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บทคัดย่อ 
 

วัณโรค (Tuberculosis; TB) เป็นหนึ่งในโรคที่เป็นสาเหตุของการเสียชีวิตในทั่วโลกและเป็นปัญหาส าคัญในประเทศ
ไทยโรคหนึ่ง การตรวจวินิจฉัยวัณโรคและวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (multi drug-resistant tuberculosis; MDR-TB) ทาง
ห้องปฏิบัติการโดยการเพาะเลี้ยงเชื้อเป็นวิธีมาตรฐาน แต่ยังมีข้อจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์  ปัจจุบันมีการทดสอบที่มีความไว 
และความจ าเพาะสูง เช่น วิธีทางอณูชีววิทยาซึ่งเป็นวิธีที่นิยมน ามาใช้ทดสอบมากขึ้น ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้ จึงมีวัตถุประสงค์
เพ่ือประเมินประสิทธิภาพการตรวจวินิจฉัยวัณโรคและวัณโรคดื้อยาหลายขนานด้วยวิธี Real-time PCR เทียบกับวิธีมาตรฐาน 
(Standard method) โดยใช้ตัวอย่างเสมหะจากผู้ป่วย 151 ตัวอย่าง ถูกน ามาประเมินประสิทธิภาพการตรวจวินิจฉัยวัณโรค
และวัณโรคดื้อยาในกลุ่ม first-line anti-tuberculosis drugs 2 ชนิด ได้แก่ ยา Rifampicin (RIF) และยา Isoniazid (INH) 
ด้วยวิธี Real-time PCR เทียบกับวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อและทดสอบความไวต่อยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ผลการศึกษาพบว่า มีค่า
ความไวร้อยละ 97.26, 100 และ 100 ค่าความจ าเพาะร้อยละ 94.87, 100 และ 95.24 ค่าท านายผลบวกร้อยละ 94.67, 100 
และ 72.73 และค่าท านายผลลบร้อยละ 97.37, 100 และ 100 ส าหรับการตรวจวินิจฉัยวัณโรค, วัณโรคดื้อยา RIF และวัณโรค
ดื้อยา INH ตามล าดับ และพบตัวอย่างที่ให้ผลไม่สอดคล้องกันทั้งสองวิธีจากการตรวจวินิจฉัยวัณโรค และวัณโรคดื้อยา INH 
จ านวน 6 และ 3 ตัวอย่างตามล าดับ การศึกษาในครั้งนี้สามารถที่จะใช้เทคนิค Real-time PCR เป็นวิธีส าหรับการตรวจวินิจฉัย
วัณโรคและวัณโรคดื้อยาหลายขนานซึ่งเป็นวิธีที่ให้ผลถูกต้อง น่าเชื่อถือ และรวดเร็ว เพ่ือประโยชน์ต่อการวินิจฉัยในผู้ป่วยที่ติด
เชื้อวัณโรคได ้
ค าส าคัญ : Tuberculosis, multi drug-resistant tuberculosis, real-time PCR, standard method, ยา Rifampicin 
(RIF), ยา Isoniazid (INH) 
 
 
 

e0069 



                                                                                                                                                                       วารสารหวัหินสุขใจไกลกังวล 
ปีที่ 4 ฉบับที่ 3 กันยายน – ธันวาคม 2562                                                                                                                  Hua Hin Sook Jai Klai Kangwon Journal 
            

 
ABSTRACT 

 
Tuberculosis (TB) is one of the causes of death in the world and is a major problem in Thailand. 

Culture is a standard method for diagnosis of tuberculosis and multi drug-resistant tuberculosis (MDR-TB) 
but still have limitations. Currently, the molecular technique is high sensitivity and specificity which is a 
more popular method for testing. Therefore, the purpose of this study was to evaluate the effectiveness of 
tuberculosis and multi drug-resistant tuberculosis diagnosis using real-time PCR method compared to the 
standard method. Sputum specimens from 151 patients evaluating the effectiveness of tuberculosis 
diagnosis and first line anti-tuberculosis drug resistance such as Rifampicin (RIF) and Isoniazid (INH) testing 
compared with culture method and drug susceptibility testing. A sensitivity of tuberculosis diagnosis, RIF 
resistance, and INH resistance using real-time PCR method compared to culture method was 97.26, 100 and 
100 respectively. The result of tuberculosis diagnosis, RIF resistance and INH resistance with a specificity 
was 94.87, 100 and 95.24 respectively. A positive predictive value was 94.67, 100 and 72.73 and a negative 
predictive value of 97.37, 100 and 100 respectively. The inconsistent results from two methods for the 
diagnosis of tuberculosis and drug resistance INH found 6 and 3 samples, respectively. This study suggests 
that the real-time PCR technique is a method that provides accurate, reliable and fast for tuberculosis and 
its drug-resistant diagnosis for the benefit of diagnosis in patients with TB. 
Keywords : Tuberculosis, multi drug-resistant tuberculosis, real-time PCR, standard method, Rifampicin drug 
(RIF), Isoniazid drug (INH) 
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ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 วัณ โรค  (Tuberculosis;TB) เป็ น โรคติด เชื้ อ ใน
ระบบทางเดินหายใจที่มีสาเหตุจากเชื้อ Mycobacterium 
Tuberculosis วัณโรคเป็นหนึ่งในโรคติดต่อที่เป็นสาเหตุ
ของการเสียชีวิตในทั่วโลกและเป็นปัญหาส าคัญในประเทศ
ไทยโรคหนึ่ง อุบัติการณ์ของการเกิดวัณโรคทั่วโลกในปี 
2017 พบผู้ป่วยติดเชื้อวัณโรคประมาณ 10 ล้านคนและ
เสียชีวิตจากการติดเชื้อวัณโรค 1.6 ล้านคน โดยพบผู้ป่วย
วัณโรคมากที่สุดในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ร้อยละ 
44 และมีผู้ป่วยวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (multi drug-
resistance TB; MDR-TB) ร้อยละ 82 อีกทั้งประเทศไทย
ถูกจัดให้เป็น 1 ใน 14 ประเทศที่พบว่ามีปัญหาวัณโรคสูง 
(High TB burden countries) โดยเฉลี่ยประชากรไทยมี
จ านวนผู้ป่วยวัณโรคคิดเป็น 156 ต่อแสนประชากร1 ดังนั้น
วัณโรคจึงเป็นปัญหาส าคัญทางการแพทย์และสาธารณสุข
ของประเทศไทย ในสถานการณ์ที่มีการติดเชื้อวัณโรคและ
วัณโรคดื้อยาหลายขนานเพ่ิมมากขึ้นการตรวจวินิจฉัยทาง
ห้องปฏิบัติการเพ่ือการวินิจฉัยวัณโรคจึงมีความส าคัญอย่าง
มากในการมีส่วนช่วยให้ผู้ป่วยได้รับการวินิจฉัยและการ
รักษาที่ถูกต้องเหมาะสม ซึ่งจะช่วยให้ผู้ป่วยมีโอกาสในการ
รักษาหายมากขึ้น ลดอัตราการครองเตียงในโรงพยาบาล 
และยังช่วยลดปัญหาการแพร่กระจายของเชื้อวัณโรครวมถึง
วัณโรคดื้อยา ซึ่งเป็นมาตรการส าคัญอย่างหนึ่ งในการ
ควบคุมวัณโรค  
 การตรวจเพ่ือการวินิจฉัยวัณโรคทางห้องปฏิบัติการ
สามารถท าได้หลายวิธี ตัวอย่างเช่น การย้อมสี acid-fast 
strain และการตรวจด้วยดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ , การ
เพ าะเลี้ ย งเชื้ อ  (culture) แม้ ว่ าการตรวจด้ วยกล้ อง
จุลทรรศน์จะเป็นวิธีที่สามารถท าได้อย่างรวดเร็วและ
ประหยัด แต่ก็ยังมีข้อจ ากัดในเรื่องความไว (sensitivity) 
ของการตรวจพบเชื้อ โดยจะต้องมี เชื้อในสิ่ งส่ งตรวจ
ประมาณ 5,000-10,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จึงจะสามารถ
ตรวจพบเชื้อได้2 ส่วนการเพาะเลี้ยงเชื้อจากสิ่งส่งตรวจเป็น
วิธีมาตรฐาน (standard method) ในการตรวจวินิจฉัยวัณ
โรคและวัณโรคดื้อยา ซึ่งเป็นวิธีที่มีความไวมากกว่าการ

ตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ แต่ก็มีข้อจ ากัดเนื่องจากการ
เพาะเลี้ยงเชื้อจากสิ่งส่งตรวจใช้เวลานานเฉลี่ ยประมาณ   
4-8 สัปดาห์3 ในทางตรงข้ามการตรวจหาเชื้อวัณโรคและ
วัณโรคดื้อยาโดยตรงจากสิ่งส่งตรวจโดยการทดสอบทาง 
อณู ชี ววิท ยา (Molecular) ห รือ  PCR-based method 
เช่น real-time PCR เป็นอีกหนึ่งวิธีที่นิยมน ามาใช้ทดสอบ
ในปัจจุบัน เนื่องจากเป็นวิธีที่มีความไว (sensitivity) และ
ความจ าเพาะ (specificity) สูงและได้ผลที่รวดเร็ว 
 ดังนั้น การศึกษาในครั้งนี้  จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือ
ประเมินประสิทธิภาพการตรวจวินิจฉัยวัณโรคและวัณโรค
ดื้อยาในกลุ่ม first-line anti-tuberculosis drugs 2 ชนิด 
ได้แก่  วัณ โรคที่ ดื้ อต่อยา Rifampicin (RIF-R TB) และ   
วัณโรคที่ดื้อต่อยา Isoniazid (INH-R TB) ด้วยวิธี Real-
time PCR โ ด ย ใ ช้ ชุ ด น้ า ย า ส า เ ร็ จ รู ป  AnyplexTM 
MTB/NTM Real-time Detection แ ล ะ  AnyplexTM II 
MTB/MDR Detection เทียบกับวิธีการเพาะเลี้ ยงเชื้ อ 
(culture) และทดสอบความไวต่อยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(Drug susceptibility test : DST) ในตัวอย่างส่งตรวจของ
ผู้ป่วยรายใหม่ที่ถูกสงสัยว่าเป็นวัณโรคและมารับบริการการ
ตรวจรักษาที่ โรงพยาบาลนครปฐม  โดยการประเมิน
เป รี ยบ เที ยบ ด้ วยห ลั กก ารท างสถิ ติ ห าค่ าความ ไว           
ค่าความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบ 
ผลจากการศึกษาครั้งนี้สามารถเป็นหนึ่งในทางเลือกส าหรับ
การตรวจวินิจฉัยวัณโรคและวัณโรคดื้อยาหลายขนาน 
รวมถึงเพ่ือให้ผู้ป่วยวัณโรคได้รับการวินิจฉัยและการรักษาที่
มีประสิทธิภาพ ถูกต้องและเหมาะสมกับผู้ป่วย 
วิธีการศึกษา 
รูปแบบการศึกษาเป็น Diagnostic test  
 ศึกษาในสิ่งส่งตรวจทางคลินิกชนิดเสมหะที่เก็บ
จากผู้ป่วยตั้งแต่ ปี พ.ศ. 2559 ถึง ปี พ.ศ. 2560 จ านวน 
151 ราย ที่ส่งตรวจที่โรงพยาบาลนครปฐม โดยมีข้อมูลผล
การตรวจวิเคราะห์เชื้อวัณโรคและเชื้อวัณโรคดื้อยาหลาย
ขนานด้วยวิธี Real-time PCR และวิธีมาตรฐานเพาะเลี้ยง
เชื้อและตรวจหาความไวต่อยา (drug susceptibility test) 
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ในกลุ่มยา first-line anti-tuberculosis drugs เรียบร้อย
แล้ว  
การเก็บรวบรวมข้อมูล 
 เก็บรวบรวมข้อมูลผลการตรวจวิเคราะห์หาเชื้อ 
วัณโรค เชื้อวัณโรคท่ีดื้อต่อยา Rifampicin (RIF-R TB) และ
วัณโรคที่ดื้อต่อยา Isoniazid (INH-R TB) ด้วยวิธี Real-
time PCR ในตัวอย่างเสมหะผู้ป่วยรายใหม่ เทียบกับวิธี
มาตรฐานเพาะเลี้ยงเชื้อและการทดสอบความไวต่อยาบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ (DST) 
ขั้นตอนการศึกษา 
  1. การตรวจหาเชื้อวัณโรค (MTB), วัณโรคที่ดื้อต่อยา 
Rifampicin (RIF-R TB), วัณโรคที่ดื้อต่อยา Isoniazid (INH-R 
TB) ด้ วยหลักการ Real-time PCR โดยน้ ายา AnyplexTM 
MTB/NTM Real-time Detection แ ล ะ AnyplexTM II 
MTB/MDR Detection 

1.1 การ pre-treatment ตัวอย่างเสมหะเพ่ือ 
ป้องกันการปนเปื ้อนจากเชื ้ออื ่นๆ 4 เติม NALC-NaOH ( 
0.5% NALC, 2% NaOH, and 1.47% trisodium citrate) 
ลงในตัวอย่างเสมหะ ในอัตราส่วน 1:1 ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 
1 นาที ต่อจากนั้น ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 15 นาที จากนั้น 
ปั่นที่ความเร็วรอบ 15,000g (13,000 rpm) นาน 10 นาที ดูด
ส่วนใสทิ้ง เติมสารละลาย 1X PBS ปริมาตร 1 ml และผสมให้
เข้ากัน น าไปปั่นด้วยความเร็วรอบ 15,000g (13,000 rpm) 
นาน 10 นาที ดูดส่วนใสทิ้ง ซึ่งจะได้สารสุดท้ายเป็นตะกอน 
sediment ให้ท าการเติม Lysozyme solution 200 ul ลงใน
ตะกอน sediment นั้น แล้วตั้งทิ้งไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที ต่อจากนั้น เติม RNase A 4 ul ผสมให้เข้ากัน 
และตั้ งทิ้ งไว้ที่ อุณหภู มิ ห้ อง 10 นาที  เติมสารละลาย 
Proteinase K (10 mg/ml) 40 ul ผสมให้เข้ากัน น าเข้าสู่
ขั้นตอนการสกัดสารพันธุกรรมด้วยเครื่องสกัดสารพันธุกรรม
แบบอัตโนมัติ Magnesia 16 โดยใช้ชุดน้ ายา Magnesia 16 
Genomic DNA Bacterial kit  

1.2 การสกัดสารพันธุกรรม โดยเครื่องสกัดสาร 
พันธุกรรมอัตโนมัติ Magnasia165 

น าตั วอย่ างเสมหะที่ ผ่ านการ pre-treatment 
ปริมาตร 200 uL มาสกัดสารพันธุกรรมจากเครื่องสกัดสาร
พันธุกรรมอัตโนมัติ  Magnesia16 (Anatolia Geneworks®, 
Turkey) ใช้หลักการ Cellulose coated magnetic beads 
extraction ด้ ว ย น้ า ย า  Magnesia 16 Genomic DNA 
Bacterial Kit ซึ่ งใช้ เวลาการสกั ดในเครื่อง 44 นาที  โดย
รูปแบบน้ ายาเป็นลักษณะ cartridge ที่บรรจุน้ ายา Lysis 
buffer, Binding buffer, Beads mixture, Wash 1 Buffer, 
Wash 2 Buffer, Distilled water และ  Elution Buffer ซึ่ ง 
eluted nucleic acid ที่ได้จะมีปริมาตร 60 uL 

1.3 การตรวจวิเคราะห์และการแปลผลการ 
ตรวจหาเชื้อวัณโรค (MTB) ด้วยหลักการ Real-time PCR 
โดยน้ ายา AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection4 

น าสารพันธุกรรมที่สกัด มาตรวจวิเคราะห์หาเชื้อ  
วัณโรค ตามวิธีการในคู่มือน้ ายา AnyplexTM MTB/NTM 
Real-time Detection ซึ่งเป็นการใช้เทคโนโลยี DPO โดยแต่
ละตัวอย่างใช้สารพันธุกรรมที่สกัดได้  5 uL รวมกับ Real-
time PCR Master mix 15 uL ประกอบด้วย 10X MTB/NTM 
OM 2 uL, RNase-free water 3 uL แล ะ  2X Anyplex PCR 
Master Mix (with UDG) 10 uL ต่อจากนั้น น าเข้าเครื่อง Real-
time PCR รุ่น CFX96 Real-time PCR System (Bio-Rad, USA) 
ตั้งโปรแกรมการท างาน ดังนี้ pre-denaturation 95oC 15 นาที, 
ท า  PCR 45 รอ บ  โด ย  denaturation 95oC 30 วิ น าที , 
annealing และ extension 60oC 1 นาที  โ ด ย ต ร ว จ จ ับ

สัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ขั้นตอนที่ 60C เมื่อปฏิกิริยา
เสร็จสมบูรณ์ใช ้เวลา 2 ชั ่วโมง สามารถแปลผลการ
ตรวจวิเคราะห์ได้ด้วยโปรแกรมการแปลผลอัตโนมัติ 
Seegene viewer ซึ ่ง ต ัว อ ย ่า ง ที ่ถ ูก แ ป ล ผ ล  MTB 
positive จ ะมี ก ร าฟ  Amplification curve เห นื อ เส้ น 
Baseline threshold value ของสี  FAM ที่  1200 โดยมี  Ct 
cutoff value ที่ 40 ส าหรับการตรวจวิเคราะห์เชื ้อวัณโรค 
ช ุดน้ ายาม ี DPO Primer ที ่ต รวจจ ับย ีน  IS6110 และ 
MPB64 และในการตรวจว ิเคราะห ์ท ุกรอบจะม ีการ
ควบค ุมค ุณ ภาพช ุดน้ ายาโดย  Positive และ Negative 
Amplification Controls ที่ให้มากับชุดน้ ายา และใน Master 
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mix มี Internal Control ถูกใส่มาเพ่ือช่วยควบคุมในเรื่องของ
การยับยั้งปฏิกิริยาการท า PCR โดย IC ได้ถูก optimize มาให้
มีการเพ่ิมปริมาณอย่างพอเหมาะควบคู่ไปกับสารพันธุกรรม
เป้าหมายในตัวอย่างส่งตรวจ  

1.4 การตรวจวิเคราะห์และการแปลผลการ 
ตรวจหาเชื้อวัณโรคที่ดื้อต่อยา Rifampicin (RIF-R TB) และ
วัณโรคท่ีดื้อต่อยา Isoniazid (INH-R TB) ด้วยหลักการ Real-
time PCR โดยน้ ายา AnyplexTM II MTB/MDR Detection6 

น าสารพันธุกรรมของตัวอย่างที่ให้ผล MTB เป็นบวก 
จากน้ ายา AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection มา
ตรวจวิเคราะห์หาเชื้อวัณโรคที่ดื้อต่อยา Rifampicin และ   
วัณ โรคที่ ดื้ อต่ อยา Isoniazid ตามวิ ธีการในคู่ มื อน้ ายา 
AnyplexTM II MTB/MDR Detection ซึ่งเป็นการใช้เทคโนโลยี 
DPO ร่วมกับ TOCE โดยแต่ละตัวอย่างใช้สารพันธุกรรม MTB 
ที่ให้ผลบวก ที่สกัดไว้ 5 uL รวมกับ Real-time PCR Master 
mix 15 uL ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  4X MTB/MDR TOM 5 uL, 
RNase-free water 5 uL แ ล ะ  4X Anyplex PCR Master 
Mix (with UDG) 5 uL ต่อจากนั้น น าเข้าเครื่อง Real-time 
PCR รุ่ น  CFX96 Real-time PCR System (Bio-Rad, USA) 
ตั้ งโปรแกรมการท างาน ดังนี้ pre-denaturation 95oC 15 
นาที, ท า PCR 50 รอบ โดย denaturation 95oC 30 วินาที, 
annealing 60oC 1 นาที  และ extension 72oC 30 วินาที , 
ท า  Melting curve analysis โด ย  Pre-melting 55oC 30 
วินาที , melting analysis 55oC - 85oC (5 sec/0.5oC) โดย
ตรวจจับสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ขั้นตอน melting analysis 
เมื่อปฏิกิริยาเสร็จสมบูรณ์ใช้เวลา 2 ชั่วโมง 40 นาที สามารถ
แปลผลการตรวจวิ เคราะห์ ได้ด้วยโปรแกรมการแปลผล
อัตโนมัติ Seegene viewer ซึ่งตัวอย่างที่ถูกแปลผลเป็น RIF-
R TB Positive จะมีสัญญาณ melting curve ของสี  HEX, 
ตัวอย่างที่ให้ผล INH-R TB Positive จะมีสัญญาณ melting 
curve ของสี CalRed610, ตัวอย่างที่เป็นเชื้อวัณโรคที่ไม่ดื้อ
ต่อยาทั้งสองชนิดจะไม่มีสัญญาณใดๆ และหากตัวอย่างเป็น 
MDR-TB จะมีสัญญาณ melting curve ของทั้งสี HEX และ 
CalRed610 เกิดขึ้นในปฏิกิริยาของตัวอย่างนั้นๆ ส าหรับการ
ตรวจวิเคราะห์เชื้อวัณโรคที่ดื้อต่อยา Rifampicin (RIF-R TB) 

เป็นการใช้ DPO Primer ตรวจจับยีน rpoB ของเชื้อวัณโรคท่ี
ดื้อต่อยา Rifampicin ตรงต าแหน่งการกลายพันธุ์ครอบคลุม 
18 ต าแ ห น่ งที่ เกี่ ย ว ข้ อ ง  : L511P(CCG), Q513K(AAA), 
Q513L(CTA), Q513P(CCA), 3 amino acid deletion in 

513516, D516V(GTC), D516Y(TAC), S522L(TTC), 
S522Q(CAG), H526C(TGC), H526D(GAC), H526L(CTC), 
H526N(AAC), H526R(CGC), H526Y(TAC), S531L(TTG), 
S531W(TGG) และ L533P(CCG) และการตรวจวิเคราะห์เชื้อ
วัณโรคที่ดื้อต่อยา Isoniazid (INH-R TB) เป็นการใช้  DPO 
Primer ตรวจจับยีน katG และ inhA promoter ของเชื้ อ  
วัณโรคที่ดื้อต่อยา Isoniazid ตรงต าแหน่งการกลายพันธุ์
ครอบคลุ ม 7 ต าแหน่ งที่ เกี่ ยวข้ อง : katG S315I(ATC), 
S315N(AAC), S315T(ACC) แ ล ะ  S315T(ACA); inhA 
promoter -15(T), -8(A) และ -8(C) โดยรวมชุดน้ ายาสามารถ
ตรวจวิเคราะห์เชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนานได้ครอบคลุม
ต าแหน่ งการกลายพันธุ์ทั้ งหมด 25 ต าแหน่ ง ร่ วมกับ
เทคโนโลยี  TOCE ท าให้ สามารถตรวจวัดสัญญาณเป็น 
melting curve โดยเชื้อ RIF-R TB จะถูกวัดที่ช่องสัญญาณ 
HEX, เชื้อ INH-R TB จะถูกวัดที่ช่องสัญญาณ CalRed610 
และในการตรวจวิเคราะห์ทุกรอบจะมีการควบคุมคุณภาพชุด
น้ ายาโดย Positive และ Negative Amplification Controls 
ที่ ให้มากับชุดน้ ายา และยังมี Wild Type Control เป็นตัว
ควบคุมคุณภาพที่ใช้ในการเปรียบเทียบ melting curve กับ
ผลของตัวอย่างในการท างานรอบนั้นๆ และใน Master mix มี 
Internal Control ถูกใส่มาเพ่ือช่วยควบคุมในเรื่องของการ
ยับยั้งปฏิกิริยาการท า PCR โดย IC ได้ถูก optimize มาให้มี
การเพ่ิมปริมาณอย่างพอเหมาะควบคู่ไปกับสารพันธุกรรม
เป้าหมายในตัวอย่างส่งตรวจ  
2. การตรวจหาเชื้อวัณโรคและความไวต่อยาด้วยวิธีมาตรฐาน
การเพาะเลี้ยงเชื้อ (Standard Method) 

ตัวอย่างเสมหะผู้ป่วยรายใหม่ทุกราย ของปี พ.ศ. 
2559 ถึง ปี พ.ศ. 2560 จ านวน 151 ราย จะถูกส่งตรวจหา
เชื้อวัณโรคและเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนานด้วยวิธีการ
เพาะเลี้ยงเชื้อและการทดสอบความไวต่อยาบนอาหารเลี้ยง
เชื้อ (Drug susceptibility test : DST) ที่กลุ่มห้องปฏิบัติการ
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ทางการแพทย์ด้านควบคุมโรค ส านักงานป้องกันควบคุมโรคที่ 
5 จังหวัดราชบุรี ตามขั้นตอนของห้องปฏิบัติการ3 
การวิเคราะห์ข้อมูล 
 วิเคราะห์อธิบายข้อมูลผลลัพธ์ลักษณะที่ศึกษาของ 2 
กลุ่มและแสดงข้อมูลปริมาณด้วย จ านวน จ าแนกตามกลุ่ม 
แสดงความถูกต้องของการตรวจด้วยค่าความไว (Sensitivity) 
ค่าความจ าเพาะ (Specificity) ค่าท านายผลบวก (positive 
predictive value: PPV)  และค่าท านายผลลบ (negative 
predictive value: NPV) เปรี ยบเที ยบระหว่ างชุ ดน้ ายา
ส า เร็ จ รู ป  AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection 
และน้ าย า Anyplex™ II MTB/MDR Detection (Seegene 
Inc., South Korea) กับวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ (culture) และ
การทดสอบความไวต่อยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (DST) 
ค าจ ากัดความ 
 MTB  หมายถึ ง เชื้ อวัณ โรค  Mycobacterium 
tuberculosis   
 MDR คือวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (Multidrug-
Resistance Tuberculosis) หมายถึง เชื้อวัณโรคที่ดื้อยา
ต้านวัณโรคอย่างน้อย 2 ขนาน คือ Isoniazid (INH) และ 
Rifampicin (RMP) 
 วิธีมาตรฐาน (Gold standard) หมายถึง วิธีที่
ยอมรับกันทั่วไปในสาขางานนั้นๆ และมักเป็นวิธีที่ผ่าน
การศึกษา collaborative trial มาแล้ว แต่อาจมีบางวิธีที่
ไม่ผ่านการศึกษา collaborative trial แต่เป็นวิธีที่ใช้กันมา
นานและได้รับการยอมรับกันทั่วไปในสาขางานนั้นแล้ว อาจ
เป็นวิธีที่ตีพิมพ์ในมาตรฐานระหว่างประเทศ มาตรฐาน

ภูมิภาค หรือมาตรฐานของประเทศ หรือมาตรฐานของ
องค์กรที่ มี ชื่ อ เสียงในสาขานั้ นๆ  การศึกษาครั้ งนี้ วิ ธี
มาตรฐานคือการเพาะเลี้ยงเชื้อและทดสอบความไวต่อยา
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ผลการศึกษา 
 ตัวอย่างเสมหะจากผู้ป่วยรายใหม่ทุกรายที่ส่ง
ตรวจหาเชื้อวัณโรคทั้งหมด 151 ตัวอย่าง น ามาประเมิน
ประสิทธิภาพการตรวจวินิจฉัยวัณโรคและวัณโรคดื้อยาใน
กลุ่ม  first-line anti-tuberculosis drugs ด้วยวิธี  Real-
time PCR เทียบกับวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อและทดสอบความ
ไวต่อยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1. การตรวจวินิจฉัยวัณโรค 
 ผลการตรวจวินิจฉัยวัณโรคจากตัวอย่างทั้งหมด 
151 ตัวอย่าง พบตัวอย่างที่ ให้ผลบวก (Positive) หรือ 
MTB detected ทั้งจากวิธี Real-time PCR ด้วยชุดน้ ายา 
AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection (V 2.0) 
และวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ (culture) โดยให้ผลตรวจพบเชื้อ 
MTB (MTB detected) สอดคล้องกันทั้งหมด 71 ตัวอย่าง 
ให้ผลตรวจไม่พบเชื้อ หรือ MTB not detected สอดคล้อง
กันทั้งสองวิธี 74 ตัวอย่าง และมีตัวอย่างทั้งหมด 6 รายที่
ให้ผลไม่สอดคล้องกันระหว่างสองวิธี ประกอบด้วย ตัวอย่าง 
4 รายให้ผล MTB detected ด้วยวิธี Real-time PCR แต่
ให้ ผล MTB not detected กับวิธี เพาะเลี้ ยงเชื้ อ  และ
ตัวอย่าง 2 รายให้ผล MTB not detected ด้วยวิธี Real-
time PCR แต่ให้ผล MTB detected กับวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ 
ดังตารางที่ 1  

 
ตารางที่ 1  ผลการตรวจวินิจฉัยวัณโรคด้วยวิธี Real-time PCR และวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ (culture) 

 
 

Real-time PCR 
Culture 

MTB detected MTB not detected Total 
MTB detected 71 4 75 
MTB not detected 2 74 76 
Total 73 78 151 
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2. การตรวจวินิจฉัยวัณโรคดื้อยาหลายขนาน 
 ตัวอย่างที่ ให้ผล MTB detected สอดคล้องกันทั้ง
จากวิธี  Real-time PCR และวิธี เพาะเลี้ ยงเชื้ อ (culture) 
จ านวน 71 ตัวอย่าง ถูกน ามาตรวจวิเคราะห์วัณโรคดื้อยาใน
ก ลุ่ ม  first-line anti-tuberculosis drugs 2 ช นิ ด  ได้ แ ก่ 
ทดสอบความไวต่อยา Rifampicin (RIF) และยา Isoniazid 
(INH) ด้วยวิธี Real-time PCR โดยใช้ชุดน้ ายา AnyplexTM II 

MTB/MDR Detection เปรียบเทียบกับวิธีการทดสอบความ
ไวต่อยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (DST) 
 ผลการทดสอบความไวต่ อยา Rifampicin (RIF) 
พบว่า วิธี Real-time PCR และวิธีทดสอบความไวต่อยาบน
อาหารเลี้ยงเชื้อให้ผลสอดคล้องกันทั้งหมด โดยให้ผลดื้อต่อยา 
RIF (RIF-Resistance) 1 ตัวอย่าง และให้ผลไวต่อยา RIF (RIF-
Susceptible) 70 ตั วอย่ าง และไม่ มี ตั วอย่ างที่ ให้ ผลไม่
สอดคล้องกัน ดังตารางที่ 2 

 
ตารางที่ 2 ผลการตรวจวินิจฉัยวัณโรคด้ือยา Rifampicin (RIF) ด้วยวิธี Real-time PCR และวิธีทดสอบความไวต่อยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

  
 ผลการทดสอบความไวต่อยา Isoniazid (INH) มี 8 
ตัวอย่างที่ให้ผลดื้อต่อยา INH (INH-Resistance) สอดคล้อง
กั นทั้ ง 2 วิ ธี , 60 ตั วอย่ างที่ ให้ ผลไวต่ อยา  INH (INH-
Susceptible) สอดคล้องกันทั้งจากวิธี Real-time PCR และ

วิธีทดสอบความไวต่อยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และ 3 ตัวอย่างที่
ให้ ผ ล  Resistance กั บ วิ ธี  Real-time PCR แ ต่ ให้ ผ ล 
Susceptible กับการทดสอบความไวต่อยา INH บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ ดังตารางที่ 3 

 
ตารางที่ 3 ผลการตรวจวินิจฉัยวัณโรคด้ือยา Isoniazid (INH) ด้วยวิธี Real-time PCR และวิธีทดสอบความไวต่อยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

  
 การตรวจวินิจฉัยวัณโรคด้วยวิธี  Real-time PCR มี
ค่าความไว (sensitivity), ค่าความจ าเพาะ(specificity), ค่า
ท านายผลบวก (Positive Predictive Value) และค่าท านาย
ผลลบ (Negative Predictive Value) คิดเป็นร้อยละ 97.26, 
94.87, 94.67, และ 97.37 ตามล าดับ เมื่อเทียบกับวิธีการ
เพาะเลี้ยงเชื้อ ดังตารางที่ 4 

 จากผลการตรวจวินิจฉัยวัณโรคดื้อยาในกลุ่ม first-
line anti-tuberculosis drugs โดยทดสอบความไวต่ อยา 
Rifampicin (RIF) ด้ ว ย วิ ธี  Real-time PCR มี ค่ าค วาม ไว 
(sensitivity), ค่ าความจ าเพ าะ  (specificity), ค่ าท าน าย
ผลบวก (Positive Predictive Value) และค่าท านายผลลบ 
(Negative Predictive Value) คิดเป็นร้อยละ 100, 100, 100 
และ 100 ตามล าดับ และการทดสอบความไวต่อยา Isoniazid 

Real-time PCR 
Drug Susceptibility Test 
RIF-Resistance RIF-Susceptible Total 

RIF-Resistance 1 0 1 
RIF-Susceptible 0 70 70 
Total 1 70 71 

Real-time PCR 
Drug Susceptibility Test 
INH-Resistance INH-Susceptible Total 

INH-Resistance 8 3 11 
INH-Susceptible 0 60 60 
Total 8 63 71 
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(INH) ด้วยวิธี Real-time PCR มีค่าความไว (sensitivity), ค่า
ความจ าเพาะ(specificity), ค่ าท านายผลบวก (Positive 
Predictive Value) แ ล ะ ค่ า ท า น า ย ผ ล ล บ  (Negative 

Predictive Value) คิดเป็นร้อยละ 100, 95.24, 72.73 และ 
100 ตามล าดับ เมื่อเทียบกับวิธีทดสอบความไวต่อยาบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ ดังตารางที่ 4 

 
ตารางที่ 4 การวิเคราะห์ทางสถิติการตรวจวินิจฉัยวัณโรคและวัณโรคด้ือยาด้วยวิธี Real-time PCR เทียบกับวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อและ
ทดสอบความไวต่อยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

 
วิจารณ์ 
 จากข้อมูลที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้ในการตรวจ
วินิจฉัยเชื้อวัณโรคด้วยวิธี  Real-time PCR เมื่อเทียบกับ
วิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อที่ เป็นวิธีมาตรฐาน พบว่ามีค่าความไว 
(sensitivity), ค่ าความจ าเพ าะ  (specificity), ค่ าท าน าย
ผลบวก (Positive Predictive Value) และค่าท านายผลลบ 
(Negative Predictive Value) ใกล้ เคียงกับการศึกษาก่อน
หน้าของ Seo Woo Kim และคณะ7 และมีตัวอย่างที่ให้ผลไม่
สอดคล้องกันทั้งสองวิธีจากการตรวจวินิจฉัยด้วยวิธี Real-
time PCR และวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ ส าหรับกรณีแรกตรวจ
พบเชื้อวัณโรคด้วยวิธี Real-time PCR แต่ตรวจไม่พบเชื้อด้วย
วิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ เนื่องจากในตัวอย่างเสมหะของผู้ป่วยมี
ปริมาณของเชื้อวัณโรคที่น้อย โดยการเพาะเลี้ยงเชื้ออาศัย
หลักการให้เชื้อเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อในอุณหภูมิและ
สภาวะที่เหมาะสม ซึ่งแตกต่างจากวิธี Real-time PCR ที่เป็น
การตรวจปริมาณสารพันธุกรรม (DNA) ของเชื้อวัณโรคโดยจะ
สามารถตรวจหาในกรณีที่ เชื้อมีปริมาณน้อยได้ ดังนั้น ใน
ตัวอย่างเสมหะที่มีเชื้อวัณโรคปริมาณน้อยจึงเป็นสาเหตุให้
ตรวจไม่พบเชื้อด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อได้ ส่วนในกรณีที่สอง
ที่ตรวจพบเชื้อวัณโรคด้วยการเพาะเลี้ยงเชื้อเพียงอย่างเดียว 
และตรวจไม่พบเชื้อด้วยวิธี Real-time PCR นั้นอาจเกิดได้
จากหลายสาเหตุ ได้แก่ คุณภาพของตัวอย่างเสมหะที่ ใช้
ทดสอบ, ขั้นตอนในการเตรียมตัวอย่าง (pre-treatment) 

ก่อนน ามาทดสอบด้วยวิธี Real-time PCR อาจจะมีตัวยับยั้ง
ในกระบวนการท า PCR (PCR inhibitor)  
 ผลการตรวจวินิจฉัยวัณโรคดื้อยาในกลุ่ม first-line 
anti-tuberculosis drugs โด ย ท ด ส อ บ ค ว าม ไว ต่ อ ย า 
Rifampicin (RIF) และยา Isoniazid (INH) ด้วยวิธี Real-time 
PCR มีค่าความไว (sensitivity), ค่าความจ าเพาะ(specificity), 
ค่ าท านายผลบวก (Positive Predictive Value) และค่ า
ท านายผลลบ (Negative Predictive Value) ใกล้ เคียงกับ
การศึกษาของไกรฤกษ์ สุธรรมและคณะ3 และการศึกษาของ
สมศักดิ์ สินธุอุไรและคณะ8 จากการศึกษาพบกรณีที่ให้ผลการ
วินิจฉัยวัณโรคดื้อยาด้วยวิธี Real-time PCR ไม่สอดคล้องกับ
การทดสอบความไวต่อยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อกรณีที่ตรวจพบ
การดื้อยา INH ด้วยวิธี Real-time PCR แต่ไม่พบการดื้อยา 
INH ด้วยการทดสอบความไวบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งสาเหตุที่
ตรวจไม่พบการดื้อยาด้วยการทดสอบความไวต่อยาบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อนั้นอาจเป็นไปได้ว่าเชื้อวัณโรคที่ตรวจได้จากวิธี Real-
time PCR เป็นการตรวจพบจากสารพันธุกรรม (DNA) ของ
เชื้อวัณโรคที่ตายแล้ว หรืออาจเกิดจากเชื้อในตัวอย่างเสมหะมี
ยีนสองกลุ่ม (mixed population) คือมีทั้งกลุ่มเชื้อวัณโรคที่มี
ยีนดื้อยาและที่ไม่มียีนดื้อยา จึงท าให้เชื้อในกลุ่มที่ไม่มียีนดื้อ
ยาสามารถเจริญเติบโตบดบังเชื้อที่มียีนดื้อยา จึงอาจจะท าให้
ตรวจไม่พบการดื้อยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อได้ ซึ่งข้อเท็จจริงด้าน
ความไม่สอดคล้องกันของผลการตรวจวินิจฉัยนั้น อาจ

Testing 
Sensitivity  
(%) 

Specificity  
(%) 

Positive Predictive Value 
(%) 

Negative Predictive Value 
(%) 

MTB 97.26 94.87 94.67 97.37 
RIF 100 100 100 100 
INH 100 95.24 72.73 100 
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ท าการศึกษาวิจัยเพ่ิมเติมด้วยวิธีการวิเคราะห์อื่นๆ หรือยืนยัน
ผลด้วยวิธีการหาล าดับเบส (Sequencing) ประกอบกับการ
พิจารณาอาการของผู้ป่วยเพ่ิมเติมได้ 
สรุป 
  การศึกษาครั้งนี้แม้ว่าวิธี real-time PCR จะให้ผล
ความไวและความจ าเพาะสูงเมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐานแต่เมื่อ
เทียบ ต้นทุนในการตรวจ พบว่า วิธี  real-time PCR ยังมี
ต้นทุนค่าใช้จ่ายที่สูงกว่าวิธีมาตรฐานท าให้มีข้อจ ากัดในการ
น าไปใช้ได้เฉพาะในโรงพยาบาลขนาดใหญ่ที่มีงบประมาณ
อย่างเพียงพอ อย่างไรก็ตาม เนื่องจากการติดเชื้อวัณโรคเป็น
ปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญของประเทศไทย โดยเฉพาะการ 
เพ่ิมจ านวนของการติดเชื้อวัณโรคที่มีการดื้อยาหลายขนาน
หรือดื้อยาอย่างกว้างขวางเพ่ิมมากขึ้นเรื่อยๆ การตรวจวินิจฉัย
ที่แม่นย า รวดเร็ว ให้ผลถูกต้องและมีความน่าเชื่อถือ โดย
สามารถทราบรูปแบบการดื้อยาของเชื้อวัณโรคตั้งแต่แรกย่อม
ส่ งผลดี ต่ อการวางแผนการรักษาและการควบคุมโรค 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในผู้ป่วยรายใหม่ และผู้ป่วยที่คาดว่าจะมี
การติดเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนานได้ ท าให้ลดโอกาสในการ
กระจายเชื้อจากผู้ป่วยไปยังบุคคลอ่ืนได้ ดังนั้น จากการศึกษา
ในครั้งนี้สามารถที่จะใช้เทคนิค Real-time PCR เป็นหนึ่งใน
วิธีส าหรับการตรวจวินิจฉัยวัณโรคและวัณโรคดื้อยาในผู้ป่วย
วัณโรคได้ อีกทั้งยังช่วยลดเวลาในการรายงานผลการตรวจทาง
ห้องปฏิบัติการเพ่ือให้แพทย์สามารถน าผลการวินิจฉัยไป
ประเมินการรักษาผู้ป่วยต่อไปได้อย่างถูกต้อง รวดเร็ว เพ่ือ
ประโยชน์ ต่ อผู้ ป่ วยที่ ติ ดเชื้ อวัณ โรค และช่ วยลดการ
แพร่กระจายของเชื้อวัณโรคและวัณโรคดื้อยาไม่ให้ออกสู่
ชุมชน โดยทั้งนี้ เมื่อคิดต้นทุนเทียบกับประสิทธิผล จะพบว่า
การน าวิธี real-time PCR มาตรวจหาเชื้อวัณโรคในผู้ป่วยต้อง
ใช้ต้นทุนสูงกว่าการใช้วิธีมาตรฐานแต่ให้ประสิทธิผลในการ
ตรวจหาเชื้อวัณโรคได้ดีกว่า  
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