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บทคัดย่อ
หลักการและวัตถุประสงค์: การระบาดของเชื้อไวรัสอุบัติใหม่โควิด-19 ที่มีผลต่อทุก

ประเทศทั่วโลก ทำาให้หน้ากากอนามัยซึ่งเป็นอุปกรณ์ที่ใช้ป้องกันการติดเชื้อในระบบทางเดิน

หายใจไม่เพียงพอต่อความต้องการใช้งานที่เพ่ิมสูงขึ้นอย่างฉับพลัน โดยเฉพาะในกลุ่มบุคลากร

ทางการแพทย์ซึ่งมีความเสี่ยงในการติดเชื้อสูงจากการปฏิบัติงาน การนำาหน้ากากอนามัยมาใช้

ซำา้หลังทำาการทำาลายเชือ้แลว้เปน็อกีแนวทางหน่ึงในการบรรเทาปญัหาความขาดแคลนน้ีได ้การ

ศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อทำาการทดสอบประสิทธิภาพของตู้ฉายแสงยูวีซีในการทำาลายเชื้อ

ไวรัสที่ปนเปื้อนบนหน้ากากอนามัยเพื่อให้สามารถนำากลับมาใช้ซำ้าได้อย่างปลอดภัย

วธีิการศกึษา: เชือ้ทีใ่ชเ้ป็นตวัแทนในการศกึษาคอืไวรสัเดงกี ่(Dengue virus) ซึง่เป็นอาร์

เอ็นเอไวรัสที่มีเปลือกหุ้ม เช่นเดียวกันกับ SAR CoV2 ที่ก่อโรคโควิด-19 (COVID-19) เนื่องจาก

ห้องปฏิบัติการไม่สามารถทำาการเพาะเลี้ยงเชื้อ COVID-19 ได้ ไวรัสตัวแทนที่ทราบความเข้มข้น

จะถูกนำามาป้ายลงบนพื้นผิวหน้ากากอนามัยท่ีทำาการฆ่าเช้ือด้วยหม้อน่ึงความดันสูง และนำาไป

เขา้เครือ่งฉายแสงยวูทีีช่ว่งเวลาตา่ง ๆ  หลงัจากน้ันจะนำาเชือ้ท่ีเหลือมาตรวจสอบหาความสามารถ

ในการติดเชือ้ในเซลลเ์พาะเลีย้งดว้ยวิธี focus forming assay และตรวจหาสารพนัธกุรรมของเชือ้ 

ที่เหลืออยู่ ด้วยวิธี RT-PCR เพ่ือดูว่าการฉายด้วยแสงยูวีสามารถทำาลายความสามารถในการ 

ติดเชื้อและทำาลายสารพันธุกรรมของเชื้อได้ที่ระยะเวลาเท่าใด 

ผลการศึกษา: พบว่าการใช้แสงยูวีซีในตู้ต้นแบบขนาด 0.42 × 0.68 × 0.95 ลูกบาศก์

เมตร ที่มีปริมาณความเข้มของแสงยูวภีายในตู้ระหว่าง 0.198 - 0.656 mW/cm2 มีความสามารถ

ในการทำาลายคุณสมบัติในการติดเชื้อของไวรัสและทำาลายสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสได้ภายใน

ระยะเวลา 10 นาที
รับต้นฉบับ 4 มิถุนายน 2563, ปรับปรุงต้นฉบับ 7 มิถุนายน 2563, รับต้นฉบับตีพิมพ์ 8 มิถุนายน 2563
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สรุป: การใช้แสงยูวีซีในการทำาลายเชื้อไวรัสน้ันเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพและใช้เวลา 

ไม่นาน สามารถนำาไปใช้ในการทำาลายความสามารถในการติดเชื้อรวมถึงสารพันธุกรรมของเชื้อ

บนหน้ากากอนามัยที่ใช้แล้วเพื่อให้นำากลับมาใช้ซำ้าได้อย่างมั่นใจและมีความปลอดภัย 

คำาสำาคัญ: โรคติดเชื้อไวรัสโคโรนา 2019, หน้ากากอนามัยชนิดใช้แล้วทิ้ง, แสงยูวีซี

บทนำา
จากสถานการณก์ารระบาดของโรคตดิเช้ือไวรสัโคโรนา 2019 (โควดิ-19; COVID-19 ท่ีเกิด

ขึ้นกว่า 215 ประเทศทั่วโลก ทำาให้ความต้องการใช้หน้ากากอนามัยชนิดใช้แล้วทิ้ง (disposable 

surgical mask) เพิ่มสูงขึ้นมาก ทั้งในประชาชนทั่วไป และกลุ่มบุคลากรทางการแพทย์ที่จำาเป็น

ตอ้งใชห้นา้กากอนามยัเปน็อปุกรณป์อ้งกนัอนัตรายสว่นบคุคล (personal protective equipment; 

PPE) ในการคัดกรองหาผู้ติดเชื้อและในการดูแลรักษาผู้ป่วย จนทำาให้เกิดการขาดแคลนภายใน

ประเทศ เนือ่งจากผลติและจดัหาไดไ้ม่ทนัตอ่ความตอ้งการใช ้ดงันัน้ การนำาหนา้กากอนามยัมาใช้

ซำา้ จงึเปน็อกีทางเลอืกหนึง่ทีจ่ะชว่ยบรรเทาสถานการณว์กิฤตน้ีิ ศนูยค์วบคมุและปอ้งกนัโรคแห่ง

ประเทศสหรฐัอเมรกิา (Centers for Disease Control and Prevention; CDC) ไดแ้นะนำาแนวทาง

ปฏบิตัใินการขจดัการปนเปือ้นของเชือ้แบคทเีรียและเชือ้ไวรัสบนหน้ากากกรองอากาศชนิดใชแ้ล้ว

ทิ้ง (disposable filtering facepiece respirators; FFRs) เพื่อนำากลับมาซำ้าด้วย 3 วิธีการ ได้แก่ 

การใช้ความร้อนชื้น (moist heat) การฉายรังสียูวี (Ultraviolet germicidal irradiation (UVGI) 

และการอบดว้ยไอระเหยของไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ (vaporous hydrogen peroxide ; VHP) ซึง่

เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพดี สามารถทำาซำ้าได้หลายครั้ง โดยไม่ทำาให้คุณสมบัติในการกรองเชื้อโรค

ของหนา้กากเสยีไป1 ซึง่สอดคลอ้งกบัผลการศกึษาวธิกีารทำาลายเชือ้ท่ีปนเปือ้นบนหน้ากากกรอง

อากาศชนิดต่าง ๆ ที่พบว่า การฉายแสงยูวี (UVGI) การอบด้วยก๊าซเอทธิลีนออกไซด์ (Ethylene 

oxide; EtO) การอบด้วยไอระเหยของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (VHP) ในระดับที่เหมาะสม เป็นวิธี

ทีไ่มม่ผีลตอ่การเปลีย่นแปลงลกัษณะทางกายภาพและคณุสมบตัใินการกรองของหน้ากากกรอง

อากาศชนดิตา่ง ๆ 2,3 อยา่งไรกด็ ีการใชค้วามร้อนชืน้ และการอบดว้ยไอระเหยของไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ เป็นวิธีที่มีขั้นตอนยุ่งยาก ต้องใช้เครื่องมือเฉพาะ และใช้ระยะเวลาค่อนข้างนาน จึงอาจ

ไมเ่หมาะสมสำาหรบัการนำาไปใชใ้นหนว่ยงานทีด่แูลรกัษาผูป้ว่ย ในขณะทีก่ารใชแ้สงยวูซีเีปน็วธิทีี่

ทำาได้ง่าย ใช้เวลาในการทำาลายเชื้อไม่นาน จากการศึกษาพบว่าการใช้รังสีปริมาณ 1 -1.8 J/cm2 

มปีระสทิธภิาพในทำาลายเชือ้ไวรสัไข้หวดัใหญส่ายพนัธุเ์อ (H1N1 Influenza A virus) โดยสามารถ

ลดปรมิาณเชือ้ลงไดอ้ยา่งน้อย 103 เทา่ ภายในเวลา 1 นาที4 และลดลง 104 - 105 เท่าภายในเวลา 

15 นาที5 และจากข้อมลูของกรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข แนะนำาให้ฆา่เชือ้ท่ี

ปนเป้ือนบนหนา้กากกรองอากาศชนดิ N95 ดว้ยการฉายแสงยวูบีนพืน้ผวิหนา้กากทัง้สองดา้นดว้ย

ปริมาณรังสีไม่น้อยกว่า 0.5 J/cm2 เพื่อนำากลับมาใช้ซำ้าได้6 ดังนั้นจึงนับเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพดี 
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และสะดวกในการใช้งาน ดว้ยแนวคดิน้ี คณะวศิวกรรมศาสตร์ มหาวทิยาลัยขอนแกน่ จงึไดพ้ฒันา

ตู้ฉายแสงยูวีสำาหรับทำาลายเชื้อบนหน้ากากอนามัยท้ังด้านในและด้านนอกของหน้ากากในเวลา

เดียวกนั เพือ่ใหน้ำากลับมาใชซ้ำา้ไดใ้นระยะเวลาสัน้ และเนือ่งจากยงัไมม่รีายงานถงึประสทิธภิาพ

ของแสงยูวีซีในการทำาลายเชื้อบนหน้ากากอนามัยชนิดใช้แล้วทิ้ง คณะผู้ศึกษาจึงมีวัตถุประสงค์

ที่จะทำาการประเมินประสิทธิภาพของตู้ฉายแสงยูวีต้นแบบในการทำาลายเชื้อไวรัสโดยการศึกษา

นี้เลือกใช้ไวรัสเดงกี่ (Dengue virus) ซึ่งเป็นอาร์เอ็นเอไวรัสที่มีเปลือกหุ้ม เช่นเดียวกับเชื้อ SAR 

CoV2 ทีก่อ่โรคโควดิ-19 เปน็ตวัแทน โดยทำาการทดสอบคณุสมบตัใินการตดิเชือ้ในเซลลเ์พาะเลีย้ง

ชนิดวีโรเซลล์ซึ่งมีต้นกำาเนิดจากไตของลิง (African green monkey) และสารพันธุกรรมของเชื้อ 

ไวรสัเดงกีท่ีป่นเปือ้นบนหน้ากากอนามยัซึง่ผา่นการฉายแสงยวูซีแีล้ว ณ เวลาตา่ง ๆ  ผลการศกึษา

ครั้งนี้เพื่อให้บุคลากรทางการแพทย์นำาหน้ากากอนามัยมาใช้ซำ้าได้อย่างมั่นใจในความปลอดภัย 

วัตถุประสงค์
เพื่อทำาการทดสอบประสิทธิภาพของตู้ฉายแสงยูวีซีในการทำาลายเชื้อไวรัสที่ปนเปื้อน 

บนหน้ากากอนามัยเพื่อให้สามารถนำากลับมาใช้ซำ้าได้อย่างปลอดภัย

วิธีการศึกษา
การศึกษานี้เป็นการประเมินประสิทธิภาพของตู้ฉายแสงยูวีซีต้นแบบ ในการทำาลายเชื้อ 

ไวรัสท่ีปนเปื้อนบนหน้ากากอนามัย ที่ห้องปฏิบัติการบริการและวิจัย ภาควิชาจุลชีววิทยา  

คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ระหว่างวันที่ 25 มีนาคม ถึง 5 เมษายน 2563 โดย

ทำาการทดสอบคณุสมบตัใินการตดิเชือ้ของไวรสัในเซลล์เพาะเล้ียงท่ีลดลง รวมถงึการทำาลายสาร

พันธุกรรมของเชื้อไวรัสภายหลังการสัมผัสแสงยูวีซีท่ีช่วงเวลาต่าง ๆ โดยมีวิธีการและอุปกรณ์ท่ี

ใช้ ดังนี้

ตู้ฉายแสงยูวีซีต้นแบบ (UVC chamber) 
เป็นตู้แบบเคลื่อนที่ได้ พัฒนาขึ้นโดยคณะวิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น วัสดุ

ทำาจากไมซ้ึ่งสามารถดูดซับแสงยูวีซีได้ มีขนาด 0.42 × 0.68 × 0.95 ลูกบาศก์เมตร ภายในตู้มี
หลอดกำาเนิดแสงยูวีซี (ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร) ขนาด 20 วัตต์ จำานวน 4 หลอด ติดตั้งที่
ผนงัด้านในตู ้ดา้นละ 2 หลอด ส่วนกลางของตูเ้ปน็ราวไมซ้ึง่มตีะขอสำาหรบัแขวนหนา้กากอนามยั
แบบใชแ้ลว้ทิง้ ไดจ้ำานวน 16 อนั มีพดัลมระบายความร้อนซึง่อากาศภายในตูจ้ะถกูกรองผ่านแผ่น
กรองอากาศก่อนปล่อยออกสู่ภายนอก 
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การเตรียมตัวอย่างหน้ากากอนามัย 

 หน้ากากอนามัยที่นำามาศึกษาเป็นหน้ากากชนิดใช้แล้วทิ้ง ยี่ห้อ Green Air (KHÄU 

TRANG; Vietnam) ซึง่ใชง้านในโรงพยาบาลศรนีครนิทร ์นำามาเจาะใหเ้ปน็ชอ่งขนาด 2 × 2 ตารางนิว้  

และนำาไปแขวนบนราวไม้ซึง่มีตะขอสำาหรบัเกีย่วหขูองหนา้กาก สำาหรบัตวัอยา่งหนา้กากอนามยัที่

ใช้ทดสอบประสิทธิภาพการทำาลายเชื้อ ทำาการตัดหน้ากากเป็นสี่เหลี่ยมจัตุรัสขนาด 1 x 1 ตาราง

เซนตเิมตร และนำาไปผา่นการฆา่เช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนั ท่ีอณุหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส ความดนั 

15 ปอนด์/ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที ก่อนนำาไปหยดเชื้อตัวแทนที่มีความเข้มข้น 10,000 Foci 

เพื่อทำาการทดสอบ จากนั้นนำามาหนีบกับหน้ากากอนามัยท่ีเจาะเป็นช่องไว้อยู่ภายในตู้ฉายแสง 

ยวูซี ีทำาการเปดิแสงยวูซีทีีเ่วลาตา่ง ๆ  คอื 0, 2, 5, 10, 20, 30 นาที เมือ่ครบเวลาแตล่ะชว่ง ทำาการ

ปิดแสงยูวีซีและนำาตัวอย่างหน้ากากไปทำาการทดสอบวัดประสิทธิภาพการทำาลายเชื้อ

การเตรียมไวรัส

ไวรัสที่ใช้ในการศึกษานี้ได้แก่ ไวรัสเดงกี่ หรือไวรัสก่อโรคไข้เลือดออก โดยจะทำาการเพิ่ม

จำานวนไวรัสในเซลล์ C6/36 โดยมีการเพาะเลี้ยงเซลล์ใน flask T75 MOI 0.1 (ความเข้มข้นของ

ไวรัสตอ่เซลล)์ ในทีน่ีห้มายถึง ไวรสั 1 ตวั ตอ่ เซลล์ 10 เซลล ์เพื่อให้ไดไ้วรสัตัวใหม่เพิม่ขึ้น ทำาการ

บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่ไม่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO
2
) จากนั้นเก็บ 

supernatant ในวันที่ 7 หลังการใส่ไวรัสเข้าไป แล้วนำาไปทำาการหาความเข้มข้นของไวรัส ด้วยวิธี 

IFA (indirect immunofluorescent assay)

วิธีการเลี้ยงเซลล์เพาะเลี้ยง

เซลล์ท่ีใช้ในการเพาะเล้ียงคือ วีโรเซลล์ (Vero cell) เป็นเซลล์ท่ีมาจากเยื่อบุไตของ

ลิงสีเขียวแอฟริกัน ซึ่งมีคุณสมบัติในการติดเชื้อไวรัสได้สูงและการแยกไวรัสหลักได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ เลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM และมีการใส่ supplement เพื่อส่งเสริม

การเจริญของเซลลเ์พาะเลีย้งดว้ย Fetal Bovine Serum (FBS) 10% ของอาหารทีใ่ชเ้ลีย้ง จากนัน้

ทำาการเลี้ยงเซลล์ในตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มี 5% CO
2
 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

เพื่อนำาไปใช้หาความเข้มข้นไวรัสด้วยวิธี IFA (indirect immunofluorescent assay) การเตรียม

เซลล์สำาหรับการทำาการทดลองจะเริ่มจากนำา Vero cell ที่เลี้ยงไว้ มาทำาการนำาอาหารเลี้ยงเซลล์

เดิมออก จากนั้นล้างผิวหน้าเซลล์ด้วย 1X PBS pH 7.4 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร(mL) เอียง flask ไป

มาเพื่อให้ PBS ล้างไปทั่วผิวหน้าเซลล์ จากนั้นดูด PBS ออกให้หมด เติม 0.25% EDTA Trypsin 

ปริมาตร 1 mL บ่มในตู้ 37 องศาเซลเซียส นาน 1-2 นาที จนเซลล์หลุดออกจากพื้น flask หมด 

จากนั้น resuspension ด้วย 10% FBS-DMEM ที่เตรียมไว้แล้ว ปริมาตร 10 mL ดึงเซลล์ออกมา

นับจำานวนโดยใช้เซลล์ปริมาตร 10 ไมโครลิตร (µL) ผสมสี trypan blue ปริมาตร 10 µL แล้วนับ
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ดว้ย hemacytometer จากนัน้นำามาคำานวณให้ไดป้ริมาณเซลล์ท่ีจะทำาการทดลอง โดยจะใชเ้ซลล์ 

2.5 x 105 cell/mL นำาเซลล์มาแบ่งออกตามปริมาณที่จะใช้ แล้วเติมอาหารเข้าไปให้ครบปริมาณ

ที่ต้องการใช้ จากนั้น seed ลงใน 96 well plate ปริมาณ 100 µL/well บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส 5% CO
2
 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

วิธีการตรวจสอบความเข้มข้นของไวรัสและการอ่านผล

ไวรัสที่ความเข้มข้น 1 × 106 FFU/mL จะถูกนำาไปป้ายบนชิ้นส่วนของหน้ากากอนามัย

ที่เตรียมไว้ 10 µL (10,000 foci) จากนั้นหน้ากากอนามัยจะถูกนำาไปบ่มในตู้ฉายแสงยูวีที่ระยะ

เวลาต่าง ๆ ได้แก่ 0, 2, 5, 10, 20 และ 30 นาที ก่อนจะถูกนำาออกมาเพื่อชะเอาไวรัสที่เหลือบน

หน้ากากลงในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 400 µL ก่อนนำามาทดสอบประสิทธิภาพการทำาลายเชื้อ

และการทำาลายสารพันธุกรรม

การ Infect virus เข้าสู่เซลล์

นำา Vero cell ที่ทำาการ seed ใน 96 well มาทำาการนำาอาหารเลี้ยงเซลล์เดิมออก 70 µL/

well จากนัน้นำาไวรสัทีไ่ดจ้ากการทำาการทดลองแตล่ะตวัอยา่ง ใสล่งไปปรมิาตร 50 µL//well บม่ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะ 5% CO
2
 เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เคาะเพลตทุก ๆ 30 นาที เมื่อ

ครบเวลาให้เติม 2% CMC (carboxyl methyl cellulose) ปริมาตร 150 µL/well บ่มที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส ในสภาวะ 5% CO
2 
เป็นเวลา 72 ชั่วโมง หลังจากบ่มครบเวลาแล้ว ดูดเอา 2% 

CMC ออก ล้างด้วย PBS ปริมาตร 100 µL/well 3 ครั้ง แล้วเติม 4% formaldehyde ปริมาตร 

100 µL/well บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะ 5% CO
2 

เป็นเวลา 30 นาที จากนั้น 

ดูดเอา 4% formaldehyde ออก ล้างด้วย PBS 3 ครั้ง เติม 0.1% Triton X-100 ปริมาตร 100 µL/

well บม่ทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส ในสภาวะ 5% CO
2 
เปน็เวลา 10 นาที จากน้ันล้างดว้ย PBS 

3 ครั้ง แล้วเติม 4G2 supernatant (primary antibody) ปริมาตร 50 µL/well นำาไปบ่มที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นำา plate ออกจากอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ไปใส่ในตู้บ่ม 

37 องศาเซลเซียสในสภาวะ 5% CO
2
 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS 3 ครั้ง เติม secondary 

anti-mouse IgG – HRP (1:1000 with 0.1% T-20-0.1% FBS in PBS) ปริมาตร 50 µL /well บ่ม

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะ 5% CO
2
 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS 3 ครั้ง เติม 

DAB staining ลงไปปริมาตร 40 µL/well บ่มที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที ล้างด้วย PBS 3 ครั้ง แล้ว

เติม PBS 300 µL/well หลังจากนั้นนำาไปอ่านผลใต้กล้องจุลทรรศน์ (4x) แล้วนับ Foci ที่พบและ

นำาไปคำานวณหาความเข้มข้นของไวรัส โดยใช้สูตร 

ความเข้มข้นของไวรัส = ผลรวม (จำานวน Foci x dilution factor) x 20/ จำานวน well ที่พบ
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การตรวจสอบสารพันธุกรรมของไวรัสหลังจากการทำาลายเชื้อด้วยแสงยูวี

หลังจากทำาการทดลองแล้ว นำาไวรัสมาทำาการสกัด RNA ของไวรัส โดยใช้ชุดสกัด 

QIAamp Viral RNA Mini Kit 

วิธีการสกัด RNA ด้วยชุดสกัด QIAamp Viral RNA Mini Kit 

เตรียม master mix โดยนำา buffer AVL ปริมาตร 560 ul ผสมกับ carrier RNA ปริมาตร 

5.6 µL/sample ใน 1.5 mL microcentrifuge tube จากน้ัน นำาไวรัสท่ีไดจ้ากการทดลอง ปริมาตร 

140 µL มาเตมิใสใ่น master mix ผสมใหเ้ขา้กันโดยใช ้vortex mixer นาน 15 วินาที บม่ท่ีอณุหภูมิ

ห้อง 10 นาที เติม absolute EtOH ปริมาตร 560 µL ลงไปใน 1.5 mL microcentrifuge tube 

และผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex mixer เป็นเวลา 15 วินาที จากนั้นนำา solution ปริมาตร 630 µL  

ใส่ลงใน QIAamp mini column ปั่นเหวี่ยงที่ 6,000g/ 8000 rpm เป็นเวลา 1 นาที ทิ้ง flow-

though นำา column ไปใส่ 2 mL collection tube ใหม่ แล้วเติม buffer AW1 ปริมาตร 500 µL 

จากนั้น ปั่นเหวี่ยงที่ 6,000g/ 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที ทิ้ง flow-though จากนั้นเติม buffer 

AW2 ปริมาตร 500 µL ปั่นเหวี่ยงที่ 20,000g/ 14,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที แล้วทิ้ง flow-though  

นำาไปปั่นเหวี่ยง full speed เป็นเวลา 1 นาที เพื่อให้ solution ออกจาก column ให้ได้มากที่สุด 

แล้วนำา column ไปใส่ 1.5 mL microcentrifuge tube หลอดใหม่ เติม buffer AVE ปริมาตร 40 

µL บ่มที่อุณหภูมิห้อง 1 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ 6,000g/ 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เพื่อชะเอา RNA 

ของไวรสัออกมา และนำาไปเก็บรกัษาไวที้อ่ณุหภูม ิ-80 องศาเซลเซยีส เมือ่ได้ RNA จากตวัอยา่งใน

แตล่ะการทดลองจะนำาไปตรวจหาปรมิาณสารพนัธกุรรมดว้ยนำา้ยา one step RT-PCR (Thermo, 

USA) โดยใช้ primer ที่จำาเพาะต่อไวรัสเดงกี่7 ทำาการเตรียมนำ้ายา PCR และตั้งค่าการทำางานของ

เครื่อง thermal cycler (Biorad CFX96) ดังนี้

One-step RT PCR

 - Prime Script 1 step enzyme mix 0.5 µL

 - 2x 1 step buffer   6.25 µL

 - DN-F     0.25 µL

  - DN-R     0.25 µL

 - RNA     3 µL

 - RNase free water   2.25 µL

      Total  12.5 µL
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Condition RT-PCR

  50 ำC  15 min

   95 ำC  2 min

40 cycles 95 ำC  15 sec

  60 ำC  30 sec

ผลการศึกษา 
การเตรียมตู้ฉายแสงยูวีซีต้นแบบ

ทำาการติดตั้งตู้ฉายแสงยูวีต้นแบบ โดยใช้ไฟฟ้าขนาด 220 โวลต์ ในสภาวะอุณหภูมิห้อง 

(ภาพที ่1) กอ่นใชง้านไดท้ำาการตรวจวดัหาปรมิาณรงัสีท่ีอาจรัว่ออกมารอบตูข้ณะใชง้านท่ีบรเิวณ

รอบนอกของตู้และขอบฝาตู้ด้านบนด้วยเครื่อง UV meter พบปริมาณรังสีเท่ากับ 0 มิลลิวัตต์ต่อ 

ตารางเซนติเมตร (mW/cm2) นั่นคือไม่มีการรั่วของแสงยูวีขณะใช้งาน

(ข)(ก)

ภาพที่ 1 ตู้ฉายแสงยูวีต้นแบบ (ก) ภายในตู้ประกอบด้วยหลอดกำาเนิดแสงยูวี ขนาด 20 วัตต์

จำานวน 4 หลอด (ข) ภายในตู้มีราวสำาหรับแขวนหน้ากากอนามัยจำานวน 16 อัน (ปกด้านใน)
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การทดสอบประสิทธิภาพเคร่ืองฉายแสงยูวีซีในการทำาลายเชื้อไวรัสตัวแทนที่มีความ

สามารถในการติดเชื้อ (Infectivity)

ชิ้นส่วนหน้ากากอนามัยที่ถูกหยดด้วยเชื้อไวรัสเดงกี่ที่ปริมาณเชื้อ 104 FFU จะถูกนำาไป

หนีบไว้กับหน้ากากอนามัยที่เจาะเป็นช่องและแขวนไว้ภายในตู้ (ภาพท่ี 2) ทำาการเปิดแสงยูวีซี

ที่เวลาต่าง ๆ คือ 0, 2, 5, 10, 20 และ 30 นาที เมื่อครบเวลาแต่ละช่วง ทำาการปิดแสงยูวีซีและ

นำาตัวอย่างหน้ากากไปทำาการชะเอาไวรัสออกมาเพื่อทำาการตรวจสอบปริมาณไวรัสที่ยังมีความ

สามารถในการติดเชื้อโดยวิธี focus forming assay ซึ่งจากผลการทดสอบพบว่าที่เวลา 0 นาที 

ปริมาณไวรัสที่มีบนหน้ากากนับได้จนถึงความเข้มข้นที่ 10-3 โดยนับจำานวน foci และแปลงค่า

เป็น FFU/mL ได้เท่ากับ 25,000 FFU/mL หลังจากถูกฉายแสงยูวีซีที่เวลา 2 นาที พบว่าปริมาณ

ของไวรัสลดลงมากกว่า 103 เท่า เหลือ 100 FFU/mL และที่ 5 นาที พบว่าสามารถทำาลายความ

สามารถในการติดเชื้อในเซลล์เพาะเลี้ยงได้ทั้งหมด (ตารางที่ 1)

ภาพที่ 2 หน้ากากอนามัยที่ทำาการเจาะเป็นช่องไว้สำาหรับหนีบชิ้นส่วนหน้ากากที่ทำาการหยดเชื้อ

ทดสอบ (ปกด้านใน)
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ตารางที่ 1 ผลการศึกษา Focus forming assay แสดงการกำาจัดเชื้อไวรัสที่มีความสามารถใน

การติดเชื้อเข้าสู่เซลล์ หลังจากฉายแสงยูวีที่ระยะเวลาต่าง ๆ

เวลา 0 นาที 2 นาที 5 นาที 10 นาที 20 นาที 30 นาที

จำานวน foci ทีน่บัไดท้ี ่non-diluted 

condition (duplicate)

>100 6.5 0 0 0 0

FFU/mL 25,000 100 0 0 0 0

การทดสอบประสทิธภิาพตูฉ้ายแสงยูวีซใีนการทำาลายสารพนัธกุรรมของเชือ้ไวรสัตวัแทน 

แสงยวูซีมีคีณุสมบตัใินการทำาลายสารพนัธกุรรมทัง้ชนดิ DNA และ RNA ในการทดลองนี้

ไดท้ดสอบการทำาลายสารพนัธกุรรมชนดิ RNA ของเชือ้ไวรสั เพือ่เพิม่ความมัน่ใจในการนำาหนา้กาก

อนามัยกลับมาใช้ซำ้า เชื้อไวรัสที่ได้จากการชะออกมาจากหน้ากากอนามัยที่เวลาต่าง ๆ ดังกล่าว

ขา้งตน้ จะถกูนำาไปสกัดสารพันธุกรรมชนดิ RNA เพือ่ตรวจสอบปรมิาณ RNA ของเชือ้ท่ีเหลืออยู่ท่ี

ระยะเวลาตา่ง ๆ  โดยพบวา่ ทีเ่วลา 10 นาท ีRNA ของไวรสัจะถกูกำาจดัจนไมส่ามารถตรวจสอบได้

โดยวธีิ gel electrophoresis เมือ่ใช ้product จากวธิ ีRT-PCR ปริมาตร 5 µL ดงัแสดงในภาพท่ี 3 

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

ภาพที่ 3 Gel electrophoresis ของตัวอย่าง 5 ไมโครลิตรจาก RT-PCR

Lane ที ่1 Molecular weight marker ขนาด 1 kB Lane ท่ี 2 Positive control Lane ท่ี 3 Negative 

control Lane ที ่4 PCR product ที ่0 นาท ี(untreated) Lane ท่ี 5 PCR product ท่ี 2 นาที Lane ท่ี 

6 PCR product ที ่5 นาที Lane ที ่7 PCR product ที ่10 นาท ีLane ที ่8 PCR product ท่ี 20 นาท ี

Lane ที่ 9 PCR product ที่ 30 นาที Lane ที่ 10-15 คือ PCR product ที่ทำาซำ้าที่ 0, 2, 5, 10, 20, 

30 นาที ตามลำาดับ (ปกด้านใน)
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วิจารณ์ 
ผลจากการศกึษาพบว่าตูฉ้ายแสงยวูซีตีน้แบบ ท่ีมีปริมาณความเขม้ของแสงยวูซี ีภายใน

ตู้ระหว่าง 0.198 - 0.656 mW/cm2 (30 mJ/cm2) มีความสามารถทำาลายคุณสมบัติในการติดเชื้อ

ของไวรสัตวัแทนในเซลลเ์พาะเลีย้งไดม้ากกวา่ 103 เท่า ภายในเวลา 2 นาที จนไมส่ามารถตดิเชือ้ 

ได้ภายในระยะเวลา 5 นาที และสามารถทำาลายสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสตัวแทนได้ภายใน 

10 นาที แสดงถึงประสิทธิภาพของแสงยูวีซีในการทำาลายเชื้อไวรัสให้สิ้นสภาพการก่อโรคโดยใช้

เวลาไม่นาน ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Mills และคณะ4 ที่พบว่าการฉายแสงยูวีซีปริมาณ 

1 J/cm2 (1.1 ± 0.1 J/cm2) บนหน้ากากกรองอากาศชนิด N95 สามารถลดปริมาณเชื้อไวรัสไข้

หวัดใหญ่สายพันธุ์เอ ชนิดเอช1 เอ็น1 ที่ปนเปื้อน ได้มากกว่า 103 เท่า ภายในเวลา 1 นาที โดยวิธี 

50% tissue culture infectious dose (TCID
50

) assay และผลการศึกษา ของ Heimbuch BK 

และคณะ5 ที่พบว่า แสงยูวีซี ปริมาณ 1.6-2.0 mW/cm2 (18 KJ/m2) สามารถลดปริมาณเชื้อไวรัส

ไข้หวัดใหญ่สายพันธุ์เอ ชนิดเอช1 เอ็น1 ที่ปนเปื้อนบนหน้ากากกรองอากาศ N95 ชนิดต่าง ๆ ได้

มากกว่า 104 เท่า ภายใน 15 นาที โดยวิธี TCID
50

 assay โดยส่วนใหญ่สามารถลดปริมาณเชื้อ

ไวรัสลงจนไม่สามารถตรวจพบได้ ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าตู้ฉายแสงยูวีซีต้นแบบสามารถ

ทำาลายเชือ้ไวรัสได้ในระยะเวลาส้ันโดยไม่จำาเปน็ตอ้งใชค้วามเขม้ของแสงยวูซีมีากถงึ 2 mW/cm2 

ซึ่งมีผลต่อต้นทุนการผลิตตู้และอาจมีความเสี่ยงจากปริมาณรังสีที่สูงเกินไป

ปัจจัยสำาคัญที่มีผลในการทำาลายเชื้อไวรัส คือ ปริมาณความเข้มของแสงยูวีซีและระยะ

เวลาในการสัมผัส รวมถึงระยะห่างระหว่างหน้ากากกับแหล่งกำาเนิดแสง แบบของหน้ากากที่

ปิดกั้นแสงยูวีซีไม่ให้แทรกซึมเข้าไปสัมผัสกับพื้นผิวชั้นใน จะลดประสิทธิภาพของแสงยูวีในการ

ทำาลายเชื้อไวรัสได้8 นอกจากนี้ จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า การฉายแสงยูวีซีไม่ทำาความเสีย

หายต่อเส้นใยของแผ่นกรองและไม่ลดประสิทธิภาพในการกรองของหน้ากากกรองอากาศแม้จะ

ทำาซำ้าถึง 3 ครั้ง2,3,9,10 ดังนั้นการฉายแสงยูวีซีบนหน้ากากอนามัยจึงยังสามารถนำากลับมาใช้ซำ้าได้

อย่างปลอดภัย

สรุป
จากการศึกษาครั้งนี้สามารถสรุปได้ว่า ตู้ฉายแสงยูวีซีท่ีมีปริมาณความเข้มไม่น้อยกว่า 

0.198 mW/cm2 มีประสิทธิภาพในการทำาลายเชื้อไวรัสและกำาจัดสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส

ชนิด RNA ที่มีเปลือกหุ้มได้สมบูรณ์ที่เวลา 10 นาที อย่างไรก็ตามในการนำาหน้ากากอนามัยกลับ

มาใช้ซำ้าควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมถึงระยะเวลาและความเข้มของแสงยูวีซีที่ใช้ในการทำาลายเช้ือ

แบคทีเรียและเชื้อรา 
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