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สมาคมเทคนิคการแพทยแ์ห่งประเทศไทย
ในพระอุปถัมภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ พระองค์เจ้าโสมสวลี กรมหม่ืนสุทธนารีนาถ

	 วารสารเทคนิคการแพทย์ ขอเรียนเชิญผู้แต่งส่งบทความมาตีพิมพ์ในวารสารเทคนิคการแพทย์  

ซึ่งสามารถส่งบทความได้ทั้งรูปแบบภาษาไทยและภาษาอังกฤษ โดยลงทะเบียนเพื่อส่งบทความเข้าสู่

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

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

ของวารสารฯ ก่อนเลือก “ส่งบทความ” เข้าสู่ระบบออนไลน์ และขอเชิญชวนผู้แต่งส่งบทความปริทัศน์ 

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

วารสารเทคนิคการแพทย์ จะถูกนำ�ไปใช้ในการเก็บคะแนน CMTE สำ�หรับนักเทคนิคการแพทย์ต่อไป

	 สำ�หรับบทความในวารสารฉบับนี้ ประกอบด้วย บทความนิพนธ์ต้นฉบับ (Original article) 

จำ�นวน 7 เรื่อง และ บทความวิจัยอย่างสั้น จำ�นวน 1 เรื่อง โดยเนื้อหาของบทความ จัดตามกลุ่มวิชา

ดังนี้ 1) บทความทางด้านไวรัสวิทยาคลินิก จำ�นวน 1 เรื่อง  2)  บทความทางด้านจุลชีววิทยาคลินิก 

จำ�นวน 2 เรือ่ง  3) บทความทางดา้นปรสติวทิยาทางการแพทย ์จำ�นวน 1 เรือ่ง 4) บทความทางดา้นชวีเคม ี

จำ�นวน 2 เร่ือง 5) บทความทางด้านการจัดการคุณภาพการตรวจวิเคราะห์ จำ�นวน 1 เรื่อง และ  

6) บทความทางด้านโลหิตวิทยา จำ�นวน 1 เรื่อง

	

	 สมชาย วิริยะยุทธกร
	 บรรณาธิการวารสารเทคนิคการแพทย์
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 การใช้งานทางการแพทย์
  ณัฐมน นิยมเดชา
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เปลี่ยนแปลงระดับไขมัน และอัตราส่วน

 ไตรกลีเซอไรด์ต่อโคเลสเตอรอลใน
 ไลโปโปรตนีชนดิความหนาแนน่สูง ในผูป้ว่ย

เบาหวานชนิดที่ 2
  จินตนา เส็งสุข
	 	 สาวิตร	สงวนวงศ์
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  งามตา หมื่นยา
  และ สุรพล ตั้งวรสิทธิชัย
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 ก่อนคลอด โรค Hemoglobin Bart’s 
 Hydrops Fetalis ในโรงพยาบาลราชวิถี
  ภัทราภรณ์	บุญขันท์	และ
	 	 กุลภัสสรณ์	แสงสีเขียว
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 1 เมษายน 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

การประเมินประสิทธิภาพของการทดสอบ Neuron-Specific Enolase 
โดยวิธี Chemiluminescent Microparticle Immunoassay ด้วยเคร่ือง 
Alinity i และวิธี Electrochemiluminescence Immunoassay 

ด้วยเครื่อง Cobas e801

ชวชล เศรษฐอุดม สุนทร บัวหอม สุพรชัย อ่อนผัน ศิราภรณ์ พิทักษ์ 
และ อริสรา สมุทรผ่อง*

ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร

บทคััดย่่อ
Neuron-specific enolase (NSE) เป็นสารบ่งชี้มะเร็งที่มีประโยชน์ในการช่วยวินิจฉัย ติดตาม

การรกัษา และพยากรณโ์รคมะเรง็ปอดชนิดเซลลข์นาดเลก็ การตรวจวดั NSE ในอดีตมีขอ้จำ�กดั เน่ืองจาก

มีวิธีให้เลือกใช้ทดสอบน้อย และวิธีการทดสอบมีความซับซ้อน ปัจจุบันมีการพัฒนาวิธีการทดสอบท่ี

หลากหลายและใช้งานง่ายขึ้น เช่น การตรวจวิเคราะห์ NSE ด้วยวิธี chemiluminescent microparticle 

immunoassay (CMIA) โดยใช้เครื่อง Alinity i ของ Abbott การศึกษานี้จึงมุ่งเน้นไปที่การเปรียบเทียบ

การตรวจวิเคราะห์ปริมาณ NSE ระหว่างการทดสอบ NSE ของ Abbott ที่ใช้ระบบ Alinity i และการ

ทดสอบ NSE ของ Roche Elecsys โดยใช้ Cobas e801 ผลการทดสอบพบว่าความแม่นยำ�แบบ within-

run (%CV) ของ Cobas e801 อยู่ระหว่างร้อยละ 0.9 ถึง 1.0 ในขณะที่ Alinity i อยู่ระหว่างร้อยละ 

1.71 ถึง 2.76 และความแม่นยำ�แบบ within-laboratory ของ Cobas e801 อยู่ระหว่างร้อยละ 2.03 ถึง 

2.11 ในขณะที่ Alinity i อยู่ที่ร้อยละ 1.89 ถึง 2.86 ถึงแม้ว่าผลการศึกษาจะแสดงให้เห็นว่า Cobas 

e801 มีความแม่นยำ�มากกว่า Alinity i เล็กน้อย แต่การวิเคราะห์โดยใช้ Passing and Bablok regression 

แสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ท่ีดีระหว่าง Alinity i และ Cobas e801 ด้วยผลความชันเท่ากับ 0.96  

และจดุตัดเท่ากับ -2.02 นอกจากน้ีการศกึษาคา่ผลรวมความสอดคล้องของท้ังสองเครือ่ง พบวา่คา่ทำ�นาย

ผลบวกเท่ากับร้อยละ 98.65 และค่าทำ�นายผลลบเท่ากับร้อยละ 90.91 ดังนั้น จากผลการศึกษาทั้งหมด 

สามารถสรุปได้ว่าค่าการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ NSE ด้วยเครื่องทั้งสองนี้สอดคล้องกัน และสามารถใช้

ทดแทนกันได้

คำ�สำ�คัญ:	Chemiluminescent microparticle immunoassay, Electrochemiluminescence  

	 immunoassay, Immunoassay, Neuron-specific enolase
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Performance Evaluation of Neuron-Specific Enolase  
Detection by Chemiluminescent Microparticle Immunoassay 
Using Alinity i Systems and Electrochemiluminescence 

Immunoassay Using Cobas e801 Analyzer
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Abstract
Neuron-specific enolase (NSE) is a tumor marker that has been used to support the diagnosis, 

monitoring and prognosis of small cell lung cancer. In the past, NSE determination was  

narrowly assessed due to the complicated assay platform and lesser availability. Currently,  

chemiluminescent microparticle immunoassay (CMIA) for detection of NSE has been adopted by 

Abbott, Alinity i platform. This study focused on comparing NSE quantitative assay between 

Abbott Alinity i systems and Roche Elecsys NSE assay using Cobas e801. The results showed 

that within-run precision (%CV) of Cobas e801 ranged from 0.9 to 1.0, whereas Alinity i ranged 

from 1.71 to 2.76. The within-laboratory precision (%CV) of Cobas e801 was from 2.03 to 2.11%, 

whereas Alinity i was from 1.89 to 2.86%. Although the imprecision demonstrated that Cobas 

e801 had a little better performance than Alinity i, Passing and Bablok regression revealed the 

slope at 0.96 and intercept at -2.02, indicating a good correlation between Alinity i and Cobas 

e801. The percentage of agreement between these analyzers was 98.65% positive agreement and 

90.91% negative agreement. These results, therefore, verified acceptable performance of these 

two assays and could be interchangeable for NSE measurement. 

Keywords:	Chemiluminescent microparticle immunoassay, Electrochemiluminescence  

		  immunoassay, Immunoassay, Neuron-specific enolase
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Introduction
Neuron-specific enolase (NSE) is a 

dimeric glycolytic enzyme consisting of γγ and 

αγ isoenzymes. The γγ isoenzyme is expressed 

in the cytoplasm of neuronal cells while αγ 

isoenzyme is expressed in the cytoplasm of 

neuroendocrine cells such as microglia,  

astrocytes, and oligodendrocytes.(1) NSE is also 

found in non-neuronal and non-neuroendocrine 

cells or tissues (e.g., erythrocytes, platelets, 

uterus, and prostate).(2-4) NSE plays a role in 

neuronal survival, neuronal differentiation, 

neuroprotection, and neuroinflammation.(1) The 

early studies reported that NSE was associated 

with cancer progression by promoting cell 

survival, proliferation, and migration.(2)  

Generally, healthy people have low levels of 

serum NSE. The increase of serum NSE level 

could reflect the pathological condition. NSE 

has been considered as a tumor marker  

associated with various cancer types such as 

lung cancer, neuroendocrine tumors,  

neuroblastoma, melanoma, and seminoma.(2, 5)

Lung cancer is the most common cause 

of cancer mortality in men and women. In 2020, 

lung cancer accounted for 1.80 million deaths 

worldwide.(6) Lung cancer can be classified as 

either small cell lung cancer (SCLC) and  

non-small cell lung cancer (NSCLC), with  

approximately 10-15% of all lung cancers  

being SCLC and 80-85% being NSCLC.(7) The 

increase of NSE was commonly observed in 

SCLC patients but it also increased in some of 

NSCLC patients. (8) Combination with  

histologic study, diagnostic imaging, and other 

tumor markers, NSE helps support diagnosis,  

treatment monitoring, and prognosis of SCLC.

Since the NSE detection assay has 

initially developed using solid-phase  

radioimmunoassay (RIA) in the 1970s.(2, 9) 

Several detection assays have also been  

developed subsequently to improve test  

performance such as enzyme immunoassay 

(EIA)(2, 10-12), immuno-bioluminescent  

assay (13-16), chemiluminescence immunoassay 

(CIA)(17) and immunosensor.(18-20) Although 

many assays have been available, there is still 

no gold standard method for NSE measurement. 

Thus, the present study aimed to compare the 

performance of the Abbott NSE assay-based 

chemiluminescent microparticle immunoassay 

(CMIA) using Alinity i systems and Roche 

Elecsys NSE-based electrochemiluminescent 

immunoassay (ECLIA) using Cobas e801.

Materials and Methods
Serum samples

A total of 163 samples were randomly 

collected from patients who had been tested for 

NSE assay under the workflow of routine 

laboratory testing at Ramathibodi Hospital, 

Thailand. Non exclusion criteria of clinical 

status, medical history, age and sex were  

applied. The venous blood samples were  

collected in clot blood tubes and serum samples 

were separated by centrifugation at 3,500 rpm 

for 10 minutes at room temperature. The  

hemolysis, icteric and lipemic samples were 
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excluded. This study obtained ethical approval 

from the Human Research Ethics Committee, 

Faculty of Medicine Ramathibodi Hospital, 

Mahidol University (MURA2020/1872).

Assay systems

The NSE level was initially measured 

in duplicate by using Roche Elecsys NSE assay; 
Cobas e801 analyzer. Then, the NSE  

measurement was followed by using Abbott 

NSE assay; Alinity i analyzer. The general test 

principles and characteristics of each  

automated system are shown in Table 1. (21, 22)

The quantitative NSE levels were reported in 

ng/mL.    

Table 1	Characteristic NSE assay by Alinity i and Cobas e801.

System Alinity i Cobas e801

Assay principle CMIA ECLIA

Sample type Serum Serum

Sample volume (µL) 25 12

Measuring range (ng/mL) 1.6-400 0.075-300 

Reportable range (ng/mL) 0.4-800 0.075-600 

Expected values (ng/mL) 11.1 16.3

Limit of quantification (ng/mL) 1.6 0.225

Reagent stability onboard 30 days 16 weeks

Interferences (endogenous 

substances)

-Hemolysis

-Conjugated bilirubin > 72 mg/dL

-Unconjugated bilirubin > 40 mg/dL

-Total protein > 15 g/dL

-Triglycerides > 3000 mg/dL

-Hemolysis

-Bilirubin > 66 mg/dL

-Intralipid > 2000 mg/dL

-Biotin > 70 ng/mL

-Rheumatoid factors > 1200 IU/mL

Assay duration 29 min 18 min

	 Alinity i 

Abbott NSE assay is an automated 

one-step CMIA analyzer used to quantita-

tively measure NSE in human serum via the 

Alinity i System. Briefly, serum sample,  

anti-NSE (E21) coated paramagnetic micropar-

ticles, and anti-NSE (E17) acridinium-labeled 

conjugate were combined to create a reaction 

mixture following the incubation. The NSE 

present in the sample bound to the anti-NSE 

(E21) coated microparticles and to the anti-NSE 

(E17) acridinium-labeled conjugate. Following 

washing cycle, pre-trigger and trigger solutions 

were added. The resulting chemiluminescent 
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reaction was measured as a relative light unit 

and converted to the NSE level.

	 Cobas e801

Elecsys NSE assay based on ECLIA 

by Cobas e801 was used to determine NSE 

level in human serum. Principally, the sandwich 

complex was created by NSE in the sample, a 

biotinylated monoclonal NSE antibody (18E5), 

and a monoclonal NSE antibody (84B10)  

labeled with a ruthenium complex during the 

first incubation. In the second incubation, the 

streptavidin-coated microparticles bound to the 

solid phase via the interaction of biotin and 

streptavidin. The mixture of microparticles was 

magnetically captured onto the surface of the 

electrode. The unbound substances were then 

removed with ProCell II M before inducing 

chemiluminescent emission. The measured 

signal was calculated to give the serum NSE level.

Analytical precision evaluation

The precision performance of the  

Alinity i and Cobas e801 NSE assays was  

assessed based on Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI) guideline. (23) Assay 

repeatability and within-laboratory precision 

were evaluated using low and high-level  

quality control (QC) materials provided by 

respective manufacturers. Two levels of QC 

were analyzed in 5 replicates, 2 runs each day 

for 5 days. The QC results were used to  

calculate the mean and coefficient of variation 

(CV). 

Statistical analysis

The NSE results generated by both 

systems were tested for data distribution by 

using the Komogorov-Smirnov test and built 

the Box-and-Whisker plot. Wilcoxon Signed-

Rank test and Spearman’s correlation were used 

for statistical difference analysis. The  

comparison of the NSE assays was performed 

according to CLSI EP9-A3 protocol(24) using 

Bland-Altman plot and Passing and Bablok 

regression analysis. The reliability between the 

two assays was evaluated by Cohen’s kappa 

coefficients and estimated the agreement  

following the CLSI.(25) All statistical analyses 

were conducted using MedCalc® Statistical 

Software version 20.111.

Results
Precision performance

The results of within-run and within-

laboratory precision are shown in Table 2. The 

imprecision of Cobas e801 was demonstrated 

as %CV in within-run precision ranged from 

0.9 to 1.0 and 2.03 to 2.11 in within-laboratory 

precision, whereas %CV of Alinity i ranged 

from 1.71 to 2.76 in within-run precision and 

1.89 to 2.86 in within-laboratory precision. 

Royal College of Pathologists of Australasia 

(RCPA) specified the allowable total error (TEa) 

for NSE as ± 2.0 µg/L ≤ 20 µg/L; ± 10%  

> 20 µg/L.(26)
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Method comparison

The NSE results from patient samples 

(n = 163) were tested for the data distribution 

by using Kolmogorov-Smirnov test prior to 

non-parametric statistics analysis. The distribution 

of NSE results from both Alinity i and  

Cobas e801 are shown in the Box-and-Whisker 

plot (Fig. 1). The median of NSE results from 

Alinity i  was 11.19 ng/mL (range: 2.36-327.27 

ng/mL) while the median from Cobas e801  

was 14.95 ng/mL (range: 3.94-283.00 ng/mL). 

Wilcoxon Signed-Rank test demonstrated no 

significant difference between NSE levels 

measured by Cobas e801 and Alinity i with  

p < 0.0001. The concordance of both assays 

was investigated by using Spearman’s correlation 

test. The correlation coefficient revealed  

a solid relationship with rs = 0.985 (Table 3).

The Bland-Altman plot was also  

performed to display the difference between 

the two measurements. As shown in Fig. 2, the 

mean difference was -2.43 ng/mL and limits 

of agreement (LOA) ranged from -22.04 to 

17.19 ng/mL, which covered the majority of 

values around 95.7%.(27) In addition, Passing 

and Bablok regression revealed the slope (95% 

CI) = 0.96 (0.92-0.99) and intercept (95% CI) 

= -2.02 (-2.42-(-1.55)) which indicated the 

good correlation between Alinity i and Cobas 

e801 (Fig. 3).

Finally, the percentage of agreement 

was calculated from the results based on the 

manufacturer’s cutoff (Alinity i = 11.1 ng/mL 

and Cobas e801 = 16.3 ng/mL) in Table 4. The 

94.44% overall percentage of agreement  

between 2 analyzers was further investigated 

to be 98.65% of positive agreement and 90.91% 

of negative agreement.

Table 2	The within-run and within-laboratory precision of Alinity i and Cobas e801 using manufacturer’s  
	 QC materials.

Control
Mean 

(ng/mL)

Within-run precision

(%CV)

Within-laboratory precision

(%CV)

Alinity i
Low 10.07 1.71% 1.89%

High 205.14 2.76% 2.86%

Cobas e801
PC TM1 14.18 0.9% 2.03%

PC TM2 95.50 1.0% 2.11%
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Table 3 The statistical analysis result of method comparison between Alinity i and Cobas e801.

Sample size, n 163

Wilcoxon Signed-Rank test p value < 0.0001 

Spearman’s correlation coefficient p value < 0.0001, r
s
 = 0.985

Bland-Altman plot

       Mean difference -2.43 ng/mL

       Limits of agreement (LOA) -22.04 to 17.19 ng/mL

Passing and Bablok regression

       Intercept (95% CI) -2.02 (-2.42-(-1.55))

       Slope (95% CI) 0.96 (0.92-0.99)

Table 4 The 2x2 contingency table for NSE results of Alinity i and Cobas e801. 

Cobas e801

Positive Negative Total

Alinity i

Positive 74 8 82

Negative 1 80 81

Total 75 88 163
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Fig. 1 Box-and-Whisker plot of NSE levels measured by Alinity i and Cobas e801. 392 
Each serum sample was measured NSE level using both analyzers and the data of each analyzer was plotted and 393 
presented as median, 1st quartile, 3rd quartile, upper adjacent value and lower adjacent value (n=163). 394 

 395 
 396 
 397 

Fig. 1	 Box-and-Whisker plot of NSE levels measured by Alinity i and Cobas e801. Each serum sample  
	 was measured NSE level using both analyzers and the data of each analyzer was plotted and 
 	 presented as median, 1st quartile, 3rd quartile, upper adjacent value and lower adjacent value  
	 (n = 163).
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 398 
Fig. 2 Bland-Altman chart of NSE levels analyzed by Cobas e801 and Alinity i.  399 
 The difference between Cobas e801 and Alinity i  is presented on the y-axis and the mean of Cobas e801 and 400 
Alinity i is shown on the x-axis. The green solid line indicates the mean difference and the red dashed lines 401 
indicate the upper and lower limits of agreement (LOA). 402 

 403 
 404 
 405 
 406 
 407 

Fig. 2	 Bland-Altman chart of NSE levels analyzed by Cobas e801 and Alinity i. The difference between  
	 Cobas e801 and Alinity i  is presented on the y-axis and the mean of Cobas e801 and Alinity i  
	 is shown on the x-axis. The green solid line indicates the mean difference and the red dashed  
	 lines indicate the upper and lower limits of agreement (LOA).
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Discussion
NSE was first described by Moore and 

McGregor in 1965.(2, 5, 28) It becomes an  

important tumor marker that supports the 

clinical management of patients with lung 

cancer, especially SCLC. The automatic  

analyzers for NSE quantification have been 

developed and implemented for clinical use 

comprehensively. In this study, Abbott NSE 

assay-based CMIA using Alinity i systems and 

Roche Elecsys NSE-based ECLIA using Cobas 

e801 analyzer were selectively compared for 

NSE test performance. The precision  

performance of each assay was evaluated by 

its own manufacturer’s QC materials. Both 

 14 

 408 
Fig. 3 Passing and Bablok regression for NSE measurement using Cobas e801 and Alinity i. 409 
The scatter plot shows the NSE levels detected by Alinity i on the y-axis and Cobas e801 on the x-axis. The green 410 
solid line is the regression line, the red dashed lines present the confidence interval for the regression, and the 411 
dotted line indicates the identity line. 412 
 413 

Fig. 3	 Passing and Bablok regression for NSE measurement using Cobas e801 and Alinity i. The  
	 scatter plot shows the NSE levels detected by Alinity i on the y-axis and Cobas e801 on the  
	 x-axis. The green solid line is the regression line, the red dashed lines present the confidence  
	 interval for the regression, and the dotted line indicates the identity line.

assays demonstrated excellent precision with 

less than 3%CV at each QC level in within-run 

and within-laboratory (Table 2). Those %CVs 

were in the acceptable range of i ts  

manufacturer’s criteria; Alinity i = ≤ 10%CV, 

Cobas e801 = ≤ 6.5%CV.(29) Although Cobas 

e801 demonstrated a lower %CV than Alinity i 

at 2 levels of QC material in the within-run, 

the imprecision in the within-laboratory were 

similar to each other.

The comparison of the NSE assay 

between Alinity i and Cobas e801 analyzer was 

further assessed. The NSE levels of 163 samples 

were measured by both assays and their  

correlation was analyzed. The statistical  
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NSE levels were in the range of 95% CI of 

cutoff from manufacturer’s recommendation 

(Alinity i = 9.0-12.4 ng/mL and Cobas e801 = 

15.7-17.0 ng/mL).(21, 22) These borderline  

results might affect the calculation of the 

negative percentage of agreement. The discordant 

result might be caused by the different  

anti-NSE monoclonal antibodies in each assay. 

Alinity i used anti-NSE E17 and E21 but Cobas 

e801 used anti-NSE 18E5 and 84B10.(21, 22)

Even though NSE antibodies of both assays are 

recognized at the same target as the γ subunit 

of enolase, the binding affinity and epitope 

recognition are different.(35) Moreover,  

the presence of interference in samples,  

such as a human anti-mouse antibody (HAMA) 

and some cancer drugs, can also affect  

NSE levels.(21, 22, 36, 37)

	
Conclusion

This study demonstrated that NSE 

measurements by using Abbott Alinity i and 

Roche Elecsys Cobas e801 were highly  

précised and correlated well with each other. 

These analyzers could then be used interchangeably 

for detection of serum NSE. These findings 

also indicated an alternative option for NSE 

assay setup in other laboratories. The different 

characteristics of each assay, such as measuring 

range, limit of quantification, sample volume, 

and reagent stability, should also be considered 

for assay selection.

analysis in this study indicated the same direction 

that indicated the good correlation of  

Alinity i and Cobas e801 (p < 0.0001, rs = 

0.985). As shown in the Bland-Altman plot and 

Passing and Bablok regression, NSE at a low 

level (approximately < 40 ng/mL) gave stronger 

correlation between both assays with  

slightly different values.

NSE can be related to a variety of 

pathological conditions. Until now, the universal 

cutoff of the NSE level is still in progress. 

Previous studies have reported the cutoff of 

NSE. However, the cutoff level varied depending 

on the detection assays, diseases, sample  

group selection, and other different conditions 

in each laboratory.(5, 30-34) Therefore, the  

present study separately applied the NSE cutoff 

according to each manufacturer’s recommendation 

(Alinity i = 11.1 ng/mL and Cobas e801  

= 16.3 ng/mL).(21, 22) The percentage of  

agreement between Alinity i and Cobas e801 

was rather high (94.44%), especially the  

percentage of positive agreement (98.65%), 

while the percentage of negative agreement 

was 90.91%. Based on each manufacturer’s 

cutoff, there were 9 discordant results between 

the 2 assays; however, patient clinical status 

access was not allowed to clear-cut the  

discordant results in this study which was our 

limitation. Although the 5 discordant results 

showed a little higher NSE level than the  

cutoff measured by Alinity i but lower than the 

cutoff when measured by Cobas e801, their 
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Effect of Magnesium Sulfate and Sodium Citrate Anticoagulants 
on EDTA-Dependent Pseudothrombocytopenia 
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Abstract
EDTA-dependent pseudothrombocytopenia (EDTA-PTCP) is a phenomenon that character-

ized by a spurious decrease of platelets in vitro due to EDTA anticoagulant induced platelet aggrega-

tion in blood samples. It may cause diagnostic failure and unnecessary treatment. Therefore, this 

study aimed to study effect of Magnesium sulfate, 3.2% sodium citrate and K3EDTA anticoagulants 

on platelet counts (PLT) and other hematological parameters at different times by Sysmex XN-3000. 

Thirty patients with EDTA-PTCP were enrolled in study. Comparative analysis showed that mean 

platelet counts in blood samples collected in magnesium sulfate (183.89 ± 57.20 x 103/µL) were  

significantly higher than those collected in 3.2% sodium citrate (114.23 ± 43.94 x 103/µL) and 

K3EDTA (77.41 ± 32.90 x 103/µL). All blood samples (100%) collected in magnesium sulfate had 

higher platelet counts than those collected in K3EDTA whereas only 19 blood samples (63.33%) 

collected in 3.2% sodium citrate showed higher platelet counts than those collected in K3EDTA. 

Thus, magnesium sulfate was more effective for correcting EDTA-induced pseudothrombocytopenia 

than sodium citrate. 

Keywords:	Magnesium sulfate, Pseudothrombocytopenia, Anticoagulant, Platelet count
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 1 เมษายน 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

ผลของสารกันเลือดแข็งแมกนีเซียมซัลเฟตและโซเดียมซิเตรต
ต่อภาวะเกล็ดเลือดต่ำ�ปลอมจากสารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ

ชุรีพร ทองใบ*

ห้องปฏิบัติการพยาธิวิทยาคลินิกและกายวิภาค ศูนย์การแพทย์ปัญญานันทภิกขุ ชลประทาน 
มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ จังหวัดนนทบุรี

บทคััดย่่อ
ภาวะเกล็ดเลือดต่ำ�ปลอมจากสารกันเลือดแข็งชนิดเอทิลีนไดเอมีนเตตราอะซิติกแอซิด หรือ 

อีดีทีเอ (EDTA-dependent pseudothrombocytopenia; EDTA-PTCP) เป็นภาวะเกล็ดเลือดมีการเกาะกลุ่ม

เน่ืองจากสารกนัเลอืดแขง็อดีีทีเอ ทำ�ใหจ้ำ�นวนเกลด็เลอืดท่ีนับได้ต่ำ�กวา่ความจรงิ เกดิความคลาดเคลือ่น

ในการรายงานจำ�นวนเกล็ดเลือด ซึ่งส่งผลให้การวินิจฉัยและการรักษาผิดพลาดได้ ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษา

ประสิทธิผลของสารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต โซเดียมซิเตรต และอีดีทีเอท่ีมีต่อจำ�นวน

เกลด็เลือดและคา่พารามิเตอรต่์างๆ ทางโลหติวทิยา และวเิคราะหท่ี์เวลาแตกต่างกนัด้วยเครือ่งวเิคราะห์

เม็ดเลือดอัตโนมัติ Sysmex XN-3000 โดยศึกษาในผู้ที่มีภาวะเกล็ดเลือดต่ำ�ปลอมจากสารกันเลือดแข็ง

อีดีทีเอจำ�นวน 30 ราย ผลการศึกษาพบว่าค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือดในตัวอย่างเลือดท่ีเก็บในสาร 

กันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต (183.89 ± 57.20) x 103/µL มีค่ามากกว่าการเก็บในสารกันเลือดแข็ง

ชนิดโซเดียมซิเตรต (114.23 ± 43.94) x 103/µL และอีดีทีเอ (77.41 ± 32.90) x 103/µL อย่างมีนัยสำ�คัญทาง

สถิติ (p < 0.001) ตัวอย่างเลือดท่ีเก็บในสารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต ทุกรายมีค่าเฉลี่ย

จำ�นวนเกลด็เลือดมากกวา่อดีีทีเอคดิเปน็รอ้ยละ 100 ขณะท่ีตัวอยา่งเลอืดท่ีเกบ็ในสารกนัเลอืดแขง็ชนิด

โซเดียมซิเตรตมีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือดมากกว่าอีดีทีเอเพียง 19 ราย คิดเป็นร้อยละ 63.33 โดยสรุป

สารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟตมีประสิทธิภาพในการแก้ไขการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือด 

จากสารกันเลือดแข็งอีดีทีเอได้ดีกว่าชนิดโซเดียมซิเตรต

คำ�สำ�คัญ:  แมกนีเซียมซัลเฟต เกล็ดเลือดต่ำ�ปลอม สารกันเลือดแข็ง จำ�นวนเกล็ดเลือด

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: chureepornt@g.swu.ac.th 
รับบทความ: 1 มกราคม 2566	 แก้ไขบทความ: 21 มีนาคม 2566 	    รับตีพิมพ์บทความ: 4 ตุลาคม 2566  
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ชุรีพร ทองใบ8822

บทนำำ� 
EDTA-dependent pseudothrombocyto-

penia (EDTA-PTCP) คอื ภาวะเกลด็เลือดต่ำ�ปลอม

จากการเกาะกลุ่มกันเนื่องจากสารกันเลือดแข็งชนิด

เอทิลีนไดเอมีนเตตราอะซิติกแอซิด (ethylenedia 

minetetraacetic acid) หรือท่ีเรียกกันโดยย่อว่า อีดีทีเอ 

(EDTA) ทำ�ให้จำ�นวนเกล็ดเลือดที่นับด้วยเครื่อง

วิเคราะห์เม็ดเลือดอัตโนมัติต่ำ�กว่าความเป็นจริง โดย

มีรายงานว่าในกลุ่มผู้ป่วยนอกพบความชุกของภาวะ 

EDTA-PTCP คิดเป็นร้อยละ 0.07-0.1 ผู้ป่วยใน

ท่ัวไปพบความชุกสูงข้ึนเป็นร้อยละ 2 และกลุ่มผู้ป่วยใน

ท่ี มีภาวะเกล็ด เลือดต่ำ �พบความชุกของภาวะ  

EDTA-PTCP คิดเป็นร้อยละ 1.25-15.30(1) 

ประเทศไทยมีรายงานความชุกของภาวะ EDTA-

PTCP ที่โรงพยาบาลสงขลานครินทร์ คิดเป็นร้อยละ 

0.04(2) 

กลไกการเกิดภาวะ EDTA-PTCP เชื่อว่า

สารอีดีทีเอท่ีมีคุณสมบัติต้านการแข็งตัวของเลือดจับ

กับแคลเซียมอิออน (Ca2+ chelator) ทำ�ให้เกิดการ

เปลี่ยนแปลงทางโครงสร้างของไกลโคโปรตีน GPIIb/

IIIa ท่ีอยู่บนผิวของเกล็ดเลือด กลายเป็นเอปิโทป 

(epitope) ชนิดพิเศษ เรียกว่า cryptic epitope เป็น

ไกลโคโปรตีน IIb ซึ่งเป็นสาเหตุให้ออโตแอนติบอดี 

(autoantibody) ที่จำ�เพาะมาจับ กระตุ้นให้เกิดการ

แสดงออกของโปรตีนต่าง ๆ  เช่น แกรนูลเมมเบรนโปรตีน 

140 (Granule Membrane Protein 140; GMP140) 

ไลโซโซมอล ไกลโคโปรตีน 55 (Lysosomal glyco-

protein; Gp55) และทอมโบสปอนดิน (thrombos-

pondin) สามารถกระตุ้นการทำ�งานของเกล็ดเลือด

ดว้ยเอนไซม์ไทโรซนีไคเนส (tyrosine kinase) ทำ�ให้

เกิดการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือด (platelet aggregation) 

ในหลอดทดลอง(3-6) จึงทำ�ให้ตรวจนับจำ�นวนเกล็ดเลือด

ไดต้่ำ�กวา่ความจรงิ สง่ผลใหก้ารวินจิฉยัและการรกัษา

ผิดพลาดได้ รวมถึงการให้เลือดและเกล็ดเลือดโดย 

ไม่จำ�เป็น ดังนั้นการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการ

เพื่อแยกภาวะเกล็ดเลือดต่ำ�ปลอม (pseudothrom-

bocytopenia) จึงมีความสำ�คัญ

โรคบางชนดิมคีวามเส่ียงสูงตอ่การเกิดภาวะ 

EDTA-PTCP เช่น ผู้ป่วยโรคมะเร็ง โรคตับเรื้อรัง 

การติดเช้ือ การตั้งครรภ์ โรคแพ้ภูมิตัวเอง และ 

โรคหลอดเลือดหัวใจ(7-8) นอกจากนี้ยังมีรายงานพบ

ในผูป้ว่ยปอดตดิเชือ้ไวรสัโคโรนา- 2019(9) และผูป้ว่ย

ที่เตรียมการผ่าตัดรักษาหมอนรองกระดูกเคลื่อน(10)

วิธแีก้ไข EDTA-PTCP คอื (1) อุน่ตวัอยา่ง

เลือดทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีสก่อนตรวจวเิคราะห ์

(2) การเติมยาหรือสารต้านเกล็ดเลือดต่างๆ (3) การ

เปล่ียนชนิดสารกันเลือดแข็ง ในห้องปฏิบัติการนิยม

ใช้สารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรตเป็นสารกัน

เลือดแข็งเพื่อแก้ไขภาวะ EDTA-PTCP อย่างไร

ก็ตามประสิทธิผลของโซเดียมซิเตรตต่อจำ�นวนเกล็ด

เลือดยังไม่เป็นท่ีแน่ชัด เน่ืองจากการศึกษาก่อนหน้าน้ี

พบว่าสารกันเลือดแข็งโซเดียมซิเตรตทำ�ให้เกิดการ

เกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดไดเ้ช่นเดยีวกับอีดทีเีอ(11-13) 

สารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟตเป็นสารกัน

เลือดแข็งท่ีมีคุณสมบัติยับย้ังไฟบริโนเจน (fibrinogen) 

ในกระบวนการการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือด(14) 

รายงานการศกึษาก่อนหนา้นีพ้บวา่แมกนเีซยีมซลัเฟต

สามารถป้องกันการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดจากสาร 

อีดีทีเอได้(15-16) อีกท้ังการศึกษาท่ีกล่าวข้างต้น

เปน็การศกึษาในกลุม่ประชากรตา่งประเทศ และยงัไม่

พบรายงานการศึกษาผลของสารกันเลือดแข็งชนิด

แมกนีเซียมซัลเฟตต่อการป้องกันการเกาะกลุ่มของ

เกล็ดเลือดในกลุ่มประชากรไทย ดงันัน้ผูวิ้จยัจงึสนใจ

ศกึษาผลของสารกันเลือดแข็งชนดิแมกนเีซยีมซลัเฟต 

โซเดียมซิเตรต และอีดีทีเอ ที่มีต่อจำ�นวนเกล็ดเลือด

และคา่พารามเิตอรต์า่งๆ ทางโลหติวิทยา เมือ่วิเคราะห์
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ที่เวลาแตกต่างกันในผู้ที่มีภาวะ EDTA-PTCP เพื่อ

ประเมินประสิทธิภาพการป้องกันการเกาะกลุ่มของ

เกล็ดเลือดจากสารอีดีทีเอ

วััสดุุและวิิธีีการ 
1. กลุ่มตัวอย่าง

งานวิจัยน้ีเป็นการวิจัยแบบก่ึงทดลอง (quasi-

experimental research) ใช้รูปแบบการวิจัยแบบ

กลุ่มเดียววัดซ้ำ� (repeated measures designs)  

กลุม่ตวัอยา่ง คอื ผูป้ว่ยนอกทีม่ารบับรกิารตรวจความ

สมบรูณ์ของเมด็เลอืด (complete blood count) และ

ตรวจพบภาวะ EDTA-PTCP จำ�นวน 30 ราย 

คำ�นวณขนาดตัวอย่างในการศึกษานี้ ใช้สูตรการ

ประมาณค่าเฉล่ีย โดยทราบจำ�นวนประชากร (Estimate 

a mean in finite population)(17) ใชส้ตูรการคำ�นวณ

ดังนี้ 

3 
 
(autoantibody) ที.จําเพาะมาจบั กระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนตา่ง ๆ เชน่ แกรนลูเมมเบรนโปรตีน 140 1 
(Granule Membrane Protein 140; GMP140) ไลโซโซมอล ไกลโคโปรตีน 55 (Lysosomal glycoprotein; Gpõõ) และ2 
ทอมโบสปอนดนิ (thrombospondin) สามารถกระตุ้นการทํางานของเกลด็เลือดด้วยเอนไซม์ไทโรซีนไคเนส (tyrosine 3 
kinase) ทําให้เกิดการเกาะกลุม่ของเกลด็เลือด (platelet aggregation) ในหลอดทดลอง((-*) จงึทําให้ตรวจนบัจํานวน4 
เกลด็เลือดได้ตํ.ากวา่ความจริง สง่ผลให้การวินิจฉยัและการรักษาผิดพลาดได้ รวมถงึการให้เลอืดและเกลด็เลอืดโดยไม่5 
จําเป็น ดงันั ôนการตรวจวินิจฉยัทางห้องปฏิบตักิารเพื.อแยกภาวะเกลด็เลอืดตํ.าปลอม (pseudothrombocytopenia) จงึมี6 
ความสาํคญั 7 

โรคบางชนิดมีความเสี.ยงสงูตอ่การเกิดภาวะ EDTA-PTCP เชน่ ผู้ ป่วยโรคมะเร็ง โรคตบัเรื ôอรัง การตดิเชื ôอ การ 8 
ตั ôงครรภ์ โรคแพ้ภมูิตวัเอง และโรคหลอดเลือดหวัใจ(7-8) นอกจากนี ôยงัมีรายงานพบในผู้ ป่วยปอดตดิเชื ôอไวรัสโคโรนา- 9 

2019(9) และผู้ ป่วยที.เตรียมการผา่ตดัรักษาหมอนรองกระดกูเคลื.อน(10) 10 

วธีิแก้ไข EDTA-PTCP คือ (Ö) อุน่ตวัอยา่งเลอืดที.อณุหภมูิ rò องศาเซลเซียสก่อนตรวจวิเคราะห์ (ö) การเตมิยา11 
หรือสารต้านเกลด็เลอืดตา่งๆ (r) การเปลี.ยนชนิดสารกนัเลอืดแข็ง ในห้องปฏิบตักิารนิยมใช้สารกนัเลอืดแข็งชนิดโซเดียม12 
ซเิตรตเป็นสารกนัเลอืดแข็งเพื.อแก้ไขภาวะ EDTA-PTCP อยา่งไรก็ตามประสทิธิผลของโซเดียมซเิตรตตอ่จํานวนเกลด็13 

เลอืดยงัไมเ่ป็นที.แนช่ดั เนื.องจากการศกึษาก่อนหน้านี ôพบวา่สารกนัเลอืดแข็งโซเดียมซเิตรตทําให้เกิดการเกาะกลุม่ของ14 
เกลด็เลือดได้เชน่เดียวกบัอีดีทีเอ(##-#() สารกนัเลอืดแข็งชนิดแมกนีเซียมซลัเฟตเป็นสารกนัเลอืดแข็งที.มีคณุสมบตัยิบัยั ôง15 
ไฟบริโนเจน (fibrinogen) ในกระบวนการการเกาะกลุม่ของเกลด็เลอืด(#0) รายงานการศกึษาก่อนหน้านี ôพบวา่แมกนีเซียม16 
ซลัเฟตสามารถปอ้งกนัการเกาะกลุม่ของเกลด็เลอืดจากสารอีดีทีเอได้(#1-1*) อีกทั ôงการศกึษาที.กลา่วข้างต้นเป็นการศกึษา17 

ในกลุม่ประชากรตา่งประเทศ และยงัไมพ่บรายงานการศกึษาผลของสารกนัเลอืดแข็งชนิดแมกนีเซียมซลัเฟตตอ่การ18 
ปอ้งกนัการเกาะกลุม่ของเกลด็เลอืดในกลุม่ประชากรไทย ดงันั ôนผู้วิจยัจงึสนใจศกึษาผลของสารกนัเลอืดแข็งชนิด19 
แมกนีเซียมซลัเฟต โซเดียมซเิตรต และอีดีทีเอ ที.มีตอ่จํานวนเกลด็เลอืดและคา่พารามิเตอร์ตา่งๆ ทางโลหิตวิทยา เมื.อ20 
วิเคราะห์ที.เวลาแตกตา่งกนัในผู้ ที.มีภาวะ EDTA-PTCP เพื.อประเมินประสทิธิภาพการปอ้งกนัการเกาะกลุม่ของเกลด็เลอืด21 
จากสารอีดีทีเอ 22 

วัสดุและวธีิการ  23 

1. กลุ่มตวัอย่าง 24 

งานวิจยันี ôเป็นการวิจยัแบบกึ.งทดลอง (quasi-experimental research) ใช้รูปแบบการวจิยัแบบกลุม่เดียววดัซํ ôา 25 
(repeated measures designs) กลุม่ตวัอยา่ง คือ ผู้ ป่วยนอกที.มารับบริการตรวจความสมบรูณ์ของเมด็เลอืด (complete 26 

blood count) และตรวจพบภาวะ EDTA-PTCP จํานวน rs ราย คํานวณขนาดตวัอยา่งในการศกึษานี ô ใช้สตูรการ27 
ประมาณคา่เฉลี.ย โดยทราบจํานวนประชากร (Estimate a mean in finite population)(17) ใช้สตูรการคํานวณดงันี ô  28 

   ≥   29 

 แทน ขนาดของกลุม่ตวัอยา่ง  30 

N แทน จํานวนผู้ ที.มีภาวะเกลด็เลอืดตํ.าที.มารับบริการเจาะเลอืด โดยใช้หลอดที.มีสารกนัเลอืดแข็งชนิดอีดีทีเอ 31 
ตรวจความสมบรูณ์ของเมด็เลอืดที.ศนูย์การแพทย์ปัญญานนัทภิกข ุชลประทาน ปี 2563 จํานวน 379 ราย 32 

 σ แทน คา่สว่นเบี.ยงเบนมาตรฐาน เทา่กบั 40% และ  แทน คา่ความคลาดเคลื.อนที.ยอมรับได้ ผู้วจิยั33 
ประมาณคา่ความคลาดเคลื.อนที.ยอมรับได้ จากสว่นเบี.ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) ของงานวิจยัที.มีลกัษณะ34 

คล้ายคลงึกบังานวิจยัครั ôงนี ô (#*) โดยผู้วิจยักําหนดระดบัความเชื.อมั.นร้อยละ 95 ความคลาดเคลื.อนที.ยอมรับได้ไมเ่กินร้อยละ 5 35 
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n  แทน ขนาดของกลุ่มตัวอย่าง 

N แทน จำ�นวนผูท้ีม่ภีาวะเกลด็เลอืดต่ำ�ทีม่า

รบับรกิารเจาะเลอืด โดยใช้หลอดทีม่สีารกนัเลอืดแขง็

ชนิดอีดีทีเอ ตรวจความสมบูรณ์ของเม็ดเลือดท่ี 

ศูนย์การแพทย์ปัญญานันทภิกขุ ชลประทาน ปี 2563 

จำ�นวน 379 ราย

σ แทน ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 

40% และ d  แทน ค่าความคลาดเคลื่อนที่ยอมรับ

ได้ ผู้วิจัยประมาณค่าความคลาดเคลื่อนท่ียอมรับได้ 

จากส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) 

ของงานวิจัยท่ีมีลักษณะคล้ายคลึงกับงานวิจัยคร้ังน้ี(16) 

โดยผู้ วิจัยกำ�หนดระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 

ความคลาดเคลื่อนที่ยอมรับได้ไม่เกินร้อยละ 5

ผลการคำ�นวณขนาดของกลุม่ตวัอยา่งเท่ากับ 

23 ราย เพือ่ปอ้งกนัความผดิพลาดในการเก็บตวัอยา่ง 

ผูว้จิยัจงึเพิม่ขนาดตวัอยา่งข้ึนรอ้ยละ 10 ดงันัน้ขนาด

ของกลุม่ตวัอยา่งในการศกึษานีเ้ทา่กับ 25 ราย อยา่งไร

ก็ตามเพ่ือป้องกันการสูญหายของตัวอย่างและความ

ถูกตอ้งของข้อมลู ผูวิ้จยัจงึจดัเกบ็ตวัอยา่งให้มากทีส่ดุ 

โดยจะคัดเลือกกลุ่มตัวอย่างแบบเฉพาะเจาะจง  

(purposive sampling) ตามเกณฑ์คัดเข้า-คัดออก 

ที่กำ�หนดดังต่อไปนี้

	 เกณฑ์การคัดเลือกอาสาสมัครเข้าร่วม

โครงการ (Inclusion Criteria)

1.	 ผู้ท่ีมารับบริการเจาะเลือดโดยใช้สาร 

อีดีทีเอเป็นสารกันเลือดแข็ง เพื่อตรวจความสมบูรณ์

ของเม็ดเลือดและมีอายุมากกว่า 18 ปี ขึ้นไป

2.	 ผู้ท่ีมีภาวะเกล็ดเลือดต่ำ�ปลอม โดยมี

จำ�นวนเกล็ดเลือดน้อยกว่า 140,000 ตัวต่อลบ.มม. 

และรายงานผลจากเครือ่งตรวจเมด็เลือดอัตโนมตัพิบ

ข้อความเตือน เช่น เกล็ดเลือดต่ำ� หรือ เกล็ดเลือด

เกาะกลุ่มและเม่ือตรวจดูการกระจายตัวของเกล็ดเลือด

ในสเมียร์เลือดท่ีย้อมด้วยสีไรท์-จิมซ่าด้วยกล้อง 

จุลทรรศน์พบลักษณะเกล็ดเลือดเกาะกลุ่มและ 

ไม่พบใยไฟบริน

3.	 ผูท่ี้เซน็ใบยนิยอมเข้ารว่มการศกึษาวจิยั

	 เกณฑ์การคัดอาสาสมัครออกจาก

โครงการ (Exclusion Criteria)

1.	 เม่ือตรวจดูการกระจายตัวของเกล็ดเลือด

ในสเมียร์เลือดท่ีย้อมด้วยสีไรท์-จิมซ่าด้วยกล้อง 

จุลทรรศน์พบลักษณะเกล็ดเลือดเกาะกลุ่มและ 

มีใยไฟบรนิ ซึง่การพบใยไฟบรนิบง่ช้ีว่ามเีลอืดแขง็ตวั

บางส่วน (partial clotted) เป็นตัวอย่างท่ีไม่เหมาะสม 

ในการนำ�มาศึกษา

2.	 ตัวอย่างเลือดที่ตรวจ พบลักษณะเลือด

แข็งตัวบางส่วนในหลอดบรรจุเลือด
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ชุรีพร ทองใบ8824

การศึกษานี้ ได้ผ่านการรับรองจากคณะ

กรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ศูนย์การแพทย์ 

ปัญญานันทภิกขุ ชลประทาน มหา วิทยาลัย

ศรีนครินทรวิโรฒ เมื่อวันที่ 28 ธันวาคม พ.ศ. 2563 

เลขท่ี EC015/63 ดำ�เนินการเก็บตัวอย่างตั้งแต่  

ปี พ.ศ. 2564-2565 จากผู้ป่วยนอกท่ีมารับบริการ

ตรวจความสมบรูณข์องเมด็เลอืดจำ�นวน 40,624 ราย 

ตรวจพบภาวะ EDTA-PTCP จำ�นวน 32 ราย  

คัดเข้าศึกษาจำ�นวน 30 ราย อีก 2 รายอายุน้อยกว่า 

18 ปีไม่อยู่ในเกณฑ์การคัดเข้า 

2. วิธีการศึกษา

การศึกษาผลของสารกันเลือดแข็งชนิด

แมกนีเซียมซัลเฟต โซเดียมซิเตรต และอีดีทีเอ ที่มี

ต่อจำ�นวนเกล็ดเลือดและค่าพารามิเตอร์ทางโลหิตวิทยา 

ในผูท่ี้มภีาวะเกล็ดเลอืดต่ำ�ปลอมจากสารกันเลอืดแข็ง

อีดทีีเอ ดำ�เนนิการทดสอบสารกันเลือดแข็งแตล่ะชนดิ 

ด้วยการวัดซ้ำ�จำ�นวน 5 ครั้ง ดังนี้ วิเคราะห์ที่ 0 นาที 

30 นาที 60 นาที 120 นาที และ 240 นาที ตามลำ�ดับ 

โดยให้เริ่มจับเวลาทันทีที่ได้รับตัวอย่างเลือด

2.1 การเก็บตัวอย่างเลือด

เจาะเลอืดจากเสน้เลอืดดำ� (venipuncture) 

ปริมาณ 10 มิลลิลิตร แบ่งใส่หลอดเก็บตัวอย่างเลือด

จำ�นวน 3 หลอดท่ีมีสารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ 

โซเดียมซิเตรต และแมกนีเซียมซัลเฟต ตามขั้นตอน

ต่อไปนี้ ใส่ตัวอย่างเลือดปริมาณ 2.7 มิลลิลิตร  

ในหลอด ท่ีเค ลือบ ด้วยสาร กัน เ ลือดแ ข็งช นิด 

ไตรโซเดยีมซเิตรตไดไฮเดรต (3.2% sodium citrate)  

0 .3 มิล ลิ ลิตร (ผลิต ภัณฑ์เบกตันดิก กิน สัน 

สหรัฐอเมริกา) ด้วยอัตราส่วนเลือดต่อสารกันเลือด

แข็งเป็น 9:1 ใส่ตัวอย่างเลือด 3 มิลลิลิตร ในหลอด

ท่ีเคลือบดว้ยสารกันเลอืดแข็งไตรโพแทสเซยีม อดีทีเีอ 

(K3EDTA) 1.8 มิลลิกรัม (ผลิตภัณฑ์เบกตันดิกกินสัน 

สหรัฐอเมริกา) และใส่ตัวอย่างเลือด 2.7 มิลลิลิตร 

ในหลอดท่ีเคลือบด้วยสารกันเลือดแข็งแมกนีเซียม-

ซลัเฟต 2.7 มลิลกิรมั (ผลติภัณฑ์ซารช์ตดัท์ เยอรมน)ี 

ผสมเลือดและสารกันเลือดแข็งให้เข้ากันโดยคว่ำ� 

หลอดไปมาเบาๆ ประมาณ 8-10 ครั้ง นำ�ส่งห้อง 

ปฏิบัติการทันทีโดยไม่ต้องแช่เย็น เม่ือได้รับตัวอย่างเลือด 

ให้ตรวจวิเคราะห์ทันที โดยเร่ิมจับเวลาการตรวจวิเคราะห์

ที่ 0 นาที 30 นาที 60 นาที 120 นาที และ 240 นาที

ตามลำ�ดับ กำ�หนดระยะเวลาตั้งแต่การเจาะเก็บเลือด

จนถึงการนำ�ส่งห้องปฏิบัติการไม่เกิน 30 นาที 

2.2 การตรวจดูการกระจายตัวของเกล็ดเลือด

ด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

สเมยีรเ์ลอืดบนแผน่สไลดแ์ก้ว ปลอ่ยใหแ้หง้ 

แล้วย้อมด้วยสี ไรท์-จิมซ่า โดยเทสี ไรท์-จิมซ่า 

(Wright-Giemsa stain) ให้ท่วมแผ่นสไลด์ จับเวลา 

2 นาท ีเมือ่ครบเวลา ใส่สารละลายบฟัเฟอร ์(Wright-

Giemsa Buffer) ลงบนสไลด์ จับเวลาอีก 2 นาที 

ล้างด้วยน้ำ�สะอาด เช็ดด้านหลังสไลด์ให้สะอาด แล้ว

ผึง่ให้แห้ง นำ�ไปตรวจดกูารกระจายตวัของเกล็ดเลอืด

และรปูรา่งลักษณะของเกล็ดเลือดดว้ยกล้องจลุทรรศน ์

โดยตรวจสเมียร์เลือดด้วยเลนส์ใกล้วัตถุ (objective 

lens) กำ�ลังขยาย 100X ตรวจดูอย่างน้อยจำ�นวน 10 

oil-power fields (OPF) ในบรเิวณท่ีมเีมด็เลอืดแดง

เรียงตัวเป็นช้ันเดียวไม่ซ้อนทับกัน หรือซ้อนทับกัน

เพียงเล็กน้อย หรือมีเม็ดเลือดแดงประมาณ 200 

เซลล์ต่อ OPF โดยผู้วิจัยตรวจคนเดียวตลอดการ

ศึกษาครั้งนี้

2.3 การประเมินจำ�นวนเกล็ดเลือดและ

ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ทางโลหิตวิทยาด้วยเครื่อง

วิเคราะห์เม็ดเลือดอัตโนมัติ

การศึกษาครั้งนี้ใช้เครื่องวิเคราะห์เม็ดเลือด

อัตโนมัติ Sysmex รุ่น XN-3000 ประเทศญ่ีปุ่น  

อาศยัหลักการวดัการเปลีย่นแปลงของการตา้นกระแส

ไฟฟ้าของเม็ดเลือด (electrical resistance) และ 

หลักการอุทกพลศาสตร์ (hydrodynamic focusing) 
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ผลของสารกันเลือดแข็งแมกนีเซียมซัลเฟตและโซเดียมซิเตรตต่อภาวะเกล็ดเลือดต่ำ�ปลอมจากสารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ 8825

ในการนับจำ�นวนเม็ดเลือดแดงและเกล็ดเลือด ใช้ 

หลักการย้อมสีฟลูออเรสเซนต์และวัดความเข้มของการ

ติดสีฟลูออเรสเซนต์ในเซลล์ ประมวลผลเป็นขนาด

และจำ�แนกชนิดของเซลล์ในการนับจำ�นวนเม็ดเลือด

ขาวและการนับจำ�แนกชนิดของเม็ดเลือดขาว นอกจากน้ี

เครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติรุ่นนี้สามารถตรวจนับจำ�นวน

เกล็ดเลือดได้ 2 รูปแบบ คือ การตรวจนับจำ�นวนเกล็ดเลือด

ด้วยหลักการการกระเจิงแสง (platelet-electrical 

impedance method; PLT-I) และหลักการการย้อม 

สีอาร์เอ็นเอ/ดีเอ็นเอของเซลล์ ด้วยสี โพลิเมทีน 

(polymethine dye) แล้ววิเคราะห์ความเข้มของการ

เรืองแสงของแต่ละเซลล์ ช่วยให้แยกเกล็ดเลือดออก

จากเม็ดเลือดแดงและเรติคูโลไซต์ ได้ (platelet- 

fluorescence optical method; PLT-O) โดย

ตัวอย่างเลือดท่ีเก็บในสารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ 

โซเดียมซิเตรต และแมกนีเซียมซัลเฟต ได้รับการ

ตรวจนับจำ�นวนเกล็ดเลอืดท้ัง 2 แบบ คอื PLT-I และ 

PLT-O การตรวจคา่พารามเิตอรท์างโลหติวิทยา ได้แก่ 

ค่าเฉล่ียปริมาตรของเกล็ดเลือด (mean platelet 

volume; MPV) ค่าการกระจายตัวของเกล็ดเลือด 

(platelet distribution width; PDW) ค่าสัดส่วน

ของเกล็ดเลือดท่ีมีขนาดใหญ่ (platelet large cell 

ratio; P-LCR) จำ�นวนเม็ดเลือดแดง (red blood 

cell; RBC) และจำ�นวนเม็ดเลือดขาว (white blood 

cell; WBC) เมื่อห้องปฏิบัติการได้รับตัวอย่างเลือด

จะเก็บตวัอย่างไว้ท่ีอณุหภูมิห้องตลอดเวลา (25 องศา-

เซลเซียส) ดำ�เนินการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างเลือดท่ี

เก็บในสารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ โซเดียมซิเตรต 

และแมกนเีซยีมซลัเฟต ตามลำ�ดบั โดยตรวจวิเคราะห์

ทันทีท่ีได้รับตัวอย่างเลือด (เวลาท่ี 0 นาที) แล้ว 

ตั้งหลอดเก็บตัวอย่างเลือดไว้ที่อุณหภูมิห้องเช่นเดิม 

และนำ�มาตรวจซ้ำ�เมื่อเวลาครบ 30 นาที 60 นาที  

120 นาที และ 240 นาที สำ�หรับการประเมินจำ�นวน

เกลด็เลอืดเมือ่ใช้โซเดยีมซเิตรตเปน็สารกันเลอืดแข็ง 

จำ�นวนเกล็ดเลือดที่ ได้จากเครื่องตรวจวิเคราะห์

อัตโนมัติให้คูณด้วย dilution factor คือ 1.1(18)

ก่อนทำ�การตรวจวิเคราะห์ ผู้วิจัยทำ�การ

ทดสอบคุณภาพของเครื่องตรวจวิเคราะห์ด้วยน้ำ�ยา

ควบคมุคณุภาพ 3 ระดบัของบรษัิทผูผ้ลติ เข้ารว่มและ

ผา่นการประเมนิคณุภาพการตรวจวิเคราะห์โดยองคก์ร

ภายนอก (External Quality Assessment; EQA) 

ของสำ�นักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์

การแพทย์ เข้าร่วมโปรแกรมการควบคุมคุณภาพ

ภายนอกระหว่างประเทศ (Randox International 

Quality Assessment Scheme; RIQAS) จัดโดย

บริษัทแรนดอกซ์ ประเทศอังกฤษ รวมทั้งได้รับการ

บำ�รุงรักษาและสอบเทียบจากผู้ เชี่ยวชาญอย่าง

สม่ำ�เสมอ

3. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้สถิติเชิงพรรณนา ได้แก่ 

ร้อยละ ความถ่ี ค่าเฉลี่ย ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(standard deviation; SD) เปรียบเทียบความ 

แตกต่างของค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือดแบบ PLT-I  

ค่าเฉล่ียจำ�นวนเกล็ดเลือดแบบ PLT-O ค่าเฉล่ีย 

MPV ค่าเฉล่ีย PDW ค่าเฉล่ีย P-LCR ค่าเฉล่ีย

จำ�นวนเม็ดเลือดแดง และค่าเฉล่ียจำ�นวนเม็ดเลือด

ขาว ที่ได้จากการทดสอบสารกันเลือดแข็งทั้ง 3 ชนิด 

ในช่วงเวลาต่าง ๆ โดยใช้สถิติการวิเคราะห์ความ

แปรปรวนแบบวดัซ้ำ� (one-way repeated measures 

ANOVA) และทดสอบความแตกต่างเป็นรายคู่โดย

ใช้วิธีการทดสอบของแอลเอสดี (Least Significant 

Difference Test; LSD Test) ก่อนการวิเคราะห์ 

ผูวิ้จยัตรวจสอบข้อตกลงเบือ้งตน้ความแปรปรวนของ

การวัดซ้ำ�แต่ละครั้งว่ามีค่าเท่ากัน (Compound  

Symmetry) โดยใช้การทดสอบของ Mauchly’s test 

of Sphericity ถ้า Mauchly’s test นี้ ไม่มีนัยสำ�คัญ

ทางสถิติ (p > 0.05) จะพิจารณาค่า Sphericity  
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assumed แต่ถ้า Mauchly’s test น้ี มีนัยสำ�คัญทางสถิติ 

(p < 0.05) จะพิจารณาค่า Greenhouse-Geisser  

โดยกำ�หนดระดับนัยสำ�คัญทางสถิติท่ี p < 0.05  

ค่าขนาดอิทธิพลของปัจจัย (Effect size) ใช้ Partial 

Eta Squared (Partial η2) จากโปรแกรม SPSS 

version 27 และค่าขนาดอิทธิพลสำ�หรับการเปรียบเทียบ

ความแตกต่างรายคู่ใช้ค่า d ของโคเฮน (Cohen’s d) 

คำ�นวณจากการหารด้วยส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานร่วม 

(pooled standard deviation)(19-20)

ผลการวิิจััย
การศึกษาผลของสารกันเลือดแข็งชนิด 

อีดีทีเอ โซเดียมซิเตรต และแมกนีเซียมซัลเฟต ท่ีมีต่อ

จำ�นวนเกล็ดเลือดและค่าพารามิเตอร์ทางโลหิตวิทยา

ในผู้ท่ีตรวจพบภาวะเกล็ดเลือดต่ำ�ปลอมจากสารกัน

เลือดแข็งอีดีทีเอ จำ�นวน 30 ราย เป็นเพศชาย 16 ราย 

คิดเป็นร้อยละ 53.33 มีอายุเฉลี่ย 67.06 ± 10.17 ปี 

และเพศหญิง 14 ราย คดิเปน็รอ้ยละ 46.67 อายเุฉล่ีย 

58.29 ± 12.68 ปี จำ�นวนเกล็ดเลือดของตัวอย่าง

เลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งอีดีทีเอก่อนการศึกษาผล

ของสารกันเลือดแข็ง พบว่าเพศชายมีค่าเฉล่ียเกล็ด

เลือด (83.94 ± 35.82) x 103/µL และเพศหญิงมี

ค่าเฉล่ียเกล็ดเลือด (80.36 ± 32.97) x 103/µL โดย

มีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือดโดยรวมเท่ากับ (82.27 ± 

33.98) x 103/µL ผู้เข้าร่วมวิจัยส่วนใหญ่มีโรคประจำ�ตัว

จำ�นวน 19 ราย คิดเป็นร้อยละ 63.33 ประกอบด้วย 

โรคความดันโลหิตสูงจำ�นวน 7 ราย คิดเป็นร้อยละ 

36.84 โรคเบาหวาน 4 ราย คิดเป็นร้อยละ 21.05  

โรคมะเร็ง 3 ราย คิดเป็นร้อยละ 15.79 โรคไต 3 ราย 

คิดเป็นร้อยละ 15.79 และโรคหัวใจ 2 ราย คิดเป็น

ร้อยละ 10.53 
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Fig.1 Examples of platelet aggregation in peripheral blood smear at 30 minutes after receive blood  29 
sample. (Wright- Giemsa stain, 100X) 30 
(A) An ethylenediaminetetraacetic acid tri-potassium salt (K3EDTA)-anticoagulated sample showing 31 

platelet aggregates.  32 
(B) Sodium citrate-anticoagulated sample showing some platelet aggregation  33 
(C) MgSO4-anticoagulated sample showing dissociated platelets. 34 

 35 

Fig. 1	 Examples of platelet aggregation in peripheral blood smear at 30 minutes after receive blood  
	 sample. (Wright-Giemsa stain, 100X)
	 (A) An ethylenediaminetetraacetic acid tri-potassium salt (K

3
EDTA)-anticoagulated sample  

	      showing platelet aggregates. 
	 (B) Sodium citrate-anticoagulated sample showing some platelet aggregation. 
	 (C) MgSO

4
-anticoagulated sample showing dissociated platelets.
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การตรวจดูการกระจายตัวของเกล็ดเลือดด้วย

กล้องจุลทรรศน์

ผลการตรวจรูปร่างลักษณะเซลล์เม็ดเลือด

จากสเมยีรเ์ลอืดยอ้มสีไรท์-จมิซา่ พบว่าเลอืดที่ใช้สาร

กันเลือดแข็งอีดีทีเอ พบการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือด

ขนาดใหญ่ (Fig. 1A) เลอืดท่ีใชส้ารกนัเลอืดแข็งชนดิ

โซเดียมซิเตรต การกระจายตัวของเกล็ดเลือดค่อนข้างดี 

พบการเกาะกลุม่ของเกลด็เลอืดขนาดเล็กๆ (Fig. 1B) 

และเลือดท่ีใช้สารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต 

เกล็ดเลือดมีการกระจายตัวดี ไม่พบการเกาะกลุ่ม 

ของเกล็ดเลือด ขณะท่ีเม็ดเลือดขาวมีรูปร่างและ 

การติดสีปกติ (Fig. 1C)

ผลของสารกันเลือดแข็งท่ีมีต่อจำ�นวนเกล็ดเลือด 

เมื่อตรวจวิเคราะห์ที่เวลาต่างๆ

การศึกษาเปรียบเทียบการใช้สารกันเลือดแข็ง 

3 ชนิด คือ อีดีทีเอ โซเดียมซิเตรต และแมกนีเซียม-

ซัลเฟต ต่อจำ�นวนเกล็ดเลือด เม่ือตรวจวิเคราะห์ท่ี

เวลา 0 นาที 30 นาที 60 นาที 120 นาที และ  

240 นาที เมื่อได้รับตัวอย่างเลือดด้วยเครื่องตรวจ

วิเคราะห์เม็ดเลือดอัตโนมัติ Sysmex รุ่น XN-3000 

โดยตรวจนับจำ�นวนเกล็ดเลือดทั้งแบบ PLT-I และ 

PLT-O ได้ผลดังนี้ 

ผลการตรวจนับจำ�นวนเกล็ดเลือดแบบ 

PLT-I ของตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็งชนิด 

อีดีทีเอ โซเดียมซิเตรต และแมกนีเซียมซัลเฟต เมื่อ

วิเคราะห์ที่เวลาต่าง ๆ พบค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือด

แตกต่างกัน ดังนี้ เมื่อตรวจวิเคราะห์ที่เวลา 0 นาที 

คา่เฉล่ียจำ�นวนเกลด็เลอืดในตวัอยา่งเลือดท่ีเก็บในสาร

กันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต (186.33 ±  

57.76)  x 103µL มีค่าสูงกว่าตัวอย่างเลือดท่ีเก็บใน

สารกันเลอืดแข็งชนดิโซเดยีมซเิตรต (119.30 ±  44.99) 

x 103/µL และอีดีทีเอ (83.87 ± 34.75) x 103/µL 

โดยผลการตรวจวิเคราะห์ที่เวลา 30 นาที 60 นาที 

120 นาที และ 240 นาที สอดคล้องกับการ 

ตรวจนับจำ�นวนเกล็ดเลือดท่ีเวลา 0 นาที นั่นคือ 

ค่าเฉล่ียจำ�นวนเกล็ดเลือดแบบ PLT-I ในตัวอย่าง

เลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต 

มีค่าสูงกว่าตัวอย่างเลือดในสารกันเลือดแข็งชนิด

โซเดียมซิเตรต และอีดีทีเออย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ 

(p < 0.05) (Fig. 2A) ทั้งนี้พบว่าตัวอย่างเลือดที่เก็บ

ในสารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต จำ�นวน 

30 ราย มีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือดมากกว่าตัวอย่าง

เลือดท่ีเก็บในสารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอทุกราย  

คิดเป็นร้อยละ 100 ขณะที่ตัวอย่างเลือดที่เก็บในสาร

กันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรตมีค่าเฉล่ียจำ�นวนเกล็ด

เลือดมากกว่าตัวอย่างเลือดท่ีเก็บในสารกันเลือดแข็ง

ชนิดอีดีทีเอจำ�นวน 19 ราย คิดเป็นร้อยละ 63.33

การเปรียบเทียบความแตกต่างค่าเฉลี่ย

จำ�นวนเกล็ดเลือดระหว่างตัวอย่างเลือดท่ีใส่สาร 

กันเลือดแข็ง 3 ชนิด พบว่าตัวอย่างเลือดในสารกันเลือด

แข็งต่างชนิดกันมีค่าเฉล่ียจำ�นวนเกล็ดเลือดแตกต่าง

กันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติคิดเป็นร้อยละ 67.30, 

F(2, 58) = 59.61 (p < 0.001, Partial η2 = 0.673) 

คา่เฉลีย่จำ�นวนเกลด็เลอืดโดยรวมของตวัอยา่งเลอืดท่ี

ใส่สารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต (183.89 

± 57.20) x 103/µL สูงกว่าตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกัน

เลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรต (114.23 ± 43.94) 

x 103/µL และอีดีทีเอ (77.41 ± 32.90) x 103/µL 

การทดสอบความแตกต่างรายคู่พบว่า  

คา่เฉลีย่จำ�นวนเกลด็เลอืดแตกตา่งกันอยา่งมนียัสำ�คญั

ทางสถิติทุกคู่ ดังนี้ คู่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอกับ

ชนิดโซเดียมซิเตรต มีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือด 

แตกตา่งกนัเท่ากบั -36.820 (p < 0.003, d = -0.43) 

คู่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอกับชนิดแมกนีเซียม-

ซัลเฟต มีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือดแตกต่างกัน

เท่ากับ -106.480 (p < 0.001, d = -1.24) และ 

คู่สารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรตกับชนิด

แมกนีเซียมซัลเฟต มีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือด 

แตกตา่งกนัเท่ากบั -69.660 (p < 0.001, d = -0.81) 
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การเปรียบเทียบความแตกต่างค่าเฉลี่ย

จำ�นวนเกล็ดเลือด เมื่อตรวจวิเคราะห์ที่เวลา 0 นาที 

30 นาที 60 นาที 120 นาที และ 240 นาที พบว่า

เมือ่ตรวจวิเคราะห์ท่ีเวลาแตกตา่งกนัมคีา่เฉลีย่จำ�นวน

เกล็ดเลือดแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ คิด

เป็นร้อยละ 29.30, F(2, 58) = 12.01 (p < 0.001, 

Partial η2 = 0.293) โดยพบวา่เลอืดท่ีใสส่ารกันเลือด

แข็งชนดิอดีทีีเอ มคีา่เฉลีย่จำ�นวนเกล็ดเลอืดแตกตา่ง

กันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ คิดเป็นร้อยละ 15.50, 

F(1.59, 46.03) = 5.34 (p = 0.013, Partial η2 = 

0.155) ซ่ึงค่าเฉล่ียจำ�นวนเกล็ดเลือดต่ำ�ลงตามระยะเวลา

ท่ี เ พ่ิม ข้ึนอย่ างมีนัยสำ �คัญทางสถิติ  ก ล่าวคือ  

ค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือดเมื่อตรวจที่เวลา 0 นาที 

(83.87 ± 34.75) x 103/µL สูงกว่าที่เวลา 30 นาที 

(77.93 ± 34.97) x 103/µL เท่ากับ 5.933 (p = 0.002, 

d = 0.41) สูงกว่าที่เวลา 60 นาที (75.27 ± 34.50)

x 103/µL เท่ากับ 8.600 (p = 0.001, d = 0.60)  

สูงกว่าที่เวลา 120 นาที (74.90 ± 33.45) x 103/µL 

เท่ากับ 8.967 (p = 0.008, d = 0.62) และสูงกว่า

ท่ีเวลา 240 นาท ี(75.07 ± 31.63) x 103/µL เท่ากับ 

8.800 (p = 0.023, d = 0.61) แสดงให้เห็นว่า 

ตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอควร

ตรวจวิเคราะห์จำ�นวนเกล็ดเลือดทันทีท่ีได้รับตัวอย่างเลือด 

ตัวอย่างเลือดที่ ใส่สารกันเลือดแข็งชนิด

โซเดียมซิเตรตมีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือดแตกต่าง

กันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ คิดเป็นร้อยละ 21.40, 

F(4, 116) = 7.91 (p = 0.002, Partial η2 = 0.214) 

ค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือดเมื่อตรวจที่เวลา 0 นาที 

(119.30 ± 44.99) x 103/µL สูงกว่าท่ีเวลา 120 นาที 

(112.70 ± 44.54) x 103/µL เท่ากับ 6.600 (p = 0.049), 

d = 0.46) และสูงกว่าท่ีเวลา 240 นาที (111.43 ± 

43.67) x 103/µL เท่ากับ 7.867 (p = 0.020,  

d = 0.55) และผลการตรวจนับจำ�นวนเกล็ดเลือดที่

เวลา 0 นาที สงูกว่าท่ีเวลา 30 นาท ี(114.40 + 44.20)

x 103/µL เท่ากับ 4.900 (p = 0.164, d = 0.34) 

และสูงกว่าท่ีเวลา 60 นาที (113.30 ± 43.77) x 103/µL 

เท่ากับ 6.000 (p = 0.107, d = 0.42) อย่างไม่มี 

นัยสำ�คัญทางสถิติ แสดงให้เห็นว่า ตัวอย่างเลือดท่ี 

ใส่สารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรตควรตรวจ

วิเคราะห์จำ�นวนเกล็ดเลือดภายใน 60 นาทีท่ีได้รับ

ตัวอย่างเลือด

ตัวอย่างเลือดที่ ใส่สารกันเลือดแข็งชนิด

แมกนีเซียมซัลเฟตมีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือด 

แตกต่างกัน คิดเป็นร้อยละ 11.30, F(1.68,  48.57) = 3.68  

(p = 0.065, Partial η2 = 0.113) โดยคา่เฉลีย่จำ�นวน

เกล็ดเลือดต่ำ�ลงตามระยะเวลาท่ีเพ่ิมข้ึน แต่ความ 

แตกต่างไม่ถึงระดับนัยสำ�คัญทางสถิติ (p > 0.05) 

กล่าวคือ ค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือดที่เวลา 0 นาที

เท่ากับ 186.33 ± 57.75 x 103/µL ที่เวลา 30 นาที 

เท่ากับ 184.27 ± 56.11 x 103/µL ที่เวลา 60 นาที 

เท่ากับ 183.20 ± 57.52 x 103/µL ที่เวลา 120 นาที 

เท่ากับ 183.17 ± 57.34 x 103/µL และท่ีเวลา 240 นาที 

เท่ากับ 182.47 ± 57.80 x 103/µL แสดงให้เห็นว่า 

ตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียม-

ซัลเฟตสามารถตรวจวิเคราะห์จำ�นวนเกล็ดเลือด

ภายใน 240 นาทีที่ได้รับตัวอย่างเลือด

ผลการตรวจนับจำ�นวนเกล็ดเลือดแบบ 

PLT-O ของตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็ง 3 ชนิด 

คือ อีดีทีเอ โซเดียมซิเตรต และแมกนีเซียมซัลเฟต 

เมื่อตรวจวิเคราะห์ท่ีเวลาต่าง ๆ พบค่าเฉลี่ยจำ�นวน

เกล็ดเลือดแตกต่างกัน ดังนี้ เมื่อตรวจนับจำ�นวน 

เกล็ดเลือด PLT-O ที่เวลา 0 นาที ค่าเฉลี่ยจำ�นวน

เกล็ดเลือดในตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิด

แมกนีเซียมซัลเฟต (187.80 ± 56.96) x 103/µL 

มีค่าสูงกว่าตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิด

โซเดียมซิเตรต (118.77 ± 44.46) x 103/µL และ 

อีดีทีเอ (85.70 ± 32.09) x 103/µL ตามลำ�ดับ  

เช่นเดียวกับการตรวจวิเคราะห์ท่ีเวลา 30 นาที 60 นาที 

#in2 66-4.indd   8828#in2 66-4.indd   8828 29/2/2567 BE   11:5929/2/2567 BE   11:59



ผลของสารกันเลือดแข็งแมกนีเซียมซัลเฟตและโซเดียมซิเตรตต่อภาวะเกล็ดเลือดต่ำ�ปลอมจากสารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ 8829

120 นาที และ 240 นาที ให้ผลสอดคล้องกับการ

ตรวจนับจำ�นวนเกล็ดเลือดท่ีเวลา 0 นาที นั่นคือ  

ค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือดแบบ PLT-O ในตัวอย่าง

เลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต 

มีค่าสูงกว่าตัวอย่างเลือดในสารกันเลือดแข็งชนิด

โซเดียมซิเตรต และอีดีทีเอ อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ 

(p < 0.05) (Fig. 2B)

การเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ย

จำ�นวนเกล็ดเลือดระหว่างตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกัน

เลือดแข็ง 3 ชนิด พบว่าตัวอย่างเลือดในสารกันเลือด

แข็งต่างชนิดกันมีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือดแตกต่าง

กันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ คิดเป็นร้อยละ 68.40, 

F(2, 58) = 62.75 (p < 0.001, Partial η2 = 0.684) 

โดยค่าเฉล่ียจำ�นวนเกล็ดเลือดโดยรวมของตัวอย่าง

เลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต 

(185.34 ± 57.29) x 103/µL สูงกว่าตัวอย่างเลือดท่ี

ใส่ในสารกันเลอืดแข็งชนดิโซเดยีมซเิตรต (114.56 ± 

42.83) x 103/µL และอีดีทีเอ (78.65 ± 31.63) x 103 

/µL 

การทดสอบความแตกต่างรายคู่พบว่า  

คา่เฉล่ียจำ�นวนเกลด็เลอืดแตกตา่งกันอยา่งมนียัสำ�คญั

ทางสถิติทุกคู่ ดังนี้ คู่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอกับ

ชนิดโซเดียมซิเตรต มีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือด 

แตกตา่งกัน เท่ากบั -35.913 (p < 0.003, d = -0.43) 

Fig. 2	 (A-B) The effect of anticoagulants and analysis time on platelet counts measured by impedance 
 	 method (PLT-I) and optical method (PLT-O), Sysmex XN-3000 (Sysmex Corporation, Kobe,  
	 Japan). (A) Platelet-I (x103/µL) and (B) Platelet-O (x103/µL).

คู่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอกับชนิดแมกนีเซียม-

ซัลเฟต พบค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือดแตกต่างกัน

เท่ากับ -106.693 (p < 0.001, d = -1.27) และ 

คู่สารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรตกับชนิด

แมกนีเซียมซัลเฟต มีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือด 

แตกต่างกันเท่ากับ -70.780 (p < 0.001, d = -0.84) 

การเปรียบเทียบความแตกต่างค่าเฉลี่ย

จำ�นวนเกล็ดเลือด เมื่อตรวจวิเคราะห์ที่เวลา 0 นาที 

30 นาที 60 นาที 120 นาที และ 240 นาที พบว่า

เมือ่ตรวจวิเคราะห์ท่ีเวลาแตกตา่งกนัมคีา่เฉลีย่จำ�นวน

เกล็ดเลือดแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ คิด

เป็นร้อยละ 25.00, F(2, 58) = 9.66 (p < 0.001, 

Partial η2 = 0.250) โดยตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกัน

เลือดแข็งชนิดอีดีทีเอมีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือด 

แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติคิดเป็นร้อยละ 17.50, 

F(1.59, 46.22) = 6.13 (p = 0.007, Partial η2 = 

0.175) ตวัอยา่งเลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็งชนดิอีดทีเีอ 
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(p = 0.059, Partial η2 = 0.135) โดยคา่เฉลีย่จำ�นวน

เกล็ดเลือดต่ำ�ลงตามระยะเวลาท่ีเพ่ิมข้ึน แต่ความแตกต่าง

ไม่ถึงระดับนัยสำ�คัญทางสถิติ (p > 0.05) กล่าวคือ 

ค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือดท่ีเวลา 0 นาที เท่ากับ 

187.80 ± 56.96 x 103/µL  ที่เวลา 30 นาที เท่ากับ 

184.83 ± 56.49 x 103/µL ที่เวลา 60 นาที เท่ากับ 

185.30 ± 57.81 x 103/µL  ทีเ่วลา 120 นาที เทา่กบั 

184.70 ± 57.90 x 103/µL และที่เวลา 240 นาที 

เท่ากับ 184.07 ± 57.60 x 103/µL แสดงให้เห็นว่า 

ตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียม-

ซัลเฟตสามารถตรวจวิเคราะห์จำ�นวนเกล็ดเลือด

ภายในเวลา 240 นาทีที่ได้รับตัวอย่างเลือด

การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือด

แบบ PLT-I และแบบ PLT-O เม่ือตรวจท่ีเวลา 0 นาที 

ในตัวอย่างเลือดท่ีใส่ในสารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ  

พบว่าค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือด PLT-O (85.70 ± 

32.09) x 103/µL สูงกว่าค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือด 

PLT-I (83.87 ± 34.75) x 103/µL ในตัวอย่างเลือด

ที่ใส่ในสารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรต ค่าเฉลี่ย

จำ�นวนเกล็ดเลือด PLT-O (118.77 ± 44.46) x 103/µL 

ต่ำ�กว่าค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือด PLT-I (119.30 ± 

44.99) x 103/µL และในตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกัน

เลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟตค่าเฉลี่ยจำ�นวน

เกล็ดเลือด PLT-O (187.80 ± 56.96) x 103/µL  

สูงกว่าค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือด PLT-I (186.33 ± 

57.76)  x 103/µL (Fig. 3A-C) เม่ือตรวจท่ีเวลา 30 นาที 

60 นาที 120 นาที และ 240 นาที พบว่าตัวอย่าง

เลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ (Fig. 3A) 

ตวัอยา่งเลอืดที่ใสส่ารกันเลอืดแขง็ชนดิโซเดยีมซเิตรต 

(Fig. 3B) และตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็ง

ชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต (Fig. 3C) ค่าเฉลี่ยจำ�นวน

เกล็ดเลือด PLT-O มีแนวโน้มสูงกว่าค่าเฉลี่ยจำ�นวน

เกล็ดเลือด PLT-I เล็กนอ้ย ทัง้นี้ไม่ไดวิ้เคราะห์ความ

แตกต่างทางสถิติ

มคีา่เฉลีย่จำ�นวนเกลด็เลอืดต่ำ�ลงตามระยะเวลาท่ีเพิม่

ข้ึนอยา่งมนียัสำ�คญัทางสถติ ิกลา่วคอื คา่เฉลีย่จำ�นวน

เกล็ดเลือดท่ีเวลา 0 นาที (85.70 ± 32.09) x 103/µL 

สูงกว่าที่เวลา 30 นาที (79.80 ± 34.14) x 103/µL 

เท่ากับ 5.900 (p = 0.003, d = 0.38) สูงกว่าที่เวลา 

60 นาที (77.33 ± 33.70) x 103/µL เท่ากับ 8.367 

(p = 0.001, d = 0.54) สูงกว่าที่เวลา 120 นาที 

(75.97 ± 32.47) x 103/µL เท่ากับ 9.733 (p = 0.003, 

d = 0.63) และสูงกว่าที่เวลา 240 นาที (74.43 ± 

31.51) x 103/µL เท่ากับ 11.267 (p = 0.007,  

d = 0.73) แสดงให้เห็นว่า ตัวอย่างเลือดท่ีใส่สาร 

กันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ ควรตรวจวิเคราะห์ทันทีที่ 

ได้รับตัวอย่างเลือด

ตัวอย่างเลือดที่ ใส่สารกันเลือดแข็งชนิด

โซเดียมซิเตรต มีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือดแตกต่าง

กันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติคิดเป็นร้อยละ 10.20, 

F(1.99, 57.74) = 3.28 (p = 0.045, Partial η2 = 

0.102) ค่าเฉล่ียจำ�นวนเกล็ดเลือดที่เวลา 0 นาที 

(118.77 ± 44.46) สูงกว่าที่เวลา 30 นาที (115.97 

± 43.22) เท่ากับ 2.800 (p = 0.304, d = 0.21) 

และสงูกวา่ท่ีเวลา 60 นาที (114.87 ± 43.59) เทา่กับ 

3.900 (p = 0.178, d = 0.30) อย่างไม่มีนัยสำ�คัญ

ทางสถิติ แต่สูงกว่าท่ีเวลา 120 นาที (111.10 ± 

42.58) เท่ากับ 7.667 (p = 0.043, d = 0.58) และ

สูงกว่าที่เวลา 240 นาที (112.10 ± 44.16) เท่ากับ 

6.667 (p = 0.026, d = 0.50) อย่างมีนัยสำ�คัญทาง

สถิติ นั่นคือ ตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็งชนิด

โซเดยีมซเิตรต มคีา่เฉลีย่จำ�นวนเกลด็เลือดต่ำ�ลงอยา่ง

มีนัยสำ�คัญทางสถิติที่เวลา 120 นาที และ 240 นาที 

แสดงให้เห็นว่า ตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็ง

ชนิดโซเดียมซิเตรตควรตรวจวิเคราะห์จำ�นวนเกล็ด

เลือดภายในเวลา 60 นาทีที่ได้รับตัวอย่างเลือด

ตัวอย่างเลือดที่ ใส่สารกันเลือดแข็งชนิด

แมกนีเซียมซัลเฟต มีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือด 

แตกต่างกัน คิดเป็นร้อยละ 13.50, F(1.92,  55.57) = 4.51 
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Fig. 3	 (A-C) Comparison of mean platelet counts measured by Sysmex XN-3000 (Sysmex Corporation,  
	 Kobe, Japan) in K3EDTA-anticoagulated blood samples (A), sodium citrate-anticoagulated blood 
 	 samples (B) and MgSO

4
-anticoagulated blood samples (C) when analyzed at 0 min, 30 min,  

	 60 min, 120 min and 240 min, respectively. PLT-I = Impedance method and PLT-O = Optical method.
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ผลของสารกันเลือดแข็งที่มีต่อค่าพารามิเตอร์ทาง

โลหิตวิทยาเมื่อตรวจวิเคราะห์ที่เวลาต่างๆ

คา่พารามเิตอรท์างโลหติวิทยาท่ีทำ�การศกึษา 

ได้แก่ ค่า MPV, PDW, P-LCR จำ�นวนเม็ดเลือด

แดง และจำ�นวนเมด็เลอืดขาว พบว่าสารกนัเลอืดแข็ง

มีผลต่อค่าพารามิเตอร์ทางโลหิตวิทยาเมื่อตรวจ

วิเคราะห์ที่เวลาต่างๆ ดังนี้

ผลของสารกันเลือดแข็งต่อค่าเฉล่ีย MPV 

เมื่อตรวจวิเคราะห์ที่เวลา 0 นาที ในตัวอย่างเลือดที่

ใส่สารกันเลือดแข็ง 3 ชนิด คือ อีดีทีเอ โซเดียม- 

ซิเตรต และแมกนีเซียมซัลเฟต พบว่าค่าเฉลี่ย MPV 

ในตัวอย่างเลือดที่ ใส่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ 

(11.82 ± 1.07) fL มีค่าสูงกว่าตัวอย่างเลือดที่ใส่สาร

กันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรต (10.84 ± 0.96) fL 

และแมกนีเซียมซัลเฟต (10.00 ± 0.97) fL ตามลำ�ดับ 

เมื่อตรวจวิเคราะห์ที่เวลา 30 นาที 60 นาที 120 นาที 

และ 240 นาที ให้ผลสอดคล้องกับการตรวจที่เวลา  

0 นาที น่ันคือ ค่าเฉล่ีย MPV ในตัวอย่างเลือดท่ีใส่สาร

กันเลอืดแขง็ชนดิอดีทีีเอมคีา่สงูกว่าตวัอยา่งเลอืดที่ใส่

สารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรต และตัวอย่าง

เลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต  

ดังแสดงใน Fig. 4A การเปรียบเทียบความแตกต่าง

ของค่าเฉล่ีย MPV ระหว่างตัวอย่างเลือดท่ีใส่สาร 

กันเลือดแข็ง 3 ชนิด เมื่อตรวจวิเคราะห์ที่เวลาต่างๆ 

พบว่าตัวอย่างเลือดท่ีใช้สารกันเลือดแข็งต่างชนิดกัน

มีค่าเฉลี่ย MPV แตกต่างกันคิดเป็นร้อยละ 64.40, 

F(2, 58) = 39.83 (p < 0.001, Partial η2 = 0.644) 

ผลการวิเคราะห์พบค่าเฉลี่ย MPV โดยรวมของ

ตวัอยา่งเลือดท่ีใสส่ารกันเลอืดแข็งชนดิอดีทีเีอ (11.90 

± 0.99) fL สงูกวา่ตวัอยา่งเลอืดท่ีใสส่ารกันเลอืดแขง็

ชนิดโซเดียมซิเตรต (10.96 ± 0.97) fL และตัวอย่าง

เลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต 

(10.16 ± 0.89) fL ตามลำ�ดับ ผลการทดสอบความ

แตกต่างรายคู่ พบค่าเฉลี่ย MPV ของทุกคู่แตกต่าง

กันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ ดังนี้ คู่สารกันเลือดแข็ง

ชนิดอีดีทีเอกับชนิดโซเดียมซิเตรต มีความแตกต่าง

ของค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.932  (p < 0.001, d = 0.58) 

คู่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอกับชนิดแมกนีเซียม-

ซัลเฟต มีความแตกต่างของค่าเฉล่ียเท่ากับ 1.732  

(p < 0.001, d = 1.07) และคู่สารกันเลือดแข็งชนิด

โซเดียมซิเตรตกับชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต มีความ

แตกต่างของค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.800 (p < 0.001,  

d = 0.49) 

ระยะเวลาการตรวจวิเคราะห์มีผลทำ�ให้ค่าเฉล่ีย 

MPV แตกต่างกัน คิดเป็นร้อยละ 14.10, F(4, 116) 

= 3.616 (p = 0.033, Partial η2 = 0.141)  

การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย MPV ภายในตัวอย่างเลือด

ท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนดิอดีทีีเอและสารกันเลอืดแข็ง

ชนิดโซเดียมซิเตรต พบว่าค่าเฉลี่ย MPV มีค่าสูงขึ้น

ตามระยะเวลาท่ีเพิ่มข้ึน โดยความแตกต่างของ 

ค่าเฉล่ีย MPV ในแต่ละช่วงเวลาเปรียบเทียบกับท่ีเวลา 

0 นาที ไม่ถึงระดับนัยสำ�คัญทางสถิติ (p = 0.079,  

p = 0.495) ขณะทีต่วัอยา่งเลอืดท่ีใส่สารกันเลอืดแข็ง

ชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต มีค่าเฉลี่ย MPV ในแต่ละ

ช่วงเวลาแตกตา่งกนัอยา่งมนียัสำ�คญัทางสถิต ิคดิเปน็

ร้อยละ 27.20, F(4, 116) = 8.20 (p = 0.010,  

Partial η2 =  0.272) โดยพบวา่ตวัอยา่งเลอืดท่ีใสส่าร

กันเลอืดแข็งชนดิแมกนเีซยีมซลัเฟตมคีา่เฉลีย่ MPV 

สูงข้ึนตามระยะเวลาที่เพิ่มข้ึน และพบว่าค่าเฉลี่ย 

MPV ที่เวลา 120 นาที และ 240 นาที แตกต่างจาก

ค่าเฉลี่ย MPV ที่เวลา 0 นาที  อย่างมีนัยสำ�คัญทาง

สถิติ กล่าวคือ ค่าเฉลี่ย MPV ที่เวลา 0 นาที (10.00 

± 0.97) ต่ำ�กว่าที่เวลา 120 นาที (10.33 ± 0.78) 

เท่ากับ -0.333 (p = 0.001, d = -0.65) และต่ำ�กว่า

ที่เวลา 240 นาที (10.33 ± 0.86) เท่ากับ -0.337 

(p = 0.001, d = -0.66) ขณะที่ค่าเฉลี่ย MPV ที่

เวลา 30 นาที (10.07 ± 1.03) fL และ 60 นาที 

(10.09 ± 0.93) fL แตกต่างจากค่าเฉลี่ย MPV ที่
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เวลา 0 นาที อย่างไม่มีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p = 0.453 

และ p = 0.293 ตามลำ�ดับ) แสดงให้เห็นว่า ตัวอย่าง

เลือดท่ีใช้แมกนเีซยีมซลัเฟตเปน็สารกนัเลอืดแข็งควร

ตรวจวิเคราะห์ค่า MPV ภายในเวลา 60 นาทีที่ได้รับ

ตัวอย่างเลือด

ผลของสารกันเลือดแข็งต่อค่าเฉลี่ย PDW 

เมื่อตรวจวิเคราะห์ที่เวลา 0 นาที ในตัวอย่างเลือดที่

ใส่สารกันเลือดแข็ง 3 ชนิด คือ อีดีทีเอ ชนิดโซเดียม-

ซิเตรต และชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต พบว่าค่าเฉลี่ย 

PDW ในตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็งชนิด 

อีดีทีเอ (16.12 ± 3.87)% มีค่าสูงกว่า ตัวอย่างเลือดท่ี

ใส่สารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรต (12.30 ± 

2.35)% และแมกนีเซียมซัลเฟต (10.86 ± 2.16)% 

ตามลำ�ดับ เมื่อตรวจวิเคราะห์ที่เวลา 30 นาที 60 นาที 

120 นาที และ 240 นาที ผลการวิเคราะห์สอดคล้อง

กับการตรวจที่เวลา 0 นาที นั่นคือ ค่าเฉลี่ย PDW ใน

ตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ มีค่า

สูงกว่าตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียม- 

ซิเตรต และตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็ง 

ชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต ดังแสดงใน Fig. 4B การ

เปรยีบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉลีย่ PDW ระหว่าง

สารกันเลือดแข็ง 3 ชนิด เม่ือตรวจวิเคราะห์ท่ีเวลาต่างๆ 

พบว่าตัวอย่างเลือดในสารกันเลือดแข็งต่างชนิดกันมี

ค่าเฉลี่ย PDW แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ 

คดิเปน็รอ้ยละ 62.50, F(2, 58) = 48.28 (p < 0.001, 

Partial η2 = 0.625) ผลการวิเคราะห์พบค่าเฉลี่ย 

PDW โดยรวมของตวัอยา่งเลอืดที่ใสส่ารกนัเลอืดแข็ง

ชนิดอีดีทีเอ (16.43 ± 2.79)% สูงกว่าตัวอย่างเลือด

ท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรต (12.75 ± 

2.19)% และตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็งชนิด

แมกนเีซยีมซลัเฟต (11.35 ± 1.75)% ผลการทดสอบ

ความแตกต่างรายคู่ พบค่าเฉลี่ย PDW แตกต่างกัน

อยา่งมนียัสำ�คญัทางสถิตทุิกคู ่ดงันี ้คูส่ารกันเลอืดแข็ง

ชนิดอีดีทีเอกับชนิดโซเดียมซิเตรต มีความแตกต่าง

ของค่าเฉลี่ยเท่ากับ 3.683 (p < 0.001, d = 0.93) 

คู่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอกับชนิดแมกนีเซียม-

ซัลเฟต มีความแตกต่างของค่าเฉล่ียเท่ากับ 5.087  

(p < 0.003, d = 0.26) และคู่สารกันเลือดแข็งชนิด

โซเดียมซิเตรตกับชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต มีความ

แตกต่างของค่าเฉล่ียเท่ากับ 1.403 (p = 0.003,  

d = 0.26) 

ระยะเวลาตรวจวิเคราะห์มีผลทำ�ให้ค่าเฉลี่ย 

PDW แตกต่างกัน คิดเป็นร้อยละ 17.90, F(2.35, 

68.29) = 6.34 (p = 0.002, Partial η2 = 

0.179) การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย PDW ภายใน

ตวัอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนดิอีดทีเีอและสาร 

กันเลอืดแข็งชนดิโซเดยีมซเิตรต พบว่าคา่เฉลีย่ PDW 

สูงขึ้นตามระยะเวลาที่เพิ่มขึ้น และความแตกต่างของ

ค่าเฉลี่ย PDW ในแต่ละช่วงเวลาเปรียบเทียบกับท่ี

เวลา 0 นาที ไม่ถึงระดับนัยสำ�คัญทางสถิติ (p = 

0.102, p = 0.228) ในขณะที่ตัวอย่างเลือดที่ใส่สาร

กันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต มีผลทำ�ให้ 

ค่าเฉลี่ย PDW แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ 

คิดเป็นร้อยละ 35.90, F(1.98, 57.40) = 16.21  

(p = 0.002, Partial η2 = 0.359) โดยพบว่าตัวอย่าง

เลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต มี

ค่าเฉลี่ย PDW สูงขึ้นอย่างต่อเนื่องตามระยะเวลาที่

เพิ่มขึ้น และพบว่าค่าเฉลี่ย PDW ที่เวลา 60 นาที 

120 นาที และ 240 นาที แตกตา่งจากคา่เฉล่ีย PDW 

ท่ีเวลา 0 นาที อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ กล่าวคือ  

ค่าเฉล่ีย PDW ท่ีเวลา 0 นาที (10.86 ± 2.15) ต่ำ�กว่า

ที่เวลา 60 นาที (11.48 ± 2.03) เท่ากับ -0.617  

(p = 0.001, d = -0.86) ต่ำ�กว่าที่เวลา 120 นาที 

(11.68 ± 2.06) เท่ากับ -0.820 (p = 0.001,  

d = -1.14) และต่ำ�กว่าที่เวลา 240 นาที (11.66 ± 

1.90) เท่ากับ -0.803 (p = 0.001, d = -1.11) 

แสดงใหเ้หน็ว่า ตวัอยา่งเลือดที่ใชแ้มกนเีซยีมซลัเฟต

เป็นสารกันเลือดแข็งควรตรวจวิเคราะห์ค่า PDW 
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ภายใน 30 นาทีที่ได้รับตัวอย่างเลือด

ผลของสารกนัเลอืดแข็งตอ่คา่เฉลีย่ P-LCR 

เมื่อตรวจวิเคราะห์ที่เวลา 0 นาที ในตัวอย่างเลือดที่

ใส่สารกันเลือดแข็ง 3 ชนิด คือ อีดีทีเอ ชนิดโซเดียม-

ซิเตรต และชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต พบค่าเฉลี่ย  

P-LCR ในตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิด 

อดีทีเีอ (38.33 ± 11.21)% มคี่าสงูกว่าตัวอยา่งเลอืด

ท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรต (30.46 ± 

9.19)% และตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็งชนิด

แมกนีเซียมซัลเฟต (24.59 ± 6.47)% ผลการตรวจ

วิเคราะห์ค่าเฉลี่ย P-LCR ที่เวลา 30 นาที 60 นาที 

120 นาที และ 240 นาที ให้ผลสอดคล้องกับการ

ตรวจที่เวลา 0 นาที กล่าวคือ ค่าเฉลี่ย P-LCR ใน

ตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ มีค่า

สูงกวา่ตวัอยา่งเลอืดท่ีใสส่ารกนัเลือดแข็งชนดิโซเดยีม

ซิเตรต และตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิด

แมกนเีซยีมซลัเฟต (Fig. 4C) เมือ่เปรยีบเทยีบความ

แตกต่างของค่าเฉลี่ย P-LCR พบว่าชนิดของสารกัน

เลือดแข็งมีผลทำ�ใหค้า่เฉลีย่ P-LCR แตกตา่งกนัอยา่ง

มีนัยสำ�คัญทางสถิติ คิดเป็นร้อยละ 59.70, F(2, 58) = 

32.60 (p < 0.001, Partial η2 = 0.597) ผลการ

วิเคราะห์ทางสถิติพบค่าเฉลี่ย P-LCR โดยรวมของ

ตวัอยา่งเลือดท่ีใสส่ารกันเลอืดแข็งชนดิอดีทีเีอ (39.44 

± 9.24)% สูงกว่าตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็ง

ชนิดโซเดียมซิเตรต (32.00 ± 8.78)% และตัวอย่าง

เลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต 

(26.70 ± 6.54)% ผลการทดสอบความแตกต่างรายคู่ 

พบคา่เฉลีย่ P-LCR แตกตา่งกันอยา่งมนียัสำ�คญัทาง

สถิตทิกุคู ่ดงันี ้คูส่ารกันเลอืดแข็งชนดิอดีทีีเอกับชนดิ

โซเดียมซิเตรต มีความแตกต่างของค่าเฉลี่ยเท่ากับ 

7.447 (p = 0.002, d = 0.49) คู่สารกันเลือดแข็ง

ชนิดอีดีทีเอกับชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต มีความ 

แตกต่างของค่าเฉล่ียเท่ากับ 12.745 (p < 0.001, d = 

0.84) และคู่สารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรตกับ

ชนดิแมกนเีซยีมซลัเฟต มคีวามแตกตา่งของคา่เฉล่ีย

เท่ากับ 5.298 (p < 0.001, d = 0.35) 

ระยะเวลาตรวจวิเคราะห์มีผลทำ�ให้ค่าเฉลี่ย 

P-LCR แตกต่างกัน คิดเป็นร้อยละ 22.20, F(4, 116) 

= 6.27 (p = 0.003, Partial η2= 0.222) การ 

เปรียบเทียบค่าเฉลี่ย P-LCR ภายในตัวอย่างเลือดที่

ใส่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอและชนิดโซเดียมซิเตรต

พบว่า ค่าเฉล่ีย P-LCR สูงข้ึนตามระยะเวลาท่ีเพ่ิมข้ึน 

โดยความแตกต่างของค่าเฉลี่ย P-LCR ในแต่ละช่วง

เวลาเปรียบเทียบกับที่เวลา 0 นาที มีความแตกต่าง

กันไม่ถึงระดับนัยสำ�คัญทางสถิติ (p = 0.073, p = 

0.113) ในขณะท่ีตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็ง

ชนิดแมกนีเซียมซัลเฟตมีผลทำ�ให้ค่าเฉล่ีย P-LCR 

แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ คิดเป็นร้อยละ 

46.60, F(1.97, 57.41) = 19.17 (p = 0.001,  

Partial η2 = 0.466) โดยพบว่าตวัอยา่งเลอืดท่ีใสส่าร

กันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต มีค่าเฉลี่ย  

P-LCR สูงขึ้นอย่างต่อเนื่องตามระยะเวลาที่เพิ่มขึ้น 

และพบว่าค่าเฉลี่ย P-LCR ที่เวลา 60 นาที 120 นาที 

และ 240 นาที แตกต่างจากค่าเฉลี่ย P-LCR ที่เวลา 

0 นาที อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ กล่าวคือ เลือดที่ 

ใส่สารกันเลอืดแข็งชนดิแมกนเีซยีมซลัเฟต มคีา่เฉลีย่ 

P-LCR เวลา 0 นาที (24.59 ± 6.47) ต่ำ�กว่าเวลา 

60 นาท ี(25.99 ± 6.30) เท่ากบั -2.061 (p = 0.001, 

d = -0.63) ต่ำ�กว่าเวลา 120 นาที (28.20 ± 5.57) 

เท่ากับ -3.613 (p = 0.001, d = -1.10) และ  

ต่ำ�กว่าเวลา 240 นาที (28.05 ± 5.51) เท่ากับ -3.461 

(p < 0.001, d = -1.06) แสดงให้เห็นว่า ตัวอย่าง

เลอืดท่ีใชแ้มกนเีซยีมซลัเฟตเปน็สารกนัเลือดแข็งควร

ตรวจวิเคราะห์ค่า P-LCR ภายใน 30 นาทีท่ีได้ 

รับตัวอย่างเลือด
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Fig. 4	 (A-C) The effect of anticoagulants and analysis time on platelet parameters analyzed by Sysmex 
 	 XN-3000 (Sysmex Corporation, Kobe, Japan). (A) MPV (fL), (B) PDW (%) and (C) P-LCR (%)
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ผลของสารกันเลือดแข็งต่อค่าเฉลี่ยจำ�นวน

เม็ดเลือดแดงในตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็ง 3 ชนิด 

คือ อีดีทีเอ โซเดียมซิเตรต และแมกนีเซียมซัลเฟต 

เมื่อตรวจวิเคราะห์ที่เวลา 0 นาที พบค่าเฉลี่ยจำ�นวน

เม็ดเลือดแดงในตัวอย่างเลือดท่ีเก็บในสารกันเลือด

แข็งชนิดอีดีทีเอ (4.40 ± 0.82) x 106/µL สูงกว่า

ตัวอย่างเลือดท่ีเก็บในสารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรต 

(4.15 ± 0.78) x 106/µL และแมกนีเซียมซัลเฟต 

(4.32 ± 0.80) x 106/µL เมื่อตรวจวิเคราะห์ที่เวลา 

30 นาที 60 นาที 120 นาที และ 240 นาที ให้ 

ผลสอดคล้องกับการตรวจท่ีเวลา 0 นาที นั่นคือ  

คา่เฉลีย่จำ�นวนเมด็เลอืดแดงในตวัอยา่งเลอืดที่ใสส่าร

กันเลอืดแขง็ชนดิอดีทีีเอมคีา่สงูกว่าตวัอยา่งเลอืดที่ใส่

สารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรต และตัวอย่าง

เลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต 

(Fig. 5A) การเปรยีบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉลีย่

จำ�นวนเม็ดเลือดแดงระหว่างตัวอย่างเลือดท่ี ใส่ 

สารกันเลือดแข็ง 3 ชนิด เมื่อตรวจวิเคราะห์ท่ี 

เวลาตา่งๆ พบวา่ตวัอยา่งเลอืดในสารกนัเลอืดแข็งตา่ง

ชนิดมีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเม็ดเลือดแดงแตกต่างกัน  

คิดเป็นร้อยละ 32.30, F(1.21, 35.09) = 13.85  

(p < 0.001, Partial η2 = 0.323) ผลการวิเคราะห์

พบว่ าค่ า เฉลี่ ยจำ �นวนเม็ด เลื อดแดงโดยรวม 

ของตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ 

(4.40 ± 0.82) x 106/µL สูงกว่าตัวอย่างเลือดที่ใส่ 

สารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรต (4.15 ± 0.78)

x106/µL และตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็ง 

ชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต (4.33 ± 0.79) x 106/µL  

ผลการทดสอบความแตกต่างรายคู่ พบว่าคู่

สารกนัเลอืดแข็งชนดิอดีทีเีอกับชนดิโซเดยีมซเิตรตมี

ความแตกตา่งของคา่เฉล่ียจำ�นวนเมด็เลอืดแดงเท่ากับ 

0.253 (p < 0.001, d = 0.46) คู่สารกันเลือดแข็ง

ชนิดโซเดียมซิเตรตกับชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต มี

ความแตกตา่งของคา่เฉลีย่เท่ากับ -0.184 (p = 0.003, 

d = -0.33) โดยทั้งสองคู่มีความแตกต่างของค่าเฉลี่ย

จำ�นวนเม็ดเลือดแดงอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ และ 

คู่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอกับชนิดแมกนีเซียม-

ซัลเฟต มีความแตกต่างของค่าเฉล่ียเท่ากับ 0.069  

(p = 0.121, d = 0.13) ซึ่งแตกต่างกันอย่างไม่มีนัย

สำ�คัญทางสถิติ นอกจากนี้การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย

จำ�นวนเม็ดเลือดแดงภายในตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกัน

เลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ โซเดียมซิเตรต และแมกนีเซียม-

ซัลเฟต เมื่อตรวจวิเคราะห์ที่เวลาต่างๆ (0, 30, 60, 

120 และ 240 นาที) พบว่าตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกัน

เลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ โซเดียมซิเตรต และแมกนีเซียม-

ซัลเฟต มีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเม็ดเลือดแดงแตกต่างกัน

อย่างไม่มีนัยสำ�คัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเวลา 

0 นาที (p = 0.747, p = 0.710, p = 0.148) 

ผลของสารกันเลือดแข็งต่อค่าเฉล่ียจำ�นวน

เม็ดเลือดขาวในตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็ง  

3 ชนิด คือ อีดีทีเอ โซเดียมซิเตรต และแมกนีเซียม-

ซัลเฟต เมื่อตรวจวิเคราะห์ที่เวลา 0 นาที พบค่าเฉลี่ย

จำ�นวนเมด็เลอืดขาวในตวัอยา่งเลอืดท่ีใส่สารกันเลอืด

แข็งชนิดอีดีทีเอ (8.46 ± 4.70) x 103/µL สูงกว่า

ตวัอยา่งเลอืดที่ใสส่ารกันเลอืดแขง็ชนดิโซเดยีมซเิตรต 

(8.11 ± 4.72) x 103/µL แต่ต่ำ�กว่าตัวอย่างเลือดที่

ใส่สารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต (8.48 ± 

4.75) x 103/µL เมื่อตรวจวิเคราะห์ที่เวลา 30 นาที 

60 นาที 120 นาที และ 240 นาที ให้ผลสอดคล้องกับ

การตรวจที่เวลา 0 นาที นั่นคือ ค่าเฉลี่ยจำ�นวนเม็ด

เลือดขาวในตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิด 

อีดีทีเอมีค่าสูงกว่าตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็ง

ชนิดโซเดียมซิเตรต แต่ต่ำ�กว่าตัวอย่างเลือดที่เก็บใน

สารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต (Fig. 5B) 

การเปรยีบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉลีย่จำ�นวนเมด็

เลือดขาวระหว่างตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็ง  
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 1 

Fig. 5 (A-B) The effect of anticoagulants and analysis time on red blood cell (A) and white blood cell (B) 2 
measured by Sysmex XN-3000 (Sysmex Corporation, Kobe, Japan). 3 

 4 

Fig. 5	 (A-B) The effect of anticoagulants and analysis time on red blood cell (A) and white blood cell  
	 (B) measured by Sysmex XN-3000 (Sysmex Corporation, Kobe, Japan).

สถิติ (p = 0.244, d = -0.17) ผลวิเคราะห์ทางสถิติ

ยังพบว่า ตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ

และชนิดแมกนีเซียมซัลเฟตเมื่อตรวจวิเคราะห์ท่ี 

เวลาตา่งๆ มคีา่เฉลีย่จำ�นวนเมด็เลอืดขาวแตกตา่งกัน

อย่างไม่มีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p = 0.601, p = 0.244) 

ในขณะที่เลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียม- 

ซิเตรตมีค่าเฉล่ียจำ�นวนเม็ดเลือดขาวแตกต่างกันอย่างมี

นัยสำ�คัญทางสถิติ คิดเป็นร้อยละ 7.90, F(4, 116) = 

2.48 (p = 0.048, Partial η2 = 0.079) โดยค่าเฉลี่ย

จำ�นวนเม็ดเลือดขาวที่เวลา 60 นาที 120 นาที และ 

240 นาที แตกต่างจากค่าเฉลี่ยจำ�นวนเม็ดเลือดขาว

ท่ีเวลา 0 นาที อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ กล่าวคือ  

ค่าเฉลี่ยจำ�นวนเม็ดเลือดขาวที่เวลา 0 นาที (8.11 ± 

4.72) สูงกว่าที่เวลา 60 นาที (8.07 ± 4.77) เท่ากับ 

0.066 (p = 0.024, d = 0.60) สูงกว่าท่ีเวลา 120 นาที 

(8.03 ± 4.72) เท่ากับ 0.077 (p = 0.046, d = 0.70) 

และสูงกว่าที่เวลา 240 นาที (8.04 ± 4.70) เท่ากับ 

0.076 (p = 0.013, d = 0.69) ดังนั้นตัวอย่างเลือด

ท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรตควรตรวจ

วิเคราะห์จำ�นวนเม็ดเลือดขาวภายใน 30 นาทีที่ได้รับ

ตัวอย่างเลือด

3 ชนดิ เมือ่ตรวจวิเคราะห์ทีเ่วลาตา่ง ๆ  พบว่าตวัอยา่ง

เลือดในสารกันเลอืดแข็งตา่งชนดิกันมคีา่เฉลีย่จำ�นวน

เม็ดเลือดขาวแตกต่างกันคิดเป็นร้อยละ 49.10,  

F(2, 58) = 28.00 (p < 0.001, Partial η2 = 0.491) 

ผลการวิเคราะห์พบว่าค่าเฉลี่ยจำ�นวนเม็ดเลือดขาว 

โดยรวมของตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ 

(8.38 ± 4.72) x 103/µL สูงกว่าตัวอย่างเลือดท่ีใส่ใน

สารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรต (8.06 ± 4.73) 

x 103/µL แต่ต่ำ�กว่าตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกันเลือด

แข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต (8.46 ± 4.74)  

x 103/µL

ผลการทดสอบความแตกต่างรายคู่ พบว่าคู่

สารกนัเลือดแข็งชนดิอดีทีีเอกับชนดิโซเดยีมซเิตรตมี

ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.317 (p < 0.001, 

d = 0.65) คู่สารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรตกับ

ชนดิแมกนเีซยีมซลัเฟต มคีวามแตกตา่งของคา่เฉล่ีย

เท่ากับ -0.401 (p < 0.001, d = -0.82) โดยท้ังสองคู่ 

มีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเม็ดเลือดขาวแตกต่างกันอย่างมีนัย

สำ�คญัทางสถิต ิและคูส่ารกันเลือดแข็งชนดิอดีทีีเอกบั

ชนิดแมกนีเซียมซัลเฟตมีความแตกต่างของค่าเฉลี่ย

เท่ากับ -0.084 ซึ่งแตกต่างอย่างไม่มีนัยสำ�คัญทาง
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วิิจารณ์์
งานวิจัยน้ีศึกษาผลของสารกันเลือดแข็ง 3 ชนิด 

คือ อีดีทีเอ โซเดียมซิเตรต และแมกนีเซียมซัลเฟต 

ต่อจำ�นวนเกล็ดเลือดและค่าพารามิเตอร์ต่างๆ  

ทางโลหติวิทยาในผูป้ว่ยนอกท่ีมารบับรกิารตรวจความ

สมบูรณ์ของเม็ดเลือด (complete blood count)  

และตรวจพบภาวะ EDTA-PTCP ที่ศูนย์การแพทย์ 

ปัญญานันทภิกขุ ชลประทาน จำ�นวน 30 ราย  

ซึ่งพบว่าตัวอย่างส่วนใหญ่เป็นเพศชายมากกว่าเพศ

หญิง และมอีายเุฉลีย่มากกว่า 50 ป ีสอดคลอ้งกับการ

ทบทวนวรรณกรรมของ Lardinois และคณะ ในปี 

ค.ศ. 2021(21) ท่ีรายงานว่า ภาวะ EDTA-PTCP  

มักพบในเพศชายท่ีมีอายุต้ังแต่ 50 ปีข้ึนไป นอกจากน้ี

ยังพบว่า ร้อยละ 63.33 ของตัวอย่างในการศึกษา 

ครั้งนี้ มีโรคประจำ�ตัว ประกอบด้วย โรคความดัน-

โลหิตสูง โรคเบาหวาน โรคมะเรง็ โรคไต และโรคหัวใจ  

ซึ่งเป็นโรคที่มีความเสี่ยงสูงต่อการเกิดภาวะ EDTA-

PTCP(7-8, 22-23) อยา่งไรก็ตามการศกึษาครัง้นีเ้ปน็การ

ศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro study) โรคต่างๆ 

เหล่านี้จึงไม่น่าจะมีผลต่อการศึกษาครั้งนี้ 

ภาวะ EDTA-PTCP มีผลทำ�ให้จำ�นวน

เกลด็เลือดทีน่บัไดจ้ากเครือ่งวิเคราะหอ์ตัโนมตัติ่ำ�กว่า

ความเป็นจริง ดังในการศึกษาครั้งนี้ที่พบว่า ค่าเฉลี่ย

จำ�นวนเกล็ดเลือดในตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือด

แข็งอีดีทีเอมีค่าต่ำ�กว่าตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือด

แข็งโซเดยีมซเิตรตและแมกนเีซยีมซลัเฟต เนือ่งจาก

สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอกระตุ้นให้เกิดการเกาะกลุ่ม

ของเกล็ดเลือดในหลอดทดลอง หรือเหน่ียวนำ�ให้เกล็ดเลือด

เกาะบนผิวของเม็ดเลือดขาว (platelet satellitism) 

ทำ�ให้จำ�นวนเกล็ดเลือดต่ำ�กว่าความเป็นจริง(24)  

ในการศึกษาครั้งนี้ยังพบอีกว่า ในตัวอย่างเลือดที่ใส่

สารกันเลือดแข็งอีดทีีเอ มคีา่เฉลีย่ MPV, PDW และ 

P-LCR สูงกว่าตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็ง

โซเดียมซิเตรตและแมกนีเซียมซัลเฟต แสดงว่า 

ภาวะ EDTA-PTCP มีผลทำ�ให้ค่าเฉลี่ย MPV, 

PDW และ P-LCR สูงขึ้น ทั้งนี้เนื่องจากการเกาะ

กลุ่มของเกล็ดเลือดทำ�ให้ตรวจวัดค่า MPV ได้สูงขึ้น 

และการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดย่อมมีขนาดเล็กใหญ่

แตกต่างกัน ส่งผลให้ค่าเฉลี่ย PDW สูงขึ้น รวมทั้ง 

ค่าเฉล่ีย P-LCR เพ่ิมข้ึน นอกจากน้ียังมีรายงานพบว่า 

สารกนัเลอืดแข็งอดีทีีเอทำ�ให้เกลด็เลือดบวมสง่ผลให้

ค่า MPV, PDW และ P-LCR สูงข้ึนด้วย(25)  

การพบภาวะเกล็ดเลือดต่ำ�โดยไม่ทราบว่าเป็นภาวะ 

EDTA-PTCP ร่วมกับมีพารามิเตอร์ของเกล็ดเลือดท่ี

เปลี่ยนแปลงไปจากปกติ อาจนำ�ไปสู่การวินิจฉัยโรค

ที่ผิดพลาดว่าเป็นโรคต่างๆ ที่สำ�คัญทางคลินิกได้(26) 

ในการศึกษาครั้งนี้เลือกใช้สารกันเลือดแข็ง

ชนิดโซเดียมซิเตรต และแมกนีเซียมซัลเฟต เพื่อ

ประเมินประสิทธิภาพในการป้องกัน EDTA-PTCP 

เนื่องจากปฏิกิริยาการจับกับแคลเซียมอิออนของ

โซเดียมซิเตรตเป็นแบบย้อนกลับได้ (reversible 

Ca2+ binding) จงึช่วยลดการกระตุน้เกลด็เลอืดและ

ลดการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือด(1) ส่วนแมกนีเซียม

ซัลเฟตมีคุณสมบัติ ในการยับยั้งไฟบริ โนเจนใน

กระบวนการเกาะกลุม่ของเกลด็เลอืดและรกัษาความ

สมบูรณ์ของโครงสร้างไกลโคโปรตีน GPIIb-IIIa 

complex ท่ีอยู่บนผิวของเกล็ดเลือด จึงช่วยการ

ป้องกันการ EDTA-PTCP(27) ซ่ึงผลการศึกษาพบว่า

ตวัอยา่งเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งแมกนเีซยีมซลัเฟต

มีค่าเฉล่ียจำ�นวนเกล็ดเลือดสูงกว่าตัวอย่างเลือดท่ีใส่

สารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรตและอีดีทีเอ  

ตามลำ�ดับ เป็นการยืนยันว่าแมกนีเซียมซัลเฟตมี

ประสิทธิภาพในการป้องกันการเกาะกลุ่มของเกล็ด

เลือดในผู้ที่พบภาวะ EDTA-PTCP ได้ดีกว่าสารกัน

เลือดแข็งชนดิโซเดยีมซเิตรต สอดคลอ้งกบัการศกึษา

ของ Mannuß และคณะ ในปี ค.ศ. 2020(28) และ 

Soulard และคณะ ในปี ค.ศ. 2023(29) ที่พบว่าสาร

กันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟตมีประสิทธิภาพ
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ในการป้องกันการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดในผู้ท่ีพบ

ภาวะ EDTA-PTCP ได้ดีกว่าสารกันเลือดแข็งชนิด

โซเดียมซิเตรต การท่ีตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือด

แข็งชนิดโซเดียมซิเตรตมีค่าเฉลี่ยจำ�นวนเกล็ดเลือด

ต่ำ �กว่าตัวอย่างเลือดที่ ใส่สารกันเลือดแข็งชนิด

แมกนีเซียมซัลเฟตนั้น เนื่องจากสารกันเลือดแข็ง

ชนิดโซเดียมซิเตรตสามารถเหนี่ยวนำ�ให้เกิดการ 

เกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดหรือเกิดการเกาะของเกล็ด

เลือดบนผวิของเมด็เลอืดขาวได ้คลา้ยกบัสารกันเลอืด

แข็งชนิดอีดีทีเอ(11) แต่ปฏิกิริยาเป็นแบบย้อนกลับ 

ได้ดังกล่าวไว้ข้างต้นแล้ว

การตรวจนับจำ�นวนเกล็ดเลือดท่ีเวลาต่างๆ  

พบวา่คา่เฉลีย่จำ�นวนเกลด็เลอืดต่ำ�ลงตามระยะเวลาท่ี

เพิ่ม ตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ

ควรตรวจนับจำ�นวนเกล็ดเลือดทันทีท่ีได้รับตัวอย่าง

เลือด ทั้งนี้เนื่องจาก ภาวะ EDTA-PTCP เกิดขึ้น

แบบ time-dependent ซ่ึงจำ�นวนเกล็ดเลือดเร่ิมลดลง

ตั้งแต่ 1 นาทีหลังจากเจาะเก็บตัวอย่างเลือดจนถึง  

4 ชั่วโมงหลังจากนั้น(21) ขณะที่ตัวอย่างเลือดที่ใส่สาร

กันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรตควรตรวจนับจำ�นวน

เกล็ดเลือดภายในเวลา 60 นาทีที่ได้รับตัวอย่างเลือด 

และตั วอย่ าง เ ลือด ท่ี ใส่สาร กันเลือดแข็งชนิด

แมกนีเซียมซัลเฟตสามารถใช้ตรวจนับจำ�นวนเกล็ด

เลือดได้นานถึง 240 นาที (4 ชั่วโมง) ซึ่งเป็นไปตาม

ประสิทธิภาพในการป้องกันการเกาะกลุ่มของเกล็ด

เลือดท่ีแตกต่างกันของสารกันเลือดแข็งท้ัง 2 ชนิด  

ดงัท่ีกลา่วไว้ข้างตน้ นอกจากนีย้งัพบวา่ระยะเวลาการ

ตรวจวิเคราะห์ มีผลให้ค่าพารามิเตอร์ของเกล็ดเลือด

เปลี่ยนแปลง โดยตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็ง

ชนิดอีดีทีเอ  โซเดียมซิเตรต และแมกนีเซียมซัลเฟต 

มีค่าเฉลี่ย MPV, PDW และ P-LCR สูงขึ้น เมื่อ

ระยะเวลาเพ่ิมข้ึน สอดคล้องกับการศึกษาของ Mannuß 

และคณะ ในปี ค.ศ. 2016(25) และตัวอย่างเลือดที่ใส่

สารกันเลือดแข็งชนิดแมกนีเซียมซัลเฟต พบว่าเมื่อ

ระยะเวลาเพิ่มขึ้น ค่าพารามิเตอร์ของเกล็ดเลือดเพิ่ม

สูงขึ้นอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ โดยค่า MPV ควร

ตรวจวิเคราะห์ภายใน 60 นาทีท่ีได้รับตัวอย่างเลือด 

และคา่ PDW และ P-LCR ควรตรวจวิเคราะหภ์ายใน

เวลา 30 นาทีที่ได้รับตัวอย่างเลือด  ในขณะทีต่ัวอย่าง

เลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอ และโซเดียมซิเตรต 

คา่พารามเิตอรต์า่งๆ ของเกลด็เลอืดในแตล่ะชว่งเวลา

ที่ตรวจวิเคราะห์เปรียบเทียบกับที่เวลา 0 นาทีที่ได้รับ

ตัวอย่างเลือด มีความแตกต่างอย่างไม่มีนัยสำ�คัญ 

ทางสถิติ จึงควรมีการศึกษาเกี่ยวกับคุณสมบัติในการ

รักษาสภาพเกล็ดเลือดของสารกันเลือดแข็งชนิด

แมกนีเซียมซัลเฟตเปรียบเทียบกับอีดีทีเอและโซเดียม-

ซิเตรตต่อไป อย่างไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้มีข้อจำ�กัด

ในเรื่องระยะเวลาการตรวจวิเคราะห์ที่เริ่มนับเวลา

ตั้งแต่ตัวอย่างเลือดมาถึงห้องปฏิบัติการ แต่การ 

ศึกษาอื่น ๆ ที่อ้างอิง นับเวลาตั้งแต่เจาะเก็บตัวอย่าง

เลือด

ในการศึกษาครั้งนี้ยังได้เปรียบเทียบการ

ตรวจนบัจำ�นวนเกล็ดเลือดแบบ PLT-I และ PLT-O 

พบว่าให้ผลสอดคล้องกัน คือ ตัวอย่างเลือดที่ใส่สาร

กันเลอืดแข็งชนดิแมกนเีซยีมซลัเฟตมคีา่เฉลีย่จำ�นวน

เกล็ดเลือดสูงกว่าตัวอย่างเลือดในสารกันเลือดแข็ง

ชนิดโซเดียมซิเตรต และอีดีทีเอ ตามลำ�ดับ และการ

ตรวจนับจำ�นวนเกล็ดเลือดแบบ PLT-O ท่ีเวลาต่าง ๆ 

พบว่าให้ผลตรงกับการตรวจนับจำ�นวนเกล็ดเลือด

แบบ PLT-I คอื เมือ่ไดร้บัตวัอยา่งเลือดแล้ว ตวัอยา่ง

เลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิดอีดีทีเอควรตรวจนับ

จำ�นวนเกลด็เลอืดทันท ีตวัอยา่งเลอืดท่ีใสส่ารกนัเลือด

แข็งชนิดโซเดียมซิเตรตควรตรวจนับจำ�นวนเกล็ด

เลือดภายในเวลา 60 นาที และตัวอย่างเลือดที่ใส่สาร

กันเลอืดแข็งชนดิแมกนเีซยีมซลัเฟตสามารถตรวจนบั

จำ�นวนเกล็ดเลือดได้ภายในเวลา 240 นาที ท้ังนี้

จำ�นวนเกลด็เลอืดทีต่รวจนบัแบบ PLT-O มแีนวโนม้

สูงกว่าการนับจำ�นวนเกล็ดเลือดแบบ PLT-I ซึ่งการ
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นับจำ�นวนเกล็ดเลือดแบบ PLT-O ใช้หลักการ 

ออพติคัลร่วมกับหลักการฟลูออเรสเซนต์ โฟลไซโตเมทรี 

เพื่อย้อมสีอาร์เอ็นเอภายในเซลล์ แล้ววัดการกระจาย

แสงท่ีเกิดข้ึนแปรผันตามขนาดของเซลล์และอาร์เอ็นเอ

ภายในเซลล์ จึงสามารถแยกเกล็ดเลือดและอนุภาค 

ท่ีไม่ใช่เกลด็เลอืดออกจากกันได ้การนบัจำ�นวนเกลด็

เลือดแบบ PLT-O จึงมีความแม่นยำ�มากกว่า(25, 30) 

แตม่คีา่ใช้จา่ยสงูกว่าเมือ่เทียบกับการตรวจนบัจำ�นวน

เกล็ดเลือดแบบ PLT-I   

นอกจากจำ�นวนเกลด็เลอืดและพารามเิตอร์

ของเกล็ดเลือดแล้ว ในการศึกษาครั้งนี้ยังได้ตรวจนับ

จำ�นวนเมด็เลือดแดงและจำ�นวนเมด็เลอืดขาวดว้ย ซึง่

พบว่าในตัวอย่างเลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็งอีดีทีเอซึ่ง

คาดว่าจะมีภาวะ EDTA-PTCP เกิดขึ้น มีค่าเฉลี่ย

จำ�นวนเม็ดเลือดแดงสูงกว่าตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกัน

เลือดแข็งแมกนีเซียมซัลเฟตและโซเดียมซิเตรต  

ตามลำ�ดับ ท้ังนี้เนื่องจากหลักการตรวจนับจำ�นวน

เกล็ดเลือดและจำ�นวนเม็ดเลือดแดงของเครื่องตรวจ

วิเคราะห์เม็ดเลือดอัตโนมัติ Sysmex รุ่น XN-3000 

ท่ีอาศัยหลักการ electrical impedance method  

วัดความตา่งศกัยท่ี์เกิดข้ึนแปรผนัตามขนาดของเซลล ์

ดงันัน้เมือ่เกลด็เลอืดเกาะกลุม่กนัมขีนาดใกลเ้คยีงกับ

เม็ดเลือดแดง ทำ�ให้เครื่องตรวจวิเคราะห์นับเป็น 

เม็ดเลือดแดง ส่งผลให้จำ�นวนเม็ดเลือดแดงสูงได้(31) 

สำ�หรับตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งโซเดียมซิเตรต

ท่ีได้ค่าเฉล่ียจำ�นวนเม็ดเลือดแดงต่ำ�ท่ีสุด และแตกต่าง

จากค่าเฉลี่ยจำ�นวนเม็ดเลือดแดงจากตัวอย่างเลือด 

ท่ีใส่สารกันเลือดแข็งอีดีทีเอและตัวอย่างเลือดท่ี 

ใส่สารกันเลือดแข็งแมกนีเซียมซัลเฟตนั้น คล้ายกับ

การศกึษาของ Akorsu และคณะ ในป ีค.ศ. 2023(32) 

ท่ีพบว่าตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งชนิด

โซเดยีมซเิตรตตรวจนบัจำ�นวนเมด็เลอืดแดงไดต้่ำ�กวา่

ตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งเฮปารินและอีดีทีเอ 

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ สำ�หรับจำ�นวนเม็ดเลือดขาวน้ัน 

พบว่าค่าเฉล่ียจำ�นวนเม็ดเลือดขาวจากตัวอย่างเลือด

ท่ีใส่สารกันเลือดแข็งแมกนีเซียมซัลเฟตมีค่าสูงท่ีสุด 

แต่แตกต่างจากค่าเฉล่ียจำ�นวนเม็ดเลือดขาวจาก

ตวัอยา่งเลอืดท่ีใสส่ารกันเลอืดแข็งอดีทีีเออยา่งไมม่นียั

สำ�คัญทางสถิติ ค่าเฉลี่ยจำ�นวนเม็ดเลือดขาวต่ำ�ใน

ตวัอยา่งเลอืดท่ีใสส่ารกนัเลือดแข็งอดีทีีเออาจเกิดจาก

เมด็เลอืดขาวชนดินวิโทรฟลิเกาะกลุม่กัน ทำ�ใหเ้ครือ่ง

ตรวจวิเคราะห์นับจำ�นวนเม็ดเลือดขาวได้ต่ำ�กว่า 

ความจริง(33-34) และค่าเฉลี่ยจำ�นวนเม็ดเลือดขาวใน

ตวัอยา่งเลอืดท่ีใสส่ารกันเลอืดแข็งโซเดยีมซเิตรตท่ีได้

ค่าต่ำ�ท่ีสุดเช่นเดียวกับค่าเฉลี่ยจำ�นวนเม็ดเลือดแดง 

ท้ังนี้อาจมีสาเหตุจากคุณสมบัติของสารกันเลือดแข็ง

ชนิดโซเดียมซิเตรตท่ีอยู่ ในรูปสารละลาย ทำ�ให้

ตวัอยา่งเลอืดถกูเจอืจาง มผีลให้จำ�นวนเมด็เลอืดแดง

และเม็ดเลือดขาวต่ำ�กว่าตัวอย่างเลือดในสารกันเลือด

แข็งอีดีทีเอและแมกนีเซียมซัลเฟต แม้ในการศึกษาน้ี

ได้คูณค่าที่ตรวจวัดได้ด้วย dilution factor คือ 1.1 

แล้วก็ตาม แต่มีรายงานว่า dilution factor ท่ีเหมาะสม 

ควรเป็น 1.17 หรืออาจสูงถึง 1.25(21, 35) นอกจากนี้

ยังพบว่าตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งโซเดียมซิเตรต 

ควรตรวจนับจำ�นวนเม็ดเลือดขาวภายใน 30 นาทีเมื่อ

ได้รับตัวอย่างเลือด เนื่องจากตัวอย่างเลือดในสาร 

กันเลือดแข็งโซเดียมซิ เตรตมีความคงตัวน้อย  

ไม่เหมาะสำ�หรับใช้ตรวจทางโลหิตวิทยาอ่ืนๆ นอกเหนือ

จากการทดสอบการแข็งตัวของเลือด (coagulation test) 

และการวัดอัตราการตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง 

(erythrocyte sedimentation rate)(35) อาจอธิบาย

ได้จากการศึกษาในคนที่พบว่าตัวอย่างเลือดท่ีใส่สาร

กันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรตมีจำ�นวนเม็ดเลือด

ขาวต่ำ�กว่าตัวอย่างเลือดท่ีใส่สารกันเลือดแข็งอีดีทีเอ 

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ(32)
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สรุุป   
การศึกษาครั้งนี้พบว่าสารกันเลือดแข็งชนิด

แมกนีเซียมซัลเฟตมีประสิทธิภาพในการแก้ไขการ

เกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดจากสารกันเลือดแข็งอีดีทีเอ

ได้ดีกว่าสารกันเลือดแข็งชนิดโซเดียมซิเตรต และใน

กรณีที่ต้องการตรวจค่า MPV, PDW และ P-LCR 

เมื่อได้รับตัวอย่างเลือดแล้วควรตรวจวิเคราะห์ภายใน

เวลา 30 นาท ีผลจากการศกึษานีส้ามารถนำ�ไปใช้เปน็

แนวทางในการเลือกสารกันเลือดแข็งเพื่อใช้สำ�หรับ

ประเมินจำ�นวนเกล็ดเลือดในผู้ที่ตรวจพบภาวะ  

EDTA-PTCP และใช้เปน็ข้อมลูสำ�หรบัการศกึษาเพือ่

บ่งชี้ภาวะ EDTA-PTCP ในประชากรไทย

กิิตติิกรรมประกาศ
ขอขอบคุณครอบครัวของผู้วิจัย หัวหน้า 

ห้องปฏิบัติการ หัวหน้าสาขาพยาธิวิทยาคลินิกและ

กายวิภาค และนักเทคนิคการแพทย์รวมทั้งเจ้าหน้าที่

หอ้งปฏิบตักิารที่ไดส้นบัสนนุใหง้านวิจยัสำ�เรจ็ลลุว่งไป

ด้วยดี ผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่ารายงานวิจัยนี้จะเป็น

ประโยชน์ต่อการพัฒนางานในห้องปฏิบัติการต่อไป
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Abstract
Diabetes is one of the non-communicable diseases (NCDs) group which are the leading 

cause of death worldwide. High levels of blood glucose may induce the glycation of sugars and 

proteins both inside and outside the cell, leading to the formation of advanced glycosylation end 

products (AGEs), thereby reducing the elasticity of blood vessels and promoting more oxidation 

in the cells. Nowadays, there is growing interest in natural health care and more research has 

begun on rice, an important economic crop in Thailand, in the treatment of diabetes and its 

complications. However the study of the rice husks is still not very extensive. This work aimed 

to study the antioxidant activity by 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH) assay and the  

antiglycation property by in vitro BSA-glucose assay in crude extracts from 4 types of Thai rice 

husks containing pigments: Khao Dawk Mali Rice, Sangyod Rice, Riceberry Rice, and Black 

Sticky Rice. The rice husks were extracted by 2 methods: extraction with 70% ethanol  

(maceration) and extraction by decoction. The results showed that the anti-oxidant and  

antiglycation activities were significantly higher in ethanolic extracts than in the decoction extracts 

(p < 0.05). Black Sticky Rice husk extract had the highest anti-oxidant activity with IC
50
 = 139.76 

± 52.07 µg/mL, when compared to the standard substance butylated hydroxytoluene (BHT) (IC
50
 

= 161.38 ± 33.75 µg/mL). Moreover, it also had the highest antiglycation effect, with IC
50
 = 

234.69 ± 29.02 µg/mL, when compared to aminoguanidine (AG) (IC
50
 = 430.23 ± 6.03 µg/mL), 

which is used as AGE formation inhibitor. These may correspond to the highest amount of the 

total phenolic compounds content (60.60 ± 3.57 mg GAE/g) and the total anthocyanin content 
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(2.064 ± 0.2 mg/L) in Black Sticky Rice husk extract. This study may provide information for 

the development of drugs and dietary supplements for diabetic patients.

Keywords:	Anthocyanin, Antioxidant, Antiglycation, Diabetes, Pigmented Thai rice husk
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 1 เมษายน 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

ฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระและการต้านไกลเคชันของสารสกัด
จากแกลบข้าวไทยที่มีรงควัตถุ

ศศิฉาย รักฉิม1 และ กัญญาณัฐ เปี่ยมงาม2*

1บัณฑิตศึกษา สาขาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี
2ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี

บทคััดย่่อ
โรคเบาหวานเป็นโรคไม่ติดต่อเรื้อรังซึ่งเป็นสาเหตุอันดับต้นในการเสียชีวิตของคนท่ัวโลก 

น้ำ�ตาลในเลือดท่ีสงูจะเหน่ียวนำ�ใหเ้กิดปฏิกิรยิาไกลเคชนัระหวา่งน้ำ�ตาลกบัโปรตีนท้ังภายในและภายนอก

เซลล์จนทำ�ให้เกิดสาร advanced glycosylation end products (AGEs) ทำ�ให้ความยืดหยุ่นของหลอด

เลือดลดลง และเกิดออกซิเดชันในเซลล์มากข้ึน ปัจจุบันเร่ิมมีการศึกษาการใช้ข้าวซ่ึงเป็นพืชเศรษฐกิจท่ี

สำ�คัญของไทยในการรักษาโรคเบาหวานอย่างกว้างขวางขึ้น แต่การศึกษาในส่วนของแกลบข้าวยังมี 

ไม่มาก งานวิจัยน้ีจึงได้ศึกษาฤทธ์ิการยับยั้งอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay และฤทธ์ิต้านการเกิด 

ไกลเคชันด้วยวิธี In-vitro BSA-glucose assay ในสารสกัดหยาบจากแกลบข้าวไทยท่ีมีรงควัตถุ 4 ชนิดคือ 

ข้าวหอมมะลิ ข้าวสังข์หยด ข้าวไรซ์เบอร์รี และข้าวเหนียวดำ� โดยเปรียบเทียบผลจากการสกัดด้วย 2 วิธี

คือ สกัดด้วยสารละลายเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 70 และสกัดด้วยการต้มในน้ำ�พบว่า การสกัดด้วยเอทานอล 

มีฤทธ์ิยับยั้งอนุมูลอิสระและฤทธ์ิต้านการเกิดไกลเคชันได้ดีกว่าการต้มอย่างมีนัยสำ�คัญ (p < 0.05) 

โดยสารสกัดจากแกลบข้าวเหนียวดำ�มีฤทธ์ิยับยั้งอนุมูลอิสระดีท่ีสุด มีค่า IC
50
 = 139.76 ± 52.07 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรซึ่งมีฤทธิ์ดีกว่าสารมาตรฐานบิวทิเลเตทไฮดรอกซีโทลูอีน (BHT) (IC
50
 = 161.38 

± 33.75 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  และมีฤทธิ์ต้านการเกิดไกลเคชันดีที่สุด มีค่า IC
50
 = 234.69 ± 29.02 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีฤทธิ์ดีกว่าอะมิโนกัวนิดีน (AG) ที่ใช้เป็นสารต้านไกลเคชัน (IC
50
 = 430.23 

±  6.03 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร) สอดคล้องกบัปรมิาณสารประกอบฟนีอลกิรวม (60.60 ± 3.57 มิลลกิรมั 

gallic acid equivalent (GAE) ต่อกรัม) และปริมาณแอนโทไซยานินรวม (2.064 ± 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ท่ีพบสูงสดุในสารสกดัจากแกลบขา้วเหนียวดำ� ผลการศกึษาดังกลา่วอาจเปน็แนวทางในการนำ�ไปพฒันา

เป็นยาและอาหารเสริมสำ�หรับผู้ป่วยโรคเบาหวาน

คำ�สำ�คัญ:  ต้านอนุมูลอิสระ  ต้านไกลเคชัน  โรคเบาหวาน  แกลบข้าวไทยที่มีรงควัตถ ุ แอนโทไซยานิน

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: mim9_p@yahoo.com 
รับบทความ: 21 เมษายน 2566	 แก้ไขบทความ: 3 มิถุนายน 2566 	   รบัตพีมิพบ์ทความ: 12 มถินุายน 2566  
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บทนำำ�
โรคเบาหวานเป็นหนึ่งในกลุ่มโรค non-

communicable diseases (NCDs) ที่สำ�คัญและมี

แนวโน้มเพิ่มข้ึนทุกปี สาเหตุของโรคเกิดจากปัจจัย

เส่ียงด้านพฤติกรรมและปัจจัยเสี่ยงที่เก่ียวข้องกับ 

กลุ่มอาการเมแทบอลิก เช่น ความดันโลหิตสูง โรคอ้วน 

สมาพันธ์เบาหวานนานาชาติ (The International 

Diabetes Federation: IDF) รายงานสถานการณ์ 

โรคเบาหวานในภาคพื้นแปซิฟิกตะวันตก ในปี  

พ.ศ. 2564 ว่าประเทศไทยมีผู้เป็นโรคเบาหวาน  

6.1 ล้านคน ซึ่งมากเป็นอันดับ 4 รองจาก จีน 

อินโดนีเซีย และญี่ปุ่น(1)  

การศึกษาที่ผ่านมาพบว่าระดับน้ำ�ตาลใน

เลือดท่ีสูงข้ึนจะส่งผลให้ร่างกายเพิ่มกระบวนการ 

ไกลโคไลซิส เพื่อรักษาสมดุลของน้ำ�ตาลในเลือด โดย

ออกซเิจนท่ีถูกใช้ไปในกระบวนการนีจ้ะเปลีย่นไปเปน็

น้ำ�และออกซิเจนที่อยู่ในรูปอนุมูลอิสระ ซึ่งทำ�ให้เกิด

ภาวะ oxidative stress และมีการกระตุ้นการสร้าง 

protein kinase C และกระบวนการไกลเคชันระหวา่ง

น้ำ�ตาลกับโปรตนีท้ังภายในและภายนอกเซลลจ์นทำ�ให้

เกิดสาร advanced glycosylation end products 

(AGEs) สาร AGEs นีเ้ปน็สารพิษท่ีไมล่ะลายน้ำ�และ

อยู่ในร่างกายเป็นเวลานาน นอกจากนี้ สาร AGEs 

จะจับกับอีลาสตินและคอลลาเจนทำ�ให้ความยืดหยุ่น

ของหลอดเลือดลดลง เกิดการทำ�ลายเนื้อเยื่อใน

รา่งกาย และมสีารอนมุลูอสิระเพิม่ข้ึน ซึง่ทำ�ให้รา่งกาย

สรา้งสารตา้นอนมุลูอิสระมากขึน้เพ่ือกำ�จดัอนมุลูอสิระ

เหล่านั้น เมื่อเกิดสารซูเปอร์ออกไซด์แอนไอออนข้ึน

ภายในเซลล์ เอนไซม์ซูเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส 

(SOD) จะเปลี่ยนอนุมูลอิสระเป็นไฮโดรเจนเปอร์-

ออกไซด ์ซึง่จะถูกเปลีย่นไปเปน็ออกซเิจนและน้ำ�โดย

การเร่งของเอนไซม์คาทาเลสและกลูตาไทโอนเปอร์-

ออกซเิดส  แตเ่มือ่มกีารสรา้งสารตา้นอนมุลูอสิระมาก

ข้ึน ยนีท่ีสรา้งเอนไซมเ์หลา่นีจ้ะเริม่มกีารเปลีย่นแปลง

ทำ�ให้สรา้งเอนไซม์ไดน้อ้ยลงส่งผลให้มสีารอนมุลูอิสระ

เพิม่มากข้ึน ทำ�ใหเ้กิดผลกระทบตอ่รา่งกายโดยเฉพาะ

ในผู้ป่วยโรคเบาหวาน นั่นคือ ทำ�ให้มีการเพิ่มปริมาณ

กรดไขมนัและโฮโมซสิเตอนีในเลอืด และเกิดภาวะดือ้

ต่ออินซูลิน ซึ่งส่งผลให้ผู้เป็นโรคเบาหวานมีระดับ

น้ำ�ตาลในเลือดสูงเป็นเวลานาน ควบคุมระดับน้ำ�ตาล

ในเลือดไดย้าก และเส่ียงตอ่การเกิดโรคแทรกซอ้นจาก

โรคเบาหวาน(2, 3)

การวจิยัเก่ียวกับสารสกัดจากธรรมชาตท่ีิช่วย

ในการรกัษาโรคเบาหวานและอาการแทรกซอ้นของโรค

เบาหวาน เริ่มมีการศึกษาในข้าวซึ่งเป็นพืชเศรษฐกิจ

ท่ีสำ�คัญของไทยและมีการส่งออกมากเป็นอันดับสอง

ของโลกรองจากประเทศอินเดียในปี พ.ศ. 2561(4)  

ได้แก่ การศึกษาปริมาณฟลาโวนอยด์ สารประกอบ 

ฟีนอลิกท้ังหมด และฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของ 

สารสกัดจากข้าวไทย(5) การทดสอบความสามารถในการ

ต้านอนุมูลอิสระและสารประกอบฟีนอลิกในแกลบ  

รำ�ข้าวและเมลด็ข้าว(6) การศกึษาฤทธิต์า้นอนมุลูอสิระ

และคณุลกัษณะของโพลฟีนีอลจากแกลบข้าวพืน้เมอืง

ลา้นนาและความสมัพนัธก์บัคณุสมบตัขิองเมลด็ข้าว(7) 

และการเปรยีบเทียบปรมิาณสารประกอบฟนีอลกิและ

แอนโทไซยานินในกลุ่มข้าวดิบและข้าวสุก 4 ชนิด 

เป็นต้น(8)  นอกจากนี้การศึกษาเก่ียวกับข้าวต่างสี 

พบว่ามีคุณสมบัติที่แตกต่างกัน เช่น การศึกษาสาร 

โพลีฟีนอลอิสระและองค์ประกอบทางชีวภาพในการ

ต้านอนุมูลอิสระของข้าวสายพันธ์ุท่ีมีสีและไม่มีสีของ

ประเทศไต้หวัน(9) หรือการศึกษาความสามารถในการ

ต้านไกลเคชันและการต้านอนุมูลอิสระของข้าวไทย  

15 สายพันธุ์ ซึ่งพบว่าข้าวที่มีสีมักจะมีคุณสมบัติการ

ต้านอนุมูลอิสระและการต้านไกลเคชันมากกว่าข้าวท่ี

ไม่มีสี(10) แต่การศึกษาในแกลบซึ่งเป็นส่วนที่มีมูลค่า

น้อยยังมีไม่มาก ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจท่ีจะนำ�ส่วน

แกลบของข้าวหอมมะลิ ข้าวสังข์หยด ข้าวไรซ์เบอร์รี 

และข้าวเหนียวดำ� ซึ่งเป็นข้าวไทยท่ีมีสีแตกต่างกัน 
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มาศึกษาฤทธิ์การยับยั้งออกซิเดชันและไกลเคชันใน 

ผู้ป่วยโรคเบาหวาน เพื่อนำ�ความรู้ท่ีได้ ไปใช้ในการ 

ส่งเสริมสุขภาพด้านอาหารในการป้องกันและบรรเทา

ภาวะแทรกซอ้นของโรคเบาหวาน หรอืตอ่ยอดไปสูก่าร

พัฒนายารักษาโรคเบาหวานในอนาคต 

วััสดุุและวิิธีีการ
1. การเตรียมสารสกัดจากแกลบ

แกลบข้าว 4 ชนิด ที่นำ�มาทดสอบ ได้แก่ 

แกลบข้าวหอมมะลิ (Oryza sativa L. cv. Khao 

Hom Mali 105) จากจังหวัดศรีสะเกษ แกลบข้าว

สังข์หยด (Oryza sativa L. cv. Sangyod) จาก

จังหวัดพัทลุง แกลบข้าวเหนียวดำ� (Oryza sativa 

var. glutinosa) จากจังหวัดขอนแก่น และแกลบ 

ข้าวไรซ์เบอร์รี (Oryza sativa L. cv. Riceberry) 

จากจังหวัดพิจติร ซึง่มแีหลง่ท่ีมาจากเกษตรกรผูป้ลกู

และสีข้าวเองโดยตรง และไม่มีการปนเป้ือนจากแกลบข้าว

ชนิดอื่น นำ�แกลบที่ล้างทำ�ความสะอาดและทำ�ให้แห้ง

แล้วมาบด และนำ�ไปสกัดด้วย 2 วิธี คือ (1) การ 

สกัดดว้ยเอทานอล นำ�แกลบ 5 กรมั หมกัในเอทานอล

เข้มข้นร้อยละ 70 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เป็นเวลา  

2 วัน จากนั้นกรองแยกกากและนำ�ส่วนของเหลวมา

ทำ�ให้แห้งด้วยเครื่องปั่นเหว่ียงระเหยสารแบบ

สุญญากาศ (Vacufuge Concentrator system)  

(2) การสกัดด้วยการต้ม นำ�แกลบ 5 กรัม ต้มในน้ำ�ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นนำ�ไปกรอง

และทำ�ให้แห้งด้วยเครื่องทำ�แห้งด้วยหลักการแช่ 

เยือกแข็งภายใต้สุญญากาศ (Freeze Dryer, dry  

LABCONCO Freeze Dry System) เก็บสารสกัด

ที่ -20 องศาเซลเซียส

2. การทดสอบประสทิธิภาพการยบัยัง้ออกซเิดชัน 

โดยวิธี DPPH assay

ทดสอบสารสกัดด้วยวิธี DPPH assay(11) 

โดยนำ�สารสกัดจากแกลบของข้าวหอมมะลิ ข้าว 

สงัข์หยด ข้าวเหนยีวดำ� และขา้วไรซเ์บอรร์ ีทีส่กัดดว้ย

เอทานอลและสกัดด้วยการต้ม  ท่ีความเข้มข้น 1, 5, 25, 

50,100, 250, 500 และ 1,000 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิิตร 

ปรมิาตร 100 ไมโครลิตร มาทำ�ปฏิกิรยิากับสารละลาย 

2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH) ซึง่เปน็

สารอนุมูลอิสระท่ีมีสีม่วง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

โดยมี butylated hydroxytoluene (BHT) เป็นสาร

มาตรฐาน นำ�ไปไว้ในท่ีมืด ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  

30 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร  

นำ�คา่ท่ีวัดไดม้าลบดว้ยคา่ sample blank ของสารสกัด

จากแกลบแต่ละชนิดเพื่อลดการรบกวนจากสีของ

แกลบ แล้วนำ�มาคำ�นวณค่าร้อยละการออกฤทธ์ิต้าน

อนุมูลอิสระ (%radical scavenging) โดยใช้สมการ

		  ค่าร้อยละการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  =  [(AB - AA) / AB] x 100

		  เมื่อ 	AA = ค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ของสารที่ทดสอบผสมกับ DPPH

			   AB = ค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ของสารละลาย DPPH

3. การหาปรมิาณสารประกอบฟนีอลกิท้ังหมด โดย

วิธี Folin-Ciocalteu colorimetric

วิธี Folin-Ciocalteu colorimetric 

ดัดแปลงจากวิธีของ Chan SW, พ.ศ. 2552(12) โดย

การนำ�สารสกัดจากแกลบข้าวท่ีมีความเข้มข้น  

1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตรใส่ลงใน 

96 well plate เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu เข้มข้น

ร้อยละ 10 (โดยปริมาตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

เขย่าให้เข้ากัน ตั้งท้ิงไว้ในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้อง นาน  

5 นาที จากน้ันเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตเข้มข้น
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ร้อยละ 7.5 (โดยน้ำ�หนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 80 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันทิ้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้อง 

30 นาที นำ�สารละลายที่ได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร จากนั้นนำ�ค่าที่วัดได้

มาลบด้วยค่า sample blank ของสารสกัดจากแกลบ

แตล่ะชนดิเพือ่ลดการรบกวนจากสขีองแกลบ นำ�คา่ท่ี

ได้มาเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก และ

คำ�นวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก

4. การหาปริมาณแอนโทไซยานิน โดยวิธี pH 

differential

การหาปริมาณแอนโทไซยานินโดยวิธี pH 

differential ดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน AOAC,  

พ.ศ. 2548(13) เตรียมสารสกัดจากแกลบความเข้มข้น 

1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สองชุด ชุดที่หนึ่งนำ�มา 

ทำ�ปฏิกิริยากับสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์บัฟเฟอร์ 

เข้มข้น 0.025 โมลาร์ พีเอช 1.0 และชุดที่สองนำ�มา

ทำ�ปฏิกิริยากับสารละลายโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร์ 

เข้มข้น 0.4 โมลาร์ พีเอช 4.5 ในอัตราส่วน  

1:10 โดยใส่สารสกัดจากแกลบ 100 ไมโครลิตร  

ต่อสารละลายบัฟเฟอร์ 900 ไมโครลิตร จากนั้น 

นำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520  

นาโนเมตร และ 700 นาโนเมตร นำ�ค่าที่ได้มาคำ�นวณ

ค่าการดูดกลืนแสงโดยใช้สูตร
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แล้วนำ�ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาคำ�นวณหาปริมาณแอนโทไซยานินจากสูตร

		  ปริมาณแอนโทไซยานิน (มิลลิกรัมต่อลิตร ) = (A x MW x DF x 1000) / 
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นอลเข้มข้นร้อยละ 70  ปริมาตร 50 มิลลลิติร  เป็นเวลา 2 วนั จากนั 6นกรองแยกกากและนําสว่นของเหลวมาทําให้แห้งด้วย
เครื;องปั;นเหวี;ยงระเหยสารแบบสญุญากาศ (Vacufuge Concentrator system) (2) การสกดัด้วยการต้ม นําแกลบ 5 กรัม 
ต้มในนํ 6าปริมาตร 50 มิลลลิติร เป็นเวลา 15 นาที  จากนั 6นนําไปกรองและทําให้แห้งด้วยเครื;องทําแห้งด้วยหลกัการแชเ่ยือก
แข็งภายใต้สญุญากาศ (Freeze Dryer, dry LABCONCO Freeze Dry System) เก็บสารสกดัที; -20 องศาเซลเซียส 
2. การทดสอบประสทิธิภาพการยับยั {งออกซเิดชัน โดยวธีิ DPPH assay 

ทดสอบสารสกดัด้วยวิธี DPPH assay (//) โดยนําสารสกดัจากแกลบของข้าวหอมมะลิ ข้าวสงัข์หยด ข้าวเหนียว
ดํา และข้าวไรซ์เบอร์รี ที;สกดัด้วยเอทานอลและสกดัด้วยการต้ม  ที;ความเข้มข้น 1, 5, 25, 50,100, 250, 500 และ 1000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาทําปฏิกิริยากบัสารละลาย 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH) 
ซึ;งเป็นสารอนุมูลอิสระที;มีสีม่วง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โดยมี butylated hydroxytoluene (BHT) เป็นสารมาตรฐาน 
นําไปไว้ในที;มืด ที;อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้ววดัค่าการดดูกลืนแสงที; 570 นาโนเมตร นําค่าที;วดัได้มาลบด้วยค่า 
sample blank ของสารสกดัจากแกลบแตล่ะชนิดเพื;อลดการรบกวนจากสีของแกลบ แล้วนํามาคํานวณคา่ร้อยละการออก
ฤทธิkต้านอนมุลูอิสระ (%radical scavenging) โดยใช้สมการ 
                                                   คา่ร้อยละการออกฤทธิkต้านอนมุลูอิสระ  =  [(AB – AA) / AB] x100 

                           เมื;อ AA = คา่การดดูกลืนแสงที;วดัได้ของสารที;ทดสอบผสมกบั DPPH 
                   AB = คา่การดดูกลืนแสงที;วดัได้ของสารละลาย DPPH 

3. การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลกิทั {งหมด โดยวธีิ Folin–Ciocalteu colorimetric 
วิธี Folin–Ciocalteu colorimetric ดดัแปลงจากวิธีของ Chan SW, พ.ศ.2552 (/0) โดยการนําสารสกดัจากแกลบ

ข้าวที;มีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตรใส่ลงใน 96 well plate เติมสารละลาย Folin-
Ciocalteu เข้มข้นร้อยละ10 (โดยปริมาตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากนั ตั 6งทิ 6งไว้ในที;มืดที;อณุหภมูิห้อง นาน 5 
นาที จากนั 6นเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตเข้มข้นร้อยละ 7.5 (โดยนํ 6าหนกัตอ่ปริมาตร)  ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากนัทิ 6งไว้ในที;มืดที;อณุหภมูิห้อง 30 นาที นําสารละลายที;ได้ไปวดัคา่การดดูกลืนแสงที;ความยาวคลื;น 760 นาโนเมตร 
จากนั 6นนําคา่ที;วดัได้มาลบด้วยคา่ sample blank ของสารสกดัจากแกลบแตล่ะชนิดเพื;อลดการรบกวนจากสีของแกลบ นํา
คา่ที;ได้มาเทียบกบักราฟมาตรฐานของกรดแกลลกิ และคํานวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลกิ 
4. การหาปริมาณแอนโทไซยานิน โดยวธีิ pH –differential 

การหาปริมาณแอนโทไซยานินโดยวิธี pH –differential ดดัแปลงจากวิธีมาตรฐาน AOAC, พ.ศ. 2548 (/1) เตรียม
สารสกดัจากแกลบความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สองชุด ชุดที;หนึ;งนํามาทําปฏิกิริยากบัสารละลายโปแตสเซียม
คลอไรด์บฟัเฟอร์ เข้มข้น 0.025 โมลาร์ พีเอช 1.0 และชดุที;สองนํามาทําปฏิกิริยากบัสารละลายโซเดียมอะซิเตทบฟัเฟอร์ 
เข้มข้น 0.4 โมลาร์ พีเอช 4.5 ในอตัราส่วน 1:10 โดยใส่สารสกดัจากแกลบ 100 ไมโครลิตร ต่อสารละลายบฟัเฟอร์ 900 
ไมโครลติร จากนั 6นนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงที;ความยาวคลื;น 520 นาโนเมตร และ 700 นาโนเมตร นําคา่ที;ได้มาคํานวณ
คา่การดดูกลนืแสงโดยใช้สตูร 

A = ( A510nm – A 700nm )pH1.0 – (A510nm – A700nm)pH4.5  

 

แล้วนําคา่การดดูกลืนแสงที;ได้มาคํานวณหาปริมาณแอนโทไซยานินจากสตูร 

                         ปริมาณแอนโทไซยานิน (มิลลกิรัมตอ่ลติร ) = ( A x MW x DF x 1000 ) / e x l 
              เมื;อ      A     =  คา่การดดูกลืนแสงของสารละลายที;ใสบ่ฟัเฟอร์ 
                          MW =  449.2  กรัมตอ่โมล (คา่มวลโมเลกลุของ ไซยานิดนิ 3-กลโูคไซด์)  

                         e     =  26,900  ลติรตอ่โมลตอ่เซนตเิมตร-1  
                          l     =  1  เซนตเิมตร (ความกว้างของควิเวต) 
                          DF =  10  (diluton factor)  
5. การทดสอบความสามารถการต้านไกลเคชัน ด้วยวธีิ In-vitro BSA-glucose assay 

ทดสอบความสามารถการต้านไกลเคชนั ด้วยวิธี In-vitro BSA-glucose assay (/8)    โดยเตรียม bovine serum 
albumin (BSA) ที;ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผสมกบันํ 6าตาลกลโูคสความเข้มข้น á≠≠ มิลลิโมลาร์ที;ละลายใน 
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์เซไลน์ (PBS) เข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.4 แล้วเติมสารสกดัจากแกลบของข้าวหอมมะล ิข้าว

 x l

เมื่อ     	A     =  ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ใส่บัฟเฟอร์

		  MW  =  449.2 กรัมต่อโมล (ค่ามวลโมเลกุลของ ไซยานิดิน 3-กลูโคไซด์) 
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                          l     =  1  เซนตเิมตร (ความกว้างของควิเวต) 
                          DF =  10  (diluton factor)  
5. การทดสอบความสามารถการต้านไกลเคชัน ด้วยวธีิ In-vitro BSA-glucose assay 

ทดสอบความสามารถการต้านไกลเคชนั ด้วยวิธี In-vitro BSA-glucose assay (/8)    โดยเตรียม bovine serum 
albumin (BSA) ที;ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผสมกบันํ 6าตาลกลโูคสความเข้มข้น á≠≠ มิลลิโมลาร์ที;ละลายใน 
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์เซไลน์ (PBS) เข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.4 แล้วเติมสารสกดัจากแกลบของข้าวหอมมะล ิข้าว

    =  26,900 ลิตรต่อโมลต่อเซนติเมตร 

		  l      =  1 เซนติเมตร (ความกว้างของคิวเวต)

		  DF   =  10 (diluton factor) 

5. การทดสอบความสามารถการต้านไกลเคชัน 

ด้วยวิธี In-vitro BSA-glucose assay

ทดสอบความสามารถการตา้นไกลเคชัน ดว้ย

วิธี In-vitro BSA-glucose assay(14) โดยเตรียม 

bovine serum albumin (BSA) ที่ความเข้มข้น 10 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผสมกับน้ำ�ตาลกลูโคสความ 

เข้มข้น 500 มิลลิโมลารท่ี์ละลายในสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอร์เซไลน์ (PBS) เข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.4 

แล้วเติมสารสกัดจากแกลบของข้าวหอมมะลิ ข้าวสังข์หยด 

ข้าวเหนียวดำ�และข้าวไรซ์เบอร์รีที่ความเข้มข้นต่าง ๆ   

และอะมิ โนกัวนิดีน ซึ่งเป็นตัวควบคุมเชิงบวก 

(positive control) บ่มไว้เป็นเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส วัดค่าการดูดกลืนแสงฟลูออเรส-

เซนต์โดยสเปกโทรฟลูออโรมิเตอร์ท่ีความยาวคลื่น 

excitation เท่ากับ 370 นาโนเมตร และความยาวคลืน่ 

emission เท่ากับ 440 นาโนเมตร นำ�ค่าที่ได้มา

คำ�นวณร้อยละการยับยั้งการเกิดไกลเคชันและหาค่า

ความเข้มข้นท่ียับยั้งการเกิดไกลเคชันได้ร้อยละ 50 

(IC
50
) ตามสมการ
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		  ร้อยละการยับยั้งการเกิดไกลเคชัน = (Ac - As) / Ac x 100 

เมื่อ  Ac = ค่าการดูดกลืนแสงฟลูออเรสเซนต์ของปฏิกิริยาที่ไม่มีสารสกัด

     As = ค่าการดูดกลืนแสงฟลูออเรสเซนต์ของปฏิกิริยาที่มีสารสกัด

6. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

ข้อมลูท่ีไดน้ำ�มาวิเคราะหท์างสถิติโดยการหา

ค่าเฉลี่ย (Mean) ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยใช้ค่า 

standard deviation (SD) วิเคราะห์ความแปรปรวน

ของข้อมูลด้วย ANOVA  จากการทำ�การทดลอง 3 ซ้ำ� 

(triplicate) และทำ�  3 การทดลองแยกกนัอยา่งอสิระ 

คำ�นวณค่าความแตกต่างทางสถิติโดย t-test (p < 

0.05) 

ผลการศึึกษา
1. ผลการศึกษาฤทธ์ิการยับยั้งอนุมูลอิสระโดย 

วิธี DPPH assay

DPPH assay เป็นวิธีทดสอบความสามารถ

การยับยั้งออกซิเดชันโดยการทำ�ปฏิกิริยาทดสอบกับ 

DPPH ซึง่เปน็อนมุลูอสิระท่ีเสถียรและเปน็สารละลาย

สีม่วง ดูดกลืนแสงได้ท่ีความยาวคลื่นประมาณ 520 

นาโนเมตร ซึง่เมือ่ทำ�ปฏิกิรยิากบัสารท่ีมคีณุสมบตัติา้น

อนุมูลอิสระทำ�ให้ DPPH ได้รับไฮโดรเจนอะตอม 

สารละลายจะเปล่ียนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง ผลการ

ทดสอบฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระของแกลบข้าว  

4 ชนิด พบว่า การสกัดด้วยเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 70 

ให้สารท่ีมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระมากกว่าวิธีการต้ม 

โดยพบว่าค่า  IC
50
 ของสารสกัดจากแกลบข้าวหอมมะลิ 

ข้าวสังข์หยด และข้าวไรซ์เบอร์รีที่สกัดด้วยเอทานอล 

และการต้ม มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ 

(p < 0.05) และเมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 

BHT พบว่าฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด

แกลบข้าวเหนียวดำ�มีประสิทธิภาพการต้านอนุมูล-

อิสระมากที่สุด ทั้งจากการสกัดด้วยเอทานอล (IC
50 

= 139.76 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และท่ีสกัดด้วย

การต้ม (IC
50 

= 182.02 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  

รองลงมาคือ สารสกัดจากแกลบข้าวสังข์หยด แกลบ

ข้าวไรซ์เบอร์รี และแกลบข้าวหอมมะลิ ตามลำ�ดับ  

ยิง่กว่านัน้ สารสกัดจากแกลบข้าวเหนยีวดำ�ท่ีสกดัดว้ย

เอทานอลมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระท่ีดีกว่า

สารมาตรฐาน BHT โดยมีค่า IC
50
 ที่ต่ำ�กว่า ค่า IC

50 

ของสารมาตรฐาน BHT ผลการทดสอบทางสถิติ 

พบว่าสารสกัดจากแกลบข้าวเหนียวดำ�ท่ีสกัดท้ังสองวิธี 

มีค่า IC
50
 ซ่ึงไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ

เมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน BHT แสดงว่าสาร

สกัดจากแกลบข้าวเหนียวดำ�ที่สกัดท้ังสองวิธีมีฤทธิ์

การต้านอนุมูลอิสระเทียบเคียงได้กับสารมาตรฐาน 

BHT (Table 1)

2. ผลการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 

ทั้งหมด

ผลการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก

ท้ังหมดโดยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric  

อาศัยหลักการท่ีสารประกอบฟีนอลิกแตกตัวได้เป็น 

ไอออนลบของฟีนอเลท ไอออนลบดังกล่าวจะรีดิวซ์

สารละลาย Folin-Ciocalteu เกิดเป็นสารประกอบ

เชงิซอ้นฟอสโฟทงัสตกิ-ฟอสโฟโมลบิดกิซึง่มสีีน้ำ�เงิน

และดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร 

ทำ�ให้สามารถวัดปริมาณของสารประกอบทั้งหมดท่ีมี

หมู่ ไฮดรอกซิลในโมเลกุลได้(15) ผลการวิเคราะห์

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดจาก

แกลบของข้าวหอมมะลิ ข้าวสังข์หยด ข้าวเหนียวดำ� 

และขา้วไรซเ์บอรร์ท่ีีสกัดดว้ยเอทานอลเข้มข้นรอ้ยละ 
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70 และสกัดด้วยการต้ม เทียบกับค่ามาตรฐานของ

กรดแกลลิก (Fig. 1) พบว่าแกลบท่ีสกัดด้วยเอทานอล 

มีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงกว่าแกลบท่ีสกัดด้วยการ 

ต้มอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) โดยสารสกัด

เอทานอลจากแกลบของข้าวเหนียวดำ�มีปริมาณฟีนอลิก 

รวมสูงท่ีสุด คือ มีปริมาณฟีนอลิกรวมเทียบเท่ากับ 

60.60 มิลลิกรัมของกรดแกลลิกต่อน้ำ�หนักตัวอย่าง

แห้ง 1 กรัม ส่วนแกลบของข้าวเหนียวดำ�ที่สกัดด้วย

การต้ม มีปริมาณฟีนอลิกรวมเทียบเท่ากับ 45.54 

มิลลิกรัมของกรดแกลลิกต่อน้ำ�หนักตัวอย่างแห้ง  

1 กรัม ตามด้วย แกลบข้าวสังข์หยด แกลบข้าว 

หอมมะลิและแกลบข้าวไรซ์เบอร์รี ตามลำ�ดับ (Table 2)

3. ผลการหาปริมาณแอนโทไซยานินโดยวิธี pH 

differential

การหาปริมาณแอนโทไซยานินโดยวิธี pH 

differential เปน็การวดัปรมิาณแอนโทไซยานนิในรปู

โมโนเมอร์ท้ังหมดโดยอาศัยหลักการการเปลี่ยน

โครงสร้างของแอนโทไซยานินเมื่อค่าพีเอชเปลี่ยน  

โดยที่พี เอช 1.0 แอนโทไซยานินจะอยู่ ในรูป 

ออกโซเนียมซึ่งเป็นโครงสร้างที่มีสี ส่วนที่พีเอช 4.5 

แอนโทไซยานนิจะอยู่ในรปูเฮมคิทีอลซึง่ไมม่สี ีวธินีี้ใช้

การวัดค่าการดูดกลืนแสงของแอนโทไซยานินท่ีพีเอช  

1.0 หักลบด้วยค่าการดูดกลืนแสงที่พีเอช 4.5 เพื่อลด 

การรบกวนจากสารอื่นๆ(13) ซึ่งผลการหาปริมาณ 

แอนโทไซยานินโดยวิธี pH differential พบว่าสาร

สกดัจากแกลบทีส่กดัดว้ยเอทานอลเขม้ขน้รอ้ยละ 70 

มีปริมาณแอนโทไซยานินรวมมากกว่าสารสกัดจากแกลบ

ท่ีสกัดดว้ยการตม้อยา่งมนียัสำ�คญัทางสถิต ิ(p < 0.05) 

โดยสารสกัดจากแกลบข้าวเหนียวดำ�มีปริมาณ 

แอนโทไซยานินรวมสูงท่ีสุด ตามด้วยสารสกัดจาก

แกลบข้าวไรซ์เบอร์รี แกลบข้าวหอมมะลิ และแกลบข้าว

สังข์หยด ตามลำ�ดับ (Table 3)

4. ผลการทดสอบความสามารถการต้านไกลเคชัน 

ด้วยวิธี In-vitro BSA-glucose assay

ผลการทดสอบความสามารถการต้านไกลเคชัน 

ด้วยวิธี In-vitro BSA-glucose assay โดยใช้  

BSA จากลูกววัท่ีมีโครงสรา้งคล้ายคลึงกับอัลบมูนิใน

เลือดของมนุษย์ทำ�ปฏิกิริยากับน้ำ�ตาลกลูโคสจนเกิด

กระบวนการไกลเคชัน แล้ววัดปริมาณ AGEs ท่ีเกิดข้ึน 

ด้วยเครื่องสเปกโทรฟลูออโรมิเตอร์ พบว่าสารสกัด

แกลบที่สกัดด้วยเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 70 มีความ

สามารถยับยั้งการเกิดไกลเคชันได้มากกว่าสารสกัด

แกลบที่สกัดด้วยการต้มอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ  

(p < 0.05) โดยสารสกัดจากแกลบข้าวเหนียวดำ�มีความ

สามารถยบัยัง้การเกิดไกลเคชันไดม้ากทีสุ่ด รองลงมา

คือแกลบข้าวไรซ์เบอร์รี แกลบข้าวสังข์หยด และ

แกลบข้าวหอมมะลิ ตามลำ�ดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ

สารมาตรฐาน AG พบว่าสารสกัดจากแกลบข้าวเหนียวดำ� 

และแกลบข้าวไรซเ์บอรร์ท่ีีสกัดดว้ยเอทานอล มคีวาม

สามารถยับยั้งการเกิดไกลเคชันได้มากกว่าสาร

มาตรฐาน AG อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) 

ในขณะท่ีสารสกัดเอทานอลจากแกลบข้าวสังข์หยด 

และสารสกัดด้วยน้ำ�จากแกลบข้าวเหนียวดำ� มีความ

สามารถยับย้ังการเกิดไกลเคชันได้ไม่แตกต่างอย่าง 

มีนัยสำ�คัญจากสารมาตรฐาน AG ส่วนสารสกัดจาก

แกลบชนิดอื่นสามารถยับยั้งการเกิดไกลเคชันได้น้อย

กว่าสารมาตรฐาน AG อย่างมีนัยสำ�คัญ (p < 0.05) 

(Table 4)
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Fig. 1 Calibration curve of standard gallic acid for determination of total phenolic content.  
Gallic acid at the concentrations of 1, 5, 25, 50, 100, 250, 500 and 1,000 mg/mL was used as a 
standard for determination of total phenolic contents by using the Folin–Ciocalteu colorimetric 
method.  
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Table 1	Antioxidant activity of rice husk extract by DPPH assay (IC
50

 values).

Rice husk extract

IC
50

 (µg/mL)

Extract with 

70% ethanol

IC
50

 (µg/mL)

Extract with 

decoction

p valuea p  valueb p valuec

Khao Dawk Mali rice husk  510.44 ± 68.68 731.20 ± 68.85 0.027 0.001 < 0.001

Sangyod rice husk 333.64 ± 9.21 488.69 ± 71.40 0.020 0.001 0.002

Riceberry rice husk 481.85 ± 26.90 571.27 ± 17.44 0.008 < 0.001 < 0.001

Black sticky rice husk 139.76 ± 52.07 182.02 ± 45.30 0.349 0.579 0.561

BHT  161.38 ± 33.7
All analyses are from 3 independent experiments with triplicate measurements. Data were presented 
as mean ± SD. Statistical analysis of differences was performed using independent sample t-tests, and 
the statistically significant difference was at p < 0.05. BHT, butylated hydroxytoluene; aindicates the  
p value among data of different extraction methods in the same type of extracts; bindicates the  
p value among the different types of 70% ethanolic extract data compared with the BHT; cindicates 
the p value among the different types of decoction extract data compared with the BHT.

Fig. 1	 Calibration curve of standard gallic acid for determination of total phenolic contents. 
	 Gallic acid at the concentrations of 1, 5, 25, 50, 100, 250, 500 and 1,000 mg/L was used  
	 as a standard for determination of total phenolic contents by using the Folin–Ciocalteu  
	 colorimetric method. 
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Gallic acid at the concentrations of 1, 5, 25, 50, 100, 250, 500 and 1,000 mg/mL was used as a 
standard for determination of total phenolic contents by using the Folin–Ciocalteu colorimetric 
method.  
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Table 2	Total phenolic contents of rice husk extract by Folin–Ciocalteu colorimetric assay.

Rice husk extract

Total phenolic contents

(mg GAE/ g)

70% ethanol extract

Total phenolic contents

(mg GAE/ g)

extract with decoction

P value

Khao Dawk Mali rice husk 37.72 ± 1.66 20.03 ± 3.39 0.001

Sangyod rice husk 53.55 ± 4.43 30.47 ± 7.77 0.011

Riceberry rice husk 28.42 ± 3.51 19.58 ± 0.19 0.048

Black sticky rice husk 60.60 ± 3.57 45.54 ± 2.31 0.004
All analyses are from 3 independent experiments with triplicate measurements. Data were presented 
as mean ± SD. Statistical analysis of differences was performed using independent sample t-tests,  
and the statistically significant difference was at p < 0.05. P value shows statistical differences analysis 
of data in different extraction methods in the same type of extracts.

Table 3	Total anthocyanin of rice husk extract by pH differential assay.

Rice husk extract
Total anthocyanin (mg/L)

70% ethanol extract

Total anthocyanin (mg/L)

extract with decoction
P value

Khao Dawk Mali rice husk  1.129 ± 0.14 0.518 ± 0.16 0.008

Sangyod rice husk 0.603 ± 0.23 0.174 ± 0.07 0.037

Riceberry rice husk 1.711 ± 0.43 0.633 ± 0.10 0.042

Black sticky rice husk 2.064 ± 0.20   0.8791 ± 0.10 0.003
All analyses are from 3 independent experiments with triplicate measurements. Data were presented 
as mean ± SD. Statistical analysis of differences was performed using independent sample t-tests,  
and the statistically significant difference was at p < 0.05. P value shows statistical differences analysis 
of data in different extraction methods in the same type of extracts.
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Table 4	 Inhibition of advanced glycation end products of rice husk extract by In-vitro BSA-glucose  

	 assay.

Rice husk extract

IC
50

 (µg/mL)

Extract with 70% 

ethanol

IC
50

 (µg/mL)

Extract with 

decoction

P valuea P valueb P valuec

Khao Dawk Mali rice   689.31 ± 58.08** 725.47 ± 31.83** 0.327 0.002 < 0.001

Sangyod rice husk 394.23 ± 49.62 641.258 ± 7.95** 0.001 0.280 < 0.001

Riceberry rice husk   258.55 ± 16.89** 515.82 ± 21.67** 0.001 0.006 0.001

Black sticky rice husk   234.69 ± 29.02** 440.88 ± 12.93 0.000 < 0.001 0.167

Aminoguanidine (AG)    430.23 ± 6.03
All analyses are from 3 independent experiments with triplicate measurements. Data were presented 
as mean ± SD. Statistical analysis of differences was performed using independent sample t-tests, and 
the statistically significant difference was at p < 0.05. aindicates the P value among data of different 
extraction methods in the same type of extracts; bindicates the P value among the different types of 
70% ethanolic extract data compared with AG; cindicates the P value among the different types of 
decoction extract data compared with AG.

วิิจารณ์์
งานวิจัยนี้ได้ศึกษาฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ

และฤทธิ์การต้านไกลเคชันกับความสัมพันธ์ของ 

ปริมาณแอนโทไซยานินในแกลบท่ีมีรงควัตถุโดย

เปรียบเทียบแกลบข้าว 4 ชนิด นอกจากนี้ยังศึกษา

เปรียบเทียบฤทธ์ิของสารสกัดจากการสกัดด้วยวิธีท่ีแตกต่าง 

กันในข้าวชนิดเดียวกัน โดยการสกัดด้วยเอทานอล 

เข้มข้นร้อยละ 70 และการสกัดด้วยการต้ม จากงานวิจัยน้ี 

พบว่าสารสกัดจากเอทานอลมคีวามสามารถในการตา้น

อนุมูลอิสระได้ดีกว่าสารสกัดด้วยน้ำ� เนื่องจากสาร

จำ�พวก โพลีฟีนอล ฟลาโวนอยด์ และควิโนน เป็น

สารท่ีมีสมบัติการต้านอนุมูลอิสระและเป็นสารท่ีมีข้ัว 

จึงสกัดออกมาในเอทานอลได้มากกว่าในน้ำ�(16, 17) 

ข้อดีของการสกัดด้วยเอทานอล คือ ไม่ยุ่งยากและ 

ไม่ต้องผ่านความร้อนท่ีอาจไปทำ�ลายสารสำ�คัญบางชนิด

ของพืชท่ีนำ�มาทดสอบ แต่ข้อเสียคือใช้เวลาในการ

หมกันาน ส่วนข้อดขีองการตม้คอื ทำ�ไดง่้าย ไมยุ่ง่ยาก 

ใช้เวลาไม่นาน แต่ข้อเสียคือความร้อนอาจทำ�ลายสาร

สำ�คัญบางชนิดได้ ซึ่งเราสามารถนำ�องค์ความรู้นี้ไป

พัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์หรือเครื่องดื่มบำ�รุงสุขภาพได้ 

โดยผลการวิจัยพบว่าแกลบท่ีสกัดด้วยเอทานอล  

มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ต้านไกลเคชัน

และมีปริมาณแอนโทไซยานินมากกว่าแกลบชนิด

เดยีวกนัท่ีสกดัดว้ยการตม้อยา่งมนียัสำ�คญั (p < 0.05)  

โดยสารประกอบฟนีอลิกเปน็สารส่วนใหญ่ท่ีพบในพชื 

มีคุณสมบัติเป็นสารที่มี ข้ัว ทำ�ให้ละลายได้ดี ใน

แอลกอฮอล์ โครงสร้างของสารประกอบฟีนอลิกเป็น

วงแหวนแอโรแมติกท่ีมีหมู่ ไฮดรอกซิล ดังนั้นเมื่อ

สารละลาย DPPH ซึ่งเป็นสารอนุมูลอิสระมาดึง

ไฮโดรเจนอะตอมของสารประกอบฟีนอลิก ทำ�ให้

สารละลาย DPPH จะเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง 

ดังที่เห็นจากงานวิจัยของ Pietta และคณะ(18)
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Wan Ju Yeh และคณะ ในปี พ.ศ. 2560  ได้ศึกษา

ความสามารถและกลไกของสารโพลีฟนีอลในการตา้น

ไกลเคชัน พบว่าสารโพลีฟีนอลสามารถต้านไกลเคชัน

ได้หลายทาง เช่น ยับยั้งการเกิด ROS ในระหว่าง 

ไกลเคชัน ยับย้ัง Schiff base และ Amadori products 

ทำ�ลายพิษของสารเมธิลไกลออกซัลด้วยเอนไซม์ 

ไกลออกซิเลส หรือยับยั้งการจับกันระหว่าง AGE 

และตัวรับ (receptor for advanced glycation end 

products; RAGE) ซึ่งจะช่วยป้องกันการเกิดภาวะ 

oxidative stress และการสร้าง ROS ที่จะไปกระตุ้น

การอักเสบ(19) 

สรุุป
จากการศึกษาพบว่าแกลบท่ีสกัดด้วยเอทานอล

เข้มข้นร้อยละ 70 มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและ 

ต้านไกลเคชันได้มากกว่าแกลบท่ีสกัดด้วยวิธีต้ม 

เนือ่งจากแอลกอฮอลเ์ปน็ตวัทำ�ละลายท่ีใช้ในการสกัด

สารท่ีมีข้ัวได้ดีกว่าน้ำ�จึงเป็นไปได้ว่าสารสำ�คัญที่ออก

ฤทธ์ิจะเปน็สารทีม่ข้ัีว ในขณะทีแ่กลบข้าวเหนยีวดำ�ท่ี

มีสีเข้มท่ีสุดมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและต้านไกลเคชัน 

ได้มากกว่าแกลบข้าวหอมมะลิ แกลบข้าวสังข์หยด และ

แกลบข้าวไรซ์เบอร์รีท่ีมีสีอ่อน เน่ืองจากมีสารฟีนอลิกและ

แอนโทไซยานินมากกว่า ซึ่งสารประกอบฟีนอลิกมี

ความสำ�คัญในการยับยั้งไกลเคชัน อันเป็นกระบวน

การที่เกิดในโรคเบาหวานและนำ�ไปสู่ภาวะแทรกซ้อน

จากโรคเบาหวานได้ ดังนั้นจึงเป็นเรื่องท่ีน่าสนใจใน

การศึกษาว่าสารใดเป็นสารหลักที่ออกฤทธิ์ในการต้าน

อนมุลูอิสระตอ่ไป นอกจากนีร้ะยะของแกลบข้าวท่ีนำ�

มาศึกษาและแหล่งที่มาของแกลบก็อาจมีผลต่อการ

ทดลองแตกต่างกัน ซึ่งสามารถนำ�ไปต่อยอดในการ

ศึกษาต่อไป รวมถึงเป็นแนวทางในการพัฒนาเป็นยา 

อาหารเสริม ตลอดจนผลิตภัณฑ์บำ�รุงสุขภาพต่าง ๆ 

ในอนาคต 

  

ผลการวิจัยพบว่าแกลบของข้าวเหนียวดำ�มี

ความสามารถในการตา้นอนมุลูอสิระและมปีรมิาณสาร

ประกอบฟนีอลกิท้ังหมดมากท่ีสุด รองลงมาคอืแกลบ

ข้าวสังข์หยด แกลบข้าวหอมมะลิ และแกลบข้าว 

ไรซ์เบอร์รี ตามลำ�ดับ สอดคล้องกับงานวิจัยของ Huang 

และคณะ ในปี พ.ศ. 2555(9)  ส่วนผลการหาปริมาณ

แอนโทไซยานินโดยวิธี pH differential พบว่าสาร

สกัดจากแกลบขา้วเหนยีวดำ�มปีรมิาณแอนโทไซยานนิ 

มากที่สุด รองลงมาคือแกลบข้าวไรซ์เบอร์รี แกลบ 

ข้าวหอมมะลิและแกลบข้าวสังข์หยด สอดคล้องกับ

งานวิจัยของ ชัชวิน และคณะ ปี พ.ศ. 2563 ท่ีระบุว่า

สขีองเปลอืกข้าวท่ีมสีดีำ�หรอืแดงจะมปีรมิาณแอนโท-

ไซยานนิมากกว่าเปลอืกข้าวท่ีมสีนี้ำ�ตาลออ่น เนือ่งจาก

มีสารฟีนอลิกหลักคือ anthocyanin cyanidin-3-O-

b-D-glucoside และ peonidin-3-O-b-D-gluco-

side(8) 

ส่วนผลการทดสอบความสามารถในการยับย้ัง

ไกลเคชัน พบว่าแกลบข้าวเหนียวดำ�มีความสามารถ

ในการยบัยัง้ไกลเคชันมากท่ีสดุ รองลงมาคอืแกลบข้าว

ไรซเ์บอรร์ ีแกลบข้าวสังข์หยดและแกลบข้าวหอมมะล ิ

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Daiponmak และคณะ 

ในปี พ.ศ. 2557 ท่ีศึกษาความสามารถการต้านไกลเคชัน

และการต้านอนุมูลอิสระของข้าวไทย 15 สายพันธุ์  

โดยมีข้าวสีม่วง 9 ชนิด ข้าวสีขาว 4 ชนิด และ 

ข้าวสีแดง 2 ชนิด และพบว่าข้าวสีม่วงพันธุ์ข้าวก่ำ�ไร่ 

(ข้าวก่ำ�หรือข้าวเหนียวดำ�) มีความสามารถการต้าน

อนุมูลอิสระสูงที่สุด และการยับยั้งสาร AGE สูงที่สุด 

รองลงมาคือข้าวกลุ่มสีแดง และข้าวกลุ่มสีขาว 

ตามลำ�ดับ และยังพบว่าปริมาณฟีนอลิกรวมและ 

ความสามารถการต้านอนุมูลอิสระมีความสัมพันธ์กับ 

ความสามารถการตา้นไกลเคชัน เนือ่งจากสารประกอบ 

ฟีนอลิกจะป้องกันการสร้าง AGE โดยกำ�จัด 

สารอนุมูลอิสระในขณะที่เกิดไกลเคชันและยังยับยั้ง 

การเปลี่ยนแปลงของโปรตีนด้วย(10) นอกจากนี้  
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Abstract
Malaria affects 40% of people worldwide. Plasmodium knowlesi is found in Macaca 

fascicularis in Southeast Asian countries and can be transmitted to humans. Cytochrome c 

oxidase subunit 1 gene (cox1) is an important mitochondrial DNA encoding important protein 

subunits in the cellular respiratory process. Cox1 is commonly used to identify species and study 

the evolution of living beings. The objective of this research is to study of genetic diversity and 

genetic relationship of Mitochondrial cox1 gene of Plasmodium knowlesi in Thailand. In this 

research, forty DNA samples were collected from 11 provinces in Thailand and confirmed as  

P. knowlesi. Cox1 gene was used as the DNA target for amplification by PCR. The phylogenetic 

tree was constructed from nucleotides sequence data of cox1 gene to classify P. knowlesi cluster 

in Thailand by using the Maximum Parsimony method. The correlations between clusters and 

patient data, residential area, and parasite density were analyzed. The results showed that the 

phylogenetic tree can divide P. knowlesi into 13 clusters (Cluster I-XIII). Cluster I (8 isolates), 

Cluster II (7 isolates), Cluster III (3 isolates), Cluster IV (1 isolate), Cluster V (4 isolates),  

Cluster VI (1 isolate), Cluster VII (3 isolates), Cluster VIII (1 isolate), Cluster IX (1 isolate), 

Cluster X (3 isolates), Cluster XI (2 isolates), Cluster XII (1 isolate), and Cluster XIII (5 isolates). 

There were more males infected with P. knowlesi (35 males) than females (5 females). The age 

group infected with P. knowlesi < 40 years old was 15 persons and age group ≥ 40 years old 
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was 25 persons. Thirty-nine persons are Thai and 1 person is Myanmar. Twenty-six patients 

from 33 patients have parasite density < 10,000 /µL of blood and 7 patients have parasite  

density ≥ 10,000 /µL of blood. In conclusion, P. knowlesi were divided into 13 clusters. The 

parasites in the same clusters are similar in genetics and most isolates in different areas have 

different nucleotide sequences. This research is preliminary data of molecular epidemiology of  

P. knowlesi in Thailand. This data can be applied in public health and planning for malaria 

control and malaria eradication in Thailand.

Keywords:	Cluster, Cox1, Maximum Parsimony (MP), Phylogenetic tree, P. knowlesi
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 1 เมษายน 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

การศึกษาความหลากหลายและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ
ยีน Mitochondrial Cytochrome c Oxidase Subunit 1 (cox1) 

ของเชื้อ Plasmodium knowlesi ในประเทศไทย

ธุวาพร สุวรรณลา1, 3 และ ดุจดาว ทรงธรรมวัฒน์1, 2*

1บัณฑิตศึกษา สาขาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี
2ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี

3กองโรคติดต่อนำ�โดยแมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข จังหวัดนนทบุรี

บทคััดย่่อ
ผู้ติดเช้ือมาลาเรยีท่ัวโลกมีประมาณรอ้ยละ 40 ของประชากรโลก Plasmodium knowlesi เปน็

เชื้อมาลาเรียท่ีพบในลิงแสมท่ีอาศัยในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้และสามารถติดต่อมาสู่คน ยีน  

cytochrome c oxidase subunit 1 (cox1) เป็นยีนท่ีอยู่ในไมโทคอนเดรีย ซ่ึงสร้างโปรตีนท่ีมีความสำ�คัญใน

กระบวนการหายใจระดับเซลล์ และนิยมนำ�มาใช้ในการระบุชนิดและศึกษาทางด้านวิวัฒนาการของสิ่งมี

ชีวิต วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้เพื่อศึกษาความหลากหลายและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของยีน  

cox1 ของเช้ือ Plasmodium knowlesi ในประเทศไทย งานวิจัยน้ีใช้ตัวอย่าง DNA ของเช้ือ  

P. knowlesi จำ�นวน 40 ตัวอย่างจาก 11 จังหวัดในประเทศไทยมาศึกษาด้วยเทคนิค PCR โดยมี cox1 

เป็นยีนเป้าหมาย หลังจากนั้น นำ�ข้อมูลลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cox1 มาสร้างต้นไม้สายวิวัฒนาการ 

(phylogenetic tree) ด้วยวิธี Maximum Parsimony ในการแบ่งกลุ่ม P. knowlesi ในประเทศไทย และ

วิเคราะห์ร่วมกับประวัติผู้ป่วย ถิ่นที่อยู่อาศัย อาชีพ และความหนาแน่นของเชื้อเพื่อหาความสัมพันธ์กับ

กลุ่มของเช้ือ ผลการวิจัยสามารถแบ่งกลุ่มเช้ือ P. knowlesi ได้เป็น 13 คลัสเตอร์ (I-XIII) ได้แก่  

Cluster I (8 ไอโซเลท), II (7 ไอโซเลท), III (3 ไอโซเลท), IV (1 ไอโซเลท), V (4 ไอโซเลท), VI  

(1 ไอโซเลท), VII (3 ไอโซเลท), VIII (1 ไอโซเลท), IX (1 ไอโซเลท), X (3 ไอโซเลท), XI (2 ไอโซเลท), 

XII (1 ไอโซเลท) และ XIII (5 ไอโซเลท) พบเพศชายติดเช้ือ P. knowlesi มากกว่าเพศหญิง โดยเป็น

เพศชาย 35 คน เพศหญิง 5 คน กลุ่มอายุการติดเช้ือ P. knowlesi แบ่งเป็นกลุ่มอายุน้อยกว่า 40 ปี  

15 คน และมากกว่าหรือเท่ากับ 40 ปีขึ้นไป 25 คน สัญชาติไทย 39 คน สัญชาติพม่า 1 คน ผู้ป่วยที่มี

ข้อมูลความหนาแน่นของเชื้อจำ�นวนทั้งหมด 33 คน มีความหนาแน่นของเชื้อในเลือดน้อยกว่า  10,000 

ต่อไมโครลิตร จำ�นวน 26 คน และกลุ่มผู้ป่วยท่ีมีความหนาแน่นของเช้ือในเลือดมากกว่าหรือเท่ากับ  

10,000 ต่อไมโครลิตร จำ�นวน 7 คน สรุปผลการจําแนกเชื้อ P. knowlesi พบว่ามี 13 คลัสเตอร์ เชื้อ

ในแต่ละคลัสเตอร์มีความใกล้เคียงกันทางด้านพันธุศาสตร์และเชื้อส่วนใหญ่ในพื้นท่ีต่างกันน้ันมีลําดับ 

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: sdujdow@hotmail.com 
รับบทความ: 3 มิถุนายน 2566	 แก้ไขบทความ: 1 กรกฎาคม 2566 	   รบัตพีมิพบ์ทความ: 3 กรกฎาคม 2566  
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 1 เมษายน 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

นิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีแตกต่างกันออกไป ผลการวิจัยน้ีเป็นข้อมูลทางระบาดวิทยาทางชีวโมเลกุล 

เบื้องต้นของเช้ือ P. knowlesi ท่ีแพร่ในแต่ละพื้นท่ีในประเทศไทย ซึ่งมีประโยชน์ต่องานทางด้าน

สาธารณสุข การวางแผนควบคุมและกำ�จัดโรคมาลาเรียในประเทศไทย 

คำ�สำ�คัญ:  คลัสเตอร์, Cox1, Maximum Parsimony (MP), ต้นไม้สายวิวัฒนาการ, P. knowlesi
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การศึกษาความหลากหลายและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของยีน Mitochondrial Cytochrome c Oxidase Subunit 1 
(cox1) ของเชื้อ Plasmodium knowlesi ในประเทศไทย
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บทนำ�
Plasmodium knowlesi เปน็เชือ้มาลาเรยี

ท่ีพบในลิงแสม (Macaca fascicularis) ที่อาศัย

ในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้และสามารถติดต่อ

สู่คนได้โดยมียุงก้นปล่องหลายสายพันธุ์เป็นพาหะนํา

เช้ือ  P. knowlesi เปน็เช้ือมาลาเรยีท่ีตดิตอ่สูค่นเปน็

ลำ�ดบัท่ี 5(1, 2) ความรนุแรงของโรคของผูป้ว่ยท่ีตดิเช้ือ 

P. knowlesi ขึ้นกับหลายปัจจัย และมีอาการแสดง 

คือ อาการไข้รุนแรง อาการแทรกซ้อน เช่น ไตวาย 

และเม็ดเลือดแดงแตก อาการและภาวะแทรกซ้อนที่

รุนแรงเกิดได้เนื่องจากเชื้อชนิดนี้มีระยะ erythro-

cytic cycle สั้นเพียง 24 ชั่วโมง P. knowlesi จะ

แบ่งตัวในเม็ดเลือดแดงของผู้ป่วยและแตกออกเพ่ือ

เข้าสู่เม็ดเลือดแดงเซลล์ใหม่ทุกวัน จึงทําให้ผู้ป่วยที่

ไม่ ได้รับการรักษามีอาการและภาวะแทรกซ้อนที่

รุนแรงใกล้เคียงกับการติดเชื้อ P. falciparum  

รายงานการติดเชื้อ P. knowlesi ในคนครั้งแรกที่รัฐ

ซาราวกั ประเทศมาเลเซยี หลงัจากนัน้พบการตดิเช้ือ

ในหลายประเทศในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ 

ได้แก่ ประเทศจีน มาเลเซีย เมียนมา เวียดนาม 

สิงคโปร์ อินโดนีเซีย ฟิลิปปินส์ และบรูไน พื้นที่ใน

ประเทศไทยท่ีพบการติดเช้ือ P. knowlesi คือ 

จังหวัดชายแดน โดยเฉพาะบริเวณท่ีเป็นภูเขาสูง  

ป่าทึบ และมีแหล่งน้ำ�ลำ�ธารอันเป็นแหล่งแพร่พันธุ์

ของยุง ก้นปล่อง จังหวัดที่พบผู้ป่ วย ท่ีติดเ ช้ือ  

P. knowlesi ส่วนใหญ่ ได้แก่ จังหวัดชายแดนไทย-

มาเลเซีย ชายแดนไทย-กัมพูชา และชายแดนไทย-

เมียนมา รายงานในประเทศไทยพบเช้ือนี้ ในลิงท่ี

จงัหวัดนราธวิาส สำ�หรบัจงัหวดัทีม่รีายงานการพบเช้ือ

ชนิดนี้ในคน ได้แก่ ตาก ประจวบคีรีขันธ์ ยะลา 

นราธิวาส จันทบุรี(3) ระนอง(4) และสระบุรี(5) 

Cytochrome c oxidase subunit 1 gene (cox1) 

คือยีนท่ีพบในไมโทคอนเดรียซ่ึงลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ 

มีความแตกต่างในสิ่งมีชีวิตต่างชนิดมากกว่าใน 

ชนดิเดยีวกัน การเปรยีบเทียบลำ�ดบันวิคลีโอไทดท์ำ�ได้

ง่าย เนือ่งจากมกีาร insertion และการ deletion ของ

นิวคลีโอไทด์น้อย จึงสามารถนำ�ยีน cox1 มาใช้ระบุ

ชนิดและจำ�แนกชนิดความหลากหลายทางพันธุกรรม

ของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด(6-8) ปี ค.ศ. 1989 ได้มีการ

ศึกษาเก่ียวกับ mitochondrial DNA (mtDNA)  

พบว่ามีความเหมาะสมท่ีจะเป็น genetic marker 

สำ�หรบัการศกึษาทางสายวิวัฒนาการ (phylogenetic)  

เพราะว่า mitochondrial genes มีวิวัฒนาการที่

รวดเร็วกว่า nuclear gene นอกจากนี้ mtDNA  

ไม่ได้มีการรวมตัวกันใหม่ จึงง่ายต่อการสืบทอดทาง

พันธุกรรมจากแม่สู่ลูก(9) การศึกษาในประเทศ

มาเลเซียเก่ียวกับลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cox1 

ของ P. knowlesi แตล่ะไอโซเลท พบวา่สามารถแยก

ความแตกตา่งของท่ีมาของเช้ือได้โดยเปรยีบเทียบกับ

เชื้อท่ีมาจากประเทศมาเลเซีย ในปี ค.ศ. 1960,  

รัฐซาราวัก บนเกาะบอร์เนียวและประเทศไทย ซึ่ง 

ผลการศึกษาครั้งนี้แสดงว่ายีน cox1 เป็นตัวบ่งช้ีท่ี 

เหมาะสมสำ�หรับการศึกษา phylogenetic ของ  

P. knowlesi(6) การศึกษาท่ีประเทศสิงคโปร์ได้มี

การนำ�ยีน cox1 มาใช้ในการแยกกลุ่ม P. knowlesi 

โดยสามารถแบง่ไดเ้ปน็ 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ เชือ้จากประเทศ

สิงคโปร์ มาเลเซีย (รัฐซาราวัก) และไทยโดยใช้การ

วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน  

cox1 ซึง่สามารถแยกความแตกตา่งทางพนัธุกรรมใน

แต่ละพื้นที่ได้(7)  

ปัจจุบันการศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของเช้ือ P. knowlesi ที่ตำ�แหน่งยีน  

cox1 และความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลของผู้ป่วยท่ี 

ติดเชื้อ P. knowlesi กับกลุ่มของ P. knowlesi ใน

ประเทศไทยยงัมีไมม่ากนกั งานวิจยันีจ้งึมวัีตถุประสงค์

เพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ  

P. knowlesi ในประเทศไทย โดยเเบง่กลุม่ดว้ยตน้ไม้

สายวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ของยีน cox1
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ธุวาพร สุวรรณลา และ ดุจดาว ทรงธรรมวัฒน์8864

และหาความสัมพันธ์ของข้อมูลผู้ป่วยกับกลุ่ม  

P. knowlesi โดยข้อมลูผูป้ว่ยประกอบดว้ย เพศ อาย ุ

parasite density ในเลือด ถิ่นที่อยู่อาศัย อาชีพ และ

เชื้อชาติ ซึ่งจะเป็นข้อมูลเบื้องต้นเก่ียวกับกลุ่มของ  

P. knowlesi ท่ีพบในประเทศไทยและข้อมูลของ 

ผู้ป่วยท่ีติดเช้ือ P. knowlesi ซึ่งจะเป็นประโยชน์

อย่างยิ่งในทางระบาดวิทยา

วัสดุและวิธีการ
1. การเก็บตัวอย่าง

เก็บตัวอย่าง DNA ที่เหลือจากการส่งมา

ตรวจยืนยันเชื้อ P. knowlesi มาวิเคราะห์ด้วยวิธี 

real-time PCR ท่ีศูนย์อ้างอิงทางห้องปฏิบัติการ 

โรคติดต่อนำ�โดยแมลง กองโรคติดต่อนำ�โดยแมลง  

กรมควบคุมโรค โดย DNA ดังกล่าวสกัดมาจากหยด

เลือดแห้งบนกระดาษกรอง โดยใช้ชุดสกัด Qiagen 

DNA mini kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีในคูม่อื

ของชุดน้ำ�ยาแล้วนำ�ดีเอ็นเอที่สกัดได้เก็บท่ีอุณหภูมิ 

-20 องศาเซลเซียส โดยเก็บรวบรวมตั้งแต่ เดือน

ตุลาคม พ.ศ. 2561 - ตุลาคม พ.ศ. 2564 งานวิจัยนี้

ผ่านการรับรองจริยธรรมการทำ�วิจัยในคนของ

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ เลขที่หนังสือรับรอง COE 

No. 014/2564 การรบัรองความปลอดภัยทางชีวภาพ

ของมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ เลขท่ีหนังสือรับรอง 

079/2564 และการขออนุญาตจากผู้อำ�นวยการกอง

โรคติดต่อนำ�โดยแมลงเพื่อขอใช้ DNA ท่ีเหลือจาก

การสง่มาตรวจยนืยนัเชือ้ P. knowlesi ทีศ่นูยอ์า้งองิ

ทางห้องปฏิบัติการโรคติดต่อนำ�โดยแมลง กองโรค

ติดต่อนำ�โดยแมลง กรมควบคุมโรค เลขท่ีหนังสือ

รับรอง สธ0411.5/68

2. การทำ�ปฏิกิริยา PCR ต่อยีน cox1 

การทำ � PCR สำ �หรับยีน cox1 ใ ช้  

primer PK COX1F (5’-GACATTACCTGTAT-

TAAC-3’) และ PK COX1R (5’-GGTA-

AGAATGTTAAAACA-3’) ซึ่งดัดแปลงมาจาก

วิธีของ Fong et al., 2011(6) โดยยีน cox1 ที่ใช้ 

เป็น reference sequence ในการออกแบบ primer 

ดังนี้ โดยมี GenBank accession number แสดงใน

วงเลบ็ P. knowlesi mosquito isolate (AY722797), 

P. knowlesi monkey isolate (AB444106),  

P. knowlesi human isolate (AB444108)  

Sarawak, Borneo, P. knowlesi KH45 

(EU880446), P. knowlesi KH176 (EU880454), 

P. knowlesi KH229 (EU880458), P. knowlesi 

KH381 (EU880465), P. knowlesi KH433 

(EU880468), P. knowlesi LT4 (EU880474), 

P. knowlesi LT48 (EU880485), P. knowlesi 

LT15 (EU880476), P. knowlesi LT53 

(EU880489), P. knowlesi LT57 (EU880498) 

และ Thailand P. knowlesi A1 (AY598141)  

ตำ�แหน่งที่ 3,901-4,561 ความยาว 660 bp โดยใช้

น้ำ�ยา Alltaq Master mix (Qiagen, Germany)  

ในการเตรียมปฏิกิริยารวม 20 ไมโครลิตร ประกอบ

ด้วย Alltaq Master mix  5 ไมโครลิตร Primer PK 

COX1F ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร  

1 ไมโครลิตร Primer PK COX1R ความเข้มข้น 0.5 

ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร Master mix 

tracer 0.16 ไมโครลิตร Rnase-free water 7.84 

ไมโครลิตร DNA 5 ไมโครลิตร และใช้ PCR  

conditions ดังนี้ Initial denaturation 95  

องศาเซลเซียส นาน 2 นาที Denaturation 95 

องศาเซลเซียส นาน 5 วินาที Annealing 55  

องศาเซลเซียส นาน 15 วินาที และ Extension 72 

องศาเซลเซียส นาน 10 วินาที ส่วนกรณีที่ทำ� PCR 

เพ่ือใช้ในการหาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) 

จะเตรียมปฏิกิริยาในปริมาตรรวม 100 ไมโครลิตร  

นำ�เข้าเคร่ือง PCR  (Biorad T100 thermal cycler, USA)
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3. การแยก DNA ด้วยวิธี Gel electrophoresis

นำ� PCR Product ที่ได้มาแยกบน agarose 

gel โดยวธีิ agarose gel electrophoresis โดยใช้ 2% 

agarose gel ในบัฟเฟอร์ 1%TBE และใช้ความต่าง

ศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 90 นาที โดยใช้ SYBR 

Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA) ในการ

ย้อมแถบ PCR Product แล้วนำ�ไปถ่ายภาพและวิเคราะห์

ผลเจลโดยใช้เครื่อง Gel documentation system

4. การหาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cox1 (DNA 

sequencing)

หาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี dye terminator 

โดยสง่ PCR product ไปทำ� DNA sequencing แล้ว

นำ�ผล cox1 sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบกันใน

แต่ละไอโซเลท รวมทั้งเปรียบเทียบกับข้อมูล cox1 

sequence ของเช้ือ P. knowlesi ใน GenBank โดย

ใช้โปรแกรม ClustalW จากโปรแกรม Bioedit 

เวอร์ชัน 7.2 (https://bioedit.software.informer.com)

5. การสร้าง Phylogenetic tree 

สร้าง phylogenetic tree โดยใช้วิธี  

Maximum Parsimony (MP) จากโปรแกรม 

MEGA เวอรช์นั 11 (https://www.megasoftware.

net/) ที่ระดับความเชื่อมั่น 1,000 bootstraps

6. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้สถิติเชิงพรรณนา 

(descriptive statistic) 

ผลการวิิจััย  
ตัวอย่างเชื้อ P. knowlesi ท้ังหมด 40 

ตัวอย่าง เก็บจาก 11 จังหวัดในประเทศไทย ได้แก่ 

ชุมพร สุราษฎร์ธานี ระนอง สงขลา พังงา ยะลา สตูล 

ตราด จันทบุรี ราชบุรี และอุทัยธานี (Fig. 1)

การเพิม่ปรมิาณยนี  cox1 โดยอาศยัปฏิกริยิา PCR

ผลการทำ� PCR โดยใช้ primer ที่จำ�เพาะ

ต่อยีน cox1 ของเช้ือ P. knowlesi พบ PCR  

product ขนาดประมาณ 660 bp ดังแสดงใน Fig. 2

นำ�ผล DNA sequencing ของยีน  

cox1 ของเชื้อ P. knowlesi ไปทํา multiple  

nucleotide alignment โดยนำ�ลำ�ดบันวิคลีโอไทดข์อง

ยีน cox1 ของเชื้อ P. knowlesi ไอโซเลทที่  

1-41 แต่ไม่ได้นำ�ไอโซเลทที่ 27 มาใช้ในการทำ�  

multiple alignment ด้วย เพราะผล sequence ที่

ได้ไม่ชัดเจน และ outgroup ลำ�ดับเบสตำ�แหน่งท่ี 

1-600 โดยใช้โปรแกรม ClustalW จากโปรแกรม 

Bioedit เวอร์ชัน 7.2 (https://bioedit.software.

informer.com) โดยได้แสดงผลการทำ� multiple 

nucleotide alignment ของตำ�แหน่งที่ 1-100 ไว้ 

ดังแสดงใน Fig. 3 ซึ่งเห็นได้ว่าแต่ละไอโซเลทของ

เชื้อ P. knowlesi ในคลัสเตอร์เดียวกันมีความ 

เหมือนกันของลำ�ดับนิวคลีโอไทด์สูง

นำ�ผล multiple nucleotide alignmen  

มาสร้าง phylogenetic tree โดยใช้ โปรแกรม  

MEGA 11 ด้วยวิธี Maximum Parsimony (MP) 

ในการคํานวณความเชื่อมั่น 1,000 bootstraps ได้ผล

ดังแสดงใน Fig. 3 สามารถแบ่ง P. knowlesi ได้เป็น 

13 คลัสเตอร์ (คลัสเตอร์ I-XIII) โดยคลัสเตอร์ I พบ 

8 ตวัอยา่ง (OQ779218, OQ779214, OQ779198, 

OQ779207, OQ779229, OQ779225, OQ779210 

และ OQ779230) คลัสเตอร์ II พบ 7 ตัวอย่าง 

(OQ779206, OQ779208, OQ779228, 

OQ779226, OQ779223, OQ779209 และ 

OQ779222) คลัสเตอร์ III พบ 3 ตัวอย่าง 

(OQ779201, OQ779212 และ OQ779213) 

คลัสเตอร ์IV พบ 1 ตวัอยา่ง (OQ779196) คลัสเตอร ์

V พบ 4 ตัวอย่าง (OQ779205, OQ779211, 

OQ779219 และ OQ779221) คลัสเตอร์ VI พบ 
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1 ตัวอย่าง (OQ779203) คลัสเตอร์ VII พบ 3 

ตัวอย่ าง (OQ779193, OQ779215 และ 

OQ779217) คลัสเตอร์ VIII พบ 1 ตัวอย่าง 

(OQ779200) คลัสเตอร์ IX พบ 1 ตัวอย่าง 

(OQ779199) คลัสเตอร์ X พบ 3 ตัวอย่าง 

(OQ779194, OQ779197 และ OQ779216) 

คลัสเตอร์ XI พบ 2 ตัวอย่าง (OQ779191 และ 

OQ779192) คลัสเตอร์ XII พบ 1 ตัวอย่าง 

(OQ779224) คลัสเตอร์ XIII พบ 5 ตัวอย่าง 

(OQ779195, OQ779202, OQ779204, 

OQ779220 และ OQ779223) โดย P. knowlesi 

แต่ละคลัสเตอร์มีลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกันแต่

แตกตา่งจากนอกกลุม่ คอื เช้ือ P. fragile, P. vivax, 

P. cynomolgi, P. inui, P. fieldi และ P. coatneyi

จากการศึกษาข้อมูลของผู้ป่วยที่ติดเช้ือ P. 

knowlesi พบเพศชายตดิเช้ือ P. knowlesi มากกวา่

เพศหญิง โดยแยกเป็นเพศชาย จำ�นวน 35 คน เพศ

หญิง จํานวน 5 คน คิดเป็นร้อยละ 87.5 และ 12.5 

ตามลาํดบั คลัสเตอรท่ี์พบในเพศชาย ไดแ้ก ่คลสัเตอร ์

I, II, III, V, VI, VII, VIII, IX, X, XI, XII และ 

XIII ส่วนคลัสเตอรท์ีพ่บในเพศหญงิ ไดแ้ก่ คลสัเตอร ์

I, II, III, VII, XI และ XIII คลัสเตอร์ที่พบร่วมกัน

ในเพศชายและหญิง คือ คลัสเตอร I, II, III, VII, XI 

และ XIII กรณีแบ่งกลุ่มอายุที่มีการติดเช้ือ P. 

knowlesi เป็นกลุ่มอายุน้อยกว่า 40 ปี และกลุ่ม

อายุมากกว่าหรือเท่ากับ 40 ปี กลุ่มอายุน้อยกว่า  

40 ปี มีจำ�นวน 15 คน (ร้อยละ 37.5) โดยมีช่วงอายุ

ตั้งแต่ 19-38 ปี มีค่ามัธยฐาน (median) อยู่ที่ 32 ปี 

และอายุมากกว่าหรือเท่ากับ 40 ปี มีจำ�นวน 25 คน 

(ร้อยละ 62.5) โดยมีช่วงอายุตั้งแต่ 40-78 ปี  

มีค่ามัธยฐาน (median) อยู่ที่ 52 ปี คลัสเตอร์ที่พบ

ในกลุ่มอายุน้อยกว่า 40 ปี ได้แก่ คลัสเตอร์ I, II, III, 

IV, V, VI และ VII กลุ่มอายุมากกว่าหรือเท่ากับ  

40 ปี อยู่ในคลัสเตอร์ I, II, III, V, VI, VII, VIII, X, 

XI, XII และ XIII คลัสเตอร์ท่ีพบท้ังสองกลุ่ม 

ร่วมกัน ได้แก่ I, II, III, V, VI และ VII กรณีแบ่งตาม

สัญชาติ จะแบ่งเป็นผู้ป่วยสัญชาติ ไทย 39 คน  

(ร้อยละ 97.5) โดยคลัสเตอร์ท่ีพบในผู้ป่วยสัญชาติไทย 

ได้แก่ คลัสเตอร์ I, II, III, V, VI, VII, VIII, IX, 

X, XI, XII และ XIII และสัญชาติพม่า 1 คน  

(ร้อยละ 2.5) คลัสเตอร์ที่พบในผู้ป่วยสัญชาติพม่า 

ได้แก่ คลัสเตอร์ IV 

ในการศึกษาครั้งนี้ มีผู้ป่วยท่ีมีข้อมูลความ

หนาแน่นของเชื้อ จำ�นวน 33 คนจากผู้ป่วยทั้งหมด 

40 คน โดยแบง่เปน็กลุม่ผูป้ว่ยท่ีมคีวามหนาแนน่ของ

เชื้อน้อยกว่า 10,000 ต่อไมโครลิตรจำ�นวน 26 คน 

(ร้อยละ 78.8) มีช่วงความหนาแน่นของเช้ือ 512- 

8,557 ต่อไมโครลิตรของเลือด มีค่ามัธยฐาน  

(median) อยู่ที่ 4,166 ต่อไมโครลิตรของเลือด  

อยู่ในคลัสเตอร์ I, II, III, IV, V, VI, VII, VIII, X, 

XI, XII และ XIII และพบกลุ่มผู้ป่วยท่ีมีความ 

หนาแนน่ของเช้ือในเลอืดมากกว่าหรอืเท่ากบั 10,000 

ต่อไมโครลิตร จำ�นวน 7 คน (ร้อยละ 21.2) โดยมี 

ช่วงความหนาแน่นของเชื้อในเลือดตั้งแต่ 10,000- 

98,716 ต่อไมโครลิตร มีค่ามัธยฐาน (median)  

อยู่ที่ 11,804 ต่อไมโครลิตร อยู่ในคลัสเตอร์ I, II, V 

และ XIII อยู่ในคลัสเตอร์ร่วมกัน ได้แก่ I, II, V และ 

XIII ดังแสดงใน Table 1.

จากการศึกษาแหล่ง ท่ีมาของเชื้ อ P. 

knowlesi พบว่ามาจาก 11 จังหวัดในประเทศไทย 

ได้แก่ จังหวัดสงขลา (n = 10) คิดเป็นร้อยละ 25 พบ

ผู้ป่วยติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ I, II, III, 

VII, X และ XI จังหวัดชุมพร (n = 9) คิดเป็น 

ร้อยละ 22.5 พบผู้ป่วยติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ใน

คลัสเตอร์ I, V, VII, VIII และ XIII จังหวัดตราด 

(n = 7) คิดเป็นร้อยละ 17.5 พบผู้ป่วยติดเชื้อ P. 

knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ I, II, III, IV, IX และ 

XIII จังหวัดระนอง (n = 5) คิดเป็นร้อยละ 12.5 พบ
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ผู้ป่วยติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ I, VII, 

X, XII และ XIII จังหวัดพังงา (n = 3) คิดเป็น 

ร้อยละ 7.5 พบผู้ป่วยติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ใน

คลัสเตอร์ I และ II จังหวัดยะลา (n = 1) คิดเป็น 

ร้อยละ 2.5 พบผู้ป่วยติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ใน  

คลัสเตอร์ III จังหวัดสตูล (n = 1) คิดเป็นร้อยละ 2.5 

พบผู้ป่วยติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ XI 

จังหวัดสุราษฎร์ธานี (n = 1) คิดเป็นร้อยละ 2.5  

พบผู้ป่วยติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ VI 

จังหวัดจันทบุรี (n = 1) คิดเป็นร้อยละ 2.5 พบผู้ป่วย

ติดเช้ือ P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ II จังหวัด

อุทัยธานี (n = 1) คิดเป็นร้อยละ 2.5 พบผู้ป่วย 

ติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ V และจังหวัด

ราชบุรี (n = 1) คิดเป็นร้อยละ 2.5 พบผู้ป่วยติดเชื้อ 

P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ I ดังแสดงใน Table 

2. และ Fig. 1

ผู้ป่วยประกอบอาชีพทำ�สวนยางเป็นส่วน

ใหญ่ (n = 21) คิดเป็นร้อยละ 52.5 และติดเช้ือ  

P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ I, II, III, IV, VII, 

IX, X, XI และ XIII อาชีพทำ�สวนผลไม้ (n = 8) 

คิดเป็นร้อยละ 20.0 ติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ใน

คลัสเตอร์ I, II, V, VII, VIII และ XIII อาชีพรับจ้าง 

(n = 4) คิดเป็นร้อยละ 10.0 อยู่ในคลัสเตอร์ I, II 

และ XII อาชีพทหาร/ตำ�รวจ (n = 1) คิดเป็นร้อยละ 

2.5 ติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ ในคลัสเตอร์ V  

อาชีพพระ/สามเณร (n = 1) คิดเป็นร้อยละ 2.5  

ติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ V อาชีพทำ�ไร่

อ่ืนๆ (n = 1) คิดเป็นร้อยละ 2.5 ติดเช้ือ P. knowlesi 

อยู่ในคลัสเตอร์ X และอาชีพอื่นๆ (n = 4) คิดเป็น

ร้อยละ 10.0 ติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ 

I และ VI ดังแสดงใน Table 3.

ผลการทำ� phylogenetic tree ของเช้ือ  

P. knowlesi โดยใช้ยีน cox1 เป็นยีนเป้าหมาย 

เทียบกับข้อมูลจาก GenBank (Fig. 3) พบว่า cox1 

จากการศกึษานีม้คีวามคล้ายคลึงกับ Accession number 

KT900795.1 Peninsular Malaysia ลำ�ดับเบส

ตำ�แหน่งท่ี 401-1061 และ KT900794.1 Peninsular 

Malaysia ลำ�ดับเบสตำ�แหน่งที่ 401-1061 และเมื่อ

นำ�มาเทียบกับตัวอย่างจากการศึกษาของ Fong  

และคณะ ในปี ค.ศ. 2010(6) ได้แก่ PkUMMC1, 

PkUMMC5, PkUMMC9 และยีน cox1 ที่ใช้ 

เป็น reference sequence คือ P. knowlesi  

mosquito isolate (GenBank accession number 

AY722797), P. knowlesi monkey isolate 

(AB444106), P. knowlesi human isolate 

(AB444108), P. knowlesi KH45 (EU880446), 

P. knowlesi KH176 (EU880454), P. knowlesi 

KH229 (EU880458), P. knowlesi KH381 

(EU880465), P. knowlesi KH433 (EU880468), 

P. knowlesi LT4 (EU880474), P. knowlesi 

LT48 (EU880485), P. knowlesi LT15 

(EU880476), P. knowlesi LT53 (EU880489), 

P. knowlesi LT57 (EU880498) และ P. knowlesi 

A1, Thailand (AY598141) รวมทั้ง Accession 

number KT900795.1 Peninsular Malaysia ลำ�ดบั

เบสตำ�แหน่งท่ี 401-1061 และ KT900794.1  

Peninsular Malaysia ลำ�ดับเบสตำ�แหน่งท่ี 401-

1061 ซึง่จดักลุม่ได ้12 คลสัเตอร ์คอื คลสัเตอร ์I-XII  

โดยคลัสเตอร์ I-II คือคลัสเตอร์ ท่ีพบใหม่ ใน

ประเทศไทยซึ่งมาจากภาคใต้ ภาคกลาง และภาค 

ตะวันออกของประเทศไทย คลัสเตอร์ III เป็นตัวอย่างจาก

จังหวัดสงขลาและสตูล ที่มีลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ท่ี

คล้ ายคลึ ง กับการศึกษาของ Fong จากเ ช้ือ  
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P. knowlesi บรเิวณเพนนนิซลูา่ ประเทศมาเลเซยี(6) 

คลัสเตอร์ IV เป็นเช้ือ P. knowlesi ท่ีมาจากรัฐ

ซาราวัก บริเวณเกาะบอร์เนียว ประเทศมาเลเซีย 

คลัสเตอร์ V และ VI เป็นเชื้อ P. knowlesi ที่พบ

บรเิวณเพนนนิซลูา่ ประเทศมาเลเซยี คลสัเตอร ์VII-

X คือคลัสเตอร์ที่พบในประเทศไทย โดยคลัสเตอร์ที่ 

VII-X เปน็คลัสเตอรท์ีพ่บใหม่ในประเทศไทยในงาน

วิจัยนี้ และคลัสเตอร์ XII มาจากภาคใต้ของ

ประเทศไทย ไดแ้ก่ ชมุพร ระนอง และภาคตะวันออก 

ได้แก่ ตราด มีลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ที่คล้ายคลึงกับ

บริเวณเพนนินซูล่า ประเทศมาเลเซีย ดังแสดงใน  

Fig. 5
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Fig. 1 The collection sites of P. knowlesi.
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Fig. 2   PCR results of COX1 gene of P.  knowlesi in agarose gel electrophoresis. Lane M :100 bp 5 

DNA ladder; Lane 1: Negative control; Lane 2: Positive control; Lane K1-K10: Patient isolates PK1-PK10 6 
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Fig. 2	 PCR results of cox1 gene of P. knowlesi in agarose gel electrophoresis. Lane M: 100 bp  
	 DNA ladder; Lane 1: Negative control; Lane 2: Positive control; Lane K1-K10: Patient isolates  
	 PK1-PK10.
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Fig. 3 The results of multiple nucleotides alignment of COX1 sequences of P.  knowlesi using 2 

the ClustalW program from BioEdit program isolate 1-41 with outgroup base position 1-100 using the 3 
ClustalW program from BioEdit program ClustalW version 7.2 (https://bioedit.software.informer.com). 4 
Conserved nucleotides sequences are shown as a dot. GenBank accession numbers were shown in 5 
parenthesis. 6 
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Fig. 3	 The results of multiple nucleotides alignment of cox1 sequences of P. knowlesi using the  
	 ClustalW program from BioEdit program isolate 1-41 with outgroup base position 1-100 using  
	 the ClustalW program from BioEdit program ClustalW version 7.2 (https://bioedit.software. 
	 informer.com). Conserved nucleotides sequences are shown as a dot. GenBank accession  
	 numbers were shown in parenthesis.
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Fig.4 The phylogenetic tree of COX1 gene of P.  knowlesi.  The P.  knowlesi isolates can be divided  3 
into 13 clusters by Maximum Parsimony (MP)  method using MEGA 11 program ( 1,000 bootstraps) 4 
(http://www.megasoftware.net/bugs.php.) GenBank accession numbers were shown in parenthesis as following 5 
PK1 (OQ779218), PK2 (OQ779191), PK3 (OQ779192), PK4 (OQ779193), PK5 (OQ779194), PK6 (OQ779195)  6 
PK7 (OQ779196), PK8 (OQ779197), PK9 (OQ779198), PK10 (OQ779199), PK11(OQ779219), PK12(OQ779200), 7 

PK13 (OQ779220), PK14(OQ779201), PK15(OQ779202), PK16(OQ779203), PK17(OQ779204), PK18 (OQ779205), 8 

PK19 (OQ779206), PK20 (OQ779207), PK21 (OQ779225), PK22 (OQ779208), PK23 (OQ779209), PK24 9 

(OQ779221), PK25 (OQ779210), PK26 (OQ779211), PK28 (OQ779212), PK29 (OQ779213), PK30 (OQ779226), 10 

PK31 (OQ779222), PK32 (OQ779223), PK33 (OQ779214), PK34 (OQ779228), PK35 (OQ779229), PK36 11 

(OQ779223), PK37 (OQ779215), PK38 (OQ779216), PK39 (OQ779230), PK40 (OQ779217) and PK41 12 

(OQ779224). Outgroup consist of P. coatneyi (AB354575), P. fragile (AY722799), P. fieldi (AB444133), P. vivax 13 
(AY598035), P. cynomolgi (AB444131) and P. inui (AB444112). 14 
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Fig. 4	 The phylogenetic tree of cox1 gene of P. knowlesi. The P. knowlesi isolates can be divided  
	 into 13 clusters by Maximum Parsimony (MP) method using MEGA 11 program (1,000  
	 bootstraps) (http://www.megasoftware.net/bugs.php.) GenBank accession numbers were shown 
 	 in parenthesis as following PK1 (OQ779218), PK2 (OQ779191), PK3 (OQ779192), PK4  
	 (OQ779193), PK5 (OQ779194), PK6 (OQ779195)  PK7 (OQ779196), PK8 (OQ779197), PK9  
	 (OQ779198), PK10 (OQ779199), PK11 (OQ779219), PK12 (OQ779200), PK13 (OQ779220),  
	 PK14 (OQ779201), PK15 (OQ779202), PK16 (OQ779203), PK17 (OQ779204), PK18 (OQ779205),  
	 PK19 (OQ779206), PK20 (OQ779207), PK21 (OQ779225), PK22 (OQ779208), PK23  
	 (OQ779209), PK24 (OQ779221), PK25 (OQ779210), PK26 (OQ779211), PK28 (OQ779212),  
	 PK29 (OQ779213), PK30 (OQ779226), PK31 (OQ779222), PK32 (OQ779223), PK33  
	 (OQ779214), PK34 (OQ779228), PK35 (OQ779229), PK36 (OQ779223), PK37 (OQ779215),  
	 PK38 (OQ779216), PK39 (OQ779230), PK40 (OQ779217) and PK41 (OQ779224). Outgroup  
	 consist of P. coatneyi (AB354575), P. fragile (AY722799), P. fieldi (AB444133), P. vivax  
	 (AY598035), P. cynomolgi (AB444131) and P. inui (AB444112).
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Fig.5 The phylogenetic tree of COX1 genes of P.  knowlesi in this study and COX1 genes of P. 3 
knowlesi in GenBank database from Peninsular, Malaysia (PkUMMC1, PkUMMC5, PkUMMC9, P.  knowlesi 4 
mosquito isolate (AY722797), P. knowlesi monkey isolate (AB444106), P. knowlesi human isolate (AB444108) 5 
Sarawak, Borneo, P. knowlesi KH45 (EU880446), P. knowlesi KH176 ( EU880454) , P. knowlesi KH229 6 
(EU880458),P. knowlesi  KH381 (EU880465), P. knowlesi  KH433 (EU880468), P. knowlesi LT4 (EU880474), 7 
P. knowlesi LT48 (EU880485), P. knowlesi LT15 (EU880476), P. knowlesi LT53 (EU880489), P. knowlesi LT57 8 

Fig. 5	 The phylogenetic tree of cox1 genes of P. knowlesi in this study and cox1 genes of  
	 P. knowlesi in GenBank database from Peninsular, Malaysia (PkUMMC1, PkUMMC5, PkUMMC9,  
	 P. knowlesi mosquito isolate (AY722797), P. knowlesi monkey isolate (AB444106), P. knowlesi  
	 human isolate (AB444108) Sarawak, Borneo, P. knowlesi KH45 (EU880446), P. knowlesi KH176  
	 (EU880454), P. knowlesi KH229 (EU880458), P. knowlesi KH381 (EU880465), P. knowlesi   
	 KH433 (EU880468), P. knowlesi LT4 (EU880474), P. knowlesi LT48 (EU880485), P. knowlesi  
	 LT15 (EU880476), P. knowlesi LT53 (EU880489), P. knowlesi LT57 (EU880498) and Thailand  
	 P. knowlesi A1 (AY598141). The P. knowlesi isolates can be divided into 12 clusters when  
	 compared with GenBank accession number from Peninsular Malaysia, Sarawak, Borneo, and  
	 Thailand with outgroup. Outgroup consist of P. coatneyi (AB354575), P. fragile (AY722799),  
	 P. fieldi (AB444133), P. vivax (AY598035), P. cynomolgi  (AB444131) and P. inui  (AB444112)  
	 by Maximum Parsimony (MP) method using MEGA 11 program (1,000 bootstraps) (http://www. 
	 megasoftware.net/bugs.php).
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Table 1	Cluster of P. knowlesi and patients’ data (gender, age group, nationality, and parasite density). 

Variable n (%) Cluster

Gender

Male 35 (87.5) I, II, III, V, VI, VII, VIII, IX, X, XI, XII, XIII

Female 5 (12.5) I, II, III, VII, XI, XIII

Age group (years)

< 40 15 (37.5) I, II, III, IV, V, VI, VII

≥ 40 25 (62.5) I, II, III, V, VI, VII, VIII, X, XI, XII, XIII

Nationality

Thai 39 (97.5) I, II, III, V, VI, VII, VIII, IX, X, XI, XII, XIII

Burmese 1 (2.5) IV

Parasite density/1 µl of blood

<10,000 26 (78.8) I, II, III, IV, V, VI, VII, VIII, X, XI, XII, XIII

≥10,000 7 (21.2) I, II, V, XIII

Table 2	Cluster of P. knowlesi and patients’ residential area.

Cluster    Residential area (Province) n (%)

I, II, III, VII, X, XI Songkhla 10 (25.0)

I, V, VII, VIII, XIII Chumphon 9 (22.5)

I, II, III, IV, IX, XIII Trat 7 (17.5)

I, VII, X, XII, XIII Ranong 5 (12.5)

I, II Phangnga 3 (7.5)

III Yala 1 (2.5)

XI Satun 1 (2.5)

VI Surat Thani 1 (2.5)

II Chanthaburi 1 (2.5)

V Uthai Thani 1 (2.5)

I Ratchaburi 1 (2.5)
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Table 3	Cluster of P. knowlesi and patients’ occupations.

Cluster   Occupations n (%)

I, II, III, IV, VII, IX, X, XI, XIII Rubber plantations 21 (52.5)

I, II, V, VII, VIII, XIII Orchards 8 (20.0)

I, II, XII Employed 4 (10.0)

V Soldiers/Police 1 (2.5)

V Monks/Novices 1 (2.5)

X Other farming 1 (2.5)

I, VI Other 4 (10.0)

วิิจารณ์์
สรุปผลการศึกษาในครั้งนี้ ได้ทําการจัด

จําแนกเชื้อ P. knowlesi ได้ 13 คลัสเตอร์และ 

พบว่าไอโซเลท ซึ่ งอยู่ ในคลัสเตอร์ ท่ีแบ่งตาม  

phylogenetic tree ของแต่ละพื้นท่ีของเช้ือ  

P. knowlesi มาจาก 11 จังหวัดในประเทศไทย  

คลัสเตอร์ I (8 ไอโซเลท) แต่ละไอโซเลทเป็นยีนที่มี

แหล่งท่ีมาจากหลายจังหวัดในภาคใต้ ภาคกลาง  

และภาคตะวันออกของประเทศไทย คลัสเตอร์  

I I (7 ไอโซเลท) II I (3 ไอโซเลท) และ  

XIII (5 ไอโซเลท) เป็นยีนที่มีแหล่งที่มาจาก 

คนละจังหวัดในภาคใต้และภาคตะวันออกของ

ประเทศไทย คลัสเตอร์ V (4 ไอโซเลท) เป็นยีนที่มี

แหล่งที่ มาจากคนละจั งห วัดในภาคกลางและ 

ภาคใต้ของประเทศไทย ซ่ึงเม่ือศึกษาจากประวัติ 

การเดินทางของผู้ป่วยพบว่าผู้ป่วยในคลัสเตอร์ V  

มีการเดินทางไปท่ีจังหวัดชุมพรและกลับมาท่ี 

จังหวัดอุทัยธานี ซึ่งเป็นไปได้ว่าอาจมีการได้รับเชื้อ  

P. knowlesi ที่จังหวัดชุมพรและมาตรวจพบเช้ือ  

ท่ีโรงพยาบาลในจังหวัดอุทัยธานี จึงทำ�ให้ยีนมีความ

คล้ายคลึงกันมากและจัดอยู่ ในคลัสเตอร์เดียวกัน 

คลัสเตอร์ VII (3 ไอโซเลท) X (3 ไอโซเลท) และ 

XI (2 ไอโซเลท) เป็นยีนที่มีความใกล้เคียงกันมาก

และมีการระบาดจากพื้นท่ีหนึ่งไปยังอีกพื้นที่หนึ่งที่มี

บรเิวณตดิตอ่กนัทางภาคใตข้องประเทศไทย คลัสเตอร์ 

IV, VI และ XII (1 ไอโซเลท) เป็นยีนท่ีพบเพียง

จังหวัดเดียว 

ก า รศึ กษ าครั้ ง นี้ พบ เพศชายติ ด เ ช้ื อ  

P. knowlesi มากกว่าเพศหญิง เนื่องจากในการ

ศึกษาท่ีผ่านมา เพศชายมีอาชีพหรือกิจกรรมท่ีต้อง

เข้าไปในปา่มากกวา่เพศหญิงซึง่สอดคลอ้งกับงานวิจยั

ในประเทศไทยของยุทธศิลป์ และคณะ ในปี ค.ศ. 

2015(9) การจำ�แนกกลุ่มตามอายุผู้ป่วยจำ�แนกเป็น 

กลุ่มอายุมากกว่าหรือเท่ากับ 40 ปี ติดเช้ือ P. knowlesi 

มากกว่ากลุ่มอายุน้อยกว่า 40 ปี ซึ่งสอดคล้องกับ 

งานวิจัยของยุทธศิลป์ และคณะ ในปี ค.ศ. 2015  

พบวา่ผูป้ว่ยกลุ่มอายมุากกว่าหรอืเท่ากับ 45 ป ีมคีวาม

เส่ียงติดเช้ือมาลาเรียมากกว่าอายุน้อยกว่า 45 ปี 

เนื่องจากผู้ป่วยกลุ่มอายุนี้มีอาชีพหรือกิจกรรมท่ีต้อง

เข้าไปในป่าซึ่งมีโอกาสเส่ียงในการติดเชื้อมาลาเรีย(9) 

ในการศึกษานี้พบผู้ป่วยติดเชื้อ P. knowlesi เป็น 

ผู้ป่วยสัญชาติไทย 39 คน ติดเช้ือ P. knowlesi 
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เทียบกับตัวอย่างจากการศึกษาของ Fong และคณะ

ในปี ค.ศ. 2010 จัดกลุ่มได้ 12 คลัสเตอร์  

พบคลัสเตอร์ ใหม่ในประเทศไทยซึ่งมาจากภาคใต้  

ภาคกลาง และภาคตะวันออกของประเทศไทย 

คลัสเตอร์ III เป็นตัวอย่างจากจังหวัดสงขลาและ

จังหวัดสตูลมีลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ท่ีคล้ายคลึงกับเช้ือ  

P. knowlesi ในบริเวณเพนนินซูล่า ประเทศ

มาเลเซีย(6)  สำ�หรับคลัสเตอร์ I, II และ VII-X คือ

คลัสเตอร์ท่ีพบใหม่ในประเทศไทย และคลัสเตอร์  

XII ตัวอย่างจากภาคใต้ในประเทศไทยคือ จังหวัด

ชุมพร ระนอง และภาคตะวันออกคือ จังหวัดตราด  

มลีำ�ดบันวิคลีโอไทดท่ี์คลา้ยคลงึกับบรเิวณเพนนนิซลูา่ 

มาเลเซีย (KT900794.1 Peninsular Malaysia) 

ลำ�ดับของนิวคลีโอไทด์ของยีน cox1 ในแต่ละ

คลสัเตอรม์คีวามใกลเ้คยีงกันมากทางดา้นพนัธศุาสตร์

และบางคลัสเตอร์มีลักษณะคล้ายคลึงกับยีน cox1 

ของเชื้อ P. knowlesi ที่มาจากประเทศมาเลเซีย ซึ่ง

สอดคล้องกับรายงานการวิจัยก่อนหน้าน้ีในประเทศไทย

ท่ีพบเชื้อ P. knowlesi ในทางภาคใต้และภาค 

ตะวันออกของประเทศไทยโดยเฉพาะชายแดนไทย-

มาเลเซีย(3, 13-16) 

ในการวิจัยนี้ พบเชื้อ P. knowlesi  

บางไอโซเลท มีลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cox1  

ใกลเ้คยีงกับ P. knowlesi ท่ีมาจากประเทศมาเลเซยี  

และสอดคล้องกับการศึกษาของ Fong และคณะ ซึ่ง

รายงานว่า ยีน cox1 เหมาะสมสำ�หรับที่จะนำ�มา 

ศึกษา phylogenetic ของเชื้อ P. knowlesi  

และสามารถแยกความแตกต่างของท่ีมาของเช้ือ P. 

knowlesi ในแต่ละพื้นที่ได้(6) เช่นเดียวกับงานวิจัย

ของ Loh และคณะ ที่ได้มีการนำ�ยีน cox1 มาใช้ใน

การแบ่งกลุ่มของ P. knowlesi โดยสามารถแบ่งได้

เป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ ประเทศสิงคโปร์ รัฐซาราวัก 

ประเทศมาเลเซยี และประเทศไทยโดยใชก้ารวเิคราะห์

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ cox1 (7)  

มากกว่าสัญชาติพม่าซ่ึงมี 1 คน ซ่ึงไม่สามารถนำ�มาหา

นัยสำ�คัญทางสถิติระหว่างเช้ือชาติกับความหนาแน่น

ของเช้ือ (parasite density) ได้ สาเหตุเน่ืองจากจาํนวน

ตวัอยา่งมีความแตกตา่งกันมาก เช่นเดยีวกบัการศกึษา

ในประเทศไทยของฉวีพจน์ กำ�จร และ พิชัยณรงค์ ในปี 

ค.ศ. 2004 เรื่องการติดเชื้อมาลาเรียในกลุ่มประชากร

อพยพตามแนวชายแดนไทย-เมียนมา ซ่ึงผลการศึกษา

พบว่ากลุ่มตัวอย่างที่ศึกษาส่วนใหญ่เป็นชาวไทยใหญ่ 

และชาวเมียนมาโดยพบว่าไม่มีนัยสำ�คัญทางสถิติ

เน่ืองจากจำ�นวนคนในกลุ่มตัวอย่างแตกต่างกันมาก(10) 

การศึกษาปัจจัยทางอาชีพพบว่าตัวอย่างที่ใช้ศึกษา

ประกอบกิจกรรมตา่ง ๆ  ทีจ่ำ�เปน็ตอ้งเข้าไปในปา่เปน็

ส่วนใหญ่ ได้แก่ ทำ�สวนยาง (n = 21) ทำ�สวนผลไม้ 

(n = 8) อาชีพทหาร/ตำ�รวจ (n = 1) อาชีพพระ/

สามเณร (n = 1) อาชพีทำ�ไรอ่ืน่ ๆ  (n = 1) ซึง่กิจกรรม

ส่วนใหญ่พบว่าเป็นปัจจัยท่ีทำ�ให้มีความเสี่ยงติดเชื้อ 

P. knowlesi ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ 

Srichuen และ Pongsiri ในประเทศไทย ซึ่งพบว่า

ผู้ที่ติดเช้ือไข้มาลาเรียส่วนใหญ่ประกอบอาชีพท่ีต้อง

นอนพกัคา้งคนืหรอืเข้าไปในปา่มคีวามสมัพนัธกั์บการ

ตดิเช้ือไข้มาลาเรยี(11, 12) การหาความสมัพนัธร์ะหว่าง

ข้อมูลของผู้ป่วยกับความหนาแน่นของเชื้อ มีผู้ป่วยที่

มข้ีอมลูความหนาแนน่ของเช้ือ จำ�นวนทัง้หมด 33 คน  

โดยแบ่งเป็นกลุ่มผู้ป่วยท่ีมีความหนาแน่นของเชื้อใน

เลือดน้อยกว่า 10,000 ต่อไมโครลิตร (n = 26) และ

พบกลุ่มผู้ป่วยที่มีความหนาแน่นของเชื้อในเลือด

มากกว่าหรือเท่ากับ 10,000 ต่อไมโครลิตร (n = 7)   

ซึ่งอยู่ในคลัสเตอร์ I, II, V และ XIII

ผลการทำ� phylogenetic tree ของเชื้อ P. 

knowlesi โดยใช้ยีน cox1 เป็นยีนเป้าหมายเทียบ

กับข้อมูลจาก GenBank พบว่า cox1 จากการศึกษาน้ี

มีความคล้ายคลึ ง กับ Access ion number 

KT900795.1 Peninsular Malaysia และ 

KT900794.1 Peninsular Malaysia และเมื่อนำ�มา
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สำ�หรับงานวิจัยน้ี พบแหล่งท่ีมาของเช้ือ P. knowlesi  

มาจากภาคใต้เป็นส่วนใหญ่ (n = 25) ได้แก่  

จังหวัดชุมพร พังงา ยะลา สตูล ระนอง สงขลา  

และสุราษฎร์ธานี มากกว่าจังหวัดทางภาคอื่น ๆ  

ในประเทศไทย (n = 8) ได้แก่ จังหวัดจันทบุรี ตราด 

ราชบุรี และอุทัยธานี ซึ่งจังหวัดสตูล สงขลา ยะลา 

นราธิวาส เป็นจังหวัดชายแดนไทย-มาเลเซีย พบ 

ผูป้ว่ยตดิเช้ือ P. knowlesi  ซึง่สอดคลอ้งกับงานวิจยั

ของ Sugaram และคณะ ในปี ค.ศ. 2021 ที่พบการ

ติดเช้ือ P. knowlesi ในผู้ป่วยท่ีเดินทางกลับจาก

ประเทศในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ และพบรายงาน

การติดเช้ือ P. knowlesi ส่วนใหญ่ในบริเวณ 

เกาะบอรเ์นียว ประเทศมาเลเซยีและการเกิดคลสัเตอร ์

P. knowlesi  นา่จะเกิดมาจากการตดิตอ่จากลงิแสม

สู่คนและยุงก้นปล่องเป็นพาหะนำ�โรค(15) และการ 

ติดเชื้อ P. knowlesi อาจเกิดจากการอพยพโยกย้าย

ถ่ินฐานของคน การเดินทางหรือโยกย้ายถิ่นฐานของ

คนสามารถนําเชื้อ P. knowlesi จากแหล่งหนึ่งไปสู่

อีกแหล่งหนึ่งได้ สำ�หรับงานวิจัยครั้งนี้ ในหลาย

คลัสเตอร์ที่มีเชื้อ P. knowlesi มาจากผู้ป่วยคนละ

จงัหวดักัน โดยงานวิจยันีย้งัขาดขอ้มลูการเดนิทางหรอื

การเคล่ือนย้ายที่อยู่ของผู้ป่วย ทำ�ให้ไม่สามารถแยก

ความแตกตา่งของท่ีมาของเช้ือ P. knowlesi ในแตล่ะ

พื้นที่ได้อย่างชัดเจน ยกเว้นคลัสเตอร์ V ท่ีผู้ป่วย 

สามรายอยู่ในจังหวัดชุมพร ส่วนอีกหน่ึงรายอยู่ในจังหวัด

อุทัยธานี แต่มีประวัติเคยเดินทางไปจังหวัดชุมพร ซึ่ง 

มีความเป็นไปได้ว่า เช้ือในคลัสเตอร์นี้มาจากจังหวัด

ชุมพรทั้งหมด จึงมีลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cox1 

ใกล้เคียงกัน 

จากผลการศึกษานี้ ควรมีการเฝ้าระวังกลุ่ม

เส่ียงคอืประชากรไทยเพศชายอายมุากกว่าหรอืเท่ากบั 

40 ป ี โดยเฉพาะในจงัหวัด 11 จงัหวัดในประเทศไทย 

ได้แก่ สงขลา ชุมพร ระนอง พังงา ยะลา สตูล 

สุราษฎร์ธานี ตราด จันทบุรี อุทัยธานี และราชบุรี  

ที่มีอาชีพหรือกิจกรรมที่ต้องเข้าไปในป่า ได้แก่ อาชีพ

ทำ�สวนยาง ทำ�สวนผลไม้ ทหาร/ตำ�รวจ พระ/สามเณร 

และทำ�ไร่อื่น ๆ ซึ่งได้มีการเข้าป่าแล้วอาจขาดการ

ป้องกันตัวเองท่ีถูกต้อง ดังน้ันควรจัดกิจกรรมให้ความรู้

เรื่องการป้องกันไม่ให้ติดเชื้อมาลาเรีย เมื่อมีความ 

จาํเปน็ในการเข้าไปสู่พืน้ทีเ่สีย่งควรใชอ้ปุกรณ์ปอ้งกัน

ตนเอง เช่น ยากันยุง การใส่เสื้อผ้าให้มิดชิด เพื่อนํา

ไปสู่การลดอัตราป่วยจากโรคมาลาเรียต่อไป กลุ่ม 

ผูป้ว่ยท่ีมคีวามหนาแนน่ของเช้ือในเลือดมากกว่าหรอื

เท่ากับ 10,000 ต่อไมโครลิตร ควรได้รับการรักษา

อย่างทันท่วงที เนือ่งจากค่าความหนาแน่นของเชือ้ใน

เลือดมากกว่า 10,000 ต่อไมโครลิตร จะส่งผลทำ�ให้

เกิดภาวะโลหิตจางรุนแรง ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษา

ของ Phillips และคณะ ในขณะท่ีมี parasitemia 

มากกว่า 10,000 ต่อไมโครลิตร ทำ�ให้เกิดภาวะโลหิต

จางรุนแรงซึ่งมักพบได้บ่อยในผู้ป่วยมาลาเรียท่ีมี

อาการรุนแรง(17)

ในการศึกษาเพิ่มเติมต้องเก็บตัวอย่างเช้ือ  

P. knowlesi จากหลาย ๆ  บริเวณและกำ�หนดข้อมูล

ของผู้ป่วยท่ีจะทำ�การบันทึกเพื่อนำ�มาศึกษาหาความ

สัมพันธ์กับคลัสเตอร์ของเชื้อ P. knowlesi ที่แบ่ง

โดย phylogenetic tree และควรกำ�หนดการเก็บ

ตัวอย่างระหว่างเพศชายและเพศหญิงให้เท่ากันเพื่อ

ประโยชน์ในทางสถิตติอ่ไป ซึง่ข้อจำ�กัดของงานวิจยันี้

คือการใช้ตัวอย่างท่ีเหลือจากงานประจำ�ของเชื้อ

มาลาเรียชนิด P. knowlesi ทำ�ให้ไม่สามารถกำ�หนด

เกณฑ์ในการเลือกผู้ป่วยที่ติดเชื้อ P. knowlesi เช่น 

เพศ กลุ่มอายุ เชื้อชาติ ทำ�ให้นำ�มาคำ�นวณทางสถิติ 

ไม่ได ้รวมท้ังยงัขาดขอ้มลูการตรวจทางหอ้งปฏิบตักิาร 

อื่นๆ เช่น การตรวจ complete blood count การ

ตรวจทางเคมคีลินกิ อาการของผูป้ว่ย ความหนาแนน่

ของเช้ือ จงึไมส่ามารถหาความสมัพนัธว่์าเช้ือคลัสเตอร์

ใดมีความสัมพันธ์ในการทำ�ให้เกิดอาการรุนแรงแก่ 

ผู้ป่วยมากกว่าเชื้อคลัสเตอร์อื่น

#in2 66-4.indd   8875#in2 66-4.indd   8875 29/2/2567 BE   11:5929/2/2567 BE   11:59



ธุวาพร สุวรรณลา และ ดุจดาว ทรงธรรมวัฒน์8876

สรุุป
ผลการทำ� phylogenetic tree ของยีน  

cox1 ของเชื้อ P. knowlesi ร่วมกับข้อมูลของ 

ผูป้ว่ยมปีระโยชนต์อ่งานทางดา้นสาธารณสขุเปน็อยา่ง

มากโดยเฉพาะทางด้านระบาดวิทยาระดับโมเลกุลซึ่ง

เป็นประโยชน์อย่างมากในการวางแผนควบคุมกำ�จัด

โรคมาลาเรียในประเทศไทยและการระบาดของเช้ือ

จากแหลง่หนึง่ไปสูอ่กีแหลง่หนึง่ได ้และควรมกีารเฝา้

ระวังกลุ่มเสี่ยงคือประชากรไทยเพศชายอายุมากกว่า

หรือเท่ากับ 40 ปี โดยเฉพาะในจังหวัด 11 จังหวัดใน

ประเทศไทย ในกลุ่มผู้ที่มีอาชีพ หรือกิจกรรมที่ต้อง

เข้าไปในป่า ได้แก่ อาชีพทำ�สวนยาง ทำ�สวนผลไม้ 

ทหาร/ตำ�รวจ พระ/สามเณร และทำ�ไร่ เป็นต้น  

รวมถึงจัดกิจกรรมให้ความรู้เร่ืองการป้องกันและเฝ้าระวัง

ไม่ให้ติดเชื้อมาลาเรียที่เหมาะสมในแต่ละพื้นที่ต่อไป

กิิตติิกรรมประกาศ
งานวิจัยนี้ ได้รับทุนวิจัยประเภททุนวิจัย

ท่ัวไป กองทุนวิจัยคณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัย

ธรรมศาสตร์ ประจำ�ปี 2565 ผู้วิจัยขอขอบพระคุณ 

ผู้อำ�นวยการกองโรคติดต่อนำ�โดยแมลง หัวหน้าศูนย์

และเจา้หนา้ท่ีศนูยอ์า้งองิทางห้องปฏบิตักิารโรคตดิตอ่

นำ�โดยแมลง กรมควบคุมโรค ซึ่งได้อนุญาตให้ใช้

ตัวอย่างท่ีเหลือจากงานประจำ�มาทําวิจัย และให้ใช้

สถานที่ห้องปฏิบัติการอณูชีวโมเลกุลในครั้งนี้ และ

ประสานงานในการช่วยเก็บตัวอย่างทําวิทยานิพนธ์

พร้อมทั้งข้อมูลของผู้ป่วย รวมทั้งภาควิชาเทคนิคการ

แพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์  

และขอขอบคุณ คุณณัฐวุฒิ พรมดา ท่ีได้กรุณา 

ให้คำ�ปรึกษาด้านการใช้สถิติในการทำ�วิจัยในครั้งนี้
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Abstract
Severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2) genome analysis using 

next-generation sequencing (NGS) is an important tool to study epidemiology and vaccine  

efficacy evaluations. According to WHO recommendations in 2021, this technique can be used 

for SARS-CoV-2 variants monitoring. This study aims to identify SARS-CoV-2 variants by 

using NGS techniques from nasopharyngeal/throat swab specimen of COVID-19 patients in 

routine service at Bamrasnaradura Infectious Diseases Institute, Thailand during June 2021 to 

March 2022. A total of 135 specimens were extracted for total nucleic acid extraction with an 

automated machine. Library preparation and genome sequencing were done by using Ion  

AmpliSeqTM and the Ion torrent GeneStudioTM S5 system. SARS-CoV-2 Insight Research  

Plug-in Package and SARS-CoV-2 lineage Plug-in for Torrent Suite Software were used for 

data analysis. The samples consisted of 50 males and 85 females with a median age of 33 years 

(range from 6 months to 86 years). The results of the SARS-CoV-2 variants showed the Omicron, 

Delta, and Alpha strain in 89 (65.93%), 40 (29.63%), and 6 (4.44%) samples. The most  

prevalence of SARS-CoV-2 strains detected from January to March 2022 was Omicron BA.1 

and BA.2, which began to spread in Thailand. The results of this study can provide information  

on the epidemiology of COVID-19 and monitor the virus evolution, for further implement in 

evaluation of vaccines effectiveness and therapeutic medicine.
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 1 เมษายน 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

การจำ�แนกรหัสพันธุกรรมของเชื้อ SARS-CoV-2 
ด้วยเทคนิค Next Generation Sequencing ท่ีสถาบันบำ�ราศนราดูร 

สุมนมาลย์ อุทยมกุล*1 กรกนก ประเสริฐสม1 วิศัลย์ มูลศาสตร์2

วีรวัฒน์ มโนสุทธิ2 และ กิตติ์พงศ์ สัญชาตวิรุฬห์2

1สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข จังหวัดนนทบุรี
2สถาบันบำ�ราศนราดูร กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข จังหวัดนนทบุรี

บทคััดย่่อ
การตรวจวิเคราะห์รหัสพันธุกรรมของเช้ือ Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2 

(SARS-CoV-2) ด้วยเทคนิค next-generation sequencing (NGS) มีความสำ�คัญในการศึกษาด้านระบาด

วิทยาและการประเมินประสิทธิภาพของวัคซีน คำ�แนะนำ�องค์การอนามัยโลก ปี พ.ศ. 2564 ระบุให้ใช้เทคนิค

น้ีในการติดตามการเปล่ียนแปลงของสายพันธ์ุเช้ือ SARS-CoV-2 ได้ การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือจำ�แนก

สายพันธ์ุของเช้ือ SARS-CoV-2 ด้วยเทคนิค NGS จากส่ิงส่งตรวจ nasopharyngeal/throat swab ของ 

ผู้ป่วยโรคโควิด 19 ในงานประจำ�วันของสถาบันบำ�ราศนราดูร ประเทศไทย ระหว่างเดือนมิถุนายน 2564 ถึง

เดือนมีนาคม 2565 จำ�นวน 135 ตัวอย่าง วิธีการศึกษาประกอบด้วยการสกัดสารพันธุกรรมจากส่ิงส่งตรวจ

ด้วยเคร่ืองอัตโนมัติ การถอดรหัสพันธุกรรมด้วยวิธี Ion AmpliSeqTM กับระบบ Ion torrent GeneStudioTM  

S5 และการวิเคราะห์ SARS-CoV-2 lineage โดยใช้โปรแกรม SARS-CoV-2 Insight Research Plug-in 

Package และ Torrent Suite กลุ่มตัวอย่างเป็นเพศชายจำ�นวน 50 ราย เพศหญิงจำ�นวน 85 ราย ค่ามัธยฐาน

ของอายุ คือ 33 ปี (ช่วงอายุ 6 เดือนถึง 86 ปี) ผลการตรวจรหัสพันธุกรรมพบเช้ือ SARS-CoV-2  

สายพันธ์ุ Omicron จำ�นวน 89 ราย (ร้อยละ 65.93) สายพันธ์ุ Delta จำ�นวน 40 ราย (ร้อยละ 29.63) และ

สายพันธ์ุ Alpha จำ�นวน 6 ราย (ร้อยละ 4.44) ความชุกของสายพันธ์ุ SARS-CoV-2 ท่ีตรวจพบในช่วง 

เดือนมกราคมถึงมีนาคม พ.ศ. 2565 ส่วนใหญ่เป็น Omicron BA.1 และ BA.2 ซ่ึงเร่ิมมีการระบาด 

ในประเทศไทย ผลการศึกษาน้ีสามารถนำ�ไปใช้เป็นข้อมูลด้านระบาดวิทยาของโรคโควิด 19 และติดตาม

วิวัฒนาการของเช้ือไวรัสเพ่ือประเมินประสิทธิผลของวัคซีนและยารักษาโรคต่อไป

คำ�สำ�คัญ:	โควิด 19, SARS-CoV-2, NGS, สายพันธุ์, ประเทศไทย
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สุมนมาลย์ อุทยมกุล และคณะ8880

บทนำำ�
	 รายงานของโรคท่ีก่อให้เกิดอาการทางเดินหายใจ

เฉยีบพลนัรนุแรงเริม่มรีายงานชว่งปลายป ีพ.ศ. 2562 

ท่ีประเทศจีน ต่อมาเรียกโรคนี้ว่าโรคติดเช้ือไวรัส

โคโรนา 2019 (โควิด 19) หรือ Corona Virus  

Disease 2019 (COVID-19) ซึ่งแพร่ระบาดเป็น 

วงกว้างจนกลายเป็นวิกฤตด้านสาธารณสุขท่ัวโลก  

โดยมีสาเหตุจากเช้ือ Severe Acute Respiratory 

Syndrome Coronavirus-2 (SARS-CoV-2)(1)  

ผลการวิเคราะห์ทางอณูชีววิทยาแสดงให้เห็นว่าเชื้อมี

ความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง และมีการกลาย

พนัธ์ุทำ�ใหเ้กิดสายพนัธุ์ใหมอ่ยูต่ลอด การเกดิสายพนัธุ์

ใหมน่ีอ้าจสง่ผลกระทบตอ่อาการแสดงทางคลนิกิของ

ผู้ติดเช้ือ ความสามารถในการแพร่กระจายเช้ือ  

การวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการ และประสิทธิภาพของ

การใช้วัคซีนได้(2) จากข้อมูลรหัสพันธุกรรมของเช้ือ 

ที่มีการระบาดในช่วงแรกเป็น clade L และ S(3) โดย

สายพันธุ์ที่พบในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2562 จะเป็น 

clade L (ตามระบบการจัดหมวดหมู่ของ GISAID 

clades)(4) และในเดือนมกราคม พ.ศ. 2563 มีการ

ตรวจพบการแทนที่กรดอะมิโน leucine ด้วย serine 

ท่ีตำ�แหน่ง 84 ของยีนที่กำ�หนดการสร้างโปรตีน 

ORF8 (L84S) ซึ่งจำ�แนกใหม่เป็น clade S ต่อมามี

รายงานการแทนที่กรดอะมิโนของยีน Nsp6 (L37F) 

และ ORF3 (G251V) ซึ่งจำ�แนกเป็น clade V  ช่วง

เวลานี้เช้ือได้แพร่กระจายไปยังหลายประเทศและ 

มีรายงาน clade ใหม่ท่ีเรียกว่า clade G (P314L  

และ D614G) subclade GH (Q57H) และ GR 

(RG203KR) ในแถบอเมริกาเหนือและยุโรป(5) ใน

เดือนกันยายน พ.ศ. 2563 มีรายงานการตรวจพบ 

สายพนัธุ์ใหม่ในสหราชอาณาจกัร คอื lineage B 1.1.7 

(ตามระบบการจัดหมวดหมู่ ของ Pangol in  

lineages)(6) ซึ่งมีการเปล่ียนแปลงของลำ�ดับเบส

หลายจุดบน spike gene โดยพบการขาดหายไปของ 

กรดอะมิโนตำ�แหน่งท่ี 69-70 และตำ�แหน่งที่ 144 

และการเปลี่ยนกรดอะมิโน ณ ตำ�แหน่งอ่ืน ๆ เช่น 

N501Y, A570D, D614G, P681H, T716I, S982A 

และ D1118H(7, 8) ตอ่มามรีายงานการกลายพนัธุข์อง

สายพันธุ์ B.1.1.7 และ B.1.351 ในแอฟริกาใต้ ซึ่ง

การกลายพันธุ์นี้คล้ายกับ B.1.1.7 ยกเว้นไม่พบการ

ขาดหายไปของกรดอะมิโนในตำ�แหน่ง 69-70(9) การ 

กลายพันธ์ุอีกแบบซ่ึงพบในประเทศญ่ีปุ่นจากนักเดินทาง

ชาวบราซิล คือ สายพันธ์ุ lineage P.1 ท่ีมีการกลาย

พันธ์ุท่ีบริเวณ K417T, E484K และ N501Y ของ 

spike gene(10) ซึ่งภายหลังองค์การอนามัยโลก 

(World Health Organization; WHO) เปลี่ยน

ระบบการเรียกชื่อของสายพันธ์ุตามตัวอักษรกรีกเพื่อ

ให้ง่ายต่อการระบุชื่อ โดยกำ�หนดให้สายพันธุ์ Alpha, 

Beta, Delta และ Omicron เป็นสายพันธุ์ที่ต้องเฝ้า

ระวัง (Variant of Concerns; VOCs)(11) 

	 สำ�หรับสถานการณ์การแพร่ระบาดของเชื้อ 

SARS-CoV-2 ในประเทศไทย พบผู้ติดเช้ือรายแรกเม่ือ

วันท่ี 12 มกราคม พ.ศ. 2563(12) ซ่ึงในช่วงแรกพบการ

ติดเชื้อเฉพาะผู้ที่เดินทางมาจากต่างประเทศ จากนั้น

จึงเกิดการแพร่ระบาดภายในประเทศ โดยสายพันธุ์

ดั้งเดิมที่ระบาดในช่วงปี 2563 คือ สายพันธุ์ lineage 

A.6 (clade S) ก่อนที่จะพบสายพันธ์ุ lineage  

B.1.36 (clade G)  ท่ีมาจากประเทศเมียนมา  

และได้ระบาดในประเทศไทยเมื่อต้นปี พ.ศ. 2564 

นอกจากนี้ ยังพบการรายงานของสายพันธุ์อื่น ๆ  

เพิ่มเติมอีก เช่น สายพันธุ์ Alpha, Beta, Delta และ 

Omicron เปน็ตน้(13) จากข้อมลูตัง้แตเ่ดอืนมกราคม 

พ.ศ. 2563 พบผู้ป่วยโรคโควิด 19 ในประเทศไทย

จำ�นวน 2 รายที่รายงานลำ�ดับเบสของสารพันธุกรรม

ในฐานข้อมูล GISAID จนกระท่ัง 30 เมษายน  

พ.ศ. 2563 มีรายงานผู้ติดเชื้อเพิ่มขึ้นเป็น 2,444 ราย 

ซ่ึงช่วงเดือนพฤษภาคมถึงสิงหาคม พ.ศ. 2563 ยังไม่มี

รายงานการระบาดในประเทศไทย หลังจากเดือน
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สิงหาคม พ.ศ. 2563 จึงพบรายงานการแพร่ระบาดจนถึง

เดือนธันวาคม พ.ศ. 2563(14) รายงานต่อมาในเดือน

ธันวาคม พ.ศ. 2563 ถึงปลายเดือนมกราคม พ.ศ. 2564 

พบการระบาดในพืน้ทีจ่งัหวัดสมทุรสาคร โดยพบเปน็

สายพนัธุ ์subclade GH(15) และช่วงตน้เดอืนเมษายน 

พ.ศ. 2564 เกิดการระบาดตามสถานบันเทิงย่าน

ทองหล่อในกรุงเทพมหานคร การระบาดระลอกนี้ได้

แพรก่ระจายไปทัว่ประเทศ(16) สายพนัธุท่ี์พบในสถาน

บันเทิงครั้งนี้ คือ สายพันธุ์ B.1.1.7 ซึ่งคล้ายกับ 

สายพนัธ์ุทีพ่บในสหราชอาณาจกัร โดยอาจแพรม่าจาก

ประเทศกัมพูชา สายพันธุ์นี้สามารถแพร่ได้เร็วกว่า 

สายพันธุ์ปกติถึง 1.7 เท่า ส่งผลให้มีผู้ป่วยโควิด 19 

จำ�นวนมากในแต่ละวัน(17) โดยการกลายพันธุ์ท่ีกรด

อะมิโนใน spike gene ตำ�แหน่งที่ 614 จาก aspartic 

เป็น glycine (D614G) ส่งผลให้เช้ือใช้ spike  

protein เกาะติดกับผนังเซลล์ชนิด angiotensin 

converting enzyme 2 (ACE-2) ได้ดีขึ้น จึงทำ�ให้

มคีวามสามารถในการตดิเช้ือเพิม่ขึน้(17) ความสามารถ

ในการติดเชื้อประกอบกับการแพร่ระบาดของเชื้อ 

SARS-CoV-2 ข้ึนกับพื้นที่และมีการติดเชื้อแบบ 

ไม่แสดงอาการทำ�ให้เกิดการแพร่ระบาดไปท่ัวโลก(18) 

ในเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2564 ประเทศไทยพบการ

ระบาดของสายพันธุ์ Delta หรือสายพันธุ์อินเดียแถบ

บ้านพักคนงาน เขตหลักสี่ กรุงเทพมหานคร(19) ซึ่ง

มีความสามารถในการแพร่เช้ือได้มากกว่าสายพันธุ์ 

Alpha ถึงร้อยละ 50 และเกิดการติดเชื้อแบบกลุ่ม

ก้อน ซึ่งเป็นสาเหตุของอัตราการป่วยและตายสูง(20) 

ช่วงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2564 เร่ิมมีรายงานการระบาด

ของสายพันธุ์ Omicron(21) และกลายเป็นสายพันธุ์

หลักที่มีการระบาดจนถึงปัจจุบัน เนื่องจากข้อมูลการ 

กระจายของสายพันธุ์เช้ือ SARS-CoV-2 ในพื้นท่ี

จงัหวดันนทบรุยีงัมจีำ�กดั การศกึษานีจ้งึมวีตัถุประสงค์

เพื่อติดตามการเปลี่ยนแปลงของรหัสพันธุกรรมหรือ

สายพันธุ์ของเชื้อ SARS-CoV-2 ด้วยเทคนิค NGS 

ในงานประจำ�วัน ที่สถาบันบำ�ราศนราดูร ประเทศไทย 

เพื่อใช้เป็นข้อมูลด้านระบาดวิทยาของสายพันธ์ุเช้ือ 

SARS-CoV-2 สำ�หรบัวางแผนงานเฝา้ระวัง ปอ้งกัน 

ควบคุมโรคต่อไป 

วิิธีีการศึึกษา
ตัวอย่างที่ศึกษา 

	 ตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษาเป็นสวอป (swab) 

ส่ิงส่งตรวจจากบริเวณหลังโพรงจมูก (nasopharyngeal 

swabs) ท่ีบรรจุอยู่ใน Viral Transport Media (VTM) 

ซึ่งตรวจพบสารพันธุกรรมของเช้ือ SARS-CoV-2 

ด้วยวิธี real-time reverse transcription polymerase 

chain reaction (real-time RT-PCR) ที่สถาบัน

บำ�ราศนราดูร ประเทศไทย ช่วงเดือนมิถุนายน  

พ.ศ. 2564 ถึง มีนาคม พ.ศ. 2565 โดยคัดเลือก

ตัวอย่างจากค่า cycle threshold (Ct) ที่ให้ค่าน้อย

กว่าหรือเท่ากับ 25 พบว่ามีตัวอย่างที่เข้าเกณฑ์ทั้งสิ้น 

135 ตัวอย่างและบันทึกข้อมูลของตัวอย่างที่นำ�มา

ตรวจ เช่น เพศ อายุ และค่า Ct ของตัวอย่าง

วัสดุอุปกรณ์ 

	 ชุดน้ำ�ยาสกัดสารพันธุกรรมของกรดนิวคลิอิก

ชนิดอัตโนมัติ รุ่น MagNA Pure 24 (Roche, Germany) 

และชุดน้ำ�ยา Ion Torrent Next-Generation  

Sequencing (NGS) platform (Thermo Fisher 

Scientific, USA) โดยแบ่งเป็นน้ำ�ยาสำ�หรับเตรียม 

DNA Library ใช้กับเคร่ือง Ion ChefTM  

Instrument (Thermo Fisher Scientific, USA) 

สำ�หรับเตรียม DNA Library อัตโนมัติ และน้ำ�ยา

สำ�หรับถอดรหัสพันธุกรรมใช้กับเครื่องวิเคราะห์รหัส

พันธุกรรม Ion GeneStudioTM  S5 (Thermo Fisher 

Scientific, USA)
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ขั้นตอนการศึกษา

	 การศกึษานีสุ้ม่ตวัอยา่งทีต่รวจวินจิฉยัหาสาร

พันธุกรรมของเชื้อ SARS-CoV-2 ในผู้ป่วยที่ 

ตรวจพบโควิด 19 ด้วยวิธี real-time RT-PCR โดย

มคีา่ Ct นอ้ยกว่าหรอืเท่ากบั 25 รอบ เพือ่ใหม้ปีรมิาณ

ไวรัสเพียงพอสำ�หรับการถอดรหัสพันธุกรรมแบบ 

ทั้งเส้น (whole genome sequencing) ตามแนวทาง

ในเอกสารแนะนำ�ของ Ion AmpliSeqTM SARS-CoV-2 

Insight Research Assay(22) สำ�หรับการระบุ copy 

number determination ข้ันตอนการเตรียม  

library ของตัวอย่างที่มีค่า Ct เป็น 3 แบบ ได้แก่ 

low, medium และ high โดยระบชุว่งคา่ Ct ในแตล่ะ

ยนีของวิธกีารตรวจหาสารพนัธุกรรมของเช้ือ SARS-

CoV-2 ด้วยวิธี real-time RT-PCR ท่ีสถาบัน

บำ�ราศนราดูร โดยใช้น้ำ�ยา Novel Coronavirus (2019-

nCoV) Real PCR kit (Jiangsu Bioperfectus  

technologies, China) หรอืตรวจดว้ยน้ำ�ยา COBAS 

SARS-CoV-2 (Roche, Germany) ชนิดเครื่อง

อัตโนมัติ กรณีที่มีค่า Ct น้อยกว่าหรือเท่ากับ 25  

จะทำ�ให้สามารถได้ผลการถอดรหัสพันธุกรรมได้

ครอบคลุมทั้งเส้น

	 การสกัดสารพันธุกรรมจากส่ิงส่งตรวจปริมาตร 

500 ไมโครลิตร ทำ�โดยอาศยัหลกัการ magnetic bead 

extraction โดยใช้เครื่องสกัดสารพันธุกรรมอัตโนมัติ 

(Roche, Germany) แล้วนำ�กรดนิวคลิอิกทั้งหมดที่

สกัดได้มาเปลี่ยนจากสาย RNA ให้เป็น DNA ชนิด 

complimentary DNA (cDNA) ด้วยชุดน้ำ�ยา 

Reverse Transcription Kit โดยใส่ในไมโครเพลต

ชนิด 96 หลุมที่มี Barcodes ติดฉลากอยู่ (Barcodes 

plate) และมาพร้อมกับชุดน้ำ�ยา (Thermo Fisher 

Scientific, USA) ในการเตรียม DNA ต้นแบบ 

(DNA Library) เมื่อได้ DNA ต้นแบบแล้วนำ�มา

ตรวจวัดความเข้มข้นด้วยเครื่องวัดปริมาณชนิด 

ฟลูออเรสเซนต์ Qubit 4 fluorometer ซึ่งอาศัย 

หลักการเรอืงแสงจากสีฟลูออเรสเซนตที์เ่ข้าไปจับกับ

โมเลกุลของสารพนัธกุรรมชนดิ DNA ทีต่อ้งการทราบ

ปรมิาณอยา่งจำ�เพาะเจาะจง โดยใช้น้ำ�ยา Qubit™ 1X 

dsDNA High Sensitivity (HS) (Invitrogen, USA) 

หลังจากนั้น เจือจางให้ได้ความเข้มข้น 50 นาโนกรัม

ในปริมาตร 25 ไมโครลิตร แล้วนำ� DNA ต้นแบบที่

เจือจางแล้วมาใช้เป็นแม่แบบในการเตรียม chip 

สำ�หรับการทำ� sequencing ด้วยเครื่องเตรียม tem-

plate อัตโนมัติ Ion ChefTM Instrument (Thermo 

Fisher Scientific, USA) โดยใช้ Ion 540 chip ที่

เตรียมเสร็จแล้วจะถูกนำ�ไปถอดรหัสพันธุกรรมด้วย

เครื่อง Ion GeneStudioTM S5 (Thermo Fisher 

Scientific, USA) 

การแปลผลรหัสพันธุกรรม

	 การแปลผลรหัสพันธุกรรมใช้ โปรแกรม

สำ�เร็จรูป ประกอบด้วย variantCaller และ SARS-

CoV-2_coverage analysis โดยข้อมูล FASTA ที่

ไดจ้ะถูกนำ�ไปแปลผลในฐานข้อมลูออนไลน ์Pangolin  

COVID-19 Lineage (https://pangolin.cog-uk.io/)(23) 

และ Nextclade (https://clades.nextstrain.org/)(24)  

หลังจากนั้น วิเคราะห์ผลการศึกษานี้แสดงด้วย 

สถิตเิชิงพรรณนา ไดแ้ก ่คา่รอ้ยละของข้อมลูสายพนัธุ์

ที่ตรวจพบในตัวอย่างทั้งหมด

ข้อพิจารณาทางจริยธรรม

	 การตรวจหาลักษณะเฉพาะทางโมเลกุลของ

เชื้อไวรัส SARS-CoV-2 ด้วยวิธี Next Generation 

Sequencing ในกลุ่มผู้ติดเช้ือ SARS-CoV-2 ได้รับ

การรับรองจากคณะกรรมการพิจารณาโครงการวิจัย ของ

สถาบนับำ�ราศนราดรู รหสัโครงการ S033h/63_ExPD
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ผลการศึึกษา
	 ตัวอย่างจากระบบทางเดินหายใจของผู้ติดเช้ือ 

SARS-CoV-2 ท่ีอยู่ในช่วงอายุ 6 เดือนถึง 88 ปี  

โดยมีค่ามัธยฐานเท่ากับ 33 ปี เป็นเพศชาย 50 ราย

และเพศหญิง 85 ราย ดังแสดงใน Table 1

	 จากการศึกษารหัสพันธุกรรมของเชื้อ 

SARS-CoV-2 ที่ตรวจพบในระยะเวลาศึกษา มี 3 

สายพันธุ์ ได้แก่ Alpha, Delta และ Omicron ซึ่ง

จัดเป็นสายพันธุ์ท่ีน่ากังวล (VOC) โดยสายพันธ์ุ 

Alpha หรือ lineage B.1.1.7 ตรวจพบทั้งหมด

จำ�นวน 6 ราย คิดเป็นร้อยละ 4.44 สายพันธุ์ Delta 

พบจำ�นวน 40 ราย คิดเป็นร้อยละ 29.63 สายพันธุ์ 

Delta แบ่งเป็นสายพันธุ์ย่อย 3 สายพันธุ์ ได้แก่ 

lineage AY.30 จำ�นวน 14 ราย (ร้อยละ 10.37) 

AY.79 จำ�นวน 1 ราย (ร้อยละ 0.74) และ  

AY.85 จำ�นวน 25 ราย (ร้อยละ 18.52) ตามลำ�ดับ 

ส่วนสายพันธ์ุ Omicron พบจำ�นวน 89 ราย  

คิดเป็นร้อยละ 65.93 โดยแบ่งเป็น lineage BA.1 

จำ�นวน 53 ราย ประกอบด้วยสายพันธุ์ย่อย (sub-

lineage) จำ�นวน 5 สายพันธ์ุ คือ BA.1 จำ�นวน 8 ราย 

(ร้อยละ 5.93) BA.1.1 จำ�นวน 36 ราย (ร้อยละ 

26.67) BA.1.16.1 จำ�นวน 1 ราย (ร้อยละ 0.74) 

BA.1.17 จำ�นวน 7 ราย คิดเป็นร้อยละ 5.19 และ 

BA.1.17.2 จำ�นวน 1 ราย คิดเป็นร้อยละ 0.74 และ  

lineage BA.2 จำ�นวน 36 ราย แบ่งเป็นสายพันธุ์

ย่อยจำ�นวน 5 สายพันธุ์ คือ BA.2 จำ�นวน 6 ราย 

(รอ้ยละ 4.44) BA.2.3 จำ�นวน 12 ราย (รอ้ยละ 8.89) 

BA.2.9 จำ�นวน 9 ราย (ร้อยละ 6.67) BA.2.10 

จำ�นวน 5 ราย (ร้อยละ 3.7) และ BA.2.10.1 จำ�นวน 

4 ราย (ร้อยละ 2.96) ตามลำ�ดับ ดังแสดงใน Table 2

	 ผลการวิเคราะห์ข้อมูลการกระจายตัวของ

สายพันธ์ุ SARS-CoV-2 แบบร้อยละพบว่าในช่วง

เดือนมิถุนายน กันยายน และตุลาคม พ.ศ. 2564  

ตรวจพบสายพนัธ์ุ Delta ทัง้หมด (รอ้ยละ 100)  เดอืน

กรกฎาคมและสงิหาคม พ.ศ. 2564 ตรวจพบสายพนัธุ ์

Alpha ร้อยละ 36.36 และร้อยละ 40 ตามลำ�ดับและ

ในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2564 ตรวจพบสายพันธ์ุ  

Omicron คดิเปน็รอ้ยละ 50 ของสายพนัธุท่ี์ตรวจพบ

ในเดือนนั้น ต่อมาในเดือนมกราคม พ.ศ. 2565 ถึง

มีนาคม พ.ศ. 2565 พบการกระจายตัวของสายพันธุ์ 

Omicron เพิ่มข้ึนโดยแบ่งเป็นสายพันธุ์ย่อย BA.1 

และ BA.2 ดังแสดงใน Fig. 1
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Table 1 Demographic data of SARS-CoV-2-infected samples.

 

Age (year)
Sex (n)

Cycle threshold (Ct)* Estimated viral copy number**
Male Female

<10 12 8 13.20 - 23.34 Medium - High

10 - 19 5 2 13.70 - 23.57 Medium - High

20 - 29 7 20 14.65 - 24.30 Medium - High

30 - 39 8 19 14.40 - 23.30 Medium - High

40 - 49 6 17 15.40 - 23.10 Medium - High

50 - 59 7 10 13.10 - 25.26 Medium - High

60 - 69 3 3 15.46 - 22.30 Medium - High

70 - 79 1 5 13.20 - 24.60 Medium - High

>80 1 1 14.40 - 18.10 High

50 85 13.10 - 25.26 Medium - High

Total 135

*Cycle Threshold (Ct): The cycle threshold from SARS-CoV-2 detection by real-time RT-PCR. The less 

Ct represents the higher viral copy number. 

**The estimated virus levels that are suitable for whole genome sequencing by Ion AmpliSeqTM NGS 

platform, recommended by the instruction manual of the reagent kit.(22)

#in2 66-4.indd   8884#in2 66-4.indd   8884 29/2/2567 BE   11:5929/2/2567 BE   11:59



การจำ�แนกรหัสพันธุกรรมของเชื้อ SARS-CoV-2 
ด้วยเทคนิค Next Generation Sequencing ที่สถาบันบำ�ราศนราดูร

8885

Table 2		The proportion of SARS-CoV-2 variant distribution during June 2021 to March 2022.  

		 The SARS-CoV-2 variants were studied by using Ion AmpliSeqTM NGS platform. 

SARS-CoV-2 variants and lineages Number of Cases (%) 95% CI

Alpha B.1.1.7 6 (4.44) 1.65-9.42

Delta

AY.30 14 (10.37) 5.79-16.79

AY.79 1 (0.74) 0.19-4.06

AY.85 25 (18.52) 12.36-26.11

Total 40 (29.63) 22.08-38.09

Omicron

BA.1 8 (5.93) 2.59-11.34

BA.1.1 36 (26.67) 19.43-34.96

BA.1.16.1 1 (0.74) 0.19-4.06

BA.1.17 7 (5.19) 2.11-10.39

BA.1.17.2 1 (0.74) 0.19-4.06

BA.2 6 (4.44) 1.65-9.42

BA.2.3 12 (8.89) 4.68-15.01

BA.2.9 9 (6.67) 3.09-12.28

BA.2.10 5 (3.7) 1.21-8.43

BA.2.10.1 4 (2.96) 0.81-7.41

Total 89 (65.93) 57.28-73.86

Total 135 (100)
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อภิิปรายผล
	 การคัดเลือกตัวอย่างมาใช้สำ�หรับการถอดรหัส

พันธุกรรมจากส่ิงส่งตรวจในงานประจำ�วันท่ีผ่านข้ันตอน

การทำ� real-time RT-PCR และมีค่า Ct น้อยกว่า

หรือเท่ากับ 25 ซึ่งมี viral copy number ประมาณ 

50-1,500 เป็นเกณฑ์แนะนำ�ข้ันต่ำ�ในขั้นตอน 

การเตรียม library เพื่อให้ได้ผลการถอดรหัสทาง

พันธุกรรมแบบท้ังเส้น(22) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย

ของ Ilié M และคณะ(25) ที่ตรวจวิเคราะห์สายพันธุ์ 

SARS-CoV-2 โดยวิธี Ion AmpliSeq SARS-

CoV-2 Insight Research Assay ด้วยเครื่อง 

Genexus Sequencer ในตัวอย่างที่มีจำ�นวน viral 

load ต่ำ� (≤ 200 copies/µL) พบว่าสามารถถอดรหัส

พนัธุกรรมแบบท้ังเสน้ไดส้ำ�เรจ็รอ้ยละ 91 ของจำ�นวน

ตัวอย่างทั้งหมด	

Fig. 1 	Percentage of SARS-CoV-2 variant distribution at Bamrasnaradura Infectious Diseases Institute  

	 (June 2021 to March 2022). The SARS-CoV-2 variants were studied by using Ion GeneStudioTM 

 	 S5 Next-Generation Sequencing. 

	 ผลการวิเคราะห์ข้อมูลรหัสพันธุกรรมของ

สายพนัธุเ์ช้ือ SARS-CoV-2 ในการศกึษานีท่ี้สถาบนั

บำ �ราศนราดู ร จั งหวัดนนทบุ รี  ในช่ วง เวลา  

10 เดือนระหว่างมิถุนายน พ.ศ. 2564 ถึงมีนาคม 

พ.ศ. 2565 ตรวจพบ 3 สายพันธุ์ที่น่ากังวล (VOC)  

ไ ด้แ ก่ A l pha ,  De l t a  และ  Omic r on  

เมื่อตรวจสอบการกระจายตัวของสายพันธ์ุ SARS-

CoV-2 แบบรายเดือนพบว่าสายพันธ์ุ Delta เป็น

สายพันธุ์หลักท่ีตรวจพบในช่วงเดือนมิถุนายนถึง

ตุลาคม พ.ศ. 2564 สอดคล้องกับรายงานการแพร่

ระบาดของสายพันธุ์ Delta ของประเทศไทย ซึ่งเริ่ม

ระบาดตั้งแต่เดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2564 และ 

เพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว(19) นอกจากนี้ยังมีการตรวจพบ 

สายพันธุ์ Alpha บ้างเล็กน้อยในเดือนกรกฎาคมถึง

สิงหาคม พ.ศ. 2564 โดยพบว่าสายพันธ์ุ Alpha  
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ข้อมูลความชุกของสายพันธ์ุในแอฟริกาที่มีรายงานว่า

เริ่มมีการระบาดของสายพันธุ์ Omicron ตั้งแต่เดือน

ธันวาคม พ.ศ. 2564 เป็นต้นมาเช่นเดียวกัน(26) ซึ่ง

เป็นไปในแนวทางเดียวกับการศึกษานี้ท่ีตรวจพบ 

สายพันธ์ุ Omicron เป็นหลักในเดือนมกราคมถึง

มีนาคม พ.ศ. 2565 โดยสายพันธุ์ Omicron ท่ีมี 

การระบาดช่วงแรก คือ สายพันธ์ุ BA.1 ตรวจพบ 

ครั้งแรกในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2564 ส่วนสายพันธุ์ 

BA.2 เริม่ตรวจพบในเดอืนมกราคม พ.ศ. 2565 และ 

มีสัดส่วนเพิ่มมากข้ึนในเดือนกุมภาพันธ์ถึงมีนาคม 

พ.ศ. 2565 ดังนั้นผลการตรวจหาสายพันธุ์ของ 

เชื้อ SARS-CoV-2 ที่สถาบันบำ�ราศนราดูร จังหวัด

นนทบุรี สอดคล้องกับการรายงานข้อมูลภาพรวมของ

การเฝ้าระวังสายพันธุ์เชื้อ SARS-CoV-2 ท่ีพบใน

ประเทศไทยในช่วงเวลาเดียวกัน(27) 

	 เน่ืองจากข้อจำ�กัดของปริมาณตัวอย่างท่ีใช้ใน

การศึกษาคร้ังน้ีและภูมิลำ�เนาของผู้ป่วยท่ีส่วนใหญ่เป็น

คนจังหวัดนนทบุรี ทำ�ให้ข้อมูลรหัสพันธุกรรมท่ีตรวจพบ

ไม่หลากหลาย ถึงแม้ว่าสายพันธ์ุท่ีตรวจพบจะมีแนวโน้ม

ไปในทิศทางเดียวกันกับรายงานสายพันธ์ุจากกรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ สัดส่วนของสายพันธ์ุท่ีตรวจ

พบในแตล่ะเดอืนอาจมกีารเปล่ียนแปลงไดห้ากทำ�การ

ศึกษาในปริมาณตัวอย่างที่มากกว่านี้ ซึ่งการถอดรหัส

พันธุกรรมโดยใช้เทคนิค NGS ของเช้ือ SARS-

CoV-2 มคีวามสำ�คญัในการศกึษาวิวัฒนาการและเฝา้

ระวังการเปลี่ยนแปลงของสายพันธุ์เช้ือ ทำ�ให้ทราบ 

ต้นกำ�เนิดและท่ีมาของเช้ือท่ีระบาดในแต่ละช่วงเวลา 

สามารถนำ�ไปเชือ่มโยงกับระบาดวทิยาโมเลกุลและนำ�

ข้อมูลไปใช้ประโยชน์สำ�หรับมาตรการป้องกันและ

ควบคุมโรค รวมท้ังการคัดเลือกสายพันธ์ุท่ีเหมาะสม 

ในการพัฒนาวัคซีนสำ�หรับประเทศไทย

เริม่แพรร่ะบาดช่วงเดอืนเมษายน พ.ศ. 2564(16) และ

จากรายงานขององค์การอนามัยโลก พบว่าการระบาด

ของสายพันธ์ุ Alpha ลดลงในเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2564 

จนเริ่มมีสายพันธุ์ Delta เพิ่มขึ้น(13) ซึ่งการศึกษานี้

ตรวจพบสายพันธุ์ Alpha ในเดือนกรกฎาคมถึง

สิงหาคม พ.ศ. 2564 เมื่อเปรียบเทียบสัดส่วนกับ 

สายพันธ์ุอ่ืนท่ีตรวจพบในช่วงเวลาเดียวกันพบว่ามีสัดส่วน

น้อยกว่า สอดคล้องกับการรายงานความชุกของ 

สายพันธ์ุ SARS-CoV-2 ในแอฟริกา ท่ีแสดงให้เห็นว่า

ช่วงเดือนมิถุนายนถึงตุลาคม พ.ศ. 2564 สายพันธ์ุท่ี

ระบาดหลักในประเทศ คือ สายพันธ์ุ Delta แต่ยังคงตรวจ

พบสายพนัธุ ์Alpha และสายพนัธุอ์ืน่บา้งเลก็นอ้ย(26) 

	 นอกจากน้ี จากการศึกษาเพ่ือติดตามความ

เปล่ียนแปลงสายพันธ์ุ SARS-CoV-2 ในประเทศไทย

ของ Puenpa J และคณะ พบว่าเดือนมิถุนายน พ.ศ. 

2564 มรีายงานการตรวจพบท้ังสายพนัธุ ์Alpha และ 

Delta โดยพบสัดส่วนของสายพันธุ์ Alpha มากกว่า 

Delta ในเดอืนกรกฎาคมถึงสงิหาคม พ.ศ. 2564 พบ

สายพันธุ์ Alpha ลดลงแต่สายพันธุ์ Delta เพิ่มขึ้น  

และ เดอืนกนัยายน พ.ศ. 2564 ถึงพฤศจกิายน พ.ศ. 

2564 เปน็สายพนัธุ ์Delta รอ้ยละ 100 เดอืนธันวาคม 

พ.ศ. 2564 เริ่มมีการตรวจพบสายพันธุ์ Omicron 

BA.1 และตรวจพบเป็นสายพันธ์ุหลักตั้งแต่เดือน

มกราคม พ.ศ. 2565 ถึงมีนาคม พ.ศ. 2565 โดยเริ่ม

มีการตรวจพบสายพันธุ์ Omicron BA.2 ในเดือน

มกราคม พ.ศ. 2565 ด้วย(15) ซึ่งช่วงเวลาท่ีมีการ

รายงานสายพนัธุ ์รวมถึงสดัสว่นสายพนัธุท่ี์ตรวจพบมี

ความสอดคลอ้งกับการศกึษานี ้ยกเว้นเดอืนมถุินายน 

พ.ศ. 2564 เนื่องจากตัวอย่างที่นำ�มาศึกษามีจำ�นวน

นอ้ย จงึอาจสง่ผลตอ่สดัสว่นของสายพนัธุ์ในช่วงเวลา

นั้นได้ จากการตรวจพบสายพันธุ์ Omicron ตั้งแต่

เดือนธันวาคม พ.ศ. 2564 และมีรายงานการแพร่

ระบาดของสายพันธ์ุน้ีในประเทศไทย(21) สอดคลอ้งกับ
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Abstract
Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-

TOF MS) technique was used to examine the protein patterns of bacteria and compare them with 

existing databases to determine their genus and species rapidly and accurately. Due to its high 

sensitivity, it is also capable of effectively detecting changes in protein expression. Zinc is 

widely used as a supplement and is included in many beverages due to its immune-enhancing, 

beauty-enhancing properties and used to reduce the severity of diarrhea. However, the impact 

of zinc on pathogen identification such as Vibrio cholerae using MALDI-TOF MS remains  

unclear. Therefore, this study aimed to examine the impact of zinc on the peptide mass pattern 

and identification score of pathogenic and non-pathogenic strains. V. cholerae was challenged 

with zinc concentrations below the metal tolerance value, ranging from 0.2 to 0.8 mM zinc and 

analyzed by MALDI-TOF MS. The analysis demonstrated a significant reduction in the  

identification score in relation to the concentration of zinc (p < 0.05). However, this reduction 

did not affect the accuracy of identifying the genus and species. These findings were consistent 

with the results of peptide pattern analysis by principal component analysis (PCA) in  

pathogenic strains but not in non-pathogenic strains (p < 0.01). Furthermore, the analysis  

revealed distinct peptide patterns and identification score in pathogenic strains compared to 
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control, leading to the misidentification of strains as non- pathogenic at a zinc concentration of 

0.8 mM. These strains exhibited peptides specific to zinc, indicating a dose-response  

characteristic at peptide positions m/z 4745, 5122, 6275, and 7160 Dalton. In conclusion, this 

study significantly contributes to our understanding of how zinc influences the identification of 

pathogenic bacterial types using MALDI-TOF MS. Additionally, it provides valuable insights 

into potential strategies for improving the accuracy in situations where interference from zinc 

present in food and supplements for future investigations.

Keywords:	MALDI-TOF MS, Zinc, Vibrio cholerae, Identification score, Biotyper
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 1 เมษายน 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

ผลกระทบของสังกะสีต่อรูปแบบเปปไทด์และค่าคะแนนในการ
ระบุชื่อเชื้อก่อโรค Vibrio cholerae ด้วยเครื่อง 

MALDI-TOF MS

มณีมณฑ์ โคเบนท์1, 2 สุพิชฌาย์ ปั้นเหน่งเพ็ชร3 ปิยดา ณ นคร3 
และ พัชรี อิศรางกูร ณ อยุธยา4*

1บัณฑิตศึกษา สาขาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี
2ศูนย์การแพทย์บางรักด้านโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ กรุงเทพมหานคร

3ศูนย์วิจัยพัฒนานวัตกรรมและชีวการแพทย์สารสนเทศ คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขตศาลายา 
จังหวัดนครปฐม

4ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี

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

(MALDI-TOF MS) สามารถระบุจีนัสและสปีชีส์ของจุลชีพได้อย่างรวดเร็วและแม่นยำ� โดยวิเคราะห์

รูปแบบเปปไทด์ (mass spectra) ของแบคทีเรียและเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล ด้วยความไวสูง ทำ�ให้

สามารถตรวจจบัการเปลีย่นแปลงของเปปไทด์ได้อยา่งมีประสทิธิภาพ ปจัจบุนันิยมใช้สงักะสเีปน็อาหาร

เสริม และผสมในเครื่องดื่มหลายชนิด เนื่องจากมีคุณสมบัติในการเสริมสร้างระบบภูมิคุ้มกัน ความงาม 

และใช้ลดความรุนแรงของโรคท้องร่วงได้ อย่างไรก็ตามผลกระทบของสังกะสีต่อการระบุเชื้อโรค เช่น 

Vibrio cholerae โดยใช้เทคนิค MALDI-TOF MS ยังไม่ชัดเจน ดังนั้น การวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อ

ศึกษาผลกระทบของสังกะสีต่อรูปแบบเปปไทด์ และค่าคะแนนที่ใช้ในการระบุเชื้อจุลชีพ V. cholerae  

ระหว่างสายพันธุ์ที่มีและไม่มียีนก่อโรค โดยได้รับสังกะสีที่ความเข้มข้น 0.2 ถึง 0.8 มิลลิโมลาร์ และ

วิเคราะห์ด้วย MALDI-TOF MS  พบว่าค่าคะแนนที่ใช้ในการระบุเชื้อจุลชีพทั้งสองสายพันธุ์มีแนวโน้ม

ลดลงตามการเพิ่มขึ้นของความเข้มข้นสังกะสีอย่างมีนัยสำ�คัญ (p < 0.05) อย่างไรก็ตามยังสามารถระบุ

จนัีสและสปชีีส์ได้ถกูต้อง ผลการวเิคราะหน้ี์สอดคล้องกบัผลการวเิคราะหร์ปูแบบเปปไทด์โดย principal 

component analysis (PCA) โดยพบการเปลีย่นแปลงรปูแบบเปปไทด์ตามความเขม้ขน้ของสังกะสอียา่ง

มีนัยสำ�คัญ เฉพาะในสายพันธุ์ที่มียีนก่อโรคเท่านั้น (p < 0.01) นอกจากนี้พบว่าสังกะสีที่ความเข้มข้น 

0.8 มิลลิโมลาร์ ส่งผลทำ�ให้เกิดการระบุสายพันธ์ุ (strain) ท่ีผิดพลาด โดยพบว่ามีเปปไทด์ท่ีมีความจำ�เพาะ

กับผลของสังกะสีต่อเช้ือน้ีท่ีตำ�แหน่ง m/z 4745, 5122, 6275 และ 7160 ดาลตัน ผลการวิจัยน้ี 

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: Patcharee.i@allied.tu.ac.th 
รับบทความ: 14 มิถุนายน 2566	 แก้ไขบทความ: 9 กรกฎาคม 2566 	  รบัตพีมิพบ์ทความ: 14 กรกฎาคม 2566  
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ทำ�ให้เกิดองค์ความรู้เก่ียวกับผลกระทบของสังกะสีท่ีมีต่อการระบุชนิดของแบคทีเรียโดยใช้เทคนิค  

MALDI-TOF MS นำ�ไปสูก่ารวนิิจฉัยเช้ือท่ีถกูต้องแม่นยำ� กรณท่ีีมีการรบกวนจากสงักะสใีนสิง่สง่ตรวจ 

คำ�สำ�คัญ:  MALDI-TOF MS, สังกะสี, Vibrio cholerae, ค่าคะแนนที่ใช้ระบุเชื้อจุลชีพ, Biotyper
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ผลกระทบของสังกะสีต่อรูปแบบเปปไทด์และค่าคะแนนในการระบุชื่อเชื้อก่อโรค Vibrio cholerae 
ด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS

8895

บทนำำ� 
Vibrio cholerae เป็นสาเหตุสำ�คัญ 

ของอหวิาตกโรคหรอืโรคอจุจาระรว่งรนุแรง ส่วนใหญ่ 

เกิดจากการรับประทานอาหารทะเลแบบดิบ ๆ มีการ 

ปนเปื้อนระหว่างข้ันตอนการเตรียมอาหาร(1) เมื่อ 

เช้ือเข้าสู่ลำ�ไส้เลก็ของผูป้ว่ย เชือ้จะแบง่ตวัเพิม่จำ�นวน

ในช้ันเยื่อบุลำ�ไส้และสร้าง cholera toxin ซึ่ง 

มีคุณสมบัติเป็นเอนเทอโรทอกซินทำ�ให้ผนังลำ�ไส้

อักเสบ ไม่สามารถดูดซึมน้ำ�และเกลือแร่ได้ อีกทั้งยัง

กระตุ้นให้มีการสูญเสียน้ำ�และเกลือแร่ เช่น โซเดียม

และคลอไรด์ออกมาในลำ�ไส้ ส่งผลให้ผู้ป่วยถ่ายอุจจาระ

เป็นน้ำ�อย่างรุนแรง ซึ่งเป็นพยาธิสภาพท่ีสำ�คัญ 

ของโรค ทั้งนี้เชื้อ V. cholerae จะจำ�กัดอยู่เฉพาะ

ในลำ�ไส้ โดยไม่รุกล้ำ�เข้าสู่กระแสเลือด ดังนั้นผู้ป่วย

จึงมักไม่มีไข้และอุจจาระมักไม่มีเลือดปน(2, 3) โดย 

เชื้อสามารถก่อให้เกิดการระบาดได้อย่างรวดเร็ว และ

ทำ�ให้เสียชีวิตได้(4, 5)  

สังกะสีเป็นแร่ธาตุอาหารท่ีมีความสำ�คัญต่อ

ระบบการทำ�งานของรา่งกาย เปน็แรธ่าตท่ีุพบนอ้ยแต่

มีความจำ�เป็นต่อร่างกาย สังกะสีถูกนำ�ไปใช้ร่วมกับ

เอนไซม์ในปฏิกิริยาต่าง ๆ ที่สำ�คัญต่อการทำ�งานของ

ร่างกาย เช่น การเจริญเติบโต การสร้างเน้ือเย่ือต่าง ๆ 

และช่วยเสรมิสรา้งระบบภูมติา้นทานภายในรา่งกาย(6) 

ดังนั้นจึงนิยมบริโภคสังกะสีมากขึ้นในอาหารเสริม  

รูปแบบต่างๆ โดยมีส่วนผสมสังกะสีท่ีประมาณ 15  

ถึง 30 มิลลิกรัม แต่การได้รับสังกะสีในปริมาณที่มาก

เกินไปก็ส่งผลเสียต่อร่างกาย องค์การอนามัยโลกได้

กำ�หนดแนวทางการบริโภคประจำ�สัปดาห์ที่ยอมรับได้ 

(provisional tolerable weekly intakes; PTWIs) 

ของร่างกายมนุษย์ เท่ากับ 7,000 ไมโครกรัมต่อ

กิโลกรัมน้ำ�หนักตัวต่อสัปดาห์(7) นอกจากสังกะสีจะ 

มีประโยชน์ต่อร่างกายแล้วสังกะสียังมีบทบาทสำ�คัญ

ในการตา้นเช้ือท่ีกอ่ใหเ้กิดอาการท้องรว่ง โดยท่ีสงักะสี

จะช่วยรักษาระดับความสมบูรณ์ของผนังเซลล์  

และมีบทบาทโดยตรงต่อการขนส่งไอออนในเซลล์ 

เอนเทอโรไซต ์(enterocytes) ซึง่เปน็เซลล์เย่ือบลุำ�ไส้

ท่ีสามารถดดูซมึแรธ่าตตุา่ง ๆ  ได ้ดงันัน้สังกะสีจงึช่วย

ให้มีการดูดซึมไอออนและป้องกันสารคัดหลั่งท่ีถูก

สร้างจากทอกซินของเช้ือ V. cholerae โดยมี 

ผลโดยตรงต่อความเข้มข้นของ cAMP ในเซลล์ 

เอนเทอโรไซต์(8) นอกจากนีย้งัมงีานวจัิยพบวา่สังกะสี 

ซีลีเนียม และแมงกานีส มีความสามารถลดความ

รุนแรงในการก่อโรคของ V. cholerae ได้ โดยธาตุ

เหล่านี้มีผลต่อยีน ctxAB, fliA, tepA และ toxR 

ซ่ึงเป็นกลุ่มยีนท่ีทำ�หน้าท่ีสร้างทอกซิน การเคล่ือนท่ีและ 

การเพิม่จำ�นวนของเชือ้ในลำ�ไส ้สง่ผลใหค้วามสามารถ

ในการเคล่ือนท่ี การเกาะผนังเซลล์เย่ือบุผิว (epithelial 

cell) ของเช้ือ V. cholerae ลดลงอย่างมีนัยสำ�คัญ(9)  

ดังนั้นองค์การอนามัยโลก และกองทุน United  

Nations International Children’s Emergency 

Fund (UNICEF) ไดแ้นะนำ�ใหเ้สรมิสังกะสีในผูป้ว่ย

เดก็ทุกรายท่ีเปน็โรคอุจจาระรว่งเฉยีบพลันทีอ่าศยัอยู่

ในประเทศกำ�ลังพัฒนาปริมาณ 20 มิลลิกรัมทุกวัน

เป็นเวลา 10-14 วันสำ�หรับเด็กท่ีมีอาการท้องร่วง

เฉียบพลันและ 10 มิลลิกรัมต่อวันสำ�หรับทารกอายุ 

ต่ำ�กว่าหกเดือนเพื่อลดความรุนแรง(10) 

Matrix-assisted laser desorption/ 

ionization time-of-flight mass spectrometry 

(MALDI-TOFMS) เป็นเทคนิคท่ีสามารถระบุชนิดของ

เชื้อจุลชีพในระดับจีนัสและสปีชีส์ ได้รวดเร็ว มีความ

ไวและมีความแม่นยําสูง(11, 12) โดยอาศัยรูปแบบ 

เปปไทด์สายส้ัน ๆ ท่ีมีความจำ�เพาะกับจีนัสและสปีชีส์  

(peptide mass fingerprint) ขนาดประมาณ 2,000-

15,000  ดาลตนั เชน่ โปรตนีในกลุ่ม housekeeping 

proteins, ribosomal proteins และโปรตีนสายสั้น

อื่น ๆ  เนื่องจากโปรตีนสายสั้นๆ หรือเรียกว่าเปปไทด์

นั้นมีการเปลี่ยนแปลงได้เสมอ เมื่อเช้ือจุลชีพอยู่ใน

ภาวะกดดัน มีรายงานวิจัยแสดงให้เห็นว่ารูปแบบ 
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มณีมณฑ์ โคเบนท์ และคณะ8896

เปปไทด์สามารถเปลี่ยนแปลงได้เมื่อเชื้ออยู่ในภาวะที่

มีโลหะชนิดต่างๆ เช่น เช้ือ Staphylococcus aureus 

ที่ได้รับโลหะเงิน แคดเมียม สังกะสี ตะกั่ว(13) และ 

Escherichia coli O157: H7 ที่ได้รับแคดเมียม 

โดยคาดว่ารูปแบบเปปไทด์ท่ีเปลี่ยนแปลงนั้นเป็นผล

จากการปรับตัวของเช้ือต่อโลหะนั้น ๆ(14) นอกจาก

สังกะสีถูกนำ�มาใช้ ในการควบคุมความรุนแรงใน 

การก่อโรคของเชื้อแบคทีเรียก่อโรคท้องร่วง ยังได้รับ

ความนิยมในการนำ�มาบริ โภคเป็นอาหารเสริมใน 

ชีวิตประจำ�วันมากข้ึน อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงาน

ผลกระทบของสังกะสีต่อรูปแบบการแสดงออกของ

เปปไทด์ท่ีวิเคราะห์ด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS 

ในเช้ือแบคท่ีเรียก่อโรคท่ีสำ�คัญอย่าง V. cholerae 

ดังนั้นในงานวิจัยนี้ ผู้วิจัยจึงได้ศึกษาผลกระทบของ

สังกะสีต่อการระบุชนิดของเชื้อจุลชีพ เมื่อวิเคราะห์

ด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS โดยการเปรียบเทียบ

รูปแบบเปปไทด์ รวมถึงค่าคะแนนที่ใช้ในการระบุ 

ชนิดเชื้อจุลชีพ (identification score) ของเช้ือ  

V. cholerae สายพันธ์ุที่มียีนก่อโรคและไม่มียีน 

ก่อโรค ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีสังกะสีความเข้มข้นต่าง ๆ  

โดยท่ีค่าความเข้มข้นนั้นมีค่าน้อยกว่าค่า metal  

tolerance test รวมถึงการแสดงความสามารถของเคร่ือง 

MALDI-TOF MS ในการจำ�แนกรูปแบบเปปไทด์ 

พ้ืนฐานท่ีแตกต่างกันของเช้ือ V. cholerae สายพันธ์ุท่ีมี 

ยีนก่อโรคและไม่มียีนก่อโรคออกจากกัน การศึกษา

ครั้งนี้จะทำ�ให้เกิดองค์ความรู้พื้นฐานสำ�หรับการ

วิเคราะห์เชื้อ V. cholerae ด้วยเครื่อง MALDI-

TOF MS และเป็นตัวอย่างงานวิจัยท่ี ใช้เครื่อง 

MALDI-TOF MS ในการศึกษาจุลชีพ ในภาวะที่ 

มีปัจจัยต่างๆ มารบกวนหรือมีการปนเปื้อนมากับ 

ส่ิงส่งตรวจ ในการตรวจวินิจฉัยเช้ือจุลชีพทางห้อง 

ปฏิิบัติการเทคนิคการแพทย์ต่อไป

วััสดุุและวิิธีีการ
การทดสอบหาคา่ความสามารถในการทนต่อสังกะสี

ของเชื้อ (Metal tolerance test)

นำ�เชื้อแบคทีเรีย V. cholerae สายพันธุ์ 

V. cholerae serogroup O1, El tor, Inaba และ 

V. cholerae Non O1/Non O139 (จากกรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์) โคโลนีเดี่ยวมาลงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อ Luria-Bertani (LB) broth 5 มิลลิลิตร  

1 โคโลนีต่อ 1 หลอด (ทำ� 3 ซ้ำ�) แล้วนำ�ไปบ่มใน 

ตู้เพาะเช้ือท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 

ชั่วโมง หลังจากนั้นเตรียมเ ช้ือให้เท่ากับ 0.5  

McFarland (OD
600

 = 0.1) นำ�เช้ือท่ีปรับแล้วมา 

เจือจางเช้ือในอัตราส่วน 1:10 หลังจากนั้นหยดเชื้อ 

ท่ีเตรียมไว้ปริมาตร 2 ไมโครลิตร บน LB Agar ท่ีไม่มี

สังกะสี (กลุ่มควบคุม) และ LB Agar ท่ีมีความเข้มข้น

ของสังกะสี เท่ากับ 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2  

และ 6.4 มลิลิโมลาร ์แล้วนำ�ไปบม่เพาะทีตู่อ้บอณุหภมู ิ

37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 18 ช่ัวโมง ความเข้มข้น

สุดท้ายของสังกะสีท่ีเช้ือสามารถเจริญเติบโตได้  

ให้อ่านเป็นค่า metal tolerance test(15) 

การเพาะเลี้ยง V. cholerae ในอาหารเหลวผสม

สังกะสีสำ�หรับวิเคราะห์รูปแบบมวลเปปไทด์ 

ด้วยเทคนิค Matrix-assisted laser desorption 

ionization-time of flight  

นำ�เชื้อแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยว 1 โคโลนี เลี้ยง

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB broth นำ�ไปบ่มในตู้เพาะเชื้อ

ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง นำ�มา

ปรับจำ�นวนเชื้อให้ได้ความเข้มข้นประมาณ 1x109 

หน่วยการก่อตัวโคโลนีต่อมิลลิลิตร (CFU/mL) ด้วย

เครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (Shimadzu UV 

2501PC, Japan) วดัการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 

600 นาโนเมตร (OD
600

) หลังจากนั้นเติมสังกะสี

ซัลเฟตความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.8, 0.4 และ 0.2 
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มิลลิโมลาร์ นำ�ไปบ่มเพาะที่ 37 องศาเซลเซียส ด้วย

เครื่องเขย่า โดยใช้ความเร็วที่ 180 รอบต่อนาที  

บ่มเพาะระยะเวลา 16 ชั่วโมง นำ�เชื้อที่ได้ทั้งหมดไป

ปั่นตกตะกอนโดยใช้ความเร็วท่ี 8,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสด้านบนทิ้ง ปั่นล้างด้วย 

น้ำ�กลั่น 3 ครั้ง ย้ายเซลล์ลงหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

ปัน่ลา้งโดยใช้ความเรว็ท่ี 12,000 รอบตอ่นาที ปัน่ล้าง 

3 รอบ ครั้งสุดท้ายดูดน้ำ�ใสด้านบนที่เกินออกให้หมด 

ให้เหลือตะกอนเซลล์และนำ�ไปเตรียมตัวอย่าง 

เปปไทด์สําหรับเครื่อง MALDI-TOF MS ต่อไป

การเตรียมตัวอย่างเปปไทด์สําหรับวิเคราะห์ด้วย 

Matrix-assisted laser desorption ionization-time 

of flight mass spectrometry

การเตรียมตัวอย่างเปปไทด์จะทำ�เซลล์ให้

แตกและปรบัปรมิาณโปรตนีในแตล่ะตวัอยา่งให้เท่ากัน

ก่อนนำ�ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS 

(MALDI Biotyper; Bruker, Germany) นำ�เซลล์

แบคทีเรียที่ ได้มาทำ�ให้แตก โดยใช้วิธีสกัดด้วย

สารละลายผสมเอทานอล/กรดฟอร์มิก คือ เติมน้ำ�ที่

ผ่านระบบกรองกำ�จัดไอออนแล้ว 300 ไมโครลิตร  

ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ดูดตะกอนเซลล์ 10 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน เติมเอทานอลเข้มข้น 

ร้อยละ 99.9 ปริมาตร 900 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 

นำ�ไปปั่นโดยใช้ความเร็วท่ี 13,000 รอบต่อนาทีเป็น

เวลา 2 นาที ดูดส่วนใสด้านบนท้ิง เปิดฝาท้ิงไว้  5 นาที 

เตมิสารละลายกรดฟอรม์กิเข้มข้นรอ้ยละ 70 ปรมิาตร 

25 ไมโครลิตร ใช้ไปเปตดูดขึ้นลงจนเกิดฟองเพื่อให้

เซลล์แบคทีเรียแตก แล้วเติมอะซิโตไนไตรล์ เข้มข้น

ร้อยละ 100 ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 

นําไปปั่นโดยใช้ความเร็วที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 2 นาที นำ�ส่วนใสด้านบนไปวัดความเข้มข้นของ

โปรตีนโดยวิธี  Lowry และปรับปริมาณโปรตีนในแต่ละ

ตัวอย่าง ให้ได้เท่ากับ 1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร  

เพื่อทำ�การวิเคราะห์ต่อไป(14)

การวเิคราะหร์ปูแบบเปปไทด์โดยเทคนิค Matrix-

assisted laser desorption ionization-time of 

flight mass spectrometry 

เตรียม matrix solution ของแอลฟา- 

ไซยาโน-4-ไฮดรอกซีซินนามิก (HCCA matrix 

solution) โดยช่ังกรดแอลฟา-ไซยาโน-4-ไฮดรอกซี-

ซนินามกิ 10 ไมโครกรมั เตมิกรดไตรฟลูออโรอะซติกิ 

เข้มข้นร้อยละ 5 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และอะซิโต- 

ไนไตรล์ เข้มข้นร้อยละ 100 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

ผสมให้เข้ากัน นำ�ส่วนใสด้านบนไปใช้ จากนั้นนำ�

โปรตนีความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรมัตอ่ไมโครลิตร ท่ีสกัด

ได้ในแต่ละตัวอย่างมาเติม HCCA matrix solution 

ในอัตราส่วน 1:1 จุดตัวอย่างลงบน MALDI target 

plate 2 ไมโครลิตร โดยจุด 46 จุด ต่อ 1 ตัวอย่าง 

ตวัอยา่งละ 3 ซ้ำ�  ใช ้Escherichia coli DH5alpha 

เป็นตัวควบคุมบวก (positive control) ทิ้งไว้ให้แห้ง 

นำ�ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Ultraflex ช่วง mass-to-

charge ratio (m/z) 2,000-20,000 ดาลตัน และมี 

signal-to-noise ratio มากกว่า 5 การเก็บสเปกตรัม 

ใช้โปรแกรม FlexControl software version 3.3 

(Bruker Daltonics, Germany) โดยก่อนการยิง

ตัวอย่างต้องปรับเทียบความถูกต้องของเครื่อง  

Microflex LT (Bruker) ด้วยสารมาตรฐาน E. coli 

strain DH5alpha ที่มีมวลโปรตีนของ ribosomal 

proteins ท่ีตำ�แหนง่ m/z 5098, 5381, 6255, 7274, 

10300, 13683 และ 16952 ดาลตัน หลังจากเก็บ 

spectra peaks ของตัวอย่างเรียบร้อยแล้ว นำ� spectra 

peaks ที่ได้ท้ังหมดมาวิเคราะห์ต่อด้วยโปรแกรม 

FlexAnalysis software version 3.3 (Bruker 

Daltonics, Germany) โดยนำ� spectra peaks  

ท่ีเก็บได้ 46 ชุดของแต่ละตัวอย่างมาปรับฐานของ 

spectra peaks ให้เท่ากัน (smoothness and baseline 

subtract ion) แล้วนำ � ชุด spectra peaks  

ที่ได้ไปวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม Bruker Daltonics 
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FlexAnalysis 3.0 software และ MALDI  

Biotyper 2.0 software ส่วนความแตกต่างของ spectra 

peaks ของสายเปปไทด์ นำ�มาวิเคราะห์ด้วยหลักการ 

principal component analysis (PCA) และ 

ทำ� cluster analysis(14)

การวิเคราะห์ทางสถิติ

การเปรียบเทียบค่าคะแนนที่ใช้ในการระบุ

ชนิดเชื้อจุลชีพระหว่างเชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงในภาวะที่

ไม่มีสังกะสี (กลุ่มควบคุม) และภาวะท่ีมีสังกะสี  

อิงตามสถิติ t-test/ANOVA โดยใช้ GraphPad Prism 

(GraphPad Software, Inc., la jolla, CA, USA) 

กำ�หนดค่าความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ  

p-value ≤ 0.05 วิเคราะห์ตำ�แหน่งและความเข้มข้น

ของ spectra peaks ด้วยโปรแกรม Bruker  

FlexAnalysis 3.0  ระบชุนดิของเช้ือจลุชีพโดยเทยีบ

ความเหมือนระหว่างรูปแบบเปปไทด์ของตัวอย่างกับ

รูปแบบเปปไทด์ของเชื้อท่ีรู้ชนิดแล้วในฐานข้อมูล 

version 3.3.1.0 (4,613 entries) ด้วยโปรแกรม 

Bruker Biotyper 3.0 แลว้วเิคราะหร์ปูแบบเปปไทด์

ของเชื้อที่ principal component analysis (PCA) 

และ cluster analysis ด้วยโปรแกรม Bruker  

ClinProTools version 2.2 องิตามสถิต ิWilcoxon/

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

ANOVA (TTA) โดยกำ�หนดค่าความแตกต่างอย่าง

มีนัยสำ�คัญทางสถิติ p-value ≤ 0.01

ผลการวิิจััย
รูปแบบเปปไทด์พ้ืนฐานท่ีแตกต่างกันของ V.  cholerae 

สายพันธ์ุท่ีมียีนก่อโรค (V. cholerae O1) และ 

ไม่มียีนก่อโรคท้องร่วงชนิดรุนแรง (V. cholerae  

Non O1/Non O139)   

V. cholerae สายพันธุ์ท่ีมีและไม่มียีน 

ก่อโรคท้องร่วงชนิดรุนแรง เป็นตัวอย่างท่ีนำ�มาวิเคราะห์

หารูปแบบเปปไทด์ ด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS 

โดยที่เชื้อแต่ละชนิดจะเก็บชุดเปปไทด์ซ้ำ�ทั้งหมด  

46 ชุด พบว่า V. cholerae O1 และ V. cholerae 

Non O1/Non O139 พบจำ�นวนเปปไทดพ์ืน้ฐานของ

เชื้อ V. cholerae รวมกันทั้งหมด 96 เปปไทด์ที่มี

ตำ�แหน่งในช่วง m/z 2,000-20,000 ดาลตัน  

การวิเคราะห์หาเปปไทด์ท่ีมีความจำ�เพาะกับเชื้อ  

V. cholerae O1 ทำ�โดยคัดเลือกเปปไทด์ตาม

คุณสมบัติดังนี้ 1. มีความเข้มข้นของเปปไทด์  

(peak intensity) แตกต่างจาก V. cholerae  

Non O1/Non O139 เท่ากับ 1.5 เท่า 2. มีค่า  

p-value < 0.01 โดยคำ�นวณจาก Wilcoxon/

Krustal-Wallis (W/KW) test 3. มีค่า coefficient 

of variation ≤ 30  ผลการทดลองพบว่ามี 13 เปปไทด์ 

ท่ีมีคุณสมบัติตามท่ีกำ�หนดดังนี้ มี 8 เปปไทด์ที่มี 

ความเข้มข้นของเปปไทด์ของ V. cholerae O1 

มากกว่า V. cholerae Non O1/Non O139 ได้แก่ 

m/z 3095, 6275, 8353, 4277, 6164, 5122, 7160 

และ 4177 ดาลตัน และมี 5 เปปไทด์ท่ีมีความเข้มข้น

ของเปปไทด์ของ V. cholerae  O1 น้อยกว่า V. cholerae 

Non O1/Non O139 ไดแ้ก่ m/z 3163, 4745, 5494, 

4818 และ 5272 ดาลตัน (Table 1 และ Fig. 1)

ผลกระทบของสงักะสต่ีอคา่คะแนนท่ีใชใ้นการระบุ

ชนิดเชื้อจุลชีพ จากเครื่อง Matrix-assisted laser 

desorption ionization-time of flight mass  

spectrometry

ผลกระทบของสังกะสีต่อค่าคะแนนท่ีใช้ใน

การระบุชนิดเชื้อจุลชีพ รวมถึงผลกระทบต่อรูปแบบ

เปปไทด์ ศึกษาโดยทำ�การทดสอบหาค่า metal  

tolerance test ของทั้ง V. cholerae O1 และ  

V. cholerae Non O1/Non O139 พบว่าความเข้มข้น

สุดท้ายทีเ่ชือ้สามารถเจรญิเตบิโตไดค้อื ท่ีสังกะสีความ

เข้มข้น 3.2 มิลลิโมลาร์ ดังนั้นจึงเลี้ยงเชื้อในอาหาร
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เล้ียงเช้ือท่ีมีความเข้มข้นของสังกะสีท่ีมีค่าน้อยกว่า 

ค่า metal tolerance test คือที่ 0.2, 0.4 และ 0.8 

มิลลิโมลาร์ และตัวอย่างควบคุมเป็นเชื้อที่เลี้ยงใน

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มีสังกะสี และก่อนนำ�ไปวิเคราะห์ 

หารูปแบบเปปไทด์ จะทำ�ให้เซลล์แตกและนำ�ไปปรับ

ความเข้มข้นของโปรตนีให้มคีวามเข้มข้นท่ีเท่ากัน เพือ่

ให้ชุดเปปไทด์แต่ละชุดมีความเข้มข้นใกล้เคียงกันเม่ือ

วิเคราะห์ด้วยเคร่ือง MALDI-TOF MS เปปไทดจ์ะถูก

วิเคราะห์รูปแบบเปปไทด์ท่ี m/z 2,000-20,000 ดาลตัน 

และมี signal-to-noise ratio มากกว่า  5 ผลการทดลอง

พบว่าสังกะสีไม่มีผลต่อการระบุจีนัสและสปีชีส์ของ 

ทั้งสองสายพันธุ์ (Table 2) โดยยังคงมีค่าคะแนนที่

ใช้ในการระบชุนดิเช้ือจลุชพีมากกว่า 2 ข้ึนไป อยา่งไร

ก็ตามจากผลการทดลองพบว่าสังกะสีมีผลทำ�ให้ค่าคะแนน

ที่ใช้ในการระบุชนิดเชื้อจุลชีพมีแนวโน้มลดลงอย่างมี

นัยสำ�คัญทางสถิติ (Fig. 2) เม่ือเช้ือเจริญในอาหารท่ีมี

ความเข้มข้นของสังกะสีเพิ่มข้ึน โดยเฉพาะท่ีความ 

เข้มข้น 0.8 มิลลิโมลาร์ ค่าคะแนนท่ีใช้ในการระบุชนิดเช้ือ

จลุชีพลดลงอยา่งมนียัสำ�คญัเทียบกับกลุม่ควบคมุมาก

ที่สุด และส่งผลให้การระบุสายพันธุ์ผิดไป โดยทำ�ให้

เชื้อ V. cholerae O1 ถูกระบุผิดเป็น V. cholerae 

Non O1/Non O139 (Table 2 และ Fig. 2) 

การวิเคราะห์รูปแบบเปปไทด์ของเช้ือ V. cholerae 

ที่ถูกกระตุ้นด้วยสังกะสี

การศึกษาผลกระทบของสังกะสีต่อรูปแบบ

เปปไทด์ระหว่างเชื้อที่มียีนก่อโรค V. cholerae O1 

และเช้ือท่ีไมม่ยีนีก่อโรค V. cholerae Non O1/Non 

O139 ไดว้เิคราะหพ์รอ้มกบัคา่คะแนนท่ีใช้ในการระบุ

ชนดิเชือ้จุลชีพ ดว้ยโปรแกรม  ClinProTool version 

2.2 วิเคราะห์รูปแบบเปปไทด์ด้วย PCA และแสดง

ผลใน Box and whiskers plot พบว่ารูปแบบเปปไทด์

ของในเชื้อ V. cholerae Non O1/Non O139  

ไมม่คีวามแตกตา่งระหวา่งกลุม่ควบคมุและเช้ือท่ีเจรญิ

เติบโตในสังกะสีที่ความเข้มข้น 0.2-0.8 มิลลิโมลาร์ 

ในขณะท่ี V. cholerae O1 สามารถแยกความ 

แตกตา่งของรปูแบบเปปไทดร์ะหวา่งกลุ่มควบคมุและ 

เช้ือท่ีเจริญเติบโตในสังกะสีที่ความเข้มข้น 0.2-0.8 

มลิลิโมลาร ์ออกจากกนัไดช้ดัเจน นอกจากนี ้ใน Box 

and whiskers plot พบว่ารูปแบบเปปไทด์ท่ีได้มี 

แนวโน้มลดลงสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสังกะสี

อยา่งมนียัสำ�คญั (Fig. 3) ทำ�ใหส้นันษิฐานไดว่้าสงักะสี

มีความสัมพันธ์ต่อการเปลี่ยนแปลงรูปแบบเปปไทด์

ดังกล่าว 

เปปไทด์ท่ีตอบสนองจำ�เพาะกับสังกะสีของเช้ือ  

V. cholerae O1

จากผลการศึกษาข้างต้น (Table 2) พบว่า

ความเข้มข้นของสังกะสีท่ี 0.8 มิลลิโมลาร์ มีผลต่อ 

รูปแบบเปปไทด์ ทำ�ให้ค่าคะแนนท่ีใช้ในการระบุชนิดเช้ือ

จุลชีพลดลงอย่างมีนัยสำ�คัญ และมีการระบุสายพันธุ์

คลาดเคลื่อน ผู้วิจัยจึงได้ศึกษาต่อเพื่อวิเคราะห์หา 

เปปไทด์ของเช้ือ V. cholerae O1 ท่ีมีการเปล่ียนแปลง

หลังเช้ือได้รับสังกะสี โดยได้คัดเลือกเปปไทด์ท่ีมี

คณุสมบตัดิงันี ้ 1. มคีวามเข้มข้นของเปปไทดข์องเชือ้

ที่เลี้ยงในภาวะที่มีสังกะสี 0.8 มิลลิโมลาร์ และไม่มี

สังกะสีมีความแตกต่างกัน 1.5 เท่า 2. มีค่า p-value 

< 0.01 คำ�นวณจาก Wilcoxon/Krustal-Wallis 

(W/KW) test 3. มีค่า coefficient of variation  

≤ 30 จากการวิเคราะห์ดังกล่าวพบ 19 เปปไทด์ที่มี

ความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ โดยเปปไทด์

ท่ีมีความเข้มข้นน้อยลงเมื่อเช้ือได้รับสังกะสีมีจำ�นวน 

6 เปปไทด์ ได้แก่ m/z 4368, 4746, 3165, 5494, 

9491 และ 4800 ดาลตัน เปปไทด์ที่มีความเข้มข้น

มากข้ึน เม่ือเช้ือได้รับสังกะสีมีจำ�นวน 13 เปปไทด์ ได้แก่ 

m/z 3582, 2563, 4997, 3139, 7162, 3083, 5082, 

3096, 5123, 4178, 6165, 6276 และ 8355 ดาลตัน 

(Table 3) อย่างไรก็ตามเมือ่พจิารณาเปปไทดข์องเช้ือ 
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V. cholerae O1 ที่มีความจำ�เพาะต่อพิษของสังกะสี 

จะพิจารณาคัดเลือกเปปไทด์ที่มีความเข้มข้นสูง เพื่อ

ใหม้คีวามแมน่ยำ�และแยกออกจากเปปไทดท่ี์เกิดจาก

ตัวรบกวนได้ดี จึงเลือกเปปไทด์ท่ีมีค่าความเข้มข้น

ของเปปไทด์มากกว่าค่าเฉล่ีย (ค่าเฉล่ียเท่ากับ 7.23 a.u.) 

ประมาณสี่เท่าคือ 30 a.u. และพิจารณาหาเปปไทด์ที่

มีความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเปปไทด์กับ

ความเข้มข้นของสังกะสี (dose response effect)  

รวมถึงจะต้องไม่พบความสัมพันธ์น้ีในเช้ือ V. cholerae 

Non O1/Non O139 ผลการศึกษาคร้ังน้ีพบ 4 เปปไทด์ 

ท่ีมคีณุสมบตัดิงักลา่ว ไดแ้ก ่4745, 5122, 6275 และ 

7160 ดาลตัน (Fig. 4 และ Fig. 5) ตามลำ�ดับ

Table 1	Comparison of mass peak of V. cholerae O1 and V. cholerae Non O1/Non O139 analysis  
	 by MALDI-TOF MS. These peaks were identified through ClinProTools analysis using Wilcoxon/ 
	 Krustal-Wallis (W/KW) statistics and Anderson-Darling statistical test, with significance at  
	 p < 0.000001. The peak list demonstrates the selection criteria, which contain: Peak  
	 intensity ratio of test and control greater than 1.5-fold change, average peak intensity greater  
	 than 5 a.u. and coefficient of variation greater than 30. The increasing and decreasing of  
	 average peak intensity were represented by (+) and (-) symbols, respectively.

Peak 

No. 

(m/z) 

Dalton

V. cholerae O1
V. cholerae Non O1/

Non O139
Average peak 

intensity of V. 

cholerae O1/V. 

cholerae Non 

O1/Non O139

WKW and 

ADAverage 

peak 

intensity

StdDev CV

Average 

peak 

intensity

StdDev CV 

3095 17.84 2.96 16.57 4.85 0.64 13.24 (+) 3.68 < 0.000001

8353 12.96 1.6 12.36 4.13 1.77 42.87 (+) 3.13 < 0.000001

6275 32.33 4.59 14.21 12.62 2.99 23.69 (+) 2.56 < 0.000001

4277 47.11 14.58 30.95 19.79 5.1 25.76 (+) 2.38 < 0.000001

6164 24.82 2.69 10.82 11.15 2.57 23.08 (+) 2.22 < 0.000001

5122 102.44 14.32 13.98 53.6 11.5 21.46 (+) 1.91 < 0.000001
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Peak 

No. 

(m/z) 

Dalton

V. cholerae O1
V. cholerae Non O1/

Non O139
Average peak 

intensity of V. 

cholerae O1/V. 

cholerae Non 

O1/Non O139

WKW and 

ADAverage 

peak 

intensity

StdDev CV

Average 

peak 

intensity

StdDev CV 

7160 88.3 9.73 11.02 48.3 5.07 10.51 (+) 1.82 < 0.000001

4177 20.84 2.68 12.85 13.88 3.86 27.78 (+) 1.50 < 0.000001

3163 6.68 1.54 23.06 15.15 3.16 20.88 (-) 2.27 < 0.000001

4745 52.81 13.29 25.18 100.75 15 14.89 (-) 1.91 < 0.000001

5494 7.95 1.49 18.78 13.98 1 7.18 (-) 1.76 < 0.000001

4818 4.38 1.82 41.47 7.44 1.4 18.81 (-) 1.70 < 0.000001

5272 4.86 1.41 28.91 7.71 0.86 11.12 (-) 1.59 < 0.000001

Table 1	Comparison of mass peak of V. cholerae O1 and V. cholerae Non O1/Non O139 analysis  
	 by MALDI-TOF MS. These peaks were identified through ClinProTools analysis using Wilcoxon/ 
	 Krustal-Wallis (W/KW) statistics and Anderson-Darling statistical test, with significance at  
	 p < 0.000001. The peak list demonstrates the selection criteria, which contain: Peak  
	 intensity ratio of test and control greater than 1.5-fold change, average peak intensity greater  
	 than 5 a.u. and coefficient of variation greater than 30. The increasing and decreasing of  
	 average peak intensity were represented by (+) and (-) symbols, respectively. (Cont.)
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Table 2	The identification score and genus-species identification of V. cholerae O1 and Non O1/Non  
	 O139 strains using MALDI-TOF MS. The strains were cultured in the presence of zinc, with  
	 concentrations ranging from 0.2 mM to 0.8 mM Zn. To analyze the data, statistical analysis  
	 using the student t-test was performed, setting the significance level at p < 0.05.

V. cholerae O1 

Zn-Treatment Score (Mean ± SD) p-value from t-test Bacterial Identification 

Control 2.683 ± 0.027  - V. cholerae O1 

0.2 mM 2.678 ± 0.008 0.862 V. cholerae O1

0.4 mM 2.553 ± 0.008 0.002 V. cholerae O1

0.8 mM 2.521 ± 0.016 0.001 V. cholerae Non O1/Non O139

V. cholerae Non O1/ Non O139

Zn-Treatment Score (Mean ± SD) p-value from t-test  

Control 2.767 ± 0.010  - V. cholerae Non O1/ Non O139

0.2 mM 2.725 ± 0.009 0.016 V. cholerae Non O1/ Non O139

0.4 mM 2.714 ± 0.018 0.035 V. cholerae Non O1/ Non O139

0.8 mM 2.656 ± 0.024 0.003 V. cholerae Non O1/ Non O139
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Table 3	Comparison of mass peaks in protein analysis of V. cholerae O1 under zinc stress at 0.8 mM  
	 and without zinc stress using MALDI-TOF MS/MS indicating the impact of zinc stress on the  
	 mass spectra profiles of V. cholerae O1. The peak list demonstrates the selection criteria,  
	 which include: Peak intensity ratio of test and control greater than 1.5-fold change, p-value  
	 < 0.001 of Wilcoxon/Kruskal-Wallis (W/KW) test, Anderson-Darling (AD) test and coefficient of  
	 variation greater than 30. The increasing and decreasing of average peak intensity were  
	 represented by (+) and (-) symbols, respectively.

Peak 

No. 

(m/z) 

Dalton

V. cholerae O1

 (control)

V. cholerae O1 

(0.8 mM Zn) Average 

peak 

intensity of 

0.8 mM/ 

Control

WKW AD
Average 

peak 

intensity 

(a.u.)

StdDev CV

Average 

peak 

intensity 

(a.u.) 

StdDev CV 

4368 6.09 1.28 20.96 19.78 4.04 20.44 (+) 3.25 < 0.000001 0.000150

4746 53.06 13.13 24.76 148.22 20.06 13.54 (+) 2.80 < 0.000001 0.048400

3165 6.68 1.51 22.66 18.30 3.10 16.94 (+) 2.74 < 0.000001 0.106000

5494 8.04 1.55 19.26 17.66 1.93 10.96 (+) 2.20 < 0.000001 0.000040

9491 59.04 7.74 13.11 128.38 16.08 12.53 (+) 2.17 < 0.000001 0.000239

4800 3.15 0.99 31.32 6.06 0.87 14.37 (+) 1.92 < 0.000001 0.094000

3582 42.87 6.83 15.94 26.02 3.56 13.67 (-) 1.65 < 0.000001 < 0.000001

2563 25.71 3.72 14.48 12.46 2.57 20.61 (-) 2.06 < 0.000001 < 0.000001

4997 6.98 1.24 17.72 3.10 0.41 13.16 (-) 2.25 < 0.000001 0.000002

3139 14.25 2.10 14.73 6.01 0.99 16.39 (-) 2.37 < 0.000001 0.000039

7162 88.08 9.63 10.94 36.73 6.03 16.41 (-) 2.40 < 0.000001 < 0.000001

3083 11.86 1.31 11.08 4.83 0.88 18.31 (-) 2.46 < 0.000001 < 0.000001

5082 5.80 0.97 16.69 2.07 0.41 19.95 (-) 2.80 < 0.000001 < 0.000001

3096 17.67 3.04 17.19 5.38 1.20 22.29 (-) 3.28 < 0.000001 < 0.000001

5123 101.89 14.39 14.13 28.28 6.16 21.77 (-) 3.60 < 0.000001 < 0.000001

4178 20.83 2.63 12.63 5.01 0.86 17.27 (-) 4.16 < 0.000001 < 0.000001

6165 24.71 2.71 10.95 4.08 0.64 15.77 (-) 6.06 < 0.000001 < 0.000001

6276 32.12 4.66 14.50 4.90 1.24 25.40 (-) 6.56 < 0.000001 < 0.000001

8355 12.93 1.59 12.28 0.96 0.37 38.85 (-) 13.47 < 0.000001 < 0.000001
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Fig. 1 The MALDI-TOF mass spectra of protein fingerprints for both pathogenic (V. cholerae O1) and non-
pathogenic (V. cholerae NonO1/Non O139) strains of V. cholerae. The spectra highlight the presence of 13 
discriminating peaks, indicated by (*) symbols, with their corresponding m/z values: 3095, 6275, 8353, 4277, 6164, 
5122, 7160, 4177, 3163, 4745, 5494, 4818 and 5272 Dalton.   
  

Fig. 1	 The MALDI-TOF mass spectra of protein fingerprints for both pathogenic (V. cholerae O1) and  
	 non-pathogenic (V. cholerae Non O1/Non O139) strains of V. cholerae. The spectra highlight  
	 the presence of 13 discriminating peaks, indicated by (*) symbols, with their corresponding  
	 m/z values: 3095, 6275, 8353, 4277, 6164, 5122, 7160, 4177, 3163, 4745, 5494, 4818 and  
	 5272 Dalton.  
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 Fig. 2 The figure illustrates the identification scores of (A) V. cholerae O1 and (B) Non O1/Non 139 strains using 
MALDI-TOF MS. The x-axis represents the concentration of zinc (ranging from 0.2 mM to 0.8 mM). The y-axis 

represents the identification score of the strains. The statistical analysis was performed using the student t-test, and 
the significance level was set at p < 0.05, indicated by (*) symbols. 
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 Fig. 2 The figure illustrates the identification scores of (A) V. cholerae O1 and (B) Non O1/Non 139 strains using 
MALDI-TOF MS. The x-axis represents the concentration of zinc (ranging from 0.2 mM to 0.8 mM). The y-axis 

represents the identification score of the strains. The statistical analysis was performed using the student t-test, and 
the significance level was set at p < 0.05, indicated by (*) symbols. 
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 Fig. 2 The figure illustrates the identification scores of (A) V. cholerae O1 and (B) Non O1/Non 139 strains using 
MALDI-TOF MS. The x-axis represents the concentration of zinc (ranging from 0.2 mM to 0.8 mM). The y-axis 

represents the identification score of the strains. The statistical analysis was performed using the student t-test, and 
the significance level was set at p < 0.05, indicated by (*) symbols. 
  

Fig. 2	 The figure illustrates the identification scores of (A) V. cholerae O1 and (B) Non O1/Non 139  
	 strains using MALDI-TOF MS. The x-axis represents the concentration of zinc (ranging from  
	 0.2 mM to 0.8 mM). The y-axis represents the identification score of the strains. The statistical  
	 analysis was performed using the student t-test, and the significance level was set at p < 0.05,  
	 indicated by (*) symbols.
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 Fig. 2 The figure illustrates the identification scores of (A) V. cholerae O1 and (B) Non O1/Non 139 strains using 
MALDI-TOF MS. The x-axis represents the concentration of zinc (ranging from 0.2 mM to 0.8 mM). The y-axis 

represents the identification score of the strains. The statistical analysis was performed using the student t-test, and 
the significance level was set at p < 0.05, indicated by (*) symbols. 
  

#in2 66-4.indd   8905#in2 66-4.indd   8905 29/2/2567 BE   11:5929/2/2567 BE   11:59



มณีมณฑ์ โคเบนท์ และคณะ8906

19 

 

(A) 
 

 

(B)  

19 

 

(A) 
 

 

(B)  

Fig. 3	 The figure illustrates the results of PCA and the box and whiskers plot performed on  
	 V. cholerae O1 samples after exposure to different concentrations of Zn. (A) PCA Analysis:  
	 The total mass spectra of the samples were subjected to PCA analysis. The PCA analysis  
	 revealed distinct groups among the control and treatment groups (0.2 mM, 0.4 mM, and 0.8 mM)  
	 of V. cholerae O1. The contributions of PC1, PC2, and PC3 to the separation were  
	 approximately 100%, 87.27%, and 83.33%, respectively. (B) box and whiskers plot derived  
	 from PCA scores demonstrates that a significant (p < 0.01) separation of the control group  
	 from the other treatment groups.
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 Fig. 2 The figure illustrates the identification scores of (A) V. cholerae O1 and (B) Non O1/Non 139 strains using 
MALDI-TOF MS. The x-axis represents the concentration of zinc (ranging from 0.2 mM to 0.8 mM). The y-axis 

represents the identification score of the strains. The statistical analysis was performed using the student t-test, and 
the significance level was set at p < 0.05, indicated by (*) symbols. 
  

18 

 

(A) 

(B) 

 Fig. 2 The figure illustrates the identification scores of (A) V. cholerae O1 and (B) Non O1/Non 139 strains using 
MALDI-TOF MS. The x-axis represents the concentration of zinc (ranging from 0.2 mM to 0.8 mM). The y-axis 

represents the identification score of the strains. The statistical analysis was performed using the student t-test, and 
the significance level was set at p < 0.05, indicated by (*) symbols. 
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Fig. 4 Bar graph illustrating the four unique mass spectra peaks m/z 4745 (A), 5122 (B), 6275 (C) and 7160 (D) 
Dalton) in response of V. cholerae O1 to 0.8 mM Zinc. These peaks were identified through ClinProTools analysis 
using W/KW statistics, with significance at p < 0.05. The selected peaks exhibit average peak intensity differences 
greater than 1.5-folds change, with intensities exceeding 30 a.u. The graph demonstrates a clear dose-response 
relationship between the intensity of peptides and zinc concentration ranging from 0.2 mM-0.8 mM. Importantly, 
these properties were exclusively observed in V. cholerae O1, suggesting that these peptides may be specific to 
the impact of zinc on this strain. 
  

Fig. 4	 Bar graph illustrating the four unique mass spectra peaks m/z 4745 (A), 5122 (B), 6275 (C)  
	 and 7160 (D) Dalton in response of V. cholerae O1 to 0.8 mM Zinc. These peaks were  
	 identified through ClinProTools analysis using W/KW statistics, with significance at p < 0.05.  
	 The selected peaks exhibit average peak intensity differences greater than 1.5-folds change,  
	 with intensities exceeding 30 a.u. The graph demonstrates a clear dose-response relationship  
	 between the intensity of peptides and zinc concentration ranging from 0.2 mM-0.8 mM.  
	 Importantly, these properties were exclusively observed in V. cholerae O1, suggesting that  
	 these peptides may be specific to the impact of zinc on this strain.
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Fig. 5 The four unique mass spectra peaks (m/z 4745, 5122, 6275 and 7160 Dalton) in response of V. cholerae O1 
to 0.8 mM Zinc.  Asterisks represent difference of spectra peaks among control and zinc treatments. 
 

Fig. 5	 The four unique mass spectra peaks (m/z 4745, 5122, 6275 and 7160 Dalton) in response of 
 	 V. cholerae O1 to 0.8 mM Zinc. Asterisks represent difference of spectra peaks among  
	 control and zinc treatments.
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วิิจารณ์์
MALDI-TOF MS เป็นเทคนิควิเคราะห์

ท่ีแยกชีวโมเลกุลออกจากกันตามอัตราส่วนมวลต่อ

ประจุ (mass-to-charge ratio; m/z) และบันทึกผล

โดยใช้เวลาท่ีชีวโมเลกุลน้ันๆ เดินทางไปยังตัวตรวจจับ 

(detector) รายงานผลเป็นสเปกตรัมของ spectra 

peaks โดยมีค่ามวลต่อประจุตามแกน x และ 

ความเข้มข้นของสเปกตรัมตามแกน y เปรียบเทียบ

กับฐานข้อมูลของสเปกตรัมเพื่อแปลผลท่ีเป็นชนิด

ของชีวโมเลกุลนั้นๆ การประยุกต์ใช้ MALDI-TOF 

MS ในงานวินิจฉัยเชื้อจุลชีพ เช่น แบคทีเรีย จะใช้

เทคนคินี้ในการวเิคราะห์โปรตนีสายสัน้ๆ หรอืเรยีกว่า

เปปไทด์จำ�นวนหนึ่งในเช้ือแบคทีเรีย ตามอัตราส่วน

มวลต่อประจุ ผลสเปกตรัมหรือรูปแบบของเปปไทด์

ท่ี ได้ จะมีความจำ�เพาะกับจีนัสและสปีชีส์ของ 

แบคทีเรียนั้น ๆ  เปรียบเสมือนเป็นลายพิมพ์เปปไทด์ 

(peptide barcode) ทำ�ใหส้ามารถนำ�รปูแบบเปปไทด์

มาเทียบกับฐานข้อมูลรูปแบบเปปไทด์ของแบคทีเรีย

ท่ีรู้จัก (known organism) ได้(16-18) จากน้ันโปรแกรม

จะนำ�ข้อมูลที่ได้จากการเทียบกับฐานข้อมูล ทั้งในเชิง

ความเข้มข้นของเปปไทดแ์ละมวลตอ่ประจมุาคำ�นวณ

เป็นค่าคะแนนท่ีใช้ในการระบุชนิดเช้ือจุลชีพ โดย

กำ�หนดช่วงคะแนนท้ังหมดอยู่ระหว่าง 0.00-3.00 

โดยทีค่า่คะแนนที่ใช้ในการระบชุนดิเชือ้จลุชีพ  ≥ 1.9 

จะใช้ในการระบุสปชีีส์  คา่คะแนนท่ีใช้ในการระบชุนดิ

เชื้อจุลชีพ ระหว่าง 1.7-1.89 จะระบุได้เพียงจีนัส 

และค่าคะแนนท่ีใช้ในการระบุชนิดเชื้อจุลชีพ < 1.7 

จะไม่สามารถระบุชนิดของแบคทีเรียได้(19, 20) 

เนื่องจาก MALDI-TOF MS  มีความไว และความ

แม่นยำ�สูง(17) ทำ�ให้สามารถจับการเปลี่ยนแปลงของ

ระดับความเข้มข้นและมวลของเปปไทด์ได้แม่นยำ� 

โดยเห็นได้จากงานวิจัย ก่อนหน้ า ท่ีรายงานว่า  

MALDI-TOF MS สามารถแยก Burkholderia 

pseudomallei สายพันธุ์ที่มี point mutation ใน

หลอดทดลอง (mutant isolates) ออกจากเชื้อที่ไม่มี 

mutation (wild-type) และยังสามารถระบุตำ�แหน่ง 

เปปไทด์ท่ีมีความแตกต่างระหว่างสองสายพันธ์ุนี้ได้ 

ซึ่งในงานวิจัยนั้นได้แสดงการใช้ข้อมูลเปปไทด์ 

ดังกล่าวเป็นตัวบ่งช้ีทางชีวภาพ (biomarkers) ของเช้ือ

ที่เกิด mutation ได้(21) ปัจจุบันนี้จะเห็นว่ามีการนำ� 

MALDI-TOF MS  มาใช้ในการศึกษาหาเปปไทด์ที่

มีความจำ�เพาะกับคุณสมบัติบางประการ เพื่อพัฒนา

เป็นตัวบ่งช้ีทางชีวภาพในงานทางจุลชีพต่าง ๆ เช่น  

ตัวบ่งช้ีทางชีวภาพสำ�หรับระบุการดื้อยา และระบุ 

สายพันธุ์เชื้อก่อโรค(22) ในการศึกษาครั้งนี้ นอกจาก

จะได้ศึกษาผลกระทบของสังกะสีต่อรูปแบบเปปไทด์

แล้ว ยังได้ศึกษาหารูปแบบพื้นฐานเปปไทด์ของเช้ือ  

V. cholerae (Fig. 1) ซึ่งพบว่าผลการทดลองที่ได้

สอดคลอ้งกบังานวิจยัก่อนหนา้นีท่ี้พบเปปไทดพื์น้ฐาน

ของเชื้อ V. cholerae ที่แยกจากตัวอย่างผู้ป่วยใน

ประเทศเยอรมนีี โดยเปปไทด์ดังกล่าวมีความจำ�เพาะ

กับเช้ือและเป็นเปปไทด์ที่มีความเข้มข้นสูง จึง 

ถูกเลือกให้เป็นเปป ไทด์ markers ของเชื้ อ  

V. cholerae โดยพบเปปไทด์ท่ีใกล้เคียงกันกับ 

งานวิจยัครัง้นีค้อื ท่ีตำ�แหนง่ m/z 5125, 6168, 9368 

และ 9493 ดาลตัน ซึ่งเป็นตำ�แหน่งของ 50S  

ribosomal protein L36, 50S ribosomal protein 

L32 และ DNA-binding protein HU-α (m/z) 

and β (m/z) ตามลำ�ดับ ส่วนเปปไทด์ที่พบปริมาณ

นอ้ยหรอืไมพ่บเลยในงานวจิยัครัง้นี ้ไดแ้ก่ m/z 6455, 

9084, 10991 และ 10548 ดาลตัน ซึ่งเป็นตำ�แหน่ง

ของ ribosomal protein L30, 30S ribosomal 

protein S16, integration host factor subunit α 

และ integration host factor subunit β  

ตามลำ�ดับ(23) อย่างไรก็ตามจะเห็นว่ามีเพียง 4 เปปไทด์

ท่ีมีตำ�แหน่งใกล้เคียงกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ ซึ่งอาจ

เป็นผลจากการเก็บชุดเปปไทด์จากหลากหลาย 

สายพนัธ์ุรวมกันเปน็คา่เฉล่ีย ทำ�ให้ไดค้วามเข้มข้นของ 
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บางเปปไทด์ลดต่ำ�ลงหรือคลาดเคลื่อนไป นอกจากนี้

จากผลการทดลองคร้ังน้ี พบว่าเม่ือเปรียบเทียบเปปไทด์

ท่ีแตกตา่งกันระหวา่งเช้ือ สายพนัธุ ์V. cholerae O1 

และ V. cholerae Non O1/Non O139 ที่วิเคราะห์

ด้วยโปรแกรม PCA พบว่ารูปแบบเปปไทด์มีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญ (Fig. 3) จึงได้คัดเลือก

เปปไทด์ท่ีแตกต่างกัน โดยพิจารณาถึงความเข้มข้น

ของเปปไทด์ เพื่อหลีกเลี่ยงสัญญาณรบกวน และ 

มีความเข้มข้นที่มากกว่าหรือน้อยกว่าตัวเปรียบเทียบ

เท่ากับ 1.5 เท่า พบว่าเปปไทด์ท่ีสันนิษฐานว่าจะมี

ความจำ�เพาะกับเชื้อก่อโรค V. cholerae O1 ได้แก่ 

m/z 3095, 3163, 4177, 4745, 4177, 4277, 4818, 

5122, 5272, 5494, 6164, 6275, 7160 และ 8353 

ดาลตัน ซึ่งข้อมูลเปปไทด์เหล่านี้สามารถนำ�ไปพัฒนา

เพือ่ประยกุต์ใช้ในการระบแุยกสายพนัธุ ์V. cholerae 

O1 ออกจาก V. cholerae Non O1/Non O139 

ต่อไป อย่างไรก็ตาม ในการศึกษาครั้งนี้ ยังไม่สามารถ

สรปุไดว่้าเปปไทดด์งักลา่วเปน็ตวับง่ช้ีทางชีวภาพท่ีใช้

แยกสองสายพันธุ์ออกจากกันได้ ยังต้องมีการศึกษา

เพิม่เตมิตอ่ไป เชน่ ทดสอบกับสายพนัธุอ์ืน่ๆ ทดสอบ

กับเช้ือแบคทีเรียท่ีมีจีนัส สปีชีส์ ท่ีใกล้เคียงกัน  

การประเมินกับเช้ือท่ีแยกได้จากตัวอย่างผู้ป่วย หรือ

สิ่งแวดล้อม

จากรายงานวจิยัหลายฉบบัก่อนหนา้นี ้แสดง

ให้ เห็น ว่า  โลหะต่ าง  ๆ  สามารถทำ � ใ ห้ เกิดการ

เปลี่ยนแปลงโมเลกุลในระดับ ยีน อาร์เอ็นเอ และ

โปรตีนของเช้ือจุลชีพได้ เช่น ผลของตะก่ัวและ

แคดเมียม ทำ�ให้พบโปรตีนท่ีถูกทำ�ให้เสียสภาพจาก

การเพิ่มขึ้นของ reactive oxygen species (ROS) 

รวมถึงการปรับตัวของแบคทีเรียต่อโลหะต่างๆ  

ผ่านกลไลที่แตกต่างกัน เช่น การผลักโลหะออกนอก

เซลล์ (active transport of metal ions) การใช้ 

ชีวโมเลกุลภายในเซลล์จับกับโลหะเพื่อลดพิษของ

โลหะ (intracellular sequestration)(24) ซึ่งกลไก

เหลา่นีย้อ่มสง่ผลใหเ้ช้ือแบคทีเรยี มกีารปรบัตวั มกีาร

ผลิตหรือลดการแสดงออกของโปรตีนในการ 

ตอบสนองต่อกระบวนการดังกล่าว จึงทำ�ให้เกิด 

ข้อสนันษิฐานว่า ผลกระทบของโลหะตา่งๆ เหลา่นีอ้าจ

ส่งผลต่อการระบุชนิดแบคทีเรีย เมื่อวิเคราะห์ด้วย 

MALDI-TOF MS ได้ การทดลองครั้งนี้จึงได้

วิเคราะห์ผลกระทบของสังกะสีต่อการระบุช่ือเชื้อที่มี

ยีนก่อโรคที่สำ�คัญอย่าง V. cholerae O1 โดย 

เปรียบเทียบกับเช้ือสายพันธ์ุท่ีไม่มียีนก่อโรค ได้แก่  

V. cholerae Non O1/Non O139 โดยใช้ความ 

เข้นข้นของสังกะสีที่ 0.2, 0.4 และ 0.8 มิลลิโมลาร์ 

ตามลำ�ดับ ซึ่งเป็นความเข้มข้นท่ีน้อยกว่าค่า metal 

tolerance test (3.2 มิลลิโมลาร์) พบว่าสังกะสีมีผล

ต่อรูปแบบเปปไทด์ของเช้ือ V. cholerae ท้ังสอง 

สายพันธ์ุอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ สอดคล้องกับงานวิจัย

ของ Chudobova D. และคณะ ท่ีแสดงให้เห็นว่า

สังกะสีทำ�ให้รูปแบบเปปไทด์ของเช้ือ  Staphylococcus 

aureus เปลี่ยนไปเมื่อวิเคราะห์ด้วย MALDI-TOF 

MS(25) อย่างไรก็ตาม ในงานวิจัยครั้งนี้พบว่าสังกะสี

อาจยังไม่ส่งผลกระทบมากพอ หรือไม่มีผลต่อเปปไทด์

หลักที่ใช้ในการระบุเช้ือ V. cholerae จึงยังทำ�ให้ 

ค่าคะแนนท่ีใช้ในการระบุชนิดเช้ือจุลชีพมีค่ามากกว่า 2 

สามารถระบุ จีนัส และสปีชีส์ ได้อย่างถูกต้อง 

สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ท่ีแสดงให้เห็นว่า

แคดเมยีมมผีลตอ่การเปล่ียนรปูแบบเปปไทดข์องเชือ้ 

E. coli O157:H7 แต่ยังระบุจีนัส และสปีชีส์  

ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง(14) แมว้า่ในการทดลองนีสั้งกะสีจะยงั

ไม่ส่งผลกระทบต่อการระบุจีนัส และสปีชีส์ แต่เมื่อ

พิจารณาการคำ�นวณด้วยโปรแกรม PCA ซึ่งเป็นการ

คำ�นวณผลจากรูปแบบเปปไทด์ของเชื้อ ในภาวะท่ีมี

สังกะสีที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (Fig. 2 และ Fig. 3)  

จะพบว่าการเปล่ียนแปลงดงักล่าวมคีา่ลดลงตามความ

เข้มขน้ของสังกะสีท่ีเพิม่ข้ึน (dose response effects) 

ซึ่งสอดคล้องกับค่าคะแนนที่ใช้ในการระบุชนิดเช้ือ
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จุลชีพท่ีมีแนวโน้มลดลงตามความเข้มข้นของสังกะสี

ท่ีเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ เช่นกัน จึง

สันนษิฐานไดว่้าการเปลีย่นแปลงดงักล่าวนา่จะมคีวาม

สัมพันธ์กับกลไกการทำ�งานภายในเซลล์ของเช้ือท่ี 

ตอบสนองต่อสังกะสีโดยตรง สอดคล้องกับงานวิจัย

ก่อนหนา้นีท่ี้พบวา่สงักะสีมผีลให้เกิดการเปลีย่นแปลง

ชีวโมเลกุลตา่ง ๆ  ภายในเซลล ์เพือ่ใหเ้กิดกระบวนการ

ปรับตัวของเช้ือ เช่น สังกะสีมีผลลดการเคลื่อนท่ี 

(motility) การเกาะติดลำ�ไส้ (adhesion) การผลิตพิษ 

(toxin production) ของเชื้อ(9) และนอกจากนี้ยังมี

รายงานว่า สังกะสท่ีีความเข้มข้น 0.03 ถึง 1 มลิลกิรมั

ต่อมิลลิลิตรในอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller Hinton 

(MH) agar สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรค V. cholerae 

ได ้รวมถึงเชือ้กอ่โรคอืน่ๆ ท่ีแยกไดจ้ากอจุจาระผูป้ว่ย

โรคทางเดินอาหาร เช่น Salmonella, Enteropathogenic 

E. coli (EPEC) และ Shigella(26) สังกะสีมีความ

สำ�คัญต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ โดยเชื้อนำ�เข้า

สังกะสีผ่านโปรตีน transporters หลายชนิด และมี

รายงานว่า ZnuABC และ ZrgABCDE เป็นโปรตีน 

transporters ที่ช่วยเรื่องการปรับสมดุลระดับสังกะสี 

(zinc homeostasis) ภายในเซลล์ รวมถึงยังเป็น

ปัจจัยสำ�หรับการก่อโรคและการเจริญเติบโตเพิ่ม

จำ�นวนของเช้ืออีกด้วย(27) จากข้อมูลงานวิจัยต่างๆ

ข้างตน้แสดงใหเ้หน็ถงึการเปล่ียนแปลงในระดบัตา่งๆ

ของเซลล์ต่อสังกะสี อย่างไรก็ตามยังไม่มีการอธิบาย

กลไกท่ีเก่ียวกับกระบวนการทางชีววิทยาต่างๆ 

ได้ชัดเจน จึงยังต้องทำ�การศึกษาต่อไป นอกจากนี้ 

จากผลการทดลอง (Fig. 3) พบว่าสังกะสีมีผลต่อเชื้อ 

V. cholerae O1 มากกว่าเช้ือ V. cholerae Non O1/

Non O139 จึงเป็นข้อมูลที่แสดงให้เห็นว่าสายพันธุ์ที่

แตกต่างกันเป็นตัวแปรหนึ่งที่ส่งผลต่อการวิเคราะห์

ของเครื่อง MALDI-TOF MS ในภาวะที่มีการ

รบกวนจากสังกะสี

นอกจากนีจ้ากผลการทดลองพบว่าสงักะสท่ีี

ความเข้มข้น 0.8 มิลลิโมลาร์ ส่งผลให้การระบุ 

สายพันธ์ุหรือ strain ของเช้ือท่ี V. cholerae O1 ผิดไป 

กล่าวคอื มรีปูแบบเปปไทดเ์ปล่ียนไปเหมอืนเชือ้ที่ไมม่ี

ยีนก่อโรค V. cholerae Non O1/Non O139 ซึ่ง

สอดคล้องกับ ค่าคะแนนท่ีใช้ในการระบุชนิดเช้ือ

จุลชีพ (Fig. 2) และรูปแบบเปปไทด์ที่เปลี่ยนแปลง

จนสามารถแยกจากกลุ่มควบคุม (Fig. 3) อย่างมีนัย

สำ�คัญทางสถิติ ดังนั้นผู้วิจัยจึงวิเคราะห์หาเปปไทด์ที่

มคีวามจำ�เพาะกับผลของสงักะสีในเชือ้ V. cholerae 

O1 โดยพิจารณาเปปไทด์ท่ีมีความเข้มข้นเปปไทด์ 

เพิม่ข้ึนหรอืลดลงเทยีบกับกลุ่มควบคมุ 1.5 เท่า มกีาร

เปลี่ยนแปลงลักษณะ dose response effects และ

ไม่พบลักษณะ dose response effects ในเชื้อ  

V. cholerae Non O1/Non O139 จากผลการ

ทดลองพบว่าเปปไทด์ที่มีคุณสมบัติดังกล่าวข้างต้น

ประกอบด้วย  m/z 4745, 5122, 6275 และ 7160 

ดาลตัน (Fig. 4) ซึ่งเปปไทด์เหล่านี้ สามารถพัฒนา

ให้เป็นตัวบ่งช้ีทางชีวภาพ ในการระบุการมีสังกะสี 

ปนเป้ือนในส่ิงส่งตรวจต่าง ๆ ท่ีส่งผลต่อการวิเคราะห์เช้ือ

ก่อโรค V. cholerae O1 ด้วยเครื่อง MALDI-TOF 

MS โดยสามารถนำ�ชุดเปปไทด์ที่ได้จากการทดลองนี้

บรรจุในฐานข้อมูลของเครื่อง MALDI-TOF MS 

เพื่อใช้ในงานประจำ�และงานวิจัยต่อไป

เพื่อการประเมินระดับสังกะสีที่ประชาชนมี

โอกาสบริ โภคในแต่ละวันและการใช้สังกะสี ใน

วตัถุประสงคต์า่ง ๆ  เช่น ในอาหารเสรมิ หรอืช่วยรกัษา

อาการท้องร่วง ผู้วิจัยจึงได้เทียบความเข้มข้นของ

สังกะสีท่ีใช้ในการทดลองครั้งนี้กับปริมาณสังกะสีที่

บริโภคในแต่ละวัน และพบว่า ในการทดลองนี้ใช้

สังกะสีที่ความเข้มข้น 0.8 มิลลิโมลาร์ ซึ่งเมื่อนำ�มา

คำ�นวณพบว่า มีค่าเท่ากับสังกะสี 52.3 มิลลิกรัม ใน

น้ำ� 1 ลติร เมือ่พจิารณาปรมิาณของสงักะสีท่ีคาดว่าจะ

พบได้ในระบบทางเดนิอาหารของมนษุย ์โดยพจิารณา
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ปรมิาตรน้ำ�ในระบบทางเดนิอาหารของมนษุยพ์บข้อมลู

ระบุว่าลำ�ไส้สามารถมีน้ำ�ได้ประมาณ 1-1.5 ลิตร ขึ้น

อยู่กับส่วนต่างๆ ของทางเดินอาหาร(28, 29) ส่วนการ

พิจารณาสังกะสีที่สามารถพบได้ในระบบลำ�ไส้หรือ

อุจจาระจะมีปริมาณมากหรือน้อย ขึ้นกับปัจจัยต่างๆ

ร่วมด้วย เช่น การหลั่งสังกะสี (endogenous zinc) 

จากรา่งกายสู่ลำ�ไสเ้ลก็ ซึง่มกีารสำ�รวจพบวา่ในคนปกติ

ท่ีเป็นผู้ใหญ่ 29 รายในสหรัฐอเมริกามีสังกะสีใน

อุจจาระประมาณ 2.67 ถึง 19.5 มิลลิกรัมต่อ 24 

ชั่วโมง และพบว่ามี 2 ตัวอย่างที่พบว่ามีระดับสังกะสี

เพิ่มขึ้นมากถึง 190 มิลลิกรัม สาเหตุจากการบริโภค

หอยนางรม 8 ตัว ใน 1 มื้ออาหารก่อนตรวจวัดค่า

สังกะสีในอุจจาระประมาณ 13 ช่ัวโมง(30) ปจัจยัท่ีสอง

คือ การดูดซึมสังกะสีในลำ�ไส้ และปัจจัยท่ีเกี่ยวกับ

ชนิดของอาหาร การบริโภคอาหารท่ีมีปริมาณสังกะสี

สูง เช่น เนื้อสัตว์ หอยนางรม ก็จะทำ�ให้ค่าสังกะสีใน

อุจจาระสูงขึ้นด้วย โดยมีรายงานวิจัยที่สำ�รวจปริมาณ

สงักะสท่ีีไดร้บัจากอาหารของคนญีปุ่น่พบวา่มคีา่เฉล่ีย

อยู่ที่ 10.8 มิลลิกรัม ในเพศชาย และ 9.5 มิลลิกรัม 

ในเพศหญิง(31) ในอาหารเสริมท่ีขายท่ัวไปจะมีค่า

สังกะสีเท่ากับ 15-20 มิลลิกรัม และปริมาณท่ีใช้ 

รับประทานกรณีผู้ขาดสังกะสีและรักษาสิวเท่ากับ 50 

มิลลิกรัม สำ�หรับการรักษาโรคท้องร่วงในเด็กองค์การ

อนามัยโลกกำ�หนดให้ใช้สังกะสี 10 ถึง 20 มิลลิกรัม

ต่อวันนาน 10 ถึง 14 วัน(11) จากข้อมูลข้างต้นจะเห็นว่า 

การบริ โภคอาหารประจำ�วัน การหลั่งสังกะสีจาก

ร่างกายสู่ลำ�ไส้เล็ก การใช้สังกะสีในการรักษาโรคหรือ

บรรเทาอาการของโรค และการไดร้บัสงักะสจีากอาหาร

เสริม เป็นตัวอย่างในการพิจารณาปริมาณสังกะสีท่ี

สามารถได้รับพร้อมๆ กัน จากหลายแหล่งและหลาย

ปัจจัย ซึ่งอาจทำ�ให้มีระดับความเข้มข้นรวมของ

สังกะสีใกล้เคยีงกับความเขม้ข้นท่ีสง่ผลกระทบตอ่การ

วเิคราะหเ์ชือ้ V. cholerae O1 ดว้ยเครือ่ง MALDI-

TOF MS ท่ีพบในการทดลองนี้คือ สังกะสีที่ความ 

เข้มข้น 52.3 มิลลิกรัม ในน้ำ� 1 ลิตร อย่างไรก็ตาม

งานวิจัยนี้ไม่ได้ประเมินปัจจัยต่างๆ ที่อาจทำ�ให้ความ

เข้มข้นของสังกะสีในระบบทางเดนิอาหารคลาดเคล่ือน

จากการคำ�นวณข้างต้น เช่น ชนิดและปริมาณอาหาร

ที่สามารถจับกับสังกะสีได้ การทำ�งานของเซลล์เยื่อบุ

ลำ�ไส้ในการดูดซับสังกะสี ยีนหรือพันธุกรรมของ

จุลินทรีย์ทั้งหมดที่อาศัยอยู่ในร่างกาย (gut microbi-

ome) รวมทั้งปริมาณน้ำ�ที่ดื่มในแต่ละบุคคล ที่อาจมี

ผลต่อปริมาณสังกะสีในลำ�ไส้

สรุุป  
สงักะสมีผีลตอ่การวเิคราะหร์ปูแบบเปปไทด์

ของเชื้อ V. cholerae ด้วยเครื่อง MALDI-TOF 

MS โดยทำ�ให้ค่าคะแนนในการระบุเชื้อจุลชีพมี 

แนวโน้มลดลง ท้ังสายพันธ์ุท่ีมียีนก่อโรค V. cholerae 

O1 และไม่มียีนก่อโรค V. cholerae Non O1/Non 

O139 พบว่าสังกะสีที่ความเข้มข้น 0.8 มิลลิโมลาร์ มี

ผลทำ�ให้รูปแบบเปปไทด์ของเชื้อ V. cholerae O1 

เปล่ียนแปลงอยา่งมนียัสำ�คญัมากทีสุ่ด ส่งผลใหม้กีาร

ระบสุายพนัธ์ุคลาดเคล่ือน คอืระบสุายพนัธ์ุก่อโรคเปน็

สายพันธุ์ไม่ก่อโรค และพบเปปไทด์ที่ตำ�แหน่ง m/z 

4745, 5122, 6275 และ 7160 ดาลตัน มีความ

จำ�เพาะกับการตอบสนองของเชื้อต่อสังกะสีในเช้ือ  

V. cholerae O1 ท้ังนีส้งักะสมีผีลกระทบตอ่การระบุ

สายพันธ์ุเท่านัน้ โดยยงัสามารถระบจุนีสัและสปชีีส์ได้

ถูกตอ้ง ซึง่ผลงานวจิยันีจ้ะเปน็ข้อมลูสำ�คญัในการเฝา้

ระวังปัจจัยท่ีมีผลต่อการวิเคราะห์จุลชีพด้วยเครื่อง 

MALDI-TOF MS รวมถึงการนำ�ไปใช้ในการ

ปรับปรุงค่าคะแนนในการระบุเช้ือจุลชีพ ให้ถูกต้อง

มากข้ึนในภาวะที่มีการรบกวนจากสังกะสี เช่น การ

สรา้งฐานข้อมลูบรรจเุปปไทดท่ี์จำ�เพาะกับสงักะส ีเพือ่

หลกีเลีย่งการระบสุายพนัธุท์ีผ่ดิพลาด และสามารถนำ�

ไปพัฒนาเป็นตัวบ่งช้ีทางชีวภาพในภาวะท่ีเช้ือได้รับ

สังกะสีต่อไป นอกจากนี้ยังพบเปปไทด์ที่แตกต่างกัน
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ระหวา่งสายพนัธุท์ีม่ยีนีก่อโรค V. cholerae O1 และ

ไม่มียีนก่อโรค V. cholerae Non O1/Non O139 

จำ�นวน 13 เปปไทด์ ซึ่งจะเป็นข้อมูลเบื้องต้น ในการ

ระบุเชื้อ V. cholerae ด้วยเครื่อง MALDI-TOF 

MS ต่อไป
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Abstract
Detection of Mycobacterium leprae by modified Fite-Faraco (FF), fluorescent Auramine 

O (AO) method, real-time polymerase chain reaction (PCR) of Pra gene and the standard Ziehl 

Neelsen (ZN) staining were compared in slit-skin samples from 32 leprosy patients attending the 

Raj Pracha Samasai Institute. Scraped incision method was performed to collect tissue fluid and 

dermal tissue from the same 4 sites including two from both ear lobes and two from the active 

lesions. Slit-skin smears (SSS) were prepared and stained by ZN, FF and AO methods. The  

collected specimens were evaluated for the present of Pra gene using real-time PCR method. Fite-

Faraco was modified by omitting the deparaffinization instead submerge the slide in soybean oil 

for 10 minutes. There was a very good correlation among all methods. Out of 32 samples, 7 

showed organisms by ZN method, 9 showed organisms by FF method, 11 showed organisms by 

AO method and 9 showed organisms by real-time PCR method. FF and AO stains were found 

to be superior to ZN in detecting leprae bacilli in SSS. Moreover, sensitivity was identical for 

real-time PCR, FF, and AO methods for multibacillary (MB) cases suggesting that real-time 

PCR, FF and AO techniques on the SSS could replace ZN without any loss of sensitivity. FF 

procedure uses simple equipment, easy to carry out, and convenient procedure. Therefore, the 
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modified Fite-Faraco method described here can be used for the confirmation of the clinical 

diagnosed case of leprosy in resource-limited hospitals.

Keywords:	Slit-skin smear, Acid fast bacilli staining, Fluorescence, Leprosy, Modified  

		  Fite-Faraco, Real-time PCR
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 1 เมษายน 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

การเปรียบเทียบวิธีการย้อมสี Modified Fite-Faraco การย้อมสี 
Auramine O และวิธี Real-Time PCR กับการย้อมสีด้วย 
วิธีมาตรฐาน ในการตรวจหาเชื้อ Mycobacterium leprae 

ในตัวอย่างที่เก็บจากการกรีดผิวหนัง

พธิศยา ทัศนไตรลักษณ์1 ถวัลย์ ฤกษ์งาม2 และ วิมลพักตร์ ศรีไวย์3*

1บัณฑิตศึกษา สาขาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี
2สาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยปทุมธานี จังหวัดปทุมธานี

3ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี

บทคััดย่่อ
การเปรยีบเทียบวธีิการตรวจหาเช้ือ Mycobacterium leprae โดยวธีิการยอ้มส ีmodified Fite-

Faraco (FF) วิธี fluorescent Auramine O (AO) และการตรวจหา Pra gene ด้วยวิธี real-time PCR 

กับการย้อมสีด้วยวิธีมาตรฐาน Ziehl Neelsen (ZN) ในผู้ป่วยโรคเรื้อน 32 ราย ที่เข้ารับบริการรักษา 

โรคเรื้อนที่สถาบันราชประชาสมาสัย โดยขูดเก็บตัวอย่างสารน้ำ�และเนื้อเยื่อผิวหนังโดยการกรีดผิวหนัง

รายละ 4 ตำ�แหน่ง คือ ติ่งหูทั้ง 2 ข้างและรอยโรคที่กำ�เริบมากที่สุดอีก 2 ตำ�แหน่ง เตรียมสไลด์จาก

ตัวอย่างที่เก็บจากการกรีดผิวหนัง (slit-skin smear: SSS) ย้อมสีด้วยวิธี ZN, FF และ AO และตรวจ

วิเคราะห์ตัวอย่างเนื้อเยื่อด้วยวิธี real-time PCR เพื่อตรวจหา Pra gene การศึกษาครั้งนี้ได้ปรับวิธี FF 

ด้วยการลดขั้นตอน deparaffinization ไปเป็นการแช่สไลด์ในน้ำ�มันถั่วเหลืองอย่างเดียวที่อุณหภูมิห้อง 

10 นาที ผลการศึกษาพบว่าวิธี ZN, FF, AO และ real-time PCR มีความสอดคล้องกันในระดับดีมาก 

โดยพบว่าวิธี ZN, FF และ AO ให้ผลบวกกับตัวอย่าง 7, 9 และ 11 ราย จากตัวอย่าง 32 ราย ตาม 

ลำ�ดับ และเมื่อตรวจด้วยวิธี real-time PCR พบ M. leprae ใน 9 ตัวอย่าง และยังพบว่าวิธี FF และ 

AO มีประสิทธิภาพดีกว่าวิธี ZN ในการตรวจวินิจฉัยโรคเรื้อนจาก SSS นอกจากนี้ยังพบว่าวิธี FF, AO 

และ real-time PCR มีความไวเท่ากันในการตรวจวินิจฉัยผู้ป่วยเชื้อมาก ผลดังกล่าวจึงสรุปได้ว่า วิธี 

FF, AO และ real-time PCR สามารถใช้ทดแทนวิธี ZN ในการตรวจวินิจฉัยโรคเรื้อนจากตัวอย่างที่เก็บ

จากการกรีดผิวหนังโดยไม่สูญเสียความไวในการตรวจ วิธี FF ใช้เครื่องมือราคาถูกกว่า สะดวก และง่าย

สำ�หรับการตรวจวัด ดังน้ันการย้อมสีด้วยวิธี FF จึงสามารถใช้เป็นวิธีการสำ�หรับช่วยยืนยันผู้มีอาการ

แสดงที่สงสัยว่าเป็นโรคเรื้อนโดยเฉพาะอย่างยิ่งในโรงพยาบาลที่มีทรัพยากรจำ�กัด

คำ�สำ�คัญ:  การกรีดผิวหนัง การย้อมสีแบคทีเรียรูปแท่งติดสีทนกรด ฟลูออเรสเซนต์ โรคเรื้อน Modified  

		  Fite-Faraco, Real-time PCR	

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: swimol@yahoo.com, sriwai@tu.ac.th 
รับบทความ: 14 มิถุนายน 2566	 แก้ไขบทความ: 22 กรกฎาคม 2566 	  รบัตพีมิพบ์ทความ: 25 กรกฎาคม 2566  
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การเปรียบเทียบวิธีการย้อมสี Modified Fite-Faraco การย้อมสี Auramine O และวิธี Real-Time PCR 
กับการย้อมสีด้วยวิธีมาตรฐาน ในการตรวจหาเชื้อ Mycobacterium leprae ในตัวอย่างที่เก็บจากการกรีดผิวหนัง

8919

บทนำำ�
โรคเรือ้นเปน็โรคตดิตอ่เรือ้รงัเกิดจากการตดิ

เช้ือแบคทีเรีย Mycobacterium leprae (M. leprae) 

ทำ�ใหเ้กิดรอยโรคท่ีผวิหนงัและเสน้ประสาทสว่นปลาย 

อาการแสดงของผูป้ว่ยโรคเรือ้นมคีวามรนุแรงแตกตา่ง

กันข้ึนกับระดับภูมิต้านทานต่อโรคเรื้อนของแต่ละ

บุคคล หากมีการตอบสนองของภูมิคุ้มกันท่ีดีอาการ

มักไม่รุนแรง ส่วนผู้ท่ีมีการตอบสนองของภูมิคุ้มกัน

ไมด่มีกัแสดงอาการของโรคทีร่นุแรง ผูป้ว่ยกลุม่นีห้าก

ไม่ได้รับการรักษาหรือวินิจฉัยล่าช้าอาจนำ�ไปสู่ความ

พิการทางร่างกายได้ในท่ีสุด(1) ดังนั้นการวินิจฉัยที่ 

ถูกต้องและแม่นยำ�ตั้งแต่เริ่มปรากฏอาการของ 

โรคเรือ้นจงึมคีวามสำ�คญัตอ่ประสทิธภิาพการรกัษา ซึง่

การวางแผนการรกัษาโรคเรือ้นจะข้ึนกบัอายขุองผู้ปว่ย

และประเภทของโรคเรื้อนตามเกณฑ์ขององค์การ

อนามัยโลก(2, 3) ซึ่งได้จำ�แนกประเภทผู้ป่วยโรคเรื้อน

ตามจำ�นวนของรอยโรคที่ผิวหนังเป็น 2 ประเภท คือ 

ผู้ป่วยเช้ือน้อย (paucibacillary: PB) และผู้ป่วยเช้ือมาก 

(multibacillary: MB) หากตรวจพบเชื้อโรคเรื้อน

จากวิธี slit-skin smear (SSS) ผู้ป่วยจะถูกจำ�แนก

เป็น MB โดยไม่คำ�นึงถึงจำ�นวนรอยโรคท่ีผิวหนัง  

ผู้ป่วยเชื้อน้อย (PB) และผู้ป่วยเชื้อมาก (MB) จะ

ไดร้บัการรกัษาดว้ยยาสตูรผสม (multi-drug therapy: 

MDT) ได้แก่ dapsone, rifampicin และ clofazi-

mine นาน 6 เดือนและ 12 เดือน ตามลำ�ดับ(4)

การตรวจวนิจิฉยัโรคเรือ้นทางห้องปฏิบติัการ

ยังมีความจำ�เป็นเพื่อใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคเรื้อน

ในรายท่ียังไม่ปรากฏอาการชัดเจนและใช้ในการ

ติดตามการตอบสนองต่อการรักษา การตรวจทางห้อง

ปฏิบัติการเพื่อวินิจฉัยโรคเรื้อนมีหลายวิธี ได้แก่ การ

ตรวจวินิจฉัยทางภูมิคุ้มกัน (immunodiagnostic 

test) ตัวอย่างเช่น การทดสอบหาแอนติบอดีจำ�เพาะ

ตอ่  phenolic glycolipid-I (PGL-I)(5) แตเ่นือ่งจาก

การตรวจวินิจฉัยทางภูมิคุ้มกันมีความไวและความ

จำ�เพาะต่ำ�(6) จงึมกีารนำ�วธิกีารตรวจหาสารพนัธกุรรม

จาก DNA ของเชื้อ M. leprae มาใช้ วิธี PCR-

based system มีความไวและความจำ�เพาะสูง(7, 8) 

สามารถจำ�แนก M. leprae ออกจากมัยโคแบคทีเรีย

ชนดิอืน่ไดแ้ละยงัสามารถใช้วินจิฉยัโรคเรือ้นในผูป้ว่ย

ท่ีสงสัยว่าเป็นโรคเรื้อนระยะแรกท่ีมีการตรวจชิ้นเนื้อ

เป็นลบหรือที่สรุปไม่ได้ (inconclusive)(9) แต่มี 

ข้อจำ�กัด คอื การตรวจพบสารพนัธกุรรมไม่ไดบ้ง่บอก

การมีชีวิตของเชื้อ M. leprae การตรวจวินิจฉัยทาง

ภูมิคุ้มกันและวิธี PCR เป็นวิธีการที่มีความซับซ้อน 

ต้องใช้เครื่องมือราคาแพง ใช้ทักษะและความชำ�นาญ

ของผู้ปฏิบัติงานเป็นอย่างดี ทำ�ให้ไม่สะดวกในการ

ปฏิบัติในโรงพยาบาลทั่วไป  

การตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียรูปแท่งติดสี

ทนกรด (acid fast bacilli: AFB) ดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์

เป็นวิธีที่รวดเร็ว ง่าย และใช้เครื่องมือราคาแพงน้อย

ท่ีสดุสำ�หรบัการวินจิฉยัโรคเรือ้นเมือ่เทยีบกบัวธิอีืน่ ๆ  

ที่กล่าวมา การตรวจ AFB เป็นการตรวจหาเชื้อจาก

ผิวหนังบริเวณรอยโรค (skin biopsy) และใช้เป็นวิธี

สำ�หรับยืนยันโรคเรื้อนในผู้ท่ีมีอาการแสดงท่ีสงสัยว่า

เป็นโรคเรื้อน เนื่องจากการทำ� biopsy มีความเสี่ยง

ในขั้นตอนการทำ�หัตถการทำ�ให้เกิดรอยแผลเป็นได้ 

และยังต้องใช้บุคลากรท่ีมีทักษะและความชำ�นาญใน

การเก็บตัวอย่าง การตรึงตัวอย่าง การเตรียมและการ

แปลผล ดังนั้นในโรงพยาบาลส่วนใหญ่จึงนิยมใช้การ

ตรวจด้วยวิธี SSS ที่มีเทคนิคที่ไม่ยุ่งยากและใช้วัสดุ

อปุกรณ์ไมม่าก เพ่ือนำ�เนือ้เยือ่ผวิหนงัไปตรวจหาเช้ือ

แทนการตัดชิ้นเนื้อ ตัวอย่างที่ได้จากการทำ� SSS จะ

ถูกนำ�ไปย้อมด้วยเทคนิคต่าง ๆ  เพื่อตรวจหาเชื้อ M. 

leprae วิธีย้อมดั้งเดิมท่ีนิยมใช้ ได้แก่ วิธี Ziehl-

Neelsen(10) ใช้หลักการ acid fast stain โดยใช้ความ

ร้อนช่วยให้สี carbol fuchsin สามารถแทรกซึมผ่าน

ผนังเซลล์ของเชื้อ M. leprae ได้(11) ซึ่งจะพบตัว

เช้ือติดสีแดงบนพื้นหลังติดสีน้ำ�เงิน การย้อมด้วยวิธี 
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พธิศยา ทัศนไตรลักษณ์ และคณะ8920

ZN นัน้สามารถใช้การตรวจวนิจิฉัยผูป้ว่ยโรคเรือ้นเช้ือ

มากได้และมีความจำ�เพาะสูง(12) แต่มีข้อเสีย คือ  

มีความไวน้อยกว่าวิธีการอื่นและให้ผลการทดสอบ 

เป็นลบลวงในผู้ป่วยโรคเรื้อนเช้ือน้อยได้(12, 13) ใน

ประเทศไทย ผู้ป่วยที่สงสัยว่าเป็นโรคเรื้อนทุกรายจะ

ไดร้บัการตรวจทางห้องปฏบิตักิารเพิม่เตมิโดยวธิ ีSSS 

และย้อมสีด้วยวิธี ZN เพื่อช่วยในการวินิจฉัย  

แบ่งประเภท และวางแผนการรักษาต่อไป ส่วนการ

ตรวจทางพยาธวิทิยาจาก biopsy จะทำ�ในรายทีอ่าการ

แสดงไม่ชัดเจนเท่านั้น โดยสิ่งส่งตรวจที่เป็นตัวอย่าง

เนื้อเยื่อที่ได้จากการทำ� biopsy มักนิยมใช้การย้อมสี

ด้ ว ย วิ ธี  F i t e -Fa r a co  ท่ี พัฒนาม าจ ากวิ ธี   

Kinyoun(12) เนื่องจากเชื้อ M. leprae มีความทน

กรดและแอลกอฮอลน์อ้ยกว่า M. tuberculosis มาก

และมีแนวโน้มที่จะสูญเสียคุณสมบัติความทนกรด 

จึงทำ�ให้มี โอกาสตรวจไม่พบเช้ือได้ง่าย ดังนั้นวิธี 

modified Fite-Faraco (FF) จึงได้ผสมน้ำ�มัน 

ถั่วเหลือง (soybean oil) กับสารทำ�ละลายพาราฟิน 

(deparaffinizing solvent) เพื่อช่วยเคลือบปกป้อง

ผนังเซลล์ของแบคที เรียและลดการสัมผัสกับ

สารละลายพาราฟนิ ทำ�ใหย้งัคงคณุสมบตัคิวามทนกรด

ไว้ได้ วิธีนี้จึงมีความไวสูงและสามารถตรวจพบเชื้อ  

M. leprae ในตัวอย่างเนื้อเยื่อได้ดีกว่าวิธี  ZN(8) แต่

มีข้อจำ�กัดคือ ใช้เวลาย้อมนานและวิธีย้อมมีความ 

ซับซ้อนมากกว่า(13, 14) ต่อมาได้มีการพัฒนาการย้อม 

AFB โดยใช้สารที่สามารถเรืองแสงได้ในการย้อม 

(fluorochrome) เช่น Auramine O ซึ่งสารฟลูออ-

โรโครมจะเข้าไปจับกับกรดไมโคลิกของตัวเชื้อ ทำ�ให้

ตรวจพบเชื้อมีลักษณะเป็นรูปแท่งเรืองแสงสีเหลือง

บนพืน้หลงัสดีำ� การยอ้มตวัอยา่งเนือ้เยือ่ผวิหนงั ดว้ย

สีฟลูออโรโครมเป็นวิธีที่มีความไวสูงสุดเมื่อเทียบกับ

วิธี ZN(15) และวิธี FF(12, 16) แต่เนื่องจากวิธีนี้อาจ

ทำ�ให้เกิดผลบวกลวงได้ง่าย(15, 17) จึงต้องใช้บุคลากร

ท่ีมคีวามชำ�นาญสงูในการอา่นผล รวมทัง้ตอ้งใช้กลอ้ง

จุลทรรศน์ชนิดฟลูออเรสเซนต์ และต้องมีห้องมืด

สำ�หรับอ่านผล ซึ่งอาจไม่เหมาะสมกับห้องปฏิบัติการ

ทั่วไป ดังนั้นจึงมีความจำ�เป็นที่ต้องหาวิธีการวินิจฉัย

โรคเรื้อนที่ใช้ได้ง่าย สะดวก ปลอดภัย และราคาถูก 

รวมท้ังมคีวามไวและความจำ�เพาะในระดบัท่ีดพีอท่ีจะ

สามารถนำ�ไปใชต้รวจวินจิฉยัตามโรงพยาบาลท่ัวไปได้

การตรวจหา AFB ในตัวอย่างเนื้อเยื่อ

ผิวหนังได้ ถูกนำ�มาใช้ ในการตรวจวินิจฉัยเ ช้ือ  

M. leprae ในหลายประเทศ อยา่งไรก็ตามยงัมข้ีอมลู

น้อยมากเกี่ยวกับการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการ

ตรวจวินิจฉัยเชื้อ M. leprae โดยเฉพาะในตัวอย่าง

ท่ีเก็บจากวิธี SSS ดังน้ัน ผู้วิจัยจึงสนใจท่ีจะเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพวิธีการย้อมสี modified Fite-Faraco 

การย้อมสี Auramine O และวิธี real-time PCR  

กับการย้อมสีด้วยวิธีมาตรฐาน Ziehl-Neelsen  

จากตัวอย่างสารน้ำ�และเนื้อเยื่อท่ีได้จากวิธี SSS  

เพื่อใช้ตรวจวินิจฉัยเชื้อ M. leprae 

วััสดุุและวิิธีีการ
1. ประชากรที่ศึกษา

การศึกษาทำ�ในอาสาสมัครท่ีข้ึนทะเบียนเข้า

รับบริการรักษาโรคเรื้อนท่ีสถาบันราชประชาสมาสัย 

ระหว่างเดือนมีนาคม พ.ศ. 2566 ถึงเดือนเมษายน 

พ.ศ. 2566 จำ�นวน 32 ราย โดยเป็นกลุ่มผู้ป่วยใหม่

เเละกลุ่มที่ติดตามการรักษา

2. การพิทักษ์สิทธิ์ของกลุ่มตัวอย่าง

โครงการวิจัยได้รับการอนุมัติจากคณะ

กรรมการจริยธรรมการวิจัยเกี่ยวกับคน สถาบันราช-

ประชาสมาสัย ผูว้จิยัเคารพในการขอความยินยอมโดย

ให้ข้อมูลอย่างครบถ้วนและให้อาสาสมัครตัดสินใจ

อย่างอิสระ ไม่เปิดเผยข้อมูลส่วนตัวของอาสาสมัคร

และนำ�เสนอเป็นข้อมูลวิชาการในภาพรวมเท่านั้น
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3. การเก็บตัวอย่าง

การเก็บตัวอย่างสิ่งส่งตรวจทำ�โดยการกรีด

ผิวหนังเพื่อตรวจหาตัวเชื้อโดยตรงตามแนววิธีปฏิบัติ

มาตรฐานของ WHO(11, 18, 19) จากผู้ป่วยรายละ 4 

ตำ�แหน่ง คือ บริเวณติ่งหูท้ัง 2 ข้างและรอยโรคที่

กำ�เริบมากที่สุดอีก 2 ตำ�แหน่ง โดยเก็บตัวอย่าง

เนื้อเยื่อใต้ผิวหนัง สำ�หรับเตรียมตัวอย่างสไลด์ และ

ขูดด้วยใบมีดจากตำ�แหน่งเดียวกันเพื่อนำ�ไปทดสอบ 

real-time PCR โดยแบ่งสไลด์ SSS เป็น 3 ส่วนเพื่อ

นำ�ไปย้อมด้วยวิธี ZN(20) วิธี FF และวิธี AO(21)  

ส่วนตัวอย่างจากใบมีดนำ�ไปตรวจวิเคราะห์โดยวิธี 

real-time PCR   

เตรยีมตวัอยา่งท่ีจะนำ�ไปยอ้มสีโดยเกลีย่เปน็

วงกลมขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 5-10 มิลลิเมตรบน

สไลด์ ตำ�แหน่งละ 3 สไลด์ ปล่อยสเมียร์ให้แห้งแล้ว 

fix โดยการผ่านความร้อน เก็บสไลด์ในกล่องที่แห้ง

และสะอาดเพื่อรอทำ�การทดสอบต่อไป ส่วนตัวอย่าง

ท่ีได้จากการขูดด้วยใบมีด สำ�หรับการทำ� real-time 

PCR เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะทำ�การ

ทดสอบ 

4. การตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ

การยอ้มสีวิธ ี ZN มรีายละเอยีดขัน้ตอนตาม

ที่อธิบายในคู่มือการตรวจเชื้อโรคเรื้อนโดยวิธีการกรีด

ผิวหนัง สถาบันราชประชาสมาสัย(20) โดยนำ�มาย้อม

สีแรกด้วย 1% carbol fuchsin (Loba Chemie Pvt.

Ltd., India) และลนไฟอ่อน ๆ  นาน 5 นาที ล้างออก

ด้วยน้ำ�ประปาจนสะอาด จากนั้นล้างด้วย 3% HCl-

alcohol 3 วินาที ล้างออกด้วยน้ำ�ประปาจนสะอาด 

แล้วย้อมด้วยสีย้อมท่ีสอง (counter stain) 1% 

methylene blue (RFCL Ltd., India) เป็นเวลา  

2 นาที ล้างออกด้วยน้ำ�ประปาจนสะอาด และตั้งทิ้ง

ไว้ให้แห้ง

การย้อมสีวิธี FF มีรายละเอียดขั้นตอนตาม

ที่อธิบายโดย Girma และคณะ(22) ซึ่งได้ปรับขั้นตอน

การย้อม ดังนี้ ปรับลดขั้นตอน deparaffinization 

ไปเป็นการแช่สไลด์ในน้ำ�มันถ่ัวเหลืองนาน 10 นาที 

ท่ีอุณหภูมิห้อง เพิ่มเวลาการย้อมด้วย 1% carbol 

fuchsin (Loba Chemie Pvt. Ltd., India) เป็น  

30 นาที ปรบัลดเวลาการล้างดว้ย 25% HCl-alcohol 

เป็น 5 วินาที ปรับความเข้มข้นและเวลาในการย้อมสี

ย้อมที่สอง (counter stain) เป็น 1% methylene 

blue (RFCL Ltd., India) นาน 30 วินาที โดยล้าง

สไลด์ด้วยน้ำ�ประปาระหว่างแต่ละข้ันตอน และเรียก

วิธีนี้ว่า modified Fite-Faraco

การยอ้มสวีธิ ีAO มรีายละเอยีดข้ันตอนตาม

ท่ีอธบิายโดย Truant และคณะ(21) โดยไดป้รบัข้ันตอน

การย้อม ดังน้ี เพ่ิมเวลาการย้อมด้วย 0.1% Auramine 

O (Becton Dickinson Ireland Ltd., USA) เป็น 

20 นาที ปรับเวลาในการย้อมสีย้อมท่ีสอง (counter stain) 

ด้วย 0.5% potassium permanganate (Becton 

Dickinson Ireland Ltd., USA) เป็น 4 นาที และ

ระหว่างแต่ละขั้นตอนล้างสไลด์ด้วยน้ำ�ประปา

สำ�หรับข้ันตอนการย้อมสีท้ังสามวิธี ให้ซับ

สไลด์ให้แห้งหลังการล้างครัง้สุดท้าย ก่อน mount ดว้ย 

mounting medium โดยไม่มีการ clearing  

ด้วยไซลีน แล้วตรวจหาตัวเช้ือ AFB ด้วยกล้องจลุทรรศน์

หรือกล้องฟลูออเรสเซนต์ Primo Star iLED (Carl 

ZEISS, Germany) กำ�ลังขยาย 100X จำ�นวน 100 

วงกล้อง จากมุมทั้งสี่และกลางสไลด์ รายงานผลการ

ทดสอบการย้อมสีทั้ง 3 วิธี เป็นเชิงก่ึงปริมาณ  

(semi-quantitative) เป็นค่าเฉล่ีย BI (Bacteriogical 

Index: BI) ตาม Ridley’s logarithmic scale(19) 

กำ�หนดจำ�นวนเชื้อในสเมียร์เป็น 7 ระดับ จากระดับ

ที่ 0 (ไม่พบแบคทีเรีย) ถึงระดับที่ 6+ (พบ AFB  

มากกว่ า 1 ,000 โดยเฉลี่ ย ในหนึ่ งวงกล้อง)  
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การประเมินผลใต้กล้องจุลทรรศน์จะกระทำ�โดย 

นักเทคนิคการแพทย์ 3 คน โดยใช้มติ 2 ใน 3 ซึ่ง 

นักเทคนิคการแพทย์จะไม่ทราบผลการวินิจฉัยและ

หมายเลขสไลด์

การตรวจวิเคราะห์โดยวิธี real-time PCR   

สกัดดีเอ็นเอของตัวอย่างสารน้ำ�และเนื้อเยื่อผิวหนัง

จากตวัอยา่งใบมดีดว้ยเครือ่งสกัด Zybio EXM3000 

Nucleic Acid Isolation System (Zybio,  

China) ตามคำ�แนะนำ�ของบริษัทผู้ผลิต เพิ่มปริมาณ

คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอของ Mycobacterium 

leprae Pra gene(23) ด้วยชุดน้ำ�ยาสำ�เร็จรูป  

Mycobacterium leprae Real Time PCR Kit 

(Jiangsu Bioperfectus Technologies Co., Ltd., 

China) ตามคำ�แนะนำ�ของบริษัทผู้ผลิต ด้วยเครื่อง

ตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติ BIO-RAD CFX96  

Real-Time System (BIO-RAD, Singapore)  

ภายใต้สภาวะที่ผู้ผลิตกำ�หนดจำ�นวน 40 รอบ  

และวิเคราะห์ผลด้วยซอฟต์์แวร์ CFX Maestro™  

Software วิธี PCR มีความไวของวิธี (limit of  

detection) 5 copies/reaction รายงานผล 

เชิงคุณภาพโดยรายงานผลเป็นบวกเมื่อค่า cycle 

threshold (Ct) น้อยกว่าหรือเท่ากับ 38 

การควบคุมคุณภาพภายใน (internal QC)  

ทำ�โดยใช้ตัวอย่าง SSS ท่ีทราบว่ามีหรือไม่มี   

M. leprae เป็นตัวควบคุมบวก (positive control) 

และตัวควบคุมลบ (negative control) ในระหว่าง 

ขั้นตอนการย้อมสี ส่วนการทำ� real-time PCR มีการ

ทำ� positive control และ negative control และ

ใช้ human RNaseP เป็น internal control ควบคู่

5. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

ผลการตรวจหาเช้ือของผูป้ว่ย 32 ราย นำ�มา

เปรยีบเทียบหาคา่ความไว ความจำ�เพาะ คา่ทำ�นายผล

บวก (positive predictive value: PPV) และ 

คา่ทำ�นายผลลบ (negative predictive value: NPV) 

โดยเทียบกับผลการตรวจด้วยวิธี real-time PCR 

สถิติเชิงพรรณนานำ�เสนอในรูปความถ่ีและร้อยละ 

เปรยีบเทียบระหว่างวิธีวิเคราะห์ดว้ยสถิต ิChi-square 

หรือ Fisher’s Exact test วิเคราะห์ความสัมพันธ์โดย

ใช้สถิติ Phi coefficient วิเคราะห์ความสอดคล้อง

ระหว่างผู้อ่านผลสเมียร์ด้วยสถิติ Krippendorff’s 

alpha coefficient และวิเคราะห์ความสอดคล้อง

ระหว่างวิธีตรวจด้วยสถิติ Cohen’s Kappa coeffi-

cient โดยใช้โปรแกรม SPSS Version 28.0.1.1 

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) กำ�หนดระดับ

ความมีนัยสำ�คัญท่ีระดับ 0.05 การแปลความหมาย

ของค่าดัชนีความสอดคล้อง Kappa มีดังนี้ 0.80 - 

1.00 หมายถึง ระดับดีมาก 0.60 - 0.80 หมายถึง 

ระดับดี  0.40 - 0.60 หมายถึง ระดับปานกลาง  0.20 

- 0.40 หมายถึง ระดับพอใช้ 0.00 - 0.20 หมายถึง 

ร ะดั บน้ อย  และน้ อยกว่ า  0 . 00  หมาย ถึ ง  

ไมส่อดคลอ้ง(24) การแปลความหมายของคา่ดชันคีวาม

สอดคล้อง Alpha มีดังนี้ ≥ 0.800 หมายถึง  

ระดับดี ≥ 0.667 หมายถึง ระดับไม่แน่นอน  

(tentative) และ < 0.667 หมายถึง ระดับต่ำ�(25) 

ผลการศึึกษา
1. ข้อมูลทั่วไปของกลุ่มตัวอย่าง

การศึกษาครั้งนี้มีผู้มีคุณสมบัติครบตาม

เกณฑ์เข้าร่วมวิจัยเบื้องต้นและได้รับการวินิจฉัยว่า

เป็นโรคเรื้อนจำ�นวน 32 ราย จากการมีอาการแสดง

ทางคลินิกของโรคเรื้อนอย่างน้อย 2 อย่าง ได้แก่   

การตรวจพบอาการทางผวิหนงัท่ีมลีกัษณะเฉพาะของ

โรคเรื้อน การตรวจพบอาการชา ได้แก่ ชาที่รอยโรค

ผิวหนังหรือชาท่ีผิวหนังบริเวณท่ีรับความรู้สึกจาก 

เส้นประสาทส่วนปลายที่ถูกทำ�ลาย หรือการตรวจพบ

เส้นประสาทโต ไดจ้ำ�แนกประเภทผูป้ว่ยไดเ้ปน็ ผูป้ว่ย

เชื้อน้อย (PB) หมายถึง ผู้ป่วยโรคเรื้อนที่ตรวจพบ
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รอยโรค 1-5 รอยโรค และผู้ป่วยเช้ือมาก (MB) หมายถึง 

ผู้ป่วยโรคเร้ือนท่ีตรวจพบรอยโรคมากกว่า 5 รอยโรค(2, 3)  

ได้เป็นผู้ป่วยเชื้อน้อยจำ�นวน 17 ราย (ร้อยละ 53.1)  

และผู้ป่วยเชื้อมากจำ�นวน 15 ราย (ร้อยละ 46.9) 

(Table 1) จากการวเิคราะหพ์บผูป้ว่ยไดร้บัการยนืยนั

ว่าเป็นโรคเรื้อนจากการย้อมสีให้ผลบวกด้วยวิธี  ZN 

จำ�นวน 7 ราย และวิธี FF จำ�นวน 9 ราย โดย 

ผู้ป่วยทั้ง 7 ราย ให้ผลบวกกับวิธีการตรวจทั้ง 4 วิธี 

นอกจากนี้วิธี FF ให้ผลบวกเพิ่มมากขึ้นจากวิธี ZN 

จำ�นวน 2 ราย ซึ่งเป็นผู้ป่วยรายเดียวกับที่ให้ผลบวก

กับการตรวจด้วยวิธี AO และ real-time PCR  

ดังนั้นจึงเป็นการยืนยันว่าผู้ป่วยเป็นโรคเรื้อนจริง 

นอกจากนี้ยังพบว่ามี 2 ราย ที่ตรวจพบ AFB ด้วย 

วิธี AO แต่ตรวจไม่พบด้วยวิธี ZN วิธี FF และ  

real-time PCR

2. ความสอดคล้องของผู้ประเมินตามวิธีการ

วินิจฉัยด้วยการย้อมสี

ผลการประเมินผลความน่าเช่ือถือระหว่าง 

ผูป้ระเมนิผลสเมยีร ์(Inter-rater reliability) จำ�นวน 

3 คนท่ีได้อ่านผลจากการย้อมสีด้วยวิธี ZN โดยใช้

สถิติ Krippendorff’s alpha พบว่าค่าดัชนีความ

สอดคล้องระหว่างผู้ประเมินเท่ากับ 0.914 แสดงว่ามี

ค่าความสอดคล้องกันระหว่างผู้ประเมินอยู่ในระดับดี 

ส่วนการย้อมสีด้วยวิธี FF ได้ค่าดัชนีความสอดคล้อง

ระหว่างผู้ประเมินเท่ากับ 0.931 แสดงว่ามีค่าความ

สอดคล้องกันระหว่างผู้ประเมินอยู่ในระดับดีและการ

ยอ้มสีดว้ยวิธ ีAuramine O ไดค้า่ดชันคีวามสอดคลอ้ง

ระหว่างผู้ประเมินเท่ากับ 0.863 แสดงว่ามีค่าความ

สอดคล้องกันระหว่างผู้ประเมินอยู่ในระดับดี (Table 

2) ดังนั้น ผู้ประเมินท้ัง 3 คน มีความเท่ียงใน 

ผลการประเมิน

3. ประสิทธิภาพของวิธีการตรวจวินิจฉัยในสิ่งส่ง

ตรวจจากการกรีดผิวหนัง 

ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง

ประเภทของโรคเรือ้นกับวธีิการตรวจวินจิฉยัดว้ยสถิต ิ

Phi coefficient พบอัตราการให้ผลบวกกับวิธีการ

ตรวจทั้ง 4 ชนิดในผู้ป่วยเชื้อมากมีอัตราสูงกว่าอัตรา

การให้ผลบวกในผู้ป่วยเชื้อน้อย อย่างมีนัยสำ�คัญทาง

สถิติ (p < 0.05) (Table 3) และพบว่าวิธี  

ZN มีอัตราการตรวจพบ AFB ในผู้ป่วยเช้ือมาก 

ต่ำ�กว่าวิธีอ่ืน ๆ ส่วนวิธี AO พบว่ามีอัตราการให้ 

ผลบวกในผู้ป่วยเชื้อน้อยร้อยละ 11.8 

4. ความสอดคล้องของผลการตรวจหา AFB ใน 

สเมียร์ด้วยวิธี Ziehl-Neelsen วิธี modified Fite-

Faraco และวิธี Auramine O โดยมีผลการ

วิเคราะห์ด้วยวิธี real-time PCR เป็นวิธีอ้างอิง 

จากตัวอย่างท่ีให้ผลบวกกับวิธี real-time 

PCR ท้ังหมด 9 ตัวอย่าง ผลการวิเคราะห์ความ

สอดคล้องการวินิจฉัยด้วยวิธี ZN, FF และ AO กับ

วิธ ีreal-time PCR โดยใชค้า่สถติ ิKappa coefficient 

พบว่าทั้ง 3 วิธี มีความสอดคล้องในระดับดีมากเมื่อ

เทยีบกบัวธีิ real-time PCR อยา่งมนียัสำ�คญัทางสถิต ิ

(p < 0.001) โดยวิธี FF มีความสอดคล้องกับ 

วิธี real-time PCR มากที่สุด เมื่อเทียบกับวิธี ZN 

และ AO (Kappa = 1.000, p < 0.001) (Table 4) 

วิธี ZN มีค่าทำ�นายผลบวก (PPV) ร้อยละ100 ค่า

ทำ�นายผลลบ (NPV) ร้อยละ 92  วิธี FF มีค่าทำ�นาย

ผลบวกรอ้ยละ100 คา่ทำ�นายผลลบ รอ้ยละ 100  และ 

วิธี AO มีค่าทำ�นายผลบวกร้อยละ 81.8 ค่าทำ�นาย 

ผลลบร้อยละ 100
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5. ผลการทดสอบประสทิธิภาพในการตรวจวนิิจฉัย

โรคเรื้อน

จากการวิเคราะห์พบค่าความไว (sensitivity) 

คา่ความจำ�เพาะ (specificity) คา่ทำ�นายผลบวก และ

ค่าทำ�นายผลลบ ของการตรวจวินิจฉัยแต่ละวิธี โดย

ใช้วิธี real-time PCR เป็นวิธีอ้างอิง พบว่ามีจำ�นวน  

2 ตัวอย่าง (ร้อยละ 22.2) ที่ตรวจพบ AFB ด้วยวิธี 

FF แต่ตรวจไม่พบด้วยวิธี ZN และมีจำ�นวน 2 

ตัวอย่าง (ร้อยละ 22.2) ที่ตรวจพบ AFB ด้วยวิธี AO 

แต่ตรวจไม่พบด้วยวิธี ZN (Table 4) ซึ่งเป็นตัวอย่าง

รายเดยีวกัน และเมือ่แบง่กลุม่ผูป้ว่ยเช้ือนอ้ย จำ�นวน 

17 ราย (ร้อยละ 53.1) พบว่า มีจำ�นวน 2 ตัวอย่าง 

ท่ีตรวจพบ AFB ด้วยวิธี AO และผู้ป่วยเช้ือมาก 

จำ�นวน 15 ราย (ร้อยละ 46.9) พบว่า มีจำ�นวน 2 

ตัวอย่าง ท่ีตรวจพบ AFB ด้วยวิธี FF และ AO 

(Table 1) นอกจากนี้ยังพบว่าการตรวจหาเช้ือโรค

เรื้อนด้วยวิธี ZN ในตัวอย่างที่ได้จากการกรีดผิวหนัง

มคีา่ความไวการตรวจ (รอ้ยละ 77.8) นอ้ยกว่าคา่ความ

ไวจากการตรวจด้วยวิธี FF หรือวิธี AO ที่มีค่าความ

ไวเป็นร้อยละ 100 ท้ังสองวิธี ส่วนการตรวจหาเช้ือ

โรคเรื้อนด้วยวิธี AO มีค่าความจำ�เพาะน้อยท่ีสุด 

(ร้อยละ 91.3) เม่ือเทียบกับวิธี ZN และ FF (Table 5) 

ในการทดลองนี้ได้วัดประสิทธิภาพการตรวจโดยใช้

พื้นที่ใต้กราฟ (area under the ROC curve : AUC) 

เมื่อใช้วิธี real-time PCR เป็นวิธีอ้างอิง พบว่าวิธี  

FF (AUC = 1.000) และวิธี AO (AUC = 1.000) 

เปน็วธีิทีม่ปีระสิทธิภาพสูงกวา่วธีิ ZN (AUC = 0.884) 

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติที่ระดับ 0.05  (Table  5)

ผลการวิเคราะห์ความสอดคล้องการวินิจฉัย

วิธี FF และ AO โดยใช้วิธี ZN เป็นวิธีอ้างอิง ด้วย

สถิติ Kappa coefficient พบว่าวิธี FF มีความ

สอดคล้องในระดับดีมากกับวิธี ZN อย่างมีนัยสำ�คัญ

ทางสถิติ (p < 0.001) ในขณะที่วิธี AO มีความ

สอดคล้องกับวิธี ZN ในระดับดีเมื่อเทียบกับวิธี ZN 

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p  < 0.001)  (Table 6)

Table 1	Number and repartition of positive samples according to clinical classification. (n = 32)

Result
Type of leprosy

MB PB

ZN-FF-AO-PCR positive 7 0

ZN negative-FF-AO-PCR positive 2 0

AO positive-ZN-FF-PCR negative 0 2

ZN-FF-AO-PCR negative 6 15

Total 15 17
MB = multibacillary leprosy, PB = paucibacillary leprosy, ZN = Ziehl-Neelsen staining, FF = modified 
Fite-Faraco staining, AO = Auramine O staining and PCR = real-time PCR
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Table 2	Inter-rater reliability scores for the reported validation studies of the Bacteriogical Index grading 
 	 system in the different staining methods, as measured by Krippendorff’s alpha. (n = 32)

Staining technique No. of raters No. of patients Krippendorff’s alpha 95% CI

Ziehl-Neelsen 3 32 0.914 0.827-0.977

Modified Fite-Faraco 3 32 0.931 0.868-0.979

Auramine O 3 32 0.863 0.796-0.926

Krippendorff’s alpha value range from 0 to 1, where 0 indicates the absence of reliability and 1 indicates 
perfect reliability. An alpha value greater than 0.667 is the accepted lowest conceivable limit. An alpha 
of 0.800 or higher is considered a good reliability.(25)

Table 3 	Efficiencies of different detection systems with slit skin specimens from MB and PB patients.  
	 P-values were determined using Phi coefficient test. Significant comparisons are indicated  
	 by asterisks. (n = 32)

Clinical 

classification
Patients (%)

Number of positive results/total number (%)

ZN FF AO Real-time PCR

MB 15 (46.9) 7/15 (46.7)*** 9/15 (60)**** 9/15 (60)** 9/15 (60)****

PB 17 (53.1) 0/17 (0) 0/17 (0) 2/17 (11.8) 0/17 (0)

Total 32 (100) 7/32 (21.9) 9/32 (28.1) 11/32 (34.4) 9/32 (28.1)

PB = paucibacillary, MB = multibacillary, **: p = 0.004, ***: p = 0.001, ****: p < 0.001
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Table 4	Correlations of various staining techniques with real-time PCR. (n = 32)

Staining technique
Real-time PCR

Kappa P-value PPV (%) NPV (%)
Positive Negative

Ziehl-Neelsen

     Positive 7 (77.8) 0 (0.0) 0.834 < 0.001 100 92

     Negative 2 (22.2) 23 (100)

Modified Fite-Faraco

     Positive 9 (100) 0 (0.0) 1.000 < 0.001 100 100

     Negative 0 (0.0) 23 (100)

Auramine O

     Positive 9 (100) 2 (8.7) 0.855 < 0.001 81.8 100

     Negative 0 (0.0) 21 (91.3)

PPV = Positive Predictive Value, NPV = Negative Predictive Value

Table 5	Area under the receiver operating characteristic curve (AUC) and predictive value of three  
	 staining techniques as compared with real-time PCR in leprosy diagnosis. (n = 32)

Staining technique Sensitivity Specificity AUC 95% CI P-value

Ziehl-Neelsen 77.8 100 0.884 0.715-1.000 0.001

Modified Fite-Faraco 100 100 1.000 1.000-1.000 < 0.001

Auramine O 100 91.3 1.000 1.000-1.000 < 0.001
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Table 6	Comparison of diagnostic performance of modified Fite-Faraco and Auramine O staining to  
	 Ziehl-Neelsen staining. (n = 32)

Staining technique
Ziehl-Neelsen

Kappa P-value PPV (%) NPV (%)
Positive Negative

Modified Fite-Faraco

     Positive 7 (100) 2 (8.0) 0.834 < 0.001 77.8 100

     Negative 0 (0.0) 23 (92.0)

Auramine O

     Positive 7 (100) 4 (16.0) 0.697 < 0.001 63.6 100

     Negative 0 (0.0) 21 (84.0)

PPV = Positive Predictive Value, NPV = Negative Predictive Value

วิิจารณ์์
เช้ือ M. leprae ไม่สามารถเพาะเลี้ยงใน

หลอดทดลองได้ ต้องอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อในสัตว์

ทดลอง และใช้ระยะเวลานานในการเพาะเล้ียง(26)  

วิธมีาตรฐานในการตรวจวินจิฉัยโรคเรือ้นในปจัจบุนัจงึ

อาศัยการพบรอยโรคท่ีผิวหนังและอาการตามปลาย

ประสาทเป็นหลัก การวินิจฉัยผู้ป่วยโรคเรื้อนในรายที่

ยงัไมป่รากฏอาการชัดเจนยงัทำ�ไดย้าก(12, 13) เนือ่งจาก

โรคนีอ้าจสบัสนกับโรคผวิหนงัอืน่ ๆ  ไดง่้าย ดงันัน้การ

ตรวจพบ AFB และการพบลักษณะจำ�เพาะของ 

โรคเรื้อน เช่น granulomas, epithelioid cells, 

foamy macrophages, giant cells, ชนิดของเซลล์

ท่ีเกี่ยวข้อง (infiltration) และการอักเสบจากการ

ตรวจทางพยาธวิิทยา (histopathological examina-

tion) ของผวิหนงับรเิวณรอยโรคจงึเปน็การชว่ยยนืยนั

การวนิจิฉัยโรคเรือ้นได้(18) วิธกีารตรวจทางพยาธวิทิยา

จึงมักใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการวินิจฉัยและแยก

ประเภทของโรคเรื้อน(18, 19) แต่วิธีการนี้ยังมีข้อจำ�กัด

ในเรือ่งความเสีย่งในข้ันตอนการทำ�หตัถการและทำ�ให้

เกิดรอยแผลเป็นได้ และยังต้องใช้บุคลากรที่มีทักษะ

และความชำ�นาญในการเก็บ การตรงึตวัอยา่งกบัสไลด ์

การเตรียมและการแปลผลตัวอย่างชิ้นเนื้อ ดังนั้นจึง

มีความจำ�เป็นท่ีต้องหาวิธีการวินิจฉัยโรคเรื้อนที่ง่าย 

สะดวก ปลอดภัย และราคาถูก รวมทั้งมีความไวและ

ความจำ�เพาะในระดับที่ดีพอท่ีจะสามารถนำ�ไปใช้

ตรวจวินิจฉัยได้ตามโรงพยาบาลทั่วไป

การตรวจทางจุลชีววิทยาโดยการเพาะเชื้อ

โดยท่ัวไปจะถอืว่าเปน็วิธีมาตรฐานในการตรวจหาเชือ้

แบคทีเรีย แต่เนื่องจากเชื้อ M. leprae ไม่สามารถ

เพาะเลีย้งในหลอดทดลองได ้ตอ้งอาศยัการเพาะเลีย้ง

เชื้อในอุ้งเท้าหนู (Mouse Foot Pad assay) เป็นวิธี

มาตรฐานซึ่งเป็นวิธีท่ียุ่งยากและใช้ระยะเวลานานใน

การเพาะเลี้ยง(26) ดังนั้นการตรวจพบแบคทีเรียรูป

แท่งติดสีทนกรดด้วยกล้องจุลทรรศน์จากสิ่งส่งตรวจ

จึงนิยมใช้เป็นเทคนิคการวินิจฉัยเช้ือ M. leprae 

แทน โดยมีการรายงานผลเป็นค่า BI ซึ่งแสดงถึง

จำ�นวนเชือ้โรคเรือ้นทีพ่บ ในการศกึษาครัง้นี้ไดศ้กึษา

ความเท่ียงตรงในการรายงานผลค่า BI ระหว่าง 
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ให้ผล BI เป็น 1+ จำ�นวนสองรายนั้นเป็นผลบวก 

จริงหรือเป็นผลบวกลวงจากการย้อมสี(15, 16, 27)  

สาเหตุการเกิดผลบวกลวงจากการย้อมสีด้วยวิธี AO  

อาจเกิดจากมีการปนเปื้อนส่ิงแปลกปลอมในข้ันตอน

การย้อม ปริมาณสาร fluorophore มีการกระจายตัว

ไม่ดีเห็นเป็นกลุ่มสี สารประกอบในตัวอย่างสามารถ

เรืองแสงได้เอง หรือการย้อมสีติดพื้นหลัง (back-

ground staining) เป็นต้น(28)

ส่วนการย้อมสีเพื่อตรวจหา AFB อีกวิธีที่

นิยมกัน คือ วิธี Fite-Faraco (FF) โดยมักนิยมใช้

ย้อมสิ่งส่งตรวจท่ีเป็นตัวอย่างช้ินเนื้อ (biopsy) ใน 

การศกึษาครัง้นี้ได้ใช้ตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการทำ� SSS และ 

ได้ปรับวิธีการย้อม FF โดยการตัดขั้นตอน deparaf-

finization แลว้แช่สไลด์ในน้ำ�มนัถ่ัวเหลอืงอยา่งเดยีว

ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที ก่อนย้อมตามวิธีปกติ ผลการ

ศึกษาพบว่า วิธี FF มีค่าความไวสูงกว่าวิธี  ZN รวม

ทั้งมีค่า PPV และค่า NPV เป็นร้อยละ100 การมี

ความไวเพิ่มขึ้นอาจเนื่องจากการปรับวิธีการย้อมใน

การศึกษาครั้งนี้ โดยการแช่ในน้ำ�มันถ่ัวเหลืองก่อน

ทำ�การย้อมปกติอาจช่วยเคลือบปกป้องผนังเซลล์ 

ของแบคทีเรียและลดการสัมผัสกับสารละลาย acid-

alcohol จนส่งผลให้ความไวของการทดสอบเพ่ิมข้ึนได้ 

สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้ที่ได้ตรวจหา AFB 

ในส่ิงส่งตรวจท่ีเป็นตัวอย่างช้ินเนื้อ ท่ีพบว่าความไว

ของวิธี FF มีค่ามากกว่าค่าความไวของวิธี ZN  

โดยค่าความไวมีค่าแตกต่างกันตั้งแต่ร้อยละ 50 ถึง  

77(8, 16, 22) เนื่องจากวิธีการศึกษาก่อนหน้านี้เป็นการ

ย้อมสีวิธี FF กับตัวอย่างชิ้นเนื้อและใช้วิธี FF เป็นวิธี

มาตรฐาน ส่งผลให้ผลการวิเคราะห์ได้ค่าความไว 

แตกต่างจากการทดลองครั้งนี้ได้ ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้

วิเคราะห์เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการย้อมสีโดย

ใช้วิธี ZN เป็นวิธีอ้างอิง เนื่องจากการย้อมสี SSS  

เพื่อหา AFB จะใช้วิธี ZN เป็นวิธีมาตรฐาน จาก 

ผลการศึกษาพบวิธี FF และวิธี AO มีความไวเท่ากัน 

ผู้ประเมิน พบว่าผู้ประเมินทั้ง 3 คน มีค่าดัชนีความ

สอดคล้อง alpha มากกว่า 0.8 ที่ระดับความเชื่อมั่น 

95% มีความสอดคล้องในการประเมินอยู่ ในระดับ 

ดมีาก แสดงใหเ้หน็ว่ามคีวามสอดคลอ้งภายในของการ

รายงานผลคา่ BI และมคีวามนา่เช่ือถือในการประเมนิ

ความสอดคล้องระหว่างการอ่านสไลด์ต่อการรายงาน

ผลค่า BI ที่เป็นเช่นนี้อาจมีสาเหตุมาจากผู้เชี่ยวชาญ

ที่ทำ�หน้าที่เป็นผู้ประเมินมีคุณสมบัติที่เหมาะสม และ

มีการฝึกปฏิบัติก่อนทำ�การประเมินจริง ดังนั้นจึง

สามารถนำ�ผลการรายงานค่า BI ไปวิเคราะห์ต่อได้

วิธี ZN เป็นวิธีที่ไม่ซับซ้อน ราคาถูก และ

เป็นวิธีที่ใช้บ่อยที่สุดในการตรวจหา AFB โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งในสถานบริการสุขภาพท่ีมีทรัพยากรจำ�กัด 

ความไวของวิธี ZN มีค่าแตกต่างกันตั้งแต่ร้อยละ 59 

ถึง 75 ข้ึนอยู่กับการศึกษา(8, 12, 22) ในการศึกษา 

ครั้งนี้เมื่อใช้วิธี real-time PCR เป็นวิธีอ้างอิง พบค่า

ความไวของวิธี ZN มีค่าร้อยละ 77.8 โดยค่า PPV  

มคีา่สงู (รอ้ยละ100) แสดงวา่โอกาสการมผีลบวกลวง

จะนอ้ย ทางเลอืกอีกวธิสีำ�หรบัใช้ยอ้มตวัอยา่งท่ีไดจ้าก

การทำ� SSS คือวิธีการย้อมสี AO ในการศึกษาครั้งนี้

พบว่าค่าความไวและค่า NPV ของวิธี AO สูงกว่าวิธี 

ZN แต่ค่าความจำ�เพาะและค่า PPV ต่ำ�กว่าวิธี ZN 

โดยคา่ PPV ท่ีมคีา่ต่ำ�แสดงว่าโอกาสการมผีลบวกลวง

จะเกิดได้สูง ถึงแม้จะมีค่าความไวที่สูงขึ้น แต่หากมี 

ผูป้ว่ยจำ�นวนมากเข้ารบัการตรวจวินจิฉยัอาจจะไดผู้ท่ี้

มีผลบวกลวงจำ�นวนมาก ทำ�ให้สิ้นเปลืองทั้งเวลาและ

ทรัพยากรในการตรวจวินิจฉัยเพิ่มเติมและผู้ป่วยอาจ

จะได้รับการรักษาเกินความจำ�เป็น สอดคล้องกับการ

ศกึษาก่อนหนา้นีท้ีพ่บวา่  วธิ ีAO จะมคีวามไวมากกวา่

วิธี ZN โดยมีค่าความไวเป็นร้อยละ 65.5 ค่า PPV 

ร้อยละ 100 และค่า NPV ร้อยละ 38.1(22) นอกจากน้ี 

ในการศึกษาครั้งนี้ไม่สามารถยืนยันผลด้วยการตรวจ

ทางพยาธิวิทยา (histopathological examination) 

แต่ละรายได้ ดังนั้น จึงยืนยันไม่ได้ว่าการพบ AO  

#in2 66-4.indd   8928#in2 66-4.indd   8928 29/2/2567 BE   11:5929/2/2567 BE   11:59



การเปรียบเทียบวิธีการย้อมสี Modified Fite-Faraco การย้อมสี Auramine O และวิธี Real-Time PCR 
กับการย้อมสีด้วยวิธีมาตรฐาน ในการตรวจหาเชื้อ Mycobacterium leprae ในตัวอย่างที่เก็บจากการกรีดผิวหนัง

8929

(Table 5) แสดงว่าวิธี FF กับ วิธี AO สามารถใช้

ทดแทนกันได้โดยความไวยงัใกลเ้คยีงเดมิ นอกจากนี้

วิธี FF และ วิธี AO มีอัตราการตรวจพบเชื้อ AFB 

และมีความไวมากกว่าวิธี ZN บ่งชี้ว่าควรใช้การย้อม

สีวิธี FF หรือวิธี AO ในการตรวจวินิจฉัยโรคเรื้อน

แทนการใช้วิธี ZN

ปจัจบุนัวิธกีารตรวจทางชวีโมเลกุลท่ีรวดเรว็

และมีความไวในการตรวจหาเช้ือ M. leprae เช่น 

PCR ถูกนำ�มาใช้เพือ่เสรมิกบัวิธกีารตรวจวินจิฉยัทาง

คลินิกและการตรวจทางพยาธิวิทยา โดยเฉพาะใน 

ผูป้ว่ยท่ีสงสยัวา่เปน็โรคเรือ้นและเมือ่วิธีการตรวจทาง

คลินิกและการตรวจทางพยาธิวิทยาไม่สามารถหา 

ข้อสรุปได้ เนื่องจากวิธี PCR มีความจำ�เพาะสูง  

(ร้อยละ 100) และความไวร้อยละ 34 ถึง 80 ใน 

ผู้ป่วยเชื้อน้อยและมากกว่าร้อยละ 90 ในผู้ป่วย 

เช้ือมาก(29) ดังนั้นวิธี PCR จึงถูกนำ�มาใช้เป็นวิธี

อ้ างอิงในการศึกษาครั้ งนี้  โดยได้ตรวจหาเชื้อ  

M. leprae ด้วยวิธี real-time PCR โดยใช้ชุดตรวจ

สำ�เร็จรูป มียีนเป้าหมายคือ Pra gene เน่ืองจากยีนน้ี

มีความจำ�เพาะต่อเช้ือ M. leprae และมีอัตราการ 

ให้ผลบวกสูงถึงร้อยละ 74.8 ในผู้ป่วย PB ที่มีค่า BI 

เป็นลบ เมื่อเทียบกับการใช้ M. leprae-specific 

repetitive element (RLEP) เป็นยีนเป้าหมาย(30)

จากการศึกษาพบว่าอัตราการตรวจพบ M. leprae 

จากตัวอย่างการขูดรอยกรีดผิวหนังเป็นร้อยละ 60  

ในผูป้ว่ยเช้ือมาก และเปน็รอ้ยละ 0 ในผูป้ว่ยเชือ้นอ้ย 

ซึ่งแตกต่างจากการศึกษาของ Martinez และคณะ(7) 

ซึง่มอัีตราการตรวจพบเช้ือจากช้ินเนือ้เปน็รอ้ยละ 100 

ในผู้ป่วยเชื้อมาก และอยู่ระหว่างร้อยละ 62.5-79.2 

ในผู้ป่วยเชื้อน้อย ตามชนิดของวิธี PCR ที่ใช้ ที่เป็น

เช่นนี้อาจมีสาเหตุมาจากในการศึกษาครั้งนี้ใช้วิธีการ

ขูดเนื้อเยื่อจากรอยกรีดผิวหนังอาจทำ�ให้ได้ตัวอย่าง

เนื้อเยื่อปริมาณน้อยกว่าการทำ� biopsy เนื่องจาก

จำ�นวนแบคทีเรียในตัวอย่างจากผู้ป่วยเช้ือน้อยมี

จำ�นวนเช้ืออยูน่อ้ย  ทำ�ให้โอกาสในการตรวจพบ AFB 

หรือ Mycobacterium leprae Pra gene ที่ได้จาก

ตัวอย่างการกรีดผิวหนังของผู้ป่วยเช้ือน้อยจึงต่ำ�

ดว้ย(7) และการใช้วธีิสกัดดเีอ็นเอท่ีมปีระสิทธิภาพตา่ง

กัน ก็อาจทำ�ให้อัตราการตรวจพบเชื้อต่างกันด้วย 

เนือ่งจากเช้ือ M. leprae เปน็แบคทีเรยีทีเ่จรญิภายใน

เซลล์ รวมท้ังยังมีผนังเซลล์ท่ีสามารถทน acid-alcohol 

ได้ การใช้วิธีสกัดดีเอ็นเอที่มีประสิทธิภาพไม่ดีพอ  

อาจทำ�ให้ไม่สามารถสกัด DNA ออกมาได้(7, 22)

การศึกษาครั้งนี้ยังมีข้อจำ�กัดคือ การเก็บ

ตัวอย่าง slit-skin sample โดยการขูดด้วยใบมีด 

ไม่สามารถควบคุมสภาวะของการขูดได้ เช่น แรงกด 

ทิศทาง หรือจำ�นวนครั้งท่ีขูด อาจทำ�ให้ได้ตัวอย่าง

เนือ้เยือ่ปรมิาณไมเ่ท่ากันและสง่ผลให้ไดผ้ลการตรวจ

ในแต่ละวิธีแตกต่างกันได้ นอกจากนี้การศึกษาครั้งนี้

กลุ่มประชากรท่ีศึกษามีขนาดเล็กเน่ืองจากประเทศไทย

มคีวามชุกของโรคเรือ้นลดนอ้ยลง รวมท้ังไมม่ผีลตรวจ

ทางพยาธิวิทยาเพื่อยืนยันและแยกชนิดของโรคเรื้อน 

ซึ่งทำ�ให้ไม่สามารถคาดการณ์ความน่าจะเป็นของการ

ใช้วิธีตรวจทั้ง 4 วิธีเพื่อนำ�ไปใช้ตรวจวินิจฉัยร่วมกับ

อาการทางคลินิกตามข้อบ่งชี้ท่ีแตกต่างกันในผู้ป่วย

แตล่ะคนได ้จงึควรมกีารศกึษาในผูป้ว่ยจำ�นวนมากข้ึน

เพื่อเพิ่มความแม่นยำ�ทางสถิติ 

สรุุป
การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา

ประสิทธิภาพวิธี real-time PCR วิธี ZN วิธี FF และ

วิธี AO เพื่อหาเชื้อ M. Leprae จากตัวอย่างที่เก็บ

จากการกรีดผิวหนัง การศึกษาพบว่าการตรวจ SSS 

ในผู้ป่วยเชื้อมากด้วยวิธี real-time PCR การย้อมสี

วธีิ FF และวธีิ AO มอัีตราการใหผ้ลบวกเท่าเทียมกัน 

และมคีวามไวสงูกวา่วธิ ีZN แตเ่นือ่งจากวิธ ีreal-time 

PCR และการย้อมสีด้วยวิธี AO ต้องใช้บุคลากรที่มี

ความชำ�นาญสูงในการอ่านผลและตอ้งใชอุ้ปกรณ์เพิม่ 
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ซึง่อาจไมเ่หมาะสมกับหอ้งปฏิบตักิารท่ัวไป ดงันัน้เมือ่

พิจารณาประสิทธิภาพของการตรวจหา AFB จาก 

SSS ด้วยการย้อมสีวิธี FF ร่วมกับการประเมินอาการ

ทางคลินิกสามารถใช้ตรวจวินิจฉัยยืนยันโรคเรื้อนได้
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 1 เมษายน 2567 บทความวิจัยอย่างสั้น

อัตราความผิดพลาดในขั้นตอนก่อนการตรวจวิเคราะห์
ของห้องปฏิบัติการในโรงเรียนแพทย์ไทย

นพดล อาชีพ ปรีชญา วงษ์กระจ่าง จิรายุ สุทัศนทรวง และ สาธิมา ไหลเวชพิทยา*

ภาควิชาพยาธิวิทยาคลินิก คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร

บทคััดย่่อ
ความผดิพลาดท่ีเกดิขึน้ในขัน้ตอนกอ่นการตรวจวเิคราะหถ์กูรายงานมามากกวา่ 50 ป ีแต่ขอ้มูล

เกีย่วกบัสถติิดังกลา่วในประเทศไทยยงัมีค่อนขา้งน้อย งานวจิยัน้ีจงึรวบรวมข้อมูลสาเหตุและความถีข่อง

ความผิดพลาดก่อนการวิเคราะห์ท่ีพบในห้องปฏิบัติการ ภาควิชาพยาธิวิทยาคลินิก โรงพยาบาลศิริราช 

ซ่ึงเปน็หน่ึงในโรงพยาบาลระดับตติยภูมิและโรงเรยีนแพทย์ในประเทศไทย การศกึษาน้ีใช้ขอ้มูลในอดีต

ของสิ่งส่งตรวจท่ีถูกปฏิเสธโดยห้องปฏิบัติการ ภาควิชาพยาธิวิทยาคลินิก โรงพยาบาลศิริราช ในช่วง

ระยะเวลาต้ังแต่เดือนตุลาคม พ.ศ. 2560 ถึงเดือนกันยายน พ.ศ. 2561 โดยแบ่งความผิดพลาดจาก 3 แหล่ง

ท่ีมา คือ แผนกผู้ป่วยนอก แผนกผู้ป่วยใน และจากโรงพยาบาลหรือห้องปฏิบัติการอื่น ๆ ภายนอก 

โรงพยาบาลศิริราช ทำ�การวิเคราะห์ด้วยสถิติเชิงพรรณนาและคำ�นวณค่า Six Sigma scale จากตัวอย่าง

ส่ิงส่งตรวจท้ังหมด 2,475,917 ตัวอย่าง พบความผิดพลาดก่อนการวิเคราะห์ท้ังหมด 4,147 ตัวอย่าง (0.17%) 

โดย 82% มาจากแผนกผู้ป่วยใน ผู้วิจัยแบ่งความผิดพลาดก่อนการวิเคราะห์ออกเป็น 6 ประเภท  

พบว่าการปฏิเสธสิ่งส่งตรวจเกิดข้ึนจากสาเหตุในระหว่างกระบวนการเก็บตัวอย่างมากท่ีสุด (84.9%)  

โดยเฉพาะการพบเลือดท่ีจับตัวเป็นก้อนเป็นความผิดพลาดประเภทย่อยท่ีพบบ่อยท่ีสุด คิดเป็น 63.7% จาก

สิง่สง่ตรวจท่ีถกูปฏิเสธท้ังหมด ผลการศกึษาน้ีแสดงอตัราการปฏเิสธสิง่สง่ตรวจโดยรวมท่ี 0.17% Sigma 

scale พบวา่คา่ความผิดพลาดของแผนกผู้ปว่ยนอก แผนกผู้ปว่ยใน และจากโรงพยาบาลหรอืหอ้งปฏิบติั

การอื่นๆ ภายนอก เท่ากับ 4.90, 4.10 และ 4.50 ตามลำ�ดับ โดยแผนกผู้ป่วยในได้ค่าต่ำ�กว่าเกณฑ์การ

ยอมรับ (4.15) ห้องปฏิบัติการและโรงพยาบาลจึงควรวางกลยุทธ์ในการตรวจสอบความผิดพลาดก่อน

การตรวจวิเคราะห์และวางแนวทางป้องกันเพื่อลดความผิดพลาดนี้อย่างมีประสิทธิภาพ

คำ�สำ�คัญ:	 การปฏิเสธส่ิงส่งตรวจ ความผิดพลาดท่ีเกิดข้ึนในข้ันตอนก่อนการตรวจวิเคราะห์ เลือดท่ีจับตัวเป็นก้อน

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: sathima.lai@mahidol.edu 
รับบทความ: 8 กันยายน 2566        แก้ไขบทความ: 20 พฤศจิกายน 2566     รับตีพิมพ์บทความ: 22 พฤศจิกายน 2566  

#in2 66-4.indd   8933#in2 66-4.indd   8933 29/2/2567 BE   11:5929/2/2567 BE   11:59



J Med Tech Assoc Thailand, Vol. 52 No. 1, April 2024 Short Communication

*Corresponding author E-mail address: sathima.lai@mahidol.edu 
Received: 8 September 2023             Revised: 20 November 2023            Accepted: 22 November 2023

Error Rate of Pre-Analytical Process at Laboratory in 
Thailand Medical School

Noppadol Arechep, Preechaya Wongkrajang, Jirayu Sutasanasuang  
and Sathima Laiwejpithaya*

Department of Clinical Pathology, Faculty of Medicine Siriraj Hospital, Mahidol University, 
Bangkok, Thailand

Abstract
Although the topic of pre-analytical errors has been investigated and reported for more 

than fifty years, pre-analytical error data from Thailand is scarce. Accordingly, this study aimed 

to monitor the causes and frequency of pre-analytical errors at the Department of Clinical  

Pathology of Siriraj Hospital – Thailand’s largest national tertiary referral center. This study 

retrospectively evaluated the causes and frequency of clinical pathology specimens that were 

rejected at the center during the October 2017 to September 2018. The errors were analyzed 

separately for out-patient, in-patient and outside hospital. Descriptive statistics and the six-sigma 

scale were used to summarize our findings. Of the 2,475,917 specimens that were received  

during the study period, there were a total of 4,147 pre-analytical errors (0.17%). Eighty-two 

percent of those are from our center’s in-patient department. Of the 6 broad types of pre- 

analytical errors that were evaluated, the vast majority occurred during the sample collection process 

(84.9%). Clotted blood was the single most common error (63.7%). The results of this study 

revealed an overall specimen rejection rate of 0.17%. The six-sigma scale for out-patient,  

in-patient and outside hospital were 4.90, 4.10 and 4.50, respectively. The six-sigma scale of 

in-patient was lower than acceptable limit (4.15). Appropriate detection and prevention strategies 

should be developed and implemented to effectively reduce this error rate. 

Keywords:	Specimen rejection, Pre-analytical errors, Clotted blood

#in2 66-4.indd   8934#in2 66-4.indd   8934 29/2/2567 BE   11:5929/2/2567 BE   11:59



Error Rate of Pre-Analytical Process at Laboratory in Thailand Medical School 8935

Introduction
Laboratory results are an essential 

component of patient care management.  

Correspondingly, quality standards in  

laboratory medicine are established at the  

national healthcare policy level in most  

countries, such as the Clinical Laboratory  

Improvement Amendments (CLIA) in the 

United States.(1)

The evolution of laboratory error  

detection and quality improvement has been 

investigated and reported for more than 50 

years.(2, 3) The total testing process can be  

divided into three phases, including the  

pre-analytical, analytical, and post-analytical 

phases. Overall errors were reported to be as 

high as 0.31% to 0.47% of all tests analyzed 

in a laboratory. The highest error rate was found 

in the pre-analytical phase, accounting for  

60-70% of all errors.(4-6) This rate was lower 

than error rate in the pre-analytical phase in 

Thailand which ranged from 60-85%.(7, 8)

Errors can occur during any of the steps 

of the pre-analytical process, including test 

ordering, patient preparation and identification, 

specimen identification, sample collection, 

sample handling, and transport to the  

laboratory.(5, 9) The fact that most of these  

processes are performed outside the laboratory 

makes them dif f icul t  to contro l . (10)  

Nevertheless, it is important to monitor the 

pre-analytical errors and to develop and  

implement strategies or interventions to reduce 

the error rate.(5, 7-10) Improvement in this  

parameter would hasten and improve the  

accuracy of diagnosis, treatment, lower costs, 

and improve patient outcomes.

Although pre-analytical error has been 

widely investigated in other countries,  

pre-analytical error data from Thailand is 

scarce. Accordingly, this study aimed  

to monitor the causes and frequency of pre-

analytical errors at the Department of Clinical 

Pathology of Siriraj Hospital – Thailand’s 

largest national tertiary referral center.

Materials and Methods
This retrospective study was performed 

at the Central Laboratory, Special Laboratory 

and Molecular Pathology Laboratory in the 

Department of Clinical Pathology, Faculty of 

Medicine Siriraj Hospital, Mahidol University, 

Bangkok, Thailand. Pre-analytical errors that 

occurred during the October 2017 to September 

2018 study period were included by  

Laboratory Information System (LIS). The 

protocol for this study was approved by the 

Siriraj Institutional Review Board (SIRB) 

[540/2561 (Exempt)]. 

The Department of Clinical Pathology 

provides 7 million tests per year (70% for  

out-patients, 29% for in-patients, 1% for outside 

hospital) for clinical chemistry, hematology, 

coagulation, clinical microscopy, molecular, 

and serology.

For in-patient ward, blood drawing and 

sample collection are performed by nurses from 

the individual wards while out-patient unit, 
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medical technologists of the Department of 

Clinical Pathology are the person who  

responsible for this service. All specimens are 

transported manually by ward staff and  

messengers of Siriraj hospital every 30-45 

minutes. All specimens are analyzed within 30 

minutes after registration at the Laboratory of 

Department of Clinical Pathology.

All identified pre-analytical errors 

were classified into 1 of the following 6  

categories:  1) Incorrect identification  

or mislabeling 2) Inappropriate request  

form 3) Collection error 4) Inappropriate  

transportation 5) Sample interference 6)  

Miscellaneous

Statistical analysis
Descriptive statistics were used to 

summarize pre-analytical error data. Microsoft 

Excel software (Microsoft Corporation,  

Redmond, WA, USA) was used to manage and 

process data. Error type data are shown as 

frequency and percentage. 

The result of pre-analytical error rate 

in each source was evaluated with the  

six-sigma scale by Westgard calculator. The 

acceptable criterion for six-sigma is more than 

or equal to 4.15.(11)

Results
Of the 2,475,917 specimens that were 

received during the study period, there were a 

total of 4,147 pre-analytical errors (0.17%). 

Eighty-two percent of those errors were from 

our center’s in-patient department, 17% from 

the out-patient department, and 1% from outside 

hospitals. Sigma scale ranged from 4.1-4.9: 

out-patient = 4.9, in-patient = 4.1, outside = 

4.5, and total = 4.5. The sources (out-patient, 

in-patient, or outside) of rejected specimens 

are shown in Table 1.

Of the 6 major types of pre-analytical 

errors that were evaluated, the vast majority 

occurred during the sample collection process 

(84.9%). The second most common was  

miscellaneous (6.3%) while inappropriate 

transportation was the least common error 

(1.4%). The other three errors, which were 

sample interference, incorrect identification or 

mislabeling, and inappropriate request form 

showed nearly the same frequencies at around 

2.4-2.6%. For the single cause of pre- 

analytical errors, clotted blood was the most 

common one (63.7%). The types and  

frequencies of pre-analytical errors are given 

in Table 2. 

The distribution of rejected specimens 

by month is presented in Fig.1. The highest 

reported number of rejected specimens was 427 

in August 2018 (14 specimens/day), and the 

lowest number was 276 in April 2018  

(9 specimens/day). The average rejection rate 

was 346 specimens/month or 11 specimens/

day.
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Table 1	 Sources of rejected specimens during October 2017 to September 2018.

Source
Number of 

rejected specimens

Total specimens % Sigma

Out-patient 692 1,733,142 0.04% 4.9

In-patient 3,413 718,016 0.48% 4.1

Outside 42 24,759 0.17% 4.5

Total 4,147 2,475,917 0.17% 4.5

Table 2  Types and frequencies of pre-analytical errors (total specimens = 2,475,917).

Cause of rejection
Number of  

rejected specimens
%

Incorrect identification or mislabeling

Wrong patient identification 97 2.3

No patient identification on container or request form 4 0.1

Subtotal 101 2.4

Inappropriate request form

Incorrect information in request form 87 2.1

Incomplete filling request form 13 0.3

Subtotal 100 2.4

Collection error

Clotted sample 2,640 63.7

Inadequate specimen to anticoagulant volume ratio 274 6.6

Insufficient specimen volume 233 5.6

Specimen not received 167 4.0

Inappropriate specimen type or time for test analysis 147 3.5

Specimen contaminated with infusion fluid or other substance 50 1.2

Inappropriate container 6 0.1

Leaking specimen 5 0.1

Subtotal 3,522 84.9
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Cause of rejection
Number of  

rejected specimens
%

Inappropriate transportation

Delay in specimen transport 24 0.6

Inappropriate temperature during transport 24 0.6

Delivered to wrong laboratory 8 0.2

Subtotal 56 1.4

Sample interference

Hemolysis 39 0.9

Too vicious or turbid 30 0.7

Hemoconcentration (Hematocrit > 55%) 28 0.7

Other interference due to patient’s condition 9 0.2

Subtotal 106 2.6

Miscellaneous

Duplicate check in 89 2.1

Request additional test beyond acceptable limit 24 0.6

Patient’s financial problem 20 0.5

Test not available 3 0.1

Hospital system error 3 0.1

Others, not specified 123 3.0

Subtotal 262 6.3

Total 4,147 100.0

Table 2  Types and frequencies of pre-analytical errors (total specimens = 2,475,917). (Cont.)
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 1 
Figure 1. Distribution of the specimen rejection rate at the Department of Clinical Pathology, Faculty of Medicine 2 
Siriraj Hospital, Mahidol University by month 3 
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Fig. 1  	 Distribution of the specimen rejection rate at the Department of Clinical Pathology, Faculty of  

	 Medicine Siriraj Hospital, Mahidol University by month.

Discussion
Pre-analytical error in our laboratory 

was studied by analyzing the rejection data 

from our LIS. The 0.17% pre-analytical error 

rate observed in this study was similar to the 

results of many previous studies (range from 

0.11% to 0.75%).(4, 8, 12-18) Other studies  

reported higher rates of pre-analytical errors 

(range from 1.5% to 7.7%).(19-21) The  

heterogeneity of pre-analytical error rates may 

be in part attributable to different study designs 

and different settings among hospitals. (14, 15, 22) 

The sigma of preanalytical error from the  

in-patient department was the only one that was 

below acceptable limit. However, sigma scale 

for overall preanalytical errors found in total 

specimen sent to our laboratory was 4.5. This 

result was similar to the research performed by 

Phattanapong, et al. (six-sigma 4.50) but they 

evaluated all specimens in hospital.(8)

Most previous studies, except for the 

study by Wiwanikit, reported a greater  

number of pre-analytical errors among  

in-patient department samples, which is  

comparable to the findings of our study.(18, 22-24) 

These higher rates among in-patient samples 

compared to out-patient and outside samples 

may be due to the likely worse condition of 

in-patients or variations among in-patient staff 

that are responsible for collecting samples.(9, 15) 

However, our data revealed a markedly  

higher proportion of pre-analytical errors 

among inpatient samples than those previous 

studies. The status of in-patients is commonly 
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those studies also found the second most  

common mistake to be insufficient sample/

specimen quantity.(12, 26) Their classifications 

might be equivalent to our “inadequate sample 

to anticoagulant volume ratio” and “insufficient 

sample volume” categories, which ranked as 

the second and third most common pre-analytical 

errors in our study, respectively. In contrast, 

several other studies reported hemolysis as the 

most commonly occurring pre-analytical  

mistake.(14, 15, 17, 24, 27, 28) Apart from those studies, 

many others reported a range of pre-analytical 

error types and frequencies.(4, 16, 19-21, 23) This 

variation in findings supports the previously 

reported assertion that variation in laboratory 

error rates can be influenced by study  

design.(14, 15, 22)

Since pre-analytical errors most often 

occur outside the laboratory, the development 

and implementation of strategies to detect  

and prevent pre-analytic mistakes is  

essential.(1, 14, 22, 29) 

This study has some mentionable 

limitations. First, the retrospective design of 

our study renders it vulnerable to missing or 

incomplete data. Second, some specimens were 

rejected without comment, so we were unable 

to identify the cause of rejection. Third, only 

the cause and frequency of errors were  

evaluated in this study, and no system  

improvement intervention was implemented or 

evaluated. The findings of this study will be 

used to develop an educational program  

designed to lower the specimen rejection rate 

more severe, and this can lead to more difficult 

venipuncture. Moreover, in-patient specimens 

are most often collected by non-laboratory staff 

(i.e., nurses) whose venipuncture training may 

be inferior to that of their laboratory-based 

counterparts. This assertion was supported by 

a previous study that reported that 64.6% of 

pre-analytical errors were caused by nurses, 

compared to 33.2% that were caused by  

laboratory technicians.(9) The reason for this 

problem might be due to lack of knowledge 

such as inappropriate mixing after blood  

collection(25) or inadequate specimen to  

anticoagulant volume ratio. Moreover, there is 

no effective feedback system about the rate of 

rejection to staff as well as the well-training of 

blood collection procedures in our hospital.

Our analysis of the distribution of 

specimen rejection by month revealed that  

approximately 11-12 specimens were rejected 

per day during the study period. The rejection 

rate was higher in August, which might be due 

to the start of internships for new nurses. The 

lowest rejection rate was observed in April, and 

this might be explained by a lower number of 

test orders due to lower admissions during the 

long holidays that take place in Thailand during 

the month of April.

The current study found that more than 

80% of pre-analytical errors were attributed to 

the specimen collection process. The majority 

of those rejected specimens were clotted blood, 

which corresponds with the results reported 

from studies by Alpdemir and Narang. Both of 
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at our center. Future studies will evaluate the 

outcome of that program by comparing that 

data with the data collected from the present 

study.

Conclusion
The results of this study revealed  

an overall specimen rejection rate of 0.17%.  

Of those, the vast majority (82.3%) were from 

the inpatient department, and the most  

commonly occurring error (63.7%) was clotted 

blood. The six-sigma scale of in-patient unit 

was outside acceptable limit. Appropriate  

detection and prevention strategies should be 

developed and implemented.
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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 3 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.	 บทความปริทัศน์ท่ีตีพิมพ์ในวารสาร ผู้เขียน
ต้ังคำ�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

�������� � 1 ����� 52.indd   8944�������� � 1 ����� 52.indd   8944 21/2/2567 BE   10:1621/2/2567 BE   10:16



คำ�แนะนำ�สำ�หรับผู้เขียน 8945

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 ผ่านระบบจัดการวารสาร
อิเล็กทรอนิกส์ Thai Journals Online (ThaiJo) 
https://heo1.tci-thaijo.org/index.php/jmt-amtt 
	 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	 ชื่อผู้นิพนธ์และผู้ร่วมนิพนธ์ทุกคน 
ให้เขียนชื่อต้นและนามสกุลตัวเต็มทั้งภาษาไทยและ
ภาษาองักฤษ ไมต่อ้งระบุปรญิญา ตำ�แหน่งทางวชิาการ 
หรือ ตำ�แหน่งทางราชการ ในกรณีที่มีผู้แต่งหลายคน 
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ระบุชื่อผู้รับผิดชอบบทความและ E-mail address 
ที่สามารถติดต่อได้
	      3.3 ผู้ร่วมนิพนธ์ทุกคนให้ระบุช่ือหน่วยงาน 
และสถาบัน สถานที ่และ E-mail address ทีส่ามารถ
ติดต่อได้
	 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� 3) บทนำ� (introduction) 
ประกอบด้วยเหตุผลและวัตถุประสงค์ ในการวิจัย  
4) วัสดุและวิธีการ (materials and methods) 
รายละเอียดของเครื่องมือและน้ำ�ยา รวมทั้งขั้นตอนที่
สำ�คัญควรระบุให้ชัดเจน 5) ผลการวิจัย (results) 
เขียนใจความส้ันและชัดเจน ตารางหรือภาพคำ�อธิบายภาพ 
และตาราง ให้เป็นภาษาองักฤษ 6) วจิารณ์ (discussion) 
7) สรุป (conclusion) 8) กิตติกรรมประกาศ  
(acknowledgements) 9) เอกสารอ้างอิง (references) 
ให้เรียงลำ�ดับเลขตามที่ปรากฏก่อนหลังในเนื้อเรื่อง
	 5.	 ตาราง  แผนภูม ิภาพประกอบ ให้แยกไว้
ท้ายบทความโดยใช้หนึ่งหน้าต่อหนึ่งตาราง  หรือหนึ่ง
แผนภมู ิ สำ�หรบัภาพเป็นระบบอเิลก็ทรอนิกส์ให้บันทกึ
ภาพโดยใช้นามสกุล .jpg หรือ .tif สำ�หรับข้อความ
และคำ�อธิบายในตารางและภาพใช้เป็นภาษาอังกฤษ
	 6.  การเขยีนเอกสารอา้งองิ  ให้ใชต้ามระบบ 
Vancouver  ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้
	 	 1.	 ถ้ามาจากเอกสารภาษาอังกฤษ  ให้
ใช้ชื่อผู้นิพนธ์เป็นภาษาอังกฤษ เขียนช่ือสกุลตัวเต็ม 
นำ�หน้าตามด้วยอักษรย่อของชื่อต้น
	 	 2.	 ถ้ามาจากเอกสารภาษาไทย ให้แปล
เป็นภาษาอังกฤษและต่อท้ายด้วย (in Thai)
	 	 3.	 ถ้ามาจากภาษาอื่นให้แปลเป็นภาษา
อังกฤษ  และให้วงเล็บภาษาเดิมไว้ตอนท้าย
	 	 4.	 ปีที่อ้างอิงเป็นแบบ ค.ศ.
	 	 5.	 การอ้างอิงเอกสารให้ใช้ชื่อย่อของ
วารสารที่นำ�มาอ้างอิงตามแบบของ Index Medicus 
ปีทีต่พีมิพ ์ฉบบัที ่(volume) หน้าตน้และหน้าสุดทา้ย

		  6.1		ตัวอย่างการอ้างอิงเอกสาร
	 	 	 	6.1.1	ผู้นิพนธ์ตั้งแต่ 1 คนถึง 6 
คน ใส่ชื่อผู้แต่งทุกคน ถ้ามีผู้นิพนธ์มากกว่า 6 คน 
ให้ใส่ชื่อผู้แต่งเพียง 3 คนแรกตามด้วยคำ�ว่า et al.
	 	 	 			 	 -	Solter NA, Wasserman 
Sl, Austern KF, et al. Cold urticaria: release 
into the circulation of histamine and eosino-
philic chemotactic factor of anaphylaxis during 
cold challenge. N Engl J Med 1976; 294: 
687-90.
	 	 	 			 		 -	Manakul S, Inthachang 
N. Rapid haemocultures report. J Med Tech 
Assoc Thailand. 2012; 40: 4300-10. (in Thai)
	 	 	 6.1.2	ผู้นิพนธ์เป็นคณะหรือกลุ่ม 
บุคคล
	 	 	 			 		 -	The committee on 
Enzymes of the Scandinavian Society for 
Clinical Chemistry and Clinical Physiology, 
Recommended method for the determination 
of gamma-glutamyltransferase in blood. Scand 
J Clin Lab Invest 1976; 36: 119-25.
			   6.1.3		 ไม่มีชื่อผู้นิพนธ์ Anonymous.
	 	 	 			 		 -	Coffee drinking and 
cancer of the pancreas (Editorial). Br Med J 
1981; 283: 628.
			   6.1.4	 วารสารประเภท supplement
	 	 	 			 		 -	Frumin AM, Nussbaum 
J, Esposito M. Functional asplenia: demonstra-
tion of splenic activity by bone marrow scan 
(abstract). Blood 1979; 54 (suppl 1): 26a.
	 	 6.2		ตัวอย่างการอ้างอิงหนังสือ
	 	 	 	6.2.1	ผู้นิพนธ์คนเดียว
	 	 	 			 		 -	Eisen HN. Immunol-
ogy: an Introduction to molecular and cellular 
principle of the immune vesponse, 5th ed. New 
York: Harper and Row; 1974: 406	
	 	 	 			 		 -	Wijarm B. The Man-
agement of Knowledge toward Performance. 
Bangkok: Expernet Company; 2004. (in Thai)
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	 	 	 			 -	Chomeya R. Organiza-
tional Effcetiveness on Health Care Criteria 
for Performance Excellence Framework in 
Government Hospitals in Public Health Region  
6. [Ph.D. Thesis in Applied Behavioral Seience 
Research]. Bangkok: Faculty of Graduate 
School, Srinakharinwirot University; 2003. 
(in Thai)
	 	 	6.2.2	 ผู้ นิพนธ์ เ ป็นคณะหรือกลุ่ ม 
บุคคล
	 	 	 			 -	Ame r i c a n  Med i c a l  
Association Department of Drugs. AMA 
drug evaluations. 3rd ed. Littleton: Publishing 
Sciences Group, 1977.
	 	 	6.2.3	 บรรณาธิการ ผูร้วบรวม ประธาน
เป็นผู้แต่ง
	 	 		 			 -	Finegold SM, Martin WJ. 
Diagnostic Microbiology. 6th ed. St.Louis: C.V. 
Mosby Company, 1982.
	 	 	6.2.4	 บทในหนังสือ
	 	 		 			 -	Weinstein L, Swartz MN. 
Pathogenic properties of invading Microorgan-
isms. In: Sodenman Wa Jr., Sidenman Wa, 
editors. Pathologic physiology: mechanisms of 
disease. Philadelphia: WB Saunders; 1974. p. 
457-72.
	 	 		 			 - 	Tienboon P. Anthropo-
metric nutrional assessment. In: Chardapisak 
W, Gosarat C, editors. Ambulatory Pediatrics.  
Chiang Mai: Sangsilp Publishing; 2007. 
p. 363-9. (in Thai)
	 	 	6.2.5	 สิ่งตีพิมพ์ขององค์การต่างๆ 
	 	 		 			 -	National Center for Health 
Statistics. Acute condition: incidence and 
associated disability, United State July 1968-
June 1969. Rockville, MD: National Center 
for Health Statistics, 1972 (Vital and health 
statistics, Series 10: Data from the National 
Health Survey, no 69) (DHEW publication 
no. (HSM) 72-1036).

			  6.2.6	 หนังสือรายเดือนและรายปักษ์
	 	 		 			 -	Roueche B. Annals of 
medicine: the Santa Claus culture. The New 
York 1971 Sep. 4: 66-81.
	 	 	6.2.7	 หนังสือพิมพ์รายวัน
	 	 		 			 -	Shaffer RA. Advances 
in chemistry are starting to unlock mysteries 
of the brain : discoveries should help cure 
alcoholism and insomnia, explain mental  
illness. How the messangers work. Wall Street 
Journal 1977 Aug. 12:1 (col 1), 10 (col 1).
	 6.3		ตัวอย่างการอ้างอิงเอกสารอิเล็กทรอนิกส์
	 	 	6.3.1	 CD-ROM
	 	 		 			 -	Anderson SC, Poulsen 
KB, Anderson’s electronic atlas of hematology 
[CD-ROM]. Philadelphia: Lippincott Williams 
& Wilkins; 2002.
			  6.3.2	 บทความวารสารทางอินเทอร์เน็ต 
(Journal article on the Internet)
	 	 		 			 -	Sanders GD, Bayourni 
AM, Holodnity M, et al. Cost-effectiveness 
of HIV screening in patients older than 55 
year of age. Ann Intern Med [serial on the 
Internet]. 2008 Jun [cited 2008 Oct 7]; 148 
(12). Available from: http://www.annals.org/
cqi/reprint/148/12/889.pdf
	 	 	6.3.3	 ห นั ง สื อ ท า ง อิ น เ ท อ ร์ เ น็ ต 
(Monograph on the Internet)
	 	 		 			 -	Foley KM, Gelband H, 
editors. Improving palliative care for cancer 
[monograph on the Internet]. Washington: 
National Academy Press; 2001 [cited 2002 
Jul 9]. Available form: http://www.nep.edu/
books/0309074029/html/
	 	 	6.3.4	 โฮมเพจ/เว็บไซต์ (Home-
page/Website)
	 	 		 			 -	Cancer–Pain. org [home-
page on the Internet]. New York: Association 
of Cancer Online Resources, Inc.; c 2000-01 
[cited 2008 Oct 3]. Available from: http://
www.cancer-pain.org/
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	 Check list การเตรียมต้นฉบับ วารสารเทคนิคการแพทย์

สมาคมเทคนิคการแพทยแ์ห่งประเทศไทย
ในพระอุปถัมภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ พระองค์เจ้าโสมสวลี กรมหมื่นสุทธนารีนาถ

เอกสารประกอบพิจารณา และความรับผิดชอบของผู้แต่งหรือคณะผู้แต่ง
❑ 	ผู้แต่งหรือคณะผู้แต่งออกหนังสือรับรองว่า กำ�ลังส่งบทความให้วารสารเทคนิคการแพทย์พิจารณาเท่าน้ัน บทความน้ี 

หรือบางส่วนของบทความไม่เคยตีพิมพ์ที่ไหนมาก่อน ถ้าบทความได้รับการตอบรับจากกองบรรณาธิการ
บทความและบางส่วนของบทความนี้ จะตีพิมพ์โดย “วารสารเทคนิคการแพทย์” เพียงแห่งเดียวเท่านั้น

❑	 การเสนอชื่อผู้ทรงคุณวุฒิเป็น Reviewer โดยผู้ทรงคุณวุฒิเป็นผู้มีผลงานวิชาการอย่างสม่ำ�เสมอ และต้อง
เป็นบุคคลจากภายนอกสถาบันของผู้แต่ง 3 ท่าน พร้อมสถานที่ทำ�งาน โทรศัพท์ และ E-mail address

❑	หนังสือรบัรองทีไ่ดร้บัอนุญาตจากกรรมการพจิารณาจรยิธรรมการวจัิยในมนุษย ์(Ethic committee) (สำ�หรบั
บทความประเภทนิพนธ์ต้นฉบับ และรายงานผู้ป่วย)

การพิมพ์ต้นฉบับ
❑	พิมพ์ต้นฉบับด้วยโปรแกรม Microsoft Word for Window
❑	 ตั้งค่ากระดาษ ขนาด A4
❑	 ตัวอักษร Cordia New ขนาด 14
❑	 ตาราง พิมพ์แยกจากเนื้อหาแต่รวมอยู่ในไฟล์เดียวกัน และเขียนคำ�ว่า (Table…) ใน text
❑	 รูปภาพ มีความคมชัด ความละเอียดไม่ต่ำ�กว่า 300 pixels/inches และเขียนคำ�ว่า (Fig. …) ใน text
❑	 คำ�ย่อ: ใช้เฉพาะที่เป็นสากลเท่านั้น และเขียนคำ�เต็ม วงเล็บคำ�ย่อครั้งแรกใน Abstract บทคัดย่อหรือ text
❑	 ชื่อยาหรือสารเคมีใช้ generic name เท่านั้น
❑	 บทความภาษาไทย: การเขียนคำ�ศัพท์ภาษาอังกฤษ ให้ยึดหลักการเขียนทับศัพท์หรือใช้ศัพท์บัญญัติตาม

พจนานุกรมฉบับราชบัณฑติยสถาน ยกเวน้คำ�ทีแ่ปลแลว้อาจไดใ้จความไมช่ดัเจน ให้ใชค้ำ�ศัพทภ์าษาองักฤษ 
หรือเขียนคำ�แปลเป็นภาษาไทยแล้ววงเล็บศัพท์ภาษาอังกฤษ ปีให้ใช้เป็นปี พ.ศ. โดยไม่ต้องวงเล็บปี ค.ศ. 
โดยรวมควรใช้เป็นภาษาไทยให้มากที่สุด

การอ้างอิงเอกสาร: วิทยานิพนธ์ไม่สามารถนำ�มาเป็นเอกสารอ้างอิงได้ 
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