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Abstract
Detection of Mycobacterium leprae by modified Fite-Faraco (FF), fluorescent Auramine 

O (AO) method, real-time polymerase chain reaction (PCR) of Pra gene and the standard Ziehl 

Neelsen (ZN) staining were compared in slit-skin samples from 32 leprosy patients attending the 

Raj Pracha Samasai Institute. Scraped incision method was performed to collect tissue fluid and 

dermal tissue from the same 4 sites including two from both ear lobes and two from the active 

lesions. Slit-skin smears (SSS) were prepared and stained by ZN, FF and AO methods. The  

collected specimens were evaluated for the present of Pra gene using real-time PCR method. Fite-

Faraco was modified by omitting the deparaffinization instead submerge the slide in soybean oil 

for 10 minutes. There was a very good correlation among all methods. Out of 32 samples, 7 

showed organisms by ZN method, 9 showed organisms by FF method, 11 showed organisms by 

AO method and 9 showed organisms by real-time PCR method. FF and AO stains were found 

to be superior to ZN in detecting leprae bacilli in SSS. Moreover, sensitivity was identical for 

real-time PCR, FF, and AO methods for multibacillary (MB) cases suggesting that real-time 

PCR, FF and AO techniques on the SSS could replace ZN without any loss of sensitivity. FF 

procedure uses simple equipment, easy to carry out, and convenient procedure. Therefore, the 
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modified Fite-Faraco method described here can be used for the confirmation of the clinical 

diagnosed case of leprosy in resource-limited hospitals.

Keywords:	Slit-skin smear, Acid fast bacilli staining, Fluorescence, Leprosy, Modified  

		  Fite-Faraco, Real-time PCR
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 1 เมษายน 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

การเปรียบเทียบวิธีการย้อมสี Modified Fite-Faraco การย้อมสี 
Auramine O และวิธี Real-Time PCR กับการย้อมสีด้วย 
วิธีมาตรฐาน ในการตรวจหาเชื้อ Mycobacterium leprae 

ในตัวอย่างที่เก็บจากการกรีดผิวหนัง

พธิศยา ทัศนไตรลักษณ์1 ถวัลย์ ฤกษ์งาม2 และ วิมลพักตร์ ศรีไวย์3*
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บทคััดย่่อ
การเปรยีบเทียบวธีิการตรวจหาเช้ือ Mycobacterium leprae โดยวธีิการยอ้มส ีmodified Fite-

Faraco (FF) วิธี fluorescent Auramine O (AO) และการตรวจหา Pra gene ด้วยวิธี real-time PCR 

กับการย้อมสีด้วยวิธีมาตรฐาน Ziehl Neelsen (ZN) ในผู้ป่วยโรคเรื้อน 32 ราย ที่เข้ารับบริการรักษา 

โรคเรื้อนที่สถาบันราชประชาสมาสัย โดยขูดเก็บตัวอย่างสารน้ำ�และเนื้อเยื่อผิวหนังโดยการกรีดผิวหนัง

รายละ 4 ตำ�แหน่ง คือ ติ่งหูทั้ง 2 ข้างและรอยโรคที่กำ�เริบมากที่สุดอีก 2 ตำ�แหน่ง เตรียมสไลด์จาก

ตัวอย่างที่เก็บจากการกรีดผิวหนัง (slit-skin smear: SSS) ย้อมสีด้วยวิธี ZN, FF และ AO และตรวจ

วิเคราะห์ตัวอย่างเนื้อเยื่อด้วยวิธี real-time PCR เพื่อตรวจหา Pra gene การศึกษาครั้งนี้ได้ปรับวิธี FF 

ด้วยการลดขั้นตอน deparaffinization ไปเป็นการแช่สไลด์ในน้ำ�มันถั่วเหลืองอย่างเดียวที่อุณหภูมิห้อง 

10 นาที ผลการศึกษาพบว่าวิธี ZN, FF, AO และ real-time PCR มีความสอดคล้องกันในระดับดีมาก 

โดยพบว่าวิธี ZN, FF และ AO ให้ผลบวกกับตัวอย่าง 7, 9 และ 11 ราย จากตัวอย่าง 32 ราย ตาม 

ลำ�ดับ และเมื่อตรวจด้วยวิธี real-time PCR พบ M. leprae ใน 9 ตัวอย่าง และยังพบว่าวิธี FF และ 

AO มีประสิทธิภาพดีกว่าวิธี ZN ในการตรวจวินิจฉัยโรคเรื้อนจาก SSS นอกจากนี้ยังพบว่าวิธี FF, AO 

และ real-time PCR มีความไวเท่ากันในการตรวจวินิจฉัยผู้ป่วยเชื้อมาก ผลดังกล่าวจึงสรุปได้ว่า วิธี 

FF, AO และ real-time PCR สามารถใช้ทดแทนวิธี ZN ในการตรวจวินิจฉัยโรคเรื้อนจากตัวอย่างที่เก็บ

จากการกรีดผิวหนังโดยไม่สูญเสียความไวในการตรวจ วิธี FF ใช้เครื่องมือราคาถูกกว่า สะดวก และง่าย

สำ�หรับการตรวจวัด ดังน้ันการย้อมสีด้วยวิธี FF จึงสามารถใช้เป็นวิธีการสำ�หรับช่วยยืนยันผู้มีอาการ

แสดงที่สงสัยว่าเป็นโรคเรื้อนโดยเฉพาะอย่างยิ่งในโรงพยาบาลที่มีทรัพยากรจำ�กัด

คำ�สำ�คัญ:  การกรีดผิวหนัง การย้อมสีแบคทีเรียรูปแท่งติดสีทนกรด ฟลูออเรสเซนต์ โรคเรื้อน Modified  

		  Fite-Faraco, Real-time PCR	
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การเปรียบเทียบวิธีการย้อมสี Modified Fite-Faraco การย้อมสี Auramine O และวิธี Real-Time PCR 
กับการย้อมสีด้วยวิธีมาตรฐาน ในการตรวจหาเชื้อ Mycobacterium leprae ในตัวอย่างที่เก็บจากการกรีดผิวหนัง

8919

บทนำำ�
โรคเรือ้นเปน็โรคตดิตอ่เรือ้รงัเกิดจากการตดิ

เช้ือแบคทีเรีย Mycobacterium leprae (M. leprae) 

ทำ�ใหเ้กิดรอยโรคท่ีผวิหนงัและเสน้ประสาทสว่นปลาย 

อาการแสดงของผูป้ว่ยโรคเรือ้นมคีวามรนุแรงแตกตา่ง

กันข้ึนกับระดับภูมิต้านทานต่อโรคเรื้อนของแต่ละ

บุคคล หากมีการตอบสนองของภูมิคุ้มกันท่ีดีอาการ

มักไม่รุนแรง ส่วนผู้ท่ีมีการตอบสนองของภูมิคุ้มกัน

ไมด่มีกัแสดงอาการของโรคทีร่นุแรง ผูป้ว่ยกลุม่นีห้าก

ไม่ได้รับการรักษาหรือวินิจฉัยล่าช้าอาจนำ�ไปสู่ความ

พิการทางร่างกายได้ในท่ีสุด(1) ดังนั้นการวินิจฉัยที่ 

ถูกต้องและแม่นยำ�ตั้งแต่เริ่มปรากฏอาการของ 

โรคเรือ้นจงึมคีวามสำ�คญัตอ่ประสทิธภิาพการรกัษา ซึง่

การวางแผนการรกัษาโรคเรือ้นจะข้ึนกบัอายขุองผู้ปว่ย

และประเภทของโรคเรื้อนตามเกณฑ์ขององค์การ

อนามัยโลก(2, 3) ซึ่งได้จำ�แนกประเภทผู้ป่วยโรคเรื้อน

ตามจำ�นวนของรอยโรคที่ผิวหนังเป็น 2 ประเภท คือ 

ผู้ป่วยเช้ือน้อย (paucibacillary: PB) และผู้ป่วยเช้ือมาก 

(multibacillary: MB) หากตรวจพบเชื้อโรคเรื้อน

จากวิธี slit-skin smear (SSS) ผู้ป่วยจะถูกจำ�แนก

เป็น MB โดยไม่คำ�นึงถึงจำ�นวนรอยโรคท่ีผิวหนัง  

ผู้ป่วยเชื้อน้อย (PB) และผู้ป่วยเชื้อมาก (MB) จะ

ไดร้บัการรกัษาดว้ยยาสตูรผสม (multi-drug therapy: 

MDT) ได้แก่ dapsone, rifampicin และ clofazi-

mine นาน 6 เดือนและ 12 เดือน ตามลำ�ดับ(4)

การตรวจวนิจิฉยัโรคเรือ้นทางห้องปฏิบติัการ

ยังมีความจำ�เป็นเพื่อใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคเรื้อน

ในรายท่ียังไม่ปรากฏอาการชัดเจนและใช้ในการ

ติดตามการตอบสนองต่อการรักษา การตรวจทางห้อง

ปฏิบัติการเพื่อวินิจฉัยโรคเรื้อนมีหลายวิธี ได้แก่ การ

ตรวจวินิจฉัยทางภูมิคุ้มกัน (immunodiagnostic 

test) ตัวอย่างเช่น การทดสอบหาแอนติบอดีจำ�เพาะ

ตอ่  phenolic glycolipid-I (PGL-I)(5) แตเ่นือ่งจาก

การตรวจวินิจฉัยทางภูมิคุ้มกันมีความไวและความ

จำ�เพาะต่ำ�(6) จงึมกีารนำ�วธิกีารตรวจหาสารพนัธกุรรม

จาก DNA ของเชื้อ M. leprae มาใช้ วิธี PCR-

based system มีความไวและความจำ�เพาะสูง(7, 8) 

สามารถจำ�แนก M. leprae ออกจากมัยโคแบคทีเรีย

ชนดิอืน่ไดแ้ละยงัสามารถใช้วินจิฉยัโรคเรือ้นในผูป้ว่ย

ท่ีสงสัยว่าเป็นโรคเรื้อนระยะแรกท่ีมีการตรวจชิ้นเนื้อ

เป็นลบหรือที่สรุปไม่ได้ (inconclusive)(9) แต่มี 

ข้อจำ�กัด คอื การตรวจพบสารพนัธกุรรมไม่ไดบ้ง่บอก

การมีชีวิตของเชื้อ M. leprae การตรวจวินิจฉัยทาง

ภูมิคุ้มกันและวิธี PCR เป็นวิธีการที่มีความซับซ้อน 

ต้องใช้เครื่องมือราคาแพง ใช้ทักษะและความชำ�นาญ

ของผู้ปฏิบัติงานเป็นอย่างดี ทำ�ให้ไม่สะดวกในการ

ปฏิบัติในโรงพยาบาลทั่วไป  

การตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียรูปแท่งติดสี

ทนกรด (acid fast bacilli: AFB) ดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์

เป็นวิธีที่รวดเร็ว ง่าย และใช้เครื่องมือราคาแพงน้อย

ท่ีสดุสำ�หรบัการวินจิฉยัโรคเรือ้นเมือ่เทยีบกบัวธิอีืน่ ๆ  

ที่กล่าวมา การตรวจ AFB เป็นการตรวจหาเชื้อจาก

ผิวหนังบริเวณรอยโรค (skin biopsy) และใช้เป็นวิธี

สำ�หรับยืนยันโรคเรื้อนในผู้ท่ีมีอาการแสดงท่ีสงสัยว่า

เป็นโรคเรื้อน เนื่องจากการทำ� biopsy มีความเสี่ยง

ในขั้นตอนการทำ�หัตถการทำ�ให้เกิดรอยแผลเป็นได้ 

และยังต้องใช้บุคลากรท่ีมีทักษะและความชำ�นาญใน

การเก็บตัวอย่าง การตรึงตัวอย่าง การเตรียมและการ

แปลผล ดังนั้นในโรงพยาบาลส่วนใหญ่จึงนิยมใช้การ

ตรวจด้วยวิธี SSS ที่มีเทคนิคที่ไม่ยุ่งยากและใช้วัสดุ

อปุกรณ์ไมม่าก เพ่ือนำ�เนือ้เยือ่ผวิหนงัไปตรวจหาเช้ือ

แทนการตัดชิ้นเนื้อ ตัวอย่างที่ได้จากการทำ� SSS จะ

ถูกนำ�ไปย้อมด้วยเทคนิคต่าง ๆ  เพื่อตรวจหาเชื้อ M. 

leprae วิธีย้อมดั้งเดิมท่ีนิยมใช้ ได้แก่ วิธี Ziehl-

Neelsen(10) ใช้หลักการ acid fast stain โดยใช้ความ

ร้อนช่วยให้สี carbol fuchsin สามารถแทรกซึมผ่าน

ผนังเซลล์ของเชื้อ M. leprae ได้(11) ซึ่งจะพบตัว

เช้ือติดสีแดงบนพื้นหลังติดสีน้ำ�เงิน การย้อมด้วยวิธี 
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ZN นัน้สามารถใช้การตรวจวนิจิฉัยผูป้ว่ยโรคเรือ้นเช้ือ

มากได้และมีความจำ�เพาะสูง(12) แต่มีข้อเสีย คือ  

มีความไวน้อยกว่าวิธีการอื่นและให้ผลการทดสอบ 

เป็นลบลวงในผู้ป่วยโรคเรื้อนเช้ือน้อยได้(12, 13) ใน

ประเทศไทย ผู้ป่วยที่สงสัยว่าเป็นโรคเรื้อนทุกรายจะ

ไดร้บัการตรวจทางห้องปฏบิตักิารเพิม่เตมิโดยวธิ ีSSS 

และย้อมสีด้วยวิธี ZN เพื่อช่วยในการวินิจฉัย  

แบ่งประเภท และวางแผนการรักษาต่อไป ส่วนการ

ตรวจทางพยาธวิทิยาจาก biopsy จะทำ�ในรายทีอ่าการ

แสดงไม่ชัดเจนเท่านั้น โดยสิ่งส่งตรวจที่เป็นตัวอย่าง

เนื้อเยื่อที่ได้จากการทำ� biopsy มักนิยมใช้การย้อมสี

ด้ ว ย วิ ธี  F i t e -Fa r a co  ท่ี พัฒนาม าจ ากวิ ธี   

Kinyoun(12) เนื่องจากเชื้อ M. leprae มีความทน

กรดและแอลกอฮอลน์อ้ยกว่า M. tuberculosis มาก

และมีแนวโน้มที่จะสูญเสียคุณสมบัติความทนกรด 

จึงทำ�ให้มี โอกาสตรวจไม่พบเช้ือได้ง่าย ดังนั้นวิธี 

modified Fite-Faraco (FF) จึงได้ผสมน้ำ�มัน 

ถั่วเหลือง (soybean oil) กับสารทำ�ละลายพาราฟิน 

(deparaffinizing solvent) เพื่อช่วยเคลือบปกป้อง

ผนังเซลล์ของแบคที เรียและลดการสัมผัสกับ

สารละลายพาราฟนิ ทำ�ใหย้งัคงคณุสมบตัคิวามทนกรด

ไว้ได้ วิธีนี้จึงมีความไวสูงและสามารถตรวจพบเชื้อ  

M. leprae ในตัวอย่างเนื้อเยื่อได้ดีกว่าวิธี  ZN(8) แต่

มีข้อจำ�กัดคือ ใช้เวลาย้อมนานและวิธีย้อมมีความ 

ซับซ้อนมากกว่า(13, 14) ต่อมาได้มีการพัฒนาการย้อม 

AFB โดยใช้สารที่สามารถเรืองแสงได้ในการย้อม 

(fluorochrome) เช่น Auramine O ซึ่งสารฟลูออ-

โรโครมจะเข้าไปจับกับกรดไมโคลิกของตัวเชื้อ ทำ�ให้

ตรวจพบเชื้อมีลักษณะเป็นรูปแท่งเรืองแสงสีเหลือง

บนพืน้หลงัสดีำ� การยอ้มตวัอยา่งเนือ้เยือ่ผวิหนงั ดว้ย

สีฟลูออโรโครมเป็นวิธีที่มีความไวสูงสุดเมื่อเทียบกับ

วิธี ZN(15) และวิธี FF(12, 16) แต่เนื่องจากวิธีนี้อาจ

ทำ�ให้เกิดผลบวกลวงได้ง่าย(15, 17) จึงต้องใช้บุคลากร

ท่ีมคีวามชำ�นาญสงูในการอา่นผล รวมทัง้ตอ้งใช้กลอ้ง

จุลทรรศน์ชนิดฟลูออเรสเซนต์ และต้องมีห้องมืด

สำ�หรับอ่านผล ซึ่งอาจไม่เหมาะสมกับห้องปฏิบัติการ

ทั่วไป ดังนั้นจึงมีความจำ�เป็นที่ต้องหาวิธีการวินิจฉัย

โรคเรื้อนที่ใช้ได้ง่าย สะดวก ปลอดภัย และราคาถูก 

รวมท้ังมคีวามไวและความจำ�เพาะในระดบัท่ีดพีอท่ีจะ

สามารถนำ�ไปใชต้รวจวินจิฉยัตามโรงพยาบาลท่ัวไปได้

การตรวจหา AFB ในตัวอย่างเนื้อเยื่อ

ผิวหนังได้ ถูกนำ�มาใช้ ในการตรวจวินิจฉัยเ ช้ือ  

M. leprae ในหลายประเทศ อยา่งไรก็ตามยงัมข้ีอมลู

น้อยมากเกี่ยวกับการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการ

ตรวจวินิจฉัยเชื้อ M. leprae โดยเฉพาะในตัวอย่าง

ท่ีเก็บจากวิธี SSS ดังน้ัน ผู้วิจัยจึงสนใจท่ีจะเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพวิธีการย้อมสี modified Fite-Faraco 

การย้อมสี Auramine O และวิธี real-time PCR  

กับการย้อมสีด้วยวิธีมาตรฐาน Ziehl-Neelsen  

จากตัวอย่างสารน้ำ�และเนื้อเยื่อท่ีได้จากวิธี SSS  

เพื่อใช้ตรวจวินิจฉัยเชื้อ M. leprae 

วััสดุุและวิิธีีการ
1. ประชากรที่ศึกษา

การศึกษาทำ�ในอาสาสมัครท่ีข้ึนทะเบียนเข้า

รับบริการรักษาโรคเรื้อนท่ีสถาบันราชประชาสมาสัย 

ระหว่างเดือนมีนาคม พ.ศ. 2566 ถึงเดือนเมษายน 

พ.ศ. 2566 จำ�นวน 32 ราย โดยเป็นกลุ่มผู้ป่วยใหม่

เเละกลุ่มที่ติดตามการรักษา

2. การพิทักษ์สิทธิ์ของกลุ่มตัวอย่าง

โครงการวิจัยได้รับการอนุมัติจากคณะ

กรรมการจริยธรรมการวิจัยเกี่ยวกับคน สถาบันราช-

ประชาสมาสัย ผูว้จิยัเคารพในการขอความยินยอมโดย

ให้ข้อมูลอย่างครบถ้วนและให้อาสาสมัครตัดสินใจ

อย่างอิสระ ไม่เปิดเผยข้อมูลส่วนตัวของอาสาสมัคร

และนำ�เสนอเป็นข้อมูลวิชาการในภาพรวมเท่านั้น

#in2 66-4.indd   8920#in2 66-4.indd   8920 29/2/2567 BE   11:5929/2/2567 BE   11:59



การเปรียบเทียบวิธีการย้อมสี Modified Fite-Faraco การย้อมสี Auramine O และวิธี Real-Time PCR 
กับการย้อมสีด้วยวิธีมาตรฐาน ในการตรวจหาเชื้อ Mycobacterium leprae ในตัวอย่างที่เก็บจากการกรีดผิวหนัง

8921

3. การเก็บตัวอย่าง

การเก็บตัวอย่างสิ่งส่งตรวจทำ�โดยการกรีด

ผิวหนังเพื่อตรวจหาตัวเชื้อโดยตรงตามแนววิธีปฏิบัติ

มาตรฐานของ WHO(11, 18, 19) จากผู้ป่วยรายละ 4 

ตำ�แหน่ง คือ บริเวณติ่งหูท้ัง 2 ข้างและรอยโรคที่

กำ�เริบมากที่สุดอีก 2 ตำ�แหน่ง โดยเก็บตัวอย่าง

เนื้อเยื่อใต้ผิวหนัง สำ�หรับเตรียมตัวอย่างสไลด์ และ

ขูดด้วยใบมีดจากตำ�แหน่งเดียวกันเพื่อนำ�ไปทดสอบ 

real-time PCR โดยแบ่งสไลด์ SSS เป็น 3 ส่วนเพื่อ

นำ�ไปย้อมด้วยวิธี ZN(20) วิธี FF และวิธี AO(21)  

ส่วนตัวอย่างจากใบมีดนำ�ไปตรวจวิเคราะห์โดยวิธี 

real-time PCR   

เตรยีมตวัอยา่งท่ีจะนำ�ไปยอ้มสีโดยเกลีย่เปน็

วงกลมขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 5-10 มิลลิเมตรบน

สไลด์ ตำ�แหน่งละ 3 สไลด์ ปล่อยสเมียร์ให้แห้งแล้ว 

fix โดยการผ่านความร้อน เก็บสไลด์ในกล่องที่แห้ง

และสะอาดเพื่อรอทำ�การทดสอบต่อไป ส่วนตัวอย่าง

ท่ีได้จากการขูดด้วยใบมีด สำ�หรับการทำ� real-time 

PCR เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะทำ�การ

ทดสอบ 

4. การตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ

การยอ้มสีวิธ ี ZN มรีายละเอยีดขัน้ตอนตาม

ที่อธิบายในคู่มือการตรวจเชื้อโรคเรื้อนโดยวิธีการกรีด

ผิวหนัง สถาบันราชประชาสมาสัย(20) โดยนำ�มาย้อม

สีแรกด้วย 1% carbol fuchsin (Loba Chemie Pvt.

Ltd., India) และลนไฟอ่อน ๆ  นาน 5 นาที ล้างออก

ด้วยน้ำ�ประปาจนสะอาด จากนั้นล้างด้วย 3% HCl-

alcohol 3 วินาที ล้างออกด้วยน้ำ�ประปาจนสะอาด 

แล้วย้อมด้วยสีย้อมท่ีสอง (counter stain) 1% 

methylene blue (RFCL Ltd., India) เป็นเวลา  

2 นาที ล้างออกด้วยน้ำ�ประปาจนสะอาด และตั้งทิ้ง

ไว้ให้แห้ง

การย้อมสีวิธี FF มีรายละเอียดขั้นตอนตาม

ที่อธิบายโดย Girma และคณะ(22) ซึ่งได้ปรับขั้นตอน

การย้อม ดังนี้ ปรับลดขั้นตอน deparaffinization 

ไปเป็นการแช่สไลด์ในน้ำ�มันถ่ัวเหลืองนาน 10 นาที 

ท่ีอุณหภูมิห้อง เพิ่มเวลาการย้อมด้วย 1% carbol 

fuchsin (Loba Chemie Pvt. Ltd., India) เป็น  

30 นาที ปรบัลดเวลาการล้างดว้ย 25% HCl-alcohol 

เป็น 5 วินาที ปรับความเข้มข้นและเวลาในการย้อมสี

ย้อมที่สอง (counter stain) เป็น 1% methylene 

blue (RFCL Ltd., India) นาน 30 วินาที โดยล้าง

สไลด์ด้วยน้ำ�ประปาระหว่างแต่ละข้ันตอน และเรียก

วิธีนี้ว่า modified Fite-Faraco

การยอ้มสวีธิ ีAO มรีายละเอยีดข้ันตอนตาม

ท่ีอธบิายโดย Truant และคณะ(21) โดยไดป้รบัข้ันตอน

การย้อม ดังน้ี เพ่ิมเวลาการย้อมด้วย 0.1% Auramine 

O (Becton Dickinson Ireland Ltd., USA) เป็น 

20 นาที ปรับเวลาในการย้อมสีย้อมท่ีสอง (counter stain) 

ด้วย 0.5% potassium permanganate (Becton 

Dickinson Ireland Ltd., USA) เป็น 4 นาที และ

ระหว่างแต่ละขั้นตอนล้างสไลด์ด้วยน้ำ�ประปา

สำ�หรับข้ันตอนการย้อมสีท้ังสามวิธี ให้ซับ

สไลด์ให้แห้งหลังการล้างครัง้สุดท้าย ก่อน mount ดว้ย 

mounting medium โดยไม่มีการ clearing  

ด้วยไซลีน แล้วตรวจหาตัวเช้ือ AFB ด้วยกล้องจลุทรรศน์

หรือกล้องฟลูออเรสเซนต์ Primo Star iLED (Carl 

ZEISS, Germany) กำ�ลังขยาย 100X จำ�นวน 100 

วงกล้อง จากมุมทั้งสี่และกลางสไลด์ รายงานผลการ

ทดสอบการย้อมสีทั้ง 3 วิธี เป็นเชิงก่ึงปริมาณ  

(semi-quantitative) เป็นค่าเฉล่ีย BI (Bacteriogical 

Index: BI) ตาม Ridley’s logarithmic scale(19) 

กำ�หนดจำ�นวนเชื้อในสเมียร์เป็น 7 ระดับ จากระดับ

ที่ 0 (ไม่พบแบคทีเรีย) ถึงระดับที่ 6+ (พบ AFB  

มากกว่ า 1 ,000 โดยเฉลี่ ย ในหนึ่ งวงกล้อง)  
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การประเมินผลใต้กล้องจุลทรรศน์จะกระทำ�โดย 

นักเทคนิคการแพทย์ 3 คน โดยใช้มติ 2 ใน 3 ซึ่ง 

นักเทคนิคการแพทย์จะไม่ทราบผลการวินิจฉัยและ

หมายเลขสไลด์

การตรวจวิเคราะห์โดยวิธี real-time PCR   

สกัดดีเอ็นเอของตัวอย่างสารน้ำ�และเนื้อเยื่อผิวหนัง

จากตวัอยา่งใบมดีดว้ยเครือ่งสกัด Zybio EXM3000 

Nucleic Acid Isolation System (Zybio,  

China) ตามคำ�แนะนำ�ของบริษัทผู้ผลิต เพิ่มปริมาณ

คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอของ Mycobacterium 

leprae Pra gene(23) ด้วยชุดน้ำ�ยาสำ�เร็จรูป  

Mycobacterium leprae Real Time PCR Kit 

(Jiangsu Bioperfectus Technologies Co., Ltd., 

China) ตามคำ�แนะนำ�ของบริษัทผู้ผลิต ด้วยเครื่อง

ตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติ BIO-RAD CFX96  

Real-Time System (BIO-RAD, Singapore)  

ภายใต้สภาวะที่ผู้ผลิตกำ�หนดจำ�นวน 40 รอบ  

และวิเคราะห์ผลด้วยซอฟต์์แวร์ CFX Maestro™  

Software วิธี PCR มีความไวของวิธี (limit of  

detection) 5 copies/reaction รายงานผล 

เชิงคุณภาพโดยรายงานผลเป็นบวกเมื่อค่า cycle 

threshold (Ct) น้อยกว่าหรือเท่ากับ 38 

การควบคุมคุณภาพภายใน (internal QC)  

ทำ�โดยใช้ตัวอย่าง SSS ท่ีทราบว่ามีหรือไม่มี   

M. leprae เป็นตัวควบคุมบวก (positive control) 

และตัวควบคุมลบ (negative control) ในระหว่าง 

ขั้นตอนการย้อมสี ส่วนการทำ� real-time PCR มีการ

ทำ� positive control และ negative control และ

ใช้ human RNaseP เป็น internal control ควบคู่

5. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

ผลการตรวจหาเช้ือของผูป้ว่ย 32 ราย นำ�มา

เปรยีบเทียบหาคา่ความไว ความจำ�เพาะ คา่ทำ�นายผล

บวก (positive predictive value: PPV) และ 

คา่ทำ�นายผลลบ (negative predictive value: NPV) 

โดยเทียบกับผลการตรวจด้วยวิธี real-time PCR 

สถิติเชิงพรรณนานำ�เสนอในรูปความถ่ีและร้อยละ 

เปรยีบเทียบระหว่างวิธีวิเคราะห์ดว้ยสถิต ิChi-square 

หรือ Fisher’s Exact test วิเคราะห์ความสัมพันธ์โดย

ใช้สถิติ Phi coefficient วิเคราะห์ความสอดคล้อง

ระหว่างผู้อ่านผลสเมียร์ด้วยสถิติ Krippendorff’s 

alpha coefficient และวิเคราะห์ความสอดคล้อง

ระหว่างวิธีตรวจด้วยสถิติ Cohen’s Kappa coeffi-

cient โดยใช้โปรแกรม SPSS Version 28.0.1.1 

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) กำ�หนดระดับ

ความมีนัยสำ�คัญท่ีระดับ 0.05 การแปลความหมาย

ของค่าดัชนีความสอดคล้อง Kappa มีดังนี้ 0.80 - 

1.00 หมายถึง ระดับดีมาก 0.60 - 0.80 หมายถึง 

ระดับดี  0.40 - 0.60 หมายถึง ระดับปานกลาง  0.20 

- 0.40 หมายถึง ระดับพอใช้ 0.00 - 0.20 หมายถึง 

ร ะดั บน้ อย  และน้ อยกว่ า  0 . 00  หมาย ถึ ง  

ไมส่อดคลอ้ง(24) การแปลความหมายของคา่ดชันคีวาม

สอดคล้อง Alpha มีดังนี้ ≥ 0.800 หมายถึง  

ระดับดี ≥ 0.667 หมายถึง ระดับไม่แน่นอน  

(tentative) และ < 0.667 หมายถึง ระดับต่ำ�(25) 

ผลการศึึกษา
1. ข้อมูลทั่วไปของกลุ่มตัวอย่าง

การศึกษาครั้งนี้มีผู้มีคุณสมบัติครบตาม

เกณฑ์เข้าร่วมวิจัยเบื้องต้นและได้รับการวินิจฉัยว่า

เป็นโรคเรื้อนจำ�นวน 32 ราย จากการมีอาการแสดง

ทางคลินิกของโรคเรื้อนอย่างน้อย 2 อย่าง ได้แก่   

การตรวจพบอาการทางผวิหนงัท่ีมลีกัษณะเฉพาะของ

โรคเรื้อน การตรวจพบอาการชา ได้แก่ ชาที่รอยโรค

ผิวหนังหรือชาท่ีผิวหนังบริเวณท่ีรับความรู้สึกจาก 

เส้นประสาทส่วนปลายที่ถูกทำ�ลาย หรือการตรวจพบ

เส้นประสาทโต ไดจ้ำ�แนกประเภทผูป้ว่ยไดเ้ปน็ ผูป้ว่ย

เชื้อน้อย (PB) หมายถึง ผู้ป่วยโรคเรื้อนที่ตรวจพบ
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รอยโรค 1-5 รอยโรค และผู้ป่วยเช้ือมาก (MB) หมายถึง 

ผู้ป่วยโรคเร้ือนท่ีตรวจพบรอยโรคมากกว่า 5 รอยโรค(2, 3)  

ได้เป็นผู้ป่วยเชื้อน้อยจำ�นวน 17 ราย (ร้อยละ 53.1)  

และผู้ป่วยเชื้อมากจำ�นวน 15 ราย (ร้อยละ 46.9) 

(Table 1) จากการวเิคราะหพ์บผูป้ว่ยไดร้บัการยนืยนั

ว่าเป็นโรคเรื้อนจากการย้อมสีให้ผลบวกด้วยวิธี  ZN 

จำ�นวน 7 ราย และวิธี FF จำ�นวน 9 ราย โดย 

ผู้ป่วยทั้ง 7 ราย ให้ผลบวกกับวิธีการตรวจทั้ง 4 วิธี 

นอกจากนี้วิธี FF ให้ผลบวกเพิ่มมากขึ้นจากวิธี ZN 

จำ�นวน 2 ราย ซึ่งเป็นผู้ป่วยรายเดียวกับที่ให้ผลบวก

กับการตรวจด้วยวิธี AO และ real-time PCR  

ดังนั้นจึงเป็นการยืนยันว่าผู้ป่วยเป็นโรคเรื้อนจริง 

นอกจากนี้ยังพบว่ามี 2 ราย ที่ตรวจพบ AFB ด้วย 

วิธี AO แต่ตรวจไม่พบด้วยวิธี ZN วิธี FF และ  

real-time PCR

2. ความสอดคล้องของผู้ประเมินตามวิธีการ

วินิจฉัยด้วยการย้อมสี

ผลการประเมินผลความน่าเช่ือถือระหว่าง 

ผูป้ระเมนิผลสเมยีร ์(Inter-rater reliability) จำ�นวน 

3 คนท่ีได้อ่านผลจากการย้อมสีด้วยวิธี ZN โดยใช้

สถิติ Krippendorff’s alpha พบว่าค่าดัชนีความ

สอดคล้องระหว่างผู้ประเมินเท่ากับ 0.914 แสดงว่ามี

ค่าความสอดคล้องกันระหว่างผู้ประเมินอยู่ในระดับดี 

ส่วนการย้อมสีด้วยวิธี FF ได้ค่าดัชนีความสอดคล้อง

ระหว่างผู้ประเมินเท่ากับ 0.931 แสดงว่ามีค่าความ

สอดคล้องกันระหว่างผู้ประเมินอยู่ในระดับดีและการ

ยอ้มสีดว้ยวิธ ีAuramine O ไดค้า่ดชันคีวามสอดคลอ้ง

ระหว่างผู้ประเมินเท่ากับ 0.863 แสดงว่ามีค่าความ

สอดคล้องกันระหว่างผู้ประเมินอยู่ในระดับดี (Table 

2) ดังนั้น ผู้ประเมินท้ัง 3 คน มีความเท่ียงใน 

ผลการประเมิน

3. ประสิทธิภาพของวิธีการตรวจวินิจฉัยในสิ่งส่ง

ตรวจจากการกรีดผิวหนัง 

ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง

ประเภทของโรคเรือ้นกับวธีิการตรวจวินจิฉยัดว้ยสถิต ิ

Phi coefficient พบอัตราการให้ผลบวกกับวิธีการ

ตรวจทั้ง 4 ชนิดในผู้ป่วยเชื้อมากมีอัตราสูงกว่าอัตรา

การให้ผลบวกในผู้ป่วยเชื้อน้อย อย่างมีนัยสำ�คัญทาง

สถิติ (p < 0.05) (Table 3) และพบว่าวิธี  

ZN มีอัตราการตรวจพบ AFB ในผู้ป่วยเช้ือมาก 

ต่ำ�กว่าวิธีอ่ืน ๆ ส่วนวิธี AO พบว่ามีอัตราการให้ 

ผลบวกในผู้ป่วยเชื้อน้อยร้อยละ 11.8 

4. ความสอดคล้องของผลการตรวจหา AFB ใน 

สเมียร์ด้วยวิธี Ziehl-Neelsen วิธี modified Fite-

Faraco และวิธี Auramine O โดยมีผลการ

วิเคราะห์ด้วยวิธี real-time PCR เป็นวิธีอ้างอิง 

จากตัวอย่างท่ีให้ผลบวกกับวิธี real-time 

PCR ท้ังหมด 9 ตัวอย่าง ผลการวิเคราะห์ความ

สอดคล้องการวินิจฉัยด้วยวิธี ZN, FF และ AO กับ

วิธ ีreal-time PCR โดยใชค้า่สถติ ิKappa coefficient 

พบว่าทั้ง 3 วิธี มีความสอดคล้องในระดับดีมากเมื่อ

เทยีบกบัวธีิ real-time PCR อยา่งมนียัสำ�คญัทางสถิต ิ

(p < 0.001) โดยวิธี FF มีความสอดคล้องกับ 

วิธี real-time PCR มากที่สุด เมื่อเทียบกับวิธี ZN 

และ AO (Kappa = 1.000, p < 0.001) (Table 4) 

วิธี ZN มีค่าทำ�นายผลบวก (PPV) ร้อยละ100 ค่า

ทำ�นายผลลบ (NPV) ร้อยละ 92  วิธี FF มีค่าทำ�นาย

ผลบวกรอ้ยละ100 คา่ทำ�นายผลลบ รอ้ยละ 100  และ 

วิธี AO มีค่าทำ�นายผลบวกร้อยละ 81.8 ค่าทำ�นาย 

ผลลบร้อยละ 100
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5. ผลการทดสอบประสทิธิภาพในการตรวจวนิิจฉัย

โรคเรื้อน

จากการวิเคราะห์พบค่าความไว (sensitivity) 

คา่ความจำ�เพาะ (specificity) คา่ทำ�นายผลบวก และ

ค่าทำ�นายผลลบ ของการตรวจวินิจฉัยแต่ละวิธี โดย

ใช้วิธี real-time PCR เป็นวิธีอ้างอิง พบว่ามีจำ�นวน  

2 ตัวอย่าง (ร้อยละ 22.2) ที่ตรวจพบ AFB ด้วยวิธี 

FF แต่ตรวจไม่พบด้วยวิธี ZN และมีจำ�นวน 2 

ตัวอย่าง (ร้อยละ 22.2) ที่ตรวจพบ AFB ด้วยวิธี AO 

แต่ตรวจไม่พบด้วยวิธี ZN (Table 4) ซึ่งเป็นตัวอย่าง

รายเดยีวกัน และเมือ่แบง่กลุม่ผูป้ว่ยเช้ือนอ้ย จำ�นวน 

17 ราย (ร้อยละ 53.1) พบว่า มีจำ�นวน 2 ตัวอย่าง 

ท่ีตรวจพบ AFB ด้วยวิธี AO และผู้ป่วยเช้ือมาก 

จำ�นวน 15 ราย (ร้อยละ 46.9) พบว่า มีจำ�นวน 2 

ตัวอย่าง ท่ีตรวจพบ AFB ด้วยวิธี FF และ AO 

(Table 1) นอกจากนี้ยังพบว่าการตรวจหาเช้ือโรค

เรื้อนด้วยวิธี ZN ในตัวอย่างที่ได้จากการกรีดผิวหนัง

มคีา่ความไวการตรวจ (รอ้ยละ 77.8) นอ้ยกว่าคา่ความ

ไวจากการตรวจด้วยวิธี FF หรือวิธี AO ที่มีค่าความ

ไวเป็นร้อยละ 100 ท้ังสองวิธี ส่วนการตรวจหาเช้ือ

โรคเรื้อนด้วยวิธี AO มีค่าความจำ�เพาะน้อยท่ีสุด 

(ร้อยละ 91.3) เม่ือเทียบกับวิธี ZN และ FF (Table 5) 

ในการทดลองนี้ได้วัดประสิทธิภาพการตรวจโดยใช้

พื้นที่ใต้กราฟ (area under the ROC curve : AUC) 

เมื่อใช้วิธี real-time PCR เป็นวิธีอ้างอิง พบว่าวิธี  

FF (AUC = 1.000) และวิธี AO (AUC = 1.000) 

เปน็วธีิทีม่ปีระสิทธิภาพสูงกวา่วธีิ ZN (AUC = 0.884) 

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติที่ระดับ 0.05  (Table  5)

ผลการวิเคราะห์ความสอดคล้องการวินิจฉัย

วิธี FF และ AO โดยใช้วิธี ZN เป็นวิธีอ้างอิง ด้วย

สถิติ Kappa coefficient พบว่าวิธี FF มีความ

สอดคล้องในระดับดีมากกับวิธี ZN อย่างมีนัยสำ�คัญ

ทางสถิติ (p < 0.001) ในขณะที่วิธี AO มีความ

สอดคล้องกับวิธี ZN ในระดับดีเมื่อเทียบกับวิธี ZN 

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p  < 0.001)  (Table 6)

Table 1	Number and repartition of positive samples according to clinical classification. (n = 32)

Result
Type of leprosy

MB PB

ZN-FF-AO-PCR positive 7 0

ZN negative-FF-AO-PCR positive 2 0

AO positive-ZN-FF-PCR negative 0 2

ZN-FF-AO-PCR negative 6 15

Total 15 17
MB = multibacillary leprosy, PB = paucibacillary leprosy, ZN = Ziehl-Neelsen staining, FF = modified 
Fite-Faraco staining, AO = Auramine O staining and PCR = real-time PCR
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Table 2	Inter-rater reliability scores for the reported validation studies of the Bacteriogical Index grading 
 	 system in the different staining methods, as measured by Krippendorff’s alpha. (n = 32)

Staining technique No. of raters No. of patients Krippendorff’s alpha 95% CI

Ziehl-Neelsen 3 32 0.914 0.827-0.977

Modified Fite-Faraco 3 32 0.931 0.868-0.979

Auramine O 3 32 0.863 0.796-0.926

Krippendorff’s alpha value range from 0 to 1, where 0 indicates the absence of reliability and 1 indicates 
perfect reliability. An alpha value greater than 0.667 is the accepted lowest conceivable limit. An alpha 
of 0.800 or higher is considered a good reliability.(25)

Table 3 	Efficiencies of different detection systems with slit skin specimens from MB and PB patients.  
	 P-values were determined using Phi coefficient test. Significant comparisons are indicated  
	 by asterisks. (n = 32)

Clinical 

classification
Patients (%)

Number of positive results/total number (%)

ZN FF AO Real-time PCR

MB 15 (46.9) 7/15 (46.7)*** 9/15 (60)**** 9/15 (60)** 9/15 (60)****

PB 17 (53.1) 0/17 (0) 0/17 (0) 2/17 (11.8) 0/17 (0)

Total 32 (100) 7/32 (21.9) 9/32 (28.1) 11/32 (34.4) 9/32 (28.1)

PB = paucibacillary, MB = multibacillary, **: p = 0.004, ***: p = 0.001, ****: p < 0.001
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Table 4	Correlations of various staining techniques with real-time PCR. (n = 32)

Staining technique
Real-time PCR

Kappa P-value PPV (%) NPV (%)
Positive Negative

Ziehl-Neelsen

     Positive 7 (77.8) 0 (0.0) 0.834 < 0.001 100 92

     Negative 2 (22.2) 23 (100)

Modified Fite-Faraco

     Positive 9 (100) 0 (0.0) 1.000 < 0.001 100 100

     Negative 0 (0.0) 23 (100)

Auramine O

     Positive 9 (100) 2 (8.7) 0.855 < 0.001 81.8 100

     Negative 0 (0.0) 21 (91.3)

PPV = Positive Predictive Value, NPV = Negative Predictive Value

Table 5	Area under the receiver operating characteristic curve (AUC) and predictive value of three  
	 staining techniques as compared with real-time PCR in leprosy diagnosis. (n = 32)

Staining technique Sensitivity Specificity AUC 95% CI P-value

Ziehl-Neelsen 77.8 100 0.884 0.715-1.000 0.001

Modified Fite-Faraco 100 100 1.000 1.000-1.000 < 0.001

Auramine O 100 91.3 1.000 1.000-1.000 < 0.001
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Table 6	Comparison of diagnostic performance of modified Fite-Faraco and Auramine O staining to  
	 Ziehl-Neelsen staining. (n = 32)

Staining technique
Ziehl-Neelsen

Kappa P-value PPV (%) NPV (%)
Positive Negative

Modified Fite-Faraco

     Positive 7 (100) 2 (8.0) 0.834 < 0.001 77.8 100

     Negative 0 (0.0) 23 (92.0)

Auramine O

     Positive 7 (100) 4 (16.0) 0.697 < 0.001 63.6 100

     Negative 0 (0.0) 21 (84.0)

PPV = Positive Predictive Value, NPV = Negative Predictive Value

วิิจารณ์์
เช้ือ M. leprae ไม่สามารถเพาะเลี้ยงใน

หลอดทดลองได้ ต้องอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อในสัตว์

ทดลอง และใช้ระยะเวลานานในการเพาะเล้ียง(26)  

วิธมีาตรฐานในการตรวจวินจิฉัยโรคเรือ้นในปจัจบุนัจงึ

อาศัยการพบรอยโรคท่ีผิวหนังและอาการตามปลาย

ประสาทเป็นหลัก การวินิจฉัยผู้ป่วยโรคเรื้อนในรายที่

ยงัไมป่รากฏอาการชัดเจนยงัทำ�ไดย้าก(12, 13) เนือ่งจาก

โรคนีอ้าจสบัสนกับโรคผวิหนงัอืน่ ๆ  ไดง่้าย ดงันัน้การ

ตรวจพบ AFB และการพบลักษณะจำ�เพาะของ 

โรคเรื้อน เช่น granulomas, epithelioid cells, 

foamy macrophages, giant cells, ชนิดของเซลล์

ท่ีเกี่ยวข้อง (infiltration) และการอักเสบจากการ

ตรวจทางพยาธวิิทยา (histopathological examina-

tion) ของผวิหนงับรเิวณรอยโรคจงึเปน็การชว่ยยนืยนั

การวนิจิฉัยโรคเรือ้นได้(18) วิธกีารตรวจทางพยาธวิทิยา

จึงมักใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการวินิจฉัยและแยก

ประเภทของโรคเรื้อน(18, 19) แต่วิธีการนี้ยังมีข้อจำ�กัด

ในเรือ่งความเสีย่งในข้ันตอนการทำ�หตัถการและทำ�ให้

เกิดรอยแผลเป็นได้ และยังต้องใช้บุคลากรที่มีทักษะ

และความชำ�นาญในการเก็บ การตรงึตวัอยา่งกบัสไลด ์

การเตรียมและการแปลผลตัวอย่างชิ้นเนื้อ ดังนั้นจึง

มีความจำ�เป็นท่ีต้องหาวิธีการวินิจฉัยโรคเรื้อนที่ง่าย 

สะดวก ปลอดภัย และราคาถูก รวมทั้งมีความไวและ

ความจำ�เพาะในระดับที่ดีพอท่ีจะสามารถนำ�ไปใช้

ตรวจวินิจฉัยได้ตามโรงพยาบาลทั่วไป

การตรวจทางจุลชีววิทยาโดยการเพาะเชื้อ

โดยท่ัวไปจะถอืว่าเปน็วิธีมาตรฐานในการตรวจหาเชือ้

แบคทีเรีย แต่เนื่องจากเชื้อ M. leprae ไม่สามารถ

เพาะเลีย้งในหลอดทดลองได ้ตอ้งอาศยัการเพาะเลีย้ง

เชื้อในอุ้งเท้าหนู (Mouse Foot Pad assay) เป็นวิธี

มาตรฐานซึ่งเป็นวิธีท่ียุ่งยากและใช้ระยะเวลานานใน

การเพาะเลี้ยง(26) ดังนั้นการตรวจพบแบคทีเรียรูป

แท่งติดสีทนกรดด้วยกล้องจุลทรรศน์จากสิ่งส่งตรวจ

จึงนิยมใช้เป็นเทคนิคการวินิจฉัยเช้ือ M. leprae 

แทน โดยมีการรายงานผลเป็นค่า BI ซึ่งแสดงถึง

จำ�นวนเชือ้โรคเรือ้นทีพ่บ ในการศกึษาครัง้นี้ไดศ้กึษา

ความเท่ียงตรงในการรายงานผลค่า BI ระหว่าง 
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ให้ผล BI เป็น 1+ จำ�นวนสองรายนั้นเป็นผลบวก 

จริงหรือเป็นผลบวกลวงจากการย้อมสี(15, 16, 27)  

สาเหตุการเกิดผลบวกลวงจากการย้อมสีด้วยวิธี AO  

อาจเกิดจากมีการปนเปื้อนส่ิงแปลกปลอมในข้ันตอน

การย้อม ปริมาณสาร fluorophore มีการกระจายตัว

ไม่ดีเห็นเป็นกลุ่มสี สารประกอบในตัวอย่างสามารถ

เรืองแสงได้เอง หรือการย้อมสีติดพื้นหลัง (back-

ground staining) เป็นต้น(28)

ส่วนการย้อมสีเพื่อตรวจหา AFB อีกวิธีที่

นิยมกัน คือ วิธี Fite-Faraco (FF) โดยมักนิยมใช้

ย้อมสิ่งส่งตรวจท่ีเป็นตัวอย่างช้ินเนื้อ (biopsy) ใน 

การศกึษาครัง้นี้ได้ใช้ตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการทำ� SSS และ 

ได้ปรับวิธีการย้อม FF โดยการตัดขั้นตอน deparaf-

finization แลว้แช่สไลด์ในน้ำ�มนัถ่ัวเหลอืงอยา่งเดยีว

ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที ก่อนย้อมตามวิธีปกติ ผลการ

ศึกษาพบว่า วิธี FF มีค่าความไวสูงกว่าวิธี  ZN รวม

ทั้งมีค่า PPV และค่า NPV เป็นร้อยละ100 การมี

ความไวเพิ่มขึ้นอาจเนื่องจากการปรับวิธีการย้อมใน

การศึกษาครั้งนี้ โดยการแช่ในน้ำ�มันถ่ัวเหลืองก่อน

ทำ�การย้อมปกติอาจช่วยเคลือบปกป้องผนังเซลล์ 

ของแบคทีเรียและลดการสัมผัสกับสารละลาย acid-

alcohol จนส่งผลให้ความไวของการทดสอบเพ่ิมข้ึนได้ 

สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้ที่ได้ตรวจหา AFB 

ในส่ิงส่งตรวจท่ีเป็นตัวอย่างช้ินเนื้อ ท่ีพบว่าความไว

ของวิธี FF มีค่ามากกว่าค่าความไวของวิธี ZN  

โดยค่าความไวมีค่าแตกต่างกันตั้งแต่ร้อยละ 50 ถึง  

77(8, 16, 22) เนื่องจากวิธีการศึกษาก่อนหน้านี้เป็นการ

ย้อมสีวิธี FF กับตัวอย่างชิ้นเนื้อและใช้วิธี FF เป็นวิธี

มาตรฐาน ส่งผลให้ผลการวิเคราะห์ได้ค่าความไว 

แตกต่างจากการทดลองครั้งนี้ได้ ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้

วิเคราะห์เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการย้อมสีโดย

ใช้วิธี ZN เป็นวิธีอ้างอิง เนื่องจากการย้อมสี SSS  

เพื่อหา AFB จะใช้วิธี ZN เป็นวิธีมาตรฐาน จาก 

ผลการศึกษาพบวิธี FF และวิธี AO มีความไวเท่ากัน 

ผู้ประเมิน พบว่าผู้ประเมินทั้ง 3 คน มีค่าดัชนีความ

สอดคล้อง alpha มากกว่า 0.8 ที่ระดับความเชื่อมั่น 

95% มีความสอดคล้องในการประเมินอยู่ ในระดับ 

ดมีาก แสดงใหเ้หน็ว่ามคีวามสอดคลอ้งภายในของการ

รายงานผลคา่ BI และมคีวามนา่เช่ือถือในการประเมนิ

ความสอดคล้องระหว่างการอ่านสไลด์ต่อการรายงาน

ผลค่า BI ที่เป็นเช่นนี้อาจมีสาเหตุมาจากผู้เชี่ยวชาญ

ที่ทำ�หน้าที่เป็นผู้ประเมินมีคุณสมบัติที่เหมาะสม และ

มีการฝึกปฏิบัติก่อนทำ�การประเมินจริง ดังนั้นจึง

สามารถนำ�ผลการรายงานค่า BI ไปวิเคราะห์ต่อได้

วิธี ZN เป็นวิธีที่ไม่ซับซ้อน ราคาถูก และ

เป็นวิธีที่ใช้บ่อยที่สุดในการตรวจหา AFB โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งในสถานบริการสุขภาพท่ีมีทรัพยากรจำ�กัด 

ความไวของวิธี ZN มีค่าแตกต่างกันตั้งแต่ร้อยละ 59 

ถึง 75 ข้ึนอยู่กับการศึกษา(8, 12, 22) ในการศึกษา 

ครั้งนี้เมื่อใช้วิธี real-time PCR เป็นวิธีอ้างอิง พบค่า

ความไวของวิธี ZN มีค่าร้อยละ 77.8 โดยค่า PPV  

มคีา่สงู (รอ้ยละ100) แสดงวา่โอกาสการมผีลบวกลวง

จะนอ้ย ทางเลอืกอีกวธิสีำ�หรบัใช้ยอ้มตวัอยา่งท่ีไดจ้าก

การทำ� SSS คือวิธีการย้อมสี AO ในการศึกษาครั้งนี้

พบว่าค่าความไวและค่า NPV ของวิธี AO สูงกว่าวิธี 

ZN แต่ค่าความจำ�เพาะและค่า PPV ต่ำ�กว่าวิธี ZN 

โดยคา่ PPV ท่ีมคีา่ต่ำ�แสดงว่าโอกาสการมผีลบวกลวง

จะเกิดได้สูง ถึงแม้จะมีค่าความไวที่สูงขึ้น แต่หากมี 

ผูป้ว่ยจำ�นวนมากเข้ารบัการตรวจวินจิฉยัอาจจะไดผู้ท่ี้

มีผลบวกลวงจำ�นวนมาก ทำ�ให้สิ้นเปลืองทั้งเวลาและ

ทรัพยากรในการตรวจวินิจฉัยเพิ่มเติมและผู้ป่วยอาจ

จะได้รับการรักษาเกินความจำ�เป็น สอดคล้องกับการ

ศกึษาก่อนหนา้นีท้ีพ่บวา่  วธิ ีAO จะมคีวามไวมากกวา่

วิธี ZN โดยมีค่าความไวเป็นร้อยละ 65.5 ค่า PPV 

ร้อยละ 100 และค่า NPV ร้อยละ 38.1(22) นอกจากน้ี 

ในการศึกษาครั้งนี้ไม่สามารถยืนยันผลด้วยการตรวจ

ทางพยาธิวิทยา (histopathological examination) 

แต่ละรายได้ ดังนั้น จึงยืนยันไม่ได้ว่าการพบ AO  
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(Table 5) แสดงว่าวิธี FF กับ วิธี AO สามารถใช้

ทดแทนกันได้โดยความไวยงัใกลเ้คยีงเดมิ นอกจากนี้

วิธี FF และ วิธี AO มีอัตราการตรวจพบเชื้อ AFB 

และมีความไวมากกว่าวิธี ZN บ่งชี้ว่าควรใช้การย้อม

สีวิธี FF หรือวิธี AO ในการตรวจวินิจฉัยโรคเรื้อน

แทนการใช้วิธี ZN

ปจัจบุนัวิธกีารตรวจทางชวีโมเลกุลท่ีรวดเรว็

และมีความไวในการตรวจหาเช้ือ M. leprae เช่น 

PCR ถูกนำ�มาใช้เพือ่เสรมิกบัวิธกีารตรวจวินจิฉยัทาง

คลินิกและการตรวจทางพยาธิวิทยา โดยเฉพาะใน 

ผูป้ว่ยท่ีสงสยัวา่เปน็โรคเรือ้นและเมือ่วิธีการตรวจทาง

คลินิกและการตรวจทางพยาธิวิทยาไม่สามารถหา 

ข้อสรุปได้ เนื่องจากวิธี PCR มีความจำ�เพาะสูง  

(ร้อยละ 100) และความไวร้อยละ 34 ถึง 80 ใน 

ผู้ป่วยเชื้อน้อยและมากกว่าร้อยละ 90 ในผู้ป่วย 

เช้ือมาก(29) ดังนั้นวิธี PCR จึงถูกนำ�มาใช้เป็นวิธี

อ้ างอิงในการศึกษาครั้ งนี้  โดยได้ตรวจหาเชื้อ  

M. leprae ด้วยวิธี real-time PCR โดยใช้ชุดตรวจ

สำ�เร็จรูป มียีนเป้าหมายคือ Pra gene เน่ืองจากยีนน้ี

มีความจำ�เพาะต่อเช้ือ M. leprae และมีอัตราการ 

ให้ผลบวกสูงถึงร้อยละ 74.8 ในผู้ป่วย PB ที่มีค่า BI 

เป็นลบ เมื่อเทียบกับการใช้ M. leprae-specific 

repetitive element (RLEP) เป็นยีนเป้าหมาย(30)

จากการศึกษาพบว่าอัตราการตรวจพบ M. leprae 

จากตัวอย่างการขูดรอยกรีดผิวหนังเป็นร้อยละ 60  

ในผูป้ว่ยเช้ือมาก และเปน็รอ้ยละ 0 ในผูป้ว่ยเชือ้นอ้ย 

ซึ่งแตกต่างจากการศึกษาของ Martinez และคณะ(7) 

ซึง่มอัีตราการตรวจพบเช้ือจากช้ินเนือ้เปน็รอ้ยละ 100 

ในผู้ป่วยเชื้อมาก และอยู่ระหว่างร้อยละ 62.5-79.2 

ในผู้ป่วยเชื้อน้อย ตามชนิดของวิธี PCR ที่ใช้ ที่เป็น

เช่นนี้อาจมีสาเหตุมาจากในการศึกษาครั้งนี้ใช้วิธีการ

ขูดเนื้อเยื่อจากรอยกรีดผิวหนังอาจทำ�ให้ได้ตัวอย่าง

เนื้อเยื่อปริมาณน้อยกว่าการทำ� biopsy เนื่องจาก

จำ�นวนแบคทีเรียในตัวอย่างจากผู้ป่วยเช้ือน้อยมี

จำ�นวนเช้ืออยูน่อ้ย  ทำ�ให้โอกาสในการตรวจพบ AFB 

หรือ Mycobacterium leprae Pra gene ที่ได้จาก

ตัวอย่างการกรีดผิวหนังของผู้ป่วยเช้ือน้อยจึงต่ำ�

ดว้ย(7) และการใช้วธีิสกัดดเีอ็นเอท่ีมปีระสิทธิภาพตา่ง

กัน ก็อาจทำ�ให้อัตราการตรวจพบเชื้อต่างกันด้วย 

เนือ่งจากเช้ือ M. leprae เปน็แบคทีเรยีทีเ่จรญิภายใน

เซลล์ รวมท้ังยังมีผนังเซลล์ท่ีสามารถทน acid-alcohol 

ได้ การใช้วิธีสกัดดีเอ็นเอที่มีประสิทธิภาพไม่ดีพอ  

อาจทำ�ให้ไม่สามารถสกัด DNA ออกมาได้(7, 22)

การศึกษาครั้งนี้ยังมีข้อจำ�กัดคือ การเก็บ

ตัวอย่าง slit-skin sample โดยการขูดด้วยใบมีด 

ไม่สามารถควบคุมสภาวะของการขูดได้ เช่น แรงกด 

ทิศทาง หรือจำ�นวนครั้งท่ีขูด อาจทำ�ให้ได้ตัวอย่าง

เนือ้เยือ่ปรมิาณไมเ่ท่ากันและสง่ผลให้ไดผ้ลการตรวจ

ในแต่ละวิธีแตกต่างกันได้ นอกจากนี้การศึกษาครั้งนี้

กลุ่มประชากรท่ีศึกษามีขนาดเล็กเน่ืองจากประเทศไทย

มคีวามชุกของโรคเรือ้นลดนอ้ยลง รวมท้ังไมม่ผีลตรวจ

ทางพยาธิวิทยาเพื่อยืนยันและแยกชนิดของโรคเรื้อน 

ซึ่งทำ�ให้ไม่สามารถคาดการณ์ความน่าจะเป็นของการ

ใช้วิธีตรวจทั้ง 4 วิธีเพื่อนำ�ไปใช้ตรวจวินิจฉัยร่วมกับ

อาการทางคลินิกตามข้อบ่งชี้ท่ีแตกต่างกันในผู้ป่วย

แตล่ะคนได ้จงึควรมกีารศกึษาในผูป้ว่ยจำ�นวนมากข้ึน

เพื่อเพิ่มความแม่นยำ�ทางสถิติ 

สรุุป
การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา

ประสิทธิภาพวิธี real-time PCR วิธี ZN วิธี FF และ

วิธี AO เพื่อหาเชื้อ M. Leprae จากตัวอย่างที่เก็บ

จากการกรีดผิวหนัง การศึกษาพบว่าการตรวจ SSS 

ในผู้ป่วยเชื้อมากด้วยวิธี real-time PCR การย้อมสี

วธีิ FF และวธีิ AO มอัีตราการใหผ้ลบวกเท่าเทียมกัน 

และมคีวามไวสงูกวา่วธิ ีZN แตเ่นือ่งจากวิธ ีreal-time 

PCR และการย้อมสีด้วยวิธี AO ต้องใช้บุคลากรที่มี

ความชำ�นาญสูงในการอ่านผลและตอ้งใชอุ้ปกรณ์เพิม่ 
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ซึง่อาจไมเ่หมาะสมกับหอ้งปฏิบตักิารท่ัวไป ดงันัน้เมือ่

พิจารณาประสิทธิภาพของการตรวจหา AFB จาก 

SSS ด้วยการย้อมสีวิธี FF ร่วมกับการประเมินอาการ

ทางคลินิกสามารถใช้ตรวจวินิจฉัยยืนยันโรคเรื้อนได้
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