
วัสดุและอุปกรณ

ชนิดตัวอยาง

     ตัวอยางสงตรวจที่ใชสําหรับการขึ้นทะเบียนยาแผนโบราณต้ังแตปพ.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

อุปกรณและเครื่องมือ

Erlenmeyer flask                                                  Beaker            

Cylinder  Anaerobic jar

 Loop                                                                  Biosafety cabinet class II 

Incubator

วิธีการศึกษา

ทดสอบหาเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนในยาแผนโบราณ (Microbial Limit Tests) วิธีทดสอบตามตํารายาของประเทศไทย ( TP 

Supplement 2005 )

ทําการควบคุมคุณภาพการทดสอบโดยทําการทดสอบ Negative control เพ่ือตรวจสอบวาอาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายที่ใชมีเชื้อ

ปนเปอนหรือไม ทําการทดสอบ Positive control เพ่ือทดสอบวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชมีประสิทธิภาพที่สามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อที่ตองการทํา

การทดสอบไดหรือไม และทําการทดสอบ Positive product control เพ่ือดูวาผลิตภัณฑตัวอยางที่เราตองการทดสอบนั้นไมมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเชื้อที่ตองการทดสอบ

วิธีการทดสอบเชื้อ Stapylococcus aureus

 1.  ชั่งตัวอยาง/ปเปตตัวอยาง 10 กรัม/10 มิลลิลิตร ลงใน Flask

            2.  เติมสารละลายบัฟเฟอร จํานวน 90 มิลลิลิตร ลงใน Flask

            3.  ปเปตตัวอยาง 10 มิลลิลิตร ซ่ึงเทียบเทาปริมาณตัวอยาง 1 กรัม ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAT Broth บมที่อุณหภูม ิ35-37 องศาเซลเซียส เปน                                        

เวลา 18-24 ชั่วโมง

            4.  Streak ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MSA และ BPA จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-72 ชั่วโมง

            5. ดูลักษณะโคโลนทีี่เกิดขึ้น เทียบกับ Positive control

วิธีการทดสอบเชื้อ Salmonella spp.

             1. ชั่งตัวอยาง/ปเปตตัวอยาง  10 กรัม/10 มิลลิลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAT Broth

             2. นําตัวอยางที่ไดไปบมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง

             3. ปเปตตัวอยาง 1 ml ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TBG และ RVS จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง

             4. Streak อาหารเลี้ยงเชื้อ TBG และ RVS ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ BGA BSA และ XLD บมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 

ชั่วโมง

             5. ดูลักษณะโคโลนีที่เกิดขึ้น เทียบกับ Positive control

วิธีการทดสอบเชื้อ Clostridium spp.

             1. ชั่งตัวอยาง 10 กรัม/10 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ปดดวย liquid paraffin เพ่ือใหเกิดสภาวะ Anaerobe นําตัวอยางที่ไดไปบมที่   

อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง

             2. ใช Pasteur pipette ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อลงบน Plate CBA+G แลวใช Loop streak

             3. จากนัน้บมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียสที่สภาวะ Anaerobe เปนเวลา 48 ชั่วโมง

             4. ดูลักษณะโคโลนีที่เกิดขึ้น เทียบกับ Positive control

ธนพล เอี่ยมสอาด*  สันติพงษ วงศเพ็ญทักษ  อนัญญา สุพันธุวณิช  ขวญัฤดี ลิ้มทองเจริญ

สํานักยาและวัตถุเสพติด กรมวิทยาศาสตรการแพทย
บทคัดยอ

 สํานักยาและวัตถุเสพติด กรมวิทยาศาสตรการแพทยเปนหนวยงานหลักในการตรวจวเิคราะหการปนเปอนของเช้ือจลุินทรียในยาแผนโบราณเพื่อใชเปนหลกัฐานประกอบการข้ึนทะเบียนตํารับ ตามประกาศสาํนักงานคณะกรรมการอาหารและยา เรือ่ง

หลักเกณฑการพิจารณาข้ึนทะเบียนตํารับยาแผนโบราณเก่ียวกับมาตรฐานการปนเปอนเช้ือจุลินทรยี ซึ่งระบุวาตองไมพบการปนเปอนเช้ือ  Stapylococcus aureus/กรัม Salmonella spp./10 กรัมและ Clostridium spp./10 กรัม โดยใชวิธีทดสอบตาม Thai 

Pharmacopoeia Supplement  2005  จากการทดสอบยาแผนโบราณที่ขอข้ึนทะเบียนระหวางป พ.ศ. 2557- 2561 จํานวน 828 ตัวอยาง พบวาใน ป 2557 จํานวน 203 ตัวอยาง ผดิมาตรฐาน 20 ตัวอยาง (รอยละ 9.85) ในป 2558 จํานวน 235 ตัวอยาง ผิด

มาตรฐาน 39 ตัวอยาง (รอยละ 16.59) ในป 2559 จํานวน 158 ตัวอยาง ผิดมาตรฐาน 34 ตัวอยาง (รอยละ 21.50) ในป 2560 จํานวน 118 ตัวอยาง ผิดมาตรฐาน 9 ตัวอยาง (รอยละ7.62) และในป 2561 จํานวน 114 ตัวอยาง ผดิมาตรฐาน 17 ตัวอยาง ( รอยละ

18.50 )  ทุกตัวอยางที่ผดิมาตรฐานพบวาเปนการปนเปอนเช้ือ Clostridium spp. ซึ่งเปนเช้ือที่สามารถพบไดในดินและเช้ือน้ีทําใหเกิดโรคทองรวง ซึ่งแสดงถึงกระบวนการผลติและการควบคุมคุณภาพที่ไมดีพอ ผูผลิตควรมีการปรับปรุงคุณภาพยาเพื่อใหไดมาตรฐาน 

ซึ่งขอมูลจากการศึกษาน้ีสามารถนําไปใชในหนวยงานที่เก่ียวของ เชน สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา สามารถใชเปนขอมูลสําหรับพิจารณาทบทวนนโยบาย หรือกฎหมายที่เก่ียวของ

บทนํา
ยาแผนโบราณตามพระราชบัญญัติยา พ.ศ. 2510 หมายถึง ยาเตรียมจากสมนุไพรที่มุงหมายสําหรับใชในการประกอบโรคศลิปะ

แผนโบราณ หรือการบําบดัสัตว ซึ่งอยูในตํารายาแผนโบราณที่รัฐมนตรีประกาศหรือ ยาที่รัฐมนตรีประกาศเปนยาแผนโบราณ หรือ ยาที่

ไดรับอนุญาตใหข้ึนทะเบียนตํารับเปนยาแผนโบราณ ในปจจุบนัรัฐบาลมีนโยบายใหประเทศไทยพึ่งพาตนเองในดานสาธารณสขุ กระทรวง

สาธารณสุขจึงมีการสนับสนุนและสงเสริมการใชสมุนไพรที่สามารถหาไดงายตามทองถ่ินนํามาผลิตเปนยาแผนโบราณในการรักษาโรคมาก

ข้ึน เพือ่เปนการสงเสรมิการรักษาโรคอีกทางเลอืกหน่ึง แตในการผลติยาแผนโบราณน้ันมีแหลงผลิตหลากหลาย เชน โรงงานยาสมุนไพร 

กลุมแมบาน วัด กลุมชาวบาน  ก็สามารถผลติและนํามาข้ึนทะเบียนยาแผนโบราณที่สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาได ทําให

คุณภาพยาแผนโบราณที่ไดมีคุณภาพแตกตางกันสงผลตอประสทิธิภาพและความปลอดภัยของผูบริโภค โดยแหลงปนเปอนจลุนิทรียใน

การผลติยาแผนโบราณจะมาจากวัตถุดิบเน่ืองจากพืชสมุนไพรโดยเฉพาะในสวนรากหรือเหงามักพบการปนเปอนเช้ือจากดินทีใ่ชในการ

เพาะปลกู ซึง่เช้ือดังกลาวทําใหเกิดโรคในมนุษย รวมถึงนํ้าที่ใชในการผลิต  สถานที่ผลติ เครื่องมือและอุปกรณทีใ่ชในการผลติ ภาชนะที่

ใชบรรจุยา รวมทั้งบุคลากรที่เก่ียวของในการผลติยา ปจจัยดังกลาวมีโอกาสทําใหยาแผนโบราณมีโอกาสเกิดการปนเปอนเช้ือได ดังน้ัน

ผูจัดทําจงึไดทําการสํารวจคุณภาพยาแผนโบราณทางดานจุลชีววิทยาที่ใชประกอบการข้ึนทะเบียนทีส่ํานักงานคณะกรรมการอาหารและ

ยา ต้ังแต พ.ศ. 2557-2561 โดยใชวธิกีารทดสอบตาม Thai Pharmacopoeia Supplement  2005 และเกณฑขอกําหนดตามประกาศ

สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา เพือ่ใหทราบถึงปญหาทีเ่กิดข้ึนและสามารถนําปญหาดังกลาวมาพฒันาเปนแนวทางการปองกัน

การปนเปอนจุลินทรียในการผลิตยาแผนโบราณได

การผลิตยาแผนโบราณใหอยูในเกณฑมาตรฐาน จําเปนตองมีการควบคุมปริมาณเช้ือจุลินทรียที่อาจปนเปอนมา

กับสมุนไพรซึ่งเปนองคประกอบสําคัญของยาแผนโบราณ หรือปนเปอนในระหวางข้ันตอนกระบวนการผลิต การทดสอบ

หาการปนเปอนเช้ือจุลินทรียในยาแผนโบราณจึงมีความสําคัญ เพื่อหาวิธีลดการปนเปอนของเช้ือจุลินทรีย จากผลการ

ทดสอบการปนเปอนเช้ือจุลินทรียในยาแผนโบราณที่ใชประกอบการข้ึนทะเบียนกับสํานักงานคณะกรรมการอาหารและ

ยา ป พ.ศ. 2557-2561 พบวาแนวโนมในแตละปข้ึน-ลงไมแนนอนแสดงถึงความสามารถในการผลิตยาแผนโบราณและ

การควบคุมคุณภาพยาแผนโบราณที่ไมคงที่ ตัวอยางที่สํารวจสวนมากผลิตโดยโรงงานผลิตยาเอกชน โรงพยาบาลของรัฐ

และประชาชนทั่วไป ซ่ึงยังพบปญหาดานการปนเปอนเช้ือจุลินทรียคอนขางสูง ผูผลิตควรตระหนักถึงการปฏิบัติตาม

หลักเกณฑวิธีการที่ดีในการผลิตยาอยางเครงครัดโดยเริ่มต้ังแตการคัดเลือกวัตถุดิบสมุนไพรที่มีคุณภาพที่ดีและสะอาด มี

มาตรฐานในการเก็บเก่ียว กรรมวิธีหลังการเก็บเก่ียว และการเก็บรักษาที่ดี การควบคุมความสะอาดในทุกข้ันตอน การ

อบรมสุขอนามัยใหกับบุคลากรที่เก่ียวของกับการผลิต การใชภาชนะบรรจุยาที่มีคุณภาพ ดังน้ันเพื่อเปนการยกระดับ

คุณภาพและมาตรฐานดานการผลิตยาแผนโบราณของประเทศไทยใหไดมาตรฐานสากล หนวยงานภาครัฐที่เก่ียวของ

เชน สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา จะตองใหความรูอยางจริงจังเรื่องหลักเกณฑ วิธีการที่ดีในการผลิตยาแผน

โบราณแกผูประกอบการผลิตยาแผนโบราณ รวมทั้งใหคําแนะนําเรื่องสุขลักษณะแกเกษตรกรผูเพาะปลูกสมุนไพร ทั้งน้ี

เพื่อเปนการสรางหลักประกันคุณภาพมาตรฐานการบริการดานยาแผนโบราณ และสรางความมั่นใจแกผูบริโภคใหไดรับ
ยาที่ดีมีคุณภาพ
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การสํารวจคุณภาพยาแผนโบราณทางดานจุลชีววิทยาที่ขึ้นทะเบียนในประเทศไทยปพ.ศ. 2557-2561

ยาแผนโบราณ ปพ.ศ. จํานวนยาแผนโบราณ

ทั้งหมด

จํานวนยาแผนโบราณที่

เขามาตรฐาน (รอยละ)

จํานวนยาแผนโบราณที่ผิด

มาตรฐาน (รอยละ)

2557 203 ตัวอยาง 183 ตัวอยาง

(90.15)

20 ตัวอยาง

(9.85)

2558 235 ตัวอยาง 196 ตัวอยาง

(83.41)

39 ตัวอยาง

(16.59)

2559 158 ตัวอยาง 124 ตัวอยาง

(78.50)

34 ตัวอยาง

(21.50)

2560 118 ตัวอยาง 109 ตัวอยาง

(92.38)

9 ตัวอยาง

(7.62)

2561 114 ตัวอยาง 97 ตัวอยาง

(81.50)

17 ตัวอยาง

(18.50)

 

ตารางที่ 1 ผลการทดสอบการปนเปอนยาแผนโบราณที่ทําการสํารวจตั้งแตปพ.ศ. 2557-2561 

(828 ตัวอยาง)

ตารางที่ 2 จาํนวนตัวอยางที่ผิดมาตรฐานจําแนกตามชนิดของเช้ือที่กําหนด

มาตรฐานเช้ือที่กําหนด จํานวนตัวอยางที่พบเช้ือ ผลการทดสอบการปนเปอนเช้ือจุลินทรยี

จํานวนที่ผิดมาตรฐาน/จาํนวน

ตัวอยางทั้งหมด

จํานวนที่ผิดมาตรฐานรอยละ

Staphylococus aureus 0 0/828 0

Salmonella spp. 0 0/828 0

Clostridium spp. 119 119/828 14.37

ผลการศกึษา

สรุปผลและวิจารณ

เกณฑการประเมินผลการทดสอบ
ตัวอยางที่ทดสอบจะตองไมพบเช้ือ Staphylococcus aureus/กรัม  Salmonella spp./10 กรัม และ

เช้ือClostridium spp./10 กรัม ตัวอยางจึงจะเขามาตรฐาน ตามประกาศสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา
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