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	 วารสารเทคนิคการแพทย์ ขอเรียนเชิญผู้แต่งส่งบทความมาตีพิมพ์ในวารสารเทคนิคการแพทย์ 

ซึ่งสามารถส่งบทความได้ทั้งรูปแบบภาษาไทยและภาษาอังกฤษ โดยลงทะเบียนเพื่อส่งบทความเข้า 

สู่ระบบออนไลน์ Thai Journals online (ThaiJo 2) ที่ https://www.tci-thaijo.org/index.

php/jmt-amtt/index เท่านั้น และเลือก “สำ�หรับผู้แต่ง” เพื่อศึกษาการเตรียมต้นฉบับบทความ

ประเภทต่างๆ ของวารสารฯ ก่อนเลือก “ส่งบทความ” เข้าสู่ระบบออนไลน์

	 สำ�หรับบทความในวารสารฉบับนี้ ประกอบด้วย บทความปริทัศน์ จำ�นวน 1 เรื่อง คือ 

เรื่อง “บทบาทของนักเทคนิคการแพทย์ในการดูแลรักษาผู้ป่วยไข้เลือดออกเดงกีที่มีภาวะเลือดแข็งตัว 

ในหลอดเลือดแบบแพร่กระจายร่วมด้วย” บทความนิพนธ์ต้นฉบับ (Original article) จำ�นวน 

7 เรื่อง ซึ่งประกอบด้วย บทความภาษาอังกฤษ 2 เรื่อง และบทความภาษาไทย 5 เรื่อง โดย

เนื้อหาของบทความ จัดตามกลุ่มวิชาดังนี้ 1) บทความทางด้านจุลชีววิทยาคลินิก จำ�นวน 1 เรื่อง  

2) บทความทางด้านปรสิตวิทยา จำ�นวน 1 เรื่อง 3) บทความทางด้านไวรัสวิทยา จำ�นวน 1 เรื่อง 

4) บทความทางด้านเคมีคลินิก จำ�นวน 2 เรื่อง และ 5) บทความทางด้านบริหารห้องปฏิบัติการ

จำ�นวน 1 เรื่อง 

 

	 สมชาย วิริยะยุทธกร
	 บรรณาธิการวารสารเทคนิคการแพทย์
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Medical Technologist Role in Dengue Fever Patients with 
Disseminated Intravascular Coagulation (DIC)

Waraporn Somwong1* Akemanee Pattanapipitpaisarn1 and Panjit Phothong2

1Diagnostic Laboratory, Hospital for Tropical Diseases, Bangkok, Thailand
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Abstract
Dengue fever patients have the potential for disseminated intravascular coagulation (DIC), 

a condition caused by continuous stimulation of blood clotting process. The fibrin builds up in 

blood vessels especially small blood vessels (microcirculation) thus causing ischemia of various 

organs and finally resulting in organ failure. A large amount of platelets used in the clotting 

process results in lower concentration of blood platelets that contributes to bleeding. Medical 

technologist is one of the multidisciplinary that is important in the patient care process both in 

providing laboratory results for the physician and blood and/or blood components for treatment 

of the patient accurately, safely and quickly including to the surveillance of transfusion reaction’s 

incident.
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 48 ฉบับที่ 1 เมษายน 2563 บทความปริทัศน์

บทบาทของนักเทคนิคการแพทย์ในการดูแลผู้ป่วยไข้เลือดออก
เดงกี ท่ีมภีาวะเลอืดแขง็ตวัในหลอดเลอืดแบบแพรก่ระจายรว่มดว้ย

วราภรณ์ สมวงษ์1* เอกมณี พัฒนพิพิธไพศาล1 และ ปานจิต โพธิ์ทอง2

1งานห้องปฏิบัติการเวชศาสตร์ชันสูตร รพ.เวชศาสตร์เขตร้อน กรุงเทพมหานคร
2ฝ่ายการพยาบาล รพ.เวชศาสตร์เขตร้อน กรุงเทพมหานคร

บทคัดย่อ 
 ผูป้ว่ยโรคไขเ้ลอืดออกเดงกมีโีอกาสทีจ่ะเกดิภาวะเลอืดแขง็ตวัในหลอดเลอืดแบบแพรก่ระจาย 

(disseminated intravascular coagulation; DIC) ซึ่งเป็นภาวะที่เกิดจากการกระตุ้นกระบวนการแข็งตัว

ของเลือดอย่างต่อเนื่องทั่วร่างกาย ทำ�ให้เกิดการสร้างสารไฟบรินเพิ่มมากขึ้นในหลอดเลือด โดยเฉพาะ

ในหลอดเลือดขนาดเล็ก จนอวัยวะต่างๆ อยู่ในภาวะขาดเลือด (ischemia) และขาดออกซิเจน การทำ�

หนา้ทีข่องอวยัวะตา่งๆ ลม้เหลว เมือ่เกดิภาวะเลอืดแขง็ตวัจงึมกีารนำ�เกลด็เลอืดไปใชง้าน ทำ�ใหป้รมิาณ

เกล็ดเลือดลดต่ำ�ลงจนเกิดปัญหาเลือดออกตามมา บทบาทของนักเทคนิคการแพทย์ซึ่งจัดเป็นหนึ่งใน

สหวชิาชพีทีส่ำ�คัญสำ�หรบักระบวนการดแูลรกัษาผูป้ว่ยไขเ้ลอืดออกเดงกจีงึมคีวามสำ�คญัในดา้นการตรวจ
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บทน�ำ
ไขเ้ลอืดออกเดงกเีปน็โรคทีม่กีารระบาดมาก

ในประเทศไทยและถือเป็นปัญหาสาธารณสุขที่สำ�คัญ

อีกโรคหนึ่ง สาเหตุเกิดจากเชื้อไวรัสเดงกี (dengue 

virus) ซึ่งมีทั้งหมด 4 สายพันธุ์ (serotypes) คือ 

DEN1, DEN2, DEN3 และ DEN4 ทั้ง 4 สายพันธุ์ 

มแีอนตเิจนรว่มบางชนดิ จงึทำ�ใหเ้กดิ cross reaction 

และ cross protection ได้ในระยะเวลาหนึ่ง เมื่อมี

การติดเชื้อไวรัสเดงกีชนิดใดก็จะมีภูมิคุ้มกันต่อไวรัส

เดงกีชนิดน้ันตลอด (long lasting homotypic  

immunity) และจะมีภูมิคุ้มกันแบบ cross protection 

ต่อชนิดอื่น (heterotypic immunity) ในช่วงระยะ

เวลาสั้นๆ ประมาณ 6-12 เดือน โรคไข้เลือดออก 

เดงกีติดต่อได้โดยมียุงลาย (Aedes aegypti) เป็น

พาหะ การตดิเชือ้ไวรสัเดงกีในคนมลีกัษณะทางคลนิกิ

แตกต่างกันมาก ตั้งแต่มีอาการไข้เพียงเล็กน้อย  

(dengue fever) จนถึงมีอาการมากเป็นโรคไข้เลือด

ออก (dengue hemorrhagic fever หรือ dengue 

shock syndrome) ซึ่งทำ�ให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้จาก

ภาวะช็อกและภาวะเลือดออก โดยอาการของโรคแบ่ง

เป็น 3 ระยะ คือ ระยะไข้ ระยะวิกฤต/ช็อก และระยะ

ฟื้นตัว ช่วงที่ต้องมีการเฝ้าระวังอย่างใกล้ชิดคือช่วงที่

อยู่ในระยะไข้ลด เนื่องจากเป็นช่วงที่จะเข้าสู่ระยะ

วิกฤต ถ้าไม่ได้รับการดูแลอย่างใกล้ชิด อาจทำ�ให้ 

ผูป้ว่ยมอีาการช็อกนาน สง่ผลใหเ้กิดภาวะความผดิปกติ

ตามมา มีปริมาณเม็ดเลือดขาวลดต่ำ�ลง มีค่าความ 

เข้มข้นของเลือดสูงข้ึน ซึ่งเป็นสิ่งชี้บ่งว่าผู้ป่วยเริ่มมี

พลาสมารั่วออกจากหลอดเลือด จำ�เป็นต้องได้รับสาร

น้ำ�ชดเชย ผู้ป่วยบางรายอาจมีภาวะเลือดออกภายใน

ซึ่งส่วนใหญ่มักเกิดที่ช่องท้อง มีค่าการแข็งตัวของ

เลือดผิดปกติ ที่สำ�คัญคือมีเกล็ดเลือดต่ำ� (≤ 50,000 

เซลล์ ตอ่ลูกบาศกม์ลิลเิมตร ในรายทีช่อ็ก) เกลด็เลอืด

ทำ�งานผิดปกติ ส่งผลให้เกิดภาวะเลือดแข็งตัวใน

หลอดเลือดแบบแพร่กระจาย (disseminated  

intravascular coagulation; DIC) ตามมาจนทำ�ให้

เสียชีวิตได้ บทความเรื่องนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อให้ 

นักเทคนิคการแพทย์ตระหนักถึงความสำ�คัญในการ 

เตรียมเลือดและ/หรือส่วนประกอบของเลือดให้กับ 

ผู้ป่วย เข้าใจกลไกในการเกิดภาวะเลือดแข็งตัวใน

หลอดเลอืดแบบแพรก่ระจายในผูป้ว่ยไขเ้ลอืดออกเดงก ี

และเพื่อใช้เป็นแหล่งข้อมูลอ้างอิงในการศึกษาต่อไป 

1.	 โรคไข้เลือดออกเดงกี 
การติดต่อ โรคไข้เลือดออกเดงกีติดต่อโดย

มียุงลาย (Aedes aegypti) เป็นพาหะนำ�โรค โดย 

ยุงลายตัวเมียจะดูดเลือดจากคนที่มีเชื้อไวรัสเดงกีอยู่

ในกระแสเลือดในช่วงระยะที่มีไข้สูง เชื้อไวรัสจะเพิ่ม

จำ�นวนในตัวยุงประมาณ 8-10 วัน โดยเชื้อจะเข้าไป

ในกระเพาะและเพิ่มจำ�นวนในเซลล์ผนังกระเพาะ 

หลังจากนั้นจะกระจายเข้าสู่ต่อมน้ำ�ลาย พร้อมที่จะ

ปล่อยเชื้อให้กับคนอื่นต่อไป(1, 2)

อาการแสดงและการวนิจิฉยั องคก์ารอนามยั

โลก (World Health Organization; WHO) ไดแ้บ่ง

อาการของโรคเป็น 3 ระยะ คือ ระยะไข้ ระยะวิกฤต/

ช็อก และระยะฟื้นตัว(3) ดังนี้ 

1)	 ระยะไข้ มีอาการไข้สูงอย่างเฉียบพลัน 

ส่วนใหญ่ไข้สูงเกิน 38.5 องศาเซลเซียส ผู้ป่วยมัก

มีหน้าแดง (flushed face) อาจตรวจพบคอแดง 

(injected pharynx) ได้ เบื่ออาหาร อาเจียน บางราย

อาจมอีาการปวดทอ้งรว่มดว้ย มอีาการปวดทีช่ายโครง

ขวาในระยะที่มีตับโต อาการที่พบบ่อยคือพบจุดเลือด

ออกที่ผิวหนัง (petechiae)

การตรวจทางห้องปฏิบัติการคือการทดสอบ 

ทูร์นิเก้ (tourniquet test) ให้ผลบวกได้ตั้งแต่ 2-3 

วันแรก และมีผลตรวจ Dengue NS1 Ag เป็นบวก 

(positive)

2)	 ระยะวิกฤต/ช็อก เป็นระยะที่มีการรั่ว

ของพลาสมา โดยระยะรัว่ประมาณ 24-48 ชัว่โมง โดย
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พลาสมาจะรั่วไปอยู่ที่ช่องท้อง/ช่องปอดมาก ไม่

สามารถจับชีพจรและวัดความดันได้ (hypovolemic 

shock) ซึ่งส่วนใหญ่จะเกิดขึ้นพร้อมๆ กับที่ไข้ลดลง

อย่างรวดเร็ว ระยะนี้จะเกิดขึ้นอย่างรวดเร็ว ถ้าไม่ได้

รับการรักษาทันทีผู้ป่วยอาจเสียชีวิตได้ 

การตรวจทางห้องปฏิบัติการ คือ มีระดับ 

ฮีมาโตคริต (hematocrit) เพิ่มข้ึนจากเดิมประมาณ

ร้อยละ 20 ระดับเกล็ดเลือดต่ำ�ลงมาก ระดับโปรตีน

และระดับอัลบูมินในเลือดลดต่ำ�ลง ค่าอัตราการ 

ตกตะกอนของเม็ดเลือดใน 1 ชั่วโมง (erythrocyte 

sedimentation rate; ESR) ลดต่ำ�ลง ระดบัเมด็เลอืด

ขาวต่ำ�ลง มกีารเปลีย่นแปลงในผลตรวจภาวะการเกิด

ลิ่มเลือด (coagulogram) โดยจะพบ partial  

thromboplastin time (PTT) และ thrombin time 

(TT) ผิดปกติได้ รายที่ช็อกนานอาจมี prothrombin 

time (PT) ผิดปกติได้ด้วย โดยการเปลี่ยนแปลงของ

ภาวะการเกิดล่ิมเลือดนี้ แสดงว่ามีภาวะเลือดแข็งตัว

ในหลอดเลือดแบบแพร่กระจาย 

3) ระยะฟืน้ตวั เมือ่การรัว่ของพลาสมาหยดุ 

ชีพจรจะช้าลงและแรงขึ้น ความดันโลหิตปกติ ระยะ

ฟื้นตัวใช้เวลา 2-3 วัน มีปริมาณปัสสาวะมากขึ้น และ

ผู้ป่วยเริ่มมีความอยากรับประทานอาหาร 

การตรวจทางห้องปฏิบัติการคือ ระดับ 

ฮีมาโตคริตจะลงมาคงที่

การเปลี่ยนแปลงที่สำ�คัญทางเลือดในผู้ป่วย

โรคไข้เลือดออก เป็นปัจจัยสำ�คัญมากที่ช่วยในการ

วินิจฉัย ชี้บ่งถึงพยาธิสภาพและเป็นกระบวนการ

สำ�คญัทีเ่ก่ียวขอ้งกบั pathophysiology และ patho-

genesis ของภาวะแทรกซอ้นตา่งๆ การเปลีย่นแปลง

ทีส่ำ�คญัอาการแรกทีพ่บคอืคา่ฮมีาโตครติสงูขึน้ ซึง่เกดิ

จากภาวะเลือดข้น โดยจะเริ่มตรวจพบได้ตั้งแต่วันที่ 

2-3 ของโรค และเห็นได้ชัดในระยะก่อนช็อกและใน

ระยะชอ็กของโรค จากนัน้จะคอ่ยๆ ลดลงสูร่ะดบัปกต ิ

สาเหตุที่ผู้ป่วยไข้เลือดออกมีค่าฮีมาโตคริตสูงขึ้นเกิด

จากการที่มีพลาสมารั่วออกไปจากผนังของเส้นเลือด

ฝอย โดยจะรั่วไปอยู่ในช่องปอด ช่องท้อง และช่อง

เย่ือหุ้มหัวใจ เป็นจำ�นวนมาก การตรวจเลือดใน 

วันแรกอาจพบ leukocytosis แต่ต่อมาจะเริ่มต่ำ�ลง

ในวันที่ 3 หลังมีไข้ หรือ 2 วันก่อนช็อก ในระยะใกล้

ช็อกจำ�นวนเม็ดเลือดขาวอาจลดลงต่ำ�กว่า <2,000 

เซลล์ต่อลูกบาศก์มิลลิเมตร พบจำ�นวนนิวโทรฟิล 

ลดลงและพบลิมโฟซัยต์ โดยจะพบ transformed  

lymphocyte จำ�นวนสูงมากประมาณวันที่ 3-4 หรือ

ระยะช็อก ซึ่งจะคงอยู่ประมาณ 3-4 วัน จึงค่อยๆ 

ลดลงกลับเข้าสู่ภาวะปกติ ส่วนจำ�นวนเกล็ดเลือดเริ่ม

ลดต่ำ�ลงตามลำ�ดับ และลดลงต่ำ�สุดในระยะช็อกและ

เมื่อไข้ลดลง จากนั้นจะกลับสู่ภาวะปกติ สาเหตุเกิด

จากมกีารสรา้งไดน้อ้ยลงในไขกระดกูและมกีารทำ�ลาย

เกล็ดเลือดมาก ดังนั้นจึงส่งผลให้ผู้ป่วยมีภาวะเลือด

ออกมาก นอกจากนี้เกล็ดเลือดยังถูกนำ�ไปใช้ในการ

แข็งตัวของเลือด ในผู้ป่วยที่มีอาการหนักจนกระทั่งมี

ภาวะเลือดแข็งตัวในหลอดเลือดแบบแพร่กระจาย  

จะยิ่งทำ�ให้จำ�นวนเกล็ดเลือดลดต่ำ�ลงไปอีก ความผิด

ปกติในระบบการแข็งตัวของเลือดเป็นสาเหตุส่งเสริม

ที่สำ�คัญอย่างหนึ่งที่ทำ�ให้ผู้ป่วยมีภาวะเลือดออกมาก 

การทดสอบกรองในกระบวนการแข็งตัวของเลือด 

(coagulogram screening) พบว่ามี prolonged 

partial thromboplastin time และ prolonged 

prothrombin time ส่วน thrombin time ส่วนใหญ่

อยู่ ในเกณฑ์ปกติ โรคไข้เลือดออกจะมีการกระตุ้น 

ระบบการแข็งตัวของเลือด ซึ่งอาจเกิดจากอิมมูน-

คอมเพล็กซ์ไปกระตุ้นผ่านทาง factor XII (Hageman 

factor) และ platelet factor 3 (PF3) จากการสลาย

ตัวของเกล็ดเลือด ทำ�ให้มีการใช้ factor ต่างๆ ใน 

การแข็งตัวของเลือด(4)

การรักษา ให้การรักษาตามอาการเนื่องจาก

ยังไม่มียาจำ�เพาะ
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ภาวะเลือดแข็งตัวในหลอดเลือดแบบแพร่

กระจาย (disseminated intravascular coagulation; 

DIC) ในผู้ป่วยไข้เลือดออกเดงกี ภาวะเลือดแข็งตัว

ในหลอดเลอืดแบบแพรก่ระจายทัว่รา่งกายทำ�ใหม้กีาร

สร้างไฟบรินเพิ่มมากขึ้นในหลอดเลือด โดยเฉพาะใน

หลอดเลอืดขนาดเลก็ (microcirculation) กอ่ใหเ้กดิ

ความผดิปกติในระบบการไหลเวยีนเลอืดไปยงัอวยัวะ

ต่างๆ ภายในร่างกาย ส่งผลให้การทำ�งานของอวัยวะ

ล้มเหลว(5) เกิดภาวะเลือดไปเลี้ยงอวัยวะต่างๆ ไม่

เพียงพอซึ่งอาจทำ�ให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้ 

ตามรายงานไข้เลือดออกในผู้ป่วยผู้ ใหญ่ 

ในประเทศไทยปี พ.ศ. 2518 โดยถนอมศรี ชัยสกุล

และคณะ พบผู้ป่วยผู้ใหญ่ 3 ราย อายุ 16-22 ปี  

มีภาวะแทรกซ้อนรุนแรง คือภาวะเลือดแข็งตัวใน

หลอดเลือดแบบแพร่กระจายร่วมกับช็อก โดยผู้ป่วย 

2 รายถึงแก่กรรม ส่วนอีก 1 ราย รอดชีวิตจากการ

รกัษาดว้ย heparin ขนาดต่ำ� การวเิคราะหร์ายงานของ

โรงพยาบาลวิชัยยุทธ โดยถนอมศรี ชัยสกุลและ 

คณะ ในระหว่างเดือนมกราคม พ.ศ. 2551 ถึงเดือน

กุมภาพันธ์ พ.ศ. 2553 พบผู้ป่วยผู้ใหญ่ 157 ราย ใน

จำ�นวนนี้มีผู้ป่วย 8 รายที่มีภาวะแทรกซ้อนรุนแรง(6)

ตามรายงานของ Funahara และคณะพบว่าในผู้ป่วย

ผู้ใหญ่ที่มีอาการช็อก และมีเลือดออกมากจะมีภาวะ 

DIC ชัดเจน โดยตรวจพบว่านอกจากจำ�นวนเกล็ด

เลือดจะต่ำ�แล้ว ยังพบว่าผู้ป่วยมีระดับไฟบริโนเจน  

ต่ำ�มาก มี euglobulinlysis time ยาว มีระดับ fibrin 

degradation products (FDP) สูงมาก(7) จากการ

รายงานกรณีศึกษาของ Swati C. และคณะ เรื่อง 

Dengue Hemorrhagic Fever with Disseminated 

Intravascular Coagulation ได้รายงานว่ามีผู้ป่วย

ชายอายุ 23 ปี เป็นโรคไข้เลือดออกเดงกีที่มี DIC  

ร่วม มีอาการตับวาย ค่าเกล็ดเลือด <15,000, INR 

8.4, APTT 52.4sec, DIC score 7 ผู้ป่วยได้รับ 

พลาสมาแชแ่ขง็ (fresh frozen plasma; FFP) ภายใน 

8 ชัว่โมงหลังเขา้รบัการรกัษา แตผู่ป้ว่ยไดเ้สียชวีติจาก

ภาวะเลือดออกในสมอง(8) ข้อมูลสำ�คัญที่สนับสนุนว่า

ผูป้ว่ยไขเ้ลอืดออกเดงกมีภีาวะ DIC เกดิขึน้จากกลไก

การเปล่ียนแปลงทางเลือด ในภาวะปกติเซลล์เย่ือบุ 

(endothelial cell) ของผนังหลอดเลือดฝอย ซึ่ง 

บุผนังด้านในของหลอดเลือดมีสมบัติต่อต้านการ 

เกิดก้อนเลือด (anti-clot) สามารถให้สารที่ต่อต้าน

การเกิด platelet aggregation การเกิด clot และ

การสลายก้อน clot ได้ เมื่อถูกเชื้อไวรัสเดงกี  

เข้าทำ�ลายเซลล์เยื่อบุของผนังหลอดเลือดฝอย ทำ�ให้

เกดิ พลาสมารัว่ออกไปจากผนงัเสน้เลอืดฝอยทีม่ภีาวะ

รั่วมากขึ้น (increased vascular permeability) 

เข้าสู่ third space อย่างรวดเร็วส่งผลให้เกิดน้ำ�ในเยื่อ

หุ้มปอด (pleural effusion) เกิดเลือดเข้มข้นขึ้น 

(hemoconcentration) ส่งผลให้ระดับฮีมาโตคริตสูง

ขึน้อยา่งรวดเรว็ และเกดิ hypovolemia อยา่งรนุแรง 

นอกจากนี้ยังมีการหล่ังสาร mediator ได้แก่ C3a, 

C5a ไปกระตุ้นการทำ�งานของระบบคอมพลีเมนท์  

อีกทั้งมีการหลั่งสารไซโตไคน์ต่างๆ ออกมาร่วมด้วย 

ถ้าได้รับการรักษาไม่ทันเวลาผู้ป่วยจะมีอาการช็อก 

เกิดเป็น dengue shock syndrome ได้(9)

เกิดการบาดเจ็บต่อหลอดเลือด (vascular 

injury) ต่อเซลล์เย่ือบุ ส่งผลกระตุ้นการเกิด clot  

สารที่สำ�คัญคือ tissue factor ซึ่งมีบทบาทสำ�คัญ 

ในการกระตุ้น extrinsic pathway ส่วน von  

Willebrand factor ทำ�ให้เกิดการเกาะกลุ่มของ 

เกล็ดเลือด ส่งผลกระตุ้นการเกิด clot อย่างต่อเนื่อง 

อกีทัง้มกีารกระตุน้ Hageman’s factor (factor XII) 

ใหเ้กิด clot ผา่น intrinsic pathway(10) ทำ�ใหม้ภีาวะ

ความสามารถในการแข็งตัวของเลือดสูง (hyperco-

agulability) ตามมา โดยจะตรวจเลือดค่า activated 

partial thromboplastin time (APTT) และ  

prothrombin time (PT) เป็น prolonged เกิดเป็น

ภาวะ DIC นอกจากนั้นการเกิด clot ยังกระตุ้นให้
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เกิด fibrinolysis ส่งผลให้ในขณะที่มีการสลาย 

ไฟบริน เกิด intermediate product คือ fibrin 

degradation products (FDP) และ D-dimer  

ซึง่สาร FDP มบีทบาทสำ�คญัในการตอ่ตา้นเกลด็เลอืด 

ต่อต้านการเกิด clot ที่แข็งแรง อีกทั้งยังต่อต้านการ

เกิดทรอมบินส่งผลให้ เกิดภาวะเลือดออกผิด

ปกติ(bleeding abnormality) 

กล่าวโดยสรุปคือกลไกการเกิดภาวะเลือด

แข็งตัวในหลอดเลือดแบบแพร่กระจายในผู้ป่วย 

ไข้เลือดออกเดงกี เกิดจากหลายกลไก เริ่มจาก 

endothelial cell injury ทำ�ให้มีการปลดปล่อย  

tissue factor ส่งผลกระตุ้นการเกิด clot อีกทั้งมีการ 

กระตุ้นเกล็ดเลือดให้หลั่งสารต่างๆ เช่น PF4, PF3, 

BTG รว่มกบัการเกดิ aggregation และ lysis ทีเ่กิด

ในหลอดเลือดขนาดเล็ก ทำ�ให้ร่างกายมีปริมาณเกล็ด

เลอืดลดต่ำ�ลง พรอ้มทัง้มปีฏกิริยิา immune ทีร่นุแรง 

ส่งผลให้มีการหลั่ง tissue factor อีกทั้งเกิดการรั่ว 

ของพลาสมาจากหลอดเลอืด ทำ�ใหเ้กดิ hypovolemia 

มีภาวะช็อกร่วมด้วย ทำ�ให้ผู้ป่วยเกิดภาวะเลือดออก

อยา่งรนุแรง และอาจทำ�ใหถ้งึแกช่วีติได้(9, 11) จากการ

ศึกษารว่มขององคก์ารอนามยัโลก พบวา่จำ�นวนเกล็ด

เลือดและระยะของไฟบริโนเจนที่ลดลงสัมพันธ์กับ

ความรุนแรงของโรคพร้อมๆ กับระดับของ fibrin 

degradation product (FDP) ที่เพิ่มขึ้นด้วย(4)

ระบบการให้คะแนนภาวะเลือดแข็งตัวใน

หลอดเลือดแบบแพร่กระจาย (DIC Scoring  

System) The subcommittee on DIC of the 

Scientific and Standardization Committee of 

the International Society of Thrombosis and 

Haemostasis (TSTH) ได้เสนอให้ใช้ระบบการให้

คะแนน (ISTH DIC scoring system) เพื่อช่วยการ

วินิจฉัยภาวะเลือดแข็งตัวในหลอดเลือดแบบแพร่

กระจาย(5) ให้ตรงกันมากขึ้นโดยการใช้ผลตรวจทาง

ห้องปฏิบัติการประกอบ ได้แก่ platelet count,  

prothrombin time, fibrinogen level และ fibrin 

degradation products/D-dimer โดยวิธีการให้

คะแนนจะนำ�ผลแต่ละการทดสอบมาให้คะแนนตาม 

score ใน Table 1 ผู้ป่วยจะได้รับการวินิจฉัยว่าเป็น 

Parameter Result Score

1. Platelet count	
>100 x 109/L

50-100 x 109/L
< 50 x 109/L

0
1
2

2. Prothrombin time (PT)	
<3 sec

>3 sec - <6 sec
> 6 sec

0
1
2

3. Fibrinogen
>1.0 g/L 
<1.0 g/L

0
1

4. FDP/D-dime
No increase

>4 -< 8.2 ug/mL
>8.2 µg/mL

0
2 
3  

Table 1 ISTH DIC scoring system

A total score of ≥5 = DIC as long as the score is associated with a clinical disorder known to cause DIC. If the score 
is ≥5 you must ring the ward/medic and make them aware of the risk of DIC.
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overt DIC ถ้า DIC score ≥5 หรือเป็น non- overt 

DIC ถ้า DIC score < 5 โดยผูป้ว่ยที่ไดร้บัการวนิจิฉยั

ว่าเป็น overt DIC มีอัตราการเสียชีวิตสูงกว่าผู้ป่วยที่

อยู่ในกลุ่ม non- overt DIC(12)

	
2.	 ชนดิของเลอืดและส่วนประกอบของเลือด 
	 ได้แก่ กลุ่มเกล็ดเลือด กลุ่มพลาสมา

(1)	 เม็ดเลือดแดงที่มีจำ�นวนเม็ดเลือดขาว

น้อย (leukodepleted packed red blood cells; 

LDRBC) คือ โลหิตที่แยกเม็ดเลือดขาวออกโดยวิธี

การกรองให้มีเม็ดเลือดขาวเหลืออยู่น้อยกว่า 1×106 

เซลล์ตอ่ยูนติ ในรอ้ยละ 90 ของจำ�นวนยนูติทีท่ดสอบ 

และเหลือจำ�นวนเม็ดเลือดแดงมากกว่าร้อยละ 85 

ของจำ�นวนเริ่มต้น 

(2)	 เม็ดเลือดแดงที่แยกเม็ดเลือดขาวออก

โดยการปั่น (leukocyte-poor packed red blood 

cells; LPRC) คือ โลหิตที่แยกเม็ดเลือดขาวออก 

โดยวิธีการปั่นให้มีเม็ดเลือดขาวเหลืออยู่น้อยกว่า 

1.2 × 109 เซลล์ต่อยูนิต ร้อยละ 75 ของจำ�นวนยูนิต

ที่ทดสอบ และมีค่าฮีมาโตคริต ร้อยละ 50-70 ของ

จำ�นวนยูนิตที่ทดสอบ

(3)	 เม็ดเลือดแดงเข้มข้น (packed red 

blood cells; PRC) คอื โลหติทีแ่ยกพลาสมาออกโดย

การปัน่โลหติรวม หรอืแยกพลาสมาเมือ่เมด็เลอืดแดง

ตกตะกอนแล้ว RBC จะต้องมีค่าฮีมาโตคริต 

≤ ร้อยละ 80 และต้องแยกก่อนโลหิตหมดอายุ

(4)	 เกล็ดเลือดเข้มข้น (platelet concen-

trate; PC) เตรียมโดยการปัน่แยกจากโลหิตรวม ต้อง

มจีำ�นวนเกลด็เลอืดอยา่งนอ้ย 6 × 1010 เซลลต์อ่ยนูติ 

และต้องมีปริมาตรพลาสมามากกว่า 40-70 มิลลิลิตร 

โดยเมื่อวัดพีเอช ณ วันหมดอายุจะมีค่าเท่ากับหรือ

มากกว่า 6.2 

(5)	 เกลด็เลอืดเขม้ขน้ชนดิรวมถงุทีม่จีำ�นวน 

เม็ดเลือดขาวต่ำ� (pooled leukocyte poor platelet 

concentrate; LPPC) คือเกล็ดเลือดเข้มข้นที่มีเม็ด

เลือดขาวต่ำ� ได้จากการนำ� buffy coat 4 ยูนิตมารวม

กับพลาสมา 1 ยูนิต จากนั้นนำ�ไปปั่นอีกครั้งหนึ่ง โดย

ต้องมีจำ�นวนเม็ดเลือดขาวน้อยกว่า 0.2 × 109 เซลล์

ต่อยูนิตที่รวมแล้ว

(6)	 เกล็ดเลือดที่เตรียมจากผู้บริจาคราย

เดียว (single donor platelet concentrate; SDP) 

เตรียมโดยใช้เครื่องแยกส่วนประกอบโลหิตอัตโนมัติ 

ต้องมีจำ�นวนเกล็ดเลือดอย่างน้อย 3.0 × 1011 เซลล์

ต่อยูนิต หรือเทียบเท่า 6 ถุงของเกล็ดเลือดเข้มข้น

(7) พลาสมาสดแช่แข็ง (fresh frozen 

plasma; FFP) คือพลาสมาที่แยกจากโลหิตรวม เก็บ

ทีอ่ณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีสหรอืต่ำ�กวา่ โดย 1 ยนูติ

จะมีแฟกเตอร์ทุกชนิดและมีปริมาณไฟบริโนเจน 2 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

(8) ไครโอปรีซิปิเตท (cryoprecipitate; 

AFH) คอืตะกอนที่ไมล่ะลายในความเยน็ ซึง่แยกจาก

พลาสมาสดแช่แข็ง ต้องมีปริมาณแฟกเตอร์ VIII 

มากกวา่ หรอืเทา่กบั 70 IU ตอ่ยนูติ และไฟบริโนเจน

มากกว่า หรือเท่ากับ 140 มิลลิกรัมต่อยูนิต

3. 	บทบาทนักเทคนิคการแพทย์ในการเตรียม 
	 เลือดและส่วนประกอบของเลือดส�ำหรับ 
	 ผู้ป่วยไข้เลือดออกเดงกี

นกัเทคนคิการแพทย์มหีนา้ทีจั่ดเตรยีมเลือด

และ/หรือส่วนประกอบของเลือด ได้แก่ กลุ่มเกล็ด

เลอืด กลุม่พลาสมา สำ�หรบัผูป้ว่ยทีม่คีวามจำ�เปน็ตอ้ง

ใช้อย่างปลอดภัยและทันเวลาที่สุด อีกทั้งมีหน้าที่ 

ตรวจวิเคราะห์ทางธนาคารเลือด รวมถึงกำ�กับดูแล

ปริมาณเลือดและ/หรือส่วนประกอบของเลือดให้ 

เพียงพอกับความต้องการของผู้ป่วย เนื่องจากใน 

ผูป้ว่ยไขเ้ลือดออกเดงกีทีม่ภีาวะเลือดแขง็ตวัในหลอด

เลือดแบบแพร่กระจายร่วมด้วย เกล็ดเลือดจะถูก 

นำ�ไปใช้ในปริมาณมากจนลดต่ำ�ลง และเกิดการสลาย



วราภรณ์ สมวงษ์ และคณะ7212

ไฟบริน (fibrinolysis) เพื่อต่อต้านการแข็งตัวของ

เลือด ผลที่ตามมาคือเกิดภาวะเลือดออก (bleeding) 

ซึ่งรุนแรงมากหรือน้อย ขึ้นกับการสลายสารไฟบริน 

ทำ�ให้มีความจำ�เป็นอย่างยิ่งที่ต้องได้รับเลือดและหรือ

ส่วนประกอบของเลือดในปริมาณมากและต่อเนื่อง 

รวมทั้งต้องมีการเฝ้าระวังการเกิดภาวะแทรกซ้อน 

หรือปฏิกิริยาไม่พึงประสงค์จากการรับเลือดในผู้ป่วย 

เช่น การมีไข้หลังรับเลือด มีผื่น แน่นหน้าอกระหว่าง

การรับหรือหลังรับเลือด 

3.1 การเตรียมเลือดและหรือ/ส่วนประกอบของ 

	 เลือดสำ�หรับผู้ป่วย

ขอ้บง่ชีก้ารใหเ้ลอืดตามแนวทางการวนิจิฉยั

และการรักษาโรคไข้เลือดออกเดงกี ฉบับเฉลิม 

พระเกียรติสำ�หรับแพทย์ กรมการแพทย์ ได้กำ�หนด

แนวทางไว้ดังนี้ ผู้ป่วยมีเลือดออกมากเกินร้อยละ 10 

ของปริมาตรเลือดทั้งหมดในร่างกาย (total blood 

volume) ปริมาณเลือดที่ให้พิจารณาตามเลือดที่ออก 

ส่วนการให้เกล็ดเลือด (platelet transfusion) ใน 

ผู้ป่วยไข้เลือดออกเดงกีในรายทีม่ีเลือดออกมาก และ

มเีกลด็เลอืดต่ำ�มากๆ และ/หรอืมภีาวะ DIC รว่มดว้ย 

ถ้าไม่สามารถหาเกล็ดเลือดได้ การให้เลือดในปริมาณ

ที่ต้องการก็อาจเป็นการเพียงพอแล้ว เนื่องจากเกล็ด

เลือดเป็น adjunct therapy อาจจะช่วยให้เลือดออก

น้อยลงได้บ้าง แต่ไม่สามารถแก้ไขภาวะเนื้อเยื่อขาด

ออกซิเจนต่ำ� (tissue hypoxia) ของผู้ป่วยได้ โดย 

ในผู้ป่วยผู้ใหญ่อาจพิจารณาการให้เกล็ดเลือดในกรณี

ผูป้ว่ยมีโรคความดนัโลหติสงู โรคหวัใจและรบัประทาน

ยาแอสไพริน หรือยา anti-platelet, anti-coagulant 

และมีเกล็ดเลือดต่ำ�กว่า 10,000 เซลล์ ต่อลูกบาศก์

มิลลิเมตร ส่วนการพิจารณาให้พลาสมาสดแช่แข็งใน

ผู้ป่วยที่มีภาวะ advanced DIC จะต้องให้ในปริมาณ

มาก 40-50 มลิลลิติรตอ่น้ำ�หนกัตวั 1 กิโลกรมั สำ�หรบั

ผู้ป่วยที่มีเลือดออกมาก(3)

3.1.1 การเตรยีมการใหเ้กลด็เลอืด (platelet 

transfusion) ในกรณีการมีเกล็ดเลือดที่หมู่เลือดไม่

ตรงกับหมู่เลือดผู้ป่วย ห้องปฏิบัติการธนาคารเลือด

สามารถรายงานแพทย์ พิจารณารับเกล็ดเลือดต่างหมู่

ดังนี้ โดยเลือกหมู่เลือดที่มี compatible plasma กับ

ผู้ป่วยก่อน แต่ต้องมีเม็ดเลือดแดงปนเปื้อนน้อยที่สุด 

ดังนี้

	 1) 	ผู้ป่วยหมู่ O สามารถรับเกล็ดเลือด

หมู่ B หรือ A หรือ AB

	 2) 	ผู้ป่วยหมู่ A สามารถรับเกล็ดเลือด

หมู่ AB

	 3) 	ผู้ป่วยหมู่ B สามารถรับเกล็ดเลือด

หมู่ AB

ในกรณีที่ไม่มีหมู่เลือดที่เป็น compatible 

plasma และผู้ป่วยต้องใช้ด่วน จำ�เป็นต้องให้เป็น 

incompatible plasma กับผู้ป่วยแต่ควรปั่นแยก

พลาสมาออกให้เหลือน้อยลง ดังนี้

	 1)	 ผู้ป่วยหมู่ A สามารถรับเกล็ดเลือด

หมู่ O หรือ B

	 2)	 ผู้ป่วยหมู่ B สามารถรับเกล็ดเลือด

หมู่ O หรือ A

	 3)	 ผูป้ว่ยหมู ่AB สามารถรบัเกลด็เลอืด

หมู่ A หรือ B หรือ O

กรณีนี้ ถ้ าต้องใช้ เม็ดเลือดแดงต่อต้อง

พิจารณา 

	 1)	 ผู้ป่วยหมู่ A หรือ B สามารถรับเม็ด

เลือดแดงหมู่ O 

	 2)	 ผู้ป่วยหมู่ AB สามารถรับเม็ดเลือด

แดงหมู่ A หรือ B 

อาจมีผู้ป่วยบางรายที่เกิด platelet refrac-

toriness ซึ่งเป็นภาวะที่พบได้เสมอในผู้ป่วยที่ต้อง 

รับเกล็ดเลือดเป็นระยะๆ ภาวะนี้อาจทำ�ให้เกิดความ

รุนแรงถึงแก่ ชี วิตหากไม่สามารถหาเกล็ดเลือดที่  

เหมาะสมให้กับผู้ป่วยได้ โดยแพทย์จะต้องคำ�นวณจาก 
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ค่าเฉล่ียของจำ�นวนเกล็ดเลือดหลังได้รับ (corrected 

count increment; CCI) ซึ่งมักพบในผู้ป่วยที่ติด 

เชื้อรุนแรง ผู้ป่วยที่มีภาวะ DIC โดยแพทย์จะต้อง 

ปรับมาให้เกล็ดเลือดที่เตรียมจากผู้บริจาครายเดียว 

(apheresis platelet concentrates) ที่มีผล human 

leukocyte antigen (HLA) เข้ากันได้กับผู้ป่วย

3.1.2 การเตรียมการให้เม็ดเลือดแดง 

(RBC transfusion) ผู้ป่วย Dengue shock  

syndrome (DSS) ที่เกิด DIC ในสิ่งส่งตรวจสำ�หรับ

การทดสอบหาความเข้ากันได้ของเลือด (cross-

matching) โดยวธิ ีtube method ตอ้งใชเ้ปน็ EDTA 

tube แทน clotted blood เนื่องจากถ้าใช้เป็น  

clotted blood จะไม่ clot เนื่องจากในภาวะ DIC 

จะมี fibrin ปริมาณมากส่งผลให้เกิดปัญหาระหว่าง

การทดสอบโดยจะเกิดเป็น fibrin ในระหว่างขั้นตอน

การบ่ม (incubate) ที่ 37 องศาเซลเซียส ทำ�ให้ต้อง

เสียเวลาเริ่มต้นทำ�การทดสอบใหม่ ส่งผลให้ผู้ป่วยได้

รบัเลอืดลา่ชา้ลงไปอกีในการเลอืกเมด็เลอืดแดงทีอ่ายุ

ไม่เกิน 7 วันให้กับผู้ป่วย

3.1.3 การเตรียมพลาสมาสดแช่แข็ง (fresh 

frozen plasma; FFP) และไครโอปรีซิปิเตท  

(cryoprecipitate) จะเตรียมให้ในกรณี่ทีผู้ป่วยมีค่า 

PT prolong, APTT prolong พบว่าผู้ป่วย DSS 

ส่วนใหญ่จะมีภาวะน้ำ�เกิน แพทย์จึงให้ในระหว่างการ

ทำ� dialysis จะได้เป็นการกำ�จัดน้ำ�ส่วนที่เกินออก

3.1.4 การเตรียมเลือดสำ�หรับการเปลี่ยน

ถ่ายเลือด (exchange transfusion) ในกรณีที่ผู้ป่วย

มีอาการทางสมองเลวลงชัดเจน หรือผู้ป่วยมี acute 

renal failure และไมม่ปีสัสาวะออก ตอ้งพจิารณาการ

เปลี่ยนถ่ายเลือดโดยด่วน ไม่ควรช้าเกิน 6-8 ชั่วโมง

หลังจากที่ไม่มีปัสสาวะออก การทำ�ใช้เลือดเท่ากับ 

total blood volume (60-80 มิลลิลิตรต่อน้ำ�หนักตัว 

1 กิโลกรมั) ระหวา่งทำ�ตอ้งให ้Ca สลบักบั NaHCO
3
 

ในทุกๆ 100 มิลลิลิตร ของเลือดที่เข้า-ออก เลือดถุง

ที่ใหม่ที่สุดควรเก็บไว้ทำ�ถุงสุดท้าย เลือดที่ดีรองลงมา

ควรใช้ทำ�เป็นอันดับแรก อาจต้องเปลี่ยนถ่ายเลือด  

ซ้ำ�อีก 1-2 ครั้งจนกว่าผู้ป่วยจะมีอาการดีขึ้น

3.2 	ข้อควรระวังในการให้เกล็ดเลือดและ/หรือ

ส่วนประกอบของเลือดในผู้ป่วยเดงกีระยะต่างๆ 

ผู้ป่วยที่มีภาวะตับวาย ไตวายและภาวะน้ำ�

เกินรว่มดว้ยในการให ้packed red blood cell (PRC) 

หรือ fresh frozen plasma (FFP) หรือ cryopre-

cipitate ต้องพิจารณาความเสี่ยงและผลที่ได้รับ  

(risk-benefit) อย่างถ่ีถ้วน เนือ่งจากการให้ในปรมิาณ

มากมกัทำ�ใหผู้ป้ว่ยมภีาวะน้ำ�เกินมากย่ิงขึน้ ซึง่การให้

ในผู้ป่วยเหล่านี้จะทำ�ได้ในกรณีที่มีการรักษาด้วยการ

ฟอกเลือดด้วยเครื่องไตเทียม (renal replacement 

therapy) ที่มีการกำ�จัดน้ำ�ส่วนเกินออกไปจากผู้ป่วย 

เช่นการทำ� peritoneal dialysis, Continuous  

Veno-Venous Hemofiltration (CVVH),  

Continuous arteriovenous hemofiltration 

(CAVH), และ Continuous Renal Replacement 

Therapies (CRRT) 

4. สรุป
บทความเรื่องนี้ได้รวบรวมความรู้เกี่ยวกับ

ลกัษณะพยาธสิภาพของโรคไขเ้ลอืดออกเดงก ีตลอดจน

กลไกการเปลี่ยนแปลงที่สำ�คัญทางเลือดในผู้ป่วยโรค

ไข้เลือดออก และบทบาทความสำ�คัญของนักเทคนิค

การแพทย์ในการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการรวม

ทัง้การเตรยีมเลอืดและสว่นประกอบของเลอืดสำ�หรบั

ผู้ป่วย เพื่อประโยชน์ในการตรวจรักษาของแพทย์ 

ต่อไป ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับคือทำ�ให้เกิดความ

เข้าใจตรงกันในการดูแลผู้ป่วยแบบสหสาขาวิชาชีพ 

โดยเฉพาะสำ�หรบัการดแูลผูป้ว่ยโรคไขเ้ลอืดออกเดงกี
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ทีม่ภีาวะเลอืดแขง็ตวัในหลอดเลอืดแบบแพรก่ระจาย 

(disseminated intravascular coagulation; DIC) 

เพือ่ใหผู้ป้ว่ยไดร้บัการรกัษาอยา่งถกูตอ้งและทนัทว่งที
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 48 ฉบับที่ 1 เมษายน 2563 นิพนธ์ต้นฉบับ

การกระจายตัวของจีโนไทป์เชื้อไวรัสตับอักเสบซีในผู้ติดเชื้อ 
ไวรัสเอชไอวีที่เข้ารับการรักษาในสถาบันบำ�ราศนราดูร

สมคิด ศรีโสภา1, 2 ดวงเนตร พิพัฒน์สถิตพงศ์3 และ จรีภรณ์ เอกวัฒน์ชัย3 *

1บัณฑิตศึกษา สาขาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี
2สถาบันบำ�ราศนราดูร กระทรวงสาธารณสุข จังหวัดนนทบุรี  

3ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี 

บทคัดย่อ
การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีพบได้บ่อยในกลุ่มผู้ติดเชื้อไวรัสเอชไอวี และผลกระทบของ

จีโนไทป์ไวรัสตับอักเสบซีต่อการดำ�เนินโรคติดเชื้อไวรัสทั้งสองชนิดและการตอบสนองต่อการรักษา 

โรคไวรัสตับอักเสบซี โดยเฉพาะในยุคท่ีผู้ติดเชื้อส่วนใหญ่ได้รับการรักษาด้วยยาต้านไวรัสเอชไอวีนั้น 

ยงัตอ้งมกีารศกึษาอกีมาก การวจิยัครัง้นีจ้งึมวีตัถปุระสงคเ์พือ่ศกึษาการกระจายตวัของจโีนไทปไ์วรสัตบั

อักเสบซี รวมทั้งความสัมพันธ์กับลักษณะทางคลินิกที่เกี่ยวข้องกับการติดเชื้อไวรัสทั้งสองชนิด ในกลุ่ม

ผู้ติดเชื้อร่วมกัน ที่เข้ารับการรักษาในสถาบันบำ�ราศนราดูร ระหว่างเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2560 ถึง

เดอืนธนัวาคม พ.ศ. 2561 การศกึษาครัง้นีเ้ปน็แบบภาคตดัขวาง ทำ�ในผูต้ดิเช้ือไวรสัเอชไอวรีว่มกบัไวรสั

ตับอักเสบซี จำ�นวน 73 ราย ซึ่งเกือบทั้งหมดได้รับการรักษาด้วยยาต้านไวรัสเอชไอวี และมีความชุก

ของไวรสัตบัอกัเสบซจีโีนไทป ์1, 3 และ 6 เทา่กบัรอ้ยละ 54.8, 37.0 และ 8.2 ตามลำ�ดบั จากการทดสอบ

ด้วย Chi-square และ Fisher’s exact test พบว่า ไม่มีความสัมพันธ์ระหว่าง จีโนไทป์ของไวรัส 

ตับอักเสบซีกับลักษณะทางคลินิกท่ีทดสอบ และไม่พบความแตกต่างระหว่างค่ามัธยฐานของอายุ  

ระยะเวลาตั้งแต่ได้รับการวินิจฉัยว่าติดเชื้อไวรัสเอชไอวีและไวรัสตับอักเสบซี ระดับ HCV viral load 

ก่อนการรักษา ปริมาณ CD4 รวมทั้งระดับเอนไซม์ aspartate aminotransferase (AST) และ เอนไซม์ 

alanine aminotransferase (ALT) ท่ีพบในผู้ติดเชื้อจีโนไทป์ 3 และ 6 เปรียบเทียบกับในผู้ติดเชื้อ

จีโนไทป์ 1 (p > 0.05) การศึกษาครั้งนี้ ได้รายงานการกระจายตัวจีโนไทป์ของไวรัสตับอักเสบซี ซึ่งเป็น

ขอ้มลูสำ�คญัในการกำ�หนดแนวทางการรกัษาไวรสัตบัอกัเสบซ ีโดยเฉพาะในกลุม่ผูท้ีต่ดิเชือ้รว่มกบัไวรสั

เอชไอวี

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: cakekawatchai@gmail.com
รับบทความ: 20 มิถุนายน 2562	 แก้ไขบทความ: 14 กรกฎาคม 2562	 รับตีพิมพ์บทความ: 24  กุมภาพันธ์ 2563

คำ�สำ�คัญ: ไวรัสเอชไอวี ไวรัสตับอักเสบซี จีโนไทป์ไวรัสตับอักเสบซี
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Abstract
Hepatitis C virus (HCV) infection is common in human immunodeficiency virus  

(HIV)-infected patients. The effect of HCV genotypes on HIV and HCV disease progression and 

responsiveness to hepatitis C therapy, particularly in the era of anti-retroviral therapy for HIV 

infection, still requires more clarification. The present study was aimed to investigate distribution 

of HCV genotypes and their association with clinical characteristics related to HIV and HCV 

infection in the HIV/HCV-coinfected patients attending Bamrasnaradura Infectious Diseases 

Institute, Thailand, between November 2016 and December 2017. A cross-sectional study was 

conducted in 73 HIV/HCV-coinfected patients mostly receiving combined antiretroviral  

therapy (ART). Prevalence of HCV genotypes 1, 3 and 6 were 54.8%, 37.0% and 8.2%  

respectively. The Chi-square and Fisher’s exact tests indicated no statistically significant  

association of HCV genotypes with clinical features tested in the HIV/HCV-coinfected  

group, consistent with no difference in median age, duration of HIV and HCV diagnosis,  

pretreatment HCV RNA viral load, CD4+ cell count and levels of aspartate (AST) and alanine 

aminotransferases (ALT), observed in the patients infected with HCV genotype 3 and 6, compared 

to those with genotype 1 (p > 0.05). This study provides HCV genotypic distribution which is 

essential for management of HCV treatment regimens especially in HIV/HCV coinfected patients.
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Introduction
Hepatitis C virus (HCV) coinfection 

is common among human immunodeficiency 

virus (HIV)-infected individuals due to shared 

common routes of transmission(1). The Asian 

cohort study reported that there were up to 

15.2% of HCV coinfection in HIV-infected 

patients(2), and studies in HIV-infected  

Thais also indicated the high prevalence  

approximately of 7-11%(3 - 5). Accumulating 

studies suggested pathological roles of HIV/

HCV coinfection in both HIV- and HCV- 

induced disease progression leading to more 

complicated treatment and care(6). Moreover, 

advancement in management of HIV-infected 

patients with combined antiretroviral therapy 

(ART) in the last decade adds more complexity 

to understanding of HCV- and HIV-associated 

diseases. Presently, an impact of HCV infection 

on the disease progression and therapeutic 

response of HIV/HCV coinfected patients who 

are on combined ART requires much more 

investigation. 

HCV is a positive single-stranded RNA 

virus belonging to the genus Hapacivirus in 

the family Flaviviridae, and presently classified 

into seven major genotypes or clades(1-7) and 

67 subtypes(7). Recently, a novel HCV genotype 

8 has also been identified(8). Distribution of 

HCV genotypes and subtypes differ substan-

tially across the globe because of differences 

in modes of HCV transmission and the rapid 

spread of some common strains(9). Whereas 

genotypes 1, 2 and 3 are prevalent widely,  

some other genotypes distribute in certain  

regions. For instance, genotypes 5 and 6 are 

endemic in South Africa and South East Asia 

respectively(10). In Thailand, the epidemio-

logical report in 2015 indicated that HCV 

genotype 1 was prevalent throughout Thailand, 

while genotype 3 was more common in the 

south and genotype 6 prevailed in the north  

and northeast(11). There have also been reports 

in certain populations including intravenous  

drug users (IVDUs), HIV-infected individuals 

and blood donors in central and northern  

Thailand, suggesting genotypes 1, 3 and 6 as 

common strains prevalent in these groups(12 - 15). 

While data on distribution patterns of HCV 

genotypes and subtypes are required for  

hepatitis C therapeutic strategies especially 

duration of treatment, responsive rates to 

therapy and the need for adjuvant interferon 

and ribavirin with the new direct acting  

antivirals (DAAs)(16), molecular epidemiology 

of HCV infection specifically in Thai HIV-

infected patients is still limited. 

Therefore, this cross-sectional study 

aimed to investigate distribution of HCV 

genotypes and their association with clinical 

characteristics-related to HIV and HCV  

infection in Thai HIV-infected patients.  

The study provides epidemiological data of 

HCV coinfection in HIV-infected individuals 

who are on combined ART supporting  

understanding of HIV/HCV coinfection in the 

era of ART. 
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Materials and Methods
Study design and population

A pilot cross-sectional study was  

conducted in 73 HIV patients coinfected with 

HCV in Bamrasnaradura Infectious Diseases 

Institute, Thailand, from November 2016 to 

December 2017. Patients aged 20 years or 

older with documented HIV and HCV infection, 

and availability of clinical and laboratory data 

particularly HCV genotype, were recruited. 

Subjects were excluded according to docu-

mented HBV infection, active opportunistic 

infections, alcohol consumption, herbal  

medicine use, steroid and paracetamol  

medication. All subjects provided written  

informed consent and the study protocol was 

reviewed and approved by the human Ethics 

Committees No. 3, Thammasat University 

(Project no. 070/2560) and Bamrasnaradura 

Infectious Diseases Institute (Project no. 

R005/60).

 

Clinical data and laboratory investigation 

Clinical data were obtained from  

patient’s medical records including age, gender, 

diagnosed HIV, HBV and HCV infection, 

duration of HCV and HIV diagnosis, duration 

of antiretroviral therapy (ART), currently used 

antiretroviral (ARV) regimens, baseline HCV 

RNA viral load and HCV genotype, and  

opportunistic infection. HIV infection was 

previously diagnosed based on the three  

different HIV antibody detection test algorithm 

comprising ARCHITECT HIV1/2 Ag/Ab 

Combo chemiluminescent microparticle assay 

(CMIA) (Abbott, USA), Determine HIV1/HIV2 

immunochromatography (Inverness Medial 

Japan, Japan) and One Step Anti-HIV1&2 

TriLine immunochromatography (InTecProducts, 

China). HCV infection was determined  

through anti-HCV screening CMIA (Abbott, 

USA) and subsequent detection of HCV RNA 

viral load (Roche Molecular Diagnostics,  

Switzerland). HCV genotyping was performed 

by VERSANT® HCV Genotype 2.0 line  

probe assay (LiPA 2.0 assay) (Siemens  

Healthcare Diagnostics, USA) for hepatitis C 

virus genotypes 1-6. At enrollment, data on 

alcohol consumption, herbal medicine, steroid 

and paracetamol drug intake were collected 

from questionnaire administration. The enrolled 

patients underwent clinical examination and 

routine blood tests including aspartate and  

alanine aminotransferases (AST and ALT) 

(Roche Diagnostics, Switzerland), CD4+ cell 

count (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) 

and HIV viral load (Roche Molecular  

Diagnostics, Switzerland).

In this study, sustained virologic  

response (SVR) was defined as negative  

HCV RNA at 6-month after completing HCV 

therapy(16, 17). Transaminitis was assessed by 

an increase level from the normal upper limit 

(ULNs) of AST or ALT (>40 U/L)(3).	

 
Statistical Analysis

Prevalence of HCV genotypes in  

HIV/HCV coinfected participants was analyzed 
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by descriptive statistics and presented as  

percentages. Chi-square and Fisher’s exact tests 

were used to determine the association of HCV 

genotypes with categorical variables, whereas 

a Mann-Whitney U test was used to analyze 

those with continuous variables. P values  

> 0.05 were considered as statistically  

significant. The PASW statistic 18 software 

(SPSS Inc.) was used for statistical analysis. 

Results
A total of 73 HIV/HCV coinfected 

patients, 64 males (87.7%) and 9 females 

(12.3%), with the median age of 47 [range, 

27-67] and median duration of HIV diagnosis of 

10 [2-25] years, were recruited. Characteristics 

and clinical features of the HIV/HCV coinfected 

patients were summarized in Table 1. Among 

patients documented as HCV infected, the 

Table 1	Characteristics and clinical features of HIV/HCV coinfected patients at Bamrasnaradura  
		  Infectious Diseases Institute (n = 73)

Characteristics n (%) Median (range)

Male 64 (87.7) -

Age (years) - 47 (27-67)

CD4+ cell count (cells/μL) - 529.0 (190.0-1,748.0)
HIV viral load < 20 copies/mL 69 (94.5) -

Duration of HIV diagnosis (years) - 10 (2-25)

Antiretroviral therapy (ART) (n = 71)

2NRTIs and NNRTI 54 (76.0) -

2NRTIs and PI 6 (8.5) -

Others 11 (15.5) -

Duration of ART (years) (n = 72) - 9 (2-19)

HCV genotypes 

G1 40 (54.8) -

G3 27 (37.0) -

G6 6 (8.2) -

Pretreatment HCV viral load (log) (n = 67) - 6.1 (2.8-8.0)

Duration of HCV diagnosis (years) (n = 72) - 5 (1-19)

Naïve to HCV therapy (n = 72) 29 (40.3) -

Transaminitis (AST and/or ALT > ULN (40 U/L)) 51 (69.9) -

NRTI = nucleoside reverse transcriptase inhibitor, NNRTI = non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor, PI = protease 
inhibitor, SVR = sustained virologic response
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median time since initial diagnosis was 5 [1-19] 

years and median pretreatment HCV RNA 

viral load was 6.1 [2.8-8.0] log IU/mL. There 

were 29 out of 72 (39.7%) patients remained 

naïve to HCV therapy and 51 of 73 (69.9%) 

patients were evaluated as having transaminitis. 

Prevalence of HCV genotypes 1, 3 and 6 were 

54.8% (40/73), 37.0% (27/73) and 8.2% (6/73) 

respectively (Table 1). Of these 73 patients, 

there were 42 (57.5%) patients with availabil-

ity of subtyping data for genotypes 1 and 3. 

The rates of patients infected with the subtypes 

1a, 1b, 1c, 3a, 3b were 61.9% (26/42), 9.5% 

(4/42), 2.4% (1/42), 23.8% (10/42) and 2.4% 

(1/42) respectively. No mixed infection was 

observed in this study.

In this study, effect of HCV genotypes 

on clinical features of HIV/HCV coinfected 

patients was examined. Association between 

HCV genotypes and the clinical characteristics 

was analyzed by Chi-square and Fisher’s exact 

tests (Table 2). All characteristics and clinical 

features of patients infected with HCV  

genotypes 1, 3 and 6 including gender, age, 

CD4+ cell count, duration of HIV diagnosis, 

antiretroviral drug regimens, duration of ART, 

pretreatment HCV viral load, duration of HCV 

diagnosis, transaminitis and HCV treatment 

status, were similar (p > 0.05) as analyzed by 

Chi-square and Fisher’s exact tests, consistent 

with the Mann-Whitney U analysis in Table 3 

demonstrating that the medians of age, duration 

of HIV and HCV diagnosis, pretreatment HCV 

RNA viral load, CD4+ cell count, levels of  

AST and ALT, in the patients infected with 

genotype 1, 3 and 6 were not significantly  

different (p > 0.05). Notably, although  

there was a trend, HCV genotypes were not 

significantly associated with levels of  

pretreatment HCV RNA viral load (p = 0.057), 

and no difference between the median HCV 

viral loads in patients infected with genotype 

3 and 6, and those with genotype 1 (p = 0.072 

and p = 0.339, respectively). The data analysis 

indicated no statistically significant association 

of HCV genotypes with any of the clinical 

characteristics tested. 

Discussion 
This cross-sectional study reported  

that major HCV genotypes 1, 3 and 6 were 

prevalent in Thai HIV/HCV coinfected patients 

mostly receiving long-term combined ART. 

Most patients presented undetectable levels  

of HIV RNA viral loads with relatively high 

levels of CD4+ cell count status. The patients 

were diagnosed as HIV infected and mostly  

on suppressive ART for up to 9-10 years, 

whereas duration of HCV diagnosis was around 

5 years and only 59.7 % of the patients received 

HCV therapy. There were up to 69.9% of this 

patient group assessed as having transaminitis, 

indicating their high potentials to develop 

liver disease. In this study, our statistical 

analysis suggested no statistically significant 

association of HCV genotypes with any of 

clinical features related to both HIV and HCV 

infection, potentially suggesting no influence 
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Characteristics
All patients

(n = 73)
n (%)

HCV genotypes
pGenotype 1

(n = 40)
Genotype 3

(n = 27)
Genotype 6 

(n = 6)

Gender
Male 64 (87.7) 35 (87.5) 24 (88.9) 5 (83.3)

1.000a

Female 9 (12.3) 5 (12.5) 3 (11.1) 1 (16.7)
Age (years) 
≤ 40 19 (26.0) 14 (35.0) 4 (14.8) 1 (16.7)

0.157a41-50 29 (39.7) 14 (35.0) 12 (44.4) 3 (50.0)
> 50 25 (34.2) 12 (30.0) 11 (40.7) 2 (33.3)
CD4+ cell count (cells/uL) 
> 500.0 43 (58.9) 25 (62.5) 14 (51.9) 4 (66.7)

0.665a
≤ 500.0 30 (41.1) 15 (37.5) 13 (48.1) 2 (33.3)
Duration of HIV diagnosis (years)
≤ 10.0 38 (52.1) 20 (50.0) 14 (51.9) 4 (66.7)

0.823a
>10.0 35 (47.9) 20 (50.0) 13 (48.1) 2 (33.3)
Antiretroviral therapy (ART) (n = 71)
2NRTIs and NNRTI 54 (76.1) 28 (71.8) 21 (80.8) 5 (83.3)

0.611a2NRTIs and PI 6 (8.4) 5 (12.8) 1 (3.8) 0 (0.0)
Others 11 (15.5) 6 (15.4) 4 (15.4) 1 (16.7)
Duration of ART (years) (n = 72)
≤ 10.0 45 (62.5) 25 (62.5) 16 (61.5) 4 (66.7)

1.000a
> 10.0 27 (37.5) 15 (37.5) 10 (38.5) 2 (33.3)
Pretreatment HCV Viral load (log IU/mL) (n = 67)
< 6.00 23 (34.3) 8 (22.2) 12 (46.2) 3 (60.0)

0.057a
≥ 6.00 44 (65.7) 28 (77.8) 14 (58.8) 2 (40.0)
Duration of HCV diagnosis (years) (n = 72)
≤ 5.0 37 (51.4) 21 (53.8) 15 (55.5) 1 (16.7)

0.235a
> 5.0 35 (48.6) 18 (46.2) 12 (44.5) 5 (83.3)
Transaminitis	
AST and/or ALT ≤ ULN (40 U/L) 22 (30.1) 10 (25.0) 9 (33.3) 3 (50.0)

0.423a
AST and/or ALT > ULN (40 U/L) 51 (69.9) 30 (75.0) 18 (66.7) 3 (50.0)
HCV therapy (n = 72)
Naïve to HCV therapy 	 29	(40.3) 	 19	(48.7) 	 9	(33.3) 	 1	(16.7)

0.115aon HCV therapy 	 8	(11.1) 	 3	(7.7) 	 5	(18.5) 	 0	(0.0)
Non SVR 	 6	(8.3) 	 5	(12.8) 	 1	(3.7) 	 0	(0.0)
SVR 	 29	(40.3) 	 12	(30.8) 	 12	(44.5) 	 5	(83.3)

Table 2	 General characteristics and clinical features of Thai HIV/HCV coinfected patients according to  
	 HCV genotypes (n = 73)

a Fisher-exact test 
NRTI = nucleoside reverse transcriptase inhibitor, NNRTI = non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor,  
PI = protease inhibi tor, ART = ant i retrovira l therapy, AST = aspartate aminotransferase, ALT = alanine  
aminotransferase, SVR = sustained virologic response
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P1, P2, and P3 are P values of the Mann-Whitney U test for differences between the patients with genotype 1 and genotype 3, 
genotype 1 and genotype 6, and genotype 3 and genotype 6 respectively.

Table 3	 Medians of age, duration of HIV and HCV infection, pretreatment HCV viral load, CD4+ cell  
	 count stratified by HCV genotypes in HIV/HCV coinfected Thais (n = 73)

Characteristics
Genotype 1

N = 40
Genotype 3

N = 27
Genotype 6

N = 6
P1 P2 P3

Age (years) 
43.5

(27.0-67.0)

48.0

(34.0-63.0)

47.0

(37.0-61.0)
0.086 0.352 0.963

Duration of HIV diagnosis 

(years)

10.5

(3.0-25.0)

9.0

(2.0-25.0)

9.5

(4.0-15.0)
0.320 0.870 0.690

Duration of HCV diagnosis 

(years) (n = 72)

5.0

(1.0-19.0)

4.0

(2.0-11.0)

8.0

(4.0-9.0)
0.613 0.174 0.099

Pretreatment HCV viral load 

(log IU/mL) (n = 67)

6.3

(2.82-8.02)

6.0

(4.63-7.50)

5.95

(4.96-7.08)
0.072 0.339 0.936

CD4+ cell count (cells/uL) 
529.0

(249.0-1748.0)

525.0

(190.0-1288.0)

561.0

(338.0-764.0)
0.668 0.992 0.963

AST (U/L)
58.5

(19.0-188.0)

48.0

(17.0-420.0)

52.0

(18.0-109.0)
0.697 0.858 0.591

ALT (U/L)
54.5

(14.0-436.0)

41.0

(15.0-235.0)

44.0

(11.0-100.0)
0.428 0.289 0.559

of HCV genotypes on HIV and HCV infection 

status in this study group. 

Globally, HCV genotypes 1 and 3 are 

the first and second most common strains, 

respectively and others are found in smaller 

proportions and in certain geographic regions, 

particularly genotype 6 is commonly found in 

China and South East Asia(10, 18, 19). In Thailand, 

distribution of HCV genotypes varies with 

geographic areas and major strains reported in 

several previous studies were genotype 1, 3  

and 6(11-15, 20). Similar to the previous reports, 

our study indicated that HCV genotype 1 was 

the most predominant (54%), followed by 

genotype 3 (37.0%) and 6 (8.2%). Notably, 

subtyping data suggested subtypes 1a and 3a 

as predominant strains. However, this finding 

is relatively inconsistent with data from  

the previous study particularly in HCV-

monoinfected and HIV/HCV-coinfected  

patients suggesting the most prevalent genotype 

3 (47%) and smaller proportions of genotype 

1 (34%) and 6 (17%)(15). The different  

distribution pattern of HCV genotype observed 

in our study is possibly due to the smaller 

sample size, study design and patient popula-
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tion. Our study reported prevalence of HCV 

genotypes specifically in the HIV/HCV  

coinfected patient group mostly receiving 

combined ART. 

Accumulating studies have revealed 

an impact of HCV infection on the natural  

history of HIV and HCV diseases(6, 21, 22).  

Before the era of ART, HCV genotypes  

were demonstrated to affect HIV disease  

progression. Hemophilic patients with HCV 

genotype 1 infection experienced acceleration 

of progression to acquired immunodeficiency 

syndrome (AIDs) and death(23). In the  

hemophilic group with a low proportion of 

patients initiating ART, patients infected with 

HCV genotype 1 presented lower mean CD4+ 

cell count and percentage of CD4+ T cells than  

those infected with non-genotype 1, and were 

at risk for progression to AIDs-associated 

mortality(24). However, in the patient group 

with higher proportion of patients receiving 

ART, HCV genotypes appeared to have no 

impact on the levels of HIV RNA viral load 

and CD4+ cell numbers(25). Consistent with the 

later report, our data analysis in the patients 

who are on standard combined ART indicated 

no significant correlation between HCV  

genotypes and levels of CD4+ cell count, and 

no difference in median CD4+ cell numbers 

observed in patients infected with HCV  

genotype 1, 3 and 6. Several previous studies 

also suggested an influence of HCV genotypes 

in HCV disease status. Patients infected with  

different genotypes of HCV had significantly 

different levels of HCV RNA(15, 24), probably 

correlated with our data indicating that there 

was non-significant trend of association  

between HCV genotypes and pretreatment  

HCV RNA (p = 0.057). However, there was 

no significant difference in median HCV RNA 

viral loads among patients infected with HCV 

genotypes. The previous study in untreated 

HCV-infected patients indicated difference in 

levels of ALT and degree of hepatic fibrosis 

among patients infected with genotype 1, 3 and 

6, and infection of genotype 6 was less likely 

to develop advanced liver fibrosis(15). In  

contrast, our data analyzed in the group with 

relatively high percentages of the treated  

patients achieving SVR (41.7%) indicated that 

there was no statistically significant association 

between HCV genotypes and transaminitis, and 

no difference in the medians of AST and  

ALT detected in patients infected with genotype 

3 and 6, compared to those with genotype 1. 

Moreover, our analysis did not show a  

significant association of HCV genotypes with 

HCV treatment status in this studied group, 

while many previous studies have clearly  

demonstrated an impact of HCV genotypes  

and subtypes on responsiveness to HCV  

treatment(6, 16). With conventional interferon 

(IFN)-based therapy, genotypes 2 and 3 are 

more responsive than genotypes 1 and 4,  

however genotype 3 appears to be the most 

challenging to eradicate with the new DAA 

regimens. HCV genotyping and subtyping 

continues to be a critical aspect of HCV  
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treatments in the era of IFN-free DAAs(6, 16). 

Limitations of the study should be 

mentioned. Firstly, our sample size is small  

and may not be representative of Thai HIV/

HCV-coinfected individuals. This may also 

limit statistical significance for the variables 

tested. For example, very low number of  

patients achieving non-SVR and SVR may 

affect statistical analysis for association of  

HCV genotypes with HCV treatment status. 

Secondly, clinical data were obtained from 

retrospective review with unavailability of 

liver fibrosis assessment and drug regimens  

for hepatitis C therapy that may be required  

for further prospective cohort studies in this 

HIV/HCV coinfected group. However, this 

preliminary data report distribution of HCV 

genotypes and subtypes and their association 

with clinical status involving HIV and HCV 

infection in HIV/HCV-infected Thais attending 

Bamrasnaradura Infectious Diseases Institute 

that are critical for management of hepatitis C 

treatment in the HIV/HCV coinfected Thai 

patients.

 
Conclusion 

This pilot cross-sectional analysis 

provides frequencies of HCV genotypes  

and subtypes in Thai HIV population and  

demonstrated a lack of association of the HCV 

genotypes with HIV- and HCV- associated 

clinical status. A further analysis in a larger 

sample size may be required to verify this  

finding. The study provides preliminary data 

which are essential for development of  

hepatitis C treatment strategies in the HIV/

HCV-coinfected group. 
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การแสดงออกของยีน PRAME ในผู้ป่วยไทยที่เป็น
มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันแบบมัยอิลอยด์ 

และความสัมพันธ์กับโรค
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บทคัดย่อ

ยีน preferentially expressed antigen of melanoma (PRAME) เป็นยีนที่สัมพันธ์กับการเกิด
มะเร็งหลายชนิดในมนุษย์ ทั้งมะเร็งชนิดก้อนและมะเร็งเม็ดเลือด และมีรายงานว่า การแสดงออกของ
ยีน PRAME มีความสัมพันธ์กับผู้ป่วยที่เป็นโรคมะเร็งชนิดรุนแรง จึงสามารถนำ�มาประยุกต์ใช้เป็น 
ตัวชี้วัดการดำ�เนินของโรค ติดตามการรักษา และพัฒนาการรักษาโรคมะเร็งแบบมุ่งเป้า อย่างไรก็ตาม  
ยังไม่มีข้อมูลการศึกษาเกี่ยวกับยีน PRAME ในกลุ่มผู้ป่วยไทยท่ีเป็นโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด
เฉียบพลันแบบมัยอิลอยด์ งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน PRAME และ
ความสัมพันธ์กับโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันแบบมัยอิลอยด์ในผู้ป่วยไทยจำ�นวน 50 ราย 
และคนปกติที่มีสุขภาพดี จำ�นวน 30 ราย โดยใช้วิธี real time quantitative reverse transcription PCR 
(real time RT-qPCR) ผลการศกึษาพบวา่ ผูป้ว่ยไทยทีเ่ป็นโรคมะเรง็เมด็เลอืดขาวชนดิเฉยีบพลนัแบบ
มัยอิลอยด์มีความถ่ีของการแสดงออกของยีน PRAME ร้อยละ 58 และไม่พบการแสดงออกของยีน 
PRAME ในคนปกต ิโดยการแสดงออกของยนี PRAME ในกลุม่ผูป้ว่ยไมส่มัพนัธก์บัปจัจยัเพศ จำ�นวน
เมด็เลอืดขาวในกระแสเลอืด ปรมิาณฮโีมโกลบนิ ปรมิาณเมด็เลอืดแดงอดัแนน่ จำ�นวนเกลด็เลอืด และ
จำ�นวนร้อยละของ blast ในไขกระดูกของผู้ป่วย (p = 0.704, 0.094, 0.764, 0.438 และ 0.598 ตาม
ลำ�ดับ) โดยสรุป การศึกษาน้ีเป็นคร้ังแรกที่มีการตรวจพบและรายงานความถี่การแสดงออกของยีน 
PRAME ในผู้ป่วยไทยท่ีเป็นโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันแบบมัยอิลอยด์ ซึ่งจะส่งผลดีต่อ
การพัฒนาวิธีการรักษาแบบมุ่งเป้า โดยใช้ยีน PRAME เป็นเป้าหมายหลักของการรักษาด้วยวิธีเซลล์
และภูมิคุ้มกันบำ�บัด (cellular immunotherapy) รวมทั้งอาจเป็นประโยชน์ในการใช้เป็นตัวบ่งชี้ร่วมกับ
ตัวบ่งช้ีอ่ืนเพื่อติดตามการรักษาหรือการจัดแนวทางในการรักษาผู้ป่วยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด
เฉียบพลันแบบมัยอิลอยด์
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 Abstract
 Preferentially expressed antigen of melanoma (PRAME) is a tumor-associated antigen 

overexpressed in a wide variety of solid tumors and hematologic malignancies. Previous studies 

have shown high expression of PRAME in solid tumors with high potential as a prognostic 

marker and candidate target for immunotherapy. The PRAME expression in acute myeloid 

leukemia (AML) patients in Thailand has not yet been assessed. This study aimed to investigate 

the expression of PRAME gene in newly diagnosed Thai AML and its correlations with the 

disease. The real time quantitative reverse transcription PCR (real time RT-qPCR) was used to 

measure PRAME gene expression in 50 newly diagnosed Thai AML and 30 healthy control 

samples. The results revealed that 58% of AML samples expressed PRAME gene, while healthy 

control individuals showed no expression of the gene. PRAME expression levels in this study 

were not correlated with gender, white blood cell count, hemoglobin, hematocrit, platelet and  

number of blasts in the bone marrow of AML samples (p = 0.704, 0.094, 0.764, 0.438 and 0.598, 

respectively). This study is the first to reveal PRAME gene expression in Thai AML. The result 

showing the presence of PRAME at high proportion in AML could be advantageous for  

developing targeted cellular immunotherapy against this type of hematologic malignancy. 

Keywords:  PRAME, RT-qPCR, Acute myeloid leukemia
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Introduction
Preferentially expressed antigen of 

melanoma (PRAME) is a 509 amino acid  

protein encoded by PRAME gene located on 

chromosome 22q11, firstly characterized in 

1977(1). The PRAME gene expression is high 

in primary lesion and metastatic melanoma. 

The human PRAME protein is absent in  

normal adult tissues and cells of hematologic 

origin, except testis, adrenal gland, ovary and 

endometrium(2). The profound overexpression 

of PRAME gene in cancers has led PRAME 

protein antigen to be classified as a member of 

cancer testis antigen (CTA) which is highly 

expressed in several types of solid tumors and 

hematologic malignancies. PRAME is highly 

expressed in small cell lung carcinoma, breast 

carcinoma, renal cell carcinoma, head and neck 

cancers, Hodgkin lymphoma, Wilm’s tumor, 

medulloblastoma and neuroblastoma(4-9). The 

high expression of PRAME is associated with 

disease progression and severity in some  

cancer types(10-14).

 The mechanism underlying PRAME 

gene expression in cancers remains unknown. 

Several studies have proposed that PRAME 

expression could be induced by prior  

oncogenic protein such as BCR-ABL1 and 

RUNX1-RUNX1T1. The activation of  

BCR-ABL1 gene following the chromosome 

translocation t(9;22)(q43;q11.2) in chronic 

myeloid leukemia and the activation of 

RUNX1-RUNX1T1 following the chromosome 

translocation t(8;21)(q22;q22) in acute myeloid 

leukemia (AML) can lead to the induction of 

PRAME gene overexpression(6, 10, 11). Another 

possible mechanism of PRAME gene expres-

sion is the hypomethylation status in cancer 

cells. The hypomethylation present in whole 

genomic site of cancers enable the activation 

of PRAME gene and finally lead to the  

presence of abundant protein antigen in cancer 

tissues(15, 16). 

PRAME antigen was also found in 

myeloid and lymphoid malignancies. The  

expression of PRAME was reported in  

acute lymphoblastic leukemia (ALL) which 

shows relation to disease progression and  

severity(18, 19). This might lead to the use of 

PRAME as biomarker for disease management 

and intervention. The PRAME gene expression 

in myeloid leukemia was less mentioned in 

terms of its disease correlations, particularly in 

Thai AML patients. The understanding of 

PRAME gene expression in AML would be 

more beneficial to the therapeutic approaches 

and intervention.

This study aimed to investigate the 

expression of PRAME gene in newly diagnosed 

Thai AML patients by using real time  

quantitative reverse transcription PCR  

techniques. The expression of PRAME in  

AML samples was compared to that in the 

normal healthy individuals as controls.  

The prevalence of expression and possible  

correlations of PRAME and disease parameters 

was assessed to gain more insight information 

and further application of new findings into  
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the development of novel therapy to combat 

the AML and other type of deadly cancers.

Material and methods
AML samples

A total of 50 samples (peripheral blood 

or bone marrow samples) were obtained from 

Thai AML patients (32 males and 18 females). 

The age of AML patients ranged from 16 to 89 

years (median age; 56 years). The AML  

diagnosis was made in accordance with standard 

leukemic blasts morphology, cytochemistry, 

immunophenotype of blasts and cytogenetic 

analysis. EDTA blood samples collected from 

30 healthy individuals with no obvious illness 

and diseases were used as controls along with 

the study of PRAME gene expression.  

The study has been approved by the Institute 

Biosafety Committee and Human Ethics of 

Thammasat University (064/2561). 

RNA extraction and cDNA synthesis

RNA extraction was achieved by using 

QIAmp RNA blood mini kit (Qiagen,  

Germany). Reverse transcription was performed 

by iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad, USA). 

The primers specific for PRAME were obtained 

from the Primer-Blast program. The forward 

sequence of PRAME gene primer was 

5’-ACATCCATGCATCTTCCTAC-3’ and the 

reverse primer sequence was 5’-GGTTTC-

CAAGGGGTTCATCA-3’. The primers  

specific for ACTIN gene were obtained from 

the study of Baraka and colleagues(22) (Table 1). 

The final concentration of primers was 10 µM. 

The RNA was stored prior to the quantitative 

analysis by real time PCR.

Table 1	 PRAME and ACTIN primer sequences used in the study. The 20 bps of forward and reverse 
sequences of PRAME and ACTIN genes are listed. The product size of PRAME and ACTIN 
genes were 173 and 285 bps, respectively 

Primer Sequence
Nucleotide 

(bp)
Tm (°C)

Product size 
(bp)

PRAME forward 5’-ACATCCATGCATCTTCCTAC-3’ 20 56
173

PRAME reverse 5’-GGTTTCCAAGGGGTTCATCA-3’ 20 58

Actin forward 5’-AGCGAGCATCCCCCAAAGTT-3’  20 60
285

Actin reverse 5’-GGGCACGAGGGCTCATCATT-3’  20 61
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Real time quantitative reverse transcription 

PCR (real time RT-qPCR)

 The qPCR reaction mix was prepared 

by addition of 10 µL Luna Universal qPCR 

Mix (New England Biolabs Inc., USA), 

0.5 µL forward primer, 0.5 µL reverse 

primer, 5 µL cDNA template and nuclease-free 

water to a final volume of 20 µL. The qPCR 

reactions for PRAME and ACTIN were  

incubated at 95°C for 1 minute as initial  

denaturation, followed by 40 cycles of 15  

seconds at 95°C and 30 seconds at 57°C  

as annealing and extension steps. For result 

interpretation, the transcription levels of 

PRAME as target gene were normalized with 

ACTIN as reference gene to calculate the  

variable cDNA concentration in each sample. 

The threshold cycle value (Cq) of PRAME gene 

in each reaction less than 40 cycles was  

considered as positive for PRAME gene  

expression. The delta Cq was calculated by 

subtraction of Cq values for the reference gene 

from Cq values of the target gene to demonstrate 

the level of PRAME gene expression. To test 

for positivity of the test detection system, the 

cDNA of SH-Sy-5y neuroblastoma cell line 

was used as positive control for PRAME gene 

expression in this study.

Statistical analysis
Data were analyzed by using SPSS 

version 18 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 

Numerical data were shown as mean, median 

and standard deviation. Qualitative data were 

shown as frequency and percentage. Chi-square 

test was used to analyze characteristic variables 

of studied groups. Spearman-rho method was 

used to test correlation between numerical 

variables. The p-value < 0.05 was considered 

as statistically significance.

Results 
General characteristics of AML patients

AML has been classified as hemato-

logic malignancy with high severity. The main 

causes of AML involve cytogenetic abnormality 

and gene mutations occurring simultaneously. 

This study investigated the presence of PRAME 

gene, a subgroup of cancer testis antigen  

(CTA) found in several types of cancers. The 

expression of PRAME gene by quantitative  

real time PCR have been tested in 50 newly 

diagnosed AML blood and bone marrow 

samples. These consisted of 32 males and 18 

females, the age ranged between 16 to 89 years 

(median age; 56 years). The WBC counts ranged 

from 1.19 to 556.2 × 109 cells/L (median range; 

46.3 × 109 cells/L) and blast count ranged from 

30 to 95% (median range; 80%). The majority 

of AML patients were anemic as shown by the 

low hematocrit (median range; 23.8%) and 

hemoglobin level (median range; 7.95 g/dL). 

Thrombocytopenia was very common in AML 

patients as highlighted by the low platelet counts 

(median range; 39.5 ×109/L). (Table 2) 
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PRAME gene expression in Thai AML samples

The detection of PRAME gene  

expression in 50 Thai AML samples by real 

time RT-qPCR was performed simultaneously 

with 30 healthy controls. The results showed 

that 29 out of 50 AML samples (58%) were 

positive for PRAME gene expression, the 

threshold cycles (Cq) ranged from 25.26 to 

36.00 (mean Cq; 31.27, median Cq; 31.90). 

The melting temperature (Tm) for PRAME 

gene detection was 83.00. The Cq for ACTIN 

reference gene ranged from 13.08 to 21.68 

(mean Cq; 18.00, median Cq; 18.52) (Table 3). 

The amplification curve of positive PRAME 

gene samples and positive control (SH-Sy-5y) 

are shown in Fig. 1. There was no PRAME 

gene expression in peripheral blood collected 

from healthy control individuals indicating the  

cancer specific characteristic of PRAME gene. 

Randomly selected 5 PRAME gene positive 

samples were confirmed by DNA sequencing. 

All 5 PRAME positive samples were shown 

100% identity to Homo sapiens PRAME mRNA 

covered all of 11 variants (data not shown).

Table 2	 General characteristics of Thai AML patients. The gender, age, white blood cell count (WBC), 
hemoglobin (Hb), hematocrit (Hct), platelet count and the number of blasts of AML patients 
are listed with the range, mean and median

Characteristics Patient (N)

Gender	

 	 Male 32

	 Female 18

Characteristics
Patient

Range Mean ± SD Median

Age (year) 16 - 89 	 55.04	±	 16.7 56

	 Male 16 - 89 	 56.31 	± 	18.96 57

	 Female 28 - 73 	 52.78 	± 	11.84 55

WBC (x109/L) 1.19 - 556.2 	 94.28 	± 	118.73 46.3

Hb (g/dL) 4.2 - 11.8 	 7.85 	± 	1.78 7.95

Hct (%) 11.3 - 37.9 	 23.71 	± 	5.29 23.8

Platelet (x109/L) 3.0 - 370 	 76.66 	± 	802.42 39.5

BM Blast (%) 30 - 95 	 71 	± 	0.22 80
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Table 3 The threshold cycle (Cq) of PRAME gene expression in 50 Thai AML samples

Sample

Threshold cycle, Cq (n)

PRAME
(Cq target)

Actin
(Cq reference)

Cq
(Cq target – Cq reference)

P01 30.24 19.20 11.04

P02 27.71 16.69 11.02

P03 31.65 16.53 15.12

P04 27.70 16.69 15.12

P05 27.91 20.43 7.48

P06 29.43 15.69 13.74

P07 N/A 18.17 -

P08 29.88 19.22 10.66

P09 32.23 17.13 15.10

P10 25.26 20.06 5.2

P11 N/A 21.66 -

P12 N/A 19.65 -

P13 29.46 15.26 14.2

P14 30.13 18.91 11.22

P15 N/A 18.70 -

P16 N/A 19.93 -

P17 N/A 20.22 -

P18 34.31 15.53 18.78

P19 33.76 18.28 15.48

P20 N/A 21.00 -

P21 N/A 19.61 -

P22 N/A 16.92 -

P23 N/A 21.41 -

P24 N/A 21.68 -

P25 28.94 21.36 7.58

P26 32.43 17.24 15.19
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Table 3  The threshold cycle (Cq) of PRAME gene expression in 50 Thai AML samples (Continued)

Sample

Threshold cycle, Cq (n)

PRAME
(Cq target)

Actin
(Cq reference)

Cq
(Cq target – Cq reference)

P27 26.29 18.72 7.57

P28 N/A 19.52 -

P29 N/A 17.64 -

P30 N/A 18.62 -

P31 33.60 21.00 12.60

P32 32.36 19.46 12.90

P33 36.00 16.11 19.89

P34 33.94 15.30 18.64

P35 32.90 16.30 16.60

P36 N/A 18.87 -

P37 31.90 14.30 17.60

P38 N/A 18.19 -

P39 N/A 20.35 -

P40 33.40 15.39 18.01

P41 N/A 19.67 -

P42 34.04 13.08 20.96

P43 34.75 13.89 20.86

P44 N/A 18.42 -

P45 33.15 13.22 19.93

P46 N/A 20.14 -

P47 34.13 15.35 18.78

P48 N/A 15.97 -

P49 29.95 19.42 10.53

P50 29.37 13.77 15.60

Range 25.26 – 36.00 13.08 – 21.68 5.20 – 20.96

Mean ± SD 31.27 ± 2.75 18.00 ± 2.36 14.25 ± 4.39

Median 31.90 18.52 15.10
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PRAME gene expression and disease correla-

tions

 PRAME gene expression was revealed 

in 29 AML samples (58%) in this study. The 

correlation with general characteristic and 

hematologic parameters was conducted by  

using statistic tools to assess the significant 

level. There were 16 males and 13 females who 

were positive for PRAME gene expression. The 

p-values for gender and PRAME in male and 

female AML samples were 0.242 and 0.668, 

respectively. The expression of PRAME gene 

was also tested for its correlation with WBC 

counts, hemoglobin, hematocrit, platelet and 

number of blasts in bone marrow. Comparative 

statistical p-values between PRAME and WBC 

counts, hemoglobin, hematocrit, platelet and 

bone marrow blasts were 0.704, 0.094, 0.764, 

0.438 and 0.598, respectively (Table 4). There 

were no significant correlations between 

PRAME gene expression and WBC counts, 

hemoglobin, hematocrit, platelet and number 

of blasts in bone marrow. 

Discussion

PRAME gene is a member of cancer 

testis antigen (CTA) expressed in a wide  

variety of cancers including melanoma, breast 

cancers, head and neck cancers, Wilm’s tumors, 

medulloblastoma, Hodgkin lymphoma,  

neuroblastoma, myeloid and lymphoid  

leukemia. The expression of PRAME has been 

related to disease progression, prognostic 

marker and severity in several types of  

Fig. 1	The amplification curve of PRAME gene. The Cq of positive PRAME samples and positive  
	 control are depicted in amplification curves
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Table 4	 The PRAME gene expression and its correlations with gender, WBC counts, hemoglobin,  
hematocrit, bone marrow blasts and platelet status 

Parameter
PRAME (+)

N (%)
PRAME (-)

N (%)
p-value

Patient (N = 50) 	 29 (58) 	 21 (42)

Gender

	 Male (N = 32) 	 16 (50) 	 16 (50)
0.242

	 Female (N = 18) 	 13 (72.22) 	 5 (27.78)

WBC (x109/L)

	 ≤ 50 (N = 26) 	 14 (53.85) 	 12 (46.15)
0.704

	 > 50 (N = 24) 	 15 (62.50) 	 9 (37.5)

Hb (g/dL)

	 ≤ 8 (N = 26) 	 18 (69.23) 	 8 (30.77)
0.094

	 > 8 (N = 24) 	 11 (45.83) 	 13 (54.17)

Hct (%)	

	 ≤ 20 (N = 13) 	 8 (61.54) 	 5 (38.46)
0.764

	 > 20 (N = 37) 	 21 (56.76) 	 16 (43.24)

BM Blast (%)

	 20 – 40 (N = 7) 	 5 (71.43) 	 2 (28.57)

0.598
	 41 – 60 (N = 12) 	 7 (58.33) 	 5 (41.67)

	 61 – 80 (N = 10) 	 5 (50) 	 5 (50)

	 81 – 100 (N = 21) 	 12 (57.14) 	 9 (42.86)

Platelet status

	 Thrombocytopenia (N = 43) 	 24 (55.81) 	 19 (44.19)
0.438

	 Adequate (N = 7) 	 5 (71.43) 	 2 (28.57)

malignancies. These highlight the beneficial  

of PRAME in terms of therapeutic intervention 

and management to get the best treatment of 

choice for deadly cancers. This study showed, 

for the first time, the expression of PRAME 

gene in newly diagnosed Thai AML patients. 

Amongst the 50 AML samples, PRAME  

gene expression was detected in 29 samples, 
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representing 58% of total AML patients.  

The expression of PRAME in our study is 

consistent with the finding of Epping MT  

et al. in which the role of PRAME in cancers 

was described(7). The expression of PRAME in 

larger proportion of Thai AML would be  

advantageous for the development of targeted 

therapy in AML. Since the expression of 

PRAME is restricted to the cancerous  

tissues(15, 17, 19 - 21) the use of PRAME as  

candidate antigen for adoptive immunotherapy 

is very prominent and possible, for instance, 

PRAME-specific cytotoxic T lymphocyte 

(CTL), engineered chimeric antigen receptor T 

cells (CAR T cells), and the development of 

specific antibodies target the PRAME antigen. 

The correlation between PRAME and 

general characteristics of Thai AML patients 

has also been investigated to gain more  

understanding of gene expression and disease 

status. The 50 Thai AML patients in the study 

were mostly anemic as shown by the low 

level of hematocrit and hemoglobin. The  

majority of AML patients were thrombocyto-

penic with a variety of leukocytosis. These 

demonstrated that the Thai AML patients were 

at high risk of severe anemia, bleeding  

tendency and more prone to infection due to 

loss of normal functional blood cells. The cor-

relations between PRAME and gender, periph-

eral blood hematological parameters and bone 

marrow blasts were determined by statistical 

tools(2, 3, 10). There was no correlation between 

PRAME and patient gender, WBC counts, 

hemoglobin, hematocrit, platelet number and 

bone marrow blasts. These might be due to the 

preferentially low sample size of the study. 

Since the annual occurrence of AML in  

Thailand is not high enough, the accumulation 

of patient samples is limited. Further studies 

need to be conducted for better outcome.

Overall, our study revealed, for the first 

time, the expression of PRAME in newly  

diagnosed AML in Thailand. Even though the 

proportion of PRAME gene expression in Thai 

AML patients did not differ when compared 

with the other ethnic and races, the expression 

of PRAME has shown a promising tumor  

target antigen that can be further explored(22). 

The proportionally high expression of  

PRAME in AML patients might lead to the 

development of novel treatment to fight the 

course of hematologic malignancies. By virtue 

of PRAME being the most privilege CTA  

together with the capacity to be recognized  

by MHC II molecules, this would enable the 

recognition by cytotoxic T lymphocytes and 

other immune cells resulting in the functional 

immune response against PRAME positive 

cancers. These would ultimately lead to the 

adoptive use of PRAME as target antigen for 

cellular immunotherapy via different strategies. 

Furthermore, to gain more information on 

PRAME expression in AML, prospective  

studies equipped with more advanced  

scientific tools would be necessary to pursue 

for better beneficiary outcome in the field of 

cancer research. 
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Abstract
 Currently, carbapenem and colistin resistant Gram negative bacilli are increasingly 

reported worldwide. Moreover, mcr-1, a plasmid-mediated colistin resistant gene, has recently 

been reported. The finding has brought clinical concern because colistin is the last-resort  

antibiotic for the treatment of extensively drug-resistant Gram-negative bacterial infections. 

Therefore, the prevalence data of colistin-resistant bacteria in different areas of the country can 

be used to support the prevention and control measures of these organisms. The objectives of 

this research were to determine the prevalence of colistin resistance and investigate the mcr-1 

genes among third generation cephalosporin-or carbapenem-resistant Enterobacteriaceae  

isolated from patients in Ratchaburi Hospital during June 2016 to May 2017. A total of 243, 

non-duplicated and non-intrinsic resistance to colistin, clinical isolates of third generation 

cephalosporins- or carbapenem-resistant Enterobacteriaceae were used in this study.  

The bacterial isolates were screened for colistin resistance using Mueller-Hinton agar containing 

2 µg/mL of colistin. The colistin resistant isolates were determined the MIC of colistin using 
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broth microdilution and the mcr-1 gene was investigated using PCR assay. Forty (16.5 %)  

of 243 third generation cephalosporins- or carbapenem-resistant isolates were resistant to  

colistin. These strains were mostly detected in surgery, medicine and ICU wards at 45.0, 37.5 

and 10.0 %, respectively. Urine, sputum and pus/swab were the top three sources where 42.5, 

27.5 and 15.0 %, respectively, of colistin-resistant isolates were detected. The colistin MICs  

of these isolates ranged from 4 to > 64 µg/mL. The mcr-1 gene was detected in 6 isolates,  

5 from surgery and 1 from a medicine ward, in 3 pus/swab, 2 sputum and a blood sample, all of 

which were identified as Escherichia coli. The colistin MICs of the mcr-1 positive isolates  

ranged from 4 to 16 µg/mL. In conclusion, the prevalence of colistin resistance and  

the existence of mcr-1 gene in third generation cephalosporins- or carbapenem-resistant  

Enterobacteriaceae among patients in Ratchaburi Hospital would raise the awareness and 

proper use of antibiotics. The information could also be used as an input for prevention and 

control of the hospital spreading of these resistant organisms. 
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ความชุกของการดื้อยาโคลิสตินของแบคทีเรีย 
Enterobacteriaceae ที่ดื้อต่อยากลุ่ม Third Generation 

Cephalosporins หรือคาร์บาพีเนมที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจของ
ผู้ป่วยในโรงพยาบาลราชบุรี

ปุญชรัสมิ์ วงษ์อุตสาห์1, 2 ปรัชมา คำ�ดี3 วรดา สโมสรสุข3 จิราภรณ์ ญาณสมบัติ3 และ 
เสกสรรค์ สโมสรสุข3*

1งานจุลชีววิทยา กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ โรงพยาบาลราชบุรี จังหวัดราชบุรี
2บัณฑิตศึกษา สาขาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี

3ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี

บทคัดย่อ
ปัจจุบันมีรายงานแบคทีเรียแกรมลบดื้อยากลุ่มคาร์บาพีเนม (carbapenems) ร่วมกับการดื้อยา

โคลิสติน (colistin) เพิ่มขึ้นทั่วโลก และมีรายงานพบยีน mcr-1 ซ่ึงเป็นยีนสัมพันธ์กับการดื้อยา 

โคลิสตินบนพลาสมิด จึงต้องให้ความสำ�คัญเป็นอย่างยิ่งกับการศึกษาวิจัยแบคทีเรียเหล่านี้ เนื่องจาก 

โคลิสตินเป็นยาลำ�ดับท้ายๆ สำ�หรับรักษาโรคติดเชื้อจากแบคทีเรียแกรมลบที่ดื้อต่อยาเกือบทุกขนาน  

ดังนั้น ความรู้เกี่ยวกับแบคทีเรียดื้อยาโคลิสติน ในพื้นที่ต่างๆ ของประเทศ จะช่วยสนับสนุนมาตรการ

การควบคมุและปอ้งกันการแพรก่ระจายเชือ้ดือ้ยาเหลา่นี้ได ้การวจิยันีม้วีตัถปุระสงคเ์พือ่หาความชกุของ

การดื้อยาโคลิสติน และหายีน mcr-1 ของเชื้อแบคทีเรียแกรมลบวงศ์ Enterobacteriaceae ที่ดื้อต่อ

ยากลุ่ม third generation cephalosporins และหรือคาร์บาพีเนม ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจที่ส่งตรวจ 

เพาะเชื้อที่ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา โรงพยาบาลราชบุรี ตั้งแต่เดือนมิถุนายน พ.ศ. 2559 ถึงเดือน

พฤษภาคม พ.ศ. 2560 ตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียแกรมลบวงศ์ Enterobacteriaceae ที่ดื้อยากลุ่ม third 

generation cephalosporins หรือคาร์บาพีเนมที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจ ซึ่งเป็นตัวอย่างจากผู้ป่วยไม่ซ้ำ�

รายและไม่เป็นเชื้อท่ีดื้อยา colistin โดยกำ�เนิด (intrinsic resistance) จำ�นวนทั้งสิ้น 243 ตัวอย่าง  

ถูกนำ�มาคัดกรองการดื้อต่อยา colistin โดยใช้ Mueller Hinton agar ที่มีโคลิสติน 2 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร จากนั้น นำ�เชื้อที่ดื้อต่อยาโคลิสติน จากการคัดกรอง มาทดสอบหาค่า minimal inhibitory 

concentration (MIC) ต่อโคลิสตินด้วยวิธี broth microdilution และตรวจหายีน mcr-1 ด้วยวิธี  

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: seksun@hotmail.com
รับบทความ: 22 มิถุนายน 2562	 แก้ไขบทความ: 17 สิงหาคม 2562	 รับตีพิมพ์บทความ: 24 กุมภาพันธ์ 2563
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คำ�สำ�คัญ: Enterobacteriaceae ที่ดื้อโคลิสติน, ยีน mcr-1

polymerase chain reaction (PCR) จากการศึกษาพบว่า ในเชื้อแกรมลบ Enterobacteriaceae ดื้อต่อ

ยากลุ่ม third generation cephalosporins หรือคาร์บาพีเนม จำ�นวน 243 ตัวอย่าง พบเชื้อดื้อต่อยา 

โคลิสติน จำ�นวน 40 ตัวอย่าง (ร้อยละ 16.5) โดยพบมากที่สุดจากผู้ป่วยแผนกศัลยกรรม แผนก 

อายุรกรรม และแผนกผู้ป่วยระยะวิกฤต (intensive care unit, ICU) คิดเป็นร้อยละ 45.0, 37.5 และ 

10.0 ตามลำ�ดับ ชนิดของสิ่งส่งตรวจที่พบเชื้อดื้อต่อโคลิสตินมากที่สุด ได้แก่ ปัสสาวะ เสมหะ และ 

หนองหรือไม้ป้าย (swab) คิดเป็นร้อยละ 42.5, 27.5 และ 15.0 ตามลำ�ดับ โดยค่า MIC ต่อยาโคลิสติน 

พบอยู่ในชว่ง 4 ถงึ >64 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร และพบเชือ้ที่ใหผ้ลบวกตอ่ยนี mcr-1 จำ�นวน 6 ตวัอยา่ง 

ซึ่งเป็น Escherichia coli ทั้งหมด เชื้อที่พบยีน mcr-1 ได้จากผู้ป่วยแผนกศัลยกรรม 5 ตัวอย่าง และ

อายุรกรรม 1 ตัวอย่าง โดยแยกได้จากสิ่งส่งตรวจชนิดหนองหรือไม้ป้าย 3 ตัวอย่าง เสมหะ 2 ตัวอย่าง 

และเลือด 1 ตัวอย่าง และมีค่า MIC ต่อยาโคลิสตินอยู่ในช่วง 4 ถึง 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยสรุป

ความชุกของการดื้อต่อยาโคลิสติน และการพบยีน mcr-1 ในเชื้อ Enterobacteriaceae ดื้อต่อยากลุ่ม 

third generation cephalosporins หรอืคารบ์าพเีนมทีแ่ยกไดจ้ากผูป้ว่ยโรงพยาบาลราชบรุ ีจะเปน็ขอ้มลู

ใหแ้กแ่พทยแ์ละบคุลากรทางการแพทยท์ีเ่กีย่วขอ้งตระหนกัในการเลอืกใช้ยารกัษา ตลอดจนใชป้ระกอบ

การจัดทำ�มาตรการป้องกันและควบคุมการแพร่กระจายเชื้อในโรงพยาบาล
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บทน�ำ
ปัจจุบันปัญหาการดื้อยาของเชื้อจุลชีพก่อ

โรคมีแนวโน้มสูงขึ้น มีการติดเชื้อแบคทีเรียด้ือยา

ปฏิชีวนะปีละกว่า 100,000 คน สาเหตุสำ�คัญมาจาก

การใช้ยาต้านจุลชีพมากขึ้น ทั้งการใช้ยาที่ไม่จำ�เป็น

และเกินความจำ�เป็น โดยมูลค่าการใช้ยาปฏิชีวนะ 

ของประชากรไทยมากกว่า 10,000 ล้านบาทต่อปี  

และมีการติดเชื้อแบคทีเรียดื้อยาปฏิชีวนะปีละกว่า 

100,000 คน ทำ�ใหย้าปฏชิวีนะชนดิเกา่ทีเ่คยใช้ไม่ได้

ผลเท่าที่ควร ผู้ป่วยบางรายต้องเปลี่ยนใช้ยาปฏิชีวนะ

ชนิดใหม่ที่มีประสิทธิภาพสูงกว่าและมีราคาแพง(1) 

การรักษาเชื้อดื้อยาบางชนิด ไม่มียารักษาที่มีประสิทธิ 

ผลดีและปลอดภัยทำ�ให้ค่าใช้จ่ายในการรักษาเพิ่มขึ้น 

ใชเ้วลารกัษานานขึน้และโอกาสเสยีชวีติสงู นอกจากนัน้ 

แบคทเีรยีเหล่านีส้ามารถถา่ยทอดรหสัพนัธกุรรมดือ้ยา

ไปสูแ่บคทเีรยีสายพนัธุอ์ืน่ๆ ทำ�ใหป้ญัหาการดือ้ยาทวี

ความรุนแรงยิ่งขึ้น ทั้งนี้จากศูนย์เฝ้าระวังเชื้อดื้อยา

ต้านจุลชีพแห่งชาติ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ระบุ

ว่าอัตราความชุกของแบคทีเรียดื้อยาเพิ่มสูงขึ้นอย่าง

ต่อเนื่อง โดยเฉพาะอย่างยิ่ง แบคทีเรียแกรมลบวงศ์ 

Enterobacteriaceae ได้แก่ Escherichia coli 

และ Klebsiella pneumoniae(2) ซึ่งการดื้อยาของ

เช้ือแกรมลบวงศน์ีท้ีเ่ปน็ปญัหามากทีส่ดุ คอืการดือ้ตอ่

ยากลุ่มคาร์บาพีเนม (carbapenem) ซึ่งถือว่าเป็นยา 

กลุ่มทีม่ฤีทธิก์ว้างทีส่ดุ ดงันัน้การรกัษาโรคตดิเชือ้จาก 

เชื้อกลุ่มนี้จึงมีความจำ�เป็นต้องใช้ยาอื่นที่ยังคงมี

ประสิทธิภาพในการทำ�ลายเชื้อ เช่น ยาโคลิสติน  

(colistin) 

ยาโคลิสติน หรือ polymyxin E เป็นยาใน

กลุ่ม polymyxins มีโครงสร้างเป็นสารโพลีเปบไทด์ 

ที่เชื่อมต่อกับกรดไขมัน ผลิตโดยเชื้อ Bacillus  

polymyxa subspecies colistinus มีฤทธิ์ฆ่าเชื้อ

แบคทีเรียโดย cationic polypeptide ของยาโคลิสติน 

ทำ�ปฏิกิริยากับ anionic lipopolysaccharide (LPS) 

ที่เยื่อหุ้มชั้นนอก (outer membrane) ของแบคทีเรีย

แกรมลบ ทำ�ใหย้าเขา้แทนทีแ่มกนเีซยีม (Mg+2) และ

แคลเซียม (Ca+2) ทำ�ให้เกิดการเพิ่ม permeability 

ของผนังเซลล์ ทำ�ให้ cytoplasmic membrane แยก

ออกจากกัน ส่งผลให้เซลล์แบคทีเรียตาย(3) อย่างไร

ก็ตาม มีรายงานการดื้อต่อยาโคลิสตินในแบคทีเรีย 

แกรมลบ ซึ่งมีกลไกสำ�คัญคือการดัดแปลง LPS จาก

การกลายพันธ์ุของ two-component regulatory 

system (TCS) ได้แก่ PhoP/PhoQ TCS และ 

PmrA/PmrB TCS การกลายพันธุ์ของ MgrB ซึ่ง

ทำ�หน้าที่กดการทำ�งาน (negative feedback) ของ 

PhoP/PhoQ TCS การกลายพันธุ์เหล่านี้ทำ�ให้มีการ

เพิ่มของโมเลกุล 4 amino-4-deoxy-L-arabinose 

(L-Ara4N) และ phosphoethanolamine (PEtN) 

ซึ่งมีประจุบวกบน lipid A จึงไปลดปฏิกิริยาระหว่าง 

cationic polypeptide ของโคลิสติน กับ anionic 

lipopolysaccharide (LPS) ทำ�ให้เชื้อดื้อต่อยา 

โคลิสติน หรือการสร้าง efflux pump เพื่อขับยาออก

นอกเซลล์ซึ่งพบในเชื้อ K. pneumoniae เกิดจาก

ยีน acrAB และ kpnEF ซึ่งกลไกการดื้อต่อยา 

โคลสิตนิเหลา่นีเ้ปน็การกลายพนัธุท์ีเ่กดิขึน้ในโครโมโซม 

(chromosomally-mediated)(4, 5) ในปี พ.ศ. 2558 

นักวิจัยจากมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ภาคใต้ของจีน

รายงานพบเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยาโคลิสตินในเนื้อ

สุกร จากยีน mcr-1 (plasmid-mediated colistin 

resistance) บนพลาสมิดของแบคทีเรียเป็นครั้งแรก 

ซึ่งพลาสมิดที่มียีนนี้สามารถถ่ายทอดไปสู่แบคทีเรีย

ชนดิอืน่ได้(6) และมขีอ้มลูทีบ่ง่ชีว้า่อบุตักิารณเ์ชือ้ดือ้ยา

โคลิสตินสายพันธุ์ที่มียีน mcr-1 มีการแพร่กระจาย 

ในหลาย ภมูภิาคทัว่โลก ตอ่มา Xavier และคณะ จาก

ประเทศเบลเยี่ยมศึกษาการดื้อต่อยาโคลิสตินของเชื้อ 

E. coli พบว่าเกิดจากยีน mcr-2 ที่พบอยู่บนพลาสมิด

ของแบคทีเรียเช่นเดียวกับยีน mcr-1(7) สำ�หรับ

ประเทศไทย เริ่มมีรายงานครั้งแรกจากสถาบันวิจัย
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วิทยาศาสตร์สาธารณสุข จังหวัดนนทบุรี โดยศูนย์เฝ้า

ระวังเชื้อดื้อยาต้านจุลชีพแห่งชาติ เมื่อเดือนเมษายน

พ.ศ. 2559 โดยตรวจพบ E. coli ที่ดื้อต่อยาโคลิสติน 

มียีนดื้อยา mcr-1 จากตัวอย่างปัสสาวะของผู้ป่วยที่

เขา้รกัษาตวัที่โรงพยาบาลเพชรบรูณ ์และพบอกี 4 ราย 

จากตัวอย่างของผู้ป่วยจังหวัดน่าน นนทบุรี จันทบุรี 

และนครศรีธรรมราช จากอุบัติการณ์ดังกล่าว ผู้วิจัย

จึงสนใจศึกษาแบคทีเรียแกรมลบวงศ์ Enterobac-

teriaceae ที่ดื้อต่อยาโคลิสติน ซึ่งแยกได้จากผู้ป่วย

ในโรงพยาบาลราชบุรี เนื่องจากยาโคลิสติน ถูกนำ�มา

ใช้สำ�หรับการรักษาการติดเชื้อที่มีสาเหตุมาจาก  

multidrug resistant Gram negative bacilli และ

การติดเชื้อวงศ์ Enterobacteriaceae ที่ดื้อต่อยา

คาร์บาพี เนมเมส (carbapenem-resis tant  

Enterobacteriaceae; CRE) ซึ่งปัจจุบันพบว่า 

โรงพยาบาลราชบุรีพบเชื้อวงศ์ Enterobacteriaceae 

ที่ดื้อต่อยาคาร์บาพีเนมเพิ่มขึ้นเป็นลำ�ดับ คือ ในปี 

พ.ศ. 2557 พบ 58 ราย ปี พ.ศ. 2558 พบ 63 ราย 

และในปีพ.ศ. 2559 พบ 108 ราย แพทย์จำ�เป็นต้อง

ใช้ยาโคลิสตินมากขึ้น ทำ�ให้มีโอกาสพบเชื้อดื้อยา 

โคลิสตนิมากขึน้ และจากนโยบายการเฝา้ระวงัเชือ้วงศ ์ 

Enterobactericeae ที่ดื้อต่อยาโคลิสติน ของ

กระทรวงสาธารณสุข แต่ยังมีข้อจำ�กัดในการทดสอบ

การดื้อต่อยาโคลิสติน คือไม่สามารถใช้วิธี disk  

diffusion หรือ modified Kirby-Bauer หรือการ

ทดสอบดว้ย E-test ตอ้งใชว้ธิ ีbroth dilution เทา่นัน้ 

และเนื่องจากโรงพยาบาลราชบุรีมีข้อจำ�กัดในการทำ� 

MIC ด้วยวิธี broth dilution เป็นเหตุให้ไม่มีข้อมูล

ผลการทดสอบความไวของเชื้อวงศ์ Enterobacte-

riaceae ต่อยาโคลิสตินในโรงพยาบาลราชบุรี ดังนั้น 

ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาหาความชุกของการดื้อต่อยา 

โคลิสติน ของเชื้อวงศ์ Enterobacteriaceae ที่ดื้อ

ต่อยากลุ่ม third generation cephalosporins หรือ 

คาร์บาพีเนม และศึกษาหายีน mcr-1 ในตัวอย่าง 

สิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยในโรงพยาบาลราชบุรี ผลการ

ศกึษาครัง้นีจ้ะเปน็ขอ้มลูในการศกึษาทางระบาดวทิยา

เพื่อกำ�หนดมาตรการควบคุมเชื้อดื้อยาและเป็นข้อมูล

ในการเฝ้าระวังการแพร่กระจายของเชื้อดื้อยาต้าน

จุลชีพในโรงพยาบาลราชบุรีต่อไป 

วัสดุและวิธีการ
1. ตัวอย่างเชื้อ

ตัวอย่างเชื้อที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้เป็นเชื้อ

แบคทเีรยีแกรมลบวงศ ์Enterobacteriaceae ทีด่ือ้

ต่อยากลุ่ม third generation cephalosporins หรือ

คารบ์าพเีนม ทีแ่ยกไดจ้ากส่ิงส่งตรวจของผูป้ว่ยไมซ่้ำ�

ราย และผ่านการทดสอบวินิจฉัยยืนยันชนิดเชื้อด้วย

การทดสอบทางชีวเคมี (biochemical test) ของ 

ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา โรงพยาบาลราชบุรี ทั้งนี้ 

ตัวอย่างเชื้อที่ ใช้ ในการศึกษาไม่ ใช่เชื้อที่ดื้อต่อยา 

โคลิสตินโดยกำ�เนิด ประกอบด้วย Proteus spp., 

Providencia spp., Morganella morganii และ 

Serratia spp. เก็บตัวอย่างตั้งแต่เดือนมิถุนายน 

พ.ศ. 2559 ถึงเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2560 จำ�นวน

ทั้งส้ิน 243 ตัวอย่าง ตัวอย่างเชื้อถูกเก็บรักษาใน 

glycerol stock ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส โดย

ทำ�การเพาะเชื้อบน MacConkey agar (Becton 

Dickinson, USA) และนำ�ไปบ่มที่ตู้บ่มเพาะเชื้อที่

อุณหภูมิ 33-37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 

ชั่วโมง ก่อนนำ�มาใช้ในการทดสอบ

2. การตรวจคัดกรองเชื้อดื้อยาโคลิสติน โดยวิธี 

agar screening 

เจือจางเชื้อตัวอย่างใน normal saline  

solution (NSS) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และปรับความ

ขุ่นให้เทียบเท่ากับ McFarland standards No. 0.5 

จากนั้น นำ�เชื้อปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller-Hinton agar (MHA) 
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(Becton Dickinson, USA) ที่มียาโคลิสติน 

2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, USA) หลังจาก บ่มที่อุณหภูมิ 33-37 องศา

เซลเซยีส นาน 16-20 ชัว่โมง นำ�เชือ้ทีเ่จรญิบนอาหาร

เล้ียงเช้ือมาทดสอบหาคา่ MIC และนำ�ไปสกดัดเีอน็เอ

เพื่อตรวจหายีน mcr-1 ต่อไป

3.	 การทดสอบความไวแบบปรมิาณวเิคราะหข์อง

เชื้อต่อยาโคลิสติน ด้วยวิธี broth microdilution 

นำ�เชื้อที่ขึ้นบน screening agar มาทดสอบ

หาค่า MIC ด้วยวิธี broth microdilution(8, 9)  

ที่ระดับความเข้มข้นของยาโคลิสติน เท่ากับ 0.125, 

0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 16, 32 และ 64 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร และควบคุมคุณภาพการทดสอบด้วย 

เชื้ออ้างอิงมาตรฐาน E. coli ATCC 25922,  

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และ  

E. coli NCTC 13846 (colistin resistant strain) 

นำ�ค่า MIC ที่ได้มาแปลผลการทดสอบตามที่กำ�หนด

โดยมาตรฐานของ European Committee on  

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST 

2018)(10) ซึง่แปลผลการดือ้ยาโดยใชค้า่ MIC break-

point >2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

4.	 การตรวจหายีน mcr-1 ด้วยวิธี Polymerase 

Chain Reaction (PCR)

เตรียม boiled DNA template โดยเพาะ

เชื้อที่เจริญบน screening agar ใน Tryptic soy 

broth (BactoTM, France) บ่มที่อุณหภูมิ 33-37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้น  

นำ�เชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาผสมกับ TE buffer 

500 ไมโครลติร นำ�ไปปัน่ที ่13,500 รอบตอ่นาท ีนาน 

5 นาที เทส่วนใส (supernatant) ทิ้งแล้วเติม TE 

buffer 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน นำ�ไปเข้า heat 

box ที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แล้วแช่ใน

น้ำ�แข็ง 3 นาที นำ�ไปปั่น 13,500 รอบต่อนาที นาน 

10 นาที และดูดเก็บส่วนใส นำ�ไปตรวจหายีน mcr-1 

ด้วย PCR โดย primer ที่เลือกใช้ แสดงใน Table 1 

Table 1 Primers used for amplification of the mcr-1 gene

Target gene Primer sequences Amplicon size (bp) Reference

mcr-1 CLR F 5’CGGTCAGTCCGTTTGTTC’3 309 Liu et al., 2015

CLR R 5’CTTGGTCGGTCTGTAGGG’3

ปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรทั้งหมด 20 

ไมโครลิตร ประกอบด้วย dNTP ที่ความเข้มข้น  

2 มิลลิโมลาร์, primer แต่ละชนิดที่ความเข้มข้น  

2 ไมโครโมลาร์, DNA Taq polymerase ที่ความ 

เข้มข้น 5 ยูนิตต่อไมโครลิตร และ boiled DNA 

template ปริมาตร 2 ไมโครลิตร สำ�หรับ PCR  

condition ที่ใช้ประกอบด้วย initial denaturation 

ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที denaturation  

ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที annealing  

ที่ 56 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที extension  

ที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที เป็นจำ�นวน  

35 รอบ และ final extension ที่ 72 องศาเซลเซียส 

นาน 5 นาที จากนั้นนำ� PCR product ที่ได้ ไป 

ตรวจสอบด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสที่ความ

เข้มข้นของเจลเท่ากับร้อยละ 2.0 (w/v) 
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ผลการวิจัย
1.	 ผลการตรวจคัดกรองหาเชื้อดื้อต่อยาโคลิสติน 

ที่ความเข้มข้น 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และผล

ตรวจยืนยันด้วย MIC

จากเชื้อแบคทีเรียแกรมลบวงศ์ Entero-

bacteriaceae ที่ดื้อยากลุ่ม third generation 

cephalosporins หรือ คาร์บาพีเนม จำ�นวน  

243 ตัวอย่าง พบเป็น E. coli 146 ตัวอย่าง K. 

pneumoniae 86 ตวัอยา่ง Enterobacter cloacae 

complex 8 ตัวอย่าง Klebsiella aerogenes 2 

ตัวอย่าง และ Salmonella spp. 1 ตัวอย่าง เมื่อนำ�

มาทดสอบคดักรองการดือ้ตอ่ยาโคลสิตนิ โดยวธิ ีagar 

screening พบว่าให้ผลบวกจำ�นวน 48 ตัวอย่าง และ

เมื่อนำ�ไปตรวจหาค่า MIC ต่อยาโคลิสตินด้วยวิธี 

broth microdilution พบว่าเชื้อดื้อต่อยาโคลิสติน

จำ�นวน 40 ตัวอย่าง (ร้อยละ 16.4) โดยเป็น E. coli 

21 ตัวอย่าง และ K. pneumoniae 19 ตัวอย่าง 

เมื่อจำ�แนกเชื้อดื้อยาทั้ง 40 ตัวอย่างตาม

แผนกผูป้ว่ยและชนดิส่ิงส่งตรวจ พบวา่แหล่งหลักของ

เชื้อดื้อต่อยาโคลิสตินคือผู้ป่วยแผนกศัลยกรรมและ

แผนกอายุรกรรม ซึ่งครอบคลุมกว่าร้อยละ 80 ของ

เชื้อดื้อยาที่พบ (Table 2) และเมื่อจำ�แนกตาม

ประเภทส่ิงส่งตรวจพบว่า เชื้อส่วนใหญ่พบมากที่สุด

จากสิ่งส่งตรวจจากปัสสาวะร้อยละ 42.5 (17/40)  

รองลงมาเป็นเชื้อที่พบจากเสมหะ ร้อยละ 27.5 

(11/40) และจากหนองหรอืไมป้า้ย รอ้ยละ 15 (6/40) 

(Table 3) 

Table 2  Distribution of colistin resistant Enterobacteriaceae in different departments

Department
Colistin resistant Enterobacteriaceae (n)

Total (n) %
E. coli K. pneumoniae

Surgery 13 5 18 45.0

Internal medicine 6 9 15 37.5

Intensive care unit 0 4 4 10.0

Pediatrics 1 0 1 2.5

Physical medicine and 
rehabilitation

0 1 1 2.5

Outpatient 1 0 1 2.5

Total (n) 21 19 40 100
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2.	 ผลการทดสอบความไวแบบปริมาณวิเคราะห์

ของเชือ้ตอ่ยาโคลสิติน ด้วยวธีิ broth microdilution

ผลทดสอบความไวของเชื้อแบคทีเรียแกรม

ลบต่อยาโคลิสติน จำ�นวน 40 ตัวอย่าง พบค่า MIC 

ต่อยาโคลิสติน ของ เชื้อ E. coli และ K. pneu-

moniae มคีา่ตัง้แต ่4 ถงึ >64 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร 

(Table 4)

Table 3 Distribution of colistin resistant Enterobacteriaceae in different clinical specimens 

Specimens
Colistin resistant Enterobacteriaceae (n)

Total (n) %
E. coli K. pneumoniae

Urine 10 7 17 42.5

Sputum 3 8 11 27.5

Pus/Swab 5 1 6 15.0

Blood 2 3 5 12.5

Body fluid 1  0 1 2.5

Total (n) 21 19 40 100

Organism
Colistin MIC

Total (n)
4 µg/mL 8 µg/mL 16 µg/mL 32 µg/mL 64 µg/mL >64 µg/mL

Escherichia coli 5 10 5 0 0 1 21

Klebsiella pneumoniae 1 1 5 9 1 2 19

Total (n) 6 11 10 9 1 3 40

Table 4 Minimal inhibitory concentrations (MICs) for colistin of Enterobacteriaceae resistant to colistin
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3.	 ผลการตรวจหายีนดื้อยา mcr-1 ด้วยวิธี PCR

จากผลตรวจหายีนดื้อยาชนิด mcr-1 ด้วย

วิธี PCR ในเชื้อที่ให้ผลดื้อต่อยาโคลิสติน จำ�นวน  

40 ตวัอย่าง พบเชือ้ที่ใหผ้ลบวกตอ่ยนี mcr-1 จำ�นวน 

6 ตัวอย่าง โดยพบเป็นเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยากลุ่ม 

third generation cephalosporins ทั้งหมด ซึ่งเชื้อ

ที่พบยีน mcr-1 แยกได้จากผู้ป่วยแผนกศัลยกรรม  

5 ตัวอย่าง และอายุรกรรม 1 ตัวอย่าง โดยมีค่า MIC 

ตอ่ยาโคลสิตนิ อยู่ในชว่ง 4-16 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร 

(Table 5) 

Table 5 Demographics of colistin resistant Enterobactericeae carrying mcr-1 gene

Strains

Sample 

collection 

date

Department Ward Specimen Organism Drug resistance
Colistin 

MIC

(µg/mL)

RBH037 Oct 14, 2015 Surgery Male surgical 

ward-2

Sputum E. coli 3 rd gene ra t i on 

cephalosporin

8

RBH049 Oct 18, 2015 Surgery Pediatric 
surgical 
ward 

Pus/Swab E. coli 3 rd gene ra t i on 

cephalosporin

16

RBH056 Nov 15, 2015 Surgery Orthopaedic 
surgical ward

Pus/Swab E. coli 3 rd gene ra t i on 

cephalosporin

8

RBH134 Feb 21, 2016 Surgery Female 
surgical ward

Pus/Swab E. coli 3 rd gene ra t i on 

cephalosporin

16

RBH135 Feb 6, 2016 Internal 
medicine  

Male medical
ward-1

Blood E. coli 3 rd gene ra t i on 
cephalosporin

8

RBH162 Mar 27, 2016 Surgery Male surgical 
ward-1

Sputum E. coli 3 rd gene ra t i on 
cephalosporin

4

วิจารณ์และสรุป
งานวิจัยครั้งนี้เลือกศึกษาเฉพาะในเชื้อ

แบคทเีรยีวงศ ์Enterobacteriaceae เนือ่งจากเปน็

เชื้อที่ก่อโรคได้หลายระบบ และเป็นเชื้อที่พบได้ใน

ระบบทางเดินอาหารของคนทั่วไป จึงทำ�ให้สามารถ

แพร่กระจายเกิดการระบาดได้ ดังนั้นหากเชื้อได้รับ

การถ่ายทอดยีนดื้อยาแล้ว จะทำ�ให้การรักษาผู้ป่วยที่

ติดเชื้อทำ�ได้ยาก เนื่องจากเชื้อมักจะดื้อต่อยาหลาย

กลุ่ม ทำ�ให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้

จากการศึกษาครั้งนี้พบการดื้อยาโคลิสติน 

ในเชื้อ K. pneumoniae และ E. coli เท่านั้น โดย

พบในเชื้อ K. pneumoniae ร้อยละ 22.1 และ E. 

coli ร้อยละ 14.4 ซึ่งมีอัตราใกล้เคียงกับการศึกษา

ของ Moosavian และ Emam(11) ที่ได้รายงานการ

ดื้อยาโคลิสตินในเชื้อ K. pneumoniae ร้อยละ 21.8 

(26/119) และ E. coli ร้อยละ 10.8 (38/351)  

ที่แยกได้จากตัวอย่างผู้ป่วยในประเทศอิหร่าน
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เมื่อจำ�แนกตามแผนกของผู้ป่วย พบเชื้อที่

ดื้อต่อยาโคลิสตินมากในผู้ป่วยแผนกศัลยกรรม  

อายุรกรรม และแผนกผู้ป่วยระยะวิกฤต ตามลำ�ดับ 

เน่ืองจากเป็นแผนกที่ผู้ป่วยได้รับยาต้านจุลชีพมาก

และเป็นประจำ� จึงทำ�ให้เกิดโอกาสพบเชื้อสายพันธุ์ที่

ดื้อยามากขึ้น แต่เมื่อแยกตามหอผู้ป่วยพบว่าพบต่าง

หอผูป้ว่ยกันโดยทีแ่ตล่ะหอผูป้ว่ยไม่ไดอ้ยู่ในพืน้ที่ใกล้

เคียงกัน และช่วงเวลาที่พบเชื้อส่วนใหญ่อยู่ในเดือน

ตุลาคม พ.ศ. 2559 และเดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ. 2560 

แสดงว่าอาจมีการระบาดแบบกระจายอยู่ทั่วไปใน 

โรงพยาบาล และเมื่อจำ�แนกตามชนิดของสิ่งส่งตรวจ 

พบวา่เช้ือทีด่ือ้ตอ่ยาโคลสิตนิ สว่นใหญจ่ะเปน็ตำ�แหนง่

ทีม่เีชือ้ประจำ�ถิน่ จึงทำ�ใหพ้บในตวัอย่างปสัสาวะและ

เสมหะมากกวา่ตวัอยา่งชนดิอืน่ทีเ่ปน็เลอืดและสารน้ำ�

ในร่างกาย และเมื่อทดสอบหาค่า MIC ต่อยาโคลิสติน 

พบว่าเชื้อ K. pneumoniae มีค่า MIC สูงกว่าเชื้อ 

E. coli 

ผลการนำ�เชื้อที่ดื้อต่อยาโคลิสตินทั้งหมด 

จำ�นวน 40 ตัวอย่าง มาตรวจหายีน พบว่ามียีน  

mcr-1 ซึ่งพบในเชื้อ E. coli เท่านั้น โดยไม่พบใน

เชื้อ K. pneumoniae และค่า MIC ต่อยาโคลิสตินมี

ค่า 4 ถึง 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งสอดคล้องกับ

ผลการศึกษาของ Bianco และคณะ(12) ที่ได้สำ�รวจ

หายีน mcr-1 ถึง mcr-5 ของเชื้อแบคทีเรียวงศ์ 

Enterobacteriaceae ใน Romagna ทางตอนเหนอื

ของอิตาลี ในช่วงเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2559 ถึงเดือน

กรกฎาคม พ.ศ. 2560 พบว่าการดื้อต่อยาโคลิสติน  

ที่เกิดจาก mcr-1 พบ 26 ตัวอย่าง จาก 19,053 

ตัวอย่าง (ร้อยละ 0.14) เป็นเชื้อ E. coli ทั้งหมด ซึ่ง

ค่า MIC ต่อยาโคลิสตินมีค่า 4 ถึง 16 ไมโครกรัมต่อ

มลิลิลิตร สอดคลอ้งกบัการศกึษาของเอีย่ม พึง่พรและ

คณะ(13) ที่ได้ศึกษาหายีน mcr-1 ในตัวอย่างเชื้อ  

E. coli และ K. pneumoniae ที่ดื้อต่อยาโคลิสติน 

ในตัวอย่างจากประเทศไทย ช่วงปี พ.ศ. 2557 พบ

ว่าการดื้อต่อยาโคลิสตินที่เกิดจาก mcr-1 พบในเชื้อ 

E. coli มากกว่า ซึ่งพบ 11 ตัวอย่าง (ร้อยละ 29.7) 

และค่า MIC ต่อยาโคลิสตินของเชื้อ E. coli ที่พบยีน 

mcr-1 มีค่า 4-32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเชื้อ  

E. coli ทั้งหมดที่พบว่ามียีน mcr-1 เป็นเชื้อที่มีการ

ดื้อต่อยาในกลุ่ม third generation cephalosporins 

แต่มีความไวของยาในกลุ่มคาร์บาพีเนม ข้อมูล

สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Kawahara และ 

คณะ(14) ที่พบยีน mcr-1 จำ�นวน 31 ตัวอย่าง ใน

เชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยา cefotaxime แต่มีความ 

ไวต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนม ในตัวอย่างอุจจาระของ

ประชากรในหมู่บ้านประเทศเวียดนาม ดังนั้นการที่ 

พบยีน mcr-1 ไม่จำ�เป็นต้องมีการดื้อต่อยากลุ่ม 

คาร์บาพีเนม ซึ่งเป็นยากลุ่มที่มีฤทธิ์กว้างที่สุดในการ

รกัษาเชือ้แบคทเีรยีวงศ ์Enterobacteriaceae หรอื

การไดร้บัยาโคลิสตนิ แตอ่าจเกิดจากการไดร้บัเชือ้จาก

การรบัประทานเนือ้สัตวท์ีเ่ปน็หว่งโซอ่าหาร เนือ่งจาก

ปัจจุบันมีการนำ�ยาโคลิสตินมาใช้ในการเล้ียงสัตว์

จำ�นวนมาก ดงันัน้อาจตอ้งมกีารศึกษาหาความสัมพนัธ์

ระหว่างสัตว์ คน และสิ่งแวดล้อม เพื่อที่จะได้ควบคุม

และป้องกันการระบาดของยีน mcr-1

สำ�หรับเชื้อที่มีการดื้อต่อยาโคลิสติน แต่ไม่

พบยีน mcr-1 อาจมีการดื้อยาที่เกิดจากยีนดื้อยา 

อ่ืนๆ ซึ่งไม่ได้เกิดจากยีน mcr-1 เช่น mcr-2,  

mcr-3, mcr-4 หรือ mcr-5 เนื่องจาก Wise MG 

และคณะ(15) ได้สำ�รวจความชุกของยีน mcr-1-

mcr-5 ที่เก็บจากเชื้อแบคทีเรียวงศ์ Enterobacte-

riaceae ที่ดื้อต่อยาโคลิสตินทั่วทุกทวีปในช่วง  

พ.ศ. 2557 พบเชื้อดื้อต่อยาโคลิสติน 908 ตัวอย่าง 

โดยพบเชือ้ดือ้ยาโคลิสตนิ ทีเ่กิดจากยีน mcr -1 และ 

mcr-3 จำ�นวน 29 ตัวอย่าง เป็นยีน mcr -1 จำ�นวน 

25 ตัวอย่าง และ mcr-3 จำ�นวน 4 ตัวอย่าง ยีน 

mcr-3 ที่พบเป็นตัวอย่างจากประเทศไทยทั้งหมด  

โดยแยกได้จากเชื้อ E. coli 3 ตัวอย่าง และเชื้อ  
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K. pneumoniae 1 ตัวอย่าง หรือการดื้อยาโคลิสติน 

อาจไม่ไดเ้กิดจากยนี mcr แตอ่าจเกดิจากมกีารกลาย

พันธุ์ของยีนในโครโมโซม โดยเฉพาะเชื้อ K. pneu-

moniae ทีเ่กิดการกลายพนัธุข์องโปรตนี MgrB ทำ�ให้

ดื้อต่อยาโคลิสติน(16) ดังนั้นควรศึกษากลไกการดื้อยา

ในเชื้อเหล่านี้ต่อไป 

การศึกษาครั้งนี้มีข้อจำ�กัดในเรื่องตัวอย่าง 

เน่ืองจาก เชือ้วงศ ์Enterobacteriaceae ทีพ่บส่วน

ใหญ่เป็นเชื้อ E. coli และ K. pneumoniae ส่วน

ตัวอย่างที่เป็นเชื้อชนิดอื่น เช่น Enterobacter spp. 

และ C. freundii ยังมีจำ�นวนน้อย ทำ�ให้การทดสอบ

ไม่ครอบคลุมเชื้อที่มี colistin heteroresistance  

ซึ่งมีค่า MIC ต่ำ�(17-18) 

จะเหน็วา่ขอ้มลูที่ไดจ้ากการศกึษาเชือ้แกรม

ลบวงศ ์Enterobacteriaceae ทีด่ือ้ตอ่ยาโคลสิตนิที่

แยกไดจ้ากสิง่สง่ตรวจของผูป้ว่ยในโรงพยาบาลราชบรุ ี

แสดงให้เห็นการเกิดอุบัติการณ์การดื้อต่อยาโคลิสติน 

ซึ่งจะเป็นประโยชน์แก่แพทย์และบุคลากรทางการ

แพทย์ที่เกี่ยวข้องให้ตระหนักในการเลือกใช้ยารักษา 

ทั้งนี้ ผลทดสอบอณูชีววิทยาทำ�ให้ทราบถึงกลไกการ

ดื้อยาโคลิสตินที่เกิดจากยีนดื้อยาชนิด mcr-1 ซึ่งจะ

เป็นความรู้พื้นฐานเกี่ยวกับกลไกการดื้อยา และ

สถานการณก์ารดือ้ยาของโรงพยาบาลเพือ่การควบคมุ

การแพร่กระจายเชื้อต่อไป

กิตติกรรมประกาศ
งานวิจัยนี้ได้รับทุนอุดหนุนการทำ�กิจกรรม

สนับสนุนการวิจัยประเภททุนบัณฑิตศึกษาจาก

สำ�นักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ ประจำ�ปี 2561

เอกสารอ้างอิง
1.	 Research and Development Committee  

for the Control and Prevention of Antimi-

crobial Resistance in Thailand. Control 

and Antimicrobial resistance. [Internet]. 

2014. Available from: https://sites.google.

com/ site/amr thailand net. (in Thai).

2.	 Health Systems Research Institute. There 

are research documents indicating that the 

antibiotic resistance problem is a national 

crisis, if we do not solve this problem, it 

will ruin national economy and our life. 

[Internet]. 2015. Available from: http://

www.hsri.or.th/news/939. (in Thai).

3.	 Koomanachai P, Colistin. In: Asavabhokhi 

N, Tantawichien T, Phiboon T, editors. 

Important Antimicrobial Agents1. Bang-

kok: VG printing; 2015. p. 601-8. (in Thai).

4.	 Olaitan AO, Morand S, Rolain JM. Mech-

anisms of polymyxin resistance: acquired 

and intrinsic resistance in bacteria. Front 

Microbiol 2014; 5: 643.

5.	 Pragasam AK, Shankar C, Veeraraghavan 

B, et al. Molecular mechanisms of colistin 

resistance in Klebsiella pneumoniae  

causing bacteremia from India - A first 

report. Front Microbiol 2016; 7: 2135.

6.	 Liu Y, Wang Y, Walsh T, et al. Emergence 

of plasmid mediated colistin resistance 

mechanism MCR-1 in animals and human 

beings in China: a microbiological and 

molecular biological study. Lancet Infect 

Dis 2015; 16: 161-8.



ปุญชรัสมิ์ วงษ์อุตสาห์ และคณะ7252

7.	 Xavier BB, Lammens C, Ruhal R, et al. 

Identification of a novel plasmid-mediated 

colistin-resistance gene, mcr-2, in  

Escherichia coli, Belgium, June 2016.  

Euro Surveill 2016; 21. http://dx.doi.

org/10.2807/1560-7917.ES.2016. 

21.27.30280. 

8.	 Clinical and Laboratory Standards  

Institute. M07-A9 Methods for Dilution 

Antimicrobial Susceptibility Tests for 

Bacteria That Grow Aerobically; Approved 

Standard-Ninth Edition. Wayne, PA: CLSI; 

2012. 

9.	 Clinical and Laboratory Standard Institute 

(CLSI). M100 Performance Standards for 

Antimicrobial Susceptibility Testing. 28th 

ed. Pennsylvania: CLSI; 2018.

10.	 European Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing. Breakpoint tables 

for interpretation of MICs and zone  

diameters. Version 8.0, 2018. 

11.	 Moosavian M, Emam N. The first report 

of emerging mobilized colistin-resistance 

(mcr) genes and ERIC-PCR typing in 

Escherichia coli and Klebsiella pneu-

moniae clinical isolates in southwest  

Iran. Infect Drug Resist 2019; 12: 1001-10.

12.	 Del Bianco F, Morotti M, Pedna MF, 

Farabegoli P, Sambri V. Microbiological 

surveillance of plasmid mediated colistin 

resistance in human Enterobacteriaceae 

isolates in Romagna (Northern Italy): 

August 2016-July 2017. Int J Infect Dis 

2018; 69: 96-8.

13.	 Eiamphungporna W, Yainoya S, Jum-

derma C, Tan-arsuwongkula R, Tiengrima 

S, Thamlikitkul V. Prevalence of the  

colistin resistance gene mcr-1 in colistin-

resistant Escherichia coli and Klebsiella 

pneumoniae isolated from humans in 

Thailand. J Glob Antimicrob Resist 2018; 

15: 32-5. 

14.	 Kawahara R, Khong DT, Le HV, et al. 

Prevalence of mcr-1 among cefotaxime-

resistant commensal Escherichia coli in 

residents of Vietnam. Infect. Drug Resist 

2019; 12: 3317-25.

15.	 Wise MG, Estabrook MA, Sahm DF, Stone 

GG, Kazmierczak KM, Prevalence of  

mcr-type genes among colistin- resistant 

Enterobacteriaceae collected in 2014-2016 

as part of the INFORM global surveillance 

program. PLoS One 2018;13:e0195281.

16.	 Chen L, Zhang J, Wang J, et al. Newly 

identified colistin resistance genes, mcr-4 

and mcr-5, from upper and lower alimen-

tary tract of pigs and poultry in China. 

PLoS One 2018; 13: e0193957.

17.	 Landman D, Salamera J, Quale J. Irrepro-

ducible and uninterpretable polymyxin B 

MICs for Enterobacter cloacae and  

Enterobacter aerogenes. J Clin Micro-

biol 2013; 51: 4106-11.

18.	 Jayol A, Nordmann P, Brink A, Poirel L. 

Heteroresistance to colistin in Klebsiella 

pneumoniae associated with alterations in 

the PhoPQ regulatory system. Antimicrob 

Agents Chemother. 2015; 59: 2780-4.



J Med Tech Assoc Thailand, Vol. 48 No. 1, April 2020 Original Article

Detection of Yeasts from Cockroaches’ Intestine by 
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Abstract

Cockroaches are omnivore that are capable of transmitting many human pathogens.  

The major habitat is dwellings, so there is a high possibility that pathogens are acquired by 

cockroaches. This research aimed to explore the yeasts in gut of cockroaches collected from 

Bangphli housing, Bang Sao Thong District, Samut Prakan province. Polymerase chain reaction 

(PCR) method was used to amplify the internal transcribed spacer 1 and 2 region (ITS1-2)  

followed by DNA sequencing to compare the findings with NCBI database. The results revealed 

that 75% of the yeasts were opportunistic pathogens in human classified as Candida tropicalis 

(40%), C. glabrata (20%), C. nivariensis (5%), C. palmioleophila (5%), Pichia kudriavzevii 

(5%) and the other 25% were non-pathogenic yeasts. These pathogenic yeasts can cause serious  

infections in immunocompromised patients and have been recognized to have high incidence of 

drug resistance especially to the azole group. The data from this study emphasized the significance 

of cockroaches as potential vectors of medically important yeasts in community environments.
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 48 ฉบับที่ 1 เมษายน 2563 นิพนธ์ต้นฉบับ

การตรวจหาเชื้อยีสต์จากลำ�ไส้ของแมลงสาบโดยเทคนิค
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสและการหาลำ�ดับเบสบริเวณ 

Internal Transcribed Spacer 1 และ 2 (ITS1-2)

พัชรี กัมมารเจษฎากุล1* ณฐมน  หนูอินทร์2  ภัทรนิษฐ์ อัมพรฤทธิศักดิ์3  

เพ็ญนภา ชมะวิต1 และ วัชรินทร์ รังษีภาณุรัตน์1

1คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ จังหวัดสมุทรปราการ
2บริษัทบางกอก อินเฟอร์ทิลิตี้ เซ็นเตอร์ จำ�กัด (สาขา 2) กรุงเทพมหานคร

3แผนกพยาธิวิทยา โรงพยาบาลค่ายสมเด็จพระนเรศวรมหาราช จังหวัดพิษณุโลก

บทคัดย่อ
แมลงสาบเปน็พาหะนำ�เชือ้โรคหลากหลายชนดิ มนีสิยักนิอาหารไดท้กุประเภท พบมากในบรเิวณ

ที่พักอาศัยของมนุษย์ ดังนั้นจึงมีโอกาสที่จะนำ�เช้ือยีสต์ก่อโรคมาสู่มนุษย์ งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์

เพ่ือศึกษาชนิดของเชื้อยีสต์ที่อยู่ในลำ�ไส้ของแมลงสาบจากบริเวณห้องชุดท่ีพักอาศัยในชุมชนเคหะ 

บางพลี อำ�เภอบางเสาธง จังหวัดสมุทรปราการ โดยใช้เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส (PCR) บริเวณ 

internal transcribed spacer 1 และ 2 (ITS1-2) และหาลำ�ดับเบสโดยการทำ� sequencing เปรียบเทียบ

กับฐานข้อมูล NCBI ผลการวิจัยพบเชื้อยีสต์ที่สามารถก่อโรคในมนุษย์ร้อยละ 75 ได้แก่ Candida 

tropicalis, C. glabrata, C. nivariensis, C. palmioleophila, Pichia kudriavzevii  (ร้อยละ 40, 20, 5, 

5 และ 5 ตามลำ�ดับ) และเชื้อยีสต์ที่ไม่พบรายงานการก่อโรคในมนุษย์ร้อยละ 25  สำ�หรับเชื้อยีสต์ที่ก่อ

โรคในมนุษย์พบรายงานการก่อโรคในกลุ่มเสี่ยง อีกทั้งยังพบอุบัติการณ์การดื้อต่อยาต้านเชื้อราในกลุ่ม 

azole มากขึ้นในปัจจุบัน  ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาแสดงให้เห็นว่าแมลงสาบเป็นพาหะที่สำ�คัญของยีสต์

ที่มีความสำ�คัญทางการแพทย์ในสิ่งแวดล้อมของชุมชน

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: kpatcharee@gmail.com
รับบทความ: 9 ตุลาคม 2562  	 แก้ไขบทความ: 12 กุมภาพันธ์ 2563 	 รับตีพิมพ์บทความ: 24 กุมภาพันธ์ 2563

คำ�สำ�คัญ: 	 แมลงสาบ เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส  Internal transcribed spacer ยีสต์
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Transcribed Spacer 1 และ 2 (ITS1-2)
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บทน�ำ
แมลงสาบ (cockroaches) เป็นแมลงที่อยู่

ใน order Blattodea มีการเจริญเติบโตแบบไม่

สมบูรณ์ (incomplete metamorphosis) เป็นสัตว์ที่

ออกหากินในเวลากลางคนื ตวัเตม็วยัมขีนาดประมาณ 

1-5 เซนติเมตร แมลงสาบกินอาหารและสิ่งปฏิกูลได้

หลายประเภท เช่น พืช สัตว์ น้ำ�ลาย เสมหะ และ

อุจจาระ สายพันธุ์ของแมลงสาบที่พบได้ตามที่พัก

อาศัยและแหล่งชุมชนต่างๆ มากที่สุด 5 อันดับคือ 

American cockroach (Periplaneta americana), 

German cockroach (Blattella germanica), 

Brown-banned cockroach (Supella longipalpa), 

Australian cockroach (Periplaneta australasiae) 

และ Large brown cockroach (Periplaneta  

brunnea) ตามลำ�ดับ(1) ถิ่นอาศัยของแมลงเหล่านี้

มกัพบใกล้ชดิกบัมนษุย ์เชน่ อาคารพาณชิย ์บา้นทีพ่กั

อาศยั และทอ่น้ำ�ทิง้/น้ำ�เสยี แมลงสาบเปน็แหลง่สะสม

เช้ือโรค การทีอ่ยู่ใกลช้ดิกบัมนษุยป์ระกอบกบันสิยัการ

กินของแมลงสาบซึง่ขณะกนิมกัจะขบัถา่ยออกมาดว้ย 

ทำ�ให้เกิดการปนเปื้อนของเชื้อโรคตามสิ่งแวดล้อม

ทั่วไป เมื่อมนุษย์กินอาหารที่แมลงสาบสัมผัสอาจได้

รบัเชือ้ก่อโรคได ้เชน่ Salmonella ซึง่เปน็สาเหตขุอง

โรคอาหารเปน็พษิ และนอกจากเชือ้ในกลุม่แบคทีเรยี

แล้ว แมลงสาบยังเป็นพาหะของ ปรสิต ไวรัส และรา 

อีกด้วย(2, 3)

 ในปี พ.ศ. 2550 Salehzadeh A และ 

คณะ(4) รายงานการพบแบคทีเรีย ปรสิต และราที่

บรเิวณผวิภายนอกและภายใน รวมถงึภายในลำ�ไสข้อง

แมลงสาบที่เก็บตัวอย่างจากโรงพยาบาล และท่ีพัก

อาศยัในเมอืงฮามาแดน ประเทศอหิรา่น โดยแบคทเีรยี

ที่พบมากที่สุดคือ Enterobacter spp. ปรสิตที่พบ

มากทีส่ดุคอื ตวัเตม็วยัของ Enterobius vermicularis 

และไข่ของ Ascaris spp. เชื้อราที่พบมากที่สุดคือ 

Candida spp. ซึง่เชือ้ทีพ่บส่วนใหญ่เปน็เชือ้ทีม่คีวาม

สำ�คัญทางการแพทย์ อีกทั้งยังเพิ่มโอกาสเสี่ยงในการ

ติดเชื้อในโรงพยาบาลของผู้ป่วยอีกด้วย ต่อมาในปี 

พ.ศ. 2551 Saichau P. และคณะ(5) พบว่าผิวนอก

ของแมลงสาบที่อาศัยอยู่บริเวณหอผู้ป่วยใน ของ 

โรงพยาบาลธรรมศาสตรเ์ฉลมิพระเกยีรต ิพบเชือ้ยสีต ์

Candida spp. ที่สามารถก่อโรคในมนุษย์ และอาจ 

นำ�เชื้อยีสต์มาสู่ผู้ป่วยได้ ต่อมาในปี พ.ศ. 2557 ใน

ประเทศอิรัก Hussein AN ได้ศึกษาเชื้อ Candida 

spp. จากผิวของแมลงสาบและแมลงวันจากหลากหลาย 

บริเวณ เช่น ห้องน้ำ� ห้องรับแขก ห้องครัว และห้อง

นอน จากการสุ่มเลือกบริเวณบ้านพักอาศัยใน  

Al-Diwaniya city โดยแยกเชื้อโดยวิธีทางฟีโนไทป์ 

และจีโนไทป์ สรุปพบเป็น Candida albicans  

(ร้อยละ 44.6), C. glabrata (ร้อยละ 23),  

C. krusei (ร้อยละ 19.6), C. tropicalis (ร้อยละ 

7.4), C. dubliniensis (ร้อยละ 3.6) และ C. parap-

silosis (ร้อยละ 1.8) ผลทดสอบความไวต่อยาต้าน

เชื้อรา พบว่าเชื้อเหล่านี้มีความไวต่อยา nystatin  

(ร้อยละ 98) fluconazole (ร้อยละ 89.3) และดื้อต่อ

ยา ketoconazole (ร้อยละ 16) นอกจากนี้ยังสรุป 

ได้ว่าพบเชื้อจากแมลงสาบมากกว่าจากแมลงวัน 

อีกด้วย(6)

ข้อมูลข้างต้น ทำ�ให้เห็นว่าแมลงสาบเป็น

แมลงทีส่ำ�คญัและเก่ียวขอ้งกับมนษุย์ โดยเฉพาะดา้น

สุขภาพ เพราะมีโอกาสเป็นพาหะในการนำ�เชื้อก่อโรค

มาสูม่นษุย ์ดงันัน้คณะผูว้จิยัจงึตอ้งการศึกษาชนดิของ

ยีสต์ที่อยู่ ในลำ�ไส้ของแมลงสาบจากบริเวณห้องชุด

ที่พักอาศัย ในชุมชนเคหะบางพลี ตำ�บลบางเสาธง 

อำ�เภอบางเสาธง จังหวัดสมุทรปราการ โดยใช้เทคนิค

ปฏิกิริยาลูกโซ่ PCR และการหาลำ�ดับเบสบริเวณ 

internal transcribed spacer 1 และ 2 (ITS1-2) 

region(7)



พัชรี กัมมารเจษฎากุล และคณะ7256

วัสดุและวิธีการ
1. ตัวอย่างที่ใช้ศึกษา 

ใช้ตัวอย่างแมลงสาบจำ�นวน 55 ตัว จาก
บริเวณห้องชุดที่พักอาศัย ในชุมชนเคหะบางพลี  
ตำ�บลบางเสาธง อำ�เภอบางเสาธง จงัหวัดสมทุรปราการ 
เก็บตัวอย่างโดยสวมถุงมือแล้วใส่ในถุงพลาสติกเจาะ
รูเพื่อให้มีการถ่ายเทอากาศ นำ�มาเก็บที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส และใช้ดีเอ็นเอเชื้อ Cryptococcus 
neoformans (C. neoformans) เป็นตัวควบคุม 
ผลบวก (positive control) สำ�หรับการทำ� PCR 
บริเวณ ITS1-2 region 

2. 	การเตรียมและเพาะเลี้ยงเชื้อยีสต์จากลำ�ไส้ 
ของแมลงสาบ

นำ�แมลงสาบแช่แข็งมาตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ
ห้องประมาณ 5-15 นาที จำ�แนกชนิดโดยใช้ลักษณะ
ภายนอกของแมลงสาบ หลังจากนั้นแช่ ใน 70%  
alcohol เปน็เวลา 5 นาท ีลา้งดว้ยน้ำ�กลัน่ ใชม้ดีผา่ตดั
กรีดบริเวณด้านข้างของท้องแมลงสาบ แล้วใช้  
forceps คบีส่วนลำ�ไสข้องแมลงสาบใส่ใน glass plate 
ที่มี 0.85% normal saline บดให้ละเอียด ใช้ไซริงจ์
ดูดน้ำ�ที่ได้จากการบดลำ�ไส้แมลงสาบทั้งหมดใส่ใน
หลอด Eppendorf แลว้นำ�ไปเขีย่ (streak) บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Sabouraud dextrose agar ที่มี 0.5% 
chloramphenicol (SC) บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็น 
เวลา 3 วัน พิจารณาลักษณะโคโลนีและส่องดูภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ด้วยวิธี wet mount (ย้อมด้วยสี  
lactophenol cotton blue, LPCB) โดยโคโลนีเชื้อ
ยสีตจ์ะมลีกัษณะรปูรา่งกลมหรอืรปูไข ่ขนาดใหญก่วา่
แบคทีเรีย และเมื่อดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบ
ลักษณะของเซลล์ยีสต์ที่มีการแตกหน่อ (budding 
yeast cell) เลือกเชือ้ทีม่ลีกัษณะดงักลา่วไปเพาะเลีย้ง
บน Sabouraud dextrose agar (SDA) ให้เป็นเชื้อ
ที่ปราศจากการปนเปื้อน เพื่อการทดสอบในข้ันตอน

ต่อไป 

3.	 ผลการตรวจแยกชนิดเชื้อยีสต์จากลำ�ไส้ 
แมลงสาบด้วยวิธีทางจีโนไทป์ 

3.1	การสกัดสารพันธุกรรมจากเชื้อยีสต์ 
นำ�เชื้อยีสต์อายุ 2 วันใน Sabouraud  

dextrose broth (SDB) ล้างด้วยน้ำ�กลั่น ปั่นตก  
เก็บที่ -20 องศาเซลเซียสข้ามคืน นำ�ออกมาใส่  
lysis buffer แล้วสกัดต่อด้วยวิธีมาตรฐาน phenol- 
chloroform-isoamyl นำ�สารพนัธกุรรมที่ได้ไปวดัคา่
ความบริสุทธิ์ด้วยเครื่อง Nanodrop 1000 (Thermo 
Scientific, USA) แล้วปรับให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 
10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 

3.2	การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยวิธี 
PCR และการหาลำ�ดับเบสบริเวณ ITS1-2 region

เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในสารละลาย 50 
ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย 1× Hot start PCR 
master mix (Biotechrabbit, Germany), 1  
ไมโครโมลาร์ ITS1 forward primer (5’- TCCG-
TAGGTGAACCTGCGG- 3’), 1 ไมโครโมลาร์  
ITS4 reverse primer (5’- TCCTCCGCTTATT-
GATATGC- 3’) และ template DNA 0.1 
ไมโครกรัม ผสมให้เข้ากัน แล้วนำ�ไปเพิ่มปริมาณ 
สารพันธุกรรมในเครื่อง ThermoHybrid PCR  
thermocycler (Ashford, Middlesex, UK)  
นำ� PCR product ที่ ได้ ไปตรวจสอบโดยวิธี   
gel electrophoresis หลังจากนัน้ทำ�ใหบ้รสุิทธ์ิโดยใช ้
GeneJET PCR purification kit (Thermo  
scientific Inc, USA) และส่งไปทีบ่รษัิท Macrogen 
ประเทศเกาหลีใต้ เพื่อตรวจหาลำ�ดับนิวคลิโอไทด์ 
(DNA sequencing) ด้วยเครื่อง ABI PRISM 377 
DNA Sequencer แล้วนำ�ลำ�ดบันวิคลิโอไทด ์ที่ได้ไป
เปรียบเทียบกับข้อมูลลำ�ดับนิวคลิโอไทด์ของเชื้อรา 
ที่อยู่ใน GenBank โดยใช้โปรแกรม BLASTN  
การวเิคราะหข์อ้มลูใชส้ถติเิชงิพรรณนา ไดแ้ก ่จำ�นวน 

ร้อยละ เป็นต้น
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ผลการวิจัย
1. การจำ�แนกสายพันธุ์แมลงสาบ

ผลการจำ�แนกสายพันธุ์แมลงสาบจำ�นวน 

55 ตัว พบเป็นแมลงสาบสายพันธุ์ Periplaneta 

americana ทัง้หมด (รอ้ยละ 100) มขีนาดลำ�ตวัยาว

ประมาณ 2.8 - 4.4 เซนติเมตร ลักษณะลำ�ตัวและปีก

มีสีน้ำ�ตาลแดง บริเวณแผ่นแข็งที่ปกคลุมส่วนอก 

(pronotum) มจีดุสดีำ�ทีบ่รเิวณขอบลอ้มรอบดว้ยแถบ

สีเหลือง (Fig. 1)

Fig. 1 Characteristics of American cockroach found in Bangphli housing area

2.	 การเพาะเชื้อยีสต์จากลำ�ไส้แมลงสาบและการ 

ตรวจดูลักษณะเชื้อยีสต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

จากตัวอย่างแมลงสาบ 55 ตัวพบแมลงสาบ

ที่มีเชื้อยีสต์ในลำ�ไส้ 36 ตัว (ร้อยละ 65.5) โคโลนีของ

ยีสตม์ลีกัษณะคลา้ยของแบคทเีรยีคอื กลม ขอบเรยีบ 

นูน สีขาวจนถึงครีม มีขนาดแตกต่างกัน มีเส้นผ่าน

ศูนย์กลางประมาณ 2-3 มิลลิเมตร เมื่อย้อมด้วยสี 

LPCB แล้วส่องดภูายใตก้ลอ้งจลุทรรศนพ์บมลีกัษณะ

รี ขนาดใหญ่กว่าแบคทีเรีย เชื้อบางตัวพบเป็นเซลล์

ยีสตท์ีม่กีารแตกหนอ่ แมลงสาบบางตวัพบเชือ้ยสีต์ใน

ลำ�ไส้มากกว่า 1 ชนิด คือพบเชื้อ 2 ชนิดที่มีลักษณะ

โคโลนีต่างกัน โดยมีจำ�นวนทั้งหมด 6 ตัว ที่พบเชื้อ

ยีสต์ 2 ชนิด (ร้อยละ 16.67) 

ผลการสกัดและเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม

บริเวณ ITS1-2 จากตัวอย่างเชื้อยีสต์ 42 ไอโซเลต 

พบว่าได้ PCR product ขนาด 700-1,000 bp  

(Fig. 2) เมื่อนำ�ลำ�ดับเบสของเชื้อไปเปรียบเทียบกับ

ฐานข้อมูล NCBI โดยใช้โปรแกรม BLASTN  

สรุปได้ว่าเชื้อยีสต์ที่พบในลำ�ไส้แมลงสาบคือ C. 

tropicalis (รอ้ยละ 40), C. glabrata (รอ้ยละ 20), 

S. sinensis (ร้อยละ 10), P. kudriavzevii, C. 

carpophilia, C. palmioleophila, C. nivariensis, 
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Candida spp., และ uncultured fungi อย่างละ

ร้อยละ 5 ตามลำ�ดับ (Table 1 and Fig. 3) โดย 

แยก C. tropicalis ได้จากลำ�ไส้แมลงสาบ 18 ตัว 

(ร้อยละ 50)

วิจารณ์
ผลการจำ�แนกตัวอย่างแมลงสาบจำ�นวน  

55 ตัว พบว่าทุกตัวเป็นสายพันธุ์ P. americana 

(ร้อยละ 100) ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่พบมากที่สุด 

ในประเทศไทยและสอดคล้องกับงานวิจัยของ Nam-

mane S และคณะ(8) ที่ดักจับแมลงสาบบริเวณ 

โรงพยาบาลในเขตอำ�เภอดอนเจดีย์โดยใช้กับดักกาว

เหนียวและกับดักแก้วประยุกต์ พบว่าแมลงสาบที่จับ

ได้ 100 ตัวเป็นสายพันธุ์ P. americana ทั้งหมด 

และจากงานวิจัยของ Tawatsin A และคณะ ซึ่งดัก

จับแมลงสาบบริเวณที่พักอาศัย 14 จังหวัดใน

ประเทศไทย พบแมลงสาบสายพันธุ์ P. americana 

มากที่สุด คือร้อยละ 60.9(9)

ผลการตรวจหาเชื้อยีสต์ในลำ�ไส้แมลงสาบ 

พบทัง้เชือ้ยีสตท์ีส่ามารถกอ่โรคและไมก่อ่โรคในมนษุย ์

โดยพบเชื้อยีสต์ก่อโรค (ร้อยละ 75) มากกว่าเชื้อยีสต์

ไม่ก่อโรค (ร้อยละ 25) โดยเชื้อยีสต์ที่ก่อโรคคือ  

C. tropicalis, C. glabrata, C. nivariensis,  

C. palmioleophila และ P. kudriavzevii และ

เชื้อยีสต์ที่ไม่ก่อโรคคือ S. sinensis และ C. carpo-

philia นอกจากนั้นยังมีเชื้อที่ยังไม่ทราบว่าก่อโรค 

หรือไม่เพราะยังไม่พบการรายงานคือ uncultured 

fungi และ Candida spp. เชือ้ยีสตก่์อโรคทีพ่บมาก

ที่สุดในลำ�ไส้แมลงสาบ คือ C. tropicalis ซึ่งจัดเป็น

เชื้อก่อโรคที่มีอุบัติการณ์การก่อโรคมากที่สุดในกลุ่ม  

Candida non-albicans ก่อโรค candidiasis(10) 

ในผู้ที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่องและผู้ที่มีการเปลี่ยนถ่าย

อวัยวะ อีกทั้งยังมีรายงานพบอัตราการดื้อต่อยาใน 

กลุ่ม azole โดยเฉพาะยา fluconazole เพิ่มมาก 

ขึ้น(11-14) เชื้อยีสต์ก่อโรคที่พบมากเป็นอันดับ 2 คือ  

C. glabrata จัดเป็นเชื้อที่มีอุบัติการณ์การพบใน 

ผู้ป่วย candidiasis เป็นอันดับ 2 ในกลุ่ม Candida  

non-albicans รองจาก C. tropicalis เชื้อ  

C. glabrata ก่อให้เกิดการติดเชื้อบริเวณช่องคลอด

และปากช่องคลอด (vaginal and vulvovaginal 

Fig. 2	Gel electrophoresis of ITS 1-2 region amplification between 600 - 1,000 bp. (Lane 1 = 100 bp 
ladder, lane 2 = positive control, lane 3 = negative control, lane 4 - 13 = PCR product of each 
sample)
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candidiasis) และปจัจบุนัพบวา่มกีารกอ่โรคทีผ่วิหนงั

ชั้น superficial และก่อโรคแบบ systemic candi-

diasis เพ่ิมขึ้น อีกทั้งมีรายงานอัตราการดื้อต่อยา 

ในกลุ่ม azole เพิ่มมากขึ้นทุกปี(15, 16) สำ�หรับเชื้อ  

C. nivariensis เปน็เชือ้กอ่โรคทีม่อีบุตักิารณก์ารพบ

มากขึ้น เนื่องจากเป็นเชื้อฉวยโอกาสที่ก่อโรคในผู้ที่มี

ภูมิคุ้มกันบกพร่อง(17, 18) และมีรายงานการก่อโรคใน

ผูป้ว่ยเบาหวาน (diabetic patient with candidemia) 

อีกทั้งยังพบว่าเชื้อ C. nivariensis บางสายพันธุ์มี

รายงานการดื้อต่อยากลุ่ม azole มากขึ้น(19, 20) ส่วน

เชื้อ C. palmioleophila เป็นเชื้อฉวยโอกาสที่ก่อ

โรคในผู้ที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง(21, 22) และมีรายงาน

การพบเชือ้นี้ในพชืเศรษฐกจิ เชน่ เนือ้เยือ่ใบขา้ว รวม

ทัง้ในแหล่งน้ำ�บรเิวณปา่ชายเลน(23-25) คาดวา่การพบ

Size (bp) Yeast Max Score E-value

700 Candida spp. NYNU 14772 774 0.0

Pichia kudriavzevii strain AO36 811 0.0

Candida tropicalis strain 4S 1,411 0.0

750 Candida tropicalis strain Hb39 715 0.0

Candida tropicalis isolate SY4-1 841 0.0

Candida tropicalis strain H195A 802 0.0

780 Candida tropicalis isolate ZJ15 675 0.0

Uncultured fungus clone 038A42229 57.2 5e-04

800 Candida tropicalis strain DBMY38 99 2e-16

Candida tropicalis strain ATCC 13803 813 0.0

Candida carpophilia 18S ribosomal RNA gene 896 0.0

850 Candida palmioleophila isolate H3-4 994 0.0

880 Saccharomycodes sinensis strain AS 2.1395 1,149 0.0

900 Candida nivariensis strain WM 09.151 708 0.0

Saccharomycodes sinensis strain AS 2.1395 1,134 0.0

950 Candida tropicalis isolate SY3-2 763 0.0

Candida glabrata isolate Kw664/09 523 9e-145

Candida glabrata strain DM 02 1,452 0.0

Candida glabrata strain ITSH18 1,286 0.0

1,000 Candida glabrata strain DM 80 1,982 0.0

Table 1  List of the nucleotide similarities of ITS 1-2 region sequences from cockroaches’ yeast isolates 



พัชรี กัมมารเจษฎากุล และคณะ7260

เชื้อนี้ในลำ�ไส้แมลงสาบเป็นการปนเปื้อนจากการกิน

อาหารของแมลง และจากงานวิจัยของ Rasmus H. 

และคณะ(26) พบการดื้อต่อยา fluconazole และ 

ไวต่อยา itraconazole เล็กน้อย จึงอาจมีการดื้อต่อ

ยา itraconazole ได้ในอนาคต และเชื้อก่อโรค 

ในมนุษย์ที่พบในลำ�ไส้แมลงสาบอีกชนิดหนึ่งคือ 

P. kudriavzevii (ร้อยละ 5) เป็น teleomorph 

(sexual stage) ของเชื้อ C. krusei ซึ่งเชื้อ  

P. kudriavzevii พบได้ในอาหารหมกัดอง เครือ่งดืม่

ทีห่มกัจากธัญพชื และเปน็สาเหตทุำ�ใหเ้กดิอาหารเนา่

เสียได ้อกีทัง้ยงัเปน็เชือ้กอ่โรคในผูท้ีม่คีวามเสีย่ง เชน่ 

ผู้ที่ ได้รับยากดภูมิ คุ้มกัน เด็กทารก และผู้ป่วย  

HIV (27, 28) และยงัพบวา่เชือ้นีด้ือ้ตอ่ยา fluconazole 

ด้วย(29)

ดงัทีก่ลา่วมาขา้งตน้เชือ้ทกุชนดิมคีวามเสีย่ง

ต่อการติดเชื้อในผู้ป่วยกลุ่มเสี่ยงและมีการดื้อต่อยา

ต้านเชื้อราในบางกลุ่ม ดังนั้นการได้รับเชื้อก่อโรค 

เหล่านี้ถือว่ามีความสำ�คัญทางคลินิกอย่างมาก การที่

มีแมลงสาบอยู่ในชุมชน ถือว่าเป็นพาหะที่สำ�คัญใน

การเพิม่ปจัจัยเสีย่งสำ�หรบัคนในชมุชนทีเ่ปน็กลุม่เสีย่ง 

เชน่ ผูท้ีม่ภีมูคิุม้กนับกพรอ่ง ผูท้ี่ไดร้บัยากดภมูคิุม้กนั 

ผูป้ว่ย HIV ผูป้ว่ยมะเรง็เมด็เลือดขาว และผูท้ีเ่ปล่ียน

ถ่ายอวัยวะ เนื่องจากเชื้อยีสต์ก่อโรคส่วนใหญ่เป็น 

เชื้อในกลุ่ม Candida spp. ซึ่งก่อให้เกิดโรค  

candidiasis ไดแ้ละมรีายงานการดือ้ตอ่ยากลุม่ azole 

เช่น fluconazole, itraconazole, posaconazole 

และ ravuconazole ดังนั้นแพทย์จะต้องใช้ยากลุ่ม 

echinocandins ในการรกัษาแทน เชน่ caspofungin, 

anidulafungin, micafungin หรืออาจให้ร่วมกับยา 

amphotericin B ในการรักษาผู้ที่ติดเชื้อรุนแรง ซึ่ง

ยาที่กล่าวมาข้างต้นมีผลข้างเคียงสูงมาก เช่น ทำ�ให้

เกิดภาวะตับอ่อนอักเสบเฉียบพลัน ชัก หลอดลมหด

เกร็ง หายใจลำ�บาก ภาวะตับโต ปัสสาวะเป็นเลือด 

และมผีลตอ่การทำ�งานของไตเปน็อย่างมาก ทำ�ใหค้ณะ

ผูว้จิยัตระหนกัถงึการควบคมุการแพรก่ระจายของเชือ้

เพื่อลดการใช้ยา โดยให้ความรู้แก่ประชาชนในชุมชน

ตา่งๆเก่ียวกับการรกัษาสุขอนามยั การกำ�จัดขยะอย่าง 

ถูกวิธี เพื่อป้องกันการแพร่กระจายของเชื้อโดยมี

แมลงสาบเปน็พาหะและการกำ�จดัแหลง่พาหะของเชือ้

ให้มีจำ�นวนลดลง 

Fig. 3 Nucleotides analysis of cockroaches’ yeast isolates with global distribution of BLASTN
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สรุป
แมลงสาบในชุมชนเคหะบางพลี จังหวัด

สมุทรปราการ เป็นสายพันธุ์อเมริกัน (P. americana) 

พบเชื้อยีสต์ที่ก่อโรคร้อยละ 75 ซึ่งมากกว่าเชื้อยีสต์ที่

ไม่ก่อโรค โดยเชื้อยีสต์ที่ก่อโรคคือ C. tropicalis,  

C. glabrata, C. nivariensis, C. palmioleophila 

และ P. kudriavzevii เชื้อยีสต์ที่ ไม่ก่อโรคคือ  

S. sinensis และ C. carpophilia ส่วนเชื้อที่ยัง 

ไม่ทราบว่าก่อโรคเพราะยังไม่พบการรายงานคือ  

uncultured fungi, Candida spp. ซึ่งเชื้อยีสต์ก่อ

โรคที่พบมากที่สุดคือ C. tropicalis (ร้อยละ 40)  

ดงันัน้แมลงสาบสามารถเปน็พาหะนำ�เชือ้ยสีตท์ีก่อ่โรค

ไปสัมผัสกับมนุษย์และเพิ่มความเสี่ยงในการเกิด 

โรคได้ 
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 Abstract
Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass-spectrometry (MALDI-

TOF/MS) based biotyping is a high-throughput technique for microbial identification. It has  

been used to replace existing cultivation techniques in clinical diagnosis laboratory in many 

hospitals of Thailand. On another aspect, contamination of foods by various kinds of heavy  

metals is a major inevitable situation in Thailand. However, there has been no report on the  

effects of heavy metals such as cadmium ions on expression pattern of peptides and biotyper 

score value upon identification of bacterial genus and species by MALDI-TOF MS. Herein, we 

studied the Maldi-TOF peptide profiles and biotyper score value of the important pathogenic 

bacteria Escherichia coli O157:H7 culturing in various concentrations of CdCl
2
 ranging from 

0.0016 mM to 1 mM, which was previously shown to cover all the concentrations under and over 

of heavy metal tolerant ability. Under the cadmium stress condition, MALDI-TOF MS can 
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specify the type of E. coli O157:H7 and provide a reliable score. The score values were trendy 

decreasing with the increasing CdCl
2
 concentrations (p < 0.005). In conclusion, the results  

showed a drastic effect of cadmium ions on the peptide pattern identified by MALDI-TOF MS 

while exerting no significant effect on the score values used for the genus, species or strain 

identification. This study provides information and confidence for laboratory personnel who 

work with the MALDI-TOF/MS in identifying the pathogenic bacteria isolated from the areas 

that are suspected to be contaminated with heavy metals. 

Keywords: 	MALDI-TOF MS, Cadmium, E. coli O157:H7, MALDI Biotyper, Biotyper score
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บทคัดย่อ

เครื่อง Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass-spectrometry 

(MALDI-TOF MS) เป็น high-throughput techniques ที่สามารถนำ�มาใช้ระบุชนิดของแบคทีเรียได้ 

ในประเทศไทยได้เริ่มมีการนำ�มาใช้แทนเทคนิคดั้งเดิมแล้ว และโดยที่ปัจจุบันยังพบการปนเปื้อนโลหะ

หนักต่างๆ รวมทั้งแคดเมียมในอาหารและน้ำ�ดื่มในประเทศไทย แต่ยังไม่มีการรายงานผลกระทบของ

แคดเมียมต่อรูปแบบเปปไทด์ที่แสดงออก รวมถึงผลกระทบต่อค่า biotyper score ที่ใช้ในการระบุจีนัส

และสปชีสีข์องเชือ้แบคทเีรยี งานวจิยันีจ้งึมวีตัถปุระสงคเ์พือ่ศกึษาผลของแคดเมยีมทีม่ตีอ่รปูแบบมวล

เปปไทด์ และค่า biotyper score ของเชื้อ E. coli O157:H7 ที่เจริญในอาหารผสมแคดเมียมที่ความ

เข้มข้นมากกว่าและน้อยกว่าค่า metal tolerance test ได้แก่ช่วง 0.0016 - 1 มิลลิโมลาร์ แคดเมียม- 

คลอไรด์ (CdCl
2
) โดยใช้เทคนิค MALDI-TOF MS จากการวิเคราะห์พบว่าแคดเมียมมีผลต่อรูปแบบ

มวลเปปไทด์ของเชื้อ E. coli O157:H7 โดยค่า biotyper score มีแนวโน้มลดลงเมื่อความเข้มข้นของ

แคดเมียมเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำ�คัญ (p < 0.005) แต่ยังสามารถวิเคราะห์หาจีนัสและสปีชีส์ได้อย่าง 

ถูกต้อง ความรู้จากการศึกษาคร้ังน้ีทำ�ให้เข้าใจผลของแคดเมียมต่อการวิเคราะห์ระบุชนิดของเชื้อ

แบคทีเรียก่อโรคด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS โดยเฉพาะอย่างยิ่งในการวิเคราะห์ตัวอย่างที่ได้มาจาก

พื้นที่ที่คาดว่ามีการปนเปื้อน
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1. บทน�ำ 
Escherichia coli O157:H7 เปน็แบคทเีรยี 

แกรมลบ รปูแทง่ จดัเปน็กลุม่ยอ่ยของ Escherichia 

coli ที่สามารถก่อโรค จัดเป็นกลุ่ม Enterohemor-

rhagic Escherichia coli (EHEC) และจัดเป็น 

Shiga-toxin producing Escherichia coli 

(STEC) เนื่องจากสามารถสร้างสารพิษชิกา (Shiga 

toxin) ทีท่ำ�ลายเซลลผ์นงัลำ�ไส้ได ้กอ่โรคในระบบทาง

เดินอาหารอย่างรุนแรง ทำ�ให้มีไข้ อาเจียน ท้องร่วง

อย่างรุนแรง และมีอาการแทรกซ้อนทางโลหิตวิทยาที่

สำ�คัญคือ hemolytic uremic syndrome (HUS) 

อนัเปน็สาเหตขุองไตลม้เหลว (renal failure) ในเด็ก(1) 

นอกจากนี้ยังทำ�ให้เกิดภาวะ thrombotic thrombo-

cytopenic purpura (TTP) คือเม็ดเลือดแดงแตก

และไตวาย (hemolytic uremic syndrome) ซึ่งถือ

เป็นภาวะอันตรายและเป็นสาเหตุสําคัญของการ 

เสียชีวิตโดยเฉพาะในกลุ่มเด็กเล็กและผู้สูงอายุ(2)  

จากการศึกษาพบว่าปศุสัตว์เป็นแหล่งสะสมของเชื้อ 

E. coli O157:H7 มากที่สุดและสามารถแพร่เชื้อ 

สู่คนผา่นการรบัประทานอาหารทีป่นเปือ้นอจุจาระของ

สัตว์หรือคนที่มีเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้อยู่ เช่น เนื้อสัตว์ 

ผลิตภัณฑจ์ากนม ผลไม ้พชืผกัสด และอาหารทีม่กีาร

ปนเปื้อนน้ำ�จากบ่อน้ำ�หรือแหล่งน้ำ�สาธารณะ สำ�หรับ

การระบาดในประเทศไทยในปี พ.ศ. 2559 มีรายงาน

ผลตรวจการปนเปื้อน E. coli O157: H7 ในเนื้อวัว 

เก็บจากตลาดในเขตกรุงเทพมหานคร 17 แห่ง และ

ปริมณฑล 11 แห่ง จำ�นวน 58 ตัวอย่าง พบเชื้อ  

E. coli O157: H7 ร้อยละ 15.5(3) การตรวจวินิจฉัย

ทางห้องปฏิบัติการเพื่อระบุชนิดของเชื้อ E. coli 

O157:H7 ประกอบด้วยขั้นตอนการเพาะเชื้อ การ

ทดสอบสมบัติทางชีวเคมี การทดสอบหาสารพิษ 

(toxin) และการยนืยนัดว้ยวิธทีางอณพูนัธศุาสตร ์เชน่ 

real time-PCR ซึ่งมีหลายขั้นตอนและใช้ระยะเวลา

นาน ปจัจุบนัมกีารนำ�เครือ่ง Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization Time-Of-Flight Mass 

Spectrometry (MALDI-TOF MS) มาใช้ในห้อง

ปฏิบัติการทางการแพทย์ เนื่องจากสามารถระบุชนิด

เชื้อถึงระดับจีนัส สปีชีส์ ได้รวดเร็ว มีความไวและ 

มีความแม่นยำ�สูง(4, 5) ทำ�ให้เกิดความรวดเร็วในการ 

วินิจฉัยโรค MALDI-TOF MS แยกชนิดของ 

เชื้อแบคทีเรียออกจากกันได้โดยอาศัยรูปแบบมวล 

เปปไทด์สายสั้น (peptide mass fingerprint หรือ 

peptide barcode) โดยส่วนใหญ่พบว่าเปปไทด์ 

เหล่านี้ เป็นองค์ประกอบของ housekeeping  

proteins, ribosomal protein หรือ โปรตีนอื่นๆ ที่

มีขนาดเล็กประมาณ 2,000-15,000 ดาลตัน (Da) 

และมีจำ�นวนมากภายในเซลล์ ซึ่งจะถูกแยกจากกัน

โดยค่ามวลต่อประจุ (mass/charge; M/Z) ที่ต่างกัน

ภายใต้ระบบสุญญากาศ(6) ทั้งนี้เนื่องจากเครื่องมี 

ความไวสูง ดังเห็นได้จากผลงานวิจัยที่พบว่าเครื่อง  

MALDI-TOF MS สามารถแยก) เชื้อ Burkhold-

eria pseudomallei ที่มีการกลายพันธุ์แบบ single 

point mutation ออกจากเชื้อกลุ่มควบคุมได้(7)

แคดเมยีมเปน็โลหะหนกัทีม่คีวามเปน็พษิสงู

สามารถทำ�ให้เกิด reactive oxygen species  

(ROS)(8, 9) ทำ�ลายดีเอ็นเอ ยับยั้งกระบวนการสร้าง

กรดนวิคลีอิกและโปรตนีภายในเซลล์ได้(9, 10) จากการ

ศึกษาจีโนมของเชื้อ E. coli ที่เติบโตในภาวะที่มี

แคดเมียมด้วยเทคนิค high-density oligonucle-

otide microarray (affymetrix) พบวา่ความเปน็พษิ

ของแคดเมียมยับยั้งการแสดงออกของยีนหลายชนิด

ที่ระดับการถอดรหัส เช่น ลดการสร้าง mRNA ของ

ยนี r-protein และ zinc-binding protein(11) สำ�หรบั

การศึกษาในระดับโปรตีนด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส์ 

พบว่า แคดเมียมส่งผลให้มีการเปล่ียนแปลงของ

โปรตีนในแบคทีเรียอย่างชัดเจน แบคทีเรีย E. coli 

ผลิตโปรตีนหลายชนิดเพื่อตอบสนองต่อแคดเมียม 

โดยเฉพาะโปรตีนที่มีหน้าที่เก่ียวข้องกับความเครียด 
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อ็อกซิเดทิฟ ความร้อน ความเย็นหรือแรงดันออสโม-

ติก(12, 13) นอกจากนี้ยังพบว่า E. coli มีกลไกการ

ตอบสนองตอ่แคดเมยีมโดยการสะสมแคดเมยีมทีเ่ยือ่

หุ้มเซลล์(14) การศึกษาของ Craig และคณะพบว่า  

E. coli K-12 (MG1655) ตอบสนองต่อแคดเมียม

โดยการสร้าง mRNA ของยีน hdeA otsA และ yjbJ 

หลังจากได้รับแคดเมียมเพียง 5 นาที และยังพบการ

เพิม่ขึน้ของ mRNA ยนี ATP-driven (ycfU) ทีอ่าจ

ใช้ขนส่งแคดเมียมออกจากเซลล์(15) จึงสันนิษฐานว่า

แคดเมียมน่าจะมีผลต่อรูปแบบมวลเปปไทด์ของ

แบคทีเรียคล้ายกับรายงานวิจัยผลของโลหะหนัก 

สังกะสี แคดเมียม ตะกั่ว ทองแดง และเงิน ต่อการ

เปลีย่นแปลงรปูแบบมวลเปปไทดข์อง Staphylococcus 

aureus เม่ือตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง MALDI- 

TOF MS(16) เนื่องจากประเทศไทยยังประสบปัญหา 

การปนเปือ้นโลหะหนกัแคดเมยีมจากการปลอ่ยน้ำ�เสยี

ทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมและการทำ�เหมืองแร่  

ส่งผลให้มีแคดเมียมสะสมในสิ่งแวดล้อม โดยมี

รายงานพบแคดเมียมเกินมาตรฐานในหอยเชลล์ที่ใช้

บริโภค (Amusium pleuronectes)(17) ข้าว(18) หมู

และไตหมู ผัก(19) อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงานวิจัย

ผลกระทบของแคดเมยีมทีป่นเปือ้นจากอาหารวา่จะมี

ผลตอ่ระดบัโปรตนีของเชือ้กอ่โรคทีส่ำ�คญัเชน่ E. coli 

O157:H7 ทีว่เิคราะหด์ว้ยเครือ่ง MALDI-TOF MS 

หรือไม่ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา

ผลของแคดเมยีมทีค่วามเขม้ขน้ตา่งๆ ตอ่รปูแบบมวล

เปปไทด์และค่า biotyper score ที่ใช้ระบุชนิดของ

แบคทีเรีย E. coli O157:H7 ด้วยเครื่อง MALDI-

TOF MS ข้อมูลที่ได้จากการศึกษานี้จะทำ�ให้ทราบ

ผลกระทบของแคดเมยีมตอ่การระบชุนดิของแบคทเีรีย 

E. coli O157:H7 และรูปแบบมวลเปปไทด์ของ

แบคทีเรียที่เปลี่ยนแปลงตอบสนองต่อแคดเมียม  

ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ เพื่อเป็นข้อมูลในการ

วิเคราะห์เช้ือแบคที่เรียด้วยเครื่อง MALDI-TOF 

MS ในห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ต่อไป

2.	 วิธีการทดลอง
การทดสอบหาคา่ความสามารถการทนตอ่โลหะของ

เชื้อ (heavy metals tolerance test)

นำ�เชื้อแบคทีเรีย E. coli O157:H7  

โคโลนีเดี่ยวมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ 

Luria-Bertani (LB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร (ทำ�  

3 ซ้ำ�) นำ�ไปบ่มในตู้เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เขย่าแบบหมุนความเร็ว 120 รอบต่อนาที

เปน็เวลา 18 ชัว่โมง วดัการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 

600 นาโนเมตร แล้วปรับความเข้มข้นของสาร 

แขวนลอยแบคทเีรยีใหม้คีา่การดดูกลนืแสงเทา่กบั 0.1  

ซึ่งเท่ากับ 0.5 McFarland นำ�มาเจือจางในอาหาร

เหลวเลี้ยงเชื้อ LB ในอัตราส่วน 1:10 หลังจากนั้น

หยดตัวอย่างแบคทีเรียปริมาตร 2 ไมโครลิตรลงบน

จานเพาะเลี้ยงเชื้อที่ ไม่มีและมีแคดเมียมคลอไรด์  

ที่ความเข้มข้น 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 

มิลลิโมลาร์ ก่อนนำ�ไปบ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส นาน 18 ชั่วโมง ความเข้มข้นสุดท้ายของ

แคดเมียมคลอไรด์ ที่เชื้อสามารถเจริญเติบโตได้ถือ

เป็นค่า heavy metals tolerance test(20)

วิธีสกัดโปรตีนแบบ direct transfer, extended 

direct transfer และ extraction

นำ�เชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

LB agar บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

18 ชั่วโมง มาทดสอบจำ�แนกชนิดเชื้อด้วย MALDI-

TOF MS โดยนำ�แตล่ะโคโลนมีาแยกวเิคราะหท์ัง้หมด 

3 โคโลนีในลักษณะ technical replicates โดย 

เปรียบเทียบวิธีเตรียมตัวอย่าง 3 วิธีดังนี้

การเตรียมตัวอย่างด้วยวิธี direct transfer 

ใช้ไมจ้ิม้ฟนัเขีย่เชือ้แบคทเีรยีแยกเดีย่วบนอาหารเลีย้ง

เชื้อชนิดแข็ง ป้ายลงบน MALDI target plate และ
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หยดสารละลายกรดแอลฟา-ไซยาโน-4-ไฮดรอกซี

ซินนามิก (HCCA) ที่ละลายใน อะซิโตไนตริล 

เขม้ขน้ 50%/กรดไตรฟลอูอโรอะซติกิ (TFA) เขม้ขน้ 

2.5% ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ทับลงบนเชื้อที่ป้ายบน 

MALDI target plate และปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิ

ห้อง การเตรียมตัวอย่างด้วยวิธี extended direct 

transfer ใช้ไม้จิ้มฟันเขี่ยเชื้อแบคทีเรียแยกเดี่ยวบน

อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง ป้ายลงบน MALDI target 

plate และหยดสารละลายกรดฟอร์มิกเข้มข้น 70% 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ทับลงบนเชื้อที่ป้ายบน  

MALDI target plate ปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง 

หลังจากนั้นหยดสารละลาย HCCA ใน อะซิโตไนตริล 

เข้มข้น 50% / TFA เข้มข้น 2.5% ปริมาตร 1 

ไมโครลิตร ทับลงบนเชื้อที่ป้ายบน MALDI target 

plate และปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง การเตรียม

ตัวอย่างด้วยวิธี extraction ปาดเชื้อแบคทีเรียแยก

เดี่ยวบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งให้ได้ปริมาณ 5-10 

มิลลิกรัม ใส่ในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

ทีม่นี้ำ�ปราศจากไอออนปรมิาตร 300 ไมโครลติร ทำ�ให้

เชือ้กระจายตวัดดีว้ยเครือ่งผสมสาร (Vortex mixer) 

เติมเอธานอล 900 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน นำ�ไป

ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 15,000 รอบต่อนาทีนาน  

2 นาที เทสารละลายส่วนใสทิ้ง เหลือไว้แต่ส่วนที่เป็น

ตะกอน และเปิดฝาหลอดทิ้งไว้ให้เอธานอลระเหย 

จนหมด ละลายตะกอนเซลล์ด้วยสารละลายกรด 

ฟอร์มิกเข้มข้น 70% ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสม

ให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร และเติมอะซิโตไนตริล

เข้มข้น 100% ลงไป 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน  

นำ�ไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วสูงสุดนาน 2 นาที หลังจาก

นั้นดูดสารละลายส่วนใส 1 ไมโครลิตร หยดลงบน 

MALDI target plate ปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง 

และหยดสารละลาย HCCA ที่ละลายในอะซิโตไนตริล

เข้มข้น 50%/ TFA เข้มข้น 2.5% ปริมาตร 1 

ไมโครลิตร ทับลงไป และปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง 

หลังจากนัน้นำ�ตวัอย่างเปปไทดท์ีเ่ตรยีมจาก

เซลล์แบคทีเรียทั้ง 3 วิธีไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 

MALDI-TOF MS รุ่น Maldi Biotyper (Bruker, 

Germany) โดยปรบัเทยีบความถูกตอ้งของเครือ่งดว้ย

เปปไทด์มาตรฐานของ Escherichia coli สายพันธุ์ 

DH5α ที่มีอัตราส่วนมวลต่อประจุของเปปไทด์

เท่ากับ 5098, 5381, 6255, 7274, 10300, 13683 

และ 16952 ก่อนทุกครั้ง การเก็บข้อมูลเปปไทด์ใน

โหมด sum เปน็การรวมขอ้มลูรปูแบบน้ำ�หนกัโมเลกลุ 

เปปไทดข์องตวัอยา่งแบคทเีรยีจาก 3 หลมุบน MALDI 

target plate และนำ�ไปเปรียบเทียบกับรูปแบบ 

มวลเปปไทด์ของแบคทีเรียในฐานข้อมูล (Bruker 

database version 3.0) ความน่าเชื่อถือของผลการ

ทดสอบรายงานเป็น biotyper score โดยถ้ามากกว่า

หรือเท่ากับ 2.0 ขึ้นไปมีความน่าเชื่อถือระดับสปีชีส์ 

สำ�หรับ biotyper score ตั้งแต่ 1.7 ขึ้นไปแต่น้อยกว่า 

2.0 มีความน่าเชื่อถือระดับจีนัส แต่ถ้าน้อยกว่า 1.7 

ไม่สามารถรายงานผลได้(21)

การเพาะเลี้ยงเซลล์แบคทีเรียในอาหารเหลวผสม

แคดเมียมสำ�หรับวิเคราะห์รูปแบบมวลเปปไทด์

ด้วยเทคนิค Matrix-Assisted Laser Desorption 

Ionization-Time of Flight (หรือ MALDI  

Biotyper)

นำ�เชื้อ E. coli O157:H7 มาเลี้ยงบน LB 

agar ให้ได้เป็นโคโลนีเดี่ยว จากนั้นเขี่ยเชื้อจำ�นวน  

3 โคโลนีจากคนละจานเลี้ยงเชื้อเพื่อเป็นการควบคุม

ผลการทดลองในลักษณะ technical replicates 

นำ�ไปเล้ียงใน LB broth แยกกันแตล่ะหลอด บม่เพาะ

ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง วัดการดูด

กลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร แล้วปรับ

ความเข้มข้นเชื้อให้ได้ประมาณ 1×109 ซีเอฟยูต่อ

มิลลิลิตร (CFU/mL) หลังจากนั้นเติมสารละลาย

แคดเมียมคลอไรด์ ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อให้มีความ 

เขม้ขน้สดุทา้ยเทา่กบั 0.0016, 0.008, 0.04, 0.2, 0.5 
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และ 1 มลิลิโมลาร ์นำ�ไปบม่เพาะที ่37 องศาเซลเซยีส 

เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เก็บเชื้อที่เวลา  

18 ชัว่โมง หลังจากนัน้ปัน่ลา้งเซลลด์ว้ยน้ำ�กลัน่ 3 ครัง้ 

โดยใชค้วามเรว็ 8,000 รอบตอ่นาท ีทีอ่ณุหภมู ิ4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนทิ้ง 

เก็บส่วนตะกอนเซลล์ส่วนหนึ่งไว้ศึกษารูปแบบมวล

เปปไทด ์และทดสอบการอยูร่อดของเชือ้โดยการหยด

เชื้อปริมาตร 4 ไมโครลิตรบน LB agar บ่มที่ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมงเพื่อสังเกตการอยู่

รอดของเชื้อหลังได้รับแคดเมียมที่ความเข้มข้นต่างๆ

เปรียบเทียบกับกลุ่มตัวอย่างที่ไม่ได้รับแคดเมียม

เตรียมตัวอย่างเปปไทด์จากตะกอนเซลล์

ด้วยวิธี extraction โดยเติมสารละลายเอธานอล 

เขม้ขน้ 70% ปรมิาตร 1,000 ไมโครลติรลงในตะกอน

เซลล์ผสมให้เข้ากัน นำ�ไปปั่นที่ความเร็ว 12,000  

รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสทิ้ง เติม

สารละลายกรดฟอร์มิกเข้มข้น 70% ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร กระจายตะกอนโดยใช้ ไปเปตดูดขึ้นลง 

หลงัจากนัน้เตมิอะซิโตไนทรลิเขม้ขน้ 100% ปรมิาตร 

300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน นำ�ไปปั่นที่ความเร็ว 

12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 2 นาที เก็บส่วนใส 

มาหาความเข้มข้นของโปรตีนด้วยเครื่อง nanodrop 

ปรับความเข้มข้นของโปรตีนในแต่ละตัวอย่างให้ ได้

เท่ากับ 1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรด้วยน้ำ�กลั่นก่อน

ผสมกบัสารละลาย HCCA ทีล่ะลายในอะซิโตไนทรลิ

เข้มข้น 50% /กรดไตรฟลูออโรอะซิติกเข้มข้น 2.5% 

ด้วยอัตราส่วน 1:1 หลังจากนั้นหยดตัวอย่างปริมาตร 

2 ไมโครลิตรลงบน MALDI target plate แต่ละ

ตัวอย่างจะหยดซ้ำ� 5 หยด ทิ้งไว้ให้แห้ง แล้วนำ�ไป

วิเคราะห์ด้วยเครื่อง Ultraflex III TOF/TOF mass 

spectrometer (Bruker, Germany) ใช้เชื้อ E. coli 

สายพันธุ์ DH5α เป็นเชื้อแบคทีเรียมาตรฐาน 

การวิเคราะห์ทางสถิติ
เปรียบเทียบค่า biotyper score ของเชื้อ

แบคทเีรยีในภาวะที่ไม่ไดร้ับแคดเมยีม (กลุม่ควบคมุ) 

กับภาวะที่มีแคดเมียม อิงตามสถิติ ANOVA โดย 

ใช้ GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., 

la jolla, CA, USA) วิเคราะห์ข้อมูลรูปแบบมวล 

เปปไทด์ด้วยโปรแกรม Bruker FlexAnalysis 3.0 

วเิคราะหค์า่ความเหมอืนระหวา่งรปูแบบมวลเปปไทด์

ของตัวอย่างกับรูปแบบมวลเปปไทด์ในฐานข้อมูล 

version 3.3.1.0 (4,613 entries) ด้วยโปรแกรม 

Bruker Biotyper 3.0 แล้ววิเคราะห์ principal 

component analysis (PCA) และ cluster  

analysis ด้วยโปรแกรม Bruker ClinProTools 

version 2.2 อิงตามสถิติ Wilcoxon/Kruskal-

Wallis, Anderson-Darling (AD), t-test/ANOVA 

(TTA) โดยกำ�หนดค่าความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญ

ทางสถิติ p - value น้อยกว่า 0.05

3. ผลการทดลอง
การทดสอบวิธีสกัดเปปไทด์จากเซลล์แบคทีเรีย

เพือ่ใชว้เิคราะหร์ปูแบบมวลเปปไทดด์ว้ย MALDI 

-TOF MS

ทดสอบหาวิธีสกัดเปปไทด์ที่เหมาะสมโดย 

ใช้เชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 

แล้ววิ เคราะห์รูปแบบมวลเปป ไทด์ด้วยเครื่อง  

MALDI Biotyper (Bruker, Germany) โดยศึกษา

เปรียบเทียบระหว่าง 3 วิธี direct transfer,  

extended direct transfer และ extraction โดยใช้

โปรแกรม Bruker Biotyper 3.0 software และ 

library version 3.3.1.0 (4,613 entries) พบว่า 

วิธีที่ให้จำ�นวนเปปไทด์มากที่สุดคือ วิธี extraction  

ที่พบสัญญาณเปปไทด์จำ�นวน 102 เปปไทด์ และ

สามารถระบชุนดิของเชือ้เปน็ E. coli ATCC 25922 

ที่ score เท่ากับ 2.077 วิธีที่ให้จำ�นวนสัญญาณ 
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เปปไทด์รองลงมาคือ วิธี extended direct transfer 

ที่ตรวจพบสัญญาณเปปไทด์จำ�นวน 93 เปปไทด์ 

สามารถระบชุนดิของเชือ้เปน็ E. coli ATCC 25922 

ที่ biotyper score เท่ากับ 2.148 ส่วนวิธี direct 

transfer ตรวจพบสัญญาณเปปไทด์เพียง 87 เปปไทด ์

ระบุชนิดของเชื้อเป็น E. coli ATCC 25922 ที่ 

biotyper score เท่ากับ 2.196 จึงสรุปได้ว่าวิธีสกัด

เปปไทดจ์ากเซลล์เพือ่ระบชุนดิของแบคทเีรยีที่ใหผ้ล

ดีที่สุด คือ วิธี extraction เนื่องจากสกัดได้เปปไทด์

จำ�นวนมากที่สุด และยังคงสามารถระบุชนิดของเชื้อ

เป็น E. coli ATCC 25922 ด้วยค่า biotyper score 

ทีน่า่เชือ่ถือ ผลรปูแบบมวลเปปไทดข์องทัง้ 3 วธีิแสดง

ใน Fig. 1

Fig. 1 	MALDI-TOF mass spectra of whole-cell extracts of E. coli ATCC 25922 obtained from three 
different peptide: extraction methods: Direct Transfer Procedure, Extended Direct Transfer  
Procedure and Extraction Procedure. Absolute intensities of the ions are represented in y-axis 
and the masses (m/z) of the ions are shown on the x-axis



กรกนก วงศ์ประเสริฐ และคณะ7272

การวเิคราะหร์ปูแบบมวลเปปไทดข์องเชือ้ E. coli 

O157:H7 เมือ่สัมผสักับแคดเมยีมทีค่วามเขม้ขน้

ต่างๆ

จากการทดสอบหาค่า heavy metals  

tolerance test ของเชื้อ E. coli O157:H7 พบว่า 

ความเข้มข้นสุดท้ายของแคดเมียมคลอไรด์ ที่เชื้อ

สามารถเจริญเติบโตได้คือ 0.2 มิลลิโมลาร์ เพื่อศึกษา

ผลของแคดเมียมต่อรูปแบบมวลเปปไทด์จึงได้เล้ียง

เช้ือแบคทเีรยี E. coli O157:H7 ทีอ่ณุหภมู ิ37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง จนได้จำ�นวนเชื้อ

ประมาณ 1×109 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร แล้วเติม

สารละลายแคดเมียมให้มีความเข้มข้นครอบคลุมค่า 

heavy metals tolerance test โดยเลี้ยงเชื้อ E. coli 

O157:H7 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแคดเมียมคลอไรด์ 

เข้มข้น 0.0016, 0.008, 0.04, 0.2, 0.5 และ 1.0 

มิลลิโมลาร์ ผลการทดสอบการอยู่รอดของเชื้อพบว่า

หลังจากที่เชื้อเจริญในอาหารที่มีสารละลายแคดเมียม

ทั้ง 6 ความเข้มข้นเป็นเวลา 18 ชั่วโมง เชื้อทั้งหมด

ยังคงสามารถเจริญเติบโตต่อใน LB agar ได้ 

จากผลการทดลอง Table 1 แสดงผลการ

วิเคราะห์หารูปแบบมวลเปปไทด์ของเชื้อ E. coli 

O157:H7 ที่เจริญภายใต้ความกดดันจากพิษของ

แคดเมยีมเขม้ขน้ 0.0016-1.0 มลิลิโมลาร ์ดว้ยเครือ่ง 

MALDI-TOF โดยเปรยีบเทยีบรปูแบบมวลเปปไทด์

ช่วง 2,000-18,000 (m/z) และมี signal-to-noise 

ratio มากกว่า 5 พบว่า แคดเมียมคลอไรด์ ทุกความ

Table 1	Mean biotyper score values of E. coli O157:H7 after exposure to various concentrations of  
	 CdCl

2

เข้มข้นไม่มีผลต่อการวิเคราะห์จีนัสและสปีชีส์ ของ  

E. coli O157:H7 โดยยังคงมีค่า biotyper score 

ตั้งแต่ 2.00 ข้ึนไป อย่างไรก็ตามเม่ือเทียบกับกลุ่ม

ควบคุมค่า biotyper score มีแนวโน้มลดลงอย่าง 

มีนัยสำ�คัญทางสถิติ เม่ือเชื้อเจริญในอาหารที่มีความ

เข้มข้นของแคดเมียมคลอไรด์เพิ่มขึ้น โดยเฉพาะ 

ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ค่า biotyper score  

ลดลงอย่างมีนัยสำ�คัญเทียบกับกลุ่มควบคุมมากที่สุด 

(p ≤ 0.05) รูปแบบมวลเปปไทด์ของเชื้อเมื่อได้รับ

พิษของแคดเมียมจะมีการเปลี่ยนแปลงของเปปไทด์

ช่วง 2000-3000, 4000-5000, 7000-8000 m/z  

ดังแสดงใน Fig. 2 เมื่อนำ�มาวิเคราะห์ด้วย principal 

component analysis และ dendrogram พบว่า  

ที่ความเข้มข้นของแคดเมียมคลอไรด์ ช่วง 0.0016- 
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0.04 มิลลิ โมลาร์ รูปแบบมวลเปปไทด์ของเชื้อ 

จะไมแ่ตกตา่งจากกลุม่ควบคมุ และสามารถแยกความ

แตกต่างของรูปแบบมวลเปปไทด์เมื่อเชื้อเจริญใน

อาหารที่มีแคดเมียมคลอไรด์ เข้มข้นมากกว่า 0.2  

มิลลิโมลาร์ ออกจากกลุ่มควบคุมได้อย่างชัดเจน  

(Fig. 3A, 3B) แสดงให้เห็นว่าสามารถใช้เครื่อง 

MALDI-TOF MS วิเคราะห์รูปแบบมวลเปปไทด์

ของแบคทเีรยีเพือ่ศกึษาการตอบสนองตอ่ความเครยีด

จากพิษโลหะหนักแคดเมียมได้ 

4. วิจารณ์ผลการศึกษา
การศึกษาวิจัยครั้งนี้เป็นการประเมินผล 

ของโลหะหนักแคดเมียมต่อการระบุชนิดของ 

Escherichia coli O157:H7 ด้วยเครื่อง matrix-

assisted laser desorption/ionization time-of-

flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) 

ปัจจุบันมีการนำ�เครื่อง MALDI-TOF MS มาใช้ใน

หอ้งปฏิบตักิารทางเทคนคิการแพทย์มากขึน้ เนือ่งจาก

มีความไวและความแม่นยำ�สูง ออกผลการระบุชนิด

ของแบคทีเรียได้รวดเร็ว และมีขั้นตอนในการเตรียม

ตัวอย่างไม่ยุ่งยาก อย่างไรก็ตามสิ่งส่งตรวจที่เป็น

Fig. 2	Mass-to-charge ratio (m/z) spectra in the m/z range of 2–18 KDa of E. coli O157:H7 identified 
by MALDI-TOF Bruker Biotyper after exposure to various concentrations of CdCl

2
 for 18 hours. 

Asterisks represent difference of spectra peaks among control and cadmium treatments



กรกนก วงศ์ประเสริฐ และคณะ7274

อจุจาระมกัมีโอกาสปนเปือ้นดว้ยโลหะหนกัตา่งๆ โดย

เฉพาะอย่างยิ่งโลหะหนักที่มีความเป็นพิษสูงอย่าง

แคดเมียม การประเมินผลกระทบของสิ่งปนเป้ือน 

เช่น โลหะหนักแคดเมียม ต่อกระบวนการวิเคราะห์

ระบุชนิดของแบคทีเรียด้วยเครื่อง MALDI-TOF 

MS ยังมีการศึกษาไม่มากนัก โดยเฉพาะอย่างยิ่งกับ

เชื้อ E. coli O157: H7 ที่มีความรุนแรงและนำ�ไปสู่

การเสียชีวิตของผู้ป่วย มีการระบาดทั้งในและนอก

Fig. 3	Principal component analysis (PCA) and cluster analysis of E. coli O157:H7 after exposure to 
various concentrations of CdCl

2
 for 18 hours. A) total mass spectra analyzed by PCA analysis 

showed intermixture (0.016 mM, 0.008 mM and 0.04 mM CdCl
2
) and separated groups among 

the control, 0.2 mM, 0.5 mM and 1 mM. The contributions of PC1, PC2 and PC3 were around 
58%, 14% and 9%, correspondingly. B) Cluster analysis constructed from the scores of PCA 
shows two cluster groups according to cadmium concentrations at higher and lower ranges  
of the metal tolerance ability. Numbers shown in x-axis revealed the distance level of tested 
treatment conditions

A

B
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ประเทศ จึงตอ้งมกีารเฝา้ระวงัการระบาดอยา่งตอ่เนือ่ง 

ซึ่งการตรวจทางห้องปฏิบัติการสำ�หรับ E. coli 

O157:H7 ซึ่งได้แก่ การทดสอบทางชีวเคมี ร่วมกับ

วิธีทาง immunology เพื่อหา toxin ของเชื้อด้วย

แอนติบอดีและการยืนยันด้วยการวิเคราะห์จี โนม 

(genome analysis)(3) มีหลายข้ันตอนและใช้เวลา

มาก 

ปริชาติ(22) ได้รายงานว่า MALDI-TOF  

มคีวามสามารถในการวิเคราะหช์นดิเชือ้แบคทเีรยีกลุม่

แกรมบวกรปูรา่งกลมไดแ้มน่ยำ�กวา่การเพาะเลีย้งแบบ

วธิดีัง้เดมิ เช่น การระบชุนดิเชือ้ Enterococcus spp. 

มคีวามถกูตอ้งรอ้ยละ 100 ในขณะทีว่ธิกีารเพาะเล้ียง

ถูกต้องร้อยละ 95 เมื่อเปรียบเทียบระยะเวลาในการ

ทดสอบ MALDI-TOF MS ใช้เวลาเฉลี่ยประมาณ 

8 นาท ีในขณะทีว่ธิดีัง้เดมิใชเ้วลาเฉลีย่ 24-48 ชัว่โมง 

ค่าใช้จ่ายในการทดสอบด้วย MALDI-TOF MS  

ถูกกว่าวิธีดั้งเดิม 16 เท่า ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย

อื่นๆ ในต่างประเทศ(23, 24) อย่างไรก็ตามเนื่องจาก

เครื่อง MALDI-TOF มีความไวสูง และมีหลักการ

ประมวลผลโดยใช้รูปแบบมวลเปปไทด์ของเชื้อ ซึ่งมี

ความจำ�เพาะสำ�หรับแบคทีเรียแต่ละชนิด ทำ�ให้

สามารถจำ�แนกชนิดได้จนถึงระดับสปีชีส์ และ

เนือ่งจากแบคทเีรยีมกีระบวนการเปลีย่นแปลงโปรตนี

หรือเปปไทด์เพื่อตอบสนองต่อสภาวะต่างๆ จึงมีการ

ศึกษาวิธีการเตรียมตัวอย่างเปปไทด์และประยุกต์ใช้

รูปแบบมวลเปปไทด์เพื่อศึกษาการตอบสนองของ

แบคทีเรียต่อความเครียด(25-27) จากการประเมินวิธี

สกัดเปปไทด์จากเซลล์แบคทีเรียมาตรฐาน E. coli 

ATCC 25922 พบว่า วิธีสกัดเปปไทด์ทั้ง 3 วิธีคือ 

direct transfer, extended direct transfer และ 

extraction สามารถระบุจีนัสและสปีชีส์ ได้ถูกต้อง 

ไม่แตกต่างกัน ให้ผล biotyper score ความเชื่อมั่น

อยู่ในช่วงเดียวกันคือมากกว่า 2.00 สำ�หรับการปฏิบัติ

งานทางเทคนิคการแพทย์เพื่อจำ�แนกหรือระบุชนิด

ของแบคทีเรียสามารถเลือกใช้วิธี ใดก็ ได้ แต่วิธี  

extended direct transfer มขีัน้ตอนการสกดัเปปไทด์

จากตัวอย่างน้อยกว่าและใช้เวลาน้อยกว่า 

วิธีสกัดแบบ extraction สามารถสกัด 

เปปไทด์จากเซลล์แบคทีเรียมาตรฐาน E. coli  

ATCC 25922 ได้จำ�นวนมากที่สุดคือ 102 เปปไทด์ 

ในขณะที่วิธี direct transfer (DT) และ extended 

direct transfer (eDT) สกัดเปปไทด์ได้จำ�นวน 87 

และ 97 เปปไทด์ตามลำ�ดับ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย

ของ Schulthess et al.(28) การที่วิธี extraction และ 

extended direct transfer สกัดได้จำ�นวนเปปไทด์

มากกว่าอาจเป็นผลจากการเติมกรดฟอร์มิก ที่ช่วย 

ลดการรบกวนจากสารที่ไม่ใช่เปปไทด์ จึงสามารถ 

เพิ่มอัตราความสำ�เร็จในการระบุจำ�แนกชนิดของ

แบคทีเรียและเชื้อราได้ถึงร้อยละ 85 และ ร้อยละ 60 

ตามลำ�ดับ(28, 29) ดังนั้นคณะวิจัยจึงเลือกใช้วิธี  

extraction มาพัฒนาให้ดีขึ้นโดยเพิ่มขั้นตอนวัด 

ปริมาณเปปไทด์ด้วยเครื่อง nanodrop แล้วปรับให้มี

ความเข้มข้นเท่ากับ 1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 

ก่อนผสมกับสารละลายกรดแอลฟา-ไซยาโน-4- 

ไฮดรอกซีซินนามิก เพื่อลดความผิดพลาดจากการใช้

ปริมาณเปปไทด์ ไม่เท่ากันในแต่ละตัวอย่าง ทำ�ให้

สามารถคำ�นวณเปรียบเทียบเชิงปริมาณได้ถูกต้อง 

ยิ่งขึ้น รวมถึงเป็น gold standard สำ�หรับสร้างฐาน

ข้อมูลรูปแบบมวลเปปไทด์ของจุลินทรีย์ชนิดใหม่

จากการศึกษาผลของแคดเมียมช่วงความ

เข้มข้นระหว่าง 0.0016 - 1 มิลลิโมลาร์ ต่อค่า  

biotyper score ของเชื้อ E. coli O157:H7 พบว่า

แคดเมยีมคลอไรดท์ีค่วามเขม้ขน้ 0.0016 มลิลิโมลาร ์

และ 0.008 มิลลิโมลาร์ ซึ่งน้อยกว่าหรือใกล้เคียงกับ

ค่าความปลอดภัยที่กำ�หนดโดยองค์การอนามัยโลก 

หรือ World Health Organization (0.0071 

มิลลิโมลาร์ ต่อวัน)(30) ส่งผลให้รูปแบบมวลเปปไทด์

ของเชื้อ E. coli O157:H7 เปลี่ยนไปจนแตกต่าง
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จากกลุ่มควบคุม (0 มิลลิโมลาร์) เมื่อเพิ่มความเข้มข้น

ของแคดเมียมคลอไรด์ เป็น 0.04 มิลลิ โมลาร์  

รูปแบบมวลเปปไทด์ของเชื้อยังคงไม่แตกต่างจาก 

ที่ความเข้มข้น 0.0016 มิลลิโมลาร์ และ 0.008  

มิลลิโมลาร์ ดังแสดงใน Fig. 4 คาดว่าความเป็นพิษ

ของแคดเมียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้น 0.0016 - 0.04 

มิลลิโมลาร์ ส่งผลให้เชื้อต้องปรับตัวด้วยกลไกการ 

ตอบสนองทางชีวโมเลกุลระดับเปปไทด์คล้ายคลึงกัน 

และเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของแคดเมียมคลอไรด์เป็น 

0.2, 0.5 และ 1 มิลลิโมลาร์ รูปแบบมวลเปปไทด์ของ

เชื้อจะไม่คล้ายกับเมื่อได้รับแคดเมียมคลอไรด์ความ

เข้มข้นต่ำ�อีกต่อไป แต่จะมีลักษณะเปลี่ยนแปลงจน

แตกต่างอย่างจำ�เพาะ แสดงว่าเมื่อสัมผัสกับแคด- 

เมียมคลอไรด์ ที่ความเข้มข้นสูงกว่า 0.04 มิลลิโมลาร์ 

เชื้อ E. coli O157:H7 จะตอบสนองต่อแคดเมียม

แตกต่างไปจากเดิมและมีความจำ�เพาะขึ้นตามความ

รุนแรงของพิษแคดเมียมที่ได้รับ

ผลการวิจัยชิ้นนี้พบการเปลี่ยนแปลงของ

เปปไทดข์นาด 2000-3000, 4000-5000 และ 7000-

8000 m/z เมื่อเชื้อ E. coli O157:H7 สัมผัส 

แคดเมียมคลอไรด์ (Fig. 2) แสดงว่า มีการ

เปลี่ยนแปลงเมแทบอลิซึมของเปปไทด์หรือโปรตีน 

ที่เป็น precursor ของเปปไทด์กลุ่มนี้เพื่อตอบสนอง

ต่อความรุนแรงของพิษแคดเมียม ซึ่งสอดคล้องกับ

รายงานวิจัยก่อนหน้านี้หลายชิ้นที่พบว่าเมื่อเชื้อ  

E. coli ได้รับพิษแคดเมียมจะมีรูปแบบการแสดง 

ออกของโปรตีนที่เปลี่ยนแปลงไปโดยเฉพาะอย่างย่ิง

โปรตนีในกระบวนการสงัเคราะห์โปรตนี (translation) 

เช่น elongation factor-Tu และ 30S ribosomal 

protein S1(12) การสังเคราะห์ดีเอ็นเอ (DNA  

replication and recombination) การสรา้งพลงังาน 

(energy metabolisms)(11) ribosome particles(31) 

หรือ ribosomal proteins ของ E. coli ที่มีขนาด

ประมาณ 3,000 - 10,000 m/z(32, 33) เป็นไปได้ว่า

เปปไทด์ขนาด 4000 - 5000 m/z จะเป็นไรโบโซม

ส่วน L26, L36, L27 ในขณะทีเ่ปปไทดข์นาด 7000-

8000 m/z จะเป็นไรโบโซมส่วน L29, L31, L35 ซึ่ง

มักจะเกิดการดัดแปรโมเลกุล (post-translational 

modification) ด้วยกระบวนการ N-terminal  

methionine loss, methylation, thiomethylation 

และ acetylation ทำ�ให้สามารถพัฒนาใช้เป็นตัวบ่งชี้ 

ทางชีวภาพได้ดี(34) และจากผลการศึกษาในเชื้อ 

Staphylococcus aureus พบว่าแคดเมียมทำ�ให้ 

รปูแบบมวลเปปไทดแ์ตกตา่งจากกลุ่มควบคุม รปูแบบ

ของยีน 16S rRNA ที่ถอดรหัสเป็น ribosomal  

proteins กเ็ปลีย่นแปลงไปเชน่เดยีวกนั(16) คณะวจิยั

จงึสนันษิฐานวา่แคดเมยีมอาจสง่ผลตอ่ยนีควบคมุการ

สังเคราะห์ไรโบโซมทำ�ให้ชนดิและปรมิาณของเปปไทด์

หรอืโปรตนีองคป์ระกอบของไรโบโซมของเชือ้ E. coli 

O157:H7 เปล่ียนแปลงไป ซึ่งการเปล่ียนแปลง 

ดงักลา่วแปรผนัตามความเขม้ขน้ของแคดเมยีมทีม่าก

ขึ้น แต่รูปแบบมวลเปปไทด์ของแบคทีเรียยังคงมีค่า 

biotyper score ที่ ใช้ในการระบุจีนัสและสปีชีส์

มากกว่า 2.00 ซึ่งยังสามารถระบุชนิดของเชื้อได้

เหมือนกับกลุ่มเชื้อควบคุม 

5. สรุป
การศึกษาวิจัยครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าแคดเมียม 

ซึง่เปน็โลหะทีม่คีวามเปน็พษิสงูและยงัมกีารปนเปือ้น

ในประเทศไทย มีผลต่อการเจริญเติบโตของเชื้อ  

E. coli O157:H7 ซึ่งเป็นแบคทีเรียก่อโรครุนแรง 

ส่งผลให้รูปแบบมวลเปปไทด์เปลี่ยนแปลงตามความ

รุนแรงของพิษแคดเมียม biotyper score มีแนวโน้ม

ลดลงเมือ่ความเขม้ขน้ของแคดเมยีมสงูขึน้แต่ไมม่ผีล

ต่อการระบุชนิดแบคทีเรียในระดับจีนัสและสปีชีส์ 

ของเชื้อเมื่อวิเคราะห์ด้วยเครื่อง MALDI-TOF  

MS ผลงานวิจัยนี้สะท้อนให้เห็นถึงศักยภาพของ  

MALDI-TOF MS ในการติดตามการเปลี่ยนแปลง
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ของรูปแบบมวลเปปไทด์เมื่อแบคทีเรียได้รับความ 

เครียดจากสารพิษแคดเมียม และความเหมาะสม 

ที่จะนำ� MALDI-TOF MS มาพัฒนาต่อยอดเพื่อ

ศกึษาเชือ้แบคทเีรยีในมติติา่งๆ ซึง่นอกจากจะมคีวาม

ถูกต้องแม่นยำ�สูงแล้วยังสามารถวิเคราะห์ได้รวดเร็ว

และมีขั้นตอนการวิเคราะห์น้อยลดโอกาสการติดเชื้อ

ของผู้ปฏิบัติการในห้องปฏิบัติการทางเทคนิคการ

แพทย์ จึงเหมาะสำ�หรับใช้ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อ

แบคทีเรียและการวิเคราะห์หาตัวบ่งชี้ทางชีวภาพของ

ระบาดวิทยาของโลหะหนักในสิ่งแวดล้อม หรือการ

ดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อ
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Abstract
The storage process and the time spent in transporting the specimens to the laboratory 

have resulted in inaccurate values. The purpose of this study was to determine the stability of 

glucose, BUN (blood urea nitrogen), creatinine, aspartate aminotransferase (AST) and alanine 

aminotransferase (ALT) in various blood collection tubes, including Gel & Clot, Clot Activator, 

Heparin, Sodium Fluoride (NaF) and Gel & Heparin. Blood samples were collected from 90  

volunteers and centrifuged for measuring chemicals at time 0, 1, 2, 4, 8, 24, 48, and 72 hours. 

The data were compared with immediately measured values at 0 hours, allowable total error 

(TEa) and the significant change limits (SCL) range. The results showed that the stability of 

glucose in the NaF tube at 72 hours was not different from those of the immediately measured 

samples (p = 0.270), and the values did not exceed SCL. The stability in Gel & Clot, Clot  

Activator, and Heparin tubes was 24, 4, and 4 hours (p = 0.015, 0.001 and 0.004, respectively) 

and the results were in SCL within 48, 4, and 4 hours, respectively. The stability in Gel & 

Heparin tube of BUN, creatinine and ALT at 48 hours did not exceed SCL and were not  

different from those of the immediately measured samples (p = 0.067, 0.161, and 1.000,  

respectively). ALT was in SCL but different from those of the immediately measured samples at 

24 hours (p < 0.001).
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 48 ฉบับที่ 1 เมษายน 2563 นิพนธ์ต้นฉบับ

การศึกษาความคงทนของผลตรวจวิเคราะห์สารชีวเคมีในเลือด
โดยใช้หลอดเก็บเลือดสุญญากาศ

อรอนงค์ พัฒศรี*  นพรัตน์ แก้วหานาม  เกษร บุตรเรือง และ ศุภสิริ สุทธิสม
        
งานเคมีคลินิกและภูมิคุ้มกันวิทยา กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ สถาบันประสาทวิทยา กรุงเทพมหานคร

บทคัดย่อ
กระบวนการเก็บรกัษาและระยะเวลาที่ใชใ้นการขนสง่สิง่สง่ตรวจมายงัหอ้งปฏบิตักิาร มผีลทำ�ให้

การวิเคราะห์มีความคลาดเคลื่อนได้ อีกทั้งยังไม่มีข้อกำ�หนดของหน่วยงานเกี่ยวกับระยะเวลาในการขอ

ส่งตรวจการทดสอบเพ่ิม โดยใช้ตัวอย่างเลือดเดิม การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความคงทน

ของการตรวจวิเคราะห์ glucose, BUN (blood urea nitrogen), creatinine, aspartate aminotransferase 

(AST) และ alanine aminotransferase (ALT) ในหลอดชนิดต่างๆ ได้แก่ Gel & Clot, Clot Activator, 

Heparin, Sodium Fluoride (NaF) และ Gel & Heparin โดยใช้ตัวอย่างเลือดจากอาสาสมัคร 90 ราย 

นำ�มาปั่นตกและตรวจวัดสารเคมี ที่เวลา 0, 1, 2, 4, 8, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง นำ�ผลการตรวจวัดที่ได้

เทียบกับการผลตรวจวัดทันที เทียบกับ allowable total error (TEa) และช่วงเกณฑ์การยอมรับทาง

คลินิก (significant change limit; SCL) ผลการศึกษาพบว่าการทดสอบ glucose ในหลอดชนิด NaF ที่

เวลา 72 ชัว่โมง คา่ไมแ่ตกตา่งจากคา่หลงัตรวจวดัทนัท ี(p = 0.270) และคา่ทัง้หมดอยูภ่ายในชว่งเกณฑ์

การยอมรับทางคลินิก สำ�หรับหลอดชนิด Gel & Clot, Clot Activator และ Heparin ให้ค่าแตกต่างจาก

ค่าที่ตรวจวัดทันทีอย่างมีนัยสำ�คัญตั้งแต่เวลา 24, 4 และ 4 ชั่วโมง (p = 0.015, 0.001 และ 0.004 

ตามลำ�ดับ) โดยค่ายังอยู่ในช่วงเกณฑ์การยอมรับทางคลินิก ภายใน 48, 4 และ 4 ชั่วโมงตามลำ�ดับ  

ส่วนการทดสอบในหลอดชนิด Gel & Heparin โดยไม่แยกซีรัมหรือพลาสมาในการทดสอบ BUN,  

creatinine และ ALT ที่เวลา 48 ชั่วโมง ค่าอยู่ในช่วงเกณฑ์การยอมรับทางคลินิก และไม่แตกต่างจาก

ค่าที่ได้หลังตรวจวิเคราะห์ทันที (p = 0.067, 0.161 และ 1.000 ตามลำ�ดับ) สำ�หรับการตรวจวิเคราะห์ 

ALT พบว่ามีค่าอยู่ในช่วงเกณฑ์การยอมรับทางคลินิก แต่ค่าแตกต่างจากค่าที่ตรวจวัดทันทีอย่างมี 

นัยสำ�คัญที่เวลา 24 ชั่วโมง (p < 0.001)

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: mu_mt_ning@hotmail.com

รับบทความ: 24 พฤศจิกายน 2562  	 แก้ไขบทความ: 6 มกราคม 2563  	 รับตีพิมพ์บทความ: 24 กุมภาพันธ์ 2563

คำ�สำ�คัญ: ความคงทน สารชีวเคมี หลอดเก็บเลือด
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บทน�ำ
ปจัจบุนัการสง่ตรวจทางหอ้งปฏบิตักิาร มทีัง้

การส่งตรวจภายในโรงพยาบาล การตรวจสุขภาพจาก

หนว่ยตรวจสุขภาพเคลือ่นที ่หรอืการสง่จากหนว่ยย่อย

มายังศูนย์ห้องปฏิบัติการกลาง โดยกระบวนการเก็บ

รักษาและระยะเวลาที่ ใช้ ในการขนส่งสิ่งส่งตรวจ 

มายังห้องปฏิบัติการอาจมีผลทำ�ให้ผลการวิเคราะห์ 

มีค่าคลาดเคลื่อนหรือแตกต่างกัน จากการศึกษาการ

เปลี่ยนแปลงของระดับสารเคมีในเลือดที่มีผู้ศึกษาไว้ 

พบว่าการเปลี่ยนแปลงของสารเคมีในเวลาต่างๆ กัน

ของแต่ละการทดสอบ มีการเปลี่ยนแปลงไม่เท่ากัน 

โดย glucose จะมีระดับลดลงภายใน 1 ชั่วโมง 

ในหลอดเลือดชนิด clotted blood แต่ในหลอดเลือด

ชนิด Gel & Clot จะมีความคงทนของระดับ glucose, 

total bilirubin, blood urea nitrogen (BUN) และ 

uric acid เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ได้

นานถึง 1 สัปดาห์ แต่ aspartate aminotransferase 

(AST) จะมีระดับสูงขึ้นใน 48 ชั่วโมง(1) การศึกษา

การเปลี่ยนแปลงของระดับสารเคมีในซีรัม ได้แก่ 

glucose, BUN, creatinine, sodium (Na+),  

potassium (K+), chloride (Cl-) และ total CO
2
 

(TCO
2
) หลังจากปั่นแยกเม็ดเลือดกับน้ำ�เหลืองและ

ตั้งหลอดเก็บเลือดไว้ที่อุณหภูมิห้อง (25 องศา

เซลเซียส) นาน 7 ชั่วโมง โดยตรวจวัดสารเคมีทันที

ภายในเวลาไม่เกิน 30 นาที แล้วตั้งหลอดเก็บเลือดไว้

ที่อุณหภูมิห้อง และนำ�มาตรวจ เมื่อเวลาครบ 1, 3, 5 

และ 7 ชั่วโมง พบว่า ค่าเฉลี่ยของระดับ BUN และ 

creatinine ในซรีมัหลงัตัง้ไว ้7 ชัว่โมงไมแ่ตกตา่งจาก

ค่าที่ตรวจวัดทันที ค่าเฉลี่ยระดับ K+ ที่ตั้งไว้ 1 ชั่วโมง

ไม่แตกต่างจากค่าที่ตรวจวัดทันที ส่วนค่าเฉลี่ยระดับ 

glucose, Na+, Cl- และ TCO
2
 ที่ตั้งไว้ 1 ชั่วโมง  

มีค่าแตกต่างจากค่าที่ตรวจวัดทันทีอย่างมีนัยสำ�คัญ  

(p < 0.05)(2) และจากการศึกษาที่ผ่านมาของระดับ 

glucose ในหลอดที่มีสารกันเลือดแข็งชนิด NaF  

โดยแยกเก็บพลาสมาแล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง  

พบว่าสามารถรักษาระดับความคงทนได้นานถึง 72 

ชั่วโมง(3) นอกจากนี้ปัจจุบันยังมีบริการเจาะเลือด 

จากโรงพยาบาลชุมชน เพื่อลดความแออัดภายใน 

โรงพยาบาลและเพื่ออำ�นวยความสะดวกให้แก่

ประชาชน ซึ่งต้องใช้ระยะเวลาในการขนส่งมายัง 

โรงพยาบาล การแยกเก็บพลาสมาหรือซีรัมออกจาก

เม็ดเลือดแดงแล้วเก็บไว้ในตู้เย็นจะทำ�ให้สามารถทำ� 

การทดสอบไดเ้กอืบทกุรายการภายใน 7 วนั ทีอ่ณุหภมู ิ

4 องศาเซลเซียส(4) แต่งานเคมีคลินิกและภูมิคุ้มกัน

วิทยา กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ สถาบันประสาท

วิทยา ไม่ได้ปั่นเก็บซีรัมเนื่องจากมีปริมาณงานมาก 

โดยปัจจุบันหน่วยงานได้เก็บหลอดเลือดที่ทดสอบ

เสร็จแล้วทั้งหลอดทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องที่ 25 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 8 ชั่วโมง และเก็บไว้ในตู้เย็น

อณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เปน็เวลา 2 วนั (48 ชัว่โมง) 

เพื่อการทวนสอบกรณีมีความผิดพลาดเกิดขึ้น การ

ทดสอบที่แพทย์นิยมส่งตรวจเพิ่มได้แก่ glucose, 

BUN, creatinine, AST และ ALT 

จากการศึกษาวิจัยที่ผ่านมาพบว่าการเจาะ

เก็บเลือดและตรวจวิเคราะห์ทันที (freshly drawn 

serum) จะทำ�ให้ ได้ค่าผลการตรวจวิเคราะห์ที่ 

ใกล้เคียงกับผู้ป่วยมากที่สุด ซึ่งในกรณีที่ต้องตรวจ

วิเคราะห์ล่าช้าออกไป หรือมีการขอเพิ่มรายการ

ทดสอบในภายหลัง ก็จะมีผลทำ�ให้ค่าการตรวจ

วิเคราะห์ผิดไปจากความเป็นจริงได้ และปัจจุบัน

หลอดที่ ใช้ ในการบรรจุเลือดมีหลายชนิดด้วยกัน  

ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาค่าความคงทนของผลการ

ตรวจวิเคราะห์ glucose, BUN, creatinine, AST 

และ ALT ในเลือดโดยใช้หลอดเก็บเลือดสุญญากาศ

ชนิดต่างๆ ได้แก่ Clot Activator, Gel & Clot, 

Heparin Sodium Fluoride (NaF) และ Gel & 

Heparin เพือ่นำ�ไปใชเ้ปน็เกณฑ์ในการเก็บรกัษา และ

ขนสง่สิง่สง่ตรวจมายงัหอ้งปฏบิตักิาร ตลอดจนเกณฑ์
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ระยะเวลาที่สามารถเพิ่มการทดสอบในหลอดเลือด

แต่ละชนิดเพื่อเพิ่มความสะดวกในการเพิ่มการทดสอบ 

และเพื่อให้ได้รับผลการวิเคราะห์ที่ถูกต้องแม่นยำ� 

วิธีการศึกษา
1.	 ประชากรที่ศึกษา 

ตวัอยา่งที่ใชเ้ปน็เลอืดทีเ่จาะจากอาสาสมคัร

ทีม่สีขุภาพด ีเพศชายและหญงิ อาย ุ20 - 60 ป ีสามารถ 

อ่านออกเขียนได้ และยินดีเข้าร่วมโครงการโดย 

สมัครใจ จำ�นวน 90 ราย โดยคำ�นวณขนาดตัวอย่าง

จากความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระหว่าง 2 กลุ่ม  

(detecting the difference between 2 population 

means) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% และ power of 

test 80% เจาะเก็บเลือดจากหลอดเลือดดำ� (venous 

blood) โดยเจาะเก็บเลือดในหลอดสุญญากาศ  

IMPROVACUTER® ชนิด Clot Activator,  

Gel & Clot, Heparin, Gel & Heparin และ NaF 

ตามลำ�ดับ การศึกษานี้ ได้ผ่านการพิจารณาจาก 

คณะกรรมการวิจัยและจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ 

สถาบันประสาทวิทยา หมายเลขโครงการ 62002

2.	 ขั้นตอนการทดสอบ

ตวัอยา่งเลอืดท่ีเจาะเก็บดว้ยหลอดสญุญากาศ

ชนิด Clot Activator, Gel & Clot และ Gel & 

Heparin จะตัง้ทิง้ไว้ทีอ่ณุหภมูหิอ้ง 25 องศาเซลเซยีส 

เปน็เวลา 30 นาท ีกอ่นปัน่ตกดว้ยเครือ่งปัน่ตกตะกอน 

(centrifuge) โดยหลอดชนิด Gel & Clot และ Gel 

& Heparin นำ�มาปั่นที่ความเร็ว 2,000 g เป็นเวลา  

10 นาที และสำ�หรับตัวอย่างเลือดที่เจาะเก็บด้วย

หลอดสุญญากาศชนดิ Clot Activator, Heparin และ 

NaF นำ�มาปั่นตกที่ความเร็ว 1,800 g เป็นเวลา 10 

นาท ีจากนัน้นำ�ไปตรวจวเิคราะห ์ดว้ยเครือ่งอตัโนมตั ิ

Unicel DxC 800 Synchron Clinical System ของ

บริษัท Beckman Coulter, USA จัดจำ�หน่ายโดย

บรษิทั PCL Holding ในหอ้งปฏบิตักิารงานเคมคีลนิกิ

และภูมิคุ้มกันวิทยา กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ 

สถาบันประสาทวิทยา โดยควบคุมคุณภาพการตรวจ

วัดด้วยสารควบคุมคุณภาพ (control material)  

ทุกครั้งก่อนตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง

ตรวจค่า glucose ในหลอดสุญญากาศชนิด 

Gel & Clot, Clot Activator, Heparin และ NaF 

ที่เวลา 0, 1, 2, 4 และ 8 ชั่วโมง จากนั้นเก็บหลอด

เลือดไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส และตรวจที่เวลา 24, 48 

และ 72 ชั่วโมง ตามลำ�ดับ สำ�หรับการทดสอบค่า 

BUN, creatinine, AST และ ALT ในหลอด

สุญญากาศชนิด Gel & Heparin ที่เวลา 0, 2, 4  

และ 8 ชั่วโมง จากนั้นเก็บหลอดเลือดไว้ที่ 4 องศา

เซลเซียส และตรวจที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง

3.	 การวิเคราะห์ข้อมูล

วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยใช้โปรแกรม 

SPSS 18.0 for Windows (ลิขสิทธิ์ SPSS Inc.  

& IBM) โดยข้อมูลทั่วไปวิเคราะห์โดยใช้สถิติเชิง

พรรณนา ได้แก่ ร้อยละ ค่าเฉลี่ย และค่าส่วนเบี่ยง

เบนมาตรฐาน และเปรยีบเทยีบคา่ผลการตรวจที่ได้ใน

เวลาต่างๆ กับค่าที่ตรวจวัดทันที (เวลาที่ 0) โดยใช้

สถิติ paired t-test เปรียบเทียบค่าผลตรวจที่วัดทันที

ที่ 0 ชั่วโมง กับที่เวลาต่างๆ คือ 1, 2, 4, 8, 24, 48 

และ 72 ชั่วโมงหลังจากเจาะเลือด โดยค่าความ 

แตกต่างไม่เกิน allowable total error (TEa)(5)  

และไม่เกินเกณฑ์การยอมรับทางคลินิก (significant 

change limit; SCL) คือค่าเฉลี่ยที่ 0 ชั่วโมง ± 3 

USD(6) (usual standard deviation) ซึ่งได้มาจาก

ค่า standard deviation (SD) ของสารควบคุม

คุณภาพ ที่ ใช้ ในห้องปฏิบัติการเคมีคลินิกและ

ภูมิคุ้มกันวิทยา สถาบันประสาทวิทยา ในระยะ 3 

เดือน
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* indicates that the mean value is significantly changed with p < 0.05
**USD of glucose = 1.0 and SCL range = mean at 0 hours ± 3.0

Fig.1 Changes of glucose levels (mg/dL) at various times in 4 types of blood collection tube

ผลการศึกษา
ผลการตรวจวิเคราะหต์วัอยา่งเลอืดจากอาสา

สมัครจำ�นวน 90 ราย โดยเปรียบเทียบค่าผลตรวจวัด

ทันทีที่ 0 ชั่วโมง กับที่เวลาต่างๆ ของการทดสอบ  

พบว่าระดับ glucose ค่อยๆ ลดลง (Fig. 1) 

โดยเฉพาะในหลอดชนิด Clot Activator และ 

Heparin มีค่าลดลงแตกต่างจากค่าที่ตรวจวัดทันที

อย่างมนียัสำ�คญัตัง้แตช่ัว่โมงที ่4 และอยู่ในชว่งเกณฑ์

การยอมรับทางคลินิก ภายใน 4 ชั่วโมง ส่วนในหลอด

สุญญากาศชนิด Gel & Clot มีความแตกต่างจากค่า 

ที่ตรวจวัดทันทีอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) 

ในชั่วโมงที่ 24 แต่ยังอยู่ในช่วงเกณฑ์การยอมรับทาง

คลินิก ภายใน 48 ชั่วโมงและในหลอดชนิด NaF  

ไมพ่บการเปลีย่นแปลงอยา่งมนียัสำ�คญัทางสถติ ิและ

อยู่ในช่วงเกณฑ์การยอมรับทางคลินิก ตลอดการ

ทดสอบที่เวลา 72 ชั่วโมง (Table 1) 

เมือ่เขยีนกราฟคา่เปอรเ์ซน็ตก์ารเปลีย่นแปลง 

จากเวลาที่ 0 ชั่วโมง ที่เวลาต่างๆ กับค่าความแตก

ต่าง allowable total error (TEa) พบว่าการทดสอบ 

glucose ในหลอดชนดิ Gel & Clot มคีา่ไมเ่กิน TEa 

(10%) ภายใน 48 ชั่วโมง สำ�หรับชั่วโมงที่ 72 มีค่า

เกิน TEa 1 ราย (ร้อยละ 1.11) (Fig. 2) ในหลอด

เลือดชนิด Clot Activator มีค่าไม่เกิน TEa ภายใน 

2 ชั่วโมง สำ�หรับชั่วโมงที่ 4 มีค่าเกิน TEa 2 ราย  

(ร้อยละ 2.22) (Fig. 3) ในหลอดเลือดชนิด Heparin 

มีค่าไม่เกิน TEa ภายใน 2 ชั่วโมง สำ�หรับชั่วโมงที่ 4 
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มีค่าเกิน TEa 4 ราย (ร้อยละ 4.44) (Fig. 4) และ

ในหลอดเลือดชนิด NaF มีค่าไม่เกิน TEa ภายใน 72 

ชั่วโมงที่ทำ�การศึกษา (Fig. 5) 

การทดสอบ BUN, creatinine, AST และ 

ALT ในหลอดสุญญากาศชนิด Gel & Heparin  

เมื่อนำ�มาเปรียบเทียบค่าผลตรวจวัดทันทีที่ 0 ชั่วโมง 

Fig. 3  Changes in glucose values in Clot Activator tube after sampling at various times

Fig. 2  Changes in glucose values in Gel & Clot tube after sampling at various times
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Fig. 4 Changes in glucose values in Heparin tube after sampling at various times

Fig. 5 Changes in glucose values in NaF tube after sampling at various times
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กับที่เวลาต่างๆ คือ 1, 2, 4, 8, 24 และ 48 ชั่วโมง 

พบว่าการทดสอบ AST มีความแตกต่างอย่างมีนัย

สำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) ในชั่วโมงที่ 24 ส่วนการ

ทดสอบ BUN, creatinine และ ALT ไม่พบการ

เปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติตลอดการ

ทดสอบที่เวลา 48 ชั่วโมง (Table 2)

เมื่อเขียนกราฟค่าเปอร์เซ็นต์การเปลี่ยนแปลง 

จากเวลาที ่0 ชัว่โมง กบัทีเ่วลาตา่งๆ เกีย่วกบัคา่ความ

แตกต่าง TEa ของการทดสอบในหลอดชนิด Gel & 

Heparin พบว่า

การทดสอบ BUN มีค่าเกิน TEa ใน  

2 ชั่วโมง จำ�นวน 4 ราย (ร้อยละ 4.44) ชั่วโมงที่  

4 มีค่าเกิน TEa 6 ราย (ร้อยละ 6.66) ชั่วโมงที่ 8  

มีค่าเกิน TEa 5 ราย (ร้อยละ 5.55) ชั่วโมงที่ 24  

และ 48 มีค่าเกิน TEa 3 ราย (ร้อยละ 3.33)  

(Fig. 6) แต่ค่าการทดสอบตลอดทั้ง 48 ชั่วโมง  

พบว่าอยู่ในช่วงเกณฑ์การยอมรับทางคลินิกทั้งหมด 

(Table 3)

การทดสอบ creatinine มีค่าไม่เกิน TEa 

ในชั่วโมงที่ 2, 4, 24 และ 48 สำ�หรับชั่วโมงที่ 8 มีค่า

เกิน TEa 1 ราย (ร้อยละ 1.11) (Fig. 7) และค่าการ

ทดสอบตลอดทั้ง 48 ชั่วโมง พบว่าอยู่ในช่วงเกณฑ์

การยอมรับทางคลินิกทั้งหมด (Table 3)

การทดสอบ AST มีค่าไม่เกิน TEa ภายใน 

8 ชั่วโมง สำ�หรับชั่วโมงที่ 24 และ 48 มีค่าเกิน TEa 

7 ราย (ร้อยละ 7.77) (Fig. 8) แต่ค่าการทดสอบอยู่

ในช่วงเกณฑ์การยอมรับทางคลินิกทั้งหมดภายใน  

8 ชั่วโมง (Table 3)

สำ�หรับการทดสอบ ALT มีค่าไม่เกิน TEa 

และอยู่ในชว่งเกณฑก์ารยอมรบัทางคลนิกิ ภายใน 48 

ชั่วโมงที่ทำ�การศึกษา (Fig. 9) (Table 3) 

วิจารณ์และสรุป
จากการศึกษาความคงทนของผลตรวจ

วิเคราะห์ glucose, BUN, creatinine, AST และ 

ALT ในเลือดหลังปั่นแยกชั้นเม็ดเลือด โดยใช้หลอด

เก็บเลือดสุญญากาศชนิด IMPROVACUTER  

พบว่า

1. 	 การทดสอบ Glucose 

ในหลอดสุญญากาศชนิด Gel & Clot มีค่า

ความคงทนของผลตรวจวเิคราะหด์ ีโดยสามารถรกัษา

ระดับ glucose ได้นาน 48 ชั่วโมง เนื่องจากหลอด

ชนิดนี้จะมี gel กั้นระหว่างเม็ดเลือดและซีรัม  

ทำ�ให้ ไม่เกิดกระบวนการใช้ glucose ของเซลล์  

(glycolysis) แต่ค่าที่ตรวจได้ในหลอดสุญญากาศ

ชนดิ Gel & Clot มแีนวโนม้สงูขึน้ ซึง่มสีาเหตมุาจาก

การวางหลอดเลือดทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องโดยไม่ปิดฝา 

จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าอุณหภูมิ และระยะเวลา

กอ่นการปัน่แยกเลอืดมผีลทำ�ใหค้า่การทดสอบเพิม่สงู

ขึ้น(7) แต่ไม่เกินค่า TEa และอยู่ในช่วงเกณฑ์การ

ยอมรับทางคลินิกภายใน 48 ชั่วโมง ส่วนหลอดชนิด 

Clot Activator และ Heparin มีการเปลี่ยนแปลง

ลดลง เนือ่งจากไมม่สีารที่ไปยบัยัง้การใช ้glucose ซึง่

ค่าไม่เกิน TEa และอยู่ในช่วงเกณฑ์การยอมรับทาง

คลินิก ภายใน 4 ชั่วโมง ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 

Boyanton และคณะ(8) ที่ไดศ้กึษาความเปลีย่นแปลง

ของค่าการทดสอบในพลาสมาและซีรัม ของหลอด

เลือด Vacutainer® ชนิด Serum Separator Tube 

(SST) และ Heparin ที่อุณหภูมิห้อง (25 องศา

เซลเซียส) ที่เวลา 0, 4, 8, 16, 24, 32, 40, 48 และ 

56 ชั่วโมง โดยเปรียบเทียบผลกับที่เวลา 0 ชั่วโมง 

พบวา่คา่อยู่ในชว่งเกณฑก์ารยอมรบัทางคลนิกิ ภายใน 

4 ชั่วโมง ในหลอดเลือดทั้ง 2 ชนิด และสอดคล้อง 

กับงานวิจัยของ Li และคณะ(9) ที่ได้ศึกษาระดับ 

glucose ในหลอดเลือด 3 ชนิดได้แก่ Gel & Clot, 

Heparin และ NaF ในอาสาสมัคร 18 ราย โดยตั้ง

หลอดเลือดไว้ที่อุณหภูมิห้อง 4 ชั่วโมง หลังจากนั้น

เกบ็ไวท้ีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส และตรวจวดัระดบั 
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Fig. 7 Changes in creatinine values in Gel & Heparin tube after sampling at various times

Fig. 6 Changes in BUN values in Gel & Heparin tube after sampling at various times
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Fig. 9 Changes in ALT values in Gel & Heparin tube after sampling at various times

Fig. 8 Changes in AST values in Gel & Heparin tube after sampling at various times
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glucose ที่ 4 ชั่วโมงแรก หลังจากแช่เย็น 6 ชั่วโมง 

และทดสอบเมื่อครบ 1 วัน จนกระทั่งวันที่ 5 หลังการ

เก็บเลอืด พบวา่ระดบั glucose ในหลอด Gel & Clot 

และ NaF มีค่าความคงทนของระดับ glucose ได้ถึง

วันที่ 5 ในขณะที่หลอด Heparin มีค่าลดลงหลังจาก

ชัว่โมงที ่4 แสดงใหเ้หน็วา่การตรวจ glucose ในหลอด

เลือดชนิด Clot Activator และ Heparin จะต้อง

ตรวจวิเคราะห์ภายใน 2-4 ชั่วโมงหลังการเจาะเลือด 

เนือ่งจากกระบวนการเผาผลาญ glucose จะยงัดำ�เนนิ

อยู่โดยเซลล์เม็ดเลือดแดง ทำ�ให้เกิดกระบวนการ  

glycolysis ในสิ่งส่งตรวจ ซึ่งจะมีผลทำ�ให้ระดับ

กลูโคสที่ไดน้อ้ยกว่าความเปน็จรงิ นอกจากนี ้อณุหภมูิ

ในการเก็บรักษาสิ่งส่งตรวจก่อนปั่นเหวี่ยงและแยก 

ซีรัมหรือพลาสมาก็มีผลต่อระดับ glucose เช่นกัน 

โดยถ้าเก็บไว้ในตู้เย็นระดับ glucose จะค่อนข้าง

เสถียรอยู่ ได้เป็นเวลาหลายชั่วโมง(10) สำ�หรับการ

ทดสอบในหลอดสุญญากาศชนิด NaF มีค่าความ

คงทนของผลการตรวจวิเคราะห์ดีที่สุด โดยสามารถ

รักษาระดับ glucose ให้มีค่าไม่เกิน TEa และอยู่ใน

ช่วงเกณฑ์การยอมรับทางคลินิก ได้นานมากกว่า 72 

ชั่วโมง เนื่องจากหลอดชนิด NaF มีสาร potassium 

oxalate (KOx) ซึ่งสามารถยับยั้งกระบวนการใช้

น้ำ�ตาลของเซลล์ (glycolysis)(11) สอดคล้องกับงาน

วิจัยของ Steele และคณะ(12) ที่ได้ศึกษาการเปลี่ยน 

แปลงของค่า plasma glucose ในหลอดเลือดชนิด 

NaF โดยได้ศึกษาทั้งการปั่นแยกในทันที กับตั้งทิ้งไว้

โดยไม่ปัน่ และตัง้ทิง้ไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิอง กบัแช่ในน้ำ�แขง็ 

ที่เวลา 0, 2, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง พบว่าหลอดชนิด 

NaF สามารถรกัษาความคงทนของระดบั glucose ได้

มากกว่า 48 ชั่วโมง โดยไม่จำ�เป็นต้องปั่นแยกเลือด

ในทันที และไม่จำ�เป็นต้องแช่น้ำ�แข็งในระหว่าง

การขนส่ง แสดงให้เห็นว่าหลอดชนิด NaF สามารถ

รักษาความคงทนของระดับ glucose ได้ดี

กล่าวได้ว่าหลอดเก็บเลือด Clot Activator 

และ Heparin สามารถนำ�มาใช้ แทนหลอดเก็บเลือด 

NaF ได้ โดยไม่มีผลกระทบต่อระดับ glucose  

ในเลือด เมื่อทำ�การตรวจวิเคราะห์ภายใน 4 ชั่วโมง

หลังการเจาะเลือด นอกจากนี้หลอดเก็บเลือด Clot 

Activator และ Heparin ยังสามารถเก็บเลือดเพื่อ

ไปตรวจสารชีวเคมีในรายการอื่นได้อีกด้วย เป็นการ

ประหยัดเวลา และลดตน้ทนุของหอ้งปฏิบตักิารไดอี้ก

ด้วย

2. การทดสอบ BUN, Creatinine, AST และ ALT 

ในหลอดสญุญากาศชนดิ Gel & Lithium Heparin

การทดสอบ BUN พบว่ามีระดับการ

เปลี่ยนแปลงค่าเฉลี่ยเพิ่มขึ้น แต่ค่าที่เพิ่มขึ้นไม่ 

แตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติกับค่าหลังตรวจ

วิเคราะห์ทันที (p > 0.05) ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจาก 

การวางหลอดเลือดทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องโดยไม่ปิดฝา  

ส่งผลให้ค่าสูงขึ้น สอดคล้องกับการศึกษาของ  

Oddoze C และคณะ ที่พบว่าระยะเวลา ชนิดของ

หลอดเลือด อุณหภูมิ และระยะเวลาก่อนการปั่นแยก

เลือด มีผลทำ�ให้ค่าการทดสอบเพิ่มสูงขึ้น(7) โดยมีค่า

เกิน TEa เฉลี่ยร้อยละ 3.87 แต่ค่าที่ได้อยู่ในช่วง

เกณฑ์ยอมรับทางคลินิก ทั้ง 48 ชั่วโมง การทดสอบ 

creatinine และ ALT มีค่าไม่เกิน TEa และอยู่ใน

ช่วงเกณฑ์การยอมรับทางคลินิก ภายใน 48 ชั่วโมง

ทีท่ำ�การศกึษา และการทดสอบ AST มคีา่ไมเ่กนิ TEa 

และอยู่ ในช่วงเกณฑ์การยอมรับทางคลินิก ภายใน  

8 ชั่วโมง ซึ่งมีสาเหตุมาจากการหลั่งของ AST ที่อยู่

ภายในเม็ดเลือดแดงออกมา ทำ�ให้ค่าสูงขึ้นเล็กน้อย 

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Cuhadar และคณะ(1) ที่

ศกึษาความคงทนของการทดสอบในหลอดชนดิ Plain 

tube และ Serum gel separator ที่เก็บที่อุณหภูมิ  

4 องศาเซลเซียส และ 24 องศาเซลเซียส ที่เวลา  
0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 48 และ 72 ชั่วโมง  
พบว่าระดับ BUN ที่เก็บในหลอด Plain tube ทั้งที่
เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ 24 องศา
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เซลเซยีส และในหลอด Serum gel separator ทีเ่กบ็
ทีอ่ณุหภมู ิ24 องศาเซลเซยีส มรีะดบัเปลีย่นแปลงใน 
6 ชั่วโมงแรกของการทดสอบ แต่ในหลอด Serum 
gel separator ที่เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
พบว่าค่าไม่เปลี่ยนแปลงภายใน 30 ชั่วโมง นอกจากนี้
ยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ Zhang และคณะ(13)  

ที่ได้ศึกษาความเปลี่ยนแปลงของสารเคมีที่เวลา 0.5, 
3, 6, 24 ชั่วโมง พบว่าค่า creatinine, AST และ 
ALT ไม่เปลี่ยนแปลงใน 48 ชั่วโมงของการศึกษา  
ซึ่งค่า AST ที่ไม่สอดคล้องกันกับงานวิจัยครั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากการศึกษาของ Zhang และคณะ ใช้เลือด
ที่ ได้ปั่นแยกซีรัมและเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ก่อนนำ�มาทดสอบ ในขณะที่งานวิจัยครั้งนี้
ไม่ไดแ้ยกพลาสมาออกจากเมด็เลอืดแดง ซึง่แสดงให้
เห็นว่าการทดสอบ AST หากไม่ได้แยกซีรัมหรือ
พลาสมาออกจากเม็ดเลือดแดงและเก็บที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส จะต้องตรวจวิเคราะห์ภายใน  
8 ช่ัวโมงหลังการเจาะเลือด ในขณะที่การทดสอบ 
BUN, creatinine และ ALT สามารถตรวจวิเคราะห์
ได้ภายใน 48 ชั่วโมงหลังการเจาะเลือด โดยไม่จำ�เป็น
ต้องแยกซีรัมหรือพลาสมา
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Abstract
Laboratory accreditation (LA) is a guarantee of quality and reliability of laboratory 

result. The purpose of this descriptive research was to study the administration according  
to McKinsey’s 7S framework of medical laboratory and its influences on LA success.  
The samples consisted of 114 personnel, medical technologists (75.44%) and medical science 
officers (24.56%), from first-level hospitals under the Ministry of Public Health in health  
region 11 with Re-LA from the Medical Technology Council of Thailand. The study was  
conducted by using questionnaire examination and analyzed by descriptive statistics to describe 
demographic characteristics and administration according to McKinsey’s 7S framework. The 
findings revealed that 64.00 percent of personnel had a high average score of the organiza-
tional management and development according to McKinsey’s 7S framework (x = 3.95, S.D.  
= 0.59). Considering each aspect, the results found that the average quality of organization 
management in descending score were shared value (x = 4.09, SD = 0.54), strategy (x = 4.06, 
SD = 0.56), structure (x = 4.03, SD = 0.55), system (x = 3.95, SD = 0.51), skills (x = 3.89,  
SD = 0.58), style (x= 3.84, SD = 0.82) and staff (x = 3.83, SD = 0.57). Problems and obstacles 
suggested by 68.42 percent of the personnel included budget allocation, support and personnel 
development and inappropriate manpower. Therefore, the organization should attach great  
importance to all factors of organizational management that have the potential to be useful for 

the development of an organization. 
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 48 ฉบับที่ 1 เมษายน 2563 นิพนธ์ต้นฉบับ

การบริหารจัดการองค์กรตามกรอบแนวคิด McKinsey’s 7S 
ของห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ โรงพยาบาลชุมชน

สังกัดกระทรวงสาธารณสุข เขตสุขภาพที่ 11

ทวีศักดิ์ สายอ๋อง1* สุปรีชา แก้วสวัสดิ์1 และ วิยดา กวานเหียน2

1หลักสูตรสาธารณสุขศาสตรมหาบัณฑิต สำ�นักวิชาสาธารณสุขศาสตร์ มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์ จังหวัดนครศรีธรรมราช
2หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิคการแพทย์) สำ�นักวิชาสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์ จังหวัดนครศรีธรรมราช

บทคัดย่อ
	 การผา่นการรบัรองระบบบรหิารคณุภาพของหอ้งปฏบิตักิารทางการแพทย ์เปน็หลกัประกนัคณุภาพ

และสร้างความน่าเชื่อถือของผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีประสิทธิภาพ การวิจัยเชิงพรรณนาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์
เพื่อศึกษา การบริหารจัดการองค์กรตามกรอบแนวคิด McKinsey’s 7S ของห้องปฏิบัติการ และผลต่อความ
สำ�เร็จในการขอรับรองระบบบริหารคุณภาพตามมาตรฐานงานเทคนิคการแพทย์ กลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา
จำ�นวน 114 คน ประกอบด้วย นักเทคนิคการแพทย์ ร้อยละ 75.44 และเจ้าพนักงานวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
ร้อยละ 24.56 จากโรงพยาบาลชุมชน 32 แห่ง สังกัดกระทรวงสาธารณสุข เขตสุขภาพที่ 11 ซึ่งผ่านการรับรอง
ระบบบริหารคุณภาพและธำ�รงรักษาคุณภาพการพัฒนาอย่างต่อเนื่องจากสภาเทคนิคการแพทย์ เก็บรวบรวม
ขอ้มลูโดยใช้แบบสอบถามทีผู่ว้จิยัพฒันาขึน้ และวเิคราะหข์อ้มลูโดยใชส้ถติเิชงิพรรณนา (descriptive statistics) 
เพื่อบรรยายข้อมูลคุณลักษณะประชากรและระดับคะแนนเฉล่ียความคิดเห็นต่อการบริหารจัดการองค์กรตาม
กรอบแนวคิด McKinsey’s 7S ผลการวิจัยพบว่า ร้อยละ 64.00 ของบุคลากรมีระดับคะแนนเฉล่ียความ 
คิดเห็นต่อการบริหารจัดการองค์กรตามกรอบแนวคิด McKinsey’s 7S ภาพรวมอยู่ในระดับสูง (x = 3.95, 
S.D. = 0.59) เมื่อพิจารณารายด้าน พบว่า คะแนนเฉล่ียความคิดเห็นต่อการบริหารจัดการองค์กรเรียงจาก 
มากไปน้อย ได้แก่ ด้านค่านิยมร่วมและวัฒนธรรมองค์กร (x = 4.09, S.D. = 0.54) ด้านความชัดเจนของ
ยุทธศาสตร์ (x = 4.06, S.D. = 0.56) ด้านความชัดเจนของโครงสร้างองค์กร (x = 4.03, S.D. = 0.55)  
ด้านความพร้อมของระบบงาน (x = 3.95, S.D. = 0.51) ด้านทักษะของบุคลากร (x = 3.89, S.D. = 0.58) 
ด้านรูปแบบภาวะผู้นำ� (x = 3.84, S.D. = 0.82) และด้านบุคลากร (x = 3.83, S.D. = 0.57) ส่วนปัญหา
อุปสรรคต่อการบริหารจัดการองค์กรพบว่ากลุ่มตัวอย่างร้อยละ 68.42 เห็นว่าควรให้มีการจัดสรรงบประมาณ
สนับสนุนและมีการพัฒนาบุคลากรและอัตรากำ�ลังคนให้เหมาะสมกับปริมาณงาน ดังนั้น องค์กรควรให้ความ
สำ�คัญกับปัจจัยการบริหารจัดการองค์กรทุกด้านอย่างเคร่งครัด เพื่อส่งเสริมกระบวนการพัฒนาคุณภาพในการ

ปฏิบัติงานของบุคลากร เพื่อนำ�พาองค์กรไปสู่ระดับคุณภาพสูงสุด 

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: thaveesaksaiongmph@gmail.com
รับบทความ: 22 มิถุนายน 2562 	 แก้ไขบทความ: 11 กันยายน 2562 	 รับตีพิมพ์บทความ: 24 กุมภาพันธ์ 2563

คำ�สำ�คัญ: 	การบริหารจัดการองค์กร ระบบบริหารคุณภาพ มาตรฐานงานเทคนิคการแพทย์ ห้องปฏิบัติการ
ทางการแพทย์ McKinsey’s 7S framework
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บทน�ำ
หอ้งปฏบิตักิารทางการแพทยเ์ปน็หนว่ยงาน

ที่มีความสำ�คัญต่อระบบบริการสุขภาพ มีบทบาทและ

หน้าที่ตรวจวิเคราะห์สิ่งส่งตรวจที่เก็บจากผู้ป่วยและ

ผู้ใช้บริการ ด้วยกระบวนการทางวิทยาศาสตร์การ

แพทย์ และรายงานผลการตรวจวเิคราะห ์เพือ่วนิจิฉยั 

รกัษา ตดิตามการรกัษา ควบคมุ ปอ้งกนั และเฝา้ระวงั

การเกิดโรค ตลอดจนวางแผนการให้บริการ 

ด้านสุขภาพเพื่อช่วยสนับสนุนการรักษาได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ(1) การดำ�เนินงานที่มีคุณภาพด้วยระบบ

มาตรฐานจึงช่วยสนับสนุนการให้บริการมีความน่า 

เชื่อถือและนำ�ไปใช้ ได้อย่างมีประสิทธิภาพมากขึ้น  

จากรายงานความแม่นยำ�ของการวินิจฉัยโรคทาง 

การแพทย์ พบว่าร้อยละ 60-80 ที่มีผลการตรวจจาก 

หอ้งปฏบิตักิารรว่มดว้ยจะมคีวามไวและความจำ�เพาะ

มากกว่าการตรวจร่างกายเพียงอย่างเดียว นอกจากนี้ 

มีการคาดการณ์ว่า ร้อยละ 6-12 ส่งผลให้เกิดความ

เสี่ยงและผลข้างเคียงจากการรักษา และร้อยละ  

26-30 ของความผิดพลาดดังกล่าวจะส่งผลเสีย 

ต่อผู้รับบริการและระบบการดูแลรักษา(2) มาตรฐาน 

ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์จึงเป็นข้อกำ�หนดสำ�คัญ

ของระบบคุณภาพ ที่ทำ�ให้ผลวิเคราะห์ถูกต้องตาม

หลักวิชาการและเชื่อถือได้ และสามารถนำ�ไปใช้ได้

อย่างมปีระสิทธภิาพ เพือ่รองรบัปญัหาสาธารณสขุของ

พื้นที่โดยการสร้างเครือข่ายการบริการในแต่ละระดับ

และการสรา้งความรว่มมอืในเขตพืน้ที่ใหส้อดคลอ้งกบั

แผนพัฒนาระบบบริการสุขภาพ ห้องปฏิบัติการ

ทางการแพทย์จึงจำ�เป็นต้องได้รับการพัฒนาการ

รับรองมาตรฐาน

การรับรองระบบคุณภาพห้องปฏิบัติการ  

(accreditation) เปน็กระบวนการตรวจประเมนิระบบ

คุณภาพห้องปฏิบัติการ ที่มีการวางระบบพัฒนา

คุณภาพตามเกณฑ์และเงื่อนไขการรับรองตามมติ 

สภาเทคนิคการแพทย์ที่จะช่วยสร้างความน่าเชื่อถือ 

เป็นหลักประกันคุณภาพทางห้องปฏิบัติการ(3) และ

สนับสนุนระบบบริการสุขภาพได้อย่างมีประสิทธิภาพ

และประสิทธิผล ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์จะได้

รบัการประเมนิและรบัรองคณุภาพดว้ยมาตรฐานสากล

คือ ISO 15189(4) ส่วนมาตรฐานระดับชาติ คือ

มาตรฐานงานเทคนิคการแพทย์(1) และมาตรฐาน 

หอ้งปฏิบตักิารทางการแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข(5) 

ที่กำ�หนดขึ้นเพื่อให้ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ใช้

เป็นแนวทางในการจัดตั้งระบบคุณภาพ บำ�รุงรักษา

และพฒันาคณุภาพอยา่งตอ่เนือ่งทัง้ระบบ ซึง่เปน็การ

ประเมินความพร้อมห้องปฏิบัติการว่าได้ปฏิบัติตาม

ระบบคุณภาพอย่างสมบูรณ์ และยึดถือโดยพนักงาน

ทกุระดบั ทัง้นีต้อ้งครอบคลุมการตรวจสอบเชงิบรหิาร

จัดการระบบคุณภาพ เชิงเทคนิควิชาการ และระบบ

ความปลอดภัย

ด้วยเหตุนี้ การขอรับรองมาตรฐานห้อง

ปฏิบัติการทางการแพทย์จึงไม่ ได้พิจารณาเฉพาะ

คณุภาพของการตรวจวเิคราะหเ์ทา่นัน้ แตจ่ะรวมความ

พรอ้มของกระบวนการบรหิารงานภายในหอ้งปฏบิตักิาร

ทางการแพทย์ ด้วยเหตุนี้หลักการบริหารจึงเข้า 

มามีบทบาทอย่างมากในงานห้องปฏิบัติการทาง 

การแพทย์ ซึ่งประกอบด้วยการจัดทำ�แผนกลยุทธ์ 

การบริหารทรัพยากรมนุษย์ การบริหารต้นทุน และ

การประกันและควบคุมคุณภาพ ทำ�ให้ผู้บริหารงาน 

ห้องปฏิบัติการยุคใหม่ต้องมีความรู้และความเข้าใจ 

ในการบริหารอย่างรอบด้าน เพื่อให้สามารถรองรับ 

การเปลีย่นแปลงจากปจัจยัภายนอกองคก์ร เชน่ ภาวะ

เศรษฐกิจ การเปล่ียนแปลงทางสังคม และการ 

พัฒนาเทคโนโลยีต่างๆ และการเปล่ียนแปลงภายใน 

องค์กร เช่น การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างองค์กร  

การเปล่ียนแปลงด้านการบริหารทรัพยากรมนุษย์  

เพื่อเพิ่มศักยภาพการแข่งขันให้กับองค์กรได้อย่าง 

มีประสิทธิภาพ สามารถนำ�พาห้องปฏิบัติการทาง 

การแพทย์ไปสูค่วามสำ�เรจ็ในการขอรบัรองระบบบรหิาร
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คณุภาพ เครือ่งมอือยา่งหนึง่ทีม่กันำ�มาใชเ้พือ่วิเคราะห์

การบริหารจัดการองค์กร คือ แนวทางวิเคราะห์ปัจจัย

ภายในองค์กรด้วยกรอบแนวคิด McKinsey’s 7S  

ซึ่งได้รับการเผยแพร่ครั้งแรกในปี พ.ศ. 2523 โดย 

Robert Waterman, Tom Peter และ Julien  

Phillips แนวคิดนี้ได้นำ�เสนอว่าประสิทธิภาพของ

องค์กรธุรกิจเกิดจากความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัย 

ต่างๆ 7 ด้าน ประกอบด้วย 1. กลยุทธ์องค์กร  

(strategy) 2. โครงสรา้งองคก์ร (structure)  3. ระบบ

การปฏิบตังิาน (system) 4. บคุลากร (staff) 5. ทกัษะ 

ความรู้ ความสามารถ (skill) 6. รูปแบบการบริหาร

งาน (style) และ 7. ค่านิยมร่วม (shared values)(6) 

ซึง่ตวัแปรแตล่ะตวัมคีวามสอดคลอ้งและมคีวามสำ�คญั

ต่อการบริหารจัดการองค์กร จากการศึกษาวิจัยเชิง

ปรมิาณตามกรอบแนวคดิปจัจยัความสำ�เรจ็การบรหิาร

จัดการองค์กร McKinsey 7-S model พบว่ามี 

ปัจจัยที่มีผลต่อความสำ�เร็จของการพัฒนาองค์กร 

ซึ่งประกอบด้วย ความชัดเจนของยุทธศาสตร์ ความ

ชัดเจนของโครงสร้างองค์กร ความพร้อมของระบบ

งาน รูปแบบ ภาวะผู้นำ� บุคลากร ทักษะของบุคลากร 

และค่านิยมร่วมและวัฒนธรรมองค์กร(3, 7-9) ด้วยเหตุนี้ 

ผู้บริหารห้องปฏิบัติการทางการแพทย์จึงจำ�เป็นต้อง

แสวงหากลยุทธ์การบริหารจัดการองค์กร เพื่อพัฒนา

ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ไปสู่มาตรฐานคุณภาพ 

โรงพยาบาลชุมชนสังกัดกระทรวงสาธารณสุข 

เป็นโรงพยาบาลที่ ให้บริการเน้นหนักในด้านการ 

รักษาพยาบาลมากกว่าสถานบริการในระดับต้น ห้อง 

ปฏิบัติการทางการแพทย์จึงเป็นหนึ่งในหน่วยงาน 

ที่ต้องได้รับการรับรองมาตรฐานเพื่อตอบสนอง 

ต่อนโยบายที่มุ่งเน้นความปลอดภัยในการรักษาที่มี

มาตรฐาน ข้อมูลจากสภาเทคนิคการแพทย์พบว่า  

ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ โรงพยาบาลชุมชน 

สังกัดกระทรวงสาธารณสุข เขตสุขภาพที่ 11 ผ่านการ

รบัรองระบบบรหิารคุณภาพหอ้งปฏิบตักิารตามมาตรฐาน

งานเทคนิคการแพทย์ จำ�นวน 52 แห่ง คิดเป็น 

ร้อยละ 96.30 ผ่านการรับรองระบบบริหารคุณภาพ

รอบที่ 1, 2 และ 3 จำ�นวน 19, 27 และ 6 แห่ง  

คิดเป็นร้อยละ 35.19, 50.00 และ 11.11 ตามลำ�ดับ 

การผา่นการรบัรองระบบบรหิารคณุภาพตัง้แตค่รัง้ที ่2 

(Re- LA2) เปน็ตวัชีว้ดัความสำ�เรจ็การบรหิารจดัการ

ทางห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ขั้นการธำ�รงรักษา

คุณภาพการพัฒนาอย่างต่อเนื่องของห้องปฏิบัติการ

ทางการแพทย์ที่ผสานกันในด้านต่างๆ ทั้งด้านการ

วางแผนทรัพยากรและการจัดการ ด้านการให้บริการ

และการบรหิารคณุภาพ และความปลอดภยั เพือ่แสดง

ถึงประสิทธิภาพ ประสิทธิผล ความรวดเร็ว การตอบ

สนองต่อผู้รับบริการ และคุณภาพของห้องปฏิบัติการ

จากความสำ�คัญดังกล่าว การบริหารห้อง

ปฏิบตักิารทางการแพทย์ใหม้คีณุภาพจำ�เปน็ตอ้งมกีาร

ศึกษาการบริหารจัดการองค์กรของห้องปฏิบัติการ

ทางการแพทยต์ามมาตรฐาน เพือ่ใชเ้พิม่ศกัยภาพและ

ขีดความสามารถ และเป็นแนวทางให้ผู้บริหารห้อง

ปฏบิตักิารและผูบ้รหิารระดบัสงูเลง็เหน็ความสำ�คญัใน

การปรับกลยุทธ์การบริหารจัดการเพิ่มศักยภาพการ

แข่งขันเพื่อให้ผู้ป่วยได้รับการบริการรักษาพยาบาลที่

มีคุณภาพและมีมาตรฐาน ดังนั้น การศึกษาวิจัยครั้งนี้

จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการบริหารจัดการองค์กร

ตามกรอบแนวคดิ McKinsey’s 7S ของหอ้งปฏบิตักิาร

ทางการแพทย์โรงพยาบาลชุมชนสังกัดกระทรวง

สาธารณสุข เขตสุขภาพที่ 11 เพื่อศึกษาแนวทาง

พฒันาการบรหิารจดัการหอ้งปฏบิตักิารทางการแพทย ์

และเป็นตัวอย่างในการพัฒนาห้องปฏิบัติการให้ธำ�รง

รักษาคุณภาพอย่างต่อเนื่องตามมาตรฐานงานเทคนิค

การแพทย์และมาตรฐานสากล ตลอดจนให้หน่วยงาน

อืน่ทีเ่กีย่วขอ้งไดน้ำ�ไปสง่เสรมิใหม้กีารศกึษา วางแผน 

และกำ�หนดเป็นนโยบายเพื่อปรับปรุงการบริหาร

จัดการภายในองค์กรให้ดียิ่งขึ้นต่อไป 
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วัสดุและวิธีการ
การศึกษาครั้งนี้เป็นการวิจัยพรรณนา โดย

เก็บรวบรวมขอ้มลูจากหอ้งปฏบิตักิารทีผ่า่นการรบัรอง

ระบบบรหิารคณุภาพและธำ�รงรกัษาคณุภาพการพฒันา

อย่างต่อเนื่อง (Re-LA) ในโรงพยาบาลชุมชน สังกัด

กระทรวงสาธารณสุข เขตสุขภาพที่ 11 ระหว่างเดือน

ธันวาคม พ.ศ. 2561 ถึงเดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ. 2562 

การวิจัยครั้งนี้ได้ผ่านการพิจารณาโดยคณะกรรมการ

จริยธรรมการวิจัยในมนุษย์มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์ 

ตามเอกสารเลขที่ WU-EC-AH-2-138-61 

ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง: บุคลากร

ตำ�แหน่งนักเทคนิคการแพทย์ และเจ้าพนักงาน

วิทยาศาสตร์การแพทย์ โรงพยาบาลชุมชนขนาดเล็ก 

(first - level hospital:  F3) จนถงึโรงพยาบาลชมุชน

แม่ข่าย (middle-level hospital: M2) สังกัด

กระทรวงสาธารณสุข เขตสุขภาพที่ 11 ที่ผ่านการ

รบัรองระบบบรหิารคณุภาพและธำ�รงรกัษาคณุภาพการ

พัฒนาอย่างต่อเนื่อง (Re-LA) 

เครื่องมือท่ีใช้ในการวิจัย: เก็บรวบรวม

ขอ้มูลโดยใช้แบบสอบถาม ผู้ใหข้อ้มลูสามารถตอบดว้ย

ตนเอง ตามเครื่องมือที่ผู้วิจัยได้พัฒนาขึ้น ประกอบ

ด้วย 3 ส่วน ได้แก่ 

1)	 แบบสอบถามข้อมูลทั่วไปแบบสำ�รวจ

รายการ

2)	 แบบสอบถามความคิดเหน็ตอ่การบรหิาร

จัดการองค์กรตามกรอบแนวคิด McKinsey’s 7S 

แบบมาตราส่วนประมาณค่า 5 ระดับ ตามรูปแบบ 

Likert’s scale 

3)	 แบบสอบถามข้อคำ �ถามปลายเปิด 

เก่ียวกับปญัหา อปุสรรคการทำ�งาน และขอ้เสนอแนะ  

การบริหารจัดการห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ตาม

มาตรฐานงานเทคนิคการแพทย์

การตรวจสอบคุณภาพเครือ่งมอื: ทดสอบ

ความเที่ยงตรงเชิงเนื้อหา (content validity) ผู้วิจัย

นำ�แบบสอบถามให้ผู้ทรงคุณวุฒิ 3 ท่าน ที่มีความ

เชี่ยวชาญในเนื้อหาพิจารณา หลังจากนั้นนำ�แบบ 

สอบถามที่ผ่านการตรวจสอบความเที่ยงตรงด้านเนื้อหา 

โครงสร้างของคำ�ถาม และภาษาของเครื่องมือวิจัยหา

ค่าดัชนีความสอดคล้อง (Index of item objective 

congruence; IOC)(10) หลังจากนั้นผู้วิจัยปรับปรุง

เนื้อหาตามคำ�แนะนำ�ของผู้ทรงคุณวุฒิ เพื่อให้แบบ 

สอบถามถูกต้องสมบูรณ์ก่อนนำ�ไปทดลองใช้กับกลุ่ม

ตัวอย่าง จำ�นวน 30 คน ที่มีคุณลักษณะใกล้เคียงกับ

กลุ่มตัวอย่างที่เก็บจริง ผู้วิจัยทดสอบความเที่ยงตรง

เชิงเนื้อหา ได้ค่า IOC เท่ากับ 0.67-0.99 และ

วิเคราะห์ความเชื่อมั่น (reliability) โดยวิธีของ  

Cronbach's Alpha(11) เพือ่หาคา่สมัประสทิธิแ์อลฟา 

(Alpha coefficient) ผูว้จัิยทดสอบความเชือ่มัน่ของ

แบบสอบถาม ได้เท่ากับ 0.97

การเก็บรวบรวมข้อมูล: เก็บรวบรวมข้อมูล 

โดยใช้แบบสอบถามที่สร้างขึ้น ทำ�หนังสือขอความ 

ร่วมมือตอบแบบสอบถาม และชี้แจงรายละเอียดการ

ทำ�วิจัยตามจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ โดยแจก

แบบสอบถามไปยังห้องปฏิบัติการแต่ละโรงพยาบาล 

คัดเลือกแบบสอบถามที่ได้รับคืนมาเฉพาะที่ตอบได้

ครบถ้วนสมบรูณ์ นำ�มาบนัทกึลงรหสั ตรวจใหค้ะแนน

ตามเกณฑ์ที่ได้กำ�หนดไว้ และนำ�ไปวิเคราะห์ข้อมูล 

โดยใช้โปรแกรมคอมพวิเตอรส์ำ�เรจ็รปูและจดัเกบ็ไฟล์

อิเล็กทรอนิกส์ในคอมพิวเตอร์ส่วนบุคคล

การวิเคราะห์ข้อมูล: วิเคราะห์ข้อมูลด้วย

สถิติเชิงพรรณนา (descriptive statistics) สรุป

บรรยายข้อมูลคุณลักษณะประชากรและการบริหาร

จัดการองค์กรตามกรอบแนวคิด McKinsey’s 7S 

โดยนำ�เสนอการแจกแจงความถ่ี (frequencies  

distribution) ค่าร้อยละ (percentage) ค่าเฉลี่ย

เลขคณิต (mean) และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  

(standard deviation, SD) 
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ผลการวิจัย
ผลการเก็บข้อมูลจากประชากร 127 คน  

ผู้วิจัยได้รับแบบสอบถามกลับมาจำ�นวน 114 ชุด  

ซึ่งมีผลการวิเคราะห์ข้อมูล ดังนี้

1. ข้อมูลทั่วไปของผู้ตอบแบบสอบถาม

ผลการวิเคราะห์ข้อมูลทั่วไปของบุคลากร 

ทีป่ฏิบตังิานในหอ้งปฏบิตักิารทางการแพทย ์ประกอบ

ด้วย เพศ อายุ สถานภาพสมรส ระดับการศึกษา 

ตำ�แหน่งงานปัจจุบัน ตำ�แหน่งราชการ ระยะเวลาการ

ปฏิบัติงาน และประสบการณ์การฝึกอบรม พบว่าจาก

จำ�นวนประชากรทัง้หมด 127 คน ไดร้บัแบบสอบถาม

กลับมา 114 ชุด (ร้อยละ 89.76) ส่วนใหญ่เป็นเพศ

หญิง 96 คน (ร้อยละ 84.22) อายุระหว่าง 31-40 ปี 

จำ�นวน 55 คน (ร้อยละ 48.25) สถานภาพสมรส  

62 คน (ร้อยละ 54.39) ระดับการศึกษาปริญญาตรี 

หรือเทียบเท่า 90 คน (ร้อยละ 78.95) ตำ�แหน่ง 

นกัเทคนคิการแพทย ์86 คน (รอ้ยละ 75.44) ตำ�แหนง่

ข้าราชการ 90 คน (ร้อยละ 78.95) ระยะเวลาที่ 

ปฏิบัติงานมากกว่า 5 ปี 85 คน (ร้อยละ 74.56) เคย

เข้าร่วมการฝึกอบรมการรับรองระบบบริหารคุณภาพ

ตามมาตรฐานงานเทคนิคการแพทย์ 91 คน (ร้อยละ 

79.82) ส่วนใหญ่มปีระสบการณ์การเขา้รว่ม 1-2 ครัง้ 

55 คน (ร้อยละ 48.25) และห้องปฏิบัติการทาง 

การแพทย์ส่วนใหญ่ผ่านการรับรองระบบบริหาร

คุณภาพครั้งที่ 2 (Re-LA2) 28 แห่ง (ร้อยละ 87.5) 

จำ�นวนบุคลากร 80 คน ร้อยละ 70.18 (Table 1)

Table 1 Demographic characteristics of respondents (n = 114)

Demographic characteristic Number Percent

Level

Very low Low Moderate More Most

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

Sex

 Male 18 15.78 0(0.00) 0(0.00) 2(1.75) 12(10.53) 4(3.51)

 Female 96 84.22 0(0.00) 0(0.00) 10(8.77) 61(53.51) 25(21.93)

Age (year)

 ≤ 30 33 28.95 0(0.00) 0(0.00) 4(3.51) 24(21.05) 5(4.39)

 31-40 53 46.49 0(0.00) 0(0.00) 3(2.63) 33(28.95) 17(14.91)

 41-50 17 14.91 0(0.00) 0(0.00) 5(4.39) 9(7.89) 3(2.63)

 ≥ 51 11 9.65 0(0.00) 0(0.00) 0(0.00) 7(6.14) 4(3.51)

Status

 Single 46 40.35 0(0.00) 0(0.00) 7(6.14) 33(28.95) 6(5.26)

 Married 62 54.39 0(0.00) 0(0.00) 5(4.39) 39(34.21) 18(15.79)

 Divorced 6 5.26 0(0.00) 0(0.00) 0(0.00) 1(0.88) 5(4.39)
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Table 1 Demographic characteristics of respondents (n = 114) (Continued)  

Demographic characteristic Number Percent

Level

Very low Low Moderate More Most

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

Education

 Certificate in Medical 14 12.28 0(0.00) 0(0.00) 1(0.88) 8(7.02) 5(4.39)

 Science Officer

 Bachelor degree or 90 78.95 0(0.00) 0(0.00) 10(8.77) 57(50.00) 23(20.18)

 equivalent

 Master degree and higher 10 8.77 0(0.00) 0(0.00) 1(0.88) 8(7.02) 1(0.88)

Position

 Medical Science Officer 28 24.56 0(0.00) 0(0.00) 3(2.63) 17(14.91) 8(7.02)

 Medical Technologist 86 75.44 0(0.00) 0(0.00) 9(7.89) 56(49.12) 21(18.42)

Official position

 Government officer 90 78.95 0(0.00) 0(0.00) 10(8.77) 56(49.12) 24(21.05)

 Ministry of Public Health 9 7.89 0(0.00) 0(0.00) 0(0.00) 7(6.14) 2(1.75)

 employees

 Government employees 15 13.16 0(0.00) 0(0.00) 2(1.75) 10(8.77) 3(2.63)

 Employees

Work experience (year)

 1-2 16 14.04 0(0.00) 0(0.00) 2(1.75) 12(10.53) 2(1.75)

 3-4 13 11.40 0(0.00) 0(0.00) 2(1.75) 8(7.02) 3(2.63)

 ≥ 5 85 74.56 0(0.00) 0(0.00) 8(7.02) 53(46.49) 24(21.05)

Training experience, Certification of Laboratory Accreditation

 Yes (time) 91 79.82 0(0.00) 0(0.00) 6(5.26) 61(53.51) 24(21.05)

 1-2 55 48.25 0(0.00) 0(0.00) 3(2.63) 37(32.46) 15(13.16)

 3-4 21 18.42 0(0.00) 0(0.00) 3(2.63) 13(11.40) 5(4.39)

 ≥ 5 15 13.16 0(0.00) 0(0.00) 0(0.00) 11(9.65) 4(3.51)

 No 23 20.18 0(0.00) 0(0.00) 6(5.26) 12(10.53) 5(4.39)
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2. 	ผลการวิเคราะหข้์อมูลการบรหิารจดัการองคก์ร

ตามกรอบแนวคิด McKinsey’s 7S

ผลการวิเคราะห์ข้อมูลการบริหารจัดการ

องค์กรตามกรอบแนวคิด McKinsey’s 7S ของ

บุคลากรที่ปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ 

โรงพยาบาลชุมชนสังกัดกระทรวงสาธารณสุข  

เขตสุขภาพที่ 11 ที่ผ่านการรับรองระบบบริหาร

คุณภาพและธำ�รงรักษาคุณภาพการพัฒนาอย่าง 

ต่อเนื่อง (Re-LA) การศึกษาครั้งนี้ ประกอบด้วย

ความชัดเจนของยุทธศาสตร์ ความชัดเจนของ

โครงสร้างองค์กร ความพร้อมของระบบงาน รูปแบบ

ภาวะผู้นำ� บุคลากร ทักษะของบุคลากร และค่านิยม

ร่วมและวัฒนธรรมองค์กร 

2.1		ผลการศึกษาการบริหารจัดการองค์กร 

ตามกรอบแนวคิด McKinsey’s 7S จำ�แนกตาม

คุณลักษณะประชากร พบว่า บุคลากรที่ปฏิบัติงานใน

ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์มีระดับคะแนนความ 

คิดเห็นเฉล่ียต่อการบริหารจัดการองค์กรตามกรอบ

แนวคิด McKinsey’s 7S ส่วนใหญ่อยู่ในระดับสูง 

ประกอบด้วย บุคลากรเพศหญิง 61 คน (ร้อยละ 

63.54) อายุอยู่ในช่วง 31-40 ปี จำ�นวน 33 คน  

(ร้อยละ 62.26) สถานภาพโสด 39 คน (ร้อยละ 

62.90) ตำ�แหน่ง นักเทคนิคการแพทย์ 56 คน  

(ร้อยละ 65.12) ตำ�แหน่งข้าราชการ 56 คน (ร้อยละ 

62.22) ระยะเวลาทีป่ฏบิตังิาน 5 ปขีึน้ไป 53 คน (รอ้ย

ละ 62.35) เคยได้รับการฝึกอบรมมาตรฐานงาน

เทคนิคการแพทย์ 61 คน (ร้อยละ 67.03) และ 

ส่วนใหญ่เคยเข้ารับการฝึกอบรม 1-2 ครั้ง 37 คน 

(ร้อยละ 67.27) (Table 1)

2.2 ผลการศึกษาการบริหารจัดการองค์กร 

ตามกรอบแนวคิด McKinsey’s 7S พบว่า บุคลากร

ที่ปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการทางการแพทย์มีระดับ

คะแนนความคดิเหน็เฉลีย่ตอ่การบรหิารจดัการองคก์ร

ตามกรอบแนวคิด McKinsey’s 7S ภาพรวมอยู่ใน

ระดับสูง (x = 3.96, SD = 0.72) เมื่อพิจารณาราย

ด้านพบว่า บุคลากรมีความเห็นว่าห้องปฏิบัติการ

ทางการแพทย์มีคะแนนเฉลี่ยด้านค่านิยมร่วมและ

วัฒนธรรมองค์กรสูงที่สุด (x = 4.09, SD = 0.65) 

รองลงมาคือด้านความชัดเจนของยุทธศาสตร์ (x = 

4.06, SD = 0.65) ด้านความชัดเจนของโครงสร้าง

องค์กร (x = 4.03, SD = 0.72) ด้านความพร้อมของ

ระบบงาน (x = 3.95, SD = 0.67) ด้านทักษะของ

บุคลากร (x = 3.89, SD = 0.70) ด้ าน 

รูปแบบภาวะผู้นำ� (x = 3.84, SD = 0.90) และด้าน

บุคลากร มีคะแนนเฉลี่ยต่ำ�สุด (x = 3.83, SD = 

0.74) (Table 2)

	

3.	 ผลการวิเคราะห์ปัญหา/อุปสรรคและข้อเสนอ

แนะ การบริหารจัดการห้องปฏิบัติการทางการ

แพทย์เพื่อขอรับการรับรองระบบบริหารคุณภาพ

หอ้งปฏบิตักิารตามมาตรฐานงานเทคนคิการแพทย์

จากข้อคำ�ถามปลายเปิด เมื่อนำ�มาวิเคราะห์ 

ผู้วิจัยสรุปเป็นประเด็นปัญหาและอุปสรรค พบว่า

บุคลากรส่วนใหญ่แสดงความคิดเห็น (ร้อยละ 68.42) 

ในกลุ่มที่แสดงความคิดเห็นส่วนใหญ่มองว่าปัญหา

และอุปสรรคต่อการพัฒนาคือ ด้านงบประมาณ 

การสนับสนุน (ร้อยละ 28.07) รองลงมาคือด้าน

กระบวนการพัฒนาบุคลากร/ อัตรากำ�ลังคน จำ�นวน

บุคลากรมีไม่เพียงพอต่อการดำ�เนินงานตามเกณฑ์

มาตรฐาน (ร้อยละ 23.68) ด้านภาระงานที่ได้รับมอบ

หมาย (ร้อยละ 10.53) และด้านนโยบายระดับ 

หน่วยงาน/ โรงพยาบาล (ร้อยละ 6.14) (Table 3)
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Table 2	 The average scores (X), standard deviation (SD) and interpretation level of organizational 
management according to McKinsey’s 7S framework (n = 114)

Organizational management according to
McKinsey’s 7S framework

X SD Interpretation level

Shared Values 4.09 0.65 High 

Strategy 4.06 0.65 High 

Structure 4.03 0.72 High 

Systems 3.95 0.51 High 

Skills 3.95 0.67 High 

Style 3.84 0.90 High 

Staff 3.83 0.74 High 

Total 3.96 0.72 High 

Table 3  Problems and obstacles to obtaining laboratory accreditation

Issues Number Percent

Comment 78 68.42

1. Budget 32 28.07

2. Human resource development/ Staff 27 23.68

3. Work load 12 10.53

4. Policy 7 6.14

No comment 36 31.58

Total 114 100

วิจารณ์และสรุป
ผลการศึกษาการบริหารจัดการองค์กรตาม

กรอบแนวคิด McKinsey’s 7S ของห้องปฏิบัติการ

ทางการแพทย์ โรงพยาบาลชุมชนสังกัดกระทรวง

สาธารณสุข เขตสุขภาพที่ 11 ที่ผ่านการรับรองระบบ

บรหิารคณุภาพและธำ�รงรกัษาคณุภาพการพฒันาอย่าง

ต่อเนื่อง (Re-LA) จากสภาเทคนิคการแพทย์ พบว่า 

บุคลากรส่วนใหญ่มีคะแนนเฉลี่ยความคิดเห็นต่อการ

บรหิารจดัการหอ้งปฏบิตักิารทางการแพทยภ์าพรวมอยู่

ในระดับสูงทุกด้าน (x = 3.96, SD = 0.72) อธิบาย

ได้ว่า บุคลากรนักเทคนิคการแพทย์และเจ้าพนักงาน

วิทยาศาสตร์การแพทย์มีการทำ�งานที่มุ่งเน้นพัฒนา

คณุภาพตามมาตรฐานวชิาชพีเปน็หลกัสำ�คญั เนือ่งจาก

งานหอ้งปฏบิตักิารทางการแพทยเ์ปน็งานบรกิารทีต่อ้ง
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เก่ียวข้องกับคณุภาพชวีติของผูร้บับรกิาร ความถกูตอ้ง 

แม่นยำ� จากการตรวจวิเคราะห์เป็นหลักในการสร้าง

ความน่าเชือ่ถือทีท่ำ�ใหผู้ร้บับรกิารยอมรบั(12) บคุลากร

จึงมุ่งมั่นพัฒนาระบบบริหารคุณภาพเพื่อให้ได้รับการ

รับรองจากสภาวิชาชีพ จากข้อมูลที่ได้ศึกษา พบว่า 

มหีอ้งปฏิบตักิารทางการแพทยท์ีผ่า่นการรบัรองระบบ

บรหิารคณุภาพและธำ�รงรกัษาคณุภาพการพฒันาอยา่ง

ต่อเนื่องครั้งที่ 2 (Re-LA2) ถึงร้อยละ 70.18 แสดง

ว่าแรงจูงใจภายในของบุคลากรเป็นปัจจัยสำ�คัญที่ 

ส่งผลให้การปฏิบัติงานประสบความสำ�เร็จได้ ทั้งใน

ดา้นการรกัษาและการพฒันาระบบคุณภาพควบคู่ไปดว้ย 

ส่งผลใหบ้คุลากรรูส้กึพงึพอใจที่ไดป้ฏบิตังิานทีท่า้ทาย

ความสามารถและพงึพอใจในความรู ้ความสามารถใน

การปฏิบัติงานของตนเอง ทำ�ให้ปฏิบัติงานด้วยความ

ตั้งใจอย่างเต็มกำ�ลังความสามารถ ปรารถนาที่จะก้าว

ไปสู่ความสำ�เร็จในการสร้างมาตรฐานให้กับห้องปฏิบัติการ 

ทางการแพทยม์ุง่มัน่และใชค้วามพยายามมากขึน้เพือ่

บรรลุเปา้หมายทีต่อ้งการ(13) สามารถพฒันาองคก์รไป

สู่คุณภาพดังคำ�อธิบายรายด้านเรียงตามระดับคะแนน

เฉลี่ยการบริหารจัดการองค์กรจากมากไปน้อย ดังนี้

ด้านค่านิยมร่วมและวัฒนธรรมองค์กร 

พบว่า คะแนนเฉลี่ยการบริหารจัดการองค์กรอยู่ใน

ระดับสูง (x = 4.09, SD = 0.65) เนื่องจากบุคลากร 

ที่ปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ ใน 

โรงพยาบาลเหล่านี้มีแนวคิด การเรียนรู้ร่วมกันและ

ปฏิบัติจนเป็นรูปแบบการปฏิบัติงานที่มีอิทธิพลต่อ

องค์กร ทำ�ให้ห้องปฏิบัติการผ่านมาตรฐาน เมื่อ

พิจารณาคำ�ถามรายข้อพบว่า บุคลากรมีความซื่อสัตย์

สุจริตในการปฏิบัติงาน มีคะแนนเฉลี่ยอยู่ในระดับสูง 

(x = 4.26, SD = 0.64) แสดงว่าวัฒนธรรมองค์กร

ของห้องปฏิบัติการทางการแพทย์มุ่งเน้นการทำ�งาน

อย่างมีคุณธรรมและจริยธรรมที่บุคลากรต้องรับรู้และ

ปฏิบัติร่วมกัน ซึ่งเป็นค่านิยมร่วมและเป็นวัฒนธรรม

องคก์ร สะทอ้นใหเ้หน็กระบวนการคิด และการตัดสนิใจ 

การปฏิบัติงานที่เป็นไปในทางเดียวกัน สอดคล้องกับ

การศึกษารายข้อ ที่พบว่าบุคลากรมีความมุ่งมั่น 

ในการพัฒนาองค์กรตามเป้าหมายที่กำ�หนดไว้ (x = 

4.13, SD = 0.59) ค่านิยมร่วมและวัฒนธรรมองค์กร

จึงเป็นเสมือนรากแก้วขององค์กรที่จะช่วยส่งเสริม

ให้การปฏิบัติงานบรรลุเป้าหมายที่กำ�หนดไว้(9) อีกทั้ง 

ยังพบว่าค่านิยมร่วมและวัฒนธรรมองค์กรส่งผลต่อ

ประสิทธิผลการทำ�งานของบุคลากรในองค์กร(14, 15) 

เนื่องจากวัฒนธรรมองค์กรจะช่วยหล่อหลอมให้

บุคลากรที่ปฏิบัติงานมีความผูกพันต่อองค์กร ซึ่งจาก

ข้อคำ�ถามรายข้อพบว่า บุคลากรที่ปฏิบัติงานในห้อง

ปฏิบัติการทางการแพทย์มีความผูกพันและผลักดัน 

ให้หน่วยงานพัฒนาตามเกณฑ์มาตรฐานงานเทคนิค

การแพทย์ มีคะแนนเฉลี่ยอยู่ในระดับสูง (x = 3.68,  

SD = 0.72) นอกจากนี้ยังทำ�ให้บุคลากรเกิดการ 

ปรับตัวที่เหมาะสมกับการเปล่ียนแปลงของสภาพ

แวดล้อมทั้งภายในและภายนอกองค์กร ทั้งนี้เพราะ 

คา่นยิมรว่มและวฒันธรรมขององคก์รเปน็รากฐานของ

ระบบการบริหาร และวิธีปฏิบัติของบุคลากร หาก

บุคลากรมีการปฏิบัติตามหรือมีวัฒนธรรมที่เข้มแข็ง

ย่อมทำ�ให้การดำ�เนินงานบรรลุความสำ�เร็จสามารถ

พัฒนาไปสู่คุณภาพได้ตามเป้าหมาย(16) ยังสอดคล้อง

กับการศึกษาของทิพย์วรรณ จูมแพง กุหลาบ  

รัตนสัจธรรม และวัลลภ ใจดี(17) และอนุพงษ์  

อินฟ้าแสง(18) ที่พบว่าค่านิยมร่วมขององค์กรมีความ

สัมพันธ์ทางบวกและมีผลต่อการพัฒนาระบบบริหาร

คุณภาพในการปฏิบัติงาน 

ด้านความชัดเจนของยุทธศาสตร์ พบว่า 

คะแนนเฉล่ียการบริหารจัดการองค์กรอยู่ในระดับสูง 

(x = 4.06, SD. = 0.65) อธิบายได้ว่า ความชัดเจน

ของยุทธศาสตร์ทำ�ให้การทำ�งานของบุคลากรและ

องค์กรบรรลุเป้าหมายที่ต้องการอย่างมีประสิทธิภาพ

และประสิทธิผลได้(19) แต่ทั้งนี้องค์กรต้องมีการ

กำ�หนดวิสัยทัศน์ พันธกิจ วัตถุประสงค์ เป้าหมาย 
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ขององค์กรให้ชัดเจนทั้งในระยะสั้นและระยะยาว 

ร่วมไปกับการกำ�หนดโครงการหรือกิจกรรมต่างๆ 

จึงจะทำ�ให้องค์กรสามารถดำ�เนินงานตามพันธกิจ 

บรรลุวัตถุประสงค์ตามเป้าหมายที่กำ�หนดไว้(20) ทั้งนี้

พบว่า ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์มีการจัดทำ�แผน

ปฏิบตักิารทีส่อดคลอ้งกบัยทุธศาสตร์ในการดำ�เนนิการ

พัฒนาองค์กร มีคะแนนเฉลี่ยอยู่ในระดับสูง (x = 
4.11, SD = 0.67) ขณะเดียวกันผู้บริหารและ

พนักงานต้องมีการตื่นตัวต่อการเปลี่ยนแปลง เห็น 

โอกาสใหม่ๆ และข้อจำ�กัดที่อาจเกิดขึ้นในการทำ�งาน 

เปิดโอกาสให้ผู้ร่วมงานในระดับต่างๆ มีส่วนร่วม 

ในการบริหารงาน(21) อย่างไรก็ตามการพัฒนาห้อง 

ปฏบิตักิารทางการแพทย์ไปสูก่ารรบัรองมาตรฐานตอ้ง

มีการบริหารกลยุทธ์ที่ดี การกำ�หนดกลยุทธ์ที่ชัดเจน

จะเป็นปัจจัยบวกที่สามารถทำ�นายความสำ�เร็จในการ

พัฒนาคุณภาพการบริหารจัดการขององค์กรได้(17)  

จากการศกึษาคร้ังนี ้พบวา่ หอ้งปฏิบตักิารทางการแพทย์

ส่วนใหญ่มีการกำ�หนดยุทธศาสตร์ที่ชัดเจน และมี

แผนการดำ�เนินงานสอดคล้องตามมาตรฐานคุณภาพ 

มคีะแนนเฉลีย่อยู่ในระดบัสงู (x = 4.11, SD = 0.67) 

ด้วยเหตุนี้การบริหารกลยุทธ์ที่มีประสิทธิภาพจะเป็น

จุดเริ่มต้นที่ดีด้วยการมีแผนยุทธศาสตร์ที่เหมาะสม 

กับสภาพแวดลอ้มทัง้ภายในและภายนอกองคก์ร และ

ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์มีการทบทวนแผนงาน

อย่างสม่ำ�เสมอ เหมาะสมกับสถานการณ์ปัจจุบัน มี

คะแนนเฉลี่ยอยู่ในระดับสูง (x = 3.91, SD = 0.68) 

อย่างไรก็ตามองคป์ระกอบของแผนยทุธศาสตรอ์งคก์ร

ต้องมีความสอดคล้องกลมกลืนกันเพื่อเป็นปัจจัยเกื้อ

หนุนซึ่งกันและกัน สอดคล้องกับการศึกษาปัจจัยที่มี

ผลตอ่ความสำ�เรจ็ในการไดร้บัการรบัรองระบบคณุภาพ

มาตรฐาน คือ การกำ�หนดกลยุทธ์และวิสัยทัศน์ที่

ชัดเจน ซึ่งมีความสัมพันธ์เชิงบวกกับความสำ�เร็จใน

การได้รับการรับรองระบบคุณภาพมาตรฐาน ISO 

9002 นอกจากนี้ยังสอดคล้องกับการศึกษาของ 

รุ่งชัชดาพร เวหะชาติ(22) ที่ได้อธิบายไว้ว่า ปัจจัย 

ด้านการวางแผนกลยุทธ์มีผลต่อการพัฒนาในเรื่อง 

การบริหารคุณภาพทั่วทั้งองค์กร และสอดคล้อง 

กับการศึกษาของพวงผกา มะเสนา และ ประณต  

นนัทยิะกุล(8) ทีอ่ธิบายไวว้า่ผูบ้รหิารควรใหค้วามสำ�คัญ

ในด้านกลยุทธ์องค์กรเป็นอันดับแรกเพื่อพัฒนา

องค์กรไปสู่คุณภาพ 

ด้านความชัดเจนของโครงสร้างองค์กร  

พบว่า คะแนนเฉลี่ยคุณภาพการบริหารจัดการองค์กร

อยู่ในระดับสูง (x = 4.03, SD = 0.72) เมื่อพิจารณา

จากข้อคำ�ถามรายข้อพบว่าห้องปฏิบัติการทางการ

แพทย์มีการจัดทำ�แผนผังการบังคับบัญชาของหน่วย

งานที่ชัดเจน มีคะแนนเฉลี่ยในระดับสูง (x = 4.32, 
SD = 0.68) ทำ�ให้การปฏิบัติงานมีความคล่องตัว

สามารถมอบหมายให้ผู้อื่นปฏิบัติหน้าที่แทนกันได้  

(x = 4.00, SD = 0.65) มีการกำ�หนดบทบาทหน้าที่

และจำ�นวนของบุคลากรไว้อย่างชัดเจน (x = 4.31, 
SD = 0.63) และเพยีงพอในการปฏิบตังิานใหป้ระสบ

ความสำ�เร็จอย่างมีประสิทธิภาพตามเกณฑ์มาตรฐาน

งานเทคนิคการแพทย์ อธิบายได้ว่าโครงสร้างองค์กร

เปน็สิง่สำ�คญัในการสรา้งอทิธพิลตอ่พฤตกิรรมของคน

ที่บ่งชี้ถึงหน้าที่ความรับผิดชอบ และเป็นการจัด

ระเบียบกิจกรรมต่างๆ ให้ประสบความสำ�เร็จ 

ตามเป้าหมายที่วางไว้ แสดงให้เห็นแผนภาพแสดง

ตำ�แหนง่งาน หนา้ทีง่านตา่งๆ และเส้นเชือ่มโยงความ

สัมพนัธ์ของงานตา่งๆ โครงสรา้งจะครอบคลุมแนวทาง 

กลไกการประสานงาน การติดต่อส่ือสารและระบบ

ต่างๆ ที่เกี่ยวเนื่องกัน เช่น การมอบหมายงาน การ

กำ�หนดตำ�แหน่งและหน้าที่การงานด้านต่างๆ อย่าง

ชัดเจน(23) บุคลากรย่อมปฏิบัติงานได้อย่างถูกต้อง

ทำ�ให้เกิดความแน่นอนในการประสานงาน ไม่ว่า

องคก์รจะมคีวามซบัซอ้นเพยีงใด ผูบ้รหิารและสมาชกิ

ในองค์กรก็จะสามารถทำ�งานร่วมกันได้ง่ายย่ิงขึ้น(24)

ตามแนวคิดของกูลิค และเออร์วิค(25) ที่ชี้ให้เห็นถึง
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ความสำ�คัญของการจัดรูปแบบโครงการหรือเค้าโครง

การบรหิารทีก่ำ�หนดอำ�นาจ หนา้ทีข่องแตล่ะหนว่ยงาน 

ย่อย รวมทั้งความชัดเจนในการกำ�หนดอำ�นาจหน้าที่

ตำ�แหน่งต่างๆ ของหน่วยงาน พร้อมกำ�หนดลักษณะ

และวิธีการติดต่องานที่สัมพันธ์กันตามลำ�ดับชั้นและ

อำ�นาจหน้าที่(26) สว่นแนวคดิการบรหิารจดัการภาครฐั

แนวใหมเ่สนอใหม้กีารปรบัเปลีย่นโครงสรา้งหนว่ยงาน

ราชการใหม้ขีนาดเลก็ลงในรูปแบบหนว่ยงานอิสระใน

กำ�กับโดยเฉพาะการแยกส่วนระหว่างภารกิจงานเชิง

พาณิชย์และไม่ใช่เชิงพาณิชย์ การโอนถ่ายอำ�นาจการ

ควบคุมจากส่วนกลางเพื่อให้อิสระและความคล่องตัว

แก่ผูบ้รหิารของแตล่ะหนว่ยงาน ดว้ยเหตนุีป้จัจยัดา้น

โครงสร้างองค์กรจึงส่งผลต่อความสำ�เร็จในการนำ�มา

ใช้เพื่อบริหารองค์กรเช่นกัน

ด้านความพร้อมของระบบงาน พบว่า

คะแนนเฉลี่ยคุณภาพการบริหารจัดการองค์กรอยู่ใน

ระดบัสงู (x = 3.95, SD = 0.67) กลา่วคอืความพรอ้ม

ในระบบการทำ�งานมีความสัมพันธ์กับความสำ�เร็จ 

ในการปฏิบัติงานและนำ�ไปสู่การรับรองมาตรฐาน 

ระบบบริหารคุณภาพ เนื่องจากความพร้อมการ 

จัดระบบการทำ�งาน (working system) ของห้อง

ปฏิบัติการทางการแพทย์ เช่น ระบบพัสดุ ซึ่งต้องได้

รบังบประมาณสนบัสนนุการดำ�เนนิการอยา่งเพยีงพอ 

ระบบสารสนเทศห้องปฏิบัติการ (Laboratory  

Information System; LIS) ระบบควบคุมคุณภาพ 

(Quality Control; QC) ซึ่งมีคะแนนเฉลี่ยอยู่ใน

ระดับสูง (x = 4.27, SD = 0.60) สามารถจัดการ

ความเสี่ยงเพื่อป้องกันข้อผิดพลาดภายในหน่วยงาน 

เช่น มีระบบรายงานอุบัติการณ์ ระบบ miss/near  

miss (x = 4.11, SD = 0.60) การมีกระบวนการและ

ลำ�ดับขั้นตอนการปฏิบัติงานที่เป็นระบบ (x = 4.11, 

SD = 0.56) ตลอดจนมีแนวทางประสานการ 

ทำ�งานภายในและภายนอกหน่วยงานเพื่อให้บรรลุ 

เป้าหมายที่กำ�หนด (x = 4.00, SD = 0.61) และ

สามารถนำ�ความคาดหวังของผู้รับบริการและผู้มีส่วน

ได้ส่วนเสีย มาช่วยผลักดันการพัฒนาหน่วยงาน (x = 

3.96, SD = 0.64) อธิบายได้ว่า ความสำ�เร็จที่เกิดขึ้น

เนื่องจากห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ได้ดำ�เนินงาน

ตามขอ้กำ�หนดมาตรฐานวชิาชพีเพือ่ใหก้ารดำ�เนนิงาน

ครบถ้วนและถูกต้องตามกระบวนการ ส่งผลให้

บุคลากรห้องปฏิบัติการมีระบบการทำ�งานที่ชัดเจน

และถูกต้อง สอดคล้องกับกลยุทธ์และโครงสร้างของ

องคก์ร นอกจากนีค้วามพรอ้มของระบบงานเปน็ปจัจยั

บวกทีส่ามารถทำ�นายความสำ�เรจ็ในการพฒันาคุณภาพ 

การบริหารจัดการภาครัฐโดยรวมและรายด้าน การ

วิเคราะห์ข้อมูล/ปัจจัยที่สนับสนุนการดำ�เนินงาน 

ด้านการรายงานข้อมูล แผน/ผลการดำ�เนินงานตาม 

ตัวชี้วัดด้านผลสัมฤทธิ์ การจัดการความรู้ของหน่วยงาน

ด้านความร่วมมือดำ�เนินการตามแผนปรับปรุง 

ระบบการเรียนรู้และด้านการให้ความร่วมมือในการ 

ดำ�เนินการตามแผนพัฒนาของหน่วยงานระดับเขต

กระทรวงสาธารณสุข อาจเนื่องจากระบบงานเป็นการ

ทำ�งานที่ประกอบด้วยระบบย่อยหลายระบบรวมกัน

และทำ�งานร่วมกันซึ่งต้องปฏิบัติงานเพื่อประโยชน์ 

หรือวัตถุประสงค์ร่วมกันหรืออย่างเดียวกัน ถือได้ว่า

เปน็กระจกสะทอ้นใหเ้หน็ถงึฐานะขององคก์ร(27) และ

พบว่าระบบงานในองค์กรมีความสัมพันธ์ทางบวกกับ

ความเป็นไปได้ของการนำ�ระบบคุณภาพ ISO 9002 

มาใช้กับการบริหารงานของกองตรวจคนเข้าเมือง ณ 

ทา่อากาศยานพบวา่ระบบงานดา้นระบบขอ้มลูมผีลตอ่

ผลสัมฤทธ์ิในการดำ�เนินงานตามแนวทางการจัดการ

องค์กร(35)

ด้านทักษะของบุคลากร พบว่า คะแนน 

เฉล่ียคุณภาพการบริหารจัดการองค์กรอยู่ในระดับสูง  

(x = 3.89, SD = 0.70) อธิบายได้ว่า บุคลากรที่

ปฏบิตังิานในหอ้งปฏบิตักิารทางการแพทยม์ทีกัษะและ

ความสามารถในการปฏิบัติงาน มีคะแนนเฉลี่ยอยู่ใน

ระดับสูง (x = 4.04, SD = 0.63) เนื่องจากบุคลากร
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ที่ปฏิบัติงานส่วนใหญ่เป็นนักเทคนิคการแพทย์ที่ผ่าน

การรับรองจากสภาวิชาชีพ คิดเป็นร้อยละ 75.44 

นอกจากนี้องค์กรยังมีการทบทวนผลการปฏิบัติงาน

ประจำ�ปีอย่างต่อเนื่องเพื่อทราบจุดอ่อน จุดแข็งของ

การปฏิบัติงานทำ�ให้บุคลากรมีการพัฒนาตัวเองและ

องค์กรอยู่ตลอดเวลา (x = 3.81, SD = 0.75)  

ทักษะที่ดีของบุคลากรจึงมีความสำ� คัญต่อการ 

ดำ�เนนิงานในองคก์รเพือ่ใหป้ระสบความสำ�เรจ็ไดต้าม 

เป้าหมายที่กำ�หนดไว้(26) บุคลากรมีความคิดริเริ่ม 

แสวงหาส่ิงใหม่ๆ  ในการปฏบิตังิานเพือ่ชว่ยผลกัดนัให้

หน่วยงานประสบผลสำ�เร็จตามเกณฑ์มาตรฐานงาน

เทคนิคการแพทย์ได้ (x = 3.68, SD = 0.72) ทั้งนี้

ผู้บริหารและบุคลากรควรได้รับการพัฒนาความรู้และ

เพิม่พนูประสบการณ์ในการทำ�งานอยา่งตอ่เนือ่ง เชน่ 

มีโอกาสเข้าร่วมการประชุม สัมมนา ศึกษาดูงาน  

(x = 3.94, SD = 0.76) ซึง่สอดคลอ้งกบัผลการศึกษา

ของสุนิสา ธิปัตย์ และบดินทร์ รัศมีเทศ (พ.ศ. 2558) 

ที่สรุปว่าบุคลากรที่มีทักษะและความชำ�นาญใน 

การปฏิบัติงานได้อย่ างเหมาะสมย่อมส่งผลให้ 

การทำ�งานมีประสิทธิภาพ และยังสอดคล้องกับผล 

การศึกษาของชาญณัฏฐ์ พรมพิงค์ และนรินทร์ชัย 

พัฒนพงศา(2) ที่อธิบายว่าบุคลากรที่ได้รับการศึกษา

อบรมอย่างต่อเนื่องจะทำ�ให้มีทักษะในการปฏิบัติงาน

ที่ดีขึ้น และนำ�ไปสู่การได้รับการรับรองมาตรฐาน

ดา้นรปูแบบภาวะผูน้ำ� พบวา่ คะแนนเฉลีย่

คุณภาพการบริหารจัดการองค์กรอยู่ ในระดับสูง  

(x = 3.84, SD = 0.90) เนื่องจากผู้บริหารระดับ

หัวหน้าห้องปฏิบัติการมีทัศนคติในการทำ�งานหรือ 

การบรหิารจัดการชว่ยผลกัดนัใหห้นว่ยงานพฒันาไปสู่

คุณภาพได้ (x = 3.93, SD = 0.89) ให้ความสำ�คัญ

และให้การสนับสนุนในการนำ�ระบบเกณฑ์มาตรฐาน

งานเทคนิคการแพทย์มาใช้ ช่วยสร้างขวัญกำ�ลังใจที่ดี

ในการปฏิบัติงาน (x = 3.78, SD = 0.93) เป็นแบบ

อย่างที่ดีของบุคลากรในหน่วยงาน (x = 3.75,  

SD = 0.93) และเปดิโอกาสใหซ้กัถามและแสดงความ

คดิเหน็เพือ่พฒันางานตามเกณฑม์าตรฐานงานเทคนคิ

การแพทย์ (x = 3.77, SD = 0.94) แสดงให้เห็นว่า

ผู้นำ�หรือผู้บริหารห้องปฏิบัติการเป็นผู้ที่มีทั้งศาสตร์

และศิลป์อยู่ ในตนเองที่สามารถสร้างการยอมรับ 

ของบุคลากร ให้เกิดความไว้วางใจและเชื่อใจว่า 

จะสามารถนำ�พาไปสู่ความสำ�เร็จ ทำ�ให้ ได้รับความ 

รว่มมอืและไดร้บัความเคารพนบัถอื ในยคุปฏริปูระบบ

สาธารณสุขผู้นำ�จึงไม่ใช่เพียงแต่มีความรู้เท่านั้นแต่

ต้องมีความสามารถในการจัดการและมีวิสัยทัศน์ 

ในการบรหิารงานสาธารณสขุ เทา่ทนัการเปลีย่นแปลง  

ผู้บริหารควรมีลักษณะที่สำ�คัญ คือ เป็นนักพัฒนา  

นักแก้ปัญหา นักตัดสินใจ นักประนีประนอม  

นักวางแผน ดังนั้นรูปแบบการบริหารที่เกิดขึ้นใน

องค์กรจึงเป็นไปตามลักษณะของผู้นำ�แต่ละองค์กร  

ซึง่ควรเปน็ผูท้ีส่ามารถสือ่สารวสิยัทศัน์ไดอ้ยา่งชดัเจน 

โดยผู้นำ�อาจเป็นผู้ที่ได้รับการเลือกตั้ง หรือแต่งตั้ง 

หรอืเปน็ผูท้ีแ่สดงตวัเปน็ผูม้อีทิธพิลในกลุม่เพือ่กำ�กบั

และประสานงานที่จะนำ�ไปสู่เป้าหมายด้วยพลังของ

กลุ่ม(28) กล่าวได้ว่าผู้นำ�ที่กล้าคิด กล้าทำ� กล้าตัดสินใจ 

และกลา้เปลีย่นแปลง เปน็ผูท้ีส่ามารถนำ�พาองคก์รไป

สู่เป้าหมาย มีความยืดหยุ่น ให้อิสระแก่ผู้ใต้บังคับ

บัญชาในการทำ�งาน เป็นผู้นำ�ที่เน้นการทำ�งานเชิงรุก 

การทำ�งานอย่างมีเหตุผลมุ่งเน้นที่ผลสัมฤทธ์ิของงาน 

และสง่เสรมิใหผู้้ใตบ้งัคบับญัชามสีว่นรว่มในการแสดง

ความคิดเห็น รับฟังความคิดเห็นหรือปัญหาของผู้ 

ใตบั้งคบับัญชา และมกีารตอบสนองเป็นอยา่งด ีมคีวาม

สามารถในการให้คำ�แนะนำ� นิเทศงาน และพัฒนา

ทกัษะการทำ�งานของผู้ใตบ้งัคบับญัชาใหม้ศีกัยภาพสงู

ขึ้น ซึ่งลักษณะภาวะผู้นำ�ดังกล่าวส่งผลให้ผู้ใต้บังคับ

บัญชาสามารถพัฒนาทักษะการทำ�งาน การตัดสินใจ 

มคีวามคดิสรา้งสรรค ์สอดคลอ้งกบัทฤษฎสีถานการณ์

ของ Hersey และ Blanchard ภาวะผู้นำ�แบบมี 

ส่วนรว่มและภาวะผูน้ำ�แบบปรกึษา (counseling)(29)
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นอกจากน้ีพบว่าผู้นำ�เป็นผู้ที่มีอิทธิพลเหนือผู้ตาม

สามารถนำ�พาหรือจูงใจให้บุคคลหรือกลุ่มดำ�เนินการ

ใหบ้รรลุวตัถุประสงคข์องผูน้ำ�หรอืองคก์รได ้ทัง้นีผู้น้ำ�

ต้องเป็นผู้ที่มีวิสัยทัศน์สามารถคาดการณ์หรือมอง

สถานการณ์ในอนาคตไดอ้ยา่งทะลปุรโุปรง่(26) มภีาวะ

ความเปน็ผูน้ำ� (leadership) ทัง้ผูน้ำ�องคก์ร และผูน้ำ�

ชุมชน ซึ่งเป็นปัจจัยที่ส่งผลต่อการบริหารองค์กร 

ภาวะผู้นำ�เหล่านี้สอดคล้องกับผลการศึกษาของ  

ภูษิตา อินทรประสงค์(30) ที่พบว่าลักษณะภาวะผู้นำ�มี

ความสัมพันธ์เชิงบวกต่อการบริหารองค์กร และ

สอดคล้องกับการศกึษาของบญุนาค บญุโพธิ ์จารวุรรณ 

ธาดาเดช ปิยธิดา ตรีเดช และปรารถนา สถิตย์วิภาวี(31) 

ที่พบว่าปัจจัยด้านภาวะผู้นำ�มีผลต่อความสำ�เร็จใน 

การบริหารงานเช่นกัน ส่วนการศึกษาของเยาวภา  

ปฐมศิริกุล(32) (พ.ศ. 2554) พบว่าภาวะผู้นำ�มีความ

สัมพันธ์กับแรงจูงใจทำ�ให้บุคลากรสามารถพัฒนา

องคก์รไปสูม่าตรฐานได ้ภาวะผูน้ำ�จงึมคีวามสำ�คญัตอ่

การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นภายในองค์กรและยังส่งผล

ให้เกิดความสำ�เร็จในการปฏิบัติงานของบุคลากร 

ด้านบุคลากร พบว่า คะแนนเฉลี่ยคุณภาพ

การบริหารจัดการองค์กรอยู่ในระดับสูง (x = 3.83, 

SD = 0.74) เนื่องจากบุคลากรที่ปฏิบัติงานในห้อง

ปฏบิัติการทางการแพทย์มีความรู้ความเข้าใจเกีย่วกับ

บทบาทหน้าที่ของตนเอง (x = 4.01, SD = 0.63) 

และสามารถปฏิบัติงานทดแทนกันได้ ในกรณีที่มี

จำ�นวนบุคลากรไม่เพียงพอ (x = 3.88, SD =  0.90) 

ทั้งนี้กระบวนการทำ�งานของบุคลากรถูกควบคุมและ

ติดตามด้วยระบบมาตรฐานคุณภาพ ทำ�ให้บทบาท

หน้าที่การทำ�งานของบุคลากรในห้องปฏิบัติการ

ทางการแพทย์ถูกกำ�หนดด้วยมาตรฐานงานเทคนิค 

การแพทย์ สอดคล้องกับการศึกษาของเยาวภา  

ปฐมศิริกุล(32) ซึ่งกล่าวว่าปัจจัยด้านบุคลากรเป็น

ปัจจัยที่มีความสำ�คัญมากที่สุดที่ขับเคลื่อนงานใน

องค์กรให้บรรลุเป้าหมายได้ ฉะนั้นการคัดเลือก

บคุลากรทีม่ปีระสทิธภิาพ มคีวามรูค้วามเขา้ใจในระบบ

การปฏบิตังิานจะทำ�ใหก้ารปฏบิตังิานในองคก์รเปน็ไป

ตามมาตรฐานที่กำ�หนดได้ แต่จากการศึกษาพบว่า

จำ�นวนบุคลากร (Full-Time Equivalent: FTE) ยัง

ไมเ่พยีงพอตามเกณฑม์าตรฐานงานเทคนคิการแพทย ์

(x = 3.32, SD = 0.86) สืบเนื่องจากปัจจัยภายนอก

ที่ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ไม่สามารถบริหาร

จัดการเองได้ เช่น นโยบายของรัฐในการเพิ่มจำ�นวน

บคุลากรของโรงพยาบาล หรอืการจดัสรรตำ�แหนง่งาน

จากกระทรวงสาธารณสขุ อยา่งไรกต็ามการปฏบิตังิาน

ของบุคลากรในห้องปฏิบัติการในภาพรวมพบว่า

คุณภาพการบริหารจัดการยังอยู่ในระดับสูง และการ

ดำ�เนินงานของห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ก็ยัง

สามารถพัฒนาไปสู่ระดับคุณภาพได้โดยอาศัยปัจจัย

ด้านอื่นๆ ตามกรอบแนวคิด McKinsey’s 7S และ

สอดคล้องตามแนวคิดของ Herberg, et al.(33) ซึ่ง

กล่าวว่าบุคลากรจะปฏิบัติงานได้อย่างมีประสิทธิภาพ

เพือ่ขบัเคล่ือนองคก์รไปสู่เปา้หมายได ้โดยมแีรงจูงใจ

และการธำ�รงรักษาบุคลากรเป็นปัจจัยสนับสนุนที่

สำ�คญั เนือ่งจากปจัจยัจงูใจหรอืปจัจยัทีเ่ปน็ตวักระตุน้

ในการทำ�งาน (motivation factors หรอื motivators) 

คอืปจัจยัภายในหรอืความตอ้งการภายในของบคุลากร

ทีม่อีทิธพิลในการสรา้งความพงึพอใจในการปฏบิตังิาน 

และเป็นปัจจัยที่นำ�ไปสู่ทัศนคติทางบวกและการ 

จูงใจที่แท้จริง นอกจากนี้ปัจจัยธำ�รงรักษาบุคลากร 

(maintenance หรือ hygiene factors) แม้จะเป็น

ปัจจัยที่ไม่เก่ียวข้องกับงานโดยตรง แต่เป็นปัจจัยที่

ช่วยให้บุคลากรในองค์กรเกิดความพึงพอใจ มีความ

รักและผูกพันกับองค์กร ร่วมมือร่วมใจทำ�งานอย่าง

กระตอืรอืรน้ชว่ยกันพฒันาองค์กรให้ไปสู่การไดร้บัรอง

มาตรฐาน จึงกล่าวได้ว่าการบริหารทรัพยากรบุคลากร

ของห้องปฏบัิตกิารเป็นไปตามแนวคดิของ Herberg(33) 

จึงทำ�ให้ห้องปฏิบัติการสามารถดำ�เนินงานได้อย่าง 

มคีุณภาพ ดังนั้นหากบคุลากรมแีรงจงูใจ (motivation) 
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ในการทำ�งานแล้ว ย่อมทำ�ให้บุคลากร มีความต้ังใจ 

กระตือรือร้นในการทำ�งานเพิ่มขึ้น เป็นเสมือนแรงขับ 

(driving force) ที่ซ่อนอยู่ภายในจิตใจของบุคลากร 

ช่วยขับเคลื่อนพลังในการทำ�งานให้รุกไปข้างหน้ามุ่ง

ต่อการบรรลุเป้าหมายความสำ�เร็จขององค์กรทำ�ให้

องค์กรได้รับผลลัพธ์ที่พึงประสงค์ได้ง่ายขึ้น(34)

การวิจัยการบริหารจัดการองค์กรตามกรอบ

แนวคดิ McKinsey’s 7S ของหอ้งปฏบิตักิารทางการ

แพทย์ เขตสุขภาพที่ 11 อธิบายการบริหารจัดการ

องค์กรเพื่อพัฒนาระบบบริหารคุณภาพของห้อง 

ปฏิบัติการทางการแพทย์ ให้เป็นไปตามมาตรฐาน 

งานเทคนิคการแพทย์พบว่า คะแนนเฉลี่ยการบริหาร

จดัการองคก์รภาพรวมอยู่ในระดบัสงู เรยีงจากมากไป

น้อย ได้แก่ ค่านิยมร่วมและวัฒนธรรมองค์กร ความ

ชัดเจนของยุทธศาสตร์ ความชัดเจนของโครงสร้าง

องค์กร ความพร้อมของระบบงานด้านทักษะของ

บุคลากร รูปแบบภาวะผู้นำ� และทัศนคติของบุคลากร 

ตามลำ�ดบั ผลการศกึษาแสดงใหเ้หน็ความสมัพนัธข์อง

ปจัจัยทัง้ 7 ตามกรอบแนวคดิการบรหิารจดัการองคก์ร 

McKinsey’s 7S ซึ่งช่วยสนับสนุนให้การปฏิบัติงาน

พัฒนาได้ตามกระบวนการการรับรองระบบบริหาร

คุณภาพ อธิบายได้ว่า บุคลากรนักเทคนิคการแพทย์

และเจ้าพนักงานวิทยาศาสตร์การแพทย์มีการทำ�งาน 

ทีมุ่ง่เนน้พฒันาคณุภาพตามมาตรฐานวชิาชพีเปน็หลัก

สำ�คัญ เน่ืองจากงานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ 

เป็นงานบริการเกี่ยวกับคุณภาพชีวิตของผู้รับบริการ 

ความถูกต้อง แม่นยำ�จากการตรวจวิเคราะห์จึงเป็น

หลักสำ�คัญในการสร้างความน่าเชื่อถือแก่ผู้รับบริการ 

บุคลากรจึงมุ่งมั่นพัฒนาระบบบริหารคุณภาพเพื่อให้

ไดร้บัการรบัรองจากสภาวชิาชพี แสดงใหเ้หน็แรงจงูใจ

ภายในของบุคลากรที่ส่งผลให้การปฏิบัติงานประสบ

ความสำ�เร็จได้ ทั้งในด้านการรักษาและการพัฒนา

ระบบคุณภาพควบคู่ไปด้วยกัน ส่งผลให้บุคลากรรู้สึก

พึงพอใจที่ได้ปฏิบัติงานที่ท้าทายความสามารถและ 

พงึพอใจในความรู ้ความสามารถในการปฏิบตังิานของ

ตนเอง ซึ่งทำ�ให้บุคลากรมีแรงจูงใจในการทำ�งานก็ 

จะปฏิบัติงานด้วยความตั้งใจและเต็มกำ�ลังความ

สามารถ และเมื่อบุคลากรเหล่านี้มีความปรารถนา 

ที่จะก้าวไปสู่ความสำ�เร็จในการสร้างมาตรฐานให้กับ

หอ้งปฏบิตักิารกจ็ะมคีวามมุง่มัน่และใชค้วามพยายาม

มากขึ้นเพื่อบรรลุเป้าหมายและความสำ�เร็จในการ

ทำ�งานของบุคลากรก็ย่อมนำ�องค์กรพัฒนาไปสู่

คณุภาพเชน่กัน นอกจากนียั้งพบวา่ การบรหิารจัดการ

องค์กรของห้องปฏิบัติการแม้จะมีบางปัจจัยที่ไม่เอ้ือ

อำ�นวยต่อการบริหารจัดการองค์กร แต่ผลลัพธ์การได้

รับการรับรองระบบบริหารคุณภาพก็ยังเป็นไปตาม

มาตรฐานงานเทคนิคการแพทย์ ทั้งนี้เนื่องจากการ

ทำ�งานทีม่มีาตรฐานวชิาชพีเฉพาะเปน็ตวักำ�หนด ทำ�ให้

บคุลากรทีป่ฏบิตังิานรว่มกนัในหอ้งปฏบิตักิารมคีา่นยิม

และวัฒนธรรมองค์กรเป็นไปในทิศทางเดียวกัน  

มุง่เนน้การใหบ้รกิาร เหน็ความสำ�คญัของความถกูตอ้ง 

แม่นยำ� และยึดความถูกต้องน่าเชื่อถือของผลการ

ตรวจวิเคราะห์เป็นหลักสำ�คัญ โดยห้องปฏิบัติการ

ทางการแพทย์ในสังกัดกระทรวงสาธารณสุข เขต

บริการสุขภาพที่ 11 ทราบถึงกระบวนการพัฒนา

คุณภาพของห้องปฏิบัติการตามมาตรฐานงานเทคนิค

การแพทย์ เพื่อใช้เป็นข้อมูลในการจัดการวางแผน 

และกำ�หนดนโยบายการบริหารจัดการห้องปฏิบัติการ

ทางการแพทย์ให้เหมาะสมและสอดคล้องกับบริบท

ของขนาดแต่ละหน่วยบริการตามเกณฑ์การรับรอง

ระบบบรหิารคณุภาพหอ้งปฏบิตักิารตามมาตรฐานงาน

เทคนิคการแพทย์ในการเสนอแนะเชิงนโยบายต่อ 

ผู้บริหารระดับสูง และเพื่อเป็นข้อมูลสารสนเทศ

สำ�หรบัหอ้งปฏิบตักิารทางการแพทย์ไดท้ราบแนวทาง

ในการพฒันาการบรหิารจดัการหอ้งปฏบิตักิารทางการ

แพทย์สำ�หรับการพัฒนาหน่วยงานต้นแบบในการ 

บรหิารจดัการให้กบัหนว่ยงานอืน่ๆ ในโรงพยาบาลตอ่ไป
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	 Suggestion for Authors	 คำ�แนะนำ�สำ�หรับผู้เขียน

สมาคมเทคนคิการแพทยแ์หง่ประเทศไทย
ในพระอุปถัมภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ พระองค์เจ้าโสมสวลี กรมหมื่นสุทธนารีนาถ

นโยบายการรับพิจารณาบทความ
	 วารสารเทคนิคการแพทย์ เป็นวารสารทาง
วิชาการของสมาคมเทคนิคการแพทย์แห่งประเทศไทย 
ในพระอุปถัมภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ พระองค์เจ้าโสมสวลี 
กรมหมื่นสุทธนารีนาถ
	 มวีตัถปุระสงคเ์พือ่สง่เสรมิการเผยแพรค่วาม
รู้ทางวิชาการ และผลงานวิจัยโดยมีหลักเกณฑ์การ 
พิจารณาบทความดังนี้
	 1.	 เป็นบทความด้านเทคนิคการแพทย์ 
(สาขาเคมีคลินิก สาขาจุลชีววิทยาคลินิก สาขา
ภูมิคุ้มกันวิทยาคลินิก สาขาจุลทรรศนศาสตร์คลินิก 
สาขาปรสติวทิยาทางการแพทย ์สาขาโลหติวทิยา สาขา
เวชศาสตร์การธนาคารเลือด) วิทยาศาสตร์การแพทย์
และสาขาวิชาอื่นที่เกี่ยวข้องกับงานทางห้องปฏิบัติการ
ทางคลินิก
	 2.	 บทความต้องไม่เคยนำ�ไปเผยแพร่ใน
วารสารฉบับอืน่มากอ่น และไมอ่ยูร่ะหว่างการพจิารณา
ลงในวารสารใดๆ
	 3.	 บทความจะต้องมีการอ่านตรวจทาน
ต้นฉบับ จากคณะบรรณาธิการหรือผู้ทรงคุณวุฒิ
เฉพาะสาขาจากภายนอกอย่างน้อย 2 ท่าน ทั้งนี้เพื่อ
ให้วารสารมีคุณภาพในระดับมาตรฐานสากลและนำ�ไป
อ้างอิงได้
	 4.	 บทความที่ตีพิมพ์ลงในวารสารเทคนิค
การแพทย์แล้วถือว่าเป็นลิขสิทธ์ิของวารสารเทคนิค
การแพทย์ สมาคมเทคนิคการแพทย์แห่งประเทศไทย  
ในพระอปุถมัภ ์พระเจา้วรวงศเ์ธอ พระองคเ์จา้โสมสวล ี
กรมหมื่นสุทธนารีนาถ
	 5.	 ขอ้เขยีนและขอ้คดิเหน็ใดๆ ในวารสารนี ้
เปน็ความคดิเหน็สว่นตวั และเปน็ความรบัผดิชอบของ

ผู้เขียนทั้งส้ิน ไม่ใช่ความเห็นของคณะบรรณาธิการ
วารสารเทคนคิการแพทย ์และสมาคมเทคนคิการแพทย์
แห่งประเทศไทย ในพระอุปถัมภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ 
พระองค์เจ้าโสมสวลี กรมหมื่นสุทธนารีนาถ
	 6.	 การถอนบทความระหว่างขั้นตอนการ
พิจารณาโดยไม่มีเหตุผลสมควร กองบรรณาธิการขอ
สงวนสทิธิง์ดรบัพจิารณาตพีมิพบ์ทความครัง้ตอ่ไปเปน็
ระยะเวลา 2 ปี
	 7.	 บทความประเภทนพินธต์น้ฉบบั รายงาน
กรณีศึกษา และบทความวิจัยอย่างสั้น ผู้นิพนธ์ต้อง
แนบหนังสือรับรองที่ได้รับอนุญาตจากคณะกรรมการ
พจิารณาจรยิธรรมการวจิยัในคน (Ethic committee)
	 8.	 บทความที่ตีพิมพ์ในวารสาร ผู้เขียนตั้ง
คำ�ถามให้ผู้อ่านตอบแบบทดสอบ ลักษณะคำ�ถามเป็น 
ปรนัย มี 4 ตัวเลือก จำ�นวน 5 ข้อ หรือ 10 ข้อ 
ต่อบทความแล้วแต่กรณี โดยผู้เขียนและผู้อ่านที่ตอบ
แบบสอบถามถูกต้องทุกข้อจะได้หน่วยคะแนน ใน
กิจกรรมประเภทที่ 4 กิจกรรมชนิดที่ 16 การศึกษา 
ด้วยตนเองผ่านส่ือสำ�เร็จรูป และผู้เขียนจะได้หน่วย
คะแนน จากกิจกรรมประเภทที่ 5 กิจกรรมชนิด 
ที่ 25 การตีพิมพ์ผลงานวิชาการทางเทคนิคการแพทย์
ในวารสารวิชาการ จากศูนย์การศึกษาต่อเนื่องเทคนิค
การแพทย์ สภาเทคนิคการแพทย์ ดูรายละเอียด 
เพิ่มเติมได้ที่เว็บไซต์ www.mtcouncil.org หรือ 
www.cmtethai.net 

ประเภทของบทความ แบ่งออกเป็น 9 ประเภท คือ
	 1.	 บทบรรณาธิการ (Editorials) เป็น
บทความซึ่งวิเคราะห์ผลงานทางวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
ที่มีความสำ�คัญในวิชาชีพเทคนิคการแพทย์ หรือ
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วทิยาศาสตรท์ีเ่กีย่วขอ้ง หรอือาจจะเปน็ขอ้คดิเหน็เพือ่
ประโยชน์ในด้านการยกระดับวิชาชีพเทคนิคการแพทย์
ให้สูงขึ้น
	 2.	 บทความปริทัศน์ (Review Article) 
เป็นบทความเพื่อฟื้นฟูวิชาการซ่ึงรวบรวมผลงาน 
เกี่ยวกับเรื่องใดเร่ืองหน่ึงโดยเฉพาะ ที่เคยลงตีพิมพ์
ในวารสารอื่นมาแล้วโดยนำ�เร่ืองมาวิเคราะห์ วิจารณ์ 
และเปรียบเทียบเพื่อให้เกิดความกระจ่างแก่ผู้อ่าน 
เกี่ยวกับเรื่องนั้น
	 3.	 นิพนธ์ต้นฉบับ (Original Article) 
เป็นรายงานเกี่ยวกับผลการวิจัยทางด้านเทคนิคการ
แพทยแ์ละวทิยาศาสตรก์ารแพทยท์ีเ่กีย่วขอ้งโดยไมเ่คย
ตีพิมพ์ที่ใดมาก่อน
	 4.	 บทความพิเศษ (Special Article) 
เปน็บทความเกีย่วกบัเรือ่งทัว่ๆ ไปทีม่เีนือ้หาและสาระ
ทีเ่ป็นประโยชนแ์ละสรา้งสรรค ์เพือ่พฒันาผูอ้า่นวารสาร
ทุกระดับให้ได้รับรู้ความสามารถ เพ่ือนำ�องค์ความรู้ 
ไปประยุกต์ใช้ในชีวิตประจำ�วัน เช่น เรื่องเกี่ยวกับ 
หลักธรรมะ ศิลปะการพูด ฯลฯ
	 5.	 รายงานการประชมุวชิาการ (Seminar 
Report) เป็นรายงานจากการประชุมสัมมนาวิชาการ
ที่เป็นประโยชน์แก่ผู้อ่านวารสารเทคนิคการแพทย์
	 6.	 รายงานกรณีศึกษา (Case Report) 
เป็นรายงานเกี่ยวกับการวินิจฉัยโรคในผู้ป่วยรายที่ 
น่าสนใจทั้งทางด้านประวัติผลการตรวจร่างกาย และ
การตรวจทางห้องปฏิบัติการคลินิกร่วมกัน
	 7.	 บทความวิจั ยอย่ างสั้ น (Short  
Communication) เป็นบทความวิจัยฉบับย่อ เป็น 
รูปแบบการรายงานการศึกษาแบบกระชับ อันเนื่อง
มาจากข้อจำ�กัดของการศึกษา แต่มีความสมบูรณ์ใน
เนื้อหาที่นำ�เสนอ รูปแบบที่เขียนเป็นลักษณะคล้าย
นิพนธ์ต้นฉบับ แต่จะสั้นและกระชับกว่า
	 8.	 จดหมายถึงบรรณาธิการ (Letter to 
the Editor) เป็นบทความซึ่งเสนอข้อคิดเห็นและ
ประสบการณ์ทางด้านวิชาการที่เกี่ยวข้องกับงานใน
สาขาวิชาชีพเทคนิคการแพทย์อย่างสั้นๆ ในรูปของ
จดหมายถึงบรรณาธิการ

	 9. 	ยอ่วารสาร (Abstract Review) เปน็ 
การย่อบทความทางวิชาการด้านเทคนิคการแพทย์
และวิทยาศาสตร์ที่เกี่ยวข้องและน่าสนใจ ซึ่งได้รับการ 
ตีพิมพ์แล้วในวารสารนานานชาติ เป็นภาษาไทย

การเตรียมต้นฉบับ
	 เพื่อให้การตีพิมพ์บทความเป็นไปอย่าง 
ถูกต้องและรวดเร็วผู้นิพนธ์จะต้องปฏิบัติตาม 
รายละเอียด ดังนี้
	 1.	 ภาษา ให้ใช้ได้ 2 ภาษาคือภาษาไทย
และ/หรือภาษาอังกฤษ ถ้าต้นฉบับเป็นภาษาไทยควร
พยายามใช้ถ้อยคำ�และศัพท์ภาษาไทยมากที่สุด โดย
ใช้ตามพจนานุกรมศัพท์แพทย์อังกฤษ-ไทย และ
พจนานุกรมศัพท์วิทยาศาสตร์ฉบับราชบัณฑิตยสถาน 
สำ�หรับคำ�ศัพท์ภาษาอังกฤษที่บัญญัติเป็นภาษาไทย 
แล้วแต่ยังไม่เป็นที่ทราบกันอย่างแพร่หลาย หรือแปล
แลว้เขา้ใจยาก ใหก้ำ�กบัภาษาเดมิ (องักฤษ) ในวงเลบ็ 
หรืออนุโลมให้ใช้ภาษาอังกฤษได้
	 2.	 ต้นฉบับ พิมพ์ด้วยโปรแกรม Word for  
Windows ด้วยอักษร Cordia New ขนาด 14 และ
พิมพ์เลขหน้าที่ตรงกลางขอบล่างของทุกหน้า โดยไม่
ต้องพิมพ์ชื่อสกุลผู้นิพนธ์ในต้นฉบับ
	 สง่ตน้ฉบบัของบทรายงานหรอืบทความตา่งๆ 
ทางเว็บไซต์ของวารสารฯ http://www.jmt-amtt.
com
	 3.	 ชื่อเรื่อง ชื่อผู้นิพนธ์ ชื่อหน่วยงานและ
สถาบันให้แยกไฟล์ต่างหาก
	 	 3.1	 ชื่อเรื่อง มีทั้งภาษาไทย และภาษา
อังกฤษ ซึ่งควรให้สั้นแต่ได้ใจความ ไม่ควรใช้คำ�ย่อใน
เรื่อง ยกเว้นคำ�ที่เป็นที่ยอมรับกันทั่วไป เช่น NADH 
ความยาวของชื่อเรื่องควรมีความชัดเจน สามารถ 
บ่งบอกผู้อ่านให้ทราบถึงสาระสำ�คัญของเนื้อหาและ 
รายละเอียดในตัวบทความ
	 	 3.2	 ชื่อผู้นิพนธ์ ให้เขียนชื่อต้นและ
นามสกุลตัวเต็มทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ ไม่ต้อง
ระบุปริญญา ตำ�แหน่งทางวิชาการ หรือ ตำ�แหน่งทาง
ราชการ ในกรณทีีม่ผีูแ้ตง่หลายคน ระบชุือ่ผูร้บัผดิชอบ
บทความและ E-mail address ที่สามารถติดต่อได้
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	 	 3.3	 ช่ือหน่วยงานและสถาบันระบุ 
สถานที่ และ E-mail address ของผู้นิพนธ์ทุกคนที่
สามารถติดต่อได้
	 4.	 รายละเอียดของนิพนธ์ต้นฉบับและ 
บทความวิจัยอย่างสั้นให้เรียงหัวข้อ ตามลำ�ดับต่อไปนี้
	 	 1)	บทคดัยอ่ (Abstract) มทีัง้ภาษาไทย  
และภาษาอังกฤษ ความยาวไม่ เกิน 300 คำ� 
2) คำ�สำ�คัญ (keywords) มีทั้งภาษาไทย และภาษา
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❑	 ชื่อยาหรือสารเคมีใช้ generic name เท่านั้น
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	 ❑ 	อ้างอิงท้ายบทความตามคำ�แนะนำ�ผู้แต่ง (Suggestion for Authors: www.jmt-amtt.com) 
 



คำ�แนะนำ�สำ�หรับผู้เขียน 7319

หน้าแรก (title page) เขียนเป็นภาษาไทย และ อังกฤษ
❑ ชื่อเรื่อง 	 	 ❑ ภาษาไทย	 ❑ ภาษาอังกฤษ
❑ ชื่อ-สกุล ของผู้แต่งและคณะ	 	 ❑ ภาษาไทย	 ❑ ภาษาอังกฤษ
❑ สถานที่ทำ�งานของผู้แต่งและคณะ		  ❑ ภาษาไทย	 ❑ ภาษาอังกฤษ
❑ E-mail address: ของผู้แต่งและคณะ
❑ หมายเลขโทรศัพท์ผู้รับผิดชอบบทความ	

ประเภทบทความ
❑ บทบรรณาธิการ	 	 ❑ บทความปริทัศน์	 ❑ นิพนธ์ต้นฉบับ
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