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

ประเภทต่างๆ ของวารสารฯ ก่อนเลือก “ส่งบทความ” เข้าสู่ระบบออนไลน์

	 สำ�หรับบทความในวารสารฉบับนี้ ประกอบด้วย บทความปริทัศน์ จำ�นวน 1 เรื่อง คือ  

เรื่อง “บทบาทของโมเลกุล MHC กับการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันและผลสัมฤทธิ์ของวัคซีนไวรัส” 
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อังกฤษ 3 เรื่อง และบทความภาษาไทย 4 เรื่อง โดยเนื้อหาของบทความ จัดตามกลุ่มวิชาดังนี้  

1) บทความทางด้านจุลชีววิทยาคลินิก จำ�นวน 2 เรื่อง 2) บทความทางด้านชีววิทยาระดับโมเลกุล 

จำ�นวน 1 เรื่อง 3) บทความทางด้านจุลทรรศนศาสตร์คลินิก จำ�นวน 3 เรื่อง และ 4) บทความ

ทางด้านเคมีคลินิก จำ�นวน 1 เรื่อง  
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Roles of MHC Molecules in Immune Responses and 
Accomplishment of Viral Vaccines 

Tirasak Pasharawipas*

Faculty of Medical Technology, Rangsit University Pathum Thani Province, Thailand

Abstract
It is believed that viral vaccine is a powerful tool to prevent viral infection. Occasion-

ally, there were reports of the low efficiency of viral vaccines some of which can be less than 

50%. Major histocompatibility complex (MHC) is the polymorphic molecule that plays an  

important role in inducing cell-mediated immune response of helper T cells (Th) and cytotoxic 

T cells (Tc). There are two classes of MHC molecules, class I and II. Both classes have three 

major loci: HLA-A, -B and -C in class I and HLA-DP, -DQ and -DR in class II. To date, over 

thousand alleles for each MHC gene locus have been characterized. Based on genetic inheritance, 

individuals have variation of MHC alleles. To induce specific T-lymphocyte clones, T-cell  

epitopes require the association of the compatible MHC molecule to form an MHC-peptide 

complex to induce specific T cell clone through T cell receptor (TCR) molecule. Thus, lacking 

of appropriate MHC allele can be the cause of negative seroconversion in some individuals for 

some particular antigen. This article discusses the association of MHC molecules and immune 

response in prevention of viral transmission by the viral vaccine. A prospective plan for  

managing seroconversion in vaccinated individuals is also proposed as a package of the viral 

vaccine administration, particularly, the role of medical technologist.

Keywords: Viral vaccine, Major histocompatibility complex (MHC), Viral epidemic
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 48 ฉบับที่ 2 สิงหาคม 2563 บทความปริทัศน์

บทบาทของโมเลกุล MHC กับการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน
และผลสัมฤทธิ์ของวัคซีนไวรัส

ธีระศักดิ์ พัชรวิภาส*

คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยรังสิต อำ�เภอเมือง จังหวัดปทุมธานี

บทคัดย่อ

มักเป็นที่เข้าใจกันโดยทั่วไปว่าการได้รับวัคซีนไวรัสคือการสร้างภูมิคุ้มกันอย่างได้ผลสมบูรณ์

สำ�หรับตัวเองต่อเชื้อไวรัสชนิดน้ันๆ แต่จากรายงานการวิจัยเท่าที่มีการศึกษาพบว่าวัคซีนไวรัสที่มีอยู่ 

ในระบบสาธารณสุขในปัจจุบันไม่ให้ประสิทธิผลอย่างที่เข้าใจและยังพบว่าวัคซีนไวรัสบางชนิดให้

ประสิทธิผลต่ำ�กว่าร้อยละห้าสิบในกลุ่มประชากรที่ได้ศึกษา บทความนี้นำ�เสนอความสำ�คัญของโมเลกุล 

major histocompatibility complex (MHC) ที่มีผลต่อการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อการทำ�งานของ 

helper T cell (Th) และ cytotoxic T cell (Tc) ด้วยการเข้าจับกับเพบไทด์สายสั้นๆ ที่เรียกว่า อิพิโทป 

ทำ�ให้เกิดโมเลกุลเชิงซ้อน MHC-peptide complex ซึ่งสามารถกระตุ้น T lymphocyte ผ่านโมเลกุลตัวรับ 

บนผิวเซลล์ที่เรียกว่า T cell receptor (TCR) อย่างจำ�เพาะ (MHC restriction) โมเลกุล MHC จำ�แนก

ได้เป็นสองแบบคือ class I และ class II โดย MHC class I มีผลต่อการทำ�งานของ Tc cell ส่วน MHC 

class II มีผลต่อ Th cell ในมนุษย์ ยีน MHC class I ประกอบด้วยสามโลคัสหลักคือ HLA-A, -B, และ 

-C ขณะที่ MHC class II ประกอบด้วยโลคัส HLA-DP, -DQ และ -DR และเนื่องจาก MHC เป็น

โมเลกลุทีม่คีวามหลากหลายสงู โดยมรีายงานวา่ยนี HLA แตล่ะโลคสัมมีากกวา่หนึง่พนัยนีอลัลลี ดงันัน้

ดว้ยเหตผุลการถา่ยทอดทางพนัธกุรรมจงึทำ�ใหม้นษุยแ์ตล่ะคนมยีนีอลัลลีของ HLA ทีแ่ตกตา่งกนัอยา่ง

หลากหลาย ทำ�ให้โมเลกุล MHC แต่ละอัลลีลมีความสามารถจับกับอิพิโทปต่างกัน เป็นเหตุให้ความ

สามารถการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อเชื้อโรคหรือสิ่งแปลกปลอมในแต่ละคนมีความมากน้อยแตกต่างกัน 

และทำ�ให้ผู้ที่ขาด MHC อัลลีลท่ีเหมาะสมไม่สามารถตอบสนองต่ออิพิโทปบางชนิดของแอนติเจน  

รวมทัง้ของเชือ้ไวรสั บทความนีน้ำ�เสนอความสมัพนัธร์ะหวา่งความสามารถในการสรา้งภมูคิุม้กนัจากการ

ได้รับวัคซีนไวรัสกับโมเลกุล MHC อัลลีลที่แตกต่างกันในแต่ละบุคคล และชี้ให้เห็นความจำ�เป็นที่ต้อง

มีการตรวจทางน้ำ�เหลืองวิทยาโดยนักเทคนิคการแพทย์ เพื่อติดตามการสร้างภูมิคุ้มกันหลังจากที่ได้รับ

วัคซีนไวรัส โดยควรจัดเป็นกิจกรรมร่วมอยู่ในโปรแกรมการให้วัคซีนไวรัสแก่ผู้รับวัคซีนไวรัสทุกๆ คน

คำ�สำ�คัญ: วัคซีนไวรัส โมเลกุลเอ็มเอชชี การระบาดของเชื้อไวรัส

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: Tirasak4124@yahoo.com
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บทบาทของโมเลกุล MHC กับการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันและผลสัมฤทธิ์ของวัคซีนไวรัส 7333

บทน�ำ
การแพร่ระบาดของเช้ือไวรัสหลากหลายชนิด 

เป็นปัญหาสาธารณสขุของสงัคมโลกรวมทัง้ประเทศไทย 

โดยเชื่อกันว่าวัคซีนไวรัสเป็นสิ่งสำ�คัญในการช่วย

ป้องกันการแพร่ระบาดของเชื้อไวรัสแต่ละชนิดอย่าง

ได้ผลในทุกคนที่ได้รับวัคซีนไวรัสชนิดนั้น อย่างไร

ก็ตาม ที่ผ่านมายังมีข้อถกเถียงเกี่ยวกับประสิทธิผล

ของวัคซีนไวรัสหลายชนิดในการสร้างเสริมภูมิคุ้มกัน

แก่ประชากรในแตล่ะกลุม่ว่ามปีระสทิธภิาพทัว่ถงึอยา่ง

แท้จริงหรือไม่ ขณะที่กลไกการตรวจสอบประเมิน

ประสิทธิผลของวัคซีนไวรัสที่นำ�มาใช้ในประชากร

แต่ละกลุ่มในแต่ละประเทศยังมีข้อจำ�กัด ข้อมูลงาน

วิจัยเพื่อตรวจสอบประสิทธิผลของวัคซีนไวรัสแต่ละ

ชนิดยังอยู่ในวงจำ�กัด อย่างไรก็ตาม มีรายงานการ

ศกึษาของกลุม่ผูว้จิยัที่ไดต้รวจสอบการสรา้งภมูคิุม้กัน 

(seroconversion) จากวัคซีนไวรัสหลายชนิดใน

ประชากรที่หลากหลายแตกต่างกัน พบว่ามักให้

ประสิทธิผลต่ำ�ในการสรา้งภมูคิุม้กนัแกผู่ร้บัวคัซนี(1-8) 

แม้แต่วัคซีนไวรัสตับอักเสบชนิดบีที่กล่าวกันว่าเป็น

วคัซนีไวรสัทีม่ปีระสทิธภิาพดทีีส่ดุกย็งัมรีายงานพบวา่

ประมาณรอ้ยละ 10-15 ของผูท้ี่ไดร้บัวคัซนีตบัอกัเสบ

ชนิดบีไม่มีการสร้างภูมิคุ้มกันหลังจากได้รับวัคซีนจน

ครบ(9-12) ในประเทศจีนมีรายงานติดตามนักเรียน

มัธยมปลายท่ีได้รับการฉีดวัคซีนป้องกันไวรัสตับ 

อักเสบบีขณะที่ยังเป็นทารก แต่กลับพบว่าร้อยละ 28.7 

(158/551) ของนักเรียนกลุ่มนี้ตรวจไม่พบว่า  

มแีอนตบิอด ีanti-HBs (หรอืนอ้ยกวา่ 1 มลิลยินูติตอ่

มิลลิลิตร (mlU/mL)) และหากคำ�นึงถึงระดับ

ภูมคิุม้กันทีส่ามารถปอ้งกนัการตดิเชือ้ไวรสัตบัอกัเสบ

ชนิดบี (seroprotection) ซึ่งควรมีระดับ anti-HBV 

มากกวา่ 10 มลิลยินูติตอ่มลิลลิติร กพ็บวา่จำ�นวนมาก

ถึงร้อยละ 63 ของตัวอย่างนักเรียนกลุ่มดังกล่าวไม่มี

ระดับภูมิคุ้มกันสูงพอเพื่อป้องกันการติดเชื้อไวรัสตับ

อักเสบบีได้(13) การศึกษาที่คล้ายกันในประเทศไทย

โดย Posuwan และคณะ(14) ก็พบว่าร้อยละ 93.1 

ของนักศึกษาแพทย์จากจำ�นวน 271 คนที่ได้รับการ

ฉีดวัคซีนในช่วงทารกก็มีระดับภูมิคุ้มกันไม่สูงพอ 

(น้อยกว่า 10 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร) ที่จะป้องกันการ

ตดิเชือ้ไดแ้ละเมือ่ใหว้คัซนีปอ้งกนัไวรสัตบัอกัเสบบซี้ำ� 

(booster) กบันกัศกึษาแพทยท์ีต่รวจไมพ่บแอนตบิอด ี

(น้อยกว่า 1 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร) ก็พบว่ามีถึง 

ร้อยละ 39 (14/36) ที่ไม่สามารถสร้างภูมิคุ้มกันให้มี

ระดับป้องกันการติดเชื้อได้ จากตัวอย่างการศึกษา 

ที่กล่าวนี้จึงเกิดคำ�ถามว่าเหตุใดประสิทธิภาพของ

วัคซีนไวรัสตับอักเสบบีและวัคซีนไวรัสอ่ืนอีกหลาย

ชนดิ จงึไมส่ามารถกระตุน้การสรา้งภมูคิุม้กนัและ/หรอื

ทำ�ให้ผู้ ได้รับวัคซีนมีระดับภูมิคุ้มกันที่มากพอเพื่อ

ป้องกันการติดเชื้อไวรัสอย่างมีประสิทธิภาพอย่าง

แท้จริง บทความนี้อภิปรายเก่ียวกับกลไกการทำ�งาน

ของระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายที่ เกี่ยวข้องกับ

ประสิทธิผลของวัคซีนไวรัสในภาพรวมและเสนอให้

บุคลากรเทคนิคการแพทย์ร่วมกันสร้างกฎเกณฑ์และ

เพิม่มาตรการดา้นวชิาชพีโดยตอ้งมขีัน้ตอนตรวจสอบ

ว่าผู้ ได้รับวัคซีนไวรัสต้องได้รับการตรวจสอบติดตาม

ผลการสรา้งภมูคิุม้กนัตอ่เชือ้ไวรสัชนดินัน้ โดยจดัรวม

อยู่ในโปรแกรมการให้วัคซีน ซึ่งไม่ควรเป็นการให้

วคัซนีไวรสัโดยไมม่มีาตรการตรวจสอบอยา่งทีเ่ปน็อยู่

ในปัจจุบัน

หน้าทีแ่ละความหลากหลายของโมเลกลุ MHC 
สารแปลกปลอมหรือแอนติเจนที่ เข้าสู่

ร่างกาย หากมีน้ำ�หนักโมเลกุลและโครงสร้างซับซ้อน

มากพอจะมีสมบัติเป็นอิมมูโนเจน กระตุ้นร่างกายให้

มกีารตอบสนองทางภมูคิุม้กนั โดยเซลลเ์มด็เลอืดขาว

ทีท่ำ�หนา้ทีน่ำ�เสนอแอนตเิจน หรอื antigen presenting 

cell (APC) ในช่วงแรกคือเแมคโครฟาจ และ 

เด็นไดรติกเซลล์ เกิดกระบวนการกระตุ้นเซลล์เม็ด

เลือดขาว T lymphocyte ให้มีการตอบสนองต่อ 
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อิมมูโนเจน(15) APC มีหน้าที่นำ�เสนอแอนติเจน โดย

การทำ�ให้อิพิโทป (epitope) จับกับโมเลกุล major 

histocompatibility complex (MHC) กลายเป็น

โมเลกุลเชิงซ้อนที่เรียกว่า MHC-peptide complex 

เพื่อจับและเหนี่ยวนำ�โมเลกุลตัวรับของเซลล์ T  

lymphocyte ทีเ่รยีกวา่ T cell receptor (TCR) ของ

แต่ละโคลนซึ่งมีความจำ�เพาะแตกต่างกัน(16) MHC 

เป็นชุดของโมเลกุลที่อยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์มีบทบาท

แสดงความเข้ากันได้ระหว่างเซลล์ต่างชนิดกันใน

รา่งกาย โดยแตล่ะคนจะมีโมเลกลุ MHC แตกตา่งกนั 

โมเลกุล MHC ของมนษุยเ์รยีกวา่ human leukocyte 

antigen (HLA) ซึง่หมายถงึแอนตเิจนของเมด็เลอืด

ขาวมนุษย์ เนื่องจากโมเลกุล MHC ถูกค้นพบแรก

เริ่มจากเซลล์เม็ดเลือดขาว โมเลกุล MHC ของสัตว์

ชนิดอื่นได้รับการเสนอชื่อแตกต่างกัน เช่น MHC 

ของสุกรเรียกว่า swine leukocyte antigen (SLA) 

ซึ่งหมายถึงแอนติเจนของเม็ดเลือดขาวสุกร ขณะที่ 

MHC ของสุนัขเรียกว่า dog leukocyte antigen 

(DLA) MHC แบ่งออกเป็น 2 แบบ เรียกว่า MHC 

class I และ class II ซึ่งยังแบ่งย่อยตามตำ�แหน่งที่

เรียกว่าโลคัสของ HLA (HLA locus) บนโครโมโซม

คู่ที่ 6 ทั้งนี้ MHC class I ของมนุษย์มีโลคัสหลักอยู่ 

3 ตำ�แหน่งคอื HLA-A, HLA-B และ HLA-C ขณะ

ที่ MHC class II มีโลคัสหลักอยู่สามตำ�แหน่งเช่นกัน 

คือ HLA-DP, HLA-DQ และ HLA-DR(17, 18) 

HLA locus ของแตล่ะคนมยีนีอลัลลี ซึง่มคีวามหลาก

หลายต่างชนิดกัน ทั้งนี้คณะกรรมการการตั้งชื่อระบบ 

HLA ขององค์การอนามัยโลกได้รายงานสรุปเมื่อปี 

พ.ศ. 2561 ว่าจำ�นวนยีนอัลลีลของ HLA-A,  

HLA-B และ HLA-C มีประมาณ 4.3, 5.2 และ 

3.9 × 103 ยีนอัลลีล ตามลำ�ดับ ขณะที่จำ�นวนยีน 

อัลลีลของ HLA-DP, HLA-DQ และ HLA-DR  

มีประมาณ 1.1, 1.2 และ 2.6 × 103 ยีนอัลลีลตาม

ลำ�ดับ(19) เช่นกัน โดยแต่ละอัลลีลอาจพบมากน้อยใน

กลุ่มประชากรที่แตกต่างกัน

การถ่ายทอดทางพนัธุกรรมของโมเลกลุ MHC
โมเลกุล MHC class I สามารถแสดงออก

และพบได้ในทุกเซลล์ร่างกายที่มีนิวเคลียส ขณะที่ 

MHC class II สามารถพบได้เฉพาะในเซลล์ที่ทำ�

หน้าที่เป็น APC เช่น เด็นไดรติกเซลล์ เแมคโครฟาจ 

และ B lymphocyte ส่วนเซลล์เม็ดเลือดแดงซึ่งเป็น

เซลล์ที่ไม่มีนิวเคลียส จัดเป็นเซลล์ที่ไม่พบโมเลกุล 

MHC(20, 21) ยีนอัลลีลสำ�หรับ HLA แต่ละโลคัส 

สืบทอดมาจากโครมาติคของพ่อและแม่สู่ลูก ทำ�ให้

มนุษย์แต่ละคนมียีนอัลลีลของ HLA แต่ละโลคัส 

ไมเ่กินสองชนดิ ตวัอย่างเชน่ หากโลคสั HLA-A ของ

ลูกได้รับยีนอัลลีลที่มาจากเซลล์สืบพันธุ์ของพ่อและ

แมซ่ึง่เปน็แฮปพลอยดค์นละชนดิคอืมคีวามแตกตา่งกนั 

ก็ทำ�ให้ลูกมี HLA-A อยู่สองชนิดหรือสองยีนอัลลีล

ที่เรียกว่า heterozygous แต่ถ้ายีนอัลลีลจากเซลล์

สืบพันธุ์ของพ่อและแม่เป็นชนิดเดียวกันก็ทำ�ให้ลูกมี

ยีนอัลลีลของ HLA-A เพียงชนิดเดียวหรือเรียกว่า 

homozygous ซึ่งการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของยีน 

HLA นี้เป็นการถ่ายทอดที่มีลักษณะ co-dominant 

หมายความว่ายีนอัลลีลแต่ละชนิดมีการแสดงออก 

เทา่เทยีมกนั (ไมม่ยีนีอลัลลีใดเดน่กว่ากนั) ดงันัน้จำ�นวน 

ยีนอัลลีลของ MHC class I ในแตล่ะคนอาจมีได ้3-6 

ชนิด คือหากบุคคลใดมียีนอัลลีลของ MHC class I 

เป็น homozygous ทั้งสามโลคัสก็หมายความว่า 

บุคคลนั้นมียีนอัลลีลของ MHC class I เพียงสาม

ชนิด แต่คนที่มี MHC class I เป็น heterozygous 

อยู่หนึ่งโลคัสและอีกสองโลคัสเป็น homozygous 

บุคคลนั้นก็มียีนอัลลีลของ MHC class I สี่อัลลีล 

ส่วนคนที่เป็น heterozygous ทั้งสามโลคัสก็มียีน 

อัลลีลของ MHC class I หกชนิด การถ่ายทอด 

ดังกล่าวนี้มีลักษณะเดียวกันกับ HLA โลคัสอื่นๆ ทั้ง 

HLA-B และ HLA-C รวมทั้งของ MHC class II 
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ด้วย ทั้งนี้เนื่องจากจำ�นวนยีนอัลลีล ของ HLA แต่

ละโลคสัมมีากมายหลากหลายกว่าพนัชนดิและรวมกนั

ทั้งหมดก็มีมากกว่าหมื่นชนิด(19-21) โอกาสที่จะพบ 

ผู้ที่มี HLA alleles เหมือนกันทั้งหมดจึงเป็นเรื่อง

ยากมากและมักพบได้เฉพาะในคนที่เป็นคู่แฝดไข่ 

ใบเดียวกัน ทั้งนี้ HLA ซึ่งมีน้ำ�หนักโมเลกุลสูงและ

เปน็โมเลกุลเชิงซอ้นจงึมสีมบตัเิปน็แอนตเิจน สามารถ

ชักนำ�ให้เกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันในแต่ละ

บุคคลได้ จึงเป็นสาเหตุสำ�คัญที่ทำ�ให้การปลูก 

ถ่ายอวัยวะระหว่างผู้ให้และผู้รับเกิดความไม่เข้ากัน 

(incompatible organ transplantation)(22, 23)

การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันกับบทบาทของ
โมเลกุล MHC

แอนติเจนต้องการโมเลกุล MHC เพื่อ

ประกอบเป็นโมเลกุลเชิงซ้อน MHC-peptide  

complex ซึ่งสามารถกระตุ้น T lymphocyte โคลน

ต่างชนิดกันอย่างจำ�เพาะ โดยแอนติเจนต้องผ่าน

กระบวนการทีเ่รยีกวา่ antigen processing เพือ่ทำ�ให้

โมเลกุล MHC allele เข้าจับกับเปบไทด์สายสั้นหรือ 

T cell epitope กลายเป็น MHC-peptide complex 

ก่อนส่งไปยังผิวเซลล์ของ APC เพื่อกระตุ้น T cell 

แตล่ะโคลน กระบวนการ antigen processing มสีอง

แบบคอื endogenous antigen processing pathway 

(antigen processing class I) เพื่อกระตุ้น cytotoxic 

T lymphocyte (Tc) และ exogenous antigen 

processing pathway (antigen processing class II) 

เพือ่กระตุน้ helper T lymphocyte (Th) ผา่นโมเลกลุ 

TCR ของ T lymphocyte แต่ละโคลน(24, 25)  

โดย MHC-peptide complex ที่แตกต่างกันจะจับ

กับ TCR เพื่อกระตุ้น T lymphocytes โคลนต่างกัน

อย่างจำ�เพาะ (MHC restriction)(26, 27)

Endogenous antigen processing  

pathway เปน็กระบวนการนำ�เสนอช้ินสว่นของเปบไทด์

จากภายในเซลล์รวมท้ังของเช้ือไวรัสด้วยการย่อยสลาย 

ในโปรตีโอโซม เกิดเป็นเปบไทด์สายส้ันหรืออิพิโทป 

ที่ประกอบด้วยกรดอะมีโน 8-15 เรสิดิวส์(19, 23)  

ซึ่งเป็นขนาดที่พอเหมาะสำ�หรับจับภายในร่องจับ 

(groove) ของโมเลกุล MHC class I ได้เป็น MHC 

I-peptide complex เพื่อกระตุ้น Tc lymphocyte 

ด้วยกลไก class I MHC restriction(28-30) ซึ่งเป็น

กลไกที่ทำ�ให้ APC กระตุ้น naïve CD8+ T lym-

phocytes ให้กลายเป็น activated Tc cell ซึ่งจะ

พัฒนาเป็น effective Tc cell ที่สามารถเข้าโจมตี

เซลล์เป้าหมาย (target cell) เช่น เซลล์ติดเชื้อไวรัส 

(viral infected cells)(31, 32) เนื่องจากกระบวนการ 

endogenous antigen processing pathway  

เกิดขึ้นกับโมเลกุลที่อยู่ภายในเซลล์รวมทั้งเชื้อไวรัส

ด้วย ดังนั้นโปรตีนที่มีอยู่ตามปกติในเซลล์ก็ต้อง 

ผ่านกระบวนการนี้เช่นกัน อย่างไรก็ตาม antigen  

processing กับเปบไทดข์องเซลล์ตวัเอง จะไมก่ระตุน้ 

Tc lymphocyte ของตัวเอง เนื่องจากเซลล์ Tc  

โคลนที่จดจำ�เปบไทด์ของตัวเอง (autologous Tc 

clones) ถกูกำ�จดัตัง้แตร่ะยะแรกของการพฒันาเซลล ์

T lymphocyte ตามขั้นตอนการคัดเลือกแบบ  

negative selection ซึง่กำ�จดั T cell clone ทีม่ ีTCR 

ต่อโมเลกุลใดของเซลล์ตัวเองออกไปเพื่อป้องกัน 

ไม่ ให้เกิดการสร้างภูมิคุ้มกันต่อต้านเซลล์ตัวเอง  

(autoimmunity) ในภายหลัง จึงมีเพียงแอนติเจน

หรือเปบไทด์แปลกปลอม เช่น เปบไทด์ของไวรัส 

ที่สามารถกระตุ้นเซลล์ Tc lymphocyte ทำ�ให้เกิด

การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบ cellular 

mediated immunity ต่อเชื้อไวรัสนั้นได้(18, 31, 32)

ในทางกลับกัน exogenous antigen  

processing เป็นกระบวนการเพื่อนำ�เสนอสิ่งแปลก

ปลอมหรอืแอนตเิจนทีอ่ยูภ่ายนอกเซลลเ์ทา่นัน้ โดยมี

กลไกที่ค่อนข้างซับซ้อนกว่า endogenous antigen 

processing ทั้งนี้เนื่องจากโมเลกุล MHC class II 
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ที่เพิ่งเริ่มถูกสังเคราะห์ขึ้นและอยู่ใน rough endo-

plasmic reticulum (RER) ถูกยับยั้งด้วยโมเลกุลที่

เรียกว่า invariant chain (Ii) ที่บริเวณร่องจับของ

โมเลกุล MHC class II กลายเป็น MHC II-Ii 

complex เป็นเหตุให้บริเวณร่องจับของโมเลกุล 

MHC Class II ไมส่ามารถจบักบัโมเลกลุใดจากเซลล์

ของตัวเอง อย่างที่เกิดขึ้นกับกรณี endogenous 

antigen processing pathway จากนั้น MHC II-Ii 

complex จะถูกส่งผ่านเข้า Golgi body และเมื่อ

แอนติเจนถูกย่อยด้วยเอนไซม์โปรติเอสและกรดใน

เอน็โดโซม ก็ทำ�ให้โมเลกลุ Ii ถกูยอ่ยสลายไปดว้ย แต่

ยังคงมีเปบไทด์สายสั้นของ Ii เกาะกับบริเวณร่องจับ

ของ MHC class II เรียกว่า CLIP (class II  

associated invariant chain peptide) เพื่อยังคง

ป้องกันไม่ให้ร่องจับของ MHC II เข้าจับกับโมเลกุล

จากเซลล์ตัวเอง อย่างไรก็ตามเพื่อให้ T cell epitope 

จากภายนอก (exogenous epitope) ที่เข้ากันได้กับ

ร่องจับสามารถเข้าจับกับโมเลกุล MHC class II ได้ 

โมเลกุล HLA-DM ซึง่มีโครงสรา้งคลา้ย MHC class 

II ก็เข้าจับดึง CLIP ให้หลุดออกจากโมเลกุล MHC 

class II ส่งผลให้ T cell epitope ที่เข้ากันได้กับร่อง

จับของโมเลกุล MHC II มีโอกาสย้ายเข้าไปแทนที่ 

CLIP ทำ�ให้เกิด MHC II-peptide complex และ

นำ�ไปสูพ่ืน้ผวิของ APC เพือ่กระตุน้ Th lymphocyte 

โคลนที่จำ�เพาะต่อไป(26, 33) ทั้งนี้เปบไทด์ที่จับกับ

โมเลกุล MHC class II จะมีขนาดใหญ่กว่าเปบไทด์

ที่จับกับ MHC class I ใน endogenous antigen 

processing โดยมีกรดอะมิโนประมาณ 15-20 เรสิดิวส์

การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันต่อการ 
ติดเชื้อไวรัส

เช้ือไวรสัเปน็อนภุาคทีส่ามารถเพิม่จำ�นวนได้

เมื่ออยู่ในเซลล์เจ้าบ้าน (host) ที่มีความจำ�เพาะ 

อย่างไรก็ตาม อนุภาคของไวรัสพบได้ทั้งในและนอก

เซลล์ โดยอนุภาคไวรัสที่ถูกสร้างขึ้นใหม่ (progeny) 

จะถกูปลอ่ยออกนอกเซลลเ์พือ่บกุรกุเขา้สูเ่ซลลอ์ืน่ได ้

ดังนั้นการต่อสู้กับการติดเชื้อไวรัสโดยภูมิคุ้มกันของ

ร่างกายต้องอาศัยทั้งระบบ cellular mediated 

(CMIR) และ humoral mediated (HMIR)  

immune responses ซึ่งเป็นการตอบสนองทาง

ภูมิคุ้มกันด้วยบทบาทของ Tc cell และแอนติบอดี

ตามลำ�ดับ 

โปรตีนของเชื้อไวรัสเกิดกระบวนการ  

antigen processing ที่เซลล์หลักสองชนิดคือ APC 

และเซลล์เป้าหมาย(24) โดยหลังจากที่ naïve Tc cell 

ถูกกระตุ้นด้วย APC ให้กลายเป็น activated Tc  

แล้ว Th cell ก็ช่วยส่งเสริมให้ activated T cell  

กลายเปน็ effective Tc cell เขา้โจมตเีซลล์เปา้หมาย

ที่ติดเชื้อไวรัส (viral infected cell) ต่อไป(34, 35) 

นอกจากนี้ Th cell ยังมีบทบาทกระตุ้นให้ activated 

B lymphocyte พัฒนาเป็น plasma cell เพื่อผลิต

แอนติบอดีที่จำ�เพาะกับ อิพิโทป ของเชื้อไวรัส(36) 

ทั้งนี้ B lymphocyte และ Th cell ต่างมีบทบาท 

ในการสร้างประโยชน์ซึ่งกันและกัน (reciprocal  

interaction) โดย B lymphocyte ทำ�หนา้ทีเ่ปน็ APC 

กระตุ้น Th cell ที่มีความสัมพันธ์กัน (cognate  

Th cell) ขณะเดียวกัน cognate Th cell ก็ทำ�หน้าที่

กระตุ้นให้ B lymphocyte พัฒนาเป็น plasma cells 

แล้วกลายเป็น memory B lymphocyte ซึ่งถือว่า 

มคีวามสำ�คญัมากเนือ่งจาก memory B lymphocyte 

สามารถตอบสนองต่อการบุกรุกของเชื้อไวรัสที่เข้าสู่

ร่างกายได้อย่างทันทีด้วยการสร้างแอนติบอดีขึ้นมา

อย่างรวดเร็วเพื่อเข้าจับอนุภาคของเชื้อไวรัสที่เข้ามา

โจมตีอีกครั้ง (secondary viral infection) ก่อนที่

เชื้อไวรัสจะสามารถเข้าจับกับเซลล์เป้าหมาย (viral 

attachment) จึงเปน็การปอ้งกันไม่ใหเ้ชือ้ไวรสัเขา้ไป

เพิ่มจำ�นวนและก่อให้เกิดพยาธิสภาพแก่ร่างกายได้ 

กลไกทางภูมิคุ้มกันดังกล่าวถือเป็นกลยุทธ์พื้นฐานใน
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การผลิตวัคซีนไวรัสเพื่อป้องกันการแพร่ระบาดของ

เชื้อไวรัส(37) ดังนั้นการได้รับวัคซีนไวรัสจึงมีจุด 

มุ่งหมายเพื่อกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันแบบ adaptive 

immunity ให้สร้าง memory lymphocytes ซึ่งมี

ชีวิตอยู่ได้นานและที่สำ�คัญคือมีการตอบสนองทาง

ภูมิคุ้มกันต่อการรุกรานของเชื้อไวรัสได้อย่างรวดเร็ว 

แทนที่จะใช้เวลาอย่างน้อยหนึ่งสัปดาห์ดังกรณีการ 

ติดเชื้อครั้งแรก (primary infection) ดังนั้นผลจาก

การไดร้บัวคัซนีไวรสัจงึตอ้งสามารถทำ�ใหร้า่งกายมกีาร

สรา้งภูมคิุม้กันเพือ่เขา้กำ�จดัเชือ้ไวรสัไดท้นัทว่งท ีและ

ไม่เกิดพยาธิสภาพจากการติดเชื้อไวรัสอีก โดยเฉพาะ 

antibody ที่เข้าจับเพื่อขัดขวางไม่ให้เชื้อไวรัสเข้าสู่

เซลล์เป้าหมาย

กลยทุธ์เพิม่ประสทิธผิลของวคัซนีไวรสัและ
ความส�ำคัญของโมเลกุล MHC ต่อระบบ
สาธารณสุข

ดังได้กล่าวแล้วว่าโมเลกุล MHC มีบทบาท

สำ�คัญในการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันโดยการ

สรา้งโมเลกุล MHC-peptide complex ของเชือ้ไวรสั

เพื่อกระตุ้น Tc และ Th cells ผ่านการทำ�งานของ

กลุ่มเซลล์ที่ทำ�หน้าที่เป็น APC แต่เนื่องจากโมเลกุล 

MHC class I และ II มีมากมายหลากหลาย 

อัลลีล(19-21) ขณะที่แต่ละคนมียีนอัลลีลของ MHC 

แต่ละคลาสเพียง 3-6 ยีนอัลลีล จึงทำ�ให้แต่ละคนมี

โมเลกุล HLA อลัลลีทีส่ามารถเขา้จบักบัเปบไทดห์รอื 

อิพิโทปต่างชนิดกันของเชื้อไวรัสเพื่อสร้างโมเลกุล

เชิงซ้อน MHC-peptide complex ได้อย่างจำ�กัด 

เปน็เหตใุห ้Th cell บางโคลนไมถ่กูเหนีย่วนำ�เนือ่งจาก

ไม่มีโมเลกุล MHC-peptide complex ที่มีความเข้า

กันได้ ที่จะเหนี่ยวนำ� TCR ของ Th cell โคลนนั้น 

หรือมีแรงจับ (affinity force) น้อยเกินไปที่จะทำ�ให้

มีการสร้างภูมิคุ้มกันมากพอ(27, 37, 38) เหตุผลนี้

สอดคล้องกับการศึกษาของ Benacerraf และ  

McDevitt(39, 40) ซึ่งรายงานว่าหนูสายพันธ์ุต่างกัน 

มีการตอบสนองเพื่อผลิตแอนติบอดีต่อเปบไทด์

สังเคราะห์สายสั้นแตกต่างกัน โดยหนูสายพันธุ์ C57 

ตอบสนองต่อพอลิเปบไทด์สังเคราะห์ (T, G) -A-L 

ได้ดีขณะที่หนูสายพันธุ์ CBA ตอบสนองได้ต่ำ � 

นอกจากนี้ยังมีรายงานด้วยว่าผู้ที่มียีนอัลลีลของ MHC 

class II ต่างกันก็ให้ผลการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน 

ต่อการติดเชื้อไวรัสแต่ละชนิดแตกต่างกัน (41-44) แสดง

วา่ HLA อัลลีลเปน็ปจัจัยสำ�คญัทีท่ำ�ใหแ้ตล่ะคนมกีาร

ตอบสนองทางภมูคิุม้กนัตอ่สารแปลกปลอมซึง่รวมถงึ

เชือ้ไวรสัแตกตา่งกนั ซึง่นา่จะเปน็เหตผุลอธบิายไดว้า่

เหตุใดคนจำ�นวนหนึ่งจึงไม่ตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน

หลังจากได้รับวัคซีนป้องกันไวรัส(1-8) ซึ่งรวมทั้งไวรัส

ตับอักเสบบี(9-14) ดังที่กล่าวไว้ก่อนหน้านี้ ทั้งนี้อาจ

สันนิษฐานได้ว่า ผู้ได้รับวัคซีนเหล่านั้นขาดยีนอัลลีล

ของ HLA ที่เหมาะสมเพื่อสร้าง MHC-peptide 

complex ที่เข้ากันได้กับ TCR ของ T cells(45, 46) 

เพื่อสร้างภูมิคุ้มกัน (seroprotection) 

จากเหตุผลที่กล่าวมา จะเห็นได้ว่า Th cell 

เป็นเซลล์ภูมิคุ้มกันที่มีความสำ�คัญช่วยสร้างความ

สำ�เรจ็ในการทำ�หนา้ทีข่องทัง้ Tc และ B lymphocyte 

หากไมม่ ีTh cell โคลนทีเ่หมาะสมทีเ่รยีกวา่ cognate 

Th cell ก็จะทำ�ให้ B lymphocyte สร้างแอนติบอดี

ได้เพียงชนิด IgM ซึ่งมีความเสถียรต่ำ� cognate  

Th cell สามารถกระตุ้น B lymphocyte โคลนที่

จำ�เพาะให้พัฒนาเป็น plasma cells เพื่อสร้าง

แอนติบอดีคลาสอื่น (IgG, IgA, IgE) และ memory 

B lymphocyte โดยแอนติบอดีมีความสำ�คัญในการ

ป้องกันการติดเชื้อไวรัสมากกว่า Tc lymphocyte 

เนื่องจากแอนติบอดีสามารถเข้าจับและยับยั้งไม่ให้

อนุภาคไวรัสเข้าเกาะกับโมเลกุลตัวรับไวรัส (viral 

receptor molecule) ของเซลล์เป้าหมาย ทำ�ให้ไวรัส

ไม่สามารถเข้าสู่เซลล์เป้าหมายและเพิ่มจำ�นวนได้ 

ขณะที่ Tc cell จะเริ่มทำ�งานได้ก็ต่อเมื่อเซลล์ 
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เป้าหมายถูกรุกรานจากเชื้อไวรัสแล้ว เนื่องจากกลไก

การทำ�งานของ Tc cell ต้องได้รับการเหนี่ยวนำ�จาก 

MHC I-peptide complex ที่มาจากเซลล์เป้าหมาย

ที่ติดเชื้อไวรัสก่อนจึงจะเหนี่ยวนำ�ให้ Tc cell เข้า

จัดการทำ�ลายได้ ดังนั้นการเหนี่ยวนำ�ให้ได้ memory 

B cell จึงเป็นเป้าหมายสำ�คัญของวัคซีนไวรัสที่ระบบ

ภูมิคุ้มกันของร่างกายต้องสร้างขึ้นมาให้ ได้ ดังนั้น

วัคซีนไวรัสควรมีอิพิโทปที่สามารถจับกับ MHC II 

alleles ของผู้ ได้รับวัคซีนไวรัส เพื่อสร้าง MHC  

II-peptide complex ที่สามารถกระตุ้น cognate  

Th cell โคลนที่เหมาะสมได้ ปัจุบันวัคซีนไวรัสมัก 

มกีารผลิตในรปูแบบ subunit vaccine แตด่ว้ยเหตผุล

ทั้งหมดที่กล่าวมานี้ ชี้ ให้เห็นว่าวัคซีนไวรัสแบบ  

subunit viral vaccine ชนิดใดชนิดหนึ่งอาจไม่

สามารถใช้ได้กับประชากรในทุกชุมชนหรือประชากร

ทั้งโลก เนื่องจากวัคซีนไวรัสควรมีอิพิโทปที่เหมาะสม

กับชนิดของ MHC alleles ในแต่ละคนหรือกลุ่ม

ประชากรเป็นสำ�คัญด้วย แม้ว่าการผลิต subunit 

viral vaccine จะทำ�ไดส้ะดวกดว้ยเทคโนโลยปีจัจบุนั 

โดยเฉพาะเทคนิคทางอณูพันธุกรรม แต่ก็ทำ�ให้เกิด

ปญัหาและคำ�ถามถงึประสทิธผิลของวัคซนีตอ่ทกุกลุม่

ประชากร การทดสอบ subunit viral vaccine กับ

สัตว์ทดลองซึ่งมักใช้สายพันธุ์ใดสายพันธุ์หนึ่งในการ

ศึกษา ทำ�ให้เกิดข้อจำ�กัดในด้านความหลากหลายของ

โมเลกุล MHC แม้ว่า subunit viral vaccine ชนิดนั้น

ทำ�ให้เกิดการสร้างภูมิคุ้มกันในสัตว์ทดลองหรือกับ

ประชากรที่ทำ�การทดสอบในเบื้องต้นได้ แต่เมื่อนำ�

วัคซีนดังกล่าวมาใช้จริงกับประชากรอีกกลุ่มหนึ่ง 

กลับให้ประสิทธิผลต่ำ�หรือไม่ได้ผลอย่างที่ควรเป็น

เนื่องจากความไม่เหมาะสมของอิพิโทปของวัคซีนกับ

โมเลกุล MHC alleles ของผู้ ได้รับวัคซีนไวรัสใน

ประชากรน้ัน ดงันัน้ หากตอ้งการผลติวคัซนีในรปูแบบ 

subunit viral vaccine ก็ควรเป็นการผลิตอย่างมุ่ง

เป้าสำ�หรับประชากรแต่ละกลุ่มอย่างจำ�เพาะ ไม่เช่นนั้น

ก็ควรเป็น subunit viral vaccine ที่มีการผสมรวม

กันเพื่อครอบคลุมอิพิ โทปของไวรัสชนิดนั้นให้ ได้ 

มากที่สุดหรือเทียบเท่าสายพันธุ์ดั้งเดิม (wild type) 

และกรณีที่ไวรัสชนิดนั้นมีหลากหลายสายพันธ์ุเช่น

ไวรสัไขห้วดัใหญ ่กค็วรมกีารผสมรวมกนัของสายพนัธุ์

ตา่งชนดิอย่างเหมาะสม เพือ่เพิม่โอกาสการตอบสนอง

ทางภูมิคุ้มกันและป้องกันการระบาดได้

เป็นเรื่องที่น่าสนใจหากบุคลากรเทคนิคการ

แพทย์จะเข้ามามีส่วนร่วมในการป้องกันการระบาด

ของเชือ้ไวรสัดว้ยวคัซนีไวรสัใหเ้กดิผลสมัฤทธิม์ากขึน้ 

ด้วยการตรวจหายีนหรือโมเลกุล HLA alleles ของ

แต่ละคนอย่างทั่วถึง เช่นเดียวกับการตรวจกรุ๊ปเลือด

ในระบบ ABO และ Rh โดยจำ�เปน็ตอ้งพฒันาเทคนคิ

ที่สะดวกและมีค่าใช้จ่ายที่เหมาะสมในการตรวจ ทั้งนี้

จะเห็นได้ว่าโมเลกุล HLA มีบทบาทสำ�คัญอย่างมาก

ด้านภูมิคุ้มกันของร่างกาย ซึ่งนอกจากจะเกี่ยวข้อง 

กับการปลูก/เปลี่ยนถ่ายอวัยวะ(22, 23, 47) ดังเป็น 

ที่ทราบกันแล้ว ยังมีรายงานเกี่ยวกับโรคภูมิคุ้มกันต่อ

ตวัเอง(48-50) โรคภูมคิุม้กันไวเกิน(51, 52) และการตอบ

สนองทางภูมคิุม้กันตอ่เชือ้ไวรสั(41-44) ผลการตรวจหา 

HLA alleles สามารถใช้เป็นฐานข้อมูลด้านระบบ

สาธารณสุขเพื่อเพิ่มคุณภาพชีวิตแก่ประชากรได้มาก

ขึ้นในหลายมิติ โดยสามารถใช้พยากรณ์โรคเพื่อ

ป้องกันหรือหลีกเล่ียงปัจจัยร่วมที่อาจทำ�ให้เกิดโรค

ทางภูมิคุ้มกัน ส่วนด้านระบาดวิทยาของเชื้อไวรัส  

ก็จะทำ�ให้เราสามารถเข้าใจและผลิตวัคซีนไวรัส 

ทีเ่หมาะสมกับแตล่ะกลุ่มประชากรอย่างมทีศิทางมาก

ยิง่ขึน้ ปญัหาทีส่ำ�คญักค็อื HLA alleles มคีวามหลาก

หลายสูงมาก ทำ�ให้เป็นเรื่องยากที่จะให้บริการตรวจ

หาโดยใช้เทคโนโลยีเท่าที่มีในปัจจุบันได้อย่างถ้วนทั่ว 

ด้วยค่าใช้จ่ายที่ทุกคนสามารถเข้าถึงได้ แม้มีการ 

ใช้เทคนิค polymerase chain reaction (PCR)  

เพือ่ตรวจโมเลกุลอัลลีลของ HLA class I และ HLA 

class II ก็ตาม แต่ความหลากหลายของ HLA  
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อัลลีลที่มีอยู่สูงเป็นอุปสรรคสำ�คัญในการให้บริการ

ตรวจหา HLA อัลลีลได้อย่างทั่วถึง ดังนั้น หน่วยงาน

หรือนักวิจัยที่มีศักยภาพควรเล็งเห็นความสำ�คัญของ

โมเลกุล HLA เพื่อพัฒนาเทคนิคการตรวจ HLA 

alleles อย่างจรงิจงั จนทำ�ใหก้ารตรวจมคีวามงา่ยและ

มีค่าใช้จ่ายเหมาะสม สามารถให้บริการแก่ประชากร 

ได้อย่างครอบคลุม ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อระบบ

สาธารณสุขอย่างมากต่อไปในอนาคต

ในช่วงหลายปีที่ผ่านมา มีการแพร่ระบาด

ของเชือ้ไวรสัเกดิขึน้อยา่งตอ่เนือ่ง หลายประเทศมกีาร

แจ้งเตือนหรือกำ�หนดมาตรการให้ประชาชนรับวัคซีน

ไวรัสตามกระแสข่าวการระบาดโดยไม่มีมาตรการ 

ตรวจสอบเพื่อพิสูจน์ตามกระบวนการวิทยาศาสตร์ว่า

วัคซีนไวรัสดังกล่าวสามารถกระตุ้นให้เกิดภูมิคุ้มกัน 

ได้จริงหรือไม่กับประชากรในประเทศของตน ดังนั้น

กระทรวงสาธารณสขุในแตล่ะประเทศรวมทัง้ประเทศ 

ไทยควรมีมาตรการกำ�หนดให้การรับวัคซีนไวรัส 

มกีระบวนการทีเ่ปน็รปูธรรมอยา่งครบถว้นที่ไม่ไดเ้ปน็

เพียงการให้วัคซีนไวรัสจนครบจำ�นวนครั้ง แต่ต้อง 

มีการตรวจสอบว่าผู้ที่ ได้รับวัคซีนไวรัสมีการสร้าง

ภูมิคุ้มกันหรือไม่ โดยหากผู้ได้รับวัคซีนไวรัสไม่มีการ

สรา้งภมูคิุม้กนัหรอืสรา้งได้ไมม่ากพอทีจ่ะปอ้งกนัการ

ติดเชื้อไวรัสตามวัตถุประสงค์ของวัคซีนไวรัสชนิดนั้น 

บรษิทัผูผ้ลิตหรอืจำ�หนา่ยวคัซนีไวรสักค็วรตอ้งชดเชย

ค่าใช้ จ่ายทั้งหมดให้แก่ผู้บริ โภคหรือผู้รับวัคซีน 

เน่ืองจากไม่ ได้ผลิตวัคซีนที่ เหมาะสมให้เกิดผล

สัมฤทธิแ์ก่บคุคลนัน้ แมว้า่กรณนีีอ้าจทำ�ใหม้คีา่ใชจ้า่ย

สูงขึ้น แต่ก็เป็นการรับรองว่าผู้รับวัคซีนจะได้รับการ

คุ้มครองและเข้าใจสถานภาพของตัวเอง เพราะหาก

เขา้ใจเพยีงวา่การไดร้บัวคัซนีไวรสัจนครบจำ�นวนครัง้

ก็สามารถทำ�ให้ตัวเองมีภูมิคุ้มกันแล้ว ก็อาจทำ�ให้ผู้ที่

ได้รับวัคซีนไวรัส (แต่ไม่สามารถสร้างภูมิคุ้มกันได้)  

มพีฤตกิรรมสุ่มเส่ียงดว้ยความเขา้ใจผดิและอาจทำ�ให้

มีโอกาสติดเชื้อไวรัสได้มากยิ่งขึ้น ดังนั้น จึงขอเสนอ

ว่า สภาเทคนิคการแพทย์ควรต้องร่วมผลักดันและ

ประสานงานกับกระทรวงสาธารณสุขเพื่อกำ�หนด

แนวทางใหก้ารตรวจตดิตามการสรา้งภมูคิุม้กนักบัผูร้บั

วัคซีนไวรัส โดยให้เป็นส่วนหนึ่งของโปรแกรมการ 

ได้รับวัคซีนไวรัสเพื่อเป็นการสร้างกระบวนการที่ช่วย

ผลักดันให้ผู้ผลิตวัคซีนได้ตระหนักถึงผลสัมฤทธิ์ 

ของวัคซีนไวรัสของตนอย่างมีความรับผิดชอบเพื่อ

พัฒนาการผลิตวัคซีนไวรัสที่ทำ�ให้เกิดประสิทธิผลต่อ

ทุกคนอย่างแท้จริง

สรุป
ปัญหาประสิทธิผลของวัคซีนไวรัสที่มี  

ความแตกต่างในผู้รับวัคซีนแต่ละคน เกี่ยวข้องกับ

กระบวนการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันอันเนื่องมาจาก

ความหลากหลายของโมเลกุล MHC ของแต่ละคน 

ทำ�ใหค้วามสามารถในการจบักบัอพิิโทปของแอนตเิจน

แตกต่างกันและเป็นสาเหตุที่ทำ�ให้วัคซีนไวรัสมี

ประสทิธภิาพทีแ่ตกตา่งกนัในแตล่ะคนหรอืแตล่ะกลุม่

ประชากร นักเทคนิคการแพทย์โดยสภาเทคนิคการ

แพทย์ควรผลักดันให้โปรแกรมการให้วัคซีนไวรัส

ครอบคลุมถึงการตรวจหาผลสัมฤทธิ์จากการได้รับ

วคัซนีไวรสัดว้ย ไม่ใชเ่พยีงการใหว้คัซนีใหค้รบเทา่นัน้ 

โดยไม่ทราบว่าตัวผู้รับวัคซีนมีการสร้างภูมิคุ้มกันเพื่อ

ตา้นทานการตดิเชือ้ไวรสัชนดินัน้จรงิหรอืไม ่และหาก

ผู้รับวัคซีนไม่มีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน ก็ควรมี

มาตรการเยียวยาและหาทางสร้างเสริมภูมิคุ้มกันหรือ

ศึกษาหาทางร่วมกันเพื่อแก้ปัญหาตามกระบวนการ

ทางวิทยาศาสตร์ต่อไป 
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การพัฒนาวิธี Multiplex PCR จากโคโลนีเพื่อแยกเชื้อ 
Streptococcus suis serotype 2 ออกจาก serotype 1/2

นิสารัตน์ พูลอนันต์1 และ เริงวิทย์ บุญโยม2* 

1กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์และพยาธิวิทยาคลินิก โรงพยาบาลสวรรค์ประชารักษ์ จังหวัดนครสวรรค์
2ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณุโลก

 บทคัดย่อ
Streptococcus suis (S. suis) เปน็เชือ้แบคทเีรยีก่อโรคจากสตัวส์ูค่นทีก่ลบัมาระบาดใหม ่โดย

แบคทเีรยีชนดินีก้อ่ใหเ้กดิพยาธสิภาพหลายระบบของรา่งกาย เชน่ เยือ่หุม้สมองอกัเสบ ภาวะโลหติเปน็

พิษ เยื่อบุหัวใจอักเสบ โรคปอดบวม กระทั่งการเสียชีวิต ปัจจุบันวิธีการแยกสายพันธุ์โดยใช้ความแตกต่าง 

ระดับโมเลกุลไม่สามารถแยกความแตกต่างของ S. suis serotype 2 จาก serotype 1/2 เนื่องจากยีน 

cps ของ serotypes ทั้งสองมีลำ�ดับเบสที่คล้ายกันมาก ดังนั้นงานวิจัยนี้ได้พัฒนาวิธี multiplex PCR 

จากโคโลนีของเชื้อโดยตรง ซึ่งไพรเมอร์ที่ใช้ได้รับการออกแบบให้ครอบคลุมส่วนที่มีการเปลี่ยนแปลง

ลำ�ดับสารพันธุกรรมในตำ�แหน่งระหว่างยีน cpsS และ cpsT ร่วมกับไพรเมอร์ที่ได้รับการตีพิมพ์แล้ว

เพื่อใช้แยก S. suis serotype 2 ออกจาก serotype 1/2 ผลการวิจัยชี้ให้เห็นว่าวิธี multiplex PCR  

ทีพั่ฒนาขึน้สามารถแยกความแตกตา่งระหวา่ง serotypes ของเชือ้มาตรฐานท้ังสองได ้และมีความจำ�เพาะ

ต่อ S. suis โดยไม่พบผลิตผลของ PCR เมื่อทดสอบกับแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบชนิดอื่นๆ 

พบเฉพาะผลิตผลของ PCR ที่เกิดจากชุดไพรเมอร์ควบคุมเท่าน้ัน นอกจากน้ีวิธี multiplex PCR  

ที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจ S. suis ได้จำ�นวนอย่างน้อย 100 CFU จึงอาจสรุปได้ว่าวิธี multiplex PCR  

ที่พัฒนาขึ้นสามารถแยก serotype 2 ออกจาก serotype 1/2 ได้ นอกจากนี้เทคนิคที่ได้พัฒนาขึ้นมีความ

ไว ความจำ�เพาะ เป็นวิธีท่ีง่าย และประหยัด อย่างไรก็ตามก่อนนำ�วิธีดังกล่าวไปใช้ในห้องปฏิบัติการ 

จุลชีววิทยาคลินิกหรือในการศึกษาทางระบาดวิทยา ควรทดสอบเพิ่มเติมกับเชื้อ S. suis serotype อื่นๆ 

หรือแบคทีเรียสายพันธุ์อื่นที่ใกล้เคียงเพิ่มเติม
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Abstract
Streptococcus suis (S. suis) is an emerging zoonotic. This bacterium causes many 

pathological conditions such as, meningitis, septicemia, endocarditis, septic arthritis and death. 

To date, molecular serotyping method has not distinguished S. suis serotype 2 from serotype 

1/2 because cps genes of these serotypes share highly similar sequences. In this study, multiplex 

PCR assay was developed to distinguish S. suis serotype 2 from 1/2. New set of primers were 

designed for amplification of variable regions in nucleotide spacer between cpsS gene and cpsT  

gene combining with published primer set. The result indicated that the colony multiplex  

PCR assay is able to differentiate these two serotypes in reference strains. For specificity  

test, several gram positive and negative bacteria were tested and amplicons were detected only 

when using universal primer set. The PCR showed limit of detection for S. suis at 100 CFU/ 

reaction. It was concluded that this assay is sensitive, specific, simple and cost-effective.  

However, before this method could be performed for clinical microbiology laboratory or for 

epidemiological studies the multiplex PCR assay should be further evaluated with more S. suis 

serotypes and related bacterial species. 
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Introduction
Streptococcus suis (S. suis) is a gram-

positive coccus bacterium existing as singles, 

in pairs or in short chains. They can grow in 

the atmospheric condition with 5-7% carbon 

dioxide. Previously, these bacteria were clas-

sified into 35 serotypes, 1-34 and 1/2 by distinct 

capsular polysaccharide.(1) However, serotypes 

20, 22, 26, 33  and 34 have recently been shown 

to belong to new bacterial species. Therefore, 

S. suis species currently comprises a total 29 

serotypes.(2, 3) S. suis could generally be found 

in pigs and transmits to human being, causing 

zoonosis. The most commonly severe illness 

in human is S. suis serotype 2.(4) The first case 

of human infected by S. suis was reported in 

Denmark in 1968.(5) In 2018, the epidemio-

logical surveillance report of Department of 

Disease Control, Thailand Ministry of Public 

Health revealed 317 cases of S. suis infection. 

Most reports were from northern region of  

Thailand.(6) The majority of these cases caused 

by consumption of raw pork such as spicy raw 

pork salad, raw blood, etc. The most common 

illness found in human caused by S. suis is 

meningitis. Secondly, serious septicemia might 

lead to toxic shock syndrome. Other illnesses 

include sudden hearing loss (SHL) that leads 

to infection with pus, peritonitis infection, etc.(7)

Diagnosis of patients, infected with  

S. suis can be done in the laboratories by  

bacterial culture from the patient’s blood 

sample, cerebrospinal fluid or joint fluid.  

Diagnosis can also be accomplished by  

biochemical test, but this would often give 

inaccurate results. Moreover, diagnosis of  

S. suis and identification of serotype can  

also be done by coagglutination test using  

serotype-specific antiserum. However, this 

method is costly and cannot be conducted in 

an ordinary laboratory.(8-11)  There are reports 

of cross reaction between serotypes(12).  

Moreover, some isolates were untypeable by a 

coagglutination test using serotype-specific 

antisera caused by mutations or deletions of 

cps gene.(13, 14) As a result, reports were  

ambiguous interpretation. At present, molecular 

biology techniques, is a more specific, sensitive 

and faster method for identification of S. suis. 

Furthermore, multiplex PCR technique has been 

developed for the investigation of various  

serotypes of S. suis at the same time. An  

example was conducted by Lui, et al.,(15) who 

reported using of multiplex PCR to investigate 

S. suis and had identified 33 strains of serotypes, 

except serotype 32 and 34. Okura, et al.,(16) 

applied multiplex PCR method to identify all 

35 serotypes of S. suis. Additionally, Kerdsin 

et al.(17) used multiplex PCR to separate and 

identify 29 serotypes of S. suis by using cps 

gene that was specific for each serotype.  

However, the previous studies had not been 

able to separate S. suis serotype 2 from serotype 

1/2. Therefore, this study aimed to develop 

colony multiplex PCR assay to diagnose S. suis  

serotype 2 that commonly causes serious illness 

in human and was able to quickly distinguish 

between S. suis serotype 2 and serotype 1/2.
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Materials and Methods
Bacterial strains

S. suis serotype 1, 2 and 1/2 reference 

strains used in this study were purchased from 

the culture collection of the Department of 

Medical Sciences, Ministry of Public Health 

of Thailand. Moreover, reference strains of 

other bacteria are listed in Table 1.

Oligonucleotide primers design

Three sets of primer (Biobasic,  

Canada) were listed in Table 2. The first set  

of primer was according to the previous  

study.(13) These primers were specific for  

S. suis serotype 2 and serotype 1/2. The second 

set of primer was designed to distinguish  

S. suis serotype 2 from serotype 1/2. This set 

of primer generates different sizes of PCR  

product from S. suis serotype 2 and serotype 

1/2. These oligonucleotide primers were  

designed by alignments of nucleotides spacer 

between cpsS and cpsT genes from S. suis 

serotype 2 strain P1/7 (accession number 

BR001000) and S. suis serotype 1/2 strain 2651 

(accession number AB737816). This primer 

set amplifies IS630 transposases encoding 

sequences in nucleotides spacer sequences. The 

third pair of primers were 16s rRNA universal 

primers. This set of primer was used as PCR 

condition control. 

Genomic DNA Extraction

Genomic DNA from all bacterial 

strains were extracted and purified by using 

Table 1  Bacterial strains used in this study

Species Strain Source

Streptococcus suis serotype 1 DMST 26745 a

Streptococcus suis serotype 1/2 DMST 26744 a

Streptococcus suis serotype 2 DMST 18783 a

Streptococcus pyogenes DMST 17020 a

Streptococcus pneumoniae DMST 7945 a

Streptococcus viridans clinical isolate

Staphylococcus aureus DMST 8013 a

Escherichia coli MG 1655 b

Salmonella Typhimurium SL 1344 c

a: 	Culture collection of the Department of Medical Sciences, The Ministry of Public Health of Thailand.
b: 	E. coli Genetic Stock Center, Yale, U.S.A.
c: 	Salmonella Genetic Stock Centre, Alberta, Canada.
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TIANamp Genomic DNA kit (TianGenTM, 

China) according to the manufacturer’s  

instructions. Briefly, bacterial cells were lysed 

with lysozyme and proteinase K. Genomic DNA 

in suspension was precipitated by 95% ethanol 

and purified with silica membrane column. 

Bacterial genomic DNA was eluted with  

molecular biology grade water and stored at 

-20°C until used. 

Multiplex PCR and colony multiplex PCR 

conditions

For multiplex PCR, 50 ng of bacterial 

genomic DNA was used as template. For 

colony multiplex PCR, DNA template was 

obtained directly from a bacterial colony. A 

single small bacterial colony approximately  

1 mm in diameter was picked to PCR tube as 

DNA template. The total PCR reaction mixture 

(20 μL) consisted of 3 sets of primers (0.5 μM 

of each primer), 10 μL of 2X My TaqTM HS 

Red Mix (Bioline, USA) and DNA template. 

The final volume was adjusted to 20 μL with 

distilled water. The amplification parameters 

of PCR were 95°C for 5 min, followed by  

30 cycles of 95°C for 30 sec, 56°C for 30 sec 

and 72°C for 1 min. Then, final extension  

was at 72°C for 5 min. The amplification  

products were separated by 1.5% agarose  

gel electrophoresis and visualized under UV  

transilluminator. 

Specificity and sensitivity of colony multiplex 

PCR assay

For specificity test, six bacterial  

strains including Streptococcus pyogenes  

(S. pyogenes), S. pneumonia, S. viridans, 

Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia 

coli (E. coli) and Salmonella Typhimurium  

(S. Typhimurium) were used as DNA templates 

for multiplex PCR amplification. In addition, 

genomic DNA or colony of S. suis serotype 2 

were used as positive control. The sensitivity 

of colony multiplex PCR was performed by 

Primer set
Primer 
name

Sequence (5’-3’)
PCR product 

size (bp)
Source

1st F: GATTTGTCGGGAGGGTTACTTG 455 Lun, et al., 2007.(1)

R: TAAATAATATGCCACTGTAGCGTCTC

2nd SuF F: CCGCCTAATAACAAGGTATCTATCC

SuR R: GGGCTGTGACATAATGAATCCTCC 988 This study

3rd 16F F: GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGG

16R R: CTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTC 697 This study

Table 2  List of primer sets used in this study
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detection of 106,105,104, 103, 102, 10 and 1 

CFU of S. suis serotype 2 strain. The PCR 

conditions were performed as previously  

described. Then, PCR amplification products 

were analyzed by agarose gel electrophoresis 

and checked for predicted size product. 

Results
Specific primers distinguish between serotype 

2 and 1/2 of S. suis

The similarity level of nucleotide  

sequences of nucleotides spacer between cpsS 

and cpsT genes (approximately 6,700 bp) from 

S. suis serotype 2 strain P1/7 (accession  

number BR001000) and S. suis serotype 1/2 

strain 2651 (accession number AB737816) is 

shown in Fig. 1. The alignment results show 

that these sequences were highly identical 

(91.7%). However, nucleotides at position 

1,275 to 2,180 of S. suis serotype 2 differed 

from nucleotides location 1,283 to 2,171 of  

S. suis serotype 1/2. These variable regions 

were selected as a tool to distinguish between 

serotype 2 and 1/2 of S. suis. Firstly, the  

experiments were designed using polymerase 

chain reaction combining with restriction  

fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 

for separating S. suis serotype 2 and 1/2.  

Then, primers upstream and downstream of 

these variable regions were manually designed, 

given name suF and suR primers, respectively 

(Fig. 2). It was expected that this pair of  

primers would generate PCR products  

(approximately 1 kb) from S.suis serotype 2 

and 1/2. PCR products from both serotypes 

were then digested with MseI restriction  

enzyme. Expected DNA fragments from  

digestion of MseI restriction enzyme with  

PCR products from S. suis serotype 2 were 

predicted to generate 7 DNA fragments  

(17, 34, 38, 51, 162, 168 and 518 bp). In  

contrast, S. suis serotype 1/2 PCR products  

gave 6 fragments; 17, 34, 43, 162, 196 and  

526 bp (Fig. 2). Surprisingly, approximately  

1 kb PCR product was amplified only from 

DNA template from S. suis serotype 2 reference 

strains, DMST 18783, while DNA template  

from S. suis serotype 1/2 reference strain,  

DMST 26744, generated PCR products in  

under expected size (approximately 90 bp)  

Fig. 1 	The similarity level of nucleotides spacer between cpsS and cpsT genes from S. suis serotype 
2 strain P1/7 (accession number BR001000) and S. suis serotype 1/2 strain 2651 (accession 
number AB737816). The X-axis indicates the length of sequences, and the y-axis indicates the 
level of similarity at each position in the alignment. 
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(Fig. 3A). PCR products from S.suis serotype 

2 and 1/2 were purified, sequenced and  

determied similarity using BLAST (https://

blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) program. 

DNA sequencing result of PCR product from 

S. suis serotype 2 showed 99.4% identity with 

DNA sequences from S. suis serotype 2 strain 

P1/7 (Fig. 3B). Additionally, DNA sequencing 

result from PCR product of S. suis serotype 

1/2 showed 100% identity with DNA sequences 

from chromosome 1 of S. suis serotype 1 strain 

NTCTC10237 (Fig. 3C). After that, genomic 

DNA from S. suis serotype 1 reference strain, 

DMST 26745, was extracted and used as  

template for PCR amplification with suF and 

suR primers. The PCR product showed the 

same molecular weight as the PCR product 

from S. suis serotype 1 (approximately 90 bp) 

(Fig. 4A), and the nucleotide sequences of the 

PCR product from S.suis serotype 1 showed 

100% identity with DNA sequence from S. suis 

serotype 1/2 PCR product (Fig. 4B). From these 

results, it was concluded that the nucleotide 

sequences amplified from S. suis serotype 1/2 

and 1 were identical. In addition, this set of 

primer was able to distinguish between S. suis 

serotype 2 and 1/2 . 

 

Identification of S.suis serotype 1, 1/2 and 2 

by multiplex PCR and colony multiplex PCR 

assay

Before using multiplex PCR for  

serotype identification, all three pairs of  

primers were individually performed for  

Fig. 2	 The difference of variable regions of nucleotides spacer between cpsS and cpsT genes from  
S. suis serotype 2 strain P1/7 (accession number BR001000) and S. suis serotype 1/2 strain 
2651 (accession number AB737816). A and B indicate nucleotide sequences from S. suis  
serotype 2 and 1/2, respectively. Black shaded letters indicate identical nucleotides. Gray 
shaded letters indicate different nucleotides. Gaps between sequences are indicated as dash 
symbol. Black arrows indicate cleavage sites for MseI restriction enzyme on nucleotide  
sequences from S. suis serotype 2. Gray arrows indicate cleavage sites for MseI restriction  
enzyme on nucleotide sequences from S. suis serotype 1/2. Nucleotide sequences designed 
as primers are underlined 
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monoplex PCR assay. Genomic DNA of  

S.suis serotype 1, 1/2 or 2 were used as DNA 

template to verify ability of each set of primer. 

The results showed that monoplex PCR with 

each set of primer produced expected amplifi-

cation products (Fig. 5A) . Both S.suis serotype 

1/2 and 2 gave a 455 bp DNA fragment from 

the first set of primer. For second set of  

primer, S. suis serotype 2 generated a 988 bp 

PCR product, while S.suis serotype 1 and 1/2 

produced 90 bp DNA fragments. For the third 

pair of primers (universal primers), all serotypes 

of S.suis generated 697 bp PCR products. 

For multiplex PCR, amplification  

of all the three serotypes of S. suis were  

successfully observed in expected bands.  

A B

C

Fig. 3	 (A) EtBr stained agarose gel of PCR product amplified from S. suis serotype 1/2 and 2. Lane  
M: 100 bp DNA marker, lane 1: negative control, lane 2: S. suis serotype 1/2 PCR product, 
lane 3: S. suis serotype 2 PCR product. (B) . Nucleotide sequences alignment results of PCR 
product amplified from S. suis serotype 2 and DNA sequences from S. suis serotype 2 strain 
P1/7. A and B indicate nucleotide sequences from PCR product of S. suis serotype 2 and DNA  
sequences from S. suis serotype 2 strain P1/7, respectively. Black shaded letters indicate  
identical nucleotides. Gray shaded letters indicate different nucleotides. (C) DNA sequencing 
result from PCR product from S. suis serotype 1/2 compared using Nucleotide BLAST to DNA 
sequences from S. suis serotype 1 strain NTCTC10237. Query sequence file: PCR product from 
S. suis serotype 1/2 sequencing, Subject file: DNA sequences from S. suis serotype 1 strain 
NTCTC10237. 100% matches across 90 base pairs 

bp

1000

500

100
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A					      B

Fig. 4 (A) EtBr stained agarose gel of PCR product amplified from S. suis serotype 1/2 and 1. Lane  
M: 100 bp DNA marker, lane 1: negative control, lane 2: S. suis serotype 1/2 PCR product, 
lane 3: S. suis serotype 1 PCR product. (B) Nucleotide sequences alignment results of PCR 
product amplified from S. suis serotype 1/2 and 1. A and B indicate nucleotide sequences from 
S. suis serotype 1/2 and 1, respectively. Black shaded letters indicate identical nucleotides.

A

B C

Fig. 5 (A) EtBr stained agarose gel of monoplex PCR product from S. suis serotype 1, 1/2 and 2. Lane 
M: 100 bp DNA maker, lane 1 to 4 PCR amplification with 1st primer set, lane 5 to 8 PCR 
amplification with 2nd primer set and lane 9 to 12 PCR amplification with 3rd primer set. Lane  
1, 5 and 9: negative control, lane 2, 6 and 10: S.suis serotype 1 PCR product, lane 3, 7 and 
11: S. suis serotype 1/2 PCR product, lane 4, 8 and 12: S. suis serotype 2 PCR product. EtBr 
stained agarose gel of multiplex PCR product using genomic DNA (B) or bacterial colony (C) as 
template. Lane M: 100 bp DNA marker, lane 1: negative control, lane 2: S. suis serotype 1 PCR 
product, lane 3: S. suis serotype 1/2 PCR product, lane 4: S. suis serotype 2 PCR product 
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Amplified fragments of 90 and 697 bp for S. suis 

serotype 1, 90, 455 and 697 bp from S. suis 

serotype 1/2 and 455, 697 and 988 bp from  

S. suis serotype 2 were obtained by agarose gel 

electrophoresis (Fig. 5B). For simple and fast 

genomic DNA was replaced by colony of  

bacteria for template in PCR amplification. The 

colony multiplex PCR results were concordant 

to multiplex PCR using genomic DNA as  

template (Fig. 5C). This showed that the  

colony multiplex PCR assay was able to identify 

and differentiate S. suis serotype 2 and 1/2.

Specificity and sensitivity of colony multiplex 

PCR assay

For specificity, S. pyrogenes, S.  

pneumoniae, S. viridans, S. aureus, E. coli 

and S. Typhimurium were used to evaluate 

specificity of the colony multiplex PCR. The 

result represented that only S.suis serotype  

2 generated all three bands of PCR products 

(455, 697 and 988 bp). In contrast, other  

bacteria produced specifically amplicons at  

697 bp from universal primers (Fig. 6A). It was 

concluded that the colony multiplex PCR was 

specific for S.suis serotype 2.

Fig. 6 	(A) The specificity of the colony multiplex PCR assay. Lane M: 100 bp DNA marker, lane 1: 
negative control, lane 2: S. suis serotype 2 PCR product, lane 3: S. pyrogenes PCR product, 
lane 4: S. pneumoniae PCR product, lane 5: S. viridans PCR product, lane 6: S. aureus PCR 
product, lane 7: E. coli PCR product, lane 8: S. Typhimurium PCR product. (B) The detection 
limit of the colony multiplex PCR assay in different bacterial concentrations. Lane M: 100 bp 
DNA marker, lane N: negative control

A

B
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For sensitivity, detection limit of test 

was performed by dilution of S. suis serotype 

2 from 106 to 1 CFU. Then, bacterial cells from 

each dilution was used as template for colony 

multiplex PCR. The result showed that  

sensitivity of the colony multiplex PCR was 

102 CFU/reaction (Fig. 6B). 

Discussion
Serotypes identification of S.suis are 

usually done by antiserum coagglutination  

test. There are cross-reaction using typing  

sera between serotypes 1/2 and 1, and serotypes 

1/2 and 2.(18) Some study reported that there 

were unencapsulated strains causing exhibited 

agglutination with antiserotype serum.(13, 14) 

For this reason, multiplex PCR techniques have 

been developed for differentiation of S. suis 

serotypes. Previously, Kerdsin, et al.(1) aligned 

all cps loci of S. suis 15 serotypes (serotype  

1, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 14, 19, 23, 25 and 1/2) 

and compared with each other to obtain the 

specific sequence to be used as templates for 

designing of primer. They presented that the 

cps loci of S. suis serotype 2 and 1/2 share 

high genetic similarity. After that, Liu, et al.(15)  

sequenced genomes of S. suis 33 serotypes 

using whole genome sequencing. The sequencing 

results indicated that no serotype-specific  

genes were found to distinguish between  

S. suis serotype 2 and 1/2. In the present  

study, it was illustrated that nucleotides on 

nucleotides spacer between cpsS and cpsT 

genes of S. suis serotype 2 differed from  

nucleotide sequences of S. suis serotype 1/2 

approximately 900 bp. The DNA sequences of 

this region belonged to IS630 transposases 

encoding sequences. The results were concor-

dant with the previous study which concluded 

that the critical difference between the serotype 

2 and 1/2 loci is a 906 bp fragment containing 

IS transposases.(20) In addition, it was found 

that this nucleotide region from S.  suis serotype 

1/2 shared identical characteristics with DNA 

sequence of S. suis serotype 1. For this reason, 

this location was used to design the pair of 

specific primers for separation between S. suis 

serotype 2 and 1/2. The results showed that  

the multiplex PCR assay was successful for 

identification and differentiation of S. suis  

serotype 2 and 1/2.

Recently, in silico serotype determination 

from whole genome sequencing (WGS) was 

able to differentiate these serotypes.(21) A 

novel high resolution melting (HRM)  

assay was developed for distinguishing  

single-nucleotide polymorphism within cpsK 

gene between S. suis serotype 2 and 1/2 as well 

as 1 and 14.(22) Moreover, a PCR-RFLP  

detection method amplifying a fragment of 

cpsK gene digested with BstNI restriction 

endonuclease was developed to distinguish 

between serotype 2 and 1/2 and between  

serotype 1 and 14(23). Additionally, Lacouture 

et al. developed a mismatch amplification 

mutation assay (MAMA)-PCR of cpsK  

gene to differentiate serotype 2 from 1/2 and  

serotype 1 from 14.(24) However, routine diagnostic 
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laboratories required reliable inexpensive  

and feasible high-throughput approach to  

correctly identify S.suis serotypes. Therefore, 

the multiplex PCR is useful for routine  

laboratories to identify S. suis by PCR-based 

method without inexpensive instruments or 

using antiserum.

Although results showed that S. suis 

primers for the PCR method did not amplify 

any PCR product from other species of  

Gram-positive and Gram-negative bacteria, 

only 3 S. suis serotype reference strains, 1, 2 

and 1/2, were used to verify the PCR method. 

This study is the first step for method development 

showing the possibility of the multiplex PCR 

assay to distinguish between serotype 2 and 1/2. 

However, before establishment of the method, 

it should be further validate with all 29 serotypes 

of S. suis and S. suis closely related specie 

such as S. gallolyticus and S. parasuis.  

Moreover, a greater number of S. suis serotype 

2 and 1/2 strains should be evaluated further 

with this multiplex PCR assay. 

In this study, bacterial colony used as 

template in PCR amplification had several 

advantages such as simplicity and time saving. 

The technique did not require multi-step DNA 

extraction procedures. Additionally, this study 

showed that the detection limit of the colony 

multiplex PCR for identification of S.suis was 

102 CFU while Liu, et al.(15) presented that the 

detection limit of their multiplex PCR assay 

using DNA template to identify 33 serotype of 

S. suis was in the range of 104 CFU to 105  

CFU. For identification of S. suis serotype 2, 

the detection limit was shown to be 104 CFU. 

Moreover, Kerdsin, et al.(17) presented that  

the limit of detection in their new multiplex 

PCR assay using DNA template for serotyping 

of 29 S. suis serotypes was 103 to 105 CFU 

and the sensitivity of S. suis serotype 2 was 

103 CFU. This clearly indicated that using 

bacterial colony for PCR template in the  

colony PCR assay had higher limit of detection 

for bacterial detection. 

Conclusions
The newly developed multiplex PCR 

assay using bacterial colony as PCR template 

is a rapid, simple, cost-effective and reliable 

alternative to conventional methods for  

distinguishing S.suis serotype 2 and 1/2.  

Nevertheless, the colony multiplex PCR assay 

should be further evaluated with more S.suis 

serotypes and related bacterial species. 

Acknowledgements
This work was supported by The  

National Research Council of Thailand 

(NRCT). 

References
1. 	 Lun ZR, Wang QP, Chen XG, Li AX, Zhu 

XQ. Streptococcus suis: an emerging  

zoonotic pathogen. Lancet Infect Dis  

2007; 7: 201-9.



Nisarat Poonanan and Rerngwit Boonyom7356

2. 	 Hill JE, Gottschalk M, Brousseau R, Harel 

J, Hemmingsen SM, Goh SH. Biochemical 

analysis, cpn60 and 16S rDNA sequence 

data indicate that Streptococcus suis  

serotypes 32 and 34, isolated from pigs, 

are Streptococcus orisratti. Vet Microbiol 

2005; 107: 63-9.

3. 	 Tien LHT, Nishibori T, Nishitani Y,  

Nomoto R, Osawa R. Reappraisal of the 

taxonomy of Streptococcus suis serotypes 

20, 22, 26, and 33 based on DNA-DNA 

homology and sodA and recN phylogenies. 

Vet Microbiol 2013; 162: 842-9.

4. 	 Dang Y, Lachance C, Wang Y, et al. 

Transcriptional approach to study porcine 

tracheal epithelial cells individually or 

dually infected with swine influenza virus 

and Streptococcus suis. BMC Vet Res 

2014; 10: 86.

5. 	 Perch B, Kristjansen P, Skadhauge K. 

Group R streptococci pathogenic for man. 

Two cases of meningitis and one fatal case 

of sepsis. Acta Pathol Microbiol Scand 

1968; 74: 69-76.

6. 	 Department of Disease Control. Annaul 

Epidemiological Surveillence Report 2018. 

Bangkok: Canna Graphic Co., Ltd,  

Department of Disease Control; 2018 

ISBN.: 978-616-11-4161-5.

7. 	 Goyette-Desjardins G, Auger JP, Xu J, 

Segura M, Gottschalk M. Streptococcus 

suis, an important pig pathogen and  

emerging zoonotic agent-an update on  

the worldwide distribution based on  

serotyping and sequence typing. Emerg 

Microbes Infect 2014; 3: e45.

8. 	 Gottschalk M, Higgins R, Jacques M, 

Beaudoin M, Henrichsen J. Characteriza-

tion of six new capsular types (23 through 

28) of Streptococcus suis. J Clin Micro-

biol 1991; 29: 2590-4.

9. 	 Gottschalk M, Higgins R, Jacques M,  

Mittal KR, Henrichsen J. Description of 

14 new capsular types of Streptococcus 

suis. J Clin Microbiol 1989; 27: 2633-6.

10. Higgins R, Gottschalk M, Boudreau M, 

Lebrun A, Henrichsen J. Description of 

six new capsular types (29-34) of  

Streptococcus suis. J Vet Diagn Invest 

1995; 7: 405-6.

11. 	Perch B, Pedersen KB, Henrichsen  

J. Serology of capsulated streptococci 

pathogenic for pigs: six new serotypes of 

Streptococcus suis. J Clin Microbiol 

1983; 17: 993-6.

12. 	Gottschalk M, Higgins R, Boudreau M. 

Use of polyvalent coagglutination reagents 

for serotyping of Streptococcus suis.  

J Clin Microbiol 1993; 31: 2192-4.



Development of Colony Multiplex PCR for Rapid Identification of Streptococcus suis serotype 2 and 1/2 7357

13. Kerdsin A, Takeuchi D, Gottschalk M, 

Hamada S, Akeda Y, Oishi K. A human 

case of Streptococcus suis infection 

caused by an unencapsulated strain. JMM 

Case Rep 2014; 1: 1-4.

14. 	Lakkitjaroen N, Takamatsu D, Okura M, 

Sato M, Osaki M, Sekizaki T. Loss of 

capsule among Streptococcus suis isolates 

from porcine endocarditis and its biological 

significance. J Med Microbiol 2011; 60: 

1669-76.

15.	 Liu Z, Zheng H, Gottschalk M, et al.  

Development of multiplex PCR assays for 

the identification of the 33 serotypes of 

Streptococcus suis. PLoS One 2013; 8: 

e72070.

16.	 Okura M, Lachance C, Osaki M, et al. 

Development of a two-step multiplex PCR 

assay for typing of capsular polysaccharide 

synthesis gene clusters of Streptococcus 

suis. J Clin Microbiol 2014; 52: 1714-9.

17.	 Kerdsin A, Akeda Y, Hatrongjit R, et al. 

Streptococcus suis serotyping by a new 

multiplex PCR. J Med Microbiol 2014; 

63: 824-30.

18.	 Higgins R, Gottschalk M. An update on 

Streptococcus suis identification. J Vet 

Diagn Invest 1990; 2: 249-52.

19.	 Kerdsin A, Dejsirilert S, Akeda Y, et al. 

Fifteen Streptococcus suis serotypes 

identified by multiplex PCR. J Med  

Microbiol 2012; 61: 1669-72.

20.	 Wang K, Fan W, Cai L, Huang B, Lu C. 

Genetic analysis of the capsular polysac-

charide synthesis locus in 15 Streptococcus 

suis serotypes. FEMS Microbiol Lett  

2011; 324: 117-24.

21.	 Athey TB, Teatero S, Lacouture S, Taka-

matsu D, Gottschalk M, Fittipaldi N. 

Determining Streptococcus suis serotype 

from short-read whole-genome sequencing 

data. BMC Microbiol 2016; 16: 162.

22.	 Scherrer S, Rademacher F, Spoerry  

Serrano N, et al. Rapid high resolution 

melting assay to differentiate Streptococcus 

suis serotypes 2, 1/2, 1, and 14. Micro-

biologyopen 2020; 9: e995.

23.	 Matiasovic J, Zouharova M, Nedbalcova 

K, et al. Resolution of Streptococcus suis 

Serotypes 1/2 versus 2 and 1 versus 14  

by PCR-Restriction Fragment Length 

Polymorphism Method. J Clin Microbiol 

2020; 58: e00480-20.

24.	 Lacouture S, Okura M, Takamatsu D, 

Corsaut L, Gottschalk M. Development  

of a mismatch amplification mutation  

assay to correctly serotype isolates of 

Streptococcus suis serotypes 1, 2, 1/2, 

and 14. J Vet Diagn Invest 2020; 32:  

490-4.

  



วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 48 ฉบับที่ 2 สิงหาคม 2563 นิพนธ์ต้นฉบับ

ฤทธิ์ทางชีวภาพและฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งของโปรตีนสารพิษ
ไบนารีจากแบคทีเรีย Lysinibacillus sphaericus

กนกพร ศรีสุจริตพานิช1* วรพรรณ โรจนติรนันท์1 จิราพร จรอนันต์1 ชลธิดา ตั้งทรงเจริญ1

และ ปนัดดา บุญเสริม2

1คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา จังหวัดชลบุรี
2สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล จังหวัดนครปฐม

 บทคัดย่อ
โปรตีนสารพิษไบนารีที่ผลิตโดยแบคทีเรีย Lysinibacillus sphaericus (Ls) มีฤทธิ์ฆ่าลูกน้ำ�ยุงที่

เป็นแมลงพาหะที่สำ�คัญ โครงสร้างของโปรตีนชนิดนี้มีลักษณะคล้ายกับโปรตีนสร้างรูรั่วในกลุ่มแอโรไลซิน  

ซึง่มกีารคน้พบวา่โปรตีนในกลุม่นีแ้สดงความเปน็พษิตอ่เซลลม์ะเรง็หลายชนดิ แตจ่นถงึปจัจบุนัแทบจะไมม่ี

ข้อมูลใดเลยเกี่ยวกับความเป็นพิษของโปรตีนสารพิษไบนารีต่อเซลล์ชนิดอื่นๆ นอกจากลูกน้ำ�ยุง การศึกษา

ครัง้นี้ไดท้ดสอบผลของโปรตีนสารพษิไบนารีทีม่ตีอ่เซลลช์นดิตา่งๆ โดยเริม่จากการผลติเปน็รคีอมบแินนท์

โปรตีนชนิด BinA และ BinB ในแบคทีเรีย Escherichia coli ส่วนผสมของ BinA และ BinB มีความเป็น

พิษสูงต่อลูกน้ำ�ยุงรำ�คาญชนิด Culex quinquefasciatus แต่ทั้ง BinA และ BinB ไม่เหนี่ยวนำ�ให้เกิดการ

แตกของเซลล์เม็ดเลือดแดงมนุษย์ นอกจากนั้นยังพบว่าสารพิษไบนารีแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง

ชนิด melanoma SK-MEL-28 (ATCC HTB-72) และ papilloma carcinoma KB (ATCC CCL-17) แต่

ไม่มีผลตอ่เซลลม์นษุยป์กตชินดิไฟโบรบลาสต ์(Hs68 cell) ผลการทดลองนีบ้ง่ชีว้า่สารพษิจากแบคทเีรยีอาจ

เป็นตัวเลือกหนึ่งที่มีศักยภาพสำ�หรับการพัฒนาเป็นสารต่อต้านเซลล์มะเร็ง ซึ่งในอนาคตจะทดสอบความ

เป็นพิษของสารพิษไบนารีกับเซลล์มะเร็งชนิดอื่นๆ ต่อไป 

คำ�สำ�คัญ: 	 โปรตีนสารพิษชนิดไบนารี แบคทีเรีย Lysinibacillus sphaericus ฤทธิ์ต้านมะเร็ง โปรตีนฆ่า 

		  ลูกน้ำ�ยุง
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Abstract
Binary toxin produced by Lysinibacillus sphaericus (Ls) is highly active against mosquito 

larvae of important insect vector. The binary toxin shows a homology structure to pore forming-

aerolysin family, a toxicity of which has been discovered against several cancer cell lines. To date, 

a cytotoxic data of Bin toxin is unavailable for mammalian cells including cancer cells. Herein,  

the binary toxin was tested for its biological activity on several cell types. Two components of the 

binary toxin, BinA and BinB were produced separately in Escherichia coli host cell. The biological 

tests of BinA and BinB mixture revealed high toxicity to Culex quinquefasciatus larvae, while no 

activity was detected for a human-hemolysis. Interestingly, the binary toxin showed cytotoxicity 

towards cancer cells, melanoma SK-MEL-28 cell (ATCC HTB-72) and papilloma carcinoma KB 

cell (ATCC CCL-17), but it was inactive against the normal human cell, fibroblast Hs68 cell. These 

findings promise a possibility of bacterial toxin being a candidate for anti-cancer substance. In the 

future, the anticancer activity of the binary toxin will be investigated in several other cancer cells.
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Introduction
Presently, it is possible to say that more 

people around the world would have died from 

infectious diseases transmitted by mosquitoes 

such as malaria, dengue hemorrhagic fever, 

Japanese encephalitis and lymphatic filariasis. 

Mosquitoes of genus Anopheles, Aedes and 

Culex serve as primary vectors for transmission 

of these diseases. Among the three mosquitoes 

genera, Culex is the most genetically various due 

to its expanded geographical distribution(1).  

Lysinibacillus sphaericus (Ls) is a Gram-positive 

spore-forming bacterium which can produce 

larvicidal crystal proteins. A binary toxin or Bin 

toxin is one of the active proteins among those 

toxins. According to its name, two homologous 

proteins designated as BinA and BinB are required 

together to exert a larvicidal activity. Bin toxin 

is highly pathogenic to Culex and Anopheles 

mosquito larvae, important primary vectors for 

disease transmissions. Biological insecticides, 

including the binary toxin have been chosen to 

control these mosquito populations and disease 

transmission because of their high specificity, 

environmental safe and no adverse effects on 

human(2). 

Previous studies demonstrated that BinB 

showed specific binding to glycoprotein  

receptors, a glycosylphosphatidylinositol (GPI) 

anchored α-glucosidase on larval epithelial  

cells(3, 4). Upon the receptor binding of BinB, the 

complex of binary toxin is internalized into the 

target cells, eventually causing larval death.  

In turn, BinA has been proposed to be a toxic 

component. The cytopathological changes of  

Bin-treated Culex larvae were observed in the 

cytoplasmic organelles, disruption of nucleus, 

mitochondrial swelling and endoplasmic  

reticulum breakdown. Bin toxin was shown to 

induce mitochondria-mediated apoptosis in  

Culex larvae, leading to larval death(5). Likewise, 

a similar mechanism was previously reported for 

the intoxication process of Bacillus thuringiensis 

(Bt) δ-endotoxin in Culex pipiens larval cells(6). 

The molecules of the binary toxin reveal 

their high homology structure. Moreover, the 

conformational structure of the binary toxin 

belongs to aerolysin β-type pore forming toxins 

(PFTs)(7, 8). PFTs mediate actions through cell 

surface receptors leading to cell death. Recent 

studies provided the evidences that Bt-PFT  

parasporin could induce cytotoxicity and  

apoptosis in human cancer cells(9, 10). Conse-

quently, the binary toxin has been proposed  

to share the action with this protein family.  

Currently, no data has been available for the 

cytotoxicity of binary toxin on a variety of cells. 

Therefore, information about its cytotoxicity on 

other target cells (such as human cancer cells and 

bacterial cells) will be useful for medical  

applications. 

The present study revealed that binary 

toxin can kill human cancer cells; melanoma 

SK-MEL-28 and papilloma carcinoma KB. On 

the contrary, the absence of cytotoxicity against 

normal human fibroblast Hs68 and non-hemo-

lytic activity of the binary toxin would be  

essential for the development of a potential  
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candidate for cancer therapy in the future. 

Materials and methods
Binary toxin expression and purification

The binary toxin was expressed as  

recombinant BinA and BinB proteins separately. 

E. coli BL21(DE3) pLysS cells harboring  

pRSETC-BinA or pET28b-BinB were grown in 

Luria–Bertani (LB) medium containing 100 µg/

mL ampicillin and 34 µg/mL chloramphenicol 

for BinA and 50 µg/mL kanamycin and 34 µg/

mL chloramphenicol for BinB. The culture cells 

were induced with 0.2 mM isopropyl β-D thio-

galactopyranoside (IPTG) and continued growing 

at 18°C for 5 hrs. Both proteins were purified 

using histidine affinity chromatography. The 

supernatant fraction was loaded into a HiTrap™ 

Chelating HP 5-mL column prepacked with a 

precharged Ni2+ (GE Healthcare Life Sciences). 

The bound (His)
6
-tagged BinA and BinB were 

eluted with wash buffer containing 100-250 mM 

imidazole. Then, imidazole was removed by 

desalting column (GE Healthcare Life Sciences). 

The proteins were analyzed by 12% sodium 

dodecyl sulfate–polyacrylamide (SDS) gel. The 

concentration of protein was determined by 

spectrophotometry at 280 nm absorbance. 

Mosquito-larvicidal activity assay

Larvicidal activity assay of the binary 

toxin was performed against the second-instar 

C. quinquefasciatus larvae obtained from  

Department of Medical Sciences, Ministry of 

Public Health. Purified BinA and BinB were 

mixed at 1:1 M ratio, followed by two-fold  

serially diluted with distilled water in different 

concentrations. Then, 1 mL of each protein  

dilution was added to each well of a 24-well 

tissue culture plate containing 10 larvae/well in 

1 mL water. The BinB protein was used as a 

negative control. Mortality was recorded after 

incubation at room temperature for 48 hrs.  

Median lethal concentration (LC50) was  

calculated from three independent experiments 

using Probit analysis(11).

Cell Lines and culture conditions

Human cancer cells, melanoma SK-

MEL-28 (ATCC HTB-72) and papilloma carci-

noma KB (ATCC CCL-17) as well as normal 

human fibroblast Hs68 (ATCC CRL-1635) were 

purchased from American Type Culture Collec-

tion (ATCC, Rockville, MD, USA). All cell types 

were grown in an incubator at 37°C with 5%  

CO
2
 in Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

with a high glucose concentration (DMEM–HG; 

Gibco, Grand Island, NY, United States) containing 

100 µg/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin 

(Gibco) and 10% fetal bovine serum (HyClone, 

Cramlington, UK). Medium was changed every 

3 days, when they reached 80% confluence.

Cell viability assay

Viable cell was assessed using MTT 

(3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5 diphenyl 

tetrazolium bromide) assay (Sigma). In brief, 

cells were washed 3 times with PBS and detached 

with 0.25% trypsin-EDTA. Viable cell density 
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was counted by tryphan blue exclusion and  

diluted with DMEM–HG to make concentration 

of 5×104 cells/mL. The cells were plated 24 hrs 

prior to testing in 96-well plates at a density  

of 5,000 cells/well in 100 µL of the medium. 

Each protein toxin was dissolved in medium to 

produce 8 concentrations of 1000, 500, 250, 125, 

62.5, 31, 15 and 7 µg/mL, respectively. After  

24 hrs the cells were treated with the bacterial 

toxin by adding 100 μL/well of each concentra-

tion in 3 replicates, then cells were further  

incubated for 24 hrs before determining the cell 

viability by MTT assay. Human fibroblast, KB 

and melanoma cell lines were washed three times 

in PBS and then incubated with 50 µL of MTT 

solution (5 mg/mL MTT in PBS). After 45 min, 

the unreacted solution was aspirated, and the 

insoluble intracellular formazan product was 

solubilized and released from cells by adding  

100 µL of iso-propanol and incubated for 10 

min. The absorbance at 570 nm was then  

measured using a plate reader spectrophotometer 

(VersaMax). Blank growth medium and protein 

buffer were used as negative controls. 

Hemolytic activity assay

Hemolytic activity assay was performed 

using human red blood cells (RBCs). RBCs were 

washed several times in PBS by centrifugation 

for 3 min at 3,000 g until the supernatant was 

clear. Then, RBC were diluted to 3-5% cells and 

mixed with purified BinA and BinB protein at 

the concentration of 1 mg/mL. The reactions were 

incubated at 37°C for 30 min. The reaction was 

stopped by centrifugation and the supernatant 

was removed. Hemoglobin were measured using 

spectrophotometry at 541 nm. The 10% Triton 

X-100 was used as a positive control and PBS 

was used as a negative control (blank).  

The relative absorbance compared to that of the 

suspension treated with 10% Triton X-100 was 

calculated as the percentage of hemolysis.

Results 
Binary toxin expression and purification

The recombinant BinA and BinB  

proteins (pRSET C-BinA and pET28b-BinB, 

respectively) were expressed in E. coli BL21 

(DE3) pLysS. Both histidine tagged BinA and 

BinB proteins were produced as soluble proteins 

under IPTG (0.2 mM) induction after incubation 

at 18oC for 5 hrs. The proteins were purified by 

histidine affinity chromatography. Non-specifically 

bound proteins were washed twice with wash 

buffer containing 25 mM imidazole and 50 mM 

imidazole, respectively. The bound (His) 
6
-tagged 

BinA and BinB were eluted with elution buffer 

containing 100 mM and 250 mM imidazole, 

respectively. The imidazole was removed by 

desalting column. The (His) 
6
-tagged BinA and 

(His) 
6
-tagged BinB proteins appeared as major 

bands of 42 and 51 kDa, respectively. The  

purified proteins are shown in Fig. 1. The high 

purity of the binary toxin was achieved with an 

approximate 95% purity indicating the efficient 

protein purification.
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Mosquito larvicidal activity of binary toxin

The mosquito larvicidal activity of the 

binary toxin was tested against the 2nd-instar 

Culex quinquefasciatus larvae. The mortality 

was recorded after feeding toxins for 48 hrs. The 

median lethal concentration or LC
50
 was  

calculated by using the probit analysis. The BinB 

protein was used as a negative control. High 

toxicity was achieved when BinA and BinB were 

combined at 1:1 molar ratio (Table 1). Neither 

BinA nor BinB alone was significantly toxic  

to mosquito larvae although high protein  

concentration up to 1 ng/mL was applied. 

	 Sample	 LC
50

*
	
	 BinA 	 >1000 ng/mL
	 BinB 	 >1000 ng/mL
	 BinA + BinB	 17 ng/mL

* 	 The LC
50

 (median lethal concentration) was calculated from three independent experiments by using Probit analysis 
at 95% confidence. 

Table 1 Mosquito-larvicidal activity of the purified BinA and BinB against Culex quinquefasciatus larvae. 
The mortality was recorded after feeding the toxin for 48 hours 

Anti-cancer activity of binary toxin

The cytotoxicity of the binary toxin was 

also tested on other target cells including human 

cancer cells and normal human cells. Upon  

binary toxin treatment, BinA and BinB proteins 

were evaluated for anti-cancer activity. The  

effects of binary toxin on several types of cancer 

cells including human papilloma KB cells and 

melanoma SK-MEL-28 cells showed the apparent 

induction of cell swelling and bursting of target 

cells (Fig. 2A). Whereas normal human fibroblast 

cells treated with the binary toxin showed intact 

cells as spindle-shaped. The killing efficacy of 

Bin toxin against these human cancer cells and 

normal human fibroblast cells was also studied 

Fig. 1 	12% SDS PAGE analysis of purified 
binary toxin proteins

	 Lane 1	 Purified BinA protein (42 kDa)
	 Lane 2	 Purified BinB protein (51 kDa)
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using MTT assay. The binary toxin was found 

to have consistent cytotoxic activity against both 

human cancer cells at a dose of 1 mg/mL (Fig. 

2B). There were the dramatically significant 

decreases in cell viability compared to untreated 

cells. Binary toxin (BinA+BinB) exhibited 

higher cytotoxicity to human melanoma than to 

human papilloma cancer cells whereas BinB 

protein exhibited higher cytotoxicity towards 

human papilloma than to human melanoma while 

BinA protein showed comparable toxicity towards 

both human papilloma and melanoma cancer cells 

(Fig. 2B). However the binary toxin, BinA alone 

and BinB alone showed no cytotoxic activity 

towards normal human fibroblast cells that remain 

similar to untreated cells. 

(A)
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Hemolytic activity of binary toxin

Hemolytic activity assay was performed 

by using human red blood cells (RBCs). The 

three samples of binary toxin, BinA, BinB and 

BinA+BinB mixture were incubated with RBCs 

at 37°C for 30 minutes. The hemolytic activity 

was assessed by measuring hemoglobin released 

in the supernatant. In comparison, BinA and BinB 

(B)

Fig. 2 Cytocidal activity of binary toxin on human papilloma KB cells, melanoma SK-MEL-28 cancer 
cells and normal human fibroblast Hs96. Untreated cells were used as negative control. A total 
of 5x104 cells/mL was pre-incubated at 37 °C for 24 h and then treated with BinA+BinB, BinA 
or BinB (final concentration, 1 mg/mL) for 24 h at 37 °C. (A) Morphological alterations of cells 
induced by binary toxin (BinA+BinB), BinA or BinB. (B) % Cell viability of Bin against cultured 
cancer cell lines and normal cells was determined using the MTT assay. Means ± SEM are 
shown. Each error bar represents the standard error of the mean (SEM) from triplicate experi-
ments by One-Way ANOVA. Statistically significant differences between untreated control and 
toxin treatment group are indicated by asterisks (* p value < 0.05 and ** p value < 0.001). 

alone did not show the hemolytic activity when 

compared to TritonX-100. The increasing of 

hemolysis was observed for the mixture of 

BinA+BinB toxin, but it is insignificant  

comparing to TritonX-100 (Table 2). The result 

suggested that Bin toxin did not have the ability 

to lyse human red blood cells.
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	 Sample	 % Hemolysis

	 BinA 	 1 ± 0.64
	 BinB 	 1 ± 0.30
	 BinA + BinB	 2 ± 0.19
	 10% TritonX 100	 100 ± 0.01
	 PBS	 0 ± 0.01

Table 2	Hemolytic activity of 1 mg/mL Bin toxin. Human red blood cells (RBCs) were incubated at 37°C 
for 30 minutes. Values are mean±SEM of three independent experiments

Discussion and Conclusion
Despite mosquito larvicidal actions of 

L. sphaericus binary toxin inside the Culex  

midgut cells as the primary target have been 

widely reported, there are no evidences of the 

effects of binary toxin on other non-target cells 

including cancer cells and red blood cells. In this 

study, the biological activity, cytotoxicity on 

cancer cells and hemolytic capacity of binary 

toxin have been determined. Naturally, binary 

toxin is produced as a crystal toxin inside  

L. sphaericus during sporulation phase. Here, 

binary toxin was produced as soluble recombinant 

proteins by E. coli BL21(DE3) pLysS. The  

larvicidal activity on target cells of these soluble 

recombinant binary toxin is shown by high  

toxicity to C. quinquefasciatus larvae with LC
50
 

about 17 ng/mL that is in the range of a previous 

report(12). Thus, the binary toxin have been used 

as one of the biological insecticides. The reason 

for using biological insecticides instead of 

chemical insecticides is not only to avoid the 

negative effects of chemical insecticides but also 

that biological insecticides have no adverse  

effects on human(2). In addition to the toxicity to 

target insects, the cytotoxic action of binary 

toxin on cancer cells and hemolytic activity on 

red blood cells were simultaneously investigated. 

Interestingly, upon binary toxin treatment in  

human papilloma and melanoma cancer cells, 

both binary toxin subunits, BinA alone and BinB 

alone induced alterations in cell morphology, 

with either cell swelling or bursting, and  

subsequent cell lysis. Moreover, the binary 

toxin can kill human cancer cells; melanoma 

SK-MEL-28 and papilloma carcinoma KB as a 

result of the marked reduction of cell viability 

via the measurement of MTT assay. An advantage 

of the binary toxin is that no cytotoxic effects 

appeared on the normal human cells. Previous 

study has provided evidence that the binary 

toxin causes the decrease in mitochondrial  

energy production and metabolism as shown by 

down-regulated NADH dehydrogenases and 

protein transporters(13). The binary toxin also 

induces apoptosis through intrinsic pathway in 
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Culex larval cells, leading to larval death(5). 

Notably, the cytotoxic effects of Aeromonas 

hydrophila aerolysin type β-pore forming  

toxins which is similar to BinB structure can 

induce apoptosis by perturbing host membrane 

permeability and allowing the leakage of  

cellular components via pore formation(7, 14, 15). 

In addition, the concentration of binary toxin  

(1 mg/mL) for anti-cancer activity is higher than 

that of larvicidal activity (LC
50
 = 17 ng/mL). 

Thus, it is likely that binary toxin could exert its 

activity via pore forming action on cancer cells, 

probably causing the disruption of membrane 

integrity and increasing permeability. Together 

with the role of apoptosis in the inhibitory effects 

in cancer cells, it is possible that the pore forming 

action of binary toxin could kill human papilloma 

and melanoma cancer cells through the pathway 

of apoptosis. In addition, the hemolytic activity 

test was carried out concerning its cytotoxicity. 

The result revealed that binary toxin could not 

lyse the human red blood cell. This would  

promise the safety of binary toxin as a cancer-

treatment drug. It has been reported that bacte-

rial toxin can selectively recognize lipid  

on susceptible cell membrane(16). The direct  

interaction with membrane lipids is also possible 

to take place for binary toxin(17). Accordingly, 

the susceptibility of cancer cells might be  

supported by different composition of membrane 

lipids on the cell surface. Transmembrane of 

cancer cells facilitate the lipid membrane flipping 

from inside to outside. However, the specific 

protein receptor of cancer cells cannot be  

excluded from the activity of binary toxin. The 

findings promise a possibility of bacterial toxin 

as a candidate for anti-cancer substances that 

focuses on damaging cancer cell membranes 

instead of binding to specific receptor. Alterna-

tively, the proposed pore forming action of  

binary toxin could facilitate the entry of other 

chemotherapeutic drugs into cancer cells.

In summary, this report is the first to 

identify a binary toxin from L. sphaericus  

exhibiting cytotoxic activities against human 

cancer cells. However, the anticancer activity and 

specificity of the binary toxin still necessitates 

further investigation for more cancer cells. For 

the future work, lipid membrane interaction of 

binary toxin will be performed for model lipid 

bilayer specific to cancer cells and normal cells. 

In addition, the mechanism of action also needs 

to be clarified. 
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 48 ฉบับที่ 2 สิงหาคม 2563 นิพนธ์ต้นฉบับ

ระดับเมแทบอไลต์ของไนตริกออกไซด์ในซีรัมของคนที่มี
ความผิดปกติของระดับไขมันในเลือด

อภิญญา มีเชื้อ1 กรวิภา ธนะเพิ่มพูน2 ณัฐภิชา คงคล้าย2 สมศักดิ์ ฟองสุภา2 
และ สุดาวดี คงขำ�2*

1บัณฑิตศึกษาสาขาเทคนิคการแพทย์ ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี

2ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี 

 บทคัดย่อ
ไนตริกออกไซด์ (nitric oxide, NO) เป็นโมเลกุลส่งสัญญาณที่มีบทบาทสำ�คัญในการรักษา

สมดุลของหลอดเลือด การสร้างไนตริกออกไซด์ลดลงในภาวะการสูญเสียการทำ�งานของเซลล์เอนโด- 

ธีเลียล ซ่ึงเป็นขั้นตอนสำ�คัญในการเกิดภาวะหลอดเลือดแดงแข็งและโรคหัวใจและหลอดเลือด  

ความผดิปกตขิองระดบัไขมนัในเลอืดเปน็ปจัจยัเสีย่งสำ�คญัของภาวะหลอดเลอืดแดงแขง็และโรคหวัใจ

และหลอดเลือด ดังนั้นการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการวิเคราะห์ระดับเมแทบอไลต์ของไนตริกออกไซด์

ในซีรัมของผู้ท่ีมีความผิดปกติของระดับไขมันในเลือดด้วยวิธีทางเคมีอย่างง่ายและราคาไม่สูง (Griess 

method) เพือ่ประเมนิการสญูเสยีการทำ�งานของเซลลเ์อนโดธเีลยีล กลุม่ตวัอยา่งคอือาสาสมคัร 200 คน 

ที่มีอายุ 35-60 ปี ไม่สูบบุหรี่ และไม่มีโรคประจำ�ตัว รวมถึงโรคเบาหวาน และโรคความดันโลหิตสูง  

โดยแบ่งอาสาสมัครเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่มีความผิดปกติของระดับไขมันในเลือด (total cholesterol 

> 200 mg/dL, triglyceride > 150 mg/dL และ LDL cholesterol > 130 mg/dL) และกลุ่มที่มีระดับ 

ไขมันในเลือดปกติ ข้อมูลทั่วไปที่บันทึก ได้แก่ อายุ เพศ และดัชนีมวลกาย (body mass index, BMI) 

ผลการวิเคราะหพ์บวา่ระดบัเมแทบอไลตข์องไนตรกิออกไซด์ในซรีมัของผูท้ีม่คีวามผดิปกตขิองระดบัไขมนั

ในเลือด (43.99 ± 9.34 μM) มีค่าต่ำ�กว่าในซีรัมของผู้ที่มีระดับไขมันในเลือดปกติ (46.03 ± 15.19 μM) 

เล็กน้อย แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ นอกจากน้ี ระดับเมแทบอไลต์ของไนตริก-

ออกไซด์ในซีรัม ยังไม่สัมพันธ์กับอายุ เพศ และดัชนีมวลกาย โดยสรุป ระดับเมแทบอไลต์ของ 

ไนตริกออกไซด์ในซีรัมไม่เปลี่ยนแปลงในผู้ที่มีความผิดปกติของระดับไขมันในเลือด เมื่อเทียบกับผู้ 

ที่มีระดับไขมันในเลือดปกติ ดังนั้นระดับไนตริกออกไซด์ในซีรัมอาจไม่เหมาะสำ�หรับการประเมินภาวะ

การสูญเสียการทำ�งานของเซลล์เอนโดธีเลียล 

คำ�สำ�คัญ: ความผิดปกติของระดับไขมันในเลือด การสูญเสียหน้าที่ของเซลล์เอนโดธีเลียล ไนตริกออกไซด์
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 Abstract
Nitric oxide (NO) is a signaling molecule with an important role in vascular homeostasis. 

Decreased production of NO is observed in individuals with endothelial dysfunction, which is  

an important step in the pathogenesis of atherosclerosis and cardiovascular disease (CVD).  

Dyslipidemia is considered as a risk factor of atherosclerosis and CVD. Therefore, the objective 

of this study was to determine NO metabolite levels in serum of dyslipidemia subjects by  

a simple chemical reaction, Griess method, in order to evaluate endothelial dysfunction. Two 

hundred subjects, 35-60 years old non-smokers with no history of diabetes and hypertension, 

were recruited and divided into two groups; dyslipidemia (total cholesterol > 200 mg/dL,  

triglyceride > 150 mg/dL and LDL cholesterol > 130 mg/dL) and normolipemia. General data, 

age, sex and body mass index (BMI), were collected. Serum NO metabolite levels were slightly 

lower in dyslipidemia subjects (43.99 ± 9.34 μM)) than in the normolipemia (46.03 ± 15.19 

μM). However, they were not significantly different. In addition, serum levels of NO were not 

correlated with age, sex and BMI. In conclusion, NO metabolite levels did not change in  

dyslipidemia subjects, compared to normolipemia; therefore, it may not be appropriate for 

evaluating endothelial dysfunction. 
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Introduction
Nitric oxide (NO) is a signaling  

molecule in the vasculature, mainly produced 

from vascular endothelial cells.(1, 2) NO plays 

an important role in vascular homeostasis.(3)  

Its functions include vasodilation and platelet 

inhibition. Because of its short half-life (6-30 

seconds), there is no storage of NO and its 

levels depend on levels of synthesis, catalyzed 

by nitric oxide synthase (NOS). There are 3 

NOS isoforms; 1) NOS-1 (neuronal NOS, 

nNOS), expressed in nervous tissue and  

function in neurotransmission, 2) NOS-2  

(inducible NOS, iNOS), expressed in immune 

and endothelial cells and activated by compounds, 

including cytokines and lipopolysaccharides 

(LPS) to mediate inflammation and 3) NOS-3 

(endothelial NOS, eNOS), expressed in  

endothelial cells to maintain vascular  

integrity.(4)

Cardiovascular disease (CVD) is a 

major cause of death among non-communicable 

disease in Thailand. Dyslipidemia is a  

primary risk factor of CVD and associated  

with atherosclerosis and other risk factors  

of CVD, including insulin resistance and  

hypertension.(5, 6) Moreover, prevalence of 

dyslipidemia has been increasing in Thailand.(7) 

Pathogenesis of atherosclerosis and CVD  

involves endothelial dysfunction, which is an 

early marker of atherosclerosis.(6, 8, 9) Decreased 

NO levels have been shown as a marker of 

endothelial dysfunction, and its chemical 

analysis can be done by a simple Griess 

method.(10-12) Since it is less expensive than 

immunological assay used for other markers, 

analysis of NO is a good candidate marker to 

reveal endothelial dysfunction. The present 

study aimed to determine NO metabolites  

(NO
x
) in dyslipidemia individuals in order to 

evaluate endothelial dysfunction.

Materials and methods
Sample collection

This research project was approved by 

the Ethical Review Sub-Committee Board  

for Human Research Involving Sciences, Tham-

masat University, No. 3 (project no. 131/2561). 

Two hundred subjects, who came for annual 

health check-up at the Public Health Service 

Center 27, Health Department, Bangkok,  

Thailand, were recruited into the study. They 

were 35-60 years old, non-smoker with no 

history of hypertension, diabetes or any other 

serious illness at the time of recruitment.  

The subjects were classified into two groups: 

dyslipidemia (n = 100) and normolipemia  

(n = 100). Dyslipidemia was determined by 

blood lipid results (total cholesterol >200  

mg/dL, triglyceride >150 mg/dL and LDL 

cholesterol >130 mg/dL). 

 

Biochemical analysis

Blood collection was done after 12 

hours of fasting and serum was prepared. Blood 

lipid profile (total cholesterol, triglyceride and 

HDL-cholesterol, (HDL-C) was analysed by 

using FUJIFILM FDC NX500 dry chemistry 
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automate (FUJIFILM Europe GmbH Medical 

Systems Division, Germany). LDL-cholesterol 

(LDL-C) was calculated using the Friedewald 

equation. After lipid analysis, serum samples 

were kept at -70oC until the analysis of nitric 

oxide. 

Analysis of nitric oxide

Nitric oxide was analyzed as its  

metabolites (nitrate and nitrite, NO
x
) by using 

Griess assay.(10, 11) The principle is based on 

the reaction of nitrite and sulfanilamide,  

forming diazonium salt, which is then reacted 

with N-(1-Naphthyl) ethylenediamine dihydro-

chloride. As a result, an azo compound is  

formed and monitored by spectrophotometric 

measurement at 540 nm. First, serum was  

deproteinated by using acetonitrile. After the 

centrifugation at 10,000xg for 15 minutes, the 

deproteinated supernatant was then used for 

the analysis. Griess reagents consisted of 50 

μL sulfanilamide (1%), 50 μL N- (1-Naphthyl) 

ethylenediamine dihydrochloride (0.2%) and 

100 μL vanadium chloride (III) (0.5%). Nitrate 

standard (0-100 μM) or supernatants (100 μL) 

were mixed with Griess reagents and incu-

bated at 60๐C for 15 minutes. Then the  

absorbance at 540 nm were measured. The NO
x
 

levels were calculated against linear standard 

curve. Precision and accuracy of the method 

were determined (CV = 3.95% and recovery = 

101.87%). 

Statistical analysis

Descriptive statistics is used for  

demographic variables (sex, age and BMI) and 

biochemical laboratory results (lipid profile and 

NO
x
). The laboratory results were shown  

as mean ± SD. The difference of general  

characteristics between two groups was tested 

by using the Chi-square test. Student’s t-test 

was used for comparison of means between 

two groups and correlations were tested by 

using Pearson’s correlation.The p-value less 

than 0.05 was considered as statistically  

significance. The SPSS software version 12 

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was used for 

all statistical analysis.

Results

Subjects were classified into two 

groups, dyslipidemia and normolipemia.  

Dyslipidemia subjects had total cholesterol  

> 200 mg/dL, triglyceride >150 mg/dL and 

LDL-C >130 mg/dL, while normolipemia had 

total cholesterol < 200 mg/dL, triglyceride <150 

mg/dL and LDL-C < 130 mg/dL. General  

data of the subjects are shown in Table 1.  

The average ages of dyslipidemia and  

normolipemia subjects were 51.33 ± 6.70 and 

50.94 ± 6.70 years, respectively. The female 

to male ratio were 55:45 and 66:34 in  

dyslipidemia and normolipemia, respectively. 

There were no statistically significant differences 

in age, sex and BMI between dyslipidemia and  
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normolipemia groups. All the subjects had 

normotensive blood pressure and normal  

fasting blood glucose. Blood lipid profiles  

are shown in Fig. 1. Dyslipidemia had  

significantly higher levels of total cholesterol, 

triglyceride and LDL-C (241.62 ± 28.09, 

209.24 ± 58.33 and 168.68 ± 31.96 mg/dL, 

respectively) than those in normolipemia 

(174.57 ± 16.26, 81.64 ± 27.05 and 105.47 ± 

16.65 mg/dL, respectively). In contrast, HDL  

Table 1 Age, sex and BMI of dyslipidemia and normolipemia subjects 

Variable (unit)
Normolipemia Dyslipidemia

n = 100 n = 100

Age (year) 51.33 ± 6.70 50.94 ± 6.70

Female to male ratio 66.0:34.0 55.0:45.0

BMI (kg/m2) 22.22 ± 2.08 21.74 ± 2.23

NO (μM) 46.03 ± 15.19 43.99 ± 9.34

Data are presented as mean ± SD. 

Fig. 1 	Blood lipid profile of dyslipidemia and normolipemia subjects. Total cholesterol, triglyceride, LDL 
(LDL-C) and HDL (HDL-C) cholesterol were determined in serum of dyslipidemia (black bar,  
n = 100) and normolipemia (white bar, n = 100). Data are shown as mean ± SD. *; p < 0.05 
when compared with normolipemia

* *

*

*
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cholesterol was lower in dyslipidemia (50.38 

± 12.88) than that in normolipemia (57.67  

± 12.19 mg/dL). Correlations among blood 

lipid profiles were tested and shown by  

correlation coefficient; r (Table 2). It was found 

that positive correlations among total choles-

terol, triglyceride and LDL-C were significant 

at moderate to strong levels. However, a  

negative correlation of HDL-C to total  

cholesterol, triglyceride and LDL-C was  

observed at lower levels. 

Serum levels of NO were shown as 

NO
x
 levels. Dyslipidemia subjects had slightly 

lower NO
x
 levels (43.99 ± 9.34 μM) than those 

from normolipemia subjects (46.03 ± 15.19 

μM). Nevertheless, they were not significantly 

different. Then, normolipemia and dyslipidemia 

groups were subdivided by age, sex and BMI 

for further analysis. When categorized by age, 

there were no differences in NO
x
 levels in  

different age groups (Fig. 2A). Female and  

male subjects with either normolipemia or 

dyslipidemia had similar levels of NO
x
 (Fig. 

2B). In addition, dyslipidemia subjects who 

were underweight (<18.5 kg/m2), normal  

weight (18.5-22.9 kg/m2), overweight (23.0-

24.9 kg/m2) and obese (25.0-29.9 kg/m2), had 

similar levels of NO
x
, compared with normoli-

pemia subjects (Fig. 2C). When correlation 

tests were performed between NO
x
 and blood 

lipid profile, it was found that NO
x
 levels were 

not significantly correlated to age, sex, BMI, 

total cholesterol, triglyceride, LDL-C and  

HDL-C (Table 2). 

Table 2 Correlations between nitric oxide and blood lipid profile (total cholesterol, triglyceride, LDL-C 
and HDL-C)

              Correlation coefficient (p value)

Nitric oxide Total C Triglyceride LDL-C HDL-C

Nitric oxide 1

Total C 0.027 (0.703) 1

Triglyceride 0.013 (0.859) 0.693 (0.000)** 1

LDL-C 0.048 (0.503) 0.915 (0.000) ** 0.601 (0.000)** 1

HDL-C 0.013 (0.859) -0.163 (0.021)* -0.392 (0.000)** -0.301 (0.000)** 1

**, 	significant levels were at p < 0.01; *, significant levels at p < 0.05; Correlations were tested by using Pearson’s  
correlation.
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Fig. 2 	Serum levels of nitric oxide (NO
x
) in normolipemia and dyslipidemia, categorized by age (A), sex 

(B) and BMI (C). Age subgroups were 35-40, 41-50 and 51-60 years old (n = 10, 32 and 58 
for normolipemia; n = 10, 33 and 57 for dyslipidemia group, respectively). Female and male 
ratio were 66:34 and 55:45 in normolipemia and dyslipidemia groups, respectively. BMI  
subgroups were <18.5, 18.5-22.9, 23.0-24.9 and 25.0-29.9 kg/m2 (n = 8, 57, 31 and 5  
for normolipemia; n = 10, 59, 30 and 1 for dyslipidemia group, respectively). NO

x
 levels in  

dyslipidemia are shown in black bar and normolipemia in white bar. Data are shown as mean 
± SD. The number of age subgroups

A 
 

B
 

C
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Discussion
In the present study, dyslipidemia and 

normolipemia subjects were studied. It was 

observed that total cholesterol, triglyceride, 

LDL-C and HDL-C were significantly correlated. 

As previously shown, there are correlations 

among blood lipid profile.(13) Total cholesterol, 

triglyceride and LDL-C were related at  

moderate to high level, while HDL-C was  

associated with total cholesterol, triglyceride 

and LDL-C at lower level. Moreover, the  

levels of triglyceride in the dyslipidemia group 

were over two folds that of the normolipemia 

group. Triglyceride has been shown as an  

independent risk factor of CVD since triglyceride-

rich lipoprotein can penetrate the endothelium 

and be phagocytosed by macrophage, contrib-

uting to plaque development.(14, 15) Therefore, 

according to the published guidelines,  

management of hypertriglyceridemia is  

recommended, including lifestyle intervention 

and triglyceride level-lowering medication.(16) 

Moreover, NO
x
 levels in dyslipidemia 

subjects were slightly lower than those in  

normolipemia subjects (43.99 ± 9.34 VS 46.03 

± 15.19 μM). However, no significant 

differences were observed. Previous reports 

showed decreased NO levels in diabetes,  

hypertension, obesi ty and metabolic  

syndrome.(17-19) The levels were correlated with 

endothelial dysfunction, oxidative stress and 

inflammation.(20) Even though NO is primarily 

produced from endothelial cells, microbial 

products and proinflammatory cytokines also 

induce production of NO from immune  

cells.(21) In this study, subjects were recruited 

from patients who came for annual health 

check-up and were presumably healthy.  

However, it is possible that NO is induced in 

immune cells; and therefore hinders reduction 

of NO synthesis by endothelial cells. Indeed, 

previous studies have shown inconsistency in 

some conditions.(22, 23) It has been explained 

that this can be compensatory process to the 

loss of NO by dysfunctional endothelial cells.  

In addition, another study showed that  

rheumatoid arthritis, whose pathogenesis  

involves inflammation and endothelial  

dysfunction, has elevated levels of NO  

metabolite and there is an association between 

NO metabolite, inflammation and endothelial  

dysfunction.(24) This may explain why the  

reduction of NO metabolites was not seen in 

the present study. 

Moreover, it has been shown that serum 

NO metabolites increase by age and men have 

higher NO levels than women.(25, 26) In addition, 

serum NO metabolites are elevated when BMI 

increases.(27) However, serum levels of NO 

metabolites were not different among age,  

sex and BMI subgroups in the present study. 

This agrees with a previous study showing that 

age, sex and BMI have no correlation with 

dyslipidemia.(28) It is possible that there are 

other factors affecting plasma NO levels and 

causing the conflicting results. 

This study showed that NO
x
 levels did 

not have correlations with studied variables, 
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inconsistent with our hypothesis. The  

explanation of the results could be the effects 

of confounding factors. It was shown that diet  

and exercise affect plasma levels of NO  

metabolites.(29) Consequently, these two factors 

may affect plasma NO metabolites and the 

interferences mask the correlations between 

NO
x
 levels and endothelial dysfunction  

observed in dyslipidemia. In addition, the 

sample size in our study may be too small to 

represent the population. 

In conclusion, our results reveal that 

serum NO
x
 levels had no association with  

age, sex, BMI, total cholesterol, triglyceride, 

LDL-C and HDL-C. Therefore, assessment  

of NO may not reflect endothelial dysfunction 

in dyslipidemia. Further study should be  

done in larger sample size with exploration  

of confounding factors and other markers of 

endothelial dysfunction. 
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Abstract
MTT assay is a technique used to detect immunological property of cells. However,  

the limitation of this technique is the aggregation of cells in experiment wells. The PBMC  

aggregation, which is found after stimulation with PHA, affected absorbance measurement.  

To reduce PBMC aggregation, the present study investigated the optimal concentration and  

incubation time of PHA to induce PBMC proliferation under chelating agent (EDTA)  

supplemented medium. Peripheral blood samples were provided for PBMC isolation using  

Ficoll-Hypaque density gradient centrifugation. The PBMC was induced proliferation under 

various concentrations of PHA with a supplementation of EDTA. The reactions were measured 

by MTT assay. The results showed that PHA at a concentration of 1 µg/mL presented a low 

amount of PBMC aggregations resulting in significantly high absorbance value, whereas, a  

concentration of 5 µg/mL PHA showed high aggregation amount of PBMC and a low absorbance 

value as compared to that at 1 µg/mL PHA. EDTA was found to be an effective supplement for 

reduction of aggregation in PBMC cultures and it was concluded that optimal concentration of 

PHA and supplementation of EDTA can reduce PBMC aggregation in reaction for MTT assay. 
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 48 ฉบับที่ 2 สิงหาคม 2563 นิพนธ์ต้นฉบับ

ความเข้มข้นของไฟโตฮีแมกกลูตินินในปฏิกิริยามีผลต่อการวัด
และวิเคราะห์ปริมาณเซลล์ลิมโฟไซต์ด้วยเทคนิค MTT assay

กฤติมา ตังประเสริฐผล ศุภรัตน์ วิจิตรเวียงรัตน์ ศศิประภา ทองบพิตร และ ทัศนีย์ เพิ่มไทย*

หน่วยวิจัยและพัฒนาเซลล์ต้นกำ�เนิดเพื่อการรักษาทางการแพทย์ ภาควิชาสูติศาสตร์-นรีเวชวิทยา 
คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร

 บทคัดย่อ
MTT assay เป็นเทคนิคที่ใช้กันอย่างแพร่หลายสำ�หรับตรวจวิเคราะห์คุณสมบัติภูมิคุ้มกันของ

เซลล์ อย่างไรก็ตามเทคนิคดังกล่าวยังมีข้อจำ�กัดจากการจับตัวเป็นก้อนของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด

นิวเคลียสเดี่ยว (PBMC) หลังใส่สารกระตุ้นไฟโตฮีแมกกลูตินิน (PHA) โดยพบว่ามีผลทำ�ให้การอ่านค่า

การดูดกลืนแสงผิดพลาด ส่งผลให้ผลวิเคราะห์การทดลองคลาดเคลื่อน การวิจัยนี้ได้ศึกษา (1) ผลกระทบ

ของขนาดกลุ่มก้อนเซลล์ PBMC หลังการกระตุ้นด้วย PHA ต่อผลการวัดค่าการดูดกลืนแสง ในเทคนิค 

MTT และ (2) ศึกษาหาความเข้มข้นและระยะเวลาของ PHA ที่เหมาะสมในปฏิกิริยากระตุ้นเซลล์ 

PBMC ร่วมกับการใช้สารคีเลตเพื่อลดการจับตัวเป็นก้อนของเซลล์ PBMC โดยได้จัดเก็บเลือดและ

เตรียมเซลล์ PBMC เพื่อทำ�ปฏิกิริยากับ PHA ที่ความเข้มข้นต่างกัน 2 ระดับ คือ 1 และ 5 ไมโครกรัม

ตอ่มลิลลิติร (µg/mL) และนำ�ไปวดัหาคา่การดดูกลนืแสง สว่นการทดลองทีส่องไดท้ดสอบบม่เพาะเซลล ์

PBMC ร่วมกับ PHA ที่ความเข้มข้น 1 และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในช่วงเวลาต่างกัน โดยมีการ

ใช้สารคีเลตร่วมในบางช่วงเวลา และนำ�ไปเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสง ผลการศึกษาพบว่า PHA 5 

ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร เปน็ความเขม้ขน้ทีท่ำ�ใหเ้กดิกลุม่กอ้น PBMC ขนาดใหญม่ปีรมิาณมากกวา่ และ

ให้ค่าการดูดกลืนแสงที่แตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p value < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้ 

PHA 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อีกทั้งพบว่าการใช้ PHA 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่เวลานาน 5 ชั่วโมง 

ร่วมกับการเติมสารคีเลต (EDTA) ส่งผลให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีสูงและลดการจับตัวเป็นก้อนของ

เซลล์ PBMC สรุปได้ว่าการเติม EDTA ร่วมกับ PHA ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในการ 

กระตุ้นเซลล์ PBMC สามารถลดการจับตัวเป็นก้อนของเซลล์ PBMC และให้ค่าการดูดกลืนแสงที่ 

เหมาะสมต่อการทดสอบด้วยเทคนิค MTT assay 

คำ�สำ�คัญ: ไฟโตฮีแมกกลูตินิน เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว อีดีทีเอ

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: bsuteevun_1@yahoo.com, stemcells_siriraj@yahoo.com
รับบทความ: 26 ธันวาคม 2562 	 แก้ไขบทความ: 14 กุมภาพันธ์ 2563 	 รับตีพิมพ์บทความ: 29 พฤษภาคม 2563
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บทน�ำ
MTT assay เป็นเทคนิคการวิเคราะห์ผล

ดว้ยการแสดงคา่การดดูกลนืแสง ซึง่เปน็เทคนคิทีแ่พร่

หลายเนื่องจากมีกระบวนการทดสอบไม่ยุ่งยาก และ

ใช้เครื่องมือในการวิเคราะห์ไม่ซับซ้อน นอกจากนี้ 

ยังเปน็เทคนิคทีส่ามารถนำ�ไปปรบัปรงุเพือ่ใชป้ระกอบ

ในการวิเคราะห์ผลการวิจัยที่หลากหลาย เช่น การนำ�

มาใช้ตรวจสอบการเพิม่จำ�นวนเซลล ์ตรวจสอบจำ�นวน

เซลล์ที่ยังมีชีวิต (viability cell count)(1, 2) ศึกษา

ความเป็นพิษของยา (drug cytotoxicity)(3, 5) และ

วัดปริมาณการสังเคราะห์ lymphokines(6, 7) การ

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค MTT ยังมีการนำ�มาปรับใช้ใน

การศึกษาที่มีความซับซ้อนมากขึ้นได้อีกหลายชนิด  

ดังตัวอย่างงานวิจัยของ Venugopal และคณะ(8) ที่

คัดแยกเซลล์ต้นกำ�เนิดสายสะดือ และตรวจสอบ

สมบัติ immunosuppressive ด้วยเทคนิค MTT 

assay โดยการกระตุ้นให้เกิดการเพิ่มจำ�นวนเซลล์ 

เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว (PBMC) ด้วย 

ไฟโตฮีแมกกลตูนินิ (PHA) แลว้จงึนำ�เซลลต์น้กำ�เนดิ

ที่ต้องการจะใช้ปลูกถ่ายใส่ร่วมในปฏิกิริยาเพื่อดู

ปริมาณการเพิ่มจำ�นวนเซลล์ PBMC และวัดผลด้วย

เทคนิค MTT ซึง่ทำ�ใหผู้วิ้จยัสามารถคาดเดาคุณสมบตัิ

การถูกต่อต้านของภูมิคุ้มกันต่อเซลล์ต้นกำ�เนิดชนิด

นั้นๆ และการปฏิเสธเซลล์โดยระบบภูมิคุ้มกันของ

ผู้รับการปลูกถ่าย แต่ปัญหาหนึ่งที่มักพบในการ

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค MTT คือ การเกิดการจับตัว

เปน็กลุม่ก้อนของเซลล ์PBMC ทีม่สีาเหตจุากการทำ�

ปฏิกิริยากับ PHA เนื่องจาก PHA เป็นไกลโคโปรตีน

จากพืชที่มี leukoagglutinating (L)-subunit เป็น

สว่นหน่ึงในโครงสรา้ง และสว่นประกอบนีม้คีณุสมบตัิ

เหนี่ยวนำ�ให้เซลล์เม็ดเลือดขาวเกิดการเกาะกลุ่มกัน

ได้(9-11) ซึง่อาจมผีลตอ่ความถกูตอ้งของการวเิคราะห์

ผล โดยเฉพาะต่อค่าการดูดกลืนแสงในขั้นตอนการ

อา่นผล ดงัน้ันเพือ่ใหท้ราบแนช่ดัวา่ปรมิาณและขนาด

กลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา 

กับสาร PHA จะส่งผลต่อความถูกต้องของผลการ

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค MTT หรือไม่ คณะผู้วิจัยจึงได้

วางแผนการทดลองวิเคราะห์ยืนยันความแน่ชัด และ

ได้ค้นหาวิธีลดภาวะการจับตัวเป็นกลุ่มก้อนของเซลล์ 

PBMC ในปฏิกิริยา โดยศึกษาการเกิดปฏิกิริยาจับตัว

เป็นกลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC ภายใต้ความเข้มข้น

ของ PHA ที่แตกต่างกัน ตามระยะเวลาบ่มเซลล์ 

PBMC ที่แตกต่างกัน รวมถึงการใช้สารคีเลต  

(chelating agent) ในระหว่างการเตรียมเซลล์ เพื่อ

หาสภาวะที่เหมาะสมสำ�หรับการตรวจวิเคราะห์ด้วย

เทคนิค MTT ให้ได้ผลที่ถูกต้องและแม่นยำ�

วัสดุและวิธีการ

1.	ตัวอย่างเลือด

เก็บตัวอย่างเลือดคนปกติจากอาสาสมัคร

ปริมาตร 10-12 มิลลิลิตร ในหลอดเก็บเลือดที่มีสาร

ต้านการแข็งตัวของเลือดชนิด heparin (10-30 UPS 

Units/mL blood; Greiner Bio-One, Kremsmün-

ster) โดยอาสาสมัครผู้เข้าร่วมโครงการได้ทราบ 

รายละเอียดของโครงการก่อนลงลายลักษณ์อักษร  

เพื่อแสดงความยินยอมก่อนเข้าร่วมโครงการ ซึ่ง

โครงการนี้อยู่ภายใต้การดูแลควบคุมของคณะกรรมการ

จรยิธรรมในคนของคณะแพทยศาสตรศิ์รริาชพยาบาล

2.	 การแยกเซลล์ PBMC 

เติม phosphate buffered saline (PBS) 

ในตวัอยา่งเลอืดในอตัราสว่น 1:1 ปัน่เหวีย่งทีอ่ณุหภมู ิ

20 องศาเซลเซียส ความเร็ว 1,800 รอบต่อนาที  

นาน 30 นาที แยกส่วน buffy coat ซึ่งเป็นส่วนของ

เม็ดเลือดขาวและเติม PBS ปริมาตร 4 เท่าของ

ปริมาตรเม็ดเลือดขาวที่เก็บได้ (อัตราส่วน 4:1)  

ผสมให้เข้ากันและค่อยๆ ปล่อยลงบนน้ำ�ยา Ficoll-
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Hypaque ในอัตราส่วน 10:3 จากนั้นนำ�ไปป่ันที่

อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ความเร็ว 2,000 รอบต่อ

นาท ีนาน 30 นาท ี(no break) เพือ่แยกเซลล ์PBMC 

ปั่นล้างด้วย PBS ที่ความเร็ว 1,600 รอบต่อนาที  

10 นาที ก่อนละลายตะกอนเซลล์ด้วยอาหารเพาะ

เลี้ยงเซลล์ที่มีส่วนผสมของ Minimum Essential 

Medium Alpha, (MEM-α) ร่วมกับ 10% fetal 

bovine serum (FBS) และ 1% antibiotic  

(penicillin G sodium และ streptomycin sulfate)

 

3.	 การเปรียบเทียบการจับตัวเป็นกลุ่มก้อนของ 

	 เซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ PHA 

แบ่งเซลล์ PBMC ออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่ม

แรกเป็นกลุ่มควบคุม (n = 11) ที่มีเซลล์ PBMC 

เพียงอย่างเดียว กลุ่มที่สองเป็นกลุ่มเซลล์ PBMC  

ที่ได้รับการกระตุ้นปฏิกิริยาด้วย PHA ความเข้มข้น  

1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (n = 11) และกลุ่มที่สาม

เป็นกลุ่มเซลล์ PBMC ที่ได้รับการกระตุ้นปฏิกิริยา

ด้วย PHA ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

(n = 11) โดยแต่ละกลุ่มลงเลี้ยงเซลล์จำ�นวน 

1.0 × 105 เซลล์ร่วมกับน้ำ�ยาเพาะเลี้ยงเซลล์นาน  

72 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาเติม 3-(4,5-dimethylthia-

zol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) ความเขม้ขน้ 5 มลิลกิรมัตอ่มลิลลิติร ปรมิาตร 

10 ไมโครลิตร ลงในแต่ละตัวอย่าง จากนั้นนำ�ไปบ่ม

ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์นาน 4 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาเติม 

isopropanol ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มในที่มืด

นาน 30 นาที นำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง 

Synergy HT Multi-Detection Microplate 

Reader ที่ความยาวคลื่น 570/630 นาโนเมตร

4.	 การตรวจสอบอัตราการรอดชีวิต (%viability)  

	 ของเซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ PHA

ปั่นแยกเซลล์ PBMC จากตัวอย่างเลือด

อาสาสมัคร 5 คน แบ่งเซลล์ PBMC หลอดละ 2.5 

× 105 เซลล์ จำ�นวน 11 หลอด โดยแยกเซลล์ที่แบ่ง

ใส่หลอดออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มแรกมีเฉพาะเซลล์ 

PBMC จำ�นวน 1 หลอด (กลุ่มควบคุม) กลุ่มที่สอง

คือเซลล์ PBMC ที่มี PHA ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม

ตอ่มลิลิลิตร จำ�นวน 5 หลอด และกลุ่มทีส่ามคอืเซลล์ 

PBMC ที่มี PHA ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร จำ�นวน 5 หลอด นำ�เซลล์ PBMC ในกลุ่ม

ที่สองและสามมาบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่ 5% CO
2
 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1, 2, 3, 

4 และ 5 ชั่วโมง ตามลำ�ดับ เมื่อครบเวลาในแต่ละ

ชั่วโมงนำ�เซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA  

มาปั่น 1,600 รอบต่อนาที 10 นาที เพื่อแยกน้ำ�ยาที่

ม ีPHA ออก และละลายตะกอนเซลล์ดว้ยน้ำ�ยาเพาะ

เล้ียงเซลล์ จากนัน้นบัจำ�นวนเซลล์เปน็เซลล์ตายดว้ย

เทคนิคการย้อมเซลล์ด้วย trypan blue และคำ�นวณ

อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ PBMC ตามสูตร ดังนี้ 

ร้อยละเซลล์รอดชีวิต =
จำ�นวนเซลล์เป็น × 100

จำ�นวนเซลล์เป็น + จำ�นวนเซลล์ตาย

5.	 การทดสอบการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์ PBMC  

	 ทีท่ำ�ปฏกิริยิารว่มกบั PHA ในชว่งเวลาตา่งกนั

แบ่งเซลล์ PBMC ออกเป็น 3 กลุ่ม ใน

แต่ละกลุ่มมีเซลล์ PBMC 1.0 × 105 เซลล์ กลุ่มที่

หน่ึงเป็นกลุ่มควบคุม ประกอบด้วยเซลล์ PBMC 

เดีย่วไมท่ำ�ปฏิกิรยิากับสาร PHA (n = 10) กลุ่มทีส่อง

เป็นกลุ่มเซลล์ PBMC ที่กระตุ้นด้วย PHA ความ 
เข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (n = 10) และกลุ่ม
ที่สามเป็นกลุ่มเซลล์ PBMC ที่กระตุ้นด้วย PHA 
ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (n = 10) โดย
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เซลล์ในกลุ่มที่สองและสามทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ PHA 

เป็นเวลา 1, 2, 3, 4 และ 5 ชั่วโมงตามลำ�ดับ เซลล์ 

PBMC ในแต่ละกลุ่มทดสอบแบ่งออกเป็น 2 การ

ทดลอง การทดลองที่ 1 เซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยา

รว่มกับ PHA ในแตล่ะชัว่โมง นำ�ไปวัดการเพิม่จำ�นวน

ของเซลล์ดว้ยเทคนคิ MTT สว่นการทดลองที ่2 กลุม่

เซลล ์PBMC ทีท่ำ�ปฏกิริยิารว่มกบั PHA ในเวลาตา่ง

กัน เมือ่ครบเวลาแลว้เปลีย่นน้ำ�ยาเปน็น้ำ�ยาเพาะเล้ียง

เซลล์ และเพาะเลี้ยงเซลล์ต่อภายใต้ 5% CO
2
 และ

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง เมื่อครบ

เวลาจึงวดัการเพิม่จำ�นวนของเซลลด์ว้ยเทคนคิ MTT

6.	 การทดสอบการใช้สารคีเลต ร่วมกับเซลล์  

	 PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยากับ PHA 

แบ่งเซลล์ PBMC ออกเป็น 4 กลุ่มทดสอบ 

ในแต่ละกลุ่มมีเซลล์ PBMC 2.5 × 105 เซลล์  

กลุ่มที่ 1 คือกลุ่มเซลล์ PBMC ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ 

PHA ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (n = 12) 

กลุ่มที่ 2 ใช้ PBS ร่วมกับ ethylene diamine  

tetraacetic acid (EDTA) ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ 

เพื่อปั่นล้างเซลล์ PBMC ก่อนทำ�ปฏิกิริยากับ PHA 

ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (n = 12)  

กลุ่มที่ 3 ใช้ PBS ร่วมกับ EDTA ความเข้มข้น  

2 มิลลิโมลาร์ ปั่นล้างเซลล์ PBMC ภายหลังการทำ�

ปฏิกิริยากับ PHA 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (n = 12) 

และกลุ่มที่ 4 ใช้ EDTA ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ 

ร่วมอยู่ในปฏิกิริยาระหว่างเซลล์ PBMC และ PHA 

1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (n = 12) โดยกลุ่มควบคุม 

(n = 12) คือกลุ่มเซลล์ที่ไม่มีการทำ�ปฏิกิริยาระหว่าง

เซลล ์PBMC และ PHA โดยเซลล ์PBMC ในแตล่ะ

กลุม่ถกูเพาะเลีย้งภายใต ้5% CO
2
 อณุหภมู ิ37 องศา

เซลเซียส นาน 5 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานำ�เซลล์แต่ละ

กลุ่มมาปัน่ 1,600 รอบตอ่นาท ี10 นาท ีเพือ่แยกน้ำ�ยา

ที่มี PHA ออก จากนั้นละลายตะกอนเซลล์ด้วยน้ำ�ยา

เพาะเล้ียงเซลล์ และเพาะเล้ียงภายใต้ 5% CO
2
 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ต่อเป็นเวลา 72 ชั่วโมง 

เมื่อครบเวลาวัดการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์ด้วยเทคนิค 

MTT 

7.	 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ
ผลการวัดค่าการดูดกลืนแสงจากเทคนิค 

MTT แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

โดยใช้ paired t-test ในการวิเคราะห์ความแตกต่าง

ของแต่ละกลุ่มโดยโปรแกรม GraphPad Prism 5 

(GraphPad, San Diego, CA) ในการวเิคราะหข์อ้มลู

ผลการวิจัย 
คา่การดดูกลนืแสงของเซลล ์PBMC เมือ่ถกูกระตุน้ 

ด้วย PHA ที่ความเข้มข้นต่างกัน 

ผลการทดสอบเซลล์ PBMC กับ PHA  

ที่ความเข้มข้น 1 และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดย

สังเกตการจับตัวเป็นก้อนของเซลล์ PBMC ภายใต้

กล้องจุลทรรศนพ์บวา่ทีร่ะยะเวลา 24 ชัว่โมง สามารถ

สังเกตเห็นกลุ่มก้อนเซลล์ PBMC ในลักษณะที่ 

แตกต่างกัน และเมื่อเพาะเลี้ยงต่อเนื่องถึง 48 และ 

72 ชั่วโมง กลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC ที่เพาะเลี้ยง

ใน PHA ทั้งสองความเข้มข้นมีปริมาณเพิ่มขึ้น แต่

กลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC ที่ความเข้มข้น 5 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีขนาดกลุ่มก้อนที่ใหญ่กว่า 

(Fig. 1) และเมื่อนำ�เซลล์ PBMC ทั้งสองความเข้มข้น 

มาตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสง พบว่าเซลล์ PBMC  

ที่กระตุ้นด้วย PHA เข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่แตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญ  

(p value < 0.05) เมื่อเทียบกับเซลล์ PBMC ที่

กระตุ้นด้วย PHA เข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

(Fig. 2) โดยมีค่าการดูดกลืนแสง เท่ากับ 0.2630 ± 

0.0661 และ 0.2969 ± 0.049 ตามลำ�ดับ เซลล์ 

PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ PHA ความเข้มข้น 5 
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Fig. 1	Appearance of PBMC under control medium (A) and PBMC after induced with 1 µg/mL PHA 
(B) and 5 µg/mL PHA (C) for 72 hours. The aggregated PBMC demonstrated by red arrow 
under inverted microscopy (20X).

Fig. 2	 The average of absorbance value of PBMC stimulated with 1 µg/mL PHA and 5 µg/mL PHA for 
72 hours as compared between the control group and the internal test groups. Data were shown 
as mean ± SD of OD570/630 nm. (*p value < 0.05) 

ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร สง่ผลใหเ้กดิความผดิพลาดใน

การวดัคา่การดดูกลนืแสงเนือ่งจากการจบัตวัเปน็กลุม่

ก้อนของเซลล์ PBMC 

อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ PBMC หลังถูกกระตุ้น

ด้วย PHA ที่ความเข้มข้นต่างกัน

อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ PBMC ที่ถูก

กระตุน้ดว้ย PHA ทีค่วามเขม้ขน้ 1 และ 5 ไมโครกรมั

ต่อมิลลิลิตร นาน 5 ชั่วโมง มีความใกล้เคียงกัน  
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โดยพบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ เท่ากับร้อยละ 

98.36 ± 0.84 และร้อยละ 94.35 ± 4.18 ตามลำ�ดับ 

เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ซึ่งพบอัตราการรอด

ชวีติของเซลล ์รอ้ยละ 98.27 ± 0.83 พบวา่ไมม่คีวาม

แตกต่างทางสถิติ (p value > 0.05) แสดงว่า PHA 

ที่ความเข้มข้น 1 และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่มี

ผลต่ออัตราการตายของเซลล์ PBMC 

ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้น

ด้วย PHA ความเข้มข้น 1 และ 5 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ที่ระยะเวลาต่างกัน 

เซลล ์PBMC ทำ�ปฏกิริยิากบั PHA ทีค่วาม

เข้มข้น 1 และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา  

1, 2, 3, 4 และ 5 ชั่วโมงตามลำ�ดับ ประเมินอัตราการ

เกิดกลุ่มก้อนเซลล์ต่อ low power field ใต้

กล้องจุลทรรศน์กำ�ลังขยาย 10 เท่า รวมถึงตรวจสอบ

การเพิ่มจำ�นวนเซลล์ PBMC ด้วยเทคนิค MTT  

พบมีการจับตัวกันเป็นกลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC 

ภายหลังทำ�ปฏิกิริยากับ PHA ทั้งสองความเข้มข้น 

โดยเซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA ความเข้มข้น 

5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีอัตราของขนาดกลุ่มก้อน

เซลล์ PBMC ที่ประเมินเป็นร้อยละต่อ low power 

field มากกว่าเซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA 

ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Fig. 3)  

ส่วนผลการตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ 

PBMC พบว่ากลุ่มเซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้นด้วย 

PHA ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่เวลา 

3, 4 และ 5 ชั่วโมงให้ผลค่าการดูดกลืนแสงใกล้เคียง

กัน คือ 0.3005 ± 0.0350, 0.2991 ± 0.0341 และ 

0.2979 ± 0.0351 ตามลำ�ดบั ซึง่แสดงความแตกตา่ง

อยา่งมนียัสำ�คญัเมือ่เทยีบกบักลุม่ควบคมุ (0.2822 ± 

0.0390) (p value < 0.05) โดยกลุ่มเซลล์ PBMC  

ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ที่เวลา 3, 4 และ 5 ชั่วโมง แสดงความ 

แตกต่างจากกลุ่มเซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ 

PHA นาน 1 ชั่วโมง (0.2814 ± 0.0283) อย่างมี 

นัยสำ�คัญ (p value < 0.05) (Fig. 4A) ส่วนกลุ่ม

เซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA ความเข้มข้น 

5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ผลค่าการดูดกลืนแสง 

ใกล้เคียงกันในทุกช่วงเวลา คือ 0.279 ± 0.0339, 

Fig. 3	Appearance of PBMC stimulated with 1 µg/mL PHA and 5 µg/mL PHA for 1, 2, 3, 4 and 5 
hours. The aggregated PBMC was observed under inverted microscopy at 10x
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Fig. 4	 The average of absorbance value of PBMC stimulated with (A) 1 µg/mL PHA and (B) 5 µg/mL 
PHA for 1, 2, 3, 4 and 5 hours as compared between the control group and the internal test 
groups. Data were shown as mean ± SD of OD 570/630 nm (*p value < 0.05)

Fig. 5	 The average of absorbance value of PBMC stimulated with (A) 1 µg/mL PHA and (B) 5 µg/mL 
PHA for 1, 2, 3, 4 and 5 hours. PHA-stimulated PBMC samples, incubated at different times, 
were changed medium and cultured for 72 hours. Data were shown as mean ± SD of OD 
570/630 nm and compared between the control group and the internal test groups. (*p value  
< 0.05)

0.2861 ± 0.0256, 0.2896 ± 0.0349, 0.2941 ± 

0.0331 และ 0.2858 ± 0.0248 ที่ 1, 2, 3, 4 และ 

5 ชั่วโมงตามลำ�ดับ ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญ  

(p value > 0.05) เมือ่เทยีบกบักลุม่ควบคมุ (0.2822 

± 0.0390) (Fig. 4B) นอกจากนี้กลุ่มเซลล์ PBMC 

ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อ
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มิลลิลิตรที่เวลา 3, 4 และ 5 ชั่วโมงให้ผลค่าการ 

ดูดกลืนแสงมากกว่ากลุ่มเซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยา

ร่วมกับ PHA ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

นาน 1 ชั่วโมง อย่างมีนัยสำ�คัญ (p value < 0.05) 

หลงัการทำ�ปฏิกริยิารว่มกบั PHA ในสองความเขม้ขน้ 

ที่เวลาต่างกัน แล้วเปลี่ยนน้ำ�ยาและเพาะเลี้ยงเซลล์

ตอ่ไปอกี 72 ชัว่โมง พบว่าคา่การดดูกลนืแสงของกลุม่

เซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ PHA ความเข้ม

ข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในแต่ละชั่วโมง ให้ผล

ใกล้เคียงกันคือ 0.2283 ± 0.0454, 0.2393 ± 

0.0427, 0.2299 ± 0.045, 0.2248 ± 0.0506 และ 

0.2305 ± 0.0495 ตามลำ�ดับ ซึ่งที่เวลา 1, 4 และ  

5 ชั่วโมงแสดงความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมี

นัยสำ�คัญ (p value < 0.05) (0.2445 ± 0.0585) 

(Fig 5A) ส่วนกลุ่มเซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วม

กับ PHA ความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร เปน็

เวลา 5 ชั่วโมง ให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงที่สุดเท่ากับ 

0.2359 ± 0.038 ซึ่งแตกต่างจากที่ 1 ชั่วโมง อย่าง

มีนัยสำ�คัญ (p value < 0.05)

นอกจากนี้เซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วม

กับ PHA ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

เป็นเวลา 1-3 ชั่วโมงให้ค่าการดูดกลืนแสงใกล้เคียง

กัน คือ 0.218 ± 0.0278, 0.2171 ± 0.0335 และ 

0.2179 ± 0.0466 ตามลำ�ดับ ซึ่งกลุ่มเซลล์ PBMC 

ทีท่ำ�ปฏิกิรยิารว่มกบั PHA ความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรมั

ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมงแสดง

ความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำ�คัญ  

(p value < 0.05) (0.2445 ± 0.0585) โดยที่เวลา 

4 ชั่วโมง ให้ผลค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.2207 ± 

0.038 (Fig. 5B) เมือ่เปรยีบเทยีบคา่การดดูกลนืแสง

ของเซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ PHA ความ

เข้มข้น 1 และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ชั่วโมง

เดียวกัน พบว่ามีค่าการดูดกลืนแสงที่ตรวจวัดได้ 

ใกลเ้คยีงกนั และไมแ่สดงความแตกตา่งอยา่งมนียัสำ�คญั 

แสดงวา่เวลาและความเขม้ขน้ทีต่า่งกนัไมม่ผีลตอ่การ

ตายของเซลล์ PBMC	

ผลการใช้ EDTA ร่วมในปฏิกิริยาระหว่างเซลล์ 

PBMC และ PHA ในช่วงต่างๆ 

เพื่อตรวจสอบการใช้สารคีเลต ต่อการรอด

ชีวิต การเกิดกลุ่มก้อน และการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์ 

PBMC การทดลองนี้จึงแบ่งกลุ่มทดสอบออกเป็น  

4 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 คือเซลล์ PBMC ทำ�ปฏิกิริยาร่วม

กับ PHA กลุ่มที่ 2 ใช้ EDTA เพื่อล้างเซลล์ PBMC 

ก่อนทำ�ปฏิกิริยากับ PHA กลุ่มที่ 3 ใช้ EDTA หลัง

การทำ�ปฏิกิริยาระหว่างเซลล์ PBMC กับ PHA กลุ่ม

ที่ 4 ใช้ EDTA ร่วมในปฏิกิริยาระหว่างเซลล์ PBMC 

และ PHA โดยกลุ่มควบคุม คือ กลุ่มเซลล์ที่ไม่มีการ

ทำ�ปฏิกิริยาระหว่างเซลล์ PBMC กับ PHA 

เนื่องจากผลการทดลองก่อนหน้าพบว่า 

PHA ที่ระดับความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ส่งผลให้เกิดความผิดพลาดในการวัดค่าการดูดกลืน

แสงนอ้ยกวา่ PHA ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรมั

ต่อมิลลิลิตร การทดลองนี้จึงเลือกใช้ PHA ที่ความ

เขม้ขน้ 1 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร จากการทดลองตรวจ

อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ PBMC ด้วยการย้อม 

trypan blue dye exclusion พบอัตราการรอดชีวิต

ของเซลล์ PBMC เท่ากับร้อยละ 92.7 ± 3.26,  

95.8 ± 7.75, 94.51 ± 5.15 และ 93.98 ± 11.76 

ตามลำ�ดับ โดยอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ PBMC 

ในกลุ่มที่ 1 และ 3 แสดงความแตกต่างอย่างมี 

นยัสำ�คญั (p value < 0.01) เมือ่เทยีบกบักลุม่ควบคมุ 

(ร้อยละ 98.09 ± 3.03) (Fig. 6) ดังนั้นจะเห็นได้

ว่าการใช้ EDTA ในทั้ง 3 ช่วงเวลาให้ผลต่ออัตราการ

รอดชีวิตไม่แตกต่างกัน

อย่างไรก็ตามผลการทดสอบภายใต้กล้อง 

จุลทรรศน์กำ�ลังขยาย 10 เท่าเพื่อดูลักษณะการเกิด

กลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC ในกลุ่มเซลล์ 3 กลุ่มที่ใช้ 
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Fig. 6	Effect of EDTA on PHA-PBMC reaction. PBMC was cultured with 1 µg/mL PHA and a supple-
mentation of 2 mM EDTA at different times. The cell viability was analyzed by trypan blue assay. 
Data were shown the percentage of cell viability and compared between the control group and 
the internal test groups. (Mean ± SD and *p value < 0.05) 

Fig. 7	 The average of absorbance value of PBMC cultured with 1 µg/mL PHA and a supplementation 
of 2mM EDTA at different times. The OD measurement was analyzed by MTT assay. Data were 
shown as mean ± SD of OD 570/630 nm and compared between the control group and the 
internal test groups. The different letters (a, b, c and d) indicate a significant different.  
(p value < 0.05)

EDTA ในช่วงเวลาต่างกัน พบการเกิดกลุ่มก้อนของ

เซลล์ PBMC ทั้งสามกลุ่ม และในการศึกษาการเติม 

EDTA ในชว่งตา่งๆ ของการทำ�ปฏกิริยิาระหวา่งเซลล ์

PBMC กับ PHA ต่อการเพิ่มจำ�นวนเซลล์ พบว่า

เซลล์ PBMC ในกลุ่มที่ 1 ให้ค่าการดูดกลืนแสงเป็น 

0.2354 ± 0.0453 ซึง่แตกตา่งจากกลุ่มที ่3 และกลุ่ม

ที่ 4 อย่างมีนัยสำ�คัญ (p value < 0.01) และเซลล์ 

PBMC ในกลุ่มที่ 2 ให้ค่าการดูดกลืนแสง เท่ากับ 

0.2496 ± 0.0664 ซึ่งแตกต่างจากกลุ่มที่ 3 และ 4 

อย่างมนียัสำ�คญั (p value < 0.01) และใหค้า่ใกล้เคยีง
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กับกลุ่มควบคุม ส่วนเซลล์ PBMC ในกลุ่มที่ 4 ให้ค่า

การดูดกลืนแสงเป็น 0.2795 ± 0.0737 ซึ่งแตกต่าง

จากเซลล์ PBMC ในกลุ่มที่ 3 และกลุ่มควบคุมอย่าง

มนัียสำ�คญั (p value < 0.01) ในขณะทีเ่ซลล ์PBMC 

ในกลุ่มที่ 3 ให้ผลการเพิ่มจำ�นวนเซลล์ต่ำ�ที่สุดใน 4 

กลุ่มโดยมีค่าเท่ากับ 0.2022 ± 0.0685 ซึ่งแตกต่าง

จากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำ�คัญ (p value < 0.01) 

(Fig. 7) จากการทดลองนี้จะเห็นได้ว่าการใช้ EDTA  

ร่วมในปฏิกิริยาระหว่างเซลล์ PBMC กับ PHA ให้

ผลดีต่อการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์ PBMC

วิจารณ์และสรุป
จากผลทดสอบการทำ�ปฏกิริยิาระหวา่งเซลล ์

PBMC ทีค่วามเขม้ขน้ตา่งกนัโดยใชค้วามเขม้ขน้ของ 

PHA ที่ 1 และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบการจับตัว 

เป็นกลุ่มก้อนของเซลล์ ซึ่งส่งผลต่อค่าการดูดกลืน

แสงที่วัดได้ โดยการจับตัวเป็นกลุ่มก้อนของเซลล์ 

PBMC เกิดจาก L-subunit ที่เป็นส่วนหนึ่งใน

โครงสร้างของ PHA ทำ�หน้าที่กระตุ้นการแบ่งตัวของ

เซลล์เมด็เลือดขาว รวมถงึเหนีย่วนำ�ใหเ้ซลลเ์มด็เลอืด

ขาวเกิดการเกาะกลุ่มกัน(9-11) ปัญหาการจับตัวเป็น 

กลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC ทำ�ให้ผลการทดสอบด้าน

ภูมิคุ้มกัน (Immunomodulation) ที่ตรวจวัดด้วย

เทคนิค MTT เกิดการผิดพลาดได้ ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัย

จึงได้ทำ�การทดสอบเบื้องต้นเกี่ยวกับกลุ่มก้อนของ

เซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA ความเข้มข้น

ต่างกัน โดยเลือกความเข้มข้นของ PHA ที่ 5 

ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร ซึง่เปน็ชว่งความเขม้ขน้ทีนิ่ยม

ใช้ในงานวิจัยทั่วไปที่เกี่ยวข้องกับการทดสอบเซลล์ 

PBMC กับ PHA เปรียบเทียบกับ PHA ความ 

เข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และวิเคราะห์ผล 

ค่าการดูดกลืนแสงในเทคนิค MTT โดยพบว่า PHA 

ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีขนาดของ

กลุ่มก้อนของเซลล ์PBMC เลก็กว่าเมือ่เทยีบกบักลุม่

ก้อนของเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA เข้มข้น 5 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเมื่อนำ�ไปตรวจสอบด้วย

เทคนคิ MTT พบวา่คา่การดดูกลนืแสงของกลุม่เซลล์

ในความเข้มข้นต่ำ�ให้ค่าสูงกว่าอย่างมีนัยสำ�คัญเมื่อ

เทียบกับกลุ่มเซลล์ ในความเข้มข้นมาตรฐาน (5 

ไมโครกรมัตอ่มลิลิลิตร) แสดงใหเ้หน็วา่กลุ่มก้อนของ

เซลล์ PBMC ส่งผลต่อค่าการดูดกลืนแสง 

จากการทดสอบอตัราการรอดชวีติของเซลล ์

PBMC ด้วยเทคนิคการย้อมเซลล์ด้วย trypan blue 

ผลพบว่าเซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA 

ทั้งสองความเข้มข้น มีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ 

PBMC ไม่แตกต่างทางสถิติ (p value > 0.05) 

ซึ่งทำ�ให้ทราบว่า PHA ที่ความเข้มข้น 1 และ 5 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่มีผลต่อการตายของเซลล์ 

PBMC และเมื่อเปรียบเทียบการทำ�ปฏิกิริยาระหว่าง

เซลล์เดี่ยว PBMC และ PHA ในความเข้มข้น 1 

และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ระยะเวลาต่างกัน  

พบว่ามีการจับตัวกันเป็นกลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC 

หลังทำ�ปฏิกิริยากับ PHA ทั้งสองความเข้มข้น แต่ค่า

การดดูกลืนแสงทีว่ดัไดม้ค่ีาใกล้เคียงกัน แสดงวา่ความ

เขม้ขน้ของ PHA และระยะเวลาทีท่ำ�ปฏกิริยิารว่มกบั

เซลล์ PBMC ไม่ส่งผลต่อการตายของเซลล์ PBMC 

โดยเซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA ความ 

เข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ให้อัตราของขนาด

กลุ่มก้อนเซลล์ PBMC ที่ประเมินเป็นร้อยละต่อ  

low power field เพิ่มขึ้นเมื่อใช้เวลาในการทำ�

ปฏิกิริยานานขึ้น ในขณะที่ผลค่าการดูดกลืนแสงที่วัด

ได้ลดลง ในทางกลับกันเซลล์ PBMC ที่ถูกกระตุ้น

ด้วย PHA ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

ให้อัตราของขนาดกลุ่มก้อนเซลล์ PBMC ที่ประเมิน

เป็นร้อยละต่อ low power field เพิ่มขึ้นเมื่อใช้เวลา

ในการทำ�ปฏิกิริยานานขึ้น และค่าการดูกลืนแสงที่ 

วัดได้กลับสูงขึ้น ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่า PHA ที่ความ

เข้มข้นน้อยนั้นอาจเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมกับ
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การกระตุ้นให้เซลล์ PBMC เพิ่มจำ�นวน แม้จะทำ�ให้

เกิดการจับตัวเป็นกลุ่มก้อนของเซลล์ เมื่อเปรียบ

เทยีบกับกลุม่กอ้นเซลล ์PBMC ทีท่ำ�ปฏกิริยิารว่มกบั 

PHA ที่ความเข้มข้นสูง พบว่าขนาดของกลุ่มก้อน 

ที่ใหญ่ขึ้นส่งผลต่อค่าการดูดกลืนแสงมากกว่าการใช้ 

PHA ที่ความเข้มข้นต่ำ� 

นอกจากนี้เพื่อแก้ปัญหาการจับตัวเป็นกลุ่ม

ก้อนของเซลล์ PBMC ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ PHA 

ในงานวิจัยของ Kay(9) ได้ทดลองนำ�สาร EDTA  

เข้ามาป้องกันการเปลี่ยนแปลงทางเมแทบอลิซึมของ

เซลล์ลิมโฟไซต์ที่ทำ�ปฏิกิริยาร่วมกับ PHA และยังมี

การทดลองของ Alford(10) ที่พบว่า EDTA ความ 

เข้มข้น 1.6 - 2 มิลลิโมลาร์ สามารถยับยั้งการเหนี่ยวนำ� 

ให้เซลล์ลิมโฟไซต์เกาะกลุ่มกันได้ ดังนั้นในการ 

ทดลองครั้งนี้จึงนำ� EDTA ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ 

ซึ่งเป็นสารคีเลตมาใช้เพื่อลดการจับตัวของเซลล์ 

PBMC โดยตรวจสอบผลการรอดชีวิต การเกิดกลุ่ม

ก้อน และการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์ PBMC ซึ่งพบ

ว่าการใช้ EDTA ในกลุ่มทดสอบทั้ง 3 กลุ่มให้ผล 

ต่ออัตราการรอดชีวิตไม่แตกต่างกัน และไม่มีความ

แตกตา่งจากกลุม่ควบคมุ อยา่งไรกต็ามผลการทดสอบ

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์กำ�ลังขยาย 10 เท่า เพื่อดู

ลักษณะการเกิดกลุ่มก้อนของเซลล์ PBMC พบว่า 

ในกลุ่มที่ 3 ซึ่งใช้ EDTA เลี้ยงร่วมในปฏิกิริยาของ

เซลล์ PBMC กับ PHA ให้ผลการเกิดกลุ่มก้อนน้อย

ทีสุ่ด และเม่ือตรวจสอบคา่การดดูกลนืแสงดว้ยเทคนคิ 

MTT พบว่าการใช้ EDTA ในช่วงก่อนปฏิกิริยาหรือ

ร่วมในปฏิกิริยาของเซลล์ PBMC กับ PHA ให้ผลดี

ต่อการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์ PBMC 
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Emergence of Colistin Resistance in Carbapenems 
Resistant Enterobacteriaceae strains
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Abstract
	 The multidrug resistant organisms are major problem of public health worldwide. 

Enterobacteriaceae is one of the family that is increasing in drug resistance especially to  

carbapenems, a broad spectrum and high potency antibiotic. Colistin has been used as the last 

resort for the treatment of carbapenems resistant strains. In the recent years, there are many 

reports of colistin resistance by gene transfer via the mechanism of plasmid mediated colistin 

resistance gene, mcr-1. This research aimed to study the emergence of colistin resistance and 

the resistance gene profile in carbapenem resistant Enterobacteriaceae (CRE). During August 

to December 2019, 80 isolates of CRE (68 Klebsiella pneumoniae, 8 Escherichia coli and 4  

Enterobacter cloacae) which were isolated from the clinical microbiology unit, Maharat Nakhon  

Ratchasima Hospital were studied. The bacteria were identified by using a Vitek 2 compact  

instrument. Antimicrobial susceptibility testing was performed by disk diffusion method. The 

minimal inhibitory concentration (MIC) of colistin was done by microbroth dilution method via 

Sensititre machine. Six resistance genes (bla
NDM

, bla
OXA48-like

, bla
IMP

, bla
KPC

, bla
VIM

 and mcr-1) 

were detected by multiplex PCR. The results showed that colistin-resistance rate was 18.8% 

(15/80) whereas the mcr-1 gene was not found. The detecting resistance gene profile of 15  

colistin resistant isolates were bla
NDM 

9 isolates, bla
OXA48-like

 5 isolates and one isolate without 

any resistance gene was detected. Although the mcr-1 gene was not found, it showed that the 

colistin resistance mechanism does not depend only on this gene and it is still necessary for 

further study to avoid the emergence of more colistin resistant in CRE isolates. 
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 48 ฉบับที่ 2 สิงหาคม  2563 นิพนธ์ต้นฉบับ

อุบัติการณ์การดื้อยาโคลิสตินในเชื้อ Enterobacteriaceae 
สายพันธุ์ที่ดื้อต่อยากลุ่ม Carbapenems

นิตยา สิงห์พลทัน

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ โรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา จังหวัดนครราชสีมา

บทคัดย่อ
เชื้อดื้อยานับว่าเป็นปัญหาทางสาธารณสุขที่สำ�คัญทั่วโลก เชื้อแบคทีเรียแกรมลบวงศ์ Entero-

bacteriaceae เป็นเชื้อชนิดหน่ึงท่ีพบว่ามีอัตราการดื้อยาเพิ่มมากขึ้นโดยเฉพาะการดื้อต่อยากลุ่ม  

carbapenems ซึ่งเป็นยาที่มีศักยภาพสูงเพราะเป็นยาที่มีการออกฤทธิ์กว้างและดีที่สุดในการรักษาการ

ติดเชื้อนี้ และได้มีการนำ�ยาโคลิสตินมาใช้เป็นยาทางเลือกสุดท้ายในการรักษาผู้ป่วยที่ติดเชื้อดื้อยานี้ 

ปัจจุบันมีรายงานพบเชื้อแบคทีเรียที่ดื้อต่อยาโคลิสติน โดยพบว่ามีกลไกที่สามารถส่งต่อยีนดื้อยาข้าม

สายพันธุ์ ได้ง่ายและเร็วข้ึน (plasmid mediated resistance mechanism, MCR-1) การวิจัยนี้จึง 

มวีตัถปุระสงคท์ีจ่ะศกึษาอบุตักิารณก์ารดือ้ตอ่ยาโคลสิตนิและชนดิของยนีดือ้ยาในเชือ้วงศ ์Enterobac-

teriaceae ที่ดื้อต่อยากลุ่ม carbapenems (CRE) โดยศึกษาในเชื้อ CRE จำ�นวน 80 สายพันธุ์ แบ่งเป็น

เชื้อ Klebsiella pneumoniae 68 สายพันธุ์ Escherichia coli 8 สายพันธุ์และเชื้อ Enterobacter 

cloacae 4 สายพันธุ์ โดยการเก็บข้อมูลระหว่างเดือนสิงหาคมถึงธันวาคม พ.ศ. 2562 ที่ห้องปฏิบัติการ

จุลชีววิทยา กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ โรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา การจำ�แนกชนิดเชื้อทำ�โดย

เครื่องอัตโนมัติ Vitek 2 compact ทดสอบความไวต่อยาด้วยวิธี disk diffusion ตรวจหาค่า minimal 

inhibitory concentration (MIC) ต่อยาโคลิสตินด้วยวิธี microbroth dilution โดยใช้เครื่องอัตโนมัติ 

และตรวจหายีนดื้อยา 6 ชนิด (bla
NDM

, bla
OXA48-like

, bla
IMP

, bla
KPC

, bla
VIM

 and mcr-1) โดยวิธี  

multiplex PCR ผลการศึกษาพบอัตราการดื้อต่อยาโคลิสตินร้อยละ 18.8 (15/80) ผลการตรวจหายีน

ดื้อยาไม่พบยีน mcr-1 ที่ทำ�ให้เชื้อดื้อต่อยาโคลิสติน พบยีนดื้อยา bla
NDM

 ในเชื้อ 9 สายพันธุ์, ยีนดื้อยา 

bla
OXA48-like

 ในเชื้อ 5 สายพันธุ์ และไม่พบชนิดของยีนดื้อยาที่ตรวจหา 1 สายพันธุ์ จากผลการศึกษา

พบการดื้อต่อยาโคลิสตินเป็นสัญญาณเตือนว่าต้องมีการเฝ้าระวังการดื้อต่อยานี้และต้องวางแผนหา

แนวทางการเลือกใช้ยาเพื่อรักษาการติดเชื้อดื้อต่อยากลุ่มนี้ อย่างไรก็ตามจากการศึกษาครั้งนี้ไม่พบยีน 

mcr-1 ในเชื้อท่ีดื้อต่อยาโคลิสตินซ่ึงแสดงว่าการดื้อต่อยาโคลิสตินของเชื้ออาจไม่ได้ขึ้นกับยีน mcr-1 

เพียงอย่างเดียวซึ่งจะต้องศึกษาต่อไป

คำ�สำ�คัญ: การดื้อต่อยาโคลิสติน เชื้อ Enterobacteriaceae
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บทน�ำ
เช้ือด้ือยานับว่าเป็นปัญหาทางสาธารณสุข 

ที่สำ�คัญทั่วโลกและกำ�ลังได้รับความสนใจอย่างมาก 

ในปัจจุบัน เนื่องจากมีการกระจายของเชื้อดื้อยาเพิ่ม

มากขึ้น และอย่างรวดเร็ว ก่อให้เกิดความยากลำ�บาก

ในการเลือกใช้ยาต้านจุลชีพ การดื้อยาในเชื้อแกรม 

ลบที่ เป็นปัญหาอุบัติ ใหม่ และเป็นสิ่งที่น่ากลัว 

มากที่สุดปัญหาหนึ่ง คือการระบาดของเชื้อในวงศ์  

Enterobacteriaceae ที่ดื้อต่อยากลุ่ม carbapenems 

(carbapenem resistant Enterobacteriaceae, 

CRE) ซึ่งถือเป็นยากลุ่มสุดท้ายที่มีฤทธิ์กว้างท่ีสุด  

การดือ้ตอ่ยา carbapenems เกดิจาก 2 กลไกหลกัคอื 

การสร้างเอนไซม์ carbapenemases เช่น KPC, 

NDM-1, IMP หรอื VIM หรอืการสรา้ง β-lactamase 

enzymes เชน่ ESBL, AmpC รว่มกบัการกลายพนัธ์ุ

ของโปรตีน porin ที่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอก 

ปัจจุบัน มีรายงานการพบ Enterobacteriaceae ที่

ดื้อต่อยากลุ่ม carbapenems ในหลายประเทศ ซึ่งส่ง

ผลกระทบต่อการรักษาและสัมพันธ์กับอัตราการเสีย

ชีวติของผูป้ว่ยทีเ่พิม่สงูขึน้(1, 2) อกีทัง้ยนีทีก่ำ�หนดการ

สร้างเอนไซม์ดังกล่าวสามารถแพร่กระจายออกไปได้

ง่ายเนื่องจากพบได้บนหน่วยพันธุกรรมเคลื่อนที่ จึง

จำ�เป็นต้องมีการเฝ้าระวังและควบคุมการระบาดของ

เชื้อดื้อยาในกลุ่มนี้ 

ยาโคลิสติน (colistin) หรือ polymyxin E 

เปน็ยาตา้นจลุชีพหนึง่ในสองขนานในกลุม่ polymyxins 

ที่นำ�มาใช้ในคนได้นอกเหนือจาก polymyxin B 

ยาโคลิสติน มีการนำ�มาใช้ครั้งแรกที่ประเทศญี่ปุ่น 

เมื่อ พ.ศ. 2492 และที่ยุโรปและสหรัฐอเมริกาเมื่อ 

พ.ศ. 2493 และ พ.ศ. 2503 ตามลำ�ดับ ยานี้ถูกนำ�

มาใชร้กัษาโรคตดิเชือ้อยูน่าน 20 ป ีจนมยีาตา้นจลุชพี

กลุ่มอื่นที่มีประสิทธิผลมากขึ้นและปลอดภัยมากขึ้น 

ความนิยมใช้ยาโคลิสตินจึงลดลงมาก ยาโคลิสตินถูก

นำ�ไปใช้รักษาผู้ป่วยทั่วไปอีกครั้งตั้งแต่ พ.ศ. 2530 

สำ�หรับโรคติดเชื้อแบคทีเรียแกรมลบที่ดื้อต่อยา 

หลายขนาน ยาโคลิสตินเป็นยาต้านจุลชีพประเภท 

polypeptide ที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ ยานี้ออกฤทธิ์

ทำ�ลายเชื้อแบคทีเรีย (bactericidal) โดยการแย่งจับ

และขับแคลเซียมและแมกนีเซียมของผนังเซลล์ 

(cell membrane) ของแบคทีเรีย ทำ�ให้ผนังเซลล์รั่ว 

และแบคทีเรียตายในที่สุด(3)

โคลิสติน เป็นยาทางเลือกสุดท้ายที่ใช้ใน 

การรักษาการติดเชื้อแบคทีเรียดื้อยาหลายขนาน 

(multidrug resistance, MDR) รวมทั้งเชื้อกลุ่ม 

Enterobacteriaceae ที่ดื้อต่อยากลุ่ม carbapenems 

ซึ่งปัจจุบันพบว่าเชื้อกลุ่มนี้มีแนวโน้มเพิ่มสูงขึ้น 

เมื่อนำ�ยาโคลิสตินมารักษาการติดเชื้อในผู้ป่วยจำ�นวน

มากขึน้กเ็ริม่พบเชือ้ดือ้ตอ่ยานีเ้พิม่ขึน้ ทัง้เชือ้ทีด่ือ้จรงิ 

ต่อยาโคลิสติน และเชื้อที่ดื้อยาแฝงต่อยาโคลิสติน 

(heteroresistance)(4, 5) การดื้อต่อยาโคลิสตินของ

แบคทีเรียส่วนใหญ่เกิดจากการดัดแปลง lipopoly-

saccharide (LPS) ที่เยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของเชื้อ 

เช่น การลดการสร้าง LPS การลดส่วนประกอบของ

แคลเซียมและแมกนีเซียมในเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอก 

ปจัจยัสำ�คญัทีส่มัพนัธก์บัการดือ้ตอ่ยาโคลสิตนิคอืการ

ได้รับยาโคลิสตินติดต่อกันเป็นเวลานาน(6) เมื่อเดือน

พฤศจกิายน พ.ศ. 2558 มรีายงานวา่พบเชือ้แบคทเีรยี

แกรมลบที่ดื้อต่อยาโคลิสติน ด้วยกลไกการดื้อยา 

ที่สามารถส่งต่อยีนดื้อยาข้ามสายพันธุ์ ได้ง่ายขึ้นและ

เร็วขึ้น (plasmid mediated resistance mechanism, 

MCR-1) ในฟาร์มปศุสัตว์ของประเทศจีน (7) 

การศึกษาตรวจหายีน mcr-1 ที่ดื้อต่อยาโคลิสติน 

ในเชื้อ Enterobacteriaceae ที่ดื้อต่อยากลุ่ม  

carbapenems ในโรงพยาบาลต่างๆ ในประเทศจีน

ช่วงเดือนมกราคมปี พ.ศ. 2557 ถึงเดือนธันวาคม 

ปี พ.ศ. 2558 พบยีน mcr-1 ในผู้ป่วย 3 รายใน 2 

จังหวัด แสดงให้เห็นว่ามีการแพร่กระจายของเชื้อ

ดื้อยาเกิดขึ้น(8) ต่อมาในช่วงเดือนธันวาคมปี พ.ศ. 
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2558 มีรายงานว่าพบเชื้อแบคทีเรียที่มียีนด้ือยา  

mcr-1 ในคนและเนื้อสัตว์ในประเทศอังกฤษ(9) 

ปจัจุบนัพบเช้ือแบคทเีรยีทีม่ยีนีดือ้ยา mcr-1 ในหลาย

ประเทศรวมทั้งประเทศไทย(10) โดยมีรายงานการดื้อ

ตอ่ยาโคลิสตนิทีเ่กดิจากยนี mcr-1 ครัง้แรกในป ีพ.ศ. 

2560 จากสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตรส์าธารณสขุ ซึง่เปน็

เช้ือที่แยกได้จากผู้ป่วย(11) และมีรายงานตรวจพบ 

ยีน mcr-1 เช่นกันที่ โรงพยาบาลสมเด็จพระนางเจ้า

สิรกิิติ ์กรมแพทยท์หารเรอื จงัหวดัชลบรุี(12) การศึกษา

ที่โรงพยาบาลศริริาชพบความชกุของเชือ้ E. coli และ 

K. pneumoniae ที่ดื้อต่อ colistin ร้อยละ 47.5(13) 

การดื้อต่อยาโคลิสตินในเชื้อแบคทีเรียแกรมลบมี 

แนวโน้มเพิ่มสูงขึ้นและอาจเป็นปัญหาในอนาคต  

งานวิจัยน้ีจึงสนใจศึกษาหาอุบัติการณ์การดื้อต่อยา 

โคลิสตินของเชื้อ Enterobacteriaceae ที่ดื้อต่อยา 

กลุ่ม carbapenems รวมถึงตรวจหายีนดื้อยาชนิด 

mcr-1 ในเชื้อ CRE ที่ดื้อต่อยาโคลิสติน ที่โรงพยาบาล

มหาราชนครราชสีมา เพื่อเป็นข้อมูลในการติดตาม 

เฝ้าระวังการดื้อต่อยานี้ต่อไปในอนาคต 

		
วัสดุและวิธีการ
1. ตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ศึกษา

ศึกษาในเชื้อแบคทีเรียวงศ์ Enterobacte-

riaceae ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจที่ส่งตรวจที่ห้อง

ปฏิบัติการจุลชีววิทยา กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์  

โรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา เก็บข้อมูลระหว่าง

เดอืนสิงหาคมถงึเดอืนธนัวาคม ป ีพ.ศ. 2562 จำ�นวน 

80 สายพนัธุ ์โดยเปน็เชือ้ตวัอยา่งแรก ( first isolates) 

ที่แยกได้จากผู้ป่วยไม่ซ้ำ�ราย ซึ่งได้จากการวินิจฉัย

แยกชนิดของเชื้อโดยวิธีทดสอบทางชีวเคมี (bio-

chemical test) และโดยเครื่องอัตโนมัติ Vitek 2 

compact (bioMerieux, France) ใหผ้ลเปน็เชือ้กลุ่ม 

Enterobacteriaceae และทุกสายพันธุ์ที่เก็บ

ตัวอย่างต้องให้ผลการทดสอบความไวต่อยาเป็นดื้อ 

(resistant) ต่อยากลุ่ม carbapenems ชนิดใดชนิด

หนึ่งหรือทั้ง 3 ชนิด แล้วจึงนำ�เชื้อมาทดสอบความไว

ต่อยาโคลิสติน เพื่อตรวจหาการดื้อต่อยาโคลิสติน

2. สารต้านจุลชีพที่ใช้ทดสอบ 

การวิจัยนี้ทดสอบการดื้อต่อยากลุ่ม car-

bapenems ด้วยวิธี disk diffusion test โดยใช้ 

แผ่นยาขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร (Oxoid, 

UK) ประกอบด้วยยา 3 ชนิด คือ ertapenem 10 

ไมโครกรัม, imipenem 10 ไมโครกรัม, meropenem 

10 ไมโครกรัม และแปลผลการทดสอบตามมาตรฐาน

ของ Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI)(14) สำ�หรับยาโคลิสติน ทดสอบโดยวิธีหาค่า

ความเข้มข้นต่ำ�สุดของยาในการยับยั้งเชื้อ minimum 

inhibitory concentration (MIC) และแปลผลการ

ทดสอบตามมาตรฐานของ European Committee 

on Antimicrobial Susceptibility Testing  

(EUCAST)(15)

3. การทดสอบความไวเชื้อต่อสารต้านจุลชีพ 

3.1 วิธี Disk diffusion หรือ Kirby-Bauer 

method

ทดสอบโดยปรับความขุ่นของเชื้อ Entero-

bacteriaceae ทีแ่ยกได ้ปรบัเทยีบความขุน่ใหเ้ทา่กับ 

0.5 McFarland Standard (1-2 × 108 CFU/mL) 

เกลี่ยเชื้อให้ทั่วผิวอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller Hinton 

agar (BBL, Becton Dickinson, USA.) ที่มีความ

หนา 4 มิลลิเมตร วางแผ่นยาที่ต้องการทดสอบโดย

แผ่นยามีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร 

ประกอบด้วยยาชนิดต่างๆ ดังต่อไปนี้คือ amoxicillin/

clavulanic acid 30 ไมโครกรัม, ceftriaxone 30 

ไมโครกรัม, ceftazidime 30 ไมโครกรัม, cefepime 

30 ไมโครกรัม, amikacin 30 ไมโครกรัม, gentamicin 

10 ไมโครกรัม, netilmicin 30 ไมโครกรัม, cipro-
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floxacin 5 ไมโครกรัม, piperacillin/tazobactam 

110 ไมโครกรัม, ertapenem 10 ไมโครกรัม, imipe-

nem 10 ไมโครกรัม, meropenem 10 ไมโครกรัม  

นำ�ไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 

16-18 ชัว่โมง จากนัน้นำ�ไปวัดเสน้ผา่นศนูยก์ลางของ

บริเวณที่ ไม่มี เชื้อเจริญรอบแผ่นสารต้านจุลชีพ  

(inhibition zone) เทียบกับเกณฑ์มาตรฐานของ 

Clinical and Laboratory Standard Institute 

(CLSI) แปลผลเป็นไว (susceptible), ไวปานกลาง 

(intermediate) และดื้อ (resistant) (Table 1) 

Antimicrobial agent
Zone diameter breakpoint (mm) MIC breakpoint (µg/mL)

S I R S I R

Ertapenem ≥22 19-21 ≤18 ≤0.5 1 ≥2

Imipenem ≥23 20-22 ≤19 ≤1 2 ≥4

Meropenem ≥23 20-22 ≤19 ≤1 2 ≥4

Colistin* - - - ≤2 - >2

Table 1	 Zone diameter and MIC breakpoints of carbapenems and colistin for Enterobacteriaceae  
according to CLSI

*Interpreted according to EUCAST(15)

 S; susceptible, I; intermediate, R; resistant

3.2 วิธี SensititreTM-ARISTM2X (Thermo 

Fisher Scientific, Cleveland, OH, USA) 

ทดสอบความไวต่อยาโคลิสตินเชิงปริมาณ 

เพื่อหาค่าความเข้มข้นของยาต่ำ�สุด (MIC) ในการ

ยับย้ังเชื้อ และแปลผลทดสอบตามมาตรฐานของ 

EUCAST (Table 1)

4.	 การตรวจยนืยนัและหาชนดิของยนีดือ้ยา
แบคทีเรียสายพันธุ์ที่ดื้อต่อยาโคลิสตินเก็บ

รักษาใน nutrient agar ก่อนนำ�ส่งที่สถาบันวิจัย

วิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

กระทรวงสาธารณสุข เพื่อตรวจยืนยันผลการดื้อยา

และตรวจหาชนิดของยีนดื้อยา โดยตรวจหาชนิดของ

ยีนดื้อยา 6 ชนิด ได้แก่ bla
NDM

, bla
OXA48-like

, 

bla
IMP

, bla
KPC

, bla
VIM

 และ mcr-1 โดยวิธ ีmultiplex 

PCR(16) โดยใช้ไพร์เมอร์ดังแสดงใน Table 2 

ผลการศึกษา
เชื้อ Enterobacteriaceae ที่ดื้อต่อยากลุ่ม  

carbapenems ที่ใช้ในการศึกษา 

เชื้อ Enterobacteriaceae ที่ดื้อต่อยากลุ่ม 

carbapenems ที่ใช้ในการศึกษา รวม 80 สายพันธุ์ 

เป็นเชื้อ K. pneumoniae, E. coli และ E. cloacae 

ชนิดละ 68, 8 และ 4 สายพันธุ์ ตามลำ�ดับ โดยแยก

ได้จากสิ่งส่งตรวจที่แตกต่างกัน ข้อมูลแสดงใน  

Table 3
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Table 2 The sequences of oligonucleotide primers

Primer  Sequence (5’ to 3’)
Product

Gene size (bp)

NDM-F 5’- AACGGTTTGGCGATCTGGTTTTC -3’ bla
NDM

 621

NDM-R 5’- GGCGGAATGGCTCATCACGATC -3’

IMP-F 5’- GCGGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC -3’ bla
IMP

232

IMP-R 5’- GTA CGGTTTAAYAAAACAACCACC -3’

OXA48-F 5’- GGGCGTGGTTAAGGATGAACAC -3’ bla
OXA-48

438

OXA48-R 5’- TTATCATCAAGTTCAACCCAACCG -3’

VIM-F 5’- GATGGTGTTTGGTCGCATA -3’ bla
VIM

 390

VIM-R 5’- CGAATGCGCAGCACCAG -3’

KPC-F 5’- CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG -3’ bla
KPC

798

KPC-R 5’- CTTGTCATCCTTGTTAGGCG -3’

MCR1-F 5’- GGGTGTGCTACCAAGTTTGC -3’ mcr-1  1126

MCR1-R 5’- CATTGGCGTGATGCCAGTTT -3’

Table 3  Characteristics of 80 Enterobacteriaceae isolates

Organism
Specimen (n)

sputum urine blood other total

Klebsiella pneumoniae 45 8 10 5 68

Escherichia coli 1 3 4 - 8

Enterobacter cloacae 1 1 2 - 4

Total 47 12 16 5 80



นิตยา สิงห์พลทัน7400

ความไวต่อยาโคลิสตินของเชื้อ Enterobacteria-

ceae ที่ดื้อต่อยากลุ่ม carbapenems 

ผลทดสอบความไวต่อยาโคลิสตินของ 

เชื้อ CRE ทั้งหมด 80 สายพันธุ์ด้วยวิธี SensititreTM 

ARISTM2X พบเป็นเชื้อดื้อต่อยาโคลิสติน 15  

สายพันธุ์ (ร้อยละ 18.8) โดยเป็นเชื้อ K. pneu-

moniae 13 สายพันธุ์ ร้อยละ 16.2 (13/80),  

Escherichia coli 1 สายพันธุ์ ร้อยละ 1.2 (1/80) 

และ E. cloacae 1 สายพันธุ์ ร้อยละ 1.2 (1/80)  

โดยทั้ง 15 สายพันธุ์ มีค่า MIC ของยาโคลิสติน 

มากกว่าหรือเท่ากับ 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

 

ผลการทดสอบยีนดื้อยา carbapename และยีน

ดื้อยาโคลิสตีนชนิด mcr-1 ของเชื้อ Enterobac-

teriaceae ดื้อต่อยาโคลิสติน ด้วยวิธี multiplex 

PCR 

ผลตรวจหายีนดื้อยา carbapename 5 ชนิด 
(bla

NDM
, bla

OXA48-like
, bla

IMP
, bla

KPC
, bla

VIM
) 

และยนีดือ้ยาโคลสิตนีชนดิ mcr-1 ของเชือ้ Entero-

bacteriaceae ดื้อต่อยาโคลิสติน 15 สายพันธุ์ ด้วย

วิธี multiplex PCR พบยีนดื้อยาชนิด bla
NDM

 ใน

เชื้อ K. pneumoniae 8 สายพันธุ์ และ E. coli  

1 สายพันธุ์ และพบยีนดื้อยาชนิด blaOXA48-like 
ใน

เชื้อ K. pneumoniae 5 สายพันธุ์ ทั้งนี้ ตรวจไม่พบ

ยีนดื้อยาทั้ง 6 ชนิดในเชื้อ E. cloacae 1 สายพันธุ์ 

ซึ่งการดื้อยาอาจเกิดจากกลไกอื่นหรือยีนชนิดอื่นๆ  

ที่ไม่ไดต้รวจหาในครัง้นี ้ในการศกึษานีต้รวจไมพ่บยนี

ดื้อยาโคลิสตินชนิด mcr-1 ในเชื้อ Enterobacte-

riaceae ดื้อต่อยาโคลิสติน ทั้ง 15 สายพันธุ์ ข้อมูล

แสดงใน Table 6

ความไวตอ่สารต้านจลุชีพของเช้ือ Enterobacteria-

ceae ที่ดื้อต่อยากลุ่ม carbapenems และโคลิสติน

ผลทดสอบความไวตอ่สารตา้นจลุชพีของเชือ้ 

K. pneumoniae ที่ดื้อต่อยากลุ่ม carbapenems ทั้ง 

68 สายพันธุ์ พบว่า เชื้อ K. pneumoniae ส่วนใหญ่ 

(มากกว่าร้อยละ 86) ดื้อต่อยาที่ใช้ทดสอบ ยกเว้น  

ยา amikacin, gentamicin และ netilmicin ที่ยัง

พบว่ามีความไวอยู่ที่ประมาณ ร้อยละ 81, 75 และ 71 

ตามลำ�ดับ ข้อมูลแสดงใน Table 4 

ในขณะที่ เชื้อ K. pneumoniae ที่ดื้อต่อ

ยาโคลิสตินทั้ง 13 สายพันธุ์ มีความไวต่อยา amikacin, 

gentamicin และ netilmicin ร้อยละ 38, 38 และ 

46 ตามลำ�ดับ ในจำ�นวนนี้ K. pneumoniae  

ที่ดื้อต่อยาโคลิสติน สายพันธุ์ที่มียีนดื้อยา ชนิด  

bla
OXA48-like 

ให้ผลความไวต่อยา amikacin,  

gentamicin และ netilmicin ร้อยละ 100 ส่วน 

K. pneumoniae ที่ดื้อต่อยาโคลิสติน สายพันธุ์ที่มียีน

ดื้อยาชนิด bla
NDM 

ให้ผลดื้อต่อยาทั้งสามชนิด ข้อมูล

แสดงใน Table 5 

วิจารณ์
โคลิสตินเป็นยาทางเลือกสุดท้ายที่ ใช้ ใน 

การรักษาการติดเชื้อแบคทีเรียดื้อยาหลายขนาน 

(multidrug resistant, MDR) รวมทั้งเชื้อกลุ่ม  

Enterobacteriaceae ที่ดื้อต่อยากลุ่ม carbapenems 

ซึ่งปัจจุบันพบว่าเชื้อกลุ่มนี้มีแนวโน้มเพิ่มสูงขึ้น เมื่อ

นำ�ยาโคลิสตินมาใช้ในการรักษาการติดเชื้อดื้อยามากขึ้น

ก็เริ่มพบการดื้อต่อยาโคลิสตินทำ�ให้เกิดปัญหาในการ

จัดการรักษาการติดเช้ือดื้อยาดังกล่าว ดังนั้นการวิจัยนี้ 

จึงได้ศึกษาอุบัติการณ์การดื้อต่อยาโคลิสตินในเชื้อ 

Enterobacteriaceae สายพันธุ์ที่ดื้อต่อยากลุ่ม  

carbapenems ที่โรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา 

ระหว่างเดือนสิงหาคมถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2562 

และนำ�เชื้อสายพันธุ์ที่ดื้อต่อยาโคลิสตินไปตรวจหา

ชนดิของยนีทีท่ำ�ใหเ้ชือ้ดือ้ตอ่ยาโคลสิตนิดว้ยกลไกการ

ดื้อยาแบบใหม่ที่สามารถส่งต่อยีนดื้อยาข้ามสายพันธ์ุ

ได้ง่ายขึ้นและเร็วขึ้น (plasmid mediated colistin 
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Table 4 Antimicrobial susceptibility profile of 68 carbapenem resistant K. pneumoniae 

Antimicrobial agent %Susceptible %Resistant

Amoxicillin/clavulanic acid 0 100

Ceftriaxone 1 99

Ceftazidime 1 99

Cefepime 6 94

Amikacin 81 19

Gentamicin 75 25

Netilmicin 71 29

Ciprofloxacin 6 94

Piperacillin/tazobactam 0 100

Ertapenem 0 100

Meropenem 14 86

Imipenem 10 90

Table 5 Susceptibility results of 15 colistin resistant in carbapenem resistant Enterobacteriaceae isolates

Organism Resistance gene
%Susceptibility

ETP IMP MEM CIP AK GN NET CL

K. pneumoniae (13) bla
OXA48-like

 (5) 0 20 20 0 100 100 100 0

bla
NDM

 (8) 0 0 0 0 0 0 0 0

All (13) 0 8 8 0 38 38 46 0

E. coli (1) bla
NDM

0 0 0 0 100 0 0 0

E. cloacae (1) none 0 0 0 100 100 100 100 0

ETP; 	ertapenem, IMP; imipenem, MEM; meropenem, CIP; ciprofloxacin, AK; amikacin, GN; gentamicin, NET;  

netilmicin, CL; colistin
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Organism Specimen Resistant gene
MIC (µg/mL)

ETP MEM IMP  CL

1. K. pneumoniae sputum bla
OXA48-like

 >4  >8 >8  4

2. K. pneumoniae sputum bla
NDM

>4  >8  8  >4

3. K. pneumoniae sputum bla
NDM

>4  8  2  >4

4. K. pneumoniae urine bla
OXA48-like

  2  1  1  >4

5. K. pneumoniae urine bla
NDM

>4  8  8  >4

6. K. pneumoniae sputum bla
NDM

>4  >8 >8  >4

7. K. pneumoniae sputum bla
NDM

>4  8  2  4

8. K. pneumoniae urine bla
NDM

>4 >8  8  4

9. K. pneumoniae sputum bla
OXA48-like

 >4 >8 >8  >4

10. K. pneumoniae sputum bla
OXA48-like

 >4 >8 >8  >4

11. E. coli blood bla
NDM

>4  4  2  >4

12. K. pneumoniae blood bla
NDM

>4  >8 >8  4

13. E. cloacae blood not detect >4  >8 >8  >4

14. K. pneumoniae sputum bla
NDM

>4   >8  8  >4

15. K. pneumoniae sputum bla
OXA48-like

             >4   >8  8  >4

Table 6 	Laboratory testing results of 15 colistin resistant in carbapenem resistant Enterobacteriaceae 
isolates

ETP; ertapenem, IMP; imipenem, MEM; meropenem, CL; colistin

resistance, MCR-1) เพื่อนำ�ผลการศึกษาไปใช้เป็น

ข้อมูลในการเฝ้าระวังติดตามสถานการณ์ดื้อยาใน 

โรงพยาบาลและควบคมุการแพรก่ระจายของเชือ้ดือ้ยา

เหล่านี้ในโรงพยาบาลต่อไป

ในการศึกษานี้ ตัวอย่างเชื้อ Enterobacte-

riaceae ทีด่ือ้ตอ่ยากลุม่ carbapenems 80 สายพนัธุ ์

ประกอบด้วย เชื้อ K. pneumoniae 68 สายพันธุ์  

E. coli 8 สายพันธุ์ และเชื้อ E. cloacae 4 สายพันธุ์ 

พบเชื้อที่ดื้อต่อยาโคลิสติน 15 สายพันธุ์ คิดเป็น 

ร้อยละ 18.8 (15/80) ส่วนใหญ่เป็นเชื้อ K.  

pneumoniae ร้อยละ 16.2 (13/80) พบในเชื้อ  

E. coli ร้อยละ 1.2 (1/ 80) และเชื้อ E. cloacae 

ร้อยละ 1.2 (1/80) ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลอง 

ในแถบเอเชียแปซิฟิกที่รายงาน K. pneumoniae  
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ดื้อต่อยาโคลิสตินร้อยละ 13.8 ที่อินเดีย และร้อยละ 

50 ที่ฟิลิปปินส์ แต่ ในช่วงเวลาใกล้เคียงกัน ใน

ประเทศไทยมีรายงาน K. pneumoniae ที่ดื้อต่อ 

โคลิสตนิเพยีงรอ้ยละ 7.3(17) ซึง่ในการศกึษาครัง้นีพ้บ

อัตราการดื้อต่อยาโคลิสตินที่สูงกว่าการศึกษาหลาย

แห่งที่มีรายงานก่อนหน้านี้ เช่น ในปี พ.ศ. 2554  

มรีายงานจากประเทศสาธารณรฐัประชาชนจนี พบการ

ดื้อต่อยาโคลิสตินในเชื้อ CRE ที่แยกได้จากผู้ป่วยที่ 

ไม่ได้รับการรักษาด้วยยาโคลิสติน ร้อยละ 4.9 (4/82)(18) 

สำ�หรับในประเทศไทย มีรายงานการดื้อต่อยาโคลิสติน 

ในเชือ้ K. pneumoniae จากสถาบนัสขุภาพเดก็แหง่

ชาติมหาราชินี ในปี พ.ศ. 2549-2550 พบว่า  

K. pneumoniae 55 ตัวอย่าง ที่ ไวต่อยากลุ่ม  

carbapenems ร้อยละ 100 แต่ดื้อต่อยาโคลิสติน  

ร้อยละ 7.3(19) และรายงานของ Olaitan และคณะ 

ซึ่งได้สำ�รวจในคนสุขภาพดี ในประเทศไทย ลาว 

อิสราเอล ไนจีเรยี และฝรัง่เศส ระหว่างป ีพ.ศ. 2555-

2556 โดยการแยกเชื้อจากอุจจาระ พบว่า K. pneu-

moniae ดื้อต่อยาโคลิสติน ร้อยละ 6.6 (14/212)(20) 

และรายงานการศกึษาที่โรงพยาบาลศรนีครนิทรซ์ึง่เปน็

โรงพยาบาลขนาดใหญ่ในภูมิภาคเดียวกัน ที่พบอัตรา

การดื้อต่อยาโคลิสตินในเชื้อ CRE ร้อยละ 12.4 

(36/291) และพบอตัราการดือ้ตอ่ยาโคลสิตนิของเชือ้ 

K. pneumoniae ร้อยละ 17.9(21) อย่างไรก็ตาม  

มีรายงานจาก Capone และคณะ พบการดื้อต่อยา 

โคลิสตินของเชื้อ K. pneumoniae ซึ่งแยกได้จาก 

ผู้ป่วยในโรงพยาบาล 9 แห่งในกรุงโรม ประเทศอิตาลี 

ปี พ.ศ. 2553-2554 สูงถึงร้อยละ 36.1(22) อย่างไร

ก็ดี ในการศึกษานี้พบว่าอัตราการดื้อต่อยาโคลิสติน  

น้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาที่โรงพยาบาล

ศริริาชในผูป้ว่ยนอนโรงพยาบาลที่ไดร้บัการรกัษาดว้ย

โคลิสตนิ ซึง่เปน็เชือ้ที ่colonization พบความชกุของ

เชื้อ E. coli และ K. pneumoniae ที่ดื้อต่อโคลิสติน  

ถึงร้อยละ 47.5(14) อัตราการดื้อต่อยาโคลิสตินที่ 

แตกต่างกันอาจเกิดจาก ช่วงเวลาที่ศึกษา เกณฑ์การ

คัดเลือกตัวอย่าง ชนิดของสิ่งส่งตรวจและจำ�นวน

ตัวอย่างเชื้อที่ศึกษา

ผลตรวจหาชนิดของยีนดื้อยา ตรวจไม่พบ

ยีนดื้อยาโคลิสตินชนิด mcr-1 พบยีนดื้อยา 2 ชนิด

ได้แก่ bla
NDM

 และ bla
OXA48-like

 ซึ่งเป็นยีนที่

กำ�หนดการสร้างเอนไซม์ carbapenemase ที่ทำ�ให้

เชื้อดื้อต่อยากลุ่ม carbapenems การตรวจไม่พบยีน

ดื้อยาโคลิสตินชนิด mcr-1 ในการศึกษาครั้งนี้แสดง

ว่าการดื้อยาโคลิสตินไม่ได้ขึ้นกับยีน mcr-1 เพียง

อย่างเดียวซึ่งต้องทำ�การศึกษาต่อไป โดยก่อนหน้านี้ 

มีรายงานการศึกษาตรวจหายีน mcr-1 ที่ดื้อต่อยา 

โคลิสตินในเชื้อ Enterobacteriaceae ที่ดื้อต่อยา 

กลุ่ม carbapenems ในโรงพยาบาลต่างๆ ในประเทศ

จีนช่วงเดือนมกราคม พ.ศ. 2557 ถึง เดือนธันวาคม 

พ.ศ. 2558 พบยีน mcr-1 ในผู้ป่วย 3 รายใน 2 

จังหวัด แสดงว่ามีการแพร่กระจายของเชื้อดื้อยาเกิด

ขึ้น ในประเทศไทยมีการรายงานการดื้อต่อยาโคลิสติน 

ที่เกิดจากยีน mcr-1 ซึ่งเป็นเชื้อที่แยกได้จาก 

ผู้ป่วย ครั้งแรกในปี พ.ศ. 2560 จากการศึกษาของ 

วนัทนา ปวณีกติพิร และคณะ ทีส่ถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์

สาธารณสุข(11) และมีรายงานการศึกษาที่โรงพยาบาล

สมเดจ็พระนางเจา้สริกิติิ ์กรมแพทยท์หารเรอื จงัหวดั

ชลบุรี ซึ่งมีการตรวจพบยีน mcr-1(12) เช่นกัน ดังนั้น 

จึงมีความจำ�เป็นต้องมีการเฝ้าระวังการดื้อยานี้ และ

ควบคุมการระบาดในโรงพยาบาลด้วย 

การรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียดื้อยาหลาย

ขนาน (MDR) รวมทั้งเชื้อกลุ่ม Enterobacteria-

ceae ที่ดื้อต่อยากลุ่ม carbapenems มักใช้ยาหลาย

ชนิดร่วมกัน (combination therapy) จากการศึกษานี้

พบว่าเชื้อ K. pneumoniae ที่ดื้อต่อยากลุ่ม  

carbapenems ให้ผลความไวต่อยา amikacin มาก

ที่สุดคือร้อยละ 81 รองลงมาคือยา gentamicin  

ร้อยละ 75 ส่วนเชื้อ Enterobacteriaceae ที่ดื้อต่อ
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ยากลุ่ม carbapenems ที่ดื้อต่อยาโคลิสตินยังมีผล

ความไวต่อยาทั้ง amikacin และ gentamicin  

ร้อยละ 38-100 ข้อมูลนี้อาจเป็นประโยชน์ต่อแพทย์

ในการเลือกยาที่เหมาะสมในการรักษาผู้ป่วยได้

สรุป
การศึกษานี้เป็นการรายงานการดื้อต่อยา 

โคลิสตินในเชื้อ CRE ที่แยกได้จากผู้ป่วยใน 

โรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมาเป็นครั้งแรก โดย 

พบการดือ้ยารอ้ยละ 18.8 และยงัตรวจไมพ่บยนีดือ้ยา

ชนดิ mcr-1 ทีท่ำ�ใหเ้ชือ้ดือ้ตอ่ยาโคลสิตนิในการศกึษา

ครั้งนี้ ดังน้ันจึงควรมีการเฝ้าระวังและมีมาตรการ

ควบคมุไม่ใหม้กีารแพรก่ระจายของเชือ้ดือ้ยานีเ้พิม่ขึน้
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Prevalence of Thalassemia Carriers of Foreign Spouses 
Attending at the Antenatal Clinic, Metropolitan Health 

and Wellness Institution, Bangkok

Nutcha Hiriotuppa*

Laboratory of Metropolitan Health and Wellness Institution, Bangkok, Thailand

Abstract
Thalassemia is one of the genetic disorders considered to be a serious health issue in  

Thailand. The proportion of thalassemia carriers in the Thai population differs from one region to 
another. Each year, more than 10,000 new thalassemia cases are diagnosed, some of which have 
severe anemic symptoms. Currently, Thailand is facing the settlement of many migrant workers from 
neighboring countries, thus, it is very important to assess the prevalence of thalassemia carriers, as 
well as the possibility of newborns with severe thalassemia conditions in this population. In this study, 
the data of thalassemia diagnosis in migrant workers were collected from January to December 2019 
at the Metropolitan Health and Wellness Institution’s Antenatal Care Clinic in Bangkok. The total 
number of 162 (81 couples) migrants were recruited with 56 (34.57%) Burmese, 58 (35.80%) Laos 
and 48 (29.63%) Cambodian. Diagnosis of beta-thalassemia was carried out using the capillary 
electrophoresis while alpha-thalassemia-1 SEA and THAI type deletions were analyzed by real -time 
PCR. The results from 162 migrants showed that there were 5 (3.09%) with beta-thalassemia trait, 
54 (33.33%) with HbE trait, 3 (1.85%) with double heterozygous alpha-thalassemia-1 SEA type 
deletion and HbE trait, 12 (7.41%) with homozygous HbE and 8 (4.94 %) with alpha-thalassemia-1 
SEA type deletion trait. In addition, one couple from Laos was found to carry a risk of having a new 
born with beta-thalassemia/HbE disease. When the Hardy-Weinberg Formula (HWF) was used to 
genetically estimate the number of the new born with severe thalassemia diseases per 10,000  
pregnancies, it was predicted that 3 babies would be born with homozygous beta-thalassemia,  
75 with beta-thalassemia/HbE disease and 12 with Hb Bart’s hydrops fetalis. Taken together, these 
data suggest that the intensive control, prevention and management of thalassemia diseases at the 

national level are very important issue to be implemented.
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 48 ฉบับที่ 2 สิงหาคม 2563 นิพนธ์ต้นฉบับ

ความชุกพาหะธาลัสซีเมียในคู่สมรสต่างด้าวที่มาฝากครรภ์
ของสถาบันพัฒนาสุขภาวะเขตเมือง กรุงเทพฯ

ณัชชา หิริโอตัปปะ* 

กลุ่มงานคลินิกห้องปฏิบัติการเวชศาสตร์ชันสูตร สถาบันพัฒนาสุขภาวะเขตเมือง กรุงเทพฯ

 บทคัดย่อ
โรคโลหติจางธาลสัซเีมยีจดัเปน็โรคทางพันธกุรรมทีเ่ปน็ปญัหาสำ�คญัสำ�หรับประเทศไทย ประชากร

ไทยมคีนทีเ่ปน็พาหะของธาลสัซเีมยี (thalassemia carrier) ในสดัสว่นทีแ่ตกตา่งกนัไปตามภมูภิาค ในแตล่ะ
ปมีผู้ีปว่ยโรคโลหติจางธาลสัซเีมยีเกดิใหมจ่ำ�นวนปลีะไมต่่ำ�กวา่ 10,000 ราย ซึง่ผูป้ว่ยเหลา่นีม้อีาการรนุแรง
และมีภาวะซีด ปัจจุบันมีการย้ายถิ่นฐานของประชากรต่างด้าวมาประกอบอาชีพในประเทศไทยจำ�นวนมาก 
ดงันัน้จงึมคีวามจำ�เปน็ทีจ่ะตอ้งศกึษาความชกุของพาหะธาลสัซีเมยี พร้อมทัง้วเิคราะห์ความเปน็ไปไดใ้นการ
เกิดบุตรต่างด้าวที่เป็นโรคธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง จากการศึกษาในช่วงเดือนมกราคม-เดือนธันวาคม พ.ศ. 
2562 โดยการตรวจหาพาหะธาลัสซีเมียในคู่สมรสต่างด้าวที่มาฝากครรภ์ที่สถาบันพัฒนาสุขภาวะเขตเมือง 
กรุงเทพฯ จำ�นวน 81 คู่ (162 คน) จำ�แนกเป็น พม่า 56 คน (ร้อยละ 34.57) ลาว 58 คน (ร้อยละ 35.80) 
กัมพูชา 48 คน (ร้อยละ 29.63) ซึ่งการตรวจวินิจฉัยเบต้า-ธาลัสซีเมีย (beta-thalassemia) ทำ�โดยการตรวจ
วิเคราะห์ปริมาณและชนิดของฮีโมโกลบินด้วยวิธีแคปิลลารี อิเล็กโตรโฟรีซีส (capillary electrophoresis) 
และตรวจวินิจฉัยอัลฟา-ธาลัสซีเมีย-1 ชนิด SEA และ THAI type deletions โดยวิธี real -time PCR  
พบว่าในจำ�นวน 162 ราย มีผู้ที่เป็นพาหะของเบต้า-ธาลัสซีเมีย 5 ราย (ร้อยละ 3.09) พาหะฮีโมโกลบินอี 
54 ราย (ร้อยละ 33.33) พาหะฮีโมโกลบินอีร่วมกับพาหะอัลฟา-ธาลัสซีเมีย-1 ชนิด SEA type deletion  
3 ราย (ร้อยละ 1.85) โฮโมไซกัสฮีโมโกลบินอี 12 ราย (ร้อยละ 7.41) และพาหะอัลฟา-ธาลัสซีเมีย-1 ชนิด 
SEA type deletion 8 ราย (ร้อยละ 4.94) นอกจากนี้พบคู่เสี่ยงชาวลาวที่มีโอกาสเกิดบุตรเป็นโรคเบต้า- 
ธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอี (beta-thalassemia /HbE disease) 1 คู่ เมื่อคํานวณตามหลักการทางพันธุศาสตร์
โดยใช้สูตรของฮาร์ดีและไวน์เบิร์ก (Hardy-Weinberg formulation) เพื่อประเมินความเป็นไปได้ในการ
เกิดบุตรเป็นโรคธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง ของสตรีต่างด้าวที่ตั้งครรภ์ทุก 10,000 ราย พบว่ามีโอกาสที่จะเกิด
บุตรเป็นโฮโมไซกัสเบต้า-ธาลัสซีเมีย 3 คน เบต้า-ธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอี 75 คน และฮีโมโกลบินบาร์ต 
ไฮดรอป ฟทีลัลสิ (Hb Bart’s hydrops fetalis) 12 คน ดงันัน้จึงควรมกีารควบคมุปอ้งกนัโรค และการบรหิาร

จัดการดูแลในระดับประเทศอย่างจริงจังต่อไป 

คำ�สำ�คัญ:	ธาลัสซีเมีย การคัดกรองพาหะธาลัสซีเมีย โรคธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง สถาบันพัฒนาสุขภาวะเขตเมือง  

		  กรุงเทพฯ

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: wihappy@hotmail.com
รับบทความ: 3 เมษายน 2563 	 แก้ไขบทความ: 20 เมษายน 2563 	 รับตีพิมพ์บทความ: 5 มิถุนายน 2563
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บทน�ำ
โรคโลหิตจางธาลัสซีเมีย (thalassemia)(1) 

เปน็โรคโลหติจางเร้ือรังชนดิหนึง่ทีมี่สาเหตจุากความผดิ

ปกติทางพันธุกรรม ทำ�ให้ร่างกายมีการสร้างโปรตีน 

โกลบินที่มีลักษณะผิดปกติ ส่งผลให้เม็ดเลือดแดงของ

ผู้ป่วยมีอายุสั้นและถูกทำ�ลายได้ง่ายทำ�ให้ผู้ป่วยเกิด

อาการซดีเหลอืงเรือ้รงัและมภีาวะแทรกซอ้นตา่งๆ ตาม

มา จากการศึกษาด้านประชากรพันธุศาสตร์(2) พบว่ามี

ประชากรรอ้ยละ 35 (มากกวา่ 20 ลา้นคน) ของประเทศ

เปน็พาหะของโรคโลหติจางธาลสัซเีมยี โดยพบความชุก

ของอัลฟา-ธาลัสซีเมียชนิด α0 –thalassemia ร้อยละ 

2-9 ชนดิ α+–thalassemia รอ้ยละ 8-30 เบตา้-ธาลสั

ซีเมีย (β–thalassemia) ร้อยละ 1-3 และฮีโมโกลบิน

ผิดปกติชนิดฮีโมโกลบิน อีเทรต (Hb E trait) ร้อยละ 

10-50 ทำ�ให้ในแตล่ะปมีผีูป้ว่ยจำ�นวน 20,000 รายเปน็

ผูป้ว่ยทีม่อีาการรุนแรง มีภาวะซดีเร้ือรัง และมีผูป้ว่ยโรค

โลหติจางธาลสัซเีมยีเกดิใหม ่ปลีะไมต่่ำ�กวา่ 10,000 ราย 

จากรายงานของ Tanphaichitr VS ในนามมูลนิธิโรค

โลหิตจางธาลัสซีเมียแห่งประเทศไทย(3) พบผู้ที่เป็น

พาหะของโรคธาลัสซีเมีย (thalassemia trait) ในแต่ละ

ภูมิภาค มีความชุกของยีนธาลัสซีเมียชนิดต่างๆ ไม่เท่ากัน 

โดยภาคเหนือมียีนอัลฟา-ธาลัสซีเมีย ร้อยละ 30 ยีน

เบตา้-ธาลัสซีเมยี รอ้ยละ 9-10 และพบยนีฮีโมโกลบนิอ ี

ร้อยละ 8 ภาคอีสานมียีนอัลฟา-ธาลัสซีเมีย ร้อยละ 20 

ยีนเบต้า-ธาลัสซีเมีย ร้อยละ 6 และยีนฮีโมโกลบินอี  

ร้อยละ 20-60 ภาคใต้พบยีนอัลฟา-ธาลัสซีเมีย  

ร้อยละ16 ยีนเบต้า-ธาลัสซีเมีย ร้อยละ 2-4 และยีน 

ฮีโมโกลบนิอ ีรอ้ยละ 9-11 ภาคกลางพบยนีอลัฟา-ธาลสั

ซีเมีย ร้อยละ 20-25 ยีนเบต้า-ธาลัสซีเมีย ร้อยละ 3 

ยนีฮีโมโกลบนิอ ีรอ้ยละ 13-19 เนือ่งจากภาวะโลหติจาง

เปน็ปัญหาสาธารณสขุทีส่ำ�คัญของไทยและประเทศตา่งๆ 

ทั่วโลก ซึ่งสำ�หรับประเทศไทย เชื่อว่าสาเหตุสำ�คัญเกิด

จากการขาดธาตุเหลก็ จงึมีการรณรงค์แก้ปญัหาดว้ยการ

ให้ยาเสริมธาตุเหล็ก โดยเฉพาะในหญิงตั้งครรภ์(4) 

อย่างไรก็ตามบริเวณที่มีความชุกของโรคธาลัสซีเมียสูง

เช่น เอเชียตะวันออกเฉยีงใต ้กเ็ป็นสาเหตหุนึง่ของภาวะ

โลหิตจางในประชากร การวจิยัทำ�ให้ทราบถงึสาเหตทุีแ่ท้

จริง จึงมีความสำ�คัญต่อการควบคุมและป้องกันแก้

ปัญหาภาวะโลหิตจางในประชากรได้อย่างถูกต้อง 

เนือ่งจากปจัจบุนัมกีารยา้ยถิน่ฐานของประชากรตา่งดา้ว

ซึ่งอาจเกิดจากเหตุผลทางเศรษฐกิจหรือทางสังคม ส่งผล 

ให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางความชุกของยีนธาลัสซีเมีย

ชนิดต่างๆ และพบว่าคนต่างด้าวที่มาอาศัยอยู่ ใน

ประเทศไทยมีการคลอดบุตรมากขึ้น ทำ�ให้การเฝ้าระวัง

อุบัติการณ์ผู้ป่วยโรคโลหิตจางธาลัสซีเมียเกิดใหม่ชนิด

รุนแรงเปลี่ยนแปลงไป จึงจำ�เป็นต้องศึกษาหาความชุก

พาหะธาลัสซีเมียของคนต่างด้าวที่อาศัยในประเทศไทย 

เพื่อการวางแผนป้องกันควบคุมโรคธาลัสซีเมียต่อไป 

การวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความชุกพาหะธาลัส

ซเีมยีของคูส่มรสตา่งดา้วทกุคนทีม่าฝากครรภ ์ทีส่ถาบนั

พัฒนาสุขภาวะเขตเมือง กรุงเทพฯ และเพื่อศึกษา

วเิคราะหค์วามเป็นไปได้ในการเกดิบุตรเป็นโรคธาลสัซีเมยี

ชนิดรุนแรงของสตรีต่างด้าวที่ตั้งครรภ์ทุก 10,000 

การตั้งครรภ์ ซึ่งเป็นประโยชน์ ต่อการวางแผนการ

ควบคุมต่อไปในเขตกรุงเทพฯ

วัสดุและวิธีการ
การศึกษาครั้งนี้เป็นการวิจัยเชิงวิเคราะห์  

ณ จุดเวลาใดเวลาหนึ่ง (cross-sectional analytic 

studies) เพือ่ประเมนิขนาดของพาหะโรคธาลสัซเีมยีใน

คู่สมรสต่างด้าวทุกคนที่มาฝากครรภ์ที่สถาบันพัฒนา 

สุขภาวะเขตเมือง กรุงเทพฯ ช่วงปี พ.ศ. 2562 จำ�นวน  

81 คู่ (162 คน) คู่สมรสต่างด้าวทุกคนที่มาฝากครรภ์

ได้รับการให้คำ�ปรึกษาทางพันธุกรรม และการตรวจทาง

ห้องปฏิบัติการเพื่อสนับสนุนการควบคุมและป้องกัน 

โรคธาลัสซีเมียตามแนวทางของกระทรวงสาธารณสุข(5-6) 

โดยมกีระบวนการดำ�เนนิงานประกอบดว้ย การตรวจหา

พาหะธาลัสซีเมีย อัลฟาและเบต้าด้วยการพิจารณาจาก



ณัชชา หิริโอตัปปะ7410

ค่าดัชนีเม็ดเลือดแดง โดยใช้ค่า MCV <80 fL และ 

MCH <27 pg อ้างอิงตามเกณฑ์ของ Weatherall DJ 

และ Clegg JB(7) การตรวจหาปริมาณและชนิดของ 

ฮีโมโกลบิน (Hb typing) ด้วยวิธีแคปิลลารี อิเล็กโตร-

โฟรีซีส และการตรวจความผิดปกติของอัลฟา-ธาลัส- 

ซีเมีย-วันเทรต ด้วยเทคนิคการวิเคราะห์ยีนด้วยวิธี 

เรียล-ไทม์พีซีอาร์ของอัลฟา-ธาลัสซีเมีย-วัน ชนิดเซาท์

อีสท์เอเชียและชนิดไทย (Southeast Asian type  

และ THAI type alpha thalassemia-1 real-time 

PCR) เพื่อหายีนที่เสี่ยงต่อการเกิดโรคธาลัสซีเมียชนิด 

รุนแรง(8) นอกจากนี้ได้ทดลองทำ�นายประชากรที่เป็น

ธาลัสซีเมียชนิดรุนแรงที่อาจจะเกิดขึ้นเมื่อประชากรมี

สัดส่วนอัลลีลคงที่ โดยนำ�ความถี่ของยีนมาวิเคราะห์

คำ�นวณโดยใช้หลักการประชากรพันธุศาสตร์ของฮาร์ดี

และไวน์เบิร์ก (Hardy-Weinberg formulation;  

HW)(9, 10) [p2 +2pq+q2 = 1 เมื่อ p เป็นความถี่ 

อลัลลีเบต้า-ธาลสัซีเมีย และ q คือความถีอ่ัลลลีฮีโมโกล 

บินอี] ซึ่งใช้เป็นหลักในการคำ�นวณประชากรท่ีมีความ

เปน็ไปได้ในการเกดิบตุรเปน็โรคธาลสัซเีมยีชนดิรนุแรง 

ได้แก่ โฮโมไซกัสเบต้า-ธาลัสซีเมีย เบต้า-ธาลัสซีเมีย/ 

ฮีโมโกลบินอี และฮีโมโกลบิน บาร์ต ไฮดรอป ฟีทัลลิส 

(Hb Bart’s hydrops fetalis) ของสตรีตั้งครรภ์ทุก 

10,000 ราย

ผลการวิจัย
ผลตรวจคู่สมรสต่างด้าวทุกคนที่มาฝากครรภ์

ที่สถาบันพัฒนาสุขภาวะเขตเมือง กรุงเทพฯ จำ�นวน

ทั้งหมด 81 คู่ (162 คน) เป็นชาวพม่า 56 คน (ร้อยละ 

34.57 ) ชาวลาว 58 คน (ร้อยละ 35.80 ) ชาวกัมพูชา 

48 คน ( ร้อยละ 29.63 ) โดยตรวจหาปริมาณและชนิด

ของฮีโมโกลบินด้วยวิธีแคปิลลารี อิเล็กโตรโฟรีซีส และ

วธิเีรยีล-ไทมพ์ซีอีาร์ในการตรวจ อลัฟา-ธาลสัซเีมยี-วนั 

ชนิดเซาท์อีสท์เอเชียและชนิดไทย พบว่าเป็นปกติ  

80 คน (ร้อยละ 49.38) เบต้า-ธาลัสซีเมียเทรต 5 คน 

(ร้อยละ 3.09) ฮีโมโกลบินอีเทรต 54 คน (ร้อยละ 

33.33) ฮีโมโกลบนิอรีว่มกบัอลัฟา-ธาลสัซเีมยี-วนัเทรต

ชนิดเซาท์อีสท์เอเชีย 3 คน (ร้อยละ1.85) โฮโมไซกัส 

ฮีโมโกลบินอี 2 คน (ร้อยละ 7.41) พบอัลฟา-ธาลัส 

ซีเมีย-วันเทรตชนิดเซาท์อีสท์เอเชีย 8 คน (ร้อยละ 

4.94) ดังแสดงใน Table 1 และพบคู่เสี่ยงชาวลาวที่มี

โอกาสเกิดบุตรเป็นโรคเบต้า-ธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอี  

1 คู่ และเม่ือนำ�ข้อมูลท่ีได้คำ�นวณตามหลักการทาง 

พันธุศาสตร์(9) ได้ความถี่อัลลีล (allelic frequency)  

ดังแสดงใน Table 2 

Thalassemia type Individual (%)

Heterozygous beta thalassemia 5 (3.09)

Heterozygous Hb E 54 (33.33)

Homozygous Hb E 12 (7.41)

Heterozygous alpha thalassemia-1 SEA type deletion 8 (4.94)

Double heterozygous alpha thalassemia-1 SEA type deletion / Hb E 3 (1.85)

Normal 80 (49.38)

Total 162 (100)

Table 1 Percent of various types of Thalassemia in this study
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ความถี่ของยีน:
•	 beta-thalassemia =5/324 = 0.015 

•	 HbE =81/324 = 0.250

•	 alpha-thalassemia 11/324 = 0.034

ผลการทดลองใช้ HW ทำ�นายประชากรทีเ่ปน็

ธาลัสซีเมียชนิดรุนแรงที่อาจเกิดขึ้นเมื่อประชากรมี 

สัดส่วนอัลลีลคงที่ เมื่อนำ�ข้อมูลความถี่อัลลีลมาคำ�นวณ

โดยใช้หลักการประชากรพันธุศาสตร์ของฮาร์ดีและไวน์

เบิร์ก(10) [p2 +2pq+q2 = 1 เมื่อ p เป็นความถี่อัลลีล- 

เบต้า-ธาลัสซีเมีย และ q คือความถี่อัลลีล ฮีโมโกลบินอี] 

เพื่อหาความเป็นไปได้ในการเกิดของเด็กที่เป็นโรค 

ธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง ได้ผลดังนี้

•	 homozygous beta-thalassemia  

= (0.015 × 0.015) × 10,000 = 2.25 หรือ 3 คน

•	 beta-thalassemia/HbE disease =  

(2 x 0.015 × 0.250) × 10,000 = 75 คน

•	 homozygous alpha-thalassemia-1 

(Hb Bart’s hydrops fetalis) = (0.034 × 0.034)  

× 10,000 = 11.56 หรือ 12 คน

วิจารณ์
ผลการทดลองใช ้Hardy-Weinberg formu-

lation ทำ�นายประชากรที่เป็นธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง 

ที่อาจเกิดขึ้นเมื่อประชากรมีสัดส่วนอัลลีลคงที่ เพื่อ

เปรียบเทียบข้อมูลกับผลการศึกษาวิจัยของ นายแพทย์ 

Thalassemia type
Individual 

(%)
βA

β0

or
β+

βE αα -- SEA *

Heterozygous beta thalassemia (beta 
thalassemia trait)

5 (3.09) 5 5 0 10 0

Heterozygous Hb E (Hb E trait) 54 (33.33) 54 0 54 108 0

Homozygous Hb E 12 (7.41) 0 0 24 24 0

Heterozygous alpha thalassemia-1 
(alpha thalassemia-1 trait)

8 (4.94) 16 0 0 8 8

Double heterozygous alpha 
thalassemia-1 / Hb E

3 (1.85) 3 0 3 3 3

Normal 80 (49.38) 160 0 0 160 0

 Total 162 (100) 238 5 81 313 11

Table 2  Beta-globin allele and alpha-globin allele frequency of individuals in this study

-- SEA *หมายถึง ยีนอัลฟา-ธาลัสซีเมีย-วันเทรตชนิดเซาท์อีสท์เอเชีย
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วิชัย และคณะ(11) ที่แสดงความชุกของพาหะโรค 

ธาลัสซีเมยีในคนไทยทัว่ประเทศและไดแ้สดงขอ้มลูของ

ศูนย์อนามัยที่ 1 กรุงเทพฯ ในปี พ.ศ. 2547 ซึ่งพบว่า 

ความเป็นไปได้ในการเกิดบุตรเป็นโรคธาลัสซีเมียชนิด

รุนแรงของสตรีตั้งครรภ์ทุก 10,000 การตั้งครรภ์ เป็น

โฮโมไซกัส-เบต้าธาลัสซีเมีย 1 คน ฮีโมโกลบินอี/เบต้า-

ธาลัสซีเมีย 37 คน และ ฮีโมโกลบิน บาร์ต ไฮดรอป 

ฟีทัลลิส 7 คน และจากการศึกษาของ ณัชชา หิริโอตัปปะ 

เรื่อง ความชุกของพาหะโรคธาลัสซีเมียคนไทย ใน

สถาบันพัฒนาสุขภาวะเขตเมือง กรุงเทพฯ ในปี พ.ศ. 

2560(12) พบความเป็นไปได้ในการเกิดบุตรเป็นโรค 

ธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง ของสตรีตั้งครรภ์ทุก 10,000 

การตั้งครรภ์ เป็นโฮโมไซกัสเบต้า-ธาลัสซีเมีย 1 คน  

ฮีโมโกลบินอี/เบต้า-ธาลัสซีเมีย 22 คนและ ฮีโมโกลบิน 

บาร์ต ไฮดรอป ฟีทัลลิส 9 คน และจากการศึกษาครั้งนี้

พบว่าในปี พ.ศ. 2562 มีความเป็นไปได้ในการเกิดบุตร

ตา่งดา้วเป็นโรคธาลสัซีเมียชนดิรุนแรง โฮโมไซกัสเบตา้-

ธาลสัซเีมยี 3 คนมากกวา่ป ีพ.ศ. 2547 และ พ.ศ. 2560 

อีกท้ังมีการเพ่ิมข้ึนของชนดิเบต้า-ธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอี

ถึง 75 คน มากกว่าปี พ.ศ. 2547 และ พ.ศ. 2560 

และมีการเพิ่มขึ้นของ ฮีโมโกลบิน บาร์ต ไฮดรอป  

ฟีทัลลิส 12 คน มากกว่าปี 2547 (7 คน) และ 2560 

(9 คน) ดังแสดงใน Table 3 

Table 3 	 Comparable of estimate the number of the newborn babies with severe Thalassemia  
diseases per 10,000 pregnancies in 2004, 2017 and 2019

Report 
(Nationalitystatus, 

Year of report)

Severe Thalassemia diseases 
(number newborn babies per 10,000 pregnancies)

Homozygousβthal βthal/HbE Hb Bart’s hydrops fetalis

Thai, 2004(11) 1 37 7

Thai, 2017(12) 1 22 9

Immigrant workers, 2019 3 75 12

แสดงให้เห็นว่าสถานการณ์โรคธาลัสซีเมีย 

ในพืน้ทีเ่ขตกรงุเทพมหานคร มกีารเปลีย่นแปลง ซึง่อาจ

เกิดจากการย้ายถ่ินของคนต่างด้าวท่ีมาทำ�งานในเขต

กรุงเทพมหานครมากขึ้น เมื่อนำ�ข้อมูลการฝากครรภ์ 

ของสถาบันพัฒนาสุขภาวะเขตเมือง ปี พ.ศ. 2562  

มคีูส่มรสตา่งดา้วทีม่าฝากครรภท์ัง้หมด 81 คู ่(162 คน) 

พบคู่เส่ียงชาวลาวที่มีโอกาสเกิดบุตรเป็นโรค เบต้า-

ธาลัสซีเมีย/ ฮีโมโกลบินอี 1 คู่ซึ่งสอดคล้องกับผลการ

ศกึษาวจิยัของ Tritipsombut J และคณะ(13) ที่ไดศึ้กษา

ในพื้นที่เขตนครหลวงเวียงจันทร์โดยนำ�แนวทางการ

ดำ�เนนิงานที่ใช้ไดผ้ลดีในประเทศไทยไปประยกุต์ใชก้บั

หญิงตั้งครรภ์ชาวลาว พบว่าธาลัสซีเมียในประชากรลาว

มีความซับซ้อนและพื้นฐานการเกิดโรคคล้ายกับคน

อีสานมาก แต่มีความถี่ของการตรวจพบแตกต่างกัน  

โดยพบ Hb E ร้อยละ 30.1 อัลฟาธาลัสซีเมีย-วัน สูง

ถึงร้อยละ 8.6 ส่วน เบต้า ธาลัสซีเมียพบร้อยละ 2.3 

ซ่ึงสงูกว่าทีพ่บในภาคอสีานของไทย ดงันัน้จงึอาจใช้เป็น

เหตุผลอธิบายถึงโอกาสการพบธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง

ได้มากกว่าในกลุ่มประชากรลาว 
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สรุป
จากผลการวเิคราะหด์ว้ยหลกัการของประชากร 

พันธุศาสตร์ โดยใช้ข้อมูลการฝากครรภ์ของสถาบัน

พัฒนาสุขภาวะเขตเมืองฯ เดือนมกราคมถึงเดือน

ธันวาคม พ.ศ. 2562 มีคู่สมรสต่างด้าวท่ีมาฝากครรภ์ 

81 คู่ (162 คน) เป็นชาวพม่า 56 คน (ร้อยละ 34.57) 

ชาวลาว 58 คน (ร้อยละ 35.80) ชาวกัมพูชา 48 คน 

(ร้อยละ 29.63) พบคู่เสี่ยงที่มีโอกาสเกิดบุตรเป็นโรค 

เบต้า-ธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอี 1 คู่ และเมื่อนำ�ผลการ

ศกึษาที่ไดม้าวเิคราะหค์วามเปน็ไปได้ในการเกดิบตุรเป็น

โรคธาลัสซีเมียชนิดรุนแรงของสตรีต่างด้าวท่ีตั้งครรภ์ 

ทุก 10,000 ครรภ์ จะมีโอกาสเป็น โฮโมไซกัสเบต้า-

ธาลัสซีเมีย 3 คน เบต้า-ธาลัสซีเมีย/ ฮีโมโกลบินอี 75 

คนและฮีโมโกลบิน บาร์ต ไฮดรอป ฟีทัลลิส 12 คน  

โรคธาลัสซีเมียชนิดรุนแรงนับเป็นปัญหาท่ีสําคัญ  

โดยเฉพาะอย่างยิ่งในปัจจุบันคนต่างด้าวที่อาศัยอยู่ใน

ประเทศไทยมีจำ�นวนหลายแสนคน ซึ่งคนเหล่านี้ 

สามารถสรา้งครอบครวักบัคนไทย และคนต่างด้าวด้วยกัน 

ทำ�ให้มีบุตรหลานเกิดขึ้นมาก ดังนั้นจึงมีความจําเป็น 

ที่จะต้องมีระบบการบริหารจัดการป้องกัน ควบคุมการ

เกิดของเด็กที่เป็นโรคธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง เนื่องจาก

เดก็ทีเ่กดิมาและเปน็โรคจะตอ้งใชเ้งนิจำ�นวนมากในการ

รักษาพยาบาล 

ข้อเสนอแนะ
กระทรวงสาธารณสุขควรมีมาตรการและวิธี 

คดักรองในหญงิตัง้ครรภแ์ละสาม ีทัง้คนไทยและตา่งดา้ว

ใหม้กีารตรวจวนิจิฉยัก่อนคลอด เพือ่ปอ้งกันไม่ใหม้เีดก็

เกิดใหม่เป็นโรคธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง อีกทั้งควรมีการ

ศกึษาวิจยัความชกุธาลสัซเีมยีในวยัเรยีน-วยัรุน่ในระดบั

ประเทศ และควรสนับสนุนงานวิจัยใหม่ๆ เช่น การ

จัดการความรู้เรื่องโรคธาลัสซีเมีย เพื่อลดความเสี่ยงใน

การเกดิบุตรเป็นโรคธาลสัซเีมยีชนดิรนุแรง ตลอดจนนำ�

ความรู้ดังกล่าวมาใช้ประกอบการวางแผนควบคุมโรค 

ธาลัสซีเมียให้ลดลง เพื่อประหยัดงบประมาณค่าใช้จ่าย 

ในระดับประเทศต่อไป
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Abstract 
Beta thalassemia (β-thalassemia) is an inherited hemoglobin disorders and can be found in 

Thailand. β-thalassemia can be found in 3-9% of Thai population and 13% approximately abnormal 

hemoglobin E (HbE), which is found mostly in northeastern Thai population. As a result, Thai 

couples are at risk of giving birth to babies with β-thalassemia major. The objective of this study 

was to develop a program for control and prevention of β-thalassemia. This retrospective descriptive 

research collected data from medical records and DNA β-thalassemia records at Khon Kaen  

Hospital during October, 2016-September, 2018. A total 6,151 couples were screened for thalassemia 

using complete blood count (CBC) and dichlorophenol indophenols precipitation test (DCIP). All 

positive screening samples were confirmed by hemoglobin typing (HPLC) and reverse dot blot  

hybridization (RDB) analysis using β-thalassemia test kit (Southeast Asia Panel, SEA) 22 panels 

which was a new technique. Only one blood tube was used in the entire process from screening 

through the molecular confirmation. Couples at risk were assessed by clinician and referred to  

genetic counseling, prenatal diagnosis and/or termination. The screening tests classified 235 (3.82%) 

couples as β-thalassemia carriers (MCV<80 fl and MCH<27 pg). Genes that cause thalassemia  

major were found in 92 (1.5%) couples based on molecular confirmation. After genetic counseling 

and prenatal diagnosis, 14 (0.23%) fetuses with β-thalassemia major were found. Thirteen couples 

(0.21%) made decision to terminate their fetuses and only one couple made decision to continue the 

pregnancy (β0-thalassemia/HbE) and planned to receive bone marrow transplantation in the future. 

In conclusion, the program established in this study is effective for control and prevention of 
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β-thalassemia by reducing number of new cases with these diseases. This program can suggest a 

guideline to prevent the birth of babies with β-thalassemia major and related issues.

Keywords: Beta-thalassemia genes, Genetic counseling, Prenatal diagnosis
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ผลลัพธ์ของการควบคุมและป้องกันโรคเบตาธาลัสซีเมียแบบ 
ครบวงจรร่วมกับการตรวจวินิจฉัยก่อนคลอด

มลทิชา สูญกลาง*1 นพพร สวัสดิ์จุ้ย1  ศุภจิรา สืบสีสุข2  มนสิชา เมฆจรัสนภา2

และ มนธนา จันทรนิยม1, 3

1ศูนย์ธาลัสซีเมีย โรงพยาบาลขอนแก่น จังหวัดขอนแก่น  2กลุ่มงานสูติ-นรีเวช โรงพยาบาลขอนแก่น จังหวัดขอนแก่น
3กลุ่มงานกุมารเวชกรรม โรงพยาบาลขอนแก่น จังหวัดขอนแก่น

บทคัดย่อ
โรคเบตาธาลัสซีเมียเป็นโรคพันธุกรรมทางโลหิตวิทยาที่สามารถพบได้บ่อยในประเทศไทย โดย 

พบประชากรที่มียีนเบตาธาลัสซีเมีย (β-Thalassemia) ประมาณร้อยละ 3-9 และพบยีนฮีโมโกลบินผิดปกติ

ชนิด hemoglobin E (Hb E) โดยเฉลี่ยร้อยละ 13 ซึ่งสามารถพบได้มากขึ้นในประชากรภาคอีสาน ส่งผลให้

คู่สมรสที่มียีนผิดปกติเสี่ยงต่อการให้กำ�เนิดบุตรที่เป็นโรคเบตาธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง (β-thalassemia 

major) การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาแนวทางการควบคุมและป้องกันโรคเบตาธาลัสซีเมีย 

รายใหม่ เป็นการศึกษาเชิงพรรณนาโดยใช้ข้อมูลย้อนหลังจากฐานข้อมูลเวชระเบียนโรงพยาบาลขอนแก่น 

และทะเบียนตรวจดีเอ็นเอเบตาธาลัสซีเมีย ตั้งแต่เดือนตุลาคม พ.ศ. 2559 ถึงเดือนกันยายน พ.ศ. 2561 

กลุ่มตัวอย่างเป็นหญิงต้ังครรภ์และสามี ที่มาฝากครรภ์ในโรงพยาบาลขอนแก่น จำ�นวน 6,151 คู่ โดย 

ทุกรายได้รับการตรวจความสมบูรณ์ของเม็ดเลือดแดง (CBC) ตรวจคัดกรองฮีโมโกลบินอีด้วยน้ำ�ยา DCIP 

ในรายที่มีผลผิดปกติอย่างใดอย่างหนึ่งจะตรวจยืนยันชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน และตรวจยืนยันระดับ

โมเลกุลด้วยเทคนิค reverse dot blot hybridization (RDB) ซึ่งเป็นชุดตรวจ β-thalassemia (Southeast 

Asia Panel, SEA) 22 panels ที่ได้พัฒนาขึ้น โดยใช้ตัวอย่างเลือดเพียง 1 หลอดสำ�หรับการตรวจคัดกรอง

จนถึงการตรวจยืนยันระดับโมเลกุล (one tube service) จากนั้นประเมินคู่เสี่ยง หากพบว่าหญิงตั้งครรภ์ 

มีโอกาสให้กำ�เนิดทารกเป็นโรคเบตาธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง จะให้คำ�ปรึกษาทางพันธุศาสตร์ และแพทย์

เฉพาะทางจะดำ�เนินการวินิจฉัยทารกในครรภ์ และพิจารณายุติการตั้งครรภ์ จากการศึกษาพบว่าหญิงฝาก

ครรภ์และสามี จำ�นวน 235 คู่ คิดเป็นร้อยละ 3.82  (235/6,151) มีผลคัดกรองโรคธาลัสซีเมียเบื้องต้น 

ผิดปกติ (MCV<80 fl และ MCH<27 pg) และมีความเสี่ยงต่อการเป็นพาหะเบตาธาลัสซีเมีย หลังจากการ

ตรวจระดับโมเลกุลเพื่อหาความผิดปกติของเบตาโกลบิน พบว่าหญิงตั้งครรภ์และสามี 92 คู่ คิดเป็น 

ร้อยละ 1.5 (92/6,151) มียีนที่ก่อให้เกิดโรคเบตาธาลัสซีเมียรุนแรง โดยหลังจากการให้คำ�ปรึกษา 

ทางพันธุศาสตร์ และวินิจฉัยทารกในครรภ์ พบว่ามีทารกเป็นเบตาธาลัสซีเมียรุนแรง 14 ราย คิดเป็น 

ร้อยละ 0.23 (14/6,151) ได้รับการยุติการตั้งครรภ์ 13 ราย คิดเป็นร้อยละ 0.21 (13/6,151) และประสงค์ 

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: bbec01monticha@gmail.com
รับบทความ: 12 พฤษภาคม 2563   	 แก้ไขบทความ: 14 กรกฎาคม 2563   	 รับตีพิมพ์บทความ: 11 สิงหาคม 2563
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ตั้งครรภ์ต่อ 1 ราย คิดเป็นร้อยละ 0.02 (1/6,151) โดยต้องการรักษาด้วยวิธีการปลูกถ่ายไขกระดูก โดยสรุป 

รปูแบบการดำ�เนนิงานเพือ่ควบคมุและปอ้งกนัโรคเบตาธาลสัซีเมยีรายใหมท่ีพั่ฒนาขึน้ สามารถควบคมุ และ

ลดอุบัติการณ์ของโรคเบตาธาลัสซีเมียชนิดรุนแรงได้อย่างมีประสิทธิภาพ รวมทั้งใช้เป็นแนวทางสำ�หรับ 

การวางแผนป้องกันผลกระทบที่เกิดจากการตั้งครรภ์ทารกที่เป็นโรคเบตาธาลัสซีเมียชนิดรุนแรงได้ 

 

คำ�สำ�คัญ: ยีนเบตาธาลัสซีเมีย การให้คำ�ปรึกษาทางพันธุศาสตร์ การวินิจฉัยทารกในครรภ์
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บทน�ำ
โรคเบตาธาลัสซีเมียเป็นโรคพันธุกรรมทาง

โลหิตวิทยา โดยพบว่าร้อยละ 3-9 ของประชากรใน

ประเทศไทย มียีนเบตาธาลัสซีเมีย (β-thalassemia) 

และพบยีนฮีโมโกลบินผิดปกติ hemoglobin E (HbE) 

ในคนอีสานสูงถึงร้อยละ 30 - 40(1) ผู้ที่มีความผิดปกติ

ของยีนเบตาธาลัสซีเมียบนโครโมโซมเพียงอย่างเดียว 

จะไมม่อีาการ หรือเรียกวา่พาหะ (trait) ผูป้ว่ยทีเ่ปน็โรค

ซึง่คดิเปน็ประมาณร้อยละ 1 ของประชากร เกิดจากการ

ที่ประชากรไทยมียีนผิดปกติดังกล่าวแฝงอยู่ เมื่อมีการ

สมรสกันระหว่างหญิง-ชายทำ�ให้เกิดการปฏิสัมพันธ์ 

(interaction) ของยีนเบตา จึงทำ�ให้พบผู้ป่วยโรค 

โลหติจางธาลสัซเีมยีได ้ทัง้ทีม่คีวามรนุแรงนอ้ย ปานกลาง 

และรนุแรงมาก ซึง่โรคเบตาธาลสัซเีมยีทีม่อีาการรนุแรง

มาก (β-thalassemia major) คือ homozygous 

β-thalassemia (β0/β0) เกิดจากการมีความผิดปกติ

ของ beta-globin gene บนโครโมโซมท้ังคู่ทำ�ให้ 

ไม่สามารถสร้าง beta-globin chain ได้ ผู้ป่วยเหล่านี้

จะให้ผลการตรวจ Hb typing เป็น A
2
F ส่วนโรคเบตา-

ธาลัสซีเมียชนิดรุนแรงปานกลาง (β-thalassemia  

intermedia) คือ β-thalassemia/Hb E (β0/βE)  

เกิดจากการมีความผิดปกติของ beta-globin gene  

บนโครโมโซมคู่ที่ 11 ข้างเดียว ทำ�ให้สร้าง beta-globin 

chain ไม่ได้ และอีกข้างสร้างได้ลดลง การตรวจ Hb 

typing จะให้ผลเป็น EF หรือ EFA อาการที่สำ�คัญของ

ทารกที่มีภาวะนี้คือ ทารกจะมีความผิดปกติ ซีด หน้าตา

เปลี่ยนแปลง ตับ ม้ามโต ซึ่งต้องได้รับเลือดเป็นประจำ� 

และอายุขัยส้ัน(2) จึงต้องได้รับการดูแล และเสียค่าใช้

จ่ายเป็นจำ�นวนมาก โดยมีประมาณการค่าใช้จ่ายในการ

ดูแลทารกที่เป็นโรคนี้สูงถึงรายละ 1.26-6.6 ล้านบาท 

ในกรณีที่ทารกมีชีวิตอยู่จนถึงอายุประมาณ 10-30 ปี(3) 

ดังนั้น การตรวจคัดกรองโรคธาลัสซีเมียในสตรีตั้งครรภ์

และคู่สมรส การตรวจยืนยันและการวินิจฉัยทารกก่อน

คลอดจึงมีความสำ�คัญ เนื่องจากท้ังคู่มีโอกาสถ่ายทอด

พนัธกุรรมสูท่ารกในครรภ ์ทำ�ใหท้ารกเปน็โรคธาลสัซเีมยี

ชนิดรุนแรงได้ โรงพยาบาลขอนแก่นมีหน้าที่ให้บริการ

ตรวจ และให้การรักษาที่ดีที่สุดแก่ผู้ที่ป่วยเป็นโรค 

ธาลัสซีเมีย และควบคุมป้องกันโรคเบตาธาลัสซีเมียใน

เขตสุขภาพที่ 7 (จังหวัดขอนแก่น จังหวัดร้อยเอ็ด 

จังหวัดมหาสารคาม จังหวัดกาฬสินธุ์) และจังหวัดใกล้

เคียง เพื่อลดจำ�นวนผู้ป่วยรายใหม่ ซึ่งไม่เพียงแค่ลด

ปัญหาท่ีจะเกิดกับผู้ป่วยเอง แตเ่ป็นการลดความสญูเสยี

ทางเศรษฐกิจ สังคม และการกระทบต่อจิตใจของคน 

ในครอบครัว สนองนโยบาย และยุทธศาสตร์แห่งชาติ 

ซึง่การดำ�เนนิงานเพือ่ใหบ้รรลเุปา้หมายนัน้ กระบวนการ

และขั้นตอนในการควบคุมและป้องกันโรคเบตาธาลัส- 

ซีเมีย จะต้องรวดเร็ว ถูกต้อง เข้าถึง ครบวงจร (one 

stop service) รวมถึงการให้ความรู้แก่สตรีตั้งครรภ์ 

เกีย่วกบัโรคเบตาธาลสัซเีมยี การถา่ยทอดทางพนัธกุรรม  

ผลกระทบต่อทารกและมารดา การตัดสินใจในการ 

ตั้งครรภ์ต่อไป ตลอดจนการยุติการตั้งครรภ์(4) ดังนั้น

การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาแนวทางการ

ควบคุมป้องกัน และลดอุบัติการณ์การเกิดโรคเบตา-

ธาลสัซเีมยีชนดิรนุแรง โดยสามารถนำ�ไปใชเ้ปน็แนวทาง

ในการวางแผนป้องกันโรคเบตาธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง

ให้มีประสิทธิภาพสูงขึ้นในอนาคต 

วัสดุและวิธีการ
ตัวอย่างที่ศึกษา

ศึกษาโดยการรวบรวมขอ้มลูยอ้นหลงัจากหญงิ

ตั้งครรภ์และคู่สมรส ที่มาตรวจคัดกรองโรคธาลัสซีเมีย 

ในโรงพยาบาลขอนแก่น ซ่ึงใช้ข้อมูลจากฐานข้อมูล 

เวชระเบียนผู้ป่วยนอก และทะเบียนตรวจโรคเบตา 

ธาลัสซีเมีย ตั้งแต่ เดือนตุลาคม พ.ศ. 2559 ถึง เดือน

กันยายน พ.ศ. 2561 จำ�นวน 6,151 คู่
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วิธีการศึกษา

รวบรวมข้อมูลย้อนหลังจากงานเวชระเบียน 

ผู้ป่วยนอก และทะเบียนตรวจโรคเบตาธาลัสซีเมีย  

โดยคู่ฝากครรภ์จะได้รับการตรวจคัดกรองเพื่อหา 

พาหะธาลัสซีเมีย ตามแนวทางการตรวจคัดกรอง  

(Fig. 1) ดังนี้ 

Fig. 1 Thalassemia Screening Process in Khon Kaen Hospital
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1.	 การตรวจคัดกรองด้วยวิธี MCV, MCH 

และ DCIP 

เจาะเลือดจากเส้นเลือดดำ�บริ เวณแขน 

ปริมาตร 1-3 มิลลิลิตร ใส่หลอดเลือดที่มีสารกันเลือด

แข็งตัว ชนิด EDTA 1 หลอด ตรวจคัดกรองความ

สมบูรณ์ของเม็ดเลือดแดง (CBC) ด้วยเครื่องวิเคราะห์

อัตโนมัติ รุ่น Sysmex XE-2100 ใช้หลักการ  

electrical resistance และ hydrodynamic focusing 

method ในการนับจำ�นวนเซลล์เม็ดเลือดแดง และ 

SLS-hemoglobin method ในการวัด hemoglobin 

เพือ่ด ูmean corpuscular volume (MCV) และ mean 

corpuscular hemoglobin (MCH) ตรวจคัดกรอง

พาหะ Hb E โดยใช้เทคนิค dichlorophenol  

indophenols precipitation test (DCIP)(5, 6) ด้วยชุด

ทดสอบ KKU-DCIP-Clear reagent kit หากได้ผล

บวกอยา่งใดอย่างหนึง่ ท้ังคู่จะไดรั้บการตรวจยนืยนัดว้ย

ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน 

2.	 การตรวจยืนยันชนิดและปริมาณฮีโม- 

โกลบิน (Hb typing) และการตรวจยนืยนัระดบัโมเลกลุ

ตรวจยืนยันชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน ด้วย

เครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติ VARIANT II Hemoglobin 

Testing System ใช้หลักการ high performance 

liquid chromatography โดยใช้สารมาตรฐาน HbA2/

F/S (LP A2 control) เป็นสารควบคุมคุณภาพภายใน 

จากนั้นนำ�ผลตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินของคู่

ฝากครรภม์าประเมินความเสีย่งโอกาสการเกิดโรคเบตา-

ธาลัสซีเมียรุนแรงของทารกในครรภ์เบื้องต้น ได้แก่ 

homozygous β0-thalassemia (β0/β0) และ β0-

thalassemia/Hb E (β0/βE) หากพบว่า มีความเสี่ยง

จะได้รับการตรวจยืนยันระดับโมเลกุล ซึ่งเป็นเทคนิค 

ที่พัฒนาขึ้นมาใหม่เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน

เบตาโกลบิน โดยใช้เทคนิค reverse dot blot hybrid-

ization (RDB) ด้วยชุดตรวจ GenoFlow β-thalas-
semia Genotyping Test kit (Southeast Asia 

Panel, (SEA) 22 panels) ซึ่งเป็นชุดตรวจการกลาย

พันธุ์ของยีนเบตาโกลบิน จำ�นวน 22 ชนิดที่พบบ่อย 

ในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ของบริษัท ไบโอแอคทีฟ 

จำ�กัด และเป็นเทคนิคที่อาศัยการออกแบบและ

สังเคราะห์ allele specific oligonucleotide (ASO) 

probe (Fig. 2) โดยใช้หลอดเลอืดหลอดเดมิไม่ตอ้งเจาะ

ใหม่ (one tube service) ผลตรวจการกลายพันธุ์ของ

เบตาโกลบินจะถกูนำ�มาประเมนิความเสีย่งระดบัโมเลกลุ 

รายที่มีความเสี่ยงต่อการให้กำ�เนิดทารกเป็นโรคเบตา-

ธาลัสซีเมียรุนแรง จะต้องได้รับการให้คำ�ปรึกษาทาง 

พันธุศาสตร์ และการวินิจฉัยทารกในครรภ์ ซึ่งราย 

ที่จะต้องวินิจฉัยทารกในครรภ์ ควรมีอายุครรภ์ไม่เกิน 

22 สัปดาห์ 

3. การตรวจวินิจฉัยทารกในครรภ์ การให้ 

คำ�ปรึกษา และพิจารณายุติการตั้งครรภ์ 

ดำ�เนินการโดยเจ้าหน้าที่ที่มีความเชี่ยวชาญ 

และผ่านการอบรมการให้คำ�ปรึกษาด้านพันธุศาสตร์  

โดยเจ้าหน้าที่จะแจ้งถึงความเสี่ยงของการทำ�หัตถการ 

ทุกครั้ง แพทย์เฉพาะทางเวชศาสตร์ทารกและมารดา 

(maternal fetal medicine) จะเก็บชิ้นเนื้อรกในหญิง

ตั้งครรภ์ (CVS) อายุครรภ์ 11-14 สัปดาห์ น้ำ�คร่ำ� 

(amniocentesis) ในหญิงตั้งครรภ์อายุครรภ์ 17 - 20 

สัปดาห์ เก็บตัวอย่างเลือดจากสายสะดือทารกในครรภ์ 

(cordocentesis) อายุครรภ์ 18-22 สัปดาห์(7) อย่างใด 

อย่างหนึ่งขึ้นกับอายุครรภ์ จากนั้นนำ�ส่งตรวจวินิจฉัย 

โรคเบตาธาลัสซีเมียทารกในครรภ์ โดยการตรวจระดับ

โมเลกุล ซึ่งจะต้องระบุการกลายพันธุ์ของยีนเบตา- 

โกลบินของพ่อกับแม่ ลงในใบส่งตรวจและเจาะเลือด

ของแม่ส่งไปตรวจการปนเป้ือนเลือดแม่ด้วยทุกคร้ัง  

เพือ่ผลการตรวจทีถ่กูตอ้งแมน่ยำ� โดยขัน้ตอนการตรวจ

ตัง้แตก่ารคดักรอง การตรวจชนดิและปรมิาณฮีโมโกลบนิ 

การตรวจระดับโมเลกุลจากเลือด และการวินิจฉัยทารก

ในครรภ์ ทุกขั้นตอนใช้ระยะเวลา ขั้นตอนละ 1 สัปดาห์ 

รวมระยะเวลาการคดักรองโรคธาลสัซเีมยีในคูฝ่ากครรภ ์
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ไม่เกิน 4 สัปดาห์ ซึ่งลดระยะเวลาจากเดิมที่ใช้เวลา 

9-10 สัปดาห์ เพื่อเพิ่มโอกาสเข้าถึงการวินิจฉัยทารก 

ในครรภ์ และลดอาการแทรกซ้อนจากการทำ�หัตถการ 

ถ้าอายุครรภ์เกิน 22 สัปดาห์ 

อยา่งไรก็ตามศกัยภาพทางหอ้งปฏิบตักิารของ

ศูนย์ธาลัสซีเมีย โรงพยาบาลขอนแก่น ไม่สามารถตรวจ

วิเคราะห์ผลของ (δβ)0-thalassemia, rare abnormal 

Hb และสิ่งส่งตรวจจากการตรวจวินิจฉัยทารกในครรภ์

ได้ จึงต้องส่งตัวอย่างเพื่อตรวจวิเคราะห์ที่ศูนย์วิจัยและ

พัฒนาการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการทางการ

แพทย์ (ศวป.) คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัย

ขอนแก่น และ ห้องปฏิบัติการ บริษัท แอท-ยีนส์ จำ�กัด 

ผลการวิจัย
การตรวจคัดกรองโรคธาลัสซีเมียในหญิง 

ตั้งครรภ์และคู่สมรสของโรงพยาบาลขอนแก่น ตั้งแต่ 

เดือนตุลาคม พ.ศ. 2559 ถึงเดือนกันยายน พ.ศ. 2561 

มีผู้เข้ารับบริการ จำ�นวน 6,151 คู่ สามารถติดตามสามี

มารับการตรวจคัดกรองโรคธาลัสซีเมียได้ ร้อยละ 98.2 

โดยมีผลตรวจคัดกรองด้วยดัชนีเม็ดเลือดแดง MCV/

Fig. 2 	β-thalassemia test kit (Southeast Asia Panel, (SEA) 22 panels) by Reverse Dot Blot hybridiza-

tion technique (Green: “Positive Control” result; Blue: “Negative Control” result and White: 

types of beta globin mutations result.) 

	 A: 	Positive for Codons 41/42-TCTT, 

	 B: 	Positive for Compound heterozygous Hb E and Codon 17 A>T

	 C: 	Positive for Compound heterozygous Hb E and Codons 41/42-TCTT

	 D: 	Positive Control and E: Negative Control
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MCH และ/หรือ DCIP ผิดปกติอย่างใดอย่างหนึ่ง  

คือ ค่า MCV<80 fl, MCH<27 pg และ/หรือ DCIP 

ผลเปน็บวก 5,539 คู ่(รอ้ยละ 90) ซึง่จะไดร้บัการตรวจ

ยืนยันด้วยชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน (Hb typing) 

ต่อ 

จากผลการตรวจคดักรองและยนืยันด้วยชนดิ

และปรมิาณฮีโมโกลบนิ พบวา่ ผูเ้ขา้รับบริการมีผลตรวจ

ผิดปกติ และถูกประเมินว่ามีความเสี่ยงต่อการมีโอกาส

ให้กำ�เนิดบุตรเป็นโรคเบตาธาลัสซีเมียรุนแรงเบื้องต้น 

จำ�นวน 235 คู่ (ร้อยละ 3.82) โดยทารกในครรภ์ 

มีโอกาสเกดิโรคเบตาธาลสัซเีมยีชนดิรนุแรงเปน็ homo-

zygous β0-thalassemia (β0/β0) จำ�นวน 2 คู่ และ 

β0-thalassemia/Hb E (β0/βE) จำ�นวน 233 คู่ จาก

นัน้นำ�คูเ่สีย่งทัง้หมด 235 คู ่มาตรวจวเิคราะหก์ารกลาย

พนัธุข์องเบตาโกลบนิ และประเมนิความเสีย่งตอ่การให้

กำ�เนิดบุตรเป็นโรคเบตาธาลัสซีเมียรุนแรง พบว่าหญิง

ตั้งครรภ์และคู่สมรสจำ�นวน 100 คู่ (ร้อยละ 1.63) ไม่

เสี่ยงต่อการให้กำ�เนิดบุตรเป็นโรคเบตาธาลัสซีเมียที่มี

อาการรุนแรง พบคู่เสี่ยงที่เสี่ยงให้กำ�เนิดบุตรเป็นโรค

เบตาธาลสัซเีมยีท่ีมีอาการปานกลาง 36 คู่ (ร้อยละ 0.59) 

โดยมคีวามเสีย่งเปน็ β+/Hb E thalassemia 34 คู ่และ 

(δβ)0/Hb E –thalassemia 2 คู่ และพบคู่เสีย่งทีเ่สีย่ง

ต่อการให้กำ�เนิดบุตรเป็นโรคเบตาธาลัสซีเมียท่ีมีอาการ

รุนแรง 92 คู่ (ร้อยละ 1.5) เป็นชนิด homozygous 

β0-thalassemia 1 คู่ β0/Hb E thalassemia 89 คู่ 

β+/Hb E thalassemia ชนิดการกลายพันธุ์ IVS 1.5 

(G>C) ซึ่งทำ�ให้เกิดโรคเบตาธาลัสซีเมียที่มีอาการ

รุนแรง 1 คู่ และ β0/ β+ thalassemia 1 คู่ ไม่ทราบ

ชนิดการกลายพันธุ์ 7 คู่

ดำ�เนนิการตรวจวนิจิฉยัทารกในครรภแ์กห่ญงิ

ตัง้ครรภท์ีม่ีโอกาสใหก้ำ�เนดิบตุรเปน็โรคเบตาธาลสัซเีมยี

ชนิดรุนแรง 92 ราย ผลการวินิจฉัยทารกในครรภ์  

พบวา่ทารกในครรภป์กต ิไมพ่บการกลายพนัธุข์องเบตา-

โกลบิน 26 ราย (ร้อยละ 0.42) เป็นพาหะฮีโมโกลบินอี 

40 ราย (ร้อยละ 0.65) พาหะ β0-thalassemia 9 ราย 

(ร้อยละ 0.15) พาหะ β+-thalassemia 2 ราย (ร้อยละ 

0.03) โฮโมไซกัสฮีโมโกลบินอี 1 ราย (ร้อยละ 0.02) 

โรคเบตาธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง (homozygous β0-

thalassemia) 1 ราย (ร้อยละ 0.02) และ β0/Hb E 

thalassemia 13 ราย (ร้อยละ 0.21) 

จากผลการให้คำ�แนะนำ�และปรึกษาระดับ 

พันธุศาสตร์แก่พ่อและแม่ที่มีทารกในครรภ์เป็นโรค 

เบตาธาลสัซเีมยีทีม่อีาการรนุแรง 14 ราย (รอ้ยละ 0.23) 

มหีญงิตัง้ครรภต์ดัสนิใจตัง้ครรภต์อ่ 1 ราย (รอ้ยละ 0.02) 

และยุติการตั้งครรภ์ 13 ราย (ร้อยละ 0.21) (Table 1) 

หลังการยุติการตั้งครรภ์และหลังคลอดได้เก็บเลือดจาก

สายสะดือตรวจยืนยันโรคธาลัสซีเมีย พบว่าผลตรวจถูก

ต้องตรงกัน เป็นไปตามกฎการถ่ายทอดลักษณะทาง

พนัธกุรรมตามหลกัของเมนเดล (Mendelian genetics) 

การตรวจการกลายพันธุ์ของเบตาโกลบิน 

และชนิดฮีโมโกลบินในคู่เสี่ยงทั้งหมด 235 คู่ ได้รับการ

ตรวจยืนยันระดับโมเลกุล พบการกลายพันธุ์ของ β0-

thalassemia 91 ราย ซึ่งเป็นการกลายพันธุ์ชนิด 

CDs41/42(-TTCT) สูงที่สุด 45 ราย รองลงมาเป็น 

CD17(A>T),  IVS2.654 (C>T),  IVS1.1 (G>A/T), 

CDs71/72(+A), IVS2.1(G>A) และ CDs27/28 

(+C ) จำ�นวน 21, 12, 6, 4, 2 และ 1 รายตามลำ�ดับ 

มีชนิดฮีโมโกลบินเป็น A
2
A 72 ราย EE/EF 4 ราย  

EF 13 ราย EFA 1 ราย และ EE/EFBart’s 1 ราย 

พบการกลายพันธุ์ β+-thalassemia 35 ราย ซึ่งเป็น 

การกลายพันธุ์ชนิด -28 (A>G) 32 ราย รองลงมาเป็น

ชนิด CD 19 (A>G) และ IVS1.5 (G>C)  

2 และ 1 รายตามลำ�ดับ มีชนิดฮีโมโกลบินเป็น A
2
A  

27 ราย EFA 7 ราย และ A
2
FA 1 ราย นอกจากนี้ยัง

พบการกลายพันธุ์ (δβ)0-thalassemia เป็นชนิด 12.6 

kbdel 2 ราย โดยให้ผลเป็นลบต่อการตรวจด้วยเทคนิค 

reverse dot blot hybridization (RDB) ชุดตรวจ 

GenoFlow B-thalassemia Genotyping Test kit 
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Table 1  Outcome of the prenatal Beta-thalassemia control program in Khon Kaen Hospital

	

	
Test : Result

	 Total

		  6,151 (100%)

CBC and/or DCIP : Positive	 5,539 (90%)

H b typing 			  235 (3.82%)

 	 : Risk for homozygous β-thalassemia 		  2 (0.03%)

 	 : Risk for β/Hb E		  233 (3.79%)	

DNA analysis 

 	 No risk for β–thalassemia major	 100 (1.63%)

 	 Risk for β–thalassemia intermedia	 36 (0.59%)

 		  : β+/Hb E thalassemia		  34 (0.55%)

 		  : (δβ)0/Hb E -thalassemia		  2 (0.03%)

 	 Risk for β–thalassemia major	 92 (1.5%)

 		  : β0/β0 thalassemia		  1 (0.02%)

		  : β0/Hb E thalassemia		   89 (1.45%)

 		  : β+/Hb E thalassemia		  1 (0.02%)

 		  : β0/β+ thalassemia		  1 (0.02%)	

Prenatal Diagnosis		 92 (1.5%)

 	 : Normal			   26 (0.42%)

 	 : Hb E carrier		  40 (0.65%)

 	 : β0-thalassemia carrier		  9 (0.15%)	

 	 : β+-thalassemia carrier		  2 (0.03%)

 	 : Homozygous Hb E gene		   1(0.02%)	

 	 : β0/β0 –thalassemia	  	 1(0.02%)

 	 : β0/Hb E thalassemia		  13 (0.21%)

Continue pregnancy	 1(0.02%)

Termination			  13 (0.21%)
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(Southeast Asia Panel, (SEA) 22 panels) ซึ่งมีผล

ชนิดฮีโมโกลบินเป็น A
2
FA และ EF พบชนิดละ 1 ราย 

ซึ่งไม่ใช่ชนิดฮีโมโกลบินในคนปกติ จึงได้ส่งตรวจการ 

กลายพันธุ์ยังหน่วยงานที่มีศักยภาพสูงกว่า พบเพียง 

ฮีโมโกลบินอียีน ไม่พบการกลายพันธ์ุของเบตาโกลบิน 

อื่น 42 ราย มีผลชนิดฮีโมโกลบินเป็น EFA 1 ราย EF 

2 ราย EE/EF 35 ราย EE/EFBart’s 2 ราย และ EA 

with High Hb F 2 ราย ไม่พบการกลายพันธ์ุของ 

เบตาโกลบินยีนเลย 58 ราย มีผลชนิดฮีโมโกลบิน 

เป็น A
2
A 53 ราย A

2
FA 3 ราย และ rare abnormal 

Hb 2 ราย ไม่ทราบการกลายพันธุ์ 7 ราย มีผลชนิด 

ฮีโมโกลบินเป็น EF 5 ราย และ EFA 2 ราย (Table 2)

จากผลการตรวจเบตาธาลัสซี เมียระดับ

โมเลกุล นำ�มาประเมินความเสี่ยงโอกาสการเกิดโรค 

เบตาธาลัสซีเมียชนิดรุนแรงและให้คำ�แนะนำ�ปรึกษาใน

การตั้งครรภ์ ดังนี้

-	หญิงตั้งครรภ์ 58 ราย มีผลตรวจไม่พบ

การกลายพันธุ์ที่ทำ�ให้เกิดโรคเบตาธาลัสซีเมียรุนแรง  

ได้รับการแนะนำ�ให้ตั้งครรภ์ต่อได้

-	หญิงตั้งครรภ์ 36 ราย มีผลตรวจระดับ

โมเลกุลเป็น β+-thalassemia 34 ราย และเป็น δβ0- 

thalassemia 2 ราย แนะนำ�ให้ตั้งครรภ์ต่อ พร้อมทั้งให้

ข้อมูลว่ามีโอกาสให้กำ�เนิดบุตรเป็น β+-thalassemia /

Hb E หรือ thalassemia intermedia ซึ่งมีอาการเกิด

โรคเบตาธาลัสซีเมียปานกลาง 25 %

-	หญิงตั้งครรภ์ 42 ราย มีผลตรวจชนิด EE/

EF 35 ราย EF 2 ราย EE/EF Bart’s 2 EA with 

Hight Hb F 2 ราย และ EFA 1 ราย และตรวจระดับ

โมเลกุลพบเพียงฮีโมโกลบินอียีน จากผลการตรวจ 

ดังกล่าว จึงแนะนำ�ให้ติดตามประวัติการตรวจวินิจฉัย

ความผิดปกติของเบตาธาลัสซีเมียครอบครัว (further 

investigate for identify β-gene mutation (pater-

nal or maternal) and taking family pedigree 

history) ไม่พบประวัติการรักษาให้ตั้งครรภ์ต่อได้

-	 ในรายท่ีมีผลตรวจเป็น β0-thalassemia 

91 ราย และ β+-thalassemia 1 ราย ชนิด IVS 1.5 

(G>C) มีโอกาสใหก้ำ�เนดิบตุรเปน็โรคธาลสัซเีมยีรนุแรง

ชนิด β0/βE และชนิด β+/βE จึงแนะนำ�ให้รับการตรวจ

วินิจฉัยทารกในครรภ์ต่อ และจากการแนะนำ�ให้หญิง 

ตั้งครรภ์ 7 ราย เข้ารับการตรวจหาการกลายพันธุ์ของ

ยีนเบตาโกลบินที่พบการระบาดได้น้อยในเอเชีย 

ตะวันออกเฉียงใต้เนื่องจากตรวจไม่พบการกลายพันธุ์

ของยีนเบตาโกลบินในชุดตรวจ 22 มิวเตชัน เป็นชนิด 

EF 5 ราย และ EFA 2 ราย โดยตรวจการกลายพันธุ์

ของยีนเบตาโกลบินพบเพียงฮีโมโกลบินอี แต่ผลการ 

คัดกรองเบื้องต้นผิดปกติ อย่างไรก็ตามเนื่องจากการ

ตรวจการกลายพนัธุเ์พิม่เตมิ จะตอ้งมคีา่ใช้จา่ยเพิม่เตมิ  

จึงไม่ได้ส่งตรวจวิเคราะห์ต่อ และแพทย์ ได้ติดตาม

ประวัติการตรวจวินิจฉัยความผิดปกติของเบตาธา- 

ลัสซีเมียครอบครัว (further investigate for identify 

β-gene mutation (paternal or maternal) and  

taking family pedigree history) และประวัติการ

รักษา ซึ่งไม่พบประวัติการรักษาด้วยการรับเลือด จึงให้

ตั้งครรภ์ต่อได้

หญิงตั้งครรภ์ที่มีโอกาสให้กำ�เนิดบุตรเป็นโรค

เบตาธาลัสซีเมียอาการรุนแรงทั้งหมดได้รับการตรวจ

วินิจฉัยทารกในครรภ์ 92 ราย พบว่าทารกในครรภ์เป็น 

homozygous β0-thalassemia (β0/β0) 1 ราย เป็น

ชนดิ compound homozygous CDs41/42 (-TTCT) 

และเป็น β0-thalassemia/Hb E (β0/βE) 13 ราย  

โดยเป็นชนิด Hb E ร่วมกับ CDs41/42 (-TTCT)  

8 ราย, CDs71/72 (+A) 2 ราย, IVS1.1 (G>A/T)  

1 ราย, CD27 (+C) 1 ราย และ CD17 (A>T) 1 ราย 

จากการใหค้ำ�ปรกึษาดา้นพนัธศุาสตร ์พบวา่หญงิตัง้ครรภ ์

13 ราย ตัดสินใจยุติการตั้งครรภ์ ส่วน 1 ราย ที่มีผล

ตรวจ β0-thalassemia/Hb E (β0/βE) ชนิด CD27 

(+C) คู่สมรสต้องการตั้งครรภ์ต่อ และมีความประสงค์

จะเข้ารับการรักษาด้วยการปลูกถ่ายไขกระดูกต่อไป
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Table 2  The results of DNA and Hb typing analysis in 235 risk couples for major β-thalassemia

	 Genotype	 Mutation	 Hb typing (Number)	 Number	 Percent

CDs 41/42 (-TTCT)

CD 17 (A>T)

IVS 2.654 (C>T)

IVS 1.1 (G>A/T)
CDs 71/72 (+A)

IVS 2.1 (G>A)
CDs 27/28 (+C)

-28 (A>G)

CD 19 (A>G)

IVS 1.5 (G>C)

12.6 kb del

CD 26 (G>A)

β0-thalassemia 

β+-thalassemia

(δβ)0-thalassemia

β E-thalassemia

Normal

Unknown mutation

A
2
A (37)

EE/EF (1)
EF (7)
A

2
A (17)

EF (2)
EFA (1)
EE/EFBart’s (1)
A

2
A (6)

EE/EF (3)
EF (3)
A

2
A (6)

A
2
A (3)

EF (1)
A

2
A (2)

A
2
A (1)

A
2
A (25)

EFA (6)
A

2
FA (1)

A
2
A (1)

EFA (1)
A

2
A (1)

A
2
FA (1)

EF (1)

EE/EF (35)
EF (2)
EE/EFBart’s (2)
EA with High Hb F (2)
EFA (1)

A
2
A(53) 

A
2
FA (3)

Rare Abnormal Hb (2)

EF(5)
EFA(2)

91
45

21

12

6
4

2
1

35
32

2

1

2

42

58

7

38.72
19.15

8.94

5.11

2.55
1.7

0.85
0.43

14.89
13.62

0.85

0.43

0.85

17.87

24.68

2.98
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วิจารณ์
การตรวจคัดกรองพาหะของโรค และการให้

คำ�ปรึกษาด้านพันธุศาสตร์ รวมถึงการวินิจฉัยทารกใน

ครรภ์เป็นหลักการสำ�คัญของการป้องกันโรคธาลัสซีเมีย(8) 

จากการดำ�เนินงานของศูนย์ธาลัสซีเมีย โรงพยาบาล

ขอนแก่น เพื่อควบคุมและป้องกันโรคเบตาธาลัสซีเมีย

รุนแรง ได้พัฒนาการตรวจการกลายพันธุ์ของยีนเบตา- 

โกลบิน มุ่งเน้นให้มีกระบวนการตรวจคัดกรองและการ

ตรวจวิเคราะห์ที่รวดเร็ว (one stop service) ตั้งแต่

กระบวนการตรวจคัดกรองจนถึงกระบวนการตรวจ

ยืนยันระดับโมเลกุล แต่ละขั้นตอนใช้เวลา 1 สัปดาห์ 

รวมระยะการตรวจคัดกรองโรคเบตาธาลสัซเีมียในคูฝ่าก

ครรภ์ ไม่เกิน 4 สัปดาห์ ใช้เวลาน้อยกว่าระบบเดิม 5-6 

สัปดาห์ ซึ่งช่วยลดระยะเวลาในการตรวจวิเคราะห์ได้ดี 

มกีารนำ�เทคนคิการตรวจวเิคราะหท์ีท่นัสมยัมาประยกุต์

ใช้ ร่วมกับการทำ�งานอย่างบูรณาการของเจ้าหน้าที่ทั้ง

ภายในและภายนอกโรงพยาบาล สง่ผลใหก้ารดำ�เนนิการ

ตรวจวิเคราะห์มีประสิทธิภาพ นอกจากการตรวจ

วิเคราะห์ที่มีความสะดวก และรวดเร็วแล้ว การพัฒนา

เทคนิค และเลือกใช้เครื่องมือสำ�หรับตรวจวิเคราะห์ที่มี

ความหลากหลาย เป็นมาตรฐานสากล เช่น การตรวจ

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค DNA sequencing, RFLP, 

HPFH เป็นตน้ จะช่วยให้ผลการตรวจวิเคราะห์ ถูกตอ้ง 

แม่นยำ� และมีความน่าเชื่อถือมากยิ่งขึ้น ซึ่งเป็นโอกาส

ในการพฒันาตอ่ไปในรายทีม่กีารกลายพนัธุท์ีพ่บไดน้อ้ย

อย่างไรก็ตาม การดำ�เนินโครงการเพื่อการ

ป้องกันและควบคุมโรคเบตาธาลัสซีเมียรุนแรง มักพบ

ปัญหาและอปุสรรคท่ีสำ�คัญ ไดแ้ก่ หญงิตัง้ครรภ์ท่ีมีบุตร

ในครรภ์เสี่ยงต่อโรคเบตาธาลัสซีเมียรุนแรงไม่ได้รับ 

การวินิจฉัยทารกในครรภ์ รวมถึงพบปัญหาในการติด 

ตามสามีมาตรวจเลือด(9) จากการให้บริการของศูนย์ 

ธาลสัซีเมยีในเขตพืน้ทีภ่าคอสีานพบว่า ยงัมคีูฝ่ากครรภ์

บางส่วนเข้าไม่ถึงการบริการ จึงควรจัดให้มีศูนย์บริการ

ตรวจโรคเบตาธาลัสซีเมียรุนแรงอย่างครบถ้วนท่ัวถึง 

รวมทั้งควรมีรูปแบบการติดตามให้สามีมาตรวจเลือด 

เนื่องจากในบางกรณีที่ภรรยามีผลการตรวจคัดกรอง 

ผิดปกติ ยังไม่สามารถติดตามสามีมาตรวจเลือดได้ 

ครบท้ังหมด ทำ�ให้มีความเสี่ยงท่ีจะมีผู้ป่วยโรคเบตา-

ธาลัสซีเมียรายใหม่เกิดขึ้น(10) การกำ�หนดให้มีการเจาะ

เลอืดสามตีัง้แตค่รัง้แรกทีพ่าภรรยามาฝากครรภ ์อาจเปน็

แนวทางหนึ่งในการแก้ไขปัญหาดังกล่าวได้ดี จากการ

ศกึษาของจำ�รสั วงศค์ำ� และคณะ(11) พบวา่การจดับรกิาร

Table 3	 The prenatal diagnosis results in 14 subjects that are affected for severe thalassemia  
	 syndromes

	 Severe thalassemia syndrome	 Mutation	 Number	 Percent

Homozygous β0-thalassemia	 CDs 41/42 (-TTCT)	 1	 7.14

β0-thalassemia/HbE		  13	 92.86

	 CDs 41/42 (-TCTT)/HbE	 8	 57.14

	 CDs 71/72 (+A)/HbE	 2	 14.29

	 IVS 1.1 (G>T)/HbE	 1	 7.14

	 CD 27 (+C)/HbE	 1	 7.14

	 CD 17 (A>T)/HbE	 1	 7.14



มลทิชา สูญกลาง และคณะ7428

ตรวจคัดกรองธาลัสซีเมียท้ังสามีและภรรยาอย่างเป็น

ระบบ เบ็ดเสร็จครั้งเดียว ร่วมกับการผสานเข้ากับ

โครงการสายใยรักแห่งครอบครัว ซึ่งมีการให้คำ�แนะนำ�

สุขศึกษาในรูปแบบโรงเรียนพ่อแม่ ช่วยให้สามารถ

ติดตามตรวจเลือดสามีเพื่อตรวจหาคู่เสี่ยงได้เพิ่มขึ้น 

สำ�หรับการให้คำ�ปรึกษาด้านพันธุศาสตร์ใน

กรณีที่มีผลการตรวจพบว่ามีความเสี่ยงที่จะให้กำ�เนิด

ทารกที่มีโรคเบตาธาลัสซีเมียรุนแรงนั้น ดำ�เนินการโดย

เจา้หนา้ทีซ่ึง่ผา่นการอบรมเก่ียวกับการใหค้ำ�ปรึกษาดา้น

พนัธศุาสตร ์ในขัน้ตอนการใหค้ำ�ปรึกษานี ้มคีวามสำ�คญั

มากที่จะให้ความรู้เกี่ยวกับโรค อัตราเสี่ยงของบุตร  

รวมถึงการสนับสนุนทางจิตใจ ซึ่งทั้งหมดจะมีส่วนช่วย

ในการตดัสนิใจรกัษาทารกในครรภ ์หรอืพจิารณายติุการ

ตั้งครรภ์ได้อย่างทันท่วงที ช่วยป้องกันและลดจำ�นวน 

ผู้ป่วยโรคเบตาธาลัสซีเมียรายใหม่ได้ 

สรุป
รูปแบบการดำ�เนินงานเพื่อควบคุมและ

ป้องกันโรคเบตาธาลัสซีเมียรุนแรงรายใหม่ที่พัฒนาขึ้น 

มีการนำ�องค์ความรู้และเทคโนโลยีด้านธาลัสซีเมียที่มี

ความก้าวหน้ามาใช้ประโยชน์ (one tube service - one 

stop service) ช่วยลดระยะเวลาในการส่งตรวจ โดย 

มุ่งเน้นให้มีการทำ�งานร่วมกันอย่างบูรณาการของ 

สหสาขาวิชาชีพ สามารถควบคุม และลดการเกิดใหม่

ของโรคเบตาธาลัสซีเมียรุนแรงได้ดี สามารถใช้เป็น

แนวทางสำ�หรบัการวางแผนปอ้งกันโรคเบตาธาลสัซเีมยี

รุนแรงให้มีประสิทธิภาพสูงขึ้น

กิตติกรรมประกาศ 
คณะผู้ วิ จั ย ขอขอบคุณ เจ้ าหน้ าที่ ศู นย์  
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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
อังกฤษ จำ�นวน 3-5 คำ�) บทนำ�  (introduction) 
ประกอบด้วยเหตุผลและวัตถุประสงค์ ในการวิจัย  
4) วัสดุและวิธีการ (materials and methods) 
รายละเอียดของเครื่องมือและน้ำ�ยา รวมทั้งขั้นตอนที่
สำ�คัญควรระบุให้ชัดเจน 5) ผลการวิจัย (results) 
เขียนใจความสั้นและชัดเจน อาจใช้ตารางหรือภาพ
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