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Abstract

Introduction: Bacterial cultivation is the gold standard method for diagnosis of tuberculosis (TB). However, 

technique is time consuming for 28-56 days of cultivation. Therefore, several rapid tests have been developed. 

Real-time PCR is one of the quick TB test currently used for identifying both drug-susceptible and multidrug resistant 

TB (MDR-TB). However, the efficiency of real-time PCR compared to conventional method has not been elucidated.

Objective: To compare the efficiency between real-time PCR and conventional methods including cultivation in solid 

media and mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT 960) system for detection of TB and MDR-TB.

Materials and methods: One hundred and forty-seven sputum specimens collected from hospital sectors of the Office 

of Disease Prevention and Control 2 in Phitsanulok were decontaminated and subjected to culture in LJ medium agar 

slant and MGIT 960 system. Bacterial DNA was extracted and real-time PCR was performed using the AnyplexTM 

MTB/NTM detection kit and AnyplexTM II MDR-TB detection kit.

Results: Samples (86.2%) were positive by real-time PCR and was 39.3% higher than conventional culture. 

Sensitivity, specificity, positive predictive value, and negative predictive value of real-time PCR for detection of 

multidrug-resistant tuberculosis were 96.82%, 28.05%, 49.17%, and 92.0%, respectively, as compared to MGIT 960 

system. Time required for detection of TB between MGIT 960 system and real-time PCR is 13 and 2 days. However, 

total cost of MGIT 960 system is cheaper than that of real-time PCR (600 Baht vs 1,500 Baht, respectively).

Conclusion: Real-time PCR is the useful diagnostic test for rapid detection of MTB and MDR-TB. Real-time PCR 

provides higher sensitivity and specificity than convention culture methods. This method can be used as a screening 

test for TB infection where rapid treatment can be achieved. However, this method has to be further on evaluated 

for its cost effectiveness.
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	 วณัโรค ยงัคงเป็นปัญหาส�ำคญัทางดา้นสาธารณสขุของ

ประเทศไทย เน่ืองจากเป็น 1 ใน 22 ประเทศทีอ่ยูใ่นกลุม่พบผูป่้วย 

ทีต่รวจพบเชือ้ Mycobacterium tuberculosis complex มากทีส่ดุ  

องค์การอนามยัโลกได้ประเมนิสถานการณ์ประเทศไทย ว่า

ในปี 2558 มอีตัราความชุกของวณัโรคประมาณ 160 ต่อ

แสนประชากร หรอืประมาณ 110,000 ราย1 และจากรายงาน

ขององค์การอนามยัโลกในปี พ.ศ. 2558 คาดว่าจะตรวจพบ

เชือ้วณัโรคดือ้ยาหลายขนาน (MDR-TB) ในผูป่้วยมากกวา่ 50 

ประเทศ หรอืประมาณ 480,000 รายทัว่โลก ประมาณการณ์วา่

จะพบ MDR-TB ในผูป่้วยรายใหม่รอ้ยละ 3.3 และในผูป่้วย

รายเก่ารอ้ยละ 20 โดยมผีูป่้วยรอ้ยละ 50 ของทัง้หมดอยู่ใน

ประเทศจนีและอนิเดยี2  ในประเทศไทย มรีายงานสถานการณ์ 

บทน�ำ วณัโรคดือ้ยาหลายขนานของผูป่้วยระหวา่งปี พ.ศ. 2550-2552  

จ�ำนวน 1,000 รายจากโรงพยาบาลจ�ำนวน 126 แหง่ ทัว่ประเทศ  

พบวา่รอ้ยละ 53 ของผูป่้วยรายใหมไ่ดร้บัการรกัษาครบ และ

ประสบความส�ำเร็จในการรักษาหายขาด แต่พบการขาด

การรกัษาของผู้ป่วยวณัโรคดื้อยาหลายขนานรายใหม่ และ

ผู้ป่วยที่เคยได้รบัการรกัษามาแล้วสูงถึงร้อยละ 21.7 และ 

20.2 ตามล�ำดบั3

	 การตรวจทางห้องปฏิบัติการมีบทบาทส�ำคัญใน

การช่วยสนับสนุนการวินิจฉัยวัณโรคของแพทย์ผู้ร ักษา  

โดยการตรวจหาเชื้อติดสีทนกรด (ac id fast baci l l i ) 

ด้วยกลอ้งจุลทรรศน์ การเพาะเลีย้งเชือ้ การทดสอบความไว

ของเชือ้ต่อยาทีใ่ชใ้นการรกัษาวณัโรค แต่ละกระบวนการตรวจ

ต้องปฏิบตัิตามมาตรฐาน มรีะบบการควบคุมคุณภาพที่ได้

บทคดัย่อ

บทน�ำ: การตรวจวนิิจฉยัเชือ้วณัโรคดือ้ยาไดร้บัการพฒันาขึน้หลายวธิ ี การเพาะเลีย้งเชือ้กลุม่ mycobacteria ซึง่เป็นวธิี

มาตรฐานยงัคงเป็นปัญหาเน่ืองจากเชือ้เจรญิเตบิโตชา้ ปัจจุบนัมกีารน�ำเทคนิค real-time PCR มาใช้อย่างแพร่หลาย

แต่ยังไม่มีการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิผลกับวิธีการตรวจมาตรฐาน 

วตัถปุระสงค:์ เพือ่ศกึษาเปรยีบเทยีบประสทิธผิลของการตรวจหาเชือ้วณัโรคดือ้ยาดว้ยเทคนิค real-time PCR กบัวธิกีาร

เพาะเลีย้งเชือ้ดว้ยอาหารแขง็ การเพาะเลีย้งเชือ้ และทดสอบความไวต่อยาดว้ยเครือ่ง MGIT 960 

วสัดุและวิธีการ: เตรียมตัวอย่างเพาะเลี้ยงเชื้อวัณโรคในอาหาร จ�ำแนกชนิด และทดสอบการดื้อยาของเชื้อ สกัด

และเพิม่จ�ำนวนสารพนัธุกรรมของเชือ้จากตวัอย่างทีส่่งตรวจจากโรงพยาบาลในเขตพืน้ทีร่บัผดิชอบของส�ำนักงานป้องกนั

ควบคมุโรคที ่2 พษิณุโลก จ�ำนวน 147 ราย ท�ำการเพิม่จ�ำนวนสารพนัธกุรรมและตรวจวดัโดยอาศยัหลกัการ real-time PCR 

ดว้ยชดุน�้ำยา AnyplexTM  MTB/NTM Detection และ AnyplexTM II MDR-TB Detection 

ผลการศึกษา: วธิ ี real-time PCR สามารถตรวจพบเชือ้จากตวัอยา่ง รอ้ยละ 82.8 มากกวา่วธิกีารเพาะเลีย้งเชือ้รอ้ยละ 39.4 

และเมื่อเทยีบกบัการตรวจหาเชื้อวณัโรคดื้อยาหลายขนานด้วยวธิ ีMGIT 960 มคีวามไว ความจ�ำเพาะ คา่ท�ำนายผลบวก 

และคา่ท�ำนายผลลบเทา่กบัรอ้ยละ 96.82, 28.05, 49.17 และ 92.0 ตามล�ำดบั โดยมรีะยะเวลาทีใ่ชใ้นการทดสอบดว้ยเครือ่ง MGIT 

960 และวธิ ีreal-time PCR โดยเฉลีย่คอื 13 วนั และ 2 วนั อยา่งไรกต็าม วธิ ีreal-time PCR มคีา่ใชจ้า่ยสงูกวา่ กลา่วคอื 1,500 

บาทเมือ่เทยีบกบัการทดสอบดว้ยเครือ่ง MGIT 960 ซึง่มคีา่ใชจ้า่ย 600 บาท

สรปุผลการศึกษา: เทคนิค real-time PCR สามารถตรวจพบเชือ้ไดม้ากกว่าการเพาะเลีย้งเชือ้และจ�ำแนกชนิดแบบเดมิ  

และใหค้่าความจ�ำเพาะสูง สามารถใช้เป็นเครื่องมอืตรวจคดักรองผูป่้วยได้ ลดระยะเวลาการปฏบิตังิานและการรอผล 

ชว่ยใหผู้ป่้วยไดร้บัการรกัษาทีเ่รว็ขึน้ ลดการแพรก่ระจายเชือ้ในชมุชนได ้ แต่ควรมกีารพฒันาเพือ่ลดตน้ทนุลง เพิม่ประสทิธภิาพ

ใหม้ากขึน้ ส�ำหรบัรองรบัการตรวจในปรมิาณทีม่าก และทดแทนการตรวจแบบเดมิ
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มาตรฐาน วธิทีีด่�ำเนินการอยูใ่นปัจจบุนั คอืการเพาะเลีย้งเชือ้ใน

อาหารแขง็ ซึง่ใชร้ะยะเวลา 28-56 วนั รว่มกบัการเพาะเลีย้งเชือ้ใน

อาหารเหลว เชน่ BACTECTM MGITTM 960 system ทีใ่ชร้ะยะ

เวลา 7-42 วนั4  ดงันัน้ การน�ำเทคนิควธิกีารตรวจใหม่ๆ เช่น 

PCR, real-time PCR หรอื nucleic acid sequence based 

amplification (NASBA) มาใชใ้นการตรวจวนิิจฉัย จะช่วยให้

ผูป่้วยไดร้บัผลการตรวจทีร่วดเรว็ยิง่ขึน้5 ลดการแพรก่ระจาย

เชื้อไปสู่ชุมชนโดยเฉพาะเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนาน 

และท�ำให้การรกัษาด้วยยามีประสทิธภิาพสงูสดุ6

	 การตรวจหาเชื้อวัณโรคด้วยเทคนิค rea l - t ime 

PCR เป็นการเพิ่มจ�ำนวนและตรวจวัดปริมาณของสาร

พันธุกรรมของเชื้อวัณโรคจากสิ่งส่งตรวจ  หลักการน้ีคือ  

การตดิฉลากสารเรอืงแสงเขา้กบัสารพนัธุกรรมตัง้ตน้ เพือ่เป็น 

ตัวแสดงปริมาณในขณะตรวจ ปัจจุบันห้องปฏิบัติการ 

ส�ำนกังานป้องกนัควบคมุโรคที ่2 ไดน้�ำเทคนิค real-time PCR 

มาใชเ้พือ่ชว่ยในการตรวจวนิิจฉยัผูท้ีส่งสยัวา่มกีารตดิเชือ้และ

ผูป่้วยวณัโรค โดยใชช้ดุตรวจ AnyplexTM MTB/NTM Detection 

และ AnyplexTM II MDR-TB Detection ซึง่ใช ้Dual Priming 

Oligonucletide (DPO) จบักบัสารพนัธุกรรมของเชือ้วณัโรค 

DPO primer จะมีการออกแบบล�ำดับเบสให้มี inosine 

เพิม่เขา้ไปตรงกลางค่อนไปทางดา้นปลาย 3’ ของ primer 

ท�ำให้มีลักษณะ bubble-liked structure การจับกันของ

โครงสรา้งเบสคูส่มจาก polyinositide linkage จะเพิม่ความไว 

และความจ�ำเพาะในการท�ำปฏกิริยิา7,8 

	 ชดุน�้ำยาส�ำเรจ็รปูเพือ่ตรวจหาเชือ้วณัโรค (AnyplexTM 

MTB/NTM Detection) และวณัโรคดือ้ยา (AnyplexTM II MDR-TB 

Detection) เป็นชดุตรวจทีส่ามารถตรวจวเิคราะห ์ DNA ของ

เชือ้วณัโรค โดยอาศยัยนี IS6110 และ MPB64 ซึง่เป็นยนีที ่

มคีวามคงตวัและมกีารเปลีย่นแปลงต�่ำ  (conserved gene)9 

และยีน 16S rRNA ในการจ�ำแนกเชื้อ non tuberculous 

mycobacteria (NTM)10 สว่น DNA ของเชือ้วณัโรคดือ้ยาทีใ่ช้

ตรวจวเิคราะหห์าเชือ้ Multi-drug resistance tuberculosis  

(MDR-TB) ไดแ้ก ่ ยนี rpoB ส�ำหรบัตรวจหาเชือ้วณัโรคดือ้ต่อยา  

rifampicin และยนี katG ร่วมกบัยนี inhA ส�ำหรบัเชื้อ

ดือ้ต่อยา Isoniazid ตามล�ำดบั11,12 วตัถุประสงคใ์นการศกึษา

ครัง้น้ีคอืเพื่อเปรยีบเทยีบประสทิธผิลของการตรวจวินิจฉัย 

และการทดสอบความไวต่อยาของเชื้อวัณโรคด้วยวิธ ี 

real-time PCR กบัวธิกีารเพาะเลีย้งเชือ้ดว้ยอาหารแขง็และ 

BACTECTM MGITTM 960 system (MGIT 960) และทดสอบ

ความไวต่อยา ดว้ยเครือ่ง MGIT 960 งานวจิยัน้ีใช ้BACTECTM 

MGITTM960 SIRE Kit ในชุดประกอบดว้ยน�้ำยา modified 

Middlebrook 7H9 broth ซึ่งมสีารฟลูออเรสเซนต์อยู่กน้

หลอดส�ำหรับตรวจวัดการเจริญเติบโตของเชื้อ และขวด

บรรจุผงยา streptomycin 332 ไมโครกรมั  isoniazid ขนาด  

33.2 ไมโครกรมั  rifampicin ขนาด 332 ไมโครกรมั และ 

ethambutol ขนาด 1,660 ไมโครกรมั เมือ่ละลายน�้ำและผสม

ในหลอด MGIT แล้วได้ความเข้มข้น 1.0, 0.1, 1.0 และ 

5.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับ โดยวิเคราะห์ผล

ของค่าความไว ค่าความจ�ำเพาะ ค่าความถูกตอ้ง ค่าท�ำนาย

ผลบวก และคา่ท�ำนายผลลบ 

1. ตวัอย่างส่ิงส่งตรวจ 

	 การศึกษาในครัง้ น้ี เป็นการศึกษาข้อมูลย้อนหลัง 

การเก็บข้อมูลของตัวอย่างที่ส่ งตรวจวัณโรคทัง้หมด 

จากโรงพยาบาลในจงัหวดัพืน้ทีร่บัผดิชอบและจงัหวดัใกลเ้คยีง  

ในเขตภาคเหนือตอนล่าง โดยส่งตรวจ ณ ห้องปฏิบตัิการ  

ส�ำนักงานป้องกันควบคุมโรคที่ 2 พิษณุโลก ตัง้แต่เดือน

ธนัวาคม 2556 ถงึเดอืนกนัยายน 2557 จ�ำนวน 147 ตวัอยา่ง 

แบง่เป็นเสมหะจ�ำนวน 122 ตวัอยา่ง (83%) น�้ำลา้งชอ่งปอด 

2 ตัวอย่าง (1.4%) หนอง 6 ตัวอย่าง (4.1%) ชิ้นเน้ือ 

2 ตวัอย่าง (1.4%) น�้ำไขสนัหลงั 11 ตวัอย่าง (7.5%) และ

ตวัอย่างอื่นๆ 3 ตวัอย่าง (2.7%) น�ำตวัอย่างของผูป่้วยมา

ท�ำการตรวจวิเคราะห์ ด้วยการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหาร

แขง็ชนิด LJ medium การเพาะเลีย้งเชือ้ดว้ยเครือ่ง MGIT 960 

การทดสอบความไวของเชือ้ต่อยาดว้ยเครือ่ง MGIT 960 และ

การตรวจวนิิจฉยัเชือ้วณัโรค และวณัโรคดือ้ยาดว้ยวธิ ีreal-time 

PCR ตามล�ำดบั 

2. การจดัการและเตรียมส่ิงส่งตรวจ

	 ท�ำการ pre-treatment สิง่สง่ตรวจเพือ่ป้องกนัการปน

เป้ือนจากเชื้ออื่นๆ ด้วย 2% NALC-NaOH ในอตัราส่วนสาร

เคมต่ีอตวัอยา่ง เทา่กบั 1:1 จากนัน้ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex mixer  

ทนัท ีนาน 1 นาท ีแลว้ตัง้ทิง้ไวใ้หส้ารเคมที�ำปฏกิริยิาเป็นเวลา  

15 นาท ีน�ำไปปัน่แยกที ่3,000 x g ทีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 

เป็นเวลา 20 นาท ีเทสว่นบนทิง้ เตมิน�้ำยา phosphate bufferred 

saline (PBS) pH 6.8 ปรมิาตร 1.5 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนั 

น�ำตวัอยา่งไปใชท้ดสอบในขัน้ตอนต่อไป 

3. การเพาะเลี้ยงเช้ือวณัโรค

	 เพาะเลีย้งเชือ้วณัโรค โดยใช ้2 วธิกีารคอื การเพาะเลีย้งเชือ้ 

บนอาหารแข็งชนิด LJ Medium และ เครื่อง MGIT 960  

โดยวิธีแรก น�ำตัวอย่างที่ผ่านขัน้ตอนในขัน้ตอนการท�ำ  

pre-treatment แล้วมาหยดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 

LJ medium 2 ขวดๆละ 100 ไมโครลติร จากนัน้น�ำไปบ่มที่

อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส อา่นและบนัทกึผลทกุสปัดาหห์าก 

วสัดแุละวิธีการ



Vol. 49 No. 2 May 2016     Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 221

พบมีการเจริญของเชื้อจะสามารถมองเห็นโคโลนีได้ด้วย 

ตาเปล่า หากครบ 8 สปัดาห์แล้วไม่พบโคโลนีของเชื้อให ้

รายงานผลเป็น “No growth” สว่นวธิกีารเพาะเชือ้ดว้ยเครือ่ง  

MGIT 960 ของบรษิทั (Becton, Dickinson, USA) ใหน้�ำ BBL 

MGIT PANTA (Becton, Dickinson, USA) ผสม กบั growth 

supplement จ�ำนวน 14 มลิลลิติร ก่อน และเตมิลงในหลอด 

MGIT (ปรมิาตร 7 มลิลลิติร) จ�ำนวน 800 ไมโครลติร และ

ตวัอยา่งทีผ่า่นการ pre-treatment แลว้ ปรมิาตร 500 ไมโครลติร 

ใสล่งในหลอด MGIT ปิดฝาน�ำเขา้เครือ่ง MGIT 960 เครือ่งจะ

อ่านการเรอืงแสงทีห่ลอดทุก 60 นาท ีหากครบ 42 วนั ไม่มี

การเจรญิของเชือ้ ใหร้ายงานเป็นผลลบ เมือ่พบมเีชื้อในทัง้สอง

วธิแีลว้ น�ำเชือ้ไปทดสอบหาโปรตนี MPT64 ดว้ยวธิ ีrapid test 

(SD Bioline) (Standard Diagnostics, Korea) เพือ่แยกเชือ้

ชนิด Mycobacterium tuberculosis complex ออกจาเชือ้

กลุม่ Non tuberculous mycobacteria (NTM) 

4. การทดสอบความไวต่อยาของเช้ือด้วยเครือ่ง MGIT 960

	 ละลายยาปฏิชีวนะที่ใช้ในการทดสอบด้วยน�้ ำกลัน่ 

จ�ำนวน 4 มลิลลิติร จากนัน้เตมิลงในหลอด MGIT ทีใ่ส ่growth 

supplement ปรมิาตร 800 ไมโครลติร แลว้ จ�ำนวน 100 ไมโครลติร 

โดยไม่ต้องเตมิยาปฏชิวีนะในหลอดควบคุม หลงัจากนัน้เตมิ

เชือ้ทีผ่า่นการปรบัความขุน่ดว้ย McFarland standard No.05 

และเจอืจางเป็น 1:100 ปรมิาตร 500 ไมโครลติร ลงในหลอด 

MGIT ที่มยีาแต่ละชนิด น�ำไปบ่มในเครื่อง MGIT 960 รอ

เครื่องรายงานผล แปลผลการทดสอบได้ดงัน้ีคอื เมื่อเครื่อง

รายงานว่ามกีารเจรญิของเชื้อที่ผสมในยาปฏิชีวนะชนิดใด 

รายงานว่าเชื้อดื้อต่อยาชนิดนัน้ เมื่อพบเชื้อที่ดื้อต่อยาทัง้ 

rifampicin และ isoniazid รายงานผลเป็นเชือ้ MDR-TB

5. การตรวจเช้ือวณัโรคด้วยวิธี real-time PCR

	 น�ำตวัอยา่งทีผ่า่นขัน้ตอนการ treat แลว้ไปแยกสกดัดว้ย

ชุดน�้ ำยา ExiPrepTMDX Bacteria Genomic DNA Kit 

(Bioneer, Korea) ดว้ยเครื่อง ExiPrepTM 16 DX ของบรษิทั 

(Bioneer, Korea) เริม่จากการแตกเซลลแ์บคทเีรยีดว้ย lysis 

buffer จากนัน้แยก DNA ออกจากเศษเซลล์ดว้ยการจบักบั 

silica magnetic bead ลา้งเศษเซลลอ์อกดว้ย washing buffer 

และชะลา้งเอา DNA ออกจาก silica magnetic bead ดว้ย elution 

buffer น�ำ DNA ที่ได้มาตรวจหาเชื้อวณัโรคด้วยชุดตรวจ 

AnyplexTM MTB/NTM Detection โดยเตรยีม master mix 

ในปรมิาตรรวม 20 ไมโครลติรประกอบดว้ย 10X MTB/NTM OM 

ปรมิาตร 2 ไมโครลติร น�้ำกลัน่ปราศจาก RNase ปรมิาตร 3 

ไมโครลติร และ 2X Anyplex PCR Master Mix ปรมิาตร 10 

ไมโครลิตร ผสมกับตัวอย่าง DNA ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 

ผสมให้เข้ากัน น�ำไปเข้าเครื่อง CFX96TM Real-time 

PCR system (Bio-Rad, USA) โดยมีข ัน้ตอนการท�ำ

ปฏกิริยิาดงัน้ี pre-denaturation ทีอุ่ณหภมู ิ 95 องศาเซลเซยีส 

นาน 15 นาท ีและขัน้ตอนการเพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรม 45 รอบ  

ประกอบดว้ย denaturation ที ่ 95 องศาเซลเซยีส 30 วนิาท ี

annealing และ extension ที่ 60 องศาเซลเซียส 1 นาท ี 

เครื่องจะตรวจวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ในแต่ละรอบ 

การเกดิปฏกิริยิาเทยีบกบัเวลา แปลผลการตรวจดว้ยโปรแกรม 

Seegene Viewer ตวัอย่างที่มคี่าการเรอืงแสงมากกว่าค่า 

baseline แปลผลเป็นบวก (MTB- positive)

	 สว่นการตรวจหาเชือ้วณัโรคดือ้ยา (MDR-TB) ใชห้ลกัการ  

real-time PCR เชน่เดยีวกนั ในปรมิาตรรวม 20 ไมโครลติร 

ประกอบด้วย 4X AnyplexTM PCR Master Mix ปรมิาตร 

5 ไมโครลติร 4X MTB/MDR TOM ปรมิาตร 5 ไมโครลติร 

น�้ำกลัน่ปราศจาก RNase ปรมิาตร 5 ไมโครลติร และตวัอยา่ง 

DNA ที่ปริมาตร 5 ไมโครลิตร น� ำเข้าเครื่อง CFX96TM 

Real-time PCR system (Bio-Rad, USA) ซึง่มขี ัน้ตอนการท�ำ

ปฏกิริยิาดงัน้ี pre-denaturation ทีอุ่ณหภมู ิ95 องศาเซลเซยีส 

นาน 15 นาที และขัน้ตอนการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม

จ�ำนวน 50 รอบ โดย denaturation ที่ 95 องศาเซลเซียส 

30 วินาที annealing ที่ 60 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 

extension ที ่ 72 องศาเซลเซยีส 30 วนิาท ี เครือ่งจะตรวจวดั

สญัญาณฟลูออเรสเซนต์ในแต่ละรอบการเกดิปฏกิริยิาเทยีบ

กบัเวลา แปลผลการตรวจดว้ยโปรแกรม Seegene Viewer 

ตวัอยา่งทีม่คีา่การเรอืงแสง ของส ี Cal Red ทีค่วามยาวคลืน่ 

610 นาโนเมตร มากกว่าค่า baseline แปลผลเป็น วณัโรค

ชนิดดื้อต่อยา isoniazid และตวัอย่างที่มกีารเรอืงแสงของส ี

HEX ทีค่วามยาวคลืน่ 556 นาโนเมตร มากกวา่คา่ baseline 

แปลผลเป็นวณัโรคชนิดดือ้ต่อยา rifampicin

	 หลงัจากด�ำเนินการตรวจในแต่ละขัน้ตอนแลว้ ตรวจสอบ 

ความถูกต้อง ครบถ้วนของข้อมูล ลงรหสั บนัทึกข้อมูลใน

คอมพวิเตอร ์ ประมวลผลดว้ยโปรแกรม SPSS for windows 

version 11 เพือ่หาคา่ความไว คา่ความจ�ำเพาะ คา่ความถกูตอ้ง 

คา่ท�ำนายผลบวก และคา่ท�ำนายผลลบ

	 จากผลการตรวจวนิิจฉยั และการทดสอบความไวต่อยา

ของเชือ้วณัโรคโดยใชห้ลกัการ real-time PCR ดว้ยชดุน�้ำยา  

AnyplexTM  MTB/NTM Detection และ AnyplexTM II MDR-TB 

Detection โดยเปรยีบเทยีบกบัวธิทีีใ่ชเ้ป็นมาตรฐานในปัจจบุนั 

คอืการเพาะเลีย้งเชือ้วณัโรคบนอาหารแขง็และเครือ่ง BACTECTM 

MGITTM 960 System (MGIT 960) และการตรวจหาความไวต่อยา

ของเชื้อวณัโรคด้วยเครื่อง MGIT 960 จากตวัอย่างทัง้หมด

จ�ำนวน 147 ราย พบว่า วธิกีารเพาะเลี้ยงเชื้อใหผ้ลตรงกบั

ผลการศึกษา
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การตรวจดว้ยวธิ ีreal-time PCR จ�ำนวน 84 ราย คดิเป็นรอ้ยละ 57.9 

ใหผ้ลต่างกนั คอื ไมพ่บการเจรญิของเชือ้บนอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ 

แต่สามารถตรวจด้วยวธิี real-time PCR จ�ำนวน 59 ราย 

คดิเป็นรอ้ยละ 40.6 โดย เป็น MTB จ�ำนวน 58 ราย และ NTM 

จ�ำนวน 1 ราย ในการศกึษาน้ี พบการปนเป้ือนดว้ยเชือ้จลุชพี

ชนิดอื่น (contamination) จากการเพาะเลีย้งเชือ้ซึง่ไม่น�ำมา

ค�ำนวณในการวจิยัครัง้น้ี จ�ำนวน 2 ราย ผลสรุปดงัแสดงใน

ตารางที ่1

Table 1 Comparison between conventional culture and real-time PCR.

Real-time PCR

Conventional Culture & identification

Growth (%) No Growth (%) Total (%)

Positive (%) 61(42.1) 59(40.7) 120(82.8)

Negative (%) 2(1.4) 23(15.9) 25(17.2)

63(43.4) 82(56.6) 145(100.0)

	 คา่ทีไ่ดจ้ากตารางที ่1 สามารถน�ำไปค�ำนวณความเทีย่งตรง  

เปรยีบเทยีบกบัวธิเีพาะเลีย้งเชือ้ทัง้สองวธิพีบวา่ วธิ ีreal-time PCR  

มคีา่ความไวเทา่กบั (61/63)x100 = 96.8% คา่ความจ�ำเพาะเทา่กบั  

(23/82)x100 = 28.0% คา่ความถกูตอ้ง ((61+23)/145)x100 = 76.9% 

ค่าท�ำนายผลบวกเท่ากับ (59/120)x100 = 49.2% และ

คา่ท�ำนายผลลบเทา่กบั (23/25)x100 = 92.0% ผลการตรวจหา 

ความไวต่อยาของเชือ้วณัโรคดว้ยเครือ่ง MGIT 960 โดยเปรยีบเทยีบ

กบัวธิ ี real-time PCR โดยเปรยีบเทยีบกนัเฉพาะทีม่ขีอ้มลูทัง้ 

2 การทดสอบ จ�ำนวนทัง้สิน้ 78 รายพบใหผ้ลตรงกนัทัง้สองวธิ ี 

จ�ำนวน 66 ราย คดิเป็นรอ้ยละ 84.6 ใหผ้ลต่างกนั 12 ราย คดิเป็น

รอ้ยละ 15.4 ดงัแสดงในตารางที่ 2 การตรวจหาการดื้อยา 

rifampicin, isoniazid และ ผลการตรวจหาเชือ้วณัโรคดือ้ยา

หลายขนาน (MDR-TB) แสดงในตารางที ่3 และรปูที ่1

Table 2 Results of MTB detection with MGIT 960 and real-time PCR.

Number of tests Percent

Different results 12 15.4

Same result 66 84.6

  - MDR-TB 3 3.9

  - Mono-resistance 4 5.1

  - Susceptible 27 34.6

  - NTM 14 17.9

  - Negative (no growth) 18 23.1

Table 3 Results of MTB detection with MGIT 960 and real-time PCR.

Real-time PCR/MGIT 960 No. of Test Sensitvity Specificity

RIF-R / RIF-R 3

50.0 100.0
RIF-R / RIF-S 0

RIF-S / RIF-R 3

RIF-S / RIF-S 31

INH-R / INH-R 7

70.0 100.0
INH-R / INH-S 0

INH-S / INH-R 3

INH-S / INH-S 27

MDR / MDR 3

42.9 100.0
MDR / MTB Susceptible 0

MTB susceptible / MDR 4

MTB susceptible / MTB susceptible 30
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Figure 1 Melting temperature peak of rpoB gene (HEX) inhA and katG gene (Cal Red 610) MTB (FAM) and IC (Quasar) in Multiplex Real-time PCR for TB.

	 เมือ่วเิคราะหผ์ลทางสถติพิบวา่ การตรวจหาเชือ้วณัโรคดือ้ยา 

rifampicin ดว้ยวธิ ี real-time PCR เทยีบกบัวธิกีารเพาะเลีย้งเชือ้ 

มคี่าความไวเท่ากบั (3/3+3)x100 = 50.0% ค่าความจ�ำเพาะ

เท่ากับ (31/31)x100 = 100.0% ค่าความถูกต้องเท่ากับ  

( (3+31)/37)x100 = 91.9% ค่าท�ำนายผลบวกเท่ากับ 

( 3 / 3 ) x 100  =  100 . 0% และค่ าท� ำนายผลลบ เท่ ากับ  

(31/34)x100 = 91.2% และเมื่อตรวจสอบระยะเวลาใน 

การตรวจหาเชื้อวัณโรคดื้อยาของทัง้สองวิธี ตัง้แต่เริ่ม

กระบวนการตรวจสอบทางหอ้งปฏบิตักิารจนถงึวนัทีร่ายงาน

ผลการตรวจ (turnaround time) พบว่าวธิกีารทดสอบด้วย

เครื่อง MGIT 960 มรีะยะเวลาในการด�ำเนินการเฉลีย่ 13 วนั 

(7-22 วนั) สว่นการทดสอบดว้ยเทคนิค real-time PCR มรีะยะ

เวลาในการด�ำเนินการเฉลีย่ 2 วนั

	 การศกึษาเปรยีบเทยีบประสทิธผิลของการตรวจวนิิจฉยั

เชือ้วณัโรคดว้ยวธิ ี real-time PCR กบัวธิกีารเพาะเลีย้งเชือ้ 

โดยใช ้LJ medium agar และ การใชอ้าหารเหลว โดยเครือ่ง 

BECTECTM MGITTM 960 ร่วมกับการจ�ำแนกชนิดเชื้อ

ดว้ยวธิ ี rapid test ทีใ่ชห้ลกัการ immune chromatographic 

assay (ICA) ใช้ตวัอย่างทดสอบทัง้สิ้น 145 ราย มตีวัอย่าง

ทีใ่หผ้ลตรงกนั 84 ราย คดิเป็นรอ้ยละ 57.9 และม ี61 ราย 

ที่ให้ผลไม่ตรงกนั คดิเป็นร้อยละ 42 มคี่าความไวร้อยละ  

96.8 ค่าความจ�ำเพาะร้อยละ 28.1 แต่เน่ืองจากเทคนิค 

ในการปฏบิตังิานทัง้ 2 แบบแตกต่างกนั โดยการเพาะเลีย้งเชือ้ 

แบบมาตรฐานเพือ่การวนิิจฉยัอาศยัหลกัการใหเ้ชือ้เจรญิเตบิโต

ในอาหารเลีย้งเชือ้ในภาวะทีเ่หมาะสม แต่การตรวจวนิิจฉยั

ดว้ยเทคนิค real-time PCR เป็นการตรวจวดัปรมิาณ DNA 

สรปุและวิจารณ์ผล
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ของเชือ้ สามารถตรวจวเิคราะหใ์นกรณทีีเ่ชือ้มปีรมิาณน้อยๆ ใน

ขณะทีก่ารเพาะเลีย้งเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ไมส่ามารถตรวจพบได ้

ผลทีไ่ม่ตรงกนัส่วนใหญ่เกดิจากเชือ้ทีเ่พาะเลีย้งบนอาหารไม่

เจรญิเตบิโต แต่สามารถตรวจไดด้ว้ยวธิ ีreal-time PCR 

	 การวเิคราะหผ์ลการตรวจหาเชือ้วณัโรคดือ้ยาเป็นการ

เปรยีบเทยีบผลของการทดสอบทีส่ามารถออกผลไดท้ัง้ 2 วธิ ี 

โดยมีตัวอย่างที่ใช้วิเคราะห์จ�ำนวน 78 ตัวอย่างวิเคราะห ์ 

พบวา่มากกวา่รอ้ยละ 80 มผีลการทดสอบทีต่รงกนัทัง้ 2 วธิ ี

เมื่อน�ำตัวอย่างที่มีผลการตรวจหาความไวต่อยาทัง้ 2 วิธ ี 

(37 ตวัอยา่ง) มาวเิคราะหพ์บวา่ การตรวจหาเชือ้วณัโรคทีด่ือ้

ต่อยา rifampicin ดว้ยเทคนิค real-time PCR เมื่อเทยีบกบั

วธิ ีMGIT 960 พบมคีา่ความไวรอ้ยละ 50.0 คา่ความจ�ำเพาะ

รอ้ยละ 100.0 การตรวจหาเชือ้วณัโรคดือ้ต่อยา isoniazid มคีา่ 

ความไวรอ้ยละ 70.0 คา่ความจ�ำเพาะรอ้ยละ 100.0 สอดคลอ้งกบั  

ผลการศึกษาของ Valvatne H และคณะ13 ซึ่งตรวจพบ 

เชือ้วณัโรคทีม่กีารกลายพนัธุใ์นต�ำแหน่งของยนี katG และ inhA 

ท�ำให้เชื้อดื้อยาชนิด isoniazid มากกว่าเชื้อวณัโรคที่มทีี่ม ี

การกลายพนัธุใ์นต�ำแหน่งของยนี rpoB ทีท่�ำใหเ้ชือ้ดือ้ต่อยา 

rifampicin  การดือ้ยาน้ีอาจเกดิจากการกลายพนัธุใ์นต�ำแหน่ง 

katG ที่เกิดขึ้นได้บ่อยกว่าและเกิดขึ้นได้หลายยนีมากกว่า

การกลายพนัธุใ์นยนี rpoB และการตรวจหาเชือ้วณัโรคดือ้ยา

หลายขนาน มคีา่ความไวรอ้ยละ 42.9 คา่ความจ�ำเพาะรอ้ยละ 

100.0 คา่ความถกูตอ้งรอ้ยละ 89.1 คา่ท�ำนายผลบวกรอ้ยละ 

100.0 และคา่ท�ำนายผลลบรอ้ยละ 88.2 

	 เมือ่วเิคราะหข์อ้มลูทีไ่ดพ้บวา่ ผลทีไ่ดส้ว่นใหญ่ตรงกนั

ของทัง้สองวธิ ี โดยค่าความจ�ำเพาะ และค่าการท�ำนายผล

บวก เท่ากบัรอ้ยละ 100 แสดงใหเ้หน็ว่าวธิกีารตรวจดว้ย

เทคนิค real-time PCR มคีา่ความจ�ำเพาะสงู สอดคลอ้งกบั

ผลการศกึษาของ Ramirez MV และคณะ14 ซึง่ตรวจหาเชื้อ

วณัโรคดื้อยาหลายขนานด้วยวิธี real-time PCR ใหผ้ล

การตรวจทีม่คีา่ความไว และคา่ความจ�ำเพาะ รอ้ยละ 85 และ 98 

ตามล�ำดบั เมื่อวเิคราะห์ผลพบว่าตวัอย่างส่งตรวจที่เชื้อไม่

เจรญิดว้ยวธิกีารเพาะเลีย้งเชือ้ จนท�ำใหไ้มส่ามารถน�ำเชือ้มา

ทดสอบหาการดือ้ยาได ้ แต่สามารถตรวจไดด้ว้ยวธิ ี real-time 

PCR น่าจะเป็นผลจากเชื้อที่พบในตวัอย่างนัน้เป็นเชื้อตาย 

ทีไ่มส่ามารถเพาะเลีย้งใหเ้จรญิเตบิโตได ้ แต่ยงัคงตรวจวัด DNA 

ของเชื้อได้โดยไม่ต้องอาศัยเพียงเชื้อที่มชีวีติอย่างเดยีว 

อยา่งไรกต็าม อาจเป็น false positive จากผูป่้วยมเีชือ้ทีต่าย

และร่างกายยงัก�ำจดัออกไม่หมดได้15 จงึต้องมกีารทดสอบ

เพื่อหาขอ้มลูสนับสนุนขอ้ขดัแยง้น้ีต่อไป โดยอาศยัการตรวจ

ยนืยนัโดยใช้หลกัการอื่นเช่น การตรวจด้วยวธิกีารตรวจหา 

antibody จาก lymphocyte secretion16 หรอื การตรวจหา 

interferon gamma17

	 การเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว หรอื MGIT 960 ที ่

ตรวจพบเชือ้วณัโรคดือ้ยาหลายขนานจ�ำนวน 7 ราย ต่างจาก 

การตรวจดว้ยวธิทีางอณูชวีวทิยาซึง่ใชห้ลกัการ real-time PCR  

ที่ตรวจพบเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนานเพียง 3 ราย  

สอดคล้องกบัผลการศกึษาของ Aung WW และคณะ18 ซึ่ง 

ตรวจพบเชื้อดื้อยาหลายขนานจากการทดสอบบนอาหาร 

เลีย้งเชือ้มากกวา่วธิกีารตรวจพบจากวธิกีารท�ำ  real-time PCR 

ผลการตรวจที่ไม่ตรงกันอาจเกิดจากการตรวจด้วยวิธ ี

เพาะเลี้ยงเชื้อ ซึ่งเป็นการตรวจทางฟีโนไทป์เป็นการตรวจ

การแสดงออกของเชือ้ทีม่ต่ีอยา ในขณะทีว่ธิ ี real-time PCR 

อาศยัการสร้าง Dual Priming Oligonucleotide Probe ที่

จ� ำ เพา ะกับส ายพันธุ ก ร รมของ เชื้ อ ในต� ำ แห น่ งของ

การกลายพนัธุข์องยนีทีด่ือ้ยา เพยีงสองต�ำแหน่งคอืยนี InhA 

หรอื katG และ rpoB ยงัไมค่รอบคลุมต�ำแหน่งของยนีทีด่ือ้ยา

ทัง้หมดได้

	 ระยะเวลาเฉลีย่ในการตรวจวเิคราะหข์องการเพาะเลีย้งเชือ้

ใน LJ Medium, MGIT 960 และการตรวจเพือ่แยกชนิดของ

เชือ้กลุม่ M. tuberculosis ออกจากเชือ้ในกลุม่ NTM ดว้ยวธิ ี

ICA เทา่กบั 51 วนั (49-55 วนั) และการตรวจหาการดือ้ยา

ของเชือ้วณัโรคดว้ยวธิ ีMGIT 960 จ�ำนวน 13 วนั (7-22 วนั) 

รวมสองขัน้ตอนมรีะยะเวลาในการตรวจเฉลีย่ประมาณ 64 วนั  

เชือ้วณัโรคเป็นเชือ้ทีเ่จรญิแบ่งตวัไดช้า้ หากมเีชือ้ในตวัอยา่ง 

ปรมิาณน้อยๆ ต้องใช้ระยะเวลาเพาะเลี้ยงเพื่อให้มปีรมิาณ

มากพอจนสามารถตรวจวดัได ้ และการรายงานผลว่าเชื้อไม ่

เจรญิเตบิโตตอ้งเพาะเลีย้งเชือ้ใหค้รบตามจ�ำนวนวนัทีก่�ำหนดไว ้ 

จงึท�ำใหก้ารตรวจในแบบเดมิใชเ้วลานาน เมือ่เทยีบกบัการตรวจ

ดว้ยเทคนิค real-time PCR ซึง่ใชเ้วลาเฉลีย่รวมระยะเวลา

รายงานผล 2 วนั แต่วธิ ี real-time PCR ยงัไม่สามารถใช้

ทดแทนวิธีการตรวจแบบเดิมได้เ น่ืองจากมีราคาต้นทุน

ต่อการทดสอบสูง (1,500 บาท) เมื่อเทียบกับชุดทดสอบ

มาตรฐาน (600 บาท) และยงัมผีลการทดสอบทีไ่มส่อดคลอ้ง

กนัอยู่ แต่ด้วยความรวดเรว็ในการตรวจ มคี่าความจ�ำเพาะ 

และคา่การท�ำนายผลบวกทีส่งู สามารถน�ำวธิ ี real-time PCR 

มาใชเ้พือ่ตรวจวนิิจฉยัเบือ้งตน้ โดยเฉพาะผูป่้วยรายใหม ่หรอื

ผูป่้วยทีส่งสยัตดิเชือ้วณัโรคดือ้ยาหลายขนาน เพือ่การปรบัเปลีย่น

การรกัษาดว้ยยาทีถู่กตอ้ง ลดการแพรก่ระจายเชือ้ไปสูชุ่มชน

และบุคคลอื่น

	 การตรวจหาเชือ้วณัโรคดือ้ยาใหไ้ดผ้ลตรวจทีถ่กูตอ้ง รวดเรว็ 

ยงัคงเป็นปัจจยัที่ส�ำคญัในการลดจ�ำนวนผู้เสยีชวีติจากการ

ตดิเชือ้วณัโรค ลดการแพรก่ระจายเชือ้ และลดคา่ใชจ้า่ยโดยรวม

ของการรกัษาวณัโรคลงได้ การพจิารณาใช้วธิีการแบบใด 

ขึน้อยู่กบัความต้องการของแพทย์ผูร้กัษา ผูใ้ช้ผลการตรวจ

ทางห้องปฏบิตักิารต้องทราบขอ้จ�ำกดัของเทคนิคการตรวจ
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	 ขอขอบพระคุณ ดร.นพ.ศักดิช์ ัย ไชยมหาพฤกษ์ 

ผูอ้�ำนวยการส�ำนกังานป้องกนัควบคมุโรคที ่ 2 จงัหวดัพษิณุโลก 

ที่ใหโ้อกาสในการศกึษาในครัง้น้ี

กิตติกรรมประกาศดว้ยวธิ ี real-time PCR อกีทัง้กระบวนการขัน้ตอนการรกัษา 

ทัง้หมดควรพจิารณาถึงปัจจยัหลายอย่างประกอบกนั เช่น 

ประวตัผิูป่้วย ประวตักิารรกัษา ลกัษณะของการกนิยา เป็นตน้ 

ดงันัน้ กระบวนการพฒันาขัน้ตอนการตรวจวนิิจฉยัเชือ้วณัโรค

ดือ้ยาใหม้ปีระสทิธภิาพ ถกูตอ้ง น่าเชือ่ถอื ยงัเป็นสิง่จ�ำเป็นใน

การรกัษา ป้องกนัและควบคมุวณัโรค
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