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กลุม่งานปฏิบติัการเทคนิคการแพทยแ์ละอา้งอิงโรคติดเช้ือ สถาบนับ�ำราศนราดรู กรมควบคมุโรค

บทคดัย่อ
	 วัณโรค เป็นโรคติดต่อที่เป็นปัญหาส�ำคัญทางสาธารณสุข โดยเฉพาะปัญหาวัณโรคดื้ อยา ซ่ึงได้แก่             

ยาไรแฟมพิซิน (RIF) และยาไอโซไนอะซิด (INH) ทีเ่ป็นยาหลักในการรักษา สถาบนับ�ำราศนราดูร ได้น�ำการตรวจ

ทางอณชีูวโมเลกุล โดยใช้เคร่ืองอตัโนมตั ิด้วยชุดตรวจ MTB/MDR (Sanity 2.0) มาท�ำการทดลองเปรียบเทยีบ

กบัการตรวจด้วยวิธไีลน์โพรบแอสเสย์ (LPA) ซ่ึงเป็นวิธทีี่องค์การอนามยัโรคแนะน�ำ เพ่ือประเมนิประสทิธภิาพ

ของการตรวจหาวัณโรคและวัณโรคดื้อยา RIF และ INH ในผู้ป่วยวัณโรค จ�ำนวน 50 ตวัอย่าง ผลการตรวจหา

วัณโรค พบว่า ชุดตรวจ MTB/MDR (Sanity 2.0) และLPA ให้ผลการทดสอบตรงกนั คือไม่พบเช้ือ 5 ตวัอย่าง 

และพบเช้ือ 45 ตวัอย่าง คิดเป็น ค่าความไว ความจ�ำเพาะ และความถูกต้อง ร้อยละ 100 ผลการตรวจค้นหา

วัณโรคดื้อยาพบว่า เช้ือทีไ่วต่อยาทัง้ 2 ขนาน ให้ผลตรงกนั 25 ตวัอย่าง (ร้อยละ 55.6) เช้ือทีด่ื้อยา RIF อย่างเดยีว 

ให้ผลตรงกนั 1 ตวัอย่าง (ร้อยละ 2.2) เช้ือที่ดื้อยา INH อย่างเดยีว ให้ผลตรงกนั 8 ตวัอย่าง (ร้อยละ 17.8) 

เช้ือทีด่ื้อต่อทัง้ยา RIF และ INH ให้ผลตรงกนั 10 ตวัอย่าง (ร้อยละ 22.2) ให้ผลไม่ตรงกนั 1 ตวัอย่าง (ร้อยละ 2.2) 

โดยวิธี LPA ให้ผลดื้ อยา INH อย่างเดียว ส่วนชุดตรวจ MTB/MDR (Sanity 2.0) ให้ผลดื้ อยาทั้ง 2 ชนิด 

จากการวิเคราะห์ ด้วยค่า Kappa coefficient (K) ของผลการดื้อยา RIF และ INH ให้ค่า 0.94 และ 1.00 ตามล�ำดบั 

ซ่ึงแสดงว่า การทดสอบทั้ง 2 วิธ ีมคีวามสอดคล้องกนั เมื่อพิจารณาด้านระยะเวลาการรอคอย พบว่าการชุดตรวจ 

MTB/MDR (Sanity 2.0) ใช้ระยะเวลาน้อยกว่า แต่มรีาคาสงูกว่าตรวจด้วยวิธ ีLPA จากการศกึษาน้ีจึงสรปุได้ว่า 

การตรวจด้วยชุดตรวจ MTB/MDR (SANITY 2.0) สามารถน�ำมาใช้ตรวจวิเคราะห์ทางอณชีูวโมเลกุลได้ ซ่ึงจะ

ท�ำให้ค้นหาผู้ป่วยรวดเรว็ขึ้น ผู้ป่วยสามารถเข้ารับการรักษาได้ทนัที
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ABSTRACT
	 Tuberculosis is an infectious disease that poses a significant public health challenge, especially 

the problem of drug-resistant tuberculosis, particularly resistance to rifampicin (RIF) and isoniazid (INH), 

which are the primary drugs for treatment. Bamrasnaradura Infectious Diseases Institute has implemented 

molecular testing using an automated machine with the MTB/MDR test kit (Sanity 2.0) to compare with 

the Line Probe Assay (LPA) method, which is recommended by the World Health Organization, to evaluate 

the effectiveness of detecting tuberculosis and RIF and INH resistant tuberculosis in 50 tuberculosis patient 

samples. For tuberculosis detection results, the MTB/MDR test kit (Sanity 2.0) and LPA showed concordant 

results: 5 samples were negative and 45 samples were positive for TB, representing sensitivity, specificity, 

and accuracy of 100%. For drug resistance detection, the results showed that samples susceptible to both drugs 

matched in 25 samples (55.6%), samples resistant to only RIF matched in 1 sample (2.2%), samples resistant to 

only INH matched in 8 samples (17.8%), and samples resistant to both RIF and INH matched in 10 samples 

(22.2%). There was a discordant result in 1 sample (2.2%), where the LPA method showed resistance to 

INH only, while the MTB/MDR test kit (Sanity 2.0) showed resistance to both drugs. Analysis using 

the Kappa coefficient (K) for RIF and INH resistance results yielded values of 0.94 and 1.00 respectively, 

indicating excellent agreement between the two testing methods. When considering the waiting time aspect, 

it was found that the MTB/MDR test kit (Sanity 2.0) requires less time but costs more than testing with 

the LPA method. From this study, it can be concluded that testing with the MTB/MDR test kit (SANITY 2.0) 

can be used for molecular biological analysis, which will expedite patient identification, allowing patients to 

receive immediate treatment.
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บทน�ำ

	 วัณโรค เกดิจากเช้ือ Mycobacterium tuberculosis 

เป็นโรคติดต่อที่เป็นปัญหาส�ำคัญทางสาธารณสุข เป็น

สาเหตุการป่วยและเสยีชีวิตในหลายๆ ประเทศทั่วโลก 

สามารถติดต่อจากคนสู่คนผ่านทางอากาศ (airborne 

transmission) องค์การอนามยัโลก ได้ประมาณการอบุตักิารณ์

ของวัณโรคทั่วโลกในปี ค.ศ.2023 ไว้ประมาณ 134 ต่อ

แสนประชากร ซ่ึงสงูขึ้นจากปี ค.ศ. 2020 ร้อยละ 4.6 

ซ่ึงอุบัติการณ์อยู่ที่ประมาณ 129   ต่อแสนประชากร 

โดยเป็นวัณโรคทีต่ดิเช้ือเอชไอวี (TB/HIV) 436,805 ราย 

จ�ำนวนผู้ป่วยที่คาดการณ์ว่าจะพัฒนาเป็นวัณโรคดื้ อยา

หลายขนาน (MDR-TB) หรือวัณโรคดื้อยา rifampicin 

(RR-TB) คาดว่ามผู้ีป่วยประมาณ 400,000 ราย1 และ

ได้คาดว่าอบุตักิารณวั์ณโรคของประเทศไทยในปี พ.ศ. 2566 

จะเพ่ิมสงูขึ้น อยู่ที่ประมาณ 157 ต่อแสนประชาการ หรือ

ประมาณ 113,000 ราย โดยเป็นวัณโรคทีต่ดิเช้ือเอชไอวี 

(TB/HIV) ประมาณ 9,400 ราย เป็นวัณโรคดื้อยาหลายขนาน 

(MDR-TB) หรือวัณโรคดื้อยา rifampicin (RR-TB) 

ประมาณ 2,900 รายซ่ึงคาดว่าพบผู้ป่วยวัณโรคเสยีชีวิต 

2,000 ราย 2,3

	 องค์การอนามยัโลก ได้มกีารก�ำหนดยุทธศาสตร์

ยุตวัิณโรค (The End TB strategy) เพ่ือเป็นทศิทาง การด�ำเนิน

งานวัณโรคให้กบัประเทศสมาชิก มเีป้าหมายของการยุติ

วัณโรค ภายในปี พ.ศ. 2578 (ค.ศ. 2035) โดยมุ่งเน้น

ลดอตัราอบุตักิารณวั์ณโรคลงร้อยละ 90 ลดจ�ำนวนผู้ป่วย

ที่เสยีชีวิตด้วยวัณโรคลง ร้อยละ 95 ส�ำหรับประเทศไทย

ได้จัดท�ำแผนปฏบิตักิารระดบัชาตด้ิานการต่อต้านวัณโรค 

พ.ศ. 2560–2564 (เพ่ิมเติม พ.ศ.2565) เพ่ือให้

สอดคล้องกบัยุทธศาสตร์ยุตวัิณโรค ขององค์การอนามยัโลก 

ใช้ในการด�ำเนินงาน ป้องกัน ดูแลรักษา และควบคุม

วัณโรคของประเทศ (อบุตักิารณข์องวัณโรค น้อยกว่า 10 

ต่อประชากรแสนคน ในปี พ.ศ. 2578) โดยมมีาตรการ

ที่ส�ำคัญ ได้แก่ เพ่ิมการเข้าถงึการวินิจฉัยที่รวดเรว็โดย

เทคโนโลยีอณชีูววิทยา โดยเฉพาะในกลุ่มเสี่ยงต่างๆ4

	 การวินิจฉัยวัณโรคและวัณโรคดื้ อยาด้วย

เทคโนโลยีอณูชีววิทยา มีหลักการในการเพ่ิมปริมาณ

สารพันธุกรรมชนิดดีเอน็เอของเช้ือวัณโรค เพ่ือท�ำให้

ตรวจพบได้ง่ายขึ้น และได้เรว็ขึ้น ที่องค์การอนามยัโลก

แนะน�ำมเีทคนิค 2 วิธ ี คือ เทคนิคการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรม (amplification) มทีั้งแบบ Real-time PCR 

เช่น Anyplex™ II MTB/MDR/XDR kit และ 

Real-time PCR ที่เป็น cartridge-based เช่น Xpert 

MTB/RIF assay, Xpert MTB/RIF assay (ultra) และ

เทคนิค amplification and reverse hybridization เช่น 

Line probe assay (LPA)5

	 การตรวจโดยใช้ชุดน�ำ้ยา Xpert®MTB/RIF 

Assay ด้วยเคร่ือง GeneXpert สามารถตรวจหาเช้ือ

วัณโรคและวัณโรคดื้ อยา โดยเป็น fully automate 

Real-time PCR และจัดเป็นเคร่ืองมอืที่สามารถตรวจให้

บริการ ณ จุดที่ท�ำการดูแลรักษาผู้ป่วยได้ (point of care 

testing: POCT)4 แต่มีข้อจ�ำกัดคือสามารถตรวจหา

การดื้อยาได้เพียง 1 ขนาน ได้แก่ ยา rifampicin

	 ส�ำหรับการตรวจด้วยวิธี LPA ซ่ึงเป็นวิธีหน่ึง

ที่ ถูกก�ำหนดในแนวทางการคัดกรองเพ่ือค้นหาและ

วินิจฉัยวัณโรคและวัณโรคดื้อยากลุ่มประชากรทั่วไปและ

กลุ่มประชากรหลักทีม่คีวามเสีย่งต่อวัณโรค (key populations) 

ข้อดคืีอ สามารถตรวจหาการดื้อยาได้ 2 ขนาน ทัง้ยา rifampicin 

และยา isoniazid แต่ใช้เวลาในการตรวจอย่างน้อย 5-7 วัน 

และมขีัน้ตอนซับซ้อน รวมทัง้ในการอ่านผลต้องใช้ความช�ำนาญ

ของผู้ปฏบิตักิารงาน 

	 ดงัน้ันการศกึษาคร้ังน้ี จึงเลือกท�ำการเปรียบเทยีบ

กบัวิธ ีLPA ซ่ึงเป็นการหาตรวจทางอณชีูววิทยา ทีส่ามารถ

ตรวจหาการติดเช้ือวัณโรคและวัณโรคดื้อยาครอบคลุม

ยา 2 ขนาด ทัง้ยา rifampicin และยา isoniazid กบัชุดตรวจ 

MTB/MDR (SANITY 2.0) ที่สามารถรายงานผลได้

รวดเรว็ รวมถงึเป็นเคร่ืองมอืทีส่ามารถตรวจ ณ จุดทีท่ �ำการ

ดูแลรักษาผู้ป่วยได้ (point of care testing: POCT)  การวิจัยน้ี

จึงมวัีตถุประสงค์ เพ่ือประเมนิประสทิธภิาพของการตรวจหา

การติดเช้ือและการดื้อยา rifampicin และยา isoniazid 

ด้วยหลักการ Real-time PCR โดยใช้เคร่ือง SANITY 2.0 

ในผู้ป่วยวัณโรคปอดทีม่ผีล sputum AFB smear เป็นผลบวก 

และเปรียบเทยีบผลการตรวจหาการดื้ อยา rifampicin 
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และยา isoniazid กบัวิธ ีLPA ผลการศกึษาจะถูกน�ำมา

ใช้เป็นข้อมูลเพ่ือพิจารณาในการน�ำมาให้บริการในงาน

ประจ�ำต่อไป หากมปีระสทิธภิาพเทยีบเทา่หรือดกีว่าการตรวจ

ด้วยวิธี LPA เพ่ือให้แพทย์ได้รับการรายงานผลตรวจ

ทีร่วดเรว็ขึ้นและได้ใช้เป็นแนวทางในการดูแลรักษาผู้ตดิเช้ือ

วัณโรคได้อย่างมีประสทิธภิาพ

วตัถุประสงค์

	 1. เพ่ือประเมินประสทิธภิาพของการตรวจหา

การดื้อยา rifampicin และยา isoniazid ด้วยหลักการ 

Real-time PCR โดยใช้เคร่ือง SANITY 2.0 ในผู้ป่วย

วัณโรคปอดที่มผีล sputum AFB smear เป็นผลบวก

	 2. เพ่ือเปรียบเทยีบผลการตรวจหาการดื้อยา 

rifampicin และยา isoniazid ด้วยหลักการ Real-time PCR 

โดยใช้เคร่ือง SANITY 2.0 กบัวิธ ีLine probe assay

ขอบเขตการศึกษา

	 เป็นการศึกษาแบบ Experimental Research 

Design (Comparison of Method) โดยรวบรวมข้อมูล

ผลตรวจ AFB smear (TB ziehl neelsen set, บ. Biomedia, 

Thailand) และ Line probe assay โดยชุดทดสอบ Genotype® 

MTBDRplus Ver2.0 (บ. Hain Lifescience GmbH, 

Germany) ที่ส่งตรวจที่งานวัณโรค สถาบนับ�ำราศนราดูร 

ในช่วงเดอืนตลุาคม 2566 – สงิหาคม 2567 จ�ำนวน 

50 ตัวอย่าง น�ำตัวอย่างมาท�ำการทดสอบด้วยชุดตรวจ 

MTB/MDR (SANITY 2.0) (บ.Xiamen Zeesan Biotech, 

China) ที่ห้องปฏบิตักิาร งานวัณโรค กลุ่มงานปฏบิตักิาร

เทคนิคการแพทย์และอ้างองิโรคตดิเช้ือ

วิธีการศึกษา  

	 กลุ่มตวัอย่างที่ท�ำการศึกษา ตัวอย่างเสมหะ

จากผู้ป่วยทีส่่งตรวจ ด้วยวิธ ีLine probe assay และ AFB smear 

ทีง่านวัณโรค สถาบนับ�ำราศนราดูร ระหว่างตลุาคม 2566 

– สิงหาคม   2567 เมื่อทราบผลการทดสอบแล้ว 

(leftover specimen) น�ำมาตรวจวิเคราะห์เพ่ือประเมิน

ประสทิธภิาพด้วย ชุดตรวจ MTB/MDR (SANITY 2.0) 

จ�ำนวน 50 ตวัอย่าง โดยการการคัดเลือกตวัอย่างที่มผีล

การทดสอบ LPA ครอบคลุมค่าต่าง ๆ ของการทดสอบ

วัณโรคและวัณโรคดื้อยา14

	 การตรวจหาเช้ือวณัโรคและวณัโรคด้ือยา 

ดว้ยชดุตรวจ MTB/MDR (SANITY 2.0)6, 7

	 น�ำ้ยาที่ต้องเตรียมก่อนการทดสอบ (Reagent 

preparation) ได้แก่ 1.) Positive และ Negative Control 

ใส่ sterilized purified water ปริมาตร 600 µl เตมิลงใน 

Positive หรือ Negative Control lyophilized หลังจาก

ผสมแล้วเกบ็ไว้ที ่-18°C 2.) Poly A Solution เตมิ 500 µl 

purified water ละลายให้เข้ากนัเกบ็ที ่-18°C ได้ 12 เดอืน 

3.) Buffer T เมื่อเปิดใช้คร้ังแรกให้เตมิสารละลาย 8% 

NaOH ปริมาตร 25 ml เพ่ือให้เป็น working solution

	 ขั้นตอนการเตรียมตวัอย่างก่อนการทดสอบ 

(Pre-Treat sample) โดยการเตรียมตัวอย่างสามารถ

ท�ำได้ 2 แบบ ตามปริมาณเสมหะ หรือภาชนะที่บรรจุ 

1) วิธีการเตรียมใน Centrifuge tube ดูด Buffer T 

ปริมาตร 1 ml ใส่ใน Centrifuge tube จากน้ันดูดเสมหะ

ปริมาตร 500 µl ใส่ใน Centrifuge tube Vortex mix 

นาน 30 วินาท ีแล้วท�ำการ Incubate ทีอ่ณุหภมู ิ15 -30 ºC 

เป็นเวลา 15 นาท ี2.) วิธกีารเตรียมใน ภาชนะใส่เสมหะ 

ดูด Buffer T ใส่ใน ภาชนะใส่เสมหะ ในอตัรา Buffer T 

2 ส่วน ต่อเสมหะ 1 ส่วน Vortex mix นาน 30 วินาท ี

แล้วท�ำการ Incubate ที่อณุหภมู ิ15 -30 ºC เป็นเวลา 

15 นาที จากน้ันน�ำมาป่ันตกตะกอน ที่ 12,000 rpm 

ที่อณุหภมู ิ15 -30 ºC นาน 5 นาท ีดูดส่วนใสด้านบน

ออกแล้วเติม Buffer F5 ปริมาตร 300 µl ลงใน 

Centrifuge tube ทีม่ตีะกอน น�ำไป Incubate ใน Thermo- 

mixer comfort ที่อณุหภมู ิ99 ºC นาน 10 นาที

	 ขั้นตอนการทดสอบ (Procedures) ด้วยเคร่ือง 

Sanity 2.0 น�ำ MTB/MDR test kit วางบนต�ำแหน่ง Test 

kit carrier น�ำตวัอย่างที่ท�ำการ Pre-treat เรียบร้อยแล้ว

มาเตรียมไว้ บนัทกึข้อมูลลงใน Sample info เตมิตวัอย่างที่ 

pre-treated specimen ปริมาตร 300 µl หรือ Positive 

control และ Negative control ปริมาตร 120 µl ลงใน

ช่อง A2 (Extraction loading well) จากน้ันวางชุดน�ำ้ยา
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การศกึษาประสทิธภิาพการตรวจหาการดื้อยา rifampicin และยา isoniazid 
ของเช้ือวัณโรค ด้วยหลักการ Real-time PCR โดยใช้เคร่ือง SANITY 2.0 

ปริศนา บวัสกุล และคณะ

สกดับน Extraction kit carrier จากน้ันเร่ิมการทดสอบ  

โดยจะใช้เวลาทั้งหมดประมาณ 3 ช่ัวโมง 19 นาท ี

	 การรายงานผล กรณไีม่พบเช้ือ ผลจะออกเป็น 

MTB Not-detect และไม่ท�ำการทดสอบการดื้ อยา 

(Rifampicin; N/A   Isoniazid; N/A) กรณพีบเช้ือจะ

ออกผลเป็น MTB Positive และท�ำการทดสอบการดื้อยา 

Rifampicin และ Isoniazid ต่อไป ยกเว้นเช้ือมปีริมาณน้อย 

(<1,000 bacilli /ml) ไม่สามารถท�ำทดสอบได้ ผลจะมา

เป็น Unconfirmed drug-resistance กรณทีี่มเีช้ือเพียงพอ

ในการตรวจการดื้อยาผลการตรวจที่สามารถเป็นได้ คือ 

มคีวามไวต่อยา (susceptible) ถ้าพบการดื้อยาจะรายงานยีน

ที่มีการกลายพันธุท์ี่เกี่ยวข้องกบัการดื้อยาให้ด้วย ได้แก่ 

พบการดื้อยา Rifampicin (resistant) ยีนดื้อยา rpoB gene 

ที่ codons 507~533 พบการดื้อยา Isoniazid (Resistant) 

ยีนดื้อยา InhA promoter region ที่ positions -17~-8 

หรือยีนดื้อยา katG ที่ codon 315 หรือ ยีนดื้อยา ahpC 

promoter region ที่ positions -44 ~-30 และ -15~4

	 การวิเคราะห์ขอ้มูล ท�ำการบันทึกข้อมูลใน

โปรแกรม Excel แล้วน�ำมาวิเคราะห์ทางสถิติ เพ่ือ

ประเมินประสทิธภิาพการตรวจหาการดื้อยา rifampicin 

และยา isoniazid ด้วยหลักการ Real-time PCR โดยใช้

ชุดตรวจ MTB/MDR (SANITY 2.0) เทยีบกบัวิธ ีLPA 

โดยวิเคราะห์ค่าความไว (Sensitivity) ความจ�ำเพาะ 

(Specificity) ค่าท�ำนายผลบวก (Positive predictive 

values; PPV) ค่าท�ำนายผลลบ (Negative predictive 

values; NPV) และค่าความถูกต้อง (Accuracy) และ 

ใช้ค่า Kappa coefficient (K)8 เพ่ือประเมนิค่าการยอมรับ

และความสอดคล้องกัน (agreement) ระหว่างวิธีการ

ตรวจวิเคราะห์ 2 วิธี กรณีที่ค่า K = 0.00-0.40 คือ 

ค่าการไม่ยอมรับในความสอดคล้องกันของทั้ง 2 วิธ ี

ค่า K = 0.41-0.60 คือ ค่าการยอมรับได้ในระดบัปานกลาง 

ค่า K = 0.61-0.80  คือ ค่าการยอมรับได้ในระดบัด ี

และค่า K = 0.81-1.00 คือ ค่าการยอมรับในความ

สอดคล้องกนัเป็นอย่างดขีองทั้ง 2 วิธี

การพจิารณาของคณะกรรมการวิจยัในมนุษย์

	 โครงการวิจัยน้ี ผ่านการรับรองจากคณะ

กรรมการพิจารณาโครงการวิจัย สถาบันบ�ำราศนราดูร         

รหัสโครงการ S020b/67_ExPD ลงวันที ่19 ตลุาคม 2567

ผลการศึกษา

	 จากตัวอย่างเสมหะผู้ป่วยที่มีผลการทดสอบ 

Line probe assay และ AFB smear จากงานวัณโรคสถาบนั

บ�ำราศนราดูร ระหว่างตลุาคม 2566 – สงิหาคม  2567 

จ�ำนวน 50 ตัวอย่าง ให้ผล AFB smear เป็นบวกทุก

ตวัอย่าง ผลการตรวจ LPA แบ่งเป็น ทีม่ผีล LPA เป็นลบ 

(LPA Not detected) จ�ำนวน 5 ตวัอย่าง ผล LPA เป็นบวก 

ให้ผลไวต่อยา RIF และยา INH (LPA Detected + RIF 

and INH susceptible) จ�ำนวน 25 ตวัอย่าง ผล LPA เป็นบวก 

ให้ผลไวต่อยา RIF ให้ผลดื้อต่อยา INH (LPA Detected 

+ RIF susceptible and INH resistance) จ�ำนวน 9 ตวัอย่าง 

ผล LPA เป็นบวก ให้ดื้อต่อยา RIF ให้ผลไวต่อยา INH 

(LPA Detected + RIF resistance and INH susceptible) 

จ�ำนวน 1 ตวัอย่าง และผล LPA เป็นบวก ให้ผลดื้อต่อ

ยา RIF และยา INH (LPA Detected + RIF and INH 

resistance) จ�ำนวน 10 ตวัอย่าง 

	 เมื่อน�ำตวัอย่างมาท�ำการทดสอบด้วย ชุดตรวจ 

MTB/MDR (SANITY 2.0) ให้ผลการทดสอบหาการ

ตดิเช้ือวัณโรค ดงัน้ี ผลบวก (Detected) จ�ำนวน 45 ตวัอย่าง 

ผลลบ (Not Detected) จ�ำนวน 5 ตัวอย่างเมื่อน�ำค่า

วิเคราะห์ทางสถติมิาเปรียบเทยีบกบัการตรวจด้วย LPA 

พบว่ามีค่าความไว ความจ�ำเพาะ และความถูกต้อง 

คิดเป็นร้อยละ 100 ค่าท�ำนายผลบวกและผลลบ คิดเป็น

ร้อยละ 100 และมค่ีา Kappa coefficient (K) เทา่กบั 

1.00 ดงัแสดงในตารางที่ 1

	 เมื่อพิจารณาผลการทดสอบหาความไวของเช้ือ

วัณโรคต่อยา RIF และ INH ด้วยวิธ ีLPA และ ชุดตรวจ 

MTB/MDR พบว่าเป็นเช้ือที่ไวต่อยา RIF และ INH 

จ�ำนวน 25 ตวัอย่าง เช้ือที่ให้ผลดื้อต่อยา RIF อย่างเดยีว 

จ�ำนวน 1 ตวัอย่าง เช้ือที่ให้ผลดื้อต่อยา INH อย่างเดยีว 

จ�ำนวน 8 ตวัอย่าง และเช้ือที่ดื้อต่อยา RIF และยา INH 
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จ�ำนวน 11 ตัวอย่าง ดังน้ันจึงมี 1 ตัวอย่างที่ LPA ให้

ผลดื้ อยา INH อย่างเดียว แต่ชุดตรวจ MTB/MDR 

(SANITY 2.0) ให้ผลดื้ อยาทั้ง 2 ชนิด ดังแสดงใน

ตารางที่ 2 

ตารางที ่1 การเปรียบเทยีบผลการทดสอบหาการตดิเช้ือวัณโรค (MTB) ด้วยวิธ ีLPA และ ชุดตรวจ MTB/MDR (SANITY 2.0)

MTB

LPA

Not detected Detected Sensitivity

(%)

Specificity

(%)

Accuracy

(%)

PPV*

(%)

NPV*

(%)

Kappa

(K)

SANITY 2.0 100 100 100 100 100 1.00

- Not detected 5 0

- Detected 0 45

* PPV = Positive predictive values, NPV = Negative predictive values

ตารางที ่2 การเปรียบเทยีบผลการทดสอบหาการตดิเช้ือวัณโรคดื้อยา (MDR) ด้วยวิธ ีLPA และ ชุดตรวจ MTB/MDR 

               (SANITY 2.0)

MDR
LPA

RIF+INH Susceptible RIF Resistance INH Resistance RIF+INH Resistance Total

SANITY 2.0

- RIF+INH Susceptible 25 0 0 0 25

- RIF Resistance 0 1 0 0 1

- INH Resistance 0 0 8 0 8

- RIF+INH Resistance 0 0 1 10 11

Total 25 1 9 10 45

	 เมื่อพิจารณาในรายละเอยีดของยีนแสดงออก

ว่าที่มีการกลายพันธุ์ที่มีผลต่อการดื้ อยา RIF พบว่า      

ด้วยวิธ ีLPA ทีต่�ำแหน่ง rpoB MUT1 (D516V) ให้ผลตรง

กบัชุดตรวจ MTB/MDR (SANITY 2.0) ที่ rpoB gene 

(codons 513~519) จ�ำนวน 1 ตวัอย่าง ที่ต�ำแหน่ง rpoB 

MUT2A (H526Y) และ MUT2B (H526D) ให้ผล

ตรงกบัชุดตรวจ MTB/MDR ที่ rpoB gene (codons 

519~528) จ�ำนวน 3 และ 1 ตัวอย่างตามล�ำดับ 

ทีต่�ำแหน่ง rpoB MUT3 (S531L) ให้ผลตรงกบัชุดตรวจ 

MTB/MDR ที่ rpoB gene (codons 529~533) จ�ำนวน 

6 ตวัอย่าง และมจี�ำนวน 1 ตวัอย่างที่ให้ผลไวต่อยา RIF 

แต่ชุดตรวจ MTB/MDR (SANITY 2.0) พบการดื้อยา

ที่ต�ำแหน่ง rpoB gene (codons 519~528) ดงัแสดงใน

ตารางที่ 3 

	 ส�ำหรับการดื้ อยา INH การแสดงออกของ

ยีน inhA ที่มีการกลายพันธุ์ ผลการตรวจด้วยวิธี LPA 

ทีต่�ำแหน่ง inhA MUT1 (C-15T) ให้ผลตรงกบัชุดตรวจ 

MTB/MDR ที่ inhA gene (promoter region positions 

-17 ~ -8) จ�ำนวน 7 ตวัอย่าง และการแสดงออกของยีน 

katG ที่มีการกลายพันธุ์ ผลการตรวจด้วยวิธี LPA 

ที่ต�ำแหน่ง katG MUT1 (S315T1) และต�ำแหน่ง katG 

MUT2 (S315T2) ให้ผลตรงกบัชุดตรวจ MTB/MDR 

ที่ katG gene (codon 315) จ�ำนวน 10 ตวัอย่าง จ�ำนวน 

2 ตวัอย่าง ตามล�ำดบั ในส่วนของยีน ahpC ไม่มตีวัอย่าง

ที่พบการดื้อยาในต�ำแหน่งน้ี  ดงัแสดงตารางที่ 4

	 ในตัวอย่างที่ให้ผลการตรวจหาวัณโรคดื้ อยา 

RIF ไม่สอดคล้องกนัด้วยวิธ ีLPA และชุดตรวจ MTB/

MDR (SANITY 2.0) น้ัน ได้น�ำไปท�ำการทดสอบซ�ำ้
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การศกึษาประสทิธภิาพการตรวจหาการดื้อยา rifampicin และยา isoniazid 
ของเช้ือวัณโรค ด้วยหลักการ Real-time PCR โดยใช้เคร่ือง SANITY 2.0 

ปริศนา บวัสกุล และคณะ

ด้วยชุดตรวจ Xpert MTB/RIF Ultra ด้วยเคร่ือง 

GeneXpert ซ่ึงเป็นชุดตรวจที่ สามารถตรวจหาวัณโรค

ดื้อยา RIF ได้ ผลการทดสอบพบว่า เป็นดื้อต่อยา RIF 

ซ่ึงตรงกับผลการตรวจด้วยชุดตรวจ MTB/MDR 

(SANITY 2.0) ดงัแสดงในตารางที่ 5

ตารางที ่3 แสดงผลการทดสอบหาความไวของเช้ือวัณโรคต่อยา Rifampicin ด้วย LPA และ ชุดตรวจ MTB/MDR (SANITY 2.0) 

              จ�ำแนกตามยีนทีพ่บการกลายพันธุ์

Rifampicin

LPA

Resistance (rpoB gene) 9

Susceptible MUT1

(D516V)

MUT2A

(H526Y)

MUT2B

(H526D)

MUT3

(S531L)

SANITY 2.0

Resistance (rpoB gene)

- codons 513~519 0 1 0 0 0

- codons 519~528 1 0 3 1 0

- codons 529~533 0 0 0 0 6

ตารางที ่4  เปรียบเทยีบผลการทดสอบหาความไวของเช้ือวัณโรคต่อยา Isoniazid ด้วย LPA และ ชุดตรวจ MTB/MDR 

              (SANITY 2.0) จ�ำแนกตามยีนที่พบการกลายพันธุ์

Isoniazid

LPA

Resistance (inhA gene) 9 Resistance (katG gene) 9

MUT1 (C-15T) MUT1 (S315T1) MUT2 (S315T2)

SANITY 2.0

Resistance (inhA gene)

- promoter region

(positions -17 ~ -8) 

7 0 0

Resistance (katG gene)

  - codon 315 0 10 2

Resistance (ahpC gene) 0 0 0

ตารางที ่5 ผลทีไ่ม่สอดคล้องกนัในการตรวจหาวัณโรคดื้อยา Rifampicin ด้วยวิธ ีLPA และชุดตรวจ MTB/MDR (SANITY 2.0) 

               และผลการตรวจยืนยันด้วยชุดตรวจ Xpert MTB/RIF Ultra (GeneXpert)

LPA ชดุตรวจ MTB/MDR (SANITY 2.0) Xpert MTB/RIF Ultra (GeneXpert)

Susceptible Resistance rpoB gene 

(codons 519~528)

RIF resistance detected
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อภิปรายผล   

	 จากผลการศึกษา การตรวจหาการติดเช้ือ

วัณโรคและวัณโรคดื้ อยา ด้วยชุดตรวจ MTB/MDR 

(SANITY 2.0) เปรียบเทยีบกบัวิธ ีLPA พบว่าในการ

ตรวจหาการติดเช้ือวัณโรค น้ัน ทั้ง 2 วิธี ให้ผลตรงกัน 

มค่ีาความไว ความจ�ำเพาะ และความถูกต้อง คิดเป็นร้อยละ 

100 ค่าท�ำนายผลบวกและผลลบ คิดเป็นร้อยละ 100 

และมค่ีา Kappa coefficient (K) เทา่กบั 1 ในการตรวจหา

การติดเช้ือวัณโรคดื้ อยา ให้ผลตรงกัน 44 ตัวอย่าง 

(ร้อยละ 97.8) ให้ผลไม่ตรงกนั 1 ตวัอย่าง (ร้อยละ 2.2) 

ด้วยวิธี LPA ให้ผลดื้ อยาเพียง INH เพียงชนิดเดียว 

แต่ผลการตรวจด้วยชุดตรวจ MTB/MDR (SANITY 2.0) 

ให้ผลการดื้อยาทั้ง RIF และ INH เมื่อน�ำผลการตรวจ

วิเคราะห์ของทั้ง 2 วิธีมาท�ำการค�ำนวณหาค่า Kappa 

coefficient (K) ของการทดสอบหาการดื้อยา RIF ได้ผล

เทา่กบั 0.94 และ ของการทดสอบหาการดื้อยา INH ได้ผล

เทา่กบั 1.00 ซ่ึงค่าที่ได้จากการทดสอบหาวัณโรคดื้อยา               

ทัง้ 2 ชนิด มค่ีา K อยู่ระหว่าง 0.81 – 1.00 หมายความว่าการ

ด้วยวิธ ีLPA และด้วยชุดตรวจ MTB/MDR (SANITY 2.0) 

น้ัน มคีวามสอดคล้องกนัในระดบั ดมีาก (Almost perfect 

agreement) 

	 ในรายละเอยีดของยีนดื้อยา ตามตารางที ่3 และ 4 

พบว่า ยีนที่แสดงออกของการดื้ อยาที่ตรวจพบด้วยวิธ ี

LPA สอดคล้องกบัยีนที่ตรวจพบด้วยชุดตรวจ MTB/

MDR (SANITY 2.0) ทุกตวัอย่าง ในส่วนของยีน ahpC 

ไม่มีตัวอย่างที่ตรวจพบ ซ่ึงตรวจพบกลายพันธุ์ของยีน 

ahpC ที่ท�ำให้เกดิการดื้อยาได้น้อยมาก 10 

	 นอกจากผลการวิเคราะห์ ในตารางที่ 1 และ 

ตารางที่ 2 และการแสดงออกของยีนดื้อยา ในตารางที่  3 

และตารางที่ 4 น้ัน ในการเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

การตรวจหาวัณโรคและวัณโรคดื้อยาน้ัน แสดงให้เป็นว่า

ทั้ง 2 วิธ ีมคีวามสอดคล้องกนัมา จึงต้องพิจารณาปัจจัย

ด้านอื่น ๆ ร่วมด้วย ดงัแสดงในตารางที่ 6

	 ในส่วนของหลักการของการทดสอบแตกต่าง

การตรวจด้วยวิธี LPA เป็นหลักการของ PCR และ 

Reverse Hybridization และชุดตรวจ MTB/MDR 

(SANITY 2.0) เป็นหลักการ Real-time PCR ซ่ึงไม่สามารถ

น�ำมาเปรียบเทยีบกนัได้ ในหัวข้อการตรวจหายีนดื้อยา 

Rifampicin สามารถตรวจหายีนดื้อยาได้ 1 ยีนเท่ากนั 

ในหัวข้อ การตรวจหายีนดื้อยา Isoniazid การตรวจด้วย 

ชุดตรวจ MTB/MDR สามารถตรวจหายีนกลายพันธุไ์ด้

มากว่าคือ 3 ยีน (inhA katG และ ahpC)  หัวข้อขดีจ�ำกดั

การตรวจวัด (LOD) ซ่ึงสามารถตรวจหาการตดิเช้ือได้

แม้มีปริมาณเช้ือน้อย (MTBC: 10 bacilli /ml และ 

MDR: 1,000 bacilli /ml) และระยะเวลารอคอยในการ

ทดสอบ (TAT) ทีใ่ช้เวลา ประมาณ 4 ช่ัวโมง ต่อการทดสอบ 

4 ตวัอย่าง เน่ืองจาก ในปัจจุบนั ชุดตรวจ MTB/MDR 

(SANITY 2.0) 1 ชุดสามารถตรวจได้ 4 ตวัอย่าง ในกรณี

ที่ตวัอย่างน้อย อาจต้องรวม ตวัอย่างให้ครบ 4 ตวัอย่าง 

ก่อนเร่ิมการทดสอบ ส�ำหรับระยะเวลารอคอยในการ

ทดสอบ (TAT) ของการตรวจด้วยวิธี LPA ใช้เวลา

ประมาณ 3 วัน เน่ืองจาก LPA มีขั้นตอนการทดสอบ

หลายขั้นตอน เร่ิมตั้งแต่การเตรียมตัวอย่าง การเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรมด้วยหลักการ Polymerase chain 

reaction (PCR) การย้อมแถบส ีMembrane strip ด้วย

หลักการ Reverse Hybridization การวิเคราะห์ผลเทยีบ

กับแถบมาตรฐาน แต่ในหัวข้อของราคาต้นทุนการ

ทดสอบจะเหน็ว่า ชุดตรวจ MTB/MDR (SANITY 2.0) 

มรีาคาสงูกว่าการทดสอบด้วยวิธ ีLPA 

	 จากการศกึษาน้ี เมื่อพิจารณาจากปัจจัยต่าง ๆ 

ดังกล่าวข้างต้น จึงสามารถสรุปได้ว่า การตรวจด้วย 

MTB/MDR โดยใช้เคร่ือง SANITY 2.0 สามารถน�ำมา

ใช้ในการตรวจหาวัณโรคและวัณโรคดื้อยา แทนการตรวจ

ด้วยวิธ ีLPA ได้ ซ่ึงอาจจะท�ำให้ค้นหาผู้ป่วยรวดเรว็ขึ้น 

ผู้ป่วยสามารถเข้ารับการรักษาได้ทันที ซ่ึงจะช่วยลด

การแพร่กระจายเช้ือได้เพ่ิมขึ้น

	 เน่ืองจากการตรวจหาเช้ือวัณโรคและวัณโรค

ดื้อยา วิธมีาตรฐาน (gold standard) เป็นวิธกีารเพาะเล้ียงเช้ือ

และการทดสอบความไวต่อเช้ือด้วยอาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงใช้

ระยะเวลานานในการที่จะทราบผลการทดสอบ การตรวจ

ด้วยชุดตรวจ MTB/MDR โดยใช้เคร่ือง SANITY 2.0 น้ี 

ใช้เทคนิคทางอณชีูววิทยาซ่ึงสามารถทราบผลการตรวจ
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วารสารสถาบนับ�ำราศนราดูร 
ปีที่ 19 ฉบบัที่ 1 มกราคม - เมษายน 2568

การศกึษาประสทิธภิาพการตรวจหาการดื้อยา rifampicin และยา isoniazid 
ของเช้ือวัณโรค ด้วยหลักการ Real-time PCR โดยใช้เคร่ือง SANITY 2.0 

ปริศนา บวัสกุล และคณะ

ตารางที่ 6 เปรียบเทยีบประสทิธิภาพการตรวจหาวัณโรคและวัณโรคดื้ อยา ด้วยวิธี LPA และ ชุดตรวจ MTB/MDR 

               (SANITY 2.0) 7, 11, 12, 13

หวัขอ้ LPA ชดุตรวจ MTB/MDR (SANITY 2.0)

หลักการทดสอบ PCR และ Reverse Hybridization Real-time PCR

การตรวจหาเช้ือวัณโรค 16S rRNA IS6110 gene

การตรวจหายีนดื้อยา Rifampicin 1 ยีน  (rpoB) 1 ยีน (rpoB)

การตรวจหายีนดื้อยา Isoniazid 2 ยีน 

(inhA และ katG)

3 ยีน 

(inhA katG และ ahpC)

ชนิดของตวัอย่าง - Decontaminated specimen (sputum, 

bronchial material)

- Solid/Liquid medium

-Culture specimens 

-Sputum samples

ปริมาณตวัอย่าง -Decont. specimen 500 µl

-Liquid medium 1 ml

-Soild medium 100 µl of A-LYS

1 µl ~2,000 µl

ขดีจ�ำกดัการตรวจวัด

(Limit of Detection; LOD)

160 bacteria/ml MTBC: 10 bacilli /ml

MDR: 1,000 bacilli /ml

ต้นทุนการทดสอบ*

- 4 ตวัอย่าง

- 8 ตวัอย่าง

2,046.43 บาท

3,910.81 บาท

2,567.76 บาท

4,953.48 บาท

ระยะเวลารอคอยในการทดสอบ (TAT) 3 วัน 4 ช่ัวโมง

* การวิเคราะห์ต้นทุนในการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธ ีLPA และชุดตรวจ MTB/MDR ด้วยเคร่ือง SANITY 2.0 ของกลุ่มงานปฏบิตักิาร

เทคนิคการแพทย์ฯ สถาบนับ�ำราศนราดูร

เร็วก ว่า วิธีมาตรฐาน และจัดเป็นเค ร่ืองมือที่ ใ ช้

การทดสอบเพ่ือให้วินิจฉัย ณ จุดที่ท�ำการดูแลรักษา

ผู้ป่วยได้ (point of care testing: POCT) ซ่ึงสามารถให้ผล

ทั้งการตรวจหาเช้ือวัณโรคและวัณโรคดื้ อยา 2 ขนาน 

ได้แก่ยา isoniazid และยา rifampicin ในขณะที่ถ้าใช้ชุด

ตรวจ MTB/RIF โดยใช้เคร่ือง Gene Xpert จะให้ผล

การตรวจหาเช้ือวัณโรคและเช้ือวัณโรคทีด่ื้อต่อยา rifampicin 

ขนาดเดยีวเทา่น้ัน แต่อย่างไรกต็ามการตรวจด้วยเทคนิค

ทางอณชีูววิทยาน้ัน มข้ีอจ�ำกดั คือไม่สามารถทราบว่าเป็น

เช้ือวัณโรคเป็นเช้ือที่มี ชี วิตหรือไม่ เน่ืองจากเป็น 

การตรวจหา DNA

ขอ้เสนอแนะส�ำหรบัการศึกษาต่อไป 

	 อาจท�ำการเพ่ิมจ�ำนวนตวัอย่างให้มากขึ้น และ

การคัดเข้าของตวัอย่างที่ ให้ผล AFB เป็นลบ หรือ ให้

ผลน้อยกว่า 1+ (scanty) เพ่ือเพ่ิมโอกาสให้พบผล

การศกึษาทีก่ว้างมากขึ้น เน่ืองจากในการศกึษาน้ี คัดเลือก

ตวัอย่างที่มผีลการทดสอบ LPA ซ่ึงต้องมผีล AFB ตั้งแต่ 

1+ ขึ้นไป 

กิตติกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่งานวัณโรค และเจ้าหน้าที่

ที่เกี่ยวข้อง กลุ่มงานปฏิบัติการเทคนิคการแพทย์และ

อ้างองิด้านโรคตดิเช้ือ สถาบนับ�ำราศนราดูร ที่ช่วยให้การ

ทดสอบเป็นไปอย่างราบร่ืน และขอบคุณหัวหน้ากลุ่มงาน

ปฏบิัติการเทคนิคการแพทย์และอ้างองิด้านโรคติดเช้ือ 
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ที่ให้ค�ำปรึกษา ในการด�ำเนินงานและทางวิชาการ และ

การสนับสนุนทรัพยากรต่าง ๆ ท�ำให้ในวิจัยในคร้ังน้ี

ประสบความส�ำเรจ็ตามที่ตั้งวัตถุประสงค์ไว้
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