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บทคัดยอ                                                                  

 Neisseria gonorrhoeae เปนหน่ึงในเชื้อกอโรคติดตอทางเพศสัมพันธที่พบมากที่สุด การตรวจทาง                      

หองปฏิบัติการที่รวดเร็วและมีประสิทธิภาพเปนสิ่งสําคัญในการตรวจวินิจฉัย วิธีเพาะเชื้อยังคงเปนวิธีมาตรฐานใน          

การตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae ขณะที่ในปจจุบันวิธีการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเปนวิธีที่มีความสําคัญมากข้ึน 

การศกึษาวจัิยน้ีจึงมวัีตถปุระสงคเพือ่ทดสอบสภาวะทีเ่หมาะสมและประเมนิประสทิธภิาพรวมกับการประเมนิตนทุน

ของชุดน้ํายา in-house real time PCR ที่พัฒนาขึ้นเปรียบเทียบกับวิธีเพาะเชื้อ 

 ตัวอยางทดสอบในการศึกษาน้ี ไดแก ตัวอยางจากทอปสสาวะ ตัวอยางจากปากมดลูก ตัวอยางจาก                

ทวารหนกัและตวัอยางจากชองคอจากผูมารบับรกิาร ณ ศนูยการแพทยบางรกัดานโรคติดตอทางเพศสมัพนัธ ตวัอยาง

ทดสอบ 60 ตัวอยางถูกนํามาใชสําหรับการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของชุดน้ํายา in-house real time PCR                    

ขณะที่ 240 ตัวอยางถูกนํามาใชสําหรับการศึกษาเพื่อประเมินประสิทธิภาพของนํ้ายา ตัวอยางทั้งหมด 300 ตัวอยาง

ถูกทดสอบดวยน้ํายา in-house real time PCR ที่พัฒนาขึ้นโดยมีการพัฒนาไพรเมอรและโพรบซึ่งจําเพาะตอยีน 

PorA สาํหรบัเชือ้ N. gonorrhoeae และจาํเพาะตอยนี human-beta globin สาํหรบัตวัควบคุมภายใน จากนัน้วิเคราะห

คาความไว ความจําเพาะ คาทํานายผลบวกและคาทํานายผลลบเปรียบเทียบกับวิธีเพาะเชื้อ การศึกษานี้ใชน้ํายา

สาํเรจ็รูป Anyplex
TM

 CT/NG Real-time Detection ในกรณทีีผ่ลการทดสอบระหวางสองวธิใีหผลไมสอดคลองกนั 
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 ผลการทดสอบพบวา สภาวะความเขมขนปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมสําหรับตรวจหาเช้ือ N. gonorrhoeae คือ 

ความเขมขน 200 nM และความเขมขน 200 nM สําหรับตัวควบคุมภายในเชนเดียวกัน น้ํายา in-house real time 

PCR ที่พัฒนาข้ึนสามารถตรวจหาเช้ือ N. gonorrhoeae และตัวควบคุมภายในไดภายในหลอดปฏิกิริยาเดียวกัน             

ใหคาการประเมินประสิทธิภาพทุกคาการทดสอบคิดเปนรอยละ 100 ในตัวอยางสงตรวจจากอวัยวะสืบพนัธุ ขณะที่

มีคาความไว ความจําเพาะ คาทํานายผลบวก และคาทํานายผลลบคิดเปน 100, 86.67, 88.24, 100 ตามลําดับ 

สําหรับตัวอยางจากทวารหนัก และรอยละ 100, 96.67, 96.77, 100 ตามลําดับ สําหรับตัวอยางจากชองคอ                  

การศกึษาน้ีพบผลทีไ่มสอดคลองกนัในตัวอยางทดสอบ 5 ราย โดยเปนตัวอยางจากชองทางอืน่นอกเหนอืจากอวยัวะ

สืบพันธุทั้งหมดซึ่งใหผลไมพบเชื้อ N. gonorrhoeae ดวยวิธีเพาะเชื้อแตพบเชื้อในการตรวจดวยน้ํายา in-house real 

time PCR และนํ้ายาสําเร็จรูปท่ีใชหลักการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม น้ํายา in-house real time PCR ที่พัฒนาขึ้น

มีตนทุน 165 บาทตอการทดสอบ ขณะที่วิธีเพาะเชื้อมีตนทุน 76 บาทตอการทดสอบ และแมวานํ้ายา in-house real 

time PCR ที่พัฒนาขึ้นจะมีราคาสูงกวาวิธีเพาะเชื้อ แตในแงของการตรวจวินิจฉัยน้ํายาที่พัฒนาขึ้นน้ีมีความคุมทุน

ที่มากกวาดวยความไวและความจําเพาะในการตรวจพบเชื้อโดยเฉพาะในตัวอยางชองทางอื่นนอกเหนือจากอวัยวะ

สืบพันธุ 

 ขอมูลจากการศึกษาน้ีแสดงใหเห็นวาการตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae ดวยชุดน้ํายา in-house real time 

PCR ที่พัฒนาขึ้นเปนวิธีที่รวดเร็ว มีความไวและความจําเพาะในตัวอยางทดสอบที่หลากหลายดวยผลการทดสอบ          

ที่มีความถูกตอง สอดคลองกับวิธีมาตรฐาน ดังนั้นชุดน้ํายา in-house real time PCR ที่พัฒนาขึ้นสําหรับ                       

ตรวจหาเช้ือ N. gonorrhoeae สามารถนํามาใชในการตรวจวินิจฉัยในงานประจําวันได

Abstract                                                                                                                                          

 Neisseria gonorrhoeae is one of the most common sexually transmitted pathogens. Fast and effective 

laboratory diagnostics are very important. The gold standard for N. gonorrhoeae diagnostic is culture method. 

Meanwhile nucleic acid amplification tests (NAATs) are critical new tools to diagnose N. gonorrhoeae             

infections. The aim of this study is to validate and assess the efficiency together with assessing the cost of 

the validated in-house real time PCR as compare to culture method. 

 The urethral, cervical, rectal and pharyngeal specimens from patients attended at Bangrak STIs 

Center, Thailand were used in this study. Sixty samples were used for validation experiment, while two hun-

dred and forty samples were used in the comparison. All three hundred samples were tested by in-house real 

time PCR in which primers and probes were designed to specify at PorA pseudogene of N. gonorrhoeae and 

human-beta globin gene as an internal control. Sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) and 

negative predictive value (NPV) were analyzed. Anyplex
TM

 CT/NG Real-time Detection, commercial NAAT 

kit, was used to analyze the discrepancy result. 

 The suitable condition of PCR reaction for N. gonorrhoeae detection was at concentration 200 nM 

and also 200 nM for internal control. Validated duplex in-house real time PCR showed 100% correlation 

with culture method for genital specimens, while sensitivity, specificity, PPV and NPV were 100%, 86.67%, 

88.24%, 100%, respectively for rectal swab and 100%, 96.67%, 96.77%, 100%, respectively for                
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pharyngeal swab specimens. All five discrepancy results were negative by culture, but positive by in-house 

real time PCR and the commercial NAAT kit. The cost of the duplex in-house real time PCR was 165                  

Baht/test, while culture was 76 Baht/test. Although in-house real time PCR assay is more expensive than 

culture, but in term of diagnosis it is more cost-effective. The in-house real time PCR can detect N. gonorrhoeae 

with high sensitivity and specificity, especially in extra-genital specimen.

 Based on our finding, in-house real time PCR is a rapid, sensitivity and specificity on various types 

of specimen with high accuracy similar to culture method. Our validated duplex in-house real-time PCR for              

N. gonorrhoeae detection can be used in routine service. 

 คําสําคัญ                           Keywords 

 เชื้อหนองใน, อิน เฮาส เรียลไทม พีซีอาร,          Neisseria gonorrhoeae, In-house real time PCR,

 วิธีเพาะเชื้อ                          Culture 

บทนํา

 N. gonorrhoeae แบคทีเรียท่ีก อให เกิด                    

โรคหนองในซึ่งเปนโรคติดตอทางเพศสัมพันธที่มี              

ความสําคัญมากท่ีสุด ขอมูลสถานการณโรคติดตอ           

ทางเพศสมัพนัธ 5 โรคหลกั ไดแก โรคซฟิลสิ โรคหนองใน 

โรคหนองในเทียม โรคแผลริมออน กามโรคของทอและ

ตอมน้ําเหลอืงในภาพรวมของประเทศไทยมีแนวโนมเพิม่

ข้ึนโดยพบอตัราปวยบอยทีส่ดุในโรคหนองใน ซึง่มอีตัรา

ปวย 12.5, 14.3, 15.8, 14.6, 14.8 และ 11.9              

ตอประชากรแสนคนในป พ.ศ. 2558-2563 ตามลาํดบั
(1) 

การพบอัตราการติดเช้ือหนองในท่ีเพิ่มข้ึน อาจเกิดจาก

ลกัษณะของเชือ้ N. gonorrhoeae ทีม่แีนวโนมด้ือยาไดงาย 

ลกัษณะของโรคมกัไมมอีาการแสดงทาํใหผูปวยสามารถ

แพรเชือ้ไปยงัผูอืน่ไดงายและไมไดรบัการรักษา การตรวจ

วินิจฉัยท่ีมีข้ันตอนยุงยาก ราคาแพง การไมติดตามผล

การรักษาอยางเหมาะสม และยา cephalosporin ซึ่งเปน

ยาหลกัทีใ่ชในการรกัษาโรคหนองในพบรายงานเชือ้ด้ือยา

เพิ่มมากขึ้น
(2)

 งานหองปฏิบัติการโรคติดตอทางเพศสัมพันธ 

ศนูยการแพทยบางรักดานโรคติดตอทางเพศสมัพนัธให

บริการตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae โดยวิธีการเพาะเชื้อ

และวิธีการยอมสีแกรมในงานประจําวัน วิธีเพาะเชื้อถือ

เปนวิธมีาตรฐานในการตรวจหาเชือ้ชนดิน้ี มคีวามจําเพาะ

สงู แตมขีอเสยีคือ ใชระยะเวลาในการตรวจวิเคราะหนาน 

เจ าหนาที่ต องมีทักษะความชํานาญและเปนวิธีที่มี                

ความไวต่ําในตัวอยางสงตรวจอ่ืนนอกเหนือจากอวัยวะ

สืบพันธุ
(3)

 วิธีการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือหรือ 

Nucleic acid amplification testing (NAAT) เปนวิธกีาร

ตรวจหาเชือ้ N. gonorrhoeae ทีนิ่ยมในปจจุบนั เน่ืองจาก

เปนวิธีที่มีความไวและความจําเพาะสูงในตัวอยางสง

ตรวจท่ีหลากหลายไมว าจะเปนตัวอยางจากอวัยวะ

สบืพนัธุ ตวัอยางสงตรวจอ่ืนนอกเหนือจากอวยัวะอวัยวะ

สืบพันธุ  ไดแก ตัวอยางจากทวารหนักและตัวอยาง               

จากชองคอ
(4-5) 

ชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีใชตรวจหาเช้ือ           

N. gonorrhoeae ดวยวิธีเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมมี

หลากหลายชนดิและมน้ํีายาทีพ่ฒันาขึน้เองหรอืทีเ่รียกวา 

น้ํายา in-house real time PCR การตรวจหาเช้ือดวย           

ชุดน้ํายาสําเร็จรูปมักมีคาใชจายคอนขางสงู เปนอุปสรรค           

ตอการเขาถงึบริการของผูปวย ดังน้ันงานหองปฏิบัติการ           

โรคติดตอทางเพศสัมพันธ ศูนยการแพทยบางรักดาน

โรคติดตอทางเพศสัมพันธ จึงไดทําการพัฒนาชุดน้ํายา

เพื่อตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae พรอมทั้งประเมิน

ประสิทธิภาพชุดน้ํายาที่พัฒนาขึ้นเปรียบเทียบกับ                    

วิธมีาตรฐาน (วิธเีพาะเชือ้) กอนนํามาใชในงานประจาํวนั 

จากการทดสอบประสทิธภิาพของนํา้ยา in-house real time 

PCR ทีพ่ฒันาขึน้โดย MJ Hopkins และคณะ ซึ่งไดทําการ

ประเมินความไวและความจําเพาะของน้ํายาที่พัฒนาข้ึน

จากตวัอยางปสสาวะจํานวน 1,028 ตวัอยางเปรยีบเทียบ
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กับชุดน้ํายาสําเร็จรูป COBAS Amplicor NG assay ในป 

ค.ศ . 2010 ผลการศกึษาพบวา น้ํายาทีพ่ฒันาขึน้มีความไว 

และความจําเพาะตอเชื้อ N. gonorrhoeae คิดเปน รอยละ 

100
(6)

 นอกจากนี ้JME Venter และคณะไดทําการเปรียบ

เทียบประสิทธิภาพของนํ้ายา in-house real time PCR 

กับชุดน้ํายาสําเร็จรูป Aptima assay ในการตรวจหาเชื้อ 

N. gonorrhoeae จากตัวอยางจากปสสาวะ ตัวอยางจาก

ทวารหนักและตัวอยางจากชองคอในป ค.ศ. 2019 พบวา

น้ํายา in-house real time PCR มีคาความไวรอยละ 82.4 

ในตัวอยางจากทวารหนัก รอยละ 83.3 ในตัวอยางจาก

ชองคอ และรอยละ 85.7 ในตัวอยางจากปสสาวะ และ 

มีความจําเพาะ รอยละ 100 ในตัวอยางสงตรวจทุกชนิด

ทีท่าํการทดสอบ
(7)

 การศกึษาสวนใหญเปนการศกึษาเพือ่

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของนํ้ายา in-house real time 

PCR กับน้ํายาสําเร็จรูป ซึ่งอาศัหลักการเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรมเชนเดียวกัน แตอยางไรก็ตามวิธีเพาะเชื้อยัง

ถอืวาเปนวิธมีาตรฐานในการตรวจหาเชือ้ N. gonorrhoeae 

ในตัวอยางสงตรวจจากอวัยวะสืบพันธุและตัวอยางอื่น

นอกเหนือจากอวัยวะสืบพันธุ ถึงแมวาการศึกษาเปรียบ

เทียบเพื่อประเมินประสิทธิภาพของวิธีเพิ่มปริมาณ        

สารพันธุกรรมกับวิธีเพาะเชื้อยังมีอยูนอย ทั้งน้ีอาจเปน

เพราะวธิเีพาะเชือ้มกัมคีวามไวต่ําในตวัอยางสงตรวจอ่ืน

นอกเหนือจากอวัยวะสืบพันธุ
(3)

 ปจจุบันงานหองปฏิบัติ

การโรคติดตอทางเพศสัมพันธ ศูนยการแพทยบางรัก

ดานโรคตดิตอทางเพศสมัพนัธใชวิธเีพาะเชือ้เปนวิธตีรวจ

ยนืยันการตรวจหาเช้ือ N. gonorrhoeae และทดสอบความไว 

ตอสารด้ือจุลชีพ ในงานประจําวัน แตดวยขอจํากดั หลาย ๆ  

อยางของวิธีเพาะเชื้อที่ตองใชระยะเวลารอคอยผลนาน 

ใชความชาํนาญในการทดสอบสงู และมกัมคีวามไวตํา่ใน

ตวัอยางอืน่นอกเหนอืจากอวยัวะสบืพนัธุ งานหองปฏบิตัิ

การโรคติดตอทางเพศสัมพันธ ศูนยการแพทยบางรัก 

ดานโรคติดตอทางเพศสัมพันธจึงไดพัฒนาวิธีที่อาศัย

หลักการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ ซึ่งเปนวิธีที่

มีความไว ความจําเพาะสูง และมีความเหมาะสมในการ

ตรวจหาเชือ้จากตวัอยางสงตรวจท่ีหลากหลาย เพือ่ใชในงาน

ประจําวัน ดังน้ันการศึกษาน้ีจึงไดทดสอบหาสภาวะ                   

ที่เหมาะสมของนํ้ายา in-house real time PCR  ที่พัฒนา

ข้ึนและใชสภาวะดงักลาวในการทดสอบเพือ่ตรวจหาเช้ือ 

N. gonorrhoeae เปรียบเทียบกับวิธีเพาะเชื้อ โดยมีน้ํายา

สําเร็จรูป Anyplex
TM

 CT/NG Real-time Detection 

(Seegene, เกาหลีใต) เปนน้ํายาที่ใชในการทดสอบกรณี

ผลการตรวจหาเช้ือ N. gonorrhoeae ดวยน้ํายา in-house 

real time PCR และวิธีเพาะเชื้อใหผลขัดแยงกัน  

 ผูวิจัยคาดหวังวาชุดน้ํายาที่พัฒนาขึ้นสามารถ

นํามาใชในงานประจําวันดวยราคาและประสิทธิภาพของ

น้ํายาที่ผู รับบริการสามารถเขาถึงบริการและใหผล           

การตรวจวิเคราะหที่ถูกตอง ลดการแพรเชื้อ นําไปสู              

การลดปญหาเชื้อด้ือยา และสามารถนําความรูที่ไดไป

ถายทอดใหกับหนวยงานหองปฏิบัติการเครือขาย           

ทั่วประเทศเพื่อ พัฒนาศักยภาพบุคลากรในการ                  

เปดหองปฏิบัติการ คลินิกโรคติดตอทางเพศสัมพันธ              

ใหกบัประชากรกลุมเส่ียงไดเขาถงึบริการเพือ่ใหสามารถ

ไดรับการตรวจ วินิจฉัย รักษา รวมท้ังในการปองกัน

ควบคุมการแพรระบาดโรคติดตอทางเพศสัมพันธ

วัตถุประสงคของการศึกษา

 1.  เพือ่ทดสอบสภาวะทีเ่หมาะสมของชดุน้ํายา 

in-house real time PCR ในการตรวจหาเชือ้  N. gonorrhoeae 

 2.  เพื่ อประ เมินประสิทธิภาพชุด น้ํ ายา                      

in-house real time PCR เปรียบเทียบกับวิธีเพาะเชื้อ             

ในดานความไว ความจําเพาะ คาทํานายผลบวกและ             

คาทํานายผลลบ

 3.  เพือ่เปรยีบเทยีบตนทุนของการตรวจหาเชือ้ 

N. gonorrhoeae ดวยชุดน้ํายา in-house real time PCR 

และวิธีเพาะเชื้อ

วิธีการศึกษา

การคัดเลือกตัวอยาง 

 ตัวอยางสําหรับการทดสอบเพื่อหาสภาวะที่

เหมาะสมของชุดน้ํายา in-house real time PCR ในการ

ตรวจหาเช้ือ N. gonorrhoeae และตัวอยางสําหรับการ

ประเมินประสิทธิภาพชุดน้ํายา in-house real time PCR 
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ชุดน้ํายา In-house real time PCR ในการตรวจหาเช้ือ Neisseria gonorrhoeae 

เปนตัวอยางจากผู มารับบริการเพศชายและหญิงใน                     

ทกุชวงอายุ ณ คลนิิกโรคตดิตอทางเพศสมัพนัธ ศนูยการ

แพทยบางรกัดานโรคตดิตอทางเพศสมัพนัธในชวงเดือน

มกราคม - ตุลาคม 2563 โดยเปนผูที่มีความเส่ียงทาง

เพศสมัพนัธและมกีารใชชองทางการมเีพศสมัพนัธ ไดแก 

ทอปสสาวะ (Urethral swab) หรอื ปสสาวะ (Urine) ปาก

มดลูก (Cervical swab) ทวารหนัก (Rectal swab) หรือ

ชองคอ (Pharyngeal swab) ทั้งแสดงอาการและ                

ไมแสดงอาการทางคลินิก รวม 300 ตัวอยาง

 1. ตัวอยางสําหรับการทดสอบเพื่อหาสภาวะ            

ทีเ่หมาะสมของชุดน้ํายา in-house real time PCR ในการ

ตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae รวม 60 ตัวอยาง เปน              

พันธุกรรม (DNA) จากตัวอยางสงตรวจท่ีทราบผล                  

การตรวจดวยวิธีการเพาะเชื้อและชุดน้ํายาสําเร็จรูป  

Anyplex
TM

 CT/NG Real-time Detection โดยเปน 

ตัวอยางที่ใหผลบวกตอเชื้อ N. gonorrhoeae จํานวน 60 

ตัวอยาง ประกอบดวย 

   1.1 สารพันธุกรรมจากทอปสสาวะ จํานวน 

10 ตัวอยาง 

   1.2 สารพันธุกรรมจากตัวอยางปสสาวะ 

จํานวน 10 ตัวอยาง 

   1.3  สารพนัธกุรรมจากปากมดลกู จํานวน 

10 ตัวอยาง 

   1.4  สารพันธุกรรมจากทวารหนัก จํานวน 

10 ตัวอยาง

   1.5 สารพันธุกรรมจากชองคอ จํานวน 10 

ตัวอยาง 

 นอกจากนัน้เปนสารพนัธกุรรมท่ีทราบวาใหผล

ลบดวยวิธีเพาะเชื้อและชุดน้ํายาสําเร็จรูป Anyplex
TM 

CT/NG Real-time Detection จํานวน 10 ตัวอยาง

 2.  ตัวอยางสําหรับการประเมินประสิทธิภาพ

ชุดน้ํายา in-house real time PCR เปรียบเทียบกับวิธี

เพาะเชื้อรวม 240 ตัวอยาง ใชการคํานวณกลุมตัวอยาง

จากสูตรคํานวณ
(8) 
โดยที่

 - คาความไวทีค่าดหวงัของน้ํายา in-house real 

time PCR = 90%

 - คาความจําเพาะที่คาดหวังของน้ํายา in-

house real time PCR = 90%

 - ความชุกของเชื้อ N. gonorrhoeae ใน

ประเทศไทย
(9)

 = 1.3%

 - คาความแมนยํา (±คาดหวัง) = 0.10

 - คาความเชื่อมั่น = 95%

 - คาอัตราการถอนตัวจากโครงการ = 10%

 จากการคํานวณตองใชกลุมตัวอยางสาํหรบัการ

ประเมินประสิทธิภาพชุดน้ํายา in-house real time PCR 

เปรียบเทียบกับวิธีเพาะเชื้อ 30 ตัวอยาง และเพื่อความ

ครอบคลมุกบัชนดิของตวัอยางสงตรวจ ณ หองปฏบิตักิาร 

กลุมโรคติดตอทางเพศสัมพันธที่มีอยางหลากหลาย               

ผูวิจัยจึงคัดเลือกตัวอยางแบบกลุม ดังน้ี

   2.1  สารพนัธุกรรมจากตัวอยางทอปสสาวะ

หรอืปสสาวะทีใ่หผลบวกตอเชือ้ N. gonorrhoeae ดวยวิธี

เพาะเชื้อจํานวน 30 ตัวอยาง และตัวอยางที่ใหผลลบ

จํานวน 30 ตัวอยาง

   2.2  สารพนัธุกรรมจากตัวอยางปากมดลูก

ที่ใหผลบวกตอเช้ือ N. gonorrhoeae ดวยวิธีเพาะเชื้อ
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จํานวน 30 ตัวอยาง และตัวอยางที่ใหผลลบจํานวน 30 

ตัวอยาง

   2.3 สารพันธุกรรมจากตัวอยางทวารหนัก

ที่ใหผลบวกตอเชื้อ N. gonorrhoeae ดวยวิธีเพาะเชื้อ

จํานวน 30 ตวัอยาง และตวัอยางทีใ่หผลลบจํานวน 30 ตวัอยาง

   2.4 สารพนัธกุรรมจากตัวอยางชองคอท่ีให

ผลบวกตอเชื้อ N. gonorrhoeae ดวยวิธเีพาะเชื้อจํานวน 

30 ตัวอยาง และตัวอยางที่ใหผลลบจํานวน 30 ตัวอยาง

การเก็บตัวอยางและการขนสง

 สารพนัธุกรรม (DNA) จากตัวอยางทอปสสาวะ 

(Urethral swab) ปสสาวะ (Urine) ปากมดลกู (Cervical 

swab) ทวารหนัก (Rectal swab) และชองคอ (Pharyn-

geal swab) เปนตัวอยางทีเ่หลอืจากตรวจวเิคราะหหาเชือ้ 

C. trachomatis ในงานประจําวนั โดยไดมกีารขออนุญาต

ใชตวัอยางสารพนัธกุรรมภายในหนวยงานหองปฏบิตักิาร

เพื่อทําการศึกษาวิจัยจากผูอํานวยการกองโรคเอดสและ

โรคติดตอทางเพศสมัพนัธกอนนํามาทาํการตรวจวิเคราะห 

ตวัอยางถกูเกบ็ไวทีตู่เกบ็เช้ือท่ีอณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 

ณ หองปฏิบตักิารกลุมโรคติดตอทางเพศสมัพันธ ภายใน

ระยะเวลา 12 เดือนกอนนํามาใชทําการทดสอบ 

วิธีการทดสอบ

1. ทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดน้ํายา in-house 

real time PCR ในการตรวจหาเช้ือ N. gonorrhoeae 
 1.1 วิธีสกัดสารพันธุกรรม

 สําหรับตัวอยาง swab ในอาหารเลี้ยงเชื้อให

ผสมตัวอยางใหเขากนั (Vortex) จากนัน้แบงตัวอยางใน

อาหารเลี้ยงเช้ือ 200 μl ใสในหลอด 1.5 micro                   

centrifuge tube สําหรับตัวอยางปสสาวะใหนําปสสาวะ      

1 มิลลิลิตรมาปนท่ีความเร็ว 13,000 rpm เปนเวลา            

10 นาทีกอนนําตะกอนสวนท่ีเหลือ 200 ไมโครลิตรไป

สกัดสารพันธุกรรมดวยวิธีการสกัดตัวอยางสิ่งสงตรวจ

ดวยชุดสกัดท่ีพัฒนาขึ้น
(10)

 

 1.2 Primer และ Probe ที่จําเพาะตอเชื้อ           

N. gonorrhoeae
 วิธี in-house real time PCR ที่พัฒนาขึ้นเพิ่ม

ปริมาณสารพนัธกุรรมดวย Primer และ Probe  ทีจํ่าเพาะ

ตอยนีเปาหมาย porA pseudogene (PorA gene) สาํหรบั

เชื้อ N. gonorrhoeae และ Human Beta-globin gene   

ใชเปนตัวควบคุมภายในโดยมีลําดับนิวคลีโอไทดของ 

Primer และ Probe ที่ใชในการทดสอบ (ตารางที่ 1)
(11)

ตารางท่ี1 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของของ Primer และ Probe ที่ใชในการทดสอบดวยนํ้ายาท่ีพัฒนาข้ึน

ยีนเปาหมาย

N. gonorrhoeae

(PorA gene)

Human Beta-globin 

gene 

Primer และ Probe

PorA-Forward primer

PorA-Reverse primer

PorA-Probe

Human Beta-globin-Forward 

primer

Human Beta-globin-Reverse 

primer

Human Beta-globin-Probe

ลําดับนิวคลีโอไทด 5’-3’

CAG CAT TCA ATT TGT TCC GAG TC 

GAA CTG GTT TCA TCT GAT TAC TTT CCA

HEX -CGC CTA TAC GCC TGC TAC TTT CAC GC- BBQ

TTG CTT CTG ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC 

ACA GGG CAG TAA CCG CAG ACT TCT CC

Cy5 -ACC TCA AAC AGA CAC CAT GGT GCA CCT GAC 

TCC- BBQ

 1.3 ข้ันตอนการทดสอบ

 การศึกษานี้ใชน้ํายา LightCycler
®
 Multiplex 

DNA Master (Roche Diagnostic, เยอรมนี) ในการ

ทดสอบโดยใชทีป่ริมาณ 3 μl ตอปฏกิริยิาการทดสอบโดย 

ทําการทดสอบที่ความเขมขนของ condition ระหวาง 

200-500 nM เน่ืองจากการศึกษากอนหนานี้ในการหา 

สภาวะทีเ่หมาะสมในการตรวจหาเชือ้ C. trachomatis พบวา 

ความเขมขนนอยกวา 200 nm ไมสามารถตรวจหาเชื้อ

ไดครบทุกตัวอยาง
(11) 
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ชุดน้ํายา In-house real time PCR ในการตรวจหาเช้ือ Neisseria gonorrhoeae 

 1.3.1 ทดสอบความเขมขนและปรมิาณ primer 

และ probe ในการตรวจหาเช้ือ N. gonorrhoeae แบบ

แยกหลอดปฏิกิริยา (Singleplex in-house real time 

PCR for PorA gene) 

 1.3.2 ทดสอบความเขมขนและปรมิาณ primer 

และ probe ในการตรวจหาตัวควบคุมภายใน แบบแยก

หลอดปฏิกิริยา (Singleplex in-house real time PCR 

for Human Beta-globin gene) 

 1.3.3 ทดสอบความเขมขนและปรมิาณ primer 

และ probe ในการตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae และตัว

ควบคุมภายในรวมกันในหน่ึงหลอดปฏิกิริยา (Duplex 

in-house real time PCR for PorA gene and Human 

Beta-globin gene) 

 โดยตัวอยางทั้งหมดจะถูกทําการทดสอบ 2 ซํ้า 

เพื่อความถูกตอง แมนยําของผลการตรวจวิเคราะห

 ตัวควบคุมบวก (Positive control) ที่ใชในการ

ทดสอบ ไดแก สารพนัธกุรรมของเช้ือ N. gonorrhoeae           

ที่ผานการทดสอบแลวพบวาใหผล N. gonorrhoeae เปน

บวกดวยน้ํายา Real-time PCR สําเร็จรูปโดยเปนสาร

พันธุกรรมท่ีเหลือจากตัวอยางทดสอบความชํานาญ 

(EQA C. trachomatis/N. gonorrhoeae, Labquality, 

ฟนแลนด ป พ.ศ. 2563) สารพนัธกุรรมถูกเกบ็รกัษาไว

ในตูแชแข็งท่ีอณุหภมู-ิ20 องศาเซลเซยีสกอนนํามาใชและ 

ตวัควบคุมลบ (Negative control) ไดแก Rnase free water 

 1.4 ทาํการทดสอบโดยเคร่ือง Real time PCR

 ใชเคร่ือง CFX96
TM

 Real time System (Bio-

Rad, สหรฐัอเมริกา) ในการทดสอบโดยมีโปรโตคอลการ

ทดสอบ ดังน้ี

 1.4.1 Pre-incubate ที่อุณหภูมิ 95 C 3 นาที

 1.4.2 Denature ที่อุณหภูมิ 95 C 10 วินาที

 1.4.3 Annealing และ Extension ที่อุณหภูมิ 

55 C 30 วินาทแีละอานสญัญาณสฟีลอูอเรสเซนตส ีHEX 

สาํหรบัยนี PorA และส ีCy5 สาํหรบัยนี Human Beta- 

globin gene

 1.4.4 PCR Cycle จํานวน 45 รอบ

 1.5 การวิเคราะหผล 

 ตรวจสอบสัญญาณฟลอูอเรสเซนตท่ีเกดิข้ึนตอง

มีลักษณะเปน Amplification curve และทําการเปรียบ

เทยีบคา Cycle threshold (Ct) value หรอืคาจาํนวนรอบ

การทาํงานของ real time PCR ทีใ่หคาแสงฟลอูอเรสเซนต

ตัดกับเสน Threshold โดยสภาวะที่เหมาะสมควรจะมีคา 

Ct ตางจากคา Ct ของวิธีอางอิง (Anyplex
TM

 CT/NG 

Real-time Detection) ไมเกิน 2-3 รอบ 

2. ประเมินประสิทธิภาพชุดน้ํายา in-house real time 

PCR เปรียบเทียบกับวิธีเพาะเช้ือ

 สภาวะที่เหมาะสมของชุดน้ํายา in-house real 

time PCR ในการตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae ที่ไดจาก

การทดสอบกอนหนาทีจ่ะถกูใชสาํหรบัทดสอบเพือ่ประเมนิ 

ประสิทธิภาพของชุดน้ํายา in-house real time PCR           

ทีพ่ฒันาข้ึนเปรียบเทียบกับวิธเีพาะเชือ้โดยใชคาทางสถติิ

ในการวิเคราะหขอมูล และการแปลผลการทดสอบดวย

น้ํายา in-house real time PCR ทีพ่ฒันาขึน้มีหลกัการ ดงัน้ี

 2.1 ผลบวกตอเชื้อ N. gonorrhoeae: พบ 

Amplification curve ของสัญญาณสี HEX สําหรับยีน 

PorA  และมีคา Ct≤40 และ/หรือพบ Amplification 

curve ของสญัญาณส ีCy5 สาํหรบัยนี Human Beta-globin 

และมีคา Ct≤40   

 2.2 ผลลบตอเชื้อ N. gonorrhoeae: พบ             

Amplification curve ของสัญญาณสี Cy5 สําหรับยีน 

Human Beta-globin และมีคา Ct≤40 เทานั้น

 2.3  แปลผลไมได: ไมพบ Amplification curve 

ของสัญญาณสี HEX สําหรับยีน PorA และไมพบ          

Amplification curve ของสญัญาณส ีCy5 สาํหรบั Human 

Beta-globin gene 

 ในกรณทีีผ่ลการทดสอบดวยชุดน้ํายา in-house 

real time PCR ที่พัฒนาข้ึนและวิธีเพาะเชื้อใหผล              

ไมสอดคลองกัน ใหทําการทดสอบดวยน้ํายาสําเร็จรูป 

Anyplex
TM

 CT/NG Real-time Detection (Seegene, 

เกาหลีใต) 

3. เปรียบเทยีบตนทุนการตรวจหาเช้ือ N. gonorrhoeae 
ดวยชดุน้ํายา in-house real time PCR และวธิเีพาะเช้ือ
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ผลการศึกษา

 การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของชุดน้ํายา   

in-house real time PCR ในการตรวจหาเชือ้ N. gonorrhoeae 

โดยมีสัดสวนน้ํายา in-house real time PCR ในแตละ

ความเขมขนปฏิกิริยาสําหรับตรวจหายีน PorA และยนี 

Human Beta-globin แบบ Singleplex in-house real 

time PCR (ตารางที่ 2 และ 3)

ตารางท่ี 2 สัดสวนนํ้ายา in-house real time PCR ในแตละความเขมขนปฏิกิริยา (200-500 nM) 

สําหรับตรวจหายีน PorA แบบ Singleplex in-house real time PCR

นํ้ายา in-house real time PCR

LightCycler
®
 Multiplex DNA Master

Rnase free water

10 μm PorA Forward primer

10 μm PorA Reverse primer

10 μm PorA probe

Reagent volume

Sample volume

200 nM

3 μl

11 μl

0.4 μl

0.4 μl

0.2 μl

15 μl

5 μl

300 nM

3 μl

10.5 μl

0.6 μl

0.6 μl

0.3 μl

15 μl

5 μl

400 nM

3 μl

10 μl

0.8 μl

0.8 μl

0.4 μl

15 μl

5 μl

500 nM

3 μl

9.5 μl

1 μl

1 μl

0.5 μl

15 μl

5 μl

ความเขมขนปฏิกิริยา

ตารางท่ี 3 สัดสวนนํ้ายา in-house real time PCR ในแตละความเขมขนปฏิกิริยา (200-500 nM) 

สําหรับตรวจหายีน Human Beta-globin แบบ Singleplex in-house real time PCR

นํ้ายา in-house real time PCR

LightCycler
®
 Multiplex DNA Master

Rnase free water

10 μm PorA Forward primer

10 μm PorA Reverse primer

10 μm PorA probe

Reagent volume

Sample volume

200 nM

3 μl

11 μl

0.4 μl

0.4 μl

0.2 μl

15 μl

5 μl

300 nM

3 μl

10.5 μl

0.6 μl

0.6 μl

0.3 μl

15 μl

5 μl

400 nM

3 μl

10 μl

0.8 μl

0.8 μl

0.4 μl

15 μl

5 μl

500 nM

3 μl

9.5 μl

1 μl

1 μl

0.5 μl

15 μl

5 μl

ความเขมขนปฏิกิริยา

 ผลการศึกษาพบวาที่ความเขมขนปฏิกิริยา

ตั้งแต 200-500 nM สามารถตรวจหายีน PorA ใน 

ตวัอยางสงตรวจทุกชนิดท่ีใหผลบวกตอเช้ือ N. gonorrhoeae 

โดยมคีา Ct เฉลีย่ใกลเคียงกบัคา Ct ทีต่รวจดวยชุดน้ํายา

สาํเรจ็รูป Anyplex
TM

 CT/NG Real-time Detection และ

สามารถตรวจหาตวัควบคุมภายในไดในตวัอยางสงตรวจ

ทุกชนิดท่ีใหผลบวกและลบตอเช้ือ N. gonorrhoeae (รูป

ที่ 1-2 และตารางที่ 4-5)
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ชุดน้ํายา In-house real time PCR ในการตรวจหาเช้ือ Neisseria gonorrhoeae 

แปลผล

Positive

Positive

Positive

Positive

Positive

Negative

Ct

21.32

27.83

30.84

21.27

36.02

N/A

รูปท่ี 1 กราฟแสดง Amplification curve ของสัญญาณสี HEX ในการตรวจหายีน PorA  

ในตัวอยางสงตรวจท่ีใหผลบวกตอเชื้อ N. gonorrhoeae

ตารางท่ี 4 ผลการตรวจหาเช้ือ N. gonorrhoeae ในตําแหนงยนี PorA ที่ความเขมขน 200-500 nM   

แบบ Singleplex in-house real time PCR

ชนิดตัวอยางสงตรวจ

Urethral swab

Urine

Cervical swab

Rectal swab

Pharyngeal swab

Mix negative samples

ผลเดิมดวยวิธีเพาะ

เชื้อและชุดน้ํายา 

Anyplex
TM

 CT/NG 

Real-time Detection

แปลผล

Positive

Positive

Positive

Positive

Positive

Negative

Mean Ct

23.35

27.83

31.17

21.57

37.92

N/A

แปลผล

Positive

Positive

Positive

Positive

Positive

Negative

Mean Ct

21.41

25.56

29.63

21.39

37.11

N/A

แปลผล

Positive

Positive

Positive

Positive

Positive

Negative

Mean Ct

21.03

26.22

29.80

23.04

36.35

N/A

แปลผล

Positive

Positive

Positive

Positive

Positive

Negative

Mean Ct

20.29

26.62

29.73

23.24

35.20

N/A

ความเขมขน

200 nM

ความเขมขน

300 nM

ความเขมขน

400 nM

ความเขมขน

500 nM

ผลการทดสอบสําหรับ ยนี PorA (Singleplex in-house real time PCR)

รูปท่ี 2 กราฟแสดง Amplification curve ของสัญญาณสี Cy5 ในการตรวจหายีน Human Beta-globin 

ในตัวอยางสงตรวจท่ีใหผลบวกและลบตอเชื้อ N. gonorrhoeae 
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 การทดสอบแบบแยกหลอดปฏกิริยิา (Single-

plex in-house real time PCR) ในการตรวจหายีน PorA 

และยนี Human Beta-globin พบวาความเขมขนท่ีเหมาะ

สมในการทดสอบตรวจหายีนท้ังสองชนิดอยูที ่200-300 

nM เน่ืองจากเปนความเขมขนของปฏิกริยิาทีน่อยแตกย็งั

สามารถตรวจหายีนเปาหมายไดดวยคา Ct ทีใ่กลเคียงกับ

วิธอีางองิ ผูวิจัยทาํการทดสอบตรวจหายนีท้ังสองชนดิใน

หลอดเดียวกัน (Duplex in-house real time PCR) โดย

กําหนดความเขมขนทดสอบ 4 สภาวะ ไดแก ความเขม

ขน PorA/Human Beta-globin gene ที่ 200/200 nM, 

200/300 nM, 300/300 nM, 300/200 nM โดยมี

สัดสวนน้ํายา in-house real time PCR ในแตละความ

เขมขนปฏิกิริยาสําหรับตรวจหายีน Por และยีน Human 

Beta-globin ในหลอดปฏิกิริยาเดียวกัน (ตารางที่ 6) 

ตารางท่ี 6 สัดสวนนํ้ายา in-house real time PCR ใน 4 สภาวะความเขมขนปฏิกิริยา

สําหรับตรวจหายีน PorA และยนี Human Beta-globin รวมกัน (Duplex in-house real time PCR)

200/200 nM

3 μl

10 μl

0.4 μl

0.4 μl

0.2 μl

0.4 μl

0.4 μl

0.2 μl

15 μl

5 μl

นํ้ายา in-house real time PCR

LightCycler
®
 Multiplex DNA Master

Rnase free water

10 μm PorA Forward primer

10 μm PorA Reverse primer

10 μm PorA probe

10 μm Human Beta-globin gene Forward primer

10 μm Human Beta-globin gene Reverse primer

10 μm Human Beta-globin gene probe

Reagent volume

Sample volume

200/300 nM

3 μl

9.5 μl

0.4 μl

0.4 μl

0.2 μl

0.6 μl

0.6 μl

0.3 μl

15 μl

5 μl

300/300 nM

3 μl

9 μl

0.6 μl

0.6 μl

0.3 μl

0.6 μl

0.6 μl

0.3 μl

15 μl

5 μl

300/200 nM

3 μl

9.5 μl

0.6 μl

0.6 μl

0.3 μl

0.4 μl

0.4 μl

0.2 μl

15 μl

5 μl

ความเขมขนปฏิกริิยา PorA gene/Human Beta-globin gene

 ผลการศึกษาพบวาที่ความเขมขนปฏิกิริยา            

ทั้ง 4 สภาวะสามารถตรวจหายีน PorA และยีน Human 

Beta-globin ในหลอดปฏิกิริยาเดียวกันในตัวอยาง           

สงตรวจทุกชนิดท่ีใหผลบวกตอเชือ้ N. gonorrhoeae และ

มีคา Ct เฉลี่ยใกลเคียงกับคา Ct ที่ตรวจดวยชุดน้ํายา

สาํเรจ็รูป Anyplex
TM

 CT/NG Real-time Detection และ

ในตัวอยางที่ใหผลลบตอเช้ือ N. gonorrhoeae ก็สามารถ

ตรวจพบสัญญาณสีฟลูออเรสเซนตของยีน Human                   

Beta-globin ได ซึง่ความเขมขนของปฏิกริยิาท่ีนอยท่ีสดุ

ที่สามารถตรวจหายีนท้ัง 2 ชนิดได คือ 200/200 nM 

(รูปท่ี 3 และตารางที่ 7) 

ตารางท่ี 5 ผลการตรวจหาตัวควบคุมภายใน

ในตําแหนงยนี Human Beta-globin ที่ความเขมขน 200-500 nM แบบ Singleplex in-house real time PCR

แปลผล

Positive

Positive

Positive

Positive

Positive

Negative

Ct

24.95

21.83

24.64

23.00

34.91

32.91

ชนิดตัวอยางสงตรวจ

Urethral swab

Urine

Cervical swab

Rectal swab

Pharyngeal swab

Mix negative samples

ผลเดิมดวยวิธีเพาะ

เชื้อและชุดน้ํายา 

Anyplex
TM

 CT/NG 

Real-time Detection

แปลผล

Positive

Positive

Positive

Positive

Positive

Negative

Mean Ct

23.62

21.82

25.33

24.30

35.66

33.34

แปลผล

Positive

Positive

Positive

Positive

Positive

Negative

Mean Ct

26.14

23.05

24.12

24.08

35.81

33.26

แปลผล

Positive

Positive

Positive

Positive

Positive

Negative

Mean Ct

26.01

21.93

24.37

23.57

35.95

32.67

แปลผล

Positive

Positive

Positive

Positive

Positive

Negative

Mean Ct

27.40

21.92

24.41

23.61

35.01

31.23

ความเขมขน

200 nM

ความเขมขน

300 nM

ความเขมขน

400 nM

ความเขมขน

500 nM

ผลการทดสอบสําหรับ ยนี Human Beta-globin 

(Singleplex in-house real time PCR)
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ชุดน้ํายา In-house real time PCR ในการตรวจหาเช้ือ Neisseria gonorrhoeae 
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ความเขมขนนอยที่สุดของปฏิกิริยา real time PCR 

สําหรับตรวจหาเช้ือ N. gonorrhoeae รวมกับตัวควบคุม

ภายใน คือ ความเขมขนท่ี 200 nM สําหรับยีน PorA 

และความเขมขนท่ี 200 nM สาํหรบัยนี Human Beta- 

globin (200/200 nM) โดยใชสัดสวนของน้ํายา             

in-house real time PCR ดังน้ี 

 - LightCycler® Multiplex DNA Master 3 μl
 - Rnase free water 10 μl
 -10 μm PorA Forward primer 0.4 μl
 -10 μm PorA Reverse primer 0.4 μl
 -10 μm PorA probe 0.2 μl
 -10 μm Human Beta-globin gene 

  Forward primer 0.4 μl
 -10 μm Human Beta-globin gene Reverse  

  primer 0.4 μl

 -10 μm Human Beta-globin gene probe 

  0.2 μl
 ในการวิเคราะหคาความไว ความจําเพาะ                

คาทํานายผลบวก และคาทํานายผลลบของชุดน้ํายา                 

in-house real time PCR เปรียบเทียบกับวิธีเพาะเชื้อให

ผลการทดสอบตามประเภทของตัวอย างทดสอบ                 

ดังนี้ ตัวอยางทอปสสาวะหรือปสสาวะและตัวอยาง            

ปากมดลูกใหคาการทดสอบทุกคา คิดเปนรอยละ 100 

ขณะที่ประสิทธิภาพ ของน้ํายา in-house real time PCR                 

ในตัวอยางชองทางทวารหนักมีคาความไว รอยละ 100 

ความจําเพาะ รอยละ 86.67 คาทํานายผลบวก รอยละ 

88.24  และคาทาํนายผลลบ รอยละ 100 และในตวัอยาง

ชองคอ คาความไว รอยละ 100 ความจําเพาะ รอยละ 

96.67 คาทํานายผลบวก รอยละ 96.77 และคาทํานาย

ผลลบ รอยละ 100 (ตารางที่ 8)

ตารางท่ี 8 ผลการทดสอบประสิทธิภาพน้ํายา in-house real time PCR เปรียบเทียบกับวิธีเพาะเช้ือ

ในตัวอยางทอปสสาวะหรือปสสาวะ ตัวอยางจากปากมดลูก ตัวอยางจากทวารหนัก และตัวอยางจากชองคอ

In-house real time PCR Culture Sensitivity 
(%) 

Specificity 
(%) 

PPV 
(%) 

NPV 
(%) 

ตัวอยางทอปสสาวะหรือปสสาวะ Positive Negative  
 

100 

 
 
100 

 
 
100 

 
 

100 
Positive 30 0 
Negative 0 30 
ตัวอยางจากปากมดลูก Positive Negative  

 
100 

 
 
100 

 
 
100 

 
 

100 
Positive 30 0 
Negative 0 30 
ตัวอยางจากทวารหนกั Positive Negative  

 
100 

 
 

86.67 

 
 

88.24 

 
 

100 
Positive 30 4 
Negative 0 26 
ตัวอยางจากชองคอ Positive Negative  

 
100 

 
 

96.67 

 
 

96.77 

 
 

100 
Positive 30 1 
Negative 0 29 
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ชุดน้ํายา In-house real time PCR ในการตรวจหาเช้ือ Neisseria gonorrhoeae 

 ตัวอยางทดสอบที่ให ผลไมสอดคลองกัน

ระหวางการทดสอบดวยน้ํายา in-house real time PCR 

และวธิเีพาะเชือ้ ถกูนํามาทาํการทดสอบตอดวยน้ํายาเพิม่

ปริมาณสารพันธุกรรมสําเร็จรูป Anyplex
TM

 CT/NG 

Rea l- t ime  De tec t i on  ผลการทดสอบพบว  า                              

ตัวอยางทดสอบจากชองทางทวารหนักและชองคอ 

จํานวน 5 ตัวอยางใหผลการทดสอบดวยน้ํายาสําเร็จรูป 

Anyplex
TM

 CT/NG Real-time Detection สอดคลอง

กับการทดสอบดวยน้ํายา in-house real time PCR 

(ตารางที่ 9)

ตารางท่ี 9 ผลการทดสอบในตัวอยางท่ีใหผลไมสอดคลองกัน

Sample No. Sample 

site 

Culture 

method 

Tested result 

In-house real 

time PCR 

Ct value Anyplex
TM

 CT/NG 

Real-time 

Ct value 

004R Rectal Negative Positive 26.15 Positive 25.55 
008R Rectal Negative Positive 31.08 Positive 29.12 
021R Rectal Negative Positive 33.57 Positive 33.55 
029R Rectal Negative Positive 28.71 Positive 29.87 
012P Pharyngeal Negative Positive 36.70 Positive 35.43 

 Cycle threshold (Ct) value คือ คาจาํนวนรอบ

ของการทํางานของ real time PCR ที่ใหคาแสงฟลูออ          

เรสเซนตตดักบัเสน Threshold เปนคาทีบ่งชีค้วามเขมขน

ของเชื้อเปาหมายที่ตองการทดสอบ โดยมีความสัมพันธ

แบบผกผันกับความเขมขนเช้ือ

 การศึกษาเปรียบเทียบตนทุนของชุดตรวจหา

การติดเช้ือ N. gonorrhoeae ดวยชุดน้ํายา in-house real 

time PCR และวิธีเพาะเชื้อ พบวาคาใชจายตนทุน          

ของน้ํายา In-house real time PCR อยูที่ 165 บาท           

ตอหนึ่งการทดสอบในขณะที่ตนทุนของวิธีเพาะเชื้ออยูที่ 

76 บาทตอหนึ่งการทดสอบ ทั้งน้ีการคิดความคุมทุน           

คิดเฉพาะน้ํายาและวสัดวิุทยาศาสตรเทานัน้ (ตารางท่ี 10)

ตารางท่ี 10 ตนทุนนํ้ายาและวัสดุวิทยาศาสตรชุดน้ํายา in-house real time PCR และวิธีเพาะเช้ือ  
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อภิปรายและสรุป

 การศึกษาวิจัยน้ีมีการใชลําดับนิวคลีโอไทด       

ของ Primer และประยุกตใช Probe จากการศึกษาของ 

Hopkins MJ และคณะ
(6)

 ในการพัฒนาชุดน้ํายา           

ตรวจหาเช้ือ N. gonorrhoeae สัดสวนขององคประกอบ

ตางๆ ในน้ํายา in-house real time PCR ที่พัฒนาขึ้น           

มีประสิทธิภาพดานความไว ความจําเพาะ คาทํานาย        

ผลบวกและคาทํานายผลลบเทียบเทากับวิธีเพาะเชื้อ           

ในตัวอยางที่มาจากอวัยวะสืบพันธุ ขณะที่ในตัวอยางอื่น

นอกเหนือจากอวัยวะสืบพันธุ ไดแก ตัวอยางทวารหนัก

และตัวอยางจากชองคอ ชุดน้ํายา in-house real time 

PCR ที่พัฒนาขึ้นสําหรับตัวอยางทรวรหนักมีคาความไว

รอยละ 100 ความจําเพาะ รอยละ 86.67 คาทํานายผล

บวก รอยละ 88.24 และคาทํานายผลลบ รอยละ 100 

และมตีวัอยางในชองคอ มคีาความไว รอยละ 100 ความ

จําเพาะ รอยละ 96.67 คาทํานายผลบวก รอยละ 96.77 

และคาทํานายผลลบ รอยละ 100 ตามลําดับ ผลการ

ศกึษาน้ีมคีวามสอดคลองกบัการศกึษาของ Hopkins MJ 

ซึ่งไดเปรียบเทียบน้ํายา real time PCR ที่พัฒนาขึ้นกับ

วิธีเพาะเชื้อในตัวอยางสงตรวจปสสาวะ โดยน้ํายา real 

time PCR ที่พัฒนาขึ้นมีความไว รอยละ 96.90 ความ

จําเพาะ รอยละ 99.80
(6)

 และสอดคลองกับการศึกษา

จากตัวอยางทดสอบปากมดลูก (Cervical swab) ของ 

KEHL SC และคณะซึง่ประเมนิประสทิธภิาพของชดุน้ํายา

เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมสําเร็จรูป Abbott LCx Neis-

seria gonorrhoeae assay เทียบกับวิธีเพาะเชื้อ โดยชุด

น้ํายาสาํเรจ็รูป Abbott LCx Neisseria gonorrhoeae assay 

ใหคาการประเมินประสิทธิภาพที่สูงเชนเดียวกันโดยมี

ความไว รอยละ 94.30 และความจาํเพาะ รอยละ 99.40
(12)

 ขณะที่ผลการประเมินประสิทธิภาพของนํ้ายา

เพิม่ปริมาณสารพนัธกุรรมท่ีพฒันาข้ึนในตัวอยางทดสอบ

อืน่นอกเหนือจากอวยัวะสืบพนัธุซึง่ไดแก ทวารหนักและ

ชองคอใหผลไมสอดคลองกับวิธีเพาะเชื้อในทุกตัวอยาง

ทดสอบ และเมือ่นาํตวัอยางเหลานัน้มาทดสอบดวยน้ํายา

เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมสําเร็จรูป ผลการทดสอบให

ผลตรงกันในทุกตัวอยางสอดคลองกับการศึกษาของ              

Ewa Skulska และคณะ ซึง่ไดทาํการประเมนิประสทิธภิาพ

ของวิธีเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดวยน้ํายาสําเร็จรูป 

Real-Time PCR DUPLICα® Real-Time เทียบกับวิธี

เพาะเชื้อในตัวอยางทดสอบจากทอปสสาวะ (Urethral 

swab) ตวัอยางจากปากมดลูก (Cervical swab) ตวัอยาง

จากทวารหนัก (Rectal swab) และตัวอยางจากชองคอ 

(Pharyngeal swab) จํานวน 93 ตัวอยาง พบวาทั้งสอง

วิธีสามารถตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoea ไดสอดคลองกัน

ถงึรอยละ 85.90  ขณะทีร่อยละ 14.10 ของผลการตรวจ

หาเชือ้ N. gonorrhoea ดวยวิธเีพาะเชือ้ใหเปนลบแตดวย

วิธี real time PCR ใหผลบวก แสดงใหเห็นวาวิธี real 

time PCR มคีวามไวมากกวาวธิเีพาะเชือ้
(13)

 เชนเดยีวกัน

กับการศึกษาของ Boyadzhyan B และคณะซึ่งทําการ

ทดสอบประสทิธภิาพของนํา้ยาสาํเรจ็รปูทีอ่าศยัหลกัการ

เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม น้ํายา APTIMA GC Assays 

เปรียบเทียบกับน้ํายา APTIMA Combo 2 Assay และ

วิธีเพาะเชื้อ พบวานํ้ายาสําเร็จรูปท้ัง 2 ชนิดใหผลการ

ตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae ตรงกันทุกรายขณะที่วิธี

เพาะเชื้อไมสามารถตรวจหาเช้ือจํานวน 3 ตัวอยางจาก

ตัวอยางทดสอบปสสาวะและ swab 4 ตัวอยาง จากการ

ศึกษานี้สะทอนใหเห็นวาวิธีเพาะเชื้อมีความไวตํ่าอยางมี

นัยสําคัญเน่ืองจากไมสามารถตรวจหาเชื้อไดโดยมีอัตรา

การพลาดการตรวจหาเชือ้รอยละ 28.00
(4)

 ในการศกึษา

คร้ังน้ีพบวาตัวอยางอื่นนอกเหนือจากอวัยวะสืบพันธุ

จํานวน 5 ตวัอยางใหผลลบดวยวิธเีพาะเชือ้แตใหผลบวก

ดวยวิธี Real-time PCR เม่ือดูผลการตรวจหาเช้ือใน              

ชองทางอื่นท่ีอาสาสมัครใชในการมีเพศสัมพันธ พบวา

ตวัอยาง 4 รายจาก 5 รายมผีลบวกตอเชือ้ N. gonorrhoea 

ในชองทางอวัยวะสืบพันธุ (ทอปสสาวะ) และผลการ

ทดสอบทั้ง 5 ตัวอยางนี้ดวยน้ํายา Real-time PCR 

สาํเรจ็รูปก็ใหผลบวกตอเชือ้  N. gonorrhoea ดวยเชนกัน 

วิธ ีReal-time PCR ทีพ่ฒันาขึน้สามารถตรวจหาเชือ้ดวย

ความไวและความจําเพาะที่สูง  

 แมวาวิธีเพาะเชื้อจะเปนวิธีมาตรฐานในการ

ตรวจวินิจฉัยหาการติดเช้ือ N. gonorrhoeae และผลการ

ศึกษาเปรียบเทียบความคุ มทุนของน้ํายาและวัสดุ
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ชุดน้ํายา In-house real time PCR ในการตรวจหาเช้ือ Neisseria gonorrhoeae 

วิทยาศาสตรในการตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae ดวยวิธี

เพิม่ปริมาณสารพนัธกุรรมและวิธเีพาะเชือ้ พบวาชดุน้ํายา 

in-house real time PCR ที่พัฒนาขึ้น มีราคาตนทุนสูง

กวาวธิเีพาะเชือ้ประมาณ 2.2 เทา แตเมือ่เปรยีบเทียบกบั

ชุดน้ํายาสําเร็จรูปแลวยังมีราคาตนทุนท่ีตํ่ากวา 2.8 เทา

เชนเดียวกัน
(11)

 และถงึแมวาชดุน้ํายา in-house real time 

PCR ที่พัฒนาข้ึนจะมีราคาตนทุนท่ีสูงกวาวิธีเพาะเชื้อ             

แตจากผลการศึกษาวิจัยมากมาย พบวาภายใตสภาวะ                    

ที่เหมาะสม วิธีเพาะเชื้อมีความไวอยูในชวงรอยละ 85-

95 สําหรับการติดเช้ือแบบเฉียบพลันและอาจจะมีความ

ไวแครอยละ 50 ในผูหญิงที่มีการติดเชื้อแบบเรื้อรัง 

นอกจากนี้ชนิดและคุณภาพของตัวอยางทดสอบและ

สภาวะในการขนสงตวัอยางเปนปจจัยท่ีมคีวามสําคญัเปน

อยางยิ่งตอวิธีเพาะเชื้อเน่ืองจาก N. gonorrhoeae เปน

เชื้อที่มีความเปราะบางและตายงาย
(14)

 และวิธี Nucleic 

acid amplification test (NAATs) หรือการเพิ่มจํานวน

สารพนัธกุรรมของเช้ือมปีระโยชนและมขีอดีกวาหลายๆ 

วิธี เน่ืองจากมีความไว ความจําเพาะสูงและยังสามารถ

ตรวจหาเช้ือไดในตัวอยางสงตรวจท่ีหลากหลาย โดย

เฉพาะในตวัอยางอืน่นอกเหนอืจากอวยัวะสบืพนัธุ อกีทัง้

วิธีเพาะเชื้อใชระยะเวลาในการตรวจวิเคราะหมากกวา  

48 ชัว่โมง ข้ันตอนการตรวจยุงยาก เจาหนาทีต่องมทีกัษะ 

มคีวามชาํนาญในการเลีย้งเชือ้และตองมคีวามระมดัระวงั

ในการขนสงตวัอยางไปยงัหองปฏบิตักิาร
(3)

 ขณะทีวิ่ธเีพิม่

ปริมาณสารพันธุกรรมสามารถรายงานผลการตรวจ

วิเคราะหไดภายในระยะเวลา 3-4 ชั่วโมง การตรวจ

วินิจฉยัดวยวิธ ีreal-time PCR สามารถตรวจพบเชือ้จาก

สารพนัธกุรรมถึงแมวาเชือ้จะไมมชีวิีตแลว ขณะทีวิ่ธเีพาะ

เชื้อตรวจหาไดเฉพาะเชื้อที่มีชีวิตเทานั้นซึ่งแสดงถึงการ

ติดเช้ือในขณะนั้น ดังน้ันการนําวิธี real-time PCR มา

ตรวจวินิจฉัยวามีการติดเช้ือควรดูประวัติของผูปวย              

รวมดวย หากเปนผูปวยใหมและไมเคยตรวจพบเช้ือ             

มากอน สามารถใชวิธี real-time PCR ในการตรวจหา

เชื้อได แตหากผูปวยไดรับการวินิจฉัยวาตรวจพบเช้ือ              

N. gonorrhoeae มากอนและกําลงัไดรบัการรกัษาควรเวน

ชวงระยะเวลาไว 3 สปัดาหหลงัจากไดรบัการรกัษา ถงึจะ

สามารถใชวิธี real-time PCR ในการตรวจหาเชื้อ 

เน่ืองจากอาจจะมีสารพันธุกรรมของเช้ือหลงเหลืออยูใน

ชวงระยะเวลารักษาถึงแมวาเชื้อจะตายไปแลว
(15)

 คณะผู วิจัยวางแผนการศึกษาวิจัยตอไปใน

อนาคตเพื่อพัฒนาชุดน้ํายาที่สามารถตรวจหาเชื้อ             

N. gonorrhoeae และเชื้อ C. trachomatis ซึ่งเปนเช้ือกอ

โรคติดตอทางเพศสัมพันธที่มีความสําคัญมากที่สุดใน        

รูปแบบการตรวจในหลอดปฏิกิริยาเดียวกัน สามารถ

ตรวจไดพรอมกนั (in-house multiplex real-time PCR) 

ซึ่งจะสามารถลดคาใชจายดานนํ้ายาลงไปไดและยัง

เปนการเพ่ิมขีดความสามารถการตรวจหาเช้ือทัง้สองชนิด

ทางหองปฏิบัติการดวยชุดน้ํายาที่พัฒนาขึ้นเอง

กิตติกรรมประกาศ

 ขอขอบคุณผู อํานวยการกองโรคเอดสและ             

โรคตดิตอทางเพศสมัพนัธ หวัหนาศนูยการแพทยบางรกั

ด านโรคติดตอทางเพศสัมพันธ  กรมควบคุมโรค                       

เจาหนาที่หองปฏิบัติการทุกทานสําหรับขอมูลในการนํา

มาใชประโยชน
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