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Abstract

 Tuberculosis (TB) is a serious global infectious disease caused by inhalation of droplets containing bacterial 

cells classified as Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC). Among MTBC, M. tuberculosis has been known as 

the main causal agent of TB. MTBC infection usually exhibits pulmonary tuberculosis, but extrapulmonary 

tuberculosis can also be detected among TB cases. Acid fast stain, culture method and biochemical tests are standard 

protocols. However, MTBC is a slow growing organism and sometime generates controversial results of the 

biochemical tests. These result in inaccurate and delayed diagnosis and treatment that lead to inefficient control of 

TB. Thus, rapid and accurate TB diagnosis method and drug susceptibility test are essential. Previously, alternative 

techniques were newly developed, for example, fluorescence stain with increased sensitivity for directly detection 

MTBC in sputum specimen. The automated liquid culture system with reduced culture time among TB-positive samples. 

In addition, in order to increase sensitivity and specificity while reducing time of diagnosis, several molecular 

techniques were developed such as GeneXpert MTB/RIF, Line probe and Urinary LAM. Recently, a novel diagnostic 

kit so called “IMS-PCR-CTPP” was developed based on the improvement of Mycobacterium binding in direct specimen 

using monoclonal antibody coated immunomagnatic beads prior to bacterial identification using PCR-CTPP 

targetting the novel target gene, lepB. Unlike previously reported techniques, it offers simultaneous determination of 

MTBC and Mycobacterium bovis infection. Obviously, there are various methods currently available for diagnosis of 

TB, however, they possess distinct advantages and limitations. Therefore, applying the combination of standard and 

new techniques will significantly improve accuracy and reduce time of TB diagnosis, which is crucial for effective 

treatment and control of TB.
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วณัโรค (tuberculosis) เป็นโรคตดิต่อเรือ้รงัทีเ่ป็นปญัหา

ทางดา้นสาธารณสขุทัว่โลก ประมาณการณ์วา่มผีูต้ดิเชือ้วณัโรค

ถงึหน่ึงในสามของประชากรทัว่โลก วณัโรคเกดิจากการตดิเชือ้

แบคทเีรยีในกลุม่ Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) 

complex (MTBC) โดย M. tuberculosis นบัเป็นเชือ้ทีพ่บได้

มากที่สุด ติดต่อผ่านทางการหายใจเอาละอองฝอยที่มเีชื้อ

ปนเป้ือนอยู่เขา้ไป เป็นโรคตดิต่อรุนแรงและเรื้อรงัที่ก่อโรค

ไดก้บัอวยัวะทุกสว่นของรา่งกาย แต่ทีพ่บมากและเป็นปญัหา

ทางสาธารณสุขอยู่ในขณะน้ีก็คอื วณัโรคปอด (pulmonary 

tuberculosis) และยงัสามารถพบไดบ้รเิวณอืน่ๆ (extrapulmo-

nary tuberculosis) เชน่ ต่อมน�้าเหลอืง กระดกู เยือ่หุม้สมอง

ได ้วณัโรคสามารถก่อโรคไดใ้นคนทัว่ไป แต่มกัพบก่อโรคในผู้

สงูอาย ุผูท้ีร่า่งกายออ่นแอจากการเป็นโรคอืน่ ๆ มาก่อน เชน่ 

หวดั หดั ไอกรน ผูต้ดิยาเสพตดิ ผูป้่วยโรคเอดส ์รวมถงึผูท้ี่

บทน�า มปีระวตัใิกลช้ดิกบัคนทีเ่ป็นโรค เชน่ นอนหอ้งเดยีวกนั หรอื

อยู่บา้นเดยีวกนั หน่ึงในสบิของผูท้ีไ่ดร้บัเชื้อเท่านัน้ทีพ่ฒันา

เป็นวณัโรค ส่วนมากมกัอยู่ในระยะแฝง ปจัจุบนัมรีายงาน

การเพิม่ขึน้ของวณัโรคทีเ่กดิจากเชือ้ในกลุม่ Non-tuberculosis 

mycobacteria (NTM) ซึง่มอีาการคลา้ยกนั แต่การรกัษาแตกต่าง  

รวมทัง้การตดิเชือ้วณัโรคชนิดดือ้ยาหลายขนาน (multidrug-resistant  

M. tuberculosis หรอื MDR-TB) ที่พบว่าเป็นสายพนัธุ์ที่

มคีวามรนุแรง และตอ้งใชเ้วลาในการรกัษานานกวา่การตดิเชือ้

วัณโรคปกติ ในปี 2015 องค์อนามัยโลกรายงานว่าพบ

ผู้ติดเชื้อวัณโรค 9.6 ล้านคนทัว่โลก โดยที่  6 ล้านคน

เป็นผูต้ดิเชือ้รายใหม ่ นอกจากน้ี ยงัพบรายงานการเสยีชวีติ 

ของผูต้ดิเชือ้วณัโรคถงึ 1.5 ลา้นคน (ในคนทัว่ไป 1.1 ลา้นคน 

และเป็นผู้ป่วยโรดเอดส์ 0.4 ล้านคน) ส�าหรบัประเทศไทย

พบรายงานผู้ตดิเชื้อวณัโรครายใหม่และเป็นกลบัซ�้ารวมกนั 

ประมาณ 67,722 ราย จากประชากรทัง้สิน้ 67 ลา้นคน1

บทคดัย่อ

 วณัโรคเป็นโรคตดิต่อเรือ้รงัทีม่สีาเหตุจากเชือ้เเบคทเีรยีในกลุม่ Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) 

โดยม ีM. tuberculosis เป็นเชือ้ทีพ่บไดม้ากทีส่ดุ ตดิต่อผา่นการหายใจเอาละอองฝอยทีม่เีชือ้ปนเป้ือนอยูเ่ขา้ไป สามารถเกดิ

พยาธสิภาพไดท้ัง้ทีป่อด และบรเิวณอวยัวะอืน่ๆ การยอ้มสทีนกรด การเพาะเลีย้งเชือ้ และการทดสอบชวีเคมนีบัเป็นวธิกีาร

ตรวจวนิิจฉยัมาตรฐาน แต่เน่ืองจาก MTBC เป็นเชือ้ในกลุม่ทีม่อีตัราการเจรญิเตบิโตชา้ และบางครัง้การทดสอบทางชวีเคมี

อาจใหผ้ลไมแ่น่นอน ท�าใหก้ารวนิิจฉยัและการรกัษาผดิพลาดและลา่ชา้ น�าไปสูป่ญัหาในการควบคมุการแพรร่ะบาดของ

วณัโรคทีไ่ม่มปีระสทิธภิาพ วธิกีารตรวจวนิิจฉยั และการตรวจหาความไวต่อยาของเชือ้วณัโรค ทีร่วดเรว็ และถูกตอ้ง จงึ

มคีวามจ�าเป็นอยา่งยิง่ ทีผ่า่นมามรีายงานเทคนิคใหม่ๆ  ทีใ่ชเ้ป็นทางเลอืกในการตรวจวนิิจฉยัวณัโรค เชน่ การยอ้มตวัเชือ้

ดว้ยสฟีลอูอเรสเซนตท์ีช่ว่ยเพิม่ความไวในการตรวจหาเชือ้โดยตรงจากสิง่สง่ตรวจเสมหะ การเพาะเลีย้งเชือ้ในอาหารเหลว

โดยอาศยัเครือ่งเพาะเลีย้งเชือ้อตัโนมตัทิีช่ว่ยลดระยะเวลาในการเจรญิของเชือ้จากตวัอยา่งทีใ่หผ้ลบวก นอกจากน้ี เพือ่เพิม่

ความไวและความจ�าเพาะ รวมถงึระยะเวลาในการตรวจวนิิจฉัย เทคนิคทางชวีโมเลกุลอื่นๆ จงึไดร้บัการพฒันาขึน้ เช่น 

การใช ้ GeneXpert MTB/RIF assay การใช ้ Line probe assay รวมถงึการตรวจหาโปรตนีของเชือ้จากปสัสาวะ เรว็ๆ น้ี

มรีายงานการใชช้ดุตรวจทีอ่าศยัเทคนิค IMS-PCR-CTPP ซึง่เป็นการใชอ้นุภาคแมเ่หลก็ทีเ่คลอืบดว้ยแอนตบิอดจี�าเพาะกบั

เชือ้ในกลุม่ Mycobacterium เพือ่เพิม่โอกาสในการจบักบัเชือ้ในสิง่สง่ตรวจ ก่อนน�าไปตรวจพสิจูน์เชือ้ดว้ยวธิ ี PCR-CTPP ที่

มคีวามจ�าเพาะกบัยนีเป้าหมาย lepB วธิน้ีีแตกต่างจากเทคนิคทีม่รีายงานมาก่อน เพราะสามารถระบุการตดิเชือ้ MTBC และ 

Mycobacterium bovis ไดใ้นคราวเดยีวกนั จะเหน็ไดว้่าวธิกีารทีใ่ชใ้นการวนิิจฉยัวณัโรคในปจัจุบนันัน้มคีวามหลากหลาย 

มขีอ้ด ี และขอ้จ�ากดัทีแ่ตกต่างกนัออกไป ดงันัน้การประยกุตใ์ชว้ธิมีาตรฐานรว่มกบัเทคนิคการตรวจวนิิจฉยัแบบใหมจ่ะชว่ย

เพิม่ความถูกต้อง และลดระยะเวลาในการวนิิจฉัยวณัโรคได้อย่างมาก ซึ่งถือเป็นหวัใจส�าคญัในการรกัษาผู้ป่วย และ

การควบคมุวณัโรคอยา่งมปีระสทิธภิาพ
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การวนิิจฉยัวณัโรคระยะลุกลาม (active tuberculosis)  

เป็นสิง่ทีม่คีวามส�าคญัเป็นอยา่งมาก กลา่วคอื หากมกีารวนิิจฉยั

ผูป้่วยวณัโรคทีถู่กตอ้งและรวดเรว็ จะท�าใหก้ารรกัษาเป็นไป

อยา่งมปีระสทิธภิาพ และสามารถควบคมุการแพรก่ระจายของ

โรคได ้

ในการวนิิจฉยัผูป้ว่ยทีต่ดิเชือ้วณัโรคนัน้ ตอ้งพจิารณา

หลายปจัจยัรว่มกนั2 เชน่

 •  ภาวะเสีย่งในการตดิเชือ้ เชน่ ผูส้งูอาย ุ ผูท้ีใ่กลช้ดิ 

กบัผูป้ว่ยวณัโรค ผูต้ดิเชือ้เอดส ์ผูไ้ดร้บัยากดภมูคิุม้กนั 

(immunosuppression) เชน่ ผูป้ว่ยโรคมะเรง็ชนิด

ต่างๆ ผูป้่วยไตวายระยะสุดทา้ย ผูป้่วยเบาหวาน 

ซึง่เป็นกลุ่มบุคคลทีม่โีอกาสตดิเชือ้วณัโรคมากกวา่

คนทัว่ไปทีม่รีา่งกายแขง็แรง

 •  อาการแสดง เชน่ อาการไอเรือ้รงั น�า้หนกัลด ออ่นเพลยี

 •  ผลเอก็ซเรยป์อด (chest X-ray) ในผูป้ว่ยวณัโรคปอด 

สามารถพบรอยโรคเป็นฝ้าขาวบรเิวณปอด

 •  ผลการตรวจทางจุลชีววิทยา (microbiologic 

examination) ประกอบด้วย ผลการย้อมเสมหะ

ดว้ยสทีนกรด (acid fast stain) เชือ้วณัโรคตดิสแีดง 

เป็นรูปแท่ง ผลการเพาะเลี้ยงเชื้อ (culture) และ

การทดสอบความไวของเชื้อวณัโรคต่อยารกัษา

วณัโรค (drug susceptibility testing)

 •  ผลการตรวจผวิหนัง (tubulin skin test) ซึ่งเป็น

ปฏกิริยิาของระบบภูมคิุม้กนัในร่างกายต่อการถูก

กระตุน้ดว้ยเชือ้วณัโรค กล่าวคอื หากบุคคลไดร้บั

เชื้อวัณโรคเข้าสู่ร่างกาย ระบบภูมิคุ้มกันของ

รา่งกายจะมกีารตอบสนองเพือ่ท�าลายเชือ้ รวมไปถงึ 

มกีารพฒันาเซลลท์ีจ่ดจ�าเชือ้วณัโรค (memory T cell) 

เมื่อถูกกระตุ้นด้วยโปรตีน puri f ied protein  

derivatives (PPD) ซึง่เป็นโปรตนีทีส่กดัจากเชือ้วณัโรค 

โดยการฉีดเข้าใต้ผิวหนัง จะมีการตอบสนอง 

ของรา่งกายเกดิขึน้เป็นลกัษณะตุม่นูนแดง (induration)  

ตรงบรเิวณทีถ่กูกระตุน้ โดยตอ้งอา่นผลการทดสอบ

ภายในเวลา 48-72 ชัว่โมง ซึง่มเีกณฑว์กิฤตอยูท่ี ่

10 มลิลเิมตร (มม.) (ไมร่วมบรเิวณทีเ่ป็นรอยแดง)  

หากผูท้ดสอบใหผ้ลเสน้ผา่นศนูยก์ลางผวิหนงัทีนู่นหนา

ขนาดมากกวา่ หรอืเทา่กบั 10 มม. ถอืวา่ใหผ้ลบวก 

กบัการทดสอบ ในผูท้ีม่ภีมูคิุม้กนับกพรอ่ง เชน่ ผูป้ว่ย  

HIV หรอืผูท้ีม่ปีระวตัไิดร้บัยากดภมูคิุม้กนัใชเ้กณฑ์

วกิฤตที ่ 5 มม.3 วธิน้ีีอาจใหผ้ลบวกปลอมได ้ หาก

มกีารเกาบรเิวณทีฉ่ดีทดสอบ หรอื มกีารตดิเชือ้ใน

การวินิจฉัยวณัโรค กลุม่ NTM หรอื ผูท้ีเ่คยไดร้บัวคัซนีมาก่อน เป็นตน้ 

วธิน้ีีเป็นเพยีงการทดสอบว่าผู้ป่วยเคยได้รบัเชื้อ

วณัโรคเขา้สูร่า่งกายหรอืไม ่ แต่ไมส่ามารถบอกได้

วา่ผูป้ว่ยก�าลงัอยูใ่นการตดิเชือ้ระยะลุกลามหรอืไม่

ปจัจยัหน่ึงที่มผีลต่อความถูกต้องในการวนิิจฉัยทาง

จลุชวีวทิยา คอื สิง่สง่ตรวจ โดยทีส่ ิง่สง่ตรวจทีนิ่ยมใชส้�าหรบั

การวนิิจฉัยวณัโรค คอื เสมหะ (องคก์ารอนามยัโลกแนะน�า

ให้เก็บในตอนเช้าอย่างน้อย 2 วันติดต่อกัน4) เน่ืองจาก       

วณัโรคพบก่อโรคมากทีป่อด เสมหะทีเ่กบ็ไดค้วรมลีกัษณะเหนียวขน้ 
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ประเภท เชน่ เดก็ หรอืผูท้ีไ่มส่ามารถขบัเสมหะออกมาได ้จงึ
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สมอง หรอื เลอืด เมือ่มกีารตดิเชือ้ในกระแสเลอืด (haematogenous 

TB) เป็นตน้ 

วธิมีาตรฐาน (gold standard) ในปจัจุบนัทีใ่ชใ้นการ

วนิิจฉยัเชือ้วณัโรค ประกอบดว้ย วธิกีารวนิิจฉยัเบือ้งตน้ คอื 

การยอ้มสทีนกรดจากสิง่สง่ตรวจโดยตรง จากนัน้เพาะเลีย้งเชือ้
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การวนิิจฉยั อาศยัคุณสมบตัทิางจุลชวีวทิยาของเชือ้แต่ละตวั

ดว้ยวธิกีารทางชวีเคม ี เพือ่ระบุสายพนัธุข์องเชือ้ก่อโรค และใน

ขัน้สดุทา้ยเป็นการทดสอบความไวของเชือ้ต่อยาทีใ่ชใ้นการรกัษา
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โดยทัว่ไปนิยมทดสอบโดยตรงกบัสิ่งส่งตรวจที่เป็น

เสมหะก่อน เพือ่ชว่ยในการวนิิจฉยัเชือ้วณัโรคเบือ้งตน้ ขัน้ตอนแรก 
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หว่งเขีย่เชือ้ (loop) หรอื ไมท้ีป่ราศจากเชือ้แลว้น�ามาหกัเพือ่

ใหเ้สมหะเกาะตดิด ี เขีย่สิง่สง่ตรวจเสมหะ แลว้น�ามาเกลีย่บน

สไลดท์ีส่ะอาด ปราศจากคราบไขมนัหรอืฝุน่ละอองต่างๆ จากนัน้

ทิง้สไลดใ์หแ้หง้ หว่งเขีย่เชือ้ทีน่�ามาเขีย่เสมหะแลว้ ใหน้�าไป

ท�าให้ปราศจากเชื้อโดยการจุ่มลงในขวดที่บรรจุทรายและ

มกีารเตมิ 70% แอลกอฮอล ์ก่อนน�าไปเผาไฟเพือ่ฆา่เชือ้ หาก

ใชไ้มท้ีป่ราศจากเชือ้มาเขีย่เสมหะสามารถทิง้ลงในถุงขยะตดิเชือ้ 
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ก่อนน�าไปยอ้มสทีนกรด ซึง่แบง่เป็น 2 วธิ ี วธิทีีห่น่ึง เรยีกวา่ 
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การวนิิจฉยัวณัโรคระยะลุกลาม (active tuberculosis)  

เป็นสิง่ทีม่คีวามส�าคญัเป็นอยา่งมาก กลา่วคอื หากมกีารวนิิจฉยั

ผูป้่วยวณัโรคทีถู่กตอ้งและรวดเรว็ จะท�าใหก้ารรกัษาเป็นไป

อยา่งมปีระสทิธภิาพ และสามารถควบคมุการแพรก่ระจายของ

โรคได ้

ในการวนิิจฉยัผูป้ว่ยทีต่ดิเชือ้วณัโรคนัน้ ตอ้งพจิารณา

หลายปจัจยัรว่มกนั2 เชน่

 •  ภาวะเสีย่งในการตดิเชือ้ เชน่ ผูส้งูอาย ุ ผูท้ีใ่กลช้ดิ 

กบัผูป้ว่ยวณัโรค ผูต้ดิเชือ้เอดส ์ผูไ้ดร้บัยากดภมูคิุม้กนั 

(immunosuppression) เชน่ ผูป้ว่ยโรคมะเรง็ชนิด

ต่างๆ ผูป้่วยไตวายระยะสุดทา้ย ผูป้่วยเบาหวาน 

ซึง่เป็นกลุ่มบุคคลทีม่โีอกาสตดิเชือ้วณัโรคมากกวา่

คนทัว่ไปทีม่รีา่งกายแขง็แรง

 •  อาการแสดง เชน่ อาการไอเรือ้รงั น�า้หนกัลด ออ่นเพลยี

 •  ผลเอก็ซเรยป์อด (chest X-ray) ในผูป้ว่ยวณัโรคปอด 

สามารถพบรอยโรคเป็นฝ้าขาวบรเิวณปอด

 •  ผลการตรวจทางจุลชีววิทยา (microbiologic 

examination) ประกอบด้วย ผลการย้อมเสมหะ

ดว้ยสทีนกรด (acid fast stain) เชือ้วณัโรคตดิสแีดง 

เป็นรูปแท่ง ผลการเพาะเลี้ยงเชื้อ (culture) และ

การทดสอบความไวของเชื้อวณัโรคต่อยารกัษา

วณัโรค (drug susceptibility testing)

 •  ผลการตรวจผวิหนัง (tubulin skin test) ซึ่งเป็น

ปฏกิริยิาของระบบภูมคิุม้กนัในร่างกายต่อการถูก

กระตุน้ดว้ยเชือ้วณัโรค กล่าวคอื หากบุคคลไดร้บั

เชื้อวัณโรคเข้าสู่ร่างกาย ระบบภูมิคุ้มกันของ

รา่งกายจะมกีารตอบสนองเพือ่ท�าลายเชือ้ รวมไปถงึ 

มกีารพฒันาเซลลท์ีจ่ดจ�าเชือ้วณัโรค (memory T cell) 

เมื่อถูกกระตุ้นด้วยโปรตีน puri f ied protein  

derivatives (PPD) ซึง่เป็นโปรตนีทีส่กดัจากเชือ้วณัโรค 

โดยการฉีดเข้าใต้ผิวหนัง จะมีการตอบสนอง 

ของรา่งกายเกดิขึน้เป็นลกัษณะตุม่นูนแดง (induration)  

ตรงบรเิวณทีถ่กูกระตุน้ โดยตอ้งอา่นผลการทดสอบ

ภายในเวลา 48-72 ชัว่โมง ซึง่มเีกณฑว์กิฤตอยูท่ี ่

10 มลิลเิมตร (มม.) (ไมร่วมบรเิวณทีเ่ป็นรอยแดง)  

หากผูท้ดสอบใหผ้ลเสน้ผา่นศนูยก์ลางผวิหนงัทีนู่นหนา

ขนาดมากกวา่ หรอืเทา่กบั 10 มม. ถอืวา่ใหผ้ลบวก 

กบัการทดสอบ ในผูท้ีม่ภีมูคิุม้กนับกพรอ่ง เชน่ ผูป้ว่ย  

HIV หรอืผูท้ีม่ปีระวตัไิดร้บัยากดภมูคิุม้กนัใชเ้กณฑ์

วกิฤตที ่ 5 มม.3 วธิน้ีีอาจใหผ้ลบวกปลอมได ้ หาก

มกีารเกาบรเิวณทีฉ่ดีทดสอบ หรอื มกีารตดิเชือ้ใน

การวินิจฉัยวณัโรค กลุม่ NTM หรอื ผูท้ีเ่คยไดร้บัวคัซนีมาก่อน เป็นตน้ 

วธิน้ีีเป็นเพยีงการทดสอบว่าผู้ป่วยเคยได้รบัเชื้อ

วณัโรคเขา้สูร่า่งกายหรอืไม ่ แต่ไมส่ามารถบอกได้

วา่ผูป้ว่ยก�าลงัอยูใ่นการตดิเชือ้ระยะลุกลามหรอืไม่

ปจัจยัหน่ึงที่มผีลต่อความถูกต้องในการวนิิจฉัยทาง

จลุชวีวทิยา คอื สิง่สง่ตรวจ โดยทีส่ ิง่สง่ตรวจทีนิ่ยมใชส้�าหรบั

การวนิิจฉัยวณัโรค คอื เสมหะ (องคก์ารอนามยัโลกแนะน�า

ให้เก็บในตอนเช้าอย่างน้อย 2 วันติดต่อกัน4) เน่ืองจาก       

วณัโรคพบก่อโรคมากทีป่อด เสมหะทีเ่กบ็ไดค้วรมลีกัษณะเหนียวขน้ 

ไมม่นี�้าลายปน แต่มกัพบปญัหาการเกบ็เสมหะในผูป้ว่ยบาง

ประเภท เชน่ เดก็ หรอืผูท้ีไ่มส่ามารถขบัเสมหะออกมาได ้จงึ

อาจมกีารใชน้�้าลา้งปอด (bronchoalveolar lavage) หรอื น�้า

ในเยือ่หุม้ปอด (pleural effusions) แทนเสมหะในผูป้ว่ยกลุม่น้ี  

แต่หากผูป้ว่ยเป็นวณัโรคชนิดนอกปอด อาจมกีารเกบ็สิง่สง่ตรวจ 

จากอวัยวะที่มีการติดเชื้อ เช่น เน้ือเยื่อ เมื่อมีการติดเชื้อ

ในอวยัวะต่างๆ ปสัสาวะ เมื่อมกีารตดิเชื้อในระบบทางเดนิ

ปสัสาวะ น�้าไขสนัหลงั เมือ่มกีารตดิเชือ้ในระบบประสาทหรอื

สมอง หรอื เลอืด เมือ่มกีารตดิเชือ้ในกระแสเลอืด (haematogenous 

TB) เป็นตน้ 

วธิมีาตรฐาน (gold standard) ในปจัจุบนัทีใ่ชใ้นการ

วนิิจฉยัเชือ้วณัโรค ประกอบดว้ย วธิกีารวนิิจฉยัเบือ้งตน้ คอื 

การยอ้มสทีนกรดจากสิง่สง่ตรวจโดยตรง จากนัน้เพาะเลีย้งเชือ้

จากสิง่สง่ตรวจทีไ่ดจ้ากผูท้ีส่งสยัวา่มกีารตดิเชือ้วณัโรค  โดยที่

การวนิิจฉยั อาศยัคุณสมบตัทิางจุลชวีวทิยาของเชือ้แต่ละตวั

ดว้ยวธิกีารทางชวีเคม ี เพือ่ระบุสายพนัธุข์องเชือ้ก่อโรค และใน

ขัน้สดุทา้ยเป็นการทดสอบความไวของเชือ้ต่อยาทีใ่ชใ้นการรกัษา
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โดยทัว่ไปนิยมทดสอบโดยตรงกบัสิ่งส่งตรวจที่เป็น

เสมหะก่อน เพือ่ชว่ยในการวนิิจฉยัเชือ้วณัโรคเบือ้งตน้ ขัน้ตอนแรก 

คอื การเตรยีมสไลดเ์พือ่ใชใ้นการเกลีย่เชือ้ (smear) โดยการใช้

หว่งเขีย่เชือ้ (loop) หรอื ไมท้ีป่ราศจากเชือ้แลว้น�ามาหกัเพือ่

ใหเ้สมหะเกาะตดิด ี เขีย่สิง่สง่ตรวจเสมหะ แลว้น�ามาเกลีย่บน

สไลดท์ีส่ะอาด ปราศจากคราบไขมนัหรอืฝุน่ละอองต่างๆ จากนัน้

ทิง้สไลดใ์หแ้หง้ หว่งเขีย่เชือ้ทีน่�ามาเขีย่เสมหะแลว้ ใหน้�าไป

ท�าให้ปราศจากเชื้อโดยการจุ่มลงในขวดที่บรรจุทรายและ

มกีารเตมิ 70% แอลกอฮอล ์ก่อนน�าไปเผาไฟเพือ่ฆา่เชือ้ หาก

ใชไ้มท้ีป่ราศจากเชือ้มาเขีย่เสมหะสามารถทิง้ลงในถุงขยะตดิเชือ้ 

ก่อนน�าไปเผาเพือ่ฆา่เชือ้เชน่กนั เมือ่สไลดแ์หง้แลว้ น�าสไลด์

ไปผา่นเปลวไฟอยา่งน้อย 2-3 ครัง้เพือ่ตรงึเชือ้ใหต้ดิกบัแผน่สไลด ์

ก่อนน�าไปยอ้มสทีนกรด ซึง่แบง่เป็น 2 วธิ ี วธิทีีห่น่ึง เรยีกวา่ 
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วธิ ีZiehl-Neelsen stain (Z-N stain)5 วธิน้ีี เชือ้ M. tuberculosis 

ในเสมหะถกูยอ้มดว้ยสาร Ziehl Carbolic Fuchsin โดยอาศยั

ความรอ้นเพือ่พาสเีขา้ไปในเซลล ์ วธิทีีส่อง เรยีกวา่ Kinyoun 

stain วธิน้ีีใชส้ชีนิดเดยีวกนั แต่เพิม่ความเขม้ขน้ของสเีป็น 3% 

และไม่ใชค้วามรอ้น จงึเพิม่ความปลอดภยั ทัง้สองวธิเีริม่ตน้

จากการยอ้มเชือ้ดว้ยส ี Carbol fuchsin เชือ้ทีอ่ยูบ่นสไลดจ์ะ

ตดิสแีดงในขัน้ตอนน้ี จากนัน้ลา้งสอีอกดว้ย 3% acid alcohol  

(กรดไฮโดรคลอลิก 3 มิลลิลิตรใน absolute ethanol 97 

มลิลลิติร) เชือ้ในกลุม่ Mycobacterium มผีนงัเซลลท์ีห่นากวา่

แบคทเีรยีแกรมบวกทัว่ไป จงึมคีณุสมบตัทินกรดท�าใหส้ไีมถ่กู

ชะออกไปหลงัการเตมิกรด แตกต่างจากแบคทเีรยีในกลุม่ทีไ่ม่

ทนกรด สแีดงของ carbol fuchsin จะหลดุออกจากตวัเชือ้ หลงั

จากนัน้เตมิส ี methylene blue ทีม่สีนี�้าเงนิลงไป เชือ้ในกลุม่ 

Mycobacterium มสีขีอง carbol fuchsin อยู่แล้วจงึไม่ตดิส ี

methylene blue สว่นแบคทเีรยีในกลุม่ทีไ่มท่นกรดจะรบัเอาส ี

Table 1  Summary of advantages and limitations of methods developed for tuberculosis detection.

AFB count                                             Report

No AFB in at least 100 fields 0 / negative

1-9 AFB in 100 fields number count

10-99 AFB in 100 fields +

1-10 AFB per field (at least 50 fields) ++

>10 AFB per field (at least 20 fields) +++

methylene blue เขา้ไปในเซลล ์ท�าใหต้วัเชือ้ตดิสนี�้าเงนิ ลา้งสี

สว่นเกนิออก ทิง้สไลดใ์หแ้หง้แลว้สอ่งดภูายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์

ก�าลงัขยาย 1,000 เท่า นับจ�านวนเซลล์ที่มรีูปร่างเป็นแท่ง 

ตดิสแีดง และแปลผลตามมาตรฐานขององคก์ารอนามยัโลก

และ International Union Against Tuberculosis and Lung 

Disease (IUATLD)6 ดงัน้ี

Methods Advantages Limitations

AFB stain Simple, rapid, cheap, aviable for all 

laboratory 

Low sensitivity, unable to differentiate 

between MTBC, NTM, live and dead cell 

Culture Standard method, allowing phenotypic 

DST determination

Time consuming, BSL3 requirement

Biochemical test Standard method, cheap Time consuming, controvesy results, 

BSL3 requirement

Fluorochrome stain Increased sensitivity compared to AFB 

stain

Fluorescence microscope and technician 

skill requirement, expensive 

Automated liquid culture system Decreased labor and time for positive 

culture report, increased specificity and 

sensitivity, allowing DST determination

Expensive, restricted culture media and 

instrument, problem with biological and 

radioactive waste management

GeneXpert MTB/RIF assay High sensitivity and specificity, RIF 

susceptibility, safe, rapid,  approved by 

WHO

Requirement of specifically imported 

instrument and reagents, expensive and 

unaffordable in some countries

Line probe assay High specificity and sensitivity, allowing 

species identification and/ or genotypic 

DST  determination

Complexicity, requirement of technician 

skill for interpretation, specifically imported 

instrument and reagents, expensive

LAMP test Rapid, high specificity and sensitivity Requirement of special designed specific 

primer and thermostabilizer 
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culture report, high sensitivity and specificity, 
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Methods Advantages Limitations

IGRA’s Potential identification of latent TB Expensive, inefficient to diiferentiate 

between active and latent TB, unsuitable 

for treatment monitoring

Urinary LAM Feasible sample collection in both children 

and adult, rapid, no need BSL3

Low sensitivity

Flow cytometry Accuracy, rapid Requirement of technician skill, BSL3 

and specifically imported instrument and 

reagent, expensive  

Mycobacteriophage Assay Rapid, allowing DST determination Requirement of technician skill, BSL3, 

and cell culture

IMS-CTPP High sensititvity and specificity, allowing 

simultaneous detection and identification 

of MTBC and M. bovis infection

Requirement of Thermocycler and post 

PCR assay

MALDI-TOF Rapid and high accuracy Requirement of update database and 

specifically imported instrument and 

reagent, expensive  

Table 1  Summary of advantages and limitations of methods developed for tuberculosis detection. (continued)

ขอ้ดขีองการยอ้มสทีนกรด คอื เป็นวธิทีีม่คีวามรวดเรว็ 

ง่าย ราคาประหยัด และไม่ต้องอาศัยอุปกรณ์ชนิดพิเศษ 

มคีวามจ�าเพาะสงูถงึ 98% แต่ขอ้เสยี คอื มคีวามไวต�่า ตอ้งมี

ปรมิาณเชื้อ 5,000-10,000 ตวัในปรมิาณเสมหะ 1 มลิลลิติร 

จงึจะใหผ้ลบวก7 วธิน้ีีไมส่ามารถแยกเชือ้ทีม่ชีวีติออกจากเชือ้

ทีไ่มม่ชีวีติได ้ นอกจากน้ี ยงัพบวา่มเีชือ้อืน่ๆ ทีส่ามารถใหผ้ล

บวกดว้ยการยอ้มสทีนกรด เชน่ เชือ้ในกลุม่ NTM, Nocardia 

และ Rhodococcus equi เป็นตน้ ในบางกรณ ีเชน่ ผูป้ว่ยเดก็ 

ผูส้งูอายุ หรอืผูป้ว่ยบางรายทีไ่มส่ามารถขบัเสมหะออกมาได ้

จะท�าใหไ้มส่ามารถท�าการวนิิจฉยัเบือ้งตน้ดว้ยวธิน้ีีได ้ จงึอาจ

ใชน้�้าลา้งปอดเป็นตวัอยา่งสง่ตรวจแทน โดย decontaminate 

และยอ้มสเีชน่เดยีวกบัตวัอยา่งทีเ่ป็นเสมหะ
 

2. การเพาะเลีย้งเช้ือและการระบชุนิดและสายพนัธุข์องเช้ือ 

(culture and identification) 

การเพาะเลีย้งเชือ้ M. tuberculosis มวีตัถุประสงคเ์พือ่

ยนืยนัว่ามเีชือ้วณัโรคอยู่ในสิง่ส่งตรวจจรงิ และเพื่อใหไ้ดเ้ชือ้

วณัโรคส�าหรบัทดสอบหาความไวต่อยาทีใ่ชใ้นการรกัษา เมื่อ

เกบ็เสมหะจากผูป้ว่ยไดแ้ลว้ เตรยีมสไลดส์�าหรบัยอ้มสทีนกรด

ดงักลา่วขา้งตน้ เสมหะทีเ่หลอืน�าเขา้สูข่ ัน้ตอน decontamination 

เน่ืองจากในตวัอยา่งเสมหะมกัพบการปนเป้ือนของเชือ้ประจ�าถิน่ 

(normal flora) ในระบบทางเดนิหายใจปนอยูก่บัเชือ้ทีเ่ป็นสาเหตุ

ในการเกดิโรควณัโรคซึง่มอีตัราการเจรญิเตบิโตทีช่า้กวา่เชือ้ที่

เป็นเชื้อประจ�าถิ่น การ decontamination จึงเป็นการลด

การปนเป้ือนของเชือ้ประจ�าถิน่ทีป่นมากบัตวัอยา่งเสมหะ มขี ัน้ตอน

ดงัน้ี

1.   ละลายเสมหะด้วยสาร N-acetyl-L-cysteine ซึ่ง

สามารถท�าลายเยื่อเมอืกต่างๆ ที่ปนมากบัเสมหะ 

จงึช่วยลดความหนืดและเหนียวขน้ของเสมหะ และ 

Decontamination ดว้ย 4% โซเดยีมไฮดรอกไซด ์

(NaOH) เพื่อลดการปนเป้ือนของเชื้อประจ�าถิน่ที่

ปนมากบัเสมหะ

2.   ท�าใหเ้ป็นกลาง (neutralization) ดว้ยฟอตเฟสบฟัเฟอร ์

(phosphate buffer) หรอืน�้าทีป่ราศจากเชือ้ (sterile  

water) เพือ่เปลีย่นสภาวะของเสมหะจากดา่งใหเ้ป็นกลาง

3.   ป ัน่ที ่3,000 g อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส นาน 15 นาท ี

โดยต้องมีภาชนะใส่หลอดทดลองที่มีฝาปิดสนิท 

เพือ่ป ัน่ใหเ้ชือ้ตกลงมาอยูบ่รเิวณกน้หลอด แยกสว่นที่

เป็นตะกอน (sediment) ออกจากส่วนที่เป็นน�้ า 

(supernatant) และเกบ็สว่นทีเ่ป็นตะกอนไว ้

4.   ทดสอบตะกอนที่เก็บได้ ด้วยการย้อมสีทนกรด 

การเพาะเลีย้งเชือ้ และการทดสอบความไวต่อยาต่อไป 
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Methods Advantages Limitations

IGRA’s Potential identification of latent TB Expensive, inefficient to diiferentiate 

between active and latent TB, unsuitable 

for treatment monitoring

Urinary LAM Feasible sample collection in both children 

and adult, rapid, no need BSL3

Low sensitivity

Flow cytometry Accuracy, rapid Requirement of technician skill, BSL3 

and specifically imported instrument and 

reagent, expensive  

Mycobacteriophage Assay Rapid, allowing DST determination Requirement of technician skill, BSL3, 

and cell culture

IMS-CTPP High sensititvity and specificity, allowing 

simultaneous detection and identification 

of MTBC and M. bovis infection

Requirement of Thermocycler and post 

PCR assay

MALDI-TOF Rapid and high accuracy Requirement of update database and 

specifically imported instrument and 

reagent, expensive  

Table 1  Summary of advantages and limitations of methods developed for tuberculosis detection. (continued)
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 เชื้อ M. tuberculosis สามารถเจริญได้ในอาหาร

เลี้ ย ง เชื้ อหลายช นิด  ทั ้ง แบบที่ ผ สมไข่  เ ช่ น  อ าหาร 

Lowenstein-Jensen (LJ medium), Ogawa หรือ ผสม

สารอาหารพเิศษ เชน่ Middlebrook เพือ่ชว่ยการเจรญิเตบิโต

ของเชือ้ในกลุม่ Mycobacteria ซึง่เป็นเชือ้ทีเ่จรญิชา้ อาหารที่

ใชเ้พาะเลีย้งเชือ้วณัโรคมทีัง้แบบอาหารแขง็ และอาหารเหลว 

แมเ้ชือ้วณัโรคสามารถเจรญิในอาหารเหลวไดด้กีวา่แต่มอีตัรา

การปนเป้ือนสงูกวา่การเพาะเชือ้ในอาหารแขง็ เมือ่เพาะเลีย้งเชือ้

ที่ 35-37 องศาเซลเซยีส เชื้อ M. tuberculosis จะสามารถ

สงัเกตเหน็โคโลนีไดภ้ายในประมาณ 4-8 สปัดาห ์ ลกัษณะโคโลนี 

ของเชื้อในกลุ่ม MTBC แตกต่างจากแบคทีเรียทัว่ไป คือ 

ลกัษณะโคโลนีมผีวิขรุขระ คลา้ยดอกกะหล�่า สขีาวครมี หาก

เป็นเชือ้ในกลุ่ม NTM จะมบีางสายพนัธุท์ีต่อ้งการอุณหภูมทิี่

เหมาะสมส�าหรบัการเจรญิเตบิโตในชว่ง 25-37 องศาเซลเซยีส 

ซึง่จะพบโคโลนีผวิเรยีบ เป็นมนัวาว มสีเีหลอืง สสีม้ (Figure 1) 

ข้อดีของวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ คือ มีความจ�าเพาะสูงถึง 

99% และมคีวามไวมากกว่าการย้อมสทีนกรด สามารถให้

ผลบวก คอื พบการเจรญิเตบิโตของเชือ้ไดห้ากในสิง่สง่ตรวจ

มปีรมิาณเชือ้ที ่10-100 ตวัในปรมิาตรเสมหะ 1 มลิลลิติร7 วธิี

น้ีสามารถใช้ในการหาความไวต่อยาที่ใช้ในการรักษาเชื้อ

วณัโรค แต่วธิกีารเพาะเลีย้งเชือ้ยงัมขีอ้จ�ากดัเน่ืองจากเป็น

วธิทีีต่อ้งใชแ้รงงาน ใชร้ะยะเวลาคอ่นขา้งนาน เน่ืองจากเชือ้มกีาร

เจรญิเตบิโตชา้ และใชห้อ้งปฎบิตักิารทีม่รีะบบความปลอดภยั                         

3. การระบชุนิดและสายพนัธุข์องเช้ือ (identification) 

หลงัจากทีเ่พาะเลี้ยงเชือ้จนสามารถสงัเกตเหน็โคโลนี

ของเชื้อขึ้นด้วยตาเปล่าแล้ว เบื้องต้นสามารถระบุชนิด

ของเชื้อ M. tuberculosis ไดจ้ากการสงัเกตระยะเวลาทีใ่ช้

ในการเจรญิเตบิโต การสรา้งเมด็ส ี และลกัษณะโคโลนีทาง

กายภาพ กลา่วคอื เชือ้ M. tuberculosis เจรญิชา้กวา่ 7 วนั 

อยูใ่นชว่ง 4-8 สปัดาห ์ ลกัษณะโคโลนีมผีวิขรขุระ คลา้ยดอก

กะหล�่า สขีาวครมีคล้ายฟางขา้ว เมื่อขูดโคโลนีมายอ้มสทีน

กรดมกัหลุดงา่ย เป็นกอ้น แตกตวัยาก ตดิสแีดงรปูรา่งแทง่ 

โคง้เลก็น้อย ในขณะทีเ่ชือ้ในกลุ่ม NTM บางสายพนัธุม์กีาร

เจรญิเตบิโตภายใน 7 วนั บางสายพนัธุ์ใช้เวลาในการเจรญิ

มากกวา่ 7 วนั นอกจากนัน้ เชือ้ในกลุม่ NTM มกัมผีวิโคโลนี

เรยีบ เป็นมนัวาว มสีเีหลอืงเขม้ หรอืสสีม้ แต่วธิน้ีีตอ้งอาศยั

ความสามารถ ความช�านาญ และประสบการณ์ของผูป้ฏบิตังิาน 

ดงันัน้ จงึต้องมกีารแยกเชื้อชนิดหรอืสายพนัธุ์ของเชื้อจาก

ลกัษณะทางชวีเคม ี ชวีเคมทีี่นิยมใช้ในการแยกเชื้อในกลุ่ม 

Mycobacteria ไดแ้ก่

1.  Niacin  (Nicotinic acid)8 

       Niacin เป็นสารประกอบที่เกิดจากการเกิด 

เมแทบอลิซึมในเซลล์ของเชื้อทุกตัวในกลุ่ม 

Mycobacteria มเีพยีงบางชนิดของเชื้อในกลุ่ม 

Mycobacteria เทา่นัน้ทีม่คีวามสามารถในการใช้

เอนไซมเ์พือ่เปลีย่น niacin ใหเ้ป็น nicotinamide 

adenine dinucleotide (NAD) เชือ้ M. tuberculosis 

ขาดคุณสมบตัน้ีิจงึเกดิการสะสมของ niacin อยู่

ในอาหารทีใ่ชเ้ลีย้งเชือ้ เมือ่ทดสอบกบัสาร aniline 

และ cyanogen bromide จะเกดิสเีหลอืง (ผลบวก) 

ขึน้กบัน�้ายาที่ใช้ทดสอบ พบว่า 98% ของเชื้อ 

M. tuberculosis ใหผ้ลบวก และเมือ่ทดสอบกบั

เชื้อในกลุ่ม NTM ทุกตัวจะ ให้ผลลบ ยกเว้น 

Mycobacterium simiae

2.  Nitrate reduction9  

        เชื้อในกลุ่ม Mycobacteria มีเอนไซม์ที่ชื่อว่า 

nitroreductase ทีเ่ปลีย่น nitrate เป็น nitrite จงึ

สามารถพบสาร nitrite อยู่ในอาหารเลีย้งเชือ้ได ้

ทดสอบโดยเติมสาร su l fan i lamide และ  

n-naphthylethylendiamine  จะเกดิสารประกอบ 
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M .  b o v i s  มัก ให้ผลบวกอ่ อนๆ  ในขณะที ่ 
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 3. การทดสอบ Catalase12

        เชื้อในกลุ่ม Mycobacteria มเีอนไซม์ catalase 

ซึ่งสามารถเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์

(H2O2) เป็น น�้า (H2O) และก๊าซออกซเิจน (O2) 

ได ้แบง่เป็น 2 วธิ ีคอื

        3.1  Semiquantitative catalase test เป็นการ

ตรวจหาเอนไซม์ catalase ที่อุณหภูม ิ 

37 องศาเซลเซยีส โดยหลกัการคอื เชือ้ในกลุม่  

Mycobacteria มีเอนไซม์ catalase ที ่

มีความสามารถท�าให้เกิดปริมาณก๊าซ

ออกซเิจนไดแ้ตกต่างกนั โดยเฉพาะเชือ้พวก 

M. tuberculosis, M. marinum, M. avium, 

M. xenopi และ M. gastri ท�าใหเ้กดิก๊าซ

ออกซเิจนไดน้้อยกวา่ 45 มม. แตกต่างจาก  

M. kansans i i ,  M.  s im iae  และกลุ่ม  

Sco t o c h r omogen s  ทั ้ง หมด  กลุ่ ม 

nonphotochromogenic ทีไ่มก่่อโรค รวมถงึ 

กลุม่ rapid growers mycobacteria ทีใ่ห้

ปริมาณก๊าซออกซิเจนมากกว่า 45 มม. 

การทดสอบน้ีใช ้ 30% H2O2 และวดัความสงู

ของก๊าซออกซิเจนที่เกิดขึ้นจากผิวหน้า

อาหารเลีย้งเชือ้ในหน่วยมลิลเิมตร

        3.2  Heat labile catalase test หลกัการคอื  

Mycobacteria บางตวั เชน่ M. tuberculosis,  

M. bovis, M. gastri และ M. haemophilum  

จะสญูเสยีคณุสมบตัขิองเอนไซม ์ catalase  

เมือ่ถกูความรอ้นทีอุ่ณหภมู ิ68 องศาเซลเซยีส 

เป็นเวลา 20 นาท ี แตกต่างกบัเชือ้ในกลุม่  

Mycobacteria ตวัอืน่  ๆทีส่ามารถคงคณุสมบตัิ

ของเอนไซม ์ catalase เมื่อถูกความรอ้น 

ทีอุ่ณหภมูเิดยีวกนั การทดสอบน้ีใช ้ 30% 

H2O2 เช่นเดียวกับ semiquantitative 

catalase test แต่ตอ้งมกีารบม่เชือ้ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ

68 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 20 นาท ีก่อน

ทดสอบกบัน�้ายา 30% H2O2 แล้วสงัเกต

ฟองก๊าซออกซเิจนทีเ่กดิขึน้

4. Para-nitrobenzoic acid (PNB)13   

           เป็นการทดสอบอยา่งงา่ย เพือ่ใชแ้ยกเชือ้ในกลุม่  

MTBC ออกจาก NTM โดยเพาะเลี้ยงเชื้อ 

Mycobacteria ลงบนอาหาร Middle brook 7H10 

ทีผ่สม PNB ความเขม้ขน้ 500 µg/mL เชือ้ในกลุม่ 

MTBC ไมส่ามารถเจรญิเตบิโตในอาหารทีม่กีารผสม 

PNB ในขณะทีเ่ชือ้กลุม่ NTM สามารถเจรญิได ้

อยา่งไรกต็าม มรีายงานวา่เชือ้ M. gastri และ 

M. kansasii และ M. marinum บางสายพนัธุไ์ม่

สามารถเจรญิไดใ้นอาหารทีม่ ีPNB14

5.  Tween 80 hydrolysis15 

           เป็นการตรวจหาเอนไซม์ lipase ซึ่งสามารถ

ย่อย oleic acid จาก Tween 80 และเปลีย่นสี

ของ indicator (neutral red) จากสเีหลอืงสม้ไป

เป็นสชีมพแูดง ดงันัน้ หากใหผ้ลบวกจะสงัเกต

อาหารเลีย้งเชือ้เปลีย่นเป็นสแีดง ภายใน 5-10 วนั 

หลังจากบ่มเชื้อไว้ใน Tween 80 ที่อุณหภูม ิ

37 องศาเซลเซยีส ในสภาวะทีม่ ี5-10% CO2 วธิน้ีีใช้

แยกเชือ้ในกลุม่ slow growing Mycobacterium 

(Scotochromogen) M. gordonae ซึง่ใหผ้ลบวก 

ออกจาก M. scrofulaceum ทีใ่หผ้ลลบ และยงั

สามารถแยกเชือ้ M. kansasii ทีจ่ะใหผ้ลบวก

ภายใน 24 ชัว่โมงไดอ้กีดว้ย

6.  Arylsulfatase16  

         Arylsulfatase เป็นเอนไซม์ที่พบได้ในเชื้อ 

Mycobacteria เกือบทุกสายพนัธุ์ เอนไซม์น้ี

จะยอ่ย phenolphthalein disulfite ใหเ้ป็น free 

phenolphthalein ซึ่งท�าปฏกิริยิากบั sodium  

bicarbonate (Na2CO3) เกดิเป็นสชีมพแูดงใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ โดยบ่มไว้เป็นเวลา 3 วัน  

(ส�าหรบักลุม่ rapid grower เชน่ M. fortuitum 

M. chelonae) หรอื 14 วนั (ส�าหรบักลุม่ slow 

grower เช่น M. marinum M. szulgai) ที่

อุณหภมู ิ35-37 องศาเซลเซยีส ในสภาวะทีไ่มม่ ี

CO2 หากอาหารปรากฏสชีมพแูสดงวา่ใหผ้ลบวกใน

การทดสอบ เชือ้ในกลุม่ MTBC จะไมม่เีอนไซม ์

Arylsulfatase 
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7. Urease17 

         เป็นการตรวจหาเอนไซม ์ urease ทีส่รา้งจากเชือ้ 

เอนไซม ์urease ยอ่ย urea เป็น ammonia และ 

carbon dioxide ทดสอบโดยบม่ตวัเชือ้กบั urea  

broth เป็นเวลา 7 วนั ทีอุ่ณหภมู ิ35-37 องศาเซลเซยีส 

ในสภาวะทีไ่มม่ ีCO2 ในอาหารทีม่ ี phenol red 

เป็น pH indicator ในสภาวะทีอ่าหารเลีย้งเชือ้

มีสภาวะเป็นกรดจะท�าให้สีของ phenol red 

เปลีย่นเป็นสเีหลอืง แตกต่างจากในสภาวะดา่งที่

จะท�าใหส้ขีอง phenol red มสีชีมพแูดง หากเชือ้

สามารถผลติเอนไซม ์ urease จะยอ่ย urea ใน

อาหารเลีย้งเชือ้เกดิ ammonia ท�าให ้pH สงูขึน้ 

สขีอง phenol red เปลีย่นเป็นสแีดง แสดงวา่ให้

ผลบวก 

8.  Pyrazinamidase18 

       เป็นการตรวจวดัเอนไซม ์pyrazinamidase ทีย่อ่ย  

pyrazinamide เป็น pyrazinoic acid และ 

ammonia การทดสอบท�าโดยบม่เชือ้ไวใ้นอาหาร 

LJ slant ทีม่สีภาวะเป็นกรดเป็นเวลา 4 วนั ที่

อุณหภุม ิ 37 องศาเซลเซยีส หลงัจากครบ 4 วนั 

เตมิ 1% ferric ammonium sulphate และบม่

ไวเ้ป็นเวลา 30 นาท ีจากนัน้อา่นผล หากใหผ้ลบวก 

จะเห็นแถบสีชมพูบริเวณส่วนบนของอาหาร

เลีย้งเชือ้ หากสว่นบนของอาหารเลีย้งเชือ้ยงัคง

ใสใหบ้ม่อาหารดงักลา่วไวท้ี ่ 2-8 องศาเซลเซยีส 

ต่ออกีเป็นเวลา 4 ชัว่โมง และตรวจสอบแถบส ี

สว่นบนของอาหารอกีครัง้ หากยงัใสอยูแ่สดงวา่ผล

การทดสอบเป็นลบ เชือ้ในกลุม่ MTBC สว่นใหญ่

ใหผ้ลเป็นบวก ยกเวน้ M. bovis ซึง่พบรายงาน

การดื้อต่อยา pyrazinamide โดยธรรมชาตอิยู่

แลว้ สว่นเชือ้ในกลุม่ NTM ทีใ่หผ้ลเป็นลบ ไดแ้ก่ 

M. kansasii, M. simiae, M. szulgai, M. gastri   

และทีใ่หผ้ลเป็นบวก ไดแ้ก่  M. marinum, M. avium,  

M. intracellulare, M. xenopi, M. malmoense, 

M. flavescens ดงันัน้จงึสามารถใชผ้ลการทดสอบ 

pyrazinamidase จ�าแนกเชือ้ Mycobacterium 

บางสปีชสี ์ได ้

9.  Iron uptake19 

       เชือ้ Mycobacteria บางสปีชสีส์ามารถดดูซมึเหลก็ 

(iron) จาก ferric ammonium citrate และเปลีย่น

กลายเป็น iron oxide ได ้การทดสอบ iron uptake 

ชว่ยวนิิจฉยัเชือ้ M. fortuitum โดยบม่เชือ้ทีส่งสยั

ไวบ้น LJ slant ที่ผสมสาร ferric ammonium 

c i t r a t e  เ ป็น เ วลา  3  สัปดาห์  ที่ อุณหภูม ิ

28-30 องศาเซลเซยีส  ผลบวกจะเหน็สบีนอาหาร
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อาศยัเวลาในการเจรญิและวธิตีรวจมาตรฐานตามที่ได้กล่าว

ไปแล้วนัน้ ท�าให้การตรวจวินิจฉัยวณัโรคล่าช้า ส่งผลต่อ

การรกัษาและการควบคุมโรค อกีทัง้มคีวามตอ้งการวธิตีรวจ

ใหม่ๆ ทีม่คีวามสะดวก รวดเรว็ สามารถแกไ้ขปญัหาต่างๆ ที่

เกดิจากวธิเีดมิทีใ่ชอ้ยู ่ เชน่ แยก M. tuberculosis จาก NTM 

ได ้ สามารถตรวจวนิิจฉยัในผูต้ดิเชือ้ HIV และผูป้่วยเดก็ได ้

สามารถตรวจการดื้อยาพร้อมกนัในคราวเดยีวและสามารถ

ตรวจในกรณีที่ เ ป็นการติดเชื้อแบบ extrapulmonary 

tuberculosis อกีทัง้วธิเีดมิบางวธินีัน้ไม่สามารถแยกระหว่าง

วณัโรคในระยะลกุลามหรอืวณัโรคในระยะแฝง ซึง่มคีวามส�าคญั

ด้านการป้องกันและควบคุมไม่ให้กลุ่มวณัโรคในระยะแฝง

พฒันาไปเป็นวณัโรคในระยะลุกลามได้22,23 

 ปจัจุบนัจงึมกีารพฒันาวธิกีารตรวจวนิิจฉัยวณัโรคขึน้

มาจ�านวนมากและมหีลกัการแตกต่างกนัไป ดงัต่อไปน้ี

 1.  Fluorochrome stain23 

         เป็นวธิตีรวจคดักรองแบบรวดเรว็เพือ่หา acid-fast 

bacteria (AFB) ในสิง่สง่ตรวจ โดยยอ้มตวัเชือ้ 

Mycobacteria ในเสมหะโดยตรงดว้ยส ี Auramine-O 

หรอื Rhodamine B สจีะเขา้ไปจบักบั mycolic 

acid ของตวัเชือ้ท�าใหต้ดิสเีหลอืงสะทอ้นแสงเมือ่

ดภูายใตก้ลอ้งฟลอูอเรสเซนต ์วธิน้ีีมคีวามไวกวา่

การยอ้มดว้ยวธิมีาตรฐาน Z-N stain แต่ความ

จ�าเพาะเท่ากบัวธิีตรวจด้วยกล้องธรรมดา จึง

ท�าใหว้ธิน้ีีเป็นวธิทีีค่วามถูกตอ้งแมน่ย�าเพิม่มาก

ขึน้และม ี turnaround time สัน้กวา่วธิมีาตรฐาน 

อย่างไรก็ตาม ยงัมขีอ้จ�ากดัที่ต้องอาศยัความ

ช�านาญของผู้ปฏิบัติงานเน่ืองจากไขมันหรือ 

เศษผงอาจติดสคีล้ายตวัเชื้อ นอกจากนัน้ต้อง 

ใชส้ ี และเครือ่งมอืพเิศษ ไดแ้ก่ กลอ้งฟลอูอเรสเซนต ์

ซึ่ งมีราคาแพง และอายุการใช้งานหลอด 

Mercury vapor ทีส่ ัน้ (ประมาณ 200 ชัว่โมง) จงึ

เหมาะกบัหอ้งปฏบิตักิารเฉพาะทางที่วเิคราะห์

สิง่สง่ตรวจเป็นจ�านวนมากและควรมกีารควบคมุ

คณุภาพเพือ่ทดสอบความถกูตอ้ง อยา่งไรกต็าม 

สิ่งส่งตรวจที่ให้ผลบวกด้วยวิธีน้ีควรย้อมซ�้า

ดว้ย carbol fuchsin staining methods เพือ่

ยนืยนัผลบวก  นอกจากน้ีมกีารประยกุตใ์ชก้ลอ้ง 

Light-Emitting Diodes (LEDs) ทีม่รีาคาถกูกวา่

กลอ้งฟลอูอเรสเซนตท์ดแทนได ้ รว่มกบัอายกุาร

ใชง้านของ LEDs ทีม่ากกวา่ 50,000 ชัว่โมง จงึ

วิธีการตรวจวินิจฉัยแบบใหม่ เหมาะสมกับการใช้งานในเขตพื้นที่ห่างไกล 

(peripheral area)24-27 

 2.  Automated liquid culture system 

            เป็นการเพาะเลี้ยงเชื้อดว้ยเครื่องเพาะเลี้ยงเชื้อ

ระบบอตัโนมตั ิอาศยัการตรวจจบัการเจรญิเตบิโต

ของเชื้อภายในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ สามารถ

ศกึษาความไวตอ่ยาของเชือ้ได ้ โดยเปรยีบเทยีบ

การเจรญิของเชือ้ในหลอดทีม่ยีาเทยีบกบัหลอด

ทีไ่มม่ยีา (growth control) ซึง่ไดร้บัการแนะน�า

จากองค์การอนามัยโลกให้เป็นวิธีมาตรฐาน

ส�าหรบัตรวจหาการดือ้ยาของ first line drug10, 27 

และ second line drug28 ระบบเครือ่งเพาะเลีย้ง

เชือ้อตัโนมตัมิหีลกัการทีแ่ตกต่างกนั เชน่ เครือ่ง 

BACTEC 460 system และ BACTEC MGIT 

960 system เป็นตน้ 

   2.1 เครือ่ง BACTEC 460 system 

           เป็นวิธีการเพาะเชื้อในอาหารเหลว

แบบกึง่อตัโินมตั ิ(semi-automated culture  

system) โดยอาศยัหลกัการ Radiometric  

detection ถกูพฒันาขึน้ในปี 1969 โดย  

Deland และ Wagner29 สิง่สง่ตรวจจะ

ถูกฉีดในหลอดเพาะเลี้ยงที่มีอาหาร

เลีย้งเชือ้ชนิดเหลว (Middle brook 7H9 

broth base) ซึง่มสีารกมัมนัตภาพรงัส ี
14C ในรูปของเกลือ palmitate และ 

PANTA ant ib iot ic mixture (P: 

polymyxin B, A: amphotericin B, N: 

nalidixic acid, T: trimethoprim, A:  

azlocillin) ซึง่เป็นสว่นผสมของยาปฏชิวีนะ

ทีใ่ชย้บัยัง้การเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยี

ชนิดอื่นๆ ที่ปนเป้ือนในสิ่งส่งตรวจ  

หากในสิง่สง่ตรวจมเีชือ้ mycobacteria  

เชือ้จะใชเ้กลอื palmitate ในการเจรญิ

เตบิโตและเกดิ decarboxylation กบั 
14C ปล่อย 14CO2 ออกมา30 ตวัเครื่อง

สามารถวดัและแสดงเป็นค่า growth 

index (GI) คา่ GI ทีเ่พิม่ขึน้ แสดงถงึ

อัตราการเติบโตของเชื้อในอาหารที่

เพิม่ขึน้ ขอ้ดขีองการเพาะเลีย้งเชือ้ใน

อาหารเหลวดว้ยเครือ่ง BACTEC 460 

น้ี คอื มคีวามจ�าเพาะ (99.9%) และม ี

ความไว (85.8%) สงูต่อเชือ้ mycobacteria  
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broth base) ซึง่มสีารกมัมนัตภาพรงัส ี
14C ในรูปของเกลือ palmitate และ 

PANTA ant ib iot ic mixture (P: 

polymyxin B, A: amphotericin B, N: 

nalidixic acid, T: trimethoprim, A:  

azlocillin) ซึง่เป็นสว่นผสมของยาปฏชิวีนะ

ทีใ่ชย้บัยัง้การเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยี

ชนิดอื่นๆ ที่ปนเป้ือนในสิ่งส่งตรวจ  

หากในสิง่สง่ตรวจมเีชือ้ mycobacteria  

เชือ้จะใชเ้กลอื palmitate ในการเจรญิ

เตบิโตและเกดิ decarboxylation กบั 
14C ปล่อย 14CO2 ออกมา30 ตวัเครื่อง

สามารถวดัและแสดงเป็นค่า growth 

index (GI) คา่ GI ทีเ่พิม่ขึน้ แสดงถงึ

อัตราการเติบโตของเชื้อในอาหารที่

เพิม่ขึน้ ขอ้ดขีองการเพาะเลีย้งเชือ้ใน

อาหารเหลวดว้ยเครือ่ง BACTEC 460 

น้ี คอื มคีวามจ�าเพาะ (99.9%) และม ี

ความไว (85.8%) สงูต่อเชือ้ mycobacteria  
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สามารถทดสอบ primary isolation  

และทดสอบการดือ้ยา (drug susceptibility  

test) จากสิ่งส่งตรวจได้ (cl inical  

specimen) ใหผ้ลทดสอบรวดเรว็กว่า 

เมื่อเทยีบกบัการเพาะเชื้อด้วย solid  

media (สามารถออกผลภายใน 10 ถงึ 

18 วนั ในขณะทีผ่ลจากการเพาะเลีย้ง

ดว้ย solid media เชน่ LJ medium จะ 

ใชเ้วลา 3 ถงึ 5 สปัดาห)์31 นอกจากน้ี

ด้วยการเพาะเลี้ยงด้วยอาหารเหลว

ยัง เ ป็นประโยชน์ในการวิเคราะห ์ 

Mycobacter ia สายพันธุ์ที่ข ึ้นได้ด ี

ในอาหารเหลว ไดแ้ก่ Mycobacterium  

genavense32 ขอ้ด้อยคอืมรีาคาแพง  

และ เ ป็นอันตรายจากการ ใช้สาร

กมัมนัตภาพรงัส ีรวมทัง้การควบคุม

และก�าจดัขวดเพาะเลีย้งเชือ้ทีผ่่านการ

ใชง้านแลว้

   2.2 เครือ่ง BACTEC MGIT 960 system

              เป็นระบบอัติโนมัติที่พัฒนามาจาก 

BACTEC 460 system โดยใชห้ลกัการ 

non-radiometric technique สิง่สง่ตรวจ

ทัง้จาก pulmonary และ extra-pulmo-

nary tuberculosis (ยกเวน้เลอืด) จะ

ถูกเพาะเลีย้งในหลอด Mycobacteria 

Growth Indicator Tube (MGIT) ซึง่มี

อาหาร Middlebrook 7H9 broth base 

ผสมกบั OADC enrichment (O: oleic acid 

ส�าหรบักระตุน้ metabolic, A: albumin  

ส�าหรบัจบั free fatty acid, D: dextrose  

เป็นแหลง่พลงังาน, C:  catalase ส�าหรบั 

ท�าลาย peroxides ทีเ่กดิขึน้ในอาหาร) 

และ PANTA antibiotic mixture เพือ่

ยับยั ้ง การปนเ ป้ื อนของ เชื้ ออื่ นๆ 

โดยมีสารฟลูออเรสเซนต์ที่ ไว ต่อ 

ออกซิเจน (O2: oxygen-quenched 

fluorochrome) อยู่กน้หลอด เมื่อเชือ้

ใช้ออกซิเจนเพื่อการเจริญเติบโต 

สารฟลอูอเรสเซนตใ์นหลอดจะถกูวดัดว้ย 

sensors (UV transilluminator lamp) 

โดยผลฟลอูอเรสเซนตท์ีไ่ดแ้ปรผนัตรง

กบัปรมิาณของออกซิเจนที่ถูกใช้เพื่อ

การเจรญิเตบิโต ผลการเจรญิของเชือ้

ในหลอดจะถกูวดัทกุๆ 60 นาท ี เมือ่

ค่าการเรอืงแสงถงึเกณฑ์ตามก�าหนด 

แสดงถึงการเพิ่มจ�านวนของเชื้อมี

จ�านวนประมาณ 105 ถงึ 106 CFU/mL 

ภายในหลอด เครือ่งจะสง่สญัญาณเตอืน

เป็นผลบวกจึงสามารถติดตามผลได้

อย่างต่อเน่ืองตัง้แต่ระยะแรกและทุก

ชัว่โมง ท�าใหอ้อกผลทดสอบไดร้วดเรว็

กว่าระบบ BACTEC 460 system 

สามารถใหผ้ลทีร่วดเรว็ภายใน   3-10 วนั  

ลดปญัหาแรงงานเพราะใช้ระบบ

คอมพิวเตอร์ควบคุม และยงัมีความ

จ�าเพาะและความไวสงู (ความจ�าเพาะ

เท่ากับ 99.6% และความไวเท่ากับ 

81.5%31 นอกจากน้ียงัสามารถทดสอบ

การดือ้ยาไดเ้ชน่เดยีวกนั

 3.  Polymerase chain reaction (PCR) & Gene probe

           มหีลกัการเพิม่จ�านวนสารพนัธุกรรมของเชื้อที่

สงสยั (nucleic acid amplification (NAA) assays) 

โดยออกแบบ primer ที่มีความจ�าเพาะกับ 

สารพนัธุกรรม (DNA หรือ RNA) ของเชื้อที่

ตอ้งการตรวจหา เชน่ 16S rDNA ประกอบดว้ย 

3 ขัน้ตอนหลกั คอื ขัน้แรก (denaturation) เป็น 

ขัน้ตอนทีใ่ชอุ้ณหภมูสิงูประมาณ 95-97 องศาเซลเซยีส 

เพือ่แยกสาย DNA ออกจากกนัใหเ้ป็นเสน้เดีย่ว 

ขัน้ตอนที ่2 (annealing) เป็นขัน้ตอนทีใ่ชอุ้ณหภมูิ

ประมาณ 55-65 องศาเซลเซยีส ซึง่เหมาะสมใน

การให ้ primer ไปเกาะทีต่�าแหน่งจ�าเพาะ และ

ขัน้ทีส่าม (extension) เป็นขัน้ตอนทีใ่ชอุ้ณหภมูิ

ประมาณ 70-72 อาศาเซลเซยีส เพือ่ต่อสายของ 

DNA คู่สม ในขัน้ตอนน้ีมกีารใช้เอนไซม์ DNA 

polymerase เป็นตวัชว่ยในปฏกิริยิา ในการท�า 

PCR จะมกีารวนรอบซ�้าของ 3 ขัน้ตอนน้ี จ�านวน

ของผลติภณัฑท์ีเ่กดิขึน้จะเป็นจ�านวน 2n เมือ่ n 

คอืจ�านวนรอบของปฏกิริยิา การตรวจสอบ PCR 

product ทีเ่กดิขึน้ ใชว้ธิ ีgel electrophoresis วธิ ี

PCR น้ีเป็นวธิทีีง่า่ย รวดเรว็ ใชไ้ดด้แีมม้ปีรมิาณ

เชื้ อ น้อย  แ ต่ เ ป็นวิธีที่ต้อ งอาศัย เครื่ อ งมือ 

Thermocycler ซึง่มรีาคาแพง ปจัจุบนัมนีักวจิยั

พฒันาเทคนิคการตรวจหาเชื้อวณัโรคโดยอาศยั

หลกัการน้ี แต่มรีายละเอยีดของวธิกีารทีแ่ตกต่างกนั 
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ยกตวัอยา่งเชน่

     3.1 GeneXpert MTB/RIF assay22, 23, 33 

    เป็นเครือ่งอตัโนมตัใิชห้ลกัการ Real-time 

PCR เชน่เดยีวกบัการท�า PCR แต่มวีธิกีาร

ตรวจหา PCR product ดว้ยสารฟลอูอเรสเซนต ์

และสามารถตรวจหาไดใ้นทนัททีีม่กีารเพิม่

ปรมิาณสารพนัธุกรรมโดยไม่ตอ้งเสยีเวลา

ในการท�า gel electrophoresis วธิน้ีีใชใ้น

การตรวจหาสารพันธุ ก รรมของ เชื้ อ 

M. tuberculosis ในตวัอยา่งไดโ้ดยตรง โดย

ใช ้rpoB เป็นยนีเป้าหมาย ซึง่เป็นยนีทีพ่บ

จ�าเพาะในกลุม่ของเชือ้ MTBC พรอ้มทัง้ยงั 

สามารถตรวจการดือ้ต่อยา RIF ในตวัอยา่งได ้ 

โดยออกแบบ primer เพือ่ตรวจหาการกลายพนัธุ์

บนยนี rpoB ในต�าแหน่งที ่ 81-bp (81-bp 

rifampin resistance-determining region) 

พบว่า 95% ของการดือ้ยา RIF สมัพนัธ ์

กบัการเกดิการกลายพนัธุท์ีต่�าแหน่งดงักลา่ว34 

จากการศกึษาพบวา่ ในสิง่สง่ตรวจทีใ่หผ้ล 

การยอ้มสทีนกรดเป็นบวก (smear positive)  

และใหผ้ลการเพาะเชือ้เป็นบวก การทดสอบ

มคีา่ความไวเทา่กบั 98.2% และในสิง่สง่

ตรวจที่ให้ผลการย้อมสีทนกรดเป็นลบ 

(smear negative) แต่ใหผ้ลการเพาะเชือ้

เป็นบวก การทดสอบมคี่าความไวเท่ากบั 

72.5% มคีา่ความจ�าเพาะเทา่กบั 99.2%35 

ขอ้ดขีองการตรวจดว้ยวธิน้ีี คอื มคีวามไว

และความจ�าเพาะสงู ใชง้านงา่ย เป็นวธิทีี่

มคีวามปลอดภยัต่อผูป้ฏบิตังิานเน่ืองจาก

เป็นระบบปิด กลา่วคอื ผูป้ฏบิตังิานเพยีง

น�าสิง่สง่ตรวจเสมหะทีไ่ดจ้ากผูป้ว่ยมาผสม

กบัน�้ายาทีใ่ชใ้นการย่อยเสมหะ จากนัน้จงึ

น�าไปหยอดลงในตลบัเพื่อทดสอบต่อโดย

อาศยัเครื่องอัตโนมตัิ วิธีน้ีให้ผลรวดเร็ว

ทัง้การวินิจฉัยและผลการดื้อต่อยา RIF 

(สามารถรายงานผลได้ภายใน 2 ชัว่โมง) 

เป็นวธิีที่องค์การอนามยัโลกยอมรบั แต่

อยา่งไรกต็าม วธิน้ีีสามารถตรวจหาการดือ้

ต่อยา RIF ไดเ้พยีงชนิดเดยีวเทา่นัน้ อกี

ทัง้ยงัเป็นวิธีที่ต้องอาศัยเครื่องอัตโนมตัิ

ที่จ�าเป็นต้องได้รบัการบ�ารุงรกัษาและใช้

น�้ ายาเฉพาะซึ่งมีราคาสูงและต้องน�าเข้า

จากต่างประเทศ 

     3.2 Line probe assays 

    เป็นอกีหน่ึงวธิทีีใ่ชต้รวจหาสารพนัธุกรรม

ของเชื้อ M. tuberculosis และตรวจหา

การดือ้ยา โดยใชห้ลกัการของ PCR และ 

hybridization วธิกีารหลกัๆ คอื ขัน้ตอน

แรกเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ 

M. tuberculosis ดว้ยเทคนิค PCR โดยใช ้ 

primer ทีต่ดิฉลากดว้ย biotin (biotinylated  

primer) จากนัน้ น�า PCR product ทีไ่ดไ้ป

ทดสอบกบัแถบทีต่รงึดว้ย probes จ�าเพาะ

ในการตรวจหาสารพันธุกรรมหรือยีนที่

ก�าหนดการดื้อยาของเชื้อด้วยเทคนิค hy-

bridization หากมสีารพนัธกุรรมของเชือ้ใน

สิง่สง่ตรวจ จะมกีารจบัอยา่งจ�าเพาะของ PCR 

product และ probe (hybridization) บนแถบ 

หลงัจากนัน้ตรวจสอบดว้ยวธิ ี colorimetric 

development สงัเกตแถบสทีี่เกดิขึน้และ

แปลผลตามค�าแนะน�าของบรษิทั ตวัอย่าง

ชดุทดสอบทีใ่ชห้ลกัการน้ี ไดแ้ก่ INNO-Li-

PA®kit (Innogenetics, เบลเยีย่ม) และ 

GenoType® assay (Hain Lifescience, 

เยอรมนั) ชดุตรวจ INNO-LiPA® MYCO-

BACTERIA v2 kit สามารถวนิิจฉัยแยก

เชือ้ Mycobacteria ในระดบั สปีชสี ์ ไดด้งัน้ี 

M. tuberculosis complex, M. kansasii, 

M. xenopi, M. gordonae, M. genavense, 

M. simiae, M. marinum and M. ulcerans, 

M. celatum, M. avium-M. intracellulare 

complex (MAIS), M. avium, M. intracellulare, 

M. rofulaceum, M. haemophilum, M. chelonae  

complex, M. fortuitum complex และ  

M. smegmatis ตรวจหายนีในสว่น 16S-23S 

ribosomal rRNA spacer region ของเชือ้36 

นอกจากน้ียงัมชีดุทดสอบ INNO-LiPA Rif.

TB ที่สามารถตรวจวนิิจฉัย MTBC และ

การดื้อยา RIF โดยตรวจหาต�าแหน่ง

การกลายพนัธุบ์นยนี rpoB ไปพรอ้มกนั37 

วิธีน้ีเหมาะส�าหรับการตรวจวินิจฉัยเชื้อ

ทีผ่า่นการเพาะเลี้ยงเชื้อมาแล้ว แต่ยงัไม่

แนะน�าใหใ้ชก้บัสิง่สง่ตรวจโดยตรง ส�าหรบั

ชุดตรวจ GenoType® assay สามารถ
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ยกตวัอยา่งเชน่

     3.1 GeneXpert MTB/RIF assay22, 23, 33 

    เป็นเครือ่งอตัโนมตัใิชห้ลกัการ Real-time 

PCR เชน่เดยีวกบัการท�า PCR แต่มวีธิกีาร

ตรวจหา PCR product ดว้ยสารฟลอูอเรสเซนต ์

และสามารถตรวจหาไดใ้นทนัททีีม่กีารเพิม่

ปรมิาณสารพนัธุกรรมโดยไม่ตอ้งเสยีเวลา

ในการท�า gel electrophoresis วธิน้ีีใชใ้น

การตรวจหาสารพันธุ ก รรมของ เชื้ อ 

M. tuberculosis ในตวัอยา่งไดโ้ดยตรง โดย

ใช ้rpoB เป็นยนีเป้าหมาย ซึง่เป็นยนีทีพ่บ

จ�าเพาะในกลุม่ของเชือ้ MTBC พรอ้มทัง้ยงั 

สามารถตรวจการดือ้ต่อยา RIF ในตวัอยา่งได ้ 

โดยออกแบบ primer เพือ่ตรวจหาการกลายพนัธุ์

บนยนี rpoB ในต�าแหน่งที ่ 81-bp (81-bp 

rifampin resistance-determining region) 

พบว่า 95% ของการดือ้ยา RIF สมัพนัธ ์

กบัการเกดิการกลายพนัธุท์ีต่�าแหน่งดงักลา่ว34 

จากการศกึษาพบวา่ ในสิง่สง่ตรวจทีใ่หผ้ล 

การยอ้มสทีนกรดเป็นบวก (smear positive)  

และใหผ้ลการเพาะเชือ้เป็นบวก การทดสอบ

มคีา่ความไวเทา่กบั 98.2% และในสิง่สง่

ตรวจที่ให้ผลการย้อมสีทนกรดเป็นลบ 

(smear negative) แต่ใหผ้ลการเพาะเชือ้

เป็นบวก การทดสอบมคี่าความไวเท่ากบั 

72.5% มคีา่ความจ�าเพาะเทา่กบั 99.2%35 

ขอ้ดขีองการตรวจดว้ยวธิน้ีี คอื มคีวามไว

และความจ�าเพาะสงู ใชง้านงา่ย เป็นวธิทีี่

มคีวามปลอดภยัต่อผูป้ฏบิตังิานเน่ืองจาก

เป็นระบบปิด กลา่วคอื ผูป้ฏบิตังิานเพยีง

น�าสิง่สง่ตรวจเสมหะทีไ่ดจ้ากผูป้ว่ยมาผสม

กบัน�้ายาทีใ่ชใ้นการย่อยเสมหะ จากนัน้จงึ

น�าไปหยอดลงในตลบัเพื่อทดสอบต่อโดย

อาศยัเครื่องอัตโนมตัิ วิธีน้ีให้ผลรวดเร็ว

ทัง้การวินิจฉัยและผลการดื้อต่อยา RIF 

(สามารถรายงานผลได้ภายใน 2 ชัว่โมง) 

เป็นวธิีที่องค์การอนามยัโลกยอมรบั แต่

อยา่งไรกต็าม วธิน้ีีสามารถตรวจหาการดือ้

ต่อยา RIF ไดเ้พยีงชนิดเดยีวเทา่นัน้ อกี

ทัง้ยงัเป็นวิธีที่ต้องอาศัยเครื่องอัตโนมตัิ

ที่จ�าเป็นต้องได้รบัการบ�ารุงรกัษาและใช้

น�้ ายาเฉพาะซึ่งมีราคาสูงและต้องน�าเข้า

จากต่างประเทศ 

     3.2 Line probe assays 

    เป็นอกีหน่ึงวธิทีีใ่ชต้รวจหาสารพนัธุกรรม

ของเชื้อ M. tuberculosis และตรวจหา

การดือ้ยา โดยใชห้ลกัการของ PCR และ 

hybridization วธิกีารหลกัๆ คอื ขัน้ตอน

แรกเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ 

M. tuberculosis ดว้ยเทคนิค PCR โดยใช ้ 

primer ทีต่ดิฉลากดว้ย biotin (biotinylated  

primer) จากนัน้ น�า PCR product ทีไ่ดไ้ป

ทดสอบกบัแถบทีต่รงึดว้ย probes จ�าเพาะ

ในการตรวจหาสารพันธุกรรมหรือยีนที่

ก�าหนดการดื้อยาของเชื้อด้วยเทคนิค hy-

bridization หากมสีารพนัธกุรรมของเชือ้ใน

สิง่สง่ตรวจ จะมกีารจบัอยา่งจ�าเพาะของ PCR 

product และ probe (hybridization) บนแถบ 

หลงัจากนัน้ตรวจสอบดว้ยวธิ ี colorimetric 

development สงัเกตแถบสทีี่เกดิขึน้และ

แปลผลตามค�าแนะน�าของบรษิทั ตวัอย่าง

ชดุทดสอบทีใ่ชห้ลกัการน้ี ไดแ้ก่ INNO-Li-

PA®kit (Innogenetics, เบลเยีย่ม) และ 

GenoType® assay (Hain Lifescience, 

เยอรมนั) ชดุตรวจ INNO-LiPA® MYCO-

BACTERIA v2 kit สามารถวนิิจฉัยแยก

เชือ้ Mycobacteria ในระดบั สปีชสี ์ ไดด้งัน้ี 

M. tuberculosis complex, M. kansasii, 

M. xenopi, M. gordonae, M. genavense, 

M. simiae, M. marinum and M. ulcerans, 

M. celatum, M. avium-M. intracellulare 

complex (MAIS), M. avium, M. intracellulare, 

M. rofulaceum, M. haemophilum, M. chelonae  

complex, M. fortuitum complex และ  

M. smegmatis ตรวจหายนีในสว่น 16S-23S 

ribosomal rRNA spacer region ของเชือ้36 

นอกจากน้ียงัมชีดุทดสอบ INNO-LiPA Rif.

TB ที่สามารถตรวจวนิิจฉัย MTBC และ

การดื้อยา RIF โดยตรวจหาต�าแหน่ง

การกลายพนัธุบ์นยนี rpoB ไปพรอ้มกนั37 

วิธีน้ีเหมาะส�าหรับการตรวจวินิจฉัยเชื้อ

ทีผ่า่นการเพาะเลี้ยงเชื้อมาแล้ว แต่ยงัไม่

แนะน�าใหใ้ชก้บัสิง่สง่ตรวจโดยตรง ส�าหรบั

ชุดตรวจ GenoType® assay สามารถ
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วเิคราะหแ์ยกเชือ้ MTBC และเชือ้ในกลุม่ NTM 

ได้38 ชดุทดสอบ GenoType® MTBDRplus 

สามารถตรวจหา MTBC ควบคู่ไปกับ

การดือ้ต่อยา RIF และ INH ได ้โดยตรวจ 

หาการกลายพนัธุบ์นยนี rpoB การกลายพนัธุ์

บนยนี katG (สง่ผลใหเ้ชือ้ดือ้ต่อยาในระดบั  

high-level isoniazid resistance) และ  

การกลายพนัธุบ์นยนี inhA (สง่ผลใหเ้ชือ้ดือ้ยา 

ในระดบั low-level isoniazid resistance)  

ชุดตรวจน้ีสามารถใช้ได้กับเชื้อที่ผ่าน

การเพาะเลี้ยงเชื้อมาก่อนรวมถึงจาก 

สิง่สง่ตรวจโดยตรง วธิกีารน้ีไดร้บัการแนะน�า

จากองคก์ารอนามยัโลกใหเ้ป็นวธิมีาตรฐาน

ส�าหรบัตรวจการดือ้ยาของ first line drug10,26 

ซึง่เป็นวธิทีีใ่หผ้ลรวดเรว็ (ใหผ้ลภายใน 3-4 

ชัว่โมง) และยงัมคีวามไว และความจ�าเพาะ

สงูอกีดว้ย (ปรมิาณเชือ้ในเสมหะทีต่รวจพบ

ได ้ 1-10 bacilli/mL) เรว็ๆ น้ี มกีารพฒันา

ชุดตรวจเพือ่ใชว้ธิน้ีีในการทดสอบความไว

ต่อยาในกลุม่ second line drug เชน่ ยาใน

กลุม่ fluoroquinolones, aminoglycoside 

และ cyclic peptide เป็นตน้ อยา่งไรกต็าม 

วธิีน้ีมรีาคาแพง บางชุดทดสอบสามารถ

น�ามาใช้ได้กบัตวัอย่างที่ใหผ้ลบวกในการ

เพาะเชื้อเท่านัน้ และยงัต้องอาศยัความ

ช�านาญของผูป้ฏบิตังิานในการแปลผล 

     3.3  Loop mediated isothermal amplification 

(LAMP)

    เป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพและใช้เวลา

น้อยกวา่เทคนิค PCR อาศยัการเพิม่จ�านวน

ของสารพนัธกุรรมโดยใช ้ primer จ�านวน 6 

เสน้ ทีม่คีวามจ�าเพาะกบั 16S rDNA ใน 6 

ต�าแหน่งของเชือ้วณัโรค ไดแ้ก่ outer primers 

(F3 และ B3), forward inner primer (FIP(F1c 

และ F2)), backward inner primer (BIP(B1 

และ B2c)), และ loop primers (loop F และ  

loop B)39 ร่วมกับเอมไซม์ Bst DNA  

polymerase ทีท่�าหน้าทีแ่ยกสายคูข่อง DNA 

และเตมิ dNTPs ไดท้ีอุ่ณภูมคิงทีร่ะหว่าง     

60-65 องศาเซลเซยีส กระบวนการเพิม่

จ�านวนม ี2 ขัน้ตอนหลกั เริม่ตน้คอื initial และ 

cycling step ขัน้ตอนน้ีจะเกดิการแยกของ

สาย DNA เพือ่ให ้outer และ inner primer 

จะเขา้จบั DNA เป้าหมายอยา่งจ�าเพาะ จาก
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elongation และ recycling ท�าใหส้ามารถ

ดผูลบวกไดด้ว้ยตาเปลา่ หรอืตรวจวดัดว้ย
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จดุเดน่ของวธิกีารน้ีคอื เป็นการเพิม่สารพนัธกุรรม 

ของเชือ้แบบใชอุ้ณหภมูเิดยีว (isothermal) 

จึง เ ป็น เทค นิคที่ ไ ม่ ต้ อ งอาศัย เครื่ อ ง 

Thermocycler นอกจากน้ี ยงัตรวจวดัสาร

พนัธุกรรมที่เกิดขึ้น (PCR product) ได้

หลายวธิ ี ท�าใหว้ธิน้ีีมคีวามไวและความจ�าเพาะ

สงูถงึ 97% และ 99% ตามล�าดบั ใหผ้ล

ตรวจทีร่วดเรว็ (ภายใน 1 ชัว่โมง) และ

สามารถทดสอบจากสิ่งส่งตรวจโดยตรง 

เชน่ เสมหะ มรีายงานวา่ใหผ้ลการทดสอบ

สอดคล้องกับการทดสอบจากการเพาะ

เลีย้งเชือ้39 อยา่งไรกต็าม วธิน้ีียงัตอ้งอาศยั

เครื่องมอืที่สามารถรกัษาอุณหภูมใิห้คงที่

ตลอดการทดสอบ
 

 4.   Microscopic observation broth drug suscepti-

bility (MODS)40 

          อาศัยการสัง เกตการเจริญเติบโตของเชื้อ 

M. tuberculosis กลา่วคอื การเกดิ Micro-colony 

และการสรา้ง cord and tangle formation ที่

จ�าเพาะของเชือ้ M. tuberculosis (Figure 2) ใน 

microtitre plates ทีม่อีาหารเพาะเลีย้งประกอบดว้ย 

Middlebrook 7H9 broth, OADC enrichment 

และ PANTA antibiotic mixture ซึ่งช่วยเพิม่

ความไวและท�าใหเ้ชือ้สามารถเตบิโตไดเ้รว็กว่า

ในอาหารแขง็41  วธิกีาร คอื น�าสิง่สง่ตรวจทีผ่า่น

การ decontaminate แลว้มาเพาะเลีย้งในหลุม

ทดสอบ (24-well plate) ทีป่ระกอบดว้ยหลุมที่

มอีาหารเลี้ยงเชือ้อย่างเดยีวและหลุมทีม่อีาหาร 

เลี้ยงเชื้อผสมยาอยู่ด้วย ได้แก่ RIF และ INH 

ปิดฝา น�าใส่ถุง zip-lock และบ่มที่อุณหภูม ิ 
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หวักลบั สงัเกตการสร้าง cord และ tangle 

formation ทีเ่กดิขึน้ในอาหารเหลว วธิน้ีีสามารถ

ตรวจ M. tuberculosis จากสิง่สง่ตรวจเสมหะใน 

เวลาเฉลีย่ 9 วนั มคีา่ความไวอยูท่ี ่ 92%42 วธิน้ีี

ได้รบัการแนะน�าจากองค์การอนามยัโลกให้ใช้

ในหอ้งปฏบิตักิารมาตรฐานขนาดใหญ่10 มคีวามไว  

98% และความจ�าเพาะ 99% ในการตรวจหา

การดือ้ยา RIF ของเชือ้ M. tuberculosis และมี

ความไว 91% เมื่อตรวจหาการดื้อยา INH แต่ 

มขีอ้เสยีคอื ต้องใช้อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวที่

ตอ้งมกีารเตมิสารอาหารและยาเพิม่ซึง่มรีาคาแพง 

ต้องทดสอบในหอ้งปฏบิตักิารทีม่รีะบบชวีนิภยั

ระดบั 3 (Biosafety level 3: BSL3) และยงัตอ้ง

อาศยัผูป้ฏบิตังิานทีม่คีวามช�านาญในการสงัเกต

ลกัษณะ cord formation จงึท�าใหว้ธิน้ีีไม่ค่อย

นิยมอยา่งใชแ้พรห่ลายมากนกั เป็นทีน่่าสนใจวา่ 

ในปี 2015 ไดม้กีารพฒันาวธิ ีMODS ในรปูแบบ 

อตัโินมตั ิ (Auto-MODS Assay)43 โดยการใช ้ 

2.0-mL screw-cap tubes แทนการใช ้24 well-plate 

เพื่อลดความเสีย่งในการสมัผสัเชื้อและป้องกนั

การปนเป้ือนเชื้ออื่นในการทดสอบ นอกจากน้ี 

ยงัเพิม่การทดสอบทีม่กีารผสมสาร PNB ลงไปใน

อาหารเลีย้งเชือ้เพือ่ใชแ้ยกเชือ้ M. tuberculosis 

และ NTM ออกจากกนั โดย M. tuberculosis ถกู

ยบัยัง้การเจรญิเตบิโตในอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่กีาร

ผสมสารน้ี บนัทกึการสงัเกตการเจรญิของเชื้อ

ดว้ยกลอ้งอตัโนมตัเิพื่อเพิม่ความปลอดภยั และ

ลดการใชแ้รงงานบุคลากรในการอ่านผล วธิน้ีีมี

คา่ความไวและความจ�าเพาะเทา่กบั 95.9% และ 

97.1% ตามล�าดบั

 5. Interferon-gamma release Assays (IGRA’s)23  

          เป็นวธิตีรวจเลอืดเพื่อวนิิจฉัยผูท้ีต่ดิเชือ้วณัโรค

ระยะแฝง (latent tuberculosis infection) หรอื

ผูท้ีส่งสยัวา่เคยมปีระวตัไิดร้บัเชือ้วณัโรค อาศยั

การท�างานของระบบภูมคิุม้กนัของผูต้ดิเชือ้โดย

วดัระดบั interferon-gamma (IFN-γ) ทีห่ลัง่มา

จากเซลลเ์มด็เลอืดขาวชนิด T-cell lymphocyte 

โดยมหีลกัการคอื หากผูท้ีส่งสยัอยู่ในระยะแฝง

หรือเคยมีประวัติได้ร ับเชื้อวัณโรค เมื่อได้ร ับ

การกระตุ้นซ�้าด้วยแอนติเจนจ�าเพาะของเชื้อ 

M. tuberculosis ไดแ้ก่ early secretory antigenic 

target-6 (ESAT-6), culture filtrate protein 10 

(CFP-10), tuberculosis 7.7 antigen44,45 จะม ี

การหลัง่สาร IFN-γ จากลมิโฟซยัทท์ีเ่คยมกีารตอบสนอง 

ต่อเชือ้ จงึช่วยบ่งชีบ้อกวา่ผูป้ว่ยรายน้ีเคยไดร้บั

เชือ้วณัโรคมาก่อนหรอืยูใ่นระยะแฝง ปจัจบุนัมชีดุ 

ส�าเร็จรูปจ�าหน่ายใช้ทดสอบ IGRA’s เช่น 

QuantiFERON®TB Gold Test (Cellestis/

Qiagen, ออสเตรเลยี) และ T-SPOT®.TB Test 

(Oxford Immunotec, องักฤษ) วธิ ีQuantiFER-

ON®TB Gold อาศยัหลกัการ enzyme-linked 

immunosorbent assay กลา่วคอื น�าเลอืดครบ

ส่วนมากระตุ้นการหลัง่ IFN-γ ด้วย ESAT-6, 

CFP-10 และ TB7.7 antigen ป ัน่เก็บส่วนใส

ตรวจวดัปรมิาณ IFN-γ ดว้ยวธิ ีELISA รายงาน

คา่ IFN-γ ในหน่วยของ international units (IU) 

per milliliter (IU/mL) สว่นวธิ ีT-SPOT®.TB อาศยั

หลกัการ enzyme-linked immunosorbent spot 

(ELISPOT) assay น�าเลอืดของผูท้ดสอบมาป ัน่แยก 

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 

และเพาะเลีย้งบน Tissue culture plate ที่

ตดิดว้ย anti- IFN-γ จากนัน้กระตุน้ PBMCs  

ดว้ย ESAT-6 และ CFP-10 antigen และตรวจวดั  

IFN-γ โดยนับ spot-forming cells ทีเ่กดิขึน้  

รายงานผลเป็นจ�านวนของเม็ดเลือดขาวที่

หลัง่ IFN-γ (IFN-γ-producing T cells) ความ

Figure 2.  Acid fast stain of cord formation of Mycobacterium tuber-

culosis under microscope (x100).
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2.0-mL screw-cap tubes แทนการใช ้24 well-plate 

เพื่อลดความเสีย่งในการสมัผสัเชื้อและป้องกนั

การปนเป้ือนเชื้ออื่นในการทดสอบ นอกจากน้ี 

ยงัเพิม่การทดสอบทีม่กีารผสมสาร PNB ลงไปใน

อาหารเลีย้งเชือ้เพือ่ใชแ้ยกเชือ้ M. tuberculosis 

และ NTM ออกจากกนั โดย M. tuberculosis ถกู

ยบัยัง้การเจรญิเตบิโตในอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่กีาร

ผสมสารน้ี บนัทกึการสงัเกตการเจรญิของเชื้อ

ดว้ยกลอ้งอตัโนมตัเิพื่อเพิม่ความปลอดภยั และ

ลดการใชแ้รงงานบุคลากรในการอ่านผล วธิน้ีีมี

คา่ความไวและความจ�าเพาะเทา่กบั 95.9% และ 

97.1% ตามล�าดบั

 5. Interferon-gamma release Assays (IGRA’s)23  

          เป็นวธิตีรวจเลอืดเพื่อวนิิจฉัยผูท้ีต่ดิเชือ้วณัโรค

ระยะแฝง (latent tuberculosis infection) หรอื

ผูท้ีส่งสยัวา่เคยมปีระวตัไิดร้บัเชือ้วณัโรค อาศยั

การท�างานของระบบภูมคิุม้กนัของผูต้ดิเชือ้โดย

วดัระดบั interferon-gamma (IFN-γ) ทีห่ลัง่มา

จากเซลลเ์มด็เลอืดขาวชนิด T-cell lymphocyte 

โดยมหีลกัการคอื หากผูท้ีส่งสยัอยู่ในระยะแฝง

หรือเคยมีประวัติได้ร ับเชื้อวัณโรค เมื่อได้ร ับ

การกระตุ้นซ�้าด้วยแอนติเจนจ�าเพาะของเชื้อ 

M. tuberculosis ไดแ้ก่ early secretory antigenic 

target-6 (ESAT-6), culture filtrate protein 10 

(CFP-10), tuberculosis 7.7 antigen44,45 จะม ี

การหลัง่สาร IFN-γ จากลมิโฟซยัทท์ีเ่คยมกีารตอบสนอง 

ต่อเชือ้ จงึช่วยบ่งชีบ้อกวา่ผูป้ว่ยรายน้ีเคยไดร้บั

เชือ้วณัโรคมาก่อนหรอืยูใ่นระยะแฝง ปจัจบุนัมชีดุ 

ส�าเร็จรูปจ�าหน่ายใช้ทดสอบ IGRA’s เช่น 

QuantiFERON®TB Gold Test (Cellestis/

Qiagen, ออสเตรเลยี) และ T-SPOT®.TB Test 

(Oxford Immunotec, องักฤษ) วธิ ีQuantiFER-

ON®TB Gold อาศยัหลกัการ enzyme-linked 

immunosorbent assay กลา่วคอื น�าเลอืดครบ

ส่วนมากระตุ้นการหลัง่ IFN-γ ด้วย ESAT-6, 

CFP-10 และ TB7.7 antigen ป ัน่เก็บส่วนใส

ตรวจวดัปรมิาณ IFN-γ ดว้ยวธิ ีELISA รายงาน

คา่ IFN-γ ในหน่วยของ international units (IU) 

per milliliter (IU/mL) สว่นวธิ ีT-SPOT®.TB อาศยั

หลกัการ enzyme-linked immunosorbent spot 

(ELISPOT) assay น�าเลอืดของผูท้ดสอบมาป ัน่แยก 

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 

และเพาะเลีย้งบน Tissue culture plate ที่

ตดิดว้ย anti- IFN-γ จากนัน้กระตุน้ PBMCs  

ดว้ย ESAT-6 และ CFP-10 antigen และตรวจวดั  

IFN-γ โดยนับ spot-forming cells ทีเ่กดิขึน้  

รายงานผลเป็นจ�านวนของเม็ดเลือดขาวที่

หลัง่ IFN-γ (IFN-γ-producing T cells) ความ

Figure 2.  Acid fast stain of cord formation of Mycobacterium tuber-

culosis under microscope (x100).
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จ�าเพาะของวธิ ี IGRA’s ต่อการวเิคราะหผ์ูท้ีต่ดิ

เชื้อวณัโรคระยะแฝงมคี่ามากกว่า 95% ความ

ไวของวธิ ี T-SPOT®.TB มคีา่เทา่กบั 90% และ

ของวธิ ี QuantiFERON®TB Gold มคีา่เทา่กบั 

80% แต่หากทดสอบตวัอย่างเลือดเป็นผู้ป่วย

ตดิเชือ้ HIV และเดก็ พบวา่ ความไวของชดุทดสอบ

ลดลง46 ขอ้ดขีองวธิ ี IGRA’s คอื สามารถตดั

ปญัหาผลบวกปลอมจากการได้ร ับวัคซีน 

BCG หรอืการตดิเชือ้ในกลุม่ NTM ได ้ ใหผ้ล

รวดเรว็ภายใน 24-48 ชัว่โมง แต่ไมส่ามารถใช้

แยกความแตกต่างระหว่างผูท้ีม่กีารตดิเชือ้แบบ

ลุกลาม หรอือยู่ในระยะแฝงได้ โดยเฉพาะใน

ประเทศทีพ่บการระบาดของเชือ้สงู ซึง่มกัพบผูป้ว่ย

ระยะแฝงจ�านวนมาก อกีทัง้ไมส่ามารถใชใ้นการ

ตดิตามผลการรกัษาได ้
47 วธิน้ีีเป็นวธิทีีต่อ้งอาศยั

เครือ่งมอืและอุปกรณ์เฉพาะราคาแพง ผูป้ฏบิตังิาน 

ต้องมีความช�านาญ มักใช้เ ป็นการทดสอบ

เพือ่วนิิจฉยัผูท้ีม่คีวามเสีย่งสงูทีจ่ะเกดิโรค นิยม

ตรวจในประเทศทีม่อุีบตักิารณ์ของวณัโรคต�่าถงึ

ปานกลาง เชน่ เพือ่ตรวจคดักรองคนเขา้เมอืง48  

 6.  Urinary lipoarabinomannan (LAM)23 

             อาศยัการตรวจหา Lipoarabinomannan (LAM) 

ซึง่เป็น glycolipid ในสว่นประกอบของผนงัเซลล์

ของเชือ้ในกลุม่ Mycobacteria ทีป่นออกมากบั

ปสัสาวะของผูป้ว่ย LAM เป็น lipopolysaccharide 

ทีถู่กหลัง่ออกมาเป็นปรมิาณมากจาก infected 

alveolar macrophages และจากบรเิวณรอย

โรคในผูป้่วยทีอ่ยู่ในระยะตดิเชื้อ และแพร่เขา้สู ่

กระแสเลือด (systemic circulation) ได้ และ

เน่ืองจากมขีนาดเล็ก (17.3 kD) ใกล้เคยีงกบั 

myoglobin ท�าให้สามารถผ่านระบบปสัสาวะ

ออกมาได ้ นอกจากน้ี LAM ยงัมคีณุสมบตัทิน

ความรอ้น (heat-stable) ท�าใหไ้มส่ลายงา่ยในสิง่

สง่ตรวจจากผูป้ว่ย วธิน้ีีจงึสามารถใชบ้ง่ชีใ้นการ

แยกผูท้ีม่กีารตดิเชือ้แบบลุกลามกบัผูท้ีม่กีารตดิ

เชือ้ในระยะแฝงได ้ ชดุตรวจทีม่กีารวางขายใน

ปจัจบุนั เชน่ Alere Determine™ TB LAM Ag 

test (‘TB LAM’ test, Alere, Waltham, MA) ซึง่

อาศยัหลกัการ lateral flow immunochromato-

graphic assay วธิกีารคอื หยดตวัอยา่งปสัสาวะ

ลงบนแถบทดสอบทีต่ดิฉลากดว้ย anti-LAM ใน

สว่นของ test band หากในปสัสาวะม ีLAM อยู่

ท�าปฏกิริยิาเกดิเป็นแถบสขีึน้เทยีบกบั Reference 

scale card นอกจากน้ียงัมวีธิี MTB ELISA 

(Chemogen Inc, สหรฐัอเมรกิา) และ Clearview(R) 

TB (Inverness, สหราชอาณาจกัร) ซึง่อาศยัหลกั

การ ELISA ในการตรวจหา LAM ในปสัสาวะ แต่

ไม่เป็นทีนิ่ยมเพราะก่อนการทดสอบตอ้งเตรยีม

ปสัสาวะก่อนดว้ยการใหค้วามรอ้น (heating) ที ่

90-100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีและ

ป ัน่ที ่ 10,000 rpm เป็นเวลา 15 นาท ีจงึน�าเอา

สว่น supernatant ไปทดสอบดว้ยวธิ ีELISA วธิี

น้ีเป็นวธิทีีม่คีวามจ�าเพาะคอ่นขา้งสงู (96-100%) 

แต่มคีวามไวต�่า (74-81%)49 ข้อดีของวธิีน้ีคอื 

สามารถใชต้วัอย่างปสัสาวะซึง่เป็นสิง่ส่งตรวจที่

เกบ็งา่ย สะดวกทัง้ในเดก็และผูใ้หญ่ การทดสอบ 

ไมต่อ้งอาศยัผูช้�านาญและไมต่อ้งอาศยัเครือ่งมอื

หรอืตูช้วีนิรภยัในการปฏบิตังิาน มรีาคาถกู ใหผ้ล

ทีร่วดเรว็ นอกจากน้ียงัพบว่าใหผ้ลการทดสอบ

ทีด่ใีนผูต้ดิเชือ้ HIV ทีพ่บรว่มกบัการตดิเชือ้วณัโรค50 

แต่วธิทีีม่คีวามไวต�า่ ไมเ่หมาะส�าหรบัใชใ้นการวนิิจฉยั

ผูต้ดิเชือ้วณัโรคทีไ่มพ่บการตดิเชือ้ HIV รว่มดว้ย 

วิธีน้ีจึงถูกแนะน�าโดยองค์การอนามัยโลกให้

ใช้เป็นชุดตรวจคดักรองหาผู้ป่วยที่อยู่ในระยะ

ลุกลาม หรอืในผูป้ว่ยทีต่ดิเชือ้ HIV รว่มดว้ย51

 7.  Flow cytometry assay 

             อาศยัการตรวจคุณลกัษณะของเซลล์ทีต่้องการ

ศกึษาในแต่ละเซลล ์ โดยยงิแสงเลเซอรไ์ปยงัเซลล ์

สามารถบอกได้ทัง้ขนาดและองค์ประกอบ

ภายในเซลล ์ท�าใหส้ามารถจ�าแนกชนิดของเซลลไ์ด ้ 

นอกจากน้ียังสามารถตรวจหาเครื่องหมาย 

(marker) บนผิวเซลล์ได้โดยการย้อมด้วยส ี

ฟ ลู อ อ เ ร ส เ ซ น ต์ ที่ ติ ด กับ แ อ น ติ บ อ ดีที่ มี

ความจ�าเพาะกบัโปรตีนบนผวิเซลล์ที่ต้องการ

ทดสอบ จากหลกัการดงักลา่วจงึมกีารน�ามาประยกุต์

ใช้ในการวินิจฉัยผู้ป่วยวัณโรค โดยตรวจหา 

marker บนผวิ T-cell ทีม่ตีอบสนองอยา่งจ�าเพาะ

ต่อ M. tuberculosis ซึง่พบรายงานการใช ้ marker 

ต่างๆ เช่น CD3, CD4, CD8, interleukin 2 

(IL-2), tumor necrosis factor alpha (TNF-α), 

interferon gamma (IFN-γ), MHC class I และ 

MHC class II tetramer complex52 Streitz และ 

คณะ53 ศกึษา T-cell lymphocyte ของผูป้่วย

วณัโรคทีถ่กูกระตุน้ดว้ย M. tuberculosis specific 
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ESAT-6 protein แลว้ตรวจหา CD27 และระดบั 

IFN-γ ดว้ยวธิกีาร flow cytometry พบวา่ T-cell 

ของผู้ป่วยลดการแสดงออกของ CD27 และ

มกีารสรา้ง IFN-γ เพิม่มากขึน้ โดยมคี่าความ

จ�าเพาะและความไวของการทดสอบเท่ากับ 

100% และจากการศกึษาของ Harari และคณะ54 

ที่เปรยีบเทยีบ IL-2, IFN-γ และ TNF-α ใน

ผูป้ว่ยวณัโรคชนิดลกุลามและแบบแฝง พบการเพิม่ขึน้

ของระดบั TNF-α ในผูป้ว่ยวณัโรคชนิดลุกลาม

อย่างมนีัยส�าคญั เมื่อทดสอบกบักลุ่มตวัอย่าง

ทัง้สิน้ 101 ตวัอยา่ง ใหค้า่ความไว ความจ�าเพาะ 

ค่าท�านายผลบวก และค่าท�านายผลลบเท่ากบั 

67%, 92%, 80% และ 92.4% ตามล�าดบั นอกจากน้ี 

Rozot และคณะ55 ตรวจวดั CD3, CD4, CD8, 

IFN-γ, TNF-α, และ IL-2 บน PBMCs ของผูป้ว่ย

วณัโรคทีถ่กูกระตุน้ดว้ย M. tuberculosis specific 

ESAT-6 หรอื CFP protein พบวา่หากตรวจวดั 

M. tuberculosis-specific CD4 T cells producing 

TNF-α รว่มกบั M. tuberculosis -specific CD8 

T-cell responses ไดค้า่สงู บง่บอกไดว้า่ผูป้ว่ย

อยู่ในระยะลุกลามโดยมีค่าความไวและความ

จ�าเพาะเทา่กบั 81.1% และ 86.5% ตามล�าดบั 

จะเหน็ได้ว่าวธิ ี flow cytometry น้ีเป็นวธิทีี่ให้

ผลถูกต้อง แม่นย�า สามารถใช้ประยุกต์หา  

biomarker เพื่อช่วยในการตรวจวินิจฉัยได ้ 

อย่างไรกต็าม ยงัต้องอาศยัเครื่องมอืและน�้ายา

เฉพาะที่มรีาคาแพง นอกจากน้ียงัต้องค�านึงถงึ

ความปลอดภยัของผูป้ฏบิตังิานเน่ืองจากเป็นการ

ทดสอบกบัเชือ้ทีย่งัมชีวีติอยู ่ จงึตอ้งปฏบิตังิานใน

หอ้งปฏบิตักิารชวีนิรภยัระดบั 3 อกีทัง้ตอ้งอาศยั

ความช�านาญของผูป้ฏบิตังิาน

 8.  Mycobacteriophage assay 

         อาศยัหลกัการของ phage virus ทีจ่�าเพาะต่อเชือ้

ในกลุม่ Mycobacterium (mycobacteriophage) 

เพือ่ใชว้นิิจฉยัเชือ้วณัโรคทีย่งัมชีวีติในสิง่สง่ตรวจ 

แบ่งได้เป็นสองแบบ ได้แก่ phage-amplified 

biological assay (PhaB) และ luciferase reporter  

phages (LRPs) วิธี PhaB อาศัยการใช ้

Mycobacteriophage ทีจ่�าเพาะกบั M. tuberculosis  

ในสิง่สง่ตรวจเสมหะทีผ่า่นการ decontaminate แลว้  

เพือ่ใหเ้กดิการตดิเชือ้ phage ใน M. tuberculosis 

จากนัน้ก�าจดั phage ทีเ่หลอือยูด่า้นนอก แลว้เกบ็ 

phage ทีถ่กูปลอ่ยออกมาจากเซลลท์ีต่ดิเชือ้ ตรวจ

โดยน�า phage ทีไ่ดไ้ปเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่ ี

detector cell เชน่ M. smegmatis (ซึง่เป็นเชือ้ทีไ่ม่

ก่อโรคและมกีารเจรญิเตบิโตเรว็ภายใน 24 ชัว่โมง) 

หากในสิง่สง่ตรวจมเีชือ้ M. tuberculosis อยู ่phage 

จะท�าใหเ้กดิการตดิเชือ้ใน M. smegmatis ไดเ้ชน่

กนั เมือ่ phage เพิม่จ�านวนท�าใหเ้กดิการแตกของ

เซลล์แบคทเีรยีเกดิเป็นจุดใสในอาหารเลี้ยงเชือ้  

ชดุตรวจทีอ่าศยัหลกัการน้ี ไดแ้ก่ FASTPlaqueTBTM  

(Biotec Laboratories Ltd., Ipswich, สหราช

อาณาจกัร) วธิน้ีีสามารถบอกไดว้า่ในสิง่สง่ตรวจ

เสมหะมเีชื้อที่มชีวีติปนเป้ือนอยู่ ใหผ้ลรวดเรว็ 

สามารถออกผลภายใน 2 วนั และยงัสามารถ

ตรวจการดือ้ยาได ้ แต่กส็ามารถพบการปนเป้ือน

สูงจนบางครัง้ไม่สามารถสรุปผลได้ ส่วนวิธ ี

LRPs อาศยั Mycobacteriophage ทีม่ยีนี fflux 

(firefly luciferase) อยูภ่ายใน ทีส่ามารถเปลง่แสงได้

เมือ่ถกูกระตุน้ดว้ย luciferin และ cellular ATP 

เมื่อในสิ่งส่งตรวจมี M. tuberculos is  อยู ่

Mycobacteriophage จะท�าให้เกิดการติดเชื้อ

และเมือ่กระตุน้ดว้ย luciferin เชือ้ M. tuberculosis 

ดังกล่าวจะเกิดการเปล่งแสงและตรวจวัดได ้ 

ทัง้สองวิธีน้ีสามารถน�าไปประยุกต์หาการดื้อ

ต่อยาของเชือ้ไดโ้ดยเพิม่ข ัน้ตอนในการเพาะเลีย้งเชือ้

รว่มกบัยาทีต่อ้งการทดสอบกอ่นทีน่�าไปบม่รว่มกบั  

Mycobacteriophage เพือ่ทดสอบวา่มกีารตดิเชือ้ 

หรือไม่56 วิธี Mycobacteriophage น้ีมีค่า

ความจ�าเพาะประมาณ 99% และค่าความไว

ประมาณ 98%57 

 9.   การใช้ Immunomagnetic ร่วมกบั PCR with 

confronting two pair primers (IMS-PCR-CTPP)58  

             วิธีน้ีอาศัยเทคนิคทางภูมิคุ้มกันวิทยาร่วมกับ

เทคนิคทางอณูชวีวทิยา โดยเคลอืบผงแม่เหลก็

ดว้ยโมโนโคลนอล แอนตบิอด ีทีม่คีวามจ�าเพาะกบั

โปรตนี mycobacterial antigen 85B (Ag85B) ของ

เชือ้ในกลุม่ Mycobacterium เพือ่ชว่ยเพิม่โอกาส 

การพบเชือ้จากสิง่สง่ตรวจ โมโนคอลนอล แอนตบิอด ี 

สามารถจบัไดท้ัง้เชือ้ในกลุ่ม MTBC และ NTM  

หลงัจากนัน้จงึน�าไปทดสอบต่อเพือ่วนิิจฉยัเชือ้ใน

กลุม่ MTBC โดยน�าไปเพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรม

ของเชือ้ดว้ยวธิ ี PCR with confronting two-pair 

primers (PCR-CTPP) ทีอ่อกแบบ primer ใหม้ี
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ESAT-6 protein แลว้ตรวจหา CD27 และระดบั 

IFN-γ ดว้ยวธิกีาร flow cytometry พบวา่ T-cell 

ของผู้ป่วยลดการแสดงออกของ CD27 และ

มกีารสรา้ง IFN-γ เพิม่มากขึน้ โดยมคี่าความ

จ�าเพาะและความไวของการทดสอบเท่ากับ 

100% และจากการศกึษาของ Harari และคณะ54 

ที่เปรยีบเทยีบ IL-2, IFN-γ และ TNF-α ใน

ผูป้ว่ยวณัโรคชนิดลกุลามและแบบแฝง พบการเพิม่ขึน้

ของระดบั TNF-α ในผูป้ว่ยวณัโรคชนิดลุกลาม

อย่างมนีัยส�าคญั เมื่อทดสอบกบักลุ่มตวัอย่าง

ทัง้สิน้ 101 ตวัอยา่ง ใหค้า่ความไว ความจ�าเพาะ 

ค่าท�านายผลบวก และค่าท�านายผลลบเท่ากบั 

67%, 92%, 80% และ 92.4% ตามล�าดบั นอกจากน้ี 

Rozot และคณะ55 ตรวจวดั CD3, CD4, CD8, 

IFN-γ, TNF-α, และ IL-2 บน PBMCs ของผูป้ว่ย

วณัโรคทีถ่กูกระตุน้ดว้ย M. tuberculosis specific 

ESAT-6 หรอื CFP protein พบวา่หากตรวจวดั 

M. tuberculosis-specific CD4 T cells producing 

TNF-α รว่มกบั M. tuberculosis -specific CD8 

T-cell responses ไดค้า่สงู บง่บอกไดว้า่ผูป้ว่ย

อยู่ในระยะลุกลามโดยมีค่าความไวและความ

จ�าเพาะเทา่กบั 81.1% และ 86.5% ตามล�าดบั 

จะเหน็ได้ว่าวธิ ี flow cytometry น้ีเป็นวธิทีี่ให้

ผลถูกต้อง แม่นย�า สามารถใช้ประยุกต์หา  

biomarker เพื่อช่วยในการตรวจวินิจฉัยได ้ 

อย่างไรกต็าม ยงัต้องอาศยัเครื่องมอืและน�้ายา

เฉพาะที่มรีาคาแพง นอกจากน้ียงัต้องค�านึงถงึ

ความปลอดภยัของผูป้ฏบิตังิานเน่ืองจากเป็นการ

ทดสอบกบัเชือ้ทีย่งัมชีวีติอยู ่ จงึตอ้งปฏบิตังิานใน

หอ้งปฏบิตักิารชวีนิรภยัระดบั 3 อกีทัง้ตอ้งอาศยั

ความช�านาญของผูป้ฏบิตังิาน

 8.  Mycobacteriophage assay 

         อาศยัหลกัการของ phage virus ทีจ่�าเพาะต่อเชือ้

ในกลุม่ Mycobacterium (mycobacteriophage) 

เพือ่ใชว้นิิจฉยัเชือ้วณัโรคทีย่งัมชีวีติในสิง่สง่ตรวจ 

แบ่งได้เป็นสองแบบ ได้แก่ phage-amplified 

biological assay (PhaB) และ luciferase reporter  

phages (LRPs) วิธี PhaB อาศัยการใช ้

Mycobacteriophage ทีจ่�าเพาะกบั M. tuberculosis  

ในสิง่สง่ตรวจเสมหะทีผ่า่นการ decontaminate แลว้  

เพือ่ใหเ้กดิการตดิเชือ้ phage ใน M. tuberculosis 

จากนัน้ก�าจดั phage ทีเ่หลอือยูด่า้นนอก แลว้เกบ็ 

phage ทีถ่กูปลอ่ยออกมาจากเซลลท์ีต่ดิเชือ้ ตรวจ

โดยน�า phage ทีไ่ดไ้ปเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่ ี

detector cell เชน่ M. smegmatis (ซึง่เป็นเชือ้ทีไ่ม่

ก่อโรคและมกีารเจรญิเตบิโตเรว็ภายใน 24 ชัว่โมง) 

หากในสิง่สง่ตรวจมเีชือ้ M. tuberculosis อยู ่phage 

จะท�าใหเ้กดิการตดิเชือ้ใน M. smegmatis ไดเ้ชน่

กนั เมือ่ phage เพิม่จ�านวนท�าใหเ้กดิการแตกของ

เซลล์แบคทเีรยีเกดิเป็นจุดใสในอาหารเลี้ยงเชือ้  

ชดุตรวจทีอ่าศยัหลกัการน้ี ไดแ้ก่ FASTPlaqueTBTM  

(Biotec Laboratories Ltd., Ipswich, สหราช

อาณาจกัร) วธิน้ีีสามารถบอกไดว้า่ในสิง่สง่ตรวจ

เสมหะมเีชื้อที่มชีวีติปนเป้ือนอยู่ ใหผ้ลรวดเรว็ 

สามารถออกผลภายใน 2 วนั และยงัสามารถ

ตรวจการดือ้ยาได ้ แต่กส็ามารถพบการปนเป้ือน

สูงจนบางครัง้ไม่สามารถสรุปผลได้ ส่วนวิธ ี

LRPs อาศยั Mycobacteriophage ทีม่ยีนี fflux 

(firefly luciferase) อยูภ่ายใน ทีส่ามารถเปลง่แสงได้

เมือ่ถกูกระตุน้ดว้ย luciferin และ cellular ATP 

เมื่อในสิ่งส่งตรวจมี M. tuberculos is  อยู ่

Mycobacteriophage จะท�าให้เกิดการติดเชื้อ

และเมือ่กระตุน้ดว้ย luciferin เชือ้ M. tuberculosis 

ดังกล่าวจะเกิดการเปล่งแสงและตรวจวัดได ้ 

ทัง้สองวิธีน้ีสามารถน�าไปประยุกต์หาการดื้อ

ต่อยาของเชือ้ไดโ้ดยเพิม่ข ัน้ตอนในการเพาะเลีย้งเชือ้

รว่มกบัยาทีต่อ้งการทดสอบกอ่นทีน่�าไปบม่รว่มกบั  

Mycobacteriophage เพือ่ทดสอบวา่มกีารตดิเชือ้ 

หรือไม่56 วิธี Mycobacteriophage น้ีมีค่า

ความจ�าเพาะประมาณ 99% และค่าความไว

ประมาณ 98%57 

 9.   การใช้ Immunomagnetic ร่วมกบั PCR with 

confronting two pair primers (IMS-PCR-CTPP)58  

             วิธีน้ีอาศัยเทคนิคทางภูมิคุ้มกันวิทยาร่วมกับ

เทคนิคทางอณูชวีวทิยา โดยเคลอืบผงแม่เหลก็

ดว้ยโมโนโคลนอล แอนตบิอด ีทีม่คีวามจ�าเพาะกบั

โปรตนี mycobacterial antigen 85B (Ag85B) ของ

เชือ้ในกลุม่ Mycobacterium เพือ่ชว่ยเพิม่โอกาส 

การพบเชือ้จากสิง่สง่ตรวจ โมโนคอลนอล แอนตบิอด ี 

สามารถจบัไดท้ัง้เชือ้ในกลุ่ม MTBC และ NTM  

หลงัจากนัน้จงึน�าไปทดสอบต่อเพือ่วนิิจฉยัเชือ้ใน

กลุม่ MTBC โดยน�าไปเพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรม

ของเชือ้ดว้ยวธิ ี PCR with confronting two-pair 

primers (PCR-CTPP) ทีอ่อกแบบ primer ใหม้ี
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ความจ�าเพาะกบัยนีเป้าหมายใหม่คอื ยนี lepB 

ซึง่มคีวามจ�าเพาะต่อเชือ้ในกลุม่ MTBC เทา่นัน้ 

นอกจากน้ี primer ยงัสามารถระบุการตดิเชือ้  

M. bovis ไดอ้กีดว้ย (Figure 3) การศกึษาของ 

Tharinjaroen และคณะ59 พบวา่ ยนี lepB สามารถ

พบไดใ้นแบคทเีรยีทัง้ชนิดแกรมบวกและแกรมลบ  

lepB ก�าหนดการสรา้งโปรตนี Type I signal 

peptidase ที่เป็นเอนไซม์ที่ส�าคญัและจ�าเป็น

ส�าหรบัการมีชีวิตอยู่ของแบคทีเรียชนิดต่างๆ 

รวมทัง้เชือ้ในกลุม่ Mycobacteria ดว้ยเชน่กนั 

จากการศกึษาเปรยีบเทยีบล�าดบันิวคลโีอไทด์

ของเชือ้ในกลุม่ MTBC พบวา่ ยนี lepB มคีวาม 

คล้ายคลงึกนัมาก แต่เป็นที่น่าสนใจว่า ในเชื้อ 

M. bovis ล�าดบัเบสต�าแหน่งที ่ 766 ของยนีน้ีมี

ความแตกต่างจากเชือ้ตวัอื่นๆ ในกลุ่ม MTBC 

กล่าวคอืมกีารเปลีย่นจากเบสกวันีน (guanine) 

เป็นอะดนีีน (adenine) (G766A) จงึสามารถ

ประยกุตใ์ชว้ธิ ี PCR-CTPP ในการตรวจพสิจูน์

เชือ้กลุ่ม MTBC และระบุการตดิเชือ้ M. bovis 

ไดใ้นคราวเดยีวกนั วธิ ีPCR-CTPP สามารถตรวจ

พบเชือ้วณัโรคไดอ้ยา่งน้อยทีส่ดุ 12-120 ตวั และ

เมื่อทดสอบวธิน้ีีกบัสารพนัธุกรรมทีส่กดัไดจ้าก

โคโลนีทีไ่ดจ้ากการเพาะเลีย้งเชือ้จากสิง่สง่ตรวจ  

พบว่ามคี่าความไวเท่ากบั 95% ความจ�าเพาะ

เท่ากบั 100% ค่าท�านายผลบวกเท่ากบั 100% 

และคา่ท�านายผลลบเทา่กบั 95% นอกจากน้ี เมือ่

ประเมนิวธิน้ีีกบัสิง่สง่ตรวจเสมหะโดยตรงเทยีบกบั

วธิมีาตรฐาน พบวา่มคีา่ความไว 84% ความจ�าเพาะ 

76% ค่าท�านายผลบวก 90% และค่าท�านาย

ผลลบเท่ากบั 67% จะเหน็ว่าวธิน้ีีเป็นวธิทีี่ง่าย 

ราคาถกู ใหผ้ลทีถ่กูตอ้ง รวดเรว็ มคีา่ความไว

และความจ�าเพาะสูง เมื่อน�ามาพฒันาต่อยอด 

รว่มกบัการใชผ้งแมเ่หลก็ทีม่กีารเคลอืบโมโนโคลนอล 

แอนติบอดีที่มีความจ�าเพาะกับเชื้อในกลุ่ม 

Mycobacterium (IMS-PCR-CTPP) จงึเกดิเป็นชดุ

ตรวจวนิิจฉยัวณัโรครปูแบบใหมข่ึน้ จากการทดสอบ

วธิ ีIMS-PCR-CTPP โดยใชส้ิง่สง่ตรวจเสมหะทัง้สิน้ 

133 ตวัอยา่ง ทีใ่หผ้ลการยอ้มส ีAFB เป็นลบจนถงึ 

3+ เทยีบกบัวธิมีาตรฐาน พบวา่มคีวามไว และความ

จ�าเพาะเทา่กบั 89.9% และ 88.6 % ตามล�าดบั จะ

เหน็ไดว้า่วธิ ี IMS-PCR-CTPP น้ีเป็นวธิทีีม่คีวามถกูตอ้ง 

ความไว และความจ�าเพาะสงูกวา่เมือ่เปรยีบกบัการ

ยอ้มส ีAFB ใหผ้ลการตรวจวนิิจฉยัทีร่วดเรว็เมือ่

เทยีบกบัวธิกีารเพาะเลีย้งเชือ้ ราคาถกู สามารถลด

การน�าเขา้ชดุตรวจส�าเรจ็รปูทีม่รีาคาแพงและตอ้ง

น�าเขา้จากต่างประเทศ อกีทัง้ยงัสามารถประยกุตใ์ช้

ในการวนิิจฉยัการตดิเชือ้วณัโรคและระบุการตดิเชือ้ 

M. bovis โดยไมต่อ้งอาศยัการทดสอบทางชวีเคมทีี่

ตอ้งการสภาวะทีเ่ป็นกรดจงึไมเ่ป็นทีนิ่ยมท�ากนัใน

หอ้งปฏบิตักิารจลุชวีวทิยาทัว่ไป  

Figure 3.  Principle of immunomagnetic combined with PCR with confronting two pair primers (IMS-PCR-CTPP). Anti-Mycobacteria antibody 

coated magnetic beads were used to increase binding of Mycobacterium spp. presenting in clinical sample prior to detection and 

identification of M. tuberculosis complex and M. bovis using PCR-CTPP. 
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 การตดิเชือ้วณัโรคเป็นปญัหาสาธารณสขุทีส่�าคญัของโลก 

โดยเฉพาะอย่างยิง่พบรายงานการตดิเชือ้เพิม่ขึน้ของวณัโรค

ดือ้ยาหลายขนาน รว่มกบัยงัไมพ่บรายงานยาชนิดใหมท่ีใ่ชใ้น

การรกัษาวณัโรค การวนิิจฉยัทีถ่กูตอ้ง และรวดเรว็จงึเป็นสิง่

จ�าเป็นอยา่งยิง่ต่อการควบคุมการแพรก่ระจายของเชือ้วณัโรค 

วธิทีี่ใช้ในการวนิิจฉัยวณัโรคมอียู่ด้วยกนัหลายวธิ ี แต่ละวธิี

มขีอ้ดแีละขอ้จ�ากดัทีแ่ตกต่างกนั การประยุกต์ใชว้ธิใีหม่ๆ ที่

เริม่จากการศกึษาวจิยัน�าไปสู่การพฒันาชุดตรวจรปูแบบใหม่

ในหอ้งปฏบิตักิารจงึเป็นประโยชน์อย่างยิง่ในการวนิิจฉยัผูต้ดิ

เชือ้วณัโรค วธิยีอ้ม AFB เป็นวธิทีีง่า่ย สามารถท�าไดใ้นหอ้ง

ปฏบิตักิารทัว่ไป แต่มคี่าความไวต�่า ส่วนการเพาะเลีย้งเชือ้

ซึง่เป็นวธิมีาตรฐาน ตอ้งอาศยัระยะเวลานาน รวมทัง้ผลการ

ทดสอบทางชวีเคมบีางครัง้ใหผ้ลไมแ่น่นอน ท�าใหก้ารวนิิจฉยั

ผดิพลาด ล่าชา้ ส่งผลใหก้ารควบคุมการแพร่ระบาดของเชือ้

เป็นไปอย่างไม่มีประสิทธิภาพ วิธีทางอณูชีววิทยาจึงเป็น

ทางเลอืกหน่ึงที่สามารถใช้เป็นตวัช่วยประกอบการวนิิจฉัย

เบือ้งตน้ได ้ เน่ืองจากใหผ้ลการทดสอบทีถ่กูตอ้ง รวดเรว็ ดงันัน้ 

การเลอืกใชว้ธิวีนิิจฉยัจงึไมค่วรเลอืกใชว้ธิใีดวธิหีน่ึงเพยีงวธิเีดยีว 

เพราะอาจท�าใหเ้กดิความผดิพลาดในการวนิิจฉยั สง่ผลทัง้ต่อ 

ผูป้ว่ย และสาธารณสขุของประเทศโดยรวม ทัง้น้ีการตดัสนิใจ 

เลือกวิธีการที่เหมาะสมส�าหรบัแต่ละห้องปฏิบตัิการนัน้ขึ้น

กบัปจัจยัหลายประการ เช่น กลุ่มผูป้่วย ความคุม้ค่าต่อการ

วนิิจฉยัรกัษา หรอื ความปลอดภยัของผูป้ฏบิตังิาน นอกจาก

วธิทีีเ่ลอืกใชใ้นการวนิิจฉยัแลว้ การเลอืกสิง่สง่ตรวจทีเ่หมาะสม 

เพือ่เป็นตวัแทนจากบรเิวณทีต่ดิเชือ้ จะชว่ยใหก้ารวนิิจฉยัวณัโรค

มคีวามถูกต้อง รวดเร็วยิง่ขึ้น น�าไปสู่การควบคุมการแพร่

ระบาดของเชือ้วณัโรคอยา่งมปีระสทิธภิาพต่อไป

บทสรปุ  10.  Matrix assisted laser desorption/ionization time 

of flight mass spectrometry (MALDI-TOF)60 

         เป็นเครื่องมอืวเิคราะห์น�้าหนักโมเลกุลของสาร 

โดยการท�าให้สารที่ต้องการทดสอบแตกตัว

เป็นไอออนดว้ยแสงเลเซอร ์ ไอออนของสารจะ

เคลื่อนที่เข้าสู่เครื่องวัดมวลโมเลกุล (mass 

spectrometer) ซึง่เป็นทอ่สญุญากาศทีม่สีนามไฟฟ้า

ไปตกกระทบกบัตวัตรวจจบั (detector) ระยะเวลาที่

ไอออนเคลือ่นทีไ่ปตกกระทบกบัตวัตรวจจบั เรยีกกวา่ 

time-of-flight (TOF) ซึ่งแปรผนัตรงกับมวล

โมเลกุลของสาร สารโมเลกุลเลก็เคลือ่นทีไ่วกวา่

สารโมเลกุลใหญ่จงึใชเ้วลาในการเคลือ่นทีน้่อยกวา่ 

แสดงผลออกมาเป็นกราฟ mass/charge ratio 

(m/z) เรยีกวา่ peptide mass fingerprint (PMF) 

ซึง่มลีกัษณะเฉพาะตวัแตกต่างกนัตามชนิดของ

สารนัน้ๆ น�าผลทีไ่ดไ้ปเปรยีบเทยีบกบัฐานขอ้มลู

ในระบบ จากความรูด้งักลา่วจงึมกีารน�าเทคนิคน้ี

ไปประยุกต์ใชใ้นการตรวจเพื่อระบุชนิดของเชือ้ 

จลุชพีต่างๆ รวมถงึเชือ้ Mycobacterium เชน่ ในปี  

2010 Lotz และคณะ61 ทดสอบเชือ้ Mycobacteria  

ทัง้สิ้น 311 ตัวอย่างที่มีการเพาะเลี้ยงทัง้ใน

อาหารแขง็ (LJ) และอาหารเหลว (MGIT) พบวา่

สามารถใหผ้ลไดถ้กูตอ้งคดิเป็น 97% และ 77% 

จากเชือ้ทีเ่พาะเลีย้งบน LJ และ MGIT ตามล�าดบั 

นอกจากนัน้ ยงัมกีารใช ้ MALDI-TOF รว่มกบั

การท�า sequencing เพือ่น�าผลทีไ่ดไ้ปเป็นฐาน

ขอ้มลูในระบบเพือ่ใชร้ะบุเชือ้ Mycobacterium ที่

ดือ้ต่อยาทีใ่ชใ้นการรกัษา62 วธิน้ีีชว่ยลดระยะเวลา

ในการระบุชนิดของเชือ้ Mycobacterium ไดเ้มือ่ 

เปรยีบเทยีบกบัวธิมีาตรฐาน เป็นวธิทีีใ่หผ้ลทีถ่กูตอ้ง  

รวดเรว็ อยา่งไรกต็าม ผลการทดสอบยงัขึน้กบั

ฐานขอ้มูลที่มอียู่ในระบบซึ่งต้องมกีารปรบัฐาน

ข้อมูลให้มีความทันสมยัอยู่เสมอ เพื่อให้การ

วนิิจฉยัเป็นไปอย่างถูกตอ้ง นอกจากน้ียงัพบว่า

เชือ้ Mycobacterium เป็นเชือ้ทีม่ผีนงัเซลลห์นา 

จงึตอ้งมกีารใชส้ารเคมรีวมถงึวธิกีารเฉพาะเพื่อ

เตรยีมเชือ้ก่อนทดสอบดว้ยเครือ่ง MALDI-TOF 

ซึง่มรีาคาแพง จงึอาจยงัไมเ่ป็นทีนิ่ยมมากนกั 
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