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ซึ่งสามารถส่งบทความได้ทั้งรูปแบบภาษาไทยและภาษาอังกฤษ โดยลงทะเบียนเพื่อส่งบทความ 

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

php/jmt-amtt/index และเลือก “สำ�หรับผู้แต่ง” เพ่ือศึกษาการเตรียมต้นฉบับบทความประเภทต่าง ๆ 

ของวารสารฯ ก่อนเลือก “ส่งบทความ” เข้าสู่ระบบออนไลน์ และขอเชิญชวนผู้แต่งส่งบทความปริทัศน์  

(Review article) พร้อมคำ�ถามแบบปรนัย จำ�นวน 5-10 ข้อ ซ่ึงบทความที่ได้รับการตีพิมพ์ 

ในวารสารเทคนิคการแพทย์ จะถูกนำ�ไปใช้ในการเก็บคะแนน CMTE สำ�หรับนักเทคนิคการแพทย์ต่อไป

	 สำ�หรับบทความในวารสารฉบับนี้ ประกอบด้วย บทความปริทัศน์ จำ�นวน 1 เรื่อง คือเรื่อง 

“การประยุกต์การทดสอบไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอในมนุษย์” บทความนิพนธ์ต้นฉบับ (Original  

article) จำ�นวน 7 เรือ่ง โดยเนือ้หาของบทความ จดัตามกลุม่วชิาดงันี ้1) บทความทางดา้นกณิวทิยาและ 

ไวรัสวิทยา จำ�นวน 3 เรื่อง 2) บทความทางด้านจุลชีววิทยา จำ�นวน 2 เรื่อง 3) บทความทางด้าน 

การวิจัยการศึกษา จำ�นวน 1 เรื่อง และ 4) บทความทางด้านเคมีคลินิก จำ�นวน 1 เรื่อง

	 วารสารเทคนิคการแพทย์จะเผยแพร่เป็นรูปแบบออนไลน์ทั้งหมด ตั้งแต่ฉบับปี 52 ฉบับที่ 1 

เดือนเมษายน 2567 เป็นต้นไป

	 สมชาย วิริยะยุทธกร
	 บรรณาธิการวารสารเทคนิคการแพทย์
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●  คลอเฮกซิดีนกลูโคเนต (CHG): 
 บทบาทการต้านเชื้อจุลชีพและแนวทาง
 การใช้งานทางการแพทย์
  ณัฐมน นิยมเดชา
●  ความแตกต่างของหมู่เลือดเก้าระบบ
 ในมนุษย์สามชาติพันธุ์หลัก
  กัลยา เกิดแก้วงาม และ
  จินตนา ทับรอด

●  การตรวจหาการปนเปื้อนของปรสิต
 ในผักสด จากอำาเภอพระนครศรีอยุธยา
  จังหวัดพระนครศรีอยุธยา
  นันทพร จงกลนี และ 
	 	 ดุจดาว	ทรงธรรมวัฒน์

สารบัญ
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5151●  ผลของการเสริมวิตามินซี ต่อการ 
เปลี่ยนแปลงระดับไขมัน และอัตราส่วน

 ไตรกลีเซอไรด์ต่อโคเลสเตอรอลใน
 ไลโปโปรตนีชนดิความหนาแนน่สูง ในผูป้ว่ย

เบาหวานชนิดที่ 2
  จินตนา เส็งสุข
	 	 สาวิตร	สงวนวงศ์
   อรทัย ตั้งวรสิทธิชัย
   และ สุรพล ตั้งวรสิทธิชัย
●  ภาวะเครียดทางออกซิเดชันเพิ่มสูงขึ้น
 ในผู้ป่วยโรคเบาหวานชนิดที่ 2 
 ที่มีภาวะแทรกซ้อนทางไต
  งามตา หมื่นยา
  และ สุรพล ตั้งวรสิทธิชัย
●  การตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอเพื่อวินิจฉัย
 ก่อนคลอด โรค Hemoglobin Bart’s 
 Hydrops Fetalis ในโรงพยาบาลราชวิถี
  ภัทราภรณ์	บุญขันท์	และ
	 	 กุลภัสสรณ์	แสงสีเขียว
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Abstract
Mitochondrial DNA (mtDNA) is a useful genetic marker that can be applied in various  

applications including the human evolution study, anthropology, maternal lineage identification in 

forensic genetics, as well as the mutation variations of mitochondrial genes to predict the medical 

diagnosis. The mtDNA mutation variations are collected from popular international databases  

including GenBank, EMPOP, and MITOMAP used as references and mtDNA data comparison to 

achieve the quality and standardized analysis.
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 51 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2566 บทความปริทัศน์

การประยุกต์การทดสอบไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอในมนุษย์

ประภัสสร อารีสิริสุข และ บุษบา ฤกษ์อำ�นวยโชค*

ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร

บทคััดย่่อ
ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mitochondrial DNA: mtDNA) เป็นเครื่องหมายพันธุกรรม  

(genetic marker) ที่มีประโยชน์และสามารถนำ�มาประยุกต์ได้หลายด้าน เช่น การศึกษาวิวัฒนาการของ

มนุษย์ การศึกษาด้านมานุษยวิทยาการพิสูจน์เอกลักษณ์บุคคลในงานนิติพันธุศาสตร์ รวมไปท้ังความ

ผันแปรของการกลายในไมโทคอนเดรียลยีนสำ�หรับทำ�นายการเกิดโรคในทางการแพทย์ ความผันแปร

ของตำ�แหน่งการกลายท่ีได้มีการรวบรวมไวใ้นฐานขอ้มูลสากลท่ีได้รบัความนิยม เช่น GenBank, EMPOP 

และ MITOMAP สำ�หรับใช้ในการอ้างอิงและเปรียบเทียบข้อมูลไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอเพื่อให้การ

วิเคราะห์มีคุณภาพและได้มาตรฐาน

คำ�สำ�คัญ:  จีโนมของไมโทคอนเดรีย ตำ�แหน่งการกลายในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ ฐานข้อมูล
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การประยุกต์การทดสอบไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอในมนุษย์ 8663

1.	 บทนำำ�
ไมโทคอนเดรีย (mitochondria) เป็น 

ออร์แกเนลล์ของเซลล์ (cellular organelle)  

มดีเีอ็นเอเปน็สารพันธกุรรมของตวัเองโดยเฉพาะเรยีก

ว่า ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mitochondrial DNA: 

mtDNA) ในเซลล์ของมนุษย์ ไมโทคอนเดรียล

ดีเอ็นเอ มีลักษณะเป็น double stranded DNA ที่มี

ลักษณะเป็นวงกลม สามารถจำ�ลองโมเลกุลดีเอ็นเอ

และสังเคราะห์โปรตีนได้เอง ซึ่งมีการกระจายอยู่ใน 

ไซโทพลาสซึม ภายในเซลล์จะมีไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ

ประมาณ 1,000-10,000 ชุด(1, 2) แตกต่างจากดีเอ็นเอ

ในนิวเคลียส (nuclear DNA) ที่พบเพียง 2 ชุดต่อ

เซลล์ ด้วยคุณสมบัตินี้จึงนิยมตรวจไมโทคอนเดรียล

ดเีอน็เอในกรณีท่ีไมส่ามารถตรวจดเีอน็เอในนวิเคลยีส

ไดอ้ยา่งสมบรูณ์ เช่น การตรวจตวัอยา่งสง่ตรวจทีเ่สือ่ม

สภาพ หรือไม่มีดีเอ็นเอในนิวเคลียส เป็นต้น

จีโนมของไมโทคอนเดรีย (mitochondrial 

genome) มีความยาว 16,569 คู่เบส (base pair) 

และยีน 37 ยีน ประกอบด้วยยีนท่ีถอดรหัสเป็น 

อาร์เอ็นเอถ่ายโอน (transfer RNA: tRNA) จำ�นวน 

22 ยีน เป็นไรโบโซมัลอาร์เอ็นเอ (ribosomal RNA: 

rRNA) จำ�นวน 2 ยีน และเปน็รหสัของการสงัเคราะห์

โปรตีนจำ�นวน 13 ยีน เพื่อทำ�หน้าท่ีผลิตพลังงาน 

ในรูปของอะดี โนซีนไตรฟอสเฟต (adenosine  

t r i p h o s p h a t e :  ATP )  ใ ห้ แ ก่ เ ซ ล ล์ ( 1 - 3 )  

ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอมีโครงสร้างดังแสดงใน Fig. 1 

ท้ังนี้ลำ�ดับสารพันธุกรรมในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ

อาจมีการเปล่ียนแปลงได้ เน่ืองจากมีอัตราการกลายสูง 

มีรายงานว่าอัตราการกลายของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ

สงูกว่าดเีอน็เอนวิเคลยีสประมาณ 10-20 เทา่ จงึนยิม

ใช้ในการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ ซึ่งการ

ถ่ายทอดทางพันธุกรรมของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ 

มีรูปแบบการถ่ายทอดไม่เป็นไปตามกฎของเมนเดล 

(non-Mendelian inheritance) แตเ่ปน็การถา่ยทอด

ลักษณะพันธุกรรมผ่านแม่ (maternal inheritance) 

ผ่านทางไซโทพลาสซึม (cytoplasm) ของเซลล์ไข่

ของแม ่และถ่ายทอดไปยงัลูกรุน่ตอ่ไปทุกคนโดยไมม่ี

การรวมตัวหรือแลกเปลี่ยนพันธุกรรมกับดีเอ็นเอจาก

สายพ่อ ทำ�ให้ความแตกต่างของไมโทคอนเดรียล

ดเีอ็นเอในรุน่ลกูหลานปจัจบุนัท่ีสบืสายจากบรรพบรุษุ

หญิงเดียวกันในอดีตเกิดขึ้นจากผลของการกลายที่

เกิดข้ึนใหมท่ัง้ส้ิน(4, 5) นอกจากนี้ในบางกรณีการกลาย

ท่ีเกิดข้ึนในยีนของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเออาจทำ�ให้

เกิดโรคไดเ้ช่นกัน จากหลักการถ่ายทอดทางพนัธุกรรม

ผ่านแม่ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ อีกทั้งขนาด

ข้อมลูลำ�ดบัสารพนัธุกรรมในจีโนมของไมโทคอนเดรยี 

มขีนาดไม่ใหญ่มากและยิง่ไปกว่านัน้ดว้ยเทคโนโลยีใน

การหาลำ�ดับพันธุกรรมในปัจจุบัน ทำ�ให้สามารถ

วิเคราะห์ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ ได้ในเวลาอันรวดเร็ว  

ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอจึงเป็นอีกหนึ่งเครื่องหมาย

ทางพันธุกรรม ท่ีนิยมนำ�มาประยุกต์ท้ังทางด้านการ

ศึกษาทางวิวัฒนาการ (evolution) มานุษยวิทยา 

(anthropology)  นิติพันธุศาสตร์ (forensic genetics) 

และการแพทยเ์พือ่วนิจิฉยัโรคทีเ่กิดจากการกลายของ

ยีนในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอได้เป็นอย่างดี 
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Fig. 1  Mitochondrial DNA structure and common mutant regions for several applications.

2.	รู ปแบบการรายงานข้้อมููลการกลายของ
ไมโทคอนเดรีียลดีีเอ็็นเอ 

การตรวจหาลำ�ดบันวิคลีโอไทด์ในไมโทคอน-

เดรียลดีเอ็นเอมีหลายเทคนิค ได้แก่ การหาลำ�ดับ 

นวิคลีโอไทดด์ว้ยเทคนคิแซงเกอร ์(Sanger sequenc-

ing) และเทคโนโลยี next generation sequencing 

: (NGS) นอกจากนีย้งัมเีทคนคิใหมท่ี่ใชต้รวจหากลุม่

ตำ�แหน่งการกลายท่ีสำ�คัญของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ

และมีผลต่อการทำ�นายโรคท่ีจำ�เพาะได้ในคราวเดียว 

เรียกว่า เทคนิค multiplex ligation-dependent 

probe amplification (MLPA) โดยทุกเทคนิคมี 

จุดมุ่งหมายเดียวกันคือ การศึกษาความหลากหลาย 

ของรูปแบบการกลายของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ  

รปูแบบการรายงานตำ�แหนง่การกลายจึงมคีวามสำ�คญั

โดยรายงานตำ�แหน่งการกลายของไมโทคอนเดรียล

ดีเอ็นเอ ซึ่งเปรียบเทียบลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ในไมโท-

คอนเดรยีลดเีอน็เอของตวัอยา่งท่ีตอ้งการตรวจพสิจูน์

กับลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ

อา้งองิ (revised Cambridge Reference Sequence: 

rCRS 1999; NC_012920.1) ที่รายงานโดย  

Andrews และคณะ(6) ซึ่งเป็นรูปแบบตำ�แหน่งที่ 

แตกต่างไปจากลำ�ดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิง (rCRS 1999; 

NC_012920.1)(6) และชนิดของนิวคลีโอไทด์ท่ี

เปลี่ยนไป ในท่ีนี้จะยกตัวอย่างการรายงานรูปแบบ

การกลายของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ 3 รูปแบบ 

ได้แก่
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(1)	การกลายแบบเฉพาะจุด (point muta-

tion) คอื การเปล่ียนชนดิของนวิคลีโอไทด์ในตำ�แหนง่

นั้น เช่น นิวคลีโอไทด์ตำ�แหน่งท่ี 16093 ในบริเวณ HVR 

1 (hyper variable region 1) มีการกลายพันธุ์จาก  

เบส T เป็น C จะมีรูปแบบการเขียนได้ดังนี้  

T16093C 16093C หรือ 16093T>C เป็นต้น

(2)	การกลายแบบขาดหาย (deletion  

mutation) คือ การขาดหายไปของนิวคลีโอไทด์ท่ีตำ�แหน่ง

นั้น อาจจะมีการหายไปเพียง 1 เบส หรือ หายไป

มากกว่า 1 เบส เช่น นิวคลีโอไทด์ตำ�แหน่งที่ 249 ใน

บริเวณ HVR 2 มีการกลายแบบขาดหายของเบส A 

จะมรีปูแบบการเขียนได ้ดงันี ้249DEL, 249del หรอื 

249- เป็นต้น

(3)	การกลายแบบสอดแทรก (insertion 

mutation) คือ การเพิ่มนิวคลีโอไทด์เข้าไปในลำ�ดับ

ดีเอ็นเอตำ�แหน่งนั้น ซึ่งอาจจะเพิ่มข้ึนเพียงจำ�นวน  

1 เบส หรือมากกว่า 1 เบส ที่เป็นชนิดเดียวกัน หรือ 

เบสตา่งชนดิกันก็ได ้เชน่ นวิคลีโอไทดต์ำ�แหนง่ที ่309 

ในบริเวณ HVR 2 มีลำ�ดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิง คือ C 

แต่มีการเพ่ิมจำ�นวน C มา 1 เบส จะมีรูปแบบการเขียน

ได้ดังนี้ 309.1C หากมีการเพิ่มจำ�นวน C มา 2 เบส 

จะมรีปูแบบการเขียนไดด้งันี ้309.2C โดยตวัเลขหลงั

ตำ�แหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ีเกิดการกลายจะแสดงจำ�นวน

นิวคลีโอไทด์ที่เพิ่มขึ้น(2, 7) 

3.	 การประยุกุต์์ข้้อมูลูการกลายในไมโทคอน-
เดรีียลดีีเอ็็นเอ 

จากการรายงานพบว่ามีการนำ�ข้อมูลลำ�ดับ

นิวคลีโอไทด์ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอมาประยุกต์

อย่างแพร่หลายในงานวิจัยหลายด้าน ซึ่งในงานวิจัย

แต่ละด้านจะใช้รูปแบบการรายงานท่ีเป็นมาตรฐาน

เดียวกัน โดยอาจจะมีความจำ�เพาะเจาะจงมากขึ้นใน

บางรายงานแต่ไม่ไดเ้ปลีย่นแปลงจากเดมิมากนกั โดย

มีข้อจำ�กัดหรือจุดเด่นในการรายงานในแต่ละรูปแบบ

ของการประยุกต์ ซึ่งรูปแบบการรายงานหลักจะ

เป็นการรายงานรูปแบบตำ�แหน่งการกลายของ 

ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอเมื่อเปรียบเทียบกับลำ�ดับ 

นิวคลีโอไทด์อ้างอิง โดยมีการประยุกต์ข้อมูลความ

หลากหลายของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเออย่างแพร่หลาย 

ดังนี้

3.1 นิติพันธุศาสตร์ (forensic genetics) 

จากการท่ีรูปแบบการกลายของไมโทคอน- 

เดรียลดีเอ็นเอมีความหลากหลาย (mtDNA polymor-

phism pattern) มกีารถา่ยทอดทางพันธกุรรมผา่นแม่

ไปสูลู่กหลาน โดยเฉพาะลำ�ดบันิวคลีโอไทด์ในบริเวณ

ควบคุม (control region) ของไมโทคอนเดรียล

ดีเอ็นเอท่ีมีอัตราการกลายสูงกว่าบริเวณอื่น เรียกว่า 

hypervariable region (HVR) มี 3 บริเวณ ได้แก่ 

HVR1, HVR2 และ HVR3 หรือ เรียกว่า D-loop 

(displacement loop) นอกจากนี้การที่แต่ละเซลล์มี

จำ�นวน copy ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอภายใน

เซลล์เปน็จำ�นวนมาก ทำ�ให้มีโอกาสท่ีจะสกัดเอาไมโท-

คอนเดรียลดีเอ็นเอ ออกจากตัวอย่างที่เสื่อมสภาพ 

ตวัอยา่งท่ีไมส่มบรูณ์และไมม่นีวิเคลียสมาวเิคราะห์ได ้

การตรวจพิสูจน์ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ จึงเป็นอีก

หนึ่งการทดสอบทางนิติพันธุศาสตร์ที่นำ�มาใช้ในการ

พิสูจน์เอกลักษณ์บุคคล โดยสามารถวิเคราะห์ได้จาก

ความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์ที่บริเวณ HVR 1 

และ HVR 2 เปน็อยา่งนอ้ย(2, 8) หลกัการแปลผลของ

การตรวจพิสูจน์ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ อาศัยหลักการ

ท่ีบุคคลซึ่งสืบเช้ือสายมาจากสายมารดาเดียวกันจะมี

ลำ�ดบันวิคลีโอไทดข์องไมโทคอนเดรยีลดเีอ็นเอ ท่ีสอง

บริเวณดังกล่าวไม่แตกต่างกัน(2, 7) 

รูปแบบการรายงานผลของการตรวจวิเคราะห์

ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอในงานนิติวิทยาศาสตร์มีความ

สำ�คัญเป็นอย่างมาก รูปแบบการรายงานต้องได้มาตรฐาน

และสามารถเปรียบเทียบระหว่างห้องปฏิบัติการได้  

โดยแตล่ะหอ้งปฏิบตักิารตอ้งมหีลกัการรายงานผลตาม
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แนวทาง (guideline) ของ Scientific Working 

Group on DNA Analysis Methods (SWADM)(7) 

เพื่อให้มีการรายงานตำ�แหน่งและรูปแบบการรายงาน

ผลทีต่รงกัน ไดม้าตรฐานและสามารถเปรยีบเทียบผล

การตรวจพิสูจน์ได้ท่ัวโลก นอกจากนี้ยังมีรายงานว่า 

นอกจากบริเวณ HVR1, HVR2 และ HVR3 แล้ว

ยังมียีนที่อยู่บริเวณ coding region ที่นำ�มาใช้ตรวจ

เพิ่มเติมได้ เช่น ND4 และ ND5 ที่ให้ค่า power of 

discrimination ใกลเ้คยีงกบั HVR1 และ HVR2(9) 

ซึ่งสามารถนำ�มาใช้เป็นเครื่องหมายพันธุกรรมทาง

เลือกเพื่อเพิ่มความสามารถในการพิสูจน์เอกลักษณ์

บุคคลได้ 

ในปัจจุบันเทคโนโลยีการหาลำ�ดับสารพันธุกรรม

ได้รับการพัฒนาอย่างรวดเร็วทำ�ให้ราคาถูกลง ทำ�ให้ 

มีการนำ�เทคโนโลยนีีม้าประยกุต์ในงานตา่ง ๆ  มากขึน้  

รวมทั้งการใช้ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอในการพิสูจน์

ความสัมพันธ์ทางสายมารดาเป็นที่นิยมมากขึ้น(10, 11) 

นอกจากนี้ ข้อมูลความหลากหลายของชุดลำ�ดับ 

นิวคลีโอไทด์ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mtDNA 

haplotypes diversity) ของแต่ละประเทศมีความ

สำ�คัญและมีเอกลักษณ์ ในประชากรแต่ละกลุ่ม  

จึงมีการจัดกลุ่มรูปแบบ haplotype โดยจำ�แนกกลุ่ม

ประชากรตามความผันแปรของนิวคลีโอไทด์ ใน

ตำ�แหน่งต่าง ๆ เพื่อศึกษาความจำ�เพาะของกลุ่ม

ประชากรในแต่ละภูมิศาสตร์เรียกว่า haplogroup 

สำ�หรับอธิบายความจำ�เพาะของสารพันธุกรรม 

ของกลุ่มประชากรอีกด้วย การศึกษาความจำ�เพาะ 

ของประชากรของแต่ละประเทศจึงมีความสำ�คัญและ 

มีประโยชน์ในการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์บุคคล เช่น 

ในกรณีการตามหาบุคคลสูญหาย ซึ่งในประเทศไทย 

ได้มีการศึกษาทั้ง haplotype และ haplogroup ใน

กลุ่มประชากรไทยปัจจุบัน (modern Thai population) 

ซึ่ง haplogroup ที่พบมากที่สุดคือ F1a และพบใน

ลำ�ดับถัดมา ได้แก่ B5a และ M7b ตามลำ�ดับ(12)  

โดย haplogroup ดังกล่าว มีความผันแปรของ 

นิวคลีโอไทด์ในตำ�แหน่งท่ีจำ�เพาะในกลุ่มประชากร

เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ซึ่งมีภูมิศาสตร์ท่ีอยู่ ใกล้

ประเทศไทยอีกด้วย นอกจากน้ี ประภัสสร และคณะ(12) 

ได้ศึกษา haplogroup ในกลุ่มประชากรไทยปัจจุบัน

และได้นำ�ข้อมูลไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอดังกล่าวไป

เผยแพร่ในฐานข้อมูล EMPOP ซึ่งนำ�ไปใช้ประโยชน์

ในการอ้างอิงและเปรียบเทียบกับข้อมูลอื่นได้

3.2 มานุษยวิทยา (anthropology) 

มานุษยวิทยา (anthropology) เป็น 

การศึกษาเก่ียวกับข้อมูลมนุษย์และศึกษาวิวัฒนาการ

ของมนษุย ์ซึง่เริม่มกีารใช้ไมโทคอนเดรยีลดเีอ็นเอใน

การศึกษาทางมานุษยวิทยาตั้งแต่ปีคริสต์ศักราช 

1987(13) ต่อมาการศึกษาเก่ียวกับพันธุศาสตร์ระดับ

โมเลกุลและพันธุศาสตร์ประชากร (population  

genetics) ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอมนุษย์ใน

ภูมภิาคตา่ง ๆ  ท่ัวโลกไดเ้พิม่ขึน้อยา่งรวดเรว็(14) ทำ�ให้

มีการประยุกต์ในการสืบค้นความสัมพันธ์ในแง่ของ

วิวัฒนาการและในแง่โครงสร้างทางภูมิศาสตร์ภายใน

กลุ่มประชากรได้เป็นอย่างดี 

จุดเด่นของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอท่ีเหมาะสม

ต่อการนำ�มาศึกษาด้านมานุษยวิทยา มีหลายประการ 

เช่น 

-	 ไมโทคอนเดรียมีจำ�นวน copy มาก 

ภายในเซลล์ ทำ�ให้มีโอกาสท่ีจะสกัดเอาไมโทคอนเดรียล-

ดีเอ็นเอจากตัวอย่างท่ีมีอายุเก่าแก่ซึ่งอาจอยู่ ใน 

สภาพที่ไม่ดีหรือเสื่อมสภาพ มาวิเคราะห์ได้

-	 ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอมีวิวัฒนาการ

ค่อนข้างเร็วเมื่อเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอในนิวเคลียส

ของสัตว์หลายชนิดรวมถึงมนุษย์
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- 	 ไมโทคอนเดรียลดี เ อ็นเอ ไม่ เ กิด  

genetic recombination และมีการถ่ายทอดทาง

พันธุกรรมผ่านสายแม่เท่านั้น ทำ�ให้การแปลผล 

ไม่ซับซ้อนเหมือนดีเอ็นเอในนิวเคลียส เนื่องจาก 

นิวคลีโอไทด์ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอมีลำ�ดับ 

คงเดิมทุกประการเมื่อมีการถ่ายทอดจากแม่ไปสู่ลูก  

ดังนั้นความแตกต่างในระดับนิวคลีโอไทด์ระหว่าง 

ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของแต่ละตัวอย่างจะสะท้อน 

ให้เห็นถึงความแตกต่างของวิวัฒนาการในแต่ละ

ประชากรได้(15) 

จากหลักการ ท่ีก ล่ าวมา ข้ างต้นพบว่า  

การศึกษาความหลากหลายของสารพันธุกรรมใน 

ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ ยังสามารถนำ�มาประยุกต์ใน 

การสืบสวน การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของซาก 

โครงกระดูกโบราณในแหล่งโบราณคดี และความ

สมัพนัธร์ะหวา่งประชากรในพืน้ท่ีระหวา่งโครงกระดกู

กับชนกลุ่มต่าง ๆ  รวมทั้งระหว่างกระดูกโบราณกับ

พฤติกรรมการดำ�รงชีวิตของกลุ่มชาติพันธ์ุในแต่ละ

พื้นท่ีได้ ท้ังนี้ในประเทศไทยก็มีการศึกษาข้อมูลของ

ความหลากหลายของสารพันธุกรรมด้วยเช่นกัน  

โดยทำ�การศึกษายีนไมโทคอนเดรียในส่วน HVR  

รวมไปถึงระดับไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอในจีโนม  

ของประชากรกลุ่มต่าง ๆ  ในปัจจุบันของประเทศไทย 

และมีงานวิจัยที่ศึกษากลุ่มประชากรโบราณ โดยมีทั้ง

แบบจำ�แนกโดยการท่ีใช้ภาษา เช่น กลุ่มประชากร

โบราณที่ใชภ้าษาตระกูลไต-กะได หรอืการจำ�แนกโดย

การที่ใช้กลุ่มประชากรโบราณตามภูมภิาคท่ีคน้พบ เชน่ 

บ้านเชียง รวมท้ังจากโครงกระดูกโบราณยุคสัมฤทธิ์

และยคุเหล็กทีขุ่ดคน้ในประเทศไทย ดว้ยความรว่มมอื

กับกรมศิลปากร โดยข้อมูลไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ 

ท่ีได้จะนำ�มาศึกษาและเปรียบเทียบทั้งในแง่ของ  

haplotype diversity, phylogenetic tree และ 

genetic distance รวมทั้งการจัด haplogroup แล้ว

นำ�ข้อมูลที่ได้มาบูรณาการกับข้อมูลด้านมานุษยวิทยา 

ประวัติศาสตร์ และโบราณคดี(11, 15-17) 

3.3 การวินิจฉัยโรคไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ  

(mtDNA diagnosis)

ในทางการแพทย์ความผิดปกติของยีนใน 

ไมโทคอนเดรียทำ�ให้เกิดโรคได้หลายโรค โดยเฉพาะ

อยา่งยิง่ในโรคท่ีเก่ียวข้องกับระบบประสาทและระบบ

กล้ามเนื้อ (neuromuscular system) ซึ่งเป็นระบบ

ท่ีต้องใช้พลังงานสูงและหากเกิดความผิดปกติขึ้นจะ

ส่งผลต่อระบบพลังงานในร่างกาย และส่งผลต่อการ

เกิดโรครา้ยแรงได ้โรคท่ีเกิดจากความผดิปกตขิองยนี

ไมโทคอนเดรียท่ีพบในปัจจุบันนั้นมีหลายโรค(18)  

มีการวิจัยและรายงานตำ�แหน่งการกลายในไมโท- 

คอนเดรียลดีเอ็นเอที่ ใช้ ในการวินิจฉัยโรคหลาย

ตำ�แหนง่ แตล่ะตำ�แหนง่จะจำ�เพาะตอ่โรคนัน้ ๆ  และ/

หรือเก่ียวข้องกับหลายระบบในร่างกาย เช่น โรค 

Leigh syndrome เป็นภาวะผิดปกติของระบบ

ประสาทที่หายาก ซึ่งเกิดจากการกลายของลำ�ดับ 

นิวคลีโอไทด์บริเวณยีน ATP6 โรค Mitochondrial 

Encephalopathy Lactic Acidosis and Stroke-like 

Episodes (MELAS) เป็นภาวะกรดแลกติกในเลือด

สูงร่วมกับภาวะคล้ายสมองขาดเลือด จะพบการกลาย

ของลำ�ดับนิวคลีโอไทด์บริเวณอาร์เอ็นเอถ่ายโอน 

(tRNA) นอกจากนี้ยังพบว่า โรค Myoclonic  

Epilepsy with Ragged Red Fiber (MERRF)  

เป็นภาวะการเคล่ือนไหวผิดปกติแบบกระตุกหรือ 

ลมชักก็พบการกลายของลำ�ดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 

อาร์เอ็นเอถ่ายโอน (tRNA) เช่นกัน ในรายงานนี้ได้

รวบรวมตำ�แหน่งการกลายที่สำ�คัญและทำ�ให้เกิดโรค 

ดังแสดงใน Table 1 และ Fig. 1 ซึ่งผู้เขียนได้ 

จัดทำ�โครงสร้างไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอและแสดง

ตำ�แหนง่การกลาย ดว้ยโปรแกรม biorender (https://

app.biorender.com/) โดยใช้ข้อมูลท่ีรายงานเก่ียวกับ
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ตำ�แหนง่การกลายจาก Habbane และคณะ(3) เพือ่ให้

เข้าใจได้ง่ายขึ้น

นอกจากน้ันแล้ว ยังพบว่าโรคท่ีพบได้บ่อยใน 

ประชากรท่ัวไป ส่วนหน่ึงเกิดจากความผิดปกติของยีน

ไมโทคอนเดรียได้ เช่น โรคเบาหวาน โรคพาร์คินสัน

และโรคอัลไซเมอร์(19-21) เป็นต้น ซึ่งโรคเหล่านี้เกิด

จากการกลายท่ีอาจจะเป็นการขาดหายไปของยีนไมโท-

คอนเดรียหรือมีการแทนท่ีตำ�แหน่งนิวคลีโอไทด์บาง

ตำ�แหน่งของยีนไมโทคอนเดรีย จากข้อมูลท่ีนักวิจัย 

กลุ่มอ่ืนรายงานว่า การจำ�แนกโรคไมโทคอนเดรีย ท่ีเกิด

จากความผิดปกติของยีนไมโทคอนเดรียมีหลายโรค  

โดยเฉพาะอย่างยิ่งในโรค Leber hereditary optic 

neuropathy (LHON) ท่ีผู้ป่วยมีอาการตามัวอย่าง

เฉียบพลัน LHON นับได้ว่าเป็นโรคไมโทคอนเดรียที่

พบมากท่ีสุดในประเทศไทย(3, 22) ปัจจุบันการตรวจ

หาตำ�แหน่งการกลายของโรคนี้ยังใช้การหาลำ�ดับ   

นิวคลีโอไทด์โดยวิธีแซงเกอร์ซึ่งถือว่าเป็นเทคนิค

มาตรฐาน (gold standard) แต่ในกลุม่โรคนีม้ตีำ�แหนง่

ท่ีเกิดการกลายพบในหลายยีนของไมโทคอนเดรีย  

ดังนั้นการใช้วิธีแซงเกอร์อาจจะไม่คุ้มค่าหากต้องการ

ทราบทุกตำ�แหน่งที่เกี่ยวข้อง ซึ่งในปัจจุบันมีการวิจัย

และพัฒนาเทคนิคอื่น ๆ เพื่อช่วยเพิ่มความรวดเร็ว 

และลดค่าใช้จ่ายในการตรวจวิเคราะห์ให้เหมาะสม 

เช่น วิธี multiplex ligation-dependent probe 

amplification (MLPA)(23) และนอกจากนี้ยังมีการ

พัฒนารูปแบบการหาลำ�ดับเบสให้ได้ปริมาณมากและ

รวดเร็วขึ้นโดยเทคโนโลยี NGS(3) เป็นต้น

Table 1 Mitochondrial genome mutation and disease.(3, 19-22)

Disease Organelle       Symptoms mtDNA 

mutation 

region 

Gene

Leber’s Hereditary 

Optic 

Neuropathy (LHON) eye

- eyesight loss, starting 

with painless blurriness 

- vision loss occurs 

because the cells in 

the optical nerve die 

m.3460G > A

m.11778G > A

ND1

ND4

m.14484T > C ND6

m.14459G > A ND6

Neurogenic Ataxia 

and Retinitis 

Pigmentosa (NARP)

nervous 

system

neuropathy m.8993T > G/C ATP6

Leigh syndrome central 

nervous 

system 

progressive neurological, 

seizures, poor sucking 

ability, loss of head control 

and motor skills 

m.8993T > G/C

m.9176T > G/C

ATP6

ATP6
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Disease Organelle      Symptoms mtDNA 

mutation 

region 

Gene

Mitochondrial 

Encephalopathy 

Lactic Acidosis and 

Stroke-like Episodes 

(MELAS) 

brain

lactic acidemia, epilepsy, 

and stroke 

m.3243A > G

m.3271T > C

tRNALeu (UUR)

tRNALeu (UUR)

Myoclonic Epilepsy 

with Ragged Red 

Fiber (MERRF)

muscle and 

nervous 

system

generalized epilepsy, 

ataxia, weakness, and 

dementia

m.8344AG tRNALys

Mitochondrial 

Encephalo-

cardiomyopathy
heart 

muscle

m.4320C > T tRNAIle

Mitochondrial 

Cardiomyopathy

heart muscle abnormalities m.12530A > G ND5

Mitochondrial 

Encephalomyopathy

m.6413T > C CO1

4. วิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์ลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์
ในไมโทคอนเดรีียลดีีเอ็็นเอ

เทคโนโลยีการหาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของ 

ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอในปัจจุบันมีหลายวิธี โดยวิธีหลัก

ท่ีใช้ในการหาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ในไมโทคอนเดรียล

ดีเอ็นเอที่นิยมใช้ มี 2 วิธี ได้แก่

4.1 การหาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้ 

เทคนิคแซงเกอร์ (Sanger sequencing)

ในปัจจุบันยังถือว่าเป็นวิธีมาตรฐาน (gold 

standard) ท่ีนิยมใช้ อาศัยหลักการ dideoxynucleotide 

chain termination ด้วยการนำ�นิวคลีโอไทด์ที่ดึงหมู่ 

Table 1 Mitochondrial genome mutation and disease.(3, 19-22) (Cont.)

hydroxyl บริเวณ carbon ตำ�แหน่งที่ 3 ออก ซึ่ง

ทำ�ให้หยุดการสร้างดีเอ็นเอ เรียกว่า dideoxynucleotide 

(ddNTP)  ประกอบด้วย ddATP, ddTTP, ddCTP 

และ ddGTP และนำ�มาตดิฉลากดว้ยสีฟลอูอเรสเซนต ์

(fluorescent dye) ซึ่งนิวคลีโอไทด์แต่ละชนิดจะมี

การตดิฉลากสีทีต่า่งกัน จากนัน้ใชเ้อนไซม์ในการสรา้ง  

ดี เอ็นเอสายใหม่จากดี เอ็นเอต้นแบบ (DNA  

template) ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ใหม่จะประกอบด้วย 

นิวคลีโอไทด์แต่ละตัวท่ีติดฉลาก เมื่อเข้าไปต่อกับ 

นิวคลีโอไทด์ก่อนหน้า จะทำ�ให้ปฏิกิริยาหยุดเน่ืองจากไม่มี

หมู่ hydroxyl group ที่มาสร้างพันธะ phosphodi-
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ester กับนิวคลีโอไทด์โมเลกุลใหม่ ทำ�ให้ดีเอ็นเอมี

ขนาดท่ีแตกตา่งกัน แลว้จงึนำ�มาแยกขนาดดว้ยเครือ่ง

วิเคราะห์ลำ�ดับสารพันธุกรรม ได้ข้อมูลอิเล็กโทรฟีโร-

แกรม (electropherogram) มาวิเคราะห์และ 

เปรียบเทียบกับลำ�ดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิงของไมโทคอน-

เดรียลดีเอ็นเอต่อไป(24) 

4.2 การหาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้ 

เทคโนโลยี Next Generation Sequencing (NGS) 

เป็นวิธีท่ีสามารถวิเคราะห์หาลำ�ดับนิวคลีโอ-

ไทด์ของดีเอ็นเอจำ�นวนมากได้พร้อมกัน (massively 

parallel sequencing) การทำ�ปฏิกิริยาแต่ละครั้ง

สามารถหาลำ �ดับนิวคลี โอไทด์ ได้ ถึ งประมาณ  

6 แสนล้านเบส (600 Gb) ในขณะที่วิธีการหาลำ�ดับ 

นวิคลีโอไทดแ์บบแซงเกอรจ์ะหาลำ�ดบันวิคลีโอไทด์ได้

เพียง 1 พันเบส(25)  โดยเทคโนโลยีนี้มีหลักการทั่วไป

คือ การอ่านลำ�ดับเบสในขณะเกิดปฏิกิริยาสังเคราะห์

สารพันธุกรรม (sequence by synthesis) สามารถ

แบ่งประเภทตามความยาวของสารพันธุกรรมท่ีถูก

สังเคราะห์ได้เป็น 2 ประเภท ได้แก่

(1) การสังเคราะห์สารพันธุกรรมสายสั้น 

(short reading) บนเทคโนโลยี second generation 

sequencing เช่น 

- 	 เทคโนโลยีของ Illumina ที่ใช้การอ่าน

ลำ�ดับเบสด้วย fluorescence detection 

-	 เทคโนโลยีของ Ion torrent ใช้หลักการ

อ่านลำ�ดับเบสด้วย Ion detection

-	 เทคโนโลยีของ Applied Biosystems 

สามารถอ่านลำ�ดับเบสจากสารเรืองแสงที่ติดฉลากบน

ชดุสารพนัธกุรรม 10-20 เบส ซึง่สุม่ปล่อยเข้าสูร่ะบบ

เพื่อเข้าคู่สมกับสารพันธุกรรมต้นฉบับ (เรียก

เทคโนโลยี sequence by ligation) 

ข้อจำ�กัดของการสังเคราะห์สารพันธุกรรม

สายสัน้ ไดแ้ก่ มีโอกาสท่ีส่วนของสารพนัธกุรรมจะถูก

อ่านไม่เท่ากันจากขั้นตอนเตรียม library (enrich-

ment bias) จึงอาจเกิดปัญหาการจัดวางเทียบกับ

ลำ�ดับเบสในกรณีเกิดการสอดแทรกและการขาดหาย

ไปของเบส (insertion-deletion) และกรณีลำ�ดบัเบส

ซ้ำ�ขนาดยาว

(2) การสังเคราะห์สารพันธุกรรมสายยาว 

(long reading) บนเทคโนโลยี third generation  

sequencing 

-	 เทคโนโลยีจากบริษัท PacBio ที่อาศัย 

DNA polymeasase สังเคราะห์สารพันธุกรรมสาย

ยาว พรอ้มอา่นลำ�ดบัเบสจากสารเรอืงแสงแตล่ะลำ�ดบั 

-	 เทคโนโลยีจากบริษัท Oxford Nanopore 

ท่ีอาศัยการสังเคราะห์สารพันธุกรรมบนรูขนาดเล็ก 

และทำ�การบันทึกลำ�ดับเบสจากความต่างศักย์ท่ี

เปลี่ยนแปลงทีละลำ�ดับ เมื่อเสร็จกระบวนการจะได้

ไฟล์รหัสพันธุกรรมพร้อมข้อมูลคุณภาพเช่นเดียวกัน

ข้อจำ�กัดของการสังเคราะห์สารพันธุกรรม

สายยาว ได้แก่ โอกาสเกิดความผิดพลาดในปฏิกิริยา 

polymerization สูงขึ้นเมื่อสังเคราะห์สายพันธุกรรม

ท่ียาวขึ้นเนื่องจากเอนไซม์ท่ี ใช้ ไม่ทำ�งานในการ 

ตรวจสอบความถูกต้อง (proof reading)(3,26)

การวิเคราะห์ข้อมูลลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ด้วย 

วิธ ีNGS จะใช้โปรแกรมท่ีจำ�เพาะในการวเิคราะหเ์พือ่

ให้ได้ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ

ซึง่นำ�มาเปรยีบเทียบกับลำ�ดบันวิคลีโอไทดอ์า้งองิและ

รายงานตำ�แหนง่ท่ีเกิดการกลายแล้วนำ�ไปประยกุต์ใน

งานด้านต่าง ๆ ต่อไป

ในปจัจบุนังานทางนติพินัธศุาสตรย์งันยิมใช้

วิธีการหาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์แบบแซงเกอร์ ซึ่งยังคง

เป็นวิธีมาตรฐาน โดยจะเลือกใช้บริเวณท่ีมีความ 

หลากหลายบนบริเวณควบคุม (control region) ซ่ึงเรียก



การประยุกต์การทดสอบไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอในมนุษย์ 8671

ว่า hypervariable region (HVR 1 และ HVR 2) 

ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอเพื่อใช้ ในการตรวจ

วิเคราะห์ ซึง่มขีนาดของลำ�ดบันวิคลีโอไทดเ์พยีง 300-

400 คู่เบสเท่านั้น แต่ในงานด้านการวินิจฉัยโรค ที่ยัง

ไม่ทราบโรคท่ีจำ�เพาะเจาะจง จะนิยมใช้การหาความ

ผิดปกติของไมโทคอนเดรียลจี โนม โดย NGS 

เนื่องจากวิธีนี้สามารถหาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ในไมโท-

คอนเดรียลดีเอ็นเอทำ�ได้ในปริมาณมาก ครอบคลุม 

รวดเรว็และราคาคา่ใช้จา่ยถือว่ามคีวามคุม้คา่เมือ่เทียบ

กับข้อมูลที่ได้(3, 10) 

5.	 ฐานข้้อมููลจำำ�เพาะของไมโทคอนเดรีียล
ดีีเอ็็นเอ

ในปัจจุบันข้อมูลทางด้านไมโทคอนเดรียล

ดีเอ็นเอของมนุษย์มีจำ�นวนมากขึ้น และมีการนำ�ไป

ประยุกต์ใช้งานอย่างหลากหลาย ทั้งในด้านการศึกษา

วิวัฒนาการ มานุษยวิทยา นิติวิทยาศาสตร์ และการ

วินจิฉยัโรค ดงันัน้การรวบรวมขอ้มลูความหลากหลาย

ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของมนุษย์จึงมีความ

สำ�คัญ ฐานข้อมูลของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของ

มนุษย์ก็เป็นอีกช่องทางท่ีสามารถนำ�มาประยุกต์ใช้

ประโยชน์ได้โดยตัวอย่างฐานข้อมูลของไมโทคอนเดรียล

ดีเอ็นเอของมนุษย์ท่ีนิยมใช้และมีความน่าเช่ือถือ  

มีดังนี้ 

5.1	GenBank 

GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.

gov/genbank/) เป็น DNA sequence database ที่

เริ่มก่อตั้งเมื่อปี 1992 ซึ่งฐานข้อมูลนี้ประกอบด้วย

ข้อมูลลำ�ดับสารพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิตต่าง ๆ ทั้ง 

มนุษย์ สัตว์ พืช และจุลินทรีย์ และยังเป็นฐานข้อมูล

ท่ีสามารถนำ�ผลการวิเคราะห์ลำ�ดับสารพันธุกรรมมา

เปรียบเทียบเพื่อการวิจัยทางด้านประชากร หรือโรค

ทางพันธุกรรมได้อีกด้วย ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอก็

เป็นข้อมูลหนึ่งท่ีถูกรวบรวมในฐานข้อมูลนี้ซึ่งถือว่า

เป็นฐานข้อมูลลำ�ดับสารพันธุกรรมท่ีมีขนาดใหญ่

ทีส่ดุ(27, 28) แตเ่นือ่งจากฐานขอ้มลู GenBank มขีนาด

ใหญ่อาจเกิดข้อจำ�กัดในบางงานวิจัยท่ีต้องการข้อมูล

ท่ีจำ�เพาะจึงทำ�ให้ต้องใช้เวลาในการคัดกรองข้อมูล 

มากขึ้น

5.2 EMPOP 

EMPOP database (www.empop.com)(29) 

เป็นฐานข้อมูลความหลากหลายของตำ�แหน่งการ 

กลายในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอมนุษย์ ซึ่งรวบรวม

ข้อมูล haplotype diversity ของประชากรแต่ละ

ประเทศโดยมีรูปแบบการรายงานตำ�แหน่งการกลาย

ตามแนวทางของ Scientific Working Group on 

DNA Methods (SWGDAM) และมีการจัด  

haplogroup โดยใช้พ้ืนฐานจาก phylogenetic tree(30) 

ท่ีศกึษาความสัมพนัธ์เชิงวิวัฒนาการของส่ิงมชีวีติ โดย

ใช้องค์ความรู้พื้นฐานด้านพันธุกรรมเป็นตัวบ่งชี้ความ

สัมพันธ์ของแต่ละประชากร ซึ่งเป็นประโยชน์มากทั้ง

ทางด้านนิติพันธุศาสตร์ท่ีต้องการทราบความจำ�เพาะ

ของประชากรแตล่ะประเทศเพือ่ใช้ในการตามหาบคุคล

สูญหาย หรอืใช้อธิบายการอพยพยา้ยถ่ิน (migration) 

ของแต่ละกลุ่มประชากรในงานทางด้านมานุษยวิทยา

ได้อีกด้วย อย่างไรก็ตามฐานข้อมูลของ EMPOP  

คอ่นข้างจำ�เพาะกบังานดา้นการศกึษาประชากร จงึไม่

เหมาะกับงานวิจัยด้านการแพทย์

5.3 MITOMAP 

MITOMAP (A human mitochondrial 

genome database) (https://www.mitomap.org) 

เป็นฐานข้อมูลท่ีรวบรวมงานวิจัยท่ีรายงานความ 

หลากหลายของการกลายในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของ

มนุษย์ โดยจะรายงานในรูปแบบความถี่ของตำ�แหน่ง

ท่ีมกีารกลายในไมโทคอนเดรยีลดเีอ็นเอพรอ้มท้ังบอก

แหล่งที่มาของข้อมูลอย่างชัดเจน ซึ่งมีประโยชน์ใน
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ด้านการแพทย์ในการรายงานตำ�แหน่งที่ก่อให้เกิดโรค 

นอกจากนี้ยังรายงานความหลากหลายในแต่ละกลุ่ม

ประชากรทำ�ให้สามารถนำ�มาศึกษาความจำ�เพาะ 

ของแต่ละกลุ่มประชากรได้(31) จากการท่ีข้อมูลมี 

ความครอบคลุมมาก ผู้ใช้ข้อมูลต้องมีความรู้พื้นฐาน

ทางด้านความหลากหลายของตำ�แหน่งการกลายใน 

ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอเพ่ือท่ีจะเลือกใช้ข้อมูลได้อย่าง

เหมาะสมและรวดเร็วขึ้น

จากท่ีกลา่วมาท้ังหมด ฐานข้อมลูไมโทคอน-

เดรียลดีเอ็นเอแต่ละฐานข้อมูล มีข้อดีและข้อจำ�กัดที่

แตกต่างกัน ดังแสดงใน Table 2 ดังนั้นการเลือกใช้

ฐานข้อมูลได้อย่างจำ�เพาะเจาะจงจึงเป็นการเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการศึกษาวิจัยต่าง ๆ ได้รวดเร็วขึ้น  

อีกท้ังยงัเปน็ตวัช้ีวัดการคน้พบตำ�แหนง่การกลายชนดิ

ใหม่ในแตล่ะประชากร หรอืในงานท่ีศกึษาไดเ้นือ่งจาก

ในฐานข้อมูลได้รวบรวมงานวิจัยที่เคยพบตำ�แหน่ง

การกลายต่าง ๆ ไว้เป็นจำ�นวนมาก

หากมีเป้าหมายในการศึกษาข้อมูลการกลาย

พันธุ์ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอจีโนมท่ีเจาะจงแล้ว 

การเลือกใช้ข้อมูลท่ีจำ�เพาะในแต่ละงานจะช่วยเพิ่ม

ประสิทธิภาพ และสามารถนำ�ไปใช้ประโยชน์ได้อย่าง

ถูกต้อง และรวดเร็ว

Table 2 Comparison of human mitochondrial DNA database utilization (Data collecting date: March,  

	 2023).

No. Database Number of 

uploaded 

sequences 

Input data Output data Advantage Limitation

1. GenBank Real-time 

updated data

- Fasta file

- Bam file

- nucleotide 

sequence

- annotation 

of mtDNA  

- vast 

information on 

mitochondrial

DNA 

sequences 

available

- raw sequence 

data from 2 

sequencing 

methods 

(Sanger 

sequencing 

and NGS) 

available

  

too huge amount 

of genomic DNA 

information 

including 

mitogenome 

resulted in 

difficulty to 

get specific data 
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No. Database Number of 

uploaded 

sequences 

Input data Output data Advantage Limitation

2. EMPOP

database

- 46,963

HVR 1 and

HVR 2 region 

(16024-16365 

and 73-340)

- 38,361

control region 

(16024-576)

- 4,289 

full-length 

mitogenome

SNP 

haplotype 

e.g.  

16093C

- haplogroup 

information

- frequency of 

haplotype and 

haplogroup

from each 

population

was previously 

reported 

- the database 

available for 

haplogroup 

construction

haplogroup 

frequency 

data from 

worldwide 

population

 - the entered 

data of the 

database is 

specific

- specific 

information on 

population 

demographic 

diversity

3. MITOMAP - 78,884

control region 

(16024-576)

- 59,389

full-length 

mitogenome 

updated 

data of

GenBank 

sequences 

every 4-6 

months

- published 

data on 

human 

mitochondrial 

DNA variation

- reference 

source data

- frequency 

of mutation 

position 

data based on 

each 

population 

- large amount 

of data 

collection

- reference source 

of the information

- point mutation 

data based on 

position 

- link to connect 

to the relevant 

database 

effectively

- frequency of 

mitochondrial 

DNA mutation 

position of each 

population 

available

- hard to obtain

data, prior 

basic 

sequence 

information 

required

Table 2 Comparison of human mitochondrial DNA database utilization (Data collecting date: March,  

	 2023). (Cont.)
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บทสรุุป
ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของมนุษย์เป็น

ข้อมูลทางด้านพันธุกรรมท่ีมีประโยชน์และนำ�ไป

ประยุกต์ใช้ได้หลายด้าน การกลายของไมโทคอนเดรียล

ดีเอ็นเอในแต่ละตำ�แหน่ง สามารถนำ�ไปใช้ในการ

พิสูจน์เอกลักษณ์บุคคล ทำ�นายการเกิดโรค รวมท้ัง

การศึกษาเก่ียวกับต้นกำ�เนิดและการอพยพของกลุ่ม

ประชากรที่สนใจ และในปัจจุบันเทคโนโลยีด้านอณู

พันธุศาสตร์ได้พัฒนาไปอย่างรวดเร็ว การได้มาซึ่ง

ข้อมลูพนัธกุรรมของไมโทคอนเดรยีลดเีอน็เอจงึทำ�ได้

ง่ายและราคาคุ้มค่ากับข้อมูลที่ได้รับ จึงเป็นผลดีและ

มีประโยชน์ในการประยุกต์ใช้ในงานทางด้านต่าง ๆ 

เพิม่มากยิง่ขึน้ อีกท้ังปจัจบุนัไดม้รีะบบฐานขอ้มลูที่ได้

รวบรวมข้อมูลสารพันธุกรรมของไมโทคอนเดรียล

ดีเอ็นเอของมนุษย์ในด้านต่าง ๆ ไว้อย่างหลากหลาย 

และน่าเช่ือถือให้นำ�มาประยุกต์ใช้ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

ดังนั้นไมโทคอนเดรียลจี โนม จึง เป็นอีกหนึ่ ง

เคร่ืองหมายพนัธุกรรมทีน่า่สนใจศกึษาและมปีระโยชน์

ต่อการปฏิบัติงานด้านนิติวิทยาศาสตร์เป็นอย่างมาก

กิิตติิกรรมประกาศ
ขอขอบคณุห้องปฏบิตักิารมนษุยพ์นัธศุาสตร ์

ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาล

รามาธิบด ีมหาวทิยาลยัมหิดล ท่ีสนบัสนนุประสบการณ์

และองค์ความรู้งานวิจัยเก่ียวกับไมโทคอนเดรียล

ดีเอ็นเอ
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 51 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2566 นิพนธ์ต้นฉบับ

ปรากฏการณ์วิทยาต่อประสบการณ์ของอาจารย์เทคนิคการแพทย์
ในห้องเรียนกลับด้านโดยใช้บทเรียนออนไลน์แบบ

Small Private Online Course (SPOC)

พัชรินทร์ ปัญจบุรี1 เกียรติยศ กุลเดชชัยชาญ2 และ สมหญิง โลหะรังสิกุล3*
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2ศูนย์ความเป็นเลิศด้านการศึกษาวิทยาศาสตร์สุขภาพ คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 

มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร
3ภาคจุลชีววิทยาคลินิกและเทคโนโลยีประยุกต์ คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร

บทคััดย่่อ
ปจัจบุนัการจดัการศกึษาระดับอดุมศกึษานิยมใช้หอ้งเรยีนกลบัด้านโดยใช้บทเรยีนออนไลน์แบบ 

small private online course (SPOC) อย่างแพร่หลาย แม้ว่านักเรียนจะชื่นชอบรูปแบบของการเรียน

การสอนแบบปฏิรปูน้ีแต่ขอ้มูลเกีย่วกบัการรบัรูข้องอาจารย์ในการเรยีนการสอนรปูแบบใหม่น้ียงัมีจำ�กดั 

การศึกษาน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือสำ�รวจประสบการณ์ของอาจารย์เทคนิคการแพทย์เม่ือนำ�ห้องเรียนกลับด้าน
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Abstract
Small private online course (SPOC)-based flipped classroom mode has been widely used 

in higher education. Although students appreciated the reformed teaching curriculum, the  

information on teachers’ perceptions is limited. This study aimed to explore the experiences of 

Medical Technology (MT) teachers when SPOC-based flipped classroom was first implemented 

in the topic of detection of immunological reactions and applications in basic immunology course 

for undergraduate students. Through a phenomenological approach, ten immunological teachers 

agreed to participate in individual in-depth interviews. The transcriptions of the interviews, as 

qualitative data, were analyzed by independent reviewers using a thematic analysis approach.  

Six main factors related to the experiences of MT teachers in the process of reformed teaching 

were reported, including 1) Motivation, 2) In-class activities, 3) Formative assessment,  

4) Summative assessment, 5) Learning outcomes, and 6) Difficulty of teaching.  These elucidating 

categories might draw more attention to further SPOC-based flipped classroom applications and 

stimulate institutional support to improve teaching and learning in Medical Technology  

education.
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Introduction 
Traditional classrooms in healthcare 

education have progressively shifted towards 

a blended learning model.(1-2)  The most famous 

type is flipped classroom, in which pre-class 

learning materials such as videos, e-learning, 

and lecture notes are provided for self-learning.  

Students must complete their knowledge before 

connecting to face-to-face classes for more 

active learning strategies using reflection, 

problem-based discussion, or case-solving.(3-4)  

Medical students had high satisfaction and 

gained an increase in academic achievement 

when flipped classrooms were implemented  

in the studies of gynaecologic oncology,  

ophthalmology, endocrinology, radiology, and  

physiology.(1,2,5-7) Most students strongly 

agreed that this learning method leads to pleasure 

in learning and flexibility to motivate their 

education, enhance communication skills,  

and improve clinical thinking compared  

to conventional classroom teaching.(6-8)   

Additionally, some students perceived that the 

flipped classroom approach could enhance their 

lifelong self-directed learning skills compared 

to traditional lectures.(9)  

Since a small private online course 

(SPOC) is well-established as an online  

educational platform, the SPOC teaching mode 

is designed in a particular scope for a specific 

audience and therefore has a greater capacity 

to adapt to the interested needs.(10-11)  Normally, 

students access online videos or learning  

materials within the SPOCs under the guidance 

of teachers and then participate in classroom 

discussions and problem-solving activities.  

This specific characteristic allows SPOC to be 

a widely accessible tool for autonomous learning, 

which can reduce students’ high drop-off  

rate within the first week of the course.(12)   

In medical education, SPOC is commonly used 

to support the blended learning model of the 

flipped classroom. Medical students access 

online videos and reading materials in the  

SPOC and contribute effectively to in-class  

activities. (10, 13)  Post-graduate medical educators 

largely give positive feedback when using 

SPOC video technology and web conferencing  

software for integrated case conferences and 

in-depth neuroscience discussions across  

diverse locations in psychiatry training  

programs.(14) Additionally, the SPOC-based 

flipped classroom mode implemented in the 

physiology course demonstrated learning  

efficiency and fostered a deep understanding of 

knowledge for clinical undergraduate students.  

This was reflected in higher examination scores 

compared to students engaged in lecture-based 

learning. The significant difference in their 

scores can be attributed to the SPOC model’s 

video-based preview.(15)  Notably, the powerful 

application of SPOC-based flipped classrooms 

was seen in such enhancements of learning 

outcomes among undergraduate medical  

students in oral histopathology learning during 

the COVID-19 pandemic. Both students and 
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teachers expressed a positive reception towards 

this reform class and perceived it as improving 

self-directed learning while fostering an active 

atmosphere with deep participation.(16) 

In medical technology education, 

technology-enhanced education has been  

recently reported.  Medical technology students 

who participated in blended medical laboratory 

courses could improve their self-learning capacity 

and understanding of the underlying theories 

and problem-solving rather than traditional 

classroom teaching.  The achievement of their 

knowledge goals was significantly seen in the 

average scores on laboratory quizzes.(17) The 

flipped classroom strategy also encouraged the 

learning capacity of medical technology  

students and provided positive interaction for 

students to have high-order thinking in  

evidence-based medicine training compared to 

traditional classrooms.(18)  Furthermore, SPOC-

based flipped classroom modules showed good 

effectiveness in clinical hematology laboratory 

teaching, as they enhanced medical technology 

students’ confidence in their professional 

theories and practical skills. Most medical 

technology students showed positive attitudes 

and views on the reform class.(19)   SPOC based 

flipped classroom method also improved  

students’ knowledge of immunology reactions 

and applications by significantly increasing the 

overall scores on both the mid- and post-

conceptual tests among undergraduate medical 

technology students.  The results revealed that 

a greater interest and enjoyment, coupled with 

reduced anxiety in this reform course, could 

encourage students to connect the topic with 

their future careers.(20)

Although medical students have a 

strongly positive perception of the SPOC-based 

flipped classroom pedagogy(15, 21), investigating 

teachers’ perception and understanding of this 

reform teaching process is also important.  

Evidence shows that the role of teachers must 

be transformed into that of facilitators,  

mentors and designers of students’ learning, 

which is always a challenge for educators.(8, 22)  

Most teachers recognize that reform teaching 

has the potential to contribute to classroom 

interactions, leading to more active learning, 

higher order thinking, and improved student 

performance.(23-24)  This phenomenon is further 

supported by teachers’ perspective on their 

effective position in educational reform teaching, 

which has a positive impact on students’  

learning objectives.(25) The consolidated view 

from teachers is to utilize classroom time  

effectively for problem-solving activities,  

discussions, and engaging lesson delivery.(26)  

Collectively, teachers’ experience indicates that 

modern practices such as teamwork and class 

discussions are strongly associated with better 

students’ learning achievements, as compared 

to a traditional practices like rote learning and 

individual work.(23-26) Even though teachers 

have a positive attitude towards the flipped 

classroom, they still express concerns about 
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their competency in designing flipped learning, 

difficulties in pre-class and in-class activities, 

and technology-supported education.(27-28)  

Therefore, it is important to conduct in-depth 

interviews to investigate the exact factors  

influencing teachers’ experiences and  

perceptions during reform teaching.

Due to the benefits of SPOC, it is 

widely combined with flipped classrooms.  As 

a result,  there has been a growing interest in 

the application of SPOC-based flipped  

classrooms in Thailand.  Unfortunately, there 

is no information focused on the experience 

and perspective of medical technology teachers 

in SPOC-based flipped classroom pedagogy 

practice. To understand the lived experiences 

of teachers in the potential of this particular 

reform setting, a phenomenological approach 

as one of the qualitative research methods is 

often used based on in-depth interviews.(29-30)  

Hence, this study aimed to explore the  

experiences of medical technology teachers in 

adapting SPOC-based flipped classroom  

modules in immunology studies through a 

phenomenological approach. The results of this 

study can provide valuable information for 

medical technology teachers interested in  

designing reform pedagogy.  

Materials and Methods
1. Study design

Descriptive phenomenological research 

was conducted in this study to understand the 

experiences and perspectives of medical  

technology teachers who were the first to  

participate in the SPOC-based flipped  

classroom teaching method on the topic of  

immunological reactions and applications in a 

basic immunology course at the Faculty of 

Medical Technology, Mahidol University in 

Thailand.  A semi-structured interview guide, 

predominantly consisting of open-ended  

questions, was created and utilized to conduct 

interviews with medical technology teachers.  

The interviews aimed to investigate the benefits 

and obstacles associated with this pedagogical 

approach.  

2. Participants and settings

The instructional design of the SPOC-

based flipped classroom was developed from 

May to June 2020. It involved self-directed 

learning on the SPOC platform and face-to-face 

teaching activities in the classroom (Fig. 1).  

The SPOC platform was created within the 

online university settings, accessible via https://

mux.mahidol.ac.th/courses/course-v1: 

MU-MT+MTMI307+2019/course/.  To organize 

the pre-class tasks, medical technology students 

enrolled in the SPOC course using their  

individual MU login and were required to  

complete a pre-test.  Students could structure 

their learning process in the SPOC course by 

watching infographic videos, reading teaching 

documents, and completing post-tests related 

to the learning content in each topic. During 
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SPOC learning, teachers would release the 

teaching plan one week in advance to  

communicate the learning objectives and  

facilitate effective self-learning.  In classroom 

teaching time, all students were randomly  

divided into groups and engaged in face-to-face 

laboratory activities with teachers (student-to-

teacher ratio = 10:1 in each group).  Each group 

was assigned a question for discussion. The 

teachers acted as organizers and facilitators of 

learning, guiding students to find answers to 

problems on their own and inspiring their  

enthusiasm for information. The post-test in 

SPOC course and the in-class observation by 

teachers served as representative formative 

assessments. The extension of students’  

abilities after the SPOC-based flipped  

classroom module was evaluated using  

the course examination, which represented  

a summative assessment.  After the reformed 

teaching was completed, ten medical technology 

teachers responsible for the basic immunology 

courses were invited to participate in an  

in-depth interview. All participants had no 

previous training experience and practice in 

the SPOC-based flipped classroom method, 

and their individual characteristics are shown 

in Table 1. The participants were informed 

about the purpose of the interview, and  

measures were taken to ensure their anonymity 

and confidentiality. Subsequently, each  

participant signed the informed consent form 

and willingly participated in collecting data 

without compensation. The study was approved 

by the Central Institutional Review Board  

Ethics Committee of Mahidol University  

(MU-CIRB 2019/158.0710).  

Fig. 1 Instructional design of SPOC-based flipped classroom.
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Results
After completing the interviews and 

thematic analysis, six overarching themes of 

the participants’ experiences in SPOC-based 

flipped classroom emerged: Motivation,  

3. Data collection and analysis

Qualitative data were collected through 

a semi-structured interview guide with a  

preponderance of open-ended questions. The 

designed questions were guided by Park  

et al.(27), as provided in Table 2. During the 

interviews, individual participants shared their 

experiences and perceptions regarding the 

implementation of the SPOC-based flipped 

classroom. Each interview lasted approximately 

60 minutes. All interviews were transcribed 

and assigned a sequential number. When  

additional data were needed, it was collected 

by phone. For data analysis, the transcribed 

interviews were analyzed using a thematic 

analysis approach.(31) Firstly, the authors  

(SL and KK) individually read the data several 

times to better understand it and generated their 

own initial codes. Next, the authors searched 

for patterns and themes emerging from the 

codes and data. The codes were compared 

together, and any code that did not match was 

eliminated. Then, the themes were indepen-

dently reviewed by each author (SL, KK, and 

PP) to reach investigator triangulation. The 

authors engaged in discussions to define and 

label the themes, aiming to reach a consensus 

agreement.  Finally, all data and initial themes 

were revisited to ensure that they provided an 

authentic experience of the current teaching.

Table 2 Example of medical technology teachers interview questions.

1) What were motivations for SPOC based flipped classroom?

2) What did you learn from SPOC based flipped classroom including prerequisite learning, class 

activities, and formative and summative assessment?

3) Please explain what you experienced with SPOC based flipped classroom?

4) Please explain what were the difficulties in SPOC based flipped classroom?  

In-class activities, Formative assessment,  

Summative assessment, Learning outcomes, 

and Difficulties of teaching. The categories and 

codes in each theme are elaborated in Fig. 2.	
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Fig. 2	 Categories and themes of medical technology teachers’ experiences in SPOC-based flipped  

	 classroom.
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Motivation to use the SPOC based flipped 

classroom approach for supporting students’ 

learning 

All participants perceived that the 

SPOC-based flipped classroom approach  

created an effective learning environment for 

understanding and applying immunological 

reactions in a basic immunology course. This 

approach allowed students to organize their 

learning pace flexibly, anytime and anywhere, 

using the SPOC platform. Additionally, the 

well-prepared content on the SPOC, particulary 

the online videos, enhanced students’ learning 

abilities and performance. After their self-active 

learning and having the fundamental knowledge, 

students could develop their analytical thinking 

skills and enjoy the in-class laboratory session.  

One of the interviewed Medical Technology 

Teachers (MTT) stated:   

“Our intention was to design the 

SPOC online lessons following the “simple 

and practical” principle. This approach  

allowed our MT students to attentively  

acquire knowledge step-by-step, starting from 

the basic principles and progressing to test 

procedures, results, interpretations, and 

clinical applications in immunology. They  

had no restrictions to access the SPOC  

lesson until they reached their understanding” 

(MTT 06).

Another MTT stated that “the SPOC-

based flipped classroom helped my students 

learn by themselves; students were more  

enthusiastic and gained better analytical  

thinking processes” (MTT 04). 

In-class activities after implementing the 

SPOC-based flipped classroom

All participants described the benefits 

of SPOC-based flipped classroom in terms of 

high performance of in-class laboratory  

activities. Well-prepared students have the 

basic knowledge to grasp concrete information, 

increase their learning efficacy, and are more 

engaged in activities or laboratory demonstra-

tions.  This approach enables more students to 

enjoy in-class learning and application. As one 

of the Medical Technology Teachers (MTT)  

mentioned,

“Since all of them are aware of their 

participation in the class, they possess a deep 

understanding of the topic being studied here.  

They learn how to solve the question and 

make a discussion. When students enjoyed 

the face-to-face activities, my class was easy 

to organize and went so fast. I thought that 

it is impossible if they do not succeed in their 

understanding of the contents before”  (MTT 08).

In addition, one participant mentioned 

about the cost of laboratory setting that could 

be substituted by this reform andragogy. Adults 

have problem-centered approach for mastery 

that could be immediately reflected in the  

application of learning in real life. By engaging 

in SPOC VDO learning beforehand, students 

can gain a better understanding of essential 
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knowledge and minimize errors in the use of 

reagents and procedures during in-class labora-

tory activities. 

“I agreed with implementing the 

SPOC-based flipped classroom model because 

it could encourage students’ learning in special 

immunological testing that needs particular 

preparations such as procedures, reagents, and 

special equipments. Having online videos on 

the SPOC platform, students would catch up 

on the essential contents and procedure of 

special technique, and then achieve it in the 

in-class activities” (MTT 09).

However, one participant suggested 

that well-organized in-class activities enhanced 

students’ learning. MT teachers should  

develop a unique learning assessment for  

in-class activities to achieve the course learning 

outcomes for laboratory sessions.

“I felt that I am able to organize my 

classroom activities to enhance students’ 

learning effectively. However, we should  

have a special evaluation emphasizing  

students’ learning assessment for in-class 

laboratory activities to effectively meet the 

course learning outcomes for laboratory 

sessions” (MTT 05).

Formative assessment in the SPOC

The SPOC platform was designed to 

cater to undergraduate medical technology 

students, providing them with essential knowledge 

and conceptual tests related to the detection of 

immunological reactions and their applications.  

All participants perceived that having formative 

assessments freed students for their self- 

evaluation and provided opportunities for  

remedial self-improvement. If comprehensive 

sessions were missed, students could correct 

their confusion before taking the course  

examination. As one Medical Technology 

Teacher (MTT) mentioned,

“When individual students have  

self-active learning by watching online videos 

and reading documents via the SPOC  

platform, they gain fundamental knowledge 

and can evaluate themselves via pre- and 

post-tests provided in each topic. This  

self-assessment may reflect their learning 

performance and outcomes before having the 

actual course examination” (MTT 03).

Summative assessment after implementing the 

SPOC-based flipped classroom

Summative assessment is still necessary 

for evaluating the effectiveness of the SPOC-

based flipped classroom approach. The  

effectiveness of SPOC is evident in medical 

technology students who possess a solid  

knowledge base, as they are able to achieve 

higher scores in examinations and demonstrate 

higher-order thinking skills in this specific 

topic. Likewise, teachers have the ability to 

assess the increase in student learning outcomes 

and analyze the success of their reformed  

teaching pedagogy. As Medical Technology 
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Teacher (MTT) described it,

“I realized that summative assess-

ments, such as post-test, allow teachers to 

assess students’ learning outcomes. If  

students are able to meet the criteria of these 

assessments, it indicates the effectiveness of 

the learning materials in SPOC. However, if 

students do not meet the criteria, teachers 

should further improve and develop the  

lessons to assist students in achieving the 

course learning outcomes” (MTT 09).

“Summative assessment allows us to 

evaluate that our students have a better  

understanding and knowledge of certain  

topics, reflected by higher scores in the course 

examinations” (MTT 04).

Perceptions toward students’ learning  

outcomes 

Almost all participants (8 of 10)  

recognized that the initial implementation of 

the SPOC-based flipped classroom enhanced 

students’ performance in the knowledge of 

immunological laboratory testing.  Having the 

SPOC platform as a self-paced online learning 

tool can help students practice self-regulated 

learning. Students who prepare themselves 

before joining in-class activities as active learners 

can build their competence, learn more quickly, 

and synchronize their knowledge with tasks 

related to medical technology careers.  

As Medical Technology Teacher 

(MTT) mentioned,

“I noticed that some students watched 

the SPOC videos in advance, while others 

did not. Those who agreed to watch the  

videos beforehand had questions that could 

be used as an assessment to determine their 

level of preparation before attending  

the face-to-face laboratory sessions. A  

well-prepared student has relavant  

knowledge that I can build upon during  

in-class learning” (MTT 04). 

“If students manage their time  

effectively, they can learn the SPOC online 

lessons by themselves. After gaining  

knowledge, they have more time to complete 

the in-class activities” (MTT 05).

However, other participants (2 of 10) 

expressed concerns about the passive interaction 

of the SPOC online learning platform, as  

students had to engage in self-study. They 

noticed that students with different backgrounds 

require active participation in discussions and 

asking questions. As one Medical Technology 

Teacher (MTT) pointed out,

“Some students in my groups were 

not successful in actively learning via the 

SPOC platform.  They  forgot  their  knowledge, 

and I had to repeat the explanation before 

continuing the in-class activities” (MTT 02).

Another MTT noted that “Some  

students were not familiar with online learning.  

While studying online, they still needed a 

teacher to answer their questions or have 

real-time active participation. This lack of 
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understanding made it difficult to lead the 

in-class activities. Thus, I had to review the 

material again” (MTT 10). 

Difficulties in using the SPOC-based flipped 

classroom 

Although medical technology teachers 

accepted the benefit of SPOC-based flipped 

classroom in immunology learning environ-

ments, difficulties had been found.  Almost all 

participants (8 of 10) mentioned that it is hard 

to encourage students to complete the pre-class 

assignment or participate in all SPOC online 

sessions. Active students, who had self-learning 

via SPOC’s online videos, effectively partici-

pated in the in-class activities and showed 

stellar performance.  However, students,  who 

did not engage in pre-class preparation, might 

remain passive during the in-class activities.  

The complexity of the immunology contents 

and management of their self-learning time are 

also challenges for MT students. As one  

participant expressed concern, 

“The most challenging aspect of 

implementing the SPOC-based flipped  

classrooms is fostering students’ interest in  

self-learning platforms like SPOC. They have 

the potential to gain more knowledge and 

understanding if they engage in pre-tests, 

learn the video contents, and complete  

post-tests for each lesson. In our group, I rely 

on their cooperation and responsibility. 

However, I observed that some students 

struggled with the critical questions, while 

others excelled in interactive questions. The 

main issue was that some students did not 

study the lesson beforehand, resulting in a 

lack of basic knowledge required to discuss 

the questions effectively. Some students also 

expressed frustration with the complexity of 

immunological content, which hindered their 

progress in self-study” (MTT 07).

Likewise, the teachers’ role was 

changed as an accelerator or guide to stimulate 

classroom participation in this particular mode.  

However, one participant complained that this 

reform teaching is not suitable for Thai student 

behavior.  The teacher realized that motivating 

passive students to turn into an active mode in 

classroom participation could make their  

learning more enjoyable.

“When I posed questions during my 

class activities, there would be moments of 

silence before someone answered.  I tried to 

motivate them to engage in the class. It  

can be challenging to sustain active learning 

when Thai students tend to be shy in their 

nature.  After their participation in the class, 

it was difficult for me to gauge their level of 

knowledge” (MTT 01).

Additionally, one participant noted that 

the SPOC-based flipped classroom was tech-

nologically trasnformative. The provision of 

high-quality learning material could poten-

tially alleviate student anxiety in immunology 

learning.  Preparation of effective online teach-
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ing materials is difficult because it requires the 

necessary skills and is time-consuming to 

produce all the content.  However, our teachers’ 

team was less proficient in educational technology 

or video content production.  

“Among our team teachers, I am the 

youngest lecturer. I have less experience 

teaching and creating powerful online videos 

that are qualified in basic knowledge and 

easy for students to follow their immunology 

contents” (MTT 09). 

Discussions
Since the combination of SPOC and 

flipped classrooms are setting off a trend in 

teaching reform of medical education,  

recently, Mahidol University has supported the 

development and implementation of SPOC 

across multiple learning settings via https://

mux.mahidol.ac.th. Hence, we have initially 

introduced a SPOC-based flipped classroom 

curriculum for the detection of immunological 

reactions and their applications in the basic 

immunology course. This is because having a 

strong foundational knowledge of this topic is 

crucial for students to perform effectively in 

clinical laboratory testing.  Although medical 

technology teachers who participated in this 

study had various educational backgrounds and 

durations of teaching experience, no significant 

differences were found in their perspectives 

when implementing the SPOC-based flipped 

classroom method. This lack of difference may 

be attributed to their lack of previous training 

and practice in this particular approach.  Despite 

the limitation of a small number of medical 

technology teachers participating in this study 

(n = 10), we were able to gain initial insights 

into the experiences of medical technology 

teachers when applying the SPOC-based flipped 

classroom pedagogy to undergraduate students 

in the study of immunology.  Factors identified 

here, including motivation, in-class activities, 

learning evaluation (formative and summative 

assessment), learning outcome, and difficulties 

of teaching, could be helpful for further  

SPOC-based flipped classroom implementation 

in medical technology education.

In this study, all medical technology 

teachers agreed on one point: that this reformed 

teaching mode motivated students’ learning in 

the topic of detection of immunological  

reactions and applications, in terms of flexibility, 

interest, and analytical thinking.  It may be due 

to the fact that SPOC platform eliminates the 

time and space limitations of the traditional 

teaching model, providing rich learning  

materials for students to communicate and  

collaborate anytime and anywhere, creating an 

open educational environment, and combining 

the advantages of online courses and face-to-

face teaching, which also provides a strong 

guarantee of flipped classroom knowledge 

acquisition.(16) In addition, our SPOC platform 

included pre- and post-test that served as  

formative assessments to foster individual 
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learning capacity. Students were required to 

apply the essential knowledge acquired from 

the SPOC learning materials in order to complete 

tasks during in-class learning activities. This 

approach demonstrated a large effect size  

and allowed students to actively engage in  

the flipped classroom perspective.(32) This  

phenomenon is also supported by recent  

findings on the SPOC-based flipped classroom 

approach in clinical hematology courses for 

undergraduate clinical laboratory technology 

students(19) and medical immunology studies 

for medical students.(33)  Interestingly, adopting 

the SPOC-based flipped classroom for immu-

nology courses could reduce the cost of laboratory 

settings for special tests and was more applicable 

for laboratory teaching by increasing students 

knowledge with high engagement in the in-class 

activities.  These findings confirm the underlying 

theory of blended learning, which combines 

technological innovation with face-to-face 

teaching to enhance students’ learning processes 

and outcomes. This suggests that the imple-

mentation of SPOC followed by face-to-face 

learning may facilitate a deeper exploration of 

course content.(33) Previous research has  

indicated that the theoretical foundation of 

blended learning in higher education involves 

online lessons followed by active learning 

activities in the classroom, which can encourage 

Thai students to develop self-regulation  

behaviors in their learning.(34)  

 Although a positive effect on learning 

outcomes was found during the reform teaching 

mode, self-regulated students during active 

learning via SPOC online, while lacking  

interaction or communication with the teacher, 

was observed in this study.  It might be due to 

the promotion of intrinsic regulation and  

self-determination levels of the students to 

complete their online sessions before having 

in-class activities. The self-determination 

theory supports this observation and explains 

that the learning environment influences the 

autonomy motivation to satisfy basic education 

needs.(35)  Previously, high autonomy motivation 

of students was promoted by SPOC-based 

flipped classroom teaching in physical education 

by improving the need for competence,  

autonomy, and relatedness of individuals.(36)

Assessment is an important tool for 

monitoring progress toward achieving learning 

objectives for both teachers and students.(37)  

This study employed formative assessment to 

evaluate student comprehension during SPOC 

lessons in immunology studies.  Self-evaluation 

with low stakes allows students to improve their 

learning efficacy and develop their fundamental 

knowledge and understanding before attempting 

the in-class activities.  Summative assessment, 

on the other hand, evaluates students’ learning 

performance and outcomes before the actual 

course examination or the conclusion of the 

instructional period.  The SPOC platform with 

related learning materials, particularly simple 

and practical online videos, likely augmented 



Patcharin Panjaburee et al.8692

students learning, as reflected in the use of 

formative assessment in this study.  In addition, 

the face-to-face in-class learning activities 

emphasized laboratory demonstrations, active 

exploration in the laboratory, and group discussions.  

These activities strengthened the foundation 

built by the SPOC and facilitated the completion 

of tasks in the laboratory. The improvement  

in students’ knowledge of the course content 

was significant, as seen in the summative  

assessment in this study. This knowledge of 

the detection of immunological reactions and 

applications from the learning materials  

provided in SPOC to complete in-class tasks 

was thus introduced in the SPOC-based flipped 

classroom process. This result aligns with 

previous findings on the flipped classroom 

perspective.(38) Additionally, since this was the 

first implementation of SPOC-based flipped 

classroom module in our faculty and we were 

not familiar with this reform teaching approach, 

we designed the SPOC platform specifically 

for medical technology students to cater to their 

individual interests and needs. The in-class 

learning activities placed a strong emphasis on 

active laboratory investigations, requiring  

students to apply the foundational knowledge 

gained from the SPOC materials in order to 

successfully perform and complete tasks in the 

laboratory environment. It is worth considering 

the generation of specific laboratory assess-

ments tailored for in-class activities to further 

enhance the effectiveness of their application.

Interestingly, inspiring students to 

participate in online classes or complete the 

pre-class assignment was identified as a  

challenge in the teaching reform discussed in 

this study. One possible explanation is the 

complexity of delivering immunology content 

to students with varying backgrounds, making 

it difficult for individual students to master the 

subject. Analyzing students’ learning perfor-

mance and their study workload prior to the 

course would be even more beneficial in  

improving learning outcomes and fostering 

student motivation to enjoy the study of  

immunology. Consequently, teachers need to 

have a real-time understanding of students’ 

difficulties with SPOC videos in order to better 

address the challenges and key points of the 

course.  Recent findings suggest an approach 

to cluster SPOC videos based on their difficulty 

using video-watching data in a SPOC.(39)  

However, the current study did not perform a 

difficulty-based clustering analysis of SPOC 

online videos.  Further research could involve 

real-time data analysis based on existing  

video-watching data of students, data from 

different course lessons, and data from various 

published periods when SPOC-based flipped 

classrooms will be continuously implemented.  

It is important to note that this study only  

assessed the results of a university immunology 

course.  

There are some concerns about the 

application of SPOC-based flipped classrooms.  
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Firstly, most Thai students are not familiar with 

self-online learning and tend to be shy about 

asking questions in class. To address this issue, 

we conducted an orientation session for this 

specific reform teaching approach prior to  

starting the topic of detection of immunological  

reactions and applications in the basic immu-

nology course. During this orientation, students 

were instructed on how to access the SPOC 

platform, prepare themselves, manage their 

time for self-directed online learning, and retain 

the core knowledge for face-to-face classroom 

activities. The study also provided various 

learning materials on the SPOC platform  

appropriate for active learning and divided 

students into small groups during the face-to-face 

learning portion to encourage their active  

exploration of laboratory demonstrations  

(students: lecturer ratio = 10:1). This character 

could motivate them to participate in the  

discussion and problem-solving in the in-class 

learning activity, as successfully demonstrated 

in the application of SPOC and team-based 

learning for dermatology and venereology 

studies.(40) Secondly, the MT teachers in this 

study had different ideas on how SPOC-based 

flipped classrooms should be conducted and 

implemented.  They were all unsure about how 

to teach and verify the validity of the reform 

teaching model. For a more effective imple-

mentation, it would have been beneficial for 

the teacher team to have introduced and  

prepared themselves with a concrete agreement 

on the teaching approach. To address this issue, 

teacher orientation sessions were conducted, 

and a unique evaluation form was generated 

for both online and in-class sessions. These 

measures were important for assessing  

the usefulness of the reform pedagogy and 

establishing a foundation for further study.  

Despite these challenges, implementing a 

SPOC-based flipped classroom in this study 

provided an opportunity to produce effective 

learning materials that could complete the 

course learning outcomes and reduce students’ 

anxiety. The results of this study may draw 

more attention to SPOC-based flipped  

classrooms and stimulate educational and  

institutional support for sustainable improve-

ments in teaching and learning for medical 

technology schools.

Conclusion
Using a phenomenological approach, 

this study aimed to explore the experiences of 

medical technology teachers during the  

implementation of SPOC-based flipped  

classrooms in the basic immunology course for 

undergraduate medical technology students, 

focusing on the detection of immunological 

reactions and their applications. The results of 

this study revealed several categories of  

experience perceived by the medical technology 

teachers, including 1) motivation of students’ 

learning, 2) enhanced learning outcomes,  

3) increased engagement in in-class activities, 
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4) suitability for laboratory activities and cost 

reduction, 5) active self-evaluation through 

knowledge assessment, 6) the opportunity to 

produce effective learning materials. However, 

difficulties were also identified in inspiring 

students to participate in online classes or 

complete pre-class assignments.  The findings 

of this study may draw attention to the potential 

benefits of SPOC-based flipped classrooms and 

encourage educational and institutional support 

to improve teaching and learning in medical 

technology schools.
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Abstract
The impact of long COVID has been increasing globally, however, the symptoms and 

pathophysiological mechanisms are still not well understood. Therefore, evaluating individuals 

knowledge and attitudes (KA) towards long COVID is crucial. This study aimed to create and  

validate the KA-long COVID questionnaire, which consists of 14 items  for knowledge and 6 items 

for attitude. The questionnaire’s content validity was established through expert agreement, and its 

internal consistency and intra-rater reliability were assessed using 30 healthy participants, aged  

18-60 years old. Results showed acceptable item level-content validity index (I-CVI) and scale 

level-content validity index (S-CVI) (≥ 0.8 and 0.91, respectively). The attitude section’s internal 

consistency was reliable (Cronbach’s alpha = 0.82). The knowledge section’s intra-rater reliability 

was acceptable (percent agreement ≥ 66.7), and the attitude section’s Spearman rank correlation 

coefficient was significant (p < 0.05). In conclusion, the KA-long COVID questionnaire is a reliable 

and valid instrument for measuring knowledge and attitudes toward long COVID. This  

questionnaire could guide healthcare professionals, including community medical technologists, in 

measuring health literacy and improving health outcomes.
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Introduction
The coronavirus disease 2019  

(COVID-19) is an emerging disease caused by 

the coronavirus (SARS-CoV-2). The first case 

was detected in December 2019 in Wuhan and 

spread rapidly due to its dense population.(1) 

Consequently, China had to announce the 

country’s lockdown in order to control the 

situation. Approximately 80 percent of patients 

recovered without hospitalization, whereas 20 

percent of those infected showed symptoms 

and were admitted to the hospital. Five percent 

of patients had severe symptoms and high 

mortality rate.(2)  These patients with underlying 

diseases or elderly tended to have more severe 

illnesses than ordinary people. In the current 

global epidemic situation, many countries have 

been able to control the epidemic and prevent 

new infections. In contrast, new infections in 

many countries, including Thailand, are still 

high.

Recently, new virus mutations confer 

higher infectivity and low virulence. Most 

infected people, especially with vaccination, 

show mild symptoms and recover within a few 

days. However, some people still face  

prolonged symptoms after recovering from  

the illness. The condition is known as  

“Long COVID” which usually occurs  

with pathological sequelae.(3) The cause of  

long COVID remains unclear. It has been  

hypothesized that the antibodies produced  

during the infection to eliminate the virus can 

also affect the cells in the body. Another reason 

is that the body is unable to eliminate the  

infection completely,(4)  resulting in inflammation 

and other pathologies.(5-7) The condition has a 

variety of names, including Long COVID-19, 

Post-COVID conditions, Long-haul COVID, 

post-acute COVID-19, post-COVID-19  

syndrome or chronic COVID, etc. Symptoms 

of long COVID exhibit substantial heterogeneity, 

encompassing more than 200 symptoms  

including fatigue, shortness of breath, brain 

fog, musculoskeletal pain, chest pain,  

headaches, loss of taste and smell, sleep  

disturbances, heart-related symptoms,  

gastrointestinal illnesses and mental health  

issues.(8, 9) The prevalence of long COVID is 

still being studied, and estimates vary. Recent 

research indicates that approximately 45% of 

individuals who have survived COVID-19 have 

been observed to exhibit a variety of unresolved 

symptoms after approximately four months.(10)

Patients suffering from long COVID have 

documented persisting and protracted symptoms 

affecting multiple physiological systems, resulting 

in substantial reductions in quality of life,  

occupational capabilities, and considerable 

disability.(11, 12)  The symptoms can be debilitating 

and cause difficulties in daily activities,  

work, and social interactions. In addition, the  

experience of long COVID can lead to  

psychological distress as patients contend with 

persistent symptoms and the uncertainty  

surrounding their recovery.
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The condition can occur in people with 

severe or mild symptoms after the infection is 

not detected in the patients. There is currently 

no definitive determination of the diagnostic 

criteria and the principles of diagnosis are 

constantly being improved and developed. In 

this case, the knowledge of long COVID  

is an inevitable component for healthcare  

professionals in order to assess, treat and 

monitor an infected patient. Therefore, long 

COVID awareness and understanding, along 

with guidelines for post-infection self-care, are 

essential for the general population to maintain 

good quality of life. In addition, measuring 

knowledge and attitudes toward long COVID 

is essential for developing targeted interven-

tions. By addressing knowledge gaps and  

shaping positive attitudes, interventions can be 

tailored to meet the specific needs of individuals 

with long COVID, ultimately leading to  

improved patient outcomes and better overall 

management of the condition.

Medical technologists  play an important 

role in the healthcare team by performing a 

variety of laboratory tests and procedures to 

help diagnose and monitor medical conditions. 

They have to communicate with patients,  

physicians, and other healthcare professionals 

to provide information about laboratory testing 

and results. In addition, health promotion is a 

crucial responsibility of medical technologists, 

particularly those in community settings, due 

to their advantageous position in reaching  

individuals compared to hospital settings. 

However, prior to initiating any health promotion 

activities, it is imperative to assess an  

individual’s personal health literacy. Therefore, 

questionnaires can be an effective tool for health 

promotion because they can help individuals 

to identify their health-related behaviors and 

attitudes, and provide them with tailored feedback 

and recommendations for improvement. 

Currently, COVID-19-related health 

literacy can be widely accessed from various 

kinds of media. Many studies demonstrated a 

relationship between health literacy and  

COVID-19-related beliefs and behaviors.(13-16)

They focused on strategies for increasing  

awareness and prevention behaviors. Nevertheless, 

a number of people infected with COVID-19 

still suffer from long COVID. Moreover, it is 

a complex issue and the information may be 

diverse and inconstant. In this sense, health 

literacy on long COVID is critical during the 

COVID-19 pandemic in order to take care of 

themselves, make informed decisions, and  

access appropriate healthcare services.(17) To 

assess this, the conceptual model by Nutbeam 

was used in this study. It identified three levels 

of health literacy: functional, interactive and 

critical health literacy.(18) Given the ongoing 

uncertainty surrounding long COVID, we  

focused on accessing functional health literacy 

with regard to public awareness of health 

conditions. This study aimed to evaluate the 

validity and reliability of the questionnaire on 
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knowledge and attitudes towards long COVID 

(KA-long COVID). The accurate assessment 

can be used to develop a guideline for patients 

at risk of long COVID to increase their  

understanding and participation in self-care and 

clinical treatment.

Methodology	
The development and validation of the 

knowledge and attitudes questionnaire involve 

a systematic process to ensure its reliability and 

validity as a research instrument. The process 

typically begins with an extensive review of 

existing literature on long COVID. Then, a pool 

of potential questionnaire items is generated. 

A group of healthcare professionals specialized 

in COVID-19 management evaluate the initial 

items as a panel of experts in the field. The 

questionnaire is then administered to a small 

sample of individuals who are representative 

of the target population. Lastly, psychometric 

evaluation techniques are used to assess its 

reliability and validity. This includes assessing 

internal consistency and intra-rater reliability.

Item generation
In this phase, the researchers identified 

the key questions related to knowledge and  

attitudes towards long COVID by gathering data 

from various databases such as PubMed,  

Scopus and TCI. The search keywords used 

included Long COVID, Post-COVID condition, 

Long-haul COVID, Post-acute COVID-19, 

Post-COVID-19 syndrome or chronic COVID.

Furthermore, guidelines from local and  

national health organizations, including the 

WHO, CDC and Ministry of Public Health 

(Thailand), were complied to develop the  

questionnaire. 

To ensure the accuracy of the initial 

questionnaire’s content, content validity indices 

(CVIs) were calculated for both individual items 

(I-CVI) and the overall scale (S-CVI). The first 

draft was provided to five experts who were 

carefully selected based on their expertise in 

academia and healthcare. The expert panel 

consisted of two medical doctors, one  

medical technologist, one pharmacist, and one  

occupational therapist. One medical doctor  

was an active epidemiological investigator, who 

had experiences in proactive screening of  

COVID-19 patients, and the other was specialized 

in cognitive neurology. The medical technologist 

was specialized in virology and had expertise 

on biosafety requirement for SARS-CoV-2  

while the pharmacist was working full-time at 

drugstore and had a research background in 

herbal medicine and  the occupational therapist 

was specialized in physical, mental and cognitive 

impairment. These experts were asked to 

evaluate each question’s clarity and alignment 

with the questionnaire’s objectives. They rated 

each item on a four-point Likert scale, with 

scores ranging from 1 (not relevant) to 4 

(highly relevant). Experts were also encouraged 

to provide feedback and suggest revisions to 
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improve the wording and phrasing. The I-CVI 

value for each item and the S-CVI value for 

the overall scale were assessed. It was necessary 

for the I-CVI and the S-CVI to be equal to or 

greater than 0.78 and 0.9, respectively. Any 

question with a low CVI value was revised 

based on the feedback provided by the  

experts.(19, 20) To gather feedback from the 

target population, a pilot test was conducted to 

assess the face validity. Participants who met 

the inclusion criteria were invited to respond 

to all items in order to evaluate comprehension, 

question clarity, and scoring criteria. Additionally, 

any ambiguous words or phrases were also 

identified and revised based on the participant’s 

feedback.

Psychometric properties study  
The psychometric properties of the tool 

were assessed, including internal consistency 

and intra-rater reliability. A total of thirty  

participants were included in the study, following 

specific inclusion criteria: (a) being a healthy 

individual residing in Bangkok and surrounding 

areas (b) aged between 18-60 years (c) having 

good proficiency in the Thai language for  

effective communication, and (d) never get 

COVID-19 or recovered from COVID-19 more 

than 3 months. The exclusion criteria involved 

individuals who were diagnosed with COVID-19 

during the intra-rater reliability process.  

All participants were provided with detailed  

information about the research study in  

accordance with ethical principles, and their 

consent to participate was obtained. This study 

received ethical approval from the Mahidol 

University Central Institutional Review Board 

(COA No. MU-CIRB 2022/224.1608).

Measurement
The authors collected data using an 

online survey titled “Questionnaire on Knowledge 

and Attitude towards long COVID (KA-long 

COVID)”. The questionnaire comprised two 

parts with a total of 12 questions. In the knowledge 

section, participants were required to select 

their response from “Agree”, “Disagree” or 

“Not sure”. In the attitudes section, participants 

rated their agreement on a scale of 0 to 3,  where 

0 indicated disagreement and 3 indicated strong 

agreement. To assess intra-rater reliability, 

participants were asked to complete the survey 

twice, with a one-week interval between  

responses. For internal consistency analysis, 

the authors used the participant’s first response 

for calculation. 

Statistical Analysis
All statistical analyses in this study 

were performed using SPSS for Windows  

(Version 18.0; SPSS Inc., Chicago, IL).  

Descriptive statistics were used to calculate the 

demographic characteristics. The internal  

consistency of the attitude section, which was 

scored using a Likert scale, was assessed using 

Cronbach alpha coefficient. For the knowledge 
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section, intra-rater reliability was determined 

using percent agreement, while Spearman’s 

rank correlation was used for the attitude  

section. 

Result
In the preliminary phase of the study, 

relevant literature and guidelines were reviewed 

to extract questions, which were then organized 

into two sections with sub-domains. The first 

draft of KA-long COVID consisted of 21 items 

(15 on knowledge and 6 on attitudes), but after 

removing repetitive items and receiving feedback 

from an expert panel, one item with an I-CVI 

value of 0.60 was excluded, leaving 20 items 

for construct validation (Table 1). The S-CVI/

Ave was 0.91, indicating acceptable content 

validity. Only minor issues were reported  

regarding the wording of the questionnaire 

during the pilot study. The participants  

suggested adding more explanation about  

patient group 608, which was included in the 

footnote.

The final version of the 20-item  

KA-long COVID questionnaire was distributed 

to 30 participants in the main study to test its 

psychometric properties. The characteristics of 

the participants are presented in Table 2, which 

shows that the sample group consisted of 30 

participants, including 14 males (46.7%) and 

16 females (53.3%). The mean age of the  

participants was 33.07 (SD = 12.95, range = 18-

59). Most of the participants held a  

Bachelor’s degree (66.7%), and 43.3% of them 

were university students.

Table 1 Content validity index (CVI) rating of the individual KA-long COVID items. 

Item I-CVI

Knowledge section

K0 Symptoms that persist after recovering from COVID-19 within the first month are  

not considered as long COVID.

0.6

K1 Long COVID can be prevented once infected with the virus. 1

K2 Long COVID symptoms may be the same or different in each person. 1

K3 Long COVID symptoms can last from a few months to years. 1

K4 Patients in group 608 who are ≥ 60 years old, or have any of the 7 underlying  

diseases including chronic respiratory disease, cardiovascular disease, chronic renal 

failure, stroke, obesity, cancer and diabetes or being pregnant, have a higher chance 

of developing long COVID than other groups.

1
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Item I-CVI

Knowledge section

K5 Long COVID infection can occur in healthy infected people or have mild symptoms 

or never had any underlying diseases before.

1

K6 Following long COVID symptoms can be found in infected people more often than 

in those who have never been infected: 

K6.1 Fatigue, muscle weakness 1

K6.2 Shortness of breath 1

K6.3 Joint pain, muscle pain 0.8

K6.4 Brain fatigue, short memory 0.8

K6.5 Hair loss 1

K6.6 Headache, dizziness 0.8

K6.7 Stress, anxiety, insomnia, depression 0.8

K6.8 Coronary artery blockage, myocardial infarction 0.8

K6.9 Indigestion, diarrhea, Gerd 0.8

Attitude section

A1 A person who is infected with COVID-19 and received antiviral drugs such as  

Favipiravir, Molnupiravir, Remdesivir and Paxlovid is less likely to develop long COVID-19 

condition compared to those who do not receive such drugs. 

0.8

A2 Andrographis paniculata or Andrographolide can prevent long COVID. 1

A3 Full-dose vaccination and a booster can prevent long COVID. 1

A4 People who exercise regularly and have adequate rest are less likely to develop a 

long COVID condition compared to those who rarely exercise and rest

1

A5 Consumption of foods with high vitamins, minerals and fiber helps promote faster 

recovery and reduces the incidence of long COVID.

0.8

A6 Consumption of probiotics such as yogurt and fermented milk helps the body to 

recover faster and reduces the incidence of long COVID.

0.8

Table 1 Content validity index (CVI) rating of the individual KA-long COVID items. (Cont.)
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Internal consistency and intra-rater  
reliability

The attitude section of the KA-long 

COVID questionnaire showed high and  

acceptable internal consistency (Cronbach’s 

alpha = 0.82). In terms of intra-rater reliability, 

the results were consistently good, as shown in 

Table 3. The knowledge section demonstrated 

satisfactory reliability with percent agreement 

Table 2 Demographic characteristics of study participants (N = 30).

Characteristics Participants Percentage

Sex Male 14 46.7

Female 16 53.3

Occupation University student 13 43.3

Freelance 4 13.3

Civil servant 8 26.7

Business 4 13.3

State enterprise 1 3.3

Education Bachelor’s Degree 20 66.7

Master’s Degree 7 23.3

Ph.D. 3 10.0

Mean (SD) Range

Age (years) 33.07 (12.95) 18-59

ranging from 66.7 to 93.3. The attitude section 

exhibited moderate to strong correlations  

according to Spearman’s rank correlation  

coefficient (0.43-0.70).(21, 22) The item with  

the strongest correlation was A3 (r
s
 = 0.70,  

p < 0.003), while other items showed moderate 

correlation.
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Table 3 Intra-rater reliability of KA-long COVID (N = 30).

Knowledge section % Agreement

K1 70.0

K2 93.3

K3 66.7

K4 80.0

K5 70.0

K6.1 66.7

K6.2 86.7

K6.3 73.3

K6.4 66.7

K6.5 83.3

K6.6 76.7

K6.7 80.0

K6.8 70.0

K6.9 76.7

Attitude section Spearman rank correlation coefficient (r
s
) p

A1 0.67 0.000

A2 0.61 0.000

A3 0.70 0.003

A4 0.62 0.000

A5 0.62 0.000

A6 0.43 0.018
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Knowledge and Attitude results
Opinion on KA-long COVID items in 

knowledge section are presented in Table 4. 

The highest percent agreement was shown in 

item K2 (Long COVID symptoms may be the 

same or different in each person) with 96.7% 

agreement whereas, the lowest percent  

agreement was observed in item K6.8 (Coronary 

artery blockage, myocardial infarction), with 

only 33.3% agreement among participants. In 

the attitude section, the highest agreement score 

was 2.4 out of 3.0 for item A4 (people who 

exercise regularly and have adequate rest are 

less likely to develop a long COVID compared 

to those who rarely exercise and rest) and item 

A5 (consumption of foods with high vitamins, 

minerals and fiber helps promote faster  

recovery and reduce the incidence of long 

COVID), as shown in Table 5. However, the 

agreement scores for other questions were low, 

indicating contradictions regarding anti-viral 

drugs, the use of Andrographis paniculate  

extract, vaccination, and probiotics.

Table 4 Opinion on KA-long COVID items in knowledge section (N = 30).

Answers (%)

Items

Agree Disagree Not sure

K1 16 (53.3) 6 (20.0) 8 (26.7)

K2 29 (96.7) 0 1 (3.3)

K3 18 (60.0) 3 (10.0) 9 (30.0)

K4 22 (73.3) 2 (6.7) 6 (20.0)

K5 23 (76.7) 3 (10.0) 4 (13.3)

K6.1 18 (60.0) 2 (6.7) 10 (33.3)

K6.2 23 (76.7) 2 (6.7) 5 (16.7)

K6.3 17 (56.7) 4 (13.3) 9 (30.0)

K6.4 16 (53.3) 2 (6.7) 12 (40.0)

K6.5 16 (53.3) 5 (16.7) 9 (30.0)

K6.6 20 (66.7) 2 (6.7) 8 (26.7)

K6.7 14 (46.7) 5 (16.7) 11 (36.7)

K6.8 10 (33.3) 6 (20.0) 14 (46.7)

K6.9 13 (43.3) 8 (26.7) 9 (30.0)
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Table 5 Participant’s score in attitude section of KA-long COVID (N = 30).

Attitude section Mean SD

A1 1.60 1.037

A2 1.33 0.844

A3 1.73 0.980

A4 2.40 0.770

A5 2.40 0.814

A6 1.93 0.907

Discussion 
In this study, we developed a tool  

using literature review and expert suggestions 

and showed that it has good psychometric 

properties. We followed guidelines from  

reputable organizations to create the questionnaire. 

However, the prevalence and definition of long 

COVID are still uncertain and controversial, 

and more evidence is needed. 

From our preliminary result, we  

found that almost all participants understood 

that long COVID symptoms might be the same 

or different in each person, in accordance with 

the current media reports. However, there was 

a diversity in other areas of knowledge. More 

than half of the participants did not know about 

the consequence of long COVID in terms of 

phycological and digestive problems. Only 

one-third of participants were aware that long 

COVID could cause blood vessel blockage and 

heart issues despite several studies suggesting 

a strong association.(23, 24) In term of attitudes, 

most believed that regular exercise, adequate 

rest and a healthy diet could reduce their 

chances of developing long COVID, which has 

been suggested as an effective multisystemic 

therapy for long COVID.(25) Conversely, some 

believed that vaccines, commercial drugs, 

herbal medicine (such as Andrographis  

paniculata), and probiotics could not prevent 

the long COVID. The evidence supporting this 

belief is not concrete; thus, it may be useful to 

trace the roots of these beliefs through qualita-

tive processes. 

Medical technologists have played a 

crucial role in identifying and monitoring  

COVID-19 cases during the pandemic. They 

could continue to utilize their expertise to  

promote health, prevent disease, and educate 

the public on health-related issues. By doing 

so, they could assist healthcare providers in 

implementing effective preventative measures 

and developing strategies to improve public 

health outcomes. Research enables healthcare 

providers to tailor their approach to care,  

ensuring that patients receive personalized, 

high-quality care. A proactive approach to 

healthcare can have significant benefits,  
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including improved patient outcomes, reduced 

healthcare costs, increased patient satisfaction, 

improved population health, and more efficient 

use of healthcare resources.

There are some limitations of this 

study. Firstly, it was based on a small sample 

size, and given that a large proportion of the 

participants were university students, it may 

not be representative of the entire population. 

Therefore, further studies are recommended to 

verify the stability of KA-long COVID in a 

larger population. Secondly, the study  

included participants both with and without 

previous COVID-19 infection, which might 

have affected the results due to differences in 

their experiences.

Conclusion
The KA-long COVID tool was found 

to be valid for assessing the knowledge and 

attitude towards long COVID. The study 

showed good results in terms of content  

validity, internal consistency, and intra-rater 

reliability. Although there are some limitations to 

the tool, the findings from a large population 

can guide health educators, professionals,  

researchers, and policymakers in developing 

suitable management plans for long COVID 

treatment and education.
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Abstract
Carbapenemase-producing Pseudomonas aeruginosa (CPPA) is one of the important  

causative agents of nosocomial infections and is associated with increased severity of the disease and 

prolonged of hospitalization. The aim of this study was to study the incidence of Carbapenemase-

production in Pseudomonas aeruginosa isolated from patients of Bamrasnaradura Infectious  

Diseases Institute during 2015-2020. A total of 157 non-duplicated clinical P. aeruginosa isolates 

composed of 82 carbapenem-resistant P. aeruginosa (CRPA) and 75 carbapenem-sensitive  

P. aeruginosa (CSPA) isolates. Carbapenem (imipenem and meropenem) resistance was determined 

in all isolates by using modified Kirby-Bauer disk diffusion method with imipenem and meropenem 

and CPPA was tested by the Carba NP test. All 82 CRPA isolates were investigated for  

carbapenemase genes bla
IMP

, bla
VIM

 and bla
NDM

 by using PCR technique. The results showed that 

all CSPA isolates were susceptible to imipenem and meropenem, whereas CRPA isolates were  

resistant to imipenem (95.1%) and meropenem (97.6%).  Forty two of 82 CRPA isolates (51.2%) 

had carbapenemase genes, and 39 (47.6%) isolates produce carbapenemase enzyme, detected by the 

Carba NP test. Most CPPA isolates could be detected within 5 minutes. However, one isolate  

encoding bla
NDM

 gene gave a negative result by the Carba NP test within 2 hours. The sensitivity, 

specificity, positive predictive value (PPV) and negative predictive value (NPV) of the Carba NP  

test were 88.1%, 95.0%, 94.9% and 88.4% respectively. In this study, forty four (53.6%) CRPA 

*Corresponding author E-mail address: kannikar.khu@allied.tu.ac.th
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isolates were CPPA. The Carba NP test was a rapid and reliable method to distinguishing  

carbapenemase production in P. aeruginosa from non-producing strains. 

Keywords:	Pseudomonas aeruginosa, Carbapenemase genes, Carba NP
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อุบัติการณ์ของการสร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมสใน Pseudomonas 
aeruginosa ที่แยกได้จากผู้ป่วยของสถาบันบำ�ราศนราดูร 

กรรณิการ์ คำ�มะสอน1,2* วรดา สโมสรสุข3 ชลนันท์ ขัตติยเวช3

และ เสกสรรค์ สโมสรสุข3

1บัณฑิตศึกษา สาขาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี

2ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา สถาบันบำ�ราศนราดูร กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข จังหวัดนนทบุรี
3ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี 

บทคััดย่่อ
เชื้อ Pseudomonas aeruginosa ที่สร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมส (CPPA) และดื้อต่อยากลุ่ม

คาร์บาพีเนม เป็นหน่ึงในสาเหตุสำ�คัญของการติดเช้ือในโรงพยาบาล การด้ือต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนม 

มีความสมัพนัธ์กบัความรนุแรงของโรคท่ีเพิม่ขึน้ และระยะเวลาการพกัรกัษาตัวในโรงพยาบาลท่ีนานขึน้ 

จุดมุ่งหมายของการศึกษาน้ีคือเพ่ือศึกษาอุบัติการณ์ของการสร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมสใน Pseudomonas 

aeruginosa ท่ีแยกได้จากผู้ป่วยของสถาบันบำ�ราศนราดูร ระหว่างปี พ.ศ. 2558-2563 ตัวอย่างเช้ือ  

P. aeruginosa ที่เก็บได้มีจำ�นวน 157 ไอโซเลตที่ไม่ซ้ำ�ราย ประกอบด้วยเชื้อที่ดื้อต่อยากลุ่มคาร์บาพี-

เนม (CRPA) จำ�นวน 82 ไอโซเลต และเชื้อที่ไวต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนม (CSPA) จำ�นวน 75 ไอโซเลต 

เชื้อทุกไอโซเลตผ่านการตรวจการดื้อต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนมชนิด imipenem และ meropenem ด้วยวิธี 

disk diffusion method และการตรวจการสร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมสของเชื้อด้วยการทดสอบ Carba 

NP อนึ่งเชื้อ CRPA จำ�นวน 82 ไอโซเลต ได้รับการตรวจสอบยีนคาร์บาพีนีเมส bla
IMP

 bla
VIM

 และ 

bla
NDM

 โดยเทคนิค PCR ผลการวิจัยพบว่าเชื้อ CSPA จำ�นวน 75 ไอโซเลต ไวต่อ imipenem และ 

meropenem ร้อยละ 100 ขณะที่เชื้อ CRPA ดื้อต่อ imipenem และ meropenem ร้อยละ 95.1 และ 

97.6 ตามลำ�ดับ เชื้อ CRPA 82 ไอโซเลต ตรวจพบยีนคาร์บาพีนีเมสยีน 42 ไอโซเลต (ร้อยละ 51.2) 

และการทดสอบ Carba NP ตรวจพบเชื้อสร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมสในเชื้อ 39 ไอโซเลต (ร้อยละ 47.6) 

และเชื้อ CPPA ที่แยกได้เกือบทั้งหมดสามารถตรวจจับได้ภายใน 5 นาที โดยการทดสอบ Carba NP มี

ความไวและความจำ�เพาะร้อยละ 88.1 และ 95.0 และค่าทำ�นายผลบวกลวงและค่าทำ�นายผลลบลวง 

เท่ากับร้อยละ 94.9 และ 88.4 ตามลำ�ดับ อย่างไรก็ตาม มีเช้ือตรวจพบยีน bla
NDM

 แต่ให้ผล Carba NP  

เป็นลบ ภายใน 2 ชั่วโมง จำ�นวน 1 ไอโซเลต การวิจัยนี้พบว่า เชื้อ CRPA 44 ไอโซเลต (ร้อยละ 53.6)  

เป็นเช้ือที่สร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมส ท้ังน้ี การทดสอบ Carba NP เป็นวิธีท่ีรวดเร็วและเช่ือถือได้ 

 

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: kannikar.khu@allied.tu.ac.th
รับบทความ: 21 เมษายน 2566 	 แก้ไขบทความ: 3 มิถุนายน 2566  	 รับตีพิมพ์บทความ: 12 มิถุนายน 2566  
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ในการแยกเชื้อดื้อต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนมที่สร้างเอนไซม์ CPPA ออกจากเชื้อ P. aeruginosa ที่ดื้อต่อ

ยากลุ่มคาร์บาพีเนมโดยไม่ใช้กลไกการสร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมส 

คำ�สำ�คัญ:	Pseudomonas aeruginosa, ยีนคาร์บาพีนีเมส, Carba NP
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บทนำ�
เชื้อ Pseudomonas aeruginosa ที่ดื้อ

ต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนม ได้แก่ imipenem, meropenem 

และ doripenem เป็นเชื้อแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของ

โรคติดเชื้อในโรงพยาบาล (nosocomial infection) 

ที่กอ่ให้เกิดการเจ็บป่วยและอัตราการตายสงู(1) อุบตัิ-

การณ์ในการติดเชื้อ P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยากลุ่ม

คาร์บาพีเนมในสถาบันบำ�ราศนราดูร ปี พ.ศ. 2562  

คิดเป็นร้อยละ 18 และปี พ.ศ. 2563 คิดเป็นร้อยละ 

15 โดยกลไกการดื้อยากลุ่มนี้ส่วนหนึ่งเกิดจากยีนท่ี

สร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมสท่ีทำ�ให้การใช้ยากลุ่มนี้ 

ไม่ได้ผล และเริ่มมีรายงานความสามารถในการส่งต่อ

ยีนท่ีควบคุมการดื้อต่อยาต้านจุลชีพข้ามสายพันธุ์  

(horizontal gene transfer) ได้(2) หากไม่สามารถ

ควบคมุเช้ือดือ้ยานีก็้จะสง่ผลกระทบตอ่ปญัหาสขุภาพ 

เศรษฐกิจ และระบบการควบคมุปอ้งกนัการตดิเช้ือใน

โรงพยาบาล ปัจจุบันห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 

คลินกิสว่นใหญ่ยงัใช้วิธกีารจำ�แนกชนดิเช้ือแบคทีเรยี

และการทดสอบความไวตอ่ยาตา้นจลุชีพดว้ยวิธดีัง้เดมิ 

(conventional method) ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน แต่มี

ข้อจำ�กัดในด้านของวิธีการท่ียังใช้เวลานานในการ

จำ�แนกสายพันธุ์ของเช้ือและการทดสอบความไวต่อ

สารต้านจุลชีพ ขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์ การเตรียม

อุปกรณ์ท่ีมีหลายข้ันตอน ความแม่นยำ�และความ 

น่าเช่ือถือท่ีต้องอาศัยความชำ�นาญหรือประสบการณ์ของ

เจ้าหน้าท่ีท่ีตรวจวิเคราะห์(3) ดังนั้นห้องปฏิบัติการ 

จุลชีววิทยาคลินิกจึงมีบทบาทสำ�คัญท่ีทำ�หน้าท่ีใน 

การจำ�แนกชนิดเชื้อให้ถูกต้อง รวดเร็ว เพื่อให้แพทย์

เลือกใช้ยาต้านจุลชีพท่ีเหมาะสม เพื่อให้การรักษามี

ประสิทธิภาพสูงสุด ในปัจจุบัน Clinical and  

Laboratory Standards Institute (CLSI)  

ได้แนะนำ�ให้ใช้เทคนิค Carba NP ในการตรวจเชื้อ  

Enterobacterales และ P. aeruginosa ที่ดื้อต่อ

ยากลุ่มคาร์บาพีเนม ซึ่งจะให้ผลการตรวจท่ีรวดเร็ว

ภายใน 2 ชั่วโมง ดังนั้น ผู้วิจัยจึงสนใจที่จะศึกษา 

อุบัติการณ์ของการสร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมส ใน  

Pseudomonas aeruginosa ท่ีแยกได้จากผู้ป่วย

ของสถาบันบำ�ราศนราดูร  

วิธีการศึกษา
1. เชื้อที่ใช้ในการศึกษา

เช้ือ P. aeruginosa จำ�นวน 157 ไอโซเลต 

ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจต่าง ๆ ได้แก่ เลือด ปัสสาวะ 

หนอง และเสมหะ ของผู้ป่วย โดยเก็บไม่ซ้ำ�รายกัน 

และเป็นเช้ือที่เก็บครั้งแรกท่ีเพาะเช้ือข้ึนของผู้ป่วย 

เช้ือตัวอย่างที่จะนำ�ไปใช้ในการวิจัยจะเพาะเล้ียง 

บนอาหาร tryptic soy agar เพื่อให้ได้โคโลนีของ 

เช้ือบรสิทุธิ ์นำ�ไปบม่ท่ีอณุหภูม ิ35 ± 2 องศาเซลเซยีส 

ในบรรยากาศปกติ นาน 18 ชั่วโมง จากนั้นพิสูจน์เชื้อ

โดยชุดทดสอบชีวเคมีและการตรวจวินิจฉัยสายพันธ์ุ

ของเช้ือด้วยวิธี Matrix-Assisted Laser Desorption/

Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry 

(MALDI-TOF MS) ซึ่งเป็นเชื้อที่แยกได้จากท้ัง 

ผู้ป่วยในและผู้ป่วยนอกท่ีเข้ามารับการรักษาที่  

สถาบันบำ�ราศนราดูร กรมควบคุมโรค กระทรวง

สาธารณสุข ระหว่างเดือนเมษายน พ.ศ. 2558 ถึง

เดือนกันยายน พ.ศ. 2563 การศึกษาครั้งนี้ได้รับการ

อนมุตัจิากคณะกรรมการจรยิธรรมการวิจยัของมนษุย ์

สาขาวิทยาศาสตร์ ของมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 

(COE No.012/2563)

2. การทดสอบความไวของเช้ือต่อสารต้านจุลชีพ 

ด้วยวิธี disk diffusion method

การทดสอบความไวตอ่สารตา้นจลุชีพในการ

ศึกษาครั้งนี้ ใช้วิธี Modified Kirby-Bauer ซึ่งเป็น

วิธีตามมาตรฐาน CLSI M02 2018(4) โดยแปลผล
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การทดสอบยาแต่ละชนิดตามมาตรฐาน CLSI M100 

2022(5) ซึง่สารตา้นจลุชพีท่ีใช้ในการทดสอบประกอบ

ด้วย amikacin, gentamicin, netilmicin, cipro-

floxacin, ceftazidime, piperacillin, piperacillin/

tazobactam, imipenem และ meropenem 

3. การตรวจหายีน bla
IMP

, bla
VIM

 และ bla
NDM

  

ด้วยวิธี  PCR

เชื้อ P. aeruginosa 82 ไอโซเลต ที่ตรวจ

พบการให้ผลการทดสอบความไวเป็น intermediate 

และ/หรือ resistant ต่อ imipenem และ/หรือ  

meropenem ในวิธี disk diffusion จะนำ�มาตรวจ

หายีนที่สร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมส (CPPA) สำ�หรับ

การตรวจหายีน bla
IMP

 bla
VIM

 ทำ�การสกัดดีเอ็นเอ

โดยวิธี boiled template ใน 1xTE buffer และนำ�

ส่วนใสปริมาตร 10 ไมโครลิตร มาใช้เป็นดีเอ็นเอ

ต้นแบบ สำ�หรับ PCR ด้วยชุด primers IMP-F (5’ 

GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC3’) IMP-R 

(5’ CCAAACYACTASGTTATCT3’)(6) VIM-F 

(5’ GATGGTGTTTGGTCGCATA3’) VIM-R 

(5’ CGAATGCGCAGCACCAG3’)(7) โดย 

เตรียม PCR mixture และ PCR condition ตามที่

อธิบายในงานวิจัยก่อนหน้า(6,7) และทำ�การตรวจสอบ 

PCR product ของยีน bla
IMP

 ขนาด 188 bp และ

ยีน bla
VIM

 ขนาด 390 bp ใน agarose gel  

electrophoresis (ร้อยละ 2) สำ�หรับยีน bla
NDM 

ทำ�การทดสอบด้วยเทคนิค Real-Time PCR โดยใช้

เคร่ืองอัตโนมัติ BD MAX System (BD Diagnostics, 

Sparks, MD) ตามคู่มือบริษัทผู้ผลิต

4. วิธีการทดสอบ modified Carba NP

เช้ือ P. aeruginosa ท้ังหมด 157 ไอโซเลต 

จะถูกทำ�การทดสอบการสร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมส 

(CPPA) ด้วยวิธี modified Carba NP โดยดัดแปลง

จากการทดสอบ Carba NP ตามมาตรฐาน CLSI(5) 

ดังนี้ เตรียมหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 2 หลอด 

กำ�หนดให้หลอดท่ี 1 เป็นหลอดควบคุม (control) 

หลอดที่ 2 เป็นหลอดทดสอบ (test) ใส่ Tris HCI 

buffer (pH 7.4) 100 มิลลิลิตร ลงในหลอดทั้งสอง 

นำ� sterile loop ขนาด 1 ไมโครลิตร เข่ียเชื้อ  

P. aeruginosa ที่เพาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Muller-

Hinton Agar นาน 18-24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 35 

องศาเซลเซียส ใส่ในหลอด ท้ัง 2 หลอด หลังจากน้ัน 

vortex ให้เชื้อผสมเป็นเนื้อเดียวกัน หลังจากนั้นใส่

น้ำ�ยา A (เตรียมโดยใส่ phenol red ร้อยละ 0.5 

(Sigma-Aldrich) 2 มิลลิลิตร ในน้ำ�กล่ันปราศจากเช้ือ 

16.6 มิลลิลิตร และเติม ZnSO
4
 0.1 mmol/L ปรับ 

pH 7.8) ลงในหลอดควบคุม 100 ไมโครลิตร และ 

ใส่น้ำ�ยา B (เตรียมโดยใส่ Imipenem monohydrate 

(Sigma-Aldrich) 1 มิลลิกรัม ในน้ำ �ยา A  

1 มิลลิลิตร) ลงในหลอดทดสอบ 100 ไมโครลิตร  

นำ�ส่วนผสมท้ังสองหลอดไป vortex และบ่มเชื้อท่ี

อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และตรวจสอบการเปล่ียนสี

ของเช้ือเมือ่ครบเวลา 5 นาที และ 2 ชัว่โมง โดยหลอด

ควบคุมต้องให้สีแดง และหากหลอดทดสอบให้สีแดง

หรือสีส้มแดง แสดงว่าผลเป็นลบ (no carbapene-

mase detected) แต่หากหลอดทดสอบเปล่ียนสี 

เป็นสีเหลืองหรือสีส้มเหลือง แสดงว่าผลเป็นบวก 

(carbapenemase producer) กรณีหลอดควบคุมให้สีแดง

หรือสีส้มแดงหรือสีเหลือง และหลอดทดสอบให้สีส้ม

หรอืสีอ่ืนๆ ใหร้ายงานผล invalid และทำ�การทดสอบ

ซ้ำ�อีกครั้ง ในการทดสอบนี้มีเชื้อ K. pneumoniae 

ATCC BAA-1705 (carbapenemase positive) 

และ K. pneumoniae ATCC BAA-1706  

(carbapenemase negative) เป็นเชื้อควบคุม  

การคำ�นวณคา่ความไว ความจำ�เพาะ คา่ทำ�นายผลบวก 
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และค่าทำ�นายผลลบของวิธีการทดสอบด้วย Carba 

NP ทำ�ด้วยโปรแกรม IBM SPSS for windows 

version 28.0.0.0 (190) โดยใช้การตรวจหายนีทีส่รา้ง

เอนไซม์คาร์บาพีนีเมสด้วยวิธี PCR เป็นวิธี gold 

standard

ผลการวิจัย
1. ผลการทดสอบความไวต่อยาต้านจลุชีพของเชือ้ 

P. aeruginosa 

จากการทดสอบความไวตอ่ยาตา้นจลุชีพของ

เชื้อ P. aeruginosa จำ�นวน 75 ไอโซเลต ที่ไวต่อ

ยากลุ่มคาร์บาพีเนม (CSPA, Table 1) พบเชื้อ 

มีความไวต่อยากลุ่ม aminoglycosides ได้แก่  

amikacin gentamicin netilmicin ร้อยละ 100 มี

ความไวต่อยา ยากลุ่ม fluoroquinolones ได้แก่  

ยา ciprofloxacin ร้อยละ 97.3 มีความไวต่อ 

ยากลุ่ม cephalosporins ซึง่เปน็ยาในกลุม่ β-Lactam 

ได้แก่ ยา ceftazidime piperacillin ร้อยละ 88.0 

และ 85.3 และมีความไวต่อยาในกลุ่ม β-Lactam/ 

β-Lactamase inhibitor ซึง่เปน็ยากลุม่ β-Lactam 

ท่ีเพิ่มสารยับยั้งเอนไซม์ β-Lactamase เข้าไป 

เพื่อให้เกิดประสิทธิภาพในการรักษาท่ีดีข้ึน ได้แก่  

ยา piperacillin/tazobactam ร้อยละ 90.7 

จากการทดสอบความไวตอ่ยาตา้นจลุชีพของ

เชื้อ P. aeruginosa จำ�นวน 82 ไอโซเลตที่ดื้อต่อ

ยากลุ่มคาร์บาพีเนม (CRPA, Table 1) พบว่าเชื้อ

กลุม่น้ีมคีวามไวตอ่ยาทกุชนดิลดลง และพบการดือ้ยา

หลายขนาน (multi-drug resistance) เชื้อ CRPA 

นี้มีความไวต่อยากลุ่ม aminoglycosides ได้แก่ 

amikacin gentamicin netilmicin ร้อยละ 53.6 

23.2 และ 29.6 ตามลำ�ดบั และมผีลการดือ้ยาคดิเปน็

ร้อยละ 42.7  74.4 และ 67.9 มีความไวต่อยาในกลุ่ม 

fluoroquinolones คือยา ciprofloxacin เท่ากับ 

ร้อยละ 12.7 และมีผลการดื้อยาคิดเป็นร้อยละ 79.7 

มคีวามไวตอ่ยาในกลุ่ม cephalosporins ซึง่เปน็ยาใน

กลุ่ม β-Lactam ประกอบด้วยยา ceftazidime และ 

piperacillin เท่ากับร้อยละ 17.1 ทั้งสองชนิด และ

มีผลการด้ือยาคิดเป็นร้อยละ 80.5 และ 64.6 ตามลำ�ดับ 

มีความไวต่อยากลุ่ม β-Lactam/β-Lactamase  

inhibitor ซึ่งเป็นยากลุ่ม β-Lactam ท่ีเพิ่มสาร 

ยับยั้งเอนไซม์ β-Lactamase เข้าไปเพื่อให้เกิด

ประสิทธิภาพในการรักษาท่ีดีข้ึน ได้แก่ ยา piperacillin/

tazobactam เท่ากบั รอ้ยละ 16.0 และมผีลการดือ้ยา

คิดเป็นร้อยละ 66.7 และมีความไวต่อยากลุ่ม 

คาร์บาพีเนม ประกอบด้วยยา imipenem และ  

meropenem เท่ากับ ร้อยละ 1.2 และ 0 และมีผล

การดื้อยาคิดเป็นร้อยละ 95.1 และ 97.6 ตามลำ�ดับ

2. ผลการทดสอบการตรวจหายีน bla
IMP

 bla
VIM 

และ blaNDM ด้วยวิธี PCR

เช้ือท่ีนำ�มาทดสอบหายีนท่ีควบคุมการสร้าง

เอนไซม์เป็นเชื้อกลุ่มที่ดื้อต่อยาคาร์บาพีเนมจำ�นวน 

82 ไอโซเลต การศึกษาน้ีพบว่ามีเช้ือ P. aeruginosa 

ท่ีตรวจพบยีนคาร์บาพีนีเมส ท้ังหมด 42 (ร้อยละ 

51.2) ไอโซเลต โดยตรวจพบยีน bla
IMP

 เพียงยีน

เดียวจำ�นวน 27 ไอโซเลต (ร้อยละ 32.9) ยีน bla
VIM

 

เพียงยีนเดียวจำ�นวน 8 ไอโซเลต (ร้อยละ 9.8) ยีน 

bla
NDM

 เพียงยีนเดียว จำ�นวน 4 ไอโซเลต (ร้อยละ 

4.9) และตรวจพบยนี 2 ชนดิ ไดแ้ก ่ยนี bla
IMP 

และ 

bla
VIM

 จำ�นวน 3 ไอโซเลต (ร้อยละ 3.6) เช้ือ  

P. aeruginosa ที่ดื้อต่อคาร์บาพีเนม อีก 40  

ไอโซเลต (ร้อยละ 48.8) ตรวจไม่พบยีน bla
IMP

 bla
VIM 

และ bla
NDM

 (Table 2)
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Table 1 	Results of the antimicrobial susceptibility testing of carbapenems susceptible (CSPA) and  

	 carbapenems resistant P. aeruginosa (CRPA).

Antimicrobial agents (n) Number of 

Susceptible (%)

Number of Intermediate 

(%)

Number of  

Resistant (%)

CSPA  (n = 75)

Amikacin (75) 75 (100.0) 0 (0) 0 (0)

Gentamicin (75) 75 (100.0) 0 (0) 0 (0)

Netilmicin (75) 75 (100.0) 0 (0) 0 (0)

Ciprofloxacin (75) 73 (97.3) 0 (0) 2 (2.7)

Ceftazidime (75) 66 (88.0) 2 (2.7) 7 (9.3)

Piperacillin (75) 64 (85.3) 2 (2.7) 9 (12.0)

Piperacillin/tazobactam (75) 68 (90.7) 0 (0) 7 (9.3)

Imipenem (75) 75 (100.0) 0 (0) 0 (0)

Meropenem (75) 75 (100.0) 0 (0) 0 (0)

CRPA  (n = 85)

Amikacin (82) 44 (53.6) 3 (3.7) 35 (42.7)

Gentamicin (82) 19 (23.2) 2 (2.4) 61 (74.4)

*Netilmicin (81) 24 (29.6) 2 (2.5) 55 (67.9)

*Ciprofloxacin (79) 10 (12.7) 6 (7.6) 63 (79.7)

Ceftazidime (82) 14 (17.1) 2 (2.4) 66 (80.5)

Piperacillin (82) 14 (17.1) 15 (18.3) 53 (64.6)

*Piperacillin/tazobactam (75) 12 (16.0) 13 (17.3) 50 (66.7)

Imipenem (82) 1 (1.2) 3 (3.7) 78 (95.1)

Meropenem (82) 0 (0) 2 (2.4) 80 (97.6)

* Some isolates of CRPA have not been tested with netilmicin, ciprofloxacin, and piperacillin/tazobactam.
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3. ผลการทดสอบ Carba NP

เชื้อ CSPA ให้ผลลบกับ Carba NP ทุก 

ไอโซเลต ขณะที่เชื้อ CRPA 82 ไอโซเลตให้ผลบวก

กับ Carba NP 39 ไอโซเลต (ร้อยละ 47.6) ดังนี้ เชื้อ 

CRPA 42 ไอโซเลตท่ีตรวจพบยีนคาร์บาพีนีเมสให้

ผลบวกกับ Carba NP ท้ังหมด 37 ไอโซเลต (ร้อยละ 

88.1) โดย 34 ไอโซเลต (ร้อยละ 80.9) ให้ผล 

บวกภายใน 5 นาที ขณะท่ี 3 ไอโซเลต ได้แก่ สายพันธ์ุ

ท่ีตรวจพบยีน bla
VIM

 2 ไอโซเลต และตรวจพบ 

ยีน 2 ชนิด คือ bla
IMP

 และ bla
VIM

 1 ไอโซเลต ให้

ผล Carba NP เป็นบวก เมื่อบ่มเพาะเป็นเวลา  

1 ช่ัวโมง นอกจากน้ีพบว่ามี 1 ไอโซเลต ท่ีตรวจพบยีน 

bla
NDM

 2 ไอโซเลต ตรวจพบยีน bla
VIM

  

1 ไอโซเลต ตรวจพบยีน bla
IMP

  และ 1 ไอโซเลต ตรวจ

พบยีน bla
IMP

  bla
VIM

  ยังคงให้ผลลบกับ Carba NP 

เม่ือบ่มเพาะเช้ือเป็นเวลา 2 ชั่วโมง นอกจากนี้ยัง 

พบเชื้อ CRPA อีก 2 ไอโซเลต ที่ให้ผล Carba NP 

เป็นบวก ภายใน 5 นาที แต่ตรวจไม่พบยีน  bla
IMP 

bla
VIM

 และ bla
NDM

 จากผลการศึกษาพบเช้ือ 

ด้ือต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนม 82 ไอโซเลต เป็นเช้ือท่ีสร้าง

Table 2	Results of bla
IMP

, bla
VIM

, and bla
NDM

 genes using PCR method compared to the results of  

	 modified Carba NP in 82 isolates of carbapenem-resistant P. aeruginosa (CRPA).

Carbapenemase genes (n) No. Isolates tested by modified Carba NP

Positive Negative

- bla
IMP  

(27) 26 1

- bla
VIM

 (8) 6 2

- bla
NDM 

(4) 3 1

- bla
IMP

, bla
VIM 

(3) 2 1

- Negative (40) 2 38

Total (82) 39 43

เอนไซม์คาร์บาพีนีเมส (CPPA) จากการตรวจพบยีน 

คาร์บาพีนีเมสด้วยวิธี PCR และ/หรือให้ผลบวกด้วยวิธี 

Carba NP จำ�นวน 44 (ร้อยละ 53.6) ไอโซเลต โดย

ตรวจพบยีนคาร์บาพีนีเมส หรือให้ผลบวกด้วยวิธี 

Carba NP อย่างเดียว จำ�นวน 42 และ 39 ไอโซเลต 

ตามลำ�ดับ (Table 2) การสร้างเอนไซม์ CPPA จาก

ไอโซเลตที่แยกได้เกือบท้ังหมดสามารถตรวจจับได้

ภายใน 5 นาที โดยการทดสอบ Carba NP 

เมื่อเปรียบเทียบผลการตรวจด้วยวิธี PCR 

และ modified Carba NP พบว่า เชือ้ CRPA จำ�นวน 

82 ไอโซเลต ให้ผลบวกด้วยวิธี PCR หรือตรวจพบ

ยีนคาร์บาพีนีเมส (bla
IMP

, bla
VIM

, bla
NDM

) 

จำ�นวน 42 ไอโซเลต และให้ผลลบด้วยวิธี PCR 

จำ�นวน 40 ไอโซเลต โดยเช้ือ CRPA ท่ีมียีนคาร์บาพีนี

เมส พบให้ผลบวกด้วยวิธี modified Carba NP 

จำ�นวน 37 ไอโซเลต และพบผลลบปลอมหรือให้ 

ผลลบด้วยวิธี modified Carba NP จำ�นวน 5  

ไอโซเลต ส่วนเชื้อ CRPA ที่ไม่พบยีนคาร์บาพีนีเมส 

และให้ผลลบด้วยวิธี modified Carba NP มีจำ�นวน 

38 ไอโซเลต โดยพบผลบวกปลอมหรือให้ผลบวก 



กรรณิการ์ คำ�มะสอน และคณะ8722

outer membrane (mexAB-oprM, mexEF-oprN, 

oprJ, opmB, opmH) ทุกไอโซเลต(11) และยัง 

ตรวจพบยีนท่ีจำ�เพาะเจาะจงต่อการดื้อยาแต่ละชนิด 

เช่น ดื้อต่อยาคาร์บาพีเนม ตรวจพบยีน IMP 48 จาก 

72 ไอโซเลต (ร้อยละ 66.7) และตรวจพบยีนท่ี

เก่ียวข้องกับการดื้อยา fluoroquinolones คือ  

qnrVC1 (ร้อยละ 51.4)(11) จากการศึกษานี้  

P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนม 

มียีนเก่ียวข้องกับการสร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมส  

ร้อยละ 51.2 โดยพบยีน bla
IMP

 สูงที่สุด (ร้อยละ 

36.6) รองลงมาคือ bla
VIM

 (ร้อยละ 13.4) และยีน 

bla
NDM

 (ร้อยละ 4.9) ซึ่งแตกต่างจากการศึกษา 

ความชุกของยนีคารบ์าพีนเีมสในเชือ้ P. aeruginosa 

ในโรงพยาบาล 2 แห่งท่ีจังหวัดสงขลา ซึ่งพบยีน 

bla
VIM

 สูงสุด ร้อยละ 27.7 ตามด้วยยีน bla
IMP

  

ร้อยละ 23.9 และ bla
OXA-48

 ร้อยละ 4.8(12) ในงาน

วจิยันี ้การดือ้ตอ่ยากลุ่มคารบ์าพเีนมท่ีตรวจไมพ่บยีน

คารบ์าพนีเีมสนีอ้าจเกิดจากยนีคารบ์าพนีเีมสชนดิอ่ืน 

ได้แก่ GES(13) OXA-48(12) OXA-50(11) หรือ 

เกดิจากกลไกการดือ้ยาอืน่ ๆ  ไดแ้ก่ efflux pump(11)   

เช้ือ CPPA ที่แยกได้เกือบท้ังหมดสามารถตรวจจับ

ได้ภายใน 5 นาที โดยการทดสอบ modified Carba 

NP ท่ีมีความไวร้อยละ 90.7 ซึ่งสอดคล้องกับการ

รวบรวมงานวิจัยของวิธี Carba NP ในการตรวจหา 

P. aeruginosa ท่ีสร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมสของ 

Bouslah (2020)(14) ที่รายงานว่า original Carba 

NP test, the Clinical and Laboratory Standards 

Inst i tute (CLSI) Carba NP test และ  

the RAPIDEC® CARBA NP ให้ผลที่มีความไว 

ร้อยละ 92, 95, และ 96 ตามลำ�ดับ เนื่องจากระดับ

ของการสร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมส ของเชื้อมีหลาย

ระดับ ส่งผลให้การตรวจหาการสร้างเอนไซม์แบบ 

phenotypic หรือการทดสอบทางชีวเคมีรวมถึง 

ด้วยวิธี modified Carba NP จำ�นวน 2 ไอโซเลต  

เมื่อนำ�มาคำ�นวณค่าความไว ความจำ�เพาะ ค่าทำ�นาย

ผลบวก และค่าทำ�นายผลลบ ของวิธี modified 

Carba NP โดยใช้วิธี PCR เป็นวิธี gold standard 

พบว่ามีความไวและความจำ�เพาะร้อยละ 88.1 และ 

95.0 ตามลำ�ดับ และค่าทำ�นายผลบวกและค่าทำ�นาย

ผลลบเท่ากับร้อยละ 94.9 และ 88.4 ตามลำ�ดับ

วิจารณ์ผล
ผลการศึกษาไอโซเลตเชื้อ P. aeruginosa 

ท่ีดือ้ตอ่ยากลุ่มคารบ์าพเีนม พบว่าเชือ้ไวตอ่ยาทุกชนดิ

ลดลง เชื้อสามารถพัฒนาการดื้อยาหลายขนานใน

ระหว่างการรักษาได้(8) เนื่องจาก P. aeruginosa 

เป็นหนึ่ งในสมาชิกของเชื้อก่อโรค ESKAPE  

(Enterococcus faecium, Staphylococcus  

aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa  และ 

Enterobacter species) เชื้อกลุ่มนี้มีความสามารถ

ในการก่อโรค การแพร่กระจายเชื้อ และการพัฒนา

ดือ้ยา ซึง่เปน็เหตใุหส้ารตา้นจลุชีพหลายขนานสญูเสยี

คุณสมบัติในการยับยั้งหรือทำ�ลายเช้ือกลุ่มนี้ ได้(9)  

ยากลุ่ม aminoglycosides เป็นยาท่ีแพทย์ใช้ใน 

การรักษาผู้ป่วยติดเช้ือแบคทีเรียแกรมลบรวมถึง  

P. aeruginosa อย่างไรก็ตาม เมื่อเชื้อดื้อต่อยากลุ่ม

คาร์บาพีเนม จะพบการดื้อยากลุ่มนี้สูงขึ้นมาก กลไก

การดื้อยาของกลุ่ม aminoglycoside อาจเกิดจาก 

การพัฒนายีนดื้อยา ได้แก่ ยีน methyltransferase 

rmtB ที่พบมากถึงร้อยละ 51.5 จากการศึกษาของ 

El-Far และคณะ(10) ซึ่งพบเช้ือกลุ่มนี้ยังดื้อยา  

ciprofloxacin สูงถึงร้อยละ 79.7 และยา ceftazidime 

ร้อยละ 80.5 และยา piperacillin/tazobactam  

ร้อยละ 66.7 นอกจากนี้มีรายงานการดื้อต่อยาหลาย

ขนานของเช้ือนี้เนื่องจากยีน efflux pump และ 
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การทดสอบ Carba NP อาจทำ�ให้เกิดผลลบได้ ซึ่ง

จากการศึกษาเชื้อที่สร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมส ชนิด 

OXA มี OXA-48 variants บางชนิด ได้แก่ OXA-

163, OXA-198, OXA-247 และ OXA-405 ขาด 

carbapenemase activity(15) เชน่เดยีวกับเช้ือทีส่รา้ง

เอนไซม์ New Delhi metallo-β-lactamase  

(NDM) จากยีน bla
NDM-4

, bla
NDM- 5

, bla
NDM-7 

และ bla
NDM-7

(16) ยนี bla
NDM

 variants ก็อาจทำ�ให้

การทดสอบการสร้างเอนไซม์ด้วยการทดสอบ Carba 

NP ให้ผลเป็นลบได้ นอกจากนี้อายุของเชื้อมีผลต่อ

การทดสอบ Carba NP ด้วย จากงานวิจัยของ Lee 

และคณะ พบว่าการนำ�เชื้อที่บ่มเพาะเป็นเวลา 18-24 

ชั่วโมง มาทดสอบ Carba NP จะให้ผลลบ กับเชื้อ  

K. pneumoniae ท่ีสร้างเอนไซม์ NDM ได้ 2 ไอโซเลต 

และถ้าใช้เช้ือท่ีบ่มเพาะเพียง 5 ช่ัวโมง จะทำ�ให้ผลการ

ทดสอบ Carba NP เป็นบวก(17) การตรวจพบว่าการ

ทดสอบ Carba NP ให้ผลบวก 2 ไอโซเลต แต่ไม่พบ

ยนีท้ัง 3 ชนดินี ้อาจเปน็ไปไดว้า่เช้ืออาจสรา้งเอนไซม์

คาร์บาพีนีเมสชนิดอื่น เช่น GES(13, 18) งานวิจัยนี้

สรุปได้ว่าเชื้อ CRPA ที่แยกได้จากท้ังผู้ป่วยในและ 

ผูป่้วยนอกท่ีเข้ามารับการรักษาตัวท่ีสถาบันบำ�ราศนราดูร 

เป็นเช้ือสร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมส ร้อยละ 53.6 

นอกจากนี้งานวิจัยนี้ แสดงให้เห็นว่าการทดสอบ 

Carba NP นีเ้ปน็วิธกีารทีร่วดเรว็และเชือ่ถือได้ในการ

แยกเชื้อที่ CPPA จากเชื้อ P. aeruginosa ที่ดื้อต่อ

ยากลุ่มคาร์บาพีเนมโดยไม่ใช้กลไกการสร้างเอนไซม์

คาร์บาพีนีเมส (non-carbapenemase-producing 

Pseudomonas aeruginosa; NCPPA) ภายใน  

5 นาที สามารถไปประยุกต์ใช้ในห้องปฏิบัติการเพื่อ

การรายงานผลการดื้อคาร์บาพีเนมของเช้ือ CPPA 

ภายในวันที่เพาะเชื้อชนิดนี้ขึ้นได้ เพื่อให้แพทย์เลือก

ใช้ยาในการรักษาได้อย่างเหมาะสมต่อไป
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Abstract
Thailand’s Diabetes Care Guidelines recommend HbA1c testing at least once a year in type 

2 diabetic patients (T2DM); however, this may not be sufficient to prevent microvascular  

complications especially diabetic retinopathy (DR) and diabetic nephropathy (DN). This research 

aimed to study consistence between the average estimated HbA1c (calculated by converting from 

blood glucose monitoring) and laboratory measured HbA1c, the cumulative incidence of DR and 

DN in good and poor glycemic control groups, and the incidence density of DR and DN with  

consistencies and non-consistencies HbA1c values in poor glycemic control group. The medical 

records of 131 patients of Promkiri’s Chronic Disease Clinic registered to T2DM in 2010-2011  

were analyzed. The results found consistencies of HbA1c in 1st and 2nd years after registration and 

decreased in the following years. The cumulative incidence of DR in patients with good and poor 

glycemic control were 0.188 and 0.365, DN 1.475 and 1.023, and DR+DN 0.142 and 0.342  

respectively. The calculated HbA1c was associated with both DR and DR+DN (p < 0.05), the  

incidence density of consistencies and non-consistencies HbA1c of DR were 2.03 and 4.71 per 100 

person-year, and of DR+DN were 1.47 and 4.52 per 100 person-year. In conclusion, HbA1c testing 

once a year may not be sufficient to prevent microvascular complications.
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 51 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2566 นิพนธ์ต้นฉบับ

การศึกษาความสอดคล้องระหว่างค่า HbA1c กับอัตราการเกิด 
โรคแทรกซ้อนที่ตาและไตในผู้ป่วยโรคเบาหวานชนิดที่ 2  

โรงพยาบาลพรหมคีรี จังหวัดนครศรีธรรมราช
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บทคััดย่่อ
แนวทางการตรวจติดตามการควบคุมระดับน้ำ�ตาลในเลือดด้วยการตรวจ HbA1c ในผู้ป่วย 

โรคเบาหวานชนิดท่ี 2 อย่างน้อยปีละ 1 ครั้ง อาจไม่เพียงพอและนำ�ไปสู่การเกิดโรคแทรกซ้อน  

โดยเฉพาะที่ตาและที่ไต งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความสอดคล้องระหว่างระดับ HbA1c ที่ได้

จากการคำ�นวณค่าเฉลี่ยระดับน้ำ�ตาลในเลือดจากปลายน้ิวกับ HbA1c จากการตรวจสุขภาพประจำ�ปี 

ศึกษาอุบัติการณ์สะสมการเกิดโรคแทรกซ้อนท่ีตาและท่ีไตระหว่างกลุ่มที่ควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ดีและ

ไม่ดี และศึกษาอัตราอุบัติการณ์การเกิดโรคแทรกซ้อนที่ตาและที่ไตของกลุ่มที่ HbA1c สอดคล้องและ

ไม่สอดคล้อง ในผู้ป่วยท่ีควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ไม่ดี ในคลินิกโรคเรื้อรัง โรงพยาบาลพรหมคีรี ท่ีขึ้น

ทะเบียนในปี พ.ศ. 2553-2554 จำ�นวน 131 ราย โดยพบความไม่สอดคล้องของระดับ HbA1c มีแนวโน้ม

เพิ่มขึ้นต้ังแต่ปีท่ี 3 ขึ้นไปของระยะเวลาดำ�เนินไปของโรคเบาหวาน รวมถึงพบอุบัติการณ์สะสมของ 

การเกิดโรคแทรกซ้อนที่ตาในผู้ป่วยที่ควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ดีและไม่ดีเท่ากับ 0.188 และ 0.365 ที่ไต

เท่ากับ 1.475 และ 1.023  และที่ตาร่วมกับไตเท่ากับ 0.142 และ 0.342 ตามลำ�ดับ และพบว่าค่า HbA1c 

เฉลี่ยมีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคแทรกซ้อนท่ีตา (p < 0.05) และท่ีตาร่วมกับไต (p < 0.05)  

โดยมีอัตราอุบัติการณ์การเกิดโรคแทรกซ้อนท่ีตาท่ีมีระดับ HbA1c เฉลี่ยสอดคล้องและไม่ 

สอดคล้องเท่ากับ 2.03 และ 4.71 รายต่อ 100 ประชากรต่อปี และที่ตาร่วมกับไต เท่ากับ 1.47 และ 

4.52 รายต่อ 100 ประชากรต่อปี ดังนั้นสรุปได้ว่าการตรวจ HbA1c เพียงปีละ 1 ครั้ง อาจไม่เพียงพอ

ในการดูแลผู้ป่วยและนำ�ไปสู่การเกิดโรคแทรกซ้อนดังกล่าวได้

คำ�สำ�คัญ:	โรคเบาหวาน  ฮีโมโกลบินเอวันซี  โรคแทรกซ้อนที่ตา  โรคแทรกซ้อนที่ไต

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: mim9_p@yahoo.com 
รับบทความ: 4 เมษายน 2566	 แก้ไขบทความ: 18 พฤษภาคม 2566 	 รับตีพิมพ์บทความ: 12 มิถุนายน 2566  
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บทนำ�
โรคเบาหวานชนิดที่ 2 (diabetes mellitus 

type 2 หรือ T2DM) เป็นโรคเรื้อรังท่ีเกิดจาก 

ความผดิปกตขิองรา่งกายท่ีมกีารผลติฮอร์โมนอนิซลูนิ

ซึ่งทำ�หน้าที่ควบคุมระดับน้ำ�ตาลในเลือดไม่เพียงพอ 

หรืออินซูลินมีฤทธ์ิน้อยกว่าที่ควร ส่งผลให้ระดับ

น้ำ�ตาลในเลือดสูงเกินระดบัปกติ(1) ปญัหาทีส่ำ�คญัของ

ผู้ป่วยโรคเบาหวานคือ การควบคุมระดับน้ำ�ตาล 

ในเลือดให้อยู่ในเกณฑ์ปกติ โรคเบาหวานเป็นสาเหตุ

การตายที่สำ�คัญ 1 ใน 10 อันดับแรก(2) สาเหตุหลัก

เกิดจากโรคแทรกซ้อนเรื้อรัง ซึ่งเป็นภาวะที่เกิดกับ

หลอดเลือด ได้แก่ โรคแทรกซ้อนท่ีตา (diabetic 

retinopathy; DR) โรคแทรกซ้อนท่ีไต (diabetic 

nephropathy; DN) โรคแทรกซอ้นหลอดเลอืดสมอง 

(stroke) และหลอดเลือดหัวใจ (coronary artery 

disease)(3,4) ในการติดตามการควบคุมระดับน้ำ�ตาล

ในเลือดของผู้ป่วยโรคเบาหวานชนิดที่ 2 American 

Diabetes Association (ADA) กำ�หนดให้มีการ

ติดตามการควบคุมระดับน้ำ�ตาลด้วยวิธี continuous 

glucose monitoring (CGM), self-monitoring of 

blood glucose (SMBG) และการตรวจ HbA1c 

โดยแนะนำ�ให้มีการตรวจ HbA1c 2 ครั้งต่อปี ในราย

ที่มีการควบคุมระดับน้ำ�ตาลในเลือดได้ดี และ 4 ครั้ง

ต่อปี ในผู้ป่วยที่ควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ไม่ดี โดยค่า 

HbA1c เป้าหมายท่ีบอกถึงการควบคุมระดับน้ำ�ตาล

ในเลอืดไดด้คีอืมคีา่ต่ำ�กว่ารอ้ยละ 7 รวมท้ังสามารถใช้

ระดับ HbA1c ในการทำ�นายการเกิดโรคแทรกซ้อน

ในผูป้ว่ยโรคเบาหวานได้(5) เนือ่งจาก HbA1c มปีจัจยั

รบกวนนอ้ยเหมาะสำ�หรบัใช้ในการตดิตามการควบคมุ

ระดบัน้ำ�ตาลในเลือดของผูป้ว่ย(6) โดยมบีางคำ�แนะนำ�

ว่าการตรวจ fasting plasma glucose (FPG)  

เพียงอย่างเดียวอาจไม่สะท้อนถึงการควบคุมระดับ

น้ำ�ตาลในเลือดของผู้ป่วย แต่ให้ตรวจ FPG ร่วมกับ 

HbA1c เพือ่ใหส้ามารถทราบสถานะการควบคมุระดบั

น้ำ�ตาลในเลือดของผู้ป่วยได้อย่างเป็นปัจจุบัน และ 

ในระยะเวลาท่ีผา่นมายอ้นหลงัได ้3 เดอืน ทำ�ใหผู้ป้ว่ย

และผู้ดูแลทราบถึงผลกระทบจากการรับประทาน

อาหาร การออกกำ�ลังกาย และการได้รับยาในปัจจุบัน

ของผู้ป่วยรายนั้นๆ(7) นอกจากนี้การใช้ HbA1c  

ร่วมกับ FPG เพื่อคัดกรองและติดตามการรักษามี

อัตราการตรวจพบ (detection rate) ที่ร้อยละ 38.46 

ซึ่งมากกว่าการใช้เพียงรายการตรวจวิเคราะห์เดียว 

โดย HbA1c และ FPG มีอัตราการตรวจพบที่ร้อยละ 

19.66 และร้อยละ 28.63 ตามลำ�ดับ(8)

สำ�หรับประเทศไทยมีกำ�หนดแนวทางเวช-

ปฏิบัติการดูแลผู้ป่วยโรคเบาหวานปี พ.ศ. 2560 ให้มี

การติดตามระดับน้ำ�ตาลในเลือดทุก 3 เดือน เพ่ือ

ประเมินการควบคุมระดับน้ำ�ตาลในเลือดท้ังก่อนและ

หลังอาหาร และมีการตรวจ HbA1c ทุก 3-6 เดือน  

หรืออย่างน้อยปีละ 1 ครั้ง ตรวจระดับไขมันในเลือด 

ตรวจปัสสาวะ อัลบูมินในปัสสาวะ หรืออัตราส่วน 

ระหว่างอัลบูมินต่อครีเอตินีนในปัสสาวะ และมีการ

ตรวจเพื่อหาความเสี่ยงของการเกิดโรคแทรกซ้อนกับ

อวัยวะต่าง ๆ ปีละ 1 ครั้ง(3) โรงพยาบาลพรหมคีรี  

ไดก้ำ�หนดแนวทางในการตรวจตดิตามการรกัษาผูป้ว่ย

โรคเบาหวาน โดยจัดให้มีการตรวจติดตามสุขภาพ

ประจำ�ปีของผู้ป่วยโรคเบาหวานซึ่งประกอบด้วย  

การตรวจทางห้องปฏิบัติการ (fasting plasma  

glucose (FPG), lipid profile, blood urea nitrogen 

(BUN), creatinine (Cr, eGFR), HbA1c และ 

urine albumin) และการตรวจคดักรองโรคแทรกซอ้น 

และมกีารนดัตดิตามอาการของผูป้ว่ยโรคเบาหวานทุก 

3 เดอืน เพือ่ตดิตามผลการรกัษา โดยแพทยจ์ะตดิตาม

ระดับน้ำ�ตาลในเลือดด้วยการตรวจระดับน้ำ�ตาลปลาย

นิ้วหลังงดอาหาร 8-14 ชั่วโมง (fasting capillary 

blood glucose; FCBG)
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เน่ืองจากแนวทางการดูแลผู้ป่วยโรคเบาหวาน

ของโรงพยาบาลพรหมคีรี ท่ีมีการตรวจติดตามระดับ 

HbA1c เพยีงปลีะ 1 ครัง้ ซึง่ไมส่อดคลอ้งกับแนวทาง

การควบคุมระดับน้ำ�ตาลในเลือดของ ADA และ

แนวทางเวชปฏบิตัสิำ�หรบัโรคเบาหวาน พ.ศ. 2560 ที่

แนะนำ�ให้มีการตรวจ HbA1c 2-4 ครั้งต่อปี จึง 

ทำ�ให้เกิดข้อสังเกตถึงความไม่เหมาะสมในการตรวจ 

HbA1c เพียงปีละครั้งเดียว เพื่อการติดตามการ

ควบคุมระดับน้ำ�ตาลในเลือด และการทำ�นายการเกิด

โรคแทรกซ้อน โดยเฉพาะโรคแทรกซ้อนท่ีตา (DR) 

และที่ไต (DN) ซึ่งเป็นโรคแทรกซ้อนอันดับที่ 1 และ 

2 ที่เกิดกับผู้ป่วยโรคเบาหวาน ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจ

ศึกษาความสอดคล้องระหว่าง FCBG กับค่า HbA1c 

โดยใช้ผลตรวจ FCBG ที่ตรวจติดตามทุก 3 เดือน 

มาคำ�นวณหาค่า average estimated HbA1c (average 

eHbA1c) เพื่อใช้ประมาณค่า HbA1c ในช่วงเวลา  

3 เดือน เปรียบเทียบกับค่า HbA1c ท่ีมีการตรวจติดตาม

สุขภาพประจำ�ปี ปีละ 1 ครั้ง ศึกษาอุบัติการณ์สะสม

การเกิดโรคแทรกซอ้นทีต่า (DR) และท่ีไต (DN) และ

อตัราอุบตักิารณ์การเกดิโรคแทรกซอ้นท่ีตา (DR) และ

ท่ีไต (DN) ของผู้ป่วยโรคเบาหวานที่ควบคุมระดับ

น้ำ�ตาลได้ ไม่ดี (HbA1c ≥ ร้อยละ 7) ท่ีเข้ารับ 

การรักษา ณ คลินิกโรคเรื้อรัง โรงพยาบาลพรหมคีรี 

จังหวัดนครศรีธรรมราช

วัสดุและวิธีการ
1. ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา 

ใช้ข้อมูลจากผู้ป่วยโรคเบาหวานชนิดที่ 2  

ท่ีมีการข้ึนทะเบียนผู้ป่วยโรคเบาหวานรายใหม่ในปี 

พ.ศ. 2553 และ 2554 และมีผลการตรวจติดตาม

สขุภาพประจำ�ปยีอ้นหลังครบระยะเวลา 10 ป ีจำ�นวน 

131 คน โดยรวบรวมข้อมูลจากระบบสารสนเทศของ

โรงพยาบาล HosXP (HIS) และระบบสารสนเทศ 

ของหอ้งปฏิบตักิารทางการแพทย ์LABVIEW (LIS) 

ท้ังนี้ โครงการวิจัยได้รับการยกเว้น การพิจารณา

จริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 

เลขที่โครงการ 085/2565

2. ข้อมูลที่ใช้ในการศึกษา

ใช้ข้อมูลผลตรวจทางห้องปฏิบัติการ ได้แก่ 

FCBG, FPG, BUN, ครเีอตนินี  อลับมูนิในปสัสาวะ  

HbA1c และการตรวจคัดกรองโรคแทรกซ้อน

ประกอบด้วย การตรวจคัดกรองโรคแทรกซ้อนท่ี 

ตา (DR) และที่ไต (DN) โดยอาศัยระบบสารสนเทศ

ของห้องปฏิบัติการ (LIS) และระบบสารสนเทศของ

โรงพยาบาล (HIS) ในการเก็บรวบรวมผลการตรวจ

ติดตามสุขภาพประจำ�ปีของผู้ป่วยโรคเบาหวาน เป็น

ระยะเวลา 10 ปีย้อนหลัง 

3. วิธีการศึกษา

3.1 ความสอดคล้องของค่า average 

eHbA1c ท่ีคำ�นวณจากผลตรวจ FCBG กับค่า 

HbA1c ท่ีได้จากการตรวจติดตามสุขภาพประจำ�ปี 

ของผู้ป่วยโรคเบาหวานชนิดที่ 2

เก็บรวบรวมข้อมูลผลตรวจ FCBG ด้วย

หลักการเอนไซม์กลูโคสดีไฮโดรจีเนส ของผู้ป่วย 

โรคเบาหวานชนิดท่ี 2 ท่ีมารับการตรวจติดตามการ

รักษาโรคเบาหวาน ทุก 3 เดือน โดยแพทย์กำ�หนดให้

ผู้ป่วยเจาะเลือดตรวจค่า FCBG เพื่อวางแผน 

การรักษาและการปรับยาแก่ผู้ป่วย การเก็บข้อมูลใช้ 

ระบบสารสนเทศของห้องปฏิบัติการ (LIS) ในการ

รวบรวมผลตรวจ FCBG ทุกครั้งท่ีผู้ป่วยพบแพทย์ 

การวิเคราะห์ข้อมูล นำ�ผล FCBG มาคำ�นวณค่า  

estimated HbA1c (eHbA1c) โดยใช้สมการ  

ท่ีอ้างอิงตาม The National Glycohemoglobin 

Standardization Program (NGSP) เพื่อเปลี่ยน
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อุบัติการณ์สะสม (cumulative incidence) =  
 จำ�นวนผู้ป่วยรายใหม่ในช่วงเวลาที่กำ�หนด

   						         จำ�นวนที่เสี่ยงต่อการเกิดโรคทั้งหมด

จากค่าระดับน้ำ�ตาลปลายนิ้วเป็นค่า eHbA1c(9)  

ดังสมการ 

eAG (mg/dL)  =  (28.7 x %HbA1c) - 46.7

eHbA1c (%) = FCBG + 46.7                                                                                     	

				        28.7

จากนั้นนำ�ค่า eHbA1c ที่ได้มาหาค่าเฉลี่ย 

average eHbA1c และนำ�มาวิเคราะห์ร้อยละความ

สอดคล้องกับค่า HbA1c ท่ีได้จากการตรวจติดตาม

สขุภาพประจำ�ปขีองผูป้ว่ยโรคเบาหวาน ท่ีตรวจไดจ้รงิ

ด้วยหลักการทางเอนไซม์ โดยพิจารณาว่ามีความสอดคล้อง

เมื่อค่า average eHbA1c กับ HbA1c มีผลต่าง ≤ 
ร้อยละ 0.5(10-12) และไม่สอดคล้องเม่ือมีผลต่าง > 

ร้อยละ 0.5

3.2 อุบัติการณ์สะสม (cumulative  

incidence) การเกิดโรคแทรกซ้อนที่ตา (DR) ที่ไต 

(DN) และท่ีตารว่มกบัไต (DR+DN) ระหวา่งกลุ่ม

ที่ควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ดี (HbA1c < ร้อยละ 7) 

กับกลุ่มท่ีควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ไม่ดี (HbA1c ≥ 

ร้อยละ 7) 

เกบ็ข้อมลูผลตรวจคดักรองโรคแทรกซอ้นที่

ตา และท่ีไต จากการตรวจติดตามสุขภาพประจำ�ปี 

ของผู้ป่วยโรคเบาหวานกลุ่มท่ีควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้

ดแีละไมด่ี(3,5) เปน็ระยะเวลา 10 ปยีอ้นหลงัจากระบบ

สารสนเทศของโรงพยาบาล (Hos XP) นำ�มาวเิคราะห์

อุบัติการณ์สะสมของการเกิดโรคแทรกซ้อนที่ตา และ

ที่ไตในผู้ป่วยโรคเบาหวานชนิดที่ 2 จากสูตร

เกณฑ์ที่ใช้พจิารณาการเกิดโรคแทรกซอ้นใน

ผู้ป่วยโรคเบาหวานที่ตา และที่ไต ประกอบด้วย

1. ผลจากการตรวจคัดกรองดังนี้ 

  - โรคแทรกซ้อนที่ตา (DR) ต้องมีผล 

การตรวจคัดกรองเป็น non-proliferative diabetic 

retinopathy (NPDR) โดยมีการระบุแยกระยะ เป็น 

ระยะเริ่มต้น (mild) ระยะปานกลาง (moderate) 

ระยะรุนแรง (severe) และ proliferative-diabetic 

retinopathy (PDR) จึงสามารถระบุได้ว่า เกิดโรค

แทรกซ้อนที่ตา 

  - โรคแทรกซ้อนที่ไต (DN) ต้องมีผล 

การตรวจคดักรองโดยมอัีตราการกรองของไตนอ้ยกว่า 

60 มิลลิลิตรต่อนาทีต่อ 1.73 ตารางเมตร (eGFR < 

60 mL/min/1.73m2) และมีการตรวจพบโปรตีนใน

ปัสสาวะ (urine albumin) จึงสามารถระบุได้ว่า เกิด

โรคแทรกซ้อนที่ไต 

2. การลงความเหน็วนิจิฉยัของแพทย ์(ICD 

10) ดังนี้

  - ผู้ป่วยโรคเบาหวานที่มีโรคแทรกซ้อน 

ที่ตา (DR) แพทย์จะใช้รหัส ICD10 เป็น E.11.2

  - ผู้ป่วยโรคเบาหวานที่มีโรคแทรกซ้อน 

ที่ไต (DN) แพทย์จะใช้รหัส ICD10 เป็น E.11.3

3.3 อตัราอบุติัการณ ์(incidence density)  

การเกิดโรคแทรกซ้อนท่ีตา (DR) และท่ีไต (DN) ของ

กลุ่มที่มีค่า HbA1c จากการตรวจติดตามสุขภาพ

ประจำ�ปี สอดคล้องและไม่สอดคล้องกับค่า average 

eHbA1c ที่คำ�นวณจากผลตรวจ FCBG ในกลุ่มที่

ควบคมุระดับน้ำ�ตาลได้ไม่ดี (HbA1c ≥ รอ้ยละ 7) 

ศึกษาอัตราอุบัติการณ์ของการเกิดโรค

แทรกซ้อนที่ตา และที่ไต ในระยะเวลา 10 ปี ในกลุ่ม

ท่ีควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ไม่ดี โดยแบ่งกลุ่มตัวอย่าง

เป็น 2 กลุ่ม คือ (1) กลุ่มที่มีค่า average eHbA1c 

สอดคล้องกับค่า HbA1c ท่ีได้จากการตรวจติดตาม
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อัตราอุบัติการณ์ (incidence density) =  	
 จำ�นวนผู้ป่วยรายใหม่ในช่วงเวลาที่ศึกษา

  					       ผลรวมของระยะเวลาของแต่ละบุคคลที่เสี่ยงต่อการเกิดโรค

สุขภาพประจำ�ปีของผู้ป่วย และ (2) กลุ่มท่ีมีค่า  

average eHbA1c ไม่สอดคล้องกับค่า HbA1c  

ท่ีได้จากการตรวจติดตามสุขภาพประจำ�ปีของผู้ป่วย  

โดยคำ�นวณจากสูตร

และเปรียบเทียบอัตราอุบัติการณ์ของการ

เกิดโรคแทรกซ้อนท่ีตา (DR) โรคแทรกซ้อนท่ีไต 

(DN) และโรคแทรกซ้อนที่ตา ร่วมกับไต (DR+DN) 

ระหว่างกลุม่ทีม่คีา่ average eHbA1c สอดคลอ้งและ

ไม่สอดคลอ้งกับคา่ HbA1c ท่ีไดจ้ากการตรวจตดิตาม

สุขภาพประจำ�ปี และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของค่า 

average eHbA1c ท่ีสอดคล้องและไม่สอดคล้อง 

กับค่า HbA1c กับการเกิดโรคแทรกซ้อนท่ีตา  

โรคแทรกซ้อนที่ไต และโรคแทรกซ้อนที่ตาร่วมกับไต 

วิเคราะห์ทางสถิติ โดยใช้การทดสอบไคสแควร์  

(Chi-square Test)

4. การวิเคราะห์ข้อมูล

วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้ค่าร้อยละการวัด 

ทางระบาดวิทยา ประกอบด้วย อุบัติการณ์สะสม  

(cumulative incidence) อัตราอุบัติการณ์  

(incidence density) และวิเคราะห์ความสมัพนัธ์โดย

ใช้การทดสอบไคสแควร์ โดยค่านัยสำ�คัญทางสถิติ

เท่ากับ p < 0.05

ผลการวิจัย
1. ข้อมูลทั่วไป

การวิจัยครั้งนี้ เป็นการศึกษาแบบย้อนหลัง 

(retrospective cohort study) เป็นระยะเวลา 10 ปี 

เพือ่ศกึษาความสัมพนัธร์ะหว่างระดบั HbA1c กับการ

เกิดโรคแทรกซ้อนท่ีตา และท่ีไต ในผู้ป่วยโรคเบาหวาน 

โดยกลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา เป็นผู้ป่วยโรคเบาหวาน

ชนิดท่ี 2 ท่ีเข้ารับการรักษา ติดตามอาการอย่างต่อเน่ือง

ท่ีคลินิกโรคเรื้อรัง (NCD Clinic) โรงพยาบาล

พรหมคีรี จังหวัดนครศรีธรรมราช จำ�นวน 131 คน 

โดยเป็นผู้ป่วยโรคเบาหวานท่ีมีการข้ึนทะเบียนเป็น 

ผู้ป่วยโรคเบาหวานรายใหม่ในปี พ.ศ. 2553 จำ�นวน 

88 คน และปี พ.ศ. 2554 จำ�นวน 43 คน แบ่งเป็น

เพศหญิง 100 คน เพศชาย 31 คน มีอายุเฉลี่ย  

56 ปี และมีค่า BMI เฉลี่ย 25.00 กิโลกรัมต่อตาราง

เมตร (Table 1) 

2. ผลความสอดคลอ้งระหวา่งคา่ average eHbA1c 

ท่ีคำ�นวณจากผลตรวจ FCBG กับค่า HbA1c  

ท่ีได้จากการตรวจติดตามสุขภาพประจำ�ปี ของ 

ผู้ป่วยโรคเบาหวานชนิดที่ 2

ผลการศึกษาความแตกต่างระหว่างค่า  

average eHbA1c กับคา่ HbA1c ท่ีไดจ้ากการตรวจ

ติดตามสุขภาพประจำ�ปีของผู้ป่วยเบาหวานชนิดท่ี 2 

ในระยะเวลา 10 ปี พบว่า ในปีที่ 1 และ ปีที่ 2 มี

ความสอดคล้องของค่า average eHbA1c กับค่า 

HbA1c คิดเป็น ร้อยละ 79.39 และร้อยละ 63.36 

ตามลำ�ดับ และพบว่ามีการควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ดี

สูงท่ีสุดในปีท่ี 1 และปีท่ี 2 คิดเป็น ร้อยละ 46.56 และ

ร้อยละ 41.22 ตามลำ�ดับ ตั้งแต่ปีที่ 3 เป็นต้นไป พบ

แนวโน้มร้อยละความไม่สอดคล้องเพิ่มข้ึน และพบ

รอ้ยละของกลุ่มท่ีควบคมุระดบัน้ำ�ตาลได้ไมด่มีสัีดส่วน

มากกว่ากลุม่ท่ีควบคมุระดบัน้ำ�ตาลไดด้ ี(Table 2 และ 

Fig. 1) 
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Table 1 Demographic data of T2DM patients at enrollment.

Demographic data n (%)

Sex

- female

- male

100

31

(76.34%)

(23.66%)

Age (years)

< 30 

31-40 

41-50

51-60

61-70

71-80

Average age

2          

13 

31 

39 

32 

14 

56 

(1.52%)

(9.92%)

(23.66%)

(29.77%)

(24.43%)

(10.69%)

(20-78)

BMI (kg/m2) 25.00 (14.84-36.31)

Enrollment year

2010 

2011  

88

43

(67.18%)

(32.82%)

Table 2 Percentage of consistency between average eHbA1c and measured HbA1c of T2DM patients    

	 in Promkiri Hospital calculated for 10 years in each glycemic control group.

   

Year

Percentage of T2DM patients

Consistency Non consistency

Good glycemic 

control group

Poor glycemic 

control group

Good glycemic 

control group

Poor glycemic 

control group

1 46.56 32.82 12.98 7.63

2 41.22 22.14 23.66 12.98

3 21.37 12.98 32.06 33.59

4 29.01 18.32 17.56 35.11

5 33.59 19.08 18.32 29.01
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Year

Percentage of T2DM patients

Consistency Non consistency

Good glycemic 

control group

Poor glycemic 

control group

Good glycemic 

control group

Poor glycemic 

control group

6 25.19 16.79 25.95 32.06

7 29.77 16.03 21.37 32.82

8 20.61 20.61 33.59 25.19

9 16.97 19.08 21.37 42.75

10 21.37 24.43 10.69 43.51

Note: Good glycemic control group (HbA1c < 7%), Poor glycemic control group (HbA1c ≥ 7%)

Fig. 1	 Percentage of consistency between average eHbA1c and measured HbA1c of T2DM patients  

	 in Promkiri Hospital calculated for 10 years in each glycemic control group.

Table 2 Percentage of consistency between average eHbA1c and measured HbA1c of T2DM patients    

	 in Promkiri Hospital calculated for 10 years in each glycemic control group (Cont.)
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3. อุบัติการณ์สะสม (cumulative incidence) การ

เกิดโรคแทรกซ้อนที่ตา (DR) และท่ีไต (DN) 

ระหว่างกลุ่มท่ีควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ดี (HbA1c 

< ร้อยละ 7) กับกลุ่มท่ีควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ไม่ดี 

(HbA1c ≥ ร้อยละ 7)

3 .1 อุบั ติการณ์สะสมการเกิดโรค 

แทรกซ้อนที่ตา (DR) รายใหม่ 

ผลการตรวจคัดกรองจากการตรวจสุขภาพ

ประจำ�ปีของผู้ป่วยโรคเบาหวานด้วยวิธีตรวจด้วย 

กล้องถ่ายภาพจอตา (fundus photography) พบ 

อุบัติการณ์สะสมการเกิดโรคแทรกซ้อนท่ีตารายใหม่

ตั้งแต่ปีท่ี 2 ในกลุ่มท่ีควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ดีดังนี้ 

0.053, 0.019, 0.021, 0.022, 0.047, 0.013, 0.013 

และในปีที่ 9 และ10 ไม่พบผู้ป่วยโรคแทรกซ้อนที่ตา

รายใหม่ ส่วนในกลุ่มผู้ที่ควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ไม่ดี 

ได้ผลดังนี้ 0.130, 0.075, 0.041, 0.044, 0.035, 

0.026, 0.00, 0.014 และในปีที่ 10 ไม่พบผู้ป่วยโรค

แทรกซ้อนที่ตารายใหม่ (Fig. 2)

3.2 อุบั ติการณ์สะสมการเกิดโรค 

แทรกซ้อนที่ไต (DN) รายใหม่ 

ผลการตรวจคัดกรองจากการตรวจสุขภาพ

ประจำ�ปีของผู้ป่วยโรคเบาหวาน โดยใช้ผลตรวจทาง

หอ้งปฏิบตักิารซึง่ประกอบดว้ย การตรวจ Cr (eGFR), 

อลับมูนิในปสัสาวะ ไมโครอลับมูนิในปสัสาวะ รว่มกบั

ผลการวินิจฉัยของแพทย์ (ICD10) พบอุบัติการณ์

สะสมของการเกิดโรคแทรกซ้อนท่ีไตรายใหม่ตั้งแต่ 

ปีที่ 2 ในกลุ่มผู้ป่วยที่ควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ดี ดังนี้ 

0.0374, 0.400, 0.158, 0.200, 0.143, 0.200 และ

ปีท่ี 8 ถึงปีท่ี 10 ไม่พบผู้ป่วยโรคแทรกซ้อนท่ีไต 

รายใหม่ ส่วนกลุ่มผู้ป่วยท่ีควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ไม่ดี 

ไดผ้ลดงันี ้0.244, 0.220, 0.316, 0.100, 0.143 และ

ในปีท่ี 7 ถึงปีท่ี 10 ไม่พบผู้ป่วยโรคแทรกซ้อนท่ีไต 

รายใหม่  (Fig. 3) 

3.3 อุบั ติการณ์สะสมการเ กิดโรค 

แทรกซ้อนที่ตาร่วมกับไต (DR+DN) รายใหม่

ผลการทดลองพบอุบัติการณ์สะสมการเกิด

โรคแทรกซ้อนที่ตาร่วมกับไตรายใหม่ตั้งแต่ปีที่ 2 ใน

กลุ่มที่ควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ดี ดังนี้ 0.031, 0.027, 

0.019, 0.021, 0.023 และในปีที่ 7 ถึงปีที่ 10 ไม่พบ

ผู้ป่วยโรคแทรกซ้อนท่ีตาร่วมกับไตรายใหม่ ส่วนใน

กลุ่มที่ควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ไม่ดี ได้ผลดังนี้ 0.107, 

0.053, 0.048, 0.010, 0.064, 0.035, 0.000, 0.025 

และในปีที่ 10 ไม่พบผู้ป่วยโรคแทรกซ้อนที่ตาร่วมกับ

ไตรายใหม่ (Fig. 4)
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Fig. 2	 Cumulative incidence of diabetic retinopathy (DR) in T2DM patients with good and poor  

	 glycemic control at Promkiri Hospital calculated for 10 years.

Fig. 3 	 Cumulative incidence of diabetic nephropathy (DN) in T2DM patients with good and poor  

	 glycemic control at Promkiri Hospital calculated for 10 years.
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4. อัตราอุบัติการณ์ (incidence density) การเกิด

โรคแทรกซ้อนท่ีตา (DR) และท่ีไต (DN) ของกลุม่

ที่มีค่า HbA1c ที่ได้จากการตรวจติดตามสุขภาพ

ประจำ�ปี สอดคล้องและไม่สอดคล้องกับค่า average 

eHbA1c ที่คำ�นวณจากผลตรวจ FCBG ในกลุ่มที่

ควบคมุระดับน้ำ�ตาลได้ไม่ดี (HbA1c ≥ รอ้ยละ 7)

4.1 ความสัมพันธ์การเกิดโรคแทรกซ้อน 

ท่ีตา และท่ีไต ในผู้ป่วยโรคเบาหวานท่ีมีค่า average 

eHbA1c สอดคล้องและไม่สอดคล้องกับค่า 

HbA1c ในกลุ่มที่ควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ไม่ดี 

การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง average 

eHbA1c ท่ีสอดคล้อง และไม่สอดคล้องกับค่า 

HbA1c ท่ีไดจ้ากการตรวจตดิตามสขุภาพประจำ�ป ีกบั

การเกิดโรคแทรกซ้อนที่ตาและที่ไต แบ่งออกเป็น  

การเกิดโรคแทรกซ้อนที่ตา (DR) การเกิดโรค

แทรกซ้อนที่ไต (DN) และการเกิดโรคแทรกซ้อนท่ี

ตารว่มกับไต (DR+DN) ในกลุม่ผูป้ว่ยทีค่วบคมุระดบั

น้ำ�ตาลได้ไม่ดี วิเคราะห์ด้วยสถิติไคสแควร์ ท่ีความ

เช่ือม่ันท่ีร้อยละ 95 พบว่า การเกิดโรคแทรกซ้อนท่ีตา 

และการเกิดโรคแทรกซ้อนท่ีตาร่วมกับไต มีความ

สัมพันธ์กับการมีค่า average eHbA1c สอดคล้อง 

และไม่สอดคล้องกับค่า HbA1c ที่ได้จากการตรวจ

ติดตามสุขภาพประจำ�ปี โดยมีค่า p-value เท่ากับ 0.036 

และ 0.07 ตามลำ�ดับ แต่การเกิดโรคแทรกซ้อนที่ไต 

ไม่มีความสัมพันธ์กับการที่มีค่า average eHbA1c 

สอดคล้อง หรอืไมส่อดคล้อง กับคา่ HbA1c ท่ีไดจ้าก

การตรวจติดตามสุขภาพประจำ�ปี p-value เท่ากับ 0.155 

(Table 3)

Fig. 4	 Cumulative incidence of diabetic retinopathy (DR) and nephropathy (DN) in T2DM patients at      

       	 Promkiri Hospital calculated for 10 years.
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4.2 อตัราอบุติัการณ ์(incidence density) 

การเกิดโรคแทรกซ้อนท่ีตา (DR) และท่ีไต (DN)  

ในผู้ป่วยโรคเบาหวาน ท่ีมีค่า average eHbA1c 

สอดคล้อง และไม่สอดคล้องกับค่า HbA1c ที่ได้

จากการตรวจติดตามสุขภาพประจำ�ปี ในกลุ่มผู้ป่วย

ที่ควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ไม่ดี 

ผลการศกึษาพบวา่ อตัราอบุตักิารณ์การเกิด

โรคแทรกซ้อนที่ตาเท่ากับ 2.03 และ 4.71 รายต่อ 

100 ประชากรต่อปี อัตราอุบัติการณ์โรคแทรกซ้อนที่

ไต เท่ากับ 6.08 และ 5.36 รายต่อ 100 ประชากร

ตอ่ป ี และอตัราอบุตักิารณ์การเกิดโรคแทรกซอ้นทีต่า

ร่วมกับไต เท่ากับ 1.47 และ 4.52 รายต่อ 100 

ประชากรต่อปี ในผู้ป่วยโรคเบาหวานท่ีควบคุม 

ระดับน้ำ�ตาลได้ไม่ดี และมีค่า average eHbA1c  

สอดคล้องและไมส่อดคล้องกับคา่ HbA1c ตามลำ�ดบั  

(Table 4)

Table 3 Correlations between diabetes retinopathy (DR) and nephropathy (DN) in consistency and  

	 non-consistency between average eHbA1c and measured HbA1c of poor glycemic control  

	 T2DM patients in Promkiri Hospital calculated for 10 years.

Complication of T2DM Number of poor glycemic control patients with 

complications P - value

Consistency (n) Non consistency (n)

1. DR 11 28 0.036*

2. DN 27 24 0.155

3. DR and DN 8 29 0.007*

Note: “*” represents p-value < 0.05, which resulted from analysis using Chi-square at 95% confident 

interval

Table 4 Incidence density of diabetes retinopathy (DR) and nephropathy (DN) in consistency and  

	 non-consistency between average eHbA1c and measured HbA1c of poor glycemic control  

	 T2DM patients in Promkiri Hospital calculated for 10 years.

Complication of T2DM

Incidence density of poor glycemic control patients with 

complication

Consistency 

(100 person-years )

Non Consistency

(100 person-years )

1. DR 2.03  4.71

2. DN 6.08 5.36

3. DR and DN 1.47 4.52
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วิจารณ์
การศึกษาความสอดคล้องของค่า average 

eHbA1c จากการคำ�นวณ กับค่า HbA1c ที่ได้จาก

การตรวจตดิตามสขุภาพประจำ�ป ีพบวา่มรีอ้ยละความ

สอดคล้องมากท่ีสุดในปีท่ี 1 และ 2 โดยมีแนวโน้ม 

ร้อยละความไม่สอดคล้องเพ่ิมสูงข้ึนในปีท่ี 3 เป็นต้นไป 

และพบในกลุ่มผู้ป่วยท่ีควบคุมระดับน้ำ�ตาลในเลือด 

ได้ ไม่ดีมากกว่าในกลุ่มท่ีควบคุมระดับน้ำ�ตาลใน 

เลือดได้ดี โดยมีการศึกษาท่ีสนับสนุนการค้นพบนี้  

ช้ีว่าเมื่อผู้ป่วยเป็นโรคเบาหวานในระยะเวลานานขึ้น 

พฤติกรรมการควบคุมระดับน้ำ�ตาลจะลดลง เพราะ 

ผู้ป่วยขาดความตระหนักในการดูแลสุขภาพ โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งในผู้สูงอายุ(13, 14) แต่ในการนำ�ผลการตรวจ 

FCBG มาคำ�นวณเพื่อหา  eHbA1c นั้น มีการศึกษา

พบว่าผลตรวจ FCBG จะมีค่าสูงกว่าผลตรวจ FPG 

ร้อยละ 8.3(15) ทำ�ให้มีข้อจำ�กัดในการคำ�นวณค่า 

eHbA1c ด้วยสูตร 

eHbA1c (%) = 
FCBG (mg/dL) + 46.7

		    
 28.7  

 

ในกรณทีีผู่ป้ว่ยโรคเบาหวานมคีา่ FCBG มากกว่า 217 

มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร ซ่ึงจะทำ�ให้ค่า eHbA1c แตกต่าง

จากค่า HbA1c ท่ีได้จากการตรวจติดตามสุขภาพ

ประจำ�ปมีากกว่ารอ้ยละ 0.5 ซึง่อยู่ในช่วงไมส่อดคลอ้ง 

การศึกษาอุบัติการณ์สะสมการเกิดโรค

แทรกซอ้นทีต่ารายใหม ่ในกลุม่ท่ีควบคมุระดบัน้ำ�ตาล

ได้ดี (HbA1c < ร้อยละ 7) และกลุ่มที่ควบคุมระดับ

น้ำ�ตาลได้ไม่ดี (HbA1c ≥ ร้อยละ 7) พบว่า ในปีที่ 

2 มีอุบัติการณ์สะสมการเกิดโรคแทรกซ้อนท่ีตา 

รายใหม่สูงท่ีสุด ท้ังในกลุ่มท่ีควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ดี และ

กลุม่ทีค่วบคมุระดบัน้ำ�ตาลได้ไมด่ ีและยงัพบแนวโนม้

อุบัติการณ์สะสมการเกิดโรคแทรกซ้อนท่ีตารายใหม่ 

ในกลุ่มท่ีควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ไม่ดีสูงกว่าในกลุ่มท่ี

ควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ดี สอดคล้องกับผลการศึกษา

ปจัจยัเสีย่งตอ่ diabetic retinopathy ในป ีพ.ศ. 2559 

ของ Lima และคณะ ซึ่งพบว่าการควบคุมระดับ

น้ำ�ตาลที่ไมด่ีในระยะเวลาการเปน็โรคเบาหวานในช่วง 

11-15 ปี และการมีโรคแทรกซ้อนท่ีไตเป็นปัจจัย 

เสี่ยงที่ทำ�ให้เกิดโรคแทรกซ้อนที่ตา(16)  ในปีเดียวกัน 

Ting และคณะ ได้ศึกษาความชุก ปัจจัยเสี่ยง และ

การตรวจคัดกรอง diabetic retinopathy และพบว่า 

ปัจจัยเสี่ยงของการเกิดโรคแทรกซ้อนท่ีตาประกอบ

ด้วยระดับ HbA1c ที่สูง ภาวะไขมันในกระแสเลือด

สูง ภาวะความดนัโลหติสูง และคา่ดชันมีวลกายสูง(17)  

และในปี พ.ศ. 2565 Yau และคณะ ได้ศึกษาอัตรา

การเกิดโรคแทรกซ้อนและปัจจัยท่ีมีผลต่อการเกิด 

โรคแทรกซ้อนที่ตา และพบว่า ระยะเวลาการเป็นโรค

เบาหวานและการควบคุมระดับน้ำ�ตาลไม่ดีเป็นปัจจัย

เส่ียงท่ีทำ�ให้เกิดโรคแทรกซ้อนของโรคเบาหวานท่ี 

ตา(18) ซึง่สอดคลอ้งกับผลการศกึษาในครัง้นีท่ี้พบกลุ่ม

ผู้ป่วยท่ีมีการควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ไม่ดีมีอุบัติการณ์ 

สะสมการเกิดโรคแทรกซอ้นท่ีตาสูงกวา่กลุ่มผูป้ว่ยโรค

เบาหวานที่สามารถควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ดี 

การศึกษาอุบัติการณ์สะสมการเกิดโรค

แทรกซอ้นท่ีไตรายใหม ่ในกลุม่ทีค่วบคมุระดบัน้ำ�ตาล

ได้ดี (HbA1c < ร้อยละ 7) และกลุ่มที่ควบคุมระดับ

น้ำ�ตาลได้ไม่ดี (HbA1c ≥ ร้อยละ 7) พบว่าผู้ป่วยทั้ง

สองกลุม่มอุีบตักิารณ์สะสมการเกิดโรคแทรกซอ้นท่ีไต

ไม่แตกต่างกัน สะท้อนให้เห็นว่าการควบคุมระดับ

น้ำ�ตาลในเลือดไม่ได้เป็นปัจจัยเดียวในการเกิดโรค

แทรกซ้อนท่ีไต โดยพบว่ากลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ในการ

ศึกษาครั้งนี้จำ�นวน 131 ราย มีโรคความดันโลหิตสูง

เป็นโรคร่วม 109 ราย มีค่าเฉลี่ยของ BMI เท่ากับ 

25 กิโลกรัมต่อตารางเมตร และมีโรคแทรกซ้อนที่ตา 

39 ราย ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Wagnew 

และคณะ ในปี พ.ศ. 2561 ท่ีพบว่าผู้ป่วยโรคเบาหวาน

ท่ีมีความดันโลหิตสูงร่วมด้วยมีค่า Odd ratio =  

1.67 (1.31-2.14) เมื่อเทียบกับผู้ป่วยโรคเบาหวาน
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ที่ไม่มีภาวะความดันโลหิตสูง (19) และ Lou และคณะ 

ในป ีพ.ศ. 2562 ท่ีพบวา่การเปน็โรคเบาหวานมากกว่า 

15 ปี ร่วมกับมีค่า BMI ≥ 24 กิโลกรัมต่อตารางเมตร, 

HbA1c ≥ ร้อยละ 7.5, FBG > 198 มิลลิกรัมต่อ

เดซิลิตร ความดันโลหิตสูง และมีโรคแทรกซ้อนที่ตา 

เปน็ปจัจยัเสีย่งในการเกดิโรคแทรกซอ้นที่ไต(20) และ

ในปี พ.ศ. 2563 Tamru และคณะ พบอุบัติการณ์

การเกิดโรคแทรกซ้อนของโรคเบาหวานท่ีไตใน

ประเทศเอธิโอเปีย เท่ากับ 3.6 คนต่อ 100 ประชากร

ต่อปี(21)

การศึกษาอุบัติการณ์สะสมการเกิดโรค

แทรกซ้อนที่ตาร่วมกับไตรายใหม่ในกลุ่มท่ีควบคุม

ระดับน้ำ�ตาลได้ดีและไม่ดี พบว่าในกลุ่มท่ีควบคุม

ระดับน้ำ�ตาลได้ ไม่ดีมีแนวโน้มอุบัติการณ์สะสม 

การเกิดโรคแทรกซ้อนที่ตาร่วมกับไตสูงกว่ากลุ่มท่ี 

ควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ดี สอดคล้องกับการศึกษาของ  

van Wijingaarden และคณะ ในปี พ.ศ. 2560 และ 

Li และคณะ ในปี พ.ศ. 2563 ที่พบว่าผู้ป่วย 

โรคเบาหวานชนิดท่ี 2 ท่ีมีค่า HbA1c สูงจะเพิ่ม 

ความเสี่ยงต่อการเกิดโรคแทรกซ้อนกับหลอดเลือด

ขนาดเล็ก(22,23) 

การศึกษาอัตราอุบัติการณ์การเกิดโรค

แทรกซ้อนที่ตา และอัตราการเกิดโรคแทรกซ้อนที่ตา

ร่วมกับไต พบวา่ กลุม่ผูป้ว่ยทีม่คีา่ average eHbA1c 

สอดคล้องกับค่า HbA1c ท่ีได้จากการตรวจติดตาม

สุขภาพประจำ�ปี มีอัตราอุบัติการณ์การเกิดโรค

แทรกซ้อนท่ีตาและที่ตาร่วมกับไต น้อยกว่ากลุ่มที่มี 

ค่า average eHbA1c ไม่สอดคล้องกับค่า HbA1c 

จากการตรวจติดตามสุขภาพประจำ�ปี แต่ในกลุ่มท่ีมี

ค่า average eHbA1c สอดคล้อง และไม่สอดคล้อง

กับค่า HbA1c ท่ีได้จากการตรวจติดตามสุขภาพ

ประจำ�ปกีลบัมอัีตราอบุตักิารณ์การเกิดโรคแทรกซอ้น

ท่ีไตไม่แตกต่างกันและผลการศึกษาจำ�นวนมากยัง 

พบว่าการที่ผู้ป่วยมีภาวะความดันโลหิตสูงร่วมด้วย 

ถือเป็นปัจจัยสำ�คัญในการทำ�ให้เกิดโรคแทรกซ้อนท่ีไต 

ของผู้ป่วยโรคเบาหวาน(24-26) รวมทั้งผลการคำ�นวณ 

eHbA1c เป็นค่าเฉลี่ยที่คำ�นวณมาจากผลการตรวจ

น้ำ�ตาลปลายนิว้ซึง่ยงัมกีารศกึษาไมม่ากจงึอาจมผีลให้

เกิดความคลาดเคล่ือนได ้แตป่จัจบุนัมกีารศกึษาความ

สัมพันธ์ของจำ�นวนครั้งในการควบคุมระดับน้ำ�ตาล

อย่างต่อเนื่อง (time in range; TIR) หรือความแกว่ง

ของระดบัน้ำ�ตาลในเลอืด (glucose variability; GV) 

กับการเกิดโรคแทรกซอ้นตา่ง ๆ  ซึง่เปน็ไปในแนวทาง

เดียวกันกับการศึกษานี้ เช่น ในปี พ.ศ. 2561  

Lu และคณะ พบว่าผูป้ว่ยทีม่ีโรคแทรกซอ้นทีต่าอยา่ง

รุนแรงจะมี TIR ต่ำ� และ GV สูงกว่าผู้ป่วยรายที่มี

ความรุนแรงน้อยกว่า (p < 0.01)(27) ในปี พ.ศ. 2565 

Lachin และคณะ พบว่า TIR มีความสัมพันธ์กับโรค

แทรกซ้อนท่ีตาและโรคแทรกซ้อนร่วมท่ีตาและไต

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ(28) กรณีท่ีโรคแทรกซ้อนท่ี

ไตไม่พบความสัมพันธ์กับ TIR หรือ GV เนื่องจากมี

ปัจจัยอ่ืนร่วมด้วย ได้แก่ ระยะเวลาการเป็นโรคเบาหวาน 

ภาวะความดันโลหิตสูง ภาวะอ้วนลงพุง และการท่ี 

ผู้ป่วยมีไขมันในเลือดสูง ส่งผลให้ภาวะน้ำ�ตาลสูง 

ในเลือดเพียงอย่างเดียวไม่มีความสัมพันธ์ โดย 

ตรง(29)

เนื่องจากการศึกษาในครั้งนี้เป็นการศึกษา

แบบยอ้นหลัง (retrospective cohort study) ในช่วง

ระยะเวลาเพียง 10 ปี ซึ่งเป็นข้อจำ�กัดของการศึกษา 

จึงมีข้อเสนอแนะให้เพิ่มระยะเวลาในการศึกษาเป็น  

15-20 ปี เพื่อให้เห็นพัฒนาการของโรคแทรกซ้อน 

ที่ตา ไต และตาร่วมกับไตได้ชัดเจนมากยิ่งขึ้นในกลุ่ม

ที่มีการควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ดี  และใช้กลุ่มตัวอย่าง

เป็นผู้ป่วยท่ีไม่มีโรคความดันโลหิตสูงร่วมเพื่อให้ได้ 

ผลการศกึษาโรคแทรกซอ้นท่ีไต โดยไมม่ีโรคความดนั

โลหิตสูงเป็นปัจจัยรบกวนในการเกิดโรคแทรกซ้อน 

ที่ไต
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สรุุปผล
การศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าการตรวจ 

HbA1c จากการตรวจติดตามสุขภาพประจำ�ปี เพียง

ปีละ 1 ครั้ง อาจไม่เพียงพอสำ�หรับการดูแลผู้ป่วยโรค

เบาหวาน โดยเฉพาะในกลุ่มผู้ป่วยโรคเบาหวานท่ี

ควบคุมระดับน้ำ�ตาลได้ ไม่ดี ซึ่งพบปัญหาความ 

ไม่สอดคล้องของค่า HbA1c ท่ีได้จากการตรวจติดตาม

สุขภาพประจำ�ปี กับค่า average eHbA1c มีความ

สัมพันธ์กับการเกิดโรคแทรกซ้อน ทั้งที่ตา และที่ไต 

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ ดังนั้นจึงควรให้มีการ 

เพิ่มการตรวจ HbA1c เป็นอย่างน้อยปีละ 2 ครั้ง  

ในช่วงต้นปีงบประมาณและกลางปีงบประมาณ หรือ 

หลังเปล่ียนวิธกีารรกัษา เช่น หลังการปรบัสตูรยา หรอื

เปลีย่นจากการรบัประทานยาเปน็การฉดีอนิซลูนิ เพือ่

ป้องกันการเกิดโรคแทรกซ้อนที่ตาและที่ไต ช่วยเพิ่ม

คุณภาพชีวิตของผู้ป่วยโรคเบาหวานได้มากข้ึน  

งานวิจัยนี้สอดรับกับนโยบายของสำ�นักงานประกัน

สุขภาพแห่งชาติ ที่ได้เริ่มปรับให้มีการชดเชยการ 

จ่ายค่าตรวจติดตามสุขภาพประจำ�ปีของผู้ป่วยโรค 

เบาหวาน ในรายการตรวจ HbA1c โดยกำ�หนดให้

สามารถเบิกจ่ายได้เพิ่มขึ้นเป็นปีละ 2 ครั้ง ครั้งละ 

ไม่เกิน 150 บาท เพื่อติดตามพฤติกรรมการควบคุม

ระดับน้ำ�ตาลของผู้ป่วยโรคเบาหวานได้อย่างใกล้ชิด

มากขึ้น
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ผู้วิจัยขอขอบพระคุณผู้อำ�นวยการโรงพยาบาล

ที่อนุญาตให้ใช้ข้อมูลในการทำ�วิจัย และขอบพระคุณ

เจา้หนา้ทีค่ลินกิโรคเรือ้รงั ตลอดจนเจา้หนา้ท่ีกลุม่งาน
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Abstract
Dengue fever, dengue hemorrhagic fever, and dengue shock syndrome are the groups of 

diseases caused by the dengue virus infection with the mosquito, Aedes aegypti, as the major vector. 

Dengue viruses are classified into four serotypes including dengue-1, dengue-2, dengue-3, and 

dengue-4. In every year, Ratchaburi is one of the provinces in Thailand where the incidence rates 

of dengue virus infection are high. This study aims to monitor dengue serotype changes in dengue 

fever, dengue hemorrhagic fever, and dengue shock syndrome patients in Ratchaburi province  

during 2012-2020. The 1,027 samples were tested for dengue virus RNA by real time RT-PCR. The 

results found that real time RT-PCR positive cases ranged from 37.6-74.7%. The prevalence rates of DENV-1, 

DENV-2, DENV-4 and DENV-3 were detected as 36.5%, 26.3%, 20.6% and 16.4%, respectively, 

including 0.2% of co-infection between DENV-2 and DENV-3. Notably, all four  

dengue serotypes were circulated in Ratchaburi province. DENV-1 was found every year, while 

DENV-3 and DENV-4 decreased in the last 5 years (since 2016). The number of DENV-2 has also 

decreased and until the year 2018 onwards, it has been increasing continuously. Within 2,106 patient 
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cases, antibodies detection against dengue virus were 48.6-95.9%, with 0-20% of primary infection 

and 80-100% of secondary infection. The information obtained from this study notifies the epidemio-

logy, outbreak pattern, and dengue serotype data, which will be useful for dengue control and  

vaccine research and development to cover the strains of the dengue virus.

Keywords:	Dengue virus, Dengue fever, Dengue hemorrhagic fever, Serotypes
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อุบัติการณ์การติดเชื้อและซีโรทัยป์ไวรัสเดงกีในจังหวัดราชบุรี 
ระหว่างปี พ.ศ. 2555-2563
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บทคััดย่่อ
โรคไข้เดงกี ไข้เลือดออกเดงกี และไข้เลือดออกช็อก เป็นกลุ่มโรคที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัส

เดงกี ที่มียุงลาย Aedes aegypti เป็นพาหะนำ�โรคที่สำ�คัญ ไวรัสเดงกีประกอบด้วย 4 ซีโรทัยป์ คือ  

เดงกี-1 เดงกี-2 เดงกี-3 และเดงกี-4 จังหวัดราชบุรีเป็นจังหวัดหน่ึงในพื้นท่ีของประเทศไทยท่ีพบ 

อบุติัการณข์องไวรสัเดงกสีงูในทุกป ีงานวิจยัน้ีมีวตัถปุระสงคเ์พือ่เฝ้าระวงัการเปลีย่นแปลงซีโรทัยปข์อง

ไวรัสเดงกีจากผู้ป่วยท่ีติดเช้ือ ในจังหวัดราชบุรี ระหว่างปี พ.ศ. 2555-2563 โดยศึกษาสารพันธุกรรมของ

เชื้อด้วยวิธี real time RT-PCR จำ�นวน 1,027 ราย พบผลบวกของเชื้อร้อยละ 37.6-74.7 สายพันธุ์ 

ที่พบเรียงตามความชุกคือเชื้อเดงกี-1 เชื้อเดงกี-2  เชื้อเดงกี-4 และเชื้อเดงกี-3 โดยพบร้อยละ 36.5, 

26.3, 20.6 และ 16.4 ตามลำ�ดับ รวมทั้งมีการติดเชื้อร่วมกันของเชื้อเดงกี-2 และเดงกี-3 ร้อยละ 0.2  

จึงเห็นได้ว่าไวรัสเดงกีที่ตรวจพบในจังหวัดราชบุรีมีการหมุนเวียนครบทั้ง 4 ซีโรทัยป์ โดยที่เชื้อเดงกี-1 

พบได้ทุก ๆ ปี ในขณะที่เดงกี-3 และเดงกี-4 เริ่มลดลงในช่วง 5 ปีหลัง (ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2559) ส่วน 

เชื้อเดงกี-2 มีจำ�นวนลดต่ำ�ลง จนกระทั่งในปี พ.ศ. 2561 เป็นต้นไป พบจำ�นวนเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง 

นอกจากนี้ยังศึกษาการติดเชื้อเดงกีจาก Antibody ด้วยวิธี Ab capture ELISA จำ�นวน 2,106 ราย พบ

ผลบวกร้อยละ 48.6-95.9 ซึ่งเป็นการติดเชื้อครั้งแรกร้อยละ 0-20 และติดเชื้อเดงกีซ้ำ�ร้อยละ 80-100 

ข้อมลูที่ได้จากการศึกษานี้ทำ�ให้ทราบสถานการณ์ รูปแบบการระบาด และข้อมูลซีโรทัยป์ของไวรัสเดงกี

ซึ่งจะช่วยให้เป็นประโยชน์ต่อหน่วยงานท่ีเกี่ยวข้องในการควบคุมโรคไข้เลือดออกเดงกี รวมไปถึงการ

วิจัยพัฒนาวัคซีนให้ครอบคลุมสายพันธุ์ของไวรัสเดงกีต่อไป

คำ�สำ�คัญ:	เชื้อไวรัสเดงกี ไข้เดงกี ไข้เลือดออกเดงกี ซีโรทัยป์ 

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: seksun@hotmail.com  
รับบทความ: 21 มกราคม 2566	 แก้ไขบทความ: 7 มิถุนายน 2566 	 รับตีพิมพ์บทความ: 24 มิถุนายน 2566
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บทนำ�
ไข้เลือดออกเดงกี (Dengue hemorrhagic 

fever; DHF) เป็นโรคที่พบแพร่กระจายในประเทศ

เขตรอ้นมานานกวา่ 200 ป ีตอ่มาหลงัสงครามโลกครัง้

ที่ 2 เริ่มมีการระบาดเพิ่มขึ้น และพบกลุ่มผู้ป่วยที่มี

อาการโรคท่ีรุนแรง มีภาวะเลือดออกและภาวะช็อก 

โดยมีอัตราตายสูง และในปัจจุบันโรคไข้เลือดออก 

เดงกียงัเปน็ปญัหาสาธารณสขุทีส่ำ�คญัในหลายประเทศ

ท่ัวโลก เนื่องจากโรคนี้สามารถแพร่กระจายอย่าง 

กว้างขวางและพบรายงานจำ�นวนผู้ป่วยท่ีเพิ่มข้ึน 

อย่างมากในระยะเวลา 40 ปีท่ีผ่านมา ประเทศไทย

เริม่พบโรคไข้เลือดออกตัง้แตป่ ีพ.ศ. 2492 การระบาด

ครั้งใหญ่ที่สุดเกิดขึ้นเมื่อปี พ.ศ. 2530 มีผู้ป่วยทั้งสิ้น  

174,285 ราย อัตราป่วย 325.13 ต่อแสนประชากร 

เสียชีวิต 1,008 ราย อัตราป่วยตายร้อยละ 0.58 และ

ยังพบการระบาดครั้งใหญ่ ที่มีอัตราป่วยสูงในปีต่อมา

อีกหลายครั้ง(1)

ไวรัสเดงกี จัดเป็น RNA virus ใน  

Family Flaviviridae Genus Flavivirus(2)   

ไวรัสเดงกีแบ่งออกเป็น 4 ซีโรทัยป์ คือ เดงกี-1  

เดงกี-2 เดงกี-3 และเดงกี-4 ประเทศในเขตร้อน 

ส่วนใหญ่เป็นพื้นที่ที่มีไวรัสเดงกีทั้ง 4 ซีโรทัยป์แพร่

กระจายอยู่ จึงทำ�ให้ผู้ท่ีอยู่ในพื้นท่ีดังกล่าวมีโอกาส

เกดิโรคไข้เลอืดออกมากข้ึน ไวรสัเดงกีแตล่ะซีโรทัยป์

มีแอนติเจนบางส่วนท่ีแสดงลักษณะเฉพาะและ

แอนติเจนบางส่วนเป็นแอนติเจนร่วมของกลุ่ม  

Flavivirus แอนติบอดีที่เกิดขึ้นหลังการติดเชื้อไวรัส

เดงกีจะทำ�ปฏิกิริยาจับกับแอนติเจนของซีโรทัยป์นั้น

และสามารถทำ�ปฏิกิริยาข้ามกลุ่มกับแอนติเจนของ 

Flavivirus ตัวอ่ืน ๆ ในระดับสูง(3,4) เมื่อมีการ 

ติดเช้ือไวรัสเดงกีซีโรทัยป์ใดซีโรทัยป์หนึ่งแล้วจะมี

ภูมิคุ้มกันต่อเชื้อไวรัสเดงกีซีโรทัยป์นั้นอย่างถาวร

ตลอดชีวิต แต่มีภูมิคุ้มกันต่อเช้ือไวรัสเดงกีอีก 3  

ซีโรทัยป์ในช่วงระยะเวลาสั้นๆ เพียง 2-3 เดือน หรือ

อาจนานถึง 6-12 เดือน การติดเชื้อไวรัสเดงกีในคน

ส่วนใหญ่ (ประมาณร้อยละ 90) มักไม่แสดงอาการ  

มีเพียงร้อยละ 3 เท่านั้นท่ีแสดงอาการอย่างรุนแรง 

ลกัษณะอาการทางคลนิกิของผูป้ว่ยท่ีตดิเชือ้ไวรสัเดงกี 

แบ่งเป็น 4 แบบคือ 1) ไข้ไม่ทราบสาเหตุ (Undif-

ferentiated fever; UF); 2) ไข้เดงกี (Dengue  

fever; DF); 3) ไข้เลือดออกเดงกี (Dengue  

hemorrhagic fever; DHF) และ 4) ถ้ามีการรั่วของ

พลาสมาออกนอกหลอดเลือดมาก ผู้ป่วยจะมีภาวะ

ช็อกเกิดข้ึนท่ีเรียกว่าไข้เลือดออกช็อก (Dengue 

shock syndrome; DSS)(5-7) 

การจำ�แนกซีโรทัยป์ของไวรัสเดงกีในผู้ป่วย

มคีวามสำ�คญัตอ่การศกึษาทางระบาดวทิยา ทำ�ให้เข้าใจ

สถานการณ์และปัจจัยเสี่ยงของการระบาดมากข้ึน 

รวมท้ังประโยชนต์อ่การพยากรณ์การระบาดและความ

รนุแรงของโรค การตรวจพบซีโรทัยปข์องไวรสัเดงกีที่

เปลี่ยนไปในระยะ 3 เดือน สามารถพยากรณ์

สถานการณ์ของการระบาดที่จะเกิดข้ึนต่อเนื่องได้(8) 

นอกจากนี้การติดเชื้อซ้ำ�ด้วยไวรัสเดงกีซีโรทัยป์ที่ต่าง

จากการตดิเชือ้ซีโรทยัปแ์รกเปน็ปจัจยัเสีย่งท่ีสำ�คญัตอ่

การเกิดอาการท่ีรนุแรง การตดิเช้ือซ้ำ�ดว้ยเดงกี-2 และ

เดงกี-3 มีอัตราเสี่ยงสูงที่จะเกิดโรคไข้เลือดออกชนิด

ท่ีรุนแรงมากกว่าการติดเช้ือซ้ำ�ด้วยซีโรทัยป์อ่ืน(9)  

การตรวจซีโรทัยป์ของไวรัสเดงกีนิยมตรวจ 2 วิธี คือ 

การแยกเชือ้ไวรสัดว้ยเซลล์เพาะเล้ียงหรอืฉีดเชือ้ไวรสั

เข้าตัวยุงโดยตรง แล้วตรวจหาเชื้อไวรัส ซึ่งจะพบ

เฉพาะเช้ือไวรสัทีย่งัมชีีวติเท่านัน้ ส่วนการตรวจหาสาร

พันธุกรรมของเชื้อโดยวิธี real time reverse  

transcription polymerase chain reaction (real 

time RT-PCR) เป็นวิธีที่นิยมแพร่หลายในปัจจุบัน 

ใช้ตรวจหาเช้ือท่ีเป็นสาเหตุของโรคติดเช้ือหลายชนิด

พร้อม ๆ กันได้ รวมท้ังโรคไข้เลือดออกด้วย ทำ�ให้



อุบัติการณ์การติดเชื้อและซีโรทัยป์ไวรัสเดงกีในจังหวัดราชบุรี ระหว่างปี พ.ศ. 2555-2563 8747

สะดวกและง่ายขึ้น(10) 

เนื่องจากจังหวัดราชบุรีเป็นจังหวัดท่ีมีการ

ระบาดของไวรัสเดงกีอย่างต่อเนื่อง มีอุบัติการณ์ของ

โรคไขเ้ลอืดออกสงูทุกป ีมกีารหมนุเวียนของเชือ้ไวรสั

เดงกีในพ้ืนท่ีในระดบัท่ีสงู เนือ่งจากเปน็เขตชายแดน

ประเทศไทย ซึง่มลีกัษณะทางภมูศิาสตรท่ี์มทีัง้ปา่และ

สังคมเมือง ดังนั้นการศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อ 

เฝา้ระวังการเปล่ียนแปลงซีโรทัยปข์องไวรสัเดงกี จาก

การตรวจหาสารพันธุกรรมของเช้ือไวรัสเดงกีโดยวิธี 

real time RT-PCR และการตรวจหาสถานภาพของ

การตดิเช้ือครัง้แรกหรอืตดิเช้ือซ้ำ�จากแอนตบิอดชีนดิ 

IgM และ IgG ต่อเชื้อโดยวิธี ELISA ในผู้ป่วยไข้ 

เดงกีและไข้เลือดออกเดงกี และไข้เลือดออกช็อกใน

จังหวัดราชบุรี 

วัสดุและวิธีการ
1. ตัวอย่างใช้ในการศึกษา 

ตวัอยา่งเลอืดผูป้ว่ยซึง่ไดร้บัการวินจิฉัยจาก

อาการทางคลินิกด้วยโรคไข้เดงกี (Dengue fever, 

DF) ไข้เลือดออกเดงกี (Dengue hemorrhagic 

fever, DHF) หรอืไข้เลอืดออกชอ็ก (Dengue shock 

syndrome, DSS) ซึ่งเข้ารับการรักษาในโรงพยาบาล

ราชบุรี จังหวัดราชบุรี เป็นระยะเวลา 9 ปี ระหว่างปี 

พ.ศ. 2555-2563 จำ�นวน 2,106 ราย ไดร้บัการตรวจ

กรองทางห้องปฏิบัติการด้วย Dengue NS1 Ag จาก

ชุด Rapid test (SD Bioline, South Korea) ในการ

ศึกษานี้ได้ทำ�การเก็บตัวอย่างซีรัม 2 ครั้ง ครั้งแรกใน

ขณะที่ผู้ป่วยมาโรงพยาบาล และครั้งที่ 2 นัดห่างจาก

วันเริ่มป่วย 10-17 วัน ซึ่งจะเก็บซีรัมทั้งสองครั้งไว้ที่ 

-20°C เพื่อตรวจหาสถานภาพการติดเช้ือของไวรัส 

เดงกี และ serotype ของเชื้อเดงกีต่อไป งานวิจัยนี้

ได้รับการอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย

ในคน มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ สาขาวิทยาศาสตร์ 

(COE No.21/2563) 

2. การตรวจหาสารพันธุกรรมโดยวิธี Real time 

RT-PCR                 

ตวัอยา่งซรีมัของผูป้ว่ยทีเ่ก็บครัง้แรกนบัจาก

วันเริ่มมีอาการป่วย 0-5 วัน จำ�นวน 1,027 ราย 

ทดสอบหาสารพันธุกรรมตรวจหาซีโรทัยป์ของเชื้อ 

เดงกีด้วย real time PCR ณ ห้องปฏิบัติการฝ่าย 

อาโบไวรัส สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข  

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ โดยสกัดอาร์เอ็นเอจาก

เลือด 100 µL ดว้ยชุดน้ำ�ยาสำ�เรจ็รปู QIAamp viral 

RNA kit (QIAGEN, Germany) จากน้ันนำ�อาร์เอ็นเอ

ที่ได้ไปเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดยวิธี Real time  

RT-PCR ดว้ยชุดน้ำ�ยาสำ�เรจ็รปู abTEST™ DENV/

CHIKU5 qPCR II kit (ATI biotech, Singapore) 

ตามคำ�แนะนำ�ของบริษัทผู้ผลิต(11) ด้วยเครื่อง ABI 

7500 ตามคำ�แนะนำ�ของบริษัทผู้ผลิต การแปลผล 

ซีโรทัยป์ของเชื้อเดงกี หลังจากพบ amplification 

curve ซึง่มคีา่ Ct นอ้ยกว่าหรอืเทา่กับ 40 ในกรณีเกิด

ที่ target สี Cy5, สี FAM, สี Texas Red และ สี 

TAMRA สรุปผลเป็นเดงกี-1 เดงกี-2 เดงกี-3 และ

เดงกี-4 ตามลำ�ดับ

3. การตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM และ IgG 

ด้วยวิธี Antibody capture ELISA

ตวัอยา่งเลือดผูต้ดิเชือ้เดงกีท่ีเจาะท้ัง 2 ครัง้ 

ในครั้งแรกและครั้งท่ี 2 จำ�นวน 2,106 ราย นำ� 

ส่งตรวจหา Ab ชนิด IgM และ IgG ต่อเชื้อไวรัส 

เดงกีและวิเคราะห์สถานภาพของการติดเช้ือครั้งแรก

หรือติดเช้ือซ้ำ� ณ ฝ่ายอาโบไวรัส สถาบันวิจัย

วิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

โดยตรวจชนิดและปริมาณ IgM และ IgG ต่อเช้ือไวรัส

เดงกี วิธี Ab capture ELISA (Cappel, Ohio, USA) 
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ตามวิธีของ Innis และคณะ(12) การแปลผล Dengue 

IgM เปน็ผลบวกเมือ่คา่ IgM มากกว่าหรอืเท่ากบั 40 

ยูนิต และ Dengue IgG เป็นผลบวกเมื่อค่า IgG 

มากกวา่หรอืเท่ากับ 100 ยนูติ ในกรณีสดัสว่นระหวา่ง 

IgM และ IgG มากกว่าหรือเท่ากับ 1.8 และระยะห่าง

ระหวา่งเลอืดครัง้แรกและครัง้ท่ี 2 หา่งกนัตัง้แต ่7 วนั

ข้ึนไป แสดงว่า ผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสเดงกีครั้งแรก  

(Primary infection) ในกรณีสัดส่วนระหว่าง IgM 

และ IgG น้อยกว่า 1.8 และระยะห่างระหว่างเลือด

ครั้งแรกและครั้งที่ 2 ห่างกันไม่เกิน 17 วัน แสดงว่า

ผู้ป่วยมีการติดเชื้อซ้ำ� (Secondary infection)(13)

ผลการวิจัย
ผูป้ว่ยเดงกีท่ีไดร้บัการวินจิฉยัทางคลนิกิดว้ย

โรคไข้เดงกี ไข้เลือดออกเดงกี หรือไข้เลือดออกช็อก 

จำ�นวนทั้งสิ้น 2,106 รายหรือร้อยละ 14 ที่เข้ารับการ

รักษาในโรงพยาบาลราชบุรี ในช่วงปี พ.ศ. 2555-

2563  ซึง่แยกจำ�นวนผูป้ว่ยตดิเชือ้ไวรสัเดงกีในแตล่ะ

ปี ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2555, 2556, 2557, 2558, 2559, 

2560, 2561, 2562 และ 2563 ได้เป็น 451 (ร้อยละ 

27.8), 395 (ร้อยละ 29.6), 284 (ร้อยละ 28.6), 428 

(รอ้ยละ 9.8), 72 (รอ้ยละ 18.4), 102 (รอ้ยละ 15.8), 

159 (ร้อยละ 9.0), 173 (ร้อยละ 9.0) และ 42  

(ร้อยละ 4.3) ตามลำ�ดับ โดยพบจำ�นวนผู้ป่วยติดเช้ือไวรัส

เดงกีสูงสุดในปี พ.ศ. 2558 (จำ�นวน 428 ราย) แต่ใน

ปีถัดไป (พ.ศ. 2559) พบจำ�นวนผู้ป่วยเริ่มลดน้อยลง

ต่ำ�สุด (72 ราย) การศึกษาทางห้องปฏิบัติการในผู้ติด

เช้ือเดงกีตรวจพบแอนติบอดีชนิด IgM และ/หรือ 

IgG วิธี ELISA  ร้อยละ 48.6-95.9 และยืนยันการ

ตรวจพบสารพันธุกรรมด้วยวิธี real time RT-PCR 

ร้อยละ 37.6-74.7 (Table 1) จากการวิเคราะห์

สถานภาพการติดเชื้อจากแอนติบอดีในช่วงเวลาที่

ศึกษา พบเป็นการติดเชื้อครั้งแรกเพียงร้อยละ 0-20 

แต่เป็นผู้ที่ติดเชื้อซ้ำ�ร้อยละ 80-100 (Table 2) โดย

อยู่ในกลุม่ผูป้ว่ยโรคไข้เดงกี (DF) รอ้ยละ 58.6-80.1 

ผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกเดงกี (DHF) ร้อยละ 16.6-

35.9 ผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกช็อก (DSS) ร้อยละ 

1.3-12.9 แสดงว่าการติดเชื้อซ้ำ�มีอาการไม่รุนแรง

ในกลุ่มผู้ติดเช้ือไวรัสเดงกีได้ส่งตรวจหา 

สารพันธุกรรม โดยวิธี real time RT-PCR ทั้งหมด 

1,027 ราย พบผลบวก 602 ราย (ร้อยละ 58.6) และ

ในภาพรวมสายพนัธุข์องเช้ือไวรสัเดงกีทีพ่บเรยีงลำ�ดบั

ดังนี้ เชื้อไวรัสเดงกี-1 เดงกี-2 เดงกี-4 และเดงกี-3 

พบร้อยละ 36.5 (220 ราย) ร้อยละ 26.3 (158 ราย) 

ร้อยละ 20.6 (124 ราย) และร้อยละ 16.4  (99 ราย) 

ตามลำ�ดบั นอกจากนีย้งัพบการตดิเชือ้รว่มกันของเช้ือ

ไวรัสเดงกี-2 และเชื้อไวรัสเดงกี-3 ร้อยละ 0.2  

(1 ราย) (Fig. 1) โดยที่ซีโรทัยป์ที่พบสูงเด่นระหว่าง

ปี พ.ศ. 2555-2563 ในแต่ละปีสลับกันไปมา (Fig. 

2) โดยที่เชื้อไวรัสเดงกี-1 เป็นซีโรทัยป์พบได้ทุกปี  

ในขณะท่ีเดงกี-2 เด่นในช่วงแรก (ปี 2555-2556) แต่

เริ่มลดลงชัดเจนในปี พ.ศ. 2557 และขึ้นมาใหม่ใน

ช่วงหลัง (พ.ศ. 2561 เป็นต้นไป) ส่วนเดงกี-3 และ

เดงกี-4 พบในช่วงกลางๆ (พ.ศ. 2557-2559 และปี 

พ.ศ. 2557-2560 ตามลำ�ดับ) นอกจากนี้ในปี พ.ศ. 

2562 ยังพบการติดเชื้อ 2 ซีโรทัยป์ร่วมกัน (เดงกี-2 

และเดงกี-3) จำ�นวน 1 ราย 

เมือ่วิเคราะหส์ถานภาพของการตดิเชือ้เดงกี

ในผู้ป่วย พบว่าติดเชื้อครั้งแรกด้วยไวรัสเดงกี-1  

เดงกี-2 เดงกี-3 และเดงกี-4 ร้อยละ 59.4, 18.8, 

17.2 และ 4.7 ตามลำ�ดับ ในขณะที่พบผู้ที่ติดเชื้อซ้ำ�

ด้วยไวรัสเดงกี-1 เดงกี-2 เดงกี-4 และเดงกี-3  

ร้อยละ 31.9, 28.2, 25.0 และ 14.6 ตามลำ�ดับ (Fig. 

3) ในผู้ป่วยไข้เดงกี (DF) เกิดจากเชื้อไวรัสเดงกี-1  

เดงกี-2  เดงกี-4 และเดงกี-3 ร้อยละ 37.6, 24.3, 

20.4 และ 17.4 ตามลำ�ดบัในผูป้ว่ยไข้เลือดออกเดงกี 
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(DHF) เกิดจากเชื้อไวรัสเดงกี-1 เดงกี-2 เดงกี-4 

และเดงกี-3 ร้อยละ 32.7, 32.0, 23.1 และ 12.2 

ตามลำ�ดับ ในขณะท่ีผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกช็อกกลับ

พบว่าเกิดจากเชือ้ไวรัสเดงก-ี4 เดงกี-1 เดงกี-2 และ

เดงกี-3 ร้อยละ 38.5, 26.9, 23.1 และ 11.5  

ตามลำ�ดับ (Fig. 4)

Table 1 Number of dengue positive Ab (IgM and/or IgG) and/or dengue genome in dengue patients. 

Year B.E. Positive dengue Ab

by ELISA (total tested)

Positive dengue genome

by real time RT-PCR (total tested)

2555 83.8% (n = 451) 46.2% (n = 117)

2556 95.9% (n = 395) 45.9% (n = 74)

2557 89.4% (n = 284) 37.6% (n = 178)

2558 86.2% (n = 428) 74.7% (n = 312)

2559 48.6% (n = 72) 50.0% (n = 46)

2560 79.4% (n = 102) 72.9% (n = 59)

2561 84.9% (n = 159) 56.2% (n = 73)

2562 70.5% (n = 173) 60.9% (n = 128)

2563 81.0% (n = 42) 72.5% (n = 40)

Total (n = 2,106) Total (N = 1,027)

Table 2 Occurrence of dengue primary infection and secondary infection by years during 2555-2563.

Year B.E.

(total tested = 1,174)

Dengue infection as determined by ELISA

Primary infection (%) Secondary infection (%)

2555 (n = 233) 42 (18.8%) 181 (81.2%)

2556 (n = 190) 38 (20%) 152 (80.0%)

2557 (n = 98) 15 (15.3%) 83 (84.7%)

2558 (n = 303) 36 (11.9%) 267 (88.1%)

2559 (n = 27) 0 (0%) 27 (100%)

2560 (n = 74) 14 (18.9%) 60 (81.1%)

2561 (n = 116) 20 (17.2%) 96 (82.8%)

2562 (n = 104) 16 (15.4%) 88 (84.6%)

2563 (n = 29) 2 (6.9%) 27 (93.1%)
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Fig. 1 Distribution of serotypes dengue infection in Ratchaburi province during 2555-2563   

 

  

Fig. 1   Distribution of serotypes dengue infection in Ratchaburi province during 2555-2563. 

Fig. 2  Percentage of dengue manifestations; dengue fever (DF), dengue hemorrhagic fever (DHF),  

           and dengue shock syndrome (DSS) vs dengue serotypes.
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Fig. 3   Percentage of primary and secondary dengue infection in dengue patients vs serotypes.  

Fig. 4  Percentage of dengue manifestations; dengue fever (DF), dengue hemorrhagic fever (DHF),  

          and dengue shock syndrome (DSS) vs dengue serotypes.
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วิจารณ์ผลการวิจัย 
หลังจากมีการติดเชื้อเดงกีภายใน 5 วันแรก 

จะตรวจพบเช้ือในกระแสเลอืด ตอ่มาจะพบ IgM หลงั

จากนัน้พบแอนตบิอดเีฉพาะ IgG เพ่ิมข้ึนจนถงึระดบั

สูงสุดที่ 14-21 วัน ในกรณีมีการติดเชื้อซ้ำ�ก็อาจพบ 

IgM ในระดับต่ำ� แต่ IgG จะเพิ่มปริมาณขึ้นเร็วและ

สูงกว่าครั้งแรก ทำ�ให้สามารถแยกการติดเชื้อครั้งแรก

และการติดเชื้อซ้ำ�ได้จากอัตราส่วน IgG ต่อ IgM สูง 

จากการศึกษาวิจัยในคร้ังน้ี การตรวจทางห้องปฏิบัติการ

ในผู้ป่วยเดงกีที่ ได้รับการวินิจฉัยทางคลินิก พบ 

การตดิเช้ือเดงกีดว้ยแอนตบิอดตีอ่เชือ้ชนดิ IgM และ/

หรือ IgG ได้ร้อยละ 48.6-95.9 แต่พบเชื้อเดงกีด้วย

วิธี RT-PCR เพียงร้อยละ 37.6-74.7 เนื่องจาก  

ผู้ป่วยอาจมาโรงพยาบาลหลังติดเช้ือเดงกีมานานกว่า 

7 วัน ทำ�ให้เชื้อไวรัสในกระแสเลือดของผู้ป่วยลดลง 

จนถึงไม่สามารถตรวจพบเชื้อเดงกีได้ในท่ีสุด แม้จะ

ตรวจพบ NS1 แอนติเจนก็ตาม โดยเฉพาะผู้ป่วยที่มี

การติดเช้ือคร้ังแรก(14) ดังน้ัน การตรวจด้วย RT-PCR 

มักใช้ในการตรวจการตดิเช้ือเดงกีในระยะแรก หรอืใช้

สำ�หรบัการตรวจแยกซีโรทยัปเ์ท่านัน้ จากการวิเคราะห์

สถานภาพการติดเชื้อ เป็นการติดเช้ือครั้งแรกด้วย

แอนติบอดีโดยรวมร้อยละ 0-19 ใกล้เคียงกับการ

ศึกษาค้นหาผู้ติดเช้ือทางน้ำ�เหลืองวิทยาในเขตอำ�เภอ

บางแพ จังหวัดราชบุรี ในช่วงปี พ.ศ. 2555-2558 

พบผู้ป่วยท่ีติดเชื้อครั้งแรกร้อยละ 4.8-14.7(15) 

นอกจากนีง้านวจิยันีย้งัพบว่าสว่นใหญ่เคยตดิเช้ือไวรสั

เดงกีมาก่อนหรอืเปน็การตดิเช้ือซ้ำ� (รอ้ยละ 80-100) 

เช่นเดียวกับข้อมูลพื้นที่ในกรุงเทพฯ (ร้อยละ 68.7) 

และกำ�แพงเพชร (ร้อยละ 69.1)(16) แสดงให้เห็นว่า

เชือ้เดงกีท่ีระบาดอยู่ในแตล่ะพืน้ท่ีมซีีโรทยัปต์า่งชนดิ

หมนุเวยีนอยูต่ลอดเวลา จงึมจีำ�นวนผูต้ดิเชือ้เดงกีซ้ำ�

ในแต่ละพื้นที่มากกว่าผู้ท่ีติดเช้ือไวรัสเดงกีครั้งแรก 

ส่วนผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกช็อกน้ันพบน้อยกว่าร้อยละ 1 

ท้ังสองเพศ เชน่เดยีวกับรายงานการศกึษาในกรงุเทพฯ 

ท่ีพบผู้ป่วยเป็นโรคไข้เดงกีส่วนใหญ่ท้ังเพศชายและ

เพศหญงิเทา่กบัรอ้ยละ 87.2 และ 84 ตามลำ�ดบั ตาม

ดว้ยผูป้ว่ยทีเ่ปน็โรคไข้เลือดออกเดงกีรอ้ยละ 7.5 และ 

10.4 ในเพศชายและเพศหญิงตามลำ�ดับ ส่วนผู้ป่วย

โรคไข้เลือดออกช็อกเพศชายและเพศหญิงมีจำ�นวน

ร้อยละ 5.2 และ 5.5 ตามลำ�ดับ(16) ซึ่งการเกิดความ

รุนแรงของอาการทางคลินิกในผู้ป่วยแต่ละคนนั้น

ประกอบด้วยปัจจัยจากการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน

ของผู้ป่วยเอง และสายพันธุ์ของไวรัสที่ติดเช้ือใน 

ผู้ป่วย เช่น การติดเช้ือซ้ำ�ด้วยไวรัสเดงกี-2 และ 

เดงกี-3 มีอัตราเสี่ยงสูงที่จะเกิดโรคไข้เลือดออก 

ชนิดรุนแรงมากกว่าการติดเชื้อซ้ำ�ด้วยซีโรทัยป์อื่น(9)

จากผลการศึกษาที่พบจำ�นวนของผู้ป่วย 

โรคไข้เดงกีมากกว่าผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกเดงกี และ

จำ�นวนผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกเดงกีมากกว่าจำ�นวน 

ผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกช็อกนั้น (DF>DHF>DSS) 

เหมือนกันทั้งในจังหวัดราชบุรี กำ�แพงเพชร และ

กรงุเทพฯ เนือ่งจากพบสายพนัธุข์องไวรสัเดงกีท่ีคลา้ย

กันในผู้ป่วยท่ีมีการติดเช้ือไวรัส ส่งผลให้การตอบสนอง

ทางภูมิคุ้มกันของผู้ป่วยเกิดความรุนแรงเมื่อเกิด 

การติดเช้ือไวรัสเดงกีซ้ำ� ซึ่งข้อมูลการวิจัยพบว่า 

ในปีท่ีมีปริมาณผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกเดงกีและโรค 

ไข้เลือดออกช็อกสูง (ปี พ.ศ. 2560) จะเป็นปีที่พบ 

ไวรัสเดงกี-2 และเดงกี-3 มากกว่าในช่วงปีอื่นๆ 

จากผลการศึกษาสายพันธ์ุของไวรัสเดงกี

และวิเคราะห์ตามสถานการณ์การติดเชื้อ พบเป็นเชื้อ

ไวรัสเดงกี-1 จำ�นวนสูงที่สุด ตามด้วยเดงกี-2 ซึ่ง 

เป็นไปตามข้อมูลรายงานทางระบาดวิทยาในแต่ละปี 

ท่ีพบเช้ือไวรัสเดงกี-1 หรือเดงกี-2 มักจะเป็น 

ซีโรทัยป์เด่น(17) ในผู้ป่วยไข้เดงกีและไข้เลือดออก 

พบเชื้อเดงกี-1 ปริมาณสูงที่ สุด ส่วนในผู้ป่วย 

ไข้เลือดออกช็อก พบเดงกี-4 สูงที่สุด สอดคล้องกับ
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การศึกษาในกรุงเทพฯ ของ Kerdpanich และคณะ 

ที่พบเดงกี-1 เป็นซีโรทัยป์เด่นในผู้ป่วยไข้เดงกี และ

ผูป้ว่ยไข้เลอืดออก แต่ในจงัหวัดกำ�แพงเพชรกลบัพบ

เช้ือไวรัสเดงกี-3 และเดงกี-2 เป็นซีโรทัยป์เด่นใน 

ผู้ป่วยไข้เดงกี และผู้ป่วยไข้เลือดออกตามลำ�ดับ อาจมี

สาเหตุจากกรุงเทพฯ และจังหวัดราชบุรีมีระยะทางใกล้

กว่ากำ�แพงเพชร ทำ�ให้พบซีโรทัยป์ของไวรัสเดงกี

เหมือนกันมากกว่า(16)

การตรวจพบทัง้ 4 ซีโรทัยป ์ในจงัหวัดราชบรุี

ระหว่างปี พ.ศ. 2555-2563 ในการศึกษานี้โดยมี

สัดส่วนท่ีแตกต่างกันในแต่ละปี จำ�นวนผู้ป่วยเดงกี

สูงสุด (จำ�นวน 484 ราย) ในปี พ.ศ. 2558 และ 

เริม่ลดนอ้ยลงต่ำ�สดุในป ีพ.ศ. 2559 (จำ�นวน 72 ราย) 

สาเหตท่ีุพบผูต้ดิเชือ้เดงกนีอ้ยลง อาจเนือ่งจากข้อมลู

รายงานการพยากรณ์โรคไข้เลือดออกปี พ.ศ. 2560 

กรมควบคมุโรค ไดวิ้เคราะหถึ์งสาเหตท่ีุปรมิาณผูป้ว่ย

ติดเชื้อเดงกีลดลงในปี พ.ศ. 2559 ไว้ว่าอาจเกิดจาก

ผลการประกาศเตรียมพร้อมรับการระบาดของโรคติดเช้ือ

ไวรัสซิกา ในการรณรงค์ด้านการจัดการส่ิงแวดล้อมเพ่ือ

ลดแหล่งเพาะพันธ์ุยุงลาย ซ่ึงเป็นยุงนำ�โรคชนิดเดียวกับ

เช้ือไวรัสเดงกี(18) และข้อมูลท่ีน่าสนใจในปี พ.ศ. 

2560 ไม่พบไวรัสเดงกี-3  ซึ่งสอดคล้องกับภาพรวม

ของประเทศท่ีไวรสัเดงก-ี3 ลดลงโดยพบเพยีงรอ้ยละ 

2.17  ในปี พ.ศ. 2560(19) ไวรัสเดงกี-1 มีความชุก

สูงเกือบทุกปีตลอดการศึกษา เชื้อไวรัสเดงกี-2  

พบในช่วงแรกแต่เริ่มลดลงชัดเจนในปี พ.ศ. 2557 

สอดคล้องกับรายงานพยากรณ์โรคไข้เลือดออก  

กรมควบคมุโรค สถานการณ์การระบาดของไวรสัเดงกี

ในประเทศไทยที่มีเชื้อไวรัสเดงกี-1 เป็นซีโรทัยป์เด่น

ในปี พ.ศ. 2558 และ พ.ศ. 2560-2563 และ 

เดงกี-2 ลดลงตั้งแต่ในปี พ.ศ. 2557-2558(17,20)  

เช้ือไวรัสเดงกี-2 เคยเป็นซีโรทัยป์เด่นในปี พ.ศ. 

2556 และเดงกี-2 และเดงกี-4 เป็นซีโรทัยป์เด่นใน 

ปี พ.ศ. 2557(15) โดยรวมในแต่ละปี ท่ีศึกษา  

ซีโรทัยป์ท่ีสูงเป็นเชื้อไวรัสเดงกี-2 (พ.ศ. 2555),  

เดงกี-1 ร่วมกับเดงกี-2 (พ.ศ. 2556) และเดงกี-3 

(พ.ศ. 2557) ซึ่งแตกต่างจากการศึกษาในอำ�เภอ

บางแพซึ่งเป็นอำ�เภอหนึ่งในจังหวัดราชบุรี เช่น

เดยีวกนั ท่ีพบสงูเดน่เปน็เช้ือไวรสัเดงก-ี3 เดน่ (พ.ศ. 

2555) เชื้อเดงกี-2 (พ.ศ. 2556) เชื้อเดงกี-2 ร่วม

กับเชื้อเดงกี-4 (พ.ศ. 2557)(15)  ซึ่งคงต้องวิเคราะห์

ร่วมกับลักษณะทางภูมิศาสตร์และประชากรศาสตร์

ของเขตอำ�เภอบางแพและอำ�เภอข้างเคียงในจังหวัด

ราชบรุตีอ่ไป ในขณะท่ีผลการศกึษานีพ้บซีโรทัปยเ์ดน่

ของเชื้อไวรัสเดงกี-1 ร่วมกับเดงกี-4 (พ.ศ. 2558)  

และเดงกี-4 (พ.ศ. 2559) ซึ่งมีความสอดคล้องกับ

การศึกษาในกรุงเทพฯ พบเดงกี-4 เด่น ระหว่าง 

ปี พ.ศ. 2558-2559(21)  ช่วงปี พ.ศ. 2559-2560 

จงัหวดันนทบรุพีบเปน็เดงก-ี2(22) แตจ่ากการศกึษานี้

พบเป็นเดงกี-4 (พ.ศ. 2559) และเดงกี-1 (พ.ศ. 

2560) นอกจากนี้ระหว่างปี พ.ศ. 2561-2563  

ในกรุงเทพฯ พบเดงกี-1 เด่นตามด้วยเดงกี-2 เดงกี-4 

และเดงกี-3 ตลอดทั้ง 3 ปี(23) ซึ่งการศึกษาในจังหวัด

ราชบุรี ปี พ.ศ. 2561 ได้ผลแบบเดียวกัน แตกต่าง

เพียงเล็กน้อยในปี พ.ศ. 2562 พบเป็นเดงกี-2  

ตามด้วยเดงกี-1 ส่วนการติดเช้ือร่วมกันระหว่าง 

เดงกี-2 และเดงกี-3 (2562) ท่ีพบในการศึกษาน้ีเคยมี

รายงานในจังหวัดราชบุรี (2543) ท่ีมีรายงานการ 

ติดเชื้อร่วมกันระหว่างไวรัสเดงกี-1 และเดงกี-3(24)  

สรุปผลการวิจัย
การศึกษานี้ทำ�ให้ ได้ทราบข้อมูลสำ�คัญท่ี 

บ่งบอกซีโรทัยป์ของไวรัสเดงกีในจังหวัดราชบุรี ซึ่ง

เป็นจังหวัดท่ีพบความชุกของการระบาดสูงของเชื้อ 

ไวรัสเดงกีในประเทศไทย โดยพบเชื้อไวรัสเดงกีทั้ง 4  

ซีโรทัยป์ สับเปล่ียนกันไปในแต่ละปี ระหว่างช่วงปี 
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พ.ศ. 2555-2560 จึงทำ�ให้พบการติดเชื้อซ้ำ�จากต่าง

ซีโรทัยป์ได้ง่าย ผลที่ได้จากการศึกษานี้จะเป็นข้อมูล

พืน้ฐานท่ีเปน็ประโยชนต์อ่หนว่ยงานท่ีเก่ียวข้องในการ

ป้องกันและควบคุมการระบาดของโรคติดเชื้อไวรัส 

เดงกี รวมถึงเป็นแนวทางในการวิจัยพัฒนาวัคซีนใน

อนาคต ดังนั้นเพื่อให้มีข้อมูลของการติดเช้ือไวรัส 

เดงกีท่ีครอบคลุมในภาพรวมของประเทศ ควรมีการ

ศึกษาอุบัติการณ์การติดเช้ือไวรัสเดงกีและการ

เปลีย่นแปลงซีโรทยัปอ์ยา่งตอ่เนือ่งในทกุๆ พืน้ท่ีของ

ประเทศไทยต่อไป 
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Abstract
The affecting of current COVID-19 epidemic in patients complication with COVID-19  

associated mucormycosis (CAM) and COVID-19 associated pulmonary aspergillosis (CAPA) results 

in fatal and life-threatening. Andrographis paniculata (AP) and Curcuma longa (CL) herbal products 

by the Government Pharmaceutical Organization are used as an alternative treatment for COVID-19 

patients while the antifungal activity data are still unknown. We aimed to test the antifungal activity 

of herbal products against CAM and CAPA pathogenic fungi together with suitable solvent extraction 

of active compounds from both products. A screening antifungal activity test using powder of  

AP and CL (200 mg/mL) in hexane, dichloromethane, ethyl acetate, and methanol was conducted 

with agar toxicity method against five pathogenic fungi: Rhizopus sp., Absidia sp., Mucor sp.,  

Aspergillus fumigatus and A. flavus. The results showed that CL powder in ethyl acetate produced 

better antifungal effect than AP. The highest inhibition effect on A. fumigatus was detected with the 

mycelial growth inhibition (MGI) of 100%. For the extraction with partition method, % yield of CL 

with methanol was 24.35% and 18.24% from AP crude extracts. The crude extracts (0.6 mg/mL)  

in 1% DMSO were tested for antifungal activity by disc diffusion method. The crude extract from 
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CL could inhibit the mycelial growth of 4 species of fungi, Mucor sp. Absidia sp. A. flavas and A. 

fumigatus. The highest effect was on A. fumigatus with an inhibition zone of 12.10 mm while AP 

could not show any effect against the tested fungi. The antifungal properties of AP and CL herbal 

products here supported and added value to Thai medicinal herbs used in alternative treatments for 

COVID-19 patients infected with opportunistic fungi that may be found in COVID-19 patients in 

the future.

Keywords:	Andrographis paniculata, Curcuma longa, Mucormycosis, Aspergillosis, COVID-19



วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 51 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2566 นิพนธ์ต้นฉบับ

การสกัดและทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อราก่อโรคมิวคอร์ไมโคสิสและ
โรคแอสเปอร์จิลโลสิสจากผลิตภัณฑ์สมุนไพรฟ้าทะลายโจรและ

ขมิ้นชันที่ใช้ในการรักษาผู้ป่วยโควิด 19

ยอดหทัย ทองศรี1* นราทิตย์ จันแรง2 พีรณัฐ ผู้รุ่งเรือง2 ชัชวาลย์ บำ�เพ็ญเชาว์2  
กาญจนา อู่สุวรรณทิม1 พาชื่น โพทัพ1 และ โศภิศ คันธวงศ์3

1หน่วยวิจัยภูมิคุ้มกันวิทยาระดับเซลล์และโมเลกุล ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ 
คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณุโลก

2ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณุโลก
3ภาควิชาจุลชีววิทยาและปรสิตวิทยา และ สถานวิจัยเพื่อความเป็นเลิศทางวิชาการด้านเห็ดและรา  

คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณุโลก

บทคััดย่่อ
โรคติดเชื้อราฉวยโอกาสแทรกซ้อนในผู้ป่วยโรคโควิด 19 ชนิด COVID-19 associated  

mucormycosis (CAM) และ COVID-19 associated pulmonary aspergillosis (CAPA) มีความรุนแรง

และอนัตรายถงึชีวิต ประเทศไทยมีผลติภัณฑส์มุนไพรฟา้ทะลายโจรและขม้ินชันเปน็ยาทางเลอืกสำ�หรบั

โรคโควิด 19 ดังน้ันผู้วิจัยจึงได้ศึกษาชนิดของสารสกัดสมุนไพรท่ีเหมาะสมและประเมินการออกฤทธ์ิ

ต้านเชื้อราก่อโรคแทรกซ้อนดังกล่าวจำ�นวน 5 สายพันธุ์ ได้แก่เชื้อ Rhizopus sp. Absidia sp. Mucor 

sp. Aspergillus fumigatus และ A. flavus โดยสารท่ีใช้เป็นตัวทำ�ละลายและ/หรือสารสกัดสมุนไพร ได้แก่ 

น้ำ�กลั่น เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท และเมทานอล ผลทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อราเบื้องต้นด้วย

วิธี agar toxicity ของสารละลายสมุนไพรที่ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรพบว่า ขมิ้นชันมีฤทธิ์

ต้านเชื้อราประสิทธิภาพสูงกว่าฟ้าทะลายโจร โดยผงขม้ินชันท่ีละลายด้วยเอทิลอะซิเตทสามารถยับยั้ง

เช้ือ A. fumigatus ได้ร้อยละ 100 และเม่ือเปรียบเทียบผลผลิตสารสกัดหยาบจากผงสมุนไพรด้วย 

ตัวทำ�ละลายแต่ละชนิดพบว่า เมทานอลให้ปริมาณสารสกัดหยาบจากผงขม้ินชัน และฟ้าทะลายโจร  

มากที่สุดคิดเป็นร้อยละ 24.35 และ 18.24 ตามลำ�ดับ การทดสอบการออกฤทธิ์ต้านเชื้อราของสารสกัด

หยาบผงสมุนไพรจากตัวทำ�ละลายต่างชนิดที่ความเข้มข้น 0.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรด้วยวิธี agar disc 

diffusion พบว่า สารสกัดหยาบจากผงขมิ้นชันด้วยตัวทำ�ละลายเฮกเซนมีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของ

เชื้อราได้ 4 สายพันธุ์ คือ Mucor sp. Absidia sp. A. flavas และ A. fumigatus โดยสามารถยับยั้ง

การเจริญของเชื้อ A. fumigatus ได้ดีที่สุด

คำ�สำ�คัญ:	ฟ้าทะลายโจร  ขมิ้นชัน  โรคมิวคอร์ไมโคสิส  โรคแอสเปอร์จิลโลสิส  โควิด 19

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: yordhathait@nu.ac.th
รับบทความ: 6 มิถุนายน 2566	 แก้ไขบทความ: 13 กรกฎาคม 2566 	 รบัตพีมิพบ์ทความ: 27 กรกฎาคม  2566
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บทนำ�
ปัจจุบันมีการแพร่ระบาดของโรคโควิด 19 

ซ่ึงเป็นโรคติดต่อท่ีเกิดจากเช้ือโคโรนาไวรัสสายพันธุ์

ใหม่ที่เรียกว่า severe acute respiratory syndrome 

coronavirus 2 (SARS-CoV-2) ไวรัสและโรคอุบัติ

ใหม่นี้เริ่มมีการระบาดในเมืองอู่ฮ่ัน ประเทศจีนใน

เดือนธันวาคมปี พ.ศ. 2562 และมีการระบาดใหญ่ 

ไปทั่วส่งผลกระทบแก่หลายประเทศทั่วโลก(1) อีกทั้ง 

ผู้ป่วยหลายรายได้รับผลกระทบจากการเป็นโรคเป็น

ระยะเวลานานทำ�ให้ร่างกายอ่อนแอลง เรียกว่าเกิด

ภาวะ long COVID โดยภาวะ long-COVID-19 

syndrome หรือ post-COVID-19 syndrome คือ 

อาการหลงเหลือหลังการติดเชื้อโควิด 19 ในระยะยาว 

เนื่องจากในขณะที่ป่วย ร่างกายมีการสร้างแอนติบอดี

บางอย่างซึ่งไปจับกับโปรตีนในเซลล์ของอวัยวะบาง

สว่นในรา่งกายและไปทำ�ลายอวยัวะตา่งๆ โดยบางราย

อาจมีภาวะแทรกซ้อนรุนแรงขณะรับการรักษา ซึ่ง 

ผลกระทบของ long Covid สามารถเกิดข้ึนได้ 

ท่ัวร่ างกายตั้ งแต่ระบบหายใจ ระบบประสาท  

ระบบทางเดินอาหาร และระบบหัวใจและหลอดเลือด 

ภาวะแทรกซ้อนรุนแรงท่ีพบได้ในผู้ป่วย 

ติดเชื้อโควิด 19 มักเกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียหรือ 

เช้ือราแทรกซ้อนในระบบทางเดินหายใจท่ีมีพยาธิสภาพ

ถูกทำ�ลายจากการติดเช้ือไวรัส SARS-CoV-2  

โดยเ ช้ือแทรกซ้อนส่วนใหญ่ เช่น แบคที เรีย  

Mycoplasma pneumoniae เช้ือราก่อโรคแอสเปอร์-

จิลโลสิส (aspergillosis) และแคนดิดิ เอสิส  

(candidiasis)  ซึ่งเป็นเชื้อราที่สามารถพบได้บ่อยใน

กลุ่มคนท่ีมีภาวะ long-COVID-19 syndrome(1) 

นอกจากนี้ยังพบรายงานเก่ียวกับโรคติดเช้ือมิวคอร์- 

ไมโคสิส (mucormycosis) ในผู้ป่วยโควิด 19 ที่เพิ่ม

ข้ึนท่ัวโลก โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศอินเดีย  

โรคมวิคอร์ไมโคสสิหรอืโรคราดำ� (black fungus) เปน็

โรคติดเช้ือราท่ีลุกลามอย่างรวดเร็วทางหลอดเลือด 

(angioinvasive) เปน็ภาวะรา้ยแรงท่ีส่งผลกระทบตอ่

ผูป้ว่ยหลายกลุม่ เช้ือราทีก่่อโรคมวิคอร์ไมโคสิส ไดแ้ก่ 

Mucor sp. Rhizopus sp. และ Absidia sp. 

นอกจากนี้ยังอาจส่งผลให้ผู้ป่วยติดเช้ือราฉวยโอกาส 

อื่น ๆ ได้ เช่น โรค COVID-19 associated  

pulmonary aspergillosis (CAPA) ท่ีมีเช้ือก่อโรคหลัก 

คือเชื้อ Aspergillus fumigatus โดยสาเหตุหลักที่ 

ส่งเสริมให้เกิดการติดเชื้อราฉวยโอกาส คือ สภาพ

แวดล้อมท่ีมีออกซิเจนต่ำ� (hypoxia) กลูโคสสูง  

(โรคเบาหวาน, new-onset hyperglycemia, steroid 

induced hyperglycemia) ภาวะท่ีเป็นกรด (metabolic 

acidosis, diabetic ketoacidosis) ระดับ 

ธาตุเหล็กสูง และการทำ�งานของเซลล์เม็ดเลือดขาวลดลง

จากการกดภูมิคุ้มกันร่วมกับปัจจัยเสี่ยงอื่น ๆ รวมถึง

การรักษาตัวในโรงพยาบาลเป็นระยะเวลานาน(2, 3) 

ปัจจุบันยังไม่มียาต้านไวรัสท่ีจำ�เพาะสำ�หรับการรักษา

โรคโควิด 19 จึงมีการรักษาด้วยยาท่ีมีประสิทธิภาพ 

ใกล้เคียงมากท่ีสุด เช่น เรมเดซิเวียร์ (GS-5734)  

ฟาวิพิราเวียร์ (T-705) และคลอโรควิน(4) แต่การ

รกัษาดว้ยยาแผนปจัจบุนัอาจก่อให้เกิดผลขา้งเคยีงกับ

ผู้ป่วยได้ อีกทั้งยังมีราคาแพงและหาซื้อได้ยาก จึงมี

การนำ�สมุนไพรธรรมชาติบางชนิดมาใช้เป็นทางเลือก

ในการรักษาโรคโควิด 19 เช่น ฟ้าทะลายโจร  

(Andrographis paniculata) และขมิ้นชัน  

(Curcuma longa) เน่ืองจากผลการศึกษาวิจัยพบว่า 

มีกลไกต้านไวรัส ป้องกันไม่ให้ไวรัสเข้าเซลล์ ลดการ

เพิม่จำ�นวนไวรสัในเซลล์ เพิม่ภูมคิุม้กันในการตอ่สู้กับ

ไวรัส และลดการอักเสบท่ีปอดจากการติดเช้ือไวรัส 

ได้(5, 6) ซ่ึงการรักษาด้วยยาสมุนไพรให้ผลการรักษาได้ดี

ใกล้เคียงกับยาแผนปัจจุบัน มีความปลอดภัยแก่ผู้ใช้

มากกว่า และสามารถหาได้ง่ายในท้องถิ่นเพราะ 

ส่วนใหญ่เป็นพืชซ่ึงมีอยู่ท่ัวไปท้ังในเมืองและชนบท และ
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ดว้ยสรรพคณุการออกฤทธ์ิของสมนุไพรสว่นใหญ่จะมี

ฤทธิ์กว้างรักษาโรคได้หลายชนิด จึงสามารถพบ

รายงานผลของสมุนไพรในการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ

ต้านการเจริญของเชื้อจุลชีพได้มากมาย 

ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ศึกษาชนิดของสารสกัด

สมนุไพรฟา้ทะลายโจรและขมิน้ชนัท่ีใช้รกัษาโรคโควิด 

19 และประเมนิการออกฤทธิข์องสมนุไพรตอ่การตา้น

เช้ือราก่อโรคฉวยโอกาส มวิคอร์ไมโคสิสและแอสเปอร์

จลิโลสิส ซึง่ข้อมลูผลการศกึษาอาจช่วยเพิม่คณุคา่ของ

สมุนไพรในการรักษาโรคได้ 

วัสดุและวิธีการ 
1. สายพันธุ์เชื้อราและการเพาะเลี้ยง

งานวิจัยนี้ใช้เชื้อราเพื่อการศึกษาท้ังหมด 5 

สายพันธุ์ ได้แก่ เชื้อ Rhizopus sp. Absidia sp. 

Mucor sp. A. fumigatus และ A. flavus ซึ่งได้

รับความอนุเคราะห์จาก ผศ.ดร.โศภิศ คันธวงศ์  

สาขาวชิาจลุชีววิทยาและปรสติวิทยา คณะวิทยาศาสตร์

การแพทย ์มหาวทิยาลยันเรศวร (เอกสารรบัรองความ

ปลอดภัยทางชีวภาพ NUIBC MI 61-08-49)  

โดยนำ�เช้ือรามาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 

Sabouraud dextrose agar (SDA) slant และนําไป

บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3-5 วัน 

เพื่อเก็บเป็นสต็อก ซึ่งเช้ือท่ีใช้สำ�หรับการทดสอบ 

antifungal susceptibility test จะ subculture จาก

หลอดสตอ็กโดยใช้เข็มเข่ียเชือ้เพาะลงบนอาหารเลีย้ง

เชื้อชนิด SDA plate ที่สภาวะเดิม เมื่อเชื้อเจริญแล้ว

จึงตัดเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ SDA ด้วย cork borer 

ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 7 มิลลิเมตร เพื่อป้องกันการ

ปนเปื้อนจากการเพาะเลี้ยงและเป็นการควบคุม

ปริมาณของเชื้อราที่ใช้ในการทดสอบ

2.  การทดสอบฤทธ์ิต้านเชื้อราเบื้องต้นของ 

ฟ้าทะลายโจรและขมิ้นชันด้วยวิธี agar toxicity 

สมุนไพรฟ้าทะลายโจรและขมิ้นชันท่ีใช้ใน

การศึกษาเป็นผลิตภัณฑ์สมุนไพรบรรจุแคปซูลพร้อม

ทานจำ�หน่ายโดยองค์การเภสัชกรรมของประเทศไทย 

ภายใต้เลขทะเบียนเลขที่ G468/41 และ G447/41 

ตามลำ�ดับ โดยในการทดสอบใช้ความเข้มข้นของ

สมุนไพรแต่ละชนิดเท่ากับ 200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

ละลายในตัวทำ�ละลายน้ำ�กล่ันและตัวทำ�ละลายมีขั้ว 

ได้แก่ เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท และ 

เมทานอล 

การทดสอบดว้ยวิธี agar toxicity(13) ทำ�โดย

นำ�สารละลายสมุนไพรท่ีเตรียมจากตัวทำ�ละลาย 

แต่ละชนิดในปริมาตรสุทธิ 2 มิลลิลิตร มาผสมลงในอาหาร

เล้ียงเช้ือ SDA ปราศจากเช้ือ 18 มิลลิลิตร ท่ีเตรียมไว้ 

แล้วจึงเทลงในจานเพาะเช้ือ จากน้ันนำ�เช้ือราท่ีตอ้งการ

ทดสอบวางลงตรงกลางจานอาหาร นำ�ไปบม่ท่ีอุณหภูม ิ

25 องศาเซลเซียส โดยในการทดสอบมีการควบคุม

ผลของตวัทำ�ละลายตอ่การเจรญิของเชือ้ราดว้ยการใช้

อาหาร SDA ผสมน้ำ�กล่ันเป็นตัวควบคุมลบ (negative 

control) หรือผสมตัวทำ�ละลายแต่ละชนิดเป็น  

solvent control นอกจากนี้ในการศึกษาได้ใช้ยา 

แอมโฟเทอริซิน บี (amphotericin B) เข้มข้น  

1 มลิลิกรมัตอ่มลิลิลิตร เปน็ตวัควบคมุบวก (positive 

control) ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ

การอ่านผลทำ�โดยวัดและบันทึกค่าเส้นผ่า-

ศูนย์กลางในหน่วยมิลลิเมตรของโคโลนีของเช้ือทุก  

24 ช่ัวโมง จนเช้ือในจานควบคุมลบเจริญเติบโตจนเต็ม

จานอาหารเลีย้งเช้ือ จากนัน้นำ�ผลการวัดการเจรญิของ

เช้ือราบนจานควบคุมและจานทดสอบมาคำ�นวณ 

ค่าร้อยละของการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ  

(mycelial growth inhibition rate, % MGI) ของ

การทดสอบ agar toxicity ด้วยสูตรตามแสดง
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MGI = (DC-DT)/DC x 100

DC = ขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลางโคโลนขีองเช้ือ

บนจานควบคุม

DT = ขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลางโคโลนขีองเชือ้

บนจานทดสอบ

3. การทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือราของสารสกัดหยาบ

ฟ้าทะลายโจรและขมิ้นชันด้วยวิธี disc diffusion 

นำ�ผงสมนุไพรฟา้ทะลายโจรและขมิน้ชันจาก

ผลิตภัณฑ์มาละลายด้วยน้ำ�กลั่นให้ได้ความเข้มข้น  

50 กรัมต่อ 500 มิลลิลิตร และนำ�มาสกัดหยาบด้วยวิธี

แยกชั้น (partition method) โดยใช้กรวยแยก 

(separatory funnel) และใช้ตัวทำ�ละลายอินทรีย์ที่มี

ข้ัว ได้แก่ เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท 

และเมทานอล ในอัตราส่วน 1:1 การสกัดทำ�ทั้งหมด 

3 ซ้ำ� จากนั้นนำ�ชั้นของสารละลายที่สกัดได้กรองด้วย

สำ�ลีและโซเดียมไทโอซัลเฟตท่ีปราศจากน้ำ� ชั้นของ

สารสกัดอินทรีย์ท่ีได้แต่ละชนิดนำ�ไปทำ�ให้แห้งโดยใช้

เคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary evaporator) 

ท่ีความเร็ว 80 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 45 องศา-

เซลเซียส การคำ�นวณปริมาณผลผลิตร้อยละ  

(% yield) ของสารสกัดหยาบสมุนไพรฟ้าทะลายโจร 

(A. paniculata extract, AP) และสารสกัดหยาบ

ขมิน้ชนั (C. longa extract, CL) ท่ีเตรยีมไดส้ามารถ

คำ�นวณได้จากสูตร 

ปริมาณผลผลิตร้อยละ (% yields)  

	 = W1/W2 x 100

W1 = ปริมาณสารสกัดหยาบที่ได้ 

W2 = ปริมาณสาร (ผงสมุนไพร) เริ่มต้น

สารสกัดหยาบจากผงสมนุไพรท่ีมาจากตวัทำ�

ละลายแตล่ะชนดินำ�ไปเตรยีมสารละลายความเข้มขน้ 

0.6 กรัมต่อมิลลิลิตร โดยใช้ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ 

(DMSO) เข้มข้นร้อยละ 1 เป็นตัวทำ�ละลาย และ

สว่นของช้ันน้ำ� (aqueous phase) ท่ีเหลือจากการสกัด

หยาบจากสมุนไพรทั้ง 2 ชนิด นำ�มาทดสอบฤทธิ์ต้าน

เช้ือราด้วยวิธี agar disc diffusion(12, 14) โดย 

ดูดสารละลายดังกล่าว 20 ไมโครลิตร มาหยดลงบน

แผ่นดิสก์ปลอดเช้ือ (sterile disc) ที่มีเส้นผ่า-

ศูนย์กลางขนาด 6 มิลลิเมตร นำ�วางลงบนจานอาหาร

เล้ียงเช้ือ SDA แลว้จงึนำ�เช้ือราท่ีใช้ในการทดสอบวาง

ลงตรงกลางของจานอาหาร บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศา-

เซลเซียส โดยในการทดสอบมีการควบคุมผลของตัว

ทำ�ละลายต่อการเจริญของเช้ือราด้วยการใช้น้ำ�กล่ัน

เป็นตัวควบคุมลบ (negative control, NC) DMSO 

เข้มข้นร้อยละ 1 เป็น DMSO control (DC) และ

ตัวทำ�ละลายอินทรีย์มีขั้วแต่ละชนิดเป็นตัวทำ�ละลาย

ควบคุม (solvent control, SC) หยดลงบนแผ่นดิสก์

ปลอดเช้ือในปริมาตรเท่ากัน วางทดสอบในจานเพาะเช้ือ

เดียวกัน นอกจากนี้ ในการศึกษาได้ ใช้แผ่นยา 

ไอทราโคนาโซล (itraconazole) ความเข้มข้น 30 

ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร เปน็ตวัควบคมุบวก (positive 

control, PC) ในการยบัยัง้การเจรญิของเช้ือ การอา่น

ผลทำ�โดยวดัโซนยบัยัง้การเจรญิของเชือ้รอบแผน่ดสิก์ 

(inhibition zone) และบันทึกค่าเส้นผ่าศูนย์กลางใน

หน่วยมิลลิเมตร จนกว่าเชื้อเจริญถึงแผ่นควบคุมลบ 

(negative control disc) โดยรายงานผลการทดสอบ

เป็น active หรือ non-active หากพบหรือไม่พบโซน

ยับยั้งการเจริญของเช้ือรอบแผ่นดิสก์ทดสอบตาม

ลำ�ดับ

4. สถิติในการวิจัย 

บนัทกึผลการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ราจาก

การทดสอบ agar toxicity โดยบันทึกการเจริญของ

เชือ้ราโดยวัดขนาดเส้นผา่ศนูยก์ลาง 3 ตำ�แหนง่ บนัทึก

คา่การเจรญิของเช้ือท้ังหมด 3 ซ้ำ� นำ�คา่เฉลีย่ (mean) 

การเจริญของเชื้อ ในหน่วยมิลลิเมตรมาคำ�นวณ 
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หาค่าร้อยละของการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ  

(mycelial growth inhibition rate, % MGI)  

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ค่า MGI ท่ีมากกว่าร้อยละ 

50 ถือว่ามีการยับย้ังการเจริญของเช้ือได้ดี การทดสอบ 

วิธี disc diffusion บันทึกค่าโซนยับยั้งการเจริญ 

ของเช้ือ (inhibition zone) โดยใชเ้วอรเ์นยีคาลปิเปอร์

วัดรอบมุมท้ังสามด้านรอบแผ่นดิสก์ บันทึกค่าการ

เจริญของเชื้อทั้งหมด 3 ซ้ำ� รายงานผลค่าโซนยับยั้ง

การเจริญของเช้ือเป็นค่าเฉลี่ย (mean) ในหน่วย

มิลลิเมตร

ผลการวิจัย 
1. การทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือราเบื้องต้นของ 

ฟ้าทะลายโจรและขมิ้นชันด้วยวิธี agar toxicity 

การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อราเบื้องต้นของ

ผลิตภัณฑ์สมุนไพร 2 ชนิด คือ ฟ้าทะลายโจร และ

ขมิ้นชัน ละลายในน้ำ�กลั่นและในตัวทำ�ละลายอินทรีย์ 

4 ชนิดคือ เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท 

และเมทานอล ท่ีความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ต่อเชื้อราก่อโรคมิวคอร์ ไมโคสิสจำ�นวน  

3 สายพันธุ์ ได้แก่ เชื้อ Rhizopus sp. Mucor sp. และ 

Absidia sp. และเช้ือราก่อโรคแอสเปอร์จิลโลสิส

จำ�นวน 2 สายพันธุ์ ได้แก่เชื้อ Aspergillus  

fumigatus และ A. flavus ด้วยวิธี agar toxicity 

ตัวทำ�ละลายท่ีให้ผลการทดสอบท่ีดีท่ีสุดของผง 

ขม้ินชันคอืเอทิลอะซเิตท สามารถยับยัง้การเจรญิของ 

เชื้อราก่อโรค 4 สายพันธุ์ ได้แก่ เชื้อ Rhizopus sp. 

Absidia sp. A. fumigatus และ A. flavus โดย 

มีผลยับย้ังการเจริญของเช้ือ A. fumigatus ดีท่ีสุด มี

อัตราการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อที่ร้อยละ 100  

(Table 1, Fig. 1) และผงฟ้าทะลายโจรที่ละลายด้วย

เอทิิลอะซิเตท ให้ผลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา

ได้ดีที่สุดต่อเชื้อราก่อโรค 2 สายพันธ์ุ ได้แก่ เช้ือ  

A. fumigatus และ A. flavus โดยสามารถยับย้ังการ

เจริญของเชื้อ A. fumigatus ได้ดีที่สุด มีอัตราการ

ยับยั้งการเจริญของเชื้อที่ร้อยละ 67.21  (Table 1, 

Fig. 1) จากผลการทดสอบสรปุไดว่้าผงขมิน้ชนัมฤีทธ์ิ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือราก่อโรคที่ทดสอบได้ดี

กว่าฟ้าทะลายโจร โดยพบว่าผงสมุนไพรที่ละลายด้วย

ตัวทำ�ละลายดังกล่าวมีค่า MGI ที่มากกว่าร้อยละ 50 

โดยผงขมิ้นชันสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ 

เช้ือราก่อโรคท่ีนำ�มาทดสอบได้ท้ัง 5 สายพันธ์ุ ส่วนผง 

ฟ้าทะลายโจรมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อที่

ทดสอบได้เพียง 4 สายพันธุ์ ได้แก่ เชื้อ Mucor sp. 

Absidia sp. A. fumigatus และ A. flavus
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Table 1  Mycelial growth inhibition rate of Andrographis paniculata (AP) and Curcuma longa (CL) against 

 	 five human pathogenic fungi by agar toxicity assay.

solvent Herbal type
Mycelial growth inhibition (MGI) (%)

Rhizopus sp. Absidia sp. Mucor sp. A. flavus A. fumigatus

DI
AP 0.00 0.00 7.01 0.00 0.00

CL 33.88 58.32 53.34 60.97 12.64

PC 84.50 66.89 84.50 84.50 84.50

Hex
AP 0.00 4.01 18.63 0.00 39.46

CL 42.27 56.08 54.64 54.83 25.97

PC 84.50 64.39 63.06 84.50 55.91

DCM
AP 0.00 0.00 38.06 0.00 0.00

CL 64.84 51.40 73.75 65.85 18.05

PC 84.50 60.29 60.83 84.50 32.69

EtOAc
AP 0.00 0.00 N/A 11.03 67.21

CL 79.90 53.79 N/A 71.08 100.00

PC 62.38 39.10 55.19 84.50 70.56

MeOH
AP N/A N/A N/A N/A N/A

CL N/A N/A N/A N/A N/A

PC N/A N/A N/A N/A N/A

AP; Andrographis paniculata, CL; Curcuma longa, DI; Deionized water, Hex; Hexane, DCM;  

Dichloromethane, EtOAc; Ethyl acetate, MeOH; Methanol, PC; Positive control (Amphotericin B 1 mg/

mL), N/A : Not available  (no colony growth)
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Fig. 1  Mycelial growth inhibition of Andrographis paniculata (AP) and Curcuma longa (CL) dissolved  

	 in various types of organic solvent against five strains of human pathogenic fungi by agar  

	 toxicity assay. AP; Andrographis paniculata, CL; Curcuma longa, DI; Deionized water,  

	 Hex; Hexane, DCM; Dichloromethane, EtOAc; Ethyl acetate, MeOH; Methanol.

2. การสกัดสารต้านเช้ือราจากฟ้าทะลายโจรและ

ขมิ้นชันด้วยตัวทำ�ละลายอินทรีย์

การสกัดสารสำ�คัญที่ออกฤทธิ์ต้านการ 

เจริญเติบโตของเช้ือราก่อโรคมิวคอร์ไมโคสิส และ 

โรคแอสเปอร์จิลโลสิสด้วยวิธีแยกช้ัน (partition 

method) และใช้ตัวทำ�ละลายอินทรีย์ที่มีความมีขั้วที่

แตกตา่งกัน ไดแ้ก่ สารละลาย เฮกเซน ไดคลอโรมเีทน 

เอทิลอะซิเตท และเมทานอล แล้วทำ�ให้แห้งโดยใช้

เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน เมื่อได้สารสกัด

หยาบจากผงสมุนไพรแล้วนำ�ไปคำ�นวณหาปริมาณ

ผลผลิตร้อยละของสารสกัดหยาบที่ได้ดังแสดงใน 

Table 2 สารสกัดหยาบเมทานอลจากขม้ินชัน มีน้ำ�หนัก

ของสารสกัดหยาบสูงท่ีสุดเท่ากับ 12.17 กรัม  

เมื่อนำ�มาคำ�นวณปริมาณผลผลิตร้อยละของสารสกัด

หยาบได้เท่ากับร้อยละ 24.34 การสกัดสารสำ�คัญจาก

ฟ้าทะลายโจรพบว่าตัวทำ�ละลายเมทานอล มีน้ำ�หนัก

ของสารสกัดหยาบท่ีสกัดไดสู้งทีสุ่ดเช่นเดยีวกันโดยมี

น้ำ�หนักเท่ากับ 9.12 กรัม เมื่อนำ�มาคำ�นวณปริมาณ

ผลผลิตร้อยละของสารสกัดหยาบได้เท่ากับร้อยละ 

18.24 
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3. การทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือราของสารสกัดหยาบ

ฟ้าทะลายโจรและขมิ้นชันด้วยวิธี disc diffusion 

การทดสอบฤทธิ์ต้านเช้ือราของสารสกัด

หยาบจากผลิตภัณฑ์สมุนไพรขององค์การเภสัชกรรม 

ไดแ้ก่ ฟา้ทะลายโจรและขมิน้ชัน ตอ่เชือ้ราก่อโรคมวิ-

คอร์ไมโคสิส จำ�นวน 3 สายพันธ์ุ ได้แก่ เช้ือ Rhizopus 

sp. Absidia sp. และ Mucor sp. และเชื้อราก่อโรค

แอสเปอร์จิลโลสิสจำ�นวน 2 สายพันธ์ุ ได้แก่ เช้ือ  

Aspergillus fumigatus และ A. flavus โดยการสกัด

สารออกฤทธิ์ต้านเช้ือราด้วยตัวทำ�ละลายอินทรีย์ 4 

ชนิด ได้แก่ เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท 

และเมทานอล นำ�สารสกัดหยาบมาทดสอบฤทธ์ิต้าน

เช้ือราก่อโรคด้วยวิธี agar disc diffusion ผลการ

Table 2 Weight and % yield of crude extracts from Andrographis paniculata (AP) and Curcuma longa  

	 (CL)  with different types of organic solvent by partition method. 

Solvent
Crude extract (g) % Yield of crude extract 

AP CL AP CL

Hexane 0.77 2.36 1.54 4.73

Dichloromethane 1.01 6.28 2.20 12.55

Ethyl acetate 7.15 7.31 14.30 14.63

Methanol 9.12 12.17 18.24 24.34

AP; Andrographis paniculata, CL; Curcuma longa 

ทดสอบดังแสดงใน Table 3 พบว่าสารสกัดหยาบ 

hexane จากผงขมิน้ชันให้ผลการยบัยัง้การเจรญิของ

เชื้อดีที่สุด จากเชื้อ 3 สายพันธุ์ ได้แก่ เชื้อ Absidia 

sp. A. fumigatus และ A. flavus โดยสามารถยบัยัง้

การเจริญของเชื้อ A. fumigatus ดีที่สุด มีค่าโซน

ยับยั้งการเจริญของเช้ือเท่ากับ 12.10 มิลลิเมตร  

(Fig. 2) การทดสอบสารสกัดหยาบเมทานอล จากผง

ฟ้าทะลายโจรให้ผลการยับย้ังการเจริญของเช้ือดีท่ีสุดจาก

เชื้อ 2 สายพันธุ์ ได้แก่ เชื้อ Mucor sp. และ A. 

flavus โดยสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Mucor 

sp. ดีที่สุด มีค่าโซนยับยั้งการเจริญของเช้ือเท่ากับ 

8.95 มิลลิเมตร (Fig. 3)
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Table 3 Antifungal activity of crude extracts from Andrographis paniculata (AP) and Curcuma longa  

	 (CL) against five human pathogenic fungi by disc diffusion method.

Solvent Herb type

Inhibition zone (mm.)

Rhizopus sp. Absidia sp. Mucor sp. A. flavus
A. fumiga-

tus

Hex
AP 0 0 6.35 0 0

CL 0 8.01 6.46 5.3 12.1

PC 8.72 19.44 6.38 22.06 21.71

DCM
AP 0 0 0 0 0

CL 0 0 0 0 3.49

PC 8.75 11.27 4.93 17.78 19.38

EtOAc
AP 0 0 0 8.51 0

CL 0 0 0 9.34 0

PC 9.25 10.41 4.95 23.20 23.14

MeOH
AP 0 0 8.95 0 0

CL 0 0 0 0 0

PC 9.28 10.85 9.15 23.98 22.89

AP; Andrographis paniculata, CL; Curcuma longa, DI; Deionized water, Hex; Hexane, DCM;  

Dichloro-methane, EtOAc; Ethyl acetate, MeOH; Methanol, PC = Positive control (Itraconazole  

30 µg/mL)
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Fig. 2  Antifungal activity of crude hexane extract from Curcuma longa (CL) against human pathogenic  

	 fungi by disc diffusion method; A) antifungal activity of Absidia sp. B) Aspergillus fumigatus and 

 	 C) Aspergillus flavus.: AP; Andrographis paniculata, CL; Curcuma longa, NC; Negative control  

	 (Deionized water), PC; Positive control (Itraconazole, 30 µg/mL); DC; 1%DMSO control and  

	 SC; Solvent control (Hexane, Dichloromethane, Ethyl acetate, and Methanol).

Fig. 3 Antifungal activity of crude methanol extract from Andrographis paniculata (AP) against  

	 Mucor spp. by disc diffusion method: AP; Andrographis paniculata, CL; Curcuma longa, NC; 

 	 Negative control (Deionized water), PC; Positive control (Itraconazole (30 µg/mL); DC; 1%DMSO  

	 control and SC; Solvent control (Hexane, Dichloromethane, Ethyl acetate, and Methanol).
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วิจารณ์
การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อราเบื้องต้นของ

ผลิตภัณฑ์สมุนไพรฟ้าทะลายโจร (Andrographis 

paniculata) และขมิ้นชัน (Curcuma longa) ที่

ละลายในน้ำ�กลั่นและตัวทำ�ละลายอินทรีย์ 4 ชนิดคือ 

เฮกเซน ไดคลอโรมเีทน เอทิลอะซเิตท และเมทานอล 

ต่อเชื้อราก่อโรคมิวคอร์ไมโคสิส จำ�นวน 3 สายพันธุ์ 

ได้แก่ เช้ือ Rhizopus sp. Mucor sp. และ  

Absidia sp. และเช้ือราก่อโรคแอสเปอร์จิลโลสิส 

จำ�นวน 2 สายพันธ์ุ ได้แก่ เชื้อ Aspergillus  

fumigatus และ A. flavus ด้วยวิธี agar toxicity 

พบว่าเมื่อใช้ตัวทำ�ละลายเอทิลอะซิเตท สารสกัดที่ได้

สามารถยับยัง้การเจรญิของเชือ้ราก่อโรคไดด้ท่ีีสดุเมือ่

เปรียบเทียบกับตัวทำ�ละลายชนิดอื่น ผลการทดสอบ

เม่ือใช้ตัวทำ�ละลายเมทานอล ไม่สามารถแปลผลได้

เนือ่งจากปรมิาณเมทานอล ท่ีเตมิลงในอาหารเลีย้งเช้ือ

เพื่อทดสอบ ด้วยวิธี agar toxicity มีความเข้มข้นสูง

เมือ่เพาะเช้ือบนจานอาหารเลีย้งเชือ้จงึไมพ่บการเจรญิ

เติบโตเนื่องจากอาหารเลี้ยงเชื้อมีความเป็นพิษสูง แต่

เมื่อนำ�สมุนไพรมาสกัดสารต้านเช้ือราด้วยวิธีแยกช้ัน 

(partition method) พบว่าสารสกัดหยาบเมทานอล

เม่ือนำ�มาทดสอบฤทธิต์า้นเชือ้รามปีระสทิธภิาพในการ

ยับยั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรคได้ดีท้ังจากขมิ้นชัน

และฟ้าทะลายโจร แสดงให้เห็นว่าตัวทำ�ละลายเมทานอล

สามารถสกัดสารท่ีมีฤทธ์ิต้านเช้ือราได้ดี จากการสกัดสาร

สำ�คัญของฟ้าทะลายโจรและขมิ้นชัน พบว่าสารสกัด

หยาบเมทานอลจากขมิ้นชัน มีน้ำ�หนักของสารสกัด

หยาบสูงที่สุด เท่ากับ 12.17 กรัม เมื่อนำ�มาคำ�นวณ

ปริมาณผลผลิตร้อยละของสารสกัดหยาบได้เท่ากับ

ร้อยละ 24.34 สอดคลอ้งกับงานวิจยัของ Popuri และ 

Pagara ในปี พ.ศ. 2556 ท่ีศึกษาการสกัดสาร 

เคอคูมิน จากรากของขม้ินชันด้วยตัวทำ�ละลาย อะซิโตน 

เอทิลอะซิเตท เอทานอล เมทานอล ไอโซโพรพานอล 

และเฮกเซน พบว่าตัวทำ�ละลายเมทานอลละลายผง

ขมิ้นชันได้ดี และสามารถสกัดสารเคอคูมินที่เป็นสาร

ออกฤทธ์ิสำ�คัญของขม้ินชันได้ดีท่ีสุด(7) การสกัดสาร

สำ�คัญจากฟ้าทะลายโจรพบว่าตัวทำ�ละลาย เมทานอล 

ให้น้ำ�หนกัของสารสกดัหยาบท่ีไดส้งูท่ีสดุเช่นเดยีวกัน 

จากงานวิจยัของ Farhana และคณะ ในป ีพ.ศ. 2565 

ได้สกัดสารสำ�คัญจากรากฟ้าทะลายโจรด้วยตัวทำ�ละลาย

เอทิลอะซิเตท เอทานอล และ เมทานอล พบว่าตัว 

ทำ�ละลาย เมทานอล ใหป้รมิาณผลผลติสงูท่ีสดุเทา่กบั

ร้อยละ 12.60(8) และ ในปี พ.ศ. 2552 Kumoro  

และ Hasan ได้สกัดสารแอนโดรกราโฟ ไลด์  

(andrographolide) ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของ 

ใบฟ้าทะลายโจรด้วยวิธี standard soxhlet method 

โดยใช้ตัวทำ�ละลาย เฮกเซน ปิโตรเลียมอีเทอร์  

เอทิิลอะซิเตท คลอโรฟอร์ม อะซิโตน เอทานอล และ

เมทานอล พบว่าตัวทำ�ละลาย เมทานอล สามารถ 

สกัดสารแอนโดรกราโฟไลด์ จากใบฟ้าทะลายโจรได้ 

ดีที่สุด โดยได้ปริมาณผลผลิตเท่ากับร้อยละ 38.08(9)

การทดสอบสารสกัดหยาบเฮกเซน จากผง

ขมิ้นชันให้ผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อดีท่ีสุด โดย

สามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ A. fumigatus ดท่ีีสุด 

(ค่าโซนยับย้ังการเจริญของเช้ือ เท่ากับ 12.10 มิลลิเมตร) 

ซึ่งจากงานวิจัยของ Das และ Bhatnagar ในปี พ.ศ. 

2563 ท่ีทดสอบฤทธ์ิต้านการเจริญเติบโตของเชื้อรา 

A. flavus ด้วยสารสกัดจากขมิ้นชันและขิง (ความ

เข้มข้น 0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) พบว่าสารสกัด 

เฮกเซนมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ  

A. flavus ได้ดีที่สุดเช่นเดียวกัน (อัตราการยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเช้ือร้อยละ 47.19)(10) การทดสอบ

สารสกัดหยาบเมทานอลจากผงฟ้าทะลายโจรให้ผล

ยับยั้งการเจริญของเชื้อดีที่สุด จากเชื้อ Mucor sp. 

(ค่าโซนยับย้ังการเจริญของเช้ือ เท่ากับ 8.95 มิลลิเมตร) 

(Table 3) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Chuku  
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และคณะ ในปี พ.ศ. 2563 ท่ีทดสอบฤทธ์ิต้านการเจริญ

เติบโตของเชื้อราด้วยสารสกัดฟ้าทะลายโจรด้วย 

ตัวทำ�ละลาย เอทานอล และเมทานอล ในการยับยั้ง

การเจริญเติบโตของเชื้อ Rhizopus sp. A. niger  

A. flavus และ Mucor sp. พบว่าสารสกัดเมทานอล 

มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อท่ีทดสอบ

ได้ดีท่ีสุดเช่นเดียวกัน(11) ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือรา

เบื้องต้นท่ีพบว่าผลิตภัณฑ์สมุนไพรท่ีละลายด้วย 

ตัวทำ�ละลายเอทิลอะซิเตท ให้ผลการทดสอบที่ดีที่สุด  

ในขณะที่เมื่อนำ�ผงผลิตภัณฑ์สมุนไพรมาสกัดด้วย 

ตัวทำ�ละลายอินทรีย์ต่างชนิดกันพบว่าสารละลายเฮกเซน 

ให้ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเช้ือราของสารสกัดหยาบ

จากผลิตภัณฑ์สมุนไพรขององค์การเภสัชกรรมท่ีดี

ท่ีสุด ท้ังนี้อาจเกิดจากการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อรา 

เบ้ืองตน้ไดม้กีารผสมตวัทำ�ละลายลงไปในอาหารเลีย้ง

เช้ือ ซึ่งเป็นสารประกอบท่ีสามารถออกฤทธ์ิได้ดีเม่ือ

ละลายด้วยตัวทำ�ละลายเอทิลอะซิเตท แต่เมื่อได้สกัด

สารสำ�คัญให้มีความบริสุทธ์ิมากข้ึน ตัวทำ�ละลายเฮกเซน

สามารถสกัดออกมาได้ดีกว่าจึงทำ�ให้มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อได้ดีกว่า จากการศึกษา

ในครั้งนี้ได้มีการใช้ตัวทำ�ละลายเพียง 4 ชนิด ในการ

สกัดสารสำ�คัญ และจากผลการศึกษาฤทธิ์ต้านเช้ือรา

ของสารสกัดหยาบจากผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจรและ

ขมิน้ชันขององคก์ารเภสชักรรมในครัง้นี ้ท่ีพบว่ามฤีทธิ์

ท่ีดีในการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้รา จงึสามารถ

นำ�สารสกัดหยาบท่ีได้จากการศึกษาในครั้งนี้ ไป

วิเคราะห์หาสารท่ีมีฤทธ์ิยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือรา

และนำ�ไปทำ�ให้มีความบริสุทธิ์มากขึ้นเพ่ือใช้ในการ

ผลิตยาต้านเชื้อราท่ีสกัดได้จากธรรมชาติต่อไปได้ 

นอกจากนี้ผลจากการศึกษาในครั้งนี้ยังสามารถนำ�ไป

ใช้เป็นแนวทางในการเลือกชนิดของตัวทำ�ละลายใน

การสกัดสารต้านเช้ือราจากผงสมุนไพรฟ้าทะลายโจร

และขมิ้นชันขององค์การเภสัชกรรมที่ ใช้ในผู้ป่วย 

โควิด 19 เพ่ือเพิ่มโอกาสในการค้นหาสารสำ�คัญที่

สามารถปอ้งกันการตดิเชือ้ราฉวยโอกาสท่ีอาจเกิดการ

ติดเชื้อในผู้ป่วยโควิด 19 ได้อีกด้วย

สรุป 
การใช้ผลิตภัณฑ์สมุนไพรในการรักษาโรค 

โควิด 19 ในชว่งทีม่กีารระบาดของโรครนุแรงทีผ่า่นมา

ด้วยผลิตภัณฑ์ สมุนไพรขององค์การเภสัชกรรม  

2 ชนิด คือ ฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata) 

และขมิ้นชัน (Curcuma longa) และการที่พบโรค

ติดเชื้อรา โรคแอสเปอร์จิลโลสิส และมิวคอร์ไมโคสิส 

การศึกษาน้ีได้ทดสอบสกัดสารต้านเช้ือราด้วยตัวทำ�ละลาย

ต่าง ๆ   4 ชนิด และทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือราเบ้ืองต้นด้วย

วิธี agar toxicity เพื่อเลือกชนิดของตัวทำ�ละลาย

อินทรีย์ที่เหมาะสม พบว่าตัวทำ�ละลายเอทิลอะซิเตท 

สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือได้ดีกว่าตัวทำ�

ละลายอนิทรยี์ชนิดอืน่ เมื่อสกัดสารสกดัหยาบจากผง

สมุนไพรแล้วทดสอบการออกฤทธิ์ต้านเชื้อรา ด้วยวิธี 

disc diffusion พบว่าสารสกัดหยาบเฮกเซนจากผง

ขมิ้นชันมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา

ก่อโรคได้ดีกว่าฟ้าทะลายโจร การวิจัยนี้เป็นการศึกษา

นำ�รอ่งในการเลอืกใช้ตวัทำ�ละลายโดยใช้คณุสมบตักิาร

ยับยั้งเชื้อราก่อโรคเป็นตัวบ่งชี้ (antifungal activity 

guided) เพือ่นำ�ไปสูก่ารสกดัสารตา้นเช้ือราให้บรสิทุธิ์

ในอนาคต 

กิตติกรรมประกาศ
งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนงบประมาณ

จากสำ�นกังาน คณะกรรมการส่งเสรมิวิทยาศาสตร ์วิจยั

และนวัตกรรมปีงบประมาณ 2565 (R2565B092) 

ขอขอบพระคณุ รศ.ดร. วรศกัดิ ์แก้วกอ่ง และนางสาว

ชนนิกานต์ ตู้ทอง ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์

การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร นายกิตติ ปานมณี 
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และนายปาน สถานทุง เจ้าหน้าท่ีห้องปฏิบัติการ  

คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ท่ีให้ความ

อนเุคราะหก์ารใชชุ้ดระเหยสารภายใตร้ะบบสญุญากาศ 

และสถาน ท่ีการทำ � วิ จั ย  คณะสหเวชศาสตร์  

มหาวิทยาลัยนเรศวร 
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Simple Sample Preparation with SDS for Direct Identification 
from Positive Blood Culture Using MALDI-TOF MS.

Nuttiya Srisurat* and Krittika Kamlangharn

Department of Medical Technology, Khon Kaen Hospital, Khon Kaen Province, Thailand

Abstract
Septicemia is a life-threatening condition. Accurate and rapid pathogen diagnosis is  

essential for providing appropriate and expedient care to patients, thereby reducing the severity and 

complications of the disease. The study aimed to evaluate the sample preparation method for direct 

bacterial identification by the matrix-assisted laser desorption/ionization-time-of-flight mass  

spectrometry (MALDI-TOF MS) technique.  One hundred fifty-seven positive blood culture samples 

from the BACTEX FX automated culture system were prepared for direct identification by MALDI-

TOF MS. The preparation was done by using 10% sodium dodecyl sulfate (SDS) as a lysis buffer 

and 70% formic acid and acetonitrile for protein extraction. Then, the samples were determined by 

MALDI-TOF MS and the results were compared to results from the standard method using colony 

from solid media. The results showed that by using the direct method, the identification results were 

correctly identified at species and genus levels at 81.53% (128/157) and 14.01% (22/157),  

respectively. There were unreliable identification results at 4.46% (7/157). Those that were identified 

consistently but the score represented lower than 1.70 were 3.82% (6/157) and no peak 0.64% 

(1/157). There was no misidentification by using the direct identification method. The direct  

identification results correctly identified at species levels were 75.68% (56/74), 88.24% (60/68) and 

80.00% (12/15) for gram negative bacteria, gram positive bacteria and others (yeast and  

mycobacteria), respectively and at genus levels were 17.58% (13/74), 10.29% (7/68), and 13.33% 

(2/15), respectively. There was no difference of the spectral score level obtained from the direct 

identification compared to using colonies with the Wilcoxon Signed Rank test at a confidence level 

of 95% in the gram-negative bacteria (p = 0.142) and the others (yeast and mycobacteria) (p = 0.530).  

However, using the standard method with MALDI-TOF in the gram-positive bacteria yielded 

higher score compared to using the direct method, which are statistically significant (p < 0.05). This 

study revealed that the preparation of positive blood cultures with 10% SDS for direct identification 
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by MALDI-TOF MS showed excellent performance for pathogenic identification and shorter  

turn-around time by several hours or even days (< 30 minutes to 2 hours). This rapid direct  

identification allows a much faster optimization of antibiotic therapy in patients with sepsis compared 

to conventional workflows (only the gram stain result was known), for effective treatment thus  

reduced mortality and preventing drug resistance. 

Keywords:	Direct identification, Blood culture, MALDI-TOF MS



วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 51 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2566 นิพนธ์ต้นฉบับ

การเตรียมตัวอย่างแบบง่ายด้วย SDS เพื่อวินิจฉัยเชื้อโดยตรง
จากตัวอย่างเลือดด้วย MALDI-TOF MS 

นัตฏิยา ศรีสุราช* และ กฤติกา กำ�ลังหาญ

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ โรงพยาบาลขอนแก่น จังหวัดขอนแก่น

บทคััดย่่อ
การติดเช้ือในกระแสเลือดเป็นภาวะท่ีเป็นอันตรายถึงชีวิต การวินิจฉัยเช้ือก่อโรคได้อย่างถูกต้อง

และรวดเร็ว เป็นปัจจัยสำ�คัญที่จะทำ�ให้ผู้ป่วยได้การดูแลรักษาท่ีถูกต้องและทันท่วงที ซึ่งช่วยลด 

ความรุนแรงและภาวะแทรกซ้อนของโรคลงได้ การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินวิธีการเตรียม

ตัวอย่างเลือดสำ�หรับการจำ�แนกชนิดของเช้ือโดยตรงด้วยเทคนิค matrix-assisted laser desorption/

ionization-time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) โดยเตรียมตัวอย่างเลือดจาก

ตัวอยา่งท่ีพบผลบวกจากเครือ่งเพาะเช้ือแบบอตัโนมัติ (the BACTEX FX system) จำ�นวน 157 ตัวอยา่ง 

เริ่มจากการทำ�ให้เซลล์แตกด้วยสารละลาย 10% sodium dodecyl sulfate (SDS) จากนั้นสกัดโปรตีน

ด้วยสารละลาย 70% formic acid และ acetonitrile ก่อนนำ�ไปจำ�แนกชนิดของเช้ือด้วยเทคนิค MALDI-

TOF MS เทียบกับวิธีการทดสอบด้วยโคโลนีท่ีได้จากอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง ผลการศึกษาพบว่า 

การจำ�แนกชนิดของเช้ือจากตัวอย่างโดยตรงให้ผลการทดสอบถูกต้องในระดับ species และ genus  

คิดเป็นร้อยละ 81.53 (128/157) และร้อยละ 14.01 (22/157) ตามลำ�ดับ ไม่สามารถรายงานผลได้ 

ร้อยละ 4.46 (7/157) โดยร้อยละ 3.82 (6/157) ให้ผลการทดสอบที่มีระดับคะแนน (spectral score) 

น้อยกว่า 1.70 และร้อยละ 0.64 (1/157) ไม่พบ spectrum ของโปรตีน ผลการศึกษาไม่พบการจำ�แนกชนิด

ของเช้ือผิดพลาดจากการใช้ตัวอยา่งโดยตรง ผลการทดสอบในกลุ่มแบคทีเรยีแกรมลบ แกรมบวก และ

เชื้อกลุ่มอื่น ๆ (ยีสต์และมัยโคแบคทีเรีย) การทดสอบจากตัวอย่างเลือดโดยตรงเทียบกับการใช้โคโลนี

มีความถูกต้องในระดับ species คิดเป็นร้อยละ 75.68 (56/74), 88.24 (60/68) และ 80.00 (12/15) ตาม

ลำ�ดับ และความถูกต้องในระดับ genus คิดเป็นร้อยละ 17.58 (13/74), 10.29 (7/68) และ 13.33 (2/15) 

ตามลำ�ดับ เม่ือเปรยีบเทียบระดับคะแนน (spectral score) ระหวา่งสองวธีิ ด้วย Wilcoxon Signed Rank 

test (p < 0.05) พบว่าการใช้ตัวอย่างเลือดโดยตรงให้ผลการทดสอบไม่แตกต่างกับการใช้โคโลนีในกลุ่ม

แบคทีเรียแกรมลบ (p = 0.142) และเชื้ออื่นๆ (ยีสต์และมัยโคแบคทีเรีย) (p = 0.530) ส่วนแบคทีเรีย

แกรมบวก การใช้โคโลนีในการวินิจฉัยชนิดของเชื้อด้วย MALDI-TOF MS จะมีระดับคะแนน (score) 

สูงกว่าการใช้ตัวอย่างเลือดโดยตรง อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าการ

จำ�แนกชนิดของเชื้อจากตัวอย่างเลือดโดยตรงด้วย MALDI-TOF MS ให้ผลการทดสอบที่สอดคล้อง

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: srisuratnuttiya@gmail.com
รับบทความ: 26 กรกฎาคม 2566 	 แก้ไขบทความ: 16 กันยายน 2566  	 รับตีพิมพ์บทความ: 18 กันยายน 2566



วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 51 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2566 นิพนธ์ต้นฉบับ

กับวิธีอ้างอิง สามารถรายงานผลชนิดของเชื้อได้เร็วไม่เกิน 30 นาที - 2 ชั่วโมง ระยะเวลาไม่ต่างจากการ

ย้อมสีแกรม และยังให้ผลดีกว่าเนื่องจากทราบชนิดของเชื้อก่อโรค ช่วยให้แพทย์สามารถพิจารณาใช้ยา

ได้ตรงกบัชนิดเชือ้ ทำ�ใหก้ารรกัษามีประสทิธิภาพ ลดอตัราการเสยีชีวติ รวมถงึปอ้งกนัการเกดิการด้ือยา

ในอนาคต 

คำ�สำ�คัญ:	การวินิจฉัยเชื้อโดยตรง, การเพาะเชื้อจากเลือด, MALDI-TOF MS
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บทนำำ�
การติดเช้ือในกระแสเลือด (septicemia) 

เกิดจากการท่ีผู้ป่วยติดเชื้อท่ีส่วนใดส่วนหนึ่งของ

ร่างกาย จากนั้นเช้ือจะเข้าสู่กระแสเลือด เม่ือผู้ป่วย 

มีภาวะติดเช้ือในกระแสเลือด การให้ยาปฏิชีวนะที่ 

ช้าไปทุก ๆ 1 ช่ัวโมง จะเพิ่มโอกาสการเสียชีวิตข้ึน  

ร้อยละ 7.6(1) หากไม่ได้รับการรักษาท่ีถูกต้องและทันเวลา 

การอักเสบอาจเกิดข้ึนทั่วร่างกาย ทำ�ให้เกิดลิ่มเลือด

และการอดุตนัของหลอดเลอืด ซึง่มผีลตอ่การลำ�เลยีง

ออกซิเจนไปยังอวัยวะที่สำ�คัญของร่างกาย เมื่อไม่ได้

รับออกซิเจนไปหล่อเลี้ยงอย่างเพียงพอ การทำ�งาน

ของอวัยวะส่วนนั้นจึงล้มเหลว นำ�ไปสู่ภาวะติดเช้ือ 

ในกระแสเลือดแบบรุนแรง (severe sepsis) ภาวะช็อก

จากการติดเชื้อ (septic shock)(2,3)  

ปจัจุบนัภาวะตดิเชือ้ในกระแสเลอืดเปน็หนึง่

ปัญหาสำ�คัญของระบบสาธารณสุขไทย และถือเป็น

ประเดน็ปญัหาสขุภาพในแผนการพฒันาระบบบรกิาร

สุขภาพ (service plan) ของกระทรวงสาธารณสุข(4) 

นอกจากจะส่งผลกระทบต่อผู้ป่วยแล้ว ยังรวมถึง 

ผลกระทบท้ังในด้านอุบัติการณ์ของการเกิดโรค  อุบัติการณ์

การเกิดเชื้อดื้อยา และค่าใช้จ่ายในการรักษาที่เพิ่มขึ้น 

การรักษาภาวะติดเชื้อในกระแสเลือดซึ่งถือว่าเป็น

ภาวะวิกฤตของชีวิต ซึ่งต้องอาศัยการทำ�งานเป็นทีม

สหสาขาวิชาชีพ เพื่อมีความรวดเร็วในการประเมิน 

ผู้ป่วย(5,6) รวมถึงมีความรวดเร็วในการรักษาท่ีเหมาะสม 

จึงจะทำ�ให้ผู้ป่วยมีผลลัพธ์ของการรักษาท่ีดี และมี

ภาวะแทรกซ้อนลดลง(7,8) ปัจจุบันการรักษาผู้ป่วย 

ติดเช้ือในกระแสเลือดยังมีความจำ�เป็นต้องอาศัยผล

การตรวจทางห้องปฏิบัติการ ได้แก่ การเพาะเชื้อจาก

เลือด แต่การเพาะเช้ือในเลือดใช้เวลาในการรายงาน

ผลไม่น้อยกว่า 48 ชั่วโมง หลังจากพบการเจริญของ

เช้ือในขวดเพาะเชื้อ (positive blood culture)(9)  

ดังน้ันการตัดสินใจในการรักษาผู้ป่วยเบ้ืองต้น หลังตรวจ

พบเช้ือในกระแสเลือด จึงต้องอาศัยผลการย้อมสีแกรม

จากขวดเพาะเช้ือท่ีพบผลบวก ซ่ึงใช้เวลาในการรายงาน

ผลเพียง 1-2 ช่ัวโมง การตัดสินใจในการรักษาเบ้ืองต้นน้ี 

(empirical treatment) เป็นการคาดการณ์ตามผล

การยอ้มสีแกรมว่านา่จะเปน็เช้ือชนดิไหน รว่มกับการ

อาศัยข้อมูลด้านระบาดวิทยาของพ้ืนท่ีหรือโรงพยาบาล(6)  

และแพทย์จะปรับเปลี่ยนการรักษาให้เหมาะสมเมื่อ

ทราบผลจำ�แนกชนิดของเชื้อ และทดสอบความไวต่อ

สารต้านจุลชีพ ตามวิธีมาตรฐาน ซ่ึงต้องใช้เวลาโดยรวม

ไม่น้อยกว่า 72 ชั่วโมง หรือ 3 วัน การศึกษาหลาย

งานมีความพยายามในการพัฒนาวิธีการรายงานผล

เพาะเชื้อในกระแสเลือดให้ถูกต้องและรวดเร็ว ซึ่งจะ

ส่งผลทำ�ให้การรักษาภาวะติดเช้ือในกระแสเลือดได้

เหมาะสม ทันเวลา สามารถลดอัตราการตายเนือ่งจาก 

severe sepsis และ septic shock(7,10-13)  

เช่น การนำ�โคโลนีของเชื้อที่ได้จากการเพาะเช้ือจาก

ส่ิงส่งตรวจด้วยวิธีมาตรฐานมาทำ�การจำ�แนกด้วย

เครือ่ง MALDI-TOF MS ซึง่ใช้เวลาตรวจเพยีง 1-2 

นาทีเท่านั้น(10,14) แต่วิธีนี้ก็ยังคงต้องใช้เวลาในการ

เพาะเช้ือเพื่อให้ ได้โคโลนีก่อน ซึ่งใช้เวลานานถึง  

18-24 ชั่วโมง ดังนั้นการใช้โคโลนีในการทดสอบจึง

ทำ�ให้สามารถรายงานผลจำ�แนกชนิดของเช้ือโดยรวม

ได้เร็วข้ึนประมาณ 1 วัน(14-16) ต่อมาได้มีความ

พยายามในการรายงานผลชนิดของเช้ือให้เร็วยิ่งข้ึน

ดว้ยการลดข้ันตอนการเพาะเช้ือ และจำ�แนกชนดิของ

เช้ือด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS ด้วยการใช้

ตัวอย่างโดยตรงแทนการใช้โคโลนี เช่น ตัวอย่างเลือด 

ปัสสาวะ และน้ำ�ไขสันหลัง(4,16-18) สำ�หรับตัวอย่าง

เลือดได้มีการพัฒนาชุดตรวจสำ�เร็จรูปเพื่อใช้ในการ 

เตรียมตัวอย่าง(12,18,19) ท่ีมีใช้อย่างแพร่หลาย เช่น 

The Sepsityper® Kit (Bruker Daltonik GmbH, 

Bremen, Germany) ชุดตรวจสำ�เร็จรูปนี้ถูกผลิตมา

เพือ่ใช้ในการเตรยีมตวัอยา่งเลอืดหลงัพบผลบวกดว้ย



การเตรียมตัวอย่างแบบง่ายด้วย  SDS เพื่อวินิจฉัยเชื้อโดยตรงจากตัวอย่างเลือดด้วย MALDI-TOF MS 8777

เครื่องเพาะเชื้ออัตโนมัติ ก่อนนำ�ไปทดสอบต่อเพื่อ

จำ�แนกชนิดของเชื้อด้วย MALDI-TOF MS เป็น 

วิธกีารง่าย และใชเ้วลาประมาณ 10 นาทีในการเตรยีม 

ตัวอย่าง การใช้ The Sepsityper® Kit ร่วมกับ 

การจำ�แนกชนิดของเชื้อด้วยเทคนิค MALDI-TOF 

MS จึงเป็นการลดข้ันตอนการเพาะเช้ือเนื่องจาก 

ไม่ต้องใช้โคโลนี ร่วมกับการใช้เทคโนโลยีใหม่ท่ีสามารถ

จำ�แนกชนิดของเช้ือท่ีรวดเร็ว ทำ�ให้ห้องปฏิบัติการ

สามารถจำ�แนกชนิดของเช้ือได้ภายในเวลา 20-30 นาที 

หลังจากพบผลบวกจากขวดเพาะเช้ือ(10,12,18,20,21)  

แต่มีข้อเสียคือ ชุดตรวจสำ�เร็จรูป หรือ The Sepsi-

typer® Kit มีราคาแพง            

คณะผู้วิจัยจึงได้มีการศึกษา และพัฒนา

แนวทางการตรวจเพาะเช้ือในเลือดทางห้องปฏิบตักิาร 

โดยได้พัฒนาวิธีการเตรียมตัวอย่างเลือดหลังพบการ

เจริญของเช้ือในขวดเพาะเช้ือ โดยใช้ 10% SDS 

(Sodium dodecyl sulfate) เป็นสารท่ีทำ�ให้เซลล์

แตก (Lysis buffer)(22) แทนการใช้ The Sepsi-

typer® Kit ล้ างและปั่นเซลล์ ใ ห้ตกตะกอน  

นำ�ตวัอยา่งเลอืดท่ีเตรยีมได้ไปจำ�แนกชนดิของเช้ือตอ่

ดว้ยเทคนคิ MALDI-TOF MS ทำ�ใหห้้องปฏิบตักิาร

สามารถรายงานผลชนิดของเชื้อได้ภายในเวลาไม่เกิน 

2 ชั่วโมง หลังพบการเจริญของเชื้อบนขวดเพาะเชื้อ

อัตโนมัติ

วััสดุุและวิิธีีการ
ตัวอย่างตรวจ

ตวัอยา่งเลอืดทีส่ง่เพาะเช้ือในหอ้งปฏิบตักิาร 

กลุ่มงานเทคนคิการแพทย ์โรงพยาบาลขอนแก่น และ

ให้ผลบวก โดยเครื่องตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติ (The 

BD BACTEC 9240 system) ระหว่างเดือน

พฤษภาคม - ธันวาคม 2564 จำ�นวน 157 ตัวอย่าง 

ประกอบด้วย gram positive bacteria 68 สายพันธุ์ 

และ gram negative bacteria 74 สายพันธุ์ และ 

เชือ้กลุ่มอ่ืน ๆ  (ยสีตแ์ละมยัโคแบคทเีรยี) 15 สายพนัธ์ุ  

โดยเกณฑ์การคัดเข้า (inclusion criteria) คือ 

ตัวอย่างเลือด ที่พบผลบวกด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์

อตัโนมตั ิและเกณฑ์การคดัออก (exclusion criteria) 

ได้แก่ ตัวอย่างเลือดท่ีให้ผลลบด้วยเครื่องตรวจ

วิเคราะห์อัตโนมัติ ตัวอย่างชนิดอื่นที่ไม่ใช่เลือด และ

พบผลบวกด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติ และ

ตัวอย่างเลือดท่ีพบผลบวกท่ีพบเช้ือก่อโรคมากกว่า  

1 ชนิด (polymicrobial growth) โดยการศึกษาน้ีได้

ผา่นการพจิารณาดา้นจรยิธรรมการวิจยัในมนษุย ์จาก

คณะกรรมการจริยธรรมวิจัยในมนุษย์ โรงพยาบาล

ขอนแก่น รหัสโครงการวิจัย: KEXP64003

การเพาะเชื้อจากตัวอย่างเลือดท่ีพบผลบวกจาก

เครื่องเพาะเชื้ออัตโนมัติ

ขวดตัวอย่างเลือดท่ีพบผลบวกด้วยเครื่อง

ตรวจเพาะเชื้ออัตโนมัติ (The BD BACTEC 9240 

system (Aerobic/F, Anaerobic/F and Myco/ 

F-lytic bottles); Becton Dickinson) ถูกนำ�มาเจาะ

ด้วยวิธีปราศจากเชื้อ (Aseptic technic) ภายใน  

2 ช่ัวโมง หลงัพบสญัญาณผลบวกดว้ยเครือ่งเพาะเชือ้

อัตโนมัติ จากนั้นนำ�ไปเพาะเล้ียงเช้ือบนอาหารเล้ียง

เช้ือชนิดแข็ง (blood agar, MacConkey agar, 

chocolate agar) ตามวิธีมาตรฐาน นำ�เชื้อไปย้อมสี

แกรมและจำ�แนกชนดิเช้ือดว้ยเทคนคิ MALDI-TOF 

MS ต่อไป 

การเตรยีมตัวอยา่งสำ�หรบัการทดสอบด้วยเทคนิค 

MALDI-TOF MS โดยตรงจากตัวอย่างเลือด

การเตรยีมตวัอยา่งเลอืดในการศกึษานีผู้วิ้จยั

ได้พัฒนาปรับวิธีการจากแนวทางของชุดตรวจ

สำ�เรจ็รปู (Sepsityper Kit)(12)  โดยดดูตวัอยา่งเลือด
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จากขวดเพาะเช้ือท่ีพบผลบวกใส่หลอดทดลองขนาด 

1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร จากนั้นนำ�ไป 

ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 13,000 g นาน 2 นาที 

แล้วเทส่วนบนทิง้ ตะกอนทีเ่หลอืเตมิ MALDI grade 

water 1 มิลลิลิตร แล้วกระจายตะกอนโดยการใช้ 

ไปเปตดูดข้ึน-ลง จากน้ันเติม 10% SDS ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการใช้ไปเปตดูดขึ้น-ลง 

10 ครั้ง ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 5 นาที เมื่อครบ

เวลา นำ�ไปปั่นด้วยความเร็วรอบ 13,000 g นาน  

2 นาที เทส่วนบนท้ิง แล้วเติม MALDI grade water 

1 มิลลิลิตร และกระจายตะกอนโดยการใช้ไปเปต  

นำ�ไปปั่นด้วยความเร็วรอบ 13,000 g นาน 2 นาที  

เทส่วนบนทิ้ง เติม MALDI grade water ปริมาตร 

300 ไมโครลิตร และกระจายตะกอนโดยการใช้ไปเปต 

จากนั้นเติม 100% ethanol ปริมาตร 900 ไมโครลิตร 

ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันโดยการดูดขึ้น-ลง แล้วนำ�ไป

ปั่นด้วยความเร็วรอบ 13,000 g  นาน 2 นาที เทส่วน

บนทิ้ง ตะกอนท่ีได้ปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง 10 

นาที เมื่อครบเวลาเติมสารละลาย 70% formic acid 

และกระจายตะกอนโดยการใช้ ไปเปต จากนั้นเติม 

acetonitrile ปริมาณเท่ากับสารละลาย 70% formic 

acid  ผสมใหเ้ปน็เนือ้เดยีวกันโดยการดดูข้ึน-ลง แลว้

นำ�ไปปั่นด้วยความเร็วรอบ 13,000 g นาน 2 นาที 

ส่วนใสท่ีได้ นำ�ไปจำ�แนกชนิดของเชื้อโดยเทคนิค 

MALDI-TOF MS อัตราส่วนการเติมสารละลาย 

70% formic acid / acetonitrile พิจารณาจากขนาด

ของตะกอนที่ได้ ได้แก่ ตะกอนเล็กมาก (มองไม่เห็น

ด้วยตาเปล่า) เติมสารละลาย 70% formic acid 

ปริมาตร 5 ไมโครลิตร / acetonitrile ปริมาตร  

5 ไมโครลิตร ตะกอนขนาดกลาง (เส้นผ่าศูนย์กลาง  

<1 มิลลิเมตร หรือ ขนาดเท่าหัวไม้ขีด) เติมสารละลาย  

70% formic acid ปริมาตร 20 ไมโครลิตร / acetonitrile 

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และตะกอนขนาดใหญ่  

(เส้นผ่าศูนย์กลาง >1 มิลลิเมตร) เติมสารละลาย 70% 

formic acid ปริมาตร 50 ไมโครลิตร / acetonitrile 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร

การจำ�แนกชนิดของเช้ือก่อโรคจากตัวอย่างโดยตรง

และจากโคโลนีด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS 

การจำ�แนกชนดิของเช้ือจากตวัอยา่งโดยตรง 

ทำ�โดยดูดส่วนใส 1 ไมโครลิตร ซึ่งได้จากการเตรียม

ตวัอยา่งเลอืดตามวิธทีีพ่ฒันา หยดลงบน target plate 

(หลอดละ 1 หลุม) แล้วปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง 

สำ�หรับการจำ�แนกชนิดของเชื้อจากโคโลนี ทำ�โดยเขี่ย

เช้ือจากโคโลนีเดี่ยวท่ีได้จากการเพาะเชื้อบนอาหาร

แข็ง ป้ายลงบน MALDI target plate 1 ตัวอย่าง 

ต่อ 1 หลุม(14,23) สำ�หรับการควบคุมคุณภาพและ

ทดสอบประสทิธิภาพของเครือ่งในการจำ�แนกชนดิของ

เชื้อกระทำ�ทุกครั้งท่ีมีการทดสอบ โดยดูดสารละลาย 

IVD BTS (Bacterial Test Standard, Bruker 

Daltonics, Germany) ซึ่งเป็นเชื้อ Escherichia 

coli (DH5-alpha) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงบน 

target plate 1 หลุม แล้วปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิ

ห้อง(24) หยดสารละลาย IVD HCCA (α-cyano-

hydroxycinnamic acid; Bruker Daltonics, 

Germany) ลงบนแต่ละหลุม ๆ ละ 1 ไมโครลิตร 

ปลอ่ยใหท้กุหลมุแห้งท่ีอณุหภูมห้ิอง จากนัน้ใส่ target 

plate ลงในเครื่อง MALDI-TOF MS เพื่อทดสอบ

การจำ�แนกชนิดของเชื้อ การแปลผลการทดสอบ 

เป็นไปตามแนวทางกำ�หนดของเคร่ืองมือ โดยเคร่ืองจะนำ�

ข้อมูลท่ีได้จากการวิเคราะห์น้ำ�หนักโมเลกุลของเปปไทด์ 

และรปูแบบของ m/z peak ท่ีเรยีงตวักันเปน็ peptide 

mass fingerprint (PMF) เปรียบเทียบแมสสเปกตรัม

กับฐานข้อมูล (Bruker database version  

4.1.90) ความนา่เช่ือถือของผลการทดสอบจะรายงาน

เป็นคะแนน (score) โดยค่า score ≥ 2.00 หมายถึง



การเตรียมตัวอย่างแบบง่ายด้วย  SDS เพื่อวินิจฉัยเชื้อโดยตรงจากตัวอย่างเลือดด้วย MALDI-TOF MS 8779

ผลการจำ�แนกชนิดของเชื้อถูกต้องท่ีระดับ species 

ค่า score 1.70-1.99 หมายถึงผลการจำ�แนกชนิด 

ของเช้ือถูกต้องท่ีระดับ genus และ ค่า score  

นอ้ยกวา่ 1.70 หมายถึง ไมส่ามารถรายงานผลได ้หรอื

ผลการจำ�แนกชนิดของเชื้อไม่น่าเชื่อถือ(25) 

การวิเคราะห์ข้อมูล 

เปรียบเทียบผลการจำ�แนกชนิดของเชื้อ 

จากตัวอย่างเลือดที่ให้ผลบวกโดยตรงด้วยเทคนิค  

MALDI-TOF MS กับการทดสอบด้วยโคโลนี ซึ่ง

เป็นวิธีอ้างอิง โดยใช้สถิติเชิงพรรณนา ส่วนการ 

เปรียบเทียบความแตกต่างของระดับคะแนน (score) 

ระหว่างของผลการจำ�แนกชนิดเช้ือจากตัวอย่าง

โดยตรง และการใช้โคโลนี ตามวิธีที่แนะนำ�โดยผู้ผลิต

เครื่องมือ ใช้การวิเคราะห์ด้วย Wilcoxon Signed 

Rank test โดยทดสอบการกระจายของข้อมลูก่อนดว้ย 

Kolmogorov-Smirnov test ขั้นตอน และวิธีการ

ศึกษาดังแสดงรายละเอียดตาม Fig. 1

Fig. 1 Flowchart of the study design for direct Identification and standard colony identification.  

       MALDI-TOF MS; Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight mass spectrometry, 

         TAT; turn-around time.



นัตฏิยา ศรีสุราช และ กฤติกา กำ�ลังหาญ8780

ผลการวิิจััย 
ผลการจำ�แนกชนิดของเช้ือจากตัวอย่าง

เลือดท่ีพบผลบวกด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติ 

ท่ีตรวจพบโคโลนีบนอาหารเล้ียงเชือ้ไมเ่กิน 1 สายพันธุ ์

(monomicrobial growth) และหรือ ตรวจพบเชื้อ

หนึ่งชนิดจากกล้องจุลทรรศน์ จำ�นวน 157 ขวด จาก

ผู้ป่วยจำ�นวน 157 ราย ประกอบด้วย ขวดเพาะเชื้อ

ชนิด  Aerobic/F จำ�นวน 154 ขวด  Anaerobic/F 

จำ�นวน 1 ขวด และ Myco/F-lytic จำ�นวน 2 ขวด 

ผลการศึกษาพบว่าการจำ�แนกชนิดของเชื้อจาก

ตวัอยา่งตรวจโดยตรงดว้ยเทคนคิ MALDI-TOF MS 

ให้ผลการทดสอบท่ีถูกต้องในระดับ species และ 

genus คิดเป็นร้อยละ 81.53 (128/157) และร้อยละ 

14.01 (22/157) ตามลำ�ดับ การจำ�แนกชนิดของเชื้อ

จากตวัอยา่งโดยตรงพบวา่ไมส่ามารถรายงานผลไดค้ดิ

เป็นร้อยละ 4.46 (7/157) แบ่งเป็น ผลการทดสอบ

มีคะแนน หรือ score น้อยกว่า 1.7 ร้อยละ 3.82 

(6/157) ไม่พบ spectrum ของโปรตีน หรือ no peak 

คิดเป็นร้อยละ  0.64 (1/157) และไม่พบการจำ�แนก

ชนดิของเช้ือผดิพลาดจากการใช้ตวัอยา่งเลือดโดยตรง 

(Table 1) 

Table 1 Direct identification results by MALDI-TOF MS from 157 blood culture samples compared  

	 to standard method.

Organism          

Identification 

by using colony (n)

Direct Identification by using 10% SDS as lysis buffer, n (%)

Correct No reliable 

identified Mis- 

identified
No-peak

Identified to Identified to

species level genus level

(score ≥ 2.00) (score 1.70-1.99) (score <1.70)

Gram negative 

bacteria (74)
56 (75.68) 13 (17.58) 4 (5.41) 0 1 (1.35)

Gram positive bacteria (68) 60 (88.24) 7 (10.29) 1 (1.47) 0 0

Other organisms (15) 12 (80.00) 2 (13.33) 1 (6.67) 0 0

Total (157) 128 (81.53) 22 (14.01) 6 (3.82) 0 1 (0.64)

SDS; Sodium dodecyl sulfate, n; number of samples tested
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ผลการจำ�แนกชนิดของเช้ือจากตัวอย่าง

เลือดท่ีพบผลบวกโดยตรง พบว่ากลุ่มแบคทีเรีย 

แกรมลบ 74 สายพันธ์ุ มีผลการจำ�แนกชนิดของเช้ือ 

ด้วยวิธี MALDI-TOF MS ถูกต้องตรงกับการใช้โคโลนี 

ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน โดยผลการจำ�แนกชนิดของเชื้อมี

ความถูกต้องในระดับ species (score ≥ 2.00) และ 

genus (score 1.70-1.99) คิดเป็นร้อยละ 75.68 

(56/74) และ 17.58 (13/74) ตามลำ�ดับ ผลการ

ทดสอบจากตัวอย่างโดยตรงไม่สามารถรายงานผลได้ 

5 ตัวอย่าง เนื่องจาก 4 ตัวอย่าง มีคะแนนความ 

เช่ือม่ันต่ำ� (score < 1.7) ประกอบด้วย Acinetobacter 

baumannii (2 ตัวอย่าง) Aeromonas hydrophila 

(1 ตัวอย่าง) และ Burkholderia pseudomallei 

(1 ตัวอย่าง) และไม่พบสเปคตรัมของโปรตีน (no 

peak) 1 ตัวอย่าง ได้แก่ Stenotrophomonas 

maltophilia (Table 2) ส่วนแบคทีเรียแกรมบวก 

พบการจำ�แนกชนิดของเชื้อถูกต้องในระดับ species 

และ genus คิดเป็นร้อยละ 88.24 (60/68) และ 

10.29 (7/68) ไม่สามารถรายงานผลได้ 1 ราย ได้แก่ 

Staphylococcus epidermidis เนือ่งจากมคีะแนน

ความเชื่อมั่นของ score น้อยกว่า 1.7 (Table 3)   

สำ�หรับการจำ�แนกชนิดของเชื้อกลุ่มอื่น ๆ (ยีสต์และ

มัยโคแบคทีเรีย) พบว่าการใช้ 10% SDS ในการ 

เตรียมตัวอย่าง สามารถจำ�แนกชนิดของเชื้อได้อย่าง

ถูกต้องที่ระดับ species และ genus คิดเป็นร้อยละ 

80.00 (12/15) และ 13.33 (2/15) ตามลำ�ดับ มี  

1 ตวัอยา่ง ไมส่ามารถรายงานผลไดเ้นือ่งจากมคีะแนน 

score น้อยกว่า 1.7 คือ Cryptococcus neofor-

mans (Table 1 และ 4)

เมือ่วิเคราะห์ระดบัคะแนน (spectral score) 

ที่ได้จากการทดสอบด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS 

ในกลุ่มเช้ือท่ีสามารถรายงานผลได ้(ระดบัคะแนนหรอื 

score ≥ 1.7) เปรียบเทียบระหว่างการทดสอบด้วย

ตวัอย่างเลือดโดยตรง กับการใช้โคโลนจีากอาหารแข็ง 

ด้วย Wilcoxon Signed Rank Test ที่ระดับความ

เชื่อมั่นร้อยละ 95 พบว่าการจำ�แนกชนิดของเชื้อจาก

ตัวอย่างเลือดโดยตรงกับการใช้โคโลนีท่ีได้จากอาหาร

แข็ง ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ 

ในกลุม่แบคทเีรยีแกรมลบ (p = 0.142) และเช้ือกลุม่

อื่น ๆ (ยีสต์และมัยโคแบคทีเรีย) (p = 0.530) ส่วน

แบคทเีรยีแกรมบวก พบว่าการใช้โคโลนีในการวินจิฉยั

ชนิดของเชื้อ ด้วย MALDI-TOF MS จะมีระดับ

คะแนน (score) สูงกว่าการใช้ตัวอย่างเลือดโดยตรง 

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p = 0.003) (Table 2, 3 

และ 4)  
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Table 2 Direct identification results of gram-negative bacteria by MALDI-TOF MS from positive blood  

	 culture samples compared to the standard method. 

Organism                 

Identification 

by using colony (n)

Direct Identification by using 10% SDS as lysis buffer, n (%)

Correct
No reliable  

identified Mis- 

identified
No-peak

Identified to Identified to

species level genus level

(score ≥ 2.00) (score 1.70-1.99) (score <1.70)

A. baumannii (7) 3 (42.86) 2 (28.57) 2 (28.57) 0 0

B. pseudomallei (11) 2 (18.18) 8 (72.73) 1 (9.09) 0 0

E. cloacae (3) 3 (100) 0 0 0 0

E. coli (20) 20 (100) 0 0 0 0

K. pneumoniae (6) 6 (100) 0 0 0 0

M. morganii (2) 2 (100) 0 0 0 0

P. mirabilis (4) 4 (100) 0 0 0 0

P. aeruginosa (5) 4 (80) 1 (20.00) 0 0 0

Salmonella species (4) 4 (100) 0 0 0 0

V. vulnificus (3) 1 (33.33) 2 (66.67) 0 0 0

Achromobacter xylosoxidans (2) 2 (100) 0 0 0 0

Aeromonas caviae (2) 2 (100) 0 0 0 0

Aeromonas hydrophila (1) 0 0 1 (100) 0 0

Aeromonas veronii (1) 1 (100) 0 0 0 0

B. cepacia (1) 1 (100) 0 0 0 0

B. vietnamiensis (1) 1 (100) 0 0 0 0

S. maltophilia (1) 0 0 0 0 1 (100)

Total gram negative (74) 56 (75.68) 13 (17.58) 4 (5.41) 0 1 (1.35)

Wilcoxon Signed Rank test p = 0.142

SDS; Sodium dodecyl sulfate, n; number of samples tested, p; p-value (statistically significant < 0.05)
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Table 3 Direct identification results of gram-positive bacteria by MALDI-TOF MS from positive blood 

 	 culture samples compared to the standard method.

Organism identified 

by using colony (n)

Direct Identification by using 10% SDS as lysis buffer, n (%)

Correctly identified 
Unreliable  Mis- 

identified
No-peakat species level at genus level

(score ≥ 2.00) (score 1.70-1.99) (score <1.70)

E. faecalis (6) 4 (66.67) 2 (33.33) 0 0 0

E. faecium (8) 8 (100) 0 0 0 0

S. agalactiae (2) 2 (100) 0 0 0 0

S. aureus (18) 18 (100) 0 0 0 0

S. dysgalactiae (5) 5 (100) 0 0 0 0

S. haemolyticus (4) 2 (50) 2 (50.00) 0 0 0

S. pneumoniae (2) 2 (100) 0 0 0 0

S. pyogenes (10) 7 (70) 3 (30.00) 0 0 0

S. suis (6) 6 (100) 0 0 0 0

E. rhusiopathiae (1) 1 (100) 0 0 0 0

Lactococcus lactis (1) 1 (100) 0 0 0 0

S. gallolyticus (1) 1 (00) 0 0 0 0

S. sanguinis (1) 1 (100) 0 0 0 0

S. saprophyticus (1) 1 (100) 0 0 0 0

S. epidermidis (2) 1 (50) 0 1 (50) 0 0

Total gram positive (68) 60 (88.24) 7 (10.29) 1 (1.47) 0 0

Wilcoxon Signed Rank test p = 0.003

SDS; Sodium dodecyl sulfate, n; number of samples tested, p; p-value (statistically significant  

< 0.05)
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Table 4 Direct identification results of other organism (Yeast, Mycobacteria) by MALDI-TOF MS  

	  from positive blood culture samples compared to the standard method.

Organism identified 

by using colony (n)

Direct Identification by using 10% SDS as lysis buffer, n (%)

Correctly identified 
Unreliable  Mis-

identified
No-peakat species level at genus level

(score ≥ 2.00) (score 1.70-1.99) (score <1.70)

Other organisms

C. albicans (3) 3 (100) 0 0 0 0

C. glabata (1) 1 (100) 0 0 0 0

C. neoformans (5) 4 (80) 0 1 (20.00) 0 0

C. tropicalis (2) 2 (100) 0 0 0 0

M. kansasii (1) 0 1 (100) 0 0 0

M. tuberculosis (1) 0 1 (100) 0 0 0

Rhodococcus hoagii (1) 1 (100) 0 0 0 0

Clostridium perfringens (1) 1 (100) 0 0 0 0

Total other organisms (15) 12 (80.00) 2 (13.33) 1 (6.67) 0 0

Wilcoxon Signed Rank test p = 0.530

SDS; Sodium dodecyl sulfate, n; number of samples tested, p; p-value (statistically significant  

< 0.05)
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วิิจารณ์์
การศึกษาท่ีผ่านมามีการพัฒนาวิธีเพื่อให้

สามารถรายงานผลจำ�แนกชนิดของเชื้อให้เร็วขึ้น โดย

ลดข้ันตอนการเพาะเชื้อด้วยการใช้ตัวอย่างโดยตรง 

ในการจำ�แนกชนิดของเชื้อแทนการใช้โคโลนี มีการ

พัฒนาน้ำ�ยาสำ�เร็จรูปเพื่อใช้เตรียมตัวอย่างเลือด  

เช่น The Sepsityper® Kit(18-19, 21) เพือ่นำ�ไปทดสอบ

ต่อด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS ทำ�ให้สามารถ

จำ�แนกชนิดของเช้ือได้ในเวลาเฉล่ีย 20-30 นาทีต่อราย 

หลังจากพบผลบวกโดยเครื่องเพาะเช้ือในเลือด

อตัโนมตัิ (10, 12, 20) และใหผ้ลการจำ�แนกชนดิของเชือ้

ได้ถูกต้องทั้งในแบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ และ

ยีสต์(18-21,26) แต่ข้อเสียคือน้ำ�ยาสำ�เร็จรูปมีราคาแพง 

การศึกษาน้ีผู้วิจัยได้ลดข้ันตอนการเพาะเช้ือในอาหารแข็ง 

และพัฒนาวิธีการเตรียมตัวอย่างเลือดหลังพบการ

เจรญิของเชือ้บนขวดเพาะเชือ้แบบอตัโนมตั ิโดยปรบั

วิธีทดสอบจากชุดตรวจสำ�เร็จรูป (MBT Sepsityper® 

IVD Kit) ดว้ยการลดข้ันตอนการปัน่ล้างตะกอนเหลอื 

2 รอบ  และใช้การเทส่วนบนท้ิงเพ่ือให้ง่ายต่อการใช้งาน 

รวมถึงปรบัใช้สารทีท่ำ�ใหเ้ซลล์แตก (lysis buffer) ซึง่

สามารถหาได้ในห้องปฏิบัติการท่ัวไป คือสารละลาย 

10% SDS แทนการใช้ชุดทดสอบสำ�เร็จรูป

อย่างไรก็ตาม การใช้ตัวอย่างเลือดโดยตรง 

พบว่าเม็ดเลือดแดงในตัวอย่างเป็นปัจจัยหนึ่งท่ีมี 

ผลต่อประสิทธิภาพการจำ�แนกชนิดของเช้ือด้วย  

MALDI-TOF MS การเลือกใช้ lysis buffer  

รวมถึงขัน้ตอนการเตรยีมตวัอยา่งเพือ่ให้ได้โปรตนีของ

เช้ือจึงมีความสำ�คัญ และส่งผลต่อความถูกต้องของ

ผลการทดสอบ(12,20,27) การศึกษานี้มีการประเมินวิธี

การเตรียมตัวอยา่งเลือดและใช้สารละลาย 10% SDS 

เป็น lysis buffer พบว่าสามารถจำ�แนกชนิดของเชื้อ

ได้ถูกต้อง ท้ังกลุ่มแบคทีเรียแกรมลบ และกลุ่ม

แบคทเีรยีแกรมบวก รวมถงึเชือ้กลุม่อืน่ๆ ไดแ้ก่ ยสีต ์

และเช้ือก่อวัณโรค สอดคล้องกับการศกึษาก่อนหนา้นี ้

ที่มีการเตรียมตัวอย่างด้วยชุดทดสอบสำ�เร็จรูป (The 

Sepsityper® Kit)(18,21) รวมถึงการเตรียมตัวอย่าง

ด้วยวิธีการท่ีแต่ละแห่งพัฒนา(12,28,29) ซึ่งพบว่า 

MALDI-TOF MS สามารถจำ�แนกชนดิของเช้ือจาก

ตวัอยา่งเลอืดโดยตรงไดถู้กตอ้ง ในแบคทีเรยีแกรมลบ 

และแบคทีเรยีแกรมบวก คดิเปน็รอ้ยละ 90-100 และ 

76-100 ตามลำ�ดับ สำ�หรับยีสต์และเชื้อก่อวัณโรค 

การใช้ 10% SDS ในการเตรียมตัวอย่างสามารถ

จำ�แนกชนิดของเช้ือได้อย่างถูกต้องร้อยละ 93.33 (14/15) 

เหนือกว่าการศึกษาก่อนหน้านี้ ท่ีศึกษาการใช้ชุด

ทดสอบสำ�เร็จรูป (The Sepsityper® Kit) ในการเตรียม

ตัวอย่าง และให้ผลการทดสอบด้วย MALDI- 

TOF MS ได้ถูกต้องประมาณร้อยละ 60-62(12,18)  

เมื่อศึกษาระดับคะแนน (score) ที่ได้จากการทดสอบ

ด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS การศึกษาน้ีพบว่า 

การจำ �แนกชนิดของเ ช้ือจากตัวอย่ างโดยตรง 

ส่วนใหญ่มีระดับคะแนน (score) ต่ำ�กว่าการทดสอบจาก

โคโลนขีองเช้ือท่ีข้ึนในอาหารแข็ง (Table 3) สอดคลอ้ง

กับการศึกษาก่อนหน้านี้(10,12,30) ซึ่งเป็นไปได้ว่าเกิด

จากการปนเปื้อนของโปรตีนจากเม็ดเลือดแดง และ

หรือจากเซลล์อื่น ๆ ที่มีในตัวอย่างตรวจจึงทำ�ให้

คะแนนความเช่ือมั่นต่ำ�ลง(20) อย่างไรก็ตามเมื่อ

วิเคราะห์ค่าระดับคะแนนท่ีได้จากการทดสอบด้วย 

MALDI-TOF MS เปรียบเทียบระหว่างการใช้

ตวัอยา่งเลือดโดยตรง กับการใช้โคโลนตีามวิธีท่ีบรษัิท

ผู้ผลิตแนะนำ� ด้วย Wilcoxon Signed Rank test 

ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 พบว่าการใช้ตัวอย่าง

เลือดโดยตรงให้ผลการทดสอบไม่แตกต่างกับการใช้ 

โคโลนีที่ได้จากอาหารแข็ง ในกลุ่มแบคทีเรียแกรมลบ 

(p = 0.142) และกลุม่เช้ืออืน่ ที่ไม่ใชแ่บคทีเรยีแกรม 

บวก และแกรมลบ (p = 0.530) แต่มีความแตกต่าง

ในกลุ่มแบคทีเรียแกรมบวก โดยพบว่าการใช้ 



นัตฏิยา ศรีสุราช และ กฤติกา กำ�ลังหาญ8786

ตวัอยา่งเลอืดโดยตรงในการวินจิฉัยชนดิของเช้ือ ดว้ย 

MALDI-TOF MS จะมีระดับคะแนน (score)  

ต่ำ�กว่าการใช้โคโลนีในการทดสอบ อย่างมีนัยสำ�คัญ

ทางสถิติ (p < 0.05) ดังนั้นในกลุ่มแบคทีเรียแกรม

บวก จึงควรระมัดระวังในการแปลผลการทดสอบ  

โดยเฉพาะในเช้ือท่ีมีสเปคตรัมของโปรตีนท่ีใกล้เคียงกัน

การจำ�แนกชนิดของเช้ือด้วยตัวอย่างเลือด

โดยตรงด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS การศึกษานี้

พบว่าร้อยละ 4.46 (7/157) ไม่สามารถรายงานผล 

ได้ เนื่องจากมี score น้อยกว่า 1.7 คิดเป็นร้อยละ 

3.82 (6/157) ได้แก่ Acinetobacter baumannii 

(2 ราย), Aeromonas hydrophilla (1 ราย),  

Burkholderia pseudomalleii (1  ราย),  

Staphylococcus epidermidis (1 ราย) และ 

Cryptococcus neoformans (1 ราย) อีกร้อยละ 

0.61 (1/157) มีผลการทดสอบเป็น no peak ผลการ

ทดสอบเป็น no peak อาจเกิดจากความผิดพลาดใน

ข้ันตอนหลังการปั่นเพื่อให้เซลล์ตกตะกอนแล้วท้ิง 

ส่วนบน การศึกษาน้ีใช้การ “เท” ส่วนบนท้ิง แทนการใช้

ไปเปตค่อย ๆ ดูดทิ้ง เนื่องจากเป็นวิธีการที่ง่าย และ

สะดวกสำ�หรับการปฏิบัติในงานประจำ� ผลจากการเท

ส่วนบนทิ้ง อาจทำ�ให้ตะกอนหรือเซลล์ของแบคทีเรีย

หลุดไป ดังนั้นกรณีที่ผลการทดสอบเป็น no peak 

หรือสังเกตว่าไม่มีตะกอนหลังเทส่วนบนท้ิง ควร 

มีการเตรียมตัวอย่างเพื่อทดสอบใหม่ และเปลี่ยน 

ใช้ ไปเปตดูดส่วนบนท้ิงด้วยความระมัดระวังแทน  

ตามวิธีของชุดทดสอบสำ�เร็จรูป และหลายการศึกษา

แนะนำ�(12,18,21,28,29) นอกจากนี้การทิ้งขวดเพาะเชื้อ

ในเลือดหลังพบผลบวกไว้นานเกินไป อาจมีผลทำ�ให้

เช้ือจุลชีพสลายตัวทำ�ให้คุณสมบัติของโปรตีนเสียไป 

อย่างไรก็ตามการศึกษานี้มีการเตรียมตัวอย่างเลือด

ภายใน 2 ชั่วโมง หลังจากพบสัญญาณบวกโดยเครื่อง

เพาะเชื้อในเลือดแบบอัตโนมัติ

สรุุป
การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า 10% SDS 

สามารถใช้เตรียมตัวอย่างเลือดก่อนจำ�แนกชนิดของ

เช้ือด้วย MALDI-TOF MS ได้ท้ังในแบคทีเรีย 

แกรมบวก และแกรมลบ รวมถึงเชื้ออื่น ๆ  (ยีสต์และ

มยัโคแบคทเีรยี) การจำ�แนกชนดิของเชือ้จากตวัอยา่ง

โดยตรงจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการพัฒนางาน

ประจำ� เพื่อให้สามารถรายงานผลชนิดของเชื้ออย่าง

รวดเรว็ โดยเฉพาะการตรวจพบเช้ือในเลือดซึง่ถือเปน็

คา่วกิฤต ิการรายงานผลชนดิของเชือ้ท่ีเรว็ข้ึนจากเดมิ 

24-48 ช่ัวโมง เหลือเพียงภายในเวลา 30 นาที  

- 2 ช่ัวโมง หลงัพบการเจรญิเตบิโตของเช้ือดว้ยเครือ่ง

เพาะเชื้อจากเลือดอัตโนมัติ จะทำ�ให้ทราบชนิดของ

เชื้อก่อโรคเร็วข้ึน สามารถนำ�มาปรับใช้เพื่อรายงาน 

ผลเบือ้งตน้แทนการรายงานผลการยอ้มสีแกรมซึง่เปน็

แนวทางที่ใช้ในปัจจุบัน

กิิตติิกรรมประกาศ
ขอขอบพระคุณสมาคมเทคนิคการแพทย์

แห่งประเทศไทยในพระอุปถัมภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ 

พระองค์เจ้าโสมสวลี กรมหมื่นสุทธนารีนาถ ที่ให้ทุน

สนับสนุนและพัฒนางานวิจัยในการศึกษาครั้งนี้  

ขอขอบคณุผูอ้ำ�นวยการโรงพยาบาลขอนแกน่ หวัหนา้

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ โรงพยาบาลขอนแก่น  

ท่ีอนุญาตให้สามารถทำ�การศึกษาวิจัยได้ ขอขอบคุณ

คณะกรรมการจรยิธรรมการวิจยัในมนษุย ์โรงพยาบาล

ขอนแกน่ ท่ีไดช่้วยทบทวนโครงรา่งงานวจิยัใหอ้อกมา

อยา่งสมบรูณ์ และขอขอบคณุเจา้หนา้ทีห่อ้งปฏบิตักิาร 

โรงพยาบาลขอนแก่นทุกท่าน ที่รวบรวมและเก็บ

ตัวอย่าง รวมทั้งผู้ป่วยทุกรายที่ได้ให้ตัวอย่างทดสอบ

เพื่อศึกษาวิจัยในครั้งนี้
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สมาคมเทคนิคการแพทยแ์ห่งประเทศไทย
ในพระอุปถัมภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ พระองค์เจ้าโสมสวลี กรมหมื่นสุทธนารีนาถ

นโยบายการรับพิจารณาบทความ
	 วารสารเทคนิคการแพทย์ เป็นวารสารทาง
วิชาการของสมาคมเทคนิคการแพทย์แห่งประเทศไทย 
ในพระอุปถัมภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ พระองค์เจ้าโสมสวลี 
กรมหมื่นสุทธนารีนาถ
	 มวีตัถปุระสงค์เพือ่ส่งเสรมิการเผยแพรค่วาม
รู้ทางวิชาการ และผลงานวิจัยโดยมีหลักเกณฑ์การ 
พิจารณาบทความดังนี้
	 1.	 เป็นบทความด้านเทคนิคการแพทย์ 
(สาขาเคมีคลินิก สาขาจุลชีววิทยาคลินิก สาขา
ภูมิคุ้มกันวิทยาคลินิก สาขาจุลทรรศนศาสตร์คลินิก 
สาขาปรสิตวทิยาทางการแพทย ์สาขาโลหิตวทิยา สาขา
เวชศาสตร์การธนาคารเลือด) วิทยาศาสตร์การแพทย์
และสาขาวิชาอื่นที่เกี่ยวข้องกับงานทางห้องปฏิบัติการ
ทางคลินิก
	 2.	 บทความต้องไม่เคยนำ�ไปเผยแพร่ใน
วารสารฉบับอืน่มาก่อน และไมอ่ยูร่ะหวา่งการพจิารณา
ลงในวารสารใดๆ
	 3.	 บทความจะต้องมีการอ่านตรวจทาน
ต้นฉบับ จากคณะบรรณาธิการหรือผู้ทรงคุณวุฒิ
เฉพาะสาขาจากภายนอกอย่างน้อย 2 ท่าน ทั้งนี้เพื่อ
ให้วารสารมีคุณภาพในระดับมาตรฐานสากลและนำ�ไป
อ้างอิงได้
	 4.	 บทความที่ตีพิมพ์ลงในวารสารเทคนิค
การแพทย์แล้วถือว่าเป็นลิขสิทธ์ิของวารสารเทคนิค
การแพทย์ สมาคมเทคนิคการแพทย์แห่งประเทศไทย  
ในพระอปุถมัภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ พระองค์เจ้าโสมสวล ี
กรมหมื่นสุทธนารีนาถ
	 5.	 ขอ้เขยีนและขอ้คิดเห็นใดๆ ในวารสารน้ี 
เป็นความคิดเห็นส่วนตวั และเปน็ความรบัผดิชอบของ
ผู้เขียนทั้งส้ิน ไม่ใช่ความเห็นของคณะบรรณาธิการ

วารสารเทคนิคการแพทย ์และสมาคมเทคนิคการแพทย์
แห่งประเทศไทย ในพระอุปถัมภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ 
พระองค์เจ้าโสมสวลี กรมหมื่นสุทธนารีนาถ
	 6.	 การถอนบทความระหว่างขั้นตอนการ
พิจารณาโดยไม่มีเหตุผลสมควร กองบรรณาธิการขอ
สงวนสิทธ์ิงดรบัพิจารณาตพีมิพบ์ทความครัง้ตอ่ไปเปน็
ระยะเวลา 2 ปี
	 7.	 บทความประเภทนิพนธ์ตน้ฉบบั รายงาน
กรณีศึกษา และบทความวิจัยอย่างส้ัน ผู้นิพนธ์ต้อง
แนบหนังสือรับรองที่ได้รับอนุญาตจากคณะกรรมการ
พจิารณาจรยิธรรมการวจัิยในคน (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 

ค่าธรรมเนียมการเผยแพร ่ไม่เสียค่าใช้จ่าย

ประเภทของบทความ แบ่งออกเป็น 9 ประเภท คือ
	 1.	 บทบรรณาธิการ (Editorials) เป็น
บทความซึ่งวิเคราะห์ผลงานทางวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
ที่มีความสำ�คัญในวิชาชีพเทคนิคการแพทย์ หรือ
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วทิยาศาสตรท์ีเ่ก่ียวขอ้ง หรอือาจจะเป็นขอ้คิดเห็นเพือ่
ประโยชน์ในด้านการยกระดับวิชาชีพเทคนิคการแพทย์
ให้สูงขึ้น
	 2.	 บทความปริทัศน์ (Review Article) 
เป็นบทความเพื่อฟื้นฟูวิชาการซ่ึงรวบรวมผลงาน 
เก่ียวกับเรื่องใดเรื่องหน่ึงโดยเฉพาะ ที่เคยลงตีพิมพ์
ในวารสารอื่นมาแล้วโดยนำ�เรื่องมาวิเคราะห์ วิจารณ์ 
และเปรียบเทียบเพื่อให้เกิดความกระจ่างแก่ผู้อ่าน 
เกี่ยวกับเรื่องนั้น
	 3.	 นิพนธ์ต้นฉบับ (Original Article) 
เป็นรายงานเก่ียวกับผลการวิจัยทางด้านเทคนิคการ
แพทยแ์ละวทิยาศาสตรก์ารแพทยท์ีเ่ก่ียวขอ้งโดยไมเ่คย
ตีพิมพ์ที่ใดมาก่อน
	 4.	 บทความพิเศษ (Special Article) 
เป็นบทความเก่ียวกับเรือ่งทัว่ๆ ไปทีม่เีน้ือหาและสาระ
ทีเ่ปน็ประโยชน์และสรา้งสรรค์ เพือ่พฒันาผูอ้า่นวารสาร
ทุกระดับให้ได้รับรู้ความสามารถ เพ่ือนำ�องค์ความรู้ 
ไปประยุกต์ใช้ในชีวิตประจำ�วัน เช่น เรื่องเก่ียวกับ 
หลักธรรมะ ศิลปะการพูด ฯลฯ
	 5.	 รายงานการประชุมวชิาการ (Seminar 
Report) เป็นรายงานจากการประชุมสัมมนาวิชาการ
ที่เป็นประโยชน์แก่ผู้อ่านวารสารเทคนิคการแพทย์
	 6.	 รายงานกรณีศึกษา (Case Report) 
เป็นรายงานเก่ียวกับการวินิจฉัยโรคในผู้ป่วยรายที่ 
น่าสนใจทั้งทางด้านประวัติผลการตรวจร่างกาย และ
การตรวจทางห้องปฏิบัติการคลินิกร่วมกัน
	 7.	 บทความวิ จัยอย่ างสั้ น (Short  
Communication) เป็นบทความวิจัยฉบับย่อ เป็น 
รูปแบบการรายงานการศึกษาแบบกระชับ อันเน่ือง
มาจากข้อจำ�กัดของการศึกษา แต่มีความสมบูรณ์ใน
เน้ือหาที่นำ�เสนอ รูปแบบที่เขียนเป็นลักษณะคล้าย
นิพนธ์ต้นฉบับ แต่จะสั้นและกระชับกว่า
	 8.	 จดหมายถึงบรรณาธิการ (Letter to 
the Editor) เป็นบทความซ่ึงเสนอข้อคิดเห็นและ
ประสบการณ์ทางด้านวิชาการที่เก่ียวข้องกับงานใน
สาขาวิชาชีพเทคนิคการแพทย์อย่างส้ันๆ ในรูปของ
จดหมายถึงบรรณาธิการ
	 9. 	ยอ่วารสาร (Abstract Review) เปน็ 
การย่อบทความทางวิชาการด้านเทคนิคการแพทย์

และวิทยาศาสตร์ที่เกี่ยวข้องและน่าสนใจ ซึ่งได้รับการ 
ตีพิมพ์แล้วในวารสารนานานชาติ เป็นภาษาไทย

การเตรียมต้นฉบับ
	 เพื่อให้การตีพิมพ์บทความเป็นไปอย่าง 
ถูกต้องและรวดเร็วผู้ นิพนธ์จะต้องปฏิบัติตาม 
รายละเอียด ดังนี้
	 1.	 ภาษา ให้ใช้ได้ 2 ภาษาคือภาษาไทย
และ/หรือภาษาอังกฤษ ถ้าต้นฉบับเป็นภาษาไทยควร
พยายามใช้ถ้อยคำ�และศัพท์ภาษาไทยมากที่สุด โดย
ใช้ตามพจนานุกรมศัพท์แพทย์อังกฤษ-ไทย และ
พจนานุกรมศัพท์วิทยาศาสตร์ฉบับราชบัณฑิตยสถาน 
สำ�หรับคำ�ศัพท์ภาษาอังกฤษที่บัญญัติเป็นภาษาไทย 
แล้วแต่ยังไม่เป็นที่ทราบกันอย่างแพร่หลาย หรือแปล
แลว้เขา้ใจยาก ให้กำ�กับภาษาเดมิ (องักฤษ) ในวงเลบ็ 
หรืออนุโลมให้ใช้ภาษาอังกฤษได้
	 2.	 ต้นฉบับ พิมพ์ด้วยโปรแกรม Word for  
Windows ด้วยอักษร Cordia New ขนาด 14 และ
พิมพ์เลขหน้าที่ตรงกลางขอบล่างของทุกหน้า โดย
ไม่ต้องพิมพ์ชื่อสกุลผู้นิพนธ์ในต้นฉบับ โดยเน้ือหา
ต้นฉบับทั้งหมดรวมรูปภาพ/ตาราง ไม่ควรเกิน 12 
หน้า กระดาษ A4 รูปภาพ/ตารางรวมกันไม่ควรเกิน 
5 รูป/ตาราง
	 ส่งตน้ฉบับของบทรายงานหรอืบทความตา่งๆ 
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�คัญของเน้ือหาและ 
รายละเอียดในตัวบทความ
	 	 3.2	 ชื่อผู้นิพนธ์ ให้เขียนชื่อต้นและ
นามสกุลตัวเต็มทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ ไม่ต้อง
ระบุปริญญา ตำ�แหน่งทางวิชาการ หรือ ตำ�แหน่งทาง
ราชการ ในกรณีทีม่ผีูแ้ตง่หลายคน ระบุชือ่ผูร้บัผดิชอบ
บทความและ E-mail address ที่สามารถติดต่อได้
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	 	 3.3	 ชื่ อหน่วยงานและสถาบันระบุ 
สถานที่ และ E-mail address ของผู้นิพนธ์ทุกคนที่
สามารถติดต่อได้
	 4.	 รายละเอียดของนิพนธ์ต้นฉบับและ 
บทความวิจัยอย่างสั้นให้เรียงหัวข้อ ตามลำ�ดับต่อไปนี้
	 	 1)	บทคัดยอ่ (Abstract) มทีัง้ภาษาไทย  
และภาษาอังกฤษ ความยาวไม่ เ กิน 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) 
เขียนใจความส้ันและชัดเจน อาจใช้ตารางหรือภาพ
ประกอบคำ�อธิบาย คำ�อธิบายภาพและตาราง ให้เป็น
ภาษาอังกฤษ 6) วิจารณ์ (discussion) 7) สรุป 
(conclusion) 8) กิตติกรรมประกาศ (acknowl-
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