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Abstract                                                                                                                                          
 In providing laboratory diagnostic service for Chlamydia trachomatis (C. trachomatis), there is a 

need to develop an accurate and affordable test kit. This study aimed to assess efficiency and cost of in-house 

real-time PCR assay as compare to commercial real-time PCR test kit in the diagnosis of C. trachomatis 

infection in routine service sexually transmitted infections (STIs) laboratory. In this study, known 100          

positive and 30 negative samples for C. trachomatis as identified by cell culture, a standard method in              

diagnosis of C. trachomatis, were used in the comparison.  All 130 samples were tested by in-house real-time 

PCR in which primer and probe was developed to specify with C. trachomatis at cryptic plasmid, and            

commercial test kit (Anyplex CT/NG real-time detection (V3.1) kit, Gene Excellence Co. LTD., South 

Korea). Sensitivity, specificity, positive and negative predictive value were analyzed both for in-house           

real-time PCR and commercial kit against cell culture. Costs of the two tests were compared. 

 Results showed that tests performed by in-house real time PCR was accurate and comparable with 

commercial real time PCR kit.  The sensitivity, specificity, and positive and negative predictive values of the 

in-house real time PCR were 100%, 96.7%, 99% and 100%, respectively. Cost of the in-house real-time 

PCR was 177 baht/test while commercial kit was 808 baht/test.

 One of the samples negative for C. trachomatis by cell-culture was found to be positive both by 

in-house real-time PCR and commercial kit.  It is possible that real-time PCR technique may have higher 

sensitivity value over cell culture method.  Based on the finding from this study, it can be concluded that in 

house real time PCR has excellent accuracy similar to commercial real-time PCR kit but with lower cost.  

The in-house real-time PCR for C. trachomatis detection kit can be used in routine service STIs Laboratory.

วารสารโรคเอดส  ปที่ 32 ฉบับท่ี 1  ต.ค.2562 - ม.ค. 2563    Thai AIDS Journal Vol 32 No.1 Oct 2019 - Jan 2020

นิพนธตนฉบับ                                                                                Original Article

Received: 16/01/2020

Accepted: 12/03/2020



                     ปท่ี 32 ฉบับที่ 1  ต.ค.2562 - ม.ค. 2563                     

29

การพฒันาและทวนสอบชุดตรวจหาการตดิเชื้อ Chlamydia trachomatis 
ดวยวิธี in-house real-time PCR ที่คลินิกโรคติดตอทางเพศสัมพันธ

บทคัดยอ                                                                                                                                   
 ในงานบริการหองปฏิบัติการโรคติดตอทางเพศสัมพันธมีความจําเปนตองพัฒนาและใชชุดตรวจคัดกรอง

หาการติดเช้ือ Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) ซึ่งมีความถูกตองแมนยํา ราคาไมแพง การศึกษาวิจัยนี้           

จงึมวีตัถปุระสงคประเมนิประสทิธภิาพและราคาตนทุน เปรยีบเทียบระหวางวิธ ีin-house real-time PCR กับชุดตรวจ 

สําเร็จรูปท่ีใชในปจจุบัน เพ่ือตรวจหาการติดเชื้อ C. trachomatis ในข้ันตอนการศึกษาวิจัย ผูวิจัยไดนําตัวอยาง          

จํานวน 100 ตัวอยางท่ีพบผลบวก และ 30 ตัวอยางท่ีพบผลลบ ตอเช้ือ C. trachomatis ดวยวิธี cell culture ซึ่งเปน

วิธีมาตรฐานมาศึกษาเปรียบเทียบกัน ตัวอยางท้ังหมด 130 ตัวอยางไดถูกนําไปทดสอบดวยชุดตรวจ in-house 

real-time PCR ซึ่งไดพัฒนา primer และ probe ตําแหนง Cryptic Plasmid (CP) ที่จําเพาะตอเชื้อ C. trachomatis 

เปรียบเทียบกับชุดตรวจสําเร็จรูป จากนั้นไดวิเคราะหคาความไว ความจําเพาะ คาทํานายผลบวก คาทํานาย                       

ผลลบ ของชุดตรวจ in-house real-time PCR เปรียบเทียบกับชุดตรวจสําเร็จรูป (ชุดตรวจ Anyplex CT/NG 

real-time detection (V3.1), บริษัทยีนเอกเซลเลนซ,ประเทศเกาหลีใต) พรอมท้ังไดคํานวณตนทุนเปรียบเทียบ

ระหวางสองวิธ ี 

 ผลการศึกษาวจิัยพบวา ชดุตรวจ in-house real-time PCR kit ใหผลถูกตองเทยีบเทากับชุดตรวจสาํเรจ็รปู 

การศึกษานี้พบความไว รอยละ 100 ความจําเพาะ รอยละ 96.7 คาทํานายผลบวก รอยละ 99 และคาทํานาย              

ผลลบ รอยละ 100 ตามลาํดบั ราคาตนทุนวธิ ีin-house real-time PCR 177 บาท/test สวนชุดตรวจสาํเรจ็รปู ราคา 

808 บาท/test    

 ในการศึกษาครั้งนี้ พบตัวอยาง 1 ตัวอยาง ท่ีใหผลบวก C. trachomatis ทั้งสองวิธี คือ in-house                        

real-time PCR และชุดตรวจสาํเรจ็รปู ขณะที่ผลเพาะเลีย้งเซลลใหผลลบ อาจเปนไปไดวาวธิ ีreal-time PCR มีความ

ไวสูงกวาวิธีเพาะเลี้ยงเซลล และผลจากการวิจัยช้ีชัดวา การตรวจหาการติดเช้ือ C. trachomatis ดวยวิธี  in-house 

real-time PCR ใหผลถูกตองเทียบเทาชุดตรวจสําเร็จรูป แตมีราคาถูกกวามาก ชุดตรวจ in-house real-time PCR 

นี้สามารถนํามาใชตรวจงานประจําในหองปฏิบัติการโรคติดตอทางเพศสัมพันธ

 คําสําคัญ:                           Keywords:

 เช้ือคลามัยเดีย ทราโคมาติส,                Chlamydia trachomatis,  

 เทคนิคการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง,       Polymerase Chain Reaction (PCR),                                  

 วิธเีรียลไทมพีซีอารท่ีพัฒนาขึ้นเอง             In-house real-time PCR

บทนํา
 สถานการณโรคติดตอทางเพศสัมพันธในภาพ

รวมของประเทศไทยมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นจากอัตราปวย 

18.8 ตอประชากรแสนคน ในป พ.ศ. 2557 เปน 30.4 

ตอประชากรแสนคน ในป พ.ศ. 2561 โดยอัตราปวยที่

พบบอยที่สุดคือ โรคหนองใน ซึ่งมีอัตราปวย 10.2, 

12.5, 14.3, 15.8 และ 14.0 ตอประชากรแสนคน และ

โรคหนองในเทียม ซึ่งมีอัตราปวย 3.0, 3.8, 3.5, 3.2 

และ 3.3 ตอประชากรแสนคน ในป พ.ศ. 2557-2561 

ตามลําดับ(1) 

 การตรวจวินิจฉัยโรคหนองในซึ่งเกิดจากเชื้อ 

Neisseria gonorrhoeae (NG) ทางหองปฏิบัติการทาง 

การแพทย สามารถตรวจดวยวิธียอมสีแกรม (Gram 

stain) ตัวอยางจากผูปวยที่มีอาการจากทอปสสาวะ           

และปากมดลูกมีความไว (Sensitivity) รอยละ 90                         

ความจําเพาะ (Specificity) รอยละ 95(2) สวนวิธี

มาตรฐานคือ การเพาะเชื้อ (Culture) ความไว (Sensi-

tivity) รอยละ 85 ความจําเพาะ (Specificity) รอยละ 

95(3)  สําหรับการตรวจวินิจฉัยโรคหนองในเทียมซึ่งเกิด

จากเชื้อ Chlamydia trachomatis (CT) วิธีมาตรฐานคือ
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(Specificity) สูง แตมีความไว (Sensitivity) ตํ่า และ              

มีขอเสียคือ ข้ันตอนการตรวจยุงยาก และเจาหนาที่ตอง

มีทักษะความชํานาญในการเลี้ยงเซลล และตองใชระยะ

เวลาในการตรวจวิเคราะหนาน วิธีนี้จึงไมเหมาะสม

สําหรับการตรวจในงานประจําวันของหองปฏิบัติการ 

กลุมบางรกัโรคตดิตอทางเพศสมัพันธซึง่ใหบรกิารเฉพาะ

ทางในการดูแลรักษาผู ป วยและการตรวจวินิจฉัย                      

โรคตดิตอทางเพศสมัพันธโดยหองปฏบิตักิารกลุมบางรกั

โรคติดตอทางเพศสัมพันธใชวิธี Enzyme-linked Im-

munosorbent assay (ELISA) ในการตรวจหาแอนตเิจน

ของเช้ือ C. trachomatis ซึ่งมีความไว (Sensitivity)               

รอยละ 83.3 ความจําเพาะ (Specificity)  รอยละ 99(4)

 ปจจุบันหองปฏิบัติการกลุมบางรักโรคติดตอ

ทางเพศสัมพันธกําลังประสบปญหาในการจัดซื้อนํ้ายา

ตรวจวิเคราะหเช้ือ C. trachomatis เนื่องจากบริษัท                  

ผูผลิตน้ํายาตรวจวิเคราะห C. trachomatis ดวยวิธ ี           

ELISA ของบริษัท Trinity ประเทศไอรแลนดซึ่งเปน

บรษิัทผูผลติน้ํายาตรวจแหงเดยีวในโลกไดทาํการยกเลกิ

ผลิตนํ้ายาดังกลาวเนื่องจากไมสามารถหาแหลงผลิต 

โมโนโคนอลแอนติบอดีที่มีประสิทธิภาพได 

 ปจจุบันหองปฏิบัติการกลุมบางรักโรคติดตอ

ทางเพศสัมพันธ กองโรคเอดสและโรคติดตอทาง              

เพศสัมพันธ กรมควบคุมโรค ซึ่งมีบทบาทหนาที่ใน             

การตรวจบริการคัดกรองหาการติดเช้ือโรคติดตอทาง 

เพศสัมพันธ ซึ่งโดยเฉลี่ยจะมีผูมารับบริการประมาณ 

4,000-5,000 ราย/ป และเปนแหลงศึกษาดูงาน           

ดานโรคติดตอทางเพศสัมพันธ ใหกับบุคลากรทางการ

แพทย  ท้ังไทยและต างชาติ กําลังประสบปญหาใน              

การจัดซื้อนํ้ายาตรวจวิเคราะหเชื้อ C. trachomatis                

ซึ่งทําใหเกิดโรคหนองในเทียม เนื่องจากบริษัทผูผลิต             

นํ้ายาตรวจวิเคราะห C. trachomatis ดวยวิธี ELISA               

ซึ่งเปนบริษัทผู ผลิตแหงเดียวในโลกไดทําการยกเลิก           

ผลิตนํ้ ายาดังกล าวเนื่องจากไมสามารถหาแหล ง             

ผลิตโมโนโคนอลแอนติบอดีที่ มีประสิทธิภาพได                     

คณะผูวิจัยจึงมีแนวคิดที่จะแกไขปญหาหนางานโดย             

การพัฒนานําเทคโนโลยีดาน อณูชีวโมเลกุล (Molecular 

Laboratory) ซึ่งมีความไว (Sensitivity) ความจําเพาะ 

(Specificity) สงู(5,6,7) มาใชตรวจในงานบรกิารประจําวนั 

แตดวยข อจํากัดของงบประมาณ จึงไมสามารถซื้อ           

ชุดตรวจสําเร็จรูปที่มีราคาสูงปริมาณมากเทากับจํานวน 

ผูมารับบรกิารแตละปมาใชในงานบริการประจําวันได

 คณะผูวิจัยจึงมีแนวคิดที่จะพัฒนาชุดตรวจหา

เชื้อ C. trachomatis ดวยวิธี in-house real-time PCR 

โดยทวนสอบวิธีการในแตละขั้นตอนจนไดผลแมนยํา 

แลวจึงนํามาเปรียบเทียบความไว (Sensitivity) ความ

จําเพาะ (Specificity) คาทํานายผลบวก (Positive Pre-

diction Value) และคาทาํนายผลลบ (Negative Predic-

tion Value) กบัชุดตรวจสาํเรจ็รปู เพ่ือนาํมาใชตรวจบรกิารใน 

งานประจํา สาํหรบัตัวอยางตรวจในงานประจําคอื Urethral 

Swab จากผูมารบับรกิารชาย, Cervical Swab จากผูมา          

รบับรกิารหญงิ, Urethral Swab, Rectal Swab และ Throat  

Swab จากผูมารับบริการชายที่มีเพศสัมพันธกับชาย           

คณะผูวิจัยคาดวาชุดตรวจ in-house real-time PCR           

จะมีประสิทธิภาพ ความไว (Sensitivity) ความจําเพาะ 

(Specificity) คาทํานายผลบวก (Positive Predictive 

Value) และคาทํานายผลลบ (Negative Predictive  

Value) เทียบเทากับหรือสูงกวาวิธีมาตรฐาน คือการ          

เพาะเลี้ยงเซลลและชุดตรวจสําเร็จรปู และมีราคาถูก 

วัตถุประสงคของการศึกษา

 1)  เ พ่ือ พัฒนา ชุดตรวจหาการติด เ ช้ือ                             

C. trachomatis ดวยวิธ ีin-house real-time PCR สาํหรับ

ใชในงานบริการหองปฏิบัติการโรคติดตอทางเพศ

สัมพันธ

 2) เพื่อศึกษาเปรียบเทียบความไว ความ

จําเพาะ คาทํานายผลบวก และคาทํานายผลลบ ของชุด

ตรวจที่พัฒนาขึ้นเองโดยวิธี in-house real-time PCR 

กับ ชุดตรวจสาํเรจ็รปู (Commercial Kit) ที่ขายตามทอง

ตลาด เปรียบเทียบกับผลตรวจ cell culture

 3) เปรียบเทียบตนทุนชุดตรวจหาการติดเช้ือ 

C. trachomatis ดวยวิธี in-house real-time PCR และ

ชุดตรวจสําเร็จรูปที่จําหนายตามทองตลาด 
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วิธกีารศึกษา
การคัดเลือกตวัอยาง 

 คณะผูศึกษาวิจัยไดคัดเลือกตัวอยางในการ

ศึกษาครั้งน้ี รวม 130 ตัวอยาง เปนตัวอยางท่ีทราบวา

เปนผลบวกตอเช้ือ C. trachomatis ดวยวิธเีพาะเลีย้งเซลล 

100 ตัวอยาง ประกอบดวย ตัวอยางจาก Urethral Swab 

และ Cervical Swab อยางละ 30 ตัวอยาง และจาก 

Rectal Swab และ pharyngeal swab อยางละ 20 ตวัอยาง 

นอกจากนั้นเปนตัวอยางที่ทราบวาเปนผลลบดวยวิธเีพาะ

เลี้ยงเซลล 30 ตัวอยาง เปนตัวอยางจาก Urethral Swab, 

Cervical Swab, Rectal Swab  หรอื Pharyngeal Swab 

(รูปที่ 1)

  

 ในการวิจัยครั้งนี้ ไดนําผลการตรวจหาเชื้อ               

C. trachomatis จากการเพาะเลี้ยงเซลล (Cell culture) 

ซึ่งถือวาเปนวิธีมาตรฐานมาเปนผลการทดสอบเปรียบ

เทียบ ทั้งนี้ผลการตรวจดวยวิธี Cell Culture นี้ มีความ

จําเพาะ (Specificity) สงู แตมคีวามไว (Sensitivity) ตํ่า 

เทคนิคนี้มีขอเสียคือ ขั้นตอนการตรวจยุงยาก และเจา

หนาที่ตองมีทักษะความชํานาญในการเลี้ยงเซลล และ

ตองใชระยะเวลาในการตรวจวิเคราะหนาน วิธีนี้จึง         

ไมเหมาะสมสําหรับการตรวจในงานประจําวันของ          

หองปฏิบัติการโรคติดตอทางเพศสมัพันธท่ัวไป ในกรณี

ของกลุมบางรักโรคติดตอทางเพศสัมพันธไดกําหนด

ระยะเวลาในการรายงานผล (Turnaround time) 5 วัน

ทําการ ดังนั้นการตรวจดวยวิธี Cell Culture จึงไม           

เหมาะสมตอการใหบริการตรวจ วินิจฉัย และรักษา            

การติดเชื้อ C. trachomatis ในคลินิกโรคติดตอทาง         

เพศสัมพันธ แตสามารถนํามาเปนผลการตรวจหาเชื้อ            

C. trachomatis อางอิงในการวิจัยไดเปนอยางดี

 การพัฒนาชุดทดสอบ in-house real-time 

PCR และการศกึษาเปรยีบเทยีบผลการตรวจกับชดุตรวจ

สาํเรจ็รปู (ชุดตรวจ Anyplex CT/NG real-time detec-

tion (V3.1), บรษิทัยีนเอกเซลเลนซ,ประเทศเกาหลใีต)

 คณะผูวิจัยไดดําเนินการพัฒนาชุดทดสอบ 

in-house real-time PCR ดังนี้

 1. ศึกษาวธิกีารพฒันาทดสอบชุดสกดัดเีอน็เอ 

(DNA Extraction) และชุดตรวจ C. trachomatis in-

house real-time PCR โดยมขีอบเขตการดาํเนนิงานดงันี้

   1.1 ศึกษาพฒันาทดสอบ ขัน้ตอนการสกัด

ดเีอ็นเอจากตัวอยางดวยวธิทีี่ทมีวิจยัคิดคน เปรยีบเทยีบ

กับชุดสกัดดเีอ็นเอสาํเรจ็รปู (High Pure PCR Template 

Preparation kit, บริษัทโรช ไดแอกโนติกส, ประเทศ

เยอรมัน) (คัดเลือกชุดนํ้ายาสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป             

จากกระบวนการจดัซือ้นํา้ยาตรวจทางหองปฏิบัตกิารดวย

วิธี E-bidding ตามระเบียบราชการ)

   1.2 ศึกษาและคดัเลอืกลาํดบันิวคลโีอไทด 

primer และ แสงฟลูออเรสเซนต (probe) ที่จําเพาะ               

ตอเชื้อ C. trachomatis ที่ตองการศึกษา (โดยลําดับนิว

คลโีอไทดดงักลาวไดผานการทดสอบ cross reaction สาย

พันธุอ่ืน ๆและไดรับการตีพิมพในวารสารตางประเทศ

แลว

   1.3 Validation Method: ชุดตรวจ              

C. trachomatis in-house real-time PCR

     - ทดสอบและทวนสอบความเขมขน

รูปที่ 1: ตัวอยางจาก Urethral Swab, Cervical Swab, Rectal Swab, Pharyngeal Swab
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และปริมาณ primer และแสงฟลูออเรสเซนต (probe) 

Positive Control และ Negative Control โดยทาํการศึกษา

ตามเงื่อนไข 4 Experiment ดังจะไดกลาวตอไป

     - ทดสอบสภาวะปฏิกิริยา PCR  reac-

tion (Optimized condition PCR) จนเหมาะสม

   1.4 นํา sample จํานวน 130 ตัวอยาง               

มาทดสอบทั้งวิธี In-house real-time PCR และตาม       

ขั้นตอนของชุดตรวจสําเร็จรูป แลวเปรียบเทียบความไว 

(Sensitivity) ความจําเพาะ (Specificity) ท้ังสองวิธี

      1.5  เปรียบเทียบตนทุนของชุดตรวจหา

การติดเช้ือ C. trachomatis ดวยวิธี in-house real-time 

PCR และชดุตรวจสาํเรจ็รปู (Commercial Kit) (ชุดตรวจ 

Anyplex CT/NG real-time detection (V3.1), บริษัท

ยีนเอกเซลเลนซ,ประเทศเกาหลใีต)

 2. ศึกษาพัฒนาทดสอบขั้นตอนการสกัด

ดีเอ็นเอจากตัวอยางดวยวิธีท่ีทีมวิจัยคิดคน เปรียบ

เทียบกับชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป โดยมีวิธีการดังนี้

   2.1 การเตรียม Stock Lysis solution, 

Lysis solution และ phosphate buffered saline (PBS)

     - วิธีการเตรียม Stock Lysis solution 

เตรียม 100 ml

    1. 0.5% Tween-20   500 µl 

    2. 0.5% Nomidet P-40 500 µl

    3. นํ้ากลั่น (Distilled water) 98 ml

    ผสมเขาดวยกันใสในขวดแลวนําไป Au-

toclave

   - การเตรียม Lysis solution

    1. Proteinase K (stock) 10 µg/ml 10 µl

    2. Lysis stock    990 µl

   - การเตรียม PBS ปริมาตร 1 ลิตร

   1. NaCl     7.65 g

   2. Na
2
HPO

4
  0.724 µl

   3. KH
2
PO

4
   0.21 g

   4. DW      1,000 ml

   2.2 วิธีการสกดัตวัอยางสิ่งสงตรวจดวย

ชุดสกัดท่ีพัฒนาขึ้น

   1. ใสตัวอยางสิ่งสงตรวจ 200 µl ลงใน 

Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml       

   2. ใส phosphate buffered saline (PBS) 

1,000 µl ลงในหลอดตัวอยางสิ่งสงตรวจขอ 1 จากนั้น 

mix ใหเขากัน

   3. บมที่อุณหภูมิ 37๐C นาน 15 นาที 

   4. นําไป centrifuge ที่ความเร็ว 13,000 g 

นาน 10 นาที

   5. เทสวนใสท้ิง ซับดวยกระดาษกรอง

   6. เติม Lysis solution 30 µl จากนั้น mix 

ใหเขากันแลว spin down 10 วินาที

   7. บมที่อุณหภูมิ 60๐C นาน 1 ช่ัวโมง

   8. นําไปบมตอที่อุณหภูมิ 95๐C นาน 10 

นาที (ทําลายโปรตีน)

   9. ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองใหหายรอน แลว

นาํไปทดสอบตามขั้นตอนตอไป

   หมายเหตุ *หากไมไดทําการทดสอบตอ

ทันทีใหเก็บสิ่งสงตรวจท่ีสกัดดีเอ็นเอแลวไว ตู เ ย็น

อุณหภูมิ-20๐C

   2.3 วธิกีารสกดัดเีอ็นเอจากสิง่สงสงตรวจ 

(High Pure PCR Template Preparation kit, บริษัทโรช

ไดแอกโนสติกส, ประเทศเยอรมัน)                                                                                                      

   1. เตรียมสิ่งสงตรวจจํานวน 200 µl ใสใน

หลอด 1.5 ml microcentrifuge tube

   2. เติม Binding Buffer จํานวน 200 µl, mix

   3. เติม Proteinase K จํานวน 40 µl (เติม 

DNA/RNA free water) จํานวน 4.5 ml ใสใน Lyo-

philize. 

   Proteinase K เก็บไวในตูเย็น -20ºC

   4. Mix ทันที และ incubate ท่ี 70 ºC เปน

เวลา 10 นาที

   5. เติม ethanol absolute จํานวน 100 µl, 

mix well

   6. ดูด solution ทั้งหมดจากขอ 1-5 ใสลง
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ในชุด High Pure Filter Tube/ Collection tube 

    7. นําไป centrifuge ที่ 8,000 x g เปน

เวลา 1 นาที

    8. เทนํา้สวนใสใน collection tube ท้ิง และ

นาํ High Pure Filter Tube เดิมยายไปใสใน collection 

tube ใหม จากนั้นเติม inhibitor removal buffer จํานวน 

500 µl, Centrifuge ท่ี 8,000 g เปนเวลา 1 นาที

    9. เทนํา้สวนใสใน collection tube ท้ิง และ

นาํ High Pure Filter Tube เดิมยายไปใสใน collection 

tube ใหม จากนั้นเตมิ wash buffer จํานวน 500 µl (ครั้ง

ที่ 1), Centrifuge ที่ 8,000 g เปนเวลา 1 นาที

    10. เทนํ้าสวนใสใน collection tube                

ทิ้ง และนํา High Pure Filter Tube เดิมยายไปใสใน 

collection tube ใหม จากนั้นเติม Wash buffer จํานวน 

500 µl (ครัง้ที ่2), Centrifuge ที ่8,000 g เปนเวลา 1 นาที

    11. เทนํ้าสวนใสใน collection tube ท้ิง 

และนํา collection tube เดิมใสกลับเขาไปใน High Pure 

Filter Tube จากนัน้นาํไปปน spin down เปนเวลา 10 นาท ี

เพื่อชะลางสวนที่คาง filter ออก   

    12. นํา High Pure Filter Tube จากขอ 

11 ยายมาใสหลอด 1.5 microcentrifuge tube เติม 

Elution buffer  จํานวน 50 µl     

    13. นําไป centrifuge ที่ 8,000 x g เปน

เวลา 1 นาที       

    14. กรณียังไมทาํการทดสอบทนัทีใหเกบ็

ตัวอยางที่สกัดแลวไวในตูเย็น -20 องศาเซลเซยีส                                                               

   2.4 ศึกษาและคัดเลือก primer และ 

probe ทีจ่าํเพาะตอเช้ือ C. trachomatis ทีต่องการศึกษา 

โดยใชคาการทดสอบความไว/ความจาํเพาะ (ตารางท่ี 1)

ตารางที่ 1: แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของชุดการทดสอบ C. trachomatis  in-house real-time PCR(8)

   2.5 Validation Method      

   ในขัน้ตอน Validation ชุดตรวจ C. tracho-

matis in-house real-time PCR นี้ ไดดําเนินการเปน 

Experiment 4 ขั้นตอนยอย ไดแก 

   Experiment 1: การตรวจวิเคราะหหาเชื้อ 

C. trachomatis ตามขั้นตอนของชุดตรวจสําเร็จรูป                          

(ชุดตรวจ Anyplex CT/NG real-time detection 

(V3.1), บริษัทยีนเอกเซลเลนซ,ประเทศเกาหลใีต) 

  Experiment 2: ศึกษาความเหมาะสมความ

เขมขนของ condition โดยเปรยีบเทียบกับความเขมขน 

800 nM ของชุดตรวจสําเร็จรูป ใน Experiment ท่ี 1

  Experiment 3: Fix ความเขมขนของ Primer 

(จากขอสรุปผลการศึกษาความเขมขนของ Primer ที่

เหมาะสม Experiment 1 หรอื Experiment 2) เพื่อศกึษา

สดัสวนปรมิาณน้ํายา Multiplex Master mix จากเดมิปรมิาณ 

10 µl/reaction และลดปริมาณเปน 8 µl, 5 µl, 3 µl, 

2 µl, 1 µl/reaction

 Experiment 4: Fix ปริมาณนํ้ายา multiplex 

master mix ปรมิาณที่ไดจากผลการทดสอบ Experiment 

ที ่3 เพ่ือศกึษาความเขมขนของ condition ระหวาง 100-

600 nM ท่ีความเหมาะสม

   2.6 การทดสอบโดยเครือ่ง Bio-Rad CFX 

96 โดยตั้งโปรแกรมดังน้ี

          1. PCR cycle จํานวน 45 cycles 

          2. Pre-incubate อุณหภูมิ 95ºC 3 นาที

          3. Denaturation อุณหภูมิ 95ºC 10 วินาที

          4. Annealing และ Extension อุณหภูมิ 

55ºC 30 วินาที 
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   2.7 การรายงานผล

         ผลบวก: พบ Amplification curve ของ

สัญญาณสี FAM สําหรับ CP gene พบ Amplification 

curve 

      คา Cycle threshold (Ct) ≤40

          ผลลบ: ไมพบ Amplification curve ของ

สัญญาณสี FAM สําหรับ CP gene พบ Amplification 

curve 

                 คา Cycle threshold (Ct) >40 

ผลการศึกษา    
 ผลศึกษาพัฒนาทดสอบขั้นตอนการสกัด

ดเีอ็นเอจากตัวอยางดวยวิธทีี่ทมีวิจัยคิดคน เปรยีบเทียบ

กับชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูปชุด High Pure PCR Tem-

plate Preparation บริษัทโรช ไดแอกโนติกส ประเทศ

เยอรมัน (ตารางที่ 2) น้ันใหผลตรงกันท้ัง 130 ตัวอยาง 

และผลคา Cycle threshold (Ct) ใกลเคยีงกนักบัชุดสกัด

ดีเอ็นเอสําเร็จรูป โดยคา Ct เชื้อ C. trachomatis 130 

ตัวอยาง อยูระหวาง 20-38 cycle (รูปที่ 2)

 ในขั้นตอนการ Validation พบวาชุดตรวจ C. 

trachomatis In-house real-time PCR ใน Experiment 

1 การตรวจวิเคราะหหาเชื้อ C. trachomatis (เอกสารใน

กลองน้ํายาระบุวานํ้ายา Multiplex master mix 1 vial มี

ปริมาตร 880 µl)  

ตารางที่ 2: สวนประกอบของชุดนํ้ายาตรวจ C. trachomatis in  house real time  PCR

รูปที่ 2: กราฟแสดงคา Cycle thershold (Ct) ของเชื้อ C. trachomati 
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 นอกจากนี้ พบวาตัวอยาง Urethral Swab,             

Cervical Swab, Rectal Swab, Throat Swab ทั้งหมด            

ที่ทราบวาเปนผลบวกการติดเช้ือ C. trachomatis จากวิธี

เพาะเลี้ยงเซลลจํานวน 100 ตัวอยาง เม่ือนําไปทดสอบ

ตามข้ันตอนของชุดตรวจสําเร็จรูป ใหผลบวก 100 

ตวัอยางตรงกัน สวนตวัอยางท่ีทราบวาเปนผลลบตอเช้ือ                

C. trachomatis ดวยวธิเีพาะเลีย้งเซลล 30 ราย ไปทดสอบ

กับชุดตรวจสาํเรจ็รปูบรษัิทยีนเอกเซสเลนซ พบวาใหผล

ลบจํานวน 29 ตัวอยาง มีตัวอยางจากสิ่งสงตรวจ Rectal 

Swab จํานวน 1 ตัวอยาง ใหผลบวกเช้ือ C. trachomatis 

เม่ือนําไปตรวจยืนยันดวยชุดตรวจสําเร็จรูปแตกตาง

บริษัท (FTD Urethritis basic kit, บริษัทกิบไทย, 

ประเทศลักเซมเบิรก) ก็ใหผลบวกเชนกัน                       

 ใน Experiment 2 ซึ่งเปนการศึกษาความ            

เหมาะสมความเขมขนของ condition โดยเปรียบเทียบ

กับความเขมขน condition 800 nM ของ ใน Experiment 

ที่ 1 (ตารางที่ 3) 

 ผลการศึกษา พบวา  Experiment 1 condition 

และ Experiment 2 condition ใหคาผลบวก และมีคา Ct 

ใกลเคียงกัน สวนความเขมขนท่ี 800 nM สามารถตรวจ

จับสัญญาณไดดีกวา (รูปที่ 3)    

ตารางที่ 3: เปรียบเทียบสวนประกอบนํ้ายา in-house real time PCR ใน Experiment 1 และ 2 condition

รูปที่ 3: กราฟแสดงคา Ct ของเชื้อ Chlamydia trachomatis เปรียบเทียบระหวาง 2 Experiment conditon
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 ผลการศกึษาใน Experiment 3 พบวา Fix ความ

เขมขนของ Primer 15 µm ความเขมขนของ condition 

750 µm เพ่ือศึกษาสัดสวนปริมาณนํ้ายา Multiplex 

ตารางที่ 4: การปรับลดสัดสวนปริมาณนํ้ายา Multiplex master mix และสวนประกอบอ่ืนๆ ใน Experiment 

รูปที่ 4: กราฟแสดงคา Ct ของเชื้อ C. trachomatis เปรียบเทียบระหวาง 5 conditon

master mix สําเร็จรูปจากเดิมปริมาณ 10 µl/reaction             

ลดปริมาณเปน 8 µl, 5 µl, 3 µl, 2 µl, 1 µl/reaction 

(ตารางท่ี 4)

 พบวาเมือ่ Fix ความเขมขนของ Primer 15 µm 

ความเขมขนของ condition 750 µm  ลดสดัสวนปรมิาณ

นํ้ายา Multiplex master mix เปน 8 µl, 5 µl ,3 µl, 2 

µl/reaction สามารถอานกราฟได แตเมื่อปริมาณลด

เหลือเปน 1 µl ไมสามารถอานกราฟได (รูปที่ 4) และ

ขอมูลจากกราฟยังแสดงใหเห็นวาสัดสวนท่ีเหมาะสม

สําหรับนํ้ายา Multiplex master mix คือ 3 µl เนื่องจาก

ใชปริมาณนํ้ายา Multiple master mix นอยที่สุดโดย                

ที่ยังสามารถตรวจหาเชื้อ C. trachomatis ได และคา Ct 

เหมาะสม ขอมูลน้ียังแสดงวา ในการตรวจหาการติดเช้ือ                                

C. trachomatis โดยวิธ ีin-house real-time PCR สามารถ

ประหยัดน้ํายา Multiplex Master mix สําเร็จรูปที่มีราคา

แพงได
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 ในการศึกษา Experiment 4 เปนการ Fix 

ปริมาณน้ํายา Multiplex master mix ท่ีระดับ 3 µl            

เพื่อศึกษาความเขมขนของ condition 6 ระดับ ระหวาง 

100-600 nM เพื่อหาความเขมขนท่ีความเหมาะสม ดัง

ขอมูลสัดสวนของน้ํายา in-house (ตารางที่ 5) 

ตารางที่ 5: สัดสวนของนํ้ายา in-house ใน Experiment 4

 พบวา เมื่อลดสดัสวนคาความเขมขนของ con-

dition จากชุดตรวจสําเร็จรูปซึ่งมีความเขมขน 800 nM                       

ลดครึ่งหน่ึง และใช master mix 3 µl ความเขมขนของ 

Primer, Probe 10 µm และ condition ความเขมขน                

400 nM มีความเหมาะสม แตถาใชความเขมขนนอยกวา 

400 nM จะไดผลบวก C. trachomatis คา Ct ที่ตํ่ากวา 

(รูปที่5)

         

รูปที่ 5: กราฟแสดงคา Ct ของเชื้อ C. trachomatis เปรียบเทียบระหวางความเขมขน 6 condition

 จากขอมูลที่ไดจากการศึกษาวิจัย สามารถสรุป

ไดวา Final PCR condition สําหรบั in-house real-time 

PCR เปนดังน้ี

 - Multiplex Master mix = 3 µl

 - Rnase free water = 10 µl

 - 10 µm Forward primer = 0.8 µl, conc. 

400 nM

 - 10 µm Reverse primer = 0.8 µl

 - 10 µm Probe = 0.4 µl

 - 10 µm Probe = 0.4 µl

และในการรายงานผล รายงานผลดังนี้ 

 - ผลบวก: พบ Amplification curve ของ

สัญญาณสี FAM สําหรบั CP gene และมีคา Ct ≤40 



Vol 32 No.1 Oct 2019 - Jan 2020      

38

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF AN IN-HOUSE REAL TIME PCR ASSAY 
FOR THE DETECTION OF CHLAMYDIA TRACHOMATIS IN SEXUALLY TRANS-

MITTED INFECTIONS CLINIC AMONG VILLAGE HEALTH VOLUNTEERS  

 Thai AIDS Journal

 - ผลลบ: ไมพบ Amplification curve ของ

สัญญาณสี FAM สําหรับ CP gene หรือพบ Amplifica-

tion curve ท่ีมีคา Ct >40 

 ในการวิเคราะหคาความไว ความจําเพาะ                 

คาทํานายผลบวก และคาทํานายผลลบ ของการตรวจ 

PCR ทั้งสองวิธี เทียบกับผลการตรวจ cell culture                 

ใหผลตรงกัน โดยคาความไว เทากับ รอยละ 100                

คาความจําเพาะ เทากับ รอยละ 96.7 คาทํานายผลบวก 

เทากับ รอยละ 99 และคาทํานายผลลบ เทากับ รอยละ 

100 (ตารางท่ี 6)

ตารางที่ 6: เปรียบเทียบวิธีการตรวจหาเช้ือ C. trachomatis ระหวางชุดตรวจสําเร็จรูป และชุดตรวจ in-house real-time PCR 

เปรียบเทียบกับวิธีเพาะเลี้ยงเซลลซึ่งเปนวิธีมาตรฐาน

 สําหรับการศึกษาเปรียบเทียบตนทุนของชุด

ตรวจหาการติดเชื้อ C. trachomatis ดวยวิธี in-house                      

real-time PCR และชดุตรวจสาํเรจ็รปู (Commercial Kit) 

ที่ขายตามทองตลาด พบวาคาใชจายตนทุนในการจัดซื้อ

ชุดน้ํายาตรวจ in-house real-time PCR กอนการ         

ปรับสัดสวนนํ้ายา condition อยูท่ี 1,028,000 บาท              

ตอการตรวจ 4,000 ตวัอยาง ซึง่เปนจํานวนคาดประมาณ

ที่ตองตรวจในแตละป หรือคิดเปนตนทุน 257 บาท            

ตอการตรวจ 1 การทดสอบ อยางไรก็ตาม เมื่อได                

ปรับสัดสวนนํ้ ายาและ condition แลว สามารถ                   

เพิ่มปริมาณการตรวจไดอีก 1,800 ตัวอยาง ทําใหตรวจ

เพิม่ข้ึนเปน 5,800 ตวัอยาง คดิเปนตนทุน 177.34 บาท 

ตอ 1 การทดสอบ (ตารางที่ 7) ในขณะท่ีตนทุนของการ

จดัซือ้นํา้ยาชุดตรวจสาํเรจ็รปูของบรษิทัยีนเอกซเซลเลนซ  

อยูที่ 3,232,000 บาท ตอ 4,000 การทดสอบ คิดเปน 

808 บาท ตอ 1 การทดสอบ (ตารางท่ี 8)

 หมายเหตุ  คาความไว เทากับ 100/100 = 100 %

  คาความจําเพาะ เทากับ 29/30 = 96.7 %

  คาทํานายผลบวก เทากับ 100/101 = 99 %

  คาทํานายผลลบ เทากับ 29/29 = 100 %
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อภิปราย
 จ ากการศึ กษาวิ จัยและพัฒนาชุดตรวจ                   

C. trachomatis ดวยวธิ ีin-house real-time PCR นี ้พบวา 

ชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพ คาความไว ความ

จําเพาะ คาทํานายผลบวก และคาทํานายผลลบ เทียบ

เทากับชุดตรวจที่มีจําหนายในทองตลาด และการตรวจ

มาตรฐาน ไดแก ผลการตรวจดวย Cell Culture ผลจาก

การวิจัยนี้ ไดชวยแกไขปญหาบริการตรวจหาการติดเช้ือ 

C. trachomatis ในหองปฏิบัติการคลินิกโรคติดตอทาง

เพศสัมพันธ เพื่อทดแทนนํ้ายา ELISA ท่ีเลิกผลิต โดย

ทีมวิจัยไดนําเทคโนโลยีทาง Molecular testing มา           

พัฒนาในการตรวจคัดกรองในงานประจําวัน ดังผลที่            

พบวา เวลาในการสกัดดีเอ็นเอรวดเร็วขึ้น มีความไว                        

ความจําเพาะสูง

 นอกจากนี ้ผลการศกึษาเปรยีบเทียบตนทุนของ

ชุดตรวจหาการติดเชื้อ C. trachomatis ดวยวิธี in-house 

real-time PCR พบวามีราคาตนทุน 247 บาท/การ

ทดสอบ และยังสามารถลดตนทุนลงไดอีก โดยเปนผล

เนือ่งมาจากการ validate น้ํายา in-house real-time PCR 

ซ่ึงพบวาสามารถลดปรมิาณสดัสวนน้ํายา Master mix ซึ่ง

ตารางที่ 7: ตนทุนของชุดตรวจหาการติดเช้ือ Chlamydia trachomatis ดวยวิธ ีin-house real-time PCR 

หมายเหตุ ราคาตนทุน นํ้ายาสําหรับการตรวจ in-house real-time PCR เทากับ 1,028,000/4,000 = 257 บาท/  

             การทดสอบ เมื่อลดสดัสวนนํ้ายา master mix ทําใหสามารถตรวจไดเพิ่มข้ึนอีก 1,800 การทดสอบ 

             รวมเปน 5,800 การทดสอบ ดังนั้นตนทุนจึงลดลงมาเปน 1,028,000/5,800 = 177.34 บาท/การทดสอบ

ตารางที่ 8: ตนทุนของชุดตรวจหาการติดเช้ือ C. trachomatis ดวยชุดตรวจสําเร็จรปู (Anyplex CT/NG real-time detection 

(V3.1) kit, บริษัทยีนเอกเซลเลนซ ประเทศเกาหลีใต)

หมายเหตุ ราคาตนทุน น้ํายาสําหรับการตรวจ real-time PCR จากบริษทับริษัทยนีเอกเซลเลนซเทากับ   

             3,232,000/4,000 = 808 บาท/การทดสอบ
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มีราคาแพง ใหเหลือเปน 3 µl จากขอมูล package insert 

เดิมของบริษัทโรชไดแอกโนติกส ประเทศเยอรมัน 

แนะนาํใหใชปรมิาณ 4.4 µl ทาํใหราคาตนทนุลดลง และ

สามารถตรวจจํานวนตัวอยางเพ่ิมขึ้นอีก 1,800 tests            

จากเดิม 4,000 tests รวมเปน 5,800 tests ดังนั้นตนทุน

ของชุด in- house real-time PCR จึงลดลงเปนประมาณ 

177 บาท/การทดสอบ สวนชุดตรวจสําเร็จรูป (Com-

mercial Kit) (Anyplex CT/NG real-time detection 

(V3.1) kit, บรษิัทยนีเอกซเซลเลนซ ประเทศเกาหลีใต) 

มีราคาตนทุน 808 บาท/การทดสอบ ซ่ึงหนวยงาน            

หองปฏิบัติการเทคนิคการแพทย กลุมบางรักโรคติดตอ

ทางเพศสัมพันธ กองโรคเอดสและโรคติดตอทางเพศ

สมัพันธ ไดนาํชดุตรวจคัดกรองหาการตดิเชือ้ C. tracho-

matis ดวยวิธี in-house real-time PCR มาใชตรวจ

บริการงานประจําวัน ชวยใหประหยัดงบประมาณของรฐั

ในการจัดซื้อนํ้ายาตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ                

ที่ไดรบัจัดสรรอยางจํากัด ไดเปนอยางดี คิดเปนวงเงิน         

ที่คาดวาจะชวยประหยัดไดถึงมากกวาสองลานบาทตอป 

 หองปฏบิตักิารกลุมงานเทคนคิการแพทย กลุม

บางรักโรคติดตอทางเพศสัมพันธ ไดควบคุมคุณภาพ          

ชุดทดสอบท่ีไดรับการพัฒนาข้ึนมานี้โดยไดเขารวม

โครงการควบคุมคุณภาพจากองคกรภายนอก (EQA) 

จากตางประเทศ เพ่ือทดสอบหาเช้ือ C. trachomatis             

ดวยวิธี in-house real-time PCR โดยหนวยงาน           

ตางประเทศไดสงตัวอยางจํานวน 3 ตัวอยาง มาทดสอบ 

และผานประเมินในปงบประมาณ 2562 แลว ซึ่งจะ           

ไดมกีารควบคมุคุณภาพชุดทดสอบนีอ้ยางตอเน่ืองตอไป 

 ผูวจิยัไดวางแผนการศกึษาวิจยัตอไปในอนาคต 

โดยจะทาํการทวนสอบเช้ือ Neisseria gonorrhoeae เพิม่เติม 

และเมื่อพัฒนาชุดตรวจเชื้อ C. trachomatis และ                   

N. gonorrhoeae ในแบบ In-house multiplex real-time 

PCR สําเร็จ จะนําไปถายทอดเทคโนโลยีนี้ให กับ         

หนวยงานหองปฏิบัติการของสํานักงานปองกันและ

ควบคุมโรค กรมควบคุมโรค ซึ่งเปนหนวยงานใน              

เครือขายรับผิดชอบ เพ่ือพัฒนาศักยภาพบุคลากรใน            

การเปดหองปฏิบัตกิาร คลนิกิโรคตดิตอทางเพศสมัพันธ 

ใหกบัประชากรกลุมเสี่ยงไดเขาถงึบรกิารเพ่ือใหสามารถ

ไดรับการตรวจ วินิจฉัย รักษา รวมท้ังในการปองกัน

ควบคุมการแพรกระจายโรคติดตอทางเพศสัมพันธ 

พรอมทั้งจัดใหมีการวางแผนดําเนินการเปรียบเทียบผล

การทดสอบระหวางหองปฏิบัติการ (inter-laboratory 

comparison) เพื่อเปนการควบคุมคุณภาพผลการตรวจ

วิเคราะหระหวางหองปฏิบัติการเอง ซึ่งถาเกิดผลสําเร็จ 

จะชวยใหหนวยงานสามารถปฏิบัติงานตรวจหาเช้ือ            

โรคติดตอทางเพศสัมพันธทั้งสอง ไดโดยถือเปนการ

ควบคุมคุณภาพได                                                                                                                                          

 สรุปผลการวิจัยและประโยชน  ท่ีได รับ                                                                                                                                              

        1. คณะผูวิจัยสามารถ validate ชุดตรวจคัด

กรองหาการติดเชื้อ C. trachomatis ดวยวิธี in-house 

real-time PCR จากตัวอยางซึ่งเก็บจาก Urethral Swab, 

Cervical Swab, Rectal Swab และ Throat Swab                        

ที่มีประสิทธิภาพมาใชตรวจวิเคราะหในงานบริการ 

ประจําวันคลินิกโรคติดตอทางเพศสัมพันธซึ่งมีความไว 

(Sensitivity) รอยละ 100 และคาความจําเพาะ รอยละ 

96.7 

 2. สามารถลดตนทุนในการจัดซื้อน้ํายาตรวจ

วิเคราะหทางหองปฏิบัติการ คลินิกโรคติดตอทาง            

เพศสมัพันธ เนือ่งจากชุดตรวจ in-house real-time PCR 

ที่พัฒนาขึ้นมีราคาตนทุนเพียงประมาณ 177 บาท/           

การทดสอบ ขณะเดียวกัน เ ม่ือเปรียบเทียบกับ                  

ราคาตนทุนชุดตรวจสําเร็จรูปบริษัท A ที่มีราคาสูง             

808 บาท/การทดสอบ หองปฏิบัติการจัดทําแผน               

การจัดซื้อน้ํายาดังกลาวเฉลี่ย 4,000 การทดสอบ             

ตอปงบประมาณ การนําชุดนํ้ายา in- house มาใชในงาน

บริการทําใหประหยัดงบประมาณของรัฐไดประมาณ

มากกวาปละ 2,000,000 บาท 

 3.  ลดระยะเวลาการตรวจวิเคราะหเนื่องจาก

ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอที่พัฒนาขึ้นใชระยะเวลาเพียง             

1 ช่ัวโมง 45 นาที ขณะท่ีชุดตรวจสําเร็จรูปบริษัทโรช             

ไดแอกโนติกส ใชเวลาตรวจวิเคราะห 2 ช่ัวโมง 30 นาที 
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