สามารถตรวจวััดปริิมาณ 

สารพิิษตกค้้างได้้ อย่่างไรก็็ตาม แม้้จะเป็็นชุุดทดสอบ

อย่่างง่่ายแต่่ต้้องมีีข้้อมููลการตรวจสอบความใช้้ได้้ของวิิธีี 

(Method Verification) ของวิิธีีทดสอบ หรืือถ้้ามีี 

การดััดแปลงจากวิิธีีมาตรฐานหรืือพััฒนาขึ้้�นเอง ต้ ้องมีี 

ข้อ้มูลูแสดงการตรวจสอบความถููกต้อ้งของวิิธี ี(Method 
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การตรวจประเมิินห้้องปฏิิบััติิการที่่�ได้้รัับการรัับรองมาตรฐานสารพิิษตกค้้าง
ในผัักและผลไม้้สดด้้วยชุุดทดสอบอย่่างง่่าย พ.ศ. 2563−2565	วิ ิลาวััลย์์ ศรีีสุุขา และคณะ

Validation) ในขอบข่่ายชุุดทดสอบอย่่าง ง่่าย 

กลุ่่�มออร์์กาโนฟอสเฟต (Organophosphate) 

กลุ่่�มคาร์์บาเมต (Carbamate) กลุ่่�มออร์์กาโนคลอรีีน 

(O r g an o ch l o r i n e )  แ ล ะ กลุ่่� ม ไพ รีี ท ร อ ยด์์ 

(Pyrethroid)(10) ข้้อกำหนดมาตรฐานสารพิิษตกค้้าง 

ได้้นำข้้อกำหนดสำคััญของมาตรฐานสากล ISO/IEC 

17025:2017 ที่่�เกี่่�ยวข้้องมาปรัับใช้้เพื่่�อให้้เกิิดการพััฒนา

อย่่างต่่อเนื่่�อง(11) เมื่่�อห้้องปฏิิบััติิการผ่่านการรัับรองตาม

มาตรฐานสารพิษิตกค้า้ง จะได้ใ้บรับัรองและเครื่่�องหมาย

รัับรองจากกรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ เพื่่�อรัับรองว่่า 

ห้้องปฏิิบััติิการสามารถดำเนิินการตรวจสอบสารพิิษ 

ตกค้้างในผัักสดและผลไม้้สดด้้วยชุุดทดสอบอย่่างง่่าย 

ได้้อย่่างมีีคุุณภาพและเป็็นระบบ และสามารถทวนสอบ 

ผลกลัับได้้ นอกจากนั้้�นยัังมีีเครื่่�องหมายรัับรองสิินค้้า

เกษตรในประเทศไทย เช่่น มาตรฐานการรัับรองสิินค้้า

เกษตรภายใต้้กฎหมายมาตรฐานสิินค้้าเกษตรที่่�เกี่่�ยวกัับ

คุุณภาพและความปลอดภััยทางเคมีี ชี ีวภาพ กายภาพ 

ความปลอดภััยด้้านสุุขอนามััย ตามประกาศของกระทรวง

เกษตรและสหกรณ์์(12)  ซึ่่� งเครื่่�องหมายรัับรองตรวจสอบ

คุุณภาพสร้้างความเชื่่�อมั่่�นให้้กัับผู้้�บริิโภคมากขึ้้�น(13) 

การปรัับปรุุงข้้อกำหนดมาตรฐานสารพิิษตกค้้าง

ไม่่เพีียงแต่่ต้้องสอดคล้้องกัับข้้อกำหนดสำคััญของ 

ISO/IEC 17025:2017 ยังต้อ้งมีกีารดำเนินิการปรับัปรุงุ

เพิ่่�มเติิมให้้เหมาะสม โดยพิิจารณาสิ่่�งที่่�ไม่่สอดคล้้อง

ตามข้้อกำหนดหรืือข้้อบกพร่่องจากการตรวจประเมิิน 

ห้้องปฏิิบััติิการ เช่่น ข้ ้อกำหนดไม่่ครอบคลุุมหรืือ 

ไม่่ชััดเจนทำให้้ห้้องปฏิิบััติิการตีีความข้้อกำหนด 

ไม่ถู่กูต้้อง หรืืออาจเกิิดข้้อบกพร่่องซ้้ำ หากห้้องปฏิิบัตัิกิาร 

ยัังไม่่ได้้ดำเนิินการแก้้ไขที่่�ต้นตอของปััญหา ผลการ 

เปรีียบเทีียบกัับข้้อกำหนดมาตรฐานสากลและข้้อมููล 

ข้้อบกพร่่องจะถููกนำมาวิิเคราะห์์และปรัับปรุุง เพื่่�อ 

ยกระดัับข้้อกำหนดให้้มีีประสิิทธิิภาพยิ่่�งขึ้้�น 

การเข้า้ร่ว่มการทดสอบความชำนาญ (Proficiency 

Testing: PT) เป็็นการแสดงถึึงความสามารถในการ

ทดสอบของห้้องปฏิิบััติิการ และถืือเป็็นข้้อกำหนดสำคััญ

สำหรัับการยื่่�นขอรัับรอง หากผลการทดสอบ PT ไม่่ผ่่าน

เกณฑ์์ประเมิิน ห้ องปฏิิบััติิการต้้องดำเนิินการวิิเคราะห์์

หาสาเหตุุและแก้้ไข และร้้องขอรัับตััวอย่่าง PT ใหม่่ 

เพื่่�อทำการทดสอบซ้้ำเป็็นครั้้�งที่่�สอง

กระบวนการรัับรอง ห้องปฏิิบัตัิกิารต้้องยื่่�นเอกสาร

จำนวนมากส่ง่มาทางไปรษณียี์ใ์ห้ห้น่ว่ยรับัรอง และหน่ว่ย

รัับรองต้้องจััดส่่งเอกสารต่่อให้้ผู้้�ตรวจประเมิิน เกิิดความ 

ล่่าช้้าในการจััดส่่งเอกสาร ใช้้ เวลาตั้้�งแต่่ยื่่�นคำขอ 

การรัับรองจนกระทั่่�งได้้รัับการรัับรอง อาจต้้องใช้้เวลา

มากที่่�สุุดถึึง 200 วั น รวมทั้้�งต้้องจััดการกัับเอกสารเป็็น

จำนวนมาก ในปีีงบประมาณ พ.ศ. 2564 สำนัักมาตรฐาน

ห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร จึงึได้พ้ัฒันาระบบสารสนเทศขึ้้�นใหม่ ่เพื่่�อ

ใช้้ในกระบวนการยื่่�นขอการรัับรองออนไลน์์ภายใต้้ชื่่�อ 

โปรแกรมกระบวนการรัับรองคุุณภาพระบบตรวจสอบ 

สารพิิษตกค้้างในผัักสดและผลไม้้สด ด้ วยระบบ 

อิิเล็็กทรอนิิกส์์ (VAFC LAB) โดยการนำระบบ

สารสนเทศมาปรัับใช้้ในมาตรฐานสารพิิษตกค้้าง 

โดยเฉพาะเพื่่�อปรัับกระบวนการทำงานและอำนวยความ

สะดวกให้้กัับผู้้�ใช้้งานตามมาตรฐานการรัับรองดัังกล่่าว

การศึึกษาเกี่่�ยวกัับการรัับรองคุุณภาพระบบ 

ตรวจสอบสารพิิษตกค้า้งในผัักสดและผลไม้้สด มาตรฐาน

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ สามารถใช้้เป็็นแนวทาง 

การปรัับปรุุงการรัับรองมาตรฐานกรมวิิทยาศาสตร์์

การแพทย์์ ให้้เกิิดประโยชน์์ต่่อห้้องปฏิิบััติิการที่่�ขอ 

การรัับรอง ผู้้�ตรวจประเมิิน และผู้้�เกี่่�ยวข้้อง ซึ่่�งการศึึกษา 

นี้้�มีีวััตถุุประสงค์์ 1) เพื่่�อวิิเคราะห์์สิ่่�งที่่�ไม่่สอดคล้้อง 

กัับข้้อกำหนดของห้้องปฏิิบััติิการที่่�ได้้การรัับรองตาม

มาตรฐานสารพิิษตกค้้างในผัักสด ผลไม้้สด ระหว่่างปีี  

พ.ศ. 2563−2565 2) เพื่่�อวิเิคราะห์ผ์ลการเข้า้ร่ว่มทดสอบ

ความชำนาญ (PT) ของห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร 3) เพื่่�อเปรียีบเทียีบ 

ข้อ้กำหนดมาตรฐานสารพิิษตกค้้าง ฉบับัปี ีพ.ศ. 2563 และ 

2566 กัับมาตรฐานสากล ISO/IEC 17025:2017 และ 

4) เพื่่�อประเมิินความพึึงพอใจของผู้้�ใช้้งานโปรแกรม

ระบบสารสนเทศที่่�พััฒนาขึ้้�นใช้้ในกระบวนการรัับรอง 

ห้้องปฏิิบััติิการตรวจสอบสารพิิษตกค้้างในผัักและผลไม้้สด  
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วัสดุและวิธีการ

การตรวจประเมิินห้้องปฏิิบััติิการมาตรฐานสารพิษ

ตกค้้างด้้วยชุุดทดสอบอย่่างง่่าย 25 แห่่ง ตาม

มาตรฐานสารพิิษตกค้้าง ฉบัับปีี พ.ศ. 2563 

การศึกึษานี้้�เป็น็การวิจัิัยเชิงิวิเิคราะห์แ์บบย้อ้นหลังั 

(Retrospective Analysis Study) จากการรวบรวม

ข้้อมููลผลการดำเนิินงานห้้องปฏิิบััติิการที่่�ขอการรัับรอง

มาตรฐานสารพิิษตกค้้าง ระหว่่างปีี พ.ศ. 2563−2565 

จำนวน 25 แห่่ง ได้้แก่่ 1) มููลนิิธิิโครงการหลวงจัังหวััด

เชีียงใหม่่ 2) บริิษััท แอ็็กโกร คอมเมอร์์ส กรุ๊๊�ป จำกััด  

3) บริษิัทั อินเตอร์์เนชั่่�นแนล ฟู้้�ดส์์ เทสติ้้�ง แลบบอราทอรีสี์์ 

จำกัดั 4) บริษิัทั พีพีีพีี ีพรีพีาเรชั่่�น จำกัดั 5) บริษิัทั เซ็น็ทรัลั 

ฟู้้�ด รีีเทล จำกััด สาขาเอฟดีีซีี 6) บริิษััท เอ็็กเซล ฟรุุตส์์ 

จำกััด 7) บริิษััท เอซีีเค ไฮโดรฟาร์์ม จำกััด 8) บริิษััท 

ดอนเมืืองพััฒนา จำกััด 9) บริิษััท สยามแม็็คโคร จำกััด 

(มหาชน) สาขาคลังัสินิค้า้อาหารสดวังัน้อ้ย 10) บริษิัทั ไทย 

แอ็็กโกร เอ็็กซเชนจ์์  จำกััด 11) บริิษััท พงศ์์เทพรุ่่�งเรืือง 

เทรดดิ้้�ง จำกััด 12) ห้้างหุ้้�นส่่วนจำกััดลองเทิิม เทรดดิ้้�ง 

บริษิัทั 13) ตลาดใหม่่ชลบุรุี ีจำกัดั 14) สหกรณ์ก์ารเกษตร

ท่่ายาง จำกััด 15) สหกรณ์์การเกษตรบ้้านลาด จำกััด 

16) บริิษััท เอซีีเค ฟู้้�ดเทค จำกััด  17) บริิษััท เอ็็มเค เรส

โตรองต์์ กรุ๊๊�ป จำกััด (มหาชน) กม.21 18) บริิษััท สยาม

แม็็คโคร จำกััด (มหาชน) สาขาคลัังสิินค้้าอาหารสดมหาชััย 

19) บริิษััท ระยองสตาร์์ จำกััด 20) บริิษััท บิ๊๊�กซีีซููเปอร์์

เซ็็นเตอร์์ จำกััด (มหาชน) ศููนย์์กระจายสิินค้้าฉะเชิิงเทรา 

21) สำนัักงานเกษตรจัังหวััดตราด 22) บริิษััท ไผ่่คู่่� 

จำกััด 23) สำนัักงานสาธารณสุุขจัังหวััดศรีีสะเกษ 

24) บริิษััท สยามแม็็คโคร จำกััด (มหาชน) คลัังสิินค้้า

อาหารสดเชีียงใหม่่ และ 25) บริิษััท นั นธาวรรณฟููดส์์ 

จำกััด

นำสิ่่�งที่่�ไม่่สอดคล้้องตามข้้อกำหนดจากผลการ

ตรวจประเมิินหรืือ “ข้้อบกพร่่อง” มาวิิเคราะห์์สถิิติิเชิิง

พรรณนา (Descriptive Statistics) โดยแจกแจง

ความถี่่� (Frequency) ค่่าร้้อยละ (Percentage) และ

ค่่าเฉลี่่�ย (Mean) แจกแจงรายปีีตามจำนวนข้้อบกพร่่อง

ที่่�ตรวจพบ

การทดสอบความชำนาญ (PT) 

การทดสอบความชำนาญ (PT) ดำเนิินการโดย

ศูนูย์ว์ิทิยาศาสตร์์การแพทย์ท์ี่่� 8 อุดุรธานี ีกรมวิทิยาศาสตร์์

การแพทย์์ การประเมิินผลการวิิเคราะห์์ว่า่ผ่า่นหรืือไม่่ผ่า่น 

ใช้้วิิธีีเปรีียบเทีียบผลที่่�ทราบค่่า โดยการรายงานผลการ

วิิเคราะห์์เป็็น 3 แบบ ได้้แก่่ ไม่่พบ พบปลอดภััย และพบ

ไม่่ปลอดภััย โดยเทีียบเคีียงเฉพาะกลุ่่�มชุุดทดสอบนั้้�นๆ 

รวมทั้้�งห้้องปฏิิบััติิการสามารถใช้้ชุุดทดสอบอย่่างง่่าย

มากกว่่า 1 ชนิิด ซึ่่� งการศึึกษานี้้�กลุ่่�มเป้้าหมาย คื อ 

ห้้องปฏิิบััติิการที่่�ตรวจสอบสารพิิษตกค้้างในผัักสดและ

ผลไม้้สด รวบรวมผลตั้้�งแต่่ปีี พ.ศ. 2563-2565 โดยใช้้

ชุุดทดสอบอย่่างง่่าย ได้้แก่่ ชุ ุดทดสอบ GT Pesticide 

Test Kit(14)  ชุุดทดสอบ GPO-TM Kit  ชุ ุดทดสอบ 

GPO-TM/2 Kit และชุุดทดสอบ GPO-M Kit 

โดยใช้้การแจกแจงความถี่่� ค่่าร้้อยละ และค่่าเฉลี่่�ย 

การเปรีียบเทีียบข้้อกำหนดมาตรฐานสารพิิษตกค้้าง 

ทำการเปรีียบเทีียบข้้อกำหนดมาตรฐานสารพิิษ

ตกค้้าง ฉบัับปีี พ.ศ. 2563(8) และฉบัับปีี พ.ศ. 2566(9) 

กัับข้้อกำหนดสำคััญบางส่่วนของมาตรฐานสากล ISO/

IEC 17025:2017 ทั้้�งด้้านคุุณภาพและวิิชาการ 

การพัฒนาระบบสารสนเทศเพ่ื่�อใช้้ในกระบวนการ

รัับรองห้้องปฏิิบััติิการตรวจสอบสารพิิษตกค้้างในผััก

และผลไม้้สด (โปรแกรม VAFC LAB) 

การพัฒันาระบบสารสนเทศเพื่่�อใช้ใ้นกระบวนการ

รับัรองห้อ้งปฏิบิัตัิกิารตรวจสอบสารพิษิตกค้า้งในผักัและ

ผลไม้้สด (โปรแกรม VAFC LAB) ดำเนิินการร่่วมกัับ

ผู้้�เชี่่�ยวชาญด้้านเทคโนโลยีีสารสนเทศ กรมสนัับสนุุน

บริิการสุุขภาพ กระทรวงสาธารณสุุข พั ัฒนาเพื่่�อใช้้ใน

กระบวนการรัับรองมาตรฐานสารพิิษตกค้้างที่่�มีีขั้้�นตอน

ทั้้�งหมด 13 ขั้้�นตอน ให้้ลดระยะเวลาใน 5 ขั้้�นตอน ได้้แก่่ 

การส่่งเอกสารขอการรัับรอง การจััดส่่งเอกสารให้้ผู้้�ตรวจ

ประเมิินพิิจารณา จั ดส่่งรายงานการตรวจประเมิินให้้ 

ห้้องปฏิิบััติิการ ห้ ้องปฏิิบััติิการส่่งการแก้้ไขข้้อบกพร่่อง 

และผู้้�ตรวจประเมิินพิิจารณาการแก้้ไขข้้อบกพร่่อง รวมทั้้�ง 

การยื่่�นเอกสารตรวจเฝ้้าระวััง (ดำเนิินการพััฒนาทดสอบ



335วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 67 ฉบับที่ 2 เมษายน  - มิถุนายน 2568

การตรวจประเมิินห้้องปฏิิบััติิการที่่�ได้้รัับการรัับรองมาตรฐานสารพิิษตกค้้าง
ในผัักและผลไม้้สดด้้วยชุุดทดสอบอย่่างง่่าย พ.ศ. 2563−2565	วิ ิลาวััลย์์ ศรีีสุุขา และคณะ

ระบบเดืือนมีีนาคม พ.ศ. 2564 และเริ่่�มเปิิดให้้ใช้้งาน

โปรแกรมตั้้�งแต่่เดืือนกรกฎาคม พ.ศ. 2564-2566 

ซึ่่�งการศึึกษานี้้�มีีการรัักษาความลัับของผู้้�ประกอบการ 

เพื่่�อไม่่ให้้เกิิดความเชื่่�อมโยงข้้อมููลในการทวนสอบได้้) 

หลัังการพััฒนาระบบสารสนเทศและนำไปใช้้งาน มี การ

สำรวจความพึึงพอใจของกลุ่่�มผู้้�ใช้้งาน ได้้แก่่ เจ้้าหน้้าที่่�

ห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร และผู้้�ตรวจประเมิิน ซึ่่�งวงรอบการประเมินิ

ได้้แก่่ ก่ ่อนการใช้้งาน เริ่่�มใช้้งานแล้้ว 1 ปี ี และใช้้งาน

มากกว่่า 1 ปีี จำนวน 35, 18 และ 28 ราย ตามลำดัับ รวม 

ผู้้�ตอบแบบสำรวจ จำนวน 82 ราย แสดงผลโดยการ

แจกแจงความถี่่� ค่ ่าร้้อยละ ค่ ่าเฉลี่่�ย และส่่วนเบี่่�ยงเบน 

มาตรฐาน (Standard Deviation) 

ผล

ข้้อบกพร่่องที่่�พบจากการตรวจประเมิินห้้องปฏิิบััติิการ 

มาตรฐานสารพิษตกค้้างด้้วยชุุดทดสอบอย่่างง่่าย 25 

แห่่ง ตามมาตรฐานสารพิิษตกค้้าง ฉบัับปีี พ.ศ. 2563 

การวิิ เคราะห์์ข้้อมููลสิ่่� งที่่� ไม่่สอดคล้้องตาม 

ข้้อกำหนด (ข้้อบกพร่่อง) จากการตรวจประเมิิน 

ห้้องปฏิิบััติิการที่่�ได้้การรัับรองตามมาตรฐานสารพิิษ

ตกค้้าง ฉบัับปีี พ.ศ. 2563 ระหว่่างปีี พ.ศ. 2563−2565 

จำนวน 25 แห่ง่ เมื่่�อเปรีียบเทีียบข้อ้บกพร่่องรายปีี พบว่า่ 

ปีี พ.ศ. 2564 พบจำนวนข้้อบกพร่่องสููงที่่�สุุดเมื่่�อเปรีียบ

เทีียบกัับปีี พ.ศ. 2563 และ  2565 และเมื่่�อเปรีียบเทีียบ

ข้้อกำหนดแยกรายข้้อหลััก 9 ข้้อ แบ่่งเป็็น ด้้านคุุณภาพ 

หรืือเรีียกว่่า ด้้านบริิหารจััดการ ประกอบด้้วย 4 ข้้อหลััก 

ได้แ้ก่ ่ข้อ 5.1, 5.7, 5.8, และ 5.9 รวมทั้้�งหมด 29 ข้อย่อ่ย 

และด้้านวิิชาการ ประกอบด้้วย 5 ข้ ้อหลััก ได้้แก่่ 

ข้้อ 5.2−5.6 รวมทั้้�งหมด 43 ข้ ้อย่่อย รวมข้้อบกพร่่อง

ทั้้�งหมด 166 ข้้อ แจกแจงความถี่่�จำนวนข้้อบกพร่่องตาม

ข้้อกำหนด พบข้้อบกพร่่องสููงสุุด 3 อั นดัับแรก ได้้แก่่ 

ข้้อกำหนด 5.2 ระบบตรวจสอบสารพิิษตกค้้าง ซึ่่� งเป็็น 

กระบวนการตรวจวิิเคราะห์์ ได้้แก่่ การจััดทำเอกสาร

คุุณภาพ การบริิหารจััดการตััวอย่่าง การตรวจสอบสาร

พิิษตกค้้าง การรายงานผล รวมจำนวน 43 ข้ ้อ คิ ิดเป็็น

ร้้อยละ 25.9 สาเหตุุเกิิดจากการจััดทำคู่่�มืือคุุณภาพและ

มาตรฐานการปฏิิบััติิงานมีีข้้อมููลไม่่ครอบคลุุมข้้อกำหนด 

ข้้อกำหนด 5.9 การควบคุุมคุุณภาพผลิิตภััณฑ์์ ได้้แก่่  

การสุ่่�มตััวอย่่าง   การประกัันคุุณภาพผลการทดสอบ 

และการปล่่อยผลิิตภััณฑ์์ออกจำหน่่าย รวมจำนวน 30 ข้้อ 

คิดิเป็น็ร้อ้ยละ 18.1 สาเหตุ ุคือื ไม่พ่บวิธิีกีารจััดการ เรื่่�อง 

การปล่่อยผลิิตภััณฑ์์ออกจำหน่่าย กรณีีผลการทดสอบ

ความชำนาญอยู่่�นอกเกณฑ์์ที่่�กำหนดและไม่่พบหลัักฐาน

แสดงการวิิเคราะห์์สาเหตุุ รวมทั้้�งแผนการสุ่่�มตััวอย่่าง 

ผัักสด ผลไม้้สด ไม่่ครอบคลุุมตามขอบข่่ายที่่�ขอ 

การรัับรอง ซึ่่� งเป็็นข้้อกำหนดที่่�มีีการทบทวนใหม่่ และ

ข้้อกำหนด 5.8 การตรวจติิดตามคุุณภาพภายในและ

การทบทวนบริิหาร ได้้แก่่ แผนการตรวจติิดตามภายใน 

และแผนการทบทวนบริิหาร รวมจำนวน 22 ข้้อ คิิดเป็็น

ร้้อยละ 13.2 สาเหตุุเกิิดจากรายงานการประชุุมทบทวน

ระบบบริิหารหััวข้้อไม่่ครบถ้้วนตามข้้อกำหนด และไม่่พบ 

แผนการตรวจติดิตามคุณุภาพภายใน อีกีทั้้�งพบข้อ้กำหนด 

5.5 เรื่่�อง เครื่่�องมืือวิิทยาศาสตร์์ ได้้แก่่ อุุปกรณ์์เครื่่�องมืือ 

ที่่�จำเป็็น การดููแลการทำงานของเครื่่�องมืือการบัันทึึก 

การใช้้งานเครื่่�องมืือ และการสอบเทีียบเครื่่�องมืือ 

รวมจำนวน 22 ข้้อ คิิดเป็็นร้้อยละ 13.2 สาเหตุุเกิิดจาก 

ไม่่พบบัันทึึกการใช้้งานเครื่่�องมืือที่่�จำเป็็นและการ 

สอบเทียีบเครื่่�องมือื โดยปัจัจัยัที่่�พบ คือ มีการเปลี่่�ยนแปลง

บุุคลากรในตำแหน่่งหััวหน้้าห้้องปฏิิบััติิการ ดั งแสดงใน

ภาพที่่� 1 

การทดสอบความชำนาญ (PT) 

ผลการวิิเคราะห์์ข้้อมููลการเข้้าร่่วม PT ของ 

ห้้องปฏิิบััติิ ก ารมาตรฐานสารพิิษตกค้้ า งด้้ วย ชุุด

ทดสอบอย่่างง่่าย ระหว่่างปีี พ.ศ. 2563−2565 ที่่�

มีีการเปรีียบเทีียบผลการทดสอบความชำนาญกัับ 

ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่�  8 อุ ดรธานีี แจกแจง 

ข้้อมููลรายปีีจากการเข้้าร่่วม PT ของห้้องปฏิิบััติิการ 

25 แห่่ง ตามขอบข่่ายการรัับรองชุุดทดสอบอย่่างง่่าย 

ได้้แก่่ ชุุดทดสอบ GT Pesticide Test Kit ชุุดทดสอบ 

GPO-TM Kit ชุ ดทดสอบ GPO-TM/2 Kit 

และชุุดทดสอบ GPO-M Kit มีีการเข้้าร่่วม PT จำนวน 

84 ครั้้�ง พบว่่าผ่่านเกณฑ์์ประเมิิน 62 ครั้้�ง คิิดเป็็นร้้อยละ 

73.8 ไม่่ผ่่านเกณฑ์์ประเมิิน 22 ครั้้�ง คิิดเป็็นร้้อยละ 26.2 
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โดยมีีการทดสอบซ้้ำในครั้้�งที่่�  2 ผลผ่่านเกณฑ์์ประเมิิน

ทั้้�งหมด จากการวิิเคราะห์ห์าสาเหตุทุี่่�ไม่่ผ่า่นเกณฑ์ป์ระเมิิน 

ส่่วนใหญ่่เกิิดจากเทคนิิคการตรวจวิิเคราะห์์ของ 

เจ้้าหน้้าที่่�ห้้องปฏิิบััติิการ การแปลผล และการบริิหาร

จััดการตััวอย่่าง โดยมีีความถี่่�เท่่ากัับ ร้้อยละ 60.0, 33.3 

และ 6.7 ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 1 

ภาพที่่� 1	 การเปรีียบเทีียบข้้อบกพร่่องที่่�พบจากการตรวจประเมิินห้้องปฏิิบััติิการมาตรฐานสารพิิษตกค้้างด้้วยชุุด 

	 ทดสอบอย่า่งง่า่ย ตามมาตรฐานสารพิษิตกค้า้ง ฉบับัปี ีพ.ศ. 2563 จำนวน 25 แห่ง่ ระหว่า่งปี ีพ.ศ. 2563−2565 

ตารางที่่� 1	 ผลการเข้้าร่่วมทดสอบความชำนาญ (PT) ของห้้องปฏิิบััติิการมาตรฐานสารพิิษตกค้้างด้้วยชุุดทดสอบ 

	 อย่่างง่่าย จำนวน 25 แห่่ง ระหว่่างปีี พ.ศ. 2563−2565

ชนิิดชุุดทดสอบ
อย่่างง่่าย

ปีี พ.ศ. 2563 ปีี พ.ศ. 2564 ปีี พ.ศ. 2565

จำนวน
เข้้าร่่วม PT

ผลเข้้าร่่วม PT 
ปีี พ.ศ. 2563-2565

GT Pesticide Test Kit
GPO- TM Kit
GPO- TM/2 Kit
GPO- M-Kit 

16
1
0
0

3
0
2
1

17
0
0
2

5
1
2
1

19
3
2
2

4
1
1
1

64 (76.2%)
6 (7.1%)
7 (8.3%)
7 (8.3%)

52 (81.3%)
4 (66.7%)
2 (28.6%)
4 (57.1%)

12 (18.8%)
2 (33.3%)
5 (71.4%)
3 (42.9%)

รวม 17 6 19 9 26 7 84 (100%) 62 (73.8%) 22 (26.2%)

ผ่่า
นเ
กณ

ฑ์์

ไม่
ผ่า่
นเ
กณ

ฑ์

ผ่่า
นเ
กณ

ฑ์์

ไม่
ผ่า่
นเ
กณ

ฑ์

ผ่่า
นเ
กณ

ฑ์์

ไม่
ผ่า่
นเ
กณ

ฑ์

ผ่่า
นเ
กณ

ฑ์์

ไม่
ผ่า่
นเ
กณ

ฑ์

หมายเหตุุ: ตััวอย่่างวััตถุุทดสอบแยกตามชุุดทดสอบและอาจไม่่ใช่่ตััวอย่่างวััตถุุทดสอบชนิิดเดีียวกััน
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การตรวจประเมิินห้้องปฏิิบััติิการที่่�ได้้รัับการรัับรองมาตรฐานสารพิิษตกค้้าง
ในผัักและผลไม้้สดด้้วยชุุดทดสอบอย่่างง่่าย พ.ศ. 2563−2565	วิ ิลาวััลย์์ ศรีีสุุขา และคณะ

การเปรีียบเทีียบข้้อกำหนดมาตรฐานสารพิิษตกค้้าง 

การศึึกษาเปรีียบเทีียบตามข้้อกำหนดมาตรฐาน

สารพิิษตกค้้าง ฉบัับปีี พ.ศ. 2563 และฉบัับปีี พ.ศ. 

2566 และข้้อกำหนดสำคััญบางส่่วนของมาตรฐานสากล 

ISO/IEC 17025:2017 โดยเปรีียบเทีียบด้้วยวิิธีีการ

วิิเคราะห์์เนื้้�อหา “มีีข้้อกำหนดและไม่่มีีข้้อกำหนด” 

ข้้อกำหนดที่่�นำมาเปรีียบเทีียบของมาตรฐานสารพิิษ

ตกค้้าง จำนวน 2 ฉบัับดัังกล่่าว มีีจำนวน 3 ข้้อหลััก และ 

26 ข้อย่อ่ย ประกอบด้ว้ย ข้อ้กำหนดด้า้นทรัพัยากร จำนวน 

6 ข้ ้อ ข้ ้อกำหนดด้้านกระบวนการ จำนวน 11 ข้ ้อ และ 

ข้้อกำหนดด้้านระบบการบริิหารงาน จำนวน 9 ข้ อ 

ซึ่่�งข้้อกำหนดมาตรฐานการรัับรองฯ ผั กสด ผลไม้้สด 

ยัังไม่่ครอบคลุุมข้้อกำหนดตามมาตรฐานสากล ISO/

IEC 17025:2017 เช่่น ข้อกำหนดที่่� 6 ด้า้นทรััพยากร คือ 

การสอบกลัับได้้ทางมาตรวิิทยา ข้ ้อกำหนดที่่�   7 

ด้้านกระบวนการ ได้้แก่่ การทบทวนคำขอ ข้ ้อเสนอ 

การประมูลูและข้อ้สััญญาการประเมินิค่า่ความไม่แ่น่น่อน 

ของการวััด ข้ ้อร้้องเรีียน สิ่่� งที่่�ไม่่เป็็นไปตามข้้อกำหนด 

และข้้อกำหนดที่่�  8 ด้ านระบบการบริิหารงาน เอกสาร 

ระบบการบริิหารงาน การปฏิิบััติิ เพื่่�อจััดการความเสี่่�ยง

และโอกาส และการปฏิบิัตัิกิารแก้ไ้ข ดังัแสดงในตารางที่่� 2 

ตารางที่่� 2	การเปรีียบเทีียบระหว่่างข้้อกำหนดมาตรฐานการรัับรองคุุณภาพระบบตรวจสอบสารพิิษตกค้้างในผัักสด 

	 ผลไม้้สด ปีี พ.ศ. 2563 และ 2566 และมาตรฐานสากล ISO/IEC 17025:2017	

ข้้อ
มาตรฐานฯ ISO/IEC 

17025:2017
ข้้อ

มาตรฐานฯ ผัักสด ผลไม้้สด
ฉบัับปีี พ.ศ. 2563

ข้้อ
มาตรฐานฯ ผัักสด ผลไม้้สด

ฉบัับปีี พ.ศ. 2566

4 ข้้อกำหนดทั่่�วไป อยู่่�ในเงื่่�อนไขและนโยบาย
การยื่่�นขอรัับรอง

อยู่่�ในเงื่่�อนไขและนโยบาย
การยื่่�นขอรัับรอง

4.1 ความเป็็นกลาง 4.6 การปฏิิบััติิงานอย่่างอิิสระ 5.1.2 การปฏิิบััติิงานอย่่างอิิสระ

4.2 การรัักษาความลัับ          - 5.1.2 การรัักษาความลัับ

5 ข้้อกำหนดด้้านโครงสร้้าง 5.1 องค์์กรและการบริิหาร 5.1 องค์์กรและการบริิหาร

6 ข้้อกำหนดด้้านทรััพยากร 5.1.2 นโยบายสนัับสนุุนทรััพยากร 5.1.1 นโยบายสนัับสนุุนทรััพยากร

6.1 ทั่่�วไป 5.1 องค์์กรและการบริิหาร 5.1 องค์์กรและการบริิหาร

6.2 บุุคลากร 5.3 บุุคลากร 5.2 บุุคลากร

6.3 สิ่่�งอำนวยความสะดวกและ
สภาวะแวดล้้อม

5.4 สถานที่่�และภาวะแวดล้้อม 5.6 สถานที่่�และภาวะแวดล้้อม

6.4 เครื่่�องมืือ 5.5 เครื่่�องมืือวิิทยาศาสตร์์ 5.7 เครื่่�องมืือวิิทยาศาสตร์์ 
ชุุดทดสอบและสารเคมีี

6.5 การสอบกลัับได้้ทางมาตรวิิทยา         -           -

6.6 ผลิิตภััณฑ์์และบริิการจากภายนอก 5.7 การใช้้บริิการภายนอกและ
การจััดซื้้�อ

5.4 การใช้บ้ริกิารภายนอกและการจัดัซื้้�อ

7 ข้้อกำหนดด้้านกระบวนการ

7.1 การทบทวนคำขอ ข้้อเสนอ
การประมููลและข้้อสััญญา

       -          -

7.2 การเลืือก การทวนสอบ 
การตรวจสอบความใช้้ได้้ของวิิธีี

5.2.4 การตรวจสอบสารพิิษตกค้้าง 5.8. กระบวนการทดสอบ

7.3 การชัักตััวอย่่าง 5.9.1.2 การสุ่่�มตััวอย่่าง 5.9.1 การสุ่่�มตััวอย่่าง

7.4 การจััดการตััวอย่่างทดสอบ
หรืือสอบเทีียบ

5.5.4 การสอบเทีียบเครื่่�องมืือ 5.7 เครื่่�องมืือวิิทยาศาสตร์์ 
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การพัฒนาระบบสารสนเทศเพ่ื่�อใช้้ในกระบวนการ

รัับรอง (โปรแกรม VAFC LAB) 

การพััฒนาโปรแกรมระบบสารสนเทศของ

กระบวนการรัับรองสารพิิษตกค้้าง โดยนำระบบออนไลน์์

มาปรัับใช้้ (โปรแกรม VAFC LAB) มี การออกแบบ

ระบบและใช้้เครื่่�องมืือที่่�จำเป็็นต่่อการพััฒนาระบบ

สารสนเทศ ได้้แก่่ เครื่่�องคอมพิิวเตอร์์ชนิิดพกพา 

ข้้อ
มาตรฐานฯ ISO/IEC 

17025:2017
ข้้อ

มาตรฐานฯ ผัักสด ผลไม้้สด
ฉบัับปีี พ.ศ. 2563

ข้้อ
มาตรฐานฯ ผัักสด ผลไม้้สด

ฉบัับปีี พ.ศ. 2566

7.5 บัันทึึกทางด้้านวิิชาการ 5.6 การบัันทึึก 5.3 การบริิหารจััดการเอกสาร บั นทึึก 
และข้้อมููลสารสนเทศ

7.6 การประเมิินค่่าความไม่่แน่่นอนของ
การวััด

           -            -

7.7 การสร้้างความมั่่�นใจในความใช้้ได้้
ของผล

5.9 การควบคุุมคุุณภาพผลิิตภััณฑ์์ 5.9.2 การประกัันคุุณภาพผลการทดสอบ

7.8 การรายงานผล 5.2.5 การรายงานผล 5.8.4 การรายงานผล

7.9 ข้้อร้้องเรีียน          -           -

7.10 สิ่่�งที่่�ไม่่เป็็นไปตามข้้อกำหนด          -           -

7.11

8.

การควบคุุมข้้อมููลและการจััดการ
สารสนเทศ
ข้อ้กำหนดด้า้นระบบการบริหิารงาน

5.6.4 การบัันทึึกข้้อมููลในระบบ
อิิเล็็กทรอนิิกส์์

5.3.4 ข้้อมููลสารสนเทศมีีระเบีียบปฏิิบััติิที่่�
เหมาะสม 

8.1 *ทางเลืือกการดำเนิินการ A หรืือ B         -          -

8.2 เอกสารระบบการบริิหารงาน         - 5.3 การบริิหารจััดการเอกสาร บั นทึึก 
และข้้อมููลสารสนเทศ

8.3 การควบคุุมเอกสารระบบ
การบริิหารงาน 

5.2.2 การจััดทำเอกสารคุุณภาพ 5.3.1 การจััดทำเอกสารคุุณภาพ

8.4 การควบคุุมบัันทึึก 5.6 การบัันทึึก 5.3.2 การบัันทึึก

8.5 การปฏิบิัตัิกิารเพื่่�อจัดัการความเสี่่�ยง
และโอกาส 

      -         -

8.6 การปรัับปรุุงคุุณภาพอย่่างต่่อเนื่่�อง       - 5.5.2 การทบทวนบริิหาร 

8.7 การปฏิิบััติิการแก้้ไข      -         -

8.8 การตรวจติิดตามภายใน 5.8.1 การตรวจติิดตามคุุณภาพภายใน 5.5.1 การตรวจติิดตามคุุณภาพภายใน

8.9 การทบทวนการบริิหาร 5.8.2 การทบทวนบริิหาร 5.5.2 การทบทวนบริิหาร

ตารางที่่� 2	การเปรีียบเทีียบระหว่่างข้้อกำหนดมาตรฐานการรัับรองคุุณภาพระบบตรวจสอบสารพิิษตกค้้างในผัักสด 

	 ผลไม้้สด ปีี พ.ศ. 2563 และ 2566 และมาตรฐานสากล ISO/IEC 17025:2017 (ต่่อ)	

หมายเหตุุ:	สั ัญลัักษณ์์ - หมายถึึง ไม่่ได้้กล่่าวถึึงในข้้อกำหนดมาตรฐานผัักสด ผลไม้้สด
            	 *ทางเลืือก หมายถึึง ทางเลืือกการดำเนิินการด้้านระบบการบริิหารงาน (ทางเลืือก A คืือ มีีการดำเนิินการตาม ข้้อกำหนด  
	 ISO/IEC 17025:2017 และทางเลืือก B คืือ มีีการดำเนิินการด้้านระบบบริิหารคุุณภาพตามข้้อกำหนด ISO 9001:2015)

โปรแกรมจำลองเว็บ็เซิริ์ฟ์เวอร์ ์XAMPP ใช้ภ้าษา PHP, 

HTML, JavaScript และ MySQL เชื่่�อมต่่อคอมพิิวเตอร์์ 

แม่่ข่่ายกรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ เปรีียบเทีียบกัับ

กระบวนการรัับรองเดิิม เพื่่�อลดขั้้�นตอนและระยะเวลา 

การจััดส่่งเอกสารได้้ 5 ขั้้� นตอนจาก 13 ขั้้� นตอน ได้้แก่่ 

การส่่งเอกสารขอการรัับรอง การจััดส่่งเอกสารให้้ผู้้�ตรวจ 

ประเมิินพิิจารณา การจััดส่่งรายงานการตรวจประเมิินให้้
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การตรวจประเมิินห้้องปฏิิบััติิการที่่�ได้้รัับการรัับรองมาตรฐานสารพิิษตกค้้าง
ในผัักและผลไม้้สดด้้วยชุุดทดสอบอย่่างง่่าย พ.ศ. 2563−2565	วิ ิลาวััลย์์ ศรีีสุุขา และคณะ

ห้้องปฏิิบััติิการ ห้ ้องปฏิิบััติิการส่่งการแก้้ไขข้้อบกพร่่อง 

และผู้้�ตรวจพิิจารณาการแก้้ไขข้้อบกพร่่อง ระบบ 

สารสนเทศนี้้�มีผู้้�ใช้ง้าน 2 กลุ่่�มเป้้าหมาย คือื ห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร 

ที่่�ขอการรัับรองและผู้้�ตรวจประเมิิน จึ ึงมีีการจััดส่่งแบบ 

สำรวจความพึึงพอใจของผู้้�ใช้ง้านระบบในด้า้นต่า่งๆ ดังันี้้� 

1) ด้ านความรู้้�ความเข้้าใจในการใช้้คอมพิิวเตอร์์ 2) 

ด้้านความรู้้�ความเข้้าใจในการใช้้โปรแกรม VAFC LAB 

3) ด้ ้านความน่่าเชื่่�อถืือของโปรแกรม 4) ด้ ้านความ

ปลอดภััยและสิิทธิ์์� ในการกำหนดให้้เ ข้้า ถึึง ข้้อมููล 

5) ด้ านระบบมีีการประมวลข้้อมููลที่่�ถูกต้้องและแม่่นยำ 

6) ด้ ้ านความสามารถแก้้ ไขข้้อมููลที่่�ผิิดพลาดได้้

โดยไม่่ซัับซ้้อน 7) ด้ านความรวดเร็็วต่่อการใช้้งาน 

8) ด้า้นการประมวลผลของโปรแกรม 9) ด้า้นผู้้�ใช้ส้ามารถ

เรียีนรู้้�การใช้ง้านได้เ้องโดยไม่ต่้อ้งใช้ผู้้้�เชี่่�ยวชาญช่ว่ยเหลือื 

และ 10) ด้านอื่่�นๆ ได้แ้ก่ ่ข้อมูลู และภาพประกอบมีคีวาม

เหมาะสม โปรแกรมที่่�นำมาใช้้งานมีีการจััดองค์์ประกอบ

ที่่�ชััดเจน ภาษาที่่�ใช้้มีีความชััดเจน ถููกต้้อง และเหมาะสม 

มีีสีีสัันที่่�เรีียบง่่ายและสบายตา รู ปแบบหน้้าจอมีีการแบ่่ง

หน้้าที่่�สอดคล้้องกััน ทำการสำรวจความพึึงพอใจในการ

ใช้้งาน จำนวน 3 รอบ (ก่่อนการใช้้งาน การใช้้งานแล้้ว 

1 ปีี และการใช้้งานแล้้วมากกว่่า 1 ปีี) 

โปรแกรม VAFC LAB ที่่�นำมาใช้ใ้นกระบวนการ

รัับรองสารพิิษตกค้้างมีีการใช้้งานมากกว่่า 2 ปี ี กลุ่่�ม 

ผู้้�ใช้้งานมีีความพึึงพอใจมาก ร้ อยละ 80.9 ค่ าเฉลี่่�ย 

(χ = 4.05) มี ข้้อเสนอแนะในเรื่่�องเพิ่่�มการป้้องกััน 

การเปลี่่�ยนแปลงเอกสารหลัังส่่งเข้้าระบบเรีียบร้้อยแล้้ว 

และเพิ่่�มช่อ่งทางในการแนบไฟล์เ์อกสารเพิ่่�มเติมิ รวมทั้้�ง 

การติิดตั้้�งโปรแกรมหน้้าเว็็บไซต์์เพื่่�อการเข้้าใช้้งาน 

ได้้ง่่ายขึ้้�น ดัังแสดงในตารางที่่� 3

วิจารณ์

การศึึกษาข้้อบกพร่่องหรืือสิ่่�งที่่�ไม่่สอดคล้้อง

ตามข้้อกำหนดจากผลการตรวจประเมิินห้้องปฏิิบััติิการ 

ตรวจสอบสารพิิษตกค้้างในผัักและผลไม้้สด เมื่่�อ 

เปรีียบเทีียบข้้อบกพร่่องที่่�พบแยกตามรายปีี พ.ศ. 

2563, 2564 และ 2565 พบว่่าในปีี พ.ศ. 2564 มีีจำนวน 

ข้้อบกพร่่องสููงที่่�สุุดเมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับปีี พ.ศ. 2563 

และ 2565 อาจเกิิดจากข้้อกำหนดฉบัับ ปี  พ.ศ. 2563 

มีีการประกาศใช้้ในช่่วงกลางปีี และทัันวงรอบที่่�ประกาศ

ใช้้ข้้อกำหนด คื ือ ปี  พ.ศ. 2564 ข้ ้อกำหนดที่่�พบเป็็น

อัันดัับแรก คื ือ ข้ ้อกำหนดที่่�  5.2 ระบบตรวจสอบ 

สารพิิษตกค้้าง ได้้แก่่ ห้ องปฏิิบััติิการตรวจสอบสาร

พิิษตกค้้าง จั ัดทำเอกสารคุุณภาพอย่่างเหมาะสม การ

ตารางที่่� 3	ผลสำรวจความพึึงพอใจของผู้้�ใช้้บริิการระบบสารสนเทศของกระบวนการรัับรองสารพิิษตกค้้างโปรแกรม  

	 VAFC LAB

การสำรวจครั้้�งที่่� ระยะเวลาสำรวจ
จำนวน 
(คน)

ร้้อยละ
ความพึึงพอใจ

ค่่าเฉลี่่�ย
ความพึึงพอใจ

( χ )
ค่่า S.D.

1.	ก่ ่อนการใช้้งาน
2. 	 ใช้้งาน 1 ปีี
3. 	 ใช้้งานมากกว่่า 1 ปีี

มีี.ค. 2564
เม.ย. 2564 - ก.ค. 2564
ก.ค. 2564 - ก.พ. 2566

35
19
28

78.20
78.86
80.90

3.91
3.94
4.05

0.10
0.19
0.20

บริิหารจััดการตััวอย่่าง และวิิธีีการตรวจสอบสารพิิษ

ตกค้้าง เป็็นข้้อกำหนดที่่�พบอัันดัับแรก เนื่่�องจากระบบ

เอกสารคุุณภาพยัังไม่่ครอบคลุุมตามขอบข่่ายที่่�ขอรัับรอง 

ข้้อกำหนดที่่�  5.9 การควบคุุมคุุณภาพผลิิตภััณฑ์์ ได้้แก่่ 

การสุ่่�มตััวอย่่าง การประกัันคุุณภาพผลการทดสอบ และ

การปล่อ่ยผลิติภัณัฑ์อ์อกจำหน่า่ย ส่ว่นใหญ่ข่าดหลักัเกณฑ์์ 

การปล่อ่ยผลิิตภัณัฑ์ ์เนื่่�องจากเป็็นข้อ้กำหนดใหม่่ การสุ่่�ม 

ตััวอย่่างไม่่ครอบคลุุมชนิิดตััวอย่่าง และผลการเข้้าร่่วม

ทดสอบความชำนาญไม่่ผ่า่นเกณฑ์์การประเมิินและไม่่พบ

การวิิเคราะห์์หาสาเหตุุ ข้อ้กำหนดที่่� 5.8 การตรวจติิดตาม

คุุณภาพภายในและการทบทวนบริิหาร เนื่่�องจากมีีการ

ปรัับรายละเอีียดหััวข้้อดำเนิินการ ส่่งผลให้้ไม่่ครอบคลุุม

ตามข้้อกำหนด ปั จจััยที่่�พบข้้อบกพร่่องอาจเกิิดจากการ
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Assessment of Accredited Laboratories for Pesticide Residue Screening 
in Fresh Vegetables and Fruits Using Simple Test Kits during 2020−2022	 Wilawan Srisuka et al.

เปลี่่�ยนแปลงของบุุคลากรทั้้�งระดัับหััวหน้้างานจนถึึง 

ผู้้�ปฏิิบััติิงานที่่�อาจส่่งผลกระทบต่่อการดำเนิินงาน 

เนื่่�องจากขาดความต่่อเนื่่�องของการปฏิิบััติิงาน จากการ

วิเิคราะห์ใ์นแต่ล่ะปี ีไม่่พบข้อ้บกพร่อ่งที่่�เกิดิซ้ำ้ในประเด็น็

เดิิม แสดงถึึงองค์์กรให้้ความสำคััญของการพััฒนาระบบ

คุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการและการเรีียนรู้้�จากข้้อผิิดพลาด  

นำไปวางแผนแก้้ไข และป้้องกัันสิ่่�งที่่�อาจเกิิดขึ้้�นซ้้ำได้้ดีี 

รวมทั้้�งหน่่วยงานให้้ความร่่วมมืือในการกำหนดแนวทาง

การปฏิิบัตัิเิป็็นอย่่างดีี เช่น่เดีียวกัับการศึึกษาแนวทางการ

ยกระดัับมาตรฐานการรัับรองคุุณภาพระบบตรวจสอบ 

สารพิิษตกค้้างในผัักสด ผลไม้้สด(15) จากผลจากการ

ปรัับปรุุงข้้อกำหนดฉบัับใหม่่ส่่งผลให้้ห้้องปฏิิบััติิการ 

เตรีียมความพร้้อมไม่่สมบููรณ์์ และความตระหนัักใน

การรัักษาระบบอย่่างต่่อเนื่่�อง เช่่นเดีียวกัับการศึึกษา 

การพััฒนาระบบคุุณภาพการรัับรองความสามารถ

ห้้องปฏิิบััติิการทดสอบด้้านสาธารณสุุขจากมาตรฐาน 

ISO/IEC 17025:2005 สู่่� มาตรฐาน ISO/IEC 

17025:2017(16)  สะท้้อนให้้เห็็นถึึงการธำรงรัักษาระบบ

คุุณภาพของห้้องปฏิิบััติิการต้้องได้้รัับการสนัับสนุุนและ

ยกระดัับมาตรฐานให้้เป็็นไปตามข้้อกำหนด

การทดสอบความชำนาญ (PT) การตรวจผัักสด

และผลไม้้สดด้้วยชุุดทดสอบอย่่างง่่าย ซึ่่� งการรัับรองนี้้� 

อยู่่�ในขอบเขตของห้้องปฏิิบััติิการสามารถเลืือกใช้้การ

ตรวจด้้วยชุุดทดสอบอย่่างง่่าย เพื่่�อคััดกรองสารพิิษตกค้้าง

ในผัักสด ผลไม้้สด ที่่�มีข้้อมููลการตรวจสอบความใช้้ได้้ของ

วิิธีีทดสอบ (Method Verification) เฉพาะชุุดทดสอบ 

นั้้�นๆ และข้้อจำกััดที่่�ยังไม่่สามารถระบุุปริิมาณสารพิิษ

ตกค้้าง และจากผลการเข้้าร่่วม PT ของห้้องปฏิิบััติิการ 

จำนวน 25 แห่ง่ ในปีี พ.ศ. 2563−2565 พบว่่าห้้องปฏิิบัตัิกิาร 

ที่่�ผลไม่่ผ่่านเกณฑ์์ประเมิินในครั้้�งที่่� 1 ได้้ขอตััวอย่่าง

ทดสอบเพื่่�อทำการทดสอบซ้้ำ เมื่่�อทดสอบซ้้ำในครั้้�งที่่�  2 

พบว่่าผลผ่่านเกณฑ์์ประเมิินทั้้�งหมด จากการวิิเคราะห์์ 

ผลการเข้้าร่่วม PT อย่า่งต่่อเนื่่�องทั้้�ง 3 ปี พ.ศ. 2563−2565 

ห้อ้งปฏิบิัตัิกิารผ่า่นเกณฑ์์ประเมิินเพิ่่�มขึ้้�นในปีี พ.ศ. 2565 

คิิดเป็็นร้้อยละ 31.0 นอกจากนี้้�ผลการวิิเคราะห์์ที่่� 

ไม่่ผ่่านเกณฑ์์ประเมิินดัังกล่่าว มี ปััญหาเกิิดจากเทคนิิค 

การตรวจวิิ เคราะห์์ของเ จ้้าหน้้าที่่�ห้้องปฏิิบััติิการ 

ความเชี่่�ยวชาญ ในการตรวจวิิเคราะห์์ของผู้้�ปฏิิบััติิงาน 

การแปลผลที่่�เกิิดจากสภาวะแวดล้้อมในห้้องปฏิิบััติิการ 

ที่่�มีีแสงสว่่างไม่่เพีียงพอต่่อการอ่่านผลการวิิเคราะห์์ 

และการบริิหารจััดการตััวอย่่าง พบความถี่่�เท่่ากัับร้้อยละ 

60.0, 33.3 และ 6.7 ตามลำดับั ซึ่่�งเจ้้าหน้า้ที่่�ห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร 

ต้้องมีีความรู้้� ความสามารถและความเชี่่� ยวชาญ 

ในการตรวจวิิเคราะห์์ รวมทั้้�งห้้องปฏิิบััติิการต้้องมีี

การอบรมวิิธีีการปฏิิบััติิงานของเจ้้าหน้้าที่่�   เพื่่�อลด

ความผิิดพลาดของผลการวิิเคราะห์์ การเข้้าร่่วม PT 

เป็น็ข้อ้กำหนดด้า้นวิชิาการ (ข้อ้ 5.9.2.1) ห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร 

ที่่�ขอการรัับรองต้้องเข้้าร่่วม PT กัับหน่่วยจััดการทดสอบ 

ความชำนาญอย่่างน้้อยปีีละ 1 ครั้้�ง การเข้้าร่่วมทดสอบ

ความชำนาญจึึงเป็็นประโยชน์์อย่่างยิ่่�งต่่อห้้องปฏิิบััติิการ 

ผลการเข้้าร่่วมทดสอบความชำนาญเป็็นกระบวนการที่่�

แสดงถึึงความสามารถห้้องปฏิิบััติิการ สร้้างความเชื่่�อมั่่�น 

เป็็นที่่�ยอมรัับ และเป็็นไปตามมาตรฐานที่่�ขอการรัับรอง 

เช่่นเดีียวกัับการศึึกษาการรัับรองความสามารถผู้้�จััด 

โปรแกรมการทดสอบความชำนาญห้้องปฏิิบััติิการ(17)

ส ะท้้ อนให้้ เห็็ นถึึ งคว ามสำ คััญของการทดสอบ

ความชำนาญของห้้องปฏิิบััติิการ ซึ่่�  ง เป็็นวิิธีีหนึ่่� ง 

ในการประกัันคุุณภาพของห้้องปฏิิบััติิการ 

ในการศึึกษาเปรีียบเทีียบข้้อกำหนดมาตรฐาน 

สารพิษิตกค้า้ง ฉบับัปี ีพ.ศ. 2563 และฉบับัปี ีพ.ศ. 2566 

กัับข้้อกำหนด ISO/IEC 17025:2017 พบว่่าข้้อกำหนด

มาตรฐานสารพิิษตกค้้างมุ่่�งเน้้น เรื่่�อง บุ ุคลากรต้้องมีี 

ความสามารถในการตรวจวิิเคราะห์์ เครื่่�องมืือต้้องมีี 

เพีียงพอและมีีพร้้อมใช้้งาน ชุ ดทดสอบต้้องมีีคุุณภาพ 

มีีความไวความจำเพาะที่่�ดีเหมาะสมกัับวััตถุุประสงค์์ 

ต้้องมีีผลการ เข้้ า ร่่ วมการทดสอบความชำนาญ 

ห้้องปฏิิบััติิการต้้องมีีระบบการจััดการที่่�ดีมีีคุุณภาพ 

เพื่่�อให้้เกิิดความมั่่�นใจในผลการทดสอบ และเกิิด

การพััฒนาระบบคุุณภาพอย่่างต่่อเนื่่�อง แต่่ในบาง

ข้้ อกำหนดหลัักยัั ง ไม่่ครอบคลุุมตามข้้อกำหนด

มาตรฐานสากล เนื่่�องจากเป็็นการตรวจวิิเคราะห์์ด้้วย

ชุุดทดสอบอย่่างง่่าย จึ งไม่่สามารถนำมาปรัับใช้้กัับ

มาตรฐานสารพิิษตกค้้างนี้้�ได้้ เช่่น การสอบกลัับได้้

ทางมาตรวิิทยา การประเมิินค่่าความไม่่แน่่นอนของ 

การวััดและการทบทวนคำขอ และข้้อเสนอการประมููล

และข้้อสััญญา ข้้อร้้องเรีียน สิ่่�งที่่�ไม่่เป็็นไปตามข้้อกำหนด 
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การตรวจประเมิินห้้องปฏิิบััติิการที่่�ได้้รัับการรัับรองมาตรฐานสารพิิษตกค้้าง
ในผัักและผลไม้้สดด้้วยชุุดทดสอบอย่่างง่่าย พ.ศ. 2563−2565	วิ ิลาวััลย์์ ศรีีสุุขา และคณะ

ด้า้นระบบการบริหิารงาน ได้แ้ก่ ่เอกสารระบบการบริหิารงาน 

การปฏิิบััติิ เพื่่�อจััดการความเสี่่�ยงและโอกาส และ 

การปฏิิบััติิการแก้้ไข และข้้อกำหนดสำคััญของมาตรฐาน

สากลที่่�ได้้นำไปปรัับใช้้ในข้้อกำหนดมาตรฐานสารพิิษ

ตกค้้างฉบัับใหม่่ ได้้แก่่ การควบคุุมคุุณภาพภายใน 

การรัักษาความลัับ และการจััดการข้้อมููล ซึ่่� งเป็็น 

องค์์ประกอบสำคััญของระบบคุุณภาพ

การพััฒนาโปรแกรมระบบสารสนเทศขึ้้�นมา 

เพื่่�อใช้้ในกระบวนการรัับรองสารพิิษตกค้้าง ในการ

ยื่่�นเอกสารออนไลน์์  ตั้้�  งแต่่เปิิดใช้้งานพบว่่ากลุ่่�ม 

เป้้าหมายที่่�เป็็นผู้้�ใช้้งานระบบ ได้้แก่่ ห้ องปฏิิบััติิการ 

ที่่�ขอการรับัรอง และผู้้�ตรวจประเมินิ มีคีวามพึงึพอใจมาก 

หลัังจากใช้้งานมากกว่่า 2 ปี  คิ ดเป็็นร้้อยละ 80.9 

เนื่่�องจากการยื่่�นเอกสารผ่่านระบบออนไลน์์มีีความ

สะดวกรวดเร็็ว ลดขั้้�นตอน และระยะเวลาการจััดส่่ง

เอกสารได้้ 5 ขั้้� นตอน จาก 13 ขั้้� นตอน นอกจากนี้้� 

มีีข้้อเสนอแนะเพื่่�อนำมาปรัับปรุุง เช่่น ปรัับระบบการ

อัับโหลดไฟล์์เอกสารให้้สามารถเพิ่่�มเติิมได้้มากขึ้้�น 

มีีระบบแจ้้งเตืือนผ่่านมืือถืือ สแกนใบรัับรองแบบสีี 

ประวััติิการผ่่านรัับรอง ระบบการลงทะเบีียน และ 

การป้้องกัันการเปลี่่�ยนเอกสารที่่�ส่งเข้้าระบบ อย่า่งไรก็็ตาม

จำเป็็นต้้องมีีงบประมาณสำหรัับการพััฒนาอย่่างต่่อเนื่่�อง 

การบำรุุงรัักษาและให้้มีีการป้้องกัันการโจมตีีระบบจาก 

Malware หรืือ Ransomware 

สรุป

การรัับรองคุุณภาพระบบตรวจสอบสารพิิษตกค้้าง

ในผัักสด ผลไม้้สดด้้วยชุุดทดสอบอย่่างง่่าย เพื่่�อประโยชน์์ 

กับัห้อ้งปฏิิบัตัิกิารที่่�ขอการรับัรอง ระหว่า่งปี ีพ.ศ. 2563-

2565 มีีห้้องปฏิิบััติิการที่่�ขอการรัับรอง จำนวน 25 แห่่ง 

จากผลการตรวจประเมิินพบสิ่่�งที่่�ไม่่สอดคล้้องตาม 

ข้อ้กำหนดหรือืข้อ้บกพร่อ่ง สาเหตุจุากข้อ้กำหนดในแต่ล่ะ

ข้้อควรปรัับปรุุงให้้ครอบคลุุมและชััดเจน ประสิิทธิิภาพ

ของการสื่่�อสารข้้อกำหนดไม่่ครอบคลุุมผู้้�ปฏิิบัตัิงิาน ส่งผล

ให้้ห้้องปฏิิบััติิการปรัับไม่่ทัันตามรอบการตรวจประเมิิน 

ดังันั้้�นเพื่่�อการพััฒนาปรัับปรุุงคุุณภาพของห้้องปฏิิบัตัิกิาร 

สามารถสร้้างความรู้้�ความเข้้ าใจให้้กัับเจ้้ าหน้้าที่่� 

ห้้องปฏิิบััติิการ และผู้้�ตรวจประเมิิน ให้้มีีความรู้้�ความ

เข้้าใจ และนำไปปฏิิบััติิเป็็นแนวทางเดีียวกััน เพื่่�อลดการ

เกิิดข้้อบกพร่่อง การรัับรองตามมาตรฐานสารพิิษตกค้้าง

มีขี้อ้กำหนดให้ห้้อ้งปฏิบิัตัิกิารที่่�ขอการรับัรอง เข้า้ร่ว่มการ

ทดสอบความชำนาญ ห้้องปฏิิบััติิการที่่�ผลไม่่ผ่่านเกณฑ์์ 

ประเมิินในครั้้�งที่่�  1 เมื่่�อทำการทดสอบซ้้ำในครั้้�งที่่�  2 

พบว่่าผลผ่่านเกณฑ์์ประเมิินทั้้�งหมด มี การปรัับปรุุง 

ข้้อกำหนดของมาตรฐานการรัับรองสารพิิษตกค้้างเป็็น

ระยะ โดยเปรีียบเทีียบกัับมาตรฐานสากล ISO/IEC 

17025 ข้ อกำหนดหลัักบางรายการที่่�ยัังไม่่สามารถนำมา 

ปรัับใช้้กัับมาตรฐานสารพิิษตกค้้าง เนื่่�องจากความ

จำเพาะเหมาะสมกัับบริิบทของห้้องปฏิิบััติิการที่่�ขอ 

การรัับรองด้้วยชุุดทดสอบอย่่างง่่าย หรืือเตรีียมความ

พร้้อมให้้สามารถพััฒนายกระดัับระบบคุุณภาพ สู่่�

มาตรฐานสากล และมาตรฐานการรัับรองสารพิิษตกค้้าง 

การพััฒนาระบบสารสนเทศเป็็นประโยชน์์เพื่่�อสนัับสนุุน

กระบวนการยื่่�นเอกสารผ่่านระบบออนไลน์์ ลดระยะเวลา 

อำนวยความสะดวกแก่่ผู้้�รัับบริิการและผู้้�มีส่่วนได้้ 

ส่่วนเสีีย รวมทั้้�งสามารถขยายผลการพััฒนาระบบ

สารสนเทศในรููปแบบเดียีวกัันสู่่�งานรับัรองห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร

มาตรฐานระดัับประเทศอื่่�นๆ ที่่�มี ีกระบวนงานเดีียวกััน 

เช่่น การรัับรองระบบคุุณภาพห้้องปฏิิบััติิการด่่านอาหาร

และยา เพื่่�อเพิ่่�มช่่องทางการเข้้าถึึงที่่�สะดวก รวดเร็็ว และ

ลดระยะเวลาการขอรัับรอง

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณุนายวรเวธน์์ ศรีสีุขุา กลุ่่�มประชาสัมัพันัธ์์

องค์์กร สำนัักสื่่�อสารและประชาสััมพัันธ์์ กรมสนัับสนุุน

บริิการสุุขภาพ ในการพััฒนาโปรแกรมการรัับรอง

คุณุภาพระบบตรวจสอบสารพิิษตกค้้างในผัักสด ผลไม้้สด 

ด้้วยระบบอิิเล็็กทรอนิิกส์์ และขอขอบคุุณห้้องปฏิิบััติิการ

ที่่�ขอการรัับรองมาตรฐานสารพิิษตกค้้าง จำนวน 25 แห่่ง 

ที่่�ให้้ความอนุุเคราะห์์ข้้อมููล และบทความต่่างๆ ในการ

ศึึกษาครั้้�งนี้้�จนสำเร็็จได้้ด้้วยดีี
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Assessment of Accredited Laboratories for 
Pesticide Residue Screening in 

Fresh Vegetables and Fruits Using
Simple Test Kits during 2020−2022

ABSTRACT  Laboratory accreditation for pesticide residue screening in fresh vegetables and fruits is a 
crucial standard for laboratories that utilize simple test kits. This study aims to analyze nonconformities 
identified in assessment reports, evaluate the results of Proficiency Testing (PT) participation, compare 
standards for pesticide residue testing systems in fresh vegetables and fruits (pesticide residue standards) 
during the years 2020 and 2023 with the international standard ISO/IEC 17025:2017, and assess user 
satisfaction with the developed information program for laboratory accreditation processes. The findings 
indicated that the most common nonconformities were in the pesticide residue inspection system (25.9%) 
and product quality control (18.1%). Among laboratories participating in the PT, 73.8% met the assessment 
criteria, while 26.2% did not, primarily due to procedural errors by laboratory personnel. The updated 
standard includes enhancements in internal quality control, confidentiality, and information management. 
However, compared to ISO/IEC 17025:2017, it still lacks essential elements such as risk management and 
nonconformity identification, which are fundamental to the quality management system. The developed 
information system was successfully implemented, receiving an 80.9% satisfaction rating from both 
laboratories and assessors. This system helps reduce workload, facilitates communication, shortens  
processing time, systematically records data, and can be adapted for other accreditation standards.

Keywords:	 Laboratory accreditation, Testing of pesticide residues in fresh vegetables and fruits, Simple 
	 pesticide residue test kit
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วิธีทางเลือกในการประมาณค่าความไม่แน่นอนของ 
การวิเคราะห์สารเคมีป้องกันกำ�จัดศัตรูพืชตกค้าง 

ในผักและผลไม้

บทคัดย่อ  ข้อกำ�หนดตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 ห้องปฏิบัติการต้องมีความสามารถในการประมาณค่าความ 
ไม่แน่นอนของการวัดสำ�หรับการรายงานผลการวิเคราะห์ การรายงานค่าความไม่แน่นอนเป็นสิ่งจำ�เป็นสำ�หรับการวิเคราะห์ 
สารเคมีป้องกันกำ�จัดศัตรูพืชเพื่อใช้ประเมินความสอดคล้องกับมาตรฐาน การศึกษาน้ีทำ�การเปรียบเทียบการประมาณค่า 
ความไม่แน่นอนสามวิธี ได้แก่ วิธี Bottom-up ตามแนวทางของ ISO GUM ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้โดยทั่วไป และวิธีทางเลือกสองวิธี 
ตามแนวทาง Top-down คือ วิธีที่ใช้ข้อมูลการควบคุมคุณภาพภายใน และข้อมูลจากผลการเข้าร่วมทดสอบความชำ�นาญ 
(PT) โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อคัดเลือกวิธีที่เหมาะสมที่สุดสำ�หรับการรายงานประกอบผลการวิเคราะห์ วิธีแรกคำ�นวณผลตาม
แนวทางของ ISO GUM สำ�หรับวิธีใหม่ตามแนวทาง Top-down โดยใช้ข้อมูล QC ผลความแม่นและความเที่ยงจาก Spiked 
sample จำ�นวน 28 ตัวอย่าง จากการเก็บข้อมูลในงานประจำ�เป็นเวลา 2 ปี และวิธีที่ใช้ข้อมูลผลการประเมินการทดสอบความ
ชำ�นาญ จำ�นวน 33 ขอ้มลู ไดจ้ากการเขา้รว่ม PT 3 รอบ ผลพบคา่ความไมแ่น่นอนสมัพทัธข์ยายทีไ่ดจ้ากการคำ�นวณ 3 วธีิ ไดแ้ก ่
วิธี ISO GUM วิธีที่ใช้ข้อมูล QC และวิธีที่ใช้ข้อมูล PT มีค่าเป็นร้อยละ 8.0, 31.7 และ 32.4 ตามลำ�ดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ
ค่ามาตรฐานตามที่หน่วยงานระหว่างประเทศกำ�หนดที่ร้อยละ 50 พบว่าการคำ�นวณทั้งสามวิธีให้ค่าน้อยกว่าและสอดคล้องกับ
ค่ากำ�หนด อย่างไรก็ตามวิธี ISO GUM ให้ค่าที่น้อยที่สุด และแตกต่างจากวิธีตามแนวทาง Top-down ทั้งสองวิธี ซึ่งมีค่าที่
ใกล้เคียงกันมาก ดังนั้นวิธีที่เหมาะสมสำ�หรับการรายงานค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์สารเคมีป้องกันกำ�จัดศัตรูพืช 
คือ วิธีตามแนวทาง Top-down ที่เป็นวิธีทางเลือกใหม่ทั้งสองวิธี
 
คำ�สำ�คัญ: สารเคมีป้องกันกำ�จัดศัตรูพืช, ผักและผลไม้, ความไม่นอนของการวัด, แนวทางบนลงล่าง, แนวทางล่างขึ้นบน
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Estimation of Measurement Uncertainty in Pesticide Residues in Vegetables and Fruits	 Weerawut Wittayanan

บทนำ�

ความไม่่แน่่นอนของการวััด (Measurement 

Uncertainty) เป็น็พารามิเตอร์์ที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับผลการวััด 

ซึ่่�งบ่่งบอกลัักษณะการกระจายของค่่าปริิมาณของสิ่่�งที่่� 

ถูกูวัดั โดยเป็น็การแสดงถึงึช่ว่งของค่า่ปริมิาณซึ่่�งมีคี่า่จริงิ

อยู่่� ณ ระดัับความเชื่่�อมั่่�นที่่�ระบุุไว้้(1) และการประมาณค่่า

ความไม่่แน่่นอนของการวััดเป็็นหนึ่่�งในข้้อกำหนดตาม

มาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017(2) ซึ่่� งกำหนดให้้ 

ห้้องปฏิิบััติิการต้้องมีีความสามารถในการรายงานค่่า 

ความไม่่แน่่นอนประกอบผลการทดสอบในกรณีีต่่างๆ 

เช่่น เมื่่�อเป็็นความต้้องการของลููกค้้า  หรืือในกรณีีที่่�

ความไม่แ่น่น่อนมีผีลต่อ่การพิจิารณาความสอดคล้อ้งกับั 

เกณฑ์์กำหนดหรืือเกณฑ์์มาตรฐาน เป็็นต้้น และในใบ 

รายงานผลการสอบเทีียบต้้องมีีค่่าความไม่่แน่่นอนที่่�อยู่่� 

ในหน่่วยเดีียวกัันกัับสิ่่�งที่่�วัดระบุุในรายงานด้้วยเสมอ 

ปััจจุุบัันมีีแนวทางการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนและ 

การประมาณค่่าตััวแปรในวิิธีีทดสอบหลายวิิธีี  ซึ่่�  ง 

ข้้อกำหนด ISO/IEC 17025:2017 ไม่่ได้้ระบุุว่่าต้้องใช้้ 

แนวทางใด แต่่ห้้องปฏิิบััติิการต้้องเลืือกใช้้แนวทาง 

ทางสถิิติิที่่�ถูกต้้อง (valid approaches) แนวทาง 

ที่่�มีีการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนอย่่างสมเหตุุ 

สมผลและถููกต้้องตามหลัักวิิชาการ(3) ตััวอย่่างแนวทาง

ต่่างๆ เช่่น แนวทางการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอน

ตาม ISO GUM(4) หรืือ Bottom-up Approach 

หรืือ Uncertainty Budget หรืือ Deconstructive 

Approach และแนวทางการประมาณค่า่ความไม่แ่น่น่อน 

จากข้้อมููลที่่�ได้้จากวิิธีีทดสอบ (Analytical Method 

Approach) หรือื Top-down Approach เช่น่ แนวทาง 

การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนจากข้้อมููลในกระบวนการ 

ตรวจสอบความใช้้ ได้้ ในวิิธีี วิิ เคราะห์์  (Method 

Validation Data Approach)(5,6) แนวทางการประมาณ 

ค่่าความไม่่แน่่นอนจากวิิธีีการทดสอบที่่�เป็็นที่่�รู้้�จัักกัันดีี 

(well recognized test method)(7) เป็็นต้้น

การวิิเคราะห์์ทางเคมีีมีีลัักษณะเฉพาะอย่่างหนึ่่�ง 

คืือ เมื่่�อทำการวิิเคราะห์์ตััวอย่่างเดีียวกัันซ้้ำหลายครั้้�ง 

โดยเฉพาะการวิิเคราะห์์ที่่�ระดัับต่่ำมาก (0.001–10 

มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม) ค่ ่าที่่�วิิเคราะห์์ได้้ในแต่่ละครั้้�ง 

อาจไม่่เท่่ากััน แม้้การวิิเคราะห์์นั้้�นจะเป็็นแบบ Within- 

หรือื Between-laboratories ก็ตาม และในบางประเภท 

ของการทดสอบที่่�มีความจำเพาะแตกต่่างจากการทดสอบ

ทางเคมีีอื่่�น ค่ ่าที่่�ได้้จากการวิิเคราะห์์ซ้้ำอาจแตกต่่างกััน 

สููงถึึงมากกว่่าร้อยละ 50(8) นอกจากจะเป็็นการวิิเคราะห์์

ที่่�ระดัับต่่ำมากแล้้วยัังมีีปััจจััยที่่�ส่งผลกระทบต่่อค่่า

ความไม่่แน่่นอนหลายปััจจััย ซึ่่� งการประมาณค่่าความ

ไม่่แน่่นอนตามแนวทางมาตรวิิทยาทางฟิิสิิกส์์ อาจ 

ไม่ส่ามารถนำมาประยุุกต์ใ์ช้ใ้นกรณีีนี้้�ได้ ้ปัจัจัยัที่่�ส่ง่ผลต่่อ

ค่่าความไม่่แน่่นอนเหล่่านี้้�  ได้้แก่่ ความเป็็นเนื้้�อเดีียวกััน

ของตััวอย่่าง(9) การใช้้เครื่่�องมืือวิิเคราะห์์และวิิธีีวิิเคราะห์์ 

ที่่�แตกต่า่งกันั(10) ความคงตัวัของสารที่่�วิเคราะห์ ์(analyte) 

แต่ล่ะชนิดิระหว่า่งการเตรียีมตัวัอย่า่ง การใช้ต้ัวัทำละลาย

ในการสกััดที่่�มีคุุณสมบััติิแตกต่่างกััน ความบริิสุุทธิ์์�ของ

สารเคมีีที่่�ใช้้ความสะอาดของอุุปกรณ์์และเครื่่�องแก้้ว 

ความเป็น็กรด-เบสของ analyte ที่่�ส่ง่ผลต่อ่ประสิทิธิภิาพ

การวิิเคราะห์์ ปััจจััยเกี่่�ยวกัับค่่าการคืืนกลัับ (Recovery) 

ต่่ำเมื่่�อผ่่านขั้้�นตอนต่่างๆ เช่่น ขั้้� นตอนทำให้้บริิสุุทธิ์์� 

การระเหยตััวทำละลาย ขั้้�นตอนการวิิเคราะห์์ด้ว้ยเครื่่�องมืือ 

ที่่�บริิเวณ injection port หรืือบริิเวณ analytical 

column ผลกระทบจาก Matrix Effect ที่่�เกิิดจากการ

สกััดผัักและผลไม้้ ยัังส่่งผลกระทบต่่อปริิมาณที่่�วิิเคราะห์์ 

และยัังมีปีัจัจัยัที่่�สำคััญอย่่างยิ่่�ง คือ ศักยภาพและทัักษะของ 

นัักวิิเคราะห์์ที่่�จะทำให้้ได้้ผลการวิิเคราะห์์ที่่�แตกต่่างกััน 

วิิธีีการทางมาตรวิิทยาทางฟิิสิิกส์์อาจไม่่สามารถรวบรวม

ปัจัจััยทั้้�งหมดนี้้� เพื่่�อนำมาประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนได้้

ครบถ้้วน จึ งมีีความจำเป็็นที่่�ต้องพิิจารณาลดทอนปััจจััย

ที่่�ได้้จากการทดลองให้้เหลืือเพีียง 2 ปั ัจจััยหลััก ได้้แก่่ 

ความแม่่น (Bias) และความเที่่�ยง (Precision) ทั้้� งนี้้�

แม้ห้้อ้งปฏิบิัตัิกิารจะสามารถลดอิทิธิพิลของบางปัจัจัยัได้้ 

เช่่น การใช้้วิิธีีมาตรฐานในการวิิเคราะห์์ การใช้้สาร

มาตรฐานชนิิดวััสดุุอ้้างอิิงรัับรอง อย่่างไรก็็ตามเมื่่�อมีีการ

วิิเคราะห์์แบบ Multi-residue Method ซึ่่� งเป็็นการ

วิิเคราะห์์สารหลายชนิิด ทำให้้ค่่าความไม่่แน่่นอนยัังคง

มีีการกระจายตััวสููง(3) ในทางปฏิิบััติิแล้้วการคำนวณค่่า

ความไม่่แน่่นอนของสารเคมีีแต่่ละชนิิด เพื่่�อประกอบ

รายงานแต่ล่ะครั้้�งจะใช้เ้วลาในการรวบรวมข้อ้มูลูพื้้�นฐาน 

มาก เพราะมีีสารหลายชนิิดที่่�ต้้องคำนึึงถึึง และแต่่ละ

สารมีีความจำเพาะและคุุณสมบััติิทางเคมีีที่่�แตกต่่างกััน 
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การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวิิเคราะห์์สารตกค้้างในผัักและผลไม้้ 	วี ีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์

รวมทั้้�งช่่วงเวลาที่่�วิเคราะห์์ที่่�แตกต่่างกัันก็็ส่่งผลถึึงปริิมาณ

ที่่�วิิเคราะห์์ได้้เช่่นเดีียวกััน

ในขณะที่่�ประเทศไทยไม่มี่ีข้อ้กำหนดทางกฎหมาย

ในการรายงานค่่าความไม่่แน่่นอนของการวิิเคราะห์์ 

สารเคมีปี้อ้งกันักำจัดัศัตัรูพูืชืในอาหาร แต่ใ่นระดับัสากล 

ห้อ้งปฏิบิัตัิกิารอ้า้งอิิงของสหภาพยุโุรป (The European 

Union Reference Laboratory for Pesticide 

Residues, EURL) แนะนำให้้ใช้้การรายงานค่่าความ

ไม่แ่น่น่อนของการวิเิคราะห์ส์ารเคมีปี้อ้งกันักำจัดัศัตัรูพูืชื

โดยใช้้ Default Value ที่่�ร้้อยละ 50 ของค่่าที่่�วิิเคราะห์์

ได้้(11) โดยมีีเงื่่�อนไขว่่า  Recovery จะต้้องมีีค่่าไม่่เกิิน 

ร้้อยละ 20 สำหรัับกรณีีที่่�  Recovery มี ค่่าเกิินกว่่าค่า

ดัังกล่่าวให้้คำนวณโดย Recovery Correct (100%/ 

%Recovery) โดยค่่า  Recovery ที่่� นำมาคำนวณนี้้�

สามารถเลือืกใช้จ้ากการทดสอบความใช้ไ้ด้ข้องวิธิีเีริ่่�มต้น้ 

ก่่อนนำวิิธีีไปใช้้งาน (initital validation) ข้ ้อมููล 

จากการทำ on-going validation หรืืออาจมาจาก 

Recovery เมื่่�อเติมิสารมาตรฐานลงในตัวัอย่า่ง (spiked/

fortified sample) ในชุุดนั้้�นๆ ก็็ได้้ การใช้้ค่่า Default 

Value นี้้�คำนวณจาก 2 เท่่าของค่า่ Relative Standard 

Deviation (RSD) ที่่�ได้้จาก Horwitz’s equation ที่่�

ให้้ค่่าระหว่่าง 20−30% ภายใต้้ช่่วงการวิิเคราะห์์ปกติิ(12)  

และค่่า  RSD ได้้จากการรวบรวมผลการวิิเคราะห์์จาก 

ห้้องปฏิิบััติิการเครืือข่่ายของสหภาพยุุโรป(13) สาเหตุุ 

ที่่�สามารถเลืือกใช้้ค่่านี้้�ได้้เพราะมีีข้้อมููลเชิิงวิิชาการ 

สนัับสนุุนและเป็็นข้้อตกลงร่่วมกัันระหว่่างหน่่วยงาน 

ควบคุมุทางกฎหมายใช้้สำหรับัการตััดสิินความสอดคล้้อง 

กัับค่่ากำหนดทางกฎหมายซึ่่�งส่่วนใหญ่่ตััดสิินจากค่่า 

Maximum Residue Limit (MRL) หรืือค่่า 

Default Limit ที่่�  0.01 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ในกรณีี 

ไม่่มีีค่่า  MRL ระบุุไว้้ แต่่กรณีีที่่�ตรวจพบปริิมาณ 

ที่่�สูงกว่่านี้้� ค่ ่าความไม่่แน่่นอนที่่�จะรายงานอาจมีีค่่ามาก

เกินิไปและไม่เ่หมาะสมที่่�จะนำไปใช้ง้าน อาจต้อ้งใช้ว้ิธิีกีาร

ประมาณค่่าวิธีอีื่่�นที่่�สมเหตุุสมผลกว่่าและจะต้้องพิิจารณา

เป็็นกรณีีๆ ไป 

วััตถุุประสงค์์ของของงานวิิจััยนี้้�เพื่่�อประเมิินวิิธีี

ประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนที่่�เหมาะสมที่่�สุุด สำหรัับ 

การรายงานผลการวิิเคราะห์์สารเคมีีป้อ้งกัันกำจััดศััตรููพืชื 

ในผัักและผลไม้้ โดยเป็็นวิิธีีที่่�ห้้องปฏิิบััติิการสามารถ

นำไปประยุุกต์์ใช้้ในงานประจำได้้ การคำนวณและการ

ประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนต้้องง่่าย สะดวกรวดเร็็ว 

ใช้้เวลาน้้อยแต่่ยัังคงไว้้ซึ่่�งความถููกต้้องเชิิงวิิชาการ เป็็น

วิิธีีที่่�ได้้รัับการยอมรัับในระดัับสากลและให้้ค่่าที่่�สมเหตุุ 

สมผลอยู่่�ในเกณฑ์์ยอมรัับ โดยทำการเปรีียบเทีียบ 

การประมาณค่า่ความไม่แ่น่น่อน 3 วิธิี ีได้แ้ก่ ่การคำนวณผล

ตามแนวทางของ ISO GUM ซึ่่�งเป็็นแนวทาง Bottom-up  

Approach และวิธิีตีามแนวทาง Top-down Approach 

2 วิิธีี ได้้แก่่ การใช้้ข้้อมููล Quality Control โดยใช้้ความ

แม่น่และความเที่่�ยงจาก Spiked Sample ในงานประจำ

จากการเก็บ็ข้อ้มูลูช่ว่งเวลาหนึ่่�ง และวิธิีสีุดุท้า้ย คือื การใช้้

ข้้อมููลผลการประเมิินจากการเข้้าร่่วมการทดสอบความ

ชำนาญ (Proficiency Testing, PT) ที่่�ได้้จากการเข้้าร่วม 

จำนวน 3 รอบ

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีีและสารมาตรฐาน  

สารเคมี:ี acetonitrile, HPLC grade (Merck, 

USA), acetone, AR grade (RCl Labscan, USA) 

n-hexane, Pesticide grade (Burdick & Jackson, 

USA), ethyl acetate, HPLC grade (Burdick & 

Jackson, Korea), QuEChERS Extraction Packet, 

EN Method Part No: 5982-7650 (ประกอบด้้วย 

MgSO4 4 กรััม, NaCl 1 กรััม, sodium citrate 

dehydrate 1 กรััม และ disodium hydrogen citrate 

sesquihydrate 0.5 กรััม) และ Dispersive SPE EN 

method (ประกอบด้้วย MgSO4 900 มิิลลิิกรััม, PSA 

50 มิลลิิกรััม, และ graphite carbon black (GCB) 50 

มิลิลิกิรัมั) (Agilent Technologies, USA), DI water 

(Type I, resistivity > 18 mΩ.cm, D-sorbitol AR, 

purity ≥ 98%

สารมาตรฐาน: วั สดุุอ้้างอิิงรัับรอง (Certified 

Reference Material: CRM) (CPAChem, France) 

ความเข้ม้ข้น้ 100 ไมโครกรััมต่อ่มิลิลิลิิติร (with trace-

ability) ทั้้�งสิ้้�น 132 ชนิิด ประกอบด้้วย

สารมาตรฐานที่่�วิเิคราะห์โ์ดยเครื่่�อง GC-MS/MS 

106 ชนิิด ได้้แก่่ 4,4'-DDD (p,p'-TDE), 4,4'-DDE 
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(p,p'-DDE), 4,4'-DDT (p,p'-DDT), acephate, 

alachlor, aldrin, ametryn, azinphos-ethyl, 

azinphos-methyl, BHC-alpha (alpha-HCH), 

BHC-beta (beta-HCH), BHC-delta (delta-

HCH), BHC-gamma (gamma-HCH), bifenazate, 

bifenthrin, bromophos-ethyl, bromopropylate, 

buprofezin, butachlor, cadusafos, chlordane-

alpha, chlordane-oxy, chlordane-gamma, 

chlorfenapyr, chlorfenvinphos, chlorobenzilate, 

chloroneb, chlorothalonil, chlorpropham, 

chlorpyrifos, chlorpyrifosmethyl, cyanophos, 

cyfluthrin, cypermethrin, DCPA (Dacthal), 

DEET, deltamethrin, demeton-s-methyl, 

diazinon, dichlorvos, dicofol, dicrotophos, dieldrin, 

dimethoate, dioxathion, disulfoton, ditalimfos, 

endosulfan sulfate, endosulfan-alpha, 

endosulfan-beta, endrin, EPN, ethion, ethoprofos, 

etrimfos, fenchlorphos, fenitrothion, fenpropathrin, 

fenthion, fenvalerate, fipronil, folpet, fosthiazate, 

heptachlor, heptachlor epoxide-cis, heptachlor 

epoxide-trans, heptenophos, hexachloroben-

zene, isofenphos, isoxathion, lambda-cyhalo-

thrin, malathion, methacrifos, methamidophos, 

methidathion, methoxychlor, metribuzin,  

mevinphos, naled, parathion, parathion-methyl, 

permethrin, phorate, phosalone, phosmet, 

phosphamidon, picoxystrobin, pirimiphos-ethyl, 

pirimiphos-methyl, profenofos, propachlor, 

propargite, propetamphos, prothiofos, quinal-

phos, quintozene, tecnazene, terbacil, terbufos, 

tetrachlorvinphos, tetradifon, thiometon, tolyl-

fluanid, triadimefon, triazophos และ trifluralin

สารมาตรฐานที่่�วิเคราะห์์โดยเครื่่�อง LC-MS/

MS 26 ชนิิด ได้้แก่่ aldicarb, atrazine, bendiocarb, 

bromacil, carbary, carbendazim, carbofuran-

3-hydroxy, carbofuran, carboxin, fenobucarb, 

hexazinone, isoprocarb, metalaxyl, methiocarb, 

methomyl, metolachlor, monocrotophos, 

omethoate, oxamyl, phenthoate, pyrimethanil, 

simazine, tebufenpyrad, thiabendazole, 

thiophanate-methyl และ tolclofos-methyl

การเตรีียมสารละลายมาตรฐาน: ผสมสารละลาย

มาตรฐาน stock standard solution ความเข้้มข้้น 100 

ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ใน acetone เพื่่�อให้้ได้้ inter- 

mediate standard solution ความเข้้มข้้น 10 ไมโครกรััม

ต่่อมิิลลิิลิิตร ใน volumetric flask ขนาด 10 มิิลลิิลิิตร 

เก็็บรัักษาที่่�อุุณหภููมิิต่่ำกว่่า  -18°C ก่ ่อนการใช้้งาน 

เจืือจาง intermediate standard solution ด้ ้วย 

acetone หรืือสารสกััดจากตััวอย่่าง เพื่่�อทำ working 

standard solution ช่ วงความเข้้มข้้น 0.005, 0.01, 

0.02, 0.05, 0.1, 0.25 และ 0.5 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร 

เติิมสารละลาย D-sorbitol 3% ปริิมาณ 3 ไมโครลิิตร 

ในสารละลาย 1 มิลลิิลิติร นำไปวิิเคราะห์์ทันัทีีหรืือสามารถ

เก็็บรัักษาที่่�อุุณหภููมิิต่่ำกว่่า -18°C ไม่่เกิิน 1 สััปดาห์์

เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์   

เครื่่�องชั่่� งไฟฟ้าความละเอีียด 0.001 กรััม 

(LC 620S, Sartorius, Germany) และ 0.01 มิลิลิกิรัมั 

(MC 210S, Sartorius, Germany) เครื่่�องระเหย

สารละลายแบบ Heating Box และใช้้แก๊๊สไนโตรเจน

ในการระเหยสารสกััด (REACTI-THERM III 

#TS-18824, Thermo scientific, USA) เครื่่�องบดปั่่�น 

อาหาร (RONIC, Poland) เครื่่�องหมุุนปั่่�นผสม

สารละลาย (Vortex-2 Genie, Scientific Industries, 

USA) micropipette ขนาด 2–20 ไมโครลิิตร ขนาด 

20–200 ไมโครลิิตร และขนาด 100–1,000 ไมโครลิิตร 

(Eppendorf, Germany) amber vial ขนาด 4 มิลิลิลิิติร 

centrifuge tube ขนาด 50 มิิลลิิลิิตร และ 15 มิิลลิิลิิตร 

ตู้้�แช่่แข็็งอุุณหภููมิิต่่ำกว่่า -18°C certified volumetric 

flask เครื่่�องแก้้วทุุกชนิิดล้้างด้้วย acetone 2 ครั้้�ง และ 

n-hexane 2 ครั้้�ง แล้้วผึ่่�งให้้แห้้งก่่อนนำมาใช้้งาน 

เครื่่�อง GC-MS/MS: (7890B, TQ7000C Triple 

Quadrupole MS/MS, Agilent Technology, USA) 

เครื่่�อง LC-MS/MS (1260 Series, AB Sciex API 

5500 QTRAP Sciex, Agilent Technology, USA)   
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การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวิิเคราะห์์สารตกค้้างในผัักและผลไม้้ 	วี ีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์

ตััวอย่่างผัักและผลไม้้

ตัวัอย่า่งผักัและผลไม้้ ใช้ส้่ว่นที่่�นำมาวิเคราะห์์ตาม 

SANTE/11312/2021(11) แบ่่งเป็็น 2 ประเภท ได้้แก่่ 

1) High water content และ 2) High acid and 

high-water content และใช้้ตััวอย่่างจากงานประจำ

ที่่�มีีชนิิดตััวอย่่างที่่�หลากหลายครอบคลุุมทุุกกลุ่่�มย่่อย 

รายละเอีียดดัังนี้้�

High water content; กลุ่่�มผลไม้้จากฐานรอง

ดอก (pome fruit) ใช้้ apple, กลุ่่�มผลเดี่่�ยว (stone 

fruit) ใช้้ cherry, กลุ่่�มผลไม้้อื่่�นๆ ใช้้ mango, กลุ่่�มพืืช

ใบเลี้้�ยงเดี่่�ยว (allium) ใช้้ garlic, กลุ่่�มผัักประเภทผล

และพืืชวงศ์์แตง (fruiting vegetables/cucurbit) ใช้้  

tomato, กลุ่่�มพืชืวงศ์ก์ะหล่ำ่ปลี ี(brassica) ใช้ ้cabbage, 

กลุ่่�มผัักใบและสมุุนไพรใบสด (leafy vegetable and 

fresh herb) ใช้้ lettuce, กลุ่่�มผัักลำต้้น (stem and 

stalk vegetable) ใช้้ celery, กลุ่่�มพืืชตระกููลถั่่�วกิินสด 

(fresh legume) ใช้ ้bean, กลุ่่�มเห็็ดสด (fresh fungi) 

ใช้เ้ห็ด็ champignon และกลุ่่�มผักัหัวั (root and tuber) 

ใช้้ carrot เป็็นตััวแทน

High acid and high-water content; กลุ่่�ม 

citrus ใช้้ lemon กลุ่่�มผลไม้้ผลเล็็กและเบอร์์รีี (small 

fruit and berry) ใช้้ strawberry และ grape เป็็น

ตััวแทน

การวิิเคราะห์์สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืช

ใช้้วิิธีี Modified QuEChERS In-house 

Method Based on BS EN 15662:2018(14) เป็็นการ

วิเิคราะห์แ์บบ Multi-residue Method โดยชั่่�งตัวัอยาง

ผัักและผลไม้้ที่่�บดละเอีียด 10.0 กรััม ลงใน centrifuge 

tube ขนาด 50 มิลิลิลิิติร เติมิ acetonitrile 10 มิลิลิลิิติร 

เขยาด้วยมืือ 1 นาทีี เติิมสารผสม extraction Packet, 

EN Method (EN 15662) แล้วเขยาให้เขากัันด้วยมืือ 

อีกี 1 นาที ีนํําไปหมุนุเหวี่่�ยงที่่�ความเร็ว็รอบ 4,000 RPM 

เป็นเวลา 5 นาทีี ตััวอยางจะเกิิดการแยกชั้้�น แบ่่งสารสกััด

ส่่วนใสด้้านบนที่่�ได้้เป็็น 2 ส่ ่วน สำหรัับตรวจวิิเคราะห์์

ชนิดิและปริิมาณสารเคมีีป้อ้งกันักำจััดศัตัรูพูืชืตกค้้างด้ว้ย 

เทคนิิค GC-MS/MS และ LC-MS/MS 

การวิิเคราะห์์สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชดวยเครื่่�อง 

GC-MS/MS 

สารสกััดส่่วนที่่�  1 ปิเปตสารละลาย 3 มิ ลลิิลิิตร 

มาทํําให้บริิสุุทธิ์์�ด้วย Dispersive SPE ที่่� เหมาะสม 

จากนั้้�นหมุุนเหวี่่�ยงอีีกครั้้�งที่่�ความเร็็วรอบ 4,000 RPM 

เป็นเวลา  5 นาที ปิเปตสารละลายดานบน 2 มิ ลลิิลิิตร 

ระเหยแห้งด้วยแก๊สไนโตรเจน แล้วปรัับปริิมาตรเป็็น 

1 มิ ิลลิิลิิตร ด้วยสารละลายผสมระหวาง n-hexane: 

ethyl acetate 3:1 เติิมสารละลาย 3% D-sorbitol 

ปริิมาตร 3 ไมโครลิิตร นํํา ไปตรวจวิิเคราะห์หาชนิิด

และปริิมาณด้วยเครื่่�องมืือ GC-MS/MS ด้ ้วยเทคนิิค  

Matrix-Matched Calibration Curve โดยใช้้ column: 

DB-5MS 30 m, 0.25 mm id, 0.25 µm film thickness 

(Agilent Technology, USA) มีสีภาวะเครื่่�องดังันี้้� ส่ว่น 

injector เป็็น ALS, pulsed splitless mode, initial 

temperature 80°C hold 0.1 min, 300°C to 300°C 

cryogenic temperature 50°C มีี injection volume 

เป็็น 4 ไมโครลิิตร oven temperature program เป็็น 

initial 70°C hold 1 min, rate 50°C/min to 150°C, 

rate 6°C/min to 200°C, rate 16°C/min to 280°C 

hold 8.5 min, rate 50°C/min to final 300°C 

hold 0.5 min และ post-run at 70 °C ใช้้เวลาในการ

วิเิคราะห์ป์ระมาณ 30 นาที ีใช้้ ion source temperature 

280°C, quadrupole temperature MS1 และ MS2 

เป็็น 180°C, mode constant pressure ที่่� 15.8 psi 

และใช้้โปรแกรมควบคุุมเครื่่�องมืือให้้สาร chlorpyrifos 

มีี RT คงที่่�  12.0±0.1 นาทีี สารสนใจเมื่่�อเข้้าสู่่�เครื่่�อง 

GC-MS/MS จะถููกทำให้้แตกตััวเป็็นประจุุโดยใช้้แก็็ส 

He เป็็น quench gas และ N2 เป็็น collision gas ที่่� 1 

มิลิลิิลิติรต่่อนาที และถููกตรวจวััดด้ว้ย multiple reaction 

monitoring, MRM mode โดยการวิิเคราะห์์ด้้วย 

เครื่่�องมืือ มีี LOD = 0.005 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม และ 

LOQ = 0.01 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 

การวิิเคราะห์์สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชดวยเครื่่�อง 

LC-MS/MS 

สารสกััดส่่วนที่่�  2 ปิ ิเปตสารละลายส่่วนใส 1 

มิิลลิิลิิตร ใส่่ใน Dispersive SPE เขย่่า 1 นาทีี จากนั้้�น 
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Estimation of Measurement Uncertainty in Pesticide Residues in Vegetables and Fruits	 Weerawut Wittayanan

หมุนุเหวี่่�ยงที่่�ความเร็็วรอบ 4,000 RPM เป็นเวลา 5 นาที 

แล้้วปิิเปตสารละลายส่่วนใสลงใน micro-spin filters 

0.2 µm ชนิิด nylon จากนั้้�นหมุุนเหวี่่�ยงอีีกครั้้�ง เก็็บ

สารละลายส่่วนใส นำไปวิิเคราะห์์ชนิิดและปริิมาณสารเคมีี

ป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างด้้วยเทคนิิค LC-MS/MS 

วิิเคราะห์์ด้้วยเทคนิิค Procedural Calibration 

Curve เครื่่�อง LC-MS/MS ใช้้ column: Synergi 

TM 2.5 µm Fusion-PR 100 ºA, 50 × 2.0 mm 

(Phenomesex, USA), mobile phase: 1M 

NH4HCO2:MeOH:H2O, A สั ดส่่วน 5:95:900  

และ B สััดส่่วน 5:900:5 มีีสภาวะเครื่่�องดัังนี้้� flow rate: 

0.4 ml/min, injection volume: 2 µl, column 

temperature: 40ºC การแยกสารเป็นแบบ gradient 

ดัังแสดงในตารางที่่�  1 และมีีสภาวะของเครื่่�อง mass 

spectrometer เป็็น ionization mode: ESI (turbo 

spray), polarity: negative & positive, ion 

spray voltage 5,000 และ -4,200 eV, scan type 

MRM, temperature TEM 400°C, collision 

gas, CAD: nitrogen; medium, curtain gas 

(CUR): 30 psi, ion source gas (GS1): 60 psi, 

ion source gas (GS2): 60 psi โดยการวิิเคราะห์์ 

ด้้วยเครื่่�องมืือ มี  LOD = 0.005 มิ ลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 

และ LOQ = 0.01 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 

ตารางที่่� 1 Gradient profile: Agilent 1260 Series

Time (min) flow rate (ml/min) Mobile phase A Mobile phase B
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การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััด

วิิธีีการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััด

สำหรัับการวิิเคราะห์์สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชในผััก

และผลไม้้ใช้้ 2 แนวทางหลััก แบ่่งออกเป็็น 3 วิิธีีย่่อย 

แนวทาง Bottom-up โดยวิิธีี ISO GUM(15)  

วิิธีี ISO GUM นี้้�เป็็นวิิธีีที่่�ได้้รัับความนิิยมอย่่าง

กว้้างขวาง มี รููปแบบการคํํานวณค่่าความไม่่แน่่นอนที่่�

ชัดัเจนเป็็นลำดัับขั้้�นตอน ดังแสดงในภาพที่่� 1 จึงเหมาะสม 

กับัวิธิีวีิเิคราะห์ใ์หม่ท่ี่่�ยังัไม่่มีีข้้อมููลจากการประกัันคุณุภาพ

และการควบคุุมคุุณภาพอย่่างเพีียงพอและเหมาะสม 

แนวทางนี้้�ถููกพััฒนามาจากการวััดทางฟิิสิิกส์์ แล้้วนํํามา

ประยุุกต์์ใช้้ในเอกสาร EURACHEM ซึ่่�งห้้องปฏิิบัตัิกิาร 

ที่่�ต้้องการพััฒนาวิธีีทดสอบขึ้้�นใหม่่ ห้ องปฏิิบััติิการ

สามารถใช้้แนวทางนี้้�ในการพิิจารณาและตรวจสอบ

แนวทางการพััฒนาจากปริิมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของ

แต่่ละแหล่่งได้้  โดยในปััจจุุบัันห้้องปฎิิบััติิการวิิเคราะห์์ 

สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชส่่วนใหญ่่ใช้้วิิธีีการนี้้� 

สำหรัับขั้้�นตอนการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอน

ของการวััดโดยวิิธีี ISO GUM เริ่่�มจากขั้้�นตอนที่่�  1 

การระบุุสิ่่�งที่่�ต้้องการทดสอบพร้้อมหน่่วย พิ ิจารณา

พารามิเตอร์์ต่่างๆ ที่่� เกี่่�ยวข้้องกัับปริิมาณที่่�ต้องการวััด 

เช่่น ความเข้้มข้้น อุุณหภููมิิ ปริิมาตร ค่่าคงที่่�  เขีียนสููตร

หรืือสมการการคำนวณผลการวิิเคราะห์์ เขีียนภาพแสดง 

ขั้้�นตอนการวิิ เคราะห์์  รวมถึึงระบุุ เครื่่� องมืือและ 

สารมาตรฐาน ขั้้� นตอนที่่�   2  ระบุุแหล่่งที่่�มาของ 

ความไม่่แน่่นอน รวบรวมแหล่่งที่่�มาที่่�มีผลต่่อการวััด 

พิิจารณาเทอมต่่างๆ ในสมการการคำนวณ เครื่่�องมืือ 

ที่่�ใช้้วััด ปั จจััยจากบุุคลากร ความแตกต่่างระหว่่าง 

ผู้้�ทดสอบ ความเอนเอีียงในการอ่่านค่่า  สภาพแวดล้้อม

ที่่�ทำการทดสอบ การสุ่่�มตััวอย่่าง การชั่่�งและการสกััด 

ตััวอย่่าง ความเป็็นเนื้้�อเดีียวกััน ความคงตััวของตััวอย่่าง 

สภาวะการเก็็บรัักษาตัวอย่่าง สารรบกวนจากเนื้้�อตััวอย่่าง 

การเตรีียมกราฟมาตรฐาน ความเป็็นเส้้นตรงของกราฟ

มาตรฐาน การเลืือกใช้้โมเดลในการสร้้างกราฟมาตรฐาน 
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การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวิิเคราะห์์สารตกค้้างในผัักและผลไม้้ 	วี ีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์

การปััดเศษทศนิิยม ความแปรปรวนจากการทำซ้้ำ 

ความเบี่่�ยงเบน จั ัดกลุ่่�มและพิิจารณาองค์์ประกอบของ

ความไม่่แน่่นอน ทำแผนภููมิิก้้างปลาประกอบ (Cause 

and Effect Analysis by Fishbone Diagram) 

ขั้้�นตอนที่่�  3 ระบุุค่่าของแต่่ละองค์์ประกอบ โดยอาจมา 

จากแหล่่งต่่างๆ เช่่น จากข้้อมููลที่่�มีีอยู่่�  Specification/ 

Certification จากการทดลอง เช่น่ Method validation 

กราฟมาตรฐาน ข้ ้อมููลการประกัันคุุณภาพและจาก 

ประสบการณ์์ เมื่่�อระบุุค่่าต่่างๆ ได้้แล้้ว จึ ึงเปลี่่�ยนค่่า 

ของแต่่ละองค์์ประกอบให้้เป็็นค่่าความไม่่แน่่นอน

มาตรฐาน (Standard Uncertainty) เปลี่่�ยนค่่าความ

ไม่่แน่่นอนมาตรฐานเป็็นค่่าความไม่่แน่่นอนมาตรฐาน

สััมพััทธ์์ (Relative Standard Uncertainty) 

ขั้้�นตอนที่่�  4 นำค่่าความไม่่แน่่นอนที่่�ได้้มาจากแต่่ละ 

องค์์ประกอบมาคำนวณค่า่ความไม่แ่น่น่อนมาตรฐานรวม 

(Combined Standard Uncertainty) แล้้วคำนวณ

ค่่าความไม่่แน่่นอนมาตรฐาน (Expanded Standard 

Uncertainty)(16) เพื่่�อรายงานผล ดัังแสดงในภาพที่่� 1

ภาพที่่� 1 กระบวนการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนตามแนวทางของวิิธีี ISO GUM

แนวทาง Top-down โดยวิิธีี  Intra- 

laboratory QC Data 

การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััดตาม

แนวทางนี้้�เป็็นการใช้้ข้้อมููลจากกระบวนการตรวจสอบ 

ความแม่่นและความเที่่� ย งของ วิิธีี วิิ เคราะห์์ ของ 

ห้้องปฏิิบััติิการ(17) ความแม่่นของวิิธีีวิิเคราะห์์อาจได้้

จากผลการทดสอบจากห้้องปฏิิบััติิการที่่�ต่างกัันหรืือ

จากภายในห้้องปฏิิบััติิการเดีียว การคำนวณผลรวมของ

องค์์ประกอบของค่่าความไม่่แน่่นอนมาจากข้้อมููลการ

ประกัันคุุณภาพของห้้องปฏิิบััติิการหรืือการควบคุุม

คุุณภาพภายใน คื ือ ค่ ่าส่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐานจากการ

ทดสอบ Intermediate Precision ค่ า  Bias ของ

กระบวนการวัดั และข้อ้มูลูอื่่�นๆ ที่่�เกี่่�ยวข้อ้ง เช่น่ การศึกึษา 

Ruggedness/Robustness แนวทางนี้้�เป็็นแนวทางที่่�
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ปฏิิบััติิได้้ง่่าย ค่่าใช้้จ่่ายไม่่สููง และประยุุกต์์ได้้สะดวก เมื่่�อ

เปรีียบเทีียบกัับวิิธีี ISO GUM ในการศึึกษานี้้�ใช้้ข้้อมููล

การควบคุุมคุุณภาพภายในของห้้องปฏิิบััติิการวิิเคราะห์์

สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืช ในการทดสอบความแม่่น

และความเที่่�ยงของวิิธีีโดยการเติิมสารมาตรฐานที่่�ระดัับ 

0.05 มิ ิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ในผัักและผลไม้้ต่่างชนิิดกััน 

ในแต่ล่ะชุดุการวิเิคราะห์ ์ใช้ ้data point 28 จุด เก็บ็ข้อ้มูลู

ในช่ว่งเวลาตั้้�งแต่ ่วันัที่่� 3 สิงิหาคม พ.ศ. 2565 ถึงึ วันัที่่� 11 

ธันัวาคม พ.ศ. 2567 แล้้วนำข้อ้มููลมาประมวลผล  โดยอาศัย 

หลัักการ SANTE/11312/2021 (V2) Appendix C.

แนวทาง Top-down โดยวิิธีี Proficiency 

Testing Data 

วิิธีีนี้้� เ ป็็นแนวทางที่่� ได้้จากข้้อมููลการเข้้าร่วม 

การทดสอบความชำนาญ ซึ่่�งมีีความไม่่แน่่นอนที่่�สามารถ

อ้้างอิิงจากกลุ่่�มห้้องปฏิิบััติิการ(18) โดยการนำค่่าความ 

ผิดิพลาดเชิิงระบบ คือ Bias และค่่าความผิิดพลาดเชิิงสุ่่�ม 

คืือ ค่ ่าส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐานที่่�ได้้จากการทดสอบ 

Repeatability และ Reproducibility มาพิจารณาหาค่า

ความไม่แ่น่น่อนรวม แต่ไ่ม่่นำรายละเอียีดของแหล่่งความ

ไม่แ่น่น่อนย่อ่ยมาคิดิ เนื่่�องจากมีกีารอนุมุานว่า่ได้ค้ิดิรวม

ไว้้แล้้ว วิิธีีนี้้�จะดำเนิินการได้้หากมีีแผนการทดสอบความ

ชำนาญอย่่างเหมาะสม โดยต้้องครอบคลุุมช่่วงการวััดและ

เนื้้�อชนิดิตัวัอย่า่ง (Matrix) ซึ่่�งแผนทดสอบความชำนาญ

การวิเิคราะห์ส์ารเคมีปี้อ้งกัันกำจัดัศัตัรูพืูืชในผักัและผลไม้้ 

เป็็นแผนที่่�มีการจััดอย่่างสม่่ำเสมอ ครอบคลุุมชนิิดและ

ปริมิาณสารที่่�มีคีุณุสมบัตัิหิลากหลายในเนื้้�อตัวัอย่า่งที่่�เป็น็

ตัวัแทนของกลุ่่�มตัวัอย่า่งได้ ้นอกจากนี้้�อาจมีีการใช้ส้มการ

ของ Horwitz’s equation สำหรับัการประมาณค่า่ความ

ไม่่แน่่นอนในการทดสอบที่่�มีความหลากหลายของความ

เข้้มข้้นหากเป็็นการใช้้ข้้อมููลจากหลายห้้องปฏิิบััติิการ 

สำหรัับการคำนวณในครั้้�งนี้้�ใช้้ข้้อมููลการเข้้าร่่วมทดสอบ

ความชำนาญของห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร กับัหน่่วยงาน FAPAS®  

3 รอบ ได้้แก่่ FAPAS® 19366 beetroot puree,  

FAPAS® 19341 peas with pods puree และ FAPAS® 

19313 cucumber puree โดยใช้้ผลการวิิเคราะห์์ของ 

ห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร   ,  ค่ากำหนด (assigned value, ), 

Standard Deviation for Proficiency Assessment 

( ), จำนวนผลการวิเิคราะห์ท์ี่่�เข้า้ร่วมในแต่ล่ะรายการ 

(No.) มี ีdata points รวมทั้้�งสิ้้�น 33 ข้อ้มูลู เป็น็การประมาณ 

ค่่าความไม่่แน่่นอนที่่�คำนึึงถึึงความหลากหลายของ 

analyte ในชนิิดตััวอย่่างที่่�แตกต่่างกััน

ผล

การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััดแนวทาง 

Bottom-up ด้้วยวิิธีี ISO GUM 

ประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนโดยเริ่่�มจากพิิจารณา

ขั้้�นตอนการทดสอบ โดยกำหนดแผนภููมิิขั้้�นตอนวิิธีี

วิิเคราะห์์ การเตรีียมตััวอย่่างสำหรัับวิิเคราะห์์สารเคมีี

ป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชในผัักและผลไม้้ ด้้วยวิิธีี QuECh-

ERS ES BN 15662:2018 เทคนิิค GC-MS/MS และ 

LC-MS/MS ดังัแสดงในภาพที่่� 2 จากนั้้�นกำหนดสิ่่�งที่่�จะ

ตรวจวัดั (measurand) เป็น็ปริมิาณสารเคมีปี้อ้งกันักำจัดั

ศัตัรูพูืชื (pesticides) เลือืกสาร chlorpyrifos ที่่�ตรวจพบ 

ในตััวอย่่างผัักและผลไม้้ ด้ ้วยเครื่่�อง GC-MS/MS 

หน่่วยเป็็น มิ ลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม (mg/kg) คำนวณ

ปริมิาณสารที่่�ตรวจวัดั โดยใช้้ค่า่ความเข้ม้ข้น้ (Co) ที่่�อ่าน

ได้้จาก Calibration Curve ชนิิด Matrix matched 

ที่่�สร้้างจากความสััมพัันธ์์ระหว่่าง Concentration กั ับ 

Peak area แต่่ละขั้้�นตอนของการวิิเคราะห์์สามารถ

ระบุุแหล่่งที่่�มาของค่่าความไม่่แน่่นอน นำมาสรุุปเป็็น 

Cause and Effect Diagram ดั ังแสดงในภาพที่่�  3 

ทำการคำนวณค่า่ความไม่แ่น่น่อนของแต่ล่ะองค์ป์ระกอบ 

ตัวัอย่า่งการวิเิคราะห์ส์าร chlorpyrifos ในผักัและผลไม้้ 

ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 0.05 mg/kg ดัังแสดงในตารางที่่� 2 
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การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวิิเคราะห์์สารตกค้้างในผัักและผลไม้้ 	วี ีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์

ชั่่�งตััวอย่่าง 10.0 ± 0.1 g

สกััดด้้วย acetonitrile 10 mL

เติิม QuEChERS Extract Pouch
EN Method เขยย่่า 1 min, Centrifuge

solution of 122 pesticides 100 µg/mL in 
acetone (ampoule No. 1-6), Stock 1

Pipette 1 mL of ampoule No. 1-6 in 10 mL 
volumetric flask, 10 µg/mL, Stock 2

Pipette 0.1 mL of Stock 2 + 0.9 mL 
of matrix, 1 µg/mL, Stock 3 

Pipette Stock 3: 5, 10, 20, 50, 100, 250, 
500 µL + 995, 990, 980, 950, 900, 750, 

500 µL of matrix solution, + 3 µL d-sorbitol

GC-MS/MS calibration curve 
(0.005, 0.010, 0.020, 0.050, 0.100, 0.250, 

0.500 µg/mL) 

Cleanup ด้้วย Dispersive solid phase 
extraction เขย่่า 1 min, Centrifuge

ระเหยแห้้ง ปรัับปริิมาตร ด้้วย
n-hexane:ethyl acetate  3:1 1 mL

ปิิเปต sample solution 2 mL

วิิเคราะห์์ด้้วย GC-MS/MS

รายงานผล (mg/kg)

ปิิเปต sample solutionm  3 mL̃

ภาพที่่� 2	 Flow diagram แสดงขั้้�นตอนการวิิเคราะห์์สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชในผัักและผลไม้้ด้้วยวิิธีี  

	 QuEChERS

ภาพที่่� 3 	แผนภููมิิก้า้งปลา Cause and Effect Diagram แสดงแหล่่งที่่�มาของความไม่่แน่่นอนการวิิเคราะห์์ สารเคมีี 

	ป้ ้องกัันกำจััดศััตรููพืืชในผัักและผลไม้้ด้้วยวิิธีี QuEChERS
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ตารางที่่� 2	ผลการคำนวณหาค่่าความไม่่แน่่นอนมาตรฐานรวม (Calculation of Combined Standard  

	 Uncertainty) การวิิเคราะห์์สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชในผัักและผลไม้้ด้้วยวิิธีี QuEChERS

Component Value, x
Uncertainty

± U
Divisor

Standard
Uncertainty,

u(x)

Relative Standard 
Uncertainty, 

u(x)/x

Sample weight
– weight variation
– tare
– gross
Combined Standard 
Uncertainty

10 g
10 g
10 g

0.1 g
0.003 g
0.003 g

√3
2
2

0.05774 g
0.00150 g
0.00150 g

0.005770
0.000150
0.000150
0.005777

Sample taken
- calibration (pipette)
- temperature (pipette)
- calibration (pipette)
- temperature (pipette)
Combined Standard 
Uncertainty

10 ml
10 ml
2 ml
2 ml

0.0015 ml
0.04 ml
0.001 ml
0.04 ml

2
√3
2
√3

0.00075 ml
0.02309 ml
0.00050 ml
0.02309 ml

0.000075
0.002309
0.000250
0.011545
0.011777

Final volume
- calibration (pipette)
- temperature (pipette)
Combined Standard 
Uncertainty

1 ml
1 ml

0.001 ml
0.004 ml

2
√3

0.00050 ml
0.00231 ml

0.000500
0.002309
0.002363

Co 100 µg/ml 0.0072 µg/ml 1 0.0072 µg/ml 0.000072

Conc. of standard
1. Stock standard
purity
2. Working standard
Dilution
-calibration (pipette)
-temperature (pipette)
-calibration (flask)
-temperature (flask)
-calibration (pipette)
-temperature (pipette)
-calibration (pipette)
-temperature (pipette
Combined Standard
Uncertainty

100.32 µg/ml

1 ml
1 ml
10 ml
10 ml
0.1 ml
0.1 ml
0.9 ml
0.9 ml

1.14 µg/ml

0.005 ml
0.005 ml
0.04 ml
0.05 ml

0.000425 ml
0.0005 ml
0.005 ml
0.0045 ml

√3

2
√3
√6
√3
2
√3
2
√3

0.65818 µg/ml

0.00250 ml
0.00289 ml
0.01633 ml
0.02887 ml
0.00021 ml
0.00029 ml
0.00250 ml
0.00260 ml

0.00656

0.00250
0.00289
0.00163
0.00289
0.00213
0.00289
0.00278
0.00297
0.00988

Method precision

- Repeatability 0.1 mg/kg 0.00320 mg/kg 1 0.00320 mg/kg 0.032000

Bias
- Recovery

119.6% 2.65% √24 0.54093% 0.004523

Combined Relative Standard Uncertainty uc(X)/X 0.036328



355วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 67 ฉบับที่ 2 เมษายน  - มิถุนายน 2568
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กา รค ำนวณหาค่าคว าม ไ ม่่แ น่่นอนขยาย  

(Expanded Uncertainty) จากตารางที่่�  2 พบค่่า 

Combined Relative Standard Uncertainty 

(uc(X)/X) มีคี่า่เป็น็ 0.036 ในกรณีตีัวัอย่า่งตรวจพบสาร 

chlorpyrifos ปริิมาณ 0.05 mg/kg ได้้ค่่า  uc(x) = 

0.036 × 0.05 = 0.002 mg/kg จากนั้้�นขยายความ 

ไม่่แน่่นอนมาตรฐานด้้วยการคููณด้้วยค่่า  Coverage 

factor, k ที่่� ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% Expanded 

Uncertainty at Confidence Interval (C.I.) 95% 

(k = 2) จะได้้ U(x) = 2 × 0.002 = 0.004 mg/kg 

สำหรัับขั้้�นตอนการรายงานค่่าความไม่่แน่่นอน ตั วอย่่าง

การรายงานผลการตรวจวิิเคราะห์ ์เช่น่ พบ chlorpyrifos 

0.05±0.004 mg/kg (ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�นประมาณ 

95%, k = 2) โดยค่า่ความไม่แ่น่น่อนที่่�รายงานมีคี่า่คิดิเป็น็ 

ร้้อยละ 8

การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััดการ

วิิเคราะห์์สาร chlorpyrifos ในผัักและผลไม้้ ตามแนวที่่�

ของ ISO GUM พบสััดส่วนคาความไม่แน่นอนจากแหล่ง

ความไม่แน่นอนที่่�ส่งผลต่อปริิมาณสาร chlorpyrifos ที่่�

เป็็นองค์์ประกอบหลััก 3 องค์์ประกอบ เรีียงจากมากไป

น้้อย ได้แก Method precision (48.2%) Sample 

taken (17.7%) และ Standard concentration 

(14.9%) ส่่วนองค์์ประกอบอื่่�นๆ เช่่น Sample weight 

(8.7%) Bias (6.8%) Final volume (3.6%) และ 

C0 (0.1%) คิิดเป็็นสััดส่่วนน้้อยกว่่าร้้อยละ 10 ดัังแสดง

ในภาพที่่�  4 โดยเกณฑความสมเหตุุสมผลของคาความ

ไม่แน่นอนสามารถพิิจารณาได้้ 2 กรณีี ได้้แก่่ กรณีีที่่�  1 

ต้้องมีีคาน้อยกวา 2 × SD โดย Predicted SD ได้้จาก 
Horwitz Equation Modified by Thompson(19) 

เมื่่�อ Concentration Ratio < 120 µg/kg ใช้้สููตร  

SD = 0.22 × C เมื่่�อ C คื ือ Concentration Ratio 
ที่่�ต้อ้งการรายงาน หรือืเท่่ากับั 2 × 22 = 44% หรือืกรณีีที่่� 
2 ใช้้ค่่า Default Expanded Measurement Uncer-

tainty ของ SANTE/11312/2021 (V2) ที่่�กำหนดไว้ว้่า่

ห้า้มเกิิน 50% เมื่่�อพิจิารณาพบวาคาความไม่แน่นอนขยาย

ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�นที่่� 95% มีคาน้อยกวาเกณฑยอมรัับทั้้�ง 

2 กรณีี แสดงว่่าการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนดัังกล่่าว

มีีความสมเหตุุสมผล

ภาพที่่� 4	สั ัดส่วนองค์ประกอบแหล่งความไม่แน่นอนของการวิิเคราะห์สาร chlorpyrifos ในผัักและผลไม้้  

	 โดยวิิธีี ISO GUM

การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััดแนวทาง 

Top-down โดยใช้้ Intra-laboratory QC data

การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััดวิิธีีนี้้�

พิิจารณาจากข้้อมููลการวิิเคราะห์์ภายในห้้องปฏิิบััติิการ

ในส่่วนของ Bias และ Precision ซึ่่� งถืือเป็็นสััดส่่วนที่่�

สำคััญที่่�สุด โดยทั่่�วไปพบว่่ามีีค่่ามากกว่่า  1 ใน 3 ของ

ค่่าความไม่่แน่่นอนทั้้�งหมด อย่่างไรก็็ตามที่่�มาของความ

ไม่่แน่่นอนที่่�อาจมาจากแหล่่งอื่่�นๆ เช่่น ความไม่่เป็็น

เนื้้�อเดีียวกัันของตััวอย่่าง และความไม่่แน่่นอนจากสาร

มาตรฐานที่่�ใช้้วิิเคราะห์์จะถููกพิิจารณาว่่าแหล่่งเหล่่านี้้� 
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Estimation of Measurement Uncertainty in Pesticide Residues in Vegetables and Fruits	 Weerawut Wittayanan

ได้ถู้กูรวมไว้้ในการวิิเคราะห์์แล้้ว ในที่่�นี้้�จะพิิจารณาเฉพาะ

ค่่า Bias และ Precision เท่่านั้้�น ค่่าความไม่่แน่่นอนที่่�

คำนวณได้้ มาจากการขยายความไม่่แน่่นอนมาตรฐาน

ด้้วยการคููณด้้วยค่่าคงที่่� Coverage Factor, k ที่่�ระดัับ

ความเชื่่�อมั่่�น 95% Expanded Uncertainty at C.I. 

95% (k = 2) ดัังสมการที่่� 1 โดยสััญลัักษณ์์ (´) หมายถึึง

ค่า่ความไม่แ่น่น่อนที่่�ถูกูดัดัแปลงให้เ้หลือืแหล่ง่ที่่�มาเพียีง 

2 แหล่่ง คืือ Bias และ Precision เท่่านั้้�น

U´ = k × u´

u´(bias)2 + u´(precision)2

สมการที่่� 1

สมการที่่� 2

เมื่่�อ	 u´ =	 measurement uncertainty

	 u´(bias) = Uncertainty Component จาก Bias

	 u´(precision) = Uncertainty Component จาก Precision

โดยทั่่�วไปนั้้�น u´ (bias) จะคำนวณโดยใช้้ 

Uncertainty จากวััสดุุอ้้างอิิงรัับรอง (Certified  

Reference Material; CRM) แต่่ในทางปฏิิบััติิวััสดุุที่่�

เป็็น CRM ที่่�มีี Analyte และ Matrix ตรงกัับขอบข่่าย

ที่่�ต้้องการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััด/ 

การวิิเคราะห์์สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชในผัักและ

ผลไม้้นั้้�น ห้ ้องปฏิิบััติิการไม่่สามารถจััดหาได้้ เนื่่�องจาก

เป็็นข้้อจำกััดของผู้้�ผลิิตในการให้้ความเชื่่�อมั่่�นระยะเวลา

ความคงตััวของวััสดุุที่่�เป็็นของสดเน่่าเสีียง่่าย ทำให้้ไม่่มีี

วััสดุุอ้้างอิิงรัับรองจำหน่่ายในท้้องตลาดที่่�ครอบคลุุมสาร

ที่่�สนใจทั้้�งหมดได้ ้ดังนั้้�นการประมาณค่า่ความไม่แ่น่น่อน

u´ =

ของการวััด/การวิิเคราะห์์สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืช 

จะสามารถทำได้้โดยใช้้ข้้อมููล Bias และ Precision 

จากการทดสอบความใช้้ได้้ของวิิธีีและข้้อมููลการควบคุุม

คุุณภาพภายใน                                                

การประมาณค่า่ความไม่แ่น่น่อนของการวัดัจาก 

Bias, u´(bias) 

กรณีทีี่่� 1 ไม่ม่ีกีารปรับัแก้ ้Recovery (Estimation 

of the u´(bias) component without correction 

for recovery) จะใช้้ในกรณีีที่่�  Expanded Uncer-

tainty น้้อยกว่่า 50% Relative Bias คำนวณได้้จาก 

สมการที่่� 3 และ u´(bias) คำนวณได้้จากสมการที่่� 4	

สมการที่่� 5u´(bias) = mean2     + SD.P2
bias bias

สมการที่่� 3
(measured concentration-spiked concentration

(spiked concentration)
Relative Bias (%) = × 100%

สมการที่่� 4RMS'(bias)2+ u' (Cref)2u´(bias) = 

             = 

meanbias 	 = 	Mean of the Relative Bias

SD.Pbias 	 = 	Population SD of the Relative Bias (สููตร stdev.p ใน Excel)

u´(Cref) 	 = 	Uncertainty of the Spiked Concentration เมื่่�อมีคี่า่น้อ้ยหากเปรียีบเทีียบ 

		กั  ับ Bias และ Precision จึ ึงสามารถนำออกจากสมการที่่�  4 ได้้ จึ งเหลืือ 

		  สมการที่่� 5

เมื่่�อ	 RMS´ (bias)	 =	 root mean square of the relative bias

∑ bias
i
2 = mean2     + SD.P2

bias bias
n
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การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวิิเคราะห์์สารตกค้้างในผัักและผลไม้้ 	วี ีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์

	 กรณีีที่่� 2 มีีการปรัับแก้้ Recovery (Estimation of the u´(bias) component with correction for 

recovery) กรณีี Expanded Uncertainty มากกว่่า 50%  

การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััดจาก Precision, u´(precison) 

คำนวณได้้จากสมการที่่� 8

u´(precision) = RSDrW สมการที่่� 8

เมื่่�อ	 RSDrW 	 =	 Within-laboratory reproducibility

	 การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััดรวม คำนวณจากสมการที่่� 9

สมการที่่� 6u´(bias) = ( (RSDwR 
n

2 + u´(Cref)2

เมื่่�อ	 RSDwR 	 = 	 Within-laboratory reproducibility of the recovery

	 n 	 = 	 Number of recovery tests

	 u´(Cref)	 = 	 Uncertainty of the spiked concentration เมื่่�อมีีค่่าน้้อยหากเปรีียบเทีียบกัับ	

			   Bias และ Precision จึึงสามารถนำออกจากสมการที่่� 6 ได้้ จึึงเหลืือสมการที่่� 7

สมการที่่� 7  u´(bias) =
RSDRW

n

สมการที่่� 9u´ = mean2     + SD.P2	      + RSD2
bias bias rw

การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััด  

การวิเิคราะห์์ chlorpyrifos ในผักัและผลไม้้ โดย Intra-

laboratory QC data โดยยกตัวัอย่า่งข้อ้มูลูการควบคุมุ

คุุณภาพภายใน (Internal Quality Control, IQC) 

โดยการทดสอบความแม่น่และความเที่่�ยงจากการทดสอบ 

spiked sample ที่่� ระดัับความเข้้มข้้น 0.05 mg/kg 

แล้้วคำนวณ Recovery ในชนิิดตััวอย่่างผัักและผลไม้้ที่่�

มีีความหลากหลายครอบคลุุมทุุก commodity ช่่วงเวลา

ตั้้�งแต่่ วัันที่่� 3 สิิงหาคม พ.ศ. 2565 ถึึง วัันที่่� 11 ธัันวาคม 

พ.ศ. 2567 ในแต่่ละชุุดการทดสอบ (batch) ประจำวััน 

ซึ่่�งเป็็นข้้อมููลที่่�ได้้จากห้้องปฏิิบััติิการในการวิิเคราะห์์จริิง 

ความเข้้มข้้นของ chlorpyrifos ที่่�วิิเคราะห์์ได้้มีีค่่าตั้้�งแต่่ 

0.041−0.058 mg/kg คิดเป็็น Recovery 82.0−116.0% 

จำนวนผลการวิิเคราะห์์ (n) ทั้้�งสิ้้�น 28 ข้้อมููล นำข้้อมููล

เหล่่านี้้�มาคำนวณผล ดัังแสดงในตารางที่่� 3
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Estimation of Measurement Uncertainty in Pesticide Residues in Vegetables and Fruits	 Weerawut Wittayanan

n Date

Spiked at 0.05 mg/kg
Relative bias

(%)Vegetables and 
fruits

Measured 
(mg/kg)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

	 3 Aug 2022
	 7 Sep 2022
	 4 Oct 2022
	 23 Dec 2022
	 20 Feb 2023
	 5 May 2023
	 19 Feb 2023
	 7 Nov 2023
	 13 Nov 2023
	 16 Nov 2023
	 1 Dec 2023
	 5 Jan 2024
	 18 Jan 2024
	 29 Jan 2024
	 6 Mar 2024
	 29 Apr 2024
	 29 Apr 2024
	 25 Jun 2024
	 15 Jul 2024
	 5 Aug 2024
	 11 Sep 2024
	 22 Oct 2024
	 6 Nov 2024
	 8 Nov 2024
	 26 Nov 2024
	 11 Dec 2024
	 11 Dec 2024
	 11 Dec 2024

Orange
Peas
Garlic
Cherry
Mango
Beetroot
Water melon
Broccoli
Chinese broccoli
Mushroom
Banana
Cabbage
Agasta
Stawberry
Potato
Lettuce
Rose apple
Spring onion
Shallot
Apple
Durian
Peach
Spinach
Grapes
Apple 
Celery
Grapes
Green pea

0.046
0.053
0.050
0.056
0.047
0.045
0.058
0.044
0.047
0.046
0.048
0.045
0.055
0.049
0.042
0.042
0.052
0.044
0.046
0.050
0.046
0.064
0.051
0.049
0.041
0.049
0.041
0.044

-8
6
0
12
-6
-10
16
-12
-6
-8
-4
-10
10
-2
-16
-16
4
-12
-8
0
-8
28
2
-2
-18
-2
-18
-12

 n
mean
SD Pbias (stdev.p) (%)
SD measured (mg/kg) (stdev.s)
RSDwR (%) 

28
0.048

0.005
11.167

-3.57
10.574

 

กรณีีที่่� 1 u´(bias) (%) (Without correction recovery)
u´(precision) = RSDwR (%)
u´combined (%)
U´ (Expanded MU) (%) (k = 2)

	
11.167
15.789
31.577

11.161

กรณีีที่่� 2 u´(bias) (%) (With correction recovery)
u´(precision) = RSDwR (%)
u´combined (%)
U´(Expanded MU) (%) (k = 2)

11.167
11.365
22.730

2.110

ตารางที่่� 3	 ข้้อมููลการควบคุุมคุุณภาพภายใน (Intra-laboratory QC data) สำหรัับการคำนวณค่่า 

	 ความไม่่แน่่นอนของการวิิเคราะห์์ chlorpyrifos ผัักและผลไม้้ด้้วยวิิธีี QueChERS (ต่่อ)
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การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวิิเคราะห์์สารตกค้้างในผัักและผลไม้้ 	วี ีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์

ในการรายงานค่่าความไม่่แน่่นอน เนื่่�องจากมีีการ 

กระจายตัวัของผลการทดสอบ QC ในช่ว่งระยะเวลาหนึ่่�งสูงู 

ทำให้้ Expanded Standard Uncertainty มี ค่่าสูง

แต่่ยัังต่่ำกว่่าร้้อยละ 50 ในกรณีีที่่�  1 ร้ ้อยละ 31.6 ใน

กรณีีนี้้�ไม่่มีี Recovery correct หากพิิจารณากรณีีที่่�  2 

คำนวณโดยมีีการ Recovery correct จะทำให้้  

Expanded Standard Uncertainty มี ีค่่าต่่ำลงเป็็น

ร้้อยละ 22.7 เมื่่�อพิิจารณาใช้้ค่่า Default Uncertainty 

Value กำหนดโดย SANTE/11312/2021 ที่่�ร้อ้ยละ 50 

ทั้้�ง 2 กรณีี อยู่่�ในเกณฑ์์ความสมเหตุุสมผล ตััวอย่่างการ

รายงานผลการตรวจวิิเคราะห์์ เช่่น พบ chlorpyrifos 

0.05 mg/kg Expanded Uncertainty 31.6% 

= 0.05 × 31.6/100 = 0.016 mg/kg จึ งรายงาน 

พบ chlorpyrifos 0.05±0.016 mg/kg (ที่่�ระดัับความ

เชื่่�อมั่่�นประมาณ 95%, k = 2)

การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััดแนวทาง 

Top-down โดยใช้้ PT Data

การวิิเคราะห์์สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชแบบ 

Multi-residue Method ที่่� ใช้้กัับเนื้้�อตััวอย่่างผัักและ 

ผลไม้ ้(Matrix) ที่่�หลากหลาย การคำนวณ MU ของสารใด 

สารหนึ่่�งอาจจะเป็็นไปไม่่ได้้หรืือเป็็นไปได้้ยาก เนื่่�องจาก

ขาดข้้อมููล Bias ที่่�ตรงกัับ Matrix นั้้�นๆ การคำนวณค่่า

ความไม่่แน่่นอนขยายสามารถใช้้ Within-laboratory 

Reproducibility โดยนำข้้อมููล Relative Standard 

Deviation มาพิจารณาร่วมกัับข้้อมููล PT ซึ่่� งเป็็น  

Laboratory Bias พิิจารณาจากสมการที่่� 10   

u´ = u' (bias)2+ u' (RSDwR)2 สมการที่่� 10

เมื่่�อ	 u´	 = Combined Standard Uncertainty

	 u´ (RSDwR) = Within-laboratory Reproducibility

	 u´(bias) =	 Uncertainty Component ที่่� มาจากวิิธีีที่่�ใช้้และความเบี่่�ยงเบนของห้้องปฏิิบััติิการ 

				    ในการเข้้าร่่วม PT

การคำนวณ u´(RSDwR) สามารถใช้้ข้้อมููล  

Recovery ที่่� ได้้จากการควบคุุมคุุณภาพในระยะยาว 

เพื่่�อสะท้้อนพฤติิกรรมธรรมชาติของการวิิเคราะห์์ 

นอกจากนี้้�แล้้วยัังสามารถนำข้้อมููลจากการทดสอบความ

ใช้้ได้้ของวิิธีีมาพิิจารณาร่่วมได้้แต่่จะได้้ข้้อมููลที่่�มีีความ

เที่่�ยงน้้อยเกิินไป โดยต้้องใช้้จำนวนข้้อมููลอย่่างน้้อย 31 

ข้้อมููล ใช้้ข้้อมููล Relative Standard Deviation มา

ประกอบการพิิจารณา  ในกรณีีห้้องปฏิิบััติิการสารเคมีี

ป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืช สำนัักคุุณภาพและความปลอดภััย

อาหาร กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ ทำการทดสอบความ

แม่น่จาก Recovery และเข้า้ร่ว่ม PT ขอบข่า่ยจำนวนสาร 

250 ชนิิด วิิเคราะห์์โดย GC-MS/MS 106 ชนิิด และ 

LC-MS/MS 144 ชนิิด โดยวิิธีีเดีียวกััน สำหรัับข้้อมููล 

QC ที่่�เก็็บมาในระยะยาว กำหนดเกณฑ์์ยอมรัับที่่�ร้้อยละ 

70−120% วิ เคราะห์์ที่่�ระดัับ 0.05 mg/kg ทดสอบ

ใน Matrix ที่่� หลากหลายตามชนิิดตััวอย่่างที่่�วิเคราะห์์ 

ในงานประจำ	

u´(bias) คำนวณจากความสามารถของ 

ห้้องปฏิิบััติิการในการเข้้าร่่วมการทดสอบความชำนาญ

โดยใช้้ข้้อมููลจำนวนไม่่น้้อยกว่่า 31 ข้้อมููล(6) มาใช้้ในการ

คำนวณ ใช้้ข้้อมููลการเข้้าร่วมทดสอบความชำนาญกัับ 

FAPAS® 3 รอบ ได้้แก่่ FAPAS® 19366 beetroot 

puree, FAPAS® 19341 peas with pods puree, และ 

FAPAS® 19313 cucumber puree มี data point รวม

ทั้้�งสิ้้�น 33 ข้้อมููล นอกจากปริิมาณสารที่่�รายงานแล้้วยัังมีี

ข้อ้มูลูที่่�จำเป็น็ต้อ้งใช้ส้ำหรับัการคำนวณ ได้แ้ก่ ่Assigned 

Value หรือื Median การกระจายตัวัของข้อ้มูลูในรูปูของ 

Robust Standard Deviation หรืือ Qn และจำนวน 

ห้้องปฏิิบััติิการที่่�รายงานปริิมาณสารนั้้�นๆ ข้ ้อมููลแสดง

ในตารางที่่� 3
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Estimation of Measurement Uncertainty in Pesticide Residues in Vegetables and Fruits	 Weerawut Wittayanan

PT 

Round
m Pesticides

(mg/kg)

  

(mg/kg)

Bias'i 

(%)
(Bias'i)

2
Qn

( )

Qn

(ratio)

No.

Results

Qn

FAPAS 

19366

beetroot 

puree

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

azinphos-

methyl

azoxystrobin

boscalid

carbofuran

epoxiconazole

fipronil

phosphamidon

propoxur

pyridaben

trifloxystrobin

0.0756

0.0627

0.0433

0.0248

0.0915

0.0403

0.0393

0.0779

0.0623

0.1175

0.0630

0.0630

0.0360

0.0300

0.0790

0.0411

0.0460

0.0754

0.0655

0.1100

20.00

-0.48

20.28

-17.33

15.82

-1.95

-14.57

3.32

-4.89

6.82

400.00

0.23

411.19

300.44

250.36

3.79

212.15

10.99

23.87

46.49

0.01390

0.01390

0.00792

0.00660

0.01740

0.00904

0.01010

0.01660

0.01440

0.02430

22.06

22.06

22.00

22.00

22.03

22.00

21.96

22.02

21.98

22.09

10

12

10

11

11

11

9

11

12

10

3.162

3.464

3.162

3.317

3.317

3.317

3.000

3.317

3.464

3.162

6.977

6.369

6.957

6.633

6.641

6.632

7.319

6.638

6.346

6.986

RMS´bias   =   Root Mean Square of the Relative Bias, คำนวณได้้จากสมการที่่�  12 นำข้้อมููล QC  

จากตารางที่่� 3 มาคำนวณ โดย m = 33 จะได้้ 

u´(Cref) คำนวณได้้จากการเข้้าร่วม PT หลายรอบ 

โดยการใช้้ค่่า sum ของ Qn หารด้้วยรากที่่� 2 ของจำนวน

ผลการวิิเคราะห์์ที่่�รายงานโดยห้้องปฏิิบััติิการที่่�เข้้าร่วม

u´(bias) = RMS'2   + u'(Cref)2)	bias สมการที่่� 11

u´(bias) คำนวณได้้จากสมการที่่� 11

RMS´bias = =       3406.61 = 10.16%
m 33

 ∑ (biasi')
2

สมการที่่� 12

หารด้้วยจำนวนผลการวิิเคราะห์์ของห้้องปฏิิบััติิการเอง 

นำจำนวนดัังกล่่าวมาคููณด้้วย factor 1.25 ตาม ISO 

13528:2022(20) ดัังสมการที่่�  13 แทนที่่�ด้้วยข้้อมููลจาก

ตารางที่่� 4

สมการที่่� 13u´(Cref) =
∑i

Qn
No.
m 33× ×1.25 = 1.25 = 5.90%155.65

u´(bias) =  RMS'bias + u'(Cref)2  =    10.162+ 5.902 = 11.75%2

Relative Standard Deviation (RSD) ของ 

% Recovery ของห้อ้งปฏิบิัตัิกิารโดยใช้ข้้อ้มููล QC 28 ค่า 

จากตารางที่่� 4 มีีค่่าเป็็น 11.17% ดัังนั้้�น u´(RSDwR) 

จึึงใช้้ค่่า 10.77%

  u´(bias)2 + u´(RSDwR)2  = 	u´= 11.752 + 11.172 = 16.2%

U´ = k × u´

U´ = 2 × 16.2 = 32.4%

ตารางที่่� 4  การคำนวณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััดโดยใช้้ PT Data 

No.
No.
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การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวิิเคราะห์์สารตกค้้างในผัักและผลไม้้ 	วี ีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์

∑(biasi')
2

m

∑ Qn

No.
	 =	 155.65	

 × 1.25	   =            5.90	

∑ Qn

No.
m

ในการรายงานค่่าความไม่่แน่่นอน เนื่่�องจากมีีการ 

กระจายตััวของผลการเข้้าร่วมการทดสอบความชำนาญ

ในช่่วงระยะเวลาหนึ่่�งมีีค่่าสูง ทำให้้ Expanded  

Uncertainty มีค่า่สูงู (U´ = 32.4%) ห่า่งจากค่า่ Default  

Uncertainty Value กำหนดโดย SANTE/11312/2021 

ที่่�  50% ไม่่มาก และสููงกว่่าค่่าที่่�ได้้จากการประมาณ 

ค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััดวิิธีี ISO GUM มาก แต่่

พบว่า่มีคี่า่ใกล้้เคียีงกัับวิิธีทีี่่�ใช้้ค่า่ QC ตัวอย่่างการรายงาน

ผลการตรวจวิิเคราะห์์ เช่่น พบ chlorpyrifos 0.05 mg/

kg  Expanded Uncertainty 32.4% = 0.05×32.4/ 

100 = 0.016 mg/kg จึึงรายงานว่่า พบ chlorpyrifos  

0.05±0.016 mg/kg (ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�นประมาณ 

95%, k = 2)

เมื่่�อกำหนดปริิมาณความเข้้มข้้นของสาร chlor-

pyrifos ตกค้้างในผัักและผลไม้้เป็็นที่่�ต้้องรายงานเป็็น 

0.05 mg/kg ค่า่ความไม่แ่น่น่อนที่่�คำนวณได้จ้ากแนวทาง

ต่า่งๆ ดังัแสดงในตารางที่่� 5 โดยแนวทางการประมาณค่า่

ความไม่่แน่่นอนในการศึึกษาครั้้�งนี้้�ทั้้�ง 3 แนวทาง ได้้แก่่ 

1) แนวทาง Bottom-up หรืือ ISO GUM, 2) แนวทาง  

Top-down โดยใช้ ้QC data และ 3)  แนวทาง   Top-down 

โดยใช้้ PT data ให้้ค่่า Expanded Uncertainty (U) 

ที่่�คำนวณได้้มีีค่่าเป็็น 8.0, 31.7 และ 32.4% ตามลำดัับ 

เมื่่�อนำปริิมาณความเข้้มข้้นที่่�กำหนด (0.05 mg/kg) 

ไปคำนวณโดยใช้ ้Horwitz’s equation จากสมการที่่� 14 

จะได้้ Expanded Uncertainty (U) สู ูงสุุดไม่่เกิิน 

RSD (%) ที่่� 33.2% และหากใช้้ Horwitz’s equation  

PT 

Round
m Pesticides

(mg/kg)

  

(mg/kg)

Bias'i 

(%)
(Bias'i)

2
Qn

(ratio)

No.

Results

Qn

FAPAS 
19341

peas with 
pods puree

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

cypermethrin
diazion
etofenprox
fenitrothion
fenvalerate
heptachlor
methidathion
monocrotophos
pyrimethanil
triadimenol
trifloxystrobin

0.1200
0.0317
0.0646
0.0513
0.1160
0.0603
0.0577
0.0308
0.0481
0.1036
0.0472

0.1250
0.0344
0.0744
0.0506
0.1120
0.0519
0.0603
0.0273
0.0430
0.0951
0.0420

-4.00
-7.85
-13.17
1.38
3.57
16.18
-4.31
12.82
11.86
8.94
12.38

16.00
61.60
173.50
1.91
12.76
261.95
18.59
164.37
140.67
79.89
153.29

0.02740
0.00756
0.01640
0.01110
0.02470
0.01160
0.01330
0.00601
0.00945
0.02090
0.00925

21.92
21.98
22.04
21.94
22.05
22.35
22.06
22.01
21.98
21.98
22.02

20
22
21
16
18
16
17
19
22
21
21

4.472
4.690
4.583
4.000
4.243
4.000
4.123
4.359
4.690
4.583
4.583

4.901
4.685
4.810
5.484
5.198
5.588
5.349
5.051
4.685
4.796
4.806

FAPAS 
19313

cucumber 
puree

22
23
24
25

26
27
28
29
30
31
32
33

boscalid
buprofezin
chlorpyrifos
endosulfan-
sulfate
fenhexamid
fludloxonil
flusilazole
imazalil
methamidophos
oxamyl
profenofos
quinalphos

0.1194
0.1100
0.0322
0.0171

0.0735
0.0718
0.0706
0.0234
0.0632
0.1222
0.0378
0.0451

0.1190
0.1260
0.0309
0.0186

0.0679
0.0680
0.0662
0.0220
0.0692
0.1200
0.0344
0.0419

0.34
-12.70
4.21
-8.06

8.25
5.59
6.65
6.36
-8.67
1.83
9.88
7.64

0.11
161.25
17.70
65.04

68.02
31.23
44.18
40.50
75.18
3.36
97.69
58.33

0.02620
0.02740
0.00679
0.00408

0.01490
0.01500
0.01460
0.00485
0.01520
0.02630
0.00757
0.00922

22.02
21.75
21.97
21.94

21.94
22.06
22.05
22.05
21.97
21.92
22.01
22.00

69
69
70
62

64
65
68
65
52
64
68
63

8.307
8.307
8.367
7.874

8.000
8.062
8.246
8.062
7.211
8.000
8.246
7.937

2.651
2.618
2.626
2.786

2.743
2.736
2.674
2.734
3.046
2.740
2.669
2.772

∑(biasi')
2  

No of Results (m)
=
=

=

3406.16
33

10.16

ตารางที่่� 4  การคำนวณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััดโดยใช้้ PT Data (ต่่อ)

No.
No.

Qn

( )
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Estimation of Measurement Uncertainty in Pesticide Residues in Vegetables and Fruits	 Weerawut Wittayanan

modified Thompson ดัังสมการที่่� 15 และ 16 สำหรัับ 

ความเข้้มข้้นน้้อยกว่่า  0.12 mg/kg จะได้้ Expanded  

Uncertainty (U) สููงสุุดไม่่เกิิน RDS (%) ที่่� 44.0%  

RSD (%) = 2(1-0.5*log C)

RSD (%) = 0.02c0.8495 เมื่่�อ c ≥ 0.12 mg/kg 

RSD (%) = 0.22c เมื่่�อ c < 0.12 mg/kg

สมการที่่� 14

สมการที่่� 15

สมการที่่� 16

ตารางที่่� 5	ผลการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััดสาร chlorpyrifos ในผัักและผลไม้้ของแต่่ละแนวทาง 

วิิธีี u (%) U (%) การรายงานผล (mg/kg)

Bottom-up approach, ISO GUM(4)

Top-down approach, QC data(11)

Top-down approach, PT data(11)

Horwitz’s equation

Horwitz’s equation modified Thompson(19)

SANTE/11312/2021 (V2)

4.0

15.8

16.2

16.6

22.0

25.0

8.0

31.7

32.4

33.2

44.0

50.0

0.05±0.004

0.05±0.016

0.05±0.016

0.05±0.017

0.05±0.022

0.05±0.025

วิจารณ์

ความไม่่แน่่นอนของการวััด (Measurement 

Uncertainty) เป็็น “Nonnegative parameters” 

ที่่�แสดงถึึงการกระจายตััวของค่่าปริิมาณที่่�วัดได้้ โดย

เอกสารฉบัับแรกที่่�ระบุุแนวทางการประมาณค่่าดัังกล่่าว

คืือ Guide to the Expression of Uncertainty in  

Measurement หรืือ GUM ซึ่่�งตีีพิิมพ์์เมื่่�อ พ.ศ. 2536 

เอกสารนี้้�จััดทำขึ้้�นโดยความร่่วมมืือระหว่่างคณะทำงาน

จากหลายหน่ว่ยงาน เช่น่ The Bureau International des 

Poids et Mesures (BIPM), International 

Organization of Legal Metrology (OIML), 

International Electrotechnical Commission 

(IEC) และ International Organization for  

Standardization (ISO) ดำเนิินการโดยนัักฟิิสิิกส์์และ 

ใช้้แนวทางด้้านมาตรวิิทยาทางฟิิสิิกส์์ เป็็นคู่่�มือการ

คำนวณหาค่า่ความไม่แ่น่น่อนของการวัดัที่่�เป็น็ที่่�รู้้�จักัและ

นำไปประยุุกต์์ใช้้อย่่างแพร่่หลายมากที่่�สุุด เป็็นวิิธีีการที่่�

รวบรวมแหล่่งที่่�มาของความไม่่แน่่นอนทุุกแหล่่งที่่�ส่งผล 

อย่า่งไรก็ต็าม Expanded Uncertainty (U) ทั้้�ง 5 กรณีี

ข้า้งต้น้ ยังัคงมีคี่า่น้อ้ยกว่า่ default value ของสหภาพยุโุรป 

ที่่�กำหนดไว้้เป็็น 50%

กระทบถึึงปริมิาณค่่าที่่�วัดัได้ ้ค่า่ความไม่่แน่น่อนที่่�รายงาน

ควบคู่่�กับปริิมาณที่่�วัดได้้จะต้้องมีีการระบุุระดัับความ

เชื่่�อมั่่�นประกอบด้้วยเสมอ เนื่่�องจากความไม่่แน่่นอนนี้้� 

จะถููกนำไปใช้้งานในกรณีีต้อ้งมีกีารตัดัสินิกับัเกณฑ์ต่์่างๆ 

เช่่น ความสอดคล้้องกัับค่่ากำหนด ผ่ านหรืือไม่่ผ่่าน 

ยอมรับัหรือืปฏิเิสธ ซึ่่�งจะต้อ้งมีกีระบวนการตัดัสินิใจตาม 

Decision Rules ที่่� กำหนดไว้้ล่่วงหน้้าแล้้ว ค่ าความ 

ไม่่แน่่นอนขยาย (U) เป็็นช่่วงที่่�ใช้้ประกอบการตััดสิินใจ 

ได้้จากการคููณความไม่่แน่่นอนมาตรฐาน (uc) กั บค่่า

คงตััวค่่าหนึ่่�ง (k) ซึ่่�งเป็็นค่่าที่่�ถููกกำหนดตามระดัับความ

เชื่่�อมั่่�น โดยทั่่�วไปจะเลืือกใช้้ระดัับความเชื่่�อมั่่�นที่่�  95% 

ค่่า k = 1.96 หรืือเพื่่�อความสะดวกมัักใช้้ k = 2 ในการ

คำนวณ ต่ ่อมาในปีี พ.ศ. 2550 หน่่วยงาน Eurolab 

ได้้ออกเอกสาร Technical Report 1/2007(6) ระบุุ

วิิธีีการในการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนเพิ่่�มเติิมจาก

แนวทางเดิิม ได้้แก่่ Single Laboratory Validation 

(including quality control), Interlaboratory 

Comparisons และ External Quality Assessment 



363วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 67 ฉบับที่ 2 เมษายน  - มิถุนายน 2568

การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวิิเคราะห์์สารตกค้้างในผัักและผลไม้้ 	วี ีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์

(EQA) หรืือ Proficiency Testing (PT) ซึ่่�ง 2 วิิธีีนี้้� 

เป็็นแนวทางที่่�แตกต่่างจาก GUM โดย Dybkaer(21) 

ซึ่่�งเป็็นผู้้�ดำรงตำแหน่่งประธานคณะกรรมการบริิหาร

ของ The International Federation of Clinical 

Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) 

ในขณะนั้้�นได้ใ้ห้ค้วามเห็น็ไว้ว่้่า แนวทางของ Eurolab นี้้� 

เป็น็การทำให้้วิธิีกีารของ GUM ที่่�ยุ่่�งยากซัับซ้อ้น มีขั้้�นตอน 

การดำเนิินงานมากและใช้้เวลานาน กลายเป็็นวิิธีีการ 

ที่่�ง่่ายขึ้้�น สามารถนำไปใช้้งานได้้จริิงในการวิิเคราะห์์ 

ทางเคมีีโดยไม่่ต้้องใช้้ทรััพยากรที่่�สิ้้�นเปลืือง นอกจากนั้้�น 

การประยุุกต์์ ใช้้ วิิธีีของ GUM อาจไม่่เหมาะสม 

กัับการวิิเคราะห์์ทางเคมีี Eurachem(4) จึึงเสนอแนวทาง 

ที่่�จำเพาะสำหรัับการวิิเคราะห์์ทางเคมีีซึ่่�งมีีการพิิจารณา

และคำนึึงถึึงปััจจััยต่่างๆ ในห้้องปฏิิบััติิการที่่�ทำให้้เกิิด

ความไม่่แน่่นอนขึ้้�น แนวทางนี้้�ให้้ข้้อมููลประกอบการ

คำนวณที่่�ดีกว่่าและครอบคลุุมปััจจััยต่่างๆ มากกว่่าวิธีเีดิิม

แนวทางการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของ

การวััดที่่�ใช้้ข้้อมููลการควบคุุมคุุณภาพภายใน (IQC) 

เป็็นแนวทางที่่�มุ่่�งเน้้นปััจจััยหลัักที่่�สำคััญที่่�สุด คื ือ ความ 

เบี่่�ยงเบนจากค่า่จริงิ (Bias) และความเที่่�ยง (Precision) 

ในการศึึกษาครั้้�งนี้้�ใช้้ข้้อมููลจากการควบคุุมคุุณภาพ

การวิิเคราะห์์โดยการศึึกษา  Recovery จาก Spiked 

samples ในตััวอย่่างที่่�มีความหลากหลาย เป็น็ตััวอย่่างที่่�

เป็น็ตัวัแทนตััวอย่า่งจริิงที่่�ห้อ้งปฏิิบัตัิกิารได้้รับั ทำการรวม

รวมข้อ้มูลูในช่ว่งระยะเวลาหนึ่่�ง ทำให้ไ้ด้ข้้อ้มููลที่่�ใกล้เ้คียีง

กัับการทำงานในชีีวิิตจริิงมากที่่�สุด ทั้้� งนี้้�มีการพิิจารณา

จาก Bias แต่่เป็็นที่่�ทราบว่่าห้้องปฏิิบััติิการวิิเคราะห์์

สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชไม่่สามารถศึึกษาตััวอย่่างที่่�

เป็็น CRM ที่่�มีีค่่าจริิงประกอบกัับค่่าความไม่่แน่่นอนได้้ 

จึงึปรัับเปลี่่�ยนไปใช้ค้่า่ปริมิาณที่่�เติมิในตัวัอย่า่ง (Spiked 

concentration) แทนค่่าอ้้างอิิง แต่่ต้้องตระหนัักว่่าการ

ใช้้ข้้อมููล QC นี้้�  อาจจะได้้ค่่าความไม่่แน่่นอนที่่�น้้อยกว่่า

ความเป็็นจริิงเล็็กน้้อย เนื่่�องจากข้้อมููล Recovery ที่่�นำมา 

คำนวณล้้วนแล้้วแต่่มีีค่่าที่่�ผ่่านเกณฑ์์ยอมรัับที่่�ร้้อยละ 

70-120 ตามเอกสารอ้้างอิิงทั้้�งสิ้้�น หากมีีการทดสอบ 

Recovery แล้้วให้้ค่่าที่่�ไม่่สอดคล้้องกัับเกณฑ์์ดัังกล่่าว 

ห้อ้งปฏิบัิัติกิารไม่่สามารถรายงานผลการวิเิคราะห์ไ์ด้ ้และ

ต้้องทำการวิิเคราะห์์ใหม่่ซ้้ำ เมื่่�อได้้ผลการทดสอบใหม่่

ที่่�มีีผลการประกัันคุุณภาพผลการวิิเคราะห์์ที่่�ผ่่านเกณฑ์์

ยอมรับัจึงึจะสามารถนำมาใช้ใ้นการคำนวณได้ ้ในบางกรณีี 

ห้้องปฏิิบััติิการไม่่สามารถนำหรืือมีีข้้อมููล QC ในช่่วง

ระยะเวลาที่่�เหมาะสมมาใช้้ในการคำนวณ สามารถใช้้

ข้้อมููลการทดสอบความแม่่นและความเที่่�ยงจากการ

ทดสอบความใช้้ได้้ของวิิธีีก่่อนการเปิิดให้้บริิการได้้ แต่่

การทดสอบลัักษณะนี้้�ใช้้ช่่วงเวลาสั้้�นกว่่าข้้อมููล QC และ

อาจไม่่ครอบคลุุมชนิิดตััวอย่่างในการวิิเคราะห์์ ค่ ่าความ

ไม่แ่น่น่อนที่่�ประมาณได้จ้ะมีกีารกระจายที่่�แคบกว่า่ความ

เป็็นจริิงได้้

แนวทางการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของ 

การวััดที่่�ใช้้ข้้อมููลการเข้้าร่่วมทดสอบความชำนาญ(22) 

ซึ่่� ง เ ป็็นการเปรีียบเทีียบผลการวิิ เคราะห์์กัับกลุ่่�ม 

ห้้องปฏิิบััติิการหนึ่่� งๆ เป็็นอีีกแนวทางหนึ่่� งในวิิธีี 

Top-down เป็็นการคำนวณทำนองเดีียวกัันกัับการใช้้

ข้อ้มูลู QC โดยพิจิารณาเฉพาะ Bias และ Precision ส่ว่น

ที่่�แตกต่่างจากแบบแรกคืือการใช้้ค่า่อ้า้งอิิงจาก assigned 

value ( ) และ standard deviation for proficiency 

assessment ( ) ค่ าดังกล่่าวอาจไม่่ใช่่ค่่าจริิงตาม

แนวทางของมาตรวิทิยา และบางครั้้�งไม่ส่ามารถสอบกลับั

ไปยังั SI unit ได้ ้แต่เ่ป็น็ค่า่ที่่�มีกีารยอมรับักันัว่า่สามารถ

ใช้้เป็็นค่่าอ้้างอิิงได้้ เช่่น การใช้้ Concensus value หรืือ

ค่่าพ้้องที่่�มาจากสมาชิิก เช่่น Algorithm A, Median 

หรือืมาจากการคำนวณเชิงิสถิติิอิื่่�นๆ น้อยครั้้�งที่่�ผู้้�จัดัแผน 

PT ในรายการการทดสอบสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืช 

ในผัักและผลไม้้จะใช้้  Reference value จาก 

ห้้องปฏิิบััติิการเดีียว ซึ่่� งจะจััดในกรณีีมีีวััตถุุประสงค์์ 

เฉพาะเท่่านั้้�น แนวทางนี้้�เป็็นการบ่่งบอกว่่าค่าที่่�ทดสอบ

ได้้จากห้้องปฏิิบััติิการมีีการกระจายตััวรอบค่่าอ้้างอิิง 

มากน้อ้ยเพียีงใด ผลการประมาณค่า่ความไม่่แน่น่อนของ

แนวทาง Top-down ทั้้�ง 2 วิิธีี ได้้แก่่ ข้้อมููล QC และ

ข้อ้มูลู PT ให้ผ้ลที่่�สอดคล้อ้งใกล้เ้คียีงกันั U = 31.7% และ 

32.4% ตามลำดับั แสดงถึงึการประมาณค่า่ความไม่แ่น่น่อน 

ที่่�สมเหตุุสมผลและสะท้้อนความไม่่แน่่นอนที่่�แท้้จริิง 

ของห้้องปฏิิบััติิการ 

เมื่่�อพิิจารณาค่่าความไม่่แน่่นอนที่่�ได้้จากแนวทาง

ต่่างๆ ดั ังแสดงในตารางที่่�   5 หากคำนึึงถึึงเกณฑ์์ 

ความสมเหตุุสมผลที่่�ห้องปฏิิบััติิการวิิเคราะห์์สารเคมีี
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Estimation of Measurement Uncertainty in Pesticide Residues in Vegetables and Fruits	 Weerawut Wittayanan

ป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชใช้้โดยทั่่�วไป คืือ ร้้อยละ 50.0 ตาม 

SANTE Guideline ค่ าที่่�คำนวณได้้มีีความสมเหตุุ 

สมผลและสามารถใช้ส้ำหรับัการรายงานผลได้ ้ในทำนอง

เดีียวกัันเมื่่�อใช้้เกณฑ์์จาก Horwitz’s equation และ 

Horwitz’s Equation Modified Thompson ที่่�มีีการ

ปรัับสมการให้้ใช้้งานง่่ายขึ้้�นได้้ค่่าที่่�  33.2 และ 44.0% 

ตามลำดัับ ผลการคำนวณยัังคงมีีความสมเหตุุสมผล 

เช่น่เดียีวกันั โดยมีขี้อ้สังัเกตว่า่ค่า่ที่่�ได้จ้ากวิธิี ีISO GUM 

มีคี่า่น้อ้ยมาก และอาจน้อ้ยกว่า่ความเป็น็จริงิเมื่่�อพิจิารณา

จากพฤติิกรรมธรรมชาติการวิิเคราะห์์ที่่�ระดัับต่่ำในชนิิด

ตััวอย่่างที่่�หลากหลาย และอาจไม่่เหมาะสมต่่อการนำไป

ใช้ต้ัดัสินิผล การที่่�วิธีนีี้้�ให้้ค่า่ความไม่่แน่่นอนน้้อยเกิิดจาก

การนำค่่า Method Precision ซึ่่� งโดยปกติิแล้้วจะเป็็น

สััดส่่วนที่่�มากที่่�สุุดเมื่่�อเทีียบกัับปััจจััยอื่่�น ค่่านี้้�มาจากการ

ทำการทดสอบความใช้ไ้ด้ข้องวิธิีใีนช่่วงเวลาสั้้�นๆ ในชนิิด 

ตััวอย่่างเพีียงชนิิดเดีียว ค่ ่าที่่�ใช้้คำนวณจึึงน้้อยเกิินไป 

และอาจไม่่เหมาะสม

ผลการศึึกษาครั้้� งนี้้� แสดงให้้ เห็็นว่่ าสำหรัับ 

การวิิเคราะห์์สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชตกค้้างในผััก

และผลไม้้ แนวทางที่่�ใช้้ประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของ

การวััดแบบ ISO GUM หรืือแนวทาง Bottom-up 

เหมาะสมกัับวิิธีีวิิเคราะห์์ที่่�พััฒนาขึ้้�นใหม่่ และเป็็นการ

วิิเคราะห์์แบบสารเดี่่�ยว (Single-residue Analysis) 

เท่่านั้้�น แต่่ไม่่เหมาะสมที่่�จะนำมาใช้้สำหรัับการวิิเคราะห์์

แบบ Multi-residue Analysis เนื่่�องจากมีีความ

ยุ่่�งยากซัับซ้้อน มี ีค่่าใช้้จ่่ายสููง ใช้้ทรััพยากรมาก และ 

ที่่�ยิ่่�งไปกว่่านั้้�นแนวทางนี้้�จะทำให้้การประมาณค่่าความ 

ไม่่แน่่นอนมีีความผิิดพลาดไม่่สะท้้อนความเป็็นจริิง 

เพราะมิิได้้นำแหล่่งที่่�มาทั้้�งหมดมาพิจารณา ด้ วยเหตุุผล 

ดังักล่า่วการใช้ว้ิธิีทีางเลือืกใหม่ต่ามแนวทาง Top-down 

ทั้้�งโดยการใช้้ QC data และ ใช้้ PT data จึ ึงเป็็น

วิิธีีที่่�เหมาะสมต่่อการนำไปประยุุกต์์ใช้้ โดยมีีข้้อมููล

เชิิงวิิชาการสนัับสนุุนเพีียงพอและให้้ค่่าที่่�ใกล้้เคีียงกัับ 

ความเป็น็จริงิมากกว่า่ อย่า่งไรก็ต็ามแนวทางการประมาณ

ค่่าความไม่่แน่่นอนที่่�แต่่ละห้้องปฏิิบััติิการเลืือกใช้้ 

ขึ้้�นอยู่่�กัับวััตถุุประสงค์์การใช้้งานและข้้อจำกััด 

แนวทางการเลืือกใช้้วิิธีีในการประมาณค่่าความ 

ไม่แ่น่น่อน ดังัแสดงในภาพที่่� 5 โดยมีคีวามน่า่เชื่่�อถือืของ

ผลการประมาณค่่าความไม่่แน่น่อนแตกต่่างกัันตามข้้อมูลู

ที่่�นำมาประกอบการคำนวณ หากเป็น็วิธิีทีี่่�พัฒันาขึ้้�นมาใหม่่ 

และยัังไม่่มีีผลการควบคุุมคุุณภาพภายใน หรืือผลการ 

เข้้าร่วมทดสอบความชำนาญในช่่วงระยะเวลาที่่�เพีียงพอ 

หรือืเป็็นวิิธีวิีิเคราะห์์สารเดี่่�ยว Single-residue Analysis 

ทั้้�งสองกรณีีนี้้�จำเป็็นต้้องใช้้วิิธีีของ ISO GUM เป็็นการ

ประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนเบื้้�องต้้นแต่่จะสะท้้อน 

ความเป็็นจริิงน้้อยที่่�สุุด เมื่่�อวิิธีีมีีผลการทดสอบความ

ใช้้ได้้ของวิิธีีในช่่วงระยะเวลาที่่�เพีียงพอหรืือที่่�เรีียกว่่า 

On-going Validation สามารถนำค่่าความเที่่�ยงชนิิด 

Intermediate Precision มาคำนวณค่่าความไม่แ่น่น่อน

ตามวิิธีี Top-down ได้้ และเมื่่�อใช้้วิิธีีในการวิิเคราะห์์ 

ในงานประจำโดยมีีการเก็็บข้้อมููลการควบคุุมคุุณภาพ

ภายในในตััวอย่่างที่่�หลากหลาย จะได้้ค่่าความไม่่แน่่นอน

ที่่�มาจากตััวอย่่างต่่างชนิิดกัันเพิ่่�มขึ้้�น ทำให้้มีีความน่่าเชื่่�อถืือ 

เพิ่่�มขึ้้�นด้้วย สำหรัับการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอน

ที่่�รวบรวมข้้อมููลได้้ครอบคลุุมทุุกปััจจััยและครบถ้้วน

มากที่่�สุุด คื อ แนวทาง Top-down ที่่�ใช้้ข้้อมููลจากการ 

เข้้าร่วมทดสอบความชำนาญ เพราะนอกจากข้้อมููลที่่�ได้้

จากภายในห้อ้งปฏิบิัตัิกิารเองแล้ว้ ยังัมีกีารเปรียีบเทียีบผล 

การทดสอบกัับห้้องปฏิิบััติิการอื่่�นสะท้้อน Reproduci- 

bility ของวิิธีีได้้อีีกด้้วย ซึ่่�งวิิธีีที่่�นำเสนอเป็็นวิิธีีทางเลืือก

ทั้้�ง 2 วิ ิธีีนี้้�ครอบคลุุมความไม่่แน่่นอนทั้้�ง 2 ประเภท 

ทั้้�งความไม่่แน่่นอน Type A ที่่� สามารถประมาณค่่า

ได้้โดยวิิธีีทางสถิิติิหรืือการทำซ้้ำ และความไม่่แน่่นอน 

Type B ที่่� แสดงถึึงการสอบกลัับได้้ทางมาตรวิิทยา 

ผ่่านการใช้้วััสดุุอ้้างอิิงรัับรอง อย่่างไรก็็ตามในการ

ศึึกษาครั้้�งที่่�ไม่่ได้้คิิดรวมค่่าความไม่่แน่่นอนที่่�มาจาก 

การชัักตััวอย่่าง (Sampling) ก่ ่อนที่่�ตััวอย่่างจะถููกส่่ง

เข้้าห้องปฏิิบััติิการ เมื่่�อนำผลการวิิเคราะห์์ที่่�มีค่่าความ

ไม่่แน่่นอนไปใช้้ในการตััดสิินความสอดคล้้องกัับเกณฑ์์

มาตรฐานต่่างๆ ต้ องพิิจารณาอย่่างระมััดระวััง เพราะ 

อาจมีีผลกระทบต่่อผู้้�มีีส่่วนได้้ส่่วนเสีียที่่�เกี่่�ยวข้้องได้้
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การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวิิเคราะห์์สารตกค้้างในผัักและผลไม้้ 	วี ีรวุุฒิิ วิิทยานัันท์์

ภาพที่่� 5 แผนภููมิิ (Flow chart) สำหรัับการเลืือกใช้้แนวทางในการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนวิิธีีต่่างๆ

สรุป

การศึึกษาการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของ 

การวััด/การวิิเคราะห์์สารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชในผััก

และผลไม้ ้พบค่า่ความไม่แ่น่น่อนขยายสัมัพัทัธ์ ์(Relative 

Expanded Uncertainty) ที่่�ได้้จากการคำนวณ 3 วิิธีี 

ได้แ้ก่ ่1) วิธี ีISO GUM 2) วิธี ีTop-down ที่่�ใช้ ้QC data 

และ 3) วิิธีี Top-down ที่่�ใช้้ข้้อมููล PT data มีีค่่าเป็็น 

ร้้อยละ 8.0, 31.7 และ 32.4 ตามลำดัับ เมื่่�อเปรีียบเทีียบ 

กัับค่่าอ้้างอิิงแนะนำตามที่่�หน่่วยงานระหว่่างประเทศ

กำหนดที่่�ไม่่เกิินร้้อยละ 50 พบว่่าการคำนวณทั้้�ง 3 วิ ธีี 

ให้้ค่่าน้้อยกว่่าและสอดคล้้องกัับค่่ากำหนด ทั้้�  งนี้้�

วิิธีี ISO GUM ให้้ค่่าน้้อยที่่�สุุดและแตกต่่างจากวิิธีี  

Top-down ทั้้� ง 2 วิ ธีี ซึ่่� งมีีค่่าที่่�ใกล้้เคีียงกัันมาก หาก

พิิจารณาความสมเหตุุสมผลแล้้วการรายงานค่่าความ 

ไม่่แน่่นอนที่่�น้อยกว่่าร้้อยละ 10 เป็็นค่่าที่่�น้้อยเกิินไป 

ดัังนั้้�นวิิธีีที่่� เหมาะสมสำหรัับการรายงานค่่าความ 

ไม่แ่น่น่อนของการวิเิคราะห์ส์ารเคมีปี้อ้งกันักำจัดัศัตัรูพูืชื

ในผัักและผลไม้้ คืือ วิิธีีตามแนวทาง Top-down ซึ่่�งเป็็น

วิิธีีทางเลืือกใหม่่ทั้้�งสองวิิธีี และสามารถนำทั้้�งสองวิิธีีไป

ประยุุกต์์ใช้้ในห้้องปฏิิบััติิการได้้

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุุณ นางวิิชาดา  จงมีีวาสนา ผู้้� อำนวยการ

สำนักัคุณุภาพและความปลอดภััยอาหาร กรมวิิทยาศาสตร์์

การแพทย์์ สำหรัับการให้้คำปรึึกษาในการเลืือกใช้้ค่่า

ต่่างๆ ประกอบการคำนวณและการจััดทำต้้นฉบัับ 
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Estimation of Measurement Uncertainty in Pesticide Residues in Vegetables and Fruits	 Weerawut Wittayanan

Weerawut Wittayanan
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

Alternatives in Estimation of Measurement 
Uncertainty in Analysis of Pesticide 

Residues in Vegetables and Fruits

ABSTRACT  It is a requirement under ISO/IEC 17025:2017 that laboratories can assess the measurement 
uncertainty associated with analytical results. Estimating measurement uncertainty (MU) is necessary 
in pesticide residue analysis to comply with relevant regulations. In this study, three calculation methods 
in MU estimation were examined. The conventional bottom-up method for MU estimation using the ISO 
GUM approach was compared with two alternative top-down methods, including the estimation of MU 
based on intra-laboratory quality control (QC) data and proficiency testing (PT) data. The aim was to 
determine the method of choice for the estimation of MU in routine reports. The first typical method of 
MU by the ISO GUM was the conventional method. On the other hand, two alternative top-down methods  
were used: one using the QC data of 28 spiked samples collected for two years, and the other using  
the 3-round PT data collected from 33 data points. The results showed the relative expanded uncertainty 
of the conventional ISO-GUM method and two alternative methods based on QC data and PT data 
were 8.0, 31.7, and 32.4%, respectively. By comparing with the 50% default value used by international  
regulatory authorities, all approaches met the requirements to demonstrate that the laboratory’s MU  
did not exceed this value. However, the minimum value obtained from the ISO GUM was different 
from the two alternative top-down methods, which were comparable. The top-down methods were more  
appropriate and suitable alternatives for estimating measurement uncertainties.
  
Keywords:	Pesticide residues, Vegetables and Fruits, Measurement Uncertainty, Top-down approach,  
	 Bottom-up approach
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อรรถพล ยงวิิกุุล1,2  วิิราภา เสนารัักษ์์3  และ สััญญา เรืืองสิิทธิ์์�1
1แผนกศััลยกรรมช่่องปากและแม็็กซิิลโลเฟเชีียล คณะทัันตแพทยศาสตร์์ มหาวิิทยาลััยกรุุงเทพธนบุุรีี กรุุงเทพมหานคร 10170
2แผนกศััลยกรรมช่่องปากและแม็็กซิิลโลเฟเชีียล โรงพยาบาลศััลยกรรมมาสเตอร์์พีีซ กรุุงเทพมหานคร 10300 
3แผนกจัักษุุวิิทยา โรงพยาบาลศรีีสะเกษ กระทรวงสาธารณสุุข อำเภอเมืือง ศรีีสะเกษ 33000

โคนบีมซีที: ประโยชน์ที่ได้รับกับโอกาสเกิดโรคมะเร็ง
ในยุคทันตกรรมดิจิตอล

บทคัดย่อ  ในยุคทันตกรรมดิจิตอลการตรวจช่องปากด้วยเครื่องถ่ายภาพโคนบีมซีที (CBCT) เป็นอุปกรณ์ที่ถูกใช้อย่าง 
แพรห่ลายและมรีาคายอ่มเยามากขึน้ เป็นหนึง่ในวธิกีารตรวจทีเ่ป็นมาตรฐานของการวนิจิฉยั การรักษา จนถงึการตดิตามอาการ 
อย่างไรก็ตามหากไม่มีการควบคุมการใช้งาน และการเรียนรู้ถึงผลกระทบของการใช้งานเกินขอบเขตหรือเกินความจำ�เป็น  
ย่อมทำ�ให้เกิดผลเสียต่อผู้ป่วยได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในแง่ของการเพิ่มความเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็ง บทความนี้จึงรวบรวม
ข้อมูลตั้งแต่ความรู้เบื้องต้นเกี่ยวกับรังสีและผลของร่างกายต่อการรับรังสีเอ็กซ์ วิธีการวัดค่ารังสี การป้องกันรังสีไม่ให้รับเกิน
ความจำ�เป็น แต่ยังเพียงพอต่อการวินิจฉัยและสมเหตุสมผล รวมไปถึงการควบคุมปริมาณรังสี โดยเลือกค่าพารามิเตอร์ตาม
แตล่ะสถานการณ ์ไมค่วรใชค้า่เดียวในทกุสถานการณ ์โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในเดก็และสตรทีีม่โีอกาสสะสมรงัสมีากกว่า โดยยึดหลัก 
3 ประการของการสัมผัสรังสี จากคณะกรรมาธิการระหว่างประเทศด้านการป้องกันรังสี รวมทั้งมีการอธิบายทำ�ความเข้าใจ 
แก่ผู้ป่วยถึงโอกาสการเกิดมะเร็งจากรังสีวินิจฉัยแม้จะน้อยมากก็ตาม และการขอความยินยอมทุกครั้งก่อนผู้ป่วยจะสัมผัสรังสี 

คำ�สำ�คัญ: โคนบีมซีที, รังสีวินิจฉัย, ทันตกรรมดิจิตอล, มะเร็งศีรษะและลำ�คอ 
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Cone Beam Computed Tomography and Cancer Risks	 Atapol Yongvikul et al.

บทนำ�

หมุุดหมายหนึ่่�งของการพััฒนาด้้านทัันตกรรม คืือ 

การตรวจเอกซเรย์์คอมพิิวเตอร์์แบบรัังสีีรููปกรวยหรืือ 

โคนบีีมซีีทีี (Cone Beam Computed Tomography: 

CBCT) โดยเป็็นการสร้้างภาพสามมิิติขิองโครงสร้้างทาง

กายวิภิาคที่่�มีคีวามละเอียีดสูงู โดยมีคีวามแม่น่ยำมากขึ้้�น

และมีกีารใช้ร้ังัสีนี้อ้ยกว่า่การตรวจเอกซเรย์ค์อมพิวิเตอร์์

ทางการแพทย์์ (Multi-slice Computed Tomography: 

MSCT) โคนบีีมซีีทีีพััฒนาในช่่วงทศวรรษที่่� 1990 เพื่่�อ

แก้้ไขข้้อจำกััดของการถ่่ายภาพรัังสีีสองมิิติิแบบเดิิมที่่�ใช้้

ในทัันตกรรม ความสามารถในการเห็็นโครงสร้้างจาก

มุุมต่่างๆ และการสร้้างภาพสามมิิติิทำให้้ โคนบีีมซีีทีีเป็็น

เครื่่�องมืือสำคััญในการวิินิิจฉััยและการวางแผนการรัักษา

ที่่�มีีความซัับซ้้อนมากขึ้้�น(1–3) เทคโนโลยีีของโคนบีีมซีีทีี 

ใช้ล้ำแสงเอกซเรย์์แบบกรวย  ซึ่่�งจับัภาพหลายภาพรอบๆ 

ผู้้�ป่่วย ภาพเหล่่านี้้�ถูกประมวลผลเพื่่�อสร้้างข้้อมููล 

เชิิงปริิมาตร สร้้างภาพสามมิิติิที่่�มีความละเอีียดสููงใน

บริเิวณฟััน กระดูกูขากรรไกร และเนื้้�อเยื่่�อโดยรอบ แตกต่า่ง 

จากการตรวจเอกซเรย์์คอมพิิวเตอร์์ทางการแพทย์์ ซึ่่�งใช้้

ลำแสงรููปพััด (Fan Beam) และปริิมาณรัังสีีที่่�สููงกว่่า 

ทำให้้เป็็นตััวเลืือกที่่�ปลอดภััยมากขึ้้�น(2,4)

การใช้้ในระยะแรกเน้้นไปที่่�กรณีีทางทัันตกรรมที่่�

ซัับซ้้อน ซึ่่� งวิิธีีการถ่่ายภาพแบบสองมิิติิไม่่เพีียงพอ แต่่

เมื่่�อเวลาผ่่านไปการประยุุกต์์ใช้้โคนบีีมซีีทีีได้้ขยายไป

ยัังขั้้�นตอนทางทัันตกรรมทั่่�วๆ ไป เช่่น การฝัังรากเทีียม 

การรัักษาคลองรากฟััน การผ่่าตััดช่่องปากและใบหน้้า 

และการประเมิินข้้อต่่อขากรรไกร ความสามารถของ 

โคนบีีมซีีทีีในการวััดขนาดของกระดููกอย่่างแม่่นยำ 

การประเมิินสภาวะทางพยาธิิวิิทยา และการประเมิิน

ความสััมพัันธ์์กัับอวััยวะข้้างเคีียงทำให้้โคนบีีมซีีทีีเป็็น

เครื่่�องมืือที่่�ขาดไม่่ได้้ในยุุคทัันตกรรมดิิจิิตอล(1,5,6)

ในทางศััลยกรรมช่่องปาก โคนบีีมซีีทีีช่่วยให้้แพทย์์

ประเมิินปริิมาณและคุุณภาพของกระดููกในตำแหน่่งที่่�

จะปลููกถ่่าย ประเมิินจุุดสำคััญทางกายวิิภาค เช่่น เส้้น

ประสาทขากรรไกรล่า่ง และเพิ่่�มประสิทิธิภิาพในการเลือืก

วางตำแหน่่งรากฟัันเทีียม(7) แพทย์์จััดฟัันใช้้โคนบีีมซีีทีี 

ในการดููตำแหน่่งรากฟััน ประเมิินทางเดิินหายใจ และ

ความเสี่่�ยงการอุุดกั้้�นทางเดิินหายใจ และประเมิินความ

สััมพัันธ์์ของขากรรไกรบนล่่าง หรืืออาจสร้้างแบบจำลอง

สามมิิติิในการผ่่าตััดขากรรไกร ทำให้้แผนการรัักษามีี

ความแม่่นยำมากขึ้้�น(8) ในงานที่่�มีีความละเอีียดขึ้้�น เช่่น 

การรัักษาคลองรากฟััน โคนบีีมซีีทีีมีีประโยชน์์ในการระบุุ

ตำแหน่่งรอยแตกของรากฟััน โครงสร้้างคลองรากฟัันที่่�

ซับัซ้อ้น และรอยโรคที่่�ปลายรากฟันัที่่�ไม่่สามารถมองเห็น็

ได้้ในภาพถ่่ายสองมิิติิปกติิ(9)

แนวโน้้มการปรัับเข้้าสู่่�ยุุคทัันตกรรมดิิจิิตอลใน

ปัจัจุบุันั ระบบโคนบีมีซีทีีเีข้า้ถึึงได้ง้่า่ยและมีรีาคาย่อ่มเยา

มากขึ้้�น การใช้้โคนบีีมซีีทีีได้้แพร่่หลายในหลากสาขาของ

ทัันตกรรม เครื่่�องโคนบีีมซีีทีีสมััยใหม่่มีีขอบเขตภาพ 

(Field of View: FOV) ที่่� ปรัับแต่่งได้้ทำให้้แพทย์์

สามารถปรัับพื้้�นที่่�การถ่่ายภาพให้้ตรงกัับความต้้องการ 

ในการวิินิิจฉััยเฉพาะของผู้้�ป่่วย ทำให้้รัังสีีที่่�ผู้้�ป่่วย 

ได้้รัับเหมาะสมที่่�สุด(2,10) ประกอบกัับความก้้าวหน้้า 

อย่่างต่่อเนื่่�องในซอฟต์แวร์์และการประมวลผลภาพ 

ทำให้้โคนบีีมซีีทีีมีีประสิิทธิิภาพโดยเฉพาะความคมชััด

มากขึ้้�น ลดเวลาในการสแกน ในขณะเดียีวกันัก็็ลดปริมิาณ

รัังสีีที่่�ใช้้ให้้น้้อยลง(3,11) นำไปสู่่�การเพิ่่�มความแม่่นยำใน

การวิินิิจฉััย และนำไปสู่่�ผลลััพธ์์ของการรัักษาร่่วมกัับ

เพิ่่�มความสะดวกต่่อแพทย์์ จึ งกล่่าวได้้ว่่าภาพสามมิิติิที่่�

มีีความละเอีียดสููงของเครื่่�องมืือชนิิดนี้้�เป็็นหนึ่่�งในวิิธีีการ

ตรวจที่่�แทบจะเป็็นมาตรฐานของหลายๆ การวิินิิจฉััย 

การรัักษา จนถึึงการติิดตามอาการ(12) อย่่างไรก็็ตามด้้วย 

การใช้้งานที่่�แพร่่หลายหากไม่่ทราบถึึงผลข้้างเคีียง 

การใช้้งานเกิินความจำเป็็นอาจนำไปสู่่�ผลร้้ายตามมา 

บทความนี้้�เป็็นการสรุุปความเข้้าใจโดยสัังเขปเกี่่�ยวกัับ

การใช้้รัังสีีทางทัันตกรรม การแนะนำหลัักการประเมิิน 

และจััดการความเสี่่�ยงที่่� เกี่่�ยวข้้องกัับการได้้รัับรัังสีี 

โดยเฉพาะอย่่างยิ่่� งในแง่่ของความกัังวลเกี่่�ยวกัับ 

ปริิมาณรัังสีีสะสมและความเสี่่�ยงของโรคมะเร็็ง(1,13)

เพื่่�อให้้ผู้้� ใช้้งานที่่�มีอยู่่�อย่่างแพร่่หลายได้้ เข้้าใจถึึง 

ผลกระทบที่่�อาจเกิิดจากการใช้้รัังสีีเกิินความจำเป็็น

วิธีการสืบค้นข้อมูล

การสืืบค้้นงานวิิจััยที่่� เกี่่� ยวข้้องกัับภาพรัั งสีี 

โคนบีีมซีีทีีกัับการ เกิิดมะเร็็ ง  โดยใช้้ ฐานข้้อมููล 
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ระหว่่างปีี พ.ศ. 2540–2567 และข้้อมููลอ้้างอิิงที่่�เกี่่�ยวข้้อง 

มีีรายละเอีียดการกํําหนดคํําสํําคััญ (Keywords) ใน

การสืืบค้้นดัังนี้้� กรณีีเอกสารภาษาอัังกฤษใช้้คํํา Dental, 

Cone Beam Computed Tomography และ Cancer 

โดยกํําหนดแหล่่งสืืบค้้นข้้อมููลบทความจากฐานข้้อมููล
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คำแนะนำและข้้อกำหนดจากหน่่วยงานมาตรฐานที่่�

เกี่่�ยวข้้อง

ผล

รัังสีีก่่อไอออน 

รัังสีีก่่อไอออน (Ionizing radiation) คื อ 

รัังสีีหรืืออนุุภาคใดๆ ที่่� สามารถก่่อให้้เกิิดการแตกตััว

เป็็นไอออนได้้ทั้้�งโดยทางตรงหรืือทางอ้้อมในตััวกลางที่่�

ผ่่านไป เช่่น รัังสีีแอลฟา รัังสีีบีีตา รัังสีีแกมมา รัังสีีเอกซ์์ 

อนุุภาคนิิวตรอนอิิเล็็กตรอนที่่�มีีความเร็็วสููง โปรตอนที่่�มีี

ความเร็็วสููง รั ังสีีหรืืออนุุภาคเหล่่านี้้�อาจทำให้้เกิิดความ

เปลี่่�ยนแปลงต่่อเนื้้�อเยื่่�อของสิ่่�งมีีชีีวิิตได้้ โดยการทำลาย

พัันธะโควาเลนต์์ ซึ่่� งส่่งผลโดยตรงต่่อโครงสร้้างของ 

ดีีเอ็็นเอ โดยทำให้้เกิิดการสลายของดีีเอ็็นเอโดยเฉพาะ

อย่่างยิ่่�งการคลายเกลีียวของดีีเอ็็นเอ และมีีผลกระทบ 

อีกีทาง คือื การสร้า้งอนุมูุูลอิสิระของออกซิเิจน (Reactive 

Oxygen Species: ROS) ที่่� ทำให้้เกิิดการออกซิิไดซ์์ 

ของโปรตีีนและไขมััน รวมถึึงการทำลายดีีเอ็็นเอ 

การเปลี่่�ยนแปลงเหล่า่นี้้�ทั้้�งหมดร่ว่มกันัทำให้้เกิิดการตาย 

ของเซลล์์หรืือความล้้มเหลวในการแบ่่งตััวของเซลล์์ 

รัังสีีก่่อไอออนสามารถแบ่่งประเภทออกเป็็น นิ ิวตรอน 

(Neutrons) รังสีีแกมมา (Gamma rays) อนุุภาคอััลฟา 

(Alpha particles) อนุุภาคบีีตา (Beta particles) และ 

รัังสีีเอกซ์์ (X-rays) เซลล์์ที่่�อยู่่�ในสภาพสงบนิ่่�งและ 

แบ่่งตััวช้้า เช่่น เซลล์์ที่่�ประกอบขึ้้�นเป็็นระบบประสาท 

จะมีีความไวต่่อรัังสีีต่่ำกว่่า ในขณะที่่�เซลล์์ที่่�มีีอััตรา 

การแบ่่งตััวสููง เช่่น ไขกระดููก ผิ ิวหนััง และเซลล์์เยื่่�อบุุ 

ของระบบทางเดิินอาหาร จะมีคีวามไวต่่อรังัสีีมากกว่่า(14,15)

หน่่วยการวััดรัังสีีตามระบบสากล(16) ที่่� นำมาใช้้โดย 

คณะกรรมาธิิการระหว่่างประเทศด้้านป้้องกัันรัังสีี 

(International Commission on Radiological 

Protection: ICRP) คืือ เกรย์์ (Gray: Gy) ซึ่่� งเป็็น

หน่่วยวััดปริิมาณรัังสีีที่่�ถููกดููดกลืืนที่่�เนื้้�อเยื่่�อ 1 กิ ิโลกรััม 

ที่่�ดููดซัับได้้ และปริิมาณรัังสีีสมมููล (Equivalent Dose) 

มีีหน่่วยเป็็น ซีีเวิิร์์ต (Sievert: Sv)

ความเสี่่�ยงจากการได้้รัับรัังสีีต่่อการเกิิดโรคมะเร็็ง

เป็็นที่่�ทราบกัันดีีว่่ารัังสีีเอกซ์์เป็็นสาเหตุุของ 

โรคมะเร็ง็ หลักัฐานที่่�บ่ง่ชี้้�ว่า่รังัสีเีหล่า่นี้้�สามารถก่อ่ให้เ้กิดิ 

โรคมะเร็็งได้้มาจากแหล่่งข้้อมููลหลากหลาย รวมถึึง 

การศึึกษาเกี่่�ยวกัับผู้้�รอดชีีวิิตจากระเบิิดปรมาณููใน 

ประเทศญี่่�ปุ่่�น ผู้้�ที่่�ได้้รับัสัมัผัสัรังัสีจีากอุุบัตัิเิหตุุนิวิเคลีียร์-์ 

เชอร์โ์นบิลิ(17) ผู้้�ที่่�ได้ร้ับัการรักัษาโรคด้ว้ยรังัสีปีริมิาณสูงูทั้้�ง 

โรคมะเร็็งและโรคอื่่�นๆ(18) และคนงานที่่�สััมผััสกัับรัังสีี 

ในปริมิาณสูงูในที่่�ทำงาน เช่น่ คนงานในเหมือืงแร่ยู่เูรเนียีม 

การศึึกษาส่่วนใหญ่่เกี่่�ยวกัับรัังสีีและความเสี่่�ยงต่่อการ 

เกิิดโรคมะเร็็งมุ่่�งเน้้นไปที่่�ผู้้�ที่่�สััมผััสรัังสีีในปริิมาณสููง 

ในสถานการณ์์เหล่่านี้้�  ในส่่วนของการวััดความเสี่่�ยงที่่� 

เพิ่่�มขึ้้�นของมะเร็็งจากการได้้รัับรัังสีีในระดัับต่่ำกว่่านั้้�น 

ทำได้้ยากกว่่า การศึึกษาส่่วนใหญ่่ยัังไม่่สามารถตรวจพบ 

ความเสี่่�ยงที่่� เพิ่่�มขึ้้�นของโรคมะเร็็งในผู้้�ที่่�สัมผััสรัังสีี

เอกซ์์หรืือกััมมัันตรัังสีีในระดัับต่่ำได้้ ตั วอย่่างเช่่น 

ผู้้�คนที่่�อาศััยอยู่่�ในพื้้�นที่่�สููง ซึ่่� งได้้รัับรัังสีีตามธรรมชาติิ 

จากรัังสีีคอสมิิกมากกว่่าผู้้�ที่่�อาศััยอยู่่�ที่่�ระดัับน้้ำทะเล 

ไม่ไ่ด้ม้ีอีัตัราการเกิดิโรคมะเร็ง็ที่่�สูงูกว่า่ชัดัเจน อย่า่งไรก็ต็าม 

นัักวิิทยาศาสตร์์และหน่่วยงานกำกัับดููแลส่่วนใหญ่่ 

เห็็นพ้้องกัันว่่าการสััมผััสรัังสีีเอกซ์์ในปริิมาณเล็็กน้้อย 

ก็็สามารถเพิ่่�มความเสี่่�ยงต่่อการเกิิดมะเร็็งได้้ แม้้ว่่า 

ความเสี่่�ยงนั้้�นจะเพิ่่�มขึ้้�นเพีียงเล็็กน้้อยมากในภาพรวม 

ยิ่่�งปริิมาณรัังสีีที่่�ได้้รัับต่่ำความเสี่่�ยงที่่�เพิ่่�มขึ้้�นก็็ยิ่่�งน้้อยลง 

แต่่ทว่่าไม่่มีีระดัับการสััมผััสรัังสีีที่่�ถือว่่าปลอดภััย 

อย่่างสมบููรณ์์(17,18)

การศึึกษาความเสี่่�ยงจากการได้้รัับรัังสีีจากการ

ตรวจทางภาพถ่า่ยรังัสีทีางการแพทย์ ์อ้า้งอิงิจากความเสี่่�ยง 

จากการได้้รัับรัังสีีในปริิมาณที่่�ใกล้้ เคีียงกัันในการ

ศึึกษาผู้้�รอดชีีวิิตจากระเบิิดปรมาณูู จากการศึึกษานี้้� 

องค์์การอาหารและยาแห่่งสหรััฐอเมริิกา (US FDA) 

ประมาณการว่่าการได้้รัับรัังสีี 10 มิ ลลิิซีีเวิิร์์ต (mSv) 

จะเพิ่่�มความเสี่่� ยงต่่อการเสีียชีีวิิตจากโรคมะเร็็ ง 
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Cone Beam Computed Tomography and Cancer Risks	 Atapol Yongvikul et al.

ประมาณ 1 ใน 2,000(18,19) ขณะที่่�การศึึกษาความเสี่่�ยง

ต่่อโรคมะเร็็งจากการตรวจทางภาพถ่่ายรัังสีีนั้้�นทำได้้

ยาก เพราะการหาความเสี่่�ยงที่่�เพิ่่�มขึ้้�นเพีียงเล็็กน้้อย 

เช่่น 1 ใน 2,000 จำเป็็นต้้องศึึกษาจากผู้้�คนหลายหมื่่�น

หรืือหลายแสนคน และจำเป็็นต้้องรวบรวมข้้อมููลเกี่่�ยว

กัับการสััมผััสสารอื่่�นๆ ที่่� อาจส่่งผลต่่อความเสี่่�ยงต่่อ

โรคมะเร็็งด้้วย เพื่่�อให้้มั่่�นใจว่่าความเสี่่�ยงที่่�เพิ่่�มขึ้้�น

มาจากการสััมผััสรัังสีีจริิงๆ ไม่่ใช่่จากปััจจััยอื่่�น และ

เนื่่�องจากมะเร็็งที่่�เกิิดจากรัังสีีอาจใช้้เวลาหลายปีีในการ

พััฒนาของรอยโรค การศึึกษาจะต้้องติิดตามบุุคคล 

เป็น็เวลาหลายสิบิปี ีดังนั้้�นนักัวิทิยาศาสตร์อ์าจใช้ก้ารศึกึษา

ประเภทอื่่�นที่่�สามารถทำได้้เร็็วและใช้้ทรััพยากรน้้อยลง 

ตััวอย่่างเช่่น นั กวิิจััยอาจใช้้การศึึกษาแบบสอบถามเพื่่�อ

ค้้นหาสาเหตุุที่่�เป็็นไปได้้ของการเกิิดโรคมะเร็็ง โดย

เปรีียบเทีียบการสััมผััสรัังสีีในกลุ่่�มผู้้�ที่่�เป็็นโรคมะเร็็งกัับ 

ผู้้�ที่่�ไม่่เป็็น หรืือเปรีียบเทีียบผู้้�ที่่�เคยสััมผััสรัังสีีกัับผู้้�ที่่� 

ไม่่เคยสััมผััส อย่่างไรก็็ตามการศึึกษาเช่่นนี้้�ทำได้้ยาก 

สำหรัับการสััมผััสรัังสีีจากการตรวจทางภาพถ่่ายรัังสีี 

ทางการแพทย์์ เนื่่�องจากไม่่สามารถจดจำข้้อมููลเกี่่�ยวกัับ 

เหตุุการณ์์ที่่�เกิิดขึ้้�นเป็็นเวลานาน เช่่น การตรวจในวััยเด็็ก 

นอกจากนี้้�ผู้้�ที่่�เป็็นโรคมะเร็็งอาจมีีแนวโน้้มที่่�จะรายงาน

การสััมผััสที่่�พวกเขาคิิดว่่าอาจส่่งผลต่่อความเสี่่�ยง 

ต่่อการเกิิดมะเร็็งมากกว่่าผู้้�ที่่�ไม่่เป็็นมะเร็็ง ซึ่่� งอาจส่่งผล

ต่่อผลการศึึกษาจริิง(19–21)

โมเดลทางวิิทยาศาสตร์์ที่่�ใช้้ในการประมาณ 

ความเสี่่�ยงในการเกิิดโรคมะเร็็งจากการได้้รัับรัังสีี 

ก่อ่ไอออน คือื โมเดลเชิงิเส้น้แบบไม่ม่ีคี่า่เกณฑ์ ์(Linear 

No Threshold: LNT) โดยโมเดลนี้้�ตั้้�งสมมติิฐานว่่า 

การได้้รัับรัังสีีในปริิมาณใดก็็ตาม ไม่่ว่่าจะน้้อยเพีียงใด

ก็็ตาม ยั งคงมีีความเสี่่�ยงในการก่่อให้้เกิิดโรคมะเร็็งหรืือ

ความเสีียหายทางพัันธุุกรรม(22) คุุณลัักษณะสำคััญของ

โมเดลเชิิงเส้้นแบบไม่่มีีค่่าเกณฑ์์ ได้้แก่่ ความสััมพัันธ์์ 

เชิงิเส้น้ หมายถึงึความเสี่่�ยงในการเกิดิโรคมะเร็ง็จะเพิ่่�มขึ้้�น

ตามปริิมาณรัังสีีที่่�ได้ร้ับัเป็น็เส้น้ตรง ได้แ้ก่ ่หากเพิ่่�มปริมิาณ

รังัสีเีป็น็สองเท่่า ความเสี่่�ยงในการเกิดิโรคมะเร็ง็จะเพิ่่�มขึ้้�น 

เป็็นสองเท่่าด้้วย และส่่วนของการไม่่มีีค่่ า เกณฑ์ ์

(No Threshold) หมายถึึงไม่่มีีระดัับการได้้รัับรัังสีี

ที่่�ปลอดภััย การได้้รัับรัังสีีเพีียงเล็็กน้้อยก็็มีีโอกาสที่่�จะ

เพิ่่�มความเสี่่�ยงในการเกิิดมะเร็็งได้้ แม้้ว่่าที่่�ระดัับต่่ำมาก 

ความเสี่่�ยงจะมีีน้้อยมากก็็ตาม โมเดลนี้้�มักถููกใช้้โดย 

หน่ว่ยงานกำกัับดููแลในการกำหนดมาตรฐานและแนวทาง

ความปลอดภััยจากรัังสีี เพราะเชื่่�อว่่าการได้้รัับรัังสีีสะสม

ในปริมิาณน้อ้ยๆ ในระยะเวลานานสามารถเพิ่่�มความเสี่่�ยง

ในการเกิดิมะเร็ง็ได้ ้แม้ว้่า่โมเดลเชิงิเส้น้แบบไม่ม่ีคี่า่เกณฑ์์

จะเป็น็โมเดลที่่�นิยิม แต่ก่็ม็ีขี้อ้แย้ง้เกี่่�ยวกับัการใช้โ้มเดลนี้้� 

โดยความเสี่่�ยงอาจถููกประเมิินเกิินจริิงในกรณีีที่่�รับรัังสีี 

ในระดัับต่่ำมากๆ(22–24)

มีเีทคนิคิต่า่งๆ ที่่�ใช้ใ้นการประเมินิปริมิาณการรับั

รัังสีีเทคนิิคหนึ่่�ง คืือ การใช้้เครื่่�องวััดรัังสีี (Dosimeter) 

ใส่เ่ข้้าไปในหุ่่�นจำลอง เช่น่ เครื่่�องวััดรัังสีีแบบใช้้ความร้้อน 

(Thermoluminescent dosimeter)(25,26) และเครื่่�อง

วััดรัังสีีที่่�กระตุ้้�นด้้วยแสง (Optically stimulated  

luminescent dosimeter)(25,27) นอกจากนี้้�ยังมีีการใช้้

ฟิิล์์มรัังสีีโครมิิค (Radiochromic film)(28) และเครื่่�อง

วััดรัังสีีแบบใช้้ทรานซิิสเตอร์์สนามผลโลหะออกไซด์์  

(Metal-oxide semiconductor field-effect tran-

sistor dosimeter)(29) อย่า่งไรก็็ตามวิธิีเีหล่า่นี้้�ยังัมีหีลาย

ขั้้�นตอนในการเก็็บข้อ้มูลูและมีีกระบวนการที่่�ยุ่่�งยาก(30,31) 

อีีกวิิธีีการหนึ่่�ง คื ือ วิ ิธีีมอนติิคาร์์โล (Monte Carlo 

Method) ซึ่่� งเป็็นการจำลองด้้วยคอมพิิวเตอร์์เพื่่�อหา

ปริิมาณสภาพการได้้รัับรัังสีีสำหรัับเทคนิิคการถ่่ายภาพ

รัังสีีหลายรููปแบบ(32,33) โปรแกรมคอมพิิวเตอร์์ที่่�ใช้้วิิธีี

มอนติิคาร์์โล (PC-based Monte Carlo-Program 

for Calculation of Patient Doses in Medical 

X-ray Examinations: PCXMC) เป็็นแอปพลิิเคชััน

การจำลองมอนติิคาร์์โลที่่�พัฒนาขึ้้�นสำหรัับคอมพิิวเตอร์์

ส่่วนบุุคคลโดยหน่่วยงานความปลอดภััยด้้านรัังสีีและ

นิิวเคลีียร์์ในประเทศฟิินแลนด์์(34) หรืือมีีการติิดตั้้�ง

โปรแกรมเสริิม PCXMC Rotation ช่ วยให้้สามารถ

คำนวณปริิมาณรัังสีีได้้ในกรณีีที่่�ระบบเอกซเรย์์มีีจุุดหมุุน 

และรัังสีีถููกเล็็งไปยัังผู้้�ป่่วยจากทิิศทางต่่างๆ เพื่่�อให้้ 

แกนกลางของลำรัังสีีผ่่านจุุดอ้้างอิิงของโปรแกรม 

คอมพิิวเตอร์์ที่่�ใช้้วิธิีมีอนติิคาร์์โล PCXMC(35) การศึึกษา 

ข้้อมููลเกี่่�ยวกัับผลกระทบทางรัังสีีวิินิิจฉััยกัับการเกิิด 

โรคมะเร็็ง และการกลายพัันธุ์์�ทางพัันธุุกรรมมัักใช้้วิิธีีการ

ดัังกล่่าวในการศึึกษา โดยแสดงค่่าเป็็นความน่่าจะเป็็น 
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โคนบีีมซีีทีีกัับการเกิิดโรคมะเร็็ง	 อรรถพล ยงวิิกุุล และคณะ

ของผลกระทบต่่อความเสี่่�ยงในการเกิิดโรคมะเร็็งกัับ

สัดัส่่วนโดยตรงกับัปริมิาณรังัสีทีี่่�ได้ร้ับั ซึ่่�งสามารถคำนวณ

ปริิมาณรัังสีีที่่�ผู้้�ป่่วยได้้รัับในการตรวจโคนบีีมซีีทีีได้้

ปริิมาณรัังสีีกัับการถ่่ายภาพด้้วยโคนบีีมซีีทีี

ในแง่่ของการเปรีียบเทีียบปริิมาณรัังสีีโดยสรุุป 

เมื่่� อ เปรีียบเทีียบระหว่่ างปริิมาณรัั งสีีที่่� เกี่่� ยวข้้อง 

กัับการถ่่ายภาพด้้วยโคนบีีมซีีทีีกัับเครื่่�องเอกซเรย์์ 

คอมพิิวเตอร์์ทางการแพทย์์ (MSCT) ในการใช้้งาน 

ทางทันัตกรรมการถ่า่ยภาพด้ว้ยโคนบีมีซีทีีี ส่งผลให้ไ้ด้ร้ับั 

ปริิมาณรัังสีีที่่�ต่่ำกว่่าเมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับเครื่่�องเอกซเรย์์ 

คอมพิิวเตอร์์ทางการแพทย์์ ปริิมาณรัังสีีที่่�ต่่ำกว่่าของ 

โคนบีีมซีีทีีสามารถอธิิบายได้้จากหลายปััจจััย ได้้แก่่ 

การออกแบบเฉพาะของเครื่่�องโคนบีีมซีีทีีที่่�ใช้้ลำแสง 

เอกซเรย์์ทรงกรวยและใช้้เครื่่�องตรวจจัับแบบแบน 

ทำให้้การถ่่ายภาพมีีความแม่่นยำและโฟกััสมากขึ้้�น(36–38) 

แต่่หากเปรีียบเทีียบกัับภาพรัังสีีสองมิิติิ เช่่น พาโนรามิิก 

หรืือภาพรัังสีีกะโหลก มีีการศึึกษาถึึงปริิมาณรัังสีีที่่�ผู้้�ป่่วย

ได้ร้ับัจากการถ่า่ยภาพด้ว้ยโคนบีมีซีทีีีสูงูกว่า่การถ่า่ยภาพ 

2 มิติิ ิ15–140 เท่า่(39) ขณะที่่� Roberts J และคณะ ระบุวุ่า่ 

โคนบีีมซีีทีีให้้ปริิมาณรัังสีีที่่�สููงกว่่าการถ่่ายภาพรัังสีี 

พาโนรามิิกปกติิประมาณ 5–16 เท่่า(40) มีีงานวิิจััยที่่� 

เปรีียบเทีียบปริิมาณรัังสีีของโคนบีีมซีีทีีกัับการถ่่ายภาพ

รัังสีีอื่่�นๆ ทางทัันตกรรม สรุุปว่่าการถ่่ายภาพแบบดั้้�งเดิิม

ยัังคงให้้ปริิมาณรัังสีีต่่ำสุุดแก่่ผู้้�ป่่วย(41–44) นอกจากนี้้� 

Al Najjar A และคณะ ได้้รายงานว่่าการตั้้�งค่่าปริิมาณ

รัังสีีในโคนบีีมซีีทีีสำหรัับเด็็กและผู้้�ใหญ่่แสดงให้้เห็็นว่่า

ปริมิาณรังัสีเีทียีบเท่า่ (Equivalent dose) ที่่�อวัยัวะศีรีษะ

และคอในเด็็กสููงกว่่าผู้้�ใหญ่่อย่่างมีีนััยสำคััญ(25) ดัังนั้้�น 

การประเมิินปริิมาณรัังสีีจึึงเป็็นสิ่่�งสำคััญในการวางแผน

การรัักษาทางทัันตกรรม

ขอบเขตภาพเป็็นอีีกปััจจััยหนึ่่�งในการจััดประเภท

เครื่่�องโคนบีีมซีีทีี โดยขอบเขตภาพ หมายถึึงบริิเวณ

กายวิิภาคที่่�ถูกถ่่ายภาพหรืือบริิเวณของผู้้�ป่วยที่่�จะได้้รัับ

การฉายรังัสีขีึ้้�นอยู่่�กับัชนิดิของเครื่่�อง เครื่่�องตรวจจับั และ

รููปทรงของลำแสงเอกซเรย์์ ขอบเขตภาพ สามารถแบ่่ง

เป็็นขนาดเล็็กหรืือจำกััด ขนาดกลาง และขนาดใหญ่่ได้้ 

เครื่่�องที่่�สแกนพื้้�นที่่�เล็็กหรืือจำกััดจะครอบคลุุมประมาณ 

5 ซี่่�ฟันั หรือืเทียีบเท่า่กับัเส้น้ผ่า่นศูนูย์ก์ลาง 5 เซนติเิมตร 

และโครงสร้้างกายวิภิาคโดยรอบส่ง่ผลให้ม้ีปีริมิาณข้อ้มููล

ขนาดภาพเล็ก็กว่า่ การสแกนขอบเขตภาพขนาดเล็ก็มักัใช้้

สำหรัับการรัักษาคลองรากฟันั เนื่่�องจากสามารถให้ค้วาม

ละเอียีดเชิงิพื้้�นที่่�สูงูและสามารถมองเห็น็การเปลี่่�ยนแปลง

ของพื้้�นที่่�เอ็็นปริิทัันต์์หรืือกระดููกลามิินาดููรา รอยแตก

ของรากฟััน รอยโรคปลายราก นอกจากนี้้�ยัังเพีียงพอกัับ

การตรวจฟัันคุุดและแสดงความสััมพัันธ์์ของฟัันคุุดกัับ

โครงสร้า้งกายวิภิาคโดยรอบ เช่น่ เส้น้ประสาท เทคนิคิหนึ่่�ง 

ของเครื่่�องขอบเขตภาพขนาดเล็็กในปััจจุุบััน คื ือ ความ

สามารถในการสร้้างภาพขนาดใหญ่่กว่่าขนาดสนามภาพ

ของเครื่่�องได้้ ผ่า่นกระบวนการเชื่่�อมต่่อภาพ (Stitching 

process) ซึ่่� งในกระบวนการนี้้�การสแกนหลายครั้้�ง 

จากขอบเขตภาพขนาดเล็็กที่่�อยู่่�ใกล้้กัันจะถููกรวมเข้้า 

ด้้วยกััน แต่่ข้้อเสีียหลัักของเทคนิิคนี้้� คืือ ผู้้�ป่่วยต้้องได้้รัับ

รัังสีีจากการสแกนโคนบีีมซีีทีีหลายครั้้�งและในตำแหน่่งที่่�

ซ้้อนเหลื่่�อมกััน(45)

สนามภาพขนาดกลาง หมายถึึง การสแกนที่่� 

ถ่่ายภาพของฟัันหนึ่่�งขากรรไกรหรืือทั้้�งสองขากรรไกร 

มีีประโยชน์์ในการตรวจหารอยโรคหรืือสถานะของข้้อต่่อ

ขากรรไกร (Temporomandibular Joints: TMJ) 

นอกจากนี้้�ขอบเขตภาพขนาดกลางยัังเหมาะสำหรัับการ

วางแผนการฝัังรากฟัันเทีียมที่่�มีความซัับซ้้อนหรืือหลาย

ตำแหน่่งได้้ ส่ ่วนขอบเขตภาพขนาดใหญ่่นั้้�นแนะนำ

ให้้ใช้้ในบางกรณีีเท่่านั้้�น เช่่น ความผิิดปกติิหรืือความ 

ไม่่สมมาตรของโครงกะโหลก หรืือเมื่่�อมีีการวางแผน

จััดฟัันร่่วมกัับการผ่่าตััดขากรรไกร บริิเวณสนามภาพมีี

ความสููงตั้้�งแต่่ 11-24 เซนติิเมตร มั ักครอบคลุุมตั้้�งแต่่

ใต้้คางถึึงเบ้้าตาหรืือครอบคลุุมทั้้�งกะโหลกศีีรษะ ข้ ้อเสีีย 

หลัักของขอบเขตภาพขนาดใหญ่่ คื อ การได้้รัับรัังสีี

ในปริิมาณที่่�มากขึ้้�นตามไปด้้วย หลัักการสำคััญในการ

เลืือกขอบเขตภาพ คื ือ แพทย์์ควรเลืือกขอบเขตภาพที่่� 

แตกต่่างกัันตามข้้อบ่่งชี้้�ทางการตรวจของผู้้�ป่วยแต่่ละราย 

ที่่�มีคีวามแตกต่า่งกันั และเลือืกขอบเขตภาพที่่�เล็ก็ที่่�สุดุเท่า่

ที่่�จะเป็น็ไปได้เ้พื่่�อหลีกีเลี่่�ยงการได้้รับัรังัสีทีี่่�ไม่จ่ำเป็น็(45,46)
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Cone Beam Computed Tomography and Cancer Risks	 Atapol Yongvikul et al.

ความสัมัพันัธ์ข์องรังัสีีทางทันัตกรรมกับัการเกิดิมะเร็ง็ 

และหลัักการป้้องกัันรัังสีี

มีีผลการวิิจัั ยชี้้� ให้้ เห็็นว่่ าการเอกซเรย์์ทาง 

ทันัตกรรมสองมิติิไิด้ร้ับัปริมิาณรังัสีน้ี้อยกว่า่การถ่า่ยภาพ 

สามมิิติิ มี ีรายงานวิิจััยอธิิบายถึึงความสััมพัันธ์์การได้้

รัับรัังสีีบ่่อยครั้้�งในวััยเด็็ก อาจเกี่่�ยวข้้องกัับความเสี่่�ยงที่่� 

เพิ่่�มขึ้้�นของการเกิิดเนื้้�องอกสมอง (Meningioma)(21) 

Longstreth WT Jr และคณะ พบความสััมพันัธ์ใ์นกลุ่่�ม 

ผู้้�ที่่�มีการถ่่ายภาพแบบเต็็มปากตั้้�งแต่่ 6 ครั้้�งขึ้้�นไป(47) 

Preston-Martin  S  และคณะ รายงานความเสี่่�ยงที่่�เพิ่่�มขึ้้�น 

ในผู้้�หญิิงที่่�ได้้รัับการถ่่ายภาพเต็็มปากก่่อนอายุุ 20 ปีี(48)

ยัังมีีความเสี่่�ยงเพิ่่�มขึ้้�นอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิทั้้�ง 

การถ่่ายภาพแบบกััด (Bitewing) และพาโนรามิิก(21)

มีีการศึึกษาโดยอ้้างอิิงถึึงค่่ารีีด (Risk of Exposure 

Induced Cancer Death: REID) หมายถึงึ ความเสี่่�ยง 

จากการเสีียชีีวิิตที่่�เกิิดจากการสััมผััสรัังสีี ซึ่่� งมัักมุ่่�งเน้้น 

ไปที่่�ความเสี่่�ยงที่่�เพิ่่�มขึ้้�นต่่อการเกิิดมะเร็็งและปััญหา 

สุขุภาพอื่่�นๆ ตลอดช่ว่งชีวิีิต โดยเฉพาะอย่า่งยิ่่�งการสัมัผัสั

รัังสีีที่่�มีีการใช้้ในภาพถ่่ายทางการแพทย์์ เช่่น เอกซเรย์์

หรืือซีีทีีสแกน ซึ่่� งอาจเพิ่่�มความเสี่่�ยงของโรคมะเร็็งได้้ 

แม้ว้่า่ความเสี่่�ยงการถ่า่ยภาพรังัสีทีางทันัตกรรมจะต่ำ่กว่า่ 

แต่่ก็็สามารถสะสมรัังสีีไว้้ได้้จากการสััมผััสซ้้ำๆ สำหรัับ

ค่่ารีีดในกลุ่่�มเด็็กมีีค่่าประมาณสองเท่่าของผู้้�ใหญ่่(49)

ซึ่่�งเป็็นผลมาจากสััดส่่วนของเซลล์์ที่่�แบ่่งตััวมากขึ้้�น 

ในเด็็กในช่่วงการเจริิญเติิบโต ทำให้้เด็็กมีีความอ่่อนแอ

ต่่อการสััมผััสรัังสีีกว่่าผู้้�ใหญ่่ และเนื่่�องจากเด็็กมีีขนาด

ร่่างกายที่่�เล็็กกว่่า อวััยวะที่่�อยู่่�ใกล้้เคีียงจึึงได้้รัับปริิมาณ

รัังสีีที่่�สููงกว่่าผู้้�ใหญ่่ ในผลการศึึกษาของ Jha N และ

คณะ(50) ชี้้� ให้้เห็็นว่่าการใช้้โคนบีีมซีีทีีอาจทำให้้มีีความ

เสี่่�ยงเพิ่่�มสููงต่่อมะเร็็งต่่อมไทรอยด์์ มะเร็็งช่่องปาก และ

มะเร็็งกล่่องเสีียงทั้้�งในผู้้�ใหญ่่และเด็็ก ในแง่่อายุุและเพศ

ผู้้�หญิิงและเด็็กมีีความเสี่่�ยงต่่อมะเร็็งสููงกว่่าผู้้�ชายและ

ผู้้�ใหญ่่ โอกาสการเกิิดมะเร็็งต่่อมไทรอยด์์พบมากใน 

เพศหญิิง อาจเพราะการได้้รัับการสััมผััสรัังสีีสะสม

และปััจจััยอื่่�นๆ เช่่น ตำแหน่่งของลำแสงเอกซเรย์์และ 

ขอบเขตภาพอาจเกี่่�ยวข้้องกัับความเสี่่�ยงของการเกิิด 

มะเร็ง็ด้ว้ย มีกีารศึกึษาเปรียีบเทียีบปริมิาณรังัสีทีี่่�ถูกูดูดูซับั 

ในอวััยวะโดยการวััดปริิมาณรัังสีีที่่�ผิิวหนััง และสรุุปว่่า

ควรตั้้�งขอบเขตภาพให้้มีีความสููงที่่�สุดเท่่าที่่�จะเป็็นไปได้้

เพื่่�อหลีีกเลี่่�ยงการสััมผััสโดยตรงกัับต่่อมไทรอยด์์ ซึ่่�งเป็็น

อวััยวะสำคััญที่่�มีีผลต่่อความเสี่่�ยงมะเร็็งจากการสััมผััส

รัังสีี(27,51) ในระหว่่างการสแกนใบหน้้าและขากรรไกร 

ต่่อมน้้ำลายถููกสััมผััสกัับรัังสีีโดยตรง และพบว่่าปริิมาณ

รัังสีีที่่�ได้้รัับแตกต่่างกัันตามตำแหน่่งแนวกึ่่�งกลางภาพ 

หากตั้้�งกึ่่�งกลางภาพที่่�ระดัับฟััน ต่ ่อมน้้ำลายหน้้ากกหูู 

จะได้้รัับปริิมาณรัังสีีสููงที่่�สุด(52) ซึ่่� งพบว่่าในผู้้�ป่วยเด็็ก 

ต่อ่มน้ำ้ลายและเยื่่�อบุชุ่่องปากได้ร้ับัปริมิาณรังัสีสีูงูกว่า่ใน

ผู้้�ใหญ่่เช่่นเดีียวกัับการศึึกษาอื่่�น ๆ(53)

การป้้องกัันอัันตรายจากการใช้้รัังสีีตามคำแนะนำ

ของคณะกรรมาธิิการระหว่่างประเทศด้้านป้้องกัันรัังสีี(24) 

ได้้กำหนดหลัักการ 3 ประการของการสััมผััสรัังสีี (ICRP 

Publication 103 ย่่อหน้้า 203) ได้้แก่่ การสััมผััสรัังสีี

ต้้องมีีเหตุุผล (Justification) ต้้องใช้้มาตรการป้้องกััน 

เพื่่�อลดการสััมผััสที่่�ไม่่จำเป็็น เช่่น หลัักการน้้อยที่่�สุุดที่่�

เป็็นไปได้้ (Optimization of Protection) และจำกััด

ปริมิาณการรัับรัังสีีในผู้้�ป่วยแต่่ละรายแตกต่่างกััน (Dose 

Limitation)(24) ดังแสดงในภาพที่่� 1 ในการส่ง่ตรวจทาง

รัังสีีควรทำภายใต้้แนวทางขององค์์กรด้้านรัังสีีช่่องปาก 

ใบหน้้าขากรรไกรแห่่งสหภาพยุุโรป (European 

Academy of Dento-Maxillofacial Radiology: 

EADMR) สำหรัับการใช้้โคนบีีมซีีที ีระบุุว่า่ควรใช้้เฉพาะ

เมื่่�อสามารถให้้ข้้อมููลการวิินิิจฉััยซึ่่�งไม่่สามารถได้้จาก

เทคนิิคการถ่่ายภาพรัังสีีสองมิิติิ เช่่น ฟิิล์์มกะโหลกหรืือ

พาโนรามิิก และควรใช้้ปริิมาณรัังสีีต่่ำที่่�สุุดที่่�จำเป็็นเพื่่�อ

ให้ไ้ด้ข้้อ้มูลูการวินิิจิฉัยัที่่�ต้อ้งการ โดยเลือืกสนามภาพและ

การตั้้�งค่่าที่่�เหมาะสมกัับสถานการณ์์อย่่างเฉพาะเจาะจง 

มิิใช่่ค่่าเดีียวกัันในทุุกสถานการณ์์ นอกจากนี้้�ยังพิิจารณา

ปัจัจััยต่่างๆ ของผู้้�ป่วย เช่น่ อายุุ ประวััติกิารตรวจทางรัังสีี

ก่่อนหน้้า เครื่่�องมืือตรวจทดแทนอื่่�นๆ ที่่� ไม่่มีีรัังสีีเอกซ์์ 

โดยเฉพาะอย่่างยิ่่�งในผู้้�ป่วยเด็็กที่่�มีีความไวต่่อรัังสีีสููง 

และควรมีีมาตรการใช้้อุุปกรณ์์ป้้องกัันรัังสีี เช่่น เสื้้�อตะกั่่�ว 

เกราะป้้องกัันต่่อมไทรอยด์์ และผู้้�ปฏิิบััติิงานรัังสีีควร

ต้้องได้้รัับการฝึึกอบรมในการใช้้งานเครื่่�อง การตั้้�งค่่า 

และตีีความภาพเบื้้�องต้้นอย่่างเหมาะสม แนวทางเหล่่านี้้� 

มีีจุุดมุ่่�งหมายเพื่่�อให้้การใช้้รัังสีีวิินิิจฉััยทางทัันตกรรม

มีีความปลอดภััยและมีีประสิิทธิิภาพ โดยต้้องคำนึึงถึึง 

การป้้องกัันรัังสีีควบคู่่�ไปกัับข้้อมููลทางการวิินิิจฉััย(55)
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โคนบีีมซีีทีีกัับการเกิิดโรคมะเร็็ง	 อรรถพล ยงวิิกุุล และคณะ

เทคโนโลยีใีนปัจัจุบุันัเครื่่�องถ่า่ยภาพรังัสีอีาจมีกีาร

ถ่่ายรัังสีีในโหมดพััลส์์ (Pulse mode) หมายถึึง เทคนิิค

ที่่�ลำแสงเอกซเรย์์ถููกปล่่อยออกมาเป็็นช่่วงสั้้�นๆ แทนที่่�

จะเป็็นการปล่่อยอย่่างต่่อเนื่่�อง วิ ิธีีนี้้�มีข้้อดีีหลายประการ 

รวมถึึงการลดปริิมาณรัังสีีที่่�ส่่งถึึงผู้้�ป่่วยอย่่างมีีนััยสำคััญ 

ในขณะที่่�ยัังคงให้้ภาพที่่�มีีคุุณภาพเพีียงพอ นอกจากนี้้� 

โหมดพััลส์์ยัังช่่วยลดข้้อผิิดพลาดจากการเคลื่่�อนไหว 

เนื่่�องจากการสััมผัสัเกิิดขึ้้�นเพีียงในช่่วงเวลาสั้้�นๆ ซึ่่�งทำให้้

เหมาะสมสำหรับัการถ่า่ยภาพอวัยัวะที่่�เคลื่่�อนไหวได้ ้เช่่น

ขากรรไกรล่่าง เวลาในการถ่่ายภาพที่่�เร็็วขึ้้�นยัังช่่วยเพิ่่�ม

ความสะดวกสบายให้้กัับผู้้�ป่่วย และลดโอกาสเกิิดภาพ 

ไม่ช่ัดัจากการเคลื่่�อนไหวในระหว่่างการสแกน ผู้้�ปฏิบัิัติงิาน 

ยัังสามารถปรัับระยะเวลาและความถี่่�ของโหมดพััลส์์ได้้ 

ส่่งผลให้้ลดการสััมผััสรัังสีี โดยเฉพาะในผู้้�ป่วยเด็็ก 

หรืือกรณีีที่่�ต้้องการสแกนหลายครั้้�งในการรัักษาด้้าน

ทัันตกรรมจััดฟัันหรืือการฝัังรากฟัันเทีียม(56–58) อี ีก

วิิธีีหนึ่่�งในการลดปริิมาณรัังสีีทางทัันตกรรมรากเทีียม 

แนะนำให้้ใช้้บางพารามิิเตอร์์ลดลง ได้้แก่่ เวลาในการ

สััมผััสโดยใช้้เวลาที่่�ลดลง(59–61) แต่่เนื่่�องจากเวลาใน

การสััมผััสจะถููกกำหนดโดยพารามิิเตอร์์ทางเทคนิิคที่่�

หลากหลาย เช่่น ความเร็็วในการหมุุน เส้้นทางการหมุุน 

และอััตราเฟรม ดั ังนั้้�นเวลาในการสััมผััสในบางกรณีีเป็็น

ผลมาจากการเปลี่่�ยนแปลงในพารามิิเตอร์์รวมเหล่่านี้้� 

มากกว่่าการเปลี่่�ยนแปลงโดยตรงในการตั้้�งค่่าเวลา

การสััมผััส(60) อย่่างไรก็็ตามเวลาในการสััมผััสยััง

คงเป็็นพารามิิเตอร์์ที่่�สำคััญ ไม่่เพีียงแต่่เพราะมีีผล 

ต่่อปริิมาณรัังสีีและคุุณภาพของภาพ แต่่เวลาที่่�นานขึ้้�น

มีีผลต่่อข้้อผิิดพลาดจากการเคลื่่�อนไหว(62) ซึ่่� งรายงาน

ต่่างๆ ในปััจจุุบัันสนัับสนุุนการใช้้โปรโตคอลลดปริิมาณ

รัังสีีในทุุกขั้้�นตอนเมื่่�อใช้้โคนบีีมซีีทีี ในงานทัันตกรรม 

รากเทีียม ได้้แก่่ การวางแผน การใส่่ฟััน และการตรวจ

ติดิตามการละลายกระดููกรอบรากฟันั ผลลัพัธ์ช์ี้้�ให้เ้ห็น็ว่า่ 

การลดพารามิิเตอร์์ต่่างๆ ยกเว้้นแรงดัันไฟฟ้้า (kV) 

และการเพิ่่�มขนาดว็็อกเซล (Voxel) สำหรัับการฝััง 

รากเทียีม(59) ดังันั้้�นการตั้้�งค่า่รังัสีตี่ำ่ๆ ควรนำมาใช้ใ้นงาน

หลากหลายมากขึ้้�น เช่่น การวััดความสููงของกระดููก

ภาพที่่� 1	 การป้้องกัันอัันตรายจากการใช้้รัังสีี ตามคำแนะนำของคณะกรรมาธิิการระหว่่างประเทศด้้านป้้องกัันรัังสีี  

	 กำหนดหลัักการ 3 ประการของการสััมผััสรัังสีี จาก ICRP Publication 103 ย่่อหน้้า 203 ได้้แก่่ การสััมผััส 

	รั ังสีีต้้องมีีเหตุุผล (Justification) ต้ ้องใช้้มาตรการป้้องกัันเพื่่�อลดการสััมผััสที่่�ไม่่จำเป็็น เช่่น หลัักการ 

	น้ ้อยที่่�สุุดที่่�เป็็นไปได้้ (Optimization of Protection) และมีีการจำกััดปริิมาณการรัับรัังสีีในผู้้�ป่่วยแต่่ละ 

	 รายที่่�ไม่่เท่่ากััน (Dose Limitation)
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Cone Beam Computed Tomography and Cancer Risks	 Atapol Yongvikul et al.

นอกจากนี้้�ประเด็็นของจริิยธรรมก็็มีีส่่วนสำคััญ 

การขอความยิินยอมก่่อนการให้้บริิการเมื่่�อต้้องถ่่ายภาพ

ด้้วยโคนบีีมซีีทีี โดยทัันตแพทย์์ควรให้้ข้้อมููลที่่�ครบถ้้วน

เกี่่�ยวกัับประโยชน์์ ความจำเป็็น วั ัตถุุประสงค์์ ขั้้� นตอน 

รวมถึึงความเสี่่�ยงที่่�อาจเกิิดขึ้้�น และทางเลืือกด้้วยการ

ตรวจวิธิีอีื่่�นๆ เพื่่�อให้้ผู้้�ป่วยเข้า้ใจในการตััดสิินใจเลือืกของ

ตนเอง การมีีส่่วนร่่วมของผู้้�ป่วยในบทสนทนาแบบเปิิด 

ช่่วยเสริิมสร้้างความไว้้วางใจและมอบอำนาจให้้พวกเขา

ตััดสิินใจด้้วยตนเองภายใต้้ข้้อมููลที่่�รอบด้้าน ควรทำการ

บัันทึึกกระบวนการขอความยิินยอม และการตอบคำถาม

หรืือข้้อกัังวลใดๆ ช่่วยให้้ทัันตแพทย์์รัักษามาตรฐานทาง

จริิยธรรมและเพิ่่�มความปลอดภััยให้้กัับผู้้�ป่่วย ซึ่่� งจะนำ

ไปสู่่�ประสบการณ์์ด้้านการดููแลสุุขภาพที่่�ดีีและโปร่่งใส 

มากขึ้้�น(63) เนื่่�องจากความเสี่่�ยงในการสััมผััสรัังสีีอาจ

เกี่่�ยวข้อ้งกับัการเกิดิมะเร็ง็ ดังันั้้�นในทางกฎหมายประเด็น็

ที่่�มัักถููกหยิิบยกขึ้้�น ได้้แก่่ การขอความยิินยอม ซึ่่� งอาจ

เกิิดปััญหาได้้หากผู้้�ป่่วยอ้้างว่่าไม่่ได้้รัับข้้อมููลที่่�เพีียงพอ 

เกี่่�ยวกัับความเสี่่�ยงที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการสััมผััสรัังสีี นอกจากนี้้� 

ยัังมีีความเสี่่�ยงด้้านความประมาท หากผู้้�ปฏิิบััติิงานรัังสีี

ไม่่ปฏิิบััติิตามโปรโตคอลความปลอดภััยด้้านรัังสีีหรืือ 

ใช้้โคนบีีมซีีทีีในกรณีีที่่�ไม่่จำเป็็น ซึ่่�งอาจนำไปสู่่�การสััมผััส 

ที่่�ไม่จ่ำเป็็นอีีกด้ว้ยตามตามคำแนะนำของคณะกรรมาธิกิาร 

ระหว่่างประเทศด้้านป้้องกัันรัังสีี(24) อย่่างไรก็็ตาม 

ความเสี่่�ยงจากการถ่า่ยภาพรังัสีเีพียีงครั้้�งเดียีวต่อ่การเกิดิ

โรคมะเร็็งถืือว่่าต่่ำมาก

วิจารณ์

การถ่่ายภาพรัังสีีด้้วยเครื่่�องโคนบีีมซีีทีี เป็็น 

เครื่่�องมืือสำคััญที่่�ช่่วยให้้แพทย์์สามารถวิินิิจฉััยโรค และ

ตรวจพบความผิิดปกติิของอวััยวะต่่างๆ ได้้อย่่างชััดเจน 

แม้้ว่่าการถ่่ายภาพรัังสีีจะมีีประโยชน์์ต่่อการวิินิิจฉััยโรค 

แต่่อาจก่่อให้้เกิิดอัันตรายได้้เช่่นกััน จึ ึงจำเป็็นต้้องมีีการ

ควบคุุม กำกัับ และดููแลให้้เป็็นไปตามหลัักการป้้องกััน

อัันตรายจากรัังสีีตามมาตรฐานองค์์กรระดัับชาติิ และ

ระดัับสากล โดยมุ่่�งเน้้นให้้การใช้้รัังสีีเกิิดประโยชน์์สููงสุุด 

และลดความเสี่่�ยงให้้น้้อยที่่�สุุด ผู้้� ปฏิิบััติิงานด้้านรัังสีี

จำเป็็นต้้องมีีความรู้้�เฉพาะทางด้้านรัังสีี และตระหนัักถึึง

ความสำคััญของการป้้องกัันอัันตรายจากรัังสีีต่่อผู้้�ป่่วย 

การนำระบบคุุณภาพมาใช้้ในการควบคุุมการปฏิิบััติิงาน 

การดููแลรัักษาเครื่่�องมืือ การพััฒนาคุุณภาพงานบริิการ 

และการควบคุุมปริิมาณรัังสีีที่่�ผู้้�ป่วยได้้รัับไม่่ให้้มากเกิิน

ความจำเป็็น ล้ วนเป็็นสิ่่�งสำคััญที่่�ช่วยลดความเสี่่�ยงต่่อ 

ผู้้�รัับบริิการและผู้้�ปฏิิบััติิงาน โดยภารกิิจในการประเมิิน

และดููแลระบบเหล่่านี้้�มีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อให้้มั่่�นใจว่่า

ห้้องปฏิิบััติิการรัังสีีวิินิิจฉััยมีีมาตรฐาน มี ีคุุณภาพในการ

ถ่่ายภาพและปลอดภััยต่่อทุุกฝ่่าย ซึ่่� งทั้้�งหมดนี้้�ภายใต้้

พระราชบััญญััติิพลัังงานนิิวเคลีียร์์เพื่่�อสัันติิ (ฉบัับที่่�  2) 

พุทุธศักัราช 2562 มาตราที่่� 26 และ 28 กำหนดให้ก้ารดูแูล 

ได้้แก่่ การแจ้้งครอบครองหรืือใช้้งานอยู่่�ภายใต้้พื้้�นที่่�

การกำกัับดููแลของสำนัักรัังสีีและเครื่่�องมืือแพทย์์ 

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์(64) ดั ังนั้้�นหลัักการควบคุุม 

โดยหน่่วยงานของรััฐ จึ ึงเป็็นบรรทััดฐานเบื้้�องต้้นในการ

ควบคุุมความปลอดภััยจากการใช้้รัังสีี โดยเฉพาะอย่่าง

ยิ่่�งการใช้้รัังสีีโคนบีีม ซึ่่� งมีีอยู่่�อย่่างแพร่่หลายทั้้�งในระดัับ 

โรงพยาบาลหรืือกระทั่่�งคลิินิิกใกล้้บ้้าน แพทย์์และ 

ผู้้�เกี่่�ยวข้้องกัับการใช้้รัังสีี จึ ึงควรรัับการตรวจรัับรอง 

โดยหน่่วยงานของรััฐอย่่างสม่่ำเสมอตามกรอบเวลา และ

มีีการแสดงใบรัับรองการตรวจสอบจากหน่่วยงานรััฐ 

ให้้ผู้้�รัับบริิการสัังเกตเห็็นอย่่างชััดเจน

สรุป

ในยุุคทัันตกรรมดิิจิิตอลการใช้้เครื่่�องถ่่ายภาพ

รัังสีีโคนบีีมซีีทีีเป็็นที่่�นิิยมอย่่างแพร่่หลาย แต่่ภายใต้้

ความจริิงที่่�ว่่ารัังสีีเอกซ์์เป็็นสาเหตุุการเกิิดโรคมะเร็็ง 

ทันัตแพทย์แ์ละผู้้�ปฏิบิัตัิงิานทางรังัสีคีวรคำนึงึถึงึการเลือืก 

ส่่งถ่่ายภาพภายใต้้ข้้อบ่่งชี้้�  การป้้องกัันรัังสีีไม่่ให้้รัับเกิิน 

ความจำเ ป็็น แต่่ยัั ง เ พีียงพอต่่อการ วิินิิจ ฉััยและ 

สมเหตุุสมผล รวมไปถึึงการควบคุุมปริิมาณรัังสีี โดย

เลืือกค่่าพารามิิเตอร์์ตามแต่่ละสถานการณ์์ ไม่่ควรใช้้ 

ค่่าเดีียวในทุุกสถานการณ์์ โดยเฉพาะอย่่างยิ่่�งในเด็็ก 

และสตรีีที่่�มีโอกาสสะสมรัังสีีมากกว่่า โดยยึึดหลััก 

3 ประการของการสััมผััสรัังสีีจากคณะกรรมาธิิการ 

ระหว่่ างประเทศด้้ านการป้้องกัันรัั ง สีี  ท้ ้ ายที่่�สุ ุด 

แพทย์ค์วรเน้น้ย้ำ้ให้ผู้้้�ป่ว่ยเข้า้ใจว่า่ การรับัรังัสีโีคนบีมีซีทีีี 

เพีียงครั้้�งเดีียวมีีความเสี่่�ยงของการเกิิดโรคมะเร็็ง 

ที่่�ต่่ำมาก
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โคนบีีมซีีทีีกัับการเกิิดโรคมะเร็็ง	 อรรถพล ยงวิิกุุล และคณะ

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุุณคณาจารย์์แผนกรัังสีีวิินิิจฉััยช่่องปาก 

ใบหน้้าขากรรไกร และศััลยศาสตร์์ช่่องปาก และ 

แม็ก็ซิิลโลเฟเชีียล มหาวิิทยาลััยกรุุงเทพธนบุุรี ีที่่�สนัับสนุุน

ด้้านการศึึกษาและโอกาสในการเขีียนบทความนี้้�
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Cone Beam Computed Tomography: Benefits
and Cancer Risks in Digital Dentistry

ABSTRACT In  the digital dentistry era, three-dimensional imaging for oral examination with Cone 
Beam Computed Tomography (CBCT) has become widely adopted and is increasingly more affordable. 
It has become one of the standard methods used for diagnostic, treatment, and follow-up purposes in 
dentistry. However, if the use is not properly controlled and the potential risks of excessive or unnecessary 
exposure are not understood, adverse effects on patients, particularly increasing the risk of cancer, 
may occur. This literature aims to compile essential information, beginning with basic knowledge about  
radiation and its effects on the body, methods of measuring radiation, together with principles of preventing 
unnecessary radiation exposure while maintaining sufficient diagnostic purposes. The review adhered 
to the 3 fundamental principles of radiation protection established by the International Commission on  
Radiological Protection. Finally, it emphasizes the importance of explaining and acknowledging the minimal 
but present risk of radiation-induced cancer from diagnostic procedures, and informed consent before 
patients undergo radiation exposure.

Keywords: Cone Beam computer tomography, Diagnostic radiology, Digital dentistry, Head and neck cancer
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