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Abstract
Mycobacterial infection is a contagious disease that can occur in all human organs, 

mostly the lungs (80%). Extrapulmonary mycobacterial infection can be found in several tissue 

sites including lymph nodes, spine, abdomen, urinary tract, reproductive organ and neuronal 

organ. Conventional diagnosis of mycobacterial infection can be done by two methods, acid-fast  

staining (AFB) and mycobacterial culture. Each method has its own limitation, for instance, AFB 

staining requires large numbers of microbial pathogens in order to be detected, whereas  

mycobacterial culture takes 2 - 3 months to get the result. In this study, a novel molecular 

method, the REBA Myco-ID® test kit using reverse blot hybridization assay, has been used to 

detect mycobacterial pathogen in specimens collected from various organs containing small 

number of mycobacteria or non-tuberculous mycobacteria (NTM). Comparative study of the 

results using real time PCR, DNA sequencing and REBA Myco-ID® test in 34 samples showed 

the overall consistency with 100% sensitivity and specificity. In addition, the sensitivity of AFB 

staining, mycobacterial culture method and REBA Myco-ID® test were also compared.  

The sensitivity of AFB staining was found to be 35.3% and that of the culture method was 66.7%. 

In conclusion, the results suggested that REBA Myco-ID® test provides a high sensitivity  

and specificity test results for mycobacterial diagnosis. Despite the high cost, the method  

is considered worthwhile to be used for diagnosis of mycobacterial infection, particularly  

extrapulmonary mycobacterial infection, NTM infection and clinical specimens with low number 

of mycobacterial pathogens. 
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บทคัดย่อ
วัณโรคเป็นโรคติดต่อท่ีสามารถพบได้ในทุกอวัยวะของร่างกาย โดยส่วนใหญ่มักพบที่ปอด  

(ร้อยละ 80) ส่วนวัณโรคนอกปอดอาจพบได้ในอวัยวะอื่น เช่น ต่อมน้ำ�เหลือง กระดูกสันหลัง ช่องท้อง 

อวัยวะในระบบทางเดินปัสสาวะ ระบบสืบพันธุ์ และระบบประสาท การวินิจฉัยวัณโรคนิยมตรวจด้วย 

วิธีย้อมด้วยสีทนกรด การเพาะเลี้ยงเชื้อและวินิจฉัยแยกชนิดของเชื้อ แต่ทั้งสองวิธีมีข้อจำ�กัด โดยการ

ย้อมด้วยสีทนกรดต้องมีปริมาณของเชื้อในสิ่งส่งตรวจมากพอจึงจะตรวจพบได้ ส่วนการเพาะเลี้ยงและ

วินิจฉัยแยกชนิดเชื้อต้องใช้ระยะเวลานาน 2-3 เดือน การศึกษานี้ได้นำ�ชุดตรวจ REBA Myco-ID®  

ซึ่งอาศัยหลักการ reverse blot hybridization assay มาใช้ตรวจวินิจฉัยเชื้อจากสิ่งส่งตรวจที่เก็บจาก

อวัยวะที่อาจมีเชื้อวัณโรคในปริมาณน้อย หรือมีการติดเชื้อมัยโคแบคทีเรียสายพันธุ์อื่นที่ไม่ก่อให้เกิด

วัณโรค (non-tuberculous mycobacteria; NTM) โดยศึกษาเปรียบเทียบผลการตรวจกับวิธี real time 

PCR และ DNA sequencing ผลการศึกษาในตัวอย่าง 34 ราย พบว่าผลตรวจด้วยชุดตรวจ REBA 

Myco-ID® มีความสอดคล้องกับผลตรวจจากวิธี real time PCR และ DNA sequencing โดยมีความ

ไวและความจำ�เพาะร้อยละ 100 นอกจากนี้ ยังได้ศึกษาข้อมูลย้อนหลังเพื่อหาความไวของผลการตรวจ

ดว้ยวธิยีอ้มดว้ยสทีนกรดและการเพาะเลีย้งและวนิจิฉยัแยกชนดิเช้ือ เปรยีบเทยีบกบัผลการตรวจดว้ย

วธิ ีREBA Myco-ID® พบวา่การตรวจดว้ยวธิยีอ้มดว้ยสทีนกรดและการเพาะเช้ือ มคีวามไวรอ้ยละ 35.3 

และ 66.7 ตามลำ�ดับ ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าวิธี REBA Myco-ID® มีความไวและความจำ�เพาะ

สูง แม้จะมีต้นทุนค่าใช้จ่ายสูง แต่ก็มีความคุ้มค่า เหมาะที่จะนำ�มาใช้ในการตรวจวินิจฉัยผู้ป่วยติดเชื้อ

วัณโรค โดยเฉพาะผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อนอกปอด ผู้ป่วยที่ติดเชื้อมัยโคแบคทีเรียสายพันธุ์อื่นที่ไม่ก่อให้

เกิดวัณโรค และสิ่งส่งตรวจที่อาจมีปริมาณของเชื้อก่อโรคน้อย 

คำ�สำ�คัญ: การวินิจฉัยวัณโรค, Reverse blot hybridization assay, Real time PCR, DNA sequencing
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บทน�ำ 
วณัโรค (tuberculosis: TB) จดัเปน็หน่ึงใน

โรคตดิเช้ือทีพ่บบอ่ยทีส่ดุ และเปน็สาเหตสุำ�คญัทีท่ำ�ให้

เกิดการเจ็บป่วยและการเสียชีวิตทั่วโลก เกิดจากการ

ติดเชื้อแบคทีเรีย Mycobacterium tuberculosis 

( MTB complex) ซึง่เปน็สาเหตกุารแพรร่ะบาดของ

โรคทีมี่ผลกระทบตอ่สขุภาพของประชาชนอยา่งรนุแรง 

มีผู้ติดเชื้อนี้เป็นจำ�นวนสูงถึง 8.6 ล้านคนต่อปี และ

มีผู้ติดเชื้อเสียชีวิตมากกว่า 1.3 ล้านคน(1) ปัจจุบัน 

ผู้ป่วยวัณโรคในประเทศไทยมีแนวโน้มเพิ่มขึ้น โดย

องคก์ารอนามยัโลกไดจ้ดัใหป้ระเทศไทยเปน็ 1 ใน 14 

ประเทศของโลกที่ยังคงมีปัญหาวัณโรค วัณโรค 

ที่สัมพันธ์กับการติดเชื้อเอชไอวี และวัณโรคดื้อต่อยา

หลายขนาน (multidrug resistant TB; MDR-TB)

ในอตัราสงู ตามการคาดการณข์ององคก์ารอนามยัโลก 

ในปี พ.ศ. 2559 ประเทศไทยจะมีอุบัติการณ์ผู้ป่วย

วัณโรครายใหม่และกลับมาเป็นซ้ำ� 119,000 ราย  

ผู้ป่วยวัณโรคที่สัมพันธ์กับการติดเชื้อเอชไอวี 10,000 

รายและผูป้ว่ยวณัโรคดือ้ตอ่ยา rifampicin (rifampi-

cin resistant TB; RR-TB) หรอืดือ้ตอ่ยาหลายขนาน 

(MDR-TB) 4,700 ราย ผลการดำ�เนินงานวัณโรค

ของประเทศไทยในปี พ.ศ. 2559 จากรายงานของ

สำ�นักวัณโรค พบว่ามีผู้ป่วยขึ้นทะเบียนรักษาวัณโรค 

ทีเ่ปน็ผูป้ว่ยรายใหมแ่ละผูป้ว่ยทีก่ลบัมาเปน็ซ้ำ�มากถงึ 

70,114 ราย ผู้ป่วยวัณโรคที่สัมพันธ์กับการติดเชื้อ 

เอชไอวี 6,794 ราย (ร้อยละ 11 ของผู้ที่ได้รับการ

ตรวจหาเชื้อเอชไอวี) วัณโรคดื้อต่อยาหลายขนาน 

(MDR-TB) ทีด่ือ้ตอ่การรกัษาดว้ยยา isoniazid และ 

rifampicin 955 ราย และวณัโรคดือ้ตอ่ยาหลายขนาน

ชนิดรุนแรงมาก (extensively drug-resistant TB; 

XDR-TB) ซ่ึงเป็น MDR-TB ที่ดื้อต่อยาในกลุ่ม 

fluoroquinolones และ second-line injectable 

ด้วย 13 ราย(2) 

เช้ือมัยโคแบคทีเรียสายพันธุ์อื่นที่ไม่ก่อให้

เกิดวัณโรค (non-tuberculous mycobacteria; 

NTM) ได้แก่ M. avium, M. intracellulare, M. 

kansasii, M. abscessus และ M. massiliense 

สามารถก่อโรคได้ในหลายส่วนของร่างกาย เช่น  

การตดิเชือ้ในปอด (pulmonary) ผวิหนงัและเนือ้เยือ่ 

(skin and soft tissue) และต่อมน้ำ�เหลือง (lymph 

node) ซึ่งในปัจจุบันการติดเชื้อ NTM เพิ่มขึ้นจาก

ร้อยละ 20 เป็นร้อยละ 50 และในหลายประเทศ 

ยังพบการติดเชื้อ NTM บ่อยกว่าการติดเชื้อ M. 

tuberculosis นอกจากนี้การก่อโรคของเชื้อ NTM 

ยังมีความผันแปรและทำ�ให้เกิดการติดเชื้อที่รุนแรง

โดยเฉพาะในผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันต่ำ� หรือผู้ที่มีระบบ

ภูมิคุ้มกันบกพร่อง(3, 4)

การตรวจวินิ จฉัยแยกสปีชี ส์ ของ เชื้ อ 

มัยโคแบคทีเรียได้อย่างรวดเร็วในช่วงแรกของการ 

ตดิเชือ้เปน็สิง่สำ�คญั เนือ่งจากการรกัษา การพยากรณ์

โรค และความสำ�คัญทางระบาดวิทยา (epidemiology) 

ของเชื้อ NTM มีความแตกต่างจากการติดเชื้อ M. 

tuberculosis อย่างมีนัยสำ�คัญ การตรวจวินิจฉัย

เบื้องต้นด้วยการย้อมด้วยสีทนกรด หรือ acid fast 

staining เปน็วธิทีีส่ามารถทำ�ไดง้า่ย ราคาถกูและทราบ

ผลอย่างรวดเร็ว แต่เทคนิคนี้มีความไวต่ำ�และไม่

สามารถใช้วินิจฉัยแยกชนิดของเชื้อ M. tuberculosis 

และ NTM ได้ ส่วนการเพาะเชื้อจากสิ่งส่งตรวจใน

อาหารแข็งชนิด Lowenstein-Jensen และ อาหาร

เหลว โดยใชเ้ครือ่งอตัโนมตั ิเชน่ MB/BacT ALERT 

3D System (BioMerieux, Marcy-l’Etoile, 

France) และ BACTEC MGIT 960 System 

(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)(5) 

เป็นการตรวจเพื่อวินิจฉัยโรคตามมาตรฐาน แต่มี 

ข้อจำ�กัดเนื่องจากการเพาะเชื้อมัยโคแบคทีเรียใน

อาหารแข็งต้องใช้เวลาให้เชื้อเจริญเติบโตประมาณ 

30-50 วัน และในอาหารเหลวประมาณ 15-20 วัน 

ดังนั้น ปัจจุบันห้องปฏิบัติการส่วนใหญ่จึงนิยม 
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นำ�เทคนคิการวนิจิฉยัเชือ้มยัโคแบคทเีรยีระดบัโมเลกลุ 

(molecular diagnosis) ซึ่งเป็นเทคนิคที่อาศัย

ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (polymerase chain  

reaction; PCR) มาใช้แพร่หลายมากขึ้น 

ชุดตรวจ REBA Myco-ID® (YD  

Diagnostics, Republic of Korea) เป็นชุดตรวจ 

ที่อาศัยหลักการ reverse blot hybridization assay 

(Line Probe Assay; PCR-Assay) โดยใช้ Myc 

probe ทีจ่ำ�เพาะตอ่เชือ้มยัโคแบคทเีรยี และ multiple 

probes ที่จำ�เพาะต่อเชื้อ M. tuberculosis และ 

มัยโคแบคทีเรียสปีชีส์อื่นที่มีความสำ�คัญทางคลินิก 

มาตรงึบนแผน่เมมเบรน กอ่นนำ�ตวัอยา่งทดสอบที่ได้

มีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแล้วมา hybridize กับ 

probe บนแผ่นเมมเบรน ทำ�ให้สามารถจำ�แนกสปีชีส์

ของเชื้อมัยโคแบคทีเรีย ได้ถึง 21 สายพันธุ์ ใน 

ครั้งเดียว ได้แก่ M. tuberculosis, M. avium,  

M. intracellulare, M. scrofulaceum, M.  

abscessus, M. massiliense, M. chelonae, M. 

fortuitum complex, M. ulcerans, M. marinum, 

M. kansasii, M. gastri, M. haemophilum,  

M. genavense/ M. simiae, M. terrae/ M.  

nonchromogenicum, M. celatum, M.  

gordonae, M. szulgai, M. mucogenicum,  

M. aubagnense และ Mycobacterium spp.  

จึงสามารถตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อมัยโคแบคทีเรีย 

ไดอ้ย่างรวดเรว็ ภายในระยะเวลา 6 ชัว่โมง โดยไมต่อ้ง

รอผลการเพาะเลีย้งเชือ้ เปน็การชว่ยเพิม่ประสทิธิภาพ 

และตอบสนองต่อการรักษาผู้ป่วยของแพทย์ ได้ 

ทันท่วงที 

โรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค์ มีการส่ง 

ตวัอย่างทีเ่ปน็เสมหะและไม่ใชเ่สมหะเพือ่ตรวจหาเชือ้

มัยโคแบคทีเรียในระดับโมเลกุลจำ�นวนค่อนข้างมาก  

จึงได้นำ�ชุดตรวจ REBA Myco-ID® มาใช้ และ 

เพื่อประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจจึงได้ศึกษา

เปรียบเทียบผลการตรวจหาเชื้อมัยโคแบคทีเรียด้วย

ชุดตรวจ REBA Myco-ID® และวิธีการตรวจ 

ระดับโมเลกุลอื่นๆ อีก 2 วิธี ได้แก่ real time PCR 

และ DNA sequencing รวมทั้งวิธีที่ ใช้ในห้อง 

ปฏิบัติการทั่วไป ได้แก่ การย้อมด้วยสีทนกรดและ 

การเพาะเชื้อ โดยใช้ตัวอย่างเป็นสิ่งส่งตรวจที่เก็บ 

จากอวัยวะต่างๆ รวมทั้งเสมหะ

วัสดุและวิธีการ	
1.	 การคัดเลือกตัวอย่าง

ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาเปรียบเทียบ ได้

จากส่ิงส่งตรวจทีแ่พทย์ส่งตรวจหาเชือ้มยัโคแบคทเีรยี

ที่งานอณูชีวโมเลกุล โรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค์ 

โดยการสุ่มตัวอย่างแบบเจาะจง (purposive sam-

pling) ในช่วงระยะเวลา 3 เดือน ตั้งแต่เดือน

มกราคม-เดือนมีนาคม 2561 จำ�นวนตัวอย่างสิ่ง 

ส่งตรวจทั้งหมดรวม 34 ราย เป็นเสมหะ 10 ราย  

น้ำ�จากอวัยวะภายใน หนอง หรือชิ้นเนื้อจากอวัยวะ

ต่างๆ 24 ราย ซึ่งเป็นตัวอย่างดีเอ็นเอที่เหลือจากการ

ตรวจด้วยชุดตรวจ REBA Myco-ID® และทราบ 

ผลการตรวจแล้ว โดยเลือกสุ่มตัวอย่างที่ให้ผลการ

ตรวจด้วยชุดตรวจ REBA Myco-ID® เป็น บวก  

24 ตัวอย่าง และให้ผลการตรวจเป็นลบ 10 ตัวอย่าง 

เพื่อส่งตรวจยืนยันด้วยวิธี real time PCR ที่บริษัท 

YD Diagnostics ประเทศเกาหลี และ DNA  

sequencing ที่บริ ษัท Bionics Company  

sequencing service ประเทศเกาหลี

2. การสกัดแยกดีเอ็นเอ

สกัดแยกดีเอ็นเอในสิ่งส่งตรวจ โดยเติม

สารละลาย 4% NaOH (ถ้าเป็นสารคัดหลั่งและน้ำ�

ไขสันหลัง ใช้ 2% NaOH) เขย่าเป็นเวลา 1 นาที 

แล้วตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 20 นาที จากนั้นปรับ

ปริมาตรด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ ให้ได้ 50 มิลลิลิตร 
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ก่อนนำ�ไปปัน่ที ่4,300 รอบตอ่นาท ีเปน็เวลา 30 นาท ี

เทส่วนใสทิ้ง เติมน้ำ�กลั่น 500 ไมโครลิตร เขย่าให้

ตะกอนผสมกับน้ำ� จากนั้นดูดส่วนผสม 1.5 มิลลิลิตร 

ใส่หลอด เติมน้ำ�กลั่น 1.2 มิลลิลิตร นำ�ไปปั่นที่  

13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4ºC นาน 5 นาที  

ดูดส่วนใสทิ้งให้หมด ก่อนเติมน้ำ�กลั่น 1.2 มิลลิลิตร 

นำ�ไปปัน่อกีรอบ แลว้ดดูสว่นใสทิง้ใหห้มด เตมิ DNA 

extraction solution 50 ไมโครลติร เขยา่นาน 1 นาท ี

แล้วนำ�ไปต้มที่อุณหภูมิ 100 ºC โดยใช้ heat-block 

หรือ boiling water bath นาน 10 นาที นำ�ไปปั่น 

13,000 รอบต่อนาที นาน 3 นาที ที่อุณหภูมิห้อง  

นำ�ส่วนใส (supernatant) มาใช้เป็นดีเอ็นเอสาย 

แม่แบบสำ�หรับการตรวจด้วยชุดตรวจ REBA  

Myco-ID®, real time PCR และ DNA sequencing

3.	 การจ�ำแนกสายพันธุ์เชื้อมัยโคแบคทีเรียด้วย 
	 ชุดตรวจ REBA Myco-ID®

การจำ�แนกสายพนัธุเ์ชือ้มยัโคแบคทเีรยีดว้ย

ชุดตรวจ REBA Myco-ID® เริม่จากการเพิม่ปรมิาณ

ดีเอ็นเอที่จำ�เพาะกับเชื้อมัยโคแบคทีเรียด้วยวิธี PCR 

โดยใช้ REBA Myco-ID® Primer I และ Primer 

II ตามวิธีในเอกสารของชุดน้ำ�ยา จากนั้นนำ� PCR 

product มา hybridize กับ specific probe ที่ตรึง

อยู่บน nylon membrane strip แล้วตรวจวิเคราะห์

ดีเอ็นเอ และแปลผลชนิดของเชื้อโดยใช้เครื่อง

อัตโนมัติ HybREAD 480 หลักการ reverse blot 

hybridization ตามวิธีการของบริษัท(6) 

 
4	 การจ�ำแนกสายพันธุ์เชื้อมัยโคแบคทีเรียด้วย 
	 วิธี real time PCR

การจำ�แนกสปีชีส์เชื้อ M. tuberculosis 

และ NTM ด้วยวิธี real time PCR เพื่อยืนยันว่า 

มีเชื้อมัยโคแบคทีเรียในตัวอย่างที่ศึกษาหรือไม่ และ

เป็นเชื้อ M. tuberculosis หรือ NTM โดยใช้ชุด

น้ำ�ยา Real MTB-ID® (YD Diagnostics,  

Republic of Korea) ตามเอกสารชุดน้ำ�ยาของ 

บริษัทผู้ผลิต 

5.	 การจ�ำแนกสายพันธุ ์เชื้อมัยโคแบคทีเรีย 
	 ด้วยวิธี DNA sequencing 

การจำ�แนกสายพนัธุเ์ชือ้มยัโคแบคทเีรยีดว้ย

วิธี DNA sequencing โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

ที่จำ�เพาะต่อ RNA polymerase β-subunit-
encoding gene (rpo B)(7) ของเชื้อมัยโคแบคทีเรีย 

แล้วนำ�มาหาลำ�ดับเบสด้วยวิธี chain termination 

method โดยใช้ BigDye® terminator v3.1 cycle 

sequencing kit (Thermo Fisher Scientific Inc., 

USA) และเครือ่งอา่นลำ�ดบัเบสดเีอน็เอแบบอตัโนมตั ิ

ABI 3730xl DNA Analyzer (Thermo 

Fisher Scientific Inc., USA) นำ�ลำ�ดับเบสบน 

สายนิวคลีโอไทด์ของเชื้อมัยโคแบคทีเรียในตัวอย่าง 

ที่ อ่านได้ ไปเปรียบเทียบกับลำ�ดับเบสของเชื้อ 

มัยโคแบคทีเรียในฐานข้อมูล GenBank ของศูนย์

ข้อมูลเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ เพื่อวิเคราะห์สปีชีส์

ของเชื้อที่พบในตัวอย่างที่ศึกษา

ผลการศึกษา
1. ชนิดของตัวอย่าง

จากตัวอย่างทั้งหมด 34 ราย เป็นเสมหะ 

(sputum) 10 ราย น้ำ�ไขสันหลัง (cerebrospinal 

fluid; CSF) 6 ราย น้ำ�จากช่องเยื่อหุ้มปอด (pleural 

effusion) 6 ราย ชิ้นเนื้อจากต่อมน้ำ�เหลือง (tissue 

from lymph nodes) 3 ราย น้ำ�จากช่องเยื่อหุ้มหัวใจ 

(pericardial effusion) 2 ราย และอื่นๆ (epidural 

fluid, bone marrow, spinal cord, tissue, pus, 

peritoneal dialysis) 7 ราย ให้ผลการตรวจวินิจฉัย

แยกชนดิของเชือ้มยัโคแบคทเีรยีดว้ยชดุตรวจ REBA 

Myco-ID® พบเชื้อ M. tuberculosis complex 
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(MTB complex) 17 ราย โดยตรวจพบจากเสมหะ 

7 ราย น้ำ�ไขสันหลัง 2 ราย น้ำ�จากช่องเยื่อหุ้มปอด  

3 ราย ชิ้นเนื้อจากต่อมน้ำ�เหลือง 2 ราย และอื่นๆ 

(spinal cord, tissue และ pus) 3 ราย นอกจากนี้

ยังตรวจพบเชื้อ Mycobacterium spp. อีก 6 ราย 

โดยตรวจพบจากเสมหะ 1 ราย น้ำ�ไขสันหลัง 1 ราย 

น้ำ�จากชอ่งเย่ือหุม้ปอด 1 ราย น้ำ�จากชอ่งเย่ือหุม้หวัใจ 

1 ราย และอื่นๆ (bone marrow และ epidural 

fluid) 2 ราย และพบ M. abscessus 1 รายจาก

เสมหะ ส่วนตัวอย่างอีก 10 ราย ตรวจไม่พบเชื้อ 

(Table 1)

Table 1 Identification of Mycobacteria in 34 Specimens using REBA Myco-ID® 

Specimen MTB complex Mycobacterium spp. M. abscessus Negative Total

Sputum 7 1 1 1 10

CSF 2 1 0 3 6

Pleural effusion 3 1 0 2 6

Lymph nodes 2 0 0 1 3

Pericardial 0 1 0 1 2

Epidural fluid 0 1 0 1 2

Others 3 1 0 1 5

Total 17 6 1 10 34

2. ประสิทธิภาพของการตรวจวินิจฉัยแยกชนิด

ของเชื้อมัยโคแบคทีเรียด้วยชุดตรวจ REBA 

Myco-ID®

เนือ่งจากบางตวัอย่างมีปรมิาณนอ้ย ไม่เพยีงพอ 

ตอ่การทดสอบดว้ยวธิตีรวจระดบัโมเลกลุไดท้ัง้สองวธิ ี

คือ real time PCR และ DNA sequencing  

จึงทำ�ใหจ้ำ�นวนตวัอยา่งที่ใชส้ำ�หรบัการตรวจของแตล่ะ

วิธีไม่เท่ากัน โดยตัวอย่าง 17 ราย ที่ตรวจพบ MTB 

complex ด้วยชุดตรวจ REBA Myco-ID® ให้ผล

สอดคล้องกับผลที่ตรวจด้วยวิธี real time PCR 

ทั้งหมด และเมื่อนำ�ตัวอย่างเหล่านี้ 13 ราย มาตรวจ

ด้วยวิธี DNA sequencing พบว่าให้ผลเป็น MTB 

complex ตรงกันทั้งหมด เมื่อศึกษาข้อมูลย้อนหลัง

ของตัวอย่างทั้ง 17 รายนี้ พบว่ามีการตรวจโดยการ

ย้อมด้วยสีทนกรด 13 ราย ซึ่งให้ผลบวก 4 ราย (ร้อย

ละ 30.8) เป็นเสมหะ 3 ราย (AFB 2+ จำ�นวน  

1 ราย, AFB 3+ จำ�นวน 2 ราย) และชิ้นเนื้อจากต่อม

น้ำ�เหลือง 1 ราย (AFB 3+) นอกจากนั้นยังได้ตรวจ

ด้วยวิธีเพาะเชื้อ 10 ราย พบ MTB 8 ราย (ร้อยละ 

80) จากเสมหะ 3 ราย ชิ้นเนื้อจากต่อมน้ำ�เหลือง 2 

ราย หนอง 1 ราย น้ำ�ไขสันหลัง 1 ราย และน้ำ�จาก

ช่องเยื่อหุ้มปอด 1 ราย

ตัวอย่างที่ชุดตรวจ REBA Myco-ID® 

ตรวจพบวา่เปน็เชือ้ Mycobacterium spp. ม ี6 ราย 

และ M. abscessus 1 ราย ให้ผลตรวจสอดคล้องกับ

ผลที่ได้จากวิธี sequencing ทั้งหมด เมื่อนำ�ตัวอย่าง

จากกลุ่มนี้ 2 รายไปตรวจด้วยวิธี real time PCR ให้

ผลเป็น Mycobacterium spp. ทั้ง 2 ราย นอกจากนี้ 

ตัวอย่างทั้ง 7 รายได้เคยมีการตรวจโดยการย้อมด้วย

สีทนกรด 4 ราย ซึ่งให้ผลบวก 2 รายจากเสมหะ ส่วน



การประเมินผลการตรวจหาเชื้อมัยโคแบคทีเรียด้วยวิธี Reverse Blot Hybridization 6997

ไขกระดูกและสิ่งส่งตรวจจากฝีตรวจไม่พบเชื้อด้วย 

วิธีนี้ ส่วนการตรวจด้วยวิธีเพาะเชื้อมี 2 ราย แต่ไม่ 

พบเชื้อ

ตัวอย่างที่ชุดตรวจ REBA Myco-ID®  

ให้ผลลบ 10 ตัวอย่าง เม่ือตรวจด้วยวิธี DNA  

sequencing ให้ผลลบตรงกันทุกราย โดยมีตัวอย่าง

จากน้ำ�ไขสันหลัง 1 รายที่พบเชื้อ Nocardia spp. 

หรอื Rhodococcus spp. โดยวธิ ีDNA sequencing 

ส่วนการตรวจด้วยวิธี real time PCR 2 รายให้ผลลบ

ทั้ง 2 ราย (Table 2)

เมื่อศึกษาชนิดของตัวอย่างที่ตรวจพบเชื้อ

มยัโคแบคทเีรยีโดยวธีิตา่งๆ (Table 3) พบวา่ชดุตรวจ 

REBA Myco-ID® ให้ผลบวกสอดคล้องกับวิธี real 

time PCR และวิธี DNA Sequencing ในตัวอย่าง

ทกุชนดิ สว่นขอ้มลูการศกึษายอ้นหลงัของการสง่ตรวจ

ด้วยการย้อมด้วยสีทนกรด และการเพาะเชื้อในรายที่

ให้ผลบวก มีการส่งตรวจ AFB 17 ราย ให้ผลบวก

เพียง 6 ราย (ร้อยละ 35.3) และส่งตรวจเพาะเชื้อ  

12 ราย พบเชื้อ 8 ราย (ร้อยละ 66.7) 

REBA Myco- ID® Real Time PCR
DNA 

Sequencing
AFB stain Culture

MTB complex (17) 17/17 (100%) 13/13 (100%) 4/13 (30.8%) 8/10 (80%)

Mycobacterium spp. (6) 2/2 (100%) 6/6 (100%) 1/3 (33%) 0/2 

M. abscessus (1) - 1/1 (100%) 1/1 (100%) -

Negative (10) 2/2 (100%) 9/9 (100%) 7/7 (100%) 4/4 (100%)

Table 2	 Comparison of REBA Myco-ID® with four different methods in detection of mycobacterial 
pathogens

Table 3  Comparison of positive results out of total specimens tested among five different methods

Specimen REBA Myco- ID® Real Time PCR Sequencing AFB stain Culture

Sputum 9(9) 7(7) 6(6) 5(9) 3(6)

CSF 3(3) 2(2) 2(2) - -

Pleural effusion 4(4) 3(3) 4(4) 0(2) 1(1)

Lymph nodes 2(2) 2(2) 2(2) 1(1) 2(2)

Pericardial 1(1) 1(1) 1(1) - -

Epidural fluid 1(1) - 1(1) 0(1) -

Others 4(4) 4(4) 4(4) 0(4) 2(3)

Total 24(24) 19(19) 20(20) 6(17) 8(12)

( ) =Total specimens Tested
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วิจารณ์และสรุปผล
จากการศึกษาเปรียบเทียบผลการตรวจ

วินิจฉัยชนิดของเชื้อมัยโคแบคทีเรียโดยวิธี reverse 

blot hybridization assay โดยใช้ชุดตรวจ REBA 

Myco-ID® พบว่ามีความสอดคล้องกับวิธีมาตรฐาน

ทางโมเลกุลอื่นๆ ได้แก่ วิธี real time PCR และ 

DNA sequencing ในทุกตัวอย่างที่ได้เปรียบเทียบ 

โดยมีความไวและความจำ�เพาะร้อยละ 100 ซึ่งสอด 

คล้องกับผลการศึกษาของ Wang HY และคณะ(8) 

ที่ได้ศึกษาการวินิจฉัยชนิดของเชื้อมัยโคแบคทีเรีย 

จากส่ิงส่งตรวจระบบทางเดนิหายใจทีเ่พาะเลีย้งเชือ้ใน

อาหารเลีย้งเชือ้ชนดิน้ำ� (BACTECTM MGITTM960 

system) โดยใช้ REBA Myco-ID® เปรียบเทียบ

กับ real time PCR และ PCR-restriction fragment 

length polymorphism (RFLP) จากการศึกษา 

พบว่า REBA Myco-ID® มีความไวในการวินิจฉัย

เชื้อ M. tuberculosis (MTB) และ nontuberculous 

mycobacteria (NTM) ร้อยละ 100 และ 97.5  

ตามลำ�ดับ 

งานวิจัยนี้ได้ศึกษาย้อนหลังผลการตรวจหา

เชื้อวัณโรคโดยการย้อมด้วยสีทนกรด และการตรวจ

เพาะเช้ือ พบว่าในตัวอย่าง 34 รายที่สุ่มมาศึกษา  

มีการส่งย้อมด้วยสีทนกรด 24 ราย ส่งตรวจเพาะเชื้อ 

17 ราย วิธีย้อมด้วยสีทนกรดมีความไวในการตรวจ

พบเชือ้รอ้ยละ 35.3 สว่นการเพาะเชือ้มคีวามไวในการ

ตรวจพบเชื้อร้อยละ 66.7 ซึ่งเป็นข้อมูลที่สอดคล้อง

กับผลการวิจัยอื่นที่ผ่านมาว่า การตรวจคัดกรองด้วย

การย้อมด้วยสีทนกรดมีความไวต่ำ� สิ่งส่งตรวจต้อง 

มีเชื้อมากถึง 5,000-10,000 เซลล์ในสิ่งส่งตรวจ 1 

มลิลลิติร จึงจะใหผ้ลบวก สว่นการเพาะเชือ้จะพบการ

เจรญิเตบิโตของเชือ้ไดห้ากในสิง่สง่ตรวจมปีรมิาณเชือ้

ที่ 10-100 เซลล์ในปริมาตรสิ่งส่งตรวจ 1 มิลลิลิตร(9) 

ดังนั้นสิ่งส่งตรวจที่มีปริมาณเชื้อน้อย เช่น น้ำ�จาก

อวยัวะภายในจะมีโอกาสใหผ้ลบวกจากการยอ้มดว้ยสี

ทนกรดน้อยมาก ส่วนการเพาะเชื้อมีความไวในการ

ตรวจพบเชื้อสูงขึ้นแต่ต้องใช้ระยะเวลานานจึงทราบ

ผล ดงันัน้จึงมคีวามจำ�เปน็ตอ้งนำ�เทคนคิทางโมเลกุล

มาใช้ในการวินิจฉัยโรคแทน เช่น วิธี reverse blot 

hybridization assay ที่มีความไวและความจำ�เพาะสูง 

สามารถทราบผลการตรวจภายในระยะเวลาส้ันๆ และ

ให้ผลเชื่อถือได้ทั้งในการตรวจหา M. tuberculosis 

และ NTM นอกจากนี้เทคนิคดังกล่าวยังสามารถ

จำ�แนกสปีชีส์ของมัยโคแบคทีเรียได้หลายชนิดใน 

คราวเดียวกัน ซึ่งในปัจจุบันเริ่มพบการติดเชื้อ 

มัยโคแบคทีเรียที่ไม่ใช่เชื้อวัณโรคมากขึ้น โดยเฉพาะ

ในผู้ติดเชื้อเอชไอวีและผู้ที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง จาก

การศึกษาวิจัยของ McCarthy KD และคณะในปี 

พ.ศ. 2555(10) ได้เก็บข้อมูลผู้ป่วยติดเชื้อเอชไอวี ใน

ประเทศไทยและเวยีดนาม รวม 1,060 ราย พบผูป้ว่ย

ตดิเชือ้วณัโรค 124 ราย (รอ้ยละ 12) แตต่ดิเชือ้ NTM 

จำ�นวนมากถึง 218 ราย (ร้อยละ 21) ส่วนการศึกษา

วิจัยของ Ridpeng A และคณะ(11) ในผู้ป่วยเด็ก 

ติดเชื้อเอชไอวี อายุ 0-15 ปีที่เข้ารับการรักษาใน 

โรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม่ ที่ติดเชื้อมัยโค 

แบคทีเรีย ระหว่างวันที่ 1 มกราคม พ.ศ. 2545 

ถึงวันที่ 31 พฤษภาคม พ.ศ. 2555 จำ�นวน 28 ราย 

พบว่ามีการติดเชื้อ M. tuberculosis 17 ราย และ

ติดเชื้อ NTM 11 ราย โดยพบ Mycobacterium 

avium complex (MAC) 7 ราย (ร้อยละ 63.6)  

M. sacrofuracim 2 ราย (ร้อยละ 18.2) และ  

M. kansasii 2 ราย (ร้อยละ 18.2) ส่วนผลการรักษา

ผู้ป่วยติดเชื้อ M. tuberculosis พบว่ามีผู้ป่วยที่ 

ได้รับการรักษาหาย 14 ราย (ร้อยละ 82) ผู้ป่วยที่ต้อง

ได้รับการรักษาต่อเนื่อง 3 ราย (ร้อยละ 18) ไม่มี 

ผู้ป่วยเสียชีวิต สำ�หรับผู้ป่วยที่ติดเชื้อ NTM พบว่า 

ผู้ป่วยได้รับการรักษาหาย 6 ราย (ร้อยละ 55) ผู้ป่วย

ที่ต้องได้รับการรักษาต่อเนื่อง 1 ราย (ร้อยละ 9) และ

มีผู้ป่วยเสียชีวิต 4 ราย (ร้อยละ 36) นอกจากนี้ยัง 
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พบว่าเชื้อ NTM มีการดื้อต่อยาต้านจุลชีพสูง ดังนั้น

การจำ�แนกสปชีสีข์องมยัโคแบคทเีรยีจงึมคีวามสำ�คญั

ต่อการเลือกใช้ยาในการรักษาผู้ป่วย

ถึงแม้ต้นทุนค่าใช้จ่ายในการวินิจฉัยโรคโดย

การตรวจระดับโมเลกุล (molecular diagnosis)  

จะสูงกว่าการย้อมด้วยสีทนกรดและการเพาะเชื้อ

มากกว่า 4 เท่า แต่ระยะเวลาในการรู้ผลตรวจอย่าง 

ถูกต้องจะเร็วกว่ามาก ซึ่งจะเกิดประโยชน์ทางคลินิก

ตอ่แพทย์ในการตดัสนิใจเลอืกแนวทางการรกัษาผูป้ว่ย

ไดอ้ย่างถูกตอ้งและมปีระสทิธภิาพ เพือ่ใหผู้ป้ว่ยไดร้บั

การรักษาอย่างรวดเร็วก่อนที่โรคจะลุกลามและแพร่

กระจายเชื้อให้ผู้อื่นมากขึ้น และเพื่อช่วยลดอัตราการ

ติดเชื้อวัณโรคในประชากรให้เมืองไทยปลอดวัณโรค 

ได้เร็วขึ้นตามนโยบายของกระทรวงสาธารณสุข 

กิตติกรรมประกาศ 
ขอขอบคุณบริษัท YD Diagnostics 

(ประเทศไทย) จำ�กดั ในการสนบัสนนุการตรวจยนืยนั 

ด้วยวิธี real time PCR และ DNA sequencing
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