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บทคดัย่อ วัตถุประสงค์ของการศึกษาเพื�อประเมินการนาํอาหารเลี� ยงเชื� อชนิดแขง็ (Lowenstein-Jensen medium - LJ

medium) และอาหารเลี�ยงเชื�อชนดิเหลว (Mycobacterium growth indicator tube - MGIT) มาใช้ในการเพาะเชื�อวณัโรค

ร่วมกบัการทดสอบการดื�อต่อยาของเชื�อวัณโรค โดยใช้วิธ ีMTT (3-4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyl tet-

razolium bromide) ในการเพิ�มอตัราการตรวจพบเชื�อ (positive rate) และลดระยะเวลาในการรายงานผลเพาะเชื�อ-

วัณโรค ระยะเวลาดาํเนินการตั�งแต่เดือนมีนาคม ���� ถึงเดือนธันวาคม ���� โดยเพาะเชื� อในตัวอย่างจาก

ผู้ป่วยที�มารับการรักษา และส่งเพาะเชื� อวัณโรค จาํนวน �,��� ตัวอย่าง ด้วยอาหารเลี� ยงเชื� อชนิดแขง็ ควบคู่กบั

อาหารเลี� ยงเชื� อชนิดเหลว และทดสอบการดื� อต่อยาด้วยวิธี MTT เปรียบเทียบอัตราการตรวจพบเชื� อ และ

ระยะเวลาในการตรวจพบเชื�อ (detection time)ในอาหารเลี�ยงเชื�อทั�งสองชนดิ การทดสอบการดื�อต่อยาได้เปรยีบเทยีบ

ผลการทดสอบต่อยาแนวที� � (first line drug) โดยใช้วิธ ีMTT เทยีบกบัวิธ ีสดัสว่นเปรียบเทยีบ หรือ proportion

method ซึ�งเป็นวิธมีาตรฐาน ผลการดาํเนินงานพบว่าการเพาะเชื�อด้วยอาหารเลี�ยงเชื�อชนดิแขง็ร่วมกบัอาหารเลี�ยงเชื�อ

ชนิดเหลว สามารถเพิ�มอตัราการตรวจพบเชื�อ จากร้อยละ �.� เป็นร้อยละ ��.� การศึกษาตวัอย่างตรวจที�พบเชื�อ

มยัโคแบคทเีรียจาํนวน ��� ตัวอย่าง พบว่าอาหารเลี�ยงเชื�อชนิดเหลวใช้เวลาในการตรวจพบเชื�อเฉลี�ย �� วัน (พิสยั

� - �� วัน) อตัราการตรวจพบเชื�อคดิเป็นร้อยละ ��.� (���/���) ขณะที�อาหารเลี�ยงเชื�อชนิดแขง็ใช้เวลาเฉลี�ย

�� วนั (พิสยั �� - �� วนั) และอตัราการตรวจพบเชื�อเพียงร้อยละ ��.� (��/���) เมื�อเปรยีบเทยีบผลการทดสอบ

ความไวต่อยาแนวที� � โดย วิธ ีMTT และวิธ ี สดัส่วนเปรียบเทยีบ พบว่าการทดสอบความไวต่อ rifampicin, iso-

niazid, ethambutal และ streptomycin โดยวิธี MTT ให้ผลการทดสอบไม่แตกต่างจากวิธีสัดส่วนเปรียบเทียบ

คิดเป็นร้อยละ ��.� (��/��), ��.� (��/��), ��.� (��/��) และ ��.� (��/��) ตามลาํดับ ผลการ

ทดสอบที� ให้ผลไม่สอดคล้องกันของทั� งสองวิธีคิดเป็นร้อยละ ��.� (�/��) โดยร้อยละ ��.� (�/�)

พบเป็นเชื�อวณัโรคดื�อยาหลายขนาน (Multidrug-resistant tuberculosis หรอื MDR-TB) ขณะที�วณัโรคไม่ดื�อยา (Non-

MDR-TB) ให้ผลไม่สอดคล้องเพียงร้อยละ �.� (�/��) ดังนั� น การนาํอาหารเลี� ยงเชื� อเหลวมาใช้ร่วมกับ

อาหารเลี� ยงเชื� อชนิดแข็งในการเพาะเชื� อวัณโรค จะช่วยเพิ� มอัตราการตรวจพบเชื� อวัณโรค และลดระยะเวลา

การตรวจพบเชื� ออย่างชัดเจน และเมื� อนาํวิธี MTT มาใช้ในการทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคร่วมด้วย

ทาํให้สามารถลดระยะเวลารายงานผลเพาะเชื�อจากเดมิ � เดอืน (��� - ��� วัน) เป็น �.� เดอืน (�� - �� วัน)
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บทนํา
วัณโรคเป็นโรคติดต่อที�สาํคัญเป็นสาเหตุการป่วย

การเสี ยชี วิ ต และการแพร่ ระบาดในประชากรทุก

ภูมิ ภาคทั� วโลก(1,2) สาํ หรับสถานการณ์ วัณโรคใน

ประเทศไทย องค์ การอนามั ยโลกจัดประเทศไทย

อยู่ในกลุ่ม 22 ประเทศ ที�มีปัญหาวัณโรคสูงมาตั�งแต่ปี

พ.ศ. 2541 และคาดประมาณว่าประเทศไทยมีผู้ป่วย

วัณโรครายใหม่ประมาณ 86,000 รายต่อปี หรือคิดเป็น

อัตราอุบัติการณ์ 124 ต่อประชากรแสนคน สูงกว่า

ประเทศตะวันตกบางประเทศถึง 30 เทา่(3) นอกจากนั�น

การพบอุบัตกิารณข์องผู้ป่วยเอดสท์ี�สงู ทาํให้จาํนวนผู้ป่วย

วัณโรคในประเทศไทยเพิ�มขึ� นอย่างต่อเนื�องในช่วง ��

ปี(4) จากรายงานอุบัตกิารณ์การเกดิวัณโรคดื�อยา (multi-

drug-resistant tuberculosis หรือ MDR-TB) ที�เพิ�ม

มากขึ� น ประกอบกับการเข้าถึงการตรวจวินิจฉัยการ

ดื� อยาวัณโรคทางห้องปฏบิัติการของผู้ป่วยวัณโรคดื� อยา

หลายขนานยังตํ�า(3,5) ทาํให้วัณโรคยังคงเป็นปัญหาสาํคัญ

ของประเทศไทย การควบคุมวัณโรคให้มีประสิทธิภาพ

จาํเป็นต้องได้รับความร่วมมือจากทุกฝ่ายที� เกี� ยวข้อง

มีความต่อเนื�องและสมํ�าเสมอในด้านคุณภาพการรักษา

ความสามารถของห้องปฏิบัติการในการตรวจวิเคราะห์

ถือว่ามีความสาํคัญ เพราะนอกจากจะเป็นการยืนยัน

การวินิจฉัยวัณโรค การวางแผนการรักษาอย่างเหมาะสม

แล้ว ยังช่วยในการติดตามการรักษาผู้ป่วยวัณโรค ซึ�งจะ

ป้องกันและลดการแพร่กระจายเชื� อ นอกจากนี�  ยังเป็น

ข้อมูลพื� นฐานด้านระบาดวิทยา ซึ� งเป็นแนวทางในการ

เฝ้าระวังและติดตามสถานการณ์ของเชื�อวัณโรค

การตรวจเพาะเชื� อวัณโรคทางห้ องปฏิ บั ติ การ

ประกอบด้วย การเพาะเชื�อเพื�อให้ได้เชื�อวัณโรคที�บริสทุธิ�

จากนั� นจึงนาํเชื� อบริสุทธิ�ที�แยกได้จากอาหารเลี� ยงเชื� อ

ชนิดแขง็มาทดสอบชนิดของเชื�อ และทดสอบความไวต่อ

ยาต้านวัณโรค การตรวจเพาะเชื�อวัณโรคในโรงพยาบาล

ขอนแก่นในอดีตเลือกใช้อาหารเลี� ยงเชื� อชนิ ดแข็ง

(Lowenstein-Jensen medium - LJ medium) เพียง

ชนิดเดียว พบว่ามีข้อจาํกัดเนื� องจากต้องใช้เวลานาน

ในการตรวจพบเชื� อ (1 - � เดือน) อัตราการตรวจ

พบเชื�อค่อนข้างตํ�า (น้อยกว่าร้อยละ 5.0) เสยีงสะท้อน

จากคณะกรรมการดูแลผู้ ป่วยวัณโรค รวมถึงแพทย์

ผู้ใช้บริการในโรงพยาบาลขอนแก่นประเมินว่า ผลการ

ตรวจจากห้องปฏิบัติการยังไม่เป็นที�น่าพอใจเท่าที�ควร

เมื� อเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของการตรวจพบเชื� อ

กับอาการทางคลินิก สาํหรับการทดสอบความไวต่อ

ยาต้านวัณโรค เดิมโรงพยาบาลยังไม่ได้เปิดให้บริการ

แต่ได้มกีารสง่ต่อภายนอก (ห้องปฏบิัตกิารอ้างองิวัณโรค

แห่งชาติ สาํนักวัณโรค) ซึ� งกว่าจะได้ผลการทดสอบ

ใช้เวลานานถึง 2 - 3 เดือน และเมื�อวิเคราะห์ข้อมูล

ย้อนหลังพบว่า ห้องปฏิบัติการโรงพยาบาลขอนแก่น

ใช้ระยะเวลาในการรายงานผลเพาะเชื� อวัณโรค (Turn-

around time - TAT) นานกว่า 7 เดือน (พิสยั 121 -

301 วัน) ทาํให้การวางแผนการรักษาของแพทย์ต้อง

อาศัยเฉพาะข้อมูลด้านคลินิก โดยยังไม่มีผลการตรวจ

ยืนยันจากห้องปฏบิัติการ ซึ�งถือเป็นวิธีมาตรฐาน (gold

standard) ในการวินิจฉัยวัณโรค(6)

การเพาะเลี� ยงเชื�อวัณโรคในอาหารเหลว (Mycobac-

terium growth indicator tube – MGIT) ด้วยเครื�อง-

เพาะเลี� ยงเชื� ออตัโนมัติ (MGIT 960 System) เป็นอีก

ทางเลื อกที� องค์ การอนามั ยโลกแนะนาํ ในการเพิ� ม

ศักยภาพของห้องปฏิบั ติการในการเพาะเชื� อวัณโรค

มีหลายรายงานพบว่า อาหารเลี� ยงเชื� อชนิดเหลวนี�

จะให้ผลการเพาะเชื� อที�เร็วขึ�น (9 - 16 วัน) และเพิ�ม

อัตราการตรวจพบเชื� อเมื� อเทียบกับอาหารเลี� ยงเชื� อ

ชนิดแข็ง(7-10) โดยอาศัยการตรวจวัดออกซิเจนที�ลดลง

เมื�อเชื� อมีการเจริญเติบโต ซึ�งจะเป็นประโยชน์แก่ผู้ป่วย

ในการที�จะได้รับการรักษาที�รวดเรว็และถูกต้อง

การทดสอบความไวของเชื� อต่ อยาต้ านวั ณโรค

ปัจจุบันมีการพัฒนาวิธีการทดสอบที�ให้ผลรวดเร็ว เช่น

การทดสอบโดยวิธ ีMTT (3-4,5-dimethylthiazol-2-

yl-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) และการ

ทดสอบโดยเครื�องอัตโนมัติ ได้แก่ BACTEC 460 TB,

MGIT 960(11-14) การทดสอบโดยวิธี MTT เป็นวิธี
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การพัฒนาการตรวจเพาะเชื�อวัณโรคของห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์ โรงพยาบาลขอนแก่น

วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

ที�ใช้ในการทดสอบการดื� อต่อยาโดยใช้อาหารเลี� ยงเชื� อ

ชนิดเหลว และเติมสารส่งเสริมการเจริญเติบโต จากนั�น

ตรวจวัดเชื� อวัณโรคที�มีชีวิตโดยการสังเกตการเปลี�ยนสี

ของสาร 3-4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyl

tetrazolium bromide (MTT) ด้วยตาเปล่า วิธีนี� เป็นวิธี

ที�สะดวกและราคาไม่แพงเมื�อเทียบกับการทดสอบโดย

เครื�องอัตโนมัติ เช่น BACTEC 460 TB, MGIT 960

นอกจากนั�นการทดสอบความไวของเชื�อต่อยาต้านวณัโรค

โดยวิธ ีMTT ยังใช้เวลาในการทดสอบน้อย เฉลี�ยเพียง 1

สัปดาห์(12) เมื� อเทียบกับวิธีมาตรฐานเดิมที�องค์การ-

อนามัยโลกแนะนาํคือ วิธสีดัสว่นเปรียบเทยีบ (propor-

tion method) ซึ�งใช้การสงัเกตดูโคโลนีที� 4 สปัดาห์บน

อาหารเลี� ยงเชื� อชนิดแขง็ที�ไม่มียาและที�มียาความเข้มข้น

ต่างๆ(15,16)

จากการศึกษารายงานวิจัยและบทความทางวิชาการ

คณะผู้วิจัยได้ปรับระบบการทาํงานร่วมกับทมีดาํเนินการ

รักษา และคณะกรรมการดูแลผู้ป่วยวัณโรค โรงพยาบาล

ขอนแก่น ในการพัฒนาการตรวจเพาะเชื�อวัณโรค โดยการ

นาํอาหารเลี�ยงเชื�อชนิดเหลวมาใช้ร่วมกบัอาหารเลี� ยงเชื�อ

ชนิดแข็งในการเพาะเชื� อวัณโรค และตรวจหาวัณโรค-

ดื�อยาด้วยวิธี MTT โดยมีวัตถุประสงค์เพื�อประเมินการ

นาํอาหารเลี�ยงเชื�อชนดิแขง็และอาหารเลี�ยงเชื�อชนิดเหลว

มาใช้ในการเพาะเชื�อวัณโรค ร่วมกบัการทดสอบความไว

ต่อยาแนวที� 1 (drug susceptibility testing for first line

drug) โดยใช้วิธี MTT ในการเพิ�มอัตราการตรวจพบ

เชื�อวัณโรค (positive rate) ไม่น้อยกว่าร้อยละ 5.0 และ

ลดระยะเวลารายงานผลเพาะเชื�อวัณโรคไม่เกิน 2 เดือน

วิธีการศึกษา
�. ตวัอย่างตรวจ

ตัวอย่างตรวจได้จากผู้ป่วยที�มารับการรักษาและส่ง

ตรวจเพาะเชื� อวัณโรคที� ห้องปฏิบัติการโรงพยาบาล-

ขอนแกน่ ระหว่างเดือนมนีาคม 2552 ถงึธนัวาคม 2554

จาํนวน 2,572 ตัวอย่าง แบ่งเป็นตัวอย่างตรวจจาก

ระบบทางเดินหายใจ 1,331 ตัวอย่าง ชิ� นเนื� อ แผล ฝี

หนอง 417 ตัวอย่าง นํ�าจากส่วนต่างๆของร่างกาย 316

ตัวอย่าง นํ�าไขสนัหลัง 308 ตัวอย่าง ต่อมนํ�าเหลือง 148

ตวัอย่าง ไขกระดูก 161 ตวัอย่าง และอื�นๆ (เช่น ปัสสาวะ

อุจจาระ กระดูก) 91 ตัวอย่าง

�. วิธีดําเนินงาน

2.1 การเพาะเชื� อวัณโรคในตัวอย่างตรวจผู้ ป่วย(17)

ตามวิธีมาตรฐาน(18) โดยใช้อาหารเลี� ยงเชื� อชนิดแข็ง

ควบคู่กับอาหารเลี� ยงเชื� อชนิดเหลว(17) โดยตัวอย่าง

ที� มีเชื� อปนเปื� อน (เสมหะ สารคัดหลั� งจากหลอดลม

ปัสสาวะ อุจจาระ) ต้องกาํจัดเชื� อปนเปื� อนโดยการเติม

สารละลายด่าง (NALC – NaOH) ปริมาณเท่ากับ

ตัวอย่างตรวจ (3-5 มล.) ผสมให้เข้ากัน ตั� งทิ� งไว้ที�

อุณหภูมิห้อง �� นาที (ส่วนตัวอย่างตรวจที�ไม่มีเชื� อ

ปนเปื� อน เช่น นํ�าไขสันหลัง นํ�าจากช่องปอด นํ�าจาก

ส่วนต่างๆ ของร่างกายไม่ต้องกาํจัดเชื� อปนเปื� อน) เมื�อ

ครบเวลา เตมิสารละลายฟอตเฟตบัฟเฟอร์ จนได้ปริมาตร

45 มล. ปั�นด้วย ความเรว็ �,��� รอบต่อนาท ีนาน ��

นาท ีเทสว่นใสในนํ�ายาฆ่าเชื�อ เติมสารละลายฟอตเฟต-

บัฟเฟอร์ 1 - 2 มล. ในหลอดพลาสติก แล้วเขย่าผสม

กบัตะกอนสว่นที�เหลือในก้นเบาๆ ใช้ปิเปตตป์ราศจากเชื�อ

ดูดตะกอนเพาะลงบนอาหารเลี�ยงเชื�อชนิดแขง็ � ขวด (�

- � หยด) (เพาะเลี�ยงที�อณุหภมิู 37 0C ) อาหารเลี�ยงเชื�อ

ชนิดเหลว 1 หลอด (เข้าเครื� องอัตโนมัติ) จากนั� น

ตรวจดูการเจริญของเชื� อในอาหารเลี� ยงเชื� อชนิดแข็ง

ทุกสัปดาห์ เป็นระยะเวลา � สปัดาห์ ถ้าพบว่ามีเชื�อขึ�น

นาํเชื� อบริสุทธิ�ที�ได้ไปวินิจฉัยชนิดของเชื� อ และทดสอบ

ความไวต่อยาแนวที� 1 กรณีอาหารเลี� ยงเชื�อชนิดเหลวให้

ผลบวก ใช้ปิเปตตดู์ดตะกอนสว่นล่าง เพาะเลี�ยงบนอาหาร

เลี�ยงเชื�อชนิดแขง็ � ขวด 2 - 3 หยด อาหารเลี� ยงเชื�อ

แบคทเีรียทั�วไป ได้แก่ Blood agar, MacConkey agar,

Chocolate agar อย่างละจาน และเสมียร์บน slide � แผ่น

สาํหรับย้อมสีแกรม และ AFB จากนั�นวินิจฉัยชนิดของ

เชื�อวัณโรค และรายงานผลการตรวจพบเชื�อเบื� องต้น

2.2 การทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรคด้วยวิธี
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MTT(16) (ระหว่าง ตุลาคม 2553 - ธันวาคม พ.ศ.

2554) และสุ่มเชื� อวัณโรค 65 สายพันธุ์  ส่งทดสอบ

ความไวต่อยาต้านวัณโรคที�ห้องปฏบิตักิารอ้างองิวัณโรค-

แห่งชาติ สาํนักวัณโรค โดยวิธสีดัสว่นเปรียบเทยีบ

การทดสอบการดื� อยาของเชื� อวัณโรค โดยวิธี MTT

โดยนาํเชื� อบริสุทธิ�ที�ได้จากตัวอย่างผู้ป่วย อายุ 3 - 4

สปัดาห์ ลงใน M7H9 broth (Middlebrook 7H9) และ

ปรับให้มีความขุ่นเทยีบเทา่หลอดสารละลายมาตรฐาน 1

Mcfarland (จาํนวนเชื� อ 107 CFU/ml) เติมเชื� อลงใน

หลอดทดลองที�มียา (rifampicin, isoniazid, ethambutal

และ streptomycin) และไม่ มียา (หลอดควบคุม)

หลอดละ 100 µl อบ ที� 35-37 0C 7 - 10 วัน เติม

MTT 10 µl ปิดฝา ผสมโดยควํ�าหลอดทดลอง กลบัไปมา

อบ ที� 35-37 0C 3 ชั�วโมง จากนั�นเติม 0.1 N HCl in

isopropanol 1 มล. ผสมโดยควํ�าหลอดทดลองกลับไปมา

ตั�งไว้ที�อณุหภมูห้ิอง 30 นาท ีสงัเกตการเปลี�ยนแปลงของสี

ถ้าเป็นสีใสหรือสีเหลือง หมายถึงเชื� อไวต่อยาที�ความ

เข้มข้นที�ทดสอบ แต่ถ้าเป็นสีม่วง เชื� อดื� อต่อยาที�ความ

เข้มข้นที�ทดสอบ

�. การรวบรวมขอ้มูล และการวิเคราะหข์อ้มูล

ใช้สถิติเชิงพรรณนา (ร้อยละ)

3.1 เกบ็ข้อมูล และเปรียบเทียบอัตราการตรวจพบ

เชื� อมัยโคแบคทีเรีย และระยะเวลาในการรายงานผล

เพาะเชื�อวัณโรค เปรียบเทยีบกอ่นและหลังการนาํอาหาร-

เลี� ยงเชื� อชนิดเหลวมาใช้ควบคู่กับอาหารเลี� ยงเชื� อชนิด

แขง็ในการเพาะเชื� อวัณโรค ร่วมกับการทดสอบความไว

ต่อยาแนวที�  1 โดยใช้วิธี MTT (มกราคม 2551 -

ธนัวาคม 2554) จาํนวน 2,572 ตัวอย่าง

3.2 เก็บข้อมูล และเปรียบเทียบอัตราการตรวจ

พบเชื� อและระยะเวลาการตรวจพบเชื� อ ระหว่างอาหาร-

เลี� ยงเชื� อทั� งสองชนิด โดยศึกษาจากตัวอย่างตรวจที�

พบเชื� อมัยโคแบคทเีรีย ระยะเวลาระหว่างเดือนมีนาคม

2552 ถึงเดือนธนัวาคม 2552) จาํนวน 151 ตัวอย่าง

3.3 เก็บข้อมูลและเปรียบเทียบผลการทดสอบ

ความไวต่อยาต้านวัณโรคโดยวิธี MTT และวิธีสัดสว่น-

เปรียบเทียบ ระหว่างเดือนตุลาคม 2553 ถึงเดือน

มิถุนายน พ.ศ. 2554 จาํนวน 65 สายพันธุ์

ผลการศึกษา
การเพาะเชื� อด้วยอาหารเลี� ยงเชื� อชนิดแข็งร่วมกับ

อาหารเลี� ยงเชื� อชนิดเหลวในตัวอย่างตรวจผู้ ป่วยที�สงสัย

วัณโรค และส่งเพาะเชื� อที�ห้องปฏิบัติการ โรงพยาบาล

ขอนแก่น ระหว่างเดือนมีนาคม 2552 ถึงเดือนธนัวาคม

2554 จาํนวน 2,572 ตัวอย่าง สามารถเพิ� มอัตรา

การตรวจพบเชื� อ จากเดิมซึ� งใช้อาหารเลี� ยงเชื� อชนิด

เหลวเพียงชนิดเดยีว คดิเป็นร้อยละ 4.3 เป็นร้อยละ 19.5

(ใช้อาหารเลี� ยงเชื� อชนิดแข็งร่วมกับอาหารเลี� ยงเชื� อ

ชนิดเหลวในการเพาะเชื�อวัณโรค) (ภาพที� 1)

การศึกษาระยะเวลาที�ใช้ในการรายงานผลเพาะเชื� อ

วัณโรค (turnaround time) ในตัวอย่างตรวจชนิดต่างๆ

โดยปรับกระบวนการทางห้องปฏิบัติการด้วยการนาํ

อาหารเลี� ยงเชื� อชนิดเหลวมาใช้ควบคู่กับอาหารเลี� ยงเชื� อ

ชนิดแขง็ในการทดสอบหาเชื�อวัณโรคร่วมกบัการทดสอบ

ความไวของเชื�อต่อยาต้านวัณโรคแนวที� 1 โดยใช้วิธ ีMTT

พบว่า สามารถลดระยะเวลารายงานผลเพาะเชื�อจากเดิม

7 เดือน (213 วัน; พิสยั 121 - 307 วัน) (เพาะเชื�อด้วย

อาหารเลี� ยงเชื� อชนิดแขง็เพียงชนิดเดียว และส่งทดสอบ

การดื�อยาที�สาํนักวัณโรค) เป็น 4.8 เดือน (145 วัน; พิสยั

80 - 212 วัน) (เพาะเชื�อด้วยอาหารเลี�ยงเชื�อชนิดแขง็

ร่วมกับอาหารเลี� ยงเชื� อชนิดเหลว และส่งทดสอบการ

ดื�อยาที�สาํนักวัณโรค) และ 1.4 เดือน (41 วัน; พิสยั 20

- 79 วัน) (เพาะเชื�อด้วยอาหารเลี�ยงเชื�อชนดิแขง็ ร่วมกบั

อาหารเลี� ยงเชื� อชนิดเหลว และทดสอบการดื� อยาโดยวิธี

MTT) ในช่วงเดือนมกราคม 2551 - กุมภาพันธ ์2552,

มีนาคม 2552 - กันยายน 2553 และตุลาคม 2553 -

ธนัวาคม 2554 ตามลาํดับ (ตารางที� 1)

เมื� อศึกษาตัวอย่างตรวจ ที�พบเชื� อมัยโคแบคทีเรีย

ระหว่างเดือนมีนาคม ถึงเดือนธันวาคม 2552 จาํนวน

151 ตัวอย่าง พบว่าอาหารเลี� ยงเชื� อชนิดเหลวใช้เวลา
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การพัฒนาการตรวจเพาะเชื�อวัณโรคของห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์ โรงพยาบาลขอนแก่น

วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

ในการตรวจพบเชื�อ เฉลี�ย �� วัน (พิสัย � - �� วัน)

และสามารถตรวจพบเชื�อมากที�สดุ ในสปัดาห ์2 (8 - 14

วัน) หลังการทดสอบ ขณะที�อาหารเลี� ยงเชื� อชนิดแข็ง

ใช้เวลาเฉลี�ย �� วัน (พิสยั 10 - �� วัน) และตรวจพบ

ตารางที� 1  เปรียบเทียบระยะเวลาที�ใชใ้นการรายงานผลเพาะเชื� อวณัโรค (TAT) ระหว่างก่อนดําเนินการพฒันา และ

               หลงัดําเนินการพฒันา (พ.ศ. 2551-2554)

     ช่วงเวลา (เดือน/ปี)   ม.ค. 2551– ก.พ.����     มี.ค.����-ก.ย.����       ต.ค.����-ธ.ค.����

DST: Drug susceptibility test, TAT: Turnaround time (ระยะเวลาตั�งแต่รับตัวอย่างตรวจ ถึงเวลารายงานผลตรวจวิเคราะห์ที�สมบูรณ์)

กระบวนการตรวจทางห้องปฏบิตักิาร

ระยะเวลารายงานผล (TAT)

อตัราการตรวจพบเชื�อ

1. เพาะเชื�อ: อาหารเลี�ยงเชื�อ

ชนิดแขง็

2. DST: วิธสีดัส่วน-

เปรียบเทยีบ

(สง่ต่อภายนอก)

213 วัน (7 เดอืน)

พิสยั 121 – 307 วัน

4.3%

1. เพาะเชื�อ: อาหารเลี�ยง

เชื�อชนิดแขง็ ร่วมกบั

อาหารเลี�ยงเชื�อชนดิเหลว

2. DST: วิธสีดัส่วน-

เปรียบเทยีบ

(สง่ต่อภายนอก)

145 วัน (4.8 เดอืน)

พิสยั 80 – 212 วัน

21%

1. เพาะเชื�อ: อาหารเลี�ยงเชื�อ

ชนิดแขง็ ร่วมกบัอาหาร

เลี�ยงเชื�อชนิดเหลว

2. DST: วิธ ีMTT

�� วัน (�.� เดอืน)

พิสยั �� – 79 วัน

19%

เชื�อมากที�สดุในสปัดาห์ที� 4 (32 - 38 วัน) (ภาพที� 2)

อัตราการตรวจพบเชื�อในอาหารเลี� ยงเชื�อชนิดเหลว และ

อาหารเลี� ยงเชื� อชนิดแขง็ คิดเป็นร้อยละ 98.7 (149/

151) และร้อยละ 21.9 (33/151) ตามลาํดับ เมื�อแยก

ภาพที� 1 อตัราการตรวจพบเชื� อวณัโรค ก่อนและหลงัการนําอาหารเลี� ยงเชื� อชนดิเหลวมาเพาะเชื� อวณัโรคในตวัอยา่งตรวจผูป่้วย

โรงพยาบาลขอนแก่น ระหว่าง พ.ศ. 2551-2554
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เป็นเชื�อวัณโรค (M. tuberculosis) และมัยโคแบคทเีรีย

อื�นๆ (NTM) พบว่าอาหารเลี� ยงเชื� อชนิดเหลวสามารถ

ตรวจพบเชื� อวัณโรคและมัยโคแบคทีเรียอื�นๆ คิดเป็น

ร้อยละ 99.3 (147/148) และร้อยละ 66.7 (2/3)

ตามลาํดับ ส่วนอาหารเลี� ยงเชื�อชนิดแขง็พบเพียงร้อยละ

21.6 (32/148) และ 33.3 (1/3) ตามลาํดับ (ตารางที�

2)

เมื�อเปรียบเทยีบประสทิธภิาพของการทดสอบความไว

ต่อยาต้านวัณโรค ระหว่างวิธี MTT และวิธีสัดส่วน-

เปรียบเทยีบในเชื�อวัณโรค จาํนวน 65 สายพันธุ ์ซึ�งแยก

ได้จากตัวอย่างตรวจผู้ ป่วย ระหว่างเดือนตุลาคม 2553

ถงึมถุินายน 2554 พบว่าการทดสอบความไวตอ่ rifampi-

cin, isoniazid, ethambutal และ streptomycin โดยวิธี

MTT ให้ผลการทดสอบไม่ต่างกบั วิธสีดัสว่นเปรียบเทยีบ

คิดเป็นร้อยละ 96.9 (63/65), 95.4 (62/65), 93.8

(61/65) และ 98.5 (64/65) ตามลาํดับ (ตารางที� 3)

ผลการทดสอบของสองวิธใีห้ผลที�ไม่สอดคล้องกนั คดิเป็น

ร้อยละ 12.3 (�/��) โดยร้อยละ 66.7 (4/6) พบเป็น

เชื�อวัณโรคดื�อยาหลายขนาน (MDR-TB) ขณะที�วัณโรค

ไม่ดื�อยา (non-MDR-TB) ให้ผลไม่สอดคล้องกันเพียง

ร้อยละ 6.8 (4/59) (ตารางที� 4)

ตารางที� 2 ความสามารถในการตรวจพบเชื� อมยัโคแบคทีเรียในอาหารเลี� ยงเชื� อชนิดเหลว เทียบกบัอาหารเลี� ยงเชื� อชนิดแข็ง

            ชนิดของเชื�อ                             จาํนวนเชื�อ (Isolates)                    ร้อยละของการตรวจพบเชื�อ

                                                                                        อาหารเลี� ยงเชื� อชนิดเหลว  อาหารเลี� ยงเชื� อชนิดแข็ง

เชื�อวัณโรค 148 99.3 (147) 21.6 (32)

เชื�อมยัโคแบคทเีรีย อื�นๆ 3 66.7 (2) 33.3 (1)

        รวม 151 98.7 (149) 21.9 (33)

ภาพที� 2   เปรียบเทียบอตัราการตรวจพบเชื� อ และระยะเวลาการตรวจพบเชื� อ ในอาหารเลี� ยงเชื� อชนิดเหลวและอาหาร-

             เลี� ยงเชื� อชนิดแข็ง

อาหารเลี� ยงเชื�อชนิดเหลว

อาหารเลี� ยงเชื�อชนิดแขง็

ระยะเวลาการตรวจพบเชื� อ - สปัดาห ์(week)

จํา
นว

นต
วัอ

ย่า
งที

�ตร
วจ

พ
บ

เชื
�อ
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วิจารณ์
การนาํอาหารเลี� ยงเชื� อเหลวมาใช้ในการตรวจเพาะ

เชื� อวัณโรคทางห้องปฏิบัติการ จะช่วยเพิ� มอัตราการ

ตรวจพบเชื� อวัณโรคและลดระยะเวลาการตรวจพบเชื� อ

สอดคล้องกบัหลายการศึกษา(7-10) ในการศึกษานี�  อาหาร

เลี� ยงเชื� อชนิดเหลวใช้ระยะเวลาเฉลี�ยในการตรวจพบเชื�อ

16 วัน น้อยกว่าระยะเวลาที�ใช้ในอาหารเลี�ยงเชื�อชนดิแขง็

(ใช้เวลาเฉลี� ย 37 วัน) สอดคล้องกับการศึกษาของ

Nichole Hines และคณะ ที�พบว่า อาหารเลี�ยงเชื�อชนิด

เหลวใช้ระยะเวลาในการพบเชื�อเฉลี�ย 15.8 วัน(9) ต่างจาก

การศึกษาของ Luqman Satti และคณะ และ C Rodrigues

และคณะ ที� ใช้ ระยะเวลาเฉลี� ยในการตรวจพบเชื� อ

ในตัวอย่างตรวจเสมหะที�ให้ผลเสมยีร์เป็นบวกเพียง 11.2

และ 9 วัน ตามลาํดับ(8,19) เนื�องจากการศึกษานี� ได้ศึกษา

ในตัวอย่างชนิดต่างๆ รวมทั� งเสมหะที� ให้ผลเสมียร์

ทั� งบวกและลบ ตัวอย่างตรวจที�มีเชื� อมัยโคแบคทีเรีย

จาํนวนน้อย มีผลให้ตรวจไม่พบเชื�อโดยกล้องจุลทรรศน์

(เสมียร์ลบ) แต่อาจตรวจพบเชื� อโดยเทคนิคอื�นๆ ที�มี

ความไวในการตรวจพบเชื� อมากกว่า เช่น การเพาะเชื� อ

หรือวิธีทางอณูชีววิทยา(3) ในการทดสอบตัวอย่างตรวจ

ที�ให้ผลเสมียร์เป็นลบจึงอาจต้องใช้เวลานานขึ� นในการ

ตรวจพบเชื�อ

ในการศึกษานี�  อาหารเลี�ยงเชื�อชนิดเหลวใช้ระยะเวลา

น้อยที�สดุการตรวจพบเชื�อ 3 วัน สงูสดุ 38 วัน ในขณะที�

อาหารเลี� ยงเชื� อชนิดแขง็ใช้เวลา 10 วัน และ 63 วัน

ตามลาํดับ สอดคล้องกับการศึกษาของ Jacob Out และ

คณะ ที�ใช้เวลาในการตรวจพบเชื�อน้อยที�สดุ 2 วัน มากที�

สดุ 34 วันในอาหารเลี�ยงเชื�อชนิดเหลว สว่นอาหารเลี�ยง-

เชื�อชนิดแขง็ใช้เวลา 14 วัน และ 56 วัน ตามลาํดับ(10)

สาํหรับการศึกษาอัตราการปนเปื� อนจากการเพาะเชื� อ

พบว่าไม่มีความแตกต่างในอาหารทั�งสองชนิด อตัราการ

ปนเปื� อน คิดเป็นร้อยละ 4 ในอาหารเลี� ยงเชื�อชนิดเหลว

และร้อยละ 3 ในอาหารเลี� ยงเชื�อชนิดแขง็ เชื�อที�พบส่วน

ใหญ่เป็น gram positive cocci, gram negative bacilli,

ตารางที� 3  เปรียบเทียบผลการทดสอบความไวต่อยาตา้นวณัโรคโดยวิธ ีMTT และวิธีสดัส่วนเปรียบเทียบ ในเชื� อวณัโรคจํานวน

              65 สายพนัธุ์

ยาต้านวัณโรค                  วิธ ีMTT (n = 65)                วิธสีดัส่วนเปรียบเทยีบ (n = 65)       ความสอดคล้อง

                    Susceptible             Resistant                Susceptible             Resistant

ยา rifampicin 89.2% (58/65) 10.8% (7/65) 89.2% (58/65) 10.8% (7/65) 96.9% (63/65)

ยา isoniazid 86.2% (56/65) 13.8% (9/65) 89.2% (58/65) 10.8% (7/65) 95.4% (62/65)

ยา ethambutol 93.8% (61/65) 6.2% (4/65) 98.5% (64/65) 1.5% (1/65) 93.8% (61/65)

ยา streptomycin 92.3% (60/65) 7.6% (5/65) 90.8% (59/65) 9.2% (6/65) 98.5% (64/65)

ตารางที� 4 เปรียบเทียบผลการทดสอบความไวต่อยาตา้นวณัโรคโดยวิธี MTT และสดัส่วนเปรียบเทียบ ในเชื� อวณัโรคจํานวน

               65 สายพนัธุ ์แยกเป็นวณัโรคดื� อยา (MDR-TB) และวณัโรคไม่ดื� อยา (Non-MDR-TB)

         เชื�อวัณโรค                                        มคีวามสอดคล้อง                                 ไม่สอดคล้อง

เชื�อวัณโรคดื�อยา (� สายพันธุ)์ 33.3% (2/6) 66.7% (4/6)

เชื�อวัณโรคไม่ดื�อยา (�� สายพันธุ)์ 93.2% (55/59) 6.8% (4/59)

    รวม (�� สายพันธุ)์ 87.69 (57/65) 12.3% (8/65)
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ปัจจุบันองคก์ารอนามยัโลกแนะนาํให้มกีารใช้อาหาร-

เลี� ยงเชื� อชนิดเหลวในการเพาะเชื� อวัณโรคเพื�อช่วยเพิ�ม

อตัราการตรวจพบเชื�อวัณโรค และลดระยะเวลาการตรวจ

พบเชื�อในหลายๆประเทศที�พัฒนาแล้ว(20) อย่างไรกต็าม

ในการทดสอบการเพาะเชื� อด้วยอาหารเลี� ยงเชื� อชนิด

แขง็ยังคงเป็นวิธมีาตรฐานสาํหรับประเทศที�กาํลังพัฒนา

เนื� องจากมีข้อจาํกัดเรื� องราคาของอาหารเลี� ยงเชื� อชนิด

เหลวซึ�งมีราคาแพง นอกจากนี�  อาหารเลี� ยงเชื�อชนิดแขง็

ยังคงมีความจาํเป็น เนื�องจากการตรวจพิสูจน์ชนิดของ

เชื� อและการทดสอบการดื� อต่อยาต้านวัณโรค ยังจาํเป็น

ต้องใช้เชื� อบริสุทธิ� ที� แยกได้จากอาหารเลี� ยงเชื� อชนิด

แขง็(18) การศึกษานี� ได้เปรียบเทียบเชื� อมัยโคแบคทีเรีย

ที�เจริญทั�งในอาหารเลี� ยงเชื� อชนิดแขง็และเหลว ระหว่าง

เดือนมีนาคมถึงธันวาคม 2552 จาํนวน 151 สายพันธุ์

(จากตัวอย่างตรวจ 712 ตัวอย่าง) พบว่าอาหารเลี�ยงเชื�อ

ชนิดเหลวสามารถตรวจพบเชื� อมัยโคแบคทีเรียร้อยละ

98.7 (149/151) สูงกว่าการตรวจพบเชื� อในอาหาร-

เลี�ยงเชื�อชนิดแขง็ ที�ตรวจพบเชื�อเพียง 21.9 (33/151)

(ตารางที� 2) นั�นคือตัวอย่างตรวจผู้ป่วยที�มีเชื� อมัยโค-

แบคทเีรีย 100 ตัวอย่าง อาหารเลี� ยงเชื�อชนิดแขง็ตรวจ

พบเชื�อเพียง 22 ตัวอย่าง ส่วน 78 ตัวอย่าง ตรวจไม่พบ

เชื� อ ขณะที�อาหารเลี� ยงเชื� อชนิดเหลวแม้จะมีราคาแพง

แต่สามารถตรวจพบเชื�อมากถึง 99 ตัวอย่าง 1 ตัวอย่าง

ที�ตรวจไม่พบเชื� อ พบว่าเป็นเชื� อมัยโคแบคทีเรียอื�นๆ

โดยพบในปริมาณที�น้อย (2 colonies) ซึ�งอาจเกิดจาก

การปนเปื� อนในระหว่างการเก็บตัวอย่างตรวจ หรือ

ระหว่างกระบวนการตรวจทางห้องปฏบิัติการ เนื�องจาก

เชื� อนี� สามารถพบได้ในสิ� งแวดล้อมทั�วไป(15,18) ผู้ป่วย

วัณโรคที� ตรวจไม่พบเชื� อ จะสูญเสียโอกาสในการรับ

การรักษาที�เหมาะสม การขาดประสทิธภิาพในการค้นหา

ผู้ ป่วยจะมีผลต่อมาตรการในการเข้าไปควบคุมและ

ป้องกันวัณโรคของเจ้าหน้าที�  นอกจากนี�  ผู้ ป่วยเอง

ซึ� งไม่รู้ ว่าเป็นวัณโรคและไม่ได้ป้องกันตัวเอง ทาํให้

เกิดการแพร่กระจายเชื� อไปยังครอบครัว คนใกล้ชิด

เพื� อนร่วมงานและสิ� งแวดล้อม มีผลให้จาํนวนผู้ป่วย

เพิ�มมากขึ� น เกิดปัญหาในการควบคุมและป้องกันการ

แพร่กระจายของวัณโรคในที�สดุ อาหารเลี�ยงเชื�อชนดิเหลว

แม้จะมีราคาแพง แต่อาหารชนิดนี�จะช่วยให้ห้องปฏบิัติ-

การสามารถค้นหาผู้ป่วยได้เพิ�ม และรวดเรว็ขึ�น มากกว่า

การทดสอบด้วยอาหารเลี� ยงเชื�อชนิดแขง็เพียงอย่างเดียว

ทาํให้ทีมรักษา ทีมควบคุมและป้องกันโรค มีข้อมูลที�

ถูกต้อง ในการร่วมกันดูแลผู้ ป่วยวัณโรคได้รวดเร็ว

และมีประสทิธภิาพมากขึ�น

วิธมีาตรฐานในการทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรค

ที�องค์การอนามัยโลกแนะนาํคือ วิธสีดัส่วนเปรียบเทยีบ

บนอาหารเลี� ยงเชื� อชนิดแขง็ที�เติมยาและไม่เติมยา วิธีนี�

มี ข้อจาํกัดเนื� องจากใช้ระยะเวลานานในการรายงาน

ผล(20,21) ปัจจุบันได้มีการพัฒนาวิธีการทดสอบต่างๆ ที�

ให้ได้ผลการทดสอบที�เร็วขึ� น(12,22-24) การทดสอบด้วย

อาหารเลี�ยงเชื�อชนิดเหลวของ BecTec ให้ผลการทดสอบ

เร็วกว่าวิธีสัดส่วนเปรียบเทียบ แต่มีข้อจาํกัดเรื� องของ

ราคาและมีสารกัมมันตภาพรังสี(25) เช่นเดียวกับการ

ทดสอบอื�นๆ และวิธทีางอณชีูวโมเลกุล (PCR) แม้จะให้

ผลการทดสอบที�รวดเร็ว แต่มีข้อจาํกัดเรื� องราคา การ

ศึกษานี� ได้นาํ วิธี  MTT ซึ� งเป็นวิธีทดสอบที� รวดเร็ว

และราคาไม่แพง(11,26) มาใช้ทดสอบความไวต่อยารักษา

วัณโรคที� ใช้ในปัจจุบันเพื� อลดระยะเวลาการทดสอบ

การดื�อต่อยารักษาวัณโรค และรายงานผลได้เรว็ขึ�น ซึ�งเป็น

ปัจจัยหนึ� งที�มีความสาํคัญในการเพิ� มประสิทธิภาพใน

การรักษาผู้ป่วยวัณโรค และควบคุมการแพร่กระจายเชื�อ

ได้อย่างมีประสทิธภิาพมากขึ�น(27) เพื�อให้เกดิความมั�นใจ

ในการรายงานผลการทดสอบ ผู้ วิ จัยได้ดาํ เนินการ

เปรียบเทียบผลการทดสอบความไวต่อยาต้านวัณโรค

โดยวิธ ีMTT และวิธสีดัสว่นเปรียบเทยีบ พบว่า ผลการ

ทดสอบความไวต่ อ rifampicin และ isoniazid

ซึ� งเป็นยาหลักที� ใช้ในการรักษาวัณโรค ให้ผลทดสอบ

ที�สัมพันธ์กับวิธสีัดส่วนเปรียบเทยีบ วิธี MTT สามารถ

นาํมาใช้ในการทดสอบเบื� องต้นในการทดสอบความไว

ต่อเชื� อวัณโรคทางห้องปฏิบั ติการ (screening test)
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และอาจนาํมาใช้สาํหรับการสืบสวนการระบาดของ

เชื� อวัณโรค อย่างไรกต็ามควรระมัดระวังในการแปลผล

การทดสอบต่อเชื�อวัณโรคดื�อยาหลายขนาน ซึ�งสว่นใหญ่

จะเจริญช้า ทาํให้บางครั�งอาจแปลผลการทดสอบเป็นไว

นอกจากนี� ความไม่คงตัวของ ethambutal ก็เป็นอีก

ปัจจัยหนึ�งที�ต้องระมัดระวังในการอ่านและการแปลผล

การทดสอบ

ผลการปรับระบบการทาํงานโดยการเพาะเชื� อด้วย

อาหารเลี�ยงเชื�อ ชนิดแขง็ร่วมกบัอาหารเลี�ยงเชื�อชนดิเหลว

ทาํให้เพิ�มอตัราการตรวจพบเชื�อและลดระยะเวลาในการ

ตรวจพบเชื� อ และเมื�อนาํวิธี MTT มาใช้ในการทดสอบ

ความไวต่อยาต้านวัณโรคร่วมด้วย ทาํให้ระยะเวลา

รายงานผลการเพาะเชื� อวัณโรคลดลงจากเดิม 7 เดือน

(213 วัน; พิสยั 121 - 307 วัน) เป็น 1.4 เดือน (41

วัน; พิสัย 20 - 79 วัน)
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The objective of this study was to determine the combination of solid (Lowenstein-Jensen medium

- LJ medium) and liquid media (Mycobacterium growth indicator tube - MGIT) in addition to MTT assay

(3-4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) to increase positive rate of Mycobac-

teria detection and reduce turnaround time of Mycobacterium culture. A total of 2,572 clinical specimens,

requested for Mycobacterium culture in KhonKaen Hospital from March 2009 to December 2012 were

cultured on solid and liquid media and then tested for anti-TB susceptibility test by using MTT method.

The liquid media was evaluated and compared with solid media for recovery of Mycobacteria in terms of

positive rate and detection time. To evaluate the performance of MTT method for first-line drugs suscep-

tible to Mycobacterium tuberculosis and compared to proportion method. The results showed that positive

rate of Mycobacteria detection was increase from 4.3% to 19.5% when combined the culture on solid and

liquid media. A total of 151 samples were tested for the presence of Mycobacteria were analysis; The

mean time to detection was 16 days (range 3 - 38 days) with liquid media, while 37 days (range 10 -

63 days) with solid media. The recovery rate of Mycobacteria was 98.7% (149/151) on liquid media

and 21.9% (33/151) on solid media. The results of rifampicin, isoniazid, ethambutal and streptomycin

resistance to Mycobacterium tuberculosis by using MTT and proportion method, showed a high level of

agreement with 96.9% (63/65), 95.4% (62/65), 93.8% (61/65) and 98.5% (64/65), respectively.

Inconsistent results of two methods was 12.3% (8/65), these 66.7% (4/6) was the multidrug-resistant

tuberculosis (MDR-TB), while 6.8% (4/59) was the Non-MDR-TB. Conclusions: the liquid media has

better recovery rate and reduce time to detection of Mycobacteria. In addition to using MTT method, the

turnaround time of Mycobacterium culture was reduced from 7 months (121 - 301 days) to 1.4 months

(20 - 79 days).
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