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บทคัดย่อ

	 วัณโรคเป็นปัญหาสำ�คัญทางสาธารณสุข วิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อวัณโรคจัดเป็นวิธีมาตรฐานในการวินิจฉัยโรค 
ใช้เวลานาน 3-8 สัปดาห์เนื่องจากเช้ือเจริญช้า การตรวจหาสารพันธุกรรมด้วย Nucleic Acid Amplification Test 
(NAAT) เป็นอีกวิธีหนึ่งที่มีความไว ความจำ�เพาะสูงและให้ผลตรวจที่รวดเร็วกว่าวิธีการเพาะเชื้อ การศึกษานำ�ร่องในครั้งนี้ 
มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบการตรวจเทคนิคทางอณูชีววิทยาโดยตรวจเสมหะหา DNA ของเชื้อวัณโรคด้วยเทคนิค  
Isothermal Amplification (TB – LAMP) และการตรวจด้วยเครื่อง GeneXpert ในกลุ่มผู้ป่วยที่สงสัยว่าติดเชื้อวัณโรค  
โดยใชต้วัอยา่งทีเ่หลอืจากการตรวจ AFB จำ�นวน 74 ตัวอยา่ง โดยแยกเปน็ 3 กลุม่ดังนี ้กลุม่ที ่1 คอืตวัอยา่งเสมหะทีเ่หลอืจาก 
การตรวจด้วยวิธี AFB และมีผลเป็นบวก (Scanty, 1+, 2+ และ 3+) จำ�นวน 16 ตัวอย่าง กลุ่มที่ 2 คือตัวอย่างเสมหะ
ที่เหลือจากการตรวจด้วยวิธี AFB และมีผลเป็นลบจำ�นวน 53 ตัวอย่าง กลุ่มที่ 3 เป็นตัวอย่างที่เหลือจากการตรวจด้วย 
เครื่อง GeneXpert และให้ผลเป็นบวก 5 ตัวอย่าง ผลการศึกษาพบว่ากลุ่มที่ 1 ให้ผลการตรวจด้วยเทคนิค TB-LAMP 
Test และวิธี Xpert MTB/RIF เป็นบวก 16 ตัวอย่างทั้ง 2 วิธี (ผลสอดคล้องร้อยละ 100) กลุ่มที่ 2 ให้ผลการตรวจ 
ด้วยวิธี Xpert MTB/RIF และ TB-LAMP Test เป็นบวกจำ�นวน 27 และ 17 ตัวอย่าง ตามลำ�ดับ คิดเป็นการตรวจพบ 
ผลบวกเพ่ิมขึน้เปน็รอ้ยละ 50.9 และ 32.1 ตามลำ�ดบัและกลุม่ที ่3 ใหผ้ลการตรวจเปน็บวกดว้ยวธิ ีTB-LAMP Test จำ�นวน 
5 ตัวอย่าง (ผลสอดคล้องร้อยละ 100) เมื่อเปรียบเทียบผลการตรวจเสมหะทั้ง 74 ตัวอย่าง พบว่าวิธี Xpert MTB/RIF  
ให้ผลบวกจำ�นวน 48 ตัวอย่าง ในขณะที่วิธี TB-LAMP Test พบผลบวกจำ�นวน 38 ตัวอย่าง ให้ผลสอดคล้องกันคิดเป็น 
ร้อยละ 79 จากข้อมูลเบ้ืองต้นอนุมานได้ว่าหากนำ�วิธี TB-LAMP Test ซ่ึง เป็นเทคนิคที่ใช้เวลาในการทดสอบน้อยกว่า 
และ มรีาคาถกูกวา่ วธิ ีXpert MTB/RIF มากมาทดสอบกลุม่ตวัอยา่งทีใ่หผ้ลลบดว้ยวธิ ีAFB กจ็ะสามารถตรวจพบผูป่้วยได้ 
เพิม่ขึน้ถงึรอ้ยละ 32 และหากนำ�วธิ ีTB-LAMP Test ทดสอบในตวัอยา่งที ่AFB ใหผ้ลการทดสอบทัง้ลบและบวก จะสามารถ
ลดปรมิาณการทดสอบดว้ยวธิ ีXpert MTB/RIF ไดไ้มน่อ้ยกวา่ร้อยละ 79 ซ่ึงจะนำ�ไปสู่การสนบัสนนุการควบคมุและปอ้งกนั
วัณโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น
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Abstract

	 Tuberculosis is a major public health problem. The gold standard technique for diagnosis of active 

tuberculosis is detection of Mycobacterium tuberculosis (MTB) by culture, which takes 3-8 weeks due to  

a slow growth rate of the bacilli. Molecular method by nucleic acid amplification technique (NAAT) is an 

alternative method to detect MTB- specific nucleic acid which provide higher sensitivity, more specificity 

in a very short time compared to culture. This preliminary study was to compare the performance of 

molecular techniques for detection the MTB DNA in suspected patient’s sputum by Isothermal amplification  

(TB - LAMP) and GeneXpert. Three catagories of 74 tested samples from previous testing left over 

sputums were included in this study : Group 1 was 16 samples from AFB positive sputum with three 

positive grading results (Scanty, 1+, 2+ and 3+). Group 2 included 53 negative AFB sputums. Group 3 

were 5 positive MTB sputums by GeneXpert MTB/RIF. The results revealed that group 1 sample showed 

positive results by both methods (100 % concordance). Among group 2 of 53 AFB negative, 27 sputums 

were found to be positive by Xpert MTB/RIF and 17 were positive by TB-LAMP, demonstrated 50.9 % 

and 32.1 % increment, respectively. Group 3 gave 5 positive results of TB-LAMP test methods (100 % 

concordance). In comparison, among 74 samples Xpert MTB/ RIF detected 48 positive while TB-LAMP 

found 38 positive MTB (79% concordance). The results demonstrated that TB-LAMP could detected MTB 

in 17 of 53 negative AFB samples with 32 % increment . Therefore, implementing of TB-LAMP which 

is much cheaper cost and less time consume compared to Xpert MTB/RIF for detecting MTB in AFB  

negative will be able to reduce using Xpert MTB/RIF testing by at least 79 %, leading to more effective-

ness for TB control and prevention. 
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บทน�ำ

	 วณัโรค (Tuberculosis, TB) เป็นโรคตดิต่อเรือ้รงั

ท่ีมีผลกระทบต่อคุณภาพชีวิตของประชากรเป็นอย่างมาก 

ก่อให้เกิดการเจ็บป่วย เสียชีวิตและสูญเสียทางเศรษฐกิจ

จากค่าใช้จ่ายในการรกัษา มผีลกระทบทัง้กบัตวัผูป่้วยและ

ครอบครัว องค์การสหประชาชาติจึงได้ก�ำหนดเป้าหมาย 

ในการยุติการแพร่ระบาดของวัณโรคในปี พ.ศ. 2573 จาก

รายงานวัณโรคของโลกปี พ.ศ. 2560 องค์การอนามัยโลก

คาดประมาณอุบัติการณ์ผู ้ป่วยวัณโรค (รายใหม่และ 

กลับมาเป็นซ�้ำ) ของโลกสูงถึง 10.4 ล้านคน (140 ต่อแสน

ประชากร) และเสียชีวิตสูงถึง 1.7 ล้านคน(1) ส�ำหรับ

ประเทศไทย องค์การอนามัยโลกจัดให้เป็น 1 ใน 14 

ประเทศของโลกที่มีภาระวัณโรค วัณโรคที่สัมพันธ์กับ 

การติดเชื้อเอชไอวีและวัณโรคดื้อยาหลายขนาน องค์การ

อนามยัโลกคาดว่าปี พ.ศ.2559 ประเทศไทยมผีูป่้วยวณัโรค

รายใหม่และกลับมาเป็นซ�้ำ  119,000 ราย ผู้ป่วยวัณโรค 

ท่ีสัมพันธ์กับการติดเชื้อเอชไอวี 10,000 คน และผู้ป่วย

วัณโรคดื้อยา RR/MDR-TB 4,700 คน (1) กระทรวง

สาธารณสุขได้จัดท�ำแผนปฏิบัติการระดับชาติด้านการ 

ต่อต้านวัณโรค พ.ศ. 2560 - 2564 โดยมีเป้าหมายเพื่อลด

อัตราอบุตักิารณ์ของวณัโรคลงให้เหลอื 88 รายต่อประชากร

แสนคนภายในปี พ.ศ.2564 ซึ่งสอดคล้องกับเป้าหมาย

ยุทธศาสตร์ยุติวัณโรคขององค์การอนามัยโลก การด�ำเนิน

งานตามแผนยทุธศาสตร์วณัโรคระดบัชาตปิระกอบไปด้วย 

5 ยุทธศาสตร์คือยุทธศาสตร์ที่ 1 เร่งรัดค้นหาผู้ติดเชื้อ

วัณโรคและผู้ป่วยวัณโรคให้ครอบคลุมโดยการคัดกรอง 

ในกลุ่มเสี่ยงเป้าหมาย ยุทธศาสตร์ที่ 2 ลดการเสียชีวิตใน 

ผู้ป่วยวัณโรค ยุทธศาสตร์ที่ 3 พัฒนาศักยภาพบุคลากร 

เพือ่การป้องกนั ดแูลรกัษาและควบคมุวัณโรค ยทุธศาสตร์

ที ่4 สร้างกลไกการบรหิารจัดการเชงิยทุธศาสตร์อย่างยัง่ยนื

และยุทธศาสตร์ที่ 5 ส่งเสริมการวิจัยและพัฒนานวัตกรรม

การป้องกัน ดแูลรกัษาและควบคมุวณัโรค(1) ปัจจยัทีส่�ำคญั

ของจ�ำนวนผู ้ป ่วยและการติดเชื้อวัณโรคดื้อยาสูงขึ้น 

อย่างต่อเนื่องคือ วิธีการวินิจฉัยโรคที่มีความไวและความ

จ�ำเพาะไม่สูงพอ และวิธีตรวจสอบความไวของเชื้อต่อยา 

ที่ให้ผลล่าช้ากว่าจะทราบผลว่ามีการติดเชื้อหรือดื้อยาเกิด

ขึน้ ผูป่้วยกม็โีอกาสแพร่เชือ้ไปมากแล้ว การพยายามค้นหา

วิธีการวินิจฉัย และการตรวจสอบความไวของเชื้อวัณโรค

ต่อยาต้านวัณโรคให้ได้ผลรวดเร็วจึงเป็นสิ่งจ�ำเป็นต่อ 

ความส�ำเร็จในการควบคุมและก�ำจัดโรคนี้

	 ประเทศไทยได้ใช้วิธี Automated Nucleic  

Amplification Test ซึ่งเป็นการตรวจหา DNA ของเชื้อ

วัณโรคด้วยเครื่องอัตโนมัติ GeneXpert MTB/RIF ตามที่

องค์การอนามัยโลกแนะน�ำ  เพื่อใช้ในการตรวจหาเช้ือ

วัณโรค Mycobacterium Tuberculosis (MTB) และ 

การดื้อยา Rifampicin จากตัวอย่างเสมหะโดยตรง  

โดยกระทรวงสาธารณสุขได้สนับสนุนให้มีการใช้งาน 

เครือ่งมอืและชดุทดสอบ Xpert MTB/RIF แก่โรงพยาบาล

ศูนย์และโรงพยาบาลทั่วไปประจ�ำจังหวัด เพื่อด�ำเนินงาน

ตามยุทธศาสตร์ยุติวัณโรค อย่างไรก็ดีการเร่งรัดยุติวัณโรค

และการเร่งค้นหาผู้ติดเชื้อวัณโรคในกลุ่มเสี่ยงต่างๆ ท�ำให้

มีตัวอย่างส่งตรวจจ�ำนวนมาก ซึ่งเครื่องตรวจได้ไม่เกิน 4 

ตัวอย่างต่อรอบ ใช้เวลาตรวจรอบละ 2 ชั่วโมง จะตรวจได้

ไม่เกิน 16 ตัวอย่างต่อวัน ประกอบกับการสนับสนุนน�้ำยา

ตรวจ Xpert MTB/RIF จากกองทุนโลก (Global Fund) 

จะสิ้นสุดลงในปี 2563 จ�ำนวนตัวอย่างที่มากอาจตรวจได้ 

ไม่ทันเกินความสามารถของเครื่องในแต่ละวัน และ 

โรงพยาบาลชมุชนไม่มเีครือ่ง GeneXpert MTB/RIF ยงัคง

ใช้วิธีการย้อมเชื้อ Acid Fast Stain (AFB) จากตัวอย่าง

เสมหะ ต้องมีเช้ือจ�ำนวนมากจึงจะให้ผลเป็นบวก และ 

การพบเชื้อ AFB ไม่สามารถยืนยันได้ว่าเป็นเชื้อวัณโรค  

การพัฒนาวิธีการทดสอบโดยเทคโนโลยีอณูชีววิทยาอื่นๆ 

ที่สามารถยืนยันการพบเชื้อวัณโรคที่มีความไวและ 

ความจ�ำเพาะสูง รวมทั้งสามารถใช้งานได้ในจุดบริการ 

ผู้ป่วย หรือที่เรียกว่า Point of Care Testing (POCT)  

จึงมีความจ�ำเป็นที่จะช่วยสนับสนุนการด�ำเนินงานยุติ

วัณโรคให้ได้ผลตามเป้าหมาย

	 ส ถ า บั น วิ จั ย วิ ท ย า ศ า ส ต ร ์ ส า ธ า รณ สุ ข  

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ได้พัฒนาวิธีการตรวจหาเช้ือ

วัณโรคด้วยเทคนิค Loop-mediated Isothermal  

Amplification (LAMP) ซึ่งเป็นวิธีการตรวจหาสาร

พันธุกรรม DNA ที่ถูกสังเคราะห์เพิ่มขึ้นในหลอดทดสอบ 

ที่อุณหภูมิคงท่ี มีความไวสูงและมีความจ�ำเพาะต่อเชื้อ

วณัโรค วธิกีารตรวจง่าย และใช้เครือ่งมอืพื้นฐานทั่วไป เช่น 
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อ่างน�้ำร้อน ห้องปฏิบัติการท่ัวไปสามารถท�ำการตรวจได้

และท�ำการตรวจได้พร้อมกันมากกว่า 10 ตัวอย่างต่อรอบ 

ให้ผลตรวจเร็วภายใน 30-60 นาที และตรวจสอบผลได้ 

ด้วยตาเปล่าจากการสังเกตการเปลี่ยนสี หรือสังเกตความ

ขุ่นของสารที่เกิดขึ้นจากการสังเคราะห์ DNA ในหลอด

ทดสอบ ใช้ประโยชน์ในการตรวจหาเชื้อในตัวอย่าง 

ส่งตรวจโดยตรง หรือใช้เพื่อตรวจพิสูจน์เชื้อที่เพาะข้ึน 

ชุดทดสอบ TB-LAMP สามารถเตรียมได้เองท�ำให้มีต้นทนุ 

ไม่สูง เมื่อใช้ร่วมกับวิธีการเตรียม DNA อย่างง่ายท่ีได้รับ 

การพฒันาควบคูก่นั จะช่วยเพิม่ประสทิธิภาพในการวนิจิฉยั

วัณโรค โดยตรวจได้ผลถูกต้อง รวดเร็ว และประหยัด  

จึงได้ร่วมกบัโรงพยาบาลศนูย์และโรงพยาบาลทัว่ไปในเขต

สขุภาพที ่7 จัดท�ำโครงการน�ำร่องเพือ่ทดสอบความเป็นไป

ได้ของการใช้วธิ ีTB-LAMP เพ่ือการพฒันางานตรวจวณัโรค

ให้ได้ผลถูกต้อง รวดเร็วและประหยัด ซึ่งโรงพยาบาล

มหาสารคามได้รับการสนับสนุนเครื่องมือและชุดทดสอบ 

Xpert MTB/RIF จากกรมควบคุมโรคเมื่อเดือนธันวาคม 

2560 และเริ่มให้บริการตรวจวิเคราะห์ในประชากร 

กลุ่มเส่ียงและผู้ป่วยท่ีสงสัยว่าจะติดเชื้อวัณโรคเมื่อเดือน

กมุภาพันธ์ 2561 ซึง่สามารถค้นพบผูต้ดิเชือ้วณัโรคในอตัรา

ท่ีสูงขึ้นกว่าการตรวจโดยการย้อมเชื้อ Acid Fast Stain 

(AFB)

	 ผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาเปรียบเทียบผล 

การตรวจเสมหะหา DNA ของเช้ือวัณโรคด้วยเทคนิค 

ทางอณูชีววทิยาวิธTีB – LAMP ซึง่เป็นชดุทดสอบทีพ่ฒันา

ขึ้ น โ ด ย  สถ าบั น วิ จั ย วิ ท ย าศ าสต ร ์ ส า ธ า รณสุ ข  

กรมวิทยาศาสตร์ การแพทย์ กับวิธีตรวจด้วยเคร่ือง  

GeneXpert เพื่อน�ำผลการศึกษาไปใช้ประโยชน์ในการ

วางแผนเพ่ิมประสิทธิภาพการค้นหาผู ้ติดเชื้อวัณโรค 

ของเครือข่ายห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ จังหวัด

มหาสารคามต่อไป

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างทดสอบ

	 เสมหะของผูป่้วยท่ีแพทย์สงสยัว่าจะตดิเชือ้วณัโรค

และส่งตรวจ AFB และการตรวจเทคนิคทางอณูชีววิทยา

ด้วย GeneXpert MTB/RIF แล้วเกบ็เสมหะทีเ่หลอืจากการ

ตรวจข้างต้น แยกเป็น 3 กลุ่ม คือกลุ่มที่ 1 ตัวอย่างเสมหะ

ที่มีผล AFB เป็นบวก (Scanty, 1+, 2+ และ 3+) จ�ำนวน 16 

ตัวอย่าง กลุม่ที ่2 ตัวอย่างเสมหะทีม่ผีล AFB เป็นลบจ�ำนวน 

53 ตัวอย่าง กลุ่มท่ี 3 ตัวอย่างท่ีเหลือจากการตรวจ  

GeneXpert MTB/RIF และมีผลเป็นบวก 5 ตัวอย่าง  

น�ำตัวอย่างทั้ง 3 กลุ่มมาทดสอบด้วย GeneXpert MTB/

RIF และชุดทดสอบ TB-LAMP การทดสอบท้ัง 3 วิธ ี 

มีรายละเอียด ดังนี้	

 	 1.	 การตรวจ AFB น�ำเสมหะมาย้อมสีโดยวิธี

มาตรฐาน (Ziehl-Neelsen Method) เพื่อหาเชื้อวัณโรค

โดยตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ ซ่ึงวธินีีม้กีารควบคมุคุณภาพ

ทั้งภายในหน่วยงานและองค์กรภายนอกโดยส�ำนักงาน

ป้องกันควบคุมโรคที่ 7 ขอนแก่นและส�ำนักมาตรฐาน 

ห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ (2)

	 2.	 การตรวจทางอณูชีววิทยาด้วยเครื่องตรวจ 

GeneXpert MTB/RIF ตรวจหาเชื้อวัณโรคโดยใช  ้

หลักการตรวจทางอณูชีววิทยาหา DNA ของเชื้อวัณโรค 

รวมท้ังตรวจหาสารพันธกุรรมของเชือ้ท่ีด้ือต่อยา Rifampicin 

ซ่ึงเป็นยาหลักที่ใช้ในการรักษาวัณโรค วิธีนี้สามารถตรวจ 

หาเชื้อได้โดยตรงจากเสมหะ โดยมีขั้นตอนการสกัดสาร

พันธุกรรมก่อนการตรวจวัดแบบอัตโนมัติดังนี้ คือ สกัด 

DNA โดยเติมน�้ำยา Sample Reagent (SR) 1.5 มิลลิลิตร 

ลงในหลอดที่มีเสมหะ 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย 

Vortex Mixer ตัง้ไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิองนาน 10 นาท ีเขย่าผสม

อีกคร้ังและตั้งทิ้งไว้ต่ออีก 5 นาที หลังจากนั้นดูดส่วนใส

ด้านบน (Supernatant) 2 มลิลลิิตร ใส่ในตลบั (Cartridge) 

1 ตลบัต่อ 1 ตวัอย่างเสมหะ โดยระวงัไม่ให้เกดิฟองอากาศ 

ปิดฝาตลับก่อนน�ำเข้าเคร่ืองตรวจวิเคราะห์ GeneXpert 

โดยเครือ่งสามารถตรวจได้สูงสดุพร้อมกันครัง้ละ 4 ตวัอย่าง 

เสมหะใช้เวลาในการตรวจประมาณ 2 ชั่วโมง เครื่องจะ

แสดงผลผ่านโปรแกรม GeneXpert DX ซึ่งแสดงเป็นผล

การตรวจสองส่วนคือ ผลการตรวจพบเชื้อหรือไม่พบเชื้อ 

วณัโรค และผลการตรวจผลการด้ือยา Rifampicin ของเชือ้

วัณโรคที่ตรวจพบ เครื่อง GeneXpert มีการควบคุม

คุณภาพภายในของผลการตรวจวิเคราะห์ทุกตัวอย่างตาม

มาตรฐานของเครือ่งคอื 1) Sample Processing Control 

(SPC) เพือ่ให้มัน่ใจว่ากระบวนการสกดัสารพนัธุกรรม (DNA 
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Extraction) และกระบวนการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม

เป้าหมาย (PCR Amplification) มคีวามสมบูรณ์และไม่ม ี

การยบัยัง้กระบวนการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 2) มีการ

ตรวจสอบความสมบูรณ์ของสารละลายท่ีบรรจุในตลับว่า 

มีการละลายที่สมบูรณ์พร้อมใช้งาน และมีการตรวจสอบ

ความสมบูรณ์ของ Probe ก่อนท�ำการเพิ่มปริมาณของ 

สารพันธกุรรม โดยเครือ่งจะแสดงค่าการตรวจสอบท้ังหมด

ทุกครั้งที่มีการใช้เครื่องตรวจวิเคราะห์ (2)

	 3.	 การตรวจทางอณูชีววิทยาด ้วยชุดตรวจ  

TB – LAMP (3) ใช้ชุดทดสอบ TB-LAMP ที่สถาบันวิจัย

วิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์ 

ได้พัฒนาขึ้นโดยเป็นวิธีการตรวจหาเชือ้วณัโรคด้วยเทคนคิ 

Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP)  

ซึ่งมีวัตถุประสงค์ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ 

เป้าหมายให้มากขึน้เหมอืนกบัวธิ ีPCR แต่มกีารท�ำปฏกิริิยา

ที่ง่ายกว่าโดยใช้การทดสอบที่อุณหภูมิเดียว ระยะเวลาสั้น

ที ่1 ช่ัวโมงและอ่านผลการทดสอบด้วยตาเปล่า โดยสงัเกต

จากการเปลี่ยนสีของปฏิกิริยา โดยขั้นตอนการสกัดสาร

พันธุกรรมมีหลายวิธี อาจใช้เสมหะโดยตรงหรือตัวอย่าง

เสมหะท่ีผ่านขั้นตอนการเตรียมเพื่อตรวจ GeneXpert 

MTB/RIF และเหลือ หรือตัวอย่างเสมหะที่ผ่านขั้นตอน

การเตรียมเพื่อตรวจเพาะเชื้อและเหลือ

	 ส�ำหรับการศึกษาในคร้ังนี้ใช้ตัวอย่างท่ีเหลือจาก

เสมหะท่ีผ่านขัน้ตอนการเตรยีมเพือ่ตรวจวธีิ GeneXpert 

MTB/RIF ปริมาณ 1,500 ไมโครลิตร ใส่ Screw-cap  

Centrifuge Tube ขนาด 2.0 มิลลิลิตร เติมน�้ำยา Sample 

Solution A ปริมาณ 200 ไมโครลิตรจากน้ันปั่นเหวี่ยง 

ท่ีความเรว็ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดดูส่วน

ใสทิ้ง แล้วเติมน�้ำยา Sample Solution B ปริมาณ 1,000 

ไมโครลิตรผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง Vortex จากนั้น 

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา  

10 นาที ดูดส่วนใสทิ้ง แล้วเติมน�้ำยา Sample Solution 

C ปริมาณ 200 ไมโครลติร ผสมให้เข้ากนัด้วยเครือ่ง Vortex 

แล้วป่ันตกหลังจากนั้นน�ำไปต้มที่อุณหภูมิอย่างน้อย 95 

องศาเซลเซียส นานอย่างน้อย 20 นาที ปั่นตกและวาง

หลอดทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องสักครู่ หลังจากนั้นด�ำเนินการ

ตามขั้นตอน ดังต่อไปนี้

	 1. การเตรียม Premix Solution

Reagent

ปริมาตร

ต่อหน่วย 

(ul)

จำ�นวน

ตัวอย่าง (x 

test)

ปริมาตร

ที่ต้องใช้ 

= (ul)

1. 1.6 x LAMP 

Buffer with 

Primer Mix

12 12 144

2. BstDNA poly-

merase

1 12 12

3. Fluorescent 

Reagent (FD)

1 12 12

Total 14 14 168

 	 2. ทดสอบปฏิกิริยา : 1) Negative control  

2) Sample 3) Positive control

Reagent

Tube:

Negative 

control

(ul) (1)

Tube:

Sample

(ul) (2)

Tube:

Positive 

control

(ul) (3)

1.Premix 

Solution

14 14 14

2.DNA Extract - 6 6

3.DDW 6 - -

Total 20 20 20

	 3. 	การบ ่มปฏิกิริยาการทดสอบ 65 องศา

เซลเซียส 60 นาที

	 4. 	อ่านผลปฏกิริยิาการทดสอบภายในเวลา 60 นาที 

โดยสังเกตผลจากการเปลี่ยนสีของปฏิกิริยาด้วยตาเปล่า

 	 	 1) ผล Positive มกีารเปล่ียนสีจากสส้ีมเป็น 

สเีขยีว

	 	 2) ผล Negative ไม่มีการเปลี่ยนสี (มีสีส้ม 

คงเดิม)

	 5. 	การแปลผล 

	 	 1) 	ปฏิกิริยาเป็น Positive ตัวอย่างมีเช้ือ 

Mycobacterium tuberculosis complex 

	 	 2)	 ปฏิกิริยาเป็น Negative ตัวอย่างไม่มีเชื้อ 

Mycobacterium tuberculosis complex
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ผลการศึกษา

	 การศึกษาเพือ่เปรยีบเทียบผลการตรวจเสมหะหา 

DNA ของเชือ้วณัโรคเทคนคิทางอณชูวีวทิยาด้วย GeneX-

pert MTB/RIF และ Isothermal amplification  

(TB – LAMP) พบว่าตัวอย่างกลุ่มที่ 1 ที่มีผลบวกด้วยวิธี 

AFB ให้ผลการตรวจด้วยวิธี Xpert MTB/RIF และ  

TB-LAMP Test เป ็นบวก 16 ตัวอย ่างทั้ง 2 วิธ ี 

ผลสอดคล้องร้อยละ 100 ตวัอย่างกลุม่ท่ี 2 ซึง่มผีลลบด้วย

วิธี AFB 53 ตัวอย่างให้ผลการตรวจด้วยวิธี Xpert MTB/

RIF และ TB-LAMP Test เป็นบวกจ�ำนวน 27 และ 17  

ตามล�ำดับ พบผลบวกเพิ่มขึ้นเป็นร้อยละ 50.9 และ 32.1 

ตามล�ำดับและกลุ่มที่ 3 ตัวอย่างที่มีผลบวกด้วยวิธี Xpert 

MTB/RIF จ�ำนวน 5 ตัวอย่าง ให้ผลการตรวจเป็นบวกด้วย

วิธี TB-LAMP Test ทั้ง 5 ตัวอย่าง ผลสอดคล้องร้อยละ 

100 เมื่อน�ำข้อมูลตัวอย่างที่มีผลบวกด้วยวิธี Xpert MTB/

RIF จากกลุ่มที่ 1, 2 และ 3 จ�ำนวน 48 ตัวอย่างเปรียบ

เทยีบกบัผลการทดสอบด้วยวธีิ TB-LAMP Test พบผลบวก

ตรงกันจ�ำนวน 38 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 79 (ตารางที่ 1 

และ 2) 

ตารางที่ 1 เปรียบเทียบผลการตรวจเสมหะด้วยเครื่องตรวจ GeneXpertMTB/RIF และ TB – LAMP

กลุ่มตัวอย่าง
จำ�นวน

(N)

Xpert MTB/RIF TB-LAMP

Positive 
(%)

Negative(%) Positive (%) Negative(%)

Group 1 AFB positive
(Scanty, 1+, 2+ และ3+)

16 16 (100) 0 16 (100) 0

Group 2 AFB negative 53 27 (50.9) 26 (49.1) 17 (32.1) 36 (67.9)

Group 3
XpertMTB/RIF positive 
(Trace, Low, Very Low, 

Medium, High)

5 5 (100) 0 5 (100) 0

Total 74 48 (64.9) 26 (35.1) 38 (51.4) 36 (48.6)

ตารางที่ 2 ผลการตรวจพบ MTB ด้วย TB LAMP ในตัวอย่างที่ให้ผลลบ AFB อ้างอิงกับ Xpert MTB/RIF

ชุดข้อมูล

AFB Smear
Xpert MTB/RIF (+)

(n=48)
หมายเหตุ

Smear-positive 

(n=16)

Smear-negative 

(n=53)

TB-LAMP 16/16 17/53 38/48 อ้างอิงกับวิธี 

Xpert MTB/

RIF 
(โรงพยาบาล

มหาสารคาม)

(100% concor-

dance)
(32 % increment) (79% concordance)
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สรุปและวิจารณ์ผลการศึกษา

	 การศึกษาน�ำร่องในคร้ังนี้ มีวัตถุประสงค์เพื่อ

เปรียบเทียบการตรวจเทคนิคทางอณูชีววิทยาโดยตรวจ

เสมหะ หา DNA ของเชือ้วณัโรคด้วยชุดทดสอบ TB-LAMP 

Test และ GeneXpert MTB/RIF ผลการศึกษาพบว่า  

กลุ่มตัวอย่างที่ AFB เป็นบวก ให้ผลการตรวจด้วยวิธี  

TB-LAMP Test และ Xpert MTB/RIF เป็นบวก 16 

ตวัอย่าง ทัง้ 2 วธิ ี(ผลสอดคล้องร้อยละ 100) กลุม่ตวัอย่าง

ที่ AFB เป็นลบ ให้ผลการตรวจด้วยวิธี TB-LAMP Test  

และ Xpert MTB/RIF เป็นบวกจ�ำนวน 17 และ 27  

ตามล�ำดับ คิดเป็นการตรวจพบผลบวกเพิ่มขึ้นเป็นร้อยละ 

32.1 และ 50.9 ตามล�ำดับ และกลุ่มตัวอย่างที่ให้ผลบวก

ด้วย Xpert MTB/RIF ให้ผลการตรวจเป็นบวกด้วยวิธี  

TB-LAMP Test จ�ำนวน 5 ตัวอย่าง (ผลสอดคล้อง 

ร้อยละ100) เม่ือเปรียบเทียบผลการตรวจเสมหะทั้ง  

74 ตัวอย่าง พบว่าวิธี Xpert MTB/RIF ให้ผลบวกจ�ำนวน 

48 ตัวอย่าง ในขณะที่วิธี TB-LAMP Test พบผลบวก

จ�ำนวน 38 ตัวอย่าง ให้ผลสอดคล้องกันคิดเป็นร้อยละ 79 

	 ผลการศึกษาของจณิศรา ฤดีอเนกสินและคณะ 

พบว่าสเมียร์เสมหะ AFB บวก ที่ตรวจด้วยวิธี TB–LAMP 

เมื่อเทียบกับผลเพาะเชื้อมีความไว (Sensitivity) ร้อยละ 

99.04 (PPV ร้อยละ 83.22) สเมยีร์เสมหะ AFB ลบ มคีวาม

ไว (Sensitivity) ร้อยละ 72.73 (NPV ร้อยละ 88.33)(3) 

และจากการเปรยีบเทียบผลการตรวจเสมหะวธิ ีTB-LAMP 

กับ Xpert MTB/RIF ครั้งนี้พบว่าผลการตรวจเสมหะ AFB 

ลบให้ผลบวกเพิ่มขึ้นด้วยวิธี TB-LAMP ร้อยละ 32.1 

(17/53) วิธี Xpert MTB/RIF ร้อยละ 50.9 (27/53) ซึ่ง 

สูงกว่าการศึกษาของนัตฏิยา ศรีสุราช และคณะ ที่พบเชื้อ

เพียงร้อยละ 24.6 (41/167)(4) ผลการตรวจเสมหะ AFB 

บวกมีอัตราการพบเชื้อโดยวิธี TB-LAMP และ Xpert 

MTB/RIF คิดเป็นร้อยละ 100 (16/16) ทัง้ 2 วธิ ีสอดคล้อง

กับผลการศึกษาของนัตฏิยา ศรีสุราชและคณะ ที่พบว่า

อัตราการตรวจพบเชื้อโดยวิธี Xpert MTB/RIF คิดเป็น 

ร้อยละ 100 (12/12) ใน AFB บวก(4) ซึ่งการตรวจด้วยวิธี 

TB–LAMP มีข้อดีคือ ขั้นตอนการตรวจไม่ยุ่งยากซับซ้อน 

เครือ่งมอืราคาไม่แพง น�ำ้ยามีราคาถกู ประเทศไทยสามารถ

ผลิตน�้ำยาได้เอง และแต่ละครั้งสามารถตรวจวิเคราะห์ได้

จ�ำนวนมากกว่าเครื่อง GeneXpert ที่แม้ว่าขั้นตอน 

การตรวจง่าย ไม่ยุง่ยากซบัซ้อน มคีวามไวและความจ�ำเพาะ

สูง(2, 5) แต่น�้ำยามีราคาแพง ใช้เวลาวิเคราะห์นาน 2 ชั่วโมง

และตรวจได้เพียงครั้งละ 4 ตัวอย่างและมีเฉพาะใน 

โรงพยาบาลศูนย์และโรงพยาบาลทั่วไป จึงท�ำให้นโยบาย

คัดกรองกลุ่มเส่ียงโรควัณโรคด�ำเนินไปอย่างล่าช้า น�้ำยา 

TB-LAMP ราคาประมาณ 60 บาท/Test ซึ่งน้อยกว่า 

Xpert MTB/RIF (700 บาท/test) หากน�ำมาทดสอบ 

ในกลุม่ตวัอย่างที ่AFB เป็นบวกและลบ ก่อนการตรวจด้วย 

Xpert MTB/RIF จะช่วยลดค่าน�้ำยาได้ไม่น้อยกว่า 

ร้อยละ 79 และถ้าน�ำวธิ ีTB-LAMP มาใช้ตรวจแทนวธีิ AFB 

จะช่วยลดค่าใช้จ่ายในการเดนิทางและลดระยะเวลารอคอย

ของผู้ป่วยลงประมาณ 2-3 เท่า เนื่องจากการตรวจด้วยวิธี 

AFB จะต้องรับการตรวจอย่างต่อเนื่องอย่างน้อย 3 ครั้ง 

และโรงพยาบาลชุมชนสามารถตรวจวิเคราะห์เทคนิค  

TB-LAMP ได้ จะช่วยท�ำให้การควบคุมและป้องกันวัณโรค

มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น

ข้อเสนอแนะ 

	 ควรมีการขยายการศึกษาเปรียบเทียบผลการ

ตรวจเสมหะเพือ่หาเชือ้วัณโรคด้วย GeneXpert MTB/RIF 

และชุดทดสอบ TB–LAMP โดยเพ่ิมจ�ำนวนตัวอย่างและ

พืน้ทีใ่ห้ครอบคลมุทกุภาคของประเทศไทย และมข้ีอสงัเกต

เกี่ยวกับการตรวจด้วยชุดทดสอบ TB–LAMP ดังนี้

 	 1.	 การตรวจด้วยวิธี TB-LAMP Test ของ 

ห้อง ปฏิบัติการแต่ละแห่งนั้น ล�ำดับขั้นตอนการตรวจต้อง

ปรับ เปลี่ยนไปตามบริบทของแต่ละแห่ง ดังนั้นจึงควรม ี

การทดสอบระบบการตรวจเบื้องต้นก่อนการปฏิบัติจริง 

เนื่องจากผู ้ปฏิบัติต้องมีการฝึกทักษะที่มีผลกระทบต่อ 

ผลทดสอบก่อนปฏิบัติจริง เช่น การเตรียมตัวอย่างและ

เตรียมน�้ำยาคร้ังละจ�ำนวนมากกว่า 20 ตัวอย่างขึ้นไป  

อาจท�ำให้ผลคลาดเคลื่อน 

 	 2. 	การอ่านผลการตรวจวิธี TB-LAMP Test  

ด้วยตาเปล่า เป็นการตัดสินใจของเจ้าหน้าที่ผู้ปฏิบัติงาน  

ในกรณีตัวอย่างที่เชื้อน้อยมากอาจจะอ่านผลยาก หากม ี 

ตู้ UV หรือเครื่องวัดความขุ่น จะช่วยให้การอ่านผลง่ายขึ้น 



227J Med Tech Phy Ther     Vol. 31 No. 3     September - December 2019 

 	 3.	 การเตรียมตัวอย่าง DNA เป็นขั้นตอนส�ำคัญ

ส�ำหรับการทดสอบ ได้มีการพัฒนาวิธีการเตรียม DNA  

ขึ้นหลายวิธี เพ่ือให้เหมาะสม ประหยัด และห้องปฏิบัติ 

การปฏิบัติได้ การใช้ centrifuge ท่ีมีความเร็วรอบสูง  

จะช่วยเพิ่มปริมาณและคุณภาพของ DNA ส่งผลต่อ 

ความไวของการตรวจด้วย

 	 4.	 ในการศึกษาวิจัยครั้งต่อไป ควรมีการเพิ่ม 

การเพาะเชื้อวัณโรค ซึ่งเป็น Gold standard ด้วย 

ทุกตัวอย่าง
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