
วัสดุและอุปกรณ

ชนิดตัวอยาง

     ตัวอยางสงตรวจที่ใชสําหรับการขึ้นทะเบียนยาแผนโบราณต้ังแตปพ.ศ. 2557-2561

เชื้อมาตรฐาน

 เชื้อมาตรฐาน Stapylococus aureus ATCC 6538

        เชื้อมาตรฐาน Salmonella Abony  NCTC 6017

 เชื้อมาตรฐาน Clostridium sporogenes ATCC 19404

อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี

  สารละลายบัฟเฟอร (Nutralizing fluid)

 TAT Broth Base

 Reinforce clostridium media (RCM)

 Mannitol Salt Agar  (MSA) 

 Baird-Parker Agar  (BPA) 

 Tetrathionate Brilliant-green Bile Enrichment Broth  (TBG)              

 Rappaport Vassiliadis Broth  (RVS)    

 Brilliant Green Agar (BGA)

 Bismuth Sulfite Agar (BSA)

 Xylose-Lysine-Deoxycholate Agar  (XLD)  

 Columbia Agar (1,000 ml) + Gentamicin sulfate corresponding to 20 mg of gentamicin base (CBA+G)

            Liquid paraffin

อุปกรณและเครื่องมือ

Erlenmeyer flask                                                  Beaker            

Cylinder  Anaerobic jar

 Loop                                                                  Biosafety cabinet class II 

Incubator

วิธีการศึกษา

ทดสอบหาเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนในยาแผนโบราณ (Microbial Limit Tests) วิธีทดสอบตามตํารายาของประเทศไทย ( TP 

Supplement 2005 )

ทําการควบคุมคุณภาพการทดสอบโดยทําการทดสอบ Negative control เพ่ือตรวจสอบวาอาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายที่ใชมีเชื้อ

ปนเปอนหรือไม ทําการทดสอบ Positive control เพ่ือทดสอบวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชมีประสิทธิภาพที่สามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อที่ตองการทํา

การทดสอบไดหรือไม และทําการทดสอบ Positive product control เพ่ือดูวาผลิตภัณฑตัวอยางที่เราตองการทดสอบนั้นไมมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเชื้อที่ตองการทดสอบ

วิธีการทดสอบเชื้อ Stapylococcus aureus

 1.  ชั่งตัวอยาง/ปเปตตัวอยาง 10 กรัม/10 มิลลิลิตร ลงใน Flask

            2.  เติมสารละลายบัฟเฟอร จํานวน 90 มิลลิลิตร ลงใน Flask

            3.  ปเปตตัวอยาง 10 มิลลิลิตร ซ่ึงเทียบเทาปริมาณตัวอยาง 1 กรัม ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAT Broth บมที่อุณหภูม ิ35-37 องศาเซลเซียส เปน                                        

เวลา 18-24 ชั่วโมง

            4.  Streak ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MSA และ BPA จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-72 ชั่วโมง

            5. ดูลักษณะโคโลนทีี่เกิดขึ้น เทียบกับ Positive control

วิธีการทดสอบเชื้อ Salmonella spp.

             1. ชั่งตัวอยาง/ปเปตตัวอยาง  10 กรัม/10 มิลลิลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAT Broth

             2. นําตัวอยางที่ไดไปบมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง

             3. ปเปตตัวอยาง 1 ml ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TBG และ RVS จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง

             4. Streak อาหารเลี้ยงเชื้อ TBG และ RVS ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ BGA BSA และ XLD บมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 

ชั่วโมง

             5. ดูลักษณะโคโลนีที่เกิดขึ้น เทียบกับ Positive control

วิธีการทดสอบเชื้อ Clostridium spp.

             1. ชั่งตัวอยาง 10 กรัม/10 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ปดดวย liquid paraffin เพ่ือใหเกิดสภาวะ Anaerobe นําตัวอยางที่ไดไปบมที่   

อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง

             2. ใช Pasteur pipette ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อลงบน Plate CBA+G แลวใช Loop streak

             3. จากนัน้บมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียสที่สภาวะ Anaerobe เปนเวลา 48 ชั่วโมง

             4. ดูลักษณะโคโลนีที่เกิดขึ้น เทียบกับ Positive control

ธนพล เอี่ยมสอาด*  สันติพงษ วงศเพ็ญทักษ  อนัญญา สุพันธุวณิช  ขวญัฤดี ลิ้มทองเจริญ

สํานักยาและวัตถุเสพติด กรมวิทยาศาสตรการแพทย
บทคัดยอ

 สํานักยาและวัตถุเสพติด กรมวิทยาศาสตรการแพทยเปนหนวยงานหลักในการตรวจวเิคราะหการปนเปอนของเช้ือจลุินทรียในยาแผนโบราณเพื่อใชเปนหลกัฐานประกอบการข้ึนทะเบียนตํารับ ตามประกาศสาํนักงานคณะกรรมการอาหารและยา เรือ่ง

หลักเกณฑการพิจารณาข้ึนทะเบียนตํารับยาแผนโบราณเก่ียวกับมาตรฐานการปนเปอนเช้ือจุลินทรยี ซึ่งระบุวาตองไมพบการปนเปอนเช้ือ  Stapylococcus aureus/กรัม Salmonella spp./10 กรัมและ Clostridium spp./10 กรัม โดยใชวิธีทดสอบตาม Thai 

Pharmacopoeia Supplement  2005  จากการทดสอบยาแผนโบราณที่ขอข้ึนทะเบียนระหวางป พ.ศ. 2557- 2561 จํานวน 828 ตัวอยาง พบวาใน ป 2557 จํานวน 203 ตัวอยาง ผดิมาตรฐาน 20 ตัวอยาง (รอยละ 9.85) ในป 2558 จํานวน 235 ตัวอยาง ผิด

มาตรฐาน 39 ตัวอยาง (รอยละ 16.59) ในป 2559 จํานวน 158 ตัวอยาง ผิดมาตรฐาน 34 ตัวอยาง (รอยละ 21.50) ในป 2560 จํานวน 118 ตัวอยาง ผิดมาตรฐาน 9 ตัวอยาง (รอยละ7.62) และในป 2561 จํานวน 114 ตัวอยาง ผดิมาตรฐาน 17 ตัวอยาง ( รอยละ

18.50 )  ทุกตัวอยางที่ผดิมาตรฐานพบวาเปนการปนเปอนเช้ือ Clostridium spp. ซึ่งเปนเช้ือที่สามารถพบไดในดินและเช้ือน้ีทําใหเกิดโรคทองรวง ซึ่งแสดงถึงกระบวนการผลติและการควบคุมคุณภาพที่ไมดีพอ ผูผลิตควรมีการปรับปรุงคุณภาพยาเพื่อใหไดมาตรฐาน 

ซึ่งขอมูลจากการศึกษาน้ีสามารถนําไปใชในหนวยงานที่เก่ียวของ เชน สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา สามารถใชเปนขอมูลสําหรับพิจารณาทบทวนนโยบาย หรือกฎหมายที่เก่ียวของ

บทนํา
ยาแผนโบราณตามพระราชบัญญัติยา พ.ศ. 2510 หมายถึง ยาเตรียมจากสมนุไพรที่มุงหมายสําหรับใชในการประกอบโรคศลิปะ

แผนโบราณ หรือการบําบดัสัตว ซึ่งอยูในตํารายาแผนโบราณที่รัฐมนตรีประกาศหรือ ยาที่รัฐมนตรีประกาศเปนยาแผนโบราณ หรือ ยาที่

ไดรับอนุญาตใหข้ึนทะเบียนตํารับเปนยาแผนโบราณ ในปจจุบนัรัฐบาลมีนโยบายใหประเทศไทยพึ่งพาตนเองในดานสาธารณสขุ กระทรวง

สาธารณสุขจึงมีการสนับสนุนและสงเสริมการใชสมุนไพรที่สามารถหาไดงายตามทองถ่ินนํามาผลิตเปนยาแผนโบราณในการรักษาโรคมาก

ข้ึน เพือ่เปนการสงเสรมิการรักษาโรคอีกทางเลอืกหน่ึง แตในการผลติยาแผนโบราณน้ันมีแหลงผลิตหลากหลาย เชน โรงงานยาสมุนไพร 

กลุมแมบาน วัด กลุมชาวบาน  ก็สามารถผลติและนํามาข้ึนทะเบียนยาแผนโบราณที่สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาได ทําให

คุณภาพยาแผนโบราณที่ไดมีคุณภาพแตกตางกันสงผลตอประสทิธิภาพและความปลอดภัยของผูบริโภค โดยแหลงปนเปอนจลุนิทรียใน

การผลติยาแผนโบราณจะมาจากวัตถุดิบเน่ืองจากพืชสมุนไพรโดยเฉพาะในสวนรากหรือเหงามักพบการปนเปอนเช้ือจากดินทีใ่ชในการ

เพาะปลกู ซึง่เช้ือดังกลาวทําใหเกิดโรคในมนุษย รวมถึงนํ้าที่ใชในการผลิต  สถานที่ผลติ เครื่องมือและอุปกรณทีใ่ชในการผลติ ภาชนะที่

ใชบรรจุยา รวมทั้งบุคลากรที่เก่ียวของในการผลติยา ปจจัยดังกลาวมีโอกาสทําใหยาแผนโบราณมีโอกาสเกิดการปนเปอนเช้ือได ดังน้ัน

ผูจัดทําจงึไดทําการสํารวจคุณภาพยาแผนโบราณทางดานจุลชีววิทยาที่ใชประกอบการข้ึนทะเบียนทีส่ํานักงานคณะกรรมการอาหารและ

ยา ต้ังแต พ.ศ. 2557-2561 โดยใชวธิกีารทดสอบตาม Thai Pharmacopoeia Supplement  2005 และเกณฑขอกําหนดตามประกาศ

สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา เพือ่ใหทราบถึงปญหาทีเ่กิดข้ึนและสามารถนําปญหาดังกลาวมาพฒันาเปนแนวทางการปองกัน

การปนเปอนจุลินทรียในการผลิตยาแผนโบราณได

การผลิตยาแผนโบราณใหอยูในเกณฑมาตรฐาน จําเปนตองมีการควบคุมปริมาณเช้ือจุลินทรียที่อาจปนเปอนมา

กับสมุนไพรซึ่งเปนองคประกอบสําคัญของยาแผนโบราณ หรือปนเปอนในระหวางข้ันตอนกระบวนการผลิต การทดสอบ

หาการปนเปอนเช้ือจุลินทรียในยาแผนโบราณจึงมีความสําคัญ เพื่อหาวิธีลดการปนเปอนของเช้ือจุลินทรีย จากผลการ

ทดสอบการปนเปอนเช้ือจุลินทรียในยาแผนโบราณที่ใชประกอบการข้ึนทะเบียนกับสํานักงานคณะกรรมการอาหารและ

ยา ป พ.ศ. 2557-2561 พบวาแนวโนมในแตละปข้ึน-ลงไมแนนอนแสดงถึงความสามารถในการผลิตยาแผนโบราณและ

การควบคุมคุณภาพยาแผนโบราณที่ไมคงที่ ตัวอยางที่สํารวจสวนมากผลิตโดยโรงงานผลิตยาเอกชน โรงพยาบาลของรัฐ

และประชาชนทั่วไป ซ่ึงยังพบปญหาดานการปนเปอนเช้ือจุลินทรียคอนขางสูง ผูผลิตควรตระหนักถึงการปฏิบัติตาม

หลักเกณฑวิธีการที่ดีในการผลิตยาอยางเครงครัดโดยเริ่มต้ังแตการคัดเลือกวัตถุดิบสมุนไพรที่มีคุณภาพที่ดีและสะอาด มี

มาตรฐานในการเก็บเก่ียว กรรมวิธีหลังการเก็บเก่ียว และการเก็บรักษาที่ดี การควบคุมความสะอาดในทุกข้ันตอน การ

อบรมสุขอนามัยใหกับบุคลากรที่เก่ียวของกับการผลิต การใชภาชนะบรรจุยาที่มีคุณภาพ ดังน้ันเพื่อเปนการยกระดับ

คุณภาพและมาตรฐานดานการผลิตยาแผนโบราณของประเทศไทยใหไดมาตรฐานสากล หนวยงานภาครัฐที่เก่ียวของ

เชน สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา จะตองใหความรูอยางจริงจังเรื่องหลักเกณฑ วิธีการที่ดีในการผลิตยาแผน

โบราณแกผูประกอบการผลิตยาแผนโบราณ รวมทั้งใหคําแนะนําเรื่องสุขลักษณะแกเกษตรกรผูเพาะปลูกสมุนไพร ทั้งน้ี

เพื่อเปนการสรางหลักประกันคุณภาพมาตรฐานการบริการดานยาแผนโบราณ และสรางความมั่นใจแกผูบริโภคใหไดรับ
ยาที่ดีมีคุณภาพ

เอกสารอางองิ

1.ศิริพรรณ วงศวานิช การตรวจวินิจฉัยเช้ือบักเตรีไรอากาศในหองปฏิบัติการ หนา 15-47

2. Thai Herbal Pharmacopoeia Volume I and II Appendix X Department of Medical Sciences, Ministry of 

Public Health 2005: page 11-27

การสํารวจคุณภาพยาแผนโบราณทางดานจุลชีววิทยาที่ขึ้นทะเบียนในประเทศไทยปพ.ศ. 2557-2561

ยาแผนโบราณ ปพ.ศ. จํานวนยาแผนโบราณ

ทั้งหมด

จํานวนยาแผนโบราณที่

เขามาตรฐาน (รอยละ)

จํานวนยาแผนโบราณที่ผิด

มาตรฐาน (รอยละ)

2557 203 ตัวอยาง 183 ตัวอยาง

(90.15)

20 ตัวอยาง

(9.85)

2558 235 ตัวอยาง 196 ตัวอยาง

(83.41)

39 ตัวอยาง

(16.59)

2559 158 ตัวอยาง 124 ตัวอยาง

(78.50)

34 ตัวอยาง

(21.50)

2560 118 ตัวอยาง 109 ตัวอยาง

(92.38)

9 ตัวอยาง

(7.62)

2561 114 ตัวอยาง 97 ตัวอยาง

(81.50)

17 ตัวอยาง

(18.50)

 

ตารางที่ 1 ผลการทดสอบการปนเปอนยาแผนโบราณที่ทําการสํารวจตั้งแตปพ.ศ. 2557-2561 

(828 ตัวอยาง)

ตารางที่ 2 จาํนวนตัวอยางที่ผิดมาตรฐานจําแนกตามชนิดของเช้ือที่กําหนด

มาตรฐานเช้ือที่กําหนด จํานวนตัวอยางที่พบเช้ือ ผลการทดสอบการปนเปอนเช้ือจุลินทรยี

จํานวนที่ผิดมาตรฐาน/จาํนวน

ตัวอยางทั้งหมด

จํานวนที่ผิดมาตรฐานรอยละ

Staphylococus aureus 0 0/828 0

Salmonella spp. 0 0/828 0

Clostridium spp. 119 119/828 14.37

ผลการศกึษา

สรุปผลและวิจารณ

เกณฑการประเมินผลการทดสอบ
ตัวอยางที่ทดสอบจะตองไมพบเช้ือ Staphylococcus aureus/กรัม  Salmonella spp./10 กรัม และ

เช้ือClostridium spp./10 กรัม ตัวอยางจึงจะเขามาตรฐาน ตามประกาศสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา
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