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บทคดัย่อ 
การศึกษาน้ีเป็นการตรวจหาเช้ือ mycobacteria ดว้ยเทคนิค real-time PCR โดยใช ้melting curve analysis เพ่ือ

จดัจาํแนกเช้ือแบคทีเรียกลุ่ม Mycobacterium tuberculosis และกลุ่ม nontuberculous mycobacteria (NTM) ในส่ิงส่ง
ตรวจเสมหะของผูป่้วย จากการศึกษาพบวา่สามารถใช ้melting curve analysis เพ่ือจดัจาํแนกเช้ือแบคทีเรียทั้งสองกลุ่ม
ออกจากกันได้ แต่ยงัไม่สามารถจัดจําแนกเช้ือสายแบคทีเรียในกลุ่ม NTM ได้ เน่ืองจากเช้ือกลุ่มน้ีมีค่า melting 
temperature ท่ีซอ้นทบัหรือเหล่ือมลํ้ากนั มีเพียงเช้ือ M. tuberculosis เช้ือสายเดียวเท่านั้นท่ีมีความแตกต่างอยา่งชดัเจน 
ในการตรวจหาเช้ือ mycobacteria ในเสมหะของผูป่้วย 96 ราย พบวา่มีจาํนวน 10 ราย ท่ีใหผ้ลบวกจากการยอ้มสีทนกรด
และทั้ง 10 รายน้ี สามารถตรวจพบเช้ือ mycobacteria ไดด้ว้ย melting curve analysis โดยผูป่้วย 8 ราย ตรวจพบเช้ือ M. 
tuberculosis และอีก 2 ราย ตรวจพบเช้ือในกลุ่ม NTM และพบวา่ผูป่้วยท่ีเสมหะมีผลลบจากการยอ้มสีทนกรดจาํนวน 5 
ราย สามารถตรวจพบเช้ือกลุ่ม NTM เช่นกนั 

 
 

ABSTRACT 
Real-time PCR was used to detect mycobacteria and differentiate between Mycobacterium tuberculosis and 

nontuberculous mycobacteria (NTM) in sputum specimen by using the melting curve analysis. The result showed that 
the melting temperature could be used to distinguish M. tuberculosis from NTM. However the use of melting 
temperature could not differentiate species of NTM. From the implementation of real-time PCR to 96 sputum 
specimens, it was shown that all of 10 cases with positive acid-fast stain were also positive by melting curve analysis. 
Of these 10 cases, 8 cases contained M. tuberculosis and 2 cases had NTM. In addition, 5 cases with negative acid-
fast stain were positive for NTM by melting curve analysis. 
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บทนํา 
วณัโรค (tuberculosis ; TB)  เป็นโรคติดต่อ

เร้ือรังท่ีเป็นปัญหาหลกัของสาธารณสุขทัว่โลก โดยเกิด
จากการติดเ ช้ือแบคที เ รียในกลุ่ม   Mycobacterium 
tuberculosis complex (MTC) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง  
Mycobacterium tuberculosis วณัโรคเกิดไดท้ั้งในปอด 
(pulmonary tuberculosis) พบประมาณร้อยละ 67 และ 
นอกปอด (extra pulmonary tuberculosis) พบประมาณ 
ร้อยละ 37 ของผูป่้วยวณัโรค (Ahmed & Aziz, 1998) 
เม่ือมีการแพร่ระบาดของ HIV ยิ่งทาํให้ผูป่้วยดงักล่าว
ติดเช้ือวณัโรคเพ่ิมข้ึน โดยเฉพาะวณัโรคนอกปอด เช่น 
ไขกระดูก ต่อมนํ้าเหลือง เยือ่หุม้สมอง เป็นตน้ (Akpek 
et al., 2001; Carrol et al., 2001; Shafer et al., 1991) ใน
ปัจจุบนัยงัพบว่า mycobacteriua อ่ืนก็สามารถเป็น
ต้น เ ห ตุ ข อ งก า ร ติ ด เ ช้ื อ ได้  เ ช้ื อ ก ลุ่ ม น้ี เ รี ย ก ว่ า  
nontuberculous mycobacteria (NTM)  

การจดัจาํแนกเช้ือทั้งสองกลุ่มน้ีมีความสําคญั
ต่อการรักษาผูป่้วยเป็นอยา่งมาก เน่ืองจากมีการรักษาท่ี
แตกต่างกนั รวมทั้งระยะเวลาท่ีรักษาก็แตกต่างกนัดว้ย 
(Small & Fujiwara, 2001)  ดงันั้นหากสามารถจดั
จําแนกเ ช้ือทั้ งสองก ลุ่ม น้ีออกจากกันได้จะ เ ป็น
ประโยชน์อยา่งมากต่อตวัผูป่้วยเอง และเป็นประโยชน์
ในด้านการตัดสินใจเลือกการรักษาของแพทย์ แต่
อยา่งไรก็ตามการวินิจฉัยการติดเช้ือ mycobacteria ทั้ง
กลุ่ม MTC และ NTM ทาํไดย้าก มีผูป่้วยส่วนหน่ึง
วินิจฉยัไม่ได ้(Katz et al., 1985)   ซ่ึงการวินิจฉยัการติด
เช้ือเหล่าน้ีท่ีใชก้นัตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบนัประกอบดว้ย 
การ x-ray ปอดหรือวิธีทางรังสีอ่ืนๆ (Lundstedt et al., 
1996) อยา่งไรก็ตามมีผูป่้วยท่ีติดเช้ือให้ผลปกติ (Leahy 
et al., 1994; Schaaf et al., 1994; Pedro-Botet et al., 
1992)  การตรวจทางห้องปฏิบัติการต่างๆ ได้แก่ skin 
test (Katz et al., 1985), การยอ้ม acid-fast bacilli (AFB) 
(Hodes & Seyoum, 1989) , การเพาะเล้ียงเช้ือบนอาหาร
แข็งและใชป้ฏิกิริยาทางชีวเคมีเป็นชุดเพ่ือแยกชนิดซ่ึง
ทาํยากใชเ้วลานาน การตรวจช้ินเน้ือต่างๆ ซ่ึงเป็นการ

ตรวจเพ่ือดูการตอบสนองต่อการอกัเสบของเน้ือเยื่อ
ไม่ไดเ้ป็นการตรวจหาเช้ือโดยตรง (Kinoshita et al., 
1994)   แมว้่าการยอ้ม  AFB ทาํง่ายแต่โอกาสพบเช้ือ
นอ้ย และเม่ือใชต้รวจหาเช้ือ mycobacteria นอกปอดใน
เน้ือเยื่อจะมีความไวตํ่า  ในปัจจุบนัมีการพฒันาเทคนิค
ทางด้านอ ณู ชี ววิทย ามา ใช้ ในการตรวจ  ได้แ ก่  
polymerase chain reaction (PCR) (Lee et al., 1994; 
Shah et al., 2006; Akcan et al., 1997; Butt et al., 2003; 
Torrea et al., 2005; Petitjean et al., 2004)  แบบดั้งเดิม
แต่มีขั้นตอนการทาํท่ีซับซ้อน,  การตรวจทางภูมิคุม้กนั
วิทยา เช่น immuno - chromatography  techniques 
(ICT) (Ongut et al., 2006), multiplex serological assay 
(Tong et al., 2005) แต่การตรวจดงักล่าวยงัมีปัญหาใน
แง่ความจาํเพาะและความไว และเป็นการตรวจหา
แอนติบอดี ไม่ไดเ้ป็นการตรวจเช้ือโดยตรง ดงันั้นการ
ตรวจวินิจฉัยเช้ือ mycobacteria ยงัคงต้องมีการ
ศึกษาวิ จัย เพื่ อหาวิ ธี ท่ี เหมาะสมมีความไวและ
ความจาํเพาะท่ีสูงโดยเฉพาะวณัโรคนอกปอด อยา่งไรก็
ตามวิธี PCR มีขั้นตอนท่ียุง่ยากดงันั้นจึงมีการพฒันาวิธี
ท่ีมีความสะดวกรวดเร็วข้ึน ซ่ึงวิธีท่ีน่าจะเป็นทางเลือก
หน่ึงไดแ้ก่ Real-time PCR (Hillemann et al., 2006) ซ่ึง
เป็นวิธีผสมผสานระหว่าง PCR ดั้ งเดิมกับเคร่ือง
อตัโนมัติซ่ึงใช้ในการอ่านผล ซ่ึงช่วยลดขั้นตอนการ
ทดสอบ  รวมทั้ งสามารถอ่านผลในเชิงปริมาณได ้
ประกอบกับกระทรวงสาธารณสุข ได้จัดวางเคร่ือง
สาํหรับทาํ Real-time PCR ไวใ้นโรงพยาบาลศูนยห์ลาย
แห่ง   

ในการศึกษาของ Shrestha และคณะ (2003) 
ไดท้าํการประเมินคุณภาพของโพรบ (probe) และไพร
เมอร์ (primer) เพ่ือใชจ้ดัจาํแนกเช้ือแบคทีเรียกลุ่ม M. 
tuberculosis และกลุ่ม NTM ดว้ยเทคนิค real-time PCR 
โดยใช ้ melting curve analysis ในเช้ือมาตรฐาน พบวา่
สามารถจัดจาํแนกเช้ือได้ทั้ งสองกลุ่มออกจากกันได ้
(Shrestha et al., 2003) ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึงใช้
โพรบและไพรเมอร์คู่ดงักล่าว มาใชใ้นการตรวจหาเช้ือ 
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mycobacteria ในส่ิงส่งตรวจเสมหะ (sputum) ของ
ผูป่้วยโดยตรง  
 

อุปกรณ์และวธีิการวจัิย 
แบคทเีรีย 
 เช้ือ Mycobacterium ท่ีใชใ้นการศึกษา จาํนวน 
11 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ M. tuberculosis, M. intracellulare, 
M. scrofulaceum, M. avium, M.fortuitum, M. neolactis, 
M. flavescens, M. kansasii, M. nonchromogenicum, M. 
smegmetis และ M. terrae เช้ือแบคทีเรียเหล่าน้ีไดรั้บ
ความอนุเคราะห์จากคุณเสกสิทธ์ิ สังคีรี ภาควิชาจุล
ชี ว วิ ท ย า ค ลิ นิ ก  ค ณ ะ เ ท ค นิ ค ก า ร แ พ ท ย ์
มหาวทิยาลยัขอนแก่น 
 
ตวัอย่างส่ิงส่งตรวจเสมหะของผู้ป่วย  
  ตัวอย่างส่ิงส่งตรวจเสมหะของผูป่้วย เป็น
ส่วนท่ีเหลือ หลงัจากการแบ่งไปทาํการเพาะเล้ียงเช้ือท่ี
หน่วยจุลชีววิทยาคลินิก  โรงพยาบาลศรีนครินทร์ 
มหาวิทยาลยัขอนแก่น ระหวา่งเดือนกรกฎาคม – เดือน
ธนัวาคม 2551 จาํนวน 96 ราย (เพศชาย 49 ราย และเพศ
หญิง 47 ราย) 
 
การย้อมสี Kinyoun’s acid fast stain (cold) 

นาํตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจเสมหะมาทาํการป้ายลง
บนแผน่สไลด ์และทาํ fixation ดว้ยความร้อน ยอ้มดว้ย 
Kinyoun’s carbol fuchsin เป็นเวลา 5 นาที ท่ี
อุณหภูมิห้อง ทาํการลา้งดว้ยนํ้า และ decolorized ดว้ย 
acid alcohol 1 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 20 นาที หรือ
จนกระทัง่ไม่มีสีตกคา้งและทาํการยอ้มดว้ยสี methylene 
blue เป็นเวลา 3 นาทีและลา้งออกดว้ยนํ้า วางท้ิงไวใ้ห้
แผ่นสไลด์แห้งและตรวจดูการติดสีของเช้ือดว้ยกลอ้ง
จุลทรรศน์กาํลงัขยาย 100X objective lens 

หลกัการให้คะแนน AFB positive ใชต้าม
หลกัของ International Union Against Tuberculosis 
(IUAT) คะแนน 1+ (พบเช้ือแบคทีเรีย <1/field), 

คะแนน 2+ (พบเช้ือแบคทีเรียจาํนวน 1-10 AFB/field) 
และคะแนน 3+ (พบเช้ือแบคทีเรียจาํนวน >10 
AFB/field) 
 
การสกดัดเีอน็เอ 

การสกดัดีเอน็เอของ mycobacteria ในเสมหะ 
ทาํตามวิธีของ Amita และคณะ (2002) (Amita et al., 
2002)นําตัวอย่างส่ิงส่งตรวจเสมหะมาแบ่งใส่หลอด 
แลว้เติม TE buffer ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้
กนัแลว้นําไป บ่มท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที หลงัจากนั้นเติม lysis buffer ปริมาณ 200
ไมโครลิตร 0.5 เปอร์เซ็นต ์Triton X-100 (pH 8.0) และ 
proteinase K (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาณ 10 
ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 
ชัว่โมง กาํจดัโปรตีนและเศษเซลลอ์อกโดยเติมสารท่ีมี
ส่วนผสมของ Phenol, chloroform และ isoamyl alcohol 
ปริมาตร 400 ไมโครลิตร นาํไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 
14,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง ดูด
เก็บสารละลายชั้นบนใส่หลอดไมโคร เซนติฟิวจ์ เติม 
chloroform ในปริมาณท่ีเท่ากัน นําไปป่ันเหวี่ยงด้วย
ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดเก็บ
สารละลายชั้นบนใส่หลอดไมโครเซนติฟิวจ์หลอดใหม่ 
เติม 3M sodium acetate ปริมาณ 0.1 เท่า และ 
isopropanol ปริมาณท่ีเท่ากบัสารละลายในหลอด นาํไป
บ่มท่ีอุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส  เป็นเวลาข้ามคืน 
นาํไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 14,000 รอบ/นาที ท่ี 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทของเหลวท้ิงใหห้มด
จนเหลือแต่ตะกอนดีเอน็เอ เติมเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต ์
นาํไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 14,000 รอบ/นาที ท่ี 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทของเหลวท้ิงใหห้มด
จนเหลือแต่ตะกอนดีเอ็นเอ ทาํให้แห้งโดยการเปิดฝา 
แลว้คว ํ่าหลอดบนกระดาษทิชชู ท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา  20  นาที  ละลายดีเอ็นเอด้วยนํ้ ากลั่น  50 
ไมโครลิตร เกบ็ท่ี -20  องศาเซลเซียส 
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 แบ่งดีเอ็นเอท่ีสกดัได ้ปริมาณ 2 ไมโครลิตร
ไปตรวจวัดความเข้มข้นและคุณภาพด้วย เค ร่ือง 
NanoVue™ spectrophotometer (Fisher Scientific, UK) 
 
การตรวจสอบเช้ือวัณโรคด้วยเทคนิค รีลไทม์ พีซีอาร์ 
(Real-time PCR) 
 การศึกษาน้ีใช ้LightCycler 480 system 
(Roach, Germany) ในตรวจสอบเช้ือวณัโรคดว้ยเทคนิค 
รีลไทม์ พีซีอาร์ โดยจะทาํการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดย
ปฏิกิริยาลูกโซ่ (PCR) มีองคป์ระกอบของพีซีอาร์ (20 
μl) ดงัน้ี DNA template (100 นาโนกรัม), 1x PCR 
buffer, dNTP mixture 0.1 มิลลิโมลาร์, MgCl2 4 มิลลิโม
ลาร์, 1.5U Taq DNA Polymerase (Invitrogen, USA ), 
Mycobacterium genus-specific primers (Shrestha et al., 
2003)  สายละ 0.25 ไมโครโมลาร์ และ M. 
tuberculosis specific probes (Shrestha et al., 2003) สาย
ละ 0.2 ไมโครโมลาร์ ขั้นตอนการเพ่ิมจาํนวนช้ินส่วนดี
เอ็นเอประกอบดว้ย Initial denaturation 95 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที, และตามดว้ย 40 รอบ ของ 
denaturation 95 องศาเซลเซียส นาน 20 วินาที, 
annealing 50 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, extension 
72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และสุดทา้ยดว้ย Final 
extension 72 องศาเซลเซียส นาน 10 
 ในช่วงการวิเคราะห์ melting phase จะทาํการ
ตรวจวดัในช่วงแสงท่ีมีความยาวคล่ืนแสง 640 นาโน
เมตร และตรวจวดัตั้งแต่อุณหภูมิท่ี 45 องศาเซลเซียส 
ถึงอุณหภูมิท่ี 75 องศาเซลเซียส ซ่ึงในการเพ่ิมข้ึนของ
อุณหภูมิในช่วงน้ี จะเพ่ิมข้ึนในอัตรา 0.11 องศา
เซลเซียส /นาที  
 

ผลการวจัิยและการอภิปรายผล 
การย้อมสี AFB   

จากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจเสมหะทั้งหมด 96 ราย 
ให้ผลการเพาะเล้ียงเช้ือ เป็น culture negative ทั้งหมด 
แต่อย่างไรก็ตามเม่ือมาทาํการยอ้ม AFB พบว่ามีผูป่้วย 

10 ราย ท่ีให้ผลเป็น AFB positive คิดเป็น 10.42 
เปอร์เซ็นต ์และผูป่้วยอีก 86 ราย เป็น AFB negative คิด
เป็น 89.58 เปอร์เซ็นต ์ 
 
การจําแนกเช้ือแบคทเีรียด้วย melting curve analysis 

ในการจดัจาํแนกเช้ือ Mycobacterium จาํนวน 
11 สายพนัธ์ุ โดยใชก้ารวิเคราะห์ melting curve 
analysis ผลการศึกษาพบว่า M. tuberculosis มีค่า 
melting temperature อยูใ่นช่วง 64.28 – 65.12 องศา
เซลเซียส ซ่ึงเป็นค่าอุณหภูมิท่ีสูงท่ีสุด และทาํใหเ้ช้ือ M. 
tuberculosis แยกออกจากแบคทีเรียในกลุ่มของ NTM 
ไดอ้ยา่งชดัเจน (รูปท่ี 1) แต่อยา่งไรกต็ามในการศึกษาน้ี
ยงัไม่สามารถจดัจาํแนกเช้ือสายของเช้ือในกลุ่ม NTM 
ได ้เน่ืองจากเช้ือแบคทีเรียในกลุ่ม NTM น้ีมีค่า melting 
temperature ท่ีซ้อนทบัหรือเหล่ือมลํ้ากนั ทาํให้ยากต่อ
การระบุเช้ือสายของแบคทีเรียกลุ่มดงักล่าวได ้(ตารางท่ี 
1) 

 
การตรวจหาเช้ือ mycobacteria ด้วย melting curve 
analysis ในตวัอย่างส่ิงส่งตรวจเสมหะของผู้ป่วย 
 ในการตรวจหาเช้ือ mycobacteria ในตวัอยา่ง
ส่ิงส่งตรวจเสมหะของผูป่้วยทั้งหมด 96 ราย ซ่ึงมีผล
เพาะเล้ียงเช้ือเป็น negative ทั้งหมด และมีผูป่้วย 10 ราย 
ท่ีมีผลการยอ้มเป็น AFB positive เม่ือมาทาํการตรวจหา
เช้ือ mycobacteria ดว้ยเทคนิค real time PCR ผลพบวา่
ผูป่้วยท่ีมีผล AFB positive ทั้ง 10 ราย สามารถตรวจพบ 
melting curve ของเช้ือ mycobacteria ได ้ โดยผูป่้วย 8 
ราย ตรวจพบเช้ือ M. tuberculosis และอีก 2 ราย ตรวจ
พบเช้ือกลุ่ม NTM (รูปท่ี 2) นอกจากนั้นยงัพบวา่ผูป่้วย
ท่ีมีผลการยอ้มเป็น AFB negative อีก 5 ราย กส็ามารถ
ตรวจพบเช้ือ mycobacteria ในกลุ่ม NTM ไดเ้ช่นกนั 
(รูปท่ี 3)  แต่ไม่สามารถระบุไดช้ดัเจนวา่เป็นเช้ือสายใด 
(ตารางท่ี 2) 
 โดยทัว่ไปการยอ้มสี AFB จะมีความไวและ
ความจาํเพาะ (sensitivity และ specificity) ท่ีต ํ่ากว่าการ
เพาะเล้ียงเช้ือ (Hobby et al., 1973; Yeager  et al., 1967) 
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ซ่ึ งการเพาะเ ล้ียงเ ช้ือจะมีความจํา เพาะสูง  แต่ใช้
ระยะเวลาท่ีนานถึง 4-8 สัปดาห์ เน่ืองจากเช้ือ
เจริญเติบโตได้ช้ามาก  แต่ในการศึกษาคร้ังน้ีการ
เพาะเล้ียงเช้ือมีขอ้จาํกดัมากกวา่การยอ้ม AFB staining 
โดยพบว่าตวัอย่างส่ิงส่งตรวจเสมหะของผูป่้วยทั้ ง 96 
ราย ไม่มีการเจริญเติบโตของเช้ือในอาหารเล้ียงใน
ขณะท่ีสามารถตรวจพบเช้ือได้ดว้ยการยอ้ม AFB  
จาํนวน 10 ราย สาเหตุอาจเน่ืองมาจากผูป่้วยอาจไดรั้บ
การรักษาดว้ยยาตา้นจุลชีพมาก่อนท่ีจะไดรั้บการตรวจ
เสมหะ ซ่ึงยาตา้นจุลชีพอาจจะมีผลต่อการเจริญเติบโต

ของเช้ือได ้โดยเฉพาะผูป่้วยท่ีเป็นโรคเก่ียวกบั cavitary 
disease ซ่ึงผูป่้วยเหล่าน้ีจะไดรั้บยาจาํพวก rifampin ซ่ึง
เคยมีรายงานว่าอาจจะให้ผล culture negative แต่พบ 
smear positive (Kim et al., 1984) แต่อยา่งไรกต็ามอาจ
เกิดจากในส่ิงส่งตรวจเสมหะท่ีแบ่งไปเพาะเล้ียงนั้นมี
ปริมาณเช้ือท่ีนอ้ยมากจึงมีผลต่อการเติบโตของเช้ือ 
  นอกจากนั้นแลว้ในการศึกษาน้ี ยงัพบว่าการ
ตรวจหาเช้ือ mycobacteria ดว้ยวิธีการวิเคราะห์ melting 
temperature มี sensitivity ท่ีสูงกวา่การยอ้ม AFB และ
การเพาะเช้ือ  

 

 
 

ภาพที ่1 กราฟแสดง melting curves ของเช้ือ Mycobacterium species ทั้ง 11 สายพนัธ์ุ ซ่ึงประกอบดว้ย Mycobacterium 
tuberculosis, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium avium, 
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium neolactis, Mycobacterium flavescens, Mycobacterium kansasii, 
Mycobacterium nonchromogenicum, Mycobacterium smegmetis และ Mycobacterium terrae 

 
 
 

 

ภาพที ่2 กราฟแสดง melting curves ของตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจเสมหะท่ีมีผลการยอ้มเป็น AFB positive 
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ภาพที ่3 กราฟแสดง melting curves ของตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจเสมหะท่ีมีผลการยอ้มเป็น AFB negative 
 
ตารางที่ 1 แสดงอุณหภมิู melting ของเช้ือ M. tuberculosis and Non-tuberculous mycobacteria (NTM) 
 

Mycobacterium species melting temperature 
(องศาเซลเซียส) 

Tuberculosis    
M. tuberculosis 64.28 – 65.12 
Non-tuberculous mycobacteria (NTM)  
M. flavescens ไม่สามารถตรวจพบ 
M. fortuitum 49.03 – 60.71 
M. neolactis 50.44 – 51.06 
M. nonchromogenicum 50.91 – 51.19 
M. intracellulare 53.21 – 53.87 
M. terrae 53.68 – 54.36 
M. avium 56.46 – 57.22 
M. smegmatis  57.72 – 59.40 
M. kansasii 58.01 – 58.83 
M. scrofulaceum 58.16 – 59.56 

 
ตารางที่ 2 แสดงผลการยอ้ม AFB และผล real-time PCR ในตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจเสมหะ 

 
 AFB results  

(No. of patients) 

No. of patients with Real-time PCR result 

Positive   
Negative M. tuberculosis Non-tuberculous 

mycobacteria 

       AFB positive (10) 8  2  0  
       AFB negative (86) 0  5  81  

Total 8 7  81  
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สรุปผลการวจัิย 
การตรวจหาเช้ือ mycobacteria ดว้ยเทคนิค real-

time PCR (LightCycler480 system) โดยใช ้melting curve 
analysis สามารถจดัจาํแนกเช้ือแบคทีเรียกลุ่ม M. 
tuberculosis ออกจากเช้ือแบคทีเรียกลุ่ม NTM  ใน
ตัวอย่างส่ิงส่งตรวจเสมหะของผูป่้วยได้ และจากผล
การศึกษาคร้ังน้ีพบว่าวิธี melting curve analysis มี 
sensitivity ท่ีสูงกวา่การยอ้ม AFB และ sputum culture ซ่ึง
การจดัจาํแนกเช้ือทั้งสองกลุ่มดว้ย melting curve analysis 
สามารถจะนาํไปพฒันาในการตรวจหาเช้ือวณัโรคขั้นตน้
ในตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจของผูป่้วยในอนาคตได ้ 
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