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บทค ัดย ่อ ภาษาไทย 
 เทิดศักดิ์ สุธาตุ : การพัฒนาเทคนิค RECOMBINASE POLYMERASE AMPLIFICATION เพื่อตรวจหา

เชื้อ Mycobacterium avium COMPLEX ด้วยตาเปล่า. ( DEVELOPMENT OF RECOMBINASE 
POLYMERASE AMPLIFICATION FOR NAKED EYE DETECTION OF Mycobacterium avium 
COMPLEX) อ.ที่ปรึกษาหลัก : ผศ. ดร.ปาหนัน รัฐวงศ์จิรกุล 

  
โรคติดเชื้อที่มีสาเหตุมาจาก Mycobacterium avium complex (MAC) มีอุบัติการณ์เพิ่มสูงขึ้นทั่ว

โลกรวมทั้งในประเทศไทย เน่ืองมาจากการเพิ่มขึ้นของจ่านวนผู้ป่วยที่มีภาวะภูมิคุ้มกันของร่ายกายต่่า การวินิจฉัย
เชื้อ MAC ในปัจจุบันที่อาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อและทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมี นอกจากใช้ระยะเวลานานแล้ว ยังไม่
สามารถ จ่าแนกเ ชื้ อ ได้ ถึ ง ระดับ สปี ชี่ ส์  โ ดย เฉพาะอย่ างยิ่ ง เ ชื้ อ  Mycobacterium avium และ เชื้ อ 
Mycobacterium intracellulare ซ่ึงเป็นเชื้อ MAC ที่ส่าคัญและเพาะแยกได้บ่อยจากสิ่ งส่งตรวจ ดังน้ัน
วัตถุประสงค์ของการศึกษาในครั้งน้ี คือการพัฒนาเทคนิค Recombinase Polymerase Amplification ร่วมกับ
การอ่านผลด้วยสี SYBR Green I (RPA/SYBR)  ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อ MAC ซ่ึงอาศัยการเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรมภายใต้อุณหภูมิคงที่  ร่วมกับไพรเมอร์ที่จ่าเพาะต่อเชื้ อกลุ่ม MAC เชื้อ M. avium และเชื้อ M. 
intracellulare และอ่านผลที่เกิดขึ้นด้วยตาเปล่าได้ในทันทีภายหลังการเติมสี SYBR Green I ผลจากการทดสอบ
กับตัวอย่าง DNA ของเชื้อ MAC จ่านวน 120 ตัวอย่าง พบว่าเทคนิค RPA/SYBR สามารถตรวจวินิจฉัยจ่าแนกสปี
ชี่ส์ของเชื้อ  M. avium และเชื้อ  M. intracellulare ได้อย่างมีประสิทธิภาพ  โดยมีความไว 100% และ
ความจ่าเพาะตั้งแต่ 80.7% ขึ้นไป ซ่ึงจัดว่ามีความสอดคล้องในเกณฑ์ดีมากเม่ือเปรียบเทียบกับวิธีหาล่าดับเบส 
(สถิติ Kappa มีค่าตั้งแต่ 0.801 ขึ้นไป)   ในขณะที่เม่ือเปรียบเทียบกับเทคนิค PCR มีความไวตั้งแต่ 89.2% ขึ้นไป
และความจ่าเพาะตั้งแต่ 97.5% ขึ้นไป และมีความสอดคล้องในเกณฑ์ดีมากเช่นเดียวกัน (สถิติ Kappa มีค่าตั้งแต่ 
0.863 ขึ้นไป) นอกจากน้ีเทคนิค RPA/SYBR ยังมีค่าความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบน้อยที่สุดที่สามารถตรวจได้ 
เท่ากับ 1 ng/µl และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มกับเชื้อส่วนใหญ่ของ Mycobacterium แม้ว่าเทคนิค RPA/SYBR ที่
ได้พัฒนาขึ้น มีขั้นตอนการทดสอบที่ท่าง่าย ไม่ซับซ้อน ให้ผลการทดสอบที่รวดเร็ว และสามารถอ่านผลได้ด้วยตา
เปล่า และไม่จ่าเป็นต้องอาศัยเครื่องมือที่จ่าเพาะ ซ่ึงเหมาะส่าหรับน่ามาใช้ตรวจคัดกรองเบื้องต้นในการวินิจฉัย
เชื้อ MAC ในห้องปฏิบัติการในโรงพยาบาลขนาดเล็ก หรือห้องปฏิบัติการภาคสนาม อย่างไรก็ตาม ควรมี
การศึกษาพัฒนาความจ่าเพาะเพิ่มเติม เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของเทคนิคดังกล่าวในอนาคต 
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Infections caused by Mycobacterium avium complex (MAC) has been increased 

globally, including Thailand, owing to the rising in immunocompromised patients. A current 
diagnosis, based on culture and biochemical tests, is time-consuming. Furthermore, it is not 
enabled to differentiate MAC in a species level, particularly between the most common isolated 
MAC, Mycobacterium avium and Mycobacterium intracellulare. Thus, this study aimed to 
develop Recombinase Polymerase Amplification combined with a SYBR Green I, called RPA/SYBR, 
for diagnosis of MAC. The RPA/SYBR was depended on isothermal amplification directed by 
specific primers to MAC, M. avium and M. intracellulare, and was immediately read out by a 
naked eye after addition of a SYBR Green I. After examined with 120 DNA samples of MAC, 
RPA/SYBR was capable of differentiating between M. avium and M. intracellulare effectively. 
RPA/SYBR shown 100% and over 80.7% of sensitivity and specificity, respectively, and an 
excellent correlation (Kappa ≥ 0.801) when compared with nucleotide sequencing. While 
analyzing with PCR, RPA/SYBR shown over 89.2% and over 97.5% of sensitivity and specificity, 
respectively, and an excellent correlation (Kappa ≥ 0.863). Besides, a limit of detection of 
RPA/SYBR was 1 ng/µl, and there were no cross-reactions with most of the Mycobacterium 
species. Although, the developed RPA/SYBR was simple, rapid, easy for read out by a naked eye 
without the specific instruments, which is proper for a screening diagnosis of MAC in small 
healthcare settings or field laboratories. However, further development to improve a specificity 
should be concerned, in order to raise the efficiency of RPA/SYBR in future. 
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บทที่ 1 

บทน า 

 

1. ความส าคัญและท่ีมาของปัญหาการวิจัย  

เช้ือ Mycobacterium เป็นเช้ือแบคทีเรียที่มีความส่าคัญทางคลินิก สามารถก่อโรคติดเช้ือได้

ทั้งในคนและสัตว์ อาทิเช่น วัณโรค ซึ่งเป็นการติดเช้ือในระบบทางเดินหายใจมีสาเหตุมาจากเช้ือ 

Mycobacterium tuberculosis ในขณะที่ เช้ือ Mycobacterium สายพันธ์ุที่ไม่ใช่เช้ือก่อวัณโรค 

(Nontuberculous mycobacteria: NTM) สามารถก่อให้เกิดโรคปอด (Pulmonary disease) ต่อม

น้่าเหลืองอักเสบ (Lymphadenitis) การก่อโรคแบบแพร่กระจาย (Disseminated disease)  รวมถึง

การก่อโรคบริเวณผิวหนัง เนื้อเยื่ออ่อน และกระดูก (1) ปัจจุบันพบว่าการติดเช้ือกลุ่ม NTM มี

อุบัติการณ์เพิ่มสูงข้ึนทั่วโลกรวมทั้งในประเทศไทย (2-4) พบการติดเช้ือกลุ่ม NTM ส่วนใหญ่ในผู้ป่วย

ที่มีภูมิคุ้มกันของร่างกายต่่าโดยเฉพาะในผู้ป่วยโรคเอดส ์และผู้ป่วยที่ได้รับยากดภูมิคุ้มกันของร่างกาย 

เช้ือกลุ่ม NTM ที่เป็นสาเหตุส่าคัญของการติดเช้ือและเพาะแยกได้บ่อยจากสิ่งส่งตรวจ  คือเช้ือ 

Mycobacterium avium complex (MAC) ประกอบด้วย 2 สปีชีส์ที่ส่าคัญ ได้แก่ Mycobacterium 

avium และ Mycobacterium intracelluare ซึ่งไม่สามารถจ่าแนกชนิดของเช้ือด้วยผลการทดสอบ

ทางชีวเคมี และจ่าเป็นต้องอาศัยเทคนิคทางอณูชีววิทยาในการจ่าแนก (5) โดยเช้ือทั้งสองสปีชีส์

สามารถก่อโรคได้เกือบทุกระบบของร่างกาย ซึ่งการก่อโรคที่พบได้บ่อยที่สุด คือ การก่อโรคติดเช้ือใน

ปอด (MAC-associated lung diseases) อย่าง ไรก็ตามพบว่าเ ช้ือ  M. avium มักก่อโรคแบบ

แพร่กระจาย ขณะที่เช้ือ M. intracelluare มักก่อโรคที่ปอด ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับบริเวณที่เช้ือเข้าสู่ร่างกาย 

โดยส่วนใหญ่จะพบการติดเช้ือแบบฉวยโอกาสในผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันของร่างกายต่่า  เช่น ผู้ป่วยโรค
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เอดส์ โรคมะเร็งทางโลหิตวิทยา ผู้ป่วยที่ได้รับยากดภูมิคุ้มกัน เด็กทารก เป็นต้น ซึ่งผู้ป่วยสามารถติด

เช้ือดังกล่าวได้จากการหายใจเอาละอองที่มีเช้ือเข้าไปท่าให้เกิดพยาธิสภาพที่ปอด มีลักษณะเหมือน

การติดเช้ือวัณโรค หากมีการติดเช้ือที่รุนแรงและไม่ได้รับการรักษา เช้ือ MAC อาจแพร่กระจายเข้าสู่

ระบบน้่าเหลืองและระบบโลหิต ส่งผลให้เกิดอาการที่รุนแรงตามมา การตรวจวินิจฉัยการติดเช้ือใน

ปัจจุบันต้องอาศัยผลการตรวจอาการทางคลินิกประกอบกับผลการเอ็กซ์เรย์ปอด การย้อมเช้ือด้วยสี

ทนกรด การเพาะเลี้ยงเช้ือ ในขณะที่เทคนิคทางอณูชีววิทยาได้เข้ามามีบทบาทในการตรวจวินิจฉัย

การติดเช้ือเพิ่มมากขึ้น เนื่องมาจากมีความไว และความรวดเร็วที่สูงกว่าวิธีการเพาะเลี้ยงเช้ือ(1, 2) 

วิธีการเพาะเลี้ยงเช้ือจ่าเป็นต้องอาศัยระยะเวลาในการทดสอบประมาณ 1-3 เดือน เนือ่งจาก

เป็นเช้ือที่เจริญเติบโตช้า และจ่ากัดอยู่ในเฉพาะโรงพยาบาลขนาดใหญ่ที่มีความพร้อมเท่านั้น แม้ว่าใน

ปัจจุบันโรงพยาบาลบางแห่งได้ใช้เครื่องมือทางอณูชีววิทยาเข้ามาช่วยในการวินิจฉัยเช้ือและความไว

ต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือ แต่เครื่องมือดังกล่าวมีราคาแพง จึงเป็นข้อจ่ากัดส่าหรับโรงพยาบาลขนาดเลก็

หรือโรงพยาบาลในพื้นที่ที่ห่างไกลความเจริญ อาทิเช่น ตามแนวชายแดนของประเทศหรือตามชนบท 

ส่งผลให้ผู้ป่วยไม่ได้รับการวินิจฉัยเพื่อการรักษาอย่างเหมาะสมและทันท่วงที  จึงเป็นสาเหตุของการ

เพิ่มอุบัติการณ์เช้ือ MAC ในปัจจุบัน 

ด้วยเหตุผลดังกล่าวข้างต้นจึงน่ามาสู่วัตถุประสงค์ของงานวิจัยที่ต้องการพัฒนาเทคนิค 

Recombinase Polymerase Amplification ร่วมกับการอ่านผลด้วยสี SYBR Green I (RPA/SYBR) 

ในการตรวจวินิจฉัยเช้ือ MAC โดยไม่จ่าเป็นต้องอาศัยเครื่องมือเพิ่มสารพันธุกรรมหรือเครื่องแยกสาร

พันธุกรรมด้วยกระแสไฟฟ้า ทั้งนี้เทคนิคที่พัฒนาอาศัยหลักการของการออกแบบ Primer (6) ที่

จ่าเพาะต่อต่าแหน่งของแต่ละสปีชีส์บนสายของ DNA และท่าปฏิกิริยาเพิ่มจ่านวนสารพันธุกรรม

ภายใต้อุณหภูมิคงที่ด้วยเทคนิค Recombinase polymerase amplification (RPA) จากนั้นท่าการ
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ตรวจสอบสารพันธุกรรมที่ถูกเพิ่มจ่านวนข้ึนด้วยตาเปล่าภายหลังการเติมสี SYBR Green I (SYBR) 

(6-8) โดยดูจากการเรืองแสงที่เกิดข้ึน ซึ่งเทคนิค RPA/SYBR ที่พัฒนาข้ึนเป็นเทคนิคที่สามารถตรวจ

วินิจฉัยเช้ือ MAC ได้ภายในเวลาไม่เกิน 40 นาที โดยอาศัยเครื่องมือที่มีใช้อยู่ทั่วไปในห้องปฎิบัติการ 

อาทิเช่น อ่างน้่าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) เครื่องควบคุมอุณหภูมิแบบแห้ง (Heating block) 

และสามารถน่าไปประยุกต์ใช้ในการตรวจแบบ Point of care หรือในงานภาคสนามได้ จึงมีความ

เหมาะสมอย่างยิ่งส่าหรับประเทศที่ก่าลังพัฒนา หรือในพื้นที่ที่ห่างไกลความเจริญและไม่มีเครื่องมือที่

ทันสมัยเข้าถึง เพื่อประโยชน์ในการรักษาการติดเช้ือที่เหมาะสมอย่างทันท่วงที และช่วยควบคุมการ

แพร่ระบาดของเช้ือ MAC ได้อย่างมีประสิทธิภาพย่ิงข้ึน  

2. วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

2.1 เพื่อพัฒนาเทคนิค RPA/SYBR ส่าหรับการวินิจฉัยจ่าแนกสายพันธ์ุของเช้ือ MAC  

2.2 เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเทคนิค RPA/SYBR ในการวินิจฉัยจ่าแนกสายพันธ์ุ

ของเช้ือ MAC กับเทคนิค PCR และเทคนิคการหาล่าดับเบส  

3. ขอบเขตงานวิจัย  

งานวิจัยนี้เป็นการพัฒนาเทคนิค RPA/SYBR ซึ่งสามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมภายใต้

อุณหภูมิเดียว และตรวจสอบสารพันธุกรรมที่ถูกเพิ่มข้ึนด้วยตาเปล่าจากการอ่านสีของ SYBR green I 

ซึ่งจะใช้เทคนิค RPA/SYBR ที่พัฒนาข้ึนในการจ่าแนกสายพันธ์ของเช้ือ MAC จ่านวนทั้งสิ้น 121 

ตัวอย่าง โดยใช้ DNA ของเช้ือที่เหลือจากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา ภาควิชา

พยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล ผลของการวินิจฉัยจะถูก

น่ามาเปรียบเทียบกับผลการทดสอบด้วยเทคนิค PCR และเทคนิคการหาล่าดับเบส เพื่อประเมิน

ประสิทธิภาพของเทคนิค RPA/SYBR ที่ถูกพัฒนาข้ึน 
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4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

สามารถพัฒนาเทคนิค RPA/SYBR ในการตรวจวินิจฉัยเช้ือ MAC ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีความ

รวดเร็ว ไม่ซับซ้อน สามารถท่าได้ง่าย เมื่อเปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงเช้ือด้วยวิธีดั้งเดิม อีกทั้ง

เทคนิคที่ถูกพัฒนาข้ึนยังมี ความไว และความจ่าเพาะสูง เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค PCR และการ

วิเคราะห์ล่าดับเบส เทคนิค RPA/SYBR สามารถน่ามาประยุกต์ใช้ตรวจแบบ Point of care ส่าหรับ

การวินิจฉัยเช้ือ MAC ในโรงพยาบาลที่อยู่ห่างไกล หรือที่มีห้องปฏิบัติการขนาดเล็กที่ไม่มีเครื่องมือทีม่ี

ราคาแพง นอกจากนี้ยังเหมาะกับการน่าไปตรวจวินิจฉัยในการออกภาคสนาม ท่าให้ผู้ป่วยได้รับการ

ตรวจวินิจฉัยได้อย่างถูกต้อง รวดเร็ว ทันท่วงทีมีประสิทธิภาพในการรักษา เป็นการลดความสูญเสีย

และการแพร่กระจายของเช้ือ อีกทั้งยังสามารถน่าไปใช้ในงานระบาดวิทยาได้อีกด้วย 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 

1. ลักษณะท่ัวไปของเชื้อ  

เ ช้ื อ  Mycobacterium avium complex (MAC) เ ป็ น เ ช้ื อ แ บ ค ที เ รี ย ใ น กลุ่ ม ขอ ง 

Nontuberculous mycobacteria (NTM) หรือเช้ือ Mycobacterium สายพันธ์ุที่ไม่ใช่เช้ือก่อวัณ

โรค จัดอยู่ในสกุล Mycobacterium วงศ์ Mycobacteriaceae เช้ือ MAC เป็นเช้ือที่เจริญได้ช้า และ

ไม่มีการสร้ าง เม็ดสี  (Slow-growing nonchromogen mycobacteria) ตามการจัดกลุ่มแบบ 

Runyon ประกอบไปด้วย 2 สปีชีส์ที่มีความส่าคัญทางคลินิก คือ Mycobacterium avium และ 

Mycobacterium intracellulare โดยทั่วไปแล้วเช้ือทั้งสองสปีชีส์ให้ผลการทดสอบปฏิกิริยาทาง

ชีวเคมีที่เหมือนกัน หากจ่าเป็นต้องแยกสปีชีส์ของเช้ือจึงต้องอาศัยเทคนิคทางอณูชีววิทยา อาทิเช่น 

การใช้ DNA probe ที่จ่าเพาะต่อ 16S rRNA เป็นต้น เมื่อเทคนิคทางอณูชีววิทยาได้ถูกพัฒนาข้ึนท่า

ให้สามารถแยกเช้ือ M. avium ออกเป็น 4 ซับสปีชีส์ ได้แก่ M. avium subsp. avium, M. avium 

subsp. hominissuis, M. avium subsp. paratuberculosis, และ M. avium subsp. silvaticum 

รวมไปถึงสามารถพบสปีชีส์ใหม่ๆ ของเช้ือ MAC ที่มีความใกล้ชิดกับ M. intracellulare เพิ่มข้ึน 

ไ ด้ แ ก่  M. chimaera, M. colombiense, M. arosiense, M. vulneris, M. marseillense, M. 

timonense, M. bouchedurhonense, M. mantenii, M. yongonense, และ M. indicus pranii  

(5, 9-12) เช้ือ MAC เป็นแบคทีเรียรูปร่างแท่ง ไม่มีการสร้างสปอร์ เซลล์มีขนาดระหว่าง 0.2-0.6x1-

10 µm พบลักษณะการติดสีย้อมแกรมเป็นแกรมบวกโดยติดสีไม่สม่่าเสมอ หากมีการย้อมสีทนกรด
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พบ ว่า เ ช้ือจะติดสีแดงของ  Carbol fuchsin เนื่ อ งจ ากมี ผนั ง เซลล์ด้ านนอกที่ ถั ดจาก ช้ัน 

Peptidoglycan ประกอบไปด้วยช้ันไขมัน Peptidoglycolipid mycolic acid ที่สูง นอกจากนี้ผนัง

เซลล์ยังประกอบไปด้วยโปรตีนและคาร์โบไฮเดรตอื่นๆ เช่น Arabinogalactan และโมเลกุลของ  

Lipopolysaccharides (LPS) ท่าให้เช้ือมีความทนทานต่อสภาพแวดล้อมได้สูง (13, 14) 

2. การติดต่อ 

เช้ือ MAC เป็นแบคทีเรียที่พบได้ตามสิ่งแวดล้อมทั่วไป เช่น แหล่งน้่าธรรมชาติ สระน้่า ระบบ

น้่าภายในอาคาร และอ่างน้่าร้อน รวมถึงพบการปนเปื้อนในดิน ในสัตว์ เช่น หมู นก เป็นต้น (2, 15, 

16) เช้ือสามารถแพร่กระจายได้ในอากาศ (Aerosol transmission) และติดต่อสู่คนผ่านทางระบบ

ทางเดินหายใจ (Respiratory route) เมื่อหายใจเอาละอองของเช้ือเข้าไป เช้ือจะเข้าสู่ร่างกายทาง

จมูกผ่านหลอดลมที่อยู่ในระบบทางเดินหายใจส่วนบน สู่หลอดลม หลอดลมฝอยและถุงลมปอดซึ่งอยู่

ระบบทางเดินหายใจส่วนล่าง โดยพบว่าเช้ือจะบุกรุกเข้าไปในเซลล์เยื่อบุทางเดินหายใจ ถ้าหาก

ร่างกายแข็งแรง ระบบภูมิคุ้มกันจะสามารถท่าลายเช้ือได้ แต่หากเมื่อร่างกายอ่อนแอจากภูมิคุ้มกันต่่า

หรือบกพร่อง เช้ือจะไม่ถูกท่าลายแล้วยังสามารถแบ่งตัวและเจรญิจนก่อพยาธิสภาพกับปอดได้ในทีส่ดุ 

นอกจากนี้เช้ือยังสามารถติดต่อผ่านระบบทางเดินอาหาร (Gastrointestinal route) เข้าสู่ร่างกาย

โดยผ่านทางการรับประทานอาหารหรือดื่มน้่าที่ปนเปื้อนเช้ือเข้าไป ซึ่งเช้ือสามารถทนต่อกรดที่อยู่ใน

กระเพาะอาหารได้ที่ pH น้อยกว่า 3 จากนั้นเช้ือจะเข้าสู่เซลลเ์ยื่อบผุนังลา่ไส้ไปยังช้ันมิวโคซา่ แล้วเข้า

สู่ระบบไหลเวียนเลือด และระบบน้่าเหลือง รวมไปถึงติดต่อผ่านทางบาดแผลตามที่เกิดข้ึนตามผิวหนัง

ได้เช่นกัน (17-21) 
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3. พยาธิสภาพและการก่อโรค 

เช้ือ MAC เป็นเช้ือฉวยโอกาส โดยปกติเช้ือจะไม่ก่อโรคในคนที่มีสุขภาพร่างกายแข็งแรง แต่

มักก่อโรคในคนที่มีภูมิคุ้มกันของร่างกายต่่า เช่น ผู้ป่วยโรคทางระบบภูมิคุ้มกัน ผู้ป่วยที่ได้รับยากด

ภูมิคุ้มกัน ผู้ป่วยที่ปลูกถ่ายไขกระดูก มะเร็งทางโลหิตวิทยา โรคในกลุ่มออโตอิมมูน เด็ก และคนชรา 

(1, 22)  ในกลุ่มผู้ป่วยที่ติดเช้ือ MAC โดยที่ไม่ได้ติดเช้ือ Human immunodeficiency virus (HIV) 

ร่วมด้วย มักพบในผู้ป่วยที่มีภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่องเนื่องมาจากการกลายพันธ์ุของยีนที่สร้างหรือมี  

Auto-antibody ต่อ Interferon gamma และ Interleukin 12 (IL-12) ที่ผิดปกติ รวมไปถึงการ

ตอบสนองต่างๆ ในระหว่างการสร้างสารชีวโมเลกุลดังกล่าว ซึ่งมักพบว่าเป็นภาวะที่ถ่ายทอดทางทาง

พันธุกรรมได้ (23, 24) เช้ือสามารถก่อโรคได้ในหลายระบบของร่างกาย โดยการก่อโรคที่พบมากที่สุด

คือการก่อพยาธิสภาพที่ปอด (Pulmonary disease) ที่มีลักษณะการก่อโรคคล้ายกับเช้ือวัณโรค เกิด

จากการที่หายใจเอาเช้ือเข้าไป แล้วเช้ือบุกรุกเซลล์เยื่อบุทางเดินหายใจ (Lung epithelial alveolar 

cells) เข้าสู่เนื้อเยื่อส่วนซับมิวโคซ่า จากนั้นจึงถูกจับกินด้วยเซลล์ฟาโกไซทิค เช่น แมคโครฟาจ เป็น

ต้น จากนั้นแมคโครฟาจจะเคลื่อนที่ไปยังต่อมน้่าเหลืองในปอดบริเวณ Bronchiole ในขณะที่เช้ือมี

กลไกต้านการถูกท่าลายโดยแมคโครฟาจ และยังสามารถแบ่งตัวเพิ่มจ่านวนเช้ือภายในแมคโครฟาจ 

เมื่อเซลล์ตายและแตกออก เช้ือจึงแพร่กระจายไปสู่เซลล์ถัดไป ท่าให้มีการกระตุ้นเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับ

การอักเสบในระบบภูมิคุ้มกัน เกิดการรวมตัวระหว่างเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันและเซลล์ข้างเคียงที่ตาย

แล้วเกิดเป็น Granulomas ซึ่งจะพบเช้ือในบริเวณดังกล่าว และพัฒนาไปเป็น Granulomas ที่ตาย

แล้ว  มีลักษณะเป็นจุดพังผืดเกิดข้ึนได้ในระบบทางเดินหายใจส่วนล่าง สามารถสังเกตเห็นลักษณะ

เป็นจุดได้จากฟิล์มเอ๊กซเรย์ปอด (รูปที่ 2.1) (19) สว่นการติดต่อผ่านระบบทางเดินอาหารเช้ือสามารถ

ผ่านกระเพาะอาหารลงมาสู่ล่าไส้ แล้วเข้าบุกรุกเข้าเซลล์เยื่อบุล่าไส้เล็กส่วนปลายบริเวณ Peyer’s 
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patches ที่เป็นต่อมน้่าเหลืองในล่าไส้เล็กและเข้าสู่ช้ันมิวโคซ่าต่อไป (19, 20, 25) กรณีที่เช้ือมีการ

แพร่กระจ่ายไปตามอวัยวะต่างๆ (Disseminated disease) มักพบว่ามีความสัมพันธ์กับผู้ป่วยโรค

เอดส์ที่มีค่า CD4+ T lymphocyte ต่่ากว่า 50 cells/µL ซึ่งจะมีความเสี่ยงในการติดเช้ือเพิ่มข้ึน 

ในขณะที่ผู้ป่วยโรคเรื้อรัง เช่น ผู้ป่วยเบาหวาน ผู้ป่วยมะเร็ง และผู้ป่วยธาลัสซีเมีย สามารถพบความ

เสี่ยงต่อการติดเช้ือแบบแพร่กระจายได้เช่นกัน การแพร่กระจายของเช้ือจะก่อให้เกิดพยาธิสภาพใน

ระบบน้่าเหลือง เกิดเป็นต่อมน้่าเหลืองอักเสบ (Lymphadenitis) มักพบในเด็กเป็นส่วนใหญ่  

นอกจากนี้เช้ือยังสามารถก่อพยาธิสภาพในผิวหนัง เนื้อเยื่ออ่อน และกระดูก โดยส่วนใหญ่พบว่าเช้ือ 

M. avium มักก่อโรคแบบแพร่กระจายไปตามอวัยวะต่างๆ  ของร่างกาย ในขณะที่ เ ช้ือ M. 

intracelluare มักพบการก่อพยาธิสภาพส่วนใหญ่ในระบบทางเดินหายใจ ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับบริเวณที่เช้ือ 

เข้าสู่ร่างกายและภาวะภูมิคุ้มกันของตัวผู้ป่วย (1, 22, 26) 

 
รูปที่ 2.1 การเกิดพยาธิสภาพของเช้ือ MAC ในระบบทางเดนิหายใจส่วนล่าง (19) 
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4. ปัจจัยในการก่อโรค  

เช้ือ MAC สามารถก่อโรคได้โดยอาศัย 3 ปัจจัยหลัก ได้แก่ ตัวเช้ือ ผู้ป่วย และสิ่งแวดล้อม 

(27) 1). เช้ือ MAC มีผนังเซลล์ที่ประกอบไปด้วย Mycolic acid จ่านวนมาก ท่าให้ผนังเซลล์มลีักษณะ

เป็นช้ันไขมันที่หนา และมีคุณสมบัติคล้ายแวกซ์ รวมถึงความสามารถในการสร้าง Biofilm ของเช้ือซึ่ง

ช่วยลดโอกาสที่ยาปฏิชีวนะจะแพร่เข้าสู่ เซลล์  (14, 28) จากการศึกษาที่ผ่านมายังอธิบายถึง

ความสามารถของเช้ือ MAC ในการยึดเกาะและบุกรุกเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน ซึ่งพบว่าเช้ือมีการสร้าง 

Adhesion protein เพื่อช่วยในการยึดเกาะกับผนังเซลลข์อง Gastrointestinal epithelial cell line 

เช่น HT-29 cell จากนั้นเช้ือจะบุกรุกเข้าไปอยู่ในเซลล์  และอาจพบการบุกรุกถึงช้ัน Mucosa และ 

Submucosa ซึ่งสัมพันธ์กับกลไกการติดเช้ือผ่านระบบทางเดินอาหาร (29) การศึกษาที่ผ่านมายัง

พบว่าเ ช้ือสามารถทนต่อปฏิกิริยาการแตกตัวเป็นอิสระของออกซิเจน (Reactive oxygen 

intermediates: ROIs) และไนตริกออกไซด์ (Nitric oxide: NO) โดยเมื่อเช้ือถูกจับกินโดยเซลล์แมก

โครฟาจหรือโมโนไซต์ ผ่านทาง Complement receptor และ Fc receptor แล้วเกิดการสร้างฟาโก

โซมซึ่งมีเช้ืออยู่ภายใน เช้ือสามารถอยู่รอดและเจริญได้ในเซลล์ดังกล่าว โดยอาศัยกลไกการยับยั้งการ

รวมตัวกันระหว่างไลโซโซมและฟาโกโซมในกระบวนการฟาโกไซโตซิส ท่าให้เช้ือได้รับการป้องกันจาก

การถูกท่าลายด้วย Proteolytic enzyme นอกจากนี้ยังพบว่าเช้ือใช้ Vacuolar proton-ATPase ใน

การลดความเป็นกรดภายในเซลล์แมคโครฟาจ และสร้าง Superoxide dismutase ที่สามารถท่าลาย 

Superoxide anion รวมถึงพบการสร้าง Heat shock protein บางชนิด ที่สามารถยับยั้งการสร้าง 

Superoxide anion เช่น 65-kDa heat shock protein เป็นต้น (30, 31) 2). ผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันต่่า

โดยมีระดับ CD4+ T lymphocyte ต่่ากว่า 50 เซลล์/µL จนไม่สามารถท่าลายเช้ือได้ จะมีความเสี่ยง

ต่อการติดเช้ือ MAC ที่ปอดเพิ่มข้ึน และพบว่าอาจเกิดการติดเช้ือชนิดอื่นร่วมด้วย (Co-infection) 
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ไ ด้ แ ก่  Methicillin-sensitive Staphylococcus aureus (MSSA), Pseudomonas aeruginosa 

และ Aspergillus spp. (31) ทั้งนี้ยังพบว่าโอกาสเสี่ยงจากการติดเช้ืออาจสมัพันธ์กับเช้ือชาติ จากการ

ทดสอบ M. avium sensitin skin พบว่าผู้ป่วยที่เป็นคนผิวด่ามีโอกาสติดเช้ือ MAC ได้มากกว่าคน

ทั่วไป (32) นอกจากนี้ยังพบว่าผู้ป่วยที่มีพยาธิสภาพที่ปอด เช่น Nodular bronchiectatic disease 

อาจเสี่ยงต่อการกลับมาติดเช้ือซ้่าภายหลังการรักษาได้มากกว่าผู้ป่วยกลุ่มอื่น (33) 3). ส่าหรับปัจจัยที่

เกี่ยวข้องกับสิ่งแวดล้อมพบว่า เช้ือที่อาศัยอยู่ในดิน จะเป็นสาเหตุของการติดเช้ือจากการสัมผัสกับดนิ 

เช่น ท่าการเกษตร การท่ากิจกรรมในสวน ได้มากกว่าการสัมผัสกับสัตว์ หรือการใช้น้่า เช่น การ

อาบน้่า ล้างจาน ว่ายน้่า รวมไปถึงการดื่มน้่า เป็นต้น (32, 34) 

5. ระบาดวิทยา 

  การติดเ ช้ือกลุ่ม NTM พบว่าส่วนใหญ่มีสาเหตุมาจากเ ช้ือ MAC มากที่สุด และมักมี

ความสัมพันธ์เกี่ยวข้องกับผู้ป่วยติดเช้ือ HIV (35) ซึ่งพบอัตราการก่อโรคเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ จากรายงาน

ของห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา ศูนย์การแพทย์แลนเกนัว ประเทศสหรัฐอเมริกา ในปี พ.ศ. 2539-

2553 พบอัตราการติดเช้ือ MAC ที่เกิดข้ึนใหม่เพิ่มสูงข้ึนเมื่อเทียบกับการติดเช้ือวัณโรค ซึ่งในปี พ.ศ. 

2553 พบอัตราการติดเช้ือ MAC ที่เพิ่มข้ึนเป็น 2-3 เท่าจากปีแรกที่มีการเก็บข้อมูล ขณะที่เช้ือวัณโรค

กลับมีอัตราที่เพิ่มข้ึนน้อยกว่า โดยพบว่าการติดเช้ือ HIV เป็นความเสี่ยงหลักทีน่่าไปสู่การติดเช้ือ MAC 

นอกจากนั้นยังพบว่าหากมีพยาธิสภาพที่ปอดอยู่ก่อนแล้ว เช่น การเป็นมะเร็งปอด และ/หรือการสูบ

บุหรี่ จะเป็นปัจจัยเสี่ยงต่อการติดเช้ือ MAC อีกทางหนึ่ง (36) รายงานของหน่วยงานสาธารณสุขของ

ประเทศสหรัฐอเมริกา ในปี พ.ศ. 2548-2556 พบการติดเช้ือ MAC ในผู้ป่วยรายใหม่มากถึง 30 คน

ต่อประชากร 100,000 คน โดยเพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่าจากปี พ.ศ. 2548 เช่นเดียวกันกับรายงานของ
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โรงพยาบาล 6 แห่ง ในประเทศไต้หวัน ระหว่างปี พ.ศ. 2553-2557 ที่พบการติดเช้ือ MAC ในผู้ป่วย

รายใหม่ซึ่งมีจ่านวนเพิ่มสูงข้ึน สวนทางกลับผู้ป่วยวัณโรคที่มีจ่านวนลดลง (37) 

  การติดเช้ือ MAC พบได้ในทุกภูมิภาคของโลกรวมถึงในประเทศไทย จากการส่ารวจข้อมูล

รายงานการติดเช้ือกลุ่ม NTM ของประเทศต่างๆ ในทวีปเอเชียในปี พ.ศ. 2514-2550 พบว่าเช้ือ 

MAC เป็นสาเหตุหลักของการติดเช้ือในกลุ่ม NTM โดยประเทศญี่ปุ่นมีการรายงานพบเช้ือ MAC มาก

ที่สุดถึง 81% รองลงมาคือประเทศเกาหลีใต้ 73 % ประเทศใต้หวัน 42 % ประเทศไทย 41% 

ประเทศสิงคโปร์ 39% ประเทศอินเดีย 20 % และในประเทศจีนมีรายงานเพียง 13% ของการติดเช้ือ

ในกลุ่ม NTM ทั้งหมด นอกจากนั้นยังพบว่าเช้ือ MAC ก่อพยาธิสภาพในปอดได้มากถึง 43-81% ของ

เช้ือกลุ่ม NTM ทั้งหมด และพบการติดเช้ือกลุ่ม NTM ส่วนใหญ่ในผู้ป่วยเพศชายประมาณ 79% และ

ในผู้ป่วยที่มีประวัติเป็นวัณโรคร่วมด้วยประมาณ 37% (38) 

  จากข้อมูลรายงานการติดเช้ือกลุ่ม NTM ของ NTM-Network European Trials Group 

(NET) ในปี พ.ศ. 2551 ซึ่งท่าการศึกษาเช้ือกลุ่ม NTM ที่คัดแยกและเพาะเลี้ยงได้จากสิ่งส่งตรวจที่มา

จากระบบทางเดินหายใจของผู้ป่วยในห้องปฏิบัติการ 62 แห่ง จาก 30 ประเทศ ซึ่ งแต่ละ

ห้องปฏิบัติการได้ใช้วิธีการทดสอบที่แตกต่างกันในการจ่าแนกชนิดของเช้ือ ได้แก่ การใช้ชุดตรวจ 

DNA ของ Mycobacteria การใช้ Probe ตรวจสอบยีนที่จ่าเพาะ การเพิ่มจ่านวน DNA แล้วใช้

เอนไซม์ตัดจ่าเพาะ หรือ การหาล่าดับเบสบริเวณยีน 16S rRNA ของเช้ือ พบว่าสามารถจ่าแนกเช้ือ 

MAC จ่านวน 9,421 สายพันธ์ุ จากเช้ือกลุ่ม NTM ทั้งหมด 20,182 สายพันธ์ุ หรือคิดเป็น 47% โดย

เช้ือ MAC ที่แยกได้สามารถจ่าแนกได้เป็น M. avium 47%, M. intracellulare 38% และเช้ือ MAC 

ที่ไม่ได้จ่าแนกสปีชีส์อีก 15% (39) จากการเก็บข้อมูลในประเทศไทยในเดือนมกราคม พ.ศ. 2541 ถึง

เดือนกันยายน 2543 ของโรงพยาบาลศิริราช กรุงเทพมหานคร พบว่าในบรรดาผู้ป่วยเด็กที่ติดเช้ือ 

HIV จ่านวน 169 คน มีผู้ป่วยเด็กจ่านวน 10 คนที่ติดเช้ือ MAC ร่วมด้วย และมีผู้ป่วยเด็ก 9 คนที่มี
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อาการรุนแรงท่าให้มีอัตราการตายถึง 60% (22) รายงานอุบัติการณ์ของการติดเช้ือกลุ่ม NTM ใน

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ กรุงเทพมหานคร ตั้งแต่มกราคม พ.ศ. 2543 ถึง ธันวาคม พ.ศ. 2546 ซึ่ง

พบว่าเป็นเช้ือ MAC 48.5% (จ่านวน 50 สายพันธ์ุ จากเช้ือกลุ่ม NTM ทั้งหมด 103 สายพันธ์ุ) ซึ่งเป็น

เช้ือที่แยกได้จากผู้ป่วยที่ติดเช้ือ HIV มากถึง 44 สายพันธ์ุ นอกจากนี้ยังพบการติดเช้ือ MAC ในกระแส

เลือดได้มากกว่าเช้ือ Mycobacterium tuberculosis ซึ่งเป็นสาเหตุของวัณโรค (Tuberculosis: TB) 

โดยจากรายงานการติดเช้ือในกระแสเลือดของผู้ปว่ยเอดสท์ั้งหมด 334 คน พบว่า 58 คนติดเช้ือ MAC 

ซึ่งคิดเป็น 17.4% ในขณะที่ 34 คนติดเช้ือ M. tuberculosis ซึ่งคิดเป็น 10.2% (26) การศึกษาล่าสุด

ของภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลศิริราช ร่วมกับศูนย์พันธุวิศวกรรมและ

เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติในปี พ.ศ. 2546 - 2551 สามารถเพาะแยกเช้ือ MAC จากผู้ป่วยได้ทั้งหมด 

218 สายพันธ์ุ โดยวินิจฉัยเป็นเช้ือ M. avium จ่านวนทั้งสิ้น 171 สายพันธ์ุ คิดเป็น 78% และเช้ือ M. 

intracellulare จ่านวนทั้งสิ้น 47 สายพันธ์ุ คิดเป็น 22% ของเช้ือ MAC ทั้งหมด (40) 

6. การตรวจวินิจฉัยจ าแนกเชื้อทางห้องปฏิบัติการ 

  เนื่องจากเช้ือ MAC สามารถก่อโรคติดเช้ือได้ในหลายระบบของร่างกาย สิ่งส่งตรวจที่น่ามาใช้

ในการเพาะแยกหรือวินิจฉัยเช้ือจึงมีหลายประเภท ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับต่าแหน่งของการติดเช้ือ  กรณีผู้ป่วย

มีพยาธิสภาพที่ปอด แพทย์จะท่าการวินิจฉัยด้วยผลเอ็กซ์เรย์ปอด หรือการท่า CT scan ประกอบกับ

การเก็บเสมหะเพื่อใช้เป็นสิ่งส่งตรวจส่าหรับการวินิจฉัยการติดเช้ือ  อย่างไรก็ตาม สิ่งส่งตรวจจาก

ระบบอื่นๆ ที่นิยมเก็บเพื่อน่าส่งห้องปฏิบัติการ ได้แก่ น้่าล้างปอด เลือด หนอง กระดูกและช้ินเนื้อ (1, 

14) การเก็บสิ่งส่งตรวจจ่าเป็นต้องใช้เทคนิคปราศจากเช้ือ หลีกเลี่ยงการปนเปื้อนน้่าจากสิ่งแวดล้อม 

เนื่องจากอาจจะมีเช้ือแบคทีเรียชนิดอื่น หรือเช้ือ Mycobacteria ตามสิ่งแวดล้อมปนเปื้อนเข้ามาได้ 

โดยต้องมีการติดฉลากให้เรียบร้อยก่อนน่าส่ง ทั้งนี้ควรน่าส่งสิ่งส่งตรวจภายใน 1 ช่ัวโมงหลังจากเก็บ 
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ถ้าหากเวลาน่าส่งเกิน 1 ช่ัวโมงควรเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 ºC โดยไม่จ่าเป็นต้องใช้อาหารเลี้ยงเช้ือส่าหรบั

การขนส่งหรือ Transport media และสามารถใช้น้่าเกลือที่ปราศจากเช้ือแช่ไม้พันส่าลีส่าหรับเก็บสิ่ง

ส่งตรวจที่เป็นหนองหรือช้ินเนื้อเพื่อป้องกันสิ่งส่งตรวจแห้ง ส่าหรับสิ่งส่งตรวจที่มาจากอวัยวะที่อาจมี

การปนเปื้อนของเช้ือแบคทีเรียประจ่าถ่ิน เช่น เสมหะ จะต้องน่าไปผสมกับ N-acetyl-l-cysteine–

sodium hydroxide (NALC-NaOH) ร่วมกับ 5% oxalic acid เพื่อลดการปนเปื้อนและย่อยสลาย

เยื่อเมือกก่อนการน่าไปใช้ในข้ันตอนต่อไป (1, 41, 42) 

  กรณีสิ่งส่งตรวจที่สงสัยเช้ือ MAC สามารถน่ามาวินิจฉัยแยกเช้ือได ้ด้วยวิธีตา่งๆ ต่อไปนี ้ 

6.1 การวินิจฉัยเชื้อ MAC ด้วยวิธีดั้งเดิม 

6.1.1 การย้อมเช้ือจากสิ่งส่งตรวจด้วยสีทนกรด (Acid fast stain)  

โดยเช้ือ MAC จะติดสีแดงของ Carbol fuchsin เนื่องจากเช้ือมีปริมาณช้ัน

ไขมันที่ผนังเซลล์จ่านวนมากจึงทนต่อการถูกชะล้างด้วย Acid alcohol ซึ่งวิธีดังกล่าวมีความจ่าเพาะ

สูงกับเช้ือ Mycobacteria แต่ไม่สามารถจ่าแนกสายพันธ์ุของเช้ือได้ และยังมีข้อจ่ากัดเรื่องความไวใน

การวินิจฉัย (1) 

6.1.2 การเพาะเลี้ยงเช้ือด้วยอาหารเลี้ยงเช้ือ 

อาหารเลี้ยงเช้ือที่นิยมใช้ในการเพาะเลี้ยงเช้ือกลุ่ม Mycobacteria อาทิเช่น 

LÖwenstain-Jensen media, Middlebrook 7H10 แล ะ  7H11 แม้ ว่ า วิ ธี ดั ง ก ล่ า วจะ เป็น วิ ธี

มาตรฐาน สามารถจ่าแนกเช้ือได้จากการสังเกตลักษณะและอัตราการเจริญของโคโลนี และน่าเช้ือมา

ทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีได้ แต่มีข้อจ่ากัดในเรื่องของระยะเวลาซึ่งต้องใช้เวลานานประมาณ 1-3 

สัปดาห์ เนื่องจากเช้ือมีอัตราการเจริญที่ช้า ประกอบกับเช้ือ MAC บางสายพันธ์ุให้ลักษณะโคโลนีและ

ผลการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีที่คล้ายกัน จึงไม่สามารถจ่าแนกชนิดของเช้ือได้ (1) 
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6.2 เทคนิค High-performance liquid chromatography (HPLC)  

ที่อาศัยหลักการแยกสารภายใต้ Stationary phase และ Mobile phase ท่าให้

สารเคลื่อนที่แยกออกมาในเวลาที่ต่างกันข้ึนอยู่กับความสามารถในการละลาย  องค์ประกอบ

ทางเคมี น้่าหนักโมเลกุล โครงสร้างของสารที ่ศึกษาและสารที ่เป็นองค์ประกอบภายใน

คอลัมน์ สามารถตรวจสอบผลการแยกของสารผสมโดยใช้กราฟ  Chromatogram ที ่มี

ลักษณะเป็น Peak เทียบกับข้อมูลที่มีอยู ่ในฐานข้อมูล  (43) เทคนิค HPLC สามารถตรวจ

วินิจฉัยสปีชีส์ของเชื้อ Mycobacteria ได้โดยการวิเคราะห์รูปแบบ Chromatogram ของ 

Mycolic acid ซึ ่งอยู ่ในผนังเซลล์ของเชื้อ  และมีความจ่าเพาะสูงในเชื้อกลุ่มดังกล่าว  โดย

เทคนิค  HPLC สามารถแยก เช้ือก่อวัณโรคและ เ ชื ้อกลุ ่ม  NTM ในระด ับสป ีช ีส์จ ากการ

เพาะเลี้ยงได้มากถึง 99.5% และ 95.6% ตามล่าดับ (44) แต่วิธีนี้ยังมีข้อจ่ากัด คือไม่สามารถ

แยกเชื้อบางสายพัน ธุ์ที ่ม ีร ูปแบบของ  Mycolic acid ที ่มีความใกล้เคียงกัน  เช่น เ ชื้อ M. 

abscessus กับเช้ือ M. chelonae (45) 

6.3 เทคนิค Matrix assisted laser desorption time of flight mass 

spectrometry (MALDI-TOF MS)  

อาศัยหลักการท่าให้สารแตกตัวเป็นไอออนจากการผสมสารลงในแม็ทริกซ์ แล้วยิงด้วย

แสงเลเซอร์ จากนั้นสารจะเคลื่อนที่ไปตามท่อสุญญากาศและวิเคราะห์มวลต่อประจุของสารโปรตีน

นั้นเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูล (46) การศึกษาก่อนหน้าได้ประยุกต์ใช้เทคนิค MALDI-TOF MS ใน

การจ่าแนกเช้ือ Mycobacteria พบว่าสามารถให้ผลความถูกต้องของรูปแบบ Score value (SV) 

peak ของเช้ือก่อวัณโรคและเชื้อกลุ ่ม  NTM ในระดับสปีชีส์ได้มากถึง  94.9% และ 94.6% 

ตามล่าดับ และให้ความถูกต้องในการจ่าแนกในระดับจีนัสถึง  99.4% เมื่อเปรียบเทียบกับการ
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เพาะเลี้ยง (47) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาใช้เทคนิค MALDI-TOF MS เปรียบเทียบกับวิธีการ

ล่าดับเบสของยีน 16S rRNA และยีน hsp65 ของเชื้อ NTM พบว่าให้ผลสอดคล้องกัน 118 

ใน 125 สายพันธุ์ คิดเป็น 94.4% (48) ส่าหรับข้อจ่ากัดของวิธีนี ้คือ  อย่างไรก็ตามเทคนิค 

MALDI-TOF MS ไม ่ส าม า ร ถแยก เ ชื ้อ ที ่ม ีค ว าม ใกล ้ช ิด ก ันท า ง ส า ยพ ัน ธุ ์  เ ช ่น  เ ชื ้อ  M. 

abscessus และเช้ือ M. massiliense ซึ่งให้ผลการทดสอบ MALDI spectra ไม่แตกต่างกัน (49) 

แม้ว่าเทคนิค HPLC และ MALDI-TOF MS เป็นเทคนิคที่ให้ผลการตรวจวินิจฉัยที่รวดเร็ว มี

ความไวและความจ่าเพาะที่สูงสามารถประยุกต์ใช้ในการตรวจวินิจฉัยเช้ือก่อโรค แต่ยังมีข้อจ่ากัด คือ

ไม่สามารถแยกเช้ือในระดับสปีชีส์ที่มีความใกล้เคียงกันหรือมีการสร้างสารชีวโมเลกุลที่เหมือนกันได้ 

อีกทั้งการทดสอบดังกล่าวจ่าเป็นต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาแพง ท่าให้การทดสอบมีอัตราราคาที่สูง 

และยังต้องอาศัยบุคลากรที่มีความเช่ียวชาญ  

6.4 เทคนิคทางอณูชีววิทยา 

ด้วยข้อจ่ากัดของการเพาะเลี้ยงเช้ือ Mycobacteria ที่กล่าวมาข้างต้น ท่าให้ในปัจจบุัน

เทคนิคทางอณูชีววิทยาได้เข้ามามีบทบาทในการวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือกลุ่ม Mycobacteria ทั้งเช้ือ M. 

tuberculosis และเช้ือ MAC เป็นอย่างสูง เนื่องมาจากเป็นเทคนิคที่มีความไวและความจ่าเพาะสูง

กว่าวิธีมาตรฐานดั้งเดิม ตัวอย่างของเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่ถูกน่ามาใช้ในการวินิจฉัยการติดเช้ือ 

MAC ได้แก่  
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  6.4.1 เทคนิค DNA specific probe  

   6.4.1.1 AccuProb assay เป็นเทคนิคที่ใช้ชุดตรวจ AccuProbe Culture 

Identification (บริษัท Hologic Canada ULC จ่ากัด, ประเทศแคนาดา) นิยมใช้ในการแยกเช้ือ 

MAC โดยอาศัยหลักการของ Nucleic acid hybridization ประเภท DNA:RNA hybrid ซึ่งเป็นการ

จับกันอย่างจ่าเพาะระหว่าง Single-stranded DNA probe ที่ติดฉลากด้วย Acridinium-ester ซึ่ง

เป็นสาร Chemiluminescence กับ Ribosomal RNA ซึ่งเป็นเป้าหมายที่อยู่ในเซลล์ของเช้ือ การ

รายงานผลการทดสอบเป็นค่า Relative light units (RLUs) จากการวัดค่าด้วย Luminometer (50) 

วิธีการทดสอบนี้สามารถจ่าแนกสปีชีส์ระหว่างเช้ือ MAC ได้ โดยที่ชุดการทดสอบแยกชนิดกัน 

ประกอบไปด้วย  ชุดทดสอบเ ช้ือ  MAC ชุดทดสอบเ ช้ือ  M. avium และชุดทดสอบเ ช้ือ M.  

intracellulare การทดสอบให้ผลค่อนข้างรวดเร็ว คือประมาณ 1 ช่ัวโมง มีความไวเท่ากับ 99.9, 

99.3 และ 100 % ตามล่าดับ ในขณะที่ทั้ง 3 ชุดทดสอบมีความจ่าเพาะ 100 % เมื่อเทียบกับวิธีการ

เพาะเลี้ยงเช้ือและวินิจฉัยสปีชีส์ด้วยการทดสอบทางชีวเคมี สามารถตรวจวินิจฉัยเช้ือที่เพาะเลี้ยงจาก

ทั้งอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลวและแข็งได้ ส่าหรับข้อจ่ากัดของเทคนิค AccuProb คือไม่สามารถตรวจ

วินิจฉัยเช้ือได้โดยตรงจากสิ่งส่งตรวจ จ่าเป็นต้องใช้เช้ือที่เพิ่งเจริญจากอาหารเลีย้งเช้ือเท่านั้น และต้อง

อาศัยเครื่องมือพิเศษในการอ่านผลของปฏิกิริยา (51-53) 

  6.4.1.2 Line probe assay เป็นอีกหนึ่งเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่น่ามาใช้

ตรวจวินิจฉัยเช้ือ Mycobacteria ชนิดต่างๆ ทั้งกลุ่มของเช้ือก่อวัณโรคและเช้ือกลุ่ม NTM โดยอาศัย

หลักการ Reverse hybridization เพื่อตรวจหา DNA ของเช้ือบนแผ่น Nitrocellulose ภายหลังจาก

การเพิ่มปริมาณ DNA ยีนบริเวณ 16S-23S ribosomal RNA (rRNA) spacer region ของเช้ือด้วย

ไพรเมอร์ที่ติดฉลากด้วย Biotin จะน่าผลผลิตไปท่าการ Hybridization กับ DNA probe ที่ถูกตรึงอยู่
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บนแผ่น Nitrocellulose อ่านผลปฏิกิริยาจากการย่อยซับสเตรตของ Alkaline phosphatase ที่ติด

กับสารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง Biotin กับ Streptavidin ปัจจุบันมีการผลิตชุดตรวจที่ใช้เทคนิค 

Line probe assay ที่ ไ ด้ รั บ ก า ร รั บ ร อ ง จ าก  WHO จ่ า น วน  2 ยี่ ห้ อ  ไ ด้ แ ก่  INNO-LiPA® 

MYCOBACTERIA (บ ริ ษั ท  Innogenetics จ่ า กั ด ,  ป ร ะ เ ท ศ เ บ ล เ ยี่ ย ม ) แ ล ะ  Genotype 

Mycobacterium (CM) (บริษัท Hain Lifescience จ่ากัด, ประเทศเยอรมนี) ซึ่งมีความไวเท่ากับ 

98.8% และ 98.4% ตามล่าดับ และมีความจ่าเพาะเท่ากับ 100 และ 94.6% ตามล่าดับ (54, 55) 

เมื่อเทียบกับวิธีการเพาะเลี้ยงเช้ือและวินิจฉัยสปีชีส์ด้วยการทดสอบทางชีวเคมี และการยืนยันสปีชีส์

ของเช้ือด้วยวิธีทางอณูชีววิทยาอื่นๆ  เทคนิคของ INNO-LiPA® MYCOBACTERIA สามารถจ่าแนก 

สปีชีส์ของเช้ือ MAC ได้เป็น M. avium M. intracellulare และ M. chimaera ในขณะที่เทคนิค

ของ Genotype Mycobacterium ไม่สามารถแยก M. intracellulare ออกจาก M. chimaera ได้ 

เนื่องจากเช้ือมีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมมาก ข้อจ่ากัดของทั้งสองเทคนิค จ่าเป็นต้องมีการเพิ่ม

ปริมาณ DNA ด้วยเทคนิค PCR ก่อน และต้องน่าผลผลิต PCR ไปท่าการแยกสาย DNA ก่อนน่ามา

ทดสอบด้วยเทคนิค Line probe จึงใช้เวลานานกว่าเทคนิค AccuProb และจ่าเป็นต้องใช้เครื่องมือ

พิเศษที่มีราคาแพง บุคลากรจ่าเป็นต้องมีความเช่ียวชาญเนื่องจากมีข้ันตอนค่อนข้างยุ่งยาก และข้อ

ควรระวังหลายข้อ รวมไปถึงถ้าหากมีเช้ือมากกว่า 2 สปีชีส์ หรือพบสปีชีส์ที่มีความใกล้ชิดกันแต่พบได้

น้อยอาจจะให้รูปแบบการเกิดแถบสีเปลี่ยนไป ท่าให้ยากต่อการแปลผล (56-58) 

 6.4.2 เทคนิคการหาล่าดับเบส (DNA sequencing)  

เทคนิคการหาล่าดับเบส คือวิธีการวิเคราะห์ล่าดับของนิวคลีโทด์ Adenine 

(A), Guanine (G), Cytosine (C) และ Thymine (T) ของสาย DNA มีการพัฒนาเริ่มต้นในปี ค.ศ. 

1977 โดย Alan Maxam และ Walter Gilbert ได้น่าเสนอวิธีการหาล่าดับเบสด้วยสาร เคมี  
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(Chemical degradation หรือ Maxam-Gilbert method) ที่มีการติดฉลากสารรังสีคือ 32P แทน 5' 

Phosphate ก่อนจะมีการย่อยเป็น Flagment DNA ด้วยสารเคมี (59) ขณะเดียวกัน Fred Sanger 

ได้น่าเสนอวิธีการหาล่าดับเบสด้วยการเติม Dideoxyribonucleotide triphosphates (ddNTPs) ลง

ในปฏิกิริยาการสังเคราะห์  DNA ได้แก่ ddATP, ddTTP, ddGTP และ ddCTP ซึ่งมีโครงสร้าง

คล้ายคลึงกับ dNTPs แต่มีความแตกต่างที่คาร์บอนต่าแหน่งที่  3 ของน้่าตาล Deoxyribose จะมี H 

แทนที่ OH ซึ่งคุณสมบัตินี้ท่าให้ไม่สามารถเกิดพันธะ Phosphodiester กับนิวคลีโอไทด์ตัวต่อไปได้ 

เมื่อมีการสังเคราะห ์DNA ด้วยเอนไซม์ DNA polymerase แล้วมีการหยิบ ddNTP มาต่อแล้วจึงหยดุ

การเกิดปฏิกิริยา เทคนิคดังกล่าวมี ช่ือเรียกว่า  Chain-terminating inhibitors หรือ Sanger 

method (60) ปัจจุบันวิธี  Sanger method ได้รับความนิยมมากกว่าวิธีของ  Maxam-Gilbert 

เนื่องจากสามารถติดฉลาก ddNTPs ด้วยสารฟลูออเรสเซนต์ที่แตกต่างกัน จึงท่าให้ท่าปฏิกิริยาได้

ภายในหลอดเดียวกัน แล้วยังน่ามาประยุกต์พัฒนาต่อเป็นเครื่องตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติ  ด้วยการใช้

หลักการ Capillary electrophoresis ร่วมด้วย จากนั้นวิเคราะห์ผลผ่านซอฟแวร์ในรูปแบบ

ตัวหนังสือและ Electropherogram อย่างไรก็ตาม Sanger method มีข้อจ่ากัด คือสามารถวิเคราะห์

ล่าดับเบสได้เพียง 800 bp ต่อการท่าปฏิกิริยาในหนึ่งครัง้โดยใช้เวลานานถึง 3 ช่ัวโมง (61) ในปัจจุบัน

มีเทคนิคการหาล่าดับเบสรุ่นใหม่ Next-generation sequencing (NGS) ที่ถูกพัฒนาข้ึน เพื่อหา

ล่าดับเบสที่มีความยาวเพิ่มมากข้ึนในเวลาที่น้อยลง อาทิเช่น Pyrosequencing อาศัยเครื่อง Roche 

454 GSFLX (บริษัท Hoffmann-La Roche จ่ากัด, ประเทศสวิตเซอร์แลนด์), Reverse terminator 

อาศัยเครื่อง IIIumina Solexa (บริษัท Illumina จ่ากัด, สหรัฐอเมริกา) , Sequencing โดยการ 

Ligation อาศัยเครื่อง SOLid (บริษัท Thermo Fisher Scientific จ่ากัด, สหรัฐอเมริกา) , Iron 

torrent sequencing อาศัยเครื่อง Ion GeneStudio S5 (บริษัท Thermo Fisher Scientific จ่ากัด

, สหรัฐอเมริกา) และ Single molecule sequencing อาศัยเครื่อง  Helicos (บริ ษัท Helicos 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 19 

BioSciences Corporation จ่ากัด, สหรัฐอเมริกา) เทคนิค NGS เหมาะส่าหรับการหาล่าดับเบสที่มี

ขนาดใหญ่ เช่น การหาล่าดับเบส Whole genome ของสิ่งมีชีวิต เป็นต้น (62) 

เทคนิคการหาล่าดับเบสได้เข้ามีบทบาทส่าคัญเป็นอย่างมากส่าหรับการตรวจ

วินิจฉัยเช้ือ เนื่องจากให้ผลการทดสอบที่มีความไวและความจ่าเพาะสูง จึงถูกใช้เป็นวิธีมาตรฐานทาง

อณูชีววิทยาในการจ่าแนกชนิดของเช้ือ  อย่างไรก็ตามเทคนิคดังกล่าวต้องอาศัยเครื่องมือวิทยาศาสตร์

ที่จ่าเพาะที่มีราคาแพง และต้องมีผู้ปฏิบัติงานที่มีความช่านาญสูง  จึงเป็นข้อจ่ากัดส่าหรับ

ห้องปฏิบัติการขนาดเล็ก หรือห้องปฏิบัติการที่อยู่ในพื้นที่ชนบท 

ในการตรวจวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือแบคทีเรียด้วยเทคนิคการหาล่าดับเบส นิยม

วิเคราะห์ความแตกต่างล่าดับเบสของยีน Housekeeping ที่มีอัตราการเปลี่ยนแปลงต่่า ตัวอย่างเช่น 

ยีน 16S ribosomal RNA (rRNA) ที่นิยมน่ามาใช้กันอย่างกว้างขวาง สามารถจ่าแนกเช้ือแบคทีเรยีกอ่

โรคที่พบได้ทั่วไปซึ่งให้ผลความถูกต้องในระดับจีนัสและระดับสปีชีส์ถึง 96% และ 87.5% ตามล่าดับ 

เมื่อเทียบกับวิธีการเพาะเลีย้งและวินิจฉัยสปีชีส์ด้วยการทดสอบทางชีวเคมี (63) การศึกษาที่ผ่านมาได้

จ่ า แนก เ ช้ื อ กลุ่ ม  Mycobacteria โ ดย ใ ช้ ชุ ดทดส อบ  Commercial 1 6S Ribosomal DNA 

Sequencing Kit (บริษัทApplied Biosystems จ่ากัด, สหรัฐอเมริกา) และยีน hsp65 ในการหา

ล่าดับเบสของเช้ือ พบว่าให้ผลความถูกต้องในระดับสปีชีส์ที่ 87% และ 99.1% ตามล่าดับ เมื่อเทียบ

กับ เทคนิค AccuProbe (64, 65) ในขณะที่ การทดสอบการหาล่าดับ เบสของยีน  Internal 

Transcribed Spacer (ITS) ribosomal RNA (16-23S rRNA) เพื่อจ่าแนกเช้ือกลุ่ม Mycobacteria 

ให้ผลความเหมือนถึง 94% เมื่อเทียบกับเช้ือสายพันธ์ุมาตรฐาน และพบว่ายีน ITS ดังกล่าวให้ผลการ

จ่าแนกเช้ือทีดีกว่ายีน 16S rRNA (66) นอกจากนี้ยังมีการใช้ยีน rpoB ในการจ่าแนกวินิจฉัยเช้ือกลุ่ม 

MAC และพบว่าสามารถใช้จ่าแนกเช้ือ M. avium M. intracellulare และ M. chimaera ได้เมื่อใช้
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ไพรเมอร์ที่จ่าเพาะต่อล่าดับเบสของยีน rpoB ของแต่ละสปีชีส์ (67) ในขณะที่ยีน gyrB ได้ถูกน่ามาใช้

ในการศึกษาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และ M. intracellulare และพบว่าเช้ือดังกล่าวทั้งสองมี

ล่าดับเบสที่คล้ายกันเพียง 91% ซึ่งหมายถึงเช้ือมีความแตกต่างกันค่อนข้างมาก จึงสามารถน่ายีน

ดังกล่าวมาใช้ในการจ่าแนกเช้ือ M.avium และ M. intracellulare ออกจากกันได้ (68) 

 6.4.3 เทคนิคการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction 

(PCR)  เป็นการใช้ไพรเมอร์ที่จ่าเพาะต่อ DNA ต้นแบบเพื่อเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดยใช้เอนไซม์ 

DNA polymerase ในการด่าเนินปฏิกิรยาด้วยเครื่อง Thermocycle เริ่มจากการ Denature แยก

สายคู่ของ DNA ให้เป็นสายเดียวด้วยอุณหภูมิประมาณ 95°C จากนั้นลดอุณหภูมิลงมาประมาณ 55-

72°C ข้ึนกับอุณหภูมิที่ไพรเมอร์ใช้จับได้อย่างเหมาะสม เพื่อให้ไพรเมอร์ที่จ่าเพาะเข้าไปจับกับ DNA 

ต้นแบบ เรียกข้ันตอนน้ีว่า Annealing และข้ันตอนสุดท้าย Extension โดยเพิ่มอุณหภูมิข้ึนประมาณ 

72°C เพื่อให้เอนไซม์ DNA polymerase เข้ามาจับกับ DNA ต้นแบบแล้วสังเคราะห์ DNA สายใหม่

ต่อจากไพรเมอร์ ตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis นอกจากนี้

เทคนิค PCR ยังถูกพัฒนาเป็นเทคนิค Real-time PCR ที่สามารถตรวจสอบผลผลติด้วย SYBR green 

I หรือ Specific probe ได ้

การศึกษาที่ผ่านมาของ Tran และคณะ ใช้เทคนิค Real-time PCR ในการ

เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมบริเวณ 16S-23S rRNA ที่จ่าเพาะต่อเช้ือ MAC พร้อมกับการตรวจติดตาม

สารพันธุกรรมที่เพิ่มจ่านวนด้วย Specific probe ซึ่งให้ผลการทดสอบมีค่าความไวและความจ่าเพาะ

เท่ากับ 71.1% และ 99.5% ตามล่าดับ พบว่าสามารถจ่าแนกเช้ือ MAC ในระดับซับสปีชีส์ได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ (69) จากงานวิจัยของ Prammananan และคณะ ใช้เทคนิค PCR-Restriction 
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Enzyme ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน hsp65 ของเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค PCR แล้วตัด

ด้วยเอนไซม์ตัดจ่าเพาะ เพื่อศึกษารูปแบบของแถบ DNA ที่เกิดข้ึนภายหลังการตรวจสอบด้วย 

Agarose gel electrophoresis พบว่าสามารถจ่าแนกเช้ือ  M. avium และ M. intracellulare ได้

อย่างมีประสิทธิภาพ (70)  ทั้งนี้เทคนิคทั้งสองดังกล่าวข้างต้น อาศัยการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม

ด้วยปฏิกิริยา PCR จึงจ่าเป็นต้องใช้เครื่อง Thermocycler ในการด่าเนินปฏิกิริยา 

7. การรักษาและการดื้อยาของเชื้อ MAC 

  การรักษาการติดเช้ือ MAC ในระบบทางเดินหายใจ นิยมใช้ยากลุ่ม Macrolides เป็นยาหลัก 

และมักให้ร่วมกับยา Rifampin และยา Ethambutol ซึ่งเรียกรวมกันว่ายาขนานที่ 1 เป็นระยะเวลา 

18-24 เดือน ซึ่งยาในกลุ่ม Macrolides ที่ใช้ ได้แก่ ยา Clarithromycin หรือยา Aztithromycin 

โดยพบว่าประสิทธิภาพในการรักษาด้วยยาดังกล่าวทั้งสองไม่มีความแตกต่างกัน  (71) จากการ

รวบรวมข้อมูลรายงานการรักษาการติดเช้ือ MAC ด้วยยาปฏิชีวนะหลายชนิดร่วมกันทั้งในผู้ป่วยที่ติด

เช้ือและไม่ติดเช้ือ HIV ระหว่างปี พ.ศ. 2537-2550 พบว่าหากไม่ใช้ยากลุ่ม Macrolides ร่วมในการ

รักษาจะพบอัตราการรักษาที่ส่าเร็จเฉลี่ยเพียง 28% ขณะที่หากใช้ยากลุ่ม Macrolides ร่วมในการ

รักษาด้วยจะท่าให้อัตราการรักษาที่ส่าเร็จเฉลี่ ยเพิ่มข้ึนเป็น 42% และการติดเช้ือซ้่าเหมือนเดิม 

(Relapse) การตาย และการละเลยการรักษา คิดเป็น 6%, 17%, และ 12% ตามล่าดับ (72) อย่างไร

ก็ตามหากการรักษาด้วยยาขนานที่ 1 ล้มเหลว อาจเพิ่มยา Moxifloxacin เข้าไปเพื่อเพิ่มประสทิธิภาพ

ของการรักษา หรือเพิ่มการใช้ยากลุ่ม Aminoglycoside เป็นระยะเวลานานต่อเนื่องในกรณีที่เช้ือ 

MAC ดื้อต่อการรักษาด้วยยาขนานที่ 1 (71) 

ยา Clarithromycin หรือยา Aztithromycin มีกลไกการออกฤทธ์ิในการยับยั้งการสร้าง

โปรตีนของเช้ือแบคทีเรีย โดยเมื่อยาผ่านทางผนังเซลล์เข้าสู่ภายในเซลล์ของเช้ือแบคทีเรีย ยาจะเข้า
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ไปจับบริเวณ P-site ของ 50S ribosomal subunit การจับของยาเกิดข้ึนตรงบริเวณที่เรียกว่า 

Hairpin 35 ของ Domain II และส่วนที่เรียกว่า Peptidyl transferase loop ของ domain V ใน 

23S rRNA ซึ่ง Peptidyl transferase นี้ท่าหน้าที่เคลื่อนย้ายเปปไทด์ของ Aminoacyl transfer-

RNA น่าไปสู่การน่ากรดอะมิโนมาเช่ือมต่อกันเป็นสายโพลิเพปไทด์ที่ยาวข้ึน ดังนั้นเมื่อยาเข้าไปจับกับ 

Peptidyl- transferase จึงเกิดการยับยั้งการสร้างสายโพลเิพปไทด์ ท่าให้การถอดรหัสโปรตีนของเช้ือ

จาก Messenger RNA หยุดชะงักลง (73-75) 

  ในปัจจุบันพบปัญหาการติดเช้ือ MAC ที่ล้มเหลวซึ่งเกิดจากเช้ือดื้อยา ส่งผลให้ต้องเปลี่ยนยา

ที่ใช้ในการรักษาเป็นยากลุ่มอื่น หรือเกิดการรักษาที่ล้มเหลวอันจะน่ามาซึ่งการเสียชีวิตของผู้ป่วย 

กระบวนการเปลี่ยนแปลงเป้าหมายของยา (Drug target alteration) เนื่องจากเกิดการกลายพันธ์ุ

แบบต่าแหน่งเดียว (Single point mutation) ในบริเวณที่ยาเข้าไปจับต่าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 2274 

หรือ 2275 ของยีน 23S rRNA (76, 77) ถือเป็นกลไกการดื้อยาหลักที่ส่าคัญและพบได้บ่อยมากกว่า 

90-95 % ของการดื้อยาในกลุ่ม Macrolides ของเช้ือ MAC (78) การกลายพันธ์ุที่เกิดข้ึนจะส่งผลให้

เกิดการเปลี่ยนแปลงต่อล่าดับเบสจากเบส Adenine (A) ไปเป็นได้ทั้งเบส Guanine (G) หรือเบส 

Thymine (T) หรือเบส Cytosine (C) ของต่าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 2274 หรือ 2275 ต่าแหน่งใด

ต่าแหน่งหนึ่ง โดยจากการศึกษาของ Griffith  และคณะ ด้วยเทคนิคการหาล่าดับเบสของยีน 23S 

rRNA พบการกลายพันธ์ุบริเวณต่าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 2274 หรือ 2275 รวมกันได้มากถึง 49 ใน 51 

ตัวอย่าง ที่ถูกเพาะแยกได้จากผู้ป่วยที่พบการติดเช้ือ MAC ในปอด (79) จากการศึกษาของ Supinya 

และคณะ ด้วยเทคนิคการหาล่าดับเบสควบคู่กับการท่า Multiplex PCR พบว่าการกลายพันธ์ุของเช้ือ 

MAC 31 ตัวอย่าง แบ่งเป็นกลายพันธ์ุบริเวณต่าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 2274 และ 2275 ของเช้ือ M. 

avium จ่านวน 12 และ 6 ตัวอย่างตามล่าดับ ขณะที่การกลายพันธ์ุบริเวณต่าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 23 

2274 และ 2275 ของเช้ือ M. intracellulare จ่านวน 5 และ 8 ตัวอย่างตามล่าดับ อย่างไรก็ตามยัง

พบว่ามีเช้ือจ่านวน 4 ตัวอย่างที่ดื้อต่อยา Macrolides แต่ไม่มีการกลายพันธ์ุบริเวณต่าแหน่งนิวคลีโอ

ไทด์ทั้งสอง (40) ภายหลังจากเกิดการกลายพันธ์ุดังกล่าว ท่าให้โปรตีนที่เช้ือสร้างข้ึนมีโครงสร้าง

เปลี่ยนแปลงไป ส่งผลให้ยาไม่สามารถเข้าไปจับได้  เช้ือจึงไม่ตอบสนองต่อยาและเกิดการรักษาที่

ล้มเหลวตามล่าดับ ทั้งนี้การใช้ยาในกลุ่ม Macrolides เพียงชนิดเดียวในการรักษาโรคติดเช้ือ MAC 

จะส่งผลต่อการกระตุ้นให้เกิดเช้ือดื้อยาที่เพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส่าคัญ จึงท่าให้ในปัจจุบันมีแนวทางในการ

รักษาการติดเช้ือ MAC ด้วยการใช้ยาหลายชนิดร่วมกันดังที่ได้อธิบายข้างต้น (1)  

สถานการณ์การติดเช้ือ MAC ที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะมีแน้วโน้มที่สูงข้ึนในรอบ 10 ปีที่ผ่านมา 

พบเช้ือ M. intracellulare มีอัตราการดื้อต่อยา Macrolides ที่สูงกว่าเช้ือ M. avium (40, 80, 81) 

มีรายงานเช้ือ MAC จ่านวน 96% ที่ดื้อยา Macrolides ด้วยกลไกการกลายพันธ์ุ แบ่งเป็นเช้ือ M. 

intracellulare จ่านวน 62% และเช้ือ M. avium จ่านวน 38%  ซึ่งพบว่าเช้ือดื้อต่อยาในกลุ่ม 

Macrolides หลังจากที่มีการรักษาโดยใช้ยาชนิดเดียวคือยา Clarithromycin เพียง 3- 6 เดือน ซึ่ง

พบได้ถึง 46% ของผู้ป่วยที่รับการรักษาเป็นเวลา 8 สัปดาห์ (82) ในขณะที่ผู้ป่วยที่รับการรักษาครบ 

4 เดือน พบว่ามีจ่านวน 58% ของผู้ป่วยทั้งหมดที่ตรวจไม่พบเช้ือจากเสมหะหลงัจบการรักษา และอีก 

21% ตรวจพบเช้ือในเสมหะอีกครั้งซึ่งบ่งบอกถึงการรักษาที่ล้มเหลว (83) จากข้อมูลที่มีการรายงาน

ในปี พ.ศ. 2548-2557 ของโรงพยาบาลระดับตติยภูมิของประเทศญีปุ่่น ทั้ง 3 แห่ง ได้แก่ โรงพยาบาล

ฟูกุจุจิ โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยไคโอะ หน่วยงานสาธารณสุขแห่งชาติ พบเช้ือ MAC ที่ดื้อต่อยา 

Clarithromycin ที่แยกได้จากผู้ป่วยจ่านวน 102 คน จากทั้งหมด 565 คน หรือคิดเป็น 18% (84) 

จากการพัฒนาเทคนิค Bridge nucleic acid ในการตรวจเช้ือ MAC พบว่ามีเช้ือ 12 ตัวอย่างที่ดื้อต่อ

ยา Macrolides ด้วยการกลายพันธ์ุ จากเช้ือทั้งหมด 199 ตัวอย่าง คิดเป็น 5% จากโรงพยาบาลไซตะ
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มะ ประเทศญี่ปุ่น (78) การศึกษาของโรงพยาบาลศิริราช ประเทศไทย ในปี พ.ศ.2546-2551 ซึ่ง

พัฒนาเทคนิค Multiplex PCR ในการวินิจฉัยเช้ือ MAC ทั้งหมด 218 ตัวอย่าง พบว่าดื้อต่อยา 

Clarithromycin จ่านวนทั้งสิ้น 35 ตัวอย่าง คิดเป็น 16% (40) การกลายพันธ์ุบริเวณ 23S rRNA ของ

เช้ือ MAC นอกจากจะเป็นกลไกหลักที่ท่าให้เช้ือดื้อต่อยา Clarithromycin แล้ว (79, 85) ยังส่งผลต่อ

การดื้อยาชนิดอื่นในกลุ่ม Macrolides ทั้งหมด เนื่องจากมีเป้าหมายการของยาบริเวณเดียวกัน 

ในขณะที่การดื้อยาด้วยกลไกการได้รับยีน erm ซึ่งพบได้ในเช้ือกลุ่ม NTM บางสายพันธ์ุ เช่น  M. 

smegmatis, M. fortuitum, และ M. abscessus subsp. abscessus แต่กลับไม่พบว่าเป็นสาเหตุ

ของการดื้อยา Macrolides ของเช้ือ MAC (86) 

8. เทคนิค Isothermal amplification  

เทคนิค Isothermal amplification  คือการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยการใช้เพียง

อุณหภูมิเดียวคงที่ตลอดในปฏิกิริยา โดยสามารถเพิ่มจ่านวนได้ทั้ง DNA และ RNA และไม่จ่าเป็นต้อง

อาศัยเครื่อง Thermal cycle เหมือนการท่าปฏิกิริยา PCR ทั่วไป ด้วยเหตุนี้เทคนิค Isothermal 

amplification จึงสามารถน่ามาพัฒนาต่อส่าหรับการวินิจฉัยแบบ Point-of-care testing (POCT) 

ส่าหรับใช้ในห้องปฏิบัติการขนาดเล็ก  หรือส่าหรับใช้ในการออกภาคสนามในพื้นที่ห่างไกลได้  

เนื่องจากไม่ต้องการเครื่องมือที่ราคาแพงและต้องใช้กระแสไฟฟ้า  สามารถท่าการทดสอบได้ง่าย 

สะดวก และให้ผลการทดสอบได้อย่างรวดเร็ว ตัวอย่างเทคนิคที่ใช้หลักการของ Isothermal 

amplification อาทิเช่น 

8.1 Nucleic acid sequence-based amplification (NASBA)  

เป็นเทคนิคที่ใช้เอนไซม์ 3 ชนิดได้แก่ Reverse transcriptase, RNase H และ T7 RNA 

polymerase ในการเพิ่มปริมาณ RNA มีหลักการคือ ไพเมอร์ที่จ่าเพาะต่อ T7 Promoter sequence 
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จะเข้าไปจับกับสาย RNA ต้นแบบ จากนั้นเอนไซม์ Reverse transcriptase จะสังเคราะห์สาย cDNA 

จากสาย RNA ต้นแบบ ตามด้วยการย่อยสลายสาย RNA ต้นแบบด้วยเอนไซม์ RNase H ต่อมา

เอนไซม์ T7 RNA polymerase จะจับกับ T7 Promoter sequence แล้วท่าการสังเคราะห์ RNA 

สายใหม่โดยใช้สาย cDNA เป็นต้นแบบ (87-89) 

8.2 Loop-mediated- isothermal amplification (LAMP)  

เป็นเทคนิคที่ใช้เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม DNA โดยอาศัยไพรเมอร์ 4 หรือ 6 ชุด ที่

จ่าเพาะต่อสาย DNA ต้นแบบ และอาศัยการท่างานของเอนไซม์ Bst DNA polymerase ซึ่งเป็น

เอนไซม์ที่มีคุณสมบัติในการแยกสายคู่ของ DNA (Strand displacement) และสังเคราะห์ DNA สาย

ใหม่ โดยเริ่มจากการสร้าง Stem-loop บริเวณทั้งสองด้านของ DNA ต้นแบบ จากนั้นจะเข้าสู่ข้ันตอน 

Cycle amplification ท่าให้ได้สายของ DNA Product ที่มีลักษณะยาวต่อเนื่องกัน (87-89) 

8.3 Strand- displacement amplification (SDA)  

เป็นเทคนิคที่อาศัยไพรเมอร์ 2 ชุด ชุดที่หนึ่งประกอบไปด้วยไพรเมอร์ S1 และ S2 โดย

ส่วนปลายด้าน 5’ มีล่าดับเบสส่าหรบัเอนไซม์ตัดจ่าเพาะซึง่เปน็ส่วนที่ยื่นออกมาและไม่ได้จับกับ DNA 

ต้นแบบ ชุดที่สองประกอบไปด้วยไพรเมอร์ B1 และ B2 โดยที่ไพรเมอร์ B1 จับกับต่าแหน่งทางด้าน 

5’ ของ DNA ต้นแบบ บริเวณต่าแหน่งเหนือไพรเมอร ์S1 ขณะที่ไพรเมอร์ B2 จับกับต่าแหน่งทางดา้น 

3’ ของ DNA ต้นแบบ บริเวณต่าแหน่งเหนือไพรเมอร์ S2 จากนั้น DNA polymerase จะเข้าท่าการ

สังเคราะห์ DNA สายใหม่ เมื่อไพรเมอร์ B2 เข้าจับกับ DNA สายใหม่ที่มี S1 ขณะที่ไพรเมอร์ B1 เข้า

จับกับ DNA สายใหม่ที่มี S2 เกิดการสังเคราะห์ DNA สายใหม่อีกรอบ ซึ่งเมื่อสิ้นสุดข้ันตอนนี้จะได้ 

DNA product สายคู่ ที่มีล่าดับเบสตรงปลายด้านหนึ่งเป็นต่าแหน่งส่าหรับเอนไซม์ตัดจ่าเพาะ (87-

89) 
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8.4 Rolling circle amplification (RCA)  

เป็นเทคนิคที่เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมจากต้นแบบที่มีลักษณะเป็นวงกลม ซึ่งอาจเป็น 

DNA หรือ  RNA ด้วยไพรเมอร์ขนาดสั้นๆ  และ DNA polymerase หรือ  RNA polymerase 

ตามล่าดับ ซึ่ง Product ที่เกิดข้ึนจะมีลักษณะของล่าดับเบสที่ซ้่ากัน (Tandem- repeat) (87-89) 

8.5 Helicase dependent amplification (HDA)  

เป็นเทคนิคที่เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม DNA ต้นแบบที่มีล่าดับเบสที่ยาวโดยการแยก 

DNA สายคู่ให้เป็นสายเดี่ยวด้วยเอนไซม์ Helicase เมื่อไพรเมอร์เข้ามาจับกับ DNA เป้าหมายจะเกิด

การสังเคราะห์ DNA สายใหม่โดยอาศัยการท่างานของเอนไซม์ Polymerase ร่วมกับ Single strand 

binding protein ที่ช่วยป้องกันไม่ให้ DNA จับกันเป็นสายคู่ (87-89) 

ปัจจุบันมีการศึกษาเพื่อประยุกต์ใช้เทคนิค Isothermal amplification ส่าหรับตรวจ

วินิจฉัยเช้ือ Mycobacteria เพิ่มมากข้ึน อาทิเช่น การพัฒนาเทคนิค LAMP ส่าหรับการวินิจฉัยเช้ือ 

M. tuberculosis และเช้ือ MAC จากเสมหะโดยตรง ซึ่งออกแบบไพรเมอร์ที่จา่เพาะกับยีน gyrB และ

ใช้อุณหภูมิระหว่างการท่าปฏิกิริยาที่  63 °C พร้อมกับตรวจสอบ LAMP product ด้วยสี SYBR 

Green I เปรียบเทียบกับการท่า Gel electrophoresis ซึ่งพบว่าเทคนิคดังกล่าวมีระยะเวลาสั้นที่สุด

ที่สามารถอ่านปฏิกิริยาได้เท่ากับ 35 นาที ส่าหรับ DNA ต้นแบบที่ได้มาจากโคโลนีเช้ือที่เจริญบน

อาหารเลี้ยงเช้ือแบบแข็ง และมีระยะเวลาสั้นที่สุดที่สามารถอ่านปฏิกิริยาได้เท่ากับ 60 นาที ส่าหรับ 

DNA ต้นแบบที่ได้มาจากโคโลนีเช้ือที่เจริญในอาหารเลี้ยงเช้ือแบบเหลวและจากเสมหะโดยตรง และ

พบว่าขีดต่่าสุดที่สามารถตรวจหาเช้ือ (Limit of detection: LOD) มีค่าเท่ากับ 5-50 Copies ของ 

DNA ที่เวลา 60 นาที (90) การประยุกต์ใช้เทคนิค NASBA ในการเพิ่มสารพันธุกรรมส่าหรับตรวจเช้ือ 

Mycobacteria ร่วมกับการใช้ Probe ที่จ่าเพาะ และพัฒนาออกมาเป็นชุดตรวจที่จ่าหน่ายตาม
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ท้องตลาด ได้แก่ GenoType Mycobacteria Direct (GTMD) (บริษัท Hain Lifescience GMBH 

จ่ากัด, ประเทศเยอรมนี ) ซึ่ ง เหมาะส่าหรับห้องปฏิบัติการทั่วไป  ทั้ งนี้ เพื่อลดการใช้เครื่อง 

Themocycler ที่มีราคาแพง โดยพบว่าชุดตรวจ GTMD มีความไวและความจ่าเพาะ เท่ากับ 92% 

และ 100% ตามล่าดับ (57) อย่างไรก็ตามในปัจจุบันชุดตรวจได้ถูกพัฒนาเพิ่มเติม เพื่อเป็นทางเลือก

ในการตรวจวินิจฉัยเช้ือกลุ่ม Mycobacteria อาทิเช่น GenoType CMdirect VER 1.0, GenoType 

Mycobacterium CM VER 2 . 0 , GenoType Mycobacterium AS VER 1.0 แล ะ  GenoType 

NTM-DR VER 1.0 เป็นต้น 

9. เทคนิค Recombinase polymerase amplification (RPA)  

เ ทคนิค  Recombinase polymerase amplification หรื อ  RPA เป็ น เทคนิค เพิ่ มสาร

พันธุกรรมโดยใช้อุณหภูมิเดียว ซึ่งอาศัยการท่างานร่วมกันของโปรตีน 3 ชนิดเป็นหลัก ได้แก่ เอนไซม์ 

Recombinase, Single strand binding DNA protein (SSB) และเอนไซม์ DNA polymerase โดย

มีกระบวนการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม ดังนี้ ในข้ันตอนแรก เอนไซม์ Recombinase จะเข้าไปจับ

กับไพรเมอร์ เกิดรูปร่างเป็น Nucleoprotein filament ซึ่งจะตรงเข้าไปจับบริเวณที่เป็นเบสคู่สมกัน

ระหว่างไพรเมอร์และ DNA ต้นแบบ โดยเอนไซม์ Recombinase ที่จับอยู่กับไพรเมอร์ จะท่าหน้าที่

แยกสาย DNA ต้นแบบ ท่าให้เกิดลักษณะ D-loop จากนั้นโปรตีนตัวที่สองคือ SSB จะเข้ามาจับ DNA 

ต้นแบบที่ถูกแยกสาย และป้องกันไม่ให้สายของ DNA กลับเข้ามาจับกัน ล่าดับถัดมาเอนไซม์ DNA 

polymerase จะเข้าจับบริเวณไพรเมอร์เพื่อต่อสาย DNA สายใหม่จาก DNA ต้นแบบ เมื่อได้ DNA 

สายใหม่แล้วเอ็นไซม์ต่างๆ จะหยุดการท่างานช่ัวคราว และจะกลับมาท่างานได้ใหม่เมื่อมีการกระตุ้น

ด้วยเอนไซม์ Creatine kinase ที่ใช้ Phosphocreatine ในการสร้าง ATP เพื่อเป็นพลังงานให้กับ

ระบบ (รูปที่ 2.2) (91) 
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รูปที่ 2.2 วัฏจักรการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค RPA (91) 
 

 อย่างไรก็ตามเทคนิค RPA มีข้อได้เปรียบมากกว่าเทคนิค Isothermal amplification อื่นๆ 

ได้แก่ เทคนิค RPA เป็นเทคนิคในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมได้ทั้ง  DNA และ RNA สามารถท่า

การทดสอบได้ง่าย ไม่ยุ่งยากหรือซับซ้อน สามารถใช้ไพรเมอร์ทั่วไปเหมือนกับการท่าปฏิกิริยา PCR 

แบบดั้งเดิม นอกจากนี้เทคนิค RPA ยังสามารถประยุกต์ใช้เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมทีละหลาย
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เป้าหมาย (Multiple RPA) ในเวลาเดียวกัน ใช้อุณหภูมิส่าหรับการท่าปฏิกิริยาต่่าประมาณ 25-42 °C 

มีระยะเวลาการทดสอบที่สั้น และมีความจ่าเพาะและความไวที่สูง สามารถน่ามาพัฒนาใช้ร่วมกับ

เครื่องตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติ เช่น Microfluidic devices และพัฒนาเป็น POCT ได้ (91) (ตารางที่ 

2.1) (87-89, 92) จึงเป็นเทคนิคที่เหมาะสมส่าหรับน่าไปใช้ในการตรวจวินิจฉัยต่างๆ ในโรงพยาบาล

ขนาดเล็ก และการออกภาคสนามในพื้นที่ที่ห่างไกลความเจริญ  

ตารางที่ 2. 1 การเปรียบเทียบเทคนิค Isothermal amplification 

 PCR NASBA LAMP SDA RCA HDA RPA 

การเพ่ิมปริมาณ DNA  + + + + + + + 

การเพ่ิมปริมาณ RNA  
+ 

(RT-PCR) 
+ 

+ 

(RT-LAMP) 

+ 

(RT-SDA) 

+ 

(RT-RCA) 

+ 

(RT-HDA) 

+ 

(RT-RPA) 

ผลผลิต (Amplicon) DNA RNA,DNA DNA dsDNA DNA DNA DNA 

อุณหภูมิในปฏิกิริยา (°C) 
94, 55–60, 

72 
37–42 60–65 37 37 

RT*, 37, 

60–65 
25-42 

การออกแบบไพรเมอร์ พ้ืนฐาน พ้ืนฐาน ซับซ้อน ซับซ้อน พ้ืนฐาน พ้ืนฐาน พ้ืนฐาน 

จ่านวนไพรเมอร์ในปฏิกิริยา 2 2 4 หรือ 6 4 2 2 2 

จ่านวนเอนไซม์ 1 2-3 1 2 2 2 3 

เวลาในการท่าปฏิกิริยา 1.5-2.5 1.5-2 < 1 2 1.5 0.5-2 0.3-1.5 

ขั้นตอนการ Denature + + - + - - - 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 30 

 PCR NASBA LAMP SDA RCA HDA RPA 

สิ่งที่ช่วย Denaturing  Heat 
RnaseH, 

DMSO 
Btaine 

Restriction 

enzymes, 

bumper 

primers 

Strand-

displacem

ent 

property 

of Ф29 

DNA 

polymeras

e 

Helicase 

Recombin

ase 

SSB 

     การหยุดปฏิกิริยา 

 (Inhibition tolerance) 
- - + - - + + 

วิธีการตรวจสอบผลผลิต 
GE, ELISA, 

real-time 

GE, ELISA, 

real-time, 

ECL 

GE, 

turbidity, 

real-time 

GE, real-

time 
GE 

GE, ELISA, 

real-time 

GE, 

turbidity, 

real-time 

การประยุกต์ใช้กับ Multiplex  + + - - - + + 

การประยุกต์เป็น POCT - + + + - + + 

RT=reverse transcriptase; *Room=22–24°C; GE= gel electrophoresis; ELISA=enzyme-linked 

immunosorbent assay; ELOSA=enzyme-linked oligosorbent assay; ECL=electrochemiluminescence 

 

10. การวินิจฉัยโรคติดเชื้อด้วยเทคนิค RPA 

ปัจจุบันมีการศึกษาพัฒนาเทคนิค RPA เพื่อใช้ในการวินิจฉัยโรคติดเช้ือหรือตรวจหาเช้ือก่อ

โรคต่างๆ อย่างแพร่หลาย ทั้งการตรวจเช้ือไวรัส เช้ือรา พยาธิ และเช้ือแบคทีเรียต่างๆ การศึกษาของ 
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Euler และคณะ ท่าการตรวจวินิจฉัยเช้ือไวรัส Rift Valley fever, Ebola, Sudan, และ Marburg 

ด้วยการสกัด RNA ของเช้ือโดยตรงจากพลาสมา และเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค Reverse 

transcriptase RPA (RT-RPA) ร่วมกับการตรวจติดตามแบบ Real time ด้วยโพรบ fpg พบว่า

สามารถตรวจสารพันธุกรรมของไวรัสได้ตั้งแต่ 16-21 Copies ในเวลาเพียง 4-8 นาที (93) ในขณะที่ 

Amer และคณะ ได้ท่าการตรวจวินิจฉัย Bovine coronavirus โดยตรงจากสิ่งส่งตรวจอุจจาระและ

สิ่งส่งตรวจบริเวณโพรงจมูก ด้วยเทคนิค RT-RPA ร่วมกับการตรวจติดตามแบบ Real time ด้วยโพ

รบ Exo พบว่าสามารถตรวจสารพันธุกรรมของไวรัสได้ตั้งแต่ 21 copies ในเวลาเพียง 10-20 นาที 

(94) การประยุกต์ใช้เทคนิค RPA ในการตรวจเช้ือไวรัสจากงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าปริมาณของไวรัสมี

ผลต่อความไวของการตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค RPA โดยปริมาณของสารพันธุกรรมของเช้ือไวรัสที่ถูก

ตรวจจะแปรผกผันตรงกับเวลาในการท่าปฏิกิริยา นอกจากนี้ยังมีปัจจัยอื่นของการท่าปฏิกิริยา RPA 

ที่มีผลต่อการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเช้ือไวรัส อาทิเช่น บริเวณล่าดับเบสเป้าหมายที่ไพรเมอร์

เข้าไปจับ ขนาดของผลผลิต RPA และประเภทของตัวอย่างที่น่ามาสกัดสารพันธุกรรม รวมไปถึง

วิธีการตรวจสอบผลผลิตที่เกิดข้ึน เป็นต้น (91) Sakai และคณะ ได้ศึกษาวินิจฉัยเช้ือราก่อโรคด้วย

เทคนิค Microarray ร่วมกับการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค RPA เนื่องจากเป็นเทคนิคที่

เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมได้อย่างรวดเร็ว และไม่ต้องอาศัยเครื่อง Thermocycle ที่มีราคาแพง (95) 

Crannell และคณะได้ท่าการวินิจฉัยโรค Cryptosporidiosis ด้วยเทคนิค RPA โดยใช้ DNA ของเช้ือ 

Cryptosporidium spp.ที่สกัดได้จากอุจจาระของผู้ป่วยติดเช้ือ HIV ที่มีอาการท้องเสีย (Diarrheal 

illness) พบว่าใช้เวลาในการท่าปฏิกิริยาเพียง 30 นาที และเมื่อท่าการตรวจติดตามผลผลิต RPA ด้วย

หลักการ Lateral flow strips พบว่าความเข้มข้นของ Oocysts ที่ต่่าที่สุดที่สามารถตรวจได้คือ 103 

Oocysts/ml (96) ในขณะที่  Kersting และคณะ ได้พัฒนาการตรวจวินิจฉัยเช้ือ Plasmodium 

falciparum ที่ เป็นสาเหตุหลักและพบได้บ่อยที่สุดของโรคมาลาเรีย ด้วยเทคนิค RPA ร่วมกับ 
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Lateral flow strips โดยใช้เวลาเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเพียง 10 นาที และสามารถตรวจ DNA 

ปริมาณต่่าสุดได้เท่ากับ 100 fg (97)  

เทคนิค RPA สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ DNA เป้าหมายหลายต่าแหน่งพร้อมกนั 

หรือเรียกกว่า Multiplex RPA พบว่าสามารถใช้วินิจฉัยเช้ือ Neisseria gonorrhoeae, Salmonella 

enterica และ Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) โดยการใช้ไพรเมอร์ที่

จ่าเพาะต่อเช้ือแต่ละสายพันธ์ุและท่าปฏิกิริยาพร้อมกัน ภายหลังตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel 

electrophoresis พบว่าความเข้มข้นของสารพันธุกรรมต่่าสุดที่สามารถตรวจพบได้ของเช้ือ  N. 

gonorrhoeae, S. enterica และ MRSA เท่ากับ 100, 10 และ 10 Copies ตามล่าดับ (98) 

ในปี พ.ศ. 2561 Singpanomchai และคณะ ไดท้่าการพัฒนาเทคนิค RPA เพื่อตรวจวินิจฉัย

เช้ือ M. tuberculosis ด้วยการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน IS6110 และ IS1081 แล้ว

ตรวจสอบผลผลิต RPA ด้วยตาเปล่าจากการเติมสี SYBR green I พบว่า มีความไวในการทดสอบยีน

ดังกล่าวคือ 97.95% และ 99.32% ตามล่าดับ ขณะที่มีความจ่าเพาะของทั้งสองยีน คือ 100% (8) 

11. การตรวจสอบผลผลิตจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค RPA 

ผลผลิตที่ได้จากเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม ด้วยเทคนิค RPA หรือ RPA product สามารถ

น่ามาตรวจสอบได้ด้วยหลายวิธี อาทิเช่น  

11.1  วิธี Agarose gel electrophoresis  

ซึ่งเป็นวิธีดั้งเดิมที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายในงานทางอณูชีววิทยา อาศัยหลักการ

แยก DNA ผ่านตัวกลางค่้าจุนที่เป็นวุ้นภายใต้กระแสไฟฟ้า โดยความสามารถในการเคลื่อนที่ของ 

DNA ข้ึนอยู่กับขนาดของ DNA และขนาดรูพรุนของวุ้น Agarose โดยที่ DNA ขนาดเล็กจะสามารถ
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เคลื่อนเร็วกว่า DNA ขนาดใหญ่ ในขณะที่ความเข้มข้นของวุ้น Agarose จะแปรผกผันกับขนาดของรู

พรุน แถบของ DNA ที่เคลื่อนที่จะสามารถสังเกตได้ภายหลังจากการย้อม DNA ด้วยสีฟลูโอเรสเซนต์ 

เช่น ส ีEthidium bromide ส ีPyronin Y และสี Gelstar เป็นต้น และตรวจสอบแถบของ DNA ที่ถูก

ย้อมภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (33, 99, 100) 

11.2  เทคนิค Realtime RPA  

อาศัยการวัดผลผลิตในระหว่างการด่าเนินปฏิกิริยาโดยใช้ Probe ที่จ่าเพาะ เช่น 

Exo probe และ Fpg probe เป็นต้น เมื่อสายของ DNA ต้นแบบแยกแล้ว Probe เข้าไปจับอย่าง

จ่าเพาะกับต่าแหน่งที่เป็นเบสคู่สมกัน แล้ว Exonuclease III จะตัดบริเวณ Tetrahydrofuran 

(THF) ของ  Exo probe ขณะที่  Fpg probe จะใช้ เอนไซม์  Fpg nuclease ตัด เมื่ อต่าแหน่ง 

Quencher กับ Fluorophore ห่างกัน สามารถวัดแสงฟลูออเรสเซนต์ที่เกิดข้ึนด้วยเครื่องตรวจวัด 

ซึ่งความเข้มของแสงที่วัดได้จะแปรผันตรงกับปริมาณ RPA product ที่ถูกเพิ่มจ่านวน (91)   

11.3  เทคนิค Lateral flow (LF)  

โดยใช้ LF probe ซึ่ งมีลักษณะเหมือน Exo probe เมื่อ Probe จับกับ DNA 

ต้นแบบแล้ว endonuclease IV (Nfo) จะท่าการตัด DNA สายคู่เมื่อสร้างมาถึงบริเวณที่ Probe จับ 

จากนั้นท่าการติดฉลากบริเวณปลาย 5’ ของ Probe ด้วยสี FAM อีกปลายด้านหนึ่งติดฉลากด้วย 

Biotin ซึ่งจะจับกับ Anti-biotin ที่ถูกตรึงบนแผ่น Nitrocellulose โดยตรวจสอบสัญญาณด้วย Anti-

FAM ควบคู่ไปกับการขยายสัญญาณด้วย Gold nanoparticle (91) 

12. การตรวจสอบปริมาณสารพันธุกรรมด้วยสี SYBR Green I 

 สี SYBR Green I เป็นสีฟลูออเรสเซนต์ในกลุ่มของ Cyanine dye ที่นิยมใช้กันอย่าง

แพร่หลายในงานทางอณูชีววิทยา ด้วยคุณสมบัติของสีที่ตรงเข้าจับกับ Double strand DNA เกิดเปน็ 
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DNA-dye-complex ที่ดูดกลืนแสงสีน้่าเงินที่ความยาวคลื่นสูงสุด 497 nm และปล่อยแสงสีเขียวที่

ความยาวคลื่นสูงสุด 520 nm ท่าให้สามารถมองเห็นเป็นสเีขียวด้วยตาเปล่าภายใต้แสงธรรมชาติ หรือ

เกิดการเรืองแสงภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับความเข้มของสี SYBR Green I และความ

เข้มขน้ของ DNA ที่ถูกตรวจวัด ส ีSYBR Green I นิยมใช้ในข้ันตอนการตรวจวัดปริมาณสารพันธุกรรม

ที่เกิดข้ึนภายหลังการเพิ่มจ่านวนด้วยปฏิกิริยา Real-time PCR เนื่องมาจากมีราคาที่ไม่แพง สามารถ

ใช้ตรวจวัด DNA ได้ง่าย อย่างไรก็ตามสี SYBR Green I มีข้อจ่ากัดบางประการ อาทิเช่น สีสามารถ

จับกับ Double-strand DNA สายคู่ได้อย่างไม่จ่าเพาะ ไม่ว่าจะเป็นในลักษณะของการเกิด Primer-

dimer หรือ Non-specific DNA อื่นๆ ซึ่งน่าไปสู่ผลบวกปลอม จึงจ่าเป็นต้องเลือกใช้ DNA ต้นแบบที่

มีความบริสุทธ์ิปราศจากความเสียหายจากการเสื่อมสภาพของ DNA รวมไปถึงการออกแบบไพรเมอร์

ที่ต้องมีความจ่าเพาะ หลีกเลี่ยงบริเวณที่ท่าให้เกิดการจับกันเองแบบ Primer-dimer เพื่อป้องกันการ

เกิดผลบวกปลอมที่อาจจะเกิดข้ึน (101, 102) 

 ในปฏิกิริยา Real-time PCR นิยมน่าสี SYBR Green I ไปใช้ในการตรวจสอบปริมาณสาร

พันธุกรรมที่ถูกเพิ่มข้ึนตลอดเวลาในปฏิกิริยา ซึ่งการแยกปริมาณ PCR product ที่เพิ่มข้ึนออกจาก 

Non-specific product อาศัยการวิเคราะห์ Melting curve หรือ อุณหภูมิที่ท่าให้ Double-strand 

DNA แยกออกจากกันครึ่งหนึ่ง สัญญาณของฟลูออเรสเซนต์จึงลดลงอย่างฉับพลัน โดยอุณหภูมินี้จะ

ข้ึนกับความยาวและปริมาณ G และ C ของ DNA พบว่าส่วนใหญ่ PCR product มักจะแสดง peak 

เดียวที่อุณหภูมิสูงมากกว่า 80°C (103)  นอกจากนี ้สี SYBR Green I ยังถูกน่ามาประยุกต์ใช้ร่วมกับ

เทคนิคการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมแบบต่างๆ เพื่อวินิจฉัยเช้ือแบคทีเรีย อาทิเช่น การตรวจเช้ือ

แบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารส่วนล่าง ซึ่งจากการทดสอบการแยกเช้ือด้วยยีน 16S rRNA จาก

ปฏิกิริยา Real-time PCR พบว่า สี  SYBR green I สามารถใช้ตรวจติดตามปริมาณของ PCR 
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product และให้ผลการทดสอบที่ไม่แตกต่างกับการตรวจติดตามด้วย  TaqMan probe  (104) 

ขณะที่การตรวจวินิจฉัยเช้ือ Mycobacteria ในน้่าล้างปอดด้วยเทคนิค Multiplex real-time PCR 

ซึ่งจ่าเพาะต่อยีน 16S rRNA หรือยีน ITS ร่วมกับ Genus specific primers และใช้สี SYBR Green 

I ตรวจติดตามปริมาณของ PCR product ร่วมกับการวิเคราะห์ Melting curve พบว่าสามารถแยก

เช้ือ Mycobacteria ได้ 25 สายพันธ์ุจากตัวอย่างทั้งหมด 26 สายพันธ์ุเมื่อเปรียบเทียบกับวิธี

มาตรฐานคือเทคนิคการหาล่าดับเบส (105) นอกจากนี้ยังมีการประยุกต์ใช้สี  SYBR Green I กับ

เทคนิค Isothermal amplification เช่น เทคนิค LAMP โดยเติมสี SYBR Green I ลงไปในหลอด

ภายหลังเสร็จสิน้ปฏิกิรยิา เพื่อตรวจสอบ DNA product และเปรียบเทียบผลกับการท่า Agarose gel 

electrophoresis เ พื่ อ วิ นิ จ ฉั ย จ่ า แนก เ ช้ื อ  M. tuberculosis complex, M. avium แล ะ  M. 

intracellulare โดยตรงจากเสมหะ จากการทดสอบพบว่า เทคนิค LAMP/SYBR green I สามารถ

วินิจฉัยเช้ือทั้งสามได้อย่างมีประสิทธิภาพ และ ให้ผลการทดสอบไม่แตกต่างกัน ความไวของการ

ทดสอบข้ึนอยู่กับปริมาณ DNA product ที่เกิดข้ึน และปริมาณของสี SYBR Green I กล่าวคือ 

สามารถตรวจวินิจฉัยเช้ือดังกล่าวโดยให้ผลการทดสอบเปน็สีเขียวชัดเจนที่สุดภายหลังท่าปฏิกิรยิาเปน็

เวลา 35 นาที กับ DNA ต้นแบบที่ได้มาจากโคโลนีเช้ือที่เจริญในอาหารเลี้ยงเช้ือแบบแข็ง จ่านวน 50 

Copies ข้ึนไป และที่เวลา 60 นาที กับ DNA ต้นแบบที่ได้มาจากโคโลนีเช้ือที่เจริญในอาหารเลี้ยงเช้ือ

แบบเหลว จ่านวน 1,000 Copies ข้ึนไป ขณะที่ความเข้มข้นของสี  SYBR green I ที่ให้ผลของ

ปฏิกิริยาชัดที่สุดคือ ความเข้มข้นของสีตั้งต้นที่ไม่มีการเจือจางสี แต่หากมีการเจือจางของสีจะพบสี

ของปฏิกิริยาที่อ่อนลงจนกลายเป็นสีส้ม ตามล่าดับ (90) 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

 

1. สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์  

1.1 สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ท่ีใช้ในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วย

เทคนิค PCR 

ประกอบด้วยชุดน้่ายาเอนไซม์ Taq polymerase สั่งซื้อจากบริษัท New England 

BioLabs จ่ากัด สหรัฐอเมริกา, ไพรเมอร์สั่งสังเคราะห์จากบริษัท Bioneer Corporation จ่ากัด 

ประเทศเกาหลีใต้ , Deoxyribonucleotide triphosphate (dNTPs) สั่ งซื้อจากบริษัท Thermo 

Fisher Scientific จ่ากัด สหรัฐอเมรกิา, หลอด PCR ขนาด 0.5 มิลลิลิตร และหลอด Microcentrifuge 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร สั่งซื้อจากบริษัท Wuxi NEST Biotechnology จ่ากัด สาธารณรัฐประชาชนจีน 

1.2 สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ท่ีใช้ในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วย

เทคนิค RPA 

ประกอบด้วยชุดน้่ายา RPA TwistAmp® Basic สั่งซื้อจากบริษัท TwistDxTM จ่ากัด 

สหราชอาณาจักร, Primer สั่งสังเคราะห์จากบริษัท Bioneer Corporation จ่ากัด ประเทศเกาหลีใต,้ 

UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water สั่งซื้อจากบริษัท Thermo Fisher Scientific 

จ่ากัด สหรัฐอเมริกา, สี SYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain สั่งซื้อจากบริษัท TaKaRa Bio 

จ่ากัด ประเทศญี่ปุ่น, ชุด FavorPrep Gel/PCR purification สั่งซื้อจากบริษัท Favorgen Biotech 

Corporation จ่ากัด ประเทศไต้หวัน 
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1.3 สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ท่ีใช้ในการตรวจสอบผลผลิตการเพ่ิมปริมาณ

สารพันธุกรรมด้วยเทคนิค Agarose Gel Electrophoresis  

ประกอบด้วย Agarose สั่งซื้อจากบรษัิท Serva จ่ากัด ประเทศเยอรมนี,  UltraPowerTM 

DNA/RNA safe dye สั่งซื้อจากบริษัท Gellex International จ่ากัด ประเทศญี่ปุ่น, 6X Loading 

dye สั่งซื้อจากบริษัท Biotechrabbit จ่ากัด ประเทศเยอรมนี, ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส สั่งซื้อ

จากบริษัท Thermo Fisher Scientific จ่ากัด สหรัฐอเมริกา, Tris base สั่งซื้อจากบริษัท Amresco 

จ่ า กั ด  ส ห รั ฐ อ เ ม ริ ก า , Acetic acid สั่ ง ซื้ อ จ ากบ ริ ษั ท  Merck จ่ า กั ด  ป ร ะ เ ทศ เ ยอ ร มนี , 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) สั่งซื้อจากบริษัท Sigma-Aldrich จ่ากัด สหรัฐอเมริกา  

2. เครื่องมือท่ีใช้ในการวิจัย 

เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม (Nanodrop™ 1000 spectrophotometer) จากบริษัท 

Thermo Fisher Scientific จ่ากัด สหรัฐอเมริกา, เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (Thermocycler 

Tprofessional Basic Gradient 96) จากบริษัท Biometra GmbH ประเทศเยอรมนี,  เครื่องควบคุม

อุณหภูมิแบบแห้ง (Dry Bath Incubator) จากบริษัท Hangzhou Allsheng Instruments จ่ากัด 

สาธารณรัฐประชาชนจีน, เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (Gel DocTM XR 

ChemiDocTM XRS) จากบริษัท Bio-Rad Laboratories จ่ากัด สหรัฐอเมริกา, เครื่องแยกดีเอ็นเอ

ภายใต้กระแสไฟฟ้า (Electrophoresis Tank), เครื่องจ่ายก่าลังไฟฟ้า (Power Supply) เครื่องเขย่า

ผสมสาร  (Vortex), เ ครื่ อ งปั่ นตกตะกอนความ เ ร็ วสู ง  (SpectrafugeTM 16M High Speed 

Microcentrifuge) และเครื่องปั่นเหว่ียงขนาดเล็ก (SpectrafugeTM Mini Laboratory Centrifuge) 

จากบริษัท Labnet International จ่ากัด สหรัฐอเมริกา 
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3. การออกแบบงานวิจัย 

งานวิจัยในครั้งนี้ได้แบ่งการทดสอบออกเป็นทั้งหมด 6 ส่วนได้แก่ 

3.1 การประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของไพรเมอร์ท่ีใช้ในงานวิจัยด้วยเทคนิค PCR 

เพื่อประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของไพรเมอร์ ส่าหรับไพรเมอร์ PCR ทดสอบหา

อุณหภูมิส่าหรับข้ันตอน Annealing และความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสม ขณะที่ไพรเมอร์ RPA 

ทดสอบความสามารถในการจับกับ DNA ด้วยเทคนิค PCR จากนั้นตรวจสอบ PCR product ด้วย

เทคนิค Gel Electrophoresis 

3.2 การจ าแนกสปีชีสข์องเชื้อ MAC ด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing  

เพื่อยืนยันสปีชีส์ของเช้ือ MAC ว่าเป็นเช้ือ M. avium หรือ M. intracellulare หรือเช้ือ

สายพันธ์ุอื่นในกลุ่ม MAC ด้วยวิธีมาตรฐานทางอณูชีววิทยา ท่าการทดสอบโดยการใช้ไพรเมอร์ที่

จ่าเพาะต่อยีน gyrB ของเช้ือ MAC เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยเทคนิค PCR จากนั้น

หาล่าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing แล้วจึงวิเคราะห์ล่าดับเบสด้วยโปรแกรม 

MegAlign จาก DNA star Lasergene program ver. 7.1 

3.3 การวินิจฉัยจ าแนกสปีชสี์ของเชื้อ MAC ด้วยเทคนิค PCR  

เพื่ อจ่ าแนกสปี ชีส์ของเ ช้ือ M. avium หรือ  M. intracellulare หรือ เ ช้ือสายพัน 

ธ์ุอื่นในกลุ่ม MAC โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ่าเพาะต่อยีน gyrB ของเช้ือ M. avium และ M. intracellulare 

เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยเทคนิค PCR และตรวจสอบ PCR product ด้วยเทคนิค 

Agarose gel electrophoresis  
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3.4 การพัฒนาเทคนิค Recombinase polymerase amplification ร่วมกับ SYBR 

green I (RPA/SYBR) ส าหรับวินิจฉัยเชื้อ MAC 

เพื่อพัฒนาเทคนิค RPA/SYBR ซึ่งเป็นเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่อาศัยการเพิ่มปริมาณ

สารพันธุกรรมภายใต้อุณหภูมิคงที่ด้วยเทคนิค RPA และอ่านผลของปฏิกิริยาด้วยตาเปล่าด้วยสี SYBR 

Green I โดยใช้ตัวอย่าง DNA ของเช้ือ M. avium และ M. intracellulare ที่ถูกวินิจฉัยยืนยันสปีชีส์

ด้วยเทคนิคการหาล่าดับเบสจากยีน gryB เป็นตัวควบคุมบวก และใช้น้่ากลั่นปราศจากเช้ือเป็นตัว

ควบคุมลบ จากนั้นเปรียบเทียบกับการตรวจสอบผลผลิต RPA ที่เกิดข้ึนด้วยเทคนิค Agarose gel 

electrophoresis  

3.5 การวินิจฉัยจ าแนกสปีชีส์ของเชื้อ MAC ด้วยเทคนิค RPA/SYBR 

เพื่อวินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์ของเช้ือ M. avium หรือ M. intracellulare หรือเช้ือสายพันธ์ุ

อื่นในกลุ่ม MAC ซึ่งเป็นเช้ือสายพันธ์ุทางคลินิกที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจ ด้วยเทคนิค RPA/SYBR 

เปรียบเทียบกับการตรวจสอบผลผลิต RPA ที่เกิดข้ึนด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis 

3.6 การวิเคราะห์ประสิทธิภาพของเทคนิค RPA/SYBR ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อ MAC 

เพื่อวิเคราะห์ประสิทธิภาพของเทคนิค RPA/SYBR ที่พัฒนาข้ึน โดยน่าผลการทดสอบที่

ได้จากเทคนิค RPA/SYBR มาค่านวณหาความไว (Sensitivity) ความจ่าเพาะ (Specificity) ค่าท่านาย

ผลบวก (Positive Predictive Value; PPV) และ ค่าท่านายผลลบ (Negative Predictive Value; 

NPV) โดยท่าการเปรียบเทียบกับผลของเทคนิค PCR ซึ่งเป็นวิธีทางอณูชีววิทยาที่ใช้กันทั่วไป และ 

Sanger DNA sequencing ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานทางอณูชีววิทยา 
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4. วิธีการทดลอง 

4.1 การค านวณหาจ านวนกลุ่มตัวอยา่ง 

การก่าหนดระดับความเช่ือมั่นของการวิจัยและค่านวณขนาดกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ใน

การศึกษาวิจัยนี้ อาศัยข้อมูลผลการทดสอบการตรวจวินิฉัยเช้ือ MAC ด้วยวิธีหาล่าดับเบสจาก

งานวิจัยก่อนหน้าร่วมกับการค่านวณตัวอย่างจากความไวของวิธีการทดสอบด้วยสูตรของ  N.M. 

Buderer (106) 

       𝑇𝑃 + 𝐹𝑁 = 𝑍𝑎/2
2 𝑆𝑁(1−𝑆𝑁)

𝑊2
     โดยที่     𝑁 =

𝑇𝑃+𝐹𝑁

𝑃
    

เมื่อ  N        คือ จ่านวนตัวอย่าง  

  TP      คือ ผลบวกจริง 

  FN      คือ ผลลบปลอม 

  𝑍𝛼 2⁄    คือระดับความเช่ือมั่นที่ 95% หรือระดับนัยส่าคัญ 0.05 มีค่า 1.96 

  𝑆𝑁    คือค่าความไวของวิธีการหาล่าดับเบสทั้งจีโนมของเช้ือ MAC มีค่าเท่ากับ 

94.8% (107) 

  𝑊     คือระดับความคลาดเคลื่อนของการสุ่มตัวอย่างที่ยอมรับได้มีค่า 0.05 

  𝑃       คือชุกความของเช้ือ MAC เมื่อเทียบกับเช้ือกลุ่ม NTM ทั่วโลกมีค่าเท่ากับ 

47% (39)  

 จากการค่านวณจะได้ตัวอย่างของเช้ือ MAC จ่านวน 160 ตัวอย่าง อย่ า ง ไ ร ก็ ต าม เ มื่ อ

พิจารณาร่วมกับงานวิจัยก่อนหน้า (90) ที่มีลักษณะใกล้เคียงกันกับการศึกษาวิจัยครั้งนี้และใช้ตัวอย่าง

ของเช้ือ MAC จ่านวน 68 ตัวอย่าง จึงท่าการใช้ตัวอย่างที่ศึกษาทั้งหมด จ่านวนทั้งสิ้น 121 ตัวอย่าง 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 41 

4.2 การพิจารณาจรยิธรรมการวิจัยในมนษุย ์

การศึกษาครั้งนี้ได้รับการอนุมัติการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย  จากคณะกรรมการ

จริยธรรมการ วิจัยในคน  คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี  มหาวิทยาลัยมหิดล 

กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย เลขที่รับรองโครงการ COA. MURA2020/265 

4.3 ตัวอย่าง DNA ท่ีใช้ในงานวิจัย 

ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาในงานวิจัยน้ีเป็น DNA ที่เหลือใช้ (Left-over DNA) ซึ่งสกัดได้

จากโคโลนีของเช้ือ MAC ที่เพาะแยกได้จากสิ่งส่งตรวจในเดือนพฤษภาคม- พฤศจิกายน พ.ศ. 2562 

จ่านวนทั้งสิ้น 121 ตัวอย่าง โดยเช้ือที่น่ามาสกัด DNA ตัวอย่างทั้งหมดได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นเช้ือ

กลุ่ม MAC โดยไม่ได้ท่าการระบุสายพันธ์ุในระดับสปีชีส์ ด้วยการหาล่าดับเบสบริเวณ 16S rRNA ใน

ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี  มหาวิทยาลัยมหิดล 

กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย  

4.4 การสกัด DNA 

ตัวอย่าง  DNA ทั้ งหมดถูกสกัดจากโคโลนีของ เ ช้ือ MAC ด้วยวิ ธีการต้ม  โดย

ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล 

กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย โดยการเข่ียโคโลนีของเช้ือมา 1 loop ผสมกับ Lysis buffer (10mM 

Tris-HCl, 2mM EDTA, 1% SDS) ปริมาตร 400 µl ต้มที่อุณหภูมิ 100 °C เป็นเวลา 20 นาที ปั่นที่

ความเร็ว 14000 rpm เป็นเวลา 10 นาที น่าส่วนน้่าใสที่ได้ไปวัดปริมาณและความบริสุทธ์ิของ DNA 

ที่สกัดได้ด้วยเครื่องวัดปริมาณ DNA (Nanodrop™ 1000 spectrophotometer) เก็บ DNA ที่สกัด

ได้ที่อุณหภูมิ -20 °C เพื่อรอท่าการทดสอบในข้ันตอนถัดไป  
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4.5 การออกแบบไพรเมอร ์

ไพรเมอร์ทั้งหมดที่ใช้ในงานวิจัยนี้แบ่งออกเป็น ไพรเมอร์ส่าหรับเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา PCR ประกอบไปด้วย ไพรเมอร์ MAC gyrB ซึ่งจ่าเพาะต่อเช้ือกลุ่ม MAC 

(Group specific primer) ทั้งหมด ไพรเมอร์ MAV gyrB และไพรเมอร์ MIN gyrB ซึ่งจ่าเพาะต่อเช้ือ

สายพันธ์ุ M. avium และ M. intracellulare (Species specific primer) ตามล่าดับ  

ในขณะที่ไพรเมอร์ส่าหรับเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา RPA ประกอบไปด้วย

ไพรเมอร์ MAC, MAV และ MIN gyrB RPA โดยไพรเมอร์ทั้งหมดส่าหรับปฏิกิริยา RPA ถูกออกแบบ

ให้มีความยาวประมาณ 29-32 bp มีค่า GC content อยู่ในช่วง 57.9-71.9 % เพื่อให้มีความเหมาะ

ในการท่าปฏิกิริยา RPA ด้วยน้่ายา RPA TwistAmp® Basic ตามค่าแนะน่าของบริษัทผู้ผลิตน้่ายา  

และออกแบบให้สามารถเพิ่มผลผลิตปริมาณสารพันธุกรรมที่มีขนาด 188-224 bp ซึ่งเป็นขนาดของ

สารพันธุกรรมที่เหมาะสมส่าหรับการตรวจสอบด้วยสี SYBR Green I (108, 109) 

ไพรเมอร์ส่าหรับเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา PCR และ RPA ทั้งหมดถูก

ออกแบบโดยใช้ล่าดับเบสของยีน gyrase B subunit ของเช้ือดังต่อไปนี้ เป็นต้นแบบการออกแบบ  

4.5.1 ล่าดับเบสของกลุ่มเช้ือ M. avium และซับสปีชีส์ ได้แก่ M. avium subsp. avium 

ATCC 25291 (GenBank accession No. NZ_ACFI01000001.1), M.  avium subsp. silvaticum 

ATCC 49884 (GenBank accession No. AYOC01000741.1), M. avium subsp. hominissuis 

strain MAC 109 (GenBank accession No. CP029332.1), M. avium subsp. paratuberculosis 

strain k10 (GenBank accession No. AE016958.1), M. avium strain HJW (GenBank 

accession No. NZ_CP028731.1) แ ล ะ  M. avium strain 104 (GenBank accession No. 
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CP000479.1) เพื่อออกแบบไพรเมอร์ MAV gyrB RPA โดยเลือกล่าดับเบสของยีน gyrase B subunit 

ที่พบเฉพาะในเช้ือ M. avium และไม่พบในเช้ือ Mycobacterium สายพันธ์ุอื่น 

4.5.2 ล่าดับเบสของกลุม่เช้ือ M. intracellulare ATCC 13950 (GenBank accession No. 

CP003322.1) เพื่อออกแบบไพรเมอร์ MIN gyrB RPA โดยเลือกล่าดับเบสของยีน gyrase B subunit 

ที่พบเฉพาะในเช้ือ M. intracellulare และไม่พบในเช้ือ Mycobacterium สายพันธ์ุอื่น 

โดยในการออกแบบไพรเมอร์ส่าหรับเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา PCR และ RPA 

ได้ท่าการน่าล่าดับเบสในข้อ 4.5.1 และ 4.5.2 มาเปรียบเทียบล่าดับเบสด้วยโปรแกรม MegAlign 

(DNA star Lasergene program ver. 7.1, ประเทศสหรัฐอเมริกา) เลือกบริเวณล่าดับเบสที่ต้องการ

เพื่อใช้เป็นไพรเมอร์ส่าหรับการทดสอบ ตามรูปที่ 3.1-3.12 ซึ่งหากเป็นไพรเมอร์ MAC gyrB และ 

MAC gyrB RPA จะเลือกบริเวณล่าดับเบสที่พบเฉพาะเช้ือในกลุ่ม MAC และไม่พบในเช้ือนอกกลุ่ม 

MAC หากเป็นไพรเมอร์ MAV gyrB และ MAV gyrB RPA จะเลือกบริเวณล่าดับเบสที่พบเฉพาะเช้ือ

ในกลุ่ม M. avium เท่านั้นและไม่พบในเช้ือสายพันธ์ุอื่น หากเป็นไพรเมอร์ MIN gyrB และ MIN gyrB 

RPA จะเลือกบริเวณล่าดับเบสที่พบเฉพาะเช้ือในกลุ่ม M. intracellulare เท่านั้นและไม่พบในเช้ือ

สายพันธ์ุอื่น หากเป็นไพรเมอร์จะจากนั้นตรวจสอบคุณสมบัติ และความจ่าเพาะของไพรเมอร์ทั้งหมด

ด้วยโปรแกรม OligoAnalyzer Tool (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) 

และ  Basic local alignment search tool จากฐานข้อมูลของ  NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) ตามล่าดับ รายละเอียดของไพรเมอร์ทั้งหมดที่ใช้ในงานวิจัยนี้ ดัง

แสดงในตารางที่ 3.1 
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รูปที่ 3. 1 ต่าแหน่งล่าดับเบสที่ใช้ในการออกแบบ MAC gyrB F ภายหลังการเปรียบเทียบล่าดับเบส
เช้ือกลุม่ MAC และเช้ือ Mycobacterium สปีชีสอ์ื่นๆ ด้วยโปรแกรม MegAlign 
 

 

 

 

  
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
รูปที่ 3. 2 ต่าแหน่งล่าดับเบสที่ใช้ในการออกแบบ MAC gyrB R ภายหลังการเปรียบเทียบล่าดับเบส
เช้ือกลุม่ MAC และเช้ือ Mycobacterium สปีชีสอ์ื่นๆ ด้วยโปรแกรม MegAlign 
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รูปที่ 3. 3 ต่าแหน่งล่าดับเบสที่ใช้ในการออกแบบ MAV gyrB F ภายหลังการเปรียบเทียบล่าดับเบส
เช้ือกลุม่ MAC และเช้ือ Mycobacterium สปีชีสอ์ื่นๆ ด้วยโปรแกรม MegAlign 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3. 4 ต่าแหน่งล่าดับเบสที่ใช้ในการออกแบบ MAV gyrB R ภายหลังการเปรียบเทียบล่าดับเบส
เช้ือกลุม่ MAC และเช้ือ Mycobacterium สปีชีสอ์ื่นๆ ด้วยโปรแกรม MegAlign 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3. 5 ต่าแหน่งล่าดับเบสที่ใช้ในการออกแบบ MIN gyrB F ภายหลังการเปรียบเทียบล่าดับเบส
เช้ือกลุม่ MAC และเช้ือ Mycobacterium สปีชีสอ์ื่นๆ ด้วยโปรแกรม MegAlign 
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รูปที่ 3. 6 ต่าแหน่งล่าดับเบสที่ใช้ในการออกแบบ MIN gyrB R ภายหลังการเปรียบเทียบล่าดับเบส
เช้ือกลุม่ MAC และเช้ือ Mycobacterium สปีชีสอ์ื่นๆ ด้วยโปรแกรม MegAlign 
 

 

 

 

 

  

 

 

 

รูปที่ 3. 7 ต่าแหน่งล่าดับเบสที่ใช้ในการออกแบบ MAC gyrB F RPA ภายหลังการเปรียบเทียบล่าดับ
เบสเช้ือกลุ่ม MAC และเช้ือ Mycobacterium สปีชีส์อื่นๆ ด้วยโปรแกรม MegAlign 
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รูปที่ 3. 8 ต่าแหน่งล่าดับเบสที่ใช้ในการออกแบบ MAC gyrB R RPA ภายหลังการเปรียบเทียบล่าดับ
เบสเช้ือกลุ่ม MAC และเช้ือ Mycobacterium สปีชีส์อื่นๆ ด้วยโปรแกรม MegAlign 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3. 9 ต่าแหน่งล่าดับเบสที่ใช้ในการออกแบบ MAV gyrB F RPA ภายหลังการเปรียบเทียบล่าดับ
เบสเช้ือกลุ่ม MAC และเช้ือ Mycobacterium สปีชีส์อื่นๆ ด้วยโปรแกรม MegAlign 
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รูปที่ 3. 10 ต่าแหน่งล่าดับเบสที่ใช้ในการออกแบบ MAV gyrB R RPA ภายหลังการเปรียบเทียบ
ล่าดับเบสเช้ือกลุ่ม MAC และเช้ือ Mycobacterium สปีชีสอ์ื่นๆ ด้วยโปรแกรม MegAlign 
 

 

รูปที่ 3. 11 ต่าแหน่งล่าดับเบสที่ใช้ในการออกแบบ MIN gyrB F RPA ภายหลังการเปรียบเทียบล่าดับ
เบสเช้ือกลุ่ม MAC และเช้ือ Mycobacterium สปีชีส์อื่นๆ ด้วยโปรแกรม MegAlign 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3. 12 ต่าแหน่งล่าดับเบสที่ใช้ในการออกแบบ MIN gyrB R RPA ภายหลังการเปรียบเทียบล่าดับ
เบสเช้ือกลุ่ม MAC และเช้ือ Mycobacterium สปีชีส์อื่นๆ ด้วยโปรแกรม MegAlign 
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ตารางที่ 3. 1 รายละเอียดไพรเมอร์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 

ช่ือไพรเมอร์ จุดประสงค ์ วิธี ล่าดบัเบส (5’ - 3') 
ขนาด 
(bp) 

MAC gyrB F  MAC group 
identification & 
sequencing  

PCR 

34-TACGGYGCTTCRGCGATCACCG-55 
858 

MAC gyrB R  867-CCGTTCCACTGCATCGCGATYTCG-891 

MAV gyrB F  M. avium 
identification 

489-CGAGGCCACCAAGCGCACCGGCACCACCATCC-520 
764 

MAV gyrB R   CCTGCG  1221-CTGATGAAACCGCCTTGTTGACAATG-1252 

MIN gyrB F  M. intracelluare  
identification 

651-CGAGGAGGTCGTCGACGAGGTCGTCAGCGAC-681 
600 

MIN gyrB R  1221-GCGCCGACGACACCGCCTTGTTGACCACCACC-1249 

MAC gyrB F RPA MAC group 
identification 

RPA 

18-GAAGGCGCAAGACGAWTACGGYGCTTCAGCG-48 
224 

MAC gyrB R RPA 213-CRTTGTCGGMGACCTCRACGCTGCCGTCG-241 

MAV gyrB F RPA   M. avium  
identification 

489-CGAGGCCACCAAGCGCACCGGCACCACCATCC-520 
188 

MAV gyrB R  RPA 647-CTGACCACCTCGTCGACGACCTCTTCGTTGG-675 

MIN gyrB F RPA M. intracelluare  
identification 

643-GTGAGCAACGAGGAGGTYGTCGACGAGGTC-672 
202 

MIN gyrB R RPA 812-GTCGAAGTCGATGATGCTCTGCTGGATCGGGC-843 

 

4.6 การประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของไพรเมอร์ท่ีใช้ในงานวิจัย 

เพื่อประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของไพรเมอร์ในงานวิจัยน้ี ไพรเมอร์ทั้งหมดที่แสดงใน

ตาราง 3.1 ถูกน่ามาเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา PCR และการตรวจสอบผลผลิตปริมาณ

สารพันธุกรรมที่เกิดข้ึนด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis 

4.6.1 การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR  

น่า DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และ M. 

intracellulare เป็นตัวควบคุมบวก และน้่ากลั่นปราศจากเช้ือเป็นตัวควบคุมลบ  ในหลอดปฏิกิริยา

ประกอบไปด้ วย  1x PCR buffer (1x Buffer : 7.5 mM Tris-Hcl pH=8.75, 25 mM KCl,1 mM 
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MgCl2), 200 µM Deoxynucleotide triphosphate (dNTPs), 1.25 U Taq DNA polymerase, 

Forward primer และ Reverse primer อย่างละ 0.20 µM, DNA ต้นแบบความเข้มข้น 20 ng/µl 

ปริมาตร 1 µl และเติมน้่ากลั่นปราศจากเช้ือให้ได้ปริมาตรรวม 25 µl ท่าปฏิกิริยา PCR ในสภาวะ

ดังต่อไปนี้ เริ่มต้นจาก  Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 95ºC เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นท่าปฏิกิริยา 

40 รอบ โดยใช้อุณหภูมิ 95ºC เป็นเวลา 1 นาที ส่าหรับ Denaturation อุณหภูมิ 68ºC ในทุกคู่ไพร

เมอร์ ยกเว้น MAC gyrB primer ใช้อุณหภูมิ 66 ºC เป็นเวลา 50 วินาที ส่าหรับ Annealing ซึ่งตั้งค่า

อุณหภูมิดังกล่าวจากการค่านวณ Melting temperature (Tm) ของไพรเมอร์แต่ละคู่ และอุณหภูมิ 

72ºC เป็นเวลา 1 นาที ส่าหรับ Extension และปฏิกิริยาข้ันตอนสุดท้ายคือ Final extension ที่

อุณหภูมิ 72ºC เป็นเวลา 10 นาที เมื่อปฏิกิริยาเสร็จสิน้ เก็บผลผลิต PCR ที่เกิดข้ึนในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 

ºC เพื่อรอท่าการทดสอบในข้ันตอนต่อไป  

4.6.2 การตรวจสอบผลผลิตปริมาณสารพันธุกรรมท่ีเกิดขึ้นด้วยเทคนิค Agarose 

gel electrophoresis 

น่าผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยา PCR ของแต่ละไพรเมอร์  จากข้ันตอนที่  4.6.1 

ปริมาตร 5 µl ผสมกับ Loading dyes ความเข้มข้น 6 เท่า ปริมาตร 1 µl น่าไปตรวจสอบด้วยเทคนคิ 

Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% ที่ผสมสีย้อม UltraPower DNA/RNA Safedye 

ความเข้มข้น 100 เท่า ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที อ่านผลแถบ DNA ภายใต้

แสงอัลตราไวโอเลตโดยเปรียบเทียบกับ DNA  มาตรฐานขนาด 100 bp บันทึกภาพที่เกิดข้ึน  
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4.7 การทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของไพรเมอร์ส าหรบัเทคนคิ PCR  

เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมส่าหรับเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ที่จ่าเพาะต่อ

เช้ือกลุ่ม MAC เช้ือ M. avium และ M. intracellulare  

4.7.1 การทดสอบหาอุณหภูมิส่าหรับข้ันตอน Annealing ที่เหมาะสม 

ท่าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ MAC gyrB ไพรเมอร์ MAV gyrB และไพรเมอร ์

MIN gyrB กับ DNA ต้นแบบของเช้ือ M. avium และ M. intracellulare ที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับ

เบสเป็นตัวควบคุมบวก และน้่ากลั่นปราศจากเช้ือเป็นตัวควบคุมลบ  ในหลอดปฏิกิริยาประกอบไป

ด้ วย  1x PCR buffer (1x Buffer : 7.5 mM Tris-Hcl pH=8.75, 25 mM KCl,1 mM MgCl2), 200 

µM Deoxynucleotide triphosphate (dNTPs), 1.25 U Taq DNA polymerase, Forward 

primer และ Reverse primer อย่างละ 0.20 µM, DNA ต้นแบบความเข้มข้น 20 ng/µl ปริมาตร 1 

µl และเติมน้่ากลั่นปราศจากเช้ือให้ได้ปริมาตรรวม 25 µl ท่าปฏิกิริยา PCR ในสภาวะดังต่อไปนี้ 

Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 95ºC เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นท่าปฏิกิริยา 40 รอบ โดยใช้อุณหภูมิ 

95ºC เป็นเวลา 1 นาที ส่าหรับ Denaturation อุณหภูมิ 60, 61, 62, 63, 64, 65 และ 66 ºC ส่าหรบั

ไพรเมอร์ MAC gyrB และอุณหภูมิ 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71 และ 72ºC  ส่าหรับไพรเมอร์ 

MAV gyrB และไพรเมอร์ MIN gyrB เป็นเวลา 50 วินาที ส่าหรับ Annealing และอุณหภูมิ 72ºC เป็น

เวลา 1 นาที ส่าหรับ Extension และปฏิกิริยาข้ันตอนสุดท้ายคือ Final extension ที่อุณหภูมิ 72ºC 

เป็นเวลา 10 นาที  

ตรวจสอบผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยา PCR ของแต่ละไพรเมอร์ โดยน่าผลผลิตผสม

กับ Loading dyes ความเข้มข้น 6 เท่า ปริมาตร 1 µl น่าไปตรวจสอบด้วยเทคนิค Agarose gel 
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electrophoresis ความเข้มข้น 2% ที่ผสมสีย้อม UltraPower DNA/RNA Safedye ความเข้มข้น 

100 เท่า ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที  อ่านผลแถบ DNA ภายใต้แสง

อัลตราไวโอเลตโดยเปรียบเทียบกับ DNA  มาตรฐานขนาด 100 bp บันทึกภาพที่เกิดข้ึน เลือก

อุณหภูมิที่สามารถเห็นแถบ DNA ได้ชัดเจนโดยไม่พบแถบของ Primer-dimer เพื่อใช้ในการทดสอบ

สภาวะข้ันต่อไป 

4.7.2 การทดสอบหาความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสม 

ท่าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ MAC gyrB ไพรเมอร์ MAV gyrB และไพรเมอร์ MIN 

gyrB ที่ความเข้มข้น 0.04, 0.08, 0.12, 0.16 และ 0.20 µM ในหลอดปฏิกิริยาประกอบไปด้วย 1x 

PCR buffer (1x Buffer : 7.5 mMTris-Hcl pH=8.75, 25 mKCl,1mM MgCl2), 200 µM 

Deoxynucleotide triphosphate (dNTPs), 1.25 U Taq DNA polymerase, DNA ต้นแบบความ

เข้มข้น 20 ng/µl ปริมาตร 1 µl และเติมน้่ากลั่นปราศจากเช้ือให้ได้ปริมาตรรวม 25 µl ท่าปฏิกิริยา 

PCR โดยใช้สภาวะที่ได้จากข้อ 4.7.1 

ตรวจสอบผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยา PCR ของแต่ละไพรเมอร์ โดยน่าผลผลิตผสมกับ 

Loading dyes ความเข้มข้น 6 เท่า ปริมาตร 1 µl น่าไปตรวจสอบด้วยเทคนิค Agarose gel 

electrophoresis ความเข้มข้น 2% ที่ผสมสีย้อม UltraPower DNA/RNA Safedye ความเข้มข้น 

100 เท่า ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที  อ่านผลแถบ DNA ภายใต้แสง

อัลตราไวโอเลตโดยเปรียบเทียบกับ DNA  มาตรฐานขนาด 100 bp บันทึกภาพที่เกิดข้ึน เลือกความ

เข้มข้นของไพรเมอร์ที่สามารถเห็นแถบ DNA ได้ชัดเจนโดยไม่พบแถบของ Primer-dimer เพื่อใช้ใน

การท่าปฏิกิริยา PCR ต่อไป 
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4.8 การจ าแนกสปีชีสข์องเชื้อ MAC ด้วยเทคนิค PCR 

น่า DNA ทั้งหมด 121 ตัวอย่างมาเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยไพรเมอร์ 

MAC gyrB ไพรเมอร์ MAV gyrB และไพรเมอร์ MIN gyrB ด้วยเทคนิค PCR ตามสภาวะในข้อ 4.7 

โดย DNA ต้นแบบของเช้ือ M. avium และ M. intracellulare ที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสเป็น

ตัวควบคุมบวก และใช้น้่ากลั่นปราศจากเช้ือเป็นตัวควบคุมลบ ในปฏิกิริยาประกอบไปด้วย 1x PCR 

buffer, 200 µM dNTPs, 1.25 U Taq DNA polymerase, Forward primer และ Reverse primer 

ความเข้มข้นตามข้อ 4.7.2, DNA ต้นแบบความเข้มข้น 20 ng/µl ปริมาตร 1 µl และเติมน้่ากลั่น

ปราศจากเช้ือให้ได้ปริมาตรรวม 50 µl ท่าปฏิกิริยา PCR ในสภาวะดังต่อไปนี้ เริ่มต้นจาก  Initial 

denaturation ที่อุณหภูมิ 95ºC เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นท่าปฏิกิริยา 40 รอบ โดยใช้อุณหภูมิ 95ºC 

เป็นเวลา 1 นาที ส่าหรับ Denaturation อุณหภูมิส่าหรับ Annealing เลือกใช้อุณหภูมิตามข้อ 4.7.1 

เป็นเวลา 50 วินาที และอุณหภูมิ 72ºC เป็นเวลา 1 นาที ส่าหรับ Extension และปฏิกิริยาข้ันตอน

สุดท้ายคือ Final extension ที่อุณหภูมิ 72ºC เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบผลผลิตที่ได้จากปฏิกิรยิา 

PCR ของแต่ละไพรเมอร์ โดยน่าผลผลิตผสมกับ Loading dyes ความเข้มข้น 6 เท่า ปริมาตร 1 µl 

น่าไปตรวจสอบด้วยเทคนิค  Agarose gel electrophoresis ความเ ข้ม ข้น 2% ที่ ผสมสีย้อม 

UltraPower DNA/RNA Safedye ความเข้มข้น 100 เท่า ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 

45 นาที อ่านผลแถบ DNA ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตโดยเปรียบเทียบกับ DNA  มาตรฐานขนาด 

100 bp บันทึกภาพที่เกิดข้ึน 
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4.9 การจ าแนกสปีชีสข์องเชื้อ MAC ด้วยวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน gyrB ด้วยเทคนิค 

Sanger DNA sequencing  

น่าผลผลิต PCR ที่เกิดจากไพรเมอร์ MAC gyrB ทั้งหมด มาวิเคราะห์ล่าดับเบส เพื่อ

จ่าแนกและยืนยันสายพันธ์ุของเช้ือ MAC ในระดับสปีชีส์ โดยเตรียมผลผลิตให้มีปริมาณความเข้มข้น

ของ DNA มากกว่าหรือเท่ากับ 50 ng/µl พร้อมทั้งไพรเมอร์ MAC gyrB forward ความเข้มข้น 5 µM 

ส่งไปวิเคราะห์ล่าดับเบสด้วยเทคนิค DNA Sanger sequencing โดยบริษัท Bioneer Sequencing 

Service จ่ากัด ประเทศเกาหลีใต้ จากนั้นน่าผลล่าดับเบสมาวิเคราะห์ โดยการเปรียบเทียบกับ M. 

avium subsp. avium ATCC 25291 (GenBank accession No. NZ_ACFI01000001.1) และ M. 

intracellulare ATCC 13950 (GenBank accession No. CP003322.1) ที่เป็นล่าดับเบสของเช้ือ

มาตรฐาน ด้วยโปรแกรม MegAlign  

ในกรณีตัวอย่างเช้ือที่ไม่สามารถจ่าแนกถึงระดับสปีชีส์ได้ เมื่อเปรียบเทียบกับเช้ือ

มาตรฐาน 2 สายพันธ์ุข้างต้น ให้ท่าการวิเคราะห์เปรียบเทียบเพิ่มเติมกับล่าดับเบสของเช้ือ ใน

ฐานข้อมูลของ NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST  

4.10 การพัฒนาเทคนิค RPA/SYBR ส าหรับวินิจฉัยเชื้อ MAC 

พัฒนาเทคนิค RPA เพื่อวินิจฉัยเช้ือ MAC โดยใช้ไพรเมอร์ในการท่าปฏิกิริยาที่

ประกอบไปด้วย ไพรเมอร์ MAC gyrB RPA, ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA, ไพรเมอร์ MIN gyrB RPA 

และ ใช้ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และ M. intracellulare 

เป็นตัวควบคุมบวก และ DNA ของ M. tuberculosis H37Rv และน้่ากลั่นปราศจากเช้ือเป็นตัว

ควบคุมลบ การท่าปฏิกิริยา RPA ใช้ชุดน้่ายา TwistAmp®Basic Kit (บริษัท Twist Dx จ่ากัด, 
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สหราชอาณาจักร) ในแต่ละหลอดปฏิกิริยา ซึ่งปริมาตรรวมสุดท้ายทั้งหมด 50 µl จะใช้ไพรเมอร์ 1 คู่ 

ต่อปฏิกิริยา RPA ใน 1 หลอด ซึ่งมีส่วนประกอบต่างๆ ดังนี ้Forward primer และ Reverse primer 

ความเข้มข้น 10 µM อย่างละ 2.4 µl, Rehydration buffer ปริมาตร 29.5 µl และ UltraPure™ 

DNase/RNase-Free Distilled Water (บริษัท Thermo Fisher Scientific จ่ากัด, สหรัฐอเมริกา) 

ปริมาตร 12.2 µl ผสมให้เข้ากันโดยใช้ Autopipitte ดูดข้ึนลง เติม DNA 1 µl ตามด้วย MgOAc 

ปริมาตร 2.5 µl ผสมให้เข้ากัน บ่มทันทีที่ 37ºC เป็นเวลา 20 นาที  

เมื่อปฏิกิริยา RPA เสร็จสิ้น เติมสี SYBR Green I ที่ความเข้มข้น 375x ใส่ในหลอด

ปฏิกิริยา 1 µl อ่านผลด้วยตาเปล่าภายใต้แสงธรรมชาติทันที สี SYBR green I ซึ่งจะเข้าจับบริเวณ 

Minor groove ของ DNA สายคู่ที่ถูกเพิ่มปริมาณข้ึนภายหลังการเข้าจับอย่างจา่เพาะของไพรเมอรก์บั 

DNA ต้นแบบ และสามารถเห็นหลอดปฏิกิริยาดังกล่าวเป็นสีเขียวด้วยตาเปล่าภายใต้แสงธรรมชาติ  

(หรือเกิดการเรืองแสงภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต) แต่หากไพรเมอร์ไม่สามารถเข้าจับกับ DNA ต้นแบบ 

จะไม่เกิดการเพิ่มปริมาณของ DNA ส่งผลให้มองเห็นหลอดปฏิกิริยาดังกล่าวเป็นสีส้มด้วยตาเปล่า

ภายใต้แสงธรรมชาติ (หรือไม่เกิดการเรืองแสงภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต)  ในข้ันตอนการอ่านผล ใช้

การอ่านผลแบบอ่าพราง (Blind test) โดยให้ผู้ที่ไม่ได้มีส่วนเกี่ยวข้องกับการวิจัยอย่างน้อย 1 คน อ่าน

ผลคู่ขนานไปกับการอ่านผลโดยผู้วิจัยเพื่อป้องกันอคติที่อาจเกิดข้ึน หากการอ่านผลจากทั้งสองฝ่าย

สอดคล้องกัน จึงบันทึกผลการทดลอง ในกรณีที่การอ่านผลจากทั้งสองฝ่ายไม่สอดคล้องกัน ต้องท่า

การทดสอบและอ่านผลใหม่ บันทึกผลที่เกิดข้ึน  

ลักษณะของการตรวจสอบปฏิกิรยิา RPA ด้วยสี SYBR Green I ที่สามารถสังเกตได้ด้วย

ตาเปล่ามีดังนี้  
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  - หากเป็นเช้ือ M. avium จะต้องมองเห็นหลอดปฏิกิริยาของไพรเมอร์ MAC gyrB 

RPA (จ่าเพาะต่อเช้ือกลุ่ม MAC) และไพรเมอร์ MAV gyrB RPA (จ่าเพาะต่อเช้ือ M. avium) เป็นสี

เขียว ในขณะที่หลอดปฏิกิริยาของไพรเมอร์ MIN gyrB RPA จะมองเห็นเป็นสีส้ม 

  - หากเป็นเช้ือ M. intracellulare จะต้องมองเห็นหลอดปฏิกิริยาของไพรเมอร์  

MAC gyrB RPA (จ่าเพาะต่อเช้ือกลุ่ม MAC) และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA (จ่าเพาะต่อเช้ือ M. 

intracellulare) เป็นสีเขียว ในขณะที่หลอดปฏิกิริยาของไพรเมอร์ MAV gyrB RPA จะมองเห็นเปน็สี

ส้ม 

  - หากเป็นเ ช้ือ MAC สายพันธ์ุอื่นที่ ไม่ ใช่ M. avium และ M. intracellulare 

จะต้องมองเห็นหลอดปฏิกิริยาของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA (จ่าเพาะต่อเช้ือกลุ่ม MAC) เป็นสีเขียว 

และมองเห็นหลอดปฏิกิริยาไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA เป็นสีส้ม 

  น่าผลผลิต PRA ที่ถูกตรวจสอบด้วยสี SYBR Green I เสร็จสิ้น มาท่าให้บริสุทธ์ิด้วย

ชุด FavorPrep Gel/PCR purification (บริษัท Favorgen Biotech Corporation จ่ากัด, ประเทศ

ไต้หวัน) โดยใช้ข้ันตอนตามที่บริษัทแนะน่าดังนี้ เติม FADF buffer ลงในผลผลิต RPA ในอัตราส่วน 5 

ต่อ 1 ผสมให้เข้ากัน ปั่นที่ความเร็วรอบ 11,000 g เป็นเวลา 30 วินาที เทส่วนที่เป็นน่้าทิ้ง เติม Wash 

buffer ปริมาตร 750 µl ปั่นที่ความเร็วรอบ 11,000 g เป็นเวลา 30 วินาที เทส่วนที่เป็นน่้าทิ้ง ปั่นให้

แห้งที่ความเร็วรอบ 18,000 g เป็นเวลา 3 นาที 5). น่า FADF column ที่ปั่นแห้งแล้วมาใส่ใน 

Microcentrifuge tube ใหม่  จากนั้นเติม Elution Buffer ปริมาตร 40 µl ทิ้ งไว้ 1 นาที  ปั่นที่

ความเร็วรอบ 18,000 g เป็นเวลา 1 นาที น่าให้ผลผลิต RPA ปริมาตร 5 µl ผสมกับ Loading dyes 

ความเข้มข้น 6 เท่า ปริมาตร 1 µl น่าไปตรวจสอบด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis ความ
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เ ข้ม ข้น 2% ที่ ผสมสีย้อม  UltraPower DNA/RNA Safedye ความเ ข้ม ข้น 100 เท่ า  ภายใต้

กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที อ่านผลแถบ DNA ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตโดย

เปรียบเทียบกับ DNA  มาตรฐานขนาด 100 bp บันทึกภาพที่เกิดข้ึนเปรียบเทยีบกับผลการตรวจสอบ

ปฏิกิริยา RPA ด้วยสี SYBR green I 

ในงานวิจัยนี้ได้ท่าการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมส่าหรับท่าปฏิกิริยา RPA/SYBR ดัง

รายละเอียดต่อไปนี้  

4.10.1 การทดสอบหาความเข้มข้นของไพรเมอร์ท่ีเหมาะสม 

ทดสอบปฏิกิริยาของ RPA โดยใช้ DNA ความเข้มข้น 10 ng/µl ด้วยไพร

เมอร์ที่ถูกการเจือจางที่ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 µM บ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็น

เวลา 20 นาที ตรวจสอบผลผลติ RPA ที่เกิดข้ึนด้วยสี SYBR green I เปรียบเทียบกับเทคนิค Agarose 

gel electrophoresis เลือกความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดเมื่ออ่านผลด้วย 

SYBR Green I และเกิด Primer-dimer น้อยที่สุด มาใช้ในการทดสอบข้ันต่อไป 

4.10.2 การทดสอบหาความเข้มข้นของ DNA ตั้งต้นท่ีเหมาะสม 

ท่าการเจือจาง DNA ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 ng/µl 

น่ามาทดสอบปฏิกิริยา RPA โดยใช้ความเข้มข้นที่เหมาะสมของไพรเมอร์แต่ละคู่จากข้อ 4.10.1 บ่มที่

อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 20 นาที ตรวจสอบผลผลิต RPA  ที่เกิดข้ึนด้วยสี SYBR green I เปรียบเทยีบ

กับเทคนิค Agarose gel electrophoresis เลือกความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัด

ที่สุดเมื่ออ่านผลด้วย SYBR Green I และเกิด Primer-dimer น้อยที่สุด มาใช้ในการทดสอบข้ันต่อไป 
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4.10.3 การทดสอบหาระยะเวลาการท าปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม 

ทดสอบปฏิกิริยาของ RPA โดยใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ และ DNA ตั้ง

ต้นที่ให้ผลปฏิกิริยาชัดที่สุดจากข้อ 4.10.1 และ 4.10.2 ตามล่าดับ บ่มที่อุณหภูมิ 37°C ที่ระยะเวลา

ต่าง ๆ ดังนี้  5, 10, 15 และ 20 นาที  ตรวจสอบผลผลิต RPA  ที่ เกิดข้ึนด้วยสี  SYBR green I 

เปรียบเทียบกับเทคนิค Agarose gel electrophoresis เลือกระยะเวลาที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุด

เมื่ออ่านผลด้วย SYBR Green I และเกิด Primer-dimer น้อยที่สุด มาใช้ในการทดสอบข้ันต่อไป 

4.10.4 การทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 

ทดสอบปฏิกิริยาของ RPA โดยใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ และ DNA ตั้ง

ต้นที่ให้ผลปฏิกิริยาชัดที่สุดจากข้อ 4.10.1 และ 4.10.2 ตามล่าดับ บ่มที่อุณหภูมิต่างๆ กัน ได้แก่ 33, 

35, 37, 39, 41 และ 43 °C เป็นเวลาที่ให้ผลปฏิกิริยาชัดที่สุดจากข้อ 4.10.3 ตรวจสอบผลผลิต RPA 

ที่เกิดข้ึนด้วยสี SYBR green I เปรียบเทียบกับเทคนิค Agarose gel electrophoresis เลือกอุณหภูมิ

ที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดเมื่ออ่านผลด้วย SYBR Green I และเกิด Primer-dimer น้อยที่สุด มาใช้

ในการทดสอบข้ันต่อไป 

  4.10.5 การทดสอบหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสี SYBR Green I 

ท่าการเจือจางสี SYBR Green I ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 100X, 200X, 

300X, 400X, 500X และ 600X น่ามาทดสอบปฏิกิริยาของ RPA โดยใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ 

และ DNA ตั้งต้นที่ให้ผลปฏิกิริยาชัดที่สุดจากข้อ 4.10.1 และ 4.10.2 ตามล่าดับ บ่มที่ระยะเวลาและ

อุณหภูมิที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุด จากข้อ 4.10.3 และ 4.10.4 ตามล่าดับ ตรวจสอบผลผลิต RPA  

ที่เกิดข้ึนด้วยสี SYBR เปรียบเทียบกับเทคนิค Agarose gel electrophoresis เลือกความเข้มข้นที่
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เหมาะสมของสี SYBR Green I ที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดเมื่ออ่านผลด้วย SYBR Green I และเกิด 

Primer-dimer น้อยที่สุด มาใช้ในการทดสอบข้ันต่อไป 

4.11 การทดสอบความจ าเพาะของเทคนิค RPA/SYBR 

น่าสภาวะที่ เหมาะสมของเทคนิค RPA/SYBR ที่ทดสอบได้จากข้อ 4.10 ทดสอบ

ความจ่าเพาะของเทคนิค กับ DNA ของเช้ือแบคทีเรียสายพันธ์ุอื่น ได้แก่ M. tuberculosis H37Rv, 

M. abscessus, M. fortuitum, M. kansasii,  M. gordonae, Staphylocoocus aureus, 

Streptococcus p y o g e n e s ,  Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumonia, 

Escherichia coli, Haemophilus influenza, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter 

baumannii และ Moraxella catarrhalis (8) โดยใช้ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบส

ของเช้ือ M. avium และ M. intracellulare เป็นตัวควบคุมบวก และน้่ากลั่นปราศจากเช้ือเป็นตัว

ควบคุมลบของปฏิกิริยา เมื่อเสร็จสิ้นปฏิกิริยา RPA ท่าการตรวจสอบผลผลิต RPA ด้วยสี SYBR 

green I และอ่านผลทันที บันทึกผลที่เกิดข้ึน เปรียบเทียบการอ่านผลด้วยเทคนิค Agarose gel 

electrophoresis  

4.12 การทดสอบความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบท่ีน้อยท่ีสุด ท่ีเทคนิค RPA/SYBR 

สามารถจ าแนกสปีชสี์ของเชื้อ MAC 

น่ า  DNA ต้นแบบที่ ถูกยืนยันด้วยวิ ธีหาล่าดับเบสของเ ช้ือ  M. avium และ  M. 

intracellulare มาปรับความเข้มข้นและเจือจางด้วยน่้ากลั่นที่ปราศจากเช้ือเป็นล่าดับ 10 เท่า จนได้

ความเข้มข้นของ DNA เท่ากับ 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0001, 0.00001 ng/µl จากนั้นน่า DNA ใน

แต่ละระดับความเจือจางไปใช้เป็น DNA ต้นแบบส่าหรับการท่าปฏิกิริยา RPA/SYBR โดยใช้สภาวะใน
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การท่าปฏิกิริยาตามข้ันตอน 4.10 เมื่อเสร็จสิ้นปฏิกิริยา RPA ท่าการตรวจสอบผลผลิต RPA ด้วยสี 

SYBR green I และอ่านผลทันที บันทึกผลที่เกิดข้ึน ความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบที่น้อยที่สุดของ

เทคนิค RPA/SYBR (Limit of detection) คือความเข้มข้นสุดท้ายที่สามารถสังเกตเห็นหลอดฏิกิริยา 

RPA/SYBR เป็นสีเขียว เปรียบเทียบการอ่านผลด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis 

4.13 การวินิจฉัยจ าแนกสปีชสี์ของเชื้อ MAC ด้วยเทคนิค RPA/SYBR 

เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค RPA/SYBR ที่ทดสอบได้จากข้อ 4.10 สภาวะ

ดังกล่าวถูกน่ามาใช้ในการตรวจวินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์ของเช้ือ MAC โดยน่าเทคนิค RPA/SYBR 

ทดสอบกับ DNA ของเช้ือ MAC ที่ผ่านการจ่าแนกสปีชีส์ด้วยการหาล่าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger 

DNA sequencing ในข้อ 4.9 โดยใช้ DNA ต้นแบบของเช้ือ M. avium และ M. intracellulare ที่

ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสเป็นตัวควบคุมบวก และน้่ากลั่นปราศจากเช้ือเป็นตัวควบคุมลบ เมื่อ

เสร็จสิ้นปฏิกิริยา RPA ท่าการตรวจสอบผลผลิต RPA ด้วยสี SYBR green I และอ่านผลทันที บนัทึก

ผลที่เกิดข้ึน เปรียบเทียบการอ่านผลด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis  

4.14 การค านวณหาความไว (Sensitivity) และความจ าเพาะ (Specificity) ค่าท านาย

ผลบวก (Positive predictive value) และค่าท านายผลลบ (Negative predictive value) 

ของเทคนิค RPA/SYBR  

น่าผลการวินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์ของเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค RPA ที่ถูกตรวจสอบผลผลิต

ด้วยสี  SYBR Green I (RPA/SYBR)เปรียบเทียบกับการตรวจสอบด้วยเทคนิค Agarose gel 

electrophoresis (RPA/AGE) (ตารางที่ 3.2) และน่าผลของเทคนิค RPA/SYBR และ RPA/AGE มา

เปรียบเทียบกับผลของเทคนิค Sanger DNA sequencing ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานทางอณูชีววิทยา 

(ตารางที่ 3.3 และตารางที่ 3.4 ตามล่าดับ) และเปรียบเทียบกับเทคนิค PCR ซึ่งเป็นวิธีทางอณู
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ชีววิทยาที่นิยมใช้ทั่วไป (ตารางที่  3.5 และตารางที่  3.6 ตามล่าดับ) เพื่อค่านวณหาความไว 

ความจ่าเพาะ ค่าท่านายผลบวกและค่าท่านายผลลบ ที่ระดับความเช่ือมั่นเท่ากับ 95% ด้วยโปรแกรม 

MEDCALC® (https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php) (110) 

 

ตารางที่ 3. 2 ความสัมพันธ์ของเทคนิค RPA/SYBR เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
RPA/AGE 
 

 พบเช้ือเมื่อตรวจด้วยเทคนิค 
RPA/AGE 

ไม่พบเช้ือเมื่อตรวจด้วยเทคนิค 
RPA/AGE 

พบเช้ือเมื่อตรวจด้วย
เทคนิค RPA/SYBR 

ผลบวกจริง (a) ผลบวกปลอม (b) 

ไม่พบเช้ือเมื่อตรวจด้วย
เทคนิค RPA/SYBR 

ผลลบปลอม (c) ผลลบจรงิ (d) 

 

ตารางที่ 3. 3 ความสัมพันธ์ของเทคนิค RPA/SYBR เปรียบเทียบผลการวิเคราะหล์่าดับเบสด้วย
เทคนิค Sanger DNA sequencing   
 

 พบเช้ือเมื่อตรวจด้วยเทคนิค 
Sanger DNA sequencing 

ไม่พบเช้ือเมื่อตรวจด้วยเทคนิค 
Sanger DNA sequencing 

พบเช้ือเมื่อตรวจด้วย
เทคนิค RPA/SYBR 

ผลบวกจริง (a) ผลบวกปลอม (b) 

ไม่พบเช้ือเมื่อตรวจด้วย
เทคนิค RPA/SYBR 

ผลลบปลอม (c) ผลลบจรงิ (d) 

 

https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php
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ตารางที่ 3. 4 ความสัมพันธ์ของเทคนิค RPA/AGE เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Sanger 
DNA sequencing 
 

 พบเช้ือเมื่อตรวจด้วยเทคนิค 
Sanger DNA sequencing 

ไม่พบเช้ือเมื่อตรวจด้วยเทคนิค 
Sanger DNA sequencing 

พบเช้ือเมื่อตรวจด้วย
เทคนิค RPA/AGE 

ผลบวกจริง (a) ผลบวกปลอม (b) 

ไม่พบเช้ือเมื่อตรวจด้วย
เทคนิค RPA/AGE 

ผลลบปลอม (c) ผลลบจรงิ (d) 

 

ตารางที่ 3. 5 ความสัมพันธ์ของเทคนิค RPA/SYBR เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค PCR 
 

 พบเช้ือเมื่อตรวจด้วยเทคนิค PCR 
ไม่พบเช้ือเมื่อตรวจด้วยเทคนิค 

PCR 

พบเช้ือเมื่อตรวจด้วย
เทคนิค RPA/SYBR 

ผลบวกจริง (a) ผลบวกปลอม (b) 

ไม่พบเช้ือเมื่อตรวจด้วย
เทคนิค RPA/SYBR 

ผลลบปลอม (c) ผลลบจรงิ (d) 
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ตารางที่ 3. 6 ความสัมพันธ์ของเทคนิค RPA/AGE เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค PCR 
 

 พบเช้ือเมื่อตรวจด้วยเทคนิค PCR 
ไม่พบเช้ือเมื่อตรวจด้วยเทคนิค 

PCR 

พบเช้ือเมื่อตรวจด้วย
เทคนิค RPA/AGE 

ผลบวกจริง (a) ผลบวกปลอม (b) 

ไม่พบเช้ือเมื่อตรวจด้วย
เทคนิค RPA/AGE 

ผลลบปลอม (c) ผลลบจรงิ (d) 

 

สูตรค่านวณหาความไว ความจ่าเพาะ ค่าท่านายผลบวก และค่าท่านายผลลบ (110) 

ความไวของการทดสอบ  =  
𝑎

𝑎+𝑐
  

ความจ่าเพาะของการทดสอบ = 
𝑑

𝑏+𝑑
 

ค่าท่านายผลบวก = 
𝑎

𝑎+𝑏
 

ค่าท่านายผลลบ = 
𝑑

𝑐+𝑑
 

 

4.15 การค านวณคา่ความสอดคล้องของผลการทดสอบด้วยสถิติ Kappa 

ค่าสถิติ Kappa (Cochen’s Kappa Coefficient : 𝐾) เป็นการวัดสัมพันธ์ระหว่าง 2 

ตัวแปรโดยวิเคราะห์ความสอดคล้องกันระหว่างผลการตรวจวินิจฉัยเช้ือ MAC จากเทคนิคต่างๆ ได้แก่ 

เทคนิค RPA/SYBR เปรียบเทียบกับเทคนิค RPA/AGE เทคนิค RPA/SYBR เปรียบเทียบกับเทคนิค 

Sanger DNA sequencing เทคนิค RPA/AGE เปรียบเทียบกับเทคนิค Sanger DNA sequencing 
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เทคนิค RPA/SYBR เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR และเทคนิค RPA/AGE เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR 

โดยใช้ค่าสถิติ Kappa ก่าหนดค ว า ม เ ช่ื อ มั่ น ที่ 95% ที่ระดับนัยส่าคัญ α เท่ากับ 0.05 วิเคราะห์

ด้วยโปรแกรม GraphPad (https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappa1/) 

ตารางที่ 3. 7 การวิเคราะห์ความสอดคล้องกันระหว่างผลการตรวจวินิจฉัยเช้ือ MAC จากเทคนิค
ต่างๆ ด้วยค่าสถิติ Kappa 
 

 ผลบวกจากเทคนิค 1 ผลลบจากเทคนิค 1 รวม 

ผลบวกจากเทคนิค 2 a b a+b 

ผลลบจากเทคนิค 2 c d c+d 

รวม a+c b+d a+b+c+d 

 

สูตรค่านวณค่าสถิติ Kappa (111) 

𝐾 =
𝑃𝑟𝑎 − 𝑃𝑟𝑒
1 − 𝑃𝑟𝑒

 

 เมื่อ 𝑃𝑟𝑎 แทนค่าความสอดคล้องที่สังเกตได้จริง หรือผลรวมของสัดส่วนในแต่ละช่อง

ด้านแนวทะแยง ซึ่งเป็นสัดส่วนของค่าสังเกต หรือจ่านวนข้อมูลเทคนิคการครวจคู่ที่จัดอันดับความ

สอดคล้องกัน 

หรือ 𝑃𝑟𝑎 = [
𝑎

(𝑎+𝑏+𝑐+𝑑)
] + [

𝑑

(𝑎+𝑏+𝑐+𝑑)
] 

 และ 𝑃𝑟𝑒 แทนค่าโอกาสของความสอดคล้องกัน  หรือผลรวมแบบเดียวกับค่า 𝑃𝑟𝑎 แต่

เป็นสัดส่วนกับค่าคาดหวัง    

หรือ 𝑃𝑟𝑒 = [
𝑎+𝑐

(𝑎+𝑏+𝑐+𝑑)
] [

𝑎+𝑏

(𝑎+𝑏+𝑐+𝑑)
] + [

𝑏+𝑑

(𝑎+𝑏+𝑐+𝑑)
] [

𝑐+𝑑

(𝑎+𝑏+𝑐+𝑑)
] 

https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappa1/
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ค่าที่ได้จะมีค่าระหว่าง 0-1 แล้วน่าผลที่ได้ไปเปรียบเทียบระดับความสอดคลอ้งกันตามตาราง

ที่ 3.8  

ตารางที่ 3. 8 เกณฑ์ความสอดคล้องกันของสถิติ Kappa ตามแนวทางของ Landis และ Koch (112) 
 

ค่าสถิติ Kappa ระดับความสอดคล้องกัน 

0.81-1.00 มีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ดีมาก (Almost perfect) 

0.61-0.80 มีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ดี (Substantial) 

0.41-0.60 มีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ปานกลาง (Moderate) 

0.21-0.40 มีความสอดคล้องกันในเกณฑ์พอใช้ (Fair) 

0.00-0.20 มีความสอดคล้องกันเล็กน้อย (Slight) 

น้อยกว่า 0.00 ไม่มีความสอดคล้องกัน (Poor) 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

บทที่ 4 

ผลการด าเนินการวิจัย 

 

1. ตัวอย่าง DNA ท่ีใช้ในงานวิจัย 

ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาในงานวิจัยนี้เป็น DNA ซึ่งสกัดได้จากโคโลนีของเช้ือ MAC ที่เพาะ

แยกได้จากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วย จ่านวนทั้งสิ้น 121 ตัวอย่าง เช้ือที่น่ามาสกัด DNA ทั้งหมดได้รับการ

วินิจฉัยว่าเป็นเช้ือกลุ่ม MAC โดยไม่ได้วินิจฉัยระบุสายพันธ์ุถึงในระดับสปีชีส์ ด้วยการหาล่าดับเบส

บริเวณ 16S rRNA จากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี 

มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย ผู้ป่วยที่ติดเช้ือ MAC แบ่งเป็นเพศชายจ่านวน 28 

ราย เพศหญิงจ่านวน 27 ราย และไม่ถูกระบุเพศจ่านวน 66 ราย ในกลุ่มผู้ป่วยที่ถูกระบุอายุมีเพียง

จ่านวน 27 ราย มีอายุอยู่ในช่วงระหว่าง 41-88 ปี คิดเป็นค่าเฉลี่ยเท่ากับ 69.52 ปี ในขณะที่ผู้ป่วย

จ่านวน 94 รายไม่ถูกระบุอายุ ตารางที่ 4.1 แสดงจ่านวนสิ่งส่งตรวจแต่ละชนิดที่ถูกส่งเข้ามาเพื่อรับ

การวินิจฉัย แบ่งเป็นสิ่งส่งตรวจที่ทราบแหล่งที่มาจ่านวน 45 ตัวอย่าง ประกอบไปด้วย เสมหะ 16 

ตัวอย่าง Bronchoalveolar lavage 14 ตัวอย่าง เลือด 12 ตัวอย่าง ต่อมน้่าเหลือง 2 ตัวอย่าง ไข

กระดูก 1 ตัวอย่าง และสิ่งส่งตรวจที่ไม่ทราบแหล่งที่มาจ่านวน 76 ตัวอย่าง 
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ตารางที่ 4. 1 จ่านวนสิ่งส่งตรวจแต่ละชนิดที่ถูกส่งเข้ามาเพื่อรับการวินิจฉัยเช้ือ MAC (N=121)  
 

ชนิดสิ่งสง่ตรวจ จ่านวน  

เสมหะ 
Bronchoalveolar lavage 

เลือด 
ต่อมน้่าเหลือง 

ไขกระดูก 
ไม่ทราบข้อมูล 

16 
14 
12 
2 
1 
76 

รวม 121 

 

2. การวัดปริมาณและความบริสุทธิ์ของ DNA 

ภายหลังน่าตัวอย่าง DNA ที่ได้จากการสกัดโดยห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์

โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย น่ามาวัดปริมาณและความ

บริสุทธ์ิด้วยเครื่อง Nanodrop พบตัวอย่าง DNA ทั้งหมด 121 ตัวอย่าง มีปริมาณ DNA อยู่ในช่วง

ระหว่าง 6.0-271.4 ng/µl มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 64.9 ng/µl ความบริสุทธ์ิของ DNA ถูกวัดจากอัตราส่วน

ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260/280 nm พบว่าตัวอย่าง DNA ที่มีอัตราส่วน 

260/280 เท่ากับ 1.6-2.0 มีจ่านวน 48 ตัวอย่าง (39.7%) ที่อัตราส่วน 260/280 น้อยกว่า 1.6 มี

จ่านวน 17 ตัวอย่าง (14.0%) และที่อัตราส่วน 260/280 มากกว่า 2.0  มีจ่านวน  56 ตัวอย่าง 

(46.3%) ดังรายละเอียดที่แสดงในตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4. 2 ผลการวัดความบรสิุทธ์ิของ DNA ด้วยเครื่อง Nanodrop (N = 121)  
 

                  260/280 ratio                         จ่านวน                          % 

น้อยกว่า 1.6 17 14.0 

1.6-2.0 

มากกว่า 2.0 

48 

56 

39.7 

46.3 

รวม 121 100.0 
 

3. การประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของไพรเมอร์ท่ีใช้ในงานวิจัย 

การประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของไพรเมอร์ในงานวิจัยนี้ ไพรเมอร์ทั้งหมดที่แสดงใน

ตารางที่ 3.1 ในบทวิธีด่าเนินการวิจัย ถูกน่ามาเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา PCR และการ

ตรวจสอบผลผลิตปริมาณสารพันธุกรรมที่เกิดข้ึนด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis ตาม

ข้ันตอนที่อธิบายในบทวิธีด่าเนินการวิจัย ข้อ 4.6.1 และข้อ 4.6.2 ตามล่าดับ โดยใช้น้่ากลั่นปราศจาก

เช้ือเป็นตัวควบคุมลบ และ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และ M.- 

intracellulare เป็นตัวควบคุมบวก 

3.1 การประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของไพรเมอร์ MAC gyrB, ไพรเมอร์ MAV gyrB 

และไพรเมอร์ MIN gyrB ด้วยเทคนิค PCR 

ภายหลังประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของไพรเมอร์ MAC gyrB, ไพรเมอร์ MAV gyrB 

และไพรเมอร์ MIN gyrB ด้วยเทคนิค PCR และตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis 

ที่มีความเข้มข้น 2% พบว่าไพรเมอร์ทั้งหมดสามารเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมได้ ดังแสดงในรูปที่ 4.1  
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รูปที่ 4. 1 ผลประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของไพรเมอร์ MAC gyrB (A), ไพรเมอร์ MAV gyrB และ
ไพรเมอร์ MIN gyrB (B) ด้วยเทคนิค PCR เมื่อตรวจสอบผลผลิตบน Agarose gel electrophoresis 
ความเข้มข้น 2% 

 

จากรูปที่ 4.1A แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่เกิดจากไพรเมอร์ MAC gyrB บน 

Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 คือ ตัวควบคุมลบ

ซึ่งเป็นน่้ากลั่นปราศจากเช้ือ แถวที่ 2 และ 3 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วย

วิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และ M. intracellulare พบแถบผลผลิตขนาดเท่ากับ 858 bp 

ตามล่าดับ รูปที่ 4.1B แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่เกิดจากไพรเมอร์ MAV gyrB และไพร

เมอร์ MIN gyrB แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 4 และ 6 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็น

น้่ากลั่นปราศจากเช้ือ แถวที่ 5 และ 7 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหา

ล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และ M. intracellulare พบแถบผลผลิตขนาดเท่ากับ 764 และ 600 

bp ตามล่าดับ อย่างไรก็ตามยังพบแถบผลผลิตที่ไม่จ่าเพาะ และการจับกันระหว่างไพรเมอร์เกิดข้ึน 
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3.2 การประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA, ไพรเมอร ์MAV 

gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ด้วยเทคนิค PCR 

ภายหลังประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA, ไพรเมอร์ MAV 

gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ด้วยเทคนิค PCR และตรวจสอบผลิตด้วย Agarose gel 

electrophoresis ที่มีความเข้มข้น 2% พบว่าไพรเมอร์ทั้งหมดสามารเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมได้ 

และพบแถบของผลผลิตขนาดเท่ากับ 224, 188 และ 202 bp ตามล่าดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.2  

รูปที่ 4. 2 ผลการประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA (A), ไพรเมอร์ MAV 
gyrB RPA (B) และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA (C) ด้วยเทคนิค PCR 
 

จากรูป 4.2A แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่เกิดจากไพรเมอร์ MAC gyrB RPA บน 

Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 และ 4 คือ ตัว

ควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือและ DNA ต้นแบบของเช้ือ  M. tuberculosis สายพันธ์ุ

มาตรฐาน H37Rv ตามล่าดับ แถวที่ 2 และ 3 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยัน

ด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และ M. intracellulare พบแถบผลผลิตขนาดเท่ากับ 224 

bp ตามล่าดับ รูปที่ 4.2B แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่เกิดจากไพรเมอร์ MAV gyrB RPA 

แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่  5, 7 และ 8 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่น
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ปราศจาก DNA ต้นแบบของเช้ือ M. intracellulare และ M. tuberculosis สายพันธ์ุมาตรฐาน 

ATCC H37Rv ตามล่าดับ ขณะที่แถวที่ 6 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธี

หาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบแถบผลผลิตขนาดเท่ากับ 188 bp รูปที่ 4.2C แสดงแถบของ

ผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่เกิดจากไพรเมอร์ MIN gyrB RPA แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp 

แถวที่ 9, 10 และ 12 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็น น้่ากลั่นปราศจากเช้ือ DNA ต้นแบบของเช้ือ M. 

avium และ M. tuberculosis สายพันธ์ุมาตรฐาน ATCC H37Rv ตามล่าดับ ขณะที่แถวที่ 11 คือ ตัว

ควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare พบแถบ

ผลผลิตขนาดเท่ากับ 202 bp 

4. การทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของไพรเมอร์ส าหรับเทคนิค PCR 

ท่าการหาสภาวะที่เหมาะสมของไพรเมอร์ MAC gyrB, ไพรเมอร์ MAV gyrB และไพรเมอร์ 

MIN gyrB ส่าหรับเทคนิค PCR โดยทดสอบหาอุณหภูมิส่าหรับข้ันตอน Annealing และความเข้มข้น

ของไพรเมอร์ที่เหมาะสม ตรวจสอบผลผลิตปริมาณสารพันธุกรรมที่เกิดข้ึนด้วยเทคนิค Agarose gel 

electrophoresis ตามขั้นตอนที่อธิบายในบทวิธีด่าเนินการวิจัย ข้อ 4.7.1 และ 4.7.2 ตามล่าดับ โดย

ใช้น้่ากลั่นปราศจากเช้ือเป็นตัวควบคุมลบ และ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ 

M. avium และ M. intracellulare เป็นตัวควบคุมบวก 

4.1 การทดสอบหาอุณหภูมิส าหรบัขั้นตอน Annealing ท่ีเหมาะสม 

จากการทดสอบหาอุณหภูมิส่าหรับข้ันตอน Annealing ที่เหมาะสมของไพรเมอร์ MAC 

gyrB, ไพรเมอร์ MAV gyrB และไพรเมอร์ MIN gyrB ส่าหรับเทคนิค PCR และตรวจสอบผลิตด้วย 

Agarose gel electrophoresis ที่มีความเข้มข้น 2% พบว่าอุณหภูมิ Annealing ที่เหมาะสมส่าหรับ

ไพรเมอร์ MAC gyrB, ไพรเมอร์ MAV gyrB และไพรเมอร์ MIN gyrB ซึ่งสามารถเพิ่มปริมาณสาร
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พันธุกรรมและพบแถบผลผลิตที่ไม่จ่าเพาะเกิดข้ึนน้อยที่สุด เท่ากับ 66 ºC 70 ºC และ 68 ºC ดัง

แสดงในรูปที่ 4.3 รูปที่ 4.4 และรูปที่ 4.5 ตามล่าดับ 

รูปที่ 4. 3 ผลการทดสอบหาอุณหภูมิส่าหรบัข้ันตอน Annealing ที่เหมาะสมของไพรเมอร์ MAC 
gyrB ด้วยเทคนิค PCR เมื่อตรวจสอบผลผลิตบน Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% 

 

จากรูปที่ 4.3 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่เกิดจากไพรเมอร์ MAC gyrB  บน 

Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 คือ ตัวควบคุมลบ

ซึ่งเป็นน่้ากลั่นปราศจากเช้ือ แถวที่ 2-8 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหา

ล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และท่าปฏิกิริยา PCR ที่อุณหภูมิ 60, 61, 62, 63, 64, 65 และ 66 ºC 

ตามล่าดับ แถวที่  9-15 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบของเช้ือ M. intracell lulare 

อุณหภูมิ 60, 61, 62, 63, 64, 65 และ 66 ºC ตามล่าดับ พบแถบผลผลิตขนาดเท่ากับ 858 bp โดย

เลือกอุณหภูมิส่าหรับข้ันตอน Annealing ที่เหมาะสมของไพรเมอร์ MAC gyrB ที่ 66 ºC 
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รูปที่ 4. 4 ผลการทดสอบหาอุณหภูมิส่าหรบัข้ันตอน Annealing ที่เหมาะสมของไพรเมอร์ MAV 
gyrB ด้วยเทคนิค PCR เมื่อตรวจสอบผลผลิตบน Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% 

 

จากรูปที่ 4.4 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่เกิดจากไพรเมอร์ MAV gyrB  บน 

Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 คือ ตัวควบคุมลบ

ซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ แถวที่ 2-10 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธี

หาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และท่าปฏิกิริยา PCR ที่อุณหภูมิ 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71 

และ 72ºC ตามล่าดับ พบแถบผลผลิตขนาดเท่ากับ 764 bp โดยเลือกอุณหภูมิส่าหรับข้ันตอน 

Annealing ที่เหมาะสมของไพรเมอร์ MAV gyrB ที่ 70 ºC 

รูปที่ 4. 5 ผลการทดสอบหาอุณหภูมิส่าหรับข้ันตอน Annealing ที่เหมาะสมของไพรเมอร์ MIN gyrB 
ด้วยเทคนิค PCR เมื่อตรวจสอบผลผลิตบน Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
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จากรูปที่  4.5 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่ เกิดจากไพรเมอร์ MIN gyrB บน 

Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 คือ ตัวควบคุมลบ

ซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ แถวที่ 2-10 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธี

หาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare และท่าปฏิกิริยา PCR ที่อุณหภูมิ 64, 65, 66, 67, 68, 69, 

70, 71 และ 72ºC ตามล่าดับ พบแถบผลผลิตขนาดเท่ากับ 600 bp โดยเลือกอุณหภูมิส่าหรบัข้ันตอน 

Annealing ที่เหมาะสมของไพรเมอร์ MIN gyrB ที่ 68 ºC 

4.2 การทดสอบหาความเขม้ข้นของไพรเมอร์ท่ีเหมาะสม 

จากการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของไพรเมอร์ MAC gyrB, ไพรเมอร์ MAV 

gyrB และไพรเมอร์  MIN gyrB ส่ าหรับ เทคนิค PCR และตรวจสอบผลิตด้วย Agarose gel 

electrophoresis ที่มีความเข้มข้น 2% พบว่าความเข้มข้นของไพรเมอร์ MAC gyrB, ไพรเมอร์ MAV 

gyrB และไพรเมอร์ MIN gyrB ที่เหมาะสมสา่หรบัปฏิกิริยา PCR ซึ่งสามารถเพิ่มปรมิาณสารพันธุกรรม

และพบแถบผลผลติที่ไม่จา่เพาะน้อยที่สุด เท่ากับ 0.08 µM 0.04 µM และ 0.08 µM ดังแสดงในรปูที่ 

4.6 รูปที่ 4.7 และรูปที่ 4.8 ตามล่าดับ 

รูปที่ 4. 6 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของไพรเมอร์ MAC gyrB ด้วยเทคนิค PCR เมื่อ
ตรวจสอบผลผลิตบน Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
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จากรูปที่ 4.6 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่ เกิดจากไพรเมอร์ MAC gyrB บน 

Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1, 4, 7, 10 และ 13  

คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ ท่าปฏิกิริยากับไพรเมอร์ที่ความเข้มข้น 0.04 , 0.08, 

0.12, 0.16 และ 0.20 µM ตามล่าดับ แถวที่ 2, 5, 8, 11 และ 14 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA 

ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium ท่าปฏิกิริยากับไพรเมอร์ที่ความเข้มข้น 

0.04, 0.08, 0.12, 0.16 และ 0.20 µM ตามล่าดับ แถวที่ 3, 6, 9, 12 และ 15 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่ง

เป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare ท่าปฏิกิริยากับไพร

เมอร์ที่ความเข้มข้น 0.04, 0.08, 0.12, 0.16 และ 0.20 µM ตามล่าดับ พบแถบผลผลิตขนาดเท่ากับ 

858 bp 

รูปที่ 4. 7 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของไพรเมอร์ MAV gyrB ดัวยเทคนิค PCR เมื่อ
ตรวจสอบผลผลิตบน Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
 

จากรูปที่ 4.7 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่ เกิดจากไพรเมอร์ MAV gyrB บน 

Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1, 4, 7, 10 และ 13  

คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ แถวที่ 3, 6, 9, 12 และ 15 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็น 

DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare ท่าปฏิกิริยากับไพรเมอร์ที่
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ความเข้มข้น 0.04, 0.08, 0.12, 0.16 และ 0.20 µM ตามล่าดับ แถวที่ 2, 5, 8, 11 และ 14 คือ ตัว

ควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium ท่าปฏิกิริยากับ

ไพรเมอร์ที่ความเข้มข้น 0.04, 0.08, 0.12, 0.16 และ 0.20 µM ตามล่าดับ พบแถบผลผลิตขนาด

เท่ากับ 764 bp 

รูปที่ 4. 8 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของไพรเมอร์ MIN gyrB ด้วยเทคนิค PCR เมื่อ
ตรวจสอบผลผลิตบน Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
 

จากรูปที่  4.8 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่ เกิดจากไพรเมอร์ MIN gyrB บน 

Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1, 4, 7, 10 และ 13  

คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ 2, 5, 8, 11 และ 14 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็น DNA 

ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium ท่าปฏิกิริยากับไพรเมอร์ที่ความเข้มข้น 

0.04, 0.08, 0.12, 0.16 และ 0.20 µM ตามล่าดับ แถวที่ 3, 6, 9, 12 และ 15 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่ง

เป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare ท่าปฏิกิริยากับไพร

เมอร์ที่ความเข้มข้น 0.04, 0.08, 0.12, 0.16 และ 0.20 µM ตามล่าดับ พบแถบผลผลิตขนาดเท่ากับ 

600 bp 
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5. การจ าแนกสปีชีส์ของเชื้อ MAC ด้วยเทคนิค PCR 

เมื่อได้อุณหภูมิ Annealing และความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมส่าหรับเทคนิค PCR 

และน่าสภาวะดังกล่าวไปเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมกับ DNA ทั้งหมด 121 ตัวอย่างเพื่อจ่าแนกสปีชีส์

ของเข้ือ MAC ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้น้่ากลั่นปราศจากเช้ือเป็นตัวควบคุมลบ และใช้ DNA ต้นแบบ

ที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และ M. intracellulare เป็นตัวควบคุมบวก 

ส่วนประกอบและข้ันตอนส่าหรับปฏิกิริยา PCR ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ ถูกสรุปในตารางที่ 4.3  และ 

4.4 ตามล่าดับ 

ตารางที่ 4. 3 ส่วนประกอบในปฏิกิริยาส่าหรับการจ่าแนกสปีชีส์ของเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค PCR 
 

  MAC gyrB MAV gyrB MIN gyrB 

buffer  1X 1X 1X 

dNTPs (µM) 200 200 200 

 F primer (µM) 0.08 0.04 0.08 

 R primer (µM) 0.08 0.04 0.08 

Taq Polymerase  1.25 U/ 50 µl PCR 0.625 U/ 25 µl PCR 0.625 U/ 25 µl PCR 

20 ng DNA (µl) 1 1 1 

Distilled water  เติมจนครบ 50 µl เติมจนครบ 25 µl เติมจนครบ 25 µl 
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ตารางที่ 4. 4 ข้ันตอนในปฏิกิริยาส่าหรบัการจ่าแนกสปีชีส์ของเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค PCR 
 

 ข้ันตอน/ไพรเมอร ์ MAC gyrB MAV gyrB MIN gyrB เวลา 

Pre-denature (°C) 

Denature (°C) 

Annealing (°C) 

Extension (°C) 

Post-extension (°C) 

95 

 95  

66 

72 

72 

95 

95 

70 

72 

72 

95 

95 

68 

72 

72 

10 นาที  

1 นาที  

50 วินาที  

1 นาที  

15 นาที 

 

จากการทดสอบเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค PCR พบว่าเช้ือจ่านวน 

120 ตัวอย่าง ถูกเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ MAC gyrB ในขณะที่เช้ือจ่านวน 1 ตัวอย่าง 

ไม่สามารถถูกเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมได้ ด้วยไพรเมอร์ MAC gyrB โดยเช้ือสายพันธ์ุดังกล่าวไม่พบ

แถบของผลผลิตบน Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% เมื่อท่าการทดสอบซ้่า 3 ครั้ง 

ดังนั้นเช้ือทั้งหมดจ่านวน 120 ตัวอย่าง จึงถูกน่าไปวิเคราะห์หาล่าดับเบสเพื่อจ่าแนกสายพันธ์ุในล่าดบั

ถัดไป 

จากการทดสอบเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค PCR กับไพรเมอร์ MAV 

gyrB และไพรเมอร์ MIN gyrB พบว่าเช้ือจ่านวน 41 ตัวอย่างถูกเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพร

เมอร์ MAV gyrB และเช้ือจ่านวน 75 ตัวอย่างถูกเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ MIN gyrB 

ในขณะที่ เ ช้ือจ่านวน 80 และ 46 ตัวอย่าง ให้ผลการทดสอบเป็นลบกับไพรเมอร์ทั้งสองชนิด 

ตามล่าดับ  
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ตารางที่ 4. 5 ผลการเพิม่ปริมาณสารพันธุกรรมของเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค PCR กับไพรเมอร์ MAC 
gyrB ไพรเมอร์ MAV gyrB และไพรเมอร์ MIN gyrB 
 

ผลการทดสอบ MAC gyrB MAV gyrB MIN gyrB 

ผลบวก 120 41 75 

ผลลบ 1 80 46 

รวม  121 121 121 

 

รูปที่ 4. 9 ตัวอย่างเพิ่มปรมิาณสารพันธุกรรมของเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค PCR กับไพรเมอร์ MAC 
gyrB (A) ไพรเมอร์ MAV gyrB (B) และไพรเมอร์ MIN gyrB (C) เมื่อตรวจสอบผลผลิตบน Agarose 
gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
 

จากรูปที่ 4.9A แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA ที่เกิดจากไพรเมอร์ MAC gyrB บน 

Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 คือ ตัวควบคุมลบ

ซึ่งเป็นน่้ากลั่นปราศจากเช้ือ แถวที่ 2, 3 และ 4 คือ DNA ต้นแบบของเช้ือ MAC ที่ถูกเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรม พบแถบผลผลิตขนาดเท่ากับ 858 bp  

รูปที่ 4.9B แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA ที่เกิดจากไพรเมอร์ MAV gyrB RPA บน 

Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 5 ตัวควบคุมลบซึ่ง
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เป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ แถวที่ 6, 7 และ 8 คือ DNA ต้นแบบของเช้ือที่ถูกวินิจฉัยว่าเป็นเช้ือ M. 

avium ซึ่งถูกเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมและพบแถบผลผลิตขนาดเท่ากับ 764 bp  

รูปที่ 4.9C แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA ที่เกิดจากไพรเมอร์ MIN gyrB RPA บน 

Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 9 คือ ตัวควบคุมลบ

ซึ่งเป็นน่้ากลั่นปราศจากเช้ือ แถวที่ 10, 11 และ 12 คือ DNA ต้นแบบของเช้ือที่ถูกวินิจฉัยว่าเป็นเช้ือ 

M. intracellulare ซึ่งถูกเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมและพบแถบผลผลิตขนาดเท่ากับ 600 bp 

ตารางที่ 4. 6 การแปลผลเพือ่วินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์ของเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค PCR เมื่อตรวจสอบ
ผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
 

ผลการตรวจเมือ่ท่าปฏิกริิยา PCR ด้วยไพรเมอร์ต่างๆ 

และตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel 

electropheresis การแปลผล 
จ่านวน 

(ตัวอย่าง) 
ไพรเมอร ์

MAC gyrB  

ไพรเมอร ์

MAV gyrB  

ไพรเมอร ์

MIN gyrB  

บวก บวก ลบ ตรวจพบ DNA ของเชื้อ M. avium 39 

บวก ลบ บวก ตรวจพบ DNA ของเชื้อ M. 

intracellulare 

74 

บวก ลบ ลบ ตรวจพบ DNA ของเชื้อในกลุ่ม MAC 

สายพันธ์ุอ่ืนนอกเหนือจาก M. avium 

และ M. intracellulare 

6 

บวก บวก บวก ไม่สามารถแปลผลได้ 1 

ลบ บวก ลบ ไม่สามารถแปลผลได้ 1* 

รวม 121 

หมายเหตุ * ตัวอย่างเช้ือดังกล่าวไม่สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ MAC gyrB จึงไม่
มีผลการหาล่าดับเบส และไม่ถูกน่าไปทดสอบต่อในข้ันตอนต่อไป  
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6. การจ าแนกสปีชีส์ของเชื้อ MAC ด้วยวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน gyrB ด้วยเทคนิค 

Sanger DNA sequencing 

น่าผลผลิต PCR ที่เกิดจากไพรเมอร์ MAC gyrB จ่านวนทั้งหมด 120 ตัวอย่าง มาวิเคราะห์

ล่าดับเบส เพื่อจ่าแนกและยืนยันสายพันธ์ุของเช้ือ MAC ในระดับสปีชีส์ โดยบริษัท Bioneer 

Sequencing Service จ่ากัด ประเทศเกาหลีใต้ น่าผลล่าดับเบสมาวิเคราะห์เปรียบเทียบกับล่าดับ

เบสของเช้ือสายพันธ์ุมาตรฐาน M. avium subsp. avium ATCC 25291 และ M. intracellulare 

ATCC 13950 และล่าดับเบสของเ ช้ือ MAC สายพันธ์อื่นนอกเหนือจาก M. avium และ M. 

intracellulare เช้ือ NTM และเช้ือ M. tuberculosis ด้วยโปรแกรม MegAlign ดังตัวอย่างผลการ

เปรียบเทียบที่แสดงในรูปที่ 4.10 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4. 10 ตัวอย่างการวิเคราะหล์่าดับเบสเพื่อจ่าแนกและยืนยันสายพันธ์ุของเช้ือ MAC ในระดับสปี
ชีส์ด้วยโปรแกรม MegAlign 
 

 จากการวิเคราะห์ล่าดับเบสของเช้ือจ่านวน 120 ตัวอย่าง พบว่าเช้ือจ่านวน 40 ตัวอย่าง 

(33.33%) ถูกวินิจฉัยว่าเป็นเช้ือ M. avium โดยมีค่าเปอร์เซ็นความเหมือนเฉลี่ยเมื่อเทียบกับล่าดับ

เบสของเช้ือ M. avium subsp. avium สายพันธ์ุมาตรฐาน ATCC 25291 อยู่ที่  99.45% (ค่า
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เปอร์เซ็นต์ความเหมือนต่่าสุด-สูงสุด: 98.7-99.9%) ในขณะที่มีค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือนเฉลี่ยเมื่อ

เทียบกับล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare สายพันธ์ุมาตรฐาน ATCC 13950 ต่่าเพียง 91.81% 

(ค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือนต่่าสุด-สูงสุด: 91.4-92.3%) 

เช้ือจ่านวน 58 ตัวอย่าง (48.33%) ถูกวินิจฉัยว่าเป็นเช้ือ M. intracellulare  โดยมีค่า

เปอร์เซ็นต์ความเหมือนเฉลี่ยเมื่อเทียบกับล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare สายพันธ์ุมาตรฐาน 

ATCC 13950 อยู่ที่ 98.60% (ค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือนต่่าสุด-สูงสุด: 96.6-100%) ในขณะที่มีค่า

เปอร์เซ็นต์ความเหมือนเฉลี่ยเมื่อเทียบกับล่าดับเบสของเช้ือ M. avium subsp. avium สายพันธ์ุ

มาตรฐาน ATCC 25291 ต่่าเพียง 91.18% (ค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือนต่่าสุด-สูงสุด: 89.9-91.7%) 

อย่างไรก็ตามเช้ือจ่านวน 22 ตัวอย่าง (18.33%) ไม่สามารถวินิจฉัยจ่าแนกได้ในระดับสปีชีส์ โดยถูก

วินิจฉัยได้เพียงเป็นเช้ือกลุ่ม MAC โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือนเฉลี่ยเมื่อเทียบกับล่าดับเบสของ

เช้ือ M. avium subsp. avium สายพันธ์ุมาตรฐาน ATCC 25291 และเช้ือ M. intracellulare สาย

พันธ์ุมาตรฐาน ATCC 13950 เท่ากับ 90.30% (ค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือนต่่าสุด-สูงสุด: 86.1-

92.2%)  และ 91.58% (ค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือนต่่าสุด-สูงสุด: 85.9-93.9%) ตามล่าดับ (ตารางที่ 

4.7) 
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ตารางที่ 4. 7 ผลการวิเคราะหล์่าดับเบสของเช้ือ MAC ในระดับสปีชีส์เปรียบเทียบกบัเช้ือมาตรฐาน 
M. avium subsp. avium สายพันธ์ุมาตรฐาน ATCC 25291 และ M. intracellulare สายพันธ์ุ
มาตรฐาน ATCC 13950 
 

M. avium subsp. avium 

ATCC 25291 

ค่าเปอร์เซ็นความเหมือนเฉลี่ย 

(ต่่าสุด-สูงสุด) 

M. intracellulare  

ATCC 13950 

ค่าเปอร์เซ็นความเหมือนเฉลี่ย 

(ต่่าสุด-สูงสุด) 

ผลการวิเคราะห์

ล่าดับเบส 

 

จ่านวน % 

99.45 (98.7-99.9) 91.81 (91.4-92.3) M. avium  40 33.33 

91.18 (89.9-91.7) 98.60 (96.6-100) M. intracellulare  58 48.33 

90.30 (86.1-92.2) 91.58 (85.9-93.9) MAC  22 18.33 

  รวม   120 100 

 

 เมื่อน่าเช้ือจ่านวน 22 ตัวอย่างที่ถูกวิเคราะห์ล่าดับเบสว่าเป็นเช้ือกลุ่ม MAC ข้างต้นมาท่า

การวิเคราะห์ล่าดับเบสเพิ่มเติมด้วยการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของ NCBI โดยใช้โปรแกรม BLAST 

พบว่าเช้ือจ่านวน 3 ตัวอย่าง (2.50%) ซึ่งมีความเหมือนของล่าดับเบสใกล้เคียงกับ M. marseillense 

(ค่าความเหมือนของล่าดับเบสอยูใ่นช่วง 97.7% - 98.0%) เช้ือจ่านวน 6 ตัวอย่าง (5.00%) ซึ่งมีความ

เหมือนของล่าดับเบสใกล้เคียงกับ M. colombiense (ค่าความเหมือนของล่าดับเบสอยู่ในช่วง 97.8% 

- 99.5%) เช้ือจ่านวน 13 ตัวอย่าง (10.83%) ที่สามารถระบุได้เพียงว่าเป็นเช้ือที่อยู่ในกลุ่ม MAC โดย

ไม่สามารถระบุกลุ่มสปีชีส์ได้ (ค่าความเหมือนของล่าดับเบสอยู่ในช่วง 85.6% - 93.9%) รายละเอียด

ตามตารางที่ 4.8 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 84 

ตารางที่ 4. 8 ผลการวิเคราะหล์่าดับเบสของเช้ือ MAC ในระดับสปีชีส์เปรียบเทียบกบัเช้ือ MAC สาย
พันธ์ุอื่นๆ 

 

7. การพัฒนาเทคนิค RPA/SYBR ส าหรับวินิจฉัยเชื้อ MAC 

วินิจฉัยเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAC gyrB RPA, ไพรเมอร์ MAV gyrB 

RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ใช้ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. 

avium และ M. intracellulare เป็นตัวควบคุมบวก และ DNA ของ M. tuberculosis สายพันธ์ุ

มาตรฐาน H37Rv และน้่ากลั่นปราศจากเช้ือเป็นตัวควบคุมลบ ด่าเนินปฏิกิริยา RPA ด้วยชุดน้่ายา 

RPA TwistAmp® Basic ตามค่าแนะน่าของบริษัทผู้ผลิต ดังรายละเอียดที่อธิบายในบทวิธีด่าเนินการ

วิจัย ข้อ 4.10 ตรวจสอบผลผลิต RPA ด้วยการเติมสี SYBR Green I ความเข้มข้น 375X และอ่านผล

ด้วยตาเปล่าทันทีภายใต้แสงธรรมชาติ เปรียบเทียบกับการตรวจสอบด้วย Agarose gel 

electrophoresis ที่มีความเข้มข้น 2%  

 
 
 
 
 

เช้ือ 
ค่าเปอรเ์ซ็นความเหมอืน 

ต่่าสุด-สูงสุด 
รวม % 

M. marseillense   97.7% - 98.0% 3 2.50 

M. colombiense  97.8% - 99.5% 6 5.00 

MAC 85.6% - 93.9% 13 10.83 

รวม  22 18.33 
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รูปที่ 4. 11 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB เบื้องต้นด้วยปฏิกริิยา RPA โดยใช้ไพร
เมอร์ MAC gyrB RPA (A), ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA (B) และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA (C) เมื่อ
ตรวจสอบผลผลิตบน Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
 

จากรูปที่ 4.11A แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA ที่เกิดจากไพรเมอร์ MAC gyrB  บน 

Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 และ 2 คือ ตัว

ควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือและ DNA ต้นแบบของเช้ือ  M. tuberculosis สายพันธ์ุ

มาตรฐาน H37Rv ตามล่าดับ แถวที่ 3 และ 4 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยัน

ด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และ M. intracellulare ตามล่าดับ พบแถบผลผลิตขนาด

เท่ากับ 224 bp  

รูปที่ 4.11B แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA ที่เกิดจากไพรเมอร์ MAV gyrB RPA บน 

Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 5 และ 8 คือ ตัว

ควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือและ DNA ต้นแบบของเช้ือ  M. tuberculosis สายพันธ์ุ

มาตรฐาน H37Rv ตามล่าดับ แถวที่ 6 ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบของเช้ือ M. avium พบ

แถบผลผลิตขนาดเท่ากับ 188 bp และแถวที่ 7 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบของเช้ือ M. 

intracellulare ไม่พบแถบของผลผลิต  
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รูปที่ 4.11C แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA ที่เกิดจากไพรเมอร์ MIN gyrB RPA บน 

Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 9 และ 10 คือ ตัว

ควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือและ DNA ต้นแบบของเช้ือ  M. tuberculosis สายพันธ์ุ

มาตรฐาน H37Rv ตามล่าดับ แถวที่ 11 ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบของเช้ือ M. avium ไม่

พบแถบผลผลิต และแถวที่ 12 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบของเช้ือ M. intracellulare 

พบแถบผลผลิตขนาดเท่ากับ 202 bp 

ภายหลังทดสอบหาสภาวะเหมาะสมส่าหรับท่าปฏิกิริยา RPA/SYBR ได้รายละเอียดผลการ

ทดสอบดังต่อไปนี้  

7.1 การทดสอบหาความเขม้ข้นของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ไพรเมอร์ MAV gyrB 

RPA และ ไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ท่ีเหมาะสม 

ทดสอบปฏิกิริยาของ RPA โดยใช้ DNA ความเข้มข้น 10 ng/µl ด้วยไพรเมอร์ MAC 

gyrB RPA ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และ ไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ที่ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 1, 2, 

4, 6, 8 และ 10 µM บ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 20 นาที ตรวจสอบผลผลิต RPA ที่เกิดข้ึนด้วยสี 

SYBR green I ความเข้มข้น 375X เปรียบเทียบกับเทคนิค Agarose gel electrophoresis ความ

เข้มข้น 2% พบว่าความเข้มข้นของไพรเมอร์แต่ละชนิดที่สามารถให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดเมื่ออ่าน

ผลด้วย SYBR Green I ได้แก่ ไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ที่ความเข้มข้น 8 µM ไพรเมอร์ MAV gyrB 

RPA ที่ความเข้มข้น 4 µM และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ที่ความเข้มข้น 6 µM โดยความเข้มข้นของ

ไพรเมอร์แต่ละชนิดดังกล่าว ถูกน่าไปใช้ในการทดสอบข้ันต่อไป 

 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 87 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4. 12 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAC 
gyrB RPA ที่ความเข้มข้นต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 375X 
 

รูปที่ 4.12 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA ที่มีไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 

1, 2, 4, 6, 8 และ 10 µM ในหลอดปฏิกิริยาที่ 1, 5, 9, 13, 17 และ 21 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน่้า

กลั่นปราศจากเช้ือ หลอดปฏิกิริยาที่ 2, 6, 10, 14, 18 และ 22 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็น DNA 

ต้นแบบของเช้ือ M. tuberculosis H37Rv พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบในทุกหลอด เนื่องจากสี SYBR 

Green I เป็นสีส้ม หลอดปฏิกิริยาที่  3, 7, 11, 15, 19 และ 23 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA 

ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกที่ไพรเมอร์

ความเข้มข้น 8 µM (หลอดที่ 19) และ 10 µM (หลอดที่ 23) เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว 

หลอดปฏิกิริยาที่ 4, 8, 12, 16, 20 และ 24 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วย

วิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกที่ที่ไพรเมอร์ความเข้มข้น 8 

µM (หลอดที่ 20) และ 10 µM (หลอดที่ 24) เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว 
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รูปที่ 4. 13 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAC 
gyrB RPA ที่ความเข้มข้นต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ความ
เข้มข้น 2% 
 

รูปที่ 4.13 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA ที่เกิดจากไพรเมอร์ MAC gyrB  ความเข้มข้น

ต่างๆ ได้แก่ 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 µM บน Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐาน

ขนาด 100 bp แถวที่ 1, 5, 9, 13, 17 และ 21 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน่้ากลั่นปราศจากเช้ือ แถวที่ 

2, 6, 10, 14, 18 และ 22 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็น DNA ต้นแบบของเช้ือ M. tuberculosis H37Rv 

เช้ือ ซึ่งไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 3, 7, 11, 15, 19 และ 23 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบ

ที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบแถบผลผลิตขนาด 224 bp ที่ไพรเมอร์ความ

เข้มข้นตั้งแต่ 2, 4, 6, 8 และ 10 µM (แถวที่ 7, 11, 15, 19 และ 23 ตามล่าดับ) แถวที่ 4, 8, 12, 16, 

20 และ 24 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. 

intracellulare พบแถบผลผลติขนาด 224 bp ที่ไพรเมอร์ความเข้มข้นต้ังแต่ 2, 4, 6, 8 และ 10 µM 

(แถวที่ 8, 12, 16, 20 และ 24 ตามล่าดับ) 
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รูปที่ 4. 14 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAV 
gyrB RPA ที่ความเข้มข้นต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 375X 

 

รูปที่ 4.14 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA ที่มีไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 

1, 2, 4, 6, 8 และ 10 µM ในหลอดปฏิกิริยาที่ 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน่้ากลั่น

ปราศจากเช้ือ พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบในทุกหลอด เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีส้ม หลอด

ปฏิกิริยาที่ 7, 8, 9, 10, 11 และ 12 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหา

ล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกที่ไพรเมอร์ความเข้มข้นตั้งแต่ 4, 6, 8 และ 

10 µM (หลอดที่ 9, 10, 11 และ 12 ตามล่าดับ) เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว   

 

 

 

 
รูปที่ 4. 15 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAV 
gyrB RPA ที่ความเข้มข้นต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ความ
เข้มข้น 2% 

    1      2      3      4     5      6           L      7    8     9    10    11   12        

         1 µM        2 µM       4 µM                   6 µM      8 µM       10 µM 

1000 bp 
 

500 bp 
 

100 bp 
188 bp 
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รูปที่ 4.15 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA ที่เกิดจากไพรเมอร ์MAV gyrB  ความเข้มข้น

ต่างๆ ได้แก่ 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 µM บน Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐาน

ขนาด 100 bp แถวที่ 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน่้ากลั่นปราศจากเช้ือ ซึ่งไม่พบ

แถบผลผลิต แถวที่ 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วย

วิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบแถบผลผลิตขนาด 188 bp ที่ไพรเมอร์ความเข้มข้น ตั้งแต่ 4, 

6, 8 และ 10 µM (แถวที่ 6, 8, 10 และ 12 ตามล่าดับ)  

รูปที่ 4. 16 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MIN 
gyrB RPA ที่ความเข้มข้นต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 375X 

 

รูปที่ 4.16 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA ที่มีไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 

1, 2, 4, 6, 8 และ 10 µM ในหลอดปฏิกิริยาที่ 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน่้ากลัน่

ปราศจากเช้ือ พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบในทุกหลอด เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีส้ม หลอด

ปฏิกิริยาที่ 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหา

ล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกที่ไพรเมอร์ความเข้มข้นตั้งแต่ 6, 8 

และ 10 µM (หลอดที่ 8, 10 และ 12 ตามล่าดับ) เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว  
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รูปที่ 4. 17 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MIN 
gyrB RPA ที่ความเข้มข้นต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ความ
เข้มข้น 2% 

 

รูปที่ 4.17 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA ที่เกิดจากไพรเมอร์ MIN gyrB  ความเข้มข้น

ต่างๆ ได้แก่ 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 µM บน Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐาน

ขนาด 100 bp แถวที่ 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน่้ากลั่นปราศจากเช้ือ ซึ่งไม่พบ

แถบผลผลิต แถวที่ 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วย

วิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare พบแถบผลผลิตขนาด 202 bp ที่ไพรเมอร์ความเข้มข้น

ตั้งแต่ 2, 4, 6, 8 และ 10 µM (แถวที่ 4, 6, 8, 10 และ 12 ตามล่าดับ)  

7.2 การทดสอบหาความเขม้ข้นของ DNA ตั้งต้นท่ีเหมาะสม 

ท่าการเจือจาง DNA ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 ng/µl น่ามาทดสอบ

ปฏิกิริยา RPA โดยใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ที่ 8 µM ความเข้มข้นของไพรเมอร์ 

MAV gyrB RPA ที่ 4 µM และความเข้มข้นของไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ที่ 6 µM บ่มที่อุณหภูมิ 

37°C เป็นเวลา 20 นาที ตรวจสอบผลผลิต RPA ที่เกิดข้ึนด้วยสี SYBR green I ความเข้มข้น 375X 

เปรียบเทียบกับเทคนิค Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% พบว่าความเข้มข้นของ 
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DNA ต้นแบบที่เหมาะสมเท่ากับ 8 ng/µl โดยความเข้มข้นของ DNA ตั้งต้นดังกล่าว ถูกน่าไปใช้ใน

การทดสอบข้ันต่อไป  

รูปที่ 4. 18 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAC 
gyrB RPA ที่ความเข้มข้นของ DNA ตั้งต้นต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความ
เข้มข้น 375X 
 

รูปที่ 4.18 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ที่ความเข้มข้นของ DNA 

ตั้งต้นต่างๆ ได้แก่ 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 ng/µl ในหลอดปฏิกิริยาที่ 1, 5, 9, 13, 17 และ 21 คือ ตัว

ควบคุมลบซึ่งเป็นน่้ากลัน่ปราศจากเช้ือ หลอดปฏิกิริยาที่ 2, 6, 10, 14, 18 และ 22 คือ ตัวควบคุมลบ

ซึ่งเป็น DNA ต้นแบบของเช้ือ M. tuberculosis H37Rv พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบในทุกหลอด 

เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีส้ม หลอดปฏิกิริยาที่ 3, 7, 11, 15, 19 และ 23 คือ ตัวควบคุมบวก

ซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวก

ที่ความเข้มข้นของ DNA ตั้งต้น 8 ng/µl (หลอดที่ 19) และ 10 ng/µl (หลอดที่ 23) เนื่องจากสี SYBR 

Green I เป็นสีเขียว หลอดปฏิกิริยาที่ 4, 8, 12, 16, 20 และ 24 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA 

ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกที่

ความเข้มข้นของ DNA ตั้งต้น 8 ng/µl (หลอดที่ 20) และ 10 ng/µl (หลอดที่ 24) เนื่องจากสี SYBR 

Green I เป็นสีเขียว 
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รูปที่ 4. 19 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAC 
gyrB RPA ที่ ความเ ข้ม ข้นของ DNA ตั้ งต้นต่างๆ เมื่ อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel 
electrophoresis ความเข้มข้น 2% 

 

รูปที่ 4.19 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MAC gyrB  ความเข้มข้นของ 

DNA ตั้งต้นต่างๆ ได้แก่ 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 ng/µl บน Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ 

DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1, 5, 9, 13, 17 และ 21 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่น

ปราศจากเช้ือ แถวที่ 2, 6, 10, 14, 18 และ 22 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็น DNA ต้นแบบของเช้ือ M. 

tuberculosis H37Rv เช้ือ ซึ่งไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 3, 7, 11, 15, 19 และ 23 คือ ตัวควบคุม

บวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบแถบผลผลิตขนาด 

224 bp ที่ความเข้มข้นของ DNA ตั้งต้นตั้งแต่ 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 ng/µl (แถวที่ 3, 7, 11, 15, 19 

และ 23 ตามล่าดับ) แถวที่ 4, 8, 12, 16, 20 และ 24 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูก

ยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare พบแถบผลผลิตขนาด 224 bp ที่ความเข้มข้น

ของ DNA ตั้งต้นตั้งแต่ 4, 6, 8 และ 10 ng/µl (แถวที่ 12, 16, 20 และ 24 ตามล่าดับ)  
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รูปที่ 4. 20 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAV 
gyrB RPA ที่ความเข้มข้นของ DNA ตั้งต้นต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความ
เข้มข้น 375X 

 

 รูปที่ 4.20 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ที่ความเข้มข้นของ DNA 

ตั้งต้นต่างๆ ได้แก่ 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 ng/µl ในหลอดปฏิกิริยาที่ 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 คือ ตัว

ควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบในทุกหลอด เนื่องจากสี SYBR 

Green I เป็นสีส้ม หลอดปฏิกิริยาที่ 7, 8, 9, 10, 11 และ 12 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบ

ที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกที่ความเข้มข้นของ 

DNA ตั้งต้นตั้งแต่ 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 ng/µl (หลอดที่  7, 8, 9, 10, 11 และ 12 ตามล่าดับ) 

เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว 
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รูปที่ 4. 21 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAV 
gyrB RPA ที่ ความเ ข้ม ข้นของ DNA ตั้ งต้นต่างๆ เมื่ อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel 
electrophoresis ความเข้มข้น 2% 

 

รูปที่ 4.21 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MAV gyrB  ความเข้มข้นของ 

DNA ตั้งต้นต่างๆ ได้แก่ 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 ng/µl บน Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ 

DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน่้ากลั่นปราศจาก

เช้ือ ซึ่งไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่

ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบแถบผลผลิตขนาด 188 bp ที่ความเข้มข้นของ 

DNA ตั้งต้นตั้งแต่ 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 ng/µl (แถวที่ 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 ตามล่าดับ)  

รูปที่ 4. 22 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MIN 
gyrB RPA ที่ความเข้มข้นของ DNA ตั้งต้นต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความ
เข้มข้น 375X  
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รูปที่ 4.22 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ความเข้มข้นของ DNA 

ตั้งต้นต่างๆ ได้แก่ 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 ng/µl ในหลอดปฏิกิริยาที่ 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 คือ ตัว

ควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบในทุกหลอด เนื่องจากสี SYBR 

Green I เป็นสีส้ม หลอดปฏิกิริยาที่ 2, 4, 6, 8, 10 และ 12  คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบ

ที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกที่ความ

เข้มข้นของ DNA ตั้งต้นตั้งแต่ 6, 8 และ 10 ng/µl (หลอดที่ 8, 10 และ 12 ตามล่าดับ) เนื่องจากสี 

SYBR Green I เป็นสีเขียว 

 

รูปที่ 4. 23 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MIN 
gyrB RPA ที่ความเข้มข้นของ DNA ตั้งต้นต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel 
electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
 

รูปที่ 4.23 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ความเข้มข้น

ของ DNA ตั้งต้นต่างๆ ได้แก่ 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 ng/µl บน Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว 

L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่น

ปราศจากเช้ือ ซึ่งไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA 
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ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบแถบผลผลิตขนาด 202 bp ที่ความ

เข้มข้นของ DNA ตั้งต้นตั้งแต่ 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 ng/µl (แถวที่ 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 ตามล่าดับ)  

7.3 การทดสอบหาระยะเวลาการท าปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม 

 ทดสอบปฏิกิริยาของ RPA โดยใช้ความเข้มข้นที่เหมาะสมของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA 

ที่ 8 µM ความเข้มข้นของไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ที่ 4 µM และความเข้มข้นของไพรเมอร์ MIN 

gyrB RPA ที่ 6 µM ร่วมกับ และ DNA ต้นแบบที่ให้ผลปฏิกิริยาชัดที่สุดคือ 8 ng/µl บ่มที่อุณหภูมิ 

37°C ด้วยระยะเวลาต่าง ๆ ดังนี้ 5, 10, 15 และ 20 นาที ตรวจสอบผลผลิต RPA ที่เกิดข้ึนด้วยสี 

SYBR green I ความเข้มข้น 375X เปรียบเทียบกับเทคนิค Agarose gel electrophoresis ความ

เข้มข้น 2% พบว่าระยะเวลาการท่าปฏิกิริยา ที่เหมาะสมเท่ากับ 20 นาที โดยระยะเวลาท่าปฏิกิริยา

ดังกล่าว ถูกน่าไปใช้ในการทดสอบข้ันต่อไป  

รูปที่ 4. 24 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAC 

gyrB RPA ที่ระยะเวลาการท่าปฏิกิรยิาต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลติด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 

375X 

รูปที่ 4.24 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ที่ระยะเวลาการท่า

ปฏิกิริยาต่างๆ ได้แก่ 5, 10, 15 และ 20 นาที ในหลอดปฏิกิริยาที่ 1, 5, 9 และ 13  คือ ตัวควบคุม

ลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ หลอดปฏิกิริยาที่ 2, 6, 10 และ 14 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็น DNA 

ต้นแบบของเช้ือ M. tuberculosis H37Rv พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบในทุกหลอด เนื่องจากสี SYBR 
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Green I เป็นสีส้ม หลอดปฏิกิริยาที่ 3, 7, 11 และ 15 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูก

ยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกที่ระยะเวลาการท่า

ปฏิกิริยา 15 นาที (หลอดที่ 11) และ 20 นาที (หลอดที่ 15) เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว 

หลอดปฏิกิริยาที่ 4, 8, 12 และ 16 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหา

ล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกที่ระยะเวลาการท่าปฏิกิริยา 20 

นาที (หลอดที่ 16) เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว 

รูปที่ 4. 25 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAC 
gyrB RPA ที่ระยะเวลาการท่าปฏิกิริยาต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel 
electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
 

รูปที่ 4.25 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ที่ระยะเวลา

การท่าปฏิกิริยาต่างๆ ได้แก่ 5, 10, 15 และ 20 นาที บน Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ 

DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1, 5, 9 และ 13  คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน่้ากลั่นปราศจากเช้ือ 

แถวที่ 2, 6, 10 และ 14 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็น DNA ต้นแบบของเช้ือ M. tuberculosis H37Rv 

ซึ่งไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 3, 7, 11 และ 15 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยัน

ด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบแถบผลผลิตขนาด 224 bp ที่ระยะเวลาการท่าปฏิกิริยา 

10, 15 และ 20 นาที (แถวที่ 7, 11 และ 15 ตามล่าดับ) แถวที่ 4, 8, 12 และ 16 คือ ตัวควบคุมบวก
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ซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare พบแถบผลผลิต

ขนาด 224 bp ที่ระยะเวลาการท่าปฏิกิริยา 15 และ 20 นาที (แถวที่ 12 และ 16 ตามล่าดับ)  

รูปที่ 4. 26 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAV 
gyrB RPA ที่ระยะเวลาการท่าปฏิกิริยาต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความ
เข้มข้น 375X 
 

รูปที่ 4.26 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ที่ระยะเวลาการท่า

ปฏิกิริยาต่างๆ ได้แก่ 5, 10, 15 และ 20 นาที ในหลอดปฏิกิริยาที่ 1, 2, 3 และ 4  คือ ตัวควบคุมลบ

ซึ่งเป็นน่้ากลั่นปราศจากเช้ือ พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบในทุกหลอด เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสี

ส้ม หลอดปฏิกิริยาที่ 5, 6, 7 และ 8 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหา

ล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกที่ระยะเวลาการท่าปฏิกิริยา 15 นาที 

(หลอดที่ 7) และ 20 นาที (หลอดที่ 8) เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว  
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รูปที่ 4. 27 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAV 
gyrB RPA ที่ระยะเวลาการท่าปฏิกิริยาต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel 
electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
 

รูปที่ 4.27 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ที่ระยะเวลา

การท่าปฏิกิริยาต่างๆ ได้แก่ 5, 10, 15 และ 20 นาที บน Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ 

DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1, 3, 5 และ 7 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ 

ซึ่งไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 2, 4, 6 และ 8 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วย

วิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบแถบผลผลิตขนาด 188 bp ที่ระยะเวลาการท่าปฏิกิริยา 10, 

15 และ 20 นาที (แถวที่ 4, 6 และ 8 ตามล่าดับ)  

รูปที่ 4. 28 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MIN 
gyrB RPA ที่ระยะเวลาการท่าปฏิกิริยาต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความ
เข้มข้น 375X 
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รูปที่  4.28 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ที่ระยะเวลาการท่า

ปฏิกิริยาต่างๆ ได้แก่ 5, 10, 15 และ 20 นาที ในหลอดปฏิกิริยาที่ 1, 3, 5 และ 7 คือ ตัวควบคุมลบ

ซึ่งเป็นน่้ากลั่นปราศจากเช้ือ พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบในทุกหลอด เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสี

ส้ม หลอดปฏิกิริยาที่ 2, 4, 6 และ 8 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหา

ล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกที่ระยะเวลาการท่าปฏิกิริยา 15 

นาที (หลอดที่ 6) และ 20 นาที (หลอดที่ 8) เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว 

รูปที่ 4. 29 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MIN 
gyrB RPA ที่ระยะเวลาการท่าปฏิกิริยาต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel 
electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
 

รูปที่ 4.29 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ที่ระยะเวลา

การท่าปฏิกิริยาต่างๆ ได้แก่ 5, 10, 15 และ 20 นาที บน Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ 

DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1, 3, 5 และ 7 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ 

ซึ่งไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 2, 4, 6 และ 8 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วย

วิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare พบแถบผลผลิตขนาด 202 bp ที่ระยะเวลาการท่า

ปฏิกิริยา 10, 15 และ 20 นาที (แถวที่ 4, 6 และ 8 ตามล่าดับ) 
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7.4 การทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 

 ทดสอบปฏิกิริยาของ RPA โดยใช้ความเข้มข้นที่เหมาะสมของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA 

ที่ 8 µM ความเข้มข้นของไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ที่ 4 µM และความเข้มข้นของไพรเมอร์ MIN 

gyrB RPA ที่ 6 µM ร่วมกับ DNA ต้นแบบที่ให้ผลปฏิกิริยาชัดที่สุดคือ 8 ng/µl บ่มที่อุณหภูมิต่างๆ 

กัน ได้แก่ 33, 35, 37, 39, 41 และ 43 °C เป็นเวลา 20 นาที ตรวจสอบผลผลิต RPA ที่เกิดข้ึนด้วยสี 

SYBR green I ความเข้มข้น 375X เปรียบเทียบกับเทคนิค Agarose gel electrophoresis ความ

เข้มข้น 2% พบว่าอุณหภูมิการท่าปฏิกิริยาที่เหมาะสมเท่ากับ 37 °C โดยอุณหภูมิส่าหรับท่าปฏิกิริยา

ดังกล่าว ถูกน่าไปใช้ในการทดสอบข้ันต่อไป  

รูปที่ 4. 30 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAC 
gyrB RPA ที่อุณหภูมิการท่าปฏิกิริยาต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 
375X 
 

รูปที่  4.30 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ที่อุณหภูมิการท่า

ปฏิกิริยาต่างๆ ได้แก่ 33, 35, 37, 39, 41 และ 43 °C ในหลอดปฏิกิริยาที่ 1, 5, 9, 13, 17 และ 21 

คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ หลอดปฏิกิริยาที่ 2, 6, 10, 14, 18 และ 22 คือ ตัว

ควบคุมลบซึ่งเป็น DNA ต้นแบบของเช้ือ M. tuberculosis H37Rv พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบในทุก

หลอด เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีส้ม หลอดปฏิกิริยาที่ 3, 7, 11, 15, 19 และ 23 คือ ตัว

ควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบผลของ
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ปฏิกิริยาเป็นบวกที่อุณหภูมิการท่าปฏิกิริยา 33, 35, 37, 39, 41 และ 43 °C (หลอดที่ 3, 7, 11, 15, 

19 และ 23 ตามล่าดับ) เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว หลอดปฏิกิริยาที่ 4, 8, 12, 16, 20 

และ 24 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ  M. 

intracellulare พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกที่อุณหภูมิการท่าปฏิกิริยา 33, 35, 37, 39, 41 และ 43 

°C (หลอดที่ 4, 8, 12, 16, 20 และ 24 ตามล่าดับ) เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว 

รูปที่ 4. 31 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAC 
gyrB RPA ที่อุณหภูมิการท่าปฏิกิริยาต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลติด้วย Agarose gel electrophoresis 
ความเข้มข้น 2% 

 

รูปที่ 4.31 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MAC gyrB ที่อุณหภูมิการท่า

ปฏิกิริยาต่างๆ ได้แก่ 33, 35, 37, 39, 41 และ 43 °C บน Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ 

DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1, 5, 9, 13, 17 และ 21 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่น

ปราศจากเช้ือ แถวที่ 2, 6, 10, 14, 18 และ 22 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็น DNA ต้นแบบของเช้ือ M. 

tuberculosis H37Rv ซึ่งไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 3, 7, 11, 15, 19 และ 23 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่ง

เป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบแถบผลผลิตขนาด 224 bp 

ที่อุณหภูมิการท่าปฏิกิริยาตั้งแต่ 33, 35, 37, 39, 41 และ 43 °C (แถวที่ 3, 7, 11, 15, 19 และ 23 

ตามล่าดับ) แถวที่ 4, 8, 12, 16, 20 และ 24 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วย
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วิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare พบแถบผลผลิตขนาด 224 bp ที่อุณหภูมิการท่าปฏิกิริยา

ตั้งแต่ 33, 35, 37, 39, 41 และ 43 °C (แถวที่ 4, 8, 12, 16, 20 และ 24 ตามล่าดับ)  

รูปที่ 4. 32 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAV 

gyrB RPA ที่อุณหภูมิการท่าปฏิกิริยาต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR GreenI ความเข้มข้น 

375X 

 
รูปที่  4.32 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ที่อุณหภูมิการท่า

ปฏิกิริยาต่างๆ ได้แก่ 33, 35, 37, 39, 41 และ 43 °C ในหลอดปฏิกิริยาที่ 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 คือ 

ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบในทุกหลอด เนื่องจากสี SYBR 

Green I เป็นสีส้ม หลอดปฏิกิริยาที่ 7, 8, 9, 10, 11 และ 12 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบ

ที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกที่อุณหภูมิการท่า

ปฏิกิริยา 35, 37, 39, 41 และ 43 °C (หลอดที่ 8, 9, 10, 11 และ 12 ตามล่าดับ) เนื่องจากสี SYBR 

Green I เป็นสีเขียว  
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รูปที่ 4. 33 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAV 
gyrB RPA ที่อุณหภูมิการท่าปฏิกิริยาต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลติด้วย Agarose gel electrophoresis 
ความเข้มข้น 2% 

 

รูปที่ 4.33 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MAV gyrB ที่อุณหภูมิการท่า

ปฏิกิริยาต่างๆ ได้แก่ 33, 35, 37, 39, 41 และ 43 °C บน Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ 

DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่  1, 3, 5, 7, 9 และ 11  คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่น

ปราศจากเช้ือ ซึ่งไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA 

ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบแถบผลผลิตขนาด 188 bp ที่อุณหภูมิ

การท่าปฏิกิริยาตั้งแต่ 33, 35, 37, 39, 41 และ 43 °C (แถวที่ 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 ตามล่าดับ)  

รูปที่ 4. 34 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MIN 
gyrB RPA ที่อุณหภูมิการท่าปฏิกิริยาต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR GreenI ความเข้มข้น 
375X 
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รูปที่  4.34 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ที่อุณหภูมิการท่า

ปฏิกิริยาต่างๆ ได้แก่ 33, 35, 37, 39, 41 และ 43 °C ในหลอดปฏิกิริยาที่ 1, 3, 5, 7, 9 และ 11  คือ 

ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบในทุกหลอด เนื่องจากสี SYBR 

Green I เป็นสีส้ม หลอดปฏิกิริยาที่ 2, 4, 6, 8, 10 และ 12  คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบ

ที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกที่อุณหภูมิ

การท่าปฏิกิริยา 35, 37, 39, 41 และ 43 °C (หลอดที่ 4, 6, 8, 10 และ 12 ตามล่าดับ) เนื่องจากสี 

SYBR Green I เป็นสีเขียว 

รูปที่ 4. 35 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MIN 
gyrB RPA ที่อุณหภูมิการท่าปฏิกิริยาต่างๆ เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel 
electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
 

รูปที่ 4.35 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MIN gyrB ที่อุณหภูมิการท่า

ปฏิกิริยาต่างๆ ได้แก่ 33, 35, 37, 39, 41 และ 43 °C บน Agarose gel ความเข้มข้น 2% แถว L คือ 

DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่  1, 3, 5, 7, 9 และ 11  คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่น

ปราศจากเช้ือ ซึ่งไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA 

ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare พบแถบผลผลิตขนาด 202 bp ที่

อุณหภูมิการท่าปฏิกิริยาตั้งแต่ 33, 35, 37, 39, 41 และ 43 °C (แถวที่  2, 4, 6, 8, 10 และ 12 

ตามล่าดับ)  
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7.5 การทดสอบหาความเขม้ข้นท่ีเหมาะสมของสี SYBR Green I 

ทดสอบปฏิกิริยาของ RPA โดยใช้ความเข้มข้นที่เหมาะสมของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA 

ที่ 8 µM ความเข้มข้นของไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ที่ 4 µM และความเข้มข้นของไพรเมอร์ MIN 

gyrB RPA ที่ 6 µM ร่วมกับ DNA ต้นแบบที่ให้ผลปฏิกิริยาชัดที่สุดคือ 8 ng/µl บ่มที่อุณหภูมิ 37 °C 

เป็นเวลา 20 นาที ตรวจสอบผลผลิต RPA ที่เกิดข้ึนด้วยสี SYBR green I ที่ความเข้มข้นต่างๆ เท่ากับ 

100X, 200X, 300X, 400X, 500X แ ล ะ  600X เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ เ ท ค นิ ค  Agarose gel 

electrophoresis ความเข้มข้น 2% พบว่าความเข้มข้นของสี SYBR Green I ที่เหมาะสมเท่ากับ 

400X คือให้ผลปฏิกิริยาชัดที่สุด โดยความเข้มข้นของสี SYBR Green I ดังกล่าว ถูกน่าไปใช้ในการ

ทดสอบข้ันต่อไป  

รูปที่ 4. 36 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAC 
gyrB RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
 

รูปที่ 4.36 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MAC gyrB RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิต

ด้วยสี SYBR Green I ที่ความเข้มข้นต่างๆได้แก่ 100X, 200X, 300X, 400X, 500X และ 600X ใน

หลอดปฏิกิริยาที่ 1, 5, 9, 13, 17 และ 21 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ หลอด

ปฏิกิ ริยาที่  2, 6, 10, 14, 18 และ 22 คือ ตัวควบคุมลบซึ่ ง เป็ น DNA ต้นแบบของเ ช้ือ M. 

tuberculosis H37Rv พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบในทุกหลอด เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีส้ม 

หลอดปฏิกิริยาที่ 3, 7, 11, 15, 19 และ 23 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วย
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วิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกเมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR 

Green I ที่ความเข้มข้น 200X, 300X, 400X, 500X และ 600X (หลอดที่ 7, 11, 15, 19 และ 23 

ตามล่าดับ) เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว หลอดปฏิกิริยาที่ 4, 8, 12, 16, 20 และ 24 คือ 

ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare พบ

ผลของปฏิกิริยาเป็นบวกเมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ที่ความเข้มข้น 200X, 300X, 

400X, 500X และ 600X (หลอดที่ 8, 12, 16, 20 และ 24 ตามล่าดับ) เนื่องจากสี SYBR Green I 

เป็นสีเขียว 

รูปที่ 4. 37 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAV 
gyrB RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
 

รูปที่ 4.37 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MAV gyrB RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิต

ด้วยสี SYBR Green I ที่ความเข้มข้นต่างๆได้แก่ 100X, 200X, 300X, 400X, 500X และ 600X ใน

หลอดปฏิกิริยาที่ 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ พบผลของ

ปฏิกิริยาเป็นลบในทุกหลอด เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีส้ม หลอดปฏิกิริยาที่ 2, 4, 6, 8, 10 

และ 12 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium 

พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกเมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ที่ความเข้มข้น 300X และ 

400X (หลอดที่ 6 และ 8 ตามล่าดับ) เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว  
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รูปที่ 4. 38 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MIN 
gyrB RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

 

รูปที่ 4.38 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA กับไพรเมอร์ MAV gyrB RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิต

ด้วยสี SYBR Green I ที่ความเข้มข้นต่างๆได้แก่ 100X, 200X, 300X, 400X, 500X และ 600X ใน

หลอดปฏิกิริยาที่ 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ พบผลของ

ปฏิกิริยาเป็นลบในทุกหลอด เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีส้ม หลอดปฏิกิริยาที่ 2, 4, 6, 8, 10 

และ 12 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. 

intracellulare พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกเมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ที่ความ

เข้มข้น 100X, 200X, 300X และ 400X (หลอดที่  2, 4, 6 และ 8 ตามล่าดับ) เนื่องจากสี SYBR 

Green I เป็นสีเขียว 

8. สภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค RPA/SYBR ส าหรับวินิจฉัยเชื้อ MAC 

ภายหลังการพัฒนาเทคนิค RPA/SYBR ส่าหรับวินิจฉัยเช้ือ MAC และได้ผลการทดสอบต่างๆ 

ตามรายละเอียดในข้อที่  7 สามารถสรุปส่วนประกอบและสภาวะที่ เหมาะสมส่าหรับเทคนิค 

RPA/SYBR ได้ ดังที่แสดงในตารางที่  4.9 ในขณะที่รูปที่  4.42 และ 4.43 แสดงการอ่านผลของ

ปฏิกิริยา RPA เมื่อท่าการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ไพรเมอร์ MAV 

gyrB RPA และ ไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ตรวจสอบผลผลิต RPA ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 
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400X และ Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% ตามล่าดับ โดยใช้ DNA ต้นแบบที่ถูก

ยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และ M. intracellulare  

ตารางที่ 4. 9 ส่วนประกอบและสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค RPA/SYBR ส่าหรบัวินิจฉัยเช้ือ MAC 
 

Primer  MAC gyrB RPA MAV gyrB RPA MIN gyrB RPA 

Primer conc. (µM) 8 4 6  

DNA conc. (ng/µl) 8 8 8 

Reaction time (min) 20 20 20 

Reaction Temp. (°C) 37 37 37 

SYBR green I (X) 400 400 400 

 

รูปที่ 4. 39 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAC 
gyrB RPA ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และ ไพรเมอร์ MIN gyrB RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี 
SYBR Green I ความเข้มข้น 400X 
 

จากรูปที่ 4.39 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA ที่มีส่วนประกอบและสภาวะการท่าปฏิกิริยาตาม

ตารางที่ 4.9 ภายหลังตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green ความเข้มข้น 400X หลอดปฏิกิริยาที่ 1, 

2 และ 3 ใช้ไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบ
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ในหลอดที่ 1 ซึ่งเป็นตัวควบคุมลบ (น้่ากลั่นปราศจากเช้ือ) เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีส้ม 

ในขณะที่พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกในหลอดที่ 2 และ 3 ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก ได้แก่ DNA ต้นแบบ

ที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือของเช้ือ M. avium และ M. intracellulare ตามล่าดับ 

เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว 

หลอดปฏิกิริยาที่ 4 และ 5 ใช้ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบในหลอดที่ 4 ซึ่งเป็นตัวควบคุมลบ (น้่ากลั่นปราศจากเช้ือ) เนื่องจากสี 

SYBR Green I เป็นสีส้ม ในขณะที่พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกในหลอดที่ 5 ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก 

ได้แก่ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium เนื่องจากสี SYBR Green I 

เป็นสีเขียว 

หลอดปฏิกิริยาที่ 6 และ 7 ใช้ไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบในหลอดที่ 6 ซึ่งเป็นตัวควบคุมลบ (น้่ากลั่นปราศจากเช้ือ) เนื่องจากสี 

SYBR Green I เป็นสีส้ม ในขณะที่พบผลของปฏิกิริยาเป็นบวกในหลอดที่ 7 ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก 

ได้แก่ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare เนื่องจากสี SYBR 

Green I เป็นสีเขียว  
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รูปที่ 4. 40 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ MAC 
gyrB RPA ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย 
Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% 

 

จากรูปที่ 4.40 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA ที่เกิดจากส่วนประกอบและสภาวะการ

ท่าปฏิกิริยาตามตารางที่ 4.7 ภายหลังตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ความ

เข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1, 2 และ 3 ใช้ไพรเมอร์ MAC gyrB 

RPA ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม ไม่พบแถบผลผลิตที่แถวที่ 1 ซึ่งเป็นตัวควบคุมลบ (น้่ากลั่น

ปราศจากเช้ือ) พบแถบผลผลิตขนาด 224 bp ที่แถวที่ 2 และ 3  ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก ได้แก่ DNA 

ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และ M. intracellulare ตามล่าดับ 

แถวที่ 4 และ 5 ใช้ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม ไม่พบแถบ

ผลผลิตที่แถวที่ 4 ซึ่งเป็นตัวควบคุมลบ (น้่ากลั่นปราศจากเช้ือ) พบแถบผลผลิตขนาด 188 bp ที่แถว

ที่ 5 ซึ่งเป็นตัวควบคุมบวก ได้แก่ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium  

แถวที่ 6 และ 7 ใช้ไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม ไม่พบแถบ

ผลผลิตที่แถวที่ 6 ซึ่งเป็นตัวควบคุมลบ (น้่ากลั่นปราศจากเช้ือ) พบแถบผลผลิตขนาด 202 bp ที่แถว
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ที่  7 ซึ่ ง เป็นตัวควบคุมบวก ได้แก่  DNA ต้นแบบที่ ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ  M. 

intracellulare  

9. การทดสอบความจ าเพาะของเทคนิค RPA/SYBR 

เมื่อน่าเทคนิค RPA/SYBR ที่พัฒนาได้ มาทดสอบความจ่าเพาะกับ DNA ต้นแบบของเช้ือ 

Mycobacterium สายพันธ์ุอื่นนอกเหนือจาก M. avium และ M. intracellulare และแบคทีเรีย

สายพันธ์ุอื่น จ่านวนทั้งสิ้น 13 สปีชีส์ ได้แก่ M. tuberculosis สายพันธ์ุ H37Rv, M. fortuitum, M. 

kansasii, M. abscessus, M. gordonae, P. aeruginosa, S. aureus, S. pneumoniae, K. 

pneumonia, H. influenza, A. baumannii, M. catarrhalis และ E. coli ภายหลังการตรวจสอบ

ผ ล ผ ลิ ต จากป ฏิกิ ริ ย า  RPA ด้ ว ยสี  SYBR green I ค ว าม เ ข้ ม ข้น  400X แล ะ  Agarose gel 

electrophoresis ความเข้มข้น 2% พบว่าเทคนิค RPA/SYBR ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม (Cross 

reaction) กับเช้ือทุกสปีชีส์ (ยกเว้นเช้ือ M. kansasii และ M. gordonae)  โดยไม่พบการเพิ่ม

ปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา RPA เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ไพรเมอร์ MAV 

gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA กับ DNA ต้นแบบของเช้ือดังกล่าวข้างต้น ทั้งในการ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR green I และ Agarose gel electrophoresis  

ในขณะที่ไพรเมอร์ MAC gyrB RPA และไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ให้ผลบวกปลอมเมื่อ

ทดสอบกับ DNA ต้นแบบของ เ ช้ือ  M. kansasii เ มื่ อตรวจสอบผลผลิตด้ วย  Agarose gel 

electrophoresis ไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ให้ผลบวกปลอมเมื่อทดสอบกับ DNA ต้นแบบของเช้ือ 

M. kansasii และ M. gordonae เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis และ

ยังให้ผลบวกปลอมเมื่อทดสอบกับ DNA ต้นแบบของเช้ือ M. gordonae เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี 

SYBR Green I รายละเอียดของผลการทดสอบความจ่าเพาะเทคนิค RPA/SYBR กับ DNA ต้นแบบ
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ของเ ช้ือทั้ งหมด 13 สปี ชีส์  ที่ ถูกตรวจสอบผลผลิตด้วยสี  SYBR green I และ Agarose gel 

electrophoresis ดังแสดงในรูปที่ 4.41-4.46 

รูปที่ 4. 41 ผลการทดสอบความจ่าเพาะของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ด้วยปฏิกิริยา RPA เมื่อ
ตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X 

รูปที่ 4. 42 ผลการทดสอบความจ่าเพาะของไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ด้วยปฏิกิริยา RPA เมื่อ
ตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X 

 

รูปที่ 4. 43 ผลการทดสอบความจ่าเพาะของไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ด้วยปฏิกิริยา RPA เมื่อ
ตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X 
 

จากรูปที่ 4.41, 4.42 และ 4.43 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA ที่มีไพรเมอร์ MAC gyrB RPA 

ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ตามล่าดับ ในแต่ละรูปประกอบไปด้วย 

หลอดปฏิกิริยาที่ 1 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน่้ากลั่นปราศจากเช้ือ หลอดปฏิกิริยาที่ 2 และ 3 คือ ตัว

ควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และเช้ือ M. 

intracellulare ตามล่าดับ หลอดปฏิกิริยาที่ 4-17 คือ DNA ของเช้ือ M. tuberculosis H37Rv, M. 
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abscessus, M. fortuitum, M. kansasii, M. gordonae, S. aureus, S. p y o g e n e s ,  S. 

pneumoniae, K. pneumonia, E. coli, H. influenza, P. aeruginosa, A. baumannii และ M. 

catarrhalis ตามล่าดับ 

หลอดปฏิกิริยาที่ 1 (ตัวควบคุมลบ) พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบ เนื่องจากสี SYBR Green I 

เป็นสีส้ม หลอดปฏิกิริยาที่ 2 และ 3 (ตัวควบคุมบวกของเช้ือ M. avium และเช้ือ M. intracellulare 

ตามล่าดับ) พบผลของปฏิกิริยาของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA เป็นบวกทั้งในสองหลอด ผลของ

ปฏิกิริยาของไพรเมอร์ MAV gyrB RPA เป็นบวกในหลอดที่มี DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหา

ล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และผลของปฏิกิริยาของไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ในหลอดที่มี DNA 

ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare เป็นบวก เนื่องจากสี SYBR 

Green I เป็นสีเขียว 

หลอดปฏิกิริยาที่ 4-17 พบผลของปฏิกิริยาของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ไพรเมอร์ MAV 

gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ทั้งหมดเป็นลบ เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีส้ม ยกเว้น

หลอดปฏิกิริยาที่ 8 (DNA ต้นแบบของเช้ือ M. gordonae) ของไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ที่พบผล

ของปฏิกิริยาเป็นบวกเนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว  

รูปที่ 4. 44 ผลการทดสอบความจ่าเพาะของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ด้วยปฏิกิริยา RPA เมื่อเมื่อ
ตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
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รูปที่ 4. 45 ผลการทดสอบความจ่าเพาะของไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ด้วยปฏิกิริยา RPA เมื่อเมื่อ
ตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% 

รูปที่ 4. 46 ผลการทดสอบความจ่าเพาะของไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ด้วยปฏิกิริยา RPA เมื่อเมื่อ
ตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
 

จากรูปที่ 4.44, 4.45 และ 4.46 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA ที่มีไพรเมอร์ MAC 

gyrB RPA ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ตามล่าดับ ในแต่ละรูปประกอบ

ไปด้วย แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน่้ากลั่นปราศจาก

เช้ือ แถวที่ 2 และ 3 คือ ตัวควบคุมบวกซึ่งเป็น DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ 

M. avium และเช้ือ M. intracellulare ตามล่าดับ แถวที่ 4-17 คือ DNA ของเช้ือ M. tuberculosis 

H37Rv, M. abscessus, M. fortuitum, M. kansasii, S. aureus, S. pyogenes, S. pneumoniae, 

K. pneumonia, E. coli, H. influenza, P. aeruginosa, A. baumannii, M. catarrhalis และ M. 

gordonae ตามล่าดับ  
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แถวที่ 1 (ตัวควบคุมลบ) ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 2 และ 3 (ตัวควบคุมบวกของเช้ือ M. 

avium และเช้ือ M. intracellulare ตามล่าดับ) พบแถบผลผลิตขนาด 224 bp ของปฏิกิริยาของไพร

เมอร์ MAC gyrB RPA ทั้งในสองแถว พบแถบผลผลิตขนาด 188 bp ของปฏิกิริยาของไพรเมอร์ MAV 

gyrB RPA ในแถวที่ 2 ที่มี DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และพบ

แถบผลผลิตขนาด 202 bp ของปฏิกิริยาของไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ในแถวที่ 3 ที่มี DNA ต้นแบบ

ที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare  

แถวที่ 4-17 ไม่พบแถบผลผลิตของปฏิกิริยาของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ไพรเมอร์ MAV 

gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ยกเว้นแถวที่ 7 (DNA ต้นแบบของเช้ือ M. kansasii) ที่

สามารถพบแถบของผลผลิตขนาด 224, 188 และ 202 bp ของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ไพรเมอร์ 

MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ตามล่าดับ และแถวที่ 17 (DNA ต้นแบบของเช้ือ M. 

gordonae) พบแถบของผลผลิตขนาด 202 bp ของไพรเมอร์ MIN gyrB RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิต

ด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% ไพรเมอร์  

10. การทดสอบความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบท่ีน้อยท่ีสุดท่ีเทคนิค RPA/SYBR สามารถ

จ าแนกสปีชีส์ของเชื้อ MAC 

เมื่อน่าเทคนิค RPA/SYBR มาทดสอบหาความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบที่น้อยที่สุด หรือ 

Limit of detection (LOD) ที่เทคนิคดังกล่าวสามารถจ่าแนกสปีชีส์ของเช้ือ MAC ได้ โดยใช้ DNA 

ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และเช้ือ M. intracellulare ที่เจือจาง

ด้วยน่้ากลั่นที่ปราศจากเช้ือเป็นล่าดับ 10 เท่า จนได้ความเข้มข้นของ DNA เท่ากับ 10, 1, 0.1, 0.01, 

0.001, 0001, 0.00001 ng/µl และใช้น้่ากลั่นปราศจากเช้ือเป็นตัวควบคุมลบ ท่าปฏิกิริยา RPA ด้วย

ไพรเมอร์ MAC gyrB RPA, ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA และตรวจสอบ
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ผลผลิตด้วยสี SYBR green I ความเข้มข้น 400X และ Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 

2% พบว่าเมื่อเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม DNA ต้นแบบของทั้ ง เ ช้ือ  M. avium และเ ช้ือ M. 

intracellulare ด้วยเทคนิค RPA และตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I เทคนิคดังกล่าวมีค่า 

LOD เท่ากับ 10, 1 และ 1 ng/µl เมื่อทดสอบกับ ไพรเมอร์ MAC gyrB RPA, ไพรเมอร์ MAV gyrB 

RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ตามล่าดับ (รูปที่ 4.50 และ 4.51) ในขณะที่เมื่อตรวจสอบผลผลติ

ด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% เทคนิคดังกล่าวมีค่า LOD เท่ากับ 1, 0.1 และ 

0.1 ng/µl เมื่อทดสอบกับ ไพรเมอร์ MAC gyrB RPA, ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN 

gyrB RPA ตามล่าดับ (รูปที่ 4.52 และ 4.53) 

รูปที่ 4. 47 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบที่น้อยทีสุ่ดของไพรเมอร์ MAC gyrB 
RPA ด้วยปฏิกิริยา RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X 
 

จากรูปที่ 4.50 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA ที่มีไพรเมอร์ MAC gyrB RPA หลอดปฏิกิริยาที่ 1 

และ 9 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ หลอดปฏิกิริยาที่ 2-8 คือ DNA ต้นแบบที่ถูก

ยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium ในขณะที่หลอดปฏิกิริยาที่ 10-16 คือ DNA ต้นแบบที่

ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare ที่ความเข้มข้น 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001, 

0001, 0.00001 ng/µl ตามล่าดับ  
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หลอดปฏิกิริยาที่ 1 และ 9 (ตัวควบคุมลบ) พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบ เนื่องจากสี SYBR 

Green I เป็นสีส้ม  หลอดปฏิกิริยาที่ 2 คือ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. 

avium ความเข้มข้น 10 ng/µl และหลอดปฏิกิริยาที่ 10 คือ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหา

ล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare ความเข้มข้น 10 ng/µl พบผลของปฏิกิริยาของไพรเมอร์ MAC 

gyrB RPA เป็นบวกทั้งในสองหลอด เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว ดังนั้นค่า LOD ของไพร

เมอร์ MAC gyrB RPA เมื่อใช้ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเช้ือ M. avium และเช้ือ M. 

intracellulare มีค่าเท่ากับ 10 ng/µl เมื่อตรวจสอบด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X 

ในขณะที่หลอดปฏิกิริยาที่ 3-8 และหลอดปฏิกิริยาที่ 11-16 พบผลของปฏิกิริยาของไพรเมอร์ MAC 

gyrB RPA เป็นลบ เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีส้ม 

รูปที่ 4. 48 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบที่น้อยทีสุ่ดของไพรเมอร์ MAV gyrB 
และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ด้วยปฏิกิริยา RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความ
เข้มข้น 400X 

 

จากรูปที่ 4.51 แสดงหลอดปฏิกิริยา RPA ที่มีไพรเมอร์ MAV gyrB RPA (หลอดปฏิกิริยาที่ 

1-8)  และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA (หลอดปฏิกิริยาที่ 10-16)  หลอดปฏิกิริยาที่ 1 และ 9 คือ ตัว

ควบคุมลบซึ่งเป็นน่้ากลั่นปราศจากเช้ือ หลอดปฏิกิริยาที่ 2-8 คือ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหา

ล่าดับเบสของเช้ือ M. avium ในขณะที่หลอดปฏิกิริยาที่ 10-16 คือ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธี
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หาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare ที่ความเข้มข้น 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0001, 0.00001 

ng/µl ตามล่าดับ 

หลอดปฏิกิริยาที่ 1 และ 9 (ตัวควบคุมลบ) พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบ เนื่องจากสี SYBR 

Green I เป็นสีส้ม  หลอดปฏิกิริยาที่ 2 และ 3 คือ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของ

เช้ือ M. avium ความเข้มข้น 10 และ 1 ng/µl ตามล่าดับ และหลอดปฏิกิริยาที่ 10 และ 11 คือ 

DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare ความเข้มข้น 10 และ 1 

ng/µl ตามล่าดับ พบผลของปฏิกิริยาของไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA 

เป็นบวก เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว ดังนั้นค่า LOD ของไพรเมอร์ MAV gyrB RPA  และ 

MIN gyrB RPA เมื่ อ ใ ช้ในการ เพิ่ มปริมาณสารพัน ธุกรรมของเ ช้ือ M. avium และเ ช้ือ M. 

intracellulare ตามล่าดับ มีค่าเท่ากับ 1 ng/µl เมื่อตรวจสอบด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 

400X ในขณะที่หลอดปฏิกิริยาที่ 4-8 และหลอดปฏิกิริยาที่ 12-16 พบผลของปฏิกิริยาของไพรเมอร์ 

MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA เป็นลบ เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีส้ม 

รูปที่ 4. 49 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบที่น้อยทีสุ่ดของไพรเมอร์ MAC gyrB 
RPA ด้วยปฏิกิริยา RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 
2% 
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จากรูปที่ 4.49 แสดงแถบของผลผลติปฏิกิรยิา RPA ที่มีไพรเมอร์ MAC gyrB RPA แถว L คือ 

DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 และ 9 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน่้ากลั่นปราศจากเช้ือ แถวที่ 

2-8 คือ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium ในขณะที่แถวที่ 10-16 คือ 

DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare ที่ความเข้มข้น 10, 1, 0.1, 

0.01, 0.001, 0001, 0.00001 ng/µl ตามล่าดับ  

แถวที่ 1 และ 9 (ตัวควบคุมลบ) ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 2 และ 3 คือ DNA ต้นแบบที่ถูก

ยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium ความเข้มข้น 10 และ 1 ng/µl และแถวที่ 10 และ 11 

คือ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare ความเข้มข้น 10 และ 1 

ng/µl ตามล่าดับ พบแถบผลผลิตขนาด 224 bp ของปฏิกิริยาของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ดังนั้น

ค่า LOD ของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA เมื่อใช้ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเช้ือ M. avium 

และเช้ือ M. intracellulare มีค่าเท่ากับ 1 ng/µl เมื่อตรวจสอบด้วย Agarose gel electrophoresis 

ความเข้มข้น 2% ในขณะที่แถวที่ 4-8 และแถวที่ 12-16 ไม่พบแถบผลผลิตของปฏิกิรยิาของไพรเมอร์ 

MAC gyrB RPA 

รูปที่ 4. 50 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบที่น้อยทีสุ่ดของไพรเมอร์ MAV gyrB 
และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ด้วยปฏิกิริยา RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยเทคนิค Agarose gel 
electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
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จากรูปที่ 4.50 แสดงแถบของผลผลิตปฏิกิริยา RPA ที่มีไพรเมอร์ MAV gyrB RPA (แถวที่ 1-

8)  และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA (แถวที่ 10-16) แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 

และ 9 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน่้ากลั่นปราศจากเช้ือ แถวที่ 2-8 คือ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธี

หาล่าดับเบสของเช้ือ M. avium ในขณะที่แถวที่ 10-16 คือ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับ

เบสของเช้ือ M. intracellulare ที่ความเข้มข้น 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0001, 0.00001 ng/µl 

ตามล่าดับ 

แถวที่ 1 และ 9 (ตัวควบคุมลบ) ไม่พบแถบผลผลิตของปฏิกิริยาของไพรเมอร์  MAV gyrB 

RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ตามล่าดับ แถวที่ 2-4 คือ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหา

ล่าดับเบสของเช้ือ M. avium ความเข้มข้น 10, 1, 0.1 ng/µl ตามล่าดับ พบแถบผลผลิตขนาด 188 

bp ของปฏิกิริยาของไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ในขณะที่แถวที่ 5-8 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 10-12 

คือ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ M. intracellulare ความเข้มข้น 10, 1, 0.1 

ng/µl ตามล่าดับ พบแถบผลผลิตขนาด 202 bp ของปฏิกิริยาของไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ในขณะ

ที่แถวที่ 13-16 ไม่พบแถบผลผลิต ดังนั้นค่า LOD ของไพรเมอร์ MAV gyrB RPA  และ MIN gyrB 

RPA เมื่อใช้ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเช้ือ M. avium และเช้ือ M. intracellulare 

ตามล่าดับ มีค่าเท่ากับ 0.1 ng/µl เมื่อตรวจสอบด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 

2% 

11. การวินิจฉัยจ าแนกสปีชีส์ของเชื้อ MAC ด้วยเทคนิค RPA/SYBR 

น่า DNA ต้นแบบของเช้ือกลุ่ม MAC จ่านวน 120 ตัวอย่าง ที่ผ่านการจ่าแนกสปีชีส์ด้วยการ

หาล่าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing มาวินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์ด้วยเทคนิค RPA/SYBR 

ที่ถูกพัฒนาข้ึน ด่าเนินปฏิกิริยา RPA ด้วยชุดน้่ายา RPA TwistAmp® Basic ตามค่าแนะน่าของ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 123 

บริษัทผู้ผลิต โดยใช้ไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB 

RPA ความเข้มข้นอย่างละ 8, 4 และ 6 µM ตามล่าดับ ใช้ DNA ต้นแบบความเข้มข้น 8 ng/µl ผสม

กับชุดน้่ายา RPA และใช้ส่วนประกอบของปฏิกิริยา RPA/SYBR ตามที่แสดงในตารางที่ 4.7 บ่มที่

อุณหภูมิ 37°C เป็นระยะเวลา 20 นาที โดยใช้ DNA ต้นแบบที่ถูกยืนยันด้วยวิธีหาล่าดับเบสของเช้ือ 

M. avium และ M. intracellulare เป็นตัวควบคุมบวก และน้่ากลั่นปราศจากเช้ือเป็นตัวควบคุมลบ

ของปฏิกิริยา เมื่อเสร็จสิ้นปฏิกิริยา RPA ท่าการตรวจสอบผลผลิต RPA ด้วยสี SYBR green I  ความ

เข้มข้น 400X และอ่านผลทันที บันทึกผลที่เกิดข้ึน เปรียบเทียบการอ่านผลด้วยเทคนิค Agarose gel 

electrophoresis ความเข้มข้น 2% 

รูปที่ 4. 51 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ MAC เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAC gyrB ด้วย
ปฏิกิริยา RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X 
 

 จากรูปที่ 4.51 แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ MAC เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ 

MAC gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X ใน

หลอดปฏิกิริยาที่ 1 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ พบผลของปฏิกิริยาเป็นลบ 

เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีส้ม หลอดปฏิกิริยาที่ 2-8 คือ ตัวอย่าง DNA ของเช้ือ MAC พบผล

ของปฏิกิริยาเป็นบวกทั้งหมด เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว 
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รูปที่ 4. 52 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ MAC เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAC gyrB ด้วย
ปฏิกิริยา RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% 

 

จากรูปที่ 4.52 แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ MAC เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ 

MAC gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ความ

เข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่น

ปราศจากเช้ือ ซึ่งไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 2-8 คือ ตัวอย่าง DNA ของเช้ือ MAC พบแถบผลผลิต

ขนาด 224 bp  

ผลการทดสอบพบว่า เมื่อท่าเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ 

MAC gyrB RPA ร่วมกับการตรวจสอบผลผลติด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X สามารถเพิ่ม

ปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือได้ทั้งหมด 119 ตัวอย่าง ในขณะที่เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel 

electrophoresis ความเข้มข้น 2% พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือได้ทั้งหมด 120 

ตัวอย่าง ตามตารางที่ 4.10 
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ตารางที่ 4. 10 ผลการเพิม่ปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ MAC เมื่อท่าปฏิกิริยา RPA ด้วยไพรเมอร์ MAC 
gyrB RPA ตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I เปรียบเทียบกบัการตรวจสอบผลผลิตด้วย 
Agarose gel electrophoresis 
 

ผลการตรวจเมื่อท่าปฏิกิรยิา RPA ด้วย

ไพรเมอร์ MAC gyrB RPA 
ตัวอย่างที่ใหผ้ลบวก ตัวอย่างที่ใหผ้ลลบ รวม  

ตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I 

ความเข้มข้น 400X 
119 1 120 

ตรวจสอบผลผลิตด้วย  Agarose gel 

electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
120 0 120 

 

รูปที่ 4. 53 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ MAC เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAV gyrB ด้วย
ปฏิกิริยา RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X 
 

จากรูปที่ 4.53 แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ MAC เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ 

MAV gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X ใน

หลอดปฏิกิริยาที่ 1 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ ให้ผลของปฏิกิริยาเป็นลบ 

เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีส้ม หลอดปฏิกิริยาที่ 2-8 คือ ตัวอย่าง DNA ของเช้ือ MAC พบว่า ที่

หลอดปฏิกิริยาที่ 2, 4, 5, 6 และ 7 ให้ผลของปฏิกิริยาเป็นลบ เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีส้ม 

ขณะที่หลอดปฏิกิริยาที่ 3 และ 8 ให้ผลของปฏิกิริยาเป็นบวก เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีเขียว  
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รูปที่ 4. 54 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ MAC เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAV gyrB ด้วย
ปฏิกิริยา RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% 

 

จากรูปที่ 4.54 แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ MAC เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ 

MAV gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ความ

เข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่น

ปราศจากเช้ือ ซึ่งไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 2-8 คือ ตัวอย่าง DNA ของเช้ือ MAC ในแถวที่ 2, 4, 5, 6 

และ 7 ไม่พบแถบผลผลิต ขณะที่แถวที่  3  และ 8 พบแถบผลผลิตขนาด 188 bp  

ผลการทดสอบพบว่า เมื่อท่าเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ 

MAV gyrB RPA ร่วมกับการตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X สามารถเพิ่ม

ปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือได้ทั้งหมด 46 ตัวอย่าง ในขณะที่เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel 

electrophoresis ความเข้มข้น 2% พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือได้ทั้งหมด 53 

ตัวอย่าง ตามตารางที่ 4.11 
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ตารางที่ 4. 11 ผลการเพิม่ปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ MAC เมื่อท่าปฏิกิริยา RPA ด้วยไพรเมอร์ MAV 
gyrB RPA ตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I เปรียบเทียบกบัการตรวจสอบผลผลิตด้วย 
Agarose gel electrophoresis 
 

ผลการตรวจเมื่อท่าปฏิกิรยิา RPA ด้วย

ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA 
ตัวอย่างที่ใหผ้ลบวก ตัวอย่างที่ใหผ้ลลบ รวม  

ตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I 

ความเข้มข้น 400X 
46 74 120 

ตรวจสอบผลผลิตด้วย  Agarose gel 

electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
53 67 120 

 

รูปที่ 4. 55 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ MAC เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MIN gyrB ด้วย
ปฏิกิริยา RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X 
 

จากรูปที่ 4.55 แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ MAC เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ 

MIN gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X ใน

หลอดปฏิกิริยาที่ 1 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่นปราศจากเช้ือ ให้ผลของปฏิกิริยาเป็นลบ 

เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีส้ม หลอดปฏิกิริยาที่ 2-8 คือ ตัวอย่าง DNA ของเช้ือ MAC พบว่า ที่

หลอดปฏิกิริยาที่ 3 และ 8  ให้ผลของปฏิกิริยาเป็นลบ เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสีส้ม ขณะที่

หลอดปฏิกิริยาที่ 2, 4, 5, 6 และ 7 ให้ผลของปฏิกิริยาเป็นบวก เนื่องจากสี SYBR Green I เป็นสี

เขียว 
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รูปที่ 4. 56 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ MAC เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MIN gyrB ด้วย
ปฏิกิริยา RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% 

 

จากรูปที่ 4.56 แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ MAC เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ 

MIN gyrB ด้วยปฏิกิริยา RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ความ

เข้มข้น 2% แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 คือ ตัวควบคุมลบซึ่งเป็นน้่ากลั่น

ปราศจากเช้ือ ซึ่งไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 2-8 คือ ตัวอย่าง DNA ของเช้ือ MAC ในแถวที่ 3  และ 8 

ไม่พบแถบผลผลิต ขณะที่แถวที่  2, 4, 5, 6 และ 7 พบแถบผลผลิตขนาด 202 bp  

ผลการทดสอบพบว่า เมื่อท่าเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพรเมอร์ 

MIN gyrB RPA ร่วมกับการตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X สามารถเพิ่ม

ปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ ได้ทั้งหมด 75 ตัวอย่าง ในขณะที่เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel 

electrophoresis ความเข้มข้น 2% พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือได้ทั้งหมด 78 

ตัวอย่าง ตามตารางที่ 4.12 
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ตารางที่ 4. 12 ผลการเพิม่ปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือ MAC เมื่อท่าปฏิกิริยา RPA ด้วยไพรเมอร์ MIN 
gyrB RPA ตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I เปรียบเทียบกบัการตรวจสอบผลผลิตด้วย 
Agarose gel electrophoresis 
 

ผลการตรวจเมื่อท่าปฏิกิรยิา RPA ด้วย

ไพรเมอร์ MIN gyrB RPA 
ตัวอย่างที่ใหผ้ลบวก ตัวอย่างที่ใหผ้ลลบ รวม  

ตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I 

ความเข้มข้น 400X 
75 45 120 

ตรวจสอบผลผลิตด้วย  Agarose gel 

electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
78 42 120 

 

ผลการวินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์ของเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี 

SYBR Green I ความเข้มข้น 400X ด้วยการแปลผลไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ไพรเมอร์ MAV gyrB 

RPA และ ไพรเมอร์ MIN gyrB RPA พร้อมกัน พบว่า มี DNA จ่านวน 40 ตัวอย่าง ที่สามารถแปลผล

เป็นเช้ือ M. avium ขณะที่มี DNA จ่านวน 70 ตัวอย่าง ที่สามารถแปลผลเปน็เช้ือ M. intracellulare 

มี DNA จ่านวน 4 ตัวอย่าง ที่สามารถแปลผลเป็นเช้ือในกลุ่ม MAC สายพันธ์ุอื่นนอกเหนือจาก M. 

avium และ M. intracellular นอกจากนี้ยังมี DNA จ่านวนอีก 6 ตัวอย่าง ที่ไม่สามารถแปลผลได้ 

ตามรายละเอียดในตารางที่ 4.13 
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ตารางที่ 4. 13 การแปลผลเพื่อวินจิฉัยจ่าแนกสปีชีส์ของเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค RPA เมื่อตรวจสอบ
ผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X 
 

ผลการตรวจเมือ่ท่าปฏิกริิยา RPA ด้วยไพรเมอร์ต่างๆ 

และตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ความ

เข้มข้น 400X การแปลผล 
จ่านวน 

(ตัวอย่าง) 
ไพรเมอร ์

MAC gyrB RPA 

ไพรเมอร ์

MAV gyrB RPA 

ไพรเมอร ์

MIN gyrB RPA 

บวก บวก ลบ ตรวจพบ DNA ของเชื้อ M. avium 40 

บวก ลบ บวก 
ตรวจพบ DNA ของเชื้อ M. 

intracellulare 

70 

บวก ลบ ลบ 

ตรวจพบ DNA ของเชื้อในกลุ่ม MAC 

สายพันธ์ุอ่ืนนอกเหนือจาก M. avium 

และ M. intracellulare 

4 

บวก บวก บวก ไม่สามารถแปลผลได้ 5 

ลบ บวก ลบ ไม่สามารถแปลผลได้ 1 

รวม 120 
  

ผลการวินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์ของเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย 

Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% ด้วยการแปลผลไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ไพร

เมอร์ MAV gyrB RPA และ ไพรเมอร์ MIN gyrB RPA พร้อมกัน พบว่า มี DNA จ่านวน 41 ตัวอย่าง 

ที่สามารถแปลผลเป็นเช้ือ M. avium ขณะที่ มี DNA จ่านวน 66 ตัวอย่าง ที่สามารถแปลผลเป็นเช้ือ 

M. intracellulare มี DNA จ่านวน 1 ตัวอย่าง ที่สามารถแปลผลเป็นเช้ือในกลุ่ม MAC สายพันธ์ุอื่น

นอกเหนือจาก M. avium และ M. intracellular นอกจากนี้ยังมี DNA จ่านวนอีก 12 ตัวอย่าง ที่ไม่

สามารถแปลผลได้ ตามรายละเอียดในตารางที่ 4.14 
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ตารางที่ 4. 14 การแปลผลเพื่อวินจิฉัยจ่าแนกสปีชีส์ของเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค RPA เมื่อตรวจสอบ
ผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% 
 

ผลการตรวจเมือ่ท่าปฏิกริิยา RPA ด้วยไพรเมอร์ต่างๆ 

และตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel 

electrophoresis ความเข้มข้น 2% การแปลผล 
จ่านวน 

(ตัวอย่าง) 
ไพรเมอร ์

MAC gyrB RPA 

ไพรเมอร ์

MAV gyrB RPA 

ไพรเมอร ์

MIN gyrB RPA 

บวก บวก ลบ ตรวจพบ DNA ของเชื้อ M. avium 41 

บวก ลบ บวก ตรวจพบ DNA ของเชื้อ M. 

intracellulare 

66 

บวก ลบ ลบ ตรวจพบ DNA ของเชื้อในกลุ่ม MAC 

สายพันธ์ุอ่ืนนอกเหนือจาก M. avium 

และ M. intracellulare 

1 

บวก บวก บวก ไม่สามารถแปลผลได้ 12 

รวม 120 

 

12. การค านวณหาความไว (Sensitivity) และความจ าเพาะ (Specificity) ค่าท านาย

ผลบวก (Positive predictive value) ค่าท านายผลลบ (Negative predictive value) ของ

เทคนิค RPA/SYBR และการค านวณค่าความสอดคล้องของผลการทดสอบด้วยสถิติ Kappa 

ภายหลังการวินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์ของเช้ือ MAC จ่านวน 120 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิค RPA ที่

ถูกตรวจสอบผลผลิตด้วยส ีSYBR Green I (RPA/SYBR) และเทคนิค Agarose gel electrophoresis 

(RPA/AGE) น่าผลการจ่าแนกที่ ได้จากการตรวจสอบผลผลิตด้วยเทคนิคดังกล่าวทั้ งสองมา

เปรียบเทียบกัน และเปรียบเทียบกับผลการจ่าแนกสปีชีส์ด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing ซึ่ง

เป็นวิธีมาตรฐานทางอณูชีววิทยา  และเทคนิค PCR ซึ่งเป็นวิธีทางอณูชีววิทยาที่นิยมใช้ทั่วไป เพื่อ
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ค่านวณหาความไว ความจ่าเพาะ ค่าท่านายผลบวก ค่าท่านายผลลบ และค่าสถิติ Kappa ที่ระดับ

ความเช่ือมั่นเท่ากับ 95% ผลของการเปรียบเทียบทั้งหมดดังกล่าว ดังรายละเอียดที่แสดงในตารางที่ 

4.15 – 4.19 

ตารางที่ 4. 15 ความสัมพันธ์ของการวินจิฉัยจ่าแนกสปีชีส์ของเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค RPA/SYBR 
เปรียบเทียบเทคนิค RPA/AGE  
 

ผลการทดสอบด้วย
เทคนิค RPA/SYBR 

ผลการทดสอบด้วย
เทคนิค RPA/AGE 

ความไว 
ความ 

จ่าเพาะ 
ค่าท่านาย
ผลบวก 

ค่าท่านาย
ผลลบ 

ค่าสถิติ 
Kappa 

บวก ลบ (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) 

ไพรเมอร์ MAC gyrB RPA 
บวก   119 0 99.2%  

(95.4-99.8) 
-* 100% 

(-*) 
-* -* 

ลบ  1 0 

ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA 
บวก  46 0 86.8% 

(74.7-94.5) 
100% 

(94.6-100) 
100% 
(-*) 

90.5% 
(82.8-
95.0) 

0.880 
(0.794- 
0.966) 

ลบ  
7 67 

ไพรเมอร์ MIN gyrB RPA 
บวก 75 0 96.2% 

(89.2-99.2) 
100% 

(91.6-100) 
100% 
(-*) 

93.3% 
(82.2-
97.7) 

0.946 
(0.886-1.000) 

ลบ 
3 42 

* หมายถึง ไม่สามารถค่านวณได้ 

 จากตารางที่ 4.15 เมื่อวินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์เช้ือ MAC ด้วยปฏิกิริยา RPA และตรวจสอบ

ผลผลิตด้วยสี SYBR Green I เปรียบเทียบกับเทคนิค Agarose gel electrophoresis พบว่าเมื่อ

ทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAC gyrB RPA เทคนิค RPA/SYBR ให้ผลลบปลอม 1 ตัวอย่าง โดยมีค่าความ

ไวเท่ากับ 99.2% (95% CI: 95.4-99.8) และค่าท่านายผลบวกเท่ากับ 100% (95% CI: -) ในขณะที่

ไม่สามารถค่านวณค่าความจ่าเพาะ ค่าท่านายผลลบ และค่าสถิติ Kappa ได้  

เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAV gyrB RPA เทคนิค RPA/SYBR ให้ผลลบปลอม 7 ตัวอย่าง 

โดยมีค่าความไวเท่ากับ 86.8% (95% CI:74.7-94.5) ค่าความจ่าเพาะเท่ากับ 100% (95% CI: 94.6-
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100) ค่าท่านายผลบวกเท่ากับ 100% (95% CI: -) ค่าท่านายผลลบเท่ากับ 90.5% (95% CI: 82.8-

95.0) และมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.880 (95% CI: 0.794- 0.966)  

เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MIN gyrB RPA เทคนิค RPA/SYBR ให้ผลลบปลอม 3 ตัวอย่าง 

โดยมีค่าความไวเท่ากับ 96.2% (95% CI: 89.2-99.2) ค่าความจ่าเพาะเท่ากับ 100% (95% CI: 

91.6-100) ค่าท่านายผลบวกเท่ากับ 100% (95% CI: -) ค่าท่านายผลลบเท่ากับ 93.3% (95% CI: 

82.2-97.7)  และมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.946 (95% CI: 0.886-1.000)  

จากการทดสอบแสดงให้เห็นว่า การวินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์เช้ือ MAC ด้วยเทคนิค RPA/SYBR 

และเทคนิค RPA/AGE เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA 

ให้ผลสอดคล้องกันในเกณฑ์ดีมากทั้งคู่ (สถิติ Kappa มีค่าเข้าใกล้ 1: 0.81-1.00) 

ตารางที่ 4. 16 ความสัมพันธ์ของเทคนิค RPA/SYBR เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ล่าดับเบสด้วย
เทคนิค Sanger DNA sequencing 
 

ผลการทดสอบด้วย
เทคนิค RPA/SYBR 

ผลการทดสอบด้วย
เทคนิค Sanger DNA 

sequencing 
ความไว 

ความ 
จ่าเพาะ 

ค่าท่านาย
ผลบวก 

ค่าท่านาย
ผลลบ 

ค่าสถิติ Kappa 

พบเช้ือ ไม่พบเช้ือ (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) 

ไพรเมอร์ MAC gyrB RPA 
พบเช้ือ  119 0 99.2%  

(95.4-99.8) 
-* 100% 

(-*) 
-* -* 

ไม่พบเช้ือ  1 0 
ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA 
พบเช้ือ  40 6 100%   

(91.2-100) 
92.5% 

(84.4-97.2) 
87.0% 

(75.5-93.5) 
100% 
(-*) 

0.892 
(0.807-0.976) ไม่พบเช้ือ  0 74 

ไพรเมอร์ MIN gyrB RPA 
พบเช้ือ  57 18 98.3% 

(90.8-100) 
71.0% 

(58.1-81.8) 
76.0% 

(68.2-82.4) 
97.8% 

(86.2-99.7) 
0.686 

(0.562-0.810) ไม่พบเช้ือ  1 44 

* หมายถึง ไม่สามารถค่านวณได้ 
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 จากตารางที่ 4.16 เมื่อวินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์เช้ือ MAC ด้วยปฏิกิริยา RPA และตรวจสอบ

ผลผลิตด้วยสี SYBR Green I เปรียบเทียบกับ เทคนิค Sanger DNA sequencing พบว่าเมื่อทดสอบ

ด้วยไพรเมอร์ MAC gyrB RPA เทคนิค RPA/SYBR ให้ผลลบปลอม 1 ตัวอย่าง โดยมีค่าความไวเท่ากับ 

99.2% (95% CI: 95.4-99.8) และค่าท่านายผลบวกเท่ากับ 100% (95% CI: -) ในขณะที่ไม่สามารถ

ค่านวณค่าความจ่าเพาะ ค่าท่านายผลลบ และค่าสถิติ Kappa ได้  

เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAV gyrB RPA เทคนิค RPA/SYBR ให้ผลบวกปลอม 6 ตัวอย่าง 

โดยมีค่าความไวเท่ากับ 100% (95% CI: 91.2-100) ค่าความจ่าเพาะเท่ากับ 92.5 (95% CI: 84.4-

97.2) ค่าท่านายผลบวกเท่ากับ 87.0% (95% CI: 75.5-93.5) ค่าท่านายผลลบเท่ากับ 100% (95% 

CI: -) และมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.892 (95% CI: 0.807-0.976)  

เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MIN gyrB RPA เทคนิค RPA/SYBR ให้ผลลบปลอม 1 ตัวอย่าง 

และให้ผลบวกปลอม 18 ตัวอย่าง โดยมีค่าความไวเท่ากับ 98.3% (95% CI: 90.8-100) ค่า

ความจ่าเพาะเท่ากับ 71.0% (95% CI: 58.1-81.8) ค่าท่านายผลบวกเท่ากับ 76.0% (95% CI: 68.2-

82.4) ค่าท่านายผลลบเท่ากับ 97.8% (95% CI: 86.2-99.7)  และมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.686 

(95% CI: 0.562-0.810)  

จากการทดสอบแสดงให้เห็นว่า การวินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์เช้ือ MAC ด้วยเทคนิค RPA/SYBR 

และเทคนิค Sanger DNA sequencing เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ให้ผลสอดคล้อง

กันในเกณฑ์ดีมาก (สถิติ Kappa มีค่าเข้าใกล้ 1: 0.81-1.00) และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ให้ผล

สอดคล้องกันในเกณฑ์ดี (สถิติ Kappa มีค่าอยู่ระหว่าง 0.61-0.80) 
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ตารางที่ 4. 17 ความสัมพันธ์ของเทคนิค RPA/AGE เปรียบเทียบผลการวิเคราะหล์่าดับเบสด้วย
เทคนิค Sanger DNA sequencing 
 

ผลการทดสอบด้วย
เทคนิค RPA/AGE 

ผลการทดสอบด้วยเทคนิค 
Sanger DNA 
sequencing 

ความไว 
ความ 

จ่าเพาะ 
ค่าท่านาย
ผลบวก 

ค่าท่านาย
ผลลบ 

ค่าสถิติ Kappa 

พบเช้ือ ไม่พบเช้ือ (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) 

ไพรเมอร์ MAC gyrB RPA 
พบเช้ือ  120 0 100% 

(97.0-100) 
-* 100% 

(-*) 
-* -* 

ไม่พบเช้ือ  0 0 
ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA 
พบเช้ือ  40 13 100%   

(91.2-100) 
83.8% 

(73.8-91.1) 
75.5% 

(65.2-83.5) 
100% 
(-*) 

0.775 
(0.662-0.887) ไม่พบเช้ือ  0 67 

ไพรเมอร์ MIN gyrB RPA 
พบเช้ือ  58 20 100% 

(93.8-100) 
67.7% 

(54.7-79.1) 
74.4% 

(66.9-80.6) 
100% 
(-*) 

0.670 
(0.675-0.795) ไม่พบเช้ือ  0 42 

* หมายถึง ไม่สามารถค่านวณได้ 

 จากตารางที่ 4.17 เมื่อวินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์เช้ือ MAC ด้วยปฏิกิริยา RPA และตรวจสอบ

ผลผลิ ตด้ วย เทคนิค  Agarose gel electrophoresis เปรี ยบ เที ยบกับ เทคนิ ค  Sanger DNA 

sequencing พบว่าเมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAC gyrB RPA เทคนิค RPA/AGE มีค่าความไวเท่ากับ 

100% (95% CI: 97.0-100) และค่าท่านายผลบวกเท่ากับ 100% (95% CI: -) ในขณะที่ไม่สามารถ

ค่านวณค่าความจ่าเพาะ ค่าท่านายผลลบ และค่าสถิติ Kappa ได้  

เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAV gyrB RPA เทคนิค RPA/AGE ให้ผลบวกปลอม 13 ตัวอย่าง 

โดยมีค่าความไวเท่ากับ 100% (95% CI: (91.2-100) ค่าความจ่าเพาะเท่ากับ 83.8% (95% CI: 

73.8-91.1) ค่าท่านายผลบวกเท่ากับ 75.5% (95% CI: 65.2-83.5) ค่าท่านายผลลบเท่ากับ 100% 

(95% CI: -) และมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.775 (95% CI: 0.662-0.887)  
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เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MIN gyrB RPA เทคนิค RPA/AGE ให้ผลบวกปลอม 17 ตัวอย่าง 

โดยมีค่าความไวเท่ากับ 100% (95% CI: (93.8-100) ค่าความจ่าเพาะเท่ากับ 67.7% (95% CI: 

54.7-79.1) ค่าท่านายผลบวกเท่ากับ 74.4% (95% CI: 66.9-80.6) ค่าท่านายผลลบเท่ากับ 100% 

(95% CI: -)  และมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.670 (95% CI: 0.675-0.795)  

จากการทดสอบแสดงให้เห็นว่า การวินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์เช้ือ MAC ด้วยเทคนิค RPA/AGE 

และเทคนิค Sanger DNA sequencing เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ 

MIN gyrB RPA ให้ผลสอดคล้องกันในเกณฑ์ดีทั้งคู่ (สถิติ Kappa มีค่าอยู่ระหว่าง 0.61-0.80) 

ตารางที่ 4. 18 ความสัมพันธ์ของเทคนิค RPA/SYBR เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค PCR 
 

ผลการทดสอบด้วย
เทคนิค RPA/SYBR 

ผลการทดสอบด้วย
เทคนิค PCR 

ความไว 
ความ 

จ่าเพาะ 
ค่าท่านาย
ผลบวก 

ค่าท่านาย
ผลลบ 

ค่าสถิติ Kappa 

พบเช้ือ ไม่พบเช้ือ (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) 

ไพรเมอร์ MAC gyrB RPA 
พบเช้ือ  119 0 99.2%  

(95.4-99.8) 
-* 100% 

(-*) 
-* -* 

ไม่พบเช้ือ  1 0 

ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA 
พบเช้ือ  40 6 97.6%   

(87.1-99.9) 
92.4% 

(84.2-97.2) 
87.0% 

(75.5-93.5) 
98.7% 

(91.3-99.8) 
0.874 

(0.784-0.964) ไม่พบเช้ือ  1 73 
ไพรเมอร์ MIN gyrB RPA 
พบเช้ือ  69 6 93.2% 

(84.9-97.8) 
87.0% 

(73.7-95.1) 
92.0% 

(84.5-96.1) 
88.9% 

(77.3-95.0) 
0.805 

(0.696-0.815) ไม่พบเช้ือ  5 40 

* หมายถึง ไม่สามารถค่านวณได้ 

 จากตารางที่ 4.18 เมื่อวินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์เช้ือ MAC ด้วยปฏิกิริยา RPA และตรวจสอบ

ผลผลิตด้วยสี SYBR Green I เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR พบว่าเมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAC 

gyrB RPA เทคนิค RPA/SYBR ให้ผลลบปลอม 1 ตัวอย่าง โดยมีค่าความไวเท่ากับ 99.2% (95% CI: 

95.4-99.8) และค่าท่านายผลบวกเท่ากับ 100% (95% CI: -) ในขณะที่ไม่สามารถค่านวณค่า

ความจ่าเพาะ ค่าท่านายผลลบ และค่าสถิติ Kappa ได้  
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เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAV gyrB RPA เทคนิค RPA/SYBR ให้ผลลบปลอม 1 ตัวอย่าง 

และให้ผลบวกปลอม 6 ตัวอย่าง โดยมีค่าความไวเท่ากับ 97.6% (95% CI: 87.1-99.9) ค่า

ความจ่าเพาะเท่ากับ 92.4% (95% CI: 84.2-97.2) ค่าท่านายผลบวกเท่ากับ 87.0% (95% CI: 75.5-

93.5) ค่าท่านายผลลบเท่ากับ 98.7% (95% CI: 91.3-99.8) และมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.874 

(95% CI: 0. 0.784-0.964)  

เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MIN gyrB RPA เทคนิค RPA/SYBR ให้ผลลบปลอม 5 ตัวอย่าง 

และ ให้ผลบวกปลอม 6 ตัวอย่างโดยมีค่าความไวเท่ากับ 93.2% (95% CI: 84.9-97.8) ค่า

ความจ่าเพาะเท่ากับ 87.0% (95% CI: 73.7-95.1) ค่าท่านายผลบวกเท่ากับ 92.0% (95% CI: 84.5-

96.1) ค่าท่านายผลลบเท่ากับ 88.9% (95% CI: 77.3-95.0)  และมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.805 

(95% CI: 0.696-0.815)  

จากการทดสอบแสดงให้เห็นว่า การวินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์เช้ือ MAC ด้วยเทคนิค RPA/SYBR 

และเทคนิค PCR เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ให้ผล

สอดคล้องกันในเกณฑ์ดีมากทั้งคู่ (สถิติ Kappa มีค่าเข้าใกล้ 1: 0.81-1.00) 
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ตารางที่ 4. 19 ความสัมพันธ์ของเทคนิค RPA/AGE เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค PCR 
 

ผลการทดสอบด้วย
เทคนิค RPA/AGE 

ผลการทดสอบด้วย
เทคนิค PCR 

ความไว 
ความ 

จ่าเพาะ 
ค่าท่านาย
ผลบวก 

ค่าท่านาย
ผลลบ 

ค่าสถิติ Kappa 

พบเช้ือ ไม่พบเช้ือ (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) 
ไพรเมอร์ MAC gyrB RPA 
พบเช้ือ  120 0 100% 

(97.0-100) 
-* 100% 

(-*) 
-* -* 

ไม่พบเช้ือ  0 0 
ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA 
พบเช้ือ  40 13 97.6%   

(87.1-99.9) 
83.5% 

(73.5-90.9) 
75.5% 

(65.1-83.5) 
98.5% 

(90.5-99.8) 
0.758 

(0.641-0.874) ไม่พบเช้ือ  1 66 

ไพรเมอร์ MIN gyrB RPA 
พบเช้ือ  72 6 97.3% 

(90.6-99.7) 
87.0% 

(73.7-95.1) 
92.3% 

(85.0-96.2) 
95.2% 

(83.5-98.6) 
0.857 

(0.761-0.952) ไม่พบเช้ือ  2 40 

* หมายถึง ไม่สามารถค่านวณได้ 

จากตารางที่ 4.19 เมื่อวินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์เช้ือ MAC ด้วยปฏิกิริยา RPA และตรวจสอบ

ผลผลิตด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR พบว่าเมื่อทดสอบ

ด้วยไพรเมอร์ MAC gyrB RPA เทคนิค RPA/AGE มีค่าความไวเท่ากับ 100% (95% CI: 97.0-100) 

และค่าท่านายผลบวกเท่ากับ 100% (95% CI: -) ในขณะที่ไม่สามารถค่านวณค่าความจ่าเพาะ ค่า

ท่านายผลลบ และค่าสถิติ Kappa ได้  

เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAV gyrB RPA เทคนิค RPA/AGE ให้ผลลบปลอม 1 ตัวอย่าง 

และให้ผลบวกปลอม 13 ตัวอย่าง โดยมีค่าความไวเท่ากับ 97.6% (95% CI: (87.1-99.9) ค่า

ความจ่าเพาะเท่ากับ 83.5% (95% CI: 73.5-90.9) ค่าท่านายผลบวกเท่ากับ 75.5% (95% CI: 65.1-

83.5) ค่าท่านายผลลบเท่ากับ 98.5% (95% CI: 90.5-99.8) และมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.758 

(95% CI: 0.641-0.874)  

เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MIN gyrB RPA เทคนิค RPA/AGE ให้ผลลบปลอม 2 ตัวอย่าง และ

ให้ผลบวกปลอม 6 ตัวอย่าง โดยมีค่าความไวเท่ากับ 97.3% (95% CI: (90.6-99.7) ค่าความจ่าเพาะ
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เท่ากับ 87.0% (95% CI: 73.7-95.1) ค่าท่านายผลบวกเท่ากับ 92.3% (95% CI: 85.0-96.2) ค่า

ท่านายผลลบเท่ากับ 95.2% (95% CI: 83.5-98.6)  และมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.857 (95% CI: 

0.761-0.952)  

จากการทดสอบแสดงให้เห็นว่า การวินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์เช้ือ MAC ด้วยเทคนิค RPA/AGE 

และเทคนิค PCR เมื่อทดสอบด้วยไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ให้ผลสอดคล้องกันในเกณฑ์ดี (สถิติ 

Kappa มีค่าอยู่ระหว่าง 0.61-0.80) และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ให้ผลสอดคล้องกันในเกณฑ์ดีมาก 

(สถิติ Kappa มีค่าเข้าใกล้ 1: 0.81-1.00) 

13. ผลการวินิจฉัยจ าแนกเชื้อ M. avium, M. intracellulare และเชื้อสายพันธุ์อ่ืนในกลุ่ม 

MAC ด้วยเทคนิค RPA/SYBR และเทคนิค RPA/AGE เปรียบเทียบกับเทคนิคการหาล าดับเบส 

และเทคนิค PCR 

เมื่อน่าผลจากการวินิจฉัยเช้ือจ่านวน 120 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิค PCR เทคนิคการหาล่าดับ

เบส เทคนิค RPA/SYBR และเทคนิค RPA/AGE ตามรายละเอียดในตารางที่ 4.5, 4.6, 4.12 และ 

4.13 ตามล่าดับ มาเปรียบเทียบกัน ได้รายละเอียดดังแสดงในตารางที่ 4.20  

ตารางที่ 4. 20 ผลเปรียบเทียบการวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือ M. avium, M. intracellulare และเช้ือสาย
พันธ์ุอื่นในกลุ่ม MAC ด้วยเทคนิคการหาล่าดับเบส เทคนิค PCR เทคนิค RPA/SYBR และเทคนิค 
RPA/AGE 
 

การแปลผล/เทคนิค การหาล่าดับเบส PCR RPA/SYBR RPA/AGE 

M. avium 40 39 40 41 

M. intracellulare 58 74 70 66 

MAC 22 6 4 1 

แปลผลไม่ได้ 0 1 6 12 

รวม 120 120 120 120 
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ตารางที่ 4. 21 ค่าความไว ค่าความจ่าเพาะ ค่าท่านายผลบวก ค่าท่านายผลลบ และค่าสถิติ Kappa 
ของเทคนิคต่างๆ เมื่อวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือ M. avium  
 

ผลการทดสอบ/
เทคนิค 

RPA/SYBR 
เปรียบเทียบกับ 

RPA/AGE 

RPA/SYBR 
เปรียบเทียบกับ
การหาล่าดับ

เบส 

RPA/AGE 
เปรียบเทียบกับ
การหาล่าดับ

เบส 

RPA/SYBR 
เปรียบเทียบกับ 

PCR 

RPA/AGE 
เปรียบเทียบกับ 

PCR 

ความไว 
97.6% 

 (87.1-99.9) 
100% 

(91.2-100) 
100% 

(91.2-100) 
100% 

(91.0-100) 
100% 

(91.0-100) 

ความจ่าเพาะ 
100% 

(95.4-100) 
100% 

(95.5-100) 
98.8% 

(93.2-99.8) 
98.8% 

(93.3-100) 
97.5% 

(91.4-99.7) 

ค่าท่านาย
ผลบวก 

100% 
(-*) 

100% 
(-*) 

97.6% 
(85.1-99.6) 

97.5% 
(84.8-99.6) 

95.1% 
(83.2-98.7) 

ค่าท่านายผลลบ 
98.8% 

(91.9-99.8) 
100% 
(-*) 

100% 
(-*) 

100% 
(-*) 

100% 
(-*) 

ค่าสถิติ Kappa 
0.981 

(0.945-1.000) 
1.000 
(-*) 

0.981 
(0.945-1.000) 

0.981 
(0.944-1.000) 

0.963 
(0.911-1.000) 

* หมายถึง ไม่สามารถค่านวณได้ 

จากตารางที่ 4.21 การวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือ M. avium ด้วยเทคนิค RPA/SYBR และเทคนิค 

RPA/AGE เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิคต่างๆ พบค่าความไว ค่าความจ่าเพาะ ค่าท่านายผลบวก และค่า

ท่านายผลลบ และสถิติ Kappa ดังนี ้

เมื่อเปรียบเทียบเทคนิค RPA/SYBR กับเทคนิค RPA/AGE มีค่า 97.6% (95% CI: 87.1-

99.9), 100% (95% CI: 95.4-100), 100% (95% CI: -) และ 98.8% (95% CI: 91.9-99.8) ตามล่าดับ 

และมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.981 (95% CI: 0.945-1.000) 
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เมื่อเปรียบเทียบเทคนิค RPA/SYBR กับเทคนิคการหาล่าดับเบส มีค่า 100% (95% CI: 

91.2-100), 100% (95% CI: 95.5-100), 100% (95% CI: -) และ  100% (95% CI: -) ตามล่ าดับ 

และมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 1.000 (95% CI: -) 

เมื่อเปรียบเทียบเทคนิค RPA/AGE กับเทคนิคการหาล่าดับเบส มีค่า 100% (95% CI: 91.2-

100), 98.8% (95% CI: 93.2-99.8), 97.6% (95% CI: 85.1-99.6) และ 100% (95% CI: -) ตามล่าดับ 

และมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.981 (95% CI: 0.945-1.000) 

เมื่อเปรียบเทียบเทคนิค RPA/SYBR กับเทคนิค PCR มีค่า 100% (95% CI: 91.0-100), 

98.8% (95% CI: 93.3-100), 97.5% (95% CI: 84.8-99.6) และ 100% (95% CI: -) ตามล่าดับ และ

มีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.981 (95% CI: 0.944-1.000) 

เมื่อเปรียบเทียบเทคนิค RPA/AGE กับเทคนิค PCR มีค่า 100% (95% CI: 91.0-100), 

97.5% (95% CI: 91.4-99.7), 95.1% (95% CI: 83.2-98.7) และ 100% (95% CI: -) ตามล่าดับ และ

มีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.963 (95% CI: 0.911-1.000)  

จากการทดสอบแสดงให้เห็นว่า เทคนิค RPA/SYBR มีประสิทธิภาพในการวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือ 

M. avium ใกล้เคียงกับเทคนิค RPA/AGE และมีความสอดคล้องในเกณฑ์ดีมาก (สถิติ Kappa มีค่า

เข้าใกล้ 1: 0.81-1.00) นอกจากนี้เทคนิค RPA/SYBR และเทคนิค RPA/AGE ยังมีประสิทธิภาพใน

การวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือ M. avium ใกล้เคียงกับเทคนิคการหาล่าดับเบสและเทคนิค PCR และมีความ

สอดคล้องในเกณฑ์ดีมาก (สถิติ Kappa มีค่าเข้าใกล้ 1: 0.81-1.00) เช่นเดียวกัน 
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ตารางที่ 4. 22 ค่าความไว ค่าความจ่าเพาะ ค่าท่านายผลบวก ค่าท่านายผลลบ และค่าสถิติ Kappa 
ของเทคนิคต่างๆ เมื่อวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือ M. intracellulare 
 

ผลการทดสอบ/
เทคนิค 

RPA/SYBR 
เปรียบเทียบกับ 

RPA/AGE 

RPA/SYBR 
เปรียบเทียบกับ
การหาล่าดับ

เบส 

RPA/AGE 
เปรียบเทียบกับ
การหาล่าดับ

เบส 

RPA/SYBR 
เปรียบเทียบกับ 

PCR 

RPA/AGE 
เปรียบเทียบกับ 

PCR 

ความไว 
100% 

(94.6-100) 
100% 

(93.8-100) 
100% 

(93.8-100) 
94.6% 

(86.7-98.5) 
89.2% 

(79.8-95.2) 

ความจ่าเพาะ 
92.6% 

(82.1-97.9) 
80.7% 

(68.6-89.6) 
87.1% 

(76.2-94.3) 
100% 

(92.3-100) 
100% 

(92.3-100) 

ค่าท่านายผลบวก 
94.3% 

(86.5-97.7) 
84.9% 

(74.4-88.9) 
87.9% 

(79.2-93.3) 
100% 
(-*) 

100% 
(-*) 

ค่าท่านายผลลบ 
100% 
(-*) 

100% 
(-*) 

100% 
(-*) 

92.0% 
(81.6-96.8) 

85.2% 
(74.9-91.7) 

ค่าสถิติ Kappa 
0.932 

(0.867-0.997) 
0.801 

(0.696-0.906) 
0.862 

(0.771-0.953) 
0.931 

(0.864-0.997) 
0.863 

(0.773-0.954) 

* หมายถึง ไม่สามารถค่านวณได้ 

จากตารางที่ 4.22 การวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือ M. intracellulare ด้วยเทคนิค RPA/SYBR และ

เทคนิค RPA/AGE เมื่อเปรียบเทียบกบัเทคนิคต่างๆ พบค่าความไว ค่าความจ่าเพาะ ค่าท่านายผลบวก 

และค่าท่านายผลลบ และสถิติ Kappa ดังนี ้

เมื่อเปรียบเทยีบเทคนิค RPA/SYBR กับเทคนิค RPA/AGE มีค่า 100% (95% CI: 94.6-100), 

92.6% (95% CI: 82.1-97.9), 94.3% (95% CI: 86.5-97.7) และ 100% (95% CI: -) ตามล่าดับ และ

มีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.932 (95% CI: 0.867-0.997)  
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เมื่อเปรียบเทียบเทคนิค RPA/SYBR กับเทคนิคการหาล่าดับเบส มีค่า 100% (95% CI: 

93.8-100), 80.7% (95% CI: 68.6-89.6), 84.9% (95% CI: 74.4-88.9) แล ะ  100% (95% CI: -) 

ตามล่าดับ และมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.801 (95% CI: 0.696-0.906) 

เมื่อเปรียบเทียบเทคนิค RPA/AGE กับเทคนิคการหาล่าดับเบส มีค่า 100% (95% CI: 93.8-

100), 87.1% (95% CI: 76.2-94.3), 87.9% (95% CI: 79.2-93.3) และ 100% (95% CI: -) ตามล่าดับ 

และมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.862 (95% CI: 0.771-0.953) 

เมื่อเปรียบเทียบเทคนิค RPA/SYBR กับเทคนิค PCR มีค่า 94.6% (95% CI: 86.7-98.5), 

100% (95% CI: 92.3-100), 100% (95% CI: -) และ 92.0% (95% CI: 81.6-96.8) ตามล่าดับ และ

มีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.931 (95% CI: 0.864-0.997)  

เมื่อเปรียบเทียบเทคนิค RPA/AGE กับเทคนิค PCR มีค่า 89.2% (95% CI: 79.8-95.2), 

100% (95% CI: 92.3-100), 100% (95% CI: -) และ 85.2% (95% CI: 74.9-91.7) ตามล่าดับ และ

มีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.863 (95% CI: 0.773-0.954) 

จากการทดสอบแสดงให้เห็นว่า เทคนิค RPA/SYBR มีความไวในการวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือ M. 

intracellulare ใกล้เคียงกับเทคนิค RPA/AGE ในขณะที่มีความจ่าเพาะเล็กน้อย อย่างไรก็ทั้งสอง

เทคนิคมี ความสอดคล้องในเกณฑ์ดีมาก (สถิติ Kappa มีค่าเข้าใกล้ 1: 0.81-1.00) นอกจากนี้เทคนิค 

RPA/SYBR และเทคนิค RPA/AGE ยังมีความไวในการวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือ เช้ือ M. intracellulare

ใกล้เคียงกับเทคนิคการหาล่าดับเบส แต่มีความจ่าเพาะต่่ากว่า ในขณะที่มีประสิทธิภาพใกล้เคียงกับ

เทคนิค PCR และมีความสอดคล้องในเกณฑ์ดีมาก (สถิติ Kappa มีค่าเข้าใกล้ 1: 0.81-1.00)  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 144 

ตารางที่ 4. 23 ค่าความไว ค่าความจ่าเพาะ ค่าท่านายผลบวก ค่าท่านายผลลบ และค่าสถิติ Kappa 
ของเทคนิคต่างๆ เมื่อวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือสายพันธ์ุอื่นๆในกลุม่ MAC 
 

ผลการทดสอบ/
เทคนิค 

RPA/SYBR 
เปรียบเทียบกับ 

RPA/AGE 

RPA/SYBR 
เปรียบเทียบกับ
การหาล่าดับ

เบส 

RPA/AGE 
เปรียบเทียบกับ
การหาล่าดับ

เบส 

RPA/SYBR 
เปรียบเทียบกับ 

PCR 

RPA/AGE 
เปรียบเทียบกับ 

PCR 

ความไว 
100% 

(2.5-100) 
18.2% 

(5.2-40.3) 
4.6% 

(0.1-22.8) 
66.7% 

(22.3-95.7) 
16.7% 

(0.4-64.1) 

ความจ่าเพาะ 
97.5% 

(92.8-99.5) 
100% 

(96.3-100) 
100% 

(96.3-100) 
100% 

(96.8-100) 
100% 

(96.8-100) 

ค่าท่านาย
ผลบวก 

25.0% 
(9.8-50.5) 

100% 
(-*) 

100% 
(-*) 

100% 
(-*) 

100% 
(-*) 

ค่าท่านายผลลบ 
100% 
(-*) 

84.5% 
(81.7-86.9) 

82.4% 
(81.0-83.6) 

98.3% 
(94.8-99.4) 

95.8% 
(94.1-97.0) 

ค่าสถิติ Kappa 
0.392 

(-0.148-0.931) 
0.266  

(0.054-0.479) 
0.072 

(-0.062-0.207) 
0.792 

(0.512-1.000) 
0.275 

(-0.153-0.704) 

* หมายถึง ไม่สามารถค่านวณได้ 

จากตารางที่ 4.23 การวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือสายพันธ์ุอื่นในกลุ่ม MAC ด้วยเทคนิค RPA/SYBR 

และเทคนิค RPA/AGE เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิคต่างๆ พบค่าความไว ค่าความจ่าเพาะ ค่าท่านาย

ผลบวก และค่าท่านายผลลบ และสถิติ Kappa ดังนี ้

เมื่อเปรียบเทียบเทคนิค RPA/SYBR กับเทคนิค RPA/AGE มีค่า 100% (95% CI: 2.5-100), 

97.5% (95% CI: 92.8-99.5), 25.0% (95% CI: 9.8-50.5) และ 100% (95% CI: -) ตามล่าดับ และ

มีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.392 (95% CI: 0.148-0.931)  
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เมื่อเปรียบเทียบเทคนิค RPA/SYBR กับเทคนิคการหาล่าดับเบส มีค่า 18.2% (95% CI: 5.2-

40.3), 100% (95% CI: 96.3-100), 100% (95% CI: -) และ 84.5% (95% CI: 81.7-86.9) ตามล่าดับ 

และมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.266 (95% CI: 0.054-0.479) 

เมื่อเปรียบเทียบเทคนิค RPA/AGE กับเทคนิคการหาล่าดับเบส มีค่า 4.6% (95% CI: 0.1-

22.8), 100% (95% CI: 96.3-100), 100% (95% CI: -) และ 82.4% (95% CI: 81.0-83.6) ตามล่าดับ 

และมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.072 (95% CI: 0.062-0.207) 

เมื่อเปรียบเทียบเทคนิค RPA/SYBR กับเทคนิค PCR มีค่า 66.7% (95% CI: 22.3-95.7), 

100% (95% CI: 96.8-100), 100% (95% CI: -) และ 98.3% (95% CI: 94.8-99.4) ตามล่าดับ และ

มีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.792 (95% CI: 0.512-1.000)  

เมื่อเปรียบเทียบเทคนิค RPA/AGE กับเทคนิค PCR มี ค่า 16.7% (95% CI: 0.4-64.1), 

100% (95% CI: 96.8-100), 100% (95% CI: -) และ 95.8% (95% CI: 94.1-97.0) ตามล่าดับ และ

มีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.275 (95% CI: 0.153-0.704) 

จากการทดสอบแสดงให้เห็นว่า เทคนิค RPA/SYBR มีประสิทธิภาพในการวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือ

สายพันธ์ุอื่นในกลุ่ม MAC ใกล้เคียงกับเทคนิค RPA/AGE ยกเว้นมีค่าท่านายผลบวกที่ต่่ากว่าเทคนิค 

RPA/AGE (สถิติ Kappa มีค่า 0.210-0.400) นอกจากนี้เทคนิค RPA/SYBR และเทคนิค RPA/AGE มี

ความไวต่่าในการวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือสายพันธ์ุอื่นในกลุ่ม MAC เมื่อเปรียบเทียบกบัเทคนิคการหาล่าดบั

เบสและเทคนิค PCR โดยมีความสอดคล้องในเกณฑ์พอใช้ (สถิติ Kappa มีค่า 0.210-0.400) และ

เล็กน้อย (สถิติ Kappa มีค่า 0.000-0.020) ตามล่าดับ ส่าหรับเทคนิค RPA/SYBR และมีความ

สอดคล้องในเกณฑ์ดี (สถิติ Kappa มีค่า 0.610-0.800) และพอใช้ (สถิติ Kappa มีค่า 0.210-0.400) 

ตามล่าดับ ส่าหรับเทคนิค RPA/AGE 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

บทที่ 5 

อภิปรายผลการวิจัย 

 

 เช้ือ Mycobacterium สายพันธ์ุที่ไม่ก่อให้เกิดวัณโรค หรือ NTM เป็นสาเหตุของการติดเช้ือ

ฉวยโอกาส โดยมักพบการก่อโรคในคนที่มีภูมิคุ้มกันของร่างกายต่่า อาทิเช่น ผู้ป่วยเอดส์ ผู้ป่วยที่ได้รับ

ยากดภูมิคุ้มกัน ผู้ป่วยที่ปลูกถ่ายไขกระดูก มะเร็งทางโลหิตวิทยา โรคในกลุ่มออโตอิมมูน เด็ก และ

คนชรา (1) อย่างไรก็ตามในการศึกษาน้ี ได้รับความอนุเคราะห์ตัวอย่าง DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของ

เช้ือ MAC ที่เพาะแยกได้จากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วย จากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์

โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย โดยไม่มีข้อมูลเช่ือมโยงไปที่

ผู้ป่วย จึงไม่สามารถระบุได้ว่า เช้ือ MAC ทั้งหมดที่ถูกน่ามาสกัด DNA เป็นเช้ือที่เพาะแยกได้จาก

ผู้ป่วยที่มีอาการทางคลินิกประเภทใด ตัวอย่าง DNA ทั้งหมด 121 ตัวอย่าง เพาะแยกได้จากผู้ป่วย

จ่านวน 121 ราย พบว่ามีกลุ่มผู้ป่วยที่สามารถระบอุายุได้จ่านวน 27 ราย มีอายุอยู่ในช่วงระหว่าง 41-

88 ปี คิดเป็นค่าเฉลี่ยเท่ากับ 69.5 ปี เป็นที่น่าสังเกตว่าการติดเช้ือ MAC มักพบการติดเช้ือในผู้ป่วยวัย

กลางคนจนถึงผู้ป่วยสูงอายุ การศึกษาของ Roland Diel และคณะ ได้รวบรวมข้อมูลจากงานวิจัย

ต่างๆ จากฐานข้อมูล PubMed® และ ProQuest Dialog™ ในปี พ.ศ. 2516-2560 ที่ศึกษาจ่านวน

ผู้ป่วยด้วยโรคติดเช้ือ MAC บริเวณปอด ซึ่งส่งผลให้ผู้ป่วยเสียชีวิตในเวลาต่อมา พบว่ามีข้อมูล จาก

งานวิจัยทั้งหมด 17 งาน ซึ่งมีจ่านวนผู้ป่วยรวม 9,035 ราย โดยผู้ป่วยส่วนใหญ่เป็นผู้สูงอายุและมี

ค่าเฉลี่ยของอายุอยู่ระหว่าง 60.0-72.0 ปี (113) 

เช้ือ MAC เป็นแบคทีเรียที่พบได้ตามสิ่งแวดล้อมทั่วไป ซึ่งสามารถแพร่กระจายได้ในอากาศ

โดยติดต่อสู่คนผ่านทางระบบทางเดินหายใจ และก่อให้เกิดพยาธิสภาพหลักที่ปอด ซึ่งมีลักษณะของ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 147 

รอยโรคคล้ายกับวัณโรค ในกลุ่มของสิ่งส่งตรวจที่ทราบแหล่งที่มาจ่านวน 45 ตัวอย่าง เป็นสิ่งส่งตรวจ

จากระบบทางเดินหายใจมากที่สุด จ่านวน 30 ตัวอย่าง ประกอบไปด้วย เสมหะ 16 ตัวอย่าง และ 

Bronchoalveolar lavage 14 ตัวอย่าง ในขณะที่เป็นสิ่งส่งตรวจนอกระบบทางเดินหายใจอีก 25 

ตัวอย่าง ได้แก่ เลือด 12 ตัวอย่าง ต่อมน้่าเหลือง 2 ตัวอย่าง ไขกระดูก 1 ตัวอย่าง พบว่าเช้ือ MAC 

สามารถติดต่อในระบบทางเดินอาหารผ่านทางการรับประทานอาหารหรือดื่มน้่าที่ปนเปื้อนเช้ือเข้าไป 

ซึ่งเช้ือสามารถทนต่อกรดในกระเพาะอาหารที่มีค่า pH น้อยกว่า 3 ได้ จากนั้นเช้ือจะเข้าสู่เซลล์เยื่อบุ

ผนังล่าไส้ไปยังช้ันมิวโคซ่า แล้วเข้าสู่ระบบไหลเวียนเลือดและระบบน้่าเหลือง ซึ่งเป็นการก่อโรคแบบ

แพร่กระจาย การติดเช้ือแบคทีเรียในกระแสเลือด (Bacteremia) ที่มีสาเหตุมาจากเช้ือในกลุ่ม 

Mycobacterium พบว่าเป็นเช้ือ MAC ประมาณ 54.9% เช้ือ M. tuberculosis ประมาณ 38.0% 

และเช้ือ Mycobacterium สปีชีส์อื่นพบได้ประมาณ 7% โดยเฉพาะผู้ป่วยติดเช้ือ HIV ที่มีระดับ 

CD4+ T lymphocyte ต่่ากว่า 50 เซลล์/µL จะมีความเสี่ยงต่อการติดเช้ือ MAC ในกระแสเลือดเพิ่ม

มากขึ้น (114) นอกจากนี้เช้ือ MAC ยังสามารถก่อให้เกิดโรคติดเช้ือบริเวณผิวหนังและเนื้อเยื่ออ่อนได้

อีกด้วย จึงมักเพาะแยกเช้ือได้จากสิ่งส่งตรวจที่มีความหลากหลายทั้งในและนอกระบบทางเดินหายใจ 

แตกต่างจากเช้ือ M. tuberculosis ที่เป็นสาเหตุของวัณโรค ซึ่งส่วนใหญ่ประมาณ 85% ก่อโรคใน

ปอด และมีเพียง 15% ที่ก่อโรคนอกปอด จึงมักพบสิ่งส่งตรวจที่มาจากระบบทางเดินหายใจเป็นหลัก 

(115) อย่างไรก็ตาม มีสิ่งส่งตรวจที่ไม่ทราบแหล่งที่มาอีกจ่านวน 76 ตัวอย่าง ดังนั้นจึงอาจไม่สะท้อน

สัดส่วนของประเภทสิ่งส่งตรวจทั้งหมดที่ท่าการเพาะแยกเช้ือ MAC จากการศึกษาครั้งนี้ได้  

 การตรวจวินิจฉัยติดเช้ือ MAC ในปัจจุบันต้องอาศัยผลการตรวจอาการทางคลินิกประกอบ

กับผลการเอ็กซ์เรย์ปอด หรือ CT scan ในกรณีมีพยาธิสภาพที่ปอด ร่วมกับการวินิจฉัยด้วยวิธีดั้งเดิม 

ได้แก่ การย้อมเช้ือด้วยสีทนกรด การเพาะเลี้ยงเช้ือและการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี อย่างไรก็ตาม
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มีข้อจ่ากัดที่ต้องอาศัยระยะเวลานานและไม่สามารถจ่าแนกเช้ือระหว่าง M. avium และ M. 

intracellulare ออกจากกันได้ ส่งผลให้ผู้ปว่ยไม่ได้รับการวินิจฉัยเพื่อรบัการรกัษาอย่างเหมาะสมและ

ทันท่วงที และเป็นหนึ่งในสาเหตุของการเพิ่มอุบัติการณ์การติดเช้ือของ MAC ในปัจจุบัน เทคนิคทาง

อณูชีววิทยาจึงได้เข้ามามีบทบาทในการตรวจวินิจฉัยการติดเช้ือเพิ่มมากข้ึน เนื่องมาจากมีความ

รวดเร็วที่สูงกว่าวิธีการเพาะเลี้ยงเช้ือ และสามารถจ่าแนกเช้ือได้ถึงระดับสปีชีส์ ในการศึกษาครั้งนี้เป็น

การพัฒนาเทคนิคทางอณูชีวิวิทยาส่าหรับตรวจวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือ MAC โดยใช้ตัวอย่าง DNA จ่านวน 

121 ตัวอย่าง ที่ถูกสกัดจากโคโลนีของเช้ือด้วยวิธีการต้ม พบว่าตัวอย่างทั้งหมดมีปริมาณ DNA อยู่

ในช่วงระหว่าง 6.0-271.4 ng/µl ในขณะที่มีความบริสุทธ์ิของ DNA ซึ่งถูกวัดจากอัตราส่วนระหว่าง

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260/280 nm โดยที่ Nucleic acid ส่วนที่เป็นเบส Adenine จะ

ถูกวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 nm กรดอะมิโนส่วนที่เป็น Tryptophane จะถูกวัดค่า

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 nm พบว่าตัวอย่าง DNA ที่มีอัตราส่วน 260/280 เท่ากับ 1.6-

2.0 มีจ่านวน 48 ตัวอย่าง (39.7%) ซึ่งหมายถึงมีโปรตีน หรือ RNA เจือปนน้อย และเป็น DNA ที่มี

ความบริสุทธ์ิเหมาะสม ในขณะที่ตัวอย่าง DNA ที่มีอัตราส่วน 260/280 น้อยกว่า 1.6 มีจ่านวน 17 

ตัวอย่าง (14.0%) ซึ่งอาจมีการเจือปนของโปรตีน และตัวอย่าง DNA ที่มีอัตราส่วน 260/280 มากกว่า 

2.0 มีจ่านวน 56 ตัวอย่าง (46.3%) ซึ่งอาจมีการเจือปนของ  RNA (116) ความแตกต่างของปริมาณ

และความบริสุทธ์ิของ DNA ที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง อาจข้ึนอยู่กับข้ันตอนการสกัด DNA  ตั้งแต่

ปริมาณของโคโลนีเช้ือที่ถูกขูดเพื่อน่ามาสกัด DNA ความเหมาะสมของ Lysis buffer อุณหภูมิและ

ระยะเวลาของการต้ม ตลอดจนความเร็วรอบของการปั่นตกตะกอน และข้ันตอนการดูดส่วนใสที่เป็น 

DNA เพื่อน่าไปใช้ การท่า DNA ให้บริสุทธ์ิก่อนการน่าไปใช้ สามารถท่าได้ด้วยวิธีการต่างๆ เช่น การ

ท่าให้แยกช้ันด้วย Phenol: Chloroform: Isoamyl alcohol ที่อัตราส่วน 25:24:1 การตกตะกอน

และล้างด้วย Ethanol การบ่มด้วยเอนไซม์ Protease K เพื่อย่อยสลายโปรตีน หรือเอนไซม์ RNAse 
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เพื่อย่อยสลาย RNA ที่เจือปน เป็นต้น (117) อย่างไรก็ดีตัวอย่าง DNA ที่ถูกน่ามาใช้ในการศึกษาครั้งนี้ 

ไม่ได้ผ่านกระบวนท่าให้ DNA บริสุทธ์ิ จึงอาจเป็นสาเหตุที่ท่าให้ตัวอย่าง DNA บางตัวอย่าง มี

อัตราส่วนการดูดกลืนแสงที่ 260/280 อยู่นอกช่วง 1.6-2.0 

 การออกแบบไพรเมอร์ส่าหรับใช้กับเทคนิค PCR ซึ่งเป็นเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่นิยมใช้กัน

ทั่วไป และเทคนิค RPA ซึ่งเป็นเทคนิคที่ได้ถูกพัฒนาส่าหรับการศึกษาครั้งนี้ ถูกออกแบบให้จ่าเพาะ

กับล่าดับเบสของยีน gyrB หรือ  ซึ่งเป็นยีนที่ควบคุมการท่างานของเอนไซม ์Topoisomerase II ที่ท่า

หน้าที่คลายเกลียวของ DNA สายคู่ ด้วยการตัดพันธะฟอสฟอไดเอสเทอร์ระหว่างเบส และเช่ือมต่อ 

DNA บริเวณเหนือจุด Replication fork เพื่อลดการขดตัวกันแน่น (Supercoil) ของ DNA ภายหลัง

จากการท่าลายพันธะไฮโดรเจนระหว่างเบส ที่อยู่ต่างสายโพลีนิวคลีโอไทด์ เพื่อให้เกิดการแยกสาย

ของ DNA ด้วยเอ็นไซม์ Helicase ในกระบวนการ DNA replication (118) การวินิจฉัยจ่าแนกและ

ศึกษาความสัมพันธ์ของเช้ือ MAC ที่ผ่านมา นิยมใช้ยีน 16S rRNA แต่มีข้อจ่ากัดที่ไม่สามารถจ่าแนก

เช้ือสายพันธ์ุที่มีความใกล้ชิดกันทางพันธุกรรม เช่น M. intracellulare และ M. chimaera ออกจาก

กันได้ ในขณะที่การใช้ยีน 16S-23S rRNA internal spacer (ITS) ไม่สามารถจ่าแนกเช้ือ MAC ออก

จากเ ช้ือบางสายพัน ธ์ุในกลุ่ ม  Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) (119) จาก

การศึกษาที่ผ่านมามีการใช้ยีน gyrB ในการทดสอบด้วยเทคนิค LAMP เพื่อจ่าแนกสปีชีส์เช้ือ MTBC, 

M. avium และ M. intracellulare ตามล่าดับ (90) ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงเลือกใช้ยีน gyrB ซึ่ง

จัดเป็น Housekeeping gene ที่มีล่าดับเบสอนุรักษ์และมีความจ่าเพาะต่อแบคทีเรียสายพันธ์ุต่างๆ 

รวมไปถึงเช้ือในกลุ่ม Mycobacterium มาใช้ในการจ่าแนกเช้ือ M. avium และ M. intracellulare 

การน่าล่าดับเบสยีน gyrB จากเช้ือในกลุ่ม MAC และเช้ือ Mycobacterium อื่นๆ มา

เปรียบเทียบกันด้วยการ Alignment จากนั้นเลือกล่าดับเบสบริเวณที่มีความจ่าเพาะกับเช้ือ MAC 
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เช้ือ M. avium หรือเช้ือ M. intracellulare มีความยาวเบสที่เหมาะสม และสามารถเพิ่มปริมาณ

สารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR และเทคนิค RPA ส่าหรับไพรเมอร์ที่ใช้จ่าแนกเช้ือกลุ่ม MAC ถูก

ออกแบบสามารถจับกับล่าดับเบสคู่สมที่ครอบคลุมเช้ือที่เป็นสมาชิกในกลุ่ม MAC ให้ได้มากที่สุด 

ส่าหรับไพรเมอร์ที่ใช้จ่าแนกเช้ือ M. avium หรือเช้ือ M. intracellulare ถูกออกแบบให้เบสตัว

สุดท้ายที่อยู่ส่วนปลายของไพรเมอร์ทางด้าน 3’ จับได้อย่างจ่าเพาะกับเบสคู่สมที่พบเฉพาะเช้ือ M. 

avium หรือเช้ือ M. intracellulare ตัวใดตัวหนึ่งเท่านั้น จากการทดสอบหาอุณหภูมิส่าหรับข้ันตอน 

Annealing ที่เหมาะสมส่าหรับเทคนิค PCR พบว่าอุณหภูมิ Annealing ที่เหมาะสมของไพรเมอร์ 

MAC gyrB ไพรเมอร์ MAV gyrB และไพรเมอร์ MIN gyrB เท่ากับ 66, 70 และ 68 °C ตามล่าดับ ซึ่ง

เป็นอุณหภูมิที่ค่อนข้างสูง เมื่อเปรียบเทียบกับการท่าเทคนิค PCR ทั่วไป อุณหภูมิ Annealing เป็น

อุณหภูมิที่ไพรเมอร์เข้ามาจับกับ DNA ต้นแบบสายเดี่ยวบริเวณที่เป็นเบสคู่สมกัน หลังจากที่ DNA 

ต้นแบบสายคู่ถูกแยกเป็นสายเดี่ยวภายหลงัข้ันตอน Denature ที่ 95 °C อุณหภูมิขั้นตอน Annealing 

แปรผันตรงกับความยาวไพรเมอร ์และปรมิาณเบส Guanine และเบส Cytosine (GC content) ของ

ไพรเมอร์ ซึ่งโดยทั่วไปตามธรรมชาติ ล่าดับเบสของเช้ือกลุ่ม Mycobacterium มีค่า GC content 

ประมาณ 66% ซึ่งสูงกว่าเช้ือแบคทีเรียทั่วไป ท่าให้ไพรเมอร์ที่ถูกออกแบบมามีค่า GC content ที่สูง

ตามไปด้วย ส่งผลให้มีโอกาสเพิ่มการเกิดการจับกันแบบไม่พึงประสงค์ของไพรเมอร์ประเภทต่างๆ ได้ 

เช่น  Self-dimer ซึ่งเป็นการจับกันเองระหว่างไพรเมอร์ในเส้นเดียวกัน Hetero- dimer ซึ่งเป็นการ

จับกันระหว่างไพรเมอร์ต่างเส้น และ Hairpin loop ซึ่งเกิดจากการจับกันระหว่างเบสคู่สมกัน 

(Complementary) ภายในเส้นไพรเมอร์ การจับกันดังกล่าวทั้งหมดสามารถยับยั้งปฏิกิริยา PCR ท่า

ให้ไม่เกิดผลผลิต หรือเกิดผลผลิตที่น้อยกว่าความเป็นจริง นอกจากนี้  GC content ของ DNA 

ต้นแบบที่สูง ยังส่งผลให้อุณหภูมิที่ใช้ในข้ันตอน Annealing มีค่าสูงตามไปด้วย (120) 
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ความเข้มข้นของไพรเมอร์เป็นหนึ่งอีกหนึ่งปัจจัยที่มีผลต่อปฏิกิริยา PCR หากมีความเข้มข้น

ของไพรเมอร์สูง อาจท่าให้มีผลผลิตที่ไม่จ่าเพาะเกิดข้ึน รวมไปถึงเพิ่มโอกาสในการจับกันเองระหว่าง

ไพรเมอร์ ในทางตรงกันข้ามหากไพรเมอร์มีความเข้มข้นน้อยเกินไป อาจท่าให้เกิดผลผลิตน้อย และไม่

สามารถถูกตรวจพบได้ภายหลังเสร็จสิ้นปฏิกิริยา PCR (121) จากการทดสอบพบว่าความเข้มข้นที่

เหมาะสมของไพรเมอร์ MAC gyrB ไพรเมอร์ MAV gyrB และไพรเมอร์ MIN gyrB ที่ 0.08 0.04 และ 

0.08 µM ใกล้เคียงกับช่วงความเข้มข้นที่บริษัทผู้ผลิตน่้ายาแนะน่าที่ความเข้มข้น 0.05–1 µM (122) 

และเมื่อใช้ท่าปฏิกิริยา PCR ร่วมกับอุณหภูมิข้ันตอน Annealing ข้างต้น สามารถเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรมโดยพบแถบของผลผลิตที่ชัดเจน และพบการจับกันเองระหว่างไพรเมอร์บางส่วน แต่ไม่พบ

ผลผลิตที่ไม่จ่าเพาะ 

เมื่อท่าการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค PCR กับ DNA ต้นแบบจาก

เช้ือทั้งหมด 121 ตัวอย่าง พบว่าเช้ือจ่านวน 120 ตัวอย่าง ถูกเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ 

MAC gyrB ได้ ในขณะที่เช้ือจ่านวน 1 ตัวอย่าง ไม่สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม แม้ว่าท่าการ

ทดสอบซ้่า 3 ครั้ง ทั้งนี้อาจเกิดจากเปน็เช้ือนอกกลุม่ MAC หรือตัวอย่าง DNA อาจถูกท่าลาย ตัวอย่าง

ดังกล่าวจึงไม่ถูกน่าไปทดสอบต่อในการทดลองถัดไป ไพรเมอร์ MAV gyrB และไพรเมอร์ MIN gyrB 

ยังสามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเช้ือจ่านวน 41 และ 75 ตัวอย่าง ตามล่าดับ ในขณะที่เช้ือ

จ่านวน 6 ตัวอย่าง ไม่สามารถถูกเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมได้ด้วยไพรเมอร์ MAV gyrB หรือไพรเมอร์ 

MIN gyrB ทั้งนี้อาจเกิดจากมีการกลายพันธ์ุบริเวณต่าแหน่งที่จับของไพรเมอร์บนตัวอย่าง DNA 

ต้นแบบ ท่าให้ไพร์เมอร์ไม่สามารถจับได้ (123) หรือมีการปนเปื้อนสารบางอย่างที่ยับยั้งปฏิกิรยิา PCR 

(124) 
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 วิธีมาตรฐานทางอณูชีววิทยาส่าหรับการวินิจฉัยจา่แนกสปชีีส์ของเช้ือ MAC คือ การวิเคราะห์

ล่าดับเบส อาทิเช่น การวิเคราะห์ล่าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing รวมกับเทคนิค 

Capillary Electrophoresis ซึ่งวิเคราะห์ลา่ดับเบสได้ประมาณ 800 bp (125) การวิเคราะห์ผลผ่าน

ซอฟแวร์ในรูปแบบตัวหนังสือที่แสดงเบสและ Electropherogram ซึ่งเป็นกราฟที่แสดงผลการแยก

ของแต่ละเบสที่มีสีแยกแตกต่างกัน (126) เมื่อวิเคราะห์ล่าดับเบสของผลผลิต PCR ที่เกิดจากไพร

เมอร์ MAC gyrB ของเช้ือจ่านวน 120 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing พบว่าเช้ือ

จ่านวน 40 ตัวอย่าง (33.33%) ถูกวินิจฉัยว่าเป็นเช้ือ M. avium ในขณะที่เช้ือจ่านวน 58 ตัวอย่าง 

(48.33%) ถูกวินิจฉัยว่าเป็นเช้ือ M. intracellulare โดยมีค่าเปอร์เซ็นความเหมือนเฉลี่ย เมื่อเทียบ

กับล่าดับเบสของเช้ือ M. avium subsp. avium สายพันธ์ุมาตรฐาน ATCC 25291 และเช้ือ M. 

intracellulare สายพันธ์ุมาตรฐาน ATCC 13950 อยู่ที่ 99.45% และ 98.60% ตามล่าดับ การ

วิเคราะห์ผลล่าดับเบสเพื่อจ่าแนกสปีชีส์เช้ือ M. avium และเช้ือ M. intracellulare ในการศึกษา

ครั้งนี้ พิจารณาจากเปอร์เซ็นความเหมือนทีม่ากกว่า 98.7% และ 96.6% ข้ึนไป ตามล่าดับ จึงจะสรปุ

ได้ว่ามีความเหมือนและเป็นเช้ือสายพันธ์ุเดียวกับสายพันธ์ุมาตรฐานที่ ถูกน่ามาเปรียบเทียบ เกณฑ์

ดังกล่าวสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าของ Adrian และคณะ ที่ท่าการศึกษาการวินิจฉัยจ่าแนกสปี

ชีส์เช้ือ Mycobacterium ด้วยการหาล่าดับเบสยีน secA1 โดยพิจารณาจากเปอร์เซ็นความเหมือน

ล่าดับเบสที่อยู่ระหว่าง 96.0-100% (127) อย่างไรก็ตามเช้ือจ่านวน 22 ตัวอย่าง (18.33%) ไม่

สามารถวินิจฉัยจ่าแนกได้ถึงระดับสปีชีส์ โดยถูกวินิจฉัยได้เพียงเป็นเช้ือกลุ่ม MAC โดยมีค่าเปอร์เซ็น

ความเหมือนเฉลี่ยเมื่อเปรียบเทียบกับล่าดับเบสของเช้ือ  M. avium subsp. avium สายพันธ์ุ

มาตรฐาน ATCC 25291 และเช้ือ M. intracellulare สายพันธ์ุมาตรฐาน ATCC 13950 เพียง 

90.30% และ 91.58% ตามล่าดับ  
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ทั้งนี้ เมื่อน่าล่าดับเบสของเช้ือทั้ง 22 ตัวอย่าง ไปเปรียบเทียบกับล่าดับเบสของเช้ือใน

ฐานข้อมูล NCBI พบว่าเช้ือทั้ง 22 ตัวอย่าง มีค่าเปอร์เซ็นความเหมือนเฉลี่ยใกล้เคียงกับเช้ือ M. 

Marseillense และ M. colombiense เช้ือดังกล่าวเป็นเช้ือที่อยู่ในกลุ่ม MAC มีความใกล้ชิดทาง

พันธุกรรมสูง และมีความเหมือนของล่าดับที่ใกล้เคียงกันมากกับเช้ือ M. intracellulare อย่างไรก็

ตาม พบเช้ือจ่านวน 13 ตัวอย่างที่สามารถเพียงระบุได้เป็นเช้ือกลุ่ม MAC เท่านั้น (128) ดังนั้นการ

วินิจฉัยจ่าแนกสปีชีส์ในกลุ่ม MAC โดยวิเคราะห์ล่าดับเบสจากยีนเพียงยีนเดียว อาจไม่มีความละเอียด

เพียงพอที่จ่าแนกเช้ือในกลุ่มดังกล่าวออกจากกันได้ และต้องใช้การวิเคราะห์ล่าดับเบสของหลายยีน

พร้อมกัน  (Multilocus sequence typing) หรือการใช้ เทคนิค Whole genome sequencing 

ท่าการศึกษาแทน 

เมื่อวิเคราะห์ล่าดับเบสของเช้ือ M. avium และเช้ือ M. intracellulare พบว่าในยีน gyrB มี

เปอร์เซ็นความเหมือนต้ังแต่ 90.30% ข้ึนไป ซึ่งเป็นค่าที่ต่่ากว่าเปอร์เซ็นความเหมือนของยีนอื่นๆ ที่

มักถูกน่ามาใช้ในการวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือทั้งสองสายพันธ์ุนี้ออกจากกัน ได้แก่ ยีน hsp65 ที่มีเปอร์เซ็น

ความเหมือนตั้งแต่ 91.1% ยีน rpoB ที่มีเปอร์เซ็นความตั้งแต่ 94.20% และยีน 16s rRNA ที่มี

เปอร์เซ็นความตั้งแต่ 96.7% ล่าดับเบสที่มีค่าเปอรเ์ซ็นความเหมอืนมาก แสดงว่าเช้ือยิ่งมีความใกล้ชิด

กันมาก ดังนั้นยีนที่มีล่าดับเบสที่มีค่าเปอร์เซ็นความเหมือนระหว่างเช้ือ  M. avium และเช้ือ M. 

intracellulare มาก อาจมีประสิทธิภาพต่่าในการใช้จ่าแนกเช้ือทั้งสองสายพันธ์ุออกจากกันด้วย

เทคนิคการวิเคราะห์ล่าดับเบส และไม่เหมาะสมที่จะน่ามาเป็นต้นแบบในการออกแบบไพรเมอร์

ส่าหรับวินิจฉัยสปีชีส์ที่จ่าเพาะของเช้ือ (11) 

วิธีทางอณูชีวิทยา ได้แก่ เทคนิค PCR ซึ่งนิยมใช้โดยทั่วไป หรือเทคนิคการล่าดับเบสซึ่งเป็น

วิธีมาตรฐานในการวินิจฉัยโรคติดเช้ือ ล้วนจ่าเป็นต้องอาศัยเครื่องมือจ่าเพาะที่มีราคาแพง ต้องการ
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ผู้เช่ียวชาญในการตรวจวิเคราะห์ จึงมักจ่ากัดอยู่ในโรงพยาบาลขนาดใหญ่ โรงพยาบาลมหาวิทยาลัย 

และศูนย์วิจัยต่างๆ เท่านั้น เพื่อลดข้อจ่ากัดดังกล่าวของวิธีทางอณูชีววิทยาข้างต้น ท่าให้มีการพัฒนา

เทคนิค Isothermal amplification ที่อาศัยการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยการใช้เพียงอุณหภูมิ

เดียวคงที่ตลอดในปฏิกิริยา เพื่อน่ามาประยุกต์ใช้ในการวินิจฉัยโรคติดเช้ือมากข้ึน อาทิเช่น NASBA 

LAMP SDA RCA HDA และ RPA เป็นต้น แต่ละเทคนิคมีข้อดีและข้อจ่ากัดที่แตกต่างกันไป 

เทคนิค Isothermal อื่นๆ ที่ได้เคยได้พัฒนาน่ามาวินิจฉัยเช้ือ MAC ในงานวิจัยของ Yukiko 

และคณะ ได้พัฒนาเทคนิค LAMP ส่าหรับการตรวจวินิจฉัยเช้ือ M. avium จากแหล่งน้่าต่างๆ โดยใช้

ยีน 16S rRNA พบว่ามีจ่านวนตัวอย่างประมาณ 88% ที่ผลของเทคนิค LAMP สอดคล้องไปใน

แนวทางเดียวกันกับวิธีการเพาะเลี้ยงเช้ือ (129) ขณะที่งานวิจัยของ Cui และคณะ ได้การพัฒนา

เทคนิค NASBA ในรูปแบบของ Real-time simultaneous amplification เพื่อตรวจหาเช้ือ MAC 

ด้วยยีน 16S rRNA โดยอาศัยการสังเคราะห์ RNA สายใหม่ด้วย T7 RNA polymerase ร่วมกับการ

ออกแบบ RNA probes และ Reverse transcription primer ที่มีส่วนของ T7 promoter พบว่า

ให้ผลสอดคล้องกับวิธีการหาล่าดับเบสถึง 100% (130)  

การศึกษาครั้งนี้เลือกน่าเทคนิค RPA มาพัฒนา เนื่องจากเป็นเทคนิคที่สามารถท่าการทดสอบ

ได้ง่าย สะดวก ให้ผลการทดสอบได้อย่างรวดเร็ว มีความไวและความจ่าเพาะสูง สามารถน่ามาพัฒนา

ต่อส่าหรับการวินิจฉัยแบบ POCT ส่าหรับใช้ในห้องปฏิบัติการขนาดเล็ก หรือส่าหรับใช้ใน

ห้องปฏิบัติการภาคสนามได้ (91, 131) 

 ในการพัฒนาเทคนิค RPA ส่าหรับตรวจวินิจฉัยเช้ือ MAC จ่าเป็นต้องอาศัยไพรเมอร์ที่มี

ความจ่าเพาะต่อตัวเช้ือ และเป็นไพรเมอร์ที่มีคุณสมบัติเหมาะสมต่อการท่าปฏิกิริยา RPA โดยควรมี
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ความยาว 30- 35 เบส หากไพรเมอร์มีความยาวสั้นอาจมีผลท่าให้การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม

เกิดข้ึนได้ช้า ขณะที่หากมีความยาวมากเกิน 45 เบสท่าให้เกิด โครงสร้างทุติยภูมิ (Secondary 

structure) ซึ่งรบกวนปฏิกิริยาได้ ไพรเมอร์ RPA ควรมีค่า GC content ระหว่าง 30-70% และควร

หลีกเลี่ยงการออกแบบไพรเมอร์บริเวณที่มีเบสซ้่ากันหลายเบส แม้ว่าปฏิกิริยา RPA สามารถเพิ่ม

ปริมาณสารพันธุกรรมได้ขนาดสูงสุดถึง 1500 bp อย่างไรก็ตามความยาวของผลผลิตที่เหมาะสม

โดยทั่วไปไม่ควรเกิน 500 bp โดยขนาดความยาวผลผลิตที่เหมาะสมที่สุดเท่ากับ 100-200 bp (7, 

109) ไพรเมอร์ที่ใช้ส่าหรับเทคนิค RPA ในการศึกษานี้ มีความยาวอยู่ในช่วงระหว่าง 29-32 bp 

ประกอบไปด้วย ไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ซึ่งใช้จ่าแนกเช้ือกลุ่ม MAC และให้ขนาดของผลผลิต

เท่ากับ 224 bp ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB ซึ่งใช้จ่าแนกสปีชีส์ของเช้ือ M. 

avium และเช้ือ M. intracellurare และให้ขนาดของผลผลิตเท่ากับ 188 และ 202 bp ตามล่าดับ  

การตรวจสอบผลผลิตจากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมที่เกิดจากปฏิกิริยา RPA สามารถท่า

ได้หลายวิธี เช่น การตรวจสอบโดยใช้ Exo probe หรือ Fpg probe ซึ่งต้องอาศัยเครื่องมือ Twista 

real-time fluorometer การตรวจสอบโดยใช้เทคนิค Agarose gel electrophoresis ซึ่งต้องอาศัย

เครื่อง Power supply ส่าหรับจ่ายกระแสไฟฟ้าและเครื่อง Gel tank ส่าหรับวางแผ่นเจล การ

ตรวจสอบด้วยเทคนิค Lateral flow (LF) ซึ่งต้องอาศัยการออกแบบแผ่นตรวจวัดที่ใช้หลักการ 

Immunoassay และการตรวจสอบด้วยเทคนิคการเติมสีเพื่อจับกับ DNA ที่เป็นผลผลิต เช่น สี SYBR 

Green I หรือสี Eva Green เป็นต้น ซึ่งสามารถอ่านผลการเปลี่ยนแปลงของสีได้ด้วยตาเปล่าโดยไม่

ต้องใช้เครื่องมือที่จ่าเพาะ (91, 131) ในการศึกษาครั้งนี้จึงเลือกใช้การตรวจวัดผลผลิตปฏิกิริยา RPA 

ด้วยสี SYBR Green I เนื่องจากสามารถอ่านผลได้ทันทีภายหลังการเติมสี โดยไม่ต้องมีขั้นตอนการบ่ม 

ไม่ต้องอาศัยเครื่องมือเพิ่มเติม และอ่านผลได้ด้วยตาเปล่าภายใต้แสงธรรมชาติ จึงมีความเหมาะสมที่
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น่ามาพัฒนาร่วมกับเทคนิค RPA เพื่อวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือ MAC ส่าหรับน่าไปประยุกต์ใช้ในรูปแบบของ

การทดสอบที่ไม่ต้องอาศัยเครื่องมือวิทยาศาสตร์จ่าเพาะ (Specific instrumentation-free) และ

สามารถน่าไปใช้ในห้องปฏิบัติการขนาดเล็ก ห้องปฏิบัติการภาคสนาม หรือห้องปฏิบัติการที่อยู่

ห่างไกล  

สี SYBR green I เป็นสีฟลูโอเรสเซนต์ มีคุณสมบัติเข้าจับกับ Double-strand DNA บริเวณ 

Minor groove ดูดกลืนแสงสีน้่าเงินที่ความยาวคลื่นสูงสุด 497 nm และเมื่อเข้าจับกับ Double-

strand DNA จะปล่อยแสงสีเขียวที่ความยาวคลื่นสูงสุด 520 nm ท่าให้สามารถมองเห็นเป็นสีเขียว

ด้วยตาเปล่าภายใต้แสงธรรมชาติ หรือเกิดการเรอืงแสงภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับความ

เข้มของสี SYBR Green I และความเข้มข้นของ DNA ที่ถูกตรวจวัด อย่างไรก็ตามสี SYBR Green I มี

ข้อจ่ากัดบางประการ อาทิเช่น สีสามารถจับกับ Double-strand DNA สายคู่ได้อย่างไม่จ่าเพาะ ไม่ว่า

จะเป็นในลักษณะของการเกิด Primer-dimer หรือ Non-specific DNA อื่นๆ ซึ่งอาจน่าไปสู่ผลบวก

ปลอม จึงจ่าเป็นต้องเลือกใช้ DNA ต้นแบบที่มีความบริสุทธ์ิปราศจากความเสียหายจากการ

เสื่อมสภาพของ DNA รวมไปถึงการออกแบบไพรเมอร์ที่ต้องมีความจ่าเพาะ เพื่อหลีกเลี่ยงการเกิด 

Primer-dimer และเพื่อป้องกันการเกิดผลบวกปลอมที่อาจจะเกิดข้ึน (101, 102) 

เมื่อน่าไพรเมอร์ที่ถูกออกแบบ ท่าการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมส่าหรับเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรม และตรวจสอบด้วยสี SYBR Green I จนได้เทคนิค RPA/SYBR ส่าหรับการตรวจวินิจฉัย

จ่าแนกเช้ือ MAC ความเข้มข้นที่เหมาะสมของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA 

และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA คือ 8, 4, และ 6 µM ตามล่าดับ โดยที่ไพรเมอร์  MAC gyrB RPA ท่า

ปฏิกิริยากับ DNA ต้นแบบที่ 8 ng/µl ส่วนไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA 

สามารถท่าปฏิกิริยากับ DNA ต้นแบบได้ต้ังแต่ที่ 1 และ 6 ng/µl ตามล่าดับ อย่างไรก็ตามเพื่อความ
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สะดวกในการท่าการทดสอบข้ันต่อไปของทั้ง 3 ไพรเมอร์ จึงเลือกใช้ความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบ

เท่ากันที่ 8 ng/µl ระยะเวลาในการท่าปฏิกิริยาที่สามารถมองเห็นผลผลิตได้ชัดเจนของไพรเมอร์ทั้ง 3 

ชนิด เท่ากับ  20 นาที การศึกษาก่อนหน้าพบว่าเทคนิค RPA สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ

เช้ือแบคทีเรียสายพันธ์ุต่างๆ ภายในระยะเวลาที่มีแตกต่างกัน งานวิจัยของ Zhao และคณะ ท่าการ

ตรวจเช้ือ Pasteurella multocida ด้วยเทคนิค RPA พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมได้

ตั้งแต่ 7.5 นาที แต่พบผลผลิตที่ชัดเจนเมื่อท่าปฏิกิริยา RPA ตั้งแต่ 30 นาทีข้ึนไป (132) ในขณะที่

อุณหภูมิที่ใช้ในการทดสอบพบว่ามีผลผลิตเกิดข้ึนต้ังแต่ที่ 33 °C โดยพบปฏิกิริยาชัดข้ึนที่อุณหภูมิสูง

ตั้งแต่ที่ 35, 37, 39, 41 และ 43 °C การศึกษาครั้งนี้จึงเลือกใช้อุณหภูมิ 37 °C ส่าหรับบ่มปฏิกิริยา 

RPA เนื่องจากให้ผลของปฏิกิริยาชัดเจน และเป็นอุณหภูมิของกล่องควบคุมอุณหภูมิที่มักถูกตั้งไว้

ส่าหรับใช้ในงานทั่วไปในห้องปฏิบัติการ อย่างไรก็ตามจากการงานวิจัยของ  Crannell และคณะ ได้

ท่าการทดสอบการเพิ่มปริมาณของ  HIV-1 DNA ด้วยเทคนิค RPA โดยใช้อุณหภูมิของร่างกายใน

ปฏิกิริยา ได้แก่ บริเวณรักแร้นอกเสื้อ หน้าท้อง กระเป๋ากางเกง และการก่ามือ พบว่าสามารถเกิด

ผลผลิต RPA โดยไม่จ่าเป็นต้องใช้เครื่องมือควบคุมอุณหภูมิ (133) งานวิจัยของ Lillis และคณะ ท่า

การทดสอบการเพิ่มปริมาณ  HIV-1 DNA ด้วยเทคนิค RPA โดยใช้อุณหภูมิต่างๆตั้งแต่ 15-44 °C 

พบว่าผลผลิตเกิดข้ึนที่อุณหภูมิ 31-43 °C เมื่อท่าปฏิกิริยานาน 20 นาที (134) นอกจากนี้ปฏิกิริยา 

RPA ยังสามารถเกิดข้ึนได้ที่อุณหภูมิห้องที่ 25 °C แต่เกิดผลผลิตค่อนข้างน้อย และต้องใช้เวลานาน

เป็นช่ัวโมงเพื่อท่าปฏิกิริยา (135)  

ส่าหรับการตรวจสอบผลผลิตที่เกิดข้ึน พบว่าที่ความเข้มข้นสี SYBR green I ที่ 400X มีความ

เหมาะสมในการแยกหลอดปฏิกิริยาที่ให้ผลบวก (สารละลายเป็นสีเขียว) และลบ (สารละลายเป็นสี

ส้ม) ได้อย่างชัดเจน ภายหลังอ่านผลด้วยตาเปล่าภายใต้แสงธรรมชาติ ความเข้มข้นสี SYBR Green I  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 158 

ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ ใกล้เคียงกับงานวิจัยของ Singpanomchai และคณะ ที่ศึกษาการตรวจ

วินิจฉัยเช้ือ M. tuberculosis ด้วยเทคนิค RPA ร่วมกับตรวจสอบผลผลิตที่เกิดข้ึนโดยใช้สี SYBR 

green I ที่ความเข้มข้น 375X (8) ในขณะที่งานวิจัยของ  Iwamoto และคณะ ที่ศึกษาการตรวจ

วินิจฉัยเช้ือ M. tuberculosis เช้ือ M. avium และเช้ือ M. intracellulare ในเสมหะด้วยเทคนิค 

LAMP โดยตรวจสอบผลผลิตที่เกิดข้ึนโดยใช้สี SYBR green I ที่ความเข้มข้นสูงถึง 1000X (90) 

เทคนิค RPA/SYBR ที่พัฒนาได้มีความจ่าเพาะที่ดี โดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มกับ เช้ือ

แบคทีเรียเกือบทุกสายพันธ์ุที่น่ามาทดสอบ ทั้งเช้ือ Mycobacterium สายพันธ์ุนอกเหนือจากเช้ือ M. 

avium และเช้ือ M. intracellulare และเช้ือแบคทีเรียสายพันธ์ุอื่นที่มักพบก่อโรคในระบบทางเดิน

หายใจ อย่างไรก็ตามพบการเกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มกับเช้ือ M. kansasii และเช้ือ M. gordonae โดย

ไพรเมอร์ทั้ง 3 ชนิด ให้ผลบวกปลอมกับ M. kansasii เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel 

electrophoresis และไพรเมอร์  MIN gyrB RPA ให้ผลบวกปลอมกับเ ช้ือ  M. gordonae เมื่ อ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I และ Agarose gel electrophoresis ทั้งเช้ือ M. kansasii 

และเช้ือ M. gordonae เป็นเช้ือกลุ่ม NTM ที่เจริญเติบโตช้าและมีความใกล้เคียงกันของล่าดับเบส 

จากการวิเคราะห์ล่าดับเบสยีน gyrB ด้วยโปรแกรม MegAlign พบว่าเช้ือ M. kansasii สายพันธ์ุ 

ATCC 12478 มีค่าเปอร์เซ็นความเหมือนของล่าดับเบสของยีน gyrB ที่เหมือนกับเช้ือ M. avium 

subsp. avium สายพันธ์ุ ATCC 25921 และเช้ือ M. intracellulare สายพันธ์ุ ATCC 13950 เท่ากบั 

85.5% และ 84.8% ตามล่าดับ ขณะที่เช้ือ M. gondonae สายพันธ์ุ DSM 44160 มีค่าเปอร์เซ็น

ความเหมือนของล่าดับเบสของยีน gyrB ที่เหมือนกับเช้ือ M. avium subsp. avium สายพันธ์ุ ATCC 

25921 และเช้ือ M. intracellulare สายพันธ์ุ ATCC 13950 เท่ากับ 87.6% และ 87.1% ตามล่าดับ 

เทคนิค RPA อาศัยการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ ซึ่งอาจมีข้อจ่ากัดในการจ่าแนกเช้ือ 
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กรณีต่าแหน่งของล่าดับเบสเป้าหมายมีความใกล้เคียงกันมาก ท่าให้ไพรเมอร์เกิดการจับแบบไม่

จ่าเพาะได้ ซึ่งอาจเป็นสาเหตุที่ท่าให้เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มของเทคนิค RPA ที่ในการศึกษาครั้งนี้ 

ความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบน้อยที่สุด หรือ Limit of detection (LOD) ที่เทคนิค RPA 

สามารถจ่าแนกสปีชีส์ของเช้ือ MAC เมื่อทดสอบกับไพรเมอร์ MAC gyrB RPA, ไพรเมอร์ MAV gyrB 

RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA และตรวจตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I และ Agarose 

gel electrophoresis มีค่าเท่ากับ 10, 1 และ 1 ng/µl และ 1, 0.1 และ 0.1 ng/µl ตามล่าดับ เป็น

ที่น่าสังเกตว่าค่า LOD เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I มีค่าสูงกว่าการตรวจสอบผลผลิต

ด้วย Agarose gel electrophoresis ประมาณ 10 เท่า สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าที่ใช้เทคนิค 

RPA เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรของยีน IS6110 และยีน IS1081 เพื่อวินิจฉัยเช้ือ M. tuberculosis 

พบว่ามีค่า LOD เมื่อตรวจสอบผลผลติด้วยสี SYBR Green I เท่ากับ 0.5 และ 0.05 ng ตามล่าดับ ซึ่ง

สูงกว่าการตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis ที่มีค่า LOD เท่ากับ 0.05 และ 

0.00005 ng ตามล่าดับ (8) การเปลี่ยนแปลงของสี SYBR Green I ข้ึนอยู่กับปริมาณผลผลิตสาร

พันธุกรรมที่สีเข้าจับ หากมีปริมาณผลผลิตสารพันธุกรรมน้อย อาจส่งผลให้สีของสารละลายไม่

เปลี่ยนเป็นสีเขียว หรือเปลี่ยนเป็นสีเขียวที่ค่อนข้างจาง จนสายตาไม่สามารถอ่านสีที่เกิดข้ึนได้ ซึ่งอาจ

เป็นสาเหตุที่ท่าให้การตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I มีค่า LOD สูง เมื่อเปรียบเทียบกับการ

ตรวจสอบด้วย Agarose gel electrophoresis งานวิจัยก่อนหน้าพบว่า ค่า LOD ของยีน IS6110 

และยีน IS1081 มีค่าต่่ากว่าค่า LOD ของยีน gyrB ในการศึกษาครั้งนี้ เนื่องจากยีน Insertion 

sequence (IS) สามารถพบได้หลายต่าแหน่ง (ประมาณ 5-25 ต่าแหน่ง) บน Genome ของเช้ือ M. 

tuberculosis (136) ในขณะที่ยีน gyrB พบได้เพียงต่าแหน่งเดียวบน Genome ท่าให้ต้องใช้ DNA 

ต้นแบบปริมาณมาก ส่งผลให้ค่า LOD สูงข้ึน จึงจะเห็นผลการทดสอบที่เป็นบวกเมื่อทดสอบด้วย
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เทคนิค RPA และตรวจสอบด้วยสี SYBR Green I ในขณะที่บางงานวิจัยพบว่าต้องใช้ตัวอย่าง DNA 

ต้นแบบไม่ต่่ากว่า 300 ng ไปจนถึง 2 µg จึงจะสามารถเห็นปฏิกิรยิาเปน็บวกที่ชัดเจน (137) คุณภาพ

ของสี SYBR Green I เป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่มีผลต่อการอ่านปฏิกิริยา เนื่องมาจากโดยทั่วไปสี SYBR 

Green I สามารถเสื่อมได้หากเก็บในระยะยาว และพบกับการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิขณะน่าเข้า-ออก

จากตู้เย็นเป็นประจ่า (138) 

การตรวจสอบผลผลิต RPA ด้วย Agarose gel electrophoresis มีค่า LOD ที่ต่่ากว่าการ

ตรวจสอบด้วยสี SYBR green I ในการศึกษาครั้งนี้ใช้สีย้อมสารพันธุกรรม UltraPower DNA/RNA 

safe dye ในข้ันตอนการท่า Agarose gel electrophoresis ซึ่งเป็นสีที่มีความไวสูงกว่าสี Ethidium 

bromide และสามารถตรวจสอบผลผลิตที่มีความเข้มข้นได้ต้ังแต่ 20 pg (139) 

เมื่อท่าการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค RPA กับ DNA ต้นแบบจาก

เช้ือทั้งหมด 120 ตัวอย่าง และตรวจสอบผลผลติด้วยสี SYBR Green I พบว่าเช้ือจ่านวน 119 ตัวอย่าง 

ถูกเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ได้ ในขณะที่เช้ือจ่านวน 1 ตัวอย่าง ไม่

สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม ไพรเมอร์  MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ยัง

สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเช้ือจ่านวน 46 และ 75 ตัวอย่าง แต่เมื่อท่าการตรวจสอบด้วย 

Agarose gel electrophoresis พบจ่านวนเช้ือที่ถูกเพิ่มปรมิาณสารพันธุกรรมเพิ่มสงูข้ึน มากกว่าการ

ตรวจสอบด้วยสี SYBR Green I โดยพบเช้ือจ่านวน 120, 53 และ 78 ตัวอย่าง ถูกเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA 

ตามล่าดับ เนื่องจากเทคนิค Agarose gel electrophoresis อาจมีความไวในการตรวจวัดผลผลิต

มากกว่าการตรวจสอบด้วยสี SYBR green I ตามที่ได้อธิบายข้างต้น จึงสามารถตรวจสอบผลผลิตที่

อาจมีในปริมาณน้อยได้และท่าให้ตัวอย่างที่ให้ผลบวกมีจ่านวนที่สูงกว่า  เมื่อเปรียบเทียบเทคนิค 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 161 

RPA/SYBR กับ RPA/AGE พบว่ามีความไว 99.2% ส่าหรับไพรเมอร์ MAC gyrB RPA มีความไวและ

ความจ่าเพาะ 86.8% และ 100% ส่าหรับไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และ 96.2% และ 100% ส่าหรบั

ไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ตามล่าดับ อย่างไรก็ตามพบว่าทั้ง RPA/SYBR กับ RPA/AGE มีค่าสถิติ 

Kappa เท่ากับ 0.880 และ 0.946 ส่าหรับไพรเมอร ์MAV gyrB RPA และ MIN gyrB RPA ตามล่าดับ 

ซึ่งถือว่ามีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ดีมาก อย่างไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้ ไม่สามารถค่านวณ

ค่าสถิติ Kappa ของไพรเมอร์ MAC gyrB RPA เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิคต่างๆ ได้ เนื่องจากตัวอย่าง

เช้ือที่ให้ผลลบจริงในการทดสอบมีค่าเท่ากับ 0 

เมื่อเปรียบเทียบผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ไพรเมอร์ 

MAV gyrB RPA และไพร เมอร์  MIN gyrB RPA ด้ วย เทคนิค  RPA กั บ เทคนิค  Sanger DNA 

sequencing พบว่าเมื่อใช้การตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I มีความไว 99.2% ส่าหรับไพร

เมอร์ MAC gyrB RPA มีความไวและความจ่าเพาะ 100% และ 92.5% ส่าหรับไพรเมอร์ MAV gyrB 

RPA และ 98.3% และ 71.0% ส่าหรับไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ตามล่าดับ และมีค่าสถิติ Kappa 

เท่ากับ 0.892 และ 0.686 ส่าหรับไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และ MIN gyrB RPA ซึ่งถือว่ามีความ

สอดคล้องกันในเกณฑ์ดีมากและดี ตามล่าดับ ในขณะที่หากใช้การตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose 

gel electrophoresis พบว่าไพรเมอร์ MAV gyrB RPA มีความจ่าเพาะที่ลดลง ในขณะเดียวกันไพร

เมอร์ MIN gyrB RPA มีความไวและความจ่าเพาะที่เพิ่มข้ึน กล่าวคือ มีความไว 100% ส่าหรับไพร

เมอร์ MAC gyrB RPA มีความไวและความจ่าเพาะ 100% และ 83.8% ส่าหรับไพรเมอร์ MAV gyrB 

RPA และ 100% และ 67.7% ส่าหรับไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ตามล่าดับ ส่งผลให้มีค่าสถิต ิKappa 

ลดลงเท่ากับ 0.775 และ 0.670 ส่าหรับไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และ MIN gyrB RPA ตามล่าดับ 

ซึ่งถือว่ามีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ดี  
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เมื่อเปรียบเทียบผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ไพรเมอร์ 

MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ด้วยเทคนิค RPA กับเทคนิค PCR พบว่าเมื่อใช้การ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I มีความไว 99.2% ส่าหรับไพรเมอร์ MAC gyrB RPA มีความ

ไวและความจ่าเพาะ 97.6% และ 92.4% ส่าหรับไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และ 93.2% และ 87.0% 

ส่าหรับไพรเมอร ์MIN gyrB RPA ตามล่าดับ และมีค่าสถิต ิKappa เท่ากับ 0.874 และ 0.805 ส่าหรบั

ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และ MIN gyrB RPA ตามล่าดับ ซึ่งถือว่ามีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ดี

มาก ในขณะที่หากใช้การตรวจสอบผลผลิตด้วย Agarose gel electrophoresis พบว่าไพรเมอร์ 

MAV gyrB RPA มีความจ่าเพาะที่ลดลง ในขณะเดียวกันไพรเมอร์ MIN gyrB RPA มีความไวที่เพิ่มข้ึน 

กล่าวคือ มีความไว 100% ส่าหรับไพรเมอร์ MAC gyrB RPA มีความไวและความจ่าเพาะ 97.6% 

และ 83.5% ส่าหรับไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และ 97.3% และ 87% ส่าหรับไพรเมอร์ MIN gyrB 

RPA ตามล่าดับ ส่งผลให้มีค่าสถิติ Kappa ของไพรเมอร์ MAV gyrB RPA ลดลงเท่ากับ 0.758 ซึ่งถือ

ว่ามีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ดี แต่ค่าสถิต ิKappa ของ MIN gyrB RPA ใกล้เคียงเดิมเท่ากับ 0.857 

ซึ่งถือว่ามีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ดีมาก จากข้อมูลข้างต้นสังเกตได้ว่าไพรเมอร์ MIN gyrB RPA 

นั้นมีค่าความไวที่สูง ขณะที่ความจ่าเพาะมีค่าลดลง เนื่องจากไพรเมอร์สามารถเกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม

กับเช้ือกลุ่ม MAC ที่มีความใกล้เคียงกับเช้ือ M. intracellulare โดยเป็นผลมาจากความเหมือนกัน

มากของล่าดับเบส  

เมื่อพิจารณาภาพรวมของประสิทธิภาพของเทคนิค RPA ที่ใช้เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมยีน

ด้วยไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB RPA ให้ผล

สอดคล้องกันในเกณฑ์ดีถึงดีมากกับเทคนิค Sanger DNA sequencing ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน และ

เทคนิค PCR ซึ่งเป็นวิธีทางอณูชีววิทยาที่ใช้ทั่วไป เมื่อตรวจสอบผลผลิตของเทคนิค RPA ด้วยสี SYBR 
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Green I ให้ผลการทดสอบในภาพรวมมีความไวเท่ากับหรือต่่ากว่าการตรวจสอบด้วยเทคนิค Agarose 

gel electrophoresis เพียงเล็กน้อย เนื่องจากเทคนิค Agarose gel electrophoresis ที่ ใ ช้ใน

การศึกษาครั้งนี้ สามารถตรวจสอบผลผลิตที่มปีรมิาณน้อยเพยีง 20 pg (139) ในขณะที่การตรวจสอบ

ผลผลิตด้วยสี SYBR Green I จ่าเป็นต้องมีสารพันธุกรรมปริมาณที่มากกว่า 60 pg ข้ึนไป จึงจะตรวจ

พบได้ (140) อย่างไรก็ตามพบว่าการตรวจสอบผลผลิตของเทคนิค RPA ด้วยสี SYBR Green I มี

ความจ่ า เพาะที่ สู งก ว่า เทคนิค  Agarose gel electrophoresis ปั จจั ยที่ท่ า ให้  Agarose gel 

electrophoresis มีความจ่าเพาะต่่า  อาจมาจากจ่านวนผลบวกปลอมที่พบมากกว่าการตรวจสอบ

ผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ทั้งที่เกิดจากความไวในการตรวจสอบผลผลิตที่มากกว่า และผลผลิตที่

อาจเกิดจากปฏิกิริยาข้ามกลุ่มของไพรเมอร์กับเช้ือ MAC สปีชีส์อื่นที่นอกเหนือจาก M. avium และ 

M.  Intracellulare ซึ่งมีล่าดับเบสใกล้เคียงกันมาก ในขณะที่ผลบวกปลอมจากการตรวจสอบด้วยสี 

SYBR green I มีโอกาสเกิดข้ึนได้จากการเข้าจับของสี SYBR Green I กับ Minor groove ของสายคู่

ของ DNA ที่เกิดข้ึนอย่างไม่จ่าเพาะ เช่น การจับกันเองของไพรเมอร์ เป็นต้น (141) การลดผลบวก

ปลอมที่เกิดจากสี SYBR Green I สามารถท่าได้โดยใช้สี EvaGreen ในข้ันตอนการตรวจวัดผลผลิต 

เนื่องมาจากมีความจ่าเพาะสูงกว่าในการจับกับ Double-strand DNA (142) 

 เทคนิค RPA เมื่อใช้ร่วมกับการตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I และ Agarose gel 

electrophoresis พบว่ามีประสิทธิภาพดีในการจ่าแนกเช้ือและมีความสอดคล้องในเกณฑ์ดีมากเมื่อ

เปรียบเทียบกับวิธีหาล่าดับเบสและเทคนิค PCR การวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือ M. avium และเช้ือ M. 

intracellulare ด้วยเทคนิค RPA/SYBR และเทคนิค RPA/AGE เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิคการหา

ล่าดับเบส มีความไวตั้งแต่ 100% ข้ึนไปความจ่าเพาะตั้งแต่ 80.7% ข้ึนไป ค่าท่านายผลบวกตั้งแต่ 

84.9% ข้ึนไป ค่าท่านายผลลบตั้งแต่ 100% ข้ึนไป และสถิติ Kappa ตั้งแต่ 0.801 ข้ึนไป ในขณะที่



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 164 

เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค PCR มีความไวตั้งแต่ 89.2% ข้ึนไปความจ่าเพาะต้ังแต่ 97.5% ข้ึนไป ค่า

ท่านายผลบวกตั้งแต่ 95.1% ข้ึนไป ค่าท่านายผลลบตั้งแต่ 85.2% ข้ึนไป และสถิติ Kappa ตั้งแต่ 

0.863 ข้ึนไป ในขณะที่เมื่อวินิจฉัยจ่าแนกได้เช้ือสายพันธ์ุอื่นในกลุ่ม MAC พบว่าเทคนิค RPA/SYBR 

และเทคนิค RPA/AGE  มีความไวและค่าท่านายผลบวกที่ค่อนข้างต่่า เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิคการ

หาล่าดับเบสและเทคนิค PCR โดยมีความไวตั้งแต่ 4.6% ข้ึนไป ความจ่าเพาะต้ังแต่ 100% ข้ึนไป ค่า

ท่านายผลบวกตั้งแต่ 100% ข้ึนไป ค่าท่านายผลลบตั้งแต่ 82.4% ข้ึนไป และมีสถิติ Kappa อยู่ในช่วง 

0.792 ข้ึนไป ซึ่งถือว่ามีความสอดคล้องตั้งแต่เกณฑ์เล็กน้อยถึงดี 

การน่าเทคนิค RPA/SYBR และ RPA/AGE ไปใช้วินิจฉัยจ่าแนกเช้ือ MAC หากวินิจฉัยได้ว่า

เป็นเ ช้ือ M. avium และเ ช้ือ M. intracellulare จึ งมีความน่า เ ช่ือ ถือ เนื่ องจากมีความไว 

ความจ่าเพาะ ค่าท่านายผลบวก ค่าท่านายผลลบ และค่าสถิติ Kappa ที่สูง ในขณะที่หากวินิจฉัยได้

เป็นเช้ือสายพันธ์ุอื่นที่อยู่ในกลุ่ม MAC ควรน่าไปวินิจฉัยยืนยันด้วยเทคนิคอื่นที่มีความน่าเช่ือถือสูง

กว่าและมีความสามารถในการจ่าแนกเช้ือที่ละเอียดกว่า เช่น เทคนิคการหาล่าดับเบส เป็นต้น 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

บทที่ 6 

สรุปผลการด าเนินการ 

 

การศึกษาครั้งนี้สามารถพัฒนาเทคนิคทางอณูชีววิทยา ที่อาศัยการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม

ภายใต้อุณหภูมิคงที่ร่วมกับการอ่านผลด้วยตาเปล่า เพื่อวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือ M. avium และเช้ือ M. 

intracellulare ซึ่งเป็นเช้ือสองสายพันธ์ุหลักทีก่่อโรคของเช้ือกลุ่ม MAC ได้ส่าเร็จ เทคนิคที่พัฒนาข้ึน

มีช่ือว่า เทคนิค RPA/SYBR ซึ่งเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา RPA และตรวจสอบผลผลิตที่

ได้ด้วยการเติมสี SYBR Green I โดยด่าเนินปฏิกิริยา RPA ด้วยชุดน้่ายา RPA TwistAmp® Basic 

ร่วมกับไพรเมอร์ที่ ถูกออกแบบมาให้จ่าเพาะกับเช้ือกลุ่ม MAC  เ ช้ือ M. avium และเ ช้ือ M. 

intracellulare ได้แก่ ไพรเมอร์ MAC gyrB RPA ไพรเมอร์ MAV gyrB RPA และไพรเมอร์ MIN gyrB 

RPA ที่ความเข้มข้น 8, 4 และ 6 µM ตามล่าดับ ใช้ DNA ต้นแบบความเข้มข้น 8 ng/µl บ่มด้วย

อุณหภูมิ 37 °C ระยะเวลานาน 20 นาที และใช้สี SYBR green I ที่ความเข้มข้น 400X อ่านผล

ปฏิกิริยาด้วยตาเปล่าภายใต้แสงธรรมชาติ ไพรเมอร์ที่สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน จะ

สังเกตเห็นสารละลายในหลอดปฏิกิริยาเป็นสีเขียว ในขณะที่ไพรเมอร์ที่ไม่สามารถเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรมของยีน จะสังเกตเห็นสารละลายในหลอดปฏิกิริยาสีส้ม  

การวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือ MAC ด้วยเทคนิค RPA ที่พัฒนาข้ึนร่วมกับการตรวจสอบผลผลิตด้วย

สี SYBR และ Agarose gel electrophoresis พบว่ามีประสิทธิภาพที่ดีและมีความสอดคล้องใน

เกณฑ์ดีมากเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีหาล่าดับเบสและเทคนิค PCR การวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือ M. avium 

และเช้ือ M. intracellulare ด้วยเทคนิค RPA/SYBR และเทคนิค RPA/AGE เมื่อเปรียบเทียบกับ

เทคนิคการหาล่าดับเบส มีความไวตั้งแต่ 100% ข้ึนไปความจ่าเพาะตั้งแต่ 80.7% ข้ึนไป ค่าท่านาย
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ผลบวกตั้งแต่ 84.9% ข้ึนไป ค่าท่านายผลลบตั้งแต่ 100% ข้ึนไป และสถิติ Kappa ตั้งแต่ 0.801 ข้ึน

ไป ในขณะที่เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค PCR มีความไวตั้งแต่ 89.2% ข้ึนไปความจ่าเพาะตั้งแต่ 

97.5% ข้ึนไป ค่าท่านายผลบวกตั้งแต่ 95.1% ข้ึนไป ค่าท่านายผลลบตั้งแต่ 85.2% ข้ึนไป และสถิติ 

Kappa ตั้งแต่ 0.863 ข้ึนไป ในขณะที่การวินิจฉัยจ่าแนกเช้ือสายพันธ์ุอื่นในกลุ่ม MAC ด้วยเทคนิค 

RPA/SYBR และเทคนิค RPA/AGE  มีความไวและค่าท่านายผลบวกที่ค่อนข้างต่่า เมื่อเปรียบเทียบกบั

วิธีหาล่าดับเบสและเทคนิค PCR การพัฒนาไพรเมอร์ที่มีประสิทธิภาพและจ่าเพาะมากขึ้นต่อเช้ือกลุ่ม 

MAC จึงมีความจ่าเป็นในอนาคต 

เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพของเทคนิค RPA/SYBR ประกอบกับข้อได้เปรียบของเทคนิค 

ได้แก่ ความรวดเร็วในการทดสอบ ไม่ซับซ้อน ไม่จ่าเป็นต้องอาศัยเครื่องมือวิทยาศาสตร์ที่จ่าเพาะใน

การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมและการอ่านผล จึงเหมาะส่าหรับน่ามาใช้ตรวจคัดกรองเบื้องต้นในการ

วินิจฉัยเช้ือ MAC โดยเฉพาะอย่างยิ่งเช้ือ M. avium และเช้ือ M. intracellulare อย่างไรก็ตามควร

น่าไปทดสอบเพิ่มเติมกับสิ่งส่งตรวจโดยตรง ก่อนการน่าไปใช้จริงในห้องปฏิบัติการ ซึ่งเหมาะ

โรงพยาบาลขนาดเล็ก หรือห้องปฏิบัติการภาคสนาม ท่าให้ผู้ป่วยได้รับการตรวจวินิจฉัยได้ อย่าง

ถูกต้อง รวดเร็ว ส่งผลต่อการรักษาอย่างทันท่วงที เป็นการลดความสูญเสียและการแพร่กระจายของ

เช้ือ อีกทั้งยังสามารถน่าไปใช้ร่วมในการศึกษาระบาดวิทยาได้อีกด้วย 
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