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การเปรียบเทียบระหว่างห้องปฏิบตัิการตรวจพิสจูน์ไมโตคอนเดรีย
ทางนิติเวชศาสตร์

   สุคนธ์ ประดุจกาญจนา และคณะ

บทคัดย่อ:
วตัถปุระสงค:์ เพือ่ประเมนิผลการเปรยีบเทยีบระหวา่งหอ้งปฏบิตักิารสำ�หรบัการตรวจไมโตคอนเดรยีทางนติเิวชศาสตร ์
ประจำ�ปี พ.ศ. 2556 
วัสดุและวิธีการ: แบ่งการประเมินเป็น 2 ส่วน ได้แก่ ส่วนที่หนึ่ง เป็นการประเมินผลการทดสอบในห้องปฏิบัติการ 
โดยใชต้วัอยา่งเซลลค์วบคมุ K562 และตวัอยา่งคราบเลอืดจากผูท้ีม่คีวามสมัพนัธบ์ดิา-บตุร-มารดา บนแผน่เมมเบรน 
FTA แต่ละห้องปฏิบัติการทำ�การสกัดดีเอ็นเอ และทำ�การทดสอบตามวิธีปกติตามที่ปฏิบัติงาน แล้วรายงานผล
การทดสอบลงในแบบฟอรม์ทีก่ำ�หนด และสว่นทีส่อง เปน็โจทยก์รณศีกึษาดา้นการวเิคราะหค์วามสมัพนัธย์าย-หลาน
จำ�นวน 2 กรณี โดยห้องปฏิบัติการแต่ละแห่งสามารถเลือกตอบหรือไม่ตอบส่วนที่สองได้
ผลการศกึษา: มหีอ้งปฏบิตักิาร 5 แหง่ (รอ้ยละ 83) ตรวจวเิคราะหไ์มโตคอนเดรยีบรเิวณ hypervariable region I 
(HV I) และ hypervariable region II (HV II) ขณะทีห่อ้งปฏบิตักิาร 1 แหง่ (รอ้ยละ 17) ตรวจวเิคราะหไ์มโตคอนเดรยี
ครบทัง้ชว่ง control region  การเปรยีบเทยีบระหวา่งหอ้งปฏบิตักิารครัง้นีพ้บวา่มกีารรายงานผลการทดสอบคลาดเคลือ่น
เฉลีย่รอ้ยละ 19  (คา่พสิยัอยูร่ะหวา่งรอ้ยละ 0-37) โดยมหีอ้งปฏบิตักิารเพยีง 1 แหง่ (รอ้ยละ 17) ทีม่กีารคำ�นวณ
คา่ทางสถติแิละระบคุา่ทางสถติไิวใ้นการรายงานผลการทดสอบ สำ�หรบัโจทยก์รณศีกึษาพบวา่หอ้งปฏบิตักิารแตล่ะแหง่
ตอบคำ�ถามได้แตกต่างกันค่อนข้างมาก
สรุป: ควรจัดให้มีการฝึกอบรมเชิงปฏิบัติการด้านการตรวจไมโตคอนเดรียทางนิติเวชศาสตร์ และควรกำ�หนดให้มี
แนวปฏิบัติมาตรฐานสำ�หรับการทดสอบนี้ เพื่อให้แต่ละห้องปฏิบัติการใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาการทดสอบนี้
ให้มีมาตรฐานและลดความไม่สอดคล้องระหว่างห้องปฏิบัติการทางนิติเวชศาสตร์ในประเทศไทยลง

คำ�สำ�คัญ: การเปรียบเทียบระหว่างห้องปฏิบัติการ, นิติเวชศาสตร์, ประเทศไทย, ไมโตคอนเดรีย
 

Abstract:
Objective: To evaluate the results of the 2013 interlaboratory comparison of forensic mitochondrial 
deoxyribonucleic acid (DNA) typing.
Material and Method: The evaluation was divided into 2 parts. (1) Laboratory analysis was assessed using 
control cell K562 and blood stains from 3 suspects of father-child-mother on membrane.  Each laboratory 
extracted DNA from these samples and performed the test following the standard routine protocol.  
The results were appended in the given forms and send back to the provider. (2) Hypothetical forensic 
case studies of grandmother and nieces were asked optionally. Each laboratory could select whether to 
answer the second part or not.
Results:  Five laboratories (83%) analysed only hypervariable region I (HV I) and hypervariable region II 
(HV II) of mitochondrial DNA while only one laboratory (17%) analysed all regions of control region. The 
report of this interlaboratory comparison showed the average error rate from consensus polymorphism 
positions of 19% (range 0-37%). Only one laboratory calculated necessary forensic statistical values 
and showed these values within a report. For the hypothetical forensic case studies, the answers from 
each laboratory showed several variations.
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Conclusion: A training workshop on forensic mitochondrial DNA typing should be organized. A standard 
guideline of the test should be released in order to provide high quality service and reduce inconsistent 
results among forensic laboratories in Thailand. 

Keywords: forensic, interlaboratory comparison, mitochondria DNA typing, Thailand

บทนำ�
	 เครือข่ายนิติพันธุศาสตร์แห่งประเทศไทย เป็น
องค์กรหนึ่งภายใต้สมาคมพันธุศาสตร์แห่งประเทศไทย 
ดำ�เนินการจัดทำ�การเปรียบเทียบระหว่างห้องปฏิบัติการ
สำ�หรับประเมินผลการทดสอบการตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอ
ทางนิติเวชศาสตร์ ได้แก่ การตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอ
บนออโตโซม การตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอบนโครโมโซมวาย 
การตรวจพสิจูนด์เีอน็เอบนโครโมโซมเอก็ซ ์และการตรวจ
พสิจูนไ์มโตคอนเดรยีทางนติเิวชศาสตร ์ มาตัง้แต ่ป ีพ.ศ. 
25531 ในจำ�นวนการทดสอบเหล่านี้ การตรวจพิสูจน์
ไมโตคอนเดรียทางนิติเวชศาสตร์เป็นการทดสอบที่มี
การรายงานผลการทดสอบที่แตกต่างกันระหว่าง
ห้องปฏิบัติการมากที่สุด จึงเป็นสาเหตุให้คณะผู้วิจัย
ให้ความสนใจที่จะวิเคราะห์หาสาเหตุที่ก่อให้เกิดความ
ไม่สอดคล้องในการรายงานผลการทดสอบเฉพาะ
การทดสอบตรวจพสิจูนไ์มโตคอนเดรยีทางนติเิวชศาสตร์
เท่านั้น เพื่อใช้เป็นแนวทางในการกำ�หนดแนวปฏิบัติที่ดี
ให้แต่ละห้องปฏิบัติการในการลดความไม่สอดคล้อง
ของการรายงานผลการตรวจพิสูจน์ไมโตคอนเดรีย
ทางนิติเวชศาสตร์ระหว่างห้องปฏิบัติการ และเพ่ิมมาตรฐาน
การตรวจวิเคราะห์ให้เป็นเอกภาพมากยิ่งขึ้น

วัสดุและวิธีการ
	 ตัวอย่างตรวจ
		  ประกอบดว้ยตวัอยา่งควบคมุ (เซลล ์K562): 
PT1-2013 และตวัอยา่งคราบเลอืดของผูท้ีม่คีวามสมัพนัธ ์
บดิา (PT2-2013)-บตุร (PT3-2013)-มารดา (PT4-
2013) บนแผ่นเมมเบรน FTA (Whatman, ประเทศ
สหราชอาณาจักร) โดยบุคคลทั้งสามยินยอมให้เก็บ

ตัวอย่างตรวจเพื่อใช้ในการประเมินการเปรียบเทียบ
ระหว่างห้องปฏิบัติการในครั้งนี้ ตัวอย่างตรวจบนแผ่น
เมมเบรนดังกล่าวถูกส่งให้กับห้องปฏิบัติการที่เข้าร่วม
โครงการทางไปรษณีย์ไม่ลงทะเบียน 

	 ห้องปฏิบัติการที่เข้าร่วม
		  ปี พ.ศ. 2556 มีห้องปฏิบัติการเข้าร่วม
เปรียบเทียบระหว่างห้องปฏิบัติการสำ�หรับตรวจพิสูจน์
ไมโตคอนเดรียทางนิติเวชศาสตร์ จำ�นวน 6 แห่ง 
ในจำ�นวนนี้ เป็นห้องปฏิบัติการในโรงเรียนแพทย์ 
(มหาวิทยาลัย) จำ�นวน 4 แห่ง (ร้อยละ 67) และเป็น
ห้องปฏิบัติการในสถาบันทางนิติเวชศาสตร์ ซึ่งเป็น
หนว่ยงานราชการ จำ�นวน 2 แหง่ (รอ้ยละ 33) แตล่ะหอ้ง
ปฏิบัติการทำ�การทดสอบเริ่มตั้งแต่การสกัดดีเอ็นเอ 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง การวิเคราะห์
ลำ�ดบัเบส การเปรยีบเทยีบและบนัทกึตำ�แหนง่ทีแ่ตกตา่ง
จากสายดีเอ็นเออ้างอิง และการวิเคราะห์ค่าทางสถิติ 
ตามวิธีการปกติที่ทดสอบเป็นงานประจำ�ของห้อง
ปฏิบัติการนั้นๆ แล้วรายงานผลการทดสอบลงใน
แบบฟอร์มที่กำ�หนด

	 เกณฑ์การตัดสินใจ
	 ตำ�แหน่งที่แตกต่างจากสายดีเอ็นเออ้างอิงที่มี
ห้องปฏิบัติการรายงานผลเหมือนกันตั้งแต่ 3 แห่งขึ้นไป 
ถือเป็นเกณฑ์การตัดสินว่าเป็นตำ�แหน่งที่สอดคล้องกัน  
การรายงานผลการตรวจที่แตกต่างจากตำ�แหน่งที่
สอดคล้องกันนี้ ถือเป็นการรายงานผลการทดสอบที่
ไม่สอดคล้อง



                                      ส§¢ÅÒ¹¤ÃÔ¹·Ã์àÇªสÒÃ »‚·Õè 33 ฉบับที่ 4 ก.ค.-ส.ค. 2558 190

การเปรียบเทียบระหว่างห้องปฏิบตัิการตรวจพิสจูน์ไมโตคอนเดรีย
ทางนิติเวชศาสตร์
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	วิเครา ะห์กรณีศึกษาเพิ่มเติม
		  โจทย์กรณีศึกษาเพิ่มเติม จำ�นวน 2 ข้อ หนึ่ง
ในสองข้อเป็นกรณีศึกษาเรื่อง การเปรียบเทียบรูปแบบ
ดีเอ็นเอบนไมโตคอนเดรียเปรียบเทียบความสัมพันธ์
ยาย (PTF-2013) กับหลานสองคน (PTD-2013 และ 
PTE-2013) โดยยายกบัหลาน (PTD-2013) มรีปูแบบ
ดเีอน็เอบนไมโตคอนเดรยีเหมอืนกนัทกุตำ�แหนง่ แตย่าย
กับหลาน (PTE-2013) มีรูปแบบดีเอ็นเอบนไมโตคอนเดรีย
ต่างกัน 1 ตำ�แหน่ง โจทย์กรณีศึกษานี้เป็นทางเลือกที่
หอ้งปฏบิตักิารสามารถเลอืกตอบหรอืไมต่อบได ้โดยไมม่ี
ผลต่อการพิจารณามอบหนังสือรับรองการตรวจพิสูจน์
ไมโตคอนเดรียทางนิติเวชศาสตร์

ผลการศึกษา
	 การวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ
		  ห้องปฏิบัติการจำ�นวน 5 แห่ง (ร้อยละ 83) 
ตรวจวิเคราะห์ไมโตคอนเดรียบริเวณ hypervariable 
region I (HV I) และ hypervariable region II (HV 
II) ขณะทีห่อ้งปฏบิตักิารอกี 1 แหง่ (รอ้ยละ 17) ตรวจ
วเิคราะหไ์มโตคอนเดรยีครบทัง้ชว่ง control region ดงันัน้
ตำ�แหนง่ทีแ่ตกตา่งจากสายดเีอน็เออา้งองิทีส่อดคลอ้งกนั
ของแตล่ะตวัอยา่งจงึเปน็บรเิวณ HV I และ HV II เทา่นัน้ 
(ตารางที่ 1)

		  การทดสอบไมโตคอนเดรียทางนิติเวชศาสตร์

ประจำ�ปี พ.ศ. 2556 มีการรายงานผลการทดสอบ

ไม่สอดคล้อง เมื่อวิเคราะห์จากข้อมูลดิบพบว่ามีอัตรา

ความไม่สอดคล้องเฉลี่ยร้อยละ 19 (ค่าพิสัยอยู่ระหว่าง

ร้อยละ 0-37) (ตารางที่ 2) 

		  ในจำ�นวนห้องปฏิบัติการทั้ง 6 แห่งที่เข้าร่วม

โครงการนี ้มหีอ้งปฏบิตักิารเพยีง 1 แหง่ (รอ้ยละ 17) ทีม่ี

การคำ�นวณค่าทางสถิติ likelihood ratio (LR) และ 

Posterior Probability (W) โดยมีการระบุค่าทางสถิติ

เหล่านี้ไว้ในการรายงานผลการทดสอบด้วย ส่วนอีก 

5 หอ้งปฏบิตักิารทีเ่หลอื เปน็การรายงานผลการทดสอบ

โดยการเปรียบเทียบรูปแบบดีเอ็นเอบนไมโตคอนเดรีย 

(haplotype) ของตัวอย่างตรวจทั้งสาม แล้วแปลผล

การทดสอบว่ามีความสัมพันธ์เป็นญาติร่วมบรรพบุรุษ

สายมารดาเดียวกันหรือไม่

	 กรณีศึกษาเพิ่มเติม
		  จากโจทยก์รณศีกึษาทีก่ำ�หนดรปูแบบดเีอน็เอ

บนไมโตคอนเดรียของผู้เกี่ยวข้องทั้งยายและหลาน

สองคนชัดเจน แต่การตอบคำ�ถามจากห้องปฏิบัติการ

แต่ละแห่งยังมีความแตกต่างกันค่อนข้างมาก ดังแสดง

ในตารางที่ 3

ตารางที่ 1	 รูปแบบดีเอ็นเอบนไมโตคอนเดรียของตัวอย่างตรวจที่ใช้ในการเปรียบเทียบระหว่างห้องปฏิบัติการ
	 ตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอทางนิติเวชศาสตร์ ปี พ.ศ. 2556 จำ�นวน 4 ตัวอย่าง

 ตัวอย่างตรวจ
บริเวณที่ทดสอบ  ตำ�แหน่งที่แตกต่างจากสายดีเอ็นเออ้างอิง

ที่สอดคล้องกันHV I HV II

PT1-2013	 16024-16365	 73-340	 16126C, 16294T, 16296T, 16324C, 73G, 
			   263G, 310D, 311D, 312D, 313D
PT2-2013	 16024-16365	 73-340	 16193T, 16223T, 16291T, 73G, 150T, 152C, 
			   263G, 309.1C, 315.1C, 337D
PT3-2013 และ PT4-2013	 16024-16365	 73-340	 16140C, 16183C, 16189C, 16266A, 73G, 
			   210G, 263G, 309.1C, 315.1C
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ตารางที่ 2 	จำ�นวนตำ�แหน่งที่รายงานผลการทดสอบไม่สอดคล้องกันในแต่ละห้องปฏิบัติการ

ลำ�ดับ
ที่

รหัส
ห้อง
ปฏิบัติ
การ*

HV I HV II รวมตำ�แหน่ง
ที่รายงานผล
การทดสอบ
คลาดเคลื่อน

อัตราการ
รายงานผล
การทดสอบ
คลาดเคลื่อน
(ร้อยละ)PT

1-
20

13

PT
2-

20
13

PT
3-

20
13

PT
4-

20
13

รว
ม

PT
1-

20
13

PT
2-

20
13

PT
3-

20
13

PT
4-

20
13

รว
ม

	 1	 L01	 0	 0	 0	 0	 0	  3	  0	 0	 0	  3	  3	  3/38 (8)
	 2	 L06	 0	 0	 1	 1	 2	  4	  3	 2	 2	 11	 13	 13/38 (34)
	 3	 L09	 0	 0	 1	 1	 2	  0	  0	 0	 0	  0	  2	  2/38 (5)
	 4	 L10	 0	 0	 2	 2	 4	  3	  4	 0	 0	  7	 11	 11/38 (29)
	 5	 L11	 0	 0	 0	 0	 0	  5	  3	 3	 3	 14	 14	 14/38 (37)
	 6	 L13	 0	 0	 0	 0	 0	  0	  0	 0	 0	  0	  0	  0/38 (0)

	    รวม		 0	 0	 4	 4	 8	 15	 10	 5	 5	 35	 43	 43/228 (19)

*รหสัหอ้งปฏบิตักิารทีเ่ขา้รว่มการเปรยีบเทยีบระหวา่งหอ้งปฏบิตักิารสำ�หรบัตรวจพสิจูนด์เีอน็เอทางนติเิวชศาสตร ์ประจำ�ป ีพ.ศ. 2556

ตารางที่ 3	 การตอบคำ�ถามกรณีศึกษาเรื่องการตรวจพิสูจน์ไมโตคอนเดรียเพื่อพิสูจน์ความสัมพันธ์ยาย-หลาน 
	 ของแต่ละห้องปฏิบัติการ
	

รายละเอียด
จำ�นวนห้องปฏิบัติการ/รวมห้องปฏิบัติการ

ทั้งสิ้น (ร้อยละ)

	 กรณี ยาย (PTF-2013) กับ หลาน (PTD-2013)	
		  1. มีการวิเคราะห์ทางสถิติ	 1/6 (17)
		  2. การรายงานผลการทดสอบ 	
			   -สามารถสรุปความสัมพันธ์ยาย-หลานได้	 4/6 (67)
			   -ข้อมูลไม่เพียงพอ	 1/6 (17)
			   -ไม่รายงานผล	 1/6 (17)
	 กรณี ยาย (PTF-2013) กับ หลาน (PTE-2013)	
		  1. ไม่มีการวิเคราะห์ทางสถิติ	 6/6 (100)
		  2. ระบุว่าข้อมูลไม่เพียงพอสำ�หรับการตัดสินใจ	 4/6 (67)
		  3. ต้องการข้อมูลเพิ่มเติม	
			   -Autosomal STR	 1/6 (17)
			   -Autosomal STR หรือไมโตคอนเดรียบริเวณ coding region 	 1/6 (17)
			   -X-STR	 1/6 (17)
			   -ฐานข้อมูลไมโตคอนเดรียในประชากรไทย	 1/6 (17)
		  4. การรายงานผลการทดสอบ 	
			   -ไม่สามารถสรุปผลได้	 3/6 (50)
			   -ไม่ปฏิเสธความสัมพันธ์ยาย-หลาน	 2/6 (33)
			   -ไม่รายงานผล	 1/6 (17)
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การเปรียบเทียบระหว่างห้องปฏิบตัิการตรวจพิสจูน์ไมโตคอนเดรีย
ทางนิติเวชศาสตร์

   สุคนธ์ ประดุจกาญจนา และคณะ

วิจารณ์   
	 แม้ว่ามีห้องปฏิบัติการเข้าร่วมเปรียบเทียบระหว่าง
ห้องปฏิบัติการตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอทางนิติเวชศาสตร์ 
ประจำ�ปี พ.ศ. 2556 จำ�นวน 13 แห่งก็ตาม แต่มีห้องปฏิบัติการ
เพียง 6 แห่งเท่านั้น (ร้อยละ 46) ที่ร่วมเปรียบเทียบ
การตรวจพิสูจน์ไมโตคอนเดรียทางนิติเวชศาสตร์ ทั้งนี้
เนื่องจากการทดสอบนี้จำ�เป็นต้องใช้บุคลากรที่มีทักษะ
ท่ีสูงมาก มีความชำ�นาญหรือเช่ียวชาญเฉพาะด้านการตรวจ
วิเคราะห์ลำ�ดับเบส จึงทำ�ให้ขาดแคลนบุคลากรที่จะ
ปฏบิตังิานทางดา้นนี ้อกีทัง้การทดสอบนีเ้ปน็การทดสอบ
ที่มีค่าใช้จ่ายสูง มีขั้นตอนการทดสอบยุ่งยาก ใช้เวลา
ทำ�การทดสอบนาน อาจไม่คุ้มค่าต่อการลงทุนจัดตั้ง
การทดสอบนีข้ึน้ในหอ้งปฏบิตักิาร จงึทำ�ใหก้ารทดสอบนี้
ส่วนใหญ่จำ�กัดอยู่เพียงห้องปฏิบัติการในโรงพยาบาล
มหาวิทยาลัยท่ีมีโรงเรียนแพทย์และสถาบันทางนิติเวชศาสตร์
ที่มีขนาดใหญ่เท่านั้น
	 จะเหน็วา่หอ้งปฏบิตักิารสว่นใหญร่อ้ยละ 83 ทำ�การ
ทดสอบไมโตคอนเดรยีเฉพาะบรเิวณ HV I และ HV II 
เท่านั้น ขณะที่มีห้องปฏิบัติการเพียงหนึ่งแห่งที่ทดสอบ
ครอบคลมุทัง้ control region (HV I, Variable region I 
(VR I), HV II, VR II และ HV III: ตำ�แหน่งที่ 
16024-16569 และ 1-574) ทำ�ให้ตำ�แหน่งที่แตกต่าง
จากสายดีเอ็นเออ้างอิงที่สอดคล้องกันจำ�กัดอยู่ในช่วง
บริเวณ HV I และ HV II เท่านั้น จากการศึกษา
กอ่นหนา้นีแ้สดงใหเ้หน็วา่ ประมาณหนึง่ในหา้ของบคุคล
ที่มีรูปแบบดีเอ็นเอบนไมโตคอนเดรียบริเวณ HV I และ 
HV II เหมอืนกนัทกุตำ�แหนง่ สามารถแยกออกจากกนัได้
โดยการตรวจลำ�ดบัเบสบนไมโตคอนเดรยีบรเิวณ HV III 
เพิ่มเติม2,3 และการใช้ลำ�ดับเบสบริเวณ HV III ร่วมกับ 
HV I และ HV II สามารถชว่ยเพิม่ haplotype diversity 
จาก 0.992 เปน็ 0.995 ได้4 ดงันัน้การทดสอบบรเิวณ HV 
III เพิ่มขึ้นหรือการทดสอบไมโตคอนเดรียให้คลอบคลุม
ทั้งบริเวณ control region จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่มี
แนวโน้มจะนำ�มาใช้ในงานด้านนิติเวชศาสตร์ในอนาคต 
เพื่อเพิ่มความสามารถในการแยกแยะบุคคลที่ไม่ใช่ญาติ
ร่วมบรรพบุรุษสายมารดาเดียวกันออกจากกันได้    

	 การรายงานผลการทดสอบทีไ่มส่อดคลอ้ง เกดิได้
จากสาเหตหุลายประการ ไดแ้ก ่(1) การบนัทกึตำ�แหนง่
ทีแ่ตกตา่งจากสายดเีอน็เออา้งองิผดิพลาด (2) คณุภาพ
ของผลการทดสอบลำ�ดบัเบส (sequence quality) ไมส่งู 
จึงทำ�ให้อ่านผลการทดสอบบางตำ�แหน่งได้ไม่ชัดเจน 
(3) การอ่านผลการทดสอบบริเวณ C-Stretch ซึ่งเป็น 
length heteroplasmy ไมส่ามารถระบจุำ�นวนเบส C ได้
ชดัเจน และ (4) เกดิ point heteroplasmy ขึน้บางตำ�แหนง่
ทำ�ให้อ่านผลการทดสอบผิดพลาดได้
	 ความผดิพลาดจากการบันทึกตำ�แหนง่ที่แตกตา่ง
จากสายดีเอ็นเออ้างอิง เป็นความผิดพลาดที่สามารถ
หลีกเลี่ยงได้ เนื่องจากผลการตรวจวิเคราะห์ลำ�ดับเบส
จาก electropherogram ยงัมคีวามถกูตอ้ง แตเ่ปน็ปญัหา
จากทกัษะและความชำ�นาญดา้นการใชโ้ปรแกรมสำ�เรจ็รปู
ในการจดัเรยีงตำ�แหนง่ดเีอน็เอ (deoxyribonucleic acid 
alignment; DNA alignment) ของบุคลากรในห้องปฏิบัติการ
ยงัไมม่ากเพยีงพอทีจ่ะตดัสนิใจแกไ้ขลำ�ดบัเบสทีแ่ตกตา่ง
จากสายดเีอน็เออา้งองิทีถ่กูรายงานโดยโปรแกรม ปญัหานี้
จะลดลงอยา่งมากหากการเปรยีบเทยีบลำ�ดบัเบสกบัสาย
ดีเอ็นเออ้างอิงเป็นไปตามข้อกำ�หนดการบันทึกความแตกต่าง
ของลำ�ดับเบสไมโตคอนเดรียบริเวณ control region 
เมื่อเปรียบเทียบกับสายดีเอ็นเออ้างอิงตามที่แนะนำ�
โดย Wilson และคณะ5,6 อย่างไรก็ตามหากพิจารณาว่า
ความผิดพลาดจากการบันทึกความแตกต่างจากสาย
ดีเอ็นเออ้างอิง เป็นข้อผิดพลาดเพียงเล็กน้อยที่สามารถ
มองข้ามไปได้ อัตราการรายงานผลการทดสอบคลาดเคล่ือน
เฉลีย่ภายหลงัปรบัปรงุแลว้ จะลดลงเหลอืเพยีงรอ้ยละ 11 
โดยมีค่าพิสัยอยู่ระหว่างร้อยละ 0-34 และจะมีห้อง
ปฏิบัติการจำ�นวน 2 แห่งที่ไม่พบความคลาดเคลื่อน
ของการรายงานผลการทดสอบเลย (ข้อมูลไม่ได้แสดง) 
	 คณะทำ�งานวิทยาศาสตร์ด้านวิธีการตรวจพิสูจน์
ดเีอน็เอ (Scientific Working Group on DNA Analysis 
Methods; SWGDAM) ได้เสนอแนวปฏิบัติสำ�หรับ
การแปลผลการตรวจลำ�ดับเบสบนไมโตคอนเดรียว่า 
กรณทีีผ่ลการตรวจเปรยีบเทยีบรปูแบบดเีอน็เอบนไมโต-
คอนเดรียของผู้รับการตรวจเหมือนกันทุกตำ�แหน่ง หรือ
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ไม่สามารถคัดออกจากการเป็นตัวอย่างตรวจของบุคคล
เดียวกันหรือมีความสัมพันธ์ร่วมบรรพบุรุษสายมารดา
เดยีวกนั จะตอ้งมกีารคำ�นวณคา่น้ำ�หนกัวตัถพุยาน หรอื
คำ�นวณค่าทางสถิติเพื่อใช้ประกอบการตัดสินใจ7 แต่
จากการศกึษาในครัง้นีพ้บวา่มหีอ้งปฏบิตักิารเพยีง 1 แหง่ 
(ร้อยละ 17) ที่มีการคำ�นวณค่าทางสถิติ LR และ W 
เม่ือเปรียบเทียบกับการทำ� Proficiency testing สำ�หรับการ
ทดสอบไมโตคอนเดรียทางนิติเวชศาสตร์ในต่างประเทศ 
พบว่าห้องปฏิบัติการที่เข้าร่วมโครงการจำ�นวน 31 แห่ง 
ทุกแห่งมีการคำ�นวณค่าทางสถิติ (ร้อยละ 100) แต่สูตร
คำ�นวณค่าความถี่ของการพบรูปแบบดีเอ็นเอบนไมโต-
คอนเดรียมีความแตกต่างกันถึง 4 สูตร สูตรคำ�นวณค่า 
LR แตกตา่งกนั 2 สตูร มกีารใชร้ปูแบบการคน้หา (match 
type) แหลง่ขอ้มลู (data source) และฐานขอ้มลูประชากร
แตกต่างกัน จึงทำ�ให้ค่าทางสถิติ LR ที่คำ�นวณได้
แตกต่างกัน ตั้งแต่ 32-333 เท่า8 ดังนั้นนอกเหนือจาก
การกระตุ้นเตือนให้แต่ละห้องปฏิบัติการเห็นความสำ�คัญ
ของการคำ�นวณค่าทางสถิติประกอบการรายงานผล
การทดสอบให้สมบูรณ์ และมีมาตรฐานเป็นไปตามข้อกำ�หนด
ของ SWGDAM แล้ว การทำ�ความตกลงระหว่างห้อง
ปฏิบัติการที่จะเลือก (1) สูตรคำ�นวณค่าความถี่รูปแบบ
ดีเอ็นเอบนไมโตคอนเดรีย (2) สูตรคำ�นวณค่าสถิติ LR 
(3) รปูแบบการคน้หา (4) แหลง่ขอ้มลู และ (5) ฐานขอ้มลู
ประชากรก็เป็นเร่ืองสำ�คัญท่ีจะทำ�ให้การคำ�นวณค่าทางสถิติ
ในงานตรวจพิสูจน์ไมโตคอนเดรียทางนิติเวชศาสตร์
ของประเทศไทยมีมาตรฐานสอดคล้องกัน และเป็นไป
ในแนวทางเดียวกัน 
 	 การตอบคำ�ถามกรณีศึกษาเรื่องการตรวจพิสูจน์
ความสมัพนัธย์าย-หลาน (ตารางที ่3) นัน้ ไดแ้บง่คำ�ถาม
เป็น 2 กรณี กรณีแรก ยาย (PTF-2013) กับ หลาน 
(PTD-2013) ที่มีรูปแบบดีเอ็นเอบนไมโตคอนเดรีย
เหมอืนกนัทกุตำ�แหนง่ กรณนีีส้ามารถสรปุความสมัพนัธ์
ยาย-หลานได้ ห้องปฏิบัติการส่วนใหญ่ (ร้อยละ 67) สามารถ
สรุปความสัมพันธ์ของผู้รับการตรวจสองคนนี้ได้ แต่
มีห้องปฏิบัติการ 2 แห่ง ตอบแตกต่างไป นั่นคือห้อง
ปฏิบัติการ 1 แห่ง (ร้อยละ 17) ตอบว่าข้อมูลที่ให้มา

ไม่เพียงพอ และห้องปฏิบัติการอีก 1 แห่ง (ร้อยละ 17) 
ไม่รายงานผลการทดสอบ จากเหตุการณ์นี้สะท้อน
ให้เห็นว่าผู้ปฏิบัติงานบางส่วนยังขาดความมั่นใจในการ
รายงานผลการตรวจ
	 กรณีที่สอง การตรวจความสัมพันธ์ยาย (PTF-
2013) กบัหลาน (PTE-2013) เปน็กรณทีีร่ปูแบบดเีอน็เอ
บนไมโตคอนเดรยีมคีวามแตกตา่งกนั 1 ตำ�แหนง่ ซึง่เปน็
กรณทีี ่ “ไมส่ามารถสรปุความสมัพนัธไ์ด”้ ตอ้งการขอ้มลู
เพิ่มเพื่อมาช่วยในการตัดสินใจ กรณีนี้พบไม่บ่อยนัก
ในการปฏิบัติงานจริง ซึ่งห้องปฏิบัติการส่วนใหญ่ตอบ
ไปในทิศทางเดียวกัน โดยครึ่งหนึ่งของห้องปฏิบัติการ 
ตอบวา่ไมส่ามารถสรปุผลความสมัพนัธข์องผูร้บัการตรวจ
คู่นี้ได้ ห้องปฏิบัติการร้อยละ 67 ระบุว่าข้อมูลที่ให้มา
ไม่เพียงพอต่อการตัดสินใจ โดยจำ�เป็นต้องมีข้อมูลผลการตรวจ
ดเีอน็เอชนดิอืน่ๆ เพิม่เตมิ เชน่ autosomal STR (รอ้ยละ 
17)  autosomal STR หรอื ไมโตคอนเดรยีบรเิวณ coding
region (รอ้ยละ 17) X-STR (รอ้ยละ 17) และฐานขอ้มลู
ไมโตคอนเดรียในประชาการไทย (ร้อยละ 17) แต่
เปน็ทีน่า่แปลกใจทีม่หีอ้งปฏบิตักิาร 2 แหง่ (รอ้ยละ 33) 
ระบุว่าไม่สามารถปฏิเสธความสัมพันธ์ยาย-หลานคู่นี้ได้ 
ซึง่เปน็การยอมรบัวา่ผูร้บัการตรวจทัง้สองมคีวามสมัพนัธ์
ยาย-หลานกัน โดยไม่ดูข้อมูลอื่นประกอบ ขณะที่มีห้อง
ปฏบิตักิาร 1 แหง่ (รอ้ยละ 17) ไมร่ายงานผลการทดสอบ 
ผลทีไ่ดจ้ากการตอบคำ�ถามนีแ้สดงใหเ้หน็วา่ผูป้ฏบิตังิาน
ด้านน้ีอีกประมาณคร่ึงหน่ึงยังขาดความรู้ความเข้าใจในการ
จัดการกรณีปัญหาเหล่านี้ ดังนั้นผู้วิจัยคิดว่าการจัดให้มี
การอบรมการตรวจพิสูจน์รูปแบบดีเอ็นเอบนไมโตคอนเดรีย
ให้มีมาตรฐานเป็นไปตามแนวปฏิบัติที่กำ�หนดโดย 
SWGDAM7 เป็นสิ่งที่ควรกระทำ�

สรุป
	 การตรวจพิสูจน์ไมโตคอนเดรียทางนิติเวชศาสตร์
เป็นการทดสอบที่มีการรายงานผลการทดสอบ
แตกตา่งกนัมากที่สดุในการเปรียบเทียบระหวา่งหอ้ง
ปฏิบัติการตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอทางนิติเวชศาสตร์ 
ประจำ�ปี พ.ศ. 2556  ทัง้นีเ้นือ่งจากบคุลากรสว่นหนึ่ง
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การเปรียบเทียบระหว่างห้องปฏิบตัิการตรวจพิสจูน์ไมโตคอนเดรีย
ทางนิติเวชศาสตร์

   สุคนธ์ ประดุจกาญจนา และคณะ

ยังขาดทักษะ ความรู้ ความชำ�นาญ ในการทำ�การทดสอบ 
การวิเคราะห์ผลการทดสอบ คำ�นวณค่าทางสถิติ 
และการรายงานการทดสอบ ดังนั้นการจัดฝึกอบรม
เชิงปฏิบัติการให้เข้าใจถึงกระบวนการทดสอบ
ในแตล่ะขัน้ตอนจงึเปน็สิ่งสำ�คญัอยา่งยิ่ง นอกจากนัน้
ยังควรจัดให้มีแนวปฏิบัติมาตรฐานสำ�หรับการทดสอบ
ไมโตคอนเดรียทางนิติเวชศาสตร์ เพื่อให้แต่ละห้อง
ปฏิบัติการใช้เปนแนวทางในการพัฒนาการทดสอบนี้
ให้มีมาตรฐานและลดความไม่สอดคล้องระหว่าง
ห้องปฏิบัติการลง

	 ความขัดแย้งทางผลประโยชน์
	 การเปรียบเทียบระหว่างห้องปฏิบัติการตรวจ
ดีเอ็นเอทางนิติเวชศาสตร์ เป็นหนึ่งในกิจกรรมประจำ�ปี
ของเครือข่ายนิติพันธุศาสตร์แห่งประเทศไทย โดย
แต่ละสถาบันที่เป็นสมาชิกเครือข่ายฯ หมุนเวียนกัน
เป็นเจ้าภาพ ในปี พ.ศ. 2556 ภาควิชาพยาธิวิทยา 
คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
รับผิดชอบเป็นเจ้าภาพ ดำ�เนินการเปรียบเทียบระหว่าง
ห้องปฏิบัติการโดยไม่ขอรับการสนับสนุนทางการเงิน
จากหน่วยงานใดๆ ห้องปฏิบัติการแต่ละแห่งที่เข้าร่วม
โครงการนี้มีอิสระอย่างเต็มที่ในการทำ�การทดสอบ 
วิเคราะห์ผลการทดสอบ รายงานผลการทดสอบ และ/
หรอื ตอบกรณศีกึษาเพิม่เตมิ โดยปราศจากการแทรกแซง
จากหน่วยงานหรือบุคคลภายนอก

กิตติกรรมประกาศ
	 คณะผู้ วิ จั ยขอขอบพระคุณเครื อข่ ายนิติ -
พันธุศาสตร์แห่งประเทศไทย ที่ให้การสนับสนุนให้จัด
กิจกรรมเปรียบเทียบระหว่างห้องปฏิบัติการตรวจพิสูจน์
ดีเอ็นเอทางนิติเวชศาสตร์ในครั้งนี้ และขอขอบพระคุณ
เจ้าหน้าท่ีห้องปฏิบัติการและเจ้าหน้าท่ีประสานงานทุกท่าน
จากทุกสถาบันที่เป็นสมาชิกเครือข่ายนิติพันธุศาสตร์
แห่งประเทศไทยที่เข้าร่วมการเปรียบเทียบระหว่างห้อง
ปฏิบัติการตรวจพิสูจน์ไมโตคอนเดรียทางนิติเวชศาสตร์ 

ประจำ�ป ีพ.ศ. 2556 ไดแ้ก ่(1) กลุม่งานตรวจเลอืดชวีเคมี
และเขมา่ดนิปนื สถาบนันติเิวชวทิยา โรงพยาบาลตำ�รวจ 
(2) สำ�นักตรวจพิสูจน์ทางชีววิทยา สถาบันนิติวิทยาศาสตร์ 
กระทรวงยตุธิรรม (3) หอ้งปฏบิตักิารมนษุยพ์นัธศุาสตร ์
ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาล
รามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล (4) หน่วยนิติซีโรโลยี่
วัตถุพยาน ภาควิชานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์
ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล (5) หน่วยนิติ-
เซโรวิทยา ภาควิชานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และ (6) หน่วยนิติเวชศาสตร์
และพิษวิทยา ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์
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