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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  ปที่ 32 ฉบับท่ี 1  ต.ค.2562 - ม.ค. 2563    Thai AIDS Journal Vol 32 No.1 Oct 2019 - Jan 2020

นิพนธตนฉบับ                                                                                Original Article

Received: 16/01/2020

Accepted: 12/03/2020



                     ปท่ี 32 ฉบับที่ 1  ต.ค.2562 - ม.ค. 2563                     

29

การพฒันาและทวนสอบชุดตรวจหาการตดิเชื้อ Chlamydia trachomatis 
ดวยวิธี in-house real-time PCR ที่คลินิกโรคติดตอทางเพศสัมพันธ

บทคัดยอ                                                                                                                                   
 ในงานบริการหองปฏิบัติการโรคติดตอทางเพศสัมพันธมีความจําเปนตองพัฒนาและใชชุดตรวจคัดกรอง

หาการติดเช้ือ Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) ซึ่งมีความถูกตองแมนยํา ราคาไมแพง การศึกษาวิจัยนี้           

จงึมวีตัถปุระสงคประเมนิประสทิธภิาพและราคาตนทุน เปรยีบเทียบระหวางวิธ ีin-house real-time PCR กับชุดตรวจ 

สําเร็จรูปท่ีใชในปจจุบัน เพ่ือตรวจหาการติดเชื้อ C. trachomatis ในข้ันตอนการศึกษาวิจัย ผูวิจัยไดนําตัวอยาง          

จํานวน 100 ตัวอยางท่ีพบผลบวก และ 30 ตัวอยางท่ีพบผลลบ ตอเช้ือ C. trachomatis ดวยวิธี cell culture ซึ่งเปน

วิธีมาตรฐานมาศึกษาเปรียบเทียบกัน ตัวอยางท้ังหมด 130 ตัวอยางไดถูกนําไปทดสอบดวยชุดตรวจ in-house 

real-time PCR ซึ่งไดพัฒนา primer และ probe ตําแหนง Cryptic Plasmid (CP) ที่จําเพาะตอเชื้อ C. trachomatis 

เปรียบเทียบกับชุดตรวจสําเร็จรูป จากนั้นไดวิเคราะหคาความไว ความจําเพาะ คาทํานายผลบวก คาทํานาย                       

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

real-time detection (V3.1), บริษัทยีนเอกเซลเลนซ,ประเทศเกาหลีใต) พรอมท้ังไดคํานวณตนทุนเปรียบเทียบ

ระหวางสองวิธ ี 

 ผลการศึกษาวจิัยพบวา ชดุตรวจ in-house real-time PCR kit ใหผลถูกตองเทยีบเทากับชุดตรวจสาํเรจ็รปู 

การศึกษานี้พบความไว รอยละ 100 ความจําเพาะ รอยละ 96.7 คาทํานายผลบวก รอยละ 99 และคาทํานาย              

ผลลบ รอยละ 100 ตามลาํดบั ราคาตนทุนวธิ ีin-house real-time PCR 177 บาท/test สวนชุดตรวจสาํเรจ็รปู ราคา 

808 บาท/test    

 ในการศึกษาครั้งนี้ พบตัวอยาง 1 ตัวอยาง ท่ีใหผลบวก C. trachomatis ทั้งสองวิธี คือ in-house                        

real-time PCR และชุดตรวจสาํเรจ็รปู ขณะที่ผลเพาะเลีย้งเซลลใหผลลบ อาจเปนไปไดวาวธิ ีreal-time PCR มีความ

ไวสูงกวาวิธีเพาะเลี้ยงเซลล และผลจากการวิจัยช้ีชัดวา การตรวจหาการติดเช้ือ C. trachomatis ดวยวิธี  in-house 

real-time PCR ใหผลถูกตองเทียบเทาชุดตรวจสําเร็จรูป แตมีราคาถูกกวามาก ชุดตรวจ in-house real-time PCR 

นี้สามารถนํามาใชตรวจงานประจําในหองปฏิบัติการโรคติดตอทางเพศสัมพันธ

 คําสําคัญ:                           Keywords:

 เช้ือคลามัยเดีย ทราโคมาติส,                Chlamydia trachomatis,  

 เทคนิคการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง,       Polymerase Chain Reaction (PCR),                                  

 วิธเีรียลไทมพีซีอารท่ีพัฒนาขึ้นเอง             In-house real-time PCR

บทนํา
 สถานการณโรคติดตอทางเพศสัมพันธในภาพ

รวมของประเทศไทยมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นจากอัตราปวย 

18.8 ตอประชากรแสนคน ในป พ.ศ. 2557 เปน 30.4 

ตอประชากรแสนคน ในป พ.ศ. 2561 โดยอัตราปวยที่

พบบอยที่สุดคือ โรคหนองใน ซึ่งมีอัตราปวย 10.2, 

12.5, 14.3, 15.8 และ 14.0 ตอประชากรแสนคน และ

โรคหนองในเทียม ซึ่งมีอัตราปวย 3.0, 3.8, 3.5, 3.2 

และ 3.3 ตอประชากรแสนคน ในป พ.ศ. 2557-2561 

ตามลําดับ(1) 

 การตรวจวินิจฉัยโรคหนองในซึ่งเกิดจากเชื้อ 

Neisseria gonorrhoeae (NG) ทางหองปฏิบัติการทาง 

การแพทย สามารถตรวจดวยวิธียอมสีแกรม (Gram 

stain) ตัวอยางจากผูปวยที่มีอาการจากทอปสสาวะ           

และปากมดลูกมีความไว (Sensitivity) รอยละ 90                         

ความจําเพาะ (Specificity) รอยละ 95(2) สวนวิธี

มาตรฐานคือ การเพาะเชื้อ (Culture) ความไว (Sensi-

tivity) รอยละ 85 ความจําเพาะ (Specificity) รอยละ 

95(3)  สําหรับการตรวจวินิจฉัยโรคหนองในเทียมซึ่งเกิด

จากเชื้อ Chlamydia trachomatis (CT) วิธีมาตรฐานคือ
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(Specificity) สูง แตมีความไว (Sensitivity) ตํ่า และ              

มีขอเสียคือ ข้ันตอนการตรวจยุงยาก และเจาหนาที่ตอง

มีทักษะความชํานาญในการเลี้ยงเซลล และตองใชระยะ

เวลาในการตรวจวิเคราะหนาน วิธีนี้จึงไมเหมาะสม

สําหรับการตรวจในงานประจําวันของหองปฏิบัติการ 

กลุมบางรกัโรคตดิตอทางเพศสมัพันธซึง่ใหบรกิารเฉพาะ

ทางในการดูแลรักษาผู ป วยและการตรวจวินิจฉัย                      

โรคตดิตอทางเพศสมัพันธโดยหองปฏบิตักิารกลุมบางรกั

โรคติดตอทางเพศสัมพันธใชวิธี Enzyme-linked Im-

munosorbent assay (ELISA) ในการตรวจหาแอนตเิจน

ของเช้ือ C. trachomatis ซึ่งมีความไว (Sensitivity)               

รอยละ 83.3 ความจําเพาะ (Specificity)  รอยละ 99(4)

 ปจจุบันหองปฏิบัติการกลุมบางรักโรคติดตอ

ทางเพศสัมพันธกําลังประสบปญหาในการจัดซื้อนํ้ายา

ตรวจวิเคราะหเช้ือ C. trachomatis เนื่องจากบริษัท                  

ผูผลิตน้ํายาตรวจวิเคราะห C. trachomatis ดวยวิธ ี           

ELISA ของบริษัท Trinity ประเทศไอรแลนดซึ่งเปน

บรษิัทผูผลติน้ํายาตรวจแหงเดยีวในโลกไดทาํการยกเลกิ

ผลิตนํ้ายาดังกลาวเนื่องจากไมสามารถหาแหลงผลิต 

โมโนโคนอลแอนติบอดีที่มีประสิทธิภาพได 

 ปจจุบันหองปฏิบัติการกลุมบางรักโรคติดตอ

ทางเพศสัมพันธ กองโรคเอดสและโรคติดตอทาง              

เพศสัมพันธ กรมควบคุมโรค ซึ่งมีบทบาทหนาที่ใน             

การตรวจบริการคัดกรองหาการติดเช้ือโรคติดตอทาง 

เพศสัมพันธ ซึ่งโดยเฉลี่ยจะมีผูมารับบริการประมาณ 

4,000-5,000 ราย/ป และเปนแหลงศึกษาดูงาน           

ดานโรคติดตอทางเพศสัมพันธ ใหกับบุคลากรทางการ

แพทย  ท้ังไทยและต างชาติ กําลังประสบปญหาใน              

การจัดซื้อนํ้ายาตรวจวิเคราะหเชื้อ C. trachomatis                

ซึ่งทําใหเกิดโรคหนองในเทียม เนื่องจากบริษัทผูผลิต             

นํ้ายาตรวจวิเคราะห C. trachomatis ดวยวิธี ELISA               

ซึ่งเปนบริษัทผู ผลิตแหงเดียวในโลกไดทําการยกเลิก           

ผลิตนํ้ ายาดังกล าวเนื่องจากไมสามารถหาแหล ง             

ผลิตโมโนโคนอลแอนติบอดีที่ มีประสิทธิภาพได                     

คณะผูวิจัยจึงมีแนวคิดที่จะแกไขปญหาหนางานโดย             

การพัฒนานําเทคโนโลยีดาน อณูชีวโมเลกุล (Molecular 

Laboratory) ซึ่งมีความไว (Sensitivity) ความจําเพาะ 

(Specificity) สงู(5,6,7) มาใชตรวจในงานบรกิารประจําวนั 

แตดวยข อจํากัดของงบประมาณ จึงไมสามารถซื้อ           

ชุดตรวจสําเร็จรูปที่มีราคาสูงปริมาณมากเทากับจํานวน 

ผูมารับบรกิารแตละปมาใชในงานบริการประจําวันได

 คณะผูวิจัยจึงมีแนวคิดที่จะพัฒนาชุดตรวจหา

เชื้อ C. trachomatis ดวยวิธี in-house real-time PCR 

โดยทวนสอบวิธีการในแตละขั้นตอนจนไดผลแมนยํา 

แลวจึงนํามาเปรียบเทียบความไว (Sensitivity) ความ

จําเพาะ (Specificity) คาทํานายผลบวก (Positive Pre-

diction Value) และคาทาํนายผลลบ (Negative Predic-

tion Value) กบัชุดตรวจสาํเรจ็รปู เพ่ือนาํมาใชตรวจบรกิารใน 

งานประจํา สาํหรบัตัวอยางตรวจในงานประจําคอื Urethral 

Swab จากผูมารบับรกิารชาย, Cervical Swab จากผูมา          

รบับรกิารหญงิ, Urethral Swab, Rectal Swab และ Throat  

Swab จากผูมารับบริการชายที่มีเพศสัมพันธกับชาย           

คณะผูวิจัยคาดวาชุดตรวจ in-house real-time PCR           

จะมีประสิทธิภาพ ความไว (Sensitivity) ความจําเพาะ 

(Specificity) คาทํานายผลบวก (Positive Predictive 

Value) และคาทํานายผลลบ (Negative Predictive  

Value) เทียบเทากับหรือสูงกวาวิธีมาตรฐาน คือการ          

เพาะเลี้ยงเซลลและชุดตรวจสําเร็จรปู และมีราคาถูก 

วัตถุประสงคของการศึกษา

 1)  เ พ่ือ พัฒนา ชุดตรวจหาการติด เ ช้ือ                             

C. trachomatis ดวยวิธ ีin-house real-time PCR สาํหรับ

ใชในงานบริการหองปฏิบัติการโรคติดตอทางเพศ

สัมพันธ

 2) เพื่อศึกษาเปรียบเทียบความไว ความ

จําเพาะ คาทํานายผลบวก และคาทํานายผลลบ ของชุด

ตรวจที่พัฒนาขึ้นเองโดยวิธี in-house real-time PCR 

กับ ชุดตรวจสาํเรจ็รปู (Commercial Kit) ที่ขายตามทอง

ตลาด เปรียบเทียบกับผลตรวจ cell culture

 3) เปรียบเทียบตนทุนชุดตรวจหาการติดเช้ือ 

C. trachomatis ดวยวิธี in-house real-time PCR และ

ชุดตรวจสําเร็จรูปที่จําหนายตามทองตลาด 
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วิธกีารศึกษา
การคัดเลือกตวัอยาง 

 คณะผูศึกษาวิจัยไดคัดเลือกตัวอยางในการ

ศึกษาครั้งน้ี รวม 130 ตัวอยาง เปนตัวอยางท่ีทราบวา

เปนผลบวกตอเช้ือ C. trachomatis ดวยวิธเีพาะเลีย้งเซลล 

100 ตัวอยาง ประกอบดวย ตัวอยางจาก Urethral Swab 

และ Cervical Swab อยางละ 30 ตัวอยาง และจาก 

Rectal Swab และ pharyngeal swab อยางละ 20 ตวัอยาง 

นอกจากนั้นเปนตัวอยางที่ทราบวาเปนผลลบดวยวิธเีพาะ

เลี้ยงเซลล 30 ตัวอยาง เปนตัวอยางจาก Urethral Swab, 

Cervical Swab, Rectal Swab  หรอื Pharyngeal Swab 

(รูปที่ 1)

  

 ในการวิจัยครั้งนี้ ไดนําผลการตรวจหาเชื้อ               

C. trachomatis จากการเพาะเลี้ยงเซลล (Cell culture) 

ซึ่งถือวาเปนวิธีมาตรฐานมาเปนผลการทดสอบเปรียบ

เทียบ ทั้งนี้ผลการตรวจดวยวิธี Cell Culture นี้ มีความ

จําเพาะ (Specificity) สงู แตมคีวามไว (Sensitivity) ตํ่า 

เทคนิคนี้มีขอเสียคือ ขั้นตอนการตรวจยุงยาก และเจา

หนาที่ตองมีทักษะความชํานาญในการเลี้ยงเซลล และ

ตองใชระยะเวลาในการตรวจวิเคราะหนาน วิธีนี้จึง         

ไมเหมาะสมสําหรับการตรวจในงานประจําวันของ          

หองปฏิบัติการโรคติดตอทางเพศสมัพันธท่ัวไป ในกรณี

ของกลุมบางรักโรคติดตอทางเพศสัมพันธไดกําหนด

ระยะเวลาในการรายงานผล (Turnaround time) 5 วัน

ทําการ ดังนั้นการตรวจดวยวิธี Cell Culture จึงไม           

เหมาะสมตอการใหบริการตรวจ วินิจฉัย และรักษา            

การติดเชื้อ C. trachomatis ในคลินิกโรคติดตอทาง         

เพศสัมพันธ แตสามารถนํามาเปนผลการตรวจหาเชื้อ            

C. trachomatis อางอิงในการวิจัยไดเปนอยางดี

 การพัฒนาชุดทดสอบ in-house real-time 

PCR และการศกึษาเปรยีบเทยีบผลการตรวจกับชดุตรวจ

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

tion (V3.1), บรษิทัยีนเอกเซลเลนซ,ประเทศเกาหลใีต)

 คณะผูวิจัยไดดําเนินการพัฒนาชุดทดสอบ 

in-house real-time PCR ดังนี้

 1. ศึกษาวธิกีารพฒันาทดสอบชุดสกดัดเีอน็เอ 

(DNA Extraction) และชุดตรวจ C. trachomatis in-

house real-time PCR โดยมขีอบเขตการดาํเนนิงานดงันี้

   1.1 ศึกษาพฒันาทดสอบ ขัน้ตอนการสกัด

ดเีอ็นเอจากตัวอยางดวยวธิทีี่ทมีวิจยัคิดคน เปรยีบเทยีบ

กับชุดสกัดดเีอ็นเอสาํเรจ็รปู (High Pure PCR Template 

Preparation kit, บริษัทโรช ไดแอกโนติกส, ประเทศ

เยอรมัน) (คัดเลือกชุดนํ้ายาสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป             

จากกระบวนการจดัซือ้นํา้ยาตรวจทางหองปฏิบัตกิารดวย

วิธี E-bidding ตามระเบียบราชการ)

   1.2 ศึกษาและคดัเลอืกลาํดบันิวคลโีอไทด 

primer และ แสงฟลูออเรสเซนต (probe) ที่จําเพาะ               

ตอเชื้อ C. trachomatis ที่ตองการศึกษา (โดยลําดับนิว

คลโีอไทดดงักลาวไดผานการทดสอบ cross reaction สาย

พันธุอ่ืน ๆและไดรับการตีพิมพในวารสารตางประเทศ

แลว

   1.3 Validation Method: ชุดตรวจ              

C. trachomatis in-house real-time PCR

     - ทดสอบและทวนสอบความเขมขน

รูปที่ 1: ตัวอยางจาก 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 ดังจะไดกลาวตอไป

     - ทดสอบสภาวะปฏิกิริยา PCR  reac-

tion (Optimized condition PCR) จนเหมาะสม

   1.4 นํา sample จํานวน 130 ตัวอยาง               

มาทดสอบทั้งวิธี In-house real-time PCR และตาม       

ขั้นตอนของชุดตรวจสําเร็จรูป แลวเปรียบเทียบความไว 

(Sensitivity) ความจําเพาะ (Specificity) ท้ังสองวิธี

      1.5  เปรียบเทียบตนทุนของชุดตรวจหา

การติดเช้ือ C. trachomatis ดวยวิธี in-house real-time 

PCR และชดุตรวจสาํเรจ็รปู (Commercial Kit) (ชุดตรวจ 

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

ยีนเอกเซลเลนซ,ประเทศเกาหลใีต)

 2. ศึกษาพัฒนาทดสอบขั้นตอนการสกัด

ดีเอ็นเอจากตัวอยางดวยวิธีท่ีทีมวิจัยคิดคน 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

    ผสมเขาดวยกันใสในขวดแลวนําไป 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 วิธีการสกดัตวัอยางสิ่งสงตรวจดวย

ชุดสกัดท่ีพัฒนาขึ้น

   1. ใสตัวอยางสิ่งสงตรวจ 200 µl ลงใน 

Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml       

   2. ใส phosphate buffered saline (PBS) 

1,000 µl ลงในหลอดตัวอยางสิ่งสงตรวจขอ 1 จากนั้น 

mix ใหเขากัน

   3. บมที่อุณหภูมิ 37๐C นาน 15 นาที 

   4. นําไป centrifuge ที่ความเร็ว 13,000 g 

นาน 10 นาที

   5. เทสวนใสท้ิง ซับดวยกระดาษกรอง

   6. เติม Lysis solution 30 µl จากนั้น mix 

ใหเขากันแลว spin down 10 วินาที

   7. บมที่อุณหภูมิ 60๐C นาน 1 ช่ัวโมง

   8. นําไปบมตอที่อุณหภูมิ 95๐C นาน 10 

นาที (ทําลายโปรตีน)

   9. ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองใหหายรอน แลว

นาํไปทดสอบตามขั้นตอนตอไป

   หมายเหตุ *หากไมไดทําการทดสอบตอ

ทันทีใหเก็บสิ่งสงตรวจท่ีสกัดดีเอ็นเอแลวไว ตู เ ย็น

อุณหภูมิ-20๐C

   2.3 วธิกีารสกดัดเีอ็นเอจากสิง่สงสงตรวจ 

(High Pure PCR Template Preparation kit, บริษัทโรช

ไดแอกโนสติกส, ประเทศเยอรมัน)                                                                                                      

   1. เตรียมสิ่งสงตรวจจํานวน 200 µl ใสใน

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 ใสใน Lyo-

philize. 

   Proteinase K เก็บไวในตูเย็น -20ºC

   4. Mix ทันที และ incubate ท่ี 70 ºC เปน

เวลา 10 นาที

   5. เติม ethanol absolute จํานวน 100 µl, 

mix well

   6. ดูด solution ทั้งหมดจากขอ 1-5 ใสลง
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ในชุด High Pure Filter Tube/ Collection tube 

    7. นําไป centrifuge ที่ 8,000 x g เปน

เวลา 1 นาที

    8. เทนํา้สวนใสใน collection tube ท้ิง และ

นาํ High Pure Filter Tube เดิมยายไปใสใน collection 

tube ใหม จากนั้นเติม inhibitor removal buffer จํานวน 

500 µl, Centrifuge ท่ี 8,000 g เปนเวลา 1 นาที

    9. เทนํา้สวนใสใน collection tube ท้ิง และ

นาํ High Pure Filter Tube เดิมยายไปใสใน collection 

tube ใหม จากนั้นเตมิ wash buffer จํานวน 500 µl (ครั้ง

ที่ 1), Centrifuge ที่ 8,000 g เปนเวลา 1 นาที

    10. เทนํ้าสวนใสใน collection tube                

ทิ้ง และนํา High Pure Filter Tube เดิมยายไปใสใน 

collection tube ใหม จากนั้นเติม Wash buffer จํานวน 

500 µl (ครัง้ที ่2), Centrifuge ที ่8,000 g เปนเวลา 1 นาที

    11. เทนํ้าสวนใสใน collection tube ท้ิง 

และนํา collection tube เดิมใสกลับเขาไปใน High Pure 

Filter Tube จากนัน้นาํไปปน spin down เปนเวลา 10 นาท ี

เพื่อชะลางสวนที่คาง filter ออก   

    12. นํา High Pure Filter Tube จากขอ 

11 ยายมาใสหลอด 1.5 microcentrifuge tube เติม 

Elution buffer  จํานวน 50 µl     

    13. นําไป centrifuge ที่ 8,000 x g เปน

เวลา 1 นาที       

    14. กรณียังไมทาํการทดสอบทนัทีใหเกบ็

ตัวอยางที่สกัดแลวไวในตูเย็น -20 องศาเซลเซยีส                                                               

   2.4 ศึกษาและคัดเลือก primer และ 

probe ทีจ่าํเพาะตอเช้ือ C. trachomatis ทีต่องการศึกษา 

โดยใชคาการทดสอบความไว/ความจาํเพาะ (ตารางท่ี 1)

ตารางที่ 1: แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของชุดการทดสอบ C. trachomatis  in-house real-time PCR(8)

   2.5 Validation Method      

   ในขัน้ตอน Validation ชุดตรวจ C. tracho-

matis in-house real-time PCR นี้ ไดดําเนินการเปน 

Experiment 4 ขั้นตอนยอย ไดแก 

   Experiment 1: การตรวจวิเคราะหหาเชื้อ 

C. trachomatis ตามขั้นตอนของชุดตรวจสําเร็จรูป                          

(ชุดตรวจ Anyplex CT/NG real-time detection 

(V3.1), บริษัทยีนเอกเซลเลนซ,ประเทศเกาหลใีต) 

  Experiment 2: ศึกษาความเหมาะสมความ

เขมขนของ condition โดยเปรยีบเทียบกับความเขมขน 

800 nM ของชุดตรวจสําเร็จรูป ใน Experiment ท่ี 1

  Experiment 3: Fix ความเขมขนของ Primer 

(จากขอสรุปผลการศึกษาความเขมขนของ Primer ที่

เหมาะสม Experiment 1 หรอื Experiment 2) เพื่อศกึษา

สดัสวนปรมิาณน้ํายา Multiplex Master mix จากเดมิปรมิาณ 

10 µl/reaction และลดปริมาณเปน 8 µl, 5 µl, 3 µl, 

2 µl, 1 µl/reaction

 Experiment 4: Fix ปริมาณนํ้ายา multiplex 

master mix ปรมิาณที่ไดจากผลการทดสอบ Experiment 

ที ่3 เพ่ือศกึษาความเขมขนของ condition ระหวาง 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 

      คา Cycle threshold (Ct) ≤40

          ผลลบ: ไมพบ Amplification curve ของ

สัญญาณสี FAM สําหรับ CP gene พบ Amplification 

curve 

                 คา Cycle threshold (Ct) >40 

ผลการศึกษา    
 ผลศึกษาพัฒนาทดสอบขั้นตอนการสกัด

ดเีอ็นเอจากตัวอยางดวยวิธทีี่ทมีวิจัยคิดคน เปรยีบเทียบ

กับชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูปชุด High Pure PCR Tem-

plate Preparation บริษัทโรช ไดแอกโนติกส ประเทศ

เยอรมัน (ตารางที่ 2) น้ันใหผลตรงกันท้ัง 130 ตัวอยาง 

และผลคา Cycle threshold (Ct) ใกลเคยีงกนักบัชุดสกัด

ดีเอ็นเอสําเร็จรูป โดยคา Ct เชื้อ C. trachomatis 130 

ตัวอยาง อยูระหวาง 20-38 cycle (รูปที่ 2)

 ในขั้นตอนการ Validation พบวาชุดตรวจ C. 

trachomatis In-house real-time PCR ใน Experiment 

1 การตรวจวิเคราะหหาเชื้อ C. trachomatis (เอกสารใน

กลองน้ํายาระบุวานํ้ายา Multiplex master mix 1 vial มี

ปริมาตร 880 µl)  

ตารางที่ 2: สวนประกอบของชุดนํ้ายาตรวจ C. trachomatis in  house real time  PCR

รูปที่ 2: กราฟแสดงคา Cycle thershold (Ct) ของเชื้อ C. trachomati 
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 นอกจากนี้ พบวาตัวอยาง Urethral Swab,             

Cervical Swab, Rectal Swab, Throat Swab ทั้งหมด            

ที่ทราบวาเปนผลบวกการติดเช้ือ C. trachomatis จากวิธี

เพาะเลี้ยงเซลลจํานวน 100 ตัวอยาง เม่ือนําไปทดสอบ

ตามข้ันตอนของชุดตรวจสําเร็จรูป ใหผลบวก 100 

ตวัอยางตรงกัน สวนตวัอยางท่ีทราบวาเปนผลลบตอเช้ือ                

C. trachomatis ดวยวธิเีพาะเลีย้งเซลล 30 ราย ไปทดสอบ

กับชุดตรวจสาํเรจ็รปูบรษัิทยีนเอกเซสเลนซ พบวาใหผล

ลบจํานวน 29 ตัวอยาง มีตัวอยางจากสิ่งสงตรวจ Rectal 

Swab จํานวน 1 ตัวอยาง ใหผลบวกเช้ือ C. trachomatis 

เม่ือนําไปตรวจยืนยันดวยชุดตรวจสําเร็จรูปแตกตาง

บริษัท (FTD Urethritis basic kit, บริษัทกิบไทย, 

ประเทศลักเซมเบิรก) ก็ใหผลบวกเชนกัน                       

 ใน Experiment 2 ซึ่งเปนการศึกษาความ            

เหมาะสมความเขมขนของ condition โดยเปรียบเทียบ

กับความเขมขน condition 800 nM ของ ใน Experiment 

ที่ 1 (ตารางที่ 3) 

 ผลการศึกษา พบวา  Experiment 1 condition 

และ Experiment 2 condition ใหคาผลบวก และมีคา Ct 

ใกลเคียงกัน สวนความเขมขนท่ี 800 nM สามารถตรวจ

จับสัญญาณไดดีกวา (รูปที่ 3)    

ตารางที่ 3: เปรียบเทียบสวนประกอบนํ้ายา in-house real time PCR ใน Experiment 1 และ 2 condition

รูปที่ 3: กราฟแสดงคา Ct ของเชื้อ Chlamydia trachomatis เปรียบเทียบระหวาง 2 Experiment conditon
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 ผลการศกึษาใน Experiment 3 พบวา Fix ความ

เขมขนของ Primer 15 µm ความเขมขนของ condition 

750 µm เพ่ือศึกษาสัดสวนปริมาณนํ้ายา Multiplex 

ตารางที่ 4: การปรับลดสัดสวนปริมาณนํ้ายา Multiplex master mix และสวนประกอบอ่ืนๆ ใน Experiment 

รูปที่ 4: กราฟแสดงคา Ct ของเชื้อ C. trachomatis เปรียบเทียบระหวาง 5 conditon

master mix สําเร็จรูปจากเดิมปริมาณ 10 µl/reaction             

ลดปริมาณเปน 8 µl, 5 µl, 3 µl, 2 µl, 1 µl/reaction 

(ตารางท่ี 4)

 พบวาเมือ่ Fix ความเขมขนของ Primer 15 µm 

ความเขมขนของ condition 750 µm  ลดสดัสวนปรมิาณ

นํ้ายา Multiplex master mix เปน 8 µl, 5 µl ,3 µl, 2 

µl/reaction สามารถอานกราฟได แตเมื่อปริมาณลด

เหลือเปน 1 µl ไมสามารถอานกราฟได (รูปที่ 4) และ

ขอมูลจากกราฟยังแสดงใหเห็นวาสัดสวนท่ีเหมาะสม

สําหรับนํ้ายา Multiplex master mix คือ 3 µl เนื่องจาก

ใชปริมาณนํ้ายา Multiple master mix นอยที่สุดโดย                

ที่ยังสามารถตรวจหาเชื้อ C. trachomatis ได และคา Ct 

เหมาะสม ขอมูลน้ียังแสดงวา ในการตรวจหาการติดเช้ือ                                

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

ประหยัดน้ํายา Multiplex Master mix สําเร็จรูปที่มีราคา

แพงได
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 ในการศึกษา Experiment 4 เปนการ Fix 

ปริมาณน้ํายา Multiplex master mix ท่ีระดับ 3 µl            

เพื่อศึกษาความเขมขนของ condition 6 ระดับ ระหวาง 

100-600 nM เพื่อหาความเขมขนท่ีความเหมาะสม ดัง

ขอมูลสัดสวนของน้ํายา in-house (ตารางที่ 5) 

ตารางที่ 5: สัดสวนของนํ้ายา in-house ใน Experiment 4

 พบวา เมื่อลดสดัสวนคาความเขมขนของ con-

dition จากชุดตรวจสําเร็จรูปซึ่งมีความเขมขน 800 nM                       

ลดครึ่งหน่ึง และใช master mix 3 µl ความเขมขนของ 

Primer, Probe 10 µm และ condition ความเขมขน                

400 nM มีความเหมาะสม แตถาใชความเขมขนนอยกวา 

400 nM จะไดผลบวก C. trachomatis คา Ct ที่ตํ่ากวา 

(รูปที่5)

         

รูปที่ 5: กราฟแสดงคา Ct ของเชื้อ C. trachomatis เปรียบเทียบระหวางความเขมขน 6 condition

 จากขอมูลที่ไดจากการศึกษาวิจัย สามารถสรุป

ไดวา Final PCR condition สําหรบั in-house real-time 

PCR เปนดังน้ี

 - 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 และมีคา Ct ≤40 
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 - ผลลบ: ไมพบ Amplification curve ของ

สัญญาณสี FAM สําหรับ CP gene หรือพบ Amplifica-

tion curve ท่ีมีคา Ct >40 

 ในการวิเคราะหคาความไว ความจําเพาะ                 

คาทํานายผลบวก และคาทํานายผลลบ ของการตรวจ 

PCR ทั้งสองวิธี เทียบกับผลการตรวจ cell culture                 

ใหผลตรงกัน โดยคาความไว เทากับ รอยละ 100                

คาความจําเพาะ เทากับ รอยละ 96.7 คาทํานายผลบวก 

เทากับ รอยละ 99 และคาทํานายผลลบ เทากับ รอยละ 

100 (ตารางท่ี 6)

ตารางที่ 6: เปรียบเทียบวิธีการตรวจหาเช้ือ C. trachomatis ระหวางชุดตรวจสําเร็จรูป และชุดตรวจ in-house real-time PCR 

เปรียบเทียบกับวิธีเพาะเลี้ยงเซลลซึ่งเปนวิธีมาตรฐาน

 สําหรับการศึกษาเปรียบเทียบตนทุนของชุด

ตรวจหาการติดเชื้อ C. trachomatis ดวยวิธี in-house                      

real-time PCR และชดุตรวจสาํเรจ็รปู (Commercial Kit) 

ที่ขายตามทองตลาด พบวาคาใชจายตนทุนในการจัดซื้อ

ชุดน้ํายาตรวจ in-house real-time PCR กอนการ         

ปรับสัดสวนนํ้ายา condition อยูท่ี 1,028,000 บาท              

ตอการตรวจ 4,000 ตวัอยาง ซึง่เปนจํานวนคาดประมาณ

ที่ตองตรวจในแตละป หรือคิดเปนตนทุน 257 บาท            

ตอการตรวจ 1 การทดสอบ อยางไรก็ตาม เมื่อได                

ปรับสัดสวนนํ้ ายาและ condition แลว สามารถ                   

เพิ่มปริมาณการตรวจไดอีก 1,800 ตัวอยาง ทําใหตรวจ

เพิม่ข้ึนเปน 5,800 ตวัอยาง คดิเปนตนทุน 177.34 บาท 

ตอ 1 การทดสอบ (ตารางที่ 7) ในขณะท่ีตนทุนของการ

จดัซือ้นํา้ยาชุดตรวจสาํเรจ็รปูของบรษิทัยีนเอกซเซลเลนซ  

อยูที่ 3,232,000 บาท ตอ 4,000 การทดสอบ คิดเปน 

808 บาท ตอ 1 การทดสอบ (ตารางท่ี 8)

 หมายเหตุ  คาความไว เทากับ 100/100 = 100 %

  คาความจําเพาะ เทากับ 29/30 = 96.7 %

  คาทํานายผลบวก เทากับ 100/101 = 99 %

  คาทํานายผลลบ เทากับ 29/29 = 100 %
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อภิปราย
 จ ากการศึ กษาวิ จัยและพัฒนาชุดตรวจ                   

C. trachomatis ดวยวธิ ีin-house real-time PCR นี ้พบวา 

ชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพ คาความไว ความ

จําเพาะ คาทํานายผลบวก และคาทํานายผลลบ เทียบ

เทากับชุดตรวจที่มีจําหนายในทองตลาด และการตรวจ

มาตรฐาน ไดแก ผลการตรวจดวย Cell Culture ผลจาก

การวิจัยนี้ ไดชวยแกไขปญหาบริการตรวจหาการติดเช้ือ 

C. trachomatis ในหองปฏิบัติการคลินิกโรคติดตอทาง

เพศสัมพันธ เพื่อทดแทนนํ้ายา ELISA ท่ีเลิกผลิต โดย

ทีมวิจัยไดนําเทคโนโลยีทาง Molecular testing มา           

พัฒนาในการตรวจคัดกรองในงานประจําวัน ดังผลที่            

พบวา เวลาในการสกัดดีเอ็นเอรวดเร็วขึ้น มีความไว                        

ความจําเพาะสูง

 นอกจากนี ้ผลการศกึษาเปรยีบเทียบตนทุนของ

ชุดตรวจหาการติดเชื้อ C. trachomatis ดวยวิธี in-house 

real-time PCR พบวามีราคาตนทุน 247 บาท/การ

ทดสอบ และยังสามารถลดตนทุนลงไดอีก โดยเปนผล

เนือ่งมาจากการ validate น้ํายา in-house real-time PCR 

ซ่ึงพบวาสามารถลดปรมิาณสดัสวนน้ํายา Master mix ซึ่ง

ตารางที่ 7: ตนทุนของชุดตรวจหาการติดเช้ือ Chlamydia trachomatis ดวยวิธ ีin-house real-time PCR 

หมายเหตุ ราคาตนทุน นํ้ายาสําหรับการตรวจ in-house real-time PCR เทากับ 1,028,000/4,000 = 257 บาท/  

             การทดสอบ เมื่อลดสดัสวนนํ้ายา master mix ทําใหสามารถตรวจไดเพิ่มข้ึนอีก 1,800 การทดสอบ 

             รวมเปน 5,800 การทดสอบ ดังนั้นตนทุนจึงลดลงมาเปน 1,028,000/5,800 = 177.34 บาท/การทดสอบ

ตารางที่ 8: ตนทุนของชุดตรวจหาการติดเช้ือ C. trachomatis ดวยชุดตรวจสําเร็จรปู (Anyplex CT/NG real-time detection 

(V3.1) kit, บริษัทยีนเอกเซลเลนซ ประเทศเกาหลีใต)

หมายเหตุ ราคาตนทุน น้ํายาสําหรับการตรวจ real-time PCR จากบริษทับริษัทยนีเอกเซลเลนซเทากับ   

             3,232,000/4,000 = 808 บาท/การทดสอบ
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มีราคาแพง ใหเหลือเปน 3 µl จากขอมูล package insert 

เดิมของบริษัทโรชไดแอกโนติกส ประเทศเยอรมัน 

แนะนาํใหใชปรมิาณ 4.4 µl ทาํใหราคาตนทนุลดลง และ

สามารถตรวจจํานวนตัวอยางเพ่ิมขึ้นอีก 1,800 tests            

จากเดิม 4,000 tests รวมเปน 5,800 tests ดังนั้นตนทุน

ของชุด in- house real-time PCR จึงลดลงเปนประมาณ 

177 บาท/การทดสอบ สวนชุดตรวจสําเร็จรูป (Com-

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

(V3.1) kit, บรษิัทยนีเอกซเซลเลนซ ประเทศเกาหลีใต) 

มีราคาตนทุน 808 บาท/การทดสอบ ซ่ึงหนวยงาน            

หองปฏิบัติการเทคนิคการแพทย กลุมบางรักโรคติดตอ

ทางเพศสัมพันธ กองโรคเอดสและโรคติดตอทางเพศ

สมัพันธ ไดนาํชดุตรวจคัดกรองหาการตดิเชือ้ C. tracho-

matis ดวยวิธี in-house real-time PCR มาใชตรวจ

บริการงานประจําวัน ชวยใหประหยัดงบประมาณของรฐั

ในการจัดซื้อนํ้ายาตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ                

ที่ไดรบัจัดสรรอยางจํากัด ไดเปนอยางดี คิดเปนวงเงิน         

ที่คาดวาจะชวยประหยัดไดถึงมากกวาสองลานบาทตอป 

 หองปฏบิตักิารกลุมงานเทคนคิการแพทย กลุม

บางรักโรคติดตอทางเพศสัมพันธ ไดควบคุมคุณภาพ          

ชุดทดสอบท่ีไดรับการพัฒนาข้ึนมานี้โดยไดเขารวม

โครงการควบคุมคุณภาพจากองคกรภายนอก (EQA) 

จากตางประเทศ เพ่ือทดสอบหาเช้ือ C. trachomatis             

ดวยวิธี in-house real-time PCR โดยหนวยงาน           

ตางประเทศไดสงตัวอยางจํานวน 3 ตัวอยาง มาทดสอบ 

และผานประเมินในปงบประมาณ 2562 แลว ซึ่งจะ           

ไดมกีารควบคมุคุณภาพชุดทดสอบนีอ้ยางตอเน่ืองตอไป 

 ผูวจิยัไดวางแผนการศกึษาวิจยัตอไปในอนาคต 

โดยจะทาํการทวนสอบเช้ือ Neisseria gonorrhoeae เพิม่เติม 

และเมื่อพัฒนาชุดตรวจเชื้อ C. trachomatis และ                   

N. gonorrhoeae ในแบบ In-house multiplex real-time 

PCR สําเร็จ จะนําไปถายทอดเทคโนโลยีนี้ให กับ         

หนวยงานหองปฏิบัติการของสํานักงานปองกันและ

ควบคุมโรค กรมควบคุมโรค ซึ่งเปนหนวยงานใน              

เครือขายรับผิดชอบ เพ่ือพัฒนาศักยภาพบุคลากรใน            

การเปดหองปฏิบัตกิาร คลนิกิโรคตดิตอทางเพศสมัพันธ 

ใหกบัประชากรกลุมเสี่ยงไดเขาถงึบรกิารเพ่ือใหสามารถ

ไดรับการตรวจ วินิจฉัย รักษา รวมท้ังในการปองกัน

ควบคุมการแพรกระจายโรคติดตอทางเพศสัมพันธ 

พรอมทั้งจัดใหมีการวางแผนดําเนินการเปรียบเทียบผล

การทดสอบระหวางหองปฏิบัติการ (inter-laboratory 

comparison) เพื่อเปนการควบคุมคุณภาพผลการตรวจ

วิเคราะหระหวางหองปฏิบัติการเอง ซึ่งถาเกิดผลสําเร็จ 

จะชวยใหหนวยงานสามารถปฏิบัติงานตรวจหาเช้ือ            

โรคติดตอทางเพศสัมพันธทั้งสอง ไดโดยถือเปนการ

ควบคุมคุณภาพได                                                                                                                                          

 สรุปผลการวิจัยและประโยชน  ท่ีได รับ                                                                                                                                              

        1. คณะผูวิจัยสามารถ validate ชุดตรวจคัด

กรองหาการติดเชื้อ C. trachomatis ดวยวิธี in-house 

real-time PCR จากตัวอยางซึ่งเก็บจาก Urethral Swab, 

Cervical Swab, Rectal Swab และ Throat Swab                        

ที่มีประสิทธิภาพมาใชตรวจวิเคราะหในงานบริการ 

ประจําวันคลินิกโรคติดตอทางเพศสัมพันธซึ่งมีความไว 

(Sensitivity) รอยละ 100 และคาความจําเพาะ รอยละ 

96.7 

 2. สามารถลดตนทุนในการจัดซื้อน้ํายาตรวจ

วิเคราะหทางหองปฏิบัติการ คลินิกโรคติดตอทาง            

เพศสมัพันธ เนือ่งจากชุดตรวจ in-house real-time PCR 

ที่พัฒนาขึ้นมีราคาตนทุนเพียงประมาณ 177 บาท/           

การทดสอบ ขณะเดียวกัน เ ม่ือเปรียบเทียบกับ                  

ราคาตนทุนชุดตรวจสําเร็จรูปบริษัท A ที่มีราคาสูง             

808 บาท/การทดสอบ หองปฏิบัติการจัดทําแผน               

การจัดซื้อน้ํายาดังกลาวเฉลี่ย 4,000 การทดสอบ             

ตอปงบประมาณ การนําชุดนํ้ายา in- house มาใชในงาน

บริการทําใหประหยัดงบประมาณของรัฐไดประมาณ

มากกวาปละ 2,000,000 บาท 

 3.  ลดระยะเวลาการตรวจวิเคราะหเนื่องจาก

ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอที่พัฒนาขึ้นใชระยะเวลาเพียง             

1 ช่ัวโมง 45 นาที ขณะท่ีชุดตรวจสําเร็จรูปบริษัทโรช             

ไดแอกโนติกส ใชเวลาตรวจวิเคราะห 2 ช่ัวโมง 30 นาที 
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