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บทน า 

การแปลผลการตรวจวิเคราะห์ล าดับเบสบนไมโตคอนเดรียในคดีพิสูจน์ศพทางนิติเวชเป็นเรื่องท่ี
จ าเป็นต้องใช้ความรู้ ความช านาญเฉพาะทาง ถึงแม้จะมีแนวปฏิบัติส าหรับการตรวจวิเคราะห์ไมโตคอนเดรีย
มาบ้าง (Budowle et al. 1999; Carracedo et al. 2000; Holland and Parsons 1999; Tully et al. 
2001)  แตย่ังไม่มีกฎเกณฑ์เฉพาะใดสามารถหรือควรใช้อธิบายเหตุการณ์ต่างๆได้ทุกเรื่อง จึงเป็นความส าคัญ
อย่างยิ่งที่ห้องปฏิบัติการแต่ละแห่งจะต้องก าหนดแนวปฏิบัติในการแปลผลการตรวจวิเคราะห์ไว้เป็นลาย
ลักษณ์อักษร  เอกสารชุดนี้จะเป็นกรอบโครงร่างแนวปฏิบัติในการแปลผลการตรวจไมโตคอนเดรีย โดยแนว
ปฏิบัติในการแปลผลการตรวจที่แต่ละห้องปฏิบัติการต้องจัดท าข้ึนนี้ต้องสรุปขึ้นจากข้อมูลการทวนสอบตาม
มาตรฐานรับรองคุณภาพส าหรับการทดสอบนิติพันธุศาสตร์และห้องปฏิบัติการที่มีฐานข้อมูลของผู้กระท าผิด 
(Quality Assurance Standards for Forensic DNA Testing and Convicted Offender Databasing 
Laboratories) แนวปฏิบัติในการทวนสอบตามข้อก าหนดของ SWGDAM และข้อมูลจากบทความวิชาการทาง
วิทยาศาสตร์ (เช่น ของ Wilson et al. 1995a) ควรน ามาใช้ร่วมด้วย  
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การประกันคุณภาพ / การรบัรองคุณภาพ 

การปฏิบัติที่ส าคัญในการตรวจวิเคราะห์ไมโตคอนเดรียคือการลดและติดตามปัญหาการปนเปื้อน
ภายในห้องปฎิบัติการ ทั้งนี้เนื่องจากความไวของเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ ท าให้
บางครั้งอาจพบการปนเปื้อนจากดีเอ็นเอปริมาณน้อยจากภายนอก และ/หรือ background  อย่างไรก็ตามผล
การทดสอบที่น่าเชื่อถือจะเกิดขึ้นได้เมื่อมีการใช้ตัวควบคุมคุณภาพท่ีถูกต้องเหมาะสม 

การปนเปื้อนเป็นปัญหาที่ต้องติดตาม ห้องปฏิบัติการแต่ละแห่งต้องมีวิธีการในการนิยามและหา
ปริมาณการปนเปื้อน ห้องปฏิบัติการต้องก าหนดเกณฑย์อมรับได้สูงสุด (maximum allowable threshold) 
ส าหรับปัญหาจากการปนเปื้อน โดยผ่านการศึกษาด้านการทวนสอบภายใน (internal validation studies) 
ห้องปฏิบัติการต้องมีระเบียบปฏิบัติ (standard operating procedures) ที่กล่าวถึงวิธีแก้ปัญหาจากการ
ปนเปื้อน (Wilson et al. 1995b) แต่ละห้องปฏิบัติการต้องมีการประเมินตัวควบคุม รวมถึง ตัวควบคุมบวก 
ตัวควบคุมลบ และ ตัวควบคุมน้ ายาเปล่า ตัวควบคุมแต่ละตัวจะต้องมีการท าการวิเคราะห์ล าดับเบสร่วมไป
ด้วยกับตัวอย่างตรวจ นอกจากนั้นควรมีการวิเคราะห์รูปแบบดีเอ็นเอบนไมโตคอนเดรียของบุคลากรใน
ห้องปฏิบัติการไว้ด้วยเพ่ือใช้ค้นหาแหล่งก าเนิดของการปนเปื้อนได้ 

ตัวควบคุมบวก หมายถึงตัวอย่างตรวจที่รู้ล าดับเบสบนไมโตคอนเดรียแล้ว ใช้เพื่อติดตามผลส าเร็จของ
การตรวจวิเคราะห์ ตัวควบคุมบวกต้องเริ่มใช้ตั้งแต่ขั้นตอนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (เช่น ดีเอ็นเอที่สกัดจาก
เซลล์เพาะเลี้ยง HL60 ใช้เป็นตัวควบคุมบวกในการสรุปผลข้อมูลการตรวจวิเคราะห์ล าดับเบสบนไมโตคอนเด
รียทางนิติเวชศาสตร์ในระบบ Combined DNA Index System [CODIS]) 

ตัวควบคุมน้ ายาเปล่าและตัวควบคุมลบ ใช้เพื่อติดตามระดับของการปนเปื้อน ตัวควบคุมน้ ายาเปล่าใช้
ติดตามปัญหาการปนเปื้อนตั้งแต่ข้ันตอนการสกัดจนถึงขั้นตอนสุดท้ายของการวิเคราะห์ล าดับเบส ตัวควบคุม
ลบใช้ติดตามปัญหาการปนเปื้อนจากขั้นตอนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจนถึงขั้นตอนสุดท้ายของการวิเคราะห์
ล าดับเบส หากผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในตัวควบคุมน้ ายาเปล่า และ/หรือ ตัวควบคุมลบให้ผลล าดับเบส
เหมือนกับในตัวอย่างตรวจ ข้อมูลล าดับเบสทุกเส้นของตัวอย่างตรวจจะต้องถูกปฏิเสธ การวิเคราะห์ครั้งนั้น
จะต้องถูกท าใหม่ โดยเริ่มต้นตั้งแต่ข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอใหม่ ถ้าปัญหาการปนเปื้อนในตัวควบคุมน้ ายาเปล่า 
และ/หรือตัวควบคุมลบ มีระดับเกินกว่าเกณฑ์ที่ก าหนดไว้โดยห้องปฏิบัติการ ข้อมูลล าดับเบสนั้นๆจะไม่
สามารถน ามาใช้แปลผลการทดสอบได้ ตัวอย่างตรวจเหล่านั้นจะต้องน ากลับไปท าซ้ าตั้งแต่ข้ันตอนการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอใหม่ หรือขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอใหม่ 

ข้อมูลล าดับเบสที่ได้จากตัวอย่างในฐานข้อมูลประชากรต้องมอีย่างน้อยสองบริเวณ คือบริเวณ HV1 
(ล าดับเบสที่ต าแหน่ง 16024-16365) และบริเวณ HV2 (ล าดับเบสที่ต าแหน่ง 73-340) ล าดับเบสจากตัวอย่าง



ตรวจอ้างอิงหรือตัวอย่างตรวจที่รู้ความสัมพันธ์ (K) แล้วควรมีทั้งบริเวณ HV1 (ต าแหน่ง 16024-16365) และ
บริเวณ HV2 (ต าแหน่ง 73-340)  ส าหรับตัวอย่างตรวจจากผู้สงสัย (Q) ไม่มีการก าหนดความยาวของล าดับ
เบสที่ได้ แต่ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอทั้งสองสายต้องน ามาวิเคราะห์ล าดับเบสเพ่ือลดความ
คลุมเครือในการตรวจวิเคราะห์ล าดับเบส 

การแปลผลข้อมูล 

ห้องปฏิบัติการต้องก าหนดเกณฑ์การยอมรับล าดับเบสจากความสูงของสัญญาณหรือแถบที่เหมาะสม
และตรวจสอบว่าผลการทดสอบมีคุณภาพที่ดีเพียงพอในการใช้แปลผลการทดสอบ คุณภาพรวมของข้อมูล 
electropherogram จะต้องมีการประเมิน ผลการทดสอบต้องมีการวิเคราะห์ว่าผ่านเกณฑ์ยอมรับให้ใช้
วิเคราะห์ผลการทดสอบ และเกณฑ์ยอมรับให้ใช้แปลผลการทดสอบได้ โดยผ่านการศึกษาด้านการทวนสอบ
ภายใน  หากคุณภาพรวมของ electropherogram ไม่เหมาะที่จะใช้วิเคราะห์ต่อไป ข้อมูลเหล่านี้ควรถูก
ปฏิเสธและตัวอย่างตรวจควรต้องน ามาท าซ้ า เริ่มจากข้ันตอนการสกัดใหม่ เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอใหม่ และ/หรือ 
ท า sequence ใหม ่

ล าดับเบสที่สอดคล้องกันที่ได้รับจากตัวอย่างตรวจจะต้องน ามาเปรียบเทียบกับล าดับเบสอ้างอิง 
(Revised Cambridge Reference Sequence, rCRS) ซึ่งศึกษาโดย Andrews และคณะ (Andrews et al. 
1999; rCRS ใช้ทดแทน Cambridge Reference Sequence (CRS) ซึ่งศึกษาโดย Anderson and co-
workers (Anderson et al. 1981). บันทึกความแตกต่างระหว่างล าดับเบสสายอ้างอิงกับล าดับเบสที่ได้จาก
ตัวอย่างตรวจ โดยบันทึกต าแหน่งของล าดับเบสและชนิดของเบสที่แตกต่างจากสายอ้างอิง (เช่น ต าแหน่ง 
16089 C) (หมายเหตุ รายการของล าดับเบสที่แตกต่างจากล าดับเบสอ้างอิงต้องมีการแสดงไว้เพ่ือใช้สรุปผล
ข้อมูลไมโตคอนเดรียในระบบ CODIS) 

การกลายพันธ์แบบเพ่ิมข้ึน (Insertion) ต้องมีการจดบันทึกต าแหน่งตามทิศทาง 3’ ของสาย light 
strand ของล าดับเบสอ้างอิง rCRS ตามด้วย จุด และเลข 1 ส าหรับการเพิ่มขึ้นหนึ่งเบสแรก ตัวเลขนี้จะ
เพ่ิมข้ึนตามจ านวนเบสที่เพ่ิมขึ้นแต่ละตัว ส าหรับบริเวณท่ีมีการซ้ าของเบสชนิดเดียวกันจ านวนมาก 
(homopolymeric regions) การกลายพันธุ์แบบเพ่ิมขึ้นจะระบุด้วยตัวเลขสุดท้ายที่สิ้นสุดช่วง 
homopolymeric region ตามล าดับเบสอ้างอิง rCRS โดยไม่เปลี่ยนแปลงเลขล าดับตามจ านวนเบสที่เพ่ิมขึ้น 
(อธิบายเพิ่มเติม เช่น ต าแหน่ง 309.1C, 309.2C, 309.3C เป็นต้น) ล าดับเบสที่แตกต่างจาก rCRS ควรบันทึก
ให้สอดคล้องตามแนวทางที่เสนอโดย Wilson et al. 2002a และ Wilson et al. 2002b. 



การเรียกชื่อเบสของดีเอ็นเอควรก าหนดตามระบบการเรียกชื่อที่ก าหนดตาม International Union 
of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) ต าแหน่งที่มีความคลุมเครือที่ผ่านการตรวจสอบแล้ว ควรใช้รหัส 
IUPAC ดังนี้ 

G/T = K   A/C = M 
A/G = R   A/G/T = D 
G/C = S   A/C/T = H 
A/T = W   A/C/G = V 
C/T = Y   C/T/G/ = B 
A/C/G/T = N    

แนวทางการเรียกชื่อแบบอนุรักษ์นิยม อาจก าหนดให้เบสที่ยังคลุมเครืออยู่ เรียกเป็น “N” ส่วนการ
ขาดหายไป (deletion) ให้แทนด้วยสัญลักษณ์ “-“  

ล าดับเบสที่เกี่ยวพันกันทั้งหมดของตัวอย่างตรวจเดียวกันต้องน ามาวิเคราะห์ในโปรแกรมส าหรับการ
วิเคราะห์และจัดเรียงล าดับเบส ล าดับเบสสาย heavy strand ควรมีการปรับเป็นเบสคู่สมและกลับด้านเพ่ือให้
สามารถจัดเรียงเทียบกันในทิศทางเดียวกับสาย light strand ดีเอ็นเอบนสายเหล่านี้จะต้องถูกเปรียบเทียบ
และก าหนดเป็นล าดับเบสที่สอดคล้องกัน (ดีเอ็นเอบนสายเหล่านี้มีล าดับเบสเหมือนกันแสดงว่าที่ต าแหน่งนั้น
เป็นล าดับเบสนั้นจริง) heteroplasmy หมายถึง การพบรูปแบบดีเอ็นเอบนไมโตคอนเดรียมากกว่าหนึ่ง
รูปแบบในคนเดียวกนั ซึ่งเป็นการพบในระดับปฏิบัติการ heteroplasmy สามารถพบได้เป็น point 
heteroplasmy ซึ่งหมายถึงการพบเบส 2 ชนิดที่ต าแหน่งเดียวกัน หรืออาจพบเป็น length heteroplasmy 
ซึ่งมีลักษณะเฉพาะที่พบเป็นการเปลี่ยนแปลงในจ านวนเบสชนิดเดียวกันบริเวณ homopolymeric region 
(เช่น บริเวณ C-stretch) ห้องปฏิบัติการแต่ละแห่งควรก าหนดการตรวจพบ heteroplasmy ไว้ในระดับ
ปฏิบัติงานของระบบการตรวจวิเคราะห์ล าดับเบสไว้ด้วย เมื่อพบว่าตัวอย่างตรวจคู่ใดที่ก าลังเปรียบเทียบ
ความสัมพันธ์แล้วพบว่ามีล าดับเบสแตกต่างกันเพียงแค่ต าแหน่งเดียว ควรมีการท าซ้ าในตัวอย่างตรวจใหม่
เพ่ือให้สามารถแปลผลนี้ได้ 

การที่มีเบสเดียวกันเรียงติดต่อกันเรียกว่า homopolymeric tract ในบริเวณ HV1 พบการเรียงต่อ
กันของเบส C เป็นสายยาวเริ่มจากต าแหน่งที่ 16184 และในบริเวณ HV2 การเรียงต่อกันของเบส C เป็นสาย
ยาวนี้พบระหว่างต าแหน่งที่ 303 ถึง 315 การเรียงต่อกันเป็นสายยาวของเบสเดียวกันอาจมีความยาวแตกต่าง
กันได้ในคนเดียวกัน การตรวจส่วนใหญ่จึงไม่ต้องพยายามวิเคราะห์เพ่ือหาจ านวนเบสที่แน่นอนบริเวณ HV1 C-
stretch อย่างไรก็ตามห้องปฏิบัติการต้องพัฒนาแนวปฏิบัติในการแปลผลการทดสอบของตนเองส าหรับความ
ยาวของเบสชนิดเดียวกันที่แตกต่างกันบริเวณ HV2 โดยทั่วไปความยาวของเบสชนิดเดียวกันที่ไม่เท่ากันบริเวณ 



HV2 นี้อยู่ในวิสัยที่สามารถวิเคราะห์ได้ อย่างไรก็ตาม ความแตกต่างด้านความยาวของเบสที่แตกต่างกันเพียง
อย่างเดียวไม่สามารถใช้แปลผลการทดสอบเป็นการคัดออกได้ (Stewart et al. 2001) 

การรายงานผลการทดสอบ 

ห้องปฏิบัติการต้องก าหนดสภาพของข้อมูลว่าสามารถน ามาใช้สรุปผลว่าบุคคลต้องสงสัยนั้นสามารถ
หรือไม่สามารถถูกคัดออกจากการเป็นต้นก าเนิดของดีเอ็นเอบนไมโตคอนเดรียที่ถูกเปรียบเทียบได ้
นอกจากนั้นห้องปฏิบัติการควรก าหนดแนวปฏิบัติในการประเมินกรณีท่ีพบว่าในตัวอย่างตรวจมี 
heteroplasmy ซึ่งอาจรวมถึงการตรวจหาจ านวน ต าแหน่ง และเบสที่ต าแหน่งที่แตกต่างนั้นๆ 

แนวทางในการแปลผลตามข้อแนะน านี้ อาจใช้ได้ในกรณีส่วนใหญ่ 

คัดออก -- เมื่อเปรียบเทียบตัวอย่างตรวจที่สงสัยกับตัวอย่างตรวจอ้างอิง แล้วพบว่ามีล าดับเบสที่แตกต่างจาก
ล าดับเบสอ้างอิงตั้งแต่สองต าแหน่งหรือมากกว่า แสดงว่าตัวอย่างตรวจที่สงสัยสามารถคัดออกจากการเป็นของ
บุคคลเดียวกัน หรือ มีความสัมพันธ์ร่วมบรรพบุรุษสายมารดาเดียวกัน 

ไม่สามารถสรุปผลได้ -- เมื่อเปรียบเทียบตัวอย่างตรวจที่สงสัยกับตัวอย่างตรวจอ้างอิง แล้วพบว่ามีล าดับเบสที่
แตกต่างจากล าดับเบสอ้างอิงเพียงหนึ่งต าแหน่ง ผลการทดสอบจะไม่สามารถสรุปผลได้ 

ไม่สามารถคัดออกได้ -- เมื่อเปรียบเทียบตัวอย่างตรวจที่สงสัยกับตัวอย่างตรวจอ้างอิง แล้วพบว่าล าดับเบส
ทั่วไปที่แต่ละต าแหน่ง หรือ ความยาวของเบส C-stretch บริเวณ HV2 ไม่แตกต่างกัน แสดงว่าตัวอย่างตรวจ
นั้นไม่สามารถคัดออกจากการเป็นตัวอย่างตรวจของบุคคลเดียวกันหรือมีความสัมพันธ์ร่วมบรรพบุรุษสาย
มารดาเดียวกัน  

น  าหนักของวัตถุพยาน 

รูปแบบดีเอ็นเอบนไมโตคอนเดรียของตัวอย่างตรวจอ้างอิงและตัวอย่างตรวจจากวัตถุพยานที่ไม่
สามารถคัดออกได้ แสดงว่าเป็นไปได้ว่าตัวอย่างตรวจทั้งสองมาจากแหล่งก าเนิดเดียวกัน ซึ่งสามารถค้นได้จาก
ฐานข้อมูลประชากร โดยฐานข้อมูลประชากรที่ใช้ในการประเมินค่าน้ าหนักของวัตถุพยานทางนิติเวชศาสตร์ 
เช่น mtDNA population database หรือ CODIS (Miller and Budowle 2001; Monson et al. 2002) 
จะต้องมีการระบุไว้ในรายงานให้ชัดเจน 
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