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จากการเปลี่ยนสีบนชุดทดสอบ biphasic media. ( 
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การทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide (PZA) ด้วยวิธีมาตรฐาน (culture-based susceptibility 

tests) นั้นท าได้ยาก เนื่องจากสภาวะเป็นกรดในอาหารเลี้ยงเชื้อสามารถท าให้เกิดผลลบและผลบวกลวง 
การศึกษานี้มุ่งเน้นศึกษาและพัฒนาชุดทดสอบส าหรับใช้วินิจฉัยเชื้อดื้อต่อยา  PZA ในเชื้อ Mycobacterium 
tuberculosis ด้วยชุดทดสอบ colorimetric biphasic medium assay ที่ผสม Nicotinamide (NIC-CBMA) 
ความเข้มข้น 250, 500, 1000 และ 2000 µg/mL และวิเคราะห์การกลายพันธุ์ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา PZA ใน
ยีน pncA, rpsA และ panD ผลการทดสอบในเชื้อวัณโรคดื้อยาทั้งหมด 150 สายพันธุ์ แบ่งเป็นเชื้อดื้อต่อยา 
PZA 40 สายพันธุ์ และเชื้อไวต่อยา PZA 110 สายพันธุ์ เมื่อทดสอบด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 พบว่าความ
เข้มข้นของ NIC ≥ 1000 µg/mL เหมาะส าหรับใช้วินิจฉัยเชื้อดื้อยา PZA ด้วยวิธี NIC-CBMA ซึ่งมีความไวของ
ชุดทดสอบเท่ากับ  100% ความจ าเพาะเท่ากับ  96.36% เมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐาน  BACTEC MGIT 960 
นอกจากนี้พบการกลายพันธุ์ในยีน pncA ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา PZA จ านวน 28 แบบ ในเชื้อจ านวน 37 จาก 
40 สายพันธุ์ที่ดื้อยา PZA เป็นการกลายพันธุ์แบบ Nonsynonymous 57.89% การกลายพันธุ์แบบ Indels 
21.05% การกลายพันธุ์บริเวณ Promoter 13.16% การกลายพันธุ์แบบ Nonsense 5.26% และการกลายพันธุ์
แบบ Double mutation 2.63% นอกจากนี้พบการกลายพันธุ์ใหม่จ านวน 4 แบบ แต่ไม่พบการกลายพันธุ์ในยีน 
rpsA และ panD ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา ชุดทดสอบ NIC-CBMA เป็นวิธีการทดสอบความไวต่อยา PZA ที่
รวดเร็วและให้ผลที่น่าเชื่อถือ ชุดทดสอบมีราคาไม่แพงและสามารถเตรียมได้เองในห้องปฏิบัติการโดยใช้อาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็งที่มีอยู่ สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในงานประจ าวันเพื่อใช้เป็นแนวทางในการเลือกสูตรยาที่เหมาะสม
ในการรักษาวัณโรคดื้อยาหลายขนาน และสามารถลดการแพร่ระบาดของเชื้อดื้อยาได้ 
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Standard culture-based pyrazinamide (PZA) susceptibility tests are difficult to 

perform as a result of acidic conditions in culture media leading to false susceptible and 
resistant. In this study, a novel colorimetric biphasic medium assay was developed for the 
rapid detection of PZA resistance in Mycobacterium tuberculosis using nicotinamide (NIC-
CBMA) at four different concentrations (250, 500, 1000 and 2000 µg/mL), and analyzed 
mutations associated with PZA resistance in pncA, rpsA and panD genes. From 150 multidrug-
resistant tuberculosis strains, 40 PZA-resistant (PZAR) and 110 PZA-susceptible (PZAS) were 
identified by BACTEC MGIT 960. While using a concentration of NIC ≥1000 µg/mL as the cutoff 
for defined resistance, NIC-CBMA demonstrated sensitivity of 100%, specificity of 96.36% 
compared to the BACTEC MGIT 960 method. DNA sequencing of the pncA gene revealed 28 
different mutations in 37 out of 40 PZAR isolates comprising of 57.89% of nonsynonymous 
mutations, 21.05% of Indels mutations, 13.16% of mutations in the promoter region, 5.26% of 
nonsense mutations and 2.63% of double mutations. Four novel pncA mutations were 
detected. But no mutations associated PZA resistance were detected in the rpsA and panD 
genes. The NIC-CBMA serves as a rapid and reliable test for PZA susceptibility testing. The test 
is not expensive, easily prepared in laboratory using the existing medias and may be applied 
for routine diagnosis, which could guide an appropriate treatment for multidrug-resistant 
tuberculosis patients and reduces the transmission. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1. ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา  

วัณ โรค  (Tuberculosis หรือ  TB) เป็ น โรคติด เชื้ อ เรื้อรั งที่ มี สาเหตุจากเชื้ อแบคที เรีย 

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) ซึ่ งเป็น โรคที่ ก าลั งเป็นปัญหาส าคัญด้าน

สาธารณสุข โดยมีผลกระทบต่อสุขภาพและเศรษฐกิจทั่วโลกมานานกว่า 200 ปี องค์การอนามัยโลก 

(World Health Organization: WHO) ประกาศให้วัณโรคเป็นภาวะฉุกเฉินที่ต้องการการแก้ไขอย่าง

เร่งด่วนต้ังแต่ปี พ.ศ. 2536 แต่ในปัจจุบันยังไม่สามารถควบคุมสถานการณ์การแพร่ระบาดได้ โดยในปี 

พ.ศ. 2561 คาดประมาณว่ามีผู้ติดเชื้อรายใหม่ทั่วโลกประมาณ 10 ล้านคน ในจ านวนนี้ 8.6% มีการ

ติดเชื้อเอชไอวีร่วมด้วยและมีผู้ป่วยเสียชีวิตด้วยโรคนี้ประมาณ 1.5 ล้านคน ผู้ป่วยส่วนใหญ่อยู่ใน

ประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้และทวีปแอฟริกา ส าหรับประเทศไทยองค์การอนามัยโลกจัดให้

อยู่ในกลุ่ม 14 ประเทศที่มีปัญหาวัณโรค ปัญหาวัณโรคร่วมกับการติดเชื้อเอชไอวีและปัญหาวัณโรค

ดื้อยาหลายขนานสูง โดยคาดการณ์ว่ามีผู้ติดเชื้อรายใหม่ 106,000 รายหรือคิดเป็นอัตราอุบัติการณ์ 

153 ต่อประชากรแสนคน สูงกว่าประเทศตะวันตกบางประเทศถึง 30 เท่า ท าให้ต้องสูญเสียรายได้

กว่า 1,500 ล้านบาทต่อปี (1) โดยกลุ่มประชากรที่มีภาวะเสี่ยงต่อการติดเชื้อ เช่น ผู้ป่วยโรคเรื้อรัง

หรือผู้ที่มีภาวะภูมิคุ้มกันต่ า ผู้ติดเชื้อเอชไอวี ผู้ต้องขังในเรือนจ า แรงงานข้ามขาติ เป็นต้น วัณโรค

สามารถติดต่อจากคนสู่คนผ่านทางอากาศโดยการหายใจเอาละอองเสมหะที่เกิดจากการไอ จามของ

ผู้ป่วย เมื่อเชื้อเข้าสู่ร่างกายแล้วระบบภูมิคุ้มกันจะท าหน้าที่ป้องกันการจู่โจมของเชื้อ ท าให้ผู้ป่วยส่วน

ใหญ่ไม่มีอาการผิดปกติ มีเพียง 10% เท่านั้นที่จะป่วยเป็นวัณโรค (Active TB) เรียกระยะที่ผู้ป่วยไม่มี

อาการและไม่สามารถแพร่เชื้อไปสู่ผู้อื่นได้ว่า วัณโรคระยะแฝง (Latent TB) โดยทั่วโลกมีผู้ติดเชื้อวัณ

โรคระยะแฝงประมาณ 1.7 พันล้านคนหรือคิดเป็นร้อยละ 23 ของประชากรโลก (2) 

วัณโรคสามารถเป็นได้ทุกอวัยวะ แต่ที่พบมากที่สุดคือวัณโรคปอด คิด เป็น 80% ของวัณโรค

ทั้งหมด อาการแสดงของวัณโรคปอดมีมากมายและไม่จ าเพาะ เช่น อาการไอเรื้อรัง เบื่ออาหาร 

น้ าหนักลด มีไข้หรือเหงื่อออกตอนกลางคืน เจ็บหน้าอกและหายใจล าบาก ส่วนการติดเชื้อวัณโรคนอก

ปอดท าให้เกิดอาการต่าง ๆ ได้มากมายขึ้นกับต าแหน่งอวัยวะที่ติดเชื้อ เช่น วัณโรคสมองจะมีอาการ
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ปวดหัว คลื่นไส้อาเจียนและอาการคอแข็ง ส่วนวัณโรคกระดูกสันหลังจะพบกระดูกสันหลังผิดรูปและ

อ่อนแรงที่ขาทั้งสองข้าง เป็นต้น (3) ในปัจจุบันวัณโรคสามารถรักษาให้หายขาดได้โดยการกินยา

ติดต่อกันเป็นระยะเวลานาน 6 เดือนส าหรับเชื้อที่ไวต่อยาและ 9 ถึง 20 เดือนส าหรับวัณโรคที่ดื้อยา 

โดยยารักษาวัณโรคแบ่งเป็น 2 กลุ่มหลัก ได้แก่ ยาวัณโรคแนวที่ 1 (First line drugs) ได้แก่ ยา 

Isoniazid (H)  ย า  Rifampicin (R)  ย า  Pyrazinamide (Z)  ย า  Ethambutol (E)  แ ล ะ ย า 

Streptomycin (S) ยากลุ่มนี้จัดเป็นยาที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดและผลข้างเคียงของยาน้อย เหมาะ

ส าหรับผู้ป่วยวัณโรครายใหม่ที่ไม่มีความเสี่ยงต่อการดื้อยา ยาวัณโรคแนวที่ 2 (Second line drugs) 

เช่น  ยา Capreomycin (Cm) ยา para-aminosalicylic acid (PAS)  ยา Cycloserine (Cs) ยา 

ก ลุ่ ม  Aminoglycosides ไ ด้ แ ก่  ย า  Kanamycin ( Km)  ย า  Amikacin (Am)  ย า ก ลุ่ ม 

Fluoroquinolones ได้แก่ ยา Levofloxacin (Lfx) ยา Moxifloxacin (Mfx)  เป็นต้น ยากลุ่มนี้ใช้ใน

การรักษาวัณโรคดื้อยา ซึ่งมีผลข้างเคียงของยาสูงและมีราคาแพงกว่ายารักษาวัณโรคแนวที่ 1 (5) 

สถานการณ์ของวัณโรคดื้อยาเป็นปัญหาที่พบมายาวนานกว่า 50 ปีและก าลังเป็นปัญหาที่ส่งผล

กระทบต่อการควบคุมวัณโรค โดยมีการรายงานพบวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (Multidrug resistant 

tuberculosis: MDR-TB) คือเชื้อที่ดื้อต่อยาที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการรักษา ได้แก่ ยา Isoniazid 

และยา Rifampicin พร้อมกัน และเมื่อมีการน ายากลุ่ม Fluoroquinolones มาใช้ในปี พ.ศ. 2533 ก็

ท าให้เกิดปัญหาวัณโรคดื้อยาหลายขนานชนิดรุนแรงมาก (Extensive drug resistant tuberculosis: 

XDR-TB) ซึ่งหมายถึงเชื้อ MDR-TB ที่ดื้อต่อยากลุ่ม Fluoroquinolones และยากลุ่ม Second-line 

injectable พร้อมกัน โดยในปี  พ.ศ. 2561 องค์การอนามัยโลกคาดว่ามีผู้ป่วยวัณโรคดื้อยา 

Rifampicin (RR-TB) ประมาณ 484,000 รายทั่วโลก ในจ านวนนี้ 78% เป็นผู้ป่วย MDR-TB และ 

6.2% เป็นผู้ป่วย XDR-TB ท าให้การรักษาผู้ป่วยเหล่านี้ท าได้ยากขึ้น (1) ความเสี่ยงต่อการป่วยเป็น

วัณโรคดื้อยาหลายขนาน (risk of developing MDR-TB) ส่วนใหญ่เกิดจากระบบการดูแลรักษาและ

ควบคุมวัณโรคที่ไม่มีประสิทธิภาพ เช่น ความสามารถในการวินิจฉัย MDR-TB ไม่ดีพอ การสัมผัสกับ

ผู้ป่วย MDR-TB การเลือกใช้สูตรยาในการรักษาไม่เหมาะสมรวมทั้งขาดระบบการดูแลก ากับการ

รับประทานยาที่มีประสิทธิภาพ ท าให้ผู้ป่วยได้รับยาไม่สม่ าเสมอหรือขาดยา เชื้อจึงเกิดการกลายพันธุ์

เป็นเชื้อดื้อยา (6) การรักษาผู้ป่วยกลุ่มนี้ต้องใช้ระยะเวลายาวนานและค่าใช้จ่ายที่สูงขึ้น ผู้ป่วยมี

โอกาสรักษาหายเพียง 56% เนื่องจากผลข้างเคียงของยาสูง (1) ดังนั้นจึงควรมีการเฝ้าระวังและ

ควบคุมสถานการณ์การแพร่ระบาดของเชื้อดื้อยา โดยทางเลือกหนึ่งคือ ผู้ป่วยควรได้รับการตรวจ
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วินิจฉัยรูปแบบการดื้อยาที่รวดเร็ว น่าเชื่อถือ และครอบคลุมยารักษาวัณโรคแต่ละชนิดก่อนได้รับการ

รักษา เพื่อให้แพทย์ใช้เป็นแนวทางในการเลือกสูตรยาที่เหมาะสมแก่ผู้ป่วย (7, 8) 

การตรวจทางห้องปฏิบัติการมีบทบาทส าคัญในการช่วยสนับสนุนการวินิจฉัยวัณโรคและควบคุม

การแพร่ระบาดของวัณโรค โดยการตรวจเสมหะหาเชื้อติดสีทนกรด (Acid fast bacilli: AFB) ด้วย

กล้องจุลทรรศน์ การเพาะเลี้ยงเชื้อและการทดสอบความไวของเชื้อต่อยารักษาวัณโรค ท าให้ผู้ป่วย 

วัณโรคได้รับการค้นหาและการรักษาที่เหมาะสม ในปัจจุบันมีการพัฒนาวิธีการทดสอบความไวต่อยา

รักษาวัณโรคให้มีประสิทธิภาพและให้ผลรวดเร็ว เช่น ยา Isoniazid และยา Rifampicin ในขณะที่ยา

บางชนิดยังขาดวิธีการทดสอบที่มีประสิทธิภาพและไม่นิยมท าในงานประจ า โดยเฉพาะยา 

Pyrazinamide (9) ซึ่งเป็นยาวัณโรคแนวที่ 1 ที่ส าคัญ องค์การอนามัยโลกแนะน าให้ใช้เป็นยาหลัก

ร่วมกับยาชนิดอื่นในการรักษาวัณโรคที่ไวต่อยาและวัณโรคดื้อยา เนื่องจากยามีคุณสมบัติ Sterilizing 

activity สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อที่ไม่เจริญแบ่งตัว (Non-replicating persisters) ซึ่งไม่ตอบสนอง

กับยารักษาวัณโรคตัวอื่น ๆ ท าให้ลดระยะเวลาการรักษาจากเดิม 9 ถึง 12 เดือนเหลือเพียง 6 เดือน 

และสามารถลดอัตราการกลับเป็นโรคซ้ า (10) ดังนั้นการวินิจฉัยความไวต่อยา Pyrazinamide จึงมี

ความส าคัญอย่างมาก เนื่องจากสูตรยามาตรฐานระยะสั้น 6 เดือนนั้นจะได้ผลสัมฤทธิ์เฉพาะในผู้ป่วย

ที่ติดเชื้อไวต่อยา Pyrazinamide (Pyrazinamide-susceptible tuberculosis: ZS-TB) เท่านั้น ใน

กรณีที่เป็นเช้ือที่ดื้อเฉพาะยา Pyrazinamide (Pyrazinamide-resistant tuberculosis: ZR-TB) การ

ใช้สูตรยามาตรฐานระยะสั้น 6 เดือน ไม่สามารถใช้รักษาวัณโรคให้หายขาดได้ หากเป็นเชื้อวัณโรคดื้อ

ยาหลายขนานที่ยังไวต่อยา Pyrazinamide (Pyrazinamide-susceptible-MDR-TB: ZS-MDR-TB) 

สามารถใช้สูตรยาในการรักษาเพียง 9 เดือน จากสูตรเดิมที่ใช้เวลาในการรักษาถึง 2 ปี แต่หากเป็น

เชื้อดื้อยาหลายขนานที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide (Pyrazinamide-resistant-MDR-TB: ZR-MDR-TB) 

มักให้ผลการรักษาไม่ดีนัก การรักษาวัณโรคดื้อยาหลายขนานจึงควรแบ่งผู้ป่วยออกเป็น 2 กลุ่ม คือ 

ZR-MDR-TB และ ZS-MDR-TB เพื่อที่จะสามารถพิจารณาเลือกใช้ยาในการรักษาผู้ป่วยให้เหมาะสม 

(11) อย่างไรก็ตามกลไกการออกฤทธิ์ของยา Pyrazinamide ยังไม่ทราบแน่ชัด แต่พบว่าเมื่อยาแพร่

เข้าสู่เซลล์แบคทีเรียแล้วเอนไซม์ Pyrazinamidase (PZase) ที่สร้างขึ้นจากเชื้อวัณโรคจะเปลี่ยนยา

เป็น Pyrazinoic acid (POA) ที่สามารถไปยับยั้งกระบวนการต่าง ๆ ที่จ าเป็นในการด ารงชีวิตของเชื้อ 

เช่น ยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีนและกรดไขมัน ยับยั้งการสร้าง Pantothenate และ Co-enzyme A 

รบกวนการท างานของเยื่อหุ้มเซลล์ มีผลท าให้เชื้อไม่สามารถเจริญเติบโตได้และตายในที่สุด (10, 12) 
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ในปัจจุบันพบการรายงานการดื้อต่อยา Pyrazinamide ไม่มากนัก เนื่องจากการทดสอบความไว

ต่อยาด้วยวิธีมาตรฐาน (Conventional culture medium) ท าได้ยาก ซับซ้อน การทดสอบด้วยวิธีที่

แตกต่างกันหรือทดสอบซ้ า ๆ อาจให้ผลที่แตกต่างกัน ผลการทดสอบจึงมีความน่าเชื่อถือต่ า (13) โดย

วิธีที่นิยมท ากันมี 2 วิธี ได้แก่ วิธี Proportion method ซึ่งเป็นการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของ

เชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด  Lowenstein-Jensen medium หรือ Middlebrook 7H10 ที่มียา

เข้มข้น 25 ถึง 50 µg/mL กับอาหารที่ไม่มียา โดยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อให้มี pH 5.5 เพื่อปรับ

สภาวะให้เหมาะสมกับการออกฤทธิ์ของยา ที่สภาวะนี้เชื้อบางสายพันธุ์ไม่สามารถเจริญเติบโตได้ ท า

ให้ เกิดผลลบลวง (False susceptible) และอีกวิธีหนึ่ งคือการทดสอบด้วยวิธี  Radiometric 

susceptibility ของเครื่องกึ่งอัตโนมัติ BACTEC 460TB ซึ่งตรวจวัดการเจริญเติบโตของเชื้อโดยการ

วัดสารกัมมันตภาพรังสีคาร์บอน 14 ในอาหารเหลวชนิด 7H12 radiometric medium ที่มียาเข้มข้น 

100 µg/mL ที่ pH 6.0 ในสภาวะนี้จะไม่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อวัณโรค จึงให้ผลการทดสอบที่

มีความน่าเชื่อถือ (4) ต่อมามีการพัฒนาชุดทดสอบที่ปลอดภัยกว่าคือเครื่อง BACTEC MGIT 960 ซึ่ง

วัดการเจริญเติบโตของเชื้อโดยตรวจจับการเปล่งแสงฟลูออเรสเซนต์ภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลตเมื่อ

เชื้อเจริญเติบโตและมีการใช้ออกซิเจน ให้ผลการทดสอบที่ น่าเชื่อถือเช่นเดียวกัน ทางสถาบัน

ห้องปฏิบัติการทางวิทยาศาสตร์และการแพทย์ (Clinical and Laboratory Standards Institute: 

CLSI) จึงแนะน าให้เป็นวิธีมาตรฐานในการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide (14, 15) ข้อเสียของ

วิธีเหล่านี้คือต้องใช้เครื่องมือและน้ ายาที่มีราคาแพง ไม่เหมาะกับประเทศที่มีรายได้น้อยและ

ห้องปฏิบัติการขนาดเล็ก และเกิดผลบวกลวง (False resistance) จากการเติมเชื้อปริมาณมากลงใน

อาหารทดสอบได้ (10, 12, 16) ต่อมาเริ่มมีการพัฒนาวิธีการทดสอบความไวต่อยาแบบวิธีจีโนไทป์ คือ

การตรวจหาต าแหน่งการกลายพันธุ์ในยีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยา เช่น ยีน pncA ที่ควบคุมการสร้าง

เอนไซม์ Pyrazinamidase (Pzase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ส าคัญในการกระตุ้นให้ยาอยู่ในรูปที่พร้อมท างาน

ได้ เชื้อวัณโรคที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide ประมาณ 70% ถึง 97% จะพบการกลายพันธุ์บริเวณยีนนี้ 

(10, 17) โดยสามารถพบรูปแบบการกลายพันธุ์ได้หลากหลายตลอดทั้งยีน เช่น การแทนที่ของเบส

ต าแหน่งเดียวในบริเวณดีเอ็นเอที่ถอดรหัส (Missense และ Nonsense) การแทรกเข้าและขาด

หายไปของดีเอ็นเอ (Indels) (9) เป็นต้น นอกจากนี้มีการรายงานพบกลายพันธุ์ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อ

ยา Pyrazinamide บนยีนใหม่ ๆ เช่น ยีน rpsA ที่ถอดรหัสเป็นโปรตีน Ribosomal S1 ซึ่งเป็นหนึ่ง

ในต าแหน่งเป้าหมายในการออกฤทธิ์ของยา หรือยีน panD ซึ่งเป็นยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ 
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Aspartate alpha-decarboxylase มีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้าง β-alanine ที่เป็นสารตั้ง

ต้นส าหรับการสังเคราะห์ Pantothenate และ Co-enzyme A ซึ่งเป็นเป้าหมายหนึ่งในการออกฤทธิ์

ของยา (12) แต่พบได้ไม่บ่อยในเชื้อที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide จึงนิยมตรวจหาการดื้อยานี้ โดยการ

หาต าแหน่งกลายพันธุ์บนยีน pncA ด้วยเทคนิค DNA sequencing ซึ่งให้ผลการทดสอบที่รวดเร็ว มี

ความไวในการทดสอบประมาณ 83% ถึง 90% (9, 18) แต่เทคนิคดังกล่าวต้องอาศัยเครื่องมือและ

น้ ายาที่มีราคาแพง อันเป็นข้อจ ากัดของการใช้งานโดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่มประเทศก าลังพัฒนาและ

สามารถวินิจฉัยการดื้อยาจากกลไกกลายพันธุ์บนยีน pncA เพียงกลไกเดียวเท่านั้น ปัจจุบันมีวิธีการ

ทดสอบความไวต่อยาที่พัฒนาขึ้นให้มีประสิทธิภาพดีและลดข้อจ ากัดของวิธีมาตรฐาน เรียกว่า non-

commercial methods เป็นวิธีที่ท าได้ง่ายและราคาไม่แพง แต่วิธีเหล่านี้มีแนวโน้มจะเกิดความ

ผิดพลาดได้มาก เนื่องจากขาดการวางมาตรฐานการทดสอบ จึงต้องอาศัยการอบรมและการฝึกปฏิบัติ

ที่พอเหมาะ อย่างไรก็ตามองค์การอนามัยโลกได้ตรวจสอบและยอมรับเทคนิคที่สามารถใช้ได้ใน

ห้องปฏิบัติการระดับอ้างอิง ได้แก่  วิธี Microscopic observation drug susceptibility assay 

(MODS) ซึ่งเป็นการตรวจดูการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด

พิ เศษ เทคนิค Colorimetric redox indicator เป็นการตรวจสอบการเปลี่ ยนสีของ  redox 

indicator ที่สัมพันธ์กับจ านวนเชื้อที่มีชีวิตในอาหารทดสอบผสมยา และเทคนิค Nitrate reductase 

assay (NRA) เป็นการตรวจดูการเจริญเติบโตของเชื้อวัณโรคจากความสามารถของเชื้อในการท า

ปฏิกิริยารีดิวส์ไนเตรท ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสีในอาหารทดสอบ (19, 20) โดยอาหารเลี้ยงเชื้อ 

วัณโรคที่ใช้ส าหรับการทดสอบความไวต่อยามีหลายประเภท เช่น อาหารชนิดแข็ง Lowenstein-

Jensen medium (LJ) ที่มีความจ าเพาะสูงแต่ให้ผลการทดสอบที่ล่าช้า หรืออาหารชนิดเหลว 

Middlebrook 7H9 medium ที่มีความไวสูงแต่มีราคาแพงกว่า อย่างไรก็ตามพบว่าเชื้อวัณโรคบาง

สายพันธุ์ไม่เจริญหรือเจริญได้ไม่ดีในอาหารแข็งและบางสายพันธุ์ไม่เจริญหรือเจริญได้ไม่ดีในอาหาร

เหลว (21) จึงได้มีการพัฒนาอาหารผสมชนิดแข็งและเหลว biphasic medium ที่สามารถเพิ่มความ

ไวและความจ าเพาะในการเพาะเลี้ยงเชื้อ อีกทั้งมีราคาถูกกว่าการใช้อาหารทดสอบส าเร็จรูป  (22) 

อย่างไรก็ตามยังมีการประยุกต์ใช้ในการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide จ านวนน้อย เนื่องจาก

ต้องปรับอาหารเลี้ยงเชื้อให้มีสภาวะกรด ต่อมาจึงมีการศึกษาและพัฒนาวิธีทดสอบความไวต่อยา  

Pyrazinamide โดยใช้ Nicotinamide (NIC) ซึ่งเป็นสารที่มีโครงสร้างคล้ายกันทดแทน โดย NIC จะ

ออกฤทธิ์ท าลายเชื้อได้ในสภาวะค่า pH เป็นกลาง จึงสามารถลดความผิดพลาดของผลการทดสอบที่มี



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 6 

สาเหตุจากสภาวะกรดของอาหารทดสอบที่มีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อได้ โดยมีการน ามาประยุกต์ใช้

กับวิธี Resazurin microtiter assay (REMA) ซึ่งให้ความไวเท่ากับ 100% และความจ าเพาะเท่ากับ 

98% (23) และเทคนิค NRA ให้ความไว 93.8% และความจ าเพาะ 97.7% (24) 

การศึกษานี้จึงมุ่งเน้นศึกษาและพัฒนาวิธีการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ให้มี

ประสิทธิภาพ โดยใช้อาหารทดสอบชนิด Colorimetric biphasic medium ที่ผสม Nicotinamide 

ส าหรับใช้วินิจฉัยเชื้อที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide โดยไม่จ าเป็นต้องเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อให้มีสภาวะ

กรด ท าให้ลดอัตราการเกิดผลบวกและลบลวง อีกทั้งเป็นอาหารทดสอบที่เตรียมได้ง่ าย มีราคาถูก

เหมาะส าหรับการประยุกต์ใช้ในงานประจ าวัน โดยไม่ต้องอาศัยเครื่องมือหรืออุปกรณ์จ าเพาะที่มีราคา

แพง สามารถประยุกต์ใช้ส าหรับการทดสอบความไวต่อยาโดยตรงจากสิ่งส่งตรวจ เพื่อเพิ่มความไว

และความจ าเพาะในการตรวจวินิจฉัย รวมทั้งวินิจฉัยหาการกลายพันธุ์ของยีนที่ส่งผลให้เกิดการดื้อต่อ

ยา Pyrazinamide ได้แก่ ยีน pncA ยีน rpsA และยีน panD ของเชื้อ M. tuberculosis โดยใช้

เทคนิค DNA sequencing เพื่อให้เข้าใจกลไกการดื้อยาในระดับยีน นอกจากนี้ยังศึกษาถึงอัตราความ

ชุกของการดื้อยา Pyrazinamide ของเชื้อวัณโรคในสถาบันโรคทรวงอก ซึ่งสามารถใช้เป็นข้อมูลใน

การเฝ้าระวังการดื้อยา Pyrazinamide และใช้เป็นแนวทางในการเลือกสูตรยาที่เหมาะสมในการ

รักษาวัณโรคดื้อยาหลายขนาน สามารถลดโอกาสการเกิดเชื้อดื้อยาจากการได้รับยาที่ไม่เหมาะสม

หรือไม่เพียงพอ 

2. ค าถามการวิจยั 

2.1 สามารถพัฒนาชุดทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis โดยใช้ 

เทคนิค Nicotinamide-colorimetric biphasic media assay (NIC-CBMA) ได้อย่างไร 

2.2 ชุดทดสอบ NIC-CBMA มีประสิทธิภาพในการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของ

เชื้อ M. tuberculosis เป็นเท่าใดเมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐาน BACTEC MGIT960 PZA kit  

2.3 รูปแบบการกลายพันธุ์ของยีน pncA ยีน rpsA และยีน panD ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา 

Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis ที่เพาะแยกได้จากเสมหะผู้ป่วยจากสถาบันโรค

ทรวงอกเป็นอย่างไร 

2.4 อัตราความชุกของการดื้อยา Pyrazinamide ของเชื้อวัณโรคดื้อยาในสถาบันโรคทรวงอก

เป็นเท่าใด  
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3. วัตถุประสงค์ของโครงการวจิัย 

3.1 เพื่อพัฒนาชุดทดสอบ NIC-CBMA ส าหรับการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของ

เชื้อ M. tuberculosis 

3.2 เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพผลการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อ        

M. tuberculosis โดยใช้ชุดทดสอบ NIC-CBMA ที่พัฒนาขึ้นกับผลการทดสอบความไวต่อ

ยา Pyrazinamide ด้วยวิธีมาตรฐาน BACTEC MGIT960 PZA kit  

3.3 เพื่อศึกษาหารูปแบบการกลายพันธุ์ของยีน pncA ยีน rpsA และยีน panD ที่สัมพันธ์กับ

การดื้อยา Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis ที่เพาะแยกได้จากเสมหะผู้ป่วยจาก

สถาบันโรคทรวงอก 

3.4 เพื่อศึกษาถึงอัตราความชุกของการดื้อยา Pyrazinamide ของเชื้อวัณโรคดื้อยาในสถาบัน

โรคทรวงอก  

4. สมมติฐานการวิจัย 

4.1 ชุดทดสอบ NIC-CBMA สามารถใช้ส าหรับการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของ

เชื้อ M. tuberculosis ได ้

4.2 ชุดทดสอบ NIC-CBMA มีประสิทธิภาพในการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของ

เชื้อ M. tuberculosis ได้เทียบเท่ากับวิธีมาตรฐาน BACTEC MGIT960 PZA kit  

4.3 สามารถพบรูปแบบการกลายพันธุ์ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา Pyrazinamide ในยีน pncA ยีน 

rpsA และยีน panD ของเชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อยา Pyrazinamide 

4.4 อัตราความชุกของการดื้อยา Pyrazinamide มีมากขึ้นในเชื้อวัณโรคดื้อยาในสถาบันโรค

ทรวงอก 

5. ขอบเขตของงานวิจัย 

ท าการศึกษาเชื้อ M. tuberculosis จ านวนทั้งสิ้น 150 ตัวอย่าง โดยตัวอย่างเชื้อทั้งหมดเพาะ

แยกได้จากเสมหะผู้ป่วยในสถาบันโรคทรวงอกที่ผ่านการวินิจฉัยว่าเป็นเชื้อในกลุ่ม M. tuberculosis 

complex ด้ วยชุดตรวจแอนติ เจน  MPT64 (SD Bioline TB Ag MPT64 Rapid test, บริษั ท 

Standard Diagnostics จ ากัด สาธารณรัฐเกาหลีใต้) และได้รับการวินิจฉัยเป็นเชื้อดื้อยาหลายขนาน 
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(MDR-TB) ด้วยวิธี Absolute concentration ในยา Isoniazid ยา Rifampicin ยา Ethambutol 

ยา Streptomycin ยา Kanamycin ยา Ofloxacin ยา Levofloxacin และยา Moxifloxacin ท า

การเก็บเชื้อดังกล่าวตั้งแต่ปี พ.ศ. 2558 ถึง พ.ศ. 2561 เชื้อทุกสายพันธุ์น ามาทดสอบความไวต่อยา 

Pyrazinamide ด้วยวิธีมาตรฐาน BACTEC MGIT960 PZA kit จากนั้นท าการวิเคราะห์ล าดับเบส

ของดีเอ็นเอของเชื้อบริเวณยีน pncA ยีน rpsA และยีน panD ด้วยเทคนิค DNA sequencing และ

พัฒนาชุดทดสอบ Nicotinamide-colorimetric biphasic media assay (NIC-CBMA) ส าหรับการ

ทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis โดยการหาความเข้มข้นวิกฤตของ 

Nicotinamide ที่ ท าให้ เชื้ อดื้ อต่อยา Pyrazinamide น าผลการทดสอบของ  NIC-CBMA มา

เปรียบเทียบกับผลการทดสอบความไวต่อยาด้วยวิธีมาตรฐาน BACTEC MGIT960 PZA kit และการ

ดื้อยาโดยเทคนิค DNA sequencing เพื่อประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค NIC-CBMA ที่ ได้

พัฒนาขึ้น 

6. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

6.1 ได้วิธีการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis ที่ให้ผลการ   

ทดสอบที่รวดเร็ว สามารถอ่านและแปลผลได้ง่าย มีความไวความจ าเพาะเทียบเท่ากับวิธี

มาตรฐาน BACTEC MGIT960 PZA kit  

6.2 ได้วิธีทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis ที่สามารถเตรียมได้

เองในห้องปฏิบัติการ ราคาถูกและไม่จ าเป็นต้องใช้อุปกรณ์ที่มีราคาแพง ท า ให้ผู้ป่วยใน

โรงพยาบาลต่าง ๆ ได้รับการตรวจวินิจฉัยการดื้อยา Pyrazinamide เพื่อรับการรักษาที่

ถูกต้องเหมาะสม ลดอัตราการรักษาล้มเหลว อัตราการเสียชีวิต และช่วยควบคุมอัตราการ

เกิดวัณโรคดื้อยาหลายขนานได ้

6.3 ทราบรูปแบบการกลายพันธุ์ในยีน pncA ยีน rpsA และยีน panD ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยา

Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis ที่แยกได้จากเสมหะผู้ป่วยในสถาบันโรคทรวงอก

เพื่อให้เข้าใจกลไกการดื้อยาในระดับยีน 

6.4  ทราบถึงอัตราความชุกของการดื้อยา Pyrazinamide ของเชื้อวัณโรคในสถาบันโรคทรวง

อก ซึ่งสามารถใช้เป็นข้อมูลในการเฝ้าระวังการดื้อยา Pyrazinamide และใช้เป็นแนวทางใน
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การเลือกสูตรยาที่เหมาะสมในการรักษาวัณโรคดื้อยาหลายขนาน สามารถลดโอกาสการเกิด

เชื้อดื้อยาจากการได้รับยาที่ไม่เหมาะสมหรือไม่เพียงพอ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 10 

บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

1. ประวัติศาสตรข์องวัณโรค 

วัณโรคเป็นโรคเก่าแก่ที่คุกคามชีวิตมนุษยชาติมาเป็นเวลานาน โดยมีหลักฐานทางวิทยาศาสตร์

และโบราณคดียืนยันว่าเป็นสาเหตุการเจ็บป่วยและการเสียชีวิตของบรรพบุรุษมาตั้งแต่ 9000 ปีก่อน 

คริสตศักราช เช่น การค้นพบลักษณะของวัณฺโรคกระดูกในศพที่ขุดพบในประเทศอิสราเอลและการ

ตรวจพบดีเอ็นเอของเชื้อวัณโรคในกระดูกสันหลังมัมมี่ที่ประเทศอียิปต์ (25, 26) ราว 400 ปีก่อน 

คริสตศักราช Hippocrates บิดาการแพทย์ยุคกรีกได้บันทึกเกี่ยวกับวัณโรคว่าเป็นโรคที่พบบ่อยและ

ท าให้ผู้ป่วยส่วนใหญ่เสียชีวิต ต่อมา Aristotle นักปรัชญากรีกโบราณเชื่อว่าโรคนี้มีการติดต่อผ่านทาง

อากาศ โดยสังเกตว่ามีการแพร่ระบาดจากคนสู่คนและพบมากในชุมชนแออัด อย่างไรก็ตามวัณโรค

ไม่ได้เป็นปัญหาส าคัญในยุคนั้น จนกระทั่งประมาณปี พ.ศ. 2143 ถึง พ.ศ. 2343 (ค.ศ. 1600 ถึง 

1800) ซึ่งเป็นยุคการปฏิวัติอุตสาหกรรมในประเทศตะวันตก มีการเพิ่มขึ้นของประชากรและความ

แออัดในเขตเมือง ในขณะที่ระบบสาธารณสุขและสุขอนามัยยังไม่ดีพอ ท าให้เกิดการแพร่ระบาดของ

วัณโรคในยุโรปและทางตอนเหนือของสหรัฐอเมริกาอย่างกว้างขวาง ประชากรส่วนใหญ่จะติดเชื้อและ 

1 ใน 4 ของผู้เสียชีวิตในขณะนั้นมีสาเหตุมาจากวัณโรค เนื่องจากยังไม่ทราบสาเหตุและวิธีการรักษา

วัณโรค ผู้ป่วยจะเข้าพักในสถานพักฟื้น (Sanitarium) เป็นเวลานานเพื่อรอให้ร่างกายฟื้นตัวแต่ผู้ป่วย

ส่วนใหญ่จะเสียชีวิต (27) การวินิจฉัยหาสาเหตุของโรคนั้น เริ่มจาก Girolamo Fracastora 

นายแพทย์ชาวอิตาลีได้กล่าวว่า วัณโรคเป็นโรคติดต่อที่เกิดจากการติดเชื้อโรคที่อาศัยอยู่ในร่างกาย

ผู้ป่วยและเรียกโรคนี้ว่า “phthisis” หมายถึง โรคที่ท าให้ผู้ป่วยมีลักษณะผอมแห้ง โดย Fransiscus 

Sylvius นักกายวิภาคศาสตร์ชาวดัตช์ได้ค้นพบรอยโรคในเนื้อปอดที่เรียกว่า “tubercles” ซึ่งต่อมา

ในปี พ.ศ. 2425 (ค.ศ. 1882) Robert Koch นายแพทย์ชาวเยอรมันเป็นคนแรกที่ค้นพบเชื้อ

แบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของวัณโรคซึ่งในขณะนั้นเรียกว่า “tubercle bacilli”  ท าให้เริ่มมีการศึกษา

ค้นควา้เกี่ยวกับวัณโรคอย่างเป็นระบบ ทราบสาเหตุ พยาธิก าเนิด ระบาดวิทยารวมถึงวิธีการรักษาโรค 

จนกระทั่งในปี พ.ศ. 2464 สามารถผลิตวัคซีนส าหรับป้องกันวัณโรคตัวแรกได้ส าเร็จซึ่งใช้ระยะเวลา

ในการพัฒนาวัคซีนถึง 13 ปี โดยนักแบคทีเรียวิทยาชาวฝรั่งเศส  Albert Calmette และ Camille 
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Guérin ได้ท าการเพาะเลี้ยงเชื้อวัณโรคของวัว (Mycobacterium bovis) ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ าดี 

จนได้เชื้อที่ไม่สามารถก่อโรคได้แต่สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันต่อวัณโรคได้และตั้งชื่อวัคซีนว่า Bacillus 

Calmette-Guérin หรือวัคซีน BCG ต่อมาในปี พ.ศ. 2486 และ พ.ศ. 2487 ได้มีการค้นพบยารักษา

วัณโรค ได้แก่ ยา Streptomycin (S) และยา para-aminosalicylic acid (PAS) ตามล าดับ ท าให้

การควบคุมวัณโรคได้ผลดียิ่งขึ้น และในปี พ.ศ. 2495 เริ่มมีการน ายา Isoniazid (H) มาใช้ร่วมในสูตร

ยารักษาวัณโรคด้วย ท าให้สามารถรักษาโรคให้หายขาดได้ถึง 90% แต่ต้องใช้ระยะเวลาในการรักษา

นานถึง 24 เดือน ในปี พ.ศ. 2503 ได้มีการน ายา Ethambutol (E) มาใช้แทนยา PAS ซึ่งสามารถลด

ผลกระทบจากการใช้ยาและลดระยะเวลาในการรักษาลงจาก 24 เดือนเหลือเพียง 18 เดือน 

ความก้าวหน้าต่อมาคือการคิดค้นยา Rifampicin (R) ซึ่งเมื่อน ามาใช้ร่วมในสูตรยารักษาวัณโรคแล้ว

พบว่ามีประสิทธิภาพในการรักษาให้หายขาดได้ถึง 95% และลดระยะเวลาการรักษาลงเหลือเพียง 8 

ถึง 9 เดือน ต่อมามีการน ายา Pyrazinamide (Z, PZA) มาใช้ร่วมด้วยท าให้สามารถลดระยะเวลาใน

การรักษาลงเหลือเพียง 6 เดือน เนื่องจากยานี้มีประสิทธิภาพในการท าลายเชื้อที่อาศัยอยู่ภายในเซลล์ 

macrophage ในโพรงปอดซึ่งมีสภาวะเป็นกรดและไม่ตอบสนองกับยารักษาวัณโรคตัวอื่น จึงสามารถ

เพิ่มประสิทธิภาพการรักษาและการควบคุมวัณโรคให้ได้ผลดียิ่งขึ้น (26) ในประเทศที่พัฒนาแล้ว เช่น 

สหรัฐอเมริกา ประเทศในแถบยุโรปและญี่ปุ่น ต่างให้ความส าคัญในการขจัดโรคนี้ ท าให้อุบัติการณ์

ของโรคลดลงต่อเนื่อง 3% ถึง 7% ต่อปี หรือมีอุบัติการณ์ของโรคต่ ากว่า 10 ต่อแสนประชากร (1, 

28) แต่ในปี พ.ศ. 2524 วัณโรคได้กลับมาเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญอีกครั้ง หลังจากที่มีการแพร่

ระบาดของโรคเอดส์และการแพร่ระบาดของวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (Multidrug-resistant 

tuberculosis: MDR-TB) ซึ่งดื้อต่อยารักษาวัณโรคที่มีประสิทธิภาพดีที่สุด ได้แก่ ยา Isoniazid และ 

ยา Rifampicin ท าให้การรักษาและการควบคุมการแพร่ระบาดวัณโรคเป็นไปได้ยากยิ่งขึ้น วัณโรคจึง

ยังคงเป็น 1 ใน 10 สาเหตุส าคัญของการเสียชีวิตของผู้คนทั่วโลกด้วยจ านวนผู้เสียชีวิตกว่าหนึ่งล้าน

คนต่อปี (1) 

2. อุบัติการณ์และระบาดวิทยาของวัณโรค 

จากรายงานขององค์การอนามัยโลกพบว่าในปี พ.ศ. 2561 มีผู้ติดเชื้อวัณโรครายใหม่ทั่วโลก

ประมาณ 10 ล้านคนหรือคิดเป็นอุบัติการณ์ 130 คนต่อแสนประชากร และมีผู้ป่วยวัณโรคที่ไม่มีการ

ติดเชื้อไวรัสเอดส์ร่วมด้วยเสียชีวิตประมาณ 1.2 ล้านคน และเสียชีวิตกว่า 251,000 คนในผู้ป่วยที่มี
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การติดเชื้อไวรัสเอดส์ร่วมด้วย วัณโรคสามารถพบได้ทุกประเทศทั่วโลกและพบได้ทุกช่วงอายุ แต่

ผู้ป่วยส่วนใหญ่ประมาณ 90% มีอายุมากกว่า 15 ปี โดยพบว่า 57% เป็นเพศชาย ในขณะที่ผู้ป่วย 

32% เป็นเพศหญิง และอีก 11% เป็นผู้ป่วยเด็กอายุต่ ากว่า 15 ปี โดยพบอุบัติการณ์สูงในประเทศ

เอเชียตะวันออกเฉียงใต้คิดเป็น 44% ในทวีปแอฟริกาคิดเป็น 24% ประเทศแถบแปซิฟิกตะวันตกคิด

เป็น 18% และพบอุบัติการณ์เพียงเล็กน้อยในประเทศแถบเมดิเตอร์เรเนียนคิดเป็น 8% สหรัฐอเมริกา

คิดเป็น 3% และยุโรปคิดเป็น 3% (ภาพที่ 1) (1)  

 

ภาพที่ 1 แผนที่แสดงอุบัติการณ์วัณโรค (ตอ่ประชากรแสนคน) ในภูมิภาคต่าง ๆ ทั่วโลกในปี พ.ศ. 
2561  

จากสถิติอัตราตายจากวัณโรค (TB mortality rate) พบว่ามีอัตราลดลงเป็นล าดับเฉลี่ยประมาณ 

3% ต่อปีหรือลดลงกว่า 42% ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2543 ถึง พ.ศ. 2561 ในขณะที่อุบัติการณ์วัณโรค (TB 

incidence) จากทั่วโลกมีอัตราลดลงเฉลี่ย 2% ต่อปีเช่นกัน สาเหตุที่ท าให้อัตราตายและอุบัติการณ์

วัณโรคลดลงคือ การด าเนินงานตามแผนงานการควบคุมวัณโรคที่มีประสิทธิภาพและสภาพความ

เป็นอยู่ที่ดีขึ้น โดยเฉพาะในประเทศที่มีการพัฒนาแล้ว อย่างไรก็ตามอัตราอุบัติการณ์และอัตราตาย

จากวัณโรคมีการลดลงอย่างช้า ๆ โดยหากจะบรรลุเป้าหมายตามยุทธศาสตร์ยุติวัณโรค (The End 

TB Strategy) ที่มีเป้าหมายลดอุบัติการณ์วัณโรคให้ต่ ากว่า 10 ต่อแสนประชากรโลกภายในปี พ.ศ. 

2578 นั้นจ าเป็นต้องลดอุบัติการณ์ลง 90% จากปี พ.ศ. 2558 ซึ่งมีอุบัติการณ์วัณโรค 10.4 ล้านคน

หรือคิดเป็นอัตราลดลงเฉลี่ย 5% ถึง 6% ต่อปี (1) 
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ส าหรับสถานการณ์วัณโรคในประเทศไทยในปี พ.ศ. 2561 คาดการณ์ว่าจะมีผู้ป่วยวัณโรคราย

ใหม่ประมาณ 106,000 รายหรือคิดเป็น 153 ต่อประชากรแสนคน ลดลงจากเดิมที่คาดการณ์ไว้ในปี 

พ.ศ. 2560 ซึ่งเท่ากับ 108,000 ราย หรือคิดเป็นอัตรา 156 คนต่อแสนประชากร ในขณะที่ระบบ

รายงานผลการด าเนินงานวัณโรคพบมีผู้ป่วยขึ้นทะเบียนรักษาเพียง 80 ,160 ราย คิดเป็นอัตราการ

ตรวจพบ 74% ในขณะที่อัตราการรักษาส าเร็จอยู่ที่ 84% ซึ่งต่ ากว่าเป้าหมายที่ควรมีอัตราการรักษา

ส าเร็จอยู่ที่ 90% (1) ประเทศไทยจึงได้ก าหนดแผนยุทธศาสตร์วัณโรคระดับชาติ พ.ศ. 2560-2564 

โดยมีวัตถุประสงค์ในการลดอัตราอุบัติการณ์ของวัณโรคลง 12.5% ต่อปี จาก 171 ต่อแสนประชากร

ในปี พ.ศ. 2557 ให้เหลือ 88 ต่อแสนประชากร เมื่อสิ้นปี พ.ศ. 2564 เพื่อให้สอดคล้องกับยุทธศาสตร์

ยุติวัณโรคที่แนะน าโดยองค์การอนามัยโลก (29) 

ปัญหาของวัณโรคทวีความรุนแรงยิ่งขึ้นจากการแพร่ระบาดของวัณโรคดื้อยา หลังจากมีการพบ

เชื้อที่ดื้อต่อยาที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการรักษา ได้แก่ ยา Rifampicin (R) เรียกว่า Rifampicin-

resistant TB: RR-TB) และหากดื้อต่อยา Isoniazid (H) ร่วมด้วยจะเรียกว่าวัณโรคดื้อยาหลายขนาน 

(Multidrug resistant TB: MDR-TB) ต่อมาเมื่อมีการน ายากลุ่มอื่น ๆ มาใช้ในการรักษาก็ท าให้เกิด

ปัญหาวัณโรคดื้อยาหลายขนานชนิดรุนแรงมาก (Extensive drug resistant TB: XDR-TB) ตามมา 

ซึ่งหมายถึงเชื้อที่ดื้อต่อยา Isoniazid และยา Rifampicin ร่วมกับยาในกลุ่ม Fluoroquinolones 

และยากลุ่ม Second-line injectable drugs จากรายงานขององค์การอนามัยโลกปี พ.ศ. 2562 

(Global Tuberculosis Report 2019) คาดว่าทั่วโลกมีอุบัติการณ์ผู้ป่วย MDR/RR-TB ประมาณ 

484,000 ราย โดยพบว่าเป็นผู้ป่วยวัณโรครายใหม่ประมาณ 3.4% และผู้ป่วยที่มีประวัติรักษาวัณโรค

มาก่อนประมาณ 18% เป็นวัณโรคดื้อยาหลายขนาน ในจ านวนนี้ 5% ถึง 10% เป็นวัณโรคดื้อยา

หลายขนานชนิดรุนแรงมาก (XDR-TB) ส าหรับประเทศไทยคาดการณ์ว่ามีอุบัติการณ์ MDR/RR-TB 

ประมาณ  4,000 ราย พบในผู้ป่วยวัณโรครายใหม่ประมาณ 2.3% และในผู้ป่วยที่เคยรับการรักษามา

ก่อนพบได้ประมาณ 24% จากรายงานผลการด าเนินงานวัณโรคของประเทศไทยปี 2560 พบว่ามี

ผู้ป่วยได้รับการวินิจฉัยเป็น MDR-TB จ านวน 1,312 ราย และ XDR-TB จ านวน 29 รายเท่านั้น (1) 

สะท้อนให้เห็นถึงการค้นหาและการรายงานผู้ป่วยที่ต่ ากว่าความจริง อาจเนื่องมาจากการเข้าถึงการ

วินิจฉัยเชื้อดื้อยายังต่ าและระบบการรายงานวัณโรคดื้อยาหลายขนานยังไม่ครอบค ลุมในทุก

โรงพยาบาล โดยสาแหตุส าคัญที่ท าให้วัณโรคยังคงมีการแพร่ระบาดเกิดจากการระบาดของโรคเอดส์ 

การอพยพย้ายถิ่นของแรงงานข้ามชาติ การเพิ่มขึ้นของชุมชนเมืองและชุมชนแออัดในขณะที่ระบบ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 14 

บริการสาธารณสุขยังขาดประสิทธิภาพ ท าให้ผู้ป่วยจ านวนมากไม่สามารถเข้าถึงการรักษาและขาด

การติดตามการรักษา เกิดการแพร่กระจายของเชื้อดื้อยามากขึ้นและที่ส าคัญคือการละเลยวิธีปฏิบัติ

ตามมาตรการการควบคุมป้องกันโรคที่มีประสิทธิภาพ (7) 

3. ลักษณะโดยทัว่ไปของเชื้อวณัโรค 

วัณโรคมีสาเหตุมาจากการติดเชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม Mycobacterium tuberculosis complex 

(MTBC) ซึ่ งส่ วน ให ญ่ เกิ ด จ าก เชื้ อ  M. tuberculosis และพ บ จ าน วน น้ อ ยที่ เกิ ด จ าก เชื้ อ                 

M. Africanum, M. Bovis, M. canetti และ M. microti โดยเชื้อกลุ่มนี้เป็นแบคทีเรียก่อโรคในวงศ์ 

Mycobacteriacae มีรูปร่างเป็นแท่งตรงหรือโค้งเล็กน้อยยาว 2 ถึง 4 ไมครอนและกว้าง 0.2 ถึง 0.5 

ไมครอน ไม่มี flagella หรือ cilia จึงไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ ไม่สร้างสปอร์และแคปซูล โครงสร้าง

ภายในเซลล์มีลักษณะเช่นเดียวกับแบคทีเรียทั่วไป แต่มีลักษณะโครงสร้างผนังเซลล์ที่แตกต่างจาก

เซลล์โปรคาริโอตอื่น ๆ คือ โครงสร้างเชิงซ้อนของสาร mycolyl-arabinogalactan-peptidoglycan 

(mAGP) ประกอบด้วยโมเลกุลที่ส าคัญ 3 ชนิด ได้แก่  peptidoglycan เป็นส่วนที่อยู่ติดกับเยื่อหุ้ม

เซลล์ ถัดออกมาเป็น  arabinogalactan และชั้นนอกสุดเป็นชั้นของกรดไขมัน mycolic จ านวนมาก 

ซึ่งไขมันเหล่านี้ท าให้เชื้อมีคุณสมบัติไม่ยอมให้สีย้อมผ่าน ทนต่อการท าลายของกรดและด่าง จึงท าให้

แบคทีเรียกลุ่มนี้มีคุณสมบัติติดสีทนกรด (Acid-fast bacilli: AFB) (ภาพที่ 2) นอกจากนี้ยังทนต่อการ

ท าลายของ แอนติบอดี คอมพลีเมนต์และกระบวนการ lethal oxidation ท าให้เชื้อสามารถอยู่รอด

ได้ภายในเซลล์ macrophage โครงสร้างของผนังเซลล์ยังมีคุณสมบัติเป็นแอนติเจนที่กระตุ้นให้

เกิดปฏิกิริยาตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน ประกอบด้วย 1. ไขมัน ที่ผนังเซลล์ประกอบด้วยสารประกอบ

เชิงซ้อนของไขมันหลายชนิด เช่น phospholipid จะกระตุ้นให้เกิด humoral immunity และ 

caseous necrosis ส่ ว น ก รด ไข มั น  mycolic เมื่ อ ร วม กั บ  muramyl  dipeptide ที่ อ ยู่ ใน 

peptidoglycan จะท าให้ เกิด เป็น  granuloma สาร trehalose dimycolate (cord factor) มี

คุณสมบัติยับยั้งการเคลื่อนที่ของเม็ดเลือดขาวและท าให้เกิด chronic granuloma สารขี้ผึ้ง (wax D) 

มีคุณสมบัติเป็น Freund's complete adjuvant (CFA) จะกระตุ้นให้เกิดภาวะภูมิไวเกินแบบล่าช้า 

(delayed hypersensitivity) 2. โปรตีน ซึ่ งอยู่ ในรูปของ lipoprotein เป็นตัวกระตุ้นให้สร้าง

แอนติบอดีและกระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยาทูเบอร์คูลิน (tuberculin  reaction) 3. polysaccharide เช่น 
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arabinogalactan สามารถกระตุ้น ให้ เกิ ดภาวะภูมิ ไวเกินแบบเกิดทันทีทัน ใด ( immediate 

hypersensitivity) (3, 25, 30) 

เชื้อวัณโรคเจริญเติบโตได้ในภาวะที่มีออกซิเจน (obligate aerobe) มีอัตราการเจริญเติบโต

ค่อนข้างช้าโดยใช้เวลาในการแบ่งตัวต่อ 1 ครั้งนาน 15 ถึง 20 ชั่วโมง สามารถเจริญเพิ่มจ านวนได้ทั้ง

ในร่างกายโฮสต์และอยู่เป็นอิสระ (facultative intracellular parasite) เชื้อวัณโรคเจริญเติบโตได้ดี

ในอาหารที่มีไขมันสูง อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อส่วนใหญ่จึงใช้ไข่แดงเป็นส่วนผสมหลัก และใช้ glycerol 

หรือ pyruvate เป็นแหล่งคาร์บอน มี glutamate หรือ asparagine เป็นแหล่งไนโตรเจน เช่น สูตร

อาหารชนิดแข็ง Lowenstein-Jensen medium และ Ogawa เป็นต้น โดยลักษณะการเจริญเติบโต

บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งจะสังเกตเห็นโคโลนีของเชื้อภายใน 2 ถึง 4 สัปดาห์ ลักษณะโคโลนีแห้ง 

ขรุขระคล้ายดอกกระหล่ า (cauliflower-like colony) มีสีครีมหรือสีฟางข้าว (cream/buff 

colored) (ภาพที่ 2) ส่วนในอาหารชนิดเหลว เช่น อาหารที่มีวุ้นเป็นส่วนผสมหลัก Middlebrook's 

medium เชื้อจะเจริญเป็นกลุ่มใช้เวลาประมาณ 1 ถึง 2 สัปดาห์ เมื่อดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์จะพบ

เชื้อเรียงตัวอยู่รวมกันเป็นเส้นคล้ายเกลียวเชือก (serpentine cords) โดยเจริญได้ดีในภาวะมี

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ถึง 10% ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส (3) 

 

ภาพที่ 2 แสดงลักษณะโคโลนีของเชื้อ M. tuberculosis (ซ้าย) และลักษณะของเชื้อเมื่อย้อมด้วยสี

ทนกรดตามวิธี Ziehl Neelsen ดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1000 เท่า (ขวา) 

เชื้อมัยโคแบคที เรียที่ก่อวัณโรคจัดอยู่ ในกลุ่ม Mycobacterium tuberculosis complex 
(MTBC) ซึ่งมีความสามารถในการก่อโรคสูง (high virulence) ประกอบด้วยเชื้อที่มีความใกล้ชิดทาง
สายพันธุ์ 9 ชนิด ได้แก่ M. tuberculosis ท าให้เกิดโรคในคนเป็นส่วนใหญ่  M. africanum ท าให้
เกิดโรคในคนเช่นกันแต่พบมากในทวีปแอฟริกา M. bovis ก่อโรคในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมโดยเฉพาะวัว 
จะติดต่อสู่คนได้โดยการใกล้ชิดกับสัตว์หรือดื่มนมวัวที่เป็นโรค M. microti ท าให้เกิดโรคในสัตว์ฟัน
แทะ เช่น หนู กระรอก เป็นต้น M. caprae ท าให้เกิดโรคในแพะ M. pinnipedii ก่อโรคในแมวน้ า   
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M. Orygis, M. mungi และ M. canettii เชื้อกลุ่มนี้มีความแตกต่างในคุณสมบัติทางชีวเคมีแต่มีความ
คล้ายคลึงกันในรหัสพันธุกรรมถึง 99% ซึ่งการจ าแนกสปีชีส์ไม่มีความส าคัญในเชิงการรักษา แต่มี
ความส าคัญในการศึกษาระบาดวิทยา (25, 31) ในปี พ.ศ. 2541 ได้มีการศึกษาหาล าดับเบสทั้งหมด
ของสารพันธุกรรมของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์ H37Rv ท าให้เริ่มมีการศึกษาสายสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการและการแพร่กระจายของเชื้อวัณโรคจากทั่วโลก สามารถจ าแนกเชื้อ M. tuberculosis 
ออกเป็น 6 เชื้อสาย ได้แก่ Euro-American, Indo-Oceanic, East-Asian (Beijing strains), West-
African 1, West-African 2 และ East-African-Indian ซึ่งบางเชื้อสายพบว่ามีความเกี่ยวข้องกับ
ปัจจัยความรุนแรงที่ส่งผลให้เชื้อด้ือต่อยาเพิ่มขึ้น เช่น สายพันธ์ุ East-Asian (Beijing strains) เป็นต้น 
(25) 

4. การติดเชื้อและพยาธิสภาพของวัณโรคปอด 

เชื้อวัณโรคสามารถก่อให้เกิดโรคได้ในทุกอวัยวะ แต่ที่พบมากคือ วัณโรคปอด พบได้ประมาณ 

80% ของวัณโรคทั้งหมด ซึ่งสามารถติดต่อจากคนสู่คนผ่านทางอากาศ เมื่อผู้ป่วยวัณโรคไอหรือจาม

จะมีเชื้อวัณโรคประมาณ 1 ถึง 3 เซลล์ปนออกมากับละอองเสมหะ (droplets nuclei) ละอองฝอย

ขนาดใหญ่จะตกสู่พื้นแต่หากหายใจเข้าไปมักติดอยู่บริเวณทางเดินหายใจส่วนบนและไม่ก่อให้เกิดการ

ติดเชื้อ ในขณะที่ละอองฝอยขนาดเล็กประมาณ 1 ถึง 5 ไมครอน สามารถล่องลอยอยู่ในอากาศได้

นานหลายชั่วโมง เมื่อผู้รับเชื้อสูดหายใจเข้าไปจะตกลงไปในถุงลมปอด (alveoli) และสามารถ

ก่อให้เกิดการติดเชื้อได้ อย่างไรก็ตามผู้ที่ได้รับเชื้อส่วนใหญ่ 90% จะไม่ป่วยเป็นวัณโรค เนื่องจาก

ร่างกายสามารถก าจัดหรือยับยั้งเชื้อได้ เรียกว่า การติดเชื้อแฝง (Latent infection) ซึ่งผู้ป่วยจะไม่มี

อาการและไม่สามารถแพร่เชื้อไปสู่ผู้อื่น ผู้ที่ได้รับเชื้อเพียง 10% เท่านั้นที่จะป่วยเป็นวัณโรคระยะ

แสดงอาการ (Active TB) โดยจ านวนนี้ประมาณ 5% จะป่วยภายใน 2 ปีแรก (2, 25) ซึ่งมีปัจจัย

ส่งเสริมที่ท าให้เกิดโรคภายหลังจากการสัมผัสเชื้อ ได้แก่ ปริมาณและระยะเวลาในการได้รับเชื้อ โดย

พบว่าผู้ที่ป่วยเป็นวัณโรคประมาณ 30% เป็นผู้ที่เคยสัมผัสใกล้ชิดกับผู้ป่วยวัณโรคหรือเป็นผู้ป่วย    

วัณโรคร่วมบ้าน และปัจจัยเรื่องภาวะภูมิคุ้มกันต่ า เช่น ผู้ป่วยโรคเอดส์ โรคเรื้อรัง โรคพิษสุราเรื้อรัง 

โรคเบาหวาน ภาวะทุพโภชนาการ เด็กเล็กและผู้สูงอายุ มีความเสี่ยงในการติดเชื้อวัณโรคมากกว่าคน

ที่มีภูมิคุ้มกันปกติ (2) 

เมื่อเชื้อวัณโรคเข้าสู่ร่างกายผ่านการหายใจไปยังหลอดลมฝอยและถุงลมในปอด ร่างกายจะมี

การตอบสนองโดยภูมิคุ้มกันด่านแรก คือ ภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะเจาะจง ( innate immunity) โดย



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 17 

เซลล์  alveolar macrophages และเซลล์  dendritic จะจดจ าเชื้ อวัณ โรคผ่ านทาง pattern 

recognition receptors (PRRs) เช่น Toll-like receptors (TLR2, TLR4, TLR9) เป็นต้น เซลล์ 

macrophage จะจับกินและท าลายเชื้อผ่านกระบวนการ phagosome-lysosome fusion และ

สภาวะกรดในเซลล์ ถ้าเชื้อมีปริมาณมากหรือมีความรุนแรงในการก่อโรคสูง เชื้อจะสามารถต้านการ

ท าลายจากเซลล์ macrophage ได้ ท าให้เชื้อสามารถอยู่รอดและเกิดการแบ่งตัวภายในเซลล์ 

macrophage เมื่อเซลล์ตายจากกระบวนการ necrosis เชื้อจะถูกปลดปล่อยออกมานอกเซลล์และ

แพร่กระจายไปยังต่อมน้ าเหลืองใกล้เคียง (regional lymph node) หลังจากการติดเชื้อ 2 ถึง 3 

สัปดาห์ ร่างกายจะมีการตอบสนองโดยระบบภูมิคุ้มกันที่จ าเพาะเจาะจง (adaptive immunity) โดย

มีระบบภูมิคุ้มกันแบบพึ่งเซลล์ (cell mediated immunity) เป็นตัวการส าคัญ เริ่มจากเซลล์ 

dendritic จะน าเสนอแอนติเจนของเชื้อให้กับ CD4+ T-cell ส่งผลให้มีการกระตุ้นให้ T-cell พร้อม

ท างาน (reactive lymphocyte) เซลล์จะสร้าง lymphokines ได้แก่ gamma interferon (IFN-γ) 

ซึ่งจะไปดึงดูดพร้อมกับกระตุ้น macrophages ให้พร้อมท าลายเชื้อ (activated macrophage) โดย

เซลล์นี้จะมีการหลั่งสารต่าง ๆ ได้แก่ tumor necrotic factor (TNF), platelet-derived growth 

factor (PDGF) ซึ่งเมื่อท างานร่วมกับ lymphokines (IFN-γ และ interleukin) แล้วจะท าให้เกิด

พยาธิสภาพที่ปอดที่มีลักษณะจ าเพาะเรียกว่า tuberculoma หรือ granuloma มีลักษณะเป็นโพรง

ปิด มีเซลล์เม็ดเลือดขาวล้อมรอบเพื่อท าลายเชื้อและจ ากัดไม่ให้เชื้อแพร่กระจาย ต่อมาภายในจะ

กลายเป็นของข้นเหลวของเซลล์ที่ตายสะสมและมีเชื้ออยู่เป็นจ านวนมาก เรียกว่า caseous necrosis 

เชื้อที่อยู่ภายใน granuloma จะเจริญแบ่งตัวอย่างช้า ๆ หรืออาจไม่มีการแบ่งตัว เนื่องจากสภาวะที่

เป็นกรดและมีปริมาณออกซิเจนไม่เพียงพอ เมื่อใดก็ตามที่การท างานของภูมิคุ้มกันต่ าลง เชื้อที่อยู่

ภายใน granuloma จะเพิ่มจ านวนและแตกออก ท าให้เชื้อกระจายออกมาตามหลอดลม ปนออกมา

ในเสมหะของผู้ป่วย เชื้ออาจแพร่กระจายตามหลอดน ้าเหลือง ( lymphatic vessels) ไปสู่ต่อมน ้า

เหลืองที่ขั้วปอด (hilar lymph node) ท าให้ต่อมน ้าเหลืองโต และถ้าเชื้อแพร่เข้าสู่ระบบไหลเวียน

เลือด จะก่อให้เกิดการติดเชื้อที่อวัยวะอื่น ๆ ได้ เช่น ไต กระดูก เยื่อหุ้มสมอง ไขสันหลัง ตับ เป็นต้น 

granuloma ที่มีลักษณะเป็นโพรงอากาศที่มีเชื้ออยู่จ านวนมากนั้นเมื่อนานไปจะมีแคลเซียมมาจับรอย

โรค เกิดเป็นรอยโรคในเนื้อปอดเรียกว่า Ghon’s focus ซึ่งสามารถเห็นในภาพเอกซเรย์ปอด (25, 

30) 
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การเกิดวัณโรคแบ่งเป็น 2 ลักษณะ ได้แก่ 1.วัณโรคปฐมภูมิ (Primary TB) คือการป่วยเป็น  

วัณโรคหลังจากการติดเชื้อครั้งแรก พบมากในเด็กหรือผู้ที่มีภูมิคุ้มกันต ่า เนื่องจากเป็นการได้รับเช้ือใน

ขณะที่ร่างกายยังไม่มีภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ 2.วัณโรคทุติยภูมิ (Secondary TB) คือการป่วยเป็นวัณ

โรคหลังจากการติดเชื้อมาแล้วหลายปี เมื่อร่างกายอ่อนแอและภูมิคุ้มกันต่ าลง จะกระตุ้นให้เชื้อที่แฝง

อยู่ในร่างกายมีการแบ่งตัวขึ้นมาใหม่และท าให้เกิดโรคเรียกว่า endogenous reactivation หรือ

ได้รับเชื้อวัณโรคจากนอกร่างกายเข้าไปใหม่แล้วก่อให้เกิดโรค เรียกว่า exogenous reinfection 

ปัจจัยเสี่ยงที่ท าให้ป่วยเป็นวัณโรค เช่น โรคเบาหวาน โรคไตเรื้อรัง ภาวะขาดสารอาหาร การสูบบุหรี่

หรือดื่มแอลกอฮอล์ การได้รับยากดภูมิคุ้มกัน ในปัจจุบันการติดเชื้อเอชไอวีเป็นปัจจัยเสี่ยงที่ส าคัญ

ของการป่วยเป็นวัณโรค อาการแสดงของผู้ป่วยวัณโรคส่วนมากไม่ค่อยเด่นชัดในระยะแรก โดยมี

อาการแตกต่างกันตามอวัยวะที่เป็น หากเป็นวัณโรคปอด ผู้ป่วยมักไอเรื้อรัง ไอแห้งๆ จะเริ่มไอมี

เสมหะหรือไอเป็นเลือดเมื่อเป็นมากขึ้น เบื่ออาหาร น้ าหนักลด มีไข้ตอนเย็น เหงื่อออก เหนื่อยหอบ 

อ่อนเพลีย ส่วนอาการวัณโรคอื่น ๆ จะมีไข้เรื้อรัง และอาการตามอวัยวะที่เป็นโรค เช่น วัณโรคสมอง

จะมีอาการปวดหัว อาเจียน ซึมลง ชัก วัณโรคกระดูกสันหลังอาจท าให้กระดูกสันหลังคดหรือแตก

ออกเป็นฝี หากเป็นที่ต่อมน้ าเหลือง จะมีต่อมน ้าเหลืองโต เป็นต้น (5) 

5. การรักษาวัณโรคและยาต้านวัณโรค 

ในยุคก่อนยาปฏิชีวนะ การรักษาผู้ป่วยวัณโรคท าโดยการให้กินน้ ามันตับปลาและให้ตากแดด โดย

จะแยกผู้ป่วยให้เข้าพักในสถานพักฟื้น (Sanitarium) อาจเป็นถ้ าหรือสถานที่ที่มีอากาศบริสุทธิ์ เพื่อ

รอให้ร่างกายฟื้นตัวและหายจากวัณโรคเองแต่ผู้ป่วยวัณโรคส่วนใหญ่จะเสียชีวิต ต่อมาเมื่อเริ่มมีการ

คิดค้นยารักษาวัณโรคขึ้นในปี พ.ศ. 2486 และ พ.ศ. 2495 คือยา Streptomycin และยา Isoniazid 

ตามล าดับ ท าให้การรักษาวัณโรคได้ผลดียิ่งขึ้น (28) และในปัจจุบันวัณโรคสามารถรักษาให้หายขาด

ได้ โดยใช้สูตรยามาตรฐานระยะสั้น 6 เดือน (2HRZE/4HR) ประกอบด้วยการรักษา 2 ระยะ คือ 1. 

ระยะเข้มข้น (intensive phase) จะใช้ยาที่ออกฤทธิ์แตกต่างกันเป็นระยะเวลา 2 เดือน ได้แก่ ยา 

Isoniazid (H) ยา Rifampicin (R) ยา Pyrazinamide (Z) และยา Ethambutol (E) เพื่อช่วยก าจัด

เชื้อวัณโรคในปอดให้มีปริมาณลดลงอย่างรวดเร็ว 2. ระยะต่อเนื่อง (continuous phase) จะใช้ยา 

Isoniazid และยา Rifampicin ต่อไปเป็นระยะเวลาอีก 4 เดือน เพื่อฆ่าเชื้อวัณโรคแฝง (dormant 

form) ที่ยังหลงเหลืออยู่ (5) องค์การอนามัยโลกได้แนะน าให้ใช้สูตรยานี้ในการรักษาผู้ป่วยวัณโรคราย
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ใหม่ เนื่องจากมีประสิทธิภาพดีที่สุดในการรักษาวัณโรค สามารถรักษาผู้ป่วยให้หายขาดได้เกือบ 

100% ทั้งนี้ผู้ป่วยจะต้องได้รับขนาดยาที่ถูกต้องเหมาะสมตามน ้าหนักตัว และได้รับยาครบตาม

ระยะเวลาที่ก าหนด (32) ปัจจุบันได้จัดยารักษาวัณโรคไว้ 5 กลุ่ม ดังนี้ กลุ่มที่ 1 คือ ยารักษาวัณโรค

ชนิ ด รั บ ป ระท าน แน วที่  1  ( first-line oral drugs: FL-drugs) ได้ แ ก่  ย า  Isoniazid (H) ย า 

Rifampicin (R) ยา Pyrazinamide (Z) และยา Ethambutol (E)  จัดเป็นยาที่มีประสิทธิภาพในการ

รักษาดีที่สุดและผลข้างเคียงของยาน้อยสุด กลุ่มที่ 2 คือ ยารักษาวัณโรคชนิดฉีดแนวที่ 2 (second-

line injectable drugs: SL-drugs) ได้แก่ ยา Capreomycin (Cm) และยากลุ่ม Aminoglycosides 

ได้แก่ ยา Kanamycin (Km) ยา Amikacin (Am) และยา Streptomycin (S) ใช้ในการรักษาวัณโรค

ดื้อยาโดยเฉพาะยา Km เนื่องจากมีราคาถูกและพบปัญหาการดื้อยาน้อยกว่า กลุ่มที่ 3 คือ ยารักษา

วัณโรคกลุ่ม Fluoroquinolones ได้แก่ ยา Levofloxacin (Lfx) ยา Moxifloxacin (Mfx) และยา 

Ofloxacin (Ofx) มีความส าคัญในการรักษาวัณโรคดื้อยาหลายขนาน กลุ่มที่ 4 คือ ยารักษาวัณโรค

ช นิ ด รั บ ป ร ะ ท า น แ น ว ที่  2  (oral bacteriostatic second-line drugs)  ได้ แ ก่  ย า  para-

aminosalicylic acid (PAS) ยา Cycloserine (Cs) ยา Terizidone (Trd) ยา Ethionamide (Eto) 

และยา Prothionamide (Pto) กลุ่มที่ 5 คือ ยารักษาวัณโรคดื้อยาที่มีประสิทธิภาพไม่ชัดเจน (anti-

tuberculosis agents with unclear role efficacy in treatment of drug resistant TB) ได้แก่ 

ย า  Clofazimine (Cfz)  ย า  Linezolid (Lzd)  ย า  Amoxicillin/ clavulanate (Amx/Clv)  ย า 

Thioacetazone (Thz)  ย า  high-dose isoniazid แ ล ะ ย า  Clarithromycin (Clr)  เนื่ อ ง จ า ก

ประสิทธิภาพของยาไม่ชัดเจน องค์การอนามัยโลกจึงไม่แนะน าให้เลือกใช้ยากลุ่มนี้เป็นยาหลักในการ

รักษาวัณโรคดื้อยาแต่มีการแนะน าให้ใช้ยา Bedaquiline (Bdq) และยา Delamanid (Dlm) ซึ่งเป็น

ยาที่พัฒนาขึ้นมาใหม่ในรอบ 40 ปีที่ผ่านมา เพื่อใช้ในการรักษาวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (7) 

การรักษาวัณโรคให้มีประสิทธิภาพดีที่สุด จ าเป็นต้องค านึงถึงปัจจัยต่าง ๆ ในการเลือกใช้ยาให้

เหมาะสมกับผู้ป่วยแต่ละคน ได้แก่ การดื้อยา การแพ้ยา พยาธิสภาพและความรุนแรงของโรค ความ

ร่วมมือของผู้ป่วย และการตรวจติดตามการกินยา ซึ่งเป็นสิ่งส าคัญที่มีผลต่อการรักษาอย่างมาก 

เนื่องจากผู้ป่วยต้องรับประทานยาติดต่อกันเป็นเวลานาน องค์การอนามัยโลกจึงแนะน าให้มีการ

ควบคุมก ากับการกินยาของผู้ป่วย (Directly Treatment Short Course: DOTS) ในประเทศหรือ

พื้นที่ที่มีอุบัติการณ์ของวัณโรคสูง เพื่อการรักษาที่มีประสิทธิภาพดียิ่งขึ้นและลดโอกาสการเกิดเชื้อดื้อ

ยา (32) 
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6. วัณโรคดื้อยา 

 ปัญหาที่ส าคัญของการแพร่กระจายวัณโรคคือการเกิดวัณโรคดื้อยา ท าให้การรักษาผู้ป่วยกลุ่มนี้

ท าได้ยากและต้องใช้ค่าใช้จ่ายในการรักษาสูงกว่าวัณโรคไวต่อยาหลายเท่า การรักษาผู้ป่วยวัณโรคไว

ต่อยาจะใช้สูตรยามาตรฐานระยะเวลา 6 เดือน มีค่าใช้จ่ายประมาณ 2,000 ถึง 4,000 บาทต่อราย

และมีอัตราการรักษาส าเร็จสูง ในขณะที่ผู้ป่วย MDR-TB ต้องได้รับยาอย่างน้อย 20 เดือน มีค่าใช้จ่าย

ประมาณ 200,000 บาทต่อราย และอัตราการรักษาส าเร็จประมาณ 75% หากเป็นผู้ป่วย XDR-TB 

จะใช้เวลาการรักษาอย่างน้อย 20 เดือน มีค่าใช้จ่ายในการรักษา 1,200,000 บาทต่อราย และผู้ป่วยมี

โอกาสที่จะรักษาให้หายขาดเพียง 50% เนื่องจากผลข้างเคียงของยาสูง (7) ตัวอย่างของอาการไม่พึง

ประสงค์จากยารักษาวัณโรค เช่น อาการชัก อาการระบบทางเดินอาหาร (คลื่นไส้ อาเจียน ท้องเสีย) 

อาการทางจิต (โรคจิต ซึมเศร้า ความคิดฆ่าตัวตาย) ความเป็นพิษต่อไต ตับอักเสบ ปลายประสาทตา

อักเสบ และอาการของการสูญเสียเกลือแร่ (ตะคริว ใจสั่น) เป็นต้น การรักษาวัณโรคดื้อยาให้หายขาด

จึงเป็นไปได้ยากและเกิดการแพร่กระจายมากขึ้นในช่วง 10 ปีที่ผ่านมา ในปี พ.ศ. 2560 กระทรวง

สาธารณสุขจึงได้ประกาศให้ XDR-TB เป็นโรคติดต่ออันตรายตามพระราชบัญญัติโรคติดต่อ พ.ศ. 

2558 เพื่อให้มีการด าเนินงานป้องกันควบคุมวัณโรคดื้อยาหลายขนานชนิดรุนแรงมากอย่างมี

ประสิทธิภาพยิ่งขึ้น (33) การติดเชื้อวัณโรคดื้อยาแบ่งเป็น 2 ประเภท คือ  1. Primary drug 

resistant TB หมายถึง การป่วยเป็นวัณโรคดื้อยาในผู้ป่วยรายใหม่ที่ไม่เคยมีประวัติการรักษามาก่อน 

โดยได้รับเชื้อสายพันธุ์ดื้อยามาจากผู้ป่วยวัณโรคดื้อยา และ 2. Acquired drug resistant TB 

หมายถึง วัณโรคดื้อยาที่เกิดในระหว่างการรักษา ซึ่งก่อนทานยาเป็นวัณโรคที่ไวต่อยาแต่เกิดการดื้อยา

หลังได้รับการรักษาแล้ว สาเหตุที่ท าให้เชื้อดื้อยาอาจเกิดจากการกลายพันธุ์ตามธรรมชาติ โดยอัตรา

การกลายพันธุ์ที่ท าให้เชื้อดื้อต่อยา Rifampicin และยา Isoniazid พบได้ 1 ตัวในเชื้อวัณโรค 108 ตัว 

ส่วนยา Streptomycin ยา Ethambutol และยา para-aminosalicylic acid พบได้ 1 ตัวในเชื้อ 

106 ตัว ในขณะที่ยา Pyrazinamide พบได้บ่อยคือ 1 ตัวในเชื้อ 104 ตัว (34) หากการกลายพันธุ์นั้น

เกิดบนยีนที่ใช้ควบคุมการสร้างโปรตีนที่มีผลต่อการออกฤทธิ์ของยา จะท าให้ยาไม่มีประสิทธิภาพใน

การออกฤทธิ์ท าลายเชื้อ โดยสามารถพบลักษณะการกลายพันธุ์ในหลายรูปแบบ เช่น point 

mutation, insertion และ deletion เป็นต้น ดังแสดงในตารางที่ 1 (7) แต่สาเหตุส าคัญที่สุดที่ท าให้

เกิดเชื้อดื้อยาคือเกิดจากการกระท าของมนุษย์ (man-made phenomenon) เช่น การเลือกใช้ยา
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หรือวิธีการรักษาที่ไม่เหมาะสมของแพทย์ ผู้ป่วยรับประทานยาไม่สม่ าเสมอหรือการขาดยา ระบบการ

จัดเก็บหรือการขนส่งยาไม่ดีท าให้ยาเสื่อมสภาพ  สาเหตุเหล่านี้สามารถเหนี่ยวน าให้เชื้อเกิดการกลาย

พันธ์ุเป็นเชื้อด้ือยามากขึ้น (7, 35) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 22 

ตารางที่ 1 กลไกการออกฤทธิ์ของยารักษาวัณโรคและการด้ือยาของเชื้อวัณโรค 

ยา กลไกการออกฤทธิ์ของยา 
 

 ยีนที่เกิด 
 การดื้อยา 

 หน้าที่ของเอนไซม์ 
 ท่ียีนควบคุม 

 ร้อยละที่ท าให้ 
 เกิดการดื้อยา 

H ยับยั้งการสังเคราะห์ mycolic 
acid ท าให้เชื้อไม่สามารถสร้าง
ผนังเซลล์ 

katG 
 

Catalase-peroxidase 50-95 

inhA Enoyl ACP reductase 8-43 

R ยับยั้งเอนไซม์ RNA polymerase 
ท าให้เชื้อไม่สามารถสังเคราะห์ 
RNA 

rpoB β-subunit of RNA 
polymerase 

95 

Z ท าให้ภายในเซลล์ของเชื้อมี
สภาวะเป็นกรดและรบกวนการ
ท างานของเยื่อหุ้มเซลล์ 

pncA Nicotinamidase/ 
Pyrazinamidase 

72-97 

E ยับยั้งเอนไซม์ arabinosyl 
transferase ท าให้เชื้อไม่สามารถ
สังเคราะห์ arabinogalactan 
ของผนังเซลล์ได้ 

embB Arabinosyl transferase 47-65 

S จับกับ ribosome ชนิด  
30S subunit ที่ ribosomal S12 
protein และ 16S rRNA ท าให้
เชื้อไม่สามารถสังเคราะห์โปรตีน
ชนิด mRNA ได้ 

rpsL 
rrs 

gidB 

S12 ribosomal protein 
16S rRNA 
 rRNA-methyltransferase 

52-59 
8-21 

Am/ 
Km/ 
Cm 

จับกับ ribosome ชนิด 30S 
subunit ที่ 16S rRNA ท าให้ 
เชื้อไม่สามารถ สังเคราะห์ 
โปรตีนชนิด mRNA ได้ 

rrs 16S rRNA 76 

FQs ยับยั้งเอนไซม์  DNA gyrase 
(topoisomerase II) 
และ topoisomerase IV  
ท าให้เซลล์ของเชื้อไม่สามารถ
แบ่งตัวได้ 

gyrA 
 

gyrB 

DNA gyrase subunit A 
 
DNA gyrase subunit B 

β-subunit of RNA 
polymerase 

75-94 

*หมายเหตุ H หมายถึงยา Isoniazid, R หมายถึงยา Rifampicin, Z หมายถึงยา Pyrazinamide, E หมายถึงยา 
Ethambutol, S หมายถึงยา Streptomycin, Am/Km/Cm หมายถึงยา Amikacin ยา Kanamycin และยา 
Capreomycin (Cm) , FQs ห ม า ย ถึ ง ย า ก ลุ่ ม  Fluoroquinolones ไ ด้ แ ก่  ย า  Levofloxacin (Lfx)  ย า 
Moxifloxacin (Mfx) และยา Ofloxacin (Ofx)  
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7. การตรวจวินิจฉัยวัณโรค 

หัวใจส าคัญของการป้องกันและควบคุมการแพร่กระจายของวัณโรคคือการวินิจฉัยโรคที่ถูกต้อง

และรวดเร็ว ท าให้ผู้ป่วยได้รับการรักษาที่ถูกต้อง ลดการแพร่กระจายเชื้อสู่ผู้อื่น โดยแนวทางการ

รักษาวัณโรคในปัจจุบันมีความหลากหลายมากขึ้น เช่น ผู้ป่วยวัณโรครายใหม่ ผู้ป่วยวัณโรคเด็ก ผู้ป่วย    

วัณโรคที่ติดเชื้อเอชไอวี ผู้ป่วยวัณโรคแฝง เป็นต้น เพื่อปรับการรักษาให้เหมาะกับผู้ป่วยแต่ละประเภท 

ผลจากห้องปฏิบัติการที่ถูกต้องจึงเป็นส่วนส าคัญในการให้ข้อมูลที่ใช้เป็นแนวทางการรักษาที่มี

ประสิทธิภาพ ลดโอกาสการเกิดเชื้อดื้อยาจากการรักษาที่ไม่เหมาะสม และการวินิจฉัยที่รวดเร็วก็มี

ส่วนช่วยในการลดการแพร่กระจายเชื้อได้  

ในปี พ.ศ.2560 พบว่ามีการรายงานผู้ป่วยวัณโรครายใหม่ทั่วโลกเพียง 64% จากจ านวนที่คาด

ประมาณไว้โดยองค์การอนามัยโลก ซึ่งเป็นผลมาจากระบบการรายงานผลยังไม่ครอบคลุมในทุก

ห้องปฏิบัติการและผู้ป่วยไม่สามารถเข้าถึงการวินิจฉัยได้ โดยเฉพาะในประเทศที่มีรายได้ปานกลาง

และต่ า ซึ่งมีข้อจ ากัดเรื่องต้นทุนในการจัดซื้อวัสดุอุปกรณ์และการสร้างห้องปฏิบัติการที่มีมาตรฐาน 

ท าให้ไม่สามารถรองรับเทคโนโลยีการตรวจวิเคราะห์ใหม่  ๆ ได้ โดยการวินิจฉัยวัณโรคทาง

ห้องปฏิบัติการในปัจจุบันสามารถท าได้หลายวิธี ได้แก่ 1. การตรวจเชื้อแบคทีเรียติดสีทนกรด (Acid 

fast bacilli: AFB) ด้วยกล้องจุลทรรศน์ (microscopic examination) 2. การเพาะเลี้ยงเชื้อและ

พิสูจน์ยืนยันชนิด (mycobacterial culture and identification) 3. การตรวจทางอณูชีววิทยา 

(molecular examination) 4. การตรวจหาสารบ่งชี้ทางชีวภาพ (biomarker-based methods) 

(5) 

7.1 การตรวจเชื้อแบคทีเรียติดสีทนกรด (Acid fast bacilli: AFB) ด้วยกล้องจุลทรรศน์      

(microscopic examination) 

 เป็นวิธีที่ใช้ตรวจหาเชื้อวัณโรคมานานกว่า 100 ปี คิดค้นโดย Franz Ziehl และ 

Frederick Neelsen เป็นวิธีตรวจที่ท าได้ง่ายและรวดเร็ว สะดวก ประหยัด สามารถให้ผล

การวินิจฉัยเบื้องต้นได้ โดยอาศัยคุณสมบัติของเชื้อในการย้อมติดสีทนกรด ซึ่งเทคนิคที่นิยม

ใช้ในห้องปฏิบัติการทั่วไปมี 2 วิธีได้แก่  Ziehl-Neelsen technique (hot staining) หรือ 

Kinyoun technique (cold staining) ทั้ง 2 วิธีนี้แตกต่างกันในการย้อมขั้นตอนแรก โดย

วิธี Ziehl-Neelsen technique จะต้องใช้ความร้อนในการช่วยให้สี carbol fuchsin ติด
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เซลล์ ในขณะที่วิธี Kinyoun technique ไม่จ าเป็นต้องใช้ความร้อนแต่จะเพิ่มความเข้มข้น

ของสี carbol fuchsin และ phenol มากขึ้น ในขั้นตอนนี้ เซลล์ทุกชนิดจะติดสีแดง 

จากนั้นล้างสีด้วยกรดแอลกอฮอล์ และย้อมทับด้วยสี methylene blue เชื้อในกลุ่ม 

Mycobacterium spp. ซึ่งมีคุณสมบัติติดสีทนกรด จะยังคงติดสีแดงในขณะที่เซลล์อื่น ๆ 

จะติดสีน้ าเงิน เมื่อดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ใช้แสงธรรมดา (light microscopy) ก าลังขยาย 

100 เท่า โดยใช้เวลาการอ่านผล 5 ถึง 10 นาที หรือปัจจุบันองค์การอนามัยโลกแนะน าให้

ใช้กล้องจุลทรรศน์เรืองแสงแบบใช้หลอด LED (light-emitting diode fluorescence 

microscope) ในการตรวจดูเสมหะที่ย้อมด้วยวิธี fluorescence acid fast staining โดย

ใช้สีเรืองแสง Auramine O ที่สามารถเพิ่มความไวของการตรวจพบเชื้อมากขึ้น 10% เมื่อ

เทียบกับการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ใช้แสงธรรมดาที่จะต้องมีเชื้อปริมาณ 5 ,000 ถึง 

10,000 ตัวต่อเสมหะ 1 มิลลิลิตร และใช้เวลาในการอ่านผลเร็วกว่า อย่างไรก็ตามการพบ

เชื้อใน smear ไม่สามารถแยกความแตกต่างของเชื้อวัณโรคกับเชื้อมัยโคแบคทีเรียอื่น ๆ 

ออกจากกันได้ และไม่สามารถบอกได้ว่าเชื้อที่พบนั้นเป็นเชื้อที่ยังมีชีวิตหรือตายแล้ว ดังนั้น

จึงจ าเป็นต้องตรวจเสมหะโดยการเพาะเลี้ยงเชื้อ (culture) เพื่อยืนยันเชื้อวัณโรคและดู

ความมีชีวิตของเชื้อ รวมทั้งการทดสอบความไวของเช้ือต่อยา (5, 36) 

 
7.2 ก า ร เพ า ะ เลี้ ย ง เชื้ อ แ ล ะพิ สู จ น์ ยื น ยั น ช นิ ด  (mycobacterial culture and    

identification) 

การเพาะเลี้ยงเชื้อถือเป็นวิธีมาตรฐาน (reference method) ที่ใช้ในการตรวจ

วินิจฉัยวัณโรค เพื่อตรวจดูความมีชีวิตของเชื้อรวมทั้งสามารถน าไปท าการทดสอบความไว

ต่อยาต่อได้ ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการค้นหาผู้ป่วยได้ดีกว่าการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์

ถึง 50 เท่า โดยในสิ่งส่งตรวจต้องมีเชื้ออย่างน้อย 10 ถึง 100 ตัวต่อเสมหะ 1 มิลลิลิตร (5) 

แต่วิธีการเพาะเชื้อท าได้ยุ่งยากกว่า ต้องใช้เจ้าหน้าที่ที่ผ่านการฝึกอบรมเป็นอย่างดีและ

ปฏิบัติภายในห้องปฏิบัติการที่ออกแบบให้มีประสิทธิภาพในการป้องกันการแพร่กระจาย

เชื้อ ตัวอย่างส าหรับส่งเพาะเชื้อแบ่งเป็น 2 ชนิด ได้แก่ ตัวอย่างที่ปราศจากเชื้ออื่นปนเปื้อน 

เช่น น้ าเจาะจากอวัยวะต่าง ๆ (body fluid) น้ าไขสันหลัง (CSF) เป็นต้น ตัวอย่างเหล่านี้

สามารถเพาะเลี้ยงโดยหยอดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อโดยตรง ในขณะที่ตัวอย่างที่มีโอกาส
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ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียชนิดอื่น เช่น เสมหะ อุจจาระ น้ าล้างกระเพาะอาหารจ าเป็นต้อง

ผ่านขั้นตอนการย่อย (digestion) การก าจัดเชื้อปนเปื้อน (decontamination) และการ

ท าให้เข้มข้น (concentration) ก่อนน าไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมแล้ว

น าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เพื่อตรวจดูการเจริญเติบโตของเชื้อวัณโรคต่อไป อาหารเลี้ยง

เชื้อที่นิยมใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อวัณโรค ได้แก่ อาหารเลี้ยงเช้ือชนิดแข็งที่มีไข่เป็นส่วนผสม

หลัก เช่น Lowenstein-Jensen medium และ Ogawa medium เป็นต้น อาหารเลี้ยง

เชื้อชนิดแข็งที่มีวุ้นเป็นส่วนผสมหลัก เช่น  Middlebrook 7H10 และ Middlebrook 

7H11 เป็นต้น โดยสามารถสังเกตเห็นโคโลนีเชื้อเจริญภายใน 2 ถึง 8 สัปดาห์ (37) ในขณะ

ที่การเพาะเลี้ยงในอาหารชนิดเหลว เช่น Middlebrook 7H9 เชื้อจะเจริญภายใน 1 ถึง 6 

สัปดาห์ แต่จะไม่สามารถมองเห็นโคโลนีของเชื้อด้วยตาเปล่า อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวส่วน

ใหญ่จึงมีการปรับปรุงสูตรเพื่อให้เหมาะกับเครื่องอัตโนมัติที่ ใช้หลักการตรวจวัดการ

เจริญเติบโตที่แตกต่างกัน เช่น เครื่อง BACTEC MGIT 960 ของบริษัท Becton Dickinson 

จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา ที่ตรวจหาการเจริญของเชื้อด้วยหลักการของ Oxygen 

consuming เครื่องกึ่งอัตโนมัติ BACTEC 460 ใช้หลักการของ 14CO2 accumulation 

เครื่อง BacT/Alert 3D ของบริษัท bioMérieux จ ากัด ประเทศฝรั่งเศส ใช้หลักการ CO2 

accumulation เป็นต้น หรือสังเกตการเจริญโตในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว จากการเปลี่ยนสี

ของ redox indicator ด้วยชุดทดสอบ MB redox จากบริษัท Biotest จ ากัด ประเทศ

เยอรมนี ซึ่งการเพาะเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวมีความไวสูงกว่าการเพาะเลี้ยงในอาหาร

แข็งถึง 10% แต่ต้องใช้เครื่องมือและน้ ายาที่มีราคาแพง และพบมีอัตราการปนเปื้อนสูงกว่า 

(38) อย่างไรก็ตามศูนย์ควบคุมและป้องกันโรคของสหรัฐอเมริกา (Centers for Disease 

Control and Prevention: CDC) และห้องปฏิบัติการระดับอ้างอิง ต่างแนะน าให้มีการ

เพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวร่วมกับอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง เนื่องจากเชื้อวัณโรคบางสาย

พันธุ์สามารถเจริญเติบโตได้ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่ผสมไข่หรืออาหารเลี้ยงเชื้อเหลวอย่าง

ใดอย่างหนึ่งเท่านั้น ในปัจจุบันจึงมีการพัฒนาอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดกึ่ งแข็งกึ่งเหลว 

(biphasic medium) ซึ่งเป็นอาหารผสมระหว่างอาหารชนิดแข็งที่ใช้เป็นฐาน (slant) และ

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ใช้เป็นส่วนบน เช่น อาหารที่ผสมระหว่าง  LJ slant กับอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลว Middlebrook7H9  เป็นต้น ซึ่ งสามารถเพิ่ มประสิทธิภาพ ความไวและ
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ความจ าเพาะในการเพาะเลี้ยงเชื้อวัณโรคจากเสมหะโดยตรง วิธีนี้สามารถให้ผลการเพาะ

เชื้อภายใน 2 สัปดาห์เร็วกว่าวิธีมาตรฐานที่เพาะเลี้ยงบน LJ medium สามารถเตรียมใช้ได้

เองในห้องปฏิบัติการ ท าให้มีราคาถูกกว่าการเพาะเลี้ยงในเครื่องอัตโนมัติ (22) 

นอกจากนี้ยังมีชุดทดสอบส าหรับการเพาะเชื้อที่ได้รับการวิจัยและพัฒนาขึ้นเองและ

ยังไม่มีจ าหน่ายในท้องตลาด เรียกว่า non-commercial methods ซึ่งชุดทดสอบเหล่านี้

ต้องท าการทดสอบโดยบุคลากรที่ได้รับการฝึกอบรมเป็นอย่างดี เนื่องจากมีแนวโน้มเกิด

ความผิดพลาดได้ ยกตัวอย่างเช่น การตรวจวัดการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหารแข็งโดยดู

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ตามวิธี Thin layer agar (TLA)  หรือในอาหารเหลวตามวิธี 

Microscopic observational drug susceptibility assay (MODS) การตรวจวัดการ

เจริญเติบโตของเชื้อจากการเปลี่ยนสีตามวิธี Colorimetric redox indicator (CRI) ซึ่ง

อาหารเลี้ยงเชื้อและระบบการเพาะเลี้ยงเชื้อแต่ละวิธีมีข้อดีและข้อจ ากัดแตกต่างกันดัง

แสดงในตารางที่ 2 (21) 
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ตารางที่ 2 เปรียบเทียบคุณสมบัติของอาหารเลี้ยงเชื้อและระบบการเพาะเลี้ยงเช้ือแต่ละชนิด  

อาหารเลี้ยงเชื้อ/

ระบบการเพาะเลี้ยง

เชื้อ 

ความไว 

(%) 

อัตราการ

ปนเปื้อน 

(%) 

เวลาในการ

ตรวจพบเชื้อ 

(วัน) 

ข้อดี ข้อจ ากัด 

LJ medium/ 

Ogawa medium 

74 7.27 25.5 -ราคาถูก 

-สังเกตเห็นโคโลนี

ชัดเจน 

-ให้ผลการทดสอบช้า 

-คุณภาพของอาหารขึ้นกับ

ส่วนผสม (ไข่) 

Middlebrook 

7H11 medium 

67.3 6.85 25.1 -ราคาถูก 

 

-ให้ผลการทดสอบช้า 

-ความไวของการทดสอบต่ า 

BACTEC MGIT 960 

system 

89.4 9.3 12.8 -ผลการทดสอบรวดเร็ว 

-ความไวของการ

ทดสอบสูง 

-ทดสอบได้ปริมาณมาก 

-ราคาแพง 

-อัตราการปนเปื้อนสูง 

-มีค่าบ ารุงรักษาเครื่องมือ 

BACTEC 460 TB 

system 

92.6 4 14.4 -ผลการทดสอบรวดเร็ว 

-ความไวของการ

ทดสอบสูง 

-ราคาแพง 

-มีสารกัมมันตรังสี 

-มีค่าบ ารุงรักษาเครื่องมือ 

MB/BacT system 91.6 5.9 16.6 -ความไวของการ

ทดสอบสูง 

-ทดสอบได้ปริมาณมาก 

-ราคาแพง 

-มีค่าบ ารุงรักษาเครื่องมือ 

MB redox 84 3.6 18.7 -อ่านผลการทดสอบได้

ง่ายจากการเปลีย่นสี 

(redox indicator) 

-ราคาแพง 

TLA 81.2 10.1 12.8 -ราคาถูก 

-สังเกตเห็นโคโลนี

ชัดเจน 

-ความไวของการทดสอบต่ า 

-อัตราการปนเปื้อนสูง 

-ต้องใช้กล้องจุลทรรศน์ 

MODS 87.6 3.35 10.9 -ผลการทดสอบรวดเร็ว 

-ราคาถูก 

-ความไวของการ

ทดสอบสูง 

-ต้องใช้กล้องจุลทรรศน์ 

-การทดสอบมีความยุ่งยาก 
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เชื้อที่ได้จากการเพาะเลี้ยงสามารถน าไปจ าแนกชนิดของเช้ือวัณโรค (MTB) ออกจาก

เชื้อมัยโคแบคทีเรียอื่น ๆ (Nontubercolous Mycobacteria: NTM) โดยวิธีที่ท าได้ง่าย

และรวดเร็ว เช่น วิธีอิมมิวโนโครมาโตกราฟฟี ( Immunochromatography) ซึ่งเป็นชุด

ทดสอบส าเร็จรูปในการตรวจหาแอนติเจนที่จ าเพาะต่อเชื้อในกลุ่ม MTBC ได้แก่ MPT64 

antigen (SD Bioline TB Antigen, ส าธารณ รั ฐ เก าห ลี ใต้ ) ห รือ  MPB64  antigen 

(Cappillia TB-Neo Assay, ประเทศสหรัฐอเมริกา) (39) วิธีการทดสอบทางชีวเคมีที่ส าคัญ

ในการแยกพิสูจน์เชื้อ MTB ได้แก่ 1. การทดสอบ Niacin เชื้อในกลุ่มมัยโคแบคทีเรีย

สามารถผลิต Niacin ซึ่งเป็นสารที่มีบทบาทส าคัญในปฏิกิริยารีดอกซ์ของเซลล์ โดยเชื้อ 

MTB สามารถผลิต Niacin ได้ปริมาณมาก ท าให้มีการสะสมอยู่รอบ ๆ โคโลนีบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ เมื่อใช้น้ ากลั่นชะ Niacin ออกมาจากโคโลนีและทดสอบด้วย Niacin strip 

สารละลายจะเปลี่ยนจากไม่มีสีเป็นสีเหลือง 2. การทดสอบ Nitrate reduction test เชื้อ 

MTB สามารถรีดิวซ์ Nitrate เป็น Nitrite ได้มากเมื่อเทียบกับเชื้อมัยโคแบคทีเรียอื่น ๆ ท า

ให้ ได้สารประกอบ Sulfobenzene azo-α -naphthylamine ที่มีสีชมพูแดง 3. การ

ทดสอบ Catalase ที่ 68 องศาเซลเซียส เชื้อมัยโคแบคทีเรียเกือบทุกชนิดสามารถสร้าง

เอนไซม์ Catalase ได้ แต่เอนไซม์นี้ของเชื้อ MTB จะสูญเสียการท าหน้าที่เมื่อถูกความร้อน

ที่อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที (39) นอกจากนี้ยังมีวิธีการทดสอบเพื่อ

จ าแนกเช้ือ MTB ออกจากเชื้อมัยโคแบคทีเรียอื่น ๆ (NTM) ดังแสดงในตารางที่ 3 (39) 

ตารางที่ 3 แสดงการแยกพิสูจน์เชื้อวัณโรค (MTB) ออกจากเชื้อมัยโคแบคทีเรียอื่น ๆ (NTM)  

คุณสมบัติ MTB NTM 

อัตราการเจริญเติบโต มากกว่า 7 วัน 3 วันหรือมากกว่า 7 วัน 

ลักษณะของโคโลนี โคโลนีแห้ง ขรุขระ 

คล้ายดอกกระหล่ า 

มีทั้งโคโลนีแห้ง ชื้น ขอบผิว

เรียบขรุขระ นูน แผ่ 

สีของโคโลนี สีครีมหรือสีฟางข้าว สีเหลืองเข้ม ส้ม ครีม ขาว 

Niacin test บวก ลบ 

Nitrate Reduction test บวก บวกหรือลบ 

68oC Catalase test  ลบ บวก 

เจริญใน rho-nitrobenzoic acid (PNB) ไม่เจริญ เจริญ 
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7.3 การตรวจทางอณูชีววิทยา (molecular examination) 

 
 เป็นวิธีที่นิยมมากในปัจจุบันเนื่องจากให้ผลการทดสอบที่รวดเร็วในการช่วยวินิจฉัย

เชื้อวัณโรคพร้อม ๆ กับสามารถตรวจการดื้อยาได้ แต่มีข้อเสีย คือ ไม่สามารถแยกเชื้อที่มี

ชีวิตออกจากเชื้อที่ตายแล้วที่เกิดจากการรักษาได้ จึงไม่นิยมน ามาใช้เป็นวิธีในการติดตาม

การรักษา และชุดทดสอบมีราคาแพง จึงอาจเป็นข้อจ ากัดของการใช้งานโดยเฉพาะในกลุ่ม

ประเทศที่มีรายได้ระดับปานกลางและระดับต่ า วิธีวินิจฉัยวัณโรคทางอณูชีววิทยาแบ่งเป็น 

3 กลุ่ม ได้แก่ เทคนิค Nucleic Acid Amplification Tests (NAATs) เทคนิค Line probe 

assays (LPAs) เทคนิค DNA sequencing assays โดยมีทั้งชุดทดสอบที่มีจ าหน่ายตาม

ท้องตลาดและชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นเองในห้องปฏิบัติการ (In-house methods) (5)  

7.3.1 เทคนิค Nucleic Acid Amplification Tests (NAATs) เป็นการตรวจหาเชื้อ     

วัณโรคด้วยการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม และตรวจหาดีเอ็นเอเป้าหมายด้วย

เทคนิคที่แตกต่างกัน ชุดทดสอบที่นิยมใช้ เช่น ชุดทดสอบ Amplicor MTB test 

(บริษัท Roche Diagnostic จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา) จะตรวจหาสาร

พันธุกรรมของเชื้อวัณโรคโดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย คือ ยีน 16S rRNA 

จากนั้นตรวจวัด amplified products ด้วยเทคนิค hybridization สามารถท าใน

สิ่งส่งตรวจที่เป็นเสมหะที่ผ่านการก าจัดเชื้อปนเปื้อน (decontamination) และ

การท าให้เข้มข้น (concentration) แล้ว มีความไวของการทดสอบเท่ากับ 90% 

ถึง 100% และมีความจ าเพาะเท่ากับ 91.3% ถึง 100%  ในเสมหะที่ย้อมพบเชื้อ 

ชุดทดสอบ AMTD assay โดยใช้เทคนิค isothermal transcription-mediated 

amplification (TMA) ในการเพิ่ มปริม าณ  16S rRNA และตรวจวัด  RNA 

amplicons ด้วยเทคนิค chemiluminescence มีความไวของชุดทดสอบเท่ากับ 

91.7% ถึง 100% ในเสมหะที่ย้อมพบเชื้อ และมีความจ าเพาะเท่ากับ 92.1% ถึง 

100% ชุดทดสอบ ProbeTec ET Direct TB tests (บริษัท Beckton Dickinson 

จ ากั ด  ป ระ เท ศ ส ห รั ฐ อ เม ริ ก า ) โด ย ใช้ เท ค นิ ค  strand displacement 

amplification (SDA) ในการตรวจเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอเป้าหมาย IS6110 และ16S 

rRNA มีความไวของชุดทดสอบเท่ากับ 98.5% ถึง 100% ในเสมหะที่ย้อมพบเชื้อ 
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และมีความจ าเพาะเท่ากับ 98.9% ถึง 100% ชุดทดสอบ Eiken LAMP assay 

(บริษัท Eiken Chemical จ ากัด ประเทศญี่ปุ่น) โดยใช้เทคนิค loop-mediated 

isothermal amplification (LAMP) เป็นการตรวจวิเคราะห์ยีน gyrB อ่านผล

ด้วยตาเปล่าผ่านหลอด ultraviolet light มีความไวในการทดสอบเท่ากับ 97.7% 

ในเสมหะที่ย้อมพบเช้ือ และความจ าเพาะเท่ากับ 99% (19, 36)  

 นอกจากนี้ยังมีชุดทดสอบทางอณูชีววิทยาที่สามารถตรวจหาเชื้อวัณโรค

พร้อมกับตรวจหาการดื้อยาได้ เช่น ชุดทดสอบ Xpert MTB/RIF ultra (บริษัท 

Cepheid จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา) โดยใช้เทคนิค Real-time polymerase 

chain reaction สามารถตรวจหาเชื้อวัณโรคร่วมกับการตรวจหาการดื้อยา 

Rifampicin ในเวลาเดียวกัน โดยการเพิ่มจ านวนและตรวจวัดดีเอ็นเอเป้าหมาย 

คือยีน rpoB  มีความไวและความจ าเพาะในการตรวจเชื้อวัณโรคในเสมหะเท่ากับ 

88% และ 96% ตามล าดับ (40) 

7.3.2 Line Probe Assay เช่น ชุดทดสอบ Genotype MTBDR-plus (บริษัท Hain 

Lifesciences จ ากัด ประเทศเยอรมนี) สามารถตรวจหาเช้ือวัณโรคพร้อมกับตรวจ

วิเคราะห์สารพันธุกรรมของเชื้อวัณโรคที่ดื้อต่อยา Isoniazid และ Rifampicin 

โดยการเพิ่มปริมาณยีนเป้าหมาย ได้แก่ ยีน rpoB ยีน katG และยีน inhA 

ตรวจวัดดีเอ็นเอเป้าหมายโดยอาศัยหลักการ reverse hybridization ที่มีการตรึง

ดีเอ็นเอติดตามไว้บนแถบ nitrocellulose membrane หากภายในสิ่งส่งตรวจมีดี

เอ็นเอเป้าหมายก็จะสามารถจับจ าเพาะกับดีเอ็นเอติดตามและปรากฏให้เห็นเป็น

แถบสีเกิดขึ้น มีความไวและความจ าเพาะในการตรวจการดื้อยา Rifampicin 

เท่ากับ 98% ความไวและความจ าเพาะในการตรวจการดื้อยา Isoniazid เท่ากับ

84%  และ  99%  ตามล าดั บ  ชุ ดท ดสอบ  INNO-LiPA Rif-TB kit (บ ริษั ท

Innogenetics จ ากัด ประเทศเบลเยียม) ใช้หลักการตรวจเช่นเดียวกับชุดทุดสอบ 

Genotype MTBDR-plus แต่เป็นการตรวจหาเชื้อวัณโรคพร้อมกับการตรวจการ

ดื้อยา Rifampicin มีความไวของชุดทดสอบเท่ากับ 82% ถึง 100%  และ

ความจ าเพาะเท่ากับ 92% ถึง 100% (36) 
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7.3.3 DNA sequencing assay เป็นการจ าแนกสปีชีส์ของเชื้อมัยโคแบคทีเรียโดยการ

หาล าดับเบสของชิ้นส่วน 16s rDNA  สามารถแยกเชื้อกลุ่ม MTB complex ออก

จากเชื้อมัยโคแบคที เรียอื่น  ๆ (Nontuberculous mycobacteria: NTM) ได้ 

สามารถท าได้หลายวิธี  เช่น  วิธี  Next-generation sequencing (NGS) วิธี 

Sanger sequencing วิธี Pyrosequencing เป็นต้น นอกจากใช้ในการวินิจฉัย

เชื้อวัณโรคแล้วยังมีประโยชน์ในการศึกษาด้านระบาดวิทยา สามารถใช้ในการ

วินิจฉัยเชื้อดื้อยาโดยหาต าแหน่งการกลายพันธุ์ในยีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาและ

เป็นเครื่องมือในการหายีนที่เกี่ยวข้องกับการด้ือยาใหม่ ๆ ได้ (36) 

 
7.4 การตรวจหาสารบ่งชี้ทางชีวภาพ (biomarker-based methods) 

เป็นการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อวัณโรคจากสารน้ าในร่างกาย เช่น ซีรัม พลาสมา

หรือปัสสาวะ มีความส าคัญในการวินิจฉัยวัณโรคในเด็ก (pediatric TB patients) วัณโรค

นอกปอด  (extrapulmonary TB patients) และวัณ โรค ในผู้ ป่ วย โรค เอดส์  (HIV 

comorbid patients) ซึ่งเป็นกลุ่มผู้ป่วยที่ตรวจหาเชื้อวัณโรคจากเสมหะได้ยากกว่าผู้ป่วย

วัณโรคทั่วไป มีหลายวิธี เช่น วิธี TB LAM Ag ใช้หลักการ Lateral Flow ในการตรวจหา 

lipoarabinomannan protein ที่ถูกปล่อยออกมาในปัสสาวะของผู้ป่วยวัณโรค สามารถ

ตรวจในผู้ป่วยวัณโรคติดเชื้อเอชไอวีที่มี CD4 ต่ ากว่า 100 เซลล์ต่อไมโครลิตร แต่เป็นวิธีที่มี

ความจ าเพาะต่ า วิธี Volatile Organic Compound (VOC) เป็นการตรวจหาสารไอระเหย

ที่ผลิตจากเชื้อวัณโรคในลมหายใจของผู้ป่วยโดยใช้เครื่อง Gas Chromatography-Mass 

Spectrometry (GC-MS) (19) การทดสอบผิวหนังต่อเชื้อวัณโรค (tuberculin skin test: 

TST) ท าโดยฉีดโปรตีนที่สกัดจากเชื้อ (purified protein derivative: PPD) เข้าไปใต้

ผิวหนัง ถ้าร่างกายเคยได้รับเช้ือจะมีการต่อต้านและเกิดการบวมอักเสบจนเกิดรอยนูน หาก

รอยนูนนั้นมีขนาดมากกว่า 10 มิลลิเมตร ถือว่าการทดสอบให้ผลบวก แสดงว่าเคยสัมผัส

เชื้อวัณโรคและมีโอกาสที่จะเป็นวัณโรคได้ในอนาคต การทดสอบ TST อาจให้ผลบวกลวง

ในผู้ที่ได้รับวัคซีน BCG มาก่อน อีกวิธีหนึ่งคือการตรวจ Interferon gamma release 

assays (IGRA) เป็นวิธีที่ศูนย์ควบคุมและป้องกันโรคของสหรัฐอเมริกา (CDC) แนะน าให้ใช้
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ในการวินิจฉัยวัณโรคระยะแฝง (latent TB infection)  โดยการบ่มตัวอย่างเลือดกับ PPD 

ได้แก่ แอนติเจน ESAT-6 และแอนติเจน CFP-10 ซึ่งเป็นแอนติเจนที่ไม่พบในวัคซีน BCG 

จึงไม่สามารถท าให้เกิดผลบวกลวง จากนั้นวัดปริมาณ interferon gamma (IFN-γ) ที่

ปลดปล่อยมาจากเม็ดเลือดขาว lymphocyte ที่ถูกกระตุ้น โดยใช้หลักการของ enzyme-

linked immunosorbent assay (41) ผลบวกแสดงถึงการติดเชื้อหรือได้รับเชื้อวัณโรค 

ข้อดีของการตรวจ IGRA คือ ประหยัดเวลา เนื่องจากสามารถท าการตรวจให้ผลได้ในครั้ง

เดียว ผู้ป่วยไม่ต้องเข้ามาพบแพทย์หลายครั้ง และไม่เกิดผลบวกลวงจากการได้รับวัคซีน 

BCG มาก่อน นอกจากนี้การวินิจฉัยวัณโรคนอกปอดท าได้โดยการตรวจเอกซเรย์

คอมพิวเตอร์ การตรวจด้วยวิธีซีทีสแกน (CT Scan) เอ็มอาร์ไอ (MRI) หรือ อัลตราซาวด์ ซึ่ง

ท าให้เห็นความผิดปกติที่เกิดขึ้นจากการติดเชื้อวัณโรคตามอวัยวะต่าง ๆ หรือการตรวจน้ า

ไขสันหลัง (Lumbar Puncture) ในกรณีที่ผู้ป่วยมีอาการของวัณโรคที่สมองและระบบ

ประสาท (19, 36) 

8. การทดสอบความไวต่อยาของเชื้อวัณโรค (Drug susceptibility testing: DST) 

การวินิจฉัยวัณโรคดื้อยาท าโดยการตรวจทางห้องปฏิบัติการ โดยน าเสมหะหรือส่งสิ่งตรวจที่มีเชื้อ

วัณโรคมาทดสอบว่าเชื้อมีความไวต่อการรักษาด้วยยาใดและดื้อต่อยาใด เพื่อช่วยเป็นแนวทางหรือ

ข้อมูลในการเลือกใช้ยาให้เหมาะสมกับผู้ป่วย การทดสอบความไวต่อยาของเชื้อสามารถแบ่งได้เป็น 2 

วิธี ดังนี ้

8.1 การทดสอบความไวต่อยาแบบวิธฟีีโนไทป์ (Phenotypic drug susceptibility test) 

การทดสอบความไวต่อยาแบบวิธีฟี โน ไทป์  (Phenotypic DST) เป็ นการดู

ความสามารถของเชื้อในการเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมยารักษาวัณโรคในความ

เข้มข้นระดับหนึ่งที่เชื้อวัณโรคดื้อยาเท่านั้นสามารถที่จะเจริญเติบโตได้ มีวิธีการทดสอบ 2 

วิธี ได้แก่ 1. การทดสอบความไวต่อยาแบบตรง (Direct DST) ท าโดยทดสอบความไวต่อยา

ของเชื้อที่อยู่ในสิ่งส่งตรวจโดยตรงจึงเหมาะกับสิ่งส่งตรวจที่ตรวจพบเชื้อ AFB จ านวนมาก 

สามารถให้ผลการทดสอบรวดเร็วเนื่องจากลดขั้นตอนในการเพาะเชื้อ แต่มีข้อเสียคือไม่

สามารถระบุชนิดของเชื้อก่อนการทดสอบและไม่สามารถควบคุมปริมาณเชื้อที่ใช้ในการ
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ทดสอบได้  เทคนิคที่ สามารถท าการทดสอบความไวต่อยาแบบตรง เช่น เทคนิค 

Microscopic observation drug susceptibility (MODS)  เท ค นิ ค  Thin layer agar 

(TLA) ซึ่งใช้กล้องจุลทรรศน์ในการตรวจติดตามการเจริญของเชื้อเพื่อดูว่าดื้อยาปฏิชีวนะ

หรือไม่ (19) เป็นต้น 2. การทดสอบความไวต่อยาแบบอ้อม (Indirect DST) ซึ่งเป็นการ

ทดสอบกับเชื้อวัณโรคที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเชื้อ (pure colony) แล้ว จึงให้ผลการทดสอบ

ช้ากว่าการตรวจแบบ Direct DST แต่สามารถเลือกท าการทดสอบเฉพาะเชื้อ MTB เท่านั้น

และสามารถก าหนดปริมาณเชื้อได้ตามวิธีที่มาตรฐาน (42) โดยวิธีการทดสอบความไวต่อยา

สามารถท าได้หลายวิธีดังนี้  

8.1.1 วิธี Proportional ถือเป็นวิธีมาตรฐานในการทดสอบความไวต่อยา ท าการทดสอบ

โดยเพาะเชื้อที่ทราบจ านวนลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาและไม่มียา หลังบ่มเพาะ

เชื้อ 3 ถึง 4 สัปดาห์อ่านผลโดยการนับจ านวนโคโลนีที่เจริญและน ามาค านวณหา

สัดส่วนของโคโลนีที่เจริญบนอาหารที่มียาหารด้วยจ านวน์โคโลนีที่เจริญบนอาหาร

ที่ไม่มียา หากมากกว่าเท่ากับ 1% จะถือว่าเป็นเชื้อดื้อต่อยาต้านวัณโรคชนิดนั้น ๆ 

(42) 

8.1.2 วิธี Absolute concentration ท าการทดสอบโดยเพาะเชื้อปริมาณ 2 ,000 ถึง 

10,000 โคโลนี ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาและไม่มียาผสมอยู่ หากเชื้อสามารถ

เจริญเติบโตบนอาหารที่มียามากกว่า 20 โคโลนีขึ้นไป แสดงว่าเชื้อดื้อต่อยาต้าน     

วัณโรคชนิดนั้น ๆ เนื่องจากการทดสอบ 2 วิธีที่กล่าวมาจะต้องอาศัยการนับ

จ านวนโคโลนี จึ งนิ ยมท าการทดสอบบนอาหารเลี้ ยงเชื้ อชนิ ดแข็ ง เช่น 

Löwenstein-Jensen (LJ) สามารถทดสอบในยารักษาวัณโรคแนวที่  1 (First 

line-DST) และยารักษาวัณโรคแนวที่ 2 (Second line-DST) ใช้เวลาในการอ่าน

ผล 4 ถึง 6 สัปดาห์ หรือ อาหารที่มีวุ้น เช่น Middlebrook 7H10/7H11 ที่ใช้

เวลาในการอ่านผล 4 สัปดาห์ (42) 

8.1.3 วิธี Resistance ratio ท าการทดสอบโดยหาความเข้มข้นของยาที่ต่ าที่สุดในการ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ (minimal inhibitory concentration: MIC) ซึ่ง

นิยมทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Middlebrook 7H9 
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8.1.4 วิธีการทดสอบความไวต่อยาด้วยเครื่อง BECTEC MGIT 960 ของบริษัท Becton 

Dickinson จ ากัด สามารถทดสอบความไวต่อยาจากสิ่งส่งตรวจได้ทั้งวิธีแบบตรง

และแบบอ้อม เป็นเครื่องเพาะเลี้ยงเชื้ออัตโนมัติที่สามารถทดสอบความไวต่อยา 

Streptomycin ย า  Isoniazid ย า  Rifampicin ย า  Ethambutol แ ล ะ ย า 

Pyrazinamide ได้ โดยใช้หลักการของ Oxygen consuming ที่ก้นหลอดจะมีสี

ฟลูออเรสเซนต์ที่จับอยู่กับออกซิเจน หากมีการเจริญของเชื้อออกซิเจนจะถูก

น าไปใช้ ส่งผลให้สารฟลูออเรสเซนต์หลุดออกมาเป็นอิสระและสามารถตรวจวัด

การเปล่งแสงภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลต โดยหลอดทดสอบ Mycobacterial 

growth indicator tube (MGIT)  จ ะ บ ร ร จุ อ า ห า ร เลี้ ย ง เชื้ อ ช นิ ด เห ล ว 

Middlebrook 7H9 Broth ปริมาณ 7 มิลลิลิตร ก่อนการทดสอบจะต้องเติม

สารอาหารที่จ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของเชื้อมัยโคแบคทีเรีย ได้แก่ oleic acid, 

bovine albumin, dextrose และ catalase การทดสอบความไวต่อยาท าได้โดย

เพาะเชื้อลงในหลอดทดสอบที่มียาและหลอดควบคุมที่ไม่มียา (Growth control 

tube) เครื่องจะท าการอ่านและแปลผลเมื่อหลอดควบคุมมีหน่วยการเจริญเติบโต  

(Growth unit) มากกว่า 400 หากหลอดที่มียามีค่า Growth unit มากกว่า 100 

ถือว่า เชื้อดื้อต่อยานั้น ๆ ข้อดีของการตรวจด้วยเครื่อง BACTEC MGIT 960 คือ 

ให้ผลการทดสอบที่รวดเร็วภายในระยะเวลา 4 ถึง 13 วัน ข้อเสียของวิธีนี้คือพบ

อัตราการปนเปื้อนสูงและชุดเครื่องมือและน้ ายาที่มีราคาแพง (43) 

8.1.5 วิธีแบบ non-commercial เป็นวิธีทดสอบความไวต่อยาที่พัฒนาขึ้นใหม่ ซึ่งส่วน

ใหญ่เป็นวิธีที่ท าได้ง่าย มีราคาถูก และให้ผลการทดสอบที่รวดเร็วเมื่อเทียบกับวิธี

มาตรฐาน เพื่อน ามาใช้ในห้องปฏิบัติการที่ขาดเครื่องมือ อุปกรณ์หรือชุดทดสอบ

ส าเร็จรูปส าหรับการทดสอบความไวต่อยาที่มีราคาแพง แต่การทดสอบด้วยวิธี

เหล่านี้จะต้องมีความระมัดระวังในการท าการทดสอบ การอ่านและแปลผล 

เนื่องจากยังขาดการวางมาตรฐานให้เป็นที่ยอมรับ อย่างไรก็ตามองค์การอนามัย

โลกได้มีการตรวจสอบและอนุมัติให้ใช้ได้ในห้องปฏิบัติการระดับอ้างอิง  (20)  

ได้แก ่
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8.1.5.1 วิธี Microscopic observation drug susceptibility (MODS) เป็นวิธีการ

ทดสอบความไวต่อยาทั้งแบบโดยตรงและแบบอ้อม โดยท าการเพาะเลี้ยงเชื้อ

ในอาหารเหลวที่ผสมยาและไม่ผสมยา และใช้กล้องจุลทรรศน์ในการตรวจ

ติดตามการเจริญของเชื้อเพื่อดูว่าดื้อยาปฏิชีวนะหรือไม่ ให้ผลการทดสอบ

ภายใน 10 ถึง 14 วัน มีความไวและความจ าเพาะในการตรวจการดื้อยา 

Rifampicin อยู่ที่ 98% และ 99% ตามล าดับ และมีความไวในการตรวจการ

ดื้ อ ย า  Isoniazid อ ยู่ ที่  91%  เมื่ อ เป รี ย บ เที ย บ กั บ วิ ธี ม า ต ร ฐ า น 

conventional indirect proportion DST ที่ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LJ 

medium ซึ่งการทดสอบความไวต่อยาด้วยวิธีนี้ต้องใช้กล้องจุลทรรศน์แบบ 

inverted microscope (20) 

8.1.5.2 วิธี Nitrate reductase assays (NRA)  สามารถท าการทดสอบความไวต่อ

ยาทั้งแบบโดยตรงและแบบอ้อม โดยท าการเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ชนิดแข็งที่ผสมยาและไม่ผสมยา จากนั้นวัดความสามารถในการเจริญเติบโต

ของเชื้อโดยอาศัยหลักการเปลี่ยนแปลงสีจากความสามารถของเชื้อ MTB ที่

ท าปฏิกิริยาลดไนเตรทลง ซึ่งต้องมีขั้นตอนในการเติมน้ ายาส าหรับการ

ตรวจวัดหลังจากการเพาะเชื้อแล้ว อาจส่งผลให้เกิดการฟุ้งกระจายของเชื้อ

วัณโรคได้ อย่างไรก็ตามวิธีนี้ไม่ต้องอาศัยเครื่องมือที่มีราคาแพง มีความไว

และความจ าเพาะในการตรวจการดื้อยา Rifampicin อยู่ที่ 97% และ 100%  

ตามล าดับ และมีความไวในการตรวจการดื้อยา Isoniazid อยู่ที่ 97% และ 

99% ตามล าดับ (20) 

8.1.5.3 วิธี Colorimetric redox indicator (CRI) เป็นวิธีการทดสอบความไวต่อยา

แบบอ้อม โดยเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่ผสมยาและไม่ผสมยาใน 

microtiter plate และใช้ redox indicator ในการตรวจหาการเจริญเติบโต

ของเชื้อ การเปลี่ยนแปลงของสีที่เกิดขึ้นมีความสัมพันธ์กับปริมาณเชื้อที่เจริญ

ได้ในอาหารทดสอบแสดงถึงการดื้อต่อยาของเชื้อ มีความไวและความจ าเพาะ

ในการตรวจการดื้อยา Rifampicin อยู่ที่ 98% และ 99% ตามล าดับ และมี
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ความไวในการตรวจการดื้อยา Isoniazid อยู่ที่ 97% และ 98% ตามล าดับ 

(20) 

การทดสอบความไวต่อยาแต่ละวิธีมีการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อและความเข้มข้นของยาในการ

ทดสอบแตกต่างกัน โดยคู่มือส าหรับการทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคขององค์การอนามัยโลก ได้

ก าหนดค่าความเข้มข้นสุดท้ายของยาในอาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับการทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด

ต่างๆ ดังแสดงในตารางที่ 4 (44) 
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ตารางที่ 4 แสดงความเข้มข้นสุดท้ายของยาในอาหารเลี้ยงเชื้อ (µg/mL) ชนิดต่าง ๆ ทีใ่ช้ในการ
ทดสอบความความไวต่อยาต้านวัณโรค  

ยา  ความเข้มข้นสุดท้ายของยาในอาหารเลี้ยงเชื้อ (µg/ml) 

Löwenstein– 

Jensen 

Middlebrook 

7H10 

Middlebrook 

7H11 

BACTEC MGIT 

liquid culture 

R 40.0 1.0 1.0 1.0 

H 0.2 0.2 0.2 0.1 

E 2.0 5.0 7.5 5.0 

Z   - - - 100 

LFX 2.0 1.0 - 1.0 

MFX 1.0 0.5 0.5 0.25 

BDQ - - 0.25 1.0 

LZD - 1.0 1.0 1.0 

CFZ - - - 1.0 

CS - - - - 

TRD - - - - 

DLM - - 0.016 0.06 

AMK 30.0 2.0 - 2.0 

S 4.0 2.0 1.0 1.0 

ETO 40.0 5.0 10.0 5.0 

PTO 40.0 - - 2.5 

PAS  - - - - 

*หมายเหตุ R หมายถึงยา Rifampicin, H หมายถึงยา Isoniazid, E หมายถึงยา Ethambutol, Z หมายถึงยา 
Pyrazinamide, LFX ห ม า ย ถึ ง ย า  Levofloxacin, MFX ห ม า ย ถึ ง ย า  Moxifloxacin, BDQ ห ม า ย ถึ ง ย า 
Bedaquiline, LZD หมายถึงยา Linezolid, CFZ หมายถึงยา Clofazimine, CS หมายถึง ยา Cycloserine, TRD 
ห ม ายถึ งย า  Terizidone, DLM ห ม ายถึ งย า  Delamanid, AMK ห ม ายถึ ง ย า  Amikacin, S ห ม ายถึ งย า 
Streptomycin, ETO หมายถึงยา Ethionamide, PTO หมายถึงยา Prothionamide, PAS หมายถึงยา para-
aminosalicylic acid  
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8.2 การตรวจวินิจฉัยการดื้อยาดว้ยวิธีทางจีโนไทป์ (Genotypic drug susceptibility 
test) 

นอกจากการใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยาในการพิสูจน์เช้ือวัณโรคแล้ว ยังสามารถใช้ใน

การวินิจฉัยเชื้อดื้อยาได้ด้วย โดยเทคนิคที่นิยมใช้ ได้แก่  เทคนิค NAATs และ DNA 

sequencing ซึ่งเป็นวิธีการที่รวดเร็ว มีความไวและความจ าเพาะสูง แต่ชุดทดสอบมักมีราคา

แพง โดยวิธีการตรวจที่ได้รับการรับรองจากองค์การอนามัยโลก มี 2 วิธี คือ 1. เทคนิค real-

time PCR ( Xpert MTB/ RIF assay)  2.  เ ท ค นิ ค  amplification and reverse 

hybridization (Line probe assay: LPA)  

8.2.1 เทคนิค  Real-time PCR ได้ แก่  ชุดทดสอบ Xpert MTB/RIF ultra (บริษั ท 

Cepheid จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา) เป็นเครื่องตรวจวิเคราะห์สารพันธุกรรม

แบบอัตโนมัติที่องค์การอนามัยโลกได้ให้การรับรองในปี ค.ศ. 2013 ให้เป็นวิธีใน

การวินิจฉัยวัณโรคแทนการตรวจดูเสมหะด้วยกล้องจุลทรรศน์ เนื่องจากสามารถ

ตรวจหาเชื้อวัณโรคร่วมกับการตรวจหาการดื้อยา Rifampicin ได้ในเวลาเดียวกัน 

มีความไวและความจ าเพาะในการตรวจเชื้ อวัณโรคเท่ากับ 88% และ 96% 

ตามล าดับ (40) และความไวและความจ าเพาะในการตรวจการดื้อต่อยา 

Rifampicin เท่ากับ 96% และ 98% ตามล าดับ โดยในตัวอย่างเสมหะต้องมีเชื้อ

อย่างน้อย 16 ตัวต่อมิลลิลิตร ใช้เวลาในการวินิจฉัยรวดเร็วภายใน 90 นาที แต่ชุด

ทดสอบมีราคาแพง และมีค่าบ ารุงรักษาเครื่องมือทุกปี (40) 

8.2.2 Line Probe Assay เช่น ชุดทดสอบ Genotype MTBDR-plus (บริษัท Hain 

Lifesciences จ ากัด ประเทศเยอรมนี) ที่ได้รับการรับรองจากองค์การอนามัยโลก

ในปี ค.ศ. 2008 ซึ่งใช้เทคนิค DNA strip reverse-hybridization ในการตรวจหา

การดื้อต่อยา Isoniazid และยา Rifampicin เพื่อวินิจฉัยเชื้อ MDR-TB หรือชุด

ทดสอบ Genotype MTBDR-sl ที่ตรวจการดื้อต่อยา กลุ่ม Fluoroquinolones 

และกลุ่ม Second line injectable drugs เพื่อวินิจฉัยเชื้อ PRE-XDR TB และ 

XDR-TB ใช้เวลาในการทดสอบประมาณ 5 ถึง 6 ชั่วโมง เริ่มจากการสกัดและเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายจากสิ่งส่งตรวจที่เป็นเสมหะหรือโคโลนีของเชื้อ จากนั้น
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จึงน าผลผลิตดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมมาทดสอบกับ DNA 

strip ที่มีการตรึงดีเอ็นเอติดตามไว้บนแถบ nitrocellulose membrane หาก

ภายในสิ่งส่งตรวจมีดีเอ็นเอเป้าหมายจะสามารถจับได้อย่างจ าเพาะกับดีเอ็นเอ

ติดตาม และปรากฏให้เห็นเป็นแถบสี อ่านผลได้ด้วยตาเปล่า องค์การอนามัยโลก

แนะน าวิธีนี้ในการวินิจฉัยผู้ป่วยวัณโรคที่เสมหะตรวจพบเชื้อ (smear-positive 

samples) และใช้ในการคัดกรองผู้ป่วยที่สงสัยวัณโรคดื้อยาในห้องปฏิบัติการที่มี

ปริมาณงานมาก มีความไวและความจ าเพาะในการตรวจการดื้อยา Rifampicin 

เท่ากับ 91.7% และ 96.6% ตามล าดับ มีความไวและความจ าเพาะในการตรวจ

การด้ือยา Isoniazid เท่ากับ 70.6% และ 99.1% ตามล าดับ โดยต้องมีเชื้อวัณโรค

ในตัวอย่างที่ทดสอบอย่างน้อย 160 เซลล์ (7, 36) 

9. ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับการเพาะเลี้ยงเชื้อและทดสอบความไวต่อยา 

9.1 อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง  

อาหารเลี้ยงเช้ือชนิดแข็ง แบ่งเป็น 
9.1.1 อาหารที่ มี ไข่ เป็นส่วนผสมหลัก (Egg-based medium) เช่น  Lowenstein-

Jensen medium (LJ medium) ที่ผลิตขึ้นมาครั้งแรกในปี  ค.ศ. 1931 โดย 

Löwenstein และมีการปรับปรุงสูตรโดย Jensen ในปี ค.ศ. 1932 มีส่วนผสม

ของแป้งมันฝรั่งและ asparagine เป็นแหล่งของไนโตรเจนและวิตามิน มี 

monopotassium phosphate แ ล ะ  magnesium sulfate ช่ ว ย เส ริ ม ก า ร

เจริญเติบโต มี glycerol และไข่เป็นแหล่งของกรดไขมันและโปรตีนที่จ าเป็นใน

การเจริญเติบโต มี malachite green และ sodium citrate เพื่อช่วยยับยั้งการ

เจริญของเชื้อแบคทีเรียชนิดอื่น Ogawa medium เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่มี

ส่วนประกอบคล้าย LJ medium ยกเว้นใช้แหล่งอาหารเป็น sodium glutamate 

แทน asparagine ท าให้อาหารชนิดนี้มีราคาถูกกว่า แต่เพิ่มความเข้มข้น glycerol 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อมากขึ้น อาหารชนิดแข็งเหล่านี้สามารถเตรียมใช้ได้เองภายใน

ห้องปฏิบัติการ สามารถเก็บไว้ในตู้ เย็นได้หลายสัปดาห์  มีราคาถูกและมี

ความจ าเพาะสูง สามารถสังเกตเห็นการเจริญเติบโตของเชื้อได้ด้วยตาเปล่าและ
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เลือกโคโลนีเชื้อไปท าการทดสอบต่อได้ พบอัตราการปนเปื้อนต่ า แต่ให้ผลการ

ตรวจพบเชื้อล่าช้าประมาณ 2 ถึง 8 สัปดาห์ อย่างไรก็ตามมีปัจจัยหลายอย่างที่

ส่งผลต่อคุณภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนี้ เช่น ส่วนประกอบของสารประกอบ

อินทรีย์ในไข่และสารประกอบแอมโมเนียสามารถเป็นอันตรายต่อเชื้อวัณโรคบาง

สายพันธ์ุได้ (36) 

9.1.2 อาหารที่มีวุ้นเป็นส่วนผสมหลัก (Agar-based medium) เช่น Middlebrook 

7H10 ผลิตขึ้นในปี ค.ศ. 1958 โดย Middlebrook และ Cohn ซึ่งมีส่วนผสมของ

สารอาห ารพิ เศษ  ได้ แก่  inorganic salts, vitamins, cofactors, glycerol, 

malachite green และ agar และหากเพิ่มเอนไซม์ส าหรับย่อย casein ลงไปจะ

เรียกว่า Middlebrook 7H11 อาหารทั้ง 2 นี้จะต้องมีการเติมสารช่วยเสริมการ

เจริญ เติบ โตของเชื้ อวัณ โรค  ได้ แก่  OADC (oleic acid, bovine albumin 

fraction v, dextrose และ detoxifying catalase) โคโลนีของเชื้อวัณ โรคที่

เจริญบนอาหารชนิดนี้จะมีลักษณะแบน ขรุขระและโปร่งแสง จึงสามารถสังเกต

การเจริญเติบโตของเชื้อผ่านกล้อง stereomicroscope ได้ภายใน 10 ถึง 12 วัน

หลังการบ่มเพาะเชื้อ สามารถน าอาหารชนิดนี้มาผสมกับยาต้านวัณโรค เพื่อท า

การทดสอบความไวต่อยาได้ แต่อาหารชนิดนี้ไม่สามารถเก็บไว้ได้นาน เนื่องจากมี

ความไม่คงตัวเมื่อโดนแสงและความร้อน ท าให้เกิดสาร formaldehyde จาก

สารอาหาร OADC ซึ่งจะไปยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ อาหารชนิดนี้ไม่นิยมใช้

ส าหรับการเพาะเชื้อในงานประจ าวัน เนื่องจากมีราคาค่อนข้างแพง (36) 

 
9.2 อาหารเลี้ยงเชือ้ชนิดเหลว 

นอกจากอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งที่ใช้กันอย่างแพร่หลายแล้วยังมีอาหารเลี้ยงเชื้อ

ชนิดเหลวหลายชนิดที่ถูกพัฒนาขึ้น เพื่อช่วยส่งเสริมให้เชื้อเจริญเติบโตเร็วขึ้น เช่น Dubos 

broth ประกอบด้วยสารอาหารที่จ าเป็น เช่น inorganic salts, เอนไซม์ย่อย casein, L-

asparagine, polysorbate 80, oleic acid และ bovine albumin อาหารเหลวชนิ ด 

Middlebrook 7H9 ซึ่งประกอบด้วย inorganic salts, sodium citrate, albumin และ

อาจมีการเติมสาร glycerol, polysorbate 80 และ OADC (oleic acid, bovine albumin 
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fraction v, dextrose และ detoxifying catalase) อาหารเหลวชนิ ด  Middlebrook 

7H12 มีการพัฒนามาจาก Middlebrook 7H9 แต่มีการเติมสาร glycerol, bovine serum 

albumin, casein hydrolysate, catalase แ ล ะ  14C-Palmitic acid ที่ ช่ ว ย เส ริ ม ก า ร

เจริญเติบโตของเชื้อด้วย โดยอาหารแต่ละชนิดจะมีการปรับปรุงสูตรเพื่อให้เหมาะส าหรับใช้

กับเครื่องอัตโนมัติแต่ละระบบและสิ่งส่งตรวจแต่ละประเภท ส าหรับการเพาะเลี้ยงเชื้อด้วย

เครื่องอัตโนมัติที่นิยมใช้ เช่น เครื่อง BACTEC MGIT 960 ของบริษัท Becton Dickinson 

จ ากัด ที่ใช้อาหารชนิด Middlebrook 7H9 ในการเพาะเลี้ยงเชื้อและตรวจหาการเจริญของ

เชื้ อ ด้ วยห ลั ก ก ารข อ ง Oxygen consuming เค รื่ อ ง  BacT/Alert 3D ขอ ง บ ริ ษั ท 

bioMérieux จ ากัด ประเทศฝรั่งเศส ใช้อาหารชนิด Middlebrook 7H9 เช่นเดียวกันแต่วัด

การเจริญเติบโตของเชื้อด้วยหลักการ CO2 accumulation เป็นต้น การเพาะเลี้ยงเชื้อใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวมีความไวสูงกว่าการเพาะเลี้ยงเชื้อด้วยอาหารแข็งถึง 10% สามารถ

ให้ผลการทดสอบรวดเร็วภายในเวลา 1 ถึง 2 สัปดาห์ แต่ต้องใช้เครื่องมือและน้ ายาที่มีราคา

แพง และพบมีอัตราการปนเปื้อนสูง ไม่สามารถสังเกตเห็นการเจริญเติบโตและลักษณะ

โคโลนีของเชื้อได้ด้วยตาเปล่า (36, 43) 

9.3 อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดกึ่งแข็งกึ่งเหลว (biphasic medium: BM)  

เนื่องจากเชื้อวัณโรคบางสายพันธุ์ไม่สามารถเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด

เหลว จึงมีการแนะน าให้มีการเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งร่วมด้วย เพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการเพาะเชื้อ ในปัจจุบันจึงมีการพัฒนาอาหารชนิดกึ่งแข็งกึ่งเหลว ซึ่งเป็น

อาหารผสมระหว่างอาหารชนิดแข็งที่ใช้เป็นฐาน (slant) และอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ใช้เป็น

ส่วนบน เช่น การศึกษาของ Pawar และคณะ พัฒนาอาหาร biphasic medium โดยใช้

อาหารที่ผสมระหว่าง Middlebrook 7H11 agar slant และ Middlebrook 7H9 broth 

ส าหรับการเพาะเลี้ยงเช้ือพบว่ามีอัตราการตรวจพบเชื้อวัณโรคได้ดีกว่าการเพาะเชื้อลงบน LJ 

medium (45)  การศึกษาของ Cui และคณะ ได้พัฒนาอาหารผสมระหว่าง LJ medium 

กับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Middlebrook 7H9 ที่เติมสาร colorimetric redox indicator 

(2,3,5-triphenyl-tetrazolium chloride: TTC) (ดังแสดงในภาพที่ 3) (22) ส าหรับตรวจวัด

การเจริญเติบโตของเชื้อ โดยสังเกตการเปลี่ยนสีของสารจากสีเหลืองเป็นสีชมพูแดง พบว่า
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อาหารที่พัฒนาขึ้นมีอัตราการตรวจพบเชื้อวัณโรคได้ดีและรวดเร็วกว่าวิธีมาตรฐานที่

เพาะเลี้ ยงบน LJ medium ให้ผลการเพาะเชื้อภายใน 2 สัปดาห์  ซึ่ งสามารถเพิ่ ม

ประสิทธิภาพ ความไวและความจ าเพาะในการเพาะเลี้ยงเชื้อวัณโรคจากเสมหะโดยตรง 

สามารถเตรียมใช้ได้เองในห้องปฏิบัติการ ท าให้มีราคาถูกกว่าอาหารแบบ automated 

liquid (22) อาหาร biphasic medium ชนิดต่างๆ ที่มีการศึกษาวิจัย ดังแสดงในตารางที่ 5 

 

ภาพที่ 3 แสดงการเพาะเชื้อ M. tuberculosis H37Rv ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด biphasic media ที ่

37 องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาห์ โดยใช้เชื้อความเข้มข้น 107 ถึง 100 CFU/mL (ขวดที่ 1 ถึง 8 

ตามล าดับ)  
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ตารางที่ 5 แสดงอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด biphasic media ชนิดต่าง ๆ 

วัตถุประสงค์
การใช้งาน 

สูตรอาหาร biphasic Inoculum ตั้งต้น เวลาอ่านผล 
 

เอกสาร 
อ้างอิง อาหารแข็ง อาหารเหลว 

เพาะเลี้ยงเชื้อ Middlebrook 
7H11 agar 

Middlebrook 
7H9 broth 

Decontaminated 
sputum 

17 วัน (45) 

เพาะเลี้ยงเชื้อ Lowenstein–
Jensen 
medium 

Middlebrook 
7H9 broth 

Decontaminated 
sputum 

20 วัน (22) 

เพาะเลี้ยงเชื้อ Middlebrook 
7H11 agar 

Middlebrook 
7H9 broth 

Decontaminated 
sputum 

21 วัน (46) 

เพาะเลี้ยงเชื้อ Lowenstein–
Jensen 
medium 

Middlebrook 
7H9 broth 

Decontaminated 
sputum 

2-4 สัปดาห์ (47) 

เพาะเลี้ยงเชื้อ Middlebrook 
7H11 agar, 
chocolate agar 

Middlebrook 
7H9 broth 

Decontaminated 
sputum 

19 วัน (48) 

PZA DST Lowenstein–
Jensen 
medium 

Kirchner 
medium 

MGIT broth 50 µl 2-3 สัปดาห์ (49) 

*หมายเหตุ PZA DST หมายถึง การทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide 

10. รีดอกซ์อินดิเคเตอร์ (redox indicator)  

ในการเพาะเลี้ยงเชื้อวัณโรคในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว ซึ่งไม่สามารถสังเกตเห็นโคโลนีของเชื้อ

ด้วยตาเปล่า จึงมีการใช้เทคนิคต่าง ๆ ช่วยในการติดตามการเจริญของเชื้อ เช่น การวัด metabolic 

activity จากการใช้ redox indicator ซึ่งเป็นสารที่มีรูปออกซิไดซ์ (oxidized form) และรูปรีดิวซ์ 

(reduced form) ที่มีสีแตกต่างกันอย่างชัดเจน การวัด metabolic activity สามารถบ่งบอกว่าเซลล์

นั้นยังมีพลังงานที่จะใช้ในการเพิ่มจ านวนอยู่หรือไม่ กลุ่มเซลล์ที่มี metabolic activity มากแสดงถึง

การเพิ่ มจ านวนเซลล์ที่ มีชีวิตขึ้นด้วย โดยท าการวัดสภาวะ reduction environment ของ 

mitochondria ในเซลล์ พบว่ามีความไวและความจ าเพาะสูงในการน ามาประยุกต์ใช้ในการทดสอบ

ความไวต่อยาต้านวัณโรค ดังแสดงในตารางที่ 6 โดยสารที่นิยมน ามาใช้ในการวัดความมีชีวิตของเซลล์ 

ได้แก่  
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10.1 Tetrazolium compounds 

เป็นสารในการวัดการเพิ่มจ านวนของเซลล์จากการตรวจดู metabolic activity ที่นิยมใช้ 

เช่น สาร MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide เป็นสาร

ที่มีประจุบวกและสามารถซึมผ่านเข้าเซลล์ยูคาริโอตได้ เมื่ออยู่ในรูปออกซิไดซ์จะมีสีเหลืองและ

ถูกรีดิวซ์ด้วยเอนไซม์ hydrogenases จากเซลล์ของสิ่งมีชีวิตได้สารที่มีสีม่วงของ formazan 

(ภาพที่ 4) (50) ซึ่งเป็นตะกอนที่ไม่ละลายน้ าและจะสะสมอยู่ภายในเซลล์และในอาหารเลี้ยง

เซลล์ มีการรายงานความเป็นพิษของสาร MTT โดยพบว่าสาร formazan ที่เกิดขึ้นมีส่วนในการ

ท าร้ายเซลล์โดยการเจาะเยื่อหุ้มเซลล์ในระหว่างการ exocytosis 

 

ภาพที่ 4 แสดงโครงสร้างทางเคมีของสาร MTT เมื่อถูกรดีิวซ์ด้วยเอนไซม์ hydrogenases  

ส า ร  XTT 2,3-bis ( 2-methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl) -2H-tetrazolium-5-
carboxanilide และสาร MTS (3 -[4 ,5 ,dimethylthiazol-2 -yl]-5 -[3 -carboxymethoxy-
phenyl]-2-[4- sulfophenyl]-2H-tetrazolium, inner salt) เป็นสารที่ถูกดัดแปลงมาจากสาร 
MTT เพื่อท าให้เกิดผลิตภัณฑ์ formazan ที่ละลายน้ าได้ เมื่ออยู่ในรูปออกซิไดซ์จะมีสีเหลือง 
เป็นสารที่มีประจุลบและไม่สามารถซึมผ่านเข้าเซลล์ได้ จึงต้องใช้ร่วมกับน้ ายา intermediate 
electron acceptor เช่ น  phenazine methyl sulfate (PMS)  ห รื อ  phenazine ethyl 
sulfate (PES) ที่จะซึมเข้าสู่เซลล์และถูกรีดิวซ์ใน cytoplasm จากนั้นจะออกมานอกเซลล์และ
รีดวิซ์สาร MTS เป็นสารสีม่วงของ formazan ที่ละลายน้ าได้ ดังภาพที่ 5 (50) 
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ภาพที่ 5 แสดงโครงสร้างทางเคมีของสาร MTS เมื่อถูกรดีิวซ์ด้วย PES 

สาร CTC (5-Cyano-2,3-ditolyl-2H-tetrazolium chloride) เป็นสารที่ละลายน้ าเมื่อ
อยู่ในรูปออกซิไดซ์จะไม่มีสีและเมื่อถูกรีดิวซ์ด้วยเอนไซม์ hydrogenases จากเซลล์ของสิ่งมีชีวิต
ได้สารที่มีสีแดงของ CTC formazan (ภาพที่ 6) (51) ซึ่งเป็นตะกอนที่ไม่ละลายน้ าและจะสะสม
อยู่ภายในเซลล์  

 

ภาพที่ 6 แสดงโครงสร้างทางเคมีของสาร CTC เมื่อถูกรีดิวซ์ด้วยเอนไซม์ hydrogenases 

สาร TTC (2,3,5-triphenyl-2H-tetrazolium chloride) ซึ่งเป็นสารที่ไม่มีสีเมื่อถูกรีดิวซ์
ด้วยเอนไซม์ hydrogenase จากเซลล์ของสิ่งมีชีวิตจะได้สาร 1,3,5-triphenylformazan (TTF) 
ที่มีสีชมพูแดง ซึ่งเป็นสารที่คงตัวไม่ละลายน้ า ดังภาพที่ 7 (52) 
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ภาพที่ 7 แสดงโครงสร้างทางเคมีของสาร TTC เมื่อถูกรีดิวซ์ด้วยเอนไซม์ hydrogenases  

ถึงแม้ในปัจจุบันจะมีการประยุกต์ใช้สารกลุ่ม Tetrazolium-based redox indicator ใน

การเพาะเลี้ยงเชื้อ (culture biochemical assays) การเพาะเลี้ยงเซลล์ (cell culture) การ

พิสูจน์จ าแนกชนิดเชื้อ (conventional bacterial identification) และการทดสอบความไวต่อ

ยา (drug sensitivity) แต่ยังพบข้อจ ากัดคือ สาร tetrazolium salts เป็นสารที่ไม่คงตัวและมี

ความไวต่อแสง ความชื้น และอุณหภูมิต่ ากว่า -20 องศาเซลเซียสเมื่ออยู่ในรูปของสารละลาย 

นอกจากนี้ยังพบว่าเป็นอันตรายต่อเซลล์แบคทีเรียแกรมบวก รวมทั้ง M. tuberculosis จึงนิยม

เติมสารเหล่านี้หลังจากการบ่มเพาะเชื้อแล้วประมาณ 1 สัปดาห์ เพื่อให้เห็นการเปลี่ยนสีของ 

redox indicator ที่ชัดเจน ต่อมามีการพัฒนาสารให้มีความคงตัวมากขึ้นโดยบริษัท Kyokuto 

Pharmaceutical Industrial จ ากัด ประเทศญี่ปุ่น คือสาร STC (2,3-diphenyl-5-thienyl-(2)-

tetrazolium chloride) (ภาพที่  8) (53) เป็นสารสีขาวเมื่อถูกรีดิวซ์จะได้สาร trityl red 

formazan ที่มีสีชมพูแดง ซึ่งพบว่าไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์แบคทีเรียและยังมีความคงตัวสูง จึง

สามารถเติมสารนี้ในอาหารเลี้ยงเชื้อก่อนน าไปบ่มเพาะเชื้อได้ ท าให้ลดขั้นตอนและลดโอกาสการ

แพร่กระจายของเชื้อ (54) มีงานวิจัยที่ใช้สาร STC ในการตรวจหาการเจริญของเชื้อและใช้ใน

การทดสอบความไวต่อยา เช่น การศึกษาของ  Lee และคณะ ท าทดสอบความไวต่อยา 

Rifampicin ของเชื้อ MTB ด้วยเทคนิค broth medium-based method พบว่ามีความไวของ

ชุดทดสอบเท่ากับ 100% เมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐาน BACTEC MGIT 960 (55) นอกจากนี้

การศึกษาของ Lee และคณะ ได้พัฒนาเทคนิคการทดสอบความไวต่อยาของเชื้อ M. fortuitum 

โดยใช้เทคนิค broth microdilution method และใช้สาร STC ในการตรวจหาการเจริญเติบโต

ของเซลล์ที่มีชีวิต ท าให้อ่านผลทดสอบได้ง่ายจากการเปลี่ยนแปลงสีของ redox indicator ดัง

แสดงในภาพที่ 9 (56) 
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ภาพที่ 8 แสดงโครงสร้างทางเคมีของสาร STC  

 

ภาพที่ 9 แสดงการเจริญเติบโตของเช้ือ M. fortuitum ในอาหาร Mueller-Hinton broth ทีใ่ช้ STC 

ในการตรวจวัดการเจริญ 

10.2 Resazurin 
สาร resazurin เป็นสารสีน้ าเงิน สามารถซึมผ่านเข้าเซลล์ได้และเมื่อถูกรีดิวซ์ด้วย 

mitochondrial reductase จะได้สาร resorufin ที่มีสีชมพู (ภาพที่ 10) (50) ซึ่งมีคุณสมบัติใน

การเป็น fluorescent ได้ด้วย มีชื่อทางการค้าว่า AlarmaBlue® ซึ่งมีหลักการเหมือนกับ MTT 

คือวัดปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตด้วยการดู reduction environment ของเซลล์ แต่สารนี้จะไม่เป็น

พิษต่อเซลล์ จากการรวบรวมผลงานวิจัยทั่วโลกที่ใช้สารนี้ในการทดสอบความไวต่อยาด้วย

เทคนิค resazurin microtiter assay (REMA) พบว่ามีความไวและความจ าเพาะในการตรวจ

การดื้อยา Isoniazid เท่ากับ 96% มีความไวและความจ าเพาะในการตรวจการดื้อยา 

Rifampicin เท่ากับ 97% และ 99% ตามล าดับ อย่างไรก็ตาม resorufin เป็นสารที่ไม่คงตัว

และมีความไวต่อแสง จึงนิยมเติมสารนี้หลังจากการเพาะเลี้ยงเชื้อแล้ว 1 สัปดาห์แล้วจึงอ่านผล

การทดสอบ (57) 
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ภาพที่ 10 แสดงโครงสร้างทางเคมีของสี Resazurin เมื่อถูกรีดิวซ์ด้วยเอนไซม์  hydrogenase  

ตารางที่ 6 แสดงงานวิจัยที่ใชเ้ทคนิค colorimetric redox indicator assay ในการทดสอบความไว
ต่อยาแบบฟีโนไทป์ 

วิธีการทดสอบ
ความไวต่อยา 

redox 
indicator 

 ความเข้มข้น 
mg/ml 

ความไว 
% 

ความจ าเพาะ 
% 

เวลาในการ
ทดสอบ 

เอกสาร 
อ้างอิง 

H/R TTC  0.625 100 92 4.9 วัน (58) 

Z CTC  2.49 97.1 81.3 4-6 วัน (59) 

H/R STC  0.55 100 100 3-6 วัน (55) 

SL Resazurin  6 96.8 - 100 100 8 วัน (60) 

H/R MTT  0.5 100 86 (H),100 (R) 14 วัน (61) 

*หมายเหตุ H หมายถึงยา Isoniazid, R หมายถึงยา Rifampicin, Z หมายถึงยา Pyrazinamide, SL หมายถึงยา 
กลุ่ม Second line 

11. ยา Pyrazinamide (PZA, Z) 

ยา Pyrazinamide เป็นยาที่มีโครงสร้างคล้าย Nicotinamide หรือวิตามิน B3 (Nicotinamide 

analogue) ดังแสดงในภาพที่ 11 (10) จัดเป็นยารักษาวัณโรคแนวที่ 1 ที่มีบทบาทส าคัญในการรักษา    

วัณโรคเนื่องจากสามารถออกฤทธิ์ท าลายได้ทั้งเช้ือวัณโรคที่มีเมแทบอลิซึมตลอดเวลาและเชื้อวัณโรคที่

ไม่ค่อยเจริญแบ่งตัว (semi dormant bacilli) ในเซลล์ macrophage ซึ่งไม่ตอบสนองกับยารักษา

วัณโรคตัวอื่น ๆ เรียกคุณสมบัติของยาที่สามารถออกฤทธิ์ฆ่าเชื้อวัณโรคทั้ง 2 กลุ่ม ว่า Sterilizing 

activity ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องใช้ยานี้ร่วมกับยารักษาวัณโรคตัวอื่น ๆ ในการก าจัดท าลายเชื้อวัณโรคให้

หมดจากร่างกาย ซึ่งสามารถลดระยะเวลาในการรักษาผู้ป่วยลงจาก 9 ถึง 12 เดือนเหลือเพียง 6 

เดือนและช่วยลดโอกาสกลับมาเป็นโรคซ้ า นอกจากนี้ยังพบว่ามีประสิทธิภาพช่วยเสริมฤทธิ์ยา 

Rifampicin โดยสามารถใช้รักษาทั้งเชื้อวัณโรคที่ไวต่อยาและดื้อต่อยา ปัจจุบันมีการพิจารณาใช้ยา 
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Pyrazinamide ร่วมในสูตรยารักษาวัณโรคใหม่ ๆ เช่น สูตรยาร่วมกับยา Bedaquiline (TMC207) 

สูตรยาร่วมกับยา Bicyclic nitroimidazole (PA-824) และ Moxifloxacin ซึ่งอยู่ในระหว่างการ

ทดสอบประสิทธิภาพของยาทางคลินิก phase 3 ยา Pyrazinamide เริ่มน ามาใช้รักษาวัณโรคตั้งแต่ปี 

พ.ศ. 2495 โดยถูกสังเคราะห์ขึ้นหลังจากมีการค้นพบว่าสาร Nicotinamide มีฤทธิ์ต้านเชื้อวัณโรคได้

ในสัตว์ทดลอง เริ่มแรกนั้นจัดอยู่ในกลุ่มยารักษาวัณโรคแนวที่ 2 เนื่องจากพบว่าการได้รับยานี้ปริมาณ 

3 กรัมต่อวัน เป็นสาเหตุให้เกิดตับอักเสบได้ ต่อมาได้มีการพิสูจน์ว่าการใช้ยา 1.5 ถึง 2 กรัมต่อวัน 

เป็นปริมาณที่ไม่เป็นพิษต่อตับ จึงนิยมใช้ยานี้ในขนาดที่ต่ าและระยะเวลาสั้น ๆ ในการรักษาวัณโรค

เท่านั้น (10, 12) 

 

 

ภาพที่ 11 ลักษณะโครงสร้างของยา Pyrazinamide ทีม่ีโครงสร้างคล้ายกับ Nicotinamide (A) และ

ยา Pyrazinamide เปลี่ยนแปลงอยู่ในรูปพร้อมท างานเป็น Pyrazinoic acid โดยเอนไซม์ 

Pyrazinamidase ที่ควบคุมการสร้างโดยยีน pncA (B)  

 การศึกษาด้านเภสัชจลนศาสตร์พบว่าหลังรับประทานยา ยาจะถูกดูดซึมจากทางเดินอาหาร

มากกว่า 90% เมื่อยาเข้ากระแสเลือดจะถูกล าเลียงไปที่ตับเพื่อเปลี่ยนโครงสร้างทางเคมีและร่างกาย

จะใช้เวลาประมาณ 9 ถึง 10 ชั่วโมง ในการก าจัดยา 50% ออกจากกระแสเลือดโดยผ่านไปพร้อมกับ

ปัสสาวะ ส าหรับกลไกการออกฤทธิ์ของยาเริ่มจากยา Pyrazinamide ซึ่งเป็นสารที่ยังไม่มีฤทธิ์ 

สามารถแพร่เข้าเซลล์ของแบคทีเรียโดยตรงและเปลี่ยนแปลงเป็นยาที่พร้อมออกฤทธิ์ คือ Pyrazinoic 

acid (POA) โดยเอนไซม์ Pyrazinamidase (Pzase) ที่สร้างขึ้นจากตัวเชื้อวัณโรค โดยถอดรหัสได้

จากยีน pncA จากนั้น POA จะไปสะสมบริเวณผิวนอกของเซลล์โดยแพร่ผ่านแบบ passive 
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diffusion ในสภาวะกรด POA จะรวมกับโปรตอน (H+) กลายเป็น protonated POA (HPOA) ซึ่งจะ

แพร่ผ่านและเข้ามาสะสมภายในเซลล์อีกครั้งผ่าน pH-dependent manner ซึ่ง POA- นี้จะไปยับยั้ง

และท าลายเชื้อในหลายกลไก เช่น ท าให้ภายในเซลล์ของเชื้อมีสภาวะเป็นกรดและรบกวนการท างาน

ของเยื่อหุ้มเซลล์ ไปยับยั้งกระบวนการสร้างและซ่อมแซมโปรตีนในแบคทีเรีย (Tran-translation) 

โดยเข้าไปจับกับโปรตีนชนิด Ribosomal protein S1 ยับยั้งการสร้าง Pantothenate และ Co-

enzyme A ที่จ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของเชื้อและกลไกการออกฤทธิ์อื่น ๆ ที่ยังไม่สามารถพิสูจน์ได้ 

(10, 12) ดังแสดงในภาพที่ 12 (12) โดยการศึกษาแบบ in vitro พบว่ายา Pyrazinamide จะออก

ฤทธิ์ได้ดีในสภาวะกรด pH 5.5 และไม่ออกฤทธิ์ในสภาวะเป็นกลางหรือเบส ยามีฤทธิ์ฆ่าท าลายเชื้อได้

ดีขึ้นในเชื้อที่มีเมแทบอลิซึมต่ า เช่น เชื้อที่มีอายุแก่ มีตัวยับยั้งการสร้างพลังงาน (energy inhibitors) 

อยู่ในสภาวะไร้ออกซิเจน (anaerobic condition) หรืออยู่ในสภาวะอุณหภูมิต่ าประมาณ 15 ถึง 25 

องศาเซลเซียส เป็นต้น (62) 

 

ภาพที่ 12 กลไกและเป้าหมายการออกฤทธิ์ของยา Pyrazinamide   

12. นิโคตินาไมด์ (Nicotinamide: NIC) 

        Niacin หรือ Vitamin B3 เป็นวิตามินที่ ละลายในน้ า ถือเป็น co-enzyme ที่ ส าคัญ ใน

กระบวนการเผาผลาญสารอาหารเพื่อให้พลังงานแก่ร่างกาย และท าหน้าที่สังเคราะห์ไขมัน โดยเป็น

ชื่อสามัญของสารประกอบ 2 ชนิด ได้แก่ Nicotinamide และ Nicotinic acid ถูกน ามาใช้ทาง

การแพทย์ครั้งแรกเมื่อปี พ.ศ. 2480 ในการรักษาโรคเพลลากร้า (PellagraX) ที่เกิดจากการขาด
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วิตามิน โดยสาร Nicotinamide เป็นสารที่จ าเป็นในการสังเคราะห์ Nicotinamide nucleotides 

เช่น Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) และ Nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate (NADP) ที่ จ า เป็ น ในการด ารงชี วิตของเชื้ อแบคที เรียบางชนิ ด  เช่น  Borrelia 

burgdorferi, Brucella abortus และ M. tuberculosis ต่อมาในปี พ.ศ. 2488 มีการค้นพบว่า 

Nicotinamide มีฤทธิ์ในการต้านเชื้อวัณโรคในสัตว์ทดลอง จึงท าให้เกิดการสังเคราะห์และพัฒนาสาร

ที่มีโครงสร้างคล้าย Nicotinamide และมีประสิทธิภาพที่ดีในการต้านเชื้อวัณโรค 2 ชนิด ได้แก่ ยา 

Isoniazid และยา Pyrazinamide ดังแสดงในภาพที่  13 (63) ต่อมาพบว่ายา Isoniazid และยา 

Nicotinamide มีคุณสมบัติต้านฤทธิ์กันในการท าลายเชื้อวัณโรค จึงท าให้สารนี้ไม่ได้รับความนิยมใน

การน ามาใช้รักษาวัณโรค ส าหรับกลไกการออกฤทธิ์ของ Nicotinamide ยังไม่ทราบแน่ชัด แต่สารนี้

จ ะต้ อ ง เป ลี่ ย น แป ลงให้ อ ยู่ ใน รูป ที่ พ ร้ อ มออกฤท ธิ์ ได้  คื อ  Nicotinic acid โดย เอน ไซม์ 

Nicotinamidase หรือเรียกอีกขื่อหนึ่งว่า Pyrazinamidase ดังแสดงในภาพที่ 14 (64) ดังนั้นเชื้อที่

ดื้อต่อ Pyrazinamide ก็จะดื้อต่อ Nicotinamide เช่นเดียวกัน (63, 65) จากการศึกษาของ Zhang 

และคณะ ได้ใช้เทคนิคการจ าลองพลวัตเชิงโมเลกุล (molecular dynamics) ในการศึกษาเอนไซม์ 

Nicotinamidase และ Pyrazinamidase พบว่าเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิดมีความสามารถในการยึดจับสาร 

Nicotinamide ในลักษณะเดียวกันโดย ligand ของสาร Nicotinamide จะจับกับเอนไซม์บริเวณ 

catalytic metal Zn2+ ด้ วยอะตอม nitrogen ของ pyridine ring (ดั งภาพที่  15) (64 ) สาร 

Nicotinamide นี้ออกฤทธิ์ท าลาย เชื้อที่ค่า pH ประมาณ 6.8 ถึง 8.0 การศึกษาในปัจจุบันจึง

พยายามพัฒนาวิธีการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide โดยใช้ Nicotinamide แทน ท าให้ไม่

ต้องเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อให้มีฤทธิ์เป็นกรด และสามารถลดการเกิดผลบวกลวงและลบลวงได้ เช่น 

การศึกษาของ Martin และคณะ ท าการทดสอบความไวต่อยาด้วยวิธี REMA โดยบ่มเชื้อวัณโรคใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ผสม Nicotinamide ความเข้มข้นตั้งแต่ 8 ถึง 2000 µg/mL เป็นเวลา 7 วัน 

จากนั้นเติม resazurin แล้วบ่มเชื้อต่อเป็นเวลาหนึ่งคืน อ่านผลจากการเปลี่ยนแปลงสีของอาหาร

ทดสอบจากสีน้ าเงินเป็นสีชมพู (23) 
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ภาพที่ 13 ลักษณะโครงสร้างของ Nicotinamide, Nicotinic acid, ยา Pyrazinamide และยา

Isoniazid  

 

ภาพที่ 14 แสดงปฏิกิริยา Hydrolysis ของสาร Nicotinamide (NAM) และ Pyrazinamide (PZA) 
ด้วยเอนไซม์ Pyrazinamidase ได้ Nicotinic acid (NA) และ Pyrazinoic acid (POA)  
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ภาพที่ 15 แสดงภาพจ าลองโมเลกุลของเอนไซม์ Pyrazinamidase (a) และ Nicotinamidase (b) 
ในการจับกับ Nicotinamide (NAM)  

13. อุบัติการณ์การดื้อยา Pyrazinamide 

รายงานการทบทวนวรรณกรรม (Systematic Review) ของ Chang และคณะ พบว่าความ

ชุกของการดื้อยา Pyrazinamide มีความสัมพันธ์กับเชื้อวัณโรคดื้อยา (DR-TB) โดยพบอัตราการดื้อ

ยา Pyrazinamide ในเชื้อวัณโรคดื้อยาเฉลี่ยอยู่ที่ 51% (พบได้ในอัตรา 31% ถึง 89% ขึ้นอยู่กับแต่

ละภูมิภาค) ในขณะที่เชื้อวัณโรคไวต่อยา (DS-TB) สามารถพบการดื้อยา Pyrazinamide ได้น้อยกว่า 

5% (พบได้ตั้งแต่ 0% ถึง 9% ของเชื้อที่ไวต่อยา) (13) ในขณะที่มีการคาดการณ์อุบัติการณ์ของการ

ดื้อยา Pyrazinamide อยู่ที่ประมาณ 16.2% ในผู้ป่วยวัณโรคทั้งหมด และพบได้ 41.3% ในผู้ป่วย

กลุ่มเสี่ยงต่อการดื้อยาและพบได้ 60.5% ในผู้ป่วย MDR-TB ซึ่งมีอุบัติการณ์แตกต่างกันในแต่ละ

ภูมิภาค ดังแสดงในภาพที่ 16 (16)  
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ภาพที่ 16 แสดงอุบัติการณ์การดื้อยา Pyrazinamide ในเชื้อ M. tuberculosis จากภูมิภาคต่าง ๆ 

ทั่วโลก  

14. กลไกการดื้อยา Pyrazinamide 

ยา Pyrazinamide ออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อในกลุ่ม M. tuberculosis complex (MTB complex)

ยกเว้นเชื้อ M. bovis ซึ่งเป็นเชื้อที่ดื้อต่อยานี้โดยธรรมชาติเนื่องจากมีการกลายพันธุ์ที่ยีน pncA 

ต าแหน่ง H57A อัตราการดื้อต่อยา Pyrazinamide โดยธรรมชาตินั้นพบได้ง่ายโดยเมื่อเชื้อวัณโรค

แบ่งตัวระดับ 104 ตัวจะพบการเกิดเชื้อวัณโรคดื้อยา Pyrazinamide 1 ตัว กลไกที่ท าให้เชื้อดื้อต่อยา

ที่พบมี 3 แบบ (12) ได้แก ่

14.1 การกลายพันธุ์ที่ยีน pncA 

ยีน pncA มีขนาด 561 คู่เบส เป็นยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ Pyrazinamidase 

(PZase) เมื่อมีการกลายพันธุ์จึงท าให้เอนไซม์ไม่สามารถเปลี่ยนยาให้อยู่ในรูปที่สามารถออกฤทธิ์

ได้ เชื้อวัณโรคที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide ส่วนใหญ่ 70% ถึง 97% จะพบการกลายพันธุ์บริเวณ

ยีนนี้ โดยรูปแบบการกลายพันธุ์พบได้หลากหลายตลอดทั้งยีน เช่น การแทนที่ของเบสต าแหน่ง

เดียวในบริเวณดีเอ็นเอที่ถอดรหัส (missense และ nonsense) การแทรกเข้าและขาดหายไป

ของดีเอ็นเอ (indels) สามารถพบต าแหน่งกลายพันธุ์ได้ทั้งบริเวณยีนควบคุม ( regulator 
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region) และยีนโครงสร้าง (coding region) โดยส่วนใหญ่จะพบการกลายพันธุ์ 3 บริเวณ ได้แก่ 

ต าแหน่งโคดอนที่ 3 ถึง 17 โคดอนที่ 61 ถึง 85 และโคดอนที่ 132 ถึง 142 (9, 12) ดังแสดงใน

ภาพที่  17 (9) ซึ่ งเป็นบริเวณของ catalytic site และ metal-binding site ของเอนไซม์ 

Pyrazinamidase โดยในปัจจุบันพบรูปแบบการกลายพันธุ์กว่า 600 รูปแบบ ในต าแหน่งโคดอน

ประมาณ 171 ต าแหน่งตลอดทั้งยีน โดยมีอุบัติการณ์การกลายพันธุ์บริเวณยีนนี้ 70% ถึง 99% 

ในเชื้อดื้อต่อยา Pyrazinamide และประมาณ 9% ถึง 22.2% ในเชื้อไวต่อยา Pyrazinamide 

(16) 

   ต าแหน่งเบส 3-17                        ต าแหน่งเบส 61-85               ต าแหน่งเบส 132-142 

 
ภาพที่ 17 แผนภูมิแสดงต าแหน่งการกลายพันธุ์ที่ท าให้เช้ือดื้อต่อยา Pyrazinamide สามารถพบได้

ตลอดทั้งยีน pncA โดยส่วนใหญ่พบในต าแหน่งโคดอนที่ 3-17, 61-85 และ 132-142  

14.2 กลายพันธ์ที่ยนี rpsA 

 ยีน rpsA มีขนาด 1446 คู่ เบส ถอดรหัสได้ เป็น Ribosomal protein S1 ซึ่ งเป็น

ต าแหน่งเป้าหมายหนึ่งของการออกฤทธิ์ของยา เมื่อมีการกลายพันธุ์ท าให้ POA ไม่สามารถเข้า

จับและออกฤทธิ์ได้ จากการศึกษาของ Shi และคณะ พบว่าเชื้อ MTB สายพันธุ์ DHM444 ที่มี

การดื้อยา Pyrazinamide ในระดับต่ ามีการขาดหายไปของยีน rpsA ที่ต าแหน่ง ΔA438 ซึ่ง

เกี่ยวข้องกับบริเวณ C-terminus ของ Ribosomal protein S1 (66) นอกจากนี้ Tan และคณะ 

ได้ท าการศึกษาและยืนยันว่าเชื้อวัณโรคดื้อต่อยา Pyrazinamide ที่ไม่มีการกลายพันธุ์ที่ยีน 

pncA จะพบการกลายพันธุ์ที่ยีน rpsA โดยมีต าแหน่งการกลายพันธุ์ที่ E433, A438 และ R474 

(67) โดยพบอัตราการกลายพันธุ์ ในระดับต่ า เพี ยง 0.1%  ของเชื้ อวัณ โรคที่ ดื้ อต่อยา 
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Pyrazinamide ที่ไม่มีการกลายพันธุ์บนยีน pncA เท่านั้น อย่างไรก็ตามมีบางการศึกษาพบว่ามี

ต าแหน่งการกลายพันธุ์บนยีน rpsA ที่ไม่มีส่วนเกี่ยวข้องกับการดื้อยา Pyrazinamide เช่น 

M432T และ A364G (10) เป็นต้น จึงควรมีการศึกษาหาความเกี่ยวข้องระหว่างการกลายพันธุ์

ในยีน rpsA ที่เกี่ยวข้องกับการด้ือยา Pyrazinamide  

14.3 การกลายพันธุ์ที่ยีน panD 

ยีน panD มีขนาด 420 คู่ เบส ถอดรหัสได้ เป็น  เป็น เอนไซม์  Aspartate alpha-

decarboxylase ที่ เกี่ยวข้องกับการสร้าง β-alanine ซึ่ งเป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์ 

Pantothenate และ Co-enzyme A เมื่อยีนนี้มีการกลายพันธุ์ท าให้เอนไซม์ดังกล่าวไม่สามารถ

ท างานได้ จึงไม่สามารถสร้าง Pantothenate และ Co-enzyme A ที่เป็นเป้าหมายของยา 

แม้ว่าเชื้อที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide ส่วนใหญ่จะมีการกลายพันธุ์ในยีน pncA และ rpsA แต่

การศึกษาล่าสุดของ Zhang และคณะ (68) พบว่าเช้ือบางสายพันธุ์ที่ดื้อยา Pyrazinamide และ

ไม่พบการกลายพันธุ์ในยีน pncA หรือ rpsA แต่พบการกลายพันธุ์ที่ยีน panD โดยพบต าแหน่ง

การกลายพันธุ์ในยีน panD เช่น A128S, V138A, H21R, I49V และ E130G ยีน panD นี้จึง

น่าจะเป็นยีนเป้าหมายใหม่ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยา Pyrazinamide มีอุบัติการณ์การกลาย

พันธุ์ประมาณ 2.87% ในเชื้อวัณโรคที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide ที่ไม่มีการกลายพันธุ์บนยีน 

pncA (68, 69) อย่างไรก็ตามมีการศึกษาและรายงานข้อมูลการดื้อยาที่เกี่ยวข้องกับยีน panD 

ปริมาณน้อย  

15. การทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อวัณโรค 

การวินิจฉัยเชื้อที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide ในเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนานมีความส าคัญและ

ส่งผลต่อการรักษาได้ โดยพบว่าหากเป็นเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนานที่ยังไวต่อยา Pyrazinamide 

(Zs-MDR-TB) สามารถใช้สูตรยาในการรักษาเพียง 9 เดือน จากสูตรเดิมที่ใช้เวลาในการรักษาถึง 2 ปี 

แต่หากเป็นเชื้อดื้อยาหลายขนานที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide (ZR-MDR-TB) มักให้ผลการรักษาไม่ดีนัก 

การรักษาวัณโรคดื้อยาหลายขนานจึงควรแบ่งผู้ป่วยออกเป็น 2 กลุ่มคือ ZR-MDR-TB และ ZS-MDR-

TB เพื่อที่จะสามารถพิจารณาเลือกใช้ยาในการรักษาผู้ป่วยให้เหมาะสม ในปัจจุบันการรายงานการดื้อ

ต่อยา Pyrazinamide ทั่วโลกมีไม่มากนัก เนื่องจากวิธีการทดสอบความไวต่อยาขาดประสิทธิภาพ
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และไม่นิยมท าในห้องปฏิบัติการ การทดสอบด้วยวิธีที่แตกต่างกันหรือทดสอบซ้ า ๆ อาจให้ผลที่ไม่

เหมือนกัน ผลการทดสอบจึงมีความน่าเชื่อถือต่ า (11) อย่างไรก็ตามสามารถท าการทดสอบเพื่อ

วินิจฉัยการด้ือยา Pyrazinamide ได้ดังนี ้

15.1 การทดสอบความไวต่อยาแบบฟีโนไทป ์

การทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide แบบฟีโนไทป์สามารถท าได้หลายวิธี ได้แก่  

15.1.1 วิธี Proportion method เป็นการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหารที่

มียาและไม่มียา สามารถท าการทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LJ medium หรือ 

Middlebrook 7H10/7H11 ที่ผสมยา Pyrazinamide ความเข้มข้น 100 µg/mL  

และต้องเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อให้มีสภาวะเป็นกรด pH 5.5 เพื่อปรับสภาวะให้

เหมาะสมกับการออกฤทธิ์ของยา ที่สภาวะนี้เชื้อบางสายพันธุ์ไม่สามารถเจริญเติบโต

ได้ ท าให้เกิดผลลบลวงสูงถึงร้อยละ 20 ถึง 25 (4) 

15.1.2 วิธี Radiometric susceptibility ท าการทดสอบโดยเครื่องเพาะเชื้อกึ่งอัตโนมัติ 

BACTEC 460TB ซึ่งใช้สารกัมมันตภาพรังสีคาร์บอน 14 ในการตรวจหาการ

เจริญเติบโตของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มียาเข้มข้น 100 µg/mL ที่ pH 6.0 

ในสภาวะนี้จะไม่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อวัณโรค ท าให้ได้ผลการทดสอบที่

น่าเชื่อถือ แต่มีข้อจ ากัดคือ ความยุ่งยากในการท าลายสารกัมมันตรังสีหลังการ

ทดสอบ (4) 

15.1.3 วิธี BACTEC MGIT 960 System เป็นวิธีการทดสอบความไวต่อยาที่ถูกพัฒนาขึ้น

เพื่อใช้ทดแทนการทดสอบความไวต่อยาแบบ Radiometric susceptibility โดยใช้

หลักการตรวจวัดการเปล่งแสงของสารฟลูออเรสเซนต์ภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลตเมื่อ

เชื้อเจริญเติบโตและมีการใช้ออกซิเจน ซึ่งให้ผลการทดสอบที่น่าเชื่อถือเช่นเดียวกัน 

ทางสถาบันห้องปฏิบัติการทางวิทยาศาสตร์และการแพทย์ (Clinical and 

Laboratory Standards Institute: CLSI) จึงแนะน าให้เป็นวิธีอ้างอิงในการทดสอบ

ความไวต่อยา Pyrazinamide ข้อเสียของวิธีเหล่านี้คือต้องใช้เครื่องมือและน้ ายาที่มี

ราคาแพง และยังมีรายงานการเกิดผลบวกลวงสูง จากการเติมเชื้อปริมาณมากใน
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การทดสอบ ท าให้ pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นด่างมากขึ้น ซึ่งสภาวะนี้ยาจะไม่

สามารถออกฤทธิ์ได้ (14, 15) 

15.1.4 การทดสอบ Wayne test  เป็นการทดสอบดั้งเดิมที่คิดค้นโดย Wayne และคณะ ที่

อาศัยหลักการตรวจดูการท างานของเอนไซม์ Pyrazinamidase ในการวินิจฉัยการ

ดื้อยา Pyrazinamide ท าโดยเขี่ยเชื้อปริมาณมากลงในหลอดแก้ว ซึ่งภายในบรรจุ

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Dubos broth ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ที่ผสมยา Pyrazinamide 

ความเข้มข้น 100 µg/mL และ Sodium pyruvate ความเข้มข้น 2 mg/mL บ่ม

เชื้อที่  37 องศาเซลเซียส นาน 4 ถึง 7 วัน จากนั้นเติม ferrous ammonium 

sulphate ความเข้มข้น 1% แล้วน าไปแช่เย็นเป็นเวลา 4 ชั่วโมง ผลบวกคือ

สั งเกต เห็ น วงแหวนสี ชมพู  ซึ่ งคื อ  ferrous salt ที่ เกิ ดขึ้ น จากการเปลี่ ยน 

Pyrazinamide เป็ น  Pyrazinoic acid แ ส ด งถึ งมี ก ารท า งาน ขอ งเอ น ไซ ม์ 

Pyrazinamidase วิธีนี้มีความไวประมาณ 91% และความจ าเพาะ 97% เมื่อเทียบ

กับวิธีมาตรฐาน อย่างไรก็ตามวิธีนี้มีข้อจ ากัดคือ อ่านผลการทดสอบยาก และเกิดผล

บวกลวงสูง อันเนื่องมาจากการใช้เชื้อปริมาณน้อยเกินไปในการทดสอบ ท าให้

เกิดปฏิกิริยาการเปลี่ยนสีไม่ชัดเจน อีกทั้งสามารถตรวจหาการดื้อยาเฉพาะกลไก

ที่มาจากขาดเอนไซม์ Pyrazinamidase เทา่นั้น (13) 

15.1.5 วิธี Colorimetric redox indicator assay เป็นชุดทดสอบที่ห้องปฏิบัติการต่าง ๆ 

พัฒนาขึ้นให้มีประสิทธิภาพเทียบเท่าและลดข้อจ ากัดของวิธีมาตรฐาน สามารถท า

ได้ง่ายและราคาถูก โดยวิธีที่มีการน ามาปรับใช้กับการทดสอบความไวต่อยา 

Pyrazinamide เช่น วิธี Resazurin microtiter assay (REMA) เป็นวิธีทดสอบ

ความไวต่อยาในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่บรรจุในถาดขนาด 96 หลุม หลังจากบ่มเชื้อ

ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาประมาณ 7 วันแล้ว ตรวจหาการมีชีวิตของเชื้อโดยการเติม

สี AlamarBlue® (บริษัท FisherScientific จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา) วิธี CTC 

colorimetric assay โดยใช้สาร CTC เป็นสารที่ไม่มีสีเมื่ออยู่ในรูปออกซิไดซ์และ

เปลี่ยนเป็นสีแดงเมื่อถูกรีดิวซ์ด้วยเอนไซม์ hydrogenase จากเซลล์ของสิ่งมีชีวิต 

พบว่ามีความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 97.1% และ 81.3% ตามล าดับ (59) 

อย่างไรก็ตามวิธีการทดสอบความไวต่อยา 2 วิธีข้างต้นมีข้อจ ากัด คือ ใช้สาร redox 
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indicator ที่ไม่คงตัว ท าให้ต้องเติมสารเหล่านั้นหลังจากขั้นตอนการบ่มเชื้อไปแล้ว 

7 ถึง 10 วัน ซึ่งอาจท าให้เกิดการฟุ้งกระจายของเชื้อวัณโรคจากการเปิดหรือปิดฝา 

นอกจากการเลือกสาร redox indicator ที่แตกต่างกันแล้ว อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ใน

การทดสอบก็มีหลายชนิด ที่นิยมใช้ คือ อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Middlebrook 7H9 

ที่ปรับค่า pH ให้อยู่ระหว่าง 5.5 ถึง 5.9 เพื่อให้มีสภาวะที่เหมาะสมกับการออกฤทธิ์

ของยา Pyrazinamide แต่อาจยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อบางสายพันธุ์ได้ อีกทั้ง

มีราคาแพง ต่อมาในปี พ.ศ. 2557 Gonzalo และคณะ (49) พัฒนาวิธีทดสอบความ

ไวต่อยา Pyrazinamide โดยใช้อาหารชนิด  biphasic medium โดยให้ผลที่

สอดคล้องกับวิธีมาตรฐาน BACTEC MGIT 960 เท่ากับ 95% อย่างไรก็ตามวิธี

ข้างต้นต้องเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อให้มีสภาพเป็นกรด Martin และคณะ (23) จึงได้

พัฒนาวิธีทดสอบความไวต่อยาโดยใช้ Nicotinamide ซึ่งเป็นสารที่มีโครงสร้าง

คล้ายยา Pyrazinamide ทดแทน สาร Nicotinamide นี้สามารถถูกเปลี่ยนเป็น 

Nicotinic acid ด้ ว ย เอ น ไซ ม์  Pyrazinamidase เช่ น เดี ย ว กั น ใน ส ภ า ว ะ 

physiological pH ที่มีค่าอยู่ในช่วง pH 6.8 ถึง 8.0 จึงไม่จ าเป็นต้องเตรียมอาหาร

เลี้ยงเชื้อให้มีสภาวะกรด ซึ่ง Nicotinamide นี้ถูกน ามาประยุกต์ใช้ส าหรับการ

ทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ในหลายวิธี เช่น การศึกษาของ Martin และ

คณะ (23) ท าการทดสอบความไวต่อยาด้วยวิธี REMA โดยใช้ MIC cut-off ของ 

Nicotinamide มากกว่า 250 µg/mL ในการวินิจฉัยเชื้อดื้อยา Pyrazinamide โดย

บ่มเชื้อวัณโรคในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ผสม Nicotinamide ความเข้มข้นตั้งแต่ 8 

ถึง 2000 µg/mL เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นเติม resazurin แล้วบ่มเชื้อต่อเป็นเวลา

หนึ่งคืน อ่านผลจากการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารทดสอบจากสีน้ าเงินเป็นสีชมพู 

โดยพบมีความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 100% และ 98% ตามล าดับเมื่อเทียบกับ

วิธี BACTEC 460 TB การศึกษาของ Hu และคณะ (70) ได้ท าการทดสอบความไว

ต่อยาด้ วยวิธี  REMA เช่น เดียวกัน  โดยใช้  MIC cut-off ของ Nicotinamide 

มากกว่า 500 µg/mL ในการวินิจฉัยเชื้อดื้อยา Pyrazinamide พบว่ามีความไวและ

ความจ าเพาะเท่ากับ 100% และ 95.2% ตามล าดับเมื่อเทียบกับวิธี BACTEC 

MGIT 960 เป็นต้น 
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15.2 การทดสอบความไวต่อยาแบบจีโนไทป ์

การทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide แบบจีโนไทป์สามารถท าได้หลายวิธี ได้แก่  

15.2.1 เทคนิค DNA sequencing โดยการตรวจหาต าแหน่งกลายพันธุ์บนยีน pncA ที่

เกี่ยวข้องกับการดื้อยา Pyrazinamide ซึ่งมีความไวประมาณ 83% ถึง 90% และ

ความจ าเพาะ 97% ถึง 100% เมื่อเทียบกับวิธีอ้างอิง BACTEC MGIT 960 ช่วย

เพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์เนื่องจากลดข้อจ ากัดของการตรวจแบบฟีโน

ไทป์ที่เกิดผลลบลวงสูง จากสภาวะกรดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะกับการออกฤทธิ์

ของยา แต่ยับยั้งการเจริญของเชื้อบางสายพันธุ์ นอกจากนี้ยังให้ผลการทดสอบที่

รวดเร็วภายใน 1 ถึง 2 วัน อย่างไรก็ตามพบว่าเช้ือที่ดื้อต่อยา 3% ถึง 30% ไม่มีการ

กลายพันธ์ุในยีนนี้ (13) 

15.2.2 เทคนิค Line probe assay ชุดทดสอบ Genoscholar PZA-TB II assay (บริษัท

NIPRO Corporation จ ากัด ประเทศญี่ปุ่น) ท าการทดสอบโดยเพิ่มปริมาณยีน

เป้าหมาย ได้แก่ ยีน pncA และส่วน promotor region ตรวจวัดดีเอ็นเอเป้าหมาย

โดยอาศัยหลักการ reverse hybridization ที่มีการตรึงดีเอ็นเอติดตามไว้บนแถบ 

nitrocellulose membrane ทั้งหมด 48 probe หากภายในสิ่งส่งตรวจมีดีเอ็นเอ

เป้าหมายก็จะสามารถจับจ าเพาะกับดีเอ็นเอติดตามและปรากฏให้เห็นเป็นแถบสี

เกิดขึ้น แต่ถ้าไม่สามารถจับกับดีเอ็นเอติดตามได้ทั้งหมดจะถือว่าเป็นเชื้อดื้อต่อยา 

Pyrazinamide ซึ่งมีความไวเท่ากับ 93.2% และมีความจ าเพาะเท่ากับ 91.2% ใน

การตรวจวินิจฉัยเชื้อวัณโรคด้ือยา Pyrazinamide (41) 

โดยวิธีการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วยเทคนิคต่าง ๆ มีข้อดีและข้อจ ากัดดัง
แสดงในตารางที่ 7 
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ตารางที่ 7 เปรียบเทียบวิธีการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide 

วิธีการทดสอบความไวต่อยา ข้อดี ข้อจ ากัด 

Phenotypic DST  -ราคาถูก 

-สังเกตเห็นโคโลนีชัดเจน 

-ให้ผลการทดสอบช้า 

-เกิดผลลบลวงสูง 

BACTEC MGIT PZA kit -ให้ผลการทดสอบรวดเร็ว 

 

-ราคาแพง 

-เกิดผลบวกลวงสูง 

BACTEC 460 TB -ให้ผลการทดสอบรวดเร็ว 

-ความไวของการทดสอบสูง 

-ราคาแพง 

-มีสารกัมมันตรังสี 

Wayne test -ราคาถูก 

-การทดสอบท าได้ง่าย 

-เกิดผลบวกลวงสูง 

-สามารถตรวจหาการดื้อยา

เฉพาะกลไกที่มาจากขาด

เอนไซม์ PZase 

Colorimetric redox indicator assay -อ่านผลการทดสอบได้ง่ายจาก

การเปลี่ยนสี (redox indicator) 

-ราคาถูก 

-ผู้ท าการทดสอบต้องฝึก

ปฏิบัติเป็นอย่างดี 

DNA sequencing -ให้ผลการทดสอบรวดเร็ว 

-ความไวของการทดสอบสูง 

-ต้ อ ง ใ ช้ อุ ป ก ร ณ์ แ ล ะ

เครื่องมือที่มีราคาแพง ไม่

เหมาะกับห้องปฏิบัติการ

ขนาดเล็ก 

Line probe assay  

(Genoscholar PZA-TB II assay) 

-ให้ผลการทดสอบรวดเร็ว -ตรวจการดื้อยาเฉพาะกลไก

ที่เกี่ยวข้องกับยีน pncA 

-การอ่านผลยาก เนื่องจาก 

strip มี ข น า ด เล็ ก แ ต่ มี 

probe จ านวนมาก 
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย  

1. สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ และเชื้อแบคทเีรียสายพันธุ์มาตรฐาน 

 สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ที่ ใช้ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค 

Polymerase Chain Reaction (PCR) ประกอบด้วย เอนไซม์ Taq polymerase สั่งซื้อจากบริษัท 

New England BioLabs จ า กั ด  แ ล ะ บ ริ ษั ท  Promega จ า กั ด  ป ร ะ เท ศ ส ห รั ฐ อ เม ริ ก า 

Deoxyribonucleotide triphosphate (dNTPs) สั่ งซื้ อ จากบริษั ท  Thermo Fisher Scientific 

จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา และบริษัท Nippon จ ากัด ประเทศเยอรมนี Primer สั่งสังเคราะห์จาก

บริษัท Bioneer Corporation จ ากัด สาธารณรัฐเกาหลีใต ้

 สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ที่ ใช้ในการตรวจสอบผลผลิตการเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรมด้วยเทคนิค Agarose Gel Electrophoresis ประกอบด้วย Tris base, Boric acid และ 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) สั่ งซื้อจากบริษัท Sigma-Aldrich จ ากัด  ประเทศ

สหรัฐอเมริกา Sodium Hydroxide (NaOH) สั่งซื้อจากบริษัท Thermo Fisher Scientific จ ากัด

ประเทศสหรัฐอเมริกา Hydrochloric acid (HCl) สั่งซื้อจากบริษัท Merck จ ากัด ประเทศเยอรมนี   

ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส สั่งซื้อจากบริษัท GeneDirecx จ ากัด และบริษัท Thermo Fisher 

Scientific จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา 6X Loading buffer สั่งซื้อจากบริษัท GeneDirecx จ ากัด

และบริษัท Thermo Fisher Scientific จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 สารเคมีและน้ ายาส าหรับการตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) ประกอบด้วยชุด

น้ ายา BigDye® terminator version 3.1 cycle sequence reaction kit ของบริษัท Applied 

Biosystems จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา ได้รับความอนุเคราะห์จาก  Research Center for 

Zoonosis Control มหาวิทยาลัยฮอกไกโด ประเทศญี่ปุ่น 

 สารเคมีและน้ ายาที่ใช้ในการพิสูจน์จ าแนกเชื้อ M. tuberculosis ประกอบด้วย  BBLTM 

TaxoTM TB Niacin Test  สั่ งซื้อจากบริษัท Becton Dickinson จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา 

Sodium nitrate (NaNO3) สั่งซื้อจากบริษัท Fluka จ ากัด ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ Potassium 

dihydrogen phosphate (KH2PO4) สั่งซื้อจากบริษัท Thermo Fisher Scientific จ ากัด ประเทศ

สหรัฐอเมริกา Sodium phosphate dibasic dodecahydrate (NaHPO4 12H2O) สั่งซื้อจากบริษัท 
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Merck จ ากัด ประเทศเยอรมนี sulfanilamide สั่งซื้อจากบริษัท The British Drug House จ ากัด 

ประเทศอังกฤษ N-(1-naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride สั่งซื้อจากบริษัท Fluka 

จ ากัด ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 

 สารเคมีและน้ ายาที่ใช้ในการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis 

ได้แก่ BACTEC™ MGIT™ 960 PZA Kit สั่ งซื้อจากบริษัท Becton Dickinson จ ากัด ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

 สารเคมีและน้ ายาที่ใช้ในการทดสอบความไวต่อยาด้วยชุดทดสอบ NIC-CBMA ประกอบด้วย 

Nicotinamide สั่งซื้อจากบริษัท Sigma-Aldrich จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา 2 ,3-diphenyl-5-

thienyl-(2)-tetrazolium chloride (STC) สั่ งซื้อจากบริษัท Tokyo Chemical Industry จ ากัด 

ประเทศญี่ปุ่น Asparagine, Malachite green, Magnesium Citrate สั่งซื้อจากบริษัท Sigma-

Aldrich จ ากัด  ประเทศสหรัฐอเมริกา Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) และ       

กลีเซอรอล สั่งซื้อจากบริษัท Thermo Fisher Scientific จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา Magnesium 

Sulfate สั่งซื้อจากบริษัท Fluka จ ากัด ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ Middlebrook 7H9 broth base 

และ OADC enrichment สั่งซื้อจากบริษัท Becton Dickinson จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 เชื้อ M. tuberculosis H37Rv สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 27294 ซึ่งไม่มีการกลายพันธุ์ของ

ล าดับเบสและไวต่อยา Pyrazinamide ได้รับความอนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา กลุ่ม

งานพยาธิวิทยา สถาบันโรคทรวงอก จังหวัดนนทบุรี ประเทศไทย 

  เชื้อ M. bovis BCG สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 37534 ที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide สั่งซื้อจาก

ตัวแทนจ าหน่ายบริษัท Biomedia จ ากัด ประเทศไทย 

2. เครื่องมือ 

 ตู้ชีวนิรภัย (biological safety cabinet: BSC) จากบริษัท Esco Technologies จ ากัดประเทศ

สหรัฐอเมริกา เครื่องชั่ งสารเคมี  (Analytical Balance) จากบริษัท OHAUS จ ากัด ประเทศ

สหรัฐอเมริกา เครื่องวัดกรดด่าง (pH meter) จากบริษัท Mettler-Toledo จ ากัด ประเทศ

สหรัฐอเมริกา เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Dry Bath Incubator) จากบริษัท Major Science จ ากัด 

ประเทศสหรัฐอเมริกา เครื่องเขย่าผสมสาร (Vortex) จากบริษัท Scientific Industries จ ากัด 

ประเทศสหรัฐอเมริกา เครื่องปั่นตกตะกอนความเร็วสูง (Refrigerated Centrifuge) และเครื่องปั่น
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เหวี่ยงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) จากบริษัท Beckman Coulter จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา ตู้

บ่มเพาะเชื้อ (Incubator) จากบริษัท Memmert จ ากัด ประเทศเยอรมนี เครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ 

(NanodropTM 100 spectrophotometer) จากบริษัท Thermo Fisher Scientific จ ากัด ประเทศ

สหรัฐอเมริกา เครื่อง Electrophoresis (i-MyRun) จากบริษัท  Cosmo Bio จ ากัด ประเทศ

สหรัฐอเมริกา เครื่องจ่ายก าลั งไฟฟ้ า (Power Supply) เครื่องบันทึ กภาพเจลภายใต้แสง

อัลตราไวโอเลต (Gel DocTM XR ChemiDocTM XRS) เครื่อง Thermo cycler จากบริษัท Bio-Rad 

Laboratories จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา เครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติ ABI 3130 genetic analyzer 

จากบริษัท Applied Biosystems จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา เครื่องอัตโนมัติ  BD BACTEC™ 

MGIT™  automated mycobacterial detection system บ ริ ษั ท  Becton Dickinson จ า กั ด 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3. การออกแบบงานวิจัย 

งานวิจัยในครั้งนี้ ได้แบ่งการทดสอบออกเป็นทั้งหมด 4 ส่วน ได้แก่ 

3.1 การทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis ด้วย BACTEC 

MGIT 960 PZA Kit 

   เพื่อให้ทราบผลความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis และเพื่อ

ใช้เป็นวิธีอ้างอิงด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 PZA Kit 

3.2 การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน pncA ยีน rpsA และยีน panD ด้วยเทคนิค DNA 

Sequencing 

   เพื่อศึกษาหาต าแหน่งที่มีการกลายพันธุ์ของยีน pncA ยีน rpsA และยีน panD ที่

ส่งผลให้เชื้อดื้อต่อยา Pyrazinamide โดยท าการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของทั้ง 3 ยีน

ข้ างต้นด้ วยเทคนิค  PCR และวิ เคราะห์ล าดับ เบสของแต่ละยีนด้วยเทคนิค  DNA 

Sequencing 
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3.3 ก า ร พั ฒ น า วิ ธี  Nicotinamide Colorimetric Biphasic Medium Assay (NIC-
CBMA) ในการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide  

  เพื่อพัฒนาวิธีการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide แบบวิธีฟีโนไทป์โดยใช้ 

Nicotinamide ซึ่งเป็นสารที่ออกฤทธิ์ได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสภาวะเป็นกลาง และอาศัย

เทคนิคการอ่านผลด้วยตาเปล่าจากการเปลี่ยนสีของ redox indicator โดยการใช้สี STC ซึ่งมี

คุณสมบัติในการวัดปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตด้วยการวัด metabolic activity กลุ่มเซลล์ที่มี 

metabolic activity มากแสดงถึงการเพิ่มจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตขึ้นด้วย โดยตรวจวินิจฉัยการ

ดื้อยา Pyrazinamide กับเชื้อ M. tuberculosis ที่แยกจากผู้ป่วยและเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน   

M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 เป็ นตั วควบคุ มลบ และ M. bovis BCG ATCC 

37534 เป็นตัวควบคุมบวก 

3.4 การวิ เคราะห์ประสิทธิภาพของวิธี  NIC-CBMA ในการตรวจวินิ จฉัยการดื้ อยา 

Pyrazinamide จากเชื้อ M. tuberculosis ที่แยกจากผู้ป่วย 

            เพื่อวิเคราะห์ประสิทธิภาพของเทคนิค NIC-CBMA ที่พัฒนาขึ้น โดยน าผลการทดสอบ

ที่ ได้มาค านวณหาความไว (Sensitivity) ความจ าเพาะ (Specificity) ค่าท านายผลบวก 

(Positive Predictive Value: PPV) และ ค่ าท านายผลลบ (Negative Predictive Value: 

NPV) โดยท าการเปรียบเทียบกับผลของเทคนิค BACTEC MGIT 960 PZA Kit ซึ่งเป็นวิธีอ้างอิง

และเทคนิค DNA sequencing ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานทางอณูชีววิทยา  

4. วิธีการทดลอง 

4.1 การค านวณขนาดกลุ่มตัวอย่าง 

  ก าหนดระดับความเชื่อมั่นของการวิจัยและค านวณขนาดกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาวิจัย

นี้ โดยการค านวณจากสูตรของ N.M. Buderer (71) ร่วมกับอาศัยข้อมูลงานวิจัยที่มีลักษณะ

ใกล้เคียงกันก่อนหน้า 

n = 
𝑍2×𝑆𝑒(1−𝑆𝑒)

𝑑2×𝑃𝑟𝑒𝑣
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n = 
(1.96)2×0.9375(1−0.9375)

(0.05)2×0.6
  

 

 

เมื่อ n แทน ขนาดตัวอย่าง  

Z แทน ระดับความเชื่อมันที่ผู้วิจัยก าหนดไว้มีค่าเท่ากับ 1.96 ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95% 

(ระดับ 0.05) 

Se แทน ความไวของการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide โดยใช้ Nicotinamide ด้วยวิธี 

colorimetric assay มีค่าเทา่กับ 93.75% (24) 

Prev แทน ความชุกอัตราการดื้อยา Pyrazinamide ในวัณโรคดื้อยาหลายขนาน ซึ่งมีค่าเท่ากับ 

60% (16) 

d แทน ค่าความผิดพลาดสูงสดุที่ยอมรับได้เท่ากับ 0.05 

      จากการใช้สูตรค านวณได้ตัวอย่างของเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนาน เท่ากับ 150 ตัวอย่าง 

น าขนาดของตัวอย่างที่ค านวณได้มาพิจารณาร่วมกับการอ้างอิงขนาดตัวอย่างของการศึกษาที่มี

ลักษณะใกล้เคียงก่อนหน้า จึงเป็นที่มาของกลุ่มตัวอย่างเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนาน ทั้งหมด 

150 ตัวอยา่งที่ใช้ในการศึกษานี ้ 

4.2 ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา 

  งานวิจัยนี้ใช้เชื้อวัณโรคที่เพาะแยกได้จากเสมหะผู้ป่วยในสถาบันโรคทรวงอกที่ได้รับการ

วินิ จฉัยเป็น เชื้ อดื้ อยาหลายขนาน (MDR-TB) ด้วยวิธี  Absolute concentration ในยา 

Isoniazid ความเข้มข้น 0.2 และ 1 µg/mL ยา Rifampicin ความเข้มข้น 40 µg/mL ยา 

Ethambutol ความ เข้ ม ข้ น  2  µg/mL ยา Streptomycin ความ เข้ ม ข้ น  4 µg/mL ยา 

Kanamycin ค ว า ม เข้ ม ข้ น  30 µg/mL ย า  Ofloxacin ค ว า ม เข้ ม ข้ น  2 µg/mL ย า 

Levofloxacin ความเข้มข้น 2 µg/mL และยา Moxifloxacin ความเข้มข้น 0.75 µg/mL  

ตั้งแต่ปี 2558 ถึง 2561 จ านวนทั้งสิ้น 150 สายพันธุ์ ซึ่งผ่านการวินิจฉัยว่าเป็นเชื้อในกลุ่ม      

M. tuberculosis complex ด้วยชุดตรวจแอนติเจน MPT64 (SD Bioline TB Ag MPT64 

Rapid test, บริษัท Standard Diagnostics จ ากัด สาธารณรัฐเกาหลีใต้ ) เก็บรักษาเชื้อใน
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อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว Middlebrook 7H9 ผสมกลีเซอรอล 50% แช่แข็งที่ -80 องศา

เซลเซียส 

   เชื้อ M. tuberculosis H37Rv สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 27294 ซึ่งไม่มีการกลายพันธุ์

ของล าดับเบสและไวต่อยา Pyrazinamide น ามาใช้เป็นตัวควบคุมลบและเชื้อ M. bovis BCG 

สายพันธ์ุมาตรฐาน ATCC 37534 ที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide เป็นตัวควบคุมบวก 

  การศึกษาครั้งนี้ได้รับการอนุมัติการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน จากคณะกรรมการ

จริยธรรมเพื่อการวิจัยสถาบันโรคทรวงอก กรมการแพทย์  กระทรวงสาธารณสุข ประเทศไทย 

เลขที่รับรองโครงการ 197/2561 

4.3 การแยกชนิดของเชื้อ M. tuberculosis โดยการทดสอบทางชีวเคม ี

 การแยกชนิดของเชื้อ M. tuberculosis ออกจากเช้ือในกลุ่ม M. tuberculosis complex 

(MTBC) ตัวอื่น ๆ โดยท าการทดสอบทางชีวเคม ีดังนี ้

4.3.1 Niacin test เชื้อในกลุ่ม Mycobacterium spp. สามารถผลิต Niacin ซึ่ง

เป็ น สารที่ มี บทบาทส าคัญ ในปฏิ กิ ริ ย ารีดอกซ์ ของเซลล์  โดย เชื้ อ                  

M. tuberculosis สามารถผลิต Niacin ได้ปริมาณมาก ท าให้มีการสะสมอยู่

รอบ ๆ โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ การทดสอบท าได้โดยเติมน้ ากลั่นปราศจาก

เชื้อปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีเชื้อเจริญอายุ 3 ถึง 

4 สัปดาห์อย่างน้อย 50 ถึง 100 โคโลนี วางหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อใน

แนวนอน ตั้งทิ้งไว้ 20 นาที เพื่อชะเอา Niacin ออกมาจากโคโลนี ถ่ายส่วน

น้ าปริมาณ 0.6 มิลลิลิตร ลงในหลอดแก้วฝาเกลียวขนาด 13×75 มิลลิเมตร 

จุ่ม Niacin strip  ลงไปแล้วเขย่าเบา ๆ ตั้งทิ้งไว้ 15 นาที ผลบวกจะมีการ

เปลี่ยนแปลงของสารละลาย จากไม่มีสีเป็นสีเหลือง ผลลบจะไม่มีการ

เปลี่ยนแปลงสขีองสารละลาย 

4.3.2 Nitrate reduction test จ าแนกเชื้อ M. tuberculosis ออกจากเชื้อในกลุ่ม    

M. tuberculosis complex โดยอาศัยความสามารถของเชื้อในการรีดิวซ์ 

Nitrate (NO3) เป็น Nitrite (NO2) การทดสอบท าได้โดยเขี่ยเชื้อที่เจริญบน
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อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งอายุ 3 ถึง 4 สัปดาห์ใส่ในหลอดแก้วฝาเกลียวที่มี NaNO3 

substrate น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นเติม

น้ ายา 1 (50% concentrated HCl) น้ ายา 2 (0.2% Sulfanilamide) และ

น้ ายา 3 (0.1%  Naphthylenediamine Dihydrochloride) ตามล าดับ 

เขย่า แล้วสังเกตสีของสารละลาย ผลบวกจะเปลี่ยนจากไม่มีสีเป็นสีชมพู

จนถึงสีแดงเข้ม ผลลบจะไม่มีการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย แต่ต้องตรวจ

ยืนยันโดยการเติมผงสังกะสีลงไปเล็กน้อย หากเกิดสีชมพูหรือแดงแสดงว่ายัง

มี Nitrate หลงเหลืออยู่ แสดงว่าเชื้อไม่สามารถรีดิวซ์ Nitrate เป็น Nitrite 

ได้ให้รายงานผลเป็น ผลลบ แต่ถ้าเติมผงสังกะสีแล้วไม่มีการเปลี่ยนแปลงสี 

แสดงว่า Nitrate ถูกรีดิวซ์เป็น Nitrite หมดแล้วจึงรายงานผลเป็น ผลบวก 

ตารางที่ 8 การจ าแนกเชื้อ M. tuberculosis ออกจากเชื้อในกลุ่ม M. tuberculosis complex 

(MTBC) โดยการทดสอบทางชีวเคมี 

 

 
 

 

 

4.4 การทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วย BACTEC™ MGIT™ 960 PZA Kit 

  ท าการทดสอบและแปลผลการทดสอบความไวต่อยาของเชื้อ M. tuberculosis ตามคู่มือ 

BD Technical Laboratory Procedure BACTEC™ MGIT™ 960 PZA Kit ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ 

น าเชื้อที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งที่มีอายุ 3 ถึง 4 สัปดาห์ ใส่ในหลอดน้ ากลั่นปราศจาก

เชื้อปรับความขุ่นให้ได้มากกว่าความขุ่นมาตรฐาน 1.0 McFarland วางทิ้งไว้ 20 นาทีเพื่อให้

สปีชีส์ Niacin test Nitrate reduction test 

M. tuberculosis  บวก บวก 

M. africanum บวก/ลบ ลบ 

M. bovis ลบ ลบ 

M. bovis BCG ลบ ลบ 

M. microti บวก ลบ 

M. caprae ลบ ลบ 
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ตะกอนขนาดใหญ่ตกลงที่ก้นหลอด ย้ายสารละลายเช้ือส่วนบนไปยังหลอดเปล่าแล้ววางทิ้งไว้ อีก 

15 นาที  ย้ายสารละลายไปยังหลอดเปล่าอีกหลอด ปรับให้ ได้ความขุ่นมาตรฐาน 0.5 

McFarland จากนั้นเจือจางด้วยน้ ากลั่น 5 เท่า (มีเชื้อโดยประมาณ 2.0x105 ถึง 4.0x106 

CFU/mL) เพื่อเตรียมเป็นเชื้อส าหรับทดสอบความไวต่อยา (Antimicrobial susceptibility 

testing inoculum: AST inoculum) ก่อนท าการทดสอบเตรียมหลอด MGIT PZA จ านวน 2 

หลอด ใช้เป็นหลอดควบคุม 1 หลอด และหลอดส าหรับทดสอบความไวต่อยา PZA  1 หลอด  

ในแต่ละหลอดประกอบด้วยสารฟลูออเรสเซนต์และอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Modified 

Middlebrook 7H9 broth pH 5.9 ปริมาตร 7 มิลลิลิตร ก่อนท าการทดสอบต้องเติม PZA 

Supplement ปริมาณ 0.8 มิลลิลิตร ลงทั้งสองหลอด จากนั้นเติมยา PZA (8000 µg/mL) 

ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ลงในหลอด PZA จะท าให้ได้ความเข้มข้นของยาเท่ากับ 100 µg/mL 

ในหลอด PZA เติมเชื้อ AST inoculum ลงไป 0.5 มิลลิลิตร ส่วนหลอดควบคุมเติมเชื้อที่ได้จาก

การเจือจาง AST inoculum ในอัตราส่วน 1:10 ลงไป 0.5 มิลลิลิตร น าไปใส่เครื่อง BACTEC 

MGIT 960 เครื่องจะท าการตรวจวัดการเปล่ งแสงของสารฟลูออเรสเซนต์ภายใต้รังสี

อัลตราไวโอเลตในทุก ๆ 60 นาที โดยเครื่องจะท าการแปลผลและรายงานผลเมื่อหลอดควบคุมมี

ค่า Growth unit มากกว่า 400 หากในหลอดที่มียา PZA มีค่า Growth unit มากกว่าหรือ

เท่ากับ 100 เครื่องจะรายงานเป็น Resistance ในขณะที่ถ้าวัด Growth unit ได้น้อยกว่า 100 

จะรายงานว่า Susceptible 

  ในกรณีที่ผลการตรวจด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 ให้ผลไม่สอดคล้องกับการตรวจด้วยวิธี 

DNA sequencing โดยเชื้อที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide ด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 แต่ไม่พบ

การกลายพันธุ์ในยีน pncA ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา และมีค่า Growth unit ของหลอด MGIT 

PZA อยู่ระหว่าง 100 ถึง 399 ให้ท าการทดสอบซ้ าโดยการลดปริมาณเชื้อ AST inoculum ที่

ต้องเติมในหลอดทดสอบลงเหลือ 0.25 มิลลิลิตร อ้างอิงจากงานวิจัยของ Piersimoni และคณะ 

(72) ที่รายงานว่าการลดปริมาณ AST inoculum ลงสามารถป้องกันการเกิดผลบวกลวงจาก

วิธีการทดสอบความไวต่อยา PZA ด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 (72, 73) 
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4.5 การสกัดดีเอน็เอของเชื้อ M. tuberculosis  

สกัดดีเอ็นเอจากโคโลนีของเชื้อ M. tuberculosis ด้วยวิธีการต้ม โดยเขี่ยโคโลนีเชื้อที่

เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งปริมาณ 1 loopful หรือใช้ตะกอนเชื้อจาก MGIT broth ที่มีเชื้อ

ขึ้นปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที 

จากนั้นน ามาสกัดดีเอ็นเอโดยการต้มใน TE buffer (1M Tris-HCl, 0.5 M EDTA , pH 8.0) 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ปั่นที่ความเร็ว 4,000 

รอบต่อนาที นาน 1 นาที ดูดส่วนใสด้านบนใส่ในหลอดใหม่ แล้วเติม Absolute ethanol 

ปริมาตร 2 เท่าของปริมาตรสารละลายเพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ น าไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -80 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หรือที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมงถึง

ข้ามคืน แล้วน าไปปั่นด้วยเครื่องปั่นตกตะกอนความเร็วสูงที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 

นาที และล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอล 70% ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ประมาณ 3 

นาที แล้วดูดเอทานอล 70% ออกให้หมด ตากให้แห้งในอากาศ ละลายดีเอ็นเอด้วย TE buffer 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เก็บดีเอ็นเอที่สกัดได้ที่อณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 
4.6 การออกแบบไพรเมอร ์

  ยีนที่ใช้เป็นเป้าหมายทั้งหมดในการศึกษานี้ ได้แก่ ยีน pncA ยีน rpsA และยีน panD โดย 

primer ที่จ าเพาะต่อยีน pncA อ้างอิงมาจากงานวิจัยของ Bwalya และคณะ (74) primer ที่

จ าเพาะต่อยีน rpsA อ้างอิงมาจากงานวิจัยของ Maslov และคณะ (75) และ primer ที่จ าเพาะ

ต่อยีน panD อ้างอิงจากงานวิจัยของ Zhang และคณะ (68) ตรวจสอบคุณสมบัติและ

ความจ าเพาะของ primer ด้วยโปรแกรม Basic local alignment search tool (BLAST; 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) รายละเอียดของ primer สั่งสังเคราะห์จากบริษัท Bioneer 

Corporation จ ากัด สาธารณรัฐเกาหลีใต้ ดังแสดงในตารางที่ 9  
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ตารางที่ 9 รายละเอียดของ primer ที่ใช้ในการศึกษาวิจัยนี ้

ยีน ล าดับเบส 

(5'→3') 

กระบวนการ ความยาวของ
ผลผลิต  
(คู่เบส) 

ที่มา 

pncA  Forward GCACCAAGGCCGCGATGACAC 
Reverse CGCGCGTCACCGGTGAACAACC 

amplification และ
sequencing 

871 (74) 

rpsA 
 

Forward CCGTCGAGTAGCCTCGTCAGGTA 
Reverse ACGTCGTGGACAGCAACGACTTC 

amplification และ
sequencing 

 
1,601 

(75) 

 
Forward GGCACCATCCGAAAGGGTGT sequencing 

panD Forward TCAACGGTTCCGGTCGGCTGCT 
Reverse TATCCGCC-ACTGCTGCACGACCTT 

amplification และ 
sequencing 

650 (68) 

 

4.7 การเพิ่ มปริมาณ ยีน  pncA, rpsA และ panD ด้ วยเทคนิค  Polymerase chain 

reaction (PCR)  

4.7.1 การเพ่ิมปริมาณยีน pncA 

ท าการเพิ่มปริมาณยีน pncA ของเชื้อ M. tuberculosis ทั้งหมด 150 สาย

พันธุ์ ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ primer ที่จ าเพาะต่อยีน pncA ดังแสดงในตารางที่ 9 

ในหนึ่งหลอดปฏิกิริยามีปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ประกอบไปด้วย Forward 

primer และ Reverse primer ปริมาณอย่างละ 0.25 µM dNTPs ปริมาณ 250 

µM GoTaq® buffer ความเข้มข้น 1 เท่า Magnesium chloride (MgCl2) ปริมาณ 

1 mM betaine ปริมาณ 0.5 M เอนไซม์ GoTaq® ความเข้มข้น 1 ยูนิต และดีเอ็น

เอต้นแบบปริมาณ 1 ไมโครลิตร โดยใช้น้ าบริสุทธิ์คุณภาพสูง (Milli-Q water) เป็น

หลอดควบคุมลบ ท าปฏิกิริยาภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลา ดังนี้ ใช้อุณหภูมิเริ่มต้น

ที่ 96 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ตามด้วย 38 รอบ ที่อุณหภูมิ 96 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 10 วินาที อุณหภูมิ  55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วินาที 

อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และอุณหภูมิสุดท้ายที่ 72 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที วัดปริมาณผลผลิต PCR ที่เกิดขึ้นด้วยเครื่องวัดปริมาณดี
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เอ็นเอ (Qubit Fluorometer) เก็บผลผลิต PCR ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

เพื่อรอท าการทดสอบในขั้นตอนถัดไป 

4.7.2 การเพ่ิมปริมาณยีน rpsA 

ท าการเพิ่มปริมาณยีน rpsA ของเชื้อ M. tuberculosis ในสายพันธุ์ที่ดื้อต่อ

ยา Pyrazinamide แต่ไม่พบการกลายพันธุ์ในยีน pncA ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ 

primer ที่จ าเพาะต่อยีน rpsA ดังแสดงในตารางที่  9 ในหนึ่งหลอดปฏิกิริยามี

ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบไปด้วย Forward primer และ Reverse 

primer ปริมาณอย่างละ 0.5 µM dNTPs ความเข้มข้น 200 µM Standard Taq 

reaction buffer ความเข้มข้น 1 เท่า MgCl2 ความเข้มข้น 1.5 mM เอนไซม์ Taq 

DNA polymerase ความเข้มข้น 1 ยูนิต และดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณ 4 ไมโครลิตร 

โดยใช้น้ าบริสุทธิ์คุณภาพสูง (Milli-Q water) เป็นหลอดควบคุมลบ ท าปฏิกิริยา

ภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลา ดังนี้ ใช้อุณหภูมิเริ่มต้นที่ 94 องศาเซลเซียส  เป็น

เวลา 5 นาที ตามด้วย 30 รอบ ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 1 นาที และอุณหภูมิสุดท้ายที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที วัดปริมาณ

ผ ล ผ ลิ ต  PCR ที่ เกิ ด ขึ้ น ด้ ว ย เค รื่ อ ง วั ด ป ริ ม าณ ดี เอ็ น เอ  (NanoDrop™ 

spectrophotometers) เก็บผลผลิต PCR ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอ

ท าการทดสอบในขั้นตอนถัดไป 

4.7.3 การเพ่ิมปริมาณยีน panD 

ท าการเพิ่มปริมาณยีน panD ของเชื้อ M. tuberculosis ในสายพันธุ์ที่ดื้อต่อ

ยา Pyrazinamide แต่ไม่พบการกลายพันธุ์ในยีน pncA ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ 

primer ที่จ าเพาะต่อยีน panD ดังแสดงในตารางที่ 9 ในหนึ่งหลอดปฏิกิริยามี

ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบไปด้วย Forward primer และ Reverse 

primer ปริมาณอย่างละ 0.5 µM dNTPs ความเข้มข้น 200 µM Standard Taq 

reaction buffer ความเข้มข้น 1 เท่า MgCl2 ความเข้มข้น 1.5 mM เอนไซม์ Taq 
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DNA polymerase ความเข้มข้น 1 ยูนิต และดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณ 4 ไมโครลิตร 

โดยใช้น้ าบริสุทธิ์คุณภาพสูง (Milli-Q water) เป็นหลอดควบคุมลบ ท าปฏิกิริยา

ภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลา ดังนี้ ใช้อุณหภูมิเริ่มต้นที่ 94 องศาเซลเซียส  เป็น

เวลา 15 นาที ตามด้วย 30 รอบ ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 1 นาที และอุณหภูมิสุดท้ายที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที วัดปริมาณ

ผ ล ผ ลิ ต  PCR ที่ เกิ ด ขึ้ น ด้ ว ย เค รื่ อ ง วั ด ป ริ ม าณ ดี เอ็ น เอ  (NanoDrop™ 

spectrophotometers) เก็บผลผลิต PCR ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอ

ท าการทดสอบในขั้นตอนถัดไป  

4.8 การตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วย Agarose gel electrophoresis 

การตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยา PCR ของแต่ละ

ยีน ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมกับ 6x loading buffer (Novel Juice, บริษัท GeneDirex 

จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร น าไปแยกขนาดด้วย Agarose gel 

electrophoresis โดยใช้วุ้น Agarose ความเข้มข้น 1.5% ที่ละลายใน TBE (Tris-borate-

EDTA) buffer น าดีเอ็นเอแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ใน TBE buffer เป็น

เวลา 30 นาที สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต ถ่ายภาพด้วยเครื่องบันทึกภาพ

เจล (Gel DocTM XR ChemiDocTM XRS) โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่

เบสและบันทึกภาพผลการทดสอบที่อ่านได้ 

4.9 การวิเคราะหล์ าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วย DNA sequencing 

4.9.1 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน pncA  

โดยน าผลผลิตที่ได้จากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR จาก

ขั้นตอนที่ 4.7.1 พร้อมทั้ง Forward primer และ Reverse primer ของยีน pncA 

ดั งแสดงในตารางที่  9 มาวิ เคราะห์ ล าดับนิ วคลี โอ ไทด์ด้ วย เทคนิ ค  DNA 

sequencing ด้ ว ย ชุ ด ท ด ส อ บ  BigDye® terminator version 3 .1  cycle 

sequence reaction kit เริ่มจากการขั้นตอนเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอก่อนการวิเคราะห์
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ล าดับ เบส (cycle sequencing) ในหนึ่ งหลอดปฏิกิ ริยามีปริมาตรรวม 10 

ไมโครลิตร ประกอบไปด้วย 5M betaine ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 5x sequencing 

buffer ปริมาตร 1.85 ไมโครลิตร Premix ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร Forward 

primer/Reverse primer 10 µM ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอแม่แบบ 1 

ไมโครลิตรและน้ ากลั่น 5.4 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยาภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลา 

ดังนี้ ใช้อุณหภูมิเริ่มต้นที่ 96 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ตามด้วย 35 รอบ ที่

อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วินาที อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 5 วินาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที น าผลผลิต PCR ที่ได้ไป

ท าให้บริสุทธิ์ โดยการเติมน้ าบริสุทธิ์ (Milli-Q water) ปริมาตร 8 ไมโครลิตร 3M 

Sodium acetate ปริมาตร 2 ไม โครลิ ตร และ 99.5%  EtOH ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที 

นาน 5 นาที จากนั้นดูดส่วนใสด้านบนทิ้งด้วยความระมัดระวัง เนื่องจากตะกอนดี

เอ็นเอมีขนาดเล็กจะเกาะอยู่บริเวณข้างหลอด ล้างตะกอนดีเอ็นเอโดยการเติม 70% 

EtOH น าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที 

จากนั้นดูดส่วนใสด้านบนทิ้ งและตั้ งทิ้ งไว้ให้แห้ งประมาณ  5 นาที  ละลาย 

sequencing product ที่ ได้โดยการเติม formamide ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 

น าไปบ่มที่ อุณหภูมิ   95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที  น า sequencing 

product ที่ ได้ไปวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติ ABI 3130 

genetic analyzer (บริษัท Applied Biosystems จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

น าผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ของเชื้อ M. tuberculosis เปรียบเทียบ

กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน   M. tuberculosis H37Rv 

(NC_000962.3) ด้วยโปรแกรม BioEdit เพื่อวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีการ

กลายพันธ์ุของยีน pncA  

4.9.2 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpsA และยีน panD  

โดยน าผลผลิตที่ได้จากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR จาก

ขั้นตอนที่ 4.7.2 และ 4.7.3 ซึ่งควรมีปริมาตรไม่น้อยกว่า 20 ไมโครลิตร และมีความ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 75 

เข้มข้นของดีเอ็นเอมากกว่า 50 ng/µL พร้อมทั้ง Forward primer และ Reverse 

primer ของแต่ละยีนดังแสดงในตารางที่ 9 ส่งไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย

เทคนิค  DNA sequencing โดยบริษั ท  Bioneer Sequencing Service จ ากัด 

สาธารณรัฐเกาหลีใต้ น าผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้เปรียบเทียบกับ

ล าดั บนิ วคลี โอ ไทด์ ขอ งเชื้ อส ายพั น ธุ์ ม าตรฐาน  M. tuberculosis H37Rv 

(NC_000962.3) ของแต่ละยีนด้วยโปรแกรม BioEdit เพื่อวิเคราะห์หาล าดับเบสที่มี

การกลายพันธุ์ของยีน rpsA และยีน panD  

 
4.10  ก ารพั ฒ น าวิ ธี ก ารท ดสอบ ความ ไวต่ อ ย า  Pyrazinamide โด ยชุ ดท ดสอบ

Nicotinamide Colorimetric Biphasic Medium Assay (NIC-CBMA) 

4.10.1 การเตรียมอาหาร NIC-CBMA 

สูตรการเตรียมอาหาร NIC-CBMA แบ่งเป็นสองส่วน คือ ส่วนอาหารเลี้ยงเชื้อ

ชนิดแข็งและอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว  

สู ต ร อ า ห า ร เลี้ ย ง เชื้ อ ช นิ ด แ ข็ ง  Löwenstein–Jensen medium 

ประกอบด้วย L-Asparagine 5.4 กรัม Monopotassium Phosphate 3.6 กรัม 

Magnesium Citrate 0.9 กรัม Magnesium Sulfate 0.36 กรัม และกลีเซอรอล 18 

มิลลิลิตร ละลายในน้ ากลั่น 900 มิลลิลิตร น าไปนึ่งไอน้ าที่ 121 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 นาที  ทิ้ งไว้ให้อุณหภูมิลดลงประมาณ 50 องศาเซลเซียส แล้วเติมสี 

Malachite Green ความเข้มข้น 2% ปริมาณ 30 มิลลิลิตร และไข่ไก่ที่ตีให้เป็นเนื้อ

เดียวกันแล้วปริมาณ 1,500 มิลลิลิตร ผสมสารละลายทั้งหมดให้เป็นเนื้อเดียวกัน ได้

สารละลายรวมประมาณ 2,450 มิลลิตร แบ่งใส่ขวดแก้ว 4 ขวด ปริมาณขวดละ 500 

มิลลิลิตร เติมสารละลาย Nicotinamide ความเข้มข้นตั้งต้น 1 g/mL ปริมาณ 0.125, 

0.25, 0.5 และ 1 มิลลิลิตร จะได้ความเข้มข้น Nicotinamide สุดท้าย เท่ากับ 250, 

500, 1,000 และ 2,000 µg/mL ตามล าดับ และสารละลาย LJ medium ที่เหลืออีก

ประมาณ 450 มิลลิลิตร ไม่ต้องเติมสาร Nicotinamide เพื่อใช้เป็นหลอดควบคุม 

แบ่งอาหารเลี้ยงเชื้อ LJ medium ที่ผสม Nicotinamide ความเข้มข้นต่าง ๆ และที่

ไม่ได้ผสม Nicotinamide ใส่ในขวดพลาสติกปราศจากเชื้อขนาด 25 มิลลิลิตร 
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ปริมาณขวดละ 7 มิลลิลิตร โดยวางขวดลาดเอียง (slant) น าไปนึ่งไอน้ าที่อุณหภูมิ 89 

องศาเซลเซียส นาน 50 นาที  

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวเตรียมได้โดยละลาย Middlebrook 7H9 

broth base ปริมาณ 5.22 กรัม ในน้ ากลั่น 1 ลิตร จากนั้นเติมกลีเซอรอล 2.22 

มิลลิลิตร น าไปนึ่งไอน้ าเพื่อฆ่าเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ทิ้งไว้ให้

อุณหภูมิลดลงประมาณ 50 องศาเซลเซียส แล้วเติม OADC enrichment (Oleic-

Albumin-Dextrose-Catalase) ปริมาณ  111.12 มิลลิลิตร ได้สารละลายรวม

ประมาณ 1,115 มิลลิลิตร แบ่งใส่ขวดแก้ว 4 ขวด ปริมาณขวดละ 200 มิลลิลิตร เติม

สารละลาย Nicotinamide ความเข้มข้นตั้งต้น 1 g/mL ปริมาณ 0.05, 0.1, 0.2 และ 

0.4 มิลลิลิตร จะได้ความเข้มข้น Nicotinamide สุดท้าย เท่ากับ 250, 500, 1,000 

และ 2,000 µg/mL ตามล าดับ ส่วนอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Middlebrook 7H9 ที่

เหลือประมาณ 300 มิลลิลิตร ไม่ต้องเติมสาร Nicotinamide เพื่อใช้เป็นหลอด

ควบคุ ม  โดยอาหารเลี้ ย งเชื้ อ เหลวจะเติ มสาร 2,3-diphenyl-5-thienyl-(2)-

tetrazolium chloride (STC) ซึ่งเป็นสาร redox indicator โดยใช้ความเข้มข้นที่

เหมาะส าหรับการตรวจวัดการเจริญเติบโตของเชื้อ จากนั้นแบ่งอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด

เหลวปริมาณ 3 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง Löwenstein–Jensen 

medium โดยให้ความเข้มข้นของ Nicotinamide ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งและ

อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวเท่ากัน จะได้เป็นชุดทดสอบ NIC-CBMA ที่ประกอบด้วย

อาหาร biphasic medium 5 หลอด ที่มีความเข้มข้นของ Nicotinamide แตกต่าง

กัน ได้แก่ 0 (หลอดควบคุม), 250, 500, 1,000 และ 2,000 µg/mL ตามล าดับ (ภาพ

ที่ 18) 
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ภาพที่ 18 แสดงชุดทดสอบ NIC-CBMA ที่ประกอบด้วยอาหาร biphasic medium 5 

หลอด มีความเข้มข้นของ Nicotinamide เท่ากับ 0, 250, 500, 1,000 และ 2,000 

µg/mL ตามล าดับ 

 
4.10.2 การทดสอบปฏิกิริยาของสาร Nicotinamide ต่อ redox indicator (STC) 

เพื่ อประเมินว่าสาร Nicotinamide สามารถท าปฏิกิ ริยากับสาร 2,3-

diphenyl-5-thienyl-(2)-tetrazolium chloride (STC) แ ล้ ว ท า ใ ห้ เ กิ ด ก า ร

เปลี่ยนแปลงสีหรือไม่ โดยน าหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ NIC-CBMA ที่เตรียมได้ไปบ่มที่ 

37 องศาเซลเซียส สังเกตผลการเปลี่ยนแปลงสีของอาหาร เป็นเวลา 21 วัน หากไม่มี

การเปลี่ยนเป็นสีชมพู แสดงว่าสารทั้ง 2 ชนิดที่เป็นส่วนผสมในอาหารทดสอบไม่

เกิดปฏิกิริยาด้วยกันเอง จึงสามารถท าการทดสอบในขั้นตอนถัดไป 

 
4.10.3 การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ redox indictor (STC) ในชุด

ทดสอบ NIC-CBMA 

น าชุดทดสอบ NIC-CBMA ที่เตรียมได้จากข้อ 4.10.1 จ านวน 7 ชุด แต่ละชุด

ประกอบด้วย NIC-CBMA 5 หลอด ที่มีความเข้มข้นของ Nicotinamide แตกต่าง

กัน (0, 250, 500, 1,000 และ 2,000 µg/mL) น ามาเติมสาร STC ความเข้มข้นตั้ง

ต้น 3 mg/mL ปริมาณ 200, 100, 50, 40, 20, 10 และ 5 ไมโครลิตร ในชุด

ทดสอบ NIC-CBMA ชุดที่ 1 ถึง 7 ตามล าดับ จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายของ STC ใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเท่ากับ 200, 100, 50, 40, 20, 10 และ 5 µg/mL ตามล าดับ 
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จากนั้นเติมเชื้อ M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ไวต่อยา 

Pyrazinamide โดยละลายเชื้อในน้ ากลั่นปรับให้ ได้ความขุ่นมาตรฐาน 0.5 

McFarland น าไปเจือจางด้วยน้ ากลั่น 5 เท่า (มีเชื้อประมาณ 2.0x105 ถึง 4.0x106 

CFU/mL) และเติมลงในอาหารทดสอบหลอดละ 200 ไมโครลิตร จะได้ความเข้มข้น

ของเชื้อทดสอบประมาณ 4.0x104 CFU ถึง 8.0x105 CFU ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

3 มิลลิลิตร การเติมเชื้อนั้นท าได้โดยหยอดเชื้อผ่านอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่เป็น slant 

ไปยังอาหารเหลว น าหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ NIC-CBMA ทั้งหมด บ่มที่ 37 องศา

เซลเซียส โดยวางเอียงแนวนอนเพื่อให้เชื้อเกาะและเจริญบนอาหารชนิดแข็งเป็น

เวลา 7 วัน หลังจากนั้นตั้งหลอดทดสอบขึ้น บ่มเพาะเชื้อต่ออีก 7 วัน ท าการอ่าน

และบันทึกผลทุกวัน อ่านผลโดยหลอดควบคุมที่ไม่ผสม Nicotinamide ควรมีการ

เปลี่ยนแปลงสีของ redox indicator (STC) จากสารไม่มีสีเป็นสีชมพู ภายใน 7 ถึง 

14 วัน ซึ่งจะสะท้อนถึงการเพิ่มจ านวนของเซลล์ที่มีชีวิตหลังจากบ่มเพาะเชื้อใน

อาหารที่มีและไม่มียา และหลอดอาหารที่ผสม Nicotinamide ไม่ควรมีการ

เปลี่ยนแปลงของสี STC เลือกความเข้มข้นของ STC ที่เหมาะสม โดยความเข้มข้น

นั้นต้องไม่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อวัณโรค สามารถตรวจวัดการมีชีวิตและการ

เพิ่มจ านวนของเชื้อในอาหารทดสอบได้จากการเปลี่ยนสี STC ส าหรับความเข้มข้น

ของ redox indicator (STC) ที่ ไม่ เหมาะสม คือ ความเข้มข้นที่ท าให้มีการ

เปลี่ยนแปลงสีทันทีหลังจากการบ่มเพาะเชื้อในอาหารที่ผสม Nicotinamide ทุก

ความเข้มข้น ซึ่งเป็นการเปลี่ยนสีของ redox indicator ที่ไม่สะท้อนถึงการเพิ่ม

จ านวนของเซลล์ที่มีชีวิตที่แท้จริง และเป็นสาเหตุของการเกิดผลบวกลวง น าความ

เข้มข้นของ STC ที่เหมาะสมดังกล่าวมาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป  

 
4.10.4 การหาปริมาณเชื้อวัณโรคที่เหมาะสมส าหรบัทดสอบความไวต่อยาด้วยชุด

ทดสอบ NIC-CBMA 

น าชุดทดสอบ NIC-CBMA ที่เตรียมได้จากข้อ 4.10.1 จ านวน 7 ชุด แต่ละชุด

ประกอบด้วย NIC-CBMA  5 หลอด ที่มีความเข้มข้นของ Nicotinamide แตกต่าง

กัน (0, 250, 500, 1,000 และ 2,000 µg/mL) น ามาเติมสาร STC ให้ได้ความ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 79 

เข้มข้นสุดท้ายที่เหมาะสมตามข้อ 4.10.3 จากนั้นท าการเจือจางความเข้มข้นของ

เชื้อส าหรับทดสอบความไวต่อยา โดยน าเชื้อ  M. tuberculosis H37Rv ATCC 

27294 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ไวต่อยา Pyrazinamide ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง

อายุ 3 ถึง 4 สัปดาห์ ใส่ลงน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ปรับความขุ่นเป็น 1 McFarland 

(มีเชื้อประมาณ 107 CFU/mL) ท าการเจือจางความเข้มข้นเชื้อลงเป็นล าดับ 10 เท่า 

(ten-fold serial dilution) ได้ความเข้มข้นของเชื้อตั้งแต่ 107 ถึง 101 CFU/mL 

เติมเชื้อทดสอบที่เจือจางแล้วปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร ลงในชุดทดสอบ NIC-CBMA 

ทั้ง 7 ชุด ได้ความเข้มข้นสุดท้ายของเชื้อประมาณ 106, 105, 104, 103, 102, 10  

และ 1 CFU ตามล าดับ ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 3 มิลลิลิตร การเติมเชื้อนั้นท าได้

โดยหยอดเชื้อผ่านอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่เป็น slant ไปยังอาหารเหลว น าหลอด

อาหารเลี้ยงเช้ือ NIC-CBMA ทั้งหมด บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส โดยวางเอียงแนวนอน

เพื่อให้เชื้อเกาะและเจริญบนอาหารชนิดแข็งเป็นเวลา 7 วัน หลังจากนั้นตั้งหลอด

ทดสอบขึ้น บ่มเพาะเชื้อต่ออีก 7 วัน ท าการอ่านและบันทึกผลทุกวัน อ่านผลโดย

หลอดควบคุมที่ ไม่ผสม Nicotinamide ควรมีการเปลี่ยนแปลงสีของ redox 

indicator (STC) จากสารไม่มีสีเป็นสีชมพู ภายใน 7 ถึง 14 วัน ซึ่งจะสะท้อนถึงการ

เพิ่มจ านวนของเซลล์ที่มีชีวิตหลังจากบ่มเพาะเชื้อในอาหารที่มีและไม่มียา ส่วน

หลอดอาหารที่ผสม Nicotinamide ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ไม่ควรมีการเจริญเติบโต

ของเชื้อที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของสี STC เลือกปริมาณเชื้อทดสอบที่เหมาะสม

ในชุดทดสอบ NIC-CBMA มาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 

 
4.10.5 การทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis ด้วย

ชุดทดสอบ NIC-CBMA 

น าสภาวะที่เหมาะสมของชุดทดสอบ NIC-CBMA ที่ทดสอบได้ข้างต้น มาใช้

ในการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis จ านวน

ทั้งสิ้น 150 สายพันธุ์ โดยใช้เชื้อที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งอายุ 3 ถึง 4 สัปดาห์ 

มีเชื้อ M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 ที่ไวต่อยา Pyrazinamide เป็นตัว
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ควบคุมลบ และเช้ือ M. bovis BCG ATCC 37534 ที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide เป็น

ตัวควบคุมบวก ท าการอ่านผลทุกวัน โดยลักษณะของผลการทดสอบความไวต่อยา 

Pyrazinamide ด้วยชุดทดสอบ NIC-CBMA ที่สามารถสังเกตได้ด้วยตาเปล่ามีดังนี้ 

1. มีการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเลี้ยงเชื้อจากไม่มีสีเป็นสีชมพู และ/หรือมีโคโลนี

เชื้อเจริญเติบโตบนอาหารแข็ง แสดงถึงความเข้มข้นของ Nicotinamide นั้นไม่

สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อวัณโรคได้   2. ไม่มีการเปลี่ยนแปลงสีใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและไม่มีโคโลนีเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง แสดงถึง

ความเข้มข้นของ Nicotinamide น้ันสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อวัณโรค 

รายงานค่าความเข้มข้นน้อยที่ สุดของ Nicotinamide ที่ สามารถยับยั้ งการ

เจริญเติบโตของเชื้อวัณโรคและหาค่าความเข้มข้นวิกฤตของ Nicotinamide ที่

เหมาะส าหรับใช้วินิจฉัยเชื้อดื้อต่อยา Pyrazinamide ค านวณหาความสอดคล้องกับ

วิธีมาตรฐาน โดยน าผลที่ได้ไปเปรียบเทียบกับการทดสอบความไวต่อยาด้วยวิธี

มาตรฐาน BACTEC MGIT 960 PZA kit และผลการกลายพันธุ์ที่เกี่ยวข้องกับการ

ดื้อยาในยีน pncA ยีน rpsA และยีน panD 

4.11 การวิเคราะห์ข้อมูลและการค านวณหาความไว (Sensitivity) ความจ าเพาะ  

(Specificity) ค่าท านายผลบวก (Positive predictive value) และค่าท านายผล

ลบ (Negative predictive value) ของการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide 

เปรียบเทียบผลการตรวจวินิจฉัยการดื้อยา Pyrazinamide ด้วยเทคนิค NIC-CBMA กับ

วิธีมาตรฐาน BACTEC MGIT 960 PZA Kit โดยค านวณหาความไว (Sensitivity) หมายถึง 

โอกาสที่ ผลบวกด้วยวิธีมาตรฐานจะได้รับการทดสอบว่าเป็นบวกด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น  

ความจ าเพาะ (Specificity) หมายถึง โอกาสที่ผลลบด้วยวิธีมาตรฐานจะได้รับการทดสอบว่าเป็น

ลบด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น ค่าท านายผลบวก (Positive predictive value) หมายถึง ความน่าจะ

เป็นที่ เชื้อนั้นดื้อยาจริง เมื่อการตรวจด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้นให้ผลบวก และค่าท านายผลลบ 

(Negative predictive value) หมายถึง ความน่าจะเป็นที่เชื้อนั้นไวต่อยา เมื่อการตรวจด้วยวิธี

ที่พัฒนาให้ผลลบ ดังแสดงในตารางที่ 10 โดยมีเกณฑ์ดังนี้  
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1) เชื้อดื้อต่อยา PZA หมายถึง ผลตรวจด้วย BACTEC MGIT960/เทคนิค NIC-CBMA เป็น 

Resistance 

2) เชื้อไวต่อยา PZA หมายถึง ผลตรวจด้วย BACTEC MGIT960/เทคนิค NIC-CBMA เปน็ 

Susceptible 

 

ตารางที่ 10 แสดงความสัมพันธ์ของเทคนิค NIC-CBMA ทีพ่ัฒนาขึ้นเปรียบเทียบกับผลการทดสอบ
ด้วยวิธีมาตรฐาน BACTEC MGIT960 
 

 ดื้อต่อยา PZA เมื่อตรวจด้วย 

BACTEC MGIT960 

ไวต่อยา PZA เมื่อตรวจด้วย 

BACTEC MGIT960 

ดื้อต่อยา PZA เมื่อตรวจด้วยชุด 

NIC-CBMA 

 

ผลบวกจริง (a) 

 

ผลบวกปลอม (b) 

ไวต่อยา PZA เมื่อตรวจด้วยชุด 

NIC-CBMA 

 

ผลลบปลอม (c) 

 

ผลลบจริง (d) 

 

ความไวของการทดสอบ   = a/(a+c)  

ความจ าเพาะของการทดสอบ  = d/(b+d)  

ค่าท านายผลบวก   = a/(a+b)  

ค่าท านายผลลบ    = d/(c+d) 
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บทที่ 4 
ผลการด าเนนิการวิจัย 

1. ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา  

งานวิจัยนี้ศึกษาในเชื้อวัณโรคดื้อยา (Drug resistant TB: DR-TB) ทั้งหมด 150 สายพันธุ์ ที่เพาะ

แยกได้จากเสมหะผู้ป่วยในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา กลุ่มงานพยาธิวิทยา สถาบันโรคทรวงอก 

จังหวัดนนทบุรี ประเทศไทย ซึ่งผ่านการทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคด้วยวิธี Absolute 

concentration ในยา Isoniazid (H) ความเข้มข้น 0.2 และ 1 µg/mL  ยา Rifampicin (R) ความ

เข้มข้น 40 µg/mL  ยา Ethambutol (E) ความเข้มข้น 2 µg/mL  ยา Streptomycin (S) ความ

เข้มข้น 4 µg/mL  ยา Kanamycin (K) ความเข้มข้น 30 µg/mL ยา Ofloxacin (Ofx) ความเข้มข้น 

2 µg/mL ยา Levofloxacin (Lfx) ความเข้มข้น 2 µg/mL และยา Moxifloxacin (Mfx) ความ

เข้มข้น 0.75 µg/mL ผลการทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคของเชื้อทั้งหมด พบว่าเชื้อวัณโรค

ทั้ งหมด 150 สายพั นธุ์ ดื้ อต่ อยา Isoniazid และ ยา Rifampicin คิ ด เป็ น  100%  ดื้ อต่ อยา 

Streptomycin จ านวน 88 สายพันธุ์ คิดเป็น 58.67% ของเชื้อทั้งหมด ดื้อต่อยา Ethambutol 

จ านวน 42 สายพันธุ์ คิดเป็น 28% ของเชื้อทั้งหมด ดื้อต่อยา Kanamycin จ านวน 9 สายพันธุ์ คิด

เป็น 6% ของเชื้อทั้งหมด  และดื้อต่อยาในกลุ่ม Fluoroquinolones (FLQs) ได้แก่ ยา Ofloxacin, 

ยา Moxifloxacin หรือยา Levofloxacin จ านวน 29 สายพันธุ์ คิดเป็น 19.33 % ของเชื้อทั้งหมด 

(ภาพที่ 19) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 83 

  

*หมายเหตุ: H หมายถึงยา Isoniazid, R หมายถึงยา Rifampicin, S หมายถึงยา Streptomycin, E หมายถึงยา 

Ethambutol, K หมายถึงยา Kanamycin, FQs หมายถึงยากลุ่ม Fluoroquinolone ได้แก่ ยา Ofloxacin ยา 

Levofloxacin และยา Moxifloxacin 

ภาพที่ 19 แสดงจ านวนสายพันธุ์ที่ดื้อและไวต่อยาต้านวัณโรคแต่ละชนิด 

เชื้อวัณโรคดื้อยาทั้งหมด 150 สายพันธุ์ที่เพาะแยกได้จากเสมหะผู้ป่วยในสถาบันโรคทรวงอก

เป็นเชื้อดื้อยาหลายขนาน (Multi-drug resistant TB: MDR-TB) ที่ดื้อต่อยา Isoniazid และยา 

Rifampicin พร้อมกัน มีจ านวน 118 สายพันธุ์ คิดเป็น 78.67% ของเชื้อดื้อยาทั้งหมด เชื้อดื้อยา

หลายขนานชนิดรุนแรง (Pre-extensive drug resistant TB: Pre-XDR-TB) คือเชื้อ MDR-TB ที่ดื้อ

ยารักษาวัณโรคในกลุ่ม Fluoroquinolones หรือยากลุ่ม Second-line injectable drugs (SLIs) 

อย่างใดอย่างหนึ่ง มีจ านวน 26 สายพันธุ์ คิดเป็น 17.33% ของเชื้อดื้อยาทั้งหมด ในขณะที่เชื้ออีก 6 

สายพันธุ์เป็นเชื้อวัณโรคดื้อยาชนิดรุนแรงมาก (Extensive drug resistant TB: XDR-TB) คือเชื้อ 

MDR-TB ที่ดื้อยารักษาวัณโรคในกลุ่ม FQs และ SLIs คิดเป็น 4% ของเชื้อดื้อยาทั้งหมด (ตารางที่ 11 

และ ภาพที ่20) 
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ตารางที่ 11 รปูแบบการดื้อยาต้านวัณโรคของเชื้อ M. tuberculosis ทั้งหมด 150 สายพันธ์ุซึ่ง

ทดสอบด้วยวิธี Absolute concentration 

ประเภทวัณโรคดื้อยา รูปแบบการดื้อยาต้านวัณโรคเมื่อทดสอบด้วยวิธี 
 Absolute concentration 

รวม 
(สายพันธุ์) 

วัณโรคดื้อยาหลายขนาน (MDR-
TB)* ทั้งหมด 118 สายพันธุ์ 

HR 43 

SHR 49 

HRE 8 
SHRE 18 

วัณโรคดื้อยาหลายขนานชนิด
รุนแรง (Pre-XDR-TB)* ทั้งหมด 
26 สายพันธุ์ 

HR FQs 3 

SHR FQs 9 

HRE FQs 4 

SHRE FQs 7 

HREK 1 

SHRK 2 

วัณโรคดื้อยาหลายขนานชนิด
รุนแรงมาก (XDR-TB)* ทั้งหมด 6 
สายพันธุ์ 

HRK FQs 1 

SHRK FQs 1 

HREK FQs 2 
SHREK FQs 2 

เชื้อวัณโรคดื้อยา (Drug resistant TB : DR-TB)                                                150 

หมายเหตุ : H หมายถึงยา Isoniazid, R หมายถึงยา Rifampicin, E หมายถึงยา Ethambutol, S หมายถึงยา 

Streptomycin, K หมายถึงยา Kanamycin, FQs หมายถึงยากลุ่ม Fluoroquinolone ได้แก่ ยา Ofloxacin ยา 

Levofloxacin และยา Moxifloxacin 

* วัณโรคดื้อยาหลายขนาน Multi-drug resistant TB (MDR-TB) หมายถึง เชื้อวัณโรคที่ดื้อยา H และยา R พร้อม

กันและอาจจะดื้อต่อยาขนานอื่น ๆ ด้วยก็ได้  

* วัณโรคดื้อยาหลายขนานชนิดรุนแรง Pre-extensive drug resistant TB (Pre-XDR-TB) หมายถึง เชื้อ MDR-TB 

ที่ดื้อยารักษาวัณโรคในกลุ่ม FQs หรือ second-line injectable drugs (SLIs) ได้แก่ kanamycin, amikacin และ 

capreomycin อย่างใดอย่างหนึ่ง 

* วัณโรคดื้อยาหลายขนานชนิดรุนแรงมาก Extensive drug resistant TB (XDR-TB) หมายถึง เชื้อ MDR-TB ที่ดื้อ

ยารกัษาวัณโรคในกลุ่ม FQs และ SLIs  
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ภาพที่ 20 แสดงจ านวนเชื้อวัณโรคด้ือยาแต่ละประเภทที่เพาะแยกได้จากเสมหะผู้ป่วยในสถาบันโรค

ทรวงอก 

2. ความไวต่อยา Pyrazinamide เมื่อทดสอบด้วย BACTEC MGIT 960 PZA Kit 

 เชื้อ M. tuberculosis ทั้งหมด 150 สายพันธุ์ ถูกน ามาทดสอบและแปลผลการทดสอบความไว

ต่อยา Pyrazinamide (PZA) ด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 PZA Kit โดยมีเชื้อ M. tuberculosis 

H37Rv ATCC 27294 ที่ไวต่อยา Pyrazinamide เป็นตัวควบคุมลบ และเชื้อ M. bovis BCG ATCC 

37534 ที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide เป็นตัวควบคุมบวก ความเข้มข้นวิกฤตของยา Pyrazinamide ที่

ใช้ทดสอบเท่ากับ 100 µg/mL โดยเครื่องตรวจวิเคราะห์แบบอัติโนมัติ BACTEC MGIT 960 system 

จะท าการแปลผลและรายงานผลเมื่อหลอดควบคุมมีค่าหน่วยการเจริญเติบโตหรือ Growth unit 

มากกว่า 400 หากในหลอดที่มียา Pyrazinamide มีค่า Growth unit มากกว่าหรือเท่ากับ 100 

เครื่องจะรายงานเป็น Resistance แปลผลได้ว่าเชื้อดื้อต่อยา Pyrazinamide ในขณะที่ค่า Growth 

unit น้อยกว่า 100 เครื่องจะรายงานว่า Susceptible แปลผลได้ว่าเชื้อไวต่อยา Pyrazinamide 

พบว่าเชื้อ M. tuberculosis ทั้งหมด 150 สายพันธุ์ ให้ผลการทดสอบดื้อต่อยา Pyrazinamide 

(PZAR) จ านวน 47 สายพันธุ์ คิดเป็น 31.33% ของเชื้อทั้งหมด และเชื้ออีก 103 สายพันธุ์ ให้ผลการ

ทดสอบไวต่อยา Pyrazinamide (PZAS) คิดเป็น 68.67% ของเชื้อทั้งหมด (ภาพที่ 21) 
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ภาพที่ 21 สัดส่วนการดื้อยา Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis (150 สายพันธุ์) เมื่อทดสอบ

ด้วย BACTEC MGIT 960 PZA Kit 

เชื้อ M. tuberculosis ที่ให้ผลการทดสอบไวต่อยา Pyrazinamide ทั้งหมด 103 สายพันธุ์

จะมีหน่วยการเจริญเติบโต (Growth unit) น้อยกว่า 100 ในขณะที่เชื้อดื้อต่อยา Pyrazinamide  

ทั้งหมด 47 สายพันธุ์ พบหน่วยการเจริญเติบโต (Growth unit) ตั้งแต่ 100 ถึง 400 โดยเชื้อที่มี 

Growth unit ระหว่าง 100 ถึง 199 มีจ านวน 6 สายพันธ์ุ ค่า Growth unit ระหว่าง 200 ถึง 299 มี

จ านวน 4 สายพันธุ์ ค่า Growth unit ระหว่าง 300 ถึง 399 มีจ านวน 1 สายพันธุ์ และ ค่า Growth 

unit มากกว่าเท่ ากับ 400 มีจ านวน 36 สายพันธุ์  โดยมีระยะเวลาการตรวจพบ (Time to 

detection: TTD) อยู่ระหว่าง 4.83  ถึง 20.67 วัน มีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 9.13 วัน ส าหรับเชื้อที่ดื้อต่อยา 

Pyrazinamide มีระยะเวลาการตรวจพบเร็วที่สุดอยู่ที่ 5.42 วัน และช้าสุดที่ 20.67 วัน มีค่าเฉลี่ยอยู่

ที่ 9.27 วัน และเชื้อที่ไวต่อยา Pyrazinamide มีระยะเวลาการตรวจพบเร็วที่สุดอยู่ที่ 4.83 วัน และ

ช้าสุดที่ 15.38 วัน มีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 9.08 วัน (ตารางที่ 12) 
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ตารางที่ 12 ผลความไวต่อยา Pyrazinamide เมื่อทดสอบด้วย BACTEC MGIT 960 PZA Kit 

หน่วยการเจรญิ เติบโต 

(Growth unit) 

ด้ือต่อยา PZA 
(สายพนัธุ์) 

ไวต่อยา PZA 

(สายพนัธุ์) 

<100 

100-199 

200-299 

300-399 

≥400 

- 

6 

4 

1 

36 

103 

- 

- 

- 

- 

รวม 47 103 

ระยะเวลาการตรวจพบเฉลี่ย (วัน) 9.27 9.08 

เชื้อ MDR-TB ทั้งหมด 118 สายพันธุ์ พบว่าดื้อต่อยา Pyrazinamide จ านวน 31 สายพันธุ์ 

(26.27% ของเชื้ อ  MDR-TB ทั้ งห มด ) เชื้ อ  Pre-XDR-TB ทั้ งห มด  26 ส ายพั น ธุ์  ดื้ อ ต่ อ ย า 

Pyrazinamide จ านวน 12 สายพันธุ์ (46.15% ของเชื้อ Pre-XDR-TB ทั้งหมด) และเชื้อ XDR-TB 

ทั้งหมด 6 สายพันธุ์ ดื้อต่อยา Pyrazinamide จ านวน 4 สายพันธุ์ (66.67% ของเชื้อ XDR-TB 

ทั้งหมด) (ภาพที่ 22) 

 

ภาพที่ 22 แสดงจ านวนวัณโรคที่ดื้อและไวต่อยา Pyrazinamide แยกตามประเภทของสายพันธ์ุดื้อยา 
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3. การสกัดดีเอน็เอของเชื้อ M. tuberculosis โดยวิธีการตม้ 

 สกัดดีเอ็นเอจากโคโลนีของเชื้อ M. tuberculosis ที่ เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง

ปริมาณ 1 loopful หรือใช้ตะกอนเช้ือจาก MGIT broth ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาต้มใน TE buffer ที่

อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส จากนั้นตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย Absolute ethanol วัดปริมาณและ

ความบ ริ สุ ท ธิ์ ข อ งดี เอ็ น เอที่ ส กั ด ได้ ด้ วย เค รื่ อ งวั ดป ริ ม าณ ดี เอ็ น เอ  (NanodropTM 1 00 

spectrophotometer) ซึ่งค่าความบริสุทธิ์ของดีเอ็นดูจากค่า OD 260/280 ควรมีค่าอยู่ที่ 1.8 ถึง 

1.9 หากมีค่าต่ าแสดงว่ามีการปนเปื้อนของโปรตีนสูง พบว่าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนีที่เจริญบน

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งจ านวน 90 ตัวอย่าง มีปริมาณอยู่ระหว่าง 6.33 ถึง 2,262.66 ng/µL และมีค่า

ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเออยู่ระหว่าง 1.193 ถึง 2.637 (มีค่าต่ ากว่า 1.8 จ านวน 36 ตัวอย่าง และ มี

ค่ามากกว่า 1.8 จ านวน 54 ตัวอย่าง) ส าหรับดีเอ็นเอที่สกัดจากเชื้อที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

MGIT broth จ านวน 60 ตัวอย่าง มีปริมาณอยู่ระหว่าง 2.38 ถึง 48.484 ng/µL และ มีค่าความ

บริสุทธิ์ของดีเอ็นเออยู่ระหว่าง 1.045 ถึง 2.142 (มีค่าต่ ากว่า  1.8 จ านวน 50 ตัวอย่าง และ ค่า

มากกว่า 1.8 จ านวน 10 ตัวอย่าง)   

4. การเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมของยีน pncA ด้วยเทคนคิ PCR 

เชื้อวัณโรคดื้อยาทั้งหมด 150 ตัวอย่าง มีผลการกลายพันธุ์ในยีน pncA จ านวนทั้งหมด 122 สาย

พั น ธุ์  แบ่ ง เป็ น เชื้ อที่ ดื้ อต่ อยา Pyrazinamide ทั้ งห มด  47 สายพั น ธุ์  และ เชื้ อที่ ไวต่ อยา 

Pyrazinamide จ านวน 75 สายพันธุ์จากเชื้อที่ไวต่อยาทั้งหมด 103 สายพันธุ์ ส่วนเชื้อที่ไวต่อยา 

Pyrazinamide อีกจ านวน 28 สายพันธุ์ ไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเพื่อน าไปวิเคราะห์การกลาย

พันธุ์ได้ ดีเอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อถูกน ามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน pncA ด้วยเทคนิค 

PCR ใช้ดีเอ็นเอที่สกัดจากเชื้อ M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 เป็นหลอดควบคุมบวก และ

น้ าบริสุทธิ์คุณภาพสูง (Milli-Q water) เป็นหลอดควบคุมลบ ด าเนินปฏิกิริยา PCR ตามขั้นตอนในบท

วิธีด าเนินการวิจัย ข้อ 4.7.1 โดยใช้ primer ที่จ าเพาะต่อยีน pncA ดังแสดงในตารางที่ 9 ตรวจสอบ

ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย Agarose gel electrophoresis โดยใช้วุ้น Agarose ความเข้มข้น 

1.5% เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอผลผลิตที่ได้กับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส ซึ่งผลผลิต PCR ที่

เกิดจาก pncA primer มีขนาดเท่ากบั 871 คูเ่บส (ภาพที่ 23)  
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ภาพที่ 23 ผลการตรวจสอบผลผลิต PCR จากการเพิ่มปริมาณยีน pncA ของเชื้อ  M. tuberculosis 

ที่มีขนาดของผลผลิตเท่ากับ 871 คู่ เบส บน Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้นวุ้น 

Agarose 1.5%   

แถว   L  แสดงถึงดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส 
แถวที่ 1 แสดงผลของตัวควบคุมบวกคือดีเอ็นเอที่สกัดจากเชื้อ M. tuberculosis H37Rv ATCC 
           27294 
แถวที่ 2 แสดงผลของตัวควบคุมลบคือน้ าบริสุทธิ์คุณภาพสูง (Milli-Q water) 
แถวที่ 3 ถึง 10 แสดงผลของดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุคลินิก 

5. การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน pncA ด้วยเทคนิค DNA Sequencing 

ผลผลิตที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis จ านวนทั้งหมด 122 สายพันธุ์ 

ด้วยเทคนิค PCR จากขั้นตอนที่ 4.7.1 พร้อมทั้ง Forward primer และ Reverse primer ของยีน 

pncA ดังแสดงในตารางที่ 9 ถูกน ามาวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเทคนิค DNA sequencing โดย

ใช้ชุดทดสอบ BigDye® terminator version 3.1 cycle sequence reaction kit และเครื่อง

วิ เค ร า ะ ห์ อั ต โน มั ติ  ABI 3130 genetic analyzer ผ ล ล า ดั บ นิ ว ค ลี โอ ไท ด์ ที่ ได้ ข อ ง เชื้ อ                   

M. tuberculosis สายพันธุ์คลินิกถูกน ามาเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อสายพันธุ์

มาตรฐาน M. tuberculosis H37Rv (NC_000962.3) ด้วยโปรแกรม BioEdit เพื่อวิเคราะห์หาล าดับ

นิวคลี โอไทด์ที่ มี การกลายพันธุ์บนยีน pncA ผลการวิ เคราะห์พบการกลายพัน ธุ์ของเชื้ อ                

M. tuberculosis ทั้งหมด 52 สายพันธุ์จากเชื้อทั้งหมด 122 สายพันธุ์ โดยเป็นการกลายพันธุ์ที่พบใน

เชื้อดื้อยา Pyrazinamide (PZAR) จ านวน 38 สายพันธุ์จากทั้งหมด 47 สายพันธุ์ คิดเป็น 80.85% 
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ของเชื้อ PZAR ทั้งหมด ส าหรับเชื้อที่ไวต่อยา Pyrazinamide (PZAS) พบการกลายพันธุ์จ านวน 14 

สายพันธ์ุจากทั้งหมด 75 สายพันธ์ุ คิดเป็น 18.67% ของเชื้อ PZAS ทั้งหมด (ภาพที่ 24)  

 
 

ภาพที่ 24 แผนผังแสดงจ านวนเช้ือ M. tuberculosis ที่ท าการทดสอบความไวต่อยา PZA ด้วยวิธี 

MGIT และวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน pncA ด้วยเทคนิค DNA Sequencing 

เมื่อวิเคราะห์รูปแบบของการกลายพันธุ์ที่พบบนยีน pncA พบว่ามีการกลายพันธุ์แบบการ

แทนที่ของเบสต าแหน่งเดียวที่ท าให้กรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงไป (Nonsynonymous mutations) 

มากที่สุดมีทั้งหมด 36 สายพันธุ์ จากเชื้อที่พบการกลายพันธุ์ทั้งหมด 52 สายพันธุ์ (69.23% ของเชื้อ

วัณโรคที่มีการกลายพันธุ์) รองลงมาคือการกลายพันธุ์แบบ Frameshift mutations ซึ่งเกิดจากการ

แทรกเข้าและขาดหายไปของเบส (Insertion/Deletion) พบจ านวน 8 สายพันธุ์ (15.38% ของเชื้อ

วัณโรคที่มีการกลายพันธุ์) การกลายพันธุ์บริเวณ Promoter พบจ านวน 5 สายพันธุ์ (9.62% ของเชื้อ

วัณโรคที่มีการกลายพันธุ์) การกลายพันธุ์แบบ Nonsense mutations พบจ านวน 2 สายพันธุ์ 

(3.85% ของเชื้อวัณโรคที่มีการกลายพันธุ์) และการกลายพันธุ์ที่มีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน  2 
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ต าแหน่ง (Double mutations) พบจ านวน 1 สายพันธุ์ (1.92% ของเชื้อวัณโรคที่มีการกลายพันธุ์) 

ในเชื้อวัณโรคที่มีกลายพันธุ์บนยีน pncA พบเป็นเชื้อ MDR-TB จ านวน 35 สายพันธุ์จากเชื้อ MDR-

TB ทั้งหมด 96 สายพันธุ์ คิดเป็น 36.46% พบในเชื้อ Pre-XDR-TB จ านวน 14 สายพันธุ์จากทั้งหมด 

22 สายพันธุ์ คิดเป็น 63.67% และพบในเชื้อ XDR-TB จ านวน 3 สายพันธุ์จากทั้งหมด 4 สายพันธุ์ 

คิดเป็น 75%  (ตารางที่ 13) 

ตารางที่ 13 จ านวนและรูปแบบการกลายพันธ์ุของยีน pncA ในเชื้อวัณโรคทั้งหมด 122 สายพันธ์ุ 

รูปแบบการกลายพันธุ์บนยีน pncA ประเภทการดื้อยา 

MDR 
(สายพันธุ์) 

Pre-XDR 
(สายพันธุ์) 

XDR 
(สายพันธุ์) 

รวม 
(สายพันธุ์) 

Promotor 
Nonsynonymous 
Insertion/Deletion 
Double mutation 
Nonsense mutation 
รวมสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์  
(สายพันธุ์) 

2 
25 
6 
1 
1 
35 

3 
9 
1 
- 
1 
14 

- 
2 
1 
- 
- 
3 

5 
36 
8 
1 
2 
52 

ไม่พบการกลายพันธุ์   (Wild-type) 61 8 1 70 

จ านวนสายพันธุ์ทั้งหมด 96 22 4 122 

 

ส าหรับเชื้อที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide (PZAR) เมื่อทดสอบด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 

PZA ทั้งหมด 47 สายพันธุ์ พบการกลายพันธุ์บนยีน pncA จ านวน 38 สายพันธุ์ (80.85% ของเชื้อ 

PZAR ทั้งหมด) และอีก 9 สายพันธุ์ไม่พบการกลายพันธุ์บริเวณยีนนี้  (19.15% ของเชื้อ PZAR 

ทั้งหมด) รูปแบบการกลายพันธุ์ที่พบบ่อยที่สุดคือ การแทนที่ของเบสต าแหน่งเดียวในบริเวณดีเอ็นเอที่

ถอดรหัสที่ท าให้กรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงไป (Nonsynonymous mutations) พบจ านวน 22 สาย

พันธุ์  (57.89% ของเชื้อ  PZAR ที่ มีการกลายพันธุ์ ) การแทรกเข้าและขาดหายไปของเบส 

(Insertion/Deletion) พบจ านวน 8 สายพันธ์ุ (21.05% ของเชื้อ PZAR ที่มีการกลายพันธ์ุ) การกลาย

พันธุ์บริเวณ Promoter พบจ านวน 5 สายพันธุ์ (13.16% ของเชื้อ PZAR ที่มีการกลายพันธุ์) การ

กลายพันธุ์แบบ Nonsense mutations พบจ านวน 2 สายพันธุ์ (5.26% ของเชื้อ PZAR ที่มีการ

กลายพันธุ์) นอกจากนี้พบเชื้อ 1 สายพันธุ์ที่มีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน 2 ต าแหน่งร่วมกัน 
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(Double mutations) (2.63% ของเชื้อ PZAR ที่มีการกลายพันธุ์) ในเชื้อ PZAR ที่มีกลายพันธุ์บนยีน 

pncA พบเป็นเชื้อ MDR-TB จ านวน 25 สายพันธุ์จาก 33 สายพันธุ์ คิดเป็น 75.76% พบในเชื้อ Pre-

XDR-TB จ านวน 10 สายพันธุ์จากทั้งหมด 11 สายพันธุ์ คิดเป็น 90.91% และในเชื้อ XDR-TB พบ

การกลายพันธุ์ทั้งหมดจากจ านวน 3 สายพันธ์ุ คิดเป็น 100%  (ตารางที่ 14) 

ตารางที่ 14 จ านวนและรูปแบบการกลายพันธ์ุของยีน pncA ในเชื้อที่ด้ือต่อยา Pyrazinamide (47 

สายพันธ์ุ) 

รูปแบบการกลายพันธุ์บนยีน pncA ประเภทการดื้อยา 

MDR 
(สายพันธุ์) 

Pre-XDR 
(สายพันธุ์) 

XDR 
(สายพันธุ์) 

รวม 
(สายพันธุ์) 

Promotor 
Nonsynonymous 
Insertion/Deletion 
Double mutation 
Nonsense mutation 
รวมสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์  
(สายพันธุ์) 

2 
15 
6 
1 
1 
25 

3 
5 
1 
- 
1 
10 

- 
2 
1 
- 
- 
3 

5 
22 
8 
1 
2 
38 

ไม่พบการกลายพันธุ์   (Wild-type) 8 1 - 9 

จ านวนสายพันธุ์ที่ดื้อต่อยา PZA 33 11 3 47 

 

ส าหรับเชื้อที่ไวต่อยา Pyrazinamide (PZAS) เมื่อทดสอบด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 PZA 

ที่มีผล pncA sequencing ทั้งหมด 75 สายพันธุ์ พบการกลายพันธุ์บนยีน pncA จ านวน 14 สาย

พันธุ์ (18.67% ของเชื้อ PZAS ทั้งหมด) และอีก 61 สายพันธุ์ไม่พบการกลายพันธุ์บริเวณยีนนี้ 

(81.33% ของเชื้อ PZAS ทั้งหมด) โดยรูปแบบการกลายพันธุ์มีเพียงรูปแบบเดียวคือ การแทนที่ของ

เบสต าแหน่งเดียวในบริเวณดีเอ็นเอที่ถอดรหัสที่ท าให้กรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงไป (Nonsynonymous 

mutations) ในเชื้อ PZAS ที่มีกลายพันธุ์บนยีน pncA พบเป็นเชื้อ MDR-TB จ านวน 10 สายพันธุ์

จาก 63 สายพันธุ์ คิดเป็น 15.87%  พบในเชื้อ Pre-XDR-TB จ านวน 4 สายพันธุ์จาก 11 สายพันธุ์ 

คิดเป็น 36.36%  และไม่พบการกลายพันธ์ุในเชื้อ XDR-TB ที่มีเพียง 1 สายพันธ์ุ (ตารางที่ 15) 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 93 

ตารางที่ 15 จ านวนและรูปแบบการกลายพันธ์ุของยีน pncA ในเชื้อที่ไวต่อยา Pyrazinamide (75 

สายพันธ์ุ) 

รายละเอียดของรูปแบบการกลายพันธุ์ในต าแหน่งต่าง ๆ บนยีน pncA แสดงดังตารางที่ 16 

และ 17 โดยพบการกลายพันธุ์ทั้งหมด 34 แบบ ในเชื้อที่มีการกลายพันธุ์ทั้งหมด 52 สายพันธุ์ โดย

เป็นการกลายพันธุ์ที่สัมพันธ์กับการดื้อต่อยา Pyrazinamide จ านวน 26 แบบ (76.47% ของรูปแบบ

การกลายพันธุ์ทั้งหมด) เป็นการกลายพันธุ์ที่พบใหม่ในการศึกษานี้ จ านวน 4 แบบ (11.76% ของ

รูปแบบการกลายพันธุ์ทั้งหมด) เป็นการกลายพันธุ์ที่ไม่สัมพันธ์กับการดื้อยาจ านวน 2 แบบ (5.88% 

ของรูปแบบการกลายพันธุ์ทั้งหมด) และเป็นการกลายพันธุ์ที่ไม่ทราบบทบาทแน่ชัดเกี่ยวกับการดื้อยา 

Pyrazinamide อีก 2 แบบ (5.88% ของรูปแบบการกลายพันธ์ุทั้งหมด) 

จากการพิจารณาความสัมพันธ์ระหว่างต าแหน่งการกลายพันธุ์บนยีน pncA ของเชื้อ         

M. tuberculosis และผลการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 

พบว่าเชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อยา Pyrazinamide ทั้งหมด 47 สายพันธุ์ พบการกลายพันธุ์จ านวน 

38 สายพันธุ์ และมีรูปแบบการกลายพันธุ์ทั้งหมด 29 แบบ เป็นการกลายพันธุ์ที่สัมพันธ์กับการดื้อต่อ

ยา Pyrazinamide จ านวน 25 แบบ ได้แก่  การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง promoter -11 เบส Adenine 

เปลี่ยนเป็นเบส Cytosine จ านวน 3 สายพันธุ์ และ เบส Adenine เปลี่ยนเป็นเบส Guanine จ านวน 

2 สายพันธุ์ การกลายพันธุ์ต าแหน่งโคดอน 90 มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนจาก Isoleucine เป็น 

Serine (Isoleucine90-Serine) จ านวน 3 สายพันธ์ุ กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 136 ซึ่งมีการแทรก

รูปแบบการกลายพันธุ์บนยีน pncA จ านวนสายพันธุ์ที่ไวต่อยา PZA 

MDR 
(สายพันธุ์) 

Pre-XDR 
(สายพันธุ์) 

XDR 
(สายพันธุ์) 

รวม 
(สายพันธุ์) 

Promotor 
Nonsynonymous 
Insertion/Deletion 
Multiple mutation 
รวมสายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์  
(สายพันธุ์) 

- 
10 
- 
- 

10 

- 
4 
- 
- 
4 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
14 
- 
- 

14 

ไม่พบการกลายพันธุ์  
(Wild-type)  

53 7 1 61 

รวม (สายพันธุ์) 63 11 1 75 
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เข้ามาของเบส Cytosine มีจ านวน 3 สายพันธุ์ การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 139 มีจ านวน 3 

สายพันธุ์ โดยพบการกลายพันธุ์ได้ 3 แบบ ได้แก่ Valine139-Glycine, Valine139-Alanine และ 

Valine139-Leucine การกลายพันธุ์แบบ Aspartic acid12-Alanine พบจ านวน 2 สายพันธุ์ แบบ 

Serine104-Arginine พบจ านวน 2 สายพันธุ์ ส่วนการกลายพันธุ์ที่สัมพันธ์กับการดื้อยาอีก 16 แบบ 

พบแบบละ 1 สายพันธุ์ ได้แก่ Glycine24-Aspartic acid, Leucine35-Proline, Tyrosine41STOP, 

Threonine4 7 -Proline, Proline6 2 -Leucine, Serine6 7 -Proline, Tryptophan 6 8 - Glycine, 

Cysteine7 2 -Tyrosine, Tyrosine1 0 3 STOP, Glycine105-Valine, Tryptophan119-Arginine, 

Leucine120-Arginine, การกลายพันธุ์พร้อมกัน 2 ต าแหน่ง คือ Aspartate126-Histidine และ 

Aspartate129-Tyrosine, Leucine172-Proline, ก ารแ ท รก เข้ า ม าข อ ง เบ ส  Thymine แ ล ะ 

Guanine ที่ โคดอน 150, การแทรกเข้ามาของเบส Guanine และ Cytosine ที่ โคดอน 177 

นอกจากนี้พบเป็นการกลายพันธุ์ใหม่ที่ไม่พบในงานวิจัยก่อนหน้า จ านวน 3 แบบ ได้แก่ การแทรกเข้า

มาของเบส Thymine ที่โคดอน 97, การแทรกเข้ามาของเบส Cytosine ที่โคดอน 132, การขาดหาย

ของเบสที่ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 493 ถึง 496 และพบการกลายพันธุ์ 1 แบบที่ไม่สัมพันธ์กับการดื้อยา

ได้แก่ Isoleucine31-Threonine (ตารางที่ 16)  

ตารางที่ 16 ต าแหน่งการกลายพันธ์ุของยีน pncA ที่พบในเช้ือที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide (38 สาย

พันธ์ุ) 

รูปแบบความไวต่อยา
ต้านวัณโรค 
(สายพันธุ์) 

ต าแหน่งและนิวคลีโอ
ไทด์ที่เปลี่ยนแปลงไป 

ต าแหน่งโคดอนและกรด  
อะมิโนที่เปลี่ยนแปลงไป 

การกลายพันธุ์
สัมพันธ์กับการ

ดื้อยา PZA 

จ านวน 
(สาย
พันธุ์) 

SHROML (1), 
SHREOML (2) 

A-11C promoter -11 R* 3 

HRE, SHREKOML A-11G promoter -11 R* 2 
SHRE, HR A35C Asp12Ala R* 2 

SHRE G71A Gly24Asp R* 1 

SHR T92C Ile31Thr S* 1 

HREKOML T104C Leu35Pro R* 1 

SHREO C123G Tyr41STOP R* 1 

SHRE A139C Thr47Pro R* 1 

SHRKOML C185T Pro62Leu R* 1 
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SHRE T199C Ser67Pro R* 1 
HR T202G Trp68Gly R* 1 

SHR G215A Cys72Tyr R* 1 

SHR (2), HR (1) T269G Ile90Ser R* 3 

SHR C309G Tyr103STOP R* 1 

SHR, HREO A310C Ser104Arg R* 2 

SHREOML G314T Gly105Val R* 1 

SHRE T355C Trp119Arg R* 1 

SHREOML T359G Leu120Arg R* 1 

SHR G376C, G385T Asp126His, Asp129Tyr R* 1 

HREK T416G Val139Gly R* 1 
SHRE T416C Val139Ala R* 1 

SHR G415C Val139Leu R* 1 

HREOML T515C Leu172Pro R* 1 

SHR 292 insertion T Frameshift cd.97 New 1 

SHR 394 insertion C Frameshift cd.132 New 1 

SHRE (2), 
HROMLK (1) 

408 insertion C Frameshift cd.136 R* 3 

HRE 449 insertion TG Frameshift cd.150 R* 1 

SHRE 493-496 deletion  Frameshift cd.165  New 1 

SHR 529 insertion GC Frameshift cd.177 R* 1 

*หมายเหตุ S หมายถึง ยา Streptomycin, R หมายถึงยา Rifampicin, H หมายถึงยา Isoniazid, E หมายถึงยา 
Ethambutol, L หมายถึงยา Levofloxacin, M หมายถึงยา Moxifloxacin, O หมายถึงยา Ofloxacin, K หมายถึง 
ยา Kanamycin, cd. หมายถึง codon, R* หมายถึง การกลายพันธุ์สัมพันธ์กับการดื้อยา Pyrazinamide, S* 
หมายถึง การกลายพันธุ์ไม่สัมพันธ์กับการดื้อยา Pyrazinamide, New หมายถึง การกลายพันธุ์ใหม่ที่พบใน
การศึกษานี้ 

 น อกจากนี้ ยั งพ บ ก ารกล ายพั น ธุ์ บ น ยี น  pncA ใน เชื้ อ  M. tuberculosis ที่ ไวต่ อ ย า 

Pyrazinamide จ านวน 14 สายพันธ์ุจากเช้ือที่ไวต่อยาทั้งหมด 75 สายพันธ์ุ โดยพบรูปแบบการกลาย

พันธุ์ทั้งหมด 6 แบบ ดังตารางที่ 17 เป็นการกลายพันธุ์ที่ไม่สัมพันธ์กับการดื้อต่อยา Pyrazinamide 

จ านวน 2 แบบ  ได้ แก่  แบบ Isoleucine31-Threonine พบจ านวน  1 สายพั นธุ์  และแบบ 

Valine163-Alanine  พบจ านวน 1 สายพันธุ์ เป็นการกลายพันธ์ที่ไม่ทราบบทบาทแน่ชัดเกี่ยวกับการ

ดื้อยา Pyrazinamide อีกจ านวน 2 แบบ ได้แก่  Threonine61-Proline พบจ านวน 4 สายพันธุ์ 

และแบบ Phenylalanine106-Leucine พบจ านวน 1 สายพันธุ์ นอกจากนี้พบเป็นการกลายพันธุ์
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ใหม่ที่ไม่พบในงานวิจัยก่อนหน้า 1 แบบ ได้แก่ Aspartic acid63-Proline จ านวน 1 สายพันธุ์ และ

อีก 1 แบบเป็นการกลายพันธุ์ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา ได้แก่ Aspartic acid136-Glycine พบจ านวน 1 

สายพันธ์ุ 

ตารางที่ 17 ต าแหน่งการกลายพันธ์ุของยีน pncA ที่พบในเช้ือที่ไวต่อยา Pyrazinamide (14 สาย

พันธ์ุ) 

*หมายเหตุ S หมายถึง ยา Streptomycin, R หมายถึงยา Rifampicin, H หมายถึงยา Isoniazid, E หมายถึงยา 
Ethambutol, L หมายถึงยา Levofloxacin, M หมายถึงยา Moxifloxacin, O หมายถึงยา Ofloxacin, K หมายถึง 
ยา Kanamycin, R* หมายถึง การกลายพันธุ์สัมพันธ์กับการดื้อยา Pyrazinamide, S* หมายถึง การกลายพันธุ์ไม่
สัมพันธ์กับการดื้อยา Pyrazinamide, I หมายถึง การกลายพันธุ์ที่ไม่ทราบบทบาทแน่ชัดเกี่ยวกับการดื้อยา , New 
หมายถึง การกลายพันธุ์ใหม่ท่ีพบในการศึกษานี้ 

6. การทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วยเทคนคิ BACTEC MGIT 960 PZA Kit โดย
การลดปริมาณเชื้อในการทดสอบความไวต่อยา (AST inoculum)  

จากงานวิจัยก่อนหน้าพบการรายงานผลบวกลวงในการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide 

ด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 ค่อนข้างสูง จากการเติมเชื้อปริมาณมากในการทดสอบ ท าให้ pH ของ

อาหารเลี้ยงเช้ือเป็นด่างมากขึ้น ซึ่งสภาวะนี้ยาจะไม่สามารถออกฤทธิ์ได้ การศึกษานี้จึงท าการทดสอบ

ความไวต่อยาซ้ าโดยลดปริมาณเชื้อในการทดสอบความไวต่อยา (AST inoculum) ลงในสายพันธุ์ที่มี

ผลดื้อต่อยา Pyrazinamide ด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 แต่ตรวจไม่พบการกลายพันธุ์ในยีน pncA 

รูปแบบความไวต่อยา
ต้านวัณโรค 
(สายพันธุ์) 

ต าแหน่งและนิวคลี
โอไทด์ที่

เปลี่ยนแปลงไป 

ต าแหน่งโคดอนและ
กรดอะมิโนที่

เปลี่ยนแปลงไป 

การกลายพันธุ์
เกี่ยวข้องกับการดื้อ

ยา PZA 

จ านวน 
(สายพันธุ์) 

SHR (5), SHROML (1) T92C Ile31Thr S* 6 

HR (3), SHRK (1) A181C Thr61Pro I 4 

HR A188C Asp63Pro New 1 

SHREOML T316C Phe106Leu I 1 

SHROML A407G Asp136Gly R* 1 

HRE T488C Val163Ala S* 1 
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หรือพบการกลายพันธุ์ที่ไม่สัมพันธ์กับการดื้อยาด้วยวิธี DNA sequencing เพื่อป้องกันผลลัพธ์ที่

ผิดพลาด โดยอ้างอิงจากงานวิจัยของ Piersimoni และคณะ (72) ที่รายงานว่าการลดปริมาณ AST 

inoculum ลงสามารถป้องกันการเกิดผลบวกลวงจากการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วย

วิธี BACTEC MGIT 960 ได้ โดยท าการทดสอบในเชื้อ M. tuberculosis จ านวน 9 สายพันธุ์ ที่ดื้อต่อ

ยา Pyrazinamide แต่ตรวจไม่พบการกลายพันธุ์บนยีน pncA และอีก 1 สายพันธุ์ ที่ดื้อต่อยาแต่พบ

การกลายพันธุ์ที่ไม่สัมพันธ์กับการดื้อยา Pyrazinamide พบว่าเชื้อจ านวน 7 สายพันธุ์ มีผลการ

ทดสอบไวต่อยา Pyrazinamide เมื่อลดปริมาณเชื้อทดสอบลง และเชื้ออีก 3 สายพันธ์ุ ให้ผลดื้อต่อยา 

Pyrazinamide เหมือนเดิม (ตารางที่ 18) 

ตารางที่ 18 เปรยีบเทียบผลการทดสอบความไวต่อยาด้วยเทคนิค BACTEC MGIT 960 PZA Kit ตาม

วิธีมาตรฐานและวิธีการลดปริมาณเชื้อในการทดสอบความไวต่อยา (AST inoculum) 

เลขที่เชื้อ
ทดสอบ 

การกลายพันธุ์
บนยีน pncA 

การทดสอบด้วยวิธีมาตรฐาน การทดสอบโดยการลด AST 
inoculum 

ความไวต่อยา 
PZA 

หน่วยการ
เจริญเติบโต
(Growth unit) 

ความไวต่อยา 
PZA 

หน่วยการ
เจริญเติบโต
(Growth unit) 

15 Wild type R 126 S 0 
21 Wild type R 118 S 0 

22 Wild type R 264 S 0 

27 Wild type R 128 S 0 

35 Wild type R 245 S 0 

69 Wild type R 400 R 400 

76 Ile31Thr R 267 S 0 
90 Wild type R 383 R 400 

97 Wild type R 136 S 0 

128 Wild type R 240 R 309 

*หมายเหตุ R หมายถึง ดื้อต่อยา Pyrazinamide, S หมายถึง ไวต่อยา Pyrazinamide 

 เมื่ อ ค าน วณ สั ดส่ วนการดื้ อ ย า  Pyrazinamide ใหม่ ห ลั งก ารทดสอบ ความ ไวต่ อยา 

Pyrazinamide ด้วยเทคนิค BACTEC MGIT 960 PZA Kit ตามวิธีมาตรฐานและวิธีการลดปริมาณ

เชื้อ (AST inoculum)  พบว่าเช้ือ  M. tuberculosis ทั้งหมด 150 สายพันธุ์ ให้ผลการทดสอบดื้อต่อ
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ยา Pyrazinamide ด้วยวิธี MGIT จ านวน 40 สายพันธุ์ คิดเป็น 26.67% ของเชื้อทั้งหมด และเชื้ออีก 

110 สายพันธุ์ให้ผลการทดสอบไวต่อยา Pyrazinamide คิดเป็น 73.33% ของเชื้อทั้งหมด (ตารางที่ 

19) 

ตารางที่ 19 ความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์และฟีโนไทป์กับการดื้อยา Pyrazinamide ของเชื้อ          

M. tuberculosis 

                การดื้อยาแบบฟีโนไทป์ 
 
การดื้อยาแบบจีโนไทป์ 

ดื้อต่อยา PZA 
(สายพันธุ์) 

ไวต่อยา PZA 
(สายพันธุ์) 

รวม  
(สายพันธุ์) 

40 
(26.67%) 

110 
(73.33%) 

150 
(100%) 

ไม่พบการกลายพันธุ์บนยีน pncA  3 67 70 

พบการกลายพันธุ์บนยีน pncA 

• สัมพันธ์กับการดื้อยา 

• ไม่สัมพันธ์กับการดื้อยา 

• บทบาทไม่แน่ชัดเกี่ยวกับการดื้อยา 

• การกลายพันธุ์ใหม ่

37 

34 

- 

- 

3 

15 

1 

8 

5 

1 

52 

35 

8 

5 

4 

pncA sequencing   40 82 122 

 

7. การเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมของยีน rpsA และยีน panD ด้วยเทคนิค PCR 

ดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis จ านวน 3 สายพันธุ์ ที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide แต่ไม่พบการ

กลายพันธุ์บนยีน pncA น ามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน rpsA และ panD ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้

ดีเอ็นเอที่สกัดจากเชื้อ M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 เป็นหลอดควบคุมบวก และน้ า

บริสุทธิ์คุณภาพสูง (Milli-Q water) เป็นหลอดควบคุมลบ ด าเนินปฏิกิริยา PCR ตามขั้นตอนในบท

วิธีด าเนินการวิจัย ข้อ 4.7.2 และ 4.7.3 โดยใช้ primer ที่จ าเพาะต่อยีนทั้งสองดังแสดงในตารางที่ 9 

ตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้นวุ้น Agarose 

1.5% โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส ผลผลิต PCR ที่เกิดจาก rpsA primer 

และ panD primer มีขนาดเท่ากับ 1,601  และ 650 คู่เบส ตามล าดับ (ภาพที่ 25)  
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ภาพที่ 25 ผลการตรวจสอบผลผลิต PCR จากการเพิ่มปริมาณยีน rpsA และ panD ของเชื้อ                 

M. tuberculosis ที่มีขนาดของผลผลิตเทา่กับ 1,601 และ 650 คู่เบส ตามล าดับ บน Agarose gel 

electrophoresis ความเข้มข้นวุ้น Agarose 1.5 %   

แถว L แสดงถึงดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส  
แถวที่ 1 แสดงผลตัวควบคุมบวกคือการเพิ่มปริมาณ panD จากดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis 
H37Rv ATCC 27294  
แถวที่ 2 ถึง 7 แสดงผลการเพิ่มปริมาณ panD จากดีเอ็นเอเช้ือ M. tuberculosis สายพันธ์ุคลินิก  
แถวที่ 8 แสดงผลของตัวควบคุมลบคือน้ าบริสุทธิ์คุณภาพสูง (Milli-Q water)  
แถวที่ 9 แสดงผลตัวควบคุมบวกคือการเพิ่มปริมาณ rpsA จากดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis 
H37Rv ATCC 27294 
แถวที่ 10 ถึง 15 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณ rpsA ของดีเอ็นเอเช้ือ M. tuberculosis สายพันธ์ุคลินิก  
แถวที่ 16 แสดงผลของตัวควบคุมลบคือน้ าบริสุทธิ์คุณภาพสูง (Milli-Q water) 

8. การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน rpsA และยีน panD ด้วยเทคนิค DNA Sequencing 

วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpsA และยีน panD โดยน าผลผลิตที่ได้จากการเพิ่มปริมาณ

สารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR จากขั้นตอนที่ 4.7.2 และ 4.7.3 ส่งไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์

ด้วยเทคนิค DNA sequencing โดยบริษัท Bioneer Sequencing Service จ ากัด สาธารณรัฐเกาหลี

ใต้ น าผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อสายพันธุ์

มาตรฐาน M. tuberculosis H37Rv (NC_000962.3) ของแต่ละยีนด้วยโปรแกรม BioEdit พบว่า

เชื้อ M. tuberculosis จ านวน 3 สายพันธุ์ ที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide แต่ไม่พบการกลายพันธุ์บนยีน 

pncA มีการกลายพันธุ์บนยีน rpsA จ านวน 2 สายพันธุ์ โดยมีรูปแบบการกลายพันธุ์เพียงแบบเดียว
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คือ การเปลี่ยนแปลงของเบสเพียงหนึ่งต าแหน่งแต่กรดอะมิโนไม่เปลี่ยนแปลง (Synonymous 

mutation) ที่โคดอน 212 และไม่พบการกลายพันธ์ุบนยีน panD (ตารางที ่20) 

ตารางที่ 20 ต าแหน่งการกลายพันธุ์ของยีน rpsA และ panD ที่พบในเชื้อที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide 

และไม่พบการกลายพันธ์ุบนยีน pncA 

*หมายเหตุ S หมายถึงยา Streptomycin, R หมายถึงยา Rifampicin, H หมายถึงยา Isoniazid, L หมายถึงยา 
Levofloxacin, M หมายถึงยา Moxifloxacin, O หมายถึงยา Ofloxacin, S* หมายถึง การกลายพันธุ์ไม่สัมพันธ์กับ
การดื้อยา Pyrazinamide 

9. ผ ล ก า รท ด ส อ บ ค ว าม ไว ต่ อ ย า  Pyrazinamide โด ย ชุ ด ท ด ส อ บ  Nicotinamide 
Colorimetric Biphasic Medium Assay (NIC-CBMA) 

การศึกษาในครั้งนี้ ได้พัฒนาชุดทดสอบ Nicotinamide Colorimetric Biphasic Medium 

Assay (NIC-CBMA) เพื่อตรวจวินิจฉัยการดื้อยา Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis โดยใช้ 

Nicotinamide ความเข้มข้น 250, 500, 1,000 และ 2,000 µg/mL ตามขั้นตอนในบทวิธีการด าเนิน

งานวิจั ย  ข้ อ  4.10 โดย ใช้ เชื้ อ  M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 ที่ มี ค วาม ไวต่ อยา 

Pyrazinamide เป็นตัวควบคุมลบ และเชื้อควบคุมบวกที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide คือ M. bovis 

BCG ATCC 37534 การพัฒนาชุดทดสอบ NIC-CBMA ประกอบไปด้วยขั้นตอนการทดสอบปฏิกิริยา

ของสาร Nicotinamide ต่อ redox indicator (STC) ขั้นตอนการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสม

ของ redox indicator (STC) ในชุดทดสอบ NIC-CBMA ขั้นตอนการหาปริมาณเชื้อวัณ โรคที่

เหมาะสมส าหรับทดสอบความไวต่อยาด้วยชุดทดสอบ NIC-CBMA และขั้นตอนทดสอบความไวต่อยา

กับเช้ือสายพันธุ์คลินิก  

 

 

รูปแบบความไวต่อยา
ต้านวัณโรค 
(สายพันธุ์) 

กลายพันธุ์ของยีน rpsA กลายพันธุ์
ของยีน 
panD 

การกลายพันธุ์
เกี่ยวข้องกับการ

ดื้อยา PZA 

จ านวน 
(สายพันธุ์) ต าแหน่งและนิวคลีโอ

ไทด์ที่เปลี่ยนแปลงไป 
ต าแหน่งโคดอน
และกรดอะมิโนที่
เปลี่ยนแปลงไป 

SHR (1), SHROML (1) A636C  Arg212Arg - S* 2 
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9.1 การทดสอบปฏิกิริยาของสาร Nicotinamide ต่อ redox indicator (STC) 

เป็นการทดสอบเพื่อประเมินว่าสาร Nicotinamide สามารถท าปฏิกิริยากับสาร redox 

indicator ซึ่งได้แก่ สาร 2,3-diphenyl-5-thienyl-(2)-tetrazolium chloride (STC) แล้วท าให้

เกิดการเปลี่ยนแปลงสีหรือไม่ โดยน าหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ NIC-CBMA ที่เตรียมได้ไปบ่มที่ 37 

องศาเซลเซียส สังเกตผลการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารทุกวัน พบว่าสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ NIC-

CBMA ไม่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อน าไปบ่มในตู้ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 21 วัน แสดงถึงสาร 

Nicotinamide ไม่สามารถท าปฏิกิริยากับสาร 2 ,3-diphenyl-5-thienyl-(2)-tetrazolium 

chloride (STC) ที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสีของ redox indicator ได้ (ภาพที่ 26) 

 

 

ภาพที่ 26 ผลการทดสอบปฏิกิริยาของสาร Nicotinamide ต่อ redox indicator (STC)  
หลอดที่ 1 คือหลอดควบคุมที่ไม่ผสม Nicotinamide หลอดที่ 2 ถึง 5 คือหลอดที่มี Nicotinamide 

ความเข้มข้น 250, 500, 1,000 และ 2,000 µg/mL ตามล าดับ ซึ่งพบว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงสีของ 

redox indicator เมื่อน าไปบ่มในตู้ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 21 วัน  

9.2 การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ redox indicator (STC) ในชุดทดสอบ 

NIC-CBMA 

 เมื่อน าชุดทดสอบ NIC-CBMA ที่มีความเข้มข้นของ Nicotinamide แตกต่างกัน (0, 250, 

500, 1,000 และ 2,000 µg/mL) มาเติม STC ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กัน ดังนี้ 200, 100, 50, 

40, 20, 10 และ 5 µg/mL และทดสอบกับเชื้อ M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 ซึ่ง

เป็นสายพันธุ์ที่ไวต่อยา Pyrazinamide ที่ความเข้มข้นประมาณ 4x104 ถึง 8x105 CFU ซึ่งเป็น

ปริมาณเชื้อตามที่ CLSI แนะน าส าหรับการทดสอบความไวต่อยาในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
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หลังจากบ่มหลอดทดสอบที่ 37 องศาเซลเซียส และสังเกตุการเปลี่ยนแปลงสีในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลวจากไม่มีสีจนกลายเป็นสีชมพูแสดงถึงการเพิ่มจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตและอ่านค่าความเข้มข้น

ของ Nicotinamide น้อยที่สุดที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ โดยพบว่าความเข้มข้นของ STC 

ตั้งแต่ 5 ถึง 200 µg/mL ในชุดทดสอบ NIC-CBMA ไม่มีผลในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ

วัณโรค โดยสามารถตรวจวัดความมีชีวิตของเชื้อได้จากการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลวจากไม่มี เป็นสีชมพู  โดยความเข้มข้นของสี  STC ที่  100 และ 200 µg/mL มีการ

เปลี่ยนแปลงสี ในชุดทดสอบ NIC-CBMA ทุกหลอด หลังจากบ่มเชื้อแล้ว 1 วัน อ่านค่า 

Nicotinamide ในการยับยั้งเชื้อได้มากกว่า 2,000 µg/mL ส่วนชุดทดสอบ NIC-CBMA ที่มี

ความเข้มข้นของ STC เท่ากับ 40 และ 50 µg/mL พบมีการเปลี่ยนสีในหลอดอาหารที่มีความ

เข้มข้น Nicotinamide ที่ 0, 250, 500 และ 1,000 µg/mL หลังจากบ่มเชื้อแล้ว 3 วัน อ่านค่า 

Nicotinamide ในการยับยั้งเชื้อได้เท่ากับ 2,000 µg/mL ชุดทดสอบ NIC-CBMA ที่มีความ

เข้มข้นของสี STC ที่ 20 µg/mL พบมีการเปลี่ยนสีในหลอดอาหารผสม Nicotinamide ความ

เข้มข้น ที่ 0 และ 250 µg/mL หลังจากบ่มเชื้อแล้ว 5 วัน อ่านค่า Nicotinamide ในการยับยั้ง

เชื้อได้เท่ากับ 500 µg/mL ชุดทดสอบ NIC-CBMA ที่มีความเข้มข้นของสี STC ที่ 10 µg/mL 

พบมีการเปลี่ยนสีในหลอดควบคุมที่ไม่ผสม Nicotinamide เท่านั้น โดยมีการเปลี่ยนแปลงสี

หลังจากบ่มเชื้อแล้ว 7 วัน อ่านค่า Nicotinamide ในการยับยั้งเชื้อได้น้อยกว่า 250 µg/mL  

และความเข้มข้นของสี  STC ที่  5 µg/mL พบมีการเปลี่ยนสี ในหลอดควบคุมที่ ไม่ผสม 

Nicotinamide เท่านั้น มีการเปลี่ยนแปลงสีหลังจากบ่มเชื้อแล้ว 10 วัน อ่านค่า Nicotinamide 

ในการยับยั้งเชื้อได้น้อยกว่า 250 µg/mL โดยความเข้มข้นของสี STC ที่ 10 µg/mL เป็นค่าที่

เหมาะสมส าหรับใช้ตรวจดูการเจริญเติบโตของเชื้อในชุดทดสอบ NIC-CBMA ที่สะท้อนถึงการ

เพิ่มจ านวนของเชื้อที่มีชีวิตที่แท้จริงและไม่ท าให้เกิดผลบวกลวง  โดยผลการทดสอบแสดงดัง

ตารางที่ 21 
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ตารางที่ 21 การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ redox indicator (STC) ในชุดทดสอบ NIC-
CBMA 
ความเข้มข้นของสี STC 

(µg/mL) 
ผลของ STC ในการ
ยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเชื้อ 

ค่า Nicotinamide ใน
การยับยั้งเชื้อ 

(µg/mL) 

ระยะเวลาในการเริ่ม
เปลี่ยนสี 

(วัน) 

200 ไม่มี >2,000 1 

100 ไม่มี >2,000 1 

50 ไม่มี 2,000 3 

40 ไม่มี 2,000 3 
20 ไม่มี 500 5 

10 ไม่มี <250 7 

5 ไม่มี <250 10 

9.3 การหาปริมาณเชื้อวัณโรคที่เหมาะสมส าหรับทดสอบความไวต่อยาด้วยชุดทดสอบ NIC-

CBMA 

 การทดสอบเพื่อหาปริมาณเชื้อวัณโรคที่เหมาะสมส าหรับทดสอบความไวต่อยาด้วยชุด

ทดสอบ NIC-CBMA ที่มีความเข้มข้นของ Nicotinamide แตกต่างกัน (0, 250, 500, 1,000 

และ 2,000 µg/mL) และเติม STC ที่ความเข้มข้นที่เหมาะสมที่ 10 µg/mL ทดสอบกับเชื้อ M. 

tuberculosis H37Rv ATCC 27294 ซึ่งเป็นสายพนัธุท์ีไ่วตอ่ยา Pyrazinamide โดยเจือจางเช้ือ

ให้มีความเข้มข้น ตั้งแต่ 1, 10, 102, 103, 104, 105, 106 CFU จากนั้นบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 

และท าการอ่านผลทุกวันเป็นเวลา 21 วัน สังเกตการเจริญเติบโตของเชื้อจากการเปลี่ยนสี 

redox indicator (STC) จากไม่มีสีเป็นสีชมพู พบว่าชุดทดสอบ NIC-CBMA ที่เติมเชื้อทดสอบ

ปริมาณ 106 CFU มีการเปลี่ยนสีในหลอดอาหารทุกหลอด หลังจากบ่มเชื้อแล้ว 14 วัน อ่านค่า 

Nicotinamide ในการยับยั้งเชื้อได้มากกว่า 2,000 µg/mL ชุดทดสอบที่เติมเชื้อปริมาณ 105 

CFU พบการเปลี่ยนสีในหลอดอาหารที่มีความเข้มข้น Nicotinamide ที่ 0 และ 250 µg/mL 

หลังจากบ่มเชื้อแล้ว 14 วัน มีค่า Nicotinamide ในการยับยั้งเชื้อเท่ากับ 500 µg/mL ชุด

ทดสอบที่เติมเชื้อปริมาณ 103 และ 104 CFU พบมีการเปลี่ยนสีในชุดทดสอบ NIC-CBMA ใน

หลอดควบคุมที่ไม่ผสม Nicotinamide เท่านั้น ในระยะเวลา 14 วันหลังจากบ่มเพาะเชื้อ อ่าน

ค่า Nicotinamide ในการยับยั้งเชื้อได้น้อยกว่า 250 µg/mL ชุดทดสอบที่เติมเชื้อปริมาณ 102 

CFU พบมีการเปลี่ยนสีในหลอดควบคุมที่ไม่ผสม Nicotinamide เท่านั้น ในระยะเวลา 21 วัน 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 104 

ในขณะที่ปริมาณเชื้อที่ 1 และ 10  CFU ไม่สามารถอ่านค่า Nicotinamide ในการยับยั้งเชื้อได้ 

เนื่องจากไม่มีการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเลี้ยงเชื้อในหลอดควบคุมที่ไม่ผสม Nicotinamide 

หลังจากบ่มเพาะเชื้อแล้ว 21 วัน โดยปริมาณเชื้อทดสอบที่เหมาะสมที่สุดในชุดทดสอบ NIC-

CBMA มีค่าประมาณ 103 ถึง 104 CFU ซึ่งเป็นปริมาณเชื้อที่ท าให้มีการเปลี่ยนแปลงสีในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลวจากไม่มีสีจนกลายเป็นสีชมพูภายในระยะเวลา 14 วันแสดงถึงการเพิ่มจ านวน

เซลล์ที่มีชีวิตและเป็นปริมาณเชื้อที่ไม่ท าให้เกิดผลบวกลวง ผลการทดสอบแสดงดังตารางที่ 22 

ตารางที่ 22 การหาปริมาณเชื้อวัณโรคที่เหมาะสมส าหรับทดสอบความไวต่อยาด้วยชุดทดสอบ NIC-
CBMA 

ปริมาณเชื้อในอาหารทดสอบ 

(CFU) 

ค่า Nicotinamide 

(µg/mL) 

ระยะเวลาในการอ่านผล 

(วัน) 

106 >2,000 14 

105 500 14 

104 <250 14 

103 <250 14 

102 <250 21 

10 - >21 

1 - >21 

 

9.4 การทดสอบความไวต่อยาด้วยชุดทดสอบ NIC-CBMA 

เชื้ อ  M. tuberculosis ทั้ งห ม ด  150 ส ายพั น ธุ์  ถู ก น าม าท ด ส อบ ค วาม ไวต่ อ ย า 

Pyrazinamide (PZA) ด้วยชุดทดสอบ NIC-CBMA โดยใช้ความเข้มข้นสุดท้ายของ STC เท่ากับ 

10 µg/mL และปริมาณ AST inoculum ประมาณ 104 CFU โดยมี เชื้อ  M. tuberculosis 

H37Rv ATCC 27294 ที่ไวต่อยา Pyrazinamide เป็นตัวควบคุมลบ และเชื้อ M. bovis BCG 

ATCC 37534 ที่ ดื้ อต่อยา Pyrazinamide เป็ นตั วควบคุมบวก ชุดทดสอบ NIC-CBMA 

ประกอบด้วย หลอดควบคุมที่ไม่ผสม Nicotinamide และหลอดที่ผสม Nicotinamide ความ

เข้มข้น 250, 500, 1,000 และ 2,000 µg/mL  เมื่อเติมเชื้อทดสอบลงไปและน าไปบ่มเพาะเชื้อที่ 
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37 องศาเซลเซียส อ่านผลทุกวันเป็นเวลา 21 วัน โดยสังเกตการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลวและโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งของชุดทดสอบ และรายงานค่าความเข้มข้นของ 

Nicotinamide ที่น้อยที่สุดในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ พบว่าสามารถอ่านผลการ

ทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide จากชุดทดสอบ NIC-CBMA ได้ด้วยตาเปล่าจากการสังเกต

การเปลี่ยนแปลงสีของ redox indicator ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวจากไม่มีสีเป็นสีชมพู และ/หรือ 

มีโคโลนีเชื้อเจริญเติบโตบนอาหารแข็ง โดยมีระยะเวลาการตรวจพบ (Time to detection: 

TTD) อยู่ในระหว่าง 10 ถึง 20 วัน และมีค่าเฉลี่ยอยู่ที่  13.8 วัน พบว่าความเข้มข้นของ 

Nicotinamide ที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ  M. tuberculosis H37Rv 

น้อยกว่า 250 µg/mL ดังภาพที่ 26 และความเข้มข้นของ Nicotinamide ที่น้อยที่สุดที่สามารถ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ เชื้อ M. bovis BCG ATCC 37534 มากกว่า 2,000 µg/mL ดัง

ภาพที่ 27 

 
ภาพที่ 27 แสดงผลการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วยชุดทดสอบ NIC-CBMA ของเชื้อ  

M. tuberculosis H37Rv เมื่อบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 14 วัน 

โดยหลอดที่  1 คือหลอดควบคุมที่ ไม่ ผสม  Nicotinamide หลอดที่  2 ถึ ง 5 คือหลอดที่ มี 
Nicotinamide ความเข้มข้น 250, 500, 1,000 และ 2,000 µg/mL ตามล าดับ  
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ภาพที่ 28 แสดงผลการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วยชุดทดสอบ NIC-CBMA ของเชื้อ    

M. bovis BCG ATCC 37534 เมื่อบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 14 วนั 

โดยหลอดที่  1 คือหลอดควบคุมที่ ไม่ ผสม  Nicotinamide หลอดที่  2 ถึ ง 5 คือหลอดที่ มี 

Nicotinamide ความเข้มข้น 250, 500, 1,000 และ 2,000 µg/mL ตามล าดับ  

 
เมื่ อ ท ด ส อ บ ค วาม ไวต่ อ ย า  Pyrazinamide ด้ ว ย ชุ ด ท ด ส อ บ  NIC-CBMA ใน เชื้ อ                      

M. tuberculosis ทั้งหมด 150 สายพันธุ์ พบเชื้อที่มีค่า Nicotinamide ที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้ง

การเจริญเติบโตของเชื้อน้อยกว่า 250 µg/mL จ านวน 52 สายพันธุ์ (34.67% ของเชื้อทดสอบ

ทั้งหมด) เชื้อที่มีค่า Nicotinamide น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อเท่ากับ 500  

µg/mL จ านวน 54 สายพันธุ์ (36% ของเชื้อทดสอบทั้งหมด) เชื้อที่มีค่า Nicotinamide น้อยที่สุดที่

สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อเท่ากับ 1,000 µg/mL จ านวน 9 สายพันธุ์ (6% ของเชื้อ

ทดสอบทั้งหมด) เชือ้ที่มีค่า Nicotinamide ที่น้อยที่สุดที่สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อเท่ากับ 

2,000 µg/mL จ านวน 14 สายพันธุ์ (9.33% ของเชื้อทดสอบทั้งหมด) เชื้อที่มีค่า Nicotinamide ที่

น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อมากกว่า 2,000 µg/mL จ านวน 21 สายพันธุ ์(14% 

ของเชื้อทดสอบทั้งหมด) (ภาพที่ 29) 
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ภาพที่ 29 จ านวนเชื้อ M. tuberculosis และค่าความเข้มข้นของ Nicotinamide นอ้ยที่สุดที่

สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ เมื่อทดสอบด้วยชุดทดสอบ NIC-CBMA 

เมื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อวัณโรคโดยใช้ชุด

ทดสอบ NIC-CBMA ที่พัฒนาขึ้นกับผลการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วยวิธีมาตรฐาน 

BACTEC MGIT960 PZA kit ของเชื้อ M. tuberculosis ทั้งหมด 150 สายพันธุ์ พบว่าเชื้อมีค่าความ

เข้มข้นของ Nicotinamide ที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อที่แตกต่างกัน เมื่อ

ทดสอบด้วยชุดทดสอบ NIC-CBMA โดยเชื้อที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide เมื่อทดสอบด้วยวิธี MGIT 

จ านวน 40 สายพันธุ์ มีค่า Nicotinamide น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อเท่ากับ 

1 ,000 µg/mL จ านวน 7 สายพันธุ์  (17.5% ของเชื้อดื้อยา PZA ทั้ งหมด) ส าหรับเชื้อที่มีค่า 

Nicotinamide น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อเท่ากับ 2,000 µg/mL มีจ านวน 12 

สายพันธุ์ (30% ของเชื้อดื้อยา PZA ทั้งหมด) และเชื้อที่มีค่า Nicotinamide น้อยที่สุดที่สามารถ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อมากกว่า 2,000 µg/mL มีจ านวน 21 สายพันธุ์ (52.5% ของเชื้อดื้อยา 

PZA ทั้งหมด) ส่วนเชื้อที่ไวต่อยา Pyrazinamide เมื่อทดสอบด้วยวิธี MGIT ทั้งหมด 110 สายพันธุ์ 

พบว่ามีค่า Nicotinamide น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อน้อยกว่า 250 µg/mL  

ทั้งหมด 52  สายพันธุ์ (47.27% ของเชื้อไวต่อยา PZA ทั้งหมด) เชื้อที่มีค่า Nicotinamide น้อยที่สุด

ที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อเท่ากับ 500 µg/mL  มีจ านวน 54 สายพันธุ์ (49.09% ของ
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เชื้อไวต่อยา PZA ทั้งหมด) เชื้อที่มีค่า Nicotinamide น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เชื้อเท่ากับ 1,000 µg/mL มีจ านวน 2 สายพันธุ์ (1.82% ของเชื้อไวต่อยา PZA ทั้งหมด) และเชื้ออีก

จ านวน 2 สายพันธุ์ (1.82% ของเชื้อไวต่อยา PZAทั้งหมด) มีค่า Nicotinamide น้อยที่สุดที่สามารถ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือเท่ากับ 2,000 µg/mL (ภาพที่ 30) 

 

 
 

ภาพที่ 30 แสดงจ านวนเชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อและไวต่อยา Pyrazinamide เมือ่ทดสอบด้วยวิธี

มาตรฐาน BECTEC MGIT PZA kit และความเข้มข้นของ Nicotinamide ที่น้อยทีสุ่ดในการยับย้ัง

เชื้อเมื่อทดสอบด้วยชุดทดสอบ NIC-CBMA 

เมื่อพิจารณาผลการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อวัณโรคโดยใช้ชุดทดสอบ 

NIC-CBMA ที่พัฒนาขึ้นกับผลการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วยวิธีมาตรฐาน BACTEC 

MGIT960 PZA kit ของเชื้อ M. tuberculosis ทั้งหมด 150 สายพันธุ์ แบ่งเป็นสายพันธุ์ที่ไวต่อยา 

110 สายพันธุ์ และเชื้อที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide จ านวน 40 สายพันธุ์ พบว่าเชื้อที่ดื้อต่อยา 

Pyrazinamide ทั้งหมด 40 สายพันธุ์ (100% ของเชื้อดื้อยา PZA ทั้งหมด) มีค่าความเข้มข้นของ 

Nicotinamide น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อมากกว่าหรือเท่ากับ 1,000 µg/mL  

ส่วนเชื้อที่ไวต่อยา 110 สายพันธุ์ มีค่าความเข้มข้นของ Nicotinamide น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเชื้อมากกว่าหรือเท่ากับ 1,000 µg/mL จ านวน 4 สายพันธุ์ (3.64% ของเชื้อไวต่อยา 
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PZA ทั้งหมด) ส่วนเชื้อไวต่อยาอีกจ านวน 106 สายพันธุ์ (96.36% ของเชื้อไวต่อยา PZA ทั้งหมด) มี

ค่าความเข้มข้นของ Nicotinamide น้อยกว่า 1,000 µg/mL ในการศึกษานี้จึงก าหนดค่าความ

เข้มข้นวิกฤตของ Nicotinamide มีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 1,000 µg/mL ในการใช้ทดสอบความไว

ต่อยา Pyrazinamide โดยหากเชื้อ M. tuberculosis ให้ค่าความเข้มข้นของ Nicotinamide มากกก

ว่าหรือเท่ ากับ 1,000 µg/mL ในการยับยั้ งการเจริญ เติบโตของเชื้อ  แสดงถึงเชื้อดื้อต่อยา 

Pyrazinamide และหากมีความเข้มข้นของ Nicotinamide น้อยกว่า 1,000 µg/mL ในการยับยั้ง

การเจริญเติบโตของเชื้อ แสดงถึง เช้ือไวต่อยา Pyrazinamide เมื่อทดสอบด้วยวิธี NIC-CBMA  

เมื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อวัณโรคโดยใช้ชุด

ทดสอบ NIC-CBMA ที่พัฒนาขึ้นกับผลการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วยวิธีมาตรฐาน 

BACTEC MGIT960 PZA kit และตรวจหาการกลายพันธุ์ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาในยีน pncA ยีน 

rpsA และยี น  panD ด้ วย เทคนิ ค  DNA sequencing (ต ารางที่  23) พบว่ า เชื้ อที่ ดื้ อต่ อยา 

Pyrazinamide เมื่ อทดสอบด้วยวิธี  BACTEC MGIT 960 PZA kit จ านวน 40 สายพันธุ์  มีค่ า 

Nicotinamide น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อเท่ากับ 1 ,000 µg/mL จ านวน 7 

สายพันธุ์ โดยสายพันธุ์เหล่านี้พบการกลายพันธุ์ในยีน pncA ที่สัมพันธ์กับการดื้อยาทั้งหมด 6 สาย

พั น ธุ์  ไ ด้ แ ก่  A-11C, Aspartic acid12-Alanine, Tyrosine4 1 STOP, Proline6 2 -Leucine, 

Tyrosine103STOP และ INS-150 ส่วนอีก 1 สายพันธุ์ เป็นการกลายพันธุ์ใหม่ที่พบครั้งแรกใน

การศึกษาน้ี ได้แก่ INS-97  

เชื้ อ  M.  tuberculosis ที่ ดื้ อ ต่ อ ย า  Pyrazinamide จ า น ว น  1 2 ส า ย พั น ธุ์  มี ค่ า 

Nicotinamide ที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อเท่ากับ 2,000 µg/mL ซึ่งพบการ

กลายพันธุ์ในยีน pncA ที่สัมพันธ์กับการดื้อยาทั้งหมด 9 สายพันธุ์ ได้แก่ A-11G, Aspartic acid12-

Alanine, Threonine47-Proline, Isoleucine90-Serine, Glycine105-Valine, INS-136 (จ านวน 

2 สายพันธุ์), Valine139-Leucine, INS-177  และพบกลายพันธุ์ในยีน rpsA ที่ไม่สัมพันธ์กับการดื้อ

ยาจ านวน 1 สายพันธุ์  ได้แก่ Aspartic acid212- Aspartic acid เป็นการกลายพันธุ์ใหม่ในยีน 

pncA 1 สายพันธุ์ ได้แก่ INS-132 และอีก 1 สายพันธุ์ไม่พบการกลายพันธุ์ในยีน pncA ยีน rpsA 

และยีน panD  

เชื้ อ  M. tuberculosis ที่ ดื้ อ ต่ อ ย า  Pyrazinamide อี ก จ าน วน  21  ส ายพั น ธุ์  มี ค่ า 

Nicotinamide ที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อมากกว่า 2 ,000 µg/mL และพบ
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รูปแบบการกลายพันธุ์ในยีน pncA ที่สัมพันธ์กับการดื้อยาทั้งหมด 19 สายพันธุ์ ได้แก่ A-11C , 

Isoleucine90-Serine, Serine104-Arginine พบรูปแบบละ 2 สายพันธุ์ และ A-11G, Glycine24-

Aspartic acid, Leucine35-Proline, Serine67-Proline, Tryptophan 68-Glycine, Cysteine72-

Tyrosine, Tryptophan119-Arginine, Leucine120-Arginine, การกลายพันธุ์พร้อมกัน 2 ต าแหน่ง 

คื อ  Aspartate126 -Histidine และ Aspartate129 -Tyrosine, INS-136, Valine139 -Alanine, 

Valine139-Glycine, Leucine172-Proline พบรูปแบบละ 1 สายพันธ์ุ อีก 1 สายพันธ์ุเป็นการกลาย

พันธุ์ใหม่ที่พบในการศึกษานี้ ได้แก่ Del-165-166 และพบกลายพันธุ์ในยีน rpsA จ านวน 1 สายพันธุ์  

ได้แก่ Aspartic acid212- Aspartic acid 

ส าหรับเชื้อที่ไวต่อยา Pyrazinamide เมื่อทดสอบด้วยวิธีมาตรฐาน BACTEC MGIT960 

PZA kit และมีผลการตรวจหาการกลายพันธุ์ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาในยีน pncA ด้วยเทคนิค DNA 

sequencing ทั้ งหมด 82 สายพันธุ์  พบว่ามีค่า Nicotinamide น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเชื้อน้อยกว่า 250 µg/mL จ านวน  37 สายพันธุ์ ในจ านวนนี้มีการกลายพันธุ์บนยีน 

pncA ที่ไม่สัมพันธ์กับการดื้อยา จ านวน 4 สายพันธ์ุ ได้แก่ Isoleucine31-Threonine และการกลาย

พันธ์ุที่พบใหม่ ได้แก่ Aspartic acid63-Proline (จ านวน 1 สายพันธ์ุ) และไม่พบการกลายพันธ์ุบนยีน 

pncA จ านวน 32 สายพันธ์ุ 

 เชื้ อ  M. tuberculosis ที่ ไวต่อยา Pyrazinamide ที่ มี ค่ า Nicotinamide น้อยที่ สุ ดที่

สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อเท่ากับ 500 µg/mL มีจ านวน 41 สายพันธุ์ ในจ านวนนี้ไม่พบ

การกลายพันธุ์บนยีน pncA จ านวน 34 สายพันธุ์ และมีการกลายพันธุ์บนยีน pncA ที่ไม่สัมพันธ์กับ

การดื้อยา จ านวน 4 สายพันธุ์  ได้แก่  Isoleucine31-Threonine (จ านวน 3 สายพันธุ์ ) และ 

Valine163-Alanine (จ านวน 1 สายพันธุ์) และพบการกลายพันธุ์บนยีน pncA ที่ไม่ทราบบทบาทแน่

ชัดเกี่ยวกับการด้ือยา Pyrazinamide จ านวน 3 สายพันธ์ุ ได้แก่ Threonine61-Proline  

นอกจากนี้พบเชื้อ M. tuberculosis ที่ไวต่อยา Pyrazinamide ที่มีค่า Nicotinamide ที่

น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อเท่ากับ 1,000 µg/mL จ านวน 2 สายพันธุ์ ซึ่งพบ

การกลายพันธุ์บนยีน pncA ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา 1 สายพันธุ์ ได้แก่ Aspartic acid136-Glycine  

และไม่พบการกลายพันธุ์ 1 สายพันธุ์ และ เชื้อ M. tuberculosis ที่มีค่า Nicotinamide ที่น้อยที่สุด

ที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อเท่ากับ 2,000 µg/mL จ านวน 2 สายพันธุ์ ซึ่งพบการกลาย
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พันธ์บนยีน  pncA  ที่ ยั งไม่ทราบบทบาทแน่ชัด  เกี่ ยวกับการดื้ อยา Pyrazinamide ได้แก่ 

Threonine61-Proline และ Phenyalanine106-Leucine  

 
ตารางที่ 23 เปรียบเทียบผลการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อวัณโรคโดยใช้ชุด

ทดสอบ NIC-CBMA ที่พัฒนาขึ้นกับผลการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วยวิธีมาตรฐาน 

BACTEC MGIT960 PZA kit และตรวจหาการกลายพันธุ์ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาในยีน pncA ยีน 

rpsA และยีน panD 

*หมายเหตุ XXXR หมายถึง การกลายพันธุ์บนยีน pncA ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา, XXXS หมายถึง การกลายพันธุ์บน

ยีน pncA ที่ไม่สัมพันธ์กับการดื้อยา, XXXI หมายถึง การกลายพันธุ์บนยีน pncA ที่ไม่ทราบบทบาทแน่ชัดเกี่ยวกับ

การดื้อยา, XXX*S หมายถึง การกลายพันธุ์บนยีน rpsA ไม่สัมพันธ์กับการดื้อยา, wild-type หมายถึง ไม่พบการ

กลายพันธ์บนยีน pncA 

ความไวต่อยา 
PZA ด้วยวิธี 
MGIT 
(จ านวนสายพันธุ์) 

NIC-CBMA การกลายพันธุ์ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาในยีน pncA ยีน rpsA 
และยีน panD ด้วยเทคนิค DNA sequencing 
 (จ านวนสายพันธุ์) 

MIC (µg/mL) 
(จ านวนสายพันธุ์)  

% 

 
 
ดื้อต่อยา PZA 
(40) 

<250  - - 

500  - - 

1000 (7) 17.5 A-11CR(1), D12AR(1), Y41STOPR(1), P62LR(1), INS-97N(1), 
Y103STOPR(1), INS-150R (1) 

2000 (12) 30 A-11GR(1), D12AR(1), T47PR(1), I90SR(1), G105VR(1), INS-
132N(1), INS-136R (2), V139LR(1), INS-177R(1), wild-type(1), 
R212R*S(1) 

>2000 (21) 52.5 A-11CR (2), A-11GR(1), G24DR(1), L35PR(1), S67PR(1), 
W68GR(1), C72YR(1), I90SR (2), S104RR (2), W119RR(1), 
L120RR(1), D126H+D129YR(1), INS-136R(1), V139AR(1), 
V139GR (1)¸Del165-166N, L172PR, R212R*S(1) 

 
 
ไวต่อยา PZA 
(82) 

<250 (37) 45.12 I31TS (4), D63PN(1), wild-type (32) 

500 (41) 50 I31TS (3), T61PI (3), V163AS(1), wild-type (34) 

1000 (2) 2.44 D136GR(1), wild-type (1) 

2000 (2) 2.44 T61PI(1), F106LI(1) 
>2000  - - 
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10. การค านวณหาความไว (Sensitivity) ความจ าเพาะ(Specificity) ค่าท านายผลบวก 
(Positive predictive value) และค่าท านายผลลบ (Negative predictive value) ของ
การทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide 

ผลจากการค านวณความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบของชุดทดสอบ 

NIC-CBMA เพื่อตรวจวินิจฉัยการดื้อยา Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์คลินิก

จ านวนทั้งหมด 150 สายพันธุ์ เมื่อเปรียบเทียบกับผลการวิเคราะห์ด้วยวิธีมาตรฐาน BACTEC MGIT 

960 PZA kit ได้ค่าความไวของการทดสอบเท่ากับ 85.11% ความจ าเพาะของการทดสอบเท่ากับ 

96.12% ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 90.91% ค่าท านายผลลบเท่ากับ 93.40% (ตารางที่ 24) 

ตารางที่ 24 แสดงค่าความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบของชุดทดสอบ 

NIC-CBMA เพือ่ตรวจวินิจฉัยการด้ือยา Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis เปรียบเทียบกับ

วิธีมาตรฐาน BACTEC MGIT 960 PZA kit 

 ดื้อต่อยา PZA เมื่อ

ตรวจด้วย BACTEC 

MGIT960  

ไวต่อยา PZA เมื่อ

ตรวจด้วย BACTEC 

MGIT960  

ความไว 

ความจ าเพาะ 

ค่าทานาย
ผลบวก  
 ค่าทานายผลลบ 

ดื้อต่อยา PZA เมื่อ

ตรวจด้วย NIC-CBMA 

 

40 

 

4 

 

85.11% 

 

 

 

96.12% 

 

 

90.91% 

 

 

93.40% 

 ไวต่อยา PZA เมื่อ

ตรวจด้วย NIC-CBMA 

 

7 

 

99 

หลังจากท าการตรวจการดื้อยา Pyrazinamide ด้วยวิธีมาตรฐาน BACTEC MGIT 960 PZA 

Medium โดยลดปริมาณเชื้อ AST inoculum ลง เพื่อลดผลบวกลวงจากวิธีมาตรฐานพบว่ามีค่า

ความไวเท่ากับ 100% ความจ าเพาะเท่ากับ 96.36%  ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 90.91%  และค่า

ท านายผลลบเท่ากับ 100%  ดังตารางที่ 25 
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ตารางที่ 25 แสดงค่าความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบของชุดทดสอบ 

NIC-CBMA เพือ่ตรวจวินิจฉัยการด้ือยา Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis เปรียบเทียบกับ

วิธีมาตรฐาน BACTEC MGIT 960 PZA kit ที่ลดปริมาณเชื้อ AST inoculum ลง 

 ดื้อต่อยา PZA เมื่อ

ตรวจด้วย BACTEC 

MGIT960  

ไวต่อยา PZA เมื่อ

ตรวจด้วย BACTEC 

MGIT960  

ความไว 

ความจ าเพาะ 

ค่าทานาย
ผลบวก  
 ค่าทานายผลลบ 

ดื้อต่อยา PZA เมื่อตรวจ

ด้วย NIC-CBMA 

 

40 

 

4 

 

100% 

 

 

 

96.36% 

 

 

90.91% 

 

 

100 % 

 
ไวต่อยา PZA เมื่อตรวจ

ด้วย NIC-CBMA 

 

0 

 

106 
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บทที่ 5 
อภิปรายและสรุปผล 

 วัณโรคเป็นปัญหาส าคัญด้านสาธารณสุขของโลกมายาวนานกว่า 100 ปี ในปี พ.ศ. 2560 

องค์การอนามัยโลกคาดประมาณว่ามีผู้ติดเชื้อรายใหม่ทั่วโลกประมาณ 10 ล้านคน และเป็น 1 ใน 10 

สาเหตุส าคัญของการเสียชีวิตของประชากรทั่วโลกด้วยจ านวนผู้เสียชีวิตกว่า 1.6 ล้านคน ผู้ป่วยส่วน

ใหญ่อยู่ในประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้และทวีปแอฟริกา ส าหรับประเทศไทยองค์การอนามัย

โลกจัดให้อยู่ในกลุ่ม 14 ประเทศที่มีปัญหาวัณโรค (TB) ปัญหาวัณโรคร่วมกับการติดเชื้อเอชไอวี 

(TB/HIV) และปัญหาวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (MDR-TB) สูง โดยคาดการณ์ว่ามีผู้ติดเชื้อรายใหม่ 

108,000 รายหรือคิดเป็นอัตราอุบัติการณ์ 156 ต่อประชากรแสนคน (1) สาเหตุที่ท าให้วัณโรคยังคงมี

การแพร่ระบาดนั้น เกิดจากขาดระบบการดูแลรักษาและควบคุมวัณโรคที่มีประสิทธิภาพ รวมทั้งมีการ

แพร่ระบาดของวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (Multidrug resistant tuberculosis: MDR-TB) มากขึ้น 

ซึ่งเป็นเชื้อที่ด้ือต่อยาที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการรักษาวัณโรคพร้อมกัน 2 ตัวยา ได้แก่ ยา Isoniazid 

และยา Rifampicin ท าให้การรักษาผู้ป่วยกลุ่มนี้ท าได้ยากและซับซ้อนขึ้น ต้องใช้ระยะเวลายาวนาน

และค่าใช้จ่ายที่สูงขึ้นหลายเท่า ผู้ป่วยมีโอกาสรักษาหายต่ าเพียงร้อยละ 56 (1) ดังนั้นจึงควรมี

มาตราการเฝ้าระวังและควบคุมสถานการณ์การแพร่ระบาดของเชื้อวัณโรคดื้อยาอย่างเคร่งครัด โดย

วิธีการหนึ่ง คือการตรวจวินิจฉัยรูปแบบการดื้อยาที่รวดเร็ว น่าเชื่อถือ และครอบคลุมยารักษาวัณโรค

แต่ละชนิดก่อนได้รับการรักษา เพื่อใช้เป็นข้อมูลในการเลือกสูตรยาที่เหมาะสมแก่ผู้ป่วย  

 การตรวจทางห้องปฏิบัติการมีบทบาทส าคัญในการช่วยวินิจฉัยและควบคุมการแพร่ระบาด

ของวัณโรคซึ่งมีหลายวิธี ได้แก่ การตรวจเสมหะหาเชื้อติดสีทนกรด (acid fast bacilli) ด้วยกล้อง

จุลทรรศน์ การเพาะเลี้ยงเชื้อ การตรวจทางอณูชีววิทยาและการทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรค ซึ่ง

ยารักษาวัณโรคส่วนใหญ่มีวิธีการทดสอบความไวต่อยาที่มีประสิทธิภาพ ยกเว้น ยา Pyrazinamide 

ซึ่งเป็นยารักษาวัณโรคแนวที่ 1 (first-line drug) ที่ส าคัญในการรักษาทั้งวัณโรคที่ดื้อต่อยาและไวต่อ

ยา เนื่องจากมีคุณสมบัติ sterilizing activity คือสามารถก าจัดทั้งวัณโรคที่มีเมแทบอลิซึมตลอดเวลา

และเชื้อวัณโรคที่ไม่ค่อยเจริญแบ่งตัว (dormant persister bacteria) ซึ่งไม่ตอบสนองกับยารักษา  

วัณโรคตัวอื่น ๆ ท าให้สามารถลดระยะเวลาของสูตรยารักษาวัณโรคจากเดิมที่ใช้เวลา 9 ถึง 12 เดือน

เหลือเพียง 6 เดือนและสามารถช่วยลดโอกาสกลับมาเป็นวัณโรคซ้ า นอกจากนี้ในปัจจุบันยา 
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Pyrazinamide ถูกพิจารณาให้ใช้ร่วมในสูตรยารักษาวัณโรคดื้อยาใหม่ ๆ เช่น ยา Bedaquiline ท า

ให้ลดระยะเวลาการรักษาวัณโรคดื้อยาเหลือเพียง 1 ปี จากเดิมใช้เวลาถึง 2 ปี (10, 13) ดังนั้นในการ

เลือกใช้สูตรยาที่มีประสิทธิภาพเหล่านี้ จ าเป็นต้องทราบข้อมูลการดื้อยา Pyrazinamide ก่อนการ

รักษา แต่ในปัจจุบันห้องปฏิบัติการวัณโรคไม่นิยมท าการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ใน

งานประจ า เนื่องจากวิธีการทดสอบแบบฟีโนไทป์ (Phenotype-based PZA susceptibility) ท าได้

ยุ่งยาก การทดสอบด้วยวิธีที่แตกต่างกันหรือทดสอบซ้ า ๆ อาจให้ผลที่แตกต่างกัน ผลการทดสอบจึงมี

ความน่าเชื่อถือต่ า ซึ่งมีสาเหตุมาจากสภาวะความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นมีผลต่อการ

ทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide อย่างมาก โดยสภาวะที่เหมาะสมต่อการออกฤทธิ์ของยาอยู่ที่ 

pH 5.5 ที่สภาวะนี้เชื้อบางสายพันธุ์ไม่สามารถเจริญเติบโตได้ ท าให้เกิดผลลบลวงสูง ในขณะที่การใช้

เชื้อปริมาณมากเกินไป (107–8 ตัวต่อมิลลิลิตร) ท าให้ค่า pH เป็นด่างมากขึ้น ซึ่งสภาวะนี้ยาจะไม่

สามารถออกฤทธิ์ได้ ท าให้เกิดผลบวกลวงสูง (10, 12) โดยเฉพาะการตรวจด้วยวิธีมาตรฐาน BACTEC 

MGIT 960 PZA kit ซึ่งเป็นวิธีเดียวที่องค์การอนามัยโลกแนะน าส าหรับการทดสอบความไวต่อยา 

Pyrazinamide (4) เพื่อเป็นการลดข้อจ ากัดของการตรวจแบบฟีโนไทป์ ในปัจจุบันจึงมีการใช้เทคนิค

ทางอณูชีววิทยาในการตรวจหาการกลายพันธุ์ที่สัมพันธ์กับการดื้อต่อยา Pyrazinamide ในยีน pncA 

ซึ่งเป็นยีนที่แสดงออกเป็นเอนไซม์ Pyrazinamidase ท าให้ยาไม่สามารถเปลี่ยนแปลงเป็นรูปที่ออก

ฤทธิ์ได้ จากข้อมูลงานวิจัยทั่วโลก พบว่าเชื้อวัณโรคที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide 70% ถึง 99% มีการ

กลายพันธุ์บริเวณยีนนี้  ลักษณะการกลายพันธุ์ส่วนใหญ่เป็นการแทนที่ของคู่เบสที่ท าให้กรดอะมิโน

เปลี่ยนแปลงไป โดยในปัจจุบันพบรูปแบบการกลายพันธุ์กว่า 600 รูปแบบ ในต าแหน่งโคดอน

ประมาณ 171 ต าแหน่ง (จากทั้งหมด 187 ต าแหน่ง) ตลอดทั้งยีน (16) นอกจากนั้นยังมีรายงานพบ

การกลายพันธุ์ในยีนที่ควบคุมเป้าหมายในการออกฤทธิ์ของยา เช่น ยีน  rpsA ถอดรหัสได้เป็น 

Ribosomal protein S1  (6 6 ) แ ล ะ ยี น  panD ถ อ ด รหั ส เป็ น เอ น ไซ ม์  Aspartate alpha-

decarboxylase ที่ เกี่ ย วข้ อ งกั บ การสร้ าง β-alanine ซึ่ ง เป็ นสารตั้ งต้ น ในการสั ง เคราะห์ 

Pantothenate และ Co-enzyme A (10) อย่างไรก็ตามการกลายพันธุ์ของยีน rpsA และ panD ยัง

มีรายงานจ านวนไม่มากนัก 

การศึกษาครั้งนี้ศึกษาในเชื้อวัณโรคดื้อยา (Drug resistant TB: DR-TB) ทั้งหมด 150 สาย

พันธุ์ที่เพาะแยกได้จากเสมหะผู้ป่วยในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา กลุ่มงานพยาธิวิทยา สถาบันโรค
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ทรวงอก จังหวัดนนทบุรี ประเทศไทย ซึ่งผ่านการทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคด้วยวิธี Absolute 

concentration ใน ตั วย า  Isoniazid ยา Rifampicin ยา Ethambutol ยา Streptomycin ยา 

Kanamycin ยา Ofloxacin ยา Levofloxacin และยา Moxifloxacin ท าให้สามารถจ าแนกเชื้อ     

วัณโรคดื้อยาได้เป็น 1. วัณโรคดื้อยาหลายขนาน (Multi-drug resistant TB: MDR-TB) มีจ านวน 

118 สายพันธุ์ คิดเป็น 78.67% ของเชื้อดื้อยาทั้งหมด 2. วัณโรคดื้อยาหลายขนานชนิดรุนแรง (Pre-

extensive drug resistant TB: Pre-XDR-TB) มีจ านวน 26 สายพันธุ์ คิดเป็น 17.33% ของเชื้อดื้อ

ยาทั้งหมด 3. วัณโรคดื้อยาหลายขนานชนิดรุนแรงมาก (Extensive drug resistant TB: XDR-TB) มี

จ านวน 6 สายพันธุ์ คิดเป็น 4% ของเชื้อดื้อยาทั้งหมด โดยมีการรายงานอุบัติการณ์ของเชื้อ Pre-

XDR-TB ประมาณ 16% ถึง 49% ของเชื้อดื้อยาทั้งหมด และเชื้อ XDR-TB พบได้ในอัตรา 2% ถึง 

11% ของเชื้อดื้อยาทั้งหมด ซึ่งมีความแตกต่างกันในแต่ละภูมิภาคทั่วโลก องค์การอนามัยโลกมีการ

คาดการณ์ว่าจะมีผู้ติดเชื้อ XDR ประมาณ 3% ถึง 5% ในผู้ติดเชื้อดื้อยาทั้งหมด (1) ในขณะที่การ

รายงานสถานการณ์วัณโรคดื้อยาในประเทศไทยโดยกรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข ปี พ.ศ. 

2559 พบผู้ติดเชื้อ XDR-TB เพียง 1.26% ของผู้ติดเชื้อด้ือยาทั้งหมด ซึ่งการรายงานจ านวนผู้ติดเชื้อที่

ต่ ากว่าความเป็นจริงนั้นอาจมีสาเหตุมาจากโรงพยาบาลส่วนใหญ่ยังขาดศักยภาพทางห้องปฏิบัติการ

ในการวินิจฉัยเชื้อดื้อยา และหลายแห่งไม่ได้ส่งตรวจมายังห้องปฏิบัติการในโรงพยาบาลขนาดใหญ่ 

หรือ กองวัณโรคในสังกัดกรมควบคุมโรค อีกทั้งระบบบันทึกและรายงานผลการดื้อยายังไม่ครอบคลุม

ในทุกโรงพยาบาล อย่างไรก็ตามการศึกษานี้ใช้เฉพาะเชื้อวัณโรคที่เพาะได้จากเสมหะผู้ป่วยในสถาบัน

โรคทรวงอก จังหวัดนนทบุรีเท่านั้น ผลของจ านวนสัดส่วนเชื้อดื้อยาชนิดต่าง ๆ ที่ค านวนได้จาก

การศึกษาน้ี จึงไม่สามารถอธิบายอัตราความชุกของเช้ือดื้อยาที่เกิดขึ้นจริงในประเทศไทยได้  

เมื่อท าการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 PZA Kit ซึ่ง

เพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว pH 5.9 ที่มียา Pyrazinamide ความเข้มข้น 100 µg/mL ผสม

อยู่ หากเชื้อดื้อต่อยาและเจริญเติบโตได้ ออกซิเจนจะถูกน าไปใช้ ส่งผลให้สารฟลูออเรสเซนต์ที่ก้น

หลอดหลุดออกมาเป็นอิสระและสามารถตรวจวัดการเปล่งแสงภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลต โดยทดสอบ

ในเชื้อวัณโรคดื้อยา (DR-TB) ทั้งหมด 150 สายพันธุ์ พบว่าเชื้อดื้อต่อยา Pyrazinamide (PZAR) 

จ านวน 47 สายพันธุ์ คิดเป็น 31.33% ของเชื้อทดสอบทั้งหมด แบ่งเป็นเชื้อ MDR-TB จ านวน 31 

สายพันธุ์ (26.27 % ของเชื้อ MDR-TB ทั้งหมด) เชื้อ Pre-XDR-TB จ านวน 12 สายพันธุ์ (46.15% 
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ของเชื้อ Pre-XDR-TB ทั้งหมด) และเชื้อ XDR-TB จ านวน 4 สายพันธุ์ (66.67 % ของเชื้อ XDR-TB 

ทั้งหมด) และเชื้ออีก 103 สายพันธุ์ให้ผลการทดสอบไวต่อยา Pyrazinamide (PZAS) คิดเป็น 

68.67% ของเชื้อทดสอบทั้งหมด ซึ่งเห็นได้ว่าการดื้อต่อยา Pyrazinamide มีความเกี่ยวข้องกับเชื้อ

วัณโรคดื้อยา โดยพบอัตราการดื้อต่อยานี้มากขึ้นในเชื้อดื้อยาหลายขนานชนิดรุนแรงมาก ซึ่ง

สอดคล้องกับรายงานการทบทวนวรรณกรรมของ Chang และคณะ ที่รายงานว่าความชุกของการดื้อ

ยา Pyrazinamide มีความสัมพั นธ์กั บ เชื้ อวัณ โรคดื้ อยา (DR-TB) โดยพบอัตราการดื้ อยา 

Pyrazinamide ในเชื้อวัณโรคดื้อยาเฉลี่ยอยู่ที่ 51%  (พบได้ในอัตรา 31% ถึง 89% ขึ้นอยู่กับแต่ละ

ภูมิภาค) ในขณะที่เชื้อวัณโรคไวต่อยา (DS-TB) สามารถพบการดื้อยา Pyrazinamide ได้น้อยกว่า

เฉลี่ยอยู่ที่  5% (พบได้ตั้งแต่ 0% ถึง 9% ของเชื้อที่ไวต่อยา) (13) ส าหรับในประเทศไทย พบ

การศึกษาหาความชุกของการดื้อยา Pyrazinamide เพียง 1 การศึกษาจากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล โดยท าการทดสอบความไวต่อยา 

Pyrazinamide ในเชื้อวัณโรคจ านวน 150 สายพันธุ์ แบ่งเป็นเชื้อที่ไวต่อยา (DS-TB) จ านวน 50 สาย

พันธุ์และเชื้อดื้อยา (MDR-TB) จ านวน 100 สายพันธุ์ พบอัตราการดื้อยา Pyrazinamide 6% ในเชื้อ

ที่ไวต่อยาและ 49% ในเชื้อด้ือยา (76) ซึ่งเห็นได้ว่าความชุกของการด้ือยา Pyrazinamide พบมากขึ้น

ในเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนาน ดังนั้นในภูมิภาคที่มีการระบาดของเชื้อดื้อยาสูง ควรมีการทดสอบ

ความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อวัณโรคในผู้ป่วยทุกราย เพื่อให้แพทย์ใช้เป็นข้อมูลในการเลือก

สูตรยาที่เหมาะสมให้แก่ผู้ป่วย 

การทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide แบบจีโนไทป์โดยการตรวจหาต าแหน่งกลายพันธุ์

บ นยี น  pncA ด้ วย เทคนิ ค  DNA sequencing ซึ่ งมี ค วาม ไวประมาณ  83% ถึ ง  90% และ

ความจ าเพาะประมาณ 97% ถึง 100% เมื่อเทียบกับวิธีอ้างอิง BACTEC MGIT 960 ช่วยเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์เนื่องจากลดข้อจ ากัดของการตรวจแบบฟีโนไทป์ที่เกิดผลลบลวง

จากสภาวะกรดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะกับการออกฤทธิ์ของยาแต่ยับยั้งการเจริญของเชื้อบางสาย

พันธุ์ และผลบวกลวงจากการทดสอบด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 อีกทั้งให้ผลการทดสอบที่รวดเร็ว

ภายใน 1 ถึง 2 วัน (13) ในการศึกษานี้ได้ท าการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน pncA ของเชื้อ M. 

tuberculosis ทั้งหมด 122 สายพันธุ์ แบ่งเป็นเชื้อที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide (PZAR) 47 สายพันธุ์

และเชื้อที่ไวต่อยา (PZAS) 75 สายพันธุ์ ด้วยเทคนิค DNA sequencing พบว่าเชื้อ PZAR มีการกลาย

พันธุ์บนยีน pncA จ านวน 38 สายพันธุ์ คิดเป็น 80.85% ของเชื้อ PZAR ทั้งหมด สอดคล้องกับ
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งานวิจัยจากทั่วโลกที่รายงานพบการกลายพันธุ์บริเวณยีนนี้ 70% ถึง 99% ในเชื้อ PZAR ส าหรับเชื้อ 

PZAS พบการกลายพันธุ์จ านวน 14 สายพันธุ์ คิดเป็น 18.67% ของเชื้อ PZAS ทั้งหมด ซึ่งมีค่า

ใกล้เคียงกับงานวิจัยจากทั่วโลกที่รายงานพบการกลายพันธุ์ ในเชื้อ PZAS ประมาณ 9% ถึง 22.2%  

(16) และจากการศึกษาในประเทศไทยโดย Jonmalung และคณะ พบการกลายพันธุ์บนยีน pncA 

ในเชื้อ PZAS 17.65% และ 77.55% ในเชื้อ PZAR (76) 

โดยเชื้อ MDR-TB มีอัตราการกลายพันธุ์บนยีน pncA 36.46% (พบการกลายพันธุ์ใน MDR-

TB จ านวน 35 สายพันธุ์จาก 96 สายพันธุ์) เชื้อ Pre-XDR-TB มีอัตราการกลายพันธุ์ 63.67% (พบ

การกลายพันธุ์ใน Pre-XDR-TB จ านวน 14 สายพันธุ์จาก 22 สายพันธุ์) และในเชื้อ XDR-TB พบ

อัตราการกลายพันธุ์ 75% (พบการกลายพันธุ์ใน XDR-TB จ านวน 3 สายพันธุ์จาก 4 สายพันธุ์) ซึ่งจะ

เห็นได้ว่าความชุกของการการกลายพันธุ์บนยีน pncA พบมากขึ้นในเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนาน เชื้อ

วัณโรคที่มีการกลายพันธุ์บนยีน pncA ทั้งหมด 52 สายพันธุ์ ประกอบด้วยเชื้อ PZAR จ านวน 38 สาย

พันธุ์และ PZAS จ านวน 14 สายพันธุ์ พบว่ามีการกลายพันธุ์แบบการแทนที่ของเบสต าแหน่งเดียวที่

ท าให้กรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงไป (Nonsynonymous mutations) มากที่สุดมีทั้งหมด 36 สายพันธุ์ 

(69.23% ของเชื้อวัณโรคที่มีการกลายพันธุ์) รองลงมาคือการกลายพันธุ์แบบ Frameshift mutation 

ซึ่งเกิดจากการแทรกเข้าและขาดหายไปของเบส ( Insertion/Deletion) พบจ านวน 8 สายพันธุ์ 

(15.38% ของเชื้อวัณโรคที่มีการกลายพันธุ์) การกลายพันธุ์บริเวณ Promoter พบจ านวน 5 สายพันธ์ุ 

(9.62% ของเชื้อวัณโรคที่มีการกลายพันธุ์) การกลายพันธุ์แบบ Nonsense mutation พบจ านวน 2 

สายพันธุ์ (3.85% ของเชื้อวัณโรคที่มีการกลายพันธุ์) และการกลายพันธุ์ที่มีการเปลี่ยนแปลงของ

กรดอะมิโน 2 ต าแหน่ง (Double mutation) พบจ านวน 1 สายพันธุ์ (1.92% ของเชื้อวัณโรคที่มีการ

กลายพันธุ์)  ซึ่งจากรายงานการทบทวนวรรณกรรมของ Ramirez และคณะที่รวบรวมรูปแบบการ

กลายพันธุ์บนยีน pncA จากการศึกษาทั่วโลก พบว่ารูปแบบการกลายพันธุ์ที่พบในเชื้อ PZAR ส่วน

ใหญ่เป็นการกลายพันธุ์แบบการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์หนึ่งตัวในจีโนมต าแหน่ง (single-

nucleotide polymorphism) ที่ท าให้กรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงไป พบได้ 79% ของเชื้อ PZAR ที่มี

การกลายพันธุ์  การกลายพันธุ์ที่ พบรองลงมาคือ  การแทรกเข้ าและขาดหายไปของเบส 

(Insertion/Deletion) พบได้ประมาณ 16%  และการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง Promotor พบได้

ประมาณ 3.4% ของเชื้อ PZAR ที่มีการกลายพันธ์ุ (9) 
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เชื้อวัณโรคทั้งหมด 52 สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์บนยีน pncA พบรูปแบบการกลายพันธุ์

ทั้งหมด 34 แบบ แบ่งเป็นการกลายพันธุ์ที่สัมพันธ์กับการดื้อต่อยา Pyrazinamide จ านวน 26 แบบ 

(76.47% ของรูปแบบการกลายพันธ์ุทั้งหมด) โดยพบในเชื้อ PZAS  1 แบบ ได้แก่ Aspartic acid136-

Glycine จ านวน 1 สายพันธุ์ และอีก 25 แบบ พบในเชื้อ PZAR  จ านวน 33 สายพันธุ์ ได้แก่ การ

กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง Promotor -11 มีเบส Adenine เปลี่ยนเป็นเบส Cytosine จ านวน 3 สายพันธุ์ 

การแทนที่เบส Adenine เป็นเบส Guanine ที่ต าแหน่ง Promotor -11 จ านวน 2 สายพันธุ์ การ

กลายพันธุ์แบบ Isoleusine90-Serine จ านวน 3 สายพันธุ์ การกลายพันธุ์แบบ Frameshift ดังนี้ 

การแทรกเข้ามาของเบส Cytosine ที่โคดอน 136 จ านวน 3 สายพันธุ์ การแทรกเข้ามาของเบส 

Thymine และ Guanine ที่โคดอน 150 และการแทรกเข้ามาของเบส Guanine และ Cytosine ที่

โคดอน 177 จ านวน 1 สายพันธุ์ การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 139 ดังนี้ Valine139-Glycine, 

Valine139-Alanine และ Valine139-Leucine อย่างละ 1 สายพันธุ์ การกลายพันธุ์แบบ Aspartic 

acid12-Alanine และ Serine104-Arginine อย่างละ 2 สายพันธุ์  การกลายพันธุ์แบบ Glycine24-

Aspartic acid, Leucine35 -Proline, Threonine47 -Proline, Proline62 -Leucine, Serine67 -

Proline, Tryptophan 6 8 - Glycine, Cysteine7 2 -Tyrosine, Glycine105-Valine, 

Tryptophan119-Arginine, Leucine120-Arginine, Leucine172-Proline อย่างละ 1 สายพันธุ์ 

การกลายพันธุ์แบบ Tyrosine104STOP codon และTyrosine103STOP codon อย่างละ 1 สาย

พันธุ์ การกลายพันธุ์พร้อมกัน 2 ต าแหน่ง คือ Aspartate126-Histidine และ Aspartate129-

Tyrosine จ านวน 1 สายพันธุ์ โดยการกลายพันธุ์ทั้ง 26 แบบนี้จากข้อมูลของงานวิจัยก่อนหน้าพบว่า

มีความสัมพันธ์กับการดื้อยา Pyrazinamide (17, 18, 77-79) และจากการศึกษาของ Miotto และ

คณะ ที่ศึกษาการกลายพันธุ์ในยีน pncA ในเชื้อวัณโรคจ านวน 1,950 สายพันธุ์ ได้รายงานว่าการ

กลายพันธุ์ที่สัมพันธ์กับการดื้อยาส่วนใหญ่ (70% ของรูปแบบการกลายพันธุ์ในเชื้อ PZAR) จะพบใน

บริเวณ promoter -13 ถึง -3 ต าแหน่งโคดอน 6 ถึง 15 โคดอน 50 ถึง 70 โคดอน 90 ถึง 100 โค

ดอน 130 ถึง 145 และโคดอน 170 ถึง 175 (18) ซึ่งการศึกษานี้พบว่าเชื้อ PZAR ที่มีการกลายพันธุ์

ในยีน pncA อยู่ในต าแหน่งดังกล่าวจ านวน 14 แบบ (50 % ของรูปแบบการกลายพันธุ์ในเชื้อ PZAR) 

และอีก 14 แบบพบอยู่นอกเหนือบริเวณดังกล่าว และจากการศึกษาของ Petrella  และคณะ 

รายงานว่าต าแหน่งกลายพันธุ์บนยีน pncA ที่ส่งผลต่อต าแหน่งกัมมันต์หรือต าแหน่งที่เกิดปฏิกิริยา 

(active site) ของเอนไซม์  Pyrazinamidase ได้แก่  ต าแหน่งโคดอน Cysteine138 , Aspartic 
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acid8, และ Lysine96 และบริเวณ metal ion binding sites ได้แก่ ต าแหน่งโคดอน Aspartic 

acid49, Histidine51, Histidine57 และ Histidine71 ซึ่งการกลายพันธุ์ส่วนใหญ่จะอยู่บริเวณ

ต าแหน่งโคดอน 3 ถึง 12 โคดอน 46 ถึง 62 โคดอน 68 ถึง 85 โคดอน 94 ถึง 103 และโคดอน 132 

ถึง 142 (80) ซึ่งการศึกษานี้พบว่าเชื้อ PZAR ที่มีการกลายพันธุ์ในยีน pncA อยู่ในต าแหน่งดังกล่าว

จ านวน 12 แบบ (42.86% ของรูปแบบการกลายพันธุ์ในเชื้อ PZAR) และอีก 16 แบบพบอยู่

นอกเหนือบริเวณดังกล่าว ซึ่งการกระจายของต าแหน่งการกลายพันธุ์บนยีน pncA อาจมีความ

แตกต่างกันขึ้นอยู่กับเชื้อวัณโรคในแต่ภูมิภาค ในการศึกษานี้ยังพบการกลายพันธุ์จ านวน 2 แบบที่ไม่

สัมพันธ์กับการดื้อยา Pyrazinamide จากการรายงานของงานวิจัยก่อนหน้า (18, 81) ได้แก่ การ

กลายพั นธุ์ แบบ  Valine163 -Alanine  พบจ านวน  1 สายพั น ธุ์  และการกลายพั นธุ์ แบบ 

Isoleucine31-Threonine พบจ านวน 7 สายพันธุ์ โดยพบในเชื้อ PZAS จ านวน 6 สายพันธุ์ และ 

PZAR จ านวน 1 สายพันธุ์ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานวิจัยของ Jonmalung และคณะที่ท าการทดลองใน

เชื้อวัณโรคดื้อยาในประเทศไทยและพบการกลายพันธุ์ Isoleucine31-Threonine ในเชื้อ PZAR 

จ านวน 1 สายพันธุ์  และเชื้ อ  PZAS จ านวน 9 สายพันธุ์  (76) ดั งนั้ นการกลายพันธุ์แบบ 

Isoleucine31-Threonine อาจไม่มีบทบาทที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยา Pyrazinamide และอาจเป็น

สายพันธ์ุที่มีการระบาดในประเทศไทยจากเช้ือวัณโรคต้นก าเนิดเดียวกัน (clonal expansion)  

นอกจากนี้ยังพบการกลายพันธุ์ที่ไม่ทราบบทบาทแน่ชัดเกี่ยวกับการดื้อยา Pyrazinamide

จ านวน 2 แบบ ซึ่งพบในเชื้อ PZAS  จ านวน 5 สายพันธุ์ ได้แก่ การกลายพันธุ์แบบ Threonine61-

Proline พบจ านวน 4 สายพันธุ์ ซึ่งจากงานวิจัยของ Cancino และคณะที่ท าการวิเคราะห์ Single 

Nucleotide Polymorphism (SNP) ที่สัมพันธ์กับลักษณะการดื้อต่อยา Pyrazinamide พบว่าการ

กลายพันธุ์ในต าแหน่งดังกล่าวมีความสัมพันธ์ต่อการดื้อยาในระดับต่ า (82) และการกลายพันธุ์แบบ 

Phenylalanine106-Leucine พบจ านวน 1 สายพันธุ์  ซึ่งจากการศึกษาของ Zignol และคณะ ที่ท า

การวิเคราะห์การกลายพันธุ์ด้วยเทคนิค Gene sequencing และเปรียบเทียบกับการดื้อยาแบบฟีโน

ไทป์ พบว่าการกลายพันธุ์ดังกล่าวอยู่ในกลุ่มที่ไม่สามารถระบุความสัมพันธ์ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาได้ 

(Indeterminate) (83) ส าหรับการกลายพันธุ์ที่พบใหม่ในการศึกษานี้มีจ านวน 4 แบบ โดยพบในเชื้อ 

PZAS  1 แบบ  คือ Aspartic acid63-Proline จ านวน 1 สายพันธุ์ และ พบในเชื้อ PZAR  อีก 3 แบบ 

ดังนี้ การแทรกเข้ามาของเบส Thymine ที่โคดอน 97 จ านวน 1 สายพันธุ์ การขาดหายของเบสที่

ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 493 ถึง 496 ที่ท าให้เกิดการกลายพันธุ์แบบ  Frameshift โคดอนที่ 165 
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จ านวน 1 สายพันธุ์ การแทรกเข้ามาของเบส Cytosine ที่ท าให้เกิดการกลายพันธุ์แบบ Frameshift 

ที่โคดอน 132 จ านวน 1 สายพันธุ์ ซึ่งจากการค้นหาข้อมูลไม่พบรายงานการกลายพันธุ์เหล่านี้ จึง

จ าเป็นต้องศึกษาถึงความสัมพันธ์เกี่ยวกับการด้ือยา Pyrazinamide ต่อไป  

เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ระหว่างการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide แบบฟีโนไทป์

ด้ วยวิธี  BACTEC MGIT 960 และการตรวจหาการดื้ อยาแบบจี โน ไทป์ด้ วยวิธี  pncA gene 

sequencing พบว่าเชื้อวัณโรคจ านวน 10 สายพันธุ์ไม่พบการกลายพันธุ์ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยา 

Pyrazinamide (21.28% ของเชื้อ PZAR ทั้งหมด) แบ่งเป็นเชื้อที่ไม่พบการกลายพันธุ์ (wild-type) 

จ านวน 9 สายพันธุ์และอีกจ านวน 1 สายพันธุ์ พบการกลายพันธุ์ที่ไม่สัมพันธ์กับการดื้อยา ได้แก่ 

Isoleucine31-Threonine ซึ่งจากการศึกษาของ Ramirez-Busby และคณะ (9) พบว่าเชื้อ PZAR 

ประมาณ 18% จะไม่พบการกลายพันธุ์ในยีนนี้ ซึ่งสาเหตุของผลการทดสอบที่ไม่สอดคล้องนี้อาจมี

สาเหตุมาจาก 1. ผลการแสดงออกทางฟีโนไทป์ของเชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อยาอาจเกิดจากกลไก

อื่นนอกเหนือจากการกลายพันธุ์ในยีน pncA เช่น การเกิดขับยาออกจากเซลล์ ซึ่ง Zhang และคณะ 

(84) ได้ท าการทดสอบพบว่าเมื่อท าการเพาะเลี้ยงเชื้อร่วมกับเติมสารต้านการขับยา จะส่งผลให้เชื้อมี

ความไวต่อยามากขึ้น ในขณะที่เมื่อท าให้มีการแสดงออกในยีนที่สร้างโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการขับยา

มากขึ้น ก็ส่งให้เชื้อวัณโรคมีการดื้อยาในระดับต่ า หรือเกิดการกลายพันธุ์ในยีนอื่นที่อาจมีความ

เกี่ยวข้องกับการดื้อยา เช่น ยีน rpsA และ ยีน panD เป็นต้น (12) 2. มีสาเหตุจากผลการทดสอบ

แบบฟีโนไทป์ที่มีความน่าเชื่อถือต่ าและการใช้ค่า  MIC cutoff ที่ต่ าเกินไป ซึ่งมีหลายการศึกษาได้

รายงานพบผลบวกลวงที่เกิดจากการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วยวิธี BACTEC MGIT 

960 ว่ามีประมาณ 22% ในเชื้อ PZAR และเพื่อลดผลการทดสอบที่ผิดพลาดนี้จึงมีค าแนะน าให้เพ่ิมค่า 

MIC cut-off ส าหรับการวินิจฉัยเชื้อดื้อยาเป็น 128, 200 หรือ 300 µg/mL  จากเดิมที่ใช้ค่า  MIC 

cut-off ที่ 100 µg/mL หรือลดปริมาณเชื้อทดสอบ AST inoculum ลง เนื่องจากมีรายงานว่าการใช้

เชื้อปริมาณมากในการทดสอบความไวต่อยาท าให้ค่า pH ในอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นด่างมากขึ้น ซึ่ง

สภาวะนี้ยาจะไม่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเช้ือได้ (73) การศึกษาน้ีจึงท าการทดสอบความไวต่อยาซ้ าโดย

ลดปริมาณเชื้อ AST inoculum ลงครึ่งหนึ่งจากเดิมใช้เชื้อปริมาณ 500 ไมโครลิตร เหลือเพียง 250 

ไมโครลิตร โดยอ้างอิงจากงานวิจัยของ Piersimoni และคณะ(72) ในสายพันธุ์ที่มีผลดื้อต่อยา 

Pyrazinamide แต่ตรวจไม่พบการกลายพันธุ์ในยีน pncA หรือพบการกลายพันธุ์ที่ไม่สัมพันธ์กับการ

ดื้อยา จ านวนทั้งหมด 10 สายพันธุ์ ซึ่งพบว่าเชื้อจ านวน 7 สายพันธุ์ มีผลการทดสอบความไวต่อยา
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เปลี่ยนเป็น PZAS และอีกจ านวน 3 สายพันธุ์มีผลการทดสอบความไวต่อยาเหมือนเดิม ท าให้ลด

ผลบวกลวงจาก 21.28% เหลือเพียง 6.38% ในเชื้อ PZAR สอดคล้องกับการศึกษาของ Morlock 

และคณะที่รายงานว่าการลดปริมาณเชื้อ AST inoculum ลงสามารถลดการเกิดผลบวกลวงจากวิธี 

BACTEC MGIT 960 จาก 21.1% เหลือเพียง 5.7% ในเชื้อ PZAR  (73)  

เชื้อ M. tuberculosis จ านวน 3 สายพันธุ์ ที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide แต่ไม่พบการกลาย

พันธุ์บนยีน pncA ถูกน ามาหาการกลายพันธุ์ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาในยีน rpsA และ ยีน panD 

ด้วยเทคนิค Gene sequencing พบว่ามีเชื้อจ านวน 2 สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์บนยีน rpsA แบบ

การเปลี่ยนแปลงของเบสเพียงหนึ่ งต าแหน่งแต่กรดอะมิโนไม่ เปลี่ยนแปลง (Synonymous 

mutation) ที่โคดอน 212 ซึ่งมีการรายงานว่าการกลายพันธุ์แบบ Arginine212- Arginine สามารถ

พบได้ทั้งเชื้อที่ดื้อและไวต่อยา Pyrazinamide จึงเป็นการกลายพันธุ์ที่ไม่สัมพันธ์กับการดื้อยา แม้ว่ามี

หลายการศึกษาที่รายงานพบการกลายพันธุ์ในยีน rpsA ในเชื้อ PZAR ที่อาจส่งผลต่อการดื้อยา เช่น 

ต าแหน่ง Glutamic acid433, Alanine438 และ Arginine474 อย่างไรก็ตามพบอัตราการกลาย

พันธ์ุในระดับต่ าเพียง 1 ใน 10 ของเชื้อ PZAR ที่ไม่มีการกลายพันธ์ุบนยีน pncA (66) ดังนั้นการใช้ยีน 

rpsA เป็นเครื่องหมายในการหาเชื้อที่ดื้อต่อยา Pyrazinamide อาจไม่มีประโยชน์มากนัก เนื่องจาก

พบอัตราการกลายพันธุ์ต่ าและยีนมีขนาดใหญ่ ต้องท าการวิเคราะห์ชิ้นส่วนดีเอ็นเอประมาณ 3 ถึง 5 

ชิ้นเพื่อให้ครอบคลุมยีนทั้งหมด ซึ่งน ามาประยุกต์ใช้ในงานประจ าวันได้ยากและไม่คุ้มทุน เช่นเดียวกับ

การหาการกลายพันธุ์ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาในยีน panD ที่มีอัตราการค้นพบต่ าประมาณ 2.87% 

ในเชื้อ PZAR ที่ไม่มีการกลายพันธุ์บนยีน pncA (9)  และหลายการศึกษาในปัจจุบันไม่แนะน าให้ใช้ยีน 

rpsA และยีน panD เป็นเครื่องหมายส าหรับการวินิจฉัยการดื้อยา Pyrazinamide เนื่องจากยังไม่

ทราบความสัมพันธ์ที่แน่ชัดเกี่ยวกับการด้ือยาและพบอัตราการกลายพันธ์ุในระดับต่ า (85) 

แม้ว่ามีการศึกษาที่ยืนยันถึงผลการรักษาส าเร็จสูงขึ้นในผู้ป่วยวัณโรคดื้อยาหลายขนานที่

ได้รับการวินิจฉัยการดื้อยา Pyrazinamide และปรับสูตรยาก่อนการรักษา โดยแบ่งผู้ป่วยออกเป็น 2 

กลุ่มคือ ZR-MDR-TB และ ZS-MDR-TB พบว่าผู้ป่วย ZS-MDR-TB สามารถใช้สูตรยารักษาวัณโรค

เพียง 9 เดือนจากสูตรเดิมที่ใช้เวลาในการรักษาถึง 2 ปี และหากเป็นเชื้อดื้อยาหลายขนานที่ดื้อต่อยา 

Pyrazinamide (ZR-MDR-TB) มั ก ให้ ผ ลการรั กษ าไม่ ดี นั ก  ผลการท ดสอบ ความ ไวต่ อ ย า 

Pyrazinamide จึงมีความส าคัญและส่งผลต่อการรักษาวัณโรคดื้อยาหลายขนาน แต่ในปัจจุบันพบว่า

ห้องปฏิบัติการวัณโรคจากทั่วโลกไม่นิยมท าการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ในงานประจ า 
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จึงพบการรายงานการดื้อต่อยา Pyrazinamide ไม่มากนัก และไม่ถูกบรรจุอยู่ในการประเมินคุณภาพ

วิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ (External quality assessment: EQA) เนื่องจากวิธีการทดสอบความ

ไวต่อยาขาดประสิทธิภาพ การทดสอบด้วยวิธีที่แตกต่างกันหรือทดสอบซ้ า ๆ อาจให้ผลที่ไม่เหมือนกัน 

ผลการทดสอบจึงมีความน่าเชื่อถือต่ า วิธีการทดสอบที่น่าเชื่อถือที่สุด คือ การทดสอบด้วยวิธี 

radiometric susceptibility โดยเครื่องเพาะเชื้อกึ่งอัตโนมัติ BACTEC 460TB ในการตรวจหาการ

เจริญเติบโตของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มียาเข้มข้น 100 µg/mL ที่ pH 6.0 แต่มีข้อจ ากัดคือ 

ความยุ่งยากในการท าลายสารกัมมันตรังสีหลังการทดสอบ วิธีนี้จึงไม่นิยมใช้ในปัจจุบัน (11) (13) 

เครื่องอัตโนมัติ BACTEC MGIT 960 System ถูกน ามาใช้เป็นวิธีมาตรฐานแทนโดยใช้หลักการ

ตรวจวัดการเปล่งแสงของสารฟลูออเรสเซนต์ภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลตเมื่อเชื้อเจริญเติบโตและมีการ

ใช้ออกซิเจน อย่างไรก็ตามวิธีนี้ต้องใช้เครื่องมือและน้ ายาที่มีราคาแพง อีกทั้งมีการรายงานผลบวกลวง

สูง จากการเติมเชื้อปริมาณมากในการทดสอบ ท าให้ pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นด่างมากขึ้น ซึ่งไม่

เหมาะสมกับสภาวะออกฤทธิ์ของยา (13) การตรวจทางอณูชีววิทยาโดยตรวจการกลายพันธุ์ที่

เกี่ยวข้องกับการด้ือยาในยีน pncA ได้รับการยืนยันว่าเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพ และให้ผลการทดสอบที่

รวดเร็ว แต่มีข้อจ ากัดคือ สามารถตรวจการดื้อยาที่มาจากกลไกเดียวเท่านั้น และยังไม่มีฐานข้อมูลใน

การแปลผลการทดสอบที่มีประสิทธิภาพ การพัฒนาการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ใน

ปัจจุบันยังคงมีความจ าเป็นอย่างยิ่ง โดยมีหลายการศึกษาที่พัฒนาการทดสอบความไวต่อยา 

Pyrazinamide ขึ้นเอง เรียกว่า non-commercial methods เพื่อให้มีประสิทธิภาพเทียบเท่าและ

ลดข้อจ ากัดของวิธีมาตรฐาน โดยที่ไม่จ าเป็นต้องใช้อุปกรณ์และเครื่องมือที่มีราคาแพง เช่น ท าการ

ทดสอบในอาหาร Löwenstein-Jensen (LJ) หรือ Middlebrook 7H10/11 agar โดยเตรียมอาหาร

เลี้ยงเชื้อให้มี pH 5.5 อย่างไรก็ตามพบว่าเชื้อวัณโรค 20% ถึง 25% ไม่สามารถเจริญเติบโตได้ใน

สภาวะนี้  ท าให้เกิดผลลบลวงสูง (4) เพื่อแก้ปัญหาดังกล่าวการทดสอบความไวต่อยาโดยใช้ 

Nicotinamide ซึ่ ง เป็ นสารที่ ได้ รับการยอมรับว่ าเป็ นตั วบ่ งชี้ แทน (surrogate marker) ยา

Pyrazinamide ถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการทดสอบความไวต่อยามากขึ้น โดยสารนี้สามารถ

เปลี่ยนเป็นสารที่ออกฤทธิ์ Nicotinic acid ด้วยเอนไซม์ Pyrazinamidase/Nicotinamidase ใน

สภาวะ pH 6.8 ถึ ง 8 .0 จึ งไม่จ าเป็นต้องเตรียมอาหารเลี้ ยงเชื้ อ ให้มีสภาวะกรด ซึ่ งสาร 

Nicotinamide นี้ถูกน ามาประยุกต์ใช้ส าหรับการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ในหลายวิธี 
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เช่น วิธี Resazurin microtiter assay (REMA) ให้ความไวเท่ากับ 100% และความจ าเพาะเท่ากับ 

98% (23) เป็นต้น  

การศึกษานี้ได้พัฒนาชุดทดสอบส าหรับการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide โดยใช้ 

Nicotinamide ผสมในอาหารทดสอบชนิด colorimetric biphasic medium (Nicotinamide 

Colorimetric Biphasic Medium Assay: NIC-CBMA) อ้ างอิ งจากอาหารเลี้ ย งเชื้ อ  biphasic 

medium ที่พัฒนาโดย Cui และคณะ ซึ่งเป็นอาหารผสมระหว่างอาหารชนิดแข็ง LJ medium ที่ใช้

เป็นฐาน (slant) และอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Middlebrook 7H9 medium ที่ใช้เป็นส่วนบน เพื่อช่วย

เพิ่มประสิทธิภาพการเพาะเลี้ยงเชื้อวัณโรค เนื่องจากเชื้อวัณโรคบางสายพันธุ์สามารถเจริญเติบโตได้ดี

ในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่ผสมไข่หรืออาหารเลี้ยงเชื้อเหลวอย่างใดอย่างหนึ่งเท่านั้น (22) นอกจากนี้มี

การเติมสาร colorimetric redox indicator ส าหรับตรวจวัดการเจริญเติบโตของเชื้อ ได้แก่ สาร 

2,3,5-diphenyl tetrazolium chloride (STC) โดยมีความเข้มข้นสุดท้ายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว

เท่ากับ 10 µg/mL ท าให้สามารถอ่านผลได้เร็วยิ่งขึ้น โดยใช้ Nicotinamide ผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อมี

ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 250, 500, 1,000 และ 2,000 µg/mL จากการทดสอบในเชื้อวัณโรค

ทั้งหมด 150 สายพันธุ์ พบว่าลักษณะของผลการทดสอบด้วยชุด NIC-CBMA สามารถอ่านผลได้ด้วย

ตาเปล่า เมื่อมีเชื้อเจริญเติบโตจะพบการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวจากไม่มีสีเป็นสีชมพู

และ/หรือมีโคโลนีเชื้อเจริญเติบโตบนอาหารแข็ง โดยมีระยะเวลาการตรวจพบ (Time to detection: 

TTD) อยู่ระหว่าง 10 ถึง 20 วัน และมีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 13.8 วัน ซึ่งเร็วกว่าการทดสอบด้วยวิธีมาตรฐาน

แบบ Agar proportion ที่ใช้เวลาประมาณ 3 ถึง 4 สัปดาห์ เนื่องจากมีการใช้สาร STC เป็นตัวช่วย

ส าหรับตรวจวัดการเจริญเติบโตของเชื้อวัณโรคในอาหารเลี้ยงเชื้อ และ ชุดทดสอบ NIC-CBMA เป็น 

Biphasic media ที่ ผสมระหว่างอาหารเลี้ ย งเชื้ อชนิ ดแข็ ง LJ medium และอาหารเหลว 

Middlebrook 7H9 medium ซึ่งช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อวัณโรคได้ดีกว่า จากการศึกษา

ของ Gonzalo และคณะ ที่ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด biphasic media ในการทดสอบความไวต่อยา 

Pyrazinamide พบว่ามีระยะเวลาการตรวจพบที่ 14 ถึง 21 วัน (49) ซึ่งช้ากว่าวิธี BACTEC MGIT 

960 ซึ่งใช้เวลาประมาณ 8 ถึง 10 วัน เนื่องมาจากวิธี BACTEC MGIT เป็นเครื่องตรวจหาการ

เจริญเติบโตของเชื้อแบบอัตโนมัติที่ท าการตรวจวัดทุก ๆ 60 นาที แต่ชุดทดสอบ NIC-CBMA มีข้อดี

กว่า BACTEC MGIT 960 เนื่องจากใช้ Nicotinamide ในการทดสอบแทน Pyrazinamide จึงลด

การเกิดผลลบปลอมจากสภาวะการทดสอบที่เป็นกรดและผลบวกปลอมจากสภาวะที่เป็นด่าง



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 125 

เนื่องจากปริมาณเชื้อที่มากเกินไป สอดคล้องกับงานวิจัยของ  Martin และคณะ (23) ท าการทดสอบ

ความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วยวิธี REMA และก าหนดค่า Nicotinamide มากกว่า 250 µg/mL 

ในการวินิจฉัยเชื้อดื้อยา Pyrazinamide มีความไวและความจ าเพาะ 100% และ 98% ตามล าดับ 

และพบว่าเชื้อ จ านวน 8 สายพันธุ์ให้ผลบวกลวงด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 นอกจากนี้ ชุดทดสอบ 

NIC-CBMA ยังสามารถจ าแนกการปนเปื้อนที่มีสาเหตุมาจากเชื้อที่ไม่ใช่มัยโคแบคทีเรีย (non-

mycobacteria) และเชื้อรา โดยพบว่าเมื่อมีการปนเปื้อนเชื้อเหล่านี้จะท าให้สีของอาหารเลี้ยงเชื้อ

แข็งเปลี่ยนจากสีเขียว-เหลือง เป็นสีเขียวมรกต ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวจะมีความขุ่นขึ้น และ

เมื่อเขย่าจะพบว่าอาหารแข็งจะเหลวและเน่าในที่สุด ซึ่งแตกต่างจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ

ด้วยวิธี Agar proportion หรือ Broth microdilution รวมทั้ ง BACTEC 460TB หรือ BACTEC 

MGIT 960  System ที่ ไม่สามารถแยกการปนเปื้ อนของเชื้ อที่ ไม่ ใช่มั ยโคแบคที เรีย  (non-

mycobacteria) ได้อย่างชัดเจน อย่างไรก็ตามชุดทดสอบนี้ไม่สามารถจ าแนกการปนเปื้อนของเชื้อใน

กลุ่มมัยโคแบคทีเรียได้ จึงอาจท าให้เกิดผลบวกลวงหากมีเชื้อในกลุ่มมัยโคแบคทีเรียอื่นเจริญปนอยู่กับ

เชื้อวัณโรค จึงแนะน าให้มีการเพิ่มหลอดทดสอบที่ผสมสาร rho-nitrobenzoic acid (PNB) ในการใช้

เป็นหลอดควบคุมการปนเปื้อนของเชื้อชนิดอื่น ซึ่งหลอดทดสอบนี้ไม่ควรมีการเปลี่ยนแปลงสี 

เนื่องจากเชื้อวัณโรคไม่สามารถเจริญในอาหารที่ผสมสารนี้ (86) นอกจากนี้การทดสอบด้วยชุด NIC-

CBMA ยังสามารถป้องกันการแพร่กระจายของเชื้อได้ เนื่องจากใช้สาร STC ที่มีความคงตัวสูง จึง

สามารถเติมสารนี้ในอาหารเลี้ยงเชื้อก่อนน าไปบ่มเพาะเชื้อได้ ซึ่งแตกต่างจากงานวิจัยก่อนหน้าที่นิยม

น าสาร redox indicator ที่ ไม่ คงตั ว เช่น  วิธี  Resazurin microtiter assay (REMA) ที่ ใช้สาร 

Resazurin เป็น redox indicator และวิธี Microplate tetrazolium reduction assay ที่ ใช้สาร 

MTT เป็น redox indicator ท าให้การทดสอบด้วยวิธีเหล่านี้ ต้องมีขั้นตอนการเติมสาร redox 

indicator หลังจากขั้นตอนการบ่มเชื้อไปแล้ว 7 ถึง 10 วัน ซึ่งอาจท าให้เกิดการฟุ้งกระจายของเชื้อ

วัณโรคจากการเปิดหรือปิดฝา  

เมื่อพิจารณาผลการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อวัณโรคโดยใช้ชุดทดสอบ 

NIC-CBMA ที่พัฒนาขึ้นกับผลการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วยวิธีมาตรฐาน BACTEC 

MGIT960 PZA kit ของเชื้อ M. tuberculosis ทั้งหมด 150 สายพันธุ์ แบ่งเป็นสายพันธุ์ PZAS 

จ านวน 110 สายพันธุ์ และเชื้อ PZAR จ านวน 40 สายพันธุ์ โดยก าหนดค่าของ Nicotinamide ที่มี

ค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 1 ,000 µg/mL เป็นค่าความเข้มข้นวิกฤตในการวินิจฉัยเชื้อที่ดื้อยา 
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Pyrazinamide พบว่ามีค่าความถูกต้อง (Accuracy) ของชุดสอบที่  97.33% เมื่อเทียบกับวิธี 

BACTEC MGIT 960 เชื้อ PZAR จ านวน 40 สายพันธุ์มีผลดื้อต่อยาเมื่อทดสอบด้วยวิธี NIC-CBMA 

ทั้งหมด อย่างไรก็ตามในจ านวนนี้มีเชื้อจ านวน 3 สายพันธุ์ที่ไม่พบการกลายพันธุ์ในยีน pncA ซึ่งผลที่

ไม่สอดคล้องระหว่างการทดสอบด้วยวิธีฟีโนไทป์และจีโนไทป์นี้อาจมีสาเหตุมาจากเชื้อเกิดการดื้อยา

จากกลไกอื่น ๆ เช่น การขับยาออก (efflux pump) หรือกลไกที่ยังไม่ทราบสาเหตุ ในขณะที่เชื้อ 

PZAS เมื่อทดสอบด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 จ านวน 110 สายพันธุ์ มีผลไวต่อยาเมื่อทดสอบด้วย

วิธี NIC-CBMA จ านวน 106 สายพันธุ์ และเชื้อ PZAS อีกจ านวน 4 สายพันธุ์ ให้ผลการทดสอบดื้อต่อ

ยาเมื่อทดสอบด้วยวิธี NIC-CBMA ในจ านวนนี้พบว่าเชื้อจ านวน 2 สายพันธุ์มีการกลายพันธุ์แบบไม่

ทราบบทบาทที่แน่ชัดเกี่ยวกับการดื้อยา เชื้อจ านวน 1 สายพันธุ์ไม่พบการกลายพันธุ์ในยีน pncA 

และเชื้ออีกจ านวน 1 สายพันธุ์ พบการกลายพันธุ์บนยีน pncA ที่ไม่สัมพันธ์กับการดื้อยา ซึ่งสาเหตุ

ของผลที่ไม่สอดคล้องระหว่างการตรวจด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 และวิธี NIC-CBMA  นั้นอาจมี

สาเหตุมาจาก 1. ผลลบลวงของการตรวจด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 ซึ่งมีการรายงานว่าความเป็น

กรดในอาหารเลี้ยงเชื้อ Middlebrook 7H9 medium ที่ pH 5.9 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เชื้อวัณโรคได้ 2. ผลบวกลวงจากการทดสอบด้วยวิธี NIC-CMBA ที่อาจเกิดจากการปนเปื้อนเชื้อกลุ่ม

มัยโคแบคทีเรียชนิดอื่น หรือความผิดพลาดที่เกิดจากการใช้ชุดทดสอบแบบ non-commercial 

methods ที่มีแนวโน้มเกิดความผิดพลาดได้ เนื่องจากยังขาดการวางมาตรฐาน (87) จึงควรมีการ

ทดสอบซ้ าในเช้ือสายพันธุ์ที่ให้ผลที่ไม่สอดคล้องต่อไป  

ชุดทดสอบ NIC-CBMA ที่พัฒนาขึ้นเป็นเทคนิคที่มีความไวและความจ าเพาะที่สูงในการตรวจ

วินิจฉัยการดื้อยา Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis เมื่อท าการเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน 

BACTEC MGIT 960 PZA kit และให้ผลที่สอดคล้องกับการตรวจหาการกลายพันธุ์ที่เกี่ยวข้องกับการ

ดื้อยา Pyrazinamide ด้วยเทคนิค DNA sequencing ในยีน pncA ยีน rpsA และยีน panD พบว่า

มีค่าความไวเท่ากับ 100%  ความจ าเพาะเท่ากับ 96.36%  จากงานวิจัยของ Hu และคณะ ได้ท าการ

พัฒนาวิธีการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วยเทคนิค Microplate Alamar Blue assay 

(MABA) ใช้ Nicotinamide ความเข้มข้น 8 ถึง 2,000 µg/mL  โดยท าการทดสอบในเชื้อวัณโรค

จ านวน 125 สายพันธุ์ และก าหนดค่าความเข้มข้นของ Nicotinamide ที่มากกว่า 500 µg/mL เป็น

ค่ า MIC cut-off ส าหรับวินิ จฉัย เชื้ อดื้ อต่อยา Pyrazinamide ได้ค่ าความไวเท่ ากับ  100%  

ความจ าเพาะเท่ากับ 95.2% (70) และการศึกษาของ Martin และคณะที่พัฒนาเทคนิค Nitrate 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 127 

reductase assay ใน ก ารท ด ส อ บ ค วาม ไวต่ อ ย า  Pyrazinamide ใช้ ค่ า  MIC cut-off ข อ ง 

Nicotinamide มากกว่า 500 µg/mL ในการวินิจฉัยเชื้อดื้อยา Pyrazinamide โดยท าการทดสอบใน

เชื้อวัณโรคทั้งหมด 34 สายพันธุ์ มีค่าความไวเท่ากับ 91%  ความจ าเพาะเท่ากับ 94% เมื่อเทียบกับ

วิธีมาตรฐาน BACTEC MGIT 960 (88) อย่างไรก็ตามทั้ง 2 วิธีข้างต้นมีความยุ่งยากในการทดสอบ 

เนื่องจากต้องมีการเติมสารส าหรับการตรวจวัดการเจริญเติบโตของเชื้อหลังจากบ่มเชื้อแล้วประมาณ

หนึ่งสัปดาห์ ซึ่งอาจท าให้เกิดการฟุ้งกระจายของเชื้อจากการเปิดและปิดฝาได้  

ในการสืบค้นข้อมูลวิธีการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วยเทคนิคต่าง ๆ มีการ

ก าหนดค่า MIC cut-off ของ Nicotinamide ที่แตกต่างกัน (250 ถึง 1,000 µg/mL) ซึ่งส่วนใหญ่

ก าหนดค่า MIC cut-off ของ Nicotinamide มากกว่า 500 µg/mL ในการจ าแนกเชื้อวัณโรคที่ดื้อ

และไวต่อยา Pyrazinamide โดยการก าหนดค่า MIC cut-off ที่แตกต่างกันอาจขึ้นอยู่กับความ

แตกต่างในสายพันธุ์ของเชื้อวัณโรคที่ใช้ทดสอบในแต่ละภูมิภาค ดังนั้นในการก าหนดค่า MIC cut-off 

ของ Nicotinamide ที่เหมาะสมที่สุดในการใช้ทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ควรท าการวิจัย

แบบพหุสถาบัน (Multicenter Study) กับเชื้อวัณโรคด้วยจ านวนกลุ่มตัวอย่างที่มากขึ้น เพื่อสะท้อน

ถึงค่า MIC cut-off ในการใช้แยกเชื้อที่ดื้อและไวต่อยาที่แท้จริง ส่งผลให้การวิเคราะห์ค่าความไวและ

ความจ าเพาะมีความน่าเชื่อถือเพิ่มมากขึ้น อย่างไรก็ตาม หากเปรียบเทียบผลทดสอบความไวต่อยา

ด้วยวิธี NIC-CBMA กับผลของวิธี BACTEC MGIT 960 ที่ยังไม่ได้ปรับแก้ไขผลบวกลวงนั้น พบว่ามี

ความไว ของการทดสอบเท่ากับ 85.11%  ความจ าเพาะของการทดสอบเท่ากับ 96.12% ทั้งนี้ค่า

ความไวที่ลดลงเป็นผลเนื่องมาจากมีเชื้อจ านวน 7 สายพันธุ์ที่พบว่าดื้อต่อยา Pyrazinamide ด้วยวิธี 

BACTEC MGIT 960 แต่ไวต่อยาด้วยวิธี NIC-CBMA และไม่พบการกลายพันธุ์ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา 

ทั้งนี้อาจเป็นผลมาจากผลบวกลวงจากการทดสอบด้วยวิธี BACTEC MGIT 960 ดังที่ได้อภิปรายใน

ข้างต้น และแก้ไขด้วยการปรับลดปริมาณเชื้อทดสอบลง ท าให้เพิ่มความไวและความจ าเพาะของชุด

ทดสอบ NIC-CBMA มากขึ้น 

ชุดทดสอบ NIC-CBMA สามารถเตรียมได้ง่ายและมีราคาถูก เหมาะกับห้องปฏิบัติการที่

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อได้เองหรือห้องปฏิบัติการที่มีข้อจ ากัดในการใช้เครื่องอัตโนมัติที่มีราคาสูง 

โดยเฉพาะอย่างยิ่งในโรงพยาบาลขนาดเล็กที่มีเครื่องมือจ ากัด อีกทั้งให้ผลที่น่าเชื่อถือ มีความไวและ

ความจ าเพาะสูง ลดความผิดพลาดของผลการทดสอบจากความเป็นกรด -ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

สามารถเติมสาร redox indicator ได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อตั้งแต่ต้น ท าให้ไม่เกิดการฟุ้งกระจายของเชื้อ
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จากการเปิดและปิดฝา และการเปลี่ยนแปลงสีชัดเจนท าให้อ่านผลการทดสอบได้ง่ายด้วยตาเปล่า 

สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในงานประจ าวันในการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ได้ เพื่อใช้เป็น

แนวทางในการเลือกสูตรยาที่เหมาะสมในการรักษาวัณโรคดื้อยาหลายขนาน สามารถลดโอกาสการ

เกิดเชื้อด้ือยาจากการได้รับยาที่ไม่เหมาะสมหรือไม่เพียงพอได ้
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บทที่ 6 
สรุปผลการทดลอง 

 

การทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ของเชื้อ M. tuberculosis โดยใช้ชุดทดสอบ 

NIC-CBMA ที่พัฒนาขึ้นเปรียบเทียบกับการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วยวิธีมาตรฐาน 

BACTEC MGIT960 PZA kit และหาการกลายพันธุ์ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาในยีน pncA ยีน rpsA 

และยีน panD ด้วยเทคนิค DNA sequencing  

การทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide (PZA) ของเชื้อวัณโรคดื้อยาทั้งหมด 150 สาย

พันธุ์ ด้วยวิธีมาตรฐาน BACTEC MGIT 960 PZA ให้ผลการทดสอบดื้อต่อยา Pyrazinamide (PZAR) 

จ านวน 40 สายพันธุ์ คิดเป็น 26.67% ของเชื้อทดสอบทั้งหมด และเชื้ออีก 110 สายพันธุ์ให้ผลการ

ทดสอบไวต่อยา Pyrazinamide (PZAS)  คิดเป็น 73.33% ของเชื้อทดสอบทั้งหมด  

จากการวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของยีน pncA ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา Pyrazinamide พบได้ 

25 แบบ ได้แก่  การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง promoter -11 เบส Adenine เปลี่ยนเป็นเบส Cytosine 

จ านวน 3 สายพันธุ์ และ เบส Adenine เปลี่ยนเป็นเบส Guanine จ านวน 2 สายพันธุ์ การกลาย

พั น ธุ์ ต าแห น่ ง โค ดอน  90 มี ก าร เป ลี่ ย น แป ล งก รดอะมิ โน จ าก  Isoleucine เป็ น  Serine 

(Isoleucine90-Serine) จ านวน 3 สายพันธุ์ กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 136 ซึ่งมีการแทรกเข้ามา

ของเบส Cytosine มีจ านวน 3 สายพันธุ์ การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 139 มีจ านวน 3 สายพันธุ์ 

โดยพบการกลายพันธุ์ได้ 3 แบบ ได้แก่ Valine139-Glycine, Valine139-Alanine และ Valine139-

Leucine การกลายพันธุ์แบบ Aspartic acid12-Alanine พบจ านวน 2 สายพันธุ์ แบบ Serine104-

Arginine พบจ านวน 2 สายพันธ์ุ ส่วนการกลายพันธุ์ที่สัมพันธ์กับการด้ือยาอีก 16 แบบ พบแบบละ 1 

ส า ย พั น ธุ์  ไ ด้ แ ก่  Glycine2 4 -Aspartic acid, Leucine3 5 -Proline, Tyrosine4 1 STOP, 

Threonine4 7 -Proline, Proline6 2 -Leucine, Serine6 7 -Proline, Tryptophan 6 8 - Glycine, 

Cysteine7 2 -Tyrosine, Tyrosine1 0 3 STOP, Glycine105-Valine, Tryptophan119-Arginine, 

Leucine120-Arginine, การกลายพันธุ์พร้อมกัน 2 ต าแหน่ง คือ Aspartate126-Histidine และ 

Aspartate129-Tyrosine, Leucine172-Proline, ก ารแ ท รก เข้ า ม าข อ ง เบ ส  Thymine แ ล ะ 

Guanine ที่โคดอน 150, การแทรกเข้ามาของเบส Guanine และ Cytosine ที่โคดอน 177  
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การศึกษานี้พบการกลายพันธุ์ใหม่ในเชื้อ PZAR  ที่ไม่พบในงานวิจัยก่อนหน้า จ านวน 3 แบบ 

ได้แก่ การแทรกเข้ามาของเบส Thymine ที่โคดอน 97, การแทรกเข้ามาของเบส Cytosine ที่โคดอน 

132, การขาดหายของเบสที่ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ 493 ถึง 496 และการกลายพันธุ์ใหม่ที่พบในเชื้อ 

PZAS   จ านวน 1 แบบ ได้แก่ Aspartic acid63-Proline นอกจากนี้ยังพบการกลายพันธุ์บนยีน 

pncA ในเชื้อ PZAS ซึ่งเป็นการกลายพันธุ์ที่ไม่สัมพันธ์กับการดื้อต่อยา จ านวน 2 แบบ ได้แก่ แบบ 

Isoleucine31-Threonine พบจ านวน 7 สายพันธุ์ และแบบ Valine163-Alanine  พบจ านวน 1 

สายพันธุ์ และการกลายพันธ์ที่ไม่ทราบบทบาทแน่ชัดเกี่ยวกับการดื้อยา Pyrazinamide อีกจ านวน 2 

แบบ ได้แก่   Threonine61-Proline พบจ านวน 4 สายพันธุ์  และแบบ Phenylalanine106 -

Leucine พบจ านวน 1 สายพันธ์ุ  

จากการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide ด้วยชุดทดสอบ NIC-CBMA พบว่าสามารถ

อ่านผลได้ด้วยตาเปล่าจากการสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของ redox indicator ในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลวจากไม่มีสีเป็นสีชมพู และ/หรือ มีโคโลนีเช้ือเจริญเติบโตบนอาหารแข็ง โดยมีระยะเวลาการตรวจ

พบ (Time to detection: TTD) อยู่ในระหว่าง 10 ถึง 20 วัน และมีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 13.8 วัน และค่า

ความเข้มข้นวิกฤตของ Nicotinamide ที่มีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 1000 µg/mL  ใช้ในการวินิจฉัย

การดื้อยา Pyrazinamide ได้ดีที่สุด โดยพบว่าเชื้อ PZAR เมื่อตรวจด้วย BACTEC MGIT960 จ านวน 

40 สายพันธุ์ให้ผลการทดสอบดื้อต่อยาด้วยวิธี NIC-CBMA ทั้งหมด ในขณะที่เชื้อ PZAS  จ านวน 110 

สายพันธุ์ ให้ผลการทดสอบไวต่อยาด้วยวิธี NIC-CBMA จ านวน 106 สายพันธุ์และอีก จ านวน 4 สาย

พันธุ์ ให้ผลดื้อต่อยาด้วยวิธี NIC-CBMA คิดเป็นความไวเท่ากับ 100%  ความจ าเพาะเท่ากับ 96.36 

%  ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 90.91%  และค่าท านายผลลบเท่ากับ 100% เมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐาน 

BACTEC MGIT960 

ชุดทดสอบ NIC-CBMA นี้ไม่สามารถจ าแนกการปนเปื้อนของเชื้อในกลุ่ม Mycobacterium 

ได้ จึงอาจท าให้เกิดผลบวกลวงหากมีเชื้อชนิดอื่นในกลุ่ม Mycobacterium เจริญปนอยู่กับเช้ือวัณโรค 

จึงแนะน าให้มีการเพิ่มหลอดทดสอบที่ผสมสาร rho-nitrobenzoic acid (PNB) ในการใช้เป็นหลอด

ควบคุมการปนเปื้อนของเชื้อชนิดอื่น เนื่องจากเชื้อวัณโรคไม่สามารถเจริญในอาหารที่ผสมสารนี้ 

ในขณะที่เชื้อกลุ่ม Mycobacterium จะสามารถเจริญเติบโตและท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสีของ 

redox indicator ได้ นอกจากนี้ควรท าการวิจัยแบบพหุสถาบัน (Multicenter Study) กับเชื้อ     
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วัณโรคด้วยจ านวนกลุ่มตัวอย่างที่มากขึ้น เพื่อก าหนดค่า MIC cut-off ที่เหมาะสมในการใช้แยกเชื้อที่

ดื้อและไวต่อยา Pyrazinamide ที่แท้จริง ส่งผลให้การวิเคราะห์ค่าความไวและความจ าเพาะมีความ

น่าเช่ือถือเพ่ิมมากขึ้น 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมีในการทดลอง 

1. การเตรียมสารละลายเข้มขน้ (stock solution)  

1.1 การเตรียม Nicotinamide ความเข้มข้นต้ังต้น  1 g/mL 

สามารถเตรียมได้โดยละลาย Nicotinamide (บริษัท Sigma-Aldrich จ ากัด ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 1 กรัม ในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อปริมาณ 1 มิลลิลิตร จากนั้นกรองผ่านตัว

กรอง 0.2 ไมครอน เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

1.2 การเตรียม STC (2,3-diphenyl-5-thienyl-(2)-tetrazolium chloride) ความเข้มข้น 3 

mg/mL 

สามารถเตรียมได้โดยละลาย STC (บริษัท Tokyo Chemical Industry จ ากัด 

ประเทศญี่ปุ่น) ปริมาณ 0.003 กรัม ในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อปริมาณ 1 มิลลิลิตร จากนั้น

กรองผ่านตัวกรอง 0.2 ไมครอน โดยเตรียมทันทีก่อนใช้ 

 
2. วิธีเตรียม EDTA ความเข้มข้น 0.5 M (pH 8.0) 

ละลาย EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate) จ านวน  

18.61 กรัม ในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 90 มิลลิลิตร ปรับค่า pH โดยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

(NaOH) ให้ได้ pH เท่ากับ 8.0 ผสมจนให้ EDTA ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นเติมน้ ากลั่นจน

ปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ี

3. วิธีเตรียม Tris-HCl ความเข้มข้น 1 M (pH 8.0) 

ละลาย Tris base จ านวน 12.11 กรัม ในน้ ากลั่นปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับค่า pH โดยเติม

กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (concentrated HCl) ให้ได้ pH เท่ากับ 8.0 ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเติม

น้ ากลั่นปราศจากเชื้อจนปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส นาน 15 นาท ี
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4. วิธีเตรียม Tris EDTA บัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 1 เท่า (1X TE buffer) 

ผสม Tris-HCl ความเข้มข้น 1 M pH 8.0 (ที่เตรียมได้จากข้อ 3) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เข้า

กับ EDTA ความเข้มข้น 0.5 M pH 8.0 (ที่เตรียมได้จากข้อ 2) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นเติม

น้ ากลั่นปราศจากเชื้อจนปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส นาน 15 นาท ี

5. วิธีเตรียม TBE (Tris/borate/EDTA) บัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 5 เท่า (5X TBE buffer) 

       ละลาย Tris base จ านวน 54 กรัม และ boric acid จ านวน 27.5 กรัม ใน EDTA ความ

เข้มข้น 0.5 M pH 8.0 (ที่เตรียมได้จากข้อ 2) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

ปริมาตร 900 มิลลิลิตร ผสมให้ เข้ ากัน  ปรับค่ า pH โดยเติมกรดไฮโดรคลอริก เข้มข้น 

(concentrated HCl) ให้ได้ pH เท่ากับ 8.0 จากนั้นเติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อจนปริมาตรครบ 

1,000 มิลลิลิตร  

 
6. การเตรียมน้ ายา Nitrate reduction test 

6.1 น้ ายา Sodium nitrate (NaNO3) substrate  

ละลาย Sodium nitrate (NaNO3) จ านวน 0.085 กรัม Potassium dihydrogen 

phosphate (KH2PO4) จ านวน 0.117 กรัม Sodium phosphate dibasic 

dodecahydrate (NaHPO4 12H2O) จ านวน 0.485 กรัม ในน้ ากลัน่ปราศจากเชื้อจน

ปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั แบ่งใส่หลอดฝาเกลียวปริมาตร 2 มิลลลิิตร 

น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ี

6.2 น้ ายา 1 (50% concentrated HCl)   

เติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (concentrated HCl) ปริมาตร 50 มิลลิลิตรลงในน้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

6.3 น้ ายา 2 (0.2% Sulfanilamide)  

ละลาย sulfanilamide จ านวน 0.2 กรัม ในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
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6.4 น้ ายา 3 (0.1% Naphthylenediamine Dihydrochloride) 

ละลาย N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride จ านวน 0.1 กรัม ในน้ า

กลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
ผลการทดสอบทั้งหมด 

ตารางที่ 26 สรุปผลการทดสอบการทดสอบความไวต่อยา Pyrazinamide เมื่อตรวจด้วยวิธี BACTEC 

MGIT960 PZA kit และชุดการทดสอบ NIC-CBMA และการหาต าแหน่งการกลายพันธ์ุในยีน pncA, 

ยีน rpsA และยีน panD 

ล าดับ ประเภท
เชื้อดื้อยา 

 รูปแบบ
การดื้อยา
ต้านวัณโรค 

การทดสอบความไว
ต่อยา PZA 

ต าแหน่งการกลายพันธ์ุของยีน pncA, 
ยีน rpsA และยีน panD 

การกลายพันธุ์
สัมพันธ์กับการดื้อ
ยา PZA BACTEC 

MGIT 
NIC-

CBMA 
(µg/mL) 

ต าแหน่งและ 
นิวคลีโอไทด์ท่ี
เปลี่ยนแปลงไป 

ต าแหน่งโคดอน
และกรดอะมิโนที่
เปลี่ยนแปลงไป 

1 MDR SHR S* 500 None None   

2 MDR SHR S* <250 NA NA   

3 MDR HR S* 500 None None   

4 MDR SHRE S* <250 None None   

5 MDR HR S* 500 None None   

6 MDR SHRE S* <250 None None   

7 MDR HR S* 500 A181C Thr61Pro Indeterminate 

8 Pre-XDR SHREOML R* >2000 T359G Leu120Arg Resistant 

9 MDR HR S* 2 A181C Thr61Pro Indeterminate 

10 Pre-XDR SHREOML S* 2 T316C Phe106Leu Indeterminate 

11 MDR SHR R* >2000 T269G Ile90Ser Resistant 

12 MDR HR S* <250 None None   

13 MDR SHR S* <250 T92C Ile31Thr Susceptible 

14 MDR SHR S* <250 None None   

15 MDR HR R*>S* 500 None None   

16 MDR HR S* <250 None None   

17 Pre-XDR SHROML S* 1000 A407G Asp136Gly Resistant 

18 MDR SHRE R* 2000 408insert C Frameshift 
cd.136 

Resistant 

19 Pre-XDR HREOL R* 2000 408insert C Frameshift 
cd.136 

Resistant 
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20 MDR SHRE R* 2000 A139C Thr47Pro Resistant 

21 MDR SHR R*>S* 500 None None   

22 MDR SHR R*>S* 500 None None   

23 MDR SHRE S* 1000 None None   

24 MDR SHR R* 2000 394 insertion C Frameshift 
cd.132 

New 

25 MDR HR S* <250 NA NA   

26 MDR HR S* 500 None None   

27 MDR HR R*>S* 500 None None   

28 MDR SHR R* 1000 C309G Tyr103STOP Resistant 

29 Pre-XDR SHROML R* 1000 A-11C None Resistant 

30 MDR SHRE S* 500 NA NA   

31 Pre-XDR HROML S* <250 None None   

32 MDR SHR S* <250 NA NA   

33 MDR SHRE R* >2000 493-496 
deletion 

Frameshift 
cd.165 

New 

34 MDR HR S* <250 None None   

35 MDR HRE R*>S* <250 None None   

36 MDR SHR S* <250 NA NA   
37 MDR HRE S* 500 None None   

38 XDR HREKOML S* 500 None None   

39 Pre-XDR HREK R* >2000 T416G Val139Gly Resistant 

40 Pre-XDR HROML S* <250 None None   

41 MDR HR S* <250 None None   

42 MDR HR S* <250 None None   

43 MDR SHRE R* >2000 T416C Val139Ala Resistant 

44 MDR HRE R* >2000 A-11G None Resistant 

45 XDR HREKOML R* >2000 T104C Lue35Pro Resistant 

46 MDR HR S* <250 A188C Asp63Pro New 

47 MDR SHR S* <250 T92C Ile31Thr Susceptible 

48 MDR SHR S* <250 None None   

49 MDR SHR S* <250 T92C Ile31Thr Susceptible 
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50 MDR SHR R* >2000 G376C, G385T Asp126His, 
Asp129Tyr 

Resistant 

51 Pre-XDR SHREOML R* >2000 A-11C None Resistant 

52 Pre-XDR SHROML S* 500 NA NA   

53 MDR HRE S* 500 NA NA   

54 MDR SHRE S* <250 None None   

55 MDR SHRE R* >2000 T355C Trp119Arg Resistant 

56 MDR SHR S* 500 None None   

57 MDR HR R* >2000 T202G Trp68Gly Resistant 

58 MDR HR S* 500 None None   

59 MDR SHR S* <250 None None   

60 MDR HR S* 500 None None   

61 Pre-XDR HRO S* 500 None None   

62 MDR HR S* 500 None None   

63 MDR HR R* 2000 T269G Ile90Ser Resistant 

64 MDR SHR S* <250 None None   

65 MDR HR S* 500 None None   

66 MDR HR S* <250 None None   

67 MDR HR S* 500 None None   

68 MDR SHR S* <250 None None   

69 MDR HR R*>R* 2000 None None   

70 MDR SHR S* 500 None None   

71 MDR SHR R* >2000 G215A Cys72Tyr Resistant 

72 PRE-XDR SHROML S* 500 T92C Ile31Thr Susceptible 

73 MDR SHR S* <250 NA NA   

74 MDR HR S*  500 None None   

75 MDR SHR S* 500 T92C Ile31Thr Susceptible 

76 MDR SHR R*>S* 500 T92C Ile31Thr Susceptible 

77 MDR HR S* <250 NA NA   

78 MDR HR S* <250 None None   

79 MDR SHR S* 500 None None   

80 MDR HR S* 500 A181C Thr61Pro Indeterminate 
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81 MDR HR S* 500 None None   

82 MDR SHR S* <250 NA NA   

83 MDR HRE S* 500 T488C V163A Susceptible 

84 MDR SHR S* 500 None None   

85 MDR SHR S* <250 None None   

86 Pre-XDR SHROML S* 500 None None   

87 PRE-XDR SHREO S* <250 None None   

88 MDR SHRE R* >2000 T199C Ser67Pro Resistant 

89 MDR HR S* <250 None None   

90 Pre-XDR SHROML R*>R* 2000 A636C* Arg212Arg*  Susceptible 

91 MDR SHR S* 500 None None   

92 MDR HR S* 500 None None   

93 MDR SHR R* >2000 A310C Ser104Arg Resistant 

94 XDR SHREKOML R* 2000 A-11G None Resistant 

95 MDR SHR S* 500 None None   

96 MDR HRE S* <250 None None   

97 Pre-XDR SHRO R*>S* 500 None None   

98 MDR SHR R* 2000 529 insertion 
GC 

Frameshift 
cd.177 

Resistant 

99 MDR SHR S* <250 None None   

100 MDR SHR R* 2000 G415C Val139Leu Resistant 

101 MDR HR S* 500 NA NA   

102 MDR HR S* <250 None None   

103 MDR SHR S* <250 T92C Ile31Thr Susceptible 

104 Pre-XDR SHREOML R* >2000 A-11C None Resistant 

105 MDR SHRE S* 500 None None   

106 MDR HR S* <250 None None   

107 MDR HR S* <250 None None   

108 MDR HRE S* 500 None None   

109 MDR HR S* <250 None None   

110 MDR SHRE R* 1000 A35C Asp12Ala Resistant 

111 Pre-XDR SHREOML R* 2000 G314T Gly105Val Resistant 
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112 MDR HR S* 500 NA NA   

113 Pre-XDR SHREO R* 1000 C123G Tyr41STOP Resistant 

114 MDR SHRE R* >2000 G71A Gly24Asp Resistant 

115 MDR SHR S* <250 None None   

116 MDR HR S* <250 None None   

117 XDR HROMLK R* >2000 408 insertion C Frameshift 
cd.136 

Resistant 

118 MDR SHR R* >2000 T269G Ile90Ser Resistant 

119 MDR HR S* <250 None None   

120 MDR HR S* 500 NA NA   

121 MDR HR S* 500 None None   

122 MDR SHR S* 500 None None   

123 MDR SHR S* 500 None None   

124 Pre-XDR SHRK S* <250 None None   

125 Pre-XDR HREO R* >2000 A310C Ser104Arg Resistant 

126 MDR SHR S* 500 None None   

127 Pre-XDR SHRK S* 500 A181C Thr61Pro Indeterminate 

128 MDR SHR R*>R* >2000 A636C* Arg212Arg*  Susceptible 

129 Pre-XDR HREOML S* 500 None None   

130 MDR SHRE S* 500 NA NA   

131 PRE-XDR HREOML R* >2000 T515C Leu172Pro Resistant 

132 MDR SHR S* <250 NA NA   

133 MDR SHR S* 500 NA NA   

134 PRE-XDR SHROML S* 500 NA NA   

135 MDR SHRE S* <250 NA NA   

136 MDR HRE R* 1000 449 insertion 
TG 

Frameshift 
cd.150 

Resistant 

137 XDR SHREKOML S* <250 NA NA   

138 Pre-XDR SHROML S* <250 NA NA   

139 XDR SHRKOML R* 1000 C185T Pro62Leu Resistant 

140 MDR SHR S* <250 NA NA   

141 MDR SHRE S* 500 NA NA   
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142 MDR HR S* <250 NA NA   

143 MDR HR S* <250 None None   

144 MDR HR R* 2000 A35C Asp12ALa Resistant 

145 MDR SHR R* 1000 292 insertion T Frameshift 
cd.97 

New 

146 MDR SHR S* <250 NA NA   

147 MDR SHR S* <250 NA NA   

148 MDR SHR S* 500 NA NA   

149 MDR SHRE S* 500 NA NA   

150 MDR SHR S* 500 NA NA   

*หมายเหตุ S หมายถึงยา Streptomycin, R หมายถึงยา Rifampicin, H หมายถึงยา Isoniazid, E หมายถึงยา 

Ethambutol, L หมายถึงยา Levofloxacin, M หมายถึงยา Moxifloxacin, O หมายถึงยา Ofloxacin, K หมายถึง 

ยา Kanamycin, R* หมายถึง ดื้อต่อยา Pyrazinamide เมื่อทดสอบด้วย BACTEC MGIT960, S* หมายถึง ไวต่อยา 

Pyrazinamide เมื่อทดสอบด้วย BACTEC MGIT960, R*>S* หมายถึง ไวต่อยา Pyrazinamide เมื่อทดสอบด้วย 

BACTEC MGIT960 โดยการลด AST inoculum, R*>R* หมายถึง ดื้อต่อยา Pyrazinamide เมื่อทดสอบด้วย 

BACTEC MGIT960 โดยการลด AST inoculum, Resistance หมายถึง การกลายพันธุ์สัมพันธ์กับการดื้อยา 

Pyrazinamide, Susceptible หมายถึง การกลายพันธุ์ไม่สัมพันธ์กับการดื้อยา Pyrazinamide, New หมายถึง การ

กลายพันธุ์ใหม่ที่พบในการศึกษานี้ , Indeterminate หมายถึง การกลายพันธุ์สัมพันธ์ที่ไม่ทราบบทบาทแน่ชัด

เกี่ยวกับการดื้อยา, * หมายถึง การกลายพันธุ์ในยีน rpsA,  NA หมายถึง ไม่มีผลการวิเคราะห์ DNA sequencing, 

None หมายถึง ไม่พบการกลายพันธุ์ในยีน pncA, MDR หมายถึง วัณโรคดื้อยาหลายขนาน, Pre-XDR-TB หมายถึง 

วัณโรคดื้อยาหลายขนานชนิดรุนแรง, XDR หมายถึง วัณโรคดื้อยาหลายขนานชนิดรุนแรงมาก  
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ประวัติผู้เขียน 
 

ประวตัิผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล นางสาววราภรณ์ เถื่อนสุวรรณ 
วัน เดือน ปี เกิด 27 ตุลาคม 2534 
สถานทีเ่กิด ปทุมธานี 
วุฒิการศึกษา จบการศึกษาระดับปริญญาตรี จากคณะสหเวชศาสตร ์สาขาวิชาเทคนิค

การแพทย ์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2556 จากนั้นได้ท างาน
เป็นนักเทคนิคการแพทย ์ประจ าหน่วยงานจุลชีววิทยา กลุ่มงานพยาธิวิทยา 
สถาบันโรคทรวงอก และในปีการศึกษา 2559 ได้เข้าศึกษาต่อในระดับ
ปริญญามหาบณัฑิต หลักสูตรวิทยาศาสตร์ระดับโมเลกุลทางจุลชีววิทยาทาง
การแพทย์และวิทยาภูมิคุ้มกัน คณะสหเวชศาสตร ์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

ที่อยู่ปัจจุบัน บ้านเลขที่ 14 หมู่ที่ 7 ต.ไทรใหญ ่อ.ไทรน้อย จ.นนทบุร ี11150   
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