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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ขวัญตา เพชรเผือก : การพัฒนาเทคนิคการวินิจฉัยการติดเชื้อแบคทีเรียในช่อง
ท้องโดยใช้ 16S rDNA ในผู้ป่วยไตวายที่ได้รับการล้างไตทางช่องท้อง (DEVELOPMENT 
OF BACTERIAL DIAGNOSTIC METHOD USING 16S rDNA FOR PD-RELATED 
PERITONITIS PATIENTS) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. นพ. เถลิงศักดิ์ กาญจนบุษย์, 
อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ดร. สุภาภรณ์ วัชรพฤษาดี, หน้า. 

ความเป็นมา: ภาวะเยื่อบุช่องท้องอักเสบ (peritonitis) เป็นปัญหาที่ส าคัญที่เป็นสาเหตุให้
ผู้ป่วยต้องยุติการล้างไตทางช่องท้อง การเพาะเลี้ยงเชื้อใช้ระยะเวลา 3-5 วันจึงจะทราบผลการเพาะ
เชื้อว่าเป็นเชื้อชนิดใด และอาจส่งผลต่อการเลือกยาปฏิชีวนะรักษาผู้ป่วย จึงได้มีการพัฒนาเทคนิค
โดยใช้ 16S rDNA ในการวินิจฉัยการติดเชื้อแบคทีเรียในผู้ป่วยเยื่อบุช่องท้องอักเสบเพ่ือประสิทธิภาพ
สูงสุดในการวินิจฉัยโรคในผู้ป่วยต่อไป 

วิธีการศึกษา ตัวอย่างน้ ายาล้างไตทางช่องท้องจากผู้ป่วยเยื่อบุช่องท้องอักเสบจ านวน 102 
ตัวอย่าง น าไปปั่นตกตะกอนที่ 3,000 รอบต่อนาที 15 นาที น าไปสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีฟีนอล-
คลอโรฟอร์ม ตรวจวินิจฉัยโดยใช้ 16S rDNA ด้วยวิธี conventional PCR และ Real-time PCR 
โดยมีการเพาะเลี้ยงเชื้อเป็น gold standard 

ผลการศึกษา: ตัวอย่าง 102 ตัวอย่าง น าไปตรวจวินิจฉัยด้วยวิธี conventional PCR ได้ผล
เป็นบวกร้อยละ 19 เมื่อเปรียบเทียบกับผลการเพาะเลี้ยงเชื้อ มีค่าความไว ความจ าเพาะร้อยละ 
26.09 และ 96.97 ตามล าดับ  มีค่าท านายผลบวกและค่าท านายผลลบร้อยละ 94.74 และ 38.55 
ตามล าดับ การตรวจวินิจฉัยด้วยวิธี Real-time PCR เมื่อเปรียบเทียบกับผลการเพาะเลี้ยงเชื้อ ได้ผล
เป็นบวกร้อยละ 66 มีค่าความไวความจ าเพาะร้อยละ73.91 และ 51.52 ตามล าดับ มีค่าท านาย
ผลบวกและค่าท านายผลลบร้อยละ 76.12 และ 48.57ตามล าดับ 

สรุป: จากผลการศึกษาพบว่าวิธี Real-time PCR มีค่าความไวดีกว่า conventional PCR 
แต่มีค่าความจ าเพาะต่ ากว่า conventional PCR แต่อย่างไรก็ตามยังต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือ
พัฒนาเทคนิคเพ่ือให้มีค่าความไว ความจ าเพาะที่เพ่ิมมากขึ้นเพ่ือประโยชน์ในการตรวจวินิจฉัยเยื่อบุ
ผนังช่องท้อง 
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Introduction and Objective: Peritonitis is a significant problem that causes 
patients to discontinue peritoneal dialysis. And culture technique take time around 
3-5 days to know result and its effect to treatment patients. Now, has been 
developed by using 16s rDNA techniques to help in the diagnosis of bacterial 
infections in peritonitis patients for maximum efficiency in treatment. 

Methods: 102 peritoneal dialysis fluid samples from 4 hospitals were 
collected and spin at 3,000 rpm 15 minutes. DNA extraction by phenol-chloroform 
technique and evaluated used 16S rDNA primer by PCR technique, Real-time PCR 
technique and sequencing. Compared result with culture as gold standard. 

Results: 102 peritoneal dialysis fluids. The PCR method has positive rate 
19%, sensitivity and specificity compared to culture was calculated as 26.09% and 
96.97%, respectively. The positive predictive Value and Negative Predictive Value 
were calculated as 94.74% and 38.55%,   respectively. Real-time PCR method had 
positive rate 66%, sensitivity and specificity compared to culture were calculated as 
73.91% and 51.52%, respectively. The positive predictive Value and Negative 
Predictive Value were calculated as 76.12% and 48.57%,   respectively. PCR result 
has low sensitivity because low amount of DNA concentration in peritoneal dialysis 
samples. 

Conclusion: Real-time has sensitivity better than PCR technique but 
specificity lower than PCR technique. Further study needs to improve more 
sensitivity and specificity in diagnostic peritonitis. 
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บทที่ 1  
บทน า 

 

ความส าคัญและที่มาของปัญหา (Background and Rationale) 

ภาวะไตวายเรื้อรังระยะสุดท้าย เป็นภาวะที่ไตไม่สามารถท างานได้ตามปกติ ไตสูญเสียหน้าที่

การท างานอย่างเรื้อรังเป็นระยะเวลานาน ท าให้เกิดการสะสมของน้ า ของเสีย และสารพิษในร่างกาย 

เกิดโรคความดันโลหิตสูง เลือดเป็นกรด (acidosis) ความผิดปกติของกรดไขมันและคอเลสเตอรอล 

เป็นต้น ผู้ป่วยจะเริ่มต้นจากการมีอาการบวมตามบริเวณแขน ขา รู้สึกอ่อนเพลีย หอบเหนื่อย เบื่อ

อาหาร คลื่นไส้อาเจียน รู้สึกง่วงซึม สับสน จนถึงชัก หมดสติ และเสียชีวิตได้ จ าเป็นต้องได้รับการ

บ าบัดทดแทนทางไตเพ่ือให้มีชีวิตอยู่ได้[1] หนึ่งในการบ าบัดทดแทนไตคือ การล้างไตทางช่องท้อง 

(peritoneal dialysis: PD) ซึ่งเป็นการฟอกของเสียและขจัดของเหลวส่วนเกินออกจากร่างกายโดย

ผ่านเยื่อบุผนังช่องท้อง (peritoneal membrane)[2] พบว่าการติดเชื้อของเยื่อบุผนังช่องท้อง 

(peritonitis) เป็นปัญหาส าคัญท าให้ผู้ป่วยต้องยุติการท า PD และการติดเชื้อที่รุนแรงหรือเรื้อรังยัง

เป็นปัจจัยส าคัญที่ท าให้เกิดการเสื่อมสภาพของเยื่อบุผนังช่องท้อง (membrane failure) หรือท าให้

ผู้ป่วยเสียชีวิต จากการส ารวจศูนย์การล้างไตทางช่องท้องทั่วประเทศในช่วงระหว่าง วันที่ 1 ตุลาคม 

พ.ศ.2552 ถึง 30 กันยายน พ.ศ.2553[3] พบว่าประเทศไทยมีอุบัติการณ์การอักเสบของเยื่อบุช่อง

ท้อง เฉลี่ย 25.5 เดือนต่อ 1 อุบัติการณ ์

 สมาคมการล้างไตทางช่องท้องนานาชาติ (International Society for Peritoneal 

Dialysis: ISPD) พ.ศ. 2553[4] แนะน าให้ใช้เกณฑ์การวินิจฉัยทางคลินิก 2 ใน 3 ข้อเพ่ือบ่งชี้ภาวะ 

peritonitis ดังนี้ 1) น้ ายา PD ที่ปล่อยออกมาจากช่องท้องมีความขุ่น หรือมีอาการทางคลินิกของการ

ติดเชื้อ เช่น ปวดท้อง คลื่นไส้ หรืออาเจียน 2) ตรวจพบเม็ดเลือดขาวมากกว่า 100 cell/mm3 และ

ในจ านวนนี้เป็น polymorphonuclear neutrophils (PMN) มากกว่าร้อยละ 50 3) พบเชื้อจุลชีพ

จากการเพาะเลี้ยงเชื้อหรือย้อมสีแกรม ซึ่งในที่ประชุมคณะกรรมการเฉพาะกิจของที่ประชุม ISPD ได้

แนะน าให้มีการเพาะเชื้อ 2 วิธีร่วมกันคือ large volume culture โดยการน าน้ าตะกอน 3-5 ml ที่

ได้จากการปั่นแยกตัวอย่างน้ ายา PD ปริมาตร 50-100 ml ด้วยความเร็ว 3000 รอบ/นาที เป็นเวลา 
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15 นาที มาละลายในน้ าเกลือปลอดเชื้อปริมาตร 3-5 ml แบ่งไปเพาะเลี้ยงในวุ้นเลี้ยงเชื้อ (solid 

media หรือ agar plate) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ส่วนวิธีที่สองคือ Bedside culture โดยการ

น าน้ ายาปริมาตร 5-10 ml มาแบ่งเพาะในขวด nutrient broth จ านวน 2 ขวด ในกรณีที่ไม่สามารถ

ปั่นตะกอนน้ ายา PD ได้ อาจอนุโลมเหลือแต่เพียงวิธี bedside nutrient broth เท่านั้น แต่อาจท าให้

อุบัติการณ์การเพาะเชื้อขึ้นลดลงเหลือเพียงร้อยละ 80 จากการส ารวจศูนย์การล้างไตทางช่องท้องทั่ว

ประเทศในช่วงระหว่าง วันที่ 1 ตุลาคม พ.ศ. 2552 ถึง 30 กันยายน พ.ศ. 2553 พบว่ามีผลการเพาะ

เชื้อเป็นลบถึง 34.5%[3] โดยอาจมีสาเหตุมาจากความผิดพลาดของขั้นตอนในกระบวนการเก็บ

ตัวอย่างส่งตรวจของความไวของกระบวนการการเพาะเลี้ยงเชื้อ การได้รับยาปฏิชีวนะก่อนท าการส่ง

เพาะเชื้อ หรือความล่าช้าในการส่งตรวจ ก่อให้เกิดผลเสียต่อตัวผู้ป่วยหลายประการ ท าให้แพทย์ให้ยา

ปฏิชีวนะไม่ตรงกับเชื้อ ให้ยาไม่เพียงพอและอาจให้ยามากจนเหนี่ยวน าให้เกิดเชื้อดื้อยา 

การใช้เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ในการวินิจฉัยการติดเชื้อแบคทีเรียใน

ผู้ป่วยเป็นวิธีที่รวดเร็วที่สามารถตรวจวัดและสามารถแบ่งแยกชนิดของการติดเชื้อแบคทีเรียได้ โดย

การใช้ยีน 16S rDNA ซึ่งเป็นกลุ่มของยีนที่ใช้ transcribe สาย ribosomal RNA และ ribosomal 

RNA เพ่ือควบคุมและใช้เป็นกลจักรในการสร้างโปรตีนของเซลล์โปรคาริโอต ได้แก่ แบคทีเรีย 

chlamydic, Rickettsia และ Mycobacterium เนื่องจากเป็นกลุ่มยีนที่มีทั้ง highly conservative 

structure ท าให้สามารถหา common primer ในการท า PCR ได้ทั้งกลุ่ม และ highly variable 

region จึงท าให้สามารถน ามาใช้วิเคราะห์ species ของเชื้อด้วยขบวนการ sequencing ได้[5, 6] มี

งานวิจัยหลายงานที่น า 16S rDNA มาใช้ในการวินิจฉัยการติดเชื้อแบคทีเรียทั้งในตัวอย่างจากกลุ่มโรค

อ่ืนๆ[7-9] หรือจากผู้ป่วย PD ที่มีอาการเยื่อบุช่องท้องอักเสบด้วยวิธี PCR โดยใช้ 16S rDNA 

เปรียบเทียบกับวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ [10] ซึ่งในกลุ่มผู้ป่วยที่มีการเยื่อบุช่องท้องอักเสบมีค่า 

sensitivity, specificity และค่า negative predictive value เท่ากับร้อยละ 69, 63 และ 100 

ตามล าดับ ซึ่งมีค่า sensitivity และ specificity ที่น้อยเกินไป ท าให้ไม่นิยมน าเทคนิค PCR มาใช้ใน

การวินิจฉัยภาวะ peritonitis ในผู้ป่วย PD 

 จากที่กล่าวมาข้างต้น แม้การเพาะเลี้ยงเชื้อจัดได้ว่าเป็นมาตรฐานในการวิเคราะห์ชนิดของ

เชื้อก่อโรคในปัจจุบัน แต่มักใช้เวลาในการเพาะเลี้ยงนาน และในหลายครั้งผลการเพาะเลี้ยงเชื้อเป็น
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ลบท าให้ไม่สามารถทราบชนิดของเชื้อก่อโรค ผู้วิจัยจึงเล็งเห็นความส าคัญที่จะน าเทคนิควิธีการ

วิเคราะห์แยกเชื้อด้วยเทคนิค PCR มาใช้ในการวินิจฉัยโรคในผู้ป่วยแทนวิธีการมาตรฐาน 

 

ค าถามงานวิจัย (Research Questions) 

 สามารถใช้การตรวจวัดการติดเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี PCR  เพ่ือวินิจฉัยภาวะการติดเชื้อในช่อง

ท้องของผู้ป่วยที่ได้รับการล้างไตทางช่องท้องได้หรือไม่ 

 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย (Objectives) 

 เพ่ือพัฒนาเทคนิคการค้นหาและคัดแยกชนิดของการติดเชื้อแบคทีเรียในผู้ป่วย peritonitis 

ด้วยวิธี PCR โดยใช้ยีน 16S rDNA 

 

สมมติฐานการวจิัย (Hypothesis) 

 การตรวจวัดการติดเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี PCR มีความไวและมีความจ าเพาะเพียงพอในการ 

วินิจฉัยการติดเชื้อในผู้ป่วยที่ได้รับการล้างไตทางช่องท้องที่มี peritonitis 
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กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual Framework) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1  แสดงกรอบแนวคิดในการวิจัย 
 

ข้อตกลงเบื้องต้น (Assumption) 

ไม่มี 

PCR negative factor 

-primer 

-condition 

- Inhibitor 

- Technique 

- Organism load 

 

 

 

Standard centrifuge technique 

 

Broth/ plate culture technique 

Regular/ special media 

Standard/ automated culture system 

Regular/ special conditions                                                                                                                                                                                                                                     

 

Influencing factors: 

 Contamination 

 Transfer 

 Pt factor 

 PCR/ culture 

technique factor 

 Bacterial 

Bacteria identification 

First cloudy peritoneal dialysis fluid bag 

Standard Culture 

PCR technique 

Gene Sequencing 

Clinical Peritonitis 

Transport media 

Culture negative factor 

- Pt: pre ATB 

- Organism  

- Technique: 

duration of dwell, 

transfer period/ 

time, centrifuge,  

- PDF: conc, low/ 

normal Ca2+ 
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ข้อจ ากัดของการวิจัย (Limitations) 

ไม่มี 

 

ค าจ ากัดความท่ีใช้ในการวิจัย (Definition of Terms) 

 peritonitis เป็นภาวะที่มีการอักเสบของเยื่อบุช่องท้อง เกิดได้จากหลายสาเหตุและการ

อักเสบอาจเกิดข้ึนเฉพาะที่หรือเกิดข้ึนทั่วท้องก็ได้ 

 

ค าส าคัญ (Keywords) 

Peritonitis 

16S rDNA 

Polymerase chain reaction 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ (Expected Benefits) 

1) เพ่ือเป็นการพัฒนาเทคนิคในการตรวจวัดการติดเชื้อแบคทีเรียในผู้ป่วยไตวายที่ได้รับการ

ล้างไตทางช่องท้องที่มีการติดเชื้อ 

2) เพ่ือศึกษาชนิดของเชื้อแบคทีเรียที่ท าให้เกิดการติดเชื้อในการล้างไตทางช่องท้องด้วยวิธี 

PCR และถอดรหัสพันธุกรรม 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 การติดเชื้อของเยื่อบุผนังช่องท้อง (Peritonitis)  

 ภาวะติดเชื้อของเยื่อบุผนังช่องท้อง (peritonitis)  เป็นภาวะแทรกซ้อนที่ส าคัญในผู้ป่วยที่รับ
การรักษาด้วยการล้างไตทางช่องท้อง ซึ่งอาจท าให้ผู้ป่วยต้องเปลี่ยนวิธีการรักษาวิธีอ่ืน คือ การฟอก
เลือดด้วยเครื่องไตเทียม (hemodialysis: HD) และในบางรายอาจรุนแรงถึงขั้นเสียชีวิตได้ [11] ซึ่ง
การติดเชื้อของเยื่อบุผนังช่องท้อง สามารถเกิดขึ้นได้ จากหลายสาเหตุ ได้แก่ 1) Touch 
contamination เกิดจากการปนเปื้อนของเชื้อโรคในขณะที่มีการเปลี่ยนถ่ายน้ ายา ซึ่งส่วนใหญ่จะ
เป็นเชื้อในกลุ่มของ normal flora ได้แก่ Corynebacterium spp., coagulase-negative 
Staphylococci (CoNS), และ Bacillus spp. พบอุบัติการณ์การติดเชื้อด้วยวิธีนี้ร้อยละ 30-40[12, 
13]  2) Catheter-related (peri-luminal) route เป็นการติดเชื้อผ่านทางด้านข้างสาย Tenckhoff 
มักเกิดขึ้นร่วมกับการติดเชื้อของบริเวณทางออกของสาย  มีอุบัติการณ์การติดเชื้อวิธีนี้ร้อยละ 20-
30[12, 14] 3) Enteric route เกิดจากการที่เชื้อโรคเข้าสู่น้ ายาล้างไตทางช่องท้องจากอวัยวะภายใน
ช่องท้อง พบในรายที่มีอาการท้องอืด ได้รับยาลดกรดเป็นระยะเวลานานๆ การท าหัตถการและมี
พยาธิสภาพของอวัยวะในช่องท้อง มีอัตราการติดเชื้อด้วยวิธีนี้ร้อยละ 20-30[12, 15] 4) 
Hematogenous route เกิดการติดเชื้อผ่านทางกระแสเลือด มีอุบัติการณ์ร้อยละ 5-10 5) 
Gynaecological route เกิดการติดเชื้อเข้าสู่ช่องท้องจากเชื้อโรคผ่านทางช่องคลอดและปากมดลูก
[12, 16] 

2.1.1 อุบัติการณ์การติดเชื้อ 

 จากการส ารวจอุบัติการณ์การติดเชื้อ peritonitis ของประเทศไทย ในรอบปี พ.ศ. 2554 
ของหน่วยงาน PD จ านวน 102 หน่วยงานจากทั้งหมด 116 หน่วยงานหรือคิดเป็นร้อยละ 88 พบว่า 
มีอัตราการเกิด peritonitis ของหน่วยงานเท่ากับ 1 ครั้งทุก 25.5 เดือน หรือเท่ากับ 0.47ครั้ง/ปี ซึ่ง
ต่ ากว่ามาตรฐานที่ก าหนดโดยคณะท างานทวิภาคีเอเชีย-แปซิฟิก (Asia-Pacific KPIs) ที่ไม่เกิน 0.30 
ครั้ง/ปี หรือไม่บ่อยกว่า 40 เดือน/ครั้ง และมีเพียง 16 ใน 94 หน่วยงาน PD เท่านั้นที่ผ่านเกณฑ์
มาตรฐาน และเมื่อพิจารณาเกณฑ์ข้ันต่ าที่ยอมรับได้ก าหนดโดยคณะกรรมการเฉพาะกิจ ISPD ปี พ.ศ. 
2553 คือ หน่วยงาน PD ต้องมีอัตราการติดเชื้อไม่มากกว่า 0.67 ครั้ง/คน/ปี หรือไม่ถี่กว่า 1 ครั้ง 
ทุกๆ  18 เดือน หากต่ ากว่านี้ค่านี้ถือว่าหน่วยงานนั้นตกเกณฑ์มาตรฐาน พบว่าเกือบร้อยละ 25 ของ
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หน่วยงาน PD ในประเทศ หรือ 23 ใน 94 หน่วยไม่ผ่านเกณฑ์ขั้นต่ านี้ นอกจากนี้ พบว่าเชื้อก่อโรคที่
พบว่าเป็นสาเหตุหลักในการเกิด peritonitis ในประเทศไทยเป็นกลุ่มเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก 
รองลงมาคือกลุ่มแบคทีเรียแกรมลบ[3, 4, 12] 

2.1.2 ปัจจัยเสี่ยงของการติดเชื้อ 

 สามารถแบ่งปัจจัยเสี่ยงของการติดเชื้อออกเป็น 3 กลุ่ม คือ 

2.1.2.1 ปัจจัยที่สัมพันธ์กับเชื้อก่อโรค โดยในเชื้อก่อโรคบางชนิดจะมีความสามารถในการสร้างสารที่
สามารถป้องกันการถูกท าลายโดยยาปฏิชีวนะและขบวนการอักเสบของเซลล์ เรียกสารชนิดนั้นว่า 
biofilm ซึ่งสามารถท าให้เกิดการติดเชื้อเรื้อรังและสามารถกลับมาเป็นซ้ าได้ง่าย โดยที่ biofilm จะ
ประกอบไปด้วยกลุ่มของเชื้อก่อโรคที่อาศัยอยู่บนผิววัสดุ (solid surface) ร่วมกับสารประกอบ
เชิงซ้อนที่สร้างขึ้นจากตัวของเชื้อก่อโรคเอง กลายเป็นสารประกอบเชิงซ้อนของ polysaccharide 
และโปรตีน เรียกว่า extracellular polymeric substance มีคุณสมบัติในการยับยั้งและป้องกัน
ไม่ให้สารทีเป็นอันตรายต่อเซลล์เข้ามาท าลายเชื้อก่อโรคที่อาศัยอยู่ภายใน โดยมักจะเป็นเชื้อในกลุ่ม
ของ S. aureus, S. epidermidis, enterococci, Pseudomonas spp., Stenotrophomanas 
spp., Escherichia coli และ Candida โดยสาเหตุที่เชื้อก่อโรคเหล่านั้นทนทานต่อยาปฏิชีวนะและ
การท าลายจากกระบวนการภูมิคุ้มกันของร่างกายได้ดีเนื่องมาจาก ตัวเชื้อก่อโรคเองสามารถสร้างสาร
ที่มีฤทธิ์ ในการต้านการผ่านเข้ าออกของยาปฏิชีวนะและท าลายฤทธิ์ของยาได้  เรียกว่ า 
mucopolysaccharide, ตัวเชื้อก่อโรคมีอัตราการเจริญเติบโตและการแบ่งตัวที่ช้า เชื้อก่อโรคมี
ความสามารถในการสร้างสารที่สามารถยับยั้งการขนส่งยาปฏิชีวนะและท าลายฤทธิ์ยาลงจนไม่เป็น
อันตรายต่อตัวเชื้อและการป้องกันยับยั้ง phagocyte ไม่ให้สามารถท าลายเชื้อก่อโรคได้ เป็นต้น[12, 
17, 18] 

2.1.2.2 ปัจจัยที่สัมพันธ์กับตัวผู้ป่วย พบว่าผู้ป่วยที่มีความเสี่ยงในการติดเชื้อมากกว่ากลุ่มอ่ืนๆ คือ ใน
กลุ่มผู้ป่วยเด็ก ผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันของร่างกายบกพร่อง และ ผู้ป่วยที่มีฐานะทางเศรษฐกิจไม่ดี [12, 
19] 
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2.1.2.3 ปัจจัยที่สัมพันธ์กับการท า PD ได้แก่ 

ก) คุณสมบัติของน้ ายา PD  พบว่า น้ ายา PD มีความปลอดภัยและให้ผลทางการรักษา
ในช่วงระยะเวลาสั้นๆ ประมาณ 3-5 ปี และยังพบอีกว่ามีคุณสมบัติหลายประการของน้ ายาที่มีส่วน
ส่งเสริมให้สามารถเกิด peritonitis ง่ายและรุนแรงยิ่งขึ้น ได้แก่ 

ก.1) น้ ายา PD มีความเป็นกรดและความเข้มข้น osmolality ที่สูง โดยน้ ายา PD ที่ใช้ใน
ปัจจุบันมีค่าความเป็นกรด-เบสที่ค่อนข้างต่ า เฉลี่ย 5.2-5.5, มีความเข้มข้นของ osmolality ที่สูงกว่า
พลาสมาถึง 1.3-1.8 เท่า มีอนุพันธ์ที่เกิดจากการสลายตัวของน้ าตาลกลูโคสและที่เกิดจากการสึก
กร่อนของสารสังเคราะห์ที่น ามาผสมรวมกับวัสดุพีวีซี เพ่ือช่วยให้ถุงบรรจุน้ ายามีลักษณะอ่อนนุ่มที่
เรียกว่า plasticizer (di-2-ethylhexy phthalate: DEHP) ซึ่งล้วนส่งผลเสียต่อการท างานของเซลล์
เม็ดเลือดขาว  รวมทั้งส่งผลเสียต่อการท างานของเซลล์ mesothelium ในการแสดงปฏิกิริยา
ตอบสนองต่อการติดเชื้อ 

ก.2) ในน้ ายา PD มีระดับของแคลเซียมที่น้อยกว่าในพลาสมาของผู้ป่วย ส่งผลให้ เซลล์ 
macrophage ท างานได้ลดลงในสภาพแวดล้อมที่มีแคลเซียมต่ า ท าให้เสี่ยงต่อการเกิด peritonitis 
มากขึ้น 

ก.3) ในกลุ่มผู้ป่วยที่มีความจ าเป็นต้องเปลี่ยนน้ ายาวันละหลายๆ ครั้ง จะมีความเสี่ยงใน
การเกิด peritonitis เพ่ิมขึ้นเนื่องจากจะเจือจางระดับของแอนติบอดี, cytokine และ opsonin 
ภายในช่องท้อง ซึ่ งจะแปรผกผันกับความสามารถในการจับกินและการฆ่าเชื้อของเซลล์ 
macrophage  

ก.4) น้ ายา PD มีส่วนประกอบของน้ าตาลกลูโคสที่มีความเข้มข้นสูง[20] และตัวน้ าตาล
กลูโคสเองก็เป็นแหล่งของพลังงานที่ส าคัญต่อการเจริญเติบโตและการด ารงชีพของเชื้อแบคทีเรียและ
เชื้อรา ซึ่งท าให้เสี่ยงต่อการเกิด peritonitis ได้ง่าย 

ข) เทคนิคการเปลี่ยนถ่ายน้ ายา การปรับเปลี่ยนเทคนิคในการเปลี่ยนถ่ายน้ ายา 
สามารถลดอัตราการเกิด peritonitis ได้ โดยพบว่า ระบบการเปลี่ยนถ่ายน้ ายาแบบ “Flush before 
fill” สามารถลดการเกิด peritonitis ในทุกประเทศได้อย่างชัดเจน เมื่อเปรียบเทียบกับระบบ 
“Single-bag”[12, 19] 
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2.1.3 ลักษณะทางคลินิก 

 ผู้ป่วย peritonitis ส่วนใหญ่จะมาด้วยอาการปวดท้อง น้ ายา PD ขุ่น และในบางรายอาจมา
ด้วยภาวะบวมจากการขาดทุนน้ ายา PD, มีไข ้หรืออาจมีอาการแสดงของอวัยวะที่เป็นต้นเหตุของการ
เกิด peritonitis ยกตัวอย่างเช่น การอักเสบติดเชื้อของช่องทางออกของสาย ช่องคลอด ฟัน และปอด 
เป็นต้น ผู้ป่วยมักมีอาการปวดท้องที่แตกต่างกันไป อาจมีอาการปวดท้องที่รุนแรง ปวดเพียงเล็กน้อย
หรือไม่ปวดเลยก็เป็นได้ ซึ่งความรุนแรงของอาการปวดท้องสามารถบอกได้ถึงเชื้อที่เป็นสาเหตุในการ
ติดเชื้อ เช่น CoNS peritonitis มักไม่ค่อยปวดท้องหรือปวดไม่รุนแรง ส่วน peritonitis ที่เกิดจากเชื้อ 
Streptococcus spp., Pseudomonas spp. และ S. aureus มักมีอาการปวดท้องที่รุนแรงกว่า [4, 
12, 21] 

2.1.4 การวินิจฉัยและการวินิจฉัยแยกโรค 

2.1.4.1 เกณฑ์การวินิจฉัย ในการวินิจฉัย peritonitis ใช้อาการและอาการแสดงทางคลินิก 2 ใน 3 
ข้อดังนี้คือ 

ก) ผู้ป่วยมีอาการและอาการแสดงที่บ่งชี้ถึงการอักเสบของเยื่อบุผนังช่องท้อง ได้แก่ อาการ
ปวดท้อง กดเจ็บทั่วๆ ไปของผิวหนังบริเวณหน้าท้อง และการตรวจพบ rebound tenderness 

ข) น้ ายา PD ที่ถ่ายออกมามีความขุ่น (cloudy effluent) หรือตรวจพบเม็ดเลือดขาว
มากกว่า 100 ตัว/ไมโครลิตรและพบเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด neutrophil มากกว่าร้อยละ 50 โดย
สัดส่วนของ neutrophil มีความส าคัญ เนื่องจากปกติในน้ ายา PD ที่ค้างในช่องท้องผู้ป่วยนาน 4 ถึง 
6 ชั่วโมง จะพบเซลล์เม็ดเลือดขาวไม่เกิน 50 ตัว/ไมโครลิตร และส่วนใหญ่จะเป็นเซลล์ที่มีนิวเคลียส
เดียว คือ macrophage และ monocyte ส่วน lymphocyte จะพบเพียงเล็กน้อย เมื่อมีการอักเสบ
ติดเชื้อภายในช่องท้อง เซลล์ neutrophil ภายในหลอดเลือดจ านวนมากจะเคลื่อนที่ออกมาในน้ ายา
ท าให้พบเซลล์ neutrophil ในน้ ายา PD เพ่ิมมากขึ้น และมีสัดส่วนของ neutrophil ที่สูงขึ้น เมื่อมี
เซลล์เม็ดเลือดขาวมากกว่า 100 ตัว/ไมโครลิตร จะเริ่มสังเกตเห็นความขุ่นของน้ ายา และเห็นความ
ขุ่นได้ชัดเจนเมื่อเซลล์เม็ดเลือดขาวมากกว่า 300 ถึง 500 ตัว/ไมโครลิตร เซลล์ที่สามารถท าให้น้ ายา
ขุ่น ไม่ได้มีเพียง neutrophil เท่านั้น แต่อาจเป็นเซลล์ชนิดอ่ืนๆ  ได้แก่ เซลล์ lymphocyte เช่น ที่
พบในผู้ป่วยติดเชื้อราและวัณโรคชนิดเรื้อรัง (chronic tuberculous peritonitis)  เซลล์ 
eosinophil เกิดจากปฏิกิริยา chemical reaction ของเยื่อบุผนังช่องท้องที่แพ้ต่อยาในกลุ่ม 
calcium channel blocker, amphotericin B หรือ vancomycin ที่บริหารทาง IP หรือจากการ
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ติดเชื้อ Aspergillus niger, Paecilomyces variotii และ Strongyloides stercoralis             
เซลล์มะเร็ง เช่น ที่พบในภาวะมะเร็งรังไข่ระยะแพร่กระจาย นอกจากนี้ ยังมีอีกหลายภาวะที่น้ ายา 
PD มีความขุ่น แต่พบเซลล์เม็ดเลือดขาวน้อยกว่า 100 ตัว/ไมโครลิตร ได้แก่ ภาวะที่มีปริมาณไขมัน
หรือไฟบรินในน้ ายา PD เพ่ิมขึ้น (chylous ascites), การทิ้งน้ ายา PD ค้างในช่องท้องนานเกินกว่า 8 
ชั่วโมง, ภาวะเลือดออกในช่องท้อง และภาวะตับอ่อนอักเสบ และในผู้ป่วยมี peritonitis จริง แต่อาจ
พบเซลล์เม็ดเลือดขาวน้อยกว่า 100 ตัว/ไมโครลิตร ได้ในกรณีที่ท าการส่งตรวจในช่วงเริ่มต้นของการ
ติดเชื้อ ภายหลังได้รับยาปฏิชีวนะไปแล้วช่วงหนึ่ง หรือนับเซลล์จากน้ ายา PD ที่ทิ้งค้างในช่อง
ท้องน้อยกว่า 2 ชั่วโมง เป็นต้น อย่างไรก็ตาม ในกรณีหลังแม้มีเซลล์เม็ดเลือดขาวปริมาณน้อย แต่
สัดส่วนปริมาณของ neutrophil ก็ยังคงมากกว่าร้อยละ 50 ดังนั้นนิยมใช้สัดส่วนของ neutrophil 
เป็นหลักในการวินิจฉัยภาวะ peritonitis ส าหรับผู้ป่วย APD หรือ IPD ควรรีบท าการตรวจนับเซลล์
เม็ดเลือดขาวภายใน 3 ถึง 5 ชั่วโมง หลังได้รับตัวอย่างน้ ายา PD  เพ่ือหลีกเลี่ยงการเปลี่ยนแปลง
รูปร่างของเซลล์และลักษณะของเซลล์ และในกรณีที่ไม่สามารถตรวจนับเซลล์ได้หรือไม่มีความพร้อม 
อาจใช้ Leukocyte esterase reagent strip ซึ่งเป็นแถบสีส าเร็จรูปที่ใช้จุ่มเพ่ือทดสอบปริมาณเม็ด
เลือดขาวชนิด neutrophil โดยจะมีการตรวจวัดการท างานของเอนไซม์ leukocyte esterase 
พบว่ามีความไวและความแม่นย าสูงในการวินิจฉัยภาวะช่องท้องอักเสบ สามารถใช้ประกอบการ
วินิจฉัยแยกภาวะน้ ายาขุ่นจากสาเหตุอ่ืนออกจาก peritonitis ได้ แต่อย่างไรก็ตามอาจพบผลบวกลวง
ได้จากยาปฏิชีวนะบางประเภทหรือในภาวะตับอ่อนอักเสบ[4, 12, 21] 

ค) ตรวจพบเชื้อก่อโรคจากการย้อมสีแกรมหรือการเพาะเชื้อ 

ค.1) การย้อมสีแกรม ช่วยประกอบการตัดสินใจรักษาผู้ป่วยในระยะเบื้องต้น มีความไวใน
การวินิจฉัยเชื้อร้อยละ 9-40 โดยเฉพาะในกลุ่มเชื้อราหรือแบคทีเรียแกรมลบ แต่อาจพบผลบวกลวง
ในกรณีของแบคทีเรียแกรมบวก เนื่องจากตะกอนสีแกรมหรือจากการปนเปื้อนระหว่างการเก็บ
ตัวอย่างส่งตรวจ ซึ่งพบได้ประมาณร้อยละ 5-20[12] (รูปที่ 2) 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2  แสดงผลการย้อมสีแกรมของแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ[22] 
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ค.2) การเพาะเชื้อจากตัวอย่างน้ ายา PD ของผู้ป่วย peritonitis โดยทั่วไปสามารถเพาะเชื้อ
จากตัวอย่างน้ ายา PD ได้ประมาณร้อยละ 70-90 โดยทางคณะกรรมการเฉพาะกิจ ISPD พ.ศ. 2553 
ได้แนะน าขั้นตอนในการเพาะเลี้ยงเชื้อ 2 วิธีร่วมกัน เพ่ือเพ่ิมความไวในการเพาะตัวอย่างให้ได้มากกว่า
ร้อยละ 95 คือ 1) Bedside culture โดยการแบ่งน้ ายา PD ปริมาตร 5-10 ml มาเพาะเชื้อในขวด 
nutrient broth จ านวน 2 ขวด 2) Large volume culture โดยน าน้ ายา PD จากผู้ป่วย 
peritonitis ปริมาตร 50-100 ml มาปั่นตกตะกอนด้วยความเร็ว 3,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 
นาที น าตะกอน 3-5 ml มาละลายในน้ าเกลือปลอดเชื้อ และแบ่งไปเพาะเลี้ยงในวุ้นเลี้ยงเชื้อ อบที่

อุณหภูมิ 37C ในสถาบันที่ไม่สามารถกระท าการปั่นตกตะกอนน้ ายาได้ อาจอนุโลมให้เหลือเพียงการ
เพาะเลี้ยงเชื้อด้วยวิธี bedside culture เท่านั้น แต่อุบัติการณ์ของผลการเพาะเชื้อเป็นบวกอาจลดลง
เหลือเพียงร้อยละ 80[12]                                                           

- วุ้นเลี้ยงเชื้อ (agar plate หรือ solid media) มีลักษณะเป็นวุ้นแข็งที่บรรจุ
ใน หลอดทดลองหรือ petri dish มีส่วนประกอบเป็นสารอาหารที่จ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของ
เชื้อจุลินทรีย์ ซึ่งจะมีประโยชน์ทั้งในแง่ของการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ทั่วๆ ไปและการแยกชนิดของ
เชื้อ กล่าวคือ differential agar เป็นวุ้นเพาะเลี้ยงที่เมื่อมีแบคทีเรียที่มีจ าเพาะกับวุ้นนั้นๆ 
เจริญเติบโต จะเกิดการเปลี่ยนสีของวุ้นเกิดข้ึน ซึ่งวุ้นชนิดนี้มีให้เลือกใช้มากมาย แต่ที่นิยมมีด้วยกัน 3 
แบบคือ 1) Chocolate agar เหมาะส าหรับเพาะเชื้อในกลุ่ม factitious bacteria 2) Blood agar 
เหมาะส าหรับเพาะเชื้อแบคทีเรียทั่วๆ ไป, กลุ่มเชื้อรา รวมถึงสามารถในการใช้วุ้นชนิดนี้แยกเชื้อชนิด 
streptococci ได้ 3) MacConkey agar เหมาะที่จะเลือกใช้เพาะเลี้ยงเชื้อในกลุ่มแบคทีเรียแกรมลบ 
ส่วน selective agar จะเป็นวุ้นเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการคัดแยกเชื้อบางจ าพวกออกเนื่องจากวุ้นจะมี
คุณสมบัติไม่ยอมให้เชื้อบางชนิดเจริญเติบโต การเพาะเลี้ยงของเชื้อบน agar มีข้อดีคือ ตัวเชื้อจะ
สามารถสร้าง colony และลักษณะของ colony ที่เกิดขึ้นนี้ สามารถท่ีจะบอกชนิดของเชื้อได้ สะดวก
และง่ายที่น าไปแยกเพาะเลี้ยงเพ่ือระบุเชื้อชนิดนั้นๆ ต่อไป[12] (รูปที่ 3) 
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รูปที่ 3  แสดงตัวอย่างของวุ้นเลี้ยงเชื้อชนิดต่างๆ blood agar (ก), chocolate agar (ข) และ    
MacConkey agar (ค)[23-25] 
 

- liquid media หรือ broth เป็น media ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อที่มี
ลักษณะเป็นของเหลว ประกอบไปด้วยสารอาหารที่มีความจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตหลายชนิด โดยมี
ส่วนประกอบเป็นสารสกัดจากเนื้อวัวผสมกับ peptones ละลายอยู่ในน้ าเพาะเลี้ยง สามารถน าไป
เพาะเลี้ยงเชื้อได้ทั้งชนิดที่ทนต่อออกซิเจนและไม่ทนต่อออกซิ เจน เพียงฉีดตัวอย่างที่ต้องการ
เพาะเลี้ยงลงไปในขวดเพาะเลี้ยง สะดวกและง่ายต่อการใช้งาน สามารถแบ่งชนิดของเชื้อแบคทีเรียที่
เจริญเติบโตในน้ า media ได้ตามความสามารถในการทนต่อการขาดออกซิเจน ดังนี้ 1) Obligate 
anaerobic bacteria เป็นแบคทีเรียที่จะเจริญเติบโตบริเวณส่วนล่างของ broth เนื่องจากแบคทีเรีย
จะเสียชีวิตเมื่อสัมผัสกับออกซิเจน 2) Obligate aerobic bacteria เป็นแบคทีเรียที่จะมีการ
เจริญเติบโตเฉพาะบริเวณผิวหน้าหรือส่วนบนของ broth เนื่องจากเป็นแบคทีเรียที่จ าเป็นต้องพ่ึงพา
ออกซิเจนในการเจริญเติบโต 3) Microaerophiles จะพบการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในส่วนบน
ของ broth แต่ไม่พบบริเวณผิวหน้า broth เนื่องจากเป็นแบคทีเรียที่ต้องการออกซิเจนในการ
เจริญเติบโต แต่น้อยกว่าความเข้มข้นในสภาพบรรยากาศปกติ 4) Aerotolerant bacteria เราจะพบ
การเจริญเติบโตที่มีการกระจายตัวสม่ าเสมอทั่วทั้ง broth เนื่องจากแบคทีเรียชนิดนี้เป็นชนิดที่ไม่
พ่ึงพาออกซิเจนในการเจริญเติบโต 5) Facultative bacteria จะพบการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้
ทั่วทั้ง broth โดยเฉพาะบริเวณส่วนบน เนื่องจากแบคทีเรียชนิดนี้เป็นแบคทีเรียที่สามารถ
เจริญเติบโตได้ทั้งในสภาวะที่มีหรือไม่มีออกซิเจน แต่จะสามารถเผาผลาญพลังงานได้ดียิ่งขึ้นในสภาวะ
ที่มีออกซิเจน[12] 

(ก)                                           (ข)                                        (ค) 
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ค.3) การเพาะเชื้อจากตัวอย่างเลือด แม้ว่าจะได้ตัวอย่างน้ ายา PD ในขณะที่ผู้ป่วยมีอาการ
และอาการแสดงการติดเชื้อในกระแสเลือดอย่างชัดเจน แต่ยังคงพบว่ามีผลการเพาะเลี้ยงในเลือดเป็น
บวกต่ าดังนั้น หากไม่มีอาการหรืออาการแสดงของการติดเชื้อในกระแสเลือด จะไม่แนะน าให้ส่ง
ตัวอย่างจากเลือดไปเพาะเลี้ยงเชื้อในผู้ป่วยทุกรายที่มี peritonitis [12] 

ค.4) การวิเคราะห์หา endotoxin สาร endotoxin เป็นสารในกลุ่ม lipopolysaccharide 
พบอยู่บนผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมลบรูปแท่ง ประกอบด้วยส่วนส าคัญ 3 ส่วนคือ o-
polysaccharide chain, core polysaccharide และ lipid A ซึ่งสาร endotoxin จะถูกปล่อยออก
จากเซลล์แบคทีเรียในขณะที่เซลล์ใกล้เสียชีวิตหรือเสียชีวิตแล้ว เมื่อสาร endotoxin เข้าสู่ร่างกายจะ
ไปจับกับ lipopolysaccharide binding protein d เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนที่สามารถจับได้ดี
กับ CD 14 ที่มีอยู่บนผิวเซลล์หลายชนิดในร่างกาย ยกตัวอย่างเช่น neutrophil, macrophage และ
enthelial cell ส่งให้เซลล์ดังกล่าวเกิดปฏิกิริยาตอบสนองหลั่งสาร proinflammatory cytokines 
และinflammatory mediators หลายชนิด และอาจรุนแรงถึงเสียชีวิตได้ โดยในปัจจุบันได้มีการ
คิดค้นการตรวจสาร endotoxin โดยใช้วิธี limulus amebocyte lysate (LAL) มีหลักการส าคัญคือ
สาร endotoxin มีคุณสมบัติที่สามารถท าให้โปรตีนในระบบไหลเวียนเลือดของแมงดาทะเลเกิดการ
แข็งตัว สามารถทดสอบได้หลายวิธีทั้ง gel-clot, turbidimetric และ chromogenic technique 
[12] 

2.1.4.2 การส่งตรวจเพื่อนับจ านวนเม็ดเลือดขาว กระท าโดยการเก็บตัวอย่างน้ ายา PD ซึ่งควรค้างอยู่
ในช่องท้องอย่างน้อย 2 ชั่วโมง และหากในกรณีที่ไม่มีน้ ายา PD ค้างอยู่ในช่องท้องผู้ป่วย ให้ท าการใส่
น้ ายา PD เข้าไปใหม่ปริมาตร 1 ลิตร ปล่อยให้น้ ายาค้างอยู่ในช่องท้องอย่างน้อย 1-2 ชั่วโมง จึงจะท า
การถ่ายน้ ายาเพื่อส่งตรวจต่อไป[12] 

2.1.4.3 การให้ค านิยามของการติดเชื้อในช่องท้อง ซึ่งทางคณะกรรมการเฉพาะกิจ ISPD พ.ศ. 2553 
[4, 12, 26] ได้ให้ค านิยามและแบ่งประเภทของการติดเชื้อได้ดังต่อไปนี้ 

ก) Recurrent peritonitis คือ หลังจากสิ้นสุดจากการรักษาการติดเชื้อครั้งก่อน เกิดการ
ติดเชื้อซ้ าอีกครั้งภายใน 4 สัปดาห์โดยที่เชื้อก่อโรคเป็นเชื้อตัวใหม่ 

ข) Relapsing peritonitis คือ หลังจากสิ้นสุดจากการรักษาการติดเชื้อในครั้งก่อน เกิดการ
ติดเชื้อซ้ าอีกครั้งภายใน 4 สัปดาห์ โดยที่เชื้อก่อโรคยังคงเป็นเชื้อตัวเดิมหรือไม่ทราบผลการเพาะเชื้อ 
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ค) Repeat peritonitis คือ หลังจากสิ้นสุดการรักษาการติดเชื้อในครั้งก่อนมากกว่า 4 
สัปดาห์ ผู้ป่วยเกิดการติดเชื้อซ้ าจากเชื้อตัวเดิม 

ง) Refractory peritonitis เป็นการติดเชื้อในช่องท้องที่ยังคงมีอาการทางคลินิก ตรวจพบ
เม็ดเลือดขาวมากกว่า 100 เซลล์/ไมโครลิตรและเป็นชนิด neutrophil มากกว่าร้อยละ 50 หรือ
สามารถเพาะเชื้อขึ้นจากน้ ายา PD แต่ไม่ตอบสนองต่อการรักษาแม้ว่าจะได้รับยาปฏิชีวนะที่เหมาะสม
มากกว่า 5 วัน 

จ) Catheter-related peritonitis เป็นการติดเชื้อในช่องท้องที่เกิดร่วมกันกับ tunnel 
infection และ/หรือ ESI โดยเชื้อก่อโรคนั้นต้องเป็นเชื้อที่เพาะไม่ข้ึนจากต าแหน่งใดต าแหน่งหนึ่งหรือ
จากเชื้อตัวเดียวกัน 

ฉ) Peritonitis-related death ผู้ป่วยเกิดการเสียชีวิตในขณะที่เกิดภาวะ peritonitis หรือ
ภายในสองสัปดาห์ หลังเกิดภาวะ peritonitis หรือในขณะที่ผู้ป่วยเข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลด้วย
ภาวะ peritonitis 

2.1.4.4 การวินิจฉัยแยกโรค ผู้ป่วย peritonitis ส่วนใหญ่จะมาพบแพทย์ด้วยน้ ายาขุ่นร่วมกับอาการ
ปวดท้อง แต่มีในบางกรณีที่ไม่มีน้ ายาขุ่นแต่ยังคงมีอาการปวดท้อง ยกตัวอย่างเช่น นิ่วในทางเดิน
ปัสสาวะ ท้องผูก แผลในกระเพาะอาหาร ตับอ่อนอักเสบ ล าไส้ทะลุเป็นต้น หรือแม้แต่มีน้ ายาขุ่นแต่
ไม่ใช่ภาวะ infective peritonitis เนื่องมาจากสาเหตุอ่ืนได้แก่ การอักเสบของเยื่อบุช่องท้องจาก
สารเคมี การตรวจพบเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด eosinophil มากกว่าร้อยละ 10 การตกเลือดในช่อง
ท้อง การที่เยื่อบุผนังช่องท้องพบเซลล์มะเร็งกระจายอยู่ทั่วไป ในน้ ายา PD มีน้ าเหลืองปนเปื้อนและ
การเก็บตัวอย่างน้ ายา PD ในขณะที่ช่องท้องแห้ง  

2.1.5 ภาวะแทรกซ้อน  

 ภาวะแทรกซ้อนที่สามารถพบได้ในผู้ป่วย peritonitis ได้แก่ 

2.1.5.1 ก้อนหนอง (Abscess formation) การตรวจพบก้อนหนองมักสัมพันธ์กับการติดเชื้อ
แบคทีเรียแกรมลบชนิด S. aureus และเชื้อรา ซึ่งสามารถยืนยันผลการตรวจวินิจฉัยด้วยการ
เอกซเรย์คอมพิวเตอร์และการตรวจอัลตราซาวน์ สามารถรักษาได้โดยการเจาะดูดหรือผ่าตัดเพ่ือ
ระบายก้อนหนองออก ภาวะแทรกซ้อนลักษณะนี้มักจะพบได้ไม่บ่อย เฉลี่ยประมาณร้อยละ 1 
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2.1.5.2 ความล้มเหลวทางเทคนิค (technical failure) เป็นที่น่าสังเกตว่า ถึงแม้จะมีการปรับเปลี่ยน
เทคนิคมาใช้ระบบ “flush before fill” แต่กลับไม่ช่วยให้การเกิดการล้มเหลวทางเทคนิคดีขึ้น และ
พบในผู้ป่วย peritonitis ประมาณร้อยละ 15-20  

2.1.5.3 การเกิดพังผืดในช่องท้องอย่างรุนแรง (encapsulating peritoneal sclerosis: EPS) เป็น
ภาวะแทรกซ้อนที่รุนแรง ผู้ป่วย peritonitis ส่วนใหญ่มักมาพบแพทย์ด้วยอาการล าไส้อุดตันและ
ถึงแม้ว่าผู้ป่วยได้หยุดท า PD ไประยะเวลาหนึ่งแล้วก็ตามก็สามารถพบการเกิดพังผืดในช่องท้องได้ พบ
ภาวะแทรกซ้อนนี้ได้ไม่บ่อยเฉลี่ยประมาณร้อยละ 1-2 ของผู้ป่วย peritonitis  

2.1.5.4 การเสียชีวิต อุบัติการณ์เสียชีวิตของผู้ป่วยมีความแตกต่างกันออกไป เนื่องจากมีการให้ค า
นิยามที่แตกต่างกัน พบว่ามีการระบุสาเหตุการเสียชีวิตที่เกิดจาก peritonitis โดยตรงเพียงร้อยละ 26 
เท่านั้น ส่วนสาเหตุอ่ืนๆ มีการระบุว่าเป็นโรคหัวใจ เหตุผลทางสังคม เป็นต้น 

2.1.5.5 ภาวะ UF failure การเกิด peritonitis เป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่ช่วยเร่งให้เกิดภาวะ high 
transporter และอาจท าให้ผู้ป่วย peritonitis เสี่ยงต่อการเสียชีวิตเพ่ิมขึ้น  

2.1.5.6 ภาวะ cardiovascular morbidity การติดเชื้อในกระแสเลือด ไม่เพียงแต่จะส่งผลเสียต่อการ
ท างานของหัวใจและหลอดเลือดในระยะเฉียบพลันเท่านั้น แต่อาจส่งผลต่อการท างานของระบบหัวใจ
และหลอดเลือดในระยะยาว ได้ถึง 5 ปี[12] 

2.1.6 การป้องกันการติดเชื้อในช่องท้อง 

 การป้องกันการติดเชื้อในช่องท้อง เป็นสิ่งที่ส าคัญและควรให้ผู้ป่วยทุกรายตระหนักถึง
ความส าคัญ รวมถึงการค้นหาสาเหตุการติดเชื้อ เพ่ือประโยชน์ต่อผู้ป่วยในการแก้ไขข้อบกพร่องไม่ให้
เกิดการกลับซ้ าของการติดเชื้อได้อีก โดยทางคณะกรรมการเฉพาะกิจ ISPD พ.ศ. 2553[4] ได้แนะน า
แนวทางปฏิบัติเบื้องต้นเพ่ือป้องกันการเกิด peritonitis ดังนี้ 

2.1.6.1 touch contamination มีส่วนช่วยในการป้องกันการติดเชื้อที่เกิดขณะท าการเปลี่ยนถ่าย
น้ ายา PD โดยการเน้นย้ าผู้ป่วยและญาติปฏิบัติตามแนวปฏิบัติการรักษาอย่างเคร่งครัด ท าการ
ฝึกอบรมซ้ าเมื่อผู้ป่วยเกิด peritonitis หรือเข้ารับการรักษาในโรงพยาบาล โดยเฉพาะอย่างยิ่งการ
รักษาความสะอาดและการล้างมือที่ถูกวิธี รวมถึงหากเกิดเหตุการณ์การรั่ว ซึม ฉีกขาดของสายหรือข้อ
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ต่อ ผู้ป่วยและผู้ดูแลต้องทราบถึงการจัดการในเบื้องต้น ก่อนที่จะมาพบแพทย์ที่โรงพยาบาล  และ
เลือกใช้น้ ายาระบบ “flush before fill”  

2.1.6.2 catheter-related route พบว่าการติดเชื้อช่องทางนี้ส่วนใหญ่มักมีความสัมพันธ์กับ tunnel 
infection และ ESI เราสามารถป้องกันการติดเชื้อจากสาเหตุนี้ได้โดย การเลือกใช้สาย Tenckhoff 
catherter แบบมาตรฐานที่มี 2 cuffs ไม่เย็บปากแผล และวางให้แนวของสายชี้ลงหรือขนานกับ
ล าตัวในขั้นตอนการผ่าตัดวางสาย, ระวังไม่ให้แผลเปียกน้ าจนกว่าแผลจะหายสนิท และท าความ
สะอาดแผลของสายทางออกทุกวัน[12] 

2.2 Bacterial Taxonomy 

เชื้อแบคทีเรีย (Bacteria) เป็นสิ่งมีชีวิตขนาดเล็ก ไม่สามารถมองเห็นด้วยตาเปล่า เป็น
สิ่งมีชีวิตเซลล์เดียวในสิ่งแวดล้อม ที่อาจอาศัยเป็นอิสระหรือด ารงชีวิตเป็นปรสิตอยู่กับเซลล์สิ่งมีชีวิต
ชนิดอ่ืน มีการค้นพบเป็นครั้งแรก โดย Anton van Leeuwenhoek (ค.ศ. 1632-1723) นัก
จุลทรรศน์ศาสตร์ชาวเนเธอร์แลนด์[27] 

ในการจ าแนกสิ่งมีชีวิต ในปัจจุบันมีอยู่หลายระบบและยังไม่เป็นที่แน่นอน โดยโดเมนจัดเป็น
หน่วยใหญ่ที่สุดในการจัดกลุ่มสิ่งมีชีวิต สามารถแบ่งสิ่งมีชีวิตออกเป็น 3 โดเมนหลักๆ คือ โดเมนยูคาร์
ยา (eukarya), แบคทีเรีย (bacteria), และอาร์คี (archae) ซึ่งโดเมนยูคาร์ยาเป็นกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่
ประกอบด้วยเซลล์ชนิดยูคาริโอต (eukaryote) หลายเซลล์อาศัยอยู่รวมกัน แบ่งย่อยออกเป็น 
อาณาจักรสัตว์ อาณาจักรพืช อาณาจักรรา และอาณาจักรโปรติสตา[27]     

ส่วนสิ่งมีชีวิตในกลุ่มโดเมนแบคทีเรียและอาร์คี เป็นสิ่งมีชีวิตที่ประกอบไปด้วยสิ่งมีชีวิตเซลล์
เดียวชนิดโปรคาริโอต โดยในโดเมนแบคทีเรียจะประกอบไปด้วยแบคทีเรียชนิด true bacteria ซึ่ง
เป็นแบคทีเรียที่สามารถพบได้ท่ัวไปในสภาพแวดล้อมหมายรวมถึงแบคทีเรียที่สามารถก่อให้เกิดโรคใน
คน และแบคทีเรียอีกชนิดคือ แบคทีเรียกลุ่ม cyanobacteria ส่วนโดเมนอาร์คี เป็นกลุ่มแบคทีเรีย
ชนิดดึกด าบรรพ์ที่เรียกว่า archaeobacteria พบได้ไม่แพร่หลายนัก เป็นแบคทีเรียที่มีความทนทาน
สูง สามารถทนอยู่ในสิ่งแวดล้อมที่มีอุณหภูมิ ความเป็นกรด หรือความเป็นเกลือสูงมากได้[27] 

2.2.1 การจัดกลุ่มเชื้อแบคทีเรีย (Bacterial classification) 

 ในการจัดกลุ่มเชื้อแบคทีเรียอาศัยคุณสมบัติหลายประการ โดยทั่วไปมักจัดกลุ่มแยกย่อยตาม
คุณสมบัติทางชีวภาพและคุณสมบัติทางพันธุกรรมที่เรียกว่า สปีชีส์ และในบางครั้งในกลุ่มสปีชีส์
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เดียวกันอาจมีการแบ่งย่อยออกเป็นสปีชีส์ย่อยหรือ subspecies ตามคุณสมบัติเฉพาะบางประการ
ของเซลล์ชนิดนั้นๆ ยกตัวอย่างเช่น คุณสมบัติทางชีวภาพที่จ าเพาะบางประการที่เรียกว่า biogroup 
หรือแบ่งตามคุณสมบัติโครงสร้างแอนติเจนที่มีความจ าเพาะ ที่เรียกว่า serogroup[27] 

2.2.2 การเรียกช่ือเชื้อแบคทีเรีย 

 การเรียกชื้อแบคทีเรียเป็นหลักการสากลที่มีการก าหนดขึ้นโดยคณะกรรมการสากล มีการ
เรียกชื่อตามรากศัพท์ภาษาละตินหรือกรีก ใช้ตัวสะกดเป็นภาษาอังกฤษ ลงท้ายชื่อแฟมิลี่ด้วยค าว่า   
–aceae และเขียนด้วยอักษรตัวตรง เขียนอักษรตัวแรกของชื่อแฟมิลี่และจีนัสด้วยตัวพิมพ์ใหญ่ แต่
เขียนขึ้นต้นชื่อสปีชีส์ด้วยตัวพิมพ์เล็ก โดยในการเรียกชื่อสปีชีส์ จะอาศัยระบบที่เรียกว่า binomial 
system ประกอบด้วยสองส่วนคือ ส่วนแรกจะเป็นชื่อจีนัส ส่วนที่สองจะเป็นชื่อสปีชีส์ เขียนด้วยตัว
เอนทั้งสองส่วนหรือตัวตรงพร้อมขีดเส้นใต้ทั้งสองส่วนแยกออกจากัน นอกจากนี้สามารถเขียนชื่อจีนัส
ในรูปแบบย่อได้โดยเขียนอักษรตัวแรกด้วยตัวพิมพ์ใหญ่เอนหรือขีดเส้นใต้แล้วตามด้วยมหัพภาค
ตัวอย่างเช่น S. aureus[27] 

2.2.3 การจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรีย 

 สามารถจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียออกได้ 2 ระบบใหญ่ๆ คือ 

2.2.3.1 การจ าแนกเชื้อตามลักษณะที่ตรวจพบได้ 

 การจ าแนกเชื้อตามลักษณะที่ตรวจพบได้ หมายถึงการตรวจตามลักษณะหรือคุณสมบัติของ
เชื้อแบคทีเรียที่สามารถเห็นหรือทดสอบได้ในห้องปฏิบัติการและยังอาจสามารถใช้จ าแนกเชื้อ
ออกเป็นกลุ่มย่อยที่เรียกว่า subtyping โดยอาศัยความแตกต่างของคุณสมบัติจ าเพาะบางประการ 
อาทิ การจ าแนกตามคุณสมบัติทางชีวภาพที่เรียกว่า biotyping การจ าแนกตามคุณสมบัติของ
โครงสร้างแอนติเจนที่เรียกว่า serotyping และการจ าแนกตามความไวต่อการติดเชื้อไวรัสที่จ าเพาะ
ต่อแบคทีเรีย ที่เรียกว่า bacteriophage typing แต่ในบางครั้งอาจต้องอาศัยการทดสอบอ่ืนๆ 
เพ่ิมเติม เช่นการศึกษาโครงสร้างพันธุกรรมหรือการทดสอบหลายวิธีร่วมกัน โดยหลักการจ าแนกเชื้อ
แบคทีเรียตามลักษณะที่ตรวจพบได้ที่ส าคัญ ได้แก่ 

ก) ลักษณะทางจุลภาค (microscopic characteristic) 
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- การติดสีแกรม ถือว่าเป็นวิธีมาตรฐานในการจ าแนกเชื้อแบคทีเรีย สามารถแบ่งเซลล์
แบคทีเรียได้เป็นสองกลุ่ม คือ แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ โดยอาศัยความแตกต่างทาง
โครงสร้างของผนังเซลล์ทั้งสองชนิด มขีั้นตอนโดยสังเขปคือ การตรึงเชื้อบนแผ่นสไลด์แก้ว ย้อมด้วยสี 
crystal violet ซึ่งมีสีม่วงน้ าเงิน และย้อมตามด้วยสี gram iodine ซึ่งช่วยในการคงสี crystal violet 
ไว้ภายในเซลล์ จากนั้นท าการล้างสีออกด้วยแอกอฮอล์และตามด้วยการย้อมสี safranin ซึ่งมีสีแดง 
โดยแบคทีเรียแกรมบวกสามารถกักสีของ crystal violet ไว้ภายในเซลล์ได้โดยไม่ถูกชะล้างออกใน
ขั้นตอนการล้างสี ในทางตรงข้ามทีแ่บคทีเรียแกรมลบจะไม่สามารถกักสีของ crystal violet ไว้ได้ ท า
ให้เซลล์ติดสีแดงของ safranin 

- ขนาดและรูปร่างของเซลล์ เราสามารถแบ่งชนิดของเซลล์ได้ 3 กลุ่มใหญ่ๆ ตาม
ลักษณะขนาดและรูปร่างที่แตกต่างกันของแบคทีเรียแต่ละชนิด คือ เซลล์ที่มีรูปร่างกลม (coccus) 
เซลล์รูปแท่ง (rod) และเซลล์รูปเกลียว (spiral) แต่ก็ยังมีเชื้อบางชนิดที่มีรูปร่างไม่แน่นอน หรือเรียก
อีกอย่างว่า pleomorphic  

- การเรียงตัวของเซลล์ โดยทั่วไปมักพบเซลล์แบคทีเรียอยู่กระจายตัวเป็นเซลล์เดี่ยว 
แต่อาจพบการจับตัวกันเป็นสาย เป็นคูห่รือเป็นกลุ่มก็ได้ 

ข) ลักษณะทางมหภาค (macroscopic characteristic) ลักษณะการเจริญเติบโตบน
อาหารเพาะเชื้อชนิดวุ้นแข็ง สามารถน ามาใช้จ าแนกชนิดของเชื้อได้ ยกตัวอย่างเช่น ความนูน รูปร่าง 
ขอบ ผิวหน้า เนื้อและสีโคโลนี การสร้างเม็ดสี ความสามารถของเชื้อในการสลายเม็ดเลือดแดงบริเวณ
รอบโคโลนีที่เจริญบนวุ้นเพาะเชื้อที่ผสมเม็ดเลือดแดง รวมถึงความสามารถสร้างก๊าซหรือสารหลั่ง
ออกมาภายนอก 

ค) คุณสมบัติทางชีวภาพ เราสามารถใช้คุณสมบัตินี้ที่แตกต่างกันออกไปในเชื้อแต่ละ
ชนิดมาแบ่งแยกชนิดของเชื้อ ไม่ว่าจะเป็นลักษณะทางสรีรวิทยาและการสร้างสารต่างๆ จาก
กระบวนการเมตาบอลิซึม ได้แก่ ความต้องการของก๊าซออกซิเจน ความต้องการที่แตกต่างกันของเชื้อ
แต่ละชนิดสามารถแบ่งเชื้อได้ 4 กลุ่มคือ กลุ่มที่เจริญได้เฉพาะบรรยากาศที่มีออกซิเจน (aerobe) 
กลุ่มที่เจริญได้ทั้งบรรยากาศที่มีและไม่มีก๊าซออกซิเจน (facultative anaerobe) กลุ่มที่เจริญได้ดี
เฉพาะในบรรยากาศที่มีระดับออกซิเจนที่ต่ า ประมาณ 5-10% (microaerophile) และกลุ่มที่
สามารถเจริญได้เฉพาะบรรยากาศที่ไม่มีออกซิเจน (anaerobe) อุณหภูมิ ความแตกต่างของช่วง
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตสามารถน ามาใช้จ าแนกชนิดของเชื้อได้คือ เชื้ อที่สามารถ
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เจริญเติบโตได้ดีในช่วง 30-37C (mesophile) เชื้อที่สามารถเจริญเติบโตได้ดีช่วงอุณหภูมิ 50-60C 

(thermophile) และเชื้อที่สามารถเจริญเติบโตได้ดีช่วงอุณหภูมิ 15-20C (psychrophile) 
สภาพแวดล้อม เชื้อต่างชนิดกันจะสามารถเจริญเติบโตได้ในสภาพแวดล้อมที่แตกต่างกันออกไป บาง
ชนิดต้องการความเป็นกรดด่างสูง บางชนิดต้องการสภาพแวดล้อมที่มีแรงดันออสโมติกสูง  เป็นต้น 
นอกจากที่กล่าวมาข้างต้น อาจจะจ าแนกได้จาก ความสามารถในการเคลื่อนที่ อัตราการเจริญเติบโต 
ระยะเวลาในการแบ่งเซลล์ การต้องการอาหารในการเจริญเติบโตที่มีความจ าเพาะกับเชื้อชนิดนั้นๆ  

ง) คุณสมบัติทางชีวเคมี เราสามารถจ าแนกชนิดของเชื้อ โดยอาศัยคุณสมบัติทาง
ชีวเคมี ยกตัวอย่างเช่น คุณสมบัติพ้ืนฐานของเชื้อแต่ละชนิดในการท าปฏิกิริยาชีวเคมีที่มีต่อการ
วิเคราะห์การสร้างเอนไซม์ หมายรวมถึงผลผลิตต่างๆ จากกระบวนการเมตาบอลิซึม 

จ) คุณสมบัติทางซีโรโลยี โดยอาศัยคุณสมบัติที่แตกต่างกันของการตอบสนองของ
ร่างกายต่อการติดเชื้อ โดยการสร้างแอนติบอดี และการตรวจแอนติเจนจ าเพาะของเชื้อนั้นๆ  

ฉ) แบบแผนความไวต่อยาต้านเชื้อแบคทีเรีย มีประโยชน์ทั้งในแง่ของการจ าแนกชนิด
ของเชื้อ การเลือกยาที่เหมาะสมในการรักษา และการศึกษาทางด้านระบาดวิทยา 

ช) โครงสร้างหรือส่วนประกอบของเซลล์ เชื้อที่ต่างชนิดกันจะมีความแตกต่างกัน
ออกไปทั้งในส่วนขององค์ประกอบของผนังเซลล์และส่วนประกอบต่างๆ ภายในเซลล์[27] 

2.2.3.2 การจ าแนกเชื้อตามโครงสร้างพันธุกรรม 

 การจ าแนกเชื้อโดยอาศัยเทคนิคระดับโมเลกุลสามารถใช้จ าแนกชนิดของเชื้อได้ โดยเฉพาะ
การวินิจฉัยชนิดของเชื้อที่เพาะเลี้ยงได้ยากหรือไม่สามารถจ าแนกชนิดของเชื้อได้ด้วยการทดสอบอ่ืนที่
ท าโดยทั่วไป หรืออาจต้องใช้เวลานานในการเพาะเชื้อ อาทิเช่น การวิเคราะห์อัตราส่วนของกรด
นิวคลีอิกชนิด guanine และ cytosine, การวิเคราะห์ล าดับของกรดนิวคลีอิกชนิด DNA เป็นต้น 
นอกจากนี้ การศึกษาโครงสร้างทางพันธุกรรมของเชื้อยังมีบทบาทในการสืบสวนทางระบาดวิทยา 
การเปรียบเทียบความแตกต่างหรือความสัมพันธ์ของโครงสร้างพันธุกรรมระหว่างเชื้อแบคทีเรีย 
สามารถช่วยในการสืบหาแหล่งที่มาของเชื้อโรคและวางแผน ควบคุม ป้องกันการแพร่กระจายของเชื้อ
ได้อีกด้วย[27] 
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2.3 การวิเคราะห์ 16S rDNA 

ไรโบโซมเป็นออร์แกเนลล์ที่ไม่มีเยื่อหุ้มประกอบด้วย  rRNA และโปรตีน ในโปรคาริโอตเซลล์มีไร

โบโซมขนาด 70S ประกอบด้วย small subunit ขนาด 30S และ large subunit ขนาด 50S large 

subunit ประกอบด้วย rRNA ขนาด 5S มีนิวคลีโอไทล์ 120 คู่เบส และขนาด 23S มีนิวคลีโอไทล์ 

2,900 คู่เบส ส่วน small subunit ประกอบด้วย rRNA ขนาด 16S มีนิวคลีโอไทล์ 1542 คู่เบส[28] 

ในส่วนของ Ribosomal DNA (rDNA) จะเป็น DNA sequence ที่ code ส าหรับ ribosomal RNA 

ซึ่งไรโบโซมมีส่วนเกี่ยวข้องในการสังเคราะห์โปรตีนและ rRNA จะเป็นส่วนที่จะมีการแปลรหัส mRNA 

ไปสร้างโปรตีน  

16S ribosomal DNA (rDNA) genes จะประกอบด้วย “hypervariable regions” (V1–

V9) 9 region โดยได้มีการใช้ในการศึกษาแยก species ของแบคทีเรียและการศึกษาทางด้าน

อนุกรมวิธาน[6, 29-36] โดยได้มีการหาล าดับของนิวคลีโอไทด์ (sequencing) ครั้งแรกในปี 1972 ใน 

E.coli สาเหตุที่เราใช้ 16S rDNA ในการศึกษาเพราะเชื่อว่าล าดับนิวคลีโอไทด์มีความครอบคลุมเชื้อ

แบคทีเรียหลายชนิด ที่สามารถแสดงให้เห็นถึงวิวัฒนาการและแบคทีเรียในแต่ละสปีชีส์มีลักษณะที่

เฉพาะตัวของล าดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA โดยประกอบด้วยทั้งในส่วนของ variable region และ 

conserve region[9, 28, 37-39] (รูปที่ 4)  
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รูปที่ 4  แสดงโครงสร้างของ 16S rRNA[40] 
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ประโยชน์ของการประยุกต์ใช้ 16S rDNA sequencing ในการวิจัยคือ 1) เพ่ือสืบค้นเชื้อ

แบคทีเรียที่มีการเจริญเติบโตช้า เช่นในกลุ่ม mycobacteria ที่ต้องใช้เวลาในการเพาะเลี้ยงเชื้อ 6-8 

สัปดาห์ 2) เพ่ือสืบค้นเชื้อแบคทีเรียที่ไม่สามารถเพาะเลี้ยงได้ (uncultivable bacteria) หรือเพาะไม่

ขึ้นเนื่องจากมีข้อจ ากัด และกลุ่มที่ให้ผลการเพาะเลี้ยงเชื้อเป็นลบ ยกตัวอย่างเช่นในกลุ่มของ 

endocarditis โดยที่ 1 ใน 3 ของการอักเสบของ endocarditis จะให้ผลการเพาะเชื้อเป็นลบ ซึ่ง

รวมทั้ง  meningitis, brain abscess, keratitis, urinary tract infections, empyema, septic 

arthritis และ septicaemia[41] 

 

2.4 Polymerase chain reaction (PCR) 

 Polymerase chain reaction (PCR) เป็นเทคนิคที่อาศัยหลักการการจ าลองตัวของสายดี
เอ็นเอ ที่เลียนแบบกระบวนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอในธรรมชาติ หรือที่เรียกว่า DNA Replication ท า
ให้สามารถเพ่ิมปริมาณสารดีเอ็นเอได้เป็นล้านเท่า โดยเทคนิคนี้ได้ถูกพัฒนาขึ้นในปี 1985 โดย Kary 
B. Mullis และคณะแห่ง Cetus Corporation สหรัฐอเมริกา และจากเทคนิคนี้เองส่งผลให้ได้รับ
รางวัลโนเบลในปี 2537[42]  

2.4.1 หลกัการท างานของเทคนิค PCR 

 PCR เป็นเทคนิคที่มีหลักการพ้ืนฐานในการจ าลองสายดีเอ็นเอสายใหม่จากดีเอ็นเอต้นแบบ 
โดยใช้ดีเอ็นเอเริ่มต้น หรือที่เรียกว่า primer จ านวน 1 คู่ ด้วยเอนไซม์ DNA polymerase โดย 
primer ประกอบไปด้วย nucleotide ประมาณ 17-24 คู่เบส ด าเนินปฏิกิริยาหมุนเวียนต่อเนื่องกัน
ไปภายใต้สภาวะที่เหมาะสม ประกอบด้วย 3 ขั้นตอนส าคัญคือ  

2.4.1.1 denaturation เป็นกระบวนการที่มีการแยกสายดีเอ็นเอต้นแบบจากเส้นคู่ให้กลายเป็นเส้น

เดี่ยว โดยช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสมจะอยู่ที่ประมาณ 92-95C 

2.4.1.2 annealing เป็นขั้นตอนที่มีการจับคู่กันระหว่าง primer กับดีเอ็นเอต้นแบบที่มีล าดับเบสเข้า

คู่กัน มีช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสมอยู่ท่ีประมาณ 50-60C 
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2.4.1.3 extension จะเป็นขั้นตอนที่มีการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่เกิดขึ้น โดยจะมีการสังเคราะห์ต่อ
จากส่วนปลายของ primer โดยอาศัยการท างานของ DNA polymerase มีช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสม

อยู่ที่ประมาณ 72-75C[42]  

2.4.2 การตรวจวิเคราะห์ผลผลิต PCR 

 การตรวจหา PCR product สามารถแบ่งออกเป็น 2 เทคนิคใหญ่ๆ คือ 

2.4.2.1 Gel Electrophoresis  

 gel electrophoresis เป็นขั้นตอนที่มีการแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าบน agarose gel ที่
ย้อมด้วย ethidium bromide และน าไปตรวจวัดผลที่ได้ด้วยแสงอุลตร้าไวโอเลตดูการเรืองแสงที่
เกิดข้ึน 

2.4.2.2 Nucleic Acid Hybridization 

 ในกรณีที่ผลจาก gel electrophoresis ไม่ชัดเจนหรือต้องการยืนยันผลซ้ าเพ่ือเพ่ิมความ
มั่นใจ สามารถน า PCR product มาท า nucleic acid hybridization ได้ โดยการใช้ตัวติดตามที่มี
เบสคู่สมกับ PCR product ท าปฏิกิริยาในสภาวะที่เหมาะสม โดยที่ตัวติดตามอาจเป็น DNA หรือ 
RNA ก็ได้ มีข้ันตอนการติดตาม PCR product คือ  

ก)  การติดฉลาก  

ก.1) การติดฉลากด้วยสารรังสี 

- การติดฉลากที่ปลาย 5’โดยการอาศัยคุณสมบัติที่ปลาย oligonucleotide 
สังเคราะห์มีปลาย 5’ เป็น OH group จึงใช้ เอนไซม์ T4 Polynucleotide kinase เติม y -32P-ATP 
ที่ติดสารรังสีเข้าไปที่ 5’-OH group ของสาย oligonucleotide ได้ทันท ี

- การติดฉลากที่ปลาย 3’ โดยใช้เอนไซม์ terminal deoxynucleotidyl 
transferase (TdT)    หากต้องการเติมนิวคลีโอไทล์ที่ติดฉลากด้วยสารรังสีเข้าที่ปลาย 3’ เพียงตัว
เดียว นิยมใช้ y-32P dideoxynucleotide triphosphate (ddNTP) แทน y-32P-dNTP แต่หาก



 

 

35 

ต้องการเติม polymer ของนิวคลีโอไทล์เข้าที่ปลาย 3’ ก็สามารถใช้ y-32P-dNTP ได้ อย่างไรก็ตาม
ความยาวของ homopolymer จะข้ึนกับปริมาณของ dNTP เป็นตัวก าหนด 

ก.2) การติดฉลากด้วยสารปลอดรังสี มีข้อดีที่ปลอดภัย สามารถเก็บรักษาได้นานกว่า 
สามารถกระท าได้สะดวกและรวดเร็วเช่นเดียวกันกับสารติดรังสี สารที่นิยมใช้ได้แก่ biotin, 
digoxigenin, fluorescrin,  alkaline phosphate, horseradish peroxidase เป็นต้น 

ข) การท า DNA ที่ติดฉลากให้บริสุทธิ์ สามารถท าได้สองวิธีคือ การตกตะกอนด้วย
ethanol โดยการเติม 3M sodium acetate 1/10 ของปริมาตรสารละลายและ absolute ethanol 

ในปริมาตร 2 เท่าของสารละลาย ผสมให้เข้ากันและเก็บที่ -70C เป็นเวลา 30 นาที ปั่นตกตะกอนที่ 
12,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที วิธีนี้มีข้อเสียคือ ไม่เหมาะที่จะใช้แยก DNA ที่ติดฉลากเป็น 
oligonucleotide เนื่องจาก DNA สายสั้นๆ มักตกตะกอนไม่สมบูรณ์ ส่วนอีกวิธีหนึ่งคือ การใช้
คอลัมน์โครมาโทกราฟฟี วิธีนี้ท าให้ได้ผลผลิตทั้ง DNA, RNA และ oligonucleotide สามารถก าจัด 
นิวคลีโอไทด์ส่วนเกินออกจาก DNA ที่ติดฉลากไปแล้ว  

ค) การท า hybridization คือ การก าหนดสภาวะให้ตัวติดตามที่ติดฉลากแล้ว สามารถ
เข้าจับเบสคู่สมกับ DNA เป้าหมาย โดยทั้งคู่จะถูกท าให้อยู่ในสภาพสายเดี่ยวมาก่อนที่จะตรวจสอบ 
มักนิยมให้ DNA เป้าหมายถูกตรึงอยู่บนกระดาษกรองพิเศษหรือ membrane filter ซึ่งมีคุณสมบัติ
จับ DNA สายเดี่ยวได้ดี ส่วน DNA ตัวติดตามจะอยู่ในสารละลาย แต่อาจกระท าในสภาวะที่อยู่ใน
สารละลายทั้งคู่หรือ membrane filter โดยตรงก็ได้ 

ง) การตรวจจับหาตัวติดตาม 

- การตรวจจับสารรังสี โดยการประกบกระดาษกรองกับแผ่นฟิล์มเอกเรย์ เก็บไว้ที่ -

70C เป็นเวลา 16-24 ชั่วโมง จึงน าไปล้างและดูผลจุดสีด าที่ปรากฏ 

- การตรวจจับสารปลอดรังสี เป็นการตรวจหาสีหรือตรวจหาแสง ซึ่งขึ้นอยู่กับชนิด
ของสารปลอดรังสีที่ใช้[43] 

 



 

 

36 

2.5 Real-Time PCR 

 real-time PCR หรือ quantitative PCR เป็นการตรวจวิเคราะห์ที่มีการพัฒนามาจาก 

conventional PCR ที่สามารถตรวจจับและวัดปริมาณ PCR product ที่เกิดขึ้นในระหว่าง

เกิดปฏิกิริยา[44-48] ซึ่งแตกต่างจาก convention PCR ที่จะสามารถตรวจสอบขนาดและปริมาณ

ของ PCR product ที่เกิดขึ้นเมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาแล้วเท่านั้น การที่เราสามารถตรวจวัด PCR product 

ของ real-time PCR ได้โดยการท าให้ PCR product ติดฉลากกับสารเรืองแสงประเภท 

fluorochrome ประกอบด้วยวิธีดังต่อไปนี้ 

2.5.1 การใช้สีที่สามารถแทรกจับกับโครงสร้างทางพันธุกรรม โดยการใช้สารเรืองแสงไปจับกับ 

minor groove ของ DNA สายคู่ เมื่อถูกกระตุ้นด้วยแสงอัลตร้าไวโอเลต จะเกิดการคายพลังงาน

ออกมา ที่สามารถตรวจจับได้ด้วยเครื่อง real-time thermocycler ที่มีตัวรับสัญญาณแสงโดยเฉพาะ 

ตัวอย่างสีที่ใช้ในการแทรกจับกับโครงสร้างพันธุกรรม ได้แก่ SYBR Green I dye โดยจะมีการไป

แทรกเข้าไปในดีเอ็นเอสายคู่ในขณะมีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอเส้นใหม่ เกิดการเรืองแสงเมื่อถูกกระตุ้น

ด้วยแสงอัลตร้าไวโอเลต เมื่อรอบของ PCR มาถึงช่วง denature อีกครั้ง SYBR Green I dye ก็จะ

หลุดออก โดยโมเลกุลสารเรืองแสงจะจับได้มากน้อยนั้นขึ้นอยู่กับความยาวของ PCR product ที่

สังเคราะห์ได้ ถึงแม้ว่าการใช้ SYBR Green I dye จับกับ DNA สายคู่จะเป็นแบบไม่จ าเพาะ แต่วิธีนี้มี

ข้อดีที่เราสามารถค่า Tm ในการแยก primer-dimer และ non-specific product อ่ืนๆ ซึ่งเป็น

คุณสมบัติเฉพาะของดีเอ็นเอแต่ละสาย และแปรผันโดยตรงกับ % GC content และความยาวของดี

เอ็นเอสายคู่ การท างานของ SYBR Green I dye (รูปที่ 5) 
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รูปที่ 5  แสดงการท างานของ SYBR Green I dye[49] 
 

2.5.2 การใช้ probes ติดฉลากสาร fluorochrome โดยอาศัยเทคโนโลยีของ Fluorescence 

Resonance Energy Transfer (FRET) จะน ามาใช้ในกรณีทีต่้องการความจ าเพาะสูง ยกตัวอย่างเช่น 

ในการบ่งชี้ single nucleotide mutations โดยจะเป็นการน า fluorochrome 2 ประเภทติดฉลาก

เข้ากับสายของ specific probe เรียกว่า quencher และ reporter dye เมื่อถูกกระตุ้นด้วยแสง

พลังงานสูง quencher จะดูดซับพลังงานเอาไว้ และถ่ายทอดพลังงานให้กับ reporter dye โดยไม่มี

การสูญเสียพลังงานออกสู่ภายนอก ต่อจากนั้น reporter molecule จะปลดปล่อยพลังงานออกมาสู่

ระบบภายนอกในรูปของแสงที่เราสามารถตรวจวัดได้ การติดฉลาก fluorochrome เข้ากับ probe 

สามารถท าได้หลายลักษณะ ได้แก่ 

2.5.2.1 Hybridization probe โดยการน า oligonucleotide probe สายสั้นสองสาย สายแรกติด

ฉลากที่ปลายข้าง 3’ ด้วย Fluorescein ท าหน้าที่เป็น quencher และสายที่สองติดฉลากด้วย Red 

640 หรือ Red 705 ที่ปลาย 5’ โดยที่ปลาย 3’ ของ oligonucleotide probe สายที่สองจะถูกปิด

ด้วย phosphate group เพ่ือไม่ให้สามารถท าหน้าที่เป็น primer ได้ ทั้งนี้ probe ทั้งสองเส้นจะมี

ล าดับเบสต่อเนื่องกันโดยเว้นช่วงระหว่าง ปลาย 3’ ของ oligonucleotide probe เส้นแรก กับ 

ปลาย 5’ ของ probe อีกเส้นหนึ่งประมาณ 1-5 bp เมื่อเกิดการ hybridization ระหว่าง Probe ทั้ง
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สองกับดีเอ็นเอเป้าหมายจะเกิด FRET สามารถวัดสัญญาณการเรืองแสงได้ในทุกช่วงของขั้นตอนการ 

annealing ในกระบวนการ PCR นอกจากนี้ hybridization probe สามารถน ามาตรวจสอบ 

amplified product  เพ่ือบ่งชี้ single point mutation หรือ single nucleotide polymorphism 

(SNP) ซึ่งไม่สามารถท าได้ใน SYBR Green I dye โดยเมื่อ probe ที่จับกับดีเอ็นเอเป้าหมายมีบาง

ต าแหน่งไม่คู่สมกัน (mismatch) จะหลุดตัวออกมาก่อนในช่วงอุณหภูมิที่ต่ ากว่า ในขณะที่หากจับกับ

ดีเอ็นเอเป้าหมายที่คู่สมกัน probe จะหลุดตัวออกมาในช่วงอุณหภูมิที่สูงกว่า (รูปที่ 6) 

รูปที่ 6  แสดงการท างานของ Hybridization probe[49] 
 

2.5.2.2 Hydrolysis Probe หรือเรียกอีกอย่างว่า Taqman probe วิธีการนี้จะเป็นการใช้ 

oligonucleotide เพียงเส้นเดียว โดยที่ปลาย 5’ จะติดฉลาก reporter dye และภายในสายห่างจาก 

reporter dye ไม่เกิน 5bp จะติดฉลากด้วย quencher dye เมื่อ reporter dye ถูก excite จะเกิด

การถ่ายทอดพลังงานไปให้ quencher dye ซึ่งจะดูดซับพลังงานนั้นไว้แล้วคายพลังงานออกมาในรูป

ของแสงที่มีความยาวคลื่นเพ่ิมขึ้น เมื่อกระบวนการ PCR เข้าสู่ช่วงการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ 

5’exonuclease activity ของเอ็นไซม์ Taq DNA polymerase จะท าการย่อย Taqman probe 

ท าให้ reporter dye หลุดเป็นอิสระ ท าให้สามารถคายพลังงานออกมาในรูปของแสง (รูปที่ 7) 
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รูปที่ 7  แสดงการท างานของ Taqman Probe[49] 
 

2.5.2.3 Molecular Beacons เป็น oligonucleotide probe ที่มีลักษณะโค้งงอเป็น loop คล้ายกิ๊บ 

โดยมีส่วนที่ยึดติดกันด้วยพันธะ hydrogen bond ประมาณ 5-7 nucleotides ซึ่งเป็นส่วนที่มีล าดับ

เบสเป็น G-C rich ท าให้ปลาย 5’ และ 3’ ที่ติดฉลากด้วย reporter และ quencher dyes เข้ามา

อยู่ใกล้กันจน quencher dye สามารถดูดซับพลังงานจาก reporter dye ได้ บริเวณ loop 

ประมาณ 5-30 nucleotides จะถูกสร้างให้มีล าดับเบสคู่สมกับดีเอ็นเอเป้าหมายที่เราต้องการ

ตรวจหา เมื่อ molecular beacon เข้าจับกับดีเอ็นเอเป้าหมาย hairpin structure จะถูกสลายไป 

ท าให้ reporter dye ที่ 5’ อยู่ห่างจาก quencher dye ที่ 3’ end สามารถเปล่งแสงได้เมื่อถูก

กระตุ้นด้วยแสงพลังงานสูง (ในรูปที่ 8) 

 

รูปที่ 8  แสดงการท างานของ molecular beacons[49] 
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2.5.2.4 Scorpion probes เป็น hairpin loop ที่เชื่อมกับปลาย 5’ ของ primer ที่สามารถจับกับ

เบสคู่สมบนโมเลกุลดีเอ็นเอเป้าหมายได้ หลังจากเกิดปฏิกิริยา extension แล้ว ซึ่งท าให้โมเลกุล 

hairpin loop ของ probe ถูกเปิดออก ซึ่งจะท าให้มีการปลอดปล่อยพลังงานในรูปของฟลูออเรส-

เซนต์ได้ (รูปที่ 9)[49] 

รูปที่ 9  แสดงการท างานของ Scorpion probes[49] 
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บทที่ 3  
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

3.1 รูปแบบการวิจัย (Research Design) 

การวิจัยนี้เป็นการวิจัยแบบ diagnostic test เป็นการตรวจวัดการติดเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี 

PCR เพ่ือวิเคราะห์ความไวความจ าเพาะในการวินิจฉัยภาวะ peritonitis ของผู้ป่วยที่ได้รับการล้างไต

ทางช่องท้อง ซึ่งการศึกษาวิจัยนี้ได้ผ่านการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรม จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย (Chulalongkorn University Ethics Committee) แล้วก่อนที่จะเริ่มการศึกษาวิจัย 

3.2 ประชากร (Population) 

การศึกษานี้เป็นการศึกษาจากกลุ่มผู้ป่วยที่มีการล้างไตทางช่องท้องที่มีการติดเชื้อในช่องท้อง

ในโรงพยาบาลบ้านแพ้ว (สาขาพร้อมมิตร) โรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค์ โรงพยาบาลพิจิตร และ

โรงพยาบาลพระพุทธบาท โดยมีข้อก าหนดดังนี้ 

3.2.1 กฎเกณฑ์ในการคัดเลือกเข้ามาศึกษา (Inclusion criteria) 

3.2.1.1 ผู้ป่วยไตวายที่ได้รับการวินิจฉัยว่ามีการติดเชื้อในช่องท้อง ตามหลักเกณฑ์ของ ISPD พ.ศ. 

2553[4] โดยน้ ายา PD ที่ปล่อยออกมาจากช่องท้องมีความขุ่น ตรวจพบเม็ดเลือดขาว 100 

cell/mm3 และในจ านวนนี้เป็น polymorphonuclear neutrophils (PMN) มากกว่าร้อยละ 50 

3.2.1.2 ทราบผลเพาะเชื้อเป็นแบคทีเรียและตัวอย่างน้ ายา PD ที่เก็บจากผู้ป่วย ต้องมีการจัดเก็บ

ตัวอย่างก่อนที่จะให้การรักษายาปฏิชีวนะ โดยจะมีการจัดเก็บตัวอย่างละ 50 ml เพ่ือน าไปสู่ขั้นตอน

การตรวจวิเคราะห์ต่อไป 
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3.2.2 กฎเกณฑ์ในการคัดออกจากการศึกษา (Exclusion criteria) 

3.2.2.1 มีการติดเชื้อในเยื่อบุช่องท้องจากสาเหตุอื่นนอกเหนือจากการล้างไตทางช่องท้อง 

3.2.2.2 เชื้อเป็นกลุ่มเชื้ออ่ืนๆ ที่นอกเหนือจากแบคทีเรีย อาทิเช่น เชื้อรา, TB เป็นต้น 

3.2.3 การค านวณขนาดตัวอย่าง (Sample size) 

ขนาดตัวอย่างได้มาจากการค านวณโดยใช้สมการที่ 1 

                                            n=Z2pq/d2     ......................................................สมการที่ 1 

โดย                 = 0.5(two-tail), Z = 1.96 เมื่อก าหนดความเชื่อมั่นที่ร้อยละ 95 

                           P = ผู้ป่วยไตวายที่ได้รับการล้างไตทางช่องท้องที่มีการติดเชื้อในช่องท้องที่มีผล

เพาะเชื้อเป็นเชื้อแบคทีเรีย 

                 q = 1-p = 1-0.5 = 0.5 

                 d = ระดับความคลาดเคลื่อน คิดเป็นร้อยละ 10 = 0.1 

                 n = (1.96)2(0.5)(0.5)/(0.1)2 =  96.03 

ดังนั้น ผู้ท าวิจัยวางแผนใช้ขนาดตัวอย่างในการศึกษาประมาณ 97 ราย 

3.3 การสังเกตและการวัด (Observation and Measurement) 

3.3.1 การแสดงออกของยีน 16S rDNA ในตัวอย่างจากน้ ายา PD ของผู้ป่วยที่มีภาวะ peritonitis 

ด้วยวิธี PCR ให้ผล positive เมื่อวิเคราะห์ด้วย gel electrophoresis (รูปที่ 10)  
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รูปที่ 10 แสดงการให้ผลเป็นบวกเม่ือทดสอบ PCR product ด้วย gel electrophoresis 
 

จากรูปที่ 10 แสดงให้เห็นว่ามีการแสดงออกของ band ใน Sam1 ให้ผลเป็นบวกเมื่อทดสอบ 

PCR product ด้วย gel electrophoresis  

3.3.2 การแสดงออกของยีน 16S rDNA ในตัวอย่างจากน้ ายา PD ของผู้ป่วยที่มีภาวะ peritonitis 

ด้วยวิธี real-time PCR ให้ผลเป็นบวกเมื่อตัวอย่างนั้นๆ มีค่า Cp น้อยกว่า negative control 

มากกว่าหรือเท่ากับ 3 cycle และมี melting curve ที่มีเพียง peak เดียวและมีความแตกต่างจาก 

negative control อย่างชัดเจน 

3.4 การรวบรวมข้อมูล (Data Collection) 

ผู้ท าการวิจัยเป็นผู้เก็บรวบรวมข้อมูล บันทึกข้อมูลลงในแบบบันทึก (record form) และ

คอมพิวเตอร์ รวมถึงตรวจสอบความสมบูรณ์ของข้อมูลทั้งหมดเพ่ือให้ครบถ้วนตามเป้าหมายที่ได้

ก าหนดไว้ และท าการวิเคราะห์ข้อมูลด้วยวิธีทางสถิติต่อไป 

3.5 การวิเคราะห์ข้อมูล (Data Analysis) 

3.5.1 ข้อมูลเชิงคุณภาพ (qualitative variables) วิเคราะห์ข้อมูลเชิงคุณภาพ อาทิ เพศ อายุ เป็นต้น 

จะเป็นค่าเฉลี่ย (mean) พิสัย (Range) 

500 bp 

Sam1   Sam2  Sam3 Sam4      P        
N 
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3.5.2 การวิเคราะห์ความไว ความจ าเพาะ ความถูกต้องแม่นย าในการวินิจฉัยเปรียบเทียบกับวิธี

มาตรฐาน แสดงนิยาม true positive, true negative, false positive และ false negative 

(ตารางท่ี 1) และแสดงวิธีการวิเคราะห์ ความไว ความจ าเพาะ ค่าพยากรณ์บวก และค่าพยากรณ์ลบ 

ในสมการที่ 2, 3, 4 และ5 

ตารางที่ 1  แสดงนิยาม true positive, true negative, false positive และfalse negative 
 
 
ความไว (Sensitivity) คือ ร้อยละของผู้ป่วยที่ตรวจได้ผลบวกจากการทดสอบ  
 

……………สมการที่ 2 
 
ความจ าเพาะ (Specificity) คือ ร้อยละของบุคคลที่ปราศจากโรคที่ตรวจได้ถูกต้องจากการ

ทดสอบว่าเป็นผลลบ  

……………สมการที่ 3 
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ค่าพยากรณ์บวก (positive predictive value)  หมายถึง  ร้อยละของการทดสอบที่ได้
ผลบวกแล้วมีโอกาสเป็นโรค  

 

…………สมการที่ 4 
ค่าพยากรณ์ลบ (negative predictive value)  หมายถึง  ร้อยละของการทดสอบที่ได้ผลลบ

แล้วมีโอกาสไม่เป็นโรค  
        
      
                                     ………….สมการที่ 5 

 
 

3.6 วิธีการวิจัย 

3.6.1 การเก็บตัวอย่างน้ ายา PD โดยจะมีการเก็บตัวอย่างน้ ายา PD ของผู้ป่วยถุงแรกที่พบว่าขุ่น ใน

กรณีท่ีผู้ป่วยไม่ได้น าถุงน้ ายาที่ขุ่นมา ให้ถ่ายน้ ายาที่ค้างไว้ในช่องท้องอย่างน้อย 2-4 ชั่วโมง มาท าการ

ส่งตรวจแทน แต่หากไม่มีน้ ายาค้างในช่องท้อง เช่น ช่วงกลางวันของผู้ป่วย nightly intermittent PD 

(NIPD) ให้ท าการใส่น้ ายาเข้าไปในช่องท้อง ทิ้งค้างไว้ 2-4 ชั่วโมง แล้วจึงค่อยน าน้ ายาที่ถ่ายออกมาส่ง

ตรวจ  

3.6.1.1 สวม mask และล้างมือ หลังล้างมือแล้วไม่จับสิ่งของอ่ืนอีก รวมทั้งเสื้อผ้า 

3.6.1.2 ใช้ 10% povidone iodine ทาฆ่าเชื้อบริเวณที่จะเก็บน้ ายา PD ทิ้งไว้ 1 นาที ตามด้วย 
70% alcohol รอให้แห้ง จึงเก็บน้ ายา PD 

 
3.6.2 การทดสอบหา sensitivity ของเทคนิค PCR ในการวิเคราะห์เชื้อแบคทีเรียมาตรฐาน 

3.6.2.1 การทดสอบหา sensitivity เมื่อสกัด DNA ด้วยวิธี phenol-chloroform น าตัวอย่างน้ ายา 

PD 49 ml มาเติมเชื้อ E. coli  1ml ความเข้มข้น 7.28x107 cfu/ml น ามาปั่นตกตะกอนที่ 3,000 

rpm เป็นเวลา 15 นาที น าตกตะกอนที่ได้มาท าการสกัดดีเอ็นเอ วัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ท าการ
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สกัด และท าการเจือจางเป็นล าดับ (serial-dilution) 10 เท่าคือ 1:10, 1:102, 1:103, 1:104, 1:105, 

1:106, 1:107, 1:108, 1:109, 1:1010 ตามล าดับ น าไปเพ่ิมปริมาณ DNA ของยีน 16S rDNA โดยวิธี 

conventional PCR และ SYBR Green I real-time PCR  โดยใช้ primer 2 เส้น คือ Forward 

Bosshard 5’- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’และ Reverse Bosshard   5’-

GTATTACCGCTGCTG-3’[50]  ตรวจสอบผลิตผลจากการท า PCR ขนาด 528 คู่เบส ด้วยวิธี gel 

electrophoresis โดยใช้ 2% agarose gel เปรียบเทียบผลการทดลองที่เกิดขึ้น[51-53] 

 

3.6.2.2 การทดสอบหา sensitivity เมื่อสกัด DNA ด้วยวิธี boiling เตรียมเชื้อ E. coli และ S. 

aureus โดยที่ E. coli มีความเข้มข้น 1.3x108 cfu/ml และ S. aureus มีความเข้มข้นเริ่มต้น 

2.75x108 cfu/ml น าเชื้อในน้ ายา PD 1 ml มาปั่นที่ 13,000 rpm 5 นาที น าส่วนตะกอนไปละลาย

ใน DNase-RNase free water 50 µl น าไปต้มที่อุณหภูมิ 100C 10 นาที แล้วน าไปวางบนน้ าแข็ง

นาน 5 นาที น าไปปั่นที่ 13,000 rpm นาน 5 นาที ใช้ส่วนของ supernatant เป็น DNA template  

วัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอ น าไปเพ่ิมปริมาณ DNA ของยีน 16S rDNA โดยวิธี conventional PCR 

โดยใช้ primer 2 เส้น คือ Forward Bosshard 5’- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’และ 

Reverse Bosshard   5’-GTATTACCGCTGCTG-3’[50]  ตรวจสอบผลิตผลจากการท า PCR ขนาด 

528 คู่เบส ด้วยวิธี gel electrophoresis โดยใช้ 2% agarose gel เปรียบเทียบผลการทดลองที่

เกิดข้ึน 

 

3.6.2.3 การทดสอบหา sensitivity เมื่อสกัด DNA ด้วยวิธี phenol-chloroform และย่อยผนังเซลล์

ของแบคทีเรียด้วย lysozyme เตรียมเชื้อ E. coli และ S. aureus โดยที่ E. coli มีความเข้มข้น 

1.3x108 cfu/ml และ S. aureus มีความเข้มข้นเริ่มต้น 2.75x108 cfu/ml น าเชื้อในน้ ายา PD 1 ml 

เติม lysozyme 100 µl น าไปบ่มท่ี 37 C 1 ชั่วโมง น าไปปั่นที่ 13,000 rpm 10 นาที น าตะกอนไป

ละลายใน DNase-RNase free water 100 µl น าไปสกัดโดยวิธี phenol-chloroform วัดความ

เข้มข้นของดีเอ็นเอ น าไปเพ่ิมปริมาณ DNA ของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรีย โดยวิธี conventional 

PCR โดยใช้ primer 2 เส้น คือ Forward Bosshard 5’- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’และ 
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Reverse Bosshard   5’-GTATTACCGCTGCTG-3’[50]  ตรวจสอบผลิตผลจากการท า PCR ขนาด 

528 คู่เบส ด้วยวิธี gel electrophoresis โดยใช้ 2% agarose gel เปรียบเทียบผลการทดลองที่

เกิดข้ึน 

 

3.6.3 การทดสอบหาช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทดสอบ conventional PCR โดยการน าน้ าจาก

ขวด hemoculture มาท าการสกัดดีเอ็นเอ วัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่สกัดด้วยเครื่อง 

Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร ท าการทดสอบหาช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสม

ในการท า conventional PCR ด้วยช่วงอุณหภูมิ annealing ที่แตกต่างกันคือ 60C, 59C, 57C, 

54.3C, 50.9C, 48.1C, 46.1C และ45C โดยใช้ primer 2 เส้น คือ Forward Bosshard 5’- 

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’และ Reverse Bosshard   5’-GTATTACCGCTGCTG-3’ 

ตรวจสอบผลิตผลจากการท า PCR ขนาด 528 คู่เบส ด้วยวิธี gel electrophoresis โดยใช้ 2% 

agarose gel เปรียบเทียบผลการทดลองที่เกิดขึ้น 

 

3.6.4 การท าการทดสอบการตรวจ PCR ที่พัฒนาขึ้นในตัวอย่างจากผู้ป่วยไตวายที่มีการติดเชื้อในช่อง

ท้อง  

3.6.4.1 ท าการรวบรวมข้อมูลผู้ป่วยไตวายที่ได้รับการล้างไตทางช่องท้องที่มีการติดเชื้อในช่องท้อง

จากโรงพยาบาลต่างๆ โดยเก็บข้อมูลทั่วไปได้แก่ อายุ เพศ ประวัติการติดเชื้อในช่องท้อง และปริมาณ

เม็ดเลือดขาวที่นับได้ 

3.6.4.2 เก็บน้ ายาจากช่องท้องผู้ป่วยที่ติดเชื้อเขย่าถุงเพ่ือให้เข้ากันสองถึงสามครั้งแบ่งออกเป็น 3 

ส่วน ส่วนละ 50 ml ปริมาณรวม 150 ml ส่วนแรกน าไปเพาะเลี้ยงเชื้อ ส่วนที่ 2 และ 3 น าไปปั่นที่

ความเร็ว 3000 rpm 15 นาที ในอุณหภูมิ 4ºC เก็บส่วน pellet ไปสกัด DNA และอีกส่วนเก็บไว้เป็น 

stock เพ่ือยืนยันผลภายหลัง สกัด DNA โดยวิธี phenol-chroloform และวัดปริมาณ DNA ที่ได้

ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร หลังจากนั้นท าการเพ่ิมปริมาณ 

DNA ของยีน 16S rDNA โดยวิธี PCR โดยใช้ primer 2 เส้น คือ Forward Bosshard 5’- 
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AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’และ Reverse Bosshard   5’-GTATTACCGCTGCTG-3’[50]  

โดยที่สารเคมีในปฏิกิริยา(ตารางที่ 2) และการควบคุมอุณหภูมิ (ตารางที่ 3) ดัดแปลงมาจาก 

Edwards KJ และคณะ[50] ตรวจสอบผลิตผลจากการท า PCR ขนาด 528 คู่เบส ด้วยวิธี gel 

electrophoresis โดยใช้ 2% agarose gel ตรวจหาล าดับเบสโดยวิธี sequencing ที่บริษัท 1st 

BASE Sequencing INT ประเทศสิงคโปร์ วิเคราะห์ผลจากการท า direct sequencing เพ่ือดูชนิด

ของแบคทีเรียที่ติดเชื้อ โดยการ blast กับ GeneBank ข้อมูลทั้งหมดของผู้เข้ารับการศึกษาทุกรายจะ

ถูกบันทึกลงแบบฟอร์ม และจัดเก็บเข้าสู่ระบบคอมพิวเตอร์เพ่ือจะน าไปสู่การวิเคราะห์ข้อมูลต่อไป  

โดยก าหนดให้การเพาะเลี้ยงเชื้อเป็น gold standard ในการเปรียบเทียบความไว ความจ าเพาะ 

3.6.4.3 ท าการตรวจ housekeeping gene “GAPDH” ควบคู่ไปกับการตรวจหา 16S rDNA เพ่ือ
ตรวจสอบปฏิกิริยาว่าไม่มี PCR inhibitor ด้วย primer hGAPDH forward: 5’-
TCAACGACCCCTTCATTGAC-3’ และ hGAPDH reverse: 5’- ATGCAGGGATGATGTTCTGG-
3’[54] โดยสารเคมีในปฏิกิริยา (ตารางท่ี 7) และการควบคุมอุณหภูมิ (ตารางที่ 8) ดัดแปลงมาจาก 
Murata และคณะ[54] GAPDH PCR product จะมีขนาด 500 คู่เบส ตรวจสอบด้วยวิธี gel 
electrophoresis ด้วย  2% agarose gel  

3.6.5 การเพาะเลี้ยงเชื้อ 

3.6.5.1 น าตัวอย่างน้ ายา PD ปริมาตร 50 ml มาปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 3000 rpm นาน 15 นาที 

อุณหภูมิ 4C 

3.6.5.2 ทิ้งของเหลวส่วนบนทิ้งให้คงเหลือไว้ประมาณ 10-15 ml ผสมให้เข้ากัน 

3.6.5.3 น าตัวอย่างน้ ายา PD มาหยดลงบน Plate ทั้ง 3 ชนิดคือ blood agar, chocolate agar, 

MacConkey agar โดยหยด plate ละ 2-3 หยด ท าให้เชื้อกระจายบนอาหารเลี้ยงเชื้อโดยการ 

spread plate อ่าน plate ทุกๆ 24 ชั่วโมง หากมีการเจริญเติบโตของเชื้อ จึงน าเชื้อชนิดนั้นๆ ไป

ทดสอบทาง biochemistry ต่อไป แต่หากไม่มีการเจริญเติบโตของเชื้อใน 3 วัน จึงจะให้ผลการเพาะ

เชื้อเป็นลบ 

3.6.5.4 น าตัวอย่างน้ ายา PD ปริมาตร 2 ml ฉีดลงในขวด hemoculture น าไปบ่มเชื้อในตู้ 

automate blood culture หากตู้มีการแสดงสัญญาณว่ามีการเจริญเติบโตของเชื้อภายในขวด 
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Hemoculture จึงจะน าขวดนั้นๆ มาย้อม gram stain และ spread ลง plate ทั้งสามชนิด เพ่ือดู

การเจริญเติบโตและยืนยันชนิดของเชื้อนั้นๆ แต่หากไม่มีสัญญาณของตู้ automate blood culture 

ภายใน 5 วันถึงจะถือว่าตัวอย่างนั้นๆ ให้ผลเป็นลบ 

3.6.6 การสกัดดีเอ็นเอ  

3.6.6.1 น าตัวอย่างน้ ายา PD ของผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อปริมาตร 50 ml น าไปปั่นตกตะกอนด้วย

ความเร็ว 3000 rpm นาน 15 นาท ีที่อุณหภูมิ 4ºC 

3.6.6.2 ทิ้งของเหลวส่วนบนแล้วผสมส่วนที่เป็นตะกอนให้เข้ากัน เติม Lysis II ปริมาตร 900 µl, 

Proteinase k 10 µl และ 10% SDS 60 µl น าไปบ่ม (Incubate) ที่อุณหภูมิ 56ºC เป็นเวลาหนึ่ง

คืน 

3.6.6.3 เติม phenol-chloroform 500 µl ผสมให้เข้ากันดี 

3.6.6.4 ดูดแบ่งใส่หลอดขนาด 1.5 ml จ านวน 2 หลอดๆ ละ เท่าๆกัน น าไปปั่นตกตะกอนด้วย

ความเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ี

3.6.6.5 ดูดส่วนใสด้านบนใส่หลอดขนาด 1.5 ml เติม Absolute Ethanol 500 µl และ 2M 

sodium acetate 60 µl น าไปแช่เย็นที่อุณหภูมิ -20C เป็นเวลา 3-4 ชั่วโมง 

3.6.6.6 น าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 นาที เทส่วนของเหลวด้านบนทิ้ง 

จะมองเห็นตะกอนด้านล่าง 

3.6.6.7 เติม 70% EtOH ปริมาตร 500 µl น าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 

นาที เทส่วนของเหลวด้านบนทิ้ง น าไปตากแห้งเป็นเวลาหนึ่งคืน 

3.6.6.8 เตมิน้ า 50 µl น าไป incubate ที่ 37C เป็นเวลา 4 ชั่วโมง วัดปริมาณ DNA ที่ได้ด้วยเครื่อง 

Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 
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3.6.7 การเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมของ 16S rDNA ด้วยวิธี polymerase chain Reaction 

(PCR) 

total DNA ที่ได้หลังการสกัดตามวิธีในข้อ 3.6.6 มาวิเคราะห์หาปริมาณการแสดงออกของยีน

ที่สนใจด้วยวิธี PCR โดยใช้ส่วนผสม (ตารางท่ี 2) และการควบคุมอุณหภูมิ (ตารางท่ี 3) 

 

ตารางที่ 2  แสดงส่วนผสมสารเคมีในปฏิกิริยา conventional PCR ส าหรับบ่งชี้การแสดงออกของ 
16S rDNA gene[50] 

 
 
 

 

 

สารเคมี ปริมาตร (µl/tube) 

Buffer 10 

Mgcl2 3 

dNTP 1 

20 µM Forward primer 2 

20 µM reverse primer 2 

Water (PCR grade) 26.75 

Gotaq 0.25 

DNA template 5 

Total volume 50 
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ตารางที่ 3  แสดงอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในปฏิกิริยา conventional PCR เพ่ือตรวจหาการแสดงออก
ของ 16S rDNA gene[50] 

Analysis 

mode 

Cycles Segment Target 

Temperature 

Hold 

Time 

Acquisition 

mode 

Pre-incubation 

None 1 - 95C 2 min none 

Amplification 

Quantification 40 Denaturation 95C 45 s none 

Annealing 45C 45 s none 

Extension 72C 30 s single 

Cooling 

None 1 - 72C 5 min none 
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ตารางที่ 4  แสดงล าดับเบสของ primer ที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา PCR[50, 54]  

Gene Primers Type Sequence (5’--->3’) 

16s rDNA Forward Bosshard Forward AGAGTTTGATCMTG

GCTCAG 

 Reverse Bosshard Reverse GTATTACCGCTGCTG 

GAPDH hGAPDH forward Forward TCAACGACCCCTTCA

TTGAC 

 hGAPDH reverse Reverse ATGCAGGGATGATGT

TCTGG 

 

3.6.8 การตรวจสอบผลิตผลจากการท า PCR ด้วยวิธี gel electrophoresis 

3.6.8.1 เตรียม 2% agarose gel ผสมด้วย ethidium bromide ทิ้งไว้ให้เจลแข็งตัว อย่างน้อย 20 

นาที เท TBE buffer ลงไปจนท่วม 2% agarose gel 

3.6.8.2 ผสม PCR product ที่ได้ปริมาตร 5 µl กับ loading dye ปริมาตร 2 µl บนกระดาษพารา

ฟิล์ม ผสมให้เข้ากัน จากนั้นหยอดลงในหลุมบน agarose gel 

3.6.8.3 ต่อสายไฟฟ้าเชื่อมระหว่างข้ัวไฟฟ้าบนเจลแชมเบอร์กับเครื่องก าเนิดไฟฟ้า ตั้งความต่าง

ศักย์ไฟฟ้าให้คงที่ท่ี 100 V ส าหรับ 16S rDNA และ 135 V ส าหรับ GAPDH เวลา 30 นาท ี

3.6.8.4 ตรวจดูแถบดีเอ็นเอบน agarose gel ด้วยแสงอัลตร้าไวโอเลต 
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3.6.9 ขั้นตอนการ sequencing 

3.6.9.1 น า PCR product ปริมาตร 7.5 µl เติมสาร ExoProStarTM 1-step, Enzymatic PCR and 

Sequence Reaction Clean-up kit ปริมาตร 3 µl 

3.6.9.2 ผสมให้เข้ากัน น าไป purified PCR product โดยการน าไป incubate ที่ 37C เป็นเวลา 

15 นาที เพื่อกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ และ Incubate ที่อุณหภูมิ 80C เป็นเวลา 15 นาทีเพ่ือ

ยุติการท างานของเอนไซม์  

3.6.9.3 น าส่ง PCR product ที่ผ่านการ Purified เรียบร้อยแล้ว ไป sequence ที่บริษัท 1st bases 

sequencing ประเทศสิงคโปร์ น าผล sequence ที่ได้มา blast กับฐานข้อมูล NCBI 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSear

ch&LINK_LOC=blasthome[55] 
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3.6.10 การเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมของ 16S rDNA ด้วยวิธี SYBR Green I real-time PCR 

total DNA ที่ได้หลังการสกัดตามวิธีในข้อ 3.6.6 มาวิเคราะห์หาปริมาณการแสดงออกของ

ยีนที่สนใจด้วยวิธี SYBR Green I real-time PCR โดยใช้ส่วนผสม (ตารางที่ 5) และการควบคุม

อุณหภูมิ (ตารางท่ี 6) 

ตารางที่ 5  แสดงส่วนผสมสารเคมีในปฏิกิริยา Real-time PCR ส าหรับบ่งชี้การแสดงออกของ 16S 
rDNA 

สารเคมี ปริมาตร (µl/tube) 

SYBR Green Premix Ex Taq 10 

10 µM primer 8F 0.8 

10 µM primer 536R 0.8 

DNase-RNase free water 6.4 

Template DNA 2 

Total volume 20 
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ตารางที่ 6  แสดงอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในปฏิกิริยา real-time PCR เพ่ือตรวจหาการแสดงออกของ       
16S rDNA gene[50] 

Analysis 

mode 

Cycles Segment Target 

Temperature 

Hold 

Time 

Acquisition 

mode 

Pre-incubation 

None 1 - 98C 2 min None 

Amplification 

Quantification 40 Denaturation 95C 10 s None 

Annealing 54C 15 s None 

Extension 72C 20 s single 

Cooling 

None 1 - 95C 5 sec none 

   60C 1 min  

 

วิเคราะห์ค่า Cp และค่า Tm ของตัวอย่างเปรียบเทียบกับ positive และ negative control  
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ตารางที่ 7  แสดงส่วนผสมสารเคมีในปฏิกิริยา conventional PCR ส าหรับบ่งชี้การแสดงออกของ 
GAPDH gene 

สารเคมี ปริมาตร (µl/tube) 

2x Phusion Flash PCR Master Mix  10 

10 µM primer hGAPDH-F 1 

10 µM primer hGAPDH-R 1 

DNase-RNase free water 6 

template DNA 2 

Total volume 20 
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ตารางที่ 8  แสดงอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในปฏิกิริยา conventional PCR เพ่ือตรวจหาการแสดงออก
ของ GAPDH gene 

Analysis 

mode 

Cycles Segment Target 

Temperature 

Hold 

Time 

Acquisition 

mode 

Pre-incubation 

None 1 - 98C 2 min None 

Amplification 

Quantification 30 Denaturation 98C 1 s None 

Annealing 55C 5 s None 

Extension 72C 15 s single 

Cooling 

None 1 - 95C 5 sec none 

   72C 1 min  
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บทที่ 4  
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 

4.1 ข้อมูลพื้นฐานของตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาวิจัย 

ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาวิจัยนี้ได้จากผู้ป่วยที่ได้รับการล้างไตทางช่องท้องที่มีการติดเชื้อใน

ช่องท้องที่เข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์จ านวน 7 ราย โรงพยาบาลบ้านแพ้ว (สาขา

พร้อมมิตร) จ านวน 74 ราย โรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค์ จังหวัดอุบลราชธานี จ านวน 17 ราย 

โรงพยาบาลพิจิตร จังหวัดพิจิตรจ านวน 3 ราย และโรงพยาบาลพระพุทธบาท จังหวัดสระบุรี

จ านวน 1 ราย รวมทั้งหมด 102 ราย มีอายุตั้งแต่ 18 ปีจนถึง 89 ปี ค่าเฉลี่ยอายุของตัวอย่างที่

ศึกษามีค่าเท่ากับ 60.28 ปี (57.22, 63.34; 95% CI) เป็นเพศชายจ านวน 46 ราย คิดเป็นร้อยละ 

45.1 และเป็นเพศหญิงจ านวน 56 ราย คิดเป็นร้อยละ 54.9 ของตัวอย่างทั้งหมด (ตารางที่ 9) 

ตารางที่ 9  แสดงข้อมูลพ้ืนฐานของตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา 
  ตัวอย่างผู้ป่วย 102 ราย 

  มัธยฐาน, ค่าเฉลี่ย (ค่าต่ าสุด-สูงสุด) 

อายุเฉลี่ย (ปี)  61.00, 60.28 (18.00-89.00) 

เพศ ชาย 46 (45.1) 

 หญิง 56 (54.9) 

น้ าหนัก (kg)  55.30, 56.89 (35.00-106.00) 

ส่วนสูง (cm)  160.00, 159.18 (145.00-178.00) 

ดัชนีมวลกาย (BMI; Kg/m2)  21.72, 22.63 (15.56-37.11) 
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4.2 ผลการทดสอบหา sensitivity ของเทคนิค PCR ในการวิเคราะห์เชื้อแบคทีเรียมาตรฐาน 

4.2.1 การทดสอบหา sensitivity เมื่อสกัด DNA ด้วยวิธี phenol-chloroform โดยการ spike 

เชื้อ Escherichia coli ซ่ึงเป็นแบคทีเรียชนิดแกรมลบ ท า serial dilution แล้วตรวจวดัด้วยวิธี PCR 

โดย DNA ที่สกัดได้ มีค่าความเข้มข้น 1347.49 ng/µl ค่า 260/280 เท่ากับ 1.69 และค่า 260/230 

เท่ากับ 2.03 (รูปที่ 11) 

 

 

 

รูปที่ 11 แสดงผลการทดสอบ sensitivity ของ 16s rDNA โดยวิธี conventional PCR โดยที่ (1)   
คือ 10-1 และ (10) คือ 10-10 

 

จากรูปที่ 11 มีการแสดงออกของ band ที่ หมายเลข (1) และ (2) ดังนั้น ปริมาณเชื้อแบคทีเรียที่

น้อยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธี conventional PCR เท่ากับ 7.28x105 cfu/ml 

 

4.2.2 การทดสอบหา sensitivity เมื่อสกัด DNA ด้วยวิธี boiling โดยการ spike เชื้อ E. coli 

(รูปที่ 12) และS. aureus (รูปที่ 13) 

 

 

 

 

500 bp 

 1       2     3     4      5      6      7      8     9      10    N 
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รูปที่ 12 แสดงผลการทดสอบ sensitivity ของ 16S rDNA โดยวิธี conventional PCR สกัด DNA
โดยวิธี boiling spike เชื้อ E. coli โดยที่ (1)   คือ 108 และ (8) คือ 10 
 

 จากรูปที่ 12 มีการแสดงออกของ band ที่ หมายเลข (1) แสดงให้เห็นว่า ปริมาณเชื้อ       

E. coli ที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธี conventional PCR สกัดโดยวิธี boiling เท่ากับ 

1.3x108 cfu/ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

    1     2     3      4     5    6     7     8     N     P  

500 bp 
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รูปที่ 13 แสดงผลการทดสอบ sensitivity ของ 16S rDNA โดยวิธี conventional PCR สกัดดีเอ็นเอ
โดยวิธี boiling spike เชื้อ S. aureus โดยที่ (1)   คือ 108 และ (8) คือ 10 
  

จากรูปที่ 13 ไม่มีการแสดงออกของ band จากการทดสอบ PCR product ด้วย gel 

electrophoresis แสดงให้เห็นว่า ปริมาณเชื้อ S. aureus ที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธี 

conventional PCR สกัดโดยวิธี boiling จะต้องมีปริมาณเชื้อมากกว่า 1.3x108 cfu/ml  

 

 

 

 

 

 

 

     1      2      3      4     5         6      7      8     N     P  

500 bp 
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4.2.3 การทดสอบหา sensitivity เมื่อสกัด DNA ด้วยวิธี phenol-chloroform และย่อยผนังเซลล์

ของแบคทีเรียด้วย lysozyme โดยการ spike เชื้อ E. coli และ S. aureus (รูปที่ 14) 

 

 

รูปที่ 14 แสดงผลการทดสอบ sensitivity ของ 16S rDNA โดยวิธี conventional PCR โดยการเติม 
lysozyme spike เชื้อ E. coli และ S. aureus โดยที่ (1)   คือ 108 E. coli,  (7) คือ 102 E .coli, 
(8) คือ 108 S. aureus และ (13) คือ 103 S. aureus 
 

จากรูปที่ 14 มีการแสดงออกของ band ที่ หมายเลข (1) และหมายเลข (2) แสดงให้เห็นว่า 

การทดสอบ sensitivity โดยการเติม lysozyme ก่อนที่จะสกัดดีเอ็นเอเพ่ือช่วยย่อยผนังเซลล์ 

ปริมาณเชื้อ E.coli ที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธี conventional PCR เท่ากับ 1.3x107 

cfu/ml และ มีการแสดงออกของ band ที่หมายเลข (8) แสดงว่าปริมาณเชื้อ S. aureus ที่น้อยที่สุด

ที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธี conventional PCR เท่ากับ 2.75x108 cfu/ml 

 

 

 

 

      1     2     3    4     5     6     7    N    8    9   10    11   12   13          P  

500 bp 
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4.3 ผลการทดสอบ sensitivity ของ 16S rDNA ด้วยวิธี real-time PCR 

ในการทดสอบ sensitivity ของ 16S rDNA โดยการ spike เชื่อ Escherichia coli ซึ่งเป็น

แบคทีเรียชนิดแกรมลบ โดยการท า serial dilution แล้วตรวจวัดด้วยวิธี real-time PCR (รูปที่ 15 

และ 16) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 15 แสดง amplification curves ของการทดสอบ sensitivity ของ 16S rDNA โดยวิธี real-
time PCR โดยที่ (1) คือ 10-1, (2) คือ 10-2 และ (3) คือ 10-3 

 

รูปที่ 16 แสดง melting peaks ของการทดสอบ sensitivity ของ 16S rDNA โดยวิธี real-time 
PCR 

 

1 
2 

3 
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จากรูปที่ 15 และรูปที่ 16 แสดงถึง amplification curve และ melting ของการทดสอบด้วยวิธี 

real-time PCR แสดงให้เห็นว่า ปริมาณเชื้อแบคทีเรียที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธี real-

time PCR เท่ากับ 7.28x104 cfu/ml 

 

4.4 ผลการเพาะเลี้ยงเชื้อตัวอย่างจากผู้ป่วย 

เมื่อน าตัวอย่างน้ ายา PD จากผู้ป่วยโรงพยาบาลต่างๆ ทั้งหมด 102 ราย น าไปเพาะเลี้ยงเชื้อ 

ได้ผลเพาะเลี้ยงเชื้อเป็นบวกจ านวน 69 ตัวอย่างและผลการเพาะเชื้อเป็นลบจ านวน 33 ตัวอย่าง (รูป

ที่ 17-18, ตารางที่ 10) 

 

 

รูปที่ 17 แสดงผลการเพาะเลี้ยงเชื้อตัวอย่างน้ ายา PD จากผู้ป่วย 
 

 

 

 

 

68% 

32% 

ผลการเพาะเลี้ยงเชื้อจากตัวอย่าง 
น้ ายา PD จากผู้ป่วย 

positive

negative
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ตารางที่ 10 แสดงชนิดของเชื้อแบคทีเรียได้จากจากการเพาะเลี้ยงจากตัวอย่างน้ ายา PD 
กลุ่มเชื้อ ชนิดของเชื้อ จ านวนผู้ป่วย 

Gram positive Streptococcus group D 9 

 Streptococcus not group D 1 

 Streptococcus viridians 4 

 Staphylococcus aureus 3 

 Staphylococcus coagulase negative 10 

 Corynebacterium spp. 5 

 Enterococcus faecalis 8 

Gram Negative Salmonella group D 2 

 Morganella morganii 

Klebsiella oxytoca 

2 

2 

 Klebsiella spp. 

Klebsiella pneumoniae 

1 

10 

 Pseudomonas spp. 1 

 Escherichia coli 14 

 Serratia marcescens 2 

 Burkholderia pseudomallei 1 
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รูปที่ 18 แสดงเชื้อชนิดต่างๆ ที่สามารถเพาะเลี้ยงได้จากน้ ายา PD 
 

 

 

 

 

 

 

19% 

13% 

13% 
12% 

11% 

7% 

5% 
4% 

3% 3% 

3% 
3% 1% 

1% 

1% 1% 

เชื้อชนิดต่างๆ ที่สามารถเพาะเลี้ยงได้จากน้ ายา PD  

Escherichia coli

Staphylococcus coagulase
negative
Klebsiella pneumoniae

Streptococcus group D

Enterococcus faecalis

Corynebacterium spp.

Streptococcus viridans

Staphylococcus aureus

Morganella morganii

Serratia marcescens

Klebsiella oxytoca

Salmonella group D

Burkholderia pseudomallei

Streptococcus not group D
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4.5 ผลการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมของ 16S rDNA ด้วยวิธี conventional PCR 

ผลการทดสอบหาช่วงอุณหภูมิที่ เหมาะสมในการท า PCR จากตัวอย่างน้ าจากขวด 
Hemoculture (รูปที่ 19) 

 

รูปที่ 19 แสดงผลการทดสอบช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท า PCR ด้วย 16S rDNA โดยที่ (1) คือ 

60C, (2) คือ 59C, (3) คือ 57C, (4) คือ 54.3C, (5) คือ 50.9C, (6) คือ 48.1C, (7)คือ 

46.1C, (8) คือ 45C  
  

 จากรูปที่ 19 มีการแสดงออกของ band จากการทดสอบด้วยวิธี conventional PCR ที่

หมายเลข (8) แสดงให้เห็นว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท า PCR คือ 45C 

 การเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมของ 16S rDNA ด้วยวิธี PCR จากตัวอย่างน้ ายา PD พบว่า
ตัวอย่างน้ ายา PD จากผู้ป่วยจ านวน 102 ราย ให้ผล positive กับ 16S rDNA จ านวน 19 ราย (รูปที่ 
20-21) 

 

 

 

 

 

 

1     2    3     4     5      6     7     8     P    N 

500 bp 
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รูปที่ 20 แสดงผลการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมของ 16S rDNA ด้วยวิธี PCR 
 
 

 
 
 

 
 
 

รูปที่ 21 แสดงตัวอย่างการผลการตรวจหา PCR product โดยวิธี gel electrophoresis 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

19% 

81% 

แสดงผลการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมของ 16S rDNA ด้วยวิธี 
Polymerase chain Reaction (PCR) 

positive

negative

  72     80    82    85     86    98    99   100   121 122   130   131  132   133   134   135   136   137    P 
  

500 bp 
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จากข้อมูลทั้งหมด น ามากรอกข้อมูลในตาราง 2x2 (ตารางที่ 11) 

ตารางที่ 11 แสดงข้อมูลการเปรียบเทียบระหว่างผลการเพาะเลี้ยงเชื้อและการท า PCR 

PCR 
culture technique 

sub-total 
culture +ve culture -ve 

PCR +ve 18 1 19 

PCR -ve 51 32 83 

 69 33 102 

 

จากตารางที่ 11 สามารถน าไปค านวณได้ดังนี้ 

Sensitivity  

 

 

 

 

Specificity 

 

 

 

 

 

Sensitivity = True positive

True positive+False negative
 

= 18

18+51
 x 100 

= 26.09% 

Specificity = True negative

False positive+True negative
 

= 32

1+32
 x 100 

= 96.97% 
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Positive predictive value 

 

 

 

 

 

Negative predictive value 

 

Sensitivity 26.09 % 16.26% to 38.06%: 95% CI  

Specificity 96.97 % 84.18 % to 99.49 %: 95% CI 

Positive Predictive value 94.74% 73.90 % to 99.12 %: 95% CI 

Negative Predictive value 38.55% 28.07 % to 49.88 %: 95% CI 

 

 

Positive predictive value  = True positive

True positive + False positive
 

= 18

18 + 1
 x 100 

= 94.74% 

Negative predictive value  = True negative

False negative +True negative
 

= 32

51+32
 x 100 

= 38.55% 
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รูปที่ 22 แสดงตัวอย่างผลที่ได้จากการ sequencing 
 

เมื่อน าผลจากการท า Polymerase chain reaction ที่ให้ผลเป็นบวกไป sequencing ได้ผลดังนี้คือ 

ตารางที่ 12 แสดงผลการเปรียบเทียบระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อและ PCR sequencing 
Result culture  PCR Sequencing Identities 

Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis  509/514(99%) 

Streptococcus group D Streptococcus pasteurianus  468/473(99%) 

Streptococcus viridans Streptococcus spp. 482/487(99%) 

Streptococcus not group D Streptococcus pasteurianus  499/506(99%) 

Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis 491/503(98%) 

No growth Streptococcus salivarius 492/495(99%) 

Streptococcus group D Streptococcus pasteurianus  493/498(99%) 

Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae  486/491(99%) 

Escherichia coli Escherichia coli  483/485(99%) 

Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis  508/514(99%) 
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Result culture  PCR Sequencing Identities 

Escherichia coli Escherichia coli  484/488(99%) 
Escherichia coli Klebsiella spp.  476/486(98%) 
Klebsiella pneumoniae Escherichia coli  492/496(99%) 

Streptococcus viridans no result  

Streptococcus viridans, 
Streptococcus group D 

Enterobacter spp. 60/68(88%) 

Escherichia coli Escherichia coli  490/495(99%) 

Klebsiella pneumoniae no result  

Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae  450/452(99%) 

Streptococcus group D Streptococcus pasteurianus  489/494(99%) 

 

 จากตารางที่ 12 แสดงการเปรียบเทียบผลระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อและ PCR sequencing 
พบว่า มีค่าเปอร์เซ็นต์ identities ส่วนใหญ่อยู่ระหว่าง 98-99%  

4.6 ผลการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมของ 16S rDNA ด้วยวิธี real-time PCR 

 จากการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมของ 16S rDNA ด้วยวธิี real-time PCR จากตัวอย่าง
น้ ายา PD พบว่าตัวอย่างจ านวน 102 ราย ให้ผล positive กับ 16S rDNA จ านวน 67 ราย (รูปที่ 23-
25) 
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รูปที่ 23 แสดงผลการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมของ 16S rDNA ด้วยวิธี real-time PCR 
 

 

รูปที่ 24 แสดงตัวอย่างกราฟของ melting peaks จากปฏิกิริยา real-time PCR 
 

66% 

34% 

แสดงผลการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมของ 16S rDNA ด้วยวิธี 
Real-time Polymerase chain Reaction (Real-time PCR) 

positive

negative
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รูปที่ 25 แสดงตัวอย่างกราฟของ amplification curves จากปฏิกิริยา real-time PCR 
 

จากข้อมูลทั้งหมด สามารถแสดงออกมาในรูปของตาราง (ตารางที่ 13) 

ตารางที่ 13 แสดงข้อมูลการเปรียบเทียบระหว่างผลการเพาะเลี้ยงเชื้อและการท า real-time PCR 

PCR culture technique 
Sub-Total 

Culture +ve Culture -ve 

PCR +ve 
PCR -ve 

51 
18 

16 
17 

67 
35 

 69 33 102 

 

จากตารางที่ 13 สามารถน าไปค านวณได้ผลดังนี้ 

 

 



 

 

75 

 Sensitivity  

 

 

   

Specificity 

 

 

 

 

 

 

 

Positive predictive value 

 

 

 

 

 

 

Sensitivity = True positive

True positive + False negative
 

= 51

51 + 18
 x 100 

= 73.91% 

Specificity = True negative

False positive + True negative
 

= 17

16 + 17
 x 100 

= 51.52% 

Positive predictive value  = True positive

True positive + False positive
 

= 51

51 + 16
 x 100 

= 76.12% 
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Negative predictive value 

 

Sensitivity 73.91 % 61.94 % to 83.74 %: 95% CI 

Specificity 51.52 %  33.55 % to 69.19 %: 95% CI 

Positive Predictive value 76.12% 64.13 % to 85.68 %: 95% CI 

Negative Predictive value 48.57% 31.39 % to 66.00 %: 95% CI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Negative predictive value  = True negative

False negative +True negative
 

= 17

18 + 17
 x 100 

= 48.57% 
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6.7 การเปรียบเทียบผลระหว่าง PCR และ real-time PCR 

 

 
รูปที่ 26 แสดงข้อมูลเปรียบเทียบระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อ PCR และ real-time PCR 
 

 จากรูปที่ 26 แสดงข้อมูลเปรียบเทียบระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อ PCR และ real-time PCR 
พบว่าการทดสอบด้วยวิธี real-time PCR ให้ผลเป็นบวกที่ใกล้เคียงกับการเพาะเลี้ยงเชื้อมากกว่าการ
ทดสอบด้วยวิธี PCR 

 

ตารางที่ 14 แสดงข้อมูลเปรียบเทียบระหว่าง PCR และ real-time PCR 

 PCR real-time PCR 

Sensitivity 26.09 % 73.91 % 

Specificity 96.97 % 51.52 % 

Positive Predictive value 94.74% 76.12% 

Negative Predictive value 38.55% 48.57% 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

culture PCR Realtime-PCR

จ ำ
นว

น 

การเปรียบเทียบระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อ,  
PCR และ Real-time PCR 

positive

negative



 

 

78 

 จากตารางที่ 14 พบว่า การทดสอบด้วยวิธี real-time PCR มีค่าความไวและค่าพยากรณ์ลบ
ที่ดีกว่าการทดสอบด้วยวิธี PCR แต่มีค่าความจ าเพาะ ค่าพยากรณ์บวกท่ีน้อยกว่า เมื่อมีการเพาะเลี้ยง
เชื้อเป็นวิธีมาตรฐาน 

 

6.8 การเปรียบเทียบผลการวิจัยกับการศึกษาวิจัยก่อนหน้านี้โดย Ciesielczuk HL และคณะ 
[10]และ Kim SH และคณะ[56] 

ตารางที่ 15 แสดงข้อมูลการเปรียบเทียบระหว่างผลการเพาะเลี้ยงเชื้อและการท า broad-range PCR 
ของ CAPD culture fluid  โดย Kim SH และคณะ[56] 

PCR 
Culture technique 

Sub-Total 
Culture +ve Culture -ve 

PCR +ve 53 1 54 
PCR -ve 2 44 46 

 55 45 100 

 
   
ตารางที่ 16 แสดงข้อมูลเปรียบเทียบระหว่างผลการศึกษาในครั้งนี้กับผลการศึกษาโดย Kim SH และ
คณะ[56] 

 Conventional PCR Kim SH และคณะ 

Sensitivity 26.09 % 96.36% 

Specificity 96.97 % 97.78% 

Positive Predictive value 94.74% 98.15% 

Negative Predictive value 38.55% 95.65% 

 

 จากตารางที่ 15 เป็นผลจากการศึกษาครั้งที่ผ่านมา โดย Kim SH และคณะ[56] โดยมี
การศึกษาเปรียบเทียบระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อและการท า board-range PCR ของ CAPD culture 
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fluid เมื่อน าข้อมูลไปค านวณค่าความไว ความจ าเพาะ ค่าพยากรณ์บวก ค่าพยากรณ์ลบ และน าค่าที่
ได้ไปเปรียบเทียบกับการศึกษาครั้งนี้ (ตารางที่ 16) พบว่าการศึกษาของ Kim SH และคณะ[56] มีค่า
ความไว ความจ าเพาะ ค่าพยากรณ์บวก และค่าพยากรณ์ลบที่ดีกว่า ทั้งนี้เนื่องจาก การศึกษาของ 
Kim SH และคณะ[56] เป็นการศึกษาจากตัวอย่าง CAPD culture fluid ซึ่งจะมีปริมาณเชื้อใน
ตัวอย่างที่มากกว่าการตรวจวัดจากตัวอย่างน้ ายา PD โดยตรง 

ตารางที่ 17 แสดงข้อมูลเปรียบเทียบระหว่างผลการศึกษาในครั้งนี้ กับผลการศึกษาโดย Ciesielczuk 
HL และคณะ[10] โดยวิธี real-time PCR 

 SYBR Green I real-
time PCR 

Ciesielczuk HL และ
คณะ 

Sensitivity 73.91 % 69% 

Specificity 51.52 % 63% 

Positive Predictive value 76.12% 75% 

Negative Predictive value 48.57% 56% 

 

 จากตารางที่ 17 เป็นผลจากการศึกษาครั้งที่ผ่านมา โดย Ciesielczuk  HL และคณะ[10] 
โดยมีการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อและการท า real-time PCR เมื่อน าข้อมูลไป
ค านวณค่าความไว ความจ าเพาะ ค่าพยากรณ์บวก ค่าพยากรณ์ลบ และน าค่าที่ได้ไปเปรียบเทียบกับ
การศึกษาครั้งนี้ พบว่าการศึกษาของ Ciesielczuk HL และคณะ[10] มีค่าความไว และค่าพยากรณ์
บวกน้อยกว่า แต่มีค่าความจ าเพาะ และค่าพยากรณ์ลบที่มากกว่าการศึกษาครั้งนี้ 
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บทที่ 5  
อภิปรายผลการวิจัย สรุป และข้อเสนอแนะ 

 

5.1 อภิปรายผลการวิจัย 

 Peritonitis เป็นปัญหาที่ส าคัญของผู้ป่วยที่ได้รับการล้างไตทางช่องท้อง รวมถึงการติดเชื้อที่

รุนแรงและเรื้อรังท าให้เกิดการเสื่อมสภาพของเยื่อบุช่องท้องหรือท าให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้ ในการศึกษา

วิจัยครั้งนี้ เป็นการศึกษาเพ่ือพัฒนาเทคนิคการตรวจวัดการติดเชื้อแบคทีเรียในผู้ป่วย peritonitis 

ด้วยวิธี PCR เพ่ือประสิทธิภาพสูงสุดในการวินิจฉัยและการรักษาผู้ป่วย 

 จากการผลการทดสอบหาค่า sensitivity ของเทคนิค PCR ในการวิเคราะห์เชื้อแบคทีเรีย

มาตรฐาน เพ่ือหาปริมาณแบคทีเรียที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยเทคนิค PCR ปริมาณเชื้อ

แบคทีเรียที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธี conventional PCR จากการ spike เชื้อ 

Escherichia coli เมื่อสกัด DNA ด้วยวิธี phenol-chloroform เท่ากับ 7.28x105 cfu/ml เมื่อ

ทดสอบหา sensitivity เมื่อสกัด DNA ด้วยวิธี boiling โดยการ spike เชื้อ E. coli ปริมาณเชื้อ       

E. coli ที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธี conventional PCR สกัดโดยวิธี boiling เท่ากับ 

1.3x108 cfu/ml ในขณะเดียวกัน spike เชื้อ S. aureus ไม่มีการแสดงออกของ band จากการ

ทดสอบ PCR product ด้วย gel electrophoresis แสดงให้เห็นว่า ปริมาณเชื้อ S. aureus ที่น้อย

ที่สุดที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธี conventional PCR สกัดโดยวิธี boiling จะต้องมีปริมาณเชื้อ

มากกว่า 1.3x108 cfu/ml เนื่องมาจาก S. aureus เป็นแบคทีเรียชนิดแกรมบวก มีผนังเซลล์ที่หนา

กว่าแบคทีเรียชนิดแกรมลบ[57] นอกจากนี้ ได้ท าการทดสอบเพ่ิมเติมโดยการย่อยผนังเซลล์ด้วย 

lysozyme โดยการ spike เชื้อ E. coli และ S. aureus ผลปรากฏว่า ปริมาณเชื้อ E.coli ที่น้อยที่สุด

ที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธี conventional PCR เท่ากับ 1.3x107 cfu/ml และ ปริมาณเชื้อ S. 

aureus ที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธี conventional PCR เท่ากับ 2.75x108 cfu/ml ใน

ขณะเดียวกัน ได้ท าการทดสอบ sensitivity ของ 16S rDNA ด้วยวิธี real-time PCR โดยการ spike 

เชื่อ Escherichia coli ซึ่งเป็นแบคทีเรียชนิดแกรมลบ โดยการท า serial dilution ผลปรากฏว่า 

ปริมาณเชื้อแบคทีเรียที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธี real-time PCR เท่ากับ 7.28x104 
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cfu/ml เมื่อเราเปรียบเทียบกันระหว่าง conventional PCR และ real-time PCR พบว่า วิธี real-

time PCR สามารถตรวจวัดได้ดีกว่า conventional PCR 

จากผลการทดลองพบว่า การเพาะเลี้ยงเชื้อให้ผลเป็นบวก 68% และผลการเพาะเลี้ยงเป็นลบ 

32% ประกอบด้วยกลุ่มเชื้อทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ เช่น Streptococcus 

group D, Streptococcus not group D, Streptococcus viridians, Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus coagulase negative, Corynebacterium spp., Enterococcus faecalis, 

Salmonella group D, Morganella morganii, Klebsiella oxytoca, Klebsiella spp., 

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas spp., Escherichia coli, Serratia marcescens, 

Burkholderia pseudomallei  

 ในการตรวจวัดการติดเชื้อ โดยมี target gene เป็น 16S rDNA ด้วยวิธ ีconventional PCR 
ผลการทดสอบหาช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท า PCR จากตัวอย่างน้ าจากขวด Hemoculture 

พบว่า อุณหภูมิที่เหมาะสมในการท า PCR คือ 45C เมื่อเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมของ 16S rDNA 
ด้วยวิธี PCR จากตัวอย่างน้ ายา PD พบว่าตัวอย่างน้ ายา PD จากผู้ป่วยจ านวน 102 ราย ให้ผล 
positive กับ 16S rDNA จ านวน 19 ราย เมื่อน าข้อมูลน ามากรอกข้อมูลในตาราง 2x2  เปรียบเทียบ
ระหว่า conventional PCRและการเพาะเลี้ยงเชื้อ[58] พบว่า การวินิจฉัยด้วยวิธี conventional 
PCR ให้ผลเป็นบวก 26% ของตัวอย่างที่ให้ผลเป็นบวกด้วยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อทั้งหมด มีค่า sensitivity 
26.09% specificity 96.97% positive predictive value 94.74% Negative predictive value 
38.55% เมื่อเปรียบเทียบกับผลการวิจัยที่ผ่านมาโดย Kim SH และคณะ [56] โดยมีการศึกษา
เปรียบเทียบระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อและการท า board-range PCR ของ CAPD culture fluid 
เมื่อน าข้อมูลไปค านวณค่าความไว ความจ าเพาะ ค่าพยากรณ์บวก ค่าพยากรณ์ลบ และน าค่าที่ได้ไป
เปรียบเทียบกับการศึกษาครั้งนี้ พบว่าการศึกษาของ Kim SH และคณะ[56] มีค่าความไว 
ความจ าเพาะ ค่าพยากรณ์บวก และค่าพยากรณ์ลบที่ดีกว่า ทั้งนี้เนื่องจาก การศึกษาของ Kim SH 
และคณะ[56] เป็นการศึกษาจากตัวอย่าง CAPD culture fluid ซึ่งจะมีปริมาณเชื้อในตัวอย่างที่
มากกว่าการตรวจวัดจากตัวอย่างน้ ายา PD โดยตรง เมื่อน าผลจากการท า Polymerase chain 
reaction ที่ให้ผลเป็นบวกไป sequencing พบว่า ผล sequencing ส่วนใหญม่ีค่าเปอร์เซ็นต์ 
identities อยู่ที่ 98-99% มีเพียงบางรายที่ไม่สามารถอ่านผล sequencing ได้เนื่องจากลักษณะของ
กราฟ sequencing มีการซ้อนทับกัน ซึ่งเมื่อน าตัวอย่างนั้นๆ ไปท าการ clone พบว่าผลที่ได้ไม่
แตกต่างจากการเพาะเลี้ยงเชื้อ 
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 ในการตรวจวัดการติดเชื้อ โดยมี target gene เป็น 16S rDNA ด้วยวิธี real-time PCR จาก
ตัวอย่างน้ ายา PD พบว่าตัวอย่างจ านวน 102 ราย ให้ผล positive กับ 16S rDNA จ านวน 67 ราย 
เมื่อน าข้อมูลน ามากรอกข้อมูลในตาราง 2x2  เปรียบเทียบระหว่าง real-time PCR และการ
เพาะเลี้ยงเชื้อ มีค่ามีค่า sensitivity 73.91% specificity 51.52% positive predictive value 
76.12% Negative predictive value 48.57% เมื่อเปรียบเทียบกับผลการวิจัยที่ผ่านมา โดย 
Ciesielczuk  HL และคณะ[10] โดยมีการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อและการท า 
real-time PCR เมื่อน าข้อมูลไปค านวณค่าความไว ความจ าเพาะ ค่าพยากรณ์บวก ค่าพยากรณ์ลบ 
และน าค่าที่ได้ไปเปรียบเทียบกับการศึกษาครั้งนี้ พบว่าการศึกษาของ Ciesielczuk HL และคณะ[10] 
มีค่าความไว และค่าพยากรณ์บวกน้อยกว่า แต่มีค่าความจ าเพาะ และค่าพยากรณ์ลบที่มากกว่า
การศึกษาครั้งนี ้

 เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง conventional PCR และ real-time PCR ในการศึกษาครั้งนี้ การ
วินิจฉัยด้วยวิธี real-time PCR มีความไวในการตรวจวินิจฉัยโรคมากกว่า เนื่องมาจากการวินิจฉัยด้วย
วิธี real-time PCR มีความไวในการตรวจวินิจฉัยมากกว่าการตรวจวินิจฉัยด้วยวิธี conventional 
PCR ที่ไม่สามารถตรวจจับได้ด้วย ethidium bromide[59] ดังจะเห็นได้จากผลการผลวิจัย ร้อยละ 3 
ของ real-time PCR ที่ให้ผลเป็นบวก มีค่า Cp ที่น้อยกว่า 20 cycles ซึ่งจะแสดงให้เห็นถึงการมี
ปริมาณของ DNA ของแบคทีเรียในปริมาณที่สูงซึ่งสอดคล้องกันกับการให้ผลเป็นบวกโดยวิธ ี
conventional PCR และการที่ผลการเพาะเลี้ยงเชื้อให้ผลเป็นบวกท้ังในขวด hemoculture และวุ้น
เลี้ยงเชื้อ และกว่าร้อยละ 18 ของตัวอย่าง real-time PCR ที่ให้ผลเป็นบวกมีค่า Cp ที่มากกว่า 27 
cycles บ่งชี้ถึงปริมาณ DNA ของแบคทีเรียในปริมาณท่ีต่ า โดยที่เกณฑ์ในการพิจารณาการให้ผลเป็น
บวกของการตรวจวินิจฉัยด้วยวิธี real-time PCR ทางผู้วิจัย ได้อาศัยหลักเกณฑ์อ้างอิงของ Edwards 
KJ และคณะ[50] ที่ได้กล่าวว่า ตัวอย่างที่ให้ผลเป็นบวกต้องมีค่า Cp น้อยกว่าหรือเท่ากับ negative 
control 3 cycles และท่ีส าคัญลักษณะของ melting peak ต้องแสดงลักษณะของ peak เพียง 
peak เดียว และมีความแตกต่างจาก melting peak ของ negative control อย่างชัดเจน [60] 

 ในกลุ่มที่มีผลการเพาะเลี้ยงเชื้อเป็นลบ พบว่าการตรวจวัดด้วยวิธี conventional PCR มีค่า 
false positive 3% ของตัวอย่างที่ให้ผลเป็นลบด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ และวิธี real-time PCR มี
ค่า false positive 48% ของตัวอย่างที่ให้ผลเป็นลบด้วยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ จะเห็นได้ว่า วิธีนี้อาจจะยัง
ไม่เหมาะเท่าที่ควรในการน าไปใช้ทดสอบแทนวิธีมาตรฐาน ควรมีการพัฒนาและปรับปรุงให้มี
ความจ าเพาะมากกว่านี้ จึงจะสามารถน าไปทดแทนวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อได้ อาจปรับเปลี่ยน PCR 
condition ให้มีความจ าเพาะมากขึ้น หรือเปลี่ยนแปลงต าแหน่งของ primer ให้มีความจ าเพาะ
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มากกว่านี้ ถึงอย่างไรก็ตาม การตรวจวัดด้วยวิธี real-time PCR ยังคงมีข้อดีกว่าในแง่ของเวลาที่มี
ความรวดเร็วกว่าการเพาะเลี้ยงเชื้อ มีงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่ได้กล่าวถึงการน า 16S rDNA มาใช้ในการ
วินิจฉัยการติดเชื้อแบคทีเรียทั้งจากตัวอย่างจากเลือด, น้ าไขสันหลัง, เนื้อเยื่อติดเชื้อต่างๆ[7, 50, 61-
65] หรือแม้แต่ตัวอย่างจากน้ ายาล้างไตทางช่องท้องของผู้ป่วยภาวะ peritonitis โดย Kim SH และ
คณะ ได้ท าการทดสอบในตัวอย่าง CAPD culture fluid โดยเปรียบเทียบกับวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ  
Ciesielczuk HL และคณะ[10] ได้กล่าวว่า การที่ผลความไวและความจ าเพาะไม่สูงเมื่อเทียบกับการ
เพาะเลี้ยงเชื้ออาจเนื่องมาจากการที่ในตัวอย่างดังกล่าวมีการปนเปื้อนของเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือด
ขาว ซึ่งอาจมีผลไปยับยั้งปฏิกิริยา PCR ก็เป็นได้ 

 อย่างไรก็ตาม การตรวจวัดวินิจฉัยด้วยวิธี real-time PCR เมื่อเปรียบเทียบด้วยวธิ ี

conventional PCR การทดสอบด้วยวิธี real-time PCR มีความไวในการตรวจวัดมากกว่า 

conventional PCR แต่ยังคงต้องมีการพัฒนาความจ าเพาะในการตรวจวัดมากยิ่งข้ึนด้วยการเลือก

วิธีการสกัดวิธีอ่ืนๆ เพ่ือให้ได้ปริมาณ DNA ของแบคทีเรียมากยิ่งขึ้น การทดสอบด้วย primer ของ 

16S rDNA ในส่วนของ region อ่ืนๆ เพ่ือประสิทธิภาพสูงสุดในการวินิจฉัยการติดเชื้อ อันจะเกิด

ประโยชน์ต่อผู้ป่วยและการเลือกยาปฏิชีวนะในการรักษาผู้ป่วยต่อไป 

 

5.2 สรุปผลการวิจัย 

 การตรวจวัดการติดเชื้อแบคทีเรียในผู้ป่วยภาวะ peritonitis ที่ได้รับการล้างไตทางช่องท้อง

โดยใช้ 16S rDNA สามารถที่จะน าไปใช้ในการตรวจวัดการติดเชื้อแบคทีเรียได้ แต่ยังคงต้องการการ

พัฒนาเทคนิคต่างๆ เพื่อประโยชน์สูงสุดในการรักษาผู้ป่วยต่อไป 

5.3 ข้อเสนอแนะ 

 จากการศึกษาครั้งนี้ สามารถน าไปใช้ในการอ้างอิงเพ่ือศึกษาและพัฒนาการตรวจวัดการติด

เชื้อแบคทีเรียโดยใช้ 16S rDNA ได้ แต่ควรท าการศึกษาเพ่ิมเติมถึงข้ันตอนการสกัดเพ่ือลดปัจจัยที่จะ

ไปยับยั้งปฏิกิริยาการท า PCRและเพ่ือให้ได้ปริมาณ DNA ของเชื้อแบคทีเรียสูงสุด, การเลือก primer 

ในส่วนของ region อ่ืนๆ ของ 16S rDNA เพ่ือให้ครอบคลุมการตรวจวัดแบคทีเรียมากกว่านี้ เพ่ือเพ่ิม

ความไว ความจ าเพาะ เพ่ือประโยชน์สูงสุดในการรักษาผู้ป่วยต่อไปในอนาคต 
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ภาคผนวก  

 

เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 

1. เครื่องมือ 
1.1 Analytical balance (Ohaus: model AR2140) 
1.2 Analytical balance (Denver: model SI-2002) 
1.3 Vortex mixer (Labnet: model VX100) 
1.4 Centrifuge (Beckman Coulter: model Allegra X-15R)  
1.5 Centrifuge (Biosan: model MSC-A300)  
1.6 Refrigerate Microcentrifuge (Eppendorf: model 5415R)  
1.7 Microcentrifuge (Eppendorf: model 5415D) 
1.8 Autoclave (Hiclave: model HVA-85) 
1.9 Freezer-20°C (Sanyo) 
1.10 Freezer–80°C (Sanyo: model MDF-U5086W) 
1.11 Hot air oven (Binder: model B28) 
1.12 Laminar flow (Thermo electron corporation: model SAFE 2010) 
1.13 Laminar flow (Heal Force: model HFsafe-900) 
1.14 pH meter (Fisher scientific: model AB15)  
1.15 Real-Time PCR Systems (Roche Applied Science: model 

LightCycler 2.0) 
1.16 Refrigerator 4ºC (Sharp: model SJD56N) 
1.17 PCR Systems (Bio-Rad: model MJ mini) 
1.18 Power supply (C.B.S. Scientific: model EPS-300 IIV) 

1.19 Horizontal electrophoresis system (Bio-Rad: model SUB-cell GT 
cell) 

1.20 Water bath (Memmert: model M22) 
1.21 Gel Imaging (Quantum: model ST4 1000) 
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2 อุปกรณ ์

2.1 Adjustable micropipette: P2 (0.1-2 µl), P10 (0.5-10 µl), P20 (5-20 

µl), P100 (20-100 µl), P1000 (100-1,000 µl) (Gilson) 

2.2 Pipette tip: 10 µl, 20 µl, 200 µl, 1,000 µl (Labtip) 
2.3 Syringe: 3ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml (Nipro) 
2.4 Needle: 21Gx1”, 18Gx1½” (Nipro) 
2.5 Polypropylene conical tube:15 ml และ 50 ml (Corning) 
2.6 Beaker: 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500ml, 1000 ml (Pyrex)  
2.7 Microcentrifuge tube: 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (Axygen) 
2.8 Parafilm (American Nation Can) 
2.9 Reagent bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml (Pyrex) 
2.10 Lightcycler capillary 20µl (Roche) 
2.11 Glove (Sempermed) 

3. สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

3.1 Sodium dodecyl sulfate, for molecular biology, approx. 99% 

(Sigma: cat. no. L4390) 

3.2 Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate, approx. 

99% titration (Sigma: cat. no. ED2SS) 

3.3 Sodium chloride (Merck) 

3.4 Proteinase K, from Tritirachium album (Sigma: Cat. No. P2308) 

3.5 Absolute Ethanol (Merck) 

3.6 Gotaq Flexi DNA Polymerase (Promega: Cat. No. M8295) 

3.7 dNTP (Thermo scientific) 

3.8 Tris, Ultra Pure, Molecular Biology Grade (Research Organic: Cat. 

No. 9680T) 

3.9 Agarose, Molecular Biology Grade (Vivantis: Cat. No. PC0701) 

3.10 DNA Ladder vc 100bp plus (Vivantis: Cat. No. NL1407) 

3.11 Blue/Orange 6x Loading Dye (Promega) 
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3.12 SYBR Premix Ex Taq TM, Tli RNaseH Plus (Takara: Cat. No. RR420A) 

3.13 2x Phusion Flash (Thermo scientific) 

3.14 ExoProStarTM 1-step, Enzymatic PCR and Sequence Reaction 

Clean-up kit (GE-Healthcare) 

4 การเตรียมสารเคมี 

4.1 10x TBE buffer  
Tris                          108     g 
Boric acid         55           g 
EDTA                                             7.5           g 
Add water to 1000 ml. 

4.2 Lysis II buffer 

5.0 M NaCl                                          15           ml 

0.5 M EDTA                                         48            ml 

Add water to 500 ml 
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ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

ชื่อ-นามสกุล  (ภาษาไทย)   นางสาวขวัญตา เพชรเผือก  

                 (ภาษาอังกฤษ)  Miss Kwanta Petphuak  

อายุ    28 ปี    เกิด 5 กันยายน 2529  

สัญชาติ ไทย    เชื้อชาติ  ไทย   ศาสนาพุทธ  

สถานภาพ      สมรส 

สถานที่เกิด    จังหวัดพัทลุง 

ที่อยู่ปัจจุบัน   15 หมู่ 3 ต.พนมวังก์ อ.ควนขนุน จ.พัทลุง    

ประวัติการศึกษา  

ระดับปริญญาตรี ส าเร็จการศึกษาวิทยาศาสตร์บัณฑิต (วท.บ.)   

สาขากายภาพบ าบัด จากคณะสหเวชศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย พ.ศ.2551  

ระดับปริญญาโท เข้าศึกษาต่อหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชาวิทยาศาสตร์การแพทย์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย พ.ศ. 
2554 
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