
บทน ำ 
  การติดเชื้อระบบทางเดินหายใจเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญ
ในระดับโลก และเป็นสาเหตุของการเจ็บป่วยและการเสียชีวิตใน
กลุ่มประชากรที่มีความเปราะบาง เช่น เด็ก ผู้สูงอายุ และผู้ที่มี
ภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง เชื้อก่อโรคในระบบทางเดินหายใจมีความ
หลากหลายทั้งไวรัสและแบคทีเรีย และมักก่อให้เกิดอาการทาง
คลินิกที่ไม่จ าเพาะและคล้ายคลึงกัน ส่งผลให้การวินิจฉัยจาก
อาการเพียงอย่างเดียวมีข้อจ ากัด และจ าเป็นต้องอาศัยการตรวจ
วินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการที่มีความถูกต้องและรวดเร็วปัจจุบัน 
 การตรวจด้วยเทคนิคอณูชีววิทยา เช่น real-time PCR ถูกใช้
เป็นมาตรฐานในการตรวจหาเชื้อก่อโรคระบบทางเดินหายใจ 
อย่างไรก็ตาม การตรวจแบบ singleplex หรือ multiplex ที่มี
จ านวนเป้าหมายจ ากัดยังไม่สามารถครอบคลุมเชื้อก่อโรคที่มี
ความส าคัญทางคลินิกได้ทั้งหมด อีกทั้งการตรวจหลายปฏิกิริยายัง
เพิ่มระยะเวลา ต้นทุน และปริมาณตัวอย่างที่ต้องใช้ ซึ่งเป็น
ข้อจ ากัดต่อการตรวจวินิจฉัยและการเฝ้าระวังโรคในวงกว้าง  
 ด้วยเทคนิค MassARRAY มีศักยภำพในกำรตรวจเป้ำหมำย
จ ำนวนมำกพร้อมกันด้วยควำมไวและควำมจ ำเพำะสูง เทคนิคนี้
จึงเหมำะสมส ำหรับกำรพัฒนำชุดตรวจเชื้อก่อโรคแบบ multi-
plex ท่ีต้องกำรควำมครอบคลุมและประสิทธิภำพในกำรตรวจ
วิเครำะห์ 
 ดังนั้น การพัฒนาชุดตรวจเชือ้กอ่โรคระบบทางเดินหายใจโดย
ใช้เทคนิค MassARRAY ซึ่งครอบคลุมเชื้อไวรัสที่ส าคัญ 16 ชนิด 
รวมถึง SARS-CoV-2 (ยนี N และ ORF1ab), Influenza A และ 
B พรอ้มชนดิย่อยที่ส าคัญ, RSV subtype A และ B และ Rhino-
virus A และ B รวมทั้งเชือ้แบคทีเรียก่อโรคระบบทางเดินหายใจ 
3 ชนิด ได้แก ่Bordetella pertussis, Streptococcus pneu-
moniae และ Mycoplasma pneumoniae ช่วยเพิ่มความรวดเร็ว
และความแม่นย าในการตรวจคัดกรอง สนับสนนุการรักษาที่
เหมาะสม และช่วยให้การเฝ้าระวังโรคติดเชื้อระบบทางเดินหายใจ
มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

กำรพัฒนำและประเมินประสิทธิภำพชุดตรวจ 
เชื้อก่อโรคระบบทำงเดินหำยใจด้วยเทคนคิ MassARRAY 

ข้อมูลโดย วิกันย์ดา วรปิติรังส ี

ปฏิสัมพันธ์ระหว่ำงไวรัส โฮสต์ และแบคทีเรียในภำวะกำรติดเชื้อร่วมใน
ระบบทำงเดินหำยใจ 

ภำพ 1 
a. ไวรัสระบบทางเดินหายใจสามารถเกาะและท าลายเซลล์ปอด รวมทั้ง

รบกวนการท างานของระบบภูมิคุ้มกนั ส่งผลให้เชื้อแพร่กระจายลงสู่
ปอดส่วนลึก และเอื้อต่อการเข้ายดึเกาะของแบคทีเรียในเนื้อปอด  

b. การติดเชื้อไวรัสท าให้เนื้อเยื่อปอดเสยีหายและภูมิคุ้มกันอ่อนแอลง 
แบคทีเรียจึงเกาะ เติบโต และก่อการอักเสบได้งา่ย ส่งผลให้ปอด
บาดเจ็บรุนแรงขึ้น 

c. แบคทีเรียบางชนดิใช้โอกาสนี้เพิ่มความรุนแรงของโรค โดยเกาะเซลล์
ปอดที่เสียหายและสร้างสารพิษ ร่วมกับไวรัส ท าให้การติดเชือ้รุนแรง
และรักษายากขึ้น (อา้งอิง) 

ภำพ 2 กลไกที่การติดเชื้อไวรัส SARS-CoV-2 ท าให้ร่างกายเอื้อต่อการตดิ
เชื้อแบคทีเรียร่วม โดยไวรัสส่งผลต่อการสร้างเมือกและการท างานของ
เซลล์ในทางเดินหายใจ ท าให้แบคทีเรยีเกาะและก่อโรคได้ง่ายขึ้น Ref (5) 

Respiratory 
Viruses 
16 Types 

Bacterial 
Pathogens 
3 Types 

Human 
Control gene 



 
 
 
 
 
หลักกำรท ำงำนของ MassARRAY 
 MassARRAY เปน็เทคโนโลยทีีใ่ชใ้นการตรวจวเิคราะหส์ารพนัธกุรรม 
ทัง้ดเีอน็เอ (DNA) และอาร์เอน็เอ (RNA) โดยอาศยัหลกัการของ Multi-
plex PCR ร่วมกบั MALDI-TOF Mass Spectrometry เพือ่ระบุการ
เปลีย่นแปลงของสารพนัธกุรรมไดอ้ยา่งแม่นย า หลกัการท างานของ
เทคโนโลยนีี ้ คือ การวดั “น้ าหนกัมวลโมเลกลุ” ของชิน้ส่วนสาร
พนัธกุรรม ซึง่ประกอบดว้ยเบสพืน้ฐาน 4 ชนดิ ไดแ้ก ่Adenine (A), 
Cytosine (C), Guanine (G) และ Thymine (T) แตล่ะเบสจะมีน้ าหนกั
เฉพาะตวัแตกตา่งกนั ดงันัน้ เม่ือต าแหนง่ของเบสเปลีย่นไป เชน่ การ
กลายพนัธุ ์ (SNP หรือ Variant site) น้ าหนกัของชิน้ส่วนดเีอน็เอกจ็ะ
เปลีย่นไปดว้ย ซึง่สามารถตรวจจบัไดด้ว้ยเคร่ือง MassARRAY 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพ 4 ความแตกต่างของมวลของสารพนัธุกรรมสามารถตรวจจับได้โดยเทคโนโลยี 
MassARRAY 

 
 
 

ต ำแหน่งเป้ำหมำยทั้งหมดในชุดตรวจเชื้อก่อโรคระบบ
ทำงเดินหำยใจด้วยเทคนิค MassARRAY   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Adenine 
Mass: 271.2 Da  

Guanine 
Mass: 287.2 Da  

Cytosine 
Mass: 247.2 Da  

Thymine 
Mass: 327.1 Da  

Detector 
 

Lighter ion 
 

Heavier ion 

 

Ionization 

จุดเด่นของชุดตรวจเชื้อก่อโรคระบบทำงเดินหำยใจ
ด้วยเทคนิค MassARRAY 
• ควำมน่ำเชื่อถือสูง: สามารถตรวจจับกรดนิวคลีอิกของ

เชื้อกอ่โรคได้โดยตรง มีความจ าเพาะและความแม่นย าสูง 
• ต้นทุนต่ ำ: ตรวจหาเชือ้ก่อโรคระบบทางเดินหายใจได้ใน

ปฏิกิริยาเดียว ครอบคลุมเชื้อไวรัส 16 ชนิด และเชื้อ
แบคทีเรีย 3 ชนิด (ค่าตรวจประมาณ 700 บาทตอ่หนึ่ง
ตัวอย่าง)  

• ระยะเวลำในกำรออกผลรวดเรว็และรองรัปริมำณงำน
สูง: สามารถออกรายงานผลการตรวจได้ภายใน 24 
ชั่วโมง  

• มีควำมยืดหยุ่น ใชง้ำนง่ำย และเป็นระบบอัตโนมัติ: 
ขั้นตอนการท างานสะดวก ลดความซับซ้อน และรายงาน
ผลการตรวจแบบอัตโนมัติ  

• รองรับกำรออกแบบรำยงำนผลอัตโนมัติ: สามารถสร้าง
รายงานผลการตรวจได้โดยตรงจากไฟล์ MassARRAY 
และปรับแต่งรายละเอียดของรายงานตามความต้องการ 
ช่วยเพิ่มความรวดเร็วและประสิทธิภาพในการปฏิบัติงาน 

Respiratory Viruses: 16 Types 
Influenza A virus 
Influenza A virus subtype H1N1 
Influenza A virus subtype H3N2 
Influenza A virus subtype H5 
Influenza A virus subtype H7 
Influenza A virus subtype H9 
Influenza A virus subtype H10 
Influenza B virus 
Influenza B virus subtype Victoria 
Influenza B virus subtype Yamagata 
SAR-CoV-2 (N gene) 
SAR-CoV-2 (ORF1ab) 
Respiratory Syncytial Virus (RSV) subtype A 
Respiratory Syncytial Virus (RSV) subtype B 
Rhinovirus A 
Rhinovirus B 

Bacterial Pathogens: 3 Types 
Bordetella pertussis 
Streptococcus pneumoniae 
Mycoplasma pneumonia 

Human Control gene 
RNaseP 

ควำมสัมพันธ์ตำมชว่งเวลำระหว่ำงระดับไวรัส ปริมำณแบคทีเรีย และกำร
ตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน ในกำรติดเชื้อร่วมไวรัส–แบคทีเรีย 

ภำพ 3 หลังการตดิเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่ ปริมาณไวรัสในปอดจะเพิ่มขึ้น
อย่างรวดเร็วและสูงสุดภายใน 2–3 วัน ขณะเดียวกันภูมิคุ้มกันของ
ร่างกาย โดยเฉพาะเซลล์ที่ท าหน้าที่ก าจัดเชื้อในปอดจะลดลง ท าให้
แบคทีเรียเจริญเติบโตได้ง่ายและก่อให้เกิดปอดอักเสบ หากร่างกาย
ควบคุมการติดเชื้อร่วมไม่ได้ อาจท าให้แบคทีเรียเพิ่มจ านวนตอ่เนื่องและ
น าไปสู่อาการรุนแรงหรอืเสียชีวิต Ref (2,3) 

    เทคโนโลย ีMassARRAY มาพร้อมซอฟตแ์วร์ทีใ่ชง้านงา่ย แสดงผลในรูปแบบกราฟและ Spectrum Plot โดยระบบจะแปลงขอ้มูลจาก 
Mass Spectrometry Spectra ของผลติภณัฑ ์ PCR เปน็ค่ามวลโมเลกลุ เปรียบเทยีบกบัฐานขอ้มูลเพือ่ระบุ การกลายพนัธุห์รือ SNP 
ผลลพัธจ์ะแสดงเปน็ กราฟพคี (Peak Spectrum) ชว่ยใหก้ารวเิคราะหแ์ละแปลผลท าไดอ้ยา่งแม่นย าและเขา้ใจงา่ย 

ภำพ 5 สเปคตรัมพีค แสดงให้เห็นถึงการจัดเรียงต าแหน่งพีคของแต่ละ Mass ทั้งหมด
ในการวิเคราะห์ โดยผ่านการท า Multiplex PCR 

ภำพ 6 Genotype Report สามารถส่งออกได้ในรูปแบบไฟล์ Excel สามารถอ่านและแปล
ผลได้อย่างสะดวก 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตัวอย่ำงกำรออกรำยงำนผลโดยใช้กำรรัน Macro  
จำกไฟล์ Excel 
ระบบสามารถจัดท ารายงานผลแบบอัตโนมัติ โดยดึงขอ้มูลผลการ
ตรวจจากไฟล์ MassARRAY มาใช้ในการสร้างรายงานได้โดยตรง
อีกทั้งยังสามารถปรับแก้รูปแบบและรายละเอียดของรายงานให้
สอดคล้องกับความต้องการ ช่วยเพิ่มความรวดเร็ว ลดความ
ผิดพลาด และยกระดับประสิทธภิาพการด าเนินงานโดยรวม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ประสิทธิภำพกำรตรวจของชุดตรวจเชื้อก่อโรคระบบ
ทำงเดินหำยใจด้วยเทคนิค MassARRAY เมื่อเทียบกับ
วิธีมำตรฐำน RT-PCR (gold standard) 

   ชดุตรวจนี้มีความจ าเพาะ และความไวสูง สามารถตรวจพบเชื้อ
ในระดับความเข้มข้นต่ า ลดต้นทุนการตรวจได้อย่างมีนัยส าคัญ
เมื่อเทียบกับวิธีดั้งเดิม รองรับการตรวจหลายเชื้อพร้อมกนัและ
ออกรายงานผลไดภ้ายในระยะเวลาที่เหมาะสม จึงมีศักยภาพสูง
ส าหรับการใช้งานทั้งในการตรวจคัดกรอง งานวินิจฉัย และการเฝ้า
ระวังโรคติดเชื้อระบบทางเดินหายใจ 

ไม่พบเชื้อ: Not detected พบเชื้อ: Detected 

ภำพ 8 แสดงการอา่นผลแมสสเปคตรมัส าหรบัตรวจสอบเชือ้ไวรสัไขห้วดัใหญ่
สายพนัธุ ์A subtype H1 ตรวจพบจโีนไทป ์G (เสน้สฟีา้)  

ไพรเมอร์ของการตรวจเชื้อ
ไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธุ์ A 

subtype H1 

ต าแหน่งการตรวจเชื้อไวรัส
ไข้หวัดใหญ่สายพันธุ์ A 

Subtype H1   G = พบเชื้อ 

รายงาน Genotype report จาก MassARRAY 

กรอกข้อมูลรายละเอียดตัวอย่างจากนั้น run macro เพื่อออกรายงานผล  

ตัวอย่างการออกรายงานผล 

macro  

ตัวอย่ำงผลกำรทดสอบกำรตรวจของชุดตรวจเชื้อก่อโรคระบบทำงเดินหำยใจด้วยเทคนิค MassARRAY 

ไพรเมอร์ของการตรวจเชื้อ
ไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธุ์ A 

subtype H1 

ต าแหน่งการตรวจเชื้อไวรัส
ไข้หวัดใหญ่สายพันธุ์ A 

Subtype H1   G = พบเชื้อ 

ภำพ 7 แสดงการอา่นผลแมสสเปคตรมัส าหรบัตรวจสอบเชือ้ไวรสัไขห้วดัใหญ่
สายพนัธุ ์A subtype H1 ในกรณทีีไ่มม่กีารตรวจพบเชือ้ออกแบบให้ไมอ่า่นผลจี

กำรประเมิน ตัวชี้วัด ผลการประเมิน 

Specificity 

Overall Call Rate 96.43% 

ช่วงความ
สม่ าเสมอของการ
ตรวจ 

83.33–100% 

Sensitivity 

Average Limit of 
Detection (LoD) 

20 copies/mL 

RT-PCR Ct val-
ues 

Ct 33.38–41.51 

ประสิทธิภำพ
เชิงวิเครำะห์ 

ความไวเชิง
วิเคราะห์โดยรวม 

สูง (เหมาะส าหรับการตรวจ
คัดกรอง) 

ต้นทุน 
การลดต้นทุนการ
ตรวจ 

ต้นทุนลดลงประมาณ 30% 

ระยะเวลำออก
ผล 

Turnaround time ภายใน 24 ชั่วโมง 

ควำมสำมำรถ
รองรับงำน 

Throughput 
รองรับการตรวจหลายตัวอย่าง
และหลายเป้าหมายพร้อมกัน 

ควำม
เหมำะสมเชิง
คลินิก 

การใช้งาน 
เหมาะส าหรับการตรวจคัด
กรองและการเฝ้าระวังโรคติด
เชื้อทางเดินหายใจ 



                                                                                                                                                                                             Real-time PCR NGS (Next-Generation Sequencing) MassARRAY (MALDI-TOF + PCR) 

หลักกำร 
การขยายดีเอ็นเอ/อาร์เอ็นเอและวัด
สัญญาณฟลูออเรสเซนซ์แบบเรียลไทม์ 

การล าดับสารพันธุกรรมทั้งหมดในตัวอย่าง 
การขยายดีเอ็นเอ/อาร์เอ็นเอและต่อดว้ย 
single-base extension อา่นผลด้วย 
MALDI-TOF 

จ ำนวนเชื้อพร้อมกัน 
ปานกลาง จ ากดัโดยจ านวนสี/โพรบและ
ช่องสัญญาณ 

สูงมาก ตรวจได้หลายร้อยถงึพัน ๆ เชื้อ
พร้อมกัน 

สูง  ตรวจหลายสิบเป้าหมายในคราวเดียว
ได้ง่าย 

ควำมไว (Sensitivity) 
สูงส าหรับเป้าหมายทีรู่้จักและออกแบบ 
primer/probe ได้ด ี

สูง แต่ขึ้นกับความครอบคลุมและความลึก
ของ sequencing 

สูงเทียบเท่า RT-PCR 

ควำมจ ำเพำะ 
(Specificity) 

สูงเมื่อใช้ probe เฉพาะเจาะจง 
สูง  สามารถจ าแนกสายพันธุ์/ยีนแตกต่าง
ได้ 

สูง  การเลือก target ชดัเจนและไม่มี
สัญญาณทับซ้อน 

ข้อมูลรำยละเอียดเชื้อ จ ากัดเพียงชนิดที่ออกแบบไว้เทา่นั้น 
ครอบคลุมทั้งชนิดและสายพันธุ์  รวม 
novel/ไม่ทราบชนดิ 

จ ากัด target ที่ออกแบบไว้  แต่มีความ
แม่นย า 

ระยะเวลำออกผล เร็ว ภายในไม่กี่ชั่วโมง ช้า  หลายวันถึงสัปดาห์ ปานกลาง  ภายในวันเดียว 

ต้นทุนหลักกำรตรวจ ต่ าถึงปานกลาง สูงที่สุด (sequencer + bioinformatics) ปานกลาง  เหมาะกับงาน throughput สูง 

กำรวิเครำะห์ข้อมูล ไม่ซับซ้อน ซับซ้อน  ต้องใช้ bioinformatics pipeline 
ไม่ซับซ้อน software จัดการรายงานผลได้
ง่าย 

ข้อดีเด่น 

• เหมาะส าหรับการวินจิฉัยทางคลินิก
ของเชื้อเป้าหมายที่ทราบแนช่ัด 
• ให้ผลเชิงปริมาณ เช่น ค่า Ct 
• ขั้นตอนและการแปลผลง่าย 

• ครอบคลุมเชื้อทั้งหมดในตัวอยา่งเดยีว 
• เหมาะส าหรับการค้นพบเชื้อใหม่หรือเชื้อ
ที่ไม่คาดคิด 
• ให้ข้อมูลเชิงลึกระดับสายพันธุ์และจีโนม 

• รองรับการตรวจแบบ multiplex จ านวน
มากในปฏิกิริยาเดียว 
• ลดต้นทุนต่อ target เมื่อเทียบกับการ
ท าหลาย PCR 
• รองรับงานปริมาณตัวอยา่งสูง (high 
throughput) และออกรายงานผลได้
รวดเร็ว 

ข้อจ ำกัด 

• ตรวจได้เฉพาะเชื้อที่ออกแบบ primer/
probe ไว้ 
• จ านวนเป้าหมายทีต่รวจพร้อมกัน
จ ากัด 

• ค่าใช้จ่ายสูง 
• ระยะเวลาในการวิเคราะห์นาน 
• ต้องใช้ความเชี่ยวชาญด้าน bioinformat-
ics 

• ต้องออกแบบ panel ล่วงหน้า 
• ไม่เหมาะส าหรับการค้นหาเชื้อที่ไมท่ราบ
ชนิดมาก่อน 

ตำรำงเปรียบเทียบระหว่ำงวิธีมำตรฐำน RT-PCR, NGS และ เทคนิค MassARRAY ชุดตรวจเชื้อก่อโรคระบบ
ทำงเดินหำยใจ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MassARRAY เปน็เทคนิคทางเลือกที่เหมาะสมส าหรับห้องปฏิบัติการที่ต้องการตรวจเชื้อระบบทางเดินหายใจหลายชนิดพร้อมกันใน
ต้นทุนที่คุ้มค่า ให้ผลรวดเร็ว และรองรับปริมาณงานสูง ขณะทีย่ังคงความแม่นย าใกล้เคียงกับ Real-time PCR และไม่ซับซอ้นด้านการ
วิเคราะห์ข้อมูลเหมือน NGS 
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