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Abstract
Diagnosis and drug susceptibility testing (DST) of tuberculosis (TB) is necessary for 

proper treatment of TB patients. Preparation of sputum samples are important for performing 

concentrated acid-fast bacilli (AFB) smear, culture and both genotypic and phenotypic DST. 

Hypertonic saline-sodium hydroxide (HS-SH) has recently been developed for preparation of 

concentrated sputum smear and culture but no reports have yet been found on the use of this 

method for genotypic DST. This study was a preliminary study on concentrated AFB smear, 

culture, genotypic line probe assay (LPA) DST and phenotypic BACTEC MGIT 960 System  

DST of sputum specimens treated by hypertonic saline-sodium hydroxide (HS-SH) method. Of 

227 sputa, each sample was divided into two equal portions. The paired samples underwent 

preparation by the HS-SH and N-acetyl-L-cysteine-sodium hydroxide (NALC-NaOH) methods. 

AFB smear, culture and DST were performed. The results revealed that AFB smear and culture 

between HS-SH and NALC-NaOH were in 100% agreement (Kappa=1.00) and 94.3% agreement 

(Kappa=0.76), respectively. Most DST results obtained from each LPA and BACTEC MGIT 960 

System methods were pan-susceptible pattern in 82.9% and 75.0% of all patterns, respectively, 

while multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB) patterns were 7.9% and 5.7%, respectively. 

Both DST methods yielded an excellent concordance of isoniazid (INH), rifampicin (RMP) and 
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MDR-TB results. The percent agreement values of susceptibility for INH, RMP and MDR-TB 

were 95.1%, 97.6% and 97.6%, respectively and the kappa statistic values were 0.88, 0.91 and 

0.91, respectively. This preliminary study showed that AFB smear, culture, genotypic line probe 

assay (LPA) DST and phenotypic BACTEC MGIT 960 System DST can be performed on sputum 

specimens prepared by HS-SH method.
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การศึกษาขั้นต้นการทำ�เอเอฟบีสเมียร์ การเพาะเชื้อวัณโรค และ

การทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคของตัวอย่างเสมหะที่เตรียม

ด้วยวิธี Hypertonic Saline-Sodium Hydroxide
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บทคัดย่อ
การวินิจฉัยและการทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคมีความจำ�เป็นต่อการรักษาผู้ป่วย การ 

เตรียมตัวอย่างเสมหะเข้มข้นมีความสำ�คัญในการทำ�เอเอฟบีสเมียร์ (AFB smear) การเพาะเชื้อ และ

การทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคทั้งวิธีจีโนไทป์และวิธีฟีโนไทป์ โดยวิธี hypertonic saline-sodium 

hydroxide (HS-SH) เป็นวิธีท่ีพัฒนาข้ึนสำ�หรับการเตรียมตัวอย่างสเมียร์เสมหะเข้มข้นและการเพาะ

เช้ือ แต่ยังไม่มีการนำ�ไปใช้ในการเตรียมตัวอย่างทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคด้วยวิธีจีโนไทป์  

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการทำ� เอเอฟบีสเมียร์ การเพาะเชื้อ และการทดสอบความไวต่อยา

ต้านวัณโรคด้วยวิธีจีโนไทป์ line probe assay (LPA) และวิธีฟีโนไทป์ BACTEC MGIT 960 System 

ของตัวอย่างเสมหะที่เตรียมด้วยวิธี HS-SH โดยเสมหะ 227 ตัวอย่าง ถูกแบ่งเป็นสองส่วนเท่ากันและ

ผ่านการเตรียมตัวอย่างเสมหะด้วยวิธี HS-SH และวิธี N-acetyl-L-cysteine-sodium hydroxide 

(NALC-NaOH) เพื่อทำ� เอเอฟบีสเมียร์ เพาะเชื้อ และทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรค ผลการศึกษา

พบว่าการทำ� เอเอฟบีสเมียร์ ให้ผลตรงกันร้อยละ 100 (Kappa = 1.00) และการเพาะเชื้อให้ผลตรงกัน

รอ้ยละ 94.3 (Kappa = 0.76) ผลการทดสอบความไวต่อยาต้านวณัโรคท้ังวธีิ LPA และ BACTEC MGIT 

960 System พบว่าตัวอย่างส่วนใหญ่ให้ผลไวต่อยาร้อยละ 82.9 และ 75.0 ตามลำ�ดับ โดยพบวัณโรค

ดื้อยาหลายขนาน (multidrug-resistant tuberculosis: MDR-TB) ร้อยละ 7.9 และ 5.7 ตามลำ�ดับ 

สำ�หรับตัวอย่างที่ทดสอบด้วยวิธีทั้งสองร่วมกันพบว่าผลการทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรค isoniazid 
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(INH), rifampicin (RMP) และการตรวจหาวัณโรคด้ือยาหลายขนานมีความสอดคล้องกันในระดับดี

เยี่ยม (excellent) โดยค่า % agreement เท่ากับ 95.1, 97.6 และ 97.6 ตามลำ�ดับ Kappa = 0.88, 0.91 

และ 0.91 ตามลำ�ดับ  การศึกษาขั้นต้นนี้แสดงให้เห็นว่าวิธี HS-SH สามารถใช้เตรียมตัวอย่างเสมหะ

สำ�หรับการทำ� เอเอฟบีสเมียร์ การเพาะเชื้อ และการทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคโดยตรงด้วยวิธี 

LPA และวิธี BACTEC MGIT 960 System ได้

คำ�สำ�คัญ: Hypertonic saline-sodium hydroxide การทดสอบความไวต่อยา วัณโรคดื้อยาหลายขนาน 
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บทน�ำ
วัณโรค (tuberculosis; TB) เปน็โรคตดิเช้ือ

ท่ีเป็นปัญหาสำ�คัญด้านสาธารณสุขในหลายประเทศ 

ท่ัวโลก สาเหตุเกิดจากเช้ือมัยโคแบคทีเรีย (myco-

bacteria) กลุ่ม Mycobacterium tuberculosis 

complex (MTBC) โดยเชื้อสำ�คัญที่พบก่อโรคในคน

มากที่สุด คือ Mycobacterium tuberculosis(1-3) 

จากรายงานขององค์การอนามัยโลก (World Health 

Organization: WHO) ได้คาดการณ์ว่าในปี พ.ศ. 

2560 มีอุบัติการณ์ผู้ป่วยวัณโรครายใหม่ท่ัวโลก

ประมาณ 10 ล้านราย โดยมีผู้ป่วยวัณโรคดื้อยา  

rifampicin ซึ่งเป็นยาที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดในกลุ่ม

ยาต้านวัณโรคแนวที่ 1 (first-line drug) ประมาณ 

558,000 ราย ซึ่งร้อยละ 82 ของผู้ป่วยท่ีดื้อยา  

rifampicin เป็นวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (multi-

drug-resistant tuberculosis: MDR-TB) และมี 

ผูเ้สียชีวิตจากวณัโรค 1.3 ลา้นราย สำ�หรบัประเทศไทย 

องค์การอนามัยโลกได้จัดให้เป็น 1 ใน 14 ประเทศ 

ท่ีพบปญัหาของวัณโรค ไดแ้ก่ วัณโรคดือ้ยาหลายขนาน 

และวัณโรคท่ีสัมพันธ์กับการติดเช้ือเอชไอวี (TB/

HIV) และพบอุบัติการณ์ผู้ป่วยวัณโรครายใหม่ในปี 

พ.ศ. 2560 ถึง 108,000 ราย หรือคิดเป็นอัตรา  

156 รายต่อแสนประชากร โดยมีผู้ป่วยวัณโรคดื้อยา 

rifampicin และวัณโรคดื้อยาหลายขนาน จำ�นวน 

2,700 ราย ซึง่พบเปน็รอ้ยละ 2.2 ของกลุม่ผูป้ว่ยใหม ่

(new cases) และร้อยละ 24 ของกลุ่มผู้ป่วยที่เคย

รักษาวัณโรคมาก่อน (previously treated cases)(4)

วิธีดั้งเดิมในการวินิจฉัยวัณโรคคือ การสเมียร์

เสมหะเพื่อตรวจหาเช้ือแบคทีเรียทนกรด (AFB 

smear; เอเอฟบีสเมียร์) ซึ่งทำ�ได้ทั้งการสเมียร์จาก

ตัวอย่างโดยตรง (direct smear) และการสเมียร์

ตัวอย่างแบบเข้มข้น (concentrated smear) ซึ่งช่วย

เพิม่ความไวในการตรวจพบเช้ือไดม้ากข้ึน นอกจากนี้

ยังมีการเพาะเช้ือซึ่งปัจจุบันยังคงเป็นวิธีมาตรฐาน 

(gold standard) ในการวินิจฉัยวัณโรค และด้วย

สถานการณ์ปัจจุบันท่ีมีการดื้อยาของเชื้อวัณโรคเพิ่ม

มากข้ึน การทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรค โดย

เฉพาะยาตา้นวณัโรคแนวท่ี 1 จงึมคีวามสำ�คญัอยา่งยิง่ 

เพื่อให้การใช้ยารักษาผู้ป่วยมีความถูกต้องเหมาะสม 

โดยวิธีการทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคสามารถ

แบ่งเป็น 2 แบบ ตามหลักการทดสอบ ได้แก่  

การทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคแบบฟีโนไทป์ 

(phenotypic drug susceptibility testing) และ

แบบจีโนไทป์ (genotypic drug susceptibility  

testing) สำ�หรับการทดสอบแบบฟีโนไทป์สามารถ

ทำ�ได้ทั้งในอาหารแข็งและอาหารเหลว โดยดูการ

แสดงออกของเชื้อในอาหารที่มียาเทียบกับในอาหาร 

ท่ีไมม่ยีา ซึง่ถือเปน็วิธมีาตรฐานของการทดสอบความ

ไวต่อยาต้านวัณโรค(5) การทดสอบแบบฟีโนไทป์ต้อง

ใช้เช้ือมีชีวิตท่ีเพาะในอาหาร จึงใช้เวลานานมากกว่า

หนึ่งเดือนจึงจะทราบผล ส่วนการทดสอบในอาหาร

เหลวมีการพัฒนาเครื่องทดสอบอัตโนมัติ โดยวิธี

มาตรฐาน คือ BACTEC MGIT 960 System 

(Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) ซึ่งใช้

ยาผสมลงในอาหารเหลวแล้วดูการเจริญของเช้ือ

วัณโรคเปรียบเทียบระหว่างหลอดอาหารที่มียากับ

หลอดท่ีไม่มียา เครื่องจะตรวจวัดปริมาณเช้ือท่ีเจริญ 

แล้วรายงานผลเป็นไว (susceptible) หรือดื้อ (resis-

tant) ตอ่ยา สามารถรายงานผลได้เรว็กวา่การทดสอบ

ในอาหารแข็ง 2-3 สัปดาห์ และทดสอบความไวต่อยา

ต้านวัณโรคแนวที่ 1 ได้ครบทั้ง 5 ชนิด ได้แก่ strep-

tomycin (SM), isoniazid (INH), rifampicin 

(RMP), ethambutol (EMB) และ pyrazinamide 

(PZA) สำ�หรับการทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรค

แบบจีโนไทป์ซึ่งปัจจุบันได้รับการพัฒนาข้ึน โดยใช้

หลักการทางอณูชีววทิยา (molecular biology) ตรวจ

การกลายพนัธุข์องยนีท่ีเกีย่วขอ้งกับการดือ้ยาของเชือ้

วณัโรค วธีินีช่้วยใหท้ราบผลการทดสอบความไวตอ่ยา
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ตา้นวณัโรคไดเ้รว็ข้ึนภายใน 1-7 วัน วิธท่ีีนยิมใช้ ไดแ้ก่ 

real-time PCR, GeneXpert และ line probe  

assay (LPA) เป็นต้น โดยวิธีมาตรฐานของการ

ทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคแบบจีโนไทป์ คือ  

วิธ ีLPA และน้ำ�ยาท่ีองคก์ารอนามยัโลกแนะนำ� ไดแ้ก่ 

GenoType MTBDRplus (Hain Lifescience 

GmbH, Nehren, Germany) ซึ่งสามารถตรวจการ

ดื้อยาต้านวัณโรคได้ 2 ชนิด คือ INH และ RMP(6) 

ในการวินิจฉัยวัณโรคด้วยการตรวจ AFB 

การเพาะเชื้อ และการทดสอบความไวต่อยาต้าน

วัณโรค ตวัอยา่งสว่นใหญ่มกัเปน็เสมหะ เนือ่งจากเปน็

ตัวอย่างที่นิยมใช้วินิจฉัยวัณโรคปอด ซึ่งเป็นอวัยวะที่

พบการติดเช้ือมากกว่าอวัยวะอื่น และมีความสำ�คัญ

ต่อการป้องกันควบคุมโรคที่แพร่ผ่านทางเดินหายใจ

เปน็หลกั กระบวนการทดสอบจำ�เปน็ตอ้งมกีารเตรยีม

ตัวอย่างก่อน โดยการย่อยและกำ�จัดเชื้อปนเปื้อน 

(digestion and decontamination) และทำ�ให้เข้มข้น 

ด้วยการปั่นตกตะกอน เพื่อใช้เตรียม เอเอฟบีสเมียร์ 

อีกส่วนหนึ่งใช้เพาะเชื้อ เพื่อนำ�ไปทดสอบความไว 

ต่อยาต้านวัณโรคแบบฟีโนไทป์ และส่วนท่ีเหลือ 

นำ�ไปทดสอบความไวตอ่ยาตา้นวัณโรคดว้ยวิธจีีโนไทป ์

วิธีมาตรฐานในการเตรียมตัวอย่างเสมหะ ได้แก่  

วิธี N-acetyl-L-cysteine-sodium hydroxide 

(NALC-NaOH)(7, 8) ซึ่งมีกระบวนการเตรียมน้ำ�ยา

ท่ีค่อนข้างยุ่งยาก เมื่อไม่นานมานี้ได้มีการคิดค้นวิธี 

hypertonic saline-sodium hydroxide (HS-SH) 

สำ�หรับใช้ ในการย่อยและกำ�จัดเชื้อปนเปื้อนใน

เสมหะ(9) ซึ่งมีประสิทธิภาพในการเตรียมสเมียร์

เสมหะเข้มข้น (concentrated sputum smear) และ

การเพาะเช้ือวัณโรค สามารถเตรียมได้ง่ายและราคา

ถูก(10, 11)แตว่ธินีีย้งัไม่ไดม้กีารนำ�มาใช้ในประเทศไทย 

รวมทั้งยังไม่มีการนำ�มาใช้เตรียมตัวอย่างเสมหะ

สำ�หรับการตรวจ LPA จึงนำ�มาสู่การทำ�วิจัยในครั้งนี้ 

โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาเบื้องต้นการเตรียม

เสมหะเข้มข้นโดยวิธี HS-SH เพื่อทำ�เสมียร์เข้มข้น

สำ�หรับตรวจหาเช้ือ AFB การเพาะเช้ือ และการ

ทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคด้วยวิธี LPA และ 

BACTEC MGIT 960 

วัสดุและวิธีการ
1. กลุ่มตัวอย่าง

ใชต้วัอยา่งเสมหะของผูป้ว่ยจากโรงพยาบาล

ต่างๆ ในจังหวัดนครสวรรค์และจังหวัดใกล้เคียงที่ส่ง

มาตรวจวเิคราะห ์ณ ห้องปฏิบตักิารวณัโรค สำ�นกังาน

ปอ้งกนัควบคมุโรคท่ี 3 จงัหวัดนครสวรรค ์ตัง้แตเ่ดอืน

กุมภาพันธ์ พ.ศ. 2559 ถึงเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 

2560 โดยคัดเลือกตัวอย่างเสมหะท่ีเหลือจากการ

ตรวจวเิคราะห์ในงานประจำ�วนั ทีเ่ปน็ตวัอยา่งส่งตรวจ

วินิจฉัยวัณโรคและตัวอย่างติดตามการรักษาวัณโรค 

ซึ่งอยู่ระหว่างการรักษาด้วยยาต้านวัณโรคแนวที่ 1  

ที่พ้นการรักษาระยะเข้มข้น คือ ตั้งแต่ 2 เดือนขึ้นไป 

ตามขนาดตัวอย่าง จำ�นวน 227 ตัวอย่าง เพื่อนำ�มา

เตรียมเสมหะสำ�หรับทำ�สเมียร์ตรวจหาเช้ือ AFB  

เพาะเชือ้วัณโรค และทดสอบความไวตอ่ยาตา้นวณัโรค 

งานวิจัยนี้ผ่านการพิจารณาจริยธรรมในมนุษย์ โดย

คณะอนกุรรมการจรยิธรรมการวจิยัในคน มหาวิทยาลยั

ธรรมศาสตร์ ชุดที่ 3 (ECScTU 013/2558)

2. ขั้นตอนการศึกษา

2.1		การเปรียบเทียบการเตรียมสเมียร์

เสมหะเข้มข้นและการเพาะเช้ือระหว่างวิ ธี 

HS-SH และวิธี NALC-NaOH

แบ่งเสมหะแต่ละตัวอย่างออกเป็น 2 ส่วน

เทา่ๆ กนั แลว้สุม่อยา่งง่ายเพือ่เลือกใชเ้ตรยีมตวัอยา่ง

เสมหะเข้มขน้และเพาะเช้ือดว้ยวิธ ีHS-SH สว่นหนึง่ 

และอีกส่วนหนึ่งดำ�เนินการด้วยวิธี NALC-NaOH

		 2.1.1	 การเตรียมเสมหะเข้มข้นและ

การเพาะเชื้อด้วยวิธี HS-SH(9-12)
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		 เตรียมเสมหะเข้มข้นด้วยวิธี HS-SH 

ซึง่ดดัแปลงจากวธิท่ีีเคยมกีารศกึษากอ่นหนา้นี ้โดยใส่

น้ำ�ยา HS-SH (ส่วนผสมของสารละลาย 4% NaOH 

และ 10% NaCl ในปริมาตรที่เท่ากัน) ลงไป 1 เท่า

ของปรมิาตรเสมหะ ทำ�ให้ความเข้มขน้สุดท้ายของสาร

เมื่อผสมกับตัวอย่างเสมหะแล้วเท่ากับ 1.0% NaOH 

และ 2.5% NaCl จากนัน้ผสมเสมหะและน้ำ�ยาใหเ้ขา้

กันด้วย Vortex mixer ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 15 

นาที แล้วเติมน้ำ�ยา phosphate-buffered saline 

(PBS) pH 6.8 จนได้ปริมาตรรวม 45 มิลลิลิตร ผสม

ให้เข้ากัน นำ�เข้าเครือ่งปัน่ตกตะกอนแรงเหว่ียงสงู ใช้

ความเร็ว 3,000g (relative centrifugal force:  

RCF) นาน 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

นำ�ตะกอนที่ได้ผสมกับน้ำ�ยา PBS pH 6.8 ปริมาตร 

1.5 มิลลิลิตร ได้เป็นตัวอย่างเสมหะเข้มข้นโดยใช้

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เพาะเชื้อลงในอาหารเหลว 

MGIT และทำ�สเมียร์เสมหะเข้มข้นเพื่อตรวจหาเชื้อ 

AFB ย้อมด้วยวิธี Ziehl–Neelsen ตัวอย่างที่เหลือ

เก็บแช่แข็งที่ -20 องศาเซลเซียส

	 2.1.2 การเตรียมเสมหะเข้มข้นและ

การเพาะเชื้อด้วยวิธี NALC-NaOH(7, 8) 

	 เตรียมเสมหะเข้มข้นด้วยวิธี NALC-

NaOH โดยเตมิน้ำ�ยา NALC-NaOH (สว่นผสมของ

สารละลาย 4% NaOH และ 2.9% sodium citrate 

ในปริมาตรที่เท่ากัน แล้วเติมสาร NALC ให้ได้ความ

เข้มข้น 0.5%) ลงไป 1 เท่าของปริมาตรเสมหะซึ่ง

ทำ�ให้ความเข้มข้นสุดท้ายของสารเมือ่ผสมกบัตวัอยา่ง

เสมหะแล้วเท่ากับ 1.0% NaOH, 0.725% sodium 

citrate และ 0.25% NALC จากนั้นผสมเสมหะและ

น้ำ�ยาให้เข้ากันด้วย vortex mixer ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ

ห้อง 15 นาที โดยขั้นตอนหลังจากนี้ทำ�เช่นเดียวกับ

วิธี HS-SH

	 2.1.3 การวิเคราะห์ทางสถิติ

	 เปรียบเทียบผลสเมียร์เสมหะเข้มข้น  

(เอเอฟบสีเมยีร)์ และการเพาะเช้ือระหว่างวิธ ีHS-SH 

และวิธี NALC-NaOH วิเคราะห์ผลโดยใช้ค่าความ

ไว (sensitivity) ค่าความจำ�เพาะ (specificity)  

ค่าพยากรณ์ผลบวก (positive predictive value)  

ค่าพยากรณ์ผลลบ (negative predictive value) % 

agreement และค่า Kappa

2.2		การทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรค 

โดยใช้ตัวอย่างที่เตรียมด้วยวิธี HS-SH

		 2.2.1 การทดสอบความไวต่อยาต้าน

วัณโรคด้วยวิธี LPA(13)

		 การทดสอบ LPA ด้วยน้ำ�ยา Geno-

Type MTBDRplus VER 2.0 เริม่จากสกัดดเีอ็นเอ 

(DNA extraction) ด้วยน้ำ�ยา Genolyse ตาม

เอกสารกำ�กับน้ำ�ยา โดยใช้ตัวอย่างเสมหะเข้มข้น

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร สกัดโดยใช้ความร้อนที่ 95 

องศาเซลเซยีส แล้วเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอ (amplifica-

tion) โดยใช้สารละลายดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ปริมาตร 5 

ไมโครลิตร ผสมในน้ำ�ยา Master mix เพิ่มปริมาณ

ดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR ด้วยเครื่อง GTQ-Cycler 

24 จากนั้นนำ� PCR product ไปทำ� hybridization 

ด้วยเครื่อง GT-Blot 48 โดยเตรียมผสมน้ำ�ยา dena-

turation (DEN) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร กับ PCR 

product ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ในแต่ละหลุมของ

ถาดพลาสติกของเครื่อง ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที 

นำ�ถาดใส่ลงในตัวเครื่อง GT-Blot 48 แล้ววาง strip 

ลงในแต่ละหลุมของถาดตามลำ�ดับตัวอย่าง เพื่อให้

เครื่องทำ� hybridization ด้วยหลักการ reverse  

hybridization เมือ่เสรจ็กระบวนการนำ� strip มาอา่น

และแปลผล โดยบน strip มี probe ตรวจจับการ

ดื้อยา RMP ซึ่งจำ�เพาะกับยีน rpoB ประกอบด้วย 

8 wild-type probe และ 4 mutation probe ส่วน

การดื้อยา INH มี probe ที่จำ�เพาะกับ 2 ยีน ได้แก่ 

ยีน katG ประกอบด้วย 1 wild-type probe และ 2 
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mutation probe และยีน inhA ประกอบด้วย 2 

wild-type probe และ 4 mutation probe

	 2.2.2 การทดสอบความไวต่อยาต้าน

วัณโรคด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 System(14)

	 นำ�เชื้อท่ีเจริญในอาหาร MGIT ซึ่ง

พสูิจนช์นดิแล้วว่าเปน็เชือ้วัณโรคดว้ยชุดตรวจแบบเรว็ 

SD Bioline TB Ag MPT64 Rapid (Standard 

Diagnostics, Gyeonggi-do, Republic of Korea) 

มาทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรค 4 ชนิด ได้แก่ 

SM, INH, RMP และ EMB โดยเติมยาที่ละลาย

ด้วยน้ำ�กลั่นลงในหลอดอาหาร MGIT ตามชนิดของ

ยา หลอดละ 100 ไมโครลิตร หลอดสุดท้ายไม่เติมยา

ใช้เป็น growth control แล้วดูดส่วนใส (superna-

tant) ของตัวอย่างเช้ือท่ีเพาะในอาหาร MGIT 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตรใส่หลอดอาหาร MGIT ที่มี

ยา สำ�หรับหลอด growth control เติมเชื้อจากส่วน

ใสท่ีเจือจางด้วยน้ำ�กลั่น 1:100 ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร แล้วนำ�เข้าเครื่อง BACTEC MGIT 960 

System ซึง่มีโปรแกรม EpiCenter System แปลผล

การทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคได้ 2 แบบ คือ 

เชื้อไวต่อยาและเชื้อดื้อยา 

	 2.2.3 การวิเคราะห์ทางสถิติ

	 วเิคราะหค์วามสอดคลอ้งของผลทดสอบ

ความไวตอ่ยาตา้นวัณโรค ดว้ยคา่ % agreement และ

ค่า Kappa ท่ีใช้ระดับความสัมพันธ์ตามเกณฑ์ของ 

Landis และ Koch(15) ระดับพอใช้ (poor)  

ค่า Kappa < 0.40, ระดับดี (good) ค่า Kappa = 

0.40-0.70 และระดับดี เยี่ ยม (excel lent)  

ค่า Kappa > 0.75 

ผลการวิจัย
ผลเปรยีบเทยีบการเตรยีมสเมียรเ์สมหะ

เข้มข้นเพื่อตรวจหาเช้ือ AFB และการเพาะเช้ือ 

ระหว่างวิธี HS-SH และวิธี NALC-NaOH

ตัวอย่างสเมียร์เสมหะเข้มข้นท่ีเตรียมด้วย 
วิธี HS-SH และ วิธี NALC-NaOH อย่างละ 227 
ตัวอย่าง ให้ผลการตรวจหาเชื้อ AFB ด้วยกล้อง 
จุลทรรศน์ตรงกันทุกตัวอย่าง โดยให้ผลบวก 219 
ตัวอย่าง (ร้อยละ 96.5) และให้ผลลบ 8 ตัวอย่าง 
(รอ้ยละ 3.5) สำ�หรบัผลการเพาะเช้ือพบว่าวธิ ีHS-SH 
ให้ผลบวก 200 ตัวอย่าง (ร้อยละ 88.1) ผลลบ 23 
ตวัอยา่ง (รอ้ยละ 10.1) และพบการปนเปือ้นเชือ้อืน่ๆ 
4 ตวัอยา่ง (รอ้ยละ 1.8) ในขณะท่ีวิธ ีNALC-NaOH 
ให้ผลบวก 193 ตัวอย่าง (ร้อยละ 85.0) ผลลบ 25 
ตัวอย่าง (ร้อยละ 11.0) และพบการปนเปื้อนเชื้ออื่น 
9 ตัวอย่าง (ร้อยละ 4.0) เมื่อวิเคราะห์ค่าความ
สอดคล้องของสองวิธีในการตรวจเอเอฟบีสเมียร์และ
การเพาะเชื้อ พบค่า % agreement = 100.0 และ 
94.3 ค่า Kappa = 1.00 และ 0.76 ตามลำ�ดับ 
(Table 1) ค่าความไว ค่าความจำ�เพาะ ค่าพยากรณ์
ผลบวก และค่าพยากรณ์ผลลบของวิธี HS-SH  
เมือ่ใช้วธีิ NALC-NaOH เปน็วิธีอ้างอิง พบว่าสำ�หรบั
การตรวจ AFB ได้ค่าเท่ากันทุกค่าเท่ากับร้อยละ 100 
สว่นการเพาะเช้ือพบว่าไดค้า่รอ้ยละ 99.0, 83.3, 97.9 
และ 90.9 ตามลำ�ดับ (Table 2) 

ผลการทดสอบความไวต่อยาต้านวณัโรคด้วย
วิธี LPA

ผลการทดสอบความไวตอ่ยาตา้นวัณโรคดว้ย
วิธี LPA ของตัวอย่างเสมหะเข้มข้น 76 ตัวอย่าง พบ
ส่วนใหญ่ 63 ตัวอย่าง (ร้อยละ 82.9) ไวต่อยา INH 
และ RMP แต่มี 7 ตัวอย่าง (ร้อยละ 9.2) ดื้อต่อยา 
INH และ 6 ตัวอย่าง (ร้อยละ 7.9) เป็นเชื้อวัณโรค
ดื้อยาหลายขนาน ซึ่งดื้อต่อยา INH ร่วมกับ RMP 
(Table 3) โดยพบว่าตัวอย่างท่ีดื้อต่อยาหลายขนาน
เปน็ตวัอยา่งของผูป้ว่ยท่ีผลการรกัษาเดอืนท่ี 3 เสมหะ
ยังตรวจพบเช้ือ AFB 3 ตัวอย่าง ผู้ป่วยกลับเป็น
วัณโรคซ้ำ� (relapse) 2 ตัวอย่าง และผู้ป่วยที่มีประวัติ

ติดเชื้อ HIV 1 ตัวอย่าง 
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AFB (N=227)                     Culture (N=227)

HS-SH
NALC-NaOH

HS-SH
NALC-NaOH

Positive Negative Positive Negative Contaminated

Positive 219 0 Positive 191 4 5

Negative 0 8 Negative 2 20 1

Contaminated 0 1 3

% Agreement 100.0 % Agreement 94.3

Kappa 1.00 Kappa 0.76

Table 1	Comparison of AFB microscopy and culture results between HS-SH and NALC-NaOH  
	 methods

Table 2	Sensitivity, specificity, positive predictive values and negative predictive values of AFB  
microscopy and culture of HS-SH method by using NALC-NaOH as the reference method

Values
AFB

(N=227)
Culture
(N=217)

Sensitivity (%) 100 99.0

Specificity (%) 100 83.3

Positive predictive value (%) 100 97.9

Negative predictive value (%) 100 90.9

Table 3 	Results of drug susceptibility testing by LPA (N=76)

Drug-resistant patterns
Number of concentrated sputa

N (%)

Susceptible to both INH + RMP 63 (82.9)

Resistant to only INH 7 (9.2)

Multidrug-resistant (Resistant to both INH + RMP) 6 (7.9)
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ผลการทดสอบความไวต่อยาต้านวณัโรคด้วย
วิธี BACTEC MGIT 960 System

ผลการทดสอบความไวตอ่ยาตา้นวัณโรคดว้ย

วิธี BACTEC MGIT 960 System ของตัวอย่างเชื้อ

วัณโรคทั้งสิ้น 192 ตัวอย่าง พบมีตัวอย่างที่ไวต่อยา

ทั้ง 4 ชนิดมากที่สุด คือ 144 ตัวอย่าง (ร้อยละ 75.0) 

พบการดื้อยาเพียงชนิดเดียว (mono-resistant) 32 

ตัวอย่าง (ร้อยละ 16.7) โดยพบการดื้อยาเฉพาะ SM 

สูงสุดร้อยละ 7.8 รองลงมาเป็น INH ร้อยละ 7.3 

และ RMP รอ้ยละ 1.6 ตามลำ�ดบั ส่วนการดือ้ยาแบบ

หลายชนิดที่ไม่ใช่ MDR-TB (poly-resistant) พบ

เพยีงรปูแบบเดยีวคอืดือ้ตอ่ยา SM รว่มกบั INH โดย

พบ 5 ตัวอย่าง (ร้อยละ 2.6) ในขณะที่การดื้อยาแบบ

หลายขนาน (multidrug-resistant) ซึ่งเป็นการ 

ดื้อต่อยาอย่างน้อย 2 ชนิด คือ INH และ RMP พบ 

11 ตัวอย่าง (ร้อยละ 5.7) โดยพบรูปแบบการดื้อต่อ

ยา SM ร่วมกับยา INH และ RMP มากที่สุด ร้อย

ละ 2.6 รองลงมาเปน็การดือ้ตอ่ยา INH รว่มกบั RMP 

ร้อยละ 2.1 ส่วนรูปแบบการดื้อยาอื่นๆ คือ ดื้อต่อยา 

INH ร่วมกับ RMP และ EMB กับรูปแบบที่ดื้อต่อ

ยาทั้ง 4 ชนิด พบร้อยละ 0.5 เท่ากัน (Table 4) โดย

ตวัอยา่งทีเ่ปน็ เชือ้วัณโรคดือ้ยาแบบหลายขนานพบว่า

เปน็ตวัอยา่งของผูป้ว่ยท่ีผลการรกัษาเดอืนท่ี 3 เสมหะ

ยังตรวจพบเช้ือ AFB 4 ตัวอย่าง ผู้ป่วยกลับเป็น

วัณโรคซ้ำ� 3 ตัวอย่าง ผู้ป่วยขาดยา 1 ตัวอย่าง ผู้ป่วย

ท่ีสมัผสัใกล้ชิดกับผูป้ว่ยตดิเช้ือวณัโรคดือ้ยาแบบหลาย

ขนาน 1 ตัวอย่าง ผู้ป่วยที่มีประวัติติดเชื้อ HIV 1 

ตัวอย่าง และผู้ป่วยในเรือนจำ� 1 ตัวอย่าง 

Table 4 	Results of drug susceptibility testing by BACTEC MGIT 960 System (N=192)

Drug-resistant patterns
Number of MTBC isolates

N (%)

Pan-susceptible (SM + INH + RMP + EMB) 144 (75.0)

Mono-resistant

 	 Only SM 15 (7.8)

  	 Only INH 14 (7.3)

  	 Only RMP 3 (1.6)

Poly-resistant

  	 SM + INH 5 (2.6)

Multidrug-resistant

  	 INH + RMP 4 (2.1)

  	 SM + INH + RMP 5 (2.6)

  	 INH + RMP + EMB 1 (0.5)

 	 SM + INH + RMP + EMB 1 (0.5)
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ผลการทดสอบความไวต่อยาต้านวณัโรค INH 
และ RMP ด้วยวิธี LPA และวิธี BACTEC 
MGIT 960 System

จากการทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรค 

ทั้งโดยวิธี LPA และ วิธี BACTEC MGIT 960 

System ของเชื้อ 41 ตัวอย่าง พบผลการทดสอบยา 

INH ให้ผลตรงกัน 39 ตัวอย่าง (ร้อยละ 95.1) โดย

ให้ผลไวต่อยาตรงกัน 29 ตัวอย่าง และให้ผลดื้อต่อยา

ตรงกัน 10 ตัวอย่าง ส่วนตัวอย่างที่ให้ผลต่างกัน 2 

ตวัอย่าง เปน็ตวัอยา่งท่ีใหผ้ลไวตอ่ยาดว้ยวธีิ LPA แต่

วิธี BACTEC MGIT 960 System ให้ผลดื้อต่อยา 

1 ตัวอย่าง และอีก 1 ตัวอย่าง ให้ผลดื้อต่อยาด้วยวิธี 

LPA แต่วิธี BACTEC MGIT 960 System ให้ผล

ไวต่อยา โดยค่า Kappa ของการทดสอบยา INH ของ

ท้ังสองวิธีเท่ากับ 0.88 ซึ่งมีความสอดคล้องอยู่ใน

ระดับดีเย่ียม สำ�หรับการทดสอบยา RMP พบว่า 

ทั้งสองวิธีให้ผลตรงกัน 40 ตัวอย่าง (ร้อยละ 97.6) 

โดยให้ผลไวต่อยาตรงกัน 34 ตัวอย่าง และดื้อต่อยา

ตรงกัน 6 ตัวอย่าง สำ�หรับตัวอย่างที่ให้ผลไม่ตรงกัน 

1 ตัวอย่าง ให้ผลไวต่อยาด้วยวิธี LPA แต่ให้ผลดื้อ

ต่อยาด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 System และ

ค่า Kappa ของการทดสอบยา RMP ของทั้งสองวิธี

เท่ากับ 0.91 ซึ่งมีความสอดคล้องอยู่ในระดับดีเยี่ยม

เช่นกัน (Table 5)

ผลการตรวจหา MDR-TB ด้วยวิธี LPA  
และวิธี BACTEC MGIT 960 System

ผลการทดสอบตรวจหาเช้ือวณัโรคดือ้ยาแบบ

หลายขนาน (MDR-TB) และเช้ือท่ีไม่ใช ่MDR-TB 

ของท้ังสองวิธีให้ผลตรงกัน 40 ตัวอย่าง คิดเป็น 

ร้อยละ 97.6 โดยมี 1 ตัวอย่าง ที่ตรวจพบเป็น เชื้อ

วัณโรคดื้อยาแบบหลายขนานด้วยวิธี BACTEC 

MGIT 960 System แต่ตรวจไม่พบด้วยวิธี LPA 

และคา่ Kappa ของการตรวจหาเช้ือวัณโรคดือ้ยาแบบ

หลายขนานของท้ังสองวิธีเท่ากับ 0.91 ซึ่งมีความ

สอดคล้องอยู่ในระดับดีเยี่ยม (Table 6)

Table 5	Comparison of drug susceptibility testing results of INH, RMP by LPA and BACTEC MGIT 960  
	 System (N=41)

LPA
BACTEC MGIT 960 System

% Agreement Kappa
Susceptible Resistant

INH

 	 Susceptible 29 1
95.1 0.88

  	 Resistant 1 10

RMP

  	 Susceptible 34 1
97.6 0.91

  	 Resistant 0 6
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วิจารณ์
ผลการศึกษาการเตรียมตัวอย่างเสมหะ  

227 ตัวอย่าง ด้วยวิธี HS-SH ในการใช้เตรียมสเมียร์ 

เสมหะเข้มข้นเพือ่ตรวจหาเช้ือ AFB เปรยีบเทียบกับ

การใช้วิธี NALC-NaOH พบว่าให้ผลตรงกันร้อยละ 

100 ซึง่ทำ�ให้คา่ความไว คา่ความจำ�เพาะ คา่พยากรณ์

ผลบวกและค่าพยากรณ์ผลลบ เท่ากับร้อยละ 100 

สอดคล้องกับการศึกษาของ Someshwaran และ

คณะ(16) ที่เปรียบเทียบผล AFB ของสเมียร์เสมหะ

เข้มข้นท่ีเตรียมด้วยวิธี HS-SH และวิธี NALC-

NaOH 143 ตัวอย่างพบว่าได้ผลตรงกันทุกตัวอย่าง 

โดยมคีา่ความไว คา่ความจำ�เพาะ คา่พยากรณผ์ลบวก

และค่าพยากรณ์ผลลบเท่ากัน คือร้อยละ 100 สำ�หรับ

การเพาะเชื้อวิธี HS-SH ให้ค่าความไว ค่าพยากรณ์

ผลบวกและค่าพยากรณ์ผลลบสูงร้อยละ 99.0, 97.9 

และ 90.9 ตามลำ�ดับ สอดคล้องกับการศึกษาของ 

Morcillo และคณะ(11) ที่ได้ค่าเหล่านี้สูงเช่นกันคือ

ร้อยละ 92.6, 100 และ 98.8 มีเพียงค่าความจำ�เพาะ

เท่านั้นที่ต่ำ�กว่าค่าอื่น คือร้อยละ 83.3

การทดสอบความไวตอ่ยาตา้นวณัโรคดว้ยวิธี 

LPA และวิธี BACTEC MGIT 960 System 

ตัวอย่างส่วนใหญ่ (192 ตัวอย่าง) ทดสอบด้วยวิธี 

BACTEC MGIT 960 System ในขณะที่มีตัวอย่าง

ทดสอบด้วยวิธี LPA 76 ตัวอย่าง และทดสอบร่วม

กันสองวิธี 41 ตัวอย่าง โดยตัวอย่างที่ทดสอบด้วยวิธี 

LPA พบว่าผลส่วนใหญ่ไวต่อยา INH และ RMP 

(ร้อยละ 82.9) สอดคล้องกับผลการทดสอบความไว

ต่อยาต้านวัณโรคด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 

System ท่ีพบว่าเช้ือส่วนใหญ่ให้ผลไวต่อยา SM, 

INH, RMP และ EMB (ร้อยละ 75.0) การดื้อยา

แบบ mono-resistant ที่พบจากการตรวจด้วยวิธี 

LPA พบเฉพาะการดื้อต่อยา INH โดยไม่พบการดื้อ

ต่อยา RMP ในขณะที่การทดสอบด้วยวิธี BACTEC 

MGIT 960 System พบการดื้อยาแบบ mono- 

resistant ต่อยา RMP ร้อยละ 1.6 แต่พบน้อยที่สุด 

โดยพบการดื้อยาแบบ mono-resistant ต่อยา SM 

สูงท่ีสุด รองลงมาคือ INH และการดื้อยาแบบ  

poly-resistant พบเฉพาะการดื้อต่อยา SM ร่วมกับ 

INH ทัง้นีก้ารพบรปูแบบการดือ้ตอ่ยา SM หรอื INH 

หรือ SM ร่วมกับ INH สูงกว่ายาชนิดอื่นอาจเนื่องมา

จากการที่ยาทั้งสองชนิด ได้ถูกนำ�มาใช้ตั้งแต่ช่วงเริ่ม

แรกที่มีการรักษาวัณโรคด้วยยาปฏิชีวนะ โดย SM  

เป็นยาชนิดแรกที่ใช้รักษาวัณโรคตั้งแต่ปี พ.ศ. 2487 

ขณะที่ INH เริ่มนำ�มาใช้ในปี พ.ศ. 2494(17) สำ�หรับ

การดื้อยาแบบหลายขนาน (MDR-TB) นั้น การ

ทดสอบด้วยวิธี LPA พบร้อยละ 7.9 ส่วนวิธี 

BACTEC MGIT 960 System พบร้อยละ 5.7 โดย

กลุ่มผู้ป่วยที่ตรวจพบ การดื้อยาแบบหลายขนานโดย

ท้ังสองวิธีล้วนเป็นผู้ป่วยกลุ่มเสี่ยงสูงต่อการเป็น

วัณโรคดื้อยา(18) 

ผลเปรียบเทียบการทดสอบความไวต่อยา

ต้านวัณโรคของตัวอย่างเสมหะท่ีเตรียมด้วยวิธี  

Table 6	Comparison of LPA and BACTEC MGIT 960 System for detecting MDR-TB (N=41)

LPA
BACTEC MGIT 960 System

% Agreement Kappa
Non-MDR-TB MDR-TB

Non-MDR-TB 34 1
97.6 0.91

MDR-TB 0 6
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HS-SH ที่ทดสอบด้วยวิธี LPA และวิธี BACTEC 

MGIT 960 System พบว่าให้ผลการทดสอบต่อยา 

INH ตรงกันร้อยละ 95.1 ผลทดสอบความไวต่อยา 

RMP ตรงกันร้อยละ 97.6 และผลการตรวจหาเชื้อ

วัณโรคดื้อยาแบบหลายขนาน (MDR-TB) ตรงกัน

รอ้ยละ 97.6 โดยท้ังหมดมคีวามสอดคลอ้งกนัในระดบั

ดีเยี่ยม (Kappa = 0.88, 0.91 และ 0.91 ตามลำ�ดับ) 

ปจัจบุนัยงัไมพ่บรายงานการศกึษาวิจยัท่ีใช้วิธี HS-SH 

เตรียมตัวอย่างสำ�หรับทดสอบความไวต่อยาต้าน

วัณโรคด้วยวิธี LPA หรือวิธีอณูชีววิทยาอื่นๆ เปรียบ

เทียบกับวิธี BACTEC MGIT 960 System โดยที่

ผา่นมามเีพยีงการศกึษาเปรยีบเทียบการใช้วิธ ีHS-SH 

กับวิธีมาตรฐาน NALC-NaOH เตรียมตัวอย่าง

สำ�หรบัทำ�สเมยีรเ์สมหะเข้มข้นเพือ่ตรวจหาเช้ือ AFB 

และการเพาะเชื้อเท่านั้น โดยจากการศึกษาของ 

Ganoza และคณะ(10) พบว่าวิธี HS-SH สามารถใช้

เตรียมสเมียร์เสมหะเข้มข้นสำ�หรับตรวจหาเชื้อ AFB 

และเพาะเชื้อในอาหาร Löwenstein–Jensen (L-J) 

เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี NALC-NaOH แล้ว พบว่า

ให้ผลท่ีสอดคล้องกันอยู่ในระดับดีและดีเยี่ยม โดย 

ค่า Kappa สำ�หรับการตรวจ AFB จากสเมียร์เสมหะ

เข้มข้นและผลเพาะเชื้อเท่ากับ 0.63 และ 0.79 ตาม

ลำ�ดบั นอกจากนี้ไมพ่บความแตกตา่งทางสถติขิองคา่

ความไวและค่าความจำ�เพาะของวิธี HS-SH กับวิธี 

NALC-NaOH ทั้งในการตรวจ AFB และการเพาะ

เชื้อ โดยวิธี HS-SH กับวิธี NALC-NaOH มีค่า

ความไวและคา่ความจำ�เพาะในการตรวจ AFB เท่ากับ

ร้อยละ 71.4, 87.7 และ ร้อยละ 66.7, 87.7 ตาม

ลำ�ดับ ส่วนการเพาะเช้ือด้วยอาหาร L-J เท่ากับ 

ร้อยละ 95.2, 100 และ 76.2, 100 ตามลำ�ดับ ใน

ขณะท่ีการศกึษาของ Morcillo และคณะ(11) ท่ีเปรยีบ

เทียบระหว่างวิธี HS-SH กับวิธีมาตรฐาน NALC-

NaOH ในการเตรยีมสเมยีรเ์ข้มข้นสำ�หรบัตรวจ AFB 

การเพาะเชื้อด้วยอาหาร L-J และอาหาร MGIT ของ

สิ่งส่งตรวจจากทางเดินหายใจ (respiratory speci-

men) ซึ่งส่วนใหญ่เป็นเสมหะร้อยละ 90.4 พบว่าให้

ค่าความไวและค่าความจำ�เพาะท่ีไม่แตกต่างกันทาง

สถิติ โดยวิธี HS-SH และวิธี NALC-NaOH มีค่า

ความไวและคา่ความจำ�เพาะในการตรวจ AFB เท่ากับ

ร้อยละ 73.5, 99.5 และ 75.0, 99.3 ตามลำ�ดับ ส่วน

การเพาะเช้ือดว้ยอาหาร L-J เท่ากับรอ้ยละ 88.4, 100 

และ 88.3, 99.8 ตามลำ�ดับ และในการเพาะเชื้อด้วย

อาหาร MGIT เท่ากับรอ้ยละ 92.6, 100.0 และ 91.5, 

99.8 ตามลำ�ดับ นอกจากนี้ในการศึกษาของ Chaud-

hary และคณะ(12) ท่ีเปรียบเทียบผลการเตรียม

ตัวอย่างเสมหะเข้มข้น ด้วยวิธี HS-SH กับวิธี 

Modified Petroff’s สำ�หรับการเพาะเช้ือในอาหาร 

L-J พบว่าผลเพาะเช้ือไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยสำ�คัญทางสถิติ (p = 0.09) จากการศึกษาวิจัย 

ท่ีกล่าวมาจะเห็นได้ว่าการเตรียมตัวอย่างเสมหะเข้ม

ข้นด้วยวิธี HS-SH เพื่อทำ�สเมียร์เสมหะเข้มข้น

สำ�หรับตรวจ AFB และเพื่อเพาะเชื้อในอาหาร L-J 

และ MGIT มีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับวิธีมาตรฐาน 

NALC-NaOH 

ในการศึกษานี้ผลการทดสอบความไวต่อยา

ต้านวัณโรคระหว่างวิธี LPA และวิธี BACTEC 

MGIT 960 System จากตวัอยา่งเสมหะท่ีเตรยีมดว้ย

วิธี HS-SH ส่วนใหญ่ให้ผลตรงกัน ซึ่งสอดคล้องกับ

ผลการศกึษาท่ีเตรยีมตวัอยา่งดว้ยวิธ ีNALC-NaOH 

โดยจากการศึกษาของ Nikam และคณะ(19) เปรียบ

เทียบผลการทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคโดยวิธี 

LPA จากตัวอย่างท่ีเตรียมด้วยวิธี NALC-NaOH 

กับวิธี BACTEC MGIT 960 System จากตัวอย่าง

เดียวกันที่เพาะเชื้อด้วยวิธี NALC-NaOH พบว่าค่า 

% agreement ของยา INH และ RMP เท่ากับ 90.9 

และ 93.3 ตามลำ�ดับ ในขณะที่ผลเปรียบเทียบการใช้

ท้ังสองวิธีทดสอบกับตัวอย่างเพาะเช้ือเดียวกันนั้น 

จากการศึกษาของ Maningi และคณะ(20) พบว่าค่า 
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% agreement และค่า Kappa จากการทดสอบ

ตัวอย่างเพาะเช้ือวัณโรคของยา INH เท่ากับ 96.9 

และ 0.93 ตามลำ�ดับ และของยา RMP เท่ากับ 89.7 

และ 0.68 ตามลำ�ดับ ในขณะที่การศึกษาของ Dantas 

และคณะ(21) พบว่าค่า Kappa ของยา INH, RMP 

และการตรวจหาเช้ือวัณโรคดื้อยาแบบหลายขนาน 

เท่ากับ 0.71, 0.88 และ 0.71 ตามลำ�ดับ นอกจากนี้

ในการเปรียบเทียบผลทดสอบความไวต่อยาต้าน

วณัโรคดว้ยวธีิ  LPA กับการทดสอบความไวตอ่ยาตา้น

วัณโรคด้วยอาหาร L-J โดยการศึกษาของ Jian และ

คณะ(22) พบว่า % agreement และค่า Kappa ของ

ยา INH เท่ากับ 84.4 และ 0.60 ตามลำ�ดับ ของยา 

RMP เท่ากับ 96.9 และ 0.90 ตามลำ�ดับ และของ

การตรวจหา เชื้อวัณโรคดื้อยาแบบหลายขนานเท่ากับ 

84.4 และ 0.61 ตามลำ�ดับ

ผลท่ีไมส่อดคลอ้งกนัระหว่างวิธ ีLPA กับวิธี 

BACTEC MGIT 960 System ของการศึกษานี้  

ในการทดสอบยา INH, RMP และการตรวจหา การ

ดื้อยาแบบหลายขนาน พบร้อยละ 4.9, 2.4 และ 2.4 

ตามลำ�ดบั สาเหตคุวามไมส่อดคลอ้งกันเนือ่งมาจากท้ัง

สองวิธีใช้หลักการทดสอบที่ต่างกัน โดยวิธี LPA ซึ่ง

ใช้น้ำ�ยา GenoType MTBDRplus เป็นการทดสอบ

การดื้อยาแบบจีโนไทป์ ใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยา

ตรวจการกลายพันธุ์ของยีนท่ีทำ�ให้เกิดการดื้อยา 

ต้านวัณโรคเพียง 3 ยีน ได้แก่ ยีน inhA และ katG  

ซึ่งสัมพันธ์กับการดื้อต่อยา INH และยีน rpoB  

ซึง่สัมพันธ์กับการดือ้ตอ่ยา RMP โดยพบความชุกของ

เช้ือดือ้ยา INH ท่ีเกิดจากการกลายพนัธุข์องยนี inhA 

ประมาณร้อยละ 25 และเกิดจากการกลายพันธุ์ของ

ยีน katG ประมาณ ร้อยละ 40-60 สำ�หรับความชุก

ของเชื้อดื้อยา RMP ที่เกิดจากการกลายพันธุ์ของยีน 

rpoB พบได้ประมาณร้อยละ 95(23) แสดงให้เห็นว่า

มียีนอื่นที่เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยา INH และ RMP 

ที่ไม่สามารถตรวจพบได้ด้วยน้ำ�ยา GenoType MT-

BDRplus โดยเฉพาะยา INH นั้นพบว่ามียีนที่หลาก

หลายนอกเหนือจาก inhA และ katG ที่เกี่ยวข้อง

กับการดื้อยา เช่น oxyR-ahpC, ndh, furA, kasA, 

Rv0340, iniA, iniB, iniC และ efpA(24-26) 

จากยนีที่ไมค่รอบคลุมนีท้ำ�ให้วิธี LPA ตรวจไมพ่บการ

ดื้อต่อยา INH และ RMP ของเชื้อวัณโรค อันเนื่อง

มาจากกลไกการดื้อยาจากการกลายพันธ์ุของยีนอ่ืน 

ดังที่กล่าวมา ซึ่งสามารถตรวจพบได้ด้วยการทดสอบ

แบบฟีโนไทป์ สำ�หรับผลทดสอบยา INH ที่วิธี LPA 

ตรวจพบการดื้อยา แต่วิธี BACTEC MGIT 960 

System ให้ผลไวต่อยานั้น สาเหตุที่มีความเป็นไปได้

อาจเนื่องมาจากการกลายพันธุ์แบบ silent mutation 

ซึ่งมีการเปลี่ยนลำ�ดับเบสแต่ไม่ทำ�ให้เกิดการเปลี่ยน

ชนิดกรดอะมิโน และอีกสาเหตุหนึ่งคือการดื้อยาใน

ระดับต่ำ� (low level resistance) โดยการกลายพันธุ์

ทั้ง 2 แบบนี้ สามารตรวจพบได้โดยวิธี LPA ทำ�ให้

แปลผลเป็นดื้อยา ในขณะท่ีการทดสอบด้วยวิธี 

BACTEC MGIT 960 System ยังคงให้ผลไวต่อ

ยา(27, 28)

สรุป
ตัวอย่างเสมหะท่ีผ่านกระบวนการเตรียม

ด้วยวิธี HS-SH ท้ังในการตรวจหาเช้ือ AFB และ 

การเพาะเชื้อพบว่ามีค่าความไว ค่าความจำ�เพาะ  

ค่าพยากรณ์ผลบวก ค่าพยากรณ์ผลลบ และค่าความ

สอดคล้องท่ีดีเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน NA-

LC-NaOH สำ�หรับการทดสอบความไวต่อยาต้าน

วัณโรคด้วยวิธี LPA และ BACTEC MGIT 960 

System ของตัวอย่างเสมหะที่เตรียมด้วยวิธี HS-SH 

พบว่าผลการทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรค INH 

และ RMP รวมถึงการตรวจหาเชื้อวัณโรคดื้อยาแบบ

หลายขนาน ของท้ังสองวิธมีคีวามสอดคล้องตรงกันสงู 

แสดงให้เห็นในเบื้องต้นว่าวิธี HS-SH สามารถใช้

เตรยีมตวัอยา่งเพือ่ทดสอบความไวตอ่ยาตา้นวัณโรคได ้
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โดยวิธี HS-SH มีขั้นตอนการเตรียมน้ำ�ยาที่ง่าย ใช้

สารเคมีในการเตรียมเพียง 2 ชนิด และมีต้นทุนถูก 

ในขณะท่ีวิธี NALC-NaOH มีการเตรียมน้ำ�ยาท่ี 

ยุ่งยาก ใช้สารเคมีในการเตรียมถึง 3 ชนิด อีกทั้งสาร 

NALC มรีาคาแพง และเมือ่เตรยีมแลว้คณุสมบตักิาร

ย่อยเสมหะของสาร NALC จะเสื่อมลง จึงทำ�ให้เก็บ

ไว้ใช้ได้ไม่เกิน 24 ชั่วโมง และต้องเตรียมใหม่ทุกวัน

ก่อนใช้งาน
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