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ABSTRACT 

Myeloperoxidase (MPO) is a key biomarker of inflammation and infection in wound fluids. This study presents 

the development of a paper-based colorimetric assay for MPO detection. The assay employs a TMB-based 

system with glucose oxidase (GOx) immobilized in polyvinyl alcohol (PVA), enabling stable hydrogen peroxide 

(H2O2) generation during analysis. The results demonstrated a linear response from 0 to 5 U/mL (R² = 0.9812), 

a detection limit of 0.027 U/mL, a quantitation limit of 0.055 U/mL, and good precision (%CV < 5%). While 

glucose and creatinine exhibited minimal interference, hemoglobin, uric acid, and ascorbic acid caused 

significant interference. Hemoglobin interference was minimized by applying a secondary wavelength of 415 

nm for background subtraction. Analysis of wound fluid samples enabled clear differentiation between non-

infected and infected cases. These findings indicate that the platform has potential as a point-of-care (POC) 

tool for monitoring clinical wound status. However, further studies with larger sample sizes and the 

implementation of dual-wavelength measurements or sample dilution techniques are required to address 

interference prior to clinical application. 
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บทคดัย่อ 

เอนไซมไ์มอโีลเพอรอ์อกซเิดส (MPO) เป็นตวับ่งชีท้างชวีภาพทีม่คีวามสาํคญัในการระบุภาวะอกัเสบและการตดิเชือ้ใน

สารน้ําจากแผล งานวิจัยนี้ได้พัฒนาชุดตรวจเชิงสีเพื่อตรวจวดั MPO Activity โดยใช้สาร TMB ร่วมกับการตรึง

เอนไซม์กลูโคสออกซิเดส (GOx) ด้วยพอลไิวนิลแอลกอฮอล์ (PVA) บนกระดาษ (PADs) เพื่อสร้างไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด ์(H2O2) มาใชใ้นปฏกิริยิาทนัท ีผลการศกึษาพบว่าชุดตรวจมคีวามเป็นเสน้ตรงช่วง 0-5 U/mL (R² = 0.9812) 

มีขีดจํากัดในการตรวจวัด 0.027 U/mL ขีดจํากัดในการวัดปริมาณ 0.055 U/mL และมีความแม่นยํา โดยมีค่า

สมัประสทิธิค์วามแปรปรวน (CV) < 5 % ผลการศกึษาพบว่ากลูโคสและครเีอตนิีนไม่รบกวนปฏกิริยิา แต่ฮโีมโกลบนิ 

กรดยูรกิ และกรดแอสคอร์บกิส่งผลกระทบต่อการวดัอย่างชดัเจน ทัง้นี้การรบกวนจากฮโีมโกลบนิสามารถแก้ไขโดย

การวดัสองความยาวคลื่น โดยวดัที ่415 nm เพือ่หกัลบคา่การดดูกลนืแสงพืน้หลงั เมือ่ทดสอบกบัตวัอยา่งจรงิ ชุดตรวจ

นี้สามารถจาํแนกความแตกต่างระหว่างแผลทีไ่ม่ตดิเชือ้และตดิเชือ้ได ้ซึง่มศีกัยภาพในการพฒันาเป็นอุปกรณ์ตรวจวดั 

ณ จุดดแูลผูป่้วย เพือ่ตดิตามสถานะของแผลในทางคลนิิก อยา่งไรกต็าม ในอนาคตจาํเป็นตอ้งขยายขนาดกลุ่มตวัอย่าง

และใชเ้ทคนิคการวดัความยาวคลื่นคู่หรอืการเจอืจางตวัอย่าง เพือ่ลดผลกระทบจากสารรบกวนก่อนนําชุดตรวจไปใชใ้น

งานจรงิ 
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บทนํา 

การตดิเชือ้ทีบ่าดแผลเป็นภาวะแทรกซ้อนรุนแรงทีอ่าจเกดิขึน้ระหว่างกระบวนการรกัษา ส่งผลใหก้ารวนิิจฉัยและการ

รกัษาล่าชา้ ปัจจุบนัการวนิิจฉยัการตดิเชือ้ยงัอาศยัการประเมนิอาการทางคลนิิก เชน่ รอยแดง บวม รอ้น และปวด ซึง่มี

ความแปรผนัตามประสบการณ์ของผูป้ระเมนิ ส่งผลใหผ้ลการวนิิจฉัยไม่ชดัเจน (Tegl, 2015) ดงันัน้จงึไดม้งีานวจิยัใช้

ตวับ่งชีท้างชวีภาพ (biomarker) ใหม่ๆ สาํหรบัประเมนิสถานะของบาดแผล โดยเฉพาะเอนไซมซ์ึ่งเป็นตวับ่งชีท้ีใ่หผ้ล

รวดเรว็และเหมาะสมต่อการพฒันาเครือ่งมอืตรวจวดัแบบงา่ย (Mota, 2021) 

เอนไซมไ์มอโีลเพอรอ์อกซเิดส (Myeloperoxidase; MPO) ซึง่ผลติโดยเมด็เลอืดขาวชนิดนิวโทรฟิล ถอืเป็นตวับ่งชีท้าง

ชีวภาพที่สําคัญของการอักเสบและการติดเชื้อ (Andrews & Krinsky, 1980; Nauseef, 1988) MPO ทําหน้าที่เร่ง

ปฏกิริยิาเปลี่ยนคลอไรด์ไอออน (Cl⁻) ใหเ้ป็นกรดไฮโปคลอรสั (HOCl) ในสภาวะทีม่ไีฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 

(Dale, 2008; Hampton, 1998) ซึ่งเป็นสารออกซแิดนต์ที่มฤีทธิฆ์่าเชื้อสูง การเพิม่ขึน้ของ MPO ในเลอืดหรอืสารน้ํา

จากแผล (wound fluid) จึงสะท้อนการกระตุ้นของนิวโทรฟิลและภาวะการติดเชื้อในบาดแผล (Brennan & Hazen, 

2003; Wu, 2005; Dechert 2006) 

ปัจจุบนัมกีารพฒันาเทคนิคหลายรูปแบบสาํหรบัตรวจวดัความสามารถในการทํางานของ MPO (MPO Activity) เช่น 

การวดัการเปลี่ยนแปลงส ี(Suzuki, 1983; Bassegoda, 2019; Hoyo, 2022) วดัความเขม้ของฟลูออเรสเซนต์ (Majid, 

2023) และเทคนิคเคมไีฟฟ้า (Hajnsek, 2015; Permpoka, 2024) ในวธิดีงักล่าววธิเีชงิสเีป็นวธิทีี่ง่าย เหน็ผลด้วยตา

เปล่า และไม่ต้องใช้เครื่องมือซับซ้อน อย่างไรก็ตาม เทคนิคนี้ย ังมีข้อจํากัดที่ต้องใช้ H2O2 ซึ่งมีความคงตัวตํ่า 

จาํเป็นตอ้งเตรยีมใหมทุ่กครัง้ก่อนใชง้าน (Hasmann, 2013)  

ในงานวจิยันี้ไดท้ําการตรงึเอนไซมก์ลูโคสออกซเิดส (GOx) ดว้ยพอลไิวนิลแอลกอฮอล์ (Polyvinyl alcohol: PVA) บน

กระดาษ ซึ่งประยุกต์ใชเ้ทคนิคจากงานวจิยัก่อนหน้า (Boonpoempoon, 2019) เพื่อสรา้ง H2O2 สาํหรบัเป็นสารตัง้ต้น

ในปฏกิริยิาตรวจวดั MPO ทนัท ีซึง่การตรงึ GOx บนกระดาษเป็นการลดขัน้ตอนและแกปั้ญหาความไมค่งตวัของ H2O2 

และสามารถนําไปใชใ้นการตรวจวดั MPO จากสารน้ําจากแผลของผูป่้วยไดพ้รอ้มกนัหลายตวัอยา่ง 

 

การทบทวนวรรณกรรม 

แผลติดเชื้อเกิดจากการสะสมและเพิ่มจํานวนของจุลินทรีย์ เช่น Staphylococcus aureus และ Pseudomonas 

aeruginosa ที่เข้าสู่ร่างกายผ่านทางผวิหนัง สภาพแวดล้อม หรอือุปกรณ์ทางการแพทย์ที่ไม่สะอาด (Puca, 2021)  

การตดิเชื้อนี้ถอืเป็นสาเหตุสําคญัของการเสยีชวีติในผูป่้วยผ่าตดัถึงร้อยละ 70 ถงึ 80% โดยเฉพาะในประเทศกําลงั

พฒันา (Pallavalli, 2017) อาการมกัปรากฏภายใน 2-3 วนั หรอือาจนานนับเดอืนหลงัเกดิแผล โดยมสีญัญาณบ่งชี ้คอื 

ผวิหนังแดง รอ้น บวม ปวด มกีลิน่เหมน็ หรอืมหีนองไหลจากบาดแผล ในปัจจุบนัการวนิิจฉัยแผลตดิเชื้ออาศยั 3 วธิี

หลกั ไดแ้ก่ การประเมนิทางคลนิิกจากอาการพืน้ฐาน, การตรวจเลอืดเพื่อดกูารตอบสนองของภูมคิุม้กนั และการเพาะ

เชื้อจุลินทรีย์จากตัวอย่างหนอง (Li, 2021) อย่างไรก็ตาม วิธีการเหล่านี้ยงัมีข้อจํากัด เนื่องจากต้องอาศัยความ

เชี่ยวชาญเฉพาะบุคคลของแพทย์ (Tegl, 2015) อีกทัง้กระบวนการทางห้องปฏิบัติการยงัมีความซับซ้อนและใช้

เวลานาน ไม่ตอบโจทยค์วามตอ้งการวนิิจฉัยทีร่วดเรว็ ดว้ยเหตุนี้ การตรวจพบการตดิเชือ้ในระยะเริม่ตน้ โดยตดิตาม

ตวับ่งชี้ทางชวีภาพ เช่น สารเมตาโบไลต์, โมเลกุลส่งสญัญาณ โดยเฉพาะเอนไซม์จากนิวโทรฟิลอย่าง MPO จงึมี

ความสําคญัในการบ่งชี้สภาวะพยาธวิทิยาและการอกัเสบ (Pusta, 2021) เนื่องจากนิวโทรฟิลปรากฏขึ้นตัง้แต่ระยะ

เริม่แรกของการตดิเชื้อ การตรวจวดั MPO Activity จงึสามารถนําไปสู่มุมมองใหม่ในการตดิตามสถานะของบาดแผล 

ซึ่ง สารน้ําจากแผล เป็นตวัอย่างที่ใช้มากที่สุดในการตรวจหาการติดเชื้อ เนื่องจากการวเิคราะห์โดยละเอียดจะให้

มมุมองของสภาพแวดลอ้มนอกเซลลข์องแผลและสะทอ้นถงึสถานะปัจจุบนัของแผล  

MPO เป็นฮมีโปรตนีทีพ่บใน Azurophilic granule ของนิวโทรฟิลซึ่งเป็นเมด็เลอืดขาวทีม่มีากทีสุ่ด มหีน้าทีท่ําลายเชือ้

โรคผ่านกระบวนการฟาโกไซโทซสิ และฆ่าแบคทเีรยีดว้ยกรดไฮโปคลอรสั นอกจากนี้ MPO ยงัมบีทบาทในการสรา้ง
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กบัดกันิวโทรฟิล (NETs) เพื่อดกัจบัสิง่แปลกปลอม ในปัจจุบนัการตรวจวดั MPO Activity แมจ้ะมวีธิมีาตรฐานอย่าง 

ELISA หรอืเทคนิคเคมไีฟฟ้าที่มคีวามไวสูง (Hajnsek, 2015; Permpoka, 2024) แต่ยงัมขีอ้จํากดัเรื่องค่าใช้จ่ายและ

กระบวนการทีซ่บัซ้อน ส่งผลใหใ้ชร้ะยะเวลาในการวเิคราะหน์าน นักวจิยัจงึมุ่งพฒันาชุดตรวจการวดัส ี(Colorimetric 

assay) ซึง่ประหยดั รวดเรว็ ประเมนิผลเบือ้งตน้ไดด้ว้ยตาเปล่าและสามารถวดัดว้ยเครื่องอ่านไมโครเพลท (Microplate 

reader) เมื่อต้องการวิเคราะห์ในเชิงปริมาณ (Quantitative analysis) โดยมี 2 หลักการ คือ ปฏิกิริยา 3,3’,5,5’-

tetramethylbenzidine (TMB): HOCl ที่ได้จาก MPO จะเปลี่ยน TMB ที่ไม่มีสีให้กลายเป็น oxTMB ที่มีสีน้ําเงิน 

(Andrews & Krinsky, 1982) และปฏกิริยิา TNB: HOCl จะทําปฏกิริยิากบั Taurine เกดิเป็น Taurine chloramine ซึ่ง

จะเปลีย่นสเีหลอืงของ TNB ใหก้ลายเป็นไมม่สี ี

โดยทัว่ไประดับ MPO ในคนปกติจะอยู่ในระดับตํ่า (1.9 ± 1.8 U/mL) คนที่เป็นแผลไม่ติดเชื้อมกัพบระดับ MPO 

Activity ในปรมิาณตํ่าถงึปานกลาง ซึ่งสมัพนัธ์กบักระบวนการอกัเสบตามปกตใินระยะ Healing phase และคนทีเ่ป็น

แผลตดิเชือ้ ระดบั MPO Activity จะสงูกวา่แผลปกตอิยา่งน้อย 2-10 เท่า (92.2 ± 45 U/mL) ขึน้อยูก่บัชนิดของเชือ้และ

ระดบัความรุนแรง (Hasmann, 2013) นอกเหนือจากการบ่งชี้สภาวะการอกัเสบแล้ว MPO ยงัถูกนํามาใชเ้ป็นตวับ่งชี้

ทางชวีภาพในโรคอื่นๆ อกีหลายกลุ่ม เช่น โรคหลอดเลอืดหวัใจ พบ MPO สูงในเลอืด โรคอลัไซเมอร์และพาร์กนิสนั 

พบการหลัง่ MPO สงูในเนื้อเยือ่สมอง โรคขอ้อกัเสบรมูาตอยด ์พบ MPO สงูในน้ําไขขอ้ และ โรคทางเดนิอาหารอกัเสบ 

พบ MPO สงูในอุจจาระ (Khan, 2018) 

วตัถปุระสงค ์

1) เพื่อพฒันาชุดตรวจวดัเชิงสีสําหรับการตรวจวดั MPO Activity โดยใช้ระบบการสร้าง H2O2 จาก GOx เพื่อลด

ขัน้ตอนการเตรยีมสารและแกปั้ญหาความคงตวั  

2) เพื่อศกึษาผลของพอลไิวนิลแอลกอฮอล์ต่อการเพิม่ความคงตวัของ GOx บนกระดาษ สาํหรบัการเกบ็รกัษาและการ

ใชง้านในระยะยาว  

3) เพือ่ศกึษาคุณสมบตัขิองชุดตรวจทีพ่ฒันาขึน้ในการตรวจวดั MPO Activity ในตวัอยา่งสารน้ําจากแผล  

สมมติฐานการวิจยั 

ชุดตรวจทีอ่าศยัเทคนิคการตรงึ GOx ดว้ย PVA บนกระดาษ มคีวามคงตวั สามารถสรา้ง H2O2 และใชใ้นปฏกิริยิาการ

ตรวจวดั MPO Activity ในสารน้ําจากแผล โดยใชว้ธิกีารตรวจแบบสเีชงิปรมิาณได ้

 

วิธีดาํเนินการวิจยั 

การเกบ็ส่ิงส่งตรวจ 

งานวจิยันี้ ตวัอย่างทีใ่ชเ้ป็นสารน้ําจากแผลทีซ่มึอยู่ในผา้ก๊อซปิดแผลทีใ่ชแ้ลว้ (Used Wound-dressing gauze) ขนาด 

4 x 4 นิ้ว จากผูป่้วย 9 ราย ณ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ โครงการวจิยัไดร้บัอนุมตัจิากคณะกรรมการพจิารณาจรยิธรรม

การวจิยั คณะแพทยศาสตร ์จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั (IRB No. 0443/67) โดยตวัอยา่งจากผูป่้วยไดร้บัการวนิิจฉัยจาก

แพทย์เป็นกลุ่มแผลติดเชื้อ 3 รายและไม่ติดเชื้อ 6 ราย วธิกีารสกดั MPO ทําโดยนําผ้าก๊อซที่ซบัน้ําจากแผลแช่ใน

บฟัเฟอร์ PBS (pH 6.5) ปรมิาตร 5 มลิลิลิตร สกดั MPO โดยใช้เครื่องผสมสาร (vortex) จากนัน้นําไปปัน่เหวี่ยงที่ 

3000 x g เป็นเวลา 5 นาท ีเพือ่เกบ็สว่นของเหลวใสสาํหรบัการวเิคราะหห์า MPO activity ต่อไป 

วิธีทดสอบ 

ในงานวจิยันี้ผูว้จิยัผลติอุปกรณ์ตรวจวเิคราะหบ์นกระดาษ (Paper-based analytical device: PADs) โดยใชเ้ทคนิคการ

พมิพไ์ข (Wax printing) (Carrilho, 2009) ใหม้ทีรงกลมขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 7 มม. ลงบนกระดาษกรอง Whatman 

เบอร ์1 และใหค้วามรอ้นที ่120 °C เพื่อสรา้งขอบเขตไม่ชอบน้ํา เตรยีม GOx ทีม่สี่วนผสมของ PVA จากนัน้ตรงึลงบน

กระดาษ ทิ้งไวจ้นแหง้สนิท ณ อุณหภูมหิอ้ง นํา PADs วางลงในหลุมของไมโครเพลทชนิด 96 หลุม โดยแบ่งสภาวะ

การทดลองเป็นสองส่วน ไดแ้ก่ ชุดควบคุม (Sample blank) ทีไ่ม่มกีารเตมิกลูโคส และชุดทดสอบทีม่กีารเตมิกลูโคส
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แล้วบ่มไว้เป็นเวลา 10 นาท ีเพื่อให้เกิดการผลติ H2O2 อย่างสมบูรณ์ ในขัน้ตอนสุดท้ายทําการเตมิ TMB 1 mg/mL 

ร่วมกบั MPO จากสิง่ตวัอย่าง บ่มปฏิกิรยิา 15 นาท ีวดัค่าการดูดกลนืแสงด้วย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 

655 นาโนเมตร ดงัแสดงในภาพที ่1 

 
ภาพท่ี 1 กระบวนการตรวจวเิคราะห ์MPO Activity ในสารน้ําจากแผลของผูป่้วย 

 

ผลการวิจยั 

ผลการศึกษาความคงตวัของ H2O2 

1) การตรงึ H2O2 ดว้ย PVA  

งานวจิยันี้ไดศ้กึษาการใช ้PVA ความเขม้ขน้ต่างๆ ในการเพิม่ความคงตวัของ H2O2 ทีถู่กตรงึบนกระดาษและนําไปใช้

ในปฏกิริยิาตรวจวดั MPO ผลการทดลองดงัแสดงในภาพที ่2ก แสดงใหเ้หน็ว่า ในสภาวะทีไ่ม่ม ีPVA ความเขม้สขีอง

ปฏกิริยิาลดลงอยา่งรวดเรว็เหลอืตํ่ากวา่ 60% ภายใน 3 วนั ในทางตรงกนัขา้ม เมือ่เตมิ PVA ทีค่วามเขม้ขน้ 0.5% และ 

1% ลงใน H2O2 พบวา่ PVA ทีค่วามเขม้ขน้สงูขึน้ชว่ยเพิม่ความคงตวัของ H2O2 อยา่งไรกต็าม 1% PVA สามารถรกัษา

ความคงตวัของ H2O2 ไดน้าน เพยีง 7 วนั เนื่องจาก PVA ไม่สามารถป้องกนัการสลายตวัทางเคมขีอง H2O2 ทีเ่กดิขึน้

อยา่งชา้ๆ ตามเวลาได ้ซึง่แสดงใหเ้หน็วา่การตรงึ H2O2 โดยตรงยงัไมม่ปีระสทิธภิาพเพยีงพอทีใ่ชว้ดั MPO Activity 

2) การตรงึเอนไซม ์GOx สาํหรบัสรา้ง H2O2 

เพื่อแก้ปัญหาความคงตวัของ H2O2 จงึมกีารใช ้GOx เพื่อสรา้ง H2O2 ใชใ้นปฏกิริยิาตรวจวดั MPO ทนัท ีในปฏกิริยิา

ประกอบดว้ย GOx 0.0375 mg/ml (5.625 U/mL) ทีถู่กตรงึบน PADs ดว้ย 1%PVA จากนัน้เตมิกลูโคส 1.25 mM ทํา

ปฏกิริยิาเป็นเวลา 10 นาท ีเพื่อสรา้ง H2O2 เตมิ TMB 1 mg/mL และ MPO เพื่อวดัความเขม้สขีองปฏกิริยิา จากภาพที ่2ข 

เมื่อตรงึเอนไซม ์GOx ดว้ย PVA และเกบ็รกัษาในตูเ้ยน็ พบว่า สามารถรกัษาความคงตวัของ GOx ไดน้านอย่างน้อย 

28 วนั แสดงใหเ้หน็วา่ เอนไซมย์งัสามารถผลติ H2O2 สาํหรบัการตรวจวดั MPO โดยมคีวามเขม้สขีองปฏกิริยิาคงเหลอื

มากกวา่ 90% ซึง่นานกวา่เอนไซมท์ีไ่มไ่ดต้รงึดว้ย PVA อยา่งมนียัสาํคญั 

 
ภาพท่ี 2 กราฟแสดงความคงตวัของชุดตรวจ โดยวดัความเขม้สขีองปฏกิริยิา MPO ในชว่งเวลา 28 วนั ก) ในสภาวะที่

มกีารตรงึ H2O2 ดว้ย PVA ทีค่วามเขม้ขน้ 0%,0.5% และ 1% ข) ในสภาวะทีม่กีารตรงึ GOx ดว้ย 1% PVA บน PADs 

เทยีบกบัไมม่ ีPVA  
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ผลการศึกษาคณุสมบติัของชุดตรวจ 

ผูว้จิยัได้ทําการเตรยีมสารมาตรฐาน MPO ในความเขม้ขน้ต่างๆ (ช่วง 0-5 U/mL) เพื่อจําลองระดบัการตดิเชื้อ และ

นํามาเป็นตวัอย่างในปฏกิริยิาการตรวจวดั แต่ละความเขม้ขน้ถูกทดสอบ อย่างน้อย 2 ครัง้ เพื่อประเมนิช่วงความเป็น

เสน้ตรงและความไว และสรา้งกราฟมาตรฐาน โดยพลอ็ตค่าการดดูกลนืแสงเทยีบกบัความเขม้ขน้ของ MPO ผลลพัธ์ที่

แสดงในภาพที ่3 พบว่า มคีวามสมัพนัธ์เชงิเสน้ระหว่างค่าดูดกลนืแสงและความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน MPO โดย 

ค่า R² = 0.9812 ซึ่งสมการเชิงเส้น คือ Y = 0.0993X + 0.0194 มีค่า LOD (3SD/Blank) และ LOQ (6SD/Blank) 

เท่ากับ 0.027 U/mL และ 0.055 U/mL ตามลําดบั ผลการทดสอบนี้แสดงให้เห็นว่า ชุดตรวจมีความไวสูงเพียงพอ

สาํหรบัการตรวจวดั MPO Activity ในระดบัความเขม้ขน้ตํ่าได ้และมศีกัยภาพในการจาํแนกแผลตดิเชือ้และไมต่ดิเชือ้ได ้

 
ภาพท่ี 3.กราฟมาตรฐานสาํหรบัการตรวจวดั MPO ชว่งความเขม้ขน้ 0-5 U/mL (Error bar แทนคา่ SD จากการทดลอง 

2 ซํ้า) 

 

1) ผลการประเมนิความแมน่ยาํ (Precision) 

ดงัที่แสดงใน ตารางที่ 1 การทดสอบความแม่นยําของชุดตรวจ ทําโดยการเตรยีม PADs 10 ชุดในวนัเดยีวกนั และ

นํามาทดสอบกบัตวัอย่างสารน้ําจากแผล พบว่า ตวัอย่างสารน้ําจากแผลทีไ่ม่ไดต้ดิเชือ้ (n = 10) วดัค่า MPO Activity 

โดยมคี่าการดดูกลนืแสงของปฏกิริยิาเฉลีย่ 0.116 ± 0.004 (%CV = 4%) ซึง่มคี่าเท่ากบั 48 U/mL และตวัอย่างสารน้ํา

จากแผลทีต่ดิเชือ้ (n = 10) วดัค่า MPO Activity โดยมคี่าดูดกลนืแสงของปฏกิริยิาเฉลีย่ 0.710 ± 0.023 (%CV = 3%) 

ซึ่งมคี่าเท่ากบั 347 U/mL เมื่อวเิคราะหต์วัอย่างทัง้สองประเภท ชุดตรวจมคี่า %CV ตํ่ากว่า 5% ซึ่งเป็นไปตามเกณฑ์

ความน่าเชือ่ถอืสาํหรบัการวจิยัและการปฏบิตัทิางคลนิิก (Shechtman, 2013) บ่งชีว้า่ ชุดตรวจนี้มคีวามแมน่ยาํ 

 

ตารางท่ี 1 ผลการวเิคราะหค์า่เฉลีย่และระดบัความแปรปรวนของ MPO ในสารน้ําจากแผลทีไ่มต่ดิเชือ้และแผลทีต่ดิเชือ้  

 แผลไม่ติดเช้ือ (n = 10) แผลติดเช้ือ (n = 10) 

Mean 0.116 (48 U/mL) 0.710 (347 U/mL) 

SD 0.004 0.023 

%CV 4% 3% 

 

2) ผลการทดสอบสารรบกวน (Interference) 

เพื่อประเมนิความจําเพาะของเทคนิคตรวจวดั MPO ผูว้จิยัไดท้ําการทดสอบสารรบกวนของปฏกิริยิา MPO โดยเลอืก

สารทีพ่บทัว่ไปในสารน้ําจากแผล ไดแ้ก่ ครเีอตนิีน (117 µM) กลูโคส (1.8 mM) ฮโีมโกลบนิ (12.5 mg/mL) กรดยูรกิ 

(400 µM) และกรดแอสคอร์บกิ (500 µM) (Jarošová, 2019) สารรบกวนแต่ละชนิดถูกเตมิ (spike) ลงในตวัอย่างสารน้ํา

จากแผลและวเิคราะหโ์ดยใชชุ้ดตรวจทีพ่ฒันาในงานวจิยันี้ ค่าการดูดกลนืแสงทีไ่ดจ้ากปฏกิริยิา MPO ในตวัอย่างทีม่ ี

การ spike ถูกเปรยีบเทียบกับตวัอย่างควบคุมที่ไม่ได้เติมสารรบกวน ผลการทดลองดงัแสดงในภาพที่ 4ก พบว่า 

y = 0.0993x + 0.0194 

R² = 0.9812 
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กลูโคสและครเีอตนิีนไม่รบกวนปฏกิริยิาการตรวจวดั โดยมคี่ารอ้ยละการคนืกลบั (%Recovery) อยู่ที ่85% และ 92% 

ตามลําดบั ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ยอมรบัตามมาตรฐานทางอาหารและยา (AOAC) (85-115%) อย่างไรก็ตาม ฮโีมโกลบิน

รบกวนปฏกิริยิา ทําใหต้รวจวเิคราะหค์่าไดม้ากกว่าความเป็นจรงิ (184% Recovery) ในทางตรงกนัขา้มกรดยูรกิ และ

กรดแอสคอรบ์กิ รบกวนปฏกิริยิาการตรวจวดัอย่างชดัเจน โดยมคี่ารอ้ยละการคนืกลบัอยู่ที ่30% และ 53% ตามลําดบั 

ซึง่ผลการทดลองสอดคลอ้งกบังานวจิยัก่อนหน้า (Chavengprasert, 2020) ในงานวจิยัไดท้ดลองประยกุตใ์ชเ้ทคนิคการ

ตรวจวดัแบบสองความยาวคลื่น (Dual wavelength measurements) เพื่อกําจดัการรบกวนจากฮโีมโกลบนิ โดยวดัการ

ดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 415 nm และหกัลบออกจากคา่การดดูกลนืแสงในปฏกิริยิา (655 nm) ผลการทดลองแสดง

ในภาพที ่4ข พบว่า สามารถแกปั้ญหาการรบกวนจากฮโีมโกลบนิได ้โดยมคี่ารอ้ยละการคนืกลบัอยู่ในเกณฑท์ีย่อมรบั

ได ้(109%) 

 

      
ภาพท่ี 4 ก) การศกึษาสารรบกวนปฏิกิรยิาการตรวจวดั MPO ข) การเปรยีบเทยีบค่าการดูดกลนืแสงของปฏกิริยิา 

MPO ในสารน้ําจากแผลทีม่กีารเตมิฮโีมโกลบนิ ระหว่างการวดัแบบความยาวคลื่นเดีย่ว (655 nm) และแบบสองความ

ยาวคลื่น (655 และ 415 nm) (Error bar แทนคา่ SD จากการทดลอง 2 ซํ้า) 

 

ผลการทดสอบกบัส่ิงตวัอย่าง 

จากการตรวจวดั MPO Activity ในกลุ่มตวัอย่างแผลทีไ่มต่ดิเชือ้เปรยีบเทยีบกบัแผลทีต่ดิเชือ้ (n = 9) ผลการทดลองดงั

แสดงในภาพที่ 6 พบว่า ค่าเฉลี่ย MPO Activity ของแผลที่ไม่ติดเชื้อ (n = 6) มคี่าเท่ากบั 91.4 U/mL และค่าเฉลี่ย 

MPO Activity ของแผลที่ติดเชื้อ (n = 3) มคี่าเท่ากบั 260.8 U/mL โดยผลต่างระหว่างค่าเฉลี่ยเท่ากบั 198.9 ± 44.6 

U/mL ผลการวเิคราะห์โดยใช้ Independent t-test พบว่า มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยสําคญัทางสถิตริะหว่างสองกลุ่ม  

(t = 4.463, df = 7, p = 0.0029) บ่งชีว้า่ ชุดตรวจนี้สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งแผลทีไ่มต่ดิเชือ้และแผลทีต่ดิเชือ้ได ้ 

 

 
ภาพท่ี 5 ผลการตรวจวดัระดบั MPO Activity ในตวัอยา่งสารน้ําจากแผลทีไ่มต่ดิเชือ้ (Non-infected wound) และแผลที่

ตดิเชือ้ (Infected wound) (Error bar แทนคา่ SD จากการทดลอง 2 ซํ้า) 

ก ข 
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สรปุและอภิปรายผลการวิจยั 

งานวจิยันี้เป็นการพฒันาชุดตรวจ สาํหรบัวดั MPO activity ดว้ยหลกัการการวดัการเปลีย่นแปลงส ีในสารน้ําจากแผลที่

สามารถวเิคราะหไ์ดพ้รอ้มกนัหลายตวัอย่างดว้ยเครื่อง Microplate reader โดยชุดตรวจนี้อาศยัเทคนิคการสรา้ง H2O2 

จากเอนไซม ์GOx ทีถู่กตรงึดว้ย 1%PVA บนกระดาษ ชว่ยเพิม่ความคงตวัของเอนไซมไ์ดอ้ยา่งน้อย 28 วนั ซึง่งานวจิยั

นี้ช่วยลดความจําเป็นในการเตรยีม H2O2 ใหม่ทุกครัง้ จากการสรา้ง H2O2 ใชท้นัทดีว้ย GOx ทําใหล้ดขัน้ตอนและใช้

เวลาวเิคราะห์สัน้ลง จากผลการศึกษาพบว่า สภาวะที่เหมาะสมในการสร้าง H2O2 คอื การใช้ GOx 0.0375 mg/ml 

รว่มกบักลโูคส 1.25 mM บ่มปฏกิริยิา 10 นาท ี 

ผลการศกึษาคุณสมบตัขิองวธิกีารทดสอบ พบว่า มชี่วงความเป็นเสน้ตรงในการตรวจวเิคราะห ์MPO 0-5 U/mL มคี่า  

R² = 0.9812, LOD = 0.027 U/mL และ LOQ = 0.055 U/mL บ่งชีว้า่ ชุดตรวจมคีวามไวสงูเพยีงพอสาํหรบัการตรวจวดั 

MPO Activity ในระดบัความเขม้ขน้ตํ่าได ้อกีทัง้ชุดตรวจทีพ่ฒันาขึน้นี้ใหค้่าความแม่นยํา โดยมคี่า %CV < 5% ทัง้ใน

ตัวอย่างแผลที่ไม่ติดเชื้อ (%CV = 4) และแผลที่ติดเชื้อ (%CV = 3) จากการศึกษาสารรบกวนการตรวจวดั พบว่า 

กลูโคสและครเีอตนิีนในสารน้ําจากแผลไม่ส่งผลกระทบต่อการวเิคราะห ์MPO โดยมคี่ารอ้ยละการคนืกลบัอยู่ในช่วงที่

ยอมรบัได ้อย่างไรกต็าม ฮโีมโกลบนิและสารต้านอนุมูลอสิระ เช่น กรดยูรกิและกรดแอสคอร์บกิ มอีทิธพิลต่อผลการ

ตรวจวดั เนื่องจากฮโีมโกลบนิมคีุณสมบตัิเป็นเพอร์ออกซิเดสเทยีม (pseudoperoxidase) จงึทําให้ MPO Activity ที่

ตรวจวดัได้มคี่าสูงปลอม (Kapralov, 2009) ในขณะที่สารต้านอนุมูลอิสระที่มคีุณสมบตัิเป็น Reducing agent จะเขา้

ขดัขวางปฏกิริยิาออกซเิดชนัของ TMB ส่งผลใหค้วามเขม้สขีองปฏกิริยิาลดลงและทําใหผ้ลการวเิคราะห์ตํ่ากว่าปกต ิ

(Carvalho, 2018; Meng, 2005) โดยทัว่ไปตวัอย่างสารน้ําจากแผล อาจมกีารปนเป้ือนของฮโีมโกลบนิจากเมด็เลอืดแดง 

ที่แตก การใช้เทคนิค dual wavelength measurements โดยนําค่าการดูดกลนืแสงที ่415 nm ซึ่งเป็นจุดดูดกลืนแสง

สูงสุดของฮโีมโกลบนิ (Huynh, 2017) มาหกัลบจากสญัญาณหลกั สามารถลดการรบกวนได ้ทําใหค้่ารอ้ยละการคนืกลบั 

อยูใ่นเกณฑท์ีย่อมรบัได ้ 

อย่างไรกต็าม แมง้านวจิยันี้จะแสดงใหเ้หน็ถงึศกัยภาพของชุดตรวจในการแยกความแตกต่างระหว่างแผลทีไ่ม่ตดิเชื้อ

และแผลทีต่ดิเชื้อ แต่เนื่องจากการศกึษานี้ ยงัมขีอ้จํากดัดา้นขนาดตวัอย่างทีค่่อนขา้งเลก็ ควรไดม้กีารศกึษาในกลุ่ม

ตวัอย่างทีใ่หญ่ขึน้ และศกึษาช่วงอา้งองิ (reference ranges) ของทัง้สองกลุ่มตวัอย่าง การพฒันาในประเดน็เหล่านี้ จะ

ช่วยยกระดบัความน่าเชื่อถอืของชุดตรวจสู่มาตรฐานการตรวจวดั ณ จุดดูแลผูป่้วย (Point-of-care testing) ทีส่มบูรณ์

ในอนาคตได ้

ข้อเสนอแนะในการวิจยัครัง้ต่อไป 

เนื่องจากในปัจจุบนัยงัไม่มคีา่อา้งองิ (reference range) ของ MPO ในสารน้ําจากแผลตดิเชือ้ ดงันัน้ควรมกีารศกึษาต่อ

ในกลุ่มตวัอย่างแผลไม่ตดิเชื้อและแผลตดิเชื้อ โดยใชจ้ํานวนประชากร (sample size) ขนาดใหญ่ขึน้ เพื่อไดข้อ้มูลค่า

อา้งองิของ ระดบั MPO ในสองกลุ่มตวัอยา่ง และศกึษาหาวธิทีีเ่หมาะสมเพือ่ลดสารรบกวนในสิง่ตวัอยา่งต่อไป 
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