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บทคัดย่อ                                                                  
 กลุ่มบางรักโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ให้บริการตรวจหาเชื้อ C. trachomatis และ N. gonorrhoeae ด้วยวิธี 

in-house real time PCR ท่ีพัฒนาข้ึนเองเพื่อใช้ในงานประจ�าวัน ตัวอย่างส่งตรวจที่ใช้มีหลากหลายชนิด ได้แก่ 

ตวัอย่างจากท่อปัสสาวะ ตวัอย่างจากปากมดลกู ตวัอย่างจากทวารหนัก ตวัอย่างจากช่องคอ ซึง่ปัจจุบนัตัวอย่างปัสสาวะ                   

เป็นอกีตัวอย่างหน่ึงส�าหรบัการทดสอบ เน่ืองจากง่ายต่อการเกบ็และสามารถเกบ็ได้ด้วยตนเอง และไม่ท�าให้เจ็บปวด 

การศึกษาวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินประสิทธิภาพของวิธี in-house real time PCR ที่พัฒนาข้ึนในการ           

ตรวจหาเชื้อทั้งสองชนิดนี้เปรียบเทียบกับชุดน�้ายาส�าเร็จรูป APTIMA Combo 2 Assay for CT/NG ในตัวอย่าง

ปัสสาวะจ�านวน 100 ตัวอย่าง ร่วมกับการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีท่ีพัฒนาข้ึนเอง ชุดน�้ายา            

APTIMA และวิธีย้อมสีแกรมในการตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae โดยท�าการประเมินความไว ความจ�าเพาะ                  

ค่าท�านายผลบวก ค่าท�านายผลลบและค่าความถูกต้อง รวมท้ังการเปรียบเทียบความคุ้มทุนของชุดน�้ายาและวัสดุ 

วิทยาศาสตร์ทีใ่ช้ตรวจหาเชือ้ C. trachomatis และ N. gonorrhoeae ด้วยหลกัการเพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรมของเชือ้

 ผลการศึกษาพบว่า วิธีท่ีพัฒนาข้ึนให้ผลการทดสอบทุกค่าการประเมินคิดเป็นร้อยละ 100 เปรียบเทียบ 

กับชุดน�้ายา APTIMA ผลการตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae เปรียบเทียบกับวิธีเพาะเชื้อพบว่า วิธีท่ีพัฒนาข้ึน                       

และชุดน�้ายา APTIMA ให้ผลการทดสอบทุกค่าการประเมินคิดเป็นร้อยละ 100 เช่นเดียวกัน ขณะที่วิธีย้อมสีแกรม                 

มีค่าความไว ความจ�าเพาะ ค่าท�านายผลบวก ค่าท�านายผลลบและค่าความถูกต้อง ร้อยละ 80, 100, 100, 96             

และ 96.55 ตามล�าดับ นอกจากน้ีวิธีที่พัฒนาข้ึนมีความคุ้มทุนคิดเป็น 252 บาทต่อการทดสอบขณะที่ชุดน�้ายา

ส�าเร็จรูปคิดเป็น 718 บาทต่อการทดสอบ    
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 การศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นว่าวิธีที่พัฒนาข้ึนเองมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับวิธีอ้างอิงและวิธีมาตรฐาน          

ในทกุตวัอย่างท่ีท�าการทดสอบด้วยความคุ้มทนุมากกว่าน�า้ยาส�าเร็จรปูในราคาความคุม้ทนุทีม่ากกว่า 2.8 เท่า ดังน้ัน

วิธีที่ใช้ในงานบริการประจ�าวันส�าหรับตรวจหาเช้ือ C. trachomatis และ N. gonorrhoeae จากตัวอย่างปัสสาวะ            

มีประสิทธิภาพและมีความน่าเชื่อถือ ประหยัดงบประมาณการจัดซื้อน�้ายาตรวจวิเคราะห์และลดค่าใช้จ่ายในการให้

บริการ ส่งผลให้ผู้ป่วยสามารถเข้าถึงการบริการได้มากยิ่งขึ้น น�าไปสู่การได้รับการรักษาและลดการแพร่กระจายเชื้อ

ไปยังผู้อื่น  

Abstract                                                                                                                                          
 Bangrak STIs Center provides routine service for C. trachomatis and N. gonorrhoeae detection by 

using in-house real time PCR assay. There are various types of specimens, including urethral swab, cervical 

swab, rectal swab and throat swab. Currently, a urine specimen is another specimen for testing because it’s 

easy to collect with self-collection process and it doesn’t make patients pain. The objective of this study was 

to evaluate the efficiency of in-house real time PCR assay in the detection of these two pathogens compared 

with APTIMA Combo 2 Assay for CT/NG from 100 urine samples. Together with the study to compare the 

efficiency of in-house real time PCR assay, APTIMA Combo 2 Assay for CT/NG and Gram stain method 

for N. gonorrhoeae detection. Sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value and 

accuracy were analyzed. The comparative cost-effectiveness of the reagent and material used for C. trachomatis 

and N. gonorrhoeae detection by nucleic acid amplification testing was also assessed. 

 In-house real time PCR assay showed all 100% correlation agreement with APTIMA Combo 2 

Assay for CT/NG. The result of N. gonorrhoeae comparison with culture method showed both in-house real 

time PCR assay and APTIMA Combo 2 Assay for CT/NG also had all 100% correlation agreement. Meanwhile 

Gram stain showed sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value and accuracy 

80%, 100%, 100%, 96% and 96.55%, respectively. The cost-effectiveness of in-house real time PCR for 

CT/NG was 252 bath/test while the commercial kit was 718 bath/test.

 The in-house real time PCR assay showed acceptable performance characteristics in comparison with 

the reference and the gold standard methods in all specimens tested with the cost-effectiveness more than 2.8 

times. Therefore, our routine service for C. trachomatis and N. gonorrhoeae detection from urine specimen is 

effective and reliable. Help save budget on the purchase of analytical reagents and reduce the service cost 

result in more patient access in service unit. eading to better treatment and less transmission of pathogen to 

others. 

 ค�าส�าคัญ:                           Keywords:

 เชื้อคลามัยเดีย ทราโคมาติส, เชื้อไนซีเรีย โกโนเรียอี,    Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, 

 วิธีเรียลไทม์พีซีอาร์ที่พัฒนาขึ้น                In-house real time PCR assay
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บทน�า
 N. gonorrhoeae และ C. trachomatis เป็นแบคทเีรยี 

ที่ก่อให้เกิดโรคหนองในและโรคหนองในเทียม ซึ่งเป็น           

โรคติดต่อทางเพศสมัพนัธ์ ทีพ่บมากทีส่ดุทัว่โลก(1) ขณะที่           

ในประเทศไทยสถานการณ์โรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์        

5 โรคหลกั ได้แก่ โรคซฟิิลสิ โรคหนองใน โรคหนองในเทยีม 

โรคแผลริมอ่อน กามโรคของท่อและต่อมน�้าเหลือง            

ในภาพรวมของประเทศมแีนวโน้มเพิม่ข้ึนจากอตัราป่วย 

18.8 ต่อประชากรแสนคน ในปี พ.ศ. 2557 เป็น 33.8 

ต่อประชากรแสนคน ในปี พ.ศ. 2562 โดยพบอัตรา         

ป่วยบ่อยท่ีสดุในโรคหนองในซึง่มอีตัราป่วย 10.2, 12.5, 

14.3, 15.8, 14.6 และ 14.8 ต่อประชากรแสนคน          

ในปี พ.ศ. 2557-2562 ตามล�าดับ ขณะทีโ่รคหนองในเทยีม 

มีอัตราป่วย 3.0, 3.8, 3.5, 3.2, 3.4 และ 3.3 ต่อ

ประชากรแสนคน ในปี พ.ศ. 2557-2562 ตามล�าดับ(2) 

 การตดิเชือ้ C. trachomatis และ N. gonorrhoeae 

ในผู้ป่วยส่วนใหญ่มกัไม่แสดงอาการ(3-5) ดังน้ันการตรวจ 

คัดกรองเช้ือก่อโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์อย่างมี

ประสิทธิภาพและทั่วถึงจึงมีความส�าคัญในการบริหาร

จัดการผูต้ดิเชือ้และยงัสามารถป้องกนั การแพร่เชือ้ไปยงั

ผู้อื่นได้ แม้ว่าการตรวจวินิจฉัยโรคหนองในซึ่งมีสาเหตุ

มาจากเชื้อ N. gonorrhoeae ในห้องปฏิบัติการทางการ

แพทย์จะสามารถตรวจได้ด้วยวิธย้ีอมสแีกรม วิธเีพาะเชือ้

ซึง่เป็นวิธมีาตรฐานส�าหรบั  การตรวจหาเช้ือ N. gonorrhoeae 

วิธีย้อมสีแกรม มีความไวร้อยละ 90 ความจ�าเพาะ               

ร้อยละ 95 ขณะท่ีวิธีเพาะเชื้อมีความไวร้อยละ 85             

ความจ�าเพาะร้อยละ 95 ในตัวอย่างส่งตรวจจากผู้ป่วย         

ที่มีอาการทางท่อปัสสาวะและปากมดลูก(6-7) ส�าหรับ           

เชื้อ C. trachomatis ซึ่งเป็นสาเหตุส่วนใหญ่ทีก่่อให้เกดิ            

โรคหนองในเทยีม การตรวจ วินิจฉัยด้วยวิธีมาตรฐานคือ 

การเพาะเลี้ยงเซลล์ซึ่งเป ็นวิธี ท่ี มีความจ�าเพาะสูง                        

แต่มีความไวต�า่และมีข้อเสยีคือ  ใช้ระยะเวลาในการตรวจ

วิเคราะห์นาน ราคาแพง ข้ันตอนการตรวจยุง่ยาก เจ้าหน้าที่ 

ต้องมีทักษะความช�านาญ ในการเลี้ยงเซลล์และต้องมี            

ความระมัดระวังในการขนส่งตวัอย่างไปยังห้องปฏบิตักิาร(3)  

ในปัจจบุนัวิธกีารเพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรมของเชือ้หรอื 

Nucleic acid amplification testing (NAAT) เป็น            

วิธกีารตรวจหาเชือ้ C. trachomatis และ N. gonorrhoeae 

ที่ นิยมใช ้เ น่ืองจากมีความไวและความจ�าเพาะสูง                    

ในตัวอย่างส่งตรวจที่หลากหลายไม่ว่าจะเป็นตัวอย่าง            

จากอวัยวะเพศ ทวารหนักหรือช่องคอ(8-10)  

 ตวัอย่างส่งตรวจทีไ่ด้รับการทดสอบและแนะน�า

ว่าสามารถใช้เพื่อตรวจหาเชื้อ C. trachomatis และ                 

N. gonorrhoeae ด้วยชุดน�้ายาส�าเร็จรูปที่อาศัยหลักการ

เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม ได้แก่ ตัวอย่างส่งตรวจ           

ปากมดลูก (cervical swab) ตัวอย่างส่งตรวจช่องคลอด 

(vagina swab) ในผู้หญิง ตัวอย่างส่งตรวจท่อปัสสาวะ 

(urethral swab) ในผู้ชาย และตัวอย่างปัสสาวะ (urine) 

ในผู้หญิงและผู้ชาย(11) และชุดน�้ายาส�าเร็จรูปที่ได้รับ             

การรับรองจากส�านักงานคณะกรรมการอาหารและยา 

แห่งสหรัฐอเมริกา (FDA) ให้ใช้ส�าหรับตรวจหาเช้ือ                  

C. trachomatis และ N. gonorrhoeae จากตัวอย่าง          

อวัยวะเพศ ได้แก่ ชุดน�้ายา Abbott RealTime m2000 

CT/NG (Abbott Molecular, สหรัฐอเมรกิา), Amplicor 

and Cobas CT/NG test (Roche Molecular Diagnostics, 

สหรัฐอเมริกา), APTIMA (Hologic, สหรัฐอเมริกา), 

BD ProbeTec ET and Qx (Becton Dickinson, 

สหรัฐอเมริกา) และ Xpert CT/NG Assay (Cepheid, 

สหรฐัอเมรกิา)(12) และการศกึษานีเ้ลอืกใช้น�า้ยา APTIMA 

เป็นน�้ายาอ้างอิงในการตรวจหาเชื้อ C. trachomatis และ 

N. gonorrhoeae

 กลุม่บางรกัโรคตดิต่อทางเพศสมัพนัธ์ให้บริการ

ตรวจหาเช้ือ C.trachomatis และ N. gonorrhoeae จาก

ตวัอย่างท่อปัสสาวะ ตัวอย่างส่งตรวจปากมดลกู ตัวอย่าง

ส่งตรวจทวารหนัก และตัวอย่างส่งตรวจช่องคอด้วยวิธี 

in-house real time PCR หรือเรียกวิธีที่พัฒนาขึ้นเพื่อใช้

ในงานประจ�าวัน ตัวอย่างปัสสาวะเป็นหน่ึงในตัวอย่าง             

ส่งตรวจท่ีได้รับค�าแนะน�าว่าสามารถใช้ตรวจหาเชื้อ           

ทั้ง 2 ชนิดได้ สามารถเก็บได้ง่าย ไม่ท�าให้คนไข้เจ็บปวด 

คลินิกโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ กลุ่มบางรักโรคติดต่อ

ทางเพศสัมพันธ์จึงเร่ิมมีการส่งตรวจตัวอย่างปัสสาวะ              

ในงานบริการ แต่เนื่องจากตัวอย่างปัสสาวะเป็นตัวอย่าง
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ที่ยังไม่เคยส่งตรวจมาก่อน คณะผู้ศึกษาจึงได้ท�าการ

ประเมินวิธี ท่ีพัฒนา ข้ึนด ้วยชุดน�้ ายาที่ มีความไว                      

ความจ�าเพาะท่ีเหมาะสมส�าหรับตัวอย่างปัสสาวะ                 

โดยท�าการประเมินประสิทธิภาพของวิธีท่ีพัฒนาข้ึน              

ในการตรวจหาเชือ้ C. trachomatis และ N. gonorrhoeae 

จากตัวอย่างปัสสาวะเปรียบเทียบกับชุดน�้ายา APTIMA 

Combo 2 Assay for CT/NG หรอืเรยีกชุดน�า้ยา APTIMA 

และการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีท่ีพัฒนาข้ึน             

ชุดน�้ายา APTIMA และวิธีย้อมสีแกรมในการตรวจหา

เชื้อ N. gonorrhoeae เทียบกับวิธีเพาะเชื้อ รวมท้ัง               

เปรียบเทยีบความคุ้มทุนของชดุน�า้ยาและวัสดวิุทยาศาสตร์ 

ที่ใช้ในงานประจ�าวันกับชุดน�้ายาส�าเร็จรูป 

วัตถุประสงค์ของการศึกษา
 1) เพื่อประเมินประสิทธิภาพของวิธีที่พัฒนา

ข้ึนในการตรวจหาเช้ือ C. trachomatis และ  N. gonorrhoeae 

เปรียบเทียบกับน�้ายา APTIMA ในตัวอย่างปัสสาวะ

 2) เพือ่ประเมนิประสทิธภิาพของวิธทีีพ่ฒันาข้ึน 

ชุดน�้ายา APTIMA และวิธีย้อมสีแกรมในการตรวจหา

เชื้อ N. gonorrhoeae โดยเปรียบเทียบกับวิธีเพาะเชื้อ          

ในตัวอย่างปัสสาวะ

 3) เปรยีบเทียบความคุม้ทุนของวิธตีรวจหาเชือ้ 

C. trachomatis และ N. gonorrhoeae ด้วยชุดน�้ายา            

ที่พัฒนาขึ้นและชุดน�้ายา APTIMA 

วิธีการศึกษา
การคัดเลือกตัวอย่าง 

 ตัวอย ่างเก็บจากผู ้มารับบริการเพศชาย                   

และหญิงในทกุช่วงอาย ุณ คลนิกิโรคตดิต่อทางเพศสมัพนัธ์      

กลุ ่มบางรักโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ ในช่วงเดือน

มีนาคม-พฤษภาคม 2563 โดยเป็นผู้ที่มีความเสี่ยง            

ทางเพศสัมพันธ ์และมีการใช ้อวัยวะเพศในการมี                   

เพศสัมพันธ์ ท้ังแสดงและไม่แสดงอาการทางคลินิก            

รวม 100 ตัวอย่าง 

การเก็บตัวอย่างและการขนส่ง

 ผู้มารับบริการได้รับค�าแนะน�าจากพยาบาล

วิชาชีพให้ท�าการเก็บปัสสาวะในช่วงแรกของการถ่าย 

(First void urine) ปริมาณ 20 มิลลิลิตรด้วยตนเองก่อน

น�าตัวอย่างส่งไปยังห้องปฏบิติัการกลาง ตัวอย่างปัสสาวะ

ในกระปุกเก็บปัสสาวะจากผู้ป่วยแต่ละรายจะถูกแบ่งใส่

ชุดเก็บตัวอย่าง APTIMA Urine Specimen Collection 

Kit หรือเรียกว่าชุดเก็บตัวอย่าง APTIMA ในปริมาณ    

2 มิลลลิติรภายใน 24 ช่ัวโมงหลงัจากการเกบ็ตวัอย่าง(13) 

ดังรูปที่ 1

 

ตัวอย่างปัสสาวะในกระปุกเก็บปัสสาวะและตัวอย่าง

ปัสสาวะในชุดเก็บตัวอย่าง APTIMA จะถูกเก็บไว้                  

ที่อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียสก่อนน�าส่งห้องปฏิบัติการ

อณูชีววิทยา กลุ ่มบางรักโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์              

จากน้ันตัวอย่างปัสสาวะในกระปุกเก็บปัสสาวะจะถูกน�ามา 

ท�าการทดสอบเพื่อตรวจหาเช้ือทั้ง 2 ชนิด ด้วยวิธีการ

เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม วิธี in-house real time PCR 

หรือเรียกว่าวิธีที่พัฒนาขึ้น จะท�าการตรวจภายใน 7 วัน

หลังจากการเก็บตัวอย่าง ขณะท่ีตัวอย่างปัสสาวะ                

ในชุดเก็บตัวอย่าง APTIMA จะถูกเก็บไว้ที่อุณหภูมิ                      

2-8 องศาเซลเซียส และท�าการตรวจหาเชื้อด้วยวิธีการ

เพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรมด้วยน�า้ยาส�าเร็จรปู APTIMA 

Combo 2 Assay for CT/NG เรียกย่อว่าชุดตรวจ         

APTIMA จะท�าการตรวจภายใน 30 วันหลังจากการ           

เก็บตัวอย่าง(13) ณ ห้องปฏิบัติการศูนย์ความร่วมมือ  

ไทย-สหรัฐ ด้านสาธารณสุข 

รูปที่ 1: ตัวอย่างปัสสาวะในชุดเก็บตัวอย่าง APTIMA
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Chlamydia trachomatis และ Neisseria gonorrhoeae จากตัวอย่างปัสสาวะ

วิธีการทดสอบ

 APTIMA Combo 2 Assay for CT/NG

 ชุดน�้ายา APTIMA มีรายละเอียดของหลักการ

โดยย่อ คือ ใช้เทคโนโลยีการจับยนีเป้าหมาย Transcription              

-Mediated Amplification (TMA) และ Dual Kinetic 

Assay (DKA) ในการตรวจหา 16S rRNA ของเช้ือ              

C. trachomatis และ 23S rRNA ของเช้ือ N. gonorrhoeae 

โดยใช้ปริมาณตัวอย่างส่งตรวจ 400 ไมโครลิตร              

และมกีระบวนการทดสอบในข้ันตอนต่างๆ ดงัน้ี ข้ันตอน 

Target capture release, Amplification, Hybridization 

และ Selection ตรวจวัดสัญญาณที่เกิดข้ึนด้วยหลักการ 

chemiluminescent และแปลผลอย ่างอัตโนมัติ                           

ด้วยโปรแกรมการตรวจวิเคราะห์(14)

 In-house real time PCR assay for CT/NG 

 น�าตัวอย่างปัสสาวะ 1 มลิลลิติรมาป่ันท่ีความเรว็ 

13,000 rpm เป็นเวลา 10 นาทีก่อนน�าตะกอนส่วนที่

เหลือ 200 ไมโครลิตรไปสกัดสารพันธุกรรม (DNA) 

ของเชื้อ C. trachomatis และ N. gonorrhoeae                           

ด้วยชุดสกัดสารพันธุกรรม High Pure PCR Template 

Preparation Kit (Roche Diagnostic, เยอรมนี)                       

สารพันธุกรรมที่ได้ถูกน�าไปใช้ท�าการทดสอบต่อด้วยวิธี 

ที่พัฒนาขึ้น

 วิธีท่ีพัฒนาข้ึนเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วย 

Primer และ Probe ท่ีจ�าเพาะต่อยีนเป้าหมาย Cryptic 

Plasmid gene (CP) ทีจ่�าเพาะต่อเชือ้ C. trachomatis(15) 

โดย Probe ประยุกต์ใช้ BBQ แทน BHQ1 และใช้ความ

เข้มข้นของ Primer และ Probe มากกว่าที่ความเข้มข้น 

10 µM เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วย Primer และ 

Probe ท่ีจ�าเพาะต่อยนีเป้าหมาย PorA gene ท่ีจ�าเพาะต่อ

เชื้อ N. gonorrhoeae(15) โดย Probe ประยุกต์ใช้สี HEX 

แทน LC610 และใช้ความเข้มข้นของ Primer และ Probe 

มากกว่าที่ 10 µM ส่วน Human Beta-globin gene ใช้

เป็นตัวควบคุมภายใน โดยมีล�าดับนิวคลีโอไทด์ของ 

Primer และ Probe ที่ใช ้ในการทดสอบดังข้อมูล                           

ในตารางที่ 1 

ตารางที่ 1 แสดงล�าดับนิวคลีโอไทด์ของของ Primer และ Probe (15-16) ที่ใช้ในการทดสอบด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น

ยีนเป้าหมาย

C. trachomatis

(CP gene)(15)

ประยุกต์ในส่วนของ Probe โดยใช้ 

BBQ แทน BHQ1 และใช้ความ

เข้มข้นของ Primer และ Probe 

มากกว่าที่ความเข้มข้น 10 µM

N. gonorrhoeae

(PorA gene)(15)

ประยุกต์ในส่วนของ Probe โดยใช้ 

HEX แทน LC610 และใช้ความ

เข้มข้นของ Primer และ Probe 

มากกว่าที่ความเข้มข้น 10 µM

Human Beta-globin gene(16)

Primer และ Probe

CP-Forward primer

CP-Reverse primer

CP-Probe

PorA-Forward primer

PorA-Reverse primer

PorA-Probe

Human Beta-globin-Forward 

primer

Human Beta-globin-Reverse 

primer

Human Beta-globin-Probe

ล�าดับนิวคลีโอไทด์ 5’-3’

AAC CAA GGT CGA TGT GAT AG 

TCA GAT AAT TGG CGA TTC TT 

FAM -CGA ACT CAT CGG CGA TAA GG- BBQ 

CAG CAT TCA ATT TGT TCC GAG TC 

GAA CTG GTT TCA TCT GAT TAC TTT CCA

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

TTG CTT CTG ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC 

ACA GGG CAG TAA CCG CAG ACT TCT CC

Cy5 -ACC TCA AAC AGA CAC CAT GGT GCA CCT 

GAC TCC- BBQ
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 การเตรียมน�้ายา (Master mix) ส�าหรับการ

ตรวจหาเชื้อ C. trachomatis, N. gonorrhoeae และ 

Human Beta-globin gene ด้วยชุดน�้ายา LightCycler® 

Multiplex DNA Master (Roche Diagnostic, เยอรมนี) 

ผสมน�้ายาตามตารางที่ 2 และ 3 

ตารางที่ 2 แสดงสัดส่วนของน�้ายา Master mix หลอดที่ 1 ส�าหรับตรวจหาเชื้อ C. trachomatis ใน 1 reaction (15 ไมโครลิตร)

น�้ายา

PCR grade water

LightCycler® Multiplex DNA Master

10 µM CP-Forward primer

10 µM CP-Reverse primer

10 µM CP-Probe

ปริมาณ (µl)

10 

3 

0.8 

0.8

0.4

ตารางที่ 3 แสดงสัดส่วนของน�้ายา Master mix หลอดที่ 2 ส�าหรับตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae และ Human Beta globin gene  

ใน 1 reaction (15 ไมโครลิตร)

น�้ายา

PCR grade water

LightCycler® Multiplex DNA Master

10 µM PorA-Forward primer

10 µM PorA-Reverse primer

10 µM PorA-Probe

10 µM Human Beta-globin-Forward primer

10 µM Human Beta-globin-Reverse primer

10 µM Human Beta-globin-Probe

ปริมาณ (µl)

10 

3 

0.4 

0.4 

0.2 

0.4 

0.4 

0.2 

 เม่ือผสมน�้ายาแล้วให้แบ่งน�้ายาแต่ละหลอดลง

ในหลอด real time PCR tube ส�าหรับ C. trachomatis 

และ real time PCR tube ส�าหรับ N. gonorrhoeae และ 

Human Beta globin gene หลอดละ 15 µl จากนั้นเติม

สารพันธุกรรมของตัวอย่างส่งตรวจท่ีสกัด, Positive 

control และ reagent control หลอดละ 5 µl ก่อนน�าเข้า

เคร่ือง CFX96TM Real time System (Bio-Rad, 

สหรัฐอเมริกา) Positive control หรือตัวควบคุมผลบวก 

คือ สารพันธุกรรมของเช้ือ C. trachomatis และ                     

N. gonorrhoeae ท่ีผ่านการทดสอบแล้วพบว่าให้ผล           

C. trachomatis และ N. gonorrhoeae เป็นบวกโดยเป็น

สารพันธุกรรมที่เหลือจากตัวอย่างทดสอบความช�านาญ

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

ฟินแลนด์ ปี พ.ศ. 2562) สารพันธุกรรมถูกเก็บรักษาไว้

ในตู้แช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสก่อนน�ามาใช้ 

เกณฑ์การแปลผล รายงานผลบวกต่อเชือ้ C. trachomatis 

หรือ N. gonorrhoeae เมื่อสี FAM หรือ HEX (ตาม

ล�าดับ)  มีค่า Ct ≤40 ร่วมกับ Amplification curve ของ

สัญญาณสี เป็น S curve ส่วน Human Beta-globin gene 

เป็นตัวควบคุมคุณภาพของตัวอย่าง วัดสัญญาณสี Cy5 

ควรจะมีค่า Ct≤40 แสดงว่าตัวอย่างเหมาะสมและมี

คุณภาพดี จึงออกรายงานผลได้

 หากผลการทดสอบที่ได้มีความขัดแย้งกัน

ระหว่างผลการตรวจด้วยน�า้ยา APTIMA และวิธทีีพ่ฒันา

ข้ึนตัวอย ่างส ่งตรวจจะถูกท�าการทดสอบเพิ่มเติม                       

ด้วยน�้ายา AnyplexTM CT/NG Real-time Detection  

(Seegene, เกาหลีใต้)
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  วิ ธี ย ้ อ มสี แก รมส� า ห รั บต ร ว จหา เ ชื้ อ                       

N. gonorrhoeae

 เก็บตัวอย่างสิ่งส่งตรวจจากท่อปัสสาวะป้ายลง

บนสไลด์และท�าการย้อมสโีดยใช้ส ีCrystal violet ส ีGram 

Iodine น�้ายา Decolorizer และสี Safranin จากนั้นน�าไป

ดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด Bright field condenser  

รูปที่ 2 เป็นรูปที่แสดงผลบวกต่อเชื้อ N. gonorrhoeae 

รายงานพบ “Gram negative diplococci Intracellular” 

หรือ “Gram negative diplococci Extracellular” หรือ 

“Gram negative diplococci Intracellular and Extra-

cellular” 

 วิ ธี เ พ า ะ เ ชื้ อ ส� า ห รั บ ต ร ว จ ห า เ ชื้ อ                                            

N. gonorrhoeae

 เก็บตัวอย่างสิ่งส่งตรวจจากท่อปัสสาวะและ 

streak ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Bangrak I Media จากนั้น

บ่มเลี้ยงเชื้อในตู ้ CO2 Incubator ที่ 35±1°C ใน

บรรยากาศที่มี 5% CO2 และความชื้นเป็นเวลา 48 

ชั่วโมง เม่ือครบเวลาให้อ่านผลและทดสอบด้วยการดู

ลักษณะโคโลนีร่วมกับการทดสอบทางชีวเคมีเพื่อยืนยัน

ว่าเป็นเชือ้ N. gonorrhoeae โคโลนขีองเชือ้ N. gonorrhoeae 

มีลักษณะกลม นูน สีเทาวาวแสงขนาด 0.5-2 มิลลิเมตร 

ดังรูปที่ 3

 

การวิเคราะห์ข้อมูล 

 การประเมนิประสทิธภิาพของวิธ ีin-house real 

time PCR มีสองวิธี วิธีแรก คือ เปรียบเทียบวิธีที่พัฒนา

ข้ึนกับชุดน�้ายา APTIMA โดยการวิเคราะห์ค่าความไว 

ความจ�าเพาะ ค่าท�านายผลบวก ค่าท�านายผลลบและค่า

ความถูกต้อง วิธีที่สอง โดยการน�าแต่ละวิธี/น�้ายาที่ใช้ใน

การตรวจ N. gonorrhoeae มาเปรยีบเทียบกบัวิธเีพาะเชือ้

ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน   

ผลการศึกษา    
 ตัวอย่างปัสสาวะ 100 ตัวอย่าง มาจากผู้มารับ

บริการเพศชาย จ�านวน 78 ราย และผูม้ารบับรกิารเพศหญิง 

จ�านวน 22 ราย โดย 17 ตัวอย่าง ร้อยละ 17 ให้ผลบวกต่อ

เชือ้ C. trachomatis และ 16 ตวัอย่าง ร้อยละ 16  ให้ผลบวก 

ต่อเช้ือ N. gonorrhoeae ตัวอย่างที่ให้ผลตรวจพบท้ัง               

2 เช้ือ (CT/NG coinfection) จ�านวน 4 ตัวอย่าง              

ร้อยละ 4 โดยการทดสอบด้วยวิธีที่พัฒนาข้ึนและน�้ายา 

APTIMA ผลการทดสอบประสิทธิภาพวิธีท่ีพัฒนาข้ึน          

ในการตรวจหาเชือ้ C. trachomatis และ N. gonorrhoeae 

เปรียบเทียบกับ APTIMA ให้ค่าความไว ความจ�าเพาะ 

ค่าท�านายผลบวก ค่าท�านายผลลบและค่าความถูกต้อง

คิดเป็นร้อยละ 100 ในทุกค่าการทดสอบ ดังข้อมูล                

ในตารางที่ 4 และ 5 ตามล�าดับ

รูปที ่2: ผลการตรวจหาเชือ้ N. gonorrhoeae ด้วยวธิย้ีอมสแีกรม 

พบ “Gram negative diplococci Intracellular  and Extracellular”

รูปที่ 3: ลักษณะโคโลนีของเชื้อ N. gonorrhoeae บนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ Bangrak I Media
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ตารางที่ 4 ผลการทดสอบประสิทธิภาพวิธีที่พัฒนาขึ้นในการตรวจหาเชื้อ C. trachomatis เปรียบเทียบกับน�้ายา APTIMA 

 ผลการทดสอบประสทิธภิาพในการตรวจหาเชือ้ 

N. gonorrhoeae ด้วยวิธทีีพ่ฒันาข้ึน น�า้ยา APTIMA และ

วิธีย้อมสีแกรมเปรียบเทียบกับวิธีเพาะเชื้อ ในตัวอย่าง

ปัสสาวะทั้งหมด 87 ตัวอย่าง ไม่ได้ส่งตรวจด้วยวิธีเพาะ

เชื้อ จ�านวน 13 ตัวอย่าง พบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นและน�้ายา 

APTIMA มปีระสทิธภิาพในการตรวจหาเชือ้ N. gonorrhoeae 

ด้วยความไวร้อยละ 100 ความจ�าเพาะร้อยละ 100            

ค่าท�านายผลบวกร้อยละ 100 ค่าท�านายผลลบร้อยละ 

ตารางที่ 5 ผลการทดสอบประสิทธิภาพวิธีที่พัฒนาขึ้นในการตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae เปรียบเทียบกับน�้ายา APTIMA 

100 และค่าความถูกต้องร้อยละ 100 ขณะที่ 3 ใน 87 

ตัวอย่าง ร้อยละ 3.45 ให้ผลลบด้วยวิธีย้อมสีแกรม                       

แต่ให้ผลบวกด้วยวิธีเพาะเชื้อ ดังน้ัน วิธีย้อมสีแกรม                       

มีประสิทธิภาพในการตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae               

ด้วยความไว, ความจ�าเพาะ, ค่าท�านายผลบวก, ค่าท�านาย

ผลลบและค่าความถกูต้องคิดเป็นร้อยละ 80, 100, 100, 

96 และ 96.55 ตามล�าดับดังข้อมูลในตารางที่ 6 
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การประเมินประสิทธิภาพของวิธี In-house real time PCR ในการตรวจหาเชื้อ            
Chlamydia trachomatis และ Neisseria gonorrhoeae จากตัวอย่างปัสสาวะ

 การเปรยีบเทยีบความคุ้มทุนของน�า้ยาตรวจหา

เช้ือ C. trachomatis และ N. gonorrhoeae ด้วยวิธท่ีีพฒันา

ขึ้นและน�้ายาส�าเร็จรูป APTIMA ค�านวณที่ 4,000 การ

ทดสอบต่อปีตามจ�านวนผู้มารับบริการต่อปี ณ คลินิก

บางรักโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ พบว่าค่าใช้จ่ายต้นทุน

ของน�้ายาที่พัฒนาข้ึนอยู่ที่ 1,008,000 บาทหรือคิด

ตารางที ่6 ผลการตรวจหาเชือ้ N. gonorrhoeae ด้วยวธิท่ีีพฒันาข้ึน, น�า้ยา APTIMA และวธิย้ีอมสีแกรมเปรียบเทยีบกบัวธิเีพาะเชือ้ 

เป็นต้นทนุ 252 บาทต่อหน่ึงการทดสอบในขณะท่ีต้นทนุ

ของการน�า้ยาส�าเรจ็รปู APTIMA อยูท่ี ่2,872,000 บาท

หรือคิดเป็นต้นทุน 718 บาทต่อหน่ึงการทดสอบ ทั้งน้ี

การคิดความคุ้มทุน คิดเฉพาะน�า้ยาและวัสดวิุทยาศาสตร์

เท่านั้น ดังตารางที่ 7

ตารางที่ 7 ต้นทุนน�้ายาและวัสดุวิทยาศาสตร์วิธีที่พัฒนาขึ้นและน�้ายาส�าเร็จรูป APTIMA  
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อภิปรายและสรุป
 จากการศึกษาวิจัยพบว่าการตรวจหาเช้ือ                 

C. trachomatis และ N. gonorrhoeae จากตัวอย่าง

ปัสสาวะด้วยวิธีที่พัฒนาข้ึนเปรียบเทียบกับชุดน�้ายา

ส�าเร็จรูป APTIMA พบว่ามีประสิทธิภาพทั้งห้าด้าน                

คือ ความไว ความจ�าเพาะ ค่าท�านายผลบวก ค่าท�านาย

ผลลบและค่าความถกูต้อง คิดเป็นร้อยละ 100  ในทุกค่า          

การทดสอบ ในขณะเดียวกันเมื่อน�าชุดน�้ายาที่พัฒนาขึ้น

มาเปรยีบเทียบกบัการตรวจด้วยวิธมีาตรฐานคอืการเพาะ

เลีย้งเชือ้ พบว่ามีประสทิธภิาพทัง้ห้าด้าน คิดเป็นร้อยละ 

100 ในทุกค่าการทดสอบ ส�าหรับเชื้อ N. gonorrhoeae

 จากการศึกษาของ Venter JME และคณะ

ที่ท�าการทดสอบวิธี in-house real time duplex PCR 

assay เปรียบเทียบกับชุดน�้ายาส�าเร็จรูป APTIMA              

พบว่าส�าหรับเชื้อ C. trachomatis มีความไว ร้อยละ 100 

ความจ�าเพาะ ร้อยละ 100 ค่าท�านายผลบวก ร้อยละ 100          

ค่าท�านายผลลบ ร้อยละ 100 ส่วนเชื้อ N. gonorrhoeae 

มีความไว ร้อยละ 85.7 ความจ�าเพาะ ร้อยละ 100 ค่าท�านาย 

ผลบวก ร้อยละ 100 ค่าท�านายผลลบ ร้อยละ 99.5(17) 

โดยการศกึษานีพ้บว่า ส�าหรบัเชือ้ N. gonorrhoeae จะให้

ผลการทดสอบที่ดีกว่าการศึกษาของ Venter JME            

และคณะ เน่ืองจากการศกึษาน้ี ได้เพิม่ตวัควบคุมคุณภาพ

การเกบ็ตวัอย่างด้วยการ ตรวจหายนีของมนุษย์จากสิง่ส่ง

ตรวจในทุกตัวอย่างที่ท�าการทดสอบ การพบ Human 

Beta-globin gene บ่งบอกถึงตัวอย่างมีคุณภาพดี             

ซึง่อาจจะเป็นปัจจัยหน่ึงท่ีท�าให้ประสทิธภิาพทีไ่ด้มีความ

แตกต่างกัน  

 การศึกษาน้ีมีการประยุกต์ใช้ Probe จากการ

ศึกษาของ Hopkins MJ และคณะ ในการตรวจหาเชื้อ            

C. trachomatis และ N. gonorrhoeae โดยผลการศึกษา

ครั้งน้ีให้ค ่าการตรวจวัดที่ใกล้เคียงและสอดคล้อง            

กบัการศกึษาของ Hopkins MJ ซึง่เปรยีบเทยีบวิธท่ีีพฒันา

ข้ึนกับชุดน�้ายาส�าเร็จรูป Roche COBAS Taqman CT 

test มีค่าความไว ร้อยละ 100 และความจ�าเพาะ ร้อยละ 

99.9 ค่าท�านายผลบวก ร้อยละ 98.9 และค่าท�านาย          

ผลลบ ร้อยละ 100 ส�าหรับเชื้อ C. trachomatis และ

เปรียบเทียบวิธีที่พัฒนาข้ึนกับชุดน�้ายาส�าเร็จรูป Roche 

COBAS Amplicor NG assay มีค่าความไว ร้อยละ 100 

และความจ�าเพาะ ร้อยละ 100 ค่าท�านายผลบวก ร้อยละ 

100 และค่าท�านายผลลบ ร้อยละ 100 ส�าหรับเช้ือ            

N. gonorrhoeae(15) วิธกีารย้อมสแีกรมเชือ้ N. gonorrhoeae 

เป็นวิธีที่นิยมใช้ตรวจวินิจฉัย เน่ืองจากสามารถออก              

ผลได้อย่างรวดเร็ว อย่างไรก็ตามวิธีน้ีต้องอาศัยความ

ช�านาญในการดูสไลด์และข้ึนอยู่กบัอาการของผู้ป่วยและ

คุณภาพของตัวอย่างส่งตรวจ การศึกษาของต่างประเทศ 

Meyer และคณะ เพื่อทบทวนวิธีการตรวจวินิจฉัยเช้ือ                          

N. gonorrhoeae พบว่าวิธีย้อมแกรมมีความไวและ            

ความจ�าเพาะเท่ากับ ร้อยละ 95 และร้อยละ 97 ตามล�าดับ 

ในผูป่้วยชายทีมี่อาการแสดงทางท่อปัสสาวะ ขณะทีผู่ป่้วย

ที่ไม่มีอาการวิธีย้อมสีแกรมมีความไวต�่าลง เน่ืองจาก

ปริมาณของเช้ือ N. gonorrhoeae ที่ถูกตรวจพบได้           

มกัมปีรมิาณน้อย(18) การศกึษาครัง้น้ีพบว่าวิธย้ีอมสแีกรม 

มีความไวน้อยกว่าแต่มีความจ�าเพาะมากกว่า สอดคล้อง

กับผลของตัวอย่างส่งตรวจ 3 ตัวอย่างท่ีให้ผลวิธีย้อมสี

แกรมไม่สอดคล้องกับวิธเีพาะเช้ือน้ันเป็นตัวอย่างส่งตรวจ

จากผูป่้วยท่ีไม่ม ีอาการแสดง จงึอาจเป็นสาเหตหุน่ึงทีท่�าให้

ค่าความไวของวิธีย้อมแกรมในการทดสอบครั้งนี้ลดลง

 นอกจากน้ีผลการศึกษาเปรียบเทียบความ       

คุ้มทนุของน�า้ยาและวัสดุวิทยาศาสตร์ในการตรวจหาเชือ้         

C. trachomatis และ N. gonorrhoeae ด้วยวิธเีพิม่ปริมาณ

สารพันธุกรรม พบว่าชุดน�้ายาที่พัฒนาขึ้น มีราคาต้นทุน

ที่ต�่ากว่าชุดน�้ายาส�าเร็จรูป 2.8 เท่า ดังนั้นการใช้วิธี                 

ที่พัฒนาข้ึนส�าหรับตรวจหาเช้ือจากตัวอย่างปัสสาวะ            

ในงานบริการประจ�าวัน ช่วยประหยัดงบประมาณการ       

จัดซื้อน�้ายาตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการได้เป็น 

อย่างดี และช่วยลดค่าใช้จ่ายในการให้บรกิารท�าให้ผู้ป่วย

สามารถเข้าถึงการบริการได้มากยิ่ง ข้ึนน�าไปสู ่การ            

ได้รับการรักษาและลดการแพร่กระจายของเชื้อ 

 คณะผู้ศกึษาได้วางแผนการศกึษาวิจัยต่อไปใน

อนาคตเพื่อพัฒนาวิธีที่พัฒนาข้ึนด้วยชุดน�้ายาตรวจหา

เชื้อ C. trachomatis และ N. gonorrhoeae ในรูปแบบ                

in-house multiplex real time PCR ซึ่งสามารถตรวจหา
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การประเมินประสิทธิภาพของวิธี In-house real time PCR ในการตรวจหาเชื้อ            
Chlamydia trachomatis และ Neisseria gonorrhoeae จากตัวอย่างปัสสาวะ

เชื้อ C. trachomatis และ N. gonorrhoeae ได้พร้อมกัน          

ในหลอดเดียวกัน ช่วยลดค่าใช้จ่ายด้านน�้ายาลงไปได้อีก

ครึ่งหนึ่ง นอกจากนี้ความรู้ที่ได้สามารถน�าไปถ่ายทอด          

ให้กับหน่วยงานเครือข่าย เพื่อให้สามารถให้บริการ         

ตรวจหาเ ช้ือ ท้ัง 2 ชนิดในคลินิกโรคติดต ่อทาง                       

เพศสัมพันธ์ส่วนภูมิภาค ช่วยส่งเสริมให้ประชากร             

กลุ่มเสี่ยงทั่วประเทศเข้าถึงบริการ ได้รับการรักษาและ   

ลดการแพร่กระจายเชื้อ  

กิตติกรรมประกาศ
 ขอขอบคุณผู้อ�านวยการกองโรคเอดส์และ          

โรคตดิต่อทางเพศสมัพนัธ์ หวัหน้ากลุม่บางรักโรคติดต่อ

ทางเพศสมัพนัธ์ กรมควบคุมโรค เจ้าหน้าทีก่ลุม่งานวิจัย

และพัฒนาทางคลินิกและเจ้าหน้าท่ีห้องปฏิบัติการ            

ทกุท่าน ส�าหรับการเกบ็สิง่ส่งตรวจตลอดจนการน�าส่งตวั

อย่างและการน�าข้อมูลมาใช้ประโยชน์และขอขอบคุณ       

เจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการศูนย์ความร่วมมือไทย-สหรัฐ 

ด้านสาธารณสุขส�าหรับค�าแนะน�าและการด�าเนินการ

ตรวจหาเชื้อด้วยชุดน�้ายา APTIMA
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