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บทคัดย่อ 
	วั ัณโรคเป็็นโรคติิดเชื้้�อที่่�เป็็นปััญหาสำคััญทางสาธารณสุุขของประเทศไทย มีีสาเหตุุจากการติดเช้ื้�อกลุ่่�ม  
M. tuberculosis complex (MTBC) การตรวจหาดีีเอ็็นเอของเช้ื้�อโดยทั่่�วไปใช้้วิิธีี C-PCR ซ่ึ่�งมีีความซัับซ้้อน และ 
ใช้้เวลานาน ไม่่เหมาะสมในการตรวจตััวอย่่างจำนวนมาก ในปัจจุุบัันได้้มีีการพััฒนาวิิธีีการตรวจแบบ Multiplex  
real-time PCR (M-real-time PCR) เป็็นวิิธีีการเพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอที่่�สนใจอย่่างเฉพาะเจาะจงมากกว่่า 1 ชนิิดยีีนใน
การทำปฏิิกิิริิยาเพีียงครั้้�งเดีียว การศึึกษานี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อพััฒนาวิิธีีการตรวจหาเชื้้�อ MTBC ในตััวอย่่างบล็็อกชิ้้�น
เนื้้�อ ด้ว้ยวิธิี ีM-real-time PCR แล้ว้เปรียีบเทียีบผลการตรวจกับัชุดุตรวจสำเร็จ็รูปู abTES™ MTB qPCR Kit ใช้ต้ัวัอย่่าง
บล็อ็กชิ้้�นเน้ื้�อของผู้้�ป่วยที่่�สงสััยการติดเชื้้�อวััณโรค ที่่�ส่่งตรวจมายัังสถาบัันพยาธิิวิทิยา กรมการแพทย์์ จำนวน 213 ตัวัอย่่าง 
ทำการสกััดดีีเอ็็นเอจากบล็็อกชิ้้�นเนื้้�อ ดำเนิินการตรวจวิิเคราะห์์หาเชื้้�อ MTBC ด้้วยชุุดตรวจสำเร็็จรููป abTES™ MTB 
qPCR Kit และวิิธี ีM-real-time PCR ที่่�พัฒันาขึ้้�น ผลการศึึกษาพบว่่าวิิธี ีM-real-time PCR มีคีวามไวมากกว่่าชุุดตรวจ
สำเร็็จรููป abTES™ MTB qPCR Kit โดยพบ 62 ตััวอย่่าง (ร้้อยละ 29.11) ให้้ผลบวกโดยวิิธีี M-real-time PCR และ 
59 ตััวอย่่าง (ร้้อยละ 27.70) ให้้ผลบวกโดยชุุดตรวจสำเร็็จรููป abTES™ MTB qPCR Kit ผลการเปรีียบเทีียบระหว่่าง 
2 วิธิีโีดยการวิเิคราะห์ค์่่า Kappa พบว่่าทั้้�ง 2 วิธิี ีมีคีวามสอดคล้อ้งกันัยอมรับัได้ร้ะดับัดีมีาก (K=0.965, 95% CI 0.927-
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1.000) และวิิธีี M-real-time PCR สามารถตรวจหาเชื้้�อ MTBC ที่่�ความเข้้มข้้นดีีเอ็็นเอต่่ำสุุดที่่� 5 ng/µl ใช้้ระยะเวลา
ในการตรวจวิิเคราะห์์เพีียง 2 ชั่่�วโมงเท่่านั้้�น มีีต้้นทุุนที่่�ต่่ำกว่่าเพีียง 350.-บาท ต่่อ 1 ตััวอย่่าง โดยสรุุปวิิธีี M-real-time 
PCR มีีความไวสููง มีีประสิิทธิิภาพมากกว่่าชุุดตรวจสำเร็็จรููป abTES™ MTB qPCR Kit และมีีราคาต้้นทุุนต่่ำ สามารถ
ใช้้ตรวจวิิเคราะห์์หาดีีเอ็็นเอของเช้ื้�อ MTBC ในตััวอย่่างบล็็อกชิ้้�นเนื้้�อได้้ในหลอดเดีียว สามารถช่่วยให้้ผู้้�ป่่วยได้้รัับการ
ตรวจวิินิิจฉััยที่่�รวดเร็็วยิ่่�งขึ้้�น ลดการแพร่่เชื้้�อวััณโรคสู่่�ชุุมชนได้้

คำสำคััญ:	 วััณโรค; บล็็อกชิ้้�นเนื้้�อ; วิิธีีมััลติิเพล็็กซ์์เรีียลไทม์์พีีซีีอาร์์

Abstract
	 Tuberculosis (TB) is a common infectious disease and a serious public health problem  
in Thailand. The causative agents of TB are a group of closely related bacteria known as the  
M. tuberculosis complex (MTBC). Nevertheless, MTBC detection using the conventional polymerase 
chain reaction (C-PCR) assay is complicated, time-consuming, and thus unsuitable for mass screening. 
A faster multiplex real-time PCR (M-real-time PCR) assay has been developed to help us overcome 
these  p rob lems .  The p resent  s tudy  a imed to  es tab l i sh  the  M- rea l - t ime PCR  
assay for MTBC detection in formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissues that showed  
histomorphology suspected of tuberculous infection and compare the results with that of the abTES™ 
MTB qPCR Kit assay. Two hundred and thirteen FFPE tissue samples were collected from the  
Department of Medical Services, Institute of Pathology. DNA was extracted, and MTBC assays were 
performed using the abTESTM MTB qPCR kit and the developed M-real-time-PCR method. The results 
showed that M-real-time-PCR was more sensitive for detecting M. tuberculosis complex than abTESTM 

MTB qPCR kit. 62 samples (29.11%) were positive for TB-DNA by M-real-time-PCR, and 59 samples 
(27.70%) were positive for TB-DNA by abTESTM MTB qPCR kit. The comparison between these two 
methods by kappa analysis showed an excellent agreement (K=0.965, 95% CI 0.927-1.000). The 
M-real-time PCR assay for detection MTBC at the minimum DNA concentration of 5 ng/µl. In addition, 
the M-Real-time PCR assay used only 2 hours and a lower cost of 350 baht per 1 sample. In  
conclusion, M-real-time-PCR is a high-sensitivity, simple, and faster method for detecting  
M. tuberculosis complex infection in formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) tissue.

Keywords:  Tuberculosis; Formalin-fixed; Paraffin embedded tissue; Multiplex real-time PCR
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1. บทนำ 
	วั ัณโรคเป็็นโรคติิดต่่อร้้ายแรง ติิด 1 ใน 10 ของ

สาเหตุุการเสีียชีีวิิตของประชากรทั่่�วโลก พบผู้้�ป่่วยทั่่�ว

โลก ประมาณการสูงถึึง 10 ล้้านคนต่่อปีี [1] ซึ่่�งมีีเชื้้�อ 

Mycobacterium tuberculosis (MTB) เป็็นสาเหตุุ 

องค์์การอนามััยโลกรายงานว่่าสถานการณ์์วััณโรคใน

ประเทศไทยในปีี ค.ศ. 2019 มีีอุุบััติิการณ์์คิิดเป็็นอััตรา 

105 ต่่อจำนวนประชากร 100,000 คน [2] วััณโรคจึึงมีี

ผลกระทบและเป็็นปัญหาที่่�สำคััญต่่อระบบสาธารณสุุข

ในประเทศไทยเป็็นอย่่างมาก การวิินิิจฉััยวััณโรคในห้้อง

ปฏิิบััติิการส่่วนใหญ่่ดูภายใต้้กล้้องจุุลทรรศน์์โดยการ

ย้้อมสีี Ziehl-Neelsen (AFB) และการเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ 

(Culture), Ziehl-Neelsen เป็็นวิิธีีที่่�ประหยััด ง่่ายต่่อ

การปฏิิบััติิ แต่่ขาดความไว (40-60%) [3] นอกจากนี้้�

ยัังไม่่สามารถที่่�แยกแยะความแตกต่่างระหว่่างสายพัันธุ์์�

ของเชื้้�อในกลุ่่�มไมโคแบคทีีเรีียได้้ [3] วิิธีีการเพาะเชื้้�อ 

(Culture) เป็็นวิธีีมาตรฐานแต่่ต้องใช้้ระยะเวลานานถึึง 

8 สััปดาห์์ [4] ซึ่่�งการใช้้ระยะเวลายาวนานนั้้�นอาจทำให้้

ผู้้�ป่่วยแพร่่เชื้้�อไปสู่่�ชุุมชนได้้ง่่าย ดัังนั้้�นการนำเทคนิิควิิธีี

การตรวจใหม่่ๆ โดยการตรวจระดัับสารพัันธุกรรมของ

เชื้้�อโดยอาศััยหลัักการทางอณููชีีววิิทยา เช่่น เทคนิิค 

Polymerase Chain Reaction (PCR), Real-time PCR 

และ nucleic acid sequence based amplification 

(NASBA) โดยอาศััยหลัักการเพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอที่่�สนใจ

อย่่างเฉพาะเจาะจง เพื่่�อตรวจหาดีีเอ็็นเอของเชื้้�อวััณโรค 

พบว่่ามีีศัักยภาพในการทดสอบสููง เชื่่�อถืือได้้และรวดเร็็ว 

[4] นอกจากนั้้�นเทคนิิค PCR ยัังสามารถระบุุสปีชีีส์์

ของเชื้้�อในกลุ่่�ม Mycobacterium ได้้อีีกด้้วย [5] และ

การนำเทคนิิค PCR มาใช้้ในการตรวจวิินิิจฉััยนั้้�นใช้้เวลา

เพีียง 4-5 ชั่่�วโมงเท่่านั้้�น จะช่่วยให้้ผู้้�ป่่วยได้้รัับการตรวจ

วิินิิจฉััยที่่�รวดเร็็วยิ่่�งขึ้้�น [6] แต่่อย่่างไรก็ตามวิิธีี C-PCR 

ยัังมีีความซัับซ้้อน และใช้้เวลานาน ไม่่เหมาะสมในการ

ตรวจตััวอย่่างจำนวนมาก และวิิธีี C-PCR ยัังต้้องผ่่าน

กระบวนการ gel electrophoresis ซึ่่�งอาจทำให้ผู้้้�ปฏิบิัตัิิ

งานต้องสััมผัสกับสารก่่อมะเร็ง็ได้้ เทคนิิค PCR ถูกูพัฒันา

ขึ้้�นเป็น็เทคนิคิ Real-time PCR โดยเทคนิคินี้้�ไม่่ต้อ้งผ่่าน

กระบวนการ gel electrophoresis และให้้สามารถ

ทราบปริิมาณดีีเอ็็นเอที่่�เพิ่่�มขึ้้�นระหว่่างการเกิิดปฏิิกิิริิยา

ได้้อีีกด้้วย [7, 8] โดยตำแหน่่งยีีน IS6110 เป็็นตำแหน่่ง

ที่่�ถููกใช้้เป็็นเครื่่�องมืือที่่�น่่าเชื่่�อถืือ มีี transposable elem-

ment ที่่�เหมาะสม สามารถวิินิิจฉััย M. tuberculosis 

complex ได้้ นอกจากนี้้�ยัังมีีรายงานว่่า IS6110 เป็็น 

เป้า้หมายที่่�ใช้ใ้นการวินิจิฉัยั M. tuberculosis complex 

มากที่่�สุุดในตััวอย่่างทางคลิินิิก มีีความไวและความ

จำเพาะสููง (92.4%, 98%) [4, 9-11] ตำแหน่่งยีีน TBXA-

AS1 exon 9 เป็็นยีีนที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการสร้้างเอนไซม์์ 

thromboxane A ซึ่่�งกระบวนการนี้้�เกิิดขึ้้�นในชิ้้�นเน้ื้�อ

ทุกุส่่วนของร่่างกาย เป็น็ตำแหน่่งยีีนที่่�น่่าเชื่่�อถืือ สามารถ

นำมาใช้้ในการตรวจสอบคุุณภาพของชิ้้�นเน้ื้�อได้้ [12] 

นอกจากนี้้�ปัจัจุบุันัมีกีารตรวจวิเิคราะห์ห์าเชื้้�อวัณัโรคโดย

วิิธีีการใช้้ชุุดตรวจสำเร็็จรููปที่่�ทางบริิษััททางการค้้าต่่างๆ

พัฒันาขึ้้�น ตัวัอย่่างชุดุตรวจวัณัโรคสำเร็จ็รูปูเช่่น ชุดุตรวจ 

artus® Mycobac. Diff. LC PCR Kit (Qiagen, Hilden, 

German) สามารถตรวจ M. tuberculosis complex, 

M. avium subspecies และ M. intracellulare ได้้ 

[13] ชุุดตรวจ abTES™MTB qPCR I KIT (AITbiotech, 

Singapore) สามารถตรวจ M. tuberculosis complex 

ได้้ [9] ชุุดตรวจ Anyplex™MTB/NTM Real-time 

Detection (V2.0) (Seegene, South Korea) สามารถ

ตรวจแยกกลุ่่�มเชื้้�อ Non-tuberculosis mycobacteria 

และเชื้้�อ M. tuberculosis complex ออกจากกันได้้ 

[14] เป็น็ต้น้ แต่่ประเด็น็สำคัญัชุดุตรวจสำเร็จ็รูปูเหล่่านั้้�น 

ต้้องพ่ึ่�งเทคโนโลยีต่่างประเทศ ซึ่่�งมีีต้้นทุนที่่�สููง อาจ

ไม่่เหมาะสมกับประเทศที่่�กำลัังพััฒนา วิิธีี Multiplex  

real-time Polymerase Chain Reaction (M-real- 

time PCR) เป็็นวิิธีีการเพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอที่่�สนใจอย่่าง

เฉพาะเจาะจงมากกว่่า 1 ชนิิดยีีนหรืือหลายตำแหน่่ง

ยีีนในการทำปฏิิกิิริิยาเพีียงครั้้�งเดีียว [15, 16] โดย 

โพรบที่่�จำเพาะจะถููกติดฉลากด้้วยสารเรืืองแสงประเภท 

fluorochrome ทำให้้สามารถวััดปริิมาณของดีีเอ็็นเอ 
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เป้า้หมายตั้้�งต้น้จากสิ่่�งที่่�ต้อ้งการตรวจวัดัได้ ้และสามารถ

วััดปริิมาณดีีเอ็็นเอที่่�เพิ่่�มขึ้้�นได้้ทัันที [17] โดยไม่่จำเป็็น

ต้้องรอให้้กระบวนการเสร็็จสิ้้�นก่่อน ไม่่จำเป็็นต้้องนำ

ผลผลิติพีซีีอีาร์์มาผ่่านกระบวนการ gel electrophoresis 

อีีก ซึ่่�งสามารถลดระยะเวลาในการตรวจวิิเคราะห์์ได้้ 

นอกจากนี้้�ผู้้�ปฏิิบััติิงานยัังไม่่ต้องสััมผััสกับสารก่่อมะเร็็ง

อีีกด้้วย ดัังนั้้�นงานวิจััยนี้้� จึึงมุ่่�งพััฒนาวิิธีี M-real-time 

PCR เพื่่�อตรวจวิิเคราะห์์หาเชื้้�อ M. tuberculosis 

complex จากตัวอย่่างบล็็อกชิ้้�นเน้ื้�อ และประเมิินวิธีี 

M-real-time PCR ที่่�พััฒนาขึ้้�นนี้้�ว่่ามีีความไวเทีียบเท่่า

ชุุดตรวจวััณโรคสำเร็็จรููปหรืือไม่่ เพื่่�อการวินิิจฉััยวััณโรค

ได้้เร็็วยิ่่�งขึ้้�นลดการแพร่่เชื้้�อวััณโรคสู่่�ชุุมชนได้้ และลด

ต้้นทุุนขององค์์กร

2. วิิธีีการวิิจััย
	ก ารพััฒนาวิิธีี M-real-time PCR เพื่่�อตรวจ

วิเิคราะห์ห์าเช้ื้�อ M. tuberculosis complex ในตัวอย่่าง

บล็็อกชิ้้�นเนื้้�อ และประเมิินวิธีี M-real-time PCR ที่่�

พััฒนาขึ้้�นมีีความไวเทีียบเท่่าชุุดตรวจวััณโรคสำเร็็จรููป

หรืือไม่่ โดยการศึึกษาวิิจััยนี้้�มีีขอบเขตของการวิจััยคืือ

การทดสอบจากตััวอย่่างบล็็อกชิ้้�นเนื้้�อจะไม่่สามารถ

ทำการเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อได้้เพราะตััวอย่่างบล็็อกชิ้้�นเนื้้�อ

ผ่่านกระบวนการ tissue processing ทำให้้เชื้้�อวััณโรค

อาจตายได้้ส่่งผลให้้เพาะเชื้้�อไม่่ขึ้้�น แต่่ยัังมีี ดีีเอ็็นเอของ

เชื้้�อวััณโรคให้้ดำเนิินการตรวจวิิเคราะห์์ได้้ และในการ 

ทดสอบปฏิิกิิริิยาทุุกครั้้�งจะดำเนิินการควบคุุมบวก  

(positive control) โดยใช้้ DNA template ของผู้้�ป่่วย

ที่่�มีีผลทางคลิินิิกและผลทางห้้องปฏิิบััติิการแสดงผล  

Positive- MTBC ตรงกััน เป็็น positive control

2.1 ตััวอย่่างทางคลิินิิกบล็็อกชิ้้�นเนื้้�อ (Formalin- 

fixed, paraffin embedded tissue)

	ตั ัวอย่่างบล็็อกชิ้้�นเน้ื้�อของผู้้�ป่วยที่่�สงสััยการติด

เชื้้�อวััณโรค ที่่�ส่่งตรวจกัับสถาบัันพยาธิิวิิทยา กรมการ

แพทย์์ กระทรวงสาธารณสุุข จำนวน 213 ตััวอย่่าง โดย

ทุกุตัวัอย่่างถููกตรวจและประเมิินลักัษณะทางพยาธิิวิทิยา 

(histopathology) จากสไลด์ย้อ้มสี ีHematoxylin และ 

Eosin และวงพื้้�นที่่�บริิเวณรอยโรคโดยพยาธิิแพทย์์ การ

ศึึกษาครั้้�งนี้้�ได้ร้ับัการอนุมุัตัิกิารทำวิจิัยัในมนุษุย์จ์ากคณะ

กรรมการจริิยธรรมการวิิจััยในคน สถาบัันพยาธิิวิิทยา 

กรมการแพทย์์ กระทรวงสาธารณสุุข เอกสารรับรองเลข

ที่่� IOP-KM-R63-001

2.2 การย้อ้มสี ีHematoxylin และ Eosin บนตัวัอย่า่ง

ชิ้้�นเนื้้�อ

	ตั ัดตััวอย่่างบล็็อกชิ้้�นเน้ื้�อด้้วยเครื่่�องไมโครโตม 

(Leica, United States) เป็็นแผ่่นบางๆ เป็็นลัักษณะ

ริบิบอน (ribbon) ให้้มีคีวามหนา 2-3 ไมโครเมตร ลงบน

แผ่่นสไลด์แก้้ว อบแผ่่นสไลด์แก้้วด้้วยความร้อน 65-70 
๐C นาน 30 นาทีี จากนั้้�นทำการ deparaffinization 

โดยการแช่่ในสารละลายไซลีน จำนวน 3 โถ ครั้้�งละ 

5 นาทีี ตามด้วยการดึึงน้้ำออก ด้้วยการแช่่ใน 100% 

isopropyl alcohol จำนวน 2 โถ ครั้้�งละ 5 นาทีี และ

แช่่ใน 95% isopropyl alcohol จำนวน 2 โถ ครั้้�งละ 5 

นาทีี ต่่อด้้วยการล้้างด้้วยน้้ำประปา โดยให้้น้้ำประปา

ไหลผ่่าน นาน 10 นาทีี และล้้างชิ้้�นเนื้้�อด้้วยน้้ำกลั่่�น จาก

นั้้�นทำการย้้อมชิ้้�นเนื้้�อด้้วยการแช่่ในสารละลาย Hemat-

toxylin นาน 5 นาทีี ต่่อด้้วยการล้้างด้้วยน้้ำประปาไหล

ผ่่าน นาน 5 นาทีี และล้้างชิ้้�นเนื้้�อด้้วยน้้ำกลั่่�น ต่่อด้้วย

การแช่่ชิ้้�นเนื้้�อในสารละลาย Bluing ที่่�ผสมในสารละลาย

แอมโมเนียี 0.2% นาน 30 วินิาที ีต่่อด้ว้ยการล้า้งด้ว้ยน้้ำ

ประปาไหลผ่่าน นาน 5 นาที ีต่่อด้ว้ยการแช่่ในสารละลาย 

95% isopropyl alcohol โดยการยกแผ่่นสไลด์์แก้้ว

ขึ้้�น-ลง (Dips) จำนวน 10 ครั้้�ง จากนั้้�นทำการ Count-

terstain ชิ้้�นเน้ื้�อด้้วยการแช่่ในสารละลาย Eosin นาน 

3 นาทีี ต่่อด้้วยกระบวนการ Dehydrate ด้้วยการแช่่ชิ้้�น

เนื้้�อในสารละลาย 95% isopropyl alcohol โดยการ 

Dips จำนวน 10 ครั้้�ง จำนวน 2 รอบ และแช่่ชิ้้�นเนื้้�อใน

สารละลาย 100% isopropyl alcohol โดยการ Dips 

จำนวน 10 ครั้้�ง จำนวน 2 รอบ ต่่อด้้วยกระบวนการ 

Clearing ด้้วยการแช่่ชิ้้�นเนื้้�อในสารละลายไซลีีน โดย

การ Dips จำนวน 10 ครั้้�ง จำนวน 2 รอบ และทำการ 
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mount โดยการปิดทัับชิ้้�นเน้ื้�อด้้วย cover glass ด้้วย 

mounting medium รอจนสไลด์แ์ห้ง้ แล้ว้นำไปกำหนด

พื้้�นที่่�บริิเวณรอยโรค (granuloma, epithelioid cells, 

necrosis, caseous necrosis, langhans giant cells) 

ภายใต้้กล้้องจุุลทรรศน์์ โดยพยาธิิแพทย์์

2.3 การสกัดัดีเีอ็น็เอ (DNA Extraction) จากตัวัอย่า่ง

บล็็อกชิ้้�นเนื้้�อ

	น ำตััวอย่่างบล็็อกชิ้้�นเนื้้�อมาตััดให้้ชิ้้�นเนื้้�อหนา 

10 ไมโครเมตร ลงแผ่่นสไลด์์แก้้ว ขููดชิ้้�นเนื้้�อ (Microdiss-

section) บริิเวณรอยโรคที่่�สงสััยการติิดเชื้้�อวััณโรคด้้วย

เข็็มปลอดเชื้้�อใส่่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 

มิิลลิิลิิตร และละลายพาราฟิินด้้วยการเติิมสารละลาย

ไซลีีนปริิมาตร 1 มิิลลิิลิิตร และผสมให้้เข้้ากัันด้้วยเครื่่�อง 

vortex นาน 10 นาทีี ต่่อด้้วยการปั่่�นด้วยความเร็็วสููง 

ที่่� 14,000 รอบ/นาทีี นาน 10 นาทีี ดููดสารละลายไซลีีน 

ทิ้้�ง ต่่อกระบวนการล้้างด้้วยการเติิม 100% แอลกอฮอล์์ 

ปริิมาตร 1 มิิลลิิลิิตร และผสมให้้เข้้ากัันด้้วยเครื่่�อง  

vortex นาน 10 นาที ีและปั่่�นด้ว้ยความเร็ว็สูงูที่่� 14,000 

รอบ/นาทีี นาน 10 นาทีี ดููดสารละลายแอลกอฮอล์์ทิ้้�ง 

จากนั้้�นเปิิดฝาหลอด microcentrifuge ให้้แอลกอฮอล์์

ระเหยออกจนหมด จากนั้้�นสกัดดีีเอ็็นเอจากบล็็อกชิ้้�นเน้ื้�อ

โดยชุดุน้้ำยาสำเร็จ็รูปู QIAamp® DNA FFPE tissue Kit 

(Qiagen, Germany) นำดีีเอ็็นเอที่่�สกััดได้้ วััดปริิมาณ

ความเข้้มข้นด้วยเครื่่�องนาโนดรอป ปรัับสารละลาย

ดีีเอ็็นเอให้้มีีปริิมาณความเข้้มข้้น 500 ng/µl และเก็็บ

ดีเีอ็น็เอไว้ท้ี่่� -40 ๐C จนกว่่าจะนำไปตรวจวิเิคราะห์ต์่่อไป

2 .4  การตรวจวิิ เ คราะห์์หาดีี เ อ็็ น เอของ เชื้้� อ  

M. tuberculosis complex ด้้วยชุุดตรวจสำเร็็จรููป 

abTES™ MTB qPCR Kit

	ก ารทำปฏิิกิิริิยา Real-time PCR เพื่่�อตรวจ

หาเชื้้�อ MTBC โดยใช้้ชุุดตรวจสำเร็็จรููป abTESTM MTB 

qPCR Kit (AITbiotech, Singapore) โดยชุุดตรวจนี้้�

ออกแบบไพรเมอร์์และโพรบที่่�จำเพาะกัับยีีน IS6110 ที่่�

มีีขนาด PCR product ขนาด 130 bp [4] ทำปฏิิกิิริิยา

ปริิมาตรทั้้�งหมดรวมสุุทธิิ 25 µl ประกอบด้้วย 2X MTB 

master mix ปริิมาตร 12.5 µl, MTB primer mix 

ปริิมาตร 0.5 µl, MTB probe mix ปริิมาตร 0.5 µl, 

MTB Internal control ปริิมาตร 0.2 µl, Nuclease- 

free water ปริิมาตร 6.3 µl และ DNA template 

ความเข้้มข้้น 500 ng/µl ปริิมาตร 5 µl ขั้้�นตอน 

การเพิ่่�มจำนวนชิ้้�นส่่วนดีเีอ็น็เอประกอบด้ว้ยขั้้�นตอน Tag 

Activation ที่่� 95 ๐C นาน 7 นาทีี ตามด้้วย Ampli- 

fication จำนวน 42 รอบ ที่่� 95 ๐C นาน 12 วิินาทีี, 

Annealing ที่่� 64 ๐C นาน 25 วิินาทีี โดยทำการเก็็บ

ข้อ้มููลที่่�ขั้้�นตอน Annealing phase จะทำการตรวจวััดใน

ช่่องแสง FAM สำหรัับการตรวจวััดเป้้าหมายเชื้้�อ MTBC 

และตรวจวััดในช่่องแสง Texas Red สำหรัับการตรวจ

วััดเป้้าหมาย Internal control ด้้วยเครื่่�องเรีียลไทม์์พีีซีี

อาร์์ ยี่่�ห้อ้ Bio-RAD รุ่่�น CFX96 วิเิคราะห์์ผลของปฏิิกิิริยิา

แบบ qualitative detection โดยดููลัักษณะ amplify 

curve เหนืือเส้น้ threshold โดยมีเีกณฑ์ก์ารแปลผลคืือ

กรณีช่่องแสง FAM ค่่า ct < 40 ถืือว่่าปฏิิกิริิยิาให้ผ้ลบวก 

(Positive-MTBC) ค่่า ct ≥ 40 ถืือว่่าปฏิิกิิริิยาให้้ผลลบ 

(Negative-MTBC) และกรณีช่่องแสง Texas Red ค่่า ct 

< 35 ถืือว่่าปฏิกิิิริยิาสมบูรณ์ (Valid) ใช้ ้Positive-MTBC 

ของชุุดตรวจสำเร็็จรููป abTESTM MTB เป็็น Positive 

control และใช้้ steriled DW เป็็น Negative control 

(Figure 1)

2 .5  การตรวจวิิ เ คราะห์์หาดีี เ อ็็ น เอของ เชื้้� อ  

M. tuberculosis complex ด้ว้ยวิิธีี M-Real-time PCR

	ก ารทำปฏิกิิิริยิา M-real-time PCR เพื่่�อตรวจหา

เชื้้�อ M. tuberculosis complex พััฒนาและปรัับส่่วน

ผสมให้้ทำปฏิิกิิริิยาใน 1 หลอดทดลองดัังนี้้� ปริิมาตรรวม

ทั้้�งหมดสุุทธิิ 20 µl ประกอบด้้วย 2X KAPA probe fast 

qPCR master mix ปริิมาตร 10 µl, 10 µM Oligonuc-

cleotide primer IS6110-F, IS6110-R, TBXAS1-F,  

TBXAS1-R ปริิมาตรอย่่างละ 0.5 µl, 10 µM Oligonuc-

cleotide probe IS6110-P, TBXAS1-P ปริมิาตรอย่่างละ 

0.5 µl, Nuclease-free water ปริิมาตร 2 µl และ 

DNA template ความเข้้มข้น 500 ng/µl ปริิมาตร  
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5 µl ขั้้�นตอนการเพิ่่�มจำนวนชิ้้�นส่่วนดีเอ็น็เอประกอบด้้วย 

ขั้้�นตอน Tag Activation ที่่� 95 ๐C นาน 10 นาทีี ตาม

ด้้วย Amplification จำนวน 42 รอบ ที่่� 95 ๐C นาน 

45 วิินาทีี, Annealing ที่่� 63 ๐C นาน 45, Extension 

ที่่� 72 ๐C นาน 45 วิินาทีี โดยทำการเก็็บข้้อมููลที่่�ขั้้�นตอน 

Annealing phase จะทำการตรวจวััดในช่่องแสง FAM 

สำหรัับการตรวจวััดเป้้าหมายเช้ื้�อ MTBC และตรวจวััด

ในช่่องแสง Texas Red สำหรัับการตรวจวััดเป้้าหมาย 

TBXAS1 exon 9 gene เพื่่�อวััดคุุณภาพดีีเอ็็นเอ ด้้วย

เครื่่�องเรีียลไทม์์พีีซีีอาร์์ ยี่่�ห้้อ Bio-RAD รุ่่�น CFX96 

วิิเคราะห์์ผลของปฏิิกิิริิยาแบบ qualitative detection 

โดยดููลัักษณะ amplify curve เหนืือเส้้น threshold 

โดยมีีเกณฑ์์การแปลผลคืือกรณีีช่่องแสง FAM ค่่า ct < 

40 ถืือว่่าปฏิิกิิริิยาให้้ผลบวก (Positive-MTBC) ค่่า ct 

≥ 40 ถืือว่่าปฏิิกิิริิยาให้้ผลลบ (Negative-MTBC) และ

กรณีีช่่องแสง Texas Red ค่่า ct < 38 ถืือว่่าปฏิิกิิริิยา

สมบููรณ์์ (Valid) ใช้้ DNA template ของผู้้�ป่่วยที่่�ติิดเชื้้�อ

วััณโรค (Positive-MTBC) เป็็น Positive control และ

ใช้้ steriled DW เป็็น Negative control (Figure 2) 

รายละเอีียดนิิวคลีีโอไทด์์ไพรเมอร์์และโพรบ (Table 1)

Table 1	 Primers and Probes used in M-Real-time PCR for detection of M. tuberculosis complex in  

		  IS6110 and TBXAS1 genes.
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Table 1 Primers and Probes used in M-Real-time PCR for detection of M. tuberculosis complex in 
IS6110 and TBXAS1 genes. 

Primer/Probe  Primer/Probe sequence Primer/Probe Gene 
target 

Product 
length (bp) 

IS6110-F 5’-CCT-GCG-AGC-GTA-GGC-GTC-GG- 3’ Primer  
IS6110 

 
123 bp IS6110-R 5’-CTC-GTC-CAG-CGC-CGC-TTC-GG-3’ Primer 

IS6110-P 5'-FAM-TCA-CCT-ATG-TGT-CGA-CCT-GG-3'-BHQ-1 Probe 
TBXAS1-F 5’-GCC-CGA-CAT-TCT-GCA-AGT-CC- 3’ Primer  

TBXAS1 
exon 9 

 
100 bp TBXAS1-R 5’-GGT-GTT-GCC-GGG-AAG-GGT-T-3’ Primer 

TBXAS1-P 5'-Texas Red-CTC-CTC-TAC-TGG-GTG-CAA-GC-3'-BHQ-2 Probe 
2.6 การทดสอบหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอต่ำสุดในการตรวจหาเช้ือ M. tuberculosis complex ด้วยวิธี M-

Real-time PCR 

นำตัวอย่างดีเอ็นเอของผู้ป่วยที่ติดเช้ือวัณโรค (Positive-MTBC) ทำการปรับความเข้มข้นดีเอ็นเอให้มีความเข้มข้นที่ 
1200, 900, 500, 300, 200, 50, 25, 10 และ 5 ng/µl มาทำปฏ ิก ิร ิยา  M-real-time PCR โดยใช ้  steriled DW เป็น 
Negative control โดยพิจารณาผลการทดสอบจากความเข้มข้นของดีเอ็นเอต่ำสุดที่สามารถตรวจพบ ทั้ง 2 สัญญาณสี 
fluorescent คือช่องแสง FAM และช่องแสง Texas Red มี amplify curve โดยดูลักษณะ amplify curve เหนือเส้น 
threshold กรณีช่องแสง FAM ค่า ct < 40 ถือว่าปฏิกิริยาให้ผลบวก (Positive-MTBC) และกรณีช่องแสง Texas Red ค่า ct 
< 38 ถือว่าปฏิกิริยาสมบูรณ์ (Valid) (แสดงดังรูปที่ 3)  

2.7 การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Direct sequencing 

นำตัวอย่างดีเอ็นเอที่ให้ผลการตรวจวิเคราะห์หาเชื้อ MTBC ด้วยวิธี M-real-time PCR ไม่ตรงกับผลของชุดตรวจ
สำเร็จรูป abTES™ MTB qPCR Kit มาทำการยืนยันด้วยการตรวจวิเคราะห์หาเช้ือ MTBC ด้วยวิธี Direct sequencing โดย
นำตัวอย่างดีเอ็นเอมาทำปฏิกิริยา C-PCR เฉพาะหลอดเป้าหมายยีน IS6110 ตามวิธีของการศึกษาของ Sirirat และคณะ [9] 
โดยจะพบผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 123 bp และเตรียมตัวอย่างผลผลิตพีซีอาร์ดังกล่าวที่ความเข้มข้น 20 ng/µl ปริมาตร 20 µl  
และไพรเมอร์ IS6110-F ส่งวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธ ี Direct sequencing ที ่บริษัท Bioneer Corporation, 
Daejeon, Republic ประเทศเกาหลี นำลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ มาเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน IS6110 ของเช้ือ 
MTBC ใ น  GenBank เ พ ื ่ อ ต ร ว จ ส อ บ ค ว า ม เ ห ม ื อ น ก ั น ข อ ง ล ำ ด ั บ น ิ ว ค ล ี โ อ ไ ท ด ์ โ ด ย โ ป ร แ ก ร ม  Blast  
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) [18] 

2.8 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

สถิติที่ใช้วิเคราะห์และเปรียบเทียบผลคือใช้ค่า Kappa (K) เพื่อประเมินค่าการยอมรับและความสอดคล้องกัน 
(Agreement) ระหว่างวิธีการตรวจวิเคราะห์ 2 วิธี กรณีที่ค่า K = 0.0-0.4 คือ ค่าการไม่ยอมรับในความสอดคล้องกันทั้ง 2 วิธี 
หากค่า K = 0.41-0.6 คือค่าการยอมรับได้ในระดับปานกลางในความสอดคล้องกันทั้ง 2 วิธี หากค่า K = 0.81-1.0 คือค่าการ
ยอมรับในความสอดคล้องกันเป็นอย่างดีมากของทั้ง 2 วิธี [19] และการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะพื้นฐานทั่วไป
ของผู้ป่วยประกอบด้วย อายุ เพศ ผลทางจุลพยาธิวิทยาของชิ้นเนื้อของผู้ป่วยที่สงสัยการติดเชื้อวัณโรค โดยใช้ chi-square 

2.6 การทดสอบหาความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอต่่ำสุุดใน

การตรวจหาเชื้้�อ M. tuberculosis complex ด้้วย

วิิธีี M-Real-time PCR

	น ำตััวอย่่างดีีเอ็็นเอของผู้้�ป่วยที่่�ติิดเชื้้�อวััณโรค 

(Positive-MTBC) ทำการปรัับความเข้้มข้นดีีเอ็็นเอให้้มีี

ความเข้้มข้้นที่่� 1200, 900, 500, 300, 200, 50, 25, 10 

และ 5 ng/µl มาทำปฏิิกิิริิยา M-real-time PCR โดยใช้้ 

steriled DW เป็็น Negative control โดยพิิจารณาผล

การทดสอบจากความเข้ม้ข้น้ของดีเีอ็น็เอต่่ำสุุดที่่�สามารถ

ตรวจพบ ทั้้�ง 2 สััญญาณสีี fluorescent คืือช่่องแสง 

FAM และช่่องแสง Texas Red มีี amplify curve โดย

ดููลัักษณะ amplify curve เหนืือเส้้น threshold กรณีี

ช่่องแสง FAM ค่่า ct < 40 ถืือว่่าปฏิิกิิริิยาให้้ผลบวก 

(Positive-MTBC) และกรณีีช่่องแสง Texas Red ค่่า ct 

< 38 ถืือว่่าปฏิิกิิริิยาสมบููรณ์์ (Valid) (Figure 3) 

2.7 การหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ ด้้วยวิิธีี  Direct  

sequencing

	น ำตัวัอย่่างดีีเอ็น็เอที่่�ให้ผ้ลการตรวจวิิเคราะห์์หา

เชื้้�อ MTBC ด้ว้ยวิธิี ีM-real-time PCR ไม่่ตรงกับัผลของ

ชุุดตรวจสำเร็็จรููป abTES™ MTB qPCR Kit มาทำการ

ยืืนยันด้้วยการตรวจวิิเคราะห์์หาเชื้้�อ MTBC ด้้วยวิิธีี  

Direct sequencing โดยนำตััวอย่่างดีีเอ็็นเอมาทำ

ปฏิกิิริิยิา C-PCR เฉพาะหลอดเป้า้หมายยีนี IS6110 ตาม

วิิธีีของการศึึกษาของ Sirirat และคณะ [9] โดยจะพบ
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ผลผลิติพีซีีอีาร์ข์นาด 123 bp และเตรีียมตัวัอย่่างผลผลิิต

พีซีีอีาร์ด์ังักล่่าวที่่�ความเข้ม้ข้น้ 20 ng/µl ปริมิาตร 20 µl 

และไพรเมอร์์ IS6110-F ส่่งวิิเคราะห์์ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์

ด้้วยวิิธีี Direct sequencing ที่่�บริิษััท Bioneer Corpor-

ration, Daejeon, Republic ประเทศเกาหลีี นำลำดัับ

นิิวคลีีโอไทด์์ที่่�ได้้ มาเปรีียบเทีียบกัับลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์

ของยีีน IS6110 ของเช้ื้�อ MTBC ใน GenBank เพื่่�อตรวจ

สอบความเหมืือนกันของลำดับันิวิคลีโีอไทด์โ์ดยโปรแกรม 

Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) [18]

2.8 การวิิเคราะห์์ข้้อมููลทางสถิิติิ

	สถิ ิติิที่่�ใช้้วิิเคราะห์์และเปรียบเทีียบผลคืือใช้้

ค่่า Kappa (K) เพื่่�อประเมิินค่่าการยอมรัับและความ

สอดคล้้องกััน (Agreement) ระหว่่างวิิธีีการตรวจ

วิิเคราะห์์ 2 วิิธีี กรณีีที่่�ค่่า K = 0.0-0.4 คืือ ค่่าการไม่่

ยอมรับในความสอดคล้้องกัันทั้้�ง 2 วิิธีี หากค่่า K = 

0.41-0.6 คืือค่่าการยอมรับได้ใ้นระดัับปานกลางในความ

สอดคล้้องกัันทั้้�ง 2 วิิธีี หากค่่า K = 0.81-1.0 คืือค่่าการ

ยอมรับในความสอดคล้้องกัันเป็็นอย่่างดีีมากของทั้้�ง 2 

วิธิี ี[19] และการวิเิคราะห์ค์วามสัมัพันัธ์ร์ะหว่่างลักัษณะ

พื้้�นฐานทั่่�วไปของผู้้�ป่่วยประกอบด้้วย อายุุ เพศ ผลทาง

จุุลพยาธิิวิิทยาของชิ้้�นเนื้้�อของผู้้�ป่่วยที่่�สงสััยการติิดเชื้้�อ

วััณโรค โดยใช้้ chi-square test ในการทดสอบ และ

กำหนดใช้ค้่่า p-value ที่่� 0.05 เป็น็ค่่านััยสำคััญทางสถิติิ 

โดยข้อ้มูลูทั้้�งหมดวิเิคราะห์ด์้ว้ยโปรแกรมอัตัโนมัตัิ ิSPSS 

Statistics V.19

3. ผลการวิิจััย
3.1 ผลการเปรีียบเทีียบการตรวจวิิเคราะห์์หาเชื้้�อ M. 

tuberculosis complex ด้ว้ยวิธีิี M-Real-time PCR 

และชุุดตรวจสำเร็็จรููป abTES™ MTB qPCR Kit

	 ผลการตรวจวิิ เคราะห์์หาดีี เอ็็นเอของเชื้้�อ  

M. tuberculosis complex จากตััวอย่่างบล็็อกชิ้้�นเนื้้�อ 

จำนวน 213 ตัวัอย่่างโดยวิิธี ีM-real-time PCR ที่่�พัฒันา

ขึ้้�น และวิิธีี Real-time PCR โดยใช้้ชุุดตรวจสำเร็็จรููป 

abTES™ MTB qPCR Kit พบว่่าวิิธีี M-real-time PCR 

มีีความไวสููงกว่่า สามารถตรวจพบเชื้้�อวััณโรคใน 62 

ตัวัอย่่าง (29.1%) และชุดุตรวจสำเร็จ็รูปู abTES™ MTB 

qPCR Kit สามารถตรวจพบเชื้้�อวััณโรคใน 59 ตััวอย่่าง 

(27.7%) เมื่่�อวิิเคราะห์์โดยใช้้หลัักสถิิติิสำหรัับประเมิิน

ค่่าการยอมรับและความสอดคล้้องกัันของเครื่่�องมืือ ผล

การเปรียบเทีียบและทดสอบความสอดคล้้องกัันทั้้�ง 2 

วิิธีีคืือวิิธีี M-real-time PCR และชุุดตรวจสำเร็็จรููป 

abTES™ MTB qPCR Kit (Table 4) พบว่่าทั้้�ง 2 วิิธีี 

ให้้ผลบวกเหมืือนกััน 59 ตััวอย่่าง (27.7%) ให้้ผลลบ 

เหมืือนกันั 151 ตัวัอย่่าง (70.9%) และให้ผ้ลไม่่สอดคล้อ้ง 

กัันคืือวิิธีี M-real-time PCR ตรวจพบเชื้้�อวััณโรค แต่่ชุุด 

ตรวจสำเร็็จรููป abTES™ MTB ตรวจไม่่พบเชื้้�อวััณโรค 

จำนวน 3 ตััวอย่่าง คิิดเป็็น 1.4% และจากการวิิเคราะห์์ 

ทางสถิติิพบว่่าค่่า K=0.965 ที่่� 95% CI มีีค่่าระหว่่าง 

0.927 – 1.000 ซึ่่�งมีีค่่าการยอมรัับและความสอดคล้้อง 

กัันระดัับดีีมากของวิิธีีการตรวจทั้้�ง 2 วิิธีีดัังกล่่าว 

(Table 2)
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	 The assay distinguished detection of M. tuberculosis complex using abTES™ MTB qPCR assay. 

M1, M2, M3 and M4: Samples were positive for TB-DNA; Neg-MTB: Samples were negative for TB-DNA; 

(+)ve: Positive control; (-)ve: Negative control.

7 
 

test ในการทดสอบ และกำหนดใช้ค่า p-value ที่ 0.05 เป็นค่านัยสำคัญทางสถิติ โดยข้อมูลทั้งหมดวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม
อัตโนมัติ SPSS Statistics V.19 

3. ผลการวิจัย 

 3.1 ผลการเปรียบเทียบการตรวจวิเคราะห์หาเชื้อ M. tuberculosis complex ด้วยวิธี M-Real-time PCR 
และชุดตรวจสำเร็จรูป abTES™ MTB qPCR Kit 

 ผลการตรวจวิเคราะห์หาดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis complex จากตัวอย่างบล็อกชิ้นเนื้อ จำนวน 213 
ตัวอย่างโดยวิธี M-real-time PCR ที่พัฒนาขึ้น และวิธี Real-time PCR โดยใช้ชุดตรวจสำเร็จรูป abTES™ MTB qPCR Kit 
พบว่าวิธี M-real-time PCR มีความไวสูงกว่า สามารถตรวจพบเชื้อวัณโรคใน 62 ตัวอย่าง (29.1%) และชุดตรวจสำเรจ็รูป 
abTES™ MTB qPCR Kit สามารถตรวจพบเช้ือวัณโรคใน 59 ตัวอย่าง (27.7%) เม่ือวิเคราะห์โดยใช้หลักสถิติสำหรับประเมิน
ค่าการยอมรับและความสอดคล้องกันของเครื่องมือ ผลการเปรียบเทียบและทดสอบความสอดคล้องกันทั้ง 2 วิธีคือวิธี M-real-
time PCR และชุดตรวจสำเร็จรูป abTES™ MTB qPCR Kit ดังแสดงผลไว้ในตารางที่ 4 พบว่าทั้ง 2 วิธีให้ผลบวกเหมือนกัน 
59 ตัวอย่าง (27.7%) ให้ผลลบเหมือนกัน 151 ตัวอย่าง (70.9%) และให้ผลไม่สอดคล้องกันคือวิธี M-real-time PCR ตรวจ
พบเชื้อวัณโรค แต่ชุดตรวจสำเร็จรูป abTES™ MTB ตรวจไม่พบเชื้อวัณโรค จำนวน 3 ตัวอย่าง คิดเป็น 1.4% และจากการ
วิเคราะห์ทางสถิติพบว่าค่า K=0.965 ที่ 95% CI มีค่าระหว่าง 0.927 – 1.000 ซึ่งมีค่าการยอมรับและความสอดคล้องกัน
ระดับดีมากของวิธีการตรวจทั้ง 2 วิธีดังกล่าว (แสดงดังตารางที่ 2) 

 
Figure 1 abTES™ MTB qPCR assay for detecting M. tuberculosis complex 

 The assay distinguished detection of M. tuberculosis complex using abTES™ MTB qPCR assay. M1, 
M2, M3 and M4:  Samples were positive for TB-DNA; Neg-MTB:  Samples were negative for TB-DNA; ( + ) ve: 
Positive control; (-)ve: Negative control. 

Figure 1	 abTES™ MTB qPCR assay for detecting M. tuberculosis complex
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Figure 2 M-Real-time PCR assay for detecting M. tuberculosis complex 

 The assay distinguished detection of M. tuberculosis complex using M-Real-time PCR assay. R1, R2, 
R3, R4 and R5:  Samples were positive for TB-DNA; Neg-MTB:  Samples were negative for TB-DNA; ( + ) ve: 
positive control; (-)ve: negative control 

Table 2 Pairwise comparison and agreement analyses between M-Real-time PCR and abTES™ MTB 
qPCR Kit. 

  abTES™ MTB qPCR Kit  
Total (%)  Positive (%) Negative (%) 

M-Real-time PCR Positive (%) 59 (27.7%) 3 (1.4%) 62 (29.1%) 
 Negative (%) 0 151 (70.9%) 151 (70.9%) 
 Total (%) 59 (27.7%) 154 (72.3%) 213 (100.00%) 
Kappa= 0.965 
95% confidence interval: From 0.927 to 1.000  

 

 3.2 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอต่ำสุดในการตรวจหาเช้ือ M. tuberculosis complex ด้วยวิธี 
M-Real-time PCR 

ผลการทดสอบพบว่าดีเอ็นเอความเข้มข้นต่ำสุดที่สามารถตรวจพบเชื้อ M. tuberculosis complex พร้อมทั้งการ
วัดคุณภาพดีเอ็นเอได้ด้วยวิธี M-real-time PCR คือที่ดีเอ็นเอที่ความเข้มข้นน้อยกว่า 5 ng/µl และพบว่าดีเอ็นเอที่ความ
เข้มข้นสูงสุดไม่ควรมากกว่า 900 ng/µl (แสดงดังรูปที่ 3) 

Figure 2	 M-Real-time PCR assay for detecting M. tuberculosis complex
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	 The assay distinguished detection of M. tuberculosis complex using M-Real-time PCR assay. 

R1, R2, R3, R4 and R5: Samples were positive for TB-DNA; Neg-MTB: Samples were negative for  

TB-DNA; (+)ve: positive control; (-)ve: negative control

Table 2	 Pairwise comparison and agreement analyses between M-Real-time PCR and abTES™ MTB  

		  qPCR Kit.
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ผลการทดสอบพบว่าดีเอ็นเอความเข้มข้นต่ำสุดที่สามารถตรวจพบเชื้อ M. tuberculosis complex พร้อมทั้งการ
วัดคุณภาพดีเอ็นเอได้ด้วยวิธี M-real-time PCR คือที่ดีเอ็นเอที่ความเข้มข้นน้อยกว่า 5 ng/µl และพบว่าดีเอ็นเอที่ความ
เข้มข้นสูงสุดไม่ควรมากกว่า 900 ng/µl (แสดงดังรูปที่ 3) 

3.2 ผลการทดสอบหาความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอต่่ำสุุด

ในการตรวจหาเชื้้�อ M. tuberculosis complex ด้ว้ย

วิิธีี M-Real-time PCR

	 ผลการทดสอบพบว่่าดีเีอ็น็เอความเข้ม้ข้น้ต่่ำสุดุที่่�

สามารถตรวจพบเชื้้�อ M. tuberculosis complex พร้อ้ม

ทั้้�งการวััดคุุณภาพดีีเอ็็นเอได้้ด้้วยวิิธีี M-real-time PCR 

คืือที่่�ดีีเอ็็นเอที่่�ความเข้้มข้้นน้้อยกว่่า 5 ng/µl และพบว่่า

ดีีเอ็็นเอที่่�ความเข้้มข้้นสููงสุุดไม่่ควรมากกว่่า 900 ng/µl 

(Figure 3)

Figure 3	 Minimum of DNA concentration using M-Real-time PCR assay for detecting M. tuberculosis  
		  complex
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Figure 3 Minimum of DNA concentration using M-Real-time PCR assay for detecting M. tuberculosis 

complex 

 A amplification curve is shown.  Dilutions of M.  tuberculosis complex DNA ( from 1200, 900, 500, 
300, 200, 50, 25, 10 and 5 ng/µl) 3A: (IS6110 target); 3B: (TBXAS1 target); -ve: Negative control; Number 1-9: 
corresponded to Amplification from 5 ng/µl to 1200 ng/µl 

4. วิจารณ์ผลการวิจัย 

วัณโรค (Tuberculosis:TB) เป็นปัญหาที่สำคัญต่อระบบสาธารณสุขในประเทศไทยเป็นอย่างมาก เกิดจากการติด
เช้ือ Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) วิธีมาตรฐานที่ใช้ตรวจวิเคราะห์หาเช้ือ MTBC คือวิธีการเพาะเช้ือ 
(Culture) แต่ต้องใช้ระยะเวลานานถึง 8 สัปดาห์ [3, 4] ซึ่งการใช้ระยะเวลายาวนานนั้นอาจทำให้ผู้ป่วยแพร่เช้ือไปสู่ชุมชนได้
ง่าย ปัจจุบันการตรวจวิเคราะห์หาเช้ือวัณโรคก้าวหน้าไปมาก โดยมีการตรวจระดับสารพันธุกรรมของเช้ือโดยอาศัยหลักการ
ทางอณูชีววิทยา Nucleic acid sequence based amplification (NASBA) โดยอาศัยหลักการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่สนใจ
อย่างเฉพาะเจาะจง พบว่ามีศักยภาพในการทดสอบสูง เชื่อถือได้และรวดเร็ว [ 4] ยังสามารถระบุสปีชีส์ของเชื้อในกลุ่ม 
Mycobacterium ได้อีกด้วย ใช้เวลาในการตรวจวินิจฉัยนั้นใช้เวลาเพียง 4-5 ช่ัวโมงเท่านั้น [5] การพัฒนาการตรวจวินิจฉัย
โดยใช้เทคนิค PCR โดยห้องปฏิบัติการเอง (In-house PCR) นั้นส่วนใหญ่เลือกใช้ตำแหน่งยีน IS6110 เพราะเป็นตำแหน่งที่
น่าเช่ือถือ มี transposable element ที่เหมาะสม สามารถวินิจฉัย M. tuberculosis complex ได้ ใช้เป็นเป้าหมายในการ
ตรวจตัวอย่างทางคลินิกมากที่สุด มีความไวและความจำเพาะสูง (92.4%, 98%) [4, 9] เป็นยีนที่มีความคงตัวและมีการ
เปล่ียนแปลงต่ำ (conserved gene) [9-11] และใช้ยีน Beta-globin ในการวัดคุณภาพดีเอ็นเอของตัวอย่างในการทำปฏกิริยิา 
C-PCR ในแต่ละครั้ง [9, 11] งานวิจัยของ Chantranuwat C. และคณะ [11] ใช้ตำแหน่งยีน IS6110 และยีน B-globin 
เช่นเดียวกันแต่ทำวิจัยกับตัวอย่างจาก Papanicolaou stained fine needle aspirated smears งานวิจัยของ Seekhuntod 
S. และคณะ [9] ประยุกต์ให้ยีน IS6110 ในการพัฒนา PCR ในการตรวจวิเคราะห์หาเชื้อ M. tuberculosis complex จาก
ตัวอย่างช้ินเนื้อที่ถูกตรึงด้วยฟอร์มาลินและฝังในพาราฟิน (FFPE) และได้เปรียบเทียบเทคนิคดังกล่าวกับชุดตรวจสำเร็จรูป 2 
ชนิด พบว่าวิธี PCR ที่ใช้ยีน IS6110 นั้นมีความไวดีกว่าชุดตรวจสำเร็จรูป artus® Mycobac. Diff. LC PCR Kit และมีความ
ไวเทียบเท่าชุดตรวจสำเร็จรูป abTES™ MTB qPCR Kit อีกด้วย [9] แต่ทั้ง 2 งานวิจัยที่กล่าวมานั้น ต้องทำปฏิกิริยา PCR 
จำนวน 2 หลอดทดลอง โดยแยก 1 หลอดทดลองจำเพาะต่อยีน IS6110 สำหรับการตรวจวิเคราะห์หาเช้ือ MTBC และอีก 1 
หลอดทดลองจำเพาะต่อยีน B-globin สำหรับการตรวจวิเคราะห์คุณภาพของดีเอ็นเอของตัวอย่างนั้นๆ 

	 A amplification curve is shown. Dilutions of M. tuberculosis complex DNA (from 1200, 900, 

500, 300, 200, 50, 25, 10 and 5 ng/µl) 3A: (IS6110 target); 3B: (TBXAS1 target); -ve: Negative control; 

Number 1-9: corresponded to Amplification from 5 ng/µl to 1200 ng/µl
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4. วิิจารณ์์ผลการวิิจััย
	วั ัณโรค (Tuberculosis:TB) เป็็นปััญหาที่่�สำคััญ

ต่่อระบบสาธารณสุุขในประเทศไทยเป็็นอย่่างมาก  

เกิิดจากการติดเชื้้�อ Mycobacterium tuberculosis 

complex (MTBC) วิิธีีมาตรฐานที่่�ใช้้ตรวจวิิเคราะห์์หา

เชื้้�อ MTBC คืือวิธิีกีารเพาะเชื้้�อ (Culture) แต่่ต้อ้งใช้ร้ะยะ

เวลานานถึึง 8 สัปัดาห์์ [3, 4] ซึ่่�งการใช้ร้ะยะเวลายาวนาน

นั้้�นอาจทำให้้ผู้้�ป่่วยแพร่่เชื้้�อไปสู่่�ชุุมชนได้้ง่่าย ปััจจุุบััน

การตรวจวิิเคราะห์์หาเชื้้�อวััณโรคก้้าวหน้้าไปมาก โดย

มีีการตรวจระดัับสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อโดยอาศััยหลััก

การทางอณููชีีววิิทยา Nucleic acid sequence based 

amplification (NASBA) โดยอาศัยัหลักัการเพิ่่�มปริมิาณ

ดีีเอ็็นเอที่่�สนใจอย่่างเฉพาะเจาะจง พบว่่ามีีศัักยภาพใน

การทดสอบสููง เชื่่�อถืือได้้และรวดเร็็ว [4] ยัังสามารถระ

บุุสปีีชีีส์์ของเชื้้�อในกลุ่่�ม Mycobacterium ได้้อีีกด้้วย 

ใช้้เวลาในการตรวจวิินิิจฉััยนั้้�นใช้้เวลาเพีียง 4-5 ชั่่�วโมง

เท่่านั้้�น [5] การพััฒนาการตรวจวิินิิจฉััยโดยใช้้เทคนิิค 

PCR โดยห้้องปฏิิบััติิการเอง (In-house PCR) นั้้�นส่่วน

ใหญ่่เลืือกใช้ต้ำแหน่่งยีนี IS6110 เพราะเป็น็ตำแหน่่งที่่�น่่า

เชื่่�อถืือ มี ีtransposable element ที่่�เหมาะสม สามารถ

วินิิจิฉััย M. tuberculosis complex ได้้ ใช้เ้ป็น็เป้้าหมาย

ในการตรวจตััวอย่่างทางคลิินิิกมากที่่�สุุด มีีความไวและ

ความจำเพาะสููง (92.4%, 98%) [4, 9] เป็็นยีีนที่่�มีีความ

คงตััวและมีีการเปลี่่�ยนแปลงต่่ำ (conserved gene) [9-

11] และใช้้ยีีน Beta-globin ในการวััดคุุณภาพดีีเอ็็นเอ

ของตััวอย่่างในการทำปฏิิกิิริิยา C-PCR ในแต่่ละครั้้�ง [9, 

11] งานวิิจััยของ Chantranuwat C. และคณะ [11] ใช้้

ตำแหน่่งยีีน IS6110 และยีีน B-globin เช่่นเดีียวกัันแต่่

ทำวิิจััยกัับตััวอย่่างจาก Papanicolaou stained fine 

needle aspirated smears งานวิจัยัของ Seekhuntod 

S. และคณะ [9] ประยุุกต์์ให้้ยีีน IS6110 ในการพััฒนา 

PCR ในการตรวจวิิเคราะห์์หาเชื้้�อ M. tuberculosis 

complex จากตัวอย่่างชิ้้�นเนื้้�อที่่�ถููกตรึึงด้้วยฟอร์์มาลิิน

และฝัังในพาราฟิิน (FFPE) และได้้เปรียบเทีียบเทคนิิค

ดังักล่่าวกับัชุดุตรวจสำเร็จ็รูปู 2 ชนิดิ พบว่่าวิธิี ีPCR ที่่�ใช้้

ยีนี IS6110 นั้้�นมีคีวามไวดีีกว่่าชุุดตรวจสำเร็จ็รูปู artus® 

Mycobac. Diff. LC PCR Kit และมีคีวามไวเทียีบเท่่าชุดุ

ตรวจสำเร็จ็รูปู abTES™ MTB qPCR Kit อีกีด้ว้ย [9] แต่่

ทั้้�ง 2 งานวิจัยัที่่�กล่่าวมานั้้�น ต้อ้งทำปฏิกิิิริยิา PCR จำนวน 

2 หลอดทดลอง โดยแยก 1 หลอดทดลองจำเพาะต่่อยีีน 

IS6110 สำหรัับการตรวจวิิเคราะห์์หาเช้ื้�อ MTBC และ

อีีก 1 หลอดทดลองจำเพาะต่่อยีีน B-globin สำหรัับ

การตรวจวิเิคราะห์ค์ุณุภาพของดีเีอ็น็เอของตัวัอย่่างนั้้�นๆ

	 งานวิจััยนี้้�มุ่่�งเน้้นพััฒนาวิิธีี Multiplex real- 

time Polymerase Chain Reaction (M-real-time 

PCR) ที่่�จะให้ส้ามารถทำปฏิกิิริิยิาใน 1 หลอดการทดลอง 

โดยหลัักการของวิิธีี M-real-time PCR เป็็นการเพิ่่�ม

ปริิมาณดีีเอ็็นเอที่่�สนใจอย่่างเฉพาะเจาะจง มากกว่่า 1 

ชนิิดยีีน หรืือหลายตำแหน่่งยีีน ในการทำปฏิิกิิริิยาเพีียง

ครั้้�งเดีียว โดยการศึึกษาครั้้�งนี้้�จะไม่่สามารถทำการเพาะ

เลี้้�ยงเชื้้�อ (culture) ยืืนยัันได้้เพราะตััวอย่่างชิ้้�นเนื้้�อผ่่าน

กระบวนการ tissue processing ทำให้้เชื้้�อวััณโรคอาจ

ตายได้้ทำให้้เพาะเชื้้�อไม่่ขึ้้�น แต่่ยัังมีีดีีเอ็็นเอของเชื้้�อให้้

ดำเนิินการตรวจวิิเคราะห์์ต่่อได้้ และในการศึึกษานี้้�การ

ทำปฏิิกิิริิยาทุุกครั้้�งจะดำเนิินการควบคุุมบวก (positive 

control) โดยใช้้ DNA template ของผู้้�ป่่วยที่่�มีีการติิด

เช้ื้�อวััณโรคเป็็น positive control และควบคุุมลบโดย

ใช้้ steriled DW เป็็น negative control ทุุกครั้้�งในการ

ทำปฏิกิิริิยิา และใช้ผ้ลการตรวจวินิิจิฉัยัชิ้้�นเนื้้�อทางพยาธิิ

วิิทยาด้้วยวิิธีี H&E stain เป็็นวิิธีีอ้้างอิิงมาตรฐานยืืนยััน

ผลอีกีทางหนึ่่�ง ซึ่่�งลักัษณะรอยโรคภายใต้ก้ล้อ้งจุลุทรรศน์์

ที่่�พบคืือ necrosis/caseous necrosis/langhans giant 

cells วิิธีี M-real-time PCR ที่่�พััฒนาขึ้้�นในการศึึกษา 

ครั้้�งนี้้�เลืือกการออกแบบไพรเมอร์์ ที่่�จำเพาะกัับยีีน 

IS6110 มีีขนาดผลผลิิตพีีซีีอาร์์ ขนาด 123 bp เพื่่�อ

ตรวจหาเชื้้�อ MTBC โดยตำแหน่่งที่่�ออกแบบให้ไ้พรเมอร์์

และโพรบไปจัับอย่่างเฉพาะเจาะจงกัับยีีน IS6110 นั้้�น 

สามารถจัับกัับดีีเอ็็นเอเป้้าหมายของเชื้้�อ MTB ที่่�แตก

ต่่างกััน 11 สายพัันธุ์์� คืือ M. tuberculosis [Clinical 

T2, H37Rv (TMCI02), H37Ra Goldman, Clinical TI, 
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Clinical T3, Clinical T4, Clinical T5, Clinical T6],  

M. bovis [TMC401, TMC4IO, BCG Glaxo (TMCI024)], 

M. scrofulaceum [TMC1315,41, TMC1309,42, 

LR121, 43] และ M. simiae (33) โดยวิิธีี M-real-time 

PCR ที่่�ใช้ใ้นการศึึกษาครั้้�งนี้้�ได้้มีกีารศึึกษาและมีผีลอ้างอิิง

กัับมาตรฐาน (culture) ที่่�เป็็นที่่�ยอมรัับ จากการศึึกษา

ของ Chantranuwat และคณะ [11] อีีกด้้วย โดยการ

พััฒนาวิิธีี M-real-time PCR ในโครงการวิิจััยนี้้� เพื่่�อให้้

เป็น็วิธิีทีี่่�สามารถรองรับัตัวัอย่่างจำนวนมากในอนาคตได้้ 

และผู้้�ปฏิบิัตัิยิังัปลอดภัยัจากสารก่่อมะเร็ง็อีกีด้วย โดยวิธิีี 

M-real-time PCR จะสามารถทราบผลเชิงิคุณุภาพ และ

เชิิงปริิมาณของผลผลิิตพีีซีีอาร์์ [15-16] โดยจะทำการ

ตรวจวััดปริิมาณสารพัันธุุกรรมหรืือผลผลิิตพีีซีีอาร์์ใน

ขณะทำปฏิิกิิริิยานั้้�นๆ หลัักการนี้้�คืือการติิดฉลากสาร

เรืืองแสง เช่่น SYBR Green I หรืือโพรบที่่�ความยาวคลื่่�น

แตกต่่างกััน เข้า้กัับสารพันัธุกรรมข้างต้้น และไพรเมอร์์ที่่�

ตำแหน่่งจำเพาะของยีีน เพื่่�อแสดงปริิมาณในขณะตรวจ

วิเิคราะห์ไ์ด้ ้[15-17] วิธิี ีM-real-time PCR ที่่�พัฒันาขึ้้�นนี้้� 

ผู้้�วิจิัยัได้ก้ารศึึกษาเปรียีบเทียีบประสิทิธิภิาพและความไว

ของการตรวจวินิิจิฉัยัเชื้้�อวัณัโรค เทียีบกับัวิธิี ีReal-time 

PCR คืือชุุดตรวจสำเร็็จรููป abTES™ MTB ที่่�ผ่่านการ

รัับรองจากสถาบัันรัับรองความปลอดภััยของประเทศ

เยอรมัันนีี สามารถใช้้วิินิิจฉััยทางการแพทย์์ได้้ ชุุดตรวจ

นี้้�ออกแบบไพรเมอร์์และโพรบ ที่่�จำเพาะกัับยีีน IS6110 

ให้้มีีผลผลิิตพีีซีีอาร์์ ขนาด 130 bp [5, 9] สามารถตรวจ

วิิเคราะห์์หาเชื้้�อในกลุ่่�ม MTBC ได้้ 6 สายพัันธุ์์� คืือ M. 

tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. bovis 

BCG, M. microti และ M. pinnipedii โดยใช้้เครื่่�อง 

Real-time PCR ยี่่�ห้้อ Bio-Rad รุ่่�น CPX96 ชุุดตรวจนี้้�

มีีความไว 81.3% และความจำเพาะ 98.8% [9]

	ผู้้�วิ ิจััยประสบความสำเร็็จสามารถพััฒนาวิิธีี 

M-real-time PCR โดยวิิธีี M-real-time PCR ที่่�พััฒนา

ขึ้้�นนี้้�มีีความไวสููงในการตรวจวิิเคราะห์์หาเช้ื้�อ MTBC 

สามารถตรวจพบเชื้้�อ MTBC จำนวน 62 ตััวอย่่าง 

(29.1%) ทั้้�งนี้้�อาจเป็็นเพราะวิิธีี M-real-time PCR ถููก

ออกแบบให้้ไพรเมอร์์และโพรบจัับกัับยีีน IS6110 ให้้มีี

ผลผลิิตพีีซีีอาร์์ที่่�มีีขนาดเล็็กเพีียง 123 bp ซึ่่�งมีีขนาด

เล็็กกว่่าชุุดตรวจสำเร็็จรููป abTES™ MTB qPCR Kit จึึง

เหมาะสมกัับการทำปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์มากกว่่า เพราะการ 

ที่่�ออกแบบผลผลิิตพีีซีีอาร์์ที่่�มีีขนาดใหญ่่นั้้�นพบว่่าไม่่

เหมาะสมในการตรวจวิิเคราะห์์ดีีเอ็็นเอที่่�ได้้จากตััวอย่่าง

บล็็อกชิ้้�นเนื้้�อ เนื่่�องจากตัวอย่่างดัังกล่่าวต้้องผ่่าน

กระบวนการ fixation ด้ว้ยฟอร์ม์าลินิเป็น็เวลานาน เป็น็

ผลให้้คุุณภาพดีเอ็็นเอที่่�ได้้จากตัวอย่่างเหล่่านี้้�มีีคุุณภาพ

ต่่ำ และพบการแตกหักของดีีเอ็็นเอในอัตราสููง [20]  

รวมถึึงดีีเอ็็นเออาจเกิิดการ cross-linking ระหว่่าง 

nucleic acid และโปรตีีน ส่่งผลต่่อการยัับยั้้�งปฏิิกิิริิยา

พีีซีีอาร์์ได้้ [20-21] 

	 เมื่่�อเปรีียบเทีียบผลการตรวจวิิเคราะห์์ของทั้้�ง 

2 วิิธีีคืือวิิธีี M-real-time PCR และชุุดตรวจสำเร็็จรููป 

abTES™ MTB qPCR Kit พบว่่ามีีค่่าการยอมรับและ

ความสอดคล้อ้งกันัระดับัดีมีาก K = 0.965, 95% CI มีคี่่า

ระหว่่าง 0.927 – 1.000 อย่่างไรก็็ตามจากผลการศึึกษา

ใน 2 วิิธีีนี้้�ให้้ผลการตรวจวิิเคราะห์์ไม่่ตรงกัันจำนวน 3 

ตััวอย่่าง คิิดเป็็น 1.4% คืือกรณีีที่่�วิิธีี M-real-time PCR 

ตรวจพบเชื้้�อ MTBC แต่่ชุดุตรวจสำเร็จ็รูปู abTES™ MTB 

qPCR kit ตรวจไม่่พบเชื้้�อ MTBC โดยทั้้�ง 3 ตััวอย่่างนี้้�ได้้

ทำการหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ (DNA sequencing) และ

ตรวจสอบลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ที่่�ได้้โดยวิิธีีชีีวสารสนเทศ 

พบว่่าจำนวน 2 ตััวอย่่าง ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์มีีความ 

เหมืือนกัน 100% กัับลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ  

M. tuberculosis strain 5005 (Accession number; 

CP049108.1) ในฐานข้้อมููล National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) และมีีจำนวน 1 

ตััวอย่่าง ที่่�ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์มีีความเหมืือนกััน 100% 

กัับลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ M. tuberculosis strain 

TCDC11 (Accession number; CP046728.2) ในฐาน

ข้อ้มูลู NCBI ยิ่่�งไปกว่่านั้้�นวิธี ีM-real-time PCR สามารถ

ตรวจวิิเคราะห์์หาเช้ื้�อ MTBC ได้้ที่่�ดีีเอ็็นเอความเข้้มข้้น

ต่่ำสุุด < 5 ng/µl และไม่่ควรใช้้ดีีเอ็็นเอที่่�ความเข้้มข้้น
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มากกว่่า 900 ng/µl ในการทำปฏิิกิิริิยา M-real-time 

PCR เพราะผลการทดลองพบว่่าเมื่่�อดีีเอ็็นเอมีีความเข้้ม

ข้้น 1200 ng/µl พบ amplification signal ขึ้้�นช้้ากว่่า

ดีีเอ็็นเอที่่�ความเข้้มข้น 900 ng/µl ทั้้�งนี้้�อาจเป็็นเพราะ

การที่่�ความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอสููงเกิินไป อาจมีีโอกาส

เพิ่่�มสารยัับยั้้�งปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์ได้้ [21-22] ซึ่่�งอาจส่่งผล

ต่่อปฏิิกิิริิยา M-real-time PCR ผิิดพลาดได้้ วิิธีี M-rea-

al-time PCR ที่่�พััฒนาขึ้้�นนี้้�ใช้้ระยะเวลาในการตรวจ

วิเิคราะห์์เพีียง 2 ชั่่�วโมงเท่่านั้้�น ไม่่มีคีวามยุ่่�งยากซับซ้อ้น 

สามารถรองรับัตัวัอย่่างจำนวนมากได้ ้ผู้้�ปฏิบิัตัิงิานไม่่ต้อ้ง

สัมัผัสัสารก่่อมะเร็ง็ มีตี้น้ทุนุที่่�ต่่ำกว่่าเพียีง 350.-บาท ต่่อ 

1 ตััวอย่่างเท่่านั้้�น แต่่ชุุดตรวจสำเร็็จรููป abTES™ MTB 

qPCR kit ที่่�ต้้องพึึงเทคโนโลยีีต่่างประเทศต้้องเสีียค่่าใช้้

จ่่ายสููงถึึง 1,770.-บาท ต่่อ 1 ตััวอย่่าง

5. สรุุปผลการวิิจััย
	 โดยสรุุปวิิธีี M-real-time PCR มีีความไวสููง มีี

ประสิิทธิิภาพมากกว่่าชุุดตรวจสำเร็็จรููป abTES™ MTB 

qPCR kit และมีรีาคาต้้นทุนุต่่ำ สามารถใช้ต้รวจวิิเคราะห์์

หาดีีเอ็็นเอของเชื้้�อ M. tuberculosis complex ใน

ตัวัอย่่างบล็อ็กชิ้้�นเนื้้�อได้ใ้นหลอดปฏิกิิริิยิาเดีียว สามารถ

ช่่วยให้้ผู้้�ป่วยได้้รัับการตรวจวิินิิจฉััยเชื้้�อวััณโรคที่่�รวดเร็็ว

ยิ่่�งขึ้้�น เพื่่�อลดการแพร่่เชื้้�อวััณโรคสู่่�ชุุมชนได้้

6. กิิตติิกรรมประกาศ
	 งานวิจััยนี้้�ได้้รัับสนับสนุนตัวอย่่างบล็็อกชิ้้�น

เนื้้�อจากสถาบัันพยาธิิวิิทยา กรมการแพทย์์ และได้้งบ

ประมาณจากกองทุนุสนับัสนุนุวิจิัยัและวิชิาการ กรมการ

แพทย์์ ประจำปีีงบประมาณ 2563
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