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บทคัดยอ 

วัณโรคเปนโรคติดตอสําคัญท่ียังเปนปญหาสาธารณสุขของประเทศตางๆท่ัวโลก ประเทศไทยจัดอยูใน
กลุม 30 ประเทศท่ีมีปญหาวัณโรคและวัณโรคดื้อยาสูง มาตรการการเรงรัดคนหาผูปวยวัณโรคใหครอบคลุมและ
ไดรับการวินิจฉัยดวยวิธีการตรวจท่ีรวดเร็ว จึงเปนหนึ่งในเปาประสงคท่ีสําคัญในแผนปฏิบัติการระดับชาติดานการ
ตอตานวัณโรค พ.ศ.2560 – 2564 ท่ีประเทศไทยจัดทําขึ้นเพ่ือใหสอดคลองกับยุทธศาสตรยุติวัณโรค (End TB 
strategy) ขององคการอนามัยโลก การตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการเพ่ือตรวจหาเช้ือวัณโรคและวัณโรคดื้อยา      
มีดวยกันหลายวิธี เชน การเพาะเล้ียงเช้ือและการทดสอบความไวตอยาซ่ึงเปนวิธีมาตรฐาน ขอเสียของวิธีนี้คือใช
เวลานานในการรายงานผล ปจจุบันมีเทคนิควิธีทางอณูชีววิทยาซ่ึงสามารถรายงานผลไดรวดเร็วกวาและถูกนํามาใช
เพ่ือการตรวจวินิจฉัยในหลายพ้ืนท่ีของประเทศไทย ดังนั้น การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือเปรียบเทียบการ
ตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยาระหวางวิธี Line Probe Assay (LPA) โดยชุดทดสอบ Genotype® MTBDRplus Ver2.0 
กับวิธีทดสอบความไวตอยาแบบดั้งเดิม (Conventional DST) จากตัวอยางเสมหะท่ีเก็บจากโรงพยาบาลตางๆ ใน
พ้ืนท่ีภาคเหนือตอนลางของประเทศไทย ผลการศึกษาพบวา การตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยาดวยวิธี LPA มีคาความไว
รอยละ  80 และมีคาความจําเพาะรอยละ  97.9 ในการตรวจพบเช้ือวัณโรคแบบ RIF resistance สวนการตรวจพบ
เช้ือวัณโรคแบบ INH resistance มีคาความไวรอยละ 81.3 และคาความจําเพาะรอยละ100 และมีคาความไวในตรวจ
พบวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (MDR-TB) รอยละ 64.7 นอกจากนี้ พบวา รูปแบบการดื้อยาแบบ RIF resistance สวน
ใหญเกิดจากการ mutation ของยีน rpoB ตําแหนง MUT3 คิดเปนรอยละ 33.3 สวนรูปแบบการดื้อยาแบบ INH 
resistance สวนใหญเกิดจากมีการ mutation ของยีน katG ตําแหนง MUT1 คิดเปนรอยละ 65.4 จากการศึกษานี้
แสดงใหเห็นวาวิธี LPA โดยชุดทดสอบ Genotype® MTBDRplus Ver2.0 มีความไวและความจําเพาะสูงเหมาะ
สําหรับใชในการตรวจวินิจฉัยหาเช้ือวัณโรคดื้อยา  
 
คําสําคัญ: วัณโรค วัณโรคดื้อยาหลายขนาน ภาคเหนือตอนลาง  
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Abstract 

Tuberculosis (TB) is one of the serious problems of the worldwide. Thailand is listed in the 30 
high TB burden and high Multidrug resistance tuberculosis (MDR-TB) burden countries. The screening and rapid 
diagnosis of TB/MDR-TB are the important goal of Thailand that leading to the End TB strategy according 
World Health Organization (WHO).  For laboratory diagnosis of TB, culture and drug susceptibility test (DST) as 
gold standard it results still take a several weeks. The rapid molecular diagnosis tests e.g. Line Probe Assay 
(LPA) that has been recommended by the WHO to the reduced turnaround time of drug resistance tuberculosis 
detection. LPA was used for MDR-TB detection in many setting of Thailand. Thus, the aim of this study is 
comparative of MDR-TB detection rifampicin (RIF) resistance and isoniazid (INH) resistance between LPA (by 
using Genotype® MTBDRplus assay) and DST in the lower north of Thailand. The efficacy of the LPA by 
Genotype® MTBDRplus assay showed 80.0% of sensitivity and 97.9% of specificity for the detection of RIF 
resistance whereas sensitivity and specificity of INH resistance detection was found to be 81.3% and 100.0% 
respectively. The sensitivity of MDR-TB detection was found to be 64.7%. Moreover, the predominantly 
mutation of RIF resistance was found 33.3 % at MUT3 mutation of rpoB gene whereas the predominantly 
mutation of INH resistance was found 65.4% at MUT1 mutation of katG gene. This study demonstrated that LPA 
by using Genotype® MTBDRplus assay is a rapid and high efficacy method to detection of MDR-TB.  

 
 
 
 
 
 
Key words: Tuberculosis, Multidrug-resistance Tuberculosis (MDR-TB), lower north, Line Probe Assay (LPA)
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บทนํา 
วัณโรคเปนโรคติดตอสําคัญท่ียังเปนปญหา

จัดทําขึ้นเพ่ือใหสอดคลองกับยุทธศาสตรยุติวัณโรค 
(End TB strategy) ขององคการอนามัยโลก(3) 

สําหรับในประเทศไทย ขอมูลจากการเฝา
ระวังโรค ป พ.ศ.2561 โดยสํานักระบาด กรมควบคุม
โรค รายงานวาพบผูปวยวัณโรคจํานวน 9,130 ราย 
คิดเปนอัตราปวย 13.95 ตอแสนประชากร เสียชีวิต
จํานวน 22 ราย คิดเปนอัตราตาย 0.03 ตอแสน
ประชากร (2) นอกจากนี้ประเทศไทยยังมีปญหาวัณ
โรคดื้อยาหลายขนาน (MDR-TB) โดยสํานักวัณโรค
รายงานผลการดําเนินงานวัณโรคของประเทศไทยป 
พ.ศ. 2559 พบผูปวยวัณโรคดื้อยาหลายขนาน 955 
รายและวัณโรคดื้อยาหลายขนานชนิดรุนแรงมาก 
(Extensively drugs-resistant tuberculosis, XDR-TB) 
13 ราย การเรงรัดคนหาผูปวยวัณโรคใหครอบคลุม
และไดรับการวินิจฉัยดวยวิธีการตรวจท่ีรวดเร็ว 
รวมท้ังการเขาถึงการดูแลรักษาท่ีเปนมาตรฐานมีการ
ปองกันการแพรกระจายเช้ือท่ีดี  จึง เปนหนึ่งใน
เปาประสงคทสํ่ีาคัญในแผนปฏิบัติการระดับชาติดาน
การตอตานวัณโรค พ.ศ.2560 – 2564 ท่ีประเทศไทย

สาธารณสุขของประเทศตางๆท่ัวโลก ขอมูลในป 
พ.ศ.2560 องคการอนามัยโลกรายงานวาพบผูปวยวัณ
โรคประมาณ 10 ลานรายท่ัวโลก (133 รายตอแสน
ประชากร) และจัดใหประเทศไทยอยู ในกลุม  
30  ป ระ เท ศท่ี มีปญ หา วัณ โร คสูง  ค าป ระ มา ณ
อุบัติการณผูปวยวัณโรครายใหมและกลับมาเปนซํ้า
ในประเทศไทยจํานวน 108,000 ราย (156 รายตอ
แสนประชากร) และผูปวยวัณโรคดื้อยาหลายขนาน 
(multidrugs-resistant  tuberculosis, MDR-TB) หรือ
ดื้อตอยาไรแฟมฟซิน (Rifampicin  resistance 
tuberculosis, RR-TB) ประมาณ 3,900 ราย  ( 5.7 ราย
ตอแสนประชากร) (1)  

ปจจุบันการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ 
เพ่ือตรวจหาเช้ือวัณโรคมีหลายวิธ ีเชน การเพาะเล้ียง
เช้ือซ่ึงเปนวิธีมาตรฐาน (Gold standard) มีความไว
และมีความจําเพาะสูง โดยท่ัวไปสามารถทําไดใน
อาหารเพาะเล้ียงเช้ือท้ังอาหารแข็ง (Solid media) และ
อาหารเหลว (Liquid media) (4) โดยใชเวลานาน 6-8 
สัปดาห เพ่ือใหเช้ือเจริญเติบโต การเพาะเล้ียงเช้ือ
นอกจากจะทดสอบการมีชีวิตของเช้ือแลว ยังสามารถ
นําเช้ือท่ีเพาะขึ้นไปพิสูจนชนิดและทดสอบความไว
ตอยาของเช้ือตอไปไดอีก การทดสอบความไวตอเช้ือ
วัณโรคเปนการทดสอบดูการเจริญของเช้ือในหลอด
อาหารท่ีมียาผสมอยูเทียบกับหลอดอาหารท่ีไมมียา
ผสม โดยวิธีท่ีนิยมใชคือ การทดสอบความไวตอยา
ของเช้ือวัณโรคในอาหารเหลว ซ่ึงใชอาหารเล้ียงเช้ือ 
MGIT (mycobacteria growth indicator tube)โดย
เล้ียงในเครื่องอัตโนมัติ BACTEC 960 system การ
ทดสอบความไวตอยาของเช้ือวัณโรค แบบดั้งเดิม 
(Conventional DST Method) ทําการทดสอบความไว
ข อ ง ย า  4  ช นิ ด  คื อ  Streptomycin  Rifampicin 
Isoniazid และ Ethambutol ขอเสียของวิธีนี้คือ ใช
เวลานานในการทดสอบ ทําใหทราบผลการตรวจ
วิ เคราะหชา  นอกจากนี้ยังมีวิ ธีทางอณูชีววิทยา 
สามารถตรวจหาเช้ือวัณโรคและตรวจการดื้อยาของ
เช้ือวัณโรคไดรวดเร็วกวา เชน วิธี Line Probe Assay 
(LPA)  ซ่ึงเปนหลักการตรวจวิเคราะหหาวัณโรคดื้อ
ยาท่ีไดรับการยอมรับโดยองคกรอนามัยโลก ตั้งแตป
พ.ศ. 2551 ใหใชในการตรวจวินิจฉัยวัณโรคในผูปวย
ได (5) โดยหลักการเปนการทดสอบหาวัณโรคท่ีดื้อกบั
ยาสองชนิดคือ Rifampicin (RIF) และ Isoniazid 
(INH) สามารถรายงานผลได  ภายใน 5 -14  วัน
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หาคาความไวและคาความจําเพาะ ในการตรวจหาเช้ือ
วัณโรคดื้อยาตอยา RIF และ INH 
วัสดุและวิธีการศึกษา 

1. ตัวอยางท่ีศึกษา ตัวอยางเสมหะผูปวย จาก
โรงพยาบาลตางๆ ในพ้ืนท่ีภาคเหนือตอนลางของ
ประเทศไทย (เขตสุขภาพท่ี 2) ไดแก  5 จังหวัด 
ประกอบดวย พิษณุโลก อุตรดิตถ เพชรบูรณ สุโขทัย
และตาก ท่ีสงมายังหองปฏิบัติการทางการแพทยดาน
ควบคุมโรค สํานักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 2 
จังหวัดพิษณุโลก เพ่ือทําการเพาะเล้ียงเ ช้ือและ
ตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยาดวยวิธี LPA ตั้งแตเดือน 
ตุลาคม 2560 ถึงเดือนกันยายน 2561 จํานวนท้ังหมด 
423 ตัวอยาง  

2. ขั้นตอนการศึกษา 
2.1 ขั้นตอนการลดการปนเปอนจากเช้ืออ่ืนๆ 

เนื่องจากมีความหลากหลายของสายพันธุ
ของเช้ือวัณโรคแตกตางกันไปในแตละพ้ืนท่ี ดังนั้น 
การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือเปรียบเทียบการ
ตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยาระหวางวิธี LPA โดยชุด
ทดสอบ Genotype® MTBDRplus Ver2.0 (Hain Life 
Science, Nehren, Germany) กับวิธีทดสอบความไว
ตอยาแบบดั้งเดิม (Conventional DST) จากตัวอยาง
เสมหะท่ีเก็บจากโรงพยาบาลตางๆ ในพ้ืนท่ีภาคเหนือ
ตอนลางของประเทศไทย โดยการเปรียบเทียบจะใช
คาทางสถิติสําหรับประเมินความเท่ียงตรง ไดแก การ

หลังจากไดรับตัวอยาง ในประเทศไทยไดมีการนําวิธี 
LPA มาใชในการตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยาในหลาย
พ้ืนท่ี (6-8) การศึกษากอนหนานี้ของรพีพรรณและ
คณะ ไดศึกษาการตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยาจาก
ตัวอยางท่ีเก็บไดในจังหวัดกรุงเทพมหานคร ฯโดยใช
ชุดทดสอบ Genotype® MTBDRplus  assay ซ่ึงใช
หลักการ LPA เปรียบเทียบกับวิธี Conventional DST 
พบวาชุดทดสอบ Genotype® MTBDRplus assay มี
คาความไว (Sensitivity) รอยละ 95.3 และรอยละ 100 
ในการตรวจหาINH resistanceและ RIF resistance 
ตามลําดับ และมีคาความไวรอยละ 94.4 ในการตรวจ
เช้ือวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (MDR-TB) มีคา
ความจําเพาะ (Specificity) รอยละ 100 ในทุกรูปแบบ
ของการดื้อยา (6) เชนเดียวกับการศึกษาของปทมาและ
คณะ ไดศึกษาการตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยาดวยวิธี 
LPA ในตัวอยางเสมหะท่ีมีผลเสมียรพบเช้ือ ใน
โรงพยาบาลแหงหนึ่งของจังหวัดนนทบุรี พบวาชุด
ทดสอบ Genotype® MTBDRplus assay มีคาความ
ไวรอยละ 100 ในการตรวจหา INH และ RIF 
resistance คาความจําเพาะรอยละ 92.1 และ 86.5 ใน
การตรวจ INH และ RIF resistance ตามลําดับ (7) 

(Decontamination process) นําตัวอยางเสมหะมาลด
การปนเป อนจากเ ช้ือ อ่ืนๆ ดวยสารละลาย 2% 
NALC/NaOH ในอัตราสวน 1:1 หรือ 1:2 ขึ้นอยูกับ
ความเหนียวขนของเสมหะ ตั้งท้ิงไวนาน 15 นาที เม่ือ
ครบเวลาเติมสารละลาย Phosphate Buffer pH 6.8 
(PBS) ในอัตราสวน 1:1 หลังจากนั้นนํ าไปป น
ตก ตะ กอ นด วย เค รื่ อ ง  refrigerated  centrifuge  
ท่ีความเร็ว 3,000 x g นาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เม่ือครบเวลาเทสวนใสดานบนท้ิง หลังจาก
นั้นเติมสารละลาย PBS  pH  6.8 ปริมาตร 1-1.5 
มิลลิลิตร ลงไปในหลอดและผสมใหเขากันโดยการ
ดูดขึ้นลงดวยปเปต สารละลายท่ีไดใ ชเปนตัวอยางใน
การตรวจวิเคราะห โดยหยดตัวอยางจํานวน 1-2 หยด
ลงบนสไลด  (Concentrate smear) เพ่ือนําไปตรวจหา
เช้ือวัณโรคดวยวิธีการยอมสี acid fast bacilli (Ziehl-
Neelsen stain) แบงตัวอยางจํานวน 4 หยดนําไป
เพา ะเ ล้ีย ง เ ช้ือ ลง บน อา หาร แข็ ง  (LJ  media)  
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และดูดตัวอย างจํ านวน 0 .5 มิลลิ ลิตร ใสลงใน 
อาหารเหลว (MGIT media)โดยใชเครื่องอัตโนมัติ 
BACTEC MGIT 960 ตัวอย าง ท่ี เหลือเก็บไว ท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส สําหรับนําไปตรวจหา
เช้ือวัณโรคดื้อยาดวยวิธี LPA   

2 . 2  ก า ร พิ สู จ น แ ย ก ช นิ ด เ ช้ื อ ด ว ย วิ ธี 
Immunochromatographic  assay (ICA) ตัวอยางท่ีมี
การเจริญเติบโตจากการเพาะเล้ียงเช้ือจะถูกนํามา
ทดสอบหาแอนติเจน MPT64 ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีสราง
เฉพาะในเ ช้ือกลุม Mycobacterium tuberculosis 
complex (MTBC) ดวยชุดทดสอบ TB Ag MPT64 
Rapid (SD, Korea) ซ่ึงสามารถใชวินิจฉัยแยกเช้ือกลุม 
MTBC ออกจากเช้ือกลุม NTM ได   

2 . 3  ก า ร ท ด ส อ บ ค ว า ม ไ ว ต อ ย า  Drug 
Susceptibility Test ตัวอยางท่ีมีการเจริญเติบโตจาก
การเพาะเช้ือดวยเครื่องอัตโนมัต ิMGIT 960 และผาน
การทดสอบวาเปน Mycobacterium tuberculosis 
Complex ดวยชุดทดสอบ TB Ag MPT64 Rapid (SD, 
Korea) จะถูกนําไปทําการเพาะเช้ือบนอาหารแข็ง (LJ 
media) เช้ือวัณโรคท่ีบริสุทธ์ิ (Purify Colony) อายุ
ประมาณ 2 สัปดาห ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิด
แข็ง โดยมีเช้ือวัณโรคเจริญเติบโตอยูไมนอยกวา 20 
colonies จะนํามาทดสอบความไวตอยาวัณโรคชนิด 
Liquid-AST โดยใช loop เขี่ยเช้ือท่ีเจริญบนอาหาร
เล้ียงเช้ือชนิดแข็ง ประมาณ 1 loop full เขี่ยใสใน 
Sterile screw tube ท่ีมี glass beads เสนผานศูนยกลาง 
3 มิลลิเมตร ประมาณ 7-8 เม็ด นําไปปนบนเครื่อง 
Vortex ใหผสมเปนเนื้อเดียวกัน นานประมาณ 30 
วินาที จน colony ของเช้ือแตกกระจายตัวดี เติมน้ํา
กล่ันท่ีปราศจากเช้ือ ปริมาตร 3-7 ml เขยาใหเขากัน 
ตั้งท้ิงไวประมาณ 15-30 นาที เพ่ือใหเช้ือท่ียังเกาะตัว
เปนกลุมตกตะกอน หลังจากครบเวลาดูดสารละลาย

แขวนตะกอนสวนบนมาปรับความขุนเปน 0.5 
McFarland ดวยเครื่อง Densitometer หลังจากนั้นเจือ
จางเช้ือดวยน้ํากล่ันปราศจากเช้ือโดยใหมีความ
เขมขนของเช้ือเปนอัตราสวน 1: 5  และดูดสารละลาย
ดังกลาว ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรใสในหลอดอาหาร
เ ห ลว  MGIT  ท่ี มี ย า ผ ส ม อ ยู  โ ด ย จ ะ เ ติ ม ย า 
Streptomycin (S), Isoniazid (H), Rifampicin (R) 
และ Ethambutol (E) ลงใน MGIT tube โดยมีความ
เขมขนของยาตางๆ ดังนี้ 1.0 µg/ml, 0.1 µg/ml, 1.0 
µg/ml และ 5 µg/ml ตามลําดับ จากนั้นเจือจางเช้ือ
ดวยน้ํากล่ันปราศจากเช้ือโดยใหมีความเขมขนของ
เช้ือเปนอัตราสวน 1: 100 และดูดสารละลายนี้
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรใสในหลอดอาหารเหลว MGIT 
ทไมี่ มียาผสมอยู (growth control) ผสมใหเขากันโดย
การคว่ําหลอดไป - มา นําหลอด MGIT ท้ังหมดบม
เพาะเล้ียงเช้ือดวยเครื่องอัตโนมัติ BACTEC MGIT 
960 เครื่องจะทําการตรวจวัดสารเรืองแสงของหลอด
ท่ีมียา เทียบกับหลอดท่ีไมมียา แปลงคาการเรืองแสง
ออกมาในรูปการเจริญของเช้ือเปน Growth unit (GU) 
แ ล ะ แ ป ล ผ ล ก า ร ท ด ส อ บ เ ป น เ ช้ื อ ท่ี ดื้ อ ต อ ย า 
(resistance) และเช้ือไวตอยา (susceptible) 

2.4 การตรวจวิเคราะหหาวัณโรคดื้อยาดวย
วิธีLine Probe Assay (LPA) โดยชุดทดสอบ 
Genotype® MTBDRplus  Ver2.0 (Hain  Life 
Science, Nehren, Germany) ตัวอยางท่ีทําการตรวจ
วิเคราะหหาวัณโรคดื้อยาดวยวิธี LPA เปนตัวอยาง
เสมหะท่ีพบเช้ือจาก Concentrate  smear  โดยนํา
ตัวอยางเสมหะท่ีผานกระบวนการลดการปนเปอน
เช้ือ (decontamination  sample)  ท่ี เก็บไว ท่ีไว ท่ี อุ
ณ ห ภู มิ -2 0  อ ง ศ า เ ซ ล เ ซี ย ส  ม า ตั้ ง ท้ิ ง ไ ว ท่ี
อุณหภูมิหองจนละลาย ใชตัวอยางปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร นํามาสกัดสารพันธุกรรมดวยชุดน้ํายา 
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Solution ทําปฏิกิริยาท่ี 45C นาน 15 นาที หลังจาก
นั้นจะเปนขั้นตอนการลาง หลังจากนั้นสามารถ
ต ร ว จ ส อ บ ป ฏิ กิ ริ ย า ท่ี เ กิ ด ขึ้ น ด ว ย ก า ร เ ติ ม 
Streptavidin- conjugated alkaline phosphatase ซ่ึงจะ
ไปจับกับ biotin-labeled amplicons เม่ือทําปฏิกิริยา
กับ substrate ทําใหเกิดแถบตะกอนสี ซ่ึงสามารถ
มองเห็นไดดวยตาเปลา ตัวอยางท่ีตรวจพบ wild type 
band และไมพบ mutant band แปลผลวาเปนเช้ือวัณ
โรคท่ีไวตอยา (Sensitive) แตถามี wild type band 
ของยีนใดยีนหนึ่งขาดหายไปและตรวจพบ mutant 
band ขึ้นแสดงวาเปนเช้ือวัณโรคท่ีดื้อยา (Resistance) 
กรณีท่ีพบการดื้อยาเปนแบบ Heteroresistance คือ
ตรวจพบท้ัง wild type band และ mutant band  

3. การวิเคราะหคาทางสถิติโดยคํานวณหา คา
ความไว (sensitivity) คาความจําเพาะ (specificity) คา
ความถูกตอง (accuracy) ของการตรวจวิเคราะห 
ผลการศึกษา 

ตัวอยางเสมหะผูปวย จากโรงพยาบาล
ตางๆ ในพ้ืนท่ีภาคเหนือตอนลาง (เขตสุขภาพท่ี 2) 
ไดแก 5 จังหวัด ประกอบดวย พิษณุโลก อุตรดิตถ 
เพชรบูรณ สุโขทัยและตาก ท่ีสงมายังหองปฏิบัติการ
ทางการแพทยดานควบคุมโรค สํานักงานปองกัน
ควบคุมโรค ท่ี  2  จังหวัดพิษณุโลก  เพ่ือทําการ
เพาะเล้ียงเช้ือและตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยาดวยวิธี 
LPA ตั้งแตเดือน ตุลาคม 2560 ถึงเดือนกันยายน 2561 
จํานวนท้ังหมด 423 ตัวอยาง ไดผลดังนี้ 

GenoLyse® VER 1.0 ตามคูมือการใชน้ํายา ซ่ึงจะได
สารสกัดสารพันธุกรรมปริมาตร150 ไมโครลิตรเพ่ือ
ใชในการทดสอบตอไป ในขั้นตอนการเพ่ิมปริมาณ
สารพันธุกรรม เตรียม PCR master mixture ปริมาตร 
45 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวยน้ํายา AM-A ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร และ AM-B ปริมาตร 35 ไมโครลิตร 
เ ติ ม สา ร ส กั ด สา ร พั น ธุ ก ร ร ม ท่ี ไ ด ป ริ ม า ต ร  5 
ไมโครลิตร จากนั้นนําเขาเครื่องเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรม Thermocycler รุน GTQ-Cycler 24, 
HAIN,Germany ซ่ึ ง ป ร ะ ก อ บ ด ว ย ขั้ น ต อ น 
Denaturation ท่ี 95C นาน 15 นาท ีตามดวยขั้นตอน 
Annealing จํานวน 20 รอบ ท่ี 95C นาน 30 วินาที 
และ ท่ี 65C นาน 2 นาที จากนั้นเปนปฏิกิริยาท่ี 
95C นาน 30 วินาที, 50C นาน 40 วินาที และ 
70C นาน 40 วินาที จํานวนละ 30 รอบ สุดทายคือ
ขั้นตอน Extension ท่ี  70C นาน 8 นาท ีเม่ือเสร็จส้ิน
ปฏิกิริยาจะได PCR Product ท่ีพรอมสําหรับนําไป
ทดสอบในขั้นตอนการทํา Reverse hybridization ซ่ึง
สามารถตรวจหาเช้ือวัณโรคท่ีดื้อตอยา Rifampicin 
(RIF) และ Isoniazid (INH) โดยใช เครื่ อง 
Hybridization รุน GT-Blot 48, HAIN ซ่ึงเปนเครื่อง 
Semiautomated สําหรับขั้นตอน Washing และ 
Shaking โดยผสม 20 ไมโครลิตรของ PCR product 
กับ denaturation solution 20 ไมโครลิตรในถาด
ทดสอบ (Tray) ตั้งท้ิงไว 5 นาทีเม่ือครบเวลานํา tray 
เขาเครื่อง Hybridization เครื่องจะทําการเติมน้ํายา 
Hybridization buffer ท่ีอุนไว ท่ีอุณหภูมิ 45 C 
ปริมาตร 1 มิลลิ ลิตร  กอนท่ีจะใส  MTBDRplus 
VER2.0 STRIPS ลงไปในหลุมท่ีทดสอบ ขั้นตอน
การ Hybridization ทําท่ีอุณหภูมิ 45C นาน 30 นาที 
เม่ือครบเวลาเครื่องจะเติมน้ํายา Stringent Wash 

ตัวอย างเสมหะท้ังหมด 423 ตัวอย าง 
พบตัวอยางเสมหะท่ีใหผล Concentrate smear เปน 
Positive คือพบเช้ือ AFB เ ม่ือตรวจดวยกลอง
จุลทรรศน  จํานวน 379 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 89.6 
และตัวอยางท่ีตรวจไมพบเช้ือ AFB จํานวน 44 
ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 10.4 (ตารางท่ี 1) ตัวอยาง
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ตารางที่ 1 แสดงผลการตรวจหาเช้ือ AFB ดวยกลอง
จุลทรรศนจาก Direct smear และ Concentrate smear 
ของตัวอยางเสมหะท้ังหมด 

Direct smear 
result 

Concentrate smear 
result 

จํานวน
รวม 
(ราย) Negative Positive 

Not done 2 7 9 
Negative 23 26 49 
Positive Scanty 
(1-9 cells) 

8 62 70 

Positive 1+ 10 180 190 
Positive 2+ 0 40 40 
Positive 3+ 1 64 65 
จํ า น ว น ร ว ม 
(ราย) 

44 379 423 

เสมหะท่ีใหผล Concentrate smear เปน Positive 
ท้ังหมด 379 ตัวอยางนถู้ีกนํามาทดสอบหาวัณโรคดื้อ
ยาดวยเทคนิควิธี LPA โดยชุดทดสอบ Genotype® 
MTBDRplus Ver2.0 (Hain Life Science, Nehren, 
Germany)  พบวาใหผลการทดสอบเปน MTBC 
detected จํานวน 316 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 83.4 ผล
การทดสอบเปน MTBC not detected จํานวน 55 
ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 14.5 และใหผลการทดสอบ
เปน Invalid คือไมสามารถแปลผลการทดสอบได 
จํานวน 8 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 2.1  

ตัวอยางท่ีไมสามารถทําการทดสอบความไวของเช้ือ
ตอยาดวยวิธี Conventional method ไดเนื่องจากเช้ือมี
ปริมาณนอยไมเพียงพอตอการทดสอบความไวของ
เช้ือตอยา  

ผลการเพาะเล้ียงเช้ือของเสมหะจํานวน
ท้ังหมด 379 ตัวอยาง พบวาเสมหะจํานวน 152 
ตัวอยาง ท่ีมีเช้ือเจริญเติบโตและทดสอบพิสูจนแยก
ชนิดของเช้ือไดเปน Mycobacterium tuberculosis 
complex (MTBC)  ในจํานวนนี้มีเสมหะจํานวน 34 

ตัวอยางเสมหะท่ีเพาะเล้ียงเช้ือและทดสอบ
พิสูจนแยกชนิดของเช้ือเปน MTBC จํานวน 118 
ตัวอยางเม่ือนํามาทดสอบดวยวิธี LPA โดยชุด
ทดสอบ Genotype® MTBDRplus Ver2.0 (Hain Life 
Science, Nehren, Germany)  พบวามีตัวอยางเสมหะ
จํานวน 116 ตัวอยางใหผลการทดสอบเปน MTBC 
detected คิดเปนรอยละ 98.3 และผลการทดสอบเปน 
MTBC not detected จํานวน 2 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 
1.7 ดังนั้น การเปรียบเทียบการตรวจหาเช้ือวัณโรคดอ้ื
ยาระหวางวิธี LPA และวิธีทดสอบความไวตอยาแบบ
ดั้งเดิม จึงทําการวิเคราะหในตัวอยางเสมหะจํานวน
ท้ังหมด 116 ตัวอยาง 

  ผลการทดสอบความไวตอยาดวยวิ ธี 
Conventional DST ของตัวอยางเสมหะจํานวน
ท้ังหมด 116 ตัวอยาง พบวาเปนเช้ือวัณโรคดื้อตอยา 
RIF จํานวน 20 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 17.22 และดื้อ
ตอยา INH จํานวน 32 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 27.6 
ในขณะท่ีวิธี LPA ใหผลการทดสอบพบเช้ือวัณโรค
ดื้อตอยา RIF จํานวน 18 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 15.5 
และดื้อตอยา INH จํานวน 26 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 
22.4 ในจํานวนนี้มีตัวอยางจํานวน 2 ตัวอยางท่ีตรวจ
พบวาเปนเช้ือวัณโรคดื้อตอยา RIF ดวยวิธี LPA แต
ใหผลเปน เช้ือวัณโรคท่ีไวตอยา RIF จากวิ ธี 
Conventional DST  (ตารางท่ี 2) ซ่ึงวิธี LPA มีคา
ความไว (Sensitivity) รอยละ 80 ในการตรวจพบเช้ือ
วั ณ โ ร ค แ บ บ  RIF resistance เ ม่ื อ เ ที ย บ กั บ วิ ธี 
C o n v e n t i o n a l  D S T  แ ล ะ มี ค า ค ว า ม จํ า เ พ า ะ 
(Specificity) รอยละ 97.9  สวนการตรวจพบเช้ือวัณ
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โรคแบบ INH resistance มีคาความไวรอยละ 81.3 
และคาความจําเพาะรอยละ 100 สําหรับคาความ
ถูกตอง (Accuracy) ของวิธี LPA เม่ือเทียบกับวิธี 
Conventional DST ในการตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยา
ตอยา RIF และ INH คิดเปนรอยละ 94.8 ท้ังคู 
นอกจากนี้ วิธี LPA มีความไวในตรวจพบวัณโรคดื้อ
ยาหลายขนาน (MDR) จํานวน 11 ตัวอยางจากจํานวน 
17 ตัวอยางท่ีตรวจพบดวยวิธี Conventional DST คิด
เปนรอยละ 64.7 
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ตารางที่ 2 เปรียบเทียบผลการตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยาดวยวิธี LPA และวิธี Conventional DST 
 Conventional DST    

LPA Resistance Susceptible  Sensitivity (%)          Specificity   
(%) 

Accuracy      
(%) 

 

RIF 
      Resistance (rpo B) 
      Susceptible 
INH 
      Resistance (KatG/inhA) 
      Susceptible 

 
    16 
     4 
 
    26                                               
     6 

 
      2 
     94 
                            
      0 
     84 

     80  
 
 
     81.3 

      97.9  
 
 
     100                         
                                                    
  

       94.8  
 
 
       94.8 

 

 
ตารางที่ 3 ผลท่ีไมสอดคลองกันในการตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยา RIF และ INH จากวิธี LPA และวิธี Conventional 
DST  

 
 

ตัวอยาง LPA Conventional DST 
RIF INH RIF INH 

ตัวอยางท่ี 1 Resistance Susceptible Resistance Resistance 
ตัวอยางท่ี 2 Susceptible Susceptible Susceptible Resistance 
ตัวอยางท่ี 3 Susceptible Resistance Resistance Resistance 
ตัวอยางท่ี 4 Susceptible Susceptible Susceptible Resistance 
ตัวอยางท่ี 5 Resistance Susceptible Resistance Resistance 
ตัวอยางท่ี 6 Resistance Susceptible Resistance Resistance 
ตัวอยางท่ี 7 Susceptible Susceptible Resistance Susceptible 
ตัวอยางท่ี 8 Susceptible Susceptible Susceptible Resistance 
ตัวอยางท่ี 9 Resistance Resistance Susceptible Resistance 
ตัวอยางท่ี 10 Resistance Resistance Susceptible Resistance 
ตัวอยางท่ี 11 Susceptible Resistance Resistance Resistance 
ตัวอยางท่ี 12 Susceptible Resistance Resistance Resistance 
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ตารางที่ 4 ผลทดสอบการตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยาดวยวิธี LPA เปรียบเทียบกับวิธี Conventional DST ในตัวอยาง
เสมหะจํานวน 31 ตัวอยาง 
No. Band missing /Mutation band  : LPA Conventional DST 

rpoB KatG inhA RIF INH 
1 WT8 misssing/-  inhAWT1/inhAMUT1 R R 
2 WT8/rpo MUT3 -/katG MUT1  R R 
3 WT8/rpo MUT3   R S 
4  katGWT/katG MUT1  S R 
5  katGWT/katG MUT1  S R 
6 WT2 และ3 missing/-   R R 
7   inhA WT2/inhA MUT3B S R 
8   inhAWT1/inhAMUT1 S R 
9   inhAWT1/inhAMUT1 S R 
10  katGWT/katG MUT1  R R 
11 WT8/rpoB MUT3   R R 
12 -/rpo MUT2A katGWT/katG MUT1  R R 
13 WT8/rpo MUT2A -/katG MUT1  R R 
14 WT8/rpoB MUT3   R R 
15  katGWT/katG MUT1  S R 
16 WT7/rpoB MUT2A -/katG MUT1   R R 
17 WT7/rpoB MUT2A -/katG MUT1  R R 
18 -/rpo MUT2A katGWT/katG MUT1  R R 
19  katGWT/katG MUT1  S R 
20 WT8/rpoB MUT3 -/katG MUT1  R R 
21 WT3 และ4/rpoB MUT1 -/katG MUT1  R R 
22 WT8 missing/-   R S 
23   inhA WT2/inhA MUT3B S R 
24 WT8/rpoB MUT3 -/katG MUT1  R R 
25 WT3และ4/rpoB MUT1 -/katG MUT1  R R 
26 WT8 missing/-  inhAWT1/inhAMUT1 S R 
27   inhAWT1/inhAMUT1 S R 
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ตารางที่ 4 (ตอ)  
No. Band missing /Mutation band  : LPA Conventional DST 

rpoB KatG inhA rpoB KatG 
28 WT8 missing/- -/katG MUT1  S R 
29  katGWT/katG MUT1  R R 
30   inhAWT1/inhAMUT1 S R 
31   inhAWT1/inhAMUT1 R R 

การตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยาตอยา RIF 
และ INH ดวยวิธี LPA และวิธี Conventional DST 
ของตัวอยางเสมหะท้ังหมด 116 ตัวอยางผลการ
ทดสอบ พบวา ตัวอยางเสมหะจํานวน 12 ตัวอยาง ท่ี
ใหผลการทดสอบไมสอดคลองกัน (ตารางท่ี 3) คือ
เสมหะจํานวน 3 ตัวอยาง ท่ีตรวจพบเช้ือเปน Mono 
RIF resistance ดวยวิธี LPA แตวิธี Conventional 
DST ใหผลวาเปนเช้ือ MDR เสมหะจํานวน 4 
ตัวอยางตรวจไมพบการดื้อยาใดๆ ดวยวิธี LPA แต
ใหผลเปน Mono RIF resistance จํานวน 1 ตัวอยาง 
และ Mono INH resistance จํานวน3 ตัวอยาง จากวิธี 
Conventional DST เสมหะท่ีตรวจพบเช้ือเปน Mono 
INH resistance จํานวน 3 ตัวอยางดวยวิธี LPA แตวิธี 
Conventional DST ใ ห ผ ล ว า เ ป น เ ช้ื อ  MDR 
นอกจากนี้พบวามีตัวอยางจํานวน 2 ตัวอยางท่ีตรวจ
พบ ว า เ ปน เ ช้ือ  MDR ดว ย วิ ธี  LPA แต วิ ธี 
Conventional DST ใหผลเปน Mono INH resistance  

ผลการทดสอบการตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อ
ยาตอยา RIF และ INH ท่ีตรวจพบดวยวิธี LPA 
ท้ังหมด 31 ตัวอยาง (ตารางท่ี 4) พบวา เช้ือในกลุมท่ี
ดื้อตอยา RIF นั้นสวนใหญเกิดจากมีการกลายพันธุ
ของยีน rpoB ตําแหนง MUT3 คิดเปนรอยละ 33.3 
รองลงมาคือมีการกลายพันธุของยีน rpoB ตําแหนง 
MUT2A รอยละ 27.8 และยีน rpoB wild type band 8 

หาย รอยละ 22.2 ตามลําดับ สวนกลุมเช้ือท่ีดื้อตอยา 
INH สวนใหญเกิดจากมีการกลายพันธุของยีน katG 
ตําแหนง MUT1 คิดเปนรอยละ 65.4 รองลงมาคือมี
การกลายพันธุของยีน inhA ตําแหนง MUT1 รอยละ 
26.9 และตําแหนง MUT3B รอยละ7.7 ตามลําดับ 
วิจารณและสรุปผลการศกึษา 

ตลอด 10 ป ท่ีผานมา ประเทศไทยไดนํา
เทคนิคทางอณูชีววิทยามาใชเพ่ือชวยในการตรวจหา
เช้ือวัณโรคและวัณโรคดื้อยา รวมถึงวิธี LPA นํามาใช
ในหลายพ้ืน ท่ี อย างไรก็ตาม เนื่องจากมีความ
หลากหลายของสายพันธุของเช้ือวัณโรคในแตละ
พ้ืนท่ี ดังนั้น การศึกษานี้จึงศึกษาการตรวจหาเช้ือ   
วัณโรคดื้อยาระหวางวิ ธี LPA โดยชุดทดสอบ 
Genotype® MTBDRplus Ver2.0 (Hain Life 
Science, Nehren, Germany) กับวิธีทดสอบความไว
ตอยาแบบดั้งเดิม (Conventional DST) จากตัวอยาง
เสมหะท่ีเก็บจากโรงพยาบาลตางๆ ภายในเขตสุขภาพ
ท่ี 2   

วิธี LPA เปนเทคนิควิธีทางอณูชีววิทยาท่ี
ใชในการตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยาตอยา RIF และ 
INH สามารถทดสอบไดเฉพาะกับตัวอยางเสมหะท่ี
พบเช้ือ (AFB positive) หรือจากตัวอยางท่ีไดจากการ
เพาะเล้ียงเช้ือ จากการศึกษานี ้พบวา ตัวอยางเสมหะท่ี
เพาะเล้ียงเช้ือและทดสอบพิสูจนแยกชนิดของเช้ือได
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เปน MTBC จํานวน 118 ตัวอยางเม่ือนํามาทดสอบ
ดวยวิธี LPA ใหผลการทดสอบเปน MTBC detected  
จํานวน 116 ตัวอยางคิดเปนรอยละ 98.3 และผลการ
ทดสอบเปน MTBC not detected จํานวน 2 ตัวอยาง 
คิดเปนรอยละ 1.7 ในจํานวนเสมหะ 2 ตัวอยางนี้
ใหผลการทดสอบความไวตอยาจากวิธี Conventional 
DST เปน Mono INH resistance จํานวน 1 ตัวอยาง 
(ผล AFB smear เปน positive 1+) และ ใหผล
Susceptible ตอ RIF และ INH อีก 1 ตัวอยาง (ผล 
AFB smear เปน not done) ซ่ึงเปนไปไดวาตัวอยาง
เสมหะท้ัง 2 ตัวอยางดังกลาวมีจํานวนเช้ือนอยกวาคา 
Limit of Detection (LOD) ของชุดทดสอบท่ีใช คือ 
จํานวน 160 เซลลตอมิลลิลิตร (9) 

ขอมูลทางสถิติท่ีไดจากการศึกษานี้พบวา 
การตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยาดวยวิธี LPA โดยชุด
ทดสอบ Genotype® MTBDRplus Ver2.0 (Hain Life 
Science, Nehren, Germany)  มีคาความไวรอยละ 80 
และมีคาความจําเพาะรอยละ 97.9 ในการตรวจพบ
เช้ือวัณโรคแบบ RIF resistance มีคาความไวรอยละ 
81.3 และคาความจําเพาะรอยละ 100  ในการตรวจ
พบเช้ือวัณโรคแบบ INH resistance และมีคาความ
ถูกตองรอยละ 94.8 ในการตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยา
ท้ังสองรูปแบบ เม่ือเปรียบเทียบกับการตรวจหาเช้ือ
วัณโรคดื้อยาจากวิ ธี Conventional DST ซ่ึงคา
ความจําเพาะท่ีไดจากการศึกษานี้มีคาสูงใกลเคียงกัน
กับคาความจําเพาะท่ีไดจากการศึกษากอนหนานี้ใน
ประเทศไทย(6-7)  อยางไรก็ตาม คาความไวในการ
ตรวจหาการดื้อยาของท้ังสองรูปแบบจากการศึกษานี้
มีคานอยกวาคาความไวท่ีไดจากการศึกษาอ่ืน (6-7) 

นอกจากนี้พบวา วิธี LPA มีคาความไวในตรวจพบ
วัณโรคดื้อยาหลายขนาน (MDR) รอยละ 64.7 ซ่ึงมีคา
นอยกวาการศึกษาของรพีพรรณและคณะ (7) 

ผลการทดสอบการดื้อยาผลท่ีไมสอดคลอง
กันระหวางวิธี LPA และวิธี Conventional DST พบ 
ในเสมหะ จํานวน 2 ตัวอยาง (ตัวอยางท่ี 9 และ 10 
จากตารางท่ี 3)  คือตรวจพบการดื้อยาแบบ RIF 
resistance ดวยวิธี LPA แตไมพบการดื้อยาจากวิธี 
Conventional DST เปนไปไดวาตรวจพบการกลาย
พันธุ (Mutation) ของลําดับกรดนิวคลิอิก (nucleic 
acid sequence) ดวยวิธี LPA แตการกลายพันธุนั้นไม
ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโน (Silent 
mutation) ซ่ึงสงผลตอการแสดงออกในระดับฟโน
ไทป (Phenotype) จึงตรวจไมพบการดื้อยา ดวยวิธี  
Conventional DST เชนเดียวกับการศึกษาของปทมา
และคณ ะ( 7 )  สําหรับตัวอยางเสมหะจํ านวน 10 
ตัวอยาง ท่ีไมสามารถตรวจพบการดื้อยาตอยา RIF 
หรือ INH จากวิธี LPA แตตรวจพบการดื้อยาจากวิธี 
Conventional DST นั้นอาจเกิดจากมีการ mutation 
ของยีนในตําแหนงอ่ืน นอกเหนือไปจากตําแหนงท่ี
สามารถตรวจพบไดดวยชุดทดสอบ Genotype® 
MTBDRplus Ver2.0 (Hain Life Science, Nehren, 
Germany)   ซ่ึงถือวาเปนขอจํากัดของวิธี LPA  

รูปแบบการดื้อยาท่ีตรวจพบในการศึกษานี้ 
พบวา การดื้อยาแบบ RIF resistance จากตัวอยาง
เสมหะสวนใหญเกิดจากการ mutation ของยีน rpoB 
ตําแหนง MUT3 คิดเปนรอยละ 33.3 (6 ตัวอยางจาก
ตัวอยาง RIF resistance ท้ังหมด 18 ตัวอยาง)  ซ่ึง
สอดคลองก ารกับศึกษ า ท่ีประเทศ อินเดีย ขอ ง 
Raizadac และคณะ (10)  นอกจากนี้ เสมหะจํานวน 2 
ตัวอยาง (รอยละ 22.2) มียีน rpoB ตําแหนง wild type 
band 8 หายและไมพบ mutation band ใดๆ จากวิธี 
LPA แตไมพบการดื้อยา RIF จากวิธี Conventional 
DST ผลการศึกษานี้สอดคลองกับการศึกษาหนึ่งจาก
ประเทศอินเดีย (10)  แตพบจํานวนนอยกวาการศึกษา
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หนึ่งในประเทศไทย (รอยละ 53.8) (7) ดังนั้นถาพบผล
การทดสอบ RIF resistance เปนลักษณะดังกลาวคือ 
wild type band 8 หายและไมพบ mutation band ใดๆ 
ควรพิจารณาผลการทดสอบความไวตอยาจากวิธี 
Conventional DST รวมดวย สวนรูปแบบการดื้อยา
แ บ บ  INH resistance ส ว น ใ ห ญ เ กิ ด จ า ก มี ก า ร 
mutation ของยีน katG ตําแหนง MUT1 คิดเปนรอย
ละ 65.4 ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของสุภาวิณีและ
คณะ(11)  
   จากการศึกษานี้สามารถสรุปไดวา  ชุด
ทดสอบ Genotype® MTBDRplus Ver2.0 (Hain Life 
Science, Nehren, Germany) ซ่ึงใชหลักการของวิธี 
LPA สามารถใชในการตรวจวินจิฉยัหาเช้ือวัณโรคดือ้
ยาในตัวอยางเสมหะของผูปวยได ซ่ึงระยะเวลาใน
การรายงานผลของวิธี LPA ท่ีรวดเร็วกวาวิธีการ
ทดสอบความไวตอยาแบบดั้งเดิมนั้น จะนําไปสูการ
รักษาท่ีทันทวงที และอาจสงผลตอการลดอัตราการ
แพรระบาดของวัณโรคดื้อยาไดหากไดรับการตรวจ
วินิจฉัยและการรักษาท่ีรวดเร็ว นอกจากนี้ การศึกษา
นี้ทําใหทราบขอมูลความหลากหลายของสายพันธุ
ของเช้ือวัณโรคท่ีพบในพ้ืนท่ีภาคเหนือตอนลางของ
ประเทศไทยอีกดวย 
ขอเสนอแนะ 
   การศึกษานี้ ในขั้นตอนการตรวจหาเช้ือดวย
กลองจุลทรรศนจาก Concentrate smear มีการ
รายงานผลการทดสอบเปน Positive คือพบเช้ือ และ 
Negative คือไมพบเช้ือ เทานั้นซ่ึงถามีการรายงานผล
เปนแบบบอกระดับจํานวนเช้ือท่ีพบ (Grading) เชน 
Scanty (จํานวนเช้ือท่ีพบ เชน 1-9 cells), Positive 1+, 
2+, 3+ อาจจะชวยในการพิจารณาความสอดคลอง
ของผลการทดสอบและวิเคราะหขอมูลไดมากยิ่งขึ้น 
เ ช น  ผ ล ก า ร พ บ เ ช้ื อ ใ น ร ะ ดั บ น อ ย ม า ก  จ า ก 

Concentrate smear อาจสัมพันธหรือสอดคลองกับคา 
Limit of Detection (LOD) ของชุดทดสอบท่ีใช  
กิตติกรรมประกาศ 
   การศึกษานี้ สํ า เร็ จ ลุลวงได  สวนหนึ่ ง
เนื่องจากผูศึกษาไดความรูจากการอบรมนักวิจัยรุน
ใหม (ลูกไก) รุนท่ี 11 กรมควบคุมโรค ผูศึกษาจึง
ขอขอบพระคุณมา ณ ท่ีนี้ 
 
เอกสารอางอิง 

1. World Health Organization. Global 
tuberculosis report 2018 [monograph on the 
internet]. Geneva: WHO; 2018 [cited 2019 
May 29]. Available from: 
https://www.who.int/tb/publications/global_
report/en/ 

2. Bureau of Epidemiology. National Disease 
Surveillance (Report 506).Thailand [cited 
2019 May 29]. Available from: 
http://www.boe.moph.go.th/boedb/surdata/5
06wk/y61/d32_5261.pdf 

3. Bureau of Tuberculosis, Department of 
Disease Control (2018). National 
Tuberculosis Control Programme Guideline 
Thailand 2018 (2nded). Bangkok: 
Department of Disease Control. pp 17-20. 

4. Kelly W.S, Kathlew E, Susan K,et all 
(2014). GLI Mycobacteriology Laboratory 
Manual (1st ed). Geneva. pp 32-50. 

5. World Health Organization. Molecular line 
probe assays for rapid screening of patients 



46  
 

 
วารสารวิชาการปองกันควบคุมโรค สคร.2 พิษณุโลก: ปท่ี 6 ฉบับท่ี 3 ตุลาคม – ธันวาคม 2562 

at risk of multidrug-resistant tuberculosis 
(MDR-TB). Policy statement [internet]. 
2008 [cited 2019 July 26].  Available from: 
https://www.who.int/tb/features_archive/pol
icy_statement.pdf 

6. Anek-vorapong R, Chalinthorn S, Podewils 
LJ, McCarthy K, Ngamlert K, Promsarin B, 
et al. Validation of the GenoType® 
MTBDRplus assay for detection of MDR-
TB in a public health laboratory in 
Thailand. BMC Infect Dis 2010; 10: 123. 

7. Suttha P, Panitantum N, Chathaisong P and 
Thawornwan U. Comparative Efficacy of 
Line Probe Assay with Conventional 
Culture for Detection of Drug-Resistant 
Mycobacterium tuberculosis. J Med Assoc 
Thai 2018; 101 (7): 883-9. 

8. Suthum K, Tipkrua N, Komolsiri S and 
Phumpaung P. Efficiency comparison of 
AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection 
and AnyplexTM  II MTB/MDR Detection 
with Genotype MTBDRplus Ver2.0 for 
detection Mycobacterium tuberculosis and 
MDR-TB. J Disease Control 2018; 44 (3): 
293-304. 

9. HAIN Lifescience. (2015). Instructions for 
Use GenoType MTBDRplus VER 2.0 
06/2015. [cited 2019 Aug 26].  Available 

from: https://www.hain-
lifescience.de>packungsbeilage>download 

10. Raizada N, Sachdeva KS, Chauhan DS 
Malhotra B, Reddy K, Dave P.V, et al. A 
Multi-Site Validation in India of the Line 
Probe Assay for the Rapid Diagnosis of 
Multi-Drug Resistant Tuberculosis Directly 
from Sputum Specimen. J plos 2014; 9(2). 

11. Boonaiam S, Chaiprasert A, Prammananan 
T and Leechawengwongs M. Genotypic 
analysis of genes associated with isoniazid 
and ethionamide resistance in MDR-TB 
isolates from Thailand. Clin Micobiol Infect 
2010; 16:396-39


