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เครื่ องจําแนกแบคทีเรียอัตโนมัติในระบบแมสสเปกโทรเมตรีชนิด MALDI-TOF

บทคัดยอ
 การจําแนกแบคทีเรียกอโรคในหองปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิกดวยวิธีด้ังเดิมที่ใชการทดสอบดวยชุดชีวเคมีแบบ

ด้ังเดิมนั้นมีความยุงยากและตองใชเวลานับต้ังแตการนําโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไดจากการเพาะเชื้อจากส่ิงสงตรวจ

ไปทดสอบน้ันมากกวาหนึ่งวัน ตอมาเมื่ อมีการพัฒนาเครื่ องจําแนกแบคทีเรียอัตโนมัติในยุคแรกมาชวยใหการปฏิบัติงานงาย

ขึ้น แตอยางไรก็ตามระยะที่ใชนานถึง 3 - 36 ช่ัวโมงเนื่ องจากหลักการจําแนกแบคทีเรียนั้นยังตองการเจริญของแบคทีเรีย แต

ในบางระบบของเครื่ องจําแนกแบคทีเรียอัตโนมัติในยุคแรกมีการเปลี่ยนชนิดของซับสเตรท หรือทําการวิเคราะหรูปแบบกรด

ไขมันองคประกอบของแบคทีเรียทําใหเวลาในการจําแนกรวดเร็วขึ้นเปนเวลา นอยกวา 1 - 4 ช่ัวโมง เมื่ อมาถึงปจจุบันเครื่ อง

จําแนกแบคทีเรียอัตโนมัติในระบบ Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry 

(MALDI-TOF MS) ที่สามารถนําโคโลนีแบคทีเรียที่ไดจากการเพาะเช้ือจากส่ิงสงตรวจโดยวิธีมาตรฐานมาทําการจําแนกโดย

การเติมเพียงเมตทริกซ และใชเวลาในการจําแนกแบคทีเรียนอยกวาหนึ่งนาที โดยผลการจําแนกน้ันจะไดจากการเปรียบเทียบ

โปรตีนแมสสเปกตรมัของตัวอยางท่ีวเิคราะหไดกบัโปรตีนแมสสเปกตรมัของแบคทีเรยีมาตรฐานในฐานขอมูลทีไ่ดรบัการปรบัปรงุ

ใหทันสมัยโดยใชซอฟแวรที่มาพรอมกับชุดเครื่ องจําแนกแบคทีเรียอัตโนมัติ
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The bacteria identification automate in MALDI-TOF mass spectrometry 
system

Abstract
 The identification of pathogenic bacteria in clinical microbiology laboratory tested by the conventional 
biochemical method is complicated and time consuming.  The process of identification takes longer than one 

day since bacteria colonies from a specimen culture plate are picked for testing.  Later, the establishment of 

an automated bacteria identification method has a less complicated procedure.  However, an identification time 

takes approximately 3 - 36 hours because the identification procedure depends on bacteria growth.  Neverthe-

less, a new identification method that changes substrate types or analyzes a bacterial fatty acid pattern reduces 

the identification time to 1 - 4 hours.  Recently, the bacteria identification automate in Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) system which identifies a bacteria 

intact colony, from the standard clinical specimen culture method, by adding only the matrix reduces the iden-

tification time to lower than 1 minute.  The result of identification is analyzed by comparison of the sample 

protein mass spectrum with the standard bacteria protein mass spectra in an up to date database which complied 

with the bacteria identification automate set.
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บทนํา
 การจําแนกเช้ือชนิดแบคทีเรีย (bacteria identi-
fication) เปนหนึ่งในงานจุลชีวิทยาคลินิกที่ในทุกขั้นตอน
ของการทํางานตองอาศัยความรูและความชํานาญเพื่ อใหได
ผลการจําแนกท่ีถูกตอง การจําแนกแบคทีเรียจากส่ิงสงตรวจ
ดวยวิธีการด้ังเดิม (conventional method) ที่ทํากันทั่วไป
ในปจจุบนัและถอืเปนวิธมีาตรฐานในการจาํแนกเชือ้แบคทีเรยี
ในหองปฏิบัติการคลินิก วิธีการนี้มักจะถูกนํามามาเขียนไวใน 
มาตรฐานการปฏิบติังานหรอื standard operating procedure 
(SOP) ของหองปฏิบัติการจุลชีววิทยาวิทยาคลินิก ซ่ึงเปน
สวนหนึ่งของระบบประกันคุณภาพหองปฏิบัติการ(1) วิธีการ
โดยยอคือนําสิ่งสงตรวจมาเพาะบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อและ
บมทีอุ่ณหภูมทิีเ่หมาะสมกบัการเจรญิของเช้ือ ทาํใหไดโคโลนี
แบคทีเรยีซ่ึงจะถกูนาํไปจําแนกชนิดแบคทีเรยีโดยชุดทดสอบ
ชีวเคมี (biochemical test) ที่เปนการตรวจวัดกระบวนการ

เมตาโบไลท (metabolic activity) ของแบคทีเรีย ในสภาวะ

ที่มีซับสเตรทชนิดตางๆ โดยเมื่ อแบคทีเรียใชซับสเตรทจะ

ทําใหเห็นการเปลี่ยนแปลงสีของอินดิเคเตอรในชุดทดสอบ

ชีวเคมี นอกจากน้ียังมีการจําแนกโดยการทดสอบคุณสมบัติ

การสรางเอนไซม หรอืความสามารถในการเจริญของแบคทีเรยี

ในสภาวะที่มีสารยับยั้งเปนตน(1) ชนิดของเช้ือแบคทีเรียที่

ไดจากการจําแนกวิธีนี้ก็จะไดจากการอานผลของชุดทดสอบ

ชีวเคม ีซ่ึงจะมหีลายชนดิของซับสเตรท การเลอืกวาจะใชชุด

ทดสอบชีวเคมชีนิดใดมาทําการจําแนกเช้ือแบคทีเรยีนัน้ตองมี

การจาํแนกเบือ้งตนตามคุณสมบติัของแบคทีเรยี เชน การติด

สแีกรม รปูราง การเรยีงตัวของแบคทีเรยี การสรางเอ็นไซมคา

ตาเลส การมีเอ็นไซมไซโตโครม ซี ออกซิเดส (cytochrome 
C oxidase) เปนตน เพื่ อใหสามารถเลือกชุดทดสอบชีวเคมี
มาใชเพื่ อการจําแนกชนิดตอไปได ถาการจําแนกเบื้องตนนี้

เกดิความผิดพลาดข้ึนจะสงผลใหเลอืกชุดชีวเคมผิีดไป ทาํให

ตองเสยีเวลาในทาํการทดสอบใหมเมื่ อไมสามารถจาํแนกเช้ือ

ไดในภายหลงั ขัน้ตอนการจาํแนกแบคทีเรยีดวยวิธด้ัีงเดิม ซ่ึง
จัดเปนกระบวนการในขั้นตอนการวิเคราะหทางหองปฏิบัติ

การ (analytical process) นอกจากจะมีความยุงยากแลว 
การควบคุมคุณภาพของชุดการทดสอบชีวเคมีซ่ึงเปนกระ

บวนการในชวงข้ันตอนกอนการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ 
(pre-analytical process) นั้นก็มีความจําเปนเพราะเปนสวน
หนึ่งในระบบประกันคุณภาพหองปฏิบัติการ(2) ซ่ึงจะทําตาม

แนวทางปฏิบัติของ Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI) ที่ระบุไวในเอกสาร M22-A3(3) วาดวย
การควบคุมคณุภาพของอาหารสําเรจ็รปูทีเ่ตรยีมสาํหรบังานจุล
ชีววิทยาคลินิก ซ่ึงข้ันตอนน้ีก็มีความยุงยากเชนกันเพราะชุด
ทดสอบชีวเคมีทัง้หมดท่ีใชนัน้มจํีานวนมาก และเช้ือแบคทีเรยี
มาตรฐานท่ีจะนํามาทดสอบน้ัน CLSI กําหนดวาตองเปน
สายพันธุมาตรฐาน American Type Culture Collection 
(ATCC)(3) สวนขั้นตอนหลังการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ 
(post-analytical process) ซ่ึงจําเปนเนื่ องจากตองทําความ
สะอาดภาชนะท่ีตองการนํากลับมาใชใหม เชนหลอดแกวบรรจุ
ชุดชีวเคมีทีท่าํการทดสอบแลวตองนําไปฆาเช้ือดวยความรอน
ช้ืนภายใตความดัน (autoclave) แลวจึงจะสามารถนํามาลาง
ทําความสะอาดกอนนํามาบรรจุชุดชีวเคมีใหม นอกจากน้ีการ
กําจัดของเสียติดเช้ือ (biohazard waste) ยังเปนขั้นตอนท่ี
สําคัญอีกขั้นตอนเพื่ อควบคุมไมใหมีการแพรกระจายโรคติด
เชือ้ออกสูภายนอก กระบวนการทัง้หมดทีก่ลาวมาของวิธกีาร

ด้ังเดิมตองใชทั้งบุคคลากรและเสียเวลามาก

 ในชวงคริสตทศวรรษ ที่ 1960 ถึง 1970 นั้นได

มีการพัฒนาชุดจําแนกแบคทีเรียสําเร็จรูปพรอมใช (bacteria 

identification kit)(4-8) และเริ่มมีรายงานการนํามาศึกษา

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดจําแนกสําเร็จรูปนี้กับวิธี

การแบบด้ังเดิมในหลายการศึกษา(4-7) ชุดจําแนกแบคทีเรีย

สําเร็จรูปจะมีลักษณะบรรจุภัณฑขนาดเล็ก ในหนึ่งชุดจะมี

หลายการทดสอบชีวเคมี ดังน้ันขอดีของชุดสําเร็จรูปนี้คือ

สามารถลดพื้นที่ในการบมเพาะ ลดจํานวนบุคคลากรในขั้น
ตอนการเตรียม การควบคุมคุณภาพ การทําความสะอาด

ภาชนะ และการกาํจัดของเสยีติดเชือ้ของการจําแนกแบคทีเรยี

แบบด้ังเดิมลงได นอกจากน้ียงัทําใหงายและสะดวกในการใช

งาน ตัวอยางของชุดทดสอบท่ีมีการผลิตและมีการนํามาใช
ในหองปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิก ไดแก ชุดทดสอบ API 
(บริษัท BioMe´rieux) ชุดทดสอบ BBL Crystal (บริษัท 

Becton Dickinson) ชุดทดสอบ RapiID (บริษัท Ramel) 
เปนตน การอานผลการทดสอบจะคลายคลึงกับอานผลโดย

วิธีด้ังเดิมและยังคงตองใชบุคคลในการอานผลการทดสอบ
ซ่ึงหลกัการสวนใหญจะคลายคลึงกับการอานผลของวิธด้ัีงเดิม 

เชนอานจากสีของอินดิเคเตอรที่เปลี่ยนแปลงไปซ่ึงเกิดจาก
การเปลี่ยนแปลงของคาความเปนกรด-ดาง (pH) จากการใช
นํ้าตาลตางๆ หรือจากการเกิดจากการวัดการทํางานของเอ็น

ไซมโดยการสังเกตการเกิดสีของสารต้ังตน chromogen(8, 9) 
เปนตน
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ไวใน ตารางที ่1 เหน็ไดวาในระบบที ่1 และ 2 นัน้ยงัคงตองใช
เวลาในการจําแนกเช้ือยาวนานหลายช่ัวโมงเพราะยังเปนการ
วดัปฏิกริยิาตางๆท่ีเกดิข้ึนระหวางการเจริญของแบคทีเรยี หรอื
เรียกวา growth dependent method ระยะเวลาในการแบง
ตัวของแบคทีเรีย (generation time) ประมาณ 30 นาทีหรือ
นานกวา แตอยางไรก็ตามมีการพฒันาเพื่ อใหสามารถตรวจวัด
ไดรวดเรว็ขึน้คือการเปลีย่นซับสเตรทใหมเพื่ อวัดการสรางเอ็น
ไซมในระบบที่ 3 ทําใหสามารถจําแนกแบคทีเรียไดรวดเร็ว
ขึ้นภายใน 2 - 4 ช่ัวโมง(9) สําหรับการจําแนกแบคทีเรียใน
ระบบที่ 4 การตรวจวัดรูปแบบของกรดไขมันองคประกอบ
ของแบคทีเรยีนัน้มสีามารถจําแนกแบคทีเรยีไดรวดเรว็มากข้ึน
โดยใชในเวลานอยกวา 1 ช่ัวโมง อยางไรก็ตามระบบนี้ตองมี
กระบวนการเตรียมตัวอยางแบคทีเรียที่คอนขางยุงยาก โดย
เมื่ อไดโคโลนแีบคทีเรยีบรสิทุธิม์าแลวตองมีการ saponifica-
tion และ methylation กอนนําไปสกัดกรดไขมันแลวจึงนํา

เขาตรวจวิเคราะหดวย gas chromatography (GC) 

 อีกขั้นตอนหนึ่งของวิธีการจําแนกแบคทีเรียดวย

เครื่องอัตโนมัติในยุคแรกท่ีแตกต่างจากวิธีด้ังเดิมคือการ

อ่านปฏิกิริยา โดยเครื่องจําแนกอัตโนมัติจะมีเครื่องอ่าน

ผลอัตโนมัติในเวลาที่เหมาะสมของแตละระบบและนําผล

ปฏิกริยิาน้ันไปเปรยีบเทยีบกบัฐานขอมลูทีผู่ผลติจัดทําข้ึนโดย

ใชซอฟแวรที่พัฒนาโดยบริษัทผูผลิตเครื่ องมือ ซอฟแวรจะ

ประมวลผลและรายงานผลการจาํแนกแบคทีเรยีแบบอัตโนมติั

เครื่ องจําแนกแบคทีเรียอัตโนมัติยุคแรก 
 การพฒันาเครื่ องจําแนกแบคทีเรยีอัตโนมัติเกดิต้ังแต
ชวงกลางคริสตทศวรรษ 1960(10) ในยุคแรกน้ีรูปแบบของ
ภาชนะท่ีบรรจุชุดทดสอบชีวเคมีนั้นจะเล็กลงมากเมื่ อเทียบ
กบัแบบด้ังเดิมและแบบชดุจําแนกแบคทีเรยีสาํเรจ็รปู โดยจะ
อยูในรูปแบบแผนการดหรือจานหลุมขนาดเล็ก ซ่ึงบรรจุซับส
เตรทหลายชนดิ ทาํใหสามารถทดสอบปฏกิริยิาชีวเคมจํีานวน
มากชนิดกวาท่ีใชในวิธีการจําแนกแบบด้ังเดิม(9) ระบบของ
การวิเคราะหที่ใชในเครื่ องจําแนกแบคทีเรียอัตโนมัติยุคแรก
นั้นแบง 4 ระบบ โดยหนึ่งเครื่ องน้ันอาจใชเพียงระบบเดียว
หรือรวมกันมากกวาหนึ่งระบบ ไดแก ระบบที่ 1) วัด pH 
เปลี่ยนแปลงไปโดยวัดสีของอินดิเคเตอรที่เปลี่ยนแปลงการ
เมื่ อมีการใชคารโบไฮเดรตหรือโปรตีน ระบบที่ 2) วัดการใช
แหลงคารบอน (carbon source utilization) ในกระบวนการ
เมตาโบไลทที่มีสารประกอบอินทรีย (organic compound) 

มี tetrazolium เปนตัวติดตามปฏิกิริยาโดยจะถูกเปลี่ยนเปน

ตะกอนสีมวงท่ีตรวจวัดได ระบบที่ 3) วัดการสรางเอ็นไซม 

โดยเอ็นไซมที่แบคทีเรียสรางท่ีมีคุณสมบัติเปน hydrolase 

enzyme ในสภาวะท่ีมสีารตัง้ตนของ chromogen หรอื fluo-

rescence ในระบบจะทําใหเกิดสีหรือสารเรืองแสงท่ีสามารถ

ตรวจวดัได และระบบที ่4) การตรวจวดัรูปแบบกรดไขมนัของ

แบคทีเรียชนิด volatile หรือ nonvolatile(8-11)  ทั้ง 4 ระบบ

ของเครื่ องจําแนกแบคทีเรยีอัตโนมติัยคุแรกสรปุเปรยีบเทยีบ
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ตารางที่ 1 ตารางเปรียบเทียบระบบของเครื่ องจําแนกชนิดแบคทีเรียอัตโนมัติในยุคแรก(3)

ระบบของการ
วิเคราะห

สารที่วิเคราะห หลักการตรวจวัด เ วล าที่ ใ ช ใ น
ก า ร จํ า แ น ก
แบคทีเรีย

ตวัอยางเครื่ องจาํแนกชนดิ
แบคทีเรียอัตโนมัติในยุค
แรก

ความเปนกรด
ดาง
(pH-based 
reaction)

การใชคารโบไฮเดรต/
โปรตีน
(carbohydrate/ 
protein utilization)

สขีองอินดิเคเตอรจะเปลีย่นแปลง
ไปเมื่ อ pH เปลี่ยนแปลง 
- แบคทีเรียใชคารโบไฮเดรต จะ
มีการสรางกรด (acid)

- แบคทีเรียใชโปรตีนหรือมีการ
ปลอยสารประกอบไนโตรเจน
ออกมา จะมีความเปนดาง (al-
kaline)

15-24 ช่ัวโมง - Vitek (BioMe´rieux)
-  MicroScan (SIEMEN)
-  Phoenix  (BD)
-  Sensititre (TREK)

กา รสร า ง เ อ็ น
ไซม

เอ็นไซม
(enzyme profile)

เมื่อสารประกอบ chromogen 
หรือ fluorogen ที่ปกติไมมีสี แต 

เมื่ อถูกยอยดวยเอ็นไซม (hydro-

lyzed) จะเกดิเปนสารสทีีส่ามารถ

ตรวจวัดได

2-4 ช่ัวโมง -  MicroScan (SIEMEN)
-  Vitek (BioMe´rieux)

-  Phoenix (BD)

-  Sensititre (TREK)

ความตองการ

ส า ร ป ร ะ กอบ

คารบอน

(carbon source 

utilization)

สารประกอบอินทรีย

( o r g a n i c  c om -

pounds)

เ มื่ อ แ บ ค ที เ รี ย ส า ม า ร ถ ใ ช้

ส า ร ป ร ะ ก อ บ ค า ร บ อ น ใ น

กระบวนการเจริญเติบโตน้ันจะมี

การสงถายอิเล็กตรอน (electron 

transferring) ไปใหสาร tetrazo-

lium ที่ติดฉลากท่ีสารประกอบ

ค า ร บ อน  และ เ ปลี่ ย น เ ป น
สารประกอบสีมวงท่ีตรวจวัดได

3-36 ช่ัวโมง Biolog (Biolog)

ตรวจวัดกรดไข
มันชนิด vola-
tile หรือ non 

volatile

ก ร ด ไ ข มั น ข อ ง
แบคทีเรีย

(bacter ia l  fa t ty 

acid)

ใชแกสโครมาโตกราฟ (gas chro-

matography) ในการวิเคราะหไข

มันที่เปนองคประกอบของเซลล

แบคทีเรียที่ผานกระบวนการ sa-
ponification /methylation โดย
รูปแบบของกรดไขมันที่วิเคราะห

ไดจะถูกนําไปเปรียบเทียบกับฐาน

ขอมูลแบคทีเรียมาตรฐานท่ีทราบ
ชนิดดวยซอฟแวรและรายงานผล
จากจําแนกชนิดแบคทีเรียออกมา

< 1 ช่ัวโมง MIDI (MIDI Inc.)
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เคร่ืองจําแนกแบคทีเรียอัตโนมัติหลักการแมส
สเปกโทรเมตรี (Mass spectrometry)
 การศึกษาแรกท่ีใชแมสสเปกโทรเมตรี (mass spec-
trometry; MS) มาใชในการจาํแนกแบคทีเรยีเกดิข้ึนในป ค.ศ.
1975(12) โดยเปนการทําใหสารชีวเคมีของแบคทีเรียแตกตัว
กลายเปนไอออนในวัฏภาคแกสอยางรวดเร็วโดยใชเทคนิค 
atom bombardment  และในการศึกษาคร้ังน้ันเปนการใช 
GC รวมกับ MS จึงเรียกเทคนิคน้ีวา GC-MS แตจากการ
ศึกษาน้ีกจ็ะมปีญหาเรื่ องเทคนิคการทําใหเกดิไอออน (ioniza-
tion) ที่ใชนั้นมีพลังงานสูงทําใหโปรตีนของแบคทีเรียความ
เสียหาย ในการศึกษาน้ีจะวิเคราะหทั้งเมมเบรนโปรตีนและ
ไรโบโซมโปรตีน ตอมาในป ค.ศ. 1996 มีรายงานการศึกษา
ที่นํา matrix-assisted laser desorption/ ionization time-
of-flight MS (MALDI-TOF MS) มาใชในการจําแนก
แบคทีเรีย ในการศึกษานี้เปนครั้งแรกที่ประสบความสําเร็จ

ในการใชโคโลนีของแบคทีเรีย (intact colony) โดยตรงมา

ศึกษาโปรตีนแมสสเปกตรมั(13, 14) สิง่ท่ีสาํคัญอีกอยางหน่ึงของ

การนํา MALDI-TOF MS มาใชครั้งน้ีคือเทคนิคการทําให

เกดิไอออนเปนแบบ soft ionization ซ่ึงจะไมทาํใหความเสยี

หายกับสารอินทรียขนาดโมเลกุลใหญ (large organic mol-

ecules) ซ่ึงมกัเปราะบางแตมกัจะถกูทาํลายโครงสรางไปถาใช

เทคนิค ionization แบบเดิม(15) การพัฒนาอยางตอเนื่ องของ

เครื่ องมือน้ีทําใหสามารถเพิ่มความถูกตอง (accuracy) ของ

การวิเคราะหและสามารถใชวเิคราะหโปรตนีไดหลายชนิด แต
อยางไรกต็ามยังเปนการจาํแนกแบคทีเรยีในงานวิจัยเทาน้ัน(13) 
ในเวลาตอมามีการพัฒนาเพื่ อใหสามารถจําแนกแบคทีเรียได

ในระดับสปชีสโดยการเปลี่ยนเมตทริกซ (matrix) ที่ชวยให

เกดิการ ionization ของโปรตีนโรโบโซมเปนสวนใหญ โปรตีน
ไรโบโซมนี้เองท่ีสามารถใชจําแนกแบคทีเรียในระดับสปชีส
ไดดีกวาการใชเมมเบรนโปรตีน(16) จากการศึกษานี้จึงนําไปสู
การนํา MS มาใชในการจําแนกเช้ือแบคทีเรียในงานประจํา

ดานจุลชีววิทยาคลินิกมีความนาเชื่ อถือมากข้ึน

 MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/
Ionization) คือหลักการของการรวมตัวกันเปนผลึก (co-
crystallization) ของสารตัวอยางกับเมตทริกซ และเมื่ อ

มีการกระตุนดวยแสงเลเซอรความยาวคลื่ นชวงยูวีซ่ึงเปน
ชวงความยาวคลื่ นที่เมตทริกซสามารถดูดกลืนแสงไดดี จะ
ทําใหสารตัวอยางแตกตัวเปนไอออนในวัฏภาคแกส ไอออน
จะถูกเรงความเร็ว (accelerated) และถูกสงเขาไปในทอ
สุญญากาศ (vacuum flight tube) ซ่ึงในทอน้ีไอออนจะถูก
แยก (separated) ตามความเร็วในการเคลื่ อนท่ีของไอออน 
โดยความเร็วของการเคลื่ อนท่ีนี้ขึ้นกับอัตราสวนของมวลตอ
ประจุ (mass/charge ratio; m/z) โดย m คือมวลของสาร
ที่กลายเปนไอออนบวกในหนวยดาลตัน และ z คือคาประจุ

บวกของไอออนน้ันซ่ึงเกดิจากการสูญเสยีอิเลก็ตรอนและรบั
โปรตอน (H+) เขามาในโมเลกลุเรยีกวากระบวนการ protona-
tion  ดังน้ัน m/z จึงบงบอกมวลของสารได ในกรณทีี ่z เทากัน 
ไอออนท่ีมคีา m/z สงูคือมมีวลมากจะเคลื่ อนท่ีชากวาไอออน
ที่มี m/z ต่ําคือมวลนอยกวา สวนในกรณีที่มวลเทากัน แต z 
ไมเทากันกจ็ะทาํใหคาอัตราสวน m/z แตกตางไป โดยไอออน

ที่มี z มากกวาทําใหคา m/z ต่ําจะเคลื่ อนท่ีไดชากวาไอออน

ที่มี z นอยกวา(17, 18) วิธีการนี้จะใชจําแนกโปรตีนซ่ึงก็คือสาย

เปปไทดที่มีกรดอะมิโนเรียงตัวกัน โปรตีนที่มีลําดับกรดอะมิ

โนตางกันก็จะมีนํ้าหนักของสายเปปไทด (peptide masses) 

ที่ตางกันดวย ซ่ึงก็จะถูกตรวจวัดดวย detector ผลการตรวจ

วัดจะแสดงออกมาในรูปแมสสเปกตรัมที่สามารถจําแนกน้ํา

หนักของโปรตีนและจะถูกนําไปใชจําแนกชนิดแบคทีเรีย 

โปรตีนที่ใชสําหรับการจําแนกแบคทีเรียนั้นเปนโปรตีนโรโบ

โซมเนื่ องจากมีความจําเพาะตอชนิดของแบคทีเรียสูง(19) ใน

การวิเคราะหโปรตนีดวย MALDI-TOF MS สาํหรบัตัวอยาง
ทีใ่ชในการจําแนกแบคทีเรยีนัน้จะสามารถใชโคโลนีทีเ่จรญิบน
อาหารเลี้ยงเช้ือโดยตรงได (รูปที่ 1) แตในกรณีที่แบคทีเรีย

นั้นมีแคปซูลหรือกรณีที่มีสารปนเปอนจะนําโคโลนีไปสกัด

กอนแลวจึงนําไปวิเคราะหจะสามารถเพิ่มความถูกตองของ
การจําแนกไดดีขึ้น(16, 17, 20) โปรตีนสเปกตรัมที่วิเคราะหไดจะ

ถกูนาํไปเปรยีบเทยีบกบัฐานขอมลูทีม่โีปรตีนสเปกตรมัทีข่อง
แบคทีเรียสายพันธุมาตรฐานโดยใชซอฟแวร
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รูปที่ 1 หลักการวิเคราะหโปรตีนดวย MALDI-TOF MS บนแผนโลหะที่มีสวนผสมของเมตทริกซและโปรตีนที่ตองการ
วิเคราะห เมื่ อมีการกระตุนดวยแสงเลเซอรจะทําใหสารตัวอยางแตกตัวเปนไอออนในวัฏภาคแกส ไอออนจะถูกเรง
ความเร็วและถูกสงเขาไปในทอสุญญากาศ (vacuum flight tube) ซ่ึงไอออนจะถูกแยกตามความเร็วในการเคลื่ อนท่ี

ของไอออน โดยความเร็วของการเคลื่ อนท่ีนี้ขึ้นกับมวลตอประจุ (mass/charge ratio; m/z) ไอออนท่ีมคีา m/z สูง
คือมีมวลมากจะเคลื่ อนท่ีชากวาไอออนท่ีมี m/z ต่ํากวาคือมีมวลตํ่ากวา ซ่ึงก็จะถูกตรวจวัดดวย detector  ทําใหได

สเปกตรัมที่สามารถจําแนกชนิดของโปรตีนจําเพาะได(21)
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 ในปจจุบันมีการพัฒนาซอฟแวรและฐานขอมูลเพื่ อ
นํามาใชในวิเคราะหขอมูลการจําแนกแบคทีเรียในงานประจํา
ทางจุลชีววิทยาคลินกิไดแก บรษิทั Bruker (ประเทศเยอรมนั) 
พฒันาท้ังซอฟแวรและฐานขอมลูเพื่ อนํามาใชงานกับเครื่ องมือ
ของบริษทัเองท่ีมชีื่ อวา MALDI Biotyper บรษิทั Shimadzu 
(ประเทศญ่ีปุน) ผูผลติเครื่ องมืออีกรายหนึง่ไดพฒันาซอฟแวร
ชื่ อวา Launchpad แตใชฐานขอมูล SARAMIS ที่พัฒนา
โดยบริษัท AnagnosTec GmbH (ประเทศเยอรมัน) บริษัท 
Shimadzu (ประเทศญี่ปุน) รวมมือกับบริษัท BioMe´rieux 
(ประเทศอิตาลี) ทําการพัฒนาและจําหน่ายท้ังเครื่องมือ 
ซอฟแวรและฐานขอมูลโดยใชชื่ อวา VITEK MS นอกจาก
นี้บริษัท Andromas software (ประเทศสหรัฐอเมริกา) ได
พฒันาซอฟแวรและฐานขอมลูทีส่ามารถเขาไดกบัทัง้เครื่ องมือ
ของบริษัท Shimadzu และบริษัท Bruker(17) ขอมูลลาสุดใน
ปจจุบนัพบวาในฐานขอมลูไดรวบรวมโปรตนีสเปกตรมัของท้ัง

แบคทีเรยี ยสีต ราสาย และ Mycobacterium spp. มากกวา 

2,000 สปชีส โดยมีขอมูลสเปกตรัมมากกวา 3,000 แบบ(17, 

21, 22) 

 สาํหรบัชนิดของเมตทริกซทีถ่กูนาํมาใชไดแก alpha-

4-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA)(23) สามารถ

ดูดกลืนแสงในชวงยูวีไดดี และละลายใน acetonitrile และ 

trifluoroacetic acid แตอยางไรก็ตาม HCCA ก็ไมได

เหมาะกับเช้ือแบคทีเรียทุกชนิด โดยพบวา HCCA เหมาะที่

จะใชกับแบคทีเรียแกรมลบ สวนแกรมบวกนั้นจะเหมาะกับ 

5-chloro-2-mercaptobenzothiazole(24) นอกจากน้ียงั(24)(24) 

มีการศึกษาพบวา 3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic 
acid (sinapinic acid; SA) สามารถใชไดดีกวากับโปรตีนที่
มีขนาดใหญเมื่ อเทียบกับ HCCA(25) สําหรับเมตทริกซที่ใช 

นั้นเปนสารเคมีที่สามารถซ้ือไดจากบริษัทผูจําหนายสาร

เคมีทั่วไปโดยไม่ต้องผูกขาดกับบริษัทผู้ผลิตเครื่องจําแนก
แบคทีเรียอัตโนมัติ

ขอดีของการใชเครื่ องจําแนกแบคทีเรียอัตโนมัติ 
MALDI-TOF MS
 ระยะเวลาเฉลีย่การจาํแนกแบคทีเรยีดวย MALDI-
TOF MS นับต้ังแตการนําโคโลนีจากจานเพาะเชื้อมาจนได
โปรตนีสเปกตรมัออกมาใชเวลาประมาณ 10 - 20 วนิาที และ
ใชเวลาอกีเพยีง 15 - 30 วนิาทีสาํหรบัการนาํโปรตีนสเปกตรมั
ไปเทยีบกบัฐานขอมูลจนกระทัง่ไดชนิดของแบคทีเรยีรายงาน
ออกมา รวมเวลาทั้งหมดแลวนอยกวา 1 นาที(17) ซ่ึงรวดเร็ว
มากเมื่อเทียบกับวิธีด้ังเดิมและเครื่องจําแนกแบคทีเรีย
อัตโนมัติยุคแรก รูปที่ 2 แสดงข้ันตอนการจําแนกแบคทีเรีย
ดวยเครื่ องจําแนกแบคทีเรียอัตโนมัติ MALDI-TOF MS 
เปรยีบเทยีบกบัขัน้ตอนแบบด้ังเดิม นอกจากนีย้งัมปีระโยชน
มากในการนํามาใชในการจําแนกแบคทีเรียที่เจริญชาเชน 

Mycobacterium spp.(22) และเชื้อท่ีจําแนกไดยากเชน 
Leptospira spp.(26) ก็มีรายงานวาสามารถจําแนกไดโดย

เครื่ องน้ี สําหรับคาใชจายตอหนึ่งตัวอยางแบคทีเรียในการใช 

MALDI-TOF MS นัน้ถอืวาต่ํามากเพราะใชเมตทรกิซเพยีง 

1 - 2 ไมโครลติรตอการทดสอบ โดยโคโลนีของแบคทีเรยีและ

เมตทริกซจะถูกจุด (spot) ลงบนจานโลหะเปาหมาย (metal 

target plate) ที่สามารถกลับมาใชใหมไดไมจํากัดจํานวนคร้ัง 

กลาวไดวาเครื่ องจําแนกแบคทีเรียอัตโนมัติ MALDI-TOF 

MS นั้นเปนเทคโนโลยี high-throughput เพราะในหนึ่งคร้ัง

ของการวิเคราะหสามารถจดุโคโลนีของแบคทีเรยีลงไปในจาน

โลหะเปาหมายไดมากถึง 20 - 60 จุด(17) มีรายงานการศึกษา

ตนทนุประสทิธพิล (cost-effectiveness)  ซ่ึงเปนตัวบงช้ีความ
คุมคาของการนําเครื่ อง MALDI-TOF MS มาใชในงานจุล

ชีววิทยาคลินกิแทนการใชวธิแีบบด้ังเดิมในหองปฏิบติัการแหง

หนึ่งในสหรัฐอเมริกาเมื่ อป ค.ศ. 2011 พบวาสามารถลดคา
ใชจายได 177,090 เหรียญสหรัฐตอป(27) 



128 วารสารเทคนิคการแพทยและกายภาพบําบัด • ปที่ 25 ฉบับท่ี 2 • พฤษภาคม-สิงหาคม 2556

รูปที่ 2 เปรียบเทียบการจําแนกเช้ือแบคทีเรียดวย MALDI-TOF MS กับวิธีแบบด้ังเดิม ในการจําแนกแบคทีเรียดวย 

MALDI-TOF MS นัน้โคโลนีแบคทีเรยีจะถกูนาํปายลงบนแผนโลหะเปาหมายแลวเติมเมตทรกิซ นาํไปวิเคราะหโดย
เครื่ องจําแนกแบคทีเรียอัตโนมัติหลักการ MALDI-TOF MS ผลการวิเคราะหจะอยูในรูปแมสสเปกตรัมของโปรตีน

ในหนวยมวลตอประจุ (mass to charge ratio; m/z) ซ่ึงมีความจําเพาะตอชนิดโปรตีน ซ่ึงจะถูกนําไปเปรียบเทียบกับ

ฐานขอมูลแมสสเปกตรัมของโปรตีนของเช้ือแบคทีเรียมาตรฐาน และแปลผลการจําแนกของแบคทีเรีย โดยข้ันตอน

ทัง้หมด (ไมนบัรวมเวลาในการเพาะเชือ้บนอาหาร) ใชเวลานอยกวาหนึง่นาที สวนวิธกีารจําแนกแบคทีเรยีแบบด้ังเดิม 
โคโลนีแบคทีเรียจะถูกนํามาทดสอบเบ้ืองตนดวยการยอมแกรม การทดสอบการสรางเอ็นไซมคาตาเลส หรือทดสอบ
การมีเอ็นไซมไซโตโครม ซี ออกซิเดสเพื่ อจะสามารถเลือกชุดทดสอบทางชีวเคมีที่เหมาะสม แลวจึงทําการทดสอบ
ดวยชุดชีวเคมี รวมใชเวลามากกวาหนึ่งวัน
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ขอจาํกดัของการใชเครื่ องจาํแนกแบคทเีรียอัตโนมัต ิ
MALDI-TOF MS
 แบคทีเรียในกลุม Acinetobacter baumannii 
(Ab) ไดแก A. baumannii A. pittii และ A. nosocomialis  
ไมสามารถจําแนกเช้ือในกลุม Ab ออกจากกันไดโดยวิธีการ
จําแนกแบบด้ังเดิม การศึกษาของ Espinal และคณะ ในป 
ค.ศ. 2012 ทําการเปรียบเทียบผลการจําแนก Ab ดวยวิธี
อางอิงไดแก วิธี ARDRA (amplified rDNA restriction 
analysis) วิธี  rRNA intergenic spacer (ITS) วิธี recA 
sequencing และการหายีนส bla (OXA-51) กับเครื่ อง
จําแนกอัตโนมัติ MALDI-TOF MS ของบริษัท Bruker 
ผลการศึกษาพบวา MALDI-TOF MS สามารถจําแนก A. 
pittii ออกจาก A. baumannii ได แตจะไมสามารถแยก A. 
nosocomialis  ออกจาก A. baumannii สาเหตุเนื่ องจาก
ไมมีขอมูลโปรตีนสเปกตรัมของ A. nosocomialis ในฐาน

ขอมูลของบริษัท Bruker(28) นอกจากน้ียังไมสามารถจําแนก

แบคทีเรียไดจากสิ่งสงตรวจโดยตรงทําใหยังตองเพาะเชื้อ

เพื่ อใหไดโคโลนีแบคทีเรียกอนแลวจึงนํามาจําแนกชนิดดวย 

MALDI-TOF MS  ซ่ึงก็จะมีปญหาสําหรับแบคทีเรียที่ไม

สามารถเพาะเช้ือได (uncultured bacteria) แมวาจะมีการ

พัฒนาการจําแนกเช้ือดวย MALDI-TOF MS จากปสสาวะ

โดยตรง กลาวคือนําปสสาวะปรมิาตร 4 มลิลลิติรไปปนเหวีย่ง

ทีค่วามเรว็รอบต่ําเพื่ อตกตะกอนเม็ดเลอืดขาวแลวนาํสวนใส

ไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบสูงเพื่ อตกตะกอนแบคทีเรีย 
จากน้ันจงึตะกอนแบคทีเรยีไปวเิคราะห พบวาสามารถจําแนก

แบคทีเรียในระดับสปชีสไดจากปสสาวะที่มีเชื้อแบคทีเรีย 

105 CFU/ml โดยมีความไว (sensitivity) มากกวารอย

ละ 90 โดยจากการศึกษาเปรียบเทียบกับวิธีการจําแนกแบบ
ด้ังเดิม(29,30) สวนการศึกษาเพื่ อจําแนกแบคทีเรียโดยตรงจาก
ขวดเลอืดเพาะเช้ือเลอืดท่ีใหสญัญาณผลบวกจากเครื่ องเพาะ
แบคทีเรียจากเลือดอัตโนมัติ  (hemoculture automation) 

ซ่ึงมีขั้นตอนเชนเดียวกับการทําในปสสาวะแตเพิ่มขั้นตอน

การสกัดโปรตีนจากตะกอนแบคทีเรียที่ไดดวยกรดฟอรมิก 
(formic acid) และ เอธานอล (ethanol) แลวจึงนําโปรตีน
ที่สกัดไดไปวิเคราะห การศึกษาน้ีพบความไวในการจําแนก
แบคทีเรยีในระดบัสปชีสมากกวารอยละ 88 โดยการทําเปรยีบ

เทยีบกบัวธิกีารจําแนกแบคทีเรยีแบบด้ังเดิม โดยเวลาท้ังหมด
นับจากนําเลือดจากขวดเพาะเช้ือมาจนไดผลการจําแนกน้ัน

นอยกวา 30 นาที(30, 31) ซ่ึงท่ีกลาวมาก็มีขั้นตอนการทํางานท่ี

มากข้ึนและยงัไมมขีอมลูการศกึษาในสิง่สงตรวจชนิดอื่ นๆอีก
การนําเช้ือแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือตางชนิดกัน
ก็มีผลกระทบตอผลการจําแนกแบคทีเรียดวยเทคนิคน้ี เชน 
Staphylococcus spp. จากอาหาร colistin-nalidixic acid 
agar มีผลทําใหอัตราการจําแนกเช้ือกลุมน้ีไดไมถูกตองนัก
เมื่ อเปรียบเทียบกับการใชโคโลนีเชื้อจาก blood agar(16) แต
ขอมลูจากการศึกษาน้ีไมสามารถระบวุาสารชนิดใดท่ีปนเปอน
แลวจะมีผลตอการจําแนก เมื่ อเพิ่มขั้นตอนการสกัดตัวอยาง
กอนดวยกรดฟอรมกิและเอธานอลกอนจะนาํโปรตีนทีส่กดัได
ไปตรวจวิเคราะหจะสามารถเพิม่ความถูกตองของการจําแนก
แบคทีเรยีได โดยข้ันตอนการสกัดใชเวลาประมาณ 5 นาที(16) 
ดังน้ันจึงสามารถกลาวไดวาสารปนเปอนจากการเพาะเชื้อ
แบคทีเรียนั้นมีผลตอการจําแนกดวย MALDI-TOF MS 
 ในการนาํเครื่ องจําแนกแบคทีเรยีอัตโนมัติ MALDI-
TOF MS มาใชในหองปฏิบัติการคลินิกในประเทศไทยนั้น 

เรื่องราคาเคร่ืองมือท่ีสูงเป็นปัจจัยที่สําคัญในการพิจารณา 

นอกจากน้ีขอมลูของการบํารงุรักษาและคาใชจายของการบํารงุ

รักษาเครื่ องน้ันยังไมแนชัด ดังน้ันหองปฏิบัติการยังคงตอง

ทาํการศึกษาความคุมทนุเพิม่เตมิกอนท่ีจะนาํมาใชทดแทนวิธี

การปจจุบัน

สรุป 
 การนํา MALDI-TOF MS มาใชในการจําแนก

แบคทีเรียในงานคาดวาจะมีเพิ่มขึ้นเรื่ อยในอนาคต โดยสวน

ใหญแลวจะสามารถนําโคโลนีของแบคทีเรียไปวิเคราะหได
โดยตรงไมตองมขีัน้ตอนการเตรยีมหรอืสกดัใดๆ เมื่ อนับเวลา
ต้ังแตนาํโคโลนีจากจานเพาะเช้ือจนไดผลการจําแนกแบคทีเรยี

ออกมาน้ันใชเวลานอยกวา 1 นาที สามารถลดคาใชจายใน

หองปฏิบัติการไดในระยะยาว ลดการใชบุคลากรไดทั้ง pre-

analytical process คือลดการเตรียมชุดชีวเคมี การทดสอบ
คุณภาพชุดชีวเคม ีในชวง analytical process  ลดจํานวนบุค
คลากรท่ีตองมาทําการทดสอบ การอานผลการทดสอบและ

แปลผลการทดสอบ ในชวง post-analytical process สามาร

ลดปรมิาณขยะติดเช้ือจากการปฏิบติัการไดทาํใหลดคาใชจาย
ไดอีกทางหน่ึง และยังลดความเส่ียงในการแพรกระจายเชื้อ

โรคได นอกจากน้ียังสามารถจําแนกแบคทีเรียจากส่ิงสงตรวจ
บางชนิดโดยตรงไดแก ปสสาวะ และเลือดจากขวดเพาะเช้ือ
จากเลือด แตอยางไรก็ตามพบปญหาเรื่ องผลการจําแนกไม

ตรงกันในกรณีที่ใชโคโลนีของแบคทีเรียจากอาหารตางชนิด
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กัน ซ่ึงจะสามารถลดความไมสอดคลองน้ีไดดวยการสกัด
โปรตีนจากแบคทีเรียกอนนําไปวิเคราะห การนํามาใชในหอง
ปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิกในประเทศไทยยังคงตองทําการ
ศึกษาความคุมทุนเนื่ องจากเครื่ องมือมีราคาสูง
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