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บทคัดยอ

 การตรวจทางหองปฏิบัติการวัณโรคและวัณโรคด้ือยาหลายขนานท่ีมีประสิทธิภาพ ถือเปนหัวใจสําคัญ             

ที่ทําใหการรักษาวัณโรคและวัณโรคดื้อยาประสบความสําเร็จ ปจจุบันหลักการทางอณูชีววิทยาไดเขามามีบทบาท

สําคัญในการตรวจวินิจฉัย โดยเปนหลักการที่มีความไวและความจําเพาะสูง งาย สะดวก รวดเร็ว สามารถใชเปน             

วิธีการตรวจเบื้องตนได โดยหลักการอณูชีววิทยาที่องคการอนามัยโลกรับรองใหใชในการตรวจวินิจฉัยวัณโรคคือ 

หลักการ Line Probe Assay (LPA) ซึ่งเปนการใชวิธี reverse hybridization แตในประเทศไทยมีการนําชุดตรวจ 

หลกัการ Real-time PCR มาใชอยางแพรหลาย การศกึษานีจึ้งมวัีตถุประสงคเพือ่เปรยีบเทยีบประสทิธภิาพชดุตรวจ 

Anyplex
TM

 MTB/NTM Real-time Detection และ Anyplex
TM

 II MTB/MDR Detection ซึง่เปนหลกัการ Real-time 

PCR ในการตรวจวิเคราะหหาเชื้อวัณโรค (MTB) วัณโรคที่ดื้อตอยา rifampicin (RIF-resistance TB) วัณโรคที่ดื้อ

ตอยา isoniazid (INH-resistance TB) และวัณโรคด้ือยาหลายขนาน (MDR-TB) กับชุดตรวจ Genotype           

MTBDRplus Ver2.0 ซึง่ใชหลกัการ LPA โดยใชตวัอยางเสมหะของผูปวยท่ีสงมาตรวจท่ีหองปฏิบตักิารของสํานกังาน

ปองกันควบคุมโรคท่ี 5 จังหวัดราชบุรี จํานวน 147 ตัวอยาง ผลการศึกษาพบวา ชุดตรวจหลักการ  Real-time PCR 

น้ีใหผลสอดคลองกับหลักการ LPA โดยการตรวจหาเชื้อ MTB, RIF-resistance TB, INH-resistance TB และ 

MDR-TB มีคาความไวรอยละ 100, 88.89, 100 และ 100 มีคาความจําเพาะ รอยละ 100, 99.06, 100 และ 

100 มีคาทํานายผลบวกรอยละ 100, 88.89, 100 และ 100 และมีคาทํานายผลลบรอยละ 100, 99.06, 100 

และ 100 แสดงใหเห็นวา การตรวจวิเคราะหหาเชื้อวัณโรคและวัณโรคด้ือยาดวยหลักการ Real-time PCR น้ีมี

ประสิทธภิาพทีด่เีทยีบเทากบัหลกัการ LPA จึงเปนอีกทางเลอืกหน่ึงทีส่ามารถนาํมาใชในการตรวจวินิจฉัยเช้ือวัณโรค

ได และยังเปนวิธีที่สะดวก รวดเร็ว ใชงานงาย ชวยใหรักษาผูปวยไดทันเวลา เปนการปองกันควบคุมวัณโรคไมให

เกิดการแพรระบาดสูชุมชน 

วารสารควบคุมโรค ปที่ 44 ฉบับท่ี 3  ก.ค. - ก.ย. 2561            Disease Control Journal Vol 44 No.3 Jul - Sep 2018

นิพนธตนฉบับ                                                                      Original Article



 Disease Control Journal   Vol 44 No.3  Jul - Sep 2018                              Anyplex
TM

 MTB/NTM Real-time Detection and Anyplex
TM

 

294

Abstract

 Laboratory diagnosis for MTB and drug resistance TB is the main factor for success in tuberculosis 

treatment.  Currently, molecular biology techniques are used for several infectious- diseases diagnostics be-

cause of its high sensitivity, high specificity, and uncomplicated, time-consuming effectiveness and could be 

used for screening tests. Although molecular biology technique for TB diagnostic which is endorsed by the 

World Health Organization (WHO) is Line Probe Assay (LPA); the reverse hybridization method, but many 

laboratories in Thailand use Real-time PCR for TB diagnostic instead. This study was aimed to compare 

Anyplex
TM

 MTB/NTM Real-time Detection and Anyplex
TM

 II MTB/MDR Detection by Real-time PCR 

method with Genotype MTBDRplus by LPA method for TB diagnosis on rifampicin-resistant TB (RIF-re-

sistant TB), isoniazid-resistant TB (INH-resistant TB) and multidrug-resistant TB (MDR-TB) detection. 

One  hundred and forty seven patients’ sputa which obtained from the laboratory of the Office of Disease 

Prevention and Control Region 5, Ratchaburi were parallelly tested by two methods. The results showed high 

efficacy of this Real-time PCR system by comparing with LPA. There are 100%, 88.89%, 100% and 100% 

of the sensitivities, 100%, 99.06%, 100% and 100% of the  specificities, 100% 88.89%, 100% and 100% 

of the positive predictive values and 100%, 99.06%, 100% and 100% of the negative predictive values for 

TB, RIF-resistant TB, INH-resistant TB and MDR-TB detection, respectively. In conclusion, this Real-time 

PCR; its simple, convenient and rapid technique, could be the high performance method for TB diagnostic 

and its TB resistance detection. This method can assist the medical personnel for the proper TB treatments for 

controlling the spreading out of TB in the communities.

 คําสําคัญ                          Key words

 เชื้อวัณโรค, วัณโรคด้ือยาหลายขนาน            Real-time PCR, Line Probe Assay, 

                           Mycobacterium tuberculosis (MTB), 

                           Multidrug-resistance tuberculosis (MDR-TB)

บทนํา

 องคการอนามัยโลก จัดอันดับใหประเทศไทย

เปน 1 ใน 14 ประเทศ ที่มีปญหาวัณโรครุนแรง                

ระดับโลก ทั้งวัณโรคทั่วไป วัณโรคและเอดส และวัณโรค

ดื้อยาหลายขนาน โดย พ.ศ. 2559 องคการอนามัยโลก

ไดกาํหนดยทุธศาสตรยตุวัิณโรค (The End TB Strategy) 

มีเปาหมายลดอุบัติการณวัณโรค ใหตํ่ากวา 10 ตอแสน

ประชากรโลก ภายใน พ.ศ. 2578 ซึ่งหนึ่งในยุทธศาสตร

การยุติวัณโรคคือ การเรงรัดคนหาผู ปวยวัณโรคให

ครอบคลุมรอยละ 100 โดยใหกลุ มเส่ียงไดรับการ               

คัดกรองและวินิจฉัยดวยวิธีการตรวจที่รวดเร็ว โดย            

การคดักรองดวยภาพถายรงัสทีรวงอก รวมกับเทคโนโลยี

อณูชีววิทยา
(1)

 แตเดิมการตรวจวิเคราะหสามารถตรวจได

หลายวิธีรวมกัน เพื่อใหการวินิจฉัยและรักษาเกิดข้ึน 

อยางมีประสิทธิภาพ ผูปวยท่ีสงสัยติดเช้ือวัณโรค จะ            

ถกูสงตรวจฉายรังสปีอด เก็บเสมหะมาทาํเสมยีรบนสไลด

เพื่อตรวจหาเช้ือ acid fast bacilli (AFB) และทําการ

เพาะเชื้อทางหองปฏิบัติการ
(2)

 ในการทํา AFB smear 

เปนวิธทีีใ่หผลรวดเร็ว ราคาถกู แตมคีวามไวต่ํา
(3) 
สาํหรบั

การเพาะเชื้อ ถือเปนวิธีมาตรฐาน (gold standard) มีทั้ง
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แบบเพาะเชื้อบนอาหารแข็ง และในอาหารเหลว
(4)

              

ซึ่งวิธีการเพาะเช้ือใชระยะเวลานานสูงสุดถึง 8 สัปดาห 

ทาํใหการตรวจวนิิจฉยัผูปวยลาชา สงผลใหการรกัษาและ

การควบคุมประชากรผูติดเช้ือเปนไปไดยาก และไมมี

ประสิทธิภาพ  

 เกือบ 10 ปที่ผานมา หลักการทางอณูชีววิทยา

ไดเขามามีบทบาทสําคัญเพื่อชวยตรวจวิเคราะหหา             

เชื้อวัณโรคและวัณโรคด้ือยาหลายขนาน โดยองคการ

อนามยัโลก มมีาตรการและกลยทุธตางๆ เพือ่พฒันาการ

ตรวจวินิจฉัยวัณโรคและวัณโรคดื้อยาใหมีประสิทธิภาพ 

และไดผลการตรวจท่ีรวดเร็ว ซึ่งมีการนําหลักการ Line 

Probe Assay (LPA) และวิธี Xpert MTB/RIF (หรือ 

GeneXpert) เขามาใชและใหการรบัรอง
(5)

 หลกัการ LPA 

จะหมายถงึ ชดุตรวจ Genotype MTBDRplus (Hain Life 

Science, Nehren, Germany) ที่รูจักกันอยางแพรหลาย 

สวนวิธ ีXpert MTB/RIF เปนการใชหลกัการ Real-time 

PCR เพื่อการตรวจวิเคราะห ซึ่งชุดตรวจท้ังสองชนิด             

ดังกลาวมีการศึกษาวามีความไว 98% ในการตรวจ

วิเคราะหเชื้อวัณโรคที่ดื้อตอยา rifampicin เมื่อเทียบกับ

วิธีการทดสอบความไวตอยาที่เปนวิธีมาตรฐาน
(6-7)

 

 อยางไรก็ตาม นอกเหนือจากชุดตรวจท้ังสอง

ชนิดดังกลาวที่ไดรับการรับรองจากองคการอนามัยโลก

แลวน้ัน ยงัมกีารศกึษาการใชชดุตรวจหลักการ Real-time 

PCR อื่นๆ
(8)

 ทั้งในประเทศไทยและตางประเทศ เชน 

การศึกษาของ Hance AJ และคณะ
(9)

 ในป พ.ศ. 2532 

เปนการใชหลักการ PCR เปนคร้ังแรกในการตรวจหา     

เชื้อวัณโรค การศึกษาของ Patel RJ และคณะ
(10)

              

ในป พ.ศ. 2533 พบวา หลักการ PCR มีคาความไวและ

ความจําเพาะสงู สามารถตรวจดีเอน็เอของเช้ือวัณโรคได

ถงึระดบั 1-100 เฟมโตกรมั (fg) การศกึษาของ Marin M 

และคณะ
(11)

 ในป พ.ศ. 2547 พบวา Real-time PCR 

สามารถตรวจเช้ือวัณโรคดือ้ยา rifampicin และ isoniazid 

จากตวัอยางในระบบทางเดนิหายใจได โดยมีคาความไว

อยูที่ 10
3
 CFU/mL การศึกษาของไกรฤกษ สุธรรม และ

คณะ
(4) 

ในป พ.ศ. 2556 เปนการศึกษาชุดตรวจ                 

Anyplex
TM

 plus MDR-TB Detection ซึ่งใชเทคโนโลยี 

Dual Priming Oligonucleotide (DPO) ที่เปนหลักการ 

Real-time PCR เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน โดยระบบ 

BACTEC
TM

 MGIT
TM

 960 System พบวา การตรวจหา

การด้ือยา INH, RMP และ MDR-TB มีความไวรอยละ 

95.20, 100 และ 94.00 มคีวามจําเพาะรอยละ 98.70, 

97.60 และ 98.90 มีคาความถูกตองรอยละ 97.10, 

98.60 และ 97.10 มีคาทํานายผลบวกรอยละ 98.40, 

96.40 และ 97.90 มีคาทํานายผลลบรอยละ 96.10, 

100 และ 96.70 การศึกษาของ Perry MD และคณะ
(12)

 

ในป พ.ศ. 2557 เปรียบเทียบประสิทธิภาพชุดตรวจ 

Anyplex
TM

 MTB/NTM Real-time Detection กับวิธี

การเพาะเชือ้มาตรฐานพบวา ชดุตรวจมีคาความไว ความ

จําเพาะ คาทาํนายผลบวก และคาทาํนายผลลบ เทยีบกบั

วิธ ีgold standard อยูทีร่อยละ 100, 96.00, 93.00 และ 

100 และการศึกษาของ Molina-Moya B และคณะ
(13) 

ในป พ.ศ. 2558 พบวา ชุดตรวจ AnyplexTM II MTB/

MDR/XDR โดยเทคโนโลยี Tagging Oligonucleotide 

Cleavage and Extension (TOCE) บนพื้นฐานหลักการ 

Real-time PCR เปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจ

วิเคราะหหาเชื้อวัณโรคดื้อยา กับการทดสอบความไวตอ

ยาดวยระบบ BACTEC พบวา มีคาความไวและความ

จําเพาะในการตรวจเชื้อที่ดื้อตอยา isoniazid ที่รอยละ 

93.30 และ 100 และมีคาความไว และความจําเพาะใน

การตรวจเช้ือที่ดื้อตอยา rifampicin ที่รอยละ 100 และ 

100 ตามลําดับ

 เน่ืองจากประเทศไทยไดมีการนําชุดตรวจ 

Anyplex
TM 

MTB/NTM Real-time Detection และ 

Anyplex
TM

 II MTB/MDR Detection ดวยหลักการ 

Real-time PCR มาใชอยางแพรหลาย การศึกษาน้ีจึง             

มีวัตถุประสงคเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพชุดตรวจ 

Anyplex
TM

 MTB/NTM Real-time Detection และ 

Anyplex
TM

 II MTB/MDR Detection กับชุดตรวจ  

Genotype MTBDRplus Ver2.0 ที่ใชหลักการ LPA            

โดยการเปรียบเทียบจะใชหลักสถิติสําหรับประเมิน               

ความเท่ียงตรง ไดแก การหาคาความไว คาความจําเพาะ 

คาทํานายผลบวกและคาทํานายผลลบ ในการตรวจ
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วิเคราะหหาเชื้อวัณโรคเชื้อวัณโรคที่ดื้อตอยา rifampicin 

เชื้อวัณโรคที่ดื้อตอยา isoniazid และเชื้อวัณโรคดื้อยา

หลายขนานในตัวอยางเสมหะผู ปวย และหากไดผล           

ไมสอดคลองกันระหวาง 2 วิธี จะทําการตรวจวิเคราะห

ลําดับเบส เพื่อใชยืนยันผล

วัสดุและวิธีการศึกษา

 กลุมตัวอยาง ตัวอยางเสมหะผูปวยท่ีสงตรวจ

หาเชือ้วัณโรคและวณัโรคดือ้ยาหลายขนาน ทีห่องปฏบิตัิ

การของสํานักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 5 จังหวัดราชบุรี 

โดยเปนกลุมตวัอยางทางคลนิิกชนดิเสมหะ จํานวน 147 

ตวัอยาง เกบ็จากผูปวยต้ังแตเดอืนมิถนุายน ถงึกรกฎาคม 

2559 

 ข้ันตอนการศกึษา นําเสมหะของผูปวย จํานวน 

147 ตัวอยาง ไปตรวจวิเคราะหหาเชื้อวัณโรค และ           

วัณโรคดื้อยาหลายขนาน ดวยชุดตรวจ Genotype            

MTBDRplus Ver2.0 (Hain Life-Science, Nehren, 

Germany) ชดุตรวจ Anyplex
TM

 MTB/NTM Real-time 

Detection และ Anyplex
TM

 II MTB/MDR Detection 

หากไดผลไมสอดคลองกนั จะทําการตรวจวิเคราะหลาํดบั

เบสตอไป       

 1. การ pre-treatment ตัวอยางเสมหะเพื่อ

ปองกันการปนเปอนจากเชื้ออื่น ๆ

 เทเสมหะลงในหลอดพลาสติกขนาด 50 mL 

จํานวน 1 หลอด ตอ 1 ตัวอยาง หากเสมหะมีปริมาตร

มากกวา 10 mL และหนืดมาก ใหแบงตัวอยางเปน 2 

หลอด เพือ่ใหการยอยเสมหะเปนไปอยางทัว่ถงึ เตมิน้ํายา 

2%NALC/4%NaOH ประมาณ 1-2 เทาของปริมาณ

เสมหะ ผสมใหเขากันดวย vortex mixer ตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหอง 15 นาที โดย vortex ทุก 5 นาที เพื่อชวย

ในการยอยเสมหะ เมื่อครบเวลา 15 นาที เติม PBS pH 

6.8 (0.067M) ถึงขีดบอกปริมาตร 45 mL ผสมใหเขา

กันดี โดยการคว่ําหลอดไปมา 4-5 คร้ัง แลวนําไปปน

ดวยเคร่ือง refrigerated centrifuge ความเร็ว 3,000 x g 

นาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4
o
C เมื่อครบเวลาใหเทน้ําสวน

บนท้ิงชา ๆ  เพือ่ไมใหสวนของตะกอนทีก่นหลอดหลดุไป 

เติม PBS pH 6.8 (0.067M) ปริมาตร 1.5 mL ลงใน

หลอดผสมใหเขากันดี โดยใชเคร่ือง vortex mixer

 2. การตรวจหาเชื้อวัณโรค วัณโรคที่ดื้อตอยา 

rifampicin และ isoniazid ดวยชุดตรวจ Genotype  

MTBDRplus Ver 2.0 (Hain Life-Science, Nehren, 

Germany)

   2.1 ข้ันตอนสกัดสารพันธุกรรม ดวยชุด

น้ํายา Genolyse®
   ใช ตัวอยาง pre-treatment 500 uL             

ผสมกับ 100 uL ของ Lysis Buffer (A-LYS) บม 5 นาที 

ที่อุณหภูมิ 95°C เติม 100 uL ของ Neutralization 

Buffer (A-NB) vortex แลว centrifuge full speed 15 นาที 

จะได DNA Solution แลวถาย supernatant ลง tube ใหม 

   2.2 ข้ันตอนการ Amplification                                                    

   PCR Amplification                                 

   เติม10 uL Amplification Mixes A           

(AM-A) และ 35 uL Amplification Mixes B (AM-B) 

ลงใน PCR tube ผสมใหเขากันแลวเติม 5 uL DNA 

solution ทาํการ Amplification ดวยเคร่ือง GTQ-Cycler 

24 ตามลําดับดังน้ี 15 min 95
o
C 1 cycle, 30 sec 95

o
C 

20 cycle, 2 min 65
o
C 20 cycle, 25 sec 95

o
C 30 

cycle, 40 sec 53
o
C 30 cycle, 40 sec 70

o
C 30 cycle, 

8 min 70
o
C 1 cycle

   Hybridization 

   ทาํการ Hybridization ดวยเคร่ือง GT-Blot 

48 (Automate Hybridization Machine) Prewarm HYB 

และ STR ที่อุณหภูมิ 45°C เตรียม Dilute CON-C และ 

Sum-C 1:100 ใน Dilution Buffer  เติม 20 uL ของ 

Denaturation Solution ลงใน plastic tray และ เติม 20 

uL PCR product  แลว mix บมท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที 

เติม 1 mL ของ Hybridization Buffer วางแผน DNA 

strip ลงใน well ของ plastic tray  เขยา tray บมท่ี 45°C 

30 นาที แลวดูดท้ิง เติม 1 mL ของ Stringen Wash 

Solution บมท่ี 45°C 15 นาที แลวดูดท้ิง c ดวย 1 mL 

ของ Rinse Solution 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง แลวดูดท้ิง 

เติม 1 mL ของ Diluted Conjugate (10 uL CON-C + 
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990 uL CON-D) บมท่ีอุณหภูมิหอง   30 นาที แลว 

ดูดท้ิง ลาง Strip ดวย 1 mL ของ Rinse Solution 1 นาที 

ที่อุณหภูมิหอง แลวดูดท้ิง แลวลาง strip อีกคร้ังดวย              

1 mL ของน้ํากลั่น 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง แลวดูดท้ิง            

เติม 1 mL ของ Diluted substrate (10 uL SUB-C + 

990 uL SUB-D) บม 6 นาที ที่อุณหภูมิหอง แลว          

ดูดท้ิง หยุดการทําปฎิกริยาโดยลางดวยน้ํากลั่น 2 รอบ 

แลวดูดท้ิง วางแผน strip ไวใหแหง จากน้ันนําไปตดิ        

บนแผน MTBDRplus Ver 2.0 worksheet เพือ่แปลผล

 3.  การตรวจหาเช้ือวัณโรค ดวยชุดตรวจ         

Anyplex
TM

 MTB/NTM Real-time Detection วัณโรค

ที่ดื้อตอยา rifampicin และ isoniazid ดวยชุดตรวจ 

Anyplex
TM

 II MTB/MDR Detection  

   3.1 การสกดัสารพนัธกุรรม ดวยเคร่ืองสกดั

สารพันธุกรรมอัตโนมัติ MagLEAD 12gC

   นําตวัอยางเสมหะทีผ่านการ pre-treatment 

ปริมาตร 200 uL มาสกัดสารพันธุกรรมดวยเคร่ืองสกัด

สารพันธุกรรมอัตโนมัติ MagLEAD 12gC (Precision 

System Science Co., Ltd., Japan) ใชหลักการ mag-

netic bead-based extraction โดยเทคโนโลย ีMagtration 

ดวยน้ํายา MagDEA® Dx SV ใชเวลาการสกัดในเคร่ือง 

25 นาที โดยรูปแบบน้ํายาเปนลักษณะ cartridge ทีบ่รรจุ

น้ํายา Lysis Solution, PK Solution, Carrier Solution, 

Magnetic beads, Binding Buffer, Wash Buffer 1, Wash 

Buffer 2 และ Distilled water ซึ่ง eluted nucleic acid ที่

ไดจะมีปริมาตร 50 uL

   3.2 การตรวจวิเคราะหและการแปลผลการ

ตรวจหาเช้ือวัณโรค ดวยชุดตรวจ Anyplex
TM

 MTB/

NTM Real-time Detection

   นําสารพนัธุกรรมท่ีสกดัไดมาตรวจวิเคราะห

หาเชื้อวัณโรค ตามข้ันตอนในคูมือชุดตรวจ Anyplex
TM 

MTB/NTM Real-time Detection โดยแตละตวัอยางใช

สารพนัธกุรรมท่ีสกดัได 5 uL รวมกับ Master mix 15 uL 

ประกอบดวย 2X Anyplex PCR Master Mix (with UDG) 

10 uL, 10X MTB/NTM OM 2 uL และ RNase-free 

water 3 uL ตอจากนั้นนําเขาเครื่อง Real-time PCR รุน 

CFX96 Real-time PCR System (Bio-Rad, USA)            

ตั้งโปรแกรมการทํางาน ดังน้ี initial denaturation 95
o
C 

15 นาที, ทํา PCR 45 รอบ โดย denaturation 95
o
C 30 

วินาที, annealing และ extension 60
o
C 1 นาที (ตรวจ

จับสัญญาณฟลูออเรสเซนตที่ข้ันตอนน้ี) เมื่อปฏิกิริยา

เสรจ็สมบรูณใชเวลา 2 ชัว่โมง แปลผลการตรวจวเิคราะห

ไดดวยโปรแกรมการแปลผลอัตโนมัติ Seegene viewer 

ซึ่งตัวอยางที่ถูกแปลผล MTB positive จะมีกราฟ           

amplification curve เหนือเสน baseline threshold              

value ของสี FAM ที่ 1200 โดยมี Ct cutoff value ที่ 40 

สําหรับการตรวจวิเคราะหเชื้อวัณโรค ชุดตรวจมี DPO 

Primer ที่ตรวจจับยีน IS6110 และ MPB64 และในการ

ตรวจวิเคราะหทุกรอบจะมีการควบคุมคุณภาพชุดน้ํายา

โดย Positive และ Negative Amplification Controls 

และใน Master mix มี Internal Control เพื่อชวยควบคุม

การยับยั้งปฏิกิริยาการทํา PCR 

  3.3 การตรวจวิเคราะหและการแปลผลการ

ตรวจหาเช้ือวัณโรคทีด่ือ้ตอยา rifampicin และ isoniazid 

ดวย Anyplex
TM

 II MTB/MDR Detection

  นําสารพันธุกรรมของตัวอยางที่ใหผล MTB 

positive จากชดุตรวจ Anyplex
TM

 MTB/NTM Real-time 

Detection มาตรวจวิเคราะหหาเชื้อวัณโรคท่ีดื้อตอยา 

rifampicin และ isoniazid ตามข้ันตอนในคูมือชุดตรวจ 

Anyplex
TM

 II MTB/MDR Detection โดยแตละตวัอยาง

ใชสารพันธุกรรม MTB positive ที่สกัดไว 5 uL รวมกับ 

Master mix 15 uL ประกอบดวย 4X Anyplex PCR 

Master Mix (with UDG) 5 uL, 4X MTB/MDR TOM 

5 uL และ RNase-free water 5 uL ตอจากน้ัน นําเขา

เคร่ือง Real-time PCR รุน CFX96 Real-time PCR 

System (Bio-Rad, USA) ตั้งโปรแกรมการทํางาน ดังน้ี 

initial denaturation 95
o
C 15 นาที, ทํา PCR 50 รอบ 

โดย denaturation 95
o
C 30 วินาที, annealing 60

o
C 1 

นาท ีและ extension 72
o
C 30 วินาท,ี ทาํ melting analysis 

โดย pre-melting 55
o
C 30 วินาที, melting analysis 

55
o
C - 85

o
C (5 sec/0.5

o
C) (ตรวจจับสัญญาณฟลูออ

เรสเซนตที่ข้ันตอนน้ี) เมื่อปฏิกิริยาเสร็จสมบูรณใชเวลา 
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 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ วิเคราะหเปรียบ

เทียบโดยใชหลักสถิติสําหรับประเมินความเที่ยงตรง 

ไดแก การหาคาความไว (sensitivity) คาความจําเพาะ 

(specificity) คาทํานายผลบวก (positive predictive 

value: PPV) และคาทํานายผลลบ (negative predictive 

value: NPV)

ผลการศึกษา

 ตวัอยางเสมหะของผูปวย จํานวน 147 ตวัอยาง 

ไดนําไปศึกษาประสิทธิภาพการตรวจวิเคราะหหาเชื้อ         

วัณโรค วัณโรคที่ดื้อตอยา rifampicin วัณโรคที่ดื้อตอยา 

isoniazid และวัณโรคดื้อยาหลายขนาน ไดผลดังน้ี 

ผลการตรวจหาเช้ือวัณโรค

 จากการตรวจหาเชื้อวัณโรค ในตัวอยางเสมหะ 

จํานวน 147 ตัวอยาง พบวา ตัวอยางที่ใหผล MTB 

positive ดวยหลักการ Real-time PCR โดยชุดตรวจ 

Anyplex
TM

 MTB/NTM Real-time Detection สอดคลอง

กบัหลกัการ LPA โดยชุดตรวจ GenoType MTBDRplus 

Ver 2.0 มีจํานวน 115 ราย และตัวอยางที่ใหผลเปน 

MTB negative สอดคลองกันจํานวน 32 ราย (ตารางที่ 

1) ซึ่ง Real-time PCR มีคาความไวของการตรวจ

วิเคราะหหาเชื้อวัณโรครอยละ 100 คาความจําเพาะ        

รอยละ  100 คาทํานายผลบวกรอยละ 100 และคา

ทํานายผลลบรอยละ 100 เมื่อเปรียบเทียบกับ LPA 

2 ชั่วโมง 40 นาที สามารถแปลผลการตรวจวิเคราะหได

ดวยโปรแกรมการแปลผลอัตโนมัติ Seegene viewer 

สามารถตรวจวิเคราะหวัณโรคด้ือยาหลายขนานได

ครอบคลุมตําแหนงการกลายพันธุทั้งหมด 25 ตําแหนง 

สามารถตรวจวัดสัญญาณเปน melting curve โดยเชื้อ 

RIF- resistance TB จะถูกวัดท่ีชองสัญญาณ HEX, เชื้อ 

INH-resistance TB จะถกูวัดท่ีชองสัญญาณ CalRed610 

และในการตรวจวิเคราะหทุกรอบจะมีการควบคุม

คุณภาพชุดตรวจโดย Positive และ Negative Amplifi-

cation Controls ทีใ่หมากบัชุดน้ํายา และยงัมี Wild Type 

Control เปนตัวควบคุมคุณภาพที่ใชในการเปรียบเทียบ 

melting curve กับผลของตัวอยางในการทํางานรอบ        

น้ันๆ และใน Master mix มี Internal Control ที่ชวย

ควบคุมการยับย้ังปฏิกิริยาการทํา PCR  

 4. การตรวจวิเคราะหลําดับเบส (sequencing)

หากมีตัวอยางเสมหะผูปวย ที่ใหผลไมสอดคลองกัน

ระหวางการตรวจทั้งสองวิธีน้ี จะทําการตรวจวิเคราะห

ลําดับเบสเพื่อยืนยันผล โดยการสงสารพันธุกรรมท่ีสกัด

โดยเคร่ืองสกัดสารพันธุกรรมอัตโนมัติ MagLEAD 

12gC ประมาณ 20 uL ไปตรวจวิเคราะหหาลําดับเบส

ของเช้ือวัณโรค โดยวิธี Sanger sequencing ที่หนวยงาน

ภายนอก และวิเคราะหตําแหนงการกลายพันธุของเช้ือ 

เปรียบเทียบกับลําดับเบสของเชื้อดื้อยาในฐานขอมูล 

ตารางท่ี 1 เปรียบเทียบผลการตรวจหาเช้ือ MTB ดวยหลักการ Real-time PCR และหลักการ LPA

Real-time PCR

MTB positive

MTB negative

total

MTB positive

115

-

115

MTB negative

- 

32

32

total

115

32

147 

Line Probe Assay

ผลการตรวจหาเช้ือวัณโรคท่ีด้ือตอยา rifampicin และ 

isoniazid 

 ตัวอย างเสมหะที่ ให ผล MTB posit ive 

สอดคลองกนัท้ัง 2 วิธ ีจํานวน 115 ราย ไดถกูนํามาตรวจ

วิเคราะหการดื้อตอยา rifampicin และยา isoniazid ดวย

หลกัการ Real-time PCR เปรยีบเทยีบกบัหลกัการ LPA 

 ผลการทดสอบตรวจวิเคราะหการดื้อตอยา 

rifampicin พบวา ตัวอยางที่ใหผลด้ือตอยา (resistance) 

สอดคลองกนั มจํีานวน 8 ราย ตวัอยางทีใ่หผลไวตอยา 

(susceptible) สอดคลองกัน มีจํานวน 105 ราย และ
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ตัวอยางที่ใหผลไมสอดคลองกัน จํานวน 2 ราย โดยมี 1 

ตัวอยาง ใหผลด้ือตอยาดวยหลักการ Real-time PCR 

แตไวตอยาดวยหลักการ LPA และมี 1 ตัวอยาง ใหผล

ไวตอยาดวยหลักการ Real-time PCR แตดื้อตอยา             

ดวยหลักการ LPA ซึ่งทั้ง 2 ตัวอยางนี้ ถูกนําไปตรวจ

ยนืยันผลดวยการตรวจวิเคราะหหาลาํดับเบสตอไป  (ดงั

แสดงไวในตารางที่ 2) 

ตารางท่ี 2 เปรียบเทยีบผลการตรวจหาเชือ้วณัโรคท่ีด้ือตอยา Rifampicin (RIF) ดวยหลกัการ Real-time PCR และหลกัการ LPA

Real-time PCR

RIF-resistance

RIF-susceptible

total

RIF-resistance

8

1

9

RIF-susceptible

1

105

106

total

9

106

115

Line Probe Assay

 จากผลการทดสอบพบวา Real-time PCR มี

คาความไวของการตรวจวิเคราะหหาเชื้อวัณโรคที่ดื้อตอ

ยา RIF รอยละ 88.89 คาความจําเพาะรอยละ 99.06 

คาทํานายผลบวกรอยละ 88.89 และคาทํานายผลลบ = 

99.06 เมื่อเปรียบเทียบกับ LPA

 ผลการทดสอบตรวจวิเคราะหการดื้อตอยา 

isoniazid พบวา ตวัอยางทัง้หมดใหผลสอดคลองกนั โดย

ตัวอยางที่ใหผลด้ือตอยา มีจํานวน 17 ราย ใหผลไวตอ

ยา มจํีานวน 98 ราย (ดังแสดงไวในตารางที่ 3)

ตารางท่ี 3 เปรียบเทียบผลการตรวจหาเช้ือวัณโรคท่ีด้ือตอยา Isoniazid (INH) ดวยหลักการ Real-time PCR และหลักการ LPA

Real-time PCR

INH-resistance

INH-susceptible

total

INH-resistance

17

0

17

INH-susceptible

0

98

98

total

17

98

115

Line Probe Assay

 จากผลการทดสอบพบวา Real-time PCR มี

คาความไวของการตรวจวิเคราะหหาเชื้อวัณโรคที่ดื้อตอ

ยา INH รอยละ 100 คาความจําเพาะรอยละ 100 คา

ทํานายผลบวกรอยละ 100 และคาทํานายผลลบรอยละ 

100 เมื่อเปรียบเทียบกับ LPA

 นําผลการทดสอบมาวิเคราะหวัณโรคดื้อยา

หลายขนาน (MDR-TB) พบวา ตัวอยางทั้งหมดใหผล

สอดคลองกนั โดยตวัอยางทีใ่หผลเปนวัณโรคดือ้ยาหลาย

ขนาน มีจํานวน 6 ราย สวนอีก 109 ราย เปนตัวอยางที่

ไมใชวัณโรคดื้อยาหลายขนาน ซึ่งอาจจะดื้อเพียงยาใด  

ยาหนึ่งระหวาง rifampicin หรือ isoniazid หรือไมดื้อ         

ตอยาทั้งสอง (ดังแสดงไวในตารางที่ 4)

ตารางท่ี 4 เปรียบเทียบผลการตรวจหาเช้ือวัณโรคด้ือยาหลายขนาน ดวยหลักการ Real-time PCR และหลักการ LPA

Real-time PCR

MDR-TB

not MDR-TB

total

MDR-TB

6

0

6

not MDR-TB

0

109

109

total

6

109

115

Line Probe Assay
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 จากผลการทดสอบพบวา Real-time PCR มี

คาความไวของการตรวจวิเคราะหหาวัณโรคดื้อยาหลาย

ขนาน (MDR-TB) รอยละ 100 คาความจําเพาะรอยละ 

100 คาทํานายผลบวกรอยละ 100 และคาทํานายผลลบ

รอยละ 100 เมื่อเปรียบเทียบกับ LPA

 จากผลการศึกษาท้ังหมดพบวา ตวัอยางเสมหะ

ผูปวย จํานวน 147 ตวัอยางทีนํ่ามาตรวจวิเคราะหหาเชือ้

วัณโรค วัณโรคดื้อยา rifampicin วัณโรคดื้อยา isoniazid 

และวัณโรคด้ือยาหลายขนาน ดวยหลักการ Real-time 

PCR เปรียบเทียบกับหลักการ LPA ไดคาสถิติของการ

ตรวจวิเคราะหเพื่อการประเมินประสิทธิภาพชุดตรวจ 

Real-time PCR ดังตารางที่ 5

ตารางท่ี 5 ผลการวิเคราะหทางสถิติของการตรวจวิเคราะหดวยหลักการ Real-time PCR เปรียบเทียบกับ LPA

testing

MTB

RIF

INH

MDR-TB

sensitivity 

(%)

100

88.89

100

100

specificity 

(%)

100

99.06

100

100

positive predictive 

value (%)

100

88.89

100

100

negative predictive 

value (%)

100

99.06

100

100

 การตรวจวิเคราะหหาลาํดบัเบสของเช้ือวัณโรค 

ในตัวอยางเสมหะจํานวน 2 ราย ที่ใหผลการตรวจ

วิเคราะหการดื้อตอยา rifampicin ไมสอดคลองกัน พบ

วา รายที่ 1 ใหผลด้ือตอยา rifampicin ดวยหลักการ 

Real-time PCR แตไวตอยา rifampicin ดวยหลักการ 

LPA ไดผลการหาลําดับเบสของยีน rpoB เปนแบบ mix 

population โดยเปนท้ัง wild type และ mutant type ที่

ตาํแหนง H526 พบม ีpeak ของลําดับเบส C (wild type) 

และ A (mutant type) ซึ่งแสดงผลเปนตัวอักษร “M” 

ดังแสดงในภาพที่ 1

ภาพท่ี 1 ลําดับเบสของยีน rpoB ที่เกี่ยวของกับการด้ือตอยา rifampicin ของเช้ือวัณโรคในตัวอยางรายท่ี 1                

ที่ใหผลไมสอดคลองกัน ระหวางการตรวจดวยหลักการ Real-time PCR และหลักการ LPA
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 การตรวจวิเคราะหหาลาํดบัเบสของเช้ือวัณโรค 

ในตัวอยางที่ใหผลไมสอดคลองกันในรายที่ 2 ที่ใหผล         

ไวตอยา rifampicin ดวยหลักการ Real-time PCR แต

ดือ้ตอยา rifampicin ดวยหลกัการ LPA พบวา ลาํดบัเบส

ของยีน rpoB มีลําดับเบสที่เปน mutant type ทําให              

เชื้อดื้อตอยา rifampicin แตตําแหนงการกลายพันธุ          

ที่ตรวจพบ ไมอยูในตําแหนงที่ครอบคลุม โดยการตรวจ

ดวยหลักการ Real-time PCR ตามที่ระบุในชุดตรวจ           

Anyplex
TM

 II MTB/MDR Detection ดงัแสดงในภาพที ่2 

ภาพท่ี 2 ลําดับเบสของยีน rpoB ที่เกี่ยวของกับการด้ือตอยา rifampicin ของเช้ือวัณโรคในตัวอยางรายท่ี 2               

ที่ใหผลไมสอดคลองกันระหวางการตรวจดวยหลักการ Real-time PCR และหลักการ LPA

วิจารณและสรุป

 ข อมูลทางสถิติที่ ได จากการศึกษาพบว า                

การตรวจวิเคราะหเชือ้วัณโรคและวณัโรคด้ือยา โดยหลกั

การ Real-time PCR ดวยชุดตรวจ Anyplex
TM

 MTB/

NTM และ Anyplex
TM

 II MTB/MDR Assay ใหผล

สอดคลองกับหลักการ LPA ดวยชุดตรวจ GenoType 

MTBDRplus Ver 2.0 เกือบทั้งหมด โดยไดคาความไว 

คาความจําเพาะ คาทํานายผลบวก และคาทํานายผลลบ 

ของการตรวจวิเคราะหหาเชื้อวัณโรคเปนรอยละ 100 

ตามลําดับ การตรวจวิเคราะหหาเชื้อวัณโรคที่ดื้อตอยา 

isoniazid และการตรวจวิเคราะหหาเชื้อวัณโรคด้ือยา

หลายขนาน (MDR-TB) ดวยหลกัการ Real-time PCR 

เปรียบเทียบกับหลักการ LPA รอยละ 100 ทั้งหมด การ

ตรวจวิเคราะหหาเชื้อวัณโรคที่ดื้อตอยา rifampicin มีคา

ความไวรอยละ 88.89 คาความจําเพาะรอยละ 99.06 

คาทํานายผลบวกรอยละ 88.89 และคาทํานายผลลบ 

รอยละ 99.06 แสดงใหเห็นวาชุดตรวจ Anyplex
TM 

MTB/NTM และ Anyplex
TM

 II MTB/MDR Assay ที่

ใชในการตรวจวิเคราะหหาเชื้อวัณโรคและวัณโรคดื้อยา 

โดยหลักการ Real-time PCR มีประสิทธิภาพที่ดี             

เทียบเทาไดกับระบบการตรวจวิเคราะหดวยชุดตรวจ           

GenoType MTBDRplus Ver 2.0 หลักการ LPA               
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ซึ่ ง เป นหลักการที่ ได รับการยอมรับโดยองค การ               

อนามัยโลก ใหใชในการตรวจวินิจฉัยเช้ือวัณโรคใน          

ผูปวยได สอดคลองกับงานวิจัยอื่นๆ ที่แสดงใหเห็นวา

หลักการ Real-time PCR มีคาประเมินทางสถิติที่ดี  

เทียบเทาไดกับวิธีมาตรฐาน เชน การวิจัยของไกรฤกษ            

สุธรรม และคณะ
(4)

 เปนการศึกษาชุดตรวจ Anyplex
TM

 

Assay ที่เปนหลักการ Real-time PCR เปรียบเทียบกับ

วิธมีาตรฐานดวย BACTEC
TM 

MGIT
TM

 960 System พบ

วา น้ํายา Real-time PCR มีคาความไว คาความจําเพาะ 

คาทํานายผลบวก และคาทํานายผลลบ สําหรับการตรวจ

หาเชือ้วัณโรคดือ้ยา rifampicin รอยละ 100, 97.60, 96.40 

และ 100 และสําหรับการตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยา           

isoniazid รอยละ 95.20, 98.70, 98.40 และ 96.10 

และสําหรับการตรวจหาเช้ือวัณโรคด้ือยาหลายขนาน                

รอยละ 94.00, 98.90, 97.90 และ 96.70 ซึ่งเปน               

คาทางสถิติที่ดี และแสดงถึงความมีประสิทธิภาพของ           

ชดุตรวจ รวมท้ังการศกึษาของ Vanessa Deggim-Messmer 

และคณะ
(14) 

ในป พ.ศ. 2559 ไดศึกษาเปรียบเทียบ           

หลักการ Real-time PCR กับวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ พบวา 

หลักการ Real-time PCR มีคาความไวรอยละ 84.70 

คาความจําเพาะรอยละ 100 คาทํานายผลบวกรอยละ 

100 และคาทํานายผลลบรอยละ 98.70 เมื่อเทียบกับ 

วิธีมาตรฐาน

 จากกรณีที่พบตัวอยางใหผลไมสอดคลองกัน 

ในการตรวจวิเคราะหหาเชื้อวัณโรคด้ือยา rifampicin           

จํานวน 2 ตวัอยาง ซึง่ทัง้ 2 ตวัอยางนี ้ไดนําไปตรวจยนืยัน

ดวยการตรวจวิเคราะหหาลําดับเบส โดยวิธี Sanger           

sequencing ซึ่งเปนวิธีมาตรฐานของการตรวจทาง                 

สารพนัธุกรรม เพือ่ใหไดผลยืนยันในงานทางอณูชวีวิทยา        

ทีถ่กูตองทีส่ดุ
(15)

 ผลการตรวจหาลาํดบัเบสแสดงใหเหน็วา 

การตรวจวิเคราะหทั้ง 2 หลักการ ไมมีความผิดพลาด 

เน่ืองจากตวัอยางรายที ่1 มเีชือ้แบบผสม (mix population) 

จึงอาจตรวจพบไดทั้ง 2 แบบ สวนตัวอยางรายที่ 2                 

พบมีตําแหนง mutation ของเชื้อ แตไมครอบคลุมการ

ตรวจดวยชุดตรวจ Real-time PCR ที่ไดมีการระบุไวใน

คูมือแลว ซึ่งในแตละชุดตรวจจะมีความครอบคลุมใน 

การตรวจตําแหนงกลายพันธุของเช้ือท่ีแตกตางกันไป 

โดยชุดตรวจท้ังคู  ยังไมสามารถตรวจไดครอบคลุม

ตําแหนงกลายพันธุทั้งหมดของยีนท่ีเกี่ยวของกับการ

ดื้อยาได

 การศกึษาคร้ังน้ี เปนการประเมินประสิทธภิาพ

ชุดตรวจ Anyplex
TM

 MTB/NTM และ Anyplex
TM

 II 

MTB/MDR Assay ที่ใชในการตรวจวิเคราะหหาเชื้อ

วัณโรค และวัณโรคดื้อยาหลายขนาน ดวยหลักการ      

Real-time PCR พบวา มีประสิทธิภาพเทียบเทากับชุด

ตรวจ GenoType MTBDRplus Ver 2.0 ดวยหลักการ  

LPA ทีไ่ดรบัการรับรองจากองคการอนามัยโลก อกีท้ังใน

หลาย ๆ  งานวิจัยท่ีกลาวถึงยังพบวา หลกัการ Real-time 

PCR ซึ่งเปนหลักการทางอณูชีววิทยา สามารถใชในการ

คัดกรองผูปวยวัณโรคเบื้องตนได มีประสิทธิภาพเทียบ

ไดกับวิธีมาตรฐานเพาะเลี้ยงเช้ือ นอกจากน้ี Real-time 

PCR ยังเปนวิธีที่สะดวก ใชงานงาย ทําใหผูปวยไดรับผล

การตรวจวินิจฉัยท่ีรวดเร็ว ถูกตอง และไดรับการรักษาที่

มีประสิทธิภาพอยางทันทวงที เปนการปองกันควบคุม

วัณโรคไมใหเกิดการแพรระบาดสูชุมชน 

ขอเสนอแนะ 

 ในการเลือกใชชุดตรวจ อาจพิจารณาตาม        

ความเหมาะสมเน่ืองจากมีราคาและปจจัยอื่นๆ ที่              

แตกตางกัน เชน ราคาตอรายของชุดตรวจ Anyplex
TM 

MTB/NTM และ Anyplex
TM

 II MTB/MDR Assay 

ประมาณ 700-1,000 บาท สวนราคาตอรายของชุด

ตรวจ GenoType MTBDRplus Ver 2.0 เทากับ 367 

บาท ชุดตรวจ Anyplex
TM

 MTB/NTM และ Anyplex
TM 

II MTB/MDR Assay สามารถใชตรวจหาเช้ือ NTM ได

พรอมกับการตรวจหา MTB และกรณทีีม่สีิง่สงตรวจเปน

จํานวนมาก  ชุดตรวจ Anyplex
TM

 MTB/NTM และ 

Anyplex
TM

 II MTB/MDR Assay จะมีความเหมาะสม

มากกวา

ขอจํากัดในการศึกษาวิจัย

 การศึกษาคร้ังน้ี เปนการศึกษาในกลุมตัวอยาง

เสมหะของผูปวยท่ีสงตรวจท่ีหองปฏิบัติการ สํานักงาน

ปองกันควบคุมโรคที่ 5 จังหวัดราชบุรี เทานั้น ซึ่งเปน
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ตัวแทนกลุมตัวอยางของเขตสุขภาพที่ 5 เพียงสวนเดียว 

ถาหากทําการศึกษาวิจัยไดครอบคลุมจากกลุมตัวอยาง

ทุกภูมิภาคในประเทศไทย อาจจะทําใหขอมูลที่ไดมี         

ความเหมาะสมและครบถวนมากย่ิงข้ึน
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