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บทคัดยอ
 Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) เปนเชื้อแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของการเกิดโรควัณโรค ซ่ึงเปน

สาเหตสุาํคัญของการเสียชีวติจากการติดเช้ือลาํดับทีส่องท่ัวโลก  เนื่ องจากวิธกีารตรวจวินจิฉยัทางหองปฏิบติัการทีไ่ดมาตรฐาน

และยอมรับในการตรวจหาเชื้อ MTBC มีอยูหลากหลายวิธีซ่ึงมีความไว, ความจําเพาะ, เครื่ องมือ และคาใชจายท่ีแตกตางกัน 

การศึกษาคร้ังน้ีไดเปรยีบเทยีบความไวของ 4 วธิทีีใ่ชตรวจหาเช้ือ MTBC ในตัวอยางช้ินเนือ้ท่ีถกูตรงึดวยฟอรมาลนิและฝงใน

พาราฟน ของผูปวยที่สงสัยการติดเช้ือวัณโรค ที่สงตรวจมายังสถาบันพยาธิวิทยา กรมการแพทย กระทรวงสาธารณสุข จํานวน 

80 ตัวอยาง ประกอบดวย การยอมทางฮีสโตเคมีสําหรับเชื้อ acid fast bacilli (AFB-stain), วิธี conventional polymerase 

chain reaction (C-PCR), วิธี Real-time PCR ดวยชุดตรวจสําเร็จรูป artus® Mycobac. Diff. LC PCR Kit (artus® 

Mycobac) และ abTES™MTB qPCR I KIT (abTES™MTB) พบวา 41 ตัวอยาง (รอยละ 51.2) ใหผลบวกโดยวิธี 

C-PCR, 40 ตัวอยาง (รอยละ 50.0) ใหผลบวกโดยวิธี abTES™MTB, 30 ตัวอยาง (รอยละ 37.5) ใหผลบวกโดยวิธี 

artus® Mycobac และ 27 ตัวอยาง (รอยละ 33.8) ตรวจพบเชื้อ acid fast bacilli โดยวิธี AFB-stain เมื่ อเปรียบเทียบ

ผลการตรวจดวยวธิ ีC-PCR และวธิ ีabTES™MTB พบวาท้ัง 2 วธิ ีมคีวามไวไมแตกตางกันและมคีาความสอดคลองยอมรบั

ไดระดับดี (K = 0.625, 95% CI 0.454-0.796) และทั้ง 2 วิธีมีความไวท่ีมากกวาวิธี artus® Mycobac และ AFB-stain 

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.005) 

คําสําคัญ: ไมโครแบคทเีรยีม ทเูบอรคูโลซสี คอมเพลก็ซ, การยอมสทีนกรด, พซีีอารแบบด้ังเดิม, ชุดตรวจสําเรจ็รปู Artus® 

  Mycobac. Diff. LC PCR Kit, ชุดตรวจสําเร็จรูป abTES™ MTB qPCR I Kit.
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Abstract
 Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) is a group of closely related organisms causing tuber-
culosis, which is the second-most common cause of death from infectious diseases worldwide. Several methods 

for detecting MTBC are available and different in sensitivity, specificity, tools and costs. We used four meth-

ods comprising histochemistry stain for acid fast bacilli (AFB stain), conventional polymerase chain reaction 

(C-PCR) and two commercial molecular assays, artus® Mycobac. Diff. LC PCR Kit (artus® Mycobac) and 

abTES™MTB qPCR I KIT (abTES™MTB) and compared the sensitivity in 80 paraffin-embedded tissue 

samples that showed histomorphology suspected of tuberculous infection. Positive results were detected in 41 

samples (51.2 %) by C-PCR, 40 samples (50.0 %) by abTES™MTB, 30 samples (37.5 %) by artus® 

Mycobac and 27 samples (33.8 %) by AFB stain. There was no significant difference for the sensitivity in the 

detection of MTBC by C-PCR and abTES™MTB.  Good agreement between these methods (K=0.625 and 

95% CI = 0.454-0.796) was observed. Both methods showed significantly higher sensitivity than artus® 

Mycobac and AFB stain (P < 0.005).
 

Keywords :  M. tuberculosis complex, AFB-stain, C-PCR, Artus® Mycobac. Diff. LC PCR Kit, 

   abTES™ MTB qPCR I Kit
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บทนํา
 วณัโรคเปนสาเหตสุาํคัญลาํดับทีส่องของการเสยีชีวติ
จากการติดเช้ือท่ัวโลก ซ่ึงมเีชือ้ Mycobacterium tubercu-
losis (MTB) เปนสาเหต ุสถานการณวณัโรคในประเทศไทย 
องคการอนามัยโรครายงานวาในป ค.ศ. 2011 มีอุบัติการณ
คิดเปนอัตรา 161 ตอจํานวนประชากร 100,000 คน(1, 2) 
วัณโรคจึงมีผลกระทบและเปนปญหาท่ีสําคัญตอระบบ
สาธารณสุขไทยเปนอยางมาก ประเทศไทยมีการพัฒนาการ
ควบคุมเชื้อวัณโรค วิธีการรักษา และการตรวจวินิจฉัย อยาง
ตอเนื่ อง การวนิจิฉยัวณัโรคในหองปฏิบติัการสวนใหญทาํดวย
วิธีการยอมสีแบคทีเรียทนกรดแลวตรวจหาเชื้อดวย
กลองจุลทรรศน และการเพาะเลี้ยงเช้ือ การยอมสีแบคทีเรีย
ทนกรดเปนวิธีที่ประหยัด งายตอการปฏิบัติ แตขาดความไว 
(40-60%)(3, 4) และไมสามารถแยกแยะความแตกตางระหวาง
สายพนัธุของเช้ือในกลุม Mycobacterium ได (5) วธิกีารเพาะ

เลี้ยงเช้ือตองใชเวลาถึง 8 สัปดาห (6, 7) จึงเปนปญหาสําหรับ

ผูปวยที่มีสภาวะภูมิคุมกันบกพรอง (AIDS : Acquired Im-

mune Deficiency Syndrome) ปจจุบันวิธีการตรวจหาเช้ือ

วัณโรคถูกพัฒนาไปมาก การตรวจดวยวิธีอณูชีววิทยา โดย

อาศัยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) โดยการ

เพิ่มปริมาณดีเอนเอที่สนใจอยางเฉพาะเจาะจง เพื่ อตรวจหา

ดีเอนเอของเช้ือวัณโรค พบวามีศักยภาพในการทดสอบสูง 
เชื่ อถือไดและรวดเรว็(3,6) นอกจากน้ันเทคนคิ PCR ยงัสามารถ

ระบุสปชีสของเช้ือกลุม Mycobacterium ไดอีกดวย(8) การ

พัฒนาการตรวจโดยใชเทคนิค PCR โดยหองปฏิบัติการเอง 
(In-house PCR) นั้นเลือกใชตําแหนงยีน IS6110 เพราะ

เป็นตําแหน่งท่ีถูกใช้เป็นเครื่องมือท่ีน่าเช่ือถือในการตรวจ

ตัวอยางทางคลินิกมากท่ีสุด มีความไวและความจําเพาะสูง 
(รอยละ 92.4 และ 98)(5,8,9) เทคนิค real-time PCR ถูก
พัฒนาข้ึน สามารถทราบผลเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณของ
เช้ือวัณโรค(10-12) โดยเทคนิคน้ีสามารถพัฒนาการตรวจโดย

หองปฏิบติัการเองและใชชุดตรวจสําเรจ็รปูทีท่างบริษทัทางการ

คาตางๆพัฒนาข้ึน เชน ชุดตรวจ artus® Mycobac. Diff. 
LC PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany) สามารถตรวจ 
M. tuberculosis complex (MTBC), M. avium subspe-

cies และ M. intracellulare ได และประสพความสําเร็จ
ในการตรวจหาดีเอนเอของเช้ือวัณโรคในตัวอยางเสมหะ, นํ้า

ลางปอด, สารคัดหลัง่จากหลอดลม, นํา้ไขสันหลงั, ของเหลว

ในกระเพาะอาหาร, ของเหลวในชองทอง (13) ชุดตรวจ 
abTES™MTB qPCR I KIT (AITbiotech, Singapore) 
สามารถตรวจ MTBC ได และประสพความสาํเรจ็ในการตรวจ
หาดีเอนเอของเช้ือวัณโรคในตัวอยางเสมหะและนํา้ไขสันหลงั 
(4) แตความไวของการตรวจเช้ือวัณโรคจากท้ัง 2 ชุดตรวจ ยัง
ไมถกูเปรยีบเทยีบและประเมนิในการตรวจหาเช้ือวัณโรคจาก
ตัวอยางช้ินเนือ้ท่ีถกูตรงึดวยฟอรมาลนิและฝงในพาราฟน การ
ตรวจหาเชือ้วัณโรคมอียูหลากหลายวธิซ่ึีงมคีวามไวและความ
จําเพาะแตกตางกัน การศึกษาในคร้ังน้ีเพื่ อประเมินหาวิธีการ
ตรวจวิเคราะหหาเชือ้ MTBC ทีเ่หมาะสมในตวัอยางช้ินเนือ้ท่ี
ถูกตรึงดวยฟอรมาลินและฝงในพาราฟน

วัสดุและวิธีการศึกษา 
 1. ตัวอยางทางคลินิก 
 ตัวอยางพาราฟนบล็อกช้ินเนื้อ ท่ีถูกตรึงดวย

ฟอรมาลินและฝงในพาราฟนของผูปวยที่สงสัยวัณโรค ที่สง

ตรวจกับสถาบันพยาธิวิทยา กรมการแพทย กระทรวง

สาธารณสุข ในป พ.ศ. 2556 จํานวน 80 ราย ทุกตัวอยางถูก

ตรวจลักษณะทางพยาธิวิทยา (histopathology) จากสไลด 

Hematoxylin and eosin stain (H&E stain) และวงพื้นที่

บริเวณรอยโรค (necrosis/caseous necrosis และ granu-

loma) โดยพยาธแิพทย งานวิจัยนีไ้ดผานการรบัรองจากคณะ

กรรมการจรยิธรรมการวจัิยในคน สถาบนัพยาธวิทิยา เอกสาร

รับรองเลขที่ IOP-KM-R56-001

 2. สกดัดเีอน็เอจากตวัอยางชิน้เน้ือทีถ่กูตรงึดวย
ฟอรมาลินและฝงในพาราฟน

 ตัวอยางช้ินเนื้อท่ีถูกตรึงดวยฟอรมาลินและฝงใน

พาราฟน ถูกนํามาตัดช้ินเนื้อหนา 10 ไมโครเมตรบนแผน

สไลดแกว ขูดช้ินเนื้อ (macrodissection) บริเวณรอยโรคที่
สงสยัดวยเขม็ปลอดเช้ือใสในหลอด 1.5 ml ละลายพาราฟน
ดวยไซลีนปริมาตร 1 ml ดวยการปนดวยความเร็วสูงท่ี 

14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที และลางดวย 100% 

แอลกอฮอล ปริมาตร 1 ml ดวยการปนดวยความเร็วสูงท่ี 
14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที จากน้ันสกัดดีเอนเอจากช้ิน

เนื้อโดยชุดน้ํายาสําเร็จรูป QIAamp® DNA FFPE tissue 
Kit (Qiagen, Germany) ดีเอนเอทีส่กดัได วดัปรมิาณความ
เขมขนดวยเครื่ อง nanodrop ปรับใหมีปริมาณความเขมขน 

50-100 ng/ul และเก็บไวที่ -40 ๐C จนถึงเวลานําไปใช 
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 3. การตรวจหาเชือ้วณัโรค ดวยวธีิยอมสีทนกรด 
(AFB stain)
 ตัดช้ินเนือ้ท่ีถกูตรงึดวยฟอรมาลนิและฝงในพาราฟน 
ใหมีความหนา 5 ไมครอนเมตรบนแผนสไลดแกว อบแผน
สไลดดวยความรอน 65-70 ๐C นาน 30 นาที ทําการ depar-
affinization ดวยการแชในสารละลาย Xylene 2 โถ ครั้งละ 
5 นาที ตามดวยการดึงน้ําออกดวยการแชใน 100% isopro-
pyl alcohol 2 โถ ครั้งละ 5 นาที ตามดวยแชใน 95% 
isopropyl alcohol 2 โถ ครั้งละ 5 นาที  ลางดวยนํ้าประปา
ไหลผาน แลวยอมช้ินเนื้อดวยการแชในสารละลาย carbol 
fuchsin นาน 30 นาที ลางดวยนํา้เพื่ อใหสสีวนเกนิออกหมด 
จากน้ันลางดวย 1% acid alcohol จนช้ินเนื้อเปนสีชมพู ลา
งดวยนํ้าเพื่ อใหสีสวนเกินออกหมด และ counter stain ดวย
สารละลาย 1% methylene blue ลางดวยนํ้าเพื่ อใหสีสวน
เกินออกหมด ปลอยใหสไลดแหง และ mount สไลด ดวย 

mounting medium แลวนําไปตรวจหาเช้ือ acid fast ba-

cilli ภายใตกลองจุลทรรศน โดยพยาธิแพทย 

 4. การตรวจหาดีเอ็นเอของเช้ือวัณโรค ดวยวิธี 

C-PCR

 การทํา C-PCR เพื่ อตรวจหาเช้ือ MTBC ดัดแปลง

และพัฒนามาจากวิธีของ Chantranuwat และคณะ (8) โดย

ปรับเปลี่ยนสวนผสมในการทําปฏิกิริยา PCR ใหเหมาะสม 

ดังน้ี ปริมาตรสุทธิ 25 μl ประกอบดวย 1X PCR buffer, 

1.5 mM MgCl
2
, 0.2 mM dNTP (New England Bi-

olabs), เอนไซม Amplitaq Gold DNA Polymerase 0.625 
Unit (Applied Biosystems, USA), DNA template 50-
100 ng/μl, ปรับปริมาตรดวย steriled DW  และ 0.4 μM 
Oligonucleotide primer 2 เสนคือ 5’-CCT-GCG-AGC-

GTA-GGC-GTC-GG- 3’ และ 5’-CTC-GTC-CAG-CGC-
CGC-TTC-GG-3 เปน oligonucleotide primer ที่จําเพาะ
ตอยีน IS6110 ของเช้ือ MTBC  และทํา internal control 
เพื่ อประเมินคุณภาพของดีเอนเอรวมดวยคือ human beta-
globin gene โดยทําปฏิกิริยา PCR ที่มีการปรับเปลี่ยนสวน
ผสม จากวิธีของ Chantranuwat และคณะ(8) เชนเดียวกับ
เปาหมายยีน IS6110 โดยใช 0.4 μM oligonucleotide 
primer 2 เสนคือ 5-’ACA-CAA-CTG-TGT-TCA-CTA-
GC- 3’ และ 5’ –CAA-CTT-CAT-CCA-CGT-TCA-CC- 
3’ ทั้ง 2 เปาหมาย พัฒนาใหใช PCR-condition เดียวกัน 
คือ มีขั้นตอนการเพิ่มจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอประกอบดวย 
denaturation 95 ๐C นาน 10 นาที, และตามดวย 40 รอบ 
ของ denaturation 95 ๐C นาน 45 วินาที, annealing 63 
๐C นาน 45 วินาที, extension 72 ๐C นาน 45 วินาทีและ
สุดทายดวย Final extension 72 ๐C นาน 10 นาที โดย

เครื่ อง Thermocycle ยีห่อ Bio-Rad , C1000 แลวนาํ PCR 

product ที่ไดทํา gel electrophoresis บน 6% acrylamide 

ทดแทนการทํา gel electrophoresis บน 2% agarose ตาม

วิธีของ Chantranuwat และคณะ(8) ที่ 140 โวลท นาน 45 

นาที ยอมแผนเจลดวย SYBR® Green I Nucleic Acid 

Gel Stain (1:400, Lonza, USA) สองดูภายใตแสง

อัลตราไวโอเลต วเิคราะหผลโดยดูขนาด PCR product ของ

เชื้อ MTBC  ที่ไดมีขนาด 123 bp และในการทําปฏิกิริยา 

PCR ทุกครั้ง ในแตละตัวอยางทําซ้ํา 2 ครั้ง และขนาด PCR 

product ของ beta-globin มีขนาด 110 bp, ใช DNA 
template ของผูปวยที่มี Positive- MTBC  เปน positive 

control และใชนํ้ากลั่นเปน negative control (รูปที่ 1) 
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รูปที่ 1 ผลการตรวจหาเช้ือ MTBC โดยวิธี C-PCR ซ่ึงพบขนาด PCR product ของเปาหมายยีน IS6110 ที่ขนาด 123 
bp และเปาหมายยีน beta-globin ที่ขนาด 110 bp, N1/1, N1/2 คือตัวอยางเดียวกันที่ใหผลบวก พบการติดเช้ือ 
MTBC (พบแถบ DNA ขนาด 123 bp เหมือนกันทั้ง 2 ชอง), N2/1, N2/2 คือตัวอยางเดียวกันที่ใหผลลบ ไมพบ
การติดเช้ือ MTBC (ไมพบแถบ DNA ขนาด 123 bp เหมือนกันทั้ง 2 ชอง), N1/3, N2/3 คือ internal control 

ของยีน beta-globin (ทุกตัวอยางตองพบแถบ DNA ขนาด 110 bp), PC คือ positive control, NTC/MTB คือ 

negative control ของเปาหมายยีน IS6110, NTC/IC คือ negative control ของเปาหมายยีน beta-globin และ 

M คือ 100 bp size marker  

 5. การตรวจหาดีเอนเอของเช้ือวัณโรค ดวยวิธี 

Real-Time PCR โดยชุดตรวจสําเร็จรูป artus® Myco-

bac. Diff. LC PCR Kit (artus® Mycobac)

 การทํา real-time PCR เพื่ อตรวจหาเช้ือ MTBC 

ใชชุดตรวจสําเร็จรูปของ artus® Mycobac (Qiagen, 
Hilden, Germany) โดยชุดตรวจน้ีออกแบบไพรเมอรและโพ

รบที่จําเพาะกับยีน 16S rRNA ใหมีขนาด PCR-product 

ขนาด 159 bp(14) ทําปฏิกิริยา real-time PCR ปริมาตรสุทธิ 

20 μl ประกอบดวย Mycobac. Diff. LC Master 13 μl, 

Mycobac. Diff. LC Mg-Sol 2 μl และ DNA template 
5 μl ขั้นตอนการเพิ่มจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอประกอบดวย  
program activation (95 ๐C นาน 20 วินาที) ตามดวย 

program touch down (95 ๐C นาน 1 วินาที, และตามดวย 
65 ๐C นาน 15 วินาที  72 ๐C นาน 15 วินาที จํานวน 

10 รอบ) (95 ๐C นาน 1 วินาที, 55 ๐C นาน 20, วินาที 

72 ๐C นาน 15 วินาที) จํานวน 40 รอบ โดยเก็บขอมูลที่ขั้น

ตอน annealing แบบ quantification ตามดวย program 

melting curve ในชวงการวิเคราะห melting phase จะทาํการ

ตรวจวัดในชวงแสงท่ีมีความยาวคลื่ นแสง 530 นาโนเมตร 

ตรวจวัดต้ังแตอุณหภูมิที่ 45 ๐C ถึงอุณหภูมิที่ 80 ๐C ซ่ึงใน

การเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิในชวงน้ีจะเพิ่มขึ้นในอัตรา 0.1 ๐C /
วินาที โดยเครื่ อง Light Cycler 480 system (Roach, 
Germany) และวิเคราะหผล แบบ qualitative detection 

โดยดูการลกัษณะ amplify เทยีบกบั negative control และ 

positive control ใช positive- MTBC ของชุดตรวจสําเรจ็รปู 
artus® Mycobac เปน positive control และใชนํา้กลัน่เปน 
negative control (รูปที่ 2)
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รูปที่ 2 ผลการตรวจหาเช้ือ MTBC โดยวิธี artus® Mycobac, N1-N2 คือ ตัวอยางท่ีใหผลบวก พบการติดเช้ือ MTBC, 

N3-N7 คือ ตัวอยางท่ีใหผลลบ ไมพบการติดเช้ือ MTBC, PC คือ positive control และ NTC คือ negative 

control

 6. การตรวจหาดีเอ็นเอของเช้ือวัณโรค ดวยวิธี 

Real-Time PCR โดยชุดตรวจสาํเรจ็รูป abTES™ MTB 

qPCR I Kit (abTES™ MTB)

 การทํา real-time PCR เพื่ อตรวจหาเช้ือ MTBC 

ใชชุดตรวจสําเร็จรูปของ abTES™ MTB  (AITbiotech, 

Singapore)  โดยชุดตรวจน้ีออกแบบไพรเมอรและโพรบที่

จําเพาะกับยีน ยีน IS6110 ใหมีขนาด PCR-product ขนาด 
130 bp (4) ทําปฏิกิริยา real-time PCR ปริมาตรสุทธิ 25 μl 

ประกอบดวย 2X MTB  Master mix 12.5 μl, MTB 

Primer Mix 0.5 μl, MTB Probe Mix 0.5 μl, MTB 

internal control 0.2 μl, nuclease-free water 6.3 μl และ 
DNA template 5 μl ขัน้ตอนการเพ่ิมจาํนวนช้ินสวนดีเอน็เอ

ประกอบดวย Taq activation 95 ๐C นาน 7 นาที ตามดวย 

amplification 42 รอบ 95 ๐C นาน 12 วินาที, annealing 

64 ๐C นาน 25 วินาที โดยเก็บขอมูลที่ annealing phase 

จะทาํการตรวจวดัในชองแสง FAM สาํหรบัตรวจวดัเปาหมาย 

MTBC และตรวจวัดในชองแสง Texas Red สําหรับการ

ตรวจวัดเปาหมาย internal control โดยเครื่ อง CFX96 

Real-Time PCR system (Bio-LAD) วิเคราะหผลแบบ 
qualitative detection โดยดูลักษณะ amplify curve เทียบ

กับ negative control และ positive control ใช Positive-

MTBC ของชุดตรวจสําเร็จรูปของ abTES™ MTB เปน 
positive control และใชนํ้ากล่ันเปน negative control 
(รูปที่ 3)
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รูปที่ 3 ผลการตรวจหาเช้ือ MTBC โดยวิธี abTES™ MTB, N1-N3 คือตัวอยางท่ีใหผลบวก พบการติดเช้ือ MTBC, 

N4-N8 คือตัวอยางท่ีใหผลลบ ไมพบการติดเช้ือ MTBC, PC คือ positive control และ NTC คือ negative 

control

 7. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

 สถติิทีใ่ชวเิคราะหความแตกตางของวิธ ีAFB stain, 

C-PCR, ชุดตรวจสําเร็จรูป artus® Mycobac และ 

abTES™ MTB  คือ Chi-square test โดยกําหนดระดับ

ความเชื่ อมั่นท่ี 95% และใชคา Kappa (K) เพื่ อประเมิน

ความสอดคลองกัน (agreement) ระหวางวิธีการตรวจ

วิเคราะห 2 วิธีคือ abTES™ MTB และ C-PCR กรณีที่
คา K = 0.0-0.4 คือคาการไมยอมรับในความสอดคลองกัน

ของท้ัง 2 วิธี หากคา K = 0.41-0.6 คือคาการยอมรับไดใน

ระดับปานกลางในความสอดคลองกันทั้ง 2 วิธี หากคา K = 
0.61-0.8 คือคาการยอมรับไดในระดับดีในความสอดคลอง
กนัของท้ัง 2 วธิ ีและหากคา K = 0.81-1.0 คือคาการยอมรบั
ในความสอดคลองกันเปนอยางดีมากของท้ัง 2 วิธี 

ผลการศึกษา
 1. เปรียบเทียบผลการตรวจหาเชื้อ M. tuber-

culosis complex ทั้ง 4 วิธี 

 การตรวจหาเช้ือ MTBC โดย 4 วิธีคือ AFB-stain, 

C-PCR, artus® Mycobac และ abTES™MTB จาก

ตัวอยางช้ินเนื้อท่ีถูกตรึงดวยฟอรมาลินและฝงในพาราฟน 
ของผูปวยทีส่งสยัวณัโรค จํานวน 80 ตัวอยาง ไดผลดังแสดง

ไวใน ตารางที่ 1 จากผลการศึกษาเปรียบเทียบทั้ง 4 วิธีพบ

วา วธิทีีม่คีวามไวมากกวามี 2 วธิคืีอ C-PCR ตรวจพบเช้ือใน 

41 ตัวอยาง (รอยละ 51.25) และชุดตรวจสําเร็จรูป 
abTES™MTB ตรวจพบเชือ้ใน 40 ตัวอยาง (รอยละ 50.0) 
วิธีที่มีความไวรองลงมาคือ ชุดตรวจสําเร็จรูป artus® My-

cobac ตรวจพบเชื้อใน 30 ตัวอยาง (รอยละ 37.0) สวนวิธี

ทีม่คีวามไวต่ําสุดคือ AFB stain ตรวจพบเช้ือใน 27 ตัวอยาง 
(รอยละ 33.8)
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ตารางที่ 1 ผลการตรวจหาเช้ือ MTBC จากช้ินเนื้อท่ีถู กตรึงดวยฟอรมาลินและฝงในพาราฟน ของผูปวยที่สงสัยการติดเช้ือ
วัณโรค ดวยวิธี AFB stain, C-PCR, real-time PCR โดยชุดตรวจสําเร็จรูป artus® Mycobac และ ชุดตรวจ 
abTES ™ MTB

 ที่ ชื่ อตัวอยาง ผลการตรวจ 

ที่

ชื่ อตัวอยาง ผลการตรวจ

AFB 

stain

C-PCR artus® 

Mycobac**

abTES™ 

MTB***

AFB 

stain

C-PCR artus® 

Mycobac**

abTES™ 

MTB***

1 MP-1 - + + + 41 MP-41 + + - +

2 MP-2 - - - - 42 MP-42 - + - +

3 MP-3 - - - - 43 MP-43 - + + +

4 MP-4 + + + + 44 MP-44 - + - -

5 MP-5 + - + + 45 MP-45 - + - +

6 MP-6 + - - + 46 MP-46 + + + +

7 MP-7 - + - - 47 MP-47 + + + +

8 MP-8 - - - - 48 MP-48 - - - -

9 MP-9 - - - - 49 MP-49 + + + +

10 MP-10 - - - - 50 MP-50 - + - +

11 MP-11 + - - - 51 MP-51 + + + +

12 MP-12 + - + - 52 MP-52 + + + +

13 MP-13 - - - - 53 MP-53 + + - +

14 MP-14 - - - - 54 MP-54 + + - +

15 MP-15 - - - - 55 MP-55 - - - -

16 MP-16 - + - + 56 MP-56 - - - -

17 MP-17 - - + + 57 MP-57 - - - -

18 MP-18 - + - - 58 MP-58 - + - +

19 MP-19 + + - + 59 MP-59 - - + +

20 MP-20 - - - - 60 MP-60 - + - +

21 MP-21 + - + + 61 MP-61 - + - +

22 MP-22 + + - - 62 MP-62 - + + +

23 MP-23 - + - - 63 MP-63 - - - -

24 MP-24 - - + + 64 MP-64 - + + +

25 MP-25 + - + + 65 MP-65 - + - +

26 MP-26 + + + + 66 MP-66 + - - -

27 MP-27 - - - - 67 MP-67 + - + -

28 MP-28 + - - - 68 MP-68 - + + +

29 MP-29 - + - + 69 MP-69 - + - -

30 MP-30 - + + + 70 MP-70 - + + -

31 MP-31 - + + - 71 MP-71 + + + +

32 MP-32 + + + + 72 MP-72 - - - -

33 MP-33 - - - - 73 MP-73 + + + +

34 MP-34 - + + + 74 MP-74 - - - -

35 MP-35 + + - + 75 MP-75 - - - -

36 MP-36 - + + + 76 MP-76 - - - -

37 MP-37 - - - - 77 MP-77 - - - -

38 MP-38 - - + - 78 MP-78 + + + +

39 MP-39 - - - - 79 MP-79 - - - -

40 MP-40 - - - - 80 MP-80 + - - -

* การตรวจท้ัง 4 วิธี ตรวจจากตัวอยางของผูปวยรายเดียวกัน, ** artus® Mycobac คือ วิธี Real-time PCR ดวยชุดตรวจสําเร็จรูป artus® 

Mycobac. Diff. LC PCR Kit, *** abTES™MTB คือวิธี Real-time PCR ดวยชุดตรวจสําเร็จรูป abTES™MTB qPCR I Kit, (+ : 

Positive) คือ ตรวจพบเชื้อ และ (- : Negative) คือ ตรวจไมพบเชื้อ
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 2. การเปรียบเทียบผลของการตรวจหาเชื้อ M. 
tuberculosis complex โดย วิธี C-PCR และวิธี 
abTES™ MTB qPCR I Kit
 ผลการเปรียบเทียบทั้งสองวิธีคือ วิธี C-PCR และ 
วธิ ีabTES™ MTB ดังแสดงไวใน ตารางที ่2 พบวาท้ังสอง
วิธี ใหผลบวกเหมือนกัน 33 ตัวอยาง (รอยละ 41.2) ใหผล

ลบเหมือนกัน 32 ตัวอยาง (รอยละ 40.0) และใหผลแตก
ตางกัน 15 ตัวอยาง (รอยละ 18.7) และจากการวิเคราะห
ทางสถิติพบวา มีคา K = 0.625 และ 95% CI มีคาระหวาง 
0.454-0.796, P < 0.05 ซ่ึงมีคาการยอมรับในความ
สอดคลองกันระดับดีของวิธีการตรวจท้ัง 2 วิธีดังกลาว

ตารางที่ 2 ผลของการตรวจหาเช้ือ M. tuberculosis complex โดย วิธี C-PCR และ วิธี abTES™ MTB qPCR I Kit

วิธีตรวจ
*จํานวน 

C-PCR-Positive

จํานวน 

C-PCR-Negative
รวม

**abTES ™ MTB-Positive 33 7 40

   abTES ™ MTB-Negative 8 32 40

รวม 41 39 80

* จํานวน คือ จํานวนตัวอยางช้ินเนื้อท่ีฝงพาราฟน, ** abTES™MTB คือ วิธี Real-time PCR ดวยชุดตรวจสําเร็จรูป 

abTES™MTB qPCR I Kit

วิจารณและสรุปผลการศึกษา
 การศึกษาน้ีไดศึกษาเปรียบเทียบหาวิธีการที่เหมาะ

สม ในการตรวจวิเคราะหหาเช้ือ MTBC ในตัวอยางช้ินเนือ้ท่ี

ถกูตรึงดวยฟอรมาลนิและฝงในพาราฟน โดยเปรยีบเทยีบวธิี

ที่ไดมาตรฐานและเปนที่ยอมรับ 4 วิธีคือ AFB stain, 

C-PCR, Real-time PCR โดยชุดตรวจสําเร็จรูป artus® 

Mycobac และชุดตรวจสําเร็จรปู abTES™ MTB โดยการ

ศึกษาน้ีใชผลการตรวจวินิจฉัยช้ินเนื้อทางพยาธิวิทยาดวยวิธี 

H&E stain เปนวิธอีางอิงมาตรฐาน ซ่ึงลกัษณะรอยโรคทีพ่บ
คือ necrosis/caseous necrosis และ granuloma อาจเกิด

จากสาเหตุอื่ นที่นอกเหนือจากการติดเช้ือ MTBC และการ

ศึกษาน้ีไมมีผลการเพาะเลี้ยงเช้ือ (culture) ยืนยัน ดังน้ัน
ความไวท่ีไดจากการศึกษาคร้ังน้ี จึงอาจจะต่ํากวาความเปนจรงิ 
การตรวจวิเคราะหดวยวิธีฮีสโตเคมี (AFB stain) จะเห็นรูป
รางลักษณะเชื้อเปนแทงติดสีแดง ของ carbol fuchsin(3, 4) 

แตไมสามารถแยกแยะความแตกตางระหวางสายพันธุของเช้ือ

ในกลุม Mycobacterium ได(5) วธิ ีC-PCR ในการศึกษาคร้ัง

นี้เลือกการออกแบบไพรเมอร ที่จําเพาะกับยีน IS6110 มี
ขนาด PCR-product 123 bp เพื่ อตรวจหาเช้ือ MTBC โดย

ตําแหนงยีน IS6110 สามารถจบัอยางจําเพาะกบัดีเอนเอเปา
หมายของเช้ือ MTB ที่แตกตางกัน 11 สายพันธุ รวมถึง
สามารถจับอยางจําเพาะกับดีเอ็นเอเปาหมายของเชื้อ M. 

bovis และสายพันธุ M. simiae ไดดวย(15) วิธี C-PCR นี้

ไดมกีารศึกษาและมผีลอางอิงกับมาตรฐานทีเ่ปนทีย่อมรบั จาก

การศึกษาของ Chantranuwat และคณะ(8) วิธี real-time 

PCR การศึกษาน้ีตรวจวเิคราะหโดยชุดตรวจสาํเรจ็รปู artus® 

Mycobac และ ชุดตรวจสําเร็จรูป abTES™MTB โดยชุด

ตรวจสําเร็จรูป artus® Mycobac ผานการรับรองจาก

กฎหมายเครื่ องมือแพทยแหงสหภาพยุโรป สามารถใชวนิจิฉยั

ทางการแพทยได ชุดตรวจน้ีออกแบบไพรเมอรหรือโพรบ ที่

จําเพาะกับยีน 16S rRNA ใหมี PCR-product ขนาด 159 
bp(14) สามารถตรวจวิเคราะหหาเชื้อในกลุม MTBC ได 6 
สายพันธุคือ M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, 
M. bovis BCG, M. microti และ M. pinnipedii โดยใช

เครื่ อง real-time PCR รุน 2.0 LightCycler  โดยสามารถ

ตรวจวิเคราะหเชื้อไดต่ําสุดท่ี 1.6 copies/μl(16) ชุดตรวจ

สาํเรจ็รปู abTES™MTB ผานการรับรองจากสถาบันรบัรอง
ความปลอดภัยของประเทศเยอรมันนี สามารถใชวินิจฉัย
ทางการแพทยได ชุดตรวจน้ีออกแบบไพรเมอรหรือโพรบ ที่

จําเพาะกบัยนี IS6110 ใหม ีPCR-product ขนาด 130 bp(4) 

สามารถตรวจวิเคราะหหาเช้ือในกลุม MTBC ได 6 สายพันธุ
เชนเดยีวกับชุดตรวจ artus® Mycobac โดยใชเครื่ อง Real-

time PCR รุน 96 CPX, Bio-Rad. มีความไวรอยละ 81.3 
และความจําเพาะรอยละ 98.8(4, 17)  
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 ในการศึกษาคร้ังน้ี วธิ ีAFB stain พบความไวต่ําสุด
ตรวจพบเชื้อ 27 ตัวอยาง (รอยละ 33.8) ซ่ึงใกลเคียงกับ
การศึกษาของ Singh และคณะ (3) และงานวิจัยของ Inoue 
และคณะ (4) ซ่ึงตรวจพบความไวรอยละ 40-60 วธิ ีreal-time 
PCR โดยชุดตรวจสาํเรจ็รปู artus® Mycobac มคีวามไวรอง
ลงมาตรวจพบเชื้อ 30 ตัวอยาง (รอยละ 37) เนื่ องจากชุด
ตรวจน้ี ออกแบบ PCR-product ที่มีขนาดใหญถึง 159 bp 
ทาํใหอาจไมเหมาะสมกบัตัวอยางดีเอน็เอทีม่าจากช้ินเนือ้ท่ีถกู
ตรงึดวยฟอรมาลนิและฝงในพาราฟน ทีดี่เอน็เอมกีารแตกหกั

สูง(18, 19) และสอดคลองกับการศึกษาของ Drews และคณะ 
ไดตรวจวิเคราะหหาเชื้อ MTBC ในตัวอยางช้ินเนื้อท่ีถูกตรึง
ดวยฟอรมาลนิและฝงในพาราฟน โดยวิธ ีartus® Mycobac 
เชนเดียวกัน พบวาวิธนีีม้ขีดีจํากัดต่ําสุดท่ีสามารถตรวจพบเช้ือ
ไดที ่10 copies/reaction ซ่ึงเปนขอจํากัดกับตัวอยางช้ินเนือ้ท่ี
ถูกตรึงดวยฟอรมาลินและฝงในพาราฟนที่มี Inhibitor สูง

สามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา PCR ได ซ่ึงตัวอยางเหลาน้ี

จําเปนตองปรับความเขมขนใหต่ํา อาจเปนผลใหจํานวน cop-

ies ของเช้ือต่ําลง ทําใหวิธี artus® Mycobac ตรวจไมพบ

เช้ือ (20) และวิธีที่มีความไวสูงในการตรวจวิเคราะหเชื้อ 

MTBC คือ วิธี C-PCR และ real-time PCR โดยชุดตรวจ

สําเร็จรูป abTES™MTB ตรวจพบ 41 ตัวอยาง (รอยละ 

51.25) และ 40 ตัวอยาง (รอยละ 50) ตามลําดับ ทั้งน้ีอาจ

เปนเพราะวธิ ีC-PCR และชดุตรวจสําเรจ็รปู abTES™MTB 

ถูกออกแบบเปาหมายท่ีจําเพาะของไพรเมอร ที่ยีนเดียวกัน

คือ  IS6110 โดยวิธี C-PCR และวิธีชุดตรวจสําเร็จรูป 
abTES™MTB ออกแบบ PCR-product ทีม่ขีนาดเลก็เพยีง
ขนาด 123 bp และ 130 bp ตามลําดับ ซ่ึงอาจมีความเหมาะ

สมกบัตัวอยางดีเอน็เอทีม่าจากช้ินเนือ้ท่ีถกูตรึงดวยฟอรมาลนิ

และฝงในพาราฟน ซ่ึงดีเอ็นเอมักแตกหักเปนขนาดเล็ก
 เมื่ อเปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะหของท้ัง 2 วิธี

คือ วิธี C-PCR และ วิธี abTES™MTB พบวามีความ
สอดคลองกันระดบัดี (K = 0.625, 95% CI  0.454-0.796, 

P < 0.005) แตทั้ง 2 วิธีดังกลาวยังไมสามารถเปนวิธีที่
ทดแทนกันได เพราะหากจะสามารถทดแทนกันไดคาความ

สอดคลองกันของท้ัง 2 วธิ ีควรอยูในระดบัดีมาก (K = 0.81-
1.0) ท้ังน้ีอาจเปนเพราะการเปรียบเทียบในทั้ง 2 วิธี ในการ
ศึกษาคร้ังน้ี ยงัใชตัวอยางไมมากพอในการศึกษา และจากผล
การศึกษาใน 2 วิธีนี้ ใหผลการตรวจวิเคราะหไมตรงกัน 15 

ตัวอยาง (ตารางที่ 2) คือ มีตัวอยางท่ีใหผลบวกกับวิธี C-

PCR แตใหผลลบกบัวธิ ีabTES™MTB จํานวน 8 ตัวอยาง 
และในทางตรง กันข ามมี ตัวอย าง ท่ี ใหผลบวกกับวิ ธี  
abTES™MTB แตใหผลลบกับวิธี C-PCR จํานวน 7 
ตัวอยาง ทั้งน้ี 2 วิธีดังกลาวมียีนเปาหมายเหมือนกันคือ 
IS6110 ดังนัน้ความแตกตางน้ีอาจจะเนื่ องจากไพรเมอรหรอื
โพรบที่ใช สภาวะและความเขมขนของการทําปฏิกิริยา รวม
ถึงธรรมชาติของดีเอนเอเปาหมาย(21) ดังน้ันการใชทั้ง 2 วิธีนี้
รวมกนัในการตรวจวเิคราะหนาจะเพิม่ความไวในการตรวจหา
เชื้อ MTBC ไดดียิ่งข้ึน
 ทั้งน้ีการเลือกใชวิธีการตรวจวิเคราะหเชื้อ MTBC 
ในตัวอยางช้ินเนื้อท่ีถูกตรึงดวยฟอรมาลินและฝงในพาราฟน 
ระหวางวิธ ีC-PCR หรอืวิธชุีดตรวจสําเรจ็รปู abTES™MTB 
นัน้ขึน้อยูกบัขดีความสามารถของแตละหองปฏิบติัการ ทัง้ใน
เรื่ องงบประมาณ ทรัพยากรบุคคล เครื่ องมือ เพราะทั้ง 2 วิธี
มีขอดี-ขอเสีย และขอจํากัดแตกตางกัน คือวิธีชุดตรวจ

สําเร็จรูป abTES™MTB เปนวิธีที่ไมซับซอน และใชเวลา

นอย แตมีตนทุนที่สูง เนื่ องจากเครื่ องมือและนํ้ายามีราคาสูง 

สวนวิธี C-PCR นั้นใชเครื่ องมือ PCR ธรรมดาและนํ้ายามี

ราคาถูกกวา แตวิธี C-PCR นั้นไมเหมาะสมในการตรวจ

วิเคราะหในหองปฏิบัติการท่ีมีตัวอยางจํานวนมาก เนื่ องจาก

ขั้นตอนการตรวจวิเคราะหยังมีความซับซอนและใชเวลา

ประมาณ 4-5 ช่ัวโมง(22) แตวิธีชุดตรวจสําเร็จรูป abTES™
MTB ใชเวลาในการตรวจวิเคราะหประมาณ 1 ช่ัวโมง ดังนั้น

การตรวจหาเช้ือ MTBC ดวยวิธี C-PCR จึงนาจะเหมาะสม

สําหรับหนวยงานท่ีมีงบประมาณและเครื่ องมือท่ีจํากัด สวน
วิธีชุดตรวจสําเร็จรูป abTES™MTB จึงนาจะเหมาะสม
สาํหรบัหนวยงานท่ีมตัีวอยางในการตรวจวเิคราะหจํานวนมาก 
และมีงบประมาณ เครื่ องมือท่ีเพียงพอ  

 โดยสรุปการตรวจวิเคราะหดวยวิธี C-PCR และวิธี 

Real-time PCR โดยชุดตรวจสําเรจ็รปู abTES™MTB ให
ผลการตรวจวิเคราะหที่มีความไวใกลเคียงกันในการตรวจหา
เชื้อ MTBC ในตัวอยางช้ินเนื้อท่ีถูกตรึงดวยฟอรมาลินและ

ฝงในพาราฟน
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