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บทคัดย่อ 
วัณโรคเป็นสาเหตุสำคัญของการเสียชีวิตจากการติดเชื ้อทั ่วโลก ซึ ่งมีสาเหตุมาจากการติดเชื ้อกลุ่ม 

Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) การตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิคพีซีอาร์ที่ถูกต้องและรวดเร็วมี
ความสำคัญต่อความสำเร็จในการรักษาวัณโรค การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการ
ตรวจวิเคราะห์หาเชื้อ MTBC ในตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ถูกตรึงด้วยฟอร์มาลินและฝังในพาราฟิน ระหว่างวิธีที่รวดเร็ว คือ 
ชุดน้ำยาสำเร็จรูป abTESTM MTB และวิธีพีซีอาร์แบบดั้งเดิม (C-PCR) ที่ราคาถูกกว่า แต่ใช้เวลาในการวินิจฉัยนาน
กว่า การศึกษานี้ใช้ตัวอย่างบล็อกชิ้นเนื้อของผู้ป่วยที่สงสัยการติดเชื้อวัณโรค ซึ่งส่งตรวจมายังสถาบันพยาธิวิทยา 
กรมการแพทย์ จำนวน 640 ตัวอย่าง สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างบล็อกชิ้นเนื้อและตรวจวิเคราะห์หาเชื้อ MTBC ด้วย
ชุดตรวจสำเร็จรูป abTESTM MTB และวิธี C-PCR ผลการศึกษาพบว่าวิธ ีC-PCR มีความไวมากกว่าชุดตรวจสำเรจ็รปู 
abTESTM MTB โดยพบ 199 ตัวอย่าง (ร้อยละ 30) ให้ผลบวกด้วยวิธี C-PCR และ 192 ตัวอย่าง (ร้อยละ 28) ให้
ผลบวกด้วยวิธีชุดตรวจสำเร็จรูป abTESTM MTB ผลการเปรียบเทียบระหว่าง 2 วิธี โดยการวิเคราะห์ค่า Kappa 
พบว่าท้ัง 2 วิธี มีความสอดคล้องกันยอมรับได้ระดับดีมาก (K = 0.959, 95 % CI 0.936-0.983) โดยสรุปวิธี C-PCR 
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มีประสิทธิภาพมากกว่า มีค่าใช้จ่ายต่ำกว่า ถึงแม้จะใช้เวลามากกว่า โดยเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการตรวจวิเคราะห์
หาเชื้อ MTBC ในตัวอย่างช้ินเนื้อท่ีถูกตรึงด้วยฟอร์มาลินและฝังในพาราฟิน 
 

คำสำคัญ : ไมโคแบคทีเรียม; เทคนิคพีซีอาร์แบบดั้งเดิม; เทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์; ชิ้นเนื้อที่ถูกตรึงด้วยฟอร์มาลิน
และฝังในพาราฟิน 

Abstract 
Tuberculosis (TB)  is the crucial cause of death from infectious diseases worldwide.  The 

causative agents of TB are a group of closely related bacteria known as the Mycobacterium 
tuberculosis complex (MTBC) .  Accurate and rapid diagnosis by PCR method is helpful for the 
successful treatment of tuberculosis. The aim of this study was to compare the efficiency between 
a more rapid method by a commercial kit (abTESTM MTB qPCR kit)  and a cheaper but less rapid 
method by conventional polymerase chain reaction (C- PCR)  for the detection of M.  tuberculosis 
complex in FFPE tissue. Six hundred and forty formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissues that 
showed histomorphology suspected of tuberculous infection were collected from the Institute of 
Pathology, Department of Medical Services.  DNA was isolated from the FFPE tissue and two 
methods of PCR were performed by using the abTESTM MTB qPCR kit and C- PCR for the detection 
of M. tuberculosis complex. The results showed that C-PCR was more sensitive for detection of M. 
tuberculosis complex than abTESTM MTB qPCR kit. There were 199 samples (30 %) positive for TB-
DNA by C- PCR and 192 samples ( 28 % )  positive for TB- DNA by abTESTM MTB qPCR kit.  The 
comparison between these two methods by kappa analysis showed a very good agreement (K = 
0.959, 95 % CI 0.936-0.983). In conclusion, C-PCR is more effective for the detection of TB DNA in 
FFPE tissue.  This less costly method (even taking longer time) is an alternative method for the 
detection of MTBC infection in FFPE tissue. 
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1. บทนำ 

วัณโรคยังคงเป็นโรคติดต่อที่เป็นปัญหาสำคัญ
ทางสาธารณสุขของประเทศไทย โดยมีเชื้อสาเหตุ คือ 
Mycobacterium tuberculosis complex [1,2] ซึ่ ง
สถานการณ์วัณโรคในประเทศไทยในปี พ.ศ. 2559 นั้น 
องค์การอนามัยโลกรายงานว่าประเทศไทยติด 1 ใน 20 
ประเทศ ที่อยู่ในกลุ่มประเทศท่ีพบการติดเช้ือมากที่สุด 
โดยพบว่าสถานการณ์การติดเช้ือวัณโรคในประเทศไทย 
มีอุบัติการณ์คิดเป็นอัตราประมาณ 172 ต่อประชากร  

100,000 คน [1] 
การตรวจวิเคราะห์หาเชื ้อ M. tuberculosis 

complex ทางห้องปฏิบัติการทางการแพทย์มีความ 
สำคัญในการช่วยสนับสนุนการตรวจวินิจฉัยวัณโรคของ
แพทย์ผ ู ้ร ักษา โดยห้องปฏิบัต ิการส่วนใหญ่ตรวจ
วินิจฉัยโดยการตรวจหาเชื้อที่ติดสีทนกรด (acid fast 
bacilli) แล้วดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ วิธีนี ้เป็นวิธีที่
ประหยัด ง่ายต่อการปฏิบัติ แต่ขาดความไว มีความไว
เพียง 40-60 % เท่านั ้น และยังไม่สามารถแยกแยะ
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ความแตกต ่างระหว ่างสายพันธ ุ ์ของเช ื ้อในกลุ่ม 
Mycobacterium [3,4] การเพาะเลี้ยงเชื้อ (culture) 
ถือเป็นวิธีมาตรฐานที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน ซึ่งใช้ระยะเวลา 
28-56 วัน ร่วมกับการเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว ที่
ใช้ระยะเวลา 7-42 วัน  [5,6] ซึ ่งการใช้ระยะเวลา
ยาวนานนั้นอาจทำให้ผู้ป่วยแพร่เชื้อไปสู่ชุมชนได้ง่าย 
ดังนั้นการนำเทคนิควิธีการตรวจใหม่ ๆ โดยการตรวจ
ระดับสารพันธุกรรมของเชื้อ ซึ่งอาศัยหลักการทางอณู
ชีววิทยา ได้แก่ เทคนิค polymerase chain reaction 
(PCR), real-time PCR และ nucleic acid sequence  
based amplification (NASBA) โดยอาศัยหลักการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่สนใจอย่างเฉพาะเจาะจง เพื่อ
ตรวจหาดีเอ็นเอของเชื ้อวัณโรค พบว่ามีศักยภาพใน
การทดสอบสูง เชื่อถือได้ และรวดเร็ว [3,5] นอกจาก 
นั้นเทคนิค PCR ยังสามรถระบุสปีชีส์ของเชื้อในกลุ่ม 
Mycobacterium อีกด้วย [8] และการนำเทคนิค PCR 
หรือ real-time PCR มาใช้ในการตรวจวินิจฉัยนั้นใช้
เวลาเพียง 4-5 ชั่วโมง เท่านั้น ซึ่งช่วยให้ผู้ป่วยได้รับ
การตรวจวินิจฉัยท่ีรวดเร็วยิ่งขึ้น [7,8] 

การพัฒนาการตรวจวินิจฉัยโดยใช้เทคนิค PCR 
โดยห้องปฏิบัติการเอง ( in-house PCR) นั ้นเลือกใช้
ตำแหน่งยีน IS6110 เพราะเป็นตำแหน่งที ่ใช ้เป็น
เครื่องมือที่น่าเชื่อถือในการตรวจตัวอย่างทางคลินิก
มากที่สุด มีความไวและความจำเพาะสูง (92.4 และ 98 
% ตามลำดับ) [9,10] เป็นยีนที่มีความคงตัวและมีการ
เปลี่ยนแปลงต่ำ (conserved gene) [11-13] และใช้
ย ีน beta-globin ในการว ัดค ุณภาพด ีเอ ็นเอของ
ตัวอย่างในการทำปฏิกิริยา C-PCR ในแต่ละครั้ง [10] 

การตรวจหาเชื้อ M. tuberculosis complex 
ด ้วยเทคน ิค real- time PCR ม ีหล ักการพ ื ้นฐาน
เช่นเดียวกับเทคนิค PCR สามารถทราบผลเชิงคุณภาพ
และเชิงปริมาณของเชื้อวัณโรค [14,15] โดยตรวจวัด
ปริมาณสารพันธุกรรมขณะทำปฏิกิริยานั้น ๆ หลักการ

นี้ คือ การติดฉลากสารเรืองแสง เช่น SYBR® Green I 
หรือโพรบท่ีความยาวคลื่นต่างกัน เข้ากับสารพันธุกรรม
ข้างต้น และไพร์เมอร์ที ่ตำแหน่งจำเพาะ เพื่อแสดง
ปริมาณขณะตรวจวิเคราะห์ [16-19] ปัจจุบันห้อง 
ปฏิบัติการอณูพยาธิวิทยา สถาบนัพยาธิวิทยา กรมการ
แพทย์ กระทรวงสาธารณสุข นำเทคนิค real-time 
PCR มาใช้เพื่อช่วยในการตรวจวินิจฉัยผู ้ที่สงสัยว่ามี
การติดเชื้อวัณโรค โดยใช้ชุดตรวจสำเร็จรูป abTES™ 
MTB qPCR KIT (AITbiotech, Singapore) สามารถ
ตรวจ M. tuberculosis complex และประสบความ 
สำเร็จในการตรวจหาดีเอ็นเอของเชื้อวัณโรคในตัวอย่าง
เสมหะและน้ำไขสันหลัง [4] แต่ชุดตรวจสำเร็จรูป
ดังกล่าวข้างต้นยังไม่ถูกประเมินในกลุ่มตัวอย่างชิ้นเนื้อ
ที่ถูกตรึงด้วยฟอร์มาลินและฝังในพาราฟิน และอีก 1 
ประเด็นสำคัญ ชุดตรวจสำเร็จรูปนี้ต้องพึ่งเทคโนโลยี
ต่างประเทศ ซึ ่งมีต้นทุนที ่ส ูง อาจไม่เหมาะสมกับ
ประเทศท่ีกำลังพัฒนา 

การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อประเมิน
ความไวของเครื ่องม ือและน้ำยาที ่ใช้ในการตรวจ
ว ิ เคราะห ์หาด ี เอ ็นเอของเช ื ้ อ M.  tuberculosis 
complex ในตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ถูกตรึงด้วยฟอร์มาลิน
และฝังในพาราฟิน โดยวิธี C-PCR ที่พัฒนาขึน้ใช้เองใน
ห้องปฏิบัติการ และวิธี real-time PCR ด้วยชุดตรวจ
สำเร็จรูป abTESTM MTB qPCR kit และวิเคราะห์หา
ค่าความสอดคล้อง (Kappa analysis) กันของทั้ง 2 วิธี 
เพื่อประโยชน์สูงสุดของผู้ป่วยและลดต้นทุนขององค์กร 
  

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 ตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ถูกตรึงด้วยฟอร์มาลิน

และฝังในพาราฟิน 
ตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ถูกตรึงด้วยฟอร์มาลินและฝัง

ในพาราฟินของผู้ป่วยที่สงสัยการติดเชื้อวัณโรค ซึ่งส่ง
ตรวจกับสถาบันพยาธิวิทยา กรมการแพทย์ กระทรวง
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สาธารณสุข ในช่วงปี พ.ศ. 2557-2560 จำนวน 640 
ตัวอย่าง โดยทุกตัวอย่างถูกตรวจและประเมินลักษณะ
ทางพยาธิวิทยา (histopathology) จากสไลด์ย้อมสี 
hematoxylin และ eosin และวงพื้นที่บริเวณรอยโรค
โดยพยาธิแพทย์ การศึกษาครั้งนี้ได้รับการอนุมัติการ
ทำวิจัยในมนุษย์จากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย
ในคน สถาบันพยาธิวิทยา กรมการแพทย์ กระทรวง
สาธารณสุข เอกสารรับรองเลขท่ี IOP-KM-R56-001 

2.2 การย้อมสี hematoxylin และ eosin 
บนตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ถูกตรึงด้วยฟอร์มาลินและฝังใน
พาราฟิน 

ตัดตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ถูกตรึงด้วยฟอร์มาลิน
และฝังในพาราฟินด้วยเคร ื ่องไมโครโตม (Leica, 
United States) เป็นแผ่นบาง ๆ ลักษณะเป็นริบบอน 
(ribbon) ให้มีความหนา 2-3 ไมโครเมตร ลงบนแผ่น
สไลด์แก้ว อบแผ่นสไลด์แก้วด้วยความร้อน 65-70 ºC 
นาน 30 นาที แล้ว deparaffinization โดยการแช่ใน
สารละลายไซลีน จำนวน 3 โถ ครั้งละ 5 นาที ตามด้วย
การดึงน้ำออก ด ้วยการแช่ใน 100 % isopropyl 
alcohol จำนวน 2 โถ ครั้งละ 5 นาที และแช่ใน 95 % 
isopropyl alcohol จำนวน 2 โถ ครั้งละ 5 นาที ต่อ
ด้วยการล้างด้วยน้ำประปา โดยให้น้ำประปาไหลผ่าน 
นาน 10 นาที และล้างช้ินเนื้อด้วยน้ำกลั่น จากนั้นย้อม
ช้ินเนื้อด้วยการแช่ในสารละลาย hematoxylin นาน 5 
นาที ต่อด้วยการล้างด้วยน้ำประปาไหลผ่าน นาน 5 
นาที และล้างช้ินเนื้อด้วยน้ำกลั่น ต่อด้วยการแช่ช้ินเนื้อ
ในสารละลาย bluing ที่ผสมในสารละลายแอมโมเนีย 
0.2 % นาน 30 วินาที ต่อด้วยการล้างด้วยน้ำประปา
ไหลผ่าน นาน 5 นาที ต่อด้วยการแช่ในสารละลาย 95 
% isopropyl alcohol โดยการยกแผ่นสไลด์แก้วขึ้น-
ลง (dips) จำนวน 10 ครั้ง จากนั้น counterstain ช้ิน
เนื้อด้วยการแช่ในสารละลาย eosin นาน 3 นาที ต่อ
ด้วยกระบวนการ dehydrate ด้วยการแช่ชิ ้นเนื ้อใน

สารละลาย 95 % isopropyl alcohol โดยการ dips 
จำนวน 10 ครั ้ง จำนวน 2 รอบ และแช่ชิ ้นเนื ้อใน
สารละลาย 100 % isopropyl alcohol โดยการ dips 
จำนวน 10 ครั้ง จำนวน 2 รอบ ต่อด้วยกระบวนการ 
clearing ด้วยการแช่ชิ้นเนื้อในสารละลายไซลีน โดย
การ dips จำนวน 10 ครั้ง จำนวน 2 รอบ และ mount 
โดยปิดทับชิ้นเนื ้อด้วย cover glass และ mounting 
medium รอจนสไลด์แห้ง แล้วนำไปกำหนดพื ้นที่
บ ร ิ เ วณรอย โ รค  (granuloma, epithelioid cell, 
necrosis, caseous necrosis, Langhans giant cell) 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์โดยพยาธิแพทย์ 

2.3 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ถูก
ตรึงด้วยฟอร์มาลินและฝังในพาราฟิน 

นำตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ถูกตรึงด้วยฟอร์มาลิน
และฝังในพาราฟิน มาตัดให้ช้ินเนื้อหนา 10 ไมโครเมตร 
ลงแผ่นสไลด์แก้ว ข ูดชิ ้นเน ื ้อ (microdissection) 
บริเวณรอยโรคที่สงสัยการติดเชื้อวัณโรคด้วยเข็มปลอด
เชื้อใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
และละลายพาราฟินด้วยการเติมสารละลายไซลีน
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และผสมให้เข้ากันด้วยเครื ่อง 
vortex นาน 10 นาที ต่อด้วยการหมุนเหวี ่ยงด้วย
ความเร็วสูงท่ี 14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที ดูดสาร 
ละลายไซลีนทิ้ง ต่อกระบวนการล้างด้วยการเติม 100 
% แอลกอฮอล์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และผสมให้เข้า
กันด้วยเครื่อง Vortex นาน 10 นาที และหมุนเหวี่ยง
ด้วยความเร็วสูงที ่ 14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที 
ด ูดสารละลายแอลกอฮอล์ท ิ ้ง แล ้วเป ิดฝาหลอด 
microcentrifuge ให้แอลกอฮอล์ระเหยออกจนหมด 
จากนั้นสกัดดีเอ็นเอจากบล็อกชิ ้นเนื ้อโดยชุดน้ำยา
สำเร็จรูป QIAamp® DNA FFPE tissue Kit (Qiagen, 
Germany) วัดปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่สกัด
ได้ด้วยเครื่อง nanodrop ปรับสารละลายดีเอ็นเอให้มี
ปริมาณความเข้มข้น 500 ng/µL และเก็บดีเอ็นเอไวท้ี่  
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-40 ºC จนกว่าจะนำไปตรวจวิเคราะห์ต่อไป 
2.4 การตรวจวิเคราะห์หาดีเอ็นเอของเชื้อ 

M. tuberculosis complex ด้วยวิธี C-PCR 
การทำปฏิกิริยา C-PCR เพื ่อตรวจหาเช้ือ 

M.  tuberculosis complex โดยการดัดแปลงและ
พัฒนามาจากวิธีของ Chantranuwat และคณะ [10, 
13] โดยการปรับส่วนผสมในการทำปฏิกิริยา C-PCR 
ให้เหมาะสม 2 หลอดการทดลอง ดังนี้ หลอดที่ 1 ทำ
ปฏิกิริยาเพื่อตรวจวิเคราะห์หาเชื้อ MTBC ที่จำเพาะ
ต่อย ีน IS6110 ปร ิมาตรรวมทั ้งหมดสุทธ ิ 25 µL 
ประกอบด้วย 10X PCR buffer ปริมาตร 2.5 µL, 25 
mM MgCl2 ปริมาตร 1.5 µL, 10 mM dNTP (New 
England Biolabs, USA) ปริมาตร 0.5 µL, Amplitaq 
gold DNA polymerase 5 Unit/µL (Applied 
Biosystems, USA)  ป ร ิ ม า ต ร  0.125 µL, DNA 
template ความเข้มข้น 500 ng/µL ปริมาตร 2 µL 
ปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่นปริมาตร 16.375 µL และ 
0.4 µM oligonucleotide primer จำนวน 2 เส้น คือ 
forward primer: 5 - CCT- GCG- AGC- GTA- GGC-
GTC-GG-  3  และ  reward primer: 5-CTC-GTC-
CAG-CGC-CGC-TTC-GG-3 หลอดที่ 2 ทำปฏิกิริยา
เพื่อประเมินคุณภาพดีเอ็นเอที่จำเพาะต่อยีน beta-
globin ปริมาตรรวมทั้งหมดสุทธิ 25 µL ประกอบด้วย 
10X PCR buffer ปร ิมาตร 2.5 µL, 25 mM MgCl2 
ป ร ิ ม า ต ร  1. 5 µL, 10 mM dNTP ( New England 
Biolabs, USA)  ปร ิ ม าตร  0.5 µL, Amplitaq gold 
DNA polymerase 5 Unit/µL (Applied Biosystems, 
USA)  ปร ิ มาตร  0.125 µL, DNA template ความ
เข้มข้น 500 ng/µL ปริมาตร 2 µL ปรับปริมาตรด้วย
น้ำกล ั ่นปร ิมาตร 16.375 µL และ 0.4 µM oligo-
nucleotide primer จำนวน 2 เส ้น ค ือ  forward 
primer: 5- ACA- CAA- CTG- TGT- TCA- CTA- GC-3 
และ reward primer: 5-CAA-CTT-CAT-CCA-CGT-

TCA-CC-3 โดยยีนเป้าหมายทั้ง 2 ยีน พัฒนาให้ใช้ 
PCR condition เดียวกัน คือ ขั้นตอน denaturation 
ที่ 95 ºC นาน 10 นาที และตามด้วยการทำปฏิกิริยา
ซ้ำ จำนวน 40 รอบ ของขั้นตอน denaturation ที่ 95 
ºC นาน 45 วินาที, ขั้นตอน annealing ที่ 63 ºC นาน 
45 วินาที, ขั ้นตอน extension ที ่ 72 ºC นาน 45 
วินาที และขั้นตอนสุดท้ายด้วย final extension ที ่72 
ºC นาน 10 นาที โดยเครื่องพีซีอาร์ยี่ห้อ Bio-RAD รุ่น 
C-1000 แล้วนำผลผลิตพีซีอาร์ (PCR product) ที่
ได้มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้า (gel electrophoresis) ใน 
6 % acrylamide gel ที่ 140 โวลท์ นาน 45 นาที เมื่อ
เสร็จสิ้นย้อมแผ่นเจลด้วยสารละลาย SYBR® Green I 
Nucleic Acid Gel Stain (1 : 400, Lonza, USA) นาน 
30 นาที แล ้วส ่องและถ่ายภาพเจลดูภายใต ้แสง
อ ัลตราไวโอเลตด ้วยเคร ื ่อง gel documentation 
(Syngene, USA)  ว ิ เ คราะห ์ผลโดยด ูขนาด PCR 
product ของเชื้อ MTBC ที่ได้จะมีขนาด 123 bp และ
ขนาด PCR product ของยีน beta-globin ที่ได้จะมี
ขนาด 110 bp ใช้ DNA template ของผู้ป่วยท่ีติดเชื้อ
วัณโรค (positive-MTBC) เป็น positive control และ
ใช้ steriled DW เป็น negative control และทุก ๆ
ตัวอย่างของผู้ป่วยแต่ละรายทดสอบซ้ำ 2 ครั้ง (รูปที่ 1)   

2.5 การตรวจวิเคราะห์หาดีเอ็นเอของเชื้อ 
M.  tuberculosis complex ด ้ ว ย ว ิ ธ ี ช ุ ด ต รวจ
สำเร็จรูป abTES™ MTB qPCR Kit 

การทำปฏ ิก ิ ร ิ ยา  real- time PCR เพื่ อ
ตรวจหาเชื้อ MTBC โดยใช้ชุดตรวจสำเร็จรูป abTESTM 

MTB (AITbiotech, Singapore)  โ ด ย ช ุ ด ต ร ว จ นี้
ออกแบบไพรเมอร์และโพรบที่จำเพาะกับยีน IS6110 
ม ี PCR product ขนาด 130 bp [4] ทำปฏ ิก ิร ิยา
ปริมาตรทั ้งหมดรวมสุทธิ 25 µL ประกอบด้วย 2X 
MTB master mix ปร ิมาตร 12.5 µL, MTB primer 
mix ปริมาตร 0.5 µL, MTB probe mix ปริมาตร 0.5 
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µL, MTB Internal control ป ร ิ ม า ต ร  0. 2 µL, 
nuclease-free water ปร ิมาตร 6.3 µL และ DNA 
template ความเข้มข้น 500 ng/µL ปริมาตร 5 µL 
ขั้นตอนการเพิ่มจำนวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอประกอบด้วย
ขั้นตอน tag activation ที่ 95 ºC นาน 7 นาที ตาม
ด้วย amplification จำนวน 42 รอบ ที่ 95 ºC นาน 
12 วินาที, annealing ที่ 64 ºC นาน 25 วินาที โดย

เก็บข้อมูลที่ขั้นตอน annealing phase จะตรวจวัดใน
ช่องแสง FAM สำหรับการตรวจวัดเป้าหมายเช้ือ 
MTBC และตรวจวัดในช่องแสง Texas Red สำหรับ
การตรวจวัดเป้าหมาย internal control ด้วยเครื่อง
เรียลไทม์พีซีอาร์ ยี่ห้อ Bio-RAD รุ่น CFX96 วิเคราะห์
ผลของปฏิกิริยาแบบ qualitative detection โดยดู
ลักษณะ amplify curve เหนือเส้น threshold โดยม ี

 

 
 

Figure 1 C-PCR assay distinguished IS6110 gene in M.  tuberculosis complex and beta-globin gene. 
L:  50 bp DNA ladder; ( - )ve MTB:  negative control ( IS6110 gene) ; M1/1-M1/2 and M2/1-
M2/ 2:  by duplication reaction with clinical sample number 1 and 2 showed no MTB 
infection; M3/1-M3/2: by duplication reaction with clinical sample number 3 showed MTB 
infection; (+)ve MTB: positive control (IS6110 gene); show PCR product at 123 bp; (-)ve IC: 
negative control (beta globin gene) ; M1/3, M2/3 and M3/3:  clinical sample number 1, 2 
and 3 were tested DNA quality and showed PCR product at 110 bp, respectively. 

 

 
 

Figure 2 The abTES™ MTB qPCR assay; (+)ve: positive control; (-)ve: negative control; M1, M2, M3 
and M4: the sample has MTB infection; Neg-MTB: the sample has no MTB infection.  
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Table 1 Correlation between MTB infections and patients’ characteristics of 640 samples 
 

Characteristics N (%) Negative-TB N (%) Positive-TB N (%) p-values 

Total patients = 640 samples     

Median age (range) = 42 years     

<20 years 83 (12.5 %) 57 (12.93 %) 26 (13.07 %) 

0.127 

20-39 years 209 (33.5 %) 130 (29.48 %) 79 (39.70 %) 

40-59 years 201 (31.5 %) 147 (33.33 %) 54 (27.14 %) 

60-79 years 127 (19.5 %) 93 (21.09 %) 34 (17.09 %) 

80-99 years 20 (3 %) 14 (3.17 %) 6 (3.00 %) 

Gender     

Male 317 (49.5 %) 234 (53.06 %) 83 (41.71 %) 
0.008 

Female 323 (50.5 %) 207 (46.94 %) 116 (58.29 %) 

Organs     

Soft tissue 24 (3.75 %) 19 (4.31 %) 5 (2.51 %) 

0.0001 

Intestine 93 (14.53 %) 82 (18.59 %) 11 (5.53 %) 

Bone 58 (9.06 %) 47 (10.66 %) 11 (5.53 %) 

Cervical region 11 (1.72 %) 8 (1.81 %) 3 (1.51 %) 

Skin 39 (6.09 %) 31 (7.03 %) 8 (4.02 %) 

Testis 8 (1.25 %) 5 (1.13 %) 3 (1.51 %) 

Lung 57 (8.91 %) 41 (9.30 %) 16 (8.04 %) 

Breast 9 (1.41 %) 9 (2.04 %) 0 

Lymph node 213 (33.28 %) 110 (24.94 %) 103 (51.76 %) 

Neck mass 19 (2.97 %) 11 (2.49 %) 8 (4.02 %) 

Oral cavity 14 (2.19 %) 10 (2.27 %) 4 (2.01 %) 

Cerebellum 12 (1.88 %) 8 (1.81 %) 4 (2.01 %) 

Peritoneum 8 (1.25 %) 4 (0.91 %) 4 (2.01 %) 

Nasopharyngeal 8 (1.25 %) 6 (1.37 %) 2 (1.01 %) 

Liver 8 (1.25 %) 7 (1.59 %) 1 (0.50 %) 

Spine and bone marrow 8 (1.25 %) 7 (1.59 %) 1 (0.50 %) 

Synovitis 24 (3.75 %) 18 (4.08 %) 6 (3.01 %) 

Others 27 (4.22 %) 18 (4.08 %) 9 (4.52 %) 

Histological classification     

No granulomatous 162 (25.31 %) 147 (33.33 %) 15 (7.54 %) 

0.0001 Chronic, inflammation, necrotic 377 (58.91 %) 254 (57.60 %) 123 (61.81 %) 

Caseation, granuloma, Langhans giant cells 101 (15.78 %) 40 (9.07 %) 61 (30.65 %) 
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เกณฑ์การแปลผล คือ กรณีช่องแสง FAM ค่า ct <40 
ถือว่าปฏิกิร ิยาให้ผลบวก (positive-MTBC) ค่า ct 
≥40 ถือว่าปฏิกิริยาให้ผลลบ (negative-MTBC) และ
กรณีช่องแสง Texas Red ค่า ct <35 ถือว่าปฏิกิริยา
สมบูรณ์ (valid) ใช ้ positive-MTBC ของชุดตรวจ
สำเร็จรูป abTESTM MTB เป็น positive control และ
ใช้ steriled DW เป็น negative control (รูปที่ 2)  

2.6 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
สถิติที ่ใช้วิเคราะห์ความแตกต่างของวิธี   

C-PCR และชุดตรวจสำเร็จรปู abTES™ MTB คือ Chi-
square test โดยกำหนดระดับความเชื่อมั่นที่ 95 % 
และใช้ค่า Kappa (K) เพื่อประเมินค่าการยอมรับและ
ความสอดคล้องกัน (agreement) ระหว่างวิธีการตรวจ
วิเคราะห์ 2 วิธี กรณีที่ค่า K = 0.0-0.4 คือ ค่าการไม่
ยอมร ับในความสอดคล ้องก ันทั้ ง  2 ว ิธ ี  หากค่า            
K = 0.41-0.6 คือ ค่าการยอมรับได้ในระดับปานกลาง
ในความสอดคล้องกันทั้ง 2 วิธี หากค่า K = 0.81-1.0 
คือ ค่าการยอมรับในความสอดคลอ้งกันเป็นอย่างดีมาก
ของทั ้ง 2 วิธี [20] และใช้ Chi-square test ในการ
วิเคราะห์ความแตกต่างของลักษณะตัวอย่างทางคลินิก
ของผู ้ป ่วย โดยข้อมูลทั ้งหมดวิเคราะห์ข้อมูลด้วย
โปรแกรมอัตโนมัติ SPSS Statistics V.19 
 

3. ผลการวิจัย 
3.1 ลักษณะทางพยาธิวิทยาของตัวอย่างทาง

คลินิก 
ตัวอย่างทางคลินิกจากผู้ป่วยทั้งหมด 640 

ราย ผลการศึกษาพบว่าอายุเฉลี่ยของผู้ป่วย คือ 42 ปี 
กลุ ่มอายุผ ู ้ป ่วยส่วนใหญ่อยู ่ในช่วงอายุ 20 -39 ปี 
จำนวน 209 ราย คิดเป็น 33.5 % และ 40-59 ปี 
จำนวน 201 ราย คิดเป็น 31.5 % อัตราส่วนระหว่าง
เพศหญิงต่อเพศชาย 1.02 : 1 อวัยวะที่ส่งตรวจวินิจฉัย
วัณโรคมากที่สุด 3 อวัยวะ ประกอบด้วยลำดับที่ 1 คือ

ต่อมน้ำเหลือง จำนวน 213 ราย คิดเป็น 33.28 % 
ลำดับที่ 2 คือ ลำไส้ จำนวน 93 ราย คิดเป็น 14.53 % 
และลำดับที่ 3 คือ กระดูกและปอด มีอัตราใกล้เคียง
กัน กระดูก จำนวน 58 ราย คิดเป็น 9.06 % และปอด 
จำนวน 57 ราย คิดเป็น 8.91 % เมื่อวิเคราะห์โดยใช้
หลักสถิติสำหรับดูความแตกต่างกันของข้อมูลผู ้ป่วย 
พบว่าผู้ป่วยทุกช่วงอายุพบการติดเช้ือวัณโรคหรือไม่ติด
เชื้อวัณโรคไม่แตกต่างกัน (p > 0.05) เพศหญิงและเพศ
ชายพบการติดเชื้อวัณโรคหรือไมต่ิดเชื้อวัณโรคแตกตา่ง
กัน (p < 0.05) อวัยวะที่แตกต่างกันพบการติดเชื้อ วัณ
โรคหรือไม่ติดเชื้อวัณโรคแตกต่างกัน (p < 0.05) และ
ลักษณะทางพยาธิวิทยาของชิ้นเนื้อพบการติดเชื้อวัณ
โรคหรือไม ่ต ิดเชื ้อว ัณโรคแตกต่างกัน (p < 0.05)  
(ตารางที่ 1) 

3.2 การเปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์
หาเชื้อ M. tuberculosis complex ด้วยวิธี C-PCR 
และวิธี abTES™ MTB qPCR Kit 

ผลการตรวจวิเคราะห์หาดีเอ็นเอของเช้ือ 
M. tuberculosis complex จากตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ถูก
ตรึงด้วยฟอร์มาลินและฝังในพาราฟิน จำนวน 640 
ต ัวอย ่าง โดยเทคนิค C-PCR ที ่พ ัฒนาข ึ ้นเองใน
ห้องปฏิบัติการ และเทคนิค real-time PCR โดยใช้ชุด
ตรวจสำเร็จรูป abTES™ MTB qPCR Kit พบว่าเทคนิค 
C-PCR มีความไวสูงกว่า สามารถตรวจพบเชื้อวัณโรค
ใน 199 ตัวอย่าง (ร้อยละ 30) และชุดตรวจสำเร็จรูป 
abTES™ MTB qPCR Kit สามารถตรวจพบเชื้อวัณโรค
ใน 192 ตัวอย่าง (ร้อยละ 28) 

เม ื ่อว ิเคราะห์โดยใช ้หล ักสถิต ิสำหรับ
ประเมินค่าการยอมรับและความสอดคล้องกันของ
เคร ื ่องม ือ ผลการเปร ียบเทียบและทดสอบความ
สอดคล้องกันทั้ง 2 วิธี คือ วิธี C-PCR และวิธีชุดตรวจ
สำเร็จรูป abTES™ MTB qPCR Kit ดังแสดงผลไว้ใน
ตารางที่ 2 พบว่าทั้ง 2 วิธี ให้ผลบวกเหมือนกัน 190 
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ตัวอย่าง (29.69 %) ให้ผลลบเหมือนกัน 439 ตัวอย่าง 
(68.59 %) และให้ผลไม่สอดคล้องกันจำนวน 11 
ตัวอย่าง คิดเป็น 1.72 % ประกอบด้วย 9 ตัวอย่าง คิด
เป็น 1.41 % ที่วิธี C-PCR ตรวจพบเชื้อวัณโรค แต่วิธี
ชุดตรวจสำเร็จรูป abTES™ MTB ตรวจไม่พบเชื้อวัณ
โรค และ 2 ตัวอย่าง คิดเป็น 0.31 % ที่วิธี C-PCR 

ตรวจไม่พบเชื ้อว ัณโรค แต่ว ิธ ีช ุดตรวจสำเร ็จรูป 
abTES™ MTB ตรวจพบเชื้อวัณโรค เมื่อวิเคราะห์ทาง
สถิต ิพบว่า K =  0.959 และ 95 % CI มีค ่า 0.936-
0.983 (p < 0.05) ซ ึ ่ งม ีค ่าการยอมร ับและความ
สอดคล้องกันระดับดีมาก ของวิธีการตรวจทั้ง 2 วิธี
ดังกล่าว (ตารางที่ 2) 

 
Table 2 Pairwise comparison and agreement analyses between C-PCR and abTES™ MTB. 
 

 
 abTES™ MTB 

Total (%) 
 Positive (%) Negative (%) 

C-PCR 
Positive (%) 190 (29.69 %) 9 (1.41 %) 199 (31.09 %) 
Negative (%) 2 (0.31 %) 439 (68.59 %) 441 (68.91 %) 
Total (%) 192 (30.00 %) 448 (70.00 %) 640 (100.00 %) 

Kappa = 0.959; 95 % confidence interval: From 0.936 to 0.983 

4. อภิปรายผล 
การศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพและความ

ไวของการตรวจวินิจฉัยเชื้อวัณโรค ในตัวอย่างช้ินเนื้อที่
ถูกตรึงด้วยฟอร์มาลินและฝังในพาราฟิน ด้วยวิธี real-
time PCR โดยชุดตรวจสำเร็จรูป abTESTM MTB กับ
วิธีพีซีอาร์แบบดั้งเดิม (C-PCR) โดยการศึกษาครั้งนี้ไม่
สามารถเพาะเล ี ้ยงเช ื ้อ (culture) ย ืนย ัน เพราะ
ตัวอย่างชิ้นเนื้อผ่านกระบวนการ tissue processing 
ซึ่งเชื้อวัณโรคอาจตายได้ ทำให้เพาะเชื้อไม่ขึ้น แต่ยังมี 
ดีเอ็นเอของเชื้อให้ดำเนินการตรวจวิเคราะห์ได้ การทำ
ปฏิกิริยาทุกครั้งจะดำเนินการควบคุมบวก (positive 
control) โดยใช้ DNA template ของผู้ป่วยท่ีมีการติด
เชื้อวัณโรคเป็น positive control และควบคุมลบโดย
ใช้ steriled DW เป็น negative control และใช้ผล
การตรวจวินิจฉัยชิ้นเนื้อทางพยาธิวิทยาด้วยวิธี H&E 
stain เป็นวิธีอ้างอิงมาตรฐานยืนยันผลอีกทางหนึ่ง ซึ่ง
ล ักษณะรอยโรคภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที ่พบ คือ 
necrosis/caseous necrosis/Langhans giant cell 

ว ิธ ี  C-PCR ในการศ ึกษาคร ั ้ งน ี ้ เล ือกการ
ออกแบบไพรเมอร์ที่จำเพาะกับยีน IS6110 มีผลผลิต
พีซีอาร์ขนาด 123 bp เพื ่อตรวจหาเชื ้อ MTBC โดย
ตำแหน่งที่ออกแบบให้ไพรเมอร์และโพรบไปจับอย่าง
เฉพาะเจาะจงกับยีน IS6110 สามารถจับกับดีเอ็นเอ
เป้าหมายของเชื้อ MTB ที่ต่างกัน 11 สายพันธุ์ คือ M. 
tuberculosis [Clinical T2, H37Rv (TMCI02), 
H37Ra Goldman, Clinical TI, Clinical T3, Clinical 
T4, Clinical T5, Clinical T6] , M.  bovis [TMC401, 
TMC4IO, BCG Glaxo (TMCI024)], M.  Scrofula-
ceum [TMC1315,41, TMC1309,42, LR121, 43] 
และ M. simiae [21] โดยวิธี C-PCR ที่ใช้ในการศึกษา
คร ั ้งน ี ้มีรายงานและม ีผลอ้างอิงก ับว ิธีมาตรฐาน 
(culture)  ซ ึ ่ ง เป ็นท ี ่ ยอมร ับจากการศ ึกษาของ 
Chantranuwat และคณะ [10] อีกด้วย 

วิธ ี real-time PCR ที ่ใช้ในการศึกษาครั ้งนี้
ตรวจวิเคราะห์ด้วยชุดตรวจสำเร็จรูป abTES™ MTB 
ผ่านการรับรองจากสถาบันรับรองความปลอดภัยของ
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ประเทศเยอรมันนี สามารถใช้วินิจฉัยทางการแพทย์  
ชุดตรวจนี้ออกแบบไพรเมอร์และโพรบท่ีจำเพาะกับยีน 
IS6110 โดยม ีผลผล ิตพ ีซ ีอาร ์ขนาด 130 bp [4] 
สามารถตรวจวิเคราะห์หาเชื ้อในกลุ่ม MTBC 6 สาย
พันธุ์ คือ M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, 
M. bovis BCG, M. microti และ M. pinnipedii โดย
ใช้เครื ่อง real-time PCR ยี ่ห้อ Bio-Rad รุ ่น CPX96 
ชุดตรวจนี้มีความไวและความจำเพาะ 81.3 และ 98.8 
% ตามลำดับ [4]  

วิธีที่มีความไวสูงในการตรวจวิเคราะห์หาเช้ือ 
MTBC คือ วิธี C-PCR สามารถตรวจพบเชื ้อวัณโรค 
199 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 30 ทั้งนี้อาจเป็นเพราะวิธี 
C-PCR ออกแบบให้ไพรเมอร ์และโพรบจับก ับยีน 
IS6110 ให้มีผลผลิตพีซีอาร์ที่มีขนาดเล็กเพียง 123 bp 
ซึ่งมีขนาดเล็กกว่าวิธีชุดตรวจสำเร็จรูป abTES™ MTB 
จึงเหมาะสมกับการทำปฏิกิริยาพีซีอาร์มากกว่า เพราะ
การที่ออกแบบผลผลิตพีซีอาร์ที่มีขนาดใหญ่นั้น พบว่า
ไม่เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอที่ได้จาก
ตัวอย่างชิ ้นเนื ้อที ่ถูกตรึงด้วยฟอร์มาลินและฝังใน
พาราฟิน เนื่องจากตัวอย่างดังกล่าวต้องผ่านกระบวน 
การ fixation ด้วยฟอร์มาลินเป็นเวลานาน เป็นผลให้
คุณภาพดีเอ็นเอที่ได้จากตัวอย่างเหล่านี้มีคุณภาพต่ำ 
และพบการแตกหักของดีเอ็นเอในอัตราสูง [22] รวมถึง
ดีเอ็นเออาจเกิดการ cross-linking ระหว่าง nucleic 
acid และโปรตีน ส่งผลต่อการยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ 
[23,24]  

เมื่อเปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์ของทั้ง 
2 วิธี คือ วิธี C-PCR และวิธี abTES™ MTB พบว่ามีค่า
การยอมรับและความสอดคล้องกันระดับดีมาก      K 

= 0.959, 95 % CI มีค่า 0.936-0.983, p < 0.05 โดย
ทั้ง 2 วิธี สามารถเป็นวิธีที่ทดแทนกัน โดยค่า K มีค่า 
0.81-1.0 แต่ผลการศึกษาทั้ง 2 วิธี นี้ให้ผลการตรวจ
วิเคราะห์ไม่ตรงกัน 11 ตัวอย่าง (ตารางที่ 2) คือ กรณี

ที่ตัวอย่างที่ให้ผลบวกกับวิธี abTES™ MTB แต่ให้ผล
ลบกับวิธี C-PCR จำนวน 2 ตัวอย่าง ได้ตรวจยืนยันโดย
ชุดตรวจสำเร็จรูป Anyplex™ MTB/NTM real-time 
PCR kit พบว่า 1 ตัวอย่าง ที่ให้ผลลบเหมือนกับวิธี   
C-PCR และ 1 ตัวอย่าง ที่ให้ผลบวกกับวิธี abTES™ 
MTB ทั้งนี้อาจเป็นเพราะความแตกต่างกันในกระบวน 
การทำปฏิกิริยา เช่น ความแตกต่างของไพรเมอร์หรือ
โพรบที่ใช้ สภาวะอุณหภูมิและความเข้มข้นสารเคมี  
ต่าง ๆ ในการทำปฏิกิริยา รวมถึงธรรมชาติของดีเอ็นเอ
ที่สกัดมาจากตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ถูกตรึงด้วยฟอร์มาลิน
และฝังในพาราฟิน ซึ่งดีเอ็นเอมักแตกหักเป็นขนาดเล็ก
และอาจมีสารยับยั้งปฏิกิริยาได้ [23-25] และกรณี
ตัวอย่างที่ให้ผลบวกกับวิธี C-PCR แต่ให้ผลลบกับวิธี 
abTES™ MTB จำนวน 9 ตัวอย่าง เมื่อหาลำดับนิวคลี
โอไทด ์ (DNA sequencing) และตรวจสอบลำดับ       
นิวคลีโอไทด์ที ่ได้ด้วยวิธีช ีวสารสนเทศ พบว่ามี 7 
ตัวอย่าง (78 %) ที่ลำดับนิวคลีโอไทด์มีความเหมอืนกนั 
100 % กับลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ M. Tuberculo-
sis strain 5005 (accession number: CP049108.1) 
ในฐานข้อมูล National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) และมี 2 ต ัวอย่าง (22 %) ที่
ลำดับนิวคลีโอไทด์มีความเหมือนกัน 100 % กับลำดับ
นิวคลีโอไทด์ของเชื้อ M. tuberculosis strain TCDC11 
(accession number: CP046728.2) ในฐานข้อมูล 
NCBI ซ ึ ่งว ิธีช ุดตรวจสำเร ็จร ูป abTES™ MTB นั้น
สามารถตรวจวิเคราะห์หาเชื้อในกลุ่ม MTBC เพียง 6 
สายพันธุ ์ คือ M. tuberculosis, M. africanum, M. 
bovis, M.  bovis BCG, M.  microti และ M.  pinni-
pedii เท่านั้น ไม่ครอบคลุมสายพันธ์ุ M. tuberculosis 
strain 5005 และ strain TCDC11  

ว ิธ ี  real-time PCR โดยช ุดตรวจสำเร ็จรูป 
abTES™ MTB ใช้ระยะเวลาในการตรวจวิเคราะห์เพยีง 
2 ชั่วโมง สั้นกว่าวิธี C-PCR ที่ใช้เวลาถึง 4-5 ชั่วโมง 
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(โดยทั้ง 2 วิธี ไม่รวมถึงขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ) และ
วิธ ี C-PCR ยังม ีความยุ ่งยากซับซ้อนกว่า อาจไม่
เหมาะสมกับห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่มีปริมาณ
งานจำนวนมาก แต่ในแง่ของต้นทุนนั้น วิธี C-PCR ใช้
เพียงเครื่องพีซีอาร์ธรรมดา และน้ำยาหรือสารเคมีมี
ราคาถูก จึงมีต้นทุนที่ต่ำกว่าเพียง 250 บาทต่อตัวอย่าง 
แต ่ว ิธ ีช ุดตรวจสำเร ็จร ูป abTES™ MTB ต ้องเสีย
ค่าใช้จ่ายสูงถึง 1,770 บาทต่อตัวอย่าง อย่างไรก็ตาม 
การศึกษาวิจัยในครั้งต่อไปอาจต้องพัฒนาต่อยอดให้วิธี 
C-PCR สามารถทำปฏิกิริยาได้ในหลอดเดียว เพื่อลด
ระยะเวลาและขั้นตอนในการทำปฏิกิริยา เพื่อรองรับ
ปริมาณงานที่เพิ่มมากขึ้นในอนาคต และช่วยให้ผู้ป่วย
ได้รับการตรวจวินิจฉัยที่รวดเร็วยิ่งขึ้น ทั้งนี้เพื่อลดการ
แพร่เช้ือวัณโรคสู่ชุมชน 
 

5. สรุป 
วิธีพีซีอาร์แบบดั้งเดิม (C-PCR) มีความไวสูง มี

ประสิทธิภาพมากกว่าวิธีชุดตรวจสำเร็จรูป abTES™ 
MTB และมีราคาต้นทุนต่ำ สามารถใช้เป็นวิธีทางเลือก
หนึ่งในการตรวจวิเคราะห์หาดีเอ็นเอของเชื้อวัณโรค ใน
ตัวอย่างชิ ้นเนื ้อที ่ถูกตรึงด้วยฟอร์มาลินและฝังใน
พาราฟิน งานวิจัยในครั้งต่อไปอาจต้องพัฒนาต่อยอด
ให้ทำปฏิกิร ิยาได้ในหลอดเดียว เพื ่อลดเวลาและ
ขั้นตอนในการทำปฏิกิริยา 
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