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บทคัดย่อ

  	 โรควัณโรคปอด เป็นโรคที่เกิดจากการติดเชื้อ Mycobacterium tuberculosis (MTB) ซึ่งมีทั้งชนิดดื้อยารุนแรง (XDR-TB) ชนิดดื้อยา
หลายขนาน (MDR-TB) หรือชนิดไม่ดื้อยา ท�ำให้อาการของผู้ติดเชื้อมีความรุนแรงและอัตราการรักษาให้หายด้วยยาปฏิชีวนะแตกต่างกัน โอกาส 
ในการรักษาจะได้ผลดีหรือไม่ ขึ้นอยู่กับประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉัยชนิดของเชื้อโดยห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ 
 	 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบศักยภาพของระบบตรวจวินิจฉัยเชื้อ MTB ในผู้ป่วยที่เข้ารับการรักษาที่โรงพยาบาลมหาราช
นครราชสีมา ที่แพทย์สงสัยว่าเป็นวัณโรคปอด ของกลุ่มงานเทคนิคการแพทย์และพยาธิวิทยาคลินิก โรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมาใช้อยู่ ประกอบ
ไปด้วย 2 ระบบ คือ ระบบ Anyplex® MTB/NTM real time detection (Anyplex®) และ Anyplex® II MTB/MDR detection, Seegene Inc., 
South Korea (Anyplex® II) และ ระบบ Xpert® MTB/RIF Assay, Cepheid AB, Sweden (Xpert®) โดยทั้ง 2 ระบบอาศัยหลักการ Real-time 
PCR ในการตรวจสารพันธุกรรมของเชื้อ MTB และเชื้อ MDR-TB โดยศึกษาจากตัวอย่างเสมหะผู้ป่วยที่สงสัยว่าเป็นวัณโรคปอดจ�ำนวน 200 ราย  
ซึง่ได้ส่งมายงัห้องปฏบิตักิารฯให้ตรวจวเิคราะห์เชือ้ MTB และ MDR-TB ด้วยระบบ Xpert® จากนัน้ทางผูว้จัิยได้น�ำตวัอย่างทีเ่หลอืมาศกึษาด้วยระบบ 
Anyplex® และ Anyplex® II โดยได้แบ่งตวัอย่างออกเป็น 3 กลุม่ ซึง่อ้างองิจากผลการทดสอบด้วย Xpert® ดงันี ้กลุม่ที ่1 ให้ผลลบของ MTB จ�ำนวน 
100 ตัวอย่าง กลุ่มที่ 2 ให้ผลบวกของ MTB และให้ผลลบของดื้อยา Rifampicin (Rif-R) จ�ำนวน 50 ตัวอย่าง และกลุ่มที่ 3 ให้ผลบวกของ MTB และ 
Rif-R จ�ำนวน 50 ตัวอย่าง
 	 จากผลการทดสอบพบว่า กลุ่มที่ 1 เมื่อน�ำมาตรวจด้วยน�้ำยา Anyplex® แล้วได้ผลบวกของ MTB จ�ำนวน 1 ราย และผลบวกของ  
Mycobacteria spp. (NTM) จ�ำนวน 11 ราย อีก 88 รายให้ผลลบ MTB ตรงกับน�้ำยา Xpert® คิดเป็นร้อยละ 1, 11 และ 88 ตามล�ำดับ กลุ่มที่ 2 
เมื่อน�ำมาตรวจด้วยน�้ำยา Anyplex® II แล้วได้ผลบวกของ MTB และผลบวกของดื้อยา Isoniazid (INH-R) จ�ำนวน 6 ราย อีก 44 รายให้ผลบวก MTB 
และผลลบ Rif-R ตรงกับน�้ำยา Xpert® คิดเป็นร้อยละ 12 และ 88 ตามล�ำดับและตัวอย่างกลุ่มที่ 3 เมื่อน�ำมาตรวจด้วยน�้ำยา Anyplex® II แล้วได้
ผลบวกของ MTB และ Rif-R จ�ำนวน 6 ราย ได้ผลบวกของ MTB และ Rif+INH-R (MDR-TB) จ�ำนวน 44 ราย คิดเป็นร้อยละ 12 และ 88 ตามล�ำดับ
	 เนือ่งจากน�ำ้ยา Xpert® มข้ีอจ�ำกดัในการตรวจหาเชือ้ NTM และเชือ้ MTB ทีด่ือ้ต่อยา Isoniazid ท�ำให้ข้อมูลทีไ่ด้จากการตรวจวเิคราะห์
ไม่ครบถ้วน ดงัน้ันห้องปฏบิตักิารในโรงพยาบาลศนูย์และโรงพยาบาลทัว่ไป จงึจ�ำเป็นต้องมรีะบบตรวจวเิคราะห์เชือ้วัณโรคทีส่ามารถวนิจิฉยัเชือ้วณัโรค
ได้คลอบคลุมทั้งหมด โดยน�้ำยา Anyplex® และ น�้ำยา Anyplex® II เป็นระบบที่สามารถตรวจวิเคราะห์เชื้อ MTB, MDR-TB และเชื้อ NTM ได้อย่าง
ครอบคลุม 
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ประสิทธิภาพการตรวจวิเคราะห์เชื้อวัณโรค เชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนาน และเชื้อ

กลุ่มมัยโคแบคทีเรีย ด้วยเทคนิค Real-time PCR ระหว่างระบบ Xpert® MTB/

RIF Assay เทียบกับ Anyplex® MTB/NTM Real time detection และ  

Anyplex® II MTB/MDR detection ในโรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา
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Abstract
	 Pulmonary tuberculosis (TB) is the disease which cause from Mycobacterium tuberculosis (MTB) that belonging 
in three types depending on the severity such as first line drug resistance TB (MDR-TB), second line drug resistance TB 
(XDR-TB) or Wild type TB (MTB). Difference type of TB will make patient have different severity of symptom and the 
successful of treatment. Thus, the medical laboratory should have the high performance system to identify the type 
of MTB for diagnostics pulmonary tuberculosis.
	 This study aims to evaluate the diagnostics performance of two Real-time PCR systems for detect MTB 
and MDR-TB which implement in Maharat Nakhon Ratchasima Hospital’s Medical laboratory by study in 200 cases of 
patient’s sputum which the doctor suspect pulmonary TB and request to identify MTB and MDR-TB by Xpert® MTB/
RIF Assay, Cepheid AB, Sweden (Xpert®) We divided all sample to three groups refer to the results from Xpert®. First, 
the result shows MTB negative for 100 cases, second, the result shows MTB positive and Rif-R negative for 50 cases 
and last is the result shows MTB and Rif-R positive for 50 cases and tests all sample with Anyplex® MTB/NTM real 
time detection (Anyplex®) and Anyplex® II MTB/MDR detection, Seegene Inc., South Korea (Anyplex® II)
	 In first group when testing with Anyplex® the result shows MTB positive for 1 case from 100 cases,  
Mycobacteria spp. (NTM) positive for 11 cases and MTB negative for 88 cases which are 1%, 11% and 88% respectively. 
Second group when testing with Anyplex® II the result shows MTB positive and isoniazid resistance TB (INH-R TB) for 
6 cases from 50 cases and other 44 cases are same as the result from Xpert® which are 12% and 88% respectively. 
The third group when testing with Xpert® the result shows MTB and Rif-R positive for 6 cases and MTB, Rif-R and INH-R 
(MDR-TB) positive for 44 cases which are 12% and 88% respectively.
	 Because of the limitation of Xpert® that can’t identify NTM and INH-R TB which makes the doctor can’t 
get the useful and fully information for diagnosis patients correctly. Thus the Advanced Level And Secondary Care 
Medical Laboratory have to provide the useful and fully data for help doctor to diagnosis TB and treat the patient 
with antibiotics correctly for decreasing the mortality rate and the spreading of MDR-TB to the environment. 

Keywords: Tuberculosis, Drug-resistance TB, Real time PCR, MTB Diagnostics

The efficiency of Xpert® MTB/RIF assay compare with Anyplex® 

MTB/NTM real time detection and Anyplex® II MTB/MDR detection 

base on real-time PCR for MTB, MDR-TB and NTM diagnostics,  

study in Maharat Nakhon Ratchasima Hospital
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บทน�ำ

	 วัณโรค (Tuberculosis, TB) เป็นโรคท่ีเกิดจาก

การติดเชื้อ Mycobacterium tuberculosis (MTB)  

จากรายงานขององค์การอนามัยโลก (WHO) ในปี พ.ศ. 

2559 รายงานว่ามีผู้ป่วยที่คาดว่าเป็น TB รายใหม่ทั่วโลก

อยู่ที่ประมาณ 10.4 ล้านราย แต่จ�ำนวนผู้ป่วยที่ได้รับ

รายงานจริงว่าเป็น TB จริงมีอยู่เพียง 6.3 ล้านรายเท่านั้น 

นอกจากนี้ WHO ยังมีรายงานอีกว่า TB จัดอยู่ 1 ใน 10 

ของโรคที่เป็นสาเหตุของการเสียชีวิตสูงสุด โดยในปี พ.ศ. 

2559 มีผู้ป่วยเสียชีวิตจากโรคนี้ท่ัวโลกถึง 1.7 ล้านราย  

และ มีผู้ป่วยที่ติดเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (MDR-TB) 

ทีเ่ป็นเช้ือ TB ดือ้ต่อยาทีใ่ช้ในการรกัษามากกว่า 2 ชนดิขึน้

ไปโดยผู้ป่วยกลุ่มนี้มีมากถึง 490,000 ราย แต่มีผู้ป่วย 

MDR-TB ที่ได้รับการรักษามีเพียง 129,689 รายเท่านั้น  

ซึ่งคิดเป็นเพียงร้อยละ 54 ของผู้ป่วย MDR-TB ที่ได้รับ 

การรักษาอย่างถูกต้อง1

	 ส�ำหรับสถานการณ์ของโรควัณโรค และวัณโรค

ดื้อยาในประเทศไทยจากรายงานของกรมควบคุมโรค 

กระทรวงสาธารณสุข ในปี พ.ศ. 2560 พบว่ามีผู้ป่วยขึ้น

ทะเบียนรักษาวัณโรคจ�ำนวน 73,756 ราย และผู้ป่วย 

MDR-TB ทัง้หมด 1,034 ราย ซึง่เมือ่เทียบกับจ�ำนวนผูป่้วย 

TB ที่ WHO คาดการณ์ไว้มีทั้งหมด 120,000 ราย และ 

ผู้ป่วย MDR-TB ที่ WHO คาดการณ์ไว้มีทั้งหมด 4,500 

ราย2 โดยจะเห็นว่ามีผู ้ป่วยที่ตรวจพบว่าติดเชื้อ MTB  

คดิเป็นร้อยละ 61.46 และผูป่้วยทีต่ดิเชือ้ MDR-TB คดิเป็น

ร้อยละ 22.98 เท่านั้น จากข้อมูลนี้พบว่ามีผู ้ป่วย TB  

อีกมากกว่าร้อยละ 30 และผู้ป่วย MDR-TB อีกมากกว่า

ร้อยละ 70 ที่ยังไม่ได้รับการวินิจฉัยอย่างถูกต้อง ท�ำให้มี

ความผิดพลาดในการรักษาผู้ป่วยกลุ่มนี้ ซึ่งเป็นเหตุให ้

มีอัตราการแพร่กระจายของเชื้อสู่ชุมชนที่เพิ่มสูงขึ้น อีกทั้ง

อัตราการเสียชีวิตของผู้ป่วยเพิ่มสูงขึ้นด้วยเช่นเดียวกัน 

	 นอกจากเชื้อ MDR-TB ที่เป็นปัญหาในการรักษา

ผู้ป่วยวัณโรคในปัจจุบันแล้วน้ัน เช้ือ MTB ท่ีด้ือต่อยา  

Isoniazid แต่ไวต่อยา Rifampicin หรือที่เรียกว่า isonia-

zid-resistance tuberculosis (Hr-TB) ก็เป็นอีกหนึ่ง

ปัญหาในการรักษาผู้ป่วยวัณโรคในปัจจุบันเช่นเดียวกัน 

เนื่องจากยาที่ใช้ในการรักษาเชื้อ Hr-TB ต้องใช้สูตรยา 

ทีแ่ตกต่างจากผู้ป่วยวณัโรครายใหม่ทีติ่ดเชือ้ MTB ทีไ่ม่ดือ้

ต่อยา Isoniazid3,4 หากยังคงใช้ยาสูตรเดียวกับผู ้ป่วย

วณัโรครายใหม่ทีต่ดิเชือ้ MTB ทีไ่ม่ดือ้ต่อยา Isoniazid อาจ

ส่งผลให้ผู้ป่วยมีโอกาสติดเชื้อ MDR-TB ซ�้ำถึงร้อยละ 12 

และอัตราในการรักษาล้มเหลวมีมากถึงร้อยละ 11 อีกทั้ง

ยังมีโอกาสกลับมาเป็นวัณโรคซ�้ำอีกครั้งสูงถึงร้อยละ 105 

จากข้อมูลของ WHO ในปี พ.ศ. 2560 รายงานว่ามีผู้ป่วย

วัณโรคที่ติดเชื้อ Hr-TB เฉลี่ยทั่วโลกประมาณร้อยละ 8.5 

ในที่นี้เป็นผู้ป่วยรายใหม่ร้อยละ 7.3 และผู้ป่วยที่รักษาซ�้ำ

สูงถึงร้อยละ 141 ส�ำหรับในประเทศไทย ข้อมูลจากส�ำนัก

วัณโรค กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข พบว่า 

มีผู ้ป่วยวัณโรคที่ติดเชื้อ Hr-TB ประมาณร้อยละ 6.8  

ในกลุม่ผูป่้วยทัง้หมด และร้อยละ 6.5 ในกลุม่ผูป่้วยรายใหม่ 

และสูงถึงร้อยละ 9.6 ในกลุ่มผู้ป่วยที่มีการรักษาซ�้ำ6

	 จากข้อมลูในปัจจบุนั ยงัไม่มหีลักฐานแสดงให้เห็น

ว่าผู้ป่วย Hr-TB มีลักษณะทางคลินิกแตกต่างจากผู้ป่วย 

drug-susceptible tuberculosis7,8 การตรวจเสมหะ 

ด้วยการย้อม acid fast staining ไม่สามารถท�ำนายโอกาส

การติดเชื้อHr-TB ได้ ส่วนการเอกซเรย์ปอดผลการศึกษา

ยงัขดัแย้งกนัว่ามโีอกาสพบใน Hr-TB มากกว่ากลุม่ทีต่ดิเชือ้ 

drug susceptible tuberculosis8,9 ดังนั้นในปัจจุบัน 

ยงัไม่มลีกัษณะทางคลนิกิหรอืการตรวจทางห้องปฏบิตักิาร

ใดที่ช่วยท�ำนายโอกาสการติดเชื้อ Hr-TB ได้

	 โรคติดเชือ้มัยโคแบคทีเรียอืน่ๆ (Non-Tuberculous 

Mycobacterial, NTM) เกิดจากการติดเชื้อกลุ ่ม  

Mycobacteria spp. สายพนัธุอ์ืน่ๆ มทีัง้กลุม่ทีต่ดิเชือ้นอก

ปอด เช่น ผิวหนัง และท่ีติดเชื้อในปอด โดยถ้าติดเช้ือ 

ในปอดจะมีลักษณะอาการคล้ายกับการติดเชื้อ MTB แต่

การให้ยารักษาจะแตกต่างกัน ซ่ึงส่วนใหญ่แล้วเชื้อ NTM 

จะก่อโรคในผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันต�่ำ หรือภูมิคุ้มกันบกพร่อง 

เช่น ผูป่้วยทีต่ดิเชือ้ HIV ผูป่้วยสงูอาย ุหรอืผูป่้วยทีไ่ด้รบัยา

กดภูมิในการผ่าตัดเปลี่ยนอวัยวะ10

	 ในการตรวจวินิจฉัย หรือตรวจคัดกรองผู้ป่วย 

ที่สงสัยว่าเป็นวัณโรค หากอาการของผู้ป่วยมีลักษณะ 

คล้ายกับอาการของวัณโรคปอด (Pulmonary TB) แพทย์

จะท�ำการเอก็ซ์เรย์ปอด (Chest X-Ray) และส่งตรวจ Acid 

Fast Bacilli Staining (AFB Staining) เพื่อย้อมสีหาเชื้อ 
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TB ในกรณีที่สงสัยว่าผู้ป่วยเป็นวัณโรคปอด เพื่อวินิจฉัยว่า

ผู้ป่วยเป็นวัณโรคหรือไม่ แต่ข้อจ�ำกัดของทั้ง 2 วิธีนี้ คือ  

ไม่สามารถแยกเชื้อ MTB ออกจาก MDR-TB หรือ NTM 

ได้ จึงต้องใช้เทคนิคการเพาะเชื้อ (TB Culture) และการ

ท�ำ Drug-Susceptibility Test (DST) มาวินิจฉัยร่วมด้วย 

แต่มีข้อจ�ำกัดในเรื่องของระยะเวลาที่ใช้ในการวินิจฉัย  

โดยจะใช้เวลามากกว่า 14 วัน10,11 จึงสามารถวินิจฉัยได้ว่า

ผู้ป่วยติดเชื้อ MTB, MDR-TB หรือ NTM ซึ่งอาจท�ำให ้

ผู้ป่วยไม่ได้รับยารักษาที่ถูกต้องในระหว่างที่รอผลตรวจ

วิเคราะห์ ท�ำให้ระยะเวลาในการรักษายาวนานขึ้น ส่งผล

ให้อัตราการแพร่กระจายเชื้อวัณโรคดื้อยาเข้าสู่ชุมชนสูง

มากยิ่งขึ้น ท�ำให้จ�ำนวนผู้ป่วยวัณโรคดื้อยาเพิ่มสูงขึ้นได้

	 ป ั จ จุ บั นห ้ อ งป ฏิ บั ติ ก า ร ภู มิ คุ ้ ม กั น วิ ทย า  

โรงพยาบาลมหาราชนครราชสมีา ได้ให้บริการตรวจวนิจิฉัย

หาเชื้อก่อโรควัณโรคและวัณโรคด้ือยา จากสิ่งส่งตรวจ 

จากผู้ป่วยที่สงสัยว่าเป็นวัณโรค วัณโรคดื้อยา เพื่อตรวจ 

คัดกรอง หรือติดตามการรักษาผู้ป่วยเหล่านั้นได้ โดยมี

ระบบส�ำหรับตรวจวิเคราะห์ทั้งหมด 2 ระบบ โดยแต่เดิม

ได้ใช้ระบบตรวจวเิคราะห์ด้วยเทคนคิ Real-time PCR โดย

อาศัยเทคโนโลยีจาก Seegene Inc. ประเทศเกาหลีใต ้ 

ซึ่งอาศัยหลักการท�ำปฏิกิริยา Real-time PCR กับสาร

พันธุกรรมของเชื้อบนเครื่อง CFX96TM Real-Time PCR 

detection และแปลผลด้วยโปรแกรม Seegene Viewer 

โดยชุดน�้ำยาของ Seegene Inc ที่ใช้ในการทดสอบหาเชื้อ

ก่อโรควัณโรคและวัณโรคดื้อยาได้อาศัยเทคโนโลยีเฉพาะ 

ได้แก่ เทคโนโลยี Dual Priming Oligonucleotide 

(DPO® Technology) ในชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูป Anyplex® 

MTB/NTM Real time Detection ส�ำหรบัตรวจวเิคราะห์

เชื้อ MTB และ NTM บนยีน 2 ชนิด คือ IS6110 และ 

MPB6412 และเทคโนโลยี Tagging Oligonucleotide 

Cleavage and Extension (TOCE® Technology)  

ในชดุน�ำ้ยาส�ำเรจ็รปู Anyplex® II MTB/MDR Detection 

ส�ำหรับตรวจวิเคราะห์เช้ือ MDR-TB โดยสามารถตรวจ

วเิคราะห์เช้ือดือ้ยาได้ 2 ชนดิของยา ได้แก่ เชือ้วณัโรคทีด่ือ้

ต่อยา Rifampicin (Rif-R TB) ตรวจวิเคราะห์ Mutation 

gene ของเชื้อ Rif-R TB ได้ 18 ต�ำแหน่ง ของยีน rpoB 

และเชื้อวัณโรคที่ดื้อต่อยา Isoniazid (INH-R TB)  

ตรวจวิเคราะห์ Mutation gene ของเชื้อ INH-R TB ได้ 7 

ต�ำแหน่ง แบ่งเป็น 4 ต�ำแหน่งของยีน katG และ 3  

ต�ำแหน่งของยีน InhA13 โดยมีงานวิจัยรายงานผลการ

ประเมินประสิทธิภาพของการตรวจวิเคราะห์เชื้อวัณโรค

ด้วยระบบ Anyplex® MTB/NTM Real time Detection 

เปรยีบเทยีบกบัผลการทดสอบด้วยวธิ ีGold Standard คอื 

วิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ ได้ค่าความไวร้อยละ 100 ค่าความ

จ�ำเพาะร้อยละ 96 ค่าท�ำนายผลบวกร้อยละ 93 และ ค่า

ท�ำนายผลลบร้อยละ 100 ส�ำหรับเชื้อ MTB และ ได้ค่า

ความไวร้อยละ 100 ค่าความจ�ำเพาะร้อยละ 97 ค่าท�ำนาย

ผลบวกร้อยละ 75 และ ค่าท�ำนายผลลบร้อยละ 100 

ส�ำหรับเชื้อ  NTM14 และรายงานผลการประเมิน

ประสิทธิภาพของการตรวจวิเคราะห์เชื้อวัณโรคดื้อยา 

ด้วยระบบ Anyplex® II MTB/MDR Detection เปรียบ

เทียบกับผลการทดสอบด้วยวิธี Gold Standard คือวิธี 

Agar Proportion ได้ค่าความไวร้อยละ 97.9 และค่า 

ความจ�ำเพาะร้อยละ 100 ส�ำหรับการดื้อยา Rifampicin 

และได้ค่าความไวร้อยละ 91.5 และค่าความจ�ำเพาะ 

ร้อยละ 100 ส�ำหรับการดื้อยา Isoniazid15 

	 เนื่องจากนโยบายของส�ำนักวัณโรค กรมควบคุม

โรคในปี พ.ศ. 2560 ได้ก�ำหนดให้ห้องปฏบิติัการฯ ใช้ระบบ

ของ Cepheid AB ประเทศสวเีดน โดยใช้ชดุน�ำ้ยา Xpert® 

MTB/RIF Assay ซึ่งอาศัยเทคนิค Real-time PCR เช่น

เดียวกัน ในการให้บริการตรวจวิเคราะห์หาเชื้อก่อโรค

วัณโรค16 โดยชุดน�้ำยา Xpert® MTB/RIF Assay อาศัย

หลักการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในต�ำแหน่งที่สนใจ 

และใช้สารเรืองแสงติดฉลากกับ probes จ�ำนวน 6 ชนิด 

ประกอบด้วย wild type probes 5 ชนิด ซึ่งครอบคลุม

ต�ำแหน่งกลายพนัธุ ์ของยนี rpoB และ Sample processing 

control probe 1 ชนิด เป็น internal control ท�ำให้

สามารถตรวจวัดปริมาณสารพันธุกรรมเป้าหมายที่เพ่ิมขึ้น

มาได้จริงทันทีจากสัญญาณของสารเรืองแสงซ่ึงมสีีแตกต่าง

กัน 6 สีตามชนิดของ Probes จากนั้นเครื่อง GeneXpert 

ตรวจวัดปริมาณของสารพันธุกรรมและแปลผลด้วย

โปรแกรม GeneXpert Dx โดยระบบดังกล่าวสามารถ 

ตรวจวิเคราะห์ได้เพียงเชื้อ MTB และ ตรวจวิเคราะห์ 

เชื้อวัณโรคด้ือยาได ้ เพียงชนิดเดียว คือ Rif-R TB  
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โดยสามารถตรวจวิเคราะห์ Mutation Gene ของเช้ือ 

Rif-R TB ได้เพียง 5 ต�ำแหน่งเท่านั้น17 ซึ่งอาจท�ำให้

ศักยภาพของห้องปฏิบัติการฯ ในการตรวจคัดกรองผู้ที ่

ถกูสงสยัว่าป่วยเป็นวณัโรค, วณัโรคดือ้ยา หรอืตรวจตดิตาม

การรักษาผู ้ป ่วยวัณโรคลดลง จากการที่ระบบน�้ำยา 

Xpert® MTB/RIF Assay ไม่สามารถตรวจวิเคราะห์เชื้อ 

NTM และ MDR-TB ได้ ส�ำหรับชุดน�้ำยา Xpert® MTB/

RIF Assay มีงานวจิยัรายงานผลการประเมนิประสิทธภิาพ

ของการตรวจหาเช้ือวณัโรคดือ้ยา Rifampicin เปรยีบเทียบ

กบัผลการทดสอบด้วยวธิ ีGold Standard คอืวธิเีพาะเล้ียง

เช้ือโดยใช ้แบบอาหารเหลว BACTEC-MGIT 960 

(MGIT960-DST) ได้ค่าความไวร้อยละ 98.1 ค่าความ

จ�ำเพาะร้อยละ 96.7 ค่าท�ำนายผลบวกร้อยละ 94.5  

และ ค่าท�ำนายผลลบร้อยละ 98.918 

	 ส�ำหรับการศึกษานี้เป็นการศึกษาเพื่อ ประเมิน

ประสิทธิภาพ และศักยภาพของระบบตรวจวิเคราะห์ 

ทั้ง 2 ระบบ ในการให้บริการตรวจคัดกรองผู้ที่ถูกสงสัยว่า

ป่วยเป็นวัณโรค วัณโรคดื้อยา หรือตรวจติดตามการรักษา

ผูป่้วยวณัโรค เพือ่เป็นประโยชน์ต่อผูป่้วยท่ีเข้ารบัการรักษา

ในโรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา ในการตรวจวินิจฉัย 

การรักษา และการติดตามผลรักษาอาการติดเชื้อวัณโรค 

เชื้อมัยโคแบคทีเรียชนิดอื่นๆ และเชื้อวัณโรคดื้อยา 

หลายขนาน

วัสดุและวิธีการ

	 ตัวอย่างเสมหะจากผู้ป่วยในโรงพยาบาลมหาราช

นครราชสีมา ที่แพทย์สงสัยว่าป่วยเป็นวัณโรคปอด และ

ท�ำการส่งมายงัห้องปฏบัิตกิารฯ ตัง้แต่เดอืนมกราคม 2560 

ถงึ เดอืนกันยายน 2561 เพือ่ตรวจหาเชือ้วณัโรคด้วยน�ำ้ยา 

Xpert® MTB/RIF Assay(Cepheid, Sweden) เมือ่ทราบ

ผลการตรวจวิเคราะห์แล้ว จึงน�ำตัวอย่างที่ผ่านการตรวจ

คัดกรองด้วยระบบน�้ำยา Xpert® MTB/RIF Assay  

มาตรวจวิเคราะห์เพื่อประเมินประสิทธิภาพด้วยระบบ

น�ำ้ยา Anyplex® MTB/NTM Real time Detection และ 

Anyplex® II MTB/MDR Detection (Seegene Inc., 

South Korea)

2. จริยธรรมการวิจัย

	 ทางคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย 

ในคน โรงพยาบาลมหาราชนครราชสมีา ได้พจิารณาในการ

ประชุมครั้งที่ 8/2561 เมื่อวันที่ 23 สิงหาคม 2561 มีมติ

ว่าโครงการวิจัยนี้เข้ากรณีได้รับการยกเว้นตามข้อก�ำหนด

ประเภทของโครงการวิจัยที่ไม่ต้องผ่านการพิจารณา

จริยธรรมการวิจัยในคน เนื่องจากตัวอย่างท่ีใช้ในงานวิจัย 

เป็นตัวอย่างที่เหลือจากการตรวจคัดกรองให้กับคนไข ้ 

และไม่มีข้อมูลเชื่อมโยงถึงบุคคลที่เป็นเจ้าของ

3. วิธีการคัดเลือกกลุ่มตัวอย่าง

	 คัดเลือกกลุ ่มตัวอย่างเสมหะท่ีทราบผลการ  

ตรวจวิเคราะห์ด้วยน�้ำยา Xpert® MTB/RIF Assay(Ce-

pheid, Sweden) โดยแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มตัวอย่าง ดังนี้

	 1.	 ตัวอย่างจากผู้ป่วยที่ส่งตรวจวิเคราะห์เชื้อ 

MTB ด้วยน�้ำยา Xpert® MTB/RIF Assay (Cepheid, 

Sweden) แล้วให้ผลลบทั้ง MTB และ Rif-R TB จ�ำนวน 

100 ตัวอย่าง

	 2.	 ตวัอย่างจากผูป่้วยทีส่่งตรวจวเิคราะห์เชือ้ MTB 

ด้วยน�ำ้ยา Xpert® MTB/RIF Assay(Cepheid, Sweden) 

แล้วให้ผลบวก MTB และให้ผลลบ Rif-R จ�ำนวน 50 

ตัวอย่าง

	 3.	 ตัวอย่างจากผู้ป่วยที่ส่งตรวจวิเคราะห์เชื้อ 

MTB ด้วยน�้ำยา Xpert® MTB/RIF Assay(Cepheid, 

Sweden) แล้วให้ผลบวกทั้ง MTB และ Rif-R TB จ�ำนวน 

50 ตัวอย่าง

	 4. 	ข้ันตอนการวิจัย ตัวอย่างเสมหะของผู้ป่วย 

ทีเ่หลอืจากการตรวจวเิคราะห์ด้วยน�ำ้ยา Xpert® MTB/RIF 

Assay(Cepheid, Sweden)ในกลุ่มตัวอย่างท่ี 1 จะได้รบั

การตรวจวิเคราะห์หาเชื้อวัณโรคและเชื้อมัยโคแบคทีเรีย 

อื่นๆ ด้วยน�้ำยา AnyplexTM MTB/NTM Real-time  

Detection (Seegene Inc., South Korea) ส�ำหรับ 

กลุม่ตวัอย่างท่ี 2 และ 3 จะตรวจวเิคราะห์เชือ้วณัโรคด้ือยา

หลายขนานด้วยน�ำ้ยา Anyplex™ II MTB/MDR Detection 

(Seegene Inc., South Korea) 
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	 	 4.1	 การด�ำเนินการต่อตวัอย่าง และการสกดั

สารพันธุกรรมตัวอย่างเสมหะท้ังหมด หลังจากที่ตรวจ

วิเคราะห์จากน�้ำยา Xpert® MTB/RIF Assay (Cepheid, 

Sweden) แล้วจะถูกคัดเลือกมาท�ำการ Pre-treatment 

ทันทีเพื่อก�ำจัดสิ่งปนเปื ้อนและท�ำให้อยู ่ในสภาพเหลว 

ตามขัน้ตอนทีร่ะบใุนคูม่อืน�ำ้ยา Seegene Inc.12,13 จากนัน้

น�ำไปสกัดสารพันธุกรรมด้วยเครื่องสกัดสารพันธุกรรม

อัตโนมัติรุ ่น MagLead 12gC (Precision Sciences  

System, Japan) โดยใช้น�ำ้ยา MagDEA DX SV (Precision 

Sciences System, Japan) และด�ำเนินการตามค�ำแนะน�ำ

ของผู้ผลิต19 สารพันธุกรรมท่ีสกัดได้ถูกเก็บไว้ใน Elution 

Buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียส ก่อนน�ำมาตรวจวิเคราะห์ด้วยระบบ 

ของ Seegene Inc. 

	 	 4.2 	 การตรวจหาเชื้อวัณโรค (MTB), เชื้อ 

มัยโคแบคทีเรียอื่นๆ (NTM) และเชื้อวัณโรคด้ือยา 

หลายขนาน (MDR-TB) ด้วยวิธี Real-time PCR

	 ตัวอย่างสารพันธุกรรมที่สกัดจากเสมหะของ 

กลุ่มตัวอย่างที่ 1 จะได้รับการตรวจหาเชื้อวัณโรคและ 

เชื้อมัยโคแบคทีเรียอ่ืนๆ โดยใช้น�้ำยา AnyplexTM MTB/

NTM Real-time Detection (Seegene Inc., South 

Korea) โดยการใช้สารพันธุกรรมท่ีสกัดเก็บไว้ปริมาตร  

5 ไมโครลิตรใส่ลงใน Anyplex MTB/NTM Real-time 

detection master mix ปริมาตร 15 ไมโครลิตร  

ซึ่งประกอบด้วย 10X MTB/NTM OM 2 ไมโครลิตร, EM3 

10 ไมโครลิตร และ RNase-free water 3 ไมโครลิตร  

จากนั้นน�ำเข้าเครื่อง CFX96TM real-time PCR system 

(BioRad Laboratories, Seoul, Republic of Korea) 

โดยเร่ิมจากขั้นตอน Denaturation 95 องศาเซลเซียส  

15 นาที ต่อด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ 45 รอบ (Denaturation 

95 องศาเซลเซยีส 30 วนิาที, Annealing และ Extension 

60 องศาเซลเซียส 60 วินาที ต่อด้วยปฏิกิริยาในขั้นตอน

ของการตรวจจบัสญัญาณของสารเรอืงแสง ผลจะแสดงออก

มาเป็น Amplification Curve สารเรืองแสง FAM, Cal 

Red 610 และ Quasar 670 ใช้ส�ำหรับตรวจจับปฏิกิริยา

การมียีนเป้าหมาย MTB โดย Primer จะจับกับยีน 

เป้าหมายของเช้ือ MTB ได้แก่ IS6110 และ MPB64,  

ยีนเป้าหมายของเชื้อ NTM โดย Primer จะจับกับยีน 

เป้าหมายของเชื้อ NTM ได้แก่ 16s rRNA และ internal 

control ตามล�ำดับ จากนั้นจึงท�ำการวิเคราะห์ผล 

การทดสอบจาก โปรแกรมอตัโนมติั Seegene Viewer 2.0 

(Seegene Technologies) ควบคุมกระบวนการทดสอบ

โดย positive และ negative control ที่มาพร้อมกับ 

ชุดทดสอบ 

	 ส�ำหรับตัวอย่างสารพันธุกรรมที่สกัดจากเสมหะ

ของกลุ่มตัวอย่างที่ 2 และ 3 จะตรวจหาเชื้อวัณโรคดื้อยา

หลายขนาน โดยใช้น�้ำยา Anyplex™ II MTB/MDR  

Detection (Seegene Inc., South Korea) โดยการใช้

สารพันธุกรรมท่ีสกัดเก็บไว้ปริมาตร 5 ไมโครลิตรใส่ลงใน 

Anyplex II MTB/MDR Detection PCR master mix 

ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย 4XMTB/MDR 

TOM 5 ไมโครลิตร, EM1 5 ไมโครลิตรและ RNase-free 

water 5 ไมโครลิตร จากนั้นน�ำเข้าเครื่อง CFX96TM  

real - t ime PCR system โดยเริ่ มจากขั้ นตอน  

Denaturation 95 องศาเซลเซียส 15 นาท ีต่อด้วยปฏกิิรยิา

พีซีอาร์ 50 รอบ (Denaturation 95 องศาเซลเซียส  

30 วินาที, Annealing 60 องศาเซลเซียส 60 วินาทีและ 

Extension 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที) ต่อด้วยปฏิกิริยา

ในขั้นตอน ของการตรวจจับสัญญาณของสารเรืองแสง 

อุณหภูมิ ของปฏิกิริยาจะเพิ่มขึ้นจาก 55 องศาเซลเซียส  

ไปจนถึง 85 องศาเซลเซียส โดยวัดสัญญาณของสาร 

เรืองแสงท่ีเกิดข้ึนทุก 5 วินาที และแสดงผลออกมาเป็น 

Melting curve สารเรืองแสง FAM ใช้ส�ำหรับตรวจจับ

ปฏิกิริยาการมียีนเป้าหมาย MTB โดย Primer จะจับกับ

ยีน MPB64 ของเชื้อ สารเรืองแสง HEX ใช้ส�ำหรับ 

ตรวจจับยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยา RIF โดย Primer  

จะจับกับยีน rpoB สารเรืองแสง Cal Red 610 ใช้ส�ำหรับ

ตรวจจับยีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยา INH โดย Primer 

จะจับกับยีน inhA และ katG สารเรืองแสง Quasar 670 

ใช้ส�ำหรับตรวจจับ internal control ค่า melting Tm 

ของสารเรอืงแสง HEX มค่ีาระหว่าง 62.0-70.0 องศาเซลเซยีส 

ส่วนค่า melting Tm ของสาร เรืองแสง Cal Red 610  

มีค่าระหว่าง 62.0-64.5 องศาเซลเซียส (katG) และ  

69.5-72.0 องศาเซลเซียส (inhA) จากน้ันจึงท�ำการ
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วิเคราะห์ผลการทดสอบจากโปรแกรมอัตโนมัติ Seegene 
Viewer 2.0 (Seegene Technologies) ควบคมุกระบวนการ
ทดสอบโดย positive และ negative control ทีม่าพร้อมกบั
ชุดทดสอบ

5. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ
	 วิ เคราะห ์ โดยใช ้หลักสถิติส� ำหรับประเมิน 
เปรียบเทียบผลตรวจวิเคราะห์ระหว่างน�้ำยา Xpert® 
MTB/RIF Assay (Cepheid, Sweden) และ น�้ำยา  
AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection (Seegene 
Inc., South Korea), Anyplex™ II MTB/MDR Detection 
(Seegene Inc., South Korea) โดยเปรียบเทียบในเชิง
ร้อยละของความสามารถในการตรวจวิเคราะห์เช้ือ MTB, 
NTM, Rif-R MTB และ Inh-R MTB

ผลการศึกษา
	 จากการน�ำตัวอย ่างเสมหะที่ เหลือจากการ 
ตรวจวิเคราะห์ด้วยน�้ำยา Xpert® MTB/RIF Assay ทั้ง 3 
กลุ่มตัวอย่าง มาตรวจวิเคราะห์ด้วยน�้ำยา AnyplexTM 
MTB/NTM Real-time Detection และน�้ำยา Anyplex™ 

II MTB/MDR Detection ได้ผลการศึกษาโดยแบ่งเป็น 
กลุ่มตัวอย่างดังนี้

ผลการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างน�้ำยา Xpert® MTB/
RIF Assay และ AnyplexTM MTB/NTM Real-time 
Detection ในกลุ่มตัวอย่างที่ 1
	 กลุม่ตวัอย่างที ่1 ตวัอย่างเสมหะทีต่รวจวิเคราะห์
ด้วยน�้ำยา Xpert® MTB/RIF Assay แล้วได้ผล MTB  
เป็นลบ จ�ำนวน 100 ตัวอย่าง เมื่อน�ำตัวอย่างท้ังหมดมา
ตรวจวิเคราะห์ด ้วยระบบ AnyplexTM MTB/NTM  
Real-time Detection แล้วพบว่า มีตัวอย่างจ�ำนวน 12 
ราย ที่ให้ผลไม่ตรงกัน โดยแบ่งเป็น 1 ราย ได้ผลบวก
ของMTB คิดเป็นร้อยละ 1 เมื่อเทียบกับจ�ำนวนตัวอย่าง
ทั้งหมด, มีตัวอย่างจ�ำนวน 11 ราย ได้ผลบวกของ NTM 
คดิเป็นร้อยละ 11 เมือ่เทยีบกบัจ�ำนวนตวัอย่างทัง้หมด และ

มีตัวอย่างจ�ำนวน 88 ราย ท่ีให้ผลตรงกันคือ ได้ผลลบ 
ของ MTB คิดเป็นร้อยละ 88 เมื่อเทียบกับจ�ำนวนตัวอย่าง

ทั้งหมด (ตารางที่ 1)

ผลการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างน�้ำยา Xpert® MTB/

RIF Assay และ Anyplex™ II MTB/MDR Detection 

ในกลุ่มตัวอย่างที่ 2 และ 3

	 กลุม่ตวัอย่างที ่2 ตวัอย่างเสมหะทีต่รวจวิเคราะห์

ด้วยน�้ำยา Xpert® MTB/RIF Assay แล้วได้ผล MTB  

เป็นบวก และผล Rif-R เป็นลบ จ�ำนวน 50 ตัวอย่าง เมื่อ

น� ำตั วอย ่ างทั้ งหมดมาตรวจ วิ เคราะห ์ด ้ วยระบบ  

AnyplexTMII MTB/MDR Detection แล้วพบว่า มตีวัอย่าง

จ�ำนวน 6 ราย ที่ให้ผลไม่ตรงกัน โดยได้ผลบวก MTB  

และ INH-R (MDR-TB) ทั้ง 6 รายคิดเป็นร้อยละ 12  

เมือ่เทยีบกบัจ�ำนวนตวัอย่างทัง้หมด และมตีวัอย่างจ�ำนวน 

44 ราย ที่ให้ผลตรงกันคือ ได้ผลบวกของ MTB และได้ผล

ลบของ Rif-R คิดเป็นร้อยละ 88 เมื่อเทียบกับจ�ำนวน

ตัวอย่างทั้งหมด (ตารางที่ 2)

ตารางที่ 1 	ตารางแสดงผลการตรวจวเิคราะห์เชือ้ MTB ใน 

	 ตวัอย่างกลุม่ที ่1ด้วยน�ำ้ยา Xpert® MTB/RIF  

	 Assay และน�้ำยา AnyplexTM MTB/NTM  

	 Real-time Detection
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จํานวน 11 ราย ไดผลบวกของ NTM คิดเปนรอยละ 11 
เม่ือเทียบกับจํานวนตัวอยางท้ังหมด และมีตัวอยางจํานวน 
88 ราย ท่ีใหผลตรงกันคือ ไดผลลบของ MTB คิดเปนรอย
ละ 88 เม่ือเทียบกับจํานวนตัวอยางท้ังหมด (ตารางท่ี 1) 

 
ผลการศึกษา เปรียบเ ทียบระหว างน้ํ า ยา  Xpert® 
MTB/RIF Assay และ Anyplex™ II MTB/MDR 
Detection ในกลุมตัวอยางท่ี 2 และ 3 

กลุมตัวอยางท่ี 2 ตัวอยางเสมหะท่ีตรวจวิเคราะห
ดวยน้ํายา Xpert® MTB/RIF Assay แลวไดผล MTB เปน
บวก และผล RifR เปนลบ จํานวน 50 ตัวอยาง เม่ือนํา
ตัวอยางท้ังหมดมาตรวจวิเคราะหดวยระบบ AnyplexTMII 
MTB/MDR Detection แลวพบวา มีตัวอยางจํานวน 6 ราย 
ท่ีใหผลไมตรงกัน โดยไดผลบวก MTB และ INHR (MDRTB) 
ท้ัง 6 รายคิดเปนรอยละ 12 เม่ือเทียบกับจํานวนตัวอยาง
ท้ังหมด และมีตัวอยางจํานวน 44 ราย ท่ีใหผลตรงกันคือ ได
ผลบวกของ MTB และไดผลลบของ RifR คิดเปนรอยละ 88 
เม่ือเทียบกับจํานวนตัวอยางท้ังหมด (ตารางท่ี 2) 
 
ตารางท่ี 1 ตารางแสดงผลการตรวจวิเคราะหเช้ือ MTB 
ในตัวอยางกลุมท่ี 1ดวยน้ํายา Xpert® MTB/RIF Assay 
และน้ํายา AnyplexTM MTB/NTM Realtime 
Detection 

 Gene 
Xpert (N) 

MTB 
Negative 

(100) 
 

Seegene® 
Anyplex 

™MTB/NTM Real 
time Detection 

MTB Positive 
(%) 

1 (1%) 

MTB Negative 
(%) 

88 (88%) 

NTM Positive 
only (%) 

11 (11%) 

 
 
ตารางท่ี 2 ตารางแสดงผลการตรวจวิเคราะหเช้ือ MTB 
ในตัวอยางกลุมท่ี 2และกลุมท่ี 3ดวยน้ํายา Xpert® 
MTB/RIF Assay และน้ํายา AnyplexTMII MTB/MDR 
Detection 
 
 Gene Xpert (N) 

MTB Positive 
(100) 

 RifR 
(50) 

RifS 
(50) 

Seegene® 
Anyplex ™ II 

MTB/MDR 
Detection 

MTB 
Positive 

(%) 

0 44 
(88%) 

MTB Pos, 
RifR (%) 6 (12%) 0 

MTB Pos, 
INHR (%) 0 6 (12%) 

MTB Pos, 
MDR (%) 

44 
(88%) 0 

 
สรุปและวิจารณผลการศึกษา 

โรควัณโรคปอด เปนโรคท่ีเกิดจากการติดเชื้อ 
 (MTB) ซ่ึงมีท้ังชนิดด้ือยา
รุนแรง (XDRTB) ชนิดด้ือยาหลายขนาน (MDRTB) หรือ
ชนิดไมด้ือยา ทําใหอาการของผูติดเชื้อมีความรุนแรงและ
อัตราการรักษาใหหายดวยยาปฏิชีวนะจะแตกตางกันข้ึนอยู
กับชนิดของเชื้อท่ีคนไขไดรับมา20 โอกาสในการรักษาให
หายไดดวยยาปฏิชีวนะ จะไดผลดีหรือไม  ข้ึนอยู กับ
ประสิทธิภาพในการตรวจวินิจ ฉัยชนิดของ เชื้ อ โดย
หองปฏิบัติการทางการแพทย หากหองปฏิบัติการฯ มี
ศักยภาพสู ง ก็จะสามารถวินิจ ฉัยเชื้อไดอย างถูกตอง 
ครอบคลุม แมนยํา รวดเร็ว และสามารถระบุชนิดของเชื้อ
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ตารางที่ 2 	ตารางแสดงผลการตรวจวิเคราะห์เชื้อ MTB  

	 ในตัวอย่างกลุ่มท่ี 2และกลุ่มท่ี 3ด้วยน�้ำยา  

	 Xpert® MTB/RIF Assay และน�ำ้ยา AnyplexTMII  

	 MTB/MDR Detection

สรุปและวิจารณ์ผลการศึกษา

	 โรควัณโรคปอด เป็นโรคที่เกิดจากการติดเชื้อ 

Mycobacterium tuberculosis (MTB) ซึง่มทีัง้ชนดิดือ้ยา

รุนแรง (XDR-TB) ชนิดดื้อยาหลายขนาน (MDR-TB) หรือ

ชนิดไม่ดื้อยา ท�ำให้อาการของผู ้ติดเชื้อมีความรุนแรง 

และอัตราการรักษาให้หายด้วยยาปฏิชีวนะจะแตกต่างกัน

ขึน้อยูก่บัชนดิของเชือ้ทีค่นไข้ได้รบัมา20 โอกาสในการรกัษา

ให้หายได้ด้วยยาปฏิชีวนะ จะได้ผลดีหรือไม่ ขึ้นอยู่กับ

ประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉัยชนิดของเ ช้ือโดย 

ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ หากห้องปฏิบัติการฯ  

มีศักยภาพสูงก็จะสามารถวินิจฉัยเชื้อได้อย่างถูกต้อง 

ครอบคลุม แม่นย�ำ รวดเร็ว และสามารถระบุชนิดของเชื้อ

ได้ว่าเป็นชนิดดื้อยา หรือไม่ดื้อยา หรือดื้อยาชนิดใดบ้าง  

ส่งผลให้ผู้ป่วยได้รับการรักษาท่ีถูกต้อง รวดเร็ว อีกทั้ง 

ยังช่วยลดอัตราการแพร่กระจายของเชื้อด้ือยา และท�ำให ้

ผู้ป่วยมีโอกาสหายจากโรคได้เร็วยิ่งข้ึน และลดอัตราการ

เกิดวัณโรคซ�้ำ

ส�ำหรับผลจากการศึกษาวิจัยนี้พบว่า ในตัวอย่างกลุ่มที่ 1 

ซึ่งทดสอบในตัวอย่างเสมหะที่แพทย์สงสัยว่าติดเชื้อ MTB 

และ ส่งตวัอย่างตรวจด้วยน�ำ้ยา Xpert® MTB/RIF Assay 

โดยผลการตรวจวิเคราะห์ได้เป็นผลตรวจเชื้อ MTB  

ลบจ�ำนวน 100 ราย แต่เมื่อน�ำมาทดสอบด้วยน�้ำยา  

AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection พบว่า 

มีถึงร้อยละ 11 (11 ราย) ที่ได้ผลเป็นผลบวก NTM ซึ่งการ

ที่ได้ผลขัดแย้งกันนั้นเกิดจากชุดน�้ำยา Xpert® MTB/RIF 

Assay มีข้อจ�ำกัดที่ไม่สามารถตรวจวิเคราะห์เชื้อ NTM ได้ 

จงึท�ำให้ผลตรวจวเิคราะห์จากชดุน�ำ้ยา Xpert® MTB/RIF 

Assay ไม่สามารถตรวจพบเชื้อ NTM ในตัวอย่างได้ ทั้งนี ้

ผู้ป่วยที่มีอาการติดเชื้อ NTM ในปอดจะมีอาการคล้ายกับ

อาการติดเชื้อ MTB ในปอด แต่วิธีการรักษาแตกต่างกัน10 

ท�ำให้หากแพทย์ได้รบัผลการตรวจวเิคราะห์เชือ้ไม่ครบถ้วน 

อาจส่งผลให้วนิจิฉัยโรคได้ผิดพลาด และอาจท�ำให้แนวทาง

การรกัษาไม่ถกูต้อง ซึง่กระทบกบัผูป่้วยท�ำให้ใช้เวลาในการ

รักษานานขึ้น ไม่หายจากการติดเชื้อ หรือรุนแรงถึงขั้นเสีย

ชีวิตได้ 

	 ในส่วนของผลที ่MTB เป็นบวกจ�ำนวน 1 ตวัอย่าง

เม่ือตรวจด้วยน�้ำยา AnyplexTM MTB/NTM Real-time 

Detection ซึ่งแตกต่างจากผลการตรวจด้วย Xpert® 

MTB/RIF Assay อาจเนื่องมาจากข้อจ�ำกัดของชุดน�้ำยา 

Xpert® MTB/RIF Assay ที่สามารถตรวจจับได้เฉพาะยีน 

rpoB ของเชื้อ MTB เท่านั้น17,21 ซึ่งชุดน�้ำยา AnyplexTM 

MTB/NTM Real-time Detection สามารถตรวจจบัได้ถงึ 

2 ยีน คือ IS6110 และ MPB64 ของเชื้อ MTB12

	 ส�ำหรับตัวอย่างกลุ่มที่ 2 ที่น�ำตัวอย่างเสมหะของ

ผู้ป่วยที่แพทย์สงสัยว่าติดเชื้อ MTB มาตรวจวิเคราะห์ 

ด้วยน�้ำยา Xpert® MTB/RIF Assay จ�ำนวน 50 ตัวอย่าง 

แล้วได้ผล MTB เป็นบวก และ Rif-R เป็นลบ จากข้อจ�ำกัด

ของชุดน�้ำยา Xpert® MTB/RIF Assay ที่ไม่สามารถ 

ตรวจวเิคราะห์เชือ้ MTB ทีด่ือ้ยา Isoniazid ได้21 ท�ำให้เม่ือ

น�ำมาตรวจวิเคราะห์ด้วยน�้ำยา AnyplexTMII MTB/MDR 

Detection พบว่า มตัีวอย่างถงึร้อยละ 12 (6 ราย) ทีไ่ด้ผล

เป็น MTB บวก และ INH-R บวก จากข้อมูลงานวิจัยต่างๆ 

พบว่า ผู้ป่วยที่ติดเชื้อ MTB ที่ดื้อยา Isoniazid แต่ไวต่อยา 

Rifampicin (isoniazid-resistant tuberculosis (Hr-TB) 
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จํานวน 11 ราย ไดผลบวกของ NTM คิดเปนรอยละ 11 
เม่ือเทียบกับจํานวนตัวอยางท้ังหมด และมีตัวอยางจํานวน 
88 ราย ท่ีใหผลตรงกันคือ ไดผลลบของ MTB คิดเปนรอย
ละ 88 เม่ือเทียบกับจํานวนตัวอยางท้ังหมด (ตารางท่ี 1) 

 
ผลการศึกษา เปรียบเ ทียบระหว างน้ํ า ยา  Xpert® 
MTB/RIF Assay และ Anyplex™ II MTB/MDR 
Detection ในกลุมตัวอยางท่ี 2 และ 3 

กลุมตัวอยางท่ี 2 ตัวอยางเสมหะท่ีตรวจวิเคราะห
ดวยน้ํายา Xpert® MTB/RIF Assay แลวไดผล MTB เปน
บวก และผล RifR เปนลบ จํานวน 50 ตัวอยาง เม่ือนํา
ตัวอยางท้ังหมดมาตรวจวิเคราะหดวยระบบ AnyplexTMII 
MTB/MDR Detection แลวพบวา มีตัวอยางจํานวน 6 ราย 
ท่ีใหผลไมตรงกัน โดยไดผลบวก MTB และ INHR (MDRTB) 
ท้ัง 6 รายคิดเปนรอยละ 12 เม่ือเทียบกับจํานวนตัวอยาง
ท้ังหมด และมีตัวอยางจํานวน 44 ราย ท่ีใหผลตรงกันคือ ได
ผลบวกของ MTB และไดผลลบของ RifR คิดเปนรอยละ 88 
เม่ือเทียบกับจํานวนตัวอยางท้ังหมด (ตารางท่ี 2) 
 
ตารางท่ี 1 ตารางแสดงผลการตรวจวิเคราะหเช้ือ MTB 
ในตัวอยางกลุมท่ี 1ดวยน้ํายา Xpert® MTB/RIF Assay 
และน้ํายา AnyplexTM MTB/NTM Realtime 
Detection 

 Gene 
Xpert (N) 

MTB 
Negative 

(100) 
 

Seegene® 
Anyplex 

™MTB/NTM Real 
time Detection 

MTB Positive 
(%) 

1 (1%) 

MTB Negative 
(%) 

88 (88%) 

NTM Positive 
only (%) 

11 (11%) 

 
 
ตารางท่ี 2 ตารางแสดงผลการตรวจวิเคราะหเช้ือ MTB 
ในตัวอยางกลุมท่ี 2และกลุมท่ี 3ดวยน้ํายา Xpert® 
MTB/RIF Assay และน้ํายา AnyplexTMII MTB/MDR 
Detection 
 
 Gene Xpert (N) 

MTB Positive 
(100) 

 RifR 
(50) 

RifS 
(50) 

Seegene® 
Anyplex ™ II 

MTB/MDR 
Detection 

MTB 
Positive 

(%) 

0 44 
(88%) 

MTB Pos, 
RifR (%) 6 (12%) 0 

MTB Pos, 
INHR (%) 0 6 (12%) 

MTB Pos, 
MDR (%) 

44 
(88%) 0 

 
สรุปและวิจารณผลการศึกษา 

โรควัณโรคปอด เปนโรคท่ีเกิดจากการติดเชื้อ 
 (MTB) ซ่ึงมีท้ังชนิดด้ือยา
รุนแรง (XDRTB) ชนิดด้ือยาหลายขนาน (MDRTB) หรือ
ชนิดไมด้ือยา ทําใหอาการของผูติดเชื้อมีความรุนแรงและ
อัตราการรักษาใหหายดวยยาปฏิชีวนะจะแตกตางกันข้ึนอยู
กับชนิดของเชื้อท่ีคนไขไดรับมา20 โอกาสในการรักษาให
หายไดดวยยาปฏิชีวนะ จะไดผลดีหรือไม  ข้ึนอยู กับ
ประสิทธิภาพในการตรวจวินิจ ฉัยชนิดของ เชื้ อ โดย
หองปฏิบัติการทางการแพทย หากหองปฏิบัติการฯ มี
ศักยภาพสู ง ก็จะสามารถวินิจ ฉัยเชื้อไดอย างถูกตอง 
ครอบคลุม แมนยํา รวดเร็ว และสามารถระบุชนิดของเชื้อ
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ถ้าได้รบัการรกัษาเหมอืนผูป่้วยวณัโรครายใหม่ จะมโีอกาส

เกิดการติดเชือ้ MDR-TB ในภายหลงั (acquired MDR-TB) 

สูงถึงร้อยละ 12 ในขณะที่ผู้ป่วยที่ติดเชื้อ MTB ที่ยังไว 

ต่อยา Isoniazid จะเกิด acquire MDR-TB เพียงร้อยละ 

0.8 เท่านั้น นอกจากนี้ผลการรักษาก็มีโอกาสล้มเหลวได้

มากถงึร้อยละ 11 และอตัราการกลบัเป็นซ�ำ้มากถงึร้อยละ 

11 ในขณะที่กลุ่มที่ไวต่อยา Isoniazid พบอัตราการรักษา

ล้มเหลวเพียงร้อยละ 1 และอัตราการกลับเป็นซ�้ำเพียง 

ร้อยละ 54,7,8,9 นอกจากนีท้างองค์การอนามยัโลกจึงได้ออก

ค�ำแนะน�ำการรักษา Hr-TB ในปี 2018 มาเป็นฉบับเสริม

ค�ำแนะน�ำในการรักษาวัณโรคที่เกิดจากการติดเชื้อ Hr-TB 

โดยเฉพาะ3,4 ดงันัน้จากการศกึษานี ้ทางผูว้จิยัเห็นว่าระบบ

ตรวจวเิคราะห์เชือ้ MTB ทีส่ามารถตรวจได้อย่างครอบคลุม 

สามารถให้ข้อมูลการวินิจฉัยเชื้อแก่แพทย์ผู้รักษาได้อย่าง

ครบถ้วน โดยเฉพาะอย่างยิ่งข้อมูลของเช้ือ MTB ที่ดื้อ 

ต่อยา Isoniazid จะมีประโยชน์ต่อการรักษาวัณโรคดื้อยา

เป็นอย่างมาก เพื่อลดอัตราการล้มเหลวในการรักษา และ

ลดอัตราการเกิดการกลับมาเป็นซ�้ำ  ซึ่งมีโอกาสที่ผู ้ป่วย 

จะติดเชื้อ MDR-TB ได้ในอนาคต ส่งผลให้ลดอัตราผู้ป่วย

วัณโรคที่ดื้อยาหลายขนาน การเกิดการแพร่กระจาย 

ของเชื้อสู่ชุมชน และอัตราการสูญเสียในสังคมจากการ 

ติดเชื้อวัณโรคดื้อยา

	 และในตัวอย่างกลุ่มที่ 3 ที่น�ำตัวอย่างเสมหะของ

ผู้ป่วยที่แพทย์สงสัยว่าติดเช้ือ MTB มาตรวจวิเคราะห์ 

ด้วยน�้ำยา Xpert® MTB/RIF Assay จ�ำนวน 50 ตัวอย่าง 

แล้วได้ผล MTB และ Rif-R เป็นบวก แต่เม่ือน�ำมาตรวจ

วิเคราะห์ด้วยน�้ำยา AnyplexTMII MTB/MDR Detection 

พบว่ามีเพียงร้อยละ 88 (44 ราย) เท่านั้นที่ให้ผลบวก 

ของ MDR-TB (Rif-R and INH-R) มีตัวอย่างอีกจ�ำนวนถึง

ร้อยละ 12 (6 ราย) ท่ีให้ผลบวก Rif-R เพียงอย่างเดียว  

จากข้อมูลตรงนี้จะเห็นได้ว่าชุดน�้ำยา Xpert® MTB/RIF 

Assay มีข้อจ�ำกัดในการตรวจดื้อยา Isoniazid ของเชื้อ 

MTB ไม่ได้21 ท�ำให้เมื่อได้ผลตรวจวิเคราะห์ท่ีเป็น MTB 

และ Rif-R บวกจากระบบน�ำ้ยา Xpert® MTB/RIF Assay 

ออกมา ทางแพทย์ผูใ้ห้การรกัษาจะไม่สามารถทราบได้เลย

ว่าผู้ป่วยติดเชื้อ MTB ท่ีเป็นชนิดดื้อยา MDR หรือไม ่ 

ส่งผลให้แพทย์ไม่สามารถเลือกใช้ยาในการรักษาคนไข ้

ได้อย่างถูกต้อง โดยอาจจะใช้ยากลุ่ม Second line Drug 

ทดแทน First line Drug ในการรักษาคนไข้ที่ไม่ได้ติดเชื้อ 

MDR-TB เนื่องจากแพทย์อาจวินิจฉัยผิดจากข้อมูลของ 

ผลตรวจที่ไม่ครบถ้วนท�ำให้สูญเสียต้นทุนค่าใช้จ่ายในการ

ใช้ยารกัษาทีเ่กินจ�ำเป็น เนือ่งจากค่าใช้จ่ายในการรกัษาด้วย

ยา Second line Drug มค่ีาใช้จ่ายทีสู่งกว่าการใช้ยา First 

line Drug ถึง 10 เท่าอีกทั้งยังส่งผลให้ผู้ป่วยได้รับผล 

ข้างเคียงจากยารุนแรงกว่าเมื่อรักษาด้วยยากลุ่ม Second 

line Drug เนื่องจากยากลุ่ม Second line Drug จะมี 

ผลข้างเคียงต่อผู้ป่วยมากกว่ายากลุ่ม First line Drug22

	 เนื่องจากชุดน�้ำยา Xpert® MTB/RIF Assay  

มีข้อจ�ำกัดในการตรวจวินิจฉัย คือไม่สามารถตรวจหาเชื้อ 

NTM และเชื้อ MTB ท่ีด้ือต่อยา Isoniazid ท�ำให้ผล 

การตรวจวิเคราะห์ ในกรณีที่แพทย์สงสัยว่าคนไข้มีอาการ

ติดเชื้อ MTB อาจจะได้ผลวิเคราะห์หรือจ�ำแนกเชื้อได ้

ไม่ครอบคลุมตามที่แพทย์ต้องการ ซึ่งอาจท�ำให้แพทย์

วินิจฉัยโรคได้ไม่ถูกต้อง ส่งผลให้คนไข้ได้รับการรักษา 

ไม่เต็มประสิทธิภาพ ได้รับยาฆ่าเชื้อที่ให้ผลไม่ดีพอ ท�ำให้

ใช้เวลาในการรกัษาทีย่าวนานขึน้รวมถึงมแีนวโน้มทีจ่ะเกดิ

ความล้มเหลวในการรักษาผู้ป่วย โดยเฉพาะอย่างยิง่ในกรณี

ที่ผลตรวจโดย Xpert® MTB/RIF Assay ให้ผลบวก 

ต่อ MTB และผลลบต่อ Rif-R แล้วคนไข้ได้รับการรักษา

แบบผู้ป่วยรายใหม่ คอื การรักษาส�ำหรับเชือ้ MTB ไม่ดือ้ยา 

ถ้าหากผู้ป่วยติดเชื้อ Hr-TB แต่แพทย์ได้ข้อมูลของเชื้อ 

ไม่ครบถ้วน ก็จะท�ำให้การรักษาล้มเหลว หรือ คนไข้มี

โอกาสสูงทีจ่ะติดเชือ้ MDR-TB ซ�ำ้ได้ในภายหลัง ท�ำให้เกิด

ปัญหาการเพ่ิมจ�ำนวนผู้ป่วยด้ือยาตามมาในอนาคต หรือ 

ในทางกลบักนั หากผลตรวจโดย Xpert® MTB/RIF Assay 

ให้ผลบวกต่อ MTB และ Rif-R ซึง่ผูป่้วยอาจจะไม่ได้ตดิเช้ือ 

MDR-TB แต่แพทย์ได้ข้อมูลของเชื้อไม่ครบถ้วน ก็อาจจะ

ให้การรักษาคนไข้ในแนวทางของการรักษาเชื้อ MDR-TB 

ท�ำให้ผู ้ป่วยอาจได้รับยาเกินความจ�ำเป็น ต้องสูญเสีย 

ค่าใช้จ่ายที่เพิ่มมากขึ้น และได้รับผลข้างเคียงจากยา 

ที่รุนแรงขึ้น ดังนั้นหากห้องปฏิบัติการฯ สามารถวินิจฉัย

เชื้อวัณโรคได้ครอบคลุมทั้งหมด ก็จะท�ำให้ผู ้ป่วยได้รับ

ประโยชน์ที่จะได้รับการวินิจฉัยโรคได้อย่างถูกต้อง ส่งผล

ให้ได้รบัการรกัษาทีม่ปีระสทิธภิาพ ซ่ึงจะช่วยลดระยะเวลา
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ในการรักษา และช่วยลดการแพร่กระจายของเชื้อด้ือยา 

สู่ชุมชนอีกทั้งยังลดอัตราการเกิดเชื้อดื้อยา และโอกาส 

ล้มเหลวในการรักษาจากการใช้ยาผิดประเภทได้ในที่สุด 

โดยน�้ำยาAnyplex® MTB/NTM real time detection 

และ น�้ำยา Anyplex® II MTB/MDR detection  

เป็นระบบที่สามารถตรวจวิเคราะห์เชื้อ MTB, MDR-TB 

และเชื้อ NTM ได้อย่างครอบคลุม

กิตติกรรมประกาศ

	 คณะผู้วิจัยขอขอบคุณห้องปฏิบัติการภูมิคุ้มกัน

วิทยา กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ โรงพยาบาลมหาราช 

นครราชสีมา ที่เอื้อเฟื้อสถานท่ีส�ำหรับศึกษาวิจัย และ 

ขอขอบคุณบริษัท เอ็มพี กรุ ๊ป (ประเทศไทย) จ�ำกัด  

ที่เอื้อเฟื้อเครื่องมือ และชุดน�้ำยาส�ำหรับตรวจวิเคราะห์ 

ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้
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