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Toxin types A (TcdA) and B (TcdB) of Clostridium or 
Clostridiodes difficile (C. difficile) are responsible for causing severe 
diarrhea in patients with CDI (Clostridioides difficile infection), and  
can lead to fatal outcomes. Detection of glutamate dehydrogenase 
(GDH) and TcdA/B using lateral flow immunochromatography (IC)  
is crucial for CDI diagnosis. However, when immediate testing is  
not possible, fecal samples are typically stored at 4°C until official 
analysis, sometimes for up to 5 days. This study aimed to determine 

the critical day—the first day on which IC test results for GDH and TcdA/B begin to deviate from Day 
1
 results, potentially affecting clinical 

decision-making. A total of 61 post-analysis fecal samples from patients at Thammasat University Hospital, Pathumtani, Thailand, were divided 
into five aliquots per sample, stored at 4°C, and tested for GDH and TcdA/B using the IC method from Day 1 to Day 5. The agreement of test 
results across the 5 days was evaluated using Cohen’s Kappa coefficient. The results identified Day 2 as the critical day. Overall, IC test result 
patterns between Day

1
 and Days

2-5
 showed high agreement (almost perfect concordance). However, beginning on Day

2
, a 4.90-6.60% increase 

in negative results was observed, which may lead to missed diagnoses and delayed treatment. In conclusion, GDH and TcdA/B detection using 
the IC method should be performed as soon as possible to reduce the lethal rate. 
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พิิษของเชื้้�อ Clostridium หรืือ Clostridiodes difficile (C. difficile) ชนิิด A(TcdA) และ B(TcdB) ทำให้้ 
ผู้้�ป่่วยเกิิดอาการท้้องเสีียรุุนแรงขั้้�นเสีียชีีวิิตได้้ การตรวจ Glutamate dehydrogenase (GDH) TcdAและ TcdB ของเชื้้�อ
ด้้วยวิิธีี Lateral flow immunochromatography (IC) หากไม่่สามารถตรวจได้้ทัันทีีต้้องเก็็บอุุจจาระที่่� 4 ํํC เพื่่�อรอตรวจ
บางครั้้�งอาจนานถึึง 5 วััน (Day

1-5
) การศึึกษานี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษาหาวัันที่่�เริ่่�มมีีการเปลี่่�ยนแปลง (Critical day) ของ

ผลตรวจ GDH, TcdA และ TcdB จากวัันแรก (Day
1
) โดยใช้้อุุจจาระหลัังจากตรวจประจำวัันจากผู้้�ป่่วยของโรงพยาบาล

ธรรมศาสตร์์เฉลิิมพระเกีียรติิ จ.ปทุุมธานีี จำนวน 61 ตััวอย่่าง โดยแบ่่งอุุจจาระเก็็บไว้้ที่่�อุุณหภููมิิ 4 ํํ C เพื่่�อทำการตรวจ 
GDH, TcdA และ TcdB ด้้วยวิิธีี IC ในวัันที่่� 2 ถึึง 5 (Day

2-5
) จากนั้้�นวิิเคราะห์์ความสอดคล้้องของผลจากวิิธีี IC ระหว่่าง

วััน (Day
1-5
) ด้้วย Cohen’s Kappa coefficient ผลการทดลองพบว่่า Critical day เท่่ากัับ 2 เนื่่�องจากเป็็นวัันที่่�เริ่่�มมีี 

การเปลี่่�ยนแปลงของผล GDH, TcdA และ TcdB สำหรัับรููปแบบการรายงานผลตรวจ (	ประกอบด้้วย GDH/TcdA/TcdB 
เรีียงกััน) ของวิิธีี IC(Day

1
 vs Day

2-5
) ยัังมีีความสอดคล้้องกัันในระดัับ Almost perfect แต่่ใน Day

2-5
 อาจปรากฎรููปแบบ

ของผลตรวจที่่�ทำให้้ผู้้�ป่่วยพลาดการรัักษาตั้้�งแต่่ร้้อยละ 4.90 ถึึงร้้อยละ 6.60 ได้้ สรุุปว่่าการตรวจ GDH, TcdA/B ด้้วยวิิธีี 
IC ควรตรวจทัันทีีภายใน 1 วัันสามารถช่่วยลดอััตราการเสีียชีีวิิตของผู้้�ป่่วยได้้
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1. บทนำ
โรค Clostridioides difficile infection (CDI) 

เกิิดจากการติิดเชื้้�อ C. difficile เป็็นเชื้้�อแบคทีีเรีีย 

แอนแอโรบ ชนิดิแกรมบวก สร้า้งสปอร์์ แพร่่กระจายผ่่าน

ทาง Oral-Fecal route เชื้้�อ C. difficile ผลิิต 

Enterotoxin ชนิิด A (TcdA) และCytotoxin ชนิิด B 

(TcdB) ซึ่่� งเป็็นปััจจััยก่่อให้้เกิิดความรุุนแรงของโรค 

(Virulence factor) โดยยีีน tcdA และ tcdB ของ 

เชื้้� อบนตำแหน่่ งยีี น  Pa thogen i c i t y  locus 

(PaLoc) ตามลำดัับ พิษทั้้�ง 2 ชนิิดของเชื้้�อทำงานร่่วมกัับ 

Pili flagella และ Mono glycosyltransferases ทำให้้

มีีคุุณสมบััติิเกาะติิดผิิวเซลล์์ของเยื่่�อบุุทางเดิินอาหาร 

เจริิญเติิบโต (Colonization) และทำลายเยื่่�อบุุทางเดิิน

อาหาร (Gut) [1] สำหรัับอาการทางคลิินิิกมีีตั้้�งแต่่ท้้อง

เสียีท้อ้งร่ว่ง (Diarrhea) ในขั้้�นเริ่่�มต้น้ (Mild) ถึงึขั้้�นรุนุแรง 

(Severe) ส่ ่งผลให้้เสีียชีีวิิตได้้ ปรากฎอุุบััติิการณ์์อััตรา

การติิดเชื้้�อซ้้ำและการเสีียชีีวิิตของโรค CDI สููงสำหรัับใน

ประเทศไทยเกิิด Recurrence rate ร้้อยละ 3 นอกจาก

นี้้�โรค CDI ยังัดื้้�อต่อ่ยาปฏิชิีวีนะ (Antibiotic) ซึ่่�งใช้ใ้นการ

รัักษาด้้วย สำหรัับในประเทศไทยพบรายงานการดื้้�อต่่อ

ยา Clindamycin, Erythromycin และ Moxifloxacin 

[2, 3] เคยมีกีารรายงานความสััมพันัธ์เ์กี่่�ยวกับัความหลาก

หลายของสายพัันธุ์์�ที่่�สามารถผลิิตพิิษของเชื้้�อกัับความ

รุนุแรงของโรคและการดื้้�อต่อ่ยาต้า้นหลายฉบับั [4, 5, 6] 

ดัังนั้้�นการตรวจวิิเคราะห์์ชนิิดของพิิษของเชื้้�ออย่่างถููก

ต้อ้งจึงึมีคีวามสำคััญอาจช่ว่ยบ่ง่บอกถึงึสายพัันธุ์์�ของเชื้้�อ

และเป็็นประโยชน์์ต่่อการรัักษาได้้ 

แม้้ ว่่าการตรวจหาเอนไซม์์  Glutamate 

dehydrogenase (GDH) ของเชื้้�อและการจำแนกชนิิด

พิิษของเชื้้�อ C. difficile ด้ ้วยวิิธีี IC (Lateral flow 

immunochromatography) สามารถทำได้้ง่า่ย สะดวก

และรายงานผลได้้รวดเร็็วแต่่หากไม่่สามารถทำได้้ทัันทีี

เนื่่�องจากข้อ้จำกัดับางประการของห้อ้งปฏิบิัตัิกิารจึงึต้อ้ง

ทำการเก็็บอุุจจาระในสภาวะที่่�เหมาะสมเพื่่�อรอตรวจ

วิิเคราะห์์ เคยมีีรายงานการศึึกษาที่่�เกี่่�ยวกัับการเก็็บ

อุุจจาระตามเงื่่�อนไขของอุุณหภููมิิ ระยะเวลาและวิิธีีการ

ตรวจวิิเคราะห์์ทำให้้ผลการตรวจพบ TcdA และ TcdB 

มีีความแตกต่่างกััน เช่่น Becker, S.L. et al. รายงานว่่า

อุุจจาระที่่�เก็็บ 4 องศาเซลเซีียส (°C) ภายใน 28 วััน ยััง

สามารถตรวจพบ GDH และ Toxin ได้้ด้้วยวิิธีี PCR [7] 

Schora, D.M. et al. รายงานว่่าอุุจจาระที่่�เก็็บ 4°C 

ภายใน 120 วัันยัังสามารถตรวจพบ Toxin ของเชื้้�อด้้วย

วิิธีี EIA [8] เช่่นเดีียวกัับ Nho, S.W. et al. รายงานว่่า 

อุุจจาระที่่�เก็็บ 4°C ภายใน 60 วััน ยัังคงตรวจพบ Toxin 

ของเชื้้�อด้้วยวิิธีี Toxigenic culture ได้้ [9] ในขณะที่่� 

Borriello et al. รายงานว่่าไม่่สามารถตรวจพบ TcdA 

ได้ห้ากเก็็บอุุจจาระที่่�เก็็บ 4°C ถึง 52 วัน [10] Bowman, 

R.A. and Riley, T.V. รายงานการลดลงของปริิมาณ 

สารพิิษในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อภายใน 2 วั ันโดยเก็็บไว้้ ณ 

อุุณหภููมิิที่่� 5°C [11] แม้้ว่่าวิิธีี Cytotoxic culture เป็็น

วิิธีี Gold standard ของการตรวจวิิเคราะห์์เชื้้�อและพิิษ

ของเชื้้�อ C. difficile แต่่ผู้้�ปฏิิบััติิงานต้้องมีีความรู้้�ทัักษะ

ประสบการณ์์ที่่�ชำนาญ ต้ องใช้้ห้้องปฏิิบััติิการเฉพาะ 

ราคาสููงและใช้้ระยะเวลานานประมาณ 2-3 วั น ดั งนั้้�น

ห้้องปฏิิบััติิทางการแพทย์์ส่่วนใหญ่่จึึงนิิยมใช้้การตรวจ

วิิเคราะห์์ด้้วยวิิธีี Enzyme immunoassays (EIA)  

หรืือ Immunochromatography (IC) แต่่ยัังมีีการ

รายงานผลช่่วงความแตกต่่างของความไวและความ

จำเพาะมาก [12]	

สำหรัับงานห้้องปฏิิบััติิการเทคนิิคการแพทย์์  

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์์เฉลิิมพระเกีียรติิ (รพธ.) 

จ.ปทุุมธานีี ได้้กำหนดการตรวจวิิเคราะห์์ GDH, TcdA 

และ TcdB ด้้วยวิิธีี IC ในวัันและเวลาราชการเนื่่�องด้้วย

ข้้อจำกััดบางประการของห้้องปฏิิบััติิการบางครั้้�งหากมีี

วันัหยุดุราชการยาวนานประมาณ 5-7 วันั จึงึจำเป็น็ต้อ้ง

เก็็บอุุจจาระไว้้ที่่� 4°C เพื่่�อรอตรวจ จากการสัังเกตพบว่่า

หลัังช่่วงวัันหยุุดยาวพบผลตรวจวิิเคราะห์์ดัังกล่่าว 

ส่่วนใหญ่่ให้้ผลเป็็นลบ (Negative) ดั ังนั้้�นผู้้�วิจััยจึึงมีี

ประเด็็นข้้อสงสััยเกี่่�ยวกัับระยะเวลาของการเก็็บอุุจจาระ

เพื่่�อรอตรวจจะทำให้้ผลการตรวจวิิเคราะห์์ GDH, TcdA 
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และ TcdB ด้ ้วยวิิธีี IC มี ีการเปลี่่�ยนแปลงจากวัันแรก 

(Day
1
) หรืือไม่่ งานวิิจััยนี้้�มีวััตถุุประสงค์์ค้้นหาวัันที่่�ผล

ตรวจ GDH, TcdA และ TcdB ด้ วยวิิธีี IC เริ่่�มมีีการ

เปลี่่�ยนแปลง (Critical day) ไปจากวันัแรกของการตรวจ

เมื่่�อเก็็บอุุจจาระที่่�อุุณหภููมิิ 4°C ภายในระยะเวลา 1 ถึึง 

5 วั ัน (Day
1-5

) และศึึกษาผลกระทบจากรููปแบบการ

รายงานผลตรวจที่่�มีีการเปลี่่�ยนแปลง 

2. อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

2.1	 กลุ่่�มตััวอย่่าง 

คัดัเลืือกตััวอย่่างอุุจจาระหลัังการตรวจวิิเคราะห์์ 

GDH, TcdA และ TcdB ด้ ้วยวิิธีี IC จากผู้้�ป่่วยของ 

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์์เฉลิิมพระเกีียรติิ (รพธ.) 

จ.ปทุมุธานี ีจำนวน 61 ราย โดยคัดัเลือืกอุจุจาระที่่�ให้้ผล 

GDH positive จากวิธิี ีIC (Day
1
: reference) และไม่พ่บ

พบเชื้้�อในกลุ่่�ม Gastroenteroparasitic infection  

จากนั้้�นแบ่่งอุุจจาระแต่่ละตััวอย่่างใส่่ Aliquot tube 

จำนวน 4 หลอด เก็็บไว้้ที่่�อุณหภููมิิ 4ºC เพื่่�อรอตรวจ

วิิเคราะห์์ GDH, TcdA และ TcdB ด้้วยวิิธีี IC ในวัันที่่� 2 

ถึึง 5 (Day
2-5
) ของการทดลองต่่อไป 

2	.2	 ตรวจ วิิ เคราะ ห์์ด้้ วย วิิธีี  La te ra l  f low 

immunochromatography (IC)

ใช้้ตััวอย่่างอุุจจาระปริิมาณ 110 มิ ิลลิิกรััมหรืือ 

110 ไมโครลิิตร ลงใน Sample tube ที่่� ภายในมีี  

Buffer บรรจุุอยู่่�  จากนั้้�นเขย่่าให้้เป็็นเนื้้�อเดีียวกััน 

(Homogenous) หยดลงใน Sample wells (GDH และ 

TcdA/TcdB Wells) ของ Strip ตามลำดัับ อ่่านผลการ

ทด	สอบภายในเวลา 20 นาทีี หากในอุุจจาระมีี GDH, 

Toxin A หรืือ B จะปรากฏเป็็นเส้้นสีีแดงบริิเวณ Test 

line อ่านผลเป็็นบวก หมายถึึง มีเอนไซม์์ GDH และมีีพิษิ

ชนิดิ A/B ของเชื้้�อ C. difficile ในอุจุจาระตามลำดับั [13] 

(Figure 1)

﻿

Figure 1	 The positive results o	f GDH, TcdA, and 

TcdB by IC method.

2.	3	 จริยิธรรมการวิจิัยัและความปลอดภัยัทางชีวีภาพ

งานวิิจัยันี้้�ได้้ขออนุุญาตดำเนิินการวิิจัยัและได้้รับั

อนุุญาตจากคณะกรรมการจริิยธรรมการวิิจััยในคนของ

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์์เฉลิิมพระเกีียรติิหมายเลข 

014/2565 และคณะกรรมการความปลอดภััยทาง

ชีีวภาพของมหาวิิทยาลััยธรรมศาสตร์์ หมายเลข 

078/2565

2.	4	 การวิิเคราะห์์ข้้อมููล 

ค้น้หาวัันที่่�เริ่่�มมีกีารเปลี่่�ยนแปลง (Critical day) 

ของผลการทดสอบ GDH, TcdA และ TcdB โดยสัังเกต

จากวัันที่่�ผลการตรวจด้้วยวิิธีี IC จากวัันที่่� 2 ถึึง 5 เริ่่�มมีี

การเปลี่่�ยนแปลงไปจากวัันแรก (Day
1
) คำนวณร้้อยละ

ของการเกิิดผลบวก (Positive) และผลลบ (Negative) 

จำนวนตััวอย่่างของการเกิิดผลบวก (Positive) หรืือผลลบ (Negative)

จำนวนตััวอย่่างทั้้�งหมด (N=61)
 x 100
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จากนั้้�นวิเิคราะห์แ์ละแปลผลค่า่ความสอดคล้อ้ง

ของผลตรวจแต่ล่ะชนิดิของ GDH, TcdA และ TcdB และ

ความสอดคล้้องของรููปแบบการรายงานผล (ประกอบ

ด้้วย GDH/TcdA/TcdB เรีียงกััน) จากวิิธีี IC ภายใน 5 

วันั (Day
1
-Day

5
) โดยหาค่่าสััมประสิิทธิ์์� Cohen’s Kappa 

ด้้วยโปรแกรม SPSS® (Table 1)

Table 1	 The interpretation of agreement analysis by Cohen’s Kappa coefficient [14]

Values of kappa Levels of agreement % Reliable

0.00-0.20 None 0-4%

0.21-0.39 Minimal 4-15%

0.40-0.59 Weak 15-35%

0.60-0.79 Moderate 35-63%

0.80-0.90 Strong 64-81%

> 0.90 Almost perfect 82-100%

Figure 2	 Flowchart of research method
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3. ผลการวิิจััยและวิิจารณ์์

3.1	 ก	ารเปลี่่�ยนแปลงผลตรวจวิิเคราะห์์ GDH, TcdA 

และ TcdB ของวิิธีี IC ตั้้�งแต่่วัันที่่�  1 ถึ ึง 5 ของการ

ทดลอง (Day
1-5
)

จากการทดลองพบว่่าผลการตรวจวิิเคราะห์์ 

GDH, TcdA และ TcdB ด้วยวิธิี ีIC เริ่่�มมีีการเปลี่่�ยนแปลง

ในวัันที่่�  2 (Day
2
) ซึ่่� งแสดงผลของการเปลี่่�ยนแปลงใน

แต่ล่ะวันัและแนวโน้ม้การเปลี่่�ยนแปลงดังั Table 2 and 

Figure 3 ตามลำดัับดัังนี้้�

จากผลการทดลอง Table 2 and Figure 3  

พบว่่าผลบวก GDH เริ่่�มมีีการเปลี่่�ยนแปลงลดลงจาก 

ผลบวกเป็็นผลลบจำนวน 4 ราย (ตััวอย่่าง No. 30, 36, 

51, 52 (ไม่ไ่ด้แ้สดง)) คิดิเป็น็ร้อ้ยละ 6.56 และเปลี่่�ยนไป

เป็็นผลลบอีีก 1 รายในวัันที่่� 3 คิิดเป็็นร้้อยละ 1.64 และ

ปรากฏผล GDH บวกคงที่่� 56 รายคิิดเป็็นร้้อยละ 91.80 

ในวัันที่่�  3-5 ของการทดลอง โดยรวมผล GDH มี ีการ

เปลี่่�ยนแปลงจากผลเริ่่�มต้น้ (Day
1
) มากที่่�สุดุร้อ้ยละ 8.20 

หรืือจำนวน 5 ราย เคยมีีรายงานการศึึกษาผลของการ 

Freeze throw หลายครั้้�งพบว่่าทำให้ก้ารตรวจจับั GDH 

Table 2	 T	he results of Immunochromatography (IC) from Day
1
 to Day

5
 of the experiment.

Days
Results 

N=61

GDH

n (%)

TcdA

n (%)

TcdB

n (%)

1(ref.) Negative 0(0.00) 53(86.89) 51(83.61)

  Positive 59(96.72) 8(13.11) 8(13.11)

  Weakly positive 2(3.28) 0(0.00) 2(3.28)

2 Negative 4(6.56) 52(85.25) 50(81.97)

  Positive 55(90.16) 8(13.11) 10(16.39)

  Weakly positive 2(3.28) 1(1.64) 1(1.64)

3 Negative 5(8.20) 53(86.89) 50(81.97)

  Positive 56(91.80) 8(13.11) 9(14.75)

  Weakly positive 0(0.00) 0(0.00) 2(3.28)

4 Negative 5(8.20) 53(86.89) 49(80.33)

  Positive 55(90.16) 7(11.48) 10(16.39)

  Weakly positive 1(1.64) 1(1.64) 2(3.28)

5 Negative 5(8.20) 53(86.89) 50(81.97)

  Positive 55(90.16) 8(13.11) 10(16.39)

  Weakly positive 1(1.64) 0(0.00) 1(1.64)
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Figure 3	 T	he trend of positive results for GDH, TcdA, and TcdB by IC method during Day
1-5
 of the experiment

ผลบวกลดลง [15, 16] และอาจลดลงได้้มากถึึงร้้อยละ 

3.70 ถึึงร้้อยละ 11.10 [17] บางครั้้�งความเย็็นอาจมีีผล

ต่่อผลบวกของ GDH ที่่�ลดลงได้้ ดั ังนั้้�นการเก็็บอุุจจาระ

เพื่่�อรอการตรวจวิิเคราะห์์ที่่� 4 ํํC อาจทำให้้ Activity ของ

เอนไซม์ ์GDH ลดลง จึงึสังัเกตการปรากฏผลลบของ GDH 

ในวัันที่่� 2 หรืืออาจปรากฎผลเป็็นผลบวกจาง (Weakly 

positive) ในวัันถััดไปเพิ่่�มขึ้้�น ในขณะที่่�การอ่่านผลของ 

TcdA และ TcdB มี ีการเปลี่่�ยนแปลงเล็็กน้้อยเท่่ากัับ 

ร้้อยละ 1.64 และร้้อยละ 3.28 ตามลำดัับ โดยผลการ

ตรวจวิิเคราะห์์ TcdA พบเพิ่่�มขึ้้�น 1 ราย (ตััวอย่่าง No. 

26 (ไม่่ได้้แสดง)) คิ ิดเป็็นร้้อยละ 1.64 ในวัันที่่�  2 และ

ปรากฏผลบวกลดลง 1 รายทำให้้ผล TcdA บวกคงที่่� 8 

รายคิดิเป็น็ร้อ้ยละ 13.11 ตั้้�งแต่ว่ันัที่่� 3-5 ของการทดลอง 

ในขณะที่่�การเปลี่่�ยนแปลงของผลบวก TcdB มี การ

เปลี่่�ยนแปลงเป็็นผลบวกจำนวน 1 ราย (ตัวัอย่่าง No. 27 

(ไม่ไ่ด้แ้สดง)) คิดิเป็น็ร้อ้ยละ 1.64 และเปลี่่�ยนเป็น็ผลบวก

อีกี 1 รายคิดิเป็น็ร้อ้ยละ 1.64 ในวันัที่่� 2 และ 4 ของการ

ทดลองและเปลี่่�ยนเป็็นผลลบ 1 รายคิิดเป็็นร้อ้ยละ 1.64 

ในวัันที่่� 5 ของการทดลองตามลำดัับ ทำให้้ TcdB มีีช่่วง

การเปลี่่�ยนแปลงมากกว่่าอยู่่�ที่่�ร้อยละ 3.20 อาจเป็็น

เพราะความคงตััวของ Toxin A มีีมากกว่่า Toxin B จึึง

ทำให้้พบการเปลี่่�ยนแปลงของผล Toxin B มี มากกว่่า 

[18] ซึ่่�งสอดคล้อ้งกับัการศึกึษาครั้้�งนี้้� จากการศึกึษาของ 

Grześ�kowiak et al. รายงานว่่าการตรวจจัับ TcdA ที่่�  

4°C ลดลงจากวันัที่่� 1, 2, 7, 14 และ 21 อย่า่งมีนีัยัสำคััญ

แต่่ไม่่มีีผลต่่อการตรวจจัับ TcdB [19] Aichinger, E.  

et al. รายงานว่่าจากการทดสอบซ้้ำภายใน 7 วั นของ 

วิธิีทีาง Immunoassay (EIA) พบว่า่เกิิดการเปลี่่�ยนแปลง

จากลบเป็็นบวกในอััตราที่่�ต่ำมากประมาณร้้อยละ 1.90 

[20] และพบการคงผลบวกของ Toxin A/B อยู่่�ที่่�ร้้อยละ 

10.60 ภายใน 7-10 วันั แต่ไ่ม่แ่นะนำให้ม้ีกีารทดสอบซ้ำ้

ในตััวอย่่างอุุจจาระที่่�ให้้ผลลบเกิิน 2 วัันเนื่่�องจากพบว่่า

ผลสามารถเปลี่่�ยนเป็็นผลบวกได้้ [21] ซึ่่� งสอดคล้้องกัับ

การศึึกษาครั้้�งนี้้� ดั งนั้้�นหากทำการทดสอบด้้วยวิิธีี IC  

ควรทำการทดสอบในวัันแรก (Day
1
) เนื่่�องจากหาก 

เก็็บอุุจจาระเพื่่�อรอการตรวจวิิเคราะห์์ผลอาจมีีการ
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เปลี่่�ยนแปลงได้้ และ Barbut, F. et al. รายงานว่่าควร

ตรวจ TcdA และ TcdB ทั ันทีีภายในวัันที่่�มีีการเก็็บ

อุุจจาระจากผู้้�ป่วย [22] แต่่หากไม่่ได้้ทำการตรวจ

วิิเคราะห์์ภายในวัันนั้้�นให้้เก็็บที่่�อุุณหภููมิิ 4ºC ไม่่เกิิน 72 

ชั่่�วโมงหรืือเก็็บที่่�อุุณหภููมิิ -80ºC แต่่ไม่่แนะนำให้้เก็็บที่่�

อุุณหภููมิิ -20ºC เนื่่�องจากผลึึกของน้้ำแข็็ง (Ice crystal) 

อาจไปทำลายโครงสร้า้งโปรตีนีของสารพิษิของเชื้้�อทำให้้

ตรวจพบได้้ลดลง [23, 24] สำหรัับการศึึกษาครั้้�งนี้้�แสดง

ผล Critical day ของการตรวจวิิเคราะห์์ GDH, TcdA 

และ TcdB ของการรายงานผลด้้วยวิิธีี IC คืือ Day
2

สำหรัับการลดลงและเพิ่่�มขึ้้�นของการพบ Toxin 

A และ Toxin B ของวิิธีี IC ในช่่วง Day
1
-Day

5
 นั้้�น อาจ

เกิดิจากหลายปััจจัยัที่่�ไม่่สามารถควบคุุมได้ ้เช่น่ เกิิดจาก

ความคลาดเคลื่่�อนในขั้้�นตอนการทดสอบ การอ่่านผลและ

แปลผลด้้วยด้้วยสายตาหรืือการปริิมาณ Toxin ของเชื้้�อ

ในอุุจจาระที่่�น้้อยในบางตััวอย่่างตั้้�งแต่่เริ่่�มต้้น

3.2	 การทดสอบความสอดคล้้องของผลตรวจ

วิิเคราะห์์และรููปแบบการรายงานผลตรวจวิิเคราะห์์ 

GDH, TcdA และ TcdB ของวิิธีี IC ในระหว่่างวัันที่่� 

1-5 ของการทดลอง (Day
1-5

) ด้ ้วยค่่าสััมประสิิทธิ์์� 

Cohen’s Kappa

จากผลการทดลองเมื่่�อเก็็บอุุจจาระเพื่่�อรอตรวจ

ในวัันที่่� 2 ถึง 5 ปรากฏว่่าผลการตรวจ GDH, TcdA และ 

TcdB และ มีีการเปลี่่�ยนแปลงไปจากวัันที่่� 1 หากนำผล

ตรวจมารวมกัันเพื่่�อรายงานแพทย์์จะทำให้้เกิิดรููปแบบ

การรายงานผล (Result pattern: GDH/TcdA/TcdB) 

ที่่�แตกต่่างกัันซึ่่�งอาจกลายเป็็นรููปแบบผลตรวจที่่�ไม่่บ่่ง

บอกถึึงความรุุนแรงทางคลิินิิกได้้และอาจทำให้้ผู้้�ป่่วยไม่่

ได้เ้ข้า้รัับการรัักษาได้้ซึ่่�งหากผลตรวจด้้วยวิิธี ีIC ส่วนใหญ่่

มีกีารเปลี่่�ยนแปลงและส่ง่ผลกระทบต่อ่ผู้้�ป่ว่ยมากจะเป็น็

ประโยชน์์ต่่อการวางแผนบริิหารจััดการสิ่่�งส่่งตรวจและ

การตรวจวิิเคราะห์์ของห้อ้งปฏิบิัตัิกิารต่อ่ไป ดังนั้้�นผู้้�วิจัยั

จึงึมีคีวามประสงค์์ศึกึษาความสอดคล้้องของผลการตรวจ

แต่่ละชนิิดของ GDH, TcdA และ TcdB และความ

สอดคล้้องของรููปแบบการรายงานผลของวิิธีี IC ในวัันที่่� 

1-5 (Day
1-5
) จึงึได้ท้ำการทดสอบหาค่า่สััมประสิทิธิ์์�ความ

สอดคล้้อง Cohen’s Kappa ดัังนี้้�

จ		าก Table 3 (3A-3C) แสดงให้้เห็็นว่่าแม้้ว่่าผล

ตรวจวิิเคราะห์์ GDH, TcdA และ TcdB ของวิธิีี IC มีกีาร

เปลี่่�ยนแปลงแต่่ผลตรวจวิิเคราะห์์ในระหว่่าง 5 วั นของ

การทดลองยัังคงมีีความสอดคล้้องกัันในระดัับสููงมาก 

Almost perfect (Kappa = 0.951-1.00) (Table 1) 

อย่่างไรก็็ตามการรายงานผลตรวจวิิเคราะห์์พิิษของเชื้้�อ 

C. difficile ของงานห้้องปฏิิบััติิการเทคนิิคการแพทย์์  

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์์เฉลิิมพระเกีียรติิ (รพธ.)  

ต้้องรายงานผล GDH, TcdA และ TcdB ด้ วยวิิธีี IC 

ประกอบกัันเรีียงตามลำดัับเช่่น GDH ผลบวก, TcdA 

ผลลบ และ TcdB ผลบวก รายงานเป็็น GDH+/TcdA-/

TcdB+ เป็็นต้้น ซึ่่�งหากผลการตรวจวิิเคราะห์์ด้้วยวิิธีี IC 

มีีการเปลี่่�ยนแปลงภายใน 5 วัันของการทดสอบจะทำให้้

เกิิดรููปแบบการรายงานผลที่่�แตกต่่างกัันในผู้้�ป่วยคน

เดียีวกััน ผู้้�วิจัยัมีคีวามประสงค์์ศึกึษารููปแบบการรายงาน

ผลแก่่แพทย์์ที่่�แตกต่่างกัันจะส่่งผลต่่อการเข้้ารัับการ

รักัษาของผู้้�ป่วยอย่่างไร จึงได้้ทำการออกแบบรููปแบบการ

รายงานผลโดยให้้อัักษร “P” แทนค่่าเป็็นผลบวก 

(Positive) และผลบวกจาง (Weakly positive) และ

อักัษร “N” แทนค่า่เป็น็ผลลบ (Negative) ใส่แ่ทนค่า่การ

รายงานผลเรีียงตามลำดัับ GDH, TcdA และ TcdB ซึ่่�ง

รูปูแบบการรายงานผลแบบ NNN (GDH-/TcdA-/TcdB-) 

อาจทำให้้ผู้้�ป่่วยไม่่ได้้รัับการรัักษาเนื่่�องจากผลตรวจ

วิิเคราะห์์ทั้้�งหมดเป็็นผลลบ 

จาก Figure 4 แสดงข้้อมููลการกระจายตััวของ

รููปแบบการรายงานผลตรวจวิิเคราะห์์ด้้วยวิิธีี IC ทั้้� ง 7  

รููปแบบของแต่่ละวัันที่่� 1-5 (IC (Day
1-5
)) โดยแสดงเป็็น

ค่่า %(n) (4A) เมื่่�อพิิจารณาจาก Graph (4B) ปรากฏว่่า 

รููปแบบการรายงานผลการตรวจวิิเคราะห์์ GDH/TcdA/

TcdB ด้ ้วยวิิธีี IC ในแต่่ละ Patterns ตั้้� งแต่่วัันที่่�  1-5 

(Day
1-5
) ของการทดลองมีีค่่ามััธยฐาน (Median) ไม่่ต่่าง

Science33-N6.indd   84Science33-N6.indd   84 6/1/2569 BE   10:436/1/2569 BE   10:43



85

ปีที่ 33 ฉบับที่ 6 พฤศจิกายน-ธันวาคม 2568	 วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

Table 3	 The Cohen’s Kappa coefficient values in agreement analysis of IC method crossing Day
1
 

to Day
5
 for GDH (3A), TcdA (3B), and TcdB (3C), respectively.
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Figure 4	 The frequency of distribution patterns for C. difficile toxin results by IC method (4A) and 

comparative median values during 5 days (Day
1-5
) of 7 result patterns (NNN, NNP, NPP, PNN, PNP, 

PPN, and PPP) (4B) by Kruscal Wallis testing

กันั (p>0.05) จากการทดสอบ Kruscal Wallis โดยแสดง

ค่่า % Median (95%CI) ของรููปแบบผล NNN, NNP, 

NPP, PNN, PNP, PPN และ PPP เท่่ากัับ 6.60 (1.39-

8.49), 0.00 (-0.45-1.73), 0.00 (-0.45-1.73), 70.50 

(68.63-75.61), 8.20 (7.75-9.93), 4.90 (3.47-6.37) 

และ 8.20 (6.99-8.77) ตามลำดัับ แม้้ว่่าการกระจายตััว

ของรููปแบบการรายงานผลแต่่ละชนิิดในช่่วง 1-5 วั น 

(Day
1-5

) ของการทดลองไม่่แตกต่่างกัันแต่่ในวัันที่่�  2 

(Day
2
) พบการเปลี่่�ยนแปลงผล GDH+ ไปเป็็น GDH- ทำให้้

เกิดิรูปูแบบผล NNN เป็น็ร้อ้ยละ 4.90 และร้อ้ยละ 6.60 

ในวัันที่่�  5 (Day
5
) ของการทดลอง (4A) ผู้้�วิ ิจััยมีีความ

ประสงค์์ศึึกษาการเปลี่่�ยนแปลงของรููปแบบการรายงาน

ผลที่่�เกิิดขึ้้�นช่่วง 2-5 วััน (Day
2-5
) ของการทดลองยัังคงมีี

ความสอดคล้้องกัับรููปแบบการรายงานผลของวัันแรก 

(Day
1
) ที่่�ได้ร้ายงานแก่แ่พทย์ห์รือืไม่ ่ผู้้�วิจิัยัจึงึทดสอบหา

ค่่าสััมประสิิทธิ์์�  Cohen’s Kappa และแสดงผลการ

วิิเคราะห์์ดัังนี้้�

แม้้ว่่าผลการตรวจวิิเคราะห์์ GDH/TcdA/TcdB 

จะมีกีารเปลี่่�ยนแปลงภายในวัันที่่� 2-5 (IC(day
2-5
)) แต่รู่ปู

แบบการรายงานผลยัังคงไม่่แตกต่่างจากวัันแรก (Day
1
) 

(Kappa = 0.934) ของการตรวจ โดยแสดงให้้เห็็นว่่าค่่า

วิิเคราะห์์ความสอดคล้้องกัันของผลการตรวจด้้วยวิิธีี IC 
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Table 4	 The Cohen’s Kappa coefficient of result patterns crossing within IC method from Day
1
 to 

Day
5
 in the experiment.

ภายในวัันที่่� 1 ถึง 5 ของการทดลอง (IC (day
1-5
)) (Table 

5) อยู่่�ในระดัับ Almost perfect (Ka	ppa = 0.934-

0.981) (Table 1) อย่่างไรก็็ตามหากเก็็บอุุจจาระเพื่่�อ 

รอการตรวจด้้วยวิิธีี IC ต่ ่อไปจะส่่งผลให้้ผู้้�ป่่วยไม่่ได้้รัับ

การรัักษาเพิ่่�มขึ้้�นถึึงร้้อยละ 4.90 ในวัันที่่� 2 (Day
2
) และ

เพิ่่�มขึ้้�นอีกีถึงึร้อ้ยละ 6.60 ในวันัที่่� 5 (Day
5
) แสดงให้เ้ห็น็

ว่่าหากเก็็บอุุจจาระไว้้ที่่� 4 °C เพื่่�อรอการตรวจในวัันที่่� 2 

ถึึง 5 ส่ งผลให้้ผู้้�ป่วยมีีโอกาสอาจพลาดการได้้รัับการ

รัักษาประมาณร้้อยละ 5 ถึึงร้้อยละ 6 อย่่างไรก็็ตามเคย

มีีการศึึกษาในอดีีตรายงานว่่าวิิธีีการตรวจโดยวิิธีี EIA  

มีีความสััมพัันธ์์กัับความรุุนแรงของโรค (Severe 

outcome) [25] แต่่ยัังมีีข้้อมููลน้้อยสำหรัับวิิธีี IC ซึ่่�งเป็็น

จุุดที่่�น่่าสนใจในการศึึกษาประโยชน์์ของการตรวจด้้วย 

วิิธีี IC การรัักษาและความรุุนแรงทางคลิินิิกของโรค CDI 

ต่่อไปในอนาคต

4. สรุุป
จากการศึึกษานี้้�พบว่่า Critical day เท่่ากัับ 2 

แนะนำควรตรวจอุุจจาระด้้วยวิิธีี IC ภายใน 1 วั น

เนื่่�องจากการเก็็บอุุจจาระที่่�  4ºC เพื่่�อรอตรวจวิิเคราะห์์

นานเกิิน 1 วัันจะทำให้้ผลการตรวจวิิเคราะห์์ด้้วยวิิธีี IC 

เริ่่�มมีีการเปลี่่�ยนแปลงไปจากวัันแรก (Day
1
) เพราะอาจ

มีีหลายปััจจััยเช่่นการสลายตััวของสารพิิษ ปั ัจจััยทาง

ชีีวภาพของเชื้้�อในสภาวะอุุณหภููมิิที่่�ลดลงส่่งผลให้้เกิิด 

รููปแบบของผลการตรวจวิิเคราะห์์ที่่�บ่งชี้้�ถึึงความรุุนแรง

ของโรคลดลงอาจทำให้้ผู้้�ป่่วยพลาดโอกาสเข้้ารัับการ

รักัษา สำหรัับการตรวจด้้วยวิิธี ีIC ทันทีีภายในวัันแรกอาจ

ช่่วยลดอััตราการเสีียชีีวิิตของผู้้�ป่วยได้้ งานวิิจััยนี้้�เป็็น

ประโยชน์์ด้้านการจััดเก็็บสิ่่�งส่่งตรวจเพื่่�อให้้เป็็นไปตาม

มาตรฐานของห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์สามารถใช้้

เป็น็แนวทางกำหนดนโยบายการปฏิบิัตัิติ่อ่สิ่่�งส่ง่ตรวจเพื่่�อ

ให้้มีีความเหมาะสมและยอมรัับได้้กัับศัักยภาพของห้้อง

ปฏิิบััติิการทางการแพทย์์ที่่�มีีปััจจััยและเงื่่�อนไขจำกััด

5. กิิตติิกรรรมประกาศ
ขอขอบพระคุุณ ดร.ทนพ.อนุุรัักษ์์ เชื้้�อมั่่�ง  

นัักวิิทยาศาสตร์์ชำนาญการ ที่่�ช่ วยให้้คำปรึึกษาแนะนำ

ด้า้นวิชิาการและโครงการวิจิัยันี้้�ได้ร้ับัทุนุอุุดหนุุนการวิจิัยั

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์์เฉลิิมพระเกีียรติิ ปีีงบประมาณ 

2565

ขอยืืนยัันว่่าการศึึกษานี้้�ไม่่มีีผลประโยชน์์หรืือ

ส่่วนได้้ส่่วนเสีียใดๆ 
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