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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 
 วิลาณี เดชขจร : การพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip แบบอ่านผลด้วยตาเปล่าอย่างรวดเร็ว ส าหรับวินิจฉัยวัณ

โรคจากปฏิกิริยา Multiplex-recombinase polymerase amplification. ( Development of MTB 
Strip for rapid naked eye diagnosis of tuberculosis by Multiplex-recombinase polymerase 
amplification) อ.ท่ีปรึกษาหลัก : ผศ. ดร.ปาหนัน รัฐวงศ์จิรกุล 

  
วัณโรคเป็นโรคติดต่อท่ีมีการระบาดท่ัวโลก และยังคงเป็นปัญหาสาธารณสุขท่ีส าคัญของประเทศไทย วัณโรค

ยังเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตจากโรคติดต่อสูงเป็นอันดับสองรองจากโรคเอดส์  โดยมีสาเหตุมาจากเชื้อแบคทีเรีย 
Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) การตรวจวินิจฉัยวัณโรคทางห้องปฏิบัติการ เป็นหน่ึงปัจจัยท่ีส าคัญ
ในการควบคุมการแพร่ระบาดของโรค การน าเทคนิคทางอณูชีววิทยาเข้ามาใช้วินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการ ซ่ึงมีความ
รวดเร็วมากกว่าการเพาะเลี้ยงเชื้อด้วยวิธีดั้งเดิมและสามารถวินิจฉัยโรคได้ภายใน  1 วัน มีบทบาทท่ีส าคัญในการวินิจวัณ
โรคในปัจจุบัน การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์ในการพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip แบบอ่านผลด้วยตาเปล่าอย่างรวดเร็ว 
ส าหรับวินิจฉัยวัณโรคจากปฏิกิริยา Multiplex-recombinase polymerase amplification (M-RPA) โดยใช้ไพรเมอร์ที่
จ าเพาะต่อ IS1081 และ IS6110 ซ่ึงมีความจ าเพาะต่อเชื้อ MTBC และตรวจสอบผลผลิตของท้ังสอง IS ร่วมกัน เพื่อเพิ่ม
ความไวของเทคนิคในการวินิจฉัยวัณโรค การทดสอบเบื้องต้นกับดีเอ็นเอที่สกัดจากโคโลนีของเชื้อ แสดงให้เห็นว่าเทคนิค 
M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip สามารถจ าแนกเชื้อ MTBC ออกจาก NTM ได้อย่างถูกต้อง เมื่อน าเทคนิค M-RPA 
ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip มาวินิจฉัยกับดีเอ็นเอท่ีสกัดจากสิ่งส่งตรวจเสมหะจ านวน 131 ตัวอย่าง พบว่ามีความไวและ

ความจ าเพาะ เท่ากับ 91.03% และ 84.91% ตามล าดับ โดยมีค่าความสอดคล้องในเกณฑ์ดี (κ=0.762) เมื่อเปรียบเทียบ
กับการย้อมสีทนกรด ในขณะท่ีมีความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 100.0% และ 94.55% ตามล าดับ และมีค่าความ

สอดคล้องในเกณฑ์ดีมาก (κ=0.953) เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค Real-time PCR เทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ 
MTB Strip ใช้ระยะเวลาท าปฏิกิริยาเพียง 25 นาที ภายใต้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และตรวจสอบผลผลิตด้วยแถบ
ตรวจ MTB  Strip ภายในเวลา 15 นาที โดยตรวจสอบความเข้มข้นดีเอ็นเอตั้งต้นน้อยท่ีสุดได้เท่ากับ 0.1 ng/µl และไม่
เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อื่นท่ีมักก่อโรคในระบบทางเดินหายใจ  ดังน้ันเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบ
ตรวจ MTB Strip จึงเป็นเทคนิคท่ีมีความรวดเร็ว ไม่ซับซ้อน อ่านผลง่าย ราคาถูก มีความไวและความจ าเพาะสูง สามารถ
น าไปใช้ตรวจคัดกรองส าหรับการวินิจฉัยวัณโรค โดยเฉพาะอย่างยิ่งในโรงพยาบาลขนาดเล็ก ท่ีไม่มีเครื่องมือเฉพาะทาง
อณูชีววิทยา ท าให้สามารถระบุตัวผู้ป่วยวัณโรคได้รวดเร็วขึ้น ส่งผลให้ผู้ป่วยได้รับการรักษาอย่างเหมาะสม ซ่ึงช่วยในการ
ควบคุมวัณโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

 

สาขาวิชา วิทยาศาสตร์ระดับโมเลกุลทางจุล
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
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 Wilanee Dechkhajorn : Development of MTB Strip for rapid naked eye diagnosis of 

tuberculosis by Multiplex-recombinase polymerase amplification. Advisor: Asst. Prof. PANAN 
RATTHAWONGJIRAKUL 

  
Tuberculosis (TB) is an infectious disease spreading globally and is still a significant health 

problem in Thailand. TB has been posed as the second cause of death from infectious disease after an 
acquired immunodeficiency syndrome. TB is caused by the Mycobacterium tuberculosis complex 
(MTBC). Implementation of molecular techniques in a laboratory, which is more rapid than culture-
based methods and can be diagnosed within one day, plays a crucial role in TB diagnosis. This study 
aimed to develop the MTB Strip that could be read out by a naked eye from directed amplification by 
multiplex-recombinase polymerase amplification (M-RPA) using IS1081 and IS6110 primers specific to 
MTBC. The amplified products of both primers were inspected simultaneously to improve the sensitivity 
of detection. A preliminary examination with colony DNA demonstrated that M-RPA coupled with MTB 
Strip enabled differentiate MTBC from nontuberculous mycobacteria correctly. M-RPA coupled with MTB 
Strip was then evaluated with DNA extracted from 131 sputum samples. The sensitivity and specificity 

were 91.03% and 84.91%, respectively, and were in substantial agreement (κ=0.762) compared to acid-
fast staining, while the sensitivity and specificity were 100.0% and 94.55%, respectively, and were in 

almost perfect agreement (κ=0.953) compared to real-time PCR. The reaction time of M-RPA was 25 
minutes under 37˚C and the detection time with MTB Strip was 15 minutes. The limit of detection of 
the M-RPA coupled MTB Strip was 0.1 ng/µl, and no cross-reaction with other bacterial respiratory 
pathogens was observed. Thus, M-RPA coupled with MTB Strip was rapid, simple, easy to read out, and 
inexpensive. The developed technique also has high sensitivity and specificity, which can be integrated 
for TB screening diagnosis, particularly in small healthcare settings with no specific instrument. M-RPA 
coupled with MTB Strip may be used to promptly identify TB patients, leading to appropriate therapy 
that facilitates TB control effectively. 
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วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จและลุล่วงไปได้ด้วยดีจากการได้รับความอนุเคราะห์และความ
ช่วยเหลือจากบุคคลต่าง ๆ จึงขอขอบพระคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ปาหนัน รัฐวงศ์จิรกุล อาจารย์ที่
ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก ที่ได้กรุณามอบความรู้ ค าแนะน า ความช่วยเหลือและค าปรึกษาในทุกด้าน
ตลอดระยะเวลาที่ท าวิทยานิพนธ์ ในฐานะนิสิตปริญญาโทที่ท างานไปด้วยได้อย่างดี 

ขอขอบพระคุณส านักนวัตกรรมแห่งชาติ (องค์การมหาชน) ที่ให้การสนับสนุนทุนวิจัย และ
บริษัท ไอเมด ลาบอราทอรี่ จ ากัด ที่ให้การสนับสนุนทุนวิจัยและอนุเคราะห์วัสดุวิจัยบางส่วน 

ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร.พิทักษ์ สันตินิรันดร์ หัวหน้าห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 
คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล ที่ให้ความอนุเคราะห์ตัวอย่างดีเอ็นเอที่
สกัดจากโคโลนีของเชื้อที่เพาะเลี้ยงได้จากสิ่งส่งตรวจกับตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากสิ่งส่งตรวจเสมหะของ
ผู้ป่วย และเจ้าหน้าที่ทุกท่านที่มีส่วนช่วยในการสกัดตัวอย่างดีเอ็นเอและท าการทดสอบเบื้องต้นใน
ห้องปฏิบัติการ 

ขอขอบพระคุณ นางสาวขวัญชนม์ เจียรกิติวณิช นักเทคนิคการแพทย์ปฏิบัติการ งานจุล
ชีววิทยาคลินิก โรงพยาบาลเลิดสิน ที่ได้ให้ความอนุเคราะห์จัดหาสิ่งส่งตรวจเสมหะของผู้ป่วยวัณโรคเพ่ือ
น ามาสกัดตัวอย่างดีเอ็นเอในการศึกษานี้ 

ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร.นันทรี ชัยชนะวงศาโรจน์ ที่กรุณาเป็นประธานสอบ 
ป้องกันวิทยานิพนธ์ 

ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร. นายแพทย์ชาญวิทย์ ตรีพุทธรัตน์ ภาควิชาจุลชีววิทยา 
คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล ที่กรุณาเป็นกรรมการสอบภายนอกมหาวิทยาลัย 
ในการสอบป้องกันวิทยานิพนธ์ 

ขอขอบพระคุณ อาจารย์ ดร. รัชนีพร ติยะวิสุทธิ์ศรี ที่กรุณาเป็นกรรมการในการสอบโครงร่าง
วิทยานิพนธ์ 

นอกจากนี้ขอขอบคุณพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร. นายแพทย์ประตาป สิงหศิวานนท์ อดีต
คณบดีคณะเวชศาสตร์เขตร้อน มหาวิทยาลัยมหิดล ได้อนุญาตให้ศึกษาต่อระดับปริญญาโท และทุน
สนับสนุนการศึกษาแก่ข้าพเจ้า 

ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร.อุไร ไชยศรี อดีตหัวหน้าภาควิชาพยาธิวิทยาเขตร้อน 
และศาสตราจารย์ ดร. แพทย์หญิงพรรณเพ็ญ วิริยเวชกุล หัวหน้าภาควิชาพยาธิวิทยาเขตร้อน ที่อนุญาต
ให้ศึกษาต่อระดับปริญญาโทและสนับสนุนเวลาในการเรียนและการปฏิบัติงานวิจัย ตลอดระยะเวลาที่ท า
วิทยานิพนธ์ 
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และขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร. สัตวแพทย์หญิงเยาวพา มณีรัตน์ หัวหน้าหน่วย
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและอิมมูโนฮีสโตเคมีสตรี ที่เป็นหัวหน้างานโดยตรงแก่ข้าพเจ้า ที่สนับสนุนทุก ๆ ด้าน
แก่ข้าพเจ้า อีกท้ังอนุญาตให้ข้าพเจ้าปฏิบัติงานวิจัยในห้องปฏิบัติการของหน่วยในสถานการณ์ช่วงระบาด
โควิด-19 จนสามารถท างานวิจัยในวิทยานิพนธ์ส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี 

ขอขอบพระคุณคณาจารย์ทุกท่านในคณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่ได้สอน 
และถ่ายทอดวิชาความรู้ต่างๆ ตลอดจนพ่ี ๆ เพ่ือน ๆ ในห้องปฏิบัติ ชั้น 5 ตึกจุฬาพัฒน์ ที่ให้ความ
ช่วยเหลือ รวมถึงให้ค าปรึกษาต่างๆ จนท าให้ข้าพเจ้าท าวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จ 

และสุดท้ายนี้ขอขอบพระคุณครอบครัวที่ให้การสนับสนุนในการศึกษาต่อ และให้ก าลังใจจน
ผ่านช่วงเวลายากล าบากมาได้ จนข้าพเจ้าบรรลุเป้าหมายที่ตั้งใจไว้ได้ 

จึงขอขอบพระคุณทุกท่านเป็นอย่างสูงมา ณ ที่นี ้
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บทที ่1 

บทน า 

 

1. ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

วัณโรค หรือ Tuberculosis (TB) เกิดจากการติดเชื้อกลุ่ม Mycobacterium tuberculosis 

complex (MTBC) และเป็นโรคติดต่อที่เป็นสาเหตุของการเสียชีวิตมากที่สุดในโลก จึงเป็นปัญหาทาง

สาธารณสุขที่ส าคัญในปัจจุบัน โดยส่วนใหญ่พบการแพร่ระบาดของวัณโรคอยู่ในกลุ่มประเทศก าลัง

พัฒนา (1-4) ในปี ค.ศ. 2018 องค์การอนามัยโลก (World Health Organization, WHO) ได้รายงาน

จ านวนผู้ป่วยวัณโรครายใหม่ จ านวนทั้งสิ้น 9 ล้านราย และมีจ านวนผู้เสียชีวิต 2 ล้านราย จากสถิติ

พบว่าในทุกหนึ่งนาทีจะพบผู้เสียชีวิตจากวัณโรคอย่างน้อย 3 ราย (1) ในขณะที่ประเทศไทยติดอันดับ

ในกลุ่ม 14 ประเทศที่มีปัญหาวัณโรคสูงสุด โดยพบท้ังผู้ป่วยวัณโรค ผู้ป่วยวัณโรคที่มีการติดเชื้อ 

Human Immunodeficiency Virus (HIV) ร่วมด้วย (TB-HIV)  และผู้ป่วยวัณโรคดื้อยาหลายขนาน 

(Multiple drug-resistant TB, MDR-TB) (3) ปัจจุบันประเทศไทยมีผู้ป่วยวัณโรครายใหม่ประมาณ 

120,000 ราย และเสียชีวิตปีละ 12,000 ราย การลดอัตราการเกิดของวัณโรคจึงเป็นเป้าหมายส าคัญท่ี

กระทรวงสาธารณสุข ประเทศไทย ได้ก าหนดแนวทางปฏิบัติ เพ่ือให้สอดคล้องตามเป้าหมายยุติวัณ

โรคขององค์การอนามัยโลก (5)  

วัณโรคสามารถเกิดได้ในทุกอวัยวะของร่างกายของผู้ป่วย แต่ประเภทของวัณโรคที่พบมากที่สุด 

คือ วัณโรคปอด (Pulmonary tuberculosis) ซ่ึงติดต่อผ่านการหายใจเอาละอองของเชื้อท่ี

แพร่กระจายผ่านทางอากาศ (Airborne transmission) ท าให้การติดต่อเกิดขึ้นได้ง่ายในวงกว้าง การ

ตรวจวินิจฉัยวัณโรคทางห้องปฏิบัติการเพ่ือช่วยยืนยันการวินิจฉัยทางคลินิกมีความส าคัญมาก

เนื่องจากหากตรวจพบผู้ป่วยวัณโรคได้รวดเร็ว จะสามารถให้การรักษาได้อย่างถูกต้อง ซึ่งส่งผลต่อการ

ลดการแพร่ระบาดของโรคได้ (3, 4) การตรวจวินิจฉัยวัณโรคทางห้องปฏิบัติการในปัจจุบัน นิยมเก็บสิ่ง

ส่งตรวจเสมหะ (Sputum) เพ่ือน ามาวินิจฉัยด้วยวิธีต่าง ๆ ได้แก่ การย้อมด้วยสีทนกรด (Acid fast 

stain) ร่วมกับการศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (Microscopic examination) ซึ่งเป็นวิธีการตรวจ

วินิจฉัยเบื้องต้นที่ง่าย ค่าใช้จ่ายไม่สูง มีความจ าเพาะและสามารถตรวจได้ในห้องปฏิบัติการทั่วไป แต่มี

ความไวต่ าและไม่สามารถแยกว่าเป็นวัณโรคดื้อยาหรือไวต่อยาได้ (6-9) ในขณะที่การเพาะเลี้ยงเชื้อ 
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เป็นการตรวจยืนยันวัณโรคท่ีเป็นวิธีมาตรฐาน (Gold standard) ที่มีความไวและความจ าเพาะสูง แต่

ใช้เวลานานหลายสัปดาห์ (7, 9-12) และการทดสอบทางอณูชีววิทยา (Molecular testing) ที่อาศัย

การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) มี

ความจ าเพาะสูง และใช้เวลาประมาณ 3-4 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังมีการทดสอบทางอณูชีววิทยาที่ได้การ

รับรองจากองค์การอนามัยโลก ส าหรับการวินิจฉัยวัณโรคจากสิ่งส่งตรวจเสมหะและโคโลนีของเชื้อ 

ได้แก่ เทคนิค Xpert® MTB/RIF (บริษัท Cepheid จ ากัด, สหรัฐอเมริกา) ซึ่งอาศัยเทคนิค Real-time 

PCR ร่วมกับไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อ IS1081 และ IS6110 และยีน rpoB ส าหรับวินิจฉัยวณัโรคและวัณ

โรคดื้อยา Rifampicin ซึ่งมีประสิทธิภาพในการทดสอบที่รวดเร็วและจ าเพาะ แต่ต้องใช้เครื่องมือที่

จ าเพาะและมีราคาค่าใช้จ่ายสูง (1, 6, 10-14)  

ในปี ค.ศ. 2003 Iwamoto และคณะ (15) ได้พัฒนาเทคนิค Loop-mediated isothermal 

amplification (LAMP) โดยอาศัยหลักการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมภายใต้อุณหภูมิคงที่ 

(Isothermal amplification) ภายในระยะเวลาไม่ถึง 1 ชั่วโมง (16) เพ่ือน ามาตรวจหาเชื้อ M. 

tuberculosis ในเสมหะครั้งแรก (15) จนได้มีการพัฒนาต่อมาเป็น Tuberculosis-Loop-mediated 

isothermal amplification (TB-LAMP) (บริษัท Eiken Chemical จ ากัด, ประเทศญี่ปุ่น) ที่องค์การ

อนามัยโลกรับรองให้น ามาใช้ในการวินิจฉัยวัณโรคได้ และเป็นเทคนิคที่มีความไว และความจ าเพาะสูง 

อีกท้ังมีข้ันตอนการปฏิบัติที่ง่าย สามารถน ามาใช้เป็นการทดสอบ ณ จุดดูแลผู้ป่วย (Point-of-care-

testing, POCT) (12, 17) อย่างไรก็ตาม พบข้อจ ากัดบางประการ อาทิเช่น การปนเปื้อนง่ายระหว่าง

ปฏิกิริยา และความซับซ้อนในการออกแบบไพรเมอร์ ที่ต้องใช้ไพรเมอร์อย่างน้อย 4-6 ต าแหน่งต่อยีน

เป้าหมาย (18, 19)  

เทคนิค Recombinase polymerase amplification (RPA) เป็นอีกหนึ่งเทคนิคที่อาศัยหลักการ

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมภายใต้อุณหภูมิคงท่ี และเริ่มมีการศึกษาน ามาใช้ในการตรวจหาเชื้อ M. 

tuberculosis เพ่ิมมากข้ึนในปัจจุบัน เนื่องมาจากข้อได้เปรียบที่มากกว่าเทคนิค Isothermal 

amplification อ่ืน ๆ หลายประการ อาทิเช่น การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมเกิดขึ้นได้ที่อุณหภูมิ 25-

42 องศาเซลเซียส และปฏิกิริยาส่วนใหญ่สามารถเกิดได้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จึงสามารถใช้

เพียงกล่องควบคุมอุณหภูมิทั่วไปที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการในการด าเนินปฏิกิริยา มีข้ันตอนการ

ออกแบบไพรเมอร์และขั้นตอนการทดสอบไม่ยุ่งยาก มีระยะเวลาการทดสอบที่รวดเร็วประมาณ 10 - 

40 นาที (20-22) อีกท้ังยังเป็นเทคนิคที่มีความไวและความจ าเพาะสูง สามารถตรวจหาสารพันธุกรรม
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จ านวนตั้งต้นในระดับต่ าได้ ด้วยเหตุผลดังกล่าว จึงมีการน าเทคนิค RPA มาประยุกต์ใช้ในการวินิจฉัย

ทางอณูชีววิทยาต่าง ๆ  เพ่ิมมากข้ึนอย่างเห็นได้ชัดในปัจจุบัน อาทิเช่น การวินิจฉัยวัณโรคด้วยไพรเมอร์

ที่จ าเพาะ (23) หรือการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียจากสิ่งส่งตรวจ (20)  เป็นต้น นอกจากนี้เทคนิค RPA ยัง

มีศักยภาพในการน าไปพัฒนาเป็นชุดตรวจแบบรวดเร็ว และการตรวจแบบ POCT เพ่ือวินิจฉัยทางอณู

ชีววิทยาได้อีกมากมาย (24)  

การศึกษาท่ีผ่านมามีการน ายีนที่มีความอนุรักษ์ (Conserved region) และจ าเพาะต่อเชื้อ M. 

tuberculosis มาใช้เป็นต้นแบบในการออกแบบไพรเมอร์ เพ่ือใช้ในการวินิจฉัยวัณโรคด้วยเทคนิคทาง

อณูชีววิทยา ตัวอย่างเช่น ยีน 16S rRNA (25) 23S rDNA (26, 27) และยีน rpoB  (28) เป็นต้น แต่

พบว่ามีความไวและความจ าเพาะที่ต่ าต่อเชื้อ M. tuberculosis ปัจจุบันการวินิจฉัยวัณโรคนิยมใช้

กลุ่ม Insertion sequence element (IS) ซึ่งเป็นล าดับดีเอ็นเอสายสั้นๆ และจ านวนซ้ ากันที่อยู่

ภายในจีโนมของแบคทีเรียท าหน้าที่เป็น Transposable element ซึ่งหมายถึงล าดับดีเอ็นเอที่

สามารถเคลื่อนที่เปลี่ยนต าแหน่งภายในจีโนมได้ โดย Insertion sequence มีลักษณะที่ส าคัญสอง

ประการ ได้แก่ มีขนาดประมาณ 700 – 2,500 bp เหมือนกับ Transposable element อ่ืน ๆ และ

ส่วนที่ถอดรหัสไปเป็นโปรตีนที่เก่ียวข้องกับ Transposition activity นอกจากนี้ต าแหน่งที่ถอดรหัส 

(Coding protein) ใน Insertion sequence มักมีล าดับดีเอ็นเอที่ซ้ า ๆ กัน ซึ่งถูกล้อมรอบด้วย 

Inverted repeat ของนิวคลีโอไทด์ประมาณ 15 เบส (29, 30) Insertion sequence ที่นิยมน ามาใช้

ในการจ าแนกเชื้อ M. tuberculosis  ประกอบไปด้วย Insertion sequence 1081 หรือ IS1081 ซ่ึง

พบได้ประมาณ 5-8 copies ในเชื้อ M. tuberculosis ทุกสายพันธุ์ (23, 27, 31-33) ในขณะที่ 

Insertion sequence 6110 หรือ IS6110 พบได้เชื้อ M. tuberculosis เกือบทุกสายพันธุ์ โดยพบ

สูงสุด 25 copies แต่มีบางสายพันธุ์พบเพียง 1 copy หรือตรวจไม่พบเลย ต าแหน่ง Insertion 

sequence จึงเป็นต าแหน่งที่มีความไวและความจ าเพาะสูงต่อเชื้อ M. tuberculosis จึงมีการน ามาใช้

เป็นเป้าหมายในการตรวจวินิจฉัยวัณโรคด้วยเทคนิคอณูชีววิทยาหลายเทคนิค รวมไปถึงเทคนิค 

Xpert® MTB/RIF (34) ที่ได้รับการรับรองจากองค์การอนามัยโลก หรือเทคนิคอ่ืนที่ได้ถูกพัฒนาขึ้นมา

การศึกษาของ Singpanomchai และคณะ (23) ได้ใช้ IS1081 และ IS6110 เป็นต้นแบบในการพัฒนา

เทคนิค RPA เพ่ือวินิจฉัยวัณโรค ร่วมกับการอ่านผลด้วยตาเปล่าโดยการเติมสี SYBR®Green I พบว่ามี

ความไวและความจ าเพาะ เท่ากับ 97.95-99.32% และ 100% ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค 

PCR  
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การตรวจสอบผลผลิตจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยหลักการ Lateral flow ถูกน ามาใช้

ในการวินิจฉัยโรคติดเชื้อร่วมกับเทคนิคการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม และถูกเรียกว่า Nucleic acid 

lateral flow immunoassay (NALF) โดยอาศัยหลักการดัดแปลงไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพ่ิมสาร

พันธุกรรมเป้าหมายด้วยการติดฉลากไว้ปลายด้าน 5′ ของไพรเมอร์ เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาจะได้ผลผลิตดี

เอ็นเอสายคู่ถูกติดฉลากไว้ทั้ง 2 ด้าน ฉลากด้านแรกใช้เป็นส่วนที่จับกับโมเลกุลของแอนติบอดีที่

จ าเพาะที่ถูกเคลือบอยู่บนแถบตรวจ ท าให้ผลผลิตอยู่บนต าแหน่งที่ต้องการบนแถบตรวจนั้น ฉลาก

ด้านที่สองจับกับโมเลกุลที่เป็นตัวปล่อยสัญญาณ เพ่ือใช้ในการอ่านผลจากสัญญาณที่เกิดข้ึนบนแถบ

ตรวจ NALF (35) มีข้อได้เปรียบมากกว่าเทคนิค Agarose gel electrophoresis ที่เป็นเทคนิคพ้ืนฐาน

ในการอ่านผลของปฏิกิริยาภายหลังการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม เนื่องจากไม่ต้องอาศัยเครื่องมือ

เพ่ิมเติมในการอ่านผล สามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่าทันที ใช้ระยะเวลาในทดสอบเพียง 5-15 นาที 

อีกท้ังสามารถพกพาออกนอกพ้ืนที่ห้องปฏิบัติการ จึงสามารถน าไปใช้ในงาน ณ จุดดูแลคนไข้ได้ 

นอกจากนี้ยังสามารถใช้ในการตรวจสอบผลจากปฏิกิริยาแบบ Multiplex ซึ่งเป็นข้อได้เปรียบเมื่อ

เทียบกับการตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR®Green I ที่ไม่สามารถใช้ตรวจสอบผลการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมแบบ Multiplex ได้ (36) Hu และคณะ (37) พัฒนาเทคนิค RPA ร่วมกับ NALF ในการ

ตรวจหาเชื้อ Salmonella Typhimurium ในนม โดยใช้ไพรเมอร์ STF1, STF2 และ STF3 ที่มีการ

ติดฉลากด้วย FAM และ Digoxin เพ่ือใช้ตรวจจับผลผลิตด้วย NALF โดยใช้เวลาในการท าปฏิกิริยา 

RPA เพียง 10 นาที ภายใต้อุณหภูมิช่วง 40-42 องศาเซลเซียส และสามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า

ภายในเวลา 10 นาที Lalremruata และคณะ (38) ใช้เทคนิค Real-time-RPA ร่วมกับ Lateral Flow 

ตรวจหาเชื้อ Plasmodium falciparum ในผู้ป่วยมาลาเรีย  และสามารถตรวจพบปริมาณเชื้อใน

เลือดน้อยที่สุด เท่ากับ 64 Parasites/ml และมีความไวถึง 90% เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค Real-

time quantitative PCR ในขณะที่ Jiang และคณะ (39) ได้พัฒนาเทคนิค Recombinase 

polymerase amplification-lateral flow (RPA-LF) assay ร่วมกับ Immunomagnetic 

separation (IMS) ส าหรับการตรวจหาเชื้อ Vibrio parahaemolyticus  ในหอยนางรมดิบ พบว่ามี

ความไวและความสูงจ าเพาะ สามารถทดสอบได้ผลรวดเร็วมากกว่าเทคนิค (IMS-PCR) ซ่ึงเป็นวิธีการ

ดั้งเดิม  

ในการศึกษานี้ จึงสนใจที่จะพัฒนาเทคนิคส าหรับการตรวจทางห้องปฏิบัติ เพ่ือวินิจฉัยวัณโรค 

ภายใต้แนวความคิดของการทดสอบที่ใช้เวลาสั้น มีความไวและความจ าเพาะสูง ไม่ใช้เครื่องมือ
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วิทยาศาสตร์ที่มีราคาแพง สามารถน าไปใช้ในโรงพยาบาลขนาดเล็ก โรงพยาบาลภาคสนาม หรือจุด

ดูแลผู้ป่วย ได้ง่าย ดังนั้น จึงเป็นที่มาของพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip แบบอ่านผลด้วยตาเปล่าอย่าง

รวดเร็ว ส าหรับวินิจฉัยวัณโรคจากปฏิกิริยา Multiplex-recombinase polymerase amplification 

โดยอาศัยไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อ IS1081 และ IS6110 ร่วมกับการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วย

เทคนิค Multiplex-RPA (M-RPA) และการตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยาด้วย NALF ที่สามารถอ่าน

ผลด้วยตาเปล่า ซึ่งเทคนิคที่พัฒนาขึ้นสามารถทดสอบเสร็จสิ้นได้อย่างรวดเร็วภายในระยะเวลาไม่ถึง 1 

ชั่วโมง ท าให้น ามาประยุกต์ใช้ในการวินิจฉัยเชื้อวัณโรคได้อย่างถูกต้อง รวดเร็ว มีข้ันตอนไม่ยุ่งยาก 

และสามารถน าไปใช้ในโรงพยาบาลขนาดเล็กได้ หรือโรงพยาบาลที่อยู่ห่างไกลความเจริญ ท าให้ผู้ป่วย

จ านวนมากสามารถเข้าถึงการวินิจฉัยได้ง่ายข้ึน ส่งผลต่อการพิจารณาให้การรักษาที่เหมาะสมต่อไป 

อันจะช่วยลดจ านวนผู้ป่วยวัณโรคได้ 

 

2. วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
2.1 เพ่ือพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip แบบอ่านผลด้วยตาเปล่าอย่างรวดเร็ว ส าหรับวินิจฉัยวัณ

โรคจากปฏิกิริยา M-RPA 

2.2 เพ่ือประเมินประสิทธิภาพแถบตรวจ MTB Strip แบบอ่านผลด้วยตาเปล่าอย่างรวดเรว็ 

ส าหรับวินิจฉัยวัณโรคจากปฏิกิริยา M-RPA เปรียบเทียบกับการย้อมสีทนกรด และเทคนิค Real-time 

PCR 

 

3. ขอบเขตของงานวิจัย 
การศึกษานี้ได้พัฒนาแถบตรวจ MTB Strip แบบอ่านผลด้วยตาเปล่าอย่างรวดเร็ว ที่ใช้เทคนิค M-

RPA ในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมภายใต้อุณหภูมิเดียวคงท่ี และตรวจสอบผลผลิตสารพันธุกรรม

ด้วยแถบตรวจ MTB Strip ซึ่งอาศัยหลักการ NALF สามารถอ่านผลด้วยตาเปล่า โดยแถบตรวจ MTB 

Strip ที่พัฒนาขึ้นท าการตรวจวินิจฉัยวัณโรคจากตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากโคโลนีของเชื้อ

Mycobacterium จ านวน 130 ตัวอย่าง และตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากสิ่งส่งตรวจเสมหะ จ านวน 

131 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นดีเอ็นเอท่ีเหลือจากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะ

แพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล และห้องปฏิบัติการงานจุลชีววิทยา โรง
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พยาบาลเลิดสิน กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย ผลการวินิจฉัยตัวอย่างดีเอ็นเอจากโคโลนีถูกน ามา

เปรียบเทียบกับผลการทดสอบด้วยชุดตรวจแอนติเจน MPT 64 (SD Bioline TB Ag MPT64 Rapid 

test (ส าหรับเชื้อกลุ่ม MTBC) และเทคนิค Sanger DNA Sequencing บริเวณยีน 16S rRNA (ส าหรับ

เชื้อกลุ่ม Nontuberculous mycobacteria, NTM) ในขณะที่ผลการวินิจฉัยตัวอย่างดีเอ็นเอจากสิ่งส่ง

ตรวจเสมหะถูกน ามาเปรียบเทียบกับการย้อมสีทนกรด และเทคนิค Real-time PCR เพ่ือประเมิน

ประสิทธิภาพของแถบตรวจ MTB Strip ที่ใช้ร่วมกับปฏิกิริยา M-RPA 

 

4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 
สามารถพัฒนาเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่มีประสิทธิภาพ สามารถตรวจวินิจฉัยคัดกรองวัณโรคได้

อย่างรวดเร็ว ราคาไม่แพง ใช้งานง่าย ท าให้ผู้ป่วยสามารถได้รับการรักษาได้อย่างเหมาะสมและ

ทันท่วงที ส่งผลต่อการลดการแพร่ระบาดของวัณโรค 
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บทที ่2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

1. วัณโรค (Tuberculosis, TB) 

วัณโรคเป็นโรคติดต่อทางเดินหายใจชนิดเรื้อรังซึ่งแพร่กระจายได้ในอากาศ (40) โดยมีสาเหตุมา

จากการติดเชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) ประกอบด้วย 

11 สปีชีส์ ได้แก่ Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum, 

Mycobacterium bovis, Mycobacterium microti, Mycobacterium canettii, 

Mycobacterium caprae, Mycobacterium pinnipedii, Mycobacterium suricattae, 

Mycobacterium mungi, Mycobacterium dassie และ Mycobacterium oryx (7) อย่างไรก็ตาม

เชื้อกลุ่ม MTBC สายพันธุ์ที่พบว่าเป็นสาเหตุหลักของการเกิดวัณโรค คือ เชื้อ M. tuberculosis โดย

ส่วนใหญ่พบการก่อโรคในปอด (Pulmonary TB) และอาจก่อให้เกิดวัณโรคนอกปอด  

(Extrapulmonary TB) ที่มกีารติดเชื้อจากปอดผ่านทางกระแสเลือดไปยังอวัยวะอ่ืน เช่น ต่อม

น้ าเหลือง กระดูก เยื่อหุ้มสมอง เป็นต้น วัณโรคมีการด าเนินของโรค โดยแบ่งเป็น (1, 41)  

- วัณโรคแฝง (Latent TB หรือ Inactive TB) คือ การติดเชื้อ M. tuberculosis แอบ

แฝงอยู่ในเนื้อเยื่อของร่างกาย แต่มีปริมาณเชื้อท่ีน้อยและไม่ก่อให้เกิดอาการแสดงออก 

เนื่องมาจากการถูกควบคุมด้วยระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายไม่ให้มีการแบ่งตัวและไม่สามารถ

แพร่กระจายไปยังผู้อื่นได้ 

- วัณโรคแสดงอาการ (Active TB) คือ การติดเชื้อ M. tuberculosis และมีการแสดง

อาการต่าง ๆ ของโรค เนื่องมาจากภูมิคุ้มกันของร่างกาย ไม่สามารถก าจัดหรือเก็บกักตัวเชื้อ 

สามารถตรวจพบเชื้อในเสมหะ และแพร่กระจายเชื้อติดต่อไปยังผู้อ่ืนได้ 

 

2. สถานการณ์วัณโรค 

วัณโรคเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญระดับประเทศและระดับโลก ถึงแม้ปัจจุบันวัณโรคสามารถ

รักษาหายได้ แต่อัตราการการติดเชื้อและอัตราการตายยังคงสูงทั่วโลก โดยอัตราการตายที่มีสาเหตุมา

จากวัณโรคเป็นอันดับสองรองจากโรคเอดส์ จากรายงานการประชุมเกี่ยวกับวัณโรคขององค์การ
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อนามัยโลก ประจ าปี พ.ศ. 2561 ระบุว่าในปี พ.ศ. 2560 มีประชากรจากทั่วโลกถึง 10 ล้านคน ติดเป็น

วัณโรค โดยมีประชากรจ านวน 1.3 ล้านคน เสียชวีิตจากการติดวัณโรคที่ไม่ได้ติดเชื้อร่วมกับเชื้อ 

Human immunodeficiency virus (HIV) ในขณะที่มีประชากรจ านวน 3 แสนคน เสยีชีวิตจากการ

ติดวัณโรคร่วมกับเชื้อ HIV การเกิดวัณโรคสามารถพบได้ในทุกกลุ่มอายุ อย่างไรก็ตามพบว่า 90% ของ

ผู้ที่ติดเชื้อเป็นผู้ใหญ่ที่มีอายุมากกว่า 15 ปีขึ้นไป วัณโรคมีอุบัติการณ์สูงในประเทศแถบภูมิภาคเอเชีย

และแอฟริกาโดยประเทศท่ีมีอัตราผู้ป่วยวัณโรคสูงที่สุดอันดับหนึ่ง คือ ประเทศอินเดีย รองลงมาคือ 

ประเทศอินโดนีเซียและประเทศไนจีเรียตามล าดับ ในขณะที่ประเทศไทยเป็น 1 ใน 22 ประเทศที่มีวัณ

โรคสูงสุดของโลก และเป็น 1 ใน 14 ประเทศท่ีมีอัตราการป่วยเป็นวัณโรคสูงสุดทั้ง 3 ประเภท ได้แก่ 

วัณโรค วัณโรคร่วมกับการติดเชื้อ HIV (HIV/TB) และวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (MDR-TB) โดยในปี 

พ.ศ. 2561 ประเทศไทยมีอัตราผู้ป่วยวัณโรคเท่ากับ 120,000 คน ซึ่งมีผู้ป่วยวัณโรคท่ีติดเชื้อร่วมกับ

เชื้อ HIV จ านวน 11,000 คน (1, 3, 5) วัณโรคจึงนับเป็นปัญหาวิกฤตทางสาธารณสุขในประเทศไทย 

ซึ่งมีปัจจัยเสี่ยง 5 ปัจจัยหลัก ที่ก่อให้เกิดวัณโรคในประเทศ ได้แก่ การสูบบุหรี่ การขาดสารอาหาร 

โรคเบาหวาน การดื่มเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ และผู้ป่วยที่ติดเชื้อ HIV (3, 5)  

 

3. ลักษณะท่ัวไปของเชื้อ M. tuberculosis 

เชื้อ M. tuberculosis เป็นสาเหตุหลักของวัณโรคที่พบในคน จัดเป็นเชื้อแบคทีเรียที่อยู่ในวงศ์ 

Mycobacteriaceae จีนัส Mycobacterium ต้องการออกซิเจนในการเจริญเติบโต (Obligate 

aerobe) ไม่สามารถเคลื่อนที่ ไม่สร้างสปอร์ (non-spore forming) และไม่สร้างแคปซูล (non-

capsule forming)  

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (Microscopic morphology) ของเชื้อ M. tuberculosis มี

รูปร่างเป็นแท่งตรง (Bacilli) หรือโค้งงอเล็กน้อย เรียวยาว ขนาดประมาณ 1-10 µm โดย M. 

tuberculosis ย้อมติดสีแกรมบวก ซึ่งบางครั้งอาจติดสีไม่สม่ าเสมอ เนื่องมาจากผนังเซลล์ของเชื้อ

ประกอบไปด้วยไขมันที่มีชื่อว่า Mycolic acid จ านวนมาก ท าให้ผนังเซลล์มีความหนา สามารถทน

กรด-ด่าง และสารเคมีต่าง ๆ  และสามารถทนอยู่ในสิ่งแวดล้อมที่แห้งได้หลายสัปดาห์ (39, 41-43) จาก

คุณสมบัติของชั้นไขมันที่หนาที่ผนังเซลล์ ยังส่งผลให้เชื้อสามารถย้อมติดสีทนกรด ซึ่งเป็นลักษณะ

จ าเพาะของเชื้อในกลุ่ม Mycobacterium และน ามาใช้ในการวินิจฉัยเชื้อได้ 
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ลักษณะโคโลนีของเชื้อ (Macroscopic morphology) M. tuberculosis สามารถเจริญเติบโตได้

ดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีก๊าซออกซิเจน บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีส่วนประกอบ

สารอาหารของกรดอะมิโน (Amino) หรือแอมโมเนีย (Ammonia) เป็นแหล่งไนโตรเจนและ          กลี

เซอรอล (Glycerol) เป็นแหล่งคาร์บอน เชื้อมีอัตราการเจริญเติบโตช้า โดยสามารถสังเกตเห็นโคโลนี

ภายใต้ระยะเวลาประมาณ 4 ถึง 6 สัปดาห์ ลักษณะของโคโลนีสามารถพบได้ตั้งแต่โคโลนีแบบเรียบ

หรือมีผิวขรุขระ สีเหลืองครีม คล้ายดอกกะหล่ า (Cauliflower-like appearance) (39, 41, 44, 45) 

 

 

รูปที่ 2.1 ลักษณะโคโลนีของเชื้อ M. tuberculosis บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง Lowenstein-
Jensen medium (LJ)(46) 

 

ลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์แรก ที่ถูกถอดรหัสล าดับดีเอ็นเอท้ังจี

โนมอย่างสมบูรณ์ คือ H37Rv ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ใช้ทั่วไปในห้องปฏิบัติการและยังมีปัจจัยในการก่อ

ความรุนแรงของโรค (47, 48) ขนาดจีโนมของ M. tuberculosis H37Rv (NC_00962.3) มีขนาด

ประมาณ 4.4 ล้านคู่เบส (bp) และมีจ านวนยีน 4,090 ยีน ที่ทราบหน้าที่ชัดเจน 73.2% (48) โดยแต่

ละยีนมีความยาวเฉลี่ย 1,079 bp ต่อ 1 ยีน ภายในจีโนมมีสัดส่วนของดีเอ็นเอที่มีการซ้ ากัน 

(Repetitive DNA sequence) ประมาณ 3.4% มีการกระจายอยู่ทั่วจีโนม โดยเฉพาะบริเวณท่ีเรียกว่า 

Insertion sequence element (IS)  ซึ่งเป็นดีเอ็นเอขนาดเล็กท่ีสามารถย้ายต าแหน่ง 

(Transposition) ได้ 

เชื้อ M. tuberculosis พบได้ตามสิ่งแวดล้อมทั่วไป สามารถก่อให้เกิดโรคได้โดยเฉพาะอย่างยิ่งใน

ผู้ที่มีภาวะภูมิคุ้มกันต่ า เช่น ผู้ที่ติดเชื้อ HIV ผู้ป่วยโรคเบาหวาน ผู้ที่มีสภาวะขาดสารอาหาร ผู้ป่วย
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โรคมะเร็ง หรือผู้ที่ได้รับยากดภูมิคุ้มกัน เนื่องมาจากสภาวะภูมิคุ้มกันของกลุ่มคนดังกล่าวไม่สามารถ

ต้านทานหรือก าจัดเชื้อได้ (49) 

 

4. อาการ การติดต่อและการเกิดพยาธิสภาพของวัณโรค 

วัณโรคเป็นโรคติดต่อที่แพร่กระจายผ่านทางอากาศ จึงมักติดต่อผ่านการหายใจเป็นหลัก เมื่อ

ผู้ป่วยติดวัณโรค จะมีการแสดงอาการที่พบบ่อย ได้แก่ อาการไอเรื้อรัง (Chronic cough) มากกว่า 2 

สัปดาห์ มีลักษณะไอแห้งในช่วงแรก และกลายเป็นไอมีเสมหะ หรือไอปนเลือดในภายหลัง เจ็บหน้าอก

จากอาการปอดอักเสบเรื้องรังและหายใจหอบถี่ มีไข้ต่ า โดยมักเป็นช่วงบ่ายร่วมกับมีเหงื่อออกในเวลา

กลางคืนจากการสร่างไข้ อ่อนเพลียไม่มีแรง น้ าหนักลด เนื่องจากการขาดความอยากอาหาร หรืออาจ

มีอาการภาวะต่อมน้ าเหลืองโตบริเวณคอ หากท าการตรวจหารอยโรคที่ปอด พบลักษณะเนื้อปอดเป็น

ฝ้า (Infiltration) เป็นโพรง (Cavity) ก้อนกลม (Nodule) หรือเป็นเนื้อแข็ง (Consolidation) ซึ่งเกิด

จากการอักเสบเรื้อรัง (4, 9) 

วัณโรคติดต่อผ่านทางเดินหายใจจากละอองฝอยขนาดเล็ก (Aerosol transmission) โดยอาจพบ

การติดต่อผ่านระบบทางเดินอาหารหรือผิวหนัง (50) การติดต่อผ่านการฉีดวัคซีนเข้าร่างกายโดยตรง 

(Direct inoculation) (23) การสัมผัสเนื้อเยื่อที่เป็นวัณโรค การได้รับเชื้อผ่านทางบาดแผลหรือเยื่อบุ

ตาขาว และการติดต่อจากแม่สู่ลูก (51, 52) ได้เพียงส่วนน้อย กลไกการเกิดวัณโรคเริ่มจากภายหลงั

ได้รับเชื้อ M. tuberculosis ที่อยู่ในละอองฝอย (Aerosol droplets) ขนาดประมาณ 1 ถึง 5 µm ที่

แพร่มาจากผู้ป่วยวัณโรค ผ่านการไอ จาม หรือพูดคุย เชื้อจะเดินทางเข้าสู่ปอดไปยังถุงลม (Alveoli) 

และถูกจับกิน (Phagocytosis) ด้วยแมคโครฟาจ (Macrophage) ที่อยู่ภายในถุงลม ท าให้เกิดการ

ตอบสนองภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่ก าเนิด (Innate immunity) โดยแมคโครฟาจเหล่านี้ยังไม่ถูกกระตุ้นด้วย

เซลล์ลิมโฟไซค์ชนิดที (T-lymphocyte) ท าให้มีความสามารถในการท าลายเชื้อต่ า เมื่อแมคโครฟาจ

ไม่สามารถท าลายเชื้อได้ เชื้อวัณโรคจะแบ่งตัวในเซลล์ท าให้แมคโครฟาจตาย และกระตุ้นเซลล์เม็ด

เลือดขาวชนิดต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้องให้มายังบริเวณนั้น เพ่ือจับกินและควบคุมเชื้อ และสร้างแกรนูโลมา

ขึ้นมาปกคลุม หากเชื้อ M. tuberculosis ไม่ถูกท าลาย แต่หลบซ่อนอยู่ภายในแกรนูโลมา จะท าให้เกิด

เป็นวันโรคแฝง ในทางตรงกันข้ามหากระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายไม่เพียงพอในการควบคุมและก าจัด

เชื้อ M. tuberculosis ท าให้เกิดการแบ่งตัวและแสดงอาการออกมา (รูปที่ 2.2) อีกหนึ่งสาเหตุมาจาก

ระบบภูมิคุ้มกันอ่อนแอ ส่งผลให้แกรนูโลมาสูญเสียหน้าที่และโครงสร้าง ท าให้เชื้อ M. tuberculosis 
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มีการแบ่งตัวและกระจายไปยังเนื้อเยื่อข้างเคียงหรืออวัยวะอ่ืน ๆ ผ่านทางระบบไหลเวียนโลหิตและ

น้ าเหลือง โดยมักไปที่ต่อมน้ าเหลืองที่อยู่ใกล้ก่อน คือ ต่อมน้ าเหลืองที่ข้ัวปอด (Hilar lymph nodes) 

ท าให้มีอักเสบภายในปอดและแสดงอาการออกมา นอกจากนี้เชื้อจะแพร่กระจายออกนอกปอด ไปยัง

อวัยวะอ่ืน ๆ ก่อให้เกิดวัณโรคนอกปอด ส าหรับผู้ป่วยที่เป็นวัณโรคแฝงจะถูกกระตุ้น (Reactivation) 

ให้กลายเป็นผู้ป่วยวัณโรคแสดงอาการภายหลังได้ เมื่อสภาวะภูมิคุ้มกันภายในร่างกายอ่อนแอลง ส่งผล

โครงสร้างแกรนูโลมาถูกท าลาย และเชื้อสามารถหลบหนีออกมา ท าให้เกิดการกระตุ้นการหลั่งของไซ

โตไคน์ออกมาและท าลายเนื้อเยื่อปอด จึงพบรอยโรคที่มีลักษณะเป็นโพรง ซึ่งตรวจพบได้จากการ

ถ่ายภาพรังสี (X-ray) ทรวงอก นอกจากนี้เชื้อยังสามารถแบ่งตัวและเพ่ิมจ านวนในแมคโครฟาจ ท าให้

เซลล์แมคโครฟาจตาย และมีการปล่อยไซโตไคน์ เช่น TNF-alpha ที่กระตุ้นการสร้างแกรนูโลมา 

พร้อมกับท าลายเนื้อเยื่อต่าง (53, 54) 
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รูปที่ 2.2 การติดต่อและการเกิดพยาธิสภาพของวัณโรค (55) 
 

 

 

5. การวินิจฉัยวัณโรคในห้องปฏิบัติการ 

การตรวจวินิจฉัยวัณโรคประกอบไปด้วย การซักประวัติ การตรวจร่างกาย การตรวจรังสีวินิจฉัย

ทรวงอก และการตรวจทางจุลชีววิทยาในห้องปฏิบัติการที่ช่วยยืนยันผลการวินิจฉัยวณัโรคแก่ผู้ป่วย 

ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้ 
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5.1. การเก็บสิ่งส่งตรวจ 
การเก็บสิ่งส่งตรวจต้องมีขั้นตอนที่ถูกต้องและมีความน่าเชื่อถือ เพ่ือให้ผลการตรวจวินิจฉัย

วัณโรคทางห้องปฏิบัติการมีความถูกต้องและแม่นย ามากที่สุด ดังนั้นการเก็บสิ่งส่งตรวจส าหรับเชื้อวัณ

โรค ซึ่งมักเกิดขึ้นที่ปอดจึงมีการเก็บเสมหะ (Sputum) หรือตัวอย่างอ่ืน ๆ จากปอด เช่น น้ าล้างปอด 

(Bronchoalveolar lavage; BAL) ส่วนวัณโรคนอกปอด อาจมาในรูปแบบอ่ืน ๆ  ได้แก่ ชิ้นเนื้อ ผิวหนัง 

ปัสสาวะ เลือด น้ าไขสันหลัง หรือสิ่งส่งตรวจอื่น ๆ ตามอวัยวะที่ติดเชื้อนั้น 

5.1.1. การเก็บสิ่งส่งตรวจเสมหะ 

เสมหะ เป็นสิ่งส่งตรวจหลักท่ีนิยมใช้ในการตรวจวินิจฉัยวัณโรค โดยควรมีการเก็บ

เสมหะให้ได้ทั้งคุณภาพและปริมาตรที่เหมาะสม เนื่องจากอาจส่งผลต่อการตรวจวิเคราะห์ ในการเก็บ

เสมหะ ควรเก็บต่อเนื่องกัน 3 ครั้ง ติดต่อกันใน 3 วัน โดยระยะห่างระหว่างการเก็บแต่ละตัวอย่าง 8-

24 ชั่วโมง ทั้งนี้ 1 ใน 3 ของตัวอย่างต้องเป็นตัวอย่างที่ถูกเก็บในตอนเช้าหลังตื่นนอน (Early morning 

sputum) เพ่ือเพ่ิมโอกาสในการตรวจพบเชื้อ (56) จากการรายงานพบว่าการเก็บตัวอย่างเสมหะครั้ง

แรก สามารถตรวจพบเชื้อ M. tuberculosis ได้ประมาณ 85% ในขณะที่ครั้งที่สองและครั้งที่สาม

สามารถพบได้ประมาณ 10% และ 3% ตามล าดับ (57) ปริมาตรของเสมหะในการเก็บแต่ละครั้งควรมี

ประมาณ 5-10 ml บรรจุใส่ในภาชนะปากกว้าง ที่มีความลึก 5-6 cm มีฝาปิดแบบเกลียว และควร

ส่งไปยังห้องปฏิบัติการโดยเร็ว หรือเก็บไว้ในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

5.1.2. การเก็บสิ่งส่งตรวจชนิดอ่ืน 

ในบางกรณีที่ไม่สามารถเก็บสิ่งส่งตรวจเสมหะได้ เช่น ในเด็กเล็ก หรือในผู้ป่วยบาง

ราย จึงมีความจ าเป็นต้องเก็บสิ่งส่งตรวจชนิดอื่น  เช่น การเก็บเสมหะโดยการกระตุ้น (Induced 

sputum) ซึ่งใช้เครื่องพ่นละอองฝอย เพ่ือช่วยกระตุ้นการสร้างเสมหะ ท าให้เสมหะที่ได้มีลักษณะ

คล้ายกับน้ าลายมาก การเก็บตัวอย่างน้ าล้างกระเพาะ (Gastric aspiration) ซึ่งท าการเก็บต่อเมื่อ

ผู้ป่วยไม่สามารถใช้วิธีการเก็บเสมหะแบบการกระตุ้นได้ การเก็บวิธีนี้จะมีโอกาสตรวจพบเชื้อน้อยลง

ไป และการเก็บตัวอย่างน้ าล้างหลอดลม (Bronchoalveolar lavage, BAL) เป็นสิ่งส่งตรวจอีกชนิดที่

นิยมใช้ในการตรวจวินิจฉัยวัณโรค แต่ต้องอาศัยข้ันตอนที่มีการลุกล้ าเข้าไปในตัวผู้ป่วย (Invasive 

procedure) จึงต้องด าเนินการโดยแพทย์เฉพาะทางและใช้อุปกรณ์ท่ีจ าเพาะ (54) 
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5.2. การทดสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์  
การตรวจหาเชื้อ M. tuberculosis ด้วยวิธีการย้อมสีและตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ เป็น

วิธีที่ท าได้รวดเร็ว ประหยัด และมีความส าคัญต่อการวินิจฉัยวัณโรค เนื่องมาจากมีความจ าเพาะสูง 

สามารถจ าแนกเชื้อ Mycobacterium ออกจากเชื้อแบคทีเรียอื่น ๆ โดยการย้อมสีทนกรด ซึ่งใช้ตัวชะ

ล้างสี ได้แก่ 3% HCl alcohol ไม่ว่าจะเป็นการย้อมด้วยวิธี Ziehl-Neelsen หรือ Hot stain (58) 

หรือการย้อมด้วยวิธี Kinyoun หรือ Cold stain (59) และดูการติดสีของเชื้อภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่

ก าลังขยาย 100X โดยเชื้อ M. tuberculosis จะมีลักษณะเป็นรูปแท่งติดสีแดงตัดกับสี Carbol fuchin 

นอกจากนี้ยังสามารถใช้วิธีการย้อมด้วย Fluorochrome ซ่ึงเป็นการย้อมสีทนกรดที่ใช้สีฟลูออเรส

เซนต์ซึ่งเป็นสารเรืองแสง โดยสีฟลูออเรสเซนต์ที่นิยมใช้งานส่วนใหญ่ ได้แก่ สี Auramine-O และสี 

Auramine-O/Rhodamine ซึ่งมีข้อดีเมื่อเปรียบเทียบกับการย้อมด้วยสี Carbol fuchsin คือ มีความ

ไวสูงกว่า และสามารถอ่านผลได้รวดเร็ว ใช้ก าลังขยายต่ าท าให้อ่านผลได้ทั่วถึงทั้งแผ่นสไลด์ แต่การ

อ่านผลทดสอบจ าเป็นต้องใช้กล้องฟลูออเรสเซนต์ ซึ่งมีราคาสูง และต้องใช้ห้องมืดในการทดสอบ

ภายใต้กล้อง (60) แม้ว่าการทดสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เป็นการวินิจฉัยวัณโรคท่ีมีความจ าเพาะสูง 

และนิยมใช้ในห้องปฏิบัติการทั่วไป เนื่องมาจากไม่จ าเป็นต้องอาศัยเครื่องมือที่จ าเพาะ นอกเหนือจาก

กล้องจุลทรรศน์ แต่พบว่ามีข้อจ ากัดในเรื่องความไวของการตรวจพบเชื้อ โดยจะต้องมีเชื้อในสิ่งส่ง

ตรวจประมาณ 5,000 – 10,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จึงจะสามารถตรวจพบได้ และไม่สามารถบอกชนิด

ของเชื้อได้อย่างชัดเจน (61) 

5.3. การเพาะเลี้ยงเชื้อ (Culture)  
การเพาะเลี้ยงเชื้อจากสิ่งส่งตรวจ ถือเป็นวิธีมาตรฐานทางห้องปฏิบัติการ (Gold standard) 

ในการตรวจวินิจฉัยวัณโรค โดยมีข้อดี คือ เป็นวิธีที่มีความไวสูง สามารถบ่งชี้ถึงความมีชีวิตของเชื้อก่อ

โรคได้ นอกจากนั้นโคโลนีของเชื้อที่เจริญเติบโตขึ้นมา สามารถน าไปทดสอบวินิจฉัยจ าแนกชนิดและ

ทดสอบความไวต่อยาได้ การเพาะเลี้ยงวัณโรคนิยมใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ 2 ประเภท ได้แก่ 1) อาหารเลี้ยง

เชื้อชนิดแข็ง ตัวอย่างเช่น Lowenstein-Jense (LJ) media ซึ่งมีไข่แดงและกรดไขมันเป็น

องค์ประกอบ และมี Malachite green เป็นสารยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียอื่น โดย

สามารถสังเกตเห็นโคโลนีของเชื้อ M. tuberculosis ได้ประมาณ 3 สัปดาห์ 2) อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด

เหลว ตัวอย่างเช่น Mycobacterium growth indicator tube (MGIT) ซึ่งใช้สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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Middlebrook M7H9 บรรจุอยู่ในหลอดชนิดพิเศษ ที่ก้นหลอดถูกเคลือบด้วยสารฟลูออเรสเซนต์ที่มี

ความไวต่อออกซิเจน และเม่ือใช้ร่วมกับเครื่องบ่มเชื้ออัตโนมัติ BACTEC MGIT 960 system (บริษัท 

Becton, Dickinson จ ากัด, ประเทศสหรัฐอเมริกา) จะท างานโดยตรวจจับสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่

เปล่งออกมาเมื่อมีการเจริญเติบโตของเชื้อภายในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ เนื่องจากเชื้อมีการใช้

ออกซิเจน ท าให้ออกซิเจนมีปริมาณลดลง ส่งผลให้สารฟลูออเรสเซนต์สามารถเปล่งสัญญาณออกมา 

ทั้งนี้ MGIT สามารถให้ผลการเพาะเลี้ยงที่เร็ว ประมาณ 10 วัน (62) แต่พบอัตราการปนเปื้อนจากเชื้อ

ประจ าถิ่นสูงกว่าการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง นอกจากนี้การเพาะเลี้ยงยังต้องอาศัย

เครื่องอัตโนมัติ ซึ่งมีราคาแพง จึงยังเป็นข้อจ ากัดส าหรับห้องปฏิบัติการขนาดเล็ก  

5.4. การทดสอบทางอณูชีววิทยา (Molecular examination) 
ในปัจจุบันการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ M. tuberculosis ด้วยเทคนิคทางอณู

ชีววิทยา ถือว่ามีบทบาทส าคัญอย่างยิ่งในการตรวจวินิจฉัยวัณโรค เนื่องมาจากให้ผลการทดสอบที่

รวดเร็ว มีความไวและความจ าเพาะสูง สามารถตรวจได้โดยตรงจากสิ่งส่งตรวจหรือโคโลนีของเชื้อที่

เจริญเติบโตแล้ว การวินิจฉัยวัณโรคทางอณูชีววิทยาส่วนใหญ่ อาศัยการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ

ยีนเป้าหมาย ที่เป็นต าแหน่งอนุรักษ์ หรือมีความจ าเพาะต่อเชื้อ M. tuberculosis อาทิเช่น ยีน 16S 

rRNA เป็นองค์ประกอบของ 30S small unit ของ Prokaryotic ribosomes มีความยาวประมาณ 

1,500 bp ถูกถอดรหัสมาจาก 16S rDNA และเป็นยีนที่มีการใช้กันอย่างกว้างขวางในการจ าแนกสาย

พันธุ์ของแบคทีเรีย เนื่องจากมีจ านวน DNA copies มากภายในจีโนม ความเข้มข้นน้อยที่สุดของยีน 

16S rRNA ที่สามารถตรวจพบได้ เท่ากับ 10 fg/µl เมื่อใช้เทคนิค Real-time RT-PCR ในการตรวจ 

ดังนั้นยีน 16S rRNA จึงเป็นเป้าหมายที่มีความไวและความจ าเพาะสูง การศึกษาที่ผ่านมาได้ใช้การ

ตรวจหายีน 16S rRNA เพ่ือจ าแนกเชื้อในกลุ่ม Nontuberculous mycobacteria (NTM) ได้แก่ M. 

avium, M. gastri และ M. nonchromogenicum (63) ยีน 23S rDNA สามารถใช้ตรวจวินิจฉัยเชื้อ 

M. tuberculosis ได้อย่างรวดเร็ว ทั้งในระดับจีนัสและสปีซี่ส์ แต่มีข้อจ ากัดคือ สามารถพบได้ในเชื้อ 

Mycobacterium สายพันธุ์อ่ืน รวมทั้งในกลุ่มของ NTM (26) ยีน rpoB เป็นยีนที่มีความเกี่ยวข้องกับ

การดื้อยา Rifampicin ซึ่งเป็นหนึ่งในยาที่ใช้รักษาผู้ป่วยวัณโรค จึงมีการน ายีนดังกล่าวมาใช้ในการ

จ าแนกเชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อต่อยา Rifampicin ซึ่งพบว่ามีประสิทธิภาพสูงในการตรวจวินิจฉัย

เชื้อจากสิ่งส่งตรวจ แต่ในการใช้วินิจฉัยจ าแนกเชื้อ M. tuberculosis ด้วยยีน rpoB จ าเป็นต้องท า
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ควบคู่กับยีนอ่ืน ๆ เช่น 16S rRNA, 23S rDNA, IS1081 และ IS6110 เป็นต้น (28, 64) ยีน gyrB  เป็น

ยีนที่มีขนาดความยาวประมาณ 700 bp มีจ านวน 5 copies ในจีโนม และถอดรหัสเป็นโปรตีน GyrB 

ซึ่งเป็นหน่วยย่อยของเอนไซม์ DNA gyrase แม้ว่าจะมีล าดับนิวคลีโอไทด์อนุรักษ์จ าเพาะสูงในสาย

พันธุ์ของเชื้อ M. tuberculosis แต่ยังสามารถพบได้ในเชื้อ M. bovis, M. africanum และ M. 

microti (65) การใช้ยีน gyrB ในการจ าแนก M. tuberculosis มีข้อได้เปรียบมากกว่ายีน 16S rRNA 

เพราะยีน gyrB มีล าดับนิวคลีโอไทด์แบบเดียว ในขณะยีน 16S rRNA มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่อาจเกิด

การเปลี่ยนแปลงได้ (66, 67)  

กลุ่ม Insert sequence (IS) มีลักษณะของล าดับนิวคลีโอไทด์ซ้ า ๆ ภายในจีโนม ซึ่งมีขนาด

สั้นและมีการอนุรักษ์สูง Insert sequence ที่ส าคัญและนิยมน ามาใช้จ าแนกเชื้อ M. tuberculosis 

ได้แก่ IS1081, IS6100 และ IS6110 โดย IS1081 พบได้ในทุกสายพันธุ์ของเชื้อในกลุ่ม MTBC มีขนาด

ความยาว 1,324 bp มีล าดับนิวคลีโอไทด์ซ้ า ๆ กัน ซึ่งถูกล้อมรอบด้วย Inverted repeat ของนิวคลี

โอไทด์ประมาณ 15 เบส และมีต าแหน่ง Open reading frame (ORF) ขนาดใหญ่ ภายในจีโนมพบ 

IS1081 ซ้ ากันเป็นชุด จ านวน 5-8 copies และมีความเสถียรสูงมากในเชื้อกลุ่ม MTBC ดังนั้นจึงมี

ความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงกันต่ า (27, 32) อย่างไรก็ตาม IS1081 มีความไว 

(99%) และความจ าเพาะ (100%) สูง เมื่อน ามาใช้วินิจฉัยเชื้อ M. tuberculosis จากงานวิจัยที่ผ่านมา 

(23) ดังนั้นจึงมีงานวิจัยจ านวนมากที่ใช้ IS1081 ในการวินิจฉัยวัณโรค ส าหรับ IS6100 เริ่มมีการ

น ามาใช้ตรวจหาเชื้อ M. tuberculosis เมื่อ 10 ปีที่ผ่าน แต่เนื่องจากมีความไวในการตรวจพบอยู่

ระหว่าง 11-81% ซึ่งมีความไวต่ ากว่า IS6110 จึงไม่นิยมน ามาใช้ในการจ าแนกเชื้อ (68, 69) ในขณะที ่

IS6110 มีขนาดความยาว 1,360 bp จัดอยู่ใน IS3 family โดยมี ORF สองชนิด คือ orfA และ orfB 

พบได้เฉพาะในกลุ่มเชื้อ MTBC เท่านั้น (30) เนื่องจากมีบริเวณอนุรักษ์สูง จึงท าให้มีความจ าเพาะสูง 

หากปรากฏอยู่ภายในจีโนม พบว่ามีจ านวน copies สูงถึง 25 copies แต่อย่างไรก็ตาม ในบางสาย

พันธุ์ อาจพบได้เพียง 1 copies หรือไม่พบIS6110 (70, 71) จึงท าให้เกิดผลลบปลอมได้ในบางการทด

สอบที่ใช้ IS6110 เพียง IS เดียวส าหรับวินิจฉัยจ าแนก M. tuberculosis (71) IS6110 มีความไวสูงอยู่

ระหว่าง 87.5-97.5% (23, 31, 72) นอกจากนี ้IS6110 ยังถูกน าไปประยุกต์ใช้กับเทคนิค Restriction 

Fragment Length Polymorphism (RFLP) เพ่ือศึกษาความหลากหลายของ Mycobacterium ssp. 

(30) และถูกน าไปใช้เป็นยีนเป้าหมายส าหรับการวินิจฉัยเชื้อ M. tuberculosis ของเทคนิค TB-LAMP 

และ Xpert®MTB/RIF (73, 74) 
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ตัวอย่างของเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่องค์การอนามัยโลก แนะน าส าหรับการวินิจฉัยวัณโรค 

ได้แก่ 

5.4.1. Xpert® MTB/RIF  
เป็นเทคนิคการวินิจฉัยวัณโรคประเภท Automated molecular test ที่อาศัย

หลักการของปฏิกิริยา Nested real-time polymerase chain reaction (Real-time PCR) ในการ

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม เทคนิค Xpert® MTB/RIF ถูกพัฒนาโดยห้องปฏิบัติการของ ศาสตราจารย์ 

David Alland มหาวิทยาลัย Medicine and Dentistry of New Jersey (UMDNJ), สหรัฐอเมริกา 

ร่วมกับบริษัท Cepheid จ ากัด, สหรัฐอเมริกา และ บริษัท Foundation for Innovative New 

Diagnostic จ ากัด, ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ ในปี ค.ศ. 2010 WHO ได้แนะน าเทคนิค Xpert® 

MTB/RIF ส าหรับตรวจวินิจฉัยวัณโรค (34) โดยสามารถตรวจวินิจฉัยได้ทั้งวัณโรคและวัณโรคดื้อยา 

Rifampicin ได้พร้อมกัน โดยใช้ไพรเมอร์ยีน rpoB ที่จ าเพาะต่อเชื้อ MTBC และใช้โพรบ (probe) 

จ านวน 5 โพรบ ซึ่งถูกติดฉลากด้วยสารฟลูออเรสเซนต์ที่ให้สัญญาณสีแตกต่างกันในการตรวจหา

ต าแหน่งการกลายพันธุ์บนยีน rpoB ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา Rifampicin (75) ขั้นตอนของท างาน

ประกอบด้วย 4 ขั้นตอน คือ 1) การเตรียมสิ่งส่งตรวจ 2) การสกัดสารพันธุกรรม 3) การเพิ่มปริมาณ

สารพันธุกรรมเป้าหมายด้วยเทคนิค PCR และ 4) การตรวจหาสารพันธุกรรมด้วยโพรบ A, B, C, D และ 

E ซึ่งจ าเพาะกับการกลายพันธุ์ในต าแหน่งต่างๆ  บนยีน rpoB ถ้าหากพบต าแหน่งใดท่ีเกิดการกลาย

พันธุ์ โพรบ ณ ต าแหน่งนั้น จะไม่สามารถจับบนสายดีเอ็นเอได้ และไม่มีการเปล่งสัญญาณออกมา จึง

ท าให้ทราบต าแหน่งที่เกิดการกลายพันธุ์ (75) เทคนิค Xpert® MTB/RIF มีความไวเท่ากับ 72.5% และ

ความจ าเพาะเท่ากับ 99% เมื่อวินิจฉัยสิ่งส่งตรวจจากผู้ป่วยที่ให้ผลย้อมสีทนกรดเป็นลบแต่เพาะเชื้อ

ขึ้น (73) อย่างไรก็ตามเทคนิค Xpert® MTB/RIF มีข้อจ ากัดในเรื่องของความไวในการตรวจเชื้อ MTBC 

ที่สามารถตรวจหาปริมาณเชื้อน้อยที่สุดได้เท่ากับ 131 cfu/ml หรือเทียบเท่ากับเชื้อจ านวน 10,000 

cfu/ml เมื่อทดสอบด้วยการย้อมสีทนกรดและตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และใช้เวลาทดสอบ

ค่อนข้างนานประมาณ 2 ชัว่โมง ในปี ค.ศ. 2014 ได้มีการพัฒนาและปรับปรุงเทคนิค Xpert® 

MTB/RIF รูปแบบใหม่ ซึ่งเรียกว่า Xpert® MTB/RIF Ultra  เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการวินิจฉัยวัณโรค

ให้สูงขึ้นจากเทคนิคเดิม โดยเพิ่มความไวในการตรวจวินิจฉัย MTBC ด้วยการเพ่ิมเป้าหมายที่มี

คุณสมบัติเป็น Multiple-copy ของตัวเชื้อ ได้แก่ IS1081 และ IS6110 ท าให้สามารถเพ่ิมความไวใน
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การตรวจวินิจฉัยได้มากข้ึนถึง 10 เท่า และสามารถตรวจหาเชื้อในสิ่งส่งตรวจได้น้อยที่สุด เท่ากับ 16 

cfu/ml นอกจากนี้เทคนิค Xpert® MTB/RIF Ultra ยังเพ่ิมความแม่นย าในการตรวจหาการดื้อยา 

Rifampicin โดยการออกแบบโพรบใหม่จ านวน 4 โพรบ ที่จ าเพาะต่อการกลายพันธุ์ของยีน rpoB และ

ใช้การวิเคราะห์ Melting curve หรือ Melting temperature เปรียบเทียบกับสายพันธุ์ Wild type 

หรือแหล่งอ้างอิง โดยแสดงผลเป็นแบบ Semi-quantitative และยังมีระยะเวลาในขั้นตอนตรวจ

วินิจฉัยน้อยกว่า 80 นาท ี(76-78) เทคนิค Xpert® MTB/RIF Ultra มีค่าความไวเท่ากับ 87.2% และ

ความจ าเพาะเท่ากับ 96.5% ในการวินิจฉัยวัณโรค และมีความไวเท่ากับ 95.1% และความจ าเพาะ

เท่ากับ 98.9% ในการวินิจฉัยการดื้อยา Rifampicin (79) แม้ว่าเทคนิค Xpert® MTB/RIF และ เทคนิค 

Xpert® MTB/RIF Ultra มีความไวและความจ าเพาะสูง และให้ผลการวินิจฉัยวัณโรคและการดื้อต่อยา 

Rifampicin ได้ ภายในระยะเวลาไม่เกิน 2 ชั่วโมง แต่ยังคงจ ากัดอยู่ในเฉพาะโรงพยาบาลหรือห้อง

ตรวจปฏิบัติการที่มีความพร้อม เนื่องมาจากน้ ายามีราคาแพง เครื่องมือต้องการบ ารุงรักษาอย่าง

ต่อเนื่อง ท าให้มีค่าใช้จ่ายของการทดสอบค่อนข้างสูง (10, 12, 14, 54, 61) 

5.4.2. Tuberculosis-Loop-mediated isothermal amplification; TB-LAMP  
ในปี ค.ศ. 2000 นักวิจัยชาวญี่ปุ่น Notomi และคณะ (16) ได้พัฒนาเทคนิค Loop-

mediated isothermal amplification (LAMP) ที่สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมได้ถึง 109 เท่า 

ในระยะเวลา 1 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะอุณหภูมิเดียวคงที่ (ระหว่าง 60-65 องศาเซลเซียส) โดยใช้ไพร

เมอร์ในการท าปฏิกิริยา 4 หรือ 6 ชุด ที่จ าเพาะต่อต าแหน่งบนดีเอ็นเอ ได้แก่ Outer primers (F3 และ 

B3) Inner primers FIP (F1c และ F2) และ Inner primers BIP (B1c และ B2) ปฏิกิริยาของ LAMP 

ท าการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเอนไซม์ Bst DNA polymerase (16, 80) หลังจากนั้นในปี ค.ศ. 

2003 Iwamoto และคณะ (15) ได้น าเทคนิค LAMP มาประยุกต์ใช้กับการตรวจหาเชื้อ MTBC จาก

สิ่งส่งตรวจเสมหะโดยตรง ด้วยตรวจหายีนเป้าหมาย คือ ยีน gyrB และยีน 16S rRNA และติตตาม

ผลผลิตหลังปฏิกิริยาด้วยการใช้สารฟลูออเรสเซนต์ (SYBR® Green I) พบว่ามีความไวในการตรวจหา

เชื้อน้อยที่สุด เท่ากับ 5 copies หลังจากนั้นได้มีการพัฒนาขึ้นเป็นชุดตรวจ TB-LAMP (Loopamp™ 

MTBC Detection Kit, บริษัท Eiken chemical จ ากัด, ประเทศญี่ปุ่น) ต่อมาในปี ค.ศ. 2016  WHO 

ได้ประกาศแนะน าให้ใช้ TB-LAMP ในการตรวจวินิจฉัยวัณโรคจากสิ่งส่งตรวจเสมหะ ทดแทนวิธีการ

ทดสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (74) ซ่ึง TB-LAMP ใช้ไพรเมอร์เพียง 4 คู่ ที่จ าเพาะกับ 6 ต าแหน่งบน
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ยีน gyrB และ IS6110 และท าปฏิกิริยาภายใต้อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ท าให้เกิดการแยกดีเอ็นเอ

สายคู่ออกจากกัน ด้านปลาย 5 ของแต่ละสาย Complementary ไพรเมอร์ FIP และ BIP เข้าจับ

ต าแหน่งจ าเพาะ เกิดเป็น Loop ที่ปลายทั้ง 2 ด้าน ไพรเมอร์ออกแบบมาให้จ าเพาะหลายต าแหน่ง ท า

ให้การสังเคราะห์ได้ผลผลิตออกมาหลายขนาดและเพ่ิมความเร็วในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม การ

ตรวจสอบผลผลิตหลังปฏิกิริยาจากเปลี่ยนสีไปของผลผลิตภายในหลอดปฏิกิริยาภายใต้แสง

อัลตราไวโอเลต ข้อดีของ TB-LAMP คือ สามารถตรวจสอบเชื้อ MTBC อย่างรวดเร็วภายในระยะเวลา 

1 ชั่วโมง ไม่จ าเป็นต้องใช้เครื่องมือที่มีความซับซ้อนและมีข้อก าหนดด้านความปลอดภัยทางชีวภาพที่

คล้ายคลึงกับการทดสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (78, 81, 82) เมื่อทดสอบประเมินประสิทธิภาพของ

เทคนิค TB-LAMP เปรียบเทียบกับเทคนิคเพาะเลี้ยงด้วย MGIT 960 พบว่ามีความไวและความจ าเพาะ 

เท่ากับ  99% และ 100% ตามล าดับ (83) ในขณะที่เมื่อเมื่อประเมินประสิทธิภาพระหว่างเทคนิค TB-

LAMP และ เทคนิค Xpert® MTB/RIF ในการวินิจฉัยสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ให้ผลบวกด้วยการย้อมสีทน

กรด พบว่า TB-LAMP มีความไว 97.9% และความจ าเพาะ 98.7% ในขณะที่เทคนิค Xpert® 

MTB/RIF มีความไว 99.0% และความจ าเพาะ 97.2% (84) ในส่วนของ WHO ที่ได้ท าการทดสอบ

ความแม่นย าของเทคนิค TB-LAMP และเทคนิค Xpert® MTB/RIF โดยเปรียบเทียบกับผลจากเทคนิค

เพาะเลี้ยงที่ให้ผลบวก พบว่าเทคนิค TB-LAMP มีความไว 74.1–78% และความจ าเพาะ 98.2-98.9% 

ในขณะที่เทคนิค Xpert® MTB/RIF มีความไว 80.4–84% และความจ าเพาะ 97.2-98.2% (74) ดังนั้น

เทคนิคดังกล่าวทั้งสอง จึงนับได้ว่ามีประสิทธิภาพใกล้เคียงกัน แม้ว่าเทคนิค Xpert® MTB/RIF จะมี

ความไวกว่าเพียงเล็กน้อย ในขณะที่เทคนิค TB-LAMP มีความจ าเพาะที่ดีกว่าเทคนิค Xpert® 

MTB/RIF 

 

6. การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค Recombinase polymerase amplification 
เทคนิค Recombinase polymerase amplification (RPA) เป็นหนึ่งเทคนิคของ Isothermal 

amplification ที่เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Nucleic acid amplification; NAA) ภายใต้อุณหภูมิ

เดียวคงท่ี ซึ่งถูกคิดค้นโดย Piepenburg และคณะ (85) ในปี ค.ศ. 2006 โดยการใช้โปรตีนที่เกี่ยวข้อง

กับการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ รวมทั้ง Recombination และการซ่อมแซมดีเอ็นเอ ปัจจุบันมีการจ าหน่าย

ภายใต้ชุดน้ ายาที่ชื่อว่า  TwistAmp®  โดยบริษัท TwistDx จ ากัด, สหราชอาณาจักร  
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หลักการท างานของปฏิกิริยา RPA เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ 2 ชนิดและโปรตีน 1 ชนิด ที่ท างาน

ร่วมกัน ได้แก่ เอนไซม์ Recombinase เอนไซม์ Strand-displacing DNA polymerase และโปรตีน 

Single-stranded DNA-binding protein (SSB) เมื่อเริ่มปฏิกิริยาเอนไซม์ Recombinases เข้าไปจับ

กับ Oligonucleotide primers กลายเป็นโมเลกุลเชิงซ้อน (Recombinase-nucleoprotein 

filament) จากนั้นเคลื่อนที่เข้าไปแทรกท่ีต าแหน่งที่ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็น Homologous กับไพร

เมอร์อย่างจ าเพาะบนดีเอ็นเอสายคู่ (Double strand DNA) ท าให้เกิดการแยกสายดีเอ็นเอ โปรตีน 

SSB เข้าไปเกาะบนสายดีเอ็นเอเส้นหนึ่ง (Displaced strand) เกิดเป็นโครงสร้างที่เรียกว่า D-loop 

เพ่ือป้องกันไม่ให้ไพรเมอร์หลุดออกจากสายดีเอ็นเอและกลับมาจับกันเหมือนเดิม ท าให้ Displaced 

DNA strand มีความเสถียรต่อการท าปฏิกิริยาต่อไป ต่อมาเอนไซม์ Recombinases จะหลุดออกจาก 

Oligonucleotide primers เมื่อเกิด ATP hydrolysis จากนั้นเอนไซม์ Strand-displacing DNA 

polymerase เข้ามาจับที่ปลาย 3 ของไพรเมอร์ จึงเริ่มการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ จนได้ดีเอ็นเอ

ต้นแบบของปฏิกิริยารอบถัดไป และจะด าเนินซ้ าไปเรื่อย ๆ จนกว่าองค์ประกอบภายในปฏิกิริยาจะ

หมดลง จึงสิ้นสุดปฏิกิริยา (20, 21) แสดงดังในรูปที่ 2.3 
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รูปที่ 2.3 กระบวนการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา RPA (20) 
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6.1. ปัจจัยท่ีมีผลต่อการด าเนินปฏิกิริยา RPA 
ปัจจัยที่เก่ียวข้องในด าเนินปฏิกิริยา RPA ที่ส าคัญ ประกอบไปด้วย ดังนี้ 

1) การออกแบบไพรเมอร์: ความยาวของล าดับเบสที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา RPA ควร

อยู่ในช่วง 30 – 35 bp (86) แต่ไม่ควรให้มีความยาวล าดับเบสมากกว่า 45 bp เนื่องจากอาจท าให้เพ่ิม

การเกิด Primer dimer สูงขึ้น (86) และสามารถเกิดเป็น Secondary structures ได้ อย่างไรก็ตามมี

รายงานว่าสามารถน าไพรเมอร์ส าหรับปฏิกิริยา PCR ซึ่งมีขนาด 18-26 bp มาใช้ในปฏิกิริยา RPA ได้

ส าเร็จ (86-88) นอกจากนี้ปริมาณเบส Guanine-Cytosine (%GC) ควรหลีกเลี่ยงที่น้อยกว่า 30% 

อาจส่งผลให้การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมเป็นไปได้ยาก เนื่องจากไพรเมอร์จับได้ไม่แน่นกับดีเอ็นเอ

สายเดี่ยว (70) และปริมาณเบส Guanine-Cytosine ที่มากกว่า 70% ซึ่งอาจกระตุ้นให้ไพรเมอร์ท า

ปฏิกิริยากันเอง เกิดเป็น Secondary structures หรือโครงสร้าง Hairpins (21) และอาจยับยั้งการ

ท างานของเอนไซม์ Recombinase (72) การออกแบบไพรเมอร์ควรออกแบบให้เพิ่มปริมาณผลผลิต

ขนาดสูงสุดไม่เกิน 1.5 kb (14) อย่างไรก็ตามขนาดของผลผลิตที่เหมาะสมควรมีขนาดประมาณ 100 

– 200 bp (85) กระบวนการคัดเลือกไพรเมอร์ที่ใช้ส าหรับปฏิกิริยา RPA เหมือนกับเทคนิค PCR 

กล่าวคือ ควรเลือกต าแหน่งเป้าหมายที่จ าเพาะ และออกแบบไพรเมอร์ตามต าแหน่งเป้าหมายที่เลือก

ไว้ และการทดลองเพ่ือคัดเลือกไพรเมอร์ที่เหมาะสมส าหรับท าปฏิกิริยา 

2) อุณหภูมิในการท าปฏิกิริยา: ปฏิกิริยา RPA ใช้อุณหภูมิเดียวคงที่ อีกท้ังไม่ต้องควบคุม

อุณหภูมิอย่างเข้มงวด แม้ว่าปฏิกิริยาสามารถด าเนินการได้ตั้งแต่ 22-42 องศาเซลเซียส (21) แต่

อุณหภูมิที่เหมาะสมจากการศึกษาที่ผ่านมาอยู่ในช่วงระหว่าง 37-42 องศาเซลเซียส ในขณะที่มี

การศึกษาพบว่าอุณหภูมิสูงสุดที่ใช้ท าปฏิกิริยาอาจสูงได้ถึง 45 องศาเซลเซียส (89)  

3) ความหนืดของน้ ายา RPA: ลักษณะของน้ ายา RPA มีความหนืดและเหนียว จากการมี

โมเลกุลอัดแน่นภายในน้ ายา (Crowding agent) เนื่องจากการท าปฏิกิริยา RPA มีการป้องกันไม่ให้

เอนไซม์ Recombinase-primer แยกออกจากกันในขณะที่โปรตีน SSB เข้ามาท างาน ซึ่งเป็น

กระบวนการที่ส าคัญในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม อย่างก็ตามในการท าปฏิกิริยาที่มีจ านวน DNA 

copies เป้าหมายระดับต่ า การอัดแน่นของโมเลกุลต่าง ๆ ในน้ ายา อาจขัดขวางการแพร่กระจายของ

สารละลายในขณะที่ผสมน้ ายาเข้าด้วยกัน และท าให้เพิ่มระยะเวลาของปฏิกิริยาที่ใช้ในการเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรม เพ่ือลดผลกระทบนี้ ควรเพ่ิมข้ันตอนการผสมหลังจากด าเนินปฏิกิริยาไปแล้ว 5 

นาที เพ่ือเพ่ิมโอกาสให้องค์ประกอบภายในน้ ายาต่าง ๆ เจอดีเอ็นเอเป้าหมาย หรือลดปริมาตรของ
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ปฏิกิริยารวมเหลือ 5 µl จาก 50 µl เพราะเป็นการเพ่ิมความเข้มข้นดีเอ็นเอต่อสารละลาย RPA ซ่ึง

สามารถลดผลกระทบจากการอัดแน่นของโมเลกุลดังกล่าวได้ (24) 

4) ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา: การก าหนดระยะเวลาที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาหรือบ่ม 

ขึ้นอยู่กับจ านวนเริ่มต้นของ DNA copies โดยระยะเวลาที่ใช้ควรอยู่ในช่วง 10-20 นาที แต่ไม่แนะน า

ให้ใช้เวลานาน เนื่องจากเอนไซม์ Recombinase ใช้ ATP ในการท าปฏิกิริยา ซึ่งอาจหมดได้ภายใน 25 

นาท ี(86) 

5) ชนิดของตัวอย่าง: ปฏิกิริยา RPA สามารถเพ่ิมปริมาณได้ทั้ง ดีเอ็นสายคู่ (Double-

stranded DNA), ดีเอ็นสายเดี่ยว (Single-stranded DNA), Methylated DNA (90) และ 

Complementary DNA (cDNA) จากการท าปฏิกิริยา Reverse transcription ของอาร์เอ็นเอ (RNA) 

ที่ได้มาจากสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ ได้แก่ แบคทีเรีย ไวรัส โปรโตซัว เชื้อรา สัตว์ และพืช นอกจากนี้ยังสามารถ

ใช้ได้กับการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ต่าง ๆ รวมทั้งของเหลวในร่างกาย (Body fluids) เช่น ปัสสาวะ, 

เสมหะ, น้ าล้างจากระบบทางเดินหายใจ, เลือด เป็นต้น และตัวอย่างชิ้นเนื้อจากอวัยวะภายในร่างกาย 

เช่นเดียวกับผลิตภัณฑ์จากสัตว์และพืช (ไข่, กุ้ง, ข้าว, นม, ผลไม้) (21) 

6.2. ข้อได้เปรียบของปฏิกิริยา RPA ที่มีต่อเทคนิค Isothermal amplification ชนิดอื่น  

การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมภายใต้อุณหภูมิคงที่ หรือ Isothermal amplification มี

หลายเทคนิค อาทิเช่น LAMP ซึ่งเป็นการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดีเอ็นเอ อาศัยไพรเมอร์ 4-6 ชุด ที่

จ าเพาะต่อดีเอ็นเอเป้าหมาย 6-8 ต าแหน่ง ภายใต้อุณหภูมิคงท่ี โดยใช้เอนไซม์ Bst DNA polymerase 

สังเคราะห์สายดีเอ็นเอจากไพรเมอร์เข้าจับต าแหน่งจ าเพาะ เกิดเป็นเป็น Loop ทั้ง 2 ข้างของสายดี

เอ็นเอต้นแบบ กลายเป็นการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแบบวงกลม (Cycle amplification), Nucleic acid 

sequence-based amplification (NASBA) ซึ่งเป็นการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมชนิดอาร์เอ็นเอ ที่

อาศัย 3 เอนไซม์ในการท าปฏิกิริยา ได้แก่ เอนไซม์ T7 RNA polymerase, Reverse transcriptase 

และ RNase H  โดยเริ่มปฏิกิริยาจากไพรเมอร์ที่ออกแบบจ าเพาะต่อ T7 promoter จับบนสายอาร์

เอ็นเอต้นแบบ เอนไซม์ Reverse transcriptase ท าการสร้างสาย cDNA ขึ้นมา และเอนไซม์ RNase 

H จะย่อยสายอาร์เอ็นเอต้นแบบสุดท้ายเอนไซม์ T7 RNA polymerase จับบนสาย cDNA แล้ว

สังเคราะห์อาร์เอ็นเอสายใหม่ (91), Strand displacement amplification (SDA) ซึ่งเป็นการเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรม โดยออกแบบไพรเมอร์จ านวน 2 ชุด (S1, S2 และ B1, B2) ที่มีความจ าเพาะคน
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ละต าแหน่งในดีเอ็นเอเป้าหมาย ไพรเมอร์ S1, S2 มีล าดับเบสส าหรับไว้ให้เอนไซม์ Nicking 

endonuclease ส่วนไพรเมอร์ B1, B2 จะจับต าแหน่งเหนือกว่าไพรเมอร์ S1, S2 คือบริเวณตอนต้น

ของต าแหน่งเป้าหมาย จากนั้นเอนไซม์ DNA polymerase ท าการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ที่มี

ต าแหน่ง Nicking site ที่เอนไซม์ Nicking endonuclease เข้ามาตัด ท าให้เอนไซม์ DNA 

polymerase เข้ามาสังเคราะห์ต าแหน่งที่ถูกตัด เกิดการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไปเรื่อย ๆ จนสิ้นสุด

ปฏิกิริยา โดยผลผลิตดีเอ็นเอสายคู่มีต าแหน่ง Nicking site (92), Rolling circle amplification 

(RCA) ซึ่งเป็นเทคนิคที่สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมได้ทั้งดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอที่เป็นลักษณะ

วงกลม (Circular) ท าปฏิกิริยาโดยอาศัยไพรเมอร์จ าเพาะจับบนต าแหน่งบนสายดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็น

เอ และท าการสังเคราะห์สายใหม่ด้วยเอนไซม์ Polymerase (93) และ Helicase-dependent 

amplification (HDA) เป็นการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดีเอ็นเอ ที่ใช้เอนไซม์ Helicase ท าการแยก

สายดีเอ็นเอสายคู่ให้เป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว โปรตีน SSB จับกับสายดีเอ็นเอ เพ่ือป้องกันไม่ให้ดีเอ็นเอ

สายเดี่ยวที่แยกกัน กลับมาจับกันอีกครั้ง และเอนไซม์ DNA polymerase ท าการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ

สายใหม่เพ่ือเพ่ิมปริมาณ (94) 

อย่างไรก็ตาม เทคนิค RPA มีจุดเด่นซึ่งเป็นข้อได้เปรียบเทคนิค Isothermal amplification 

ชนิดอื่น หลายประการ ได้แก่ ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอร์ท าได้ง่ายในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

เป้าหมายใช้เพียงไพรเมอร์ 1 คู่ เหมือนปฏิกิริยา PCR ทั่วไป จึงสามารถท าเป็นการตรวจแบบ 

Multiplex ได้ การทดสอบมีข้ันตอนที่ง่ายไม่ซับซ้อน มีความไวและความจ าเพาะสูง สามารถเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรมได้แม้มีสารตั้งต้น เช่น ดีเอ็นเอปริมาณเพียง 1 copy ปฏิกิริยา RPA ใช้เวลาใน

การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมได้ตั้งแต่ภายใน 5 นาที แต่ระยะเวลาโดยทั่วไปส าหรับการท าปฏิกิริยา

อยู่ที่ 25-42 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาอยู่ในช่วงประมาณ 37-42 องศา

เซลเซียส ซึ่งสามารถควบคุมอุณหภูมิดังกล่าวให้คงที่ได้ง่าย โดยใช้เครื่องบ่มเชื้อ (Incubator) เครื่อง

ท าความร้อน (Heater) หรือแม้กระทั่งการใช้ความร้อนจากร่างกาย (86) ความคงตัวของน้ ายา RPA ที่

ผู้ผลิตจ าหน่ายอยู่ในรูปของผงแห้ง (Lyophilized)  ซ่ึงง่ายตอ่การใชง้านและเก็บรักษาเก็บไวท่ี้

อุณหภูมิทั่วไปได้นานถึง 3 สัปดาห์ (24) จึงเหมาะส าหรับการน าไปใช้นอกพ้ืนที่ที่ไม่มีการรองรับการ

เก็บรักษาในระบบความเย็น ด้วยเหตุผลดังกล่าวท าให้เทคนิค RPA ได้รับความนิยมสูงขึ้นเป็นอย่าง

มาก และสามารถน ามาพัฒนาเป็นชุดตรวจวินิจฉัยต่าง ๆ ที่เหมาะสมกับห้องปฏิบัติการขนาดเล็ก หรือ

ห้องปฏิบัติการภาคสนาม หรือชุดตรวจ ณ จุดทดสอบ เนื่องมาจากไม่จ าเป็นต้องอาศัยเครื่องมือ
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วิทยาศาสตร์ที่จ าเพาะหรือเครื่อง Thermal cycle ในการด าเนินปฏิกิริยา (86) ดังแสดงรายละเอียด

เปรียบเทียบกับเทคนิค Isothermal amplification ชนิดต่าง ๆ ตามตารางที่ 2.1 

 
ตารางที่ 2.1 การเปรียบเทียบเทคนิค Isothermal amplification ชนิดต่าง ๆ (ดัดแปลงจาก (95))  
 

รายละเอียด LAMP NASBA SDA RCA HDA RPA 

ชนิดเป้าหมาย DNA RNA DNA 
RNA/ 

DNA 
DNA 

RNA/ 

DNA 

จ านวนไพรเมอร์ (เส้น) 4-6 2 4 1 2 2 

Initial heating  -   - - 

อุณหภูมิที่ด าเนินปฏิกิริยา  

(องศาเซลเซียส) 
60-65 41 30-55 30-65 65 37-42 

ระยะเวลา (นาท)ี 60 60-180 60-120 60-240 30-120 20-40 

ปริมาณน้อยที่สุดที่

ตรวจสอบได้ (copies) 
~5 1 10 10 1 1 

การท าปฏิกิริยาแบบ 

Multiplex 
-  -    

น้ ายาอยู่ในรูปผงแห้ง -  - - -  

 
 

6.3. การประยุกต์ใช้เทคนิค RPA ในการตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อ  
เทคนิค RPA ได้ถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อมากมาย ทั้งท่ีพบในคน

และสัตว์ ตัวอย่างเช่น การศึกษาของ Euler และคณะ (95) ได้น าเทคนิค Real-time RPA ตรวจหา

เชื้อ Francisella tularensis ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดโรคไข้กระต่าย (Rabbit fever) จากพลาสมิด

ดีเอ็นเอที่ถูกสกัดจากเนื้อเยื่อกระต่ายที่ติดเชื้อ เปรียบเทียบกับเทคนิค Real-time PCR โดยออกแบบ

ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน tul4 ซึ่งจ าเพาะต่อเชื้อ F. tularensis ร่วมกับใช้ Exo probe ท าปฏิกิริยา

ภายใต้สภาวะ 42 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที และตรวจสอบการเปล่งแสงฟลูออเรสเซนต์ด้วยเครื่อง 
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ESEQuant Tube Scanner พบว่า ความไวในการตรวจสอบของเทคนิค Real-time RPA เท่ากับ 102-

101 โมเลกุล ในขณะที่ Real-time PCR เท่ากับ 102 โมเลกุล นอกจากนี้เทคนิค Real-time RPA ยัง

สามารถตรวจพบเชื้อเพ่ิมเติมได้อีก 4 สายพันธุ์ นอกเหนือในกลุ่ม F. tularensis subspp ได้แก่  

F. tularensis subsp. tularensis, F. tularensis subsp. holarctica, F. tularensis subsp.  

mediasiatica และ F. tularensis subsp. novicida ใช้ระยะเวลาในการทดสอบน้อยกว่าเทคนิค 

Real-time PCR ซึ่งเทคนิค Real-time RPA เมื่อพัฒนาร่วมกับอุปกรณ์อ่านผลแบบพกพา สามารถ

น าไปตรวจวินิจฉัยเชื้อ F. tularensis ภาคสนามได้ 

การศึกษาของ Lai และ Lau (96) ได้ศึกษาวิธีที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อ Plasmodium 

knowlesi ซึ่งเป็นหนึ่งในสาเหตุการเกิดโรคมาลาเรียได้อย่างรวดเร็วและเหมาะสมกับพ้ืนที่ชุมชน โดย

ท าเทคนิค RPA มาประยุกต์ใช้ในการตรวจหาเชื้อร่วมกับการอ่านผลด้วยวิธี SYBR® Green I ที่สามารถ

อ่านผลด้วยตาเปล่า ด้วยการท าปฏิกิริยาต่อยีน 18S rRNA ภายใต้สภาวะ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 

นาที และมีการผสมสารละลายในปฏิกิริยาอีกครั้งหลังด าเนินปฏิกิริยาไปแล้ว 4 นาที เมื่อตรวจสอบ

ผลผลิตหลังสิ้นสุดปฏิกิริยาด้วยสี 375X SYBR® Green I เปรียบเทียบกับวิธี Agarose gel 

electrophoresis พบว่า มีความไวและความจ าเพาะ เท่ากับ 100% สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอน้อย

ที่สุด เท่ากับ 1 copy อีกท้ังได้มีการทดลองลดปริมาตรรวมของปฏิกิริยาเพ่ือวิเคราะห์ถึงสาเหตุของ 

Crowding agent ในสภาวะที่มีปริมาณดีเอ็นเอระดับต่ า พบว่า เมื่อเตรียมให้ปฏิกิริยามีปริมาตรรวม

เท่ากับ 6.25 µl และไม่ได้มีการผสมสารละลายอีกครั้งภายหลังด าเนินปฏิกิริยา ให้ผลการทดสอบ

เท่ากับปฏิกิริยาที่ปริมาตรรวมเท่ากับ 50 µl และมีการผสมสารละลายอีกครั้งภายหลังปฏิกิริยาด าเนิน

ไปแล้ว 4 นาที ดังนั้นการใช้ปริมาตรรวมน้อยในการท าปฏิกิริยาช่วยประหยัดการใช้น้ ายาและลด

ค่าใช้จ่ายในพื้นที่ขาดแคลนได้ และยังสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอเป้าหมายที่มีปริมาณระดับต่ าได้ 

การศึกษาของ Sun และคณะ (97) ใช้เทคนิค Reverse transcription-RPA ร่วมกับ 

Lateral flow dipsticks (RT-RPA-LFD) ในการพัฒนาการตรวจหายีน matrix protein, H1 และ H3 

ส าหรับเชื้อ Influenza A virus สายพันธุ์ H1 และ H3 เปรียบเทียบกับเทคนิค Real-time RT-PCR ได้

ออกแบบไพรเมอร์และ nfo probe เพ่ือใช้กับ LFD ในการตรวจสอบผลผลิต โดย Forward primer 

ติดฉลากที่ด้านปลาย 5 ด้วยโมเลกุล Biotin และ Reverse primer ติดฉลากที่ด้านปลาย 5 ด้วย

โมเลกุล FITC ท าปฏิกิริยา RT-RPA ภายใต้สภาวะ 39 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที และตรวจสอบ

ผลผลิตด้วย LFD พบว่าความไวในการตรวจหายีน matrix protein, H1 และ H3 มีค่าเท่ากับ 75%, 
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93.3% และ 71% ตามล าดับ ความจ าเพาะ เท่ากับ 100% และความเข้มข้นน้อยที่สุดที่ตรวจหาทั้ง 3 

ยีน คือ 123.6, 677.1 และ 112.2 copies/ปฏิกิริยา ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบว่า เมื่อประเมิน

ประสิทธิภาพเทคนิค RT-RPA-LFD เปรียบเทียบกับเทคนิค Real-time RT-PCR พบว่าทั้งสองเทคนิค

มีความสอดคล้องกันในระดับสูงมาก ทั้งนี้เทคนิค RT-RPA-LFD มีความไวน้อยกว่า Real-time RT-

PCR แต่เป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพและเชื่อถือได้ในการตรวจหาเชื้อ Influenza A virus สายพันธุ ์

H1 และ H3 ในพ้ืนที่ทรัพยากรจ ากัด 

RPA ยังถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจวินิจฉัยวัณโรค การศึกษาของ Ma และคณะ (98) 

ท าการตรวจหาเชื้อ MTBC ด้วยเทคนิค RPA ร่วมกับ Lateral Flow (LF-RPA) และใช้เทคนิค Real-

time RPA ในการทดสอบความเข้มข้นน้อยที่สุดในการตรวจสอบ โดยใช้ไพรเมอร์ต่อ IS1081 ที่มีความ

ไวและจ าเพาะต่อเชื้อ MTBC สูง ซึ่งได้ออกแบบไพรเมอร์และโพรบทั้ง 2 เทคนิค โดยเทคนิค LF-RPA 

ออกแบบ Reverse primer ติดฉลากที่ด้านปลาย 5 ด้วยโมเลกุล Biotin และ nfo probe ติดฉลาก

ที่ด้านปลาย 5 ด้วยโมเลกุล FITC ตามค าแนะน าส าหรับการใช้ชุดน้ ายา TwistAmp®nfo kit (บริษัท 

TwistDx จ ากัด, สหราชอาณาจักร) ในขณะที่เทคนิค Real-time RPA ใช้ Exo probe ภายหลังท า

ปฏิกิริยาภายใต้อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ร่วมกับการผสมสารละลายอีกครั้งหลังจาก

ด าเนินการไปแล้ว 4 นาที พบว่ามีความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 100% และ 97.98% ตามล าดับ 

เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อที่เป็นวิธีมาตรฐาน ผลการทดสอบความเข้มข้นน้อยที่สุดที่เทคนิค 

LF-RPA ตรวจพบได้ เท่ากับ 25 fg หรือ 5 copies/ปฏิกิริยา และเทคนิค Real-time RPA ได้เท่ากับ 

25 fg เช่นกัน เทคนิค LF-RPA ให้ผลความไวเทียบเท่ากับเทคนิค Real-time RPA และสามารถท า

ปฏิกิริยาได้ที่อุณหภูมิ 25-42 องศาเซลเซียส จึงไม่ต้องจ าเป็นต้องใช้เครื่องท าความร้อน และใช้

ระยะเวลาไม่น้อยกว่า 20 นาท ี

การศึกษาของ Singpanomchai และคณะ (23) ได้น าเทคนิค RPA ตรวจวิเคราะห์หา

IS1081 และ IS6110 เพ่ือวินิจฉัยเชื้อ M. tuberculosis และตรวจสอบผลผลิตด้วยการอ่านผลด้วยตา

เปล่าภายหลังการเติมสี SYBR® Green I ท าปฏิกิริยาภายใต้สภาวะ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

พบว่าสามารถวินิจฉัยเชื้อได้ โดยมีความไวในการตรวจหา IS1081 เท่ากับ 99.32% และ IS6110 

เท่ากับ 97.95% ในขณะทั้งสอง IS มีความจ าเพาะเท่ากับ 100% เมื่อเทียบกับการตรวจสอบผลผลิต

ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis และเทคนิค RPA ยังมีความสามารถในการตรวจหา IS1081 
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และ IS6110 ที่น้อยที่สุด เท่ากับ 0.05 และ 0.5 ng ตามล าดับ จากผลการศึกษาเทคนิค RPA ในการ

วินิจฉัยเชื้อ M. tuberculosis ยังพบว่ามีความจ าเพาะสูง เนื่องจากไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามสายพันธุ์กับ

เชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน ดังนั้นเทคนิค RPA สามารถใช้เป็นทางเลือกของเทคนิคทางอณูชีววิทยาใน

พ้ืนที่สถานพยาบาลระดับชุมชน ส าหรับตรวจคัดกรองวัณโรคได้ 

การศึกษาของ Boyle และคณะ (31) พัฒนาวิธีการตรวจหาเชื้อ M. tuberculosis ด้วย

เทคนิค Real-time RPA โดยออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะต่อ IS1081 และ IS6110 และใช้ Exo probe 

ท าปฏิกิริยาภายใต้สภาวะ 39 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ในเครื่อง Twista® (บริษัท Qiagen จ ากัด

, สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี) ที่มีการวัดการเปล่งแสงของสีฟลูออเรสเซนต์ทุก 20 วินาที พบว่า การ

ตรวจสอบ IS1081 และ IS6110 ด้วยเทคนิค Real-time RPA เมื่อเปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงเชื้อที่

เป็นวิธีมาตรฐาน มีค่าความไวเท่ากับ 91.4% และ 87.5% ตามล าดับ และค่าความจ าเพาะเท่ากับ 

100% และ 95.4% ตามล าดับ ในขณะที่ผลการทดสอบความเข้มข้นน้อยที่สุดในการตรวจหา IS1081 

เท่ากับ 20 fg และ IS6110 เท่ากับ 6.25 fg  

6.4. ปฏิกิริยา Multiplex-RPA (M-RPA) 
ปฏิกิริยา Multiplex-RPA หรือ M-RPA เป็นการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมหลายเป้าหมาย

ในปฏิกิริยาเดียวโดยใช้ไพรเมอร์ 1 คู่ต่อเป้าหมาย 1 ต าแหน่ง ภายใต้อุณหภูมิคงที่ด้วยการท างาน

ร่วมกันของเอนไซม์ Recombinase เอนไซม์ Strand-displacing DNA polymerase และโปรตีน 

SSB  ดังนั้นปฏิกิริยาหลักส าคัญของปฏิกิริยา M-RPA คือ 1) ไพรเมอร์ที่เลือกใช้ในการท าปฏิกิริยา ต้อง

มีความจ าเพาะต่อแต่ละเป้าหมาย โดยอาศัยหลักการออกแบบไพรเมอร์เช่นเดียวปฏิกิริยา RPA ที่

กล่าวมาข้างต้น (86) 2) อัตราส่วนความเข้มข้นของไพรเมอร์ต้องมีความเหมาะสม เนื่องจากอัตราการ

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของไพรเมอร์แต่ละคู่ใน M-RPA อาจแตกต่างกันแม้อยู่ภายใต้สภาวะ

เดียวกัน โดยไพรเมอร์ที่สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมได้ดีกว่าไพรเมอร์คู่อ่ืน ๆ จะเกิดผลผลิต

เป้าหมายได้ในปริมาณท่ีมากกว่า และอาจขัดขวางการจับต าแหน่งเป้าหมายของไพรเมอร์ที่เสียเปรียบ

ในปฏิกิริยา เนื่องจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละเป้าหมายอาจมีปริมาณมาก-น้อยต่างกันในต้นแบบ

สารพันธุกรรม และ/หรือประสิทธิภาพการท างานของไพรเมอร์บางคู่ต่ ากว่าไพรเมอร์คู่อ่ืน ท าให้ผล

ผลิตหลังสิ้นสุดปฏิกิริยาได้ปริมาณน้อยหรือน้อยกว่าเกณฑ์ที่สามารถตรวจสอบได้ ดังนั้นต้องมีการ

ปรับความเข้มข้นของไพรเมอร์ให้มีโอกาสจับต าแหน่งเป้าหมายได้มากกว่าเดิมหรือออกแบบไพรเมอร์
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ให้ท างานได้รวดเร็วกว่าไพรเมอร์คู่ที่ท างานได้ดีกว่าก่อนน้ ายาภายในปฏิกิริยา M-RPA ท างานหมด ซึ่ง

การปรับความเหมาะสมนี้จะช่วยป้องกันการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมอย่างรวดเร็วส าหรับล าดับนิว-

คลีโอไทด์เป้าหมายที่มีมาก (Abundant target sequence) ความยืดหยุ่นในการปรับสภาวะต่าง ๆ นี ้

มีประโยชน์มากเมื่อต้องการตรวจหาตัวอย่างเป้าหมายที่หายากหรือตรวจพบได้ยากในกลุ่มเป้าหมาย

อ่ืนที่มีอยู่จ านวนมาก (99) ปฏิกิริยา M-RPA สามารถตรวจสอบผลผลิตระหว่างด าเนินปฏิกิริยา (Real-

time detection) หรือเทคนิคการตรวจสอบเมื่อปฏิกิริยาสิ้นสุด (End-point detection) ได้

เช่นเดียวกับปฏิกิริยา RPA ทั่วไป ตัวอย่างการศึกษาที่ใช้เทคนิค Multiplex-RPA ในการวินิจฉัยโรคติด

เชื้อ ได้แก่ การศึกษาของ Kersting และคณะ (100) ได้น าเทคนิค Multiplex-RPA ตรวจหาเชื้อก่อโรค

ทั้ง 3 สายพันธุ์พร้อมกัน ได้แก่ Neisseria gonorrhoeae, Salmonella enterica และ methicillin-

resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ร่วมกับ Microarray แบบ On-chip RPA ที่มีการพ่น 

Amino-modified oligonucleotide probe ลงไปบน Chip ในการท าปฏิกิริยา Multiplex-RPA ใช้

ไพรเมอร์ 3 คู่ ประกอบไปด้วย ไพรเมอร์ยีน mecA ไพรเมอร์ยีน invA และไพรเมอร์ยีน fit ซึ่งจ าเพาะ

ต่อเชื้อ MRSA, S. enterica และ N. gonorrhoeae ตามล าดับ โดย Reverse primer แต่ละเส้นถูก

ติดฉลากด้วยโมเลกุล Cy5 และมีความเข้มข้นเป็น 10 เท่าของ Forward primer ดังนั้นในปฏิกิริยาจะ

มีสภาวะเป็น Asymmetric primer และท าปฏิกิริยาบน On-chip RPA ภายใต้สภาวะ 38 องศา

เซลเซียส ระยะเวลา 20 นาที พบว่าความเข้มข้นน้อยที่สุดที่ตรวจได้ของเชื้อ MRSA และเชื้อ S. 

enterica เท่ากับ 10 โคโลนี ในขณะที่เชื้อ N. gonorrhoeae มีค่าเท่ากับ 100 โคโลนี ทั้งนี้สภาวะของ 

Asymmetric primer ช่วยเพิ่มการท าปฏิกิริยาและเพ่ิมสัญญาณการตรวจวัด โดยเฉพาะดีเอ็นเอ

เป้าหมายที่มีปริมาณน้อย  

การศึกษาของ Ma และคณะ (101) ท าการตรวจหาเชื้อ Staphylococcus aureus, Vibrio 

parahaemolyticus และ Salmonella Enteritidis จากอาหารทะเล ด้วยวิธี Multiplex-RPA 

ร่วมกับ Lateral flow dipstick (LFD) โดยการใช้ไพรเมอร์ 3 คู่ ที่ถูกติดฉลาก Forward primer ของ

ยีน nuc เป็นโมเลกุล Biotin Forward primer ของยีน toxR เป็นโมเลกุล FAM และ Forward 

primer ของยีน fimY เป็นโมเลกุล Cy5 ส าหรับ Reverse primer ของทุกยีนถูกติดฉลากด้วยโมเลกุล 

Digoxin ท าปฏิกิริยา Multiplex-RPA ที่สภาวะ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 10 นาที และตรวจสอบ

ผลผลิตด้วย LFD ซึ่งแสดงผลเพียงเชิงคุณภาพ แต่เมื่อน า LFD มาวัดความเข้มของแถบ Test line ที่
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ปรากฏขึ้นด้วยเครื่องอ่านแถบ จึงสามารถบอกผลในเชิงปริมาณได้เพิ่มเติม ท าให้ลดความผิดพลาด

จากการอ่านผลที่เกิดจากผู้อ่านได้  

การศึกษาของ Kim และคณะ (89) ใช้เทคนิค Multiplex real time-RPA ในการพัฒนา

ตรวจหาเชื้อ Campylobacter coli และ Campylobacter jejuni ในไข่ไก่ เนื้อไก่สด และอาหารไก่ 

เปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงเชื้อด้วย Campylobacter selective charcoal cefoperazone 

deoxycholate agar (CCDA) โดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 2 คู่ ได้แก่ ไพรเมอร์ยีน ceuE และไพรเมอร์ยีน 

hipO และ Exo probe จ านวน 2 เส้น โดยตรวจวัดผลผลติที่เกิดขึ้นจากสีฟลูออเรสเซนต์ ภายหลังท า

ปฏิกิริยา Multiplex real time-RPA ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 20 นาที พบว่า

เทคนิคดังกล่าวมีความไวของการตรวจสอบยีนทั้งสองจากอาหารไก่ เท่ากับ 1 cfu/ml ขณะที่จากไข่ไก่

และเนื้อไก่สด เท่ากับ 103 cfu/ml และมีความจ าเพาะกับเชื้อ C. coli และ C. jejuni เท่านั้น ผลการ

เปรียบเทียบกับวิธี CCDA พบว่าไม่มีความแตกต่างกัน แสดงให้เห็นว่า Multiplex real time-RPA 

ให้ผลที่มีความน่าเชื่อถือเทียบเท่ากับการเพาะเลี้ยงที่เป็นวิธีมาตรฐาน อย่างไรก็ตามเทคนิค 

Multiplex real time-RPA ใช้ระยะเวลาทดสอบเพียง 20 นาที ซึ่งมีความรวดเร็วกว่าวิธี CCDA ที่ใช้

เวลาถึง 3 วัน  

 

7. การตรวจสอบผลผลิตจากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค RPA 
ผลผลิตจากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค RPA มีคุณสมบัติเป็นดีเอ็นเอสายคู่ 

เหมือนกับผลผลิตที่เกิดข้ึนจากปฏิกิริยา PCR  ซึ่งต้องมาตรวจสอบด้วยขั้นตอนต่อไป เพ่ือยืนยัน

ผลผลิตที่เกิดขึ้น การตรวจสอบผลผลิต RPA สามารถใช้เทคนิคการตรวจสอบขณะที่ด าเนินปฏิกิริยา 

(Real-time detection) หรือเทคนิคการตรวจสอบเมื่อปฏิกิริยาสิ้นสุด (End-point detection) ซึ่งมี

รายละเอียดด้านล่าง 

7.1. การตรวจสอบผลผลิต RPA ขณะที่ด าเนินปฏิกิริยา  
การตรวจสอบผลผลิต RPA ขณะที่ปฏิกิริยายังด าเนินอยู่ ส่วนใหญ่อาศัย Fluorescent 

probes ร่วมกับเครื่องวัด Fluorimeter เพ่ือตรวจสอบแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ถูกปล่อยสัญญาณออกมา 

ภายหลังที่เริ่มเกิดผลผลิต จึงสามารถติดตามผลผลิตที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาได้ในทันที โดยไม่ต้องรอให้

ปฏิกิริยาเสร็จสิ้น โพรบที่ใช้มักมีความจ าเพาะต่อผลผลิตที่เป็นเป้าหมาย ซึ่งเรียกว่า Exo probe และ 
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Fpg probe ในขณะที่โพรบทั่วไปที่ใช้กับเทคนิค PCR เช่น Taq-Man probe ไม่สามารถน ามาใช้

ร่วมกับเทคนิค RPA ได้ เนื่องจากการท างานเอนไซม์ Exonuclease ของ Taq polymerase จะก าจัด 

Displaced strand ระหว่างกระบวนการ Strand displacement จึงเกิดการยับยั้งการเพิ่มปริมาณ

สายดีเอ็นเอในปฏิกิริยา RPA ทั้งนี้ Exo probe เป็น Oligonucleotide ที่จ าเพาะต่อผลผลิตที่เป็น

เป้าหมาย ส่วนด้านปลาย 3 ถูกบล็อกไว้ เพ่ือป้องกันการสังเคราะห์โพรบ บนโพรบมีการติดฉลากด้วย

โมเลกุล dT-Fluorophore และ dT-Quencher อยู่ห่างประมาณ 2-4 นิวคลีโอไทด์ มีต าแหน่ง 

Tetrahydrofuran residue (THF) เรียกว่า dSpacer อยู่ระหว่างโมเลกุลทั้งคู่ ซึ่งเป็นต าแหน่งที่

เอนไซม์ Exonuclease III ตัดให้โมเลกุล Fluorophore และ Quencher แยกออกจากกัน ท าให้

โมเลกุล Fluorophore เกิดการปล่อยสัญญาณโดยการเปล่งแสงออกมา จึงสามารถวัดปริมาณแสงที่

เกิดข้ึนได้ ส าหรับ Fpg probe มีลักษณะคล้ายกับ Exo probe แตกต่างกันที่โมเลกุล Fluorophore 

และ Quencher ถูกติดฉลากห่างประมาณ 4-6 นิวคลีโอไทด์ โดยโมเลกุล Quencher ถูกติดฉลากด้าน 

5 ของโพรบ และโมเลกุล Fluorophore ถูกเชื่อมที่ต าแหน่ง Abasic nucleotide โดยทั้ง 2 โมเลกุล

จะผูกติดกันอยู่ในรูป dR-linker เมื่อโพรบจับต าแหน่งบนดีเอ็นเอสายเดี่ยวอย่างจ าเพาะ เอนไซม์ 

Formamidopyrimidine DNA glycosylase (Fpg) จะตัดต าแหน่ง dR ท าให้โมเลกุล Quencher 

แยกออก เกิดการปล่อยสัญญาณของโมเลกุล Fluorophore โดยการเปล่งแสงออกมา แสดง

รายละเอียดในรูปที่ 2.4 การท างานของ Exo probe มีความไวมากกว่า Fpg probe (31) แต่เอนไซม์ 

Exonuclease ของ Exo probe จะย่อยสายดีเอ็นเอ จึงไม่เหมาะสมที่น าผลผลิตหลังจากสิ้นสุด

ปฏิกิริยามาตรวจสอบด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis (20) 
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รูปที่ 2.4 หลักการท างานของ Exo probe และ Fpg probe ในการตรวจสอบผลผลิตจากปฏิกิริยา
เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (21) 
 

ปัจจุบันมีการพัฒนาเครื่องวัด Fluorimeter ที่ใช้ตรวจวัดปริมาณแสงของโมเลกุล 

Fluorophore ที่ปล่อยออกมา อาทิเช่น เครื่อง ESEQuant Tube Scanner (บริษัท Qiagen จ ากัด, 

สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี) เครื่อง Genie® III (บริษัท OptiGene จ ากัด, สหราชอาณาจักร) และ 

เครื่อง Twista® (บริษัท Qiagen จ ากัด, สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี) โดยเครื่องทั้งหมดเหล่านี้ 

สามารถใช้ได้ทั้งงานด้านห้องปฏิบัติการและการตรวจวินิจฉัยจากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วย (102, 103) 

ในการศึกษาของ Wahed และคณะ  (102) ได้พัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสที่เป็น

สาเหตุของโรคไข้เลือดออก ด้วยฺวิธี Real-time RPA ร่วมกับการใช้ Exo probe ในการตรวจสอบ

ผลผลิตปฏิกิริยา และอ่านผลด้วยเครื่อง Twista® พบว่าสามารถตรวจวินิจฉัยได้ภายในระยะเวลา 20 

นาที และมีความไวถึง 98% และความจ าเพาะถึง 100% และความเข้มข้นน้อยที่สุดที่ตรวจสอบได้ 

เท่ากับ 10-100 RNA copies 

เทคนิคการตรวจสอบผลผลิต RPA ขณะที่ด าเนินปฏิกิริยา มีข้อดีในการตรวจสอบผลผลิตได้

อย่างรวดเร็ว โดยไม่จ าเป็นต้องรอหลังสิ้นสุดปฏิกิริยา แต่จ าเป็นต้องอาศัยเครื่องตรวจวัดปริมาณแสง

ของโมเลกุล Fluorophore ที่ส่งสัญญาณการเปล่งแสงอย่างจ าเพาะ จึงท าให้วิธีการตรวจผลผลิตวธิีนี้

มีราคาค่อนข้างสูง และไม่ค่อยเหมาะสมที่น าไปใช้ภาคสนามหรือหน่วยตรวจชุมชน 
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7.2. การตรวจสอบผลผลิต RPA เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยา 
เป็นการตรวจวัดผลผลิตภายหลังจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมได้เสร็จสิ้นลงอย่าง

สมบูรณ์ เทคนิคท่ีใช้ตรวจสอบผลผลิต RPA เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยา ที่นิยมใช้กันในห้องปฏิบัติการ ได้แก่ 

7.2.1. เทคนิค Agarose gel electrophoresis  

เป็นเทคนิคมาตรฐานที่ใช้ตรวจสอบผลผลิตจากปฏิกิริยาเพิ่มสารพันธุกรรมและนิยม

ใช้กันอย่างกว้างขวาง โดยการแยกดีเอ็นเอหรือวิเคราะห์ขนาดและคุณภาพของดีเอ็นเอภายใต้

สนามไฟฟ้าผ่านตัวกลาง Agarose gel ซึ่งมีลักษณะเนื้อเจลมีรูพรุนขนาดเล็กที่ดีเอ็นเอสามารถ

เคลื่อนที่ผ่านได้ สามารถแยกขนาดของดีเอ็นเอตั้งแต่ 100 bp จนถึง 25,000 bp โดยโครงสร้างส่วน

ใหญ่ของดีเอ็นเอมีหมู่ฟอสเฟตเป็นองค์ประกอบ ท าให้ภายในดีเอ็นเอมีประจุเป็นลบ ดังนั้นการ

เคลื่อนที่ของดีเอ็นเอจึงเคลื่อนที่จากประจุลบไปยังประจุบวกภายใต้สนามไฟฟ้า ซึ่งความเร็วและ

ระยะทางในการเคลื่อนที่ขึ้นอยู่กับขนาดและรูปร่างของดีเอ็นเอ ดีเอ็นเอที่มีขนาดเล็กเคลื่อนที่ได้เร็ว

กว่าดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญ่ ส่วนดีเอ็นเอที่รูปร่างเป็นวงแหวนที่พันเกลียวซ้อน (Supercoiled) เคลื่อนที่

ได้เร็วกว่ารูปแบบดีเอ็นเอที่เป็นเส้นตรง (Linear) และแบบวงแหวน (Circle) นอกจากนี้ความเข้มข้น

ของ Agarose gel ยังมีผลต่อการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอ ถ้าความเข้มข้นของ Agarose gel สูง ท าให้ดี

เอ็นเอเคลื่อนที่ได้ช้า แต่สามารถแยกดีเอ็นเอที่มีขนาดใกล้เคียงกันได้ดี ภายหลังจากแยกบน

สนามไฟฟ้าเสร็จสิ้น ท าการย้อมดีเอ็นเอที่อยู่ในแผ่นเจลด้วยสีฟลูออเรสเซนต์ เช่น Ethidium 

bromide, SYBR safe และ SYBR® Green I เป็นต้น และส่องดูด้วยแสงอัลตราไวโอเลต เปรียบเทียบ

กับดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA ladder) (104-106) ความไวในการตรวจสอบผลผลิตจากปฏิกิริยาเพิ่มสาร

พันธุกรรมนั้น ขึ้นอยู่กับประเภทชนิดของสีย้อมดีเอ็นเอ ซึ่ง Ethidium bromide มีความรวดเร็ว ความ

ไว และความน่าเชื่อถือสูงในการตรวจสอบผลผลิตสารพันธุกรรม สามารถตรวจสอบได้น้อยที่สุด คือ 5 

ng (107) ด้วยวิธีการแช่ Agarose gel หลังจากสิ้นสุดภายใต้สนามไฟฟ้า ในสารละลาย Ethidium 

bromide ตามระยะเวลาที่เหมาะสม แต่ Ethidium bromide เป็นสารก่อมะเร็ง ดังนั้นจึงมีข้อระวัง

ในการใช้งานและต้องใช้ในพ้ืนที่จ าเพาะเพ่ือป้องกันการปนเปื้อน ส่วนสีในกลุ่ม SYBR สามารถใช้ย้อม

ดีเอ็นเอได้ก่อนหรือหลังการตรวจสอบผลผลิต และมีความไวใกล้เคียงกับ Ethidium bromide คือ 1-

5 ng อย่างไรก็ตาม ในปัจจุบันได้มีการพัฒนาให้ SYBR สามารถตรวจสอบผลผลิตได้น้อยที่สุดถึง 60 

pg (108) ส าหรับการตรวจผลผลิต RPA เทคนิค Agarose gel electrophoresis ยังคงเป็นวิธีพ้ืนฐาน
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ในการตรวจสอบผลผลิต แต่จ าเป็นต้องมีการท าให้ดีเอ็นเอบริสุทธิ์ ก่อนตรวจสอบผลผลิตที่เกิดขึ้น ท า

ให้เพ่ิมระยะเวลาในการอ่านผลเมื่อเทียบกับเทคนิคอ่ืน ๆ  

7.2.2. การตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR® Green I  

เป็นวิธีการตรวจวัดสายดีเอ็นเอโดยใช้สารฟลูออเรสเซนต์ที่สามารถจับกับดีเอ็นเอ

สายคู่ได้ ไม่มีการจับกับดีเอ็นเอสายเดี่ยว สี SYBR® Green I มีคุณสมบัติเป็นสีย้อมชนิด Asymmetric 

monomethine cyanine ซึ่งจับกับบริเวณ Minor groove ของดีเอ็นเอสายคู่แบบไม่จ าเพาะ เมื่อจบั

แล้วจะเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างสี จะมีค่าดูดกลืนแสงสีน้ าเงินที่ความยาวคลื่นสูงสุด 497 nm 

(λmax = 497 nm) และเปล่งแสงออกมาที่ความยาวคลื่นสูงสุด 520 nm (λmax = 520 nm) ซ่ึง

สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าเป็นสีเขียว ถ้าไม่มีดีเอ็นเอเป้าหมายมองเห็นเป็นสีส้ม (รูปที่ 2.5) ความ

เข้มของสี SYBR® Green I แปลผันตรงกับปริมาณของดีเอ็นเอ ข้อดีของสี SYBR® Green I คือ มีความ

ปลอดภัย ไม่มีความเป็นพิษเช่นเดียวกับ Ethidium bromide ใช้งานง่าย ราคาไม่แพง (109) ข้อจ ากัด

ส าหรับการตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธีนี้ คือ SYBR® Green I สามารถจับได้กับดีเอ็นเอสายคู่ทุกชนิด 

ดังนั้นจึงมีจับกับผลผลิตดีเอ็นเอที่ไม่จ าเพาะ หรือการเกิดการจับกับ Primer dimer ในปฏิกิริยา ท าให้

เกิดผลบวกปลอมได้ นอกจากนี้การใช้สี SYBR® Green I ส าหรับปฏิกิริยา Multiplex ไม่เหมาะสมที่

น ามาใช้งาน เนื่องจากไม่สามารถอ่านผลที่เกิดข้ึนได้ว่าเป็นผลผลิตจากเป้าหมายใด (108)  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.5 การอ่านผลจากการตรวจสอบผลผลิตจากปฏิกิริยาเพิ่มสารพันธุกรรมด้วยสี SYBR® Green I 
(A; เมื่ออ่านผลด้วยตาเปล่าภายใต้แสงธรรมชาติ B; เมื่ออ่านผลด้วยภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต) (110)  
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7.2.3. การตรวจสอบผลผลิตด้วยแผ่นตรวจ Lateral flow  

เทคนิค Lateral flow (LF) เป็นเทคนิคที่นิยมใช้ในการตรวจวินิจฉัยสารหรือโมเลกุล

ทางชีวภาพชนิดหนึ่ง ซึ่งอาศัยอุปกรณ์ท่ีใช้งานง่าย สะดวก และรวดเร็ว โดยอาศัยหลักการของ

สารละลายของเหลวที่เคลื่อนที่ไปบนแผ่นตรวจ (Chromatography) ที่มีโมเลกุลส าหรับจับสารที่

ต้องการตรวจวัดเคลือบบรรจุอยู่ โครงสร้างของ LF ประกอบด้วย 4 ส่วนหลัก (รูปที่ 2.6) ได้แก่ 1) 

Sample application pad หรือ Sample pad มักท ามาจากเซลลูโลสหรือใยแก้ว ท าหน้าที่ดูดซับ

สารละลายตัวอย่างในช่วงเริ่มต้นของการทดสอบ และขนส่งตัวอย่างหรือองค์ประกอบต่าง ๆ ภายใน

ตัวอย่างที่ต้องทดสอบไปยังส่วนอื่นบนแถบตรวจ  2) Conjugate pad เป็นต าแหน่งที่มีการเคลือบ

อนุภาคท่ีท าให้เกิดสีที่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าในเวลาอ่านผล อนุภาคท่ีอยู่บน Conjugate 

pad มักถูกผูกติดไว้กับแอนติบอดีที่เหมาะสม และถูกปล่อยออกไปทันทีเมื่อสัมผัสกับตัวอย่างที่เป็น

ของเหลวมีโมเลกุลที่จ าเพาะกับแอนติบอดี เช่น แอนติเจนหรือสารที่ต้องการตรวจสอบ ซึ่งจะเคลื่อนที่

ไปบนแถบตรวจเพื่อไปในส่วนถัดไป ตัวอย่างของอนุภาคท่ีท าให้เกิดสี เช่น gold particle, Latex 

particle หรือ Fluorescent particle (111) อย่างไรก็ตาม การพัฒนาแถบตรวจส่วนใหญ่มักนิยมใช ้

Gold particle  เนื่องมาจากไม่จ าเป็นต้องใช้กระบวนการท าให้เกิดสี อนุภาคมีความเสถียร และ

สามารถกระเจิงแสงได้ดี ท าให้มองเห็นได้ด้วยตาเปล่าได้ (111) 3) แผ่นเมมแบรน (Membrane) เป็น

องค์ประกอบที่ส าคัญท่ีมีผลต่อความไวของแถบตรวจ ชนิดของเมมเบรนที่มักนิยมใช้ ได้แก่ 

Nitrocellulose membrane เนื่องมาจากมีขนาดของรูภายในเมมเบรนระหว่าง 3-20 µm ซึ่งมีขนาด

ใหญ่ ส่งผลให้สารเคลื่อนที่ได้ดีและรวดเร็ว นอกจากนี้ Nitrocellulose membrane มีคุณสมบัติใน

การดูดซับโปรตีนได้สูง ถึงแม้เมมเบรนเปียกด้วยสารละลายก็จะไม่ส่งผลต่อประสิทธิภาพของการดูด

ซับ (112) บนเมมเบรนมีบริเวณแถบ Test line และ Control line ที่มีการเคลือบแอนติบอดีหรือ

แอนติเจน เพ่ือท าหน้าที่จับตัวอย่างแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่จ าเพาะที่เคลื่อนที่ผ่าน ตามล าดับ และ 

4) Absorbent pad หรือ Wicking pad ท าหน้าที่ดูดซับสารตัวอย่างส่วนเกินที่ไหลผ่าน โดยการไหล

ของสิ่งตัวอย่างตลอดแถบตรวจนั้นเกิดข้ึนได้จากแรง Capillary ในวัสดุของแถบตรวจ (111)  
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รปูที่ 2.6 โครงสร้างพื้นฐานและส่วนประกอบของ Lateral flow (LF) (35) 
 

ในการพัฒนาแถบตรวจส าหรับตรวจผลผลิตจากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

(Nucleic acid lateral flow immunoassay, NALF) อาศัยหลักการออกแบบแถบตรวจเช่นเดียวกับ 

LF ที่กล่าวมาข้างต้น อย่างไรก็ดีผลผลิตสารพันธุกรรมไม่สามารถถูกแอนติบอดีที่เคลือบอยู่บนแผ่น

ตรวจจับได้โดยตรง จึงต้องมีการติดโมเลกุลของสารบางประเภทไว้ที่ผลผลิตสารพันธุกรรม โดยอาศัย

การออกแบบไพรเมอร์ที่ใช้ในเพ่ิมสารพันธุกรรม ให้มีการติดฉลาก (Tag) ไว้ปลายด้าน 5 ของทั้ง 

Forward primer และ Reverse primer เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาจะได้ผลผลิตสารพันธุกรรมดีเอ็นเอสายคู่

ที่มีฉลากติดอยู่ ตัวอย่างโมเลกุลที่นิยมน าใช้ในการติดฉลาก ได้แก่ โมเลกุลของสีฟลูออเรสเซนต์ เช่น 

FITC, FAM, Cy5 และ Alexafluor488 และโมเลกุลขนาดเล็ก เช่น Biotin, Digoxigenin (DIG) และ 

Dinitrophenyl (DNP) เป็นต้น (21, 35, 113) ทั้งนี้การตรวจสอบผลผลิตสารพันธุกรรมไม่ได้ขึ้นอยู่กับ

ความจ าเพาะของไพรเมอร์ แต่อาศัยความจ าเพาะระหว่างฉลากที่ถูกติด และแอนติบอดีที่ถูกเคลือบไว้

บนเมมเบรนที่ต้องมีความจ าเพาะต่อฉลากท่ีเลือกใช้งาน เช่น Anti-FAM, Anti-biotin และ Anti-

digoxigenin โดย NALF สามารถตรวจสอบผลผลิตจากปฏิกิริยาเพิ่มสารพันธุกรรมได้หลากหลาย

เทคนิค ได้แก่ เทคนิค PCR, เทคนิค Ligase chain reaction (LCR), เทคนิค Isothermal 

amplification (LAMP, RCA และ RPA) (113) 

การท างานของแถบตรวจ NALF เริ่มจากเม่ือสารละลายตัวอย่างที่มีผลผลิตจากที่มี

ฉลากติดอยู่ที่ปลายด้าน 5 และ 3 สัมผัสกับ Sample pad ตัวอย่างจะแพร่ผ่านไปยังต าแหน่ง 

Conjugate pad และจับอย่างจ าเพาะกับแอนติบอดีที่มี Gold particle ผูกติดเอาไว้ ผ่านฉลากด้าน

ใดด้านหนึ่ง กลายเป็นสารเชิงช้อน (Target-antibody-gold particle) จากนั้นสารเชิงซ้อนนี้ แพร่ผ่าน
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ไปยัง Test line ซึ่งฉลากอีกด้านที่ยังไม่ถูกจับ จะจับกับแอนติบอดีถูกเคลือบไว้อย่างจ าเพาะ ส่งผลให ้

Gold particle ถูกจับไว้ที่ Test line ท าให้มองเห็นเป็นแถบสีทึบ โดยความเข้มของแถบสีจะขึ้นอยู่กับ

ความเข้มข้นของปริมาณตัวอย่างที่ทดสอบ ส่วนแอนติบอดีที่ผูก Gold particle ที่ไม่ได้จับกับ

สารละลายตัวอย่าง จะแพร่ผ่าน Test line ไปยังต าแหน่งแถบ Control line ที่มีแอนติบอดีคนละชนิด

กับ Test line ถูกจับเอาไว้ เกิดเป็นแถบสีทึบขึ้นมา ซึ่ง Control line ต้องเกิดแถบสีทุกครั้งเพ่ือ

ตรวจสอบว่ามีการแพร่หรือการเคลื่อนที่ของสารละลายตัวอย่าง จนมาสิ้นสุดที่ต าแหน่ง Absorbent 

pad จะท าหน้าที่ดูดซับสารตัวอย่างไว้  (111) รูปที่ 2.7 แสดงหลักการท างานของแถบตรวจ NALF 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.7 การท างานของแถบตรวจ NALF (114) 

 

ข้อดีของการตรวจสอบผลผลิตสารพันธุกรรมด้วย NALF ได้แก่ มีความรวดเร็วในการ

อ่านผล มีข้ันตอนการทดสอบที่ไม่ยุ่งยาก สามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า และไม่จ าเป็นต้องอาศัย

เครื่องมือที่จ าเพาะ จึงมีต้นทุนการด าเนินงานต่ า ไม่ต้องอาศัยความช านาญในการทดสอบ ซึ่งมีความ

เหมาะสมในการตรวจวินิจฉัยภาคสนาม หรือในห้องปฏิบัติการที่มีเครื่องมืออย่างจ ากัด นอกจากนี้แถบ

ตรวจสามารถถูกออกแบบมีความจ าเพาะและความไวสูงได้ อีกท้ังมีความคงตัวนานระหว่างการเก็บ

รักษา ใช้ตัวอย่างทดสอบปริมาณน้อย จึงสามารถน าไปประยุกต์ใช้กับงานได้หลากหลายและสามารถ

พัฒนาเป็นเครื่องมือทดสอบ ณ จุดดูแลผู้ป่วย ได้ (115-118) 
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การศึกษาท่ีผ่านมาของ He และคณะ (119) ได้พัฒนาการตรวจหา Nosema 

bombycis ในไข่ของหนอนไหมด้วยเทคนิค PCR-NALF โดยใช้ไพรเมอร์ยีน LSU rDNA ที่จ าเพาะต่อ 

N. bombycis ได้ออกแบบด้านปลาย 5 ของ Forward primer ให้ติดโมเลกุล Biotin และ Reverse 

primer ให้ติดโมเลกุล FAM ภายหลังเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา PCR และตรวจสอบ

ผลผลิตด้วยเทคนิค NALF เปรียบเทียบกับ Agarose gel electrophoresis พบว่าเทคนิค PCR-NALF 

มีความไวมากกว่า PCR-AGE ถึง 100 เท่า และความเข้มข้นดีเอ็นเอที่น้อยที่สุดที่ตรวจสอบได้ เท่ากับ 

1 pg/µl การศึกษาของ El‑Tholoth และคณะ (120) ได้พัฒนาวิธีการตรวจหาเชื้อก่อโรคทางเดิน

หายใจในไก่ คือ Newcastle disease virus (NDV) ด้วยไพรเมอร์ยีน matrix protein ที่ติดโมเลกุล 

Biotin และ FAM และ Infectious bronchitis virus (IBV) ด้วยไพรเมอร์ยีน nucleoprotein ที่ติด

โมเลกุล Biotin และ DIG โดยใช้เทคนิค RPA-NALF ภายใต้การท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 38 องศา

เซลเซียส ระยะเวลา 40 และ 20 นาที ตามล าดับ ความเข้มข้นดีเอ็นเอที่น้อยที่สุดที่ตรวจสอบได้ 

เท่ากับ 10 copies และเม่ือเปรียบเทียบ RPA-NALF กับ Quantitative RT-PCR พบว่าตรวจสอบ

ได้ผลบวกกับเชื้อ NDV เท่ากับ 75% และ 66.7% ตามล าดับ และได้ผลบวกกับเชื้อ IBV เท่ากับ 16.7% 

และ 25% ทั้งนี้ ทั้ง 2 เทคนิคมีความสอดคล้องกันในระดับดี โดยมีค่าสถิติ Kappa ของ NDV และ IBV 

เท่ากับ 0.792 และ 0.750 ตามล าดับ 
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

1. สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ 

1.1. สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ที่ใช้ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค 
Polymerase Chain Reaction 

ได้แก่ ชุดน้ ายาเอนไซม์ Taq DNA polymerase กับ Standard Taq buffer (บริษัท New 

England BioLabs จ ากัด สหรัฐอเมริกา) ชุดน้ ายา Deoxyribonucleotide triphosphate (dNTPs) 

(บริษัท Thermo Fisher Scientific จ ากัด สหรัฐอเมริกา) ไพรเมอร์สั่งสังเคราะห์จากบริษัท Bionics 

จ ากัด ประเทศเกาหลีใต้, น้ า Molecular Biology Grade (บริษัท Hyclone Laboratories จ ากัด 

สหรัฐอเมริกา) หลอด PCR ขนาด 0.5 มิลลิลิตร และหลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

(บริษัท Wuxi NEST Biotechnology จ ากัด สาธารณรัฐประชาชนจีน) 

1.2. สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ที่ใช้ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค 
Recombinase polymerase amplification 

ได้แก่ ชุดน้ ายา RPA TwistAmp® Basic (บริษัท TwistDx จ ากัด สหราชอาณาจักร) ไพร

เมอร์สั่งสังเคราะห์จากบริษัท Bionics จ ากัด ประเทศเกาหลีใต้ น้ า Molecular Biology Grade 

(บริษัท Hyclone Laboratories จ ากัด สหรัฐอเมริกา) ชุดน้ ายาส าหรับท าดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ 

FavorPrep Gel/PCR purification (บริษัท Favorgen Biotech Corporation จ ากัด ประเทศ

ไต้หวัน) หลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (บริษัท Wuxi NEST Biotechnology จ ากัด 

สาธารณรัฐประชาชนจีน) 

1.3. สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ที่ใช้ในการพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip 
ได้แก่ แถบตรวจเปล่าที่เป็น Nitrocellulose membrane และยังไม่ได้พ่นสาร ได้รับความ

อนุเคราะห์จาก บริษัท ไอเมด ลาบอราทอรี่ จ ากัด ประเทศไทย Mouse monoclonal anti-biotin 

(MAB) conjugated 40nm colloidal gold nanoparticles (บริษัท BBI Solutions OEM จ ากัด 

สหราชอาณาจักร) Goat polyclonal anti-FITC (บริษัท Abcam จ ากัด, สหราชอาณาจักร) Goat 
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polyclonal anti-mouse IgG (บริษัท Arista Biologicals จ ากัด สหรัฐอเมริกา) สารละลาย 10X-

Phosphate-buffered saline (10X-PBS) (บริษัท แอปสลาเจน (Apsalagen) จ ากัด ประเทศไทย) 

น้ า Molecular Biology Grade (บริษัท Hyclone Laboratories จ ากัด สหรัฐอเมริกา) ชุดน้ ายา

ส าหรับท าดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ FavorPrep Gel/PCR purification (บริษัท Favorgen Biotech 

Corporation จ ากัด ประเทศไต้หวัน) หลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (บริษัท Wuxi 

NEST Biotechnology จ ากัด สาธารณรัฐประชาชนจีน) 

1.4. สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ที่ใช้ในการตรวจสอบผลผลิตการเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรมด้วยเทคนิค Agarose Gel Electrophoresis 

ได้แก่ สาร Agarose (บริษัท Serva จ ากัด ประเทศเยอรมนี) น้ ายา UltraPowerTM 

DNA/RNA safe dye (บริษัท Gellex International จ ากัด ประเทศญี่ปุ่น) น้ ายา 6X Loading dye 

(บริษัท Biotechrabbit จ ากัด ประเทศเยอรมนี) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส (บริษัท Thermo 

Fisher Scientific จ ากัด สหรัฐอเมริกา) สาร Tris base (บริษัท Amresco จ ากัด สหรัฐอเมริกา) สาร

Acetic acid (บริษัท Merck จ ากัด ประเทศเยอรมนี) สาร Ethylenediaminetetraacetic acid 

(EDTA) (บรษิัท Sigma-Aldrich จ ากัด สหรัฐอเมริกา)  

1.5. สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อวัณโรคจากสิ่งส่งตรวจ
เสมหะของผู้ป่วย 

ได้แก่ ชุดน้ ายาสกัดดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจ MagDEA® Dx reagents (บริษัท Precision 

system science จ ากัด, ประเทศญี่ปุ่น) ชุดน้ ายา AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection 

(บริษัท Seegene จ ากัด ประเทศเกาหลีใต้) 

 

2. เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 
เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม (NanodropTM 1000 spectrophotometer-บริษัท Thermo 

Fisher Scientific จ ากัด สหรัฐอเมริกา) เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Thermo cycler -บริษัท 

SensoQuest สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี) เครื่องควบคุมอุณหภูมิแบบแห้ง (Dry Bath Incubator-

บริษัท Hangzhou Allsheng Instruments จ ากัด สาธารณรัฐประชาชนจีน) เครื่องบันทึกภาพเจล

ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (Gel DocTM XR ChemiDocTM XRS-บริษัท Bio-Rad Laboratories จ ากัด 
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สหรัฐอเมริกา) ชุดเครื่องแยกวิเคราะห์สารพันธุกรรมในแนวนอน (Gel electrophoresis-บริษัท 

Labnet International จ ากัด  สหรัฐอเมริกา) เครื่องเขย่าผสมสาร (Vortex-บริษัท Scientific 

Industries จ ากัด สหรัฐอเมริกา) เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสารตัวอย่างความเร็วสูง (High Speed 

Microcentrifuge-บริษัท Eppendorf International จ ากัด สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี) และเครื่อง

ปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสารตัวอย่างขนาดเล็ก (SpectrafugeTM Mini Laboratory Centrifuge-บริษัท 

Labnet International จ ากัด  สหรัฐอเมริกา) เครื่องดูดสารละลายอัตโนมัติ (Auto pipette-บริษัท 

Labnet International จ ากัด  สหรัฐอเมริกา และบริษัท Gilson จ ากัด สหรัฐอเมริกา) เครื่องสกัด

อัตโนมัติ magLEAD (บริษัท Precision system science จ ากัด ประเทศญี่ปุ่น) เครื่อง Real-time 

PCR รุ่น CFX96 Dx System (บริษัท Bio-Rad Laboratories จ ากัด สหรัฐอเมริกา) 

 

3. การออกแบบงานวิจัย 
งานวิจัยในครั้งนี้ได้แบ่งการทดสอบออกเป็นทั้งหมด 6 ส่วน ได้แก่ 

3.1. การพัฒนาเทคนิค Multiplex-recombinase polymerase amplification 
เพ่ือพัฒนาเทคนิค M-RPA ซึ่งเป็นเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่สามารถเพ่ิมสารพันธุกรรม

ภายใต้อุณหภูมิเดียวคงที่ด้วยเทคนิค RPA โดยใช้ดีเอ็นเอต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก และน้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ท า

การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา M-RPA ซึ่งได้แก่ ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ ความ

เข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ ระยะเวลา และอุณหภูมิที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา จากนั้นตรวจสอบผลผลิต

ที่เกิดขึ้นด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis  

3.2. การพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip 
เพ่ือพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip ซึ่งเป็นอุปกรณ์ท่ีส าหรับการตรวจสอบผลผลิตจากการเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรมที่สามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า โดยการออกแบบชนิดของแถบตรวจ ชนิดและ

ประเภทของแอนติบอดี เพ่ือให้แถบตรวจที่พัฒนาขึ้นมีความเหมาะสมส าหรับการตรวจสอบผลผลิต

จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมจากงานวิจัยนี้  
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3.3. การพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip ร่วมกับผลผลิตการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วย
เทคนิค M-RPA 

เพ่ือพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip ที่ออกแบบให้สามารถตรวจสอบผลผลิตจากการเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ M. tuberculosis ด้วยเทคนิค M-RPA ให้มีความเหมาะสมส าหรับการ

วินิจฉัยวัณโรค โดยการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการทดสอบของแถบตรวจ MTB Strip ซึ่งได้แก่ 

อัตราส่วนระหว่างผลผลิต M-RPA กับสารละลาย PBS ความเข้มข้นของแอนติบอดี และระยะเวลาใน

การทดสอบ เพ่ือส่งผลิตแถบตรวจ MTB Strip ในระดับอุตสาหกรรม  

3.4. การประเมินประสิทธิภาพเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip และคุณภาพ
ของแถบตรวจ MTB Strip 

เพ่ือประเมินประสิทธิภาพเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip และคุณภาพของ

แถบตรวจ MTB Strip ที่พัฒนาขึ้น ซึ่งมีการทดสอบหาความเข้มข้นน้อยที่สุด (LOD) การทดสอบ

ปฏิกิริยาข้าม (Cross reactivity) ต่อเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน ๆ การทดสอบความคงตัวของผลที่

ปรากฏอยู่บนแถบตรวจ MTB Strip และ การทดสอบอายุการเก็บรักษาของแถบตรวจ MTB Strip 

เพ่ือให้ทราบประสิทธิภาพและคุณภาพของแถบตรวจ MTB Strip ก่อนน าไปท าการตรวจวินิจฉัยวณั

โรคต่อไป 

3.5. การวินิจฉัยวัณโรคด้วยแถบตรวจ MTB Strip 
เพ่ือวินิจฉัยวัณโรคด้วยเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip จากตัวอย่างดีเอ็นเอที่

สกัดจากโคโลนีของเชื้อ ซึ่งเป็นสายพันธุ์คลินิกท่ีเพาะแยกได้จากสิ่งส่งตรวจ เปรียบเทียบกับผลการ

ทดสอบด้วยชุดตรวจแอนติเจน MPT 64 (SD Bioline TB Ag MPT64 Rapid test (ส าหรับเชื้อกลุ่ม 

MTBC) และเทคนิค Sanger DNA Sequencing บริเวณยีน 16S rRNA (ส าหรับเชื้อกลุ่ม 

Nontuberculous mycobacteria, NTM) ในขณะที่การวินิจฉัยวัณโรคจากตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัด

โดยตรงจากสิ่งส่งตรวจเสมหะ เปรียบเทียบกับเทคนิคการย้อมสีทนกรด และ Real-time PCR  

3.6. การวิเคราะห์ประสิทธิภาพของแถบตรวจ MTB Strip ในการตรวจวินิจฉัยวัณโรค 
น าผลการวินิจฉัยตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีได้จากโคโลนีของเชื้อ และจากสิ่งส่งตรวจเสมหะด้วย

เทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip ค านวณหาความไว (Sensitivity) ความจ าเพาะ 
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(Specificity) ค่าท านายผลบวก (Positive Predictive Value; PPV) ค่าท านายผลลบ (Negative 

Predictive Value; NPV) และค่าความสอดคล้องด้วยสถิติ Kappa (ĸ) 

 

4. วิธีการทดลอง 

4.1. การค านวณหาจ านวนกลุ่มตัวอย่าง 
จ านวนตัวอย่างเสมหะทั้งหมดที่ใช้ในการศึกษานี้ ค านวณจากค่าประมาณความชุกของวัณ

โรคในประเทศไทยที่ได้จากการศึกษาของ Jittimanee และคณะ ปี พ.ศ. 2552 (121) ร่วมกับสูตร

ค านวณของ Buderer และคณะ (122) มีรายละเอียดดังนี้ 

สูตรค านวณขนาดตัวอย่างส าหรับทดสอบความไว 

                            n=
Zα/2

2 ×SN(1-SN)

W2×P
 

สูตรค านวณขนาดตัวอย่างส าหรับทดสอบความจ าเพาะ 

                         n=
Zα/2

2 ×SP(1-SP)

W2×P
 

โดย n  = จ านวนตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาวิจัย 

Z/2 = ระดับความเชื่อมั่นที่ก าหนดที่ 95 % หรือระดับนัยส าคัญ 0.05 มีค่า 

      เท่ากับ 1.96 (85) 

W = ค่าความคลาดเคลื่อนที่ยอมรับได้ (0.05) 

SN = ค่าความไวของวิธีมาตรฐานการตรวจวินิจฉัยวัณโรค (การเพาะเลี้ยงเชื้อ 

       ดว้ยเทคนิค BACTEC MGIT 960) เท่ากับ 95.5% (123) 

SP = ค่าความจ าเพาะของวิธีมาตรฐานการตรวจวินิจฉัยวัณโรค (การเพาะเลี้ยง

     เชื้อด้วยเทคนิค BACTEC MGIT 960 เท่ากับ 99.6%) (123) 

P  = ค่าประมาณความชุกของวัณโรคในประเทศไทย เท่ากับ 17% 
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แทนค่าจากสูตรขนาดตัวอย่างส าหรับทดสอบความไว 

              n=
(1.96)2×0.955(1-0.955)

(0.05)2×0.17
  " 

                                       n=389 ตัวอย่าง 

 

                                   สูตรขนาดตัวอย่างส าหรับทดสอบความจ าเพาะ 

                                       n=
(1.96)2×0.996(1-0.996)

(0.05)2×0.17
 

            n=36 ตัวอย่าง 

 

จากผลการค านวณตัวอย่างด้วยสูตรข้างต้น ได้ขนาดตัวอย่างเสมหะส าหรับทดสอบความไว 

จ านวนเท่ากับ 389 ตัวอย่าง และความจ าเพาะ จ านวนเท่ากับ 36 ตัวอย่าง แต่เนื่องจากระยะเวลาการ

ท าวิจัยและสถานการณ์การระบาดของโรคโควิด-19 ในช่วงปี พ.ศ. 2563-2564 ซึ่งส่งผลต่อการเก็บ

ตัวอย่างที่ไม่เป็นไปตามการค านวณข้างต้น ท าให้การเก็บตัวอย่างเสมหะที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ เท่ากับ 

131 ตัวอย่าง  

4.2. การพิจารณาขอจริยธรรมการวิจัย 
การศึกษานี้ได้รับการอนุมัติการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน จากคณะกรรมการ

จริยธรรมการวิจัยในคน คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล 
กรุงเทพมหานคร เลขที่รับรองโครงการ COA. MURA2021/40 และจากคณะกรรมการจริยธรรมการ
วิจัยในมนุษย์ โรงพยาบาลเลิดสิน กรุงเทพมหานคร เลขที่รับรองโครงการ LH-641041-095 

4.3. ตัวอย่างดีเอ็นเอที่ใช้ในการศึกษา 
ตัวอย่างทั้งหมดท่ีใช้การศึกษานี้ เป็นตัวอย่างดีเอ็นเอ ซึ่งแบ่งเป็น 3 ประเภท ได้แก่  

1. ดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ส าหรับใช้ในการ

พัฒนาเทคนิค M-RPA และแถบตรวจ MTB Strip และใช้เป็นตัวควบคุมบวกในขั้นตอนการวินิจฉัยวัณ

โรค ได้รับความอนุเคราะห์จาก รองศาสตราจารย์ ดร.พิทักษ์ สันตนิรันดร์ ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 

คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร  
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2. ดีเอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อกลุ่ม Mycobacterium ที่ถูกเพาะเลี้ยงขึ้นมาบน

อาหารเลี้ยงเชื้อทั้งชนิดแข็งหรือเหลว รวม 130 ตัวอย่าง เพ่ือใช้ในการประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้น

ของเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip ประกอบไปด้วย ดีเอ็นเอที่สกัดมาจากโคโลนีของ

เชื้อ M. tuberculosis จ านวน 100 ตัวอย่าง ซึ่งได้รับการยืนยันว่าเป็นเชื้อในกลุ่ม MTBC ด้วยชุด

ตรวจแอนติเจน MPT 64 SD Bioline TB Ag MPT64 Rapid test (บริษัท Alere จ ากัด สหรัฐอเมริกา) 

และโคโลนีของเชื้อ Nontuberculous mycobacteria (NTM) จ านวน 30 ตัวอย่าง ซึ่งได้รับการ

ยืนยันเชื้อด้วยเทคนิค Sanger DNA Sequencing บริเวณยีน 16S rRNA เชื้อทั้งหมดเพาะแยกได้จาก

สิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยที่ไม่ซ้ ากันและท าการวินิจฉัยยืนยันเชื้อ โดยห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะ

แพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร ตัวอย่างดีเอ็นเอทั้งหมดถูก

น ามาก าหนดรหัสใหม่ เพ่ือไม่ให้มีการสืบค้นข้อมูลกลับถึงผู้ป่วยได้ 

3. ดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจเสมหะของผู้ป่วยที่ถูกส่งมาเพ่ือวินิจฉัยวัณโรค จ านวน 

131 ตัวอย่าง ซึ่งได้มาจากผู้ป่วยที่ไม่ซ้ ากันและผ่านการทดสอบการย้อมสีทนกรด โดยห้องปฏิบัติการ

จุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร จ านวน 

125 ตัวอย่าง และห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา โรงพยาบาลเลิดสิน กรุงเทพมหานคร จ านวน 6 

ตัวอย่าง ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจเสมหะทั้งหมดถูกน ามาก าหนดรหัสใหม่ เพ่ือไม่ให้มีการสืบค้นข้อมูลกลับ

ถึงผู้ป่วยได้  

4.4. การสกัดตัวอย่างดีเอ็นเอ 
ดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv และโคโลนีของเชื้อ 

MTBC และ NTM ที่ถูกเพาะเลี้ยงขึ้นมาบนอาหารเลี้ยงเชื้อถูกน ามาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธีการต้มโดย

ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล 

กรุงเทพมหานคร โดยการเขี่ยโคโลนีของเชื้อมา 1 ลูป ผสมกับสารละลาย Lysis buffer (10 mM Tris-

HCl, 2 mM EDTA, 1% SDS) ปริมาตร 400 µl ต้มที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14000 rpm เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนน้ าใสที่ได้ไปวัดปริมาณความเข้มข้นและ

ความบริสุทธิ์ด้วยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม  

ดีเอ็นเอที่สกัดจากเสมหะ ถูกน ามาสกัดด้วยน้ ายา MagDEA® Dx reagents ตามข้ันตอน

ของบริษัทผู้ผลิต โดยใช้เครื่องสกัดอัตโนมัติ magLEAD น าดีเอ็นเอที่สกัดได้ไปวัดปริมาณความเข้มข้น
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และความบริสุทธิ์ด้วยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม เก็บรักษาดีเอ็นเอที่สกัดได้ทั้งหมดข้างต้นที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอท าการทดสอบในขั้นตอนต่อไป 

4.5. การออกแบบไพรเมอร์ 
การศึกษานี้ใช้ไพรเมอร์ส าหรับท าปฏิกิริยา Recombinase polymerase amplification 

(RPA) ที่จ าเพาะต่อ IS1081 และ IS6110 ซึ่งมีความไวและจ าเพาะสูงต่อเชื้อ MTBC โดยอ้างอิงมาจาก

การศึกษาก่อนหน้าของ Singpanomchai และคณะ (23) ที่พัฒนาเทคนิค Allele specific-

recombinase polymerase amplification (AS-RPA) เพ่ือวินิจฉัยวัณโรค โดยอาศัยฐานข้อมูลล าดับ

นิวคลีโอไทด์ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv (Accession no. 

NC_000962) เป็นต้นแบบในการออกแบบไพรเมอร์ อย่างไรก็ตามในการศึกษานี้ ได้ออกแบบ 

Reverse primer ของ IS6110 ขึ้นมาใหม่ เพ่ือให้มีความเหมาะสมกับการศึกษามากข้ึน ด้วยโปรแกรม 

Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) ไพรเมอร์ส าหรับปฏิกิริยา RPA มีความยาวอยู่

ในช่วง 29-32 เบส และถูกออกแบบให้ผลผลิตปฏิกิริยาขนาดอยู่ในช่วงระหว่าง 173 bp ถึง 250 bp 

และให้มีการติดฉลาก (Tag) เพ่ือสามารถน าไปใช้ร่วมกับอุปกรณ์แถบตรวจวัด โดยที่ด้านปลาย 5 ของ 

Forward primer ถูกติดด้วยโมเลกุลของ Biotin ในขณะที่ด้านปลาย 5 ของ Reverse primer ถูก
ติดด้วยสารเรืองแสงชนิด Carboxyfluorescein (FAM) รายละเอียดของไพรเมอร์ดังแสดงในตารางที่ 
3.1 
 

ตารางที่ 3.1 ไพรเมอร์ที่ใช้ในการศึกษานี้ 

ไพรเมอร์ ล าดับเบส (5-3) 

ขนาด

ของ

ผลผลิต  

ที่มา 

RPA-IS1081F Biotin-CCTCTTCTCATCTTATCGACGCCGAGCAGC 173 bp (23) 

RPA-IS1081R FAM-CTGATTGGACCGCTCATCGCTGCGTTCGC 

RPA-IS6110F Biotin-TCAGTGAGGTCGCCCGTCTACTTGGTGTTG 250 bp ดัดแปลง

จาก (23) RPA-IS6110R FAM-CTGATGATCGGCGATGAACCGGGTAATTAGCG 
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4.6. การประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของไพรเมอร์ IS6110 ส าหรับปฏิกิริยา RPA ด้วย
เทคนิค PCR 

เนื่องจากไพรเมอร์ IS6110 ได้รับการออกแบบขึ้นมาใหม่ในการศึกษาครั้งนี้ จึงต้องมีการ

น ามาประเมินประสิทธิภาพในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมก่อนน ามาใช้ในการศึกษา 

4.6.1. การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม IS6110 ด้วยเทคนิค PCR 
ไพรเมอร์ของ IS6110 ที่ถูกออกแบบขึ้นมาใหม่ ถูกน ามาประเมินประสิทธิภาพ

เบื้องต้นด้วยการน าไปเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้ดีเอ็นเอจากเชื้อ  

M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ภายในปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 50 µl 

ประกอบด้วย 10X Taq buffer ปริมาตร 5 µl, 10 mM Deoxynucleotide triphosphate (dNTP) 

ปริมาตร 1 µl, 10 µM Forward primer และ Reverse primer ปริมาตรอย่างละ 1 µl, 1U Taq 

DNA polymerase ปริมาตร 0.25 µl ดีเอ็นเอต้นแบบความเข้มข้น 5 ng/µl และเติมน้ ากลั่นบริสุทธิ์

ปราศจากเชื้อ ปริมาตร 19.875 µl ท าปฏิกิริยา PCR ที่สภาวะอุณหภูมิเริ่มเต้น 95 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 5 นาที จากนั้นใช้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิ 66 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 1 นาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จ านวน 35 รอบ และอุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที โดยใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นควบคุมลบ ตรวจสอบผลผลิต

ปฏิกิริยา PCR ด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% ที่มีส่วนผสมของสี Ultrapower 

DNA/RNA safe dye ความเข้มข้น 1 เท่า ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที สังเกต

แถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอ

มาตรฐานขนาด 100 คู่เบส บันทึกภาพที่เกิดขึ้น 

4.6.2. การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของผลผลิตปฏิกิริยา PCR 
น าผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่ได้จากข้อ 4.6.1 มาวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย

เทคนิค Sanger DNA sequencing เพ่ือยืนยันผลการดัดแปลงไพรเมอร์ IS6110 จากการเพิ่มปริมาณ

สารพันธุกรรมของเชื้อ M. tuberculosis เตรียมผลผลิตปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 35 µl มีความเข้มข้น

ดีเอ็นเอไม่น้อยกว่า 50 ng/µl พร้อมกับไพรเมอร์ IS6110 โดยส่งไปวิเคราะห์ที่บริษัท Bioneer 

sequencing service จ ากัด ประเทศเกาหลีใต้ น าผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้รับมา
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เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv 

(Accession no. NC_000962) ด้วยซอฟแวร์ออนไลน์ Clustal Omega (EMBL-EBI)  

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ 

4.7. การพัฒนาเทคนิค Multiplex-recombinase polymerase amplification 
การพัฒนาเทคนิค M-RPA เพ่ือตรวจวินิจฉัยวัณโรคด้วย IS1081 และ IS6110 ของเชื้อ M. 

tuberculosis โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบให้มีการติดฉลากที่ด้านปลาย 5 ในตารางที่ 3.1 การพัฒนา

เทคนิคใช้ชุดน้ ายา RPA (TwistAmp® Basic kit) โดยภายใน 1 หลอดปฏิกิริยา M-RPA ปริมาตร 50 

µl ประกอบด้วย Rehydration buffer 29.5 µl, 10 µM Forward primer และ Reverse primer 

ของแต่ละ IS ปริมาตรอย่างละ 2.4 µl, น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อ ปริมาตร 7.4 µl, ดีเอ็นเอต้นแบบ

ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ความเข้มข้น 20 ng/µl ปริมาตร 1 µl 

และ 280 mM Magnesium oxaloacetate (MgOAc) ปริมาตร 2.5 µl ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็น

ตัวควบคุมลบ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เมื่อเสร็จสิ้นปฏิกิริยา น าผลผลิต

ปฏิกิริยา RPA ท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดน้ ายา Gel/PCR purification (FAVORGEN) ตามข้ันตอนของ

บริษัทผู้ผลิต และตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% ที่มี

ส่วนผสมของสี Ultrapower DNA/RNA safe dye ความเข้มข้น 1 เท่า ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์

เป็นเวลา 45 นาที สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต โดย

เทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส บันทึกภาพที่เกิดข้ึน 

ในการศึกษานี้ได้ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา M-RPA ด้วยไพรเมอร์ของ

IS1081 และ IS6110 ดังต่อไปนี้ 

4.7.1. การทดสอบหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ท าการเจือจางดีเอ็นเอต้นแบบให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 1 5 10 15 และ 20 ng/µl 

น ามาใช้เป็นดีเอ็นตั้งต้นในปฏิกิริยา M-RPA ซึ่งมีปริมาตรรวม 50 µl ตามปฏิกิริยาข้อ 4.7 บ่มที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 นาที หลังจากนั้นท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดน้ ายา Gel/PCR 

purification และน ามาตรวจสอบด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% เลือก

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่น้อยที่สุดที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดมาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 
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4.7.2. การทดสอบหาความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ทดสอบปฏิกิริยา M-RPA โดยใช้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบที่ให้ผลของ

ปฏิกิริยาชัดที่สุดจากข้อ 4.7.1 โดยใน 1 ปฏิกิริยาซึ่งมีปริมาตรรวม 50 µl ตามปฏิกิริยาข้างต้น โดย

ความเข้มข้นสุดท้ายของ Forward primer และ Reverse primer เป็น 0.12 0.24 และ 0.48 µM บ่ม

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 นาที น าผลผลิต M-RPA ท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุด 

Gel/PCR purification และน ามาตรวจสอบด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% 

เลือกความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ที่น้อยสุดที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดมาใช้ในการทดสอบข้ัน

ต่อไป 

4.7.3. การทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ทดสอบปฏิกิริยา M-RPA โดยใน 1 ปฏิกิริยาซึ่งมีปริมาตรรวม 50 µl ตามปฏิกริิยา

ข้างต้น โดยใช้ดีเอ็นเอต้นแบบและ Forward primer และ Reverse primer ที่ความเข้มข้นที่ให้ผล

ของปฏิกิริยาชัดที่สุดจากข้อ 4.7.1 และ 4.7.2 ตามลาดับ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

ระยะเวลา 5 10 15 และ 20 นาที น าผลผลิต M-RPA ท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุด Gel/PCR purification 

และน ามาตรวจสอบด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% เลือกระยะเวลาที่ให้ผล

ของปฏิกิริยาชัดที่สุดมาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 

4.7.4. การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ทดสอบปฏิกิริยา M-RPA โดยใน 1 ปฏิกิริยาซึ่งมีปริมาตรรวม 50 µl ตามปฏิกริิยา

ข้างต้น ดีเอ็นเอต้นแบบและ Forward primer และ Reverse primer ที่ความเข้มข้นที่ให้ผลของ

ปฏิกิริยาชัดที่สุดจากข้อ 4.7.1 และ 4.7.2 ตามล าดับ บ่มที่อุณหภูมิ 35 37 39 41 และ 43 องศา

เซลเซียส เป็นระยะเวลาที่เหมาะสมที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดจากข้อ 9.9.3 น าผลผลติ M-RPA ท า

ให้บริสุทธิ์ด้วยชุด Gel/PCR purification และน ามาตรวจสอบด้วย Agarose gel electrophoresis 

ความเข้มข้น 2.5% เลือกอุณหภูมิดีที่สุดที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุด 

จากการหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา M-RPA ของ IS1081 และ IS6110 

ของเชื้อ M. tuberculosis ในปัจจัยต่าง ๆ ได้แก่ ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ ความเข้มข้นสุดท้ายของ

ไพรเมอร์ ระยะเวลาที่บ่ม และอุณหภูมิที่ใช้ในการบ่ม ตามข้อ 4.7.1 - 4.7.4 น าผลสภาวะสุดท้ายที่

เหมาะสมมาใช้ในขั้นการพัฒนาแผ่นตรวจขั้นต่อไป 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 50 

4.8. การออกแบบแถบตรวจ MTB strip เพื่อตรวจสอบผลผลิตปฏิกิริยา M-RPA 

4.8.1. โครงสร้างของแถบตรวจ MTB strip 
การพัฒนาแถบตรวจส าหรับตรวจสอบผลผลิต M-RPA ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา

ระหว่างไพรเมอร์ที่ติดฉลากท่ีจ าเพาะต่อ IS1081 และ IS6110 โดยใช้แถบตรวจ Nitrocellulose 

เปล่าที่ไม่ได้พ่นสาร ขนาด 4 x 80 x 0.15 mm (กว้างXยาวxหนา) ในการพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip 

ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์แถบตรวจจากบริษัท ไอเมด ลาบอราทอรี่ จ ากัด ดังแสดงในรูปที่ 3.1 

โครงสร้างของแถบตรวจประกอบไปด้วย   

1. แผ่นพลาสติกฐานรอง (Card)  

2. แผ่นเมมเบรน (Membrane) เป็นบริเวณท่ีเคลือบแอนติบอดีส าหรับตรวจสอบ

ผลผลิตปฏิกิริยา ได้แก่ Test line และ Control line จ านวนอย่างละ 1 แถบ เป็นบริเวณแสดง

ปฏิกิริยาของการตรวจสอบผลผลิต M-RPA 

3. Sample pad เป็นบริเวณท่ีใช้ในดูดซับผลผลิตปฏิกิริยา M-RPA  

4. Conjugated pad เป็นบริเวณท่ีผลผลิต M-RPA จับกับโมเลกุลของสีที่ใช้บ่งชี้

ผลของปฏิกิริยา  

5. Absorbent pad เป็นบริเวณส่วนที่ดูดซับของเหลวส่วนเกินที่ไหลผ่านแถบ

ตรวจ 

 

รูปที่ 3.1 โครงสร้างของแถบตรวจเปล่าที่ไม่ได้พ่นสารที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ และได้รับความ
อนุเคราะห์แถบตรวจจากบริษัท ไอเมด ลาบอราทอรี่ จ ากัด 
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ในการตรวจสอบผลผลิตปฏิกิริยา M-RPA ของ IS1081 และ IS6110 ด้วยแถบ

ตรวจ ใช้ไพรเมอร์ที่ถูกออกแบบให้มีการติดฉลากที่ปลายด้าน 5 ของไพรเมอร์แต่เส้นของแต่ละ IS  

ตามรายละเอียดในตารางที่ 3.1  

ด้านปลาย 5 ของ Forward primer ที่จ าเพาะต่อทั้ง IS1081 และ IS6110 ถูกติด

ด้วยโมเลกุลของ Biotin ในขณะที่ด้านปลาย 5 ของ Reverse primer ที่จ าเพาะต่อทั้ง IS1081 และ 

IS6110 ถูกติดด้วยโมเลกุลของ FAM ดังนั้นผลผลิต M-RPA ที่เกิดจากไพรเมอร์ของทั้งสอง IS จะมี

โมเลกุลของทั้ง Biotin และ FAM ติดอยู่เหมือนกัน ในงานวิจัยนี้ได้ออกแบบและเลือกใช้แอนติบอดี 

เพ่ือตรวจจับโมเลกุลดังกล่าวบนแถบตรวจ MTB Strip ดังนี้ (รูปที่ 3.2) 

- Anti-biotin gold conjugate 40nm colloidal gold nanoparticles ถูก

เคลือบไว้บริเวณ Conjugated pad เป็นแอนติบอดีที่จับโมเลกุล Biotin ที่ติดอยู่ปลายด้านหนึ่งของ

ผลผลิต M-RPA ซึ่งโมเลกุล Gold ที่ติดอยู่บนแอนติบอดี เป็นตัวท าให้เกิดแถบสีแดง เมื่อปรากฏอยู่

บริเวณต าแหน่ง Test line และ Control line  

- Anti-FITC (Goat polyclonal anti-FITC (Abcam®) ถูกเคลือบไว้บริเวณ Test 

line เป็นแอนติบอดีที่สามารถจับได้กับท้ังโมเลกุลของ FAM และ FITC เนื่องมาจากโมเลกุลทั้งสอง มี

โครงสร้างที่เหมือนกันและสามารถใช้แทนกันได้ โดย Anti-FITC จะจับกับโมเลกุลของ FAM ที่ติดอยู่

ปลายอีกด้านหนึ่งของผลผลิต M-RPA  

- Anti-IgG (Goat polyclonal anti-mouse IgG (Arista Biologicals) ถูกเคลือบ

ไว้บริเวณ Control line เป็นแอนติบอดีที่จับโมเลกุลของ Anti-biotin gold conjugate 
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รูปที่ 3.2 ตัวอย่างจ าลองต าแหน่งของสารต่าง ๆ บนแถบตรวจ MTB Strip ส าหรับวินิจฉัยวัณโรค 
 

4.8.2. หลักการท างานของแถบตรวจ MTB Strip 
การท างานของแถบตรวจภายหลังเคลือบแอนติบอดีและสารต่าง ๆ เมื่อทดสอบกับ

ผลผลิต M-RPA ที่เป็นดีเอ็นเอที่ถูกติดฉลากด้วยโมเลกุล Biotin และ FAM ไว้ที่ปลายสายแต่ละด้าน 

ผลผลิต M-RPA จะไหลไปตามแถบตรวจจนมาถึงต าแหน่ง Conjugated pad ที่มีการเคลือบ Anti-

biotin gold conjugate ไว้ เกิดการจับกันระหว่างโมเลกุล Biotin บนสายดีเอ็นเอกับ Anti-biotin 

gold conjugate กลายเป็น Biotin/Anti-biotin gold conjugate complex จากนั้นทั้ง Biotin/Anti-

biotin gold conjugate complex และ Anti-biotin gold conjugate ที่ไม่ได้ถูกจับ จะเคลื่อนที่ไป

ตามเมมเบรน จนถึงต าแหน่ง Test line ที่มีการเคลือบ Anti-FITC ไว้ ซึ่งจะจับกับโมเลกุล FAM ที่อยู่

อีกปลายด้านหนึ่งของสายดีเอ็นเอท่ีมีการจับกับ Anti-biotin gold conjugate ไว้ก่อน ท าให้เกิดแถบ

สีแดงจาก Gold particle ในขณะที่ Anti-biotin gold conjugate ที่ไม่ได้ถูกจับ จะเคลื่อนเลยไปยัง

ต าแหน่ง Control line ที่มี Anti-IgG เคลือบไว้ ซึ่งจะจับกับ Anti-biotin gold conjugate จะปรากฏ

แถบสีแดงขึ้นมา (รูปที่ 3.3) 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 53 

 

รูปที่ 3.3 ตัวอย่างจ าลองการเกิดปฏิกิริยาระหว่างผลผลิตปฏิกิริยา M-RPA กับแถบตรวจ 
 

การออกแบบแถบตรวจในการศึกษานี้ มีต าแหน่ง Test line เพียงแถบเดียว และ

เป็นต าแหน่งที่ถูกเคลือบด้วย Anti-FITC ซึ่งจับกับโมเลกุลของ FAM ที่อยู่ในผลผลิต M-RPA ของทั้ง 

IS1081 และ IS6110 ดังนั้นการตรวจสอบผลผลิตที่เกิดข้ึนดังกล่าว อาศัยต าแหน่งเดียวกัน สาเหตุที่ไม่

แยกการตรวจสอบผลผลิตของ IS ทั้งสองชนิดนี้ ออกเป็นสองแถบอิสระจากกัน เนื่องมาจากท้ัง 

IS1081 และ IS6110 เป็น Element จ าเพาะสูง นิยมใช้ในการวินิจฉัยจ าแนกเชื้อ MTBC ในเทคนิค

ทางอณูชีววิทยา การตรวจพบ IS ใด IS หนึ่ง จึงสามารถยืนยันการวินิจฉัยเชื้อ MTBC ได้ ประกอบกับ

เมื่อพิจารณาถึงต้นทุนในการผลิตแถบตรวจ เพ่ือน าไปใช้ในเชิงพาณิชย์ ดังนั้นจึงออกแบบให้แถบตรวจ 

มีแถบ Test line เพียงแค่แถบเดียว และสามารถใช้ตรวจสอบผลผลิต M-RPA ได้ทั้งของ IS1081 และ/

หรือ IS6110 

4.8.3. การอ่านผลของแถบตรวจ MTB Strip 
การอ่านผลของแถบตรวจหลังจากตรวจสอบผลผลิต M-RPA บริเวณต าแหน่ง 

Control line หากปรากฏแถบสีแดง หมายถึง สามารถอ่านและแปลผลแถบตรวจได้ เนื่องมาจาก 

Anti-biotin gold conjugate ที่ถูกเคลือบไว้บริเวณ Conjugated pad เคลื่อนที่ไปจับกับ Anti-IgG 

ที่ต าแหน่ง Control line หากไม่ปรากฏแถบสีแดง หมายถึง ไม่สามารถอ่านและแปลผลแถบตรวจได้  

เนื่องมาจากไม่มี Anti-biotin gold conjugate ที่ถูกเคลือบไว้บริเวณ Conjugated pad เคลื่อนที่ไป
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จับกับ Anti-IgG ที่ต าแหน่ง Control line ทั้งนี้อาจเกิดจาก Anti-IgG ที่ถูกเคลือบไว้เสื่อมประสิทธิภาพ

ในการจับกับแอนติเจนเป้าหมาย ปริมาณ Anti-biotin gold conjugate เหลือไม่เพียงพอที่จะ

เคลื่อนที่มาจับกับ Anti-IgG บริเวณ Control line เนื่องจากเกิด Biotin/Anti-biotin gold conjugate 

complex ที่จับกันจนหมด และอาจเกิดจาก Anti-biotin gold conjugate ที่ถูกเคลือบไว้ มีลักษณะ

แห้งติดกับ Conjugated pad จนไม่สามารถเคลื่อนที่ไปจับกับ Anti-IgG ที่ต าแหน่ง Control line 

หลังจากทดสอบตัวอย่าง เป็นต้น  

ในขณะที่ต าแหน่ง Test line หากปรากฏแถบสีแดง หมายถึง ตรวจพบเชื้อ     

MTBC เนื่องจากมีผลผลิต M-RPA ที่เกิดจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ IS1081 และ/หรือ 

IS6110 และถูก Anti-FITC ที่อยู่ต าแหน่ง Test line จับเอาไว้ หากไม่ปรากฏแถบสีแดง หมายถึง ตรวจ

ไม่พบเชื้อ MTBC เนื่องจากไม่มีผลผลิต M-RPA ที่เกิดจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของทั้ง 

IS1081 และ IS6110 จึงไม่ถูก Anti-FITC ที่อยู่ต าแหน่ง Test line จับ (รูปที่ 3.4) 
 

    

รูปที่ 3.4 การอ่านผลการทดสอบของแถบตรวจ MTB Strip ภายหลังตรวจสอบผลผลติ M-RPA ที่
จ าเพาะต่อ IS1081 และ IS6110 ของเชื้อ MTBC ส าหรับการวินิจฉัยวัณโรค (ก) ตรวจพบเชื้อ MTBC 
ที่ม ีIS1081 และ/หรือ IS6110 ปรากฏแถบสีแดงขึ้นครบทุกต าแหน่ง (ข) ตรวจไม่พบเชื้อ MTBC ที่ม ี
IS1081 และ IS6110 ปรากฏแถบสีแดงขึ้นเฉพาะต าแหน่ง Control line (ค) และ (ง) ไม่สามารถอ่าน
ผลได้ เนื่องจากไม่ปรากฏแถบสีแดงท่ีต าแหน่ง Control line  
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4.9. การพัฒนาสภาวะแถบตรวจ MTB Strip เพื่อตรวจสอบผลผลิต M-RPA 
ขั้นตอนพัฒนาสภาวะแถบตรวจ MTB Strip เพ่ือใช้ในการตรวจสอบผลผลิต RPA ใช้การ

หยดสารต่าง ๆ ลงบนแถบตรวจเปล่า เพ่ือหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารแต่ละชนิด โดยมีสารต่าง 

ๆ ที่ความเข้มข้นตั้งต้น ขั้นตอนการเตรียมและการทดสอบกับผลผลิต M-RPA ดังนี้ หยด Anti-biotin 

gold conjugate ความเข้มข้น OD10 ที่ต าแหน่ง Conjugated pad ปริมาตร 3 µl หยด Anti-FITC 

ความเข้มข้น 1 mg/ml ปริมาตร 1 µl ที่ต าแหน่ง Test line และ หยด Anti-IgG ความเข้มข้น 1 

mg/ml ปริมาตร 1 µl ที่ต าแหน่ง Control line บ่มให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที จากนั้น

น าแถบตรวจ มาจุ่มลงในสารละลายผลผลิต M-RPA ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 15 นาที 

และอ่านผลด้วยตาเปล่าโดยสังเกตจุดสีแดงที่ปรากฏขึ้นบนแถบตรวจ  

ในการพัฒนาสภาวะแถบตรวจ MTB Strip ได้มีการทดสอบการท าปฏิกิริยาข้ามกับสาย

ละลายในส่วนประกอบของปฏิกิริยา M-RPA และทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการพัฒนาแถบ

ตรวจ MTB Strip ดังนี้ 

4.9.1. การทดสอบการท าปฏิกิริยาข้าม (Cross-reaction) กับสารละลายใน
ส่วนประกอบของปฏิกิริยา M-RPA  

น าแถบตรวจจากข้อ 4.9 มาทดสอบกับสารละลายที่เป็นองค์ประกอบของปฏิกิริยา 

RPA เพ่ือทดสอบว่าองค์ประกอบต่าง ๆ ในปฏิกิริยา M-RPA สามารถท าให้เกิดปฏิกิริยาข้ามกับ

แอนติบอดีอยู่บนแถบตรวจหรือไม่ ซึ่งอาจส่งผลบวกปลอมในการอ่านผล องค์ประกอบต่าง ๆ ใน

ปฏิกิริยา M-RPA ที่ถูกน ามาทดสอบ มีรายละเอียดดังนี้ 

- ไพรเมอร์ IS1081 และ IS6110 ที่ผสมในน้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อ ปริมาตรรวม 

50 µl 

- Rehydration buffer ปริมาตร 29.5 µl ที่ผสมในน้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อ 

ปริมาตรรวม 50 µl 

- Lyophilized pellet ของน้ ายา RPA (TwistAmp® Basic kit) ที่ผสมในน้ ากลั่น

บริสุทธิ์ปราศจากเชื้อ ปริมาตรรวม 50 µl 

- Lyophilized pellet ของน้ ายา RPA (TwistAmp® Basic kit) ที่ผสมด้วย 

Rehydration buffer ปริมาตร 29.5 µl และน้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อ ปริมาตรรวม 50 µl 
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- Lyophilized pellet ของน้ ายา RPA (TwistAmp® Basic kit) ที่ผสมด้วย 

Rehydration buffer ปริมาตร 29.5 µl MgOAc ปริมาตร 2.5 µl และน้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อ 

ปริมาตรรวม 50 µl 

น าสารละลายแต่ละหลอดบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าแถบ

ตรวจ MTB Strip จากข้อ 4.9 มาจุ่มลงในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 15 นาที 

และอ่านผลด้วยตาเปล่าโดยสังเกตจุดสีแดงที่ปรากฏขึ้น หากพบจุดสีแดงบนแถบตรวจที่ต าแหน่ง 

Test line และ Control line เมื่อทดสอบกับองค์ประกอบต่าง ๆ ของน้ ายาปฏิกิริยา M-RPA ข้างต้น 

ถือว่าไม่สามารถใช้แถบตรวจได้ เนื่องจากอาจส่งผลให้แถบตรวจเกิดปฏิกิริยาให้ผลบวกปลอมกับ

องค์ประกอบดังกล่าว และจ าเป็นต้องมีการปรับสภาวะของแถบตรวจเพื่อไม่ให้เกิดผลบวกปลอม 

ในทางตรงกันข้ามหากไม่พบจุดสีแดงบนแถบตรวจที่ต าแหน่ง Test line แต่ยังคงพบจุดสีแดงท่ี

ต าแหน่ง Control line เมื่อทดสอบกับองค์ประกอบต่าง ๆ ของน้ ายาปฏิกิริยา M-RPA ข้างต้น ถือว่า

สามารถใช้แถบตรวจไปพัฒนาต่อในขั้นต่อไปได้ 

4.9.2. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip 
ท าปฏิกิริยา M-RPA ด้วยไพรเมอร์ IS1081 และ IS6110 โดยใช้ดีเอ็นเอต้นแบบของ

เชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์ ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก และใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจาก

เชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ด าเนินปฏิกิริยา M-RPA ภายใต้สภาวะที่ได้จากการศึกษาในข้อ 4.7 หลังจาก

สิ้นสุดปฏิกิริยา ท าการแบ่งผลผลิต M-RPA ออกเป็น 2 ส่วน คือ 

ส่วนที่หนึ่ง ผลผลิต M-RPA ปริมาตร 10 µl น าไปท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดน้ ายา 

Gel/PCR purification ตามข้ันตอนของบริษัทผู้ผลิต จากนั้นน าผลผลิต M-RPA ที่บริสุทธิ์แล้ว 

ปริมาตร 5 µl ตรวจสอบด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% ที่มีส่วนผสมของสี 

Ultrapower DNA/RNA safe dye ความเข้มข้น 1 เท่า ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 

นาที สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต โดยเทียบขนาดกับดี

เอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส บันทึกภาพท่ีเกิดข้ึน 

ส่วนที่สอง น าผลผลิต M-RPA ปริมาตร 30 µl ผสมกับสารละลาย Phosphate -

buffered saline (PBS) ปริมาตร 120 µl ปริมาตรรวมเท่ากับ 150 µl จากนั้นน าแถบตรวจ MTB 
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Strip มาจุ่มลงในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 15 นาที และอ่านผลด้วยตาเปล่า

โดยสังเกตจุดสีแดงท่ีปรากฏขึ้น 

น าผลการตรวจสอบผลผลิต M-RPA ด้วยแถบตรวจ MTB Strip ที่พัฒนาขึ้น 

เปรียบเทียบกับวิธี Agarose gel electrophoresis เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสม ได้แก่ อัตราส่วนการ

เจือจางผลผลิต M-RPA ความเข้มข้นแอนติบอดี ระยะเวลาในการตรวจสอบผลผลิต การประเมิน

สภาวะของการพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip พิจารณาจากการพบจุดสีแดงบนแถบตรวจที่ให้ผลการ

ทดสอบสอดคล้องกับวิธี Agarose gel electrophoresis ซึ่งต้องพบจุดสีแดงบนแถบตรวจที่ต าแหน่ง 

Test line และ Control line อย่างชัดเจน และสอดคล้องกับการพบแถบดีเอ็นเอของผลผลิตใน 

Agarose gel electrophoresis เมื่อทดสอบกับตัวควบคุมบวก และพบเฉพาะจุดสีแดงบนแถบตรวจ

เฉพาะที่ต าแหน่ง Control line ซึ่งสอดคล้องกับการไม่พบแถบดีเอ็นเอของผลผลิตใน Agarose gel 

electrophoresis เมื่อทดสอบกับตัวควบคุมลบ รายละเอียดการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับ

พัฒนาแถบตรวจ มีดังนี้ 

4.9.2.1. การทดสอบหาอัตราส่วนระหว่างผลผลิต M-RPA กับสารละลาย 
Phosphate buffered saline (PBS) ที่เหมาะสมส าหรับพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip 

เตรียมแถบตรวจโดยใช้ความเข้มข้นของ Anti-FITC และ Anti-IgG ความ

เข้มข้น 1 mg/ml ปริมาตร 1 µl ที่ต าแหน่ง Test line และ Control line ตามล าดับ และ Anti-

biotin gold conjugate ความเข้มข้น OD10 ปริมาตร 3 µl ที่ต าแหน่ง Conjugated pad เตรียม

ผลผลิต M-RPA ที่ถูกเจือจางด้วยสารละลาย PBS ในอัตราส่วน 1:3 1:6 และ 1:10 (ผลผลิต M-

RPA:PBS) โดยให้มีปริมาตรรวมของแต่ละอัตราส่วนเท่ากับ 150 µl น าแถบตรวจ MTB Strip มาจุ่มลง

ในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 15 นาที และอ่านผลด้วยตาเปล่าโดยสังเกตจุดสี

แดงท่ีปรากฏขึ้น เปรียบเทียบการตรวจสอบผลผลิต M-RPA กับวิธี Agarose gel electrophoresis 

เลือกอัตราส่วนระหว่างผลผลิต M-RPA กับสารละลาย PBS ที่สามารถสังเกตเห็นจุดสีแดงบนแถบ

ตรวจชัดเมื่อมองด้วยตาเปล่า และไม่เกิดผลบวกหรือลบปลอมบนแถบตรวจ มาใช้ในการทดสอบขั้น

ต่อไป   
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4.9.2.2. การทดสอบหาความเข้มข้นของ Anti-FITC และ Anti-IgG ที่เหมาะสม
ส าหรับพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip 

ท าการเจือจาง Anti-FITC และ Anti-IgG ให้มีความเข้มข้น 1 0.8 0.6 0.4 

และ 0.2 mg/ml ปริมาตร 1 µl ที่ต าแหน่ง Test line และ Control line ตามล าดับ โดยใช้ความ

เข้มข้นของ anti-biotin gold conjugate ความเข้มข้น OD10 ปริมาตร 3 µl ที่ต าแหน่ง Conjugated 

pad เตรียมผลผลิต M-RPA ที่เจือจางด้วยสารละลาย PBS ในอัตราส่วนที่ได้จากการทดสอบข้อ 

4.9.2.1 น าแถบตรวจ MTB Strip มาจุ่มลงในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 15 

นาที และอ่านผลด้วยตาเปล่าโดยสังเกตจุดสีแดงท่ีปรากฏขึ้น เปรียบเทียบการตรวจสอบผลผลิต M-

RPA กับวิธี Agarose gel electrophoresis เลือกความเข้มข้นของ Anti-FITC และ Anti-IgG ที่น้อย

ที่สุด ที่สามารถสังเกตเห็นจุดสีแดงบนแถบตรวจชัดเมื่อมองด้วยตาเปล่า และไม่เกิดผลบวกหรือลบ

ปลอมบนแถบตรวจ มาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป   

4.9.2.3. การทดสอบหาความเข้มข้นของ Anti-biotin gold conjugate ที่เหมาะสม
ส าหรับพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip 

ท าการเจือจาง Anti-biotin gold conjugate ให้มีความเข้มข้น OD10 OD8 

OD6 OD4 และ OD2 ปริมาตร 3 µl ที่ต าแหน่ง Conjugated pad โดยใช้ความเข้มข้นของ Anti-FITC 

และ Anti-IgG ที่ได้จากผลการทดสอบข้อ 4.9.2.2 ปริมาตร 1 µl ที่ต าแหน่ง Test line และ Control 

line ตามล าดับ เตรียมผลผลิต M-RPA ที่เจือจางด้วยสารละลาย PBS ในอัตราส่วนที่ได้จากการ

ทดสอบข้อ 4.9.2.1 น าแถบตรวจ MTB Strip มาจุ่มลงในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็น

ระยะเวลา 15 นาที และอ่านผลด้วยตาเปล่าโดยสังเกตจุดสีแดงท่ีปรากฏขึ้น เปรียบเทียบการ

ตรวจสอบผลผลิต M-RPA กับวิธี Agarose gel electrophoresis เลือกความเข้มข้นของ Anti-biotin 

gold conjugate ที่น้อยที่สุด ที่สามารถสังเกตเห็นจุดสีแดงบนแถบตรวจชัดเมื่อมองด้วยตาเปล่า และ

ไม่เกิดผลบวกหรือลบปลอมบนแถบตรวจ มาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 

4.9.2.4. การทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรวจสอบต่อผลผลิต M-RPA 
ส าหรับพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip 

เตรียมแถบตรวจ MTB Strip โดยใช้ความเข้มข้นของ Anti-FITC และ Anti-

IgG ที่ได้จากการทดสอบข้อ 4.9.2.2 ปริมาตร 1 µl ที่ต าแหน่ง Test line และ Control line 
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ตามล าดับ และ Anti-biotin gold conjugate ที่ได้จากการทดสอบข้อ 4.9.2.3 ปริมาตร 3 µl ที่

ต าแหน่ง Conjugated pad เตรียมผลผลิต M-RPA ที่เจือจางด้วยสารละลาย PBS ในอัตราส่วนที่ได้

จากการทดสอบข้อ 4.9.2.1 น าแถบตรวจ MTB Strip มาจุ่มลงในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง

เป็นระยะเวลา 5 10 15 20 25 และ 30 นาที และอ่านผลด้วยตาเปล่าโดยสังเกตจุดสีแดงที่ปรากฏขึ้น 

เปรียบเทียบการตรวจสอบผลผลิต M-RPA กับวิธี Agarose gel electrophoresis เลือกระยะเวลาที่

สั้นที่สุด ที่สามารถสังเกตเห็นจุดสีแดงบนแถบตรวจชัดเมื่อมองด้วยตาเปล่า และไม่เกิดผลบวกหรือลบ

ปลอมบนแถบตรวจ มาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป   

4.9.2.5. การผลิตแถบตรวจ MTB Strip ด้วยเครื่องจักรอุตสาหกรรม 
เมือ่ได้สภาวะของแถบตรวจ MTB Strip ที่เหมาะสมในข้อ 4.9.2.1 ถึงข้อ 

4.9.2.4 น าสภาวะที่พัฒนาขึ้นได้ ไปผลิตแถบตรวจ MTB Strip ด้วยเครื่องจักรอุตสาหกรรม โดย

ออกแบบให้แถบตรวจมีขนาดความกว้างเท่ากับ 4 mm และมีโครงสร้างตามรายละเอียดในข้อ 4.8.1 

และรูปที่ 3.1 การผลิตในขั้นตอนนี้ได้รับความอนุเคราะห์จาก บริษัท ไอเมด ลาบอราทอรี่ จ ากัด 

จังหวัดระยอง ประเทศไทย  

4.10. การทดสอบหาความเข้มข้นน้อยท่ีสุดที่ตรวจวัดได้ (Limit of detection; LOD) 
ของเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip 

น าแถบตรวจ MTB Strip ที่ผลิตได้มาทดสอบหาค่า LOD โดยท าการเจือจางดีเอ็นเอ

ต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์ ATCC H37Rv ให้เป็น 10 1 0.1 0.01 0.001 0.0001 

และ 0.00001 ng/µl และใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ท าปฏิกิริยา M-RPA 

ภายใต้สภาวะที่ได้จากการทดสอบข้อ 4.7 น าผลผลิต M-RPA มาตรวจสอบด้วยแถบตรวจที่ผลิตขึ้น 

และอ่านผลด้วยตาเปล่าตามสภาวะที่ได้จากการทดสอบ 4.9 โดยสังเกตแถบสีแดงท่ีปรากฏขึ้นบนแถบ

ตรวจ เปรียบเทียบการตรวจสอบผลผลิต M-RPA กับวิธี Agarose gel electrophoresis 

4.11. การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip 
น าแถบตรวจที่ผลิตได้มาทดสอบหาปฏิกิริยาข้าม โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรีย

สายพันธุ์อ่ืนที่สามารถก่อโรคทางเดินหายใจ ได้แก่ Acinetobacter baumannii Haemophilus 

influenzae Klebsiella pneumoniae Moraxella catarrhalis Pseudomonas aeruginosa 

Streptococcus pneumoniae Streptococcus pyogenes เชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ในกลุ่ม MTBC 
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ได้แก่ Mycobacterium bovis และเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ Mycobacterium อ่ืน ๆ ได้แก่ 

Mycobacterium avium Mycobacterium intracellulare Mycobacterium gordonae และ 

Mycobacterium kansasii จ านวนทดสอบทัง้หมด 12 สายพันธุ์ โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ  

M. tuberculosis สายพันธุ์ ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก และน้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็น

ตัวควบคุมลบ ท าปฏิกิริยา M-RPA ภายใต้สภาวะที่ได้จากการทดสอบข้อ 4.7 น าผลผลิต M-RPA มา

ตรวจสอบด้วยแถบตรวจที่ผลิตขึ้น และอ่านผลด้วยตาเปล่าตามสภาวะที่ได้จากการทดสอบ 4.9 โดย

สังเกตแถบสีแดงที่ปรากฏขึ้นบนแถบตรวจ เปรียบเทียบการตรวจสอบผลผลิต M-RPA กับวิธี Agarose 

gel electrophoresis 

4.12. การทดสอบความคงตัวของผลที่ปรากฏอยู่บนแถบตรวจ MTB Strip 
ใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์ ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก 

และน้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ท าปฏิกิริยา M-RPA ภายใต้สภาวะที่ได้จากการ

ทดสอบข้อ 4.7 น าผลผลิต M-RPA มาตรวจสอบด้วยแถบตรวจที่ผลิตขึ้น และอ่านผลด้วยตาเปล่าตาม

สภาวะที่ได้จากการทดสอบ 4.9 จากนั้นเก็บ แถบตรวจไว้ในที่ทึบแสง ภายใต้อุณหภูมิห้อง เป็น

ระยะเวลา 1 6 12 24 ชั่วโมง 1 2 3 สัปดาห์ และ 1 3 เดือน บันทึกผลการอ่านผล เพ่ือเปรียบเทียบ

ความคงตัวของผลที่ปรากฏอยู่บนแถบตรวจ เมื่อถูกเก็บไว้ที่ระยะเวลาต่าง ๆ 

4.13. การทดสอบอายุการเก็บรักษาของแถบตรวจ MTB Strip 
เพ่ือเป็นการประเมินอายุการเก็บรักษาของแถบตรวจที่ถูกผลิตขึ้น เมื่อถูกจัดเก็บใน

อุณหภูมิและระยะเวลาต่าง ๆ น าแถบตรวจที่ผลิตขึ้นและยังบรรจุอยู่ในบรรจุภัณฑ์ ซึ่งเก็บรักษา

ดังต่อไปนี้ 1) อายุการเก็บรักษาท่ี 1 2 3 4 5 และ 6 เดือน ภายใต้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   2) อายุ

การเก็บรักษาที่ 1 2 3 4 5 และ 6 เดือน ที่อุณหภูมิห้องไม่เกิน 30 องศาเซลเซียส 3) อายุการเก็บรักษา

ที่ 1 1.5 2 และ 3 ป ีโดยน าแถบตรวจเก็บรักษาในสภาวะตึงเครียด (Stress test) ซึ่งเป็นสภาวะที่มี

อุณหภูมิสูงประมาณ 70 องศาเซลเซียส ภายใต้ความชื้น 20% เป็นระยะเวลา 24 36 48 และ 168 

ชั่วโมง เพ่ือเป็นการเร่งให้แถบตรวจเสื่อมสภาพเร็วขึ้น โดยมีอายุเทียบเคียงกับการเก็บรักษาที่

อุณหภูมิห้องในระยะยาว เท่ากับ 1 1.5 2 และ 3 ปี ตามล าดับ ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 3.2  

(124) 
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หลังครบก าหนดการเก็บรักษาที่ระยะเวลาและสภาวะข้างต้น ท าปฏิกิริยา M-RPA 

ภายใต้สภาวะที่ได้จากการทดสอบข้อ 4.7 ใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์ ATCC 

H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก และน้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ น าผลผลิต M-RPA มา

ตรวจสอบด้วยแถบตรวจ และอ่านผลด้วยตาเปล่าตามสภาวะที่ได้จากการทดสอบ 4.9 โดยสังเกตแถบ

สีแดงที่ปรากฏขึ้นบนแถบตรวจ การศึกษานี้ได้ก าหนดระดับการมองความเข้มของแถบสีแดงที่

ต าแหน่ง Test line และ Control line ดังนี้ ไม่เห็นแถบสีแดง มองเห็นความเข้มของแถบสีแดงจาง 

มองเห็นความเข้มของแถบสีแดงชัดเจน ท าการทดสอบในขั้นตอนนี้ซ้ าสองครั้งในแต่ละการทดลอง 

และท าสองการทดลองภายใต้ช่วงระยะเวลาที่ต่างกัน 

 

ตารางที่ 3.2 สภาวะตึงเครียดที่ใช้ในการทดสอบอายุการเก็บรักษาแถบตรวจ MTB Strip (124)  

อุณหภูมิและความชื้น ระยะเวลา 
เทียบเคียงอายุการเก็บรักษา

ในระยะยาวเท่ากับ 

อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 

และระดับความชื้นที่ 20% 

24 ชั่วโมง 1 ปี 

36 ชั่วโมง 1.5 ปี 

48 ชั่วโมง 2 ปี 

168 ชั่วโมง 3 ปี 

 

4.14. การวินิจฉัยกับตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ MTBC และ NTM 
ด้วยปฏิกิริยา M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip 

น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ MTBC จ านวน 100 ตัวอย่าง และโคโลนีของ

เชื้อ NTM จ านวน 30 ตัวอย่าง มาใช้เป็นดีเอ็นเอตั้งต้น ท าปฏิกิริยา M-RPA ภายใต้สภาวะที่ได้จากการ

ทดสอบข้อ 4.7 ใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์ ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก และ

น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ น าผลผลิต M-RPA มาตรวจสอบด้วยแถบตรวจ MTB 

Strip และอ่านผลด้วยตาเปล่าตามสภาวะที่ได้จากการทดสอบ 4.9 โดยสังเกตแถบสีแดงที่ปรากฏขึ้น

บนแถบตรวจ เปรียบเทียบการตรวจสอบผลผลิต M-RPA กับวิธี Agarose gel electrophoresis น า

ผลการวินิจฉัยเชื้อด้วยปฏิกิริยา M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip เปรียบเทียบกับการวินิจฉัย
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ยืนยันเชื้อด้วยชุดตรวจแอนติเจน MPT 64 (ส าหรับดีเอ็นเอของ MTBC) และเทคนิค Sanger DNA 

Sequencing (ส าหรับดีเอ็นเอ NTM) เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพเบื้องต้น 

4.15. การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการวินิจฉัยวัณโรคจากสิ่งส่งตรวจ
เสมหะด้วยปฏิกิริยา M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip 

ตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดโดยตรงจากสิ่งส่งตรวจเสมหะของผู้ป่วยมีคุณภาพแตกต่าง

จากตัวอย่างดีเอ็นเอที่จากโคโลนีของเชื้อ เนื่องจากดีเอ็นเอที่สกัดจากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยสามารถพบ

การปนเปื้อนของดีเอ็นเอจากแหล่งอื่น เช่น ดีเอ็นเอจากเชื้อประจ าถิ่น หรือดีเอ็นเอจากร่างกายผู้ป่วย 

ส่งผลให้ขัดขวางหรือรบกวนการท าปฏิกิริยา M-RPA ได ้(125) ดังนั้นการศึกษานี้จึงท าการทดสอบหา

สภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา M-RPA ที่สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่ง

ส่งตรวจเสมหะ รวมไปถึงสภาวะที่เหมาะสมของการตรวจสอบผลผลิตบนแถบตรวจ MTB Strip 

ส าหรับการตรวจวินิจฉัยวัณโรคจากสิ่งส่งตรวจเสมหะ โดยการใช้ไพรเมอร์ IS1081 และ IS6110 จาก

ตารางที่ 3.1 ใช้ดีเอ็นเอต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์ ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุม

บวก และใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ร่วมกับดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะของ

ผู้ป่วยที่ผ่านการทดสอบการย้อมสีทนกรดได้ผลเป็นบวกระดับ Scanty, 1+, 2+ และ 3+ (ซึ่งใน

การศึกษานี้เรียกว่า AFB scanty DNA, AFB 1+ DNA, AFB 2+ DNA และ , AFB 3+ DNA ตามล าดับ) 

และดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะของผู้ป่วยที่ไม่ได้ถูกส่งมารับการวินิจฉัยวัณโรค ซึ่งมีผลการทดสอบ

การย้อมสีทนกรดเป็นลบและไม่พบดีเอ็นเอของ MTBC หรือ NTM เมื่อถูกยืนยันด้วยเครื่อง Real-

time PCR รุ่น CFX96 Dx System และเรียกว่า AFB 0 DNA เป็นตัวควบคุมลบอีกชนิดในปฏิกิริยา  

ท าปฏิกิริยา M-RPA และน าผลผลิต M-RPA มาตรวจสอบด้วยแถบตรวจ MTB Strip และอ่านผลด้วย

ตาเปล่า โดยสังเกตแถบสีแดงที่ปรากฏขึ้นบนแถบตรวจ เปรียบเทียบการตรวจสอบผลผลิต M-RPA 

กับวิธี Agarose gel electrophoresis  

4.15.1. การทดสอบหาอัตราส่วนระหว่างผลผลิต M-RPA กับสารละลาย PBS ที่
เหมาะสมส าหรับแถบตรวจ MTB Strip 

น าตัวอย่างดีเอ็นเอข้างต้นปริมาตร 1 µl มาท าปฏิกิริยา M-RPA โดยใช้สภาวะจาก

ข้อ 4.7 ที่พัฒนาขึ้นเมื่อทดสอบกับดีเอ็นที่สกัดได้จากโคโลนี น าผลผลิต M-RPA เจือจางด้วย

สารละลาย PBS (ผลผลิต M-RPA:PBS) ในอัตราส่วน 1:3 (40 µl: 80 µl) 1:5 (30 µl: 120 µl) และ 
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1:10 (15 µl: 135 µl) น าแถบตรวจ MTB Strip มาจุ่มลงในสารละลาย ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็น

ระยะเวลา 15 นาที และอ่านผลด้วยตาเปล่าโดยสังเกตจุดสีแดงท่ีปรากฏขึ้น เปรียบเทียบการ

ตรวจสอบผลผลิต M-RPA กับวิธี Agarose gel electrophoresis เลือกอัตราส่วนระหว่างผลผลิต M-

RPA กับสารละลาย PBS ที่สามารถสังเกตเห็นจุดสีแดงบนแถบตรวจชัดเจนที่สุดเมื่อมองด้วยตาเปล่า 

มาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป   

4.15.2. การทดสอบหาปริมาตรของดีเอ็นเอที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ท าปฏิกิริยา M-RPA ภายใต้สภาวะที่ได้จากการทดสอบจากข้อ 4.7 โดยใช้ปริมาตร

ของตัวอย่างดีเอ็นเอข้างต้นในการทดสอบเท่ากับ 1 2 5 และ 10 µl น าผลผลิต M-RPA เจือจางด้วย

สารละลาย PBS ในอัตราส่วนที่เหมาะสมจากการทดสอบข้อ 4.15.1 และตรวจสอบผลผลิตด้วยแถบ

ตรวจ MTB Strip ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 15 นาที และอ่านผลด้วยตาเปล่าโดยสังเกต

จุดสีแดงท่ีปรากฏขึ้น เปรียบเทียบการตรวจสอบผลผลิต M-RPA กับวิธี Agarose gel 

electrophoresis เลือกปริมาตรของดีเอ็นเอที่สามารถสังเกตเห็นจุดสีแดงบนแถบตรวจชัดเจนที่สุด

เมื่อมองด้วยตาเปล่า มาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป  

4.15.3. การทดสอบหาความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ส าหรับ IS1081 ที่เหมาะสมใน
การท าปฏิกิริยา 

ท าปฏิกิริยา M-RPA โดยใช้ปริมาตรของดีเอ็นเอที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดจากข้อ 

4.15.2 โดยใช้ความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ IS1081 Forward primer และ Reverse primer 

เท่ากับ 0.24 µM ส่วนไพรเมอร์ IS6110 ใช้ความเข้มข้นสุดท้าย Forward primer และ Reverse 

primer เท่ากับ 0.12 µM ท าปฏิกิริยา M-RPA ภายใต้สภาวะที่ได้จากการทดสอบจากข้อ 4.7 น า

ผลผลิต M-RPA เจือจางด้วยสารละลาย PBS ในอัตราส่วนที่เหมาะสมจากการทดสอบข้อ 4.15.1 และ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยแถบตรวจ MTB Strip ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 15 นาที และอ่าน

ผลด้วยตาเปล่าโดยสังเกตจุดสีแดงท่ีปรากฏขึ้น เปรียบเทียบการตรวจสอบผลผลิต M-RPA กับวิธ ี

Agarose gel electrophoresis เลือกความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ IS1081 ที่เหมาะสมที่สุดที่

สามารถสังเกตเห็นจุดสีแดงบนแถบตรวจชัดเจนที่สุดเมื่อมองด้วยตาเปล่า มาใช้ในการทดสอบขั้น

ต่อไป 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 64 

4.15.4. การทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ท าปฏิกิริยา M-RPA โดยใช้ปริมาตรของดีเอ็นเอที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดจากข้อ 

4.15.2 โดยใช้ความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ IS1081 ที่ความเข้มข้นที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุด

จากข้อ 4.15.3 และความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ IS6110 เท่ากับ 0.12 µM ท าปฏิกิริยาภายใต้

สภาวะที่ได้จากการทดสอบจากข้อ 4.7 ในระยะเวลา 15 20 25 และ 30 นาที น าผลผลิต M-RPA เจือ

จางด้วยสารละลาย PBS ในอัตราส่วนที่เหมาะสมจากการทดสอบข้อ 4.15.1 และตรวจสอบผลผลิต

ด้วยแถบตรวจ MTB Strip ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 15 นาที และอ่านผลด้วยตาเปล่าโดย

สังเกตจุดสีแดงที่ปรากฏขึ้น เปรียบเทียบการตรวจสอบผลผลิต M-RPA กับวิธี Agarose gel 

electrophoresis เลือกระยะเวลาที่สามารถสังเกตเห็นจุดสีแดงบนแถบตรวจชัดเจนที่สุดเมื่อมองด้วย

ตาเปล่า มาใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 

4.15.5. การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ท าปฏิกิริยา M-RPA โดยใช้ปริมาตรของดีเอ็นเอที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดจากข้อ 

4.15.2 โดยใช้ความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ IS1081 ที่ความเข้มข้นที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุด

จากข้อ 4.15.3 และความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ IS6110 เท่ากับ 0.12 µM ท าปฏิกิริยาภายใต้

สภาวะที่ได้จากการทดสอบจากข้อ 4.7 โดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 39 และ 41 องศาเซลเซียส โดยใช้

ระยะเวลาที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดจากข้อ 4.15.4 น าผลผลิต M-RPA เจือจางด้วยสารละลาย PBS 

ในอัตราส่วนที่เหมาะสมจากการทดสอบข้อ 4.15.1 และตรวจสอบผลผลิตด้วยแถบตรวจ MTB Strip 

ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 15 นาที และอ่านผลด้วยตาเปล่าโดยสังเกตจุดสีแดงที่ปรากฏขึ้น 

เปรียบเทียบการตรวจสอบผลผลิต M-RPA กับวิธี Agarose gel electrophoresis เลือกอุณหภูมิที่

สามารถสังเกตเห็นจุดสีแดงบนแถบตรวจชัดเจนที่สุดเมื่อมองด้วยตาเปล่า  

ภายหลังทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการวินิจฉัยวัณโรคจากสิ่งส่งตรวจ

เสมหะด้วยปฏิกิริยา M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip ในปัจจัยต่าง ๆ ข้างต้น ได้แก่ อัตราส่วน

ระหว่างผลผลิต M-RPA กับสารละลาย PBS ปริมาตรของดีเอ็นเอ ความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ 

IS1081 ระยะเวลาที่บ่ม และอุณหภูมิที่ใช้ในการบ่ม ตามข้อ 4.15.1 – 4.15.5 น าผลสภาวะสุดท้ายที่

เหมาะไปวินิจฉัยวัณโรคจากสิ่งส่งตรวจเสมหะในขั้นตอนต่อไป  
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4.16. การวินิจฉัยวัณโรคจากตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจเสมหะด้วย
ปฏิกิริยา M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip 

น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจเสมหะของผู้ป่วยที่ถูกส่งมาเพ่ือวินิจฉัยวัณโรค 

และผ่านการย้อมสีทนกรด จ านวนทั้งหมด 131 ตัวอย่าง ดีเอ็นเอแต่ละตัวอย่างถูกแบ่งออกเป็น 2 ส่วน 

โดยส่วนแรกถูกน าไป ทดสอบทางอณูชีววิทยาด้วยเครื่อง Real-time PCR รุ่น CFX96 Dx System 

(บริษัท Bio-Rad Laboratories จ ากัด, สหรัฐอเมริกา) โดยใช้น้ ายา AnyplexTM MTB/NTM Real-

time Detection (บริษัท Seegene จ ากัด, ประเทศเกาหลีใต้) เพ่ือวินิจฉัยจ าแนกเชื้อ MTBC และ 

NTM โดยได้รับความอนุเคราะห์ในการทดสอบจากห้องปฏิบัติการ ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะ

แพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร 

ดีเอ็นเอส่วนที่สอง น ามาท าปฏิกิริยา M-RPA และตรวจสอบผลผลิตด้วย MTB 

Strip โดยใช้สภาวะในข้อ 4.15 ข้างต้น โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์ ATCC 

H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก ใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อและดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะของ

ผู้ป่วยที่ไม่ได้ถูกส่งมารับการวินิจฉัยวัณโรค ซึ่งมีผลการทดสอบการย้อมสีทนกรดเป็นลบและไม่พบดี

เอ็นเอของ MTBC หรือ NTM เมื่อถูกยืนยันด้วยเครื่อง Real-time PCR รุ่น CFX96 Dx System เป็น

ตัวควบคุมลบ  

4.17. การค านวณหาความไว (Sensitivity) ความจ าเพาะ (Specificity) ค่าท านาย
ผลบวก (Positive predictive value) และค่าท านายผลลบ (Negative predictive value) 
ของแถบตรวจ MTB strip 

น าผลการวินิจฉัยเชื้อ MTBC ด้วยปฏิกิริยา M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip 

เปรียบเทียบกับวิธีการวินิจฉัยเชื้อด้วยการตรวจหาผลผลิต M-RPA ด้วย Agarose gel 

electrophoresis การย้อมสีทนกรด และเทคนิค Real-time PCR เพ่ือค านวณหาความไว 

ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบ ซึ่งมีวิธีการค านวณดังแสดงในตารางที่ 3.3 – 3.5 
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ตารางที่ 3.3 ความสัมพันธ์ของการวินิจฉัยเชื้อ  MTBC ด้วยปฏิกิริยา M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB 
Strip ที่พัฒนาขึ้นเปรียบเทียบกับการตรวจสอบด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis    

 ตรวจพบสารพันธุกรรม MTBC 

ด้วย M-RPA ร่วมกับ Agarose 

gel electrophoresis 

ตรวจไม่พบสารพันธุกรรม MTBC 

ด้วย M-RPA ร่วมกับ Agarose gel 

electrophoresis 

ตรวจพบสารพันธุกรรม MTBC ด้วย M-

RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip  
ผลบวกจริง (a) ผลบวกปลอม (b) 

ตรวจไม่พบสารพันธุกรรม MTBC ด้วย 

M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip 
ผลลบปลอม (c) ผลลบจริง (d) 

 

 

ตารางที่ 3.4 ความสัมพันธ์ของการวินิจฉัยเชื้อ  MTBC ด้วยปฏิกิริยา M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB 
Strip ที่พัฒนาขึ้นเปรียบเทียบกับการวินิจฉัยด้วยการย้อมสีทนกรด 

 ตรวจพบ AFB 

ด้วยการย้อมสีทนกรด 

ตรวจไม่พบ AFB 

ด้วยการย้อมสีทนกรด 

ตรวจพบสารพันธุกรรม MTBC ด้วย 

M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB 

Strip 

ผลบวกจริง (a) ผลบวกปลอม (b) 

ตรวจไม่พบสารพันธุกรรม MTBC 

ด้วย M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ 

MTB Strip 

ผลลบปลอม (c) ผลลบจริง (d) 
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ตารางที่ 3.5 ความสัมพันธ์ของการวินิจฉัยเชื้อ MTBC ด้วยปฏิกิริยา M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB 
Strip ที่พัฒนาขึ้นเปรียบเทียบกับการวินิจฉัยด้วยเทคนิค Real-time PCR 

 ตรวจพบสารพันธุกรรม MTBC 

ด้วยเทคนิค Real-time PCR 

ตรวจไม่พบสารพันธุกรรม MTBC 

ด้วยเทคนิค Real-time PCR 

ตรวจพบสารพันธุกรรม MTBC ด้วย 

M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB 

Strip 

ผลบวกจริง (a) ผลบวกปลอม (b) 

ตรวจไม่พบสารพันธุกรรม MTBC 

ด้วย M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ 

MTB Strip 

ผลลบปลอม (c) ผลลบจริง (d) 

 

 จากตารางด้านบน น าค่าท่ีได้มาค านวณตามสูตร ดังนี้ 

 ความไวของการทดสอบ  = a/(a+c) 

 ความจ าเพาะของการทดสอบ = d/(b+d) 

 ค่าท านายผลบวก   = a/(a+b) 

 ค่าท านายผลลบ   = d/(c+d) 

 

4.18. การค านวณค่าความสอดคล้องของผลการทดสอบด้วยสถิติ Kappa 
coefficient 

ค่าสถิติ Kappa coefficient (Cohen’s Kappa Coefficient : ) เป็นค่าสถิติที่ใช้

ทดสอบความสอดคล้อง (Consistency) กันของข้อมูล 2 กลุ่ม คือ ผลการตรวจวินิจฉัยเชื้อ  MTBC 

ด้วยแถบตรวจ MTB Strip เปรียบเทียบกับวิธีการต่าง ๆ ได้แก่ วิธีการวินิจฉัยเชื้อด้วยการตรวจหา

ผลผลิต M-RPA ด้วย Agarose gel electrophoresis การย้อมสีทนกรด และเทคนิค Real-time PCR 

แสดงในตารางที่ 3.6 และท าการวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยโปรแกรม Graphpad  
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ตารางที่ 3.6 การวิเคราะห์ความสอดคล้องกันระหว่างผลการตรวจวินิจฉัยเชื้อ  MTBC จากวิธีต่าง ๆ 
ด้วยค่าสถิติ Kappa 
 

M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ 

MTB strip 

การตรวจวินิจฉัยวิธีที่ 2 
รวม 

ผลบวก ผลลบ 

ผลบวก a b a+b 

ผลลบ c d c+d 

รวม a+c b+d a+b+c+d (N) 

 

สูตรค านวณค่าสถิติ Kappa coefficient (126) 

Κ =
(𝑃𝑜 − 𝑃𝑒)

1 − 𝑃𝑒
 

โดย 𝑃𝑜 = สัดส่วนความสอดคล้องที่พบหรือสังเกตได้ 

    = [
𝑎+𝑑

𝑁
] 

  𝑃𝑒  = สัดส่วนความสอดคล้องที่คาดว่ะเกิดขึ้น 

    = [
(𝑎+𝑏)×(𝑎+𝑐)

𝑁
+
(𝑐+𝑑)×(𝑏+𝑑)

𝑁

𝑁
] 

 

ผลจากการค านวณจะมีค่าสถิติ Kappa coefficient ตามแนวทางของ Landis และ 

Kochb (127) ระหว่าง 0 ถึง 1 น าค่าที่ได้เปรียบเทียบความสอดคล้องกัน ตามตางรางที่ 3.7 
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ตารางที่ 3.7 เกณฑ์พิจารณาความสอดคล้องกันของสถิติ Kappa  

ค่าสถิติ Kappa 
ระดับความสอดคล้องกันระหว่างวิธีการตรวจวินิจฉัย M-RPA 

ร่วมกับแถบตรวจ MTB strip เปรียบเทียบกับวิธีต่าง ๆ 

0.81-1.00 มีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ดีมาก (Almost perfect) 

0.61-0.80 มีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ดี (Substantial) 

0.41-0.60 มีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ปานกลาง (Moderate) 

0.21-0.40 มีความสอดคล้องกันในเกณฑ์พอใช้ (Fair) 

0.00-0.20 มีความสอดคล้องกันเล็กน้อย (Slight) 

น้อยกว่า 0.00 ไม่มีความสอดคล้องกัน (Poor) 
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บทที ่4 
ผลการด าเนินการวิจัย 

 

1. ตัวอย่างดีเอ็นเอที่ใช้ในงานวิจัย 
ตัวอย่างดีเอ็นเอในการศึกษาครั้งนี้ ประกอบไปด้วย คือ 1) ดีเอ็นเอที่สกัดจากโคโลนีของเชื้อ 

จ านวน 130 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นเชื้อ MTBC ที่ถูกตรวจวินิจฉัยยืนยันด้วยชุดตรวจแอนติเจน MPT 64 

จ านวน 100 ตัวอย่าง และเชื้อ NTM ที่ถูกวินิจฉัยยืนยันด้วยเทคนิค Sanger DNA Sequencing 

จ านวน 30 ตัวอย่าง และ 2) ดีเอ็นเอที่สกัดได้โดยตรงจากสิ่งส่งตรวจเสมหะของผู้ป่วย จ านวน 131 

ตัวอย่าง ซึ่งผ่านการทดสอบย้อมสีทนกรดและให้ผลการทดสอบดังแสดงในตารางที่ 4.1 

  

ตารางที่ 4.1 จ านวนตัวอย่างดีเอ็นเอที่ใช้ในการศึกษา 

ชนิดตัวอย่างดีเอ็นเอ จ านวน 

ดีเอ็นเอที่สกัดจากโคโลนีของเชื้อ 130 

         MTBC  100 

         NTM 30 

ดีเอ็นเอที่สกัดจากสิ่งส่งตรวจเสมหะ 131 

         ผลการย้อมสีทนกรดเป็นบวก (AFB+) 

             Scanty 

             1+ 

             2+     

             3+ 

 

11 

31 

16 

20 

         ผลการย้อมสีทนกรดเป็นลบ (AFB-) 53 
   หมายเหตุ : Scanty หมายถึง พบ AFB จ านวน 1 – 9 AFB ต่อ 100 oil power field (OPF) 

      1+      หมายถึง พบ AFB จ านวน 10 – 99 AFB ต่อ 100 OPF 

      2+      หมายถึง พบ AFB จ านวน 1– 10 AFB ต่อ 50 OPF 

      3+      หมายถึง พบ AFB จ านวนมากกว่า 10 AFB ต่อ 20 OPF 
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2. ผลการประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของไพรเมอร์ส าหรับ IS6110 ในปฏิกิริยา RPA ด้วย
เทคนิค PCR 
ผลการประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของไพรเมอร์ IS6110 ที่ออกแบบขึ้นในการศึกษานี้ พบว่า

สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมได้ โดยพบผลผลิตบน Agarose gel electrophoresis ความ

เข้มข้น 2% ขนาด 250 bp ดังแสดงในรูปที่ 4.1 

รูปที่ 4.1 ผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ IS6110 ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่ถูก
ออกแบบในการศึกษานี้ และตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธ ีAgarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 
2% 
 

จากรูปที่ 4.1 แถว L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจาก

เชื้อเป็นตัวควบคุมลบ แถวที่ 2 คือ ดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 

H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก พบแถบผลผลิตของ IS6110 ท าปฏิกิริยาเท่ากับ 250 bp 

 

ภายหลังน าผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ข้างต้น ส่งไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ และน าผลการ

วิเคราะห์ที่ได้เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 

H37Rv (Accession no. NC_000962) เฉพาะส่วนที่แสดงออกของ IS6110 ด้วยวิธ ี Alignment 

sequencing พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของผลผลิตที่เกิดจากไพรเมอร์ IS6110 ตรงกับล าดับนิวคลีโอ

ไทด์ของ IS6110 ของเชื้อ M. tuberculosis ดังแสดงในรูปที่ 4.2 
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รูปที่ 4.2 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างผลผลิต PCR ที่เกิดจากไพรเมอร์ IS6110 กับ

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ IS6110 ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน H37Rv (Accession 

no. NC_000962) 

 

3. ผลการพัฒนาเทคนิค Multiplex-recombinase polymerase amplification 

ภายหลังน าไพรเมอร์ IS1081 และ IS6110 ที่ถูกติดฉลากด้านปลาย 5 ด้วย -FAM ที่ Forward 

primer และ -Biotin ที่ Reverse primer ดังแสดงในตารางที่ 3.1 ในบทวิธีด าเนินการวิจัย มาท า

ปฏิกิริยา M-RPA โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัว

ควบคุมผลบวก และน้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมผลลบ ด าเนินปฏิกิริยา M-RPA ตาม

รายละเอียดข้อ 4.7 ในบทวิธีด าเนินการวิจัย พบว่าสามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมได้ โดยพบ

ผลผลิตบน Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% ขนาด 173 และ 250 bp ตามล าดับ 

ดังแสดงในรูป 4.3 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3 ผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ IS1081 และ IS6110 ด้วยเทคนิค M-RPA และ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธ ีAgarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% 

 

จากรูปที่ 4.3 แถว L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 คือ ดีเอ็นเอของเชื้อ M. 

tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งเปน็ตัวควบคุมบวก พบแถบผลผลิตของ IS1081 

เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp แถวที่ 2 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจาก

เชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ซึ่งไม่พบแถบผลผลิตของทั้งสอง IS 

ภายหลังท าการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา M-RPA ได้ผลการทดสอบดังนี้ 

3.1. ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ภายหลังด าเนินปฏิกิริยา M-RPA ตามข้อ 4.7 ในบทวิธีด าเนินการวิจัย โดยใช้ดีเอ็นเอของ

เชื้อ M. tuberculosis มาตรฐาน ATCC H37Rv ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 1 5 10 15 และ 20 ng/µl 

และใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ ตรวจสอบผลผลิต M-RPA ด้วยวิธี Agarose 

gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% พบว่าดีเอ็นเอทุกความเข้มข้นที่ทดสอบ สามารถใช้เพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรมได้ จึงได้เลือกความเข้มข้นของดีเอ็นเอน้อยที่สุดที่ยังคงให้ผลของปฏิกิริยา

ชัดเจน คือ 1 ng/µl ส าหรับใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป (รูปที่ 4.4) 
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รูปที่ 4.4 ผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ IS1081 และ IS6110 ด้วยเทคนิค M-RPA โดยใช้ดีเอ็น
เอความเข้มข้นเท่ากับ 1 5 10 15 และ 20 ng/µl และตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธี Agarose gel 
electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% 

 

จากรูปที่ 4.4 แถว L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1-5 คือ ดีเอ็นเอของเชื้อ 

M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก ความเข้มเข้ม 1 5 10 15 

และ 20 ng/µl ตามล าดับ ซึ่งพบแถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ

IS6110 เท่ากับ 250 bp แถวที่ 6 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ซึ่งไม่พบแถบ

ผลผลิตของทั้งสอง IS 

 

3.2. การทดสอบหาความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ภายหลังด าเนินปฏิกิริยา M-RPA ตามข้อ 4.7 ในบทวิธีด าเนินการวิจัย โดยใช้ดีเอ็นเอของ

เชื้อ M. tuberculosis มาตรฐาน ATCC H37Rv ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 1 ng/µl และใช้ไพรเมอร์ 

IS1081 และ IS6110 ที่ความเข้มข้น 0.12 0.24 และ 0.48 µM และใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อ

เป็นหลอดควบคุมลบ ตรวจสอบผลผลิต M-RPA ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 

2.5% พบว่าความเข้มข้นของไพรเมอร์ทุกความเข้มข้น สามารถใช้เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมได้ จึงได้

เลือกความเข้มข้นของไพรเมอร์น้อยที่สุดที่ยังคงให้ผลของปฏิกิริยาชัดเจนและไม่เกิด Smear band ใน

ตัวควบคุมลบ คือ 0.12 µM ส าหรับใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป (รูปที่ 4.5) 
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รูปที่ 4.5 ผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ IS1081 และ IS6110  ด้วยเทคนิค M-RPA โดยใช้
ไพรเมอร์ความเข้มข้นเท่ากับ 0.12 0.24 และ 0.48 µM และตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธี Agarose gel 
electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% 
 

จากรูปที่ 4.5 แถว L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 3 และ 5 คือ ดีเอ็นเอ

ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก ที่ใช้ความเข้มข้น

ไพรเมอร์ 0.12 0.24 และ 0.48 µM ตามล าดับ ซึ่งพบแถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และ

แถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp แถวที่ 2 4 และ 6 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัว

ควบคุมลบ ที่ใช้ความเข้มข้นไพรเมอร์ 0.12 0.24 และ 0.48 µM ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบผลผลิตของ

ทั้งสอง IS ในแถวที่ 2 และ 4 ในขณะที่แถวที่ 6 พบ Smear band 

3.3. การทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ภายหลังด าเนินปฏิกิริยา M-RPA ตามข้อ 4.7 ในบทวิธีด าเนินการวิจัย โดยใช้ดีเอ็นเอของ

เชื้อ M. tuberculosis มาตรฐาน ATCC H37Rv ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 1 ng/µl และใช้ไพรเมอร์ 

IS1081 และ IS6110 ที่ความเข้มข้น 0.12 µM และใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุม

ลบ บ่มที่ระยะเวลา 5 10 15 และ 20 นาที ตรวจสอบผลผลิต M-RPA ด้วยวิธ ี Agarose gel 

electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% พบว่าที่ระยะเวลาของการบ่ม 10 15 และ 20 นาที สามารถใช้

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมได้ จึงได้เลือกระยะเวลาที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดเจนและไม่เกิดผลบวก

ปลอมในตัวควบคุมลบ คือ 15 นาที ส าหรับใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป (รูปที่ 4.6) 
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รูปที่ 4.6 ผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ IS1081 และ IS6110 ด้วยเทคนิค M-RPA โดยใช้ระยะ

บ่มที่ 5 10 15 และ 20 นาที และตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis ความ

เข้มข้น 2.5% 

 

จากรูปที่ 4.6 แถว L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 3 5 และ 7 คือ ดีเอ็นเอ

จากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก ที่ใช้ระยะเวลา

บ่ม 5 10 15 และ 20 นาที ตามล าดับ ซึ่งแถวที่ 1 ไม่พบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 ในขณะที่ 

3 5 และ 7 พบแถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 

bp แถวที่ 2 4 6 และ 8 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ที่ใช้ระยะเวลาบ่ม 5 10 

15 และ 20 นาที ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบผลผลิตของทั้งสอง IS ในแถวที่ 2 4 และ 6 ในขณะที่แถวที่ 

8 พบแถบผลผลิตของ IS1081 แถบผลผลิตของ IS6110 ซึ่งเป็นผลบวกปลอม 

3.4. การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ภายหลังด าเนินปฏิกิริยา M-RPA ตามข้อ 4.7 ในบทวิธีด าเนินการวิจัย โดยใช้ดีเอ็นเอของ

เชื้อ M. tuberculosis มาตรฐาน ATCC H37Rv ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 1 ng/µl และใช้ไพรเมอร์ 

IS1081 และ IS6110 ที่ความเข้มข้น 0.12 µM และใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุม

ลบ บ่มที่ระยะเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 35 37 39 41 และ 43 องศาเซลเซียส ตรวจสอบผลผลิต M-

RPA ด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% พบว่าทุกอุณหภูมิที่ท าการบ่ม 

สามารถใช้เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมได้ จึงได้เลือกอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ส าหรับใช้ในการ
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ทดสอบข้ันต่อไป เนื่องจากเป็นอุณหภูมิที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดเจน ไม่พบ Primer-dimer และไม่

เกิดผลบวกปลอมในตัวควบคุมลบ ดังแสดงในรูปที่ 4.7 

รูปที่ 4.7 ผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ IS1081 และ IS6110 ด้วยเทคนิค M-RPA โดยใช้
อุณหภูมิ 35 37 39 41 และ 43 องศาเซลเซียส และตรวจสอบผลผลิตด้วยเทคนิค Agarose gel 
electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% 
 

จากรูปที่ 4.7 แถว L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1-5 คือ ดีเอ็นเอของ

เชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก ที่บ่มที่อุณหภูมิ 35 

37 39 41 และ 43 องศาเซลเซียส ตามล าดับ ซึ่งพบแถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และ

แถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp และแถวที่ 6 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุม

ลบ ซึ่งไม่พบแถบผลผลิตของทั้งสอง IS 

3.5. สรุปสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค M-RPA ที่พัฒนาขึ้น 
จากการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของการท าปฏิกิริยา M-RPA ทั้งหมดข้างต้น ได้ผล

สรุปสภาวะที่เหมาะสมส าหรับเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ IS1081 และ IS6110 ดังที่แสดงใน

ตารางที่ 4.2 และรูปที่ 4.8 ซึ่งถูกน าไปใช้เป็นในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค M-RPA เพ่ือ

พัฒนาร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip ในล าดับต่อไป 
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ตารางที่ 4.2 สรุปสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค M-RPA ที่พัฒนาขึ้น 

เทคนิค M-RPA  สภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา 

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 1 ng/µl 

ความเข้มข้นของไพรเมอร์ 0.12 µM 

ระยะเวลา 15 นาที 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 

รูปที่ 4.8 ผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ IS1081 และ IS6110 ด้วยเทคนิค M-RPA ในสภาวะ

ที่เหมาะสม และตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% 

 

จากรูปที่ 4.8 แถว L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 คือ ดีเอ็นเอของเชื้อ M. 

tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งเปน็ตัวควบคุมบวก พบแถบผลผลิตของ IS1081 

เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp แถวที่ 2 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจาก

เชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ซึ่งไม่พบแถบผลผลิตของทั้งสอง IS 
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4. ผลการพัฒนาสภาวะแถบตรวจ MTB Strip เพื่อตรวจสอบผลผลิต M-RPA 
ภายหลังออกแบบโครงสร้างของแถบตรวจเปล่า และเลือกแอนติบอดีส าหรับตรวจสอบผลผลิต

จากปฏิกิริยา M-RPA ที่เกิดจากไพรเมอร์ IS1081 และ IS6110 ที่ถูกติดฉลากด้านปลาย 5 ด้วย -FAM 

ที่ Forward primer และ -Biotin ที่ Reverse primer ดังแสดงในตารางที่ 3.1 ในบทวิธีด าเนินการ

วิจัย โดยเริ่มใช้ความเข้มข้นของ Anti-biotin gold conjugate เท่ากับ OD10 ที่ต าแหน่ง 

Conjugated pad ความเข้มข้นของ Anti-FITC เท่ากับ 1 mg/ml ที่ต าแหน่ง Test line และความ

เข้มข้นของ Anti-IgG เท่ากับ 1 mg/ml ที่ต าแหน่ง Control line บ่มให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 

30 นาที ภายหลังจุ่มแถบตรวจ MTB Strip ลงในสารละลายผลผลิต M-RPA ที่ได้จากการหาสภาวะที่

เหมาะสมข้างต้น ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 15 นาที และอ่านผลด้วยตาเปล่า พบจุดสีแดง

ที่ต าแหน่ง Control line ของทั้งตัวควบคุมบวกและควบคุมลบ ในขณะที่พบเพียงจุดสีแดงที่ต าแหน่ง 

Test line เฉพาะในตัวควบคุมบวก ดังแสดงในรูปที่ 4.9 

 

รปูที่ 4.9 ผลการตรวจสอบผลผลิตการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค M-RPA ด้วยแถบตรวจ 
MTB Strip ที่อยู่ในขั้นตอนการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสม 
 

จากรูปที่ 4.9 แถบตรวจ 1 คือ ผลผลิต M-RPA ทีไ่ด้จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ เชื้อ 

M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก พบจุดสีแดงท่ีต าแหน่ง 

Test line และ Control line หมายถึง ตรวจพบสารพันธุกรรมของเชื้อ MTBC แถบตรวจ 2 คือ 

ผลผลิต M-RPA ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของน้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อ ซึ่งเป็นตัว

ควบคุมผลลบ พบจุดสีแดงเฉพาะที่ต าแหน่ง Control line หมายถึง ตรวจไม่พบสารพันธุกรรมของเชื้อ 

MTBC  
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4.1. ผลการทดสอบการท าปฏิกิริยาข้ามกับสารละลายในส่วนประกอบของปฏิกิริยา M-RPA 
ภายหลังน าแถบตรวจ MTB Strip ที่หยดสารและแอนติบอดีข้างต้น มาทดสอบการท า

ปฏิกิริยาข้ามกับสายละลายที่เป็นส่วนประกอบของปฏิกิริยา M-RPA ที่ไม่มีการเติมดีเอ็นต้นแบบ 

พบว่า สารที่เป็นส่วนประกอบส่วนใหญ่ ได้แก่ ไพรเมอร์ IS1081 และ IS6110, Lyophilized pellet 

และ Rehydration buffer ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามไปจับกับแอนติบอดีที่อยู่บนแถบตรวจ MTB Strip โดย

ไม่พบจุดแดงที่ต าแหน่ง Test line ยกเว้นเมื่อมี MgOAc ผสมอยู่ในปฏิกิริยา สามารถเกิดปฏิกิริยาข้าม

ไปจับกับแอนติบอดีที่อยู่บนแถบตรวจ MTB Strip ได้ และพบจุดแดงที่ต าแหน่ง Test line และ 

Control line ดังรายละเอียดแสดงในตารางที่ 4.3 

 

ตารางที่ 4.3 ผลการทดสอบปฏิกิริยาข้ามกับสารละลายที่เป็นส่วนประกอบของปฏิกิริยา M-RPA กับ
แถบตรวจ MTB Strip ที่พัฒนาขึ้น 

สารละลายที่เป็นส่วนประกอบของปฏิกิริยา M-RPA  

(ปริมาตรรวม 50 µl)  
ผลการทดสอบ 

ไพรเมอร์ IS1081และ IS6110 + H2O  ไม่เกิดปฏิกิริยาข้าม 

Rehydration buffer + H2O  ไม่เกิดปฏิกิริยาข้าม 

Lyophilized pellet+ H2O  ไม่เกิดปฏิกิริยาข้าม 

Lyophilized pellet+Rehydration buffer + H2O  ไม่เกิดปฏิกิริยาข้าม 

Lyophilized pellet+Rehydration buffer +MgOAc+ H2O  เกิดปฏิกิริยาข้าม 

 

จากผลการทดสอบข้างต้น แสดงให้เห็นว่า MgOAc มีส่วนท าให้เกิดปฏิกิริยาข้าม ซึ่งส่งผลให้

เกิดผลบวกปลอมได้ อย่างไรก็ตามในปฏิกิริยา RPA จ าเป็นต้องอาศัย MgOAc เป็นสารกระตุ้นในการ

เริ่มต้นปฏิกิริยา จึงไม่สามารถหลีกเลี่ยงการผสม MgOAc ลงในหลอดปฏิกิริยา RPA ได้ ดังนั้นเพื่อเปน็

การลดการเกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารละลายที่เป็นส่วนประกอบของปฏิกิริยา M-RPA จึงท าการทดสอบ

หาสภาวะที่เหมาะสมของแถบตรวจในการตรวจสอบผลผลิต M-RPA ในขัน้ตอนต่อไป 
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4.2. ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip 
น าผลผลิต M-RPA ที่เกิดจากการเพ่ิมปริมาณของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก และน้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ภายใต้สภาวะ

ปฏิกิริยา M-RPA ที่เหมาะสมข้างต้น มาใช้เป็นตัวควบคุมการพัฒนาสภาวะที่เหมาะสมของแถบตรวจ 

MTB Strip โดยแต่ละข้ันเปรียบเทียบผลการอ่านแถบตรวจควบคู่กับผลจากเทคนิค Agarose gel 

electrophoresis ดังนี้ 

4.2.1. ผลการทดสอบหาอัตราส่วนระหว่างผลผลิต M-RPA กับสารละลาย PBS ที่
เหมาะสมส าหรับแถบตรวจ MTB Strip 

ภายหลังน าผลผลิต M-RPA ที่ผ่านการตรวจสอบด้วย Agarose gel 

electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% และพบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 (รูปที่ 4.10) มาเจือ

จางกับสารละลาย PBS ให้มีอัตราส่วนเท่ากับ 1:3 1:6 และ 1:10 (M-RPA:PBS) ในปริมาตรรวม 150 

µl เมื่อจุ่มแถบตรวจ MTB Strip ในสารละลาย ระยะเวลา 15 นาที และอ่านผลด้วยตาเปล่า พบว่าใน

ทุกอัตราส่วน สามารถสังเกตเห็นจุดสีแดงปรากฏขึ้นชัดเจนเท่ากันทั้งต าแหน่ง Test line และ 

Control line ในตัวควบคุมบวก ในขณะที่สังเกตเห็นจุดแดงที่เข้มแตกต่างกันบนต าแหน่ง Test line 

ของตัวควบคุมลบ กล่าวคือ ที่อัตราส่วน 1:3 มีจุดแดงเข้มที่สุด รองลงมาคือ อัตราส่วน 1:6 และ 1:10 

ตามล าดับ ดังนั้นจึงเลือกอัตราส่วนการเจือจางเท่ากับ 1:10 ซึ่งเห็นจุดแดงชัดเจนบนต าแหน่ง Test 

line ของตัวควบคุมบวก และเห็นจุดแดงจางที่สุดบนต าแหน่ง Test line ของตัวควบคุมลบ (รูป 4.11) 

ส าหรับใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 
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รูปที่ 4.10 ผลการตรวจสอบผลผลิตจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ IS1081 และ IS6110 
ด้วยเทคนิค M-RPA ด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5%  

 
จากรูปที่ 4.10 แถว L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 และ 2 คือ ดี

เอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งเปน็ตัวควบคุมบวก พบแถบ
ผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp แถวที่ 3 และ 4 

คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ซึ่งไม่พบแถบผลผลิตของทั้งสอง IS 
 

 
รูปที่ 4.11 ผลการตรวจสอบผลผลิต M-RPA บนแถบตรวจ MTB Strip ที่ใช้อัตราส่วนถูกเจือจาง
ผลผลิต M-RPA กับสารละลาย PBS เท่ากับ 1:3 1:6 และ 1:10 (M-RPA:PBS)  
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จากรูป 4.11 แถบตรวจ 1-6 ทดสอบของอัตราส่วนเจือจางเท่ากับ 1:3 1:6 และ 
1:10 ตามล าดับ สามารถอ่านผลได้เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบจุดสีแดง  แถบตรวจ 1 3 และ 
5 ซึ่งเป็นผลการทดสอบของอัตราส่วนเจือจางเท่ากับ 1:3 1:6 และ 1:10 ตามล าดับ ของเชื้อ M. 
tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก ให้การอ่านผลเป็นผลบวก 
เนื่องจากพบจุดแดงที่ต าแหน่ง Test line ในขณะที่ แถบตรวจ 2 4 แล 6 ซึ่งเป็นผลการทดสอบของ
อัตราส่วนเจือจางเท่ากับ 1:3 1:6 และ 1:10 ตามล าดับ ของน้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อ ซึ่งเป็นตัว
ควบคุมลบ ให้การอ่านผลเป็นผลบวกปลอม เนื่องจากพบจุดแดงท่ีต าแหน่ง Test line 

4.2.2. ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของ Anti-FITC และ Anti-IgG ที่เหมาะสม 
ภายหลังเตรียมแถบตรวจให้มีความเข้มข้นของ Anti-FITC ที่ต าแหน่ง Test line และ 

Anti-IgG ที่ต าแหน่ง Control line เท่ากับ 1 0.8 0.6 0.4 และ 0.2 mg/ml น าผลผลิต M-RPA ที่ผ่าน
การตรวจสอบด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% และพบผลผลิตของ IS1081 

และ IS6110 (รูปที่ 4.10) มาเจือจางกับสารละลาย PBS ให้มีอัตราส่วนเท่ากับ 1:10 ในปริมาตรรวม 

150 µl เมื่อจุ่มแถบตรวจ MTB Strip ในสารละลาย ระยะเวลา 15 นาที และอ่านผลด้วยตาเปล่า 
พบว่า Anti-IgG ทุกความเข้มข้นสามารถสังเกตเห็นจุดสีแดงปรากฏขึ้นชัดเจนเท่ากันที่ Control line 
ในขณะที่ Anti-FITC ที่ความเข้มข้น 1 mg/ml สังเกตเห็นจุดแดงท่ีเข้มชัดที่สุด บนต าแหน่ง Test line 
ของตัวควบคุมบวก รองลงมาคือ ความเข้มข้น 0.8 0.6 และ 0.4 mg/ml ตามล าดับ และความเข้มข้น 
0.2 mg/ml พบจุดแดงลักษณะจาง อย่างไรก็ตามพบว่า Anti-FITC ที่ความเข้มข้น 1 0.8 0.6 และ 0.4 
mg/ml พบจุดแดงลักษณะจาง บนต าแหน่ง Test line ของตัวควบคุมลบ ดังนั้นจึงเลือกความเข้มข้น
ของ Anti-IgG และ Anti-FITC เท่ากับ 0.4 mg/ml ซึ่งเห็นจุดแดงชัดเจนบนต าแหน่ง Control line 
ของทั้งตัวควบคุมบวกและลบ ในขณะที่เห็นจุดแดงชัดเจนบนต าแหน่ง Test line ของตัวควบคุมบวก 
และเห็นจุดแดงค่อนข้างจางบนต าแหน่ง Test line ของตัวควบคุมลบ (รูป 4.12) ส าหรับใช้ในการ
ทดสอบข้ันต่อไป 
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รูปที่ 4.12 ผลการตรวจสอบผลผลิต M-RPA บนแถบตรวจ MTB Strip ที่ใช้ความเข้มข้นของ Anti-

FITC และ Anti-IgG ที่ต าแหน่ง Test line และ Control line ตามล าดับ เท่ากับ 1 0.8 0.6 0.4 และ 

0.2 mg/ml  
 

จากรูป 4.12 แถบตรวจ 1-10 ซึ่งมี Anti-IgG ความเข้มข้น 1 0.8 0.6 0.4 และ 

0.2 mg/ml ตามล าดับ สามารถอ่านผลได้เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบจุดสีแดง  แถบตรวจ 1 

3 5 7 และ 9 ซึ่งเป็นผลการทดสอบของ Anti-FITC ความเข้มข้น 1 0.8 0.6 0.4 และ 0.2 mg/ml 

ตามล าดับ ของตัวควบคุมบวก ให้การอ่านผลเป็นผลบวก เนื่องจากพบจุดแดงที่ต าแหน่ง Test line 

แถบตรวจ 2 4 6 และ 8 ซึ่งเป็นผลการทดสอบของ Anti-FITC ความเข้มข้น 1 0.8 0.6 และ 0.4 

mg/ml ตามล าดับ ของตัวควบคุมลบ ให้การอ่านผลเป็นผลบวกปลอม เนื่องจากพบจุดแดงที่ต าแหน่ง 

Test line ในขณะที่แถบตรวจ 10 เป็นผลการทดสอบของ Anti-FITC ความเข้มข้น 0.2 mg/ml ของ

ตัวควบคุมลบ ให้การอ่านผลเป็นผลลบ เนื่องจากไม่พบจุดแดงที่ต าแหน่ง Test line 

4.2.3. การทดสอบหาความเข้มข้นของ Anti-biotin gold conjugate ที่เหมาะสม 
ภายหลังเตรียมแถบตรวจให้มีความเข้มข้นของ Anti-biotin gold conjugate 

เท่ากับ OD10 OD8 OD6 OD4 และ OD2 โดยใช้ความเข้มข้นของ Anti-FITC ที่ต าแหน่ง Test line 

และ Anti-IgG ที่ต าแหน่ง Control line เท่ากับ 0.4 mg/ml น าผลผลิต M-RPA ที่ผ่านการตรวจสอบ

ด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% และพบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 85 

(รูปที่ 4.10) มาเจือจางกับสารละลาย PBS ให้มีอัตราส่วนเท่ากับ 1:10 ในปริมาตรรวม 150 µl เมื่อจุ่ม

แถบตรวจ MTB Strip ในสารละลาย ระยะเวลา 15 นาท ีและอ่านผลด้วยตาเปล่า พบว่า Anti-biotin 

gold conjugate ทุกความเข้มข้นสามารถสังเกตเห็นจุดสีแดงปรากฏขึ้นที่ต าแหน่ง Control line โดย

ที่ OD10 สังเกตเห็นจุดแดงเข้มที่สุด ที่ OD8 OD6 และ OD4 สังเกตเห็นจุดแดงมีความเข้มรองลงมา

เท่ากัน และ ที่ OD2 สังเกตเห็นจุดแดงลักษณะจาง ในขณะที่บนต าแหน่ง Test line พบว่า Anti-

biotin gold conjugate ที่ OD10 สังเกตเห็นจุดแดงท่ีเข้มชัดที่สุด บนแถบตรวจของตัวควบคุมบวก 

รองลงมาคือ ที่ OD8 OD6 OD4 และ OD2 ตามล าดับ อย่างไรก็ตามพบว่า Anti-biotin gold 

conjugate ที่ OD10 และ OD8 พบจุดแดงลักษณะจางบนแถบตรวจของตัวควบคุมลบ ดังนั้นจึงเลือก

ความเข้มข้นของ Anti-biotin gold conjugate เท่ากับ OD4 ซึ่งเห็นจุดแดงชัดเจนบนต าแหน่ง 

Control line ของทั้งตัวควบคุมบวกและลบ ในขณะที่เห็นจุดแดงชัดเจนบนต าแหน่ง Test line ของ

ตัวควบคุมบวก และไม่เห็นจุดแดงบนต าแหน่ง Test line ของตัวควบคุมลบ (รูป 4.13) ส าหรับใช้ใน

การทดสอบขั้นต่อไป 

รูปที่ 4.13 ผลการตรวจสอบผลผลิต M-RPA บนแถบตรวจ MTB Strip ที่ใช้ความเข้มข้นของ Anti-

biotin gold conjugate เท่ากับ OD10 OD8 OD6 OD4 และ OD2 
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จากรูปที่ 4.13 แถบตรวจ 1-10 ซึ่งม ีAnti-biotin gold conjugate ความเข้มข้น 

OD10 OD8 OD6 OD4 และ OD2 ตามล าดับ สามารถอ่านผลได้เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบ

จุดสีแดง  แถบตรวจ 1 3 5 7 และ 9 ซึ่งเป็นผลการทดสอบของ Anti-biotin gold conjugate ความ

เข้มข้น OD10 OD8 OD6 OD4 และ OD2 ตามล าดับ ของตัวควบคุมบวก ให้การอ่านผลเป็นผลบวก 

เนื่องจากพบจุดแดงที่ต าแหน่ง Test line แถบตรวจ 2 และ 4 ซึ่งเป็นผลการทดสอบของ Anti-biotin 

gold conjugate ความเข้มข้น OD10 และ OD8 ตามล าดับ ของตัวควบคุมลบ ให้การอ่านผลเปน็

ผลบวกปลอม เนื่องจากพบจุดแดงท่ีต าแหน่ง Test line ในขณะที่แถบตรวจ 6 8 และ 10 เป็นผลการ

ทดสอบของ Anti-biotin gold conjugate ความเข้มข้น OD6 OD4 และ OD2 ตามล าดับ ของตัว

ควบคุมลบ ให้การอ่านผลเป็นผลลบ เนื่องจากไม่พบจุดแดงที่ต าแหน่ง Test line 

4.2.4. ผลการทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรวจสอบต่อผลผลิต M-RPA 
ภายหลังเตรียมแถบตรวจให้มีความเข้มข้นของ Anti-biotin gold conjugate 

เท่ากับ OD4 ความเข้มข้นของ Anti-FITC ที่ต าแหน่ง Test line และ Anti-IgG ที่ต าแหน่ง Control 

line เท่ากับ 0.4 mg/ml น าผลผลิต M-RPA ที่ผ่านการตรวจสอบด้วย Agarose gel electrophoresis 

ความเข้มข้น 2.5% และพบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 (รูปที่ 4.10) มาเจือจางกับสารละลาย 

PBS ให้มีอัตราส่วนเท่ากับ 1:10 ในปริมาตรรวม 150 µl เมื่อจุ่มแถบตรวจ MTB Strip ในสารละลาย 

เป็นระยะเวลา 5 10 15 20 25 และ 30 นาที และอ่านผลด้วยตาเปล่า พบว่าทุกระยะเวลาของการจุ่ม

ทดสอบสามารถสังเกตเห็นจุดสีแดงปรากฏขึ้นชัดเจนเท่ากันที่ต าแหน่ง Control line ของทั้งตัว

ควบคุมบวกและลบ และต าแหน่ง Test line  ของตัวควบคุมบวก ยกเว้นที่เวลา 5 นาที ซึ่งพบจุดแดง

ลักษณะจาง ในขณะที่บนต าแหน่ง Test line ของตัวควบคุมลบ ไม่พบจุดแดงภายในระเวลาของการ

ทดสอบท้ังหมด ดังนั้นจึงเลือกระยะเวลาของการจุ่มทดสอบเท่ากับ 15 นาที ซึ่งเห็นจุดแดงชัดเจนบน

ต าแหน่ง Control line ของทั้งตัวควบคุมบวกและลบ ในขณะที่เห็นจุดแดงชัดเจนบนต าแหน่ง Test 

line ของตัวควบคุมบวก และไม่เห็นจุดแดงบนต าแหน่ง Test line ของตัวควบคุมลบ (รูป 4.14) 

ส าหรับใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 
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รูปที่ 4.14 ผลการตรวจสอบผลผลิต M-RPA บนแถบตรวจ MTB Strip ที่ใช้ระยะเวลาของการจุ่ม

ทดสอบเท่ากับ 5 10 15 20 25 และ 30 นาที 

 

จากรูปที่ 4.14 แถบตรวจ 1-12 ซึ่งใช้ระยะเวลาของการจุ่มทดสอบเท่ากับ 5 10 

15 20 25 และ 30 นาที ตามล าดับ สามารถอ่านผลได้เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบจุดสีแดง  

แถบตรวจ 1 3 5 7 9 และ 11 ซึ่งใช้ระยะเวลาของการจุ่มทดสอบเท่ากับ 5 10 15 20 25 และ 30 

นาท ี ตามล าดับ ของตัวควบคุมบวก ให้การอ่านผลเป็นผลบวก เนื่องจากพบจุดแดงที่ต าแหน่ง Test 

line แถบตรวจ 2 4 6 8 10 และ 12 ซึ่งใช้ระยะเวลาของการจุ่มทดสอบเท่ากับ 5 10 15 20 25 และ 

30 นาที ตามล าดับ ของตัวควบคุมลบ ให้การอ่านผลเป็นผลลบ เนื่องจากไม่พบจุดแดงท่ีต าแหน่ง Test 

line 

4.2.5. สรุปสภาวะท่ีเหมาะสมของแถบตรวจ MTB Strip ที่พัฒนาขึ้น 
จากการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของแถบตรวจ MTB Strip ทั้งหมดข้างต้น 

ได้ผลสรุปสภาวะของแถบตรวจที่ใช้ตรวจสอบผลผลิต M-RPA ในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ 

IS1081 และ IS6110 ของเชื้อ MTBC ดังที่แสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.4 และมีผลการทดสอบดัง

แสดงในรูปที่ 4.15 ซึ่งถูกน าไปใช้เป็นต้นแบบในการผลิตแถบตรวจ MTB Strip ด้วยเครื่องจักร

อุตสาหกรรม และในการทดสอบในล าดับต่อไป 
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ตารางที่ 4.4 สรุปสภาวะที่เหมาะสมส าหรับพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip ที่พัฒนาขึ้น 

 
 

 

 

 

 

รูปที่ 4.15 ผลการตรวจสอบผลผลิต M-RPA บนแถบตรวจ MTB Strip ในสภาวะที่เหมาะสมที่

พัฒนาขึ้น 

 

จากรูปที่ 4.15 แถบตรวจ 1 และ 2 ซึ่งมีความเข้มข้นของ Anti-biotin gold 

conjugate เท่ากับ OD4 ความเข้มข้นของ Anti-FITC ที่ต าแหน่ง Test line และ Anti-IgG ที่ต าแหน่ง 

Control line เท่ากับ 0.4 mg/ml สามารถตรวจสอบผลผลิต M-RPA ภายหลังเจือจางด้วยสารละลาย 

PBS ในอัตราส่วน 1:10 และใช้ระยะเวลาของการจุ่มทดสอบเท่ากับ 15 นาที สามารถอ่านผลได้

เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบจุดสีแดง  แถบตรวจ 1 เป็นตัวควบคุมบวก ให้การอ่านผลเป็น

ผลบวกเนื่องจากพบจุดแดงที่ต าแหน่ง Test line แถบตรวจ 2 เป็นตัวควบคุมลบ ให้การอ่านผลเป็นผล

ลบเนื่องจากไม่พบจุดแดงที่ต าแหน่ง Test line 

4.2.6. ผลการผลิตแถบตรวจ MTB Strip ด้วยเครื่องจักรอุตสาหกรรม 
ภายหลังน าสภาวะที่เหมาะสมส าหรับพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip จากตาราง 4.4 

ข้างต้น ไปผลิตแถบตรวจ MTB Strip ด้วยเครื่องจักรอุตสาหกรรม โดยได้รับความอนุเคราะห์จาก 

บริษัท ไอเมด ลาบอราทอรี่ จ ากัด จังหวัดระยอง ประเทศไทย ได้แถบตรวจ MTB Strip ขนาดกว้าง

แถบตรวจ MTB Strip สภาวะที่เหมาะสม 

อัตราส่วนเจือจางระหว่างผลผลิต M-RPA กับสารละลาย PBS 1:10 

ความเข้มข้นของ Anti-FITC และ Anti-IgG 0.4 mg/ml 

ความเข้มข้นของ Anti-biotin gold conjugate OD4 

ระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรวจสอบต่อผลผลิต M-RPA 15 นาที 
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เท่ากับ 4 mm และยาวเท่ากับ 80 mm ซึ่งถูกบรรจุอยู่ในบรรจุภัณฑ์แยกพร้อมถุงดูดความชื้น ดัง

แสดงในรูปที่ 4.16  

รูปที่ 4.16 แถบตรวจและบรรจุภัณฑ์ที่ผลิตขึ้นด้วยเครื่องจักรอุตสาหกรรม 
 

4.2.7. ผลการทดสอบเบื้องต้นของแถบตรวจ MTB Strip ที่ผลิตขึ้นด้วยเครื่องจักร
อุตสาหกรรม 

น าผลผลิต M-RPA ที่ผ่านการตรวจสอบด้วย Agarose gel electrophoresis 

ความเข้มข้น 2.5% และพบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 (รูปที่ 4.10) มาเจือจางกับสารละลาย 

PBS ให้มีอัตราส่วนเท่ากับ 1:10 ในปริมาตรรวม 150 µl เมื่อจุ่มแถบตรวจ MTB Strip ที่ผลิตขึ้นด้วย

เครื่องจักรอุตสาหกรรม ในสารละลายเป็นระยะเวลา 15 นาที และอ่านผลด้วยตาเปล่า พบว่าแถบ

ตรวจ MTB Strip สามารถตรวจสอบผลผลิต M-RPA ที่เกิดจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ 

IS1081 และ IS6110 เชื้อ M. tuberculosis ได้อย่างถูกต้อง (รูป 4.17) จงึถูกน าไปใช้ในการทดสอบ

ขั้นต่อไป 

รูปที่ 4.17 ผลการตรวจสอบผลผลิต M-RPA บนแถบตรวจ MTB Strip ที่ผลิตขึ้นด้วยเครื่องจักร

อุตสาหกรรม  
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จากรูปที่ 4.17 แสดงแถบตรวจที่ผลิตขึ้นด้วยเครื่องจักรอุตสาหกรรม แถบที่ให้ผล

การทดสอบบวก ได้ถูกท าการทดสอบกับผลผลิต M-RPA โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv และพบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Control line และ Test line ในขณะ

ที่แถบที่ให้ผลการทดสอบลบ ได้ถูกท าการทดสอบกับผลผลิต M-RPA โดยน้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจาก

เชื้อ และพบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Control line เพียงต าแหน่งเดียว 

 

5. ผลการทดสอบหาความเข้มข้นดีเอ็นเอต้นแบบน้อยที่สุดที่ตรวจวัดได้ (Limit of detection; 
LOD) ของเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip 
เมื่อเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมโดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์ ATCC H37Rv 

ที่ความเข้มข้น 10 1 0.1 0.01 0.001 0.0001 และ 0.00001 ng/µl และทดสอบกับเทคนิค M-RPA 

ผลการทดสอบพบว่าเมื่อตรวจสอบด้วยแถบตรวจ MTB Strip มีค่า LOD เท่ากับ 0.1 ng/µl (รูปที ่

4.18) ในขณะที่เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% มี

ค่า LOD เท่ากับ 0.01 ng/µl (รูปที่ 4.19) 

รูปที่ 4.18 ผลการทดสอบหาค่า LOD ของเทคนิค M-RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยแถบตรวจ MTB 
Strip   
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จากรูปที่ 4.18 แถบตรวจ 1-7 คือ ดีเอ็นต้นแบบความเข้มข้นเท่ากับ 10 1 0.1 0.01 0.001 

0.0001 และ 0.00001 ng/µl สามารถอ่านผลได้เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง  แถบ

ตรวจ 1 2 และ 3 ให้การอ่านผลเป็นผลบวก เนื่องจากพบแถบสีแดงท่ีต าแหน่ง Test line แถบตรวจ 

4 5 6 7 และ 8 ให้การอ่านผลเป็นผลลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line 

รูปที่ 4.19 ผลการทดสอบหาค่า LOD ของเทคนิค M-RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย ด้วยวิธี Agarose 

gel electrophoresis ที่ความเข้มข้น 2.5%  

 

จากรูปที่ 4.19 แถว L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1-4 และ 6-8 คือ ดีเอ็นเอของ

เชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก ความเข้มเข้ม 10 1 

0.1 0.01 0.001 0.0001 และ 0.00001 ng/µl ตามล าดับ ซึ่งพบแถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 

bp และแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp ในแถวที่ 1-2 และพบแถบผลผลิตเฉพาะของ 

IS6110 เท่ากับ 250 bp ในแถวที่ 3-4 แถวที่ 5 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ซ่ึง

ไม่พบแถบผลผลิตของทั้งสอง IS 

 

6. ผลการทดสอบปฏิกิริยาข้ามของเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip 
เมื่อน าเทคนิค M-RPA มาเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมกับดีเอ็นเอของเชื้อ A. baumannii, H. 

influenzae, K. pneumoniae, M. catarrhalis, P. aeruginosa, S. pneumoniae, S. pyogenes, 

M. avium, M. intracellulare, M. gordonae, M. kansasii และ M. bovis ภายหลังการตรวจสอบ

ผลผลิตด้วย แถบตรวจ MTB Strip และวิธี Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% พบว่า

ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อแบคทีเรียทุกสายพันธุ์ ยกเว้นเชื้อ M. bovis ซึ่งเป็นเชื้อสมาชิกในกลุ่ม 

MTBC เช่นเดียวกับ M. tuberculosis ดังแสดงในรูปที่ 4.20 และ 4.21 ตามล าดับ 
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รูปที่ 4.20 ผลการทดสอบหาปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนของเทคนิค M-RPA เมื่อ
ตรวจสอบผลผลิตด้วยแถบตรวจ MTB Strip  
 

จากรูปที่ 4.20 แถบตรวจ 1-12 และ 14 คือ ดีเอ็นต้นแบบของเชื้อ A. baumannii, H. 

influenzae, K. pneumoniae, M. catarrhalis, P. aeruginosa, S. pneumoniae, S. pyogenes, 

M. avium, M. intracellulare, M. gordonae, M. kansasii, M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC H37Rv ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก และ M. bovis ตามล าดับ และแถบตรวจ 13 และ 15 คือ น้ า

กลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ สามารถอ่านผลของแถบตรวจทุกแถบได้เนื่องจาก
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ต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง แถบตรวจ 12  และ 14 ให้การอ่านผลเป็นผลบวก เนื่องจากพบ

แถบสีแดงท่ีต าแหน่ง Test line แถบตรวจอื่น ๆ ให้การอ่านผลเป็นผลลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงที่

ต าแหน่ง Test line 

รูปที่ 4.21 ผลการทดสอบหาปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนของเทคนิค M-RPA เมื่อ
ตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธ ีAgarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% 

 

จากรูปที่ 4.21 แถว L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1-12 และ 15 คือ ดีเอ็นต้นแบบ

ของเชื้อ A. baumannii, H. influenzae, K. pneumoniae, M. catarrhalis, P. aeruginosa, S. 

pneumoniae, S. pyogenes, M. avium, M. intracellulare, M. gordonae, M. kansasii, M. 

tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก และ M. bovis ตามล าดับ 

และแถบตรวจ 13 และ 14 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ พบแถบผลผลิตของ 

IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp ในแถวที่ 12 และ 15 ในขณะ

ที่แถวอ่ืน ๆ ไม่พบแถบผลผลิตของทั้งสอง IS 
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7. ผลการทดสอบความคงตัวของผลที่ปรากฏอยู่บนแถบตรวจ MTB Strip 
เมื่อน าแถบตรวจ MTB Strip จุ่มเพ่ือตรวจสอบผลผลิต M-RPA ที่เกิดจากเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์ ATCC H37Rv ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก และน้ ากลั่น

บริสุทธิ์ปราศจากเชื้อซึ่งเป็นตัวควบคุมลบ และท าการอ่านผลในระยะเวลา 1 6 12 24 ชั่วโมง 1 2 3 

สัปดาห์ และ 1 3 เดือน เพ่ือทดสอบความคงตัวของผลที่ปรากฏอยู่บนแถบตรวจ พบว่าความคงตัวของ

แถบสีแดงท่ีต าแหน่ง Test line และ Control line บนแถบตรวจ MTB Strip สามารถอยู่นานถึง 3 

เดือน ซึ่งยังคงอ่านผลได้อย่างชัดเจน และไม่พบผลบวกผลปลอมเกิดขึ้นในตัวควบคุมลบ ดังแสดงในรูป

ที่ 4.22 

รูปที่ 4.22 ผลการทดสอบความคงตัวของผลที่ปรากฏอยู่บนแถบตรวจ MTB Strip หลังจากตรวจสอบ 
ผลผลิต M-RPA และถูกจัดเก็บเป็นระยะเวลาต่าง ๆ  

 

จากรูปที่ 4.22 แถบตรวจ 1-16 ซึ่งถูกเก็บในที่ทึบแสงภายใต้อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 1 6 12 

24 ชั่วโมง 1 2 3 สัปดาห์ และ 1 3 เดือน ตามล าดับ สามารถอ่านผลทุกแถบได้เนื่องจากต าแหน่ง 

Control line พบแถบสีแดง  แถบตรวจ 1 3 5 7 9 11 13 และ 15 เป็นผลการทดสอบของตัวควบคุม

บวก ให้การอ่านผลเป็นผลบวก เนื่องจากพบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line แถบตรวจ 2 4 6 8 10 

12 และ 14 เป็นผลการทดสอบของตัวควบคุมลบ ให้การอ่านผลเป็นผลลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดง

ที่ต าแหน่ง Test line 
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8. การทดสอบอายุการเก็บรักษาของแถบตรวจ MTB Strip 
ภายหลังน าผลผลิต M-RPA ที่ผ่านการตรวจสอบด้วย Agarose gel electrophoresis ความ

เข้มข้น 2.5% และพบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 (รูปที่ 4.10) มาใช้ทดสอบแถบตรวจ MTB 

Strip ที่จัดเก็บในอุณหภูมิและระยะเวลาต่าง ๆ พบว่าแถบตรวจมีอายุการเก็บรักษาสูงสุด คือ 6 เดือน 

ภายใต้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยมีรายละเอียดดังนี้  

1) ที่อายุการเก็บรักษาที่ 1 2 3 4 5 และ 6 เดือน ภายใต้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สามารถ

ตรวจสอบและอ่านผลที่ปรากฏเป็นแถบสีแดงชัดเจนที่ต าแหน่ง Test line และ Control line เมื่อเก็บ

รักษาถึงเดือนที่ 6 (รูปที่ 4.23) 

2) ที่อายุการเก็บรักษาที่ 1 2 3 4 5 และ 6 เดือน ที่อุณหภูมิห้องไม่เกิน 30 องศาเซลเซียส 

สามารถตรวจสอบและอ่านผลที่ปรากฏเป็นแถบสีแดงชัดเจนที่ต าแหน่ง Test line และ Control line 

เมื่อเก็บรักษาถึงเดือนที่ 2 และแถบสีแดงของต าแหน่งทั้งสองเริ่มจางลง เมื่อเก็บรักษาในเดือนที่ 4-6 

(รูปที่ 4.24) 

3) ที่อายุการเก็บรักษาจ าลองที่ 1 1.5 2 และ 3 ปี ไม่สามารถอ่านผลได้เนื่องจากไม่พบ แถบ

สีแดงที่ต าแหน่ง Control line ของแถบตรวจที่ถูกเก็บรักษาในแต่ละช่วงเวลา และพบเพียงแถบสีแดง

จางในต าแหน่ง Test line เมื่อเก็บรักษาในปีที่ 1 (รูปที่ 4.25)  
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รูปที่ 4.23 ผลการทดสอบอายุการเก็บรักษาของแถบตรวจ MTB Strip ที่ถูกจัดเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ในระยะเวลา 1 2 3 4 5 และ 6 เดือน ก่อนน าไปใช้ตรวจสอบผลผลิต M-RPA  

 

จากรูปที่ 4.23 แถบตรวจ 1-12 ซึ่งถูกจัดเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1 2 3 4 

5 และ 6 เดือน ตามล าดับ สามารถอ่านผลทุกแถบได้เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง  

แถบตรวจ 1 3 5 7 9 และ 12 เป็นผลการทดสอบของตัวควบคุมบวก ให้การอ่านผลเป็นผลบวก 

เนื่องจากพบแถบสีแดงจาง ๆ  ที่ต าแหน่ง Test line แถบตรวจ 2 4 6 8 10 และ 11 เป็นผลการทดสอบ

ของตัวควบคุมลบ ให้การอ่านผลเป็นผลลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงท่ีต าแหน่ง Test line 
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รูปที่ 4.24 ผลการทดสอบอายุการเก็บรักษาของแถบตรวจ MTB Strip ที่ถูกจัดเก็บที่อุณหภูมิห้อง ไม่

เกิน 30 องศาเซลเซียส ในระยะเวลา 1 2 3 4 5 และ 6 เดือน ก่อนน าไปใช้ตรวจสอบผลผลิต M-RPA  

 

จากรูปที่ 4.24 แถบตรวจ 1-12 ซึ่งถูกจัดเก็บท่ีอุณหภูมิห้องไม่เกิน 30 องศาเซลเซียส เป็น

ระยะเวลา 1 2 3 4 5 และ 6 เดือน ตามล าดับ สามารถอ่านผลทุกแถบได้เนื่องจากต าแหน่ง Control 

line พบแถบสีแดง  แถบตรวจ 1 3 5 7 9 และ 11 เป็นผลการทดสอบของตัวควบคุมบวก ให้การอ่าน

ผลเป็นผลบวก เนื่องจากพบแถบสีแดงจาง ๆ ที่ต าแหน่ง Test line แถบตรวจ 2 4 6 8 10 และ 12 

เป็นผลการทดสอบของตัวควบคุมลบ ให้การอ่านผลเป็นผลลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง 

Test line 
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รูปที่ 4.25 ผลการทดสอบอายุการเก็บรักษาของแถบตรวจ MTB Strip ที่ถูกเก็บรักษาในสภาวะตึง

เครียด เพื่อจ าลองการจัดเก็บที่อุณหภูมิห้อง ในระยะเวลา 1 1.5 2 และ 3 ปี ก่อนน าไปใช้ตรวจสอบ

ผลผลิต M-RPA  

 

จากรูปที่ 4.25 แถบตรวจ 1-8 ซึ่งถูกจ าลองการจัดเก็บที่อุณหภูมิห้อง ในระยะเวลา 1 1.5 2 และ 

3 ปี ตามล าดับ ไม่สามารถอ่านผลทุกแถบได้เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Control line แม้ว่า

แถบตรวจ 1 พบแถบสีแดงจางที่ต าแหน่ง Test line ซึ่งเป็นผลการทดสอบของตัวควบคุมบวก ในขณะ

ที่แถบตรวจ 3 5 และ 7 ซึ่งเป็นผลการทดสอบของตัวควบคุมบวก และแถบตรวจ 2 4 6 และ 8 ซึ่งเป็น

ผลการทดสอบของตัวควบคุมลบ ไม่พบแถบสีแดง 

 

9. ผลการวินิจฉัยกับตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ MTBC และ NTM ด้วย
ปฏิกิริยา M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip 
เมื่อน าเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip มาวินิจฉัยตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้จาก

โคโลนีของเชื้อ MTBC จ านวน 100 ตัวอย่าง และโคโลนีของเชื้อ NTM จ านวน 30 ตัวอย่าง และท า

การประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้น โดยเปรียบเทียบผลการตรวจสอบผลผลิตกับวิธี Agarose gel 

electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% และเปรียบเทียบการวินิจฉัยจ าแนกเชื้อกับด้วยชุดตรวจ

แอนติเจน MPT 64 และเทคนิค Sanger DNA Sequencing รูปที่ 4.26 - 4.29 แสดงผลของการเพิ่ม
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ปริมาณสารพันธุกรรมของ MTBC และ NTM โดยเทคนิค M-RPA ที่ถูกตรวจสอบผลผลิตโดย MTB 

Strip และวิธี Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5 % พบว่าสามารถจ าแนกเชื้อ MTBC 

และอ่านผลได้อย่างชัดเจน 

รูปที่ 4.26 ผลการวินิจฉัยตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากเชื้อ MTBC ด้วยเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบ

ตรวจ MTB Strip  

 

จากรูปที่ 4.26 แถบตรวจ 1-10 คือ ดีเอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ MTBC ให้ผลปฏิกิริยา

เป็นบวก เนื่องจากมีการปรากฏแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line และ Control line แถบตรวจ 11 คือ 

ดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก ให้ผล

ปฏิกิริยาเป็นบวก เนื่องจากมีการปรากฏแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line และ Control line และแถบ

ตรวจ 12 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อซึ่งเป็นตัวควบคุมลบ ให้ผลปฏิกิริยาเป็นลบ เนื่องจากไม่มี

การปรากฏแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line 
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รูปที่ 4.27 ผลการวินิจฉัยตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากเชื้อ MTBC ด้วยเทคนิค M-RPA ร่วมกับการ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธ ีAgarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5%  

 

จากรูปที่ 4.27 แถว L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1-10 คือ ดีเอ็นเอของเชื้อ 

MTBC พบแถบผลผลิต พบแถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 

เท่ากับ 250 bp แถวที่ 11 คือ ดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv 

ซึ่งเปน็ตัวควบคุมบวก พบแถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 

เท่ากับ 250 bp และแถวที่ 12 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อ ซึ่งเป็นตัวควบคุมลบ ไม่พบแถบ

ผลผลิตของทั้งสอง IS 

รูปที่ 4.28 ผลการวินิจฉัยตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากเชื้อ NTM ด้วยเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ 
MTB Strip 
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จากรูปที่ 4.28 แถบตรวจ 1-10 คือ ดีเอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ ให้ผลปฏิกิริยาเป็นลบ 

เนื่องจากไม่มีการปรากฏแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line แถบตรวจ 11 คือ ดีเอ็นเอของเชื้อ M. 

tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก ให้ผลปฏิกิริยาเป็นบวก 

เนื่องจากมีการปรากฏแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line และ Control line และแถบตรวจ 12 คือ น้ า

กลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ให้ผลปฏิกิริยาเป็นลบ เนื่องจากไม่มีการปรากฏแถบสีแดง

ในต าแหน่ง Test line 

รูปที่ 4.29 ผลการวินิจฉัยตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากเชื้อ NTM ด้วยเทคนิค M-RPA ร่วมกับการ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธ ีAgarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5 

 

จากรูปที่ 4.29 แถว L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจาก

เชื้อ ซึ่งเป็นตัวควบคุมลบ ไม่พบแถบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 แถวที่ 2 คือ ดีเอ็นเอของเชื้อ 

M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก พบแถบผลผลิตของ 

IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp และแถวที่ 3-12 คือ ดีเอ็นเอ

ของเชื้อ NTM ไม่พบแถบผลผลิตของทั้งสอง IS 

 

เทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip สามารถตรวจพบ MTBC ได้ทั้งหมด 100 ตัวอย่าง 

(100%) ซึ่งให้ผลตรงกับการวินิจฉัยเชื้อด้วยชุดตรวจแอนติเจน MPT 64 ในขณะที่ให้ผลการตรวจที่

เป็นลบ (ตรวจไม่พบ MTBC) กับเชื้ออีก 30 ตัวอย่างที่ถูกยืนยันว่าเป็น NTM ด้วยเทคนิค Sanger DNA 

Sequencing เมื่อตรวจสอบผลผลิต M-RPA ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 

2.5% สามารถตรวจพบ MTBC ได้ทั้งหมด 97 จาก 100 ตัวอย่าง (97%) และให้ผลการตรวจที่เป็นลบ 

(ตรวจไม่พบ MTBC) จ านวน 33 ตัวอย่าง (ตารางท่ี 4.5) 
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ตารางที่ 4.5 เปรียบเทียบผลการวินิจฉัย MTBC กับดีเอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ ด้วยเทคนิค 
M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip และตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis 
ความเข้มข้น 2.5%  

ผลการตรวจสอบผลผลิต M-RPA  ตรวจพบ MTBC ตรวจไม่พบ MTBC รวม 

แถบตรวจ MTB Strip 100 30 130 

วิธี Agarose gel electrophoresis 97 33 130 

 

10. ผลการวินิจฉัยวัณโรคจากตวัอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจเสมหะด้วยปฏิกิริยา M-
RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip 
ก่อนการวินิจฉัยวัณโรคจากสิ่งส่งตรวจเสมหะ ได้ท าการหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา M-

RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip ก่อนน าสภาวะดังกล่าวไปใช้กับดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจ ซึ่ง

มีคุณภาพและปัจจัยรบกวนจากสิ่งส่งตรวจแตกต่างดีเอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนี ซึ่งในข้ันตอนการ

ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสม และข้ันตอนการวินิจฉัยวัณโรคจากสิ่งส่งตรวจ ได้ใช้ตัวควบคุมซึ่ง

ประกอบไปด้วย ดีเอ็นเอต้นแบบของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์ ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุม

บวก น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ร่วมกับดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะของผู้ป่วยที่

ผ่านการทดสอบการย้อมสีทนกรดได้ผลเป็นบวกระดับ Scanty, 1+, 2+ และ 3+ (ซึ่งในการศึกษานี้

เรียกว่า AFB scanty DNA, AFB 1+ DNA, , AFB 2+ DNA และ , AFB 3+ DNA ตามล าดับ) เป็นตัว

ควบคุมบวกของระดับต่าง ๆ และดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะของผู้ป่วยที่ไม่ได้ถูกส่งมารับการ

วินิจฉัยวัณโรค ซึ่งมีผลการทดสอบการย้อมสีทนกรดเป็นลบและไม่พบดีเอ็นเอของ MTBC หรือ NTM 

เมื่อถูกยืนยันด้วยเครื่อง Real-time PCR รุ่น CFX96 Dx System และเรียกว่า AFB 0 DNA เป็นตัว

ควบคุมลบอีกประเภท  

10.1. ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการวินิจฉัยวัณโรคจากดีเอ็นเอที่สกัดสิ่งส่ง
ตรวจเสมหะ ด้วยปฏิกิริยา M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip 

ผลการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการวินิจฉัยวัณโรคจากดีเอ็นเอที่สกัดสิ่ง

ส่งตรวจเสมหะ มีรายละเอียดดังนี้ 
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10.1.1. ผลการทดสอบหาอัตราส่วนระหว่างผลผลิต M-RPA กับสารละลาย PBS ที่
เหมาะสมส าหรับแถบตรวจ MTB Strip 

ภายหลังท าปฏิกิริยา M-RPA โดยใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอข้างต้นปริมาตร 1 µl มาท า

ปฏิกิริยา M-RPA โดยใช้สภาวะจากข้อ 4.7 ในบทวิธีการด าเนินวิจัย น าผลผลิต M-RPA มาเจือจางกับ

สารละลาย PBS ให้มีอัตราส่วนเท่ากับ 1:3 1:5 และ 1:10 (M-RPA:PBS) ในปริมาตรรวม 150 µl เมื่อ

จุ่มแถบตรวจ MTB Strip ในสารละลาย ระยะเวลา 15 นาท ี และอ่านผลด้วยตาเปล่า พบว่าในทุก

อัตราส่วน สามารถสังเกตเห็นแถบสีแดงปรากฏขึ้นชัดเจนที่ต าแหน่ง Control line ในขณะที่

สังเกตเห็นแถบสีแดงจางในปรากฏขึ้นที่ต าแหน่ง Test line ทั้งของตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบ 

โดยที่อัตราส่วน 1:3 มีแถบสีแดงชัดเจนที่สุด ดังนั้นจึงเลือกอัตราส่วนการเจือจางเท่ากับ 1:3 (รูป 4.30) 

ส าหรับใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป  

รูปที่ 4.30 ผลการตรวจสอบผลผลิต M-RPA จากการวินิจฉัยดีเอ็นเอที่สกัดสิ่งส่งตรวจเสมหะบนแถบ
ตรวจ MTB Strip ที่ใช้อัตราส่วนถูกเจือจางผลผลิต M-RPA กับสารละลาย PBS เท่ากับ 1:3 1:5 และ 
1:10 (M-RPA:PBS)  
 

จากรูปที่ 4.30 แถบตรวจ 1-5 ทดสอบของอัตราส่วนเจือจางเท่ากับ 1:3 สามารถอ่าน

ผลได้เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง  โดยแถบตรวจ 1 คือ ดีเอ็นเอของเชื้อ M. 

tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก ให้ผลเป็นบวก เนื่องจากมีพบ

แถบสีแดงในต าแหน่ง Test line แถบตรวจ 2 คือ คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อซึ่งเป็นตัวควบคุม

ลบ ให้ผลเป็นลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line แถบตรวจ 3-5 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่ง
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ตรวจเสมหะที่ให้ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ 2+ และ 3+ ตามล าดับ ให้ผลเป็นบวก เนื่องจากมีพบ

แถบสีแดงในต าแหน่ง Test line  

แถบตรวจ 6-12 คือ ทดสอบของอัตราส่วนเจือจางเท่ากับ 1:5 สามารถอ่านผลได้

เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง  โดยแถบตรวจ 6 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่

ให้ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ แถบตรวจ 7 คือ ดีเอ็นดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทน

กรดเป็นลบ แถบตรวจ 8 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ให้ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 3+ แถบ

ตรวจ 9 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ให้ผลการย้อมสีทนกรดเป็น Scanty และแถบตรวจ 12 คือ 

น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ทั้งหมดให้ผลเป็นลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงที่

ต าแหน่ง Test line ในขณะที่แถบตรวจ 10 และ 11 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ให้ผลการย้อม

สีทนกรดเป็น 2+ และดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ซึ่งเป็นตัว

ควบคุมบวก ตามล าดับ ให้ผลเป็นบวก เนื่องจากมีพบแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line 

แถบตรวจ 13-17 ทดสอบของอัตราส่วนเจือจางเท่ากับ 1:10 สามารถอ่านผลได้

เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง โดยแถบตรวจ 13-15 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจ

เสมหะที่ให้ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+, 2+ และ 3+ ตามล าดับ และแถบตรวจ 17 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์

ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ทั้งหมดให้ผลเป็นลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line 

แถบตรวจ 16 คือ ดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv ให้ผลเป็นบวก 

เนื่องจากมีพบแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line 

10.1.2. การทดสอบปริมาตรของดีเอ็นเอที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ภายหลังด าเนินปฏิกิริยา M-RPA โดยใช้ดีเอ็นเอของตัวอย่างควบคุมข้างต้นที่

ปริมาตรเท่ากับ 1 2 5 และ 10 µl ตรวจสอบผลผลิตด้วยแถบตรวจ MTB Strip โดยเจือจางผลผลิตกับ 

PBS ในอัตราส่วน 1:3 จุ่มแถบตรวจ 15 นาทีและอ่านผลด้วยตาเปล่า พบว่าดีเอ็นเอทุกปริมาตร

สามารถสังเกตเห็นแถบสีแดงปรากฏขึ้นชัดเจนที่ต าแหน่ง Control line ในขณะที่สังเกตเห็นแถบสี

แดงจางในปรากฏขึ้นที่ต าแหน่ง Test line ของตัวควบคุมบวกแต่ละประเภท และไม่เห็นแถบสีแดงใน

ปรากฏขึ้นที่ต าแหน่ง Test line ของตัวควบคุมลบทุกประเภท (รูป 4.31)  ในขณะที่เมื่อท าการ

ตรวจสอบผลผลิต M-RPA ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% พบผลการเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรมของ IS1081 และ IS6110 (รูปที่ 4.32) ดังนั้นจึงเลือกปริมาตรดีเอ็นเอท่ี 5 µl ซ่ึง
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สามารถเห็นผลการทดสอบบวก และเกิดผลบวกปลอมน้อยที่สุด และให้ผลสอดคล้องกับการ

ตรวจสอบด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis ส าหรับใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 

รูปที่ 4.31 ผลการตรวจสอบผลผลิต M-RPA จากการวินิจฉัยดีเอ็นเอที่สกัดสิ่งส่งตรวจเสมหะบนแถบ
ตรวจ MTB Strip ที่ใช้ดีเอ็นเอต้นแบบปริมาตรเท่ากับ 1 2 5 และ 10 µl  
 

จากรูปที่ 4.31 แถบตรวจ 1-7 ทดสอบกับดีเอ็นเอปริมาตรเท่ากับ 1 µl สามารถอ่าน

ผลได้เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง โดยแถบตรวจ 1 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจาก

เชื้อเป็นตัวควบคุมลบ แถบตรวจ 3 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็นลบ 

และแถบตรวจ 5 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 2+ ทั้งหมดให้ผลเป็น

ลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line แถบตรวจ 2 คือ ดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบตรวจ 4 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะ

ที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ แถบตรวจ 6 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรด

เป็น 3+ และแถบตรวจ 7 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น Scanty 

ทั้งหมดให้ผลเป็นบวก เนื่องจากมีพบแถบสีแดงจางในต าแหน่ง Test line 
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แถบตรวจ 8-13 คือ ทดสอบกับดีเอ็นเอปริมาตรเท่ากับ 2 µl สามารถอ่านผลได้

เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง โดยแถบตรวจ 8 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็น

ตัวควบคุมลบ และแถบตรวจ 13 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็นลบ 

ทั้งหมดให้ผลเป็นลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line ในขณะที่แถบตรวจ 9 คือ ดีเอ็น

เอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบตรวจ 10 คือ 

ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ แถบตรวจ 11 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจ

เสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 3+ และแถบตรวจ 12 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการ

ย้อมสีทนกรดเป็น 2+ ทั้งหมดให้ผลเป็นบวก เนื่องจากมีพบแถบสีแดงจางในต าแหน่ง Test line  

แถบตรวจ 14-20 คือ ทดสอบกับดีเอ็นเอปริมาตรเท่ากับ 5 µl สามารถอ่านผลได้

เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง โดยแถบตรวจ 14 คือ น้ าบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัว

ควบคุมลบ และแถบตรวจ 16 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็นลบ ทั้งหมด

ให้ผลเป็นลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงท่ีต าแหน่ง Test line ในขณะที่แถบตรวจ 15 คือ ดีเอ็นเอจาก

เชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบตรวจ 17-20 คือ ดี

เอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+, 2+, 3+ และ Scanty ตามล าดับ ทั้งหมด

ให้ผลเป็นบวก เนื่องจากมีพบแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line 

แถบตรวจ 21-27 คือ ทดสอบกับดีเอ็นเอปริมาตรเท่ากับ 10 µl สามารถอ่านผลได้

เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง โดยแถบตรวจ 21 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อ

เป็นตัวควบคุมลบ แถบตรวจ 23 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็นลบ แถบ

ตรวจ 24 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ และแถบตรวจ 25 คือดีเอ็น

เอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 2+ ทั้งหมดให้ผลเป็นลบ เนื่องจากไม่พบแถบสี

แดงท่ีต าแหน่ง Test line ในขณะที่แถบตรวจ 22 คือ ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบตรวจ 26 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการ

ย้อมสีทนกรดเป็น 3+ และแถบตรวจ 27 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 

Scanty ทั้งหมดให้ผลเป็นบวก เนื่องจากมีพบแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line 
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รูปที่ 4.32 ผลการตรวจสอบผลผลิต M-RPA จากการวินิจฉัยดีเอ็นเอที่สกัดสิ่งส่งตรวจเสมหะด้วยวิธ ี

Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% ที่ใช้ดีเอ็นเอต้นแบบปริมาตรเท่ากับ 1 2 5 และ 

10 µl  

 
จากรูปที่ 4.32 แถว L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1-7 ทดสอบกับดี

เอ็นเอปริมาตรเท่ากับ 1 µl โดยแถวที่ 1 คือ น้ าบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ แถวที่ 3 คือ ดี

เอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็นลบ และแถวที่ 6 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจ

เสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 3+ ไม่พบแถบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 ในขณะที่แถวที่ 2 

คือ ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก และแถว

ที่ 4 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ พบแถบผลผลิตของ IS1081 

เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp ส าหรับแถวที่ 5 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่ง

ตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 2+ และแถวที่ 7 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะให้ผลการ

ย้อมสีทนกรดเป็น Scanty พบแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp เท่านั้น 

แถวที่ 8-13 คือ ทดสอบกับดีเอ็นเอปริมาตรเท่ากับ 2 µl โดยแถวที่ 8 คือ น้ ากลั่น

บริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ แถวที่ 10 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทน

กรดเป็น 1+ และแถวที่ 13 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะท่ีผลการย้อมสีทนกรดเป็นลบ ไม่พบแถบ
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ผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 ในขณะที่แถวที่ 9 คือ ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถวที่ 11 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการ

ย้อมสีทนกรดเป็น 3+ และแถวที่ 12 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 2+ 

พบแถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp 

แถวที่ 14-20 คือ ทดสอบกับดีเอ็นเอปริมาตรเท่ากับ 5 µl โดยแถวที่ 14 คือ น้ า

บริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ และแถวที่ 16 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อม

สีทนกรดเป็นลบ ไม่พบแถบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 และมีแถบผลผลิตไม่จ าเพาะเกิดขึ้น 

แถวที่ 19 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 3+ ไม่พบแถบผลผลิตของ IS

ทั้งสอง ในขณะที่แถวที่ 15 คือ ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv 

เป็นตัวควบคุมบวก แถวที่ 17 ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ พบแถบ

ผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp แถวที่ 18 คือ ดี

เอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 2+ และแถวที่ 20 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจ

เสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น Scanty พบแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp เท่านั้น 

แถวที่ 21-27 คือ ทดสอบกับดีเอ็นเอปริมาตรเท่ากับ 10 µl โดยแถวที่ 21 คือ น้ า

กลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ และแถวที่ 23 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการ

ย้อมสีทนกรดเป็นลบ ไม่พบแถบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 และมีแถบผลผลิตไม่จ าเพาะเกิดขึ้น

ในแถวที่ 21 ในขณะที่แถวที่ 22 คือ ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 

H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถวที่ 24 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ 

แถวที่ 25 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 2+ แถวที่ 26 คือ ดีเอ็นเอจาก

สิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 3+ และแถวที่ 27 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผล

การย้อมสีทนกรดเป็น Scanty พบแถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ

IS6110 เท่ากับ 250 bp และมีแถบผลผลิตไม่จ าเพาะเกิดขึ้นในแถวที่ 26  

10.1.3. ผลการทดสอบหาความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ IS1081 ที่เหมาะสมในการ
ท าปฏิกิริยา 

ในการท าปฏิกิริยา M-RPA เบื้องต้นกับตัวอย่างดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะ ที่

ตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis มีแถบผลผลิตของ IS1081 จางมากกว่าแถบ
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ผลผลิต IS6110 จึงมีหาการสภาวะที่เหมาะของไพรเมอร์ IS1081 โดยการเพ่ิมความเข้มข้นสุดท้าย 

Forward primer และ Reverse primer เป็น 1 เท่า ซึ่งเท่ากับ 0.24 µM ด าเนินปฏิกิริยา M-RPA 

ตามผลสภาวะที่พัฒนา และตรวจสอบผลผลิตด้วยแถบตรวจ MTB Strip ที่พัฒนาและถูกผลิตขึ้น 

ระยะเวลา 15 นาที และท าการอ่านผลด้วยตาเปล่า เปรียบเทียบการตรวจสอบผลผลิต M-RPA กับวิธ ี

Agarose gel electrophoresis ให้มีผลสอดคล้องกัน ผลการทดสอบพบว่าความเข้มข้นสุดท้ายของ

ไพรเมอร์ IS1081 เท่ากับ 0.24 µM พบแถบสีแดงบนแถบตรวจ MTB Strip ดังแสดงในรูปที่ 4.33และ

แถบผลผลิตใน Agarose gel มีแถบผลผลิตที่เข้มในต าแหน่ง IS1081 ดังแสดงในรูปที่ 4.34 ดังนั้นจึง

เลือกความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ IS1081 เท่ากับ 0.24 µM น าไปพัฒนาต่อไป 

 

รูปที่ 4.33 ผลการตรวจสอบผลผลิต M-RPA จากการวินิจฉัยดีเอ็นเอที่สกัดสิ่งส่งตรวจเสมหะบนแถบ
ตรวจ MTB Strip ที่ใช้เข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ IS1081 เท่ากับ 0.24 µM  

 

จากรูปที่ 4.33 แถบตรวจ 1-7 ซึ่งตรวจสอบผลผลิต M-RPA ที่ใช้ความเข้มข้นไพร

เมอร์ IS1081 เท่ากับ 0.24 µM สามารถอ่านผลได้เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง โดย

แถบตรวจ 1 คือ น้ าบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ แถบตรวจ 3 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจ

เสมหะทีผ่ลการย้อมสีทนกรดเป็นลบ และแถบตรวจ 7 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อม

สีทนกรดเป็น Scanty ให้ผลเป็นลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line ในขณะที่แถบ

ตรวจ 2 คือ ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก 

ให้ผลเป็นบวก เนื่องจากมีพบแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line ส าหรับแถบตรวจ 4 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่ง
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ส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ แถบตรวจ 5 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการ

ย้อมสีทนกรดเป็น 2+ และแถบตรวจ 6 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 

3+ ให้ผลเป็นบวก เนื่องจากมีพบแถบสีแดงจางในต าแหน่ง Test line 

รูปที่ 4.34 ผลการตรวจสอบผลผลิต M-RPA จากการวินิจฉัยดีเอ็นเอที่สกัดสิ่งส่งตรวจเสมหะด้วยวิธี 
Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% ที่ใช้เข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ IS1081 เท่ากับ 
0.24 µM  

 

จากรูปที่ 4.34 L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp ความเข้มข้นไพรเมอร์ IS1081 

เท่ากับ 0.24 µM โดยแถวที่ 1 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ แถวที่ 3 คือ ดีเอ็น

เอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็นลบ และแถวที่ 5 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะ

ที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 2+ ไม่พบแถบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 และมีแถบผลผลิตไม่

จ าเพาะเกิดขึ้น แถวที่ 1 พบแถบผลผลิตที่ไม่จ าเพาะเกิดขึ้น ในขณะที่แถวที่ 2 คือ ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. 

tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถวที่ 4 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่ง

ตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ แถวที่ 6 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสี

ทนกรดเป็น 3+ และแถวที่ 7 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น Scanty พบ

แถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp 

10.1.4. ผลการทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ภายหลังด าเนินปฏิกิริยา M-RPA โดยใช้ดีเอ็นเอของตัวอย่างควบคุมข้างต้นที่

ปริมาตรเท่ากับ 5 µl ใช้ความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ IS1081 เท่ากับ 0.24 µM และไพรเมอร์ 
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IS6110 เท่ากับ 0.12 µM บ่มที่ระยะเวลา 15 20 25 และ 30 นาท ีตรวจสอบผลผลิตด้วยแถบตรวจ 

MTB Strip โดยเจือจางผลผลิตกับ PBS ในอัตราส่วน 1:3 จุ่มแถบตรวจ 15 นาทีและอ่านผลด้วยตา

เปล่า พบว่าทุกระยะเวลาบ่มสามารถสังเกตเห็นแถบสีแดงปรากฏขึ้นชัดเจนที่ต าแหน่ง Control line 

ในขณะที่สังเกตเห็นแถบสีแดงในปรากฏขึ้นที่ต าแหน่ง Test line ของตัวควบคุมบวกทุกประเภท และ

ไม่เห็นแถบสีแดงในปรากฏขึ้นที่ต าแหน่ง Test line ของตัวควบคุมลบทุกประเภท (รูป 4.35) ในขณะ

ที่เมื่อท าการตรวจสอบผลผลิต M-RPA ด้วยวิธ ีAgarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% 

พบผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ IS1081 และ IS6110 (รูป 4.36) ดังนั้นจึงเลือกระยะเวลาบ่ม

ที่ 25 นาที ซึ่งสามารถเห็นผลการทดสอบบวก และเกิดผลบวกปลอมน้อยที่สุด และให้ผลสอดคล้องกับ

การตรวจสอบด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis ส าหรับใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 
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รูปที่ 4.35 ผลการตรวจสอบผลผลิต M-RPA จากการวินิจฉัยดีเอ็นเอที่สกัดสิ่งส่งตรวจเสมหะบนแถบ

ตรวจ MTB Strip ที่ระยะเวลาบ่ม 15 20 25 และ 30 นาที  

 

จากรูปที่ 4.35 แถบตรวจ 1-7 ตรวจสอบผลผลิต M-RPA ที่ใช้ระยะเวลาบ่ม 15 นาท ี

สามารถอ่านผลได้เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง โดยแถบตรวจ 1 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์

ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ และแถบตรวจ 2 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทน

กรดเป็นลบ ให้ผลเป็นลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line ในขณะที่แถบตรวจ 3 คือ ดี

เอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบตรวจ 4-

7 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ 2+ 3+ และ Scanty ตามล าดับ 

ทั้งหมดให้ผลเป็นบวก เนื่องจากมีพบแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line 

แถบตรวจ 8-14 คือ ตรวจสอบผลผลิต M-RPA ที่ใช้ระยะเวลาบ่ม 20 นาที สามารถ

อ่านผลได้เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง โดยแถบตรวจ 8 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์

ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ และแถบตรวจ 9 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทน
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กรดเป็นลบ ให้ผลเป็นลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line ในขณะที่แถบตรวจ 10 คือ 

ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบตรวจ 

11-14 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ 2+ 3+ และ Scanty 

ตามล าดับ ทั้งหมดให้ผลเป็นบวก เนื่องจากมีพบแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line 

แถบตรวจ 15-21 คือ ตรวจสอบผลผลิต M-RPA ที่ใช้ระยะเวลาบ่ม 25 นาที สามารถ

อ่านผลได้เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง โดยแถบตรวจ 15 คือ น้ าบริสุทธิ์ปราศจาก

เชื้อเป็นตัวควบคุมลบ และแถบตรวจ 16 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น

ลบ ให้ผลเป็นลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line ในขณะที่แถบตรวจ 17 คือ ดีเอ็นเอ

จากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบตรวจ 18-21 

คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ 2+ 3+ และ Scanty ตามล าดับ 

ทั้งหมดให้ผลเป็นบวก เนื่องจากมีพบแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line 

แถบตรวจ 22-28 คือ ตรวจสอบผลผลิต M-RPA ที่ใช้ระยะเวลาบ่ม 30 นาที สามารถ

อ่านผลได้เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง โดยแถบตรวจ 22 คือ น้ าบริสุทธิ์ปราศจาก

เชื้อเป็นตัวควบคุมลบ และแถบตรวจ 23 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น

ลบ ให้ผลเป็นลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line ในขณะที่แถบตรวจ 24 คือ ดีเอ็นเอ

จากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบตรวจ 25-28 

คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ 2+ 3+ และ Scanty ตามล าดับ 

ทั้งหมดให้ผลเป็นบวก เนื่องจากมีพบแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line 
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รูปที่ 4.36 ผลการตรวจสอบผลผลิต M-RPA จากการวินิจฉัยดีเอ็นเอที่สกัดสิ่งส่งตรวจเสมหะด้วยวิธี 

Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% ที่ใช้ระยะเวลาบ่ม 15 20 25 และ 30 นาที  

 

จากรูปที่ 4.36แถว L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1-7 ทดสอบ

ระยะเวลาบ่ม 15 นาที โดยแถวที่ 1 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ แถวที่ 3 คือ ดี

เอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็นลบ และแถวที่ 7 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจ

เสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น Scanty ไม่พบแถบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 และมีแถบ

ผลผลิตไม่จ าเพาะเกิดขึ้นในแถวที่ 1 แถวที่ 2 คือ ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถวที่ 5 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อม

สีทนกรดเป็น 2+ และแถวที่ 6 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 3+ พบ

แถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp ในขณะที่แถว

ที่ 4 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ พบแถบผลผลิตของ IS6110 

เท่ากับ 250 bp เท่านั้น 

แถวที่ 8-14 คือ ทดสอบระยะเวลาบ่ม 20 นาที โดยแถวที่ 8 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์

ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ และแถวที่ 10 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทน
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กรดเป็นลบ ไม่พบแถบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 และมีแถบผลผลิตไม่จ าเพาะเกิดขึ้นในทั้งสอง

แถว ในขณะแถวที่ 9 คือ ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็น

ตัวควบคุมบวก แถวที่ 11 12 13 และ 4 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 

1+ 2+ 3+ และ Scanty ตามล าดับ พบแถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิต

ของ IS6110 เท่ากับ 250 bp 

แถวที่ 15-21 คือ ทดสอบระยะเวลาบ่ม 25 นาที โดยแถวที่ 15 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์

ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ และแถวที่ 17 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทน

กรดเป็นลบ ไม่พบแถบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 และมีแถบผลผลิตไม่จ าเพาะเกิดขึ้นในทั้งสอง

แถว ในขณะแถวที่ 16  คือ ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็น

ตัวควบคุมบวก แถวที่ 18-21 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ 2+ 3+ 

และ Scanty ตามล าดับ พบแถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 

เท่ากับ 250 bp 

แถวที่ 22-28 คือ ทดสอบระยะเวลาบ่ม 30 นาที โดยแถวที่ 22 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์

ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ และแถวที่ 24 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทน

กรดเป็นลบ ไม่พบแถบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 และมีแถบผลผลิตไม่จ าเพาะเกิดข้ึนจ านวน

มากในทั้งสองแถว ในขณะแถวที่ 23 คือ ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 

H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถวที่ 25-28 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 

1+ 2+ 3+ และ Scanty ตามล าดับ พบแถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิต

ของ IS6110 เท่ากับ 250 bp 

10.1.5. ผลการทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ภายหลังด าเนินปฏิกิริยา M-RPA โดยใช้ดีเอ็นเอของตัวอย่างควบคุมข้างต้นที่

ปริมาตรเท่ากับ 10 µl ใช้ความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ IS1081 เทา่กับ 0.24 µM และไพรเมอร์ 

IS6110 เท่ากับ 0.12 µM บ่มที่ระยะเวลา 25 นาที ภายใต้อุณหภูมิ 37 39 และ 41 องศาเซลเซียส 

ตรวจสอบผลผลิตด้วยแถบตรวจ MTB Strip โดยเจือจางผลผลิตกับ PBS ในอัตราส่วน 1:3 จุ่มแถบ

ตรวจ 15 นาทีและอ่านผลด้วยตาเปล่า พบว่าทุกระยะเวลาบ่มสามารถสังเกตเห็นแถบสีแดงปรากฏขึ้น

ชัดเจนที่ต าแหน่ง Control line ในขณะที่สังเกตเห็นแถบสีแดงในปรากฏขึ้นที่ต าแหน่ง Test line ของ
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ตัวควบคุมบวกทุกประเภท และในตัวควบคุมลบบางประเภทที่อุณหภูมิ 39 และ 41 องศาเซลเซียส  

(รูป 4.37) ในขณะที่เมื่อท าการตรวจสอบผลผลิต M-RPA ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis 

ความเข้มข้น 2.5% พบผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ IS1081 และ IS6110 (รูป 4.38) ดังนั้น

จึงเลือกอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ซึ่งสามารถเห็นผลการทดสอบบวกและไม่เกิดผลบวกปลอม และ

ให้ผลสอดคล้องกับการตรวจสอบด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis ส าหรับใช้ในการทดสอบขั้น

ต่อไป 

รูปที่ 4.37 ผลการตรวจสอบผลผลิต M-RPA จากการวินิจฉัยดีเอ็นเอที่สกัดสิ่งส่งตรวจเสมหะบนแถบ
ตรวจ MTB Strip ที่อุณหภูมิ 37 39 และ 41 องศาเซลเซียส  
 

จากรูปที่ 4.37 แถบตรวจ 1-7 ตรวจสอบผลผลิต M-RPA ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส สามารถอ่านผลได้เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง โดยแถบตรวจ 1 คือ น้ า

กลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ แถบตรวจ 2 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการ

ย้อมสีทนกรดเป็นลบ และแถบตรวจ 4 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 

1+ ทั้งหมดให้ผลเป็นลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line แถบตรวจ 3 คือ เอ็นเอจาก

เชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบตรวจ 5 คือ ดีเอ็น

เอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 2+ แถบตรวจ 6 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะ

ที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 3+ และแถบตรวจ 7 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทน

กรดเป็น Scanty ทั้งหมดให้ผลเป็นบวก เนื่องจากมีพบแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line 

แถบตรวจ 8-14 คือ ตรวจสอบผลผลิต M-RPA ที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส 

สามารถอ่านผลได้เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง โดยแถบตรวจ 8 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์
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ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ไม่สามารถแปลผลการตรวจสอบได้ เนื่องจากไม่ปรากฏแถบสีแดงท่ี

ต าแหน่ง Control line ในขณะที่แถบตรวจ 9 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะให้ผลการย้อมสีทน

กรดเป็นลบ ให้ผลเป็นบวกปลอม เนื่องจากมีพบแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line แถบตรวจ 10 คือ ดี

เอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถบตรวจ 

11-14 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ 2+ 3+ และ Scanty 

ตามล าดับ ทั้งหมดให้ผลเป็นบวก เนื่องจากมีพบแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line 

แถบตรวจ 15-21 คือ ตรวจสอบผลผลิต M-RPA ที่อุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส 

สามารถอ่านผลได้เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง โดยแถบตรวจ 15 คือ น้ ากลั่น

บริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ และแถบตรวจ 16 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะให้ผลการ

ย้อมสีทนกรดเป็นลบ ให้ผลเป็นบวกปลอม เนื่องจากมีพบแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line ในขณะที่

แถบตรวจ 17 คือ ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัวควบคุม

บวก แถบตรวจ 18-21 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ 2+ 3+ และ 

Scanty ตามล าดับ ทั้งหมดให้ผลเป็นบวก เนื่องจากมีพบแถบสีแดงในต าแหน่ง Test line 
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รูปที่ 4.38 ผลการตรวจสอบผลผลิต M-RPA จากการวินิจฉัยดีเอ็นเอที่สกัดสิ่งส่งตรวจเสมหะด้วยวิธ ี

Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% ที่ที่อุณหภูมิ 37 39 และ 41 องศาเซลเซียส  

 

จากรูปที่ 4.38 L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1-7 ทดสอบที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส แถวที่ 1 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ และแถวที่ 3 คือ ดีเอ็น

เอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็นลบ ไม่พบแถบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 

ในขณะที่แถวที่ 2 คือ ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็นตัว
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ควบคุมบวก แถวที่ 4 5 6 และ 7 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ 2+ 

3+ และ Scanty ตามล าดับ พบแถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ 

IS6110 เท่ากับ 250 bp 

แถวที่ 8-14 คือ ทดสอบที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส แถวที่ 8 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์

ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ และแถวที่ 10 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทน

กรดเป็นลบ ไม่พบแถบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 และมีแถบผลผลิตไม่จ าเพาะเกิดขึ้นในทั้งสอง

แถว ในขณะที่แถวที่ 9 คือ ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็น

ตัวควบคุมบวก แถวที่ 11 12 13 และ 14 คือ เอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 

1+ 2+ 3+ และ Scanty ตามล าดับ พบแถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิต

ของ IS6110 เท่ากับ 250 bp 

แถวที่ 15-21 คือ ทดสอบที่อุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส แถวที่ 15 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์

ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ และแถวที่ 17 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทน

กรดเป็นลบ ไม่พบแถบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 และมีแถบผลผลิตไม่จ าเพาะเกิดข้ึนจ านวน

มากในทั้งสองแถว ในขณะแถวที่ 16 คือ ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 

H37Rv เป็นตัวควบคุมบวก แถวที่ 18 19 20 และ 21 คือ เอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสี

ทนกรดเป็น 1+ 2+ 3+ และ Scanty ตามล าดับ พบแถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และ

แถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp และมีแถบผลผลิตไม่จ าเพาะเกิดขึ้นในแถวที่ 18 

10.1.6. สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการวินิจฉัยวัณโรคจากดีเอ็นเอที่สกัดสิ่งส่งตรวจเสมหะ 
ด้วยปฏิกิริยา M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip 

จากการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการวินิจฉัยวัณโรคจากดีเอ็นเอที่สกัดสิ่ง

ส่งตรวจเสมหะทั้งหมดข้างต้น ได้ผลสรุปของสภาวะการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ IS1081 และ 

IS6110 ของเชื้อ MTBC และ อัตราส่วนการเจือจางระหว่างผลผลิต M-RPA กับสารละลาย PBS ดังที่

แสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.6 ซึ่งถูกน าไปใช้ในการทดสอบในล าดับต่อไป 
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ตารางที่ 4.6 สรุปสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการวินิจฉัยวัณโรคจากดีเอ็นเอที่สกัดสิ่งส่งตรวจเสมหะ 

การวินิจฉัยวัณโรคจากดีเอ็นเอที่สกัดสิ่งส่งตรวจเสมหะ  สภาวะที่เหมาะสม 

อัตราส่วนระหว่างผลผลิต M-RPA กับสารละลาย PBS 1:3 

ปริมาตรของดีเอ็นเอต้นแบบ 5 µl 

ความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ IS1081 0.24 µM 

ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา M-RPA 25 นาที 

อุณหภูมิในการท าปฏิกิริยา M-RPA 37 องศาเซลเซียส 

 

 

10.2. การวินิจฉัยวัณโรคจากดีเอ็นเอที่สกัดจากสิ่งส่งตรวจเสมหะด้วยเทคนิค M-RPA 
ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip 

 เมื่อน าเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip มาวินิจฉัยตัวอย่างดีเอ็นเอที่

สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจเสมหะ จ านวน 131 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผ่านการวินิจฉัยด้วย

เทคนิคการย้อมสีทนกรด แบ่งเป็นผลการย้อมสีทนกรดให้ผลบวกรวม 78 ตัวอย่าง (ระดับ 3+ 20 

ตัวอย่าง ระดับ 2+ 16 ตัวอย่าง ระดับ 1+ 31 ตัวอย่าง และระดับ Scanty 11 ตัวอย่าง) และผลการ

ย้อมสีทดกรดเป็นลบรวม 53 ตัวอย่าง โดยเปรียบเทียบผลการตรวจสอบผลผลิตกับวิธี Agarose gel 

electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% และเปรียบเทียบการวินิจฉัยจ าแนกเชื้อด้วยการย้อมสีทนกรด

กับเทคนิค Real-time PCR โดยใช้น้ ายา AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection รูปที่ 4.39-

4.40 แสดงผลของการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมโดยเทคนิค M-RPA ที่ถูกตรวจสอบผลผลิตโดย MTB 

Strip และวิธี Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5 % พบว่าสามารถจ าแนกเชื้อ MTBC 

และอ่านผลได้อย่างชัดเจน 
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รูปที่ 4.39 ผลการวินิจฉัยตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดโดยตรงจากสิ่งส่งตรวจเสมหะ ด้วยเทคนิค M-RPA 

ร่วมกับการตรวจสอบผลผลิตด้วยแถบตรวจ MTB Strip  

 

 จากรูปที่ 4.39  สามารถอ่านผลได้เนื่องจากต าแหน่ง Control line พบแถบสีแดง  

 แถบตรวจ 1 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ให้ผลเป็นลบ เนื่องจาก

ไม่พบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line  

 แถบตรวจ 2 คือ ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv 

เป็นตัวควบคุมบวก ให้ผลเป็นบวก เนื่องจากพบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line  

 แถบตรวจ 3 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็นลบ เป็นตัว

ควบคุมลบ ให้ผลเป็นลบ เนื่องจากไม่พบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line  

 แถบตรวจ 4 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น Scanty 

ให้ผลเป็นบวก เนื่องจากพบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line  

 แถบตรวจ 5 7 9 10 และ 11 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรด

เป็น 3+ ให้ผลเป็นบวก เนื่องจากพบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line 

 แถบตรวจ 6 และ 8 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 2+ 

ให้ผลเป็นบวก เนื่องจากพบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line  

 แถบตรวจ 12 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ ให้ผล

เป็นบวก เนื่องจากพบแถบสีแดงที่ต าแหน่ง Test line  
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รูปที่ 4.40 ผลการวินิจฉัยตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดโดยตรงจากสิ่งส่งตรวจเสมหะ ด้วยเทคนิค M-RPA 

ร่วมกับการตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5%  

 

 จากรูปที่ 4.40 แถว L คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp  

 แถวที่ 1 คือ น้ ากลั่นบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ไม่พบแถบผลผลิตของ 

IS1081 และ IS6110  

 แถวที่ 2 คือ ดีเอ็นเอจากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC H37Rv เป็น

ตัวควบคุมบวก พบแถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 

250 bp 

 แถวที่ 3 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็นลบ ที่เป็นตัว

ควบคุมลบ ไม่พบแถบผลผลิตของ IS1081 และ IS6110 และพบแถบผลผลิตที่ไม่จ าเพาะ 

 แถวที่ 4 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น Scanty พบแถบ

ผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp มีลักษณะจาง 

 แถวที่ 5 7 9 10 และ 11 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะท่ีผลการย้อมสีทนกรดเป็น 

3+ พบแถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp 

 แถวที่ 6 และ 8 คือ  ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 2+ พบ

แถบผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp 

 แถวที่ 12 คือ ดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเสมหะที่ผลการย้อมสีทนกรดเป็น 1+ พบแถบ

ผลผลิตของ IS1081 เท่ากับ 173 bp และแถบผลผลิตของ IS6110 เท่ากับ 250 bp 
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 เทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip สามารถวินิจฉัยตัวอย่างดีเอ็นเอที่

สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจเสมหะ โดยตรวจพบ MTBC จ านวน 79 ตัวอย่าง และตรวจไม่พบ MTBC 

จ านวน 52 ตัวอย่าง และเม่ือเปรียบเทียบผลวินิจฉัยกับการตรวจสอบผลผลิต M-RPA ด้วยวิธ ี

Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% การย้อมสีทนกรดและเทคนิค Real-time PCR 

ได้รายละเอียดดังแสดงในตารางที่ 4.7 
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ตารางที่ 4.7 เปรียบเทียบผลการวินิจฉัย MTBC จากตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจเสมหะ 
จ านวน 131 ตัวอย่าง ของเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip กับการตรวจสอบผลผลิต
ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis วิธีการย้อมสีทนกรด และเทคนิค Real-time PCR 

หมายเหตุ   ก คือ ดีเอ็นเอที่เป็น NTM จ านวน 1 ตัวอย่าง จาก 3 ตัวอยา่ง ซ่ึงถูกยืนยันดว้ย Real-time PCR 

 

จากตาราง 4.11 ผลวินิจฉัยตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจเสมหะของ

เทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip เมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจสอบด้วยเทคนิค Agarose 

gel electrophoresis ความเข้มข้น 2.5% พบผลไม่สัมพันธ์กันจ านวน 21 ตัวอย่าง ส่งผลให้มีค่าความ

  เทคนิค Agarose gel 
electrophoresis 

ความ
ไว 
(%) 

ความ 
จ าเพาะ 

(%) 

ค่า
ท านาย
ผลบวก 

(%) 

ค่า
ท านาย
ผลลบ 
(%) 

ค่าความ
สอดคล้อง 

(κ)   ผลบวก ผลลบ รวม 

เทคนิค M-RPA ร่วมกับ
แถบตรวจ MTB Strip  

 
     

 ผลบวก 60 19 79 96.77 72.46 75.95 96.15 0.683 
 ผลลบ 2 50 52      
 รวม 62 69 131      

  การย้อมสีทนกรด 
     

  ผลบวก ผลลบ รวม      
เทคนิค M-RPA ร่วมกับ 
แถบตรวจ MTB Strip 

     

 ผลบวก 71 8 79 91.03 84.91 89.87 86.54 0.762 
 ผลลบ 7 45 52      
 รวม 78 53 131      

  เทคนิค Real-time PCR 
     

  ผลบวก ผลลบ รวม      
เทคนิค M-RPA ร่วมกับ
แถบตรวจ MTB Strip        
 ผลบวก 76 3ก 79 100.0 94.55 96.20 100.0 0.953 
 ผลลบ 0 52 52      
 รวม 76 55 131      
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ไวเท่ากับ 96.77% (95% CI: 88.83-99.61%) ค่าจ าเพาะเท่ากับ 72.46% (95% CI: 60.38-82.54%) 

ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 75.95% (95% CI: 68.23-82.28%) ค่าท านายผลลบเท่ากับ 96.15% (95% 

CI: 86.39-98.99%) และค่าความสอดคล้องที่ค านวณด้วยสถิติ Kappa (κ) เท่ากับ 0.683 (95% CI: 

0.563-0.803) ซึ่งแสดงว่าเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip มีความสอดคล้องกับการ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธ ีAgarose gel electrophoresis อยู่ในเกณฑ์ดี (ค่าอยู่ระหว่าง 0.61-0.80) 

เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการย้อมสีทนกรด พบผลไม่สัมพันธ์กันจ านวน 15 ตัวอย่าง 

โดยมีค่าความไวเท่ากับ 91.03% (95% CI: 82.38-96.32%) ค่าจ าเพาะเท่ากับ 84.91% (95% CI: 

72.41-93.25%) ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 89.87% (95% CI: 82.36-94.40%) ค่าท านายผลลบเท่ากับ 

86.54% (95% CI: 75.86-92.93%) และค่าความสอดคล้องที่ค านวณด้วยสถิติ Kappa (κ) เท่ากับ 

0.762 (95% CI: 0.648-0.875) ซ่ึงแสดงว่าเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip มีความ

สอดคล้องกับวิธีการย้อมสีทนกรดอยู่ในเกณฑ์ดี (ค่าอยู่ระหว่าง 0.61-0.80) 

เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค Real-time PCR สามารถตรวจพบ MTBC จ านวน 79 

จาก 76 (103.95%) ตัวอย่างที่พบ MTBC ด้วยเทคนิค Real-time PCR และตรวจไม่พบ MTBC 

จ านวน 52 จาก 55 (94.55%) ตัวอย่างที่ไม่พบ MTBC ด้วยเทคนิค Real-time PCR และค านวณหา

ค่าความไวเท่ากับ 100.0% (95% CI: 95.26-100.0%) ค่าจ าเพาะเท่ากับ 94.55% (95% CI: 84.88-

98.86%) ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 96.20% (95% CI: 89.40-98.70%) ค่าท านายผลลบเท่ากับ 

100.00% (95% CI: -%) และค่าความสอดคล้องที่ค านวณด้วยสถิติ Kappa (κ) เท่ากับ 0.953 (95% 

CI: 0.900-1.000) ซึ่งแสดงว่าเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip มีความสอดคล้องกับ

เทคนิค Real-time PCR อยู่ในเกณฑ์ดีมาก (ค่าอยู่ระหว่าง 0.81-1.00) 

อย่างไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบผลการวินิจฉัย MTBC จากตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้

จากสิ่งส่งตรวจเสมหะด้วยเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip กับผลการย้อมสีทนกรดที่

ระดับต่าง ๆ ได้รายละเอียดดังแสดงในตารางที่ 4.8 
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ตารางที่ 4.8 เปรียบเทียบผลการวินิจฉัย MTBC จากตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจเสมหะ 
จ านวน 131 ตัวอย่าง ของเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip และผลการย้อมสีทนกรดที่
ระดับต่าง ๆ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
ผลการย้อมสีทนกรด (AFB 3+) ความไว 

(%) 
ความ 

จ าเพาะ (%) 
ค่าท านาย

ผลบวก (%) 
ค่าท านาย
ผลลบ (%)   ผลบวก ผลลบ รวม 

เทคนิค M-RPA ร่วมกับ
แถบตรวจ MTB Strip  

 
    

 ผลบวก 19 0 19 95.0 -* 100.0 -* 
 ผลลบ 1ก 0 1     
 รวม 20 0 20     

  ผลการย้อมสีทนกรด (AFB 2+) 
    

  ผลบวก ผลลบ รวม     
เทคนิค M-RPA ร่วมกับ 
แถบตรวจ MTB Strip 

    

 ผลบวก 15 0 15 93.75 -* 100.0 -* 
 ผลลบ 1ข 0 1     
 รวม 16 0 16     

  ผลการย้อมสีทนกรด (AFB 1+) 
    

  ผลบวก ผลลบ รวม     
เทคนิค M-RPA ร่วมกับ
แถบตรวจ MTB Strip       
 ผลบวก 29 0 29 93.55 -* 100.0 -* 
 ผลลบ 2ค 0 2     
 รวม 31 0 31     
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 หมายเหตุ ก คือ ดีเอ็นเอที่เป็น NTM จ านวน 1 ตัวอย่างซึ่งถูกยืนดว้ย Real-time PCR 
    ข คือ ดีเอ็นเอที่เป็น NTM จ านวน 1 ตัวอย่างซึ่งถูกยืนด้วย Real-time PCR 
   ค คือ ดีเอ็นเอท่ีเป็น NTM จ านวน 2 ตัวอย่างซึ่งถูกยืนด้วย Real-time PCR 
   ง คือ ดีเอ็นเอท่ีเป็น NTM จ านวน 3 ตัวอย่างซึ่งถูกยืนด้วย Real-time PCR 
   จ คือ ดีเอ็นเอท่ีเป็น NTM จ านวน 2 ตัวอย่าง จาก 45 ตัวอยา่ง ซึ่งถูกยืนด้วย Real-time PCR 
              * คือ ไม่สามารถค านวณได้ 

 
 จากตารางที่ 4.8 ผลวินิจฉัยตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจเสมหะของ

เทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip เมื่อเปรียบเทียบกับผลการย้อมสีทนกรดที่ตรวจพบ 

MTBC ที่ระดับ AFB 3+ จ านวน 19 (95.0%) ตัวอย่าง มีค่าความไวเท่ากับ 95.0% และค่าท านาย

ผลบวกเท่ากับ 100.0% ที่ระดับ AFB 2+ จ านวน 15 (93.75%) ตัวอย่าง ค่าความไวเท่ากับ 93.75.% 

และค่าท านายผลบวกเท่ากับ 100.0% ที่ระดับ AFB 1+ จ านวน 29 (93.55%) ตัวอย่าง ค่าความไว

เท่ากับ 93.55% และค่าท านายผลบวกเท่ากับ 100.0% ที่ระดับ Scanty จ านวน 8 (72.73%) ตัวอย่าง 

ค่าความไวเท่ากับ 72.73% และค่าท านายผลบวกเท่ากับ 100.0% และท่ีระดับ AFB 0 จ านวน 8 

(15.09%) ตัวอย่าง ในขณะที่ตรวจไม่พบ MTBC ระดับ AFB 3+, 2+ จ านวน 1 (5.0%, 6.25% 

ตามล าดับ) ตัวอย่าง ระดับ AFB 1+ จ านวน 2 (6.45%) ตัวอย่าง ระดับ Scanty จ านวน 3 (27.27%) 

ตัวอย่าง และระดับ AFB 0 จ านวน 45 (84.91%) ค่าความจ าเพาะเท่ากับ 84.91% และค่าท านายผล

  
ผลการย้อมสีทนกรด (Scanty) ความไว 

(%) 
ความ 

จ าเพาะ (%) 
ค่าท านาย

ผลบวก (%) 
ค่าท านาย
ผลลบ (%)   ผลบวก ผลลบ รวม 

เทคนิค M-RPA ร่วมกับ
แถบตรวจ MTB Strip  

 
    

 ผลบวก 8 0 8 72.73 -* 100.0 -* 
 ผลลบ 3ง 0 3     
 รวม 11 0 11     

  ผลการย้อมสีทนกรด (AFB 0) 
    

  ผลบวก ผลลบ รวม     
เทคนิค M-RPA ร่วมกับ 
แถบตรวจ MTB Strip 

    

 ผลบวก 0 8 8 -* 84.91 -* 100.0 
 ผลลบ 0 45จ 45     
 รวม 0 53 53     
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ลบเท่ากับ 100.0% ซึ่งในบรรดาตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้จากเสมหะที่ผลการย้อมสีทดกรดเป็นบวก

ระดับ 3+ 2+ 1+ และ Scanty (หมายถึงพบแบคทีเรียติดสีทนกรดในเสมหะดังกล่าว) แต่เทคนิค M-

RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip ให้ผลตรวจเป็นลบ (ตรวจไม่พบ MTBC) มีจ านวนรวมทั้งสิ้น 52 

ตัวอย่าง โดยพบว่าเป็นดีเอ็นเอของ NTM จ านวน 9 ตัวอย่าง ซึ่งถูกยืนยันด้วยเทคนิค Real-time PCR 

ดังนั้นจึงไม่สามารถถูกตรวจพบด้วยเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip แม้ว่าผลการย้อมสี
ทนกรดเป็นบวก 
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บทที ่5 
อภิปรายผลการวิจัย 

 

วัณโรคเป็นโรคติดต่อทางเดินหายใจชนิดเรื้อรังที่ส าคัญของโลกและของประเทศไทย และเป็น

สาเหตุของการเสียชีวิตจากโรคติดต่อที่สูงเป็นอันดับสองของโลกรองจากโรคเอดส์ โดยส่วนใหญ่พบ

การแพร่ระบาดของวัณโรคในกลุ่มประเทศก าลังพัฒนา เช่น ประเทศแถบภูมิภาคเอเชียและแอฟริกา 

การเกิดวัณโรคมีสาเหตุมาจากการติดเชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม Mycobacterium tuberculosis 

complex โดยมีเชื้อ M. tuberculosis เป็นสาเหตุหลักท่ีพบมากท่ีสุด (1, 3) การตรวจวินิจฉัยวัณโรค

ทางห้องปฏิบัติการที่ถูกต้องและรวดเร็ว จึงมีความส าคัญในการวินิจฉัยผู้ติดเชื้อ เพ่ือให้การรักษาได้

อย่างถูกต้อง ซึ่งส่งผลต่อการลดการแพร่ระบาดของโรคได้ ปัจจุบันจึงมีการน าเทคนิคทางอณูชีววิทยา 

เข้ามาใช้ในการวินิจฉัยวัณโรค แต่ยังมีข้อจ ากัดส าหรับโรงพยาบาลขนาดเล็ก หรือโรงพยาบาลที่อยู่

ห่างไกล เนื่องจากจ าเป็นต้องอาศัยเครื่องมือที่จ าเพาะซึ่งมีราคาสูง และการบ ารุงรักษาอย่างต่อเนื่อง 

 การศึกษานี้ได้พัฒนาเทคนิคส าหรับการตรวจทางห้องปฏิบัติเพ่ือวินิจฉัยวัณโรค ภายใต้

แนวความคิดของการทดสอบที่ใช้เวลาสั้น มีความไวและความจ าเพาะสูง ไม่ใช้เครื่องมือวิทยาศาสตร์ที่

จ าเพาะและมีราคาแพง เทคนิคที่พัฒนาขึ้นอาศัยปฏิกิริยา M-RPA ที่ใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อ IS1081 

และ IS6110 ร่วมกับการตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยาด้วยเทคนิคที่อาศัยหลักการของ Nucleic 

acid lateral flow (NALF) ท าให้สามารถอ่านผลของการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ IS ทั้งสองได้

ด้วยตาเปล่า IS1081 และ IS6110 เป็น IS ที่ได้รับความนิยมในการน ามาใช้การวินิจฉัยเชื้อ MTBC โดย

ทั้งสอง IS ต่างมีความไวและความจ าเพาะสูงที่ใกล้เคียงกัน และมีการน า IS ทั้งคู่มาใช้ร่วมกันในเทคนิค 

Xpert®MTB/RIFUltra และ LAMP (74, 78) รวมทั้งในชุดน้ ายาส าหรับเทคนิค Real-time PCR เพ่ือ

เพ่ิมความรวดเร็วและความแม่นย าในการตรวจหาเชื้อ MTBC (128-130) ทั้ง IS1081 และ IS6110 

ต่างมีคุณสมบัติเป็น Insertion sequence (IS) ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์สายสั้น มีจ านวนซ้ า ๆ หลาย 

Copy ภายในจีโนม และมีความอนุรักษ์สูง IS ถูกค้นพบครั้งแรกในเชื้อ Escherichia coli ที่บริเวณ gal 

operon ซึ่งเป็นยีนท าหน้าที่เกี่ยวกับเมตาบอลิซึมของน้ าตาล Galactose โดย IS ยังมีคุณสมบัติเป็น 

Mobile genetic element ที่สามารถเคลื่อนย้ายต าแหน่งภายในโครโมโซมเดียวกัน หรือเคลื่อนย้าย

จากโครโมโซมหนึ่งไปยังโครโมโซมอ่ืนที่ต่างกันได้ และสามารถถ่ายโอนจากเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์หนึ่ง
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ไปยังอีกสายพันธุ์ได้ (131, 132) อย่างไรก็ตามยังไม่เคยมีรายงานการถ่ายโอน IS หรือแลกเปลี่ยนทาง

พันธุกรรมระหว่างเชื้อในกลุ่ม Mycobacteria กับเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน ๆ (133-135) แสดงให้

เห็นว่ากลุ่ม IS ยังคงมีความจ าเพาะสูงมาก สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้หรือจ าแนกเชื้อ MTBC ที่มี

ประสิทธิภาพได้เป็นอย่างดี ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อในกลุ่ม Mycobacteria รวมทั้งแบคทีเรียสาย

พันธุ์อ่ืน ๆ (31, 133) และยังพบว่ากลุ่ม IS มีความจ าเพาะมากกว่ายีนอนุรักษ์อ่ืนของเชื้อ MTBC เช่น 

mbp64 mtp40 hsp65kd และ 23S rDNA (27, 136) 

 ดีเอ็นเอที่ใช้ในพัฒนาเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip แบ่งเป็น 2 ประเภท ตาม

แหล่งที่มาของเชื้อที่ถูกน ามาสกัดดีเอ็นเอ ได้แก่ ดีเอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ MTBC และ NTM 

ซึ่งมีความบริสุทธิ์และความเข้มข้นสูง ถูกใช้ในการประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค M-RPA ร่วมกับ

แถบตรวจ MTB Strip ในระยะแรก เพ่ือทดสอบความสามารถในการจ าแนกเชื้อ MTBC ออกจาก 

NTM เมื่อเทคนิคท่ีพัฒนาขึ้นผ่านการประเมินในระยะแรกแล้ว จ าเป็นต้องน ามาประเมินกับดีเอ็นเอที่

สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจ เพ่ือทดสอบความสามารถในการวินิจฉัยวัณโรคกับสิ่งส่งตรวจโดยตรง ทั้งนี้ดี

เอ็นเอที่สกัดจากสิ่งส่งตรวจ อาจมีความบริสุทธิ์และความเข้มข้นไม่สูงเท่าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนี

ของเชื้อ และอาจมีการปนเปื้อนของสารต่าง ๆ ที่อยู่ในสิ่งส่งตรวจที่สามารถส่งผลกระทบต่อปฏิกิริยา

การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมได้ (125) สิ่งส่งตรวจที่น ามาใช้ในการศึกษาครั้งนี้ มีประเภทเดียวคือ

เสมหะ ซึ่งเป็นสิ่งส่งตรวจหลักท่ีใช้ในงานประจ าของการวินิจฉัยวัณโรค อย่างไรก็ตามในการประเมิน

คุณภาพของเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip ในอนาคต ควรเพิ่มการทดสอบกับสิ่งส่ง

ตรวจที่มีความหลากหลาย เช่น น้ าล้างปอด น้ าล้างกระเพาะอาหาร อุจจาระ และปัสสาวะ (54, 137) 

เพ่ือให้ได้ผลการทดสอบที่ครอบคลุมมากขึ้น  

 การศึกษาก่อนหน้าของ Singpanomchai และคณะ (23) พบว่าไพรเมอร์ที่ออกแบบขึ้นซึ่ง

จ าเพาะต่อ IS1081 และ IS6110 มีความไวและความจ าเพาะสูงถึง 100% เมื่อใช้ในปฏิกิริยา RPA 

แบบ Singleplex และตรวจสอบด้วย Agarose gel electrophoresis ในขณะที่หากใช้การตรวจสอบ

ผลผลิตด้วยส ี  SYBR Green I พบว่ามีความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 99.32% และ 100% 

ตามล าดับส าหรับ IS1081 และเท่ากับ 97.95% และ 100% ตามล าดับส าหรับ IS6110 ดังนั้นการ

พัฒนาเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip ในครั้งนี้จึงได้อาศัยไพรเมอร์จากการศึกษาของ 

Singpanomchai และคณะ (23) ที่ผ่านมา โดยได้ใช้ไพรเมอร์ทั้งสองคู่ท าปฏิกิริยาร่วมกันแบบ 

Multiplex และได้ดัดแปลงส่วนของ Reverse primer ของ IS6110 ให้มีความเหมาะสมกับการ
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ปฏิกิริยา RPA มากขึ้น (22) นอกจากนี้ไพรเมอร์ที่น ามาใช้ยังได้มีการดัดแปลงให้มีฉลากโมเลกุลของ -

FAM ติดไว้ที่ด้านปลาย 5 ของ Forward primer และโมเลกุลของ -Biotin ติดไว้ที่ด้านปลาย 5 ของ 

Reverse primer เพ่ือใช้ในการตรวจสอบผลผลิตปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนในขั้นตอนของเทคนิค NALF 

เช่นเดียวกับการศึกษาพัฒนา NALF อ่ืน หรือการผลิตชุดน้ ายา TwistAmp® exo ที่มีการติดฉลากที่

ด้านปลาย 5 ของไพรเมอร์และโพรบ (22) การติดฉลากท่ีปลายของไพรเมอร์ทั้งคู่ ไม่ส่งผลกระทบต่อ

การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในการศึกษาครั้งนี้ สังเกตได้จากในการศึกษาน าร่องที่ใช้ไพรเมอร์ติด

ฉลาก  และเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยาทั้ง PCR และ RPA พบว่ายังสามารถตรวจสอบ

ผลผลิตได้ใน Agarose gel electrophoresis  

การพัฒนาเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip ได้เริ่มจากทดสอบหาสภาวะที่

เหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ IS1081 และ IS6110 ด้วยปฏิกิริยา M-RPA โดยใช้ดี

เอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อเป็นตัวอย่างดีเอ็นเอควบคุมระหว่างข้ันตอนการพัฒนา จากนั้นน า

ผลผลิตที่เกิดขึ้นไปพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip เมื่อได้สภาวะของแถบตรวจจึงน าไปผลิตโดย

เครื่องจักรอุตสาหกรรม และน ามาใช้ตรวจสอบกับดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจเสมหะ โดยมีการ

ปรับสภาวะเฉพาะของปฏิกิริยา M-RPA และข้ันตอนการตรวจสอบผลผลิตให้เหมาะสมกับประเภท

ของดีเอ็นเอที่มาจากสิ่งส่งตรวจอีกครั้งก่อนการทดสอบ การศึกษาเพ่ิมเติมในอนาคตควรมีการพัฒนา

แถบตรวจโดยใช้ผลผลิตที่เกิดข้ึนจากปฏิกิริยา M-RPA ที่ทดสอบกับดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจโดยตรง ซึ่ง

อาจใช้องค์ประกอบของแถบตรวจ ทั้งความเข้มข้นของ Anti-biotin gold conjugate ความเข้มข้น

ของ Anti-FITC และความเข้มข้นของ Anti-IgG รวมไปถึงชนิดของแผ่นเมมเบรนที่แตกต่างไปจาก

การศึกษาครั้งนี้ เพ่ือให้มีประสิทธิภาพมากขึ้นในการวินิจฉัยวัณโรคจากสิ่งส่งตรวจโดยตรง  

การทดสอบหาสภาวะเหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา M-RPA ของดี

เอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนี ใช้ความเข้มข้นดีเอ็นเอตั้งต้นเท่ากับ 1 ng/µl สามารถท าปฏิกิริยาด้วยความ

เข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อทั้ง IS1081 และ IS6110 เท่ากับ 0.12 µM ทั้งสอง IS ซึ่งแม้

จะน้อยกว่าช่วงความเข้มข้นไพรเมอร์ตามคู่มือน้ ายา TwistAmp® แนะน า โดยความเข้มข้นของไพร

เมอร์แต่ละเส้นควรเท่ากับ 0.15 – 0.6 µM และผลรวมความเข้มข้นไพรเมอร์ทั้งหมดในปฏิกิริยา ควร

เท่ากับ 0.75 – 2.0 µM (H) อย่างไรก็ตามความเข้มข้นของไพรเมอร์สุดท้ายที่เท่ากับ 0.12 µM สามารถ

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ IS1081 และ IS6110 ได้อย่างมีประสิทธิภาพ และเป็นอัตราความ
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เข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมที่ได้จากการทดสอบ ซึ่งถือเป็นหลักการที่ส าคัญของปฏิกิริยา M-RPA  

(99) หากใช้ความเข้มข้นไพรเมอร์ที่ไม่เหมาะสม อาจส่งผลให้เกิด Primer dimer หรือผลผลิตที่ไม่

จ าเพาะเกิดขึ้นภายในปฏิกิริยาได้ (138) นอกจากนี้การใช้ไพรเมอร์ความเข้มข้นที่ลดลงยังช่วยลด

ต้นทุนการทดสอบ เนื่องจากไพรเมอร์ที่มีการติดฉลากมีราคาสูงกว่าไพรเมอร์ปกติท่ัวไป  

ผลผลิตจากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา M-RPA สามารถพบได้ตั้งแต่

ระยะเวลา 10 นาทีของการท าปฏิกิริยา ในขณะที่ระยะ 15 นาท ีพบแถบผลผลิตทั้งสองที่ชัดเจนมาก

ขึ้นเท่ากันทั้งสองแถบ อย่างไรก็ตามระยะเวลาที่เหมาะสมตามค าแนะน าของคู่มือน้ ายาเท่ากับ 20 

นาท ี(22)  ซึ่งระยะเวลาดังกล่าวพบแถบผลปลวกปลอมในการศึกษาครั้งนี้ การศึกษาที่ผ่านมามีการท า

ปฏิกิริยา M-RPA ทั้งท่ีระยะเวลาน้อยกว่าและมากกว่า 20 นาที การศึกษาของ Zhai และคณะ พัฒนา

เทคนิค M-RPA ส าหรับการตรวจหาเชื้อ Neisseria gonorrhoeae และ Chlamydia trachomatis 

ในหญิงตั้งครรภ์ ร่วมกับอุปกรณ์ Lateral flow assay detection (LFD) พบว่า M-RPA-LFD ท า

ปฏิกิริยาได้ดีภายใต้อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 10 นาที โดยมีความไวในการตรวจ N. 

gonorrhoeae และ C. trachomatis เท่ากับ 85.62% และ 90.90% ตามล าดับ และความจ าเพาะ 

เท่ากับ 100.00% (139) ในขณะที่การศึกษาของของ Kanokudom และคณะ พัฒนาเทคนิค M-RPA 

ร่วมกับ Lateral flow strip ชนิด Single-stranded tag hybridization chromatographic 

printed-array strip (STH-PAS) ส าหรับการตรวจหา Extended spectrum β-lactamase ของ 

Escherichia coli ที่แยกได้จากเนื้อสดและล าไส้ของหมู ด้วยยีน blaCTX-M, blaOXA และ blaSHV ท า

ปฏิกิริยาภายใต้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 30 นาที พบมีความไวและความจ าเพาะในการ

ตรวจสอบยีน blaCTX-M, blaOXA และ blaSHV เท่ากับ 99.2% และ 100.0% 100.0% และ 100.0% 

และ 100.0% และ 100.0% ตามล าดับ (140) นอกจากนี้อุณหภูมิที่ใช้ในการด าเนินปฏิกิริยา M-RPA 

จากการศึกษาครั้งนี้เท่ากับ 37 องศาเซลเซียส ซึ่งอยู่ในช่วงอุณหภูมิแนะน าตามคู่มือน้ ายาคือ 37 – 42 

องศาเซลเซียส (22) และยังสามารถน าไปประยุกต์ใช้กับเครื่องมือท าอุณหภูมิพ้ืนฐานทั่วไปที่มีอยู่ใน

ห้องปฏิบัติการได้  

 การออกแบบแถบตรวจ MTB Strip ได้อาศัยหลักการของเทคนิค NALF ในการตรวจสอบ

ผลผลิตจากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม เพ่ือน ามาใช้ตรวจสอบผลผลิต M-RPA ที่เกิดขึ้นจาก

ปฏิกิริยาระหว่างไพรเมอร์ที่ติดฉลากของ IS1081 และ IS6110 การศึกษานี้ใช้แผ่นเมมเบรนและผลิต 

MTB Strip ในเชิงอุตสาหกรรม โดยได้รับความอนุเคราะห์จาก บริษัท ไอเมด ลาบอราทอรี่ จ ากัด แผน่
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เมมเบรนที่ได้รับความอนุเคราะห์เป็นชนิด Nitrocellulose ซึ่งมีรูภายในเมมเบรนขนาดตั้งแต่ 8 - 20 

µm ท าให้สารเชิงซ้อนที่มีอนุภาคของสี (Target-antibody-gold particle) ที่จับกับสารวิเคราะห์ ใน

ที่นี้คือผลผลิตจากปฏิกิริยา M-RPA ที่มีฉลากติดอยู่ ไหลผ่านไปตามแถบตรวจได้เป็นอย่างดี เทคนิค 

NALF เป็นเทคนิคท่ีมีราคาถูก มีความคงทน อ่านผลได้ง่ายอย่างรวดเร็วด้วยตาเปล่า จึงเป็นเทคนิคท่ี

นิยมใช้ในการพัฒนาแถบตรวจ Lateral flow assay (LFA) (112, 141, 142) อนุภาคท่ีท าให้เกิดสีคือ 

Colloidal gold anti-biotin ซึ่งให้สีที่ปรากฏเป็นสีแดงทับทิม ถูกเคลือบไว้ที่ต าแหน่ง Conjugated 

pad เพ่ือรอจับอย่างจ าเพาะกับโมเลกุล Biotin โมเลกุลของ Colloidal gold ที่ใช้มีขนาด

เส้นผ่าศูนย์กลางเท่ากับ 40 nm ซึ่งเป็นขนาดที่นิยมน าไปใช้งานวิจัยและใช้ในการผลิตแถบตรวจ LFA 

ที่จ าหน่ายแพร่หลายทั่วไป (142-144) ขนาดโมเลกุลของ Colloidal gold ที่มีขนาดใหญ่มากกว่า 40 

nm อาจช่วยเพิ่มความไวในการจับกับสารวิเคราะห์ เนื่องจากขนาดพ้ืนที่บนผิวของ Colloidal gold 

เพ่ิมมากข้ึน ส่งผลให้แอนติบอดีที่ใช้จับกับสารวิเคราะห์จับได้จ านวนมากขึ้นเช่นกัน แต่ในทางตรงกัน

ข้ามความเร็วในการไหลของ Colloidal gold กับสารวิเคราะห์จะเคลื่อนที่ได้ช้ากว่าโมเลกุลที่มีขนาด

เล็ก (น้อยกว่า 40 nm) จึงท าให้เพ่ิมช่วงระยะเวลาในการอ่านผลที่นานขึ้น อีกท้ังอาจเกิดสารเชิงซ้อน

ที่มีขนาดใหญ่และอุดตันภายในรูของแผ่นเมมเบรนได้ (144-147) ในขณะที่ Colloidal gold ที่มีขนาด

เล็ก จะมีความเสถียรของสีที่เกิดข้ึนค่อนข้างน้อย (144, 145) 

แอนติบอดีส าหรับตรวจจับสารวิเคราะห์ในการศึกษาครั้งนี้ คือ Polyclonal anti-FITC ที่

สามารถจับได้อย่างจ าเพาะกับทั้งโมเลกุลของ FITC หรือ FAM ถูกเคลือบไว้ที่ต าแหน่ง Test line และ

แอนติบอดีส าหรับตรวจจับสารเชิงซ้อนที่มีอนุภาคของสี คือ Polyclonal anti-IgG ซึ่งรอจับกับ

โมเลกุลของ IgG Antibody  ถูกเคลือบไว้ที่ต าแหน่ง Control line ในขณะที่ใช้ Monoclonal anti-

biotin เพ่ือจับกับ Colloidal gold ณ ต าแหน่ง Conjugated pad การพัฒนาแถบตรวจในศึกษาที่

ผ่านมาใช้แอนติบอดีที่เคลือบอยู่บนแถบตรวจหลายชนิด เช่น แอนติบอดีท่ีใช้ต าแหน่ง Conjugated 

pad นิยมใช้แอนติบอดีชนิด Monoclonal antibody เนื่องจากมีความจ าเพาะสูงต่อแอนติเจนหรือ

สารวิเคราะห์ จึงมีโอกาสน้อยที่จะจับกับ Anti-conjugate colloidal gold ที่มี Epitope หลายชนิด

อยู่ด้วยกัน ในขณะที่บนต าแหน่ง Test line และ Control line นิยมใช้แอนติบอดีชนิด Polyclonal 

antibody เนื่องจากเพ่ิมความไวในการจับกับสารวิเคราะห์ เพราะมี Epitope หลายชนดิที่จับกับสาร

วิเคราะห์ได้ ซึ่งเหมาะสมกับสารวิเคราะห์ที่มีปริมาณน้อยหรือตรวจจับได้ยาก (148) นอกจากนี้ 
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Polyclonal antibody ยังมีราคาถูกท าให้ช่วยลดต้นทุนการผลิตในเชิงพาณิชย์ ในขณะที่ยังมี

ประสิทธิภาพของการตรวจวัดอยู่ในระดับที่ดีถึงดีมากในหลายการศึกษา (148, 149)  

การศึกษาครั้งนี้ได้พัฒนาแถบตรวจส าหรับตรวจสอบผลผลติ M-RPA ที่เป็นสารพันธุกรรม ซึ่ง

ไม่สามารถถูกแอนติบอดีที่ตรึงอยู่บนแถบตรวจจับได้โดยตรง จึงต้องท าการติดฉลากให้กับผลผลิต M-

RPA ทางอ้อม ผ่านขั้นการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วย Forward primer ที่มโีมเลกุลของ -FAM ติด

ไว้ที่ด้านปลาย 5 และ Reverse primer ที่มีโมเลกุลของ -Biotin ติดไว้ที่ด้านปลาย 5 ท าให้ผลผลิต 

M-RPA มีทั้ง FAM และ Biotin จับอยู่ และถูกจับด้วย Colloidal gold anti-biotin ท าให้เกิดเป็นสาร

เชิงซ้อนที่มีอนุภาคของสีที่สามารถไปจับกับ Anti-FITC ที่ต าแหน่ง Test line และมองเห็นแถบสีแดง

ทับทิมที่ต าแหน่งดังกล่าวได้ การติดฉลากของผลผลิตสารพันธุกรรมนิยมใช้สารประเภทต่าง ๆ เชน่ 

สารที่มโีมเลกุลขนาดเล็ก เช่น Biotin, Digoxigenin (DIG) และ Dinitrophenyl (DNP) รวมไปถึง

โมเลกุลของสีฟลูออเรสเซนต์ เช่น FITC, FAM, Cy5 และ Alexafluor488 (21, 35, 113) โดยมีสีฟลูออ

เรสเซนต์ FITC/FAM เป็นโมเลกุลที่นิยมน ามาใช้ในการพัฒนาแถบตรวจที่อาศัยหลักการของ NALF 

นอกจากนี้ยังได้มีการน ามาใช้เป็นตัวบ่งชี้หรือโพรบอย่างกว้างขวาง โดยสีฟลูออเรสเซนต์ FITC/FAM 

สามารถเชื่อมต่อกับ Nucleoside triphosphate ที่อยู่บนสายคู่หรือสายเดี่ยวของดีเอ็นเอและอาร์เอ็น

เอได้ดี (150) จึงมักถูกน ามาใช้ติดฉลากบน Oligonucleotides ท าให้มีความคงตัว มีการส่งสัญญาณท่ี

ดี และมีความไวสูง (151) อีกท้ังการติดฉลากด้วยสีฟลูออเรสเซนต์ FITC/FAM บนไพรเมอร์ และ

แอนติบอดี มีจ าหน่ายทั่วไปอย่างแพร่หลายและมีราคาถูกกว่าโมเลกุลของสีฟลูออเรสเซนต์ชนิดอื่น 

(152, 153) 

 ในระยะแรกของการพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip เพ่ือตรวจสอบผลผลติ M-RPA ไดม้กีารน า

สารละลายต่าง ๆ ที่เป็นส่วนประกอบของน้ ายาในปฏิกิริยา RPA มาท าการทดสอบปฏิกิริยาข้ามเพ่ือ

ศึกษาว่าองค์ประกอบในน้ ายาสามารถจับกับแอนติบอดีทั้ง Anti-FITC และ Anti-IgG บนแถบตรวจได้

หรือไม่ หากจับได้แสดงถึงการเกิดปฏิกิริยาข้ามซึ่งเป็นปฏิกิริยาที่ไม่พึงประสงค์เนื่องจากอาจส่ง

ผลบวกปลอมได้ จากการศึกษาพบว่า MgOAc ที่ผสมอยู่ในปฏิกิริยาสามารถเกิดปฏิกิริยาข้ามกับ Anti-

FITC ท าให้เกิดผลบวกปลอมที่ต าแหน่ง Test line ได้ ทั้งนี้อาจมีสาเหตุมาจาก MgOAc ภายใน

ปฏิกิริยาที่ทดสอบไม่เกิดการจับหรือกระตุ้นให้เอนไซม์ภายในปฏิกิริยาท างาน เนื่องจากไม่มีดีเอ็นเอ

ต้นแบบเติมลงในปฏิกิริยาทดสอบ ท าให้ MgOAc เป็นอิสระ จึงอาจไปจับหรือกระตุ้น Mouse anti-

biotin gold conjugate ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างขณะที่สารละลายทดสอบไหลผ่าน
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ต าแหน่ง Conjugated pad แล้วส่งผลให้เกิดการจับแบบไม่จ าเพาะกับ Goat anti-FITC ที่อยู่ต าแหน่ง 

Test line และท าให้เห็นปฏิกิริยาข้ามระหว่างองค์ประกอบของน้ ายาปฏิกิริยา RPA และ Anti-FITC 

(154) นอกจากนี้ MgOAc อาจส่งผลให้สารละลายมีค่า pH ที่ไม่เหมาะสม ซึ่งส่งผลต่อ Binding 

affinity ระหว่างแอนติบอดี-แอนติเจนได้ เนื่องจากการจับกันระหว่างแอนติบอดี-แอนติเจน เกิดข้ึนได้

ดีในสภาวะค่า pH ระหว่าง 6.0 – 8.0 หากสารละลายมีค่า pH ที่รุนแรง คือ ต่ ากว่า 5.0 หรือสูงกว่า 

9.5 แอนติบอดีอาจได้รับผลกระทบและท าให้มีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างไป รวมไปถึงค่า Salt 

stringency หรือ Ion stringency ที่เปลี่ยนไปภายหลังมีการผสม MgOAc ลงในสารละลาย ซึ่งอาจ

ส่งผลต่อ Binding affinity ระหว่างแอนติบอดี-แอนติเจนได้เช่นเดียวกัน (155, 156) ทั้งนีช้นิดของ

แอนติบอดีที่ถูกเคลือบที่ต าแหน่ง Test line เป็น Polyclonal anti-FITC ซึ่งนิยมใช้กับต าแหน่ง Test 

line ของแถบตรวจ LFA ทั่วไป เนื่องจากมี Affinity สูง และสามารถจับกับแอนติเจนได้หลาย Epitope 

ช่วยเพิ่มโอกาสในการจับสารวิเคราะห์ที่ไหลผ่าน และเพ่ิมความไวในการตรวจสอบเมื่อเทียบกับชนิด 

Monoclonal antibody ดงัที่อธิบายข้างต้น (148) อย่างไรก็ตามกระบวนการผลิต Polyclonal 

antibody ไม่สามารถควบคุมชนิด Epitope อีกท้ังบนโมเลกุลของแอนติบอดีมีชนิดของ Epitope ที่

หลากหลาย ท าให้มีโอกาสเกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารอ่ืน ๆ นอกจากสารวิเคราะห์ที่ต้องการตรวจจับ 

(148, 149) ดังนั้นเพื่อเป็นการลดโอกาสการเกิดปฏิกิริยาข้ามระหว่าง MgOAc และ Polyclonal anti-

FITC ที่ใช้ในการพัฒนาชุดตรวจ MTB Strip จึงได้ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของแถบตรวจที่

สามารถตรวจสอบผลผลิต M-RPA และพบว่าการใช้ความเข้มข้นของ Anti-FITC ที่ต าแหน่ง Test line 

และ Anti-IgG ที่ต าแหน่ง Control line เท่ากับ 0.4 mg/ml ใช้ Anti-biotin gold conjugate เท่ากับ 

OD4 ที ่ Conjugated pad ร่วมกับอัตราส่วนเจือจางระหว่างผลผลิต M-RPA กับสารละลาย PBS 

เท่ากับ 1:10 ในปริมาตรรวม 150 µl และใช้ระยะจุ่มแถบตรวจในการอ่านผล 15 นาที ไม่พบการ

เกิดปฏิกิริยาข้ามระหว่างสารที่เป็นองค์ประกอบในปฏิกิริยา M-RPA ท าให้สามารถอ่านผลได้ถูกต้อง

ทั้งในตัวควบคุมบวกและลบ โดยไม่เกิดผลบวกหรือผลลบปลอมท้ังต าแหน่ง Control line และ Test 

line จึงได้น าสภาวะดังกล่าวเข้าสู่กระบวนการผลิตด้วยเครื่องจักรอุตสาหกรรม เพ่ือผลิตแถบตรวจที่

พร้อมใช้งานและคุณภาพเท่ากันทุกอัน และถูกบรรจุอยู่ในซองทึบแสงที่มีสารดูดความชื้นอยู่ภายใน 

 ในการพัฒนาแถบตรวจ MTB Strip ได้มีการทดสอบหาความเข้มข้นดีเอ็นเอน้อยที่สุดที่

สามารถตรวจสอบ ผลผลิตจากปฏิกิริยา M-RPA ได้ หรือ Limit of detection (LOD) และพบว่ามีค่า

เท่ากับ 0.1 ng/µl ซึ่งสูงกว่าการตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธ ี Agarose gel electrophoresis ที่มีค่า
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เท่ากับ 0.01 ng/µl  ทั้งนี้อาจเกิดจากวิธี Agarose gel electrophoresis ที่ใช้ในการศึกษานี้ ใช้สีย้อม

สารพันธุกรรมด้วย  Ultrapower DNA/RNA safe dye ซึ่งสามารถตรวจสอบผลผลิตที่มีปริมาณน้อย

ได้ถึง 20 pg (157) อย่างไรก็ตามการศึกษาของ Kamphee และคณะ ที่ใช้ปฏิกิริยา PCR ร่วมกับ 

Nucleic Acid Lateral Flow Immunoassay ตรวจหายีน rpoB และ katG ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา

ของวัณโรค พบว่ามีค่า LOD เท่ากับ 0.1 ng (158) ซึ่งเท่ากับ LOD ที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้ ดังนั้น

การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา M-RPA ที่ถูกพัฒนาขึ้น สามารถเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมได้อย่างมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับปฏิกิริยา PCR ส่งผลให้สามารถตรวจสอบความเข้มข้นดี

เอ็นเอน้อยที่สุดได้ผลไม่แตกต่างกันเมื่อท าการตรวจสอบด้วยเทคนิค NALF การศึกษาของ Jiang และ

คณะ ได้พัฒนาการตรวจหาเชื้อ Vibrio parahaemolyticus ในหอยนางรมดิบด้วย IMS 

(Immunomagnetic separation)-RPA-LF โดยท าปฏิกิริยา RPA ด้วยน้ ายา TwistAmp nfo kit และ

ใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์และโพรบ เท่ากับ 0.48 µM ภายใต้สภาวะ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 

นาที ตรวจสอบผลผลิตที่เกิดข้ึนด้วย LF (HybriDetect LF strip) นาน 5 นาที และอ่านผลด้วยตาเปล่า 

พบว่ามีค่า LOD เท่ากับ 0.01 ng ซ่ึงต่ ากวา่ค่า LOD ที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ 10 เท่า ดังนั้นจะเห็นว่า

เมื่อท าปฏิกิริยา RPA ด้วยความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ที่สูง อาจส่งผลให้ตรวจสอบดีเอ็นเอที่

ระดับความเข้มข้นต่ าลงได้มากข้ึน (39) จึงควรมีการศึกษาทดลองใช้ความเข้มข้นไพรเมอร์ในปฏิกิริยา 

M-RPA ที่สูงขึ้น เพื่อปรับปรุงค่า LOD ของแถบตรวจ MTB Strip ในอนาคต  

ปฏิกิริยา M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip มีความจ าเพาะสูงในการวินิจฉัย MTBC โดย

ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อแบคทีเรียที่มักพบการก่อโรคในระบบทางเดินหายใจ และเชื้อในกลุ่ม NTM 

ที่ท ามาทดสอบ อย่างไรก็ตามพบว่าปฏิกิริยา M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip สามารถตรวจพบ

ดีเอ็นเอของเชื้อ M. bovis ได้ ซึ่งเป็นเชื้อที่อยู่ในกลุ่ม MTBC เช่นเดียวกับ M. tuberculosis (7) เชื้อ 

M. bovis เป็นสาเหตุของวัณโรคที่พบในวัว แต่อาจก่อให้เกิดวัณโรคในคนได้ซึ่งพบอุบัติการณ์ต่ าเพียง 

1.4% จากจ านวน 10 ล้านประชากรของผู้ป่วยวัณโรคท่ัวโลก (159, 160) และมักเกิดวัณโรคชนิดนอก

ปอด ผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อ M. bovis มีอาการ การด าเนินของโรค และพยาธิสภาพคล้ายกับการติดเชื้อ 

M. tuberculosis ในขณะที่การรักษาการติดเชื้อ M. bovis ใช้เพียงยา Rifampicin ยา Isoniazid และ

ยา Ethambutol เนื่องจากเชื้อ M. bovis ดื้อต่อยา Pyrazinamide โดยก าเนิด (161) เชื้อ M. bovis 

มีล าดับเบส โครงสร้าง และกระบวนการเมตาบอลิซึมที่คล้ายคลึงกับเชื้อ M. tuberculosis (162) การ

จ าแนกเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ออกจากกันจ าเป็นต้องอาศัยคุณสมบัติทางจุลชีววิทยา เช่น การอัตรา
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เจริญเติบโต ลักษณะทางฟีโนไทป์ และปฏิกิริยาทางชีวเคมี (163) หรืออาศัยการจ าแนกด้วยการหา

ล าดับเบสของยีนต่าง ๆ เช่น pncA gyrB oxyR katG และ hupB (164-167) อย่างไรก็ตาม IS1081 

และ IS6110 ต่างเป็น IS ที่มีบริเวณอนุรักษ์สูงและพบได้ในเชื้อทุกสายพันธุ์ที่อยู่ในกลุ่ม MTBC (27, 

71) จึงสามารถตรวจพบได้ในเชื้อ M. bovis จากการศึกษาครั้งนี้ การทดสอบวินิจฉัยวัณโรคท่ีใช้ในงาน

ประจ าของห้องปฏิบัติการในปัจจุบัน ทั้งท่ีอาศัยการตรวจหาแอนติเจนที่จ าเพาะ เช่น MPT64 Ag 

(168) หรือการตรวจหาสารพันธุกรรมที่จ าเพาะ เช่น IS1081 และ IS6110 ในการทดสอบด้วย 

Xpert®MTB/RIF Ultra และ LAMP (74, 78) ต่างวินิจฉัยจ าแนกเชื้อเป็นกลุ่ม MTBC เท่านั้น และไม่

มีการจ าแนกเชื้อถึงระดับสายพันธุ์แต่อย่างใด  

 ระยะเวลาความคงตัวของผลที่ปรากฏอยู่บนแถบตรวจ MTB Strip ได้ถูกท าการศึกษา เพ่ือ

เป็นข้อมูลว่าหากใช้แถบตรวจ MTB Strip ตรวจวัดผลผลิตจากปฏิกิริยา M-RPA ที่เกิดขึ้น ผลดังกล่าว

จะยังคงปรากฏอยู่นานเท่าใด ซึ่งอาจมีประโยชน์ในกรณีต้องการทวนสอบผลย้อนหลัง และจาก

การศึกษาพบว่าผลที่ปรากฏอยู่ทั้งในต าแหน่ง Control line และ Test line บนแถบตรวจ MTB Strip 

มีความคงตัวสูง สามารถอ่านผลได้ตามปกติโดยไม่พบการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นตลอดระยะเวลา 3 

เดือน หลังจากท าการทดสอบ ความคงตัวของสีแดงบนแถบตรวจเกิดจากสีของอนุภาค Colloidal 

gold หรือ Gold nanoparticle ที่เชื่อมต่ออยู่กับ Anti-biotin โดย Colloidal gold มีคุณสมบัติการ

ดูดกลืนแสงได้อย่างดีมาก จึงมีความเสถียรสูงส่งผลให้การปล่อยแสงออกมาได้ดีและคงทนได้นาน 

(169) อีกท้ัง Colloidal gold มีความเสถียรสูงมากท้ังในรูปแบบของเหลวและแบบที่แห้งแล้ว (111) 

อย่างไรก็ตามหากต้องการทราบความคงตัวของผลในระยะยาวกว่านี้ ควรท าการทดสอบเพิ่มเติมใน

อนาคต 

 คุณภาพของแถบตรวจยังขึ้นอยู่กับอายุการเก็บรักษา แถบตรวจส าเร็จรูปที่อาศัยหลักการ 

LFA ส่วนใหญ่มีอายุการเก็บรักษา 1-2 ปี ที่อุณหภูมิห้อง (142) แถบตรวจ MTB Strip ที่พัฒนาขึ้นใน

การศึกษาครั้งนี้มีอายุการเก็บรักษาได้สูงสุด 6 เดือน โดยหากเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จะ

สามารถมองเห็นความเข้มของแถบสีได้ชัดเจนกว่าการเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง Bever และคณะ ได้

พัฒนา Lateral flow immunoassay (LFIA) ตรวจหา Lethal amatoxins ในเห็ด ภายหลังการ

ทดสอบอายุการเก็บรักษาของแถบตรวจ พบว่าสามารถเก็บได้ถึง 1 – 1.5 ปี (170) ปัจจัยที่ส่งผลต่อ

อายุการเก็บรักษาแถบตรวจในการศึกษาครั้งนี้ อาจมาจากการละลายสารละลายหลายครั้ง 

(Multiple-freeze thaw cycle) ในขัน้ตอนการขนส่งสารไปยังโรงงานผลิตและในระหว่าง
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กระบวนการผลิต ซึ่งมีส่วนให้ประสิทธิภาพของ Anti-FITC เสื่อมลง หรือส่งสัญญาณอ่อนลงได้ (171, 

172) จึงไม่สามารถจับกับผลผลิตได้ดีดังเดิม นอกจากนี้ยังพบว่ากระบวนการผลิต LFA ในส่วนของ 

Conjugated pad มีบทบาทหลักในการจับอนุภาคของตัวตรวจจับหรืออนุภาคท่ีท าให้เกิดสีและคง

สภาพการท างานไว้จนกว่าจะท าการทดสอบ (111, 170) โดยประสิทธิภาพของ Conjugated pad 

อาจขึ้นอยู่กับสารละลายบัฟเฟอร์ที่ประกอบด้วยซูโครสหรือสารลดแรงตึงผิว และกระบวนการท าให้

แถบตรวจแห้งภายหลังจากการพ่นแอนติบอดี (111, 149, 170) สารละลายบัฟเฟอร์ที่มีน้ าตาลจะช่วย

ท าให้โครงสร้างของอนุภาคของตัวตรวจจับเสถียรในสภาวะที่แห้ง และกลับมาละลายอย่างรวดเร็ว

ในขณะ Conjugated pad มีของเหลวไหลผ่าน (111, 170) ในขณะที่กระบวนการท าให้แห้งที่

เหมาะสมควรอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1-2 ชั่วโมง ที่ระดับความชื้นสัมพัทธ์น้อยกว่า 15% 

(141, 169) ดังนั้นเพื่อเป็นการปรับปรุงคุณภาพของแถบตรวจในอนาคต จึงควรมีการควบคุม

กระบวนการผลิตดังที่อธิบายข้างต้นอย่างเคร่งครัด การเก็บรักษาแถบตรวจทั่วไปควรอยู่ในช่วง

อุณหภูมิ 18 – 25 องศาเซลเซียส ที่ความชื้นสัมพัทธ์ที่น้อยกว่า 20% (149, 173) แม้ว่าแถบตรวจ 

MTB Strip ที่พัฒนาขึ้นถูกบรรจุภายในซองอลูมิเนียมทึบแสงที่มีสารดูดความชื้นอยู่ภายใน ซึ่งช่วยลด

ความชื้นได้เพียง 35-40% แต่การเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องซึ่งมีอุณหภูมิเฉลี่ย 30 องศาเซลเซียสขึ้นไป

และมีความชื้นสัมพัทธ์ ณ ช่วงเวลานั้น เท่ากับ 69 – 73% (174) จึงท าให้แถบตรวจเสื่อมสภาพลงได้

อย่างรวดเร็ว การศึกษาก่อนหน้าของ Hu และคณะ ได้ทดสอบความเสถียรของแถบตรวจ Colloidal 

gold immunochromatographic strip ที่พัฒนาขึ้น ส าหรับตรวจหาเชื้อ Subgroup A avian 

leukosis virus (ALV-A) โดยแถบตรวจถูกเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 25 และ 37 องศาเซลเซียส และพบว่า

แถบตรวจมีความเสถียรสามารถน ามาทดสอบได้แม้มีอายุการเก็บรักษาเท่ากับ 180  60 และ 15 วนั 

ตามล าดับ (175) ดังนั้นแถบตรวจ Colloidal gold ที่ถูกจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิสูงมีความเสถียรที่ลดลง

เมื่อเปรียบเทียบกับเก็บไว้ที่อุณหภูมิต่ า และอาจมีสาเหตุมาจากการลดความสามารถในการจับของ

แอนติบอดีลงได้ (176)  

การประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของเทคนิค M-RPA ที่ใช้ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip ใน

การวินิจฉัยวัณโรค ทดสอบโดยใช้ดีเอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ MTBC และ NTM พบว่าการ

วินิจฉัยมีประสิทธิสูง โดยสามารถวินิจฉัยดีเอ็นเอของ MTBC ได้ผลบวกถูกต้องทุกตัวอย่าง (100%)  

ในขณะที่เมื่อวินิจฉัยดีเอ็นเอของเชื้อ NTM ให้ผลเป็นลบถูกต้องทุกตัวอย่าง (100%) ซึ่งสอดคล้องกับ

ผลวินิจฉัยยืนยันเชื้อ MTBC ที่ได้จากชุดตรวจแอนติเจน MPT 64 และเชื้อ NTM ที่ได้จากเทคนิค 
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Sanger DNA Sequencing ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB 

Strip มีประสิทธิภาพในการวินิจฉัยเชื้อ MTBC สูง ในขณะที่การศึกษาของ Singpanomchai และ

คณะ ซึ่งได้ท าปฏิกิริยา RPA แบบ Singleplex ตรวจหา IS1081 และ IS6110 ของเชื้อ MTBC และ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยตาเปล่าภายหลังเติมสี SYBR® Green I พบว่ามีความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 

99.32% และ 100.00% ตามล าดับ ในการตรวจหา IS1081 ขณะที่มีความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 

97.95% และ 100.00% ตามล าดับ ในการตรวจหา IS6110 (23) เทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ 

MTB Strip อาศัยการท าปฏิกิริยาด้วยวิธี M-RPA ที่ใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อ IS1081 หรือ IS6110 

ร่วมกันในหลอดปฏิกิริยา และผลผลิตถูกติดฉลากท่ีเหมือนกัน ท าให้ผลผลิตจับบนแถบตรวจที่

ต าแหน่งเดียวกัน ในที่นี้คือต าแหน่ง Test line ซึ่งอาจช่วยเพ่ิมความไวในการตรวจหาเชื้อ MTBC มาก

ยิ่งขึ้น เนื่องจากภายในจีโนมของเชื้อกลุ่ม MTBC สามารถพบ IS1081 เพียง 5 – 8 copies (27, 32) 

ขณะที ่IS6110 พบเฉลี่ย 10 - 16 copies (177) และในขณะที่บางสายพันธุ์อาจพบได้เพียง 1 copy 

หรือไม่พบ IS6110 (70, 71) ดังนั้นหากเชื้อ MTBC บางสายพันธุ์มีเพียง IS1081 ชนดิเดียว จึงยัง

สามารถให้ผลบวกได้เมื่อถูกตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค M-RPA ที่ใช้ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip 

ในขณะที่หากเป็นการวินิจฉัยโดยแยกปฏิกิริยา RPA ต่อ IS แต่ละชนิด จะไม่สามารถตรวจพบผลบวก

จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ IS6110 หรือในบางกรณีอาจไม่พบการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมของ IS1081 ได้เนื่องจากมีจ านวน Copy ที่ค่อนข้างต่ า ซึ่งสามารถให้ผลลบปลอมในการ

ทดสอบ และอาจเป็นสาเหตุที่ท าให้ความไวในการตรวจหาเชื้อด้วยปฏิกิริยา Single-RPA ลดลง   

ในช่วงหลายปีที่ผ่านมา มีการศึกษาพัฒนาชุดตรวจเพื่อวินิจฉัยวัณโรคท่ีอาศัยหลักการทาง

อณูชีววิทยาจ านวนมาก ซึ่งจ าเป็นต้องทดสอบประเมินประสิทธิภาพกับดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่งส่ง

ตรวจโดยตรง เนื่องจากดีเอ็นเอดังกล่าวอาจมีการปนเปื้อนดีเอ็นเอจากแหล่งอ่ืน เช่น ดีเอ็นเอจากเชื้อ

ประจ าถิ่น หรือดีเอ็นเอจากร่างกายผู้ป่วย และสารชีวโมเลกุลบางอย่างในสิ่งส่งตรวจที่อาจส่งผล

ขัดขวางหรือรบกวนปฏิกิริยาได้ (125) ในการศึกษาครั้งนี้ได้ท าการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมใน

การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ IS1081 และ IS6110 ด้วยปฏิกิริยา M-RPA ที่ใช้กับดีเอ็นเอที่สกัด

ได้จากสิ่งส่งตรวจเสมหะ ร่วมกับการปรับขั้นตอนการตรวจสอบผลผลิตด้วยแถบตรวจ MTB Strip ให้

เหมาะสมกับประเภทของดีเอ็นเอท่ีมาจากสิ่งส่งตรวจ ซึ่งพบว่ามีความแตกต่างกับสภาวะของปฏิกิริยา

ที่ใช้ทดสอบกับดีเอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนี ทั้งในส่วนของดีเอ็นเอตั้งต้นที่ไม่สามารถก าหนดเป็นความ

เข้มข้นได้ในดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจ แต่ก าหนดเป็นปริมาตรที่เหมาะสมแทน (ในที่นี้เท่ากับ 5 
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µl) ไพรเมอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยา M-RPA กับดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจ ใช้ความเข้มข้นที่สูงกว่า โดย

ไพรเมอร์ IS1081 และ IS6110 ใช้ความเข้มข้นเท่ากับ 0.24 และ 0.12 µM ตามล าดับ ทั้งนี้อาจเกิด

จากการที ่ IS1081 มีจ านวน Copy ภายในจีโนมน้อยกว่า IS6110 (27, 32) ส่งผลให้การเพิ่มปริมาณ

สารพันธุกรรมของ IS1081 เกิดได้ช้าและมีปริมาณผลผลิตที่น้อยกว่า จึงจ าเป็นต้องเพ่ิมความเข้มข้น

ของไพรเมอร์เพ่ือให้ได้ปริมาณของผลผลิตทั้งสอง IS ใกล้เคียงกัน ระยะเวลาการบ่มของปฏิกิริยา M-

RPA กับดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจใช้เวลา 25 นาที ซึ่งนานกว่าการท าปฏิกิริยาที่ใช้ดีเอ็นที่สกัด

จากโคโลนี ทั้งนี้ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาขึ้นอยู่กับปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอเป้าหมาย (24, 

85) ซึ่งตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากสิ่งส่งตรวจเสมหะอาจมีการปนเปื้อนดีเอ็นเอจากแหล่งอื่นรวมด้วย 

ท าให้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอเป้าหมายลดลง จึงใช้ระยะเวลามากกว่าในการท าปฏิกิริยา และสุดท้าย

อัตราส่วนเจือจางระหว่างผลผลิต M-RPA ที่เกิดจากดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจกับสารละลาย 

PBS ใช้เพียง 1:3 ซึ่งท าให้ผลผลิตยังคงมีความเข้มข้นสูงในสารละลาย PBS และช่วยเพิ่มโอกาสในการ

ตรวจพบผลผลิตบนแถบตรวจ MTB Strip ในกรณีที่ตัวอย่างมีดีเอ็นเอของเชื้อ MTBC ปริมาณน้อย 

อย่างไรก็ตามปฏิกิริยา M-RPA ที่เกิดขึ้นจากดีเอ็นเอทั้งท่ีสกัดได้จากโคโลนีและสิ่งส่งตรวจ สามารถ

เกิดข้ึนได้ดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเท่ากัน 

เมื่อน าเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip ท าการวินิจฉัยวัณโรคจากดีเอ็นเอที่สกัด

ได้จากสิ่งส่งตรวจเสมหะจ านวน 131 ตัวอย่าง พบว่ามีความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และ

ค่าท านายผลลบอยู่ในเกณฑ์ดีมาก โดยเมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธี Agarose gel 

electrophoresis เทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip มีความไวเท่ากับ 96.77% ค่าจ าเพาะ

เท่ากับ 72.46% ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 75.95% ค่าท านายผลลบเท่ากับ 96.15% และมีความ

สอดคล้องกันของสองเทคนิคอยู่ในเกณฑ์ดี (κ เท่ากับ 0.683) ทั้งนี้พบว่าการตรวจสอบผลผลิตด้วยวธิ ี

Agarose gel electrophoresis ไม่สามารถตรวจสอบพบผลผลิต M-RPA ได้จ านวน 14 ตัวอย่าง ซึ่ง

เป็นตัวอย่างที่ให้ผลบวกเมื่อยืนยันด้วยเทคนิค Real-time PCR ทั้งนี้อาจเกิดจากขั้นตอนก่อนการ

ทดสอบด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis ต้องน าผลผลิต M-RPA ไปท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดน้ ายา 

จึงอาจส่งผลให้สูญเสียปริมาณผลผลิตไปบางส่วนหรือได้ปริมาณน้อยลงจนไม่สามารถตรวจสอบได้

ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis  

เมื่อเปรียบเทียบกับการย้อมสีทนกรด พบว่าเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip มี

ความไวเท่ากับ 91.03% ความจ าเพาะเท่ากับ 84.91% ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 89.87% ค่าท านาย



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 141 

ผลลบเท่ากับ 86.54% และมีความสอดคล้องกันของสองเทคนิคอยู่ในเกณฑ์ดี (κ เท่ากับ 0.762) เปน็

ที่น่าสังเกตว่ามีตัวอย่างจ านวน 7 จาก 78 ตัวอย่าง ที่ย้อมติดสีทนกรด แต่ให้ผลลบเมื่อทดสอบกับ

เทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip ซึ่งอาจเกิดจากเทคนิคการย้อมสีทนกรดสามารถย้อมติด

สีเชื้อในกลุ่ม Mycobacteria ทุกสายพันธุ์ ทั้งเชื้อ MTBC และเชื้อ NTM หรือเชื้อ Mycobacteria ทั้ง

ที่ยังมีชีวิตและตายแล้วได้ จึงให้ผลเป็นบวกแบบไม่จ าเพาะ (58, 178) ในขณะที่มีตัวอย่าง 8 จาก 53 

ตัวอย่าง ที่ย้อมไม่ติดสีทนกรด แต่ให้ผลบวกกับเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip ทั้งนี้เป็น

เพราะการย้อมสีทนกรดเป็นเทคนิคที่มีความไวค่อนข้างต่ า กล่าวคือต้องมีแบคทีเรียติดสีทนกรด

จ านวนมากกว่า 5,000 CFU/ml (61) ในสิ่งส่งตรวจ จึงจะพบการย้อมติดสีทนกรดเป็นบวก เช่นใน

การศึกษาครั้งนี้ ตัวอย่างจ านวน 8 ตัวอย่างแม้ว่าให้ผลเป็นลบในการย้อมสีทนกรด แต่ทั้ง 8 ตัวอย่าง

สามารถตรวจพบเชื้อ MTBC ได้เมื่อใช้เทคนิค Real-time PCR ซึ่งมีความไวสูงกว่า ด้วยเหตุผล

ดังกล่าวข้างต้นจึงส่งผลต่อความไวกับความจ าเพาะของเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip 

ที่พัฒนาขึ้นเมื่อน าไปเปรียบเทียบกับการย้อมสีทนกรด สอดคล้องกับการศึกษาของ Boyle และคณะ 

ที่พัฒนาวิธีการวินิจฉัยวัณโรคจากสิ่งส่งตรวจด้วยเทคนิค Real-time RPA โดยใช้ไพรเมอร์จ าเพาะต่อ  

IS1081 และ IS6110 และใช้ Exo probe ท าปฏิกิริยากับดีเอ็นเอที่สกัดได้จากเสมหะและน้ าล้างปอด 

เมื่อท าการเปรียบเทียบกับผลการย้อมสีทนกรดพบว่า Real-time RPA มีความไวและความจ าเพาะใน

การตรวจหา IS1081 เท่ากับ 86.10% และ 88.60% ตามล าดับ ส าหรับตรวจหา IS6110 มีความไว

และความจ าเพาะ เท่ากับ 70.80% และ 88.00% ตามล าดับ (31) ความไวของเทคนิค M-RPA ร่วมกับ

แถบตรวจ MTB Strip แปรผันตรงกับระดับของผลการย้อมสีทนกรดที่เป็นบวก โดยที่ระดับ 3+ พบ

ความไวมากท่ีสุดเท่ากับ 95.00% รองลงมาคือที่ระดับ 2+ 1+ และ Scanty พบความไวเท่ากับ 

93.75% 93.55% และ 72.73% ทั้งนี้อาจมีสาเหตุมาจากปริมาณของแบคทีเรียติดสีทนกรดที่แตกต่าง

กันในสิ่งส่งตรวจ ส่งผลให้มีปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้นของปฏิกิริยา M-RPA ที่แตกต่างกันและมีผลต่อความ

ไวในการตรวจวิเคราะห์ 

เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค Real-time PCR พบว่าเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB 

Strip มีความไวเท่ากับ 100.0% ความจ าเพาะเท่ากับ 94.55% ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 96.20% ค่า

ท านายผลลบเท่ากับ 100.00% และมีความสอดคล้องกันของสองเทคนิคอยู่ในเกณฑ์ดีมาก (κ เท่ากับ 

0.953) ค่าความไวและความจ าเพาะที่เกิดขึ้น ใกล้เคียงกับการศึกษาที่ผ่านมาของ Ma และคณะ ที่

พัฒนาเทคนิค RPA ร่วมกับ Lateral Flow (LF-RPA) ในการตรวจหาเชื้อ MTBC ด้วย IS1081 ภายใต้
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สภาวะที่ความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์เท่ากับ 0.48 µM บ่มที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส นาน 30 

นาท ีโดย Reverse primer ติดฉลากที่ด้านปลาย 5 ด้วยโมเลกุล Biotin และ Nfo probe ติดฉลาก

ที่ด้านปลาย 5 ด้วยโมเลกุล FITC และตรวจสอบผลผลิตที่เกิดข้ึนด้วย LF พบว่ามีความไวและ

ความจ าเพาะเท่ากับ 100.00% และ 97.98% ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ (98) 

เป็นที่น่าสังเกตว่าตัวอย่าง 3 ตัวอย่างให้ผลบวกปลอม กล่าวคือถูกตรวจพบว่าเป็นเชื้อ MTBC เมื่อ

ทดสอบด้วยเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip แต่ตรวจไม่พบว่าเป็นเชื้อ MTBC ด้วย

เทคนิค Real-time PCR โดย 1 ใน 3 ตัวอย่างนี้ถูกตรวจพบว่าเป็นเชื้อ NTM และ 2 ใน 3 ตัวอย่างนี้

ตรวจไม่พบว่าเป็นทั้งเชื้อ MTBC และ NTM ด้วยเทคนิค Real-time PCR  

กรณีของดีเอ็นเอ 1 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกปลอมกับเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB 

Strip ซึ่งมีผลตรวจพบว่าเป็นเชื้อ NTM จากเทคนิค Real-time PCR อาจเกิดจากปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณ

สารพันธุกรรมแบบไม่จ าเพาะในดีเอ็นเอตัวอย่าง หรือเกิดจากการจับของผลผลิตที่ไม่จ าเพาะบริเวณ 

Test line รวมไปถึงอาจเกิดจากการปนเปื้อนของดีเอ็นเอของเชื้อ MTBC ระหว่างกระบวนการท า

ปฏิกิริยา M-RPA ในขณะที่กรณีของดีเอ็นเอ 2 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกปลอมกับเทคนิค M-RPA ร่วมกับ

แถบตรวจ MTB Strip ซึ่งมีผลตรวจเป็นลบกับท้ังเชื้อ MTBC และ NTM จากเทคนิค Real-time PCR 

อาจเกิดจากชุดน้ ายา AnyplexTM MTB/NTM real time detection อาศัยการตรวจหา IS6110 และ 

mbp64 ส าหรับตรวจเชื้อ MTBC และยีน 16S rRNA ส าหรับตรวจเชื้อ NTM (130) โดยยีน mbp64 

มีค่าความไวและความจ าเพาะต่ ากว่า IS6110 (179) และ IS6110 อาจถูกพบเพียง 1 copy หรือตรวจ

ไม่พบ IS6110 ในเชื้อ MTBC บางสายพันธุ์ (70, 71) ด้วยเหตุผลข้างต้นอาจส่งผลให้ทั้ง IS6110 และ 

mbp64 ตรวจไม่พบในดีเอ็นเอของเชื้อ MTBC ในทั้ง 2 ตัวอย่าง ในขณะที่เทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบ

ตรวจ MTB Strip อาศัยการตรวจหาทั้ง IS1081 และ IS6110 โดยที่ IS1081 มีความไวและ

ความจ าเพาะสูงกว่า IS6110 (23, 27, 180) จึงท าให้เกิดผลบวกของการวินิจฉัย อย่างไรก็ดีการศึกษา

นี้ไม่ได้ท าการเปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงเชื้อที่เป็นวิธีมาตรฐาน ดังนั้นควรมีการทดสอบเพิ่มเติมใน

การวินิจฉัยวัณโรคโดยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip และเปรียบเทียบกับการ

เพาะเลี้ยงด้วยจ านวนตัวอย่างที่มากขึ้น เพ่ือให้ได้ข้อมูลยืนยันประสิทธิภาพของเทคนิคท่ีพัฒนาที่มี

ความน่าเชื่อถือยิ่งขึ้น 
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กระบวนการสกัดดีเอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจเป็นหนึ่งในปัจจัยที่มีความส าคัญ และส่งผลโดยตรง

ต่อคุณภาพของดีเอ็นเอที่ใช้เป็นต้นแบบของการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม การศึกษาน าร่องของ

การศึกษาครั้งนี้ ได้ใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากเสมหะโดยการต้มร่วมกับ Lysis buffer พบว่าได้ความ

เข้มข้นดีเอ็นเอและความบริสุทธิ์ค่อนข้างต่ า มีผลให้การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในตัวอย่างที่มีเชื้อ

จ านวนน้อย เช่น กลุ่มตัวอย่างท่ีมีผลการย้อมสีทนกรดเป็นระดับ Scanty หรือ 1+ ได้ผลเป็นลบ จึงได้

เปลี่ยนกระบวนการสกัดดีเอ็นเอเป็นการใช้เครื่องสกัดอัตโนมัติ และได้ดีเอ็นเอที่มีความเข้มข้นและ

คุณภาพสูงขึ้น ส่งผลให้ปฏิกิริยา M-RPA มีประสิทธิภาพที่ดีตามมา อย่างไรก็ตามการใช้เครื่องสกัด

อัตโนมัติยังคงจ ากัดอยู่ในโรงพยาบาลขนาดใหญ่และมีน้ ายาที่ราคาแพง ดังนั้นหากต้องการพัฒนา

เทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip ให้สามารถน าไปใช้งานได้จริง โดยเฉพาะอย่างยิ่งใน

โรงพยาบาลขนาดเล็กท่ีมีข้อจ ากัดทางด้านเครื่องมือห้องปฏิบัติการ ควรมีการพัฒนาชุดสกัดดีเอ็นเอที่

มีประสิทธิภาพใกล้เคียงกับเครื่องสกัดอัตโนมัติ อีกท้ังควรมีขั้นตอนการสกัดไม่ซับซ้อน ไม่ต้องอาศัย

เครื่องมือที่จ าเพาะ และราคาไม่แพง เพ่ือน าไปใช้งานควบคู่กับเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB 

Strip ในอนาคต 

แถบตรวจ MTB Strip ที่ถูกพัฒนาขึ้นในการศึกษาครั้งนี้และใช้ร่วมกับปฏิกิริยา M-RPA 

ส าหรับการวินิจฉัยวัณโรค พบว่ามีประสิทธิภาพดีในการวินิจฉัยเมื่อเปรียบเทียบกับทั้งการย้อมสีทน

กรดและเทคนิค Real-time PCR อีกทั้งใช้เวลาทดสอบที่สั้น ขั้นตอนไม่ยุ่งยากซับซ้อน และอ่านผลได้

ง่าย อย่างไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้ยังพบข้อจ ากัดบางประการของปฏิกิริยา M-RPA และแถบตรวจ 

MTB Strip เช่น การสกัดดีเอ็นเอท่ีต้องใช้เครื่องสกัดอัตโนมัติ ตัวอย่างของสิ่งส่งตรวจที่น ามาทดสอบมี

เฉพาะเสมหะ ค่า LOD ที่ค่อนข้างสูง อายุการเก็บรักษาของแถบตรวจที่ค่อนข้างสั้น ดังนั้นจึงควร

ท าการศึกษาและพัฒนาเพิ่มเติมในอนาคต ทั้งในส่วนกระบวนการสกัดดีเอ็นเอ การเลือกใช้สิ่งส่งตรวจ

ที่มีความหลากหลายเพิ่มขึ้น การใช้ไพรเมอร์ความเข้มข้นสูงขึ้นในปฏิกิริยา M-RPA เพ่ือช่วยเพิ่ม

ผลผลิต และการควบคุมกระบวนการผลิตแถบตรวจโดยเฉพาะอย่างยิ่งการพ่นแอนติบอดีบนต าแหน่ง 

Conjugated pad และ Test line ที่ต้องมีการผสมสารละลายที่ช่วยรักษาสภาพแอนติบอดีให้คงทน

และมีสภาพพร้อมใช้งานจนถึงวันท าการทดสอบ รวมไปถึงข้ันตอนหลังจากการพ่นแถบตรวจที่ต้อง

ควบคุมอย่างเคร่งครัดตามที่ได้กล่าวไปข้างต้น 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 144 

บทที ่6 

สรุปผลการวิจัย 

 

การศึกษาครั้งนี้ได้พัฒนาเทคนิคที่เรียกว่า เทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTN Strip ซ่ึง

อาศัยหลักการทางอณูชีววิทยาในการตรวจวินิจฉัยวัณโรค จากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วย

ปฏิกิริยา M-RPA ภายใต้อุณหภูมิเดียวคงที่ โดยใช้ไพรเมอร์ IS1081 และ IS6110 ที่จ าเพาะสูงต่อเชื้อ

ในกลุ่ม MTBC และถูกดัดแปลงให้ถูกติดฉลากด้านปลาย 5 Forward primer ด้วยโมเลกุล FAM และ

ด้านปลาย 5 Reverse primer ด้วยโมเลกุล Biotin ท าให้ได้ผลผลิตขนาด 173 bp และ 250 bp 

ตามล าดับ ที่มีฉลากโมเลกุล FAM และ Biotin ติดอยู่เหมือนกันในทั้งสองผลผลิต เพ่ือให้สามารถถูก

ตรวจสอบได้ด้วยแถบตรวจ MTB Strip ที่อาศัยหลักการของ NALF โดยใช้แผ่นเมมเบรนที่เป็น 

Nitrocellulose เคลือบด้วย Anti-Biotin gold conjugate ความเข้มข้น OD4 ที่ต าแหน่ง 

Conjugated pad ในขณะที่ตรึง Anti-FITC ความเข้มข้น 0.4 mg/ml ส าหรับการตรวจจับผลผลิตของ 

IS1081 และ IS6110 ที่ต าแหน่ง Test line และตรึง Anti-IgG ความเข้มข้น 0.4 mg/ml ที่ต าแหน่ง 

Control line 

เทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTN Strip มีสภาวะการทดสอบที่แตกต่างกันระหว่างการ

ทดสอบกับดีเอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนีและสิ่งส่งตรวจเสมหะ กล่าวคือ ในการท าปฏิกิริยา M-RPA กับ

ดีเอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ ใช้ความเข้มข้นดีเอ็นเอเท่ากับ 1 ng/µl ความเข้มข้นไพรเมอร์ของ 

IS1081 และ IS6110 เท่ากับ 0.12 และ 0.12 µM ด าเนินปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ระยะเวลา 15 นาที เจือจางผลผลิต M-RPA กับสารละลาย PBS ในอัตราส่วน 1:10 และอ่านผลด้วย

ตาเปล่าที่ 15 นาที ในขณะที่การท าปฏิกิริยา M-RPA กับดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจเสมหะ ใช้ดี

เอ็นเอปริมาตร 5 µl ความเข้มข้นไพรเมอร์ของ IS1081 และ IS6110 เท่ากับ 0.24 และ 0.12 µM  

ตามล าดับ ด าเนินปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 25 นาที เจือจางผลผลิต M-RPA 

กับสารละลาย PBS ในอัตราส่วน 1:3 และอ่านผลด้วยตาเปล่าที่ 15 นาที เทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบ

ตรวจ MTN Strip มีค่า LOD เท่ากับ 0.1 ng/µl และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มเชื้อแบคทีเรียก่อโรคใน

ระบบทางเดินหายใจทั้ง 11 สายพันธุ์ที่น ามาทดสอบ นอกจากนี้แถบตรวจ MTB Strip ยังมีความคงตัว

ของผลที่ได้ทดสอบนานมากกว่า 3 เดือน และมีอายุการเก็บรักษาได้นานถึง 6 เดือน 
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การวินิจฉัยเบื้องต้นกับตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ พบว่ามีประสิทธิภาพสูง 

สามารถวินิจฉัยจ าแนกเชื้อ MTBC ได้ทั้งหมดทุกตัว และไม่เกิดผลบวกปลอมกับเชื้อ NTM อย่างไรก็

ตามเม่ือน าเทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTN Strip มาทดสอบกับดีเอ็นเอที่สกัดได้จากสิ่งส่ง

ตรวจเสมหะพบว่ามีประสิทธิภาพสูงในการวินิจฉัยวัณโรค โดยเมื่อเปรียบเทียบกับการย้อมสีทนกรด มี

ความไว 91.03% ความจ าเพาะ 84.91% ค่าท านายผลบวก 89.87% ค่าท านายผลลบ 86.54% และ

มีค่าความสอดคล้องกันอยู่ในเกณฑ์ดี ในขณะที่เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค Real-time PCR มีความไว 

100.0% ความจ าเพาะ 94.55% ค่าท านายผลบวก 96.20% ค่าท านายผลลบ 100.0% และมีความ

สอดคล้องกันอยู่ในเกณฑ์ดีมาก  

เทคนิค M-RPA ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip ที่พัฒนาขึ้นเพ่ือวินิจฉัยวัณโรค  เป็นเทคนิคท่ีมี

ความไว ความจ าเพาะสูง สามารถน าไปประยุกต์ใช้กับเครื่องมือท าอุณหภูมิชนิดอ่ืนในห้องปฏิบัติการ

ทั่วไปได้ ไม่จ าเป็นต้องอาศัยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่จ าเพาะและเครื่องแยกสารพันธุกรรม

บนกระแสไฟฟ้า ท าให้มีต้นทุนในการตรวจวินิจฉัยวัณโรคที่ถูกกว่าเทคนิคอณูชีววิทยาอ่ืน ๆ และมี

ประสิทธิภาพใกล้เคียงกับเทคนิค Real-time PCR ซ่ึงเป็นที่นิยมใช้ในห้องปฏิบัติการโรงพยาบาลขนาด

กลาง-ใหญ่ การท าปฏิกิริยาจนถึงข้ันตอนการอ่านผลใช้ระยะเวลาประมาณ 40 นาที และสามารถอ่าน

ผลได้ทันทีด้วยตาเปล่า อีกทั้งแถบตรวจ MTB Strip สามารถเก็บรักษาไว้ได้ที่อุณหภูมิห้อง จึงสามารถ

น าไปประยุกต์ใช้ในพ้ืนที่ที่มีการระบาดของโรคสูง รวมไปถึงพ้ืนที่ที่อยู่ห่างไกลความเจริญ เหมาะ

ส าหรับการน าไปใช้ในโรงพยาบาลขนาดเล็ก แทนการใช้วิธีเบื้องต้นด้วยการย้อมสีทนกรดที่มีความไว

ต่ า ท าให้ผู้ป่วยจ านวนมากสามารถเข้าถึงการวินิจฉัยวัณโรคได้อย่างครอบคลุมและง่ายขึ้น ส่งผลต่อ

การพิจารณาให้การรักษาที่เหมาะสมต่อไป อันจะช่วยลดจ านวนผู้ป่วยวัณโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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ตารางแสดงผลการวินิจฉัยวัณโรคจากสิ่งส่งตรวจเสมหะ จ านวน 131 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิค M-RPA 
ร่วมกับแถบตรวจ MTB Strip เปรียบเทียบกับการย้อมสีทนกรด และเทคนิค Real-time PCR  
 

DNA no. 

Detection results 

AFB staining 
Real-time PCR 

M-RPA/MTB Strip 
Result Ct 

1 1+ MTB 22.13 + 
2 0 0 0 0 
3 1+ MTB 27.75 + 
4 0 0 0 0 
5 3+ MTB 24.01 + 
6 2+ NTM 24.84 0 
7 2+ MTB 21.59 + 
8 2+ MTB 19.41 + 
9 3+ MTB 18.76 + 
10 2+ MTB 18.01 + 
11 2+ MTB 21.02 + 
12 3+ MTB 33.50 + 
13 Scanty MTB 22.11 + 
14 1+ MTB 19.04 + 
15 2+ MTB 20.16 + 
16 3+ MTB 22.86 + 
17 2+ MTB 27.47 + 
18 1+ MTB 20.90 + 
19 1+ MTB 28.42 + 
20 3+ MTB 20.27 + 
21 3+ NTM 28.80 0 
22 0 0 0 0 
23 0 0 0 0 
24 0 0 0 0 
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DNA no. 

Detection results 

AFB staining 
Real-time PCR 

M-RPA/MTB Strip 
Result Ct 

25 0 0 0 0 
26 0 MTB 30.73 + 
27 1+ MTB 21.76 + 
28 1+ NTM 31.36 0 
29 1+ MTB 27.44 + 
30 1+ MTB 35.56 + 
31 1+ MTB 26.23 + 
32 3+ MTB 24.39 + 
33 3+ MTB 24.50 + 
34 0 MTB 33.22 + 
35 Scanty MTB 28.51 + 
36 3+ MTB 29.23 + 
37 3+ MTB 13.51 + 
38 0 0 0 0 
39 0 MTB 35.89 + 
40 0 MTB 29.64 + 
41 0 0 0 0 
42 0 0 0 0 
43 0 0 0 0 
44 3+ MTB 23.57 + 
45 Scanty MTB 26.75 + 
46 3+ MTB 19.75 + 
47 2+ MTB 22.81 + 
48 3+ MTB 23.18 + 
49 2+ MTB 28.40 + 
50 3+ MTB 16.05 + 
51 3+ MTB 22.33 + 
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DNA no. 

Detection results 

AFB staining 
Real-time PCR 

M-RPA/MTB Strip 
Result Ct 

52 3+ MTB 21.69 + 
53 0 0 0 0 
54 0 NTM 37.42 0 
55 0 NTM 36.46 0 
56 0 0 0 0 
57 0 0 0 0 
58 1+ MTB 24.57 + 
59 0 0 0 0 
60 0 0 0 0 
61 0 0 0 0 
62 0 0 0 0 
63 0 0 0 0 
64 0 0 0 0 
65 0 0 0 0 
66 - MTB 30.42 + 
67 2+ MTB 20.49 + 
68 2+ MTB 24.05 + 
69 3+ MTB 16.98 + 
70 1+ MTB 23.19 + 
71 1+ NTM 31.16 0 
72 3+ MTB 16.95 + 
73 1+ MTB 24.73 + 
74 3+ MTB 20.58 + 
75 2+ MTB 21.21 + 
76 1+ MTB 24.52 + 
77 1+ MTB 24.72 + 
78 1+ MTB 24.04 + 
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DNA no. 

Detection results 

AFB staining 
Real-time PCR 

M-RPA/MTB Strip 
Result Ct 

79 2+ MTB 20.04 + 
80 2+ MTB 18.24 + 
81 1+ MTB 19.36 + 
82 2+ MTB 19.05 + 
83 0 0 0 0 
84 0 0 0 0 
85 0 0 0 0 
86 0 0 0 0 
87 0 0 0 0 
88 0 0 0 0 
89 0 0 0 0 
90 0 0 0 0 
91 0 0 0 0 
92 1+ MTB 26.78 + 
93 1+ MTB 18.37 + 
94 1+ MTB 24.52 + 
95 2+ MTB 20.75 + 
96 1+ MTB 20.93 + 
97 1+ MTB 24.34 + 
98 Scanty MTB 29.02 + 
99 1+ MTB 21.50 + 
100 Scanty NTM 37.89 0 
101 Scanty MTB 24.06 + 
102 1+ MTB 25.14 + 
103 1+ MTB 25.12 + 
104 1+ MTB 27.48 + 
105 1+ MTB 28.66 + 
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DNA no. 

Detection results 

AFB staining 
Real-time PCR 

M-RPA/MTB Strip 
Result Ct 

106 Scanty MTB 26.78 + 
107 Scanty NTM 32.00 + 
108 Scanty MTB 23.03 + 
109 1+ MTB 29.41 + 
110 Scanty NTM 35.55 0 
111 0 0 0 0 
112 0 0 0 0 
113 0 0 0 0 
114 0 0 0 + 
115 0 0 0 0 
116 0 0 0 + 
117 0 0 0 0 
118 0 0 0 0 
119 Scanty NTM 29.47 0 
120 1+ MTB 24.97 + 
121 0 0 0 0 
122 0 0 0 0 
123 0 0 0 0 
124 0 0 0 0 
125 3+ MTB 27.10 + 
126 0 0 0 0 
127 0 0 0 0 
128 0 0 0 0 
129 1+ MTB 25.30 + 
130 0 0 0 0 
131 0 MTB 25.38 + 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล วิลาณี เดชขจร 
วัน เดือน ปี เกิด 13 สิงหาคม 2533 
สถานที่เกิด กรุงเทพมหานคร 
ที่อยู่ปัจจุบัน 77/12 หมู่ 4 คอนโดเดอโซน ซอยแจ้งวัฒนะ 23 ถนนแจ้งวัฒนะ ต าบล

คลองเกลือ อ าเภอคลองเกลือ จังหวัดนนทบุรี 11120   
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