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บทคัดยอ เอนไซม N-acetyltransferase 2 (NAT2) มีบทบาทสําคัญในกระบวนการยอย Isoniazid ซึ่งเปนยารักษา

วัณโรค ผูที่มียีน NAT2 ที่มีการยอยยาชา (slow acetylator) มีโอกาสเกิดภาวะตับอักเสบจากการใชยาวัณโรคสูงกวาผูที่มี

ยีน NAT2 ในอัตราปกติ (intermediate acetylator) และยอยยาเร็ว (rapid acetylator) ถึง 8.8 เทา โดยความสามารถ

ในการยอยยาของยีน NAT2 นี้สามารถแปลผลไดจากการตรวจ NAT2-diplotype และแพทยสามารถใชผลเพือ่พจิารณาปรับ

ขนาดยา Isoniazid การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธีการตรวจ  NAT2-diplotype จากวิธี PCR ที่เปดใหบริการอยู 

เปนวิธี Real-time PCR คณะผูวิจัยจึงไดออกแบบโพรบและหาสภาวะเหมาะสมในการทําปฏิกิริยา (optimization) ไดแก 

ความเขมขนโพรบและไพรเมอร อุณหภูมิ และเวลาการทําปฏิกิริยา โดยใชตัวอยางดีเอ็นเอที่ทราบผล NAT2-diplotype 

จากการทาํ phase analysis จนไดวธิกีารทีม่ชีวงการตรวจดเีอน็เอ (detection range) เทากบั 5–150 ng/µL ผลการเปรยีบเทยีบ

กับวิธี PCR โดยตรวจตัวอยาง จํานวน 138 ตัวอยาง พบวาใหผลตรวจชนิดของ NAT2 haplotypes ในตัวอยางทั้งหมด

สอดคลองกันรอยละ 100 ดังนั้นการตรวจ NAT2-diplotyping ดวยวิธี Real-time PCR ที่พัฒนาขึ้นน้ีสามารถนํามา

ใชทดแทนการตรวจดวยวิธี PCR ได ทําใหไดผลการตรวจที่รวดเร็ว และสะดวกกับผูปฏิบัติงานมากขึ้น

คําสําคัญ: NAT2-diplotyping, ไอโซไนอาซิด, Real-time PCR, PCR, Acetylator 
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บทนํา

วัณโรคยังคงเปนปญหาสาธารณสุขที่สำคัญ

ระดบัโลก(1) โดยยาไอโซไนอาซดิ (Isoniazid: INH) ซึง่

เปนยาหลักในการรักษาวัณโรค มีการเมแทบอลิซึมผาน

เอนไซม N-acetyltransferase 2 (NAT2) ซึ่งมีความ

หลากหลายทางพนัธกุรรมสงูและมคีวามถีแ่ตกตางกนัใน

แตละประชากร(1) ความแปรผนัทางพนัธกุรรมของ NAT2

สงผลใหผูปวยมคีวามสามารถในการกำจดัยาแตกตางกนั

โดยแบงเปนกลุมกำจัดยาชา (slow acetylator: SA) 

กลุมกำจัดปานกลาง (intermediate acetylator: IA)

และกลุมกำจัดยาเร็ว (rapid acetylator: RA)(2) 

ผูปวยกลุม SA มคีวามเสีย่งสงูตอการเกดิภาวะตบัอกัเสบ

จากการใชยา (anti-tuberculosis drug-induced 

liver injury: AT-DILI) ขณะที่กลุม RA อาจเส่ียง

ตอความลมเหลวในการรักษาเน่ืองจากระดับยาในเลือด

ไมเพียงพอ(3,4) ดังนั้นการตรวจหา NAT2-diplotype

เพื่อใชประกอบการปรับขนาดยาแบบจำเพาะบุคคล 

(personalized medicine)(4) จึงมีความสำคัญ

ในการเพ่ิมประสิทธิผลของการรักษาและลดอาการ

ไมพึงประสงค(5)

ในปจจุบันการตรวจจีโนไทป NAT2 มักใช

วิธีการทำนาย haplotype จากขอมูล SNP ดวยวิธีการ

ทางสถติ ิ(indirect method) หรอืใชวิธกีารหาลำดบัเบส

(sequencing) มีตนทุนสูงและขั้นตอนซับซอนและ

ตองใช software ในการแยก haplotype ใหเปน 2 ชุด(6)

กอนหนานี้ Wichukchinda N และคณะ ไดพัฒนาวิธี 

Haplotype-specific PCR (HS-PCR) ซึ่งสามารถ

ระบุ NAT2-diplotype ไดโดยตรงโดยไมตองอาศัย

การทำนายทางสถิติและใหความแมนยำสูงถึง 99.23%

เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี sequencing(7) วิธีดังกลาวตอง

อาศัยการวิเคราะหผลดวย gel electrophoresis

ซึ่งเปนขั้นตอนหลังการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

(post-PCR processing) ที่ใชเวลานานตองใชแรงงาน

และมีความเส่ียงตอการปนเปอน (contamination)

จากการเปดหลอดปฏิกิริยาอาจเปนขอจำกัดในการ

นำไปใชในงานประจำทางคลินิกที่ตองการความรวดเร็ว

และรองรับตัวอยางจำนวนมาก(8)

งานวิจัยนี้จึ งมีวัตถุประสงค เพื่อพัฒนาและ

ตอยอดวิธีตรวจ NAT2-diplotype จากระบบดั้งเดิม

ไปสูวิธีตรวจ Real-time PCR โดยอาศัยชุด primer 

ของ Haplotype-specific PCR ที่ไดรับการตรวจสอบ

ความถูกตองแลว รวมกับการประยุกตใช เทคนิค

Real-time PCR ชวยใหสามารถอานผลไดทันที

ผานสัญญาณฟลูออเรสเซนต (fluorescent) โดย

ไมตองใช gel electrophoresis ทำใหลดระยะเวลา

ในการตรวจ ลดความเสีย่งในการปนเปอน และลดระยะเวลา

ในการรายงานผล (turnaround time)(9) เพื่อให

ไดวิธีที่เหมาะสมสำหรับการตรวจชีวโมเลกุลทางเภสัช

พันธุศาสตรในหองปฏิบัติการทางการแพทยไดอยาง

มีประสิทธิภาพ(10)

วัสดุและวิธีการ

การออกแบบไพรเมอรและโพรบ (Probe-primer

design)

การออกแบบไพรเมอรและโพรบ (Bio Basic,

Canada) อางอิงจากลำดับเบสของยีน NAT2 

(NG_012246.1) บนโครโมโซมคูที่ 8 โดยเนนตำแหนง 

single nucleotide polymorphisms (SNPs)

ใน exon 2 ที่สำคัญ ไดแก ตำแหนง 282, 341, 481, 

590, 803 และ 857 ซึ่งครอบคลุม haplotype หลัก

ที่พบเปนสวนใหญในประชากรไทย และมีผลตอความ

สามารถในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ไดแก *4, *5B, 

*6A, *7B, *12A, และ *13A โดยไพรเมอรที่ใชใน

การวิจัยนี้อางอิงจากงานวิจัยของ Wichukchinda N

และคณะ(7) และไดรับสิทธิบัตรเลขที่ 92597(11) ซึ่งใช

หลักการ Haplotype-specific PCR (HS-PCR) 

โดยออกแบบใหเบสตัวสุดทายที่ปลาย 3' ของไพรเมอร

มีความจำเพาะตอตำแหนง SNP ของแตละ haplotype

เพื่อใหเกิดการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเฉพาะเมื่อพบ

haplotype เปาหมายเทานั้น และเพื่อใหสามารถ

ตรวจสอบผลไดในระบบ Real-time PCR คณะผูวิจัย

ไดออกแบบโพรบชนิด TaqMan (hydrolysis probe)

เพิ่มเติม โดยพิจารณาตำแหนงการจับของโพรบ

(probe binding site) ใหสอดคลองกับบริเวณที่เกิด
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การตรวจ NAT2 ดวย Real-time PCR  ทิพยรัตน โพธิพิทักษ และคณะ

ผลิตภัณฑ PCR (amplicon) จากคูไพรเมอรจำเพาะ

แตละคู โดยแบงการออกแบบเปน 2 สวน เพื่อให

ครอบคลุมทุก haplotype ดังนี้

โพรบชดุท่ี 1 ออกแบบใหจับบรเิวณรอยตอระหวาง 

SNP 282 และ 341 เพื่อใชตรวจจับผลิตภัณฑ PCR 

ของกลุม haplotype NAT2*4 และ NAT2*13A 

โพรบชุดที่ 2 ออกแบบใหจับบริเวณใกลเคียง 

SNP 481 เพื่อใชตรวจจับผลิตภัณฑ PCR ของกลุม 

haplotype NAT2*5B, NAT2*6A, NAT2*7B และ 

NAT2*12A

โพรบทั้งสองชนิดถูกติดฉลากดวยสีฟลูออเรสเซนต

FAM เพื่อใหสามารถอานสัญญาณไดในชองสัญญาณ

เดียวกันเมื่อ เกิดปฏิกิริยาจำเพาะในแตละหลอด

ทดลอง ซึ่งโพรบที่ใชในการวิจัยนี้อยูระหวางยื่นขอ

อนุสิทธิบัตร เลขที่คำขอ 2503001353 รายละเอียด

ลำดับเบสของไพรเมอรและโพรบ ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 รายละเอียดลำดับเบสของไพรเมอรและโพรบสำหรับ NAT2 haplotype และ internal control

Target 

Haplotype

Primer/probe 

Name

Sequence 

(5' to 3')

NAT2*4 4F-282C

4R-803A

ggT TTT CAg ACC ACA ATg TTA ggA ggg TAT TTT gAC

gg CAC gAg ATT TCT CCC CAA ggA AAT CTT AAA TAT 

ATg TT

NAT2*5B 5F-341C

5R-857g

CAT ggT TCA CCT TCT CCT gCA ggT gAC AAC

TTT ATT TTg TTC CTT ATT CTA AAT AgT AAg ggC TC

NAT2*6A 6F-341T

6R-590A

ACC TTC TCC TgC Agg TgA CAA T

TTC ATA gAC TCA AAA TCT TCA ATT ggT T

NAT2*7B 7F-481C

7R-857A

TT gAC AgA AgA gAg Agg AAT CTg gTC CC     

TTT ATT TTg TTC CTT ATT CTA AAT AgT AAg ggC TT

NAT2*12A 12F-481C

12R-803g

gAC AgA AgA gAg Agg AAT CTg gTC CC      

CAC gAg ATT TCT CCC CAA ggA AAT CTT AAA TAT ATg 

TC

NAT2*13A-1

(หลอดที่ 1)

13F-282T

13R1-590g

AgA CCA CAA TgT TAg gAg ggT ATT TTg AT

TTC ATA gAC TCA AAA TCT TCA ATT ggT C

NAT2*13A-2

(หลอดที่ 2)

13F-282T

13R2-857g

AgA CCA CAA TgT TAg gAg ggT ATT TTg AT

ggTT TAT TTT gTT CCT TAT TCT AAA TAg TAA ggg CTC

internal control RT-TIMP1-Fw

RT-TIMP1-Rv

gCC ATg gAg AgT gTC TgC ggA TAC TT

ggT gCC TCA CCA gCA ATg AgA AA

real-time probe NAT2 Fw1 p-FAM

NAT2 Fw2 p-FAM

ACC AAA TCA ggA gAg AgC AgT ATA TTA CAA

ACA AAT ACA gCA CTg gCA Tgg TTC AC

internal 

control probe

TIMP1 p-CY5 ACA ggT CCC ACA ACC gCA gCg A



676 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 68 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2569

NAT2-diplotyping by Real-time PCR  Tiparat Potipitak et al.

ตัวอยางดีเอ็นเอ 

ตัวอยางที่ใชในงานวิจัยครั้งน้ี คือ ตัวอยางสาร

พันธุกรรมชนิดดีเอ็นเอท่ีเหลือจากการวิเคราะห ไดแก 

ตัวอยางจากโครงการสำรวจสขุภาพประชากรไทยครัง้ที ่3

(Third Thailand National Health Examination

Survey Program) ซ่ึงเปนตัวอยางของคนทั่วไป 

และตัวอยางผูปวยวัณโรคท่ีเหลือจากงานบริการตรวจ

วิเคราะห NAT2-diplotypes ดวยปฏิกิริยาพีซีอาร 

(leftover DNA sample) ในชวงป พ.ศ. 2559–2564

ตวัอยางดเีอน็เอดงักลาวสกดัมาจากตวัอยางเลอืด 

EDTA ปริมาตร 200 ไมโครลติร ดวยชดุสกดั QuickGene

DNA whole blood kit S (Kurabo, Japan) โดย

ใชเครื่องสกัดกึ่งอัตโนมัติ (รุน QuickGene-Mini80, 

Kurabo, Japan) ตามข้ันตอนมาตรฐานท่ีบริษัท

ผูผลติกำหนด จากนัน้ตรวจสอบคณุภาพและปรมิาณสาร

พนัธกุรรมดวยการวดัคาการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 

260 และ 280 นาโนเมตร (NanoDrop™ 2000/2000c 

Spectrophotometers, Thermo Fisher Scientific, 

USA) กอนนำไปปรับความเขมขนใหเหมาะสมสำหรับ

ปฏกิริยิา Real-time PCR และเกบ็รกัษาท่ีอณุหภมู ิ-20 

องศาเซลเซียส (Haier Biomedical, Qingdao Haier 

Biomedical, China)

การหาคาเหมาะสมของปฏิกิริยา (Optimization) 

ดำเนินการหาคาเหมาะสมของสภาวะตางๆ ใน

ปฏิกิริยา Real-time PCR ดังนี้

การหาคาเหมาะสมของสภาวะปฏิกิริยา PCR 

(PCR condition optimization) 

ทดสอบชวงอุณหภูมิในการเกาะของไพรเมอร 

(annealing temperature) เพื่อใหไพรเมอรมีความ

จำเพาะตออัลลีลสูงสุดและลดการเกิดปฏิกิริยาขาม และ

ทดสอบระยะเวลาในขั้นตอน annealing/extension 

เพื่อใหเหมาะสมกับ PCR product ที่มีความยาวตางกัน

ในแตละหลอด และสามารถดำเนินปฏิกิริยาพรอมกัน

ทั้ง 7 หลอด ภายใตสภาวะเดียวกันได 

สภาวะการทำปฏิกิริยา ประกอบดวย ขั้นตอน

initial denaturation ที่ 95°C นาน 3 นาที (จำนวน 

1 รอบ) ตามดวยขั้นตอน denaturation ที่ 95°C นาน 

20 วินาที และขั้นตอน annealing/extension โดยทำ 

gradient ที่อุณหภูมิ 58.0–68.0°C นาน 60-80 วินาที 

จำนวน 35 รอบ โดยใชน้ำยา KAPA PROBE FAST 

qPCR master mix (2×) (Kapa Biosystems, 

Cape Town, South Africa) เครือ่ง Real-time PCR

(รุน Bio-RAD CFX Opus 96 System, Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA)

การหาคาเหมาะสมของไพรเมอรและโพรบ 

(primer and probe optimization)

หาคาความเขมขนที่เหมาะสมของไพรเมอรและ

โพรบของปฏิกิริยา (probe/primer condition)

เริ่มจากความเขมขนของไพรเมอรคูหนา-คูหลัง

(forward-reverse primer) ที่ 10 µM และโพรบที่ 

4 µM สำหรับแตละ haplotype รวมถึงไพรเมอรและ

โพรบสำหรับ TIMP1 ซึ่งใชเปน internal control 

จากน้ันปรับความเขมขนและปริมาตรของไพรเมอรและ

โพรบใหเหมาะสมสำหรับแตละ haplotype เพื่อให

คาสัญญาณเรืองแสง (relative fluorescence units: 

RFU) และคา cycle threshold (Ct) ของทุกเปาหมาย

มีความสอดคลองกันและสามารถแยกจากสัญญาณ

รบกวน (background noise) ไดชัดเจน 

สำหรับยีน TIMP1 ทำการปรับความเขมขนให

เหมาะสม เพือ่ไมใหไปแยงสารปฏกิริยิา (competition) 

กับยีนเปาหมายหลัก แตยังสามารถใหสัญญาณที่เสถียร

เพื่อยืนยันคุณภาพการทดสอบได 

การเตรียมตัวอยาง (Sample preparation)

นำตวัอยางดเีอน็เอทีท่ราบผล NAT2-diplotype 

มาทำการเจือจางแบบ 2 เทา (2-fold serial dilution)

ดวยบัฟเฟอร TE (low EDTA) (AppliChem,

Germany) เพื่อใหไดความเขมขนรวม 10 ระดับ ไดแก 

200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5, 0.75 และ

0.375 ng/µL ทำการทดสอบแตละความเขมขน

จำนวน 2 ซ้ำ (duplicate) และหาคาเฉลี่ยจากทั้ง 2 คา

การตรวจ NAT2-diplotypes ดวยวิธี

Real-time PCR

การตรวจ NAT2-diplotypes  ด วยวิ ธ ี

Real-time PCR โดยเตรียมปฏิกิริยา 7 หลอด

ตอตัวอยาง ในทุกปฏิกิริยา ปริมาตร 12 ไมโครลิตร
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การตรวจ NAT2 ดวย Real-time PCR  ทิพยรัตน โพธิพิทักษ และคณะ

ประกอบดวย 1X ready mix reagent (KAPA PROBE 

FAST qPCR master mix (2×), KAPA Biosystems, 

Cape Town, South Africa) ไพรเมอรจำเพาะตอ NAT2

ที่ 10−25 µM, โพรบที่จำเพาะตอยีน NAT2 ที่ 6 µM, 

ยนีควบคมุคณุภาพภายใน (Internal control) ไพรเมอร

ของยนี TIMP1 ท่ี 10 µM, โพรบท่ีจำเพาะตอยนี TIMP1 

ที่ 4 µM และ 10–50 ng ของดีเอ็นเอตัวอยาง สภาวะ

การทำปฏิกิริยา ประกอบดวย ขั้นตอน denaturation 

ที่ 95°C นาน 3 นาที จำนวน 1 รอบ ตามดวยทำปฏิกิริยา

ที่ 95°C นาน 20 วินาที และ 64.5°C นาน 80 วินาที 

จำนวน 35 รอบ จากนั้นอานคาสัญญาณของยีน NAT2 

แตละ haplotype คูควบกับยีน TIMP1

การตรวจสอบทางคลินิก (Clinical validation)

ดำเนินการทดสอบความแมนยำกับตัวอยาง

ดีเอ็นเอ จำนวน 138 ตัวอยาง โดยแบงเปนตัวอยาง

จากโครงการสำรวจสุขภาพประชากรไทยครั้งที่ 3 จำนวน 

125 ตัวอยาง และตัวอยางผูปวยวัณโรคที่เหลือจากงาน

บริการตรวจวิเคราะห NAT2-diplotype ดวยปฏิกิริยา

พีซีอาร จำนวน 13 ตัวอยาง ที่ผานการตรวจวิเคราะห

และทราบผล NAT2-diplotype แลวดวยวิธี PCR และ 

sequencing ซึ่งตัวอยางทั้งหมดถูกนำมาตรวจวิเคราะห

เพื่อระบุ NAT2-diplotype ดวยวิธี Real-time PCR 

ที่พัฒนาขึ้นในสภาวะที่เหมาะสม 

เกณฑการตัดสินและการแปลผล (Interpretation 

criteria)

กำหนดเกณฑคาจุดตัด (cut-off value) สำหรับ

การอานผลที่สมบูรณ คือ คา Ct ของยีน TIMP1 ใน

ทุกหลอดตองมีคานอยกวาหรือเทากับ 25 และผลบวก

ของ NAT2 haplotype เปาหมาย มีคา Ct นอยกวา 30 

กรณทีีค่า Ct อยูระหวาง 30−35 หรอืตรวจไมพบสญัญาณ 

(not detected) จะพิจารณาวาความเขมขนของดีเอ็นเอ

อยูนอกชวงการตรวจวัดที่เหมาะสมสำหรับการวิเคราะห 

(out of quantifiable/acceptable range) 

ยนี NAT2 ถูกแบงกลุมตามการทำงานของเอนไซม

ออกเปน 2 แบบหลัก คือ fast acetylator haplotype 

ไดแก NAT2*4, NAT2*12A, NAT2*13A และ slow 

acetylator haplotype ไดแก NAT2*5B, NAT2*6A, 

NAT2*7B เนื่องจากการแสดงออกของยีนในแตละ

บุคคล ประกอบดวย 2 haplotypes (diplotype) ที่มี

ลักษณะทางพันธุกรรมแบบ co-dominant การแปลผล

ฟโนไทปการยอยสลายยา (acetylator phenotypes) 

จึงจำแนกออกเปน 3 กลุมหลัก ไดแก กลุมผูที่ยอยยาเร็ว

(rapid acetylators: RAs) กลุมผูที่ยอยยาปานกลาง 

(intermediate acetylators: IAs) และกลุมผูที่

ยอยยาชา (slow acetylators: SAs) ดังแสดงใน

ตารางที่ 2

ตารางที่ 2  ตารางการแปลผลฟโนไทปการยอยสลายยา

กลุมผูที่ยอยยาเร็ว (RAs) กลุมผูที่ยอยยาปานกลาง (IAs) กลุมผูที่ยอยยาชา (SAs)

NAT2*4/*4

NAT2*4/*12A

NAT2*4/*13A

NAT2*12A/*12A

NAT2*12A/*13A

NAT2*13A/*13A

NAT2*4/*5B

NAT2*4/*6A

NAT2*4/*7B

NAT2*5B/*12A

NAT2*5B/*13A

NAT2*6A/*12A

NAT2*6A/*13A

NAT2*7B/*12A

NAT2*7B/*13A

NAT2*5B/*5B

NAT2*5B/*6A

NAT2*5B/*7B

NAT2*6A/*6A

NAT2*6A/*7B

NAT2*7B/*7B
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NAT2-diplotyping by Real-time PCR  Tiparat Potipitak et al.

ดำเนินปฏิกิริยา Real-time PCR พรอมกันไดภายใต

สภาวะเดยีวกนั โดยสภาวะทีเ่หมาะสมทีส่ดุ ประกอบดวย

ขั้นตอน Denaturation ที่ 95°C นาน 3 นาที จำนวน 

1 รอบ ตามดวยขั้นตอน denaturation ที่ 95°C นาน

20 วินาที และขั้นตอน annealing/extension ท่ี 

64.5°C นาน 80 วินาที จำนวน 35 รอบ 

กราฟ amplification plot แสดงสัญญาณการ

เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีนเปาหมาย NAT2 

(สีน้ำเงิน) และยีนควบคุมคุณภาพ TIMP1 (สีเขียว) 

ทีม่คีวามชัดเจนและแยกออกจากสญัญาณรบกวนพืน้ฐาน 

(background noise) ไดอยางเดนชดั ภายใตความเขมขน

และปริมาตรของไพรเมอรและโพรบที่ผานการปรับให

เหมาะสมแลว ดังแสดงในภาพที่ 1 และตารางที่ 3

จริยธรรมการวิจัย

การใชตัวอยางดีเอ็นเอ ไดรับการรับรองจาก

คณะกรรมการการศึกษาวิจัยในคน กรมวิทยาศาสตร

การแพทย รหัสโครงการวิจัย 10/2565 ลงวันที่ 24 

พฤษภาคม พ.ศ. 2565 

ผล

การหาคาเหมาะสมของปฏิกิริยา (Optimization 

results)

จากการออกแบบและหาคาสภาวะที่เหมาะสม

สำหรับชุดไพรเมอรและโพรบท่ีจำเพาะตอ NAT2 

haplotype ทั้ง 6 รูปแบบ 7 ปฏิกิริยา ไดแก *4, *5B, 

*6A, *7B, *12A, *13A-1 และ *13A-2 พบวาสามารถ

(A) (B)

R
FU

R
FU

R
FU

R
FU

Amplification Amplification

Cycles Cycles

haplotype *4 haplotype *5B

(C) (D)

R
FU

R
FU

R
FU

R
FU

Amplification Amplification

Cycles Cycles

haplotype *6A haplotype *7B
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การตรวจ NAT2 ดวย Real-time PCR  ทิพยรัตน โพธิพิทักษ และคณะ

ตารางที่ 3 ความเขมขนและปริมาตรของไพรเมอรและโพรบแตละคูของ NAT2-*4, NAT2-*5B, NAT2-*6A,

 NAT2-*7B, NAT2-*12A, NAT2-*13A-1 และ NAT2-*13A-2 ตอ 1 ปฏิกิริยา

primer/probe name
*4

(µL)
*5B
(µL)

*6A
(µL)

*7B
(µL)

*12
(µL)

*13A-1
(µL)

*13A-2
(µL)

10 µM RT-TIMP1 Fw 0.12 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06

10 µM RT-TIMP1 Rv 0.12 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06

10 µM NAT2-4 Fw 0.40

10 µM NAT2-4 Rv 0.40

10 µM NAT2-5B Fw 0.35

10 µM NAT2-5B Rv 0.35

10 µM NAT2-6A Fw 0.50

10 µM NAT2-6A Rv 0.50

25 µM NAT2-7B Fw 0.55

25 µM NAT2-7B Rv 0.55

10 µM NAT2-12A Fw 0.30

10 µM NAT2-12A Rv 0.30

25 µM NAT2-13A Fw 0.40

25 µM NAT2-13A-1 Rv 0.40

10 µM NAT2-13A Fw 0.60

10 µM NAT2-13A-2 Rv 0.60

6 µM FAM NAT2 Fw1 0.20 0.35 0.45 0.20

6 µM FAM NAT2 Fw2 0.30 0.40 0.35

4 µM Cy5 TIMP1-P 0.08 0.08 0.10 0.10 0.08 0.08 0.10

(E) (F)
R

FU

R
FU

R
FU

R
FU

Amplification Amplification

Cycles Cycles

haplotype *12A haplotype *13A

ภาพที่ 1 (A)-(F) กราฟแสดง amplification plot ของผลบวกในแตละ haplotype ที่แสดงถึงการเพิ่มปริมาณ

 สารพันธุกรรมของยีน NAT2 (ยีนเปาหมาย, สีน้ำเงิน) และยีน TIMP1 (ยีนควบคุมคุณภาพ, สีเขียว) 

 ดวยความเขมขนและปรมิาตรของไพรเมอรและโพรบ ดังแสดงในตารางที่ 1 และ 2 โดยใช PCR condition 

 ดังนี้ [95°C นาน 3 นาที] × 1 รอบ [95°C นาน 20 วินาที 64.5°C นาน 80 วินาที] × 35 รอบ 
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NAT2-diplotyping by Real-time PCR  Tiparat Potipitak et al.

ชวงการตรวจจับและความไวเชิงวิเคราะห (Range 
of detection and sensitivity)

ผลการทดสอบความเขมขนของดีเอ็นเอในชวง 
0.375–200 ng/µL จำนวน 10 ระดบัความเขมขน พบวา
วิธีที่พัฒนาข้ึนสามารถตรวจพบสัญญาณไดในทุกระดับ
ความเขมขน เมือ่พจิารณาตามเกณฑการอานผล (Ct cut-
off < 30) พบวาม ี7 ระดบัความเขมขน ในชวง 3.125 – 200 
ng/µL ที่ใหผลบวกที่สมบูรณ ในขณะที่ความเขมขนต่ำ
0.375–1.5 ng/µL แมจะปรากฏสญัญาณเรอืงแสง แตมี
คา Ct > 30 จึงแปลผลเปนลบตามเกณฑที่กำหนด 

สำหรับ haplotype *4 และ *6A ที่ไมสามารถ
ตรวจพบสัญญาณที่ความเขมขนสูงสุด 200 ng/µL ซึ่ง
อาจเกิดจากผลของความเขมขนดีเอ็นเอท่ีสูงเกินไปตอ
ประสิทธิภาพของปฏิกิริยา (PCR inhibition) ดังนั้น
จึงไดทำการทดสอบเพิ่มเติมในระดับความเขมขน 5, 
125 และ 150 ng/µL เพื่อระบุชวงการทำงานที่ใหผลนา
เชื่อถือสูงสุด (working range) ผลพบวาสามารถตรวจ
พบยีนเปาหมาย NAT2 ไดครบทุก haplotypes ผูวิจัย
จึงกำหนดชวงความเขมขนที่เหมาะสมสำหรับการตรวจ
วิเคราะหอยูในชวง 5–150 ng/µL 

การตรวจ NAT2-diplotypes ดวยวิธี Real-time 
PCR

ผลการตรวจ NAT2-diplotype ดวยวธิ ีReal-time
PCR พบวาสามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมและ
แสดงสัญญาณฟลูออเรสเซนตไดอยางมีประสิทธิภาพ 
กราฟแสดงการเพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรม (amplifica-

tion plot) ยืนยันถึงความจำเพาะของปฏิกิริยา โดย
เสนกราฟแสดงการเพิ่มขึ้นของสัญญาณแบบทวีคูณ
(exponential phase) ท่ีชัดเจนและแยกออกจาก
สญัญาณรบกวนพืน้ฐาน (background noise) ไดอยาง
เดนชัด ดังแสดงในภาพที่ 2(A) 

เมื่อพิจารณาจากขอมูลดิบของตัวอยางทดสอบ 
ดงัแสดงในภาพที ่2(B) ผานตารางแสดงคา Ct พบวายนี
TIMP1 ซึ่งเปนตัวควบคุมภายใน (internal control)
ที่ติดฉลากดวยสี Cy5 ในทุกหลอดปฏิกิริยามีคา Ct
อยูระหวาง 23.46−24.03 ซึ่งผานเกณฑคุณภาพ
ทีก่ำหนดไว (Ct ≤ 25) ยนืยนัวากระบวนการสกดัดเีอน็เอ
และการทำปฏิกิริยามีความสมบูรณ ไมพบตัวยับยั้ง
ปฏิกิริยา (PCR inhibitors)

สำหรับการอานผลยีนเปาหมาย NAT2 แตละ 
haplotype ที่ติดฉลากดวยสี FAM จะใชเกณฑคาจุดตัด
ที่ Ct < 30 ในการตัดสินผลบวก จากตัวอยางทดสอบ
ในภาพที่ 2(B) พบสัญญาณการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ที่ใหคา Ct ต่ำกวา 30 ในหลอดเปาหมาย NAT2*6A 
(Ct = 26.13), NAT2*7B (Ct = 26.41), NAT2*13A-1 
(Ct = 26.83) และ NAT2*13A-2 (Ct = 24.05) 
ในขณะที่เปาหมาย NAT2*5B ใหคา Ct เทากับ 34.07 
ซึ่งสูงกวาเกณฑที่กำหนดจึงแปลผลเปนลบ (Negative) 
และเปาหมาย NAT2*4 กับ NAT2*12A ไมปรากฏ
สัญญาณ (N/A) ทำใหสามารถนำขอมูลคา Ct เหลานี้
ไปแปลผล NAT2-diplotype ของตัวอยางดังกลาว คือ
NAT2*6A/*7B ไดอยางแมนยำตามตารางแสดงการ
อานผล NAT2 haplotype (ตารางที่ 5) ที่ไดกำหนดไว

ภาพที่ 2 (A) กราฟ amplification plot ของปฏิกิริยา Real-time PCR แสดงการเพิ่มสัญญาณฟลูออเรสเซนต

 ของยีนเปาหมาย NAT2 แตละ haplotype (สีน้ำเงิน) คูขนานไปกับยีนควบคุมภายใน TIMP1 (สีเขียว)

 (B) ตารางแสดงขอมูลคา cycle threshold (Ct) ของตัวอยางทดสอบจำแนกตามหลอดปฏิกิริยา (well) 

 ชนิดของสารเรืองแสง (fluor) และยีนเปาหมาย (target)
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การตรวจ NAT2 ดวย Real-time PCR  ทิพยรัตน โพธิพิทักษ และคณะ

ตารางที่ 4  ตารางเปรียบเทียบผล NAT2 diplotype ระหวางวิธี PCR กับวิธี Real-time PCR 

NAT2-
diplotype

PCR
(No. of sample)

Real-time
PCR

(No. of sample)

NAT2-
diplotype

PCR
(No. of sample)

Real-time
PCR

(No. of sample)

*4/*4
*4/*5B
*4/*6A
*4/*7B
*4/*12A
*4/*13A
*5B/*5B
*5B/*6A
*5B/*7B

18
6
23
20
6
3
1
18
5

18
6
23
20
6
3
1
18
5

*5B/*13A
*6A/*6A
*6A/*7B
*6A/*12A
*6A/*13A
*7B/*7B
*7B/*12A
*7B/*13A
*12A/*13A

1
5
14
2
2
9
3
1
1

1
5
14
2
2
9
3
1
1

ตารางที่ 5 ตารางเปรียบเทียบผล NAT2 Acetylator ระหวางวิธี PCR กับวิธี Real-time PCR

การตรวจ 
NAT2-diplotypes

ดวยวิธี Real-time PCR

Acetylator
การตรวจ NAT2-diplotypes ดวยปฏิกิริยาพีซีอาร

Rapid Intermediate Slow รวม 

Rapid
Intermediate

Slow

28
0
0

0
58
0

0
0
52

28
58
52

รวม 28 58 52 138 

ผลการตรวจสอบทางคลินิก (Clinical validation 

results)

จากการประเมินประสิทธิภาพดวยตัวอยางทาง

คลินิก จำนวน 138 ตัวอยาง โดยเปรียบเทียบกับวิธี 

PCR พบวาวิธี Real-time PCR ที่พัฒนาขึ้นมีความไว 

(sensitivity) และความจำเพาะ (specificity) เทากับ

รอยละ 100 โดยผลการตรวจชนิด haplotype ใน

ทุกตัวอยางมีความสอดคลองกันอยางสมบูรณ ดังแสดง

ในตารางที่ 4

เมื่อนำผลไดโพลไทป (diplotype) แปลผลเปน

ฟโนไทป (phenotype) การยอยสลายยา (acetylator

phenotypes) พบวามีความสอดคลองกับวิธี PCR 

รอยละ 100 โดยจำแนกเปนกลุมผูที่ยอยยาเร็ว (rapid

acetylator) 28 ราย กลุมผูที่ยอยยาปานกลาง

(intermediate acetylator) 58 ราย และกลุมผูที่ยอย

ยาชา (slow acetylator) 52 ราย ดังแสดงในตารางที่ 5

โดยสามารถอานผลของ haplotype ดงัแสดงในตารางท่ี 6
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NAT2-diplotyping by Real-time PCR  Tiparat Potipitak et al.
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การตรวจ NAT2 ดวย Real-time PCR  ทิพยรัตน โพธิพิทักษ และคณะ

วิจารณ

การพฒันาวิธกีารตรวจ NAT2-diplotyping ดวย 

Real-time PCR ในการศึกษานี้แสดงใหเห็นถึงความ

สำเร็จในการเพ่ิมประสิทธิภาพและความสะดวกในการ

ตรวจวิเคราะห เม่ือเปรยีบเทียบกบัวิธกีาร PCR แบบเดมิ 

โดยวิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจหา NAT2 haplotypes 

สำคัญไดครอบคลุม 6 รูปแบบหลัก ผานปฏิกิริยายอย 7 

ปฏกิริยิา ไดแก *4, *5B, *6A, *7B, *12A, *13A-1 และ

*13A-2 ภายใตสภาวะปฏิกริยิารวมกนั สงผลใหลดความ

ซบัซอนของกระบวนการทดสอบ ลดขัน้ตอนหลงัการเพิม่

ปรมิาณสารพนัธกุรรม และลดระยะเวลาในการรายงานผล

ไดอยางมีนัยสำคัญ(12) ประเด็นสำคัญท่ีสงผลตอความ

แมนยำของการทดสอบ คอื ปรมิาณสารพนัธกุรรมเริม่ตน

(input DNA concentration) จากการทดสอบชวง

การตรวจจบั (detection range) พบวาชวงความเขมขน

ของดีเอ็นเอที่เหมาะสมและใหผลแมนยำที่สุดอยูที่ 

5–150 ng/µL อยางไรก็ตามการใชดีเอ็นเอที่มีความ

เขมขนของสูงเกินไป เชน 200 ng/µL อาจกอใหเกิด

ปรากฏการณยับยั้งปฏิกิริยา (PCR inhibition) หรือ

เกิดสัญญาณรบกวน (background noise) จนบดบัง

สัญญาณจริง โดยเฉพาะใน Haplotype *4 และ *6A 

ดังน้ันการควบคุมคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอใหอยูใน

ชวงที่กำหนดจึงเปนสิ่งจำเปนอยางยิ่ง เพื่อปองกันผลลบ

ปลอม (false negative) และรบัประกนัความถกูตองของ

การรายงานผล(9) ในดานการนำวิธีนี้ไปประยุกตใชใน

หองปฏบิตักิารอืน่จำเปนตองพจิารณาถงึปจจยัดานเครือ่งมอื

(instrumentation variability) เน่ืองจากสภาวะ

ที่เหมาะสม (optimized condition) ในการศึกษานี้

ถูกกำหนดโดยใชเครื่อง Bio-RAD CFX Opus 96 

System การเปลี่ยนไปใชเครื่อง Real-time PCR 

รุนหรือย่ีหออื่นท่ีมีคุณสมบัติทางกายภาพตางกัน เชน 

อัตราการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ (ramp rate) หรือ

ระบบตรวจวัดสัญญาณแสง (optical system)

อาจสงผลกระทบตอคา Ct และรูปรางของกราฟ

เพ่ิมจำนวนสารพันธุกรรมได(13) ดังนั้นหองปฏิบัติการ

ปลายทางควรตรวจสอบความใชไดของวิธี (method 

verification/ method validation) หรือปรับ

สภาวะการทดลอง (re-optimization) เล็กนอย

โดยเฉพาะอุณหภูมิและเวลาในขั้นตอน annealing

เพือ่ใหไดสญัญาณทีมี่คุณภาพ มคีวามถูกตอง แมนยำและ

มีประสิทธิภาพ(14)

อยางไรก็ตามวิธีการนี้ยังมีขอจำกัดใน เรื่อง ความ

ครอบคลมุของสายพนัธุพนัธกุรรม (genetic coverage)

เนื่องจากไพรเมอรถูกออกแบบมาใหจำเพาะตอ

haplotypes ที่พบบอยในประชากรไทย 6 รูปแบบหลัก

เทานัน้ หากตวัอยางทดสอบม ีhaplotypes ทีพ่บไดนอย

(uncommon haplotypes) หรืออยูนอกเหนือขอบเขต

การตรวจ เชน NAT2*5C, *7C หรือ *11A ซึ่งมีรายงาน

พบในประชากรไทย(15) อาจสงผลใหชุดตรวจไมสามารถ

ระบุชนิดไดหรือเกิดการจับกับดีเอ็นเอท่ีไมจำเพาะ 

(mispriming/non-specific binding) นำไปสู

ความคลาดเคลื่อนในการแปลผล (discrepancy)

ดังที่เคยมีรายงานโดย Wichukchinda N และคณะ(7) 

กรณีที่พบผลการทดสอบที่มีรูปแบบสัญญาณกำกวม

หรือไมสามารถสรุปผลได (indeterminate result) 

ควรพิจารณาสงตรวจยืนยันดวยวิธีมาตรฐาน DNA

sequencing(7) เมื่อเปรียบเทียบกับเทคโนโลยีสมัยใหม 

เชน Long-read sequencing วิธีการ Real-time

PCR นี้ยังมีขอจำกัดทางเทคนิคท่ีตองใชหลายปฏิกิริยา

ตอหนึ่งตัวอยาง และในการออกแบบไพรเมอรเพื่อการ

ใชงานในอนาคต ควรคำนึงถึงตำแหนงการกลายพันธุ

ที่อาจอยูใกลกับจุดจับของไพรเมอร ซึ่งอาจรบกวน

การอานผลยืนยันดวยวิธี Sanger sequencing(16) ได

นอกเหนอืจากประสทิธภิาพทางเทคนคิแลว การพจิารณา

ความคุมคาของการตรวจยีน NAT2 ในบริบทระบบ

สาธารณสุขถือเปนสิ่งสำคัญอยางยิ่ง ขอมูลจากการศึกษา

ของคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ในการประชุม

คณะทำงานกำหนดอตัราคาใชจายเพือ่บรกิารสาธารณสขุ 

สำนักงานหลักประกันสุขภาพแหงชาติ เมื่อวันท่ี 29 

มกราคม พ.ศ. 2569 ชี้ใหเห็นวาการนำการตรวจยีน 

NAT2 ไปใชทางคลินิกมีผลลัพธที่จับตองไดและมีความ

คุมคาทางเศรษฐศาสตรอยางชัดเจน โดยพบวาในผูปวย

วัณโรค 10,000 ราย การตรวจยีนนี้สามารถปองกันการ

เกิดภาวะตับอักเสบไดถึง 1,157 ราย และลดจำนวน

ผูเสียชีวิตลงได 95 ราย เมื่อเปรียบเทียบกับกรณีท่ีไมมี

การตรวจ ยิ่งกวานั้นการประเมินความคุมคาซึ่งพิจารณา
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ถงึความเตม็ใจจายท่ี 160,000 บาทตอปสุขภาวะ ยนืยนัวา

การตรวจยีน NAT2 มีความคุมคาในมุมมองของ

สังคมและรัฐบาลไทย โดยมีคา ICER (Incremental 

Cost-Effectiveness Ratio) อยูที่ 6,720 บาทตอป

สุขภาวะเทานั้น ความคุมคาน้ียังคงชัดเจนแมจะมีการ

วิเคราะหภายใตสถานการณความเสี่ยงตางๆ (scenario 

analysis) เชน ปจจัยรวมอื่นที่ทำใหตับอักเสบ ตนทุน

คายาวัณโรค หรือสัดสวนการปรับยาไอโซไนอาซิด

จากขอมลูเชงิประจกัษจากการประชุมการแลกเปลีย่น

เรียนรู การใชผลตรวจยีน NAT2 ประกอบการรักษา

ผูปวยวัณโรคดวยยา isoniazid(17,18) เมื่อวันที่ 30 

มกราคม พ.ศ. 2568 สะทอนใหเห็นถึงประโยชนและ

ผลกระทบเชงิบวกของการนำผลตรวจ NAT2 ไปประยกุต

ใชจริงในสถานพยาบาลหลายระดับ การรายงานผล

ที่รวดเร็วชวยใหบุคลากรทางการแพทยสามารถเฝาระวัง

และปรับลดขนาดยาไอโซไนอาซิด (ประมาณ 2.5–3.0 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน) ในผูปวยกลุม SA ไดตั้งแต

ระยะเริ่มตน ชวยลดอุบัติการณตับอักเสบ (Anti-

tuberculosis drug-induced liver injury: AT-DILI)

ไดอยางเปนรูปธรรมโดยไมกระทบตอประสิทธิภาพ

การรักษา(2) นอกจากนี้การประเมินผล NAT2 รวมกับ

ตัวทำนายทางคลินิก (clinical predictors)(17)

เชน น้ำหนักตัวท่ีลดลง ระดับอัลบูมิน ภาวะซีด หรือ

การติด เชื้ อ ร วม  ในรูปแบบคะแนนความ เสี่ ย ง

(clinical risk score) จะยิ่งเพิ่มความแมนยำใน

การคัดกรองผูปวยกลุมเส่ียงสูงท่ีควรไดรับการปรับ

ขนาดยาโดยเฉพาะในโรงพยาบาลที่มีขอจำกัดจาก

การใชยารักษาสูตรผสมเม็ดเดียว (fixed-dose

combination) 

อยางไรก็ตามแมผลการวิจัย น้ีจะสนับสนุน

ศักยภาพของวิธี Real-time PCR ในการเปนเครื่องมือ

ตรวจคัดกรองที่รวดเร็วและเขาถึงไดงาย แตบริบท

การทำงานและแนวทางการดูแลผูปวยของแตละสถาน

พยาบาลยังคงมีความแตกตางกัน งานวิจัยและกาวตอไป

ที่สำคัญ (future perspective) คือ การผลักดันขอมูล

เชิงประจักษทางเภสัชพันธุศาสตรเหลานี้ เพื่อนำไปสู

การจัดทำแนวทางปฏิบัติทางคลินิก (clinical practice 

guideline) ระดับประเทศที่ชัดเจนวาดวยการนำผล

ตรวจยีน NAT2 และปจจัยเสี่ยงทางคลินิกไปประยุกต

ใชในการปรับขนาดยาไอโซไนอาซิด โดยสรุปผลการ

ศึกษาบงชี้วาวิธี Real-time PCR ที่พัฒนาขึ้นมีความ

สอดคลองกับวิธี PCR รอยละ 100 สะทอนใหเห็นถึง

ศักยภาพและความพรอมในการนำไปประยุกตใชเปน

งานประจำในหองปฏิบัติการทางคลินิก เพื่อสนับสนุน

การแพทยแมนยำ (precision medicine) ซึง่เมือ่ผนวก

กับแนวทางปฏิบัติทางคลินิกที่ไดมาตรฐานจะชวยเพิ่ม

ความมั่นใจใหแกแพทยผูรักษา ลดความเสี่ยงตออาการ

ไมพึ งประสงค  และยกระดับประสิทธิภาพและ

ความปลอดภัยในการรักษาผูปวยวัณโรคไดอยางยั่งยืน

สรุป

การศึกษานี้พัฒนาและประเมินวิธีตรวจ NAT2-

diplotype ดวยเทคนิค Real-time PCR ซึ่งใหผล

สอดคลองกบัวธิ ีPCR รอยละ 100 วธิทีีพ่ฒันาขึน้สามารถ

ตรวจหา NAT2 haplotypes สำคัญ จำนวน 6 รูปแบบ

ที่พบไดบอยในประชากรไทย และมีชวงความเขมขนของ

ดีเอ็นเอที่เหมาะสมสำหรับการตรวจวิเคราะหอยูที่ 

5−150 ng/µL นอกจากนีว้ธิดีงักลาวยงัชวยลดระยะเวลา

ในการวิเคราะหและลดความเสี่ยงตอการปนเปอนใน

หองปฏิบัติการ เนื่องจากไมตองมีขั้นตอนหลังการเพิ่ม

ปรมิาณสารพนัธกุรรม (post-PCR handling) ขอมลูที่

ไดจงึยนืยนัวาวธิ ีReal-time PCR มศีกัยภาพ และความ

พรอมสำหรบันำไปใชเปนเครือ่งมอืทางเภสชัพนัธศุาสตร 

ในการสนับสนุนการปรับขนาดยาไอโซไนอาซิดแบบ

จำเพาะบุคคล เพื่อเพิ่มความปลอดภัยและประสิทธิภาพ

ในการรักษาผูปวยวัณโรคในงานบริการทางคลินิกตอไป 

การเปดเผยการใชปญญาประดิษฐ

ผูเขียนไดมีการใชปญญาประดิษฐ Gemini pro 

เพื่อตรวจสอบภาษาในสวนเนื้อเรื่อง และจัดรูปแบบ

เอกสารอางอิง ทั้งนี้ผูเขียนไดตรวจสอบและรับรอง

ความถูกตองของเนื้อหาดังกลาวแลว
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NAT2-diplotyping by Real-time PCR
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Surakameth Mahasirimongkol 3, and Sukanya Wattanapokayakit1
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2Medical Sciences Technical Office, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand
3Bureau of Royal Initiative, Commemoration and Special Projects, Office of Permanent Secretary, 
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ABSTRACT N-acetyltransferase 2 enzyme (NAT2) plays an important role in the metabolizing of 

Isoniazid, an antituberculosis drug. Individuals having a slow acetylator phenotype were found 8.8 times 

more at risk to be TB drug-induced liver injury compared to intermediate and fast acetylator ones.

The acetylator phenotype can be interpreted from NAT2-diplotyping and used for Isoniazid-dose 

adjustment. This study aimed to develop a Real-time PCR for NAT2-diplotyping to replace the previous 

PCR for routine service. Optimization of primer/probe concentration and temperature/time condition was 

done with known phase-analysis NAT2-diplotyping DNA samples. The DNA detection range of this new 

method was 5–150 ng/µL.  Method verifi cation of the Real-time PCR for NAT2-diplotyping by comparing it

with the PCR method in 138 samples. The result has shown that NAT2-diplotype in all samples from both 

methods was 100% consistent. In conclusion, the novel real-time NAT2-diplotyping which provides faster 

results and is more convenient, can replace the previous PCR for clinical routine service.

Keywords: NAT2-diplotyping, Isoniazid, Real-time PCR, PCR, Acetylator


