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ผลการทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของผลผักชีจาก
แหลงปลูกในจังหวัดนาน พะเยา ลําปาง และเชียงราย 

บทคัดยอ ผลผักชี มีสรรพคุณลดน้ําตาลและไขมันในเลือด การวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาเปรียบเทียบผลผลิตของ
สารสกัดหยาบและน้ํามันหอมระเหย และฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของผลผักชีที่ปลูกในพื้นท่ี 4 จังหวัด ไดแก จังหวัดนาน พะเยา 
ลําปาง และเชียงราย พบวาสารสกัดหยาบผลผักชีและนํ้ามันหอมระเหยผลผักชี จํานวน 4 ตัวอยาง จากแตละแหลงปลูก
ภายใตกระบวนการเตรียมท่ีเหมือนกัน มีลักษณะทางกายภาพและมีรอยละผลผลิตของสารสกัดหยาบและน้ํามันหอม
ระเหย รวมถึงมีประสิทธิภาพในการตานเอนไซม alpha-glucosidase และการยับยั้งเอนไซม HMG-CoA reductase
ที่แตกตางกัน สารสกัดผลผักชีในรูปของสารสกัดหยาบทั้ง 4 ตัวอยาง มีปริมาณผลผลิต ปริมาณ Total phenolic และ 
fl avonoid และฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาสูงกวาน้ํามันหอมระเหยผลผักชี โดยสารสกัดหยาบผลผักชีตัวอยางที่ปลูกในจังหวัดนาน
มีฟลาโวนอยดและประสิทธิภาพในการตานเอนไซม alpha-glucosidase สูงที่สุด สวนสารสกัดหยาบผลผักชีตัวอยางที่ปลูก
ในจังหวัดเชียงราย มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม HMG-CoA reductase สูงที่สุด จากการศึกษาสารสกัดผลผักชี
4 ตัวอยาง ที่มีการปลูกและผลิตผลผักชีในพื้นที่ 4 จังหวัดดังกลาว ในภาคเหนือของประเทศไทยจะเปนแนวทางในการวางแผน
การปลูกสําหรับผลิตวัตถุดิบผลผักชีอบแหง เปนการสรางมูลคาเพิ่มใหแกผลผักชีไทย เพื่อตอยอดการผลิตในรูปแบบสารสกัด
ผลการวิจัยจะกอใหเกิดการพัฒนาผลิตภัณฑจากผลผักชี สําหรับนํามาใชในทางการแพทยเพื่อการพัฒนายาสมุนไพรและ
การดูแลสุขภาพตอไป 

คําสําคัญ: ผลผักชี, สารสกัดผลผักชี, น้ํามันหอมระเหยผลผักชี, ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา
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Pharmacological Activities of Coriander Fruits in the Provinces of Nan, Phayao, 
Lampang, and Chiang Rai, Thailand Tathaporn Maison et al.

บทนํา

ผักชี (Coriandrum sativum L.) ชื่อสามัญ 

Coriander, Cilantro, Chinese parsley ชือ่ทองถ่ินอ่ืน

ไดแก ผักหอม (นครพนม) ยำแย (กระบี่) ผักหอมปอม 

ผักหอมผอม (ภาคเหนือ) ผักหอมนอย (ภาคตะวันออก

เฉียงเหนือ) จัดอยูในวงศ Apiaceae เปนผักพื้นบาน

จำพวกพืชลมลกุ มลีำตนตัง้ตรงสงู 8–15 น้ิว ลำตนสเีขยีว

แตถาแกจัดจะออกสีเขียวอมน้ำตาล ใบคลายขนนก

แตอยูในรปูทรงพัด ซึง่ใบท่ีโคนตนน้ันจะมีขนาดใหญกวา

ที่ปลายตนเพราะสวนมากที่ปลายตนใบจะเปนเสนฝอย 

มีสีเขียวสด ดอกชอออกตรงสวนยอดของตน ขนาดเล็ก 

กลบีดอกม ี5 กลบี สีขาวหรอืชมพูออนๆ ผลรปูทรงกลมโต

ตรงปลายผลจะแยกออกเปน 2 แฉก ผิวมีเสนคลื่นอยู

10 เสน(1) ใชประโยชนเปนผัก เปนเครื่องเทศปรุงอาหาร 

เปนยารักษาโรค ปลูกไดทุกพื้นที่ของประเทศไทย

แหลงปลกูทีส่ำคัญ เชน ราชบรุ ีนครปฐม และกรงุเทพมหานคร

สามารถปลูกไดตลอดป แตชวงท่ีเหมาะที่สุด คือ

ฤดูหนาว ตามภูมิปญญาไทยทุกสวนของผักชีมีประโยชน

ตอรางกาย(2) ตามประมวลสรรพคุณยาไทย (ภาค 2)

สำนักวัดพระเชตุพน (วัดโพธิ์) ระบุสรรพคุณของ

“ลกูผกัชลีา” ดงันี ้ทัง้ตน รสเผด็ หอมฉนุแกไขอนับงัเกดิ

แตซางบำรุงธาตุ แกสะอึก แกรอนใน กระหายน้ำ

แกคลื่นเหียนอาเจียน แกไขหัว ไขพิษ แกเจ็บตา ลูกมีรส

ขมฝาดรอนหอม ขับลมในลำไส บำรุงธาตุ แกไตพิการ 

เจริญอาหาร ขับลม แกทองอืด แกจุกเสียด แนน รากมี

รสเผ็ดหอม เปนกระสายยา กระทุงไข พิษหัว เชน ไขกาฬ

เหือดหัด สุกใส ดำแดง แกไอมีเม็ดยอดในคอ แกระคาย

เคืองคอ และการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา พบวาผักชี

มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระที่ดี เนื่องจากมีสารตานอนุมูล

อิสระเปนสวนประกอบ ไดแก catechin, quercetin, 

kampferol และ coriandrin สาร catechin คอื สารกลุม 

phenolic และยังพบสารกลุม flavonoid และ volatile

oil ที่มีประโยชนตอสุขภาพผูสูงอายุ ในการยับยั้ง

ขบวนการเสื่อมของรางกายไดอยางมีประสิทธิผล(2) 

ผักชีเขามาในประเทศไทยโดยชาวจีนเปนผูนำมาปลูก

และกระจายพันธุไปท่ัวทุกพื้นท่ี ปจจุบันสายพันธุผักชี

ที่ปลูกเชิงการคาเกือบท้ังหมดนำเขาเมล็ดพันธุจาก

ตางประเทศ เชน จีน อเมริกา บัลแกเรีย อิตาลี สายพันธุ

ที่พัฒนาพันธุในไทยในดานการคา และสายพันธุที่

เกษตรกรรายยอยปลูกเพ่ือบริโภคในครัวเรือน(3) การ

ปลูกผักชีในไทยสวนใหญปลูกเพื่อจำหนายเปนผักและ

เครื่องเทศทั้งในประเทศและตางประเทศ มีบางสวน

แปรรูปอบแหงและบดผงเพื่อใชเปนอาหาร ยาสมุนไพร 

และเครื่องสำอาง แตก็ยังไมเพียงพอตอความตองการ

จึงมีการนำเขาผักชีแหงและผงผักชีแหงจากตางประเทศ(4)

เพื่อเพิ่มศักยภาพในการผลิตยาสมุนไพรและสามารถ

แขงขันกับตลาดโลกได จึงควรสำรวจ ทดสอบ และ

ศึกษาสายพันธุผักชีไทย เพื่อใหไดผักชีอบแหงที่มี

คุณภาพเพื่อใชในการผลิตเปนยาสมุนไพร ทั้งที่ใชใน

รปูแบบสมนุไพรบดผงและเพือ่เปนวตัถดุบิในการเตรียม

สารสกัดตอไป

สวนประกอบที่สำคัญในผล คือ น้ำมันหอมระเหย

และน้ำมัน ซึ่งพบปริมาณผลผลิตของน้ำมัน คิดเปน

รอยละ 25 ของเมล็ด ในขณะที่ปริมาณน้ำมันหอมระเหย

พบนอยกวารอยละ 1 จากการศกึษาองคประกอบทางเคมี

ของนำ้มนัหอมระเหยจากเมลด็ผกัช ีพบวามสีวนประกอบ

หลัก คือ linalool อยูในชวงรอยละ 30–80 ของน้ำมัน

ในเมล็ดทั้งหมด(5,6) และจากการศึกษาองคประกอบ

ทางเคมีในใบของผักชีพบองคประกอบหลัก คือ

ฟลาโวนอยด กรดฟนอลกิ และโพลฟีนอล(7–9) องคประกอบ

ของโพลีฟนอลของใบผักชี ประกอบดวย kaempferol,

quercetin, 3’- O-mesquercetin, 4’- O-mesquercetin

และ acacetin กรดฟนอลิกที่พบในใบผักชี ไดแก

vanillic acid, p-coumaric acid, cis-ferulic acid 

และ trans-ferulic acid(8)

ร ายงานการศึกษาฤทธิ์ ท าง เภสั ชวิทยาใน

ตางประเทศ พบวาสวนของผลและเมล็ดผักชีมีฤทธิ์

ตานอนุมูลอิสระ ตานแบคทีเรีย ตานเชื้อรา ตานปรสิต

ตานการอักเสบ ตานการกอมะเรง็ มฤีทธิล์ดนำ้ตาลในเลอืด

ลดความดันเลือด ลดไขมันในเลือด ลดความวิตกกังวล 

แกปวด สามารถจับและกำจัดโลหะหนัก ปกปองตับ

และไต(2) ซึง่การนำผักชีไทยไปใชใหตรงตามวตัถุประสงค

ทางการแพทยในการรักษาโรคหรือการสงเสริมสุขภาพ

ยังมีขอมูลการศึกษาในประเทศไทยคอนขางนอย โดย
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ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของผลผักชีในจังหวัดนาน พะเยา ลำปาง และเชียงราย  ตถาพร ไมสน และคณะ

เฉพาะเรื่องการศึกษาสายพันธุ ท่ีเหมาะสมในการใช

ทางการแพทย การศึกษากลุมสารสำคัญที่มีประสิทธิผล

การรกัษาทีเ่ฉพาะเจาะจง รวมถงึการควบคมุกระบวนการ

สกัดใหไดสารสำคัญท่ีมีคุณภาพสูง จึงทำการศึกษา

เปรียบเทียบพื้นท่ีปลูก วิธีการสกัดใหไดสารสกัดที่มี

คุณภาพสูง รวมถึงการทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของ

สารสกัดตอการรักษาโรคเรื้อรัง ไดแก ฤทธิ์ลดระดับ

น้ำตาลและไขมัน ในหองปฏิบัติการแบบ in vitro โดย

ทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดผักชีท่ีมีตอการทำงานของ

เอนไซม glucosidase (ทำหนาที่ยอยแปง) ฤทธิ์ตอการ

ยับยั้งการทำงานของเอนไซม HMG-CoA reductase 

ซึ่งทำหนาที่ในการสังเคราะหคอเลสเตอรอล เพ่ือพัฒนา

คณุภาพสารสกัดผกัชสีำหรบัการนำมาใชในทางการแพทย

สำหรับการรักษาโรคและดูแลสุขภาพ ชวยลดภาวะเส่ียง

การเกิดโรคและลดการใชยาแผนปจจุบันได จึงนำมา

สูการศึกษาวิจัยครั้งน้ีเพื่อพัฒนาคุณภาพผลิตภัณฑ

จากผลผักชี โดยเปรียบเทียบตัวอยางผลผักชีที่ปลูกใน

พื้นที่ 4 จังหวัดในภาคเหนือ จังหวัดนาน พะเยา ลำปาง 

และเชียงราย วิเคราะหปริมาณสารสำคัญและทดสอบ

ฤทธิ์ลดไขมันและระดับน้ำตาลในเลือดของสารสกัดผักชี 

เพื่อพัฒนาคุณภาพและทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา

ของผลผักชีสำหรับการพัฒนาการรักษาโรคที่เกี่ยวของ

กับไขมันและระดับน้ำตาลในเลือดตอไป

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางผลผักชีในพื้นที่ปลูก 4 แหลง 

ผลผักชี จำนวน 4 ตัวอยาง ที่ปลูกในพื้นที่ 4 

จังหวัด ไดแก จังหวัดนาน พะเยา ลำปาง และเชียงราย

เก็บตัวอยางผลผักชีจากแตละแหลงปลูก ตัวอยางที่ 1 

นาน, ตัวอยางที่ 2 พะเยา, ตัวอยางที่ 3 ลำปาง และ 

ตัวอยางที่ 4 เชียงราย ในชวงเดือนเมษายน พ.ศ. 2565 

เครื่องมือและสารเคมีในการสกัดสารจากตัวอยาง

ผลผักชี

ethanol 95% (กรมสรรพสามิต, ไทย), เครื่อง

กลั่นน้ำมันหอมระเหยโดยวิธี Water Distillation

(NK laboratory, ไทย), เครือ่งชัง่น้ำหนักความละเอยีด

2 ตำแหนง (Boeco, สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี)

และ Vacuum Rotary Evaporator (Heidolph, 

สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี)

สารเคมสีำหรบัการวเิคราะหหาปรมิาณสารสำคญัและ

การทดสอบฤทธิ์        

Folin ciocalteu reagent (Fluka, สวิตเซอร

แลนด), sodium carbonate (Ajax Finechem, 

นิวซีแลนด), gallic acid (Sigma-Aldrich, 

สหรัฐอเมริกา), catechin (Sigma-Aldrich, 

สหรัฐอเมริกา), sodium nitrite (Ajax Finechem, 

นิวซีแลนด), sodium hydroxide (Merck, สหพันธ

สาธารณรัฐเยอรมนี), aluminum chloride (Ajax 

Finechem, นวิซแีลนด), ethanol 95% (กรมสรรพสามติ,

ไทย), alpha-glucosidase (Sigma-Aldrich, 

สหรัฐอเมรกิา), p-nitrophenyl alpha-D-glucopy-

ranoside (PNPG) (Sigma-Aldrich, สหรฐัอเมริกา), 

phosphate buffer pH 6.8 (Merck, สหพันธ

สาธารณรัฐเยอรมนี) และ HMG-CoA Reductase 

Assay Kit (Merck, สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี)

การสกัดสารสกัดหยาบโดยวิธีการสกัดเย็น

นำตัวอยางผลผักชี จำนวน 4 ตัวอยาง ที่ปลูกใน

พื้นที่ 4 จังหวัด ไดแก จังหวัดนาน พะเยา ลำปาง และ

เชียงราย ปริมาณตัวอยางละ 700 กรัม เทาๆ กัน มาทำ

การเตรยีมตวัอยางกอนการสกัด โดยนำตวัอยางเขาเครือ่ง

บดใหละเอยีด ดงัแสดงในภาพที ่1 จากนัน้นำมาสกดัดวย

วิธีการสกัดเย็น(10) โดยใชตัวทำละลาย ethanol 95% 

จำนวน 3 ซ้ำ ในอัตราสวน พืช:ตัวทำละลาย (1:10) 

โดยทำการขยายขนาดการสกัดโดยสกัดครั้งละ 700 กรัม

ในหมอสแตนเลส แชท้ิงไวเปนเวลา 3 วัน ทำการเขยา

ทุกวัน แยกสารละลายที่สกัดโดยการกรองดวยกระดาษ

กรองเบอร 1 และทำการสกัดซ้ำดวย ethanol 95% 

จนครบ 3 ครั้ง นำสารสกัดที่ไดจากการสกัดทั้ง 3 ครั้ง 

มาระเหยตัวทำละลายดวยเครื่อง Vacuum Rotary 

Evaporator 20 ลติร จะไดสารสกดัหยาบดวยเอทานอล 

(ethanol crude extract) จำนวน 4 ตัวอยาง ดังแสดง

ในภาพที่ 2
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การกลั่นน้ำมันหอมระเหยโดยวิธี Water Distilla-

tion

นำตัวอยางผลผักชีท่ีบดละเอียดท้ัง 4 ตัวอยาง 

มาทำการกลั่นน้ำมันหอมระเหยโดยใชตัวอยางปริมาณ 

500 กรัม บรรจุลงในหมอกลั่น ขนาด 10 ลิตร เติมน้ำลง

ในหมอกลั่น ปริมาณ 5 ลิตร (ปริมาณน้ำทวมตัวอยาง) 

จากนั้นปดฝาและประกอบเครื่องกลั่นโดยวิธี Water 

Distillation จากนั้นทำการกลั่นน้ำมันหอมระเหย

เปนเวลา 4 ชั่วโมง จดบันทึกปริมาณน้ำมันหอม

ระเหยที่กลั่นที่ได โดยอานคาจากสเกลปริมาตรของ

เครื่องกลั่นน้ำมันหอมระเหย และรายงานเปอรเซ็นต

ผลผลิตของน้ำมันหอมระเหยที่ ไดตามวิธีการของ

Uitterhaegen E (11) 

การวิเคราะหปริมาณฟนอลิกทั้งหมด (Total phe-

nolic content)

วิเคราะหปริมาณฟนอลิกทั้งหมด โดยดัดแปลง

วิธี Folin-Ciocalteu Colorimetric Method อางอิง

ตามวิธีของ Wolfe K และคณะ(12) เจือจางสารทดสอบ

ใหมีความเขมขน 0.01 mg/mL ปเปตตัวอยาง 125 µL

ภาพที่ 2 สารสกัดหยาบจากผลผักชีดวย ethanol 95% ในอัตราสวน 1:10

 ตัวอยางที่ 1 ตัวอยางที่ 2 ตัวอยางที่ 3 ตัวอยางที่ 4

 ตัวอยางที่ 1 ตัวอยางที่ 2 ตัวอยางที่ 3 ตัวอยางที่ 4

 ตัวอยางที่ 1 ตัวอยางที่ 2 ตัวอยางที่ 3 ตัวอยางที่ 4

ภาพที่ 1 ตัวอยางผลผักชีกอน–หลังการบดละเอียด
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ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของผลผักชีในจังหวัดนาน พะเยา ลำปาง และเชียงราย  ตถาพร ไมสน และคณะ

เติมลงในหลอดทดลองที่มีน้ำกลั่น 500 µL เติม Folin-

Ciocalteu reagent 125 µL ท้ิงไวนาน 6 นาที 

หลังจากนั้นเติม 7% sodium carbonate ปริมาตร 

1,250 µL และน้ำกลั่น 1,000 µL วางไวที่อุณหภูมิหอง

นาน 90 นาท ีนาํมาวัดคาการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 

760 nm ทำการวัดคาเชนเดียวกันน้ี ตัวอยางละ 3 ซ้ำ 

นําคาที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ gallic 

acid ทดสอบที่ชวงความเขมขน 30−240 µg/mL โดย

รายงานเปนมิลลิกรัมสมมูลของ gallic acid ตอกรัมสาร

ทดสอบ (mg GAE/g sample) 

การวิเคราะหปริมาณฟลาโวนอยด (Flavonoid 

content)

วิเคราะหปริมาณสารฟลาโวนอยด โดยดัดแปลง

ตามวิธีของ Wolfe K และคณะ(12) ผสมสารทดสอบกับ

น้ำกลั่น และเติม 5% sodium nitrite 75 µL ทิ้งไวเปน

เวลา 5 นาที เติม 10% aluminum chloride 150 µL 

ทิ้งไวเปนเวลา 6 นาที เติม 1M sodium hydroxide

500 µL และน้ำกล่ัน 275 µL วัดคาการดูดกลืนแสง

ดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 

510 nm ทันที ทำการทดลอง 3 ซ้ำ คำนวณปริมาณ

ฟลาโวนอยด จากคาการดดูกลืนแสงของตวัอยางทดสอบ

เทียบกับกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน catechin

ในชวง 30–300 µg/mL โดยรายงานเปนมลิลกิรมัสมมูล

ของ catechin ตอกรัมสารทดสอบ (mg catechin/g 

sample)

การตรวจสอบประสทิธภิาพการยบัยัง้เอนไซม alpha-

glucosidase

วเิคราะหฤทธิย์บัยัง้เอนไซม alpha-glucosidase 

โดยดัดแปลงวิธีของ Feng J และคณะ(13) และ Kazeem 

MI และคณะ(14) เตรียมสารทดสอบใสในหลอดทดลอง 

เติม 0.1 M phosphate buffer pH 6.8 500 µL 

และเติมเอนไซม 0.05 U/mL alpha-glucosidase 

(Saccharomyces cerevisiae, Sigma-Aldrich, 

สหรัฐอเมริกา) 500 µL ผสมและทำการบมที่อุณหภูมิ 

37ºC เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลาย 3 mM 

p-nitrophenyl alpha-D-glucopyranoside 

(PNPG) 500 µL ลงในหลอด ผสมและบมที่อุณหภูมิ 

37ºC เปนเวลา 30 นาที เติมสารละลาย 0.2 M Na2CO3 

2 mL เพื่อหยุดปฏิกิริยา จากนั้นวัด p-nitrophenol

ซึง่เกิดจากสาร PNPG ทีถู่กไฮโดรไลซเปน p-nitrophenol

(สารสีเหลืองใส) ตรวจสอบสาร p-nitrophenol โดย

ใชเทคนิค UV-Visible spectroscopy โดยวัดคา

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 nm ทำการทดลอง 

3 ซ้ำ นำคาที่วัดไดมาคำนวน % alpha-glucosidase 

inhibition ดังสมการ

% alpha-glucosidase inhibition = [A- (B-C)]/A × 100

โดยที่ A  = คาการดูดกลืนแสงของตัวอยางควบคุม (ไมเติมสารทดสอบ) 

       B  =  คาการดูดกลืนแสงของตัวอยางทดสอบ (เติมเอนไซม alpha-glucosidase)

       C  =  คาการดูดกลืนแสงของตัวอยางทดสอบ (ไมเติมเอนไซม alpha-glucosidase)

นำคา % alpha-glucosidase inhibition มา

สรางกราฟ ระหวาง % inhibition และความเขมขน 

เพ่ือคำนวณคา IC50 โดยใชสาร Acarbose (Bayer, 

สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี) เปนสารมาตรฐาน ในการ

เปรยีบเทยีบฤทธิก์ารยบัยัง้เอนไซม alpha-glucosidase 

รายงานผลการทดสอบเปนคา IC50 ในหนวย mg/mL 

การทดสอบฤทธิย์บัยัง้เอนไซม HMG-CoA reduc-

tase 

ทดสอบกลไกการยับยั้งเอนไซม HMG-CoA 

reductase ในกระบวนการสังเคราะห cholesterol

ใชชุดทดสอบ HMG-CoA Reductase Assay Kit 

(Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา) โดยมีหลักการ
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คอื เอนไซม HMG-CoA reductase เปลีย่น HMG-CoA

เปน mevalonate ท่ี 37ºC ซ่ึงตองใช NADPH

วดัการทำงานของเอนไซม โดยวัดการลดลงของ NADPH 

ที่ 340 nm โดยใช Kinetic program ของเครื่อง UV/

VIS spectrophotometer (Shimadzu, ญีปุ่น) จากนัน้

รายงานเปอรเซ็นตความสามารถในการทดสอบฤทธิ์

ยับยั้งเอนไซม HMG-CoA reductase ทดสอบโดย

ใชตัวอยางความเขมขน 500 µg/mL ปเปต 1x Assay 

buffer 181 µL จากน้ันเตมิสารสกดั 1 µl NADPH  4 µL

และ HMG-CoA 12 µL แลวเริ่มปฏิกิริยาโดยการเติม 

HMGR 2 µL วัดการดูดกลืนแสง เปนเวลา 5 นาที 

วิเคราะหคาทางสถิติโดยใชโปรแกรมสำเร็จรูป 

SPSS วเิคราะหความแปรปรวน (ANOVA: Analysis of 

Variance) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ย

โดยวธิ ีDMRT (Duncan's New Multiple-Range Test)

ผล

ผลของสารสกัดหยาบจากผลผักชี

จากการเตรียมสารสกัดหยาบจากผลผักชีทั้ง

4 ตัวอยาง โดยวิธีการสกัดเย็นดวยตัวทำละลาย ethanol

95% พบวามีผลที่แตกตางกันดังนี้ สารสกัดหยาบมีสี

และลักษณะทางกายภาพที่แตกตางกัน รวมถึงผล

การตรวจสอบหาปริมาณสารฟนอลิกทั้งหมด ปริมาณ

สารฟลาโวนอยด ประสิทธิภาพในการตานเอนไซม

alpha-glucosidase รายงานเปนคา IC50 (mg/mL) 

และประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม HMG-CoA

reductase ทดสอบที่ความเขมขน 500 ppm ของสาร

สกัดหยาบผลผักชี โดยสารสกัดหยาบผลผักชีที่ปลูกใน

พื้นที่จังหวัดพะเยามีปริมาณรอยละผลผลิตสารสกัดและ

ปริมาณสารฟนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด ตัวอยางผลผักชีจาก

จังหวัดนานมีปริมาณสารฟลาโวนอยดและประสิทธิภาพ

ในการตานเอนไซม alpha-glucosidase สูงที่สุด สวน

สารสกดัหยาบผลผกัชจีากจงัหวดัเชยีงรายมปีระสทิธภิาพ

ในการยับยั้งเอนไซม HMG-CoA reductase สูงที่สุด 

ดังแสดงในตารางที่ 1

ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม alpha-glu-

cosidase ของสารสกัดหยาบของผลผักชีทั้ง 4 ตัวอยาง 

เปรียบเทียบกับ Acarbose ซึ่งเปนยาลดระดับน้ำตาล

ในเลือด พบวาสารสกัดหยาบของผลผักชีตัวอยางที่ 1 

แหลงปลกูจงัหวดันาน มคุีณสมบตัอิอกฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม 

alpha-glucosidase ไดดีกวาสารมาตรฐาน Acarbose 

ตารางที่ 1 ปริมาณรอยละผลผลิตสารสกัดจากผลผักชี ปริมาณ Total phenolic และ flavonoid ฤทธิ์ตานเอนไซม 

 alpha-glucosidase และฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม HMG-CoA reductase ของสารสกัดหยาบ

 ตัวอยางที่ 1–4

Crude extract 

Sample
Yield of extract

(% w/w)

Total phenolic
(mg gallic 
acid/g)

Flavonoid
(mg catechin/g)

Alpha-glucosi-
dase inhibitory 

activity
(IC50 mg/mL)

HMG-CoA
reductase 
Inhibition 

activity (%)

1. Nan
2.  Phayao
3.  Lampang
4.  Chiang Rai

9.65±0.56b

14.76±0.81a

10.05±0.26b

8.28±0.20b

14.30±0.14a

14.96±0.12b

13.41±0.08c

10.24±0.03d

12.08±0.13a

11.18±0.09b

10.79±0.29c

6.33±0.12d

10.55±0.18a

36.79±1.24c

16.64±0.06b

24.90±0.22d

20.78±0.84b

16.70±0.98c

10.24±0.19d

25.20±1.12a

Acarbose 15.80±0.38b

หมายเหตุ: a, b, c, d ในแตละพารามิเตอร แสดงถึง คาเฉลี่ยที่มีความแตกตางกันทางสถิติ (p ≤ 0.05)

ผลของสารสกัดน้ำมันหอมระเหยจากผลผักชี 

จากผลการสกัดน้ำมันหอมระเหย โดยวิธี Water 

Distillation พบวาน้ำมันหอมระเหยมีสีและลักษณะ

ทางกายภาพของสารสกัดหยาบ และรอยละผลผลิตท่ี

แตกตางกัน และมปีริมาณสารสำคัญ ฤทธิก์ารตานเอนไซม 

alpha-glucosidase และฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม 
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ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของผลผักชีในจังหวัดนาน พะเยา ลำปาง และเชียงราย  ตถาพร ไมสน และคณะ

HMG-CoA reductase ที่แตกตางกัน โดยน้ำมันหอม

ระเหยผลผกัชตีวัอยางท่ีปลูกในจังหวัดเชยีงราย มปีรมิาณ

รอยละผลผลิตสูงที่สุด สวนตัวอยางที่ปลูกในจังหวัดนาน

มีปริมาณสารฟนอลิกทั้งหมด ปริมาณสารฟลาโวนอยด 

ประสิทธิภาพในการตานเอนไซม alpha-glucosidase 

และประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม HMG-CoA 

reductase สูงที่สุด ดังแสดงในตารางที่ 2

ผลการเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน Acarbose

ที่มีคุณสมบัติออกฤทธิ์ยับยั้งเอ็นไซม alpha-gluco-

sidase พบวา Acabose มีฤทธิ์การตานเอนไซม

alpha-glucosidase สูงกวาน้ำมันหอมระเหยผลผักชี

ทั้ง 4 ตัวอยาง

ตารางที่ 2 ปริมาณรอยละผลผลิตน้ำมันหอมระเหยจากผลผักชี ปริมาณ Total phenolic และ flavonoid ฤทธิ์

 การตานเอนไซม alpha-glucosidase และฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม HMG-CoA reductase ของ

 น้ำมันหอมระเหยของตัวอยางน้ำมันหอมระเหยที่ 1–4

Essential oil

Sample
Yield of extract

(% w/w)

Total phenolic
(mg gallic 
acid/g)

Flavonoid
(mg catechin/g)

Alpha-glucosi-
dase inhibitory 

activity
(IC50 mg/mL)

HMG-CoA
reductase 
Inhibition 

activity (%)

1. Nan
2. Phayao
3. Lampang
4. Chiang Rai

0.12±0.01d

0.44±0.02b

0.41±0.01c

0.8±0.02a

1.86±0.03a

1.80±0.12a

1.22±0.12b

0.99±0.04c

0.03±0.00a

0.01±0.00b

0.01±0.00c

0.01±0.00b

30.66±0.24b

37.23±0.30c

38.02±1.56c

38.51±0.94c

12.35±1.17a

10.44±0.17bc

9.26±0.37c

10.78±0.48b

Acarbose 15.80±0.38b

ผลการเปรียบเทียบปริมาณสารสำคัญและฤทธิ์

ทางเภสัชวิทยาของผลผักชี จำนวน 4 ตัวอยาง พบวา

สารสกัดผลผักชีในรูปแบบของสารสกัดหยาบทั้ง

4 ตัวอยาง มีปริมาณผลผลิต ปริมาณสารสำคัญ และฤทธิ์

ทางเภสัชวิทยาสูงกวาน้ำมันหอมระเหยของผลผักชี โดย

ปริมาณฟนอลิกท้ังหมดสูงท่ีสุด คือ สารสกัดหยาบผล

ผกัชจีงัหวดัพะเยา ปรมิาณฟลาโวนอยดและประสทิธภิาพ

ในการตานเอนไซม alpha-glucosidase สูงที่สุด คือ 

สารสกดัหยาบผลผกัชจีงัหวดันาน สวนสารสกดัหยาบผล

ผักชีจังหวัดเชียงรายมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเอนไซม 

HMG-CoA reductase สูงที่สุด รองลงมา คือ สารสกัด

หยาบผลผักชีจังหวัดนาน

วิจารณ

ผลจากการศึกษาปริมาณสารสำคัญและฤทธิ์

ทางเภสัชวิทยาที่มีความแตกตางกันของผลผักชีทั้ง 4 

หมายเหตุ: a, b, c, d ในแตละพารามิเตอร แสดงถึงคาเฉลี่ยที่มีความแตกตางกันทางสถิติ (p ≤ 0.05)

ตัวอยาง เมื่อเปรียบเทียบกับรายงานการปลูกผักชีใน

ตางประเทศ ไดแก  อินเดีย เนปาล เอธิ โอเปย 

สหรัฐอเมริกา พบอิทธิพลของพันธุกรรมและสภาพ

แวดลอม คือ พันธุผักชี ฤดูกาลปลูก ธาตุอาหารพืช 

และอายุการเก็บเก่ียวที่แตกตางกันมีผลตอการเจริญ

เติบโต องคประกอบของผลผลิต และยังสัมพันธกับ

ปริมาณสารสำคัญ รวมถึงฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ(15–20) 

ผลการทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาสอดคลองกับรายงาน

การวิจัยฤทธิ์ทางชีวภาพของผลผักชีมีสารประกอบ

ในหลายกลุม ไดแก  flavonoids (quercetin,

isoquercetin, rutin), terpene (linalool), terpenoid,

polyphenol (ferrulic acid, gallic acid, rutin, 

caffeic acid, anethole, borneol, caroteinoids) 

และ fatty acid ที่พบมาก เชน petroselinic acid, 

coumarin, hydroxy-coumarin, tannin, sterol 

vitamin C และ tocopherol นอกจากน้ีมีรายงาน
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Pharmacological Activities of Coriander Fruits in the Provinces of Nan, Phayao, 
Lampang, and Chiang Rai, Thailand Tathaporn Maison et al.

การศึกษากลุมสารสำคัญที่คาดวาจะมีผลตอระดับไขมัน

ในเลือด ไดแก สารกลุมฟนอลิกท่ีออกฤทธิ์ตานอนุมูล

อิสระมีผลลดการดูดซึมคอเลสเตอรอลในระบบทาง

เดินอาหารและเพิ่มการขับถายออกไปพรอมอุจจาระ(21)

สารกลุมฟลาโวนอยดและโพลีฟนอลลดการสังเคราะห

ไขมันและเสริมการทำลายคอเลสเตอรอลทั้งในซีรัมและ

ในเนื้อเยื่อของหนู(22) linalool เปนสารประกอบหลักใน

ผลผกัช ีมกีารศึกษากลไกการออกฤทธิล์ดนำ้ตาลและไขมนั

ของสารสกัดผลผักชีในระดับโมเลกุล แสดงตำแหนง

การเขาจับของ linalool กับ Receptor for AGE 

(RAGE) มีผลยับยั้งการสราง Advanced Glycation 

End Product (AGE) ทำใหมีการหล่ังอินซูลินและ

การสังเคราะหคอเลสเตอรอลลดลง กรดไลโนเลอิค

(linoleic acid) เปนสารสำคัญที่พบมากในผลผักชี โดย

กรดชนิดนี้จะทำปฏิกิริยากับไขมันในเลือด จากนั้นกำจัด

ไขมันออกทางปสสาวะและอุจจาระทำใหไขมันภายใน

รางกายลดนอยลง petroselinic acid มีฤทธิ์ตานการ

อักเสบ โดยการยับยั้งเอนไซม Cox-1 และ Cox-2 

ประกอบกับในผลผักชีมี omega-3-docosahexanoic 

acid (DHA) และ alpha-linolenic (ALA) และกรด

ไขมนัโอเมกา 6 (linoleic acid) ชวยกระตุนการหลัง่สาร

ตานการอักเสบของเยื่อหุมเซลลทำใหเกิดการลดระดับ 

triglyceride และเพิ่มระดับ HDL(23)

ผลการทดลองการยับยั้งเอนไซม alpha-glu-

cosidase ของผลผักชี 4 ตัวอยาง พบวาตัวอยางจาก

จงัหวดันานมฤีทธิก์ารยบัยัง้สงูท่ีสดุ (IC50 = 10.55±0.18 

µg/mL) และมีฤทธิ์การยับยั้งสูงกวาสารมาตรฐาน 

Acarbose (IC50 = 15.80±0.38 µg/mL) เนื่องจาก

เอนไซม alpha-glucosidase ถูกสรางจากลำไสเล็ก 

ทำหนาที่ยอยสารอาหารประเภทคารโบไฮเดรตใน

กระบวนการสดุทายจนกลายเปนนำ้ตาลโมเลกลุเดีย่ว คอื 

น้ำตาลกลูโคสและถูกดูดซึมเขาสูรางกาย ดังนั้นหากมี % 

inhibition เอนไซม alpha-glucosidase ไดจะสงผล

ตอการยอยและดูดซึมน้ำตาลเขาสูรางกายทำใหน้ำตาล

ในกระแสเลือดลดลงได ซึ่ง Acarbose ถูกนำมาใชเปน

ตัวควบคุมเชิงบวกเพื่อใชเปรียบเทียบผล % inhibition

ของเอนไซม alpha-glucosidase กับสารสกัดและ

นำ้มนัหอมระเหยของผลผกัชท้ัีง 4 ตวัอยาง โดยการยบัยัง้

เอนไซม alpha-glucosidase จะชวยชะลอการดูดซึม

น้ำตาลกลูโคสเขาสูกระแสเลือดและชะลอการเพิ่มของ

ระดับน้ำตาลในเลือด 

การศึกษาในครั้ งนี้ เก็บตัวอย างผลผัก ชีใน

4 จังหวัด โดยเลือกเก็บเพียง 1 แหลงปลูก เปนตัวแทน

ของแตละจังหวัด เปนการศึกษาในเบื้องตนและศึกษา

การลดระดับน้ำตาลในหลอดทดลองเทานั้น จึงตองมี

การศึกษาในสัตวทดลองหรือผลตอรางกายในระยะยาว 

รวมถึงการเตรียมสารสกัดควรมีการควบคุมกระบวนการ

เลอืกวตัถดุบิ กระบวนการปลกู หรอืวธิกีารจดัเกบ็วตัถดิุบ 

เพื่อประโยชนในการทดลองขั้นตอไป โดยทำการทดลอง

วิเคราะหปริมาณสารสำคัญและการทดสอบฤทธิ์ดวยวิธี

อื่นเพิ่มเติม เพื่อนำไปสูการพัฒนาเปนตัวยาในการรักษา

โรคเบาหวานตอไป จากการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัด

ผลผักชี 4 ตัวอยาง ที่ปลูกและผลิตผลผักชีใน 4 จังหวัด

ภาคเหนือดังกลาว ทำใหไดแนวทางในการวางแผนการ

ปลูกสำหรับใชเปนวัตถุดิบผลิตผลผักชีอบแหง เปนการ

สรางมูลคาเพิ่มใหแกผักชีไทย เพื่อตอยอดการผลิตใช

ในรปูแบบสมนุไพรบดผงและสารสกดั รวมถงึการวจิยัใน

หองปฏบิตักิารกบัจำนวนตวัอยางทีเ่พิม่มากขึน้ เพือ่ยนืยนั

ผลการศึกษาในสัตวทดลองสูการวิจัยทางคลินิกตอไป 

ผลการวิจัยจะกอใหเกดิการพัฒนาผลิตภัณฑผักชสีำหรบั

นำมาใชในทางการแพทย เพื่อดูแลสุขภาพและการ

พัฒนาการรักษาโรคที่เกี่ยวของตอไป

สรุป

ผลการทดสอบคุณภาพของผลผักชีในรูปแบบ

ของสารสกัดหยาบผลผักชี และน้ำมันหอมระเหยผลผักชี 

ประกอบดวย ปริมาณผลผลิต ปริมาณสารสำคัญ และ

ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา ทั้ง 4 ตัวอยาง ภายใตกระบวนการ

สกัดที่เหมือนกัน แตละตัวอยางมีลักษณะทางกายภาพ 

และมีรอยละผลผลิตของสารสกัดที่แตกตางกัน รวมถึงมี

ประสิทธิภาพในการตานเอนไซม alpha-glucosidase 

และการยับยั้งเอนไซม HMG-CoA reductase ที่

แตกตางกัน สารสกัดหยาบผลผักชีทั้ง 4 ตัวอยาง 

มีปริมาณผลผลิต ปริมาณสารสำคัญ และฤทธิ์ทาง

เภสัชวิทยาสูงกวาน้ำมันหอมระเหยผลผักชี โดยสาร

สกัดหยาบผลผักชีจังหวัดพะเยามีรอยละผลผลิตปริมาณ
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ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของผลผักชีในจังหวัดนาน พะเยา ลำปาง และเชียงราย  ตถาพร ไมสน และคณะ

ฟนอลิกสูงที่สุด สารสกัดหยาบผลผักชีจังหวัดนานมี

ปรมิาณฟลาโวนอยดและประสิทธภิาพในการตานเอนไซม 

alpha-glucosidase สูงท่ีสุด สวนสารสกัดหยาบผล

ผักชีจังหวัดเชียงรายมีประสิทธิภาพในการยับย้ังเอนไซม 

HMG-CoA reductase สูงท่ีสุด แสดงใหเหน็วาสารสกดั

หยาบผลผกัชมีีคณุสมบัตท่ีิดแีละควรมีการศกึษาเพิม่เตมิ

ในการพัฒนาตอยอดเปนผลิตภัณฑลดไขมันและน้ำตาล

ในเลือดได ซึ่งตองมีการศึกษาวิธีการสกัดผลผักชีดวย

สภาวะทีเ่หมาะสม รวมถงึการทดสอบฤทธิท์างเภสัชวทิยา

ดวยวิธีตางๆ ที่ยืนยันประสิทธิผลไดชัดเจนมากขึ้น

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ สำนักงานคณะกรรมการสงเสริม

วิทยาศาสตร วิจัยและนวัตกรรม (สกสว.) ที่ใหการ

สนับสนุนงบประมาณดำเนินงานโครงการวิจัยนี้ และ

ขอขอบคุณ หองปฏิบัติการเทคโนโลยีสมุนไพรและ

สารออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา สถาบันคนควาและ

พัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร 

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ทีช่วยอำนวยความสะดวก การ

สนับสนุนบุคลากร ตลอดจนใหใชสถานที่และเครื่องมือ

อุปกรณ ทำใหโครงการวิจัยนี้ประสบความสำเร็จลุลวงไป
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ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของผลผักชีในจังหวัดนาน พะเยา ลำปาง และเชียงราย  ตถาพร ไมสน และคณะ

Tathaporn Maison1, Wikit Prakayharn1, Kulthanit Wanarat1, and Thassanewet Yaso2

1Division of Complementary and Alternative Medicine, Department of Thai Traditional and Alternative 

Medicine, Nonthaburi 11000, Thailand
2Lampang Hospital, Muang District, Lampang 52000, Thailand

Pharmacological Activities of Coriander 
Fruits in the Provinces of Nan, Phayao, 

Lampang, and Chiang Rai, Thailand

ABSTRACT Coriander has medicinal and spice properties to reduce blood sugar and lipids. This study 
aimed to comparatively evaluate the yields of crude extracts and essential oils, as well as the pharma-
cological properties of coriander fruit samples grown in the four provinces of Thailand: Nan, Phayao,
Lampang, and Chiang Rai. Crude extracts and essential oils of coriander samples were prepared 
using the same extraction process. Each sample exhibited distinct physical characteristics and a varying 
percentage yield of the extract, including diff erences in effi  cacy against alpha-glucosidase and HMG-CoA 
reductase inhibitory activities.  The coriander extracts of all samples had yield, amount of active 
substances (Total phenolic and fl avonoid), and pharmacological activities higher than the essential oils. 
Flavonoids and alpha-glucosidase inhibitory activity of the crude extract from Nan were highest, while 
the crude extract from Chiang Rai showed the highest HMG-CoA reductase inhibition activity. Thus, 
the results from coriander planted indigenously in those four provinces may provide a guideline for 
planning coriander growing in the northern part of Thailand to produce dried coriander fruits, thereby 
extending the production of coriander extract and adding value for further medical use in herbal medicine 
development and healthcare.

Keywords: Coriander fruit, Coriander fruit extract, Coriander fruit essential oil, Pharmacological activity
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อภิชญา สิทธิวงศ1 ปริชญา มณทนม1 วุฒิชัย คำดวง1,2 สาคร พรประเสริฐ3 และ กัญญา ปรีชาศุทธิ์1
1แขนงจลุชวีวทิยาคลนิกิ ภาควชิาเทคนคิการแพทย คณะเทคนิคการแพทย มหาวทิยาลยัเชียงใหม อำเภอเมอืง  เชียงใหม 50200
2LUCENT International Collaboration คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยเชียงใหม อำเภอเมือง เชียงใหม 50200 
3แขนงจุลทรรศนศาสตรคลินิก ภาควิชาเทคนิคการแพทย คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยเชียงใหม อำเภอเมือง 

 เชียงใหม 50200

การประเมินประสิทธิผลของเทคโนโลยีไมโครเวฟ
ในการกําจัดมูลฝอยติดเชื้อ

บทคัดยอ การศึกษาคร้ังนี้เปนการประเมินประสิทธิผลของเครื่องกําจัดมูลฝอยติดเชื้อที่ใชเทคโนโลยีไมโครเวฟ โดยอาศัย
หลกัการปนยอยมลูฝอยใหมขีนาดเลก็กวา 1 ตารางเซนตเิมตร และผานคลืน่ไมโครเวฟเพือ่ทาํลายเชือ้ในระบบปด โดยใชเกณฑ
การประเมินตามมาตรฐานอุปกรณทําลายเชื้อของ State and Territorial Association on Alternative Treatment 
Technologies (STAATT) ที่ระดับ 3 ซึง่ทําลายสปอร Bacillus subtilis ใหลดลงได ≥ 104 log CFU (≥ 4log10 reduction) 
จากการทดสอบพบวาเครือ่ง Steriwave100TM ขนาดความจเุครือ่ง 100 ลติร ทีก่าํลงัไฟ 400 โวลท 3 เฟส 40 แอมป ใหความรอน 
110 องศาเซลเซยีส ดวยรงัสไีมโครเวฟ เปนเวลา 20 นาท ีในตวัอยางทีม่คีวามช้ืนประมาณรอยละ 10 (w/w) สามารถทาํลายสปอร 
Bacillus atrophaeus ATCC 9372 (เดิม B. subtilis var. niger) ที่มีจํานวน 1.7×104, 1.8×106 และ 3.2×106 สปอรได 
ดงัน้ันเทคโนโลยไีมโครเวฟสามารถเปนทางเลอืก ในการกําจดัมลูฝอยติดเช้ือแบบเปนมติรตอสิง่แวดลอมในสถานดูแลสขุภาพได

คําสําคัญ: มูลฝอยติดเชื้อ, มูลฝอยปนเปอน, ไมโครเวฟ, การจัดการมูลฝอย
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เทคโนโลยีไมโครเวฟในการกำจัดมูลฝอยติดเชื้อ  อภิชญา สิทธิวงศ และคณะ

บทนํา

มลูฝอยตดิเชือ้ หมายถงึ มูลฝอยท่ีมีเชือ้โรคปะปน

อยูในปริมาณมากหรือมีความเขมขน ซึ่งถามีการสัมผัส

หรือใกลชิดกับมูลฝอยน้ันแลวสามารถทำใหเกิดโรคได

แหลงทีเ่กดิมลูฝอยตดิเชือ้จำนวนมากมาจากโรงพยาบาล 

โรงพยาบาลสัตว และหนวยงานที่มีการทดลองหรือ

ศกึษาวจิยัทีเ่กีย่วของกบัเชือ้โรค(1) ในชวงสถานการณทีม่ี

การระบาดของโรคโควิด 19 มูลฝอยติดเชื้อมีปริมาณ

เพิ่มขึ้นเปนจำนวนมากจากบุคลากรทางการแพทยและ

บุคลากรที่เกี่ยวของ เกิดจากการใชชุดปองกันการติดเชื้อ 

(Personal Protective Equipment, PPE) เพือ่ใสใน

ระหวางการเกบ็สิง่สงตรวจ การสงตรวจทางหองปฏบิตักิาร

ที่เพิ่มมากขึ้น การใหการรักษาผูติดเชื้อโควิด 19 และ

การทำหตัถการตางๆ รวมถงึหนากากอนามยัทีใ่ชแลว หาก

เปนสถานที่ที่มีการกักตัวเพื่อสังเกตอาการหลังติดเช้ือ

มูลฝอยจากหองสวนตัวจากสถานท่ีดังกลาวจัดเปน

มลูฝอยตดิเชือ้เชนกนั ซึง่กระบวนการกำจัดมูลฝอยตดิเช้ือ

เหลานี้อยางมีประสิทธิภาพสามารถทำไดหลายวิธี และมี

หลายปจจัยเกี่ยวของในการเลือกใช(2)

วิธีการกำจัดมูลฝอยติดเชื้อในปจจุบัน ตามกฎ

กระทรวงวาดวยการกำจดัมลูฝอยตดิเชือ้ พ.ศ. 2545 ไดแก

การเผาในเตาเผา การทำลายเชื้อดวยไอน้ำ การทำลาย

ดวยความรอน และวิธีอื่นตามที่กระทรวงสาธารณสุข

กำหนดในราชกิจจานุเบกษา(1) การเผาในเตาเผาเปนวิธี

ที่มีประสิทธิภาพทำลายเชื้อโรคไดดี ลดปริมาณมูลฝอย

ไดมากแตอาจมีการปลอยมลพิษสูชั้นบรรยากาศ

การทำลายเชื้อดวยไอน้ำเปนการนึ่งฆาเชื้อดวยไอน้ำ

ความดันสูงหรือเครื่อง Autoclave วิธีน้ีไมกอใหเกิด

มลพิษ มีการพัฒนาการใหทำลายมูลฝอยติดเชื้อดวยการ

เพิ่มเครื่องบดยอยเพ่ือเปล่ียนใหเปนมูลฝอยขนาดเล็ก 

จากนั้นจึงนำไปสูการน่ึงฆาเช้ือดวยไอน้ำทำใหสามารถ

นำไปกำจัดตอแบบมูลฝอยท่ัวไปหรือนำมูลฝอยนั้นไป

รีไซเคลิ วธินีีส้ามารถประเมินประสทิธภิาพการทำลายเชือ้

ตามเกณฑมาตรฐานชวีภาพ โดยสามารถทำลายสปอรของ

เชื้อ Geobacillus stearothermophilus ใหลดลงได 

≥ 105 log CFU(3,4) อยางไรก็ตามการทำลายเชื้อดวย

ไอน้ำมีปญหาเรื่องกลิ่นที่ไมพึงประสงคที่เกิดจากการนึ่ง

และมีปริมาณไอน้ำจำนวนมากเขาไปอยูในมูลฝอย  

การทำลายมูลฝอยติดเช้ือดวยการฉายรังสีคลื่น

ไมโครเวฟจัดเปนการทำลายเชื้อดวยวิธีอื่น โดยรังสี

ไมโครเวฟผลิตจากอุปกรณอิเล็กทรอนิกสที่เรียกวา

แมกนีตรอน (Magnetron) ไดรังสีโมโครเวฟที่มี

ความถี่ 2,450 เมกะเฮิรซ เมื่อรังสีไมโครเวฟผานเขาไป

ในของเหลวหรือน้ำในมูลฝอยจะทำใหโมเลกุลของน้ำ

เกิดการสั่นจนทำใหเกิดความรอน เชื้อโรคจะถูกทำลาย

จากการนำความรอนผานน้ำ(5,6) ดังนั้นประสิทธิภาพ

ของไมโครเวฟในการทำลายเช้ือแบคทีเรียในมูลฝอย

ติดเช้ือทางการแพทยดวยเทคนิคดังกลาวจึงขึ้นอยูกับ

ระยะเวลา กำลังของคล่ืนไมโครเวฟที่ใช และปริมาณน้ำ 

โดยไมโครเวฟปรุงอาหารที่กำลัง 1 กิโลวัตต สามารถ

ทำลายเชื้อ Escherichia coli และ Staphylococcus 

aureus ปริมาณ 5.0×106 Colony-forming unit 

(CFU) ใหลดลงเปนศูนยภายในเวลา 2.5 นาที โดย

มีอุณหภูมิต่ำกวา 100 องศาเซลเซียส(7) และหากเปน

ไมโครเวฟที่กำลัง 1.5 กิโลวัตต เวลา 30 นาที สามารถ

ทำลายเช้ือ Mycobacterium tuberculosis ใน

ตัวอยางเสมหะที่มีเชื้อได รอยละ 99.2 จาก 226 ตัวอยาง

ซึ่งตรวจสอบจากการเจริญของเชื้อดวยวิธี Mycobac-

terium Growth Indicator Tube (MGIT)(8) และ

หากตองการทำใหปราศจากเชื้อ (Sterilization) ดวย

เทคโนโลยีไมโครเวฟสามารถทำได โดยเพิ่มกำลังวัตต

ของไมโครเวฟ เพิ่มระยะเวลาที่นานขึ้น และเพิ่มปริมาณ

น้ำในมูลฝอย(9)

ในปจจุบันมีเครื่องฉายรังสีไมโครเวฟที่ผลิตมา

เพื่อการทำลายมูลฝอยติดเชื้อ ไดแก Ecosteryl(10) 

Medical Waste Disposal Unit (MDU)(11) และ 

Sterilwave(12) มีหลายขนาดตั้งแตเครื่องขนาดใหญ

สามารถกำจดัขยะตดิเชือ้ไดวนัละ 1 ตนัตอวัน เปนอยางนอย

จนถงึขนาดเลก็ทีท่ำลายมลูฝอยไดครัง้ละ 10−15 กโิลกรมั 

หรือเปนแบบทำงานไดบนรถบรรทุก โดยเคลื่อนที่ไปยัง

แหลงกำเนดิมลูฝอยตดิเช้ือ สวนประกอบหลกัของเครือ่ง 

คือ ใบมีดขนาดใหญที่ตัดยอยมูลฝอยใหมีขนาดเล็กและ

แมกนตีรอนทีส่ามารถปลอยคลืน่รงัสไีมโครเวฟ ทำใหเกดิ

การนำความรอนทีอุ่ณหภมู ิ100–110 องศาเซลเซยีส และ

มีสวนของภาชนะสำหรับใสตัวอยางชีวภาพเพื่อประเมิน
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ประสิทธิภาพการทำงานของเครื่อง เมื่อครบเวลาทำงาน

เศษมูลฝอยจะถูกปลอยออกมาที่ภาชนะรองรับ ลักษณะ

ของมูลฝอยที่ออกมาจะเปนเศษมูลฝอยแหงที่มีปริมาตร

ลดลงและสามารถนำไปใชประโยชนตอได (recycle) 

เชน การนำไปเปนสวนประกอบของอิฐมวลเบาและเปน

เชื้อเพลิงของโรงงานผลิตไฟฟา(13)

การศึกษาครั้งนี้ทำการทดสอบประสิทธิภาพของ

เคร่ืองกำจดัมลูฝอยตดิเชือ้ดวยเทคโนโลยคีลืน่ไมโครเวฟ 

โดยใชเกณฑของ State and Territorial Association on 

Alternative Treatment Technologies (STAATT)

จากสำนกังานปกปองสิง่แวดลอมสหรฐัฯ (United States

Environmental Protection Agency) ดังแสดงใน

ตารางที่ 1 ที่ระดับ 3 โดยทดสอบประสิทธิภาพในการ

ทำลายสปอรของเชื้อ B. atrophaeus ATCC 9372 ให

ลดลงได ≥ 104 log CFU ซึ่งเปนเกณฑขั้นต่ำของการใช

เทคโนโลยีหรือเครื่องทำลายมูลฝอยติดเช้ือ(14) เนื่องจาก

ความรอนที่เกิดจากไมโครเวฟไมสามารถทำลายสปอร

ของเชื้อ G. stearothermophilus ได 

ตารางที่ 1 ระดับการทำใหปราศจากเชื้อ (Sterility Assurance Level, SAL) ของ STAATT แสดงประสิทธิภาพ

  การทำลายมูลฝอยติดเชื้อ(14)

ระดับ ประสิทธิภาพ

1

2

3

4

ทำลายเซลลแบคทีเรีย เชื้อรา ไวรัส (Lipophilic viruses) ใหลดลงได ≥ 106 log CFU

ทำลายเซลลแบคทีเรยี เชือ้รา ไวรสั (Lipophilic/Hydrophilic viruses) ปาราสติ และไมโครแบคทเีรยี 

ใหลดลงได ≥ 106 log CFU

ทำลายเซลลแบคทีเรยี เชือ้รา ไวรสั (Lipophilic/Hydrophilic viruses) ปาราสติ และไมโครแบคทเีรยี 

ใหลดลงได ≥ 106 log CFU และทำลายสปอรของ G. stearothermophilus หรือ B. subtilis

ใหลดลงได ≥ 104 log CFU

ทำลายเซลลแบคทีเรีย เชื้อรา ไวรัส (Lipophilic/Hydrophilic viruses) ปาราสิต ไมโครแบคทีเรีย 

และทำลายสปอรของ G. stearothermophilus ใหลดลงได ≥ 106 log CFU

วัสดุและวิธีการ

มูลฝอยที่ใชในการทดลอง

ใชมูลฝอยติดเชื้อที่เกิดจากหองปฏิบัติการและ

การเรียนการสอนทางจุลชีววิทยา ประกอบดวย กระดาษ

เช็ดโตะปฏิบัติการ การดาษเช็ดสไลด ถุงมือ ทิชชู กลอง

บรรจุของมีคม (sharp bin) ที่มีเข็ม และกระจกสไลด 

แตไมรวมจานเพาะเชื้อและอาหารเลี้ยงเชื้อ บรรจุถุงแดง

และบนัทกึน้ำหนกั และมลูฝอยไมตดิเชือ้จากหองปฏบิตักิาร

เครื่องกำจัดมูลฝอยติดเชื้อดวยเทคโนโลยีไมโครเวฟ

เครือ่งกำจดัมลูฝอยตดิเชือ้ดวยเทคโนโลยีไมโครเวฟ

ทีใ่ชในการศกึษาครัง้นีเ้ปนรุน Steriwave100TM  (Bertin 

Technologies, France) ขนาดความจุ 100 ลิตร

ที่กำลังไฟ 400 โวลท 3 เฟส 40 แอมป ที่ทำการยอย

มูลฝอยไดคร้ังละประมาณ 10 กิโลกรัม และสามารถ

ยอยภาชนะพลาสตกิทีบ่รรจขุองมคีมได ดานลางของตวัถงั

มีใบมีดขนาดใหญ และมีสวนของภาชนะรองรับเศษ

มลูฝอยทีผ่านรงัสไีมโครเวฟแลวทีส่ามารถดงึออกไดจาก

ดานขางเครื่องโดยไมตองเปดฝาเครื่อง มูลฝอยที่ไดหลัง

การตัดมีขนาดนอยกวา 1 ตารางเซนติเมตร 

แผนสปอรเชื้อแบคทีเรีย (Spore strip) 

แผนสปอรเชือ้แบคทเีรยี ทีใ่ชทดสอบประสทิธภิาพ

ของเครื่องเปนกระดาษกรองที่มีสปอรของแบคทีเรีย

B. atrophaeus ATCC 9372 จาก 3 บรษิทั ไดแก บรษัิท

Crosstex international BG-104, USA ที่มีจำนวน

สปอร 1.7×104 สปอร/แผน จากบริษัท MesaLabs,

USA ที่มีจำนวนสปอร 1.8×106 สปอร/แผนและบริษัท

True Indicating, USA ที่มีจำนวนสปอร 3.2×106

สปอร/แผน
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เทคโนโลยีไมโครเวฟในการกำจัดมูลฝอยติดเชื้อ  อภิชญา สิทธิวงศ และคณะ

การทดสอบประสิทธิภาพของเครื่องยอยมูลฝอย

นำมูลฝอยติดเชื้อหรือไมติดเชื้อท่ีบรรจุอยูในถุง

ใหมีน้ำหนักประมาณ 10 กิโลกรัม บรรจุลงในเครื่อง 

Steriwave100TM และดานบนของฝาเครื่องที่มีหลอด

พลาสตกิทีม่รีพูรนุ ขนาด 16×120 มิลลิเมตร (NUNCTM ,

USA) จำนวน 3 หลอด แขวนอยู ใหบรรจุแผนสปอร

ทั้งซองโดยไมเปดออกท้ัง 3 หลอด หลังจากนั้นปดฝา

เครือ่งแลวเปดเครือ่งใหทำงาน โดยตัง้โปรแกรมใหมกีาร

ปนยอยขยะ เปนเวลา 10 นาท ีโดยอณุหภมูภิายในเครือ่ง

ประมาณ 70 องศาเซลเซยีส หลงัจากน้ันเขาสูกระบวนการ

ใหความรอนผานรังสีไมโครเวฟ อุณหภูมิภายในเครื่อง

จะสงูขึน้จนถงึ 110 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาท ีเมือ่ครบ

ข้ันตอนการทำงานใหนำแผนสปอรทีอ่ยูในซองออกมาใส

ในหลอดอาหารเล้ียงเชือ้ Trypticase soy broth (TSB) 

(BBLTM, USA) ทั้ง 3 แผน ดวยเทคนิคปราศจากเชื้อ

และนำอาหาร TSB 1 หลอด บรรจุแผนสปอรที่ไมผาน

ไมโครเวฟเปนชุดควบคุมแสดงการเจริญของสปอร 

(Spore control, SC) และ TSB 1 หลอด ไมบรรจแุผน

สปอรเปนชุดควบคุมดูการปนเปอนของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

(Media control, MC) นำหลอด TSB ทั้งหมดไปบม

ทีอ่ณุหภมู ิ35 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชัว่โมง อานผล

การเจริญของสปอรจากความขุนของอาหารเลี้ยงเช้ือ

หากพบหลอดทดสอบขุนใหนำมาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็

Trypticase soy agar (TSA) (BBLTM, USA) โดยบม

ทีห่องเพาะเช้ือ (Walk-in incubator, Rivacold, Italy)

อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24–48 ชั่วโมง

เพื่อดูการเจริญของเชื้อตอไป

ผล

การทดสอบประสิทธิผลของเครื่องกำจัดมูลฝอย

ติดเชื้อที่ใชเทคโนโลยีไมโครเวฟ หลังการติดตั้งเคร่ืองท่ี

หองสำหรบัทำลายมลูฝอยตดิเชือ้ โดยทำการยอยมลูฝอย

ไมติดเชื้อที่มีน้ำหนักประมาณ 10 กิโลกรัม โดยบรรจุ

แผนสปอรที่จำนวนสปอร 3.2×106 สปอร จำนวน 3 แผน 

ในหลอดบรรจทุีม่รีพูรนุ หลงักระบวนการยอยปลอยคลืน่

รังสีไมโครเวฟ เปนเวลา 10 นาที ตามโปรแกรมที่ตั้งไว 

หลังเสร็จสิ้นกระบวนการพบการเจริญของเชื้อทั้งหมด

หลังบมที่ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ดังนั้น

จึงทำการปรับอุณหภูมิและระยะเวลาในการปลอย

คล่ืนรังสีไมโครเวฟจาก 10 นาที เปน 20 นาที เติมน้ำ

ลงในมูลฝอย จำนวน 1 ลิตร เพื่อใหไดอุณหภูมิ 110 

องศาเซลเซียส และทำการสอบซ้ำกับแผนสปอรที่มี

จำนวนสปอรตางกัน ไดแก 1.7×104 ถึง 3.2×106 สปอร

โดยแผนสปอรที่มี จำนวน 3.2×106 ซ้ำ 3 ครั้ง พบวาไมมี

การเจริญของสปอรที่ใชทดสอบ ดังแสดงในตารางที่ 2 

ตารางที่ 2 การเจริญของสปอรจากแผนสปอรทดสอบการกำจัดมูลฝอยติดเชื้อที่ใชเทคโนโลยีไมโครเวฟ 

สภาวะการทดสอบ/จำนวนสปอร
แผนสปอร

SC MC ประสิทธิภาพ
 1 2 3

ไมโครเวฟ 10 นาที มูลฝอยไมติดเชื้อ/3.2×106#

ไมโครเวฟ 20 นาที มูลฝอยไมติดเชื้อ/3.2×106#

ไมโครเวฟ 20 นาที มูลฝอยติดเชื้อ/1.7×104##

ไมโครเวฟ 20 นาที มูลฝอยติดเชื้อ/1.8×106##

ไมโครเวฟ 20 นาที มูลฝอยติดเชื้อ/3.2×106#

 +

 -

 -

 -

 -

+

-

-

-

-

+

-

-

-

-

+

+

+

+

+

-

-

-

-

-

ไมผาน

ผาน

ผาน

ผาน

ผาน

หมายเหตุ: SC = spore control, MC = media control, + = อาหารเลี้ยงเชื้อขุน, - = อาหารเลี้ยงเชื้อใส, # = ทดสอบ 3 ครั้ง,
 ## = ทดสอบ 1 ครั้ง
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ทดสอบประสิทธผิลของเครื่อง Steriwave100TM

โดยทำการยอยมูลฝอยติดเชื้อท่ีไดจากหองปฏิบัติทาง

จุลชีววิทยา จำนวน 10 กิโลกรัม โดยใชแผนสปอรที่มี

จำนวนสปอร 1.7×104 สปอร/แผน 1.8×106 สปอร/แผน 

และ 3.2×106 สปอร/แผน โดยใชระยะเวลาไมโครเวฟ 

20 นาที ในแตละรอบการทดสอบ พบวาสามารถทำลาย

สปอรของเชือ้ B. atrophaeus ATCC 9372 ใหลดลงได

มากกวา ≥ 104 log CFU ดังแสดงในตารางที่ 2

ซึง่เปนการแสดงผลทางออม (Biological Disinfectant 

Indicator) ของการใชเทคโนโลยีไมโครเวฟในการลด

ประมาณเชื้อในมูลฝอยถึงระดับที่ยอมรับได

การเจริญของสปอรของ B. atrophaeus ATCC 

9372 ในอาหารเหลวและบนอาหารแข็ง ดังแสดงใน

ภาพที่ 1(1) และ 1(2) พบลักษณะโคโลนีที่ตางจาก 

Bacillus spp. คือ มสีเีหลอืงสมชัดเจน ทัง้ในอาหารเหลว

และบนอาหารแขง็ ในการทดสอบประสทิธภิาพของเคร่ือง 

Steriwave100TM หากพบความขุนในหลอดบรรจุแผน

สปอร เมื่อนำมาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งพบการเจริญ

ของเชือ้ Bacillus spp. ทีไ่มใช B. atrophaeus ATCC 

9372 ดงัแสดงในภาพที ่1(3) ซึง่อาจเกดิจากการปนเปอน

จากอากาศบริเวณโดยรอบหองหรือจากสิ่งแวดลอม เมื่อ

ทำการตรวจหาเช้ือในอากาศโดยการเปดจานอาหาร

เลี้ยงเชื้อ TSA รอบตัวเครื่องและในหอง จำนวน 6 จุด 

เปนเวลา 15 นาที นำมาบมที่ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

24 ชั่วโมง พบการเจริญของเชื้อ Bacillus spp. ตั้งแต 

21–200 CFU

ภาพที่ 1 ลักษณะการเจริญของเชื้อ B. atrophaeus ATCC 9372 (1) ในอาหาร TSB (2) บนอาหาร TSA

 และ (3) เชื้อ Bacillus spp. บนอาหาร TSA ในการทดสอบประสิทธิภาพเครื่อง Steriwave100TM

ลกัษณะของมูลฝอยหลังผานเครือ่งยอยไมโครเวฟ 

Steriwave100TM  เปนมูลฝอยขนาดเล็กขึ้นกับชนิดของ

มลูฝอยทีใ่สลงไป โดยมีขนาดนอยกวา 1 ตารางเซนตเิมตร 

ดังแสดงในภาพที่ 2 เมื่อนำมูลฝอยหลังผานไมโครเวฟ

มาเพาะหาเชื้อในอาหารเหลว TSB พบการเจริญของ

เชื้อ Bacillus spp. แตไมพบการเจริญของเชื้อที่ไมสราง

สปอร (Non-sporulated bacteria) ทั้งบนอาหาร 

Blood agar และ MacConkey agar เชื้อที่พบ

อาจเกิดจากการปนเปอนจากอากาศบริเวณโดยรอบหอง 

ซึ่งเปนหองพักมูลฝอยหรือจากส่ิงแวดลอมท่ีเปนบริเวณ

ของหนวยกำจัดมูลฝอยทั่วไป

ภาพที่ 2 ตัวอยางของมูลฝอยหลังผานเครื่องยอยไมโครเวฟ
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เทคโนโลยีไมโครเวฟในการกำจัดมูลฝอยติดเชื้อ  อภิชญา สิทธิวงศ และคณะ

วิจารณ

ปจจุบันสถานพยาบาลรวมถึงหนวยงานของ

ราชการมีการรณรงค เรื่อง ลดการปลอยกาซคารบอน

หรอืคารบอนสุทธเิปนศนูย (Zero carbon) จึงมแีนวโนม

ที่จะปรับเปลี่ยนรูปแบบการจัดการมูลฝอยติดเชื้อจาก

การสงโรงเผาเปนรูปแบบอื่น เชน การสรางโรงกำจัด

มูลฝอยติดเช้ือแบบยอยทำลายรวมกับการนึ่งไอน้ำ  

ซึง่สามารถตดิตัง้ไดในพืน้ทีโ่รงพยาบาลหรอืหนวยงาน(3)

เพ่ือใหสามารถกำจัดมูลฝอยติดเชื้อไดทันที ทำใหลด

พื้นที่ในการเก็บมูลฝอยกอนการขนสง ลดความเสี่ยง

ในการขนสงและคาใชจายจากการขนสง การกำจดัมลูฝอย

ติดเช้ือดวยเทคโนโลยีไมโครเวฟจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่ง

ของการลดการปลอยคารบอน 

การศึกษาครั้งน้ีพบวาเครื่องฉายรังสีไมโครเวฟ 

Steriwave100TM สามารถทำลายสปอรของเ ช้ือ

B. atrophaeus ATCC 9372 ใหลดลงไดมากกวา 

≥ 104 log CFU ซึ่งผานเกณฑของ STAATT ระดับ 3

จากการศึกษาพบวาการใชเครื่องฉายรังสีไมโครเวฟ 

Steriwave100TM  ขนาด 100 ลติร มขีอจำกดัในการทำลาย

มูลฝอยติดเช้ือท่ีเปนชุดปองกันสวนบุคคล (PPE) 

เนื่องจากชุด PPE พันกับใบมีดและทำใหเครื่องหยุด

ทำงานได แตรุนท่ีเปนเครือ่งขนาดใหญจะมีความสามารถ

ในการทำลายมูลฝอยติดเช้ือไดหลากหลายมากขึ้น(11) 

ดังนั้นหากตองการกำจัดมูลฝอยติดเชื้อดวยเครื่องนี้ 

ควรมีการแยกประเภทของมูลฝอยใหชัดเจนหรือทำการ

ประเมนิประสทิธภิาพการยอยมูลฝอยประเภทตางๆ กอน

การใชงาน

นอกจากเกณฑ STAATT ของสหรัฐอเมริกา

ยังมีเกณฑ NF X30-503-1 (April 2024) ซึ่งออก

โดย Association Française de Normalisation

(AFNOR) ของประเทศฝรั่งเศส(15) ท่ีเปนขอกำหนด

ของเครื่องหรืออุปกรณในการทำลายมูลฝอยติดเช้ือ

ทางการแพทยที่ไมใชวิธีเผาในเตาเผาหรือ Autoclave 

เชน การใชคลื่นไมโครเวฟหรือการใชสารเคมี โดยมี

ขอกำหนดวาตองทำลายสปอรของ Bacillus spp. ให

ลดลงได 6log10 และมูลฝอยหลังการทำลายตองไมมี

สภาพเดิมที่จำได เพื่อปองกันการนำกลับไปใชซ้ำ

ในกระบวนการทำลายตองไมมีการปลอยสารพิษ เชน

กาซพิษหรือของเหลว มีการทดสอบประสิทธิผลของ

เครื่องอยางสม่ำเสมอ ปจจุบันเครื่องทำลายมูลฝอย

ติดเชื้อของบริษัท Ecosteryl, Belgium(10) และบริษัท

Bertin Medical Waste, France(12) อางวาสามารถ

ผานเกณฑ NF X30-503 ได จากการศึกษากอนหนาน้ี

ในประเทศจนีไดทำการเปรยีบเทยีบเทคโนโลยทีีใ่ชในการ

กำจัดมูลฝอยติดเช้ือในชวงการระบาดของโรคโควิด 19

พบวาเทคโนโลยีไมโครเวฟมีขอดีที่ประหยัดพลังงาน

มีการปลอยมลพิษสูสิ่ งแวดลอมต่ำ  ไมมีขยะพิษ

ความรอนในการทำงานของเครื่องต่ำ เมื่อเปรียบเทียบ

กับการเผาหรือการนึ่งไอน้ำความดัน แตยังมีขอดอย

เรื่องความสามารถในการทำลายมีชวงแคบ และมีหลาย

ปจจัยที่เก่ียวของกับประสิทธิภาพการทำลายเชื้อ(16) 

จากการศึกษาเปรียบเทียบการกำจัดมูลฝอยติดเชื้อ

ดวยเครื่องนึ่ งไอน้ำและไมโครเวฟ พบวาเครื่อง

ไมโครเวฟโดยท่ีใชทำลายสปอรของ B. atrophaeus

เมื่อใชความรอน 70–100 องศาเซลเซียสที่ความถี่

2,450 เมกะเฮิรซ เปนเวลา 30–60 นาที มีประสิทธิผล

ในการทำลายมูลฝอยติดเชื้อเทากับเครื่องนึ่งไอน้ำ

ซึ่งทำลายสปอรของเชื้อ G. stearothermophilus

เมื่อใชที่อุณหภูมิ  121 องศาเซลเซียส ความดัน

15 ปอนด เปนเวลา 30–45 นาที(17)

การทำลายสปอรของเชือ้ Bacillus spp. ดวยรงัสี

ไมโครเวฟและเครื่องนึ่งไอน้ำมีหลักการที่ตางกัน โดย

รังสีไมโครเวฟ จะทำใหเกิดการสั่นสะเทือนโมเลกุลของ

น้ำและสารที่มีขั้วจนทำใหเกิดความรอน (Dielectric

heating) ไปทำลายโปรตีน โครงสราง ผนังเซลลดานใน

สปอร  และทำลายสารพันธุกรรมของสปอรแบบ

Non-thermal effect(5) แตการทำลายสปอรดวย

เครือ่งนึง่ไอนำ้ มคีวามดนัทีท่ำใหอุณหภมูคิวามรอนสงูถงึ 

121 องศาเซลเซยีส การแทรกซมึของไอนำ้ดวยความดนัสงู

จะทำลายโครงสรางของสปอร โปรตีนและสารพันธุกรรม

ของสปอร ทำใหหมดความสามารถในการงอกใหม ดงันัน้

หลักเกณฑการทดสอบประสิทธิภาพของเครื่องทำลาย

มูลฝอยติดเชื้อ ควรมีการกำหนดใหเหมาะสมสอดคลอง

กับหลักการของเครื่องหรือเทคโนโลยีที่ใช ซึ่งเปน

ขอจำกดัในการนำเทคโนโลยใีหมเขามาใชในประเทศไทย 

เพร า ะ ไม ส ามารถผ าน เกณฑ ต ามประกาศของ
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Microwave Technology for Infectious Waste Disposal Apitchaya Sittiwong et al.

กระทรวงสาธารณสุข เรื่อง หลักเกณฑและวิธีตรวจสอบ

เกณฑมาตรฐานทางชีวภาพภายหลังการกำจัดมูลฝอย

ติดเชื้อ พ.ศ. 2565(4) จึงมีขอเสนอแนะใหกระทรวง

สาธารณสุขมีการทบทวนและออกหลักเกณฑที่เหมาะสม

สำหรับเทคโนโลยีไมโครเวฟ เพ่ือเปนทางเลือกในการ

กำจดัมลูฝอยตดิเชือ้ ในรปูแบบท่ีสงเสรมิใหเกดิคารบอน

สุทธิเปนศูนย

สรุป

ประสิทธิผลของเครื่องกำจัดมูลฝอยติดเชื้อดวย

ไมโครเวฟดวยเครือ่ง Steriwave100TM  สามารถทำลาย

สปอรของเชือ้ B. atrophaeus ATCC 9372 ใหลดลงได

มากกวา 104 log CFU ตามเกณฑของ STAATT ทีร่ะดบั 3

และมีความเปนไปไดในการนำมาใชในหนวยงานหรือ

โรงพยาบาลที่มีมูลฝอยติดเชื้อท่ีเกิดจากการปฏิบัติงาน

อยางไรก็ตามหนวยงานท่ีเก่ียวของควรมีการกำหนดวิธี

ประเมนิประสทิธภิาพทางชวีภาพใหเหมาะสมกบัหลกัการ

ทำงานของเครื่องดังกลาว

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัย

เชียงใหม ที่ใหการสนับสนุนทุนอุดหนุนการวิจัยจาก

งบประมาณเงนิรายไดคณะเทคนคิการแพทย มหาวทิยาลยั

เชยีงใหม ประจำปงบประมาณ พ.ศ. 2565 และขอขอบคุณ 

บริษัท เอสทูเมดกรุป จำกัด ที่ใหความอนุเคราะหการใช

เครื่อง Steriwave100TM
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Effi  cacy Evaluation of Microwave 
Technology for Infectious Waste Disposal

ABSTRACT This study evaluated the effi  cacy of microwave technology for disposing of infectious waste. 
The technology involves shredding waste into smaller particles, less than one square centimeter, and
exposing it to microwave radiation in a closed system. The evaluation was conducted according to the criteria
of the State and Territorial Association on Alternative Treatment Technologies (STAATT) Level 3,
achieving a reduction of ≥ ×104 log CFU (≥ 4log10 reduction) of Bacillus subtilis spores. The results 

showed that Steriwave100TM with vessel capacity 100 L, using 400 Volts/3 phase, 40 Amp electricity and 
generated 110ºC for 20 min in 10% humidity (w/w) could inactivate the spores of Bacillus atrophaeus
ATCC 9372 (previously B. subtilis var. niger) at 1.7×104, 1.8×106 and 3.2×106. Therefore, microwave 
technology could serve as an eco-friendly and sustainable alternative for infectious waste management 
disposal in healthcare settings.

Keywords: Infectious waste, Hazardous waste, Microwave, Waste Management
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อัจฉริยา ลูกบัว กรรณิการ ขวัญชุม นราวรรณ ปนงาม เดือนเพ็ญ เชื้อผูดี ประสพชัย อรามรุงโรจน  
ธนธรณ ฉันทวรกิจ ธนพนธ เปรมกมล ธัญชนก สุทธิบูลย เพียงใจ อามีนเจริญ และ 
พิไลลักษณ อัคคไพบูลย โอกาดะ

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การตรวจพบไวรัสหัด คางทูม และหัดเยอรมันสายพันธุ
วัคซีนจากตัวอยางทางหองปฏิบัติการในประเทศไทย 

ระหวางป พ.ศ. 2560-2567  

บทคัดยอ วัคซีนรวมปองกันโรคหัด คางทูม และหัดเยอรมัน (Measles-Mumps-Rubella, MMR Vaccine) เปนวัคซีน
ของเชื้อมีชีวิตที่ถูกทําใหออนฤทธิ์ (Live Attenuated Vaccine) ถึงแม MMR Vaccine จะมีความปลอดภัย แตอาจทําใหเกิด
อาการไมพึงประสงค เชน ไขสูง ปวดขอ ผื่น หรือตอมน้ําลายพาโรติดบวม นอกจากนี้ยังมีโอกาสเกิดการติดเชื้อจากสายพันธุ
ของวัคซีนเองได การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือวิเคราะหลําดับสารพันธุกรรมของไวรัสหัด คางทูม และหัดเยอรมัน ดวยวิธี 
Sanger Sequencing จากสายพันธุที่ตรวจพบในตัวอยางเช้ือไวรัสจากผูปวยระหวางป พ.ศ. 2560–2567 เปรียบเทียบกับ
สายพนัธุอางองิขององคการอนามยัโลก เพือ่เปนการเฝาระวงัสายพนัธุนําเขาและติดตามการกลายพนัธุ รวมถึงเฝาระวงัสายพนัธุ
ของไวรสัท่ีนํามาเปนวคัซนีในประเทศไทย ผลการศกึษาตวัอยางไวรสัหดั จํานวน 1,862 ตวัอยาง ไวรัสคางทมู จาํนวน 26 ตัวอยาง 
และไวรัสหัดเยอรมัน จํานวน 12 ตัวอยาง ตามลําดับ ตรวจพบสายพันธุวัคซีนในไวรัสหัด จํานวน 4 ตัวอยาง (รอยละ 0.21) 
ไวรัสคางทูม จํานวน 4 ตัวอยาง (รอยละ 14.29) และไวรัสหัดเยอรมัน จํานวน 1 ตัวอยาง (รอยละ 8.33) ขอมูลจากการศึกษานี้
เปนหลักฐานชวยสนับสนุนโอกาสติดเชื้อที่มาจากวัคซีนและช้ีใหเห็นถึงการระบาดของสายพันธุทองถ่ินในประเทศ ซ่ึงมีความ
สําคัญตอการเฝาระวังเพื่อควบคุมการระบาดของโรคและปองกันผลขางเคียงจากการไดรับวัคซีนในประชากร เปนประโยชนตอ
หนวยงานที่เกี่ยวของในการนําขอมูลไปใชสําหรับการวางแผนการใหวัคซีนของประเทศตอไปเพื่อการควบคุมโรคไดอยางมี
ประสิทธิภาพ 

คําสําคัญ: ไวรัสหัดสายพันธุวัคซีน, ไวรัสคางทูมสายพันธุวัคซีน, ไวรัสหัดเยอรมันสายพันธุวัคซีน
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Measles, Mumps, and Rubella Vaccine-Derived Strains in Thailand Atchariya Lukebua et al.

บทนํา

ประเทศไทยไดมีโครงการสรางเสรมิภมิูคุมกนัโรค

ของประเทศ (Expanded Program on Immunization,

EPI) เมื่อป พ.ศ. 2520 โดยวัตถุประสงคเพื่อลด

การปวยและการตายจากโรคพื้นฐานที่ปองกันไดดวย

วัคซีน ซึ่งเริ่มดวยการใหวัคซีน 4 ชนิด คือ วัคซีนปองกัน

วัณโรค (BCG) และวัคซีนคอตีบ ไอกรน และบาดทะยัก 

(DTP) และวคัซนีโปลิโอชนิดกนิในเขตกรงุเทพมหานคร 

ปจจุบันวัคซีนที่อยูในโครงการสรางเสริมภูมิคุมกันโรค

ที่จำเปนตองใหกับเด็กทุกคน ประกอบดวย วัคซีน BCG

วัคซีนปองกันโรคตับอักเสบบี (HB) วัคซีนรวมปองกัน

โรคคอตบี บาดทะยกั ไอกรน ตบัอกัเสบบแีละฮบิ (DTP-

HB-Hib1) วัคซีนปองกันโรคโปลิโอชนิดฉีด (IPV)

วัคซีนโรตา (Rota) วัคซีนปองกันโรคโปลิโอชนิดกิน 

(OPV) วัคซีนรวมปองกันโรคหัด คางทูม และหัด

เยอรมัน (MMR) วัคซีนปองกันโรคไขสมองอักเสบเจอี

ชนิดเชื้อเปนออนฤทธิ์ (LAJE) วัคซีนรวมปองกันโรค

คอตีบและบาดทะยัก (dT) และวัคซีนปองกันโรคมะเร็ง

ปากมดลูกจากการติดเชื้อเอชพีวี (HPV)(1)

โรคหัด คางทูม และหัดเยอรมัน เปนโรคติดเชื้อ

ที่สามารถปองกันไดดวยวัคซีน ซึ่งวัคซีนปองกันโรคหัด 

คางทูม และหัดเยอรมัน (Measles, Mumps and

Rubella: MMR vaccine) บรรจอุยูในโครงการสรางเสรมิ

ภมิูคุมกนัโรคของประเทศตัง้แตป พ.ศ. 2527 ซึง่เปนการ

ใหวัคซีนแบบเข็มเดียวเมื่อเด็กอายุ 9–12 เดือน นอกจากนี้

ในป พ.ศ. 2529 ประเทศไทยไดเคยใหวคัซนีหดัเยอรมนั

เดีย่วๆ โดยใหในเดก็หญงิกอนและใหท้ังในเดก็หญงิและ

เดก็ชายในป พ.ศ. 2536 ตอมาในป พ.ศ. 2539 ไดเปลีย่น

เปนใหวัคซีนหัดแบบ 2 เข็ม โดยใหเข็มแรกในเด็กอายุ 

9 เดือน และเข็มที่ 2 เมื่อเด็กเขาเรียนชั้นประถมศึกษา

ปที่ 1 ที่อายุประมาณ 6–7 ป ตอมาในป พ.ศ. 2540

ไดเปล่ียนวัคซีนปองกันโรคหัดสำหรับเด็กนักเรียน

ชั้นประถมปที่ 1 เปนวัคซีนรวม หัด คางทูม และ

หัดเยอรมัน (MMR) และในป พ.ศ. 2553 ไดเปลี่ยน

วัคซีนปองกันโรคหัดสำหรับเด็กอายุ 9−12 เดือน

เปนวคัซนีรวม MMR ดวย ตอมาในป พ.ศ. 2557 ไดเปลีย่น

การใหวคัซนี MMR เขม็ที ่2 ทีอ่าย ุ6−7 ป เปนเดก็อาย ุ2 

ป โดยมีการใหวัคซีนแบบเก็บตกในเด็กอายุ 2−7 ป ในป 

พ.ศ. 2558 เพื่อใหเด็กทุกชวงอายุไมพลาดในการไดรับ

วัคซีน ซึ่งเปนโครงการในสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดา

สยามบรมราชกุมารี ตอมาในป พ.ศ. 2563 ไดเปลี่ยน

คำแนะนำในการใหวัคซีน MMR เข็มที่ 2 เมื่อเด็กอายุ 

18 เดือน เพื่อลดชวงเวลาระหวางวัคซีน 2 เข็ม ทำใหเด็ก

ที่ไมตอบสนองตอเข็มแรกมีชวงเวลาที่ไมมีภูมิคุมกัน

สั้นลงกอนที่จะไดรับวัคซีนเข็มที่สองเพื่อใหกระตุน

ภูมิคุมกันไดดีขึ้น ลดความเสี่ยงตอการติดเชื้อไวรัสหัด 

จนถึงปจจุบันผูที่อายุนอยกวา 18 ป ในประเทศไทยนาจะ

ไดรับวัคซีน MMR ครบทั้ง 2 เข็ม ตามแผนสรางเสริม

ภูมิคุมกันโรคของประเทศ กระทรวงสาธารณสุข(2)

วคัซนี MMR ผสมรวมฉดีในครัง้เดยีวนีภ้มูคิุมกนั

ทีเ่กดิขึน้ไมดอยกวาการฉดีวคัซนีแตละชนดิ ทำใหสะดวก

และประหยดัคาใชจายในการบรหิารจดัการ และลดความ

เจบ็ปวดจากการฉดีวคัซนีหลายเขม็ ซึง่วคัซนีนีเ้ปนวคัซนี

มีชีวิตชนิดออนฤทธิ์ (Live-attenuated vaccine) 

ประกอบดวย เชื้อ 3 ชนิด ไดแก 1) เชื้อไวรัสหัดมีชีวิต

ออนฤทธิ์ ไดมาจากสายพันธุ Ender’s Attenuated 

Edmonston หรือสายพันธุ Edmonston-Zagreb 

(EZ19) หรือ Schwarz 2) เช้ือไวรัสคางทูมมีชีวิต

ออนฤทธิท์ีใ่ชอยู 3 สายพนัธุ ไดแก สายพนัธุ Jeryl Lynn, 

Urabe-Am 9 และ Leningrad-Zagreb  ทัง้นีข้ึน้อยูกบั

บรษิทัผูผลติ และ 3) เชือ้ไวรสัหดัเยอรมนัมชีวีติออนฤทธิ์

ไดจากสายพันธุ Wistar RA 27/3(2,3) เนื่องจาก

เปนวัคซีนชนิดมีชีวิต ผูรับวัคซีนบางรายจึงมีโอกาส

ที่จะเกิดเหตุการณไมพึงประสงคหลังการไดรับวัคซีน 

(Adverse Event Following Immunization, AEFI) 

เชน มีไขสูง 7–12 วันหลังไดรับวัคซีน ซึ่งพบไดรอยละ 

5–15 ปวดขอ บวม แดงบริเวณที่ฉีด มีผื่นขึ้น 7–10 วัน

หลังไดรับวัคซีน เฉลี่ยรอยละ 5 และตอมน้ำลายพาโรติด

อักเสบ ปวด บวม(4) รวมทั้งอาจเกิดการติดเช้ือจาก

สายพันธุวัคซีนได 

เนื่องจากการติดตามการกลายพันธุมีความสำคัญ

และจำเปนตองเฝาระวังอยางตอเนื่อง เนื่องจากจะชวย

ใหทราบวิวัฒนาการของไวรัส ทราบอุบัติการณ แนวโนม

การระบาด การกลายพนัธุ และการเปลีย่นแปลงสายพนัธุ

ที่ตางไปจากเดิม และชวยใหหนวยงานสาธารณสุขไทย

สามารถปรับปรุงมาตรการควบคุมและปองกันโรค

ใหมปีระสทิธภิาพมากขึน้ สามารถเตรยีมความพรอมและ

ดำเนินมาตรการปองกันไดทันทวงที ความเขาใจเกี่ยวกับ
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ไวรัสหัด คางทูม และหัดเยอรมันสายพันธุวัคซีนในประเทศไทย  อัจฉริยา ลูกบัว และคณะ

การกลายพันธุมีสวนสำคัญในการพัฒนาวัคซีนและ

วิธีการรักษาที่มีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะหากพบวา

การกลายพันธุมีผลตอความรุนแรงของโรคหรือ

การตอบสนองตอการรักษา นอกจากนี้การวิเคราะห

ลำดับนิวคลีโอไทดในตัวอยางที่พบในประเทศไทย 

เมื่อเปรียบเทียบกับขอมูลจากประเทศอื่นๆ ในฐาน

ขอมูลขององคการอนามัยโลกจะชวยใหเขาใจบทบาท

ของประเทศไทยในการแพรกระจายของไวรัสในระดับ

ภูมิภาคและระดับโลก สามารถประเมินไดวาการติดเช้ือ

ที่พบในประเทศไทยเปนผลมาจากสายพันธุนำเขาจาก

ตางประเทศหรือเกิดจากสายพันธุทองถิ่น การศึกษานี้

จึงมีวัตถุประสงคเพื่อติดตามการกลายพันธุและเฝาระวัง

สายพันธุนำเขาจากตางประเทศ โดยวิเคราะหลำดับสาร

พันธุกรรมของไวรัสหัด คางทูม และหัดเยอรมัน จาก

สายพนัธุทีต่รวจพบในตวัอยางเชือ้ไวรสัจากผูปวยระหวาง

ป พ.ศ. 2560–2567 เปรียบเทียบกับสายพันธุอางอิง

ขององคการอนามัยโลก (WHO) รวมถึงการเฝาระวัง

สายพันธุของไวรัสที่นำมาเปนวัคซีนที่ใชในประเทศไทย 

เพื่อใหไดขอมูลสายพันธุที่สามารถนำไปใชสนับสนุน

ความสำเร็จของโครงการกำจัดโรคหัดและหัดเยอรมัน

ของประเทศไทย ตามพันธะสัญญานานาชาติและของ

ภมูิภาคเอเชียตะวันออกเฉยีงใต ตามเปาหมายที่องคการ

อนามัยโลกกำหนด นอกจากน้ีขอมูลที่ไดจากการศึกษา

ครั้งนี้ในการตรวจพบไวรัสหัด คางทูม และหัดเยอรมัน

สายพันธุวคัซนีจากตวัอยางทางหองปฏบิตักิาร อาจสงผล

ใหหนวยงานทีเ่ก่ียวของสามารถนำขอมลูท่ีไดไปประยกุต

ใชในการบริหารจัดการการนำเขาวัคซีนปองกันโรคหัด 

คางทูม และหัดเยอรมันของประเทศ เพื่อประชาชนมี

ความปลอดภยัจากการรบัวคัซนีและเสรมิสรางภมูคิุมกนั

ในการปองกันโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ

  

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางและเกณฑในการคัดเลือกตัวอยาง

ตัวอยางท่ีใชในการศึกษาน้ีเปนตัวอยางสงตรวจ

เพื่อหาสารพันธุกรรมไวรัสหัด คางทูม และหัดเยอรมัน

ณ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร

การแพทย ในชวงป พ.ศ. 2560–2567 โดยมีจำนวน

ตัวอยางสงตรวจไวรัสหัด จำนวน 2,946 ตัวอยาง คางทูม 

จำนวน 98 ตัวอยาง และหัดเยอรมัน จำนวน 1,016 

ตัวอยาง  ชนิดตัวอยางสงตรวจหัดและหัดเยอรมัน ไดแก 

throat  swab หรือ nasal swab ซึง่เกบ็จากผูปวยสงสยั

ติดเช้ือที่มีอาการแสดงตามเกณฑทางคลินิก คือ มีไข

มากกวา 38 องศาเซลเซียส มผีืน่นนูแดง รวมกบัอาการไอ 

และมอีาการอืน่อกีอยางนอยหนึง่อาการ คอื มนีำ้มูก หรือ

เยื่อบุตาอักเสบ หรือตรวจพบ Koplik’s spot 1–2 วัน

กอนและหลงัผืน่ขึน้ โดยตวัอยางถกูเกบ็ภายในระยะเวลา

ไมเกิน 14 วันหลังพบผื่น สำหรับตัวอยางสงตรวจคางทูม

คือ ตัวอยาง buccal swab ที่เก็บจากบริเวณตอมน้ำลาย

พาโรตดิใตกกหหูลงัวนัทีแ่สดงอาการบวมของตอมนำ้ลาย

ดังกลาว ตัวอยางที่ใหผล RT-PCR หรือ Real Time 

RT-PCR เปนบวก นำไปวเิคราะหหาลำดบันิวคลโีอไทด

เพื่อหาสายพันธุดวยเทคนิค Sanger Sequencing 

กรณีตัวอยางที่ใหผล RT-PCR หรือ Real Time 

RT-PCR เปนลบถูกคัดออกไมนำมาศึกษาวิจัยในครั้งนี้ 

การสกัดสารพันธุกรรม และการเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรมไวรัสหัด คางทูม และหัดเยอรมันดวยวิธี 

Reverse Transcription Polymerase Chain 

Reaction (RT-PCR)

สกัดสารพันธุกรรมไวรัสจากตัวอยาง throat 

swab, nasal swab หรือ buccal swab โดยใชตัวอยาง

ปริมาตร 140 ไมโครลิตร ใชชุดสกัดสารพันธุกรรม

สำเรจ็รปู QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN,

Germany) ตามวิธีการของชุดน้ำยา โดยในการสกัด

สารพันธุกรรมมี Nuclease-free water เปนตัวอยาง

ควบคุมลบ (Negative extraction control) ในการ

สกัดทกุครัง้ เพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรมไวรสัหดัในสวนยนี

Nucleoprotein (N) ความยาว 634 นิวคลีโอไทด โดย

มีตัวอยางควบคุมบวก (Positive control) ซ่ึงเปน 

Control RNA สงัเคราะหความยาว 854 นวิคลโีอไทด(5)

 ไวรสัคางทมูเพิม่ปรมิาณสารพันธกุรรมในสวนยนี Small 

Hydrophobic (SH) ความยาว 676 นิวคลีโอไทด และ

ตวัอยางควบคุมบวก (Positive control) ซึง่เปน Control

RNA สังเคราะห ความยาว 476 นิวคลีโอไทด(6)

สวนไวรสัหดัเยอรมนัเพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรมรอบแรก

ในสวน Non-structural Protein ดวยเทคนิค Real 

Time RT-PCR โดยใช Primers 1 คู และ Probe 1 

เสน และควบคุมคุณภาพวิธีทดสอบดวยการเพิ่มปริมาณ
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Measles, Mumps, and Rubella Vaccine-Derived Strains in Thailand Atchariya Lukebua et al.

สารพันธุกรรมของ Housekeeping Gene (Human 

RNase P gene) ควบคูไปกับตัวอยางทดสอบดวย 

โดยใช Primers 1 คู และ Probe 1 เสน(7) ตวัอยางทีใ่หผล

Real Time RT-PCR เปนบวกจะนำไปวิเคราะห

หาสายพันธุไวรัสหัดเยอรมันตอไป ซ่ึงการหาสายพันธุ

ไวรัสหัดเยอรมันจะใชยีนในสวน Envelop Protein 1 

(E1) ซึ่งใช Primers จำนวน 2 คู ในการเพิ่มปริมาณ

สารพันธุกรรม 2 Fragments โดย Fragment 1 ขนาด 

480 นวิคลีโอไทด Fragment 2 ขนาด 633 นวิคลโีอไทด

โดยมีตัวอยางควบคุมบวก (Positive control) ซึ่งเปน 

Control RNA สังเคราะห สำหรับ Fragment 1 และ 2 

ขนาดความยาว 400 และ 533 นิวคลีโอไทด ตามลำดับ(8) 

โดยขนาดของตัวอยางควบคุมผลบวกของแตละยีนของ

ไวรัสแตละชนิดออกแบบใหมีขนาดความยาวแตกตาง

จากขนาดจำเพาะของผลผลิตพีซีอาร (PCR product)

ซึ่งงายตอการวิเคราะหหากเกิดการปนเปอน ทั้งนี้ 

Primers, Probe และมาตรฐานวิธีการตรวจที่ใชใน

การตรวจหาสารพันธุกรรมไวรัสหัดและหัดเยอรมัน

ไดรับสนับสนุนจากศูนยควบคุมและปองกันโรคแหงชาติ

สหรฐัอเมรกิา (US-CDC) ซึง่รายละเอยีดชดุ Primers 

ที่ใช ดังแสดงในตารางที่ 1

เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยา RT-PCR ตรวจสอบหาแถบ

ดีเอ็นเอที่จำเพาะของ PCR product โดยการทำ gel 

electrophoresis ผลผลติพซีอีารของตวัอยางทีใ่หผลบวก

จะถูกทำใหบริสุทธิ์ดวยชุดน้ำยา QIAQuick Gel 

Extraction kit (QIAGEN, Germany) และวัด

ความเขมขนดีเอ็นเอดวยเครื่อง Spectrophotometer 

(NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific, USA) 

เก็บรวบรวมตัวอยางผลผลิตพีซีอารที่บริสุทธิ์เพื่อทำการ

วเิคราะหหาลำดบันวิคลโีอไทดเพือ่หาสายพนัธุไวรสัตอไป 

ตารางที่ 1 Primers และ Probe ที่ใชในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมไวรัสหัด คางทูม และหัดเยอรมัน ดวยวิธี 
 RT-PCR, Real Time RT-PCR และที่ใชในการทำ Sanger Sequencing 

ไวรัส Primer ลำดับนิวคลีโอไทด
ตำแหนง

(5’ 3’)

ขนาด 

amplicon (bp)

หัด Forward primer (MeV216)

Reverse primer (MeV214)

5’-TGG AGC TAT GCC ATG GGA GT -3’

5’-TAA CAA TGA TGG AGG GTA GG- 3’

1104–1123

1718–1737

634

คางทูม Forward SH1

Reverse SH2 

5’-AGT AGT GTC GAT GAT CTC AT -3’

5’-GCT CAA GCC TTG ATC ATT GA-3’

6133–6152

6789–6808

676

หัดเยอรมัน

Forward primer RuV98

Reverse primer RuV251

5’ GGC AGT TGG GTA AGA GAC CA 3’

5’ CGT GGA GTG CTG GGT GAT 3’ 

98–117

234–251

154

Probe (RuVNSP)
5’ FAM ACA TCG CGC ACT TCC CAC G 

BHQ 3’

141–159 19

Forward Primer 

(HURNASE-P)

Reverse Primer 

(HURNASE-P)

5’ AGA TTT GGA CCT GCG AGC G 3’

5’ GAG CGG CTG TCT CCA CAA GT 3’

28–46

73–92

65

Probe (BHQ1 HURNASE-P) 5’ FAM TTC TGA CCT GAA GGC TCT GCG 

CG BHQ1 3’

49–71 23

Fragment 1 forward (8633)

Fragment 1 Reverse (9112)

5’ AGC GAC GCG GCC TGC TGG GG 3’

5’ GCG CGC CTG AGA GCC TAT GAC 3’

8633–8652

9112–9092

480

Fragment 2 forward (8945)

Fragment 2 Reverse (9577)

5’ TGG GCC TCC CCG GTT TG 3’

5’ CGC CCA GGT CTG CCG GGT CTC 3’

8945–8961

9557–9577

633
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ไวรัสหัด คางทูม และหัดเยอรมันสายพันธุวัคซีนในประเทศไทย  อัจฉริยา ลูกบัว และคณะ

การหาลำดับนิวคลีโอไทดไวรัสหัด คางทูม และ

หัดเยอรมัน ดวยวิธี Sanger Sequencing

นำตวัอยาง PCR product ทีผ่านการทำใหบรสิทุธิ์

มาวิเคราะหหาลำดับนิวคลีโอไทดดวยเทคนิค Sanger 

Sequencing การหาลำดบันวิคลโีอไทดของไวรสัหดัและ

คางทูมใช Forward primer และ Reverse primer 

คูเดียวกับที่ใชในการทำ RT-PCR เปน Sequencing 

primer สวนไวรัสหัดเยอรมันใช Primers คูเดียวกัน

กับที่ใชในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในสวน E1

Fragment 1 และ Fragment 2 เปน Sequencing 

primer โดยใชชุดน้ำยา BigDye Terminator V3.1 

Cycle Sequencing Kit (Applied BioSystem, USA)

ซึ่งเตรียมแยกเปน 2 หลอด สำหรับ Forward primer 

และ Reverse primer ที่ความเขมขน 2 µM ใช DNA 

template ปริมาตร 5 µL ซึ่งมีความเขมขนอยูในชวง 

40–80 ng/µL โดยมีปริมาตรสุดทาย 20 µL ทำการ

purify ดวยชดุ DNA purification สำเรจ็รปู (Agencourt

CleanSEQ, USA) จากน้ันนำไปวิเคราะหหาลำดับ

นวิคลโีอไทดดวยเครือ่ง Sequencer Genetic Analyzer 

3500 หรือ 3500XL (Applied BioSystem, USA) 

นำผลที่ไดไปวิเคราะหและตรวจสอบคุณภาพของลำดับ

นวิคลีโอไทดดวยโปรแกรม Sequencher version 5.4.6 

(Gene Code Corporation, USA) และโปรแกรม 

RECall ซึง่เปนโปรแกรมท่ีใชในหองปฏบิตักิารเครอืขาย

หดัและหดัเยอรมันท่ัวโลก(9) จากน้ันสราง Phylogenetic

Tree โดยใชโปรแกรม The 12th Version of the 

Molecular Evolutionary Genetics Analysis, 

MEGA12(10) เปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดที่ไดกับ

ลำดับนิวคลีโอไทดของสายพันธุอางอิงขององคการ

อนามยัโลก (WHO Reference Strains) เพือ่วเิคราะห

หาสายพันธุไวรัสหัด คางทูม และหัดเยอรมัน

การวิเคราะห Phylogenetic Tree ของไวรัสหัด 

คางทูม และหัดเยอรมัน

วิเคราะหความสัมพันธลำดับพันธุกรรมของไวรัส

หัดจากลำดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากการทำ Sanger

Sequencing ในสวนของ Nucleoprotein (N) gene 

ความยาว 450 นิวคลีโอไทด เปรียบเทียบกับลำดับ

นิวคลีโอไทดของไวรัสหัดสายพันธุอางอิงขององคการ

อนามัยโลก(11)  ซึ่งองคการอนามัยโลกไดแบงสายพันธุ

ไวรัสหัดออกเปน 24 สายพันธุ  ไดแก  สายพันธุ 

A, B1-B3, C1-C2, D1-D11, E, F, G1-G3,

และ H1–H2 โดยสายพันธุวัคซีน คือ สายพันธุ A(11)

ใชโปรแกรม MEGA12 สราง Phylogenetic Tree

ดวยวธิ ีMaximum Parsimony  โดยเลอืก Bootstrap 

จำนวน 1,000 ซ้ำ(10)

วิเคราะหความสัมพันธลำดับพันธุกรรมของไวรัส

คางทูมจากลำดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากการทำ Sanger 

Sequencing ในสวนของยีน Small Hydrophobic 

(SH) ความยาว 150 นวิคลโีอไทด เปรยีบเทยีบกบัลำดบั

นวิคลโีอไทดของไวรสัคางทมูสายพนัธุอางองิขององคการ

อนามัยโลก(12) ซึ่งองคการอนามัยโลกไดจัดแบงสายพันธุ

ไวรัสคางทูมออกเปน 12 สายพันธุ ไดแก สายพันธุ A, 

B, C, D, F, G, H, I, J, K, L และสายพันธุ N ซึ่ง

เปนสายพนัธุวคัซนี(12) โดยใชโปรแกรม MEGA12 สราง 

Phylogenetic Tree ดวยวิธี Maximum Parsimony 

เลือก Bootstrap จำนวน 1,000 ซ้ำ(10)

วิเคราะหความสัมพันธลำดับพันธุกรรมของ

ไวรัสหัดเยอรมันจากลำดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากการทำ 

Sanger Sequencing  ในสวนของยนี E1 ความยาว 739 

นวิคลโีอไทด เปรยีบเทยีบกับลำดบันวิคลโีอไทดของไวรสั

หัดเยอรมันสายพันธุอางอิงขององคการอนามัยโลก(13) 

ซึ่งองคการอนามัยโลกไดแบงสายพันธุไวรัสหัดเยอรมัน

ออกเปน 12 สายพันธุ ไดแก สายพันธุ 1B, 1C, 1D, 1E, 

1F, 1G, 1H, 1I, 1J, 2A, 2B, 2C และ Provisional 

Genotype คือ สายพันธุ 1a ซึ่งเปนสายพันธุวัคซีน(13) 

โดยใชโปรแกรม MEGA12 สราง Phylogenetic Tree 

ดวยวิธี Neighbor Joining เลือก Bootstrap จำนวน 

1,000 ซ้ำ(10)

จริยธรรมการวิจัยในมนุษย

โครงการการศกึษานีผ้านการรบัรองดานจรยิธรรม

ในคนจากคณะกรรมการพิจารณาการศึกษาวิจัยในคน 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข

รหัสโครงการวิจัย 6/2568 รหัสเอกสารรับรอง 

DMSc-EC043 วันที่ใหการรับรอง 15 มกราคม 

พ.ศ. 2568
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ผล

จากจำนวนตัวอยางสงตรวจหาสารพันธุกรรม

ไวรัสหดั จำนวน 1,930 ตวัอยาง (รอยละ 65.51)  คางทูม 

จำนวน 28 ตัวอยาง (รอยละ 28.57) และหัดเยอรมัน

จำนวน 14 ตวัอยาง (รอยละ 1.38) ระหวางป พ.ศ. 2560–

2567 พบตวัอยางทีใ่หผลเปนบวกไวรสัหดั จำนวน 1,862

ตัวอยาง เมื่อนำมาเปรียบเทียบกับสายพันธุอางอิงของ

องคการอนามัยโลก พบวาเปนสายพันธุ B3, D8 และ 

H1 จำนวน 192, 1,659 และ 7 ตัวอยาง ตามลำดับ และ

สายพันธุ A ซึ่งเปนสายพันธุวัคซีน จำนวน 4 ตัวอยาง 

คิดเปนรอยละ 0.21 โดยเปนตัวอยางสงตรวจในป 

พ.ศ. 2562 จำนวน 1 ตัวอยาง พ.ศ. 2565 จำนวน 1 

ตัวอยาง และ พ.ศ. 2567 จำนวน 2 ตัวอยาง ไวรัสคางทูม

จำนวน 26 ตัวอยาง เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุอางอิง

ขององคการอนามัยโลกพบเปนสายพันธุ G และ K 

จำนวน 5 และ 17 ตัวอยาง ตามลำดับ และสายพันธุ N

ซึ่งเปนสายพันธุวัคซีน จำนวน 4 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ

14.29 เปนตัวอยางสงตรวจในป พ.ศ. 2562 จำนวน

1 ตัวอยาง และ พ.ศ. 2567  จำนวน 3 ตัวอยาง ไวรัส

หัดเยอรมัน จำนวน 12 ตัวอยาง เมื่อเปรียบเทียบลำดับ

นวิคลโีอไทดกบัสายพนัธุอางองิพบเปนสายพนัธุ 2B และ 

1E จำนวน 1 และ 10 ตัวอยาง ตามลำดับ และสายพันธุ 

1a ซึ่งเปนสายพันธุวัคซีน จำนวน 1 ตัวอยาง คิดเปน

รอยละ 8.33 เปนตัวอยางที่สงตรวจในป พ.ศ. 2562 

ทั้งนี้ในจำนวนตัวอยางทั้งหมดที่สงตรวจระหวางป พ.ศ. 

2560–2567 มีตัวอยางที่ใหผล RT-PCR หรือ Real 

Time RT-PCR เปนบวก แตมีปริมาณความเขมขน

ของดีเอ็นเอไมเพียงพอไมสามารถวิเคราะหหาลำดับ

นวิคลโีอไทดได ประกอบดวย ไวรสัหดั จำนวน 68 ตวัอยาง

(รอยละ 3.52) คางทมู จำนวน 2 ตัวอยาง (รอยละ 7.14) 

และหดัเยอรมนั จำนวน 2 ตวัอยาง (รอยละ 14.29) จำนวน

และชนิดสายพันธุไวรัสหัด คางทูม และหัดเยอรมันที่

ตรวจพบระหวางป พ.ศ. 2560–2567 ดงัแสดงในตารางท่ี 2

และ Phylogenetic Tree แสดงลำดับนิวคลีโอไทด

ไวรัสหัด คางทูม และหัดเยอรมัน เปรียบเทียบกับ

สายพันธุอางอิงขององคการอนามัยโลกที่ถูกจัดเปน

สายพันธุวัคซีน ดังแสดงในภาพที่ 1, 2 และ 3 ตามลำดับ 

ตารางที่ 2 จำนวนตัวอยางสงตรวจ และจำนวนตัวอยางที่ตรวจพบในแตละสายพันธุของไวรัสหัด คางทูม และหัดเยอรมัน
 ที่ตรวจพบในตัวอยางผูปวย ระหวางป พ.ศ. 2560–2567

ไวรัสหัด ไวรัสคางทูม ไวรัสหัดเยอรมัน

สายพันธุ      จำนวน/
     (รอยละ)

สายพันธุ      จำนวน/
     (รอยละ)

สายพันธุ      จำนวน/
     (รอยละ)

จำนวนตัวอยางสงตรวจ

- ผล RT-PCR 

 Positive

-  ผล RT-PCR 

 Negative

สายพันธุที่ตรวจพบ

ไมสามารถหาสายพันธุได

-

-

-

A 

(วัคซีน)

B3

D8

H1

2,946

1,930 (65.51)

1,016 (34.49)

4 (0.21)

192 (9.95)

1,659 (85.96)

7 (0.36)

68 (3.52)

-

-

-

N

(วัคซีน)

G

K

98

28 (28.57)

70 (71.43)

4 (14.29) 

5 (17.86)

17 (60.71)

2 (7.14)

-

-

-

1a

(วัคซีน)

2B

1E

1,016

14 (1.38)

1,002 (98.62)

1 (7.14)

1 (7.14)

10 (71.43)

2 (14.29)
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ไวรัสหัด คางทูม และหัดเยอรมันสายพันธุวัคซีนในประเทศไทย  อัจฉริยา ลูกบัว และคณะ

ภาพที่ 1 Phylogenetic Tree ของไวรัสหัด สายพันธุ A (สายพันธุวัคซีน) ที่ตรวจพบในตัวอยางผูปวย จำนวน

 4 ราย (ในป พ.ศ. 2562, 2565 และ 2567) ดวยวิธี Maximum Parsimony โดยใชคา Bootstraps 

 ที่ 1,000 replications ตัวเลขบนแผนภาพแสดงคารอยละความเช่ือมั่นของการใช Bootstraps โดย

 ความยาวของแตละ Branches อยูในหนวยของจำนวนการเปลี่ยนแปลงตลอดทั้งลำดับตามคาสเกลบาร 

 แสดงสัดสวนความยาวของลำดับนิวคลีโอไทดที่มีการเปลี่ยนแปลง
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ภาพที่ 2 Phylogenetic Tree ของไวรัสคางทูม สายพันธุ N (สายพันธุวัคซีน) ที่ตรวจพบในตัวอยางผูปวย

 จำนวน 4 ราย (ในป พ.ศ. 2561 และ 2567) ดวยวิธี Maximum Parsimony โดยใชคา Bootstraps

 ที่ 1,000 replications ตัวเลขบนแผนภาพแสดงคารอยละความเชื่อมั่นของการใช Bootstraps

 โดยความยาวของแตละ Branches อยูในหนวยของจำนวนการเปลี่ยนแปลงตลอดทั้งลำดับตาม

 คาสเกลบารแสดงสัดสวนความยาวของลำดับนิวคลีโอไทดที่มีการเปลี่ยนแปลง

ภาพที่ 3 Phylogenetic Tree ของไวรัสหัดเยอรมัน สายพันธุ 1a (สายพันธุวัคซีน) ที่ตรวจพบในตัวอยางผูปวย

 จำนวน 1 ราย ในป พ.ศ. 2562 ดวยวิธี Neighbor Joining โดยใชคา Bootstraps ที่ 1,000 replications

 ตวัเลขบนแผนภาพแสดงคารอยละความเช่ือมัน่ของการใช Bootstraps โดยความยาวของแตละ Branches   

 อยูในหนวยของจำนวนการเปลี่ยนแปลงตลอดทั้งลำดับตามคาสเกลบารแสดงสัดสวนความยาวของลำดับ

 นิวคลีโอไทดที่มีการเปลี่ยนแปลง
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ไวรัสหัด คางทูม และหัดเยอรมันสายพันธุวัคซีนในประเทศไทย  อัจฉริยา ลูกบัว และคณะ

วิจารณ

ผลการศึกษาในตัวอยางผูปวยโรคหัด จำนวน 

1,862 ตวัอยาง พบ 4 ราย (รอยละ 0.21) ทีเ่ปนสายพนัธุ

วัคซีน (สายพันธุ A) โดยผูปวยหัด 4 ราย ที่พบเปน

สายพันธุวัคซีน เม่ือพิจารณาจากประวัติการสอบสวน

โรค พบวารายแรกเปนผูปวยที่สงตรวจในป พ.ศ. 2562 

เปนเด็กชายอายุ 9 เดือน และไดรับวัคซีนปองกันโรคหัด 

คางทูม และหัดเยอรมัน (MMR vaccine) เข็มแรก ซึ่ง

ตรงตามแผนงานสรางเสริมภูมิคุมกันโรคของกระทรวง

สาธารณสุข(1)  มีอาการไขและมีผื่นหลังจากไดรับวัคซีน

แลว 7 วัน รายที่ 2 เปนผูปวยที่สงตรวจในป พ.ศ. 2565 

เปนเด็กชายอายุ 10 เดือน มารับการรักษาที่โรงพยาบาล

หลังจากที่มีไขและมีผื่นแลวสองวัน แตประวัติการรับ

วคัซนี MMR ไมชดัเจน จากขอมลูในแบบสอบสวนโรคระบุ

ประวัติการรับวัคซีน “ไมทราบ/ไมแนใจ” อยางไรก็ตาม

จากอายุผูปวยซึ่งมีอายุ 10 เดือน มีอายุอยูในชวงที่ควร

ไดรับวัคซีน MMR เข็มแรกตามแผนงานสรางเสริม

ภูมิคุมกันโรคของกระทรวงสาธารณสุข ผูปวยรายที่ 3

เปนเด็กหญิงอายุ 1 ป มารับการรักษาที่โรงพยาบาลดวย

อาการมไีขและมีผืน่ หลังไดรบัวัคซีน MMR เข็มแรก 2 วนั

ผูปวยรายที ่4 เปนเดก็หญงิอาย ุ10 เดอืน เขารบัการรกัษา

ที่โรงพยาบาลดวยอาการมีไข ผื่น ไอ มีน้ำมูก ตาแดง 

เยื่อบุตาอักเสบ ถายเหลว และปอดอักเสบ โดยอาการ

ดังกลาวเกิดขึ้นหลังไดรับวัคซีน MMR เข็มแรก 18 วัน

โดยผูปวยรายที่ 3 และ 4 เปนผูปวยที่สงตรวจในป 

พ.ศ. 2567 นอกจากตรวจหาสารพันธุกรรมดวยเทคนิค 

RT-PCR แลว เจาหนาท่ีโรงพยาบาลไดเก็บตัวอยาง

ซีรัมจากผูปวยทั้ง 4 ราย เพื่อตรวจหาแอนติบอดี

ชนิด IgM ดวย ซึ่งผลการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM

ตอไวรัสหัดใหผลเปนบวกในผูปวยรายที่ 3 และ 4 สวน

รายที่ 1 และ 2 ใหผลเปนลบ เน่ืองจากเก็บตัวอยาง

ในชวงเวลาที่ไมเหมาะสม ซึ่งเวลาที่เหมาะสมในการ

เก็บตัวอยางซีรัม คือ เก็บหลังจากที่ออกผื่นแลว 4 วัน

แตไมเกิน 30 วัน ทั้งนี้ผูปวยทั้ง 4 ราย ใหผลการตรวจ

แอนติบอดีชนิด IgM ตอไวรัสหัดเยอรมันเปนลบ 

ในตัวอยางผูปวยโรคคางทูม จำนวน 26 ตัวอยาง 

พบ 4 ราย (รอยละ 15.38) ท่ีตรวจพบเปนสายพนัธุวคัซนี 

(สายพนัธุ N) ไดแก ผูปวยรายแรกเปนตวัอยางทีส่งตรวจ

ในป พ.ศ. 2561 เปนเด็กชายอายุ 1 ป มีประวัติรับวัคซีน 

MMR เข็มแรกเมื่ออายุ 1 ป แตไมไดระบุวันที่ไดรับ

วัคซีนชัดเจน เขารับการรักษาที่โรงพยาบาลดวยอาการ

ตอมนำ้ลายพาโรติดบวม ผลการตรวจหาแอนตบิอดชีนดิ 

IgM ใหผลเปนบวก ซึง่สอดคลองกบัผลการตรวจดวยวธิี 

RT-PCR ผูปวยรายที่ 2–4 เปนผูปวยที่สงตรวจในป 

พ.ศ. 2567 โดยผูปวยรายที่ 2 และ 3 เปนหญิงอายุ 25 ป 

และ 18 ป ตามลำดบั และผูปวยรายที ่4 เปนชายอาย ุ20 ป

ผูปวยทั้ง 3 รายมีอาการไขต่ำๆ ตอมน้ำลายพาโรติดบวม 

และปวดบริเวณกรามหลังจากที่ไดรับวัคซีน MMR โดย

ผูปวยรายที่ 2 และ 3 มีไขและตอมน้ำลายพาโรติดบวม

ภายหลังไดรับวัคซีน 18 และ 19 วัน ตามลำดับ

สวนผูปวยรายที ่4 มอีาการไขและตอมนำ้ลายพาโรติดบวม

ภายหลังไดรับวัคซีน 17 วัน ทั้งนี้ผูปวยทั้ง 3 ราย

เก็บตัวอยางซีรัมเพื่อตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM

ตอไวรสัคางทมูดวย โดยผูปวย 2 ใน 3 ราย ใหผลการตรวจ

หาแอนติบอดีชนิด IgM ตอไวรัสคางทูมเปนบวก

ในตัวอยางผูปวยโรคหัดเยอรมัน จำนวน 12 ตัวอยาง

พบ 1 ราย (8.33%) ทีเ่ปนสายพนัธุวคัซนี (สายพนัธุ 1a)

เปนตัวอยางจากผูปวยที่สงตรวจในป พ.ศ. 2562 ผูปวย

เปนเด็กชายอายุ 9 ป 8 เดือน เขารับการรักษาที่

โรงพยาบาลดวยอาการมี ไข  และผื่น หลังไดรับ

วคัซีน MMR 11 วนั และผลการตรวจหาแอนตบิอดชีนดิ 

IgM ตอไวรัสหัดใหผลเปนบวก แตผลการตรวจหาสาร

พันธุกรรมไวรัสหัดดวยเทคนิค RT-PCR ใหผลเปน

ลบ จึงไมสามารถวิเคราะหหาสายพันธุไวรัสหัดได ท้ังนี้

ตัวอยางดังกลาวไมมีขอมูลผลการตรวจหาแอนติบอดี

ชนิด IgM ตอไวรัสหัดเยอรมัน 

ในการศกึษาครัง้นีก้ารวเิคราะหลำดบันวิคลีโอไทด

ที่เปนการวิเคราะหเพียงบางสวนของยีนเปาหมายดวย

เทคนิค Sanger Sequencing ซึ่งเปนวิธีที่สะดวก

ไมซับซอน หองปฏิบัติการทั่วไปสามารถดำเนินการได 

รวมถึงโปรแกรมการวิเคราะห MEGA ซึ่งเปนโปรแกรม

ที่สามารถนำมาใชไดโดยไมมีคาใชจายและไมจำเปนตอง

ใชระบบคอมพวิเตอรสมรรถนะสงูชวยในการวเิคราะหผล

สวนการวเิคราะห Phylogenetic Tree เพือ่เปรยีบเทียบ

สายพันธุของไวรัสหัด คางทูม และหัดเยอรมัน กับ

สายพันธุอางอิงขององคการอนามัยโลก ยึดหลักปฏิบัติ
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Measles, Mumps, and Rubella Vaccine-Derived Strains in Thailand Atchariya Lukebua et al.

ตามมาตรฐานวิธีปฏิบัติขององคการอนามัยโลก ซึ่ง

เปนวิธีที่ใชในหองปฏิบัติการเครือขายตรวจหัด คางทูม

หดัเยอรมนัขององคการอนามัยโลกทุกแหง อยางไรก็ตาม 

ความยาวของลำดับนิวคลีโอไทดเปาหมายของยีน SH 

ของไวรัสคางทูมซึ่งมีความยาวเพียง 150 นิวคลีโอไทด

อาจมีขอมูลไมเพียงพอสำหรับการจำแนกสายพันธุที่มี

ความใกลเคียงกันมาก การเลือกใชลำดับนิวคลีโอไทดที่

มคีวามยาวมากกวาน้ีอาจเพิม่ความแมนยำมากขึน้ วธิกีาร

สราง Phylogenetic Tree ของไวรสัหดัและคางทูมใชวธิี 

Maximum Parsimony สำหรับไวรัสหัดเยอรมันใชวิธี 

Neighbor Joining ตามมาตรฐานวิธปีฏบิตัขิององคการ

อนามยัโลก(12,14)  อยางไรกต็ามในการศกึษาครัง้ตอไปอาจ

พิจารณาใช Maximum Likelihood หรือ Bayesian 

Inference ซ่ึงเปนวิธีที่มีความละเอียดสูงและนิยมใชใน

งานวิเคราะห Phylogenetics Tree  ในปจจุบัน(15,16)

ผลจากการศึกษาครั้งนี้สอดคลองกับรายงานการ

ศึกษาของ Churchill L และคณะ ที่ไดรายงานการติด

เชื้อไวรัสหัดสายพันธุวัคซีนในหญิงที่มีสุขภาพดีวัย 40 ป

ในประเทศอารเมเนียภายหลังการไดรับวัคซีนรวมหัด 

คางทูม หัดเยอรมัน(17) นอกจากนี้ Bitnun A และคณะ 

ไดรายงานการติดเชื้อไวรัสหัดสายพันธุวัคซีนในเด็กชาย

ที่มีสุขภาพดี อายุ 21 เดือน(18) ศูนยควบคุมและปองกัน

โรคแหงชาติสหรัฐอเมริกาไดรายงานผูปวยที่ติดเช้ือ

เอชไอวีที่มีอาการปอดอักเสบจากการติดเชื้อไวรัสหัด

หลังไดรับวัคซีน(19) นอกจากนี้ Hagan JE และคณะ 

ไดรายงานพบการติดเชื้อไวรัสหัดสายพันธุวัคซีนในผูที่

เคยไดรับวัคซีนมากอน (Breakthrough Measles)

ในประเทศมองโกเลีย(20) Bakker W และ Mathia R

ไดรายงานการติดเชื้อไวรัสคางทูมสายพันธุวัคซีนในกลุม

นักเรียนที่สาธารณรัฐซูริเนม ทวีปอเมริกาใต (Western

Suriname) ภายหลังไดรับวัคซีนรวมหัด คางทูม

หัดเยอรมัน(21) และมีรายงานในประเทศไทยโดย

Gilliland SM และคณะ ไดรายงานเหตุการณการ

ติดเชือ้ไวรสัคางทมูสายพนัธุวคัซนี (สายพนัธุ L-Zagreb)

ในกลุมนักเรียนพยาบาล(22) รวมถึง Paz M และคณะ 

ไดรายงานการติดเชื้อไวรัสหัดเยอรมันสายพันธุวัคซีน

สายพันธุ RA 27/3  ในหญิงวัย 40 ป ที่เม็กซิโก โดยมี

อาการไขและมีผื่นขึ้นภายใน 14 วันหลังจากไดรับวัคซีน

รวมหัดและหัดเยอรมัน(23)

องคการอนามัยโลกมีเกณฑในการจำแนกผูปวยหัด

และหัดเยอรมันหลังจากไดรับวัคซีน MMR กรณี

ที่ไมสามารถหาสายพันธุได แนะนำใหจำแนกจากผลการ

ตรวจหาแอนตบิอดชีนดิ IgM ตอไวรสัหดัและหดัเยอรมนั 

ดังนี้ คือ ผูปวยมีผ่ืนขึ้นหลังจากไดรับวัคซีน MMR

ในชวง 8–56 วันหลังรับวัคซีน เก็บตัวอยางซีรัมสงตรวจ

หาแอนตบิอดชีนดิ IgM โดยมกีารสอบสวนโรคแลวไมพบ

ผูปวยรายที่สองตามมาและแพทยผูรักษาไมไดสงสัย

สาเหตุการติดเชื้อจากไวรัสชนิดอื่น(24) การศึกษาครั้งนี้

สามารถวิเคราะหหาสายพันธุของไวรัสไดทั้งไวรัสหัด 

คางทูม และหัดเยอรมัน พบเปนสายพันธุวัคซีนและ

บางรายสามารถตรวจพบ IgM จำเพาะรวมดวย ดังนั้น

จึงสามารถยืนยันไดวาเปนการติดเช้ือภายหลังจากไดรับ

วัคซีน MMR อยางไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้มีขอจำกัด

คือ เปนการศึกษาเพียงยีนเดียวของแตละไวรัส ทำใหได

ขอมูลไมครบทั้งจีโนม ดังนั้นเพื่อใหการเฝาระวังติดตาม

การกลายพันธุของไวรัส และเฝาระวังสายพันธุนำเขาได

ขอมูลท่ีสมบูรณควรทำการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม

ของไวรัสทั้งจีโนม (Whole Genome Sequencing)  

นอกจากนี้การศึกษาครั้งนี้มีขอจำกัดดานการเก็บขอมูล 

เชน ประวัติการไดรับวัคซีนที่ไมสมบูรณในผูปวยบางราย

ไมมีการวิเคราะหปจจัยเสี่ยงเพิ่มเติม เชน สถานะ

ภูมิคุมกันของผูปวย และกรณีผูปวยที่มีขอมูลประวัติการ

ไดรับวัคซีน แตไมมีขอมูลรายละเอียด ยี่หอ บริษัทผูผลิต

และรุนการผลิตของวัคซีนท่ีไดรับ ซึ่งจะมีประโยชน

อยางมากในกรณทีีต่องเรยีกคืนวคัซนีในรุนการผลติท่ีเกดิ

ปญหา ผลจากการศึกษาครั้งน้ีมีประโยชนตอการบริหาร

จัดการวัคซีนปองกันโรคหัด คางทูม และหัดเยอรมันของ

ประเทศ ขอมูลจากการศึกษาครั้งนี้ชวยยืนยันการติดเชื้อ

ทีเ่กีย่วของกบัวคัซนี ซึง่เปนประโยชนสำหรบัการวางแผน

การใหวัคซีนของประเทศในอนาคตตอไป



413วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2568

ไวรัสหัด คางทูม และหัดเยอรมันสายพันธุวัคซีนในประเทศไทย  อัจฉริยา ลูกบัว และคณะ

สรุป

การศึกษาลำดบันวิคลโีอไทดไวรสัหดั คางทมู และ

หดัเยอรมนั จากตวัอยางผูปวยท่ีสงตรวจหาสารพนัธกุรรม

ดวยเทคนิค RT-PCR หรือ Real Time RT-PCR 

ระหวางป พ.ศ. 2560–2567 พบผลเปนบวกของไวรสัหดั

จำนวน 1,862 ตัวอยาง คางทูม จำนวน 26 ตัวอยาง และ

หัดเยอรมัน จำนวน 12 ตัวอยาง ผลการเปรียบเทียบกับ

ลำดับนิ วคลี โอไทดสายพันธุ อ า งอิ งขององคการ

อนามัยโลก พบวาไวรัสหัดมี 4 ตัวอยาง (0.21%) ที่เปน

สายพันธุวัคซีน (สายพันธุ A) นอกนั้นพบเปนสายพันธุ

ทองถิ่นที่พบแพรกระจายในประเทศ ไดแก B3, D8

และ H1 ไวรสัคางทมูม ี4 ตวัอยาง (14.29%) ทีต่รวจพบ

เปนสายพันธุวัคซีน (สายพันธุ N) สวนสายพันธุทองถิ่น

ทีต่รวจพบ ไดแก สายพันธุ G และ K สวนไวรสัหดัเยอรมนั

มี 1 ตัวอยาง (8.33%) ที่ตรวจพบเปนสายพันธุวัคซีน 

(สายพันธุ 1a) สวนสายพันธุทองถิ่นที่ตรวจพบ ไดแก

สายพนัธุ 2B และ 1E  ซ่ึงขอมูลเหลาน้ีชีใ้หเหน็ถึงการแพร

ระบาดของสายพันธุทองถิน่ในประเทศและการติดเช้ือจาก

วคัซนีในบางราย ซ่ึงมีความสำคญัตอการเฝาระวงัและการ

วางแผนการใหวัคซีนในอนาคต เพ่ือควบคุมการระบาด

ของโรคและปองกันผลขางเคียงจากการไดรับวัคซีนใน

ประชากร อยางไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้จำนวนตัวอยาง

ไวรัสคางทูมและหัดเยอรมันมีจำนวนนอย ขอเสนอแนะ

ในอนาคตควรประสานความรวมมือกับทุกเขตสุขภาพ

ใหเก็บตัวอยาง buccal swab และ throat swab เพื่อ

ตรวจยืนยันและหาสายพันธุไวรัสจากผูปวยสงสัยทุกราย 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ  กรม วิทยาศาสตร ก ารแพทย 

องคการอนามัยโลก และศูนยควบคุมและปองกันโรค

แหงชาติสหรัฐอเมริกา ที่สนับสนุนงบประมาณใน

การศึกษาครั้งนี้  ขอบคุณนางสาวพัชชา อินคำสืบ

ที่ชวยสรุปและวิเคราะหขอมูลสายพันธุของไวรัสหัด

คางทูม และหัดเยอรมัน ขอบคุณเจาหนาที่กอง

ระบาด กลุมโรคปองกันดวยวัคซีน กองโรคติดตอ

ทั่วไป กรมควบคุมโรค ที่สนับสนุนขอมูลประวัติผูปวย

และขอบคุณเจ าหน าที่ ห องปฏิบัติ การ เครือข าย

ตรวจหัดและหัดเยอรมัน ณ ศูนยวิทยาศาสตรการแพทย

ทุกแหง กรมวิทยาศาสตรการแพทย ที่ชวยประสานงาน

ในพื้นที่ในการเก็บและสงตอตัวอยาง 
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Detection of Vaccine-Derived Measles, 
Mumps, and Rubella Viruses Found in 

Patient Specimens in Thailand, 2017−2024

ABSTRACT The Measles-Mumps-Rubella (MMR) vaccine is a live attenuated vaccine. Although 
the MMR vaccine is generally safe, it may cause adverse eff ects such as high fever, joint pain, rash, or 
parotid gland swelling. In rare cases, infection may occur due to the vaccine strain itself. This study aimed 
to analyze the genetic sequences of measles, mumps, and rubella viruses using the Sanger sequencing 
method from viral isolates collected from patients during 2017 and 2024. The obtained sequences were 
compared with the World Health Organization (WHO) reference strains to monitor the presence of imported 
strains, mutations, and vaccine-derived virus strains in Thailand. The results showed that among 1,862 
measles, 26 mumps, and 12 rubella virus samples, the vaccine strains were detected in 4 measles virus 
samples (0.21%), 4 mumps virus samples (14.29%), and 1 rubella virus sample (8.33%). These fi ndings 
provided evidence supporting the possibility of vaccine-derived infections and indicated the circulation 
of local strains within the country. This information is essential for viral surveillance to control disease 
outbreaks and prevent adverse events related to the vaccination. The data from this study will be useful 
for public health authorities in developing future national immunization strategy planning to enhance 
disease control eff ectiveness.

Keywords: MMR vaccine-derived Measles virus, MMR vaccine-derived Mumps virus, MMR 
 vaccine-derived Rubella virus
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โรงพยาบาลหนองมะโมง อำเภอหนองมะโมง ชัยนาท 17120

ประสิทธิผลของโปรแกรม Nongmamong Blood 
Glucose Meter IQC Online ตอความถูกตองของ

เครื่องตรวจน้ําตาลในเลือดชนิดพกพา
เครือขายบริการสุขภาพ อําเภอหนองมะโมง

จังหวัดชัยนาท

บทคัดยอ การควบคุมคุณภาพภายในของเครื่องตรวจน้ําตาลในเลือดชนิดพกพา มีความสําคัญตอความแมนยําของผลตรวจ
โดยเฉพาะในหนวยบริการสุขภาพที่มีบุคลากรหลากหลาย งานวิจัยนี้เปนการศึกษายอนหลังเชิงพรรณนา มีวัตถุประสงค
เพื่อประเมินประสิทธิผลของโปรแกรม Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online ซึ่งเปนระบบบันทึกและ
ประเมินผล IQC แบบ Real-time โดยใชขอมูลยอนหลัง 3 ปงบประมาณ (พ.ศ. 2565–2567) จาก 12 หนวยบริการสุขภาพ
ในอําเภอหนองมะโมง จังหวัดชัยนาท รวม 1,214 รายการ วิเคราะหขอมูลดวยสถิติ Spearman’s rank correlation,
Mann–Whitney U test, Kruskal–Wallis H test และ Linear Regression ผลการศึกษาพบวาคาความคลาดเคลื่อน
เฉลี่ยลดลงจาก 9.01% ในป พ.ศ. 2565 เหลือ 5.90% ในป พ.ศ. 2567 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.001, r = 0.421) 
จํานวนครั้งการใชงานโปรแกรมมีความสัมพันธเชิงบวกระดับต่ํากับการลดคาความคลาดเคลื่อน (rs = 0.366, p = 0.016)
ผลการถดถอยเชิงเสนระบุวาทุก 1 ครั้ง ของการใชงานสัมพันธกับการลดคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ย 0.044% (R² = 0.407,
p = 0.026) และในชวงปลายพบคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยลดลง 2.65% จากคาเฉลี่ยเริ่มตนที่ 9.13% (R² = 0.118,
p < 0.001) และไมพบความแตกตางระหวางโรงพยาบาลกับโรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพตําบล (รพ.สต.) (p = 0.061)
แตพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวาง 12 หนวยบริการ (H = 94.70, p < 0.001, η² = 0.141) ขอมูลเหลานี้สะทอนวา
โปรแกรมดงักลาวมปีระสิทธผิลในการลดคาความคลาดเคลือ่นของผล IQC อยางมนียัสาํคญั สามารถใชในระบบบรกิารสขุภาพ
ทุกระดับและควรสงเสริมการเฝาระวังปจจัยอื่น ๆ รวมดวย เชน การอบรมผูใชงาน การบํารุงรักษา และการติดตามกํากับ
เพื่อยกระดับคุณภาพบริการอยางยั่งยืน     

คําสําคัญ: เครื่องตรวจวัดน้ําตาลในเลือดชนิดพกพา, การควบคุมคุณภาพภายใน, โปรแกรม Nongmamong IQC Online



418 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2568

Effectiveness of the Nongmamong Blood 
Glucose Meter IQC Online Program  Supattra Suwansiri and Wittaya Juntaroje

บทนํา 

ปจจุบันการตรวจระดับน้ำตาลในเลือดดวยเครื่อง

ตรวจน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา (portable blood 

glucose meter) เปนเครื่องมือสำคัญในการคัดกรอง 

ประเมนิ และตดิตามภาวะเบาหวานในระดบัปฐมภมูแิละ

ทุติยภูมิ โดยเฉพาะในบริบทของบริการสุขภาพระดับ

ชุมชน ซึ่งเนนความสะดวก รวดเร็ว และเขาถึงไดงาย

ชวยใหผูปฏบิตังิานสามารถเฝาระวังภาวะเบาหวานไดแม

ในพ้ืนที่ชนบทหางไกล(1−3) อยางไรก็ตามความถูกตอง

และแมนยำของผลตรวจขึ้นอยูกับหลายปจจัย เชน 

คุณภาพของเครื่องมือ สภาพแวดลอมขณะตรวจ                               

และความรูและทักษะของผูใชงาน(4-6) ซึ่งหากผลการ

ตรวจวัดมีความคลาดเคลื่อนก็อาจนำไปสูการวินิจฉัย

ที่ผิดพลาดได หากวินิจฉัยภาวะน้ำตาลในเลือดสูงหรือ

ต่ำเกินจริงสงผลตอการตัดสินใจรักษา เชน การปรับยา 

การสงตอ หรอืการใหคำแนะนำผูปวย ซ่ึงอาจเปนอนัตราย

ตอสุขภาพผูรับบริการไดในท่ีสุด การควบคุมคุณภาพ

ภายใน (Internal Quality Control: IQC) ของเครือ่ง

ตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือด จึงมีบทบาทสำคัญในการ

ปองกันความคลาดเคลื่อนที่อาจเกิดขึ้น โดยเฉพาะเมื่อ

อุปกรณเหลานี้ถูกใชงานโดยบุคลากรที่หลากหลาย เชน 

พยาบาล นักเทคนิคการแพทย นักวิชาการสาธารณสุข 

และอาสาสมัครสาธารณสุขประจำหมูบาน (อสม.)(7,8) 

แนวทางของ American Diabetes Association 

(ADA) และ Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI) ตางเนนย้ำถึงความสำคัญของการ

ควบคุมคุณภาพในทุกข้ันตอนของการวิเคราะหผลทาง

หองปฏิบัติการ รวมถึงการตรวจ Point-of-Care 

Testing (POCT) ดวยเครือ่งตรวจน้ำตาลแบบพกพา(2,9)

ในอดีตระบบควบคุมคุณภาพภายในมักใชการบันทึกผล

ดวยมือ ซึ่งมีขอจำกัดหลายประการ เชน ความลาชาใน

การประเมินผล ความผิดพลาดในการบันทึก และมีขอ

จำกัดในการติดตามความผิดปกติแบบทันเวลา(10) ดังนั้น

การพัฒนาระบบเทคโนโลยีสารสนเทศดานสุขภาพ 

(Health Information Technology) เชน ระบบรายงาน

ผลแบบออนไลนหรือแบบ Real-time จึงกลายเปน

แนวทางทีไ่ดรับการสนับสนุนในการพฒันาระบบคณุภาพ

ในระดับปฐมภูมิ(11,12) ซึ่งในพื้นที่อำเภอหนองมะโมง

จังหวัดชัยนาท เปนอำเภอขนาดเล็กในเขตชุมชนแบบ

ชนบท มีหนวยบริการสุขภาพรวม 12 แหง ไดแก

หนวยงานในโรงพยาบาลหนองมะโมง จำนวน 5 แหง และ

โรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพตำบล 7 แหง จากการ

ประเมินกอนเริ่มโครงการ พบวาบางหนวยบริการไมมี

ระบบบันทึกผลควบคุมคุณภาพภายในอยางเปนระบบ 

บางแหงมีการประเมินคุณภาพไมสม่ำเสมอ รวมถึง

ขาดการกำกับติดตามคุณภาพผลควบคุมคุณภาพภายใน 

สงผลใหเกิดขอผิดพลาดหรือความคลาดเคลื่อนใน

การวัดผล ที่อาจสงผลกระทบตอการวินิจฉัยและรักษา

ผูปวยได

ผูวจิยัจงึพฒันาโปรแกรม Nongmamong Blood 

Glucose Meter IQC Online ซึ่งเปนระบบออนไลนที่

สามารถบนัทกึและประเมนิผล IQC ไดแบบ Real-time

และเริ่มนำรองใชในหนวยบริการ 12 แหง ในเครือขาย

ดังกลาว จากการศึกษาผลสัมฤทธิ์ของโปรแกรมเบื้องตน

พบวาโปรแกรมชวยลดความผิดพลาดในการบันทึก

ขอมูล ลดขั้นตอนการทำงานไดถึงรอยละ 93 และ

ลดระยะเวลาในการดำเนินการลงรอยละ 88 เม่ือ

เปรียบเทียบกับระบบแบบเดิม อีกทั้งยังไดรับความ

พึงพอใจในระดับสูงจากผูใชงาน(13) อยางไรก็ตามแม

จะมีการยืนยันถึงประสิทธิภาพของโปรแกรมในการ

ปรับปรุงกระบวนการทำงานแลว แตยังไมมีการศึกษา

วิจัยที่ประเมินผลในเชิงประจักษวา การใชโปรแกรม

ดังกลาวสงผลตอความถูกตองของผลควบคุมคุณภาพ

ภายใน (IQC) หรือไม ทั้งนี้หากคาความคลาดเคล่ือน

ของผล IQC ลดลงจะชวยใหผลตรวจน้ำตาลในเลือด

ของผูปวยมีความแมนยำมากยิ่งขึ้น สงผลตอการ

วินิจฉัยและตัดสินใจรักษาทางคลินิกอยางถูกตอง(14)

โดยความแมนยำของผลตรวจในระดับจุดดูแลผูปวย 

(Point-of-Care) มีความเชื่อมโยงโดยตรงกับการ

ปองกันการวินิจฉัยผิดพลาด ซึ่งจะมีผลตอการใหยา

และการรักษาที่ไมเหมาะสม(15) โดยเฉพาะในผูปวย

เบาหวานรายทีต่องมกีารตดิตามการควบคมุระดบันำ้ตาล

ในเลือดอยางเครงครัด ตองอาศัยขอมูลที่ถูกตองและ

แมนยำสูง (≥ 98 % within ±15 mg/dL)(5,16) ดังนั้น

จึงควรมีระบบการบริหารจัดการ POCT รวมถึงการ

จัดระบบ EQA, IQC ซึ่งระบบสารสนเทศเปนกลไก

สำคัญที่ชวยยกระดับความปลอดภัยและคุณภาพของ

บริการสุขภาพโดยรวม(16) การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค
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ประสิทธิผลของโปรแกรม Nongmamong Blood Glucose 
Meter IQC Online  สุพัตรา สุวรรณศิริ และ วิทยา จันทโรจน

เพื่อประเมินประสิทธิผลของโปรแกรม Nongmamong 

Blood Glucose Meter IQC Online ในการสงผลตอ

ความถูกตองของผลควบคุมคุณภาพภายในของ

เครื่องตรวจน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา ในเครือขาย

บริการสุขภาพอำเภอหนองมะโมง จังหวัดชัยนาท

ในหนวยบริการ 12 แหง โดยใชขอมูลยอนหลัง 3 ป 

(ปงบประมาณ พ.ศ. 2565–2567) เพื่อสนับสนุน

การตัดสินใจเชิงนโยบายในการพัฒนาและขยายระบบ

ควบคุมคุณภาพใน โดยใชโปรแกรม Nongmamong 

Blood Glucose Meter IQC Online ในหนวยบริการ

ทุกระดับ

วัสดุและวิธีการ

การศกึษาน้ีเปนการวิจัยเชงิพรรณนาแบบยอนหลงั

(Retrospective Descriptive Study) เพื่อประเมิน

ประสิทธิผลของโปรแกรม Nongmamong Blood 

Glucose Meter IQC Online ในการลดคาความ

คลาดเคล่ือนของผลควบคุมคุณภาพภายใน (IQC) 

โดยใชขอมูลยอนหลัง 3 ป ระหวางปงบประมาณ พ.ศ. 

2565–2567  

กลุมตัวอยาง

กลุมตวัอยาง ไดแก หนวยบรกิารสขุภาพในเครอืขาย

อำเภอหนองมะโมง จงัหวดัชยันาท ทีม่กีารใชงานโปรแกรม 

Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online 

อยางตอเนือ่ง ตลอดชวงปงบประมาณ พ.ศ. 2565–2567 

และมีขอมูลการบันทึกผลการควบคุมคุณภาพภายใน

ที่ครบถวนในระบบ โดยการศึกษา ประกอบดวย

ผลควบคมุคณุภาพภายใน รวม 1,214 รายการ ทีร่ายงาน

จากหนวยงาน จำนวน 12 แหง ในอำเภอหนองมะโมง 

ไดแก หนวยงานภายในโรงพยาบาลหนองมะโมง 5 

หนวยงาน อาทิ หองปฏิบัติการ (LAB) งานหองฉุกเฉิน 

(ER) งานหองคลอด (LR) งานหอผูปวยใน (IPD) และ

งานบริการปฐมภูมิ โรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพตำบล 

(รพ.สต.) จำนวน 7 แหง ไดแก รพ.สต.หนองมะโมง

รพ.สต.วังตะเคียน รพ.สต.กุดจอก รพ.สต.สะพานหิน 

รพ.สต.บานวังตะเคียน รพ.สต.บานน้ำพุ และรพ.สต.

บานหนองตะขบ

เครื่องมือและสารเคมี

เครื่องตรวจน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาและแถบ

ทดสอบน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา (ACCU-CHECK, 

Roche Diabetes Care, Germany) สารควบคุม

คุณภาพระดับต่ำ ชวงคา 30−60 mg/dL และระดับสูง

ชวงคา 254−344 mg/dL (ACCU-CHECK Control 

L2, Roche Diabetes Care, Germany) 

โปรแกรม Nongmamong Blood Glucose 

Meter IQC Online พัฒนาโดยผูวิจัยเพื่อใชในการ

บนัทกึและวเิคราะหผล IQC แบบ Real-time โปรแกรม

ถูกพัฒนาดวยภาษา PHP และฐานขอมูล MySQL 

ทำงานบนระบบ Webserver Apache ที่ติดตั้งอยูใน

ระบบปฏิบัติการ Linux และสามารถเรียกใชงานผาน

เว็บไซต http://www.nongmamong.com โปรแกรม

มีฟงกชันสำหรับบันทึกผลควบคุมคุณภาพจากเคร่ือง

ตรวจน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา แสดงผลการประเมินคา

ความคลาดเคลื่อนในรูปแบบตัวเลขและกราฟ แจงเตือน

อัตโนมัติเมื่อคาความคลาดเคลื่อนเกินเกณฑมาตรฐาน 

และสามารถสรุปผลรายวัน รายเดือน และรายปไดอยาง

เปนระบบ โดยออกแบบใหโปรแกรมจัดเกบ็ขอมลู Serial 

number ของเครื่องตรวจ Lot number และ Expiry 

date ของแถบตรวจและสารควบคุมคุณภาพ เชื่อมตอ 

Web browser กับ LINE Notify ในการแจงเตือน

เมื่อมีการบันทึกรายงานผล IQC ออกนอกชวงที่ยอมรับ 

แถบทดสอบหมดอายุ หรือสารควบคุมคุณภาพหมดอายุ 

ประมวลผล และวเิคราะหคา Mean, SD, %CV สรางเปน 

Levey-Jennings Control Chart และจัดทำรายงาน

ผลแบบทันที ดังแสดงในภาพที่ 1

ขัน้ตอนการใชงานโปรแกรม Nongmamong Blood 

Glucose Meter IQC Online

เปด Web browser เชน Google Chrome หรือ 

Fire Fox เขาเว็บไซต http://www.nongmamong.

com บุคลากรผูรับผิดชอบการควบคุมคุณภาพภายใน

แตละหนวยงาน เขาสูระบบโดยใช Username และ 

Password เฉพาะบุคคล หลังเขาสูระบบสําเร็จ คลิกปุม

บันทึกใหมเพื่อเพิ่มคารายการใหมเขาระบบ ระบุ

รายละเอียด ไดแก ผลการตรวจวิเคราะหสารควบคุม

คุณภาพระดับต่ำ และผลการตรวจวิเคราะหสารควบคุม
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Effectiveness of the Nongmamong Blood 
Glucose Meter IQC Online Program  Supattra Suwansiri and Wittaya Juntaroje

คุณภาพระดบัสงู วนัท่ีตรวจวิเคราะหสารควบคมุคณุภาพ 

Serial number เครื่องตรวจน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา 

Lot number วันหมดอายุของแถบทดสอบ วันที่เปด

ใชแถบทดสอบ วันที่เปดใชสารควบคุมคุณภาพ และ

ผูบันทึกรายงานผล

ภาพที่ 1 ระบบการทำงานของโปรแกรม Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online 

 (วาดขึ้นเองโดยนำรูป Icon มาจาก http://icon-icons.com/icon/wifi-home-house/102155 และ  

http://th.ac-illust.com)

การวิเคราะหทางสถิติ

วิเคราะหขอมูลโดยใชสถิติเชิงพรรณนา ไดแก 

คาเฉล่ียและสวนเบีย่งเบนมาตรฐาน เพือ่อธบิายแนวโนม

ของคาความคลาดเคลื่อนของผลควบคุมคุณภาพภายใน 

(IQC) ตลอดชวงเวลา 3 ป และเปรียบเทียบคา

ดังกลาวระหวางปงบประมาณ วิเคราะหความสัมพันธ

ระหวางจำนวนครั้งเฉลี่ยตอปของการใชงานโปรแกรม 

Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online

กับคาความคลาดเคล่ือนเฉล่ียของผล IQC โดยใช 

Spearman’s Rank Correlation Coefficient ซึ่ง

เหมาะสำหรบัขอมลูทีม่ขีนาดตวัอยางเลก็ทีไ่มจำเปนตอง

แจกแจงแบบปกติ และเปนขอมูลอนัดบัหรอืความสัมพนัธ

ไมเชิงเสนตรง(17) ใช Mann–Whitney U test ในการ

เปรียบเทียบคาความคลาดเคลื่อนระหวางชวงตนและ

ชวงปลายของการใชโปรแกรม และเปรียบเทียบ

คาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยระหวางประเภทหนวยบริการ

สุขภาพ แบงเปน กลุมหนวยงานภายในโรงพยาบาล

(5 หนวยงาน) และโรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพตำบล

(7 หนวยงาน) เนื่องจากขอมูลไมเปนการแจกแจง

แบบปกติและกลุมตัวอยางเปนอิสระระหวางกัน(18,19)

ใช  Linear Regression วิเคราะหอิทธิพลของ

จำนวนครัง้ในการใชงานโปรแกรม (ตวัแปร X) ตอคาความ

คลาดเคลื่อนเฉลี่ย (ตัวแปร Y) ศึกษาผลของชวงเวลาที่

แตกตางกันโดยใช Dummy Variable Regression

(0 = ชวงตน, 1 = ชวงปลาย) ในการวิเคราะห

แนวโนมและทิศทางของการเปลี่ยนแปลงในคาความ

คลาดเคลื่อน(20,21) และศึกษาความแตกตางของคา

ความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยระหวางหนวยบริการทั้ง 12 แหง

โดยใช Kruskal–Wallis H test ซึ่งเหมาะสำหรับ

การเปรียบเทียบขอมูลที่ไมแจกแจงแบบปกติและกลุม

มีจำนวนมากกวา 2 กลุม และกลุมตัวอยางเปนอิสระ

ระหวางกันและไมตองมีการแจกแจงแบบปกติของ
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ขอมลู(22,23)  ดำเนนิการ โดยใชโปรแกรม Microsoft Excel

และ SPSS Statistics for Windows กำหนดระดับ

นัยสำคัญทางสถิติที่ p < 0.05 

จริยธรรมการวิจัยในมนุษย

การวิจัยนี้ไดรับการอนุมัติจริยธรรมการวิจัย

ในมนษุย จากคณะกรรมการจรยิธรรมการวจิยั สำนกังาน

สาธารณสุขจังหวัดชัยนาท หมายเลขอนุมัติ REC 

No.007/2568E ลงวันที่ 17 เมษายน พ.ศ. 2568

ผล

การเก็บขอมูล

ในการวิเคราะหแนวโนมของคาความคลาดเคลือ่น

ของผลควบคุมคุณภาพภายในรายป ผูวิจัยไดดำเนิน

การเก็บรวบรวมขอมูลผลการควบคุมคุณภาพภายใน

รายคร้ัง จากโปรแกรม Nongmamong Blood Glucose 

Meter IQC Online ซึ่งเปนระบบฐานขอมูลออนไลนที่

ใชบันทึกผลการควบคุมคุณภาพของเครื่องตรวจน้ำตาล

ในเลือดชนดิพกพา จากหนวยบรกิารสขุภาพในเครอืขาย

อำเภอหนองมะโมง จังหวัดชัยนาท โดยมีการตรวจสอบ

ความถูกตองของขอมูลยอนหลัง ไดแก การเปรียบเทียบ

ขอมูลการบันทึกผลควบคุมคุณภาพภายในระบบ

โปรแกรมออนไลนกับรูปถายคาผลควบคุมคุณภาพ

ภายใน ทีแ่สดงบนหนาจอเครือ่งตรวจทีแ่ตละหนวยบรกิาร

สงเขาระบบ รวมถึงมีการตรวจสอบคาผิดปกติ เชน 

ค าที่ ออกนอกชวงที่ กำหนด โดยมีการสอบทวน

ขอมูลกับหนวยบริการที่ตรวจวิเคราะหในการยืนยัน

หรือยกเลิกขอมูลนั้นๆ โดยกลุมขอมูลที่ใชในการศึกษา

ประกอบดวย ผลการตรวจ IQC รายครั้ง จำนวน

ทั้งสิ้น 1,214 รายการ เปนคาผลตรวจ IQC สาร

ควบคุมคุณภาพระดับต่ำ ชวงคา 30−60 mg/dL

จำนวน 607 ครั้ง และระดับสูง ชวงคา 254−344 mg/dL

จำนวน 607 ครั้ง ครอบคลุมชวงเวลา 3 ปงบประมาณ 

(พ.ศ. 2565–2567) จากหนวยบริการ จำนวน 12 แหง

โดยขอมูลแตละรายการ ประกอบดวย วันที่ตรวจ 

หนวยบริการผูรายงาน คาที่วัดไดของสารควบคุม

คุณภาพระดับความเขมขนต่ำ (L1) และคาที่วัดได

ของสารควบคุมคุณภาพระดับความเขมขนสูง (L2) 

พรอมคากลางมาตรฐาน (Target Value) ซึ่งกำหนดไว

ลวงหนาวา L1 = 45 mg/dL และ L2 = 299 mg/dL

คาความคลาดเคลื่อนในแตละระดับถูกคำนวณโดย

ใชสูตร %Error = (|คาที่วัดได - คาเปาหมาย| ÷ คา

เปาหมาย) × 100 จากนัน้จงึนำคาความคลาดเคลือ่นของ 

L1 และ L2 มาหาคาเฉลี่ยในแตละรายการ แลวรวบรวม

ผลเฉลี่ยของรายการทั้งหมดภายในแตละปงบประมาณ 

เพื่อคำนวณเปนคาเฉล่ียของคาความคลาดเคล่ือน IQC 

รายป (Average Annual Deviation) ของหนวย

งานในโรงพยาบาล จำนวน 5 หนวยงาน ดังแสดงใน

ตารางที่ 1 และของโรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพตำบล 

(รพ.สต.) จำนวน 7 แหง ดังแสดงในตารางที่ 2 

การวิเคราะหขอมูลผลควบคุมคุณภาพภายใน 

การวิเคราะหขอมูลใชสถิติเชิงพรรณนา ไดแก 

คาเฉลี่ยของคาความคลาดเคลื่อน (Deviation) ของ

ผลควบคุมคุณภาพภายใน (IQC) รายป เพื่อศึกษา

การเปล่ียนแปลงของแนวโนมตลอดชวงระยะเวลา 3 

ปงบประมาณ (พ.ศ. 2565–2567) จากนั้นวิเคราะห

ความสมัพนัธระหวางจำนวนครัง้เฉลีย่ตอปของการใชงาน

โปรแกรม Nongmamong Blood Glucose Meter IQC 

Online กับคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยของผล IQC โดย

ใชสถิติ Spearman’s rank Correlation Coefficient

ประเมนิความสามารถในการทำนายคาความคลาดเคลือ่น

เฉลี่ยจากจำนวนครั้งในการใชงานโปรแกรม โดยใชการ

วิเคราะหสถิติเชิงถดถอยเชิงเสนอยางงาย (Simple 

Linear Regression) ใชสถติิ Mann–Whitney U test

ในการเปรียบเทียบคาความคลาดเคล่ือนระหวางชวงตน

(1 ตุลาคม พ.ศ. 2564 ถึง 31 มีนาคม พ.ศ. 2566) กับ

ชวงปลายของระยะเวลาการศกึษา (1 เมษายน พ.ศ. 2566

ถึง 30 กันยายน พ.ศ. 2567) นอกจากนี้ไดเปรียบเทียบ

คาความคลาดเคล่ือนระหวางกลุมหนวยงาน 2 ประเภท 

ไดแก หนวยงานภายในโรงพยาบาลและโรงพยาบาล

สงเสรมิสขุภาพตำบล (รพ.สต.) ดวย Mann–Whitney 

U test และเปรียบเทียบคาความคลาดเคลื่อนระหวาง

หนวยบรกิารทัง้ 12 แหง ดวย Kruskal–Wallis H test

โดยการวิเคราะหขอมูลทั้งหมดใชเกณฑระดับนัยสำคัญ

ทางสถิติที่ p < 0.05 และดำเนินการดวยโปรแกรม IBM 

SPSS Statistics for Windows, Version 23.0 (IBM 

Corp., Armonk, USA) และ Microsoft Excel
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ตารางที่ 1 แสดงจำนวนครั้งที่รายงานผลควบคุมคุณภาพภายใน (IQC) และคาความคลาดเคลื่อนเฉล่ีย (%) ของ

 หนวยงานในโรงพยาบาล จำนวน 5 หนวยงาน ในปงบประมาณ พ.ศ. 2565–2567

หนวยงาน                          

ภายในโรงพยาบาล

ปงบประมาณ

พ.ศ.

จำนวน

รายการ

คาความคลาดเคลื่อน

เฉลี่ย/ป

L1 (%)

คาความคลาดเคลื่อน

เฉลี่ย/ป

L2 (%)

คาความคลาดเคลื่อน

เฉลี่ย L1+L2

(%)

ER

ER

ER

IPD

IPD

IPD

LAB

LAB

LAB

LR

LR

LR

เวชปฏิบัติปฐมภูมิ

เวชปฏิบัติปฐมภูมิ

เวชปฏิบัติปฐมภูมิ

2565

2566

2567

2565

2566

2567

2565

2566

2567

2565

2566

2567

2565

2566

2567

12

12

14

9

12

10

12

47

47

12

12

12

9

21

15

9.81

9.81

8.73

11.85

9.07

4.89

7.96

7.42

4.54

5.56

10.00

11.30

7.90

7.20

8.30

9.09

9.23

6.04

8.40

6.35

4.95

6.58

3.47

2.70

4.65

5.30

5.71

2.71

2.76

2.36

9.45

9.52

7.39

10.13

7.71

4.92

7.27

5.45

3.62

5.10

7.65

8.50

5.31

4.98

5.33

หมายเหตุ: หนวยงานในโรงพยาบาล จำนวน 5 หนวยงาน ไดแก งานหองฉุกเฉิน (ER) งานผูปวยใน (IPD) หองปฏิบัติการ (LAB)
 งานหองคลอด (LR) และงานเวชปฏิบัติปฐมภูมิ คาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ย/ป L1 (%) คือ คาความคลาดเคลื่อนของ
 สารควบคุมคุณภาพระดับความเขมขนต่ำ ชวงคา 30−60 mg/dL เฉลี่ยตอป คาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ย/ป L2 (%) คือ
 คาความคลาดเคลื่อนของสารควบคุมคุณภาพระดับความเขมขนสูง ชวงคา 254−344 mg/dL เฉลี่ยตอป

ตารางที่ 2 แสดงจำนวนครั้งที่รายงานผลควบคุมคุณภาพภายใน (IQC) และคาความคลาดเคล่ือนเฉล่ีย (%) ของ

 โรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพตำบล (รพ.สต.) จำนวน 7 แหง ในปงบประมาณ พ.ศ. 2565–2567

โรงพยาบาลสงเสริม
สุขภาพตำบล 

ปงบประมาณ

พ.ศ.

จำนวน

รายการ

คาความคลาด

เคลื่อนเฉลี่ย/ป

L1 (%)

คาความคลาดเคลื่อน

เฉลี่ย/ป

L2 (%)

คาความคลาด

เคลื่อนเฉลี่ย L1+L2

(%)

รพ.สต.กุดจอก
รพ.สต.กุดจอก
รพ.สต.กุดจอก
รพ.สต.บานน้ำพุ
รพ.สต.บานน้ำพุ
รพ.สต.บานน้ำพุ

รพ.สต.บานวังตะเคียน
รพ.สต.บานวังตะเคียน
รพ.สต.บานวังตะเคียน

รพ.สต.กุดจอก

2565
2566
2567
2565
2566
2567
2565
2566
2567
2565

11
12
12
12
12
11
24
30
34
11

10.10
5.93
9.44
15.93
13.33
8.28
10.93
5.93
5.75
10.10

6.26
3.12
4.35
9.17
3.51
6.11
7.12
3.27
2.06
6.26

8.18
4.52
6.90
12.55
8.42
7.20
9.02
4.60
3.90
8.18
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ตารางที่ 2 แสดงจำนวนครั้งที่รายงานผลควบคุมคุณภาพภายใน (IQC) และคาความคลาดเคล่ือนเฉล่ีย (%) ของ

 โรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพตำบล (รพ.สต.) จำนวน 7 แหง ในปงบประมาณ พ.ศ. 2565–2567 (ตอ)

การวิเคราะหแนวโนม (Trend Analysis) ของ

คาความคลาดเคลื่อนของผล IQC เฉลี่ยรายป

ในชวงปงบประมาณ พ.ศ. 2565–2567 คา

ความคลาดเคล่ือนเฉลี่ยของผล IQC มีแนวโนมลดลง

อยางชัดเจน โดยปงบประมาณ พ.ศ. 2565 มีคาเฉลี่ย 

9.01% ในปงบประมาณ พ.ศ. 2566 ลดลงเหลือ 6.28% 

และลดลงตอเนื่องเปน 5.90% ในปงบประมาณ พ.ศ. 

2567 แนวโนมดังกลาวชี้ใหเห็นวาความคลาดเคลื่อน

ของผล IQC ลดลงอยางตอเนือ่งตลอดระยะเวลาทีศ่กึษา 

ดังแสดงในตารางที่ 3 และภาพที่ 2

ตารางที่ 3  แสดงคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยผล IQC ของหนวยงานทั้ง 12 แหง (หนวยงานภายในโรงพยาบาล

  หนองมะโมง จำนวน 5 หนวยงาน และ รพ.สต. จำนวน 7 แหง) ในปงบประมาณ พ.ศ. 2565–2567

ปงบประมาณ
พ.ศ.

จำนวนหนวยบริการ จำนวนรายการ
คาความคลาดเคลื่อน
เฉลี่ยรวม/ป (%)

2565
2566
2567

12
12
12

402
406
406

9.01
6.28
5.90

โรงพยาบาลสงเสริม
สุขภาพตำบล 

ปงบประมาณ

พ.ศ.

จำนวน

รายการ

คาความคลาด

เคลื่อนเฉลี่ย/ป

L1 (%)

คาความคลาดเคลื่อน

เฉลี่ย/ป

L2 (%)

คาความคลาด

เคลื่อนเฉลี่ย L1+L2

(%)

รพ.สต.กุดจอก
รพ.สต.กุดจอก
รพ.สต.บานน้ำพุ
รพ.สต.บานน้ำพุ
รพ.สต.บานน้ำพุ

รพ.สต.บานวังตะเคียน
รพ.สต.บานวังตะเคียน
รพ.สต.บานวังตะเคียน
รพ.สต.บานหนองตะขบ
รพ.สต.บานหนองตะขบ
รพ.สต.บานหนองตะขบ

รพ.สต.วังตะเคียน
รพ.สต.วังตะเคียน
รพ.สต.วังตะเคียน
รพ.สต.สะพานหิน
รพ.สต.สะพานหิน
รพ.สต.สะพานหิน

รพ.สต.หนองมะโมง
รพ.สต.หนองมะโมง
รพ.สต.หนองมะโมง

2566
2567
2565
2566
2567
2565
2566
2567
2565
2566
2567
2565
2566
2567
2565
2566
2567
2565
2566
2567

12
12
12
12
11
24
30
34
25
13
13
10
13
33
11
13
26
12
12
12

5.93
9.44
15.93
13.33
8.28
10.93
5.93
5.75
10.93
3.93
10.77
9.78
3.42
6.40
15.35
7.18
7.35
13.15
7.78
12.59

3.12
4.35
9.17
3.51
6.11
7.12
3.27
2.06
7.37
2.55
4.09
6.96
1.70
1.91
3.34
3.91
2.87
7.89
5.82
4.52

4.52
6.90
12.55
8.42
7.20
9.02
4.60
3.90
9.15
3.24
7.43
8.37
2.56
4.15
9.35
5.54
5.11
10.52
6.80
8.55
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การวิ เคราะหความสัมพันธระหวางจำนวนครั้ ง

การใชงานโปรแกรมกับคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ย

ของผล IQC รายป

การวิเคราะหนี้ใชขอมูลระดับหนวยบริการ 12 

แหง โดยพิจารณาจากคาเฉล่ียจำนวนครั้งการใชงาน

โปรแกรมตอปกับคาเฉลี่ยความคลาดเคลื่อนของผล 

IQC รายปแบบรวม 3 ปตอ 1 หนวยบริการ ตลอดชวง

ปงบประมาณ พ.ศ. 2565–2567 ทำการวิเคราะหความ

สัมพันธระหวางจำนวนครั้งเฉลี่ยตอปของการใชงาน

โปรแกรม Nongmamong Blood Glucose Meter 

IQC Online กับคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยของผล

ควบคุมคุณภาพภายใน (IQC) โดยใชสถิติ Spear-

man’s Rank Correlation Coefficient เนื่องจาก

ขอมูลที่ใชเปนขอมูลเชิงอันดับหรือขอมูลเชิงปริมาณ

ที่อาจไมเปนไปตามการแจกแจงแบบปกติและมีขนาด

ตัวอยางที่จำกัด (N = 12) ดังแสดงในตารางท่ี 4

ซึ่ง Spearman’s Correlation มีความเหมาะสม

สำหรับการวิเคราะหความสัมพันธระหวางตัวแปร

ที่ไมเปนเชิงเสน และสามารถสะทอนแนวโนมของ

ขอมูลในกลุมขนาดเล็กไดดี ในกรณีนี้คาสัมประสิทธิ์

ความสัมพันธ  (rs) ที่ ได เทากับ 0.366 และคา

p-value = 0.016 ที่ ระดับนัยสำคัญทางสถิติ

p < 0.05 ดังแสดงในตารางที่ 5 แสดงถึงความสัมพันธ

ทางบวกระดับต่ำที่มีนัยสำคัญทางสถิติ ระหวางความถี่

ในการใชงานโปรแกรมฯ กับคาความคลาดเคลื่อน

ของผล IQC รายปตามเกณฑการแบงระดบัความสมัพนัธ 

(Strength of Correlation)(24) ดังแสดงในตารางที่ 6 

กลาวคือหนวยงานที่มีการรายงานผล IQC บอยครั้งมี

แนวโนมที่จะควบคุมคาความคลาดเคลื่อนไดดีขึ้น โดย

คาความคลาดเคลื่อนของผลการตรวจมีแนวโนมลดลง

ตามความถีใ่นการใชงานโปรแกรมทีเ่พิม่ขึน้ ทัง้นีถ้งึแมวา

ลกัษณะของความสมัพนัธทางบวกทีพ่บเปนความสมัพนัธ

ระดบัตำ่ แตกส็ามารถสะทอนใหเหน็ถงึแนวโนมในทางท่ีดี

ของการบริหารจัดการระบบควบคุมคุณภาพดวย

โปรแกรมฯ อยางตอเนื่อง

ภาพที่ 2 แสดงแนวโนมคาความเคลื่อนเฉลี่ยของผล IQC ของหนวยงานทั้ง 12 แหง (หนวยงานภายในโรงพยาบาล

 หนองมะโมง จำนวน 5 หนวยงาน และ รพ.สต. จำนวน 7 แหง) ปงบประมาณ พ.ศ. 2565–2567
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การศกึษาแนวโนมในการทำนายคาความคลาดเคลือ่น

เฉลี่ยของผล IQC จากจำนวนครั้งที่หนวยบริการใช

งานโปรแกรม

ใชขอมูลหนวยบริการ 12 แหง โดยพิจารณา

จากจำนวนครั้งที่หนวยงานนั้นๆ รายงานผล IQC ผาน

โปรแกรม Nongmamong Blood Glucose Meter IQC 

Online และคาเฉลี่ยความคลาดเคลื่อนของผล IQC ใน

ระยะเวลา 3 ปงบประมาณ (พ.ศ. 2565–2567) วเิคราะห

สถิติเชิงถดถอยเชิงเสนอยางงาย (Simple Linear

Regression) ศึกษาผลของจำนวนครั้งการใชงาน

โปรแกรม IQC Online ทีม่ตีอคาความคลาดเคลือ่นเฉลีย่

ของผล IQC รายป  เพือ่ทำนายวาจำนวนครัง้ในการใชงาน

โปรแกรมมีแนวโนมสงผลใหคาความคลาดเคลื่อนลดลง 

กำหนดตวัแปรตน (X) คอื จำนวนครัง้ใชงานโปรแกรมใน

ตารางที่ 4 จำนวนครัง้ในการใชงานโปรแกรมและคาความคลาดเคลือ่นเฉลีย่รวมของหนวยบรกิาร  ชวงปงบประมาณ 

 พ.ศ. 2565–2567

ตัวแปรที่ศึกษา   จำนวนคูขอมูล (N) rs p-value

ความถี่ในการใชงานโปรแกรม IQC Online ตอป 
กับคาความคลาดเคลื่อนของผล IQC

12 0.366 0.016

หมายเหตุ: rs = Spearman’s Rank Correlation Coefficient แสดงระดับความสัมพันธระหวางความถ่ีในการใชงานโปรแกรม
กับคาความคลาดเคลื่อนของผล IQC โดยคาที่ได (rs = 0.366) สื่อถึงความสัมพันธทางบวกระดับต่ำและมีนัยสำคัญทางสถิติ 

หนวยงาน จำนวนการใชงานเฉลี่ย/ป คาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยรวม/ป (%)

ER
IPD
LAB
LR
เวชปฏิบัติปฐมภูมิ
รพ.สต.กุดจอก
รพ.สต.บานน้ำพุ
รพ.สต.บานวังตะเคียน
รพ.สต.บานหนองตะขบ
รพ.สต.วังตะเคียน
รพ.สต.สะพานหิน
รพ.สต.หนองมะโมง

12
10
47
12
15
12
12
29
17
19
17
12

8.79
7.59
5.45
7.42
5.21
6.53
9.39
5.84
6.61
5.36
6.67
8.62

ตารางที่ 5 ผลการวิเคราะความสัมพันธระหวางความถ่ีในการใชงานโปรแกรมกับคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยของผล 

 IQC โดยใช Spearman’s Rank Correlation ชวงปงบประมาณ พ.ศ. 2565–2567

ตารางที่ 6 แสดงเกณฑกำหนดการแปลคาความสัมพันธของคาสหสัมพันธ (r หรือ rs)

คา r หรือ rs ระดับความสัมพันธ ความหมาย

0.00–0.19
0.20–0.39
0.40–0.59
0.60–0.79
0.80–1.00

ไมมี หรือ ต่ำมาก
ต่ำ

ปานกลาง
สูง

สูงมาก

แทบไมมีความสัมพันธ
ความสัมพันธนอย

ความสัมพันธปานกลาง
ความสัมพันธสูง

ความสัมพันธแนนแฟน
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ระยะเวลา 3 ป ตวัแปรตาม (Y) คือ  คาความคลาดเคลือ่น

เฉลี่ยของผล IQC (%) ผลการวิเคราะหพบวาจำนวน

ครั้งที่ใชงานโปรแกรมมีอิทธิพลทางลบตอคาความ

คลาดเคล่ือนเฉล่ียของผล IQC อยางมีนัยสำคญัทางสถติิ

(R² = 0.407, p = 0.026, β = –0.044) ดังแสดงใน

ภาพที่ 3 โดยโมเดลสามารถอธิบายความแปรปรวนของ

คาความคลาดเคลือ่นได R² = 0.407 หรอืประมาณ 40.7% 

ซึ่งถือวาอยูในระดับปานกลาง ดังแสดงในตารางที่ 7

และมีแนวโนมที่คาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยจะลดลง

เมื่อจำนวนการใชงานโปรแกรมเพิ่มขึ้น กลาวคือ

ทุกการเพิ่มขึ้นของความถี่ในการใชงานโปรแกรม 1 ครั้ง

จะสัมพันธกับการลดลงของคาความคลาดเคล่ือนเฉลี่ย

ประมาณ 0.044% โดยคาคงที ่(intercept) เทากบั 9.00

หมายความวาหากไมมีการใชงานโปรแกรมเลย คาดวา

คาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยอยูที่ประมาณ 9.00%

ผลการวิเคราะหนี้สอดคลองกับผลการวิเคราะหความ

สัมพันธแบบ Spearman ที่แสดงใหเห็นวาจำนวนครั้ง

ในการใชงานโปรแกรมมีความสัมพันธทางบวกระดับต่ำ

กับการลดคาความคลาดเคลือ่น (rs = 0.366, p = 0.016)

กลาวคือหนวยงานที่มีการรายงานผล IQC บอยครั้ง        

มีแนวโนมที่จะควบคุมคาความคลาดเคลื่อนไดดีขึ้น

นั่นคือจำนวนครั้งการใชงานสัมพันธในทิศทางบวก

กับการลดความคลาดเคลื่อน ซึ่งเปนผลดีในเชิงระบบ

การควบคุมคุณภาพ

ภาพที่ 3 ความสัมพันธระหวางจำนวนครั้งที่หนวยบริการใชงานโปรแกรม Nongmamong Blood Glucose 

 Meter  IQC Online ตลอดระยะเวลา 3 ปงบประมาณ (พ.ศ. 2565-2567) กับคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ย

 ของผลควบคุมคุณภาพภายใน (IQC)

ตารางที่ 7 แสดงการตีความคา R²

คา R² ระดับการอธิบาย แปลความ

≥ 0.7
0.4–0.7
0.2–0.4
< 0.2

สูงมาก
ปานกลาง

ต่ำถึงปานกลาง
ต่ำมาก

โมเดลสามารถอธิบายความแปรปรวนของขอมูลไดดี
โมเดลมีความสามารถในการอธิบายขอมูลในระดับปานกลาง
โมเดลมีความสามารถในการอธิบายขอมูลต่ำถึงปานกลาง
โมเดลมีความสามารถในการอธิบายขอมูลต่ำมาก
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ผลการทดสอบดวย Mann-Whitney U test พบวา

คา U = 62,380.5 และคา p < 0.001 แสดงใหเห็นวา

คาความคลาดเคล่ือนระหวางสองชวงเวลามีความ

แตกต าง กันอย างมีนั ยสำ คัญทางสถิติ  ดั งแสดง

ในตารางที่ 8 และภาพที่ 4 สะทอนวาการใชโปรแกรม

Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online

มีผลตอการลดคาความคลาดเคลื่อนของผลการควบคุม

คุณภาพภายในระดับปานกลาง (Effect Size (r) =

0.345) กลาวคือ โปรแกรมมีอิทธิพลอยางชัดเจน

ตอการพฒันาความถูกตองของผลควบคุมคุณภาพภายใน

แตยังไมถึงระดับผลขนาดใหญ ตามการแปลคา Effect 

Size (r) ตามมาตรฐาน Cohen(25)  ในการวัดขนาด

ของผล (Magnitude of Effect) หรือความแรง

ของความแตกตางระหวางสองกลุมโดยไมขึน้อยูกบัขนาด

ตัวอยาง (N) ดังแสดงในตารางที่ 9

การเปรียบเทียบคาเฉล่ียคาความคลาดเคลือ่นระหวาง

ชวงตนและชวงปลายของระยะเวลาศึกษา                 

วเิคราะหขอมูล 2 กลุม ไดแก ชวงตน 18 เดอืนแรก

ในปงบประมาณ พ.ศ. 2565 ถึงตนปงบประมาณ 

พ.ศ. 2566  (1 ตุลาคม พ.ศ. 2564 ถึง 31 มีนาคม พ.ศ.

2566) (N₁= 244) กับชวงปลาย 18 เดือนหลัง ในปลาย

ปงบประมาณ พ.ศ. 2566 ถึง ปงบประมาณ พ.ศ. 2567

(1 เมษายน พ.ศ. 2566 ถึง 30 กันยายน พ.ศ. 2567)

(N₂= 363) รวมขอมูลทั้งสิ้น 607 คา โดยใชสถิติ

Mann-Whitney U test กำหนดนัยสำคัญที่ p < 0.05

เปรียบเทียบการจัดอันดับ (ranks) ของขอมูลสองกลุม

เปรียบเทียบคาเฉล่ียความคลาดเคล่ือนระหวางชวงตน

และชวงปลายผลการศึกษา พบวาคาเฉลี่ยคาความ

คลาดเคลื่อนในชวงตน เทากับ 7.93% (SD = 3.86%)

และในชวงปลาย เทากับ 5.28% (SD = 3.34%)

ตารางที่ 8 แสดงการเปรียบเทียบคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยของผล IQC รายป ระหวางชวงตน (1 ตุลาคม พ.ศ. 

 2564 ถึง 31 มีนาคม พ.ศ. 2566)  และชวงปลาย (1 เมษายน พ.ศ. 2566 ถึง 30 กันยายน พ.ศ. 2567) 

 ของระยะเวลาที่ศึกษา

ชวงเวลา
จำนวนขอมูล

(N)
Mean ± SD 

(%)
U p-value Effect Size (r)

ชวงตน
ชวงปลาย

ผลการทดสอบดวย
Mann-Whitney U test

N₁ = 244 
N₂ = 363

7.93±3.86
5.28±3.34

N/A
N/A

N/A
N/A

N/A
N/A

N/A N/A 62,380.5 < 0.001 0.345

หมายเหตุ: N: จำนวนขอมลูในแตละกลุมทีน่ำมาวเิคราะห, Mean ± SD: คาเฉลีย่และสวนเบีย่งเบนมาตรฐานของคาความคลาดเคลือ่น
 ในแตละชวงเวลา, U: คาสถิติจาก Mann–Whitney U test ใชเปรียบเทียบคาระหวางสองกลุมอิสระที่ขอมูลไมแจกแจง
 แบบปกติ, p-value: คาความนาจะเปนในการปฏิเสธสมมติฐานวาง (p < 0.05) และ Effect Size (r): ขนาดของอิทธิพล 
 คำนวณจาก Z/√N บงชี้ความแรงของผลโดยเกณฑของ Cohen

ทั้งนี้เพื่อยืนยันและศึกษาทิศทางของผลเพิ่มเติม 

จึงไดทำการวิเคราะหดวยสถิติ Linear Regression               

เพื่อตรวจสอบอิทธิพลของชวงเวลาที่มีตอคาความ

คลาดเคลือ่นเฉลีย่ของผล IQC โดยกำหนดใหตวัแปรตน 

(Independent Variable) คือ ชวงเวลา (0 = ชวงตน, 

1 = ชวงปลาย) และตวัแปรตาม (Dependent Variable)

คือ คาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยของผล IQC (%) ผลการ

วิเคราะหพบวาคาเฉลี่ยในชวงตน (intercept) เทากับ 

9.13% และคาความคลาดเคลื่อนในชวงปลายลดลง

เฉลี่ย 2.65% (β = –2.65, p < 0.001) เมื่อเปรียบเทียบ

กบัชวงตน โดยโมเดลสามารถอธบิายความแปรปรวนของ

คาความคลาดเคลือ่นไดในระดบัปานกลาง (R² = 0.118)

ดงัแสดงในตารางที ่10 การแปลผลในเชงิปฏบิตัสิะทอนวา

การใชงานโปรแกรม Nongmamong Blood Glucose

Meter IQC Online อยางตอเนือ่งในชวงปลาย สงผลให

เกิดการลดคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยของผล IQC

อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.001) ผลนี้สนับสนุนวา

การดำเนินงานที่ตอเนื่องของโปรแกรมนั้น สงผลตอ
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ภาพที่ 4  แสดงการกระจายของคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยของผล IQC ระหวางชวงตน (1 ตุลาคม พ.ศ. 2564 ถึง 

 31 มีนาคม พ.ศ. 2566) และชวงปลาย (1 เมษายน พ.ศ. 2566 ถึง 30 กันยายน พ.ศ. 2567) ของการศึกษา

ตารางที่ 9 แสดงการแปลคา Effect Size (r) ตามมาตรฐาน Cohen(25)

คา Effect Size (r)  ขนาดของผล (Effect Size)

0.10–0.29
0.30–0.49
0.50 ขึ้นไป

เล็ก (small effect)
ปานกลาง (medium effect)

ใหญ (large effect)

การลดความคลาดเคล่ือนของผล IQC ในทางปฏิบัติ

ผลลัพธ น้ีจึงสนับสนุนขอคนพบจากสถิติ Mann–

Whitney U test ที่พบความแตกตางอย างมี

นัยสำคัญเชนกัน (p < 0.001, r = 0.345) สอดคลองกัน

ทั้งในเชิงการเปรียบเทียบกลุมและการพยากรณแนวโนม

ของคาความคลาดเคลื่อนของผล IQC 

ตารางที่ 10 แสดงผลการวิเคราะห Linear Regression เปรียบเทียบคาความคลาดเคลื่อนระหวางชวงตนและปลาย

ตัวแปรอิสระ
ขนาดตัวอยาง

(N)
สัมประสิทธิ์ 

(β)
p-value R² คา Intercept

ชวงเวลา
 (0 = ตน, 1 = ปลาย)

607 –2.65 < 0.001 0.118 9.13

หมายเหตุ: ชวงเวลา คือ ตัวแปรอิสระที่ใชในการวิเคราะหถดถอย โดยกำหนดรหัส 0 = ชวงตนของการศึกษา (1 ตุลาคม พ.ศ. 2564
 ถึง 31 มีนาคม พ.ศ. 2566), 1 = ชวงปลายของการศึกษา (1 เมษายน พ.ศ. 2566 ถึง 30 กันยายน พ.ศ. 2567), β (Beta 
 Coefficient) คือ คาสัมประสิทธิ์ถดถอยแสดงผลของตัวแปรอิสระตอคาตัวแปรตาม โดยในที่นี้คา β = –2.65 หมายถึง 
 การเปล่ียนจากชวงตนไปยงัชวงปลายมผีลใหคาความคลาดเคลือ่นเฉลีย่ของผล IQC ลดลงเฉลีย่ 2.65%, p-value คอื คาความ
 นาจะเปนทีใ่ชทดสอบนยัสำคญัทางสถติ ิโดยคา p < 0.001 หมายความวา ผลทีไ่ดมนียัสำคญัทางสถติใินระดบัสงู,  R² (R-squared) 
 คือ คาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ แสดงสัดสวนของความแปรปรวนในตัวแปรตามที่สามารถอธิบายไดโดยตัวแปรอิสระ
 ซึ่งในที่นี้ R² = 0.118 หมายความวา โมเดลสามารถอธิบายความแปรปรวนของคาความคลาดเคลื่อนไดประมาณ 11.8% 
 ซึ่งถือวาอยูในระดับปานกลาง, Intercept (คาคงที่) คือ คาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยที่คาดการณไดในชวงตนเมื่อยังไมมี
 การเปลี่ยนแปลงตัวแปรอิสระ (ชวงเวลา = 0) โดยในที่นี้มีคาเทากับ 9.13%
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การเปรยีบเทยีบประสิทธภิาพระหวางกลุม 5 หนวยงาน 

ภายในโรงพยาบาลหนองมะโมงกับกลุมโรงพยาบาล

สงเสริมสุขภาพตำบล 7 แหง ที่เขารวม

ทำการเปรียบเทียบคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ย

ของผลควบคุมคุณภาพภายใน (IQC) ระหวางสองกลุม

คือ  กลุมหนวยงานภายในโรงพยาบาล 5 หนวยงาน และ

กลุมโรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพตำบล (รพ.สต.) 7 แหง

โดยใชสถิติ Mann-Whitney U test เนื่องจากขอมูล

ไมเปนการแจกแจงปกติและเปนการเปรียบเทียบขอมูล

ระหวางสองกลุมที่เปนอิสระตอกัน โดยมีขนาดตัวอยาง

ระหวางกลุมไมเทากัน กำหนดระดับนัยสำคัญทางสถิติที่ 

p < 0.05 ผลการวิเคราะหพบวาคาความคลาดเคลือ่นเฉลีย่

ของหนวยงานโรงพยาบาล เทากบั 6.11% (SD = 3.99%,

N = 244) ขณะที่กลุม รพ.สต. มีคาเฉลี่ยเทากับ 6.51% 

(SD = 3.63%, N = 363) ผลการทดสอบดวย Mann-

Whitney U test พบวาคา U = 40,931.0 และคา 

p = 0.061 แสดงใหเห็นวาไมพบความแตกตางอยาง

มีนัยสำคัญทางสถิติระหวางสองกลุม ดังแสดงใน

ตารางที่ 11 และภาพที่ 5 อีกทั้งขนาดของผล (Effect

Size) อยูในระดับเล็กมาก (Effect Size (r) = 0.076)

ตามเกณฑการแปลของ Cohen แสดงถึงความแตกตาง

ระหวางสองกลุมมขีนาดเลก็มาก จนไมสงผลในทางปฏบิตัิ 

บงชี้วาโปรแกรม Nongmamong Blood Glucose 

Meter IQC Online มีประสิทธิภาพ ในการลด

คาความคลาดเคลื่อนอยางครอบคลุมเทาเทียมกัน

ทุกประเภทหนวยงานทั้งในโรงพยาบาลหนองมะโมง

และ รพ.สต.

ตารางที่ 11 สรปุผลการเปรยีบเทียบคาความคลาดเคลือ่น IQC ระหวางกลุมหนวยงานภายในโรงพยาบาลหนองมะโมง

 และกลุมโรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพตำบล (รพ.สต.) ที่เขารวม

กลุม
จำนวนขอมูล

(N)
คาเฉลี่ย (%) SD (%) U p-value

Effect Size 
(r)

หนวยงานในโรงพยาบาล
หนองมะโมง

รพ.สต.
ผลการทดสอบดวย

Mann-Whitney U test

244

363

6.11

6.51

3.99

3.63

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A N/A N/A 40931.0 0.061 0.076

หมายเหตุ: N: จำนวนขอมูลในแตละกลุมที่นำมาวิเคราะห, SD: สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของคาความคลาดเคลื่อน, U: คาสถิติจาก
 Mann–Whitney U test ใชเปรียบเทียบคาระหวางสองกลุมอิสระที่ขอมูลไมแจกแจงแบบปกติ, p-value: คาความนาจะ
 เปนที่ผลลัพธจะเกิดขึ้นโดยบังเอิญ หากคา p < 0.05 แสดงวาผลตางมีนัยสำคัญทางสถิติ Effect Size (r): ใชแสดงขนาด
 ของอิทธิพลหรือผลของความแตกตาง โดย r = 0.076 จัดอยูในระดับต่ำมาก (นอยกวา 0.1) ตามเกณฑการแปลของ Cohen

ภาพที่ 5 แสดงการกระจายของคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยของผล IQC ระหวางกลุมหนวยงานโรงพยาบาล

 หนองมะโมงและกลุมโรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพตำบล (PHC units)
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การเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหวางหนวยงาน

12 แหง 

เ พ่ือศึกษาความแตกตางของประสิทธิภาพ

การควบคุมคุณภาพภายในระหวางหนวยงานแตละแหง

โดยใชสถิติ Kruskal-Wallis H test เนื่องจากขอมูล

เปนขอมูลเชิงปริมาณที่ไมจำเปนตองแจกแจงแบบปกติ

และมีจำนวนกลุมมากกวา 2 กลุม กำหนดระดับ

นัยสำคัญทางสถิติที่ p < 0.05 โดยวิเคราะหเปรียบเทียบ

จากขอมูลคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยท่ีคำนวณจากผล

การวัดระดับ IQC L1 และ L2 ของหนวยงาน 12 แหง

ในชวงปงบประมาณ พ.ศ. 2565–2567 ดงัแสดงในตารางที่

12 และภาพที่ 6 ในการแสดงผลการเปรียบเทียบคา

ความคลาดเคล่ือนเฉล่ียของผลการควบคุมคุณภาพ

ภายใน (IQC) ของแตละหนวยบริการไดกำหนดเกณฑ

คาอางอิงที่ระดับ 5% เพ่ือใชเปนเกณฑพิจารณาความ

เหมาะสมของคาความคลาดเคลือ่นดงักลาว โดยพจิารณา

การกำหนดเสนอางอิงที่ 5% จึงมีวัตถุประสงคเพื่อแสดง

เกณฑความเบี่ยงเบนท่ีเขมงวดใหสะทอนถึงการควบคุม

คุณภาพภายในที่มีประสิทธิภาพสูง หนวยบริการที่มีคา

ความคลาดเคลือ่นเฉลีย่ตำ่กวาหรอืใกลเคยีงเสนอางองินี้

ถือวามีประสิทธิภาพในการดำเนินการในระดับที่

นาพึงพอใจ ในขณะที่หนวยที่มีคาความคลาดเคล่ือน

สงูกวาเกณฑดงักลาว อาจตองมกีารปรบัปรงุกระบวนการ

ควบคุมคุณภาพเพิ่มเติม เพื่อยกระดับคุณภาพการดูแล

ผูปวยและลดความเสีย่งจากความผดิพลาดในการตรวจวดั

การศึกษาพบวาคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยของผล IQC 

ระหวางหนวยงาน 12 แหง แตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ

ทางสถิต ิ(H = 94.70, p < 0.001) และมขีนาดของอิทธิพล 

(Effect Size; η²) เทากับ 0.141 ดังแสดงในตารางที่ 

13 ซึ่งจัดอยูในระดับใหญ (Large Effect Size)(27)

ดังแสดงในตารางที่ 14 แสดงใหเห็นถึงความแตกตาง

ที่มีนัยสำคัญระหวางหนวยบริการ     

ตารางที่ 12  สรุปคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยของผล IQC รายหนวยงาน

หนวยงาน
จำนวนขอมูล 

(N)

ความคลาดเคลื่อน

เฉลี่ย (%)
มัธยฐาน (%)

SD 

(%)
คานอยที่สุด (%) คาสูงที่สุด (%)

ER

IPD

LAB

LR

เวชปฏิบัติปฐมภูมิ

รพ.สต.กุดจอก

รพ.สต.บานน้ำพุ

รพ.สต.บานวังตะเคียน

รพ.สต.บานหนองตะขบ

รพ.สต.วังตะเคียน

รพ.สต.สะพานหิน

รพ.สต.หนองมะโมง

38

31

106

36

45

35

35

88

51

56

50

36

8.71

7.51

4.84

7.09

5.16

6.49

9.45

5.54

7.21

4.53

6.16

8.62

9.01

6.24

4.01

6.43

4.78

5.95

9.28

5.09

7.84

3.84

5.56

8.51

4.05

4.86

3.05

4.77

3.06

4.21

3.56

2.80

3.27

3.08

3.80

3.09

1.00

1.61

0.00

1.00

0.50

1.00

3.73

0.50

0.00

0.00

0.00

3.23

17.63

20.02

13.63

18.35

13.07

22.75

17.13

11.96

12.40

10.01

13.74

14.91
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ภาพที่ 6 แสดงการกระจายของคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยของผล IQC แยกตามหนวยงาน 12 แหง

ตารางที่ 13 การเปรียบเทียบคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยของผล IQC ระหวางหนวยงาน 12 แหง  โดยใช Kruskal-

 Wallis H test

รายการ คา

คาสถิติ Kruskal-Wallis (H)
คา p-value
จำนวนกลุม (k)
จำนวนขอมูลรวม (n)
ขนาดของอิทธิพล (Effect Size; η²)

94.70
1.990e-15

12
607

0.141

คา η² การตีความ

0.01
0.06
0.14

ขนาดเล็ก (Small Effect)
ขนาดปานกลาง (Medium Effect)

ขนาดใหญ (Large Effect)

หมายเหตุ: คา H คือ คาสถิติจากการทดสอบ Kruskal-Wallis H test ซึ่งใชสำหรับตรวจสอบความแตกตางของคา
 ความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยระหวางกลุมหนวยบริการมากกวา 2 กลุม, p-value แสดงระดับนัยสำคัญทางสถิติ หาก p < 0.05
 หมายความวา ความแตกตางที่พบมีนัยสำคัญทางสถิติ, Effect Size (η²) คือ ขนาดของอิทธิพลในการวัดความแรง
 ของผลที่เกิดขึ้น โดยคา 0.141 จัดอยูในระดับขนาดใหญ (Large Effect) ตามเกณฑของ Tomczak & Tomczak (2014)
 ซึ่งแสดงใหเห็นวาความแตกตางระหวางกลุมมีความชัดเจนอยางมีนัยสำคัญ

ตารางที่ 14  การตีความคา Eta squared (η²) ตามเกณฑมาตรฐานของ Tomczak & Tomczak(26)
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วิจารณ

การศึกษานี้แสดงใหเห็นวาโปรแกรม Nong-

mamong Blood Glucose Meter IQC Online

มปีระสิทธผิลอยางชดัเจนในการลดคาความคลาดเคลือ่น

ของผลควบคุมคุณภาพภายใน (IQC) ของเครื่อง

ตรวจน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา โดยพบวาแนวโนม

คาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยลดลงอยางตอเนื่องตลอด

ระยะเวลา 3 ป จาก 9.01% ในปงบประมาณ พ.ศ. 2565

เหลอืเพยีง 5.90% ในปงบประมาณ พ.ศ. 2567 สอดคลอง

กับแนวทางของ Clinical and Laboratory Standards

Institute(9) ทีเ่นนวาการควบคมุคณุภาพทีม่ปีระสทิธภิาพ

ควรสงผลใหคาความคลาดเคลื่อนลดลงอยางตอเนื่อง 

ซึ่งคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยที่ลดลงจาก 9.01% เหลือ 

5.90% นั้น สะทอนถึงความแมนยำของผลตรวจที่ดีขึ้น

ซึง่มคีวามสำคญัตอการวินิจฉัยและตดิตามภาวะเบาหวาน

อยางถูกตอง ลดความเสี่ยงจากการใหการรักษาที่

คลาดเคลื่อน รวมท้ังชวยสรางความม่ันใจให กับ

ผูปฏิบัติงานและผูปวย เสริมประสิทธิภาพการดูแลรักษา

ในระบบบริการสขุภาพระดบัปฐมภมิูและทุตยิภูมิไดอยาง

มนียัสำคญั การเปรยีบเทียบคาความคลาดเคลือ่นระหวาง

ชวงตนและชวงปลายของการใชโปรแกรม พบวามีความ

แตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (Mann-Whitney 

N= 607, U = 62,380.5, p < 0.001, r = 0.345) โดยมี

ขนาดอทิธพิลในระดบัปานกลาง สอดคลองกบั Mathew 

TK และ Zubair M(27) ซ่ึงรายงานวาการเสริมระบบ

รายงานผล IQC แบบเรียลไทมสามารถลดความคลาด

เคล่ือนของผลตรวจไดอยางมีนัยสำคัญ โดยผลของ

Effect  Size ระดบัปานกลาง (r = 0.345)  บงชีว้าโปรแกรม

มีศักยภาพเชิงระบบ ในการชวยใหหนวยบริการสามารถ

ดำเนนิการควบคมุคณุภาพภายในไดอยางมีประสทิธภิาพ 

และผลที่ไดสามารถนำไปปรับใชในเชิงนโยบาย เพื่อ

พัฒนาแนวทางการใชระบบรายงานผลควบคุมคุณภาพ

แบบออนไลน ใหเปนมาตรฐานรวมของหนวยบริการ

ที่มีการใช เครื่องตรวจน้ำตาลในเลือดแบบพกพา

โดยเฉพาะอยางยิ่งในระดับปฐมภูมิซ่ึงมักขาดระบบ

ควบคุมคุณภาพที่ชัดเจน สอดคลองกับการวิเคราะห

ผลดวยสถิติ Linear Regression เพื่อยืนยันแนวโนม

การลดลงของคาความคลาดเคล่ือนเฉล่ียของผล IQC

จากชวงตนไปยังชวงปลายของระยะเวลาการศึกษาที่

สอดคลองกับการใชงานโปรแกรมอยางตอเนื่องที่

บงชี้วา ในชวงปลายคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยลดลง

โดยเฉลี่ย 2.65% เมื่อเปรียบเทียบกับชวงตน และ

มีนัยสำคัญทางสถิติอยางชัดเจน คา R² เทากับ 0.118 

แสดงวาโมเดลสามารถอธิบายความแปรปรวนของ

คาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยไดประมาณ 11.8% ซึ่งอยู

ในระดับปานกลางแมจะไมไดแสดงถึงความครอบคลุม

ของทุกปจจัย แต เพียงพอในการสะทอนอิทธิพล

ของชวงเวลาการใชงานโปรแกรมที่ตอเนื่องตอการ

ลดคาความคลาดเคลื่อน ผลลัพธนี้จึงสนับสนุนขอ

สมมติฐานของการวิจัยที่วา การใชงานโปรแกรมอยาง

ตอเน่ืองในระยะยาวมแีนวโนมชวยลดคาความคลาดเคลือ่น

ไดอยางมีนัยสำคัญ การวิเคราะหความสัมพันธระหวาง

จำนวนครั้งที่ใชงานโปรแกรมกับคาความคลาดเคลื่อน

ของผล IQC พบวามีความสมัพนัธทางบวกระดบัตำ่อยาง

มีนัยสำคัญ (N = 12, rs= 0.366, p = 0.016) สอดคลอง

กบัรายงานของ Rghioui A และคณะ ทีพ่บวาจำนวนครัง้

ในการทำ IQC มีความสัมพันธกับความแมนยำของ

ผลตรวจที่ดีขึ้นในระบบเฝาระวังแบบอัจฉริยะ(28) 

อยางไรก็ตามการทีจ่ำนวนครัง้การใชงานโปรแกรม

มีความสัมพันธกับความคลาดเคลื่อนของผล IQC ใน

ระดับต่ำชี้ ให เห็นวาการใชโปรแกรมบอยๆ เพียง

อยางเดียวไมไดยืนยันวาจะลดความคลาดเคลื่อน

ของผล IQC ไดอยางมีนัยสำคัญ ในเชิงบริหารจัดการ

ระบบสามารถอธิบายไดวา แมมีการนำโปรแกรม

Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online

มาใชในการชวยรวบรวมวเิคราะหขอมลูแบบ Real-time

แจงเตอืน เมือ่ผลควบคมุคณุภาพผดิปกต ิลดขอผดิพลาด

ในการจดบันทึก และเพิ่มความสะดวกในการติดตามผล

แตยังคงตองใหความสำคัญกับปจจัยพื้นฐานอื่นๆ ดวย 

เชน การบำรุงรักษาเครื่องตรวจอยางสม่ำเสมอ การฝก

อบรมบุคลากรใหปฏิบัติตามขั้นตอน IQC อยางถูกตอง 

การใชสารควบคมุคณุภาพทีเ่หมาะสม และการตรวจสอบ

ผลลัพธที่ผิดปกติอยางทันทวงที ปจจัยเหลานี้ลวนมี

บทบาทตอความถูกตองของผล IQC เปนอยางมาก

ในขณะทีโ่ปรแกรม IQC Online ทำหนาทีเ่ปนเครือ่งมอื

ชวยรวบรวมและวิเคราะหขอมูลเพื่อสนับสนุนการ



433วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2568

ประสิทธิผลของโปรแกรม Nongmamong Blood Glucose 
Meter IQC Online  สุพัตรา สุวรรณศิริ และ วิทยา จันทโรจน

ตัดสินใจ จากการวิเคราะหเพิ่มเติมดวยสถิติเชิงถดถอย

เชิงเสนอยางงาย (Simple Linear Regression) 

พบวาโมเดลสามารถอธบิายคาความคลาดเคล่ือนเฉลีย่ได 

40.7% (N = 12, R² = 0.407, p = 0.026) ซึ่งถือวามี

ความสามารถในการทำนายในระดบัปานกลาง สอดคลอง

กบั Frost J(29) ท่ีอธิบายวา คา R² = 0.3–0.5 อาจถอืวาดี

แลวในสาขาที่มีความซับซอน เชน สาธารณสุขหรือ

สังคมศาสตร โดยเนนวาการตีความคา R² ตองดูบริบท

และควรพิจารณารวมกับ p-value โดยทุกการเพิ่มขึ้น

ของจำนวนครั้งการใชงานโปรแกรม 1 ครั้ง จะสัมพันธ

กับการลดลงของคาความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยประมาณ

0.044% อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ อยางไรก็ตามการ

ที่โมเดลถดถอยสามารถอธิบายไดเพียง 40.7% นั้น

สะทอนใหเห็นวายังมีปจจัยอื่นๆ ที่เหลืออีก 59.3%

ที่อาจสงผลตอคุณภาพความแมนยำของผลตรวจน้ำตาล

ในเลือดจากเครื่องตรวจน้ำตาลในเลือดชนิดพกพา 

ไดแก ประสบการณของผูใชงาน ความรูและการฝก

อบรม สภาพแวดลอมของหนวยบริการ นโยบาย

และวัฒนธรรมคุณภาพ การสนับสนุนกำกับดูแลจาก

ผูเชี่ยวชาญ ความพรอมของเครื่องมือ การบำรุงรักษา

รวมถึงความซับซอนของเครื่องมือ ดังนั้นการพัฒนา

คุณภาพการตรวจวัดจึงจำเปนตองดำเนินการแบบ

องครวม ทั้งการพัฒนาศักยภาพบุคลากร การดูแลรักษา

เครื่องมือใหไดมาตรฐาน และการสรางระบบสนับสนุน

คุณภาพที่เขมแข็งในองคกร เพื่อใหผลการตรวจมี

ความถูกตองแมนยำ 

การเปรยีบเทียบคาความคลาดเคล่ือนระหวางกลุม

หนวยงานในโรงพยาบาลหนองมะโมงกับโรงพยาบาล

สงเสริมสุขภาพตำบล (รพ.สต.) ไมพบความแตกตาง

อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (Mann-Whitney N=607,

U = 40,931.0, p = 0.061, r = 0.076) สะทอนวาทัง้สอง

ประเภทหนวยบรกิารสามารถดำเนนิการควบคมุคณุภาพ

ภายในไดอยางใกลเคยีงกนั  แมจะมขีอจำกดัดานทรพัยากร

ที่ตางกันโดยเฉพาะในกลุม รพ.สต. ที่มักมีบุคลากร

จำกัดกวาโรงพยาบาล สอดคลองกับ Freckmann G

และคณะ ที่ระบุวาหากระบบควบคุมคุณภาพภายในมี

ความสมำ่เสมอและไดรบัการดแูลอยางถกูตอง ยอมไมควร

มีความแตกตางของคุณภาพผลตรวจระหวางประเภท

หนวยงาน(30) ซึง่เปนผลมาจากกำหนดระบบและแนวทาง

การดำเนินงานรวมถึงการกำกับดูแลภายใตระบบ

โปรแกรมเดียวกัน อีกทั้งยังมีการอบรมและติดตามใน

รูปแบบเครือขายระดับอำเภอ ซึ่งชวยลดความเหลื่อมล้ำ

ของการดำเนินงานระหวางประเภทหนวยงาน ขนาดของ

ผลที่พบ (r = 0.076) อยูในระดับเล็กมาก แสดงวา

ความแตกตางระหวางกลุมมีนอยจนไมสงผลในทาง

ปฏิบัติ อยางไรก็ตามคานัยสำคัญที่อยูใกล 0.05 อาจชี้ถึง

ความเปนไปไดในการเกดิความแตกตางทีแ่ฝงอยู ซึง่อาจ

ไมสามารถตรวจพบไดอยางชัดเจน แสดงใหเห็นวา

โปรแกรม Nongmamong Blood Glucose Meter

IQC Online สามารถชวยลดความเหลื่อมล้ำทาง

ทรัพยากร และสรางความเทาเทียมดานคุณภาพในระบบ

บริการสุขภาพไดอยางเปนรูปธรรม สามารถนำไปใชเปน

ขอสนับสนุนเชิงนโยบายเพื่อขยายการใชงานโปรแกรม

ไปยังหนวยบริการระดับปฐมภูมิในพื้นที่อ่ืนๆ ไดอยาง

มั่นใจ รวมถึงเปนหลักฐานเชิงประจักษในการออกแบบ

ระบบสนบัสนุนหนวยบรกิารขนาดเล็ก เชน รพ.สต. ทีเ่ดมิ

อาจถกูมองวามีขอจำกดัดานความสามารถในการควบคมุ

คุณภาพ ในขณะที่การเปรียบเทียบระหวางหนวยงานทั้ง 

12 แหง โดยใช Kruskal-Wallis H test พบวามีความ

แตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (N = 12, H = 94.70,

p < 0.001, η² = 0.141)  จดัอยูในระดบัขนาดอทิธพิลใหญ

(Large Effect) แสดงวาประสิทธิภาพการควบคุม

คุณภาพภายในแตกตาง กันอย าง ชัดเจนระหว าง

หนวยงานทัง้ 12 แหง แมวาทกุหนวยบรกิารจะใชโปรแกรม

Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online

ชุดเดียวกัน ภายใตแนวทางการดำเนินงานเดียวกัน 

ผลลัพธนี้สะทอนวาประสิทธิภาพการควบคุมคุณภาพขึ้น

อยูกับปจจัยแวดลอมเชิงปฏิบัติอ่ืนๆ ดวย เชน ความรู

ความเขาใจ ความละเอียดรอบคอบของบุคลากร 

ความสม่ำเสมอในการดำเนินการ IQC ระบบในการ

เก็บรักษาและการตรวจสอบความพรอมของอุปกรณ 

หรือแมแตทรัพยากรที่มีในแตละหนวยงาน รวมถึง

การสนับสนุนของผูบริหาร ลวนมีผลตอประสิทธิภาพ

ของระบบ ซึง่สอดคลองกับแนวคิดดาน Human Factors 

ในระบบควบคุมคุณภาพที่ระบุวา แมเครื่องมือควบคุม

คุณภาพจะมมีาตรฐานเดียวกัน แตผลลัพธขึน้กับการนำไป



434 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2568

Effectiveness of the Nongmamong Blood 
Glucose Meter IQC Online Program  Supattra Suwansiri and Wittaya Juntaroje

ใชจริงในแตละบริบท(31) นอกจากนี้คา Effect Size

(η² = 0.141) ทีอ่ยูในระดบัใหญยงัสามารถสะทอนความ

แตกตางดงักลาวไดอยางชัดเจน แตในอกีมุมถอืเปนขอได

เปรียบในเชิงระบบ กลาวคือโปรแกรม Nongmamong 

Blood Glucose Meter IQC Online ไมเพยีงใชบนัทกึ

และรายงานผลเทาน้ัน แตยังเปนเครื่องมือวินิจฉัยเชิง

ระบบที่สามารถใชวิเคราะหประสิทธิภาพและระบุจุดที่

ควรพัฒนาในแตละหนวยบริการไดอยางแมนยำ ขอมูลนี้

จึงสามารถนำไปตอยอดสูการกำหนดมาตรการสนับสนุน

ที่เหมาะสมเฉพาะราย เชน การออกแบบ การอบรม

แบบเฉพาะกลุม การสงเสริมระบบติดตามผลในพื้นที่

ที่ตองเฝาระวัง และการกำหนดเกณฑมาตรฐานเชิง

ปฏิบัติที่อางอิงจากขอมูลจริงของแตละหนวยงาน ซึ่งเมื่อ

พิจารณารายหนวยงาน พบวาหนวยงานที่มีคาเฉลี่ย

ความคลาดเคลื่อนต่ำ ท่ีสุดและมีประสิทธิภาพสูง

โดยพิจารณาจากคาความเบี่ยงเบนนอยกวา 5% ไดแก 

รพ.สต.วังตะเคียน (4.53%) และ LAB (4.84%) 

แสดงถึงความสม่ำเสมอ มีความเขาใจ และมีทักษะใน

การควบคุมคุณภาพภายในในระดับสูง ขณะที่หนวยงาน

ที่มีคาความคลาดเคลื่อนสูงกวากลุมอื่น ไดแก รพ.สต.

บานน้ำพุ (9.45%) และ ER (8.71%) ซึ่งสะทอนถึง

ความจำเปนในการเสริมสรางทักษะ การอบรมตอเนื่อง

และการสงเสริมวินัยการปฏิบัติในกระบวนการควบคุม

คุณภาพใหเขมขนมากยิ่งขึ้น ซึ่งสนับสนุนแนวคิดที่วา

เครื่องมือควบคุมคุณภาพเพียงอยางเดียวไมเพียงพอ

หากขาดความเขาใจและการใชงานท่ีถูกตองของ

บุคลากร ปจจัยแวดลอมในระดับหนวยบริการ เชน 

ความสม่ำเสมอในการดำเนินการ ความละเอียด

รอบคอบ การสนับสนุนเชิงระบบ และการติดตามผล 

ลวนมผีลตอประสิทธภิาพการควบคมุคณุภาพ สอดคลอง

กับแนวคิด Human Factors และระบบการจัดการ

คุณภาพแบบองครวมที่ เนนว า  คุณภาพเกิดจาก 

“กระบวนการ + คน” ไมใชเพียงเครื่องมือหรือระบบ

เทคโนโลยีสารสนเทศอยางใดอยางหนึ่งเทานั้น(32) 

ขอควรระวังท่ีสำคัญ คือ แมจะพบแนวโนมที่ดี

ในภาพรวมแตผลการวิเคราะหความสัมพันธและความ

แตกตางบางประการยังอยูในระดับต่ำถึงปานกลาง

ซึ่งหมายความวาการพัฒนาคุณภาพผลควบคุมคุณภาพ

ภายในจำเปนตองมีการสนับสนุนดานอื่นๆ รวมดวย 

เชน การอบรมผูใชงานอยางตอเนื่องเพื่อรักษามาตรฐาน

การทดสอบ และการบำรุงรักษาเครื่องตรวจน้ำตาลใน

เลือดใหไดมาตรฐานสม่ำเสมอ จึงควรดำเนินการศึกษา

แบบติดตามเชิงอนาคต (prospective study)(33) 

เพือ่ลดผลกระทบจากตวัแปรแทรกซอนและควรพจิารณา

วิเคราะหปจจัยอื่นๆ ที่อาจมีผลตอคาความคลาดเคลื่อน 

เชน ประสบการณของผูใชงานหรือสภาพแวดลอมของ

หนวยบริการรวมดวย(33,34) นอกจากนี้การขยายการใช

โปรแกรมไปยังพื้นที่อ่ืนที่มีลักษณะบริการและบุคลากร

ที่หลากหลายมากขึ้น จะชวยเพิ่มความนาเช่ือถือให

กับขอสรุปและเสริมสรางศักยภาพในการนำโปรแกรม

ไปใชในระดับประเทศอยางมีประสิทธิภาพและยั่งยืน

ทั้งนี้ เพื่อเพิ่มศักยภาพของโปรแกรมในการลดคา

ความคลาดเคลื่อนอยางยั่งยืน ควรมีการสริมสรางทักษะ

ดานการควบคุมคุณภาพแกผูปฏิบัติงานอยางสม่ำเสมอ

รวมถึงกำหนดมาตรฐานการสอบทวนทักษะประจำป 

เพื่อใหบุคลากรสามารถใชงานเครื่องตรวจน้ำตาลชนิด

พกพาและควบคุมคุณภาพภายในไดอยางถูกตองตาม

มาตรฐาน สงผลตอการยกระดับคุณภาพการดูแลผูปวย

ในระบบบริการสุขภาพระดับปฐมภูมิและทุติยภูมิอยาง

เปนรูปธรรม(35,36) อีกทั้งควรดำเนินการศึกษาผลกระทบ

ของการใชโปรแกรมตอผลลัพธดานสุขภาพของผูปวย 

เชน การควบคุมระดับน้ำตาลในเลือดที่ดีขึ้นหรือการลด

ภาวะแทรกซอนจากเบาหวาน เพื่อยืนยันประสิทธิผลของ

ระบบ Nongmamong Blood Glucose Meter IQC 

Online ไมเพยีงในระดบัผลการตรวจวดัแตรวมถงึในเชงิ

ผลลัพธสุขภาพของผูปวยจริงดวย(37)

สรุป

การศึกษานี้ยืนยันวาโปรแกรม Nongmamong 
Blood Glucose Meter IQC Online มีประสิทธิผล
ในการลดคาความคลาดเคลื่อนของผลควบคุมคุณภาพ
ภายใน (IQC) ของเครื่องตรวจน้ำตาลในเลือดชนิด
พกพา ในระดับหนวยบริการสุขภาพ โดยพบแนวโนม
คาความคลาดเคลื่อนที่ลดลงอยางตอเนื่องในภาพรวม 
ตลอดจนพบวาความถ่ีในการใชงานโปรแกรมมีความ
สัมพันธกับระดับความแมนยำของผลตรวจอยางมี
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นยัสำคญั ผลการวิเคราะหถดถอยสนับสนุนวาโปรแกรมนี้

มีศักยภาพในการเสริมสรางความแมนยำและความ

สม่ำเสมอของการควบคุมคุณภาพใหมีความสม่ำเสมอ

และนาเชือ่ถอืยิง่ข้ึน อยางไรกต็ามแมไมพบความแตกตาง

ระหวางประเภทหนวยบรกิาร โรงพยาบาลกบั รพ.สต. แต

การวิเคราะหรายหนวยบริการ พบวามีความแตกตางที่มี

นัยสำคัญระหวางหนวยบริการ ซึ่งสะทอนถึงอิทธิพลของ

ปจจัยแวดลอมตางๆ ไดแก ความรู ความเขาใจ ทักษะ 

ระบบในการเกบ็รกัษาและการตรวจสอบความพรอมของ

อุปกรณ ความสม่ำเสมอในการปฏิบัติงาน การสนับสนุน

ภายในหนวยบรกิาร และระบบตดิตาม ดงันัน้โปรแกรมนี้

จึงควรพัฒนาเปนแนวทางมาตรฐานสำหรับการควบคุม

คุณภาพภายใน โดยเฉพาะในระดับปฐมภูมิที่มีขอจำกัด

ดานบคุลากรและการบรหิารจัดการ ผลักดนัใหมกีารขยาย

ผลการใชโปรแกรมไปยังพ้ืนท่ีอื่นๆ ท่ีมีลักษณะบริการ

คลายคลึงกัน เชน โรงพยาบาลชุมชน และ รพ.สต. 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบพระคุณ นายแพทยมนตรี หนองคาย

ผูอำนวยการโรงพยาบาลหนองมะโมง ท่ีใหคำแนะนำ                       

และแนวคิดตางๆ ในการจัดทำโปรแกรมสำเร็จตาม

วัตถุประสงค และขอขอบคุณเจาหนาท่ีผูใชงานเครื่อง

ตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดชนิดพกพาในเครือขาย

สุขภาพอำเภอหนองมะโมง ที่ใหความรวมมือในการ

ควบคมุคณุภาพเครือ่งตรวจวัดระดบันำ้ตาลในเลอืดชนดิ

พกพาเปนอยางดี 
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Nongmamong Hospital, Nongmamong District, Chainat 17120, Thailand

Eff ectiveness of the Nongmamong Blood 
Glucose Meter IQC Online Program on 

the Accuracy of Portable Glucose Meters 
in Nongmamong District Health Network, 

Chainat, Thailand

ABSTRACT Internal quality control (IQC) of portable blood glucose meters is critical for ensuring 
the accuracy of test results, particularly in primary and secondary healthcare settings where personnel
diversity may contribute to potential errors. This retrospective descriptive study aimed to evaluate the 
eff ectiveness of the Nongmamong Blood Glucose Meter IQC Online Program, a system that records real-time
data and performs IQC assessments. Data were collected over three fi scal years (2022–2024) from 12 
healthcare facilities in Nongmamong District, Chai Nat Province, Thailand, resulting in a total of 1,214 
records. Descriptive and inferential statistics were applied, including Spearman’s Rank Correlation,
Mann–Whitney U Test, Kruskal–Wallis H Test, and Linear Regression analyses. The average IQC 
deviation signifi cantly decreased from 9.01% in 2022 to 5.90% in 2024 (p < 0.001, r = 0.421). Frequency 
of system usage was positively correlated with lower IQC deviation (rs = 0.366, p = 0.016). Simple linear 
regression showed that each additional use of the program predicted a 0.044% reduction in IQC deviation 
(R² = 0.407, p = 0.026), while temporal analysis found a 2.65% lower deviation in the later period compared 
to the earlier phase (R² = 0.118, p < 0.001). No signifi cant diff erence was found between the hospitals and 
primary care units (p = 0.061), but a signifi cant variation was observed among the 12 facilities (H = 94.70, 
p < 0.001, η² = 0.141). These fi ndings demonstrated that the program eff ectively reduces IQC deviation 
and has potential for scalable application across all levels of the healthcare system. However, continual 
monitoring of other infl uencing factors such as staff  training, equipment maintenance, and supervision 
is recommended to ensure sustainable quality improvement.

Keywords: Portable blood glucose meter, Internal quality control, Nongmamong IQC Online Program
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วราภรณ มหาทรัพย วชิรวิชญ พามาดี อภัสรา คตชัง ศิริประภา สุดบุรินทร ณัฐกานต สาพันธุ 
และ ปาริชาติ อนองอาจ

สาขาวิทยาศาสตรการแพทย คณะสหเวชศาสตร วิทยาลัยนครราชสีมา อำเภอเมือง นครราชสีมา 30000

พฤกษเคมีเบื้องตน ปริมาณฟนอลิกรวม 
และฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของ

ใบขนุน ขี้เหล็ก และไชยา

บทคัดยอ พืชสมุนไพรขนุน (Artocarpus heterophyllus) ขี้เหล็ก (Cassia siamea) และไชยา (Cnidoscolus 
aconitifolius) มีการใชทางยาพื้นบานและเปนแหลงสารพฤกษเคมีที่สําคัญโดยเฉพาะสารฟนอลิกซ่ึงมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ
การศกึษาพฤกษเคมเีบือ้งตนและปรมิาณฟนอลกิรวมในพชืเหลาน้ี จงึมีความจาํเปนเพือ่ประเมนิศักยภาพในการนําไปใชประโยชน
ทางการแพทยและพัฒนาผลิตภัณฑสมุนไพรที่ปลอดภัยและมีประสิทธิภาพ การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อทดสอบพฤกษเคมี
เบื้องตนและฤทธิ์ทางชีวภาพจากใบพืชสามชนิดนี้ เพื่อประเมินองคประกอบทางพฤกษเคมีทั้งในเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ 
รวมถึงศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพตานอนุมูลอิสระ เพื่อทดสอบสารสําคัญกลุมแอลคาลอยด ฟลาโวนอยด แอนทราควิโนน คูมาริน
ซาโปนิน แทนนิน โฟลบาแทนนิน เทอรพีนอยด สเตียรอยด และคารดิแอกไกลโคไซด นอกจากนี้การวิเคราะหเชิงปริมาณ
ของสารประกอบฟนอลิกรวมโดยวิธี Folin-Ciocalteu รวมทั้งทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH Assay ผลการ
ศกึษาพบวาสารสกดัจากใบขนุนและใบขี้เหล็กมอีงคประกอบทางพฤกษเคมีมากถงึ 8 กลุม ขณะที่ใบไชยาตรวจพบเพยีง 6 กลุม 
เมื่อทดสอบเพื่อหาปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวม พบวาใบขี้เหล็กมีปริมาณสูงสุด (0.89±0.004 mg GAE/g extract) 
รองลงมา คือ ใบขนุน (0.86±0.016 mg GAE/g extract) และต่ําที่สุด คือ ใบไชยา (0.49±0.009 mg GAE/g extract)
ผลการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ พบวาสารสกัดจากใบขนุนมีคา IC50 ต่ําที่สุด คือ 0.77±0.289 mg/mL แสดงถึงศักยภาพ
การตานอนุมูลอิสระสูงสุด รองลงมา คือ ใบไชยา 0.90±0.880 mg/mL และใบขี้เหล็ก 1.45±0.821 mg/mL การศึกษานี้
แสดงถึงศักยภาพของพืชทั้งสามชนิดเปนแหลงสารตานอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ ซ่ึงสามารถนําไปประยุกตใชใน
งานดานผลิตภัณฑสุขภาพหรืออาหารเสริมตอไปได

คําสําคัญ: ขนุน, ขี้เหล็ก, ไชยา, สารตานอนุมูลอิสระ, ฟนอลิกรวม
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Preliminary Phytochemical Screening and Antioxidant Activities of 
Jack Fruit, Siamese cassia, and Chaya Leaves  Waraporn Mahasap et al.

บทนํา

พชืผกัสมนุไพรถอืเปนหน่ึงในแหลงสำคญัของสาร

พฤกษเคมี (phytochemicals) ท่ีมีการนำมาใชตั้งแต

สมัยโบราณเพื่อรักษาโรคและบำรุงรางกาย(1) ปจจุบัน

พืชสมุนไพรไดรับความนิยมเพิ่มขึ้นอยางมาก เนื่องจาก

สารสกัดจากพืชเหลานี้ซึ่งเปนสารเคมีที่พบเฉพาะในพืช

มีฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีเปนประโยชนตอรางกาย พรอมทั้ง

มีผลขางเคียงนอยมากเมื่อเปรียบเทียบกับสารเคมีหรือ

ยาสังเคราะหทั่วไป(2,3) นอกจากนี้พืชสมุนไพรยังมีสวน

ชวยเพิ่มมูลคาใหกับผลผลิตทางการเกษตรและของ

เหลือทิง้ทีเ่ปนวสัดเุกษตร (agricultural waste) อกีทัง้

ยังชวยลดความจำเปนในการนำเขายาหรือสารเคมีที่มี

ราคาสูงจากตางประเทศอีกดวย ในปจจุบันทั่วโลกให

ความสำคัญกับการนำพืชสมุนไพรมาใชใหเกิดประโยชน

โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมยา ซ่ึงมีการคนพบยาใหมๆ 

จากการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของพืชสมุนไพร 

โดยใชเปนตนแบบในการพัฒนาและสังเคราะหยาตาม

กระบวนการทางเภสัชศาสตร(4) 

สารพฤกษเคมีท่ีพบในพืชสมุนไพรมีคุณสมบัติ

ทางยาและฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลายและแตกตางกัน

ออกไป เชน ใชในการบำบัดดวยฮอรโมนทดแทนจากพืช

การตานจุลชีพกอโรค(5) นอกจากน้ียังชวยปกปองเซลล

จากการเสื่อมสภาพ มีคุณสมบัติในการตานมะเร็ง

อันเนื่องมาจากความสามารถในการตานอนุมูลอิสระซึ่ง

เปนปจจัยสำคัญท่ีกอใหเกิดโรคในมนุษย อนุมูลอิสระ 

(free radicals) เปนสารทีม่คีวามไมเสถยีรและสามารถ

เกิดปฏิกิริยาไดอยางรวดเร็ว โดยสามารถทำปฏิกิริยา

กับโมเลกุลตางๆ ในรางกาย เชน ไขมัน โปรตีน หรือ

สารพันธุกรรม เม่ืออนุมูลอิสระมีปริมาณมากเกินไปอาจ

สงผลใหรางกายเกิดความเสียหาย ซึ่งภาวะนี้เรียกวา 

“ความเครียดออกซิเดชัน” (oxidative stress) โดย

ภาวะดังกลาวมีความเกี่ยวของกับการเกิดโรครายแรง

หลายชนดิ(6,7)  โดยปกตริางกายมีระบบการควบคมุอนมุลู

อิสระอยางมีประสิทธิภาพ เพื่อรักษาสมดุลภายในเซลล

และปองกันการทำลายของเนื้อเยื่อตางๆ แตเมื่อรางกาย

ไดรับความเครียด มลพิษ หรือสารเคมี อาจสงผลให

ระดบัอนมุลูอสิระภายในรางกายเพิม่สงูขึน้ซึง่ทำใหระบบ

การควบคุมน้ีไมสามารถทำงานไดอยางเต็มที่ สงผล

ใหเกิดความเสียหายของเซลลและเนื้อเยื่อในรางกาย

ดังนั้นการใชสารตานอนุมูลอิสระจากธรรมชาติซึ่งไดจาก

อาหารและเครื่องดื่มที่มีสวนประกอบจากพืช(8) จึงเปน

ทางเลอืกทีไ่ดรบัความนยิมในปจจบุนั ดวยเหตนุีก้ารวจิยั

สารพฤกษเคมีและฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระจากพืชพรรณ

ทองถ่ินจึงมีความสำคัญในการสงเสริมการใชประโยชน

จากทรัพยากรธรรมชาติในประเทศ ทั้งในการพัฒนา

อาหารและเครื่องดื่มที่ดีตอสุขภาพ และยังเปนการ

สนับสนุนการบริโภคอาหารจากแหลงที่มี คุณภาพ

ในประเทศ ซึ่งสามารถสงผลดีตอสุขภาพประชาชนและ

สงเสริมเศรษฐกิจทองถิ่น

ขนุน (Artocarpus heterophyllus) ขี้เหล็ก

(Cassia siamea) และไชยา (Cnidoscolus 

chayamansa)(9) เปนพรรณไมที่เจริญเติบโตไดดีใน

ประเทศไทย และการศึกษาวิจัยในตางประเทศ พบวามี

สารพฤกษเคมทีีม่คีณุสมบตัใินการปองกนัโรคหลายชนดิ

ในมนุษย เชน โรคเบาหวาน(10,11)  โรคมะเร็ง(12)

โรคหลอดเลือดหัวใจ(13) และเวชสำอางสมุนไพร(14)

ซึ่งสะทอนใหเห็นถึงศักยภาพของทรัพยากรพืชพรรณ

ในประเทศไทย งานวิจัยนี้จึงมีจุดประสงคเพื่อศึกษา

สารพฤกษเคมีและฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระจากใบของพืช

ทัง้สามชนดิ เพือ่ใหไดความรูพืน้ฐานทางวชิาการเกีย่วกบั

สมุนไพร เพื่อสนับสนุนการนำไปใชประโยชนในทาง

การแพทยอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้การใชพืช

พื้นถิ่นอยางเหมาะสมยังมีบทบาทสำคัญในการสงเสริม

สขุภาพของประชากร ลดความเสีย่งตอการเกิดโรครายแรง

และสงเสริมความยั่งยืนของระบบสุขภาพในระยะยาว 

วัสดุและวิธีการ

การเก็บและการเตรียมตัวอยาง

เก็บตัวอยางใบของตนขนุน ข้ีเหล็ก และไชยา 

จากหมูบานหวัค ูตำบลหวัทุง อำเภอพล จงัหวดัขอนแกน 

ประเทศไทย ในเดือนมีนาคม พ.ศ. 2568 พืชตัวอยาง

ไดรับการจำแนกชนิดโดยปราชญชาวบานในพื้นที่ และ

เปรียบเทียบกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ปรากฏใน

เอกสารประกอบการจำแนกชนิดพืช อยางไรก็ตามไมมี

การจัดทำหรือสงตัวอยางพรรณไมแหง (herbarium 

specimen) และนำตัวอยางใบของพืชทั้ง 3 ชนิด มาชั่ง
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พฤกษเคมีเบื้องตนและฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของใบขนุน ขี้เหล็ก และไชยา  วราภรณ มหาทรัพย และคณะ

ปรมิาณ 500 g ลางนำ้ใหสะอาด ผึง่ลมใหแหง จากนัน้บด

ดวยเครื่องปนละเอียด (PG-ECO-2500, Thailand) 

และนำมาแชในตัวทำละลาย ethanol 50% (QReC, 

New Zealand) โดยใชปริมาณผงพืชตอตัวทำละลาย

1 g ตอ 9 mL เปนเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิหอง จากนั้น

กรองและนำสารสกัดไประเหยตัวทำละลายออกจน

กระทั่งแหงดวยเครื่องระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน 

(RE100-Pro, DLAB, China) ท่ีอุณหภูมิ 50ºC 

ไดสารสกัดหยาบ (crude extract) มีลักษณะเปน

ของเหลวขนหนืดสีเขียวเขม

การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตน

ตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตนของสารสกัด

หยาบแอลกอฮอลจากใบพชื 3 ชนดิดงักลาว โดยแบงการ

ทดสอบสารเมแทบอไลตทุติยภูมิ (secondary meta-

bolites) ออกเปน 10 กลุม ไดแก alkaloids, flavonoids, 

anthraquinones, coumarins, saponins, tannins, 

phlobatannins, terpenoids, steroids และ cardiac

glycosides โดยใชวิธีการทดสอบเชิงคุณภาพและ

เชิงปริมาณดัดแปลงจาก Ayoola G(15,16) ดังนี้

การตรวจสอบแอลคาลอยด (Alkaloids)

ชั่งสารสกัดตัวอยาง 0.2 g เติมสารละลาย 2% 

sulfuric acid (QReC, New Zealand) ปรมิาตร 1.0 mL

เขยาและนำไปอุน เปนเวลา 5 นาที ดวยเครือ่งใหความรอน

แบบอางน้ำ (Digital Water Bath LWD-Series, 

LABTECH, Republic of Korea) และกรองสวนที่

ไมละลายออก ปลอยใหสารละลายเย็นลงที่อุณหภูมิหอง

นำของเหลวที่ไดจากการกรองมาหยดสารละลาย

Dragendorff (Merck, USA) จำนวน 5 หยด แลวเขยา 

หากปรากฏตะกอนสีสมแดงแสดงวาพบแอลคาลอยด

การตรวจสอบฟลาโวนอยด (Flavonoids)

ชัง่สารสกดัตวัอยาง 0.2 g ละลายดวย 50% ethanol

ปริมาตร 1.0 mL เขยาและกรองสวนที่ไมละลายออก

นำของเหลวที่ ไดจากการกรองใสลวดแมกนีเซียม

ชิ้นเล็กๆ ลงไป 1 ชิ้น หยด hydrochloric acid เขม

ขน (QReC, New Zealand) จำนวน 5 หยด เขยาและ

นำไปอุนบนเครื่องใหความแบบอางน้ำ เปนเวลา 5 นาที 

หากสารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพูแดง แดง หรือสมแดง

แสดงวาพบฟลาโวนอยด

การตรวจสอบแอนทราควิโนน (Anthra-

quinones)

ชั่งสารสกัดตัวอยาง 1 g  เติม benzyne (QReC, 

New Zealand)  ปรมิาตร 10 mL แลวเขยา จากนัน้แยกชัน้

benzyne และเติมสารละลาย 10% NaOH (QReC, 

New Zealand) ลงไป 5 mL แลวเขยาอีกครั้ง หากพบ

สีชมพูถึงแดงมวงแสดงวามีสารแอนทราควิโนน(17)

การตรวจสอบคูมาริน (Coumarins)

ช่ังสารสกัดตวัอยาง 0.5 g เตมินำ้กลัน่ (Scientific

and Technological Instrument Center, Thailand)

3 mL เติม 10% NaOH 2 mL เขยาเบาๆ ใหสารละลาย

ผสมเขากันดี หากมีคูมารินอยูในตัวอยางจะเห็นสีเหลือง

ออนหรือสีเหลืองทองเกิดขึ้นในสารละลาย(17)       

การตรวจสอบซาโปนิน (Saponins)

ใชการทดสอบแบบการเกิดฟอง โดยชั่งสารสกัด

ตัวอยาง 0.2 g เติมน้ำกลั่น ปริมาตร 5.0 mL นำไปอุน

บนเครื่องใหความรอนแบบอางน้ำ เปนเวลา 5 นาที แลว

เขยาอยางแรง หากปรากฏฟองถาวรเกิดขึ้นในหลอด

ทดลองแสดงวาพบซาโปนิน

การตรวจสอบแทนนิน (Tannins)

ชั่งสารสกัดตัวอยาง 0.1 g เติมน้ำกลั่น ปริมาตร

100 mL นำไปอุนบนเครื่องใหความรอนแบบอางน้ำ

เปนเวลา 15 นาท ีจากนัน้กรองเพือ่นำสารละลายแทนนนิ

ทีไ่ดไปใชทดสอบการทดสอบดวย FeCl3 (Loba Chemie,

India) นำสารละลายแทนนินประมาณ 2 mL ใสหลอด

ทดลอง หยดสารละลาย FeCl3 2% จำนวน 5 หยด

แลวเขยาหากสารละลายเปลี่ยนสี ไดแก สีเขียวเขม

หรอืสนีำ้เงนิเขม (tannin hydrolysis) หรอืสนีำ้ตาลเขม

หรือดำ (tannin condensation) แสดงวาพบ

แทนนิน(17)

การตรวจสอบโฟลบาแทนนิน (Phloba-

tannins)

ชัง่สารสกดัตวัอยาง 1 g เตมินำ้กลัน่ ปรมิาตร 10 mL

เติมสารละลาย 1% HCl (QReC, New Zealand)

ปริมาตร 1 mL ลงในหลอดทดลอง นำไปอุนบนเครื่อง

ใหความรอนแบบอางนำ้ เปนเวลา 10 นาท ีหากเกิดตะกอน

สีแดงอิฐแสดงวามีโฟลบาแทนนิน(17)
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การตรวจสอบเทอรพีีนอยด (Terpenoids)

ชัง่สารสกดัตัวอยาง 0.2 g ละลายดวย chloroform 

(QReC, New Zealand)  ปริมาตร 1.0 mL เขยา และ

กรองสวนที่ไมละลายออก นำของเหลวที่ไดจากการ

กรองเติม sulfuric acid เขมขน 0.5 mL ลงไป

หากปรากฏวงแหวนสีน้ำตาลตรงรอยตอระหวางชั้นของ

สารสกัดกับ sulfuric acid แสดงวาพบเทอรพีนอยด

การตรวจสอบสเตียรอยด (Steroids)

ชัง่สารสกดัตัวอยาง 0.2 g ละลายดวย chloroform 

ปริมาตร 1.0 mL เขยาและกรองสวนที่ไมละลายออก 

นำของเหลวที่ไดจากการกรองมาเติม 100% acetic 

anhydride (Loba Chemie, India) 0.5 mL เขยาและ

เติม sulfuric acid เขมขน จำนวน 3 หยด หากปรากฏ

สารละลายเปนสีน้ำเงินหรือสีน้ำเงินเขียวแสดงวาพบ

สเตียรอยด(17)

การตรวจสอบคารดแิอกไกลโคไซด (Cardiac

Glycosides)

ชัง่สารสกดัตัวอยาง 0.2 g ละลายดวย chloroform

(Loba Chemie, India) ปริมาณ 1.0 mL เขยาและ

กรองสวนที่ไมละลายออก นำของเหลวที่ไดจากการ

กรองมาเตมิสารละลาย ferric chloride (Loba Chemie,

India) จำนวน 5 หยด เขยาและเติม 100% glacial

acetic acid (QReC, New Zealand) ปริมาตร 

2 mL ผสมกับ 1% ferric chloride 1–2 หยด

และเขยา จากนั้นคอยๆ เติม sulfuric acid เขมขน

ปริมาตร 1 mL อยางชาๆ ตามขอบหลอด สังเกต

การเปลี่ยนสีที่บริเวณชั้นตอระหวางกรดกับสารละลาย 

หากปรากฏวงสีฟาหรือสีน้ำเงินแสดงวาพบคารดิแอก-

ไกลโคไซด(17)

การหาปริมาณฟนอลิกรวม (Total phenolic

content)

ทดสอบหาปริมาณฟนอลิกรวมดวยวิธี Folin 

Ciocalteu โดยเปรยีบเทียบกราฟมาตรฐาน gallic acid 

ดัดแปลงมากจาก Singleton VL และคณะ(16) ดังนี้

เตรยีมสารละลายสารสกดัตวัอยาง 1,000 mg/mL

โดยชั่งสารสกัด 1 g ละลายดวย 95% ethanol (QReC, 

New Zealand) 1 mL ทดสอบหาปริมาณฟนอลิกรวม

ดังนี้ ปเปตสารละลายสารสกัดหยาบ 0.5 mL  ผสมกับ

สารละลาย 2.8% Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, 

USA) 2.5 mL ตั้งทิ้งไว 3 นาที จากนั้นเติมสารละลาย 

7.5% sodium carbonate (Loba Chemie, India) 

2 mL เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 30 นาที ในที่มืด นำไปวัด

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุด 746 nm ดวย

เครื่อง UV-Visible Spectrophotometry (Peak C

7000V Visible Spectrophotometer, China) 

เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ gallic acid 

แลวคำนวณหาปริมาณฟนอลิกรวมในหนวยมิลลิกรัม

ของ Gallic Acid Equivalent ตอกรัมของสารสกัด

(mg GAE/g of plant extract) 

การวิเคราะหปรมิาณฟนอลิกรวม โดยใชสารละลาย

มาตรฐาน gallic acid 100% (Sigma-Aldrich,

Merck, USA) ช่ัง gallic acid จำนวน 100 mg ละลายใน

นำ้กลัน่หรอื methanol แลวปรบัปรมิาตรใหได 100 mL

จะไดสารละลายมาตรฐานความเขมขน 1,000 µg/ml 

(หรือ 1 mg/mL) แลวทำการเจือจางเพื่อสรางกราฟ

มาตรฐาน ความเขมขน: 0, 50, 100, 150, 250 และ 

500 µg/mL(17)

การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี 2, 2-di-

phenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH Radical 

Scavenging Activity Assay) 

ดดัแปลงจาก Baliyan S และคณะ(18) ดงันี ้เตรยีม

สารละลายสารสกัดตัวอยางความเขมขน 1,000 µg/mL

ใน 95% ethanol  นำมาเจือจาง เพื่อเตรียมสารละลาย

ตวัอยางทีค่วามเขมขน 5, 10, 50, 100, 250, 500, 750 และ

1,000 µg/mL เตรียมสารละลาย 0.1 mM DPPH

โดยชั่ง DPPH (SRL, India) (MW = 394.33) 

หนัก 3.9 mg ละลายใน methanol (QReC, New 

Zealand) 100 mL เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4°C

เตรียมสารละลายมาตรฐาน ascorbic acid (SRL™,

India) ที่ความเขมขน 0, 5, 10, 20, 30, 40 และ 

50 µg/mL โดยการช่ัง ascorbic acid 25.0 mg

ละลายดวยน้ำกลั่นและปรับปริมาตรเปน 25 mL 

จะไดสารละลายที่มีความเขมขน 1,000 µg/mL

นำมาเจือจางเพื่อใหไดความเขมขนเปน 100 µg/mL 

จากนั้น เจือจางจนไดความเขมขนตามที่ กำหนด 
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พฤกษเคมีเบื้องตนและฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของใบขนุน ขี้เหล็ก และไชยา  วราภรณ มหาทรัพย และคณะ

(0−50 mg/L) นำสารละลายสารสกัดตัวอยางมา

1.35 mL จากน้ันเตมิสารละลาย DPPH ปรมิาตร 125 µL

ผสมใหเขากันตั้งทิ้งไว 30 นาที ในที่มืด อุณหภูมิหอง 

นำไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 517 nm 

ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (C 7000V Visible

Spectrophotometer, Peak, China) และนำคา

ดูดกลืนแสงมาคำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้งอนุมูลอิสระ

เปน IC50 

% Radical Scavenging = [1-(Asample/Acontrol)] ×100

ผล

การเตรียมสารสกัด

นำตัวอยางใบขนุน ขี้เหล็ก และไชยาที่สะอาดและ

บดใหแหง ชั่งน้ำหนักแลวนำมาสกัดดวยวิธีการหมักดวย

เมื่อ  Asample  คือ  คาการดูดกลืนแสงของสารตัวอยาง

และ  Acontrol  คือ  คาการดูดกลืนแสงของ DPPH

สรางกราฟความสัมพันธระหวาง คาการดูดกลืนแสง (แกน y) และความเขมขนของสารตัวอยาง (แกน x) 

คำนวณคา IC50 จากสมการเสนตรง y = ax + b

สารละลาย 50% ethanol นำสารละลายไประเหยให

แหงดวยเครื่องระเหยสารแบบหมุนภายใตความดันต่ำ

(Rotary evaporator) จนไดสารสกัดหยาบ ดังแสดง

ในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 ลักษณะของสารสกัดหยาบและรอยละผลผลิตของใบขนุน ขี้เหล็ก และไชยาตัวอยาง

พืช ลักษณะของสารสกัด รอยละผลผลิต

ขนุน
ขี้เหล็ก
ไชยา

เหลว สีน้ำตาลเขม กลิ่นเหม็นเขียว
เหลว สีออกเหลืองน้ำตาล กลิ่นเหม็นเขียว

เหลว สีเขียวเขม กลิ่นเหม็นเขียว

12
10
8

การทดสอบสารพฤกษเคมี

ตรวจพบสารพฤกษเคมีจากสารสกัดใบขนุนและ

ขี้เหล็กมากที่สุด ไดแก แอลคาลอยด ฟลาโวนอยด

แอนทราควิโนน คูมาริน แทนนิน โฟลบาแทนนิน

เทอรพีนอยด และคารดิแอกไกลโคไซด รวมทั้งหมด 

8 กลุม ยกเวนซาโปนินและสเตียรอยดท่ีไมพบในการ

ทดสอบครั้งนี้ สวนสารสกัดจากใบไชยาตรวจพบสาร

พฤกษเคมเีพยีง 6 กลุม ไดแก แอลคาลอยด ฟลาโวนอยด

คูมาริน โฟลบาแทนนิน เทอรพีนอยด และสเตียรอยด

โดยไมพบแอนทราควิโนน แทนนิน และคารดิแอก-

ไกลโคไซด ซึ่งอาจเปนผลมาจากชนิดของพืชหรือ

ปริมาณสารในตัวอยางที่ต่ำกวาระดับการตรวจ ดังแสดง

ในตารางที่ 2

ตารางที่ 2 ผลการตรวจสอบสารพฤกษเคมเีบือ้งตนของสารสกดั 50% ethanol จากใบขนนุ ขีเ้หลก็ และไชยาตวัอยาง

สารพฤกษเคมี 
(Phytochemical)

ผลการเกิดปฏิกิริยา
สารสกัด

ขนุน ขี้เหล็ก ไชยา

แอลคาลอยด 
ฟลาโวนอยด 
แอนทราควิโนน 
คูมาริน 
ซาโปนิน 
แทนนิน 

ตะกอนสีสมแดง
สารละลายเปนสีเหลืองเขม
สารละลายเปนสีเหลืองเขม
สารละลายเปนสีเหลืองเขม
เกิดฟองถาวร
สารละลายเปลี่ยนเปนสีเขียวดำ

+
+
+
+
–
+

+
+
+
+
–
+

+
+
–
+
–
–
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การศึกษาปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวม

จากการทดสอบปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวม

ของสารสกัดจากใบขนุน ขี้ เหล็ก และไชยาดวย

ตัวทำละลาย 50% ethanol โดยใช gallic acid เปน

สารมาตรฐาน พบวาสารสกัดใบขี้เหล็กมีปริมาณสาร

ฟนอลิกรวมมากที่สุด เทากับ 0.89±0.004 mg GAE/g 

extract รองลงมา คือ ใบขนุน เทากับ 0.86±0.016 mg 

GAE/g extract และสารสกัดจากไชยามีปริมาณสาร

ฟนอลิกรวมต่ำที่สุด เทากับ 0.49±0.009 mg GAE/g

extract ดังแสดงในตารางที่ 3

วิจารณ

จากผลการทดสอบพฤกษเคมีเบื้องตนของ

สารสกัดจากใบพืชทั้ง 3 ชนิด ไดแก ขนุน ขี้เหล็ก และ

ไชยา พบวาสารสกัดจากแตละพืชมีองคประกอบของสาร

พฤกษเคมีในกลุมตางๆ ที่แตกตางกันดังนี้ สารสกัดจาก

การศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

จากการศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัด

จากใบขนนุ ขีเ้หลก็ และไชยา โดยใชวธิ ีDPPH Radical 

Scavenging Activity พบวาคา IC50 ของสารสกัดจาก

ใบขนนุ เทากบั 0.77±0.289 mg/mL ซึง่เปนคาทีต่ำ่ท่ีสดุ

เม่ือเปรียบเทียบกับสารสกัดจากใบไชยา 0.90±0.880 

mg/mL และใบขีเ้หลก็ 1.45±0.821 mg/mL ซึง่คา IC50

เปนคาที่ใชบงช้ีความเขมขนของสารสกัดที่สามารถยับยั้ง

การเกิดปฏิกิริยาของอนุมูลอิสระ DPPH ไดรอยละ 50 

ซึ่งคาที่ต่ำกวาสื่อถึงประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระ

ที่สูงกวา ดังนั้นจึงอาจสรุปไดวาสารสกัดจากใบขนุนมี

ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูงที่สุด รองลงมา คือ ใบไชยา และ

ใบขี้เหล็ก ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 3

ตารางที่ 3  ผลการวิเคราะหปริมาณฟนอลิกรวมและฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH Radical Scavenging 

 Activity ของสารสกัดจากใบขนุน ขี้เหล็ก และไชยา 

สารสกัดจากพืช
สารฟนอลิกรวม

*mg GAE/g plant extract

ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

DPPH
IC50, mg/ml

ขนุน
ขี้เหล็ก
ไชยา

0.86±0.016
0.89±0.004
0.49±0.009

0.77±0.289
1.45±0.821
0.90±0.880

หมายเหตุ: mg GAE/g plant extract = มิลลิกรัมสมมูลของกรดแลคติกตอน้ำหนักแหง 1 กรัม

ตารางที่ 2 ผลการตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตนของสารสกัด 50% ethanol จากใบขนุน ขี้เหล็ก และไชยา

 ตัวอยาง (ตอ)

สารพฤกษเคมี 
(Phytochemical)

ผลการเกิดปฏิกิริยา
สารสกัด

ขนุน ขี้เหล็ก ไชยา

โฟลบาแทนนิน 
เทอรพีนอยด 
สเตียรอยด 
คารดิแอกไกลโคไซด

สารละลายเปลี่ยนเปนสีเขียวดำ
เกิดวงแหวนสีน้ำตาลระหวางรอยตอสารสกัดกับกรด sulfuric
สารละลายน้ำเงินเขียว
วงแหวนสีน้ำตาลระหวางรอยตอสารสกัดกับกรด sulfuric

+
+
-
+

+
+
–
+

+
+
+
-

ใบขนนุ และใบขีเ้หลก็ พบสารพฤกษเคม ี8 ใน 10 กลุม ไดแก 

แอลคาลอยด ฟลาโวนอยด แอนทราควิโนน คูมาริน 

แทนนิน  โฟลบาแทนนิน เทอรพีนอยด และคารดิแอก-

ไกลโคไซด แตไมพบสเตยีรอยดและซาโปนนิ สวนสารสกดั

จากใบไชยาตรวจพบสารพฤกษเคมีเพียง 6 กลุม ไดแก
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พฤกษเคมีเบื้องตนและฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของใบขนุน ขี้เหล็ก และไชยา  วราภรณ มหาทรัพย และคณะ

พลังงานแสงสวนเกินเขาสู เนื้อเยื่อใบ นอกจากนี้

คลอโรฟลลในใบตองผานกระบวนการโฟโตเซนซิไท-

เซชัน (photosensitization) ซึง่เปนกระบวนการถายโอน

พลังงานแสงที่ดูดซับไว และกระบวนการดังกลาวอาจ

กระตุนการผลิตสารเคมีชนิดที่มีความไวสูงตอปฏิกิริยา

ในระดับเซลล ใบจึงจำเปนตองสรางสารตานอนุมูลอิสระ

และสารดักจับอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพสูง เพื่อชวย

ในการกำจัดอนุมูลอิสระรวมถึงลดความเสียหายจาก

ปฏิกิริยาออกซิเดชันที่เกิดจากกระบวนการดังกลาว(22,24) 

ปริมาณของสารประกอบพฤกษเคมทีีต่รวจพบในตวัอยาง 

แสดงถึงประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่

หลากหลาย โดยฟลาโวนอยดมีรายงานวามีคุณสมบัติใน

การตานอนุมูลอิสระและอาจมีบทบาทในการลดความ

เสี่ยงตอโรคเบาหวาน ซาโปนินมีฤทธิ์ในการลดระดับ

คอเลสเตอรอลและน้ำตาลในเลือด ขณะที่แทนนินมี

คณุสมบตัชิวยในกระบวนการสมานแผล สวนแอลคาลอยด

อาจทำงานรวมกบัแทนนนิและสารฟนอลกิในการเสริมฤทธิ์

ตานเบาหวาน(21) สวนคูมารินที่ เปนสารที่ เกิดจาก

กระบวนการเมตาบอลิซึมของกรดอะมิโน phenylala-

nine และพบไดทัว่ไปในพชื ในดานเภสชัวทิยามฤีทธิต์าน

การแขง็ตวัของเลอืด ลดความดนัเลอืด กดภมูคิุมกนั และ

ลดระดับไขมันในเลือด ซึ่งฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาเหลานี้

อาจมคีวามเชือ่มโยงกบัสรรพคณุทางยาทีก่ลาวถงึในตำรับ

ยาพื้นบานที่ใชใบขนุนเปนสวนประกอบ(25)

สารสกัดหยาบจากใบขี้ เหล็ก พบกลุมสาร

พฤกษเคมี 8 กลุม ไดแก แอลคาลอยด ฟลาโวนอยด

แอนทราควิโนน คูมาริน แทนนิน โฟลบาแทนนิน

เทอรพีนอยด และคารดิแอกไกลโคไซด แตไมพบ

สเตียรอยดและซาโปนิน ซึ่งมีความแตกตางเล็กนอยจาก

งานวจิยัอืน่ทีท่ดสอบในสารกดัหยาบใบขีเ้หลก็ทีส่กดัจาก

สารละลาย methanol พบสารพฤกษเคมีกลุมแทนนิน

ซาโปนิน แอลคาลอยด ไกลโคไซด ฟลาโวนอยด สเตยีรอยด

และคารดิแอกไกลโคไซด(26) และงานวิจัยที่ทดสอบ

สารพฤกษเคมีในสารสกัดหยาบใบขี้เหล็กที่สกัดในน้ำกลั่น

พบทั้ งซาโปนิน สเตียรอยด  แอลคาลอยด  และ

ฟลาโวนอยด แตไมพบแทนนิน(27) ขณะที่รายงานอื่นท่ี

ศกึษาสารพฤกษเคมขีองสารสกดัใบขีเ้หลก็ดวยสารละลาย 

methanol พบวามีซาโปนิน แอลคาลอยด ฟลาโวนอยด 

แอลคาลอยด ฟลาโวนอยด คูมาริน โฟลบาแทนนิน

เทอรพีนอยด และสเตียรอยด โดยไมพบแอนทรา-

ควิโนน แทนนิน คารดิแอกไกลโคไซด และซาโปนิน 

การพบสารพฤกษเคมี 8 ชนิด ในสารสกัดจากใบขนุน

ในงานวิจัยนี้สอดคลองกับงานวิจัยอื่นท่ีรายงานผลการ

ทดสอบทางพฤกษเคมีของใบขนุนวามีองคประกอบ

ของสารพฤกษเคมีหลายชนิด เชน ฟนอลิก ซาโปนิน

ฟลาโวนอยด  แทนนิน ไตรเทอรพีนอยด  และ

แอลคาลอยด(19,20) ในพชืทีม่ลีำตนสงูมกัพบฟลาโวนอยด

ในสวนของพชืทีอ่ยูในระยะเจรญิเตบิโต เชน ใบหรอืดอก

ซึ่งฟลาโวนอยดมีบทบาทสำคัญในการเจริญเติบโต

และสรีรวิทยาของพืช ชวยออกฤทธิ์ตานจุลชีพและ

ไวรัส และยับยั้งอนุมูลอิสระโดยการยับยั้งปฏิกิริยา

ออกซิเดชันท่ีทำลายเซลลอีกดวย ซ่ึงเปนคุณสมบัติ

ที่สามารถนำมาใชประโยชนในการแพทยทางเลือก

นอกจากนี้โครงสรางของน้ำตาลที่จับกับฟลาโวนอยด

ยังทำใหฟลาโวนอยดสามารถละลายในน้ำไดดีผล

การทดลองนี้ ไมสอดคลองเล็กนอยกับงานวิจัยที่

ทดสอบสารพฤกษเคมีในใบขนุนท่ีสกัดดวยสารละลาย

เอทานอล พบกลุมฟนอลิก ฟลาโวนอยด แทนนิน

ซาโปนิน สเตียรอยด และแอลคาลอยด(21) นอกจาก

นั้นงานวิจัยพบฟลาโวนอยด ซาโปนิน สเตียรอยด และ

แทนนิน โดยทดสอบในใบขนุนที่สกัดดวยสารละลาย

เมทานอล(22) สวนในงานวิจัยที่ทดสอบสารพฤกษเคมี

ในสารสกัดหยาบในใบขนุนดวยสารละลายเอทานอล

พบสารประกอบฟนอล แทนนิน ซาโปนิน แตไมพบ

ฟลาโวนอยดและสเตียรอยด(23)

การใชใบในการนำมาศึกษา เน่ืองจากมีรายงาน

ความแตกตางในดานการกระจายตัวของสารตานอนุมูล

อิสระระหวางใบและดอก โดยมีรายงานวาสารประเภท

แอนทราควิโนน (anthraquinone) แซนโธน

(zanthone) ฟลาโวนอล (flavonol) และโพรแอนโท-

ไซยานดินิส (proanthocyanidin) ในใบพชื สงผลใหใบ

มฤีทธิต์านอนมุลูอสิระสูงกวา นอกจากน้ีมีการศกึษาพบวา

สารตานอนุมูลอิสระบางชนิดถูกสังเคราะหขึ้นเฉพาะใน

ใบพืชเทานั้นและไมพบในดอกของพืชชนิดเดียวกัน 

ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากใบตองเผชิญกับระดับความเครียด

ที่สูงกวาในกระบวนการสังเคราะหแสง ซ่ึงมีการดูดซับ
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Preliminary Phytochemical Screening and Antioxidant Activities of 
Jack Fruit, Siamese cassia, and Chaya Leaves  Waraporn Mahasap et al.

คารดิแอกไกลโคไซด แทนนิน และเทอรพีนอยด(28)

ในการศึกษานี้ตรวจไมพบซาโปนินอาจเกิดจากสกัด

ซาโปนินออกมาไดนอยจนตรวจสอบไมพบ ซึ่งมีรายงาน

ผลการวิเคราะหเชิงปริมาณของสารพฤกษเคมีในสาร

สกัดจากใบขี้เหล็ก พบวามีซาโปนินในปริมาณที่สูงหาก

สกัดดวยน้ำกลั่น (รอยละ 9.90) ขณะที่การสกัดใน

สารละลาย methanol พบในปริมาณที่นอยกวามาก 

(รอยละ 0.79)(26) การศึกษาทางพฤกษเคมีของสารสกัด

ใบขี้เหล็กดวยสารละลาย ethanol ในครั้งนี้พบวามี

สารประกอบทางเคมีท่ีเปนประโยชนหลายชนิด โดยพบวา

ฟลาโวนอยดมีฤทธิ์ตานพิษตอตับ ตานการอักเสบ

และปองกันแผลในกระเพาะอาหาร(29) สวนเทอรพีนมี

ฤทธิ์ทางชีวภาพที่สำคัญหลายประการ เชน ฤทธิ์บรรเทา

อาการปวด ตานอาการชัก สงผลตอระบบหัวใจและ

หลอดเลือด รวมถึงมีฤทธิ์ต านมาลาเรียและตาน

แบคทีเรีย(30) และมีบทบาทสำคัญในการยับยั้งการเจริญ

เติบโตของเชื้อแบคทีเรีย อีกท้ังยังชวยเสริมสรางกลไก

การปองกันของพืชตอการติดเชื้อแบคทีเรียและเช้ือรา

ดงันัน้การตรวจสอบสารพฤกษเคมีจึงเปนประโยชนในการ

คาดการณชนิดของสารออกฤทธิ์ท่ีมีศักยภาพจากพืช(31)

สารสกัดหยาบจากใบไชยาตรวจพบสารพฤกษเคมี

เพียง 6 กลุม ไดแก แอลคาลอยด ฟลาโวนอยด คูมาริน

โฟลบาแทนนิน เทอรพีนอยด และสเตียรอยด โดย

ไมพบแอนทราควิโนน แทนนิน คารดิแอกไกลโคไซด

และซาโปนิน ซึ่งมีความแตกตางเล็กนอยจากงานวิจัยที่

ศึกษาในใบไชยาท่ีสกัดดวยสารละลาย 95% ethanol 

พบแอลคาลอยด ฟลาโวนอยด ซาโปนิน แอนโธไซยานิน

ไกลโคไซด และแอนทราควิโนน แตผลการทดสอบไมพบ

แทนนิน(32) สวนการศึกษาอื่นที่ศึกษาสารสกัดหยาบ

ไชยาท่ีสกัดดวยสารละลาย methanol พบซาโปนิน

ฟลาโวนอยด แอลคาลอยด สเตียรอยด เทอรพีนอยด 

ฟนอล และไกลโคไซด แตไมพบแทนนิน(33) ซึง่สอดคลอง

กับงานวิจัยในครั้งน้ีท่ีไมพบแทนนินเชนกัน นอกจากนี้

งานวิจัยที่ผานมาพบวาไชยาเปนพืชที่มีคุณคาทาง

โภชนาการสูง อุดมไปดวยโปรตีน วิตามิน แรธาตุ

และเสนใยอาหาร โดยมีรายงานในภูมิปญญาพื้นบาน

ท่ีใช เพื่ อบรรเทาอาการของโรคหลายชนิด เชน

โรคเบาหวาน ความดันเลือดสูง และโรคตับ(34) และ

จากการวิเคราะหทางพฤกษเคมีในครั้งนี้พบวาใบไชยา

มีสารทุติยภูมิหลากหลายชนิด รวมถึงสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพอื่นๆ ที่มีศักยภาพในการเปนตัวยารักษาโรค

โดยพบวาฟลาโวนอยดทำหนาที่เปนสารตานอนุมูลอิสระ

โดยชวยจับอนุมูลอิสระและบรรเทาความเครียดจาก

ปฏิกิริยาออกซิเดชัน แอลคาลอยดเปนที่รูจักในดาน

คุณสมบัติทางยา สวนคูมารินเปนสารประกอบในกลุม

Heterocyclic Compounds มีคุณสมบัติในการ

ต านอนุมูล อิสระที่ เปนสาเหตุของความเ สียหาย

ตอเซลลและเนื้อเยื่อ จึงอาจมีศักยภาพในการปองกัน

หรือชะลอการเกิดโรคที่เก่ียวของกับภาวะความเครียด

ออกซิเดชัน เชน โรคมะเร็ง เบาหวาน โรคหัวใจ 

และหลอดเลือด รวมถึงโรคทางระบบประสาท(35)

จากรายงานตางๆ ดงักลาวแสดงใหเห็นถึงความเปนไปได

ของไชยาในการประยุกตใชเพื่อการรักษาโรค หากมี

การนำมาใชประโยชนอยางเหมาะสมและพัฒนาใน

รปูแบบโภชนเภสชัภณัฑหรอืผลติภณัฑยา ความแตกตาง

ของสารพฤกษเคมีที่พบในพืชอาจเปนผลมาจากความ

แตกตางในความสามารถในการละลายทีม่คีณุสมบตัคิวาม

เปนขัว้ (polarity) ตางกัน หรอือาจเกิดจากความแตกตาง

ของปจจัยดานภูมิประเทศและอิทธิพลของสิ่งแวดลอม 

เชน ดิน ฤดูกาล สวนของพืชที่นำมาทดสอบ ภาวะที่ตอง

เผชิญกับแมลงศัตรูพืชและโรคพืช ภูมิประเทศ ปริมาณ

นำ้ฝน ความแตกตางของแรธาตแุละชวงเวลาทีท่ำการเกบ็

ตวัอยาง ปจจยัดงักลาวอาจสงผลตอความเขมขนของสาร

ทุติยภูมิในพืช(36)

ในการศึกษานี้ยังประเมินปริมาณฟนอลิกรวม

และทดสอบความสามารถในการกำจัดอนุมูลอิสระของ

สารสกัดจากใบพืช ดวยวิธี Folin-Ciocalteu และวิธี 

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) ตามลำดบั  

โดยทีส่ารประกอบฟนอลกิเปนกลุมสารสำคญัทีม่บีทบาท

ในการตานอนมุลูอิสระ โดยทำหนาทีเ่ปนตวัใหอิเลก็ตรอน

และหยุดปฏิกิริยาลูกโซของอนุมูลอิสระ พบไดทั้งในพืช

ที่บริโภคไดและไมได พบไดในพืชหลายชนิด มีแตกตาง

ทั้งทางโครงสรางและฤทธิ์ทางชีวภาพ ประสิทธิภาพใน

การตานอนมุลูอสิระของสารเหลานีข้ึน้อยูกบัความเสถยีร

ในระบบตางๆ ตลอดจนจำนวนและตำแหนงของหมู

ไฮดรอกซิล(37) ปริมาณสารฟนอลิกรวมของพืชตรวจวัด
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พฤกษเคมีเบื้องตนและฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของใบขนุน ขี้เหล็ก และไชยา  วราภรณ มหาทรัพย และคณะ

ดวยวธิ ีFolin–Ciocalteu ซ่ึงเปนการวัดการเกดิปฏกิริยิา

รีดอกซของสารโพลีฟนอล และแสดงผลเปนไมโครกรัม

กรดแกลลิกเทียบเทาตอไมโครกรัมของสารสกัด

(mg GAE/g plant extract) พบวาปรมิาณสารประกอบ

ฟนอลกิรวมในสารสกดัใบข้ีเหล็กมีมากท่ีสุด 0.89±0.004 

mg GAE/g extract รองลงมา คอื ใบขนุน 0.86±0.016 

mg GAE/g extract และสารสกัดจากใบไชยามี

ปรมิาณสารฟนอลกิรวมตำ่ทีส่ดุ 0.49±0.009 mg GAE/g

extract สำหรบัการประเมนิฤทธิต์านอนมุลูอสิระดวยวธิี 

DPPH อาศัยหลักการที่ตัวอยางสามารถให hydrogen 

สงผลใหสีของสารละลายเปล่ียนจากสีมวงเปนสีเหลือง

ความสามารถในการลดคาการดูดกลนืแสง (Absorbance)

ในระยะเวลาส้ันสะทอนถึงประสิทธิภาพในการตาน

อนุมูลอิสระที่สูงขึ้น สารตานอนุมูลอิสระจากพืชสามารถ

กำจัดอนุมูลอิสระไดแมมีปริมาณนอย โดยการให

อิเล็กตรอนกับอนุมูลออกซิเจนและอนุมูลไนโตรเจน 

(Reactive oxygen/Reactive nitrogen species)(37)

โดยพิจารณาจากคา IC50 พบวาสารสกัดจากใบขนุนมีคา 

IC50 ตำ่ทีส่ดุเปน 0.77±0.289 mg/ml ถอืวามปีระสทิธภิาพ

ในการตานอนุมูลอิสระสูงที่สุด รองลงมา คือ สารสกัด

จากใบไชยาและใบข้ีเหล็กมีคา 0.90±0.880 mg/ml

และ 1.45±0.821 mg/ml ตามลำดบั สารประกอบฟนอลกิ

พบไดทั่วไปในพืชหลายชนิดในปริมาณที่แตกตางกัน

ยิ่งมีสารฟนอลิกมาก ความสามารถในการตานอนุมูล

อิสระก็ยิ่งสูงตามไปดวย สารประกอบฟนอลิกเปนสารที่

พบไดทั่วไปในพืช ดังนั้นเม่ือบริโภคพืชอาหารเหลานี้

จึงชวยเพ่ิมปริมาณสารตานอนุมูลอิสระในรางกายได(38) 

ผลการศึกษานีส้อดคลองกบัการศกึษากอนหนานีท้ีศ่กึษา

ฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระจากใบขนุนดวยวิธี DPPH พบวา

สารสกัดใบขนุนดวยสารละลาย 50% ethanol มีฤทธิ์

ตานอนมุลูอสิระสูงกวาแบบสารละลาย 100% ethanol(39) 

แสดงวาสวนผสมของน้ำกับแอลกอฮอลอาจชวยสกัด

สารตานอนุมูลอิสระไดดีกวาแอลกอฮอลเพียงอยางเดียว 

ในสวนตางๆ ของขนุน พบวาทั้งราก ใบ และเปลือกตน

ของขนุนมีปริมาณสารฟนอลิกรวมแตกตางกัน โดยใบมี

ปริมาณฟนอลิกมากที่สุดและสวนเปลือกมีระดับต่ำที่สุด 

สวนฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH พบวาสวนของ

ใบมีคา IC50 เทากับ 52.08 mg/mL ซึ่งมีประสิทธิภาพ

ตำ่กวาสวนอืน่ๆ แตโดยรวมสรปุแลวขนุนมคีวามหลากหลาย

ของสารออกฤทธิ ์เชน ฟนอล ฟลาโวนอยด และแทนนนิ(40)

กลาวไดวาขนุนเปนผลไมที่มีประโยชนทั้งดานอาหาร

และยา

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวมในไชยาทั้งใน

ใบสดและใบที่ผานการปรุงสุกที่ใชสารละลาย ethanol 

มีคา 2,906.2 และ 2,241.4 mg CAE/Kg FM 

(Chlorogenic acid equivalents/Kg Fresh matter) 

ตามลำดบั(41) นอกจากนัน้ในใบไชยาทีส่กัดดวยสารละลาย 

ethanol มีคูมารินและฟลาโวนอยดในระดับต่ำ โดยมี

ปริมาณฟนอลิกรวม เทากับ 35.7 mg GAE/ g DM

(Dry matter) ซึ่งมากกวาสารสกัดดวยสารละลาย 

hexane ที่เทากับ 22.3 mg GAE/g DM ขณะที่

สารสกัดจากใบไชยาทีใ่ช ethanol เปนตัวทำละลายมฤีทธิ์

ตานอนมุลูอิสระสงูกวาเมือ่เทยีบกับสารสกัดทีใ่ช hexane

เปนตัวทำละลาย และมีฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระดวยวิธี 

DPPH 10.6% ขณะที่สารสกัดจาก hexane ยับยั้ง

อนุมูลอิสระเพียง 0.5% และสารสกัด ethanol มีฤทธิ์

การปองกันและรักษาโรคหัวใจและหลอดเลือดเมื่อให

หนูทดลองกินในขนาด 500 mg/kg(42) จากการศึกษา

ความสัมพันธระหวางปริมาณสารฟนอลิกรวมกับ

ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจาก

พืชจากรายงานของนักวิจัยอื่นๆ พบวาทั้ง 2 ตัวแปร

มีความสัมพันธเชิงบวก ซึ่งแสดงใหเห็นวาสารประกอบ

ฟนอลิกอาจมีบทบาทสำคัญตอฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

ของพืช(23,43,44) อยางไรก็ตามจากผลการศึกษาครั้งนี้

พบวามีเพียงสารสกัดจากใบขนุนเทานั้นที่แสดงท้ัง

ปริมาณสารฟนอลิกรวมในระดับสูงและความสามารถ

ในการตานอนุมูลอิสระที่ดี ขณะที่สารสกัดจากใบข้ีเหล็ก

และใบไชยาใหผลการทดสอบที่ไมสอดคลองกับรายงาน

การศึกษาดังกลาว

แมวามีรายงานการศึกษาจำนวนมากกลาววา

สารประกอบฟนอลกิมกัมคีวามสมัพนัธกับฤทธิต์านอนมุลู

อสิระ เนือ่งจากสามารถใหไฮโดรเจนหรอือเิลก็ตรอนเพือ่

ลดการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได ผลการศึกษาครั้งนี้

ไมพบความสมัพนัธทีชั่ดเจนระหวางปรมิาณสารประกอบ

ฟนอลิกรวมและความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ 

อยางไรก็ตามมีรายงานที่พบวาเมื่อวิเคราะหความเขมขน
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Preliminary Phytochemical Screening and Antioxidant Activities of 
Jack Fruit, Siamese cassia, and Chaya Leaves  Waraporn Mahasap et al.

ของสารฟนอลิกรวมและฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของ

กากผลไม พบวาสารสกดัจากเมลด็สม Kinnow ทีม่ปีรมิาณ

สารฟนอลิกรวมต่ำเม่ือเปรียบเทียบกับสารสกัดจาก

เปลือกผลไมอื่นๆ แตแสดงฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระ 

DPPH ไดสูงที่สุด รวมท้ังมีศักยภาพในการลดอนุมูล

อิสระสูงที่สุดในบรรดาสารสกัดจากกากผลไมทั้งหมดที่

ศึกษา(45) นอกจากน้ีมีรายงานการศึกษาความสัมพันธ

ระหวางปริมาณสารฟนอลิกรวมและ EC50 ของการ

ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH พบวาคาสัมประสิทธิ์

การกำหนด (R²) ไมสงูมาก และในการศกึษาพชื Torilis 

leptophylla พบวาความสัมพันธระหวางปริมาณสาร

ฟนอลกิรวมและการตานอนุมูลอสิระของอนุมูลไฮโดรเจน

เปอรออกไซด (H2O2) มีคา R² เทากบั 0.0194 อาจกลาว

ไดวาไมมีความสัมพันธที่ชัดเจน(43) แสดงใหเห็นวาฤทธิ์

ตานอนุมูลอิสระไมไดเกิดจากสารประกอบฟนอลิกเพียง

อยางเดยีว แตยงัอาจไดรบัอทิธพิลจากองคประกอบอืน่ๆ

เชน จากกรด ascorbic น้ำตาลรดีวิซ (reducing sugar) 

โทโคฟรอล (tocopherols) แคโรทนีอยด (carotenoids)

เทอรพีน และรงควัตถุตางๆ ดังนั้นแมวาสารฟนอลิก

บางชนดิอาจมศัีกยภาพในการตานอนุมูลอสิระสงู แตอาจ

เกิดปฏิกิริยาเสริมฤทธิ์หรือยับยั้งฤทธิ์ ซ่ึงกันและกัน

ในการตานอนุมูลอิสระระหวางโมเลกุลตางๆ ท้ังสาร

ฟนอลิกและสารทีไ่มใชฟนอลกิ ดงัน้ันจึงควรทำการศกึษา

วิจัยเพิ่มเติม เพื่อระบุวาสารประกอบฟนอลิกชนิดใดที่มี

บทบาทสำคญัในการสงผลตอฤทธิต์านอนุมูลอสิระ รวมถงึ

บทบาทของสารที่ไมใชฟนอลิกซึ่งอาจมีสวนในการเสริม

ฤทธิต์านอนมูุลอสิระดวยเชนกนั เน่ืองจากสารสกดัจากพชื

มีสวนประกอบที่มีความซับซอนและหลากหลายซึ่งสาร

แตละชนิดมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่แตกตางกัน(46,47) 

สรุป

ผลการศึกษาในครั้งนี้ชี้ใหเห็นวาสารสกัดจาก

ใบของพืช 3 ชนิด ไดแก ขนุน ขี้ เหล็ก และไชยา

มีศักยภาพที่นาสนใจ เน่ืองจากเปนแหลงของสารตาน

อนุมูลอิสระ ซึ่งอาจนำไปประยุกตใชในการพัฒนาเปน

ผลิตภัณฑสมุนไพรเพื่อสงเสริมสุขภาพ นอกจากนี้

ควรมีการศึกษาดานพิษวิทยา (Toxicological

studies) เพื่อประเมินความปลอดภัยของสารสกัด

ทั้งในระดับเซลลและระดับสิ่งมีชีวิต รวมถึงการทดสอบ

ในสัตวทดลอง  เพื่ อประ เมินประสิทธิภาพและ

ความปลอดภยัเบือ้งตนกอนนำไปสูการทดสอบในมนษุย

เพื่อใหมั่นใจในประสิทธิภาพและความปลอดภัยของ

สารสกัดในอนาคต และควรมีการศึกษาในการจำแนก

องคประกอบของสารออกฤทธิ์ที่สำคัญ เพื่อใชเปนขอมูล

พื้นฐานสำหรับการพัฒนายาที่เกี่ยวกับพืชทั้ง 3 ชนิดนี้ 

ตอไป 

กิตติกรรมประกาศ

ก า ร วิ จั ย นี้ ไ ด รั บ ก า ร ส นั บ ส นุ น จ า ก ส า ข า

วิทยาศาสตรการแพทย คณะสหเวชศาสตร วิทยาลัย

นครราชสีมา ที่ไดใหความอนุเคราะหสถานที่การทำวิจัย 

เครื่องมือ และอุปกรณในการทำวิจัยในครั้งนี้
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Preliminary Phytochemical Screening and Antioxidant Activities of 
Jack Fruit, Siamese cassia, and Chaya Leaves  Waraporn Mahasap et al.

Waraporn Mahasap, Wachitrawit Pamadee, Aphatsara Khotchang, Siriprapha Sutburin,
Nattakan Sapan, and Parichat Onongarj

Department of Medical Science, Faculty of Allied Health Sciences, Nakhonratchasima College, 

Muang District, Nakhonratchasima 30000, Thailand

Preliminary Phytochemical Screening, 
Total Phenolic Contents and Antioxidant 

Activities of Artocarpus heterophyllus, 
Cassia siamea, and Cnidoscolus 

aconitifolius Leaves

ABSTRACT Jackfruit (Artocarpus heterophyllus), Siamese cassia (Cassia siamea), and chaya (Cnidoscolus
aconitifolius) are medicinal plants widely used in traditional medicine and recognized as important 
sources of phytochemicals, especially phenolic compounds known for their antioxidant properties. This 
study aimed to perform preliminary phytochemical screening and quantify total phenolic content in the 
leaves of these three plants, alongside evaluating their antioxidant activities. Qualitative and quantitative
analyses were conducted to identify major phytochemical groups, including alkaloids, fl avonoids,
anthraquinones, coumarins, saponins, tannins, phlobatannins, terpenoids, steroids, and cardiac glycosides.
Total phenolic content was measured using the Folin-Ciocalteu method, while antioxidant activity was 
assessed via DPPH assay. Results showed that extracts of the leaves of jackfruit and Siamese cassia 
contained up to eight phytochemical groups, whereas chaya had six. Siamese cassia leaves exhibited 
the highest total phenolic content at 0.89±0.004 mg GAE/g extract, followed by jackfruit at 0.86±0.016 
mg GAE/g extract, and chaya with the lowest at 0.49±0.009 mg GAE/g extract, in terms of antioxidant 
activity, jackfruit leaf extract had the lowest IC50 value of 0.77±0.289 mg/mL, indicating the strongest 
free radical scavenging ability, followed by chaya (0.90±0.880 mg/mL) and cassia (1.45±0.821 mg/mL). 
This study demonstrated the potential of these three plants as natural sources of antioxidants, supporting 
their possible applications in health products and dietary supplements.

Keywords: Jackfruit, Siamese cassia, Chaya, Antioxidant, Total phenolic compound
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การพัฒนาวิธีวิเคราะหการหอหุมเอ็มอารเอ็นเอ
ในอนุภาคนาโนไขมันของวัคซีนโควิด 19 

โดยวิธีฟลูออเรสเซนซ

บทคัดยอ วัคซีนปองกันโรคโควิด 19 ชนิด mRNA มีสาย mRNA ที่ถูกหอหุมในอนุภาคนาโนไขมัน เพื่อปองกัน
การเสือ่มสลายของ mRNA เมือ่ฉดีเขาสูรางกายและสามารถกระตุนภมูคิุมกันไดอยางมปีระสทิธภิาพ รอยละของการหอหุม mRNA
ในอนุภาคนาโนไขมนัเปนวธิหีนึง่ในการควบคมุคณุภาพวคัซีนทีอ่งคการอนามยัโลกกําหนด ในสถานการณระบาดของโรคโควดิ 19
ทําใหขณะนั้นไมมีขอมูลจําเพาะของวิธีทดสอบและไมมีสารมาตรฐานจากผูผลิตวัคซีนเพื่อนํามาใชในการควบคุมคุณภาพ
การวจิยัน้ีจงึไดพฒันาวธีิในการนาํ Ribogreen ในชดุน้าํยาสาํเรจ็รปูซึง่เปนสียอมเรืองแสง มาใชในการวเิคราะหปรมิาณ mRNA 
ในวัคซีนตัวอยางเพื่อวิเคราะหรอยละของ mRNA ที่ถูกหอหุมในอนุภาคนาโนไขมัน โดยเติม Triton X-100 ในตัวอยางวัคซีน
เพื่อหาปริมาณ mRNA ทั้งหมด และเมื่อหาปริมาณ mRNA อิสระจะไมมีการเติมสารดังกลาว ผลพบวาวิธีนี้สามารถวิเคราะห
ปริมาณ RNA มาตรฐานและตรวจติดตาม mRNA ในวัคซีนตัวอยางได โดยสามารถสรางกราฟมาตรฐานเชิงเสนตรงและ
มีชวงท่ีสามารถวเิคราะหปรมิาณ RNA มาตรฐานความเขมขนต่าํและความเขมขนสงูไดที ่2.5–25 และ 50–500 นาโนกรมั/มลิลลิติร
ตามลําดับ ทุกสภาวะมีคา R2 มากกวา 0.99 คา %RE และ %CV นอยกวารอยละ 10 ชวงที่เหมาะสมในการเจือจางตัวอยาง
วัคซีนเพื่อหา mRNA อิสระ และ mRNA ทั้งหมดของวัคซีนในการศึกษาน้ี นอยกวา 1:100 และ 1:1,000 ตามลําดับ
เมื่อคํานวณหารอยละของ mRNA ที่ถูกหอหุม พบวามีคาใกลเคียงกับผลการทดสอบจากวิธีของผูผลิต วิธีนี้จึงมีความเปนไปได
ในการวิเคราะหการหอหุม mRNA ในวัคซีนปองกันโรคโควิด 19 รวมถึงสามารถนําไปเปนตนแบบเพื่อพัฒนาเปนวิธีวิเคราะห
สําหรับวัคซีนชนิด mRNA ที่อยูในการพัฒนาและการศึกษาทางคลินิกในประเทศไทยตอไป

คําสําคัญ: วัคซีนโควิด 19, วัคซีนชนิดเอ็มอารเอ็นเอ, อนุภาคนาโนไขมัน, การหาปริมาณ mRNA, วิธีฟลูออเรสเซนซ
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บทนํา

ความกาวหนาที่สำคัญของการพัฒนาวัคซีนชนิด

เอม็อารเอน็เอ (mRNA) คอื  ความรวดเรว็ในการสรางและ

ผลิตวัคซีนของผูผลิต และความจำเปนที่ตองใหไดวัคซีน

เพื่อตอตานเชื้อโรคอุบัติใหม โดยเฉพาะไวรัสโรคระบบ

ทางเดนิหายใจรนุแรงเฉียบพลนั SARS-CoV-2 ซึง่เปน

สาเหตขุองโรคตดิเชือ้ไวรสัโคโรนา 2019 (COVID-19)

โดยวัคซีนปองกันโรคโควิด 19 ชนิด mRNA ที่นำเขามา

ใชในประเทศไทยและใชกันอยางแพรหลายในหลาย

ประเทศ คือ วัคซีน Comirnaty™ ของบริษัทไฟเซอร 

(Pfizer-BioNTech) และวัคซีน Spikevax™ ของ

บรษิทัโมเดอรนา (Moderna) รวมทัง้วคัซนี mRNA อืน่ๆ

ที่อยูในการพัฒนาและการศึกษาทางคลินิกในชวงเวลา

ดังกลาว ทั้งนี้กลไกของการทำงานของวัคซีน mRNA คือ 

การนำสง mRNA ที่สามารถแปลรหัสเปนโปรตีนหรือ

แอนตเิจนทีต่องการ ใหเขาสูเซลลโดยการหอหุม mRNA 

ดังกลาวในอนุภาคนาโนไขมัน (lipid nanoparticle, 

LNP) เพื่อปองกันการเส่ือมสลายของ mRNA และ

เพือ่ชวยการกระตุนภมูคิุมกนัไดอยางมปีระสทิธภิาพ(1–4)

อยางไรก็ตามยังมีความกังวลในเรื่องความปลอดภัย 

การผลิต และกฎระเบียบที่เกี่ยวของกับเทคโนโลยีใหมนี้

องคการอนามัยโลก (WHO) ไดมีคำแนะนำในการ

ประเมินคุณภาพ ความปลอดภัย และประสิทธิภาพของ

วัคซีน mRNA ที่ใชในการปองกันโรคติดเชื้อในมนุษย 

การประเมนิดงักลาวตองคำนึงถงึ คณุสมบตัทิางภูมิคุมกนั 

กายภาพเคมี และโครงสรางของ mRNA และ LNP

ซึ่งเปนองคประกอบสำคัญของวัคซีน เพื่อใหแนใจวา

มีความเสถียรและความปลอดภัยในรางกาย รวมถึงการ

นำสงที่มีประสิทธิภาพ(5)

อยางไรก็ตามรอยละของการหอหุม mRNA ใน 

LNP มีความสำคัญ WHO จึงกำหนดใหการวิเคราะห

ดังกลาวเปนหนึ่งในการควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑวัคซีน

สำเร็จรูปชนิด mRNA เพื่อใหแนใจวาระบบนำสงมี

ประสทิธภิาพและวคัซีนมีความเสถยีร(5) ท้ังน้ีการวิเคราะห

รอยละของ mRNA ท่ีถกูหอหุมอยูใน LNP น้ันทำไดโดย

การหาปรมิาณ mRNA อสิระในวคัซนี และนำมาคำนวณ

อตัราสวนรอยละเปรยีบเทียบกบัปรมิาณ mRNA ทัง้หมด

ที่วิเคราะหได เมื่อแยก mRNA ที่อยูภายใน LNP ดวย

สารลดแรงตึงผิว (Triton X-100)(6–8) อยางไรก็ตาม

ปญหาของการวเิคราะหคณุภาพในหองปฏบิตักิารภาครฐั

ในชวงสถานการณระบาดโรคโควิด 19 นั้น เกิดจากการที่

ไมมขีอมลูจำเพาะของวิธทีดสอบและสารมาตรฐานสำคญั

จากผูผลิต โดยเฉพาะ mRNA มาตรฐานและสารชวย

ทางเภสัชกรรม (excipients) ของวัคซีน ผูวิจัยจึงได

พัฒนาวิธีการวิเคราะหและประเมินการหอหุม mRNA 

ในอนุภาคนาโนชนิดไขมัน โดยนำชุดน้ำยาทดสอบ 

Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Reagent and Kit 

ที่มีการอางอิงและนำมาใชในการหาปริมาณ mRNA(6–8)

ซึ่ง Ribogreen เปนสียอมเรืองแสง (fluorescent dye) 

ถูกพัฒนาขึ้นเพื่อใชในการหาปริมาณกรดนิวคลิอิกทั้ง 

RNA และ DNA โดยไมถูกรบกวนดวยโปรตีนหรือ

สารอ่ืนๆ ในระบบ(9) ทั้งนี้ในการศึกษานี้ไดนำ RNA 

มาตรฐานที่อยูในชุดทดสอบมาทดแทนสารมาตรฐาน

จากผูผลิต รวมถึงวิเคราะหการรบกวนในการหาปริมาณ 

mRNA เมื่อมี Triton X-100 ในการทดสอบ และ

ความจำเพาะของชุดน้ำยาทดสอบตอการหาปริมาณ 

mRNA ในวัคซีนตัวอยาง นอกจากนี้ไดทำการหาชวง

ทีเ่หมาะสมในการวเิคราะหปรมิาณ mRNA ทีอ่ยูในวคัซนี

ตัวอยาง เพื่อรองรับการพัฒนาสูตรของวัคซีน mRNA 

ที่ความเขมขนตางๆ การศึกษานี้จึงจัดทำขึ้นเพื่อใหเกิด

องคความรูและเปนแนวทางการควบคุมกำกับทาง

หองปฏิบัติการภาครัฐในการควบคุมคุณภาพและความ

ปลอดภัยของวัคซีนชนิด mRNA รวมถึงสามารถนำไป

เปนตนแบบ เพื่อพัฒนาเปนวิธีวิเคราะหวัคซีนชนิดนี้

ที่ อยู ระหว างการพัฒนาและการศึกษาทางคลิ นิก

ในประเทศตอไป

วัสดุและวิธีการ

วัคซีนปองกันโรคโควิด 19 ชนิด mRNA ตัวอยาง

วัคซีนปองกันโรคโควิด 19 ชนิด mRNA ที่มี

การนำเขามาทดสอบคุณภาพทางหองปฏิบัติการระหวาง

ป พ.ศ. 2564–2565 ไดแก วัคซีน Comirnaty™ 

ของบริษัทไฟเซอร (Pfizer-BioNTech, USA) และ

วัคซีน Spikevax™ ของบริษัทโมเดอรนา (Moderna, 

USA) จำนวน 4 รุนการผลิต
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วิธีวิเคราะหการหอหุมเอ็มอารเอ็นเอในอนุภาคนาโนไขมันของวัคซีนโควิด 19  ณัฐกานต มิ่งงามทรัพย และคณะ

สารอางอิงมาตรฐานและชุดน้ำยาตรวจ

สารมาตรฐาน E. coli 16S and 23S Ribosomal 

RNA (Component C) ของชุดน้ำยาตรวจปริมาณ

อารเอน็เอ Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Reagent

and Kit (Invitrogen, USA)

การเตรียมสารมาตรฐาน RNA

นำสารมาตรฐาน E. coli 16S and 23S rRNA 

(Component C) ของชุดน้ำยาตรวจปริมาณอารเอ็นเอ

Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Reagent

and Kit มาวางไวที่อุณหภูมิหอง 15–20 นาที จากนั้น

เจือจาง RNA มาตรฐาน ที่มีความเขมขนเริ่มตน 100 

ไมโครกรมั/มลิลลิติร ในสารละลาย 1X TE (Invitrogen,

USA) ใหไดความเขมขน 0-2,000 นาโนกรัม/มิลลิลิตร 

จากนั้นเติมสารละลาย 1X TE (สำหรับวิเคราะหปริมาณ 

mRNA อิสระ) หรือสารละลาย 1X TE ที่มี 2%

Triton X-100 (v/v) (Sigma, USA) (สำหรับการ

วิเคราะหปริมาณ mRNA ท้ังหมด) ลงในเพลทหลุม

ทดสอบ (Thermo Fisher Scientific, USA) จากนั้น

เตมิ RNA มาตรฐานท่ีความเขมขนตางๆ ลงในแตละหลมุ

การทดสอบในอัตราสวน 1:1 (ความเขมขนสุดทายของ 

Triton X-100 (v/v) เปน 1%) และเตมิ Quant-iT™

RiboGreen™ RNA Reagent ปรมิาตร 100 ไมโครลติร

ลงในทุกหลุม โดยเจือจางน้ ำยา Quant-iT™

RiboGreen™ RNA Reagent ที่ความเจือจาง 1:200 

ดวยสารละลาย 1X TE สำหรับชวงการทดสอบปริมาณ 

RNA ความเขมขนสูง 20-1,000 นาโนกรัม/มิลลิลิตร 

และเจือจาง 1:2,000 สำหรับชวงการทดสอบปริมาณ 

RNA ความเขมขนต่ำ 1-50 นาโนกรัม/มิลลิลิตร

ปดเพลทดวยอะลูมิเนียมฟอยลและนำไปวัดคาความเขม

ของการเ รืองแสง (Fluorescence emission

intensity: FLU) ทันทีดวยเครือ่งวัดคาการดดูกลนืแสง

ไมโครเพลท (SpectraMax® iD5, Molecular

Devices, USA) ที่ความยาวคลื่น 480 นาโนเมตร 

และ emission ที่ 520 นาโนเมตร 

การเตรียมวัคซีนปองกันโรคโควิด 19 ชนิด mRNA 

ตัวอยาง

นำวคัซนีโควดิ 19 ชนดิ mRNA ตวัอยาง มาวางไว

ที่อุณภูมิหองใหละลายประมาณ 15–20 นาที จากนั้น

เจอืจางในสารละลาย 1X TE โดยกำหนดใหชวงความเจอืจาง

อยูระหวาง 1:100−1:1,000 

วิธีการหาปริมาณ mRNA ในวัคซีนตัวอยางดวยชุด

น้ำยา Quant-iT™ RiboGreenTM

เติมสารละลาย 1X TE ลงในหลุมการทดสอบ

เตมิวคัซนีตวัอยางทีค่วามเจอืจางตางๆ ในสารละลาย 1X

TE ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ในอัตราสวน 1:1 เพื่อหา

ปริมาณ mRNA อิสระในวัคซีน และเติมวัคซีนตัวอยางที่

ความเจอืจางตางๆ ในสารละลาย 1X TE ทีม่ ี2% Triton

X-100 (v/v) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลุม

ในอัตราสวน 1:1 ในการหาปริมาณ mRNA ทั้งหมด

ในวัคซีน จากนั้นเติม Quant-iT™ RiboGreen™

RNA Reagent ลงในทุกหลุม โดยเจือจาง 1:200

ของน้ำยาสำหรับชวงการทดสอบปริมาณ mRNA

ความเขมขนสูง 20−1,000 นาโนกรัม/มิลลิลิตร

ปดเพลทดวยอะลมูเินยีมฟอยล และนำไปวดัคาความเขม

ของการเรืองแสงทันทีดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง

ไมโครเพลทที่ความยาวคลื่น 480 นาโนเมตร และ

emission ที่ 520 นาโนเมตร

การสรางกราฟมาตรฐานเพื่อหาปริมาณ mRNA และ

การคำนวณหารอยละของ mRNA ที่ถูกหอหุมดวย

อนุภาคนาโนไขมันในวัคซีน

สรางกราฟมาตรฐานโดยใชสารมาตรฐาน E. coli 

16S and 23S rRNA (Component C) ของชดุนำ้ยาตรวจ

Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Reagent and Kit

สำหรับการหาปริมาณ mRNA อิสระ และสำหรับ

การหาปริมาณ mRNA ทั้งหมด โดยใหคาความเขมขน

ของสารมาตรฐานเปนแกน x และคาความเขมของ

การเรืองแสงของสารมาตรฐานแตละความเขมขนเปน

แกน y เพื่อสรางสมการเสนตรงของกราฟ y = ax + b 
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จากนั้นแทนคาความเขมของการเรืองแสงของวัคซีน

ตัวอยางแตละความเขมขนของ mRNA อิสระ และ 

mRNA ทั้งหมดในวัคซีน ในตัวแปร x เพื่อคำนวณหาคา

% หอหุม mRNA =
  (mRNA ทั้งหมด – mRNA อิสระ)  

× 100
               mRNA ทั้งหมด

ผล

การหาปริมาณ RNA ที่สภาวะตางๆ โดยใชชุดน้ำยา 

Quant-iT™ RiboGreen™ 

ในสภาวะที่ RNA มาตรฐานอยูในสารละลาย

1X TE หรือในสารละลาย 1X TE ที่มี 1% Triton 

X-100 สามารถหาความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวาง

ปรมิาณ RNA ทีค่วามเขมขนตางๆ (นาโนกรมั/มิลลลิติร)

กับคาความเขมขนของ Fluorescence Emission

Intensity ได ดังแสดงในภาพที่ 1 และพบวาน้ำยา 

Quant-iT™ RiboGreen™ สามารถตรวจ mRNA 

ในวัคซีนตัวอยางได โดยพบวาคา Fluorescence  

Emission Intensity ลดลงแปรผกผันกับการความ

เจือจางที่เพิ่มขึ้นของตัวอยางวัคซีน ในขณะที่ตัวอยาง

วัคซีนที่ไมมีการเติมน้ำยา Quant-iT™ RiboGreen™ 

ไมมีความแตกตางของคา Fluorescence Emission 

Intensity ในทุกคาการเจือจาง ดังแสดงในตารางที่ 1

ภาพที่ 1 RNA มาตรฐานที่ถูกเจือจางดวย A. สารละลาย 1X TE (ใชในการวิเคราะหปริมาณ mRNA อิสระ)

 หรือ B. สารละลาย 1X TE ที่มี 1% Triton X-100 (ใชในการวิเคราะหปริมาณ mRNA ทั้งหมด)

 กอนการเติมสาร Quant-iT™ Ribogreen™ เพื่อวิเคราะหการเรืองแสง โดย RNA มาตรฐานมี

 ความเขมขนระหวาง 50−500 นาโนกรัม/มิลลิลิตร 

ตารางที่ 1 การตรวจตดิตาม mRNA ในวัคซนีตวัอยางทีเ่จอืจางในสภาวะตางๆ โดยใช Quant-iT™  RiboGreen™

สภาวะ
ความเจือจาง

ของตัวอยางวัคซีน

คาเฉลี่ย Fluorescence  Emission Intensity (FLU) (n = 2) 

มี Ribogreen ไมมี Ribogreen

ไมมี Triton X-100 
มี Triton X-100 

200x
400x
800x

1,600x

1,282,479 
9,928,958 
5,152,459 
2,814,004 

74,027 
71,348 
71,221 
71,599

ปรมิาณของ mRNA อสิระ และ mRNA ทัง้หมดในวคัซนี

โดยหารอยละของ mRNA ที่ถูกหอหุมดวยอนุภาคนาโน 

ดังสมการ
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ชวงความเปนเสนตรงของการหาปริมาณ RNA 

มาตรฐาน และชวงการเจอืจางตวัอยางวคัซนีทีม่คีวาม

เขมขนเริ่มตน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร

การวิเคราะหชวงความเปนเสนตรงของความ

สัมพันธระหวางปริมาณ RNA มาตรฐานที่ความเขมขน

ตางๆ กับคา Fluorescence Emission Intensity 

(FLU) เพื่อใชเปนกราฟมาตรฐานสำหรับการวิเคราะห

ปริมาณ mRNA ในสภาวะที่ไมมีและมี Triton X-100 

ผลพบวาสามารถวิเคราะหปริมาณ mRNA ได 2 ระดับ 

คือ ในระดับ mRNA ปริมาณนอย และระดับ mRNA 

ปริมาณมาก โดยในสภาวะท่ีไมมี Triton X-100 สามารถ

วเิคราะหปรมิาณ mRNA ไดระหวาง 5.0−25 นาโนกรมั/

มิลลิลิตร และ 50−500 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ในขณะที่ใน

สภาวะที่มี Triton X-100 ระหวาง 2.5 − 25 นาโนกรัม/

มิลลิลิตร และ 50−500 นาโนกรัม/มิลลิลิตร และ

ทุกสภาวะมี R2 ที่มากกวา 0.99 ดังแสดงในตารางท่ี 2 

และชวงการเจือจางตัวอยางวัคซีน พบวาสามารถคำนวณ

หาปริมาณ mRNA อิสระจากตัวอยางวัคซีนได เมื่อ

ตวัอยางวคัซนีเจอืจางในสารละลาย 1X TE ทีก่ารเจอืจาง

นอยกวา 1:100 และสามารถหาปริมาณ mRNA 

ทั้งหมดจากตัวอยางวัคซีน เมื่อตัวอยางวัคซีนถูกเจือจาง

ในสารละลาย 1X TE ที่มี 1% Triton X-100 โดย

มีการเจือจางนอยกวา 1:1,000 ดังแสดงในตารางที่ 2 

ทัง้นีต้วัอยางวคัซนีตองมรีะดบัความเขมขนเริม่ตนที ่100 

นาโนกรัม/มิลลิลิตร คา cut-off กำหนดจากคา FLU 

ของ RNA มาตรฐานของแตละการทดสอบ

ตารางที่ 2 ชวงความเปนเสนตรงของการหาปรมิาณ RNA มาตรฐาน และชวงการเจอืจางตัวอยางวคัซนีทีม่คีวามเขมขน

 เริ่มตน 100 นาโนกรัม/มิลลิลิตร

ชนิด RNA 

    ชวง RNA มาตรฐาน (นาโนกรัม/มิลลิลิตร) 
ชวงการเจือจาง
วัคซีนตัวอยาง

สำหรับ RNA ปริมาณนอย สำหรับ RNA ปริมาณมาก

R2 R2

RNA มาตรฐานในสภาวะที่ไมมี 
Triton X-100
RNA มาตรฐานในสภาวะที่มี 
Triton X-100
ตัวอยางวัคซีน mRNA ในสภาวะที่ไมมี 
Triton X-100 
ตัวอยางวัคซีน mRNA ในสภาวะที่มี
Triton X-100
FLU cut-off (นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

5.0-25

2.5-25

-

 -

5.0

0.9989

1

- 

- 

50-500

50-500

- 

- 

100.0

0.9999

0.9988

-

-

- 

-

< 1:100

'< 1,000x

100**

หมายเหตุ: เครื่องหมาย - หมายถึง ไมมีขอมูล
              **  กำหนดจากคา FLU cut-off ตาม RNA มาตรฐาน

ผลการหาปริมาณ RNA มาตรฐานและ mRNA ใน

วัคซีนตัวอยางโดยใชน้ำยา Quant-iT™ Ribo-

Green™ 

เมื่อวัดปริมาณ RNA มาตรฐาน ที่มีเขมขน 200, 

300 และ 400 นาโนกรัม/มิลลิลิตร พบวาสามารถใช

วิเคราะหปริมาณ mRNA จริงในวัคซีนตัวอยางไดจาก

การคำนวณโดยใชกราฟมาตรฐานในสภาวะที่ไมมีและ

มี Triton X-100 ในการวิเคราะหปริมาณ mRNA 

ปริมาณมาก มีคา %RE และ %CV ที่คำนวณไดนอยกวา 

10% ดังแสดงในตารางที่ 3 และเมื่อนำวัคซีนตัวอยางมา

เจือจางที่ระดับการเจือจางตางๆ ในสารละลาย 1X TE 

(สำหรับการหาปริมาณ mRNA อิสระ) และ 1X TE ที่มี 

Triton X-100 (สำหรบัการหารปรมิาณ mRNA ทัง้หมด)

พบวาสามารถคำนวณหาปริมาณ mRNA และคำนวณ

กลับเพื่อหาความเขมขนของ mRNA ตั้งตนได โดย

พบวาปริมาณ mRNA อิสระ ที่ความเจือจาง 1:40 และ 

1:67 มีคาเฉลี่ยเปน 7,823 และ 7,748 นาโนกรัม/

มิลลิลิตร ตามลำดับ สวนปริมาณ mRNA ทั้งหมด
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Development of Determination of mRNA Encapsulation 
in Lipid Nanoparticles of COVID-19 Vaccines  Natthakarn Mingngamsup et al.

เปรียบเทียบวิธีหารอยละของ mRNA ที่ถูกหอหุม

ดวยอนุภาคนาโนไขมันจากการศึกษานี้กับผลของ

ผูผลิตวัคซีน

จากการวิเคราะหหาปริมาณ mRNA ในวัคซีน

ตัวอยาง ทั้งปริมาณ mRNA อิสระ และปริมาณ mRNA 

ตารางที่ 3  ผลการการวิเคราะหปริมาณ RNA มาตรฐาน ในสภาวะที่มีและไมมี  Triton X-100 

ปริมาณ RNA มาตรฐาน 
(นาโนกรัม/มิลลิลิตร) 

ในสภาวะที่ไมมี 
Triton X-100 

ปริมาณ RNA ที่คำนวณได 
(นาโนกรัม/มิลลิลิตร)

คาเฉลี่ย SD %CV %RE

1 2 3

200
300
400

196.07
299.43
400.33

190.81
286.97
397.83

194.32
294.55
394.68

193.74
293.65
397.62

2.68
6.28
2.83

1.38
2.14
0.71

3.13
2.12
0.60

ปริมาณ RNA มาตรฐาน 
(นาโนกรัม/มิลลิลิตร) 

ในสภาวะที่มี 
Triton X-100 

ปริมาณ RNA ที่คำนวณได 
(นาโนกรัม/มิลลิลิตร)

คาเฉลี่ย SD %CV %RE

1 2 3

200
300
400

190.93
295.00
402.77

201.07
297.90
410.37

199.21
299.57
401.34

197.07 
297.49 
404.83 

5.40
2.31
4.85

2.74
0.78
1.20

1.47
0.84
-1.21

ตารางที่ 4  ผลการวิเคราะหปริมาณ mRNA อิสระ และ mRNA ทั้งหมด ในตัวอยางวัคซีนที่คาการเจือจางตางๆ

การเจือจาง
วัคซีนตัวอยาง

ปริมาณ mRNA อิสระ (นาโนกรัม/มิลลิลิตร)

1 2 3 คาเฉลี่ย

1:40
1:67

1:100*

7,879 
7,801 

 -

7,833 
7,668 

 -

7,757 
7,776 

 -

7,823 
7,748

 -

การเจือจาง
วัคซีนตัวอยาง

ปริมาณ mRNA ทั้งหมด (นาโนกรัม/มิลลิลิตร)

1 2 3 คาเฉลี่ย

1:80
1:200
1:400
1:800

1:1,000

103,884 
105,725 
93,064 
80,208 

-

103,510 
99,276 
93,859 
82,079 

-

105,142 
105,755 
98,520 
84,136 

-

104,178 
103,585 
95,148 
82,141 

-

หมายเหตุ: เครื่องหมาย - หมายถึง ไมสามารถคำนวณหาปริมาณ mRNA ไดเนื่องจากคา FLU อยูนอกชวงคา cut-off 

ทีค่วามเจอืจาง 1:80, 1:200, 1:400 และ 1:800 มีคาเฉลีย่

เปน 104,178, 103,585, 95,148 และ 82,141 นาโนกรมั/

มิลลิลิตรตามลำดับ (ตัวอยางวัคซีนมีระดับความเขมขน 

100 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) ดังแสดงในตารางที่ 4 

ทั้งหมด (RNA content) สามารถนำมาคำนวณหา

รอยละของ mRNA ที่ถูกหอหุมไดโดยมีคาใกลเคียง

กับผลการทดสอบจากวิธีของผูผลิตวัคซีน ดังแสดง

ในตารางที่ 5
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ตารางที่ 5 เปรียบเทียบผลการวิเคราะหปริมาณ RNA (RNA content) และรอยละของ RNA ที่ถูกหอหุม

 ดวยอนุภาคนาโนไขมัน (% Encapsulation) จากการศึกษานี้กับรายงานผลการวิเคราะหในผลิตภัณฑ

 สำเร็จรูปที่ระบุใน Certification of Analysis (COA) ของผูผลิตวัคซีน Comirnaty™ ของบริษัท

 ไฟเซอร (Pfizer-BioNTech) และวัคซีน Spikevax™ ของบริษัทโมเดอรนา (Moderna)

ตัวอยางวัคซีน

 ผลจากผูผลิต  ผลจากวิธีที่พัฒนาขึ้น 

RNA content 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)

% 
Encapsulation

RNA content
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)

% 
encapsulation

วัคซีนยี่หอ A 0.096 98% 0.097 92.62%

วัคซีนยี่หอ B 0.190 91% 0.184 86.27%

หมายเหตุ: วัคซีนยี่หอ A คือ วัคซีน Comirnaty™ (Pfizer-BioNTech, USA) วัคซีนย่ีหอ B คือ วัคซีน Spikevax™ 
 (Moderna, USA)

วิจารณ

งานวิจัยน้ีมีแนวคิดมาจากความพยายามในการ

หาวิธีวิเคราะหคุณภาพวัคซีนปองกันโรคโควิด 19 ชนิด 

mRNA ทีถ่กูหอหุมดวยอนภุาคนาโนไขมนั (LNP) เพือ่

ใหสามารถประเมินคุณภาพและความปลอดภัยสำหรับ

วัคซีนรูปแบบใหม ที่มีการนำมาใชในสถานการณระบาด

โรคโควิด 19 ซึ่งในขณะนั้นมีขอจำกัดของขอมูลของวิธี

ทดสอบและสารมาตรฐานเพ่ือใชในการพัฒนาวิธี ทั้งนี้

การหารอยละของ mRNA ท่ีถกูหอหุมดวย LNP จะตอง

พัฒนาวิธีในการวิเคราะหปริมาณ mRNA เพื่อใชในการ

คำนวณคาดังกลาว โดยการหาปริมาณ mRNA สามารถ

ทำไดหลายวิธี เชน การวัดคาดวย spectrophotometer

ที่ความยาวคลื่น 260/280 นาโนเมตร(10,11) หรือ

การใชน้ำยา Quant-iT™ RNA ทั่วไป(12) ทั้งนี้วิธี

ดงักลาวมขีอจำกดั เชน ความไว รวมถงึมีความเทีย่งตอวธิี

ตอการวัดปริมาณ mRNA ต่ำ เปนตน และเนื่องจากใน

วคัซนีดงักลาว mRNA ถกูหอหุมใน LNP การหาปรมิาณ 

mRNA ทั้งหมดในวัคซีนจะตองใช Triton X-100

ซึ่งสามารถรบกวนการวิเคราะหคาการดูดกลืนแสง 

fluorescent และ UV ได(13) จากการทบทวนวรรณกรรม

พบวามีการนำชุดน้ำยา Quant-iT™ RiboGreen™ 

RNA Reagent and Kit มาใชในการวิเคราะหปริมาณ 

mRNA ทีถ่กูหอหุมดวย LNP เมือ่ทำการศกึษาผูวจิยัไดใช

ribosomal RNA จาก E.coli ท่ีอยูในชดุน้ำยาเปน RNA 

มาตรฐาน ทดแทนการใช mRNA มาตรฐานจากผูผลิต 

และมีการเติม 2% Triton X-100 เพื่อดูการรบกวน

ของ Triton X-100 ตอการวัดปริมาณ mRNA พบวา

กราฟมาตรฐานที่ไดเปนเสนตรงและสามารถวิเคราะห

ความเขมขนของ mRNA มาตรฐานไดในสภาวะท่ีมี 

Triton X-100 เชนเดียวกับในสภาวะที่ไมมี Trition 

X-100 พบวาคา FLU สัมพันธกับปริมาณ mRNA 

ตามรายงานกอนหนา(14,15) แสดงใหเห็นวามีความเปน

ไปไดในการใชชุดน้ำยา Quant-iT™ RiboGreen™ 

ตรวจหาปริมาณ mRNA ในสภาวะที่มี Triton X-100 

โดยไมมีการรบกวนการวิเคราะหผล และเนื่องจาก pKa

มผีลตอการปลดปลอย mRNA จาก LNP อาจมกีารพฒันา

การใชสารละลายที่มีคา pH ที่เหมาะสมในการทดแทน

การใช Triton X-100(16) และทำการตรวจติดตาม

mRNA ในวัคซีนตัวอยางตอไป

เมือ่ทำการวเิคราะหแนวโนม (Trend Analysis)

คุณลักษณะของผลิตภัณฑจากขอมูลผูผลิต พบวาวัคซีน

ชนดิ mRNA มปีรมิาณ mRNA และรอยละของ mRNA 

ที่ถูกหอหุมดวย LNP สม่ำเสมอในทุกรุนการผลิต โดยมี

ปริมาณ mRNA อิสระ เฉลี่ยประมาณ 10% ของปริมาณ 

mRNA ทั้งหมด เมื่อผูวิจัยทำการคำนวณเบื้องตน เพื่อ

พิจารณาเลือกชวงการวิเคราะหใหเหมาะสมกับปริมาณ 

RNA มาตรฐานทีใ่ช พบวาชวงทีเ่หมาะสม คือ ชวงวิเคราะห 

RNA ปริมาณมาก (50–500 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) 

ซึ่งสามารถวิเคราะหไดทั้งการหาปริมาณ mRNA

อิสระ และปริมาณ mRNA ทั้งหมดในวัคซีนตัวอยาง 
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จากชวงความเปนเสนตรงของการหาปริมาณ 

RNA ดังกลาว พบวาสามารถกำหนดคา FLU cut-off 

เบื้องตนจากคา FLU ที่วัดจากปริมาณ RNA มาตรฐาน

เทากับ 100 นาโนกรัม/มิลลิลิตร โดยการพิจารณาจาก

คาความคลาดเคลื่อนสัมพันธ (%RE) อยางไรก็ตามคา 

FLU cut-off จะสามารถกำหนดเปนคาคงตัวสำหรับ

การควบคมุการทดสอบไดเม่ือมีขอมูลเพ่ิมมากข้ึน สำหรบั

การเตรียมตัวอยางวัคซีน นอกจากคา FLU cut-off

ปริมาณ mRNA ต้ังตนในวัคซีนยังมีความสำคัญ

ตอการเจือจาง เพื่อเตรียมตัวอยางวัคซีนในการวิเคราะห

หาปริมาณ mRNA อิสระ และปริมาณ mRNA ทั้งหมด 

ทั้งนี้งานวิจัยนี้ดำเนินการโดยใชวัคซีนชนิด mRNA ที่มี

ความเขมขนของ mRNA เริม่ตนที ่100 นาโนกรมั/มลิลติร

ดังนั้นชวงของการเจือจางอาจแตกตางกันไปในวัคซีนที่มี

สูตรแตกตางกัน สุดทายเมื่อสามารถวิเคราะหหาปริมาณ 

mRNA ในวัคซีนตัวอยางได ผูวิจัยจึงไดทำการคำนวณ

รอยละของ mRNA ที่ถูกหอหุม พบวาใหคาสอดคลอง

กบัการวเิคราะหของผูผลิตท่ีใชวิธ ีFluorescence Assay 

ที่ผูผลิตแสดงในเอกสารผลิตภัณฑ เพื่อใหเหมาะสมกับ

ผลิตภัณฑ มีการใชสารมาตรฐานของผูผลิตเอง และผาน

การตรวจสอบวิธีเปนที่เรียบรอยแลว โดยเกณฑกำหนด

คาการหอหุม mRNA ของผลิตภัณฑทั้งสองยี่หอกำหนด

ทีไ่มตำ่กวา 85% แสดงใหเหน็วาวธิดีำเนนิการนัน้มคีวาม

เปนไปไดในการประเมินการหอหุม mRNA ใน LNP 

ของวัคซีนโควิด 19 ชนิด mRNA ได ทั้งนี้ในอนาคต

สามารถนำมาตรวจสอบความใชไดของวิธี โดยตองแสดง

คุณลักษณะของวธิซีึง่เปนการวิเคราะหเชงิปรมิาณ ในการ

หาปริมาณ mRNA และการหอหุม mRNA ใน LNP 

ของวัคซีนตัวอยาง 

ในการตรวจสอบความถูกตองของวิธีสามารถ

ทำไดตามแนวทาง ของ ICH Q2 (R1) เชนการประเมิน

ความแมนยำหรือ Precision (Repeatability และ 

Intermediate Precision) การทดสอบคาความเที่ยง 

(Accuracy) การหาความเปนเสนตรง (Linearity) โดย

การหา Linear plot ระหวางปรมิาณ mRNA ท่ีคำนวณได

(Back calculation concentration) กับปริมาณ 

mRNA ทีค่าดหวงั (Nominal concentration) รวมทัง้

หาความทนของวิธี (Robustness) ไดแก ระยะเวลาใน

การอานผลการทดสอบ ปรมิาณ Triton-X  ซึง่อาจมคีวาม

แตกตางระหวางผลิตภัณฑ รวมทั้งความแรงในการผสม

เนื่องจากอาจมีผลตอสภาวะของ mRNA ได เปนตน 

ทั้งน้ีการตรวจสอบความใชไดของวิธีสามารถบงชี้ไดวา

วิธีมีมาตรฐานและสามารถใชสำหรับหาปริมาณ mRNA 

รวมถึงวิ เคราะหรอยละของ mRNA ที่ถูกหอหุม

ดวยอนุภาคนาโนไขมันไดตอไป อยางไรก็ตามจาก

วัตถุประสงคของการพัฒนาวิธี เพื่อนำมาใชในการ

วเิคราะหแนวโนมและความสมำ่เสมอของปริมาณ mRNA 

และรอยละการหอหุม mRNA ใน LNP ของวัคซีน ซึ่ง

จะสะทอนคุณภาพของผลิตภัณฑและกระบวนการผลิต 

เมื่อไมสามารถหาสารมาตรฐานเฉพาะสำหรับผลิตภัณฑ 

หรือสารมาตรฐานระดับสากลไดนั้น วิธีนี้ยังสามารถ

ตอยอดและนำมาเปนวิธีอางอิงหรือวิธีมาตรฐานสำหรับ

หนวยงานควบคุมกำกับและผูผลิต mRNA วัคซีนได 

เมื่อมีการศึกษาและสอบเทียบสารมาตราฐานรวมกับ

ผูผลิตหรือหนวยงานที่เก่ียวของ ซึ่งจะเปนประโยชนตอ

การควบคุมประเมินวัคซีนใหมีคุณภาพสอดคลองกับ

หลักสากลตอไป

สรุป

วิธีการตรวจวิเคราะหเพื่อหารอยละการหอหุม 

mRNA ในอนภุาคนาโนไขมนั (LNP) ของวคัซนีโควดิ 19

ชนิด mRNA ดวยวิธี Fluorescence โดยใชน้ำยาตรวจ

วเิคราะหปรมิาณอารเอน็เอ Quant-iT™ RiboGreen™ 

RNA Reagent and Kit สามารถใหผลการวิเคราะห

รอยละการหอหุม mRNA ใน LNP ในตัวอยางวัคซีน

โควิด 19 ชนิด mRNA ได แสดงวาวิธีการทดสอบ

เครือ่งมอือปุกรณทีใ่ช และผูทดสอบของหองปฏบิตักิารนี้

สามารถดำเนินการดังกลาวได เปนการเพิ่มขีดความ

สามารถของหองปฏิบัติการในประเทศไทยใหสูงขึ้น

เพื่อรองรับวัคซีนชนิด mRNA-LNP อื่นๆ ไดตอไป
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Development of Determination of mRNA 
Encapsulation in Lipid Nanoparticles of 

COVID-19 Vaccines using 
Fluorescence Assay

ABSTRACT The mRNA COVID-19 vaccine contains mRNA strands encapsulated in lipid nanoparticles 
to prevent degradation of the mRNA when injected into the body, and it can eff ectively induce immunity. 
The percentage of mRNA encapsulated in lipid nanoparticles is one of the quality control guidelines for 
vaccine quality established by the World Health Organization. During the pandemic, the manufacturer 
had not yet revealed the specifi cations for the relevant test method and standard substances. This study, 
therefore, explored development of the method using Ribogreen, a fl uorescent dye available in commercial 
kits, to analyze the amount of mRNA in the lipid nanoparticle-encapsulated mRNA COVID-19 vaccine 
and examine the percentage of mRNA encapsulated. Triton X-100 was added to the vaccine to determine 
the total mRNA while quantifying the free mRNA; however, Triton X-100 was not necessary. The results 
showed that the method could be used to analyze the standard RNA amount and monitor the mRNA in 
the vaccine samples. The linear standard curve was obtained, and the detection ranges were established 
at 2.5–25 and 50–500 ng/mL for the amounts of low and high mRNA, respectively. All conditions had 
R2 values greater than 0.99, and %RE and %CV were less than 10%. The appropriate ranges to dilute 
the vaccine samples in determining the free mRNA and total mRNA were less than 1:100 and 1:1,000, 
respectively. The percentage of encapsulated mRNA calculated was found to be close to the results of 
the manufacturer's method. The method in this study has been proven to have the potential to determine
the encapsulated mRNA COVID-19 vaccines, which may be useful for the mRNA vaccines under 
development, and in clinical studies in Thailand.

Keywords: Covid-19 vaccine, mRNA vaccine, Lipid nanoparticles, Determination of mRNA,
 Fluorescence assay
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เพ่ือสขุอนามยัสาํหรบัมอืโดยเทคนคิ Headspace-Gas
 Chromatography-Flame Ionization Detector
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สําหรับมือที่มีสวนผสมของเอทิลแอลกอฮอล หรือไอโซโพรพิลแอลกอฮอล หรือเอ็นโพรพิลแอลกอฮอล เพียงสารเดียวหรือ
ผสมรวมกนัอยูตัง้แตหรอืมากกวารอยละ 70 โดยปรมิาตร สามารถผลติ นาํเขา หรอืขายได และไมอนญุาตใหใชเมทลิแอลกอฮอล
เปนสวนผสม สํานักเครื่องสําอางและวัตถุอันตราย กรมวิทยาศาสตรการแพทย จึงพัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล
4 ชนิด ตามกฎหมายกําหนด โดยเทคนิค HS-GC-FID ผลการศึกษาไดสภาวะการสกัดแอลกอฮอลโดยเครื่อง Headspace
ที่อุณหภูมิ 70°C เวลา 5 นาที และสภาวะการวิเคราะหโดยเครื่อง Gas Chromatography คอลัมนชนิด DB-5 อุณหภูมิ 45°C 
อัตราการไหล 0.5 ml/min ระยะเวลา 8 นาที ผลการการตรวจสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห พบวาสามารถแยกสารได
5 ชนิด รวมเทอรท-บวิทลิแอลกอฮอล ซึง่เปน Internal Standard โดย Resolution > 2 วธิมีคีวามเปนเสนตรง r > 0.995 และ
ชวงของการวิเคราะหในชวง 0.50–8.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร คารอยละของการคืนกลับอยูในชวง 95–110 ความเที่ยงจาก
การทําซ้ําในวันเดียวกัน ระหวางวัน และระหวางนักวิเคราะหมีคาที่ยอมรับได (% RSD < 3) ขีดจํากัดของการตรวจพบ
เชิงปริมาณและเชิงคุณภาพ รอยละ 0.01 และรอยละ 0.001 โดยปริมาตร ตามลําดับ สรุปวาวิธีที่พัฒนามีความเหมาะสม
สําหรับใชในงานวิเคราะหหาปริมาณแอลกอฮอลครอบคลุมตามที่กฎหมายกําหนด ขอดีของวิธีน้ี คือ วิธีเตรียมตัวอยางงาย 
สะดวก และสามารถวิเคราะหแอลกอฮอลไดพรอมกันภายในเวลา 8 นาที

คําสําคัญ: แอลกอฮอลเพื่อสุขอนามัยสําหรับมือ, เอทิลแอลกอฮอล, ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล, เอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล,
 เฮดสเปซ-โครมาโตกราฟแกส ชนิดตัวตรวจวัดเฟลมไอออไนเซชัน
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การตรวจสอบความใชไดของวิธีวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล
ในผลิตภัณฑแอลกอฮอลสำหรับมือโดยเทคนิค HS-GC-FID            ศุภัชญา ลำขาว และคณะ

บทนํา

จากสถานการณการแพรระบาดของโรคติดเชื้อ

ไวรัสโคโรนา 2019 (COVID-19) ซึ่งเปนปญหาทั้งใน

ประเทศและตางประเทศ การแพรระบาดที่รวดเร็วและ

ตอเนื่องสงผลกระทบตอสุขภาพของประชาชนและ

ระบบสาธารณสุขอยางรุนแรง การรักษาความสะอาดมือ

จึงกลายเปนสิ่ งสำคัญอยางยิ่ งในการลดการแพร

กระจายของเชื้อไวรัส เน่ืองจากมือเปนสื่อกลางสำคัญ

ที่ทำใหเกิดการติดเชื้อ(1) ผลิตภัณฑทำความสะอาดมือ

ที่มีแอลกอฮอลเปนสวนประกอบ ในรูปแบบสารละลาย

และเจลโดยไมใชน้ำ เปนวิธีหนึ่งที่ไดรับความนิยมมาก

สำหรับการปองกันตนเองของประชาชน โดยผลิตภัณฑ

ดังกลาวมีการจำหนายในทองตลาดอยางแพรหลาย

ผลิตภัณฑทำความสะอาดมือเหลาน้ีมีสวนผสมเปน

แอลกอฮอลชนิดเอทิลแอลกอฮอล (ethyl alcohol)

หรือเอทานอล (ethanol) ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล

(isopropyl  alcohol) หรอืไอโซโพรพานอล (isopropanol)

และเอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล (n-propyl alcohol)

หรือเอ็น-โพรพานอล (n-propanol) ซ่ึงเปนที่นิยม

แตยังมีการลักลอบนำเมทิลแอลกอฮอล (methyl

alcohol) หรือ methanol มาเปนสวนผสม(2) โดยกลไก

ในการทำงานของแอลกอฮอลในการยับยั้งเช้ือไวรัส

รวมทั้งไวรัสกอโรค COVID-19 จะไปทำลายโครงสราง

ที่เปนโปรตีนของไวรัสทำใหโปรตีนเสียสภาพไมสามารถ

คงรูปรางเดิมไวได เมื่อโปรตีนมีโครงสรางไมเหมือนเดิม

จึงทำใหไวรัสไมสามารถเขาไปยึดเกาะกับเซลลของ

สิ่งมีชีวิตอื่นและไมสามารถเขาไปทำลายเซลลของ

สิ่งมีชีวิตอื่นได นอกจากนี้แอลกอฮอลยังสามารถละลาย

ไขมันที่เปนโครงสรางหลักของไวรัสทำใหอนุภาคของ

ไวรัสสลายตัวไมสามารถแพรกระจายพันธุได(3–6) 

 ผลิตภัณฑทำความสะอาดมือท่ีมีสวนผสมของ

แอลกอฮอลเหลาน้ีควรมีความเขมขนอยูในชวงรอยละ 

70–95 โดยปริมาตร ความเขมขนของแอลกอฮอลที่

ต่ำกวารอยละ 70 อาจไมสามารถทำลายเยื่อหุมเซลล

ของแบคทีเรียและไวรัสได ขณะท่ีความเขมขนของ

แอลกอฮอลที่สูงกวารอยละ 95 มักระเหยไดงายและไมมี

น้ำเพียงพอในการทำใหโปรตีนและไขมันในโครงสราง

ของไวรัสเกิดการเสียสภาพได(2,4) ตามประกาศกระทรวง

สาธารณสขุ เลม 137 ตอนพเิศษ 54ง พ.ศ. 2563 กาํหนด

ลักษณะของเครื่องสำอางที่มีสวนผสมของแอลกอฮอล

เพื่อสุขอนามัยสำหรับมือที่หามผลิต นําเขา หรือขาย 

พ.ศ. 2563 โดยใหเครื่องสําอางที่มีสวนผสมของ

แอลกอฮอลเพื่อสุขอนามัยสําหรับมือ โดยความเขมขน

ของเอทิลแอลกอฮอลหรือเอทานอล ไอโซโพรพิล

แอลกอฮอลหรือไอโซโพรพานอล เอ็น-โพรพิล

แอลกอฮอลหรือเอ็น-โพรพานอล เพียงสารเดียวหรือ

ผสมรวมกันความเขมขนตองไมต่ำกวารอยละ 70

โดยปริมาตร สามารถผลิต นำเขา หรือขายไดและ

ไมอนุญาตใหใชเมทิลแอลกอฮอล(7) 

การศึกษาครั้งนี้ จึงมีวัตถุประสงคในการพัฒนา

และทดสอบความใช ไดของ วิธี วิ เคราะหป ริมาณ

แอลกอฮอลในผลิตภัณฑที่มีแอลกอฮอลทั้ง 4 ชนิด

หรือชนิดใดชนิดหนึ่งเปนสวนประกอบในผลิตภัณฑ

แอลกอฮอลเพื่อสุขอนามัยสำหรับมือ โดยสามารถ

เตรียมตัวอยางไดอยางรวดเร็วใชปริมาณสารเคมีนอย

ไมยุงยาก สามารถวิเคราะหแอลกอฮอลทั้ง 4 ชนิด

ในเวลาพรอมกัน ทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห

Interday และ Intraday และความไมแนนอนของ

วิธีวิเคราะห(8,9) โดยใชเทคนิค Headspace (HS)

Gas Chromatography (GC) ตัวตรวจวัดชนิด

Flame Ionization Detector (FID) ซึ่งเปนเทคนิค

วิเคราะหตัวอยางและแยกสารผสมที่สามารถระเหยได

หรือกลายเปนไอ

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีและสารมาตรฐาน                                                                                                                   

สารมาตรฐาน: สารมาตรฐานเมทิลแอลกอฮอล 

(methyl alcohol) (LGC Dr. Ehrenstorfer, 

Germany) ความบรสิทุธรอยละ 99.77, เอทลิแอลกอฮอล 

(ethyl alcohol) (LGC Dr. Ehrenstorfer,

Germany) ความบริสุทธรอยละ 99.72, ไอโซโพรพิล-

แอลกอฮอล (isopropyl alcohol) (LGC Dr. 

Ehrenstorfer, Germany) ความบริสุทธรอยละ 

99.46, เอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล (n-propyl alcohol) 

(LGC Dr. Ehrenstorfer, Germany) ความบริสุทธ
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Method Development for Determination of Alcohol Contents
in Hand Sanitizer Products by HS-GC-FID    Suphatchaya Lamkhao et al.

รอยละ 99.73 และเทอรท-บิวทิลแอลกอฮอล 

(tert-butyl alcohol) (Sigma-Aldrich, USA) ที่มี

ความบริสุทธิ์มากกวา 99% 

ตัวอยางผลิตภัณฑ

เ ต รี ยมผลิ ตภัณฑ ท ำค ว ามส ะอ าดมื อที่ มี

แอลกอฮอลเปนสวนประกอบรูปแบบเจลที่เตรียมขึ้นเอง

โดยปราศจากแอลกอฮอลท้ัง 4 ชนิด ดงัน้ี เตมิ 0.7% w/w

carbopol (Lubrizol, USA) ปริมาณ 20 กรัม ลงใน

น้ำกล่ันอุน 1,137 มิลลิลิตร คนใหละลายรวมเปนเนื้อ

เดียวกันและตั้งทิ้งไวให carbopol พองตัว เปนเวลา

24 ชัว่โมง ทีอ่ณุหภมูหิอง จากนัน้คอยๆ เตมิ 0.3% w/w

trietanolamine (Lubrizol, USA) ปริมาณ 10 กรัม

คนจนกระทั่งเจลกอตัวและเปนเนื้อเดียวกันจะได

ตัวอยางเจล ปริมาณ 3,000 กรัม แบงบรรจุใสขวด

เพื่อใชเปน Matrix blank สำหรับการทดสอบความ

ใชไดของวิธีวิเคราะห

ผลิตภัณฑทำความสะอาดมือท่ีมีแอลกอฮอล

เปนสวนประกอบรูปแบบเจล จำนวน 40 ตัวอยาง ดังนี้

มีเมทิลแอลกอฮอลอยางเดียว จำนวน 1 ตัวอยาง 

เอทิลแอลกอฮอลอยางเดียว จำนวน 18 ตัวอยาง

เอ็น-โพรพิลแอลกอฮอลอยางเดียว จำนวน 10 ตัวอยาง 

เอทิลแอลกอฮอลผสมไอโซโพรพิลแอลกอฮอล จำนวน 

5 ตัวอยาง และไอโซโพรพิลแอลกอฮอลผสมเอ็น-

โพรพิลแอลกอฮอล จำนวน 6 ตัวอยาง ที่มีจำหนาย

ในตลาดนัดและหางสรรพสินคาในจังหวัดนนทบุรีและ

กรุงเทพมหานคร เพือ่ใชในการทดสอบความใชไดของวธิี

ในการทดสอบผลิตภัณฑแอลกอฮอลทำความสะอาดมือ

รูปแบบเจล 

เครื่องมือและอุปกรณ

Positive Displacement Pipette ขนาด 500 

ไมโครลิตร (Brand GMBH, Germany), Piston 

pipette ขนาด 500 ไมโครลิตร (Transferpette S, 

Brand GMBH, Germany), ขวด Headspace ขนาด 

20 มิลลิลิตร (Agilent Technology, USA), Vortex 

Mixer (G-560E, Scientific Inc, USA),

เคร่ืองเฮดสเปซ (Headspace) (G1888, Agilent

Technology, USA), เครื่องแกสโครมาโตกราฟ

(Gas chromatography) (7890A, Agilent

Technology, USA) และเครื่องตรวจวัดชนิด Flame

Ionization Detector (FID) ที่มีคอลัมนชนิด

DB-5 ขนาด 30 เมตร × 0.250 มิลลิเมตร × 0.250 

ไมโครเมตร (Agilent Technology, USA)

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Internal Standard

ปเปตสารละลายเทอรท-บิวทิลแอลกอฮอล 

(tert-butyl alcohol) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงใน 

Volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายและ

ปรบัปรมิาตรดวยนำ้กลัน่ เขยาใหละลายเปนเนือ้เดยีวกนั 

เก็บไวในขวดสีชาจะไดความเขมขน 1% เทอรท-

บิวทิลแอลกอฮอล

การเตรียมสารละลายมาตรฐานแอลกอฮอล 

เตรียมสารละลายมาตรฐานของแอลกอฮอล

แตละชนิด ไดแก สารละลายมาตรฐานเมทิลแอลกอฮอล 

เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล และเอ็น-

โพรพิลแอลกอฮอล ใชปเปตดูดแอลกอฮอลแตละชนิด 

ปริมาตร 5, 10, 20, 40 และ 80 ไมโครลิตร ลงในขวด

วดัปรมิาตร ขนาด 10 มลิลลิิตร เตมินำ้กลัน่จนถึงปรมิาตร 

10 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เพื่อใหสารละลายเขากันเปน

เนื้อเดียว ใหไดความเขมขนสุดทายของสารละลาย คือ 

0.5, 1.0, 2.0, 4.0 และ 8.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

ตามลำดับ ใสลงในขวด Headspace ที่เตรียมไว เติม

สารละลาย 1% เทอรท-บิวทิลแอลกอฮอล ปริมาตร 

500 ไมโครลิตร เพื่อใหเปนสารมาตรฐาน Internal 

Standard จากนั้นปดขวดดวยฝาอะลูมิเนียมใหสนิท 

พรอมสำหรบัการวเิคราะหดวยเครือ่ง Headspace-Gas 

Chromatography–Flame Ionization Detection 

(HS-GC-FID) 

การเตรียมตัวอยางผลิตภัณฑทำความสะอาดมือที่มี

แอลกอฮอลเปนสวนประกอบ

ตั วอย า งผลิตภัณฑทำความสะอาดมือที่ มี

แอลกอฮอลเปนสวนประกอบรปูแบบเจล จำนวนทัง้หมด 

40 ตัวอยาง ประกอบดวย เมทิลแอลกอฮอล จำนวน
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การตรวจสอบความใชไดของวิธีวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล
ในผลิตภัณฑแอลกอฮอลสำหรับมือโดยเทคนิค HS-GC-FID            ศุภัชญา ลำขาว และคณะ

1 ตัวอยาง เอทิลแอลกอฮอล จำนวน 18 ตัวอยาง 

เอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล  จำนวน 10 ตัวอย าง 

เอทิลแอลกอฮอลผสมไอโซโพรพิลแอลกอฮอล 

จำนวน 5 ตัวอยาง ไอโซโพรพิลแอลกอฮอลผสม

เอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล จำนวน 6 ตัวอยาง ซื้อจาก

ตลาดนัดและหางสรรพสินคาตางๆ ในจังหวัดนนทบุรี

และกรุงเทพมหานคร มีขั้นตอนการเตรียมดังนี้ ปเปต

แตละตัวอยางละ 500 ไมโครลิตร ลงในขวดวัดปริมาตร

ขนาด 10 มิลลิลิตร ละลายและปรับปริมาตรดวยน้ำกลั่น 

เขยาใหละลายเปนเนื้อเดียวกัน จากนั้นปเปตสารละลาย

ตัวอยางที่ได 500 ไมโครลิตร ลงในขวด Headspace 

ขนาด 20 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 1% เทอรท-

บวิทลิแอลกอฮอล ปรมิาตร 500 ไมโครลติร ปดผนกึดวย

ฝาอะลูมิเนียม เขยาใหเปนเนื้อเดียวกัน สำหรับวิเคราะห

ดวยเครือ่ง HS-GC-FID การตรวจวิเคราะหหาปรมิาณ

แอลกอฮอลทั้ง 4 ชนิด ดวยเครื่อง HS-GC-FID ใช

สภาวะของเครื่อง ดังแสดงในตารางที่ 1 โดยมีปริมาตร

การฉีด 1 ไมโครลิตร

การตรวจสอบความเหมาะสมของระบบ (System 

suitability)

ฉีดสารละลายมาตรฐานแอลกอฮอลแตละชนิด 

ทัง้ 4 ชนดิ ท่ีความเขมขน 2 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร จากนัน้

เติมสารละลายเทอรท-บิวทิลแอลกอฮอล ความเขมขน 

1% ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ซึ่งทำหนาที่เปน Internal

Standard ใสลงในขวด Headspace ที่เตรียมไว

จากนั้นปดขวดดวยฝาอะลูมิเนียมใหสนิท พรอมสำหรับ

การวิเคราะหดวยเครื่อง HS-GC-FID ทำการฉีด

สารละลายมาตรฐานแตละชนิด จำนวน 5 ซ้ำ คำนวณ % 

Relative Standard Deviation (% RSD) ของ Peak 

area และ Retention time (RT) โดยเกณฑการยอมรับ 

คือ % RSD ของ Peak area ≤ 3 และ % RT ≥ 2(10,11)

ตารางที่ 1 แสดงสภาวะพารามิเตอรของเครื่อง HS-GC-FID

 Gas Chromatography           Headspace

ยี่หอ
คอลัมนที่ใช

Agilent รุน 7890
DB5, 30m × 0.25mm × 0.25µm

            Agilent รุน G1888

Oven temperature 70°C

Column temperature
Injector temperature
Detector temperature
Carrier gas/flow rate
Split ratio
Hydrogen Flow
Air flow

Make up gas/flow rate

45°C
150°C
250°C

He/1.5 mL/min
50:1

40 mL/min
400 mL/min

N2/45 mL/min

Loop temperature
Transferline temperature

Vial Equilibration
Pressurization time

Loop Fill time   
Loop Equilibration

Inject time

80°C
90°C

5.0 min
0.20 min
0.20 min

0.05 
0.30 min

Incubator time 5 min

GC cycle time 9 min

การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (Method 

Validation)

การตรวจสอบความจำเพาะเจาะจง (Speci-

ficity)

ฉีดสารละลายมาตรฐานเมทิลแอลกอฮอล 

เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล เอ็น-โพรพิล

แอลกอฮอล ทีมี่ความเขมขน 2 มิลลกิรมัตอมิลลลิติร และ

สารละลาย 1% เทอรท-บิวทิลแอลกอฮอล เปน Internal 

Standard และสารละลายตวัอยางเขาเครือ่ง GC ภายใต

สภาวะทีก่ำหนด ดงัแสดงในตารางที ่1 เพือ่ตรวจสอบการ

แยกของเมทลิแอลกอฮอล เอทลิแอลกอฮอล ไอโซโพรพิล-

แอลกอฮอล และเอน็-โพรพลิแอลกอฮอล จากการรบกวน

ของสารอ่ืนในตัวอยาง โดยตองมีคา Retention time 

(RT) แยกจากกันชัดเจนและคา Resolution ≥ 2(10,11)
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Method Development for Determination of Alcohol Contents
in Hand Sanitizer Products by HS-GC-FID    Suphatchaya Lamkhao et al.

การทดสอบความเปนเสนตรง (Linearity)

เตรียมสารละลายมาตรฐานของแอลกอฮอล

แตละชนิด ไดแก สารละลายมาตรฐานเมทิลแอลกอฮอล 

เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล และ

เอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล โดยใชปเปตดูดแอลกอฮอล

แตละชนิด ปริมาตร 5, 10, 20, 40 และ 80 ไมโครลิตร 

ลงในขวดปรับปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร เติมน้ำกลั่น

จนถึง ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใหไดความเขมขนสุดทาย

ของสารละลาย คือ 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 และ 8.0 มิลลิกรัม

ตอมลิลลิติร ตามลำดบั จากนัน้ดดูสารละลายมาตรฐานที่

ไดจากการเตรียม ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสลงในขวด 

Headspace ที่เตรียมไว เติมสารละลาย 1% เทอรท-

บิวทิลแอลกอฮอล ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เพื่อใหเปน

สารมาตรฐาน Internal Standard จากน้ันปดขวด

ดวยฝาอะลูมิเนียมใหสนิท เขยาใหรวมเปนเนื้อเดียวกัน 

พรอมสำหรับการวเิคราะหดวยเครือ่ง Headspace-Gas 

Chromatography–Flame Ionization Detection 

(HS-GC-FID) เพ่ือสรางกราฟมาตรฐานระหวาง

ความเขมขนของสารมาตรฐาน (แกน x) กับพื้นที่ใตพีค

ของสารมาตรฐาน (แกน y) คำนวณหาสัมประสิทธิ์

สหสัมพันธของเพียรสัน (Pearson Correlation

Coefficient, R)โดยคาความสัมพันธท่ียอมรับได

ตองไมนอยกวา 0.995 (10,11)

การทดสอบความแมน (Accuracy)

วิเคราะหปริมาณแอลกอฮอลในตัวอยางที่เตรียม

ขึ้นเอง (Matrix blank) ท่ีเติมสารละลายมาตรฐาน

เมทิลแอลกอฮอล เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิล-

แอลกอฮอล และเอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล ที่ความเขม

ขน 3 ระดับ คือ รอยละ 50, 100 และ 150 โดยปริมาตร 

ความเขมขนสดุทาย รอยละ 1.0, 2.0 และ 3.0 โดยปรมิาตร

ตามลำดับ จากนั้นปเปตสารมาตรฐานของแอลกอฮอล

แตละชนดิทีค่วามเขมขนเริม่ตน 1,000 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร

ปเปตปรมิาตร ดงัแสดงในตารางที ่2 เตมิลงในตวัอยางเจล

ปรมิาตร 500 ไมโครลติร ในขวดปรบัปรมิาตร 25 มลิลลิติร

ปรับปริมาตรใหครบ 25 มิลลิลิตร ดวยน้ำกลั่น เขยา

ใหสารมาตรฐานทั้ง 4 ชนิด ที่เติมลงไปผสมในตัวอยาง

เจลเปนเนื้อเดียวกัน ดูดสารละลายตัวอยางที่ไดจาก

การเตรียม 500 ไมโครลิตร ใสลงในขวด Headspace

เติมสารละลาย 1% เทอรท-บิวทิลแอลกอฮอลเปน

Internal Standard ปริมาตร 500 ไมโครลิตร

จากนั้นปดขวดดวยฝาอะลูมิเนียมใหสนิท เขยาใหรวม

เปนเนื้อเดียวกัน พรอมสำหรับการวิเคราะหดวยเครื่อง 

Headspace-Gas Chromatography–Flame

Ionization Detection (HS-GC-FID) ทำการวิเคราะห

ระดับความเขมขนละ 7 ซ้ำ คำนวณปริมาณเปรียบเทียบ

กับสารมาตรฐานจาก Calibration curve แลวคำนวณ

คาเฉลี่ย % Recovery และ % RSD โดยประเมินผล

การทดสอบความถูกตองของวิธีตามเกณฑกำหนดดังนี้

ความแมน (Accuracy) กำหนดเกณฑยอมรับ

คารอยละของการกลับคืน (% Recovery) 95–110% 

และ % RSD ≤ 3%  คาความเที่ยง (Precision) ไดจาก

คำนวณคา % RSD โดยเกณฑยอมรบั % RSD ≤ 3%(10,11)

ตารางที่ 2  แสดงปริมาตรของแอลกอฮอลทั้ง 4 ชนิดที่เติมลงในสารตัวอยางเจล

ชนิดของแอลกอฮอล 250 มก. 500 มก. 750 มก.

เมทิลแอลกอฮอล

เอทิลแอลกอฮอล

ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล

เอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล

250 ไมโครลิตร

250 ไมโครลิตร

250 ไมโครลิตร

250 ไมโครลิตร

500 ไมโครลิตร

500 ไมโครลิตร

500 ไมโครลิตร

500 ไมโครลิตร

750 ไมโครลิตร

750 ไมโครลิตร

750 ไมโครลิตร

750 ไมโครลิตร



469วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2568

การตรวจสอบความใชไดของวิธีวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล
ในผลิตภัณฑแอลกอฮอลสำหรับมือโดยเทคนิค HS-GC-FID            ศุภัชญา ลำขาว และคณะ

การทดสอบความความเที่ยง (Precision)

การวิเคราะหซ้ำในวันเดียวกัน (Repeat-

ability)

ใชผลิตภัณฑทำความสะอาดมือท่ีมีแอลกอฮอล

เปนสวนประกอบรูปแบบเจลที่เตรียมขึ้นเอง (Matrix 

blank) เติมสารละลายมาตรฐานแอลกอฮอลทั้ง 4 ชนิด

คือ เมทิลแอลกอฮอล เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิล-

แอลกอฮอล  และเอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล  ใหมี

ความเขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นเติม

สารละลายเทอรท-บิวทิลแอลกอฮอล ความเขมขน 1% 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เปน Internal Standard

ใสลงในขวด Headspace ที่เตรียมไว จากนั้นปดขวด

ดวยฝาอะลูมิเนียมใหสนิท พรอมสำหรับการวิเคราะห

ดวยเครื่อง HS-GC-FID วิเคราะหตัวอยางละ 7 ซ้ำใน

วันเดียว แลวคำนวณหาปริมาณแอลกอฮอลในตัวอยาง

เปนรอยละโดยปริมาตร คำนวณคา % RSD โดยเกณฑ

ยอมรับ % RSD ≤ 3%(10,11) 

การวิเคราะหซ้ำระหวางวัน (Intermediate 

Precision, Between-Day)

ใชผลิตภัณฑทำความสะอาดมือท่ีมีแอลกอฮอล

เปนสวนประกอบรูปแบบเจลที่เตรียมขึ้นเอง (Matrix

blank) เติมสารละลายมาตรฐานแอลกอฮอลทั้ง 4 ชนิด

คือ เมทิลแอลกอฮอล เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิล-

แอลกอฮอล  และเอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล  ใหมี

ความเขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นเติม

สารละลายเทอรท-บิวทิลแอลกอฮอล ความเขมขน

1% ในปริมาตร 500 ไมโครลิตร เปน Internal 

Standard ใสลงในขวด Headspace ที่เตรียมไว

จากนั้นปดขวดดวยฝาอะลูมิเนียมใหสนิท พรอมสำหรับ

การวิเคราะหดวยเครื่อง HS-GC-FID ตัวอยาง

จะวิเคราะหเปนเวลา 5 วัน วันละ 7 ซ้ำ แลวคำนวณหา

ปริมาณแอลกอฮอลในตัวอยางเปนรอยละโดยปริมาตร 

คำนวณคา % RSD โดยเกณฑยอมรบั % RSD ≤ 3%(10,11) 

การ วิ เคราะห ซ้ ำ โดย เป ล่ียน นัก วิ เคราะห

(Intermediate Precision, Between-Analysts)

ใชผลิตภัณฑทำความสะอาดมือท่ีมีแอลกอฮอล

เปนสวนประกอบรูปแบบเจลที่เตรียมขึ้นเอง (Matrix 

blank) เติมสารละลายมาตรฐานแอลกอฮอลทั้ง 4 ชนิด 

คือ เมทิลแอลกอฮอล เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิล-

แอลกอฮอล และเอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล ใหมีความ

เขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย 

เทอรท-บิวทิลแอลกอฮอล ความเขมขน 1% ในปริมาตร 

500 ไมโครลิตร เปน Internal Standard ใสลงในขวด

Headspace ทีเ่ตรยีมไว จากนัน้ปดขวดดวยฝาอะลมูเินยีม

ใหสนทิ พรอมสำหรบัการวเิคราะหดวยเครือ่ง HS-GC-

FID วิเคราะหโดยนักวิเคราะห 2 คน คนละ 7 ซ้ำ แลว

คำนวณหาปริมาณแอลกอฮอลในตัวอยางเปนรอยละ

โดยปริมาตร คำนวณคา % RSD โดยเกณฑยอมรับ

% RSD ≤ 3%(10,11) 

การวเิคราะหขดีจำกดัของการตรวจพบ (Limit 

of Detection, LOD)

ทดสอบโดยเติมสารละลายมาตรฐานแอลกอฮอล

ทั้ง 4 ชนิด ที่ความเขมขนต่ำๆ ที่ 0.005 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร ลงในตัวอยางผลิตภัณฑเพื่อสุขอนามัยสำหรับ

มอืทีเ่ตรยีมขึน้เอง (Matrix blank) และเตมิสารละลาย 

1% เทอรท-บวิทลิแอลกอฮอล เปน Internal Standard

ทำการวิเคราะห 7 ซ้ำ จากนั้นยืนยันคา LOD โดยทำการ

วิเคราะห 7 ซ้ำ ผลที่ไดตองไมพบ False negative และ

ตองใหสัญญาณคา Signal-to-Noise Ratio มากกวา

หรือเทากับ 3 คำนวณเปนรอยละโดยปริมาตรของ

ตัวอยาง(10,11)

การวิเคราะหขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ 

(Limit of Quantitation, LOQ)

ทดสอบโดยเติมสารละลายมาตรฐานแอลกอฮอล

ทั้ง 4 ชนิด ที่มีความเขมขนใกลเคียงคาต่ำสุดของ

กราฟมาตรฐาน ลงในตัวอยางผลิตภัณฑเพื่อสุขอนามัย

สำหรับมือที่เตรียมขึ้นเอง (Matrix blank) และเติม

สารละลาย 1% เทอรท-บิวทลิแอลกอฮอล เปน Internal 

Standard  จากนัน้ทำการวเิคราะห 7 ซำ้ แลวคำนวณเปน

คารอยละโดยปริมาตรของ % Recovery และ % RSD 

โดยเกณฑยอมรบัคารอยละของ % Recovery ตองอยูใน

ชวง 95–110% และคา % RSD ≤ 3%(10,11)
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การประเมินคาความไมแนนอนของการวิเคราะห

(Measurement Uncertainty, MU)

การประเมนิคาความไมแนนอนของการวดั คำนงึถึง

แหลงของความไมแนนอนจากทุกแหลง ไดแก ปริมาตร 

กราฟมาตรฐาน ความเที่ยง และความแมน แลวคำนวณ

รวมคาความไมแนนอนท้ังหมด จากน้ันหาคาความ

ไมแนนอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (k = 2) เพื่อ

ประเมินคาความไมแนนอนของการวิเคราะหตามวิธีที่ได

ทดสอบ ปริมาณสารที่พบหนวยเปนรอยละโดยปริมาตร 

(%v/v) และคำนวณความเขมขนของสารท่ีตรวจพบ

จากกราฟมาตรฐาน โดยใชสมการเสนตรง(8)

ผล

การทดสอบความเปนเสนตรง (Linearity)

ผลการทดสอบความเปนเสนตรงของสารมาตรฐาน

เมทิลแอลกอฮอล เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิล-

แอลกอฮอล และเอน็-โพรพลิแอลกอฮอล ทีช่วงความเขมขน

0.5, 1.0, 2.0, 4.0 และ 8.0 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร  ระหวาง

ความเขมขนของสารมาตรฐานที่เติมกับพื้นที่ใตพีค

จากการวิเคราะหดวย GC มีความสัมพันธเปนเสนตรง 

โดยคำนวณหาความเขมขนของสารมาตรฐานเฉลีย่ทีต่รวจ

วิเคราะหได พบวาคาประสิทธิ์สหสัมพันธ (correlation 

coefficient, r) เทากับ 0.9997, 0.9996, 0.9995 และ 

0.9995 ตามลำดับ ดังแสดงในภาพที่ 1

ภาพที่ 1 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนและพื้นที่ใตพีคจากการวิเคราะหดวย GC มีความ

 เปนเสนตรงและแสดงชวงของการวิเคราะห (Linearity and working range) ของเมทิลแอลกอฮอล

 เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล และเอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล 

การทดสอบความจำเพาะเจาะจง (Specificity) 

ผลการตรวจสอบความจำเพาะของวธิ ี(Specificity)

เมื่ อฉี ดสารละลายมาตรฐาน เม ทิลแอลกอฮอล 

เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล และ

เอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล  ภายใตสภาวะเครื่ อง

HS-GC-FID พบวาสามารถแยกสารไดทั้งหมด 5 สาร 

คือ เมทิลแอลกอฮอล เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิล-

แอลกอฮอล เทอรท-บิวทิลแอลกอฮอล (Internal 

Standard) และเอ็น-โพรพลิแอลกอฮอล ทีค่วามเขมขน

2.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ออกจากกันได โดยมีคา

Retention time (RT) ประมาณ 4.1, 4.4, 4.6, 4.8 

และ 5.1 นาที โดยประมาณ ตามลำดับ ดังแสดงใน

ภาพที่ 2 โดยมี Resolution time เทากับ 1.2, 1.2, 1.1, 

1.2 และ 1.4  ตามลำดับ 
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การตรวจสอบความใชไดของวิธีวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล
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ภาพที่ 2 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐานเมทิลแอลกอฮอล เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล

 เอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล และเทอรท-บิวทิลแอลกอฮอล ที่ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

จากการวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล ในตัวอยาง

ผลิตภัณฑแอลกอฮอลเพื่อสุขอนามัยสำหรับมือที่มี

แอลกอฮอลในรูปแบบเจล พบวาเกิดการแยกพีคได

ทั้งหมด 5 พีค โดยมีคา Retention time (RT) ของ 

เมทิลแอลกอฮอล เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิล-

แอลกอฮอล  เทอรท-บิ ว ทิลแอลกอฮอล  และ

เอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล ใกลเคียงกับคา Retention

time ของกราฟมาตรฐาน ดังในแสดงภาพที่ 3 โดยมีคา

Resolution time ในตัวอยางเทากับ 1.2, 1.2, 1.1, 

1.2 และ 1.4  ตามลำดับ ซึ่งพบวาใกลเคียงกับสาร

มาตรฐานแอลกอฮอล เทากบั 1.2, 1.2, 1.1, 1.2 และ 1.4

ตามลำดับ  

ภาพที่ 3 โครมาโตแกรมของตัวอยางผลิตภัณฑทำความสะอาดมือที่มีแอลกอฮอลเปนสวนประกอบรูปแบบเจล

 ที่มีเมทิลแอลกอฮอล เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล เทอรท-บิวทิลแอลกอฮอล และ

 เอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล ผสมกัน
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การทดสอบความแมน (Accuracy) และความเที่ยง 

(Precision)

การทดสอบความแมนและความเ ท่ียงของ

วิ ธี วิ เ ค ร า ะห ห าปริ ม าณขอ ง เมทิ ล แอลกอฮอล 

เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล และ

เอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล ที่ระดับความเขมขน รอยละ 

1.0, 2.0 และ 3.0 โดยปริมาตรวิเคราะห 7 ซ้ำ (n = 7) 

พบวา % Recovery เฉลี่ยทั้ง 3 ระดับ เมทิลแอลกอฮอล 

อยูในชวงรอยละ 99−100 เอทิลแอลกอฮอล อยูในชวง

รอยละ 98−100 ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล อยูในชวง

รอยละ 98−100 และเอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล อยูในชวง

รอยละ 99−100 และความเทีย่งทีป่ระเมนิคา % RSD ของ

เมทลิแอลกอฮอล อยูในชวง 0.78−1.03 เอทลิแอลกอฮอล 

อยูในชวง 1.00−1.08 ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล อยูใน

ชวง 0.97−1.21 และเอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล อยูในชวง 

0.78−0.99 ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 3 

ตารางที่ 3 ความแมนและความเที่ยงของวิธีวิเคราะหปริมาณของเมทิลแอลกอฮอล เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิล-

 แอลกอฮอล และเอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล

ชนิดแอลกอฮอล
Spiked level

(รอยละ)

% Recovery of

Mean of ± SD

% RSD

(เกณฑยอมรับ ≤ 3)

Methyl alcohol 1.0

2.0

3.0

100.14±0.01

99.74 ±0.27

100.75 ± 0.11

0.78

0.98

1.03

Ethyl alcohol 1.0

2.0

3.0

98.57±0.08

99.67±0.30

100.45±0.22

1.00

1.08

1.01

Isopropyl alcohol 1.0

2.0

3.0

98.77±0.70

99.93±0.31

100.69±0.37

1.02

1.21

0.97

 n-propyl alcohol 1.0

2.0

3.0

99.02±0.25

99.68±0.31

100.81±0.40

0.78

0.99

0.78

การวิเคราะหขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) และ

ขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) 

ผลการทดสอบขีดจำกัดของตรวจพบ LOD ได

เทากบัรอยละ 0.001 โดยปรมิาตร โดยใหสัญญาณพคีมคีา

สูงกวา 3 เทาของ Signal to Noise สวนคาขีดจำกัดของ

การวดัเชงิปรมิาณ LOQ เทากบัรอยละ 0.01 โดยปรมิาตร 

ในทุกชนิดสาร ผลการพิสูจนคา LOQ ในผลิตภัณฑ

เพ่ือสุขอนามัยสำหรับมือที่มีแอลกอฮอลรูปแบบเจล 

โดยการเติมสารมาตรฐานแอลกอฮอลทั้ง 4 ชนิด คือ 

เมทิลแอลกอฮอล เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิล-

แอลกอฮอล และเอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล โดยวิเคราะห 

7 ซ้ำ (n = 7) ไดคา % Recovery ในชวงรอยละ 

100.56−102.14, 98.56−96.75, 97.78−99.77 และ 

100.45−101.02 ตามลำดับ และ % RSD ในชวง 0.91, 

1.22, 1.83, 1.82 ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 4
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การตรวจสอบความใชไดของวิธีวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล
ในผลิตภัณฑแอลกอฮอลสำหรับมือโดยเทคนิค HS-GC-FID            ศุภัชญา ลำขาว และคณะ

การทดสอบความเที่ยงโดยการวิเคราะหซ้ำในวัน

เดียวกัน (Repeatability)

ผลการวิเคราะหปรมิาณแอลกอฮอล ในผลติภณัฑ

ทำความสะอาดมือรูปแบบเจลท่ีมีแอลกอฮอล 4 ชนิด

ผสมกัน คือ เมทิลแอลกอฮอล เอทิลแอลกอฮอล 

ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล และเอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล 

วิเคราะหตัวอยาง 5 ซ้ำในวันเดียว พบวามีคา % RSD 

เทากบั 0.47, 0.69, 0.67 และ 0.66 ดงัแสดงในตารางที ่5

ตารางที่ 4  ผลการทดสอบ % Recovery และ % RSD ของคา LOQ 

ชนิดแอลกอฮอลที่เติม % Recovery % RSD

Methyl alcohol

Ethyl alcohol

Isopropyl alcohol

n-propyl alcohol

100.56−102.14

98.56−96.75

97.78−99.77

100.45−101.02

0.91

1.22

1.83

1.82

ตารางที่ 5 ผลการสอบความเท่ียงโดยการวิเคราะหซำ้ในวนัเดยีวกัน ในการวเิคราะหปรมิาณแอลกอฮอลในผลติภณัฑ

 ทำความสะอาดมือรูปแบบเจล

ชนิดแอลกอฮอลที่เติม ครั้งที่                         
ปริมาณ (รอยละโดยปริมาตร) (*n = 5)        

คาเฉลี่ย % RSD คาเฉลี่ยในวันเดียวกัน % RSD

Methyl alcohol

1
2
3
4
5

67.7900
67.7373
67.6346
67.8904
67.8304

0.46
0.53
0.45
0.41
0.51

67.7765 0.47

Ethyl alcohol

1
2
3
4
5

78.8453
78.9025
78.9784
78.7382
78.9413

0.69
0.45
0.87
0.87
0.56

78.8811 0.69

Isopropyl alcohol

1
2
3
4
5

73.7309
73.6578
73.5760
73.4564
73.4554

0.68
0.87
0.93
0.34
0.54

73.5753 0.67

n-propyl alcohol

1
2
3
4
5

68.9874
68.8865
68.9769
68.8903
68.8648

0.52
0.57
0.49
0.78
0.92

68.9212 0.66

หมายเหตุ: * จำนวนครั้งของการวิเคราะห
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Method Development for Determination of Alcohol Contents
in Hand Sanitizer Products by HS-GC-FID    Suphatchaya Lamkhao et al.

การทดสอบความเที่ยงโดยการวิเคราะหซ้ำระหวางวัน 

(Intermediate Precision, Between-Day)

ผลการวเิคราะหปรมิาณแอลกอฮอล ในผลติภณัฑ

ทำความสะอาดมือรูปแบบเจลท่ีมีแอลกอฮอล 4 ชนิด

ผสมกัน คือ เมทิลแอลกอฮอล เอทิลแอลกอฮอล

ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล และเอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล 

ในตัวอยางวิเคราะห เปนเวลา 5 วัน วันละ 7 ซ้ำ พบวา

มีคา % RSD เทากับ 0.32, 0.29, 0.15 และ 0.44 

ดังแสดงในตารางที่ 6

ตารางที่ 6  ผลการสอบความเที่ยงโดยการวิเคราะหซ้ำระหวางวัน ในการวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอลในผลิตภัณฑ

 ทำความสะอาดมือรูปแบบเจล

ชนิดแอลกอฮอลที่เติม วันที่                         
ปริมาณ (รอยละโดยปริมาตร) (*n = 7)        

คาเฉลี่ย % RSD คาเฉลี่ยระหวางวัน % RSD

Methyl alcohol

1
2
3
4
5

67.9879
67.7873
67.2346
67.5674
67.8984

0.56
0.43
0.65
0.44
0.41

67.4563 0.32

Ethyl alcohol

1
2
3
4
5

79.4563
79.3245
79.8764
79.6342
79.4536

0.89
0.56
0.78
0.23
0.12

79.0984 0.29

Isopropyl alcohol

1
2
3
4
5

73.7874
73.3432
73.4531
73.5667
73.7677

0.48
0.72
0.80
0.62
0.13

73.5644 0.15

n-propyl alcohol

1
2
3
4
5

69.6574
69.4565
69.3422
69.4333
69.5405

0.64
0.80
0.78
0.32
0.45

69.2332 0.44

หมายเหตุ: * จำนวนครั้งของการวิเคราะห

การทดสอบความเทีย่งโดยการวเิคราะหซำ้โดยเปลีย่น

นักวิ เคราะห (Intermediate Precision,

Between-Analysts)

ผลการวเิคราะหปรมิาณแอลกอฮอล ในผลติภณัฑ

ทำความสะอาดมือรูปแบบเจลท่ีมีแอลกอฮอล 4 ชนิด

ผสมกัน คือ เมทิลแอลกอฮอล เอทิลแอลกอฮอล

ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล และเอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล 

ในตัวอยางวิเคราะห โดยนักวิเคราะห 2 คน คนละ 7 ซ้ำ 

พบวามีคา % RSD เทากับ 1.12, 0.27, 0.42 และ 0.26 

ดังแสดงในตารางที่ 7
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การตรวจสอบความใชไดของวิธีวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล
ในผลิตภัณฑแอลกอฮอลสำหรับมือโดยเทคนิค HS-GC-FID            ศุภัชญา ลำขาว และคณะ

การทดสอบผลิตภัณฑแอลกอฮอลทำความสะอาดมือ

รูปแบบเจลที่มีจำหนาย 

ผลการวิเคราะหปรมิาณแอลกอฮอล ในผลติภณัฑ

ทำความสะอาดมือรูปแบบเจลท่ีมีแอลกอฮอล 4 ชนิด 

คือ เมทิลแอลกอฮอล เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิล-

แอลกอฮอล และเอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล ในผลิตภัณฑ

ทำความสะอาดมอืรปูแบบเจล จำนวน 40 ตวัอยาง พบวา

ตารางที่ 7 ผลการทดสอบความเท่ียงของการวิเคราะหโดยตางนักวิเคราะห ในการวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล

  ในผลิตภัณฑทำความสะอาดมือรูปแบบเจล

ชนิดแอลกอฮอลที่เติม นักวิเคราะห                       
ปริมาณ (รอยละโดยปริมาตร)       

คาเฉลี่ย (n = 7) คาเฉลี่ยนักวิเคราะห (n = 2) % RSD

Methyl alcohol
1
2

68.8776
67.7997

68.33865 1.12

Ethyl alcohol
1
2

80.1879
79.8769

80.0324 0.27

Isopropyl alcohol
1
2

74.5365
74.0907

74.3136 0.42

n-propyl alcohol
1
2

70.5098
70.2554

70.3826 0.26

หมายเหตุ: * จำนวนครั้งของการวิเคราะห

ผลทดสอบของผลิตภัณฑแอลกอฮอลทำความสะอาด

มือที่ผานมาตรฐาน ซึ่งมีปริมาณของแอลกอฮอลชนิดท่ี

กฎหมายกำหนดตั้งแต 70 เปอรเซ็นตขึ้นไป จำนวน 13 

ตัวอยาง (ประมาณรอยละ 33) และไมผานมาตรฐาน 

26 ตัวอยาง (ประมาณรอยละ 67) นอกจากน้ียังพบ

1 ตัวอยาง ที่มีสวนผสมของเมทิลแอลกอฮอล ดังแสดง

ในภาพที่ 4

ภาพที่ 4 แสดงตัวอยางผลการวิเคราะหผลิตภัณฑแอลกอฮอลทำความสะอาดมือแบบเจล จำนวน 40 ตัวอยาง

 ดวยวิธี HS-GC-FID ซึ่งพบผลิตภัณฑที่มีแอลกอฮอลชนิดที่ใชไดตั้งแต 70 เปอรเซ็นตขึ้นไป และต่ำกวา 

 70 เปอรเซ็นต รวมทั้งพบหนึ่งตัวอยางที่มีเมทิลแอลกอฮอล 
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Method Development for Determination of Alcohol Contents
in Hand Sanitizer Products by HS-GC-FID    Suphatchaya Lamkhao et al.

การประเมินคาความไมแนนอนของการวิเคราะห 

การประเมินคาความไมแนนอนของการตรวจ

วิเคราะหแสดงใหเห็นถึงสายโซการสอบกลับไดของ

การวัด โดยพิจารณาแหลงความไมแนนอนที่จะมีผล

กระทบตอการตรวจวิเคราะห ไดแก ความไมแนนอน

จากความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน การสอบเทียบ

เครื่องมือ ความเขมขนของตัวอยางที่อานไดจาก

กราฟมาตรฐาน ความเที่ยงของวิธี เมื่อทําซ้ำ และ

คารอยละการคืนกลับของการทดสอบความถูกตอง

ของวิ ธี  นํ า ม าคํ านวณค าคว าม ไม แน นอนรวม

(Combined Uncertainty, UC) และคาความ

ไมแนนอนขยาย (Expanded Uncertainty, U)

ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใชคา Coverage Factor 

(k) เทากบั 2 เทากบั รอยละ 0.48, 0.34, 0.14 และ 0.32 

โดยปริมาตร ตามลำดับ ดังแสดงในภาพที่ 5 

วิจารณ

การทดสอบความถูกตองของวิ ธี วิ เคราะห

ปริมาณแอลกอฮอล 4 ชนิด คือ เมทิลแอลกอฮอล 

เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล เอ็น-

โพรพิลแอลกอฮอล พรอมกันในผลิตภัณฑแอลกอฮอล

เพ่ือสุขอนามยัสำหรบัมือ โดยเทคนคิ Headspace-Gas 

Chromatography-Flame Ionization Detector 

(HS-GC-FID) ไดพัฒนามาจากวิธีการวิเคราะหโดย

ภาพที่ 5 สัดสวนขององคประกอบแหงความไมแนนอนที่สำคัญที่มีผลตอการวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล

 ในผลิตภัณฑแอลกอฮอลเพื่อสุขอนามัยสำหรับมือโดยเทคนิค HS-GC-FID
 หมายเหตุ: Recovery = คารอยละการคืนกลับของการทดสอบความถูกตองของวิธี
                RSD = ความเที่ยงของวิธีเมื่อทําซ้ำ
                Vs  =  ปริมาตรของตัวอยาง
                Cx  =  ความเขมขนของสารมาตรฐาน
                Co = ความเขมขนของตัวอยางที่อานไดจากกราฟมาตรฐาน
                PRP  =  ความเขมขนของตัวอยางที่รายงาน

เครื่องแกสโครมาโตกราฟ (Gas Chromatography) 

จาก ILIADe143:2019(11) ซึ่งเปนวิธีที่ยุงยาก ซับซอน

วิเคราะหสารกลุมแอลกอฮอลได 3 ชนิด และใชเวลา

ในการวิเคราะหนาน วิธี วิ เคราะหที่ ไดพัฒนาขึ้นนี้

มีวัตถุประสงคเพื่อใหไดวิธีวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล 

4 ชนิด ตามกฎหมายกำหนดพรอมกันโดยใชเทคนิค 

HS-GC-FID ผลการศึกษาไดสภาวะการสกัดสำหรับ 

Headspace ที่อุณหภูมิ 70°C เวลา 5 นาที ใชคอลัมน
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การตรวจสอบความใชไดของวิธีวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล
ในผลิตภัณฑแอลกอฮอลสำหรับมือโดยเทคนิค HS-GC-FID            ศุภัชญา ลำขาว และคณะ

ชนดิ DB-5  อณุหภมู ิ45°C อัตราการไหล 0.5 ml/min

และใช Flame Ionization Detector (FID) เปน

ตัวตรวจวัด ซึ่งภายใตสภาวะเหลานี้พบวาสามารถ

แยกพีคของแอลกอฮอลได 5 ชนิด รวมทั้งเทอรท-

บิวทิลแอลกอฮอล ซึ่งเปน Internal Standard

ออกจากกันไดอยางชัดเจนในเวลาเดียวกัน ทำใหรวดเร็ว

และประหยัดเวลา ใชปริมาณสารตัวอยางนอย และ

ไมยุงยากในการเตรียม วิธีที่ไดพัฒนาขึ้นนี้ไดใชเทคนิค

แกสโครมาโตกราฟ ซึ่งเปนเทคนิคที่มีความไวและความ

จำเพาะสูง สามารถตรวจสอบสารท่ีมีปรมิาณนอยไดอยาง

แมนยำ 

จากการทดสอบความถูกตองของวิธี (Method 

Validation) ยนืยนัไดวาวิธท่ีีไดมีความถกูตองเหมาะสม

สามารถนำไปใชตรวจวิเคราะหคุณภาพของผลิตภัณฑ

ทำความสะอาดมือที่มีแอลกอฮอลเปนสวนประกอบ

ใหเปนไปตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เพื่อเปนการ

คุมครองผูบริโภคใหใชผลิตภัณฑที่ไดมาตรฐานและ

มีประสิทธิภาพ อยางไรก็ตามการทดสอบความถูกตอง

ของวิธีวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล 4 ชนิด พรอมกัน

ในผลิตภัณฑแอลกอฮอล เพื่อสุขอนามัยสำหรับมือนี้ 

ยังมีขอจำกัดของวิธีการ คือ ในการเตรียมสารละลาย

แอลกอฮอลทั้ง 4 ชนิดน้ี มีความหนืดสูงทำใหตองใช 

Positive Displacement Pipette (สำหรับสารที่

มคีวามหนดืสงู) และแอลกอฮอลท้ัง 4 ชนิด ตองเก็บรกัษา

ทีอ่ณุหภมูติำ่กวา 25 องศาเซลเซียส เพ่ือปองกนัการระเหย

ของแอลกอฮอล จากการประเมินขอจำกดัของวิธวีเิคราะห

แอลกอฮอล 4 ชนิดดังกลาว ในผลิตภัณฑเพื่อสุขอนามัย

สำหรับมือโดยใชเทคนิค HS-GC-FID ซึ่งเปนเทคนิค

ที่มีประสิทธิภาพสูงในการตรวจวัดไอระเหยของสาร

พรอมกนัหลายชนดิ ผลการศึกษาชีใ้หเหน็วาแมเทคนคินี้

จะมีความไวและความจำเพาะดี แตยังมีขอจำกัดที่ควร

พิจารณา เชน ความยากในการเตรียมสารมาตรฐานอยาง

แมนยำ ความเสี่ยงจากการระเหยของแอลกออฮล และ

ผลกระทบจากองคประกอบในสูตรผลิตภัณฑ (Matrix 

Effect) ดังนั้นขอเสนอแนะเพื่อการพัฒนาวิธีวิเคราะห

ในลำดับตอไป ไดแก การควบคุมอุณหภูมิและการใช

เครื่องมือที่เหมาะสมในการปเปตแอลกอฮอล การศึกษา

ความคงตวัของแอลกอฮอลในระยะยาว และการประเมนิผล

ของ Matrix Effect อยางเปนระบบ รวมถงึการเปรยีบเทยีบ

ผลวิเคราะหกับวิธีมาตรฐานสากล เชน วิธี  Gas

Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) 

และ Fourier Transform Infrared Spectroscopy 

(FTIR) เพื่อยืนยันความถูกตองและความนาเชื่อถือ

ของวิธีที่พัฒนา ไดแก Chun HJ และคณะ รายงานวา

GC-FID สามารถวิเคราะหเอทานอลในตวัอยางเครือ่งดืม่

ไดอยางแมนยำโดยใช Internal Standard ทีเ่หมาะสม(12)

ในขณะที่ Nisbar ND และคณะ ไดใชเทคนิคเดียวกัน

ในการตรวจสอบแอลกอฮอลในเจลลางมือเชิงพาณิชย 

พรอมเสนอแนวทางควบคุมการระเหยเพื่อเพิ่มความ

แมนยำของผลวิเคราะห(13) สำหรับแนวทางของ WHO 

ไดระบุใหใชเทคนิค Gas Chromatography-Flame 

Ionization Detector (GC-FID) หรือ GC-MS เปน

แนวทางมาตรฐานสำหรบัการควบคุมคุณภาพแอลกอฮอล

ในผลิตภัณฑฆาเชื้อโรค(4) ทั้งนี้การปรับปรุงกระบวนการ

วิเคราะห การควบคุมสภาวะในการเตรียมตัวอยาง และ

การประยุกตใชขอเสนอแนะจากการศึกษานี้จะสามารถ

ยกระดบัความแมนยำและความนาเช่ือถือของวธิวีเิคราะห 

HS-GC-FID ไดในระยะยาว(2,12,13)

จากผลการวิเคราะหผลิตภัณฑทำความสะอาดมือ

ที่มีแอลกอฮอลรูปแบบเจลที่ผานมาตรฐาน ซึ่งมีความ

เขมขนของแอลกอฮอลตั้งแต 70 เปอรเซ็นตขึ้นไป ผาน

มาตรฐาน จำนวน 13 ตัวอยาง (ประมาณรอยละ 33) 

และไมผานมาตรฐาน จำนวน 26 ตัวอยาง (ประมาณ

รอยละ 67) นอกจากนี้ยังพบ จำนวน 1 ตัวอยาง ท่ีมี

สวนผสมของเมทานอลหรือเมทิลแอลกอฮอล ซึ่งเปน

แอลกอฮอลชนดิหามใชในการผลติเครือ่งสำอาง แสดงวา

ผลิตภัณฑดังกลาวที่มีการวางจำหนายในทองตลาด

ใหแกผูบริโภคมีคุณภาพและปริมาณของแอลกอฮอล

ไมเปนไปตามทีก่ฎหมายกำหนด จนอาจไมมปีระสทิธภิาพ

เพยีงพอในการยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยี ไวรสั รวมทัง้เชือ้ไวรสั

กอโรค COVID-19 ดังนั้นจำเปนตองมีการเฝาระวัง

ตอไปเพื่อติดตามคุณภาพของผลิตภัณฑหลังจำหนายให

เปนไปอยางมปีระสทิธภิาพ และเพือ่คุมครองผูบรโิภคให

เกิดประโยชนสูงสุดตอสุขภาพและอนามัยของประชาชน
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สรุป

การพัฒนาและทดสอบความถู กต อ งของ

วิธีวิเคราะหปริมาณของแอลกอฮอลทั้ง 4 ชนิด คือ 

เมทิลแอลกอฮอล เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิล-

แอลกอฮอล และเอ็น-โพรพิลแอลกอฮอล ในผลิตภัณฑ

แอลกอฮอลเพื่อสุขอนามัย สำหรับมือโดยเทคนิค

HS-GC-FID ไดสภาวะการสกัดสำหรับ Headspace 

ที่อุณหภูมิ 70°C เวลา 5 นาที ใชคอลัมนชนิด DB-5 

อุณหภูมิ 45°C อัตราการไหล 0.5 mL/min พบวา

สามารถแยกพีคไดทั้งหมด 5 พีค คือ เมทิลแอลกอฮอล 

เอทิลแอลกอฮอล ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล เอ็น-

โพรพิลแอลกอฮอล และเทอรท-บิวทิลแอลกอฮอล

ออกจากกันได มีคา LOD และ LOQ ของทุกสาร เทากับ 

รอยละ 0.001 และ 0.01 โดยปริมาตร และสามารถ

วิเคราะหแอลกอฮอลไดพรอมกันภายในเวลา 8 นาที 

จากขอมลูข้ันตอนแสดงใหเหน็วา วิธวิีเคราะหท่ีพฒันาขึน้

มี คุณลักษณะเฉพาะแสดงสมรรถนะท่ีผานเกณฑ

การยอมรบัและเหมาะสม มคีวามถกูตอง แมนยำ มคีวามไว

และความจำเพาะตอสารที่ตองการทดสอบ ใหผล

ทุกพารามิเตอรผานเกณฑยอมรับของสากล เหมาะกับ

การใชงาน สามารถนำวิธีน้ีไปใชในการตรวจวิเคราะห 

เพือ่เปนการควบคมุคณุภาพผลิตภัณฑทำความสะอาดมอื

ที่มีแอลกอฮอลเปนสวนประกอบ เพื่อสุขอนามัย

ตามกฎหมาย และเพื่อคุมครองผูบริโภค

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคณุ เจาหนาท่ีสำนักเครือ่งและวัตถอัุนตราย 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย ที่ใหคำแนะนำ ขอเสนอแนะ

ตลอดจนสนับสนุนการศึกษาวิจัยจนบรรลุผลสำเร็จ

ในครั้งนี้
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11000, Thailand

Method Development and Validation for 
Determination of Alcohol Contents in

Hand Sanitizer Products by 
Headspace-Gas Chromatography-

Flame Ionization Detector

ABSTRACT The Ministry of Public Health, Thailand, has issued a notifi cation stating that alcohol-
containing cosmetics for hand hygiene with a concentration ≥ 70% by volume of ethyl alcohol, isopropyl alcohol, 
or n-propyl alcohol, alone or combined, are allowed to be produced, imported, or sold, and methyl alcohol 
should not be used as an ingredient. The Bureau of Cosmetics and Hazardous Substances, Department 
of Medical Sciences, Thailand, developed a quantitative method for the determination of the four alcohols. 
The optimum extraction conditions for headspace were obtained at 70°C for 5 min. Gas Chromatograph 
conditions were performed using a DB-5 column with a temperature of 45°C and a fl ow rate of 0.5 mL/min.
Method validation showed resolution > 2 of fi ve alcohols, including tert-butyl alcohol as the internal standard. 
The linearity of the working range was from 0.50 to 8.00 mg/mL, with the Coeffi  cient of Determination, 
R > 0.995. The accuracy was shown as % Recovery in the range of 95–110. The repeatability and 
intermediate precision were in an acceptable range (% RSD < 3). The Limit of detection and quantitation 
were 0.01 and 0.001% by volume, respectively. In summary, this method was appropriate to use in routine 
analysis. The advantages of this method were simple, convenient, fast, and capable of analyzing the content 
of all four alcohol components within 8 minutes.

Keywords: Alcohol-containing hand hygiene, Ethyl alcohol, Isopropyl alcohol, n-propyl alcohol,
 Headspace-Gas Chromatography−Flame Ionization Detector
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วรรณปรัชญ เรืองเดช สิริพรรณ แสงอรุณ เรวดี สิริธัญญานนท และ สุรศักดิ์ หมื่นพล

สำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การเปรียบเทียบขอกําหนดมาตรฐานหองปฏิบัติการ
ทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข ป พ.ศ. 2562 

กับมาตรฐานสากล ISO 15189:2022 และ
การวิเคราะหขอบกพรองของหองปฏิบัติการที่ผาน

การรับรองตามมาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทย 
กระทรวงสาธารณสุข ระหวางปงบประมาณ

พ.ศ. 2563 – 2566

บทคัดยอ ขอกําหนดในมาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข ฉบับป พ.ศ. 2562 มีความสอดคลอง
กับมาตรฐานสากล ISO 15189:2012 แตปจจุบันมาตรฐานสากล ISO 15189 มีการปรับปรุงใหมในป ค.ศ. 2022 ดังนั้น
มาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข จึงตองมีการปรับปรุงเพื่อใหสอดคลองกับมาตรฐานสากล
ISO 15189:2022 ในการศึกษานี้จึงไดเปรียบเทียบมาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข กับมาตรฐาน
สากล ISO 15189:2022 และศึกษาผลการตรวจประเมินของหองปฏิบัติการทางการแพทย หลังจากมีการปรับปรุงขอกําหนด 
ในป พ.ศ. 2562 ผลการศึกษาพบวามาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข ฉบับป พ.ศ. 2562 พบขอ
กาํหนดโดยสวนใหญมคีวามครอบคลมุและสอดคลองกบัมาตรฐานสากล และหองปฏิบติัการทีผ่านการรบัรอง 180 แหง ระหวาง
เดือนตุลาคม พ.ศ. 2562 ถึง กันยายน พ.ศ. 2566  โดยเฉลี่ยหองปฏิบัติการหนึ่งแหงไดรับขอบกพรองและขอสังเกตรวมกัน
จํานวน 15 ขอ จาก 75 ขอกําหนด  ขอบกพรองที่พบมาก 5 อันดับแรก คือ การควบคุมคุณภาพภายใน การประเมินคุณภาพ
การตรวจวิเคราะห การทบทวนการบริหารจัดการคุณภาพ การสื่อสารและทบทวนคูมือการใชบริการ การทวนสอบผล คิดเปน 
รอยละ 4.7, 4.4, 2.8, 2.7 และ 2.6 ตามลําดับ สาเหตุของขอบกพรองที่พบบอยที่สุดในเรื่องการควบคุมคุณภาพภายใน คือ 
ไมมตัีวอยางควบคมุคณุภาพภายในจึงไมไดดาํเนนิการ ซ่ึงมีมากถึง 35 รายการทดสอบ ดงันัน้ในการปรบัปรุงมาตรฐานกระทรวง
สาธารณสขุฉบบัใหม  จึงตองใหครอบคลมุและสอดคลองกบัมาตรฐานสากลฉบบัลาสดุ นอกจากนัน้หองปฏิบตักิารตองไดรบัการ
สนับสนุนจากผูบริหารในเรื่องทรัพยากรตาง ๆ รวมถึงการใหความรูเรื่องระบบคุณภาพที่จะสงผลตอการพัฒนาระบบคุณภาพ
อยางตอเนือ่ง สอดคลองตามมาตรฐานและลดขอบกพรองท่ีเกดิขึน้ เพือ่จะทําใหเกดิความม่ันใจรวมทัง้การยอมรบัจากผูรบับรกิาร

คําสําคัญ: มาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข, หองปฏิบัติการทางการแพทย, ระบบคุณภาพ, 
 การวิเคราะหขอบกพรอง
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Comparison of Medical Laboratory MOPH Standards 2019 
with ISO 15189:2022    Wannaprach Ruengdet et al.

บทนํา

ระบบคุณภาพหองปฏิบัติการมีบทบาทสำคัญ

อยางมาก ในการประกันคุณภาพความสามารถของ

หองปฏิบัติการทางการแพทยสำหรับการใหบริการตรวจ

วิเคราะหทางการแพทย เพื่อใหมั่นใจวาผลการตรวจ

วิเคราะหมีความถูกตอง แมนยำ เชื่อถือไดอยูตลอดเวลา

ดังนั้นองคการระหวางประเทศวาดวยการมาตรฐาน 

(International Organization for Standardization,

ISO) จึงไดจัดทำมาตรฐานเพื่อสนับสนุนระบบคุณภาพ

หองปฏิบัติการทางการแพทยอยางตอเนื่อง จนมาถึง

เอกสารฉบบัทีใ่ชกนัในปจจุบัน คอื ISO 15189 (Medical

Laboratories-Requirements for Quality and 

Competence)(1) ซึ่งเปนมาตรฐานที่มีขอกำหนด

ดานคุณภาพและความสามารถการใหบริการสำหรับ

หองปฏิบัติการทางการแพทย มีรากฐานจากมาตรฐาน 

ISO 9001 และ ISO/IEC 17025 ฉบบัลาสดุ ค.ศ. 2022

ปจจุบันกรมวิทยาศาสตรการแพทยไดนำมาใชเปน

เคร่ืองมอืสำหรับการรบัรองหองปฏบิตักิารทางการแพทย 

สำหรับมาตรฐาน ISO 15189 จะเนนสิทธิ์ของผูปวย

ซึง่เปนผูรับบริการ และการรกัษาความลบัของผูรบับรกิาร 

กระบวนการตรวจวินิจฉัยโรคตองมีการเก็บตัวอยางจาก

สวนตางๆ จากรางกายผูปวย เพื่อนำผลการตรวจไป

ใชประกอบการตัดสินใจวางแผนการดูแลรักษาผูปวย

เฝาระวงั ควบคมุ หรอืปองกนัโรค ดงัน้ันผลตรวจวิเคราะห

ตองมีความถูกตอง ครบถวน และสงมอบใหแพทยหรือ

บคุลากรทางการแพทยไดทันเวลา ในการรับรองมาตรฐาน

สากลนี้จะรับรองตามขอบเขตรายการทดสอบที่ยื่นมา(2)

อยางไรกต็ามปญหาท่ีสำคญัท่ีสุดสำหรบัการขอการรบัรอง

ตามมาตรฐานสากล ISO 15189 คอื ตองเตรยีมความพรอม

ในการขอการรับรองอยางหนัก และรวมถึงความมุงมั่น

ของบุคลากรของหองปฏิบัติการในทุกระดับ เพื่อให

ไดรับการรับรองสำเร็จ(3) ดังนั้นเพื่อเปนทางเลือก

ในปงบประมาณ พ.ศ. 2557 กรมวิทยาศาสตรการแพทย

โดยสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ จึงไดพัฒนาระบบ

รบัรองคณุภาพหองปฏบิตักิารทางการแพทย  โดยมาตรฐาน

หองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข 

ซ่ึงเปนการดำเนินการตามนโยบายของกระทรวง

สาธารณสุข ที่มุงเปาการพัฒนาระบบคุณภาพมาตรฐาน

การใหบริการในหองปฏิบัติการทางการแพทยของ

กระทรวงสาธารณสุข ที่ยังไมผานการรับรองคุณภาพ

ระบบใดๆ ตองได รับการรับรองตามมาตรฐาน

หองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข 

ใ น ค รั้ ง นั้ น ก ร ม วิ ท ย า ศ า ส ต ร ก า ร แ พ ท ย ไ ด

ประสบความสำเร็จในการพัฒนามาตรฐานคุณภาพ

หองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข

โดยมีขอกำหนดสอดคลองตามมาตรฐานสากล ISO 

15189 ซึ่งมีเนื้อหานอยกวา เพื่อใหหองปฏิบัติการ

ทางการแพทยตางๆ สามารถนำไปดำเนินการพัฒนา

ระบบคุณภาพหองปฏิบัติการของตนเองอยางเปน

ระบบและสามารถขอการรับรองได(2) ผลจากการรับรอง

ตามมาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวง

สาธารณสุข ทำใหหองปฏิบัติการทางการแพทย

ของกระทรวงสาธารณสุขและหนวยงานภายนอก

กระทรวงสาธารณสุข สามารถใหบริการประชาชนได

ดวยระบบคณุภาพมาตรฐานมาอยางตอเนือ่ง จำนวนกวา 

180 แหง ตั้งแตป พ.ศ. 2557–2566(4) 

สำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร

การแพทย เปนหนวยงานที่ไดรับมอบหมายจากคณะ

กรรมการมาตรฐานแหงชาติ (กมช.) ใหทำหนาที่เปน

หนวยรับรองและไดรับการยอมรับรวม (Mutual 

Recognition Arrangement, MRA) จากองคการ

ระดับภูมิภาค Asia Pacific Accreditation (APAC) 

และ International Laboratory Accreditation 

Cooperation (ILAC) ในการใหการรับรองระบบ

คุณภาพตามมาตรฐานสากล ISO 15189: Medical

Laboratories-Requirements for Quality and 

Competence(5) สวนการใหบรกิารรบัรองตามมาตรฐาน

หองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข 

(มาตรฐาน MOPH LAB) แมวาไมอยูในขอบเขต

ของการยอมรับรวม สำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการได

ดำเนนิการรบัรองโดยเปนหนวยรบัรองทีม่รีะบบคณุภาพ

มาตรฐานสากล ISO/IEC 17011: Conformity

Assessment Requirements for Accreditation

Bodies Accrediting Conformity Assessment 

Bodies กระบวนการรับรองโดยสำนักมาตรฐาน

หองปฏิบัติการ ตามมาตรฐานสากล ISO 15189 
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การเปรียบเทียบมาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข 
ป พ.ศ. 2562 กับมาตรฐานสากล ISO 15189:2022            วรรณปรัชญ เรืองเดช และคณะ

และมาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวง

สาธารณสขุ หรอืเรียกโดยยอวา มาตรฐาน MOPH  LAB

เริ่มจากใหหองปฏิบัติการทางการแพทยท่ีเปนนิติบุคล

ที่ประสงคขอรับการรับรองโดยสมัครใจ (voluntary)

สงเอกสาร หลักฐานตามที่กำหนดมายังหนวยรับรอง

โดยหนวยรับรองจะแตงตั้งมอบหมายผูตรวจประเมิน

(assessor) ที่มีความรูความสามารถ ทั้งดานระบบ

คุณภาพและวิชาการ มีความเปนกลาง ไมมีผล

ประโยชนทับซอนกับหองปฏิบัติการท่ีตรวจประเมิน 

เพ่ือพิจารณาเอกสาร หลักฐาน และตรวจประเมิน

หองปฏิบัตกิาร (assessment) เพือ่พจิารณาสุมตรวจหา

หลักฐานเชิงประจักษยืนยันวาหองปฏิบัติการดำเนินการ

ถูกตองและสอดคลองตามขอกำหนดในมาตรฐาน 

หากผูตรวจประเมินตรวจพบสิ่งท่ีไมสอดคลองตาม

ขอกำหนด (ขอบกพรอง) รองขอใหหองปฏิบัติการแกไข

สิ่งเหลานั้นใหแลวเสร็จ กอนสงรายงานผลการตรวจ

ประเมินพรอมระบุการแกไขขอบกพรองเสนอตอสำนัก

มาตรฐานหองปฏิบัติการ เพื่อใหคณะกรรมการรับรอง 

ที่ประกอบดวยบุคคลที่มีความเชี่ยวชาญหลากหลาย

สาขาจากหลายหนวยงานที่ไมมีผลประโยชนทับซอน

มีความเปนกลาง ยอมรับการรักษาความลับของขอมูล 

มีความรูความสามารถดานระบบคุณภาพและวิชาการ 

โดยคณะกรรมการรับรองจะพิจารณารายงานผลการ

ตรวจประเมิน กอนมีมติเห็นชอบเสนอผูมีอำนาจลงนาม

ในใบรับรอง (Certificate of Accreditation) ตอไป

จากกระบวนการรับรองดังกลาวมีสิ่งที่แตกตางกัน

อยางชัดเจน คือ มาตรฐานที่ใชเปนเครื่องมือในการ

ตรวจประเมิน ประกอบกับหองปฏิบัติการทางการแพทย

ของประเทศไทยมีหลายสังกัดท้ังในและนอกกระทรวง

สาธารณสุข รวมทั้งหองปฏิบัติการทางการแพทยของ

เอกชน ซึง่มคีวามแตกตางกนัในโครงสรางพ้ืนฐาน จำนวน

บุคลากร และศักยภาพการใหบริการ 

มาตรฐาน MOPH LAB ฉบับป พ.ศ. 2562 

ครอบคลุมเฉพาะหองปฏิบัติการทางการแพทยเทานั้น 

ไมไดรวมหองปฏิบัติการรังสีวินิจฉัย โดยตองการให

ขอกำหนดมีความกระชับ จึงตัดประเด็นเนื้อหาที่ซ้ำซอน

โดยนำมารวมเปนขอกำหนดขอเดียวกัน เพิ่มขอกำหนด

เรื่อง ความเสี่ยง (Risk Assessment) และการทบทวน

ระบบบริหารคุณภาพ (Management Review)(6)  

ซึ่งทำใหขอกำหนดในมาตรฐาน MOPH LAB มีความ

สอดคลองกับมาตรฐานสากล ISO 15189:2012 และ 

ISO 15190:2003(7) ซึ่งเปนมาตรฐานขอกำหนดดาน

ความปลอดภัยในหองปฏิบัติการ นอกจากนั้นยังมีการ

ปรับเกณฑการประเมินใหม โดยการนำขอกำหนดมา

จัดทำเปนแบบประเมิน (Checklist) วัตถุประสงค

ของการศกึษานีจ้งึเปนการนำเสนอขอมลูเชิงเปรยีบเทยีบ

ของมาตรฐาน ISO 15189:2022 และมาตรฐาน MOPH 

LAB ฉบบัป พ.ศ. 2562 สำหรบัใชในการพฒันาปรบัปรงุ

มาตรฐาน MOPH ใหมีขอกำหนดที่ครอบคลุมกับ

ขอกำหนดมาตรฐานสากล ISO 15189:2022 มากขึ้น 

เพื่อใหเกิดประโยชนตอหองปฏิบัติการทางการแพทย

ทีป่ระสงคจะยกระดบัการรบัรองตามมาตรฐานสากล ISO 

15189:2022 ตอไป รวมทั้งประโยชนตอผูตรวจประเมิน

ที่ทำหนาที่ตรวจประเมินทั้งสองมาตรฐาน นอกจากนั้น

การศึกษาครั้งนี้ยังวิ เคราะหสิ่งที่ ไมสอดคลองตาม

ขอกำหนดจากรายงานการตรวจประเมินหองปฏิบัติการ

ทางการแพทย ระหวางป พ.ศ. 2562–2566 หลังจากมี

การปรับปรุงมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข (MOPH 

LAB) ฉบับป พ.ศ. 2562 เพื่อคนหาปจจัยที่เปนจุดออน 

จดุแขง็ อปุสรรค และโอกาส เพือ่ใชในการปรบัปรงุระบบ

คณุภาพมาตรฐานหองปฏบิตักิารทางการแพทยกระทรวง

สาธารณสุขใหดียิ่งขึ้นตอไป

วัสดุและวิธีการ

การศกึษาเปรยีบเทยีบขอกำหนดระหวางมาตรฐานหอง

ปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข 

(MOPH LAB) ป พ.ศ. 2562 และมาตรฐานสากล

ISO 15189:2022

ศึกษารายละเอียดขอกำหนดที่ใชตรวจประเมิน

ของแตละมาตรฐาน แลวนำมาจดักลุม เรยีบเรยีงตามลำดบั

ขอกำหนดโดยใชมาตรฐานสากล ISO 15189:2022(5)

เปนหลักในการเปรียบเทียบกับมาตรฐานกระทรวง

สาธารณสุข (MOPH LAB) ฉบับป พ.ศ. 2562(6)

โดยเรียงตามขอกำหนด ซึ่งในแตละมาตรฐานจะ

กำหนดหมายเลขขอกำหนดแตกตางกัน มาตรฐาน

กระทรวงสาธารณสุขมีการจัดทำแนวทางปฏิบัติในการ
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Comparison of Medical Laboratory MOPH Standards 2019 
with ISO 15189:2022    Wannaprach Ruengdet et al.

ตรวจประเมิน หรือเรียกคูมือตรวจประเมินมาตรฐาน

หองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข 2562

เรยีกวา “แบบตรวจตดิตามและประเมินผล (Checklist) 

ตามมาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวง

สาธารณสุข” หมายถึง ขอกำหนดที่นำมาเปนขอๆ เพื่อ

ใหหองปฏิบัติการสามารถประเมินตนเองได นำไปใช

เปนแนวทางประเมิน และเกณฑการตรวจประเมินแตละ

ขอกำหนด การศึกษาครั้งนี้มุงเนนขอกำหนดมาตรฐาน 

MOPH LAB ที่ยังไมครอบคลุมมาตรฐานสากล ISO 

15189 และเกณฑการตรวจประเมินเพื่อยกระดับ

มาตรฐาน MOPH LAB 

การวิเคราะหขอบกพรองจากรายงานผลการตรวจ

ประเมินตามมาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทย  

กระทรวงสาธารณสุข (MOPH LAB)

การศึกษานี้เปนการรวบรวมขอมูลรายงานผล

การตรวจประเมนิในปงบประมาณ พ.ศ. 2563–2566 ตัง้แต

เดือนตุลาคม พ.ศ. 2562 ถึง กันยายน พ.ศ. 2566 หลังมี

การปรับปรุงขอกำหนด ในป พ.ศ. 2562 หองปฏิบัติการ

ที่ยื่นขอการรับรองมาตรฐาน MOPH LAB เพื่อขอ

การรับรองใหมและตออายุ และไดรับการตรวจประเมิน 

จำนวนทั้งสิ้น 180 แหง เปนการขอรับรองใหม 57 แหง 

และตออายกุารรบัรอง 123 แหง แบงเปน หองปฏบิตักิาร

ของโรงพยาบาลชุมชน (รพช.) จำนวน 146 แหง

โรงพยาบาลทัว่ไป (รพท.) จำนวน 16 แหง โรงพยาบาลศูนย

(รพศ.) จำนวน 5 แหง สังกัดกรมอื่นๆ 8 แหง และ

เอกชน 5 แหง นำขอมูลมาจัดกลุมและแจกแจงขอมูล

ความถี่ของขอกำหนดท่ีไมสอดคลองกับขอกำหนด

หรอืเรยีกวา ขอบกพรอง (Non-Conformity, NC) เพือ่

วิเคราะหสาเหตุที่หองปฏิบัติการไดรับขอบกพรอง โดย

จำแนกหมวดหมูของขอบกพรองและขอสังเกตออกเปน

ดานระบบและดานวิชาการ นอกจากการวิเคราะหขอมูล

ดังกลาว ไดทำการสำรวจและวิเคราะหขอมูลเพิ่มเติม

จากรายละเอียดที่ยื่นประกอบการรับรอง ในประเด็น

จำนวนรายการทดสอบในแตละสาขางานที่เปดใหบริการ

และรายการที่เปดใหบริการแตไมมีการควบคุมคุณภาพ

ภายใน (Internal Quality Control, IQC) และ

การเขารวมการประเมินคุณภาพการตรวจวิเคราะห 

(External Quality Assessment, EQA) จากแบบ

บันทึกขอมูลจำ เพาะของหองปฏิบัติ การที่ ใช ยื่ น

ประกอบการขอการรับรองมาตรฐาน MOPH LAB

ผล

การเปรียบเทียบขอกำหนดระหวางมาตรฐานสากล 

ISO 15189:2022 และมาตรฐาน MOPH LAB 

ฉบับป พ.ศ. 2562   

เมื่อศึกษารายละเอียดขอกำหนดของทั้งสอง

มาตรฐาน โดยมาตรฐานสากล ISO 15189:2022  

ประกอบดวย ขอกำหนด 5 ขอใหญ คอื ขอที ่4 ขอกำหนด

ทั่วไป แบงเปน ขอยอย 3 ขอ ไดแก ขอที่ 4.1–4.3 ขอที่ 5

ขอกำหนดโครงสรางและการกำกับกิจการ แบงเปน

ขอยอย 6 ขอ ไดแก ขอที่ 5.1–5.6 ขอที่ 6 ขอกำหนด

ดานทรพัยากร แบงเปน ขอยอย 8 ขอ ไดแก ขอท่ี 6.1–6.8 

ขอที่ 7 ขอกำหนดวิธีปฏิบัติ แบงเปน ขอยอย 7 ขอ ไดแก 

ขอที่ 7.1–7.7 และขอท่ี 8 ขอกำหนดดานการจัดการ

แบงเปน ขอยอย 9 ขอ ไดแก ขอที ่8.1–8.9 สวนมาตรฐาน 

MOPH LAB(6) มีขอกำหนด 12 ขอหลัก และมีการ

จดัทำคูมอืการตรวจประเมนิ (Checklist) จำนวนทัง้หมด 

75 ขอยอย เพื่อใชเปนแนวทางในการตรวจประเมิน

สำหรบัผูตรวจประเมนิและเปนแนวทางใหหองปฏบิตักิาร

จัดทำระบบคุณภาพ เกณฑในการคิดคะแนน โดยเปน

ขอกำหนดทัว่ไป 67 ขอ และขอกำหนดจำเปน (The must) 

8 ขอ รวมเปน 75 ขอ มีการกำหนดเกณฑการใหคะแนน

ของแตละขอกำหนด ไดแก ดำเนินการตามขอกำหนด

ไดครบถวนได 2 คะแนน ดำเนินการไดไมสอดคลอง

ตามขอกำหนดทั้งหมดหรือดำเนินการไดบางสวนได

1 คะแนน และไมไดดำเนินการได 0 คะแนน สวน

ขอกำหนดที่หองปฏิบัติการไมมีกิจกรรมที่เกี่ยวของ

จะไมนำมาคิดคะแนน ซึ่งคิดเปนคะแนนเต็มทั้งหมด

150 คะแนน

เมื่อนำขอกำหนดของมาตรฐานระดับประเทศ 

MOPH LAB เปรยีบเทยีบกบัมาตรฐานสากล ISO 15189

ดังแสดงในตารางที่ 1 ขอกำหนดที่เหมือนกันจะวางอยู

แถวเดียวกัน สวน No คือ ขอกำหนดที่ MOPH LAB

ไมไดกลาวถึง การวิเคราะหขอมูลพบวา Checklist

บางขอจะกลาวถึงขอกำหนดหลายเรื่องไวในขอเดียวกัน 
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การเปรียบเทียบมาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข 
ป พ.ศ. 2562 กับมาตรฐานสากล ISO 15189:2022            วรรณปรัชญ เรืองเดช และคณะ

นอกจากนียั้งพบวามาตรฐาน MOPH LAB มีรายละเอียด

แตกตางจาก ISO 15189 สรปุสาระสำคญั ดงัน้ี มาตรฐาน

MOPH LAB ขอกำหนดที่ 59-62 ซึ่งเปนขอกำหนดที่

เกีย่วของกบัความปลอดภยัในหองปฏบิตักิาร ในมาตรฐาน

ISO 15189 ไมไดกำหนดไว (เนื่องจากมีการจัดทำ

มาตรฐานสากล ISO 15190 ซึ่งหองปฏิบัติการทาง

การแพทยทีจ่ะขอรบัรองตามมาตรฐาน ISO 15189 ตอง

ขอการรับรองตามมาตรฐาน ISO 15190 ดวย(7)) และ

มีขอกำหนดที่เพิ่มเติมจาก ISO 15189 หลายขอ ไดแก

ขอที ่12 ผูปฏบิตังิานมีใบอนุญาตประกอบวชิาชพี ขอที ่13

การวิเคราะหอัตรากำลัง ขอท่ี 31 เครื่องสำรองไฟฟา

ขอที่ 32 พ.ร.บ.เครื่องมือแพทย ขอที่ 33 มีบัญชีรายชื่อ

เครื่องมือครุภัณฑ ขอที่ 73 การตรวจติดตามภายใน

ผูตรวจตดิตามตองผานการฝกอบรม มีรายชือ่ข้ึนทะเบยีน 

สำหรับ Checklist มาตรฐาน MOPH LAB กลาวถึง

เรื่อง สถานที่และสภาวะแวดลอม มีจำนวนมากที่สุด คือ 

15 ขอ และมีขอกำหนดที่ไมไดระบุในมาตรฐาน MOPH 

LAB ดังนี้ ความเปนกลาง (ขอที่ 4.1) การจัดการขอมูล

สารสนเทศ (ขอที่ 4.2.1) การปลอยขอมูลผูปวย (ขอที่ 

4.2.2) ขอกำหนดเกี่ยวกับผูปวย (ขอที่ 4.3) ขอบขาย

กิจกรรมหองปฏิบัติการ (ขอที่ 5.3.1) ความสอดคลอง

กับขอกำหนด (ขอที่ 5.3.2) การรายงานเมื่อเครื่องมือ

มีปญหา (ขอที่ 6.4.6) การสอบกลับทางมาตรวิทยา

(ขอที่ 6.5.3) คูมือการใชงาน (ขอที่ 6.6.5) การรายงาน

อุบัติการณไมพึงประสงค (ขอที่ 6.6.6) ขอตกลงกับ

การตรวจ POCT (ขอที่ 6.7.2) การประเมินคาความ

ไมแนนอน (ขอที่ 7.3.4) คาอางอิงและการตัดสินใจ

ทางคลินิก (ขอที่ 7.3.5) แผนรับมือระบบสารสนเทศ

ลม (ขอที่ 7.6.4) การจัดการนอกสถานที่ (ขอที่ 7.6.5)

ขอคำนึงถึงระบบบริหาร (ขอที่ 8.1.3) การจัดทำบันทึก 

(ขอที่ 8.4.1) การแกไขบันทึก (ขอที่ 8.4.2) การปฏิบัติ

บนความเสี่ยงและโอกาสพัฒนา (ขอที่ 8.5.2) ดังแสดง

ในตารางที่ 1 และสำหรับในการปรับปรุงมาตรฐาน 

MOPH ฉบับปลาสุด พ.ศ. 2568 ไดมีการจัดเรียง

หัวขอมาตรฐานใหมเพื่อใหงายตอการตีความ โดยมีการ

ปรับจาก 75 ขอ เปน 90 ขอ มีการเพิ่มมาตรฐาน เรื่อง

ความเปนกลางและความเสี่ยงเขามา เพื่อใหสอดคลอง

ตามมาตรฐานสากล ISO 15189:2022 ดังแสดง

ในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 การเปรียบเทียบขอกำหนดระหวางมาตรฐาน ISO 15189:2022 และมาตรฐาน MOPH LAB ฉบับป 

 พ.ศ. 2562

มาตรฐาน
ISO 15189:2022

มาตรฐาน MOPH LAB ฉบับป พ.ศ. 2562

ขอกำหนดใหญ 
(12 ขอ)

ขอกำหนดยอย
(75 ขอ)

4. ขอกำหนดทั่วไป

4.1 ความเปนกลาง No No

4.2 ความลับ
  4.2.1 การจัดการขอมูลสารสนเทศ
  4.2.2 การปลอยขอมูลผูปวย
  4.2.3 ความรบัผดิชอบในการรกัษาความลบั

No
No

ขอที่ 1 องคกรและการบริหาร

No
No

ขอที่ 3 การรักษาความลับและสิทธิของผูปวย

 4.3 ขอกำหนดเกี่ยวกับผูปวย No No

5. ขอกำหนดโครงสรางและการกำกับติดตาม

5.1 นิติบุคคล ขอที่ 1  องคกรและการบริหาร ขอที่ 1 การดำเนินการถูกตองตามกฎหมาย

5.2 ผูอำนวยการหองปฏิบัติการ
  5.2.1 ความสามารถของผูอำนวยการ
  5.2.2  ความรับผิดชอบของผูอำนวยการ
  5.2.3  การมอบหมายหนาที่

ขอที่ 1 องคกรและการบริหาร
ขอที่ 1 องคกรและการบริหาร
ขอที่ 1 องคกรและการบริหาร

ขอที่ 2 ผูบริหารกำหนดความรับผิดชอบกำหนดนโยบาย
ขอที่ 2 ผูบริหารกำหนดความรับผิดชอบกำหนดนโยบาย
ขอที่ 2 ผูบริหารกำหนดความรับผิดชอบอำนาจหนาที่
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มาตรฐาน
ISO 15189:2022

มาตรฐาน MOPH LAB ฉบับป พ.ศ. 2562

ขอกำหนดใหญ 
(12 ขอ)

ขอกำหนดยอย
(75 ขอ)

5.3 กิจกรรมของหองปฏิบัติการ
  5.3.1 ขอบขายของกิจกรรม
  5.3.2 ความสอดคลองกับขอกำหนด
  5.3.3  การใหคำปรึกษา

No
No

ขอที่ 1 องคกรและการบรหิาร

No
No

ขอที่ 5 การใหคำปรึกษาทางวิชาการของหองปฏิบัติการ

5.4 โครงสรางและอำนาจหนาที่
  5.4.1 ทั่วไป 
  

  5.4.2  การบริหารจัดการคุณภาพ

ขอที่ 1  องคกรและการบรหิาร

ขอที่ 1  องคกรและการบรหิาร

ขอที่ 1 การแสดงแผนผังโครงสรางการบริหารจัดการ  
  องคกร
ขอที่ 2  ผูบริหารกำหนดความรับผิดชอบอำนาจหนาที่
ขอที่ 2  การสนับสนุนทรัพยากรใหเพียงพอตอการ
  ใหบริการ

5.5 วัตถุประสงคและนโยบาย ขอที่ 1  องคกรและการบรหิาร ขอที่ 1  การกำหนดนโยบาย วัตถุประสงค ตัวชี้วัด  
  คุณภาพ

5.6  การจัดการความเสี่ยง ขอที่ 10 การจัดการเหตุการณ ขอที่ 66 การวิเคราะห คนหา ประเมินความเสี่ยง

6. ขอกำหนดดานทรัพยากร

6.1 ทั่วไป ขอที่ 1  องคกรและการบรหิาร ขอที่ 2 การสนับสนุนทรัพยากรใหเพียงพอตอการ
  ใหบริการ

6.2 บุคลากร
  6.2.1 ทั่วไป 
  
  6.2.2 ขอกำหนดดานความสามารถ

  6.2.3 การมอบหมายหนาที่

  
  6.2.4 การศึกษาตอเนื่องและพัฒนา
   ทางวิชาชีพ
  6.2.5 บันทึกบุคลากร

ขอที่ 4  บุคลากร

ขอที่ 4  บุคลากร

ขอที่ 1  องคกรและการบรหิาร
ขอที่ 7  การควบคุม  
  กระบวนการ
ขอที่ 4  บุคลากร

ขอที่ 4  บุคลากร

ขอที่ 12  ผูปฏิบัติงานมีใบประกอบวิชาชีพ 
ขอที่ 13  บุคลากรมีเพียงพอ
ขอที่ 12  ผูปฏิบัติงานมีใบประกอบวิชาชีพ 
ขอที่ 13  บุคลากรมีเพียงพอ
ขอที่ 14  การฝกอบรมบุคลากร 
ขอที่ 15  การประเมินความสามารถบุคลากร
  (The must)
ขอที่ 2  การกำหนดความรับผิดชอบอำนาจหนาที่
ขอที่ 48 การแตงตั้งบุคลากรตรวจสอบรายงานผล

ขอที่ 14  การฝกอบรมบุคลากร (แผนพัฒนาบุคลากร)

ขอที่ 16  การจัดทำบันทึกบุคลากร

 6.3 สิง่อำนวยความสะดวกและสภาพแวดลอม
  6.3.1 ทั่วไป
  
  6.3.2 การควบคุมสิ่งอำนวยความสะดวก
  

  6.3.3 สิ่งอำนวยความสะดวกสำหรับ
   การจัดเก็บ

  
  6.3.4 สิ่งอำนวยความสะดวกสำหรับ
   เจาหนาที่

  
  6.3.5 สิ่งอำนวยความสะดวกสำหรับ
   เก็บตัวอยาง

ขอที่ 5 สถานที่และสภาวะ
  แวดลอม
ขอที่ 5 สถานที่และสภาวะ
  แวดลอม
ขอที่ 9  ความปลอดภัยใน
  หองปฏิบัติการ
ขอที่ 5  สถานที่และสภาวะ
  แวดลอม

ขอที่ 9 ความปลอดภัยใน
  หองปฏิบัติการ
ขอที่ 9 ความปลอดภัยใน
  หองปฏิบัติการ

ขอที่ 5  สถานที่และสภาวะ
  แวดลอม
ขอที่ 5  สถานที่และสภาวะ
  แวดลอม

ขอที่ 17 พื้นที่เหมาะสมกับการดำเนินงาน สะดวก   
  ปลอดภัย (The must)
ขอที่ 22 ระบบควบคุมการเขาออกปองกันการเขาถึง 
  การแยกพื้นที่เพื่อปองกันการปนเปอน
ขอที่ 59 อุปกรณดานความปลอดภัย

ขอที่ 23 การแยกตูเย็นเก็บ น้ำยาตัวอยาง
ขอที่ 30 การควบคมุและบนัทกึอณุหภมูติูเยน็เกบ็ตวัอยาง
  น้ำยา 
ขอที่ 62 การเก็บรักษาและทำลายวัสดุอันตราย การแยก 
  ขยะประเภทตางๆ
ขอที่ 60 เครื่องปองกันอันตรายสวนบุคล
ขอที่ 17 การแบงพื้นที่ 4 สวน (มีสวนที่พักบุคลากร)
  (The must)

ขอที่ 18 บริเวณเจาะเก็บตัวอยางมีความเปนสวนตัว
ขอที่ 18 บริเวณเจาะเลือดผูบริจาคมีชุดปฐมพยาบาล
  เบื้องตน
ขอที่ 20 หองน้ำ สะอาด สะดวก เหมาะสมกับผูพิการ

ตารางที่ 1 การเปรียบเทียบขอกำหนดระหวางมาตรฐาน ISO 15189:2022 และมาตรฐาน MOPH LAB ฉบับป 

 พ.ศ. 2562 (ตอ)
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การเปรียบเทียบมาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข 
ป พ.ศ. 2562 กับมาตรฐานสากล ISO 15189:2022            วรรณปรัชญ เรืองเดช และคณะ

มาตรฐาน
ISO 15189:2022

มาตรฐาน MOPH LAB ฉบับป พ.ศ. 2562

ขอกำหนดใหญ 
(12 ขอ)

ขอกำหนดยอย
(75 ขอ)

6.4 เครื่องมือ
  6.4.1 ทั่วไป
  
  6.4.2 ขอกำหนดเครื่องมือ

  6.4.3 การตรวจรับเครื่องมือ
  
  6.4.4 คูมือการใชเครื่อง

  6.4.5 การบำรงุรกัษาและซอมแซมเครือ่งมอื

  6.4.6 การรายงานเมื่อเครื่องมือมีปญหา
  6.4.7 บันทึกเครื่องมือ

ขอที่ 6  เครื่องมือและวัสดุ
  วิทยาศาสตร
ขอที่ 6  เครื่องมือและวัสดุ
  วิทยาศาสตร
ขอที่ 7  การควบคุม  
  กระบวนการ
ขอที่ 6  เครื่องมือและวัสดุ
  วิทยาศาสตร
ขอที่ 6  เครื่องมือและวัสดุ
  วิทยาศาสตร

No
ขอที่ 6  เครื่องมือและวัสดุ
  วิทยาศาสตร

ขอที่ 32  มีการบริหารจัดการเครื่องใหเหมาะสม

ขอที่ 33 ทะเบียนประวัติเครื่องมือหลักที่สำคัญ

ขอที่ 47 การทวนสอบวิธีทดสอบ เครื่องมือ น้ำยา

ขอที่ 34 คูมือการใชเครื่องมือหลัก

ขอที่ 35 การบำรุงรักษาเครื่องมือหลัก

No
ขอที่ 33 ทะเบียนประวัติเครื่องมือหลักที่สำคัญ

 6.5 การสอบเทียบเครื่องมือ และการ
  สอบกลับทางมาตรวิทยา
  6.5.1 ทั่วไป

  6.5.2 การสอบเทียบเครื่องมือ
  
  6.5.3  การสอบกลับทางมาตรวิทยา

ขอที่ 6  เครื่องมือและวัสดุ
  วิทยาศาสตร
ขอที่ 6  เครื่องมือและวัสดุ
  วิทยาศาสตร

No

ขอที่ 36 การสอบเทียบเครื่องมือหลัก (The must)

ขอที่ 36 การสอบเทียบเครื่องมือหลัก (The must)
ขอที่ 37 การแกไขสำหรับเครื่องมือที่สอบเทียบไมผาน

No

 6.6 น้ำยาและวัสดุสิ้นเปลือง
  6.6.1 ทั่วไป

  6.6.2 การตรวจรับและจัดเก็บน้ำยา

  6.6.3 การทดสอบตามเกณฑยอมรับ

  6.6.4 การจัดการวัสดุคงคลัง

  6.6.5 คูมือการใชงาน
  6.6.6 การรายงานอุบัติการณไมพึงประสงค
  6.6.7 บันทึกน้ำยาและวัสดุสิ้นเปลือง

ขอที่ 3  การจัดซื้อและการใช 
  บริการภายนอก
ขอที่ 3 การจัดซื้อและการใช 
  บริการภายนอก
ขอที่ 3 การจัดซื้อและการใช 
  บริการภายนอก
ขอที่ 6 เครื่องมือและวัสดุ
  วิทยาศาสตร

No
No

ขอที่ 6  เครื่องมือและวัสดุ
  วิทยาศาสตร

ขอที่ 9  เกณฑในการจัดซื้อน้ำยา และการตรวจรับ
  ตามเกณฑ
ขอที่ 9  เกณฑในการจัดซื้อน้ำยา และการตรวจรับ
  ตามเกณฑ
ขอที่ 9 เกณฑในการจัดซื้อน้ำยา และการตรวจรับ
  ตามเกณฑ
ขอที่ 39 ระบบการบันทึกควบคุมวัสดุ น้ำยา คงคลัง

No
No

ขอที่ 39 ระบบการบันทึกควบคุมวัสดุ น้ำยา คงคลัง
ขอที่ 40 คุณภาพตามคุณลักษณะเชิงเทคนิคที่กำหนด

6.7 ขอตกลงการบริการ
  6.7.1 ขอตกลงกับผูรับบริการ

  6.7.2 ขอตกลงกับการตรวจ POCT 

ขอที่ 7  การควบคุม  
  กระบวนการ

No

ขอที่ 42 การทบทวนคูมือใชบริการรวมกับผูรับบริการ

No

 6.8 ผลิตภัณฑและบริการจากภายนอก
  6.8.1 ทั่วไป

  6.8.2 หองปฏิบัติการรับตรวจตอ
   และที่ปรึกษา
  6.8.3 การทบทวนและอนุมัติผลิตภัณฑ
   และบริการจากภายนอก

ขอที่ 3 การจัดซื้อและการใช 
  บริการภายนอก
ขอที่ 3 การจัดซื้อและการใช 
  บริการภายนอก
ขอที่ 3 การจัดซื้อและการใช 
  บริการภายนอก

ขอที่ 8 เกณฑการคัดเลือกและประเมินผลผูขาย

ขอที่ 10 การใชบริการสงตอหองปฏิบัติการภายนอก

ขอที่ 8 เกณฑการคัดเลือกและประเมินผลผูขาย
ขอที่ 10 การใชบริการสงตอหองปฏิบัติการภายนอก

ตารางที่ 1 การเปรียบเทียบขอกำหนดระหวางมาตรฐาน ISO 15189:2022 และมาตรฐาน MOPH LAB ฉบับป 

 พ.ศ. 2562 (ตอ)
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with ISO 15189:2022    Wannaprach Ruengdet et al.

ตารางที่ 1 การเปรียบเทียบขอกำหนดระหวางมาตรฐาน ISO 15189:2022 และมาตรฐาน MOPH LAB ฉบับป 

 พ.ศ. 2562 (ตอ)

มาตรฐาน
ISO 15189:2022

มาตรฐาน MOPH LAB ฉบับป พ.ศ. 2562

ขอกำหนดใหญ 
(12 ขอ)

ขอกำหนดยอย
(75 ขอ)

7. ขอกำหนดกระบวนการ

 7.1 ทั่วไป ขอที่ 10 การจัดการเหตุการณ ขอที่ 66 การวิเคราะหความเสี่ยง

7.2 ขั้นตอนกอนวิเคราะห
  7.2.1 ทั่วไป
  7.2.2 ขอมูลทางหองปฏิบัติการสำหรับ
   ผูปวยและผูรับบริการ
  7.2.3 คำขอสงตรวจทางหองปฏิบัติการ
  7.2.4 การเก็บตัวอยางปฐมภูมิและ 
   การจัดการ
  7.2.5 การขนสงตัวอยาง
  7.2.6 การรับตัวอยาง
  7.2.7 การจัดการ การเตรียมและจัดเก็บ
   ตัวอยางกอนการวิเคราะห

ขอที่ 7 การควบคุมกระบวนการ
ขอที่ 7 การควบคุมกระบวนการ

ขอที่ 7 การควบคุมกระบวนการ
ขอที่ 7 การควบคุมกระบวนการ

ขอที่ 7 การควบคุมกระบวนการ
ขอที่ 7 การควบคุมกระบวนการ
ขอที่ 7 การควบคุมกระบวนการ

ขอที่ 41 คูมือการใชบริการหองปฏิบัติการ
ขอที่ 41 คูมือการใชบริการหองปฏิบัติการ

ขอที่ 43 ใบคำขอสงตรวจ 
ขอที่ 41 คูมือการใชบริการหองปฏิบัติการ
ขอที่ 44 การสอบกลับตัวอยาง
ขอที่ 41 คูมือการใชบริการหองปฏิบัติการ
ขอที่ 45 บันทึกการรับตัวอยาง
ขอที่ 41 คูมือการใชบริการหองปฏิบัติการ

7.3 กระบวนการตรวจวิเคราะห
  7.3.1  ทั่วไป
  7.3.2  การทวนสอบวิธีวิเคราะห
  7.3.3  การตรวจสอบความถูกตอง
   ของวิธีวิเคราะห
  7.3.4 การประเมินคาความไมแนนอน
  7.3.5 คาอางอิงและการตัดสินใจทางคลินิก
  7.3.6 เอกสารวิธีตรวจวิเคราะห
  7.3.7 การสรางความมั่นใจในความถูกตอง 
   ของผลการตรวจวิเคราะห

ขอที่ 7 การควบคุมกระบวนการ
ขอที่ 7 การควบคุมกระบวนการ
ขอที่ 7 การควบคุมกระบวนการ

No
No

ขอที่ 7 การควบคุมกระบวนการ
ขอที่ 8 การประกันคุณภาพ

ขอที่ 46 วิธีทดสอบเปนมาตรฐาน มีเอกสารวิธีทดสอบ
ขอที่ 47 การทวนสอบวิธีทดสอบ เครื่องมือ น้ำยา
ขอที่ 47 การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห

No
No

ขอที่ 46 วิธีทดสอบเปนมาตรฐาน มีเอกสารวิธีทดสอบ
ขอที่ 56  การควบคมุคณุภาพภายใน (IQC) (The must)
ขอที่ 57  การประเมนิคณุภาพโดยองคกรภายนอก (EQA)
  (The must)
ขอที่ 58 การทบทวนผลการเขารวม EQA

 7.4 ขั้นตอนหลังการวิเคราะห
  7.4.1 การรายงานผล

  7.4.2 การจัดการตัวอยางหลังการวิเคราะห

ขอที่ 7 การควบคุมกระบวนการ

ขอที่ 7 การควบคุมกระบวนการ

ขอที่ 48 ระบบตรวจสอบการรายงานผล
ขอที่ 49 วิธีการรายงานผล
ขอที่ 51 การรายงานผลคาวิกฤต
ขอที่ 52 เนื้อหารายงานผล
ขอที่ 53 การรายงานผลทางโทรศัพท หรือวิธีอื่นๆ
ขอที่ 49 การจัดการตัวอยางหลังการวิเคราะห

 7.5 สิ่งไมสอดคลองกับขอกำหนด ขอที่ 10 การจัดการเหตุการณ ขอที่ 64 สิ่งที่ไมสอดคลองกับขอกำหนด

7.6 การควบคุมขอมูลและการจัดการ
  สารสนเทศ
  7.6.1 ทั่วไป
  7.6.2 อำนาจหนาที่ และความรับผิดชอบ
   ในการจัดการสารสนเทศ
  7.6.3 การจัดการระบบสารสนเทศ
  7.6.4  แผนรับมือระบบลม
  7.6.5  การจัดการนอกสถานที่

ขอที่ 7 การควบคุมกระบวนการ
ขอที่ 2 ระบบเอกสารคุณภาพ

ขอที่ 7 การควบคุมกระบวนการ
No
No

ขอที่ 54 การจัดเก็บสำเนารายงานผล
ขอที่ 7 การจัดการเอกสารในระบบสารสนเทศ

ขอที่ 54 การจัดเก็บสำเนารายงานผล
No
No

7.7 ขอรองเรียน
  7.7.1 กระบวนการ
  7.7.2  การรับขอรองเรียน
  7.7.3  การแกไขขอรองเรียน

ขอที่ 10 การจัดการเหตุการณ
ขอที่ 10 การจัดการเหตุการณ
ขอที่ 10 การจัดการเหตุการณ

ขอที่ 63 การจัดการขอรองเรียน
ขอที่ 63 การจัดการขอรองเรียน
ขอที่ 68 แนวทางในการขจัดขอรองเรียน
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การเปรียบเทียบมาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข 
ป พ.ศ. 2562 กับมาตรฐานสากล ISO 15189:2022            วรรณปรัชญ เรืองเดช และคณะ

ตารางที่ 1 การเปรียบเทียบขอกำหนดระหวางมาตรฐาน ISO 15189:2022 และมาตรฐาน MOPH LAB ฉบับป 

 พ.ศ. 2562 (ตอ)

มาตรฐาน
ISO 15189:2022

มาตรฐาน MOPH LAB ฉบับป พ.ศ. 2562

ขอกำหนดใหญ 
(12 ขอ)

ขอกำหนดยอย
(75 ขอ)

7.8 การวางแผนเพื่อความตอเนื่องและ
  เตรียมความพรอมกรณีฉุกเฉิน

ขอที่ 6  เครื่องมือและวัสดุ
  วิทยาศาสตร

ขอที่ 38 แนวทางรองรับกรณีเครื่องมือชำรุด
  เกิดการระบาด

8. ขอกำหนดระบบบริหาร

 8.1 ขอกำหนดดานการจัดการ
  8.1.1 ทั่วไป

  8.1.2 ความสำเร็จตามขอกำหนด
   ระบบบริหาร
  8.1.3 ขอคำนึงถึงของระบบบริหาร

ขอที่ 1 องคกรและการบริหาร

ขอที่ 1 องคกรและการบริหาร

No

ขอท่ี 1  การกำหนดนโยบาย วตัถปุระสงค ตัวชีว้ดัคณุภาพ
  (คูมือคุณภาพ)
ขอที่ 1  การกำหนดนโยบาย วัตถุประสงค 
  ตัวชี้วัดคุณภาพ (คูมือคุณภาพ)

No

 8.2 เอกสารระบบริหาร
  8.2.1 ทั่วไป

  8.2.2 ความสามารถและคุณภาพ

  8.2.3 หลักฐานคำมั่นสัญญา

  8.2.4 เอกสาร

  8.2.5 การเขาถึงของบุคลาการ

ขอที่ 1  องคกรและการบรหิาร

ขอที่ 1  องคกรและการบรหิาร

ขอที่ 11 กระบวนการพัฒนา 
  อยางตอเนื่อง
ขอที่ 2  ระบบเอกสารคุณภาพ

ขอที่ 2  ระบบเอกสารคุณภาพ

ขอท่ี 1  การกำหนดนโยบาย วตัถปุระสงค ตัวชีว้ดัคณุภาพ
  (คูมือคุณภาพ)
ขอท่ี 1  การกำหนดนโยบาย วตัถปุระสงค ตัวชีว้ดัคณุภาพ
  (คูมือคุณภาพ)
ขอที่ 69  การปรับปรุงประสิทธิภาพของระบบบริหาร  
  คุณภาพ (The must)
ขอที่ 6 การจัดทำเอกสารคุณภาพ การควบคุมเอกสาร  
  การเขาถึง
ขอที่ 6  การจัดทำเอกสารคุณภาพ การควบคุมเอกสาร  
  การเขาถึง

8.3 การควบคุมเอกสารของระบบบริหาร
  8.3.1 ทั่วไป

  8.3.2 การควบคุมเอกสาร

ขอที่ 2  ระบบเอกสารคุณภาพ

ขอที่ 2  ระบบเอกสารคุณภาพ

ขอที่ 6  การจัดทำเอกสารคุณภาพ การควบคุมเอกสาร  
  การเขาถึง
ขอที่ 6 การจัดทำเอกสารคุณภาพ การควบคุมเอกสาร  
  การเขาถึง
ขอที่ 7  การจัดการเอกสารในระบบสารสนเทศ

8.4 การควบคุมบันทึก
  8.4.1 การจัดทำบันทึก
  8.4.2 การแกไขบันทึก
  8.4.3 การเก็บรักษาบันทึก

No
No

ขอที่ 2  ระบบเอกสารคุณภาพ

No
No

ขอที่ 7 การจัดการเอกสารในระบบสารสนเทศ

8.5 การปฏิบัติเพื่อบงชี้ความเสี่ยงและ
  โอกาสพัฒนา
  8.5.1 การระบุความเสี่ยงและโอกาส
  8.5.2 การปฏิบัติบนความเสี่ยงและ 
   โอกาสพัฒนา

ขอที่ 10 การจัดการเหตุการณ
No

ขอที่ 66 การวิเคราะห คนหา ระบุ ประเมินความเสี่ยง
No

 8.6 การปรับปรุงพัฒนา
  8.6.1 การปรับปรุงพัฒนาอยางตอเนื่อง
  
  8.6.2 ความคิดเห็นของผูปวย บุคลากร 
   และผูรับบริการ

ขอที่ 11 กระบวนการพัฒนา 
  อยางตอเนื่อง
ขอที่ 11 กระบวนการพัฒนา 
  อยางตอเนื่อง

ขอที่ 69 การปรับปรุงประสิทธิภาพของระบบบริหาร  
  คุณภาพ (The must)
ขอที่ 70 การสำรวจความพึงพอใจ

 8.7 สิ่งที่ไมสอดคลองขอกำหนด
  และปฏิบัติการแกไข
  8.7.1 การปฏิบัติเมื่อพบ NC
  8.7.2 ประสิทธิภาพการแกไข
  8.7.3 บันทึก NC และปฏิบัติการแกไข

ขอที่ 10 การจัดการเหตุการณ
ขอที่ 10 การจัดการเหตุการณ
ขอที่ 10 การจัดการเหตุการณ

ขอที่ 64 สิ่งที่ไมสอดคลองกับขอกำหนด
ขอที่ 64 สิ่งที่ไมสอดคลองกับขอกำหนด
ขอที่ 64 สิ่งที่ไมสอดคลองกับขอกำหนด
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Comparison of Medical Laboratory MOPH Standards 2019 
with ISO 15189:2022    Wannaprach Ruengdet et al.

ตารางที่ 1 การเปรียบเทียบขอกำหนดระหวางมาตรฐาน ISO 15189:2022 และมาตรฐาน MOPH LAB ฉบับป 

 พ.ศ. 2562 (ตอ)

มาตรฐาน
ISO 15189:2022

มาตรฐาน MOPH LAB ฉบับป พ.ศ. 2562

ขอกำหนดใหญ 
(12 ขอ)

ขอกำหนดยอย
(75 ขอ)

8.8 การประเมิน
  8.8.1 ทั่วไป

  8.8.2 ตัวชี้วัดคุณภาพ
  8.8.3 การตรวจติดตามภายใน

ขอที่ 12 การประเมินคุณภาพ

ขอที่ 12 การประเมินคุณภาพ
ขอที่ 12 การประเมินคุณภาพ

ขอที่ 71 ตัวชี้วัดคุณภาพ
ขอที่ 72 การตรวจติดตามภายใน
ขอที่ 74 การประเมินคุณภาพโดยองคกรภายนอก
ขอที่ 71 ตัวชี้วัดคุณภาพ
ขอที่ 72 การตรวจติดตามภายใน

 8.9 การทบทวนระบบบริหารจัดการ
  8.9.1 ทั่วไป
  8.9.2 ขอมูลนำเขาสูการทบทวน
  8.9.3 ผลลัพธการทบทวน

ขอที่ 12  การประเมินคุณภาพ
ขอที่ 12 การประเมินคุณภาพ
ขอที่ 12  การประเมินคุณภาพ

ขอที่ 75 การทบทวนระบบบริหาร
ขอที่ 75 การทบทวนระบบบริหาร
ขอที่ 75 การทบทวนระบบบริหาร

หมายเหตุ: No หมายถึง ไมมีกลาวถึงในมาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข

ผลการวิเคราะหขอบกพรองจากรายงานผลการตรวจ

ประเมินมาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทย 

กระทรวงสาธารณสุข (MOPH LAB)

ในการศึกษานี้มีผลของหองปฏิบัติการที่ยื่นขอ

การรับรองใหมและขอตออายุตามมาตรฐาน MOPH 

LAB ตามขอกำหนดทีมี่การปรบัปรงุใหม ในป พ.ศ. 2562

และไดรับการตรวจประเมิน จำนวนทั้งสิ้น 180 แหง 

เปนการขอรับรองใหม 57 แหง และตออายุการรับรอง 

123 แหง   แบงเปน หองปฏบิตักิารของโรงพยาบาลชมุชน 

(รพช.) จำนวน 146 แหง โรงพยาบาลทั่วไป (รพท.) 

จำนวน 16 แหง โรงพยาบาลศูนย (รพศ.) จำนวน 5 แหง 

สังกัดกรมอื่นๆ 8 แหง และเอกชน 5 แหง คิดเปนรอยละ

81.1, 8.9, 2.8, 4.4 และ 2.8 ตามลำดับ จากรายงาน

ผลการตรวจประเมินหองปฏิบัติการทั้ง 180 แหง

พบขอบกพรอง (ขอที่ได 0 คะแนน) และขอสังเกต

(ขอที่ได 1 คะแนน) จำนวนทั้งหมด 2,705 ขอ แบงเปน

ขอกำหนดดานระบบ 1,097 ขอ และขอกำหนดดาน

วชิาการ 1,608 ขอ คาเฉลีย่หองปฏบิตักิารหนึง่แหงไดรบั

ขอบกพรองและขอสังเกต รวมจำนวน 15 ขอ จากการ

วิเคราะหขอมูลขอบกพรองที่พบแยกตามขอกำหนด 

Checklist  จำนวน 75 ขอ พบวามีขอบกพรองท่ีพบสงูสดุ 

5 อันดับแรก ไดแก ดานระบบ  ขอกำหนดที่ 75 เรื่อง

การทบทวนระบบบริหารจัดการคุณภาพ 76 ขอ

(รอยละ 2.8) ขอกำหนดที ่67 เรือ่ง การคนหาสาเหตขุอง

ความเสี่ยง 68 ขอ (รอยละ 2.5) ขอกำหนดที่ 68 เรื่อง 

แนวทางปฏบิตักิารจดัการสิง่ทีไ่มสอดคลองกับขอกำหนด

และขอรองเรียน 66 ขอ (รอยละ 2.4) ขอกำหนดที่ 5 

เรื่อง ที่ปรึกษาทางหองปฏิบัติการ 66 ขอ (รอยละ 2.4) 

และขอกำหนดที่ 64 เรื่อง การแกไขสิ่งที่ไมสอดคลอง

กับขอกำหนด (รอยละ 2.3) 64 ขอ ดานวิชาการ ไดแก 

ขอกำหนดที ่56 เรือ่ง การควบคมุคณุภาพภายใน 128 ขอ

(รอยละ 4.7) ขอกำหนดที่ 57 เรื่อง การประเมิน

คุณภาพการตรวจวิเคราะหจากองคกรภายนอก 119 ขอ 

(รอยละ 4.4) ขอกำหนดที่ 42 เรื่อง การทบทวนขอตกลง

การใชบรกิารและการสือ่สารคูมือใชบรกิารหองปฏบิตักิาร

(รอยละ 2.7) ขอกำหนดที่ 47 เรื่อง การทวนสอบผล 

(Method Validation and Verification) 69 ขอ

(รอยละ 2.6) และขอที่ 36 เรื่อง การสอบเทียบเครื่องมือ 

66 ขอ (รอยละ 2.4) อยางไรกต็ามพบวามขีอกำหนด 2 ขอ

ที่พบขอบกพรองจำนวน 1 ขอ ไดแก ขอกำหนดที่

45 เรื่อง บันทึกการรับตัวอยาง และขอที่ 73 เรื่อง

ผูตรวจติดตามคุณภาพภายในที่ผานการฝกอบรม

ดังแสดงในภาพที่ 1
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นอกจากน้ีเมื่อ วิ เคราะหขอมูลเ พ่ิมเติมจาก

ขอบกพรองเรื่องการการควบคุมคุณภาพภายในและ

การประเมินคุณภาพการตรวจวิเคราะห พบขอบกพรอง

ในรายการทดสอบท่ีเปดใหบรกิารแตไมไดทำการควบคมุ

คุณภาพภายใน (Internal Quality Control) หรือ

เขารวมการประเมินคณุภาพการตรวจวิเคราะหจากองคกร

ภายนอก (External Quality Assessment, EQA) 

ไดแก งานโลหิตวิทยาคลินิก งานจุลทรรศนศาสตรคลินิก 

งานเคมีคลินิก งานจุลชีววิทยาคลินิก และงานภูมิคุมกัน

วิทยาคลินิก จำนวน 9, 8, 8, 3 และ 7 รายการทดสอบ

ตามลำดับ ซึ่งแตละงานไดแจกแจงรายการทดสอบไว

โดยมีรายละเอียดแสดงเปนรอยละของหองปฏิบัติการ

ทีไ่มไดดำเนนิการควบคมุคณุภาพจากจำนวนหองปฏบิตักิาร

ที่ผานการรับรองทั้งหมด ดังแสดงในตารางที่ 2 

ภาพที่ 1 จำนวนขอบกพรองและขอสังเกตที่พบ จำแนกตามขอกำหนดยอยมาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทย 

 กระทรวงสาธารณสุข 

ตารางที่ 2 รายการทดสอบที่หองปฏิบัติการที่รับการตรวจประเมิน จำนวน 180 แหง ตามมาตรฐานหองปฏิบัติการ

 ทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข ไมไดดำเนินการควบคุมคุณภาพภายในหรือเขารวมการประเมิน

 คุณภาพการตรวจวิเคราะหจากองคกรภายนอก 

สาขา
จำนวนรายการ

ทดสอบ

*รายการทดสอบที่ไมไดดำเนินการควบคุม
คุณภาพภายในหรือรวมการประเมินคุณภาพ

การตรวจวิเคราะห

รอยละของหองปฏิบัติการที่ไมได
ดำเนินการควบคุมคุณภาพจากจำนวน
หองปฏิบัติการที่ผานการรับรองทั้งหมด

งานโลหิตวิทยาคลินิก 9 20-minutes WBCT
ESR
Microbilirubin
PT/INR
Bleeding time
Reticulocyte count
Hct
DCIP
OF test

22.8
12.2
11.1
9.4
7.8
5.6
5.0
3.3
2.8

งานจุลทรรศนศาสตร
คลินิก

8 Wet smear
Tzanck smear
Body fluid analysis

19.4
13.9
12.8
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Comparison of Medical Laboratory MOPH Standards 2019 
with ISO 15189:2022    Wannaprach Ruengdet et al.

สาขา
จำนวนรายการ

ทดสอบ

*รายการทดสอบที่ไมไดดำเนินการควบคุม
คุณภาพภายในหรือรวมการประเมินคุณภาพ

การตรวจวิเคราะห

รอยละของหองปฏิบัติการที่ไมได
ดำเนินการควบคุมคุณภาพจากจำนวน
หองปฏิบัติการที่ผานการรับรองทั้งหมด

Fern test
Microfilaria
Occult blood
Semen analysis
THC

11.7
10.6
7.8
5.0
5.0

งานเคมีคลินิก 8 Troponin T
Microalbumin
Capillary blood sugar
HbA1C
Blood lactate
CK-MB
CO2

NTpro BNP

11.1
7.8
4.4
3.9
3.9
2.2
1.7
1.1

งานจุลชีววิทยาคลินิก 3 KOH preparation
India Ink
Scabies

13.9
7.8
7.0

งานภูมิคุมกันวิทยาคลินิก 7 Leptospira antibody
Rheumatoid Factor
Dengue Ag /Ab
Influenza A/B
Covid-19 Ag
Scrub typhus
D-dimer

5.0
2.2
2.2
1.7
1.1
1.1
0.6

ตารางที่ 2 รายการทดสอบที่หองปฏิบัติการที่รับการตรวจประเมิน จำนวน 180 แหง ตามมาตรฐานหองปฏิบัติการ

 ทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข ไมไดดำเนินการควบคุมคุณภาพภายในหรือเขารวมการประเมิน

 คุณภาพการตรวจวิเคราะหจากองคกรภายนอก (ตอ)

หมายเหตุ: * ขอมลูรวบรวมจากหองปฏบัิตกิารท่ีรับการตรวจประเมนิ จำนวน 180 แหง คำอธบิาย: 20-minutes WBCT = การทดสอบความผดิปกติ
 ในการแข็งตัวของเลือดหรือถูกงูพิษกัด, ESR = อัตราการตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง, Microbilirubin = การตรวจระดับบิลิรูบิน
 ในเด็กแรกเกิดเพื่อวินิจฉัยภาวะตัวเหลือง, PT/INR = การทดสอบความผิดปกติของการแข็งตัวของเลือดและการติดตามการรักษายา
 กันเลือดแข็งตัว, Bleeding time = การทดสอบความผิดปกติในการแข็งตัวของเลือด, Reticulocyte count = การประเมินภาวะ
 โลหิตจาง จากอัตราการสรางเม็ดเลือดแดง, Hct = การตรวจความเขมขนของเลือด, DCIP และ OF test = การตรวจคัดกรองพาหะ
 ธาลัสซีเมีย, Wet smear = การตรวจหาปรสิตโดยการดูสดดวยกลองจุลทรรศน, Tzanck smear = การตรวจความผิดปกติของเซลล 
 ที่ติดเชื้อไวรัสบางชนิด, Body fluid analysis = การตรวจวิเคราะหของเหลวจากชองตางๆ ในรางกาย, Fern test = การตรวจวินิจฉัย
 ภาวะถุงน้ำคร่ำแตกกอนการเจ็บครรภ, Microfilaria = การตรวจหาพยาธิโรคเทาชางในเลือด, Occult blood = การตรวจหาเลือดแฝง
 ในอุจจาระ, Semen analysis = การตรวจวิเคราะหคุณภาพน้ำเชื้อ, THC = การตรวจหาสารเสพติดกัญชาในปสสาวะ, Troponin 
 T = การวินิจฉัยภาวะหัวใจขาดเลือด, Microalbumin = การตรวจปสสาวะเพื่อวินิจฉัยภาวะไตเสื่อม, Capillary blood sugar = 
 การตรวจเบาหวานแบบใชเลือดปลายน้ิว, HbA1C = การตรวจคาน้ำตาลสะสมในเลือด, Blood lactate = การตรวจหา Lactate
 เพื่อบงบอกถึงเนื้อเยื่อตางๆ ของรางกายขาดออกซิเจน, CK-MB = การวินิจฉัยภาวะหัวใจขาดเลือด, CO2 = การตรวจกาซ
 คารบอนไดออกไซดในเลือดแดง, NTpro BNP = การวินิจฉัยภาวะหัวใจลมเหลว, KOH preparation = การตรวจเชื้อราทางผิวหนัง, 
 India ink = การตรวจหาเชื้อ Cryptococcal โดใชหมึก India, Scabies = การตรวจหาเชื้อหิด, Leptospira antibody = การตรวจ
 วินิจฉัยการติดเชื้อ Leptospira, Rheumatoid Factor = การวินิจฉัยโรคขออักเสบรูมาตอยด, Dengue Ag /Ab = การตรวจวินิจฉัย
 โรคไขเลือดออก และ Influenza A/B = การตรวจวินิจฉัยโรคไขหวัดใหญ, Covid-19 Ag = การตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อโควิด 19, 
 Scrub typhus = การตรวจวินิจฉัยโรคไขรากสาดใหญ, D-dimer = การวินิจฉัยภาวะอุดตันของลิ่มเลือด
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วิจารณ

จากการศึกษาวิเคราะหขอมูลการเปรียบเทียบ

ขอกำหนดของมาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทย  

กระทรวงสาธารณสขุ (MOPH LAB) ฉบบัป พ.ศ. 2562 

และมาตรฐาน ISO 15189:2022 ขอกำหนดของมาตรฐาน 

MOPH LAB ฉบบัป พ.ศ. 2562 มขีอกำหนดทีค่รอบคลมุ

ขอกำหนดสำคัญท้ังดานระบบบริหารและดานวิชาการ

ของมาตรฐานสากล ISO 15189:2022 แตยังขาด

ขอกำหนด เรื่อง ความเปนกลาง การจัดการขอมูล

สารสนเทศ การปลอยขอมูลผูปวย ขอกำหนดเกี่ยวกับ

ผูปวย ขอบขายกิจกรรมหองปฏิบัติการ ความสอดคลอง

กับขอกำหนด การรายงานเมื่อเครื่องมือมีปญหา

การสอบกลบัทางมาตรวิทยา คูมอืการใชงาน การรายงาน

อุ บัติการณไมพึงประสงค  ขอตกลงกับการตรวจ

POCT การประเมินคาความไมแนนอนคาอางอิง

และการตั ดสิ น ใจทางค ลิ นิก  แผนรับมื อระบบ

สารสนเทศลม การจัดการนอกสถานท่ี ขอคำนึงถึง

ระบบบริหาร การจัดทำบันทึก การแกไขบันทึก และ

การปฏิบัติบนความเส่ียงและโอกาสพัฒนา ทั้งนี้มีขอ

กำหนดทีก่ำหนดไวแตกตางกนัในบางขอกำหนด กลาวคือ 

ขอกำหนดที่ 59–62 ของมาตรฐาน MOPH LAB เปน

ขอกำหนดทีเ่ก่ียวของกับความปลอดภัยในหองปฏบิตักิาร 

ที่ไมปรากฏในหัวขอที่ชัดเจนในมาตรฐาน ISO 15189 

แตกลาวไวในหัวขอยอย โดยพบวาตรงกับขอกำหนด

ดานความปลอดภัยของหองปฏิบัติการทางการแพทย

ตามมาตรฐาน ISO 15190 ซ่ึงหนวยรบัรองหองปฏบิตักิาร

ไดกำหนดใหหองปฏิบัติการทางการแพทยทุกแหงที่ขอ

การรับรองตามมาตรฐานสากล ISO 15189 ตองรับการ

รับรองดานขอกำหนดความปลอดภัยของหองปฏิบัติการ

ทางการแพทยไปพรอมกันดวย จึงจะถือไดวาไดรับการ

รับรองตามมาตรฐานสากลและมาตรฐาน MOPH LAB 

ครอบคลุมทั้งประเด็นการใหบริการตามระบบคุณภาพ

บริหาร วิชาการ และมาตรฐานความปลอดภัย จึงแสดง

ใหเห็นวามาตรฐาน MOPH LAB ถูกสรางขึ้นมาเพื่อ

ใหการรบัรองครบจบในมาตรฐานฉบบัเดยีว ซ่ึงสอดคลอง

ตามมาตรฐานสากลที่หองปฏิบัติการสามารถไปตอยอด

เพื่อขอการรับรองตอไปได มากไปกวาน้ันยังพบวา

ขอกำหนดบางขอท่ีพบในมาตรฐาน ISO 15189 แตไมพบ

ในมาตรฐาน MOPH LAB ไดแก เรือ่งการสอบกลบัทาง

มาตรวทิยา ความไมแนนอนของการวัด เปนตน เนือ่งจาก

ในการกำหนดมาตรฐาน MOPH LAB มีจุดประสงค

เริ่มแรกเพื่อนำไปใชในการรับรองของหองปฏิบัติการ

ทางการแพทยในสถานพยาบาลขนาดเล็ก เพื่อให

หองปฏิบัติการมีระบบคุณภาพในการใหบริการ จึงนำ

ขอกำหนดที่จำเปนของมาตรฐานสากลมาปรับให

เหมาะสมกับบริบทของหองปฏิบัติการของสถาน

พยาบาลขนาดเล็ก แตในปจจุบันมีหองปฏิบัติการ

ทางการแพทยของสถานพยาบาลขนาดใหญ รวมถึง

สถานพยาบาลเอกชนมาขอการรับรอง จึงตองมี

การปรับปรุงและพัฒนามาตรฐานใหเหมาะสมกับ

บริบทของสถานพยาบาลทุกระดับ อยางไรก็ตาม

การรบัรองตามมาตรฐานสากล ISO 15189 และมาตรฐาน 

MOPH LAB ไมกำหนดใหหัวหนาหองปฏิบัติการ

ตองเปนผูประกอบวิชาชีพเทคนิคการแพทยเทานั้น 

โดยมาตรฐาน MOPH LAB กำหนดไวในขอท่ี 12

“หองปฏิบัติการตองมีผูปฏิบัติงานที่ไดรับใบอนุญาต

ประกอบวชิาชีพเทคนคิการแพทย มคีวามรู ความชำนาญ

และมีประสบการณทั้งดานทฤษฎี และวิธีปฏิบัติ”

ซึ่ ง เปนการเปดโอกาสให ผูปฏิบัติ งานที่มีความรู

และประสบการณมานานกอนมีผูประกอบวิชาชีพ 

สามารถปฏิบัติหนาที่หัวหนาหองปฏิบัติการได ไดแก 

นักวิทยาศาสตรการแพทยหรือเจาพนักงานวิทยาศาสตร

การแพทย โดยมีบุคลากรอื่นๆ ในหองปฏิบัติการเปน

นักเทคนิคการแพทย สวนมาตรฐานสากล (ISO) เปน

มาตรฐานที่มีขอกำหนดวาดวย laboratory director 

ที่มีบุคคลที่มีหนาที่รับผิดชอบและมีอำนาจในการจัดการ

ภายในหองปฏบัิตกิาร (person(s) with responsibility

for, and authority over, a laboratory) โดยมหีนาที่

กำหนดไวในขอกำหนดที่ 5.2.2 ซึ่งเปนการเปดกวาง

ใหทุกคนที่มีคุณสมบัติตามขอกำหนดเปนหัวหนา

หองปฏิบัติการได อยางไรก็ตามจากการสำรวจขอมูล

หองปฏบิตักิารทีไ่ดรบัการรบัรอง ISO 15189 พบหัวหนา

หองปฏิบัติการเปนนักเทคนิคการแพทยหรือเปน

แพทยเทานั้น จากขอมูลการเปรียบเทียบขอกำหนด

ทั้งสองมาตรฐานแมวามีความแตกตางในรายละเอียด

ของขอกำหนดบางขอไมไดทำใหหองปฏิบัติการที่ไดรับ
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Comparison of Medical Laboratory MOPH Standards 2019 
with ISO 15189:2022    Wannaprach Ruengdet et al.

การรับรองโดยมาตรฐานระดับประเทศ มีความ

แตกตางกันในประเด็นของการไดรับการยอมรับความ

เชื่อมั่นและไววางใจจากผูรับบริการมีเพียงประเด็น

ที่ แตกต า งกันระหว า งการได รับการ รับรองตาม

มาตรฐานระดับประเทศกับการไดรับการรับรองตาม

มาตรฐานสากล รายงานผลการตรวจวิเคราะหจาก

หองปฏิบัติการที่ไดรับการรับรองจะถูกยอมรับและนำไป

ใชกับหนวยงานตางประเทศโดยไมถูกตรวจวิเคราะหซ้ำ

มากไปกวานั้นจะไดรับความนาเชื่อถือสำหรับตรวจ

วิเคราะหตัวอยางที่เกี่ยวของกับการวินิจฉัยทางกฎหมาย 

รวมทั้งการทำงานวิจัยกับองคกรตางๆ(8) อยางไร

ก็ตามถือวามาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทย

กระทรวงสาธารณสุข ฉบับป พ.ศ. 2562 เปนมาตรฐาน

ระดับประเทศที่สงเสริมพัฒนาคุณภาพและมาตรฐาน

หองปฏิบัติการทางการแพทยใหมีศักยภาพมากขึ้น 

สามารถขอการรับรองตามมาตรฐานสากลตอไปได 

จากขอมลูจำนวนหองปฏบิตักิารท่ีไดรบัการรบัรอง

มาตรฐาน MOPH LAB จำนวน 180 แหง เปน

หองปฏบิตักิารในโรงพยาบาลสงักดักระทรวงสาธารณสขุ 

จำนวน 174 แหง แบงเปน โรงพยาบาลชุมชนจำนวน

146 แหง โรงพยาบาลทัว่ไป จำนวน 16 แหง โรงพยาบาลศนูย

จำนวน 5 แหง สงักดักรมอืน่ๆ จำนวน 8 แหง ตามลำดบั(9)

ซึ่ ง โรงพยาบาลทั้ งสามระดับรวมถึ งโรงพยาบาล

สังกัดกรมตางๆ มีความแตกตางกันในโครงสราง

พ้ืนฐาน จำนวนบุคลากร ศักยภาพการใหบริการ

ดังนั้นการเลือกใชมาตรฐานระดับประเทศเปนเคร่ืองมือ

ในการพฒันาระบบคณุภาพการใหบรกิารทางหองปฏบัิตกิาร

จึงเปนการเริ่มตนของระบบบริหารจัดการคุณภาพ

หองปฏิบัติการทางการแพทยภายในประเทศที่เหมาะสม

การศึกษานี้ไดเลือกศึกษาระดับคุณภาพหองปฏิบัติการ

ทีย่ืน่ขอการรบัรองใหมและตออายตุามมาตรฐาน MOPH 

LAB ในป พ.ศ. 2563−2566 ซึ่งเริ่มตั้งแตปแรกหลัง

กรมวิทยาศาสตรการแพทยปรับปรุงขอกำหนดการ

รับรองเปน ฉบับป พ.ศ. 2562 เพื่อใหไดขอมูลตาม

มาตรฐานที่ปรับปรุงแลว โดยเลือกวิเคราะหรายงาน

ผลขอบกพรองจากการตรวจประเมินในภาพรวมของ

หองปฏบิตักิารทัง้ 180 แหง เปนขอมูลจากหองปฏบิตักิาร

โรงพยาบาลชมุชน จำนวน 146 แหง (รอยละ 81.1) รายงาน

ขอบกพรองเปนขอมลูทีเ่ปนขอบงชีท้ีช่ดัเจนของการธำรง

รักษาระบบคุณภาพใหสอดคลองตามขอกำหนด จึงใช

เปนขอมูลสะทอนระดับคุณภาพของหองปฏิบัติการที่ขอ

การรับรองไดดี  อีกทั้ งขอบกพรองเหลานี้ ไดผาน

กระบวนการตรวจประเมินจากหนวยงานภายนอก

รวมทัง้ไดผานการวเิคราะหจากหองปฏบิตักิาร เพือ่คนหา

สาเหตุ แกไขขอบกพรอง รวมทั้งวิเคราะหเพื่อกำหนดวิธี

การปองกันการเกิดซ้ำ ซึ่งทำใหทราบแนวทางวิธีปฏิบัติ

การจัดการระบบคุณภาพของหองปฏิบัติการในภาพรวม

จากขอมูลพบวาหองปฏิบัติการไดรับขอบกพรองมี

คาเฉลี่ยสูงถึง 15 ขอ จาก 75 ขอ จากขอมูลการขอรับรอง

เปนหองปฏิบัติการรายใหมประมาณรอยละ 80

จงึพบขอบกพรองจำนวนมาก  อยางไรกต็ามหองปฏบิตักิาร

ทุกแหงไดดำเนินการแกไขขอบกพรองและวางแนวทาง

การเกิดปญหาซำ้ไวแลว ทัง้นีเ้พือ่ใหไดขอมลูประสทิธภิาพ

ของการปองกันการเกิดปญหาซ้ำ สำนักมาตรฐาน

หองปฏิบัติการ จึงควรทำการศึกษาเพิ่มเติมโดยการ

ตดิตามผลการตรวจประเมนิหองปฏบิตักิารเหลานีใ้นรอบ

การตรวจประเมินครั้งตอไป 

ทั้งนี้จากการวิเคราะห จำนวน 2,705 ขอ และ

จำแนกความถี่ขอบกพรองดานวิชาการที่รายงานสูงสุด

5 ลำดับแรก ไดแก  Checklist ขอที่  56 เรื่อง

การควบคมุคณุภาพภายใน และ Checklist ขอที ่57 เรือ่ง

การเขารวมการทดสอบความชำนาญกับองคกรภายนอก 

ซึ่งเปนขอกำหนดที่จำเปน (The must) สาเหตุที่

หองปฏิบัติการไดรับขอบกพรองในขอกำหนดทั้งสอง

ขอนี้มากนาจะมีสาเหตุสวนหนึ่งจากรายการทดสอบที่

โรงพยาบาลเปดใหบรกิารมจีำนวนนอยหรอืมากแตกตาง

กันไปตามบทบาทภารกิจการใหบริการของโรงพยาบาล

แตละระดบั และจากขอมลูทีไ่ดศกึษาเพิม่เตมิพบรายการ

ทดสอบที่หองปฏิบัติการสามารถเขารวมการประกัน

คุณภาพหรือการประเมินคุณภาพการตรวจวิเคราะห

หรือการทดสอบความชำนาญ (External Quality 

Assessment, EQA/PT Provider) ไดครบ

ทุกรายการทดสอบเฉพาะสาขาธนาคารเลือดเทานั้น 

สวนที่เหลืออีก 35 รายการทดสอบ (ตารางที่ 2) เปน

รายการทดสอบที่ไมมี EQA/PT Provider อาจเปน

เพราะรายการทดสอบบางรายการเตรียมตัวอยางสำหรับ 
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การเปรียบเทียบมาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข 
ป พ.ศ. 2562 กับมาตรฐานสากล ISO 15189:2022            วรรณปรัชญ เรืองเดช และคณะ

EQA/PT ไดยาก เน่ืองจากเปนตวัอยางท่ีตองเตรยีมใหมี

ความคงทน (stable) เชน Bleeding time, 20WBCT, 

capillary blood sugar บางรายการทดสอบตองเตรียม

ตวัอยางทีเ่กบ็จากผูปวยจรงิ และทำตวัอยางเลียนแบบยาก

(simulated sample) เชน KOH preparation, 

Tzanck smear, Semen analysis, Fern test, Wet 

smear และ India ink เปนตน(10) นอกจากนั้นหนวย

รับรองควรปรับปรุงเกณฑการใหคะแนนขอกำหนดที่ 56

(IQC) และขอ 57 (EQA/PT) ใหหองปฏิบัติการ

สามารถเลือกใชวิธีทางเลือกอื่นๆ ที่ยอมรับ เหมือนขอ

กำหนดของ ISO 15189 เชน การเปรยีบเทียบผลระหวาง

หองปฏบิตักิาร (Interlaboratory Comparison) และ

การประเมินความสามารถการทดสอบ (Laboratory’s 

Performance in Test) แทนการเขารวมประเมิน

คุณภาพการตรวจวิเคราะห/การทดสอบความชำนาญ

(EQA/PT)  ในกรณท่ีีไมมีหนวยบรกิาร EQA/PT ทัง้นี้

หนวยรบัรองมกีารจัดทำเอกสาร  N 07 15 029 เพือ่ใชเปน

แนวทางการควบคุมคุณภาพรายการตรวจวิเคราะห

ที่ ไมมีหนวยงานจัดทำโปรแกรมการทดสอบความ

ชำนาญในประเทศไทย สำหรับหองปฏิบัติ การ

ทางการแพทย

สวนขอบกพรองดานวิชาการอีกสามลำดับถัดมา 

ไดแก ขอที ่47 เรือ่ง การทวนสอบผล (Method Validation

and Verification)  หองปฏบิตักิารไมมีการทวนสอบผล 

ขอที่ 42 เรื่อง การสื่อสารและทบทวนคูมือการใชบริการ

ทางหองปฏิบัติการ และขอที่ 36 การสอบเทียบเครื่องมือ

รวมทั้งขอบกพรองดานระบบบริหารจัดการ ไดแก

ขอที่ 75 เรื่อง การทบทวนระบบบริหารจัดการคุณภาพ

ขอที่ 67 เรื่อง การคนหาสาเหตุของความเสี่ยง ขอที่ 68 

เรื่อง แนวทางปฏิบัติการจัดการสิ่งที่ไมสอดคลองกับ

ขอกำหนดและขอรองเรียน ขอที่ 5 เรื่อง ที่ปรึกษาทาง

หองปฏิบัติการ ขอที่ 64 เรื่อง การแกไขสิ่งที่ไมสอดคลอง

กับขอกำหนด เปนขอบกพรอง ท่ี เกิดจากความรู 

ความเขาใจ และการปฏิบัติงานของบุคลากรที่ตอง

รับผิดชอบใหเปนไปตามแผนปฏิบัติการและเงื่อนไข

วิธีการที่กำหนดและประกาศใชรวมกันในหองปฏิบัติการ 

ทั้งน้ีขอบกพรองที่พบในการศึกษานี้ สำนักมาตรฐาน

หองปฏิบัติการไดมีการดำเนินงานสนับสนุนตางๆ แลว 

ซึ่งในอนาคตคาดวาขอบกพรองที่หองปฏิบัติการจะได

รับจากการตรวจประเมินจะมีจำนวนลดลง เนื่องจาก

หากหองปฏิบัติการมีความเขาใจและมีความรูในระบบ

คุณภาพ สามารถนำไปปฏิบัติไดถูกตองและครบถวน

ตามมาตรฐาน อยางไรก็ตามสำหรับหองปฏิบัติการที่ขอ

การรับรองรายใหมอาจยังพบขอบกพรองจำนวนมาก

ซึง่ตองใชเวลาในการเรยีนรูเพือ่พฒันาระบบคณุภาพของ

หองปฏิบัติการตอไป

สรุป

การรับรองหองปฏิบัติการทางการแพทยของ

ประเทศไทยตามมาตรฐานสากล ISO 15189 ปจจุบัน

มีหองปฏิบัติการผานการรับรอง จำนวน 332 แหง(11)  

และมีหองปฏิบัติการผานการรับรองตามมาตรฐาน

หองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข 

(MOPH LAB) จำนวน 241 แหง(9) จากหองปฏิบัติการ

ทางการแพทยที่สังกัดกระทรวงสาธารณสุข จำนวน 

946 แหง(12) และหองปฏิบัติการนอกสังกัดกระทรวง

สาธารณสุข จำนวน 512 แหง(13) ขอกำหนดหลักของ

มาตรฐานทัง้สองไมแตกตางกนั ซึง่เฉพาะมาตรฐานสากล

เทานั้นที่สามารถนำรายงานผลไปใชงานไดตามเงื่อนไข

การยอมรบัรวมระหวางประเทศ (Mutual Recognition

Arrangement, MRA) จากหองปฏิบัติการที่ไดรับ

การรับรองดวยมาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทย 

กระทรวงสาธารณสุข ฉบับป พ.ศ. 2562 พบรายงาน

ขอบกพรองที่พบบอย นำไปสูขอเสนอแนะในการพัฒนา 

ไดแก การพัฒนาการบริการทดสอบความชำนาญ 

การควบคมุคณุภาพภายใน การปรบัปรงุเกณฑการรบัรอง

ใหใช Interlaboratory Comparison หรือเสริมสราง

ความเขมแข็งใหหองปฏิบัติการ โดยการเพิ่มองคความรู

ดานการทวนสอบ (Method Validation and Verification)

อยางไรก็ตามการเขาสูระบบคุณภาพตามมาตรฐาน

หองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข

เมื่อป พ.ศ. 2563 มีทั้งโรงพยาบาลขนาดเล็กจนถึง

ขนาดใหญ ดวยมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข มุงเนน

ใหหองปฏิบัติทางการแพทยที่เพิ่งเริ่มนำระบบคุณภาพ

มาใชในการพัฒนาคุณภาพและมาตรฐานการใหบริการ 
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เพื่อขอรับการรับรองคุณภาพหองปฏิบัติการ และเตรียม

ความพรอมของระบบคณุภาพใหสอดคลองกบัมาตรฐาน

สากล ISO 15189 ในการขอรับรองตอไปในอนาคต ซึ่ง

จะทำใหเกิดความเชื่อมั่นและการยอมรับจากผูรับบริการ 

นอกจากนั้นหองปฏิบัติการยังตองการการสนับสนุนจาก

ผูบริหารในเรื่องทรัพยากรตางๆ ตั้งแตคน สถานที่ 

เครื่องมือ และการใหความรูในเรื่องระบบคุณภาพอยาง

ตอเนื่องเพื่อการพัฒนาที่ยั่งยืน 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณผูที่มีสวนเกี่ยวของทุกทานที่มีสวน

ทำใหการศึกษานีป้ระสบความสำเรจ็ อาทิ หองปฏบิตักิาร

ทกุแหงทีข่อรับการรบัรอง คณะผูตรวจประเมนิ คณะทำงาน

ปรับปรุ งมาตรฐานและคูมือการตรวจประเมินฯ

มาตรฐานหองปฏิบัติการทางการแพทยกระทรวง

สาธารณสุข ขอขอบคุณ นายแพทยศุภกิจ ศิริลักษณ

และ นายแพทยปยะ ศริลิกัษณ ทีใ่หการสนบัสนนุการศกึษา

ครั้งนี้ และขอขอบคุณ นางสาวปนัดดา วิรุฬหบุญภัทร

ในการทวนสอบ Checklist มาตรฐานหองปฏิบัติการ

ทางการแพทยกระทรวงสาธารณสุข เปรียบเทียบกับ

ISO 15189
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Comparison between Requirements of 
Thailand Medical Laboratory, Ministry
of Public Health (MOPH) Standards 2019, 
with ISO 15189:2022, and Non-conformities 
in Laboratories Accredited by the MOPH 
Standards 2019 during Fiscal Years 2020–2023

ABSTRACT The requirements of the Ministry of Public Health (MOPH) Standards for Medical 

Laboratories have been met by complying with the international standard ISO 15189:2012. In 2022,

the international standard ISO 15189 underwent revision; therefore, the MOPH Standards must be 

revised to comply more with ISO 15189:2022. This report is based on a retrospective review that compared

the MOPH Standards with ISO 15189:2022 and analyzed the conditions and non-conformities of 180 

medical laboratories accredited by the MOPH Standards (edition 2019) from October 2019 to September 

2023. The study showed that most of the requirements of the MOPH Standards 2019 were comprehensive, 

aligning with the international standards. The average number of non-conformities and observations was 

15 out of 75 requirements per laboratory. The top fi ve non-conformities were internal quality control,

external quality assurance, management review, laboratory information for patients and users, and 

method verifi cation at 4.7%, 4.4%, 2.8%, 2.7%, and 2.6%, respectively. Among 35 testing items, there was 

no internal quality control and external quality assessment. In addition, laboratories required support 

from management in terms of resources, as well as knowledge about quality systems and the continuous 

development of these systems. This will reassure and provide acceptance from service recipients.

Keywords: MOPH Medical Laboratory Standards, Medical laboratory, Quality system, Non-conformity

 analysis
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กันตินันท สมใจ 
หนวยงานรังสีรวมรักษา โรงพยาบาลมะเร็งอุบลราชธานี อุบลราชธานี 34000

ปริมาณรังสีที่ผูปวยไดรับในหัตถการทาง
รังสีรวมรักษาระบบลําตัว

โรงพยาบาลมะเร็งอุบลราชธานี

บทคัดยอ รังสีรวมรักษาเปนหัตถการท่ีมีเปาหมายในการใหการรักษาแกผูปวยผานทางหลอดเลือด โดยการใชอุปกรณ

ทางการแพทยจําเพาะท่ีมีขนาดเล็กหรือสารอนุภาคขนาดเล็กใสเขาไปในรางกายของผูปวย เพื่อการวินิจฉัยและรักษาโดย

เครื่องเอกซเรยหลอดเลือดเพื่อนําทางในการทําหัตถการที่มักใชเวลานานสงผลทําใหผูปวยไดรับปริมาณรังสีมากขึ้น จึงมีความ

จําเปนที่จะตองมีการนําคาปริมาณรังสีที่ผูปวยไดรับมาวิเคราะห เพื่อศึกษาปริมาณรังสีที่ผูปวยไดรับจากการตรวจทางรังสี

รวมรักษาระบบลําตัว และนําไปเปรียบเทียบกับคาปริมาณรังสีอางอิงของการตรวจทางรังสีรวมรักษาระบบลําตัว จากการเก็บ

ขอมูลผูปวยที่ไดรับการทําหัตถการทางรังสีรวมรักษาระบบลําตัว จํานวน 96 ราย ระยะเวลาตั้งแตเดือนมกราคม ถึง ธันวาคม 

พ.ศ. 2565 โดยศึกษาใน 3 หัตถการ คือ การใหสารเคมีบําบัดเฉพาะที่ทางหลอดเลือดแดง การฉีดสารอุดหลอดเลือดที่ผิดปกติ

ระบบลําตัว และการใสสายระบายน้ําดีผานทางผิวหนังหนาทอง พบวาปริมาณรังสีที่ผูปวยไดรับเฉลี่ย คือ 68.26, 67.20 และ 

8.91 Gy/cm2 ตามลําดับ สรุปวาคาปริมาณรังสีสะสมจากงานวิจัยนี้เมื่อนํามาเปรียบเทียบกับปริมาณรังสีอางอิงมาตรฐานของ

กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข พ.ศ. 2566 และมาตรฐานสากล พบวาคาปริมาณรังสีสะสมจากการศึกษานี้

มีคานอยกวาคาอางอิงมาตรฐาน 

คําสําคัญ: ปริมาณรังสีที่ผูปวยไดรับ, คาปริมาณรังสีอางอิง, รังสีรวมรักษา
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Patient Radiation Doses by Body Interventional Radiology 
in Ubon Ratchathani Cancer Hospital   Kantinan Somjai

บทนํา

รังสีรวมรักษาเปนการตรวจเพื่อหาความผิดปกติ

ของหลอดเลือดแดงท่ัวรางกาย โดยจะทำการตรวจภายใต

เครือ่งเอกซเรยหลอดเลอืดระบบดจิิทัล (Angiography)

การตรวจจะมีสองลักษณะ ลักษณะแรกเพื่อตรวจหา

ความผิดปกติของหลอดเลือดแดงทั่วไป และลักษณะ

ที่สองเพื่อตรวจหาความผิดปกติของหลอดเลือดและ

ใชสารอดุกัน้ฉดีเขาหลอดเลอืดทีผ่ดิปกต ิเพือ่ลดปรมิาณ

เลือดที่ไปเล้ียงกอนเนื้อกอนการผาตัดอุดหลอดเลือด

เพื่อหามเลือด และขยายหลอดเลือดตีบตัน(1) เปนตน 

รังสีรวมรักษาสามารถตรวจไดหลายระบบ เชน ระบบ

ประสาท ระบบลำตัว และรยางค ซึ่งทำใหไดภาพทางรังสี

ที่มีคุณภาพดี สามารถเห็นอวัยวะตางๆ ภายในไดชัดเจน

ยิง่ข้ึน งายตอการแปลผลและการวินจิฉยัโรค ปรมิาณรงัสี

ท่ีผูปวยไดรับจากการตรวจรงัสรีวมรกัษามคีาทีแ่ตกตางกนั

ตามลักษณะของการตรวจและระยะเวลาที่ตรวจซึ่ง

ไมเทากัน ยิ่งใชเวลานานยิ่งจะทำใหเกิดอันตรายจากการ

ไดรับรังสีตอผูปวยเพิ่มขึ้นดวย จึงเปนสิ่งที่ตองพิจารณา

และควบคมุปริมาณรงัสท่ีีผูปวยไดรบัใหเหมาะสม รวมถึง

การประเมนิอนัตรายจากรงัสทีีส่งผลตอบรเิวณผวิหนงั เชน 

มลีกัษณะเปนรอยไหมแดง เนือ้ตาย และแผลเนาเปอย(2)

คาปรมิาณรงัสีทีผู่ปวยไดรบัจากการหตัถการทางรงัสรีวม

รักษาระบบลำตัว ไดแก 1) การใหสารเคมีบำบัดเฉพาะ

ที่ทางหลอดเลือดแดง (Trans-Arterial Chemo 

Embolization, TACE) 2) การฉีดสารอุดหลอดเลือด

ที่ผิดปกติระบบลำตัว (Body Embolization) และ 

3) การทำหัตถการใสสายระบายน้ำดีผานทางผิวหนัง 

(Percutaneous Transhepatic Biliary Drainage, 

PTBD) โดยควรนำคาที่ผูปวยไดรับเปรียบเทียบกับ

ปริมาณรังสีอางอิงมาตรฐาน (Diagnostic Reference 

Levels, DRLs) 

จากความสำคัญดังกลาวจึงมีหลายประเทศ

ทั้งยุโรปและเอเชีย ท่ีทำการสำรวจหาขนาดปริมาณ

การดูดกลืนรังสีของผูปวยท่ีตรวจทางรังสีรวมรักษาวา

อยูในเกณฑที่ปลอดภัยหรือไม(3,4) สวนในประเทศไทย

ยังมีการสำรวจนอย จากสถิติของโรงพยาบาลมะเร็ง

อุบลราชธานี พบวาจำนวนผูปวยท่ีเขารับการตรวจ

รักษาทางรังสีรวมรักษาในระบบลำตัวมีแนวโนมเพิ่มขึ้น

อยางตอเนื่อง เพื่อใหเกิดความเขาใจที่ถูกตองเก่ียวกับ

ปริมาณรังสีที่ผูปวยไดรับ และเพื่อประเมินระดับความ

ปลอดภัยของหัตถการดังกลาวเมื่อเปรียบเทียบกับ

คาอางอิงมาตรฐานที่ยอมรับไดผูวิจัยจึงไดทำการศึกษา

ในครัง้นี ้ผลทีไ่ดจากการศกึษาไมเพยีงเปนขอมลูพืน้ฐาน

สำหรับประเมินความปลอดภัยของผูปวยเทานั้น แตยัง

สามารถนำไปใชในการพัฒนาและปรับปรุงเทคนิค

การถายภาพรังสีใหมีคุณภาพยิ่งขึ้น ชวยใหแพทย

สามารถวินิจฉัยไดอยางถูกตองและแมนยำตลอดจน

สามารถกำหนดแนวทางปฏบิตัทีิเ่หมาะสม ในการปองกนั

อันตรายจากรังสีตอไป

วัสดุและวิธีการ

กลุมตัวอยาง

ขอมูลผูปวยยอนหลังที่ไดรับการทำหัตถการ

ทางรังสีรวมรักษาระบบลำตัว จำนวน 96 ราย ไดแก

การใหสารเคมีบำบัดเฉพาะที่ทางหลอดเลือดแดง 

(Trans Arterial Chemo Embolization, TACE) 

จำนวน 57 ราย การฉีดสารอุดหลอดเลือดที่ผิดปกติ

ระบบลำตัว (Body Embolization) จำนวน 7 ราย 

และการทำหัตถการใสสายระบายน้ำดีผานทางผิวหนัง 

(Percutaneous Transhepatic Biliary Drainage,

PTBD) จำนวน 32 ราย ณ โรงพยาบาลมะเรง็อุบลราชธานี 

ตั้งแตเดือนมกราคม ถึง ธันวาคม พ.ศ. 2565 

เครื่องมือที่ใชในการศึกษาและการวัดผล

เครือ่งเอกซเรยหลอดเลอืด (Digital subtraction

angiography, DSA) ชนดิหนึง่ระนาบ (INFX-8000C,

Toshiba) เครื่องวัดผลคูณของปริมาณรังสีกับพื้นท่ี 

(Dose Area Product, DAP) (RaySafe i3, 

Sweden) และแบบบันทึกขอมูลปริมาณรังสีที่ผูปวย

ไดรบั ประกอบดวย ขอมลูการทำหตัถการ เพศ อาย ุนำ้หนกั

สวนสูง และคาปริมาณรังสีที่วัดไดจากเครื่อง DSA

การวิเคราะหขอมูล

วิเคราะหและประมวลผลขอมูลโดยใชสถิติเชิง

พรรณนา หาคารอยละ คาสูงสุด ต่ำสุด คาเฉลี่ย และ

การเบี่ยงเบนมาตรฐานของแตละพารามิเตอร นำคา

ปรมิาณรงัสทีีผู่ปวยไดรบัไปเปรยีบเทยีบกบัคารงัสอีางองิ
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ปริมาณรังสีที่ผูปวยไดรับในหัตถการทางรังสีรวมรักษาระบบลำตัว
โรงพยาบาลมะเร็งอุบลราชธานี  กันตินันท สมใจ 

มาตรฐานของประเทศไทย(5) และสากล(6−8) เพื่อประเมิน

ความเสี่ยงในการไดรับปริมาณรังสีของการทำหัตถการ

ทางรังสีรวมรักษา

จริยธรรมวิจัยในมนุษย

การศึกษาครั้งน้ีไดผานการพิจารณาจากคณะ

กรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย โรงพยาบาลมะเร็ง

อบุลราชธาน ีเลขท่ี EC003/2025 ลงวันท่ี 13 พฤษภาคม 

พ.ศ. 2568 

ผล

กลุมผูปวยที่ไดรับหัตถการทางรังสีรวมรักษาระบบ

ลำตัว 

ผูปวยที่ไดรับการตรวจรักษาในหัตถการทางรังสี

รวมรักษาระบบลำตัว โรงพยาบาลมะเร็งอุบลราชธานี 

จำนวน 96 ราย แบงเปน หตัถการใหสารเคมบีำบดัเฉพาะที่

ผานทางหลอดเลือดแดงรักษามะเร็งตับ 57 ราย คิดเปน

รอยละ 59.38 เพศชาย 40 ราย คิดเปนรอยละ 41.67

เพศหญิง 17 ราย คิดเปนรอยละ 17.71 อายเุฉลีย่ 63.06 ป

น้ำหนักเฉลี่ย 58.56 กิโลกรัม และสวนสูงเฉลี่ย 166 

เซนติเมตร หัตถการการฉีดสารอุดหลอดเลือดที่ผิดปกติ

ระบบลำตัว 7 ราย คิดเปนรอยละ 7.29 เพศชาย 3 ราย 

คดิเปนรอยละ 3.12 เพศหญงิ 4 ราย คดิเปนรอยละ 4.17 

อายุเฉลี่ย 59.83 ป น้ำหนักเฉลี่ย 59.33 กิโลกรัม และ

สวนสูงเฉลี่ย 168 เซนติเมตร หัตถการใสสายระบายน้ำดี

ผานทางผิวหนัง 32 ราย คิดเปนรอยละ 33.33 เพศชาย 

17 ราย คิดเปนรอยละ 17.71 เพศหญิง 15 ราย คิดเปน

รอยละ 15.62 อายุเฉลี่ย 63.06 ป น้ำหนักเฉลี่ย 58.56 

กิโลกรัม และสวนสูงเฉลี่ย 164 เซนติเมตร ดังแสดง

ในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 แสดงขอมูลพื้นฐานของผูปวยที่ไดรับในหัตถการทางรังสีรวมรักษาระบบลำตัว โรงพยาบาลมะเร็ง

 อุบลราชธานี จำนวน 96 ราย

ปริมาณรังสีท่ีกลุมผูปวยไดรับในหัตถการทางรังสี

รวมรักษาระบบลำตัว 

พบวาผูปวยท่ีไดรบัการตรวจรกัษาในหตัถการทาง

รงัสรีวมรกัษาระบบลำตวั โรงพยาบาลมะเรง็อบุลราชธานี 

จำนวน 96 ราย แบงเปน หัตถการการใหสารเคมีบำบัด

เฉพาะที่ผานทางหลอดเลือดแดงรักษามะเร็งตับ ใช

เวลาในการเอกซเรยเฉลี่ย 9.94 นาที จำนวนภาพเฉล่ีย

ประเภทหัตถการ

จำนวนผูปวย
(รอยละ)

อายุ (ป)
Mean (SD)

Range

น้ำหนัก (กก.)
Mean (SD)

Range

สวนสูง (ซม.)
Mean (SD)

Rangeทั้งหมด เพศชาย เพศหญิง

TACE 57
(59.38)

40
(41.67)

17
(17.17)

63.06
(8.70)
48−78

58.56
(9.29)
34−81

166
(7.77)

150−180

Body Embolization 7
(7.29)

3
(3.12)

4
(4.17)

59.83
(6.93)
52-70

59.33
(10.19)
48-81

168
(6.96)

160-180

PTBD 32
(33.33)

17
(17.71)

15
(15.62)

63.06
(8.71)
48−78

58.56
(9.29)
34−81

164
(8.27)

145−180

59.63 ภาพ ปริมาณรังสีสะสมเฉลี่ย 67.20 Gy/cm2 

หัตถการการฉีดสารอุดหลอดเลือดที่ผิดปกติระบบลำตัว 

เวลาเฉลี่ย 10.59 นาที จำนวนภาพเฉลี่ย 70.42 ภาพ 

ปริมาณรังสีสะสมเฉลี่ย 68.26 Gy/cm2 และหัตถการ

ใสสายระบายน้ำดีผานทางผิวหนัง เวลาเฉลี่ย 2.21 นาที 

จำนวนภาพเฉลีย่ 3.41 ภาพ ปรมิาณรงัสสีะสมเฉลีย่ 8.91 

Gy/cm2 ดังแสดงในตารางที่ 2
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ตามปริมาณรังสีสะสมเฉลี่ยที่พบในหัตถการทาง

รังสีรวมรักษาระบบลำตัว โรงพยาบาลมะเร็งอุบลราชธานี

เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณรังสีอางอิงในการถายภาพ

รังสีวินิจฉัยทางการแพทยของประเทศไทย (2566)

กรมวิทยาศาสตรการแพทย (5) พบว าการตรวจ

ทางรังสีรวมรักษาของการศึกษาน้ีมีคาไมเกินคาอางอิง

ของกรมวิทยาศาสตรการแพทย และเม่ือเปรียบเทียบ

กับคาอางอิงปริมาณรังสีสะสมของมาตรฐานสากล

พบวามีคาปริมาณรังสีสะสมนอยกวาคาอางอิงมาตรฐาน

สากลของ Progress in Medical Physics (2019)(6),

National Diagnostic Reference Levels in

Japan (2020)(7), และ Health Information and

Quality Authority (2021)(8) ดังแสดงในตารางที่ 3

ตารางที่ 2 แสดงความสัมพันธระหวางคาปริมาณรังสีสะสมในกลุมผูปวยและพารามิเตอรที่เกี่ยวของ ตามประเภท

 หัตถการทางรังสีรวมรักษาระบบลำตัว 

ประเภทหัตถการ
ปริมาณรังสีสะสม

เปน Gy/cm2 Mean (SD)
Range

เวลาในการเอกซเรย
(นาที) Mean (SD)

Range

จำนวน (ภาพ)
Mean (SD)

Range

TACE 67.20
(31.23)

9.66−164.81

9.94
(3.80)

5.1−22.4

59.63
(20.50)
22−110

Body Embolization 68.26
(25.18)

25.65−113.62

10.59
(2.06)

8.2-14.2

70.42
(28.94)
45-118

PTBD 8.91
(8.34)

0.52−34.46

2.21
(1.99)
0.2−9.1

3.41
(1.66)
2−8

ตารางที่ 3 เปรียบเทียบคาปริมาณรังสีสะสมท่ีผูปวยไดรับของการศึกษานี้กับคาปริมาณรังสีอางอิงมาตรฐานของ

 หนวยงานตางๆ ทั้งในและตางประเทศ

ประเภทหัตถการ

                                     ปริมาณรังสีสะสม (Gy/cm2)

การศึกษานี้
กรมวิทยาศาสตร

การแพทย 
(2023)

Progress in 
Medical Physics 

(2019)

National Diagnostic
Reference Levels 
in Japan (2020)

Health Informa-
tion and Quality 
Authority (2021)

TACE 67.20 141 237.7 270 300

Body 
Embolization

68.26 151 383.5 - -

PTBD 8.91 13 37.5 - -

วิจารณ

จากการศึกษาปริมาณรังสีสะสมที่ผูปวยไดรับจาก

หัตถการทางรังสีรวมรักษาในระบบลำตัว ณ โรงพยาบาล

มะเรง็อบุลราชธาน ีไดแก การใหยาเคมีบำบดัเฉพาะทีท่าง

หลอดเลือดแดง (TACE) การอุดหลอดเลือดที่ผิดปกติ

ในระบบลำตัว (Body Embolization) และการใสสาย

ระบายน้ำดีผานทางผิวหนัง (PTBD) พบวาคาปริมาณ

รังสีที่ผูปวยไดรับโดยเฉลี่ยยังอยูในระดับที่ต่ำกวาเกณฑ

อางอิงจากทั้งในประเทศและตางประเทศ (ตารางที่ 3) 

เมือ่เปรยีบเทยีบกับผลการศกึษาของ สมศกัดิ ์วงษศานนท
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ปริมาณรังสีที่ผูปวยไดรับในหัตถการทางรังสีรวมรักษาระบบลำตัว
โรงพยาบาลมะเร็งอุบลราชธานี  กันตินันท สมใจ 

และคณะ(9) รวมถึง ณัฏฐกิติพัฒ กิ ต์ิคุณรักข (10)

ซึ่งไดศึกษาปริมาณรังสีที่ผูปวยไดรับจากหัตถการทาง

รังสีรวมรักษาในระบบลำตัวเชนเดียวกัน พบวาผล

การศึกษาอยูในแนวทางเดียวกัน กลาวคือ ปริมาณรังสี

ดูดกลืนสะสมเฉลี่ยสูงสุดและปริมาณการดูดกลืนรังสี

สูงสุดตอรายที่ผูปวยไดรับต่ำกวาคามาตรฐานอางอิง  

คาประเมินความเสี่ยงปริมาณรังสีท่ีผูปวยไดรับ 

(Dose Area Product, DAP) แสดงในรูปของปริมาณ

รังสีตอพื้นที่เปนตารางเซนติเมตร (Gy/cm2) ซึ่งเปนคา

ที่สะทอนปริมาณรังสีสะสมจากหลายพื้นที่บนผิวหนัง

ของผูปวย อยางไรกต็าม คา DAP ไมสามารถระบุปรมิาณ

รังสีสูงสุดที่บริเวณใดบริเวณหนึ่งของผิวหนังไดอยาง

ชดัเจน จงึจำเปนตองนำคา DAP มาคำนวณเพือ่ประมาณ

คาปริมาณรังสีที่ผิวหนังไดรับโดยตรง (Entrance 

Skin Dose, ESD) เพื่อใหสามารถเปรียบเทียบกับคา

ระดับรังสีที่ยอมรับไดสูงสุด (Threshold Dose) ตาม

ขอแนะนำของคณะกรรมาธิการระหวางประเทศวาดวย

การปองกนัอนัตรายจากรงัสี (International Commis-

sion on Radiological Protection: ICRP, 2000)(11) 

เพ่ือประเมนิระดบัความปลอดภยัอยางเหมาะสม ปรมิาณ

รังสีที่ผูปวยไดรับจริงในแตละกรณีขึ้นอยูกับหลาย

ปจจัย อาทิ ประสิทธิภาพของเครื่องมือทางรังสี เทคนิค

และกระบวนการท่ีใชในการตรวจวินิจฉัย ซ่ึงขึ้นอยูกับ

ทักษะของรังสีแพทย ตลอดจนลักษณะทางกายภาพของ

ผูปวย เชน ขนาด ความหนา และลักษณะทางพยาธิ

สภาพของรอยโรค รวมถึงความซับซอนของหัตถการที่

ดำเนินการ(3,12) ปจจัยเหลานี้เปนตัวแปรสำคัญที่มีผลตอ

ระดับรังสีที่ผูปวยไดรับ และสงผลใหคาปริมาณรังสีที่วัด

ไดมีความแปรปรวน ซึ่งบางปจจัยไมสามารถควบคุมได

โดยตรง สงผลใหกระบวนการประเมินปรมิาณรงัสมีคีวาม

ซบัซอนและจำเปนตองใชวิธกีารวัดและวิเคราะหทีแ่มนยำ

สรุป

จากการศึกษาปริมาณรังสีสะสมเฉลี่ยของการทำ

หัตถการรังสีรวมรักษาระบบลำตัว การใหสารเคมีบำบัด

เฉพาะที่ทางหลอดเลือดแดง การฉีดสารอุดหลอดเลือด

ที่ผิดปกติระบบลำตัว และการทำหัตถการใสสายระบาย

น้ำดีผานทางผิวหนังของโรงพยาบาลมะเร็งอุบลราชธานี 

ระหวางเดือนมกราคม ถึง ธันวาคม พ.ศ. 2565 พบวา

คาปริมาณรังสีสะสมที่ผูปวยไดรับ เทากับ 67.20, 68.26 

และ 8.91 Gy/cm2 ตามลำดับ เมื่อนำมาเปรียบเทียบ

กับปริมาณรังสีอางอิงมาตรฐานของกรมวิทยาศาสตร

การแพทย กระทรวงสาธารณสุข และมาตรฐานสากล 

National Diagnostic Reference Levels in Japan 

Health Information and Quality Authority และ 

Progress in Medical Physics พบวาคาปริมาณรังสี

สะสมจากการศึกษานี้มีคานอยกวาคาอางอิงมาตรฐาน

ดังกลาว ถือไดวาหัตถการนี้อยูในระดับมีความปลอดภัย 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ รังสีแพทย นักรังสีการแพทย และ

บุคลากรในหนวยงานรังสีรวมรักษา โรงพยาบาลมะเร็ง

อุบลราชธานี ในการบันทึกขอมูลผูปวย ขอขอบพระคุณ

คณะผูบริหารโรงพยาบาลมะเร็งอุบลราชธานี ท่ีได

สนบัสนนุการศกึษาเปนผลใหงานครัง้นีส้ำเรจ็ลลุวงดวยดี  
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Interventional Radiology, Ubon Ratchathani Cancer Hospital, Ubon Ratchathani 34000, Thailand

Patient Radiation Doses by Body 
Interventional Radiology in 

Ubon Ratchathani Cancer Hospital, 
Ubon Ratchathani, Thailand 

ABSTRACT Body interventional radiology is a procedure that aims to provide treatment to a patient 

through the use of blood vessels, by inserting a small, specifi c medical device or a small particle substance 

into the patient's body for diagnosis and treatment, guided by an angiography. The procedure usually 

takes longer than a regular X-ray and results in the patient receiving higher radiation doses. Therefore, 

it is necessary to analyze the amount of radiation dose that the patient received from the radiological 

examination and treatment, and compare it with the reference radiation dose values, by collecting data 

from 96 patients who received radiotherapy of the body system during January and December 2022 at the 

Ubon Ratchathani Cancer Hospital, Ubon Ratchathani, Thailand. The study included three procedures of 

trans-arterial chemoembolization, intravascular embolization of abnormal blood vessels in the trunk, and 

insertion of a bile drainage tube through the skin. The average radiation doses received by the patients 

were found to be 68.26, 67.20, and 8.91 Gy/cm2, respectively. By comparing with the standard reference 

radiation doses, Department of Medical Sciences, Ministry of Public Health, Thailand, 2023, and some 

international standards, it could be concluded that the cumulative radiation doses were found to be less 

than the reference dose limits. 

Keywords: Radiation absorbed dose, Radiation dose reference, Interventional radiology
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อนัญญา ยิ่งเจริญธนา วนิดา ยุรญาติ พรนภา เนตรจุฬารัตน ประภัสรา บุตรพรม และ ทิวา เขียนวงษ
สํานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การพัฒนาการจําแนกสิ่งแปลกปลอมในอาหาร
และการจัดทําฐานขอมูล

บทคดัยอ การปนเปอนสิง่แปลกปลอมทางกายภาพในอาหารสามารถเกดิขึน้ไดตลอดกระบวนการผลติจากตัวบคุคล อุปกรณ

เครื่องมือในการผลิต สถานที่และสิ่งแวดลอม เนื่องจากสิ่งแปลกปลอมทางกายภาพมีความหลากหลายทําใหยากตอการจําแนก 

เพื่อพัฒนาศักยภาพการตรวจวิเคราะหของนักวิเคราะหในหองปฏิบัติการ ใหสามารถตรวจวิเคราะหในตัวอยางที่หลากหลาย

และใชเวลาในการตรวจวิเคราะหใหส้ันที่สุดได จึงไดรวบรวมขอมูลของกลุมสิ่งแปลกปลอมและสิ่งแปลกปลอมชนิดเบาของ

สิ่งที่มีโอกาสปนเปอนในอาหาร บันทึกรูปภาพแลวจัดทําเปนฐานขอมูล โดยรวบรวมระหวางป พ.ศ. 2564−2566 ได 143 ชนิด 

แบงเปนกลุมตัวอยาง ไดแก ชิ้นสวนวัสดุ แมลง เสนขน พยาธิและปรสิต พืช และเนื้อสัตว เมื่อทวนสอบวิธีโดยใหนักวิเคราะห

จํานวน 5 คน ศึกษาฐานขอมูลแลวคัดแยก spike materials คือ ขนออนของหนูและปกของดวงงวงทั้งในตัวอยางแปงขาวเจา

และมักกะโรนี ทดสอบ 2 ครั้ง ครั้งแรกเติมจํานวน spiked materials ชุดที่ 1 ขนออนของหนู จํานวน 5 เสน และปกของ

ดวงงวง จํานวน 5 ชิ้น ชุดที่ 2 ขนออนของหนู จํานวน 10 เสน และปกของดวงงวง จํานวน 10 ชิ้น พบวาสามารถคัดแยก

ไดถูกตอง คิดเปนรอยละ 100 และเมื่อนํามาใชในการวิเคราะหสิ่งแปลกปลอม พบวาสามารถชวยใหจําแนกสิ่งแปลกปลอม

ไดงายและชดัเจน ชวยลดเวลาลงเนือ่งจากไมตองเสยีเวลาในการเปดหนงัสอืภาพหรอืหาขอมลูเพิม่เตมิ อกีทัง้ยงัสามารถชวยให

ผูประกอบการสามารถแกไขปญหาการปนเปอนทางกายภาพไดอยางถูกตองอีกดวย

คําสําคัญ: สิ่งแปลกปลอมในอาหาร, การปนเปอนอาหารทางกายภาพ, การวิเคราะหสิ่งแปลกปลอมในอาหาร, การจําแนก

 สิ่งแปลกปลอมในอาหาร
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การจำแนกสิ่งแปลกปลอมในอาหาร อนัญญา ยิ่งเจริญธนา และคณะ

บทนํา

อาหารเปนปจจัยพืน้ฐานท่ีสำคญัของการดำรงชีวติ

ของมนุษย ดังน้ันการดูแลคุณภาพและความปลอดภัย

ในอาหารเปนสิ่งจำเปนที่ตองใสใจเพราะนอกจาก

สงผลกระทบตอสุขภาพแลว ยังสงผลตอความเช่ือมั่น

ของผูบริโภคในการเลือกบริโภค การปนเปอนในอาหาร

สามารถเกิดขึ้นไดตลอดกระบวนการผลิตอาหาร ตั้งแต

การคัดเลือกวัตถุดิบ การแปรรูป การบรรจุ จนถึง

การจดัเกบ็รกัษาและการขนสง อนัตรายจากการปนเปอน

ในอาหาร แบงออกเปน 3 ประเภท คือ อันตรายทางเคมี 

(chemical hazard) หมายถึง อันตรายที่เกิดจากสาร

เคมทีีม่อียูตามธรรมชาตใินวัตถดุบิท่ีใชแปรรปูอาหารหรอื

เกิดการปนเปอนในระหวางกระบวนการผลิต อันตราย

ทางชีวภาพ (biological hazard) หมายถึง อันตรายใน

อาหารที่เกิดจากจุลินทรีย ไดแก แบคทีเรีย (bacteria) 

โปรโตซัว (protozoa) หนอนพยาธิ (helminth) และ 

ไวรสัทีท่ำใหเกดิโรค และอนัตรายทางกายภาพ (physical

hazard) หมายถึง ส่ิงแปลกปลอมตางๆ ที่ปนเปอน

ลงในอาหารที่อาจทำใหเกิดการบาดเจ็บแกผูบริโภค(1)

อั นตร ายทา งก ายภาพในอาหาร เ กิ ดจ าก

สิ่งแปลกปลอม 2 แบบ คือ สิ่งแปลกปลอมที่ไมไดตั้งใจ

เติมลงในอาหาร เชน เศษโลหะ ตะปู กรวด เปนตน และ

สิ่งแปลกปลอมที่พบในธรรมชาติ เชน เศษกระดูก แมลง 

เปนตน(2) การปนเปอนสิ่งแปลกปลอมทางกายภาพ

สวนใหญมาจากกระบวนการผลิต ตัวบุคคล อุปกรณ

เครื่องมือในการทำงาน สถานที่และสิ่งแวดลอม อาจ

กอใหเกิดอันตรายตอสุขภาพผูบริโภคทางตรง คือ ทำให

เกิดบาดแผลที่ ปาก ลิ้น คอ กระเพาะอาหาร ลำไส 

รวมทัง้ฟนและเหงอืก จากคูมอื Food Defect Levels ของ

United States Food & Drug Administration

นิยามคำวาสิ่ งแปลกปลอมท่ัวไป (extraneous 

materials) คือ สิ่งแปลกปลอมในผลิตภัณฑที่แตกตาง

ไปจากสิ่งที่ควรพบ อาจเกิดจากสภาพแวดลอมหรือ

วิ ธีการปฏิบัติที่ ไมพึงประสงคในกระบวนการผลิต

การเก็บรักษาหรือการขนสง ประกอบดวย สิ่งที่เกิดจาก

แมลง สตัวฟนแทะ นก  เปนตน สิง่ทีเ่กดิจากการเสือ่มสลาย

และสิ่งอ่ืนๆ เชน ทราย ดิน แกว สนิม เปนตน และ

สิ่งแปลกปลอมประเภทสิ่งที่นารังเกียจ (filth) คือ 

สิ่ งที่มาจากการปนเปอนของสัตวลงในผลิตภัณฑ 

เ ช น  ชิ้ นส วนของสัตวฟ นแทะ  แมลง  หรื อนก

หรือสิ่ งปนเปอนอ่ืนๆ ที่ เ กิดจากหลักสุขาภิบาลที่

ไมถกูตอง(3) สามารถมองเหน็ไดดวยตาเปลาหรอืมขีนาด

เล็กมากจนไมสามารถสังเกตเห็นได แบงประเภทตามวิธี

วิเคราะหเปน 3 ประเภท ไดแก Heavy Filth หมายถึง

สิ่งแปลกปลอมที่มีน้ำหนักมากซึ่งสามารถแยกออกจาก

ผลิตภัณฑดวยการตกตะกอน โดยอาศัยหลักของความ

หนาแนนทีแ่ตกตางกนัระหวางสิง่แปลกปลอม ผลติภณัฑ

และสารเคมีที่ใชในการแยก Sieved Filth หมายถึง

สิ่งแปลกปลอมที่มีขนาดเฉพาะตัว ซึ่งสามารถแยกออก

จากผลิตภัณฑโดยใชตะแกรงรอน (sieve) ที่มีขนาด

เฉพาะของชองทีแ่ตกตางกันของขนาดของสิง่แปลกปลอม

ในอาหาร และ Light Filth หมายถึง สิ่งแปลกปลอม

ชนิดเบาหรือที่มีน้ำหนักเบาและมักเปนพวก oleophilic 

ซึ่งสามารถแยกออกจากผลิตภัณฑโดยใชของเหลวผสม

ระหวางสารกลุมนำ้มันและนำ้ ซึง่สิง่แปลกปลอมประเภทนี้

จะลอยตัวอยูในชั้นของน้ำมัน(4) ยกตัวอยางผลิตภัณฑ

ผกัดองทีต่รวจวเิคราะหโดยหองปฏบิตักิาร จากการตรวจ

ดวยตาเปลาไมพบสิ่งแปลกปลอม แตเมื่อนำมาวิเคราะห

หาส่ิงแปลกปลอมชนิดเบาภายใตกลองจุลทรรศนจะพบ

แมลงทั้งตัวหรือช้ินสวนแมลงจำนวนมาก ดังแสดงใน

ภาพที่ 1

นอกจากนั้นยังพบส่ิงแปลกปลอมที่มาในรูปแบบ

อาหารปลอมปน (Food Fraud) คือ อาหารที่ทดแทน

บางสวนดวยวัตถุอ่ืนเพื่อลดตนทุนทำใหอาหารไมมี

คุณภาพ(5) เชน การผสมสำลีในหมูหย็อง หากพบวา

อาหารมีสิ่งแปลกปลอมปะปนอยู จะจัดวาเปนอาหาร

ที่มีสิ่งที่นาจะเปนอันตรายแกสุขภาพเจือปนเขาขาย

เปนอาหารไมบริสุทธิ์ ตามพระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 

2522(6) สวนสิ่งแปลกปลอมประเภทสิ่งที่นารังเกียจ

ยงัไมมขีอกำหนดตามพระราชบญัญตัอิาหารทีค่รอบคลมุ

การปนเปอนของสิ่งแปลกปลอมชนิดนี้ เนื่องจากมี

ขนาดเล็กมากไมสามารถมองไดดวยตาเปลาและ
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Filth Identification in Food Ananya Yingjaroentana et al.

ไมกอใหเกิดอันตรายทางตรง แตสามารถบงบอกถึง

สุขลักษณะการผลิตอาหารตามมาตรฐานหลักการผลิต

อาหารทีด่ ีเชน มาตรฐาน GMP (Good Manufacturing 

Practice) และมาตรฐาน HACCP (Hazard Analysis 

and Critical Control Point System) โดยสำนักงาน

คณะกรรมการอาหารและยา ไดนำเอาหลกัเกณฑมาตรฐาน 

GMP มาบังคับใชเปนกฎหมายประกาศกระทรวง

สาธารณสุข ฉบับท่ี 420 พ.ศ. 2563 เร่ือง วิธีการผลิต

เครือ่งมอืเครือ่งใชในการผลติและการเกบ็รกัษาอาหาร(7)

เพราะสามารถควบคุมคุณภาพการผลิตที่ครอบคลุม

ทุกดานนับตั้งแตเริ่มตนจนถึงมือผูบริโภค เพื่อให

ผูประกอบการมีมาตรการปองกันการปนเปอนอันตราย

แตยังอาจเกิดขอผิดพลาดจากกระบวนการผลิตได

ทำใหยังพบการปนเปอนสิ่งแปลกปลอมอยู

การตรวจวิเคราะห ส่ิงแปลกปลอมของหอง

ปฏิบัติการกายภาพ สำนักคุณภาพและความปลอดภัย

อาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย มี 2 วิธีหลัก คือ

การตรวจวิเคราะหสิ่งแปลกปลอมดวยตาเปลา เปนการ

ตรวจหาสิ่งแปลกปลอมที่คัดแยกออกจากอาหารไดดวย

ตาเปลา และการวิเคราะหภายใตกลองจุลทรรศน เปน

การตรวจหาส่ิงแปลกปลอมท่ีมีขนาดเลก็มาก และจำแนก

โครงสรางของสิ่งแปลกปลอม ซึ่งจะใชกลอง 2 ชนิด คือ 

กลอง Zoom Stereo Microscope  และกลอง Compound

Microscope สำหรับศึกษาลักษณะและโครงสราง

ของส่ิงแปลกปลอม(8-10) โดยขั้นตอนการวิเคราะห

สิ่งแปลกปลอมภายใตกลองจุลทรรศน สามารถจำแนก

โดยศึกษาสิ่งตางๆ ไดแก 1) คูมือ ใชเปนแนวทางวิธี

ปฏิบัติตางๆ เพื่อใหสามารถทราบวัตถุเปาหมาย เชน 

ชนดิของแมลงตวัเตม็วยัหรอืหนอนทีต่รวจพบ 2) รปูภาพ 

จากแผนภาพหรือหนังสือ เชน ภาพของแมลงศัตรู

ทางการเกษตรชนิดตางๆ ในโรงเก็บจะชวยใหสามารถ

จำแนกแมลงที่ตรวจพบไดวาเปนชนิดใด 3) รายละเอียด

รูปรางลักษณะ (Description) จากหนังสือวิชาการ 

เอกสาร รายงานตางๆ จะชวยใหการจำแนกถูกตองยิ่งขึ้น

4) สไลดของจริง (Authentic Slide) เมื่อตรวจพบ

สิ่งแปลกปลอม เชน เศษชิ้นสวนแมลงจึงใชสไลด

ของจริงมาเปรียบเทียบ 5) การจำได (Recognition) 

ประสบการณจากการศึกษาสิ่งแปลกปลอมจำนวนมาก

ทำใหจำไดวาคืออะไร และ 6) ศึกษาจากผูเชี่ยวชาญ 

(Expert) ที่มีความรูและความชำนาญ(10) แตการ

วิ เคราะห ส่ิ งแปลกปลอมภายใตกลองจุลทรรศน

ดังกลาวมักมีปญหาในการวิเคราะห คือ รูปภาพอาจขาด

ความชัดเจนหรือการเก็บขอมูลตางๆ ไมเหมาะสม เชน 

สไลดของจริง เมื่อเวลาผานไปขอมูลอาจเลือนรางหรือ

เสื่อมสลายตามเวลาทำใหนำมาใชจำแนกสิ่งแปลกปลอม

ไดยาก การรายงานผลจึงรายงานเบี้องตน คือ พบแมลง

ทั้งตัว ช้ินสวนแมลงหรือเสนขนโดยไมไดจำแนกถึงชนิด

สิ่งแปลกปลอมนั้นๆ วาคืออะไร ทำใหนำผลการตรวจ

วิเคราะหไปใชแกปญหาไมได  

ภาพที่ 1  สิ่งแปลกปลอมชนิดเบา (Light Filth) ที่พบในผลิตภัณฑผักดอง
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การจำแนกสิ่งแปลกปลอมในอาหาร อนัญญา ยิ่งเจริญธนา และคณะ

ดังนั้นเพ่ือแกปญหาการวิเคราะหจำแนกชนิด

ของส่ิงแปลกปลอมใหสามารถจำแนกชนิดไดงายข้ึน

จึงมีแนวคิดจัดทำฐานขอมูลรูปภาพสิ่งแปลกปลอม เพื่อ

ใชสำหรับจำแนกรายละเอียดสิ่งแปลกปลอมที่พบไดใน

อาหาร และเพื่อชวยแกปญหาผูประกอบการไดถูกตอง 

จึงมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาศักยภาพการตรวจวิเคราะห

ใหสามารถจำแนกส่ิงแปลกปลอมท่ีหลากหลาย โดยใช

เวลาในการตรวจวิเคราะหใหสัน้ท่ีสดุและระบรุายละเอยีด

ของสิ่งแปลกปลอมน้ันๆ ได จึงทำเปนฐานขอมูลของ

กลุมส่ิงแปลกปลอม โดยรวบรวมขอมูลผลวิเคราะห

สิ่งแปลกปลอมที่พบในตัวอยางอาหารและเครื่องดื่ม 

ระหวางป พ.ศ. 2562–2564 จำนวน 147 ตัวอยาง ไดแก 

อาหาร จำนวน 130 ตัวอยาง และเครื่องดื่ม จำนวน 17 

ตัวอยาง

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ

กลองจุลทรรศนชนิด Widefield Zoom Stereo

Microscope (Olympus Optical, Japan),

กลองจุลทรรศนชนิด Compound Microscope 

(Olympus Optical, Japan), จานเพาะเชือ้, มีดผาตดั ,

กรรไกร, ปากคีบ, dropper, แผนสไลด (slide) และ

แผนกระจกปดสไลด (cover slip) สำหรับใชเตรียม

ตัวอยางสิ่งแปลกปลอมท่ีนำมาถายรูป รวบรวมขอมูล

มาจากผลการวเิคราะหสิง่แปลกปลอมจากหองปฏบิตักิาร

และจากคูมือ Food Defect Levels (United States 

Food and Drug Administration)(3) ที่กำหนดเกณฑ

การพบสิง่แปลกปลอม ไดแก แมลง ชิน้สวนแมลง ขนหนู 

เปนตน  

ตัวอยางอาหาร

ตวัอยางอาหารและเครือ่งดืม่ท้ังหมด 147 ตวัอยาง 

เปนตัวอยางอาหาร จำนวน 130 ตัวอยาง ไดแก อาหาร

ทั่วไป เชน ขาวสาร ปลาสด พริกไทย และกระเทียม 

จำนวน 23 ตัวอยาง อาหารแปรรูป เชน ชีส ไสกรอก

หมูหย็อง เตาหู และน้ำพริก จำนวน 32 ตัวอยาง และ

อาหารพรอมทาน เชน โจก ไกยาง อาหารกระปอง ไขตุน 

และไขเค็ม จำนวน 75 ตัวอยาง เปนตัวอยางเครื่องดื่ม 

จำนวน 17 ตวัอยาง ไดแก นำ้ดืม่ นำ้แขง็ นำ้ผลไม นำ้อดัลม

และผลิตภัณฑนม   

การจัดทำฐานขอมูล

ขั้นตอนที่ 1 รวบรวมขอมูลวัสดุอุปกรณที่ใชใน

กระบวนการผลติทีม่โีอกาสปนเปอน เชน ชุดทำงาน ถุงมอื 

หมวก ผากันเปอน และอุปกรณทำความสะอาด เชน 

ผาเชด็ทำความสะอาด ขนแปรงขดั รวมไปถงึอปุกรณทีใ่ช

ในกระบวนการผลิต เชน แห เชือก กระดาษลัง เปนตน 

และสิง่ทีม่โีอกาสปนเปอนในอาหารจากบคุคลหรอืสภาพ

แวดลอมโดยรอบได เชน เสนผม เสนขนตางๆ จากคน 

สัตว และแมลง 

ขั้นตอนที่ 2 แบงประเภทตัวอยางที่รวบรวมมา

ศึกษาลักษณะที่ปรากฏภายนอกและลักษณะโครงสราง

ภายใน เตรียมตัวอยางโดยตัดตัวอยางใหมีขนาดเล็ก

หรือวางทั้งชิ้น เชน แมลงขนาดเล็ก ที่สามารถวางบนจาน

เพาะเชื้อได แลวถายรูปภายใตกลอง Widefield Zoom 

Stereo Microscope เพื่อศึกษาลักษณะภายนอก แลว

นำมาทำใหมีขนาดเล็กหรือบางที่สุดดวยกรรไกรหรือ

มีดผาตัด จากนั้นวางบนแผนสไลด หยดน้ำแลวปด

ดวยกระจกปดสไลด ถายรูปภายใตกลอง Compound 

Microscope เพื่อศึกษาลักษณะโครงสรางภายใน  

ขั้นตอนที่ 3 นำรูปถายมาจัดทำบัญชีรายการ

สิ่งแปลกปลอม บันทึกลง 2 ชองทาง คือ หนวยเก็บ

ขอมูลชั่วคราวใน external hard disk และเครือขาย

อินเทอรเน็ตภายในหนวยงาน ซึ่งการเขาถึงจำเปนตอง

ใชรหัสผาน เพื่อใหนักวิเคราะหสามารถใชงานรวมกัน

ไดและเปนการรักษาความปลอดภัยของขอมูล ดังแสดง

ในภาพที่ 2 
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การทวนสอบฐานขอมูล

เพ่ือทดสอบความใชไดของฐานขอมูลวาสามารถ

ใชในการจำแนกไดอยางมีประสิทธิภาพ เติม spiked 

materials คือ ขนออนของหนูและปกของดวงงวง(10) 

เพราะเปนส่ิงแปลกปลอมท่ีสามารถพบไดท่ัวไปใน

ผลิตภัณฑอาหารและมีเกณฑกำหนดตามคูมือ Food 

Defect Levels (United States Food and Drug 

Administration)(3) ลงในตัวอยางอาหารที่สามารถ

พบสิ่งแปลกปลอมชนิดอื่นที่ปะปนมาตามธรรมชาติ แต

ไมพบสิ่งแปลกปลอมที่เหมือนกับ spiked materials

ไดแก แปงขาวเจาและมักกะโรนี โดยเติม spiked

material  ชุดที่ 1 ขนออนของหนู จำนวน 5 เสน และปก

ของดวงงวง จำนวน 5 ชิ้น ชุดที่ 2 ขนออนของหนู จำนวน 

10 เสน และปกของดวงงวง จำนวน 10 ชิ้น ลงในตัวอยาง

ทั้งแปงขาวเจาและมักกะโรนี แลวใหนักวิเคราะห จำนวน 

5 คน ที่ผานการอบรมการตรวจวิเคราะหสิ่งแปลกปลอม

ในอาหารศึกษาภาพจากฐานขอมูลแลวคัดแยก spiked 

materials ออกจากตัวอยางใหถูกตอง 

การตรวจวเิคราะหส่ิงแปลกปลอมและการใชฐานขอมลู

การตรวจวิเคราะหสิ่งแปลกปลอมจะมีขั้นตอน

การตรวจวิเคราะห ดังแสดงในภาพที่ 3 คือ การตรวจ

วิเคราะหสิ่งแปลกปลอมดวยตาเปลาเปนการตรวจหา

สิ่งแปลกปลอมขนาดที่สามารถคัดแยกออกจากอาหาร

ไดดวยตาเปลา ตัง้แตใหญจนถงึเลก็ทีส่ามารถมองเหน็ได

กรณีพบสิ่งแปลกปลอมพิจารณาวาจำแนกไดหรือไม

หากจำแนกไดสามารถรายงานผลไดเลย แตหากจำแนก

ไมไดใหนำไปวิเคราะหภายใตกลองจุลทรรศน กรณี

ไมพบสิ่งแปลกปลอมใหนำตัวอยางมาผานกระบวนการ

ตามวิธี AOAC(4) กอน คือ ยอยตัวอยางดวยกรด

ไฮโดรคลอกริกพรอมใหความรอน หรือกรณีไมยอย

ตัวอยางจะใช วิธี  Heptane Water(10) เพื่อแยก

ส่ิงแปลกปลอมชนิดเบาออกจากเนื้ออาหารและนำไป

วิเคราะหตอภายใตกลองจุลทรรศน

การวเิคราะหสิง่แปลกปลอมภายใตกลองจลุทรรศน

จำแนกดวยกลอง Widefield Zoom Stereo Microscope

เพื่อจำแนกจากลักษณะภายนอก หากจำแนกไมไดให

จำแนกดวยกลอง Compound Microscope เพื่อดู

ลักษณะโครงสราง นำฐานขอมูลมาชวยในการจำแนก

สิ่งแปลกปลอม โดยนำภาพของตัวอยางภายใตกลอง

เปรียบเทียบกับภาพจากฐานขอมูลที่มีลักษณะใกลเคียง

ทวนสอบความถูกตองของผลวิเคราะหโดยนักวิเคราะห

อยางนอย 2 คน หากจำแนกไมเหมือนกันตองมี

นักวิเคราะหคนที่ 3 รวมวิเคราะหและตัดสินใจ(8-10)

ภาพที่ 2 ตวัอยางภาพส่ิงแปลกปลอมจากฐานขอมูลทีบ่นัทกึในเครอืขายอนิเทอรเนต็ภายในของหองปฏบิตักิารกายภาพ 

 สำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย
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การจำแนกสิ่งแปลกปลอมในอาหาร อนัญญา ยิ่งเจริญธนา และคณะ

สำหรั บการบั น ทึกผลการตรวจวิ เ คร า ะห

สิ่งแปลกปลอมในอาหาร ประกอบดวย วิธีการตรวจ

วิเคราะห การควบคุมคุณภาพในหองปฏิบัติการ การ

ตรวจวิเคราะหสิ่งแปลกปลอมดวยตาเปลา การตรวจ

วเิคราะหภายใตกลองจุลทรรศน โดยในการตรวจวเิคราะห

สิ่งแปลกปลอมทุกครั้งจะมีการควบคุมคุณภาพภายใน

หองปฏิบัติการตรวจสิ่งแปลกปลอม คือ การตรวจสอบ

อากาศโดยรอบพื้นที่ปฏิบัติงาน น้ำที่ใชในการวิเคราะห

และอุปกรณที่ใชในการวิเคราะห มีการสำรวจภาชนะ

บรรจุกอนวิเคราะห เพื่อใหแนใจในผลการทดสอบวา

มีความถูกตองทั้งการตรวจวิเคราะหดวยตาเปลาและ

ตรวจวิเคราะหภายใตกลองจุลทรรศน มีการบันทึกภาพ

เพือ่ใชประกอบการรายงานผล และเมือ่พบสิง่แปลกปลอม

จะนำภาพสิ่งแปลกปลอมจากฐานขอมูลมาเปรียบเทียบ

ดานโครงสรางกับสิ่งแปลกปลอมภายใตกลองจุลทรรศน 

ผล

ฐานขอมูลในการจำแนกสิ่งแปลกปลอม

จากการรวบรวมขอมูลสิ่งแปลกปลอมระหวางป 

พ.ศ. 2564−2566 จำนวน 143 ชนิด จัดเปนประเภทตาม

การใชเปน 2 ประเภท ประเภทที ่1 สำหรบัใชเปรยีบเทยีบ

ลักษณะสิ่งแปลกปลอมที่มีโอกาสปนเปอนในอาหารและ

ภาพที่ 3 กระบวนการตรวจวิเคราะหสิ่งแปลกปลอมในอาหาร

เริ่มตน

สามารถ
ตรวจวิเคราะห
ดวยตาเปลาได

จำแนกชนิดได

จำแนกโดยเปรียบเทียบ
ลักษณะกับฐานขอมูลดวย Widefield Zoom 

Stereo Microscope ได

ใช ใช

ไมไม

ไม

ใช

ผานกระบวนการยอย

ตรวจวิเคราะหภายใตกลองจุลทรรศน

จำแนกโดยเปรียบเทียบลักษณะกับฐาน
ขอมูลดวย Compound Microscope ได

สิ้นสุด

รายงานผล
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เคร่ืองดืม่ ไดแก เศษชิน้สวนวัสดตุางๆ ท่ีมีโอกาสสามารถ

พบไดจากกระบวนการผลิต เชน เศษพลาสตกิ เสนใย และ

กระดาษ จำนวน 22 ขนิด แมลงชนิดตางๆ ตั้งแตระยะไข 

ตัวออน และตัวเต็มวัย เชน แมลงวัน ดวงงวงขาว เพลี้ย

หอย มอดยาสูบ เปนตน โดยจัดเก็บในรูปแบบทั้งตัวและ

เปนชิ้นสวนตางๆ จำนวน 39 ชนิด เสนขนที่รวบรวมจาก

คนและสัตวชนิดตางๆ เชน สุนัข นก หนู คางคาว แตละ

สายพันธุและแตละสีท่ีอาจปนเปอนจากกระบวนการ

ผลิตหรือจากวัตถุดิบ โดยเก็บในรูปแบบท้ังเสนขนออน

และขนแก จำนวน 30 ชนิด พยาธิและปรสิต ตั้งแตระยะ

ไข ตัวออน (metacercaria) และตัวเต็มวัย จำนวน 

12 ชนิด ประเภทท่ี 2 คือ พืชและเนื้อสัตวสำหรับใช

เปรียบเทียบโครงสรางลักษณะสิ่งแปลกปลอมและกรณี

รองเรียนอาหารปลอมปน แบงเปน กลุมที่ 1 โครงสราง

ของพืชชนิดตางๆ ทั้งในรูปแบบช้ินสวนของพืชสำหรับ

งานวเิคราะหอาหารปลอมปน เชน ผกัชนดิตางๆ สาหราย 

เปนตน และวัสดุแปรรูปจากพืชสำหรับงานวิเคราะห

สิง่แปลกปลอม เชน ดอกหญาจากไมกวาด ไมเสยีบลกูชิน้

และเปลือกไม เปนตน จำนวน 18 ชนิด และกลุมท่ี 2 

โครงสรางของเนื้อสัตวทั้งในรูปแบบเนื้อสด ปรุงสุก และ

แปรรปู เชน เนือ้หมสูด หมยูาง หมหูยอ็ง เปนตน สำหรบั

งานวิเคราะหอาหารปลอมปน จำนวน 22 ชนิด ดังแสดง

ในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 รายการสิ่งแปลกปลอมในอาหารที่รวบรวมไดระหวางป พ.ศ. 2564–2566 จำนวน 143 ตัวอยาง

ประเภท กลุมตัวอยาง รูปแบบที่ใชเปนฐานขอมูล จำนวน (ชนิด)

วิเคราะหสิ่งแปลกปลอม ชิ้นสวนวัสดุ •
•
•
•

จำนวนรวม
เศษพลาสติก
เสนใย
กระดาษ

22
3
15
4

แมลง •
•
•

จำนวนรวม
ระยะไข ตัวออน และตัวเต็มวัย
ทั้งตัวและเปนชิ้นสวนตางๆ

39
17
22

เสนขน •

•
•

จำนวนรวม 
ประเภทเสนขนของคน และสัตว 
(สุนัข นก หนู คางคาว เปนตน)
เสนขนออน
เสนขนแก

30

17
13

พยาธิและปรสิต •
•
•
•

จำนวนรวม
ระยะไข 
ตัวออน 
ตัวเต็มวัย

12
4
2
6

วิเคราะหอาหารปลอม พืช •
•

ชิ้นสวนของพืช 
วัสดุแปรรูปจากพืช 

8
10

เนื้อสัตว •
•
•

เนื้อสด 
ปรุงสุก 
แปรรูป 

22
18
4

การทวนสอบฐานขอมูล

จากทวนสอบการใชฐานขอมูล โดยการเติม 

spiked materials ท่ีเปนเติมขนออนของหนูและปก

ของดวงงวงทัง้ในตวัอยางแปงขาวเจาและมักกะโรนี พบวา

นักวิเคราะห จำนวน 5 คน สามารถคัดแยกออกมาได

ถูกตองตามจำนวนทีก่ำหนดคิดเปน % Recovery เทากบั

รอยละ 100 ทั้งสองตัวอยาง ดังแสดงในตารางที่ 2
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การจำแนกสิ่งแปลกปลอมในอาหาร อนัญญา ยิ่งเจริญธนา และคณะ

ผลวิเคราะหและการใชฐานขอมูล

สำหรับการใชฐานขอมูลในการจำแนกสิ่งแปลก

ปลอมในอาหาร พบวานักวิเคราะหทุกคนสามารถใช

ภาพสิง่แปลกปลอมจากฐานขอมูลจำแนกสิง่แปลกปลอม

ไดถูกตองและแมนยำมากข้ึน ทำใหการตรวจวิเคราะห

สิ่งแปลกปลอมในอาหารใชเวลาวิเคราะหเร็วขึ้น จากเดิม

การตรวจวิเคราะหเพื่อจำแนกสิ่งแปลกปลอมใชเวลาใน

การหาขอมูลหรือคนหาภาพมาเปรียบเทียบอยางนอย 

3–5 วัน เมื่อมีการนำฐานขอมูลนี้มาใช พบวาสามารถ

ลดเวลาวเิคราะหลงเหลอื 1 วัน และสามารถแสดงรายละเอียด

สิ่งแปลกปลอมที่พบตรงกับความตองการของผูสง

ตัวอยาง เปนประโยชนตอผูประกอบการและผูบริโภค

ที่สามารถนำผลวิเคราะหที่ไดมาแกไขปญหาที่พบ 

ตัวอยางการตรวจวิเคราะหเพื่อจำแนกสิ่งแปลก

ปลอมในผลิตภัณฑขาวน้ำนมอบกรอบ เมื่อนำมา

วิเคราะหหาสิ่งแปลกปลอมดวยตาเปลา เบื้องตนไมพบ

สิง่แปลกปลอมทีส่ามารถมองเหน็ได จงึไดนำมาวเิคราะห

โดยการยอยตัวอย าง เพื่ อหา ส่ิงแปลกปลอมและ

สงแปลกปลอมชนิดเบาที่ปะปนในเนื้ออาหาร และใช 

parafin oil ในการดักจับสิ่งแปลกปลอมนั้น แลวนำมา

กรองบนกระดาษกรอง Whatman เบอร 8 นำมาดลูกัษณะ

สิ่งแปลกปลอมภายใตกลอง Widefield Zoom Stereo 

Microscope ที่กำลังขยาย 30 เทา พบมีสิ่งแปลกปลอม

ลกัษณะเปนเสนขนปะปน จงึนำมาสองภายใตกลองจลุทรรศน

Compound Microscope ที่กำลังขยาย 400 เทา เพื่อดู

โครงสรางเปรียบเทียบเสนขนกับฐานขอมูล จะเห็นวา

เสนขนนั้นมีโครงสรางคลายขนหนู ดังแสดงในภาพที่ 4

จากผลวิเคราะหเห็นไดวาการปนเปอนของหนูท่ีเปน

เครื่องบงช้ีทางสุขลักษณะ ทำใหเกิดความเสี่ยงดาน

สขุภาพและอนามยั ผูประกอบสามารถนำทวนสอบระบบ

การผลติไดวา อาจเกดิจากปญหาการควบคมุระบบปดใน

การเก็บวัตถุดิบหรือการผลิตได

ตารางที่ 2 ผลการคัดแยก spiked materials ในตัวอยางแปงขาวเจาและมักกะโรนี 

ชุดตัวอยาง นักวิเคราะห

แปงขาวเจา มักกะโรนี
ขนออนของหนู ปกของดวงงวง ขนออนของหนู ปกของดวงงวง

% Recovery % Recovery % Recovery % Recovery
ชุดที่ 1

(เติมชนิดละ 5 ชิ้น)
คนที่ 1
คนที่ 2
คนที่ 3
คนที่ 4
คนที่ 5

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100

ชุดที่ 2
(เติมชนิดละ 10 ชิ้น)

คนที่ 1
คนที่ 2
คนที่ 3
คนที่ 4
คนที่ 5

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100

ภาพที่ 4 เปรียบเทียบโครงสรางของสิ่งแปลกปลอมระหวาง (ก) โครงสรางของสิ่งแปลกปลอมลักษณะเปนเสนขน

 ภายใตกลองจุลทรรศนที่พบในตัวอยางผลิตภัณฑขาวน้ำนมอบกรอบ และ (ข) โครงสรางของขนหนูภายใต

 กลองจุลทรรศนจากฐานขอมูลสิ่งแปลกปลอมที่จัดทำ
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ตวัอยางผลติภณัฑไอศกรมีบลเูบอรร ีผูสงตวัอยาง
สงสัยวามีการปนเปอนเศษพลาสติกสีฟา เมื่อนำมาตรวจ
วิเคราะหหาสิ่งแปลกปลอมดวยตาเปลา พบวัตถุเปน
แผนสีฟาวัดขนาดไดประมาณ 1 มิลลิเมตร ซึ่งตรง
ตามลักษณะที่สงสัย ไดนำสิ่งแปลกปลอมที่พบมาตรวจ
วิเคราะหภายใตกลองจุลทรรศน Compound Micro-
scope ที่กำลังขยาย 400 เทา ดังแสดงในภาพที่ 5 เพื่อ
ดูโครงสราง พบวามีการเรียงตัวของเซลลพืช ซึ่งโดย
ปกติจะไมพบการเรียงตัวของเซลลในพลาสติก เมื่อนำ
โครงสรางที่พบเปรียบเทียบกับฐานขอมูลท่ีกำลังขยาย 

400 เทา เหน็ไดวามโีครงสรางไมตรงกนัทำใหเหน็ชดัเจน
มากขึ้นวาไมใชเศษพลาสติกตามที่สงสัย เพื่อแกขอ
สงสัยจึงไดนำโครงสรางของผลบลูเบอรรีมาเปรียบเทียบ
พบวามีโครงสรางการจัดเรียงของเซลลพืชที่ใกลเคียงกัน
ดังนั้นสิ่งแปลกปลอมที่พบในตัวอยางไอศกรีม คือ เศษ
ของผลบลูเบอรรีที่ลักษณะทางกายภาพมีความแตกตาง
กันตามธรรมชาติ ผลวิเคราะหที่ไดนี้จึงสามารถจึงชวย
ยืนยันความปลอดภัยในอาหารและสรางความเชื่อมั่นให
ผูประกอบการได

ภาพที่ 5 เปรยีบเทยีบระหวาง (ก) สิง่แปลกปลอมทีพ่บดวยตาเปลามลีกัษณะคลายเศษพลาสตกิสฟีาทีพ่บในไอศกรมี 

 และ (ข) โครงสรางของสิ่งแปลกปลอมที่พบในไอศกรีมภายใตกลองจุลทรรศน กับ (ค) โครงสรางของ

 พลาสติกภายใตกลองจุลทรรศนจากฐานขอมูลสิ่งแปลกปลอม และ (ง) โครงสรางของผลบลูเบอรรีภายใต

 กลองจุลทรรศนจากฐานขอมูลสิ่งแปลกปลอม

วิจารณ

หองปฏิบัติการกายภาพ สำนักคุณภาพและความ
ปลอดภยัอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย ไดจัดทำฐาน
ขอมูลสิ่งแปลกปลอม ซึ่งชวยใหเจาหนาท่ีจำแนกชนิด
สิ่งแปลกปลอมไดสะดวกมากขึ้น ใชเวลาในการวิเคราะห
สัน้ลง ผลการตรวจวิเคราะหตวัอยางเม่ือมีการเปรยีบเทยีบ
สิ่งแปลกปลอมที่พบกับฐานขอมูล ทำใหเห็นภาพชัดเจน
สามารถจำแนกชนิดสิ่ งแปลกปลอมไดง ายและมี
ประสิทธิภาพยิ่งข้ึน ชวยใหทราบชนิดท่ีแทจริงของ
สิง่แปลกปลอมทีพ่บ เนือ่งจากการปนเปอนสิง่แปลกปลอม

แตละชนิดมีสาเหตุการปนเปอนและการแกไขปญหา
ทีแ่ตกตางกนัไป เชน การพบแมลงในอาหาร อาจเกดิจาก
การปนเปอนของแมลงพาหะเนือ่งจากมรีะบบการควบคมุ
แมลงพาหะไมดี หากเปนแมลงศัตรูพืชที่มากับวัตถุดิบ
ทางการเกษตรที่มีการลางทำความสะอาดไมดีเพียงพอ
หรือการพบเสนขน เสนขนของคนอาจเกิดจากการ
แตงกายปองกันการปนเปอนไมเหมาะสม ขาดขั้นตอน
การทำความสะอาดตัวเองกอนเขาพื้นที่การผลิต หาก
เปนเสนขนของสัตวอาจเกิดจากระบบควบคุมสัตวพาหะ
ไมเหมาะสม โดยเฉพาะขนหนตูามมาตรฐานขององคการ
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อาหารและยาแหงสหรฐัอเมรกิา (United States Food 
and Drug Administration) ระบุเกณฑมาตรฐานการ
พบขนหนูข้ึนอยูกับแตละผลิตภัณฑ(3) เชน  ผลิตภัณฑ 
Alimentary Pastes ตองพบขนหนูไมเกิน 4.5 เสน 
หากตรวจวิเคราะหแลวพบวาไมผานมาตรฐานจะสงผล
ตอการสงออกสินคาไปตางประเทศ ซึ่งการแกไขปญหา
ที่ถูกตองจะชวยใหสามารถลดเวลาและคาใชจายในการ
ควบคุมดูแลกระบวนการผลิตได

เมื่อเปรียบเทียบระยะเวลาที่ใชในการตรวจ
วเิคราะห  โดยใชฐานขอมูลกบัวิธีจำแนกแบบเดมิตามคูมอื
การวิเคราะหสิ่งแปลกปลอมในอาหาร(10) พบวาสามารถ
ใชเวลาไดเร็วขึ้น ใชงานงาย และชัดเจนกวาวิธีเกาที่เนน
การใชประสบการณมากกวา แตเน่ืองจากฐานขอมลูตอนนี้
เปนการรวบรวมตัวอยางที่ไมผานกระบวนการการผลิต
จึงมีลักษณะท่ียังสมบูรณ แตสิ่งแปลกปลอมที่พบจริง
ในอาหารจะผานกระบวนการ เชน การใหความรอนที่
อุณหภูมิสูงหรือการปนผสมทำใหมีลักษณะเปนเศษเล็ก
ไมสมบูรณ ดังนั้นในอนาคตจะทำการรวบรวมและจัดทำ
ฐานขอมูลรูปภาพโครงสรางของสิ่งที่สามารถปนเปอนใน
อาหารที่ผานกระบวนการผลิตจริงตอไป

สรุป

การจัดทำฐานขอมูลส่ิงแปลกปลอมโดยรวบรวม
ขอมูลตัวอยางสิ่งแปลกปลอมที่สามารถพบไดในอาหาร 
จำนวน 143 ตัวอยาง สามารถชวยใหการจำแนกชนิดของ
สิ่งแปลกปลอมงาย ถูกตอง และใชเวลาในการวิเคราะห
เรว็ขึน้ จากการทวนสอบฐานขอมูลโดยใหผูวิเคราะหศกึษา
ลักษณะของ spiked materials จากฐานขอมูลแลว
คัดแยก spiked materials ออกจากตัวอยางอาหาร
2 ตัวอยาง ผูวิเคราะหสามารถคัดแยกไดอยางถูกตอง
ตามจำนวนที่กำหนดคิดเปน % Recovery รอยละ 100
ทั้ง 2 ตัวอยางอาหาร เม่ือนำฐานขอมูลมาใชวิเคราะห
ตัวอยางอาหารและเครื่องดื่ม พบวาจากเดิมที่ใชเวลาใน
การวเิคราะหอยางนอย 3 – 5 วัน สามารถลดเวลาวเิคราะห
ลงเหลือ 1 วันได และสามารถระบุรายละเอียดชนิดของ
สิง่แปลกปลอมท่ีพบในอาหารทำใหมีความชดัเจนมากขึน้ 
ทำใหผูประกอบการสามารถนำผลวิเคราะหไปใชในการ
ปรบัปรงุกระบวนการผลติไดถกูตอง เพือ่ใหไดผลติภณัฑ
ที่ถูกสุขลักษณะตามมาตรฐาน

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคณุ นางจำปา เปลีย่นกลิน่ พนกังานประจำ
หองทดลอง หองปฏิบัติการกายภาพ สำนักคุณภาพและ
ความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย
ที่ชวยจัดเตรียมตัวอยางวัสดุอุปกรณที่ใชในกระบวนการ
ผลิตและสิ่งที่มีโอกาสปนเปอนในอาหารในการจัดทำ
ฐานขอมูล
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Ananya Yingjaroentana, Vanida Yurayart, Pondnapa Netchularrat, 
Prapassara Butprom, and Tiwa Keanwong
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

Development for Filth Identifi cation 
in Food and Database Preparation

ABSTRACT Physical foreign matter contamination in food can occur at any stage of the production process,

originating from personnel, equipment, tools, facilities, or the environment. Due to its heterogeneous

nature, physical contaminants are often diffi  cult to identify. To enhance the analytical capabilities of 

laboratory personnel and reduce processing time, a comprehensive database was developed, focusing on 

various types of foreign matter groups, including light fi lth contaminants. Between 2021 and 2023, a total 

of 143 distinct foreign matter types were collected, imaged, and categorized into groups, including material 

fragments, insects, hair, parasites, plants, and animal components. To validate the eff ectiveness of this 

system, fi ve laboratory analysts used the database to analyze spiked rat hair and elytra in both rice fl our 

and macaroni samples. The test was conducted twice: fi rstly with 5 rat hairs and 5 elytra, and secondly 

with 10 of each. The results showed a 100% accuracy in detecting and identifying the contaminants. This 

method signifi cantly improved analysis effi  ciency and clarity, eliminating the need for external references 

such as picture books. It may also enable more accurate and timely responses to physical contamination 

issues during food production.

Keywords: Foreign matters in food, Physical contamination in food, Analysis for filth in food, 

 Identifi cation of fi lth in food
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เสาวนีย อารมยสุข1 ธนวัฒน ศรีดาพันธ1 และ สิริพรรณ แสงอรุณ2

1สำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000
2สำนักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทย กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การวิเคราะหขอบกพรองตามมาตรฐาน
ISO/IEC 17025:2017 ของหองปฏิบัติการทดสอบ

เปรียบเทียบระหวางกอนและหลังการใหการรับรอง
ในป พ.ศ. 2564 และ 2566

บทคัดยอ การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือวิเคราะหจํานวนและประเภทของขอบกพรอง (Nonconformities; NCs)
ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 ของหองปฏบิตักิารทดสอบดานสาธารณสขุทีย่ืน่ขอรบัรองความสามารถหองปฏบิตักิาร
จากสํานักมาตรฐานหองปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตรการแพทย โดยเปรียบเทียบผลการตรวจประเมินกอนใหการรับรองในป 
พ.ศ. 2564 กบัผลการตรวจเฝาระวงัในป พ.ศ. 2566 การศกึษาใชขอมลูทตุยิภมูจิากรายงานการตรวจประเมนิของหองปฏบิตักิาร
138 แหง แบงเปน หนวยงานภาครัฐ 37 แหง และภาคเอกชน 101 แหง วิเคราะหขอมูลตามขอกําหนดของมาตรฐาน ISO/
IEC 17025:2017 ไดแก ขอ 4 ขอกําหนดทั่วไป ขอ 5 ขอกําหนดดานโครงสราง ขอ 6 ขอกําหนดดานทรัพยากร ขอ 7
ขอกาํหนดดานกระบวนการ และขอ 8 ขอกาํหนดดานระบบการบรหิาร ผลการศกึษาพบวาจาํนวนขอบกพรองรวม (total NCs) 
และขอบกพรองแบบรุนแรง (major NCs) ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติภายหลังการรับรองมาตรฐาน (X2 = 19.487, 
p < 0.001 และ X2 = 9.635, p = 0.047) ตามลําดับ โดยขอบกพรองในขอกําหนดดานกระบวนการ (ขอ 7) พบมากที่สุด 
จากผลการศึกษานี้สามารถสรุปไดวากลไกการรับรองมาตรฐานชวยยกระดับคุณภาพของหองปฏิบัติการ ชวยใหหองปฏิบัติการ
ปรับปรุงคุณภาพอยางตอเนื่องใหเปนไปตามมาตรฐานสากล และลดจํานวนขอบกพรองที่อาจมีผลกระทบตอความถูกตอง
และความนาเชื่อถือของผลการตรวจวิเคราะห การดําเนินงานของหนวยรับรองและการตรวจเฝาระวังอยางตอเนื่อง มีบทบาท
สําคัญตอการรักษามาตรฐานคุณภาพและการพัฒนาอยางยั่งยืนของหองปฏิบัติการทดสอบในประเทศไทย

คําสําคัญ: ISO/IEC 17025:2017, ขอบกพรอง, หองปฏิบัติการทดสอบ
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ขอบกพรองจากมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 กอนและหลังการใหการรับรอง          เสาวนีย อารมยสุข และคณะ

บทนํา

การรับรองระบบงาน (Accreditation) หมายถึง

กระบวนการรับรองหรือประกาศอยางเปนทางการ

โดยหนวยงานอิสระ (Accreditation Body; AB) วา

หนวยตรวจสอบและรบัรอง (Conformity Assessment

Body; CAB) มีความสามารถในการดำเนินการตรวจสอบ

และรับรองหรือใหบริการทดสอบ/สอบเทียบไดตาม

มาตรฐานที่กำหนด โดยพิจารณาวาหนวยตรวจสอบ

และรับรองนั้นสามารถดำเนินการตามขอกำหนดใน

การรับรองระบบงานหรือไม(1) การรับรองระบบงาน

ในประเทศไทยเปนหนึ่งในหาดานของโครงสรางพื้นฐาน

ทางคุณภาพของประเทศหรือ National Quality 

Infrastructure; NQI(2) โดยเปนกลุมแกนที่มีการ

เชื่อมโยงในระดับนานาชาติท่ีตองดำเนินการใหสอด

ประสานกนั เพือ่สรางการยอมรบัรวมกนัระหวางประเทศ

สมาชิก ไดแก มาตรวิทยา (Metrology) การกำหนด

มาตรฐาน (Standardization) และการรบัรองระบบงาน

(Accreditation) ท้ังสามแกนหลักมีความสำคัญ

แตกตางกันตามบริบทของบทบาทหนาที่  โดยการ

รับรองระบบงานเนนในการผลักดันใหเกิดการยอมรับ

ผลิตภัณฑและบริการขามพรมแดน สงผลใหเกิดการ

ยกเลิกกำแพงการคา โดยมีหนวยรับรองนานาชาติ ไดแก

International Accreditation Forum (IAF)

รับผิดชอบบริหารขอตกลงเกี่ยวกับการรับรองระบบ

บริหาร ผลิตภัณฑ บริการ บุคลากร และโปรแกรมอื่นๆ 

ทีเ่กีย่วกบัการตรวจสอบและรบัรอง สวน International 

Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC) 

รับผิดชอบบริหารขอตกลงเกี่ยวกับการรับรองระบบงาน

หองปฏิบัติการและหนวยตรวจ(3) 

กลไกการรับรองระบบงานที่มีประสิทธิภาพ

จะกอใหเกิดประโยชนตอการดำเนินการ ทั้งในสวนของ

ภาครัฐที่จะใชกลไกการรับรองระบบงานเปนกรอบที่

เขมแข็งและนาเชื่อถือในการเจรจาทางการคาระหวาง

รัฐตอรัฐ (Government-to-Government)(4) 

นอกจากนี้กลไกการรับรองระบบงานยังถูกใชเปนขอ

กำหนดขั้นตนในการยอมรับผลการตรวจสอบและ

รับรองระหวางประเทศตางๆ หรือหนวยงานกำกับดูแล

สามารถใชกลไกการรับรองระบบงานไปใชในการรับรอง

ของบริการการตรวจสอบและรับรองในระดับสากล เพื่อ

แสดงใหเห็นวาสินคาเปนไปตามขอกำหนดทางเทคนิค 

และมาตรการสขุอนามยัและสขุอนามยัพชื ซึง่การมกีลไก

การรับรองระบบงานที่นาเช่ือถือจะชวยพัฒนาใหสินคา

เปนไปตามมาตรฐานสากลได รวมถึงมสีวนชวยหนวยงาน

กำกับดูแลในการปฏิบัติตามหนาที่ที่กฎหมายกำหนด

อีกดวย สวนภาคธุรกิจจะเห็นผลลัพธไดอยางชัดเจนวา

ผลติภณัฑและบริการของผูประกอบการมคีวามนาเช่ือถอื

โดยผานการตรวจสอบและรับรองโดยหนวยตรวจสอบ

และรับรอง รวมถึงผูประกอบการสามารถเลือกใช

ผลิตภัณฑจากผูที่ผานกลไกการรับรองระบบงานแลว

การประกอบธุรกิจในตลาดการคาเสรีที่มีการ

แขงขนัสงูทัง้ดานราคาและดานคณุภาพ หากผูประกอบการ

ตองการสรางโอกาสทางการแขงขันใหเกิดขึ้นดวยการ

เพิ่มคุณภาพสินคาและบริการ นอกจากจะตอบสนอง

ความตองการของผูบริโภคแลว ยังเปนการเพิ่มโอกาส

ทางธุรกิจ สรางภาพลักษณที่ดี เกิดความนาเชื่อถือ 

กลไกที่สำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร

การแพทย ในฐานะหนวยรับรองของประเทศ ในการ

ใหการรบัรองความสามารถหองปฏบิตักิารดานการแพทย

และสาธารณสขุ ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17011:2017(3) 

ของประเทศ มอีำนาจหนาทีต่ามมาตรา 13 และมาตรา 30 

แหงพระราชบัญญัติการมาตรฐานแหงชาติ พ.ศ. 2551(5) 

ในการใหการรบัรองความสามารถหองปฏบิตักิารทดสอบ

ดานสาธารณสขุ  ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025  ใหกบั

หองปฏบิตักิารทัง้ภาครฐัและเอกชนในขอบขายผลติภณัฑ

สุขภาพ นอกจากนี้ยังเปนสมาชิกสามัญและลงนาม

ความรวมมือระหวางประเทศ (Mutual Recognition

Arrangement) กับ Asia Pacific Accreditation 

Cooperation (APAC) และ International

Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC) 

ซึ่งเปนกลไกระหวางประเทศที่สงเสริมการยอมรับผล

การรับรองในระดับสากล โดยประเทศไทยไดรับการ

ยอมรับจาก APAC ในดานการรับรองหองปฏิบัติการ

ตามมาตรฐานสากล ISO/IEC 17025(6) ตั้งแตวันที่ 14 

พฤศจิกายน พ.ศ. 2545 มาตรฐาน ISO 15189 วันที่ 18 

เมษายน พ.ศ. 2550 และ ISO 17034 วันที่ 17 มิถุนายน 

พ.ศ. 2558 รวมถึงไดรับการยอมรับจาก ILAC ในดาน
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Nonconformities of ISO/IEC 17025:2017 
Comparing Pre- and Post-Accreditation     Saovanee Aromsook et al.

การรับรองหองปฏบิตักิารตามมาตรฐานสากล ISO/IEC

17025 และ ISO 15189 ตัง้แตวันท่ี 4 เมษายน พ.ศ. 2546

และมาตรฐาน ISO 17034 ตั้งแตวันท่ี 21 กันยายน 

พ.ศ. 2563(7)

สำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร

การแพทย  ทำการตรวจประเมินความสามารถ

หองปฏิบัติการดานสาธารณสุขที่ใหบริการทดสอบ

ผลิตภัณฑที่ เกี่ยวของกับสุขภาพ ไดแก อาหาร ยา

วัตถุเสพติด เครื่องสำอาง สมุนไพร วัตถุอันตรายที่

ใชทางสาธารณสุข ชีววัตถุ เครื่องมือแพทย รังสี และ

ผลิตภัณฑทางการแพทย เพื่อการคุมครองผูบริโภค

จากหองปฏิบัติการที่สมัครใจยื่นขอรับรองความสามารถ

หองปฏิบัติการ เพื่อควบคุมกิจกรรมในระบบคุณภาพให

มผีลลพัธอยูในเกณฑตามท่ีกำหนดไว โดยสำนักมาตรฐาน

หองปฏิบัติการ จะดำเนินการเรียกเอกสารท่ีเกี่ยวของ

กับระบบคุณภาพจากหองปฏิบัติการที่ยื่นขอการรับรอง

อยางเปนระบบ มีความเปนอิสระ และเปนลายลักษณ

อักษร จากนั้นทำการแตงตั้งผูตรวจประเมินที่มีความรู

ความสามารถ และไมเปนผูท่ีมีสวนไดสวนเสียกับหอง

ปฏิบัติการ ไปทำการตรวจประเมิน ณ หองปฏิบัติการ

โดยตรง (onsite assessment) คณะผูตรวจประเมิน

จะทำการวเิคราะหขอบกพรองท่ีไมตรงตามระบบคณุภาพ

ทีว่างไว อนัจะสงผลกระทบตอความถูกตองและความเช่ือมัน่

ของผลการตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ และแจง

ใหหองปฏิบัติการดำเนินการแกไขขอบกพรองอยางเปน

ระบบ และเสนอแนวทางปองกันใหแลวเสร็จ เพื่อให

บรรลุตามวัตถุประสงคที่หองปฏิบัติการตั้งไว  การตรวจ

ประเมนิความสามารถหองปฏิบตักิารจึงจำเปนตองดำเนนิ

การอยางตอเนื่อง มีการตรวจเฝาระวังภายใน 2 ปถัดมา

สำหรับการตออายุการรับรอง ดัง น้ันการศึกษานี้

จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือรวบรวมขอบกพรองจากรายงาน

การตรวจประเมนิหองปฏบิตักิารทดสอบดานสาธารณสขุ

ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 ท่ีไดรบัการรบัรอง

จากสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร

การแพทย โดยเปรียบเทียบระหวางการตรวจประเมิน

กอนการรับรองในป พ.ศ. 2564 กับการตรวจประเมิน

เพื่อเฝาระวังในป พ.ศ. 2566 เพื่อประเมินแนวโนม

การเปลี่ยนแปลงดานคุณภาพหลังจากไดรับการรับรอง

มาตรฐานดังกลาว

วัสดุและวิธีการ

การรวบรวมขอมูล

การศึกษานี้เปนการวิจัยเชิงพรรณนา (Descrip-

tive Research) โดยใชรูปแบบการศึกษาเฉพาะกรณี

ทำการเก็บรวบรวมขอมูลทุติยภูมิเกี่ยวกับจำนวนและ

ประเภทของขอบกพรอง (NCs) ที่ตรวจพบจากการ

ประเมินความสามารถของหองปฏิบัติการทดสอบดาน

สาธารณสุข ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 

ซึ่งไดยื่นขอรับรองจากสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย จากหองปฏิบัติการ จำนวน 

138 แหง แบงเปน หนวยงานภาครัฐ จำนวน 37 แหง 

และภาคเอกชน จำนวน 101 แหง โดยการวิเคราะห

เปรียบเทียบขอบกพรองที่ตรวจพบจากการประเมินกอน

การไดรับการรับรอง (Pre-accreditation Audit) 

ในป พ.ศ. 2564 กับขอบกพรองที่ตรวจพบจากการ

ประเมินหลังไดรับการรับรอง (Post-accreditation 

Audit) ในป พ.ศ. 2566 เพื่อประเมินการเปลี่ยนแปลง

ดานจำนวนและประเภทของขอบกพรอง ตลอดจน

ประสิทธิผลของกระบวนการรับรองตามมาตรฐาน ISO/

IEC 17025:2017 ที่มีตอการยกระดับสมรรถนะของ

หองปฏิบัติการทดสอบดานสาธารณสุข การวิเคราะห

ครอบคลุมขอกำหนดทุกหมวดในมาตรฐาน ISO/IEC 

17025:2017 ไดแก หมวดที ่4 ขอกำหนดทัว่ไป (General

Requirements) หมวดที่ 5 ขอกำหนดดานโครงสราง 

(Structural Requirements) หมวดที่ 6 ขอกำหนด

ดานทรพัยากร (Resource Requirements) หมวดที ่7

ขอกำหนดดานกระบวนการ (Process Requirements) 

และหมวดที ่8 ขอกำหนดดานระบบการบรหิาร (Manage-

ment System Requirements) 

ขอบกพรองที่พบจากการตรวจประเมินตาม

มาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 ไดถูกจำแนกออก

เปน 2 ประเภทหลัก ตามรหัสการรายงาน ประกอบดวย 

รหัส C คือ ขอบกพรองที่เปนเงื่อนไข (Condition – C) 

หมายถึง ขอบกพรองที่สงผลกระทบตอการดำเนินงาน

หรือระบบคุณภาพอยางมีนัยสำคัญ อันอาจทำใหผลการ

ทดสอบขาดความนาเชือ่ถอืหรอืไมเปนไปตามขอกำหนด

ของมาตรฐาน รหสั O คอื ขอสงัเกต (Observation – O)

หมายถงึ ขอเสนอแนะหรอืประเดน็ทีอ่าจกอใหเกดิปญหา
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ขอบกพรองจากมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 กอนและหลังการใหการรับรอง          เสาวนีย อารมยสุข และคณะ

ในอนาคต หรือเปนขอสังเกตจากผูตรวจประเมินที่พบ

วาอาจยังไมเปนไปตามเจตนารมณของขอกำหนด เปน

ประเด็นที่ควรไดรับการปรับปรุงเพื่อปองกันการเกิด

ขอบกพรองในอนาคต โดยขอบกพรองรวม (Total

nonconformities; Total NCs) หมายถึง การรวมทั้ง

รหัส C และรหัส O ขณะที่ขอบกพรองแบบรุนแรง 

(Major NCs) จะพิจารณาเฉพาะรหัส C เทานั้น

วิเคราะหขอมูล 

ประเภทของขอบกพรอง แบงออกเปน  ขอบกพรอง

รวม (Total NCs) ขอบกพรองแบบรุนแรง (Major 

Nonconformities; Major NCs) คือ มีผลกระทบ

ตอระบบคุณภาพท่ีจะทำใหระบบน้ันลมเหลว/กระทบ

ตอความถกูตองของผลการทดสอบ และขอบกพรองแบบ

ไมรุนแรง (Minor Nonconformities; Minor NCs) 

คือ ไมสงผลกระทบรุนแรงตอระบบคุณภาพ ซึ่งไมมีผล

ทำใหระบบนั้นลมเหลวหรือกระทบตอผลการทดสอบ 

แตหากปลอยไวอาจนำมาซึ่งความเสียหายไดภายหลัง 

นำเสนอขอมูลจำนวนขอบกพรองดวยคาความถี่ รอยละ 

(จำนวนขอบกพรองจากขอกำหนด/จำนวนขอบกพรอง

รวมทั้งหมด × 100) และทำการวิเคราะหผลเปรียบเทียบ

เพื่ อหาความสัมพันธด วยการทดสอบไคสแควร

(Chi-square) ที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ 0.05 ดวย 

SPSS Software (Version 29, SPSS Inc., USA) 

การดำเนินการวิจัย ประกอบดวย 3 สวน ดังนี้

สวนที ่1 ศกึษาจำนวนขอบกพรองรวม (Total  NCs)

ที่ตรวจพบจากหองปฏิบัติการในชวงกอนการรับรอง

(ป พ.ศ. 2564) และหลังการรับรอง (ป พ.ศ. 2566)

สวนที่ 2 ศึกษาจำนวนขอบกพรองแบบรุนแรง 

(Major NCs) ท่ีตรวจพบในชวงกอนและหลังการรบัรอง

จากหองปฏิบัติการเดียวกัน 

สวนที่ 3 ศึกษาจำนวนขอบกพรองรวม (Total

NCs) เฉพาะขอท่ี 7 ขอกำหนดดานกระบวนการ

เปรียบเทียบจำนวนและประเภทของขอบกพรองที่

ตรวจพบกอนและหลังการไดรับการรับรอง 

ในการดำเนินการวิจัยผูวิจัยไดทำการวิเคราะห

ขอมูลและนำเสนอขอมูลโดยไมใหเชื่อมโยงขอมูลกับ

หองปฏิบัติการใดๆ ไดโดยตรง เพื่อรักษาความลับ

ของหองปฏิบัติการ

ผล

จากการตรวจประเมินรับรองความสามารถ

หองปฏิบัติการทดสอบดานสาธารณสุข ตามมาตรฐาน 

ISO/IEC 17025:2017 หองปฏบิตักิาร จำนวน 138 แหง

แบงเปน หนวยงานภาครัฐ จำนวน 37 แหง ซึ่งมีจำนวน

รายการทดสอบอยูในชวง 1−245 รายการ (คาฐานนิยม) 

และภาคเอกชน จำนวน 101 แหง มจีำนวนรายการทดสอบ

อยูในชวง 1−2,692 รายการ ผลจากการวิเคราะหขอมูล

ขอบกพรองซึ่งเปนจำนวนรวมจากทุกหองปฏิบัติการ

138 แหง ที่เปนหองปฏิบัติการทดสอบดานสาธารณสุข

ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 ซึ่งไดรับการ

ตรวจประเมินกอนการรับรองในป พ.ศ. 2564 และได

รับการตรวจประเมินแบบเฝาระวังหลังการรับรองในป

พ.ศ. 2566 พบวาในป พ.ศ. 2564 (กอนการรับรอง) 

ตรวจพบขอบกพรองรวมทั้งสิ้น 2,100 ขอ ขณะท่ีในป 

พ.ศ. 2566 (หลังการรับรอง) ตรวจพบขอบกพรอง

รวม 1,589 ขอ เมื่อจำแนกตามขอกำหนดของมาตรฐาน 

ISO/IEC 17025:2017 พบวาขอ 7 ขอกำหนดดาน

กระบวนการ (Process Requirements) เปนหมวดที่

พบขอบกพรองมากที่สุดในทั้งสองชวงเวลา คือ ป พ.ศ. 

2564 พบจำนวน 1,019 ขอ คิดเปนรอยละ 48.5 ขณะที่

ในป พ.ศ. 2566 พบจำนวน 705 ขอ คิดเปนรอยละ 44.4 

ตามลำดับ รองลงมาเปนขอบกพรองในขอ 8 ขอกำหนด

ดานระบบการบริหาร, ขอ 6 ขอกำหนดดานทรัพยากร, 

ขอ 5 ขอกำหนดดานโครงสราง และขอ 4 ขอกำหนดทัว่ไป 

ตามลำดับ ดังแสดงในภาพที่ 1

ผลการวิเคราะหขอมูลเชิงสถิติเมื่อเปรียบเทียบ

จำนวนขอบกพรองรายขอในแตละขอกำหนดของ

มาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 พบวาไมมีความ

แตกต า ง กั นอย า งมี นั ย ส ำคัญทา งสถิ ติ ร ะหว า ง

การตรวจประเมินกอนการรับรองในป พ.ศ. 2564 

และการตรวจประเมินแบบเฝาระวังหลังการรับรอง

ในป พ.ศ. 2566 อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาจำนวน

ขอบกพรองรวม (Total NCs) พบวามคีวามแตกตางกนั

อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (X2 = 19.487, p < 0.001) 

โดยจำนวนขอบกพรองในการตรวจประเมินแบบ

เฝาระวังในป พ.ศ. 2566 มีแนวโนมลดลงอยางชัดเจน 
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เม่ือเปรียบเทียบกับการตรวจประเมินกอนการรับรอง

ในป พ.ศ. 2564 ผลการศึกษาดังกลาวแสดงใหเห็น

ถึงแนวโนมการลดลงของจำนวนขอบกพรองรวม 

หลังการไดรับการรับรองมาตรฐานหองปฏิบัติการ

ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017

ภาพที่ 1 จำนวนขอบกพรองรวม (Total NCs) จากการตรวจประเมินหองปฏิบัติการทดสอบดานสาธารณสุข

 ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 ของหองปฏิบัติการ 138 แหง ที่ไดรับการตรวจกอนใหการรับรอง 

 (ป พ.ศ. 2564) และการตรวจเฝาระวังหลังการใหการรับรอง (ป พ.ศ. 2566) 

ผลการศึกษาจำนวนขอบกพรองแบบรุนแรง

(Major NCs) พบวาในป พ.ศ. 2564 ตรวจพบขอบกพรอง

แบบรุนแรงรวมทั้งสิ้น 1,089 ขอ ขณะที่ในป พ.ศ. 2566 

ตรวจพบลดลงเหลือ 830 ขอ เมื่อจำแนกตามหมวดหมู

ของขอกำหนดในมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 

พบวาขอกำหนดขอ 7 เปนหมวดท่ีมีขอบกพรองแบบ

รุนแรงมากที่สุดในทั้งสองชวงเวลา โดยในป พ.ศ. 2564 

พบจำนวน 570 ขอ คิดเปนรอยละ 52.3 และในป 

พ.ศ. 2566 พบจำนวน 403 ขอ คิดเปนรอยละ 48.5

รองลงมา ไดแก ขอ 6, ขอ 8, ขอ 5 และขอ 4 ตามลำดับ 

ดังแสดงในภาพที่ 2

จากการวิเคราะหขอมูลเชิงสถิติเพื่อเปรียบเทียบ

จำนวนขอบกพรองแบบรุนแรงรายขอ ภายใตขอกำหนด

แตละขอของมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 ระหวาง

การตรวจประเมินกอนการรับรองในป พ.ศ. 2564

และการตรวจประเมินแบบเฝาระวังหลังการรับรองในป 

พ.ศ. 2566 พบวาจำนวนขอบกพรองแบบรุนแรงรายขอ

ในแตละขอกำหนดของมาตรฐาน ไมมีความแตกตางกัน

อยางมีนัยสำคัญทางสถิติระหวางทั้ งสองชวงเวลา

อยางไรก็ตามเมือ่พจิารณาจำนวนขอบกพรองแบบรนุแรง

รวมทั้งหมด พบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ

ทางสถิต ิ(X2 = 9.635, p = 0.0047) โดยผลการตรวจประเมนิ

แบบเฝาระวังในป พ.ศ. 2566 แสดงใหเห็นวาจำนวน

ขอบกพรองแบบรุนแรงมีแนวโนมลดลงอยางชัดเจน

เมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจประเมินกอนการรับรอง

ในป พ.ศ. 2564

จากการวิเคราะหขอบกพรองรวม (Total NCs)  

และขอบกพรองแบบรุนแรง (Major NCs) พบวาขอ 7

ขอกำหนดดานกระบวนการ (Process Requirements) 

คือ ขอที่พบสูงสุดทั้งสองชวงเวลา เนื่องจากขอ 7 คือ

ขอกำหนดทีเ่กีย่วของโดยตรงกบักจิกรรมของหองปฏบิตักิาร

(Laboratory Activities) ตามที่ขอกำหนดๆ ไวนั่น
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ขอบกพรองจากมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 กอนและหลังการใหการรับรอง          เสาวนีย อารมยสุข และคณะ

คือ การรับตัวอยาง การทดสอบ และการรายงานผล

ขอบกพรองที่พบรองลงมา คือ ขอ 6 ขอกำหนด

ดานทรัพยากร (Resource Requirements) เนื่องจาก

ขอกำหนดขอนี้กลาวถึงทรัพยากรที่สำคัญท่ีจะสนับสนุน

ใหกิจกรรมของหองปฏิบัติการเกิดขึ้นไดอยางสมบูรณ 

ทั้งคน สถานที่ และภาวะแวดลอม เครื่องมือ เปนตน 

โดยเฉพาะเรื่องของคน เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงบคุลากรที่

สำคัญในกิจกรรมของหองปฏิบัติการ ยอมสงผลกระทบ

ตอการดำเนินงานของหองปฏิบัติการไมมากก็นอย 

ภาพที่ 2 จำนวนขอบกพรองแบบรนุแรง (Major NCs) จากการตรวจประเมนิหองปฏบิตักิารทดสอบดานสาธารณสขุ
 ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 ของหองปฏิบัติการ 138 แหง ในป พ.ศ. 2564 เปรียบเทียบ
 กับ พ.ศ. 2566  

ผลการศึกษาในสวนที่ 3 ดังแสดงในตารางที่ 1 

ขอบกพรองตามขอกำหนดขอ 7 ดานกระบวนการ 

(Process Requirements) ของมาตรฐาน ISO/IEC 

17025:2017 พบวาเปนหมวดท่ีมีจำนวนขอบกพรอง

มากที่สุดทั้งในชวงกอนการรับรอง (ป พ.ศ. 2564) และ

ภายหลังการรับรอง (ป พ.ศ. 2566) ดังนั้นจึงได

ดำเนินการวิเคราะหรายละเอียดเพิ่มเติมในขอกำหนดนี้

ขอกำหนดขอ 7 ประกอบดวย 11 ขอยอย ดังแสดงใน

ตารางที่ 1 ผลการวิเคราะห พบวาป พ.ศ. 2564 ตรวจพบ

จำนวนขอ NCs รวม 1,019 ขอ ขณะที่ในป พ.ศ. 2566

ตรวจพบ จำนวน 705 ขอ เม่ือตรวจสอบในระดับ

รายขอยอย พบวาขอ 7.2 การคัดเลือก การทวนสอบ

และการตรวจสอบความใชไดของวิธีเปนขอที่มีจำนวน

ขอบกพรองมากที่สุด โดยในป พ.ศ. 2564 พบจำนวน

319 ขอ คิดเปนรอยละ 31.3 และในป พ.ศ. 2566

พบจำนวน 229 ขอ คิดเปนรอยละ 32.5 ขณะที่ ขอ 7.3

การชักตัวอยาง เปนขอบกพรองที่พบนอยที่สุด โดยในป

พ.ศ. 2564 พบจำนวน 3 ขอ คิดเปนรอยละ 0.29

และในป พ.ศ. 2566 พบจำนวน 2 ขอ คิดเปนรอยละ 0.3

นอกจากนี้ ผลการวิ เ คร า ะห ท า งสถิ ติ ด ว ย

การทดสอบไคสแควร (Chi-square Test) เพื่อ

เปรียบเทียบจำนวนขอบกพรองที่อยูภายใตขอกำหนด

ดานกระบวนการ (ขอ 7) ของมาตรฐาน ISO/IEC 

17025:2017 ระหวางการตรวจประเมินกอนการรับรอง

ในป พ.ศ. 2564 และการตรวจประเมินแบบเฝาระวัง

ในป พ.ศ. 2566 พบวาไมมีความแตกตางอยางมี

นัยสำคัญทางสถิติ (X2 = 12.731, p = 0.239) แมวา

จำนวนขอบกพรองรวมในขอ 7 มีแนวโนมลดลงจาก 

1,019 ขอ ในป พ.ศ. 2564 เหลอื 705 ขอ ในป พ.ศ. 2566

แตการลดลงดงักลาวไมอยูในระดบัทีม่นัียสำคญัทางสถติิ

ตามเกณฑที่กำหนด (p < 0.05) 
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Nonconformities of ISO/IEC 17025:2017 
Comparing Pre- and Post-Accreditation     Saovanee Aromsook et al.

ตารางที่ 1 จำนวนขอบกพรองขอท่ี 7 ขอกำหนดดานกระบวนการ จากการตรวจประเมินหองปฏิบัติการทดสอบ

 ดานสาธารณสุขตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 จำนวน 138 แหง ในป พ.ศ. 2564 และ

 พ.ศ. 2566 

ขอ ISO/IEC 17025:2017 ขอที่ 7 ดานกระบวนการ
จำนวนขอบกพรอง (รอยละ)

ป 2564 ป 2566

7.1
7.2
7.3
7.4
7.5
7.6
7.7
7.8
7.9
7.10
7.11

การทบทวนคำขอ การประมูลและสัญญา
การคัดเลือก การทวนสอบและการตรวจสอบความใช ไดของวิธี
การชักตัวอยาง
การจัดการตัวอยางทดสอบหรือสอบเทียบ
บันทึกดานวิชาการ
การประมาณคาความไมแนนอนของการวัด
การประกันความถูกตองของผลการทดสอบ
การรายงานผล
ขอรองเรียน
งานที่ไมเปนไปตามขอกำหนดและ/หรือ สอบเทียบที่ไมเปนไปตามที่กำหนด
การควบคุมขอมูลและการจัดการสารสนเทศ

85 
319 
3 
95 
81 
84 
113 
138 
29 
39 
33 

(8.3)
(31.3)
(0.3)
(9.3)
(7.9)
(8.2)
(11.1)
(13.5)
(2.8)
(3.8)
(3.2)

40 
229 
2 
68 
63 
65 
99 
76 
13 
26 
24 

(5.7)
(32.5)
(0.3)
(9.6)
(8.9)
(9.2)
(14.0)
(10.8)
(1.8)
(3.7)
(3.4)

รวมทั้งหมด 1,019 (100) 705 (100)

วิจารณ

การรับรองความสามารถหองปฏิบัติการทดสอบ

ดานสาธารณสุข ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 

เปนการประเมินความสามารถของหองปฏิบัติการ

ที่ครอบคลุมทั้ งด านบริหารคุณภาพและวิชาการ

เพื่อเปนการคุมครองผูบริโภค ทำใหประชาชนเกิด

ความเชื่อมั่นในการใชสินคาและบริการที่มีคุณภาพ และ

มาตรฐานผานกลไกการรบัรองความสามารถหองปฏบิตักิาร

สงเสริมใหหองปฏิบัติการเหลาน้ีปฏิบัติตามมาตรฐาน

สากลไดดียิ่งข้ึน ท้ังนี้ยังสงผลใหรายงานผลการทดสอบ

เปนที่ยอมรับซึ่งกันและกันอีกดวย ในการดำเนินงาน

ดานการรับรอง ISO/IEC 17025 การตรวจประเมิน

แบบเฝาระวัง (Surveillance Audit) ถือเปน

กลไกสำคัญที่ชวยรักษาระดับคุณภาพของหองปฏิบัติ

การในระยะยาว โดยสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ

กรมวิทยาศาสตรการแพทย จะแตงตั้งคณะผูตรวจ

ประเมนิทีม่คีวามรู ความสามารถไปตรวจท่ีหองปฏิบตักิาร

หลังไดรับการรับรองภายใน 2 ป เพื่อประเมินสมรรถนะ 

ความสอดคลองของระบบคุณภาพ และการปฏิบัติงาน

ตามขอกำหนดใหหองปฏิบัตกิารยงัคงรกัษาระดบัคณุภาพ

และความสามารถทางวิชาการไว ไมใหคุณภาพลดลง

หรือมีขอผิดพลาดสะสม และปองกันการเสื่อมถอยของ

ระบบคุณภาพที่อาจเกิดขึ้นจากการขาดการติดตาม

อยางสม่ำเสมอ โดยเฉพาะอยางยิ่งหองปฏิบัติการท่ีมี

การเปลี่ยนแปลงบุคลากรหรือปรับโครงสรางภายใน

การลดลงของจำนวนขอบกพรองรวมทั้งหมดและ

จำนวนขอบกพรองแบบรุนแรงจากการศึกษานี้ จึงอาจ

สะทอนใหเห็นถึงประโยชนเชิงระบบของการตรวจ

ติดตามภายหลังการรับรองอยางตอเนื่อง นอกจากนี้

การรักษาคุณภาพของผลการทดสอบอยางสม่ำเสมอ

สงผลใหมีความเช่ือมั่นในความถูกตองและความ

นาเช่ือถือของผลการทดสอบ ชวยเสริมสรางความ

เช่ือมั่นของผูใชบริการและตลาดตางประเทศอีกดวย

การศึกษาโดยการวิเคราะหขอบกพรองจากการตรวจ

ประเมินความสามารถหองปฏิบัติการเปนเครื่องมือ

สำคัญในการประเมินผลการปฏิบัติงานของหองปฏิบัติการ

หากพบขอบกพรองหรอืมสีิง่ทีไ่มสอดคลองกบัขอกำหนด

หรือไมปฏิบัติตามระบบที่วางไว อาจสงผลกระทบ

ต อระบบบริหารคุณภาพและความถู กต อ งของ

การรายงานผลการตรวจวิเคราะหได(8) การศึกษานี้

ใชขอมูลจากการตรวจประเมินหองปฏิบัติการ จำนวน

138 แหง ทีส่มคัรใจยืน่ขอการรบัรองจากสำนกัมาตรฐาน

หองปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตรการแพทย ซึ่ งมี

จ ำนวนมาก เพี ย งพอและมี คว ามหลากหลายของ
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ขอบกพรองจากมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 กอนและหลังการใหการรับรอง          เสาวนีย อารมยสุข และคณะ

ตัวอยาง โดยครอบคลุมหองปฏิบัติการท่ีมีลักษณะ

แตกตางกันทั้ งในดานขนาดองคกร ประเภทของ

การทดสอบทีด่ำเนินการ จำนวนบคุลากร รายการทดสอบ

ที่ขอการรับรอง ตลอดจนการกระจายตัวในภูมิภาค

ตางๆ ของประเทศ ซึ่งชวยลดอคติในการเลือกตัวอยาง 

(selection bias) และเพิ่มความนาเชื่อถือของผล

การวิเคราะห นอกจากนี้ความหลากหลายดังกลาวไมได

สงผลกระทบตอการประเมินจำนวนขอบกพรองที่พบ

มากนัก แตพบวาการเปลี่ยนแปลงบุคลากรมีผลกระทบ

มากกวา ผลการวิเคราะหพบวาในชวงเวลาระหวาง

การยื่นขอรับการรับรองในป พ.ศ. 2564 และการตรวจ

เฝาระวังในป พ.ศ. 2566 นั้น จำนวนขอบกพรองที่

ตรวจพบลดลงอยางมีนัยสำคัญในชวงหลังการรับรอง

แสดงใหเหน็วาการรบัรองหองปฏบิตักิารควบคมุคณุภาพ 

ชวยสงผลใหหองปฏิบัตกิารปฏิบติัตามขอกำหนดคุณภาพ

ISO/IEC 17025:2017 ไดดียิ่ ง ข้ึน นอกจากนี้

การรับรองยังชวยลดความรุนแรงของขอบกพรอง โดย

จากการทดสอบไคสแควร เพื่อเปรียบเทียบระหวางปที่

ตรวจกอนและหลังการรับรอง พบวาความรุนแรงของ

ขอบกพรองไดลดลงอยางมี นัยสำคัญในชวงหลัง

การรับรองอีกดวย โดยผลการศึกษานี้สอดคลองกับ

การศึกษากอนหนาที่ไดดำเนินการในหองปฏิบัติการ

ประเภทอื่นๆ เชน หองปฏิบัติการควบคุมคุณภาพที่

อยูในความดูแลของหนวยงานกำกับดูแลยาแหงชาติ

(The National Medicines Regulatory Authority;

NMRA) เปนหนวยงานตรวจสอบคุณภาพของยาที่ใช

ในประชาชนในประเทศไนจีเรีย พบวาระบบการบริหาร

คณุภาพในหองปฏบิตักิารไดถกูปรบัปรงุใหดขีึน้หลงัจาก

ไดรับการรับรอง ISO/IEC 17025 ดังนั้นการรับรอง

ความสามารถหองปฏิบัติการตามมาตรฐาน ISO/IEC 

17025:2017 จึงเปนกระบวนการหนึ่งที่ชวยปรับปรุง

คุณภาพของหองปฏิบัติการในประเทศอีกดวย(9)

ผลการดำเนินการศึกษาในสวนที่ 1 ซ่ึงทำการ

เปรียบเทียบจำนวนขอบกพรองรวมทั้งหมดระหวาง

การตรวจประเมินกอนการรับรองในป พ.ศ. 2564 และ

การตรวจประเมินแบบเฝาระวังหลังการรับรองในป 

พ.ศ. 2566 พบวาจำนวนขอบกพรองรวมทั้งหมด

ลดลงอยางมนียัสำคญัทางสถติ ิในการตรวจประเมนิแบบ

เฝาระวัง สะทอนใหเห็นถึงประสิทธิผลของกระบวนการ

รับรองมาตรฐาน มีผลใหหองปฏิบัติการมีการปรับปรุง

ระบบคุณภาพอยางตอเนือ่ง ในทำนองเดยีวกัน การศกึษา

สวนที่ 2 ซึ่งเนนการประเมินผลของกระบวนการรับรอง

ตอจำนวนขอบกพรองแบบรุนแรงไดแสดงผลในทิศทาง

เดียวกัน คือ จำนวนขอบกพรองแบบรุนแรงมีแนวโนม

ลดลงอยางมีนัยสำคัญทางสถิติหลังการรับรอง แสดงให

เห็นวาการตรวจติดตามอยางตอเนื่องไมเพียงเปนการ

ประเมินความสอดคลอง แตยังสงเสริมการปรับปรุง

อยางตอเนื่อง 

จากผลการวเิคราะหขอมูลเชิงลกึ พบวาขอกำหนด

ดานกระบวนการ (ขอ 7) มาตรฐาน ISO/IEC 

17025:2017 เปนสวนที่หองปฏิบัติการสวนใหญประสบ

ปญหาในการปฏิบัติตามมากที่สุด ทั้งในดานจำนวน

ขอบกพรองรวมทั้งหมดและจำนวนขอบกพรองแบบ

รุนแรง ซึ่งพบในอัตราสูงสุดในทั้งสองชวงของการตรวจ

ประเมิน ทั้งกอนการรับรองป พ.ศ. 2564 และหลังการ

รับรองป พ.ศ. 2566 แมวาจะพบแนวโนมการลดลงของ

จำนวนขอบกพรองจาก 1,019 รายการ ในป พ.ศ. 2564 

เหลือ 705 รายการ ในป พ.ศ. 2566 ซึ่งแสดงถึงการมี

แนวโนมการปรบัปรงุทีด่ข้ึีน แตการลดลงดงักลาวไมอยูใน

ระดบัทีม่นียัสำคญัทางสถติ ิ(p > 0.05) สะทอนใหเหน็วา

กระบวนการใหการรับรองตามมาตรฐาน ISO/IEC 

17025:2017 เพียงอยางเดียว ยังไมสามารถยกระดับ

คุณภาพของการปฏิบัติตามขอกำหนดในขอ 7 ไดอยาง

ครอบคลมุเพยีงพอ โดยขอกำหนดยอยในขอ 7 พบวาม ี3 

ขอยอย (7.2, 7.8 และ 7.7) ทีพ่บขอบกพรองสงูสดุ สำหรบั

ขอ 7.2 การคัดเลือก การทวนสอบและการตรวจสอบ

ความใชไดของวิธีนั้น ขอบกพรองในขอนี้สาเหตุหลัก

เกิดจากการเลือกใชวิธีทดสอบไมเหมาะสมหรือไมเปน

ปจจุบัน รวมทั้งขาดหลักฐานการตรวจสอบความ

ใชไดของวิธีในแตละพารามิเตอรทั้งในดานและเกณฑ

การตดัสนิใจยอมรบั ไมสามารถแสดงใหเหน็วาเหมาะสม

กบัวตัถปุระสงคในการใชงานจรงิ บงชีถ้งึชองวางในความรู

เชิงเทคนิคของหองปฏิบัติการ และขาดแนวทางปฏิบัติ

ที่เปนระบบในการทบทวนและควบคุมวิธีการทดสอบ 

แนวทางการแกไข คือ หองปฏิบัติการตองศึกษาเอกสาร

อางอิงที่เลือกวิธีทดสอบนั้นมาใชวาตรงกับวัตถุประสงค
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Nonconformities of ISO/IEC 17025:2017 
Comparing Pre- and Post-Accreditation     Saovanee Aromsook et al.

ของการทดสอบ (Fit for Purpose) ตองทำการพิสูจน

โดยการทวนสอบวิธ ี(Method Verification) วา สามารถ

นำมาใชกบัตวัอยางท่ีหองปฏบิตักิารตองการทดสอบ หรอื

หากมีการเปลีย่นแปลงวิธทีดสอบจะตองทำการตรวจสอบ

ความใชไดของวธีิ (Method Validation) ใหครอบคลุม

และสรางความเชือ่ม่ันในการท่ีจะใชวิธทีดสอบน้ีมาทำการ

ทดสอบ สวนขอ 7.8 การรายงานผล สาเหตุหลักเกิด

จากการระบุรายละเอียดในใบรายงานผลการทดสอบ

ไมครบถวนตามที่กำหนด อาจเกิดจากมีความเขาใจ

ที่คลาดเคลื่อนวาผลการทดสอบที่ไดเปนการรับรอง

ผลิตภัณฑที่ผลิตขึ้นในแตละรุนการผลิต (Certificate 

of Analysis; COA) ซึ่งการรับรองผลิตภัณฑดังกลาว

ไมตรงตามหลักการรบัรอง ISO/IEC 17025 ท่ีมุงหมาย

รับรองผลการทดสอบ (Test Report) ในชนิดตัวอยาง

ที่หองปฏิบัติการทำการทดสอบเทานั้น ไมครอบคลุม

การรับรองผลิตภัณฑ หรือกรณีที่หองปฏิบัติการไมมี

การชักตัวอยาง การระบุในใบรายงานผลการทดสอบจะ

ระบุรับรองเฉพาะตัวอยางที่ไดรับเทานั้น รวมถึงประเด็น

การจัดทำเอกสารและขอมูลเกณฑการตัดสิน (Decision 

Rule) ซึ่งหองปฏิบัติการในประเทศไทยไมมีการจัดทำ

ขอมูลนี้อยางเปนรูปธรรมมีเพียงการประเมินคาความ

ไมแนนอนของการวัดเทานั้น แตในเวอรชัน 2017 เกณฑ

การตัดสินถูกยกข้ึนมาใหเห็นถึงความสำคัญในการนำ

คาความไมแนนอนของการวัดมาใชในการตัดสินผล

เพ่ือระบถุงึความสอดคลองตามขอกำหนดเฉพาะท่ีระบไุว

ทำใหหองปฏิบัติการตองทำความเขาใจและนำมา

ประยุกตใช ทั้งนี้ปจจุบันสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ

มนีโยบายใหหองปฏบิตักิารพิจารณาถงึความเหมาะสมใน

การรายงานความสอดคลองตามขอกำหนด หรอืมาตรฐาน

ทีห่องปฏบิตักิารใชดวยตวัเอง ตามบรบิทท่ีหองปฏิบตักิาร

ดำเนินการเพื่อตัดสินผลตั้งแตป พ.ศ. 2565 ดังนั้น

ในประเดน็นีเ้มือ่ตรวจประเมินจงึยงัพบวาหองปฏบิตักิาร

ยังมีความเขาใจที่ไมตรงกัน สำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ

จึงไดมีการสื่อสารท้ังในเรื่องการหามใชใน COA หรือ

การเปลี่ยนแปลงนโยบายที่หองปฏิบัติการตองตัดสินผล

ในการสัมมนาผูรับบริการประจำป สื่อสารหนาเว็บไซต 

สือ่สารในชองทาง Open Chat ของสมาชกิหองปฏิบตักิาร

เพื่อทำความเขาใจที่ตรงกัน ในสวนขอ 7.7 เรื่อง

การประกันความถูกตองของผลการทดสอบ ขอบกพรอง

ในขอนี้เกิดจากการไมเขารวมการทดสอบความชำนาญ 

(Proficiency Testing; PT) ในรายการทดสอบที่ยื่น

ขอการรับรองตามนโยบาย และเกณฑที่สำนักมาตรฐาน

หองปฏิบัติการกำหนด รวมถึงขาดระบบการควบคุม

คณุภาพภายในอยางเปนระบบ โดยเฉพาะการไมวเิคราะห

หรือไมดำเนินการเมื่อผลการควบคุมอยูนอกเกณฑ 

ซึ่งสงผลโดยตรงตอความเช่ือถือไดของผลการทดสอบ 

นอกจากนี้ยังพบวาหองปฏิบัติการบางแหงใชบริการ

ทดสอบความชำนาญจากผูใหบรกิารทีไ่มไดรบัการรบัรอง

ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17043:2023 เพราะ ISO/IEC 

17043:2023(10) เปนมาตรฐานสากลที่เปนขอกำหนด

สำหรบัความสามารถของผูใหบรกิารทดสอบความชำนาญ 

(PT Provider) ทีแ่สดงถึงความสามารถในการใหผลการ

ทดสอบที่แมนยำและเช่ือถือได กรณีไมพบการวิเคราะห

ขอมูลผลการควบคุมคุณภาพภายใน เมื่อพบวาอยูนอก

เกณฑควบคุมที่กำหนดไวจะตองดำเนินการตามแผนที่

วางไว เพื่อแกไขปญหาและปองกันไมใหมีการรายงาน

ผลการทดสอบที่ไมถูกตองออกไป แนวทางการแกไข

เนนย้ำและสรางความตระหนักใหหองปฏิบัติการเห็นถึง

ความสำคัญในการเขารวมการทดสอบความชำนาญให

เปนไปตามนโยบาย 

กรณขีองขอกำหนดดานกระบวนการ (ขอ 7) ทีพ่บ

เปนขอบกพรองสูงสุดทั้งขอบกพรองรวม (Total NCs)  

และขอบกพรองแบบรุนแรง (Major NCs) สอดคลอง

กับผลการศึกษาการพัฒนาคุณภาพการรับรองความ

สามารถหองปฏิบัติการทดสอบดานสาธารณสุขจาก

มาตรฐาน ISO/IEC 17025:2005 ที่เปนเวอรชันเดิม

กอนปรับสูมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017(11) พบ

ขอบกพรองสูงสุด คือ ขอ 7 เชนเดียวกัน แสดงใหเห็นวา

การพัฒนาเชิงลึกตองอาศัยมากกวาการรับรอง เชน

การพัฒนาแนวทางปฏิบัติและคูมือที่ชัดเจนจากหนวย

รับรอง เพื่อชวยลดความคลาดเคล่ือนในการตีความ

ขอกำหนด การพัฒนาความรูเชิงเทคนิค การสนับสนุน

อยางตอเน่ืองจากหนวยรับรอง และการส่ือสารที่ชัดเจน

เกี่ยวกับขอกำหนดในมาตรฐานและปรับใหเขากับบริบท

ของหองปฏิบัติการในประเทศไทย สำนักมาตรฐาน

หองปฏบิตักิารจงึไดจดัทำคูมอืการตรวจประเมนิ โดยการ
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ขอบกพรองจากมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 กอนและหลังการใหการรับรอง          เสาวนีย อารมยสุข และคณะ

แปลความขอกำหนดมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 

สูภาคการปฏิบัติ เพื่อใหหองปฏิบัติการมีความเขาใจถึง

ขอกำหนดในแตละขอ และสามารถนำไปประยุกตใชกับ

หองปฏิบัติการของตนเองได มีการจัดอบรมประจำปให

กบัหองปฏบิตักิารในการแลกเปลีย่นและยกระดบัความรู

ความเขาใจเกี่ยวกับมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 

โดยเฉพาะขอ 7 เนน เรื่อง การเลือกวิ ธีทดสอบ

การตรวจสอบความใชไดของวิธ ี(Method Validation) 

การทวนสอบวิธี (Method Verification) การประกัน

ความถกูตองของผลการทดสอบ ซ่ึงเปนหวัขอดานวชิาการ

ที่เปนประเด็นที่หองปฏิบัติการตองการนำไปใช

แมวากระบวนการรับรองจะมีบทบาทชวยกำหนด

มาตรฐานข้ันต่ำและเปนแรงผลักดันใหหองปฏิบัติการ

จดัทำระบบคณุภาพท่ีครอบคลุมขอกำหนดตามมาตรฐาน

สากล ขอจำกัดของการศึกษานี้ ไดแก ขอมูลที่นำมา

ใชวิเคราะหขึ้นอยูกับคุณภาพและความครบถวนของ

รายงานการตรวจประเมิน ผลการตรวจประเมินอาจมี

ความแตกตางในวิธีการดำเนินการและความเขมงวด

ของผูตรวจประเมินแตละราย ซ่ึงอาจสงผลตอผลลัพธ

ทีไ่ดรบั นอกจากนัน้แมวาผลการศกึษาจะแสดงใหเหน็ถงึ

แนวโนมการลดลงของขอบกพรอง แตยงัขาดการวเิคราะห

เชิงลึกเกี่ยวกับปจจัยที่อาจสงผลกระทบตอจำนวน

ขอบกพรอง เชน จำนวนรายการทดสอบที่ขอการรับรอง 

การเปล่ียนแปลงบุคลากร การฝกอบรมบุคลากร

การปรบัปรงุโครงสรางองคกร หรอืการใชเทคโนโลยใีหม

เขามาชวยใหระบบบริหารจัดการคุณภาพมีประสิทธิภาพ

มากขึ้น ขอเสนอแนะเพิ่มเติมสำหรับการศึกษาใน

อนาคต ควรมีการวิเคราะหขอมูลเชิงคุณภาพเพิ่มเติม

เชน การสัมภาษณผูมีสวนเกี่ยวของโดยตรงกับระบบ

คณุภาพหองปฏบิตักิาร ไมวาจะเปนผูบรหิาร ผูปฏบิตังิาน

หรือผูตรวจประเมิน เพื่ อให เข าใจถึ งกลไกหรือ

กระบวนการท่ีนำไปสูการปรับปรุงคุณภาพอยาง

แทจริง การผสานขอมูลเชิงปริมาณกับขอมูลเชิง

คุณภาพจะชวยใหการประเมินผลมีความรอบดานและ

สามารถใชเปนแนวทางพัฒนาระบบคุณภาพในระดับ

เชิงนโยบายไดอยางมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น

สรุป

การศึกษานี้ มี วัต ถุประสงค เพื่ อตรวจสอบ

ผลกระทบของการรับรอง ISO/IEC 17025:2017

ทีม่ตีอระบบการบรหิารคุณภาพหองปฏบิตักิาร เพือ่ใชเปน

แนวทางในการสงเสริมความนาเช่ือถือของรายงานผล

การทดสอบซึ่งออกโดยหองปฏิบัติการเหลานั้น ท้ังนี้ผล

การศกึษาไดบงชีถ้งึการปฏบิตัติามขอกำหนดดานคุณภาพ

ซึ่งมีการพัฒนาไปในทิศทางที่ดีขึ้น โดยพบวาจำนวน

ขอบกพรองรวมไดลดลงอยางมนียัสำคญัจากป พ.ศ. 2564 

ไปสูป พ.ศ. 2566 นอกจากนีพ้บวาระดบัความรนุแรงของ

ขอบกพรองไดลดลงอีกดวย สะทอนถึงการปรับปรุงที่

เกิดขึ้นในระบบงานซึ่งครอบคลุมทั้งการบริหารจัดการ

คุณภาพและกระบวนการทางเทคนิค จากผลการศึกษานี้

สรุปไดวา กลไกการรับรองตามมาตรฐานมีบทบาท

สำคัญในการยกระดับคุณภาพของหองปฏิบัติการใหได

ตามเกณฑสากล และชวยลดจำนวนขอบกพรองซึ่ง

อาจสงผลกระทบตอความนาเช่ือถือของผลการตรวจ

วเิคราะห ทัง้นีก้ารดำเนนิงานของหนวยรบัรองโดยเฉพาะ

ดานการตรวจประเมินและการเฝาระวังอยางตอเนื่อง

หลังการรับรอง มีบทบาทสำคัญในการสงเสริมให

หองปฏิบัติการรักษาระดับคุณภาพใหคงอยู รวมถึง

กระตุนใหเกิดการพัฒนาปรับปรุงอยางตอเนื่อง จึงมี

ความสำคัญตอการธำรงไวซึ่งมาตรฐานคุณภาพและ

การพัฒนาอยางยั่งยืนของหองปฏิบัติการทดสอบภายใน

ประเทศ 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ กรมวิทยาศาสตรการแพทย ทีส่นบัสนนุ

งบประมาณการดำเนนิงานการรบัรองตามมาตรฐานสากล

ขอขอบคุณ ผูอำนวยการสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ

ทั้งในอดีตและปจจุบัน และเจาหนาที่ผูเก่ียวของทุกทาน

ที่ไดสนับสนุนขอมูลผลการตรวจประเมินการรับรอง

ความสามารถหองปฏิบัติการตามมาตรฐาน ISO/IEC 

17025:2017 ซึ่งเปนประโยชนอยางยิ่งตอการศึกษา

ครั้งนี้
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ขอบกพรองจากมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 กอนและหลังการใหการรับรอง          เสาวนีย อารมยสุข และคณะ

Saovanee Aromsook1, Thanawat Sridapan1, and Siriphan Saeng-aroon2

1Bureau of Laboratory Quality Standards, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, 

Thailand
2Medical Sciences Technical Office, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

Analysis of Nonconformities to 
ISO/IEC 17025:2017 Laboratory 

Accreditation, Comparing Pre- and Post-
Accreditation Audit in 2021 and 2023 

ABSTRACT This study aimed to analyze the number and types of nonconformities (NCs) identifi ed 
in public health testing laboratories based on the ISO/IEC 17025:2017 standard, which have applied for 
laboratory accreditation from the Bureau of Laboratory Quality Standards, Department of Medical Sciences, 
Thailand. It compared the assessment results before accreditation in 2021 with the surveillance assessment 
results in 2023. The study utilized secondary data from assessment reports of 138 laboratories, consisting
of 37 public health laboratories and 101 private sector laboratories. The data were analyzed according 
to the requirements of ISO/IEC 17025:2017, including Clause 4 (General requirements), Clause 5 
(Structural requirements), Clause 6 (Resource requirements), Clause 7 (Process requirements), and Clause 
8 (Management system requirements). The results indicated that the total number of nonconformities 
(total NCs) and major nonconformities (major NCs) signifi cantly decreased after accreditation (X2 = 19.487,
p < 0.001 and X2 = 9.635, p = 0.047, respectively). The most frequently observed nonconformities were related 
to process requirements (Clause 7). These results suggest that the accreditation mechanism eff ectively
enhances laboratory quality, promotes continual improvement aligned with international standards, 
and reduces the occurrence of nonconformities that may compromise the accuracy and reliability of test 
results. The role of accreditation bodies and ongoing surveillance assessments is crucial in maintaining 
quality standards and ensuring the sustainable development of testing laboratories in Thailand.

Keywords: ISO/IEC 17025:2017, Nonconformities (NCs), Testing laboratory  



บทความพิเศษ ว กรมวิทย พ 2568; 67 (3): 530-540

530 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2568

Corresponding author E-mail: treevirusrama@gmail.com

Received: 3 February 2025 Revised: 25 July 2025 Accepted: 29 July 2025

กิ่งกาญจน รักษมณี และ ตรีวัฒน วัฒนะโชคชัย  
ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตรโรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร 10400 

การเก็บรักษาดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ 
เพื่อการวินิจฉัยทางชีวโมเลกุล

บทคดัยอ DNA และ RNA เปนรหสัขอมลูทางพนัธกุรรม มบีทบาทสาํคญัในการควบคมุและถายทอดลกัษณะทางพนัธกุรรม
ในสิ่งมีชีวิต สารพันธุกรรมเหลานี้อาจเสื่อมสลายไดจากปจจัยแวดลอมตางๆ เชน อุณหภูมิ ความชื้น รังสียูวี เอนไซม DNase 
และ RNase ทีป่นเปอนในวสัดแุละอปุกรณของหองปฏบัิตกิาร การเสือ่มสลายของ DNA และ RNA สงผลกระทบตอกระบวนการ
ตรวจวิเคราะหทางดานชีวโมเลกุล การยับยั้งการเสื่อมสลายของสารพันธุกรรมสามารถทําไดผานกระบวนการทางเคมี เชน 
การใชสารตานอนุมูลอิสระ การใชสารคีเลต การใชสารควบคุมความเปนกรด-ดาง กระบวนการทางกายภาพ เชน การเก็บรักษา
ตวัอยางทีอ่ณุหภูม ิ-80 องศาเซลเซยีส และหลกีเลีย่งแสงยวู ีและกระบวนการทางชวีภาพ เชน การใชวสัดอุปุกรณทีป่ราศจากเชือ้
และการระงับการทาํงานของจุลนิทรยี กระบวนการเหลาน้ีชวยรกัษาคณุภาพสารพนัธกุรรมไดอยางมปีระสทิธภิาพ เหมาะสาํหรบั
นาํไปประยกุตใชในการเกบ็รกัษา DNA  RNA และตวัอยางทางชวีภาพ สาํหรบัการตรวจวเิคราะหทางชวีโมเลกลุของหองปฏบิตักิาร
ทางการแพทย 

คําสําคัญ: สารพันธุกรรม, DNA, RNA, การเสื่อมสลายของสารพันธุกรรม, การเก็บรักษาสารพันธุกรรม
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การเก็บรักษาดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ เพื่อการวินิจฉัยทางชีวโมเลกุล  กิ่งกาญจน รักษมณี และ ตรีวัฒน วัฒนะโชคชัย 

บทนํา

ดีเอ็นเอ (Deoxyribonucleic acid, DNA) 

และอารเอ็นเอ (Ribonucleic acid, RNA) เปน

สารพันธุกรรมซ่ึงเปนสารชีวโมเลกุล (Biomolecule)

ที่ควบคุมลักษณะทางพันธุกรรม DNA บรรจุขอมูล

ทั้งหมดที่จำเปนตอการดำรงอยูของสิ่งมีชีวิต โดยทำ

หนาที่จำลองตัวเอง (replicate) ซึ่งเปนกลไกสำคัญใน

การถายทอดขอมูลทางพนัธกุรรมและการเกดิวิวฒันาการ

ของสิ่งมีชีวิต(1) DNA เปนโมเลกุลท่ีมีความเสถียรสูง

เมื่อเทียบกับ RNA และโปรตีน ทำใหสามารถทนตอ

สภาพแวดลอมและปจจัยท่ีรุนแรงตอการยอยสลายได

เปนเวลานาน(2) การยอยสลายของ DNA เปนกระบวนการ

ที่มีการเปลี่ยนแปลงอยูตลอดเวลา(2) โดยไดรับอิทธิพล

จากสภาพแวดลอมและปจจยัตางๆ เชน อณุหภมู ิความชืน้ 

รังสีอัลตราไวโอเลต(2) และระยะเวลา(3) อยางไรก็ตาม

ชวงเวลาหลังการตาย (post-mortem) ของสิ่งมีชีวิต

กม็ผีลตอความเรว็ในการสลายของ DNA เชนกนั เนือ่งจาก

สภาพแวดลอมและปฏิกิริยาทางเคมีเกิดข้ึนในเซลล

หลังการตายมีความแตกตางกันในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด(2) 

การรักษาสารพันธุกรรมกอนการตรวจวิ เคราะห

จึงมีความสำคัญอยางยิ่งตอการวิจัยและการวินิจฉัย

ทางการแพทย(4) 

แมวาการยอยสลายของ DNA และ RNA สามารถ

เกดิข้ึนไดทัง้ในสิง่มชีวิีตและส่ิงมีชวิีตท่ีตายแลว แตปจจยั

ที่มีสวนเก่ียวของกับกระบวนการยอยสลาย DNA ลวน

แตกตางกันในแตละกรณี(2) ความคงทนของ DNA 

และ RNA ตอการเส่ือมสลายจึงข้ึนอยูกับปจจัยหลาย

ประการ โดยเฉพาะปจจัยจากภายนอก เชน อุณหภูมิ

ซึ่งเปนปจจัยหน่ึงที่สามารถชวยในการรักษาสภาพและ

การเสื่อมสลายของสารพันธุกรรม หากเก็บรักษา DNA 

และ RNA  ไวในชวงอุณหภูมิที่ไมเหมาะสมจะทำใหเกิด

การเสื่อมสลาย(5) ผานกลไกตางๆ เชน การไฮโดรไลซิส 

(hydrolysis) ออกซิเดชนั (oxidation) และดพีวิรเีนชัน 

(depurination) สงผลตอความสมบูรณของโครงสราง

ของ DNA ซึ่งเปนหนึ่งในกลไกความเสียหายของ DNA 

ที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติและพบไดบอยที่สุดในเซลล(2)

DNA-RNA hybrid เปนโครงสรางของกรด

นิวคลิอิก ประกอบดวย สาย DNA และ RNA ที่จับคูกัน

ดวยพนัธะไฮโดรเจนระหวางเบสคูสม (complementary

base) เปนโครงสรางท่ีสำคัญของกระบวนการทาง

ชีวภาพ(6) เอนไซม ribonuclease H (RNase H) เปน 

endonuclease ประเภทหนึง่ทีท่ำหนาทีย่อยสลาย RNA

ใน DNA-RNA hybrid ใหกลายเปนโมโนไรโบ-

นวิคลโิอไทด (mono-ribonucleotide) และ โอลโิกไรโบ-

นิวคลิโอไทด (oligo-ribonucleotide) ที่มีปลาย 

5'-phosphate ซึง่สามารถนำมาใชประโยชนในการตรวจ

วิเคราะห เชน นำมาใชในปฏิกิริยา cDNA synthesis 

สำหรับการทำ RT-PCR หากมีการปนเปอน RNase H 

ในปฏิกิริยา cDNA synthesis จะทำให RNA ตนแบบ

ถกูยอยสลาย สงผลใหกระบวนการ reverse transcription

เกิดขึ้นไมสมบูรณขาดความตอเนื่องหรือหยุดกลางคัน 

ทำใหได cDNA ทีม่ขีนาดสัน้ มลีำดบัเบสไมครบหรอืขาด

หายไป ทำใหไมสามารถตรวจวดัผลทัง้ในเชิงคุณภาพและ

ปริมาณได(6) สงผลกระทบตอการศึกษาและกระบวนการ

ตรวจวเิคราะหทางดานชวีโมเลกลุ (Molecular Biology)

การเก็บรักษาตัวอยางสิ่งสงตรวจ DNA และ RNA ใน

อุณหภูมิต่ำถือเปนปจจัยสำคัญในการรักษาคุณภาพ

ขอมูลทางพันธุกรรม อยางไรก็ตามการเก็บรักษา DNA 

และ RNA ในอุณหภูมิต่ำในบางพื้นที่อาจมีขอจำกัด

ดานทรัพยากรจึงไมสามารถดำเนินการเก็บรักษาได(3) 

ดวยเหตุนี้จึงไดทำการศึกษาขอมูลเก่ียวกับการรักษาสาร

พันธุกรรม โดยมีวัตถุประสงคเพื่อนำมาประยุกตใชใน

การปองกันการเส่ือมสลายของ DNA และ RNA ใหมี

ทั้งคุณภาพและปริมาณที่เพียงพอตอกระบวนการตรวจ

วิเคราะหในหองปฏิบัติการทางการแพทย

วิธีการสืบคน

ในการจัดทำบทความนี้ไดดำเนินการสืบคนขอมูล

จากแหลงตางๆ ไดแก ฐานขอมูลทางวิชาการ เชน 

PubMed และ SpringerLink รวมทั้งเอกสารงานวิจัย 

บทความ ส่ือส่ิงพิมพ และแหลงขอมูลทางวิชาการอื่นๆ 

จาก Google Scholar โดยใชคำสำคญัในการคนหา ไดแก 

Deoxyribonucleic acid (DNA), Ribonucleic acid 

(RNA), DNA and RNA degradation, DNA and 

RNA storage, Preservation of nucleic acid และ 

DNA preservation methods เปนตน
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Preservation of DNA and RNA for Molecular 
Biological Diagnosis      Kingkan Rakmanee and Treewat Watthanachockchai

เนื้อหา

การเสื่อมสลายของสารพันธุกรรม  

การเสื่อมสลายของ DNA และ RNA มีสาเหตุ

มาจากสภาพแวดลอม เวลา และปจจัยตางๆ(3) เชน 

ความชื้น(2) อุณหภูมิ รังสีอัลตราไวโอเลต(2,5) การสูญเสีย

เบสพิวรีน (Depurination) ใน DNA เปนหนึ่งใน

รูปแบบความเสียหายของ DNA ท่ีพบบอยท่ีสุดใน

กระบวนการของส่ิงมชีวีติ (in vivo) และในการทดลองทาง

หองปฏิบัติการ (in vitro)(7) ผานปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

(Hydrolysis) ออกซิเดชัน (Oxidation) และ

Depurination(2) 

การสูญเสียเบสพิวรีนจากกระบวนการ Depuri-

nation เกิดจากพันธะ Glycosidic ของสาย DNA

ถูกทำลายดวยกระบวนการ Hydrolysis(8) เหลือเพียง

โครงสรางของน้ำตาลและหมูฟอสเฟต การขาดหายไป

ของเบสพิวรีนหรือท่ีเรียกวา Apurinic site และ

การขาดหายไปของเบส pyrimidine หรือที่เรียกวา 

Apyrimidinic site บริเวณที่เบสหายไปในสาย DNA 

หรือที่เรียกวา บริเวณ AP site(9) เมื่อไมมีเบสเชื่อมตอ

อยูจะทำใหพันธะ Phosphodiester ภายในแกนกลาง

ของ DNA ถกูทำลาย ทำใหสาย DNA ขาดและหลดุออก

จากกนั(2) การสูญเสยีเบส ไดแก adenine หรอื guanine 

ซึง่ใน DNA มแีนวโนมการเส่ือมสลายมากกวา RNA เปน

อยางมาก สวนในการสูญเสียเบส pyrimidine ไดแก 

cytosine และ thymine เกดิข้ึนดวยกลไกท่ีคลายคลงึกัน

แตมีอัตราที่ต่ำกวา(8)

นอกจากนี้ในการศึกษาขอมูลเกี่ยวกับสภาวะ

ตางๆ ของเซลล พบวาเซลลมกีารถอดรหสั RNA (RNA 

transcription) มากกวาปริมาณ RNA ท่ีมีอยู

ซึ่งแสดงใหเห็นวามีกระบวนการยอยสลาย RNA (RNA 

degradation) เกิดขึ้น โดยท่ัวไปแลว RNA จะถูก

ยอยสลายเมื่อสิ้นสุดอายุการใชงาน แมวากระบวนการ

ยอยสลาย RNA จะมีอยูในเซลลและมีความซับซอน

อยางมาก แตกระบวนการยอยสลาย RNA ของแบคทเีรยี 

อารเคีย (Archaea) และ Eukaryote ก็มีหลักการ

พื้นฐานคลายคลึงกัน(10)

การยับยั้งการเสื่อมสลายของสารพันธุกรรม

การเกิด Depurination ใน DNA และ RNA 

เปนสาเหตขุองการเสือ่มสลายของสารพนัธกุรรมทีพ่บได

บอยที่สุด การยับยั้งกระบวนการเสื่อมสลายของสาร

พันธุกรรมนี้มีความสำคัญอยางยิ่งสำหรับการนำสาร

พนัธกุรรมไปใชในงานทางชวีโมเลกลุและทางการแพทย(7)

การรกัษาคุณภาพของสารพันธกุรรมตองใชการผสมผสาน

ระหวางกระบวนการทางเคมี กายภาพ และชีวภาพ

เพื่อปองกันการเสื่อมสลายของสารพันธุกรรมจากปจจัย

ตางๆ ไดอยางครอบคลุม ซึ่งกระบวนการปองกันการ

เสื่อมสลาย แบงออกเปน 3 ประเภท ไดแก กระบวนการ

ทางเคมี กระบวนการทางฟสิกส และกระบวนการทาง

ชีวภาพ ดังนี้

กระบวนการทางเคมี

สารตานอนุมูลอิสระ (Antioxidants) เปน

สารประกอบที่ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา oxidation

เปนปฏกิริยิาเคมทีีก่อใหเกดิอนมุลูอสิระ (free radical) 

โดยปฏิกิริยาออกซิเดชันที่เกิดขึ้นจะทำใหสารประกอบ

อินทรียเสื่อมสลาย ตัวอยางสารตานอนุมูลอิสระ เชน

α-tocopherol, ascorbic acid, carotenes,

glutathione, lipoic acid, ubiquinol, uric acid(11) 

ที่พบในเซรัมมนุษย และ spermine(7) เปนตน 

สารคีเลต (Chelating agent) เปนสาร

ประกอบอินทรียที่มีบทบาทสำคัญในการจับกับไอออน

ของโลหะ เชน แมกนีเซียม (magnesium; Mg 2+) 

และแคลเซียม (calcium; Ca 2+) ซึ่งแมกนีเซียม

จัดเปน cofactor ท่ีสำคัญสำหรับเอนไซม DNase 

และ RNase ในการยอยสลาย DNA และ RNA แม 

DNA จะไดรับการปกปองในนิวเคลียส แตเมื่อผาน

กระบวนการสกัดสารพันธุกรรมก็จะมีโอกาสสัมผัส

กับเอนไซม nuclease ที่ถูกกระตุนดวยไอออนโลหะ

ดังกลาว ทำให DNA ถูกยอยสลาย นอกจากนี้ยังสงผล

กระทบตอกระบวนการตรวจวิเคราะหในหลายขั้นตอน 

ตั้งแตการสกัดไปจนถึงปฏิกิริยา Polymerase Chain

Reaction; PCR(12) สารคีเลตจึงนิยมนำมาใชปองกัน

การเสื่อมสภาพของสารพันธุกรรม โดยจะไปแยงจับ
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การเก็บรักษาดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ เพื่อการวินิจฉัยทางชีวโมเลกุล  กิ่งกาญจน รักษมณี และ ตรีวัฒน วัฒนะโชคชัย 

กับโลหะที่เปน cofactor ของเอนไซม เชน chitosan,

 citrate, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 

ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,

N',N'-tetraacetic acid (EGTA)(13) เปนตน

สารยับยั้งการทำงานของเอนไซม (Enzyme

inhibitor) โดยทั่วไปใชสารซักฟอก (detergent)

ซึ่ ง เปนสารลดแรงตึงผิว (surfactant) ที่ ใชใน

หองปฏิบัติการ มีคุณสมบัติในการทำลายเยื่อหุมเซลล 

เย่ือหุมนิวเคลียส ทำใหเอนไซมสูญเสียโครงสรางและ

การทำงาน เชน sodium lauryl sulfate (SDS)(14)  

นอกจากนี้ยังมีสารเคมีอื่นๆ ที่นำมาใชรวมกันในการ

ทำลายโครงสรางที่หอหุมสารพันธุกรรม และยับยั้งการ

ทำงานของเอนไซม เชน dithiothreitol (DTT) ทำลาย

พันธะ disulfide ทำใหโครงสรางของเอนไซมและโปรตนี

เสียสภาพ(15) เปนตน 

สารละลาย Buffer ควบคุมความเปนกรด-ดาง 

เปนสารละลายที่ใชรักษาความสมดุลของคา pH นิยมใช

ในงานทางดานชีวโมเลกุล เชน Tris-acetate-EDTA 

(TAE) buffer และ Tris-borate-EDTA (TBE) buffer

ใชในงาน gel-electrophoresis ซึ่งมีสวนประกอบ

ของ Tris base หรือ Tris (hydroxymethyl)

aminomethane ที่ชวยควบคุม pH ปองกันการ

เส่ือมสลายของ DNA และ RNA เนื่องจากการ

เปลี่ยนแปลง pH สามารถเรงปฏิกิริยา hydrolysis

ทำใหพันธะ phosphodiester ในสาย DNA หรือ

RNA เกิดการแตกหักและเสื่อมสลายได โดยชวง pH

ทีเ่หมาะสมของ Tris อยูที ่pH 7–9  การใช Tris นอกจาก

จะชวยยับยั้งการทำงานของเอนไซมในการยอยสลายสาร

พันธุกรรมไดโดยตรงแลว ยังสามารถยับยั้งการทำงาน

ของเอนไซมผานกระบวนการ chelation ไอออนของ

โลหะไดอีกดวย(16)

การรกัษาคุณภาพสารพันธกุรรมในหองปฏบิตักิาร

นิยมใชสารละลายบัฟเฟอรที่มีสวนประกอบของสาร

ตางๆ เพื่อปองกันการเสื่อมสลายของ DNA และ RNA 

ในกระบวนการสกัดสารพันธุกรรม กระบวนการตรวจ

วเิคราะห และการรกัษาสารพนัธกุรรมไวใชงานในภายหลงั

ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 สารละลายสำหรับใชในการรักษาคุณภาพ DNA และ RNA ในกระบวนการตาง ๆ

สารละลาย สวนประกอบและหนาที่ การนำไปใช

Cetyltrimethylammonium Bromide 
(CTAB) Buffer(17) 

ทำลายเมมเบรนของเซลลและชวยในการ
ตกตะกอน DNA และ RNA 

ใชในการสกัด DNA จากแบคทีเรียและเชื้อรา

dimethyl sulfoxide, disodium EDTA, 
และ Saturated NaCl (DESS) Buffer(18)

dimethyl sulfoxide (DMSO) ยับย้ัง
การทำงานเอนไซม DNase ปองกันการเกิด
ปฏิกิริยา oxidation, disodium EDTA 
จับกับไอออนของโลหะ, NaCl รักษาความ
เขมขนของไอออนในสารละลาย

เหมาะสำหรับใชเก็บรักษาตัวอยางเนื้อเยื่อ 
สารคัดหลั่ง แบคทีเรีย ใชเก็บตัวอยางในพื้นที่
หางไกลทีไ่มสามารถจดัเกบ็ในสภาวะแชเยน็ได

Diethylpyrocarbonate (DEPC)-Treated
Water(19)

ยับยั้งเอนไซม ribonuclease ใชในการเตรียมตัวอยาง ยับย้ังการยอยสลาย 
RNA 

DNA/RNA Defend (DRD) หรือ
DNA/RNA Defend Pro (DRDP)(20)

guanidinium thiocyanate ยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อกอโรค และการทำงานของ DNase 
และ RNase, mucolytic agent สำหรับ
ละลายสารที่มีความขนหนืด

buffer สำหรับ เก็บและขนส งตั วอย าง
โดยเฉพาะสามารถยับยั้ง (inactivation) 
เชื้อกอโรค ปองกันการเส่ือมสภาพ DNA 
และ RNA 

Formamide and EDTA (FAE) 
Solution(21)

formamide ใชทำลายพันธะไฮโดรเจน
ในการเตรียม DNA และ RNA สายเด่ียว, 
EDTA จับกับไอออนของโลหะ

ใชในการจดัสภาพโครงสราง DNA และ RNA 
ใหเปนสายเดี่ยว

Forensic DNA Laboratory (FDL) 
Buffer(4)

FDL Buffer อาจมสีวนประกอบของ Tris-HCl
ปกปอง DNA จากการเปลี่ยนแปลง pH, 
EDTA จับกับไอออนโลหะ, detergents 
ทำลายเยื่อหุมเซลลและโปรตีน, proteinase 
K ยอยโปรตีนในตัวอยาง

การเก็บรักษาตัวอยางทางนิติวิทยาศาสตร
เชน เลอืด นำ้ลาย เสนผม หรอืสารคดัหล่ังอืน่ๆ 
เพื่อรักษาคุณภาพของ DNA
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ตารางที่ 1 สารละลายสำหรับใชในการรักษาคุณภาพ DNA และ RNA ในกระบวนการตาง ๆ (ตอ)

สารละลาย สวนประกอบและหนาที่ การนำไปใช

Milli-Q PF Plus Water(22) น้ำบริสุทธิ์ที่ไมมีการปนเปอนของ RNase 
ใชรักษาสภาพ RNA 

ใชในการเตรียม RNA สำหรับงานทางดาน
ชีวโมเลกุล

Nucleic Acid Preservation (NAP) 
Buffer(23)

ammonium sulfate เพิ่มความเขมขนของ
เกลือ ลดกิจกรรม DNase และ RNase, 
sodium citrate ควบคุมสมดุลไอออนิกใน
สารละลาย รักษาระดับ pH 5.2, EDTA 
จับกับไอออนของโลหะ

ใชในการเกบ็รกัษากรดนวิคลอิกิในอณุหภมูติำ่ 
ชวยรักษาความคงตัวของ DNA และ RNA 
ในการแชแข็งระยะยาว

Phosphate Buffer Saline (PBS)(24) phosphate salts: รักษา pH 7.4, NaCl 
รักษาความเขมขนของเกลือ (osmolarity) 
ใหเหมาะสม, KCl ชวยรักษาสมดุลไอออน
ในสารละลาย

ใชลางเซลล เก็บรักษาตัวอยางภายใตอุณหภูมิ
ที่เย็นจัด เพื่อรักษาความสมบูรณของ DNA 
และ RNA 

RNA Later Solution(25,26) เปนสารละลายทีซ่มึผานเนือ้เย่ือไดอยางรวดเร็ว 
มีหนาที่รักษาเสถียรภาพและเก็บรักษา RNA 

จัดเก็บตัวอยางไดในระยะยาวที่อุณหภูมิตางๆ 
โดยไมกระทบตอความสมบูรณของ RNA

Tris-EDTA (TE) buffer(27) Tris รักษาความเปนกลางของ pH, EDTA 
ยับยั้งการทำงานของเอนไซม DNase ที่ยอย
สลาย DNA โดยแยงจับกับไอออนของโลหะ 

ใชสำหรับเก็บรักษา DNA และ RNA ใหมี
ความเสถียร

Tris-EDTA- NaCl-Tween 20 (TENT) 
buffer(28)

Tris ควบคมุ pH, EDTA จบักบัไออนของโลหะ,
NaCl รักษาสมดุลออสโมซิส และโครงสราง 
DNA และ RNA, Tween 20 สารลดแรงตึงผิว
ลดการยึดจับที่ไมจำเปน

การเกบ็รกัษาและคงสภาพตวัอยาง และ DNA 
เหมาะสำหรับสถานที่หางไกล มีอุณหภูมิและ
ความชื้นที่รุนแรง หรือไมมีตูเย็น

Tris-HCl Buffer(29) Tris ควบคุม pH, HCl ชวยรักษาสภาพ
แวดลอมไอออนิกที่เหมาะสม

ใชเปนตัวทำละลายในการเตรียม DNA และ 
RNA ในหลอดทดลอง 

Tris-Acetate-EDTA (TAE) Buffer(30) Tris ควบคุม pH, acetate นำไฟฟา, EDTA 
ยบัยัง้การทำงานของเอนไซมทีย่อยสลาย DNA 

สำหรับ Gel-electrophoresis

Tris-Borate-EDTA (TBE) Buffer(31) Tris ควบคุม pH, borate นำไฟฟา, EDTA 
ยับยั้งการทำงานของเอนไซมที่จะยอยสลาย 
DNA 

สำหรับ Gel-electrophoresis

Saline-Sodium Citrate (SSC) Buffer(32) NaCl รักษาแรงดันออสโมซสิ, sodium citrate
ควบคุมความเปนกรด

ใชในกระบวนการ Hybridization ของ
กรดนิวคลิอิก 

กระบวนการทางฟสิกส

อุณหภูมิ เปนปจจัยทางกายภาพท่ีสำคัญที่มีผล

ตอการเสื่อมสลายของกรดนิวคลิอิก จากการศึกษาขอมูล

การเกบ็รักษา DNA และ RNA ในอณุหภูมิแชแข็งตอการ

คงทนของคุณภาพของ DNA พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสม

ที่สุดอยูที่ -80 องศาเซลเซียส(33) การสลายตัวของ DNA 

มีความสัมพันธกับระยะเวลาที่ DNA สัมผัสกับอุณหภูมิ

ทีเ่พิม่สงูขึน้(34) โดยอณุหภมิูจะไปทำลายโครงสรางการยดึ

จบักนัระหวางพนัธะ hydrogen ของเบสคูสม และพนัธะ

phosphodiester ทำใหสาย DNA และ RNA แตกหัก 

การสัมผัสความรอนในระดับสูงและระยะเวลานาน

สามารถกระตุนให DNA เกิดความเสียหายผาน

กระบวนการตางๆ เชน การจบักันขอโปรตนีตามธรรมชาติ

(protein aggregation) การสราง Reactive

Oxygen Species (ROS) การตายของเซลลทัง้ในสภาวะ

รอนชื้นและรอนแหง(35) 

ความช้ืน ความชื้นในอากาศสามารถเพิ่มโอกาส

ที่โมเลกุลน้ำจะทำลายพันธะ phosphodiester โดยเรง

ใหเกิดกระบวนการ hydrolysis(11) และยังสรางสภาพ

แวดลอมที่เหมาะตอการกอตัวของอนุมูลอิสระ เชน 

hydrogen peroxide ไปทำปฏิกิริยากับ guanine ใน 

DNA และ RNA โดยเปลี่ยนเปน 8-oxoguanine ซึ่ง 
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8-oxoguanine สามารถจับคูกับเบส adenine แทนที่

จะเปน cytosine ทำให เกิดการกลายพันธุแบบ

G > T (C > A)(36)  ซึ่ง RNA ที่มี 8-oxoguanine 

อาจถูกกำจัดผานกระบวนการ Nonsense-mediated

RNA Decay Pathway(37)  ยิ่งมีอุณหภูมิและความชื้น

สัมพัทธสูงจะสงผลกระทบตอการเสื่อมสลายของ DNA 

โดยความชื้นทำใหคุณภาพของ DNA ลดลง ดังนั้น

การจัดการปจจัยแวดลอม เชน การลดระยะเวลาการนำ

สงตัวอยางและวิธีเก็บตัวอยางจึงเปนส่ิงสำคัญ เพื่อลด

ผลกระทบจากความชื้นและรักษาคุณภาพของ DNA(34)

แสงอัลตราไวโอเลต (Ultraviolet light; UV)

ควรหลกีเลีย่งแสง UV เพือ่ปองกนัการเกดิ pyrimidine 

dimer ซึ่งจะทำใหโครงสราง DNA และ RNA เสียหาย

จากปฏิกิริยาเคมี เมื่อแสง UV โดยเฉพาะ UVC โดย 

UV photon จะกระตุนใหเบสสองตัวใน DNA หรือ 

RNA ที่อยูติดกันเกิดพันธะ covalent ระหวางเบส 

pyrimidine ที่อยูติดกัน เชน thymine หรือ cytosine 

ใน DNA สายเดียวกัน ซึ่งยังสามารถเกิดขึ้นใน RNA

สายคู (double-stranded RNA, dsRNA) เชน uracil 

หรอื cytosine สงผลทำใหเกดิการบดิเบีย้วของโครงสราง 

เกิดเปน cyclobutane ring ทำลายคูเบสของโครงสราง

สายคู (double-stranded) บริเวณนั้น(38,39)

การใชอุปกรณปลอดเชื้อ เนื่องจากจุลชีพอาจมี

การปนเปอนอยูทั่วไปในสิ่งแวดลอมของหองปฏิบัติการ

เพ่ือลดความเสี่ยงและหลีกเลี่ยงการยอยสลายกรด

นิวคลิอิกจากเอนไซม nuclease ของจุลชีพที่ปนเปอน

ควรเลือกใชวัสดุ อุปกรณ และเครื่องมือที่สะอาด 

ปราศจากการปนเปอนของเอนไซม DNase และ RNase 

ในอปุกรณและวัสดสุิน้เปลอืงตางๆ และปฏบิตัติามระบบ

คณุภาพมาตรฐานของหองปฏบิตักิารอยางเครงครดั เชน 

การทำความสะอาดพื้นที่กอนและหลังการปฏิบัติงานจะ

ชวยลดการเสื่อมสภาพของกรดนิวคลีอิกจากเอนไซมที่

ปนเปอนในสิ่งแวดลอมลงได(17)

กระบวนการทางชีวภาพ

ก า ร ใ ช ก ลุ ม เ อ น ไ ซ ม ต า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ

(Antioxidant enzyme) เพือ่ยบัยัง้การเกดิปฏกิริยิา

oxidation เชน การเติมเอนไซม superoxide

dismutase (SOD) เอนไซม catalase และเอนไซม 

peroxidase ลงในสารละลายบัฟเฟอรที่ใชเก็บสาร

พันธุกรรมหรือสารละลายที่ใชในกระบวนการสกัดสาร

พนัธกุรรมเพือ่ปองกนัการเกดิ DNA/RNA degradation

ในขั้นตอนแรกเอนไซม SOD จะเปนตัวเรงปฏิกิริยา

สลายตัวของ superoxide anion ใหเปน oxygen และ 

hydrogen peroxide จากนั้นเอนไซม catalase จะเรง

ปฏิกิริยาการเปล่ียน hydrogen peroxide เปนน้ำและ 

oxygen และเอนไซม peroxidase จะทำหนาที่ในการ

เรงปฏิกิริยา กระบวนการรีดิวซ hydrogen peroxide 

ใหกลายเปนน้ำ ซึ่งเอนไซมเหลานี้มีความสำคัญในการ

เผาผลาญสารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant meta-

bolism) เพิม่ความเสถยีรใหกบัสารพนัธกุรรมสำหรับนำ

ไปใชในการวิเคราะหทางชีวโมเลกุลตอไป(11)

การใชเอนไซม proteinase K เพื่อยอยสลาย

โปรตีนภายในเซลลและทำลายโครงสรางของเอนไซม 

DNase และ RNase โดยทั่วไปความเขมขนสุดทายของ

เอนไซม proteinase K ที่เหมาะสม คือ 0.25 mg/mL

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ซึ่งสามารถกำจัดโปรตีน

ทั้งหมดไดอยางมีประสิทธิภาพ ในการจัดเก็บเอนไซม 

proteinase K ควรหลีกเลี่ยงการแชแข็งและการละลาย

ซ้ำๆ เพราะอาจสงผลกระทบตอประสิทธิภาพการทำงาน

ของเอนไซม(40)

การใชสารยบัยัง้การทำงานของเอนไซม DNase 

และ RNase (DNase and RNase inhibitor)

เพื่อยับยั้งการทำงานของเอนไซม DNase ดวย DNase

inhibitor และยบัยัง้การทำงานของเอนไซม RNase ดวย 

RNase inhibitor โดย DNase inhibitor เชน EDTA 

จะทำหนาทีย่บัยัง้การทำงานของเอนไซม DNase ดวยการ

ไปแยงจับกับไอออนโลหะ เชน Mg2+ ซึ่งเปน cofactor 

จะทำใหเอนไซม DNase ไมสามารถทำงานได(41) สำหรบั 

RNase inhibitor เชน hydroxyisoquinoline-dione 

(HID)-type active-site inhibitors ดวยการไป

แยงจับกับตำแหนง active-site ของเอนไซม RNase 

เพื่อยับยั้งการทำงานของเอนไซมนั้นโดยตรง(42) 

การใชจลุนิทรยี (Microorganisms) จลุนิทรีย

ทั้งภายในและภายนอกรางกายลวนมีสวนทำใหเกิดการ

ยอยสลายทางชีวภาพ จุลินทรียไมไดยอย DNA โดยตรง

แตจุลินทรียจะผลิตเอนไซม ในกระบวนการยอยสลาย
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ทางชีวภาพซึ่งจะทำลายโมเลกุล DNA(43) การปองกัน

การยอยสลายจากจลิุนทรยี เชน การใช Viral Transport

Medium (VTM) ที่มีสวนผสมของ antibiotics

ในการเก็บและขนสงส่ิงสงตรวจทางการแพทย จะชวย

ทำลายเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยาง ยับยั้งการยอยสลาย

สารพันธุกรรมจากเอนไซม nuclease ที่หลั่งมาจาก

เชื้อจุลินทรียเหลานั้นที่อาจปนเปอนอยูในตัวอยาง

ดังกลาว(44) และปองกันการแพรระบาดเชื้อกอโรค 

วิจารณ

การเก็บรักษาสารพันธุกรรมใหมีความคงตัวและ

มีคุณภาพสูงเปนปจจัยสำคัญที่สงผลตอความแมนยำ

ในการวินิจฉัยทางชีวโมเลกุล โดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อมี

ความจำเปนตองเกบ็รกัษาตวัอยางในภาคสนามหรอืพืน้ที่

หางไกล การสกัดสารพันธุกรรมดวย CTAB รวมกับ

phenol-chloroform และ isoamyl alcohol พบวา

มีประสิทธิภาพในการสกัดและรักษาคุณภาพของ DNA 

ที่มีคุณภาพสูงไดจากตัวอยางหลายชนิด(17) ปจจัยสำคัญ

อีกประการหนึ่ง คือ ลดการปนเปอนของ RNase ซึ่งเปน

ตัวเรงการเสื่อมสลายของ RNA การเลือกใชน้ำบริสุทธิ์

จาก Milli-Q PF plus หรือ DEPC-treated water

รวมถึงการปฏิบัติงานที่ดี เชน การสวมถุงมือขณะ

ปฏิบัติงานและการอบเครื่องแกวท่ีอุณหภูมิ 250–300 

องศาเซลเซยีส จะชวยลดปจจยัเสีย่งตอการเสือ่มคณุภาพ

ของ RNA(20,22)  

สำหรับหองปฏิบัติการณที่ไมมีเครื่องทำความเย็น

เชน ในพ้ืนที่หางไกล การใชสารละลายท่ีสามารถเก็บ

ตัวอยางที่อุณหภูมิหองได เชน NAP buffer สำหรับ 

RNA และ DESS buffer สำหรับ DNA โดยสามารถ

เก็บรักษา RNA ไดนานถึง 2 เดือน และ DNA ได

นานถึง 10 เดือน(23,45) นอกจากนี้สาร guanidinium

isothiocyanate (GITC) สามารถเกบ็รกัษา RNA และ 

DNA ไวที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียสไดนาน 8 สัปดาห 

ซึ่งเหมาะสำหรับตัวอยางที่ตองขนสงจากพื้นที่ภาคสนาม 

หรือพื้นที่หางไกลไปยังหองปฏิบัติการ(46) ทั้งนี้มีรายงาน

วาการใช FDL buffer สามารถเก็บตัวอยางทางชีวภาพ 

เชน น้ำลายหรือเลือดไดนานถึง 8 ป โดยไมจำเปน

ตองแชแข็ง ซึ่งแสดงถึงศักยภาพของการเก็บตัวอยาง

ในระยะยาว เพื่อการวิเคราะห DNA โดยไมตองใช

กระบวนการทีซ่บัซอน(3,4) RNAlater (นำ้ยาสำหรบัรกัษา

สภาพ RNA ในตวัอยางเนือ้เยือ่และเซลลเพือ่ปองกันการ

ยอยสลายของ RNA กอนการสกัด) ใชในการแชแข็ง

แทนไนโตรเจนเหลวสำหรบัการเกบ็รกัษาตวัอยางโปรตนี

ภาคสนาม สามารถคงสภาพการเก็บรักษาไดดีเทียบเทา

กับวิธี Flash freezing (การแชแข็งแบบรวดเร็วโดย

ใชอุณหภูมิต่ำมาก) สามารถเก็บไวที่อุณหภูมิหองได

นานถึง 4 สัปดาห ซึ่งขอดีเหลานี้ทำให RNAlater 

เปนทางเลือกหนึ่งสำหรับการเก็บรักษาไมเฉพาะแค

โปรตีนแตรวมถึงการรักษา DNA และ RNA ดังนั้นใน

สถานการณที่การใชน้ำแข็งแหงหรือไนโตรเจนเหลวมี

ขอจำกัด สามารถใช RNAlater ในการเก็บรักษา DNA 

และ RNA ใหคงคุณภาพของตัวอยางไดดีเทียบเทากับ

การแชแขง็ดวยไนโตรเจนเหลว นอกจากนีย้งัสามารถนำไป

พัฒนาเทคโนโลยีวัสดุและระบบควบคุมอุณหภูมิที่ดีได

ในอนาคต(25) 

ตวัอยางของผลกระทบจากการเก็บรกัษาตวัอยางที่

ไมเหมาะสม เชน ในการตรวจวิเคราะหหาสารพันธุกรรม

ของโรค COVID-19 ดวย Real-Time PCR ตองอาศยั

RNA ที่มีความสมบูรณจากตัวอยาง nasopharyngeal 

swab หากเก็บตัวอยางไวที่อุณหภูมิหองนานเกิน 24 

ช่ัวโมง โดยไมไดใชสารเพื่อชวยเก็บรักษา RNA เชน 

RNAlater หรือไมไดแชเย็นไวที่อุณหภูมิ 2−8 องศา-

เซลเซียส จะมีความเสี่ยงตอการเสื่อมสภาพของ RNA  

เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสำคัญ สงผลใหความไวของการตรวจ

วิเคราะหลดลง เกิดผลลบปลอมได และอาจสงผล

ตอการวินิจฉัยและควบคุมโรค โดยเฉพาะอยางยิ่ง

ในพื้นที่หางไกลที่ไมมีระบบทำความเย็น การเลือกใชวิธี

การเก็บรักษาที่ไมเหมาะสม จึงอาจลดคุณภาพของสาร

พนัธกุรรมจนไมสามารถนำมาใชในการตรวจวเิคราะหได

สรุป

การเก็บรักษา DNA และ RNA ใหมีคุณภาพและ

มีความคงตัวในระยะยาวเปนสวนสำคัญที่สงผลตอการ

ตรวจวเิคราะหทางชวีโมเลกลุ มหีลายปจจยัทีค่วรพจิารณา

กอนจะนำมาใชรักษาสารพันธุกรรมใหมีความเสถียร 

การศกึษาปจจยัทีส่งผลกระทบตอการเสือ่มสลายของสาร
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พันธกุรรมจะชวยใหสามารถเลอืกใชวธิกีารตางๆ รวมกนั

ในการเกบ็รกัษา DNA และ RNA ไดอยางมีประสิทธภิาพ 

และใหผลดีกวาการเลือกใชเพียงวิธีการเดียว เชน

ใชการควบคุมอุณหภูมิรวมกับการใชสารเคมี เพื่อยับยั้ง

การทำงานของเอนไซม DNase และ RNase นอกจากนี้ 

การเลือกใชสารละลายบัฟเฟอรเฉพาะที่เหมาะสมกับ

ตัวอยางแตละชนิดจะชวยลดการเสื่อมสลายของ DNA 

และ RNA ไดเปนอยางดี โดยเฉพาะพื้นที่ที่อยูหางไกล

หรือขาดแคลนอุปกรณเก็บรักษาความเย็น การพัฒนา

นวัตกรรมใหมๆ โดยใชวัสดุการเก็บรักษาที่มีตนทุนต่ำ 

ไมตองควบคุมอุณหภูมิ และมีขั้นตอนการเตรียมและ

การใชงานที่ไมซับซอนจะชวยเสริมสรางเทคโนโลยีและ

เครื่องมือในการรักษาสารพันธุกรรมใหมีคุณภาพสูงขึ้น

ไดในอนาคต 
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Preservation of DNA and RNA for 
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ABSTRACT DNA and RNA are genetic information codes that play a crucial role in the regulation and 
transmission of hereditary traits in living organisms. These genetic materials can be degraded by various 
environmental factors such as temperature, humidity, UV radiation, and contamination with DNase and 
RNase enzymes in laboratory materials and equipment. Degradation of DNA and RNA can interfere with 
molecular diagnostic procedures. Preventing the degradation of genetic materials can be accomplished 
by chemical methods, such as the use of antioxidants, chelating agents, pH, physical processes such as 
storing samples at -80°C and avoiding exposure to UV light, and biological methods such as using sterile 
materials and equipment and preventing microbial activity. These processes are suitable for applications 
in preserving DNA, RNA, and biological samples for molecular analysis in medical laboratories.

Keywords: Genetic material, DNA, RNA, Genetic material degradation, Genetic material preservation
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ตรีวัฒน วัฒนะโชคชัย และ กิ่งกาญจน รักษมณี
ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตรโรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร 10400

การยอยสลายเซลลโฮสตและอนุภาคไวรัส
ในการสกัดกรดนิวคลีอิกของไวรัส

จากตัวอยางมนุษย

บทคัดยอ การยอยสลายเซลลและทําลายโครงสรางที่หอหุมสารพันธุกรรมเปนขั้นตอนแรกสําหรับการสกัดกรดนิวคลีอิก
ซึ่งเปนขั้นตอนที่สําคัญสําหรับกระบวนการตรวจวิเคราะหเช้ือไวรัสกอโรค เชน HIV, SAR-CoV-2, MERS-CoV และ 
Infl uenza เปนตน ซึ่งจะชวยควบคุม เฝาระวังการแพรระบาด รวมทั้งศึกษาวิวัฒนาการสายพันธุของไวรัสกอโรค ขั้นตอนนี้
มีบทบาทสําคัญในกระบวนการตรวจวิเคราะหทางดานชีวโมเลกุล เชน PCR, Real-Time PCR และ Next-Generation 
Sequencing (NGS) การพัฒนาวิธีการสกัดเพ่ือใชทําลายโครงสรางนิวคลีโอโปรตีน ยับยั้งการทํางานของเอนไซมนิวคลีเอส
และการกําจัดสิ่งปนเปอนถือเปนสิ่งสําคัญ วิธีการเหลานี้ชวยใหเซลลและอนุภาคไวรัสยอยสลายไดอยางมีประสิทธิภาพ 
ประสบการณในการวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการแสดงใหเห็นวา คุณภาพของกรดนิวคลีอิกที่สกัดไดมีผลโดยตรงตอความ
แมนยําของการวิเคราะห โดยเฉพาะอยางยิ่งในตัวอยางที่มีปริมาณเชื้อไวรัสต่ําๆ การพัฒนาวิธีการสกัดที่มีประสิทธิภาพ
จึงเปนสิ่งสําคัญ เนื่องจากชวยใหไดกรดนิวคลีอิกท่ีมีความบริสุทธิ์และมีปริมาณเพียงพอตอการตรวจวิเคราะหทาง
หองปฏิบัติการและการใชประโยชนทางการแพทย

คําสําคัญ: การยอยสลายเซลล, การทําลายอนุภาคไวรัส, นิวคลีโอโปรตีน, การสกัดกรดนิวคลีอิก
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บทนํา

ไวรัสกอโรคเปนภัยคุกคามรายแรงตอสุขภาพ

ของประชาชน โดยทั่วไปการวิเคราะหกรดนิวคลีอิกจาก

ตัวอยางทางชีวภาพหรือส่ิงแวดลอมเปนการศึกษาเพื่อ

ระบุสายพนัธุและวิวัฒนาการของเชือ้ไวรสั(1) การสกดักรด

นิวคลีอิก (nucleic acid extraction) เปนขั้นตอนแรก

และเปนขั้นตอนสำคัญท่ีจะชวยใหสามารถทำการตรวจ

วิเคราะหในระดับโมเลกุลได(1) เชน DNA Hybridi-

zation, RNA Hybridization, Polymerase Chain 

Reaction (PCR), Real-Time PCR, DNA หรือ 

DNA หรือ RNA sequencing (RNA-Seq) หรือ 

Whole Transcriptome Sequencing ซึง่วิธกีารเหลานี้

ไดรับความสนใจและถูกนำไปใชในประโยชนตางๆ 

มากมาย รวมถึงดานสาธารณสุข การวินิจฉัยทางคลินิก 

และชีววิทยา(2)

ปจจุบันมีการวิเคราะหหาเชื้อไวรัสท่ียังไมทราบ

สายพันธุ (unknown virus) หรือไวรัสหลายชนิด

ในสิ่งสงตรวจเดียวกันโดยใชเทคนิค Viral Meta-

genomics รวมกับ Next-Generation Sequencing 

น้ัน การเลอืกวธิกีารสกดัมีผลตอความแมนยำในการตรวจ

วิเคราะห รวมทั้งการสกัดสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสที่

อาศยัในมนษุย (Human Virome) เน่ืองจากวิธกีารสกดั

ที่เหมาะสมจะชวยเพิ่ม DNA หรือ RNA จากตัวอยาง 

หากวิธีการไมเหมาะสมอาจทำใหสูญเสียสารพันธุกรรม

ของไวรัสบางสวนทำใหปริมาณไมเพียงพอตอการ

วิเคราะหหรืออาจมีการปนเปอนสารอื่นๆ ในสิ่งสงตรวจ

ได(3) เชน การสกัดแบบฟนอล-คลอโรฟอรม (phenol-

chloroform extraction) และการปนเหว่ียงแบบไล

ระดบัความหนาแนน (density gradient centrifuga-

tion) หากมีสารเคมีที่ใชตกคางหลงเหลืออยูอาจสงผล

รบกวนหรือยับยั้งปฏิกิริยา PCR ได(2)  

การสกัดกรดนิวคลีอิก โดยทั่วไปประกอบดวย 4 

ขั้นตอน ไดแก การทำใหเซลลแตก (cell disruption)

การทำลายโครงสรางระหวางโปรตีนและกรดนิวคลีอิก

(nucleoprotein complex denaturation) การยับยั้ง

การทำงานของเอนไซมนิวคลีเอส (nuclease inacti-

vation) และการกำจัดสารปนเปอน (conta-minant 

removal)(1)  ในชวงสถานการณการแพรระบาด

COVID-19 ทั่วโลกตางขาดแคลนอุปกรณที่จำเปน

สำหรบักระบวนการตรวจวเิคราะหรวมทัง้ชุดสกัด จงึมกีาร

พัฒนาและประยุกตใชวิธีการสกัดแบบ Precipitation-

Enhanced Analyte Retrieval โดยใชสารละลาย lysis 

solution ทำลายเยื่อหุมเซลลและเยื่อหุมไวรัส จากนั้น

จงึตกตะกอน RNA, DNA และโปรตนีโดยใชแอลกอฮอล 

สามารถสกัดสารพนัธกุรรมไดอยางรวดเรว็ ตนทนุตำ่ และ

มีประสิทธิภาพเทียบเทาชุดสกัดในเชิงพาณิชยตาง ๆ(4)

แมวาขอมูลเก่ียวกับการยอยสลายเซลลและ

อนุภาคไวรัสจะมีหลากหลาย แตขอมูลเหลานี้ยังไมไดมี

การรวบรวมเพือ่ประโยชนตอการใชในการตรวจวเิคราะห

และการศึกษาทางชีวโมเลกุล ดังนั้นการศึกษานี้จึงมี

วตัถุประสงคเพือ่รวบรวมขอมลูเก่ียวกับคุณสมบตัขิองสาร

ทีใ่ชในการยอยสลายเซลลและอนภุาคไวรสั เพือ่สนบัสนนุ

การพัฒนาวิธีการที่เหมาะสมสำหรับนำไปประยุกตใชใน

งานการตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการดานการแพทย

และดานชีวโมเลกุล

วิธีการสืบคน

สืบคนขอมูลทางวิชาการจากบทความ งานวิจัย 

เอกสารที่ตีพิมพ และแหลงขอมูลทางวิชาการอ่ืนๆ จาก

ฐานขอมูล PubMed และ Google Scholar โดยเนน

เนื้อหาที่เกี่ยวของกับการสกัดกรดนิวคลีอิก คำสำคัญท่ี

ใชในการคนหา ไดแก nucleic acid extraction, cell 

lysis, viral particle disruption และ nucleoprotein 

เปนตน

เนื้อหา

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลโฮสตและไวรัส

เซลลรางกายมนษุยมเียือ่หุมเซลลทีม่ฟีอสโฟลปิด 

(phospholipid) เปนองคประกอบพืน้ฐาน(5) เปนเยือ่หุม 

(cell membrane) ซึ่งเปนโมเลกุล amphipathic โดย

ฟอสโฟลิปดจะจัดเรียงตัวกันเปนไบเลเยอร (bilayer) 

ในน้ำ มีสวนหัวที่ชอบน้ำ (hydrophilic) และสวนหางที่

ไมชอบน้ำ (hydrophobic) โดยสวนหัวที่มีฟอสเฟตอยู

ดานนอก (phosphate-containing head group) จะ

สมัผสักบันำ้และหางไฮโดรคารบอน (hydrocarbon tail) 
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การสลายเซลลและไวรัสเพื่อการสกัดกรดนิวคลีอิกของไวรัส ตรีวัฒน วัฒนะโชคชัย และ กิ่งกาญจน รักษมณี

จะอยูดานใน การกอตวัเปนโครงสรางของ phospholipid 

bilayer เพ่ือสรางเกราะปองกนัและแยกสวนภายในเซลล

ออกจากสภาพแวดลอมภายนอก(5)

โครงสรางของเซลล ประกอบดวย เยื่อหุมเซลล 

(cell membrane) ไซโทพลาซึม (cytoplasm) ไลโซโซม

(lysosome) เวสิเคิลและแวคิวโอล (vesicle and 

vacuole) ไมโตคอนเดรีย (mitochondria) ไรโบโซม 

(ribosome) เซนตรโิอลและเซนโทรโซม (centriole and

centrosome) กอลจแิอพพาราตสั (golgi apparatus)

เอนโดพลาสมกิเรตคิลูมัแบบหยาบ (rough endoplasmic

reticulum) เอนโดพลาสมกิเรตคิลูมัแบบเรยีบ (smooth 

endoplasmic reticulum) และนวิเคลยีส (nucleus)(6,7)

ภายในนิวเคลียส ประกอบดวย เยื่อหุมนิวเคลียส

(nuclear membrane) โครมาทิน (chromatin) และ 

นิวคลีโอลัส (nucleolus)(8) นิวเคลียสเปนที่เก็บขอมูล

ทางพันธุกรรมและศูนยควบคุมการแสดงออกของเซลล 

ในการจำลองดเีอน็เอ (DNA replication) การถอดรหสั 

(transcription) ซึ่งกระบวนการอารเอ็นเอทั้งหมด

เกิดขึ้นภายในนิวเคลียสและกระบวนการแปลรหัส 

(translation) ซ่ึงเปนขั้นตอนสุดทายในการแสดงออก

ของยีนเกิดขึ้นในไซโทพลาซึม(8)  

ฮิสโตน (histone) เปนโปรตีนที่ทำหนาที่จัดเก็บ

และบรรจุ DNA ในโครงสรางท่ีเรียกวาโครมาทิน 

(chromatin) ทำให DNA ทีม่คีวามยาวมากบรรจอุยูใน

นิวเคลียสไดอยางมีระบบ มี 4 หนวยยอย ไดแก H2A, 

H2B, H3  และ H1 โดย DNA จะพันรอบฮิสโตน เรียก

โครงสรางนี้วา นิวคลีโอโซม (nucleosome)(9) เปน

สวนหนึ่งของโครงสรางดีออกซีไรโบนิวคลีโอโปรตีน 

(deoxyribonucleoprotein) ท่ีพบมากท่ีสุดในมนษุย(10)

ไวรัสจำเปนตองอาศัยอยูในสิ่งมีชีวิตเพื่อขยาย

พันธุ สารพันธุกรรมทั้งหมดของไวรัส (viral genome) 

ประกอบดวย DNA หรือ RNA ทำหนาที่ในการควบคุม

การจำลองตัวเอง โดยจะสังเคราะหสวนประกอบของ

ไวรัสโดยใชระบบของเซลลโฮสตที่เหมาะสม อนุภาคของ

ไวรัสหรือเรียกวา ไวริออน (virion) ถูกสรางขึ้นจาก

สวนประกอบทีส่งัเคราะหใหมในเซลลโฮสตทำหนาทีเ่ปน

พาหะในการถายทอดสารพันธุกรรมทั้งหมด (genome) 

ไปยังเซลลโฮสตถัดไปเพื่อเริ่มกระบวนการติดเชื้อใหม

ของไวรัส(11) องคประกอบขั้นต่ำของไวรัส ประกอบดวย 

viral genome สำหรับจำลองตัวเองและแคปซิด

(capsid) ซึง่เปนชัน้โปรตนีทีห่อหุมสารพนัธกุรรม สำหรบั

ไวรัสที่มีเยื่อหุม (envelope virus) แคปซิดจะถูก

ลอมรอบดวย lipid bilayer ท่ีไดมาจากเซลลโฮสต

โดยมีไกลโคโปรตีน (glycoprotein) เฉพาะของไวรัส 

(virus-specific glycoproteins) แทรกอยู ไวรัสตอง

พึ่งพาเซลลโฮสตในการสังเคราะหโปรตีนและโมเลกุลท่ี

จำเปนในการจำลองตวัเอง(11) โปรตนีเยือ่หุม (membrane 

protein) เปนโปรตีนที่พบมากที่สุดในไวรัสและเปน

องคประกอบสำคัญของโครงสรางในการกำหนดรูปราง

ของไวรัส โดยจะเช่ือมโยงระหวางนิวคลีโอแคปซิด 

(nucleocapsid) กับเยื่อหุมไวรัสทำใหโครงสราง

ไวรัสมีความเสถียร เชน ในเชื้อไวรัส Severe Acute 

Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-

CoV-2) มีลักษณะเปนเกลียวสามสาย (triple helix 

bundle)(12) เปนตน

Nucleocapsid เปนไกลโคโปรตีนที่จับกับ viral

genome ทำหนาที่เปนแกนกลางของไวรัส ปกปอง

กรดนิวคลีอิกจากสภาพแวดลอมภายนอกและเปนสวน

สำคัญในโครงสรางไวรัส(12) ซึ่งโปรตีนที่จับกับ DNA 

หรอื RNA จะถกูบรรจใุน capsid อยางแนนหนา เรยีกวา

นิวคลีโอโปรตีน (nucleoprotein) โดยโปรตีนที่จับกับ 

DNA เรียกวา ดีออกซีไรโบนิวคลีโอโปรตีน (deoxy-

ribonucleoprotein) และโปรตนีทีจ่บักบั RNA เรียกวา

ไรโบนวิคลโีอโปรตนี (ribonucleoprotein) ซึง่ทำหนาที่

ในการปกปองกรดนิวคลีอิกและชวยในกระบวนการ

จำลองตวัเองของไวรสั(10) เชน ไวรสัไขหวดัใหญสายพนัธุเอ

(Influenza A Virus)(13)  กลาวไดวา nucleoprotein 

มีสวนสำคัญในกระบวนการตางๆ มากมายในวงจรชีวิต

ของไวรัส ไดแก การหอหุม (coating) การปกปอง 

(protection)  RNA ของไวรัส การควบคุมกระบวนการ

ถอดรหัส (regulation of transcription) การควบคุม

กระบวนการจำลองตวัเอง (regulation of replication) 

และการกระตุนใหเกิดการยบัยัง้ภมูคุิมกัน (induction of 

immunosuppression) ในรางกายของโฮสต(14) 
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การยอยสลายเซลลโฮสตและการทำลายโครงสราง

ไวรัส

ในการสกัดเซลล การเลือกวิธีการทำลายเซลล

ท่ีเหมาะสมเปนขั้นตอนที่สำคัญ สามารถแบงตาม

กระบวนการออกเปนหลายประเภท ไดแก กระบวนการ

ทางเคมี เชน การใชสารเคมีทำลายเยื่อหุมเซลล 

กระบวนการทางฟสิกส เชน การใชแสงเลเซอร คลื่นเสียง

เครือ่งกล และไฟฟา กระบวนการทางชวีวิทยา เชน การใช

เอนไซมยอยสลายเยื่อหุมเซลล ซึ่งแตละวิธีมีขอดีและ

ขอจำกัดตางกัน ทั้งนี้ความเหมาะสมของแตละวิธีข้ึน

กับลักษณะของการศึกษา เชน เซลลอยูในสารละลาย

หรือยึดติดกับพ้ืนผิวและตองการโปรตีนท่ีคงสภาพ

ตามธรรมชาติหรือยอมใหเสียสภาพธรรมชาติ เปนตน

ซึ่งปจจัยเหลานี้ลวนมีผลตอวิธีการทำลายเซลลให

เหมาะสมกับวัตถุประสงคของการศึกษา(15)  ดังนี้

กระบวนการทางเคมี 

ใชสารละลาย lysis buffer ในการสกัดกรด

นิวคลอีกิ เพ่ือแยกและทำลายองคประกอบของเซลลหรอื

อนุภาคไวรัสออกจากกัน lysis buffer สวนใหญมีเกลือ

บฟัเฟอร (buffering salt) เชน Tris-HCl เพือ่ควบคมุ

คา pH และเกลือไอออนิก (ionic salt) เชน NaCl 

เพื่อควบคุมความเขมขนของสารละลาย (osmolarity)

ในการสกัดกรดนิวคลีอิก มีการเติมสารซักฟอก

(detergent) เชน Triton X-100 หรือ Sodium 

Dodecyl Sulfate (SDS) เพื่อทำลายโครงสรางของ

เยื่อหุมเซลล(16)

สารซักฟอก คือ สารลดแรงตึงผิว (surfactant) 

ใชในหองปฏิบัตกิารชีววทิยาโมเลกุลในกระบวนการสกดั

สารพันธุกรรม เพื่อทำลาย cell membrane และไขมัน

ในรปูแบบ lipid bilayer ทำใหโครงสรางเยือ่หุมเหลานัน้

เสียหาย สงผลให DNA และ RNA หลดุออกจากโครงสราง

ทีห่อหุมภายในเซลล ซ่ึงโปรตนีและเยือ่หุมมีอยูหลายชนดิ

และมีความคงตัวในสารละลายบัฟเฟอรที่แตกตางกัน

ดังนัน้การเลอืกใชสารซักฟอกจงึควรเลือกใหเหมาะสมกับ

โปรตีนและเยื่อหุมชนิดตางๆ(17) สารซักฟอกที่นิยมใชใน

กระบวนการสกดัสารพนัธกุรรมเชน SDS, Triton X-100, 

Tween-20(16) และ Cetyltrimethylammonium

Bromide (CTAB)(18) เปนตน

การเลือกใช lysis buffer เพื่อแยก DNA และ 

RNA จากโครงสรางโปรตีนและเยื่อหุมสารพันธุกรรม

ดวยสารซักฟอกเพื่อยอยสลายเยื่อหุมเซลลและโปรตีน

ที่หอหุมกรดนิวคลีอิกชวยให DNA และ RNA หลุด

ออกมา ซึง่มอียูดวยกนัหลายชนดิ ไดแก Tergitol-type 

NP-40 (NP-40) lysis buffer, SDS lysis buffer, 

Ammonium-Chloride-Potassium (ACK) lysis 

buffer และ Gentle lysis buffer(16)

กระบวนการทางกายภาพ 

การทำลายเซลลโดยใชแรงกล (mechanical 

disruption) เปนการบดหรอืทำใหเซลลแตกดวยแรงกล 

เชน การบดตัวอยางดวยโกรงและลกูโกรงสำหรบัเซลลทีม่ี

ความแขง็(19) หรอืการใชโฮโมจไีนเซอร (homogenizer) 

เชน Dounce Homogenizer ใชบดตวัอยางในสารละลาย

บัฟเฟอร(20) ไดแก

การบดดวยมือ (manual grinding) การใช

เครือ่งมอื ครก และสาก (mortar and pestle) หรอื โกรง

และลกูโกรงในการบด เชน ตวัอยางจากหมอนรองกระดกู

สันหลังของมนุษย (human intervertebral disc)(19)

การใชแรงกระแทก (impact force) เปนการบด

หรอืกระแทกตวัอยางเซลลดวยมอืโดยใชลกูสบู (pestle) 

ในกระบอกแกว เชน อุปกรณ Dounce Homogenizer 

รวมกับสารละลายบัฟเฟอรไฮโปโทนิก (hypotonic 

buffer) ชวยใหเซลลแตกสลายไดงายดวยแรงกล ทำให

เปนเนื้อเดียวกันโดยไมตองใชสารซักฟอก(20) เชน การใช 

Potter-Elvehjem Tissue Grinder และ Dounce 

Homogenizer เพื่อสกัดเนื้อเยื่อจากสมอง(20,21)

การใชแรงเฉือนสูง (high-shearing homo-

genizer) เปนเครื่องมือที่ใชสำหรับสลายเซลลโดยใช

หลักการ Rotor-Stator เชน เครื่อง Polytron 

Homogenizer ที่ใชสกัด RNA จากหัวใจ(22)

การใชแรงดัน (high-pressure homogeni-

zation) การใชแรงดันสูงหรือระบบแรงดันอื่นๆ โดยใช

แรงดันจากลูกสูบ (piston) โดยการบีบอัดตัวอยางผาน

ชองขนาดเลก็ (orifice) เพือ่ใหเกดิแรงเฉอืน (shearing

force)  และแรง อัด (compress ive  force)

เพื่อทำลายเซลล เชน การใชเครื่อง French Press 

ทำลายโครงสรางเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษย(23) หรือ
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การสลายเซลลและไวรัสเพื่อการสกัดกรดนิวคลีอิกของไวรัส ตรีวัฒน วัฒนะโชคชัย และ กิ่งกาญจน รักษมณี

การใชเครื่อง Gaulin Homogenizer ที่สรางแรงดันสูง

มากกวา French Press ทำใหเกิดการสรางฟองอากาศ 

(cavitation) ในสภาวะสุญญากาศ (vacuum condi-

tion) และเคลือ่นท่ีดวยความเรว็สงูเหมอืนเครือ่งบนิเจต็ 

(high-speed jet) ทำใหเกิดแรงเฉือนดวยของเหลว 

(fluid shear) ขึ้น(24)

การใชลูกปดขนาดเล็ก (bead) เพื่อทำลาย

เยื่อหุมเซลลและปลดปลอยสารพันธุกรรมออกจากเซลล

มีอยูดวยกัน 2 แบบ ไดแก อาศัยกลไกการหมุน

(rotating mechanism) เปนการปนตัวอยางพรอมกับ

ลูกปดขนาดเล็กในของเหลว ซึ่งจะทำใหเซลลที่ถูกเหวี่ยง

ภายใน grinding chamber แตก เชน เครื่อง Bead 

Mill Homogenizer ในการสกัดตัวอยางสมอง(25) และ

อาศัยแรงชน (collision force) เปนการสกัดตัวอยาง

โดยใสลงไปในหลอดตัวอยางรวมกับสารละลาย จากนั้น

ใสลูกปดแลวนำไปปนดวยความเร็วสูงจะทำใหเกิด

แรงเฉือน (shearing force) แรงกระแทก (impact 

force) และแรงตี (hitting force) ของลูกปดขนาดเล็ก

กับเซลล ทำใหโครงสรางเซลลถูกทำลาย(26) เชน การใช

ลูกปด (bead beating) ในการสกัด DNA จากตัวอยาง

อุจจาระของมนุษย(27)

ละอองของเหลวเคล่ือนท่ีดวยความเรว็สูง (Liquid

Aerosol-High-Velocity Stream) อาศยักระบวนการ 

nebulization ในการสรางละอองของเหลว (liquid

aerosol) ที่มีความเร็วสูงในการทำลายเซลล เชน

BioNeb Cell Disruption เปนเครือ่ง nebulizer ทีพ่น

ละอองของเหลวขนาดเล็กที่มีความละเอียดเพื่อสรางแรง

ที่สม่ำเสมอในการทำลายเซลลและโมเลกุล(28)

การทำลายเซลลโดยใชอุณหภูมิ (thermal 

disruption) เปนการใชอุณหภูมิที่มีความรอนและ

ความเย็น เพ่ือทำใหผนังเซลลและเยื่อหุมเซลลเกิดการ

แตกหักและเสียสภาพทางโครงสราง ไดแก

การใชความรอน (heat lysis) ในการสกัด

สารพันธุกรรมดวยการตมหรือบมที่อุณหภูมิสูงเพียง

อยางเดียว พบวามีประสิทธิภาพต่ำจึงตองเติมสารเขาไป

เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการสกัด เชน การสกัดสาร

พันธุกรรมดวย chelating resin หรือเรียกวา 

Chelex พบวาชวยเพิ่มความไวในการตรวจเช้ือไวรัส

SARS-CoV-2 เมื่อเปรียบเทียบกับการใชความรอน

เพียงอยางเดียว ซึ่งสามารถลดระยะเวลาและขั้นตอน

การสกัดที่มีความซับซอนหลายขั้นตอนลงได นอกจากนี้

ขั้นตอนการตมหรือการบมที่อุณหภูมิสูงจะชวยยับยั้ง

การตดิเช้ือ เชน SARS-CoV-2 ทำใหขัน้ตอนการทำงาน

มีความปลอดภัยขึ้น(29)

การสลับระหวางแชแข็งและทำละลาย (freeze-

thaw cycle) เปนการแชตัวอยางในไนโตรเจนเหลว 

หรือแชแข็งที่อุณหภูมิ -80°C และทำใหละลายแบบ

รวดเร็ว โดยการทำซ้ำหลายๆ รอบเพ่ือใหผนังเซลล

แตกออก เหมาะสำหรับเซลลที่มีผนังบาง เชน การใชวิธี

ผสมผสานระหวางวธิทีำใหเซลลบวมดวยนำ้ (hypotonic 

burst) รวมกับการแชแข็ง-ทำละลายหลายๆ รอบ และ

โซนเิคชนั (sonication) ในการสกัดเชือ้ Lymphocytic 

Choriomeningitis Virus วิธีการยอยสลายนี้เปนวิธีที่

เร็วและมีประสิทธิภาพสูงสุดในการปลอยอนุภาคไวรัสท่ี

ติดเชื้อ สามารถนำไปใชกับไวรัสอื่นๆ ที่มีวงจรชีวิตแบบ

พึง่พาเซลลทีย่ากตอการปลดปลอยเชือ้ไวรัสปรมิาณมากๆ 

ออกจากเซลลโฮสตได(30)

การสลบัระหวางความรอนและความเยน็ (cycling

heating and cooling) เปนวิธีการที่ทำลายโครงสราง

ของเซลลและอนุภาคไวรัส โดยอาศัยการสลับกันของ

อุณหภูมิไปมาระหวางความรอนและความเย็น เชน

การใหความรอนกับตัวอยางที่อุณหภูมิ 90°C เปนเวลา 

5 นาที ตามดวยการทำใหเย็น 6°C เปนเวลา 5 นาที

เปนวิธีการทำลายโครงสรางที่หอหุมสารพันธุกรรม

ในกระบวนการสกัดกรดนิวคลีอิกไดอยางรวดเร็ว

เหมาะสำหรับสถานการณการระบาดใหญหรือโรค

ที่มีการระบาดสูง เชน การระบาดของเชื้อไวรัส

SARS-CoV-2(31) 

การทำลายเซลลที่เกิดจากคลื่นความถ่ี (wave-

induced cell disruption) การใชคลื่นเสียงและ

คลื่นความถ่ี เพื่อทำลายผนังเซลลหรือเยื่อหุมเซลล 

คลื่นความถี่ทำใหโครงสรางเซลลระเบิดหรือแตกออก 

แบงออกเปน 2 ประเภท ไดแก การทำลายเซลลโดยใช

คลื่นเสียง (Sound Wave-Based Cell Disruption) 

และการทำลายเซลลโดยใชคลื่นความถี่ (Frequency-

Based Cell Disruption) ไดแก
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การทำลายเซลลโดยใชคลื่นเสียง (Sound 
Wave-Based Cell Disruption) เชน การใชคลืน่เสยีง 
(sonication) ท่ีอยูในชวงความถี่สูงในการสั่นสะเทือน
ทำใหเกิดแรงเฉือนทำลายโครงสรางทางกายภาพของ
ผนังเซลลและเย่ือหุมเซลลของตัวอยาง เชน การสกัด
กรดนิวคลีอิกจากเลือดที่แข็งตัว โดยใชคลื่นเสียงความถี่ 
100 Hz อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 3 ชั่วโมง(32) และการใช
คลื่นเสียงความถี่สูงมาก (ultrasonication) ทำลาย
เยื่อหุมเซลลที่รวดเร็ว(29) การใชความถี่สูงจะเกิดโพรง
อากาศจากกระบวนการ cavitation ในของเหลว
ซึ่งจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วตามความถี่  คาดวาเกิน
1,000 W/cm2 ที่ 1 MHz การกอตัวของฟองอากาศ
ในระดับจุลภาคและระเบิดออกจะสรางแรงกระแทก
และแรงเฉอืนสูง ซึง่จะไปทำลายโครงสรางของเซลลทำให
เซลลแตก(33)

การทำลายเซลลโดยใชคล่ืนความถี ่(Frequency-
Based Cell Disruption) เชนการใชคลืน่แมเหลก็ไฟฟา 
(electromagnetic wave) เกิดจากการสั่นแบบ
ประสานกัน (synchronized oscillation) ของสนาม
ไฟฟา (electric field) และสนามแมเหล็ก (magnetic
field) ทำใหเกิดคลื่นความถี่ เชน คลื่นวิทยุ (radio
wave) คลื่นไมโครเวฟ (microwave) คลื่นอินฟราเรด 
(infrared) เปนตน (34) การใชคลื่นไมโครเวฟ
(Microwave-Assisted Lysis) อาศัยพลังงาน
ไมโครเวฟที่สงไปยังตัวอยาง ซึ่งปริมาตร ตำแหนง และ
ปริมาณตัวอยาง สารเจือจางที่ใช ประเภทของหลอด และ
การตัง้คาพลงังานทีแ่ตกตางกนัสงผลตอประสทิธภิาพใน
การสกัดกรดนิวคลีอิก ถาใหพลังงานท่ีมากเกินไปอาจ
สงผลให DNA เสื่อมสภาพ วิธีนี้มีตนทุนต่ำ ซึ่ง
เตาไมโครเวฟมีอยูทั่วไป ผลลัพธที่ดีที่สุดในการสกัดใช
คลื่นไมโครเวฟที่ 300 วัตต เปนเวลา 40 วินาที(35)

การทำลายเซลลดวยกระแสไฟฟา (Electric- 
Induced Cell Disruption) เชน การสลายเซลล
ดวยไฟฟาเคมี (electrochemical cell lysis) อาศัย
ขั้วไฟฟาที่ รับอิเล็กตรอน (cathode) หรือข้ัวบวก
และขัว้ไฟฟาทีใ่หอเิลก็ตรอน (anode) หรอืขัว้ลบในการ
แลกเปลี่ยนไอออนโดยใชสารละลายน้ำเกลือ (saline 
solution) ในภาชนะ cathode and anode chamber 
เพ่ือสรางไอออนไฮดรอกไซด (hydroxide ions; OH-) 
ทีข้ั่วลบทำใหเกดิดางในการทำลายเซลล (alkaline lytic 
agent)(36) 

กระบวนการทางชีวภาพ

การใชเอนไซมโปรตีเนสเค (Proteinase K)  

เอนไซม Proteinase K เปนเอนไซมเซอรีนโปรตีเอส

(serine protease) ซึ่งเอนไซมนี้ผลิตจากเช้ือรา 

Tritirachium album Limber มีลักษณะเฉพาะโดย

จะแยกพนัธะเปปไทด (peptide bond) ทีป่ลาย carbon

terminal ออกจากกรดอะมิโนหลายชนิด ใชในการ

ยอยสลายเซลลของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมและโปรตีน

เปลือกหุมไวรัส เอนไซม Proteinase K ชวยยอยสลาย

เซลลสงผลใหเอนไซมนวิคลเีอสภายในเซลลทีป่ลดปลอย

ออกมาสลายตัวไดอยางรวดเร็ว และสามารถแยกกรด

นิวคลีอิกที่สมบูรณได ในขั้นตอนการสกัด(37) เชน การใช

เอนไซม Proteinase K ที่อุณหภูมิ 25°C ในการสกัด

สารพันธุกรรมของเช้ือไวรัส SARS-CoV-2 โดยตรง

จาก Viral Transport Medium (VTM) นอกจากนี้ 

การสกัดกรดนิวคลีอิกยังถูกนำมาใชในการลดความหนืด

ของเมือกใหเปนสารละลายเนื้อเดียวกัน เพื่อใหตัวอยาง

เหมาะสมสำหรับการสกัดกรดนิวคลีอิก เชน การตรวจ

ไวรสัไขหวดัใหญสายพนัธุเอ (Influenza A Virus) จาก

ตัวอยางเสมหะ(38)

การใช เอนไซมไลเปส (Lipase) เอนไซม 

Lipase เปนเอนไซมชนิดหนึ่งที่เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

(hydrolysis) ของไขมัน (fat) ใชยอยเย่ือหุมเซลลที่

มีไขมันเปนองคประกอบ(39) เปนองคประกอบพื้นฐาน

ของเยื่อหุม(5) หรือโครงสรางของเชื้อไวรัสที่มีเปลือกหุม 

(envelope virus) ที่มีสวนประกอบของ lipid bilayer 

ที่ไดมาจากเซลลโฮสต(11) ทำใหเยื่อหุมเหลาน้ีถูกทำลาย 

เพื่อชวยใหเอนไซมและการใชสารเคมีอื่นๆ ทำงานได

ดีขึ้นในกระบวนการสกัดสารพันธุกรรม(39)

วิธีการและสารละลายที่ใชในการยอยสลายโครงสราง

ที่หอหุมสารพันธุกรรม

การยอยสลายและทำลายโครงสรางที่หอหุมสาร

พันธุกรรมเปนขั้นตอนที่สำคัญในกระบวนการสกัดกรด

นิวคลีอิก ชวยให DNA และ RNA หลุดออกจาก

โครงสรางหรือโปรตีนที่หอหุม วิธีการและสารตางๆ ที่

ใชลวนมีบทบาทเฉพาะในกระบวนการสลายและทำลาย

โครงสรางที่หอหุมสารพันธุกรรม ดังแสดงในตารางที่ 1
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การสลายเซลลและไวรัสเพื่อการสกัดกรดนิวคลีอิกของไวรัส ตรีวัฒน วัฒนะโชคชัย และ กิ่งกาญจน รักษมณี

ตารางที่ 1 สารเคมี เอนไซม และวิธีกลตางๆ ที่ใชในการทำลายโครงสรางเซลลและอนุภาคไวรัส

วิธีการ/สารเคมี/
เอนไซม

ประเภท กลไกการทำลายโครงสราง ขอดี ขอจำกัด

Guanidinium 
thiocyanate

เกลือไอออนิก 
(ionic salt)

ทำลายพันธะไฮโดรเจน 
และโครงสรางโปรตีน
ใหเสียสภาพ

ใชในการสลายเซลล
และอนุภาคไวรัสในสาร
สกัด RNA และ DNA 
ยับยั้งการทำงาน
ของเอนไซม RNase
และ DNase โดยการ
ทำใหเอนไซมเสื่อมสภาพ

เปนสารเคมีอันตราย และ
ตองใชงานรวมกับฟนอล
คลอโรฟอรมหรือแอลกอฮอล
หากตกคางจะรบกวนปฏิกิริยา 
PCR

Sodium dodecyl 
sulfate 

สารลดแรงตึงผิว 
ชนิด ionic

ทำลายเยื่อหุมเซลล
และโปรตีนโดย
denaturation

มีประสิทธิภาพสูงใน
การทำลายโปรตีน 
ใชรวมกับไลโซไซม 
(lysozyme) ในการ
สลายผนังเซลลแบคทีเรีย
แกรมบวก

หากมีสารตกคางเหลืออยูจะ
ยับยั้งการทำงานของเอนไซม 
และทำใหโปรตีนเสียสภาพ

Triton X-100 สารลดแรงตึงผิว
ชนิด non-ionic

ทำลายเยื่อหุมเซลลและ
ชวยใหเอนไซมอื่นทำงานได

สงเสริมกิจกรรม
การทำงานของเอนไซม

ตองใชรวมกับวิธีอื่น เนื่องจาก
มีประสิทธิภาพในการทำลาย
เซลลต่ำ

Tween-20/13 สารลดแรงตึงผิว 
ชนิด non-ionic

ทำลายเยือ่หุมเซลลในลกัษณะ
ที่ไมรุนแรง

ทำลายเยื่อหุมเซลล
โดยไมทำลายโปรตีน
หรือโครงสรางอื่น

ตองใชรวมกับวิธีอื่น เนื่องจาก
มีประสิทธิภาพในการทำลาย
เซลลต่ำ

Cetyltrimethyl
ammonium 
bromide

สารลดแรงตึงผิว
ชนิด cationic

ทำลายเยื่อหุมเซลลและ
จับกับ DNA และ RNA 

แยกกรดนิวคลีอิกไดดี หากลางออกไมหมดและตกคาง
จะรบกวนปฏิกิริยา PCR

Tergitol-type
NP-40

สารลดแรงตึงผิว ทำลายเยื่อหุมเซลลโดย
ไมทำลายโปรตีนหรือ DNA

รักษาสภาพโครงสราง DNA ตองใชรวมกับวิธีอื่น เนื่องจาก
มีประสิทธิภาพในการทำลาย
เซลลต่ำ

Ammonium-
Chloride-Potassium

สารเคมี สรางแรงดันออสโมติก
เพื่อทำลายเซลล

เหมาะกับเซลล
เม็ดเลือดแดง

ไมเหมาะกับเซลลชนิดอื่น

Dounce 
Homogenizer

เครื่องมือเชิงกล ใชแรงบดเบาๆ เพื่อทำลาย
โครงสรางเซลล

ควบคุมระดับการทำลายได ใชแรงมากเหมาะกับ
ตัวอยางปริมาณนอย

Mortar and pestle เครื่องมือเชิงกล บดเซลลอยางหยาบ
เพื่อเปดโครงสรางเซลล

ใชงานงาย ราคาถูก ประสิทธิภาพต่ำตองใชรวม
กับวิธีอื่น

Potter-Elvehjem 
Tissue Grinder

เครื่องมือเชิงกล ใชแรงบดหมุนในการทำลาย
โครงสรางเซลล

เหมาะกับเนื้อเยื่อออน ไมเหมาะกับเซลลที่แข็งแรง

Polytron 
Homogenizer

เครื่องมือเชิงกล ใชแรงตัดหมุนความเร็วสูง
เพื่อทำลายโครงสรางเซลล

ประสิทธิภาพสูง อาจทำใหกรดนิวคลีอิก
ถูกทำลาย เกิดการแตกหัก

French Press เครื่องมือ
แรงดันสูง

ใชแรงดันไฮดรอลิกสูง
ทำลายเซลล

ประสิทธิภาพสูง เครื่องมือมีราคาแพง

Gaulin 
Homogenizer

เครื่องมือ
แรงดันสูง

ใชแรงเฉือนและ
แรงดันทำลายเซลล

ใชกับตัวอยางปริมาณมาก อาจทำลายโครงสราง
สารพันธุกรรม

Bead mill เครื่องมือเชิงกล ใชลูกปดบดเซลลในระบบปด เหมาะกับเซลลที่แข็งแรง 
เชน เชื้อรา

ตองควบคุมอุณหภูมิ เนื่องจาก
อาจมีความรอนในระบบสูง
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ตารางที่ 1 สารเคมี เอนไซม และวิธีกลตางๆ ที่ใชในการทำลายโครงสรางเซลลและอนุภาคไวรัส (ตอ)

วิธีการ/สารเคมี/
เอนไซม

ประเภท กลไกการทำลายโครงสราง ขอดี ขอจำกัด

Bead beating เครื่องมือเชิงกล ใชลูกปดบดในหลอด
ทำลายเซลล

เหมาะกับเซลลที่มีความ
แข็งแรง

ตองควบคุมอุณหภูมิ

Nebulizer เครื่องมือเชิงกล ใชพนตัวอยางในของเหลว
ใหเปนละอองละเอียด

ใชงานงาย ลดแรงเฉือน 
ไมทำลายกรดนิวคลีอิก

ไมเหมาะกับเซลลที่มีผนังหนา 
เชน เซลลพืชหรือแบคทีเรีย
แกรมบวก

Heat lysis ความรอน ทำใหโปรตีนและเยื่อหุม
เสียโครงสราง

ใชงานงาย ตนทุนต่ำ อาจทำลายโครงสราง
สารพันธุกรรม
ใหเสียสภาพธรรมชาติ

Freeze-thaw cycles ความเย็น/การละลาย สรางแรงดันภายในเซลล
จากการเปลี่ยนสถานะน้ำ

ตนทุนต่ำ ใชงานงาย 
เหมาะกับเซลลที่มีผนังบาง

ใชเวลานาน ไมเหมาะกับ
ตัวอยางปริมาณมาก

Cycling heating and 
cooling

ความเย็น/ความรอน การสลับอุณหภูมิเพื่อทำให
โครงสรางเซลลเปราะและ
แตกตัว

ไมตองใชสารเคมี ตนทุนต่ำ ประสิทธิภาพต่ำเมื่อใชเพียง
วิธีนี้เพียงอยางเดียว

Sonication คลื่นเสียง ใชคลื่นเสียงความถี่สูง
เพื่อทำลายเยื่อหุมและเซลล

มีประสิทธิภาพสูงในการ
ทำลายเซลล ใชงานงาย
ไมตองใชสารเคมี

ไมเหมาะกับตัวอยาง
ปริมาณมาก เสียงดัง

Ultrasonication คลื่นเสียง
ความถี่สูง

ใชความถี่เสียงที่สูงมากๆ
สำหรบัทำลายโครงสรางเซลล

มีประสิทธิภาพสูงในการ
ทำลายเซลล ใชงานงาย
ไมตองใชสารเคมี

ไมเหมาะกับตัวอยางปริมาณ
มาก หากใชเวลานานเกนิไป อาจ
ทำให DNA และ RNA เกดิการ
แตกหัก

Microwaves คลื่นแมเหล็กไฟฟา ใชคลื่นไมโครเวฟ
เพิ่มอุณหภูมิทำลาย
โครงสรางเซลล

ใชงานงาย สะดวก 
และรวดเร็ว

ความรอนสูง อาจทำลาย
กรดนิวคลีอิก

Electrochemical 
cell lysis

ไฟฟาเคมี ใชสนามไฟฟาและ
ปฏิกิริยาเคมีทำลาย
เยื่อหุมเซลล

ไมตองใชเอนไซมหรือ
สารเคมีรุนแรง

ตองใชอุปกรณเฉพาะและมี
ความเสี่ยงตอการทำลาย DNA 
และ RNA จากสารอนุมูลอิสระ
และสารตกคาง

Proteinase K เอนไซมโปรตีเอส ยอยสลายโปรตีนใน
เยื่อหุมเซลล
หรือเปลือกไวรัส

ยอยสลายโปรตีนไดดี
โดยไมทำลาย DNA 
และ RNA

ตองควบคุมอุณหภูมิให
เหมาะสม ตองใชรวมกับวิธีอื่น 
หรือใชสารเคมีบางชนิดไมได
เชน EDTA ที่มีความเขมขนสูง

Lipase เอนไซมไลเปส ยอยสลายไขมันใน
เยื่อหุมเซลลและ
เปลือกไวรัสที่มีไขมัน

ลดการใชสารเคมีรุนแรง 
เหมาะกับไวรัสที่มี 
envelope

ตองควบคุมอุณหภูมิให
เหมาะสมและตองใชรวมกับ
วิธีอื่น ตนทุนสูง ไมเหมาะกับ
ไวรัสแบบ non-envelope

ปจจยัทีส่งผลกระทบตอประสทิธภิาพในการยอยสลาย

โครงสรางเซลลโฮสต และอนุภาคไวรัสที่หอหุมสาร

พันธุกรรม

ปจจัยที่สงผลตอประสิทธิภาพในการยอยสลาย

โครงสรางทีท่ำหนาท่ีหอหุมสารพนัธกุรรมของเซลลโฮสต 

และอนุภาคไวรัส แบงออกเปน 3 ประเภท ไดแก ปจจัย

ทางเคมี ปจจัยทางกายภาพ และปจจัยทางชีวภาพ  

ปจจัยทางเคมี

ความเขมขนและปริมาณของสารเคมีที่ใชเปน

ปจจยัสำคญัในการทำลายเซลล เชน  หากความเขมขนของ
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การสลายเซลลและไวรัสเพื่อการสกัดกรดนิวคลีอิกของไวรัส ตรีวัฒน วัฒนะโชคชัย และ กิ่งกาญจน รักษมณี

สารซกัฟอกตำ่เกนิไปหรอืปรมิาณของตวัอยางมากเกนิไป 

อาจทำใหกระบวนการสกัดกรดนิวคลีอิกไมสมบูรณ(16,17)

ระยะเวลาทีใ่ชการทำปฏิกริยิาท่ีส้ันเกนิไป สงผลใหสารเคมี

ไมสามารถทำลายโครงสรางเยื่อหุมเซลลหรือโปรตีนได

อยางเต็มที่ เชน การใชไลซิสบัฟเฟอรตองใชระยะเวลา

เพียงพอ เพื่อใหเซลลและอนุภาคไวรัสถูกทำลายอยาง

สมบูรณ(18,37) การสกัดตัวอยางที่มีสารเติมแตง เชน 

ตวัอยางเนือ้เยือ้ในพาราฟน อาจตองใชสารละลายเฉพาะ

เพื่อทำการสลายพาราฟนกอนทำการยอย แลวจึงนำเขาสู

กระบวนการสกัดสารพันธุกรรมในขั้นตอนตอไป(39)

ปจจัยทางกายภาพ

ประสิทธิภาพของการยอยสลายเซลลและอนุภาค

ไวรัสขึ้นอยูกับลักษณะทางกายภาพของตัวอยาง เชน 

ความหนืดของตัวอยางท่ีสูง เชน เมือกในเสมหะหรือ

ความเหนียวของเนื้อเยื่อ อาจลดประสิทธิภาพการ

ทำงานของเอนไซมหรือสารเคมีที่ใชในการสกัดกรด

นิวคลีอิก(37,39)  ตัวอยางที่มีผนังหนา เชน ตัวอยางจาก

หัวใจอาจตองใชวิธีการทำลายเซลลที่เหมาะสม เชน

การบดดวยโกรงหรือการใชแรงดันสูง(19,23) นอกจากนี้

ตัวอยางที่มีเยื่อหุมไขมันสูง เชน ไวรัสที่มีเปลือกหุม

อาจตองใชเอนไซมไลเปสหรือสารซักฟอก เพื่อทำลาย

โครงสราง lipid bilayer(11,39) การเลือกใชวัสดุหรือ

อุปกรณที่ไมเหมาะสม เชน การใชโกรงบดตัวอยาง

เนื้อเยื่อที่มีความแข็งแรง และใชแรงบดไมเพียงพอ อาจ

ลดประสิทธิภาพของกระบวนการบดหรือทำลายเซลล

เมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการแบบอัตโนมัติ(20,25)

ปจจัยทางชีวภาพ

อุณหภูมิเปนอีกปจจัยหนึ่งที่สงผลโดยตรงตอ

การทำงานของเอนไซม หากใชอุณหภูมิที่สูงเกินไปอาจ

ทำใหเอนไซมที่ใชในการยอยสลายเซลล เชน เอนไซม 

proteinase K หรือเอนไซม lipase เส่ือมสภาพ(37,39) 

ระยะเวลาที่ใชในการยอยสลายควรเหมาะสม เพื่อให

ปฏิกิริยาการยอยสลายเกิดขึ้นอยางสมบูรณ เชน หากใช

ระยะเวลาที่สั้นเกินไปอาจทำใหโปรตีนหอหุมโครงสราง

และเยื่อหุมบางสวนยังคงอยู(38) ชนิดของส่ิงสงตรวจ

มีผลตอการทำงานของเอนไซม เชน ตัวอยางท่ีมี

องคประกอบที่ซับซอนหรือมีโปรตีนสูง อาจตองใชสาร

ซักฟอก หรือเอนไซมที่มีความเขมขนที่เหมาะสมและ

จำเพาะกับชนิดของตวัอยาง(11,16) การปรบัสภาพแวดลอม

ใหเหมาะสม เชน pH และความเขมขนของสารละลาย 

มีผลตอการทำงานของเอนไซมในกระบวนการสกัดสาร

พันธุกรรม(39) 

โดยสรุปการสกัดกรดนิวคลีอิกจากไวรัสใน

สิ่งสงตรวจทางการแพทยชนิดตางๆ ดวยวิธีทางเคมี 

กายภาพ และชีวภาพ ดังแสดงในตารางที่ 2

ตารางที่ 2  วิธีการสกัดกรดนิวคลีอิกจากไวรัสในสิ่งสงตรวจจากมนุษยชนิดตางๆ ทางเคมี กายภาพ และชีวภาพ 

สิ่งสงตรวจ การเตรียมตัวอยาง วิธีทางเคมี วิธีทางกายภาพ วิธีทางชีวภาพ หมายเหตุ

Bronchoalveolar 
lavage 

ปนตกตะกอน Lysis buffer, 
CTAB, SDS

Centrifuge, 
Vortex

Proteinase K, 
Lysozyme, 
DNase/RNase
inhibitor

หากมีความขนหนืดตอง 
pre-treatment ดวย 
mucolytic agent

Blood ปนแยกพลาสมา
หรือซีรัม

Guanidine HCl, 
CTAB, SDS

Centrifuge, 
Vortex

Proteinase K หลีกเลี่ยงตัวอยางที่มีภาวะ
เม็ดเลือดแดงแตก ซึ่งอาจ
ทำใหเกิดผลลบปลอมจาก
การยับยั้งปฏิกิริยา PCR

Cerebrospinal 
fluid 

ใชไดโดยตรงหรือ
ปนแยกสารตกคาง 
เชน เม็ดเลือด 

Lysis buffer, 
Guanidine 
Isothiocyanate

Centrifuge, 
Vortex

DNase/RNase 
inhibitor

หากมีการปนเปอนของ
เม็ดเลือดจากกระบวนการ
เจาะน้ำไขสันหลัง ใหปน
ตกตะกอนกอนใชตัวอยาง
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สิ่งสงตรวจ การเตรียมตัวอยาง วิธีทางเคมี วิธีทางกายภาพ วิธีทางชีวภาพ หมายเหตุ

Nasal swab เก็บตัวอยางใน
VTM หรือ UTM 
หรือปนผสมดวย
เครื่อง Vortex กอน

Lysis buffer+ 
Mucolytic agent, 
Guanidine
Isothiocyanate, 
SDS

Vortex DNase/RNase 
inhibitor

ควรเก็บรักษาไวในภาชนะ
เก็บรักษาความเย็นระหวาง
นำสงตัวอยาง

Nasopharyngeal 
swab 

เก็บตัวอยางใน 
VTM หรือ UTM 
หรือปนผสมดวย
เครื่อง vortex กอน

Lysis buffer+ 
Mucolytic agent, 
Guanidine 
Isothiocyanate, 
SDS

Vortex DNase/RNase 
inhibitor

ควรเก็บรักษาไวในภาชนะ
เก็บรักษาความเย็นระหวาง
นำสงตัวอยาง

Sputum เก็บตัวอยางใน
ภาชนะที่สะอาด
ปราศจากเชือ้ กอนใช
งานใหละลายเสมหะ
เพือ่ลดความขนหนดื
ดวย mucolyt ic 
agent กอน

Lysis buffer+ 
Mucolytic agent, 

Vortex,
Heating, 
Freeze-thaw

Proteinase K, 
Lysozyme,
DNase/RNase 
inhibitor

หากตัวอยางมีความขนหนืด
หลีกเลี่ยงการสกัดดวย
เครื่องสกัดแบบ
อัตโนมัติ

Throat swab เก็บตัวอยางใน 
VTM หรือ UTM 
กอนใชตัวอยางให
ปนผสมดวยเครื่อง 
vortex 

Lysis buffer+ 
Mucolytic agent, 
Lysis buffer+ 
Detergent

Vortex Proteinase K ระหวางนำสงตัวอยาง
ควรเก็บรักษาไวในภาชนะ
เก็บรักษาความเย็น

Tissue เก็บตัวอยางใน 
ภาชนะที่สะอาด
ปราศจากเชื้อ หรือ
หั่นเปนชิ้นขนาดเล็ก 

Lysis buffer, 
SDS, Triton 
X-100

Bead mill, 
Homogenizer, 
Manual grinding

Proteinase K หากตัวอยางมีความแข็ง
และเหนียวมาก ควรแบง
ตัวอยางใหมีขนาดเล็กเพื่อ
ใหสารเคมีและเอนไซม 
เขาไปทำปฏิกริยิาไดดยีิง่ขึน้

Urine เก็บตัวอยางใน 
ภาชนะที่สะอาด
ปราศจากเชื้อ 
กอนใชงานใหปน
แยกตะกอนกอน
ใชงาน

Lysis buffer, 
Guanidine 
Isothiocyanate

Centrifuge, 
Vortex

DNase/RNase 
inhibitor

ระหวางนำสงตัวอยาง
ควรเก็บรักษาไวในภาชนะ
เก็บรักษาความเย็น

ตารางที่ 2  วิธีการสกัดกรดนิวคลีอิกจากไวรัสในสิ่งสงตรวจจากมนุษยชนิดตางๆ ทางเคมี กายภาพ และชีวภาพ  (ตอ)

วิจารณ

ในการยอยสลายเซลลและทำลายอนุภาคไวรัส 

กระบวนการสกดักรดนิวคลีอกิท่ีใชกนัท่ัวไป เชน การสกดั

แบบฟนอล-คลอโรฟอรม และการปนเหว่ียงแบบไลระดบั

ความหนาแนน (density-gradient centrifugation) 

การสกัดแบบใชสาร TRIzol (TRIzol extraction) 

การสกัดดวยคอลัมนแบบปนเหว่ียง (centrifugal

column extraction) การสกัดดวยคอลัมนซิลิกาเจล 

(silica gel column extraction) และการสกัดดวย

ลูกปดแมเหล็ก (magnetic bead extraction)(2) นั้น 

ถือวาเปนขั้นตอนแรกในกระบวนการสกัดกรดนิวคลีอิก

ที่มีความสำคัญในการเตรียมตัวอยางตรวจวิเคราะห

ไวรัสในระดับชีวโมเลกุล วิธีการและสารเคมีที่ใชสำหรับ

การสกัดกรดนิวคลีอิกจะมีความแตกตางจากการสกัด

โปรตีน เชน การใช guanidine isothiocyanate ใน

การยอยสลายเซลล การใช phenol และ chloroform
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ชวยแยกชั้นสารชีวโมเลกุลตามคุณสมบัติทางเคมี

เปนตน(2) ชนิดของ lysis buffer ที่ใชในการสกัดสาร

พันธุกรรมจะขึ้นอยูกับชนิดของกรดนิวคลีอิกที่ตอง

การสกัด เชน DNA จากจีโนม (genomic DNA) จาก

ไมโตคอนเดรีย (mitochondria DNA) หรือจาก

พลาสมิด (plasmid DNA)  โดยทั่วไปสารเคมีสำหรับ

สกดัสารพันธกุรรม ประกอบดวย lysis buffer ทีม่ ีSDS 

ซึ่งชวยยอยสลายเซลลและโปรตีน แมทริกซสำหรับจับ

กรดนิวคลีอิก (nucleic acid–binding matrix) เชน 

ซลิกิาเมมเบรน เพือ่แยกกรดนวิคลอีกิออกจากสิง่เจอืปน 

สำหรับการสกัด RNA จะใช lysis buffer ที่มีคุณสมบัติ

ในการทำลายโครงสรางเซลลไดสงู ประกอบดวย phenol 

และ guanidine isothiocyanate เพื่อทำลายโปรตีน

และยับยั้งการทำงานของเอนไซม RNase ที่ยอยสลาย 

RNA(40)

ในการทำลายโครงสรางเยื่อหุมเซลล และ lipid 

bilayer ของไวรสั เพือ่ให DNA และ RNA หลุดออกจาก

โครงสรางที่หอหุม การเลือกใชสารซักฟอกตอง

คำนึงถึงโปรตีนและคุณสมบัติของเยื่อหุมแตละชนิด

เนื่ องจากสารเหล านี้ มีความคงตั วในบัฟเฟอรที่

แตกตางกัน(16–18) ขณะเดียวกันการใชเอนไซม เชน

proteinase K และ lipase จะชวยเพิ่มประสิทธิภาพ

ในการยอยสลายโปรตีนและไขมันของเยื่อหุม และแยก

สารชีวเคมีตางๆ ที่ปนเปอนในตัวอยาง DNA และ

RNA(37,39) การใชวิธีการทางกายภาพ เชน การใชแรงกล

หรือคลื่นเสียงความถี่สูงจะชวยสรางแรงเฉือนและ

แรงกระแทกที่มีประสิทธิภาพในการทำลายโครงสราง

เซลล(20,33) สวนการใชความรอน หรือการแชแข็ง-

ทำละลายหลายรอบ (freeze-thaw cycle) จะชวยเพิ่ม

ความสะดวกและลดขั้นตอนการสกัด โดยเฉพาะ

ในสถานการณเรงดวน เชน การตรวจหาเชื้อไวรัส

SARS-CoV-2 ในตัวอยางทางคลินิก(29–31)

ขอจำกัดหรือปจจัยในการยอยสลายเซลลโฮสต

และอนุภาคไวรัสขึ้นอยูกับลักษณะของสิ่งสงตรวจทาง

การแพทยและวิธีการที่เลือกใชดวย เชน ตัวอยางที่มีผนัง

เซลลหนา อาจตองใชวิธีกลควบคูกับการใชสารเคมีและ

เอนไซมชวยในการยอย สวนตัวอยางที่มีลักษณะเปน

เมือกหรือมีความหนืด ซึ่งสามารถขัดขวางการยอยสลาย

โดยทำใหสารเคลื่อนที่หรือซึมผานไดยาก ตัวอยางท่ีมี

ความหนืด เชน ตัวอยางจากเสมหะ จึงไมสามารถนำไป

สกัดโดยวิธีอัตโนมัติได(41) ดวยเหตุนี้จึงไมเหมาะสมที่

จะนำตัวอยางเสมหะมาตรวจวิเคราะหดวยวิธี RT-PCR

แบบอัตโนมัติ เนื่องจากตัวอยางที่มีความหนืดอาจจะ

อดุตนัในเครือ่ง(42) ในตวัอยางมกัมเีอนไซม Deoxyribo-

nuclease (DNase) และ Ribonuclease (RNase) 

ซึง่เปนเอนไซมทีย่อยสลาย DNA และ RNA ปนเปอนอยู 

เพื่อปองกันตัวอยางถูกยอยสลาย จึงควรเติม DNase 

inhibitor และ Ribonuclease (RNase) เพื่อยับยั้ง

การทำงานของเอนไซมดังกลาวในกระบวนการสกัด(43,44)

การพัฒนาวิธีการสกัดดวยเยื่อหุมใยแกว (glass 

fiber membranes) ดวย nontoxic buffer ประกอบดวย

การสลายไวรัส การยึดจับ และการละลาย RNA โดย

ใช KCl, เอนไซม proteinase K และตัวนำพา RNA 

(carrier RNA) สามารถเก็บรักษาสารพันธุกรรมไวได

โดยไมตองใชระบบควบคุมความเย็นหรืออุปกรณท่ีมี

ราคาแพง ซึ่งเปนวิธีที่ งายและประหยัด ชวยเพิ่ม

ความสามารถในการตรวจหาเช้ือไวรัส และตอบสนอง

ตอสถานการณการแพรระบาดของเช้ือกอโรคในพื้นที่

ทีม่ขีอจำกดัดานทรพัยากรตางๆ ไดอยางมปีระสทิธภิาพ(45) 

จากการทบทวนองคความรู พบวาแมในปจจุบัน

จะมกีารพฒันาวธิกีารสกดัสารพนัธกุรรมทัง้แบบ manual

และแบบอัตโนมัติ (automated) ดวยนวัตกรรมและ

เทคโนโลยีที่ทันสมัย เชน การเสริมสมรรถนะการสกัด

กรดนวิคลอีกิ โดยใชกระบวนการทางเคม ีทางฟสกิส และ

ทางชีวภาพแบบผสมผสาน จึงชวยใหสามารถสกัดกรด

นวิคลอีกิไดในปริมาณทีเ่พิม่มากขึน้ นอกจากนีก้ารเตรียม

ตัวอยางเบ้ืองตนอยางเหมาะสมกอนสกัดก็มีความสำคัญ

เชนกนั เชน ตวัอยางชิน้เนือ้ปอด ควรบดเนือ้เยือ่ดวยวธิกีล

จนมีลักษณะละเอียดกอนใชวิธีทางเคมีหรือชีวภาพ

ตอไป เปนตน วธิกีารทีก่ลาวมานีจ้ะชวยเพิม่ประสทิธภิาพ

ในการยอยสลายเซลลและอนุภาคไวรัส แมไวรัสท่ีจะ

อยูในช้ินเนื้อ เนื้อเยื่อ หรือมีเช้ือไวรัสในปริมาณต่ำ

จะชวยใหสามารถสกดักรดนวิคลอีกิท่ีมคีวามบรสิทุธิแ์ละ

มีความเขมขนเพิ่มมากข้ึน ทำใหไดปริมาณและคุณภาพ

ของกรดนิวคลีอิกที่เหมาะสมสำหรับนำไปวิเคราะหทาง

ชีวโมเลกุลตอไป
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สรุป

การยอยสลายโครงสรางหอหุมสารพันธุกรรม

ของไวรัสเริ่มตั้งแตการยอยสลายเซลลโฮสต การทำลาย

โครงสรางไวรัส และยอยสลายโปรตีนที่หอหุมสาร

พันธุกรรม เปนขั้นตอนสำคัญสำหรับกระบวนการสกัด

กรดนิวคลีอิก การเลือกวิธีการท่ีเหมาะสมจึงข้ึนอยูกับ

ชนิดของตัวอยาง รวมทั้งขอจำกัดและทรัพยากรของ

หองปฏิบัติการ ในการสกัดกรดนิวคลีอิกตองพิจารณา

การใชวิธีการตางๆ เชน วิธีทางดานเคมี กายภาพ และ

ชวีภาพ เพือ่ใหไดสารพันธกุรรมของไวรสัทีมี่ความบรสิทุธิ์ 

และลดการปนเปอนของสารตกคางจากกระบวนการสกดั 

นอกจากนี้การควบคุมสภาพแวดลอมท่ีเหมาะสม เชน 

อณุหภมู ิระยะเวลาในการทำปฏกิริยิา และการรกัษาความ

สมดุลของกรด–ดาง  มีความสำคัญตอประสิทธิภาพของ

กระบวนการสกดัสารพนัธกุรรม เพือ่ใหไดสารพนัธกุรรม

ที่มีคุณภาพสูงในการนำไปใชประโยชนตางๆ ตอไป

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ หองปฏิบัติการไวรัสวิทยา และ

ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตรโรงพยาบาล

รามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล ท่ีชวยใหเกิดการศึกษา

และจัดทำบทความนี้
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Treewat Watthanachockchai and Kingkan Rakmanee
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10400, Thailand

Lysis of Host Cells and Viral Particles in 
Extracting Viral Nucleic Acids from 

Human Samples

ABSTRACT Cell lysis and disruption of the structures encapsulating the genetic materials of viruses 
are the initial steps in nucleic acid extraction, a critical process in the molecular diagnostics of viral 
pathogens such as HIV, SARS-CoV-2, MERS-CoV, and infl uenza, which are essential for controlling
outbreaks, monitoring their spread, and studying the evolution of pathogenic viruses. Nucleic acid 
extraction plays a pivotal role in molecular biology techniques, including PCR, Real-Time PCR, and 
Next-Generation Sequencing (NGS). The development of extraction methods that destroy the genetic 
material envelope structure, inhibit nuclease activity, and eliminate contaminants is essential. These 
approaches contribute to the effi  cient degradation of cells and virus particles. Laboratory diagnostic experience 
indicates that the quality of extracted nucleic acid has a direct impact on analytical accuracy. This eff ect is 
particularly signifi cant in samples containing low viral loads. Therefore, the development of effi  cient extraction 
methods is crucial for obtaining pure nucleic acids in suffi  cient quantities for laboratory analysis and 
medical applications.

Keywords: Cell lysis, Viral particle disruption, Nucleoprotein, Nucleic acid extraction
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