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งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค  1. เพ่ือคนหาเปบไทดของโปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-10 ที่

กระตุนภูมิคุมกันที่ดี เพ่ือนํามาใชเปนองคประกอบของน้ํายาทดสอบผิวหนังและน้ํายาทดสอบทาง

หองปฏิบัติการเพ่ือชวยวินิจฉัยแยกโรคการติดเชื้อวัณโรคจากการติดเชื้อมัยโคแบคทีเรียอ่ืนๆ  2. 

เพ่ือศึกษาความสัมพันธของการตอบสนองทางภูมิคุมกัน (การผลิต interferon-gamma และ การ

ผลิต antibody)  ตอโปรตีน ESAT-6 และ โปรตีน CFP-10 กับระยะของโรค (activity of disease) 

ในผูปวยวัณโรค   เพ่ือพัฒนาชุดทดสอบชวยวินิจฉัยแยกโรคระหวางวัณโรคระยะกําเริบ กับวัณโรค

ระยะสงบ 3. เพ่ือศึกษาความสัมพันธของการตอบสนองทางภูมิคุมกันทางน้ําเหลือง (การผลิต 

antibody)  ตอโปรตีน ESAT-6 และ โปรตีน CFP-10 เพ่ือวินิจฉัยแยกโรคการติดเชื้อวัณโรคจาก

การติดเช้ือมัยโคแบคทีเรียอ่ืนๆ  4. เพ่ือศึกษาการตอบสนองของ antibody ในน้ําชองปอด ในการ

วินิจฉัยแยกผูปวยวัณโรคปอดจากผูปวยโรคปอดอ่ืนๆ   5. เพ่ือคนหาผูสัมผัสโรคที่เปนกลุมเสี่ยงตอ

การเกิดเปนวัณโรคในภายหลัง เพ่ือผูสัมผัสโรคกลุมนี้จะไดรับการเฝาระวังอยางใกลชิด  หรือไดรับ

ยาปองกันการเกิดโรค 
 

วิธีการวิจัย   1. ทําการทดสอบการตอบสนองของ IFN-γ ตอเปบไทดของโปรตีน ESAT-6 และ 

CFP-10 ในผูปวยวัณโรคระยะกําเริบและผูติดเช้ือวัณโรคระยะสอบเพ่ือหาเปบไทดที่กระตุนการ

ตอบสนองท่ีดี 2. ทําการทดสอบการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพ่ึงเซลล (Cell-mediated 

immunity, CMI) ตอโปรตีน ESAT-6 และ CFP-10  โดยเทคนิค Proliferation Assay และ IFN-γ 

ELISA   ในผูปวยวัณโรคระยะกําเริบ (active) ที่มีผลการตรวจเสมหะเปนบวก และลบ และผูปวย

วัณโรคระยะสงบ (inactive)  ผูปวยโรคเรื้อน ผูปวยติดเช้ือมัยโคแบคทีเรียอ่ืนๆ และผูสัมผัสโรค 3. 

ทําการทดสอบการตอบสนองทางภูมิคุมกันทางน้ําเหลือง (antibody) ตอโปรตีน ESAT-6 และ 

โปรตีน CFP-10 ในผูปวยติดเชื้อและไมติดเช้ือ HIV ที่เปนวัณโรคระยะตางๆ และท่ีติดเช้ือ non-



tuberculous  mycobacteria  โดยเทคนิค ELISA  4. ทําการทดสอบการตอบสนองทางภูมิคุมกัน

ทางน้ําเหลือง(antibody) ในน้ําชองปอดของผูปวยวัณโรคและไมใชวัณโรคตอโปรตีน ESAT-6 และ 

โปรตีน CFP-10 โดยเทคนิค ELISA  5. ติดตามผูสัมผัสโรคที่มีผลการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอ

โปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-10 เหมือนผูปวยโรควัณโรค เพ่ือดูการกลายเปนวัณโรคภายใน

ระยะเวลา 2 ป 

 

ผลวิจัย 1. เปบไทดที่กระตุนการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่ดีในผูปวยวัณโรคระยะกําเริบและผู

สัมผัสโรค (ผูติดเช้ือวัณโรคระยะสอบ) คือ 5 เปบไทด  จาก ESAT-6 (p1-16, 9-24, p17-32, 57-72  

และ p81-96) และ 3 เปบไทด จาก CFP-10 (p13-28, p55-72 และ p75-92) จํานวนผูปวยและผู

สัมผัสโรคที่ตอบสนองตอสวนผสมของเปบไทด (Peptide muitures) ของ ESAT-6 และ CFP-10 มี

คาใกลเคียงกับจํานวนผูตอบสนองตอ ESAT-6 recombinant protein  แตมากกวา individual 

peptide เพ่ือผลการตอบสนองเปรียบเทียบ mixtures,***, individual 2. พบมีการตอบสนองของ 

IFN-γ ตอโปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-10  ในผูปวยวัณโรคระยะกําเริบ ในระยะการ

เพาะเล้ียงเซลทั้งที่ 24 ช่ัวโมง และ 6 วัน แตไมพบการตอบสนองที่ 24 ชั่วโมง ในผูสัมผัสโรค แตยัง

พบการตอบสนองที่ 6 วัน ซึ่งจะเปนประโยชนในการชวยวินิจฉัยวัณโรคระยะกําเริบจากระยะสอบ 

3. พบวาการตอบสนองของ antibody ตอโปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-10  ในผูปวยติดเช้ือ 

HIV ที่เปนวัณโรคประเภทตางๆในสัดสวนที่ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เปนที่

นาสนใจวาไมพบการตอบสนองตอโปรตีนทั้ง 2 ในผูปวยติดเช้ือมัยโคแบคทีเรียอ่ืนๆ ซึ่งแสดงถึง

ความจําเพาะของโปรตีนทั้ง 2 ชนิดนี้ ตอการติดเช้ือวัณโรค และ ประโยชนของการนําโปรตีนทั้ง 2 

ชนิดมาพัฒนาเปนชุดทดสอบทางน้ําเหลืองเพ่ือชวยการวินิจฉัยแยกวัณโรคจากการติดเช้ือมัยโค

แบคทีเรียอื่นๆ    4.พบมีการตอบสนองของ antibody ตอ โปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-10 ใน

น้ําชองปอดในผูปวยวัณโรคโดยมีความไวรอยละ  63.6 และ 54.5 ตามลําดับ และความจําเพาะ

รอยละ70.4 และ 81.5 ตามลําดับ 5. ในกลุมผูสัมผัสโรค ........ คน มี ....... คน ( ......% ) ที่มีการ

ตอบสนองของ IFN-γ ตอโปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-10 ที่ 24 ชั่วโมงและ 6 วัน 
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Abstract 
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Fast and accurate diagnosis of tuberculosis is a very important element of global 

measure to control the disease. Current diagnostic tests for tuberculosis based on 

tuberculin have relatively poor specificity.   Early secreted antigenic target 6 kDa protein 

(ESAT-6) and culture filtrate protein (CFP-10) are antigens of interest  because they are 

expressed by M.tuberculosis but absent from M. bovis bacilli Calmette-Guerin (BCG) 

and most environmental mycobacteria. However, recently the homologues of these two 

proteins were identified in M.leprae. Thus, this study aims to identify the Mycobacterium 

tuberculosis-specific immunogenic peptides for the development of a species-specific 

skin test or IFN-γ blood tests for diagnosis of active tuberculosis and latent infection. 

The objectives of this preliminary study were 1) to identify the permissive Mycobacterium 

tuberculosis ESAT-6 and CFP-10 peptides  2) to compare the pattern of T cell 

recognition between active and latent tuberculosis and 3) to compare the T cell 

responses between to individual peptides, peptide mixtures and recombinant proteins.  

Peripheral blood mononuclear cells from 22 active tuberculosis patients and 19 healthy 

tuberculosis contacts with positive tuberculin reactions were tested for stimulation with 

11 peptides from M.tuberculosis ESAT-6 protein and 5 peptides from M.tb CFP-10 

protein, ESAT-6 peptide mixtures, CFP-10 peptide mixtures and ESAT-6 recombinant 

protein using the lymphocyte proliferation assay and IFN-γ ELISA assay. The results 

showed that five peptides (p1-16, 9-24, p17-32, 57-72  and p80-95) from ESAT-6  and 3 

peptides from CFP-10 (p13-28, p55-72 and p75-92) were identified to be permissive in 



both active  tuberculosis patients and latent tuberculosis infected subjects. The 

frequency of lymphoproliferative and IFN-γ responses to ESAT-6 peptide mixtures were 

comparable to the ESAT-6 recombinant protein but higher than individual peptides. The 

application of the mixture of individual permissive peptides in combination with easily 

read-out systems like skin tests and IFN-γ ELISA  assays could benefit the 

epidemiological estimation of the numbers of humans exposed to the tubercle bacilli. 

However, the differentiation between active and latent tuberculosis and confirmation of 

species-specificity of the identified permissive peptides require further evaluation. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



เน้ือหางานวิจัย 
ความสําคัญและท่ีมาของปญหาที่ทําการวิจัย 

การวินิจฉัยวัณโรคใหไดรวดเร็วและแมนยํา เปนปจจัยสําคัญในการควบคุมวัณโรค 

เครื่องมือที่ชวยการวินิจฉัยวัณโรคในปจจุบัน เชนน้ํายาทดสอบทูเบอรคูลิน (tuberculin) มี

ความจําเพาะตอการติดเช้ือวัณโรคตํ่า  ทั้งการฉีดวัคซีนบีซีจี (BCG) และการสัมผัสตอเช้ือมัยโค

แบคทีเรียที่ไมใชเช้ือวัณโรค (non-tuberculous mycobacteria) ก็สามารถกอใหเกิดการ

ตอบสนองที่ใกลเคียงกับการติดเช้ือจากวัณโรคได ดังนั้นจึงมีความตองการน้ํายาทดสอบชนิดใหม

ที่มีความจําเพาะตอการติดเช้ือวัณโรคสูงมาใชทดแทนนํ้ายาทดสอบทูเบอรคูลนิ สําหรับโปรตีนที่

จะนํามาใชเปนองคประกอบของน้ํายาทดสอบนอกจากจะใชแยกการติดเช้ือวัณโรคจากการฉีด

วัคซีนบีซีจีแลว ยังจะตองแยกการติดเชื้อวัณโรคจากการติดเชื้อมัยโคแบคทีเรียชนิดอื่นๆดวย 

อยางไรก็ตามการใชโปรตีนทั้งโมเลกุลก็ยังมีโอกาสกอใหเกิดปฏิกิริยาการตอบสนองทางภูมิคุมกัน

รวมกับการติดเชื้อมัยโคแบคทีเรียที่ใกลเคียงอ่ืนๆได และยังมีความยุงยากในการผลิตไมวาจะเปน

โปรตีนที่แยกมาจากตัวเชื้อหรือเปนโปรตีนสังเคราะห โปรตีนที่สังเคราะหข้ึนโดยวิธีวิศวพันธุกรรมก็

อาจกอใหเกิดความเสี่ยงตอการปนเปอนของแบคทีเรยีที่ใชในขบวนการผลิตดวย โครงการวิจัยนี้จึง

เลือกโปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-10 ที่มีความจําเพาะตอเช้ือวัณโรค และไมพบในบีซีจี และ

ในมัยโคแบคทีเรียชนิดอื่นๆสวนใหญ มาเพ่ือคนหาตําแหนงที่กระตุนภูมิคุมกันที่ดีบนโปรตีนนั้น 

โดยการศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอเปบไทดสังเคราะหของโปรตีนทั้งสอง เพ่ือประโยชน

ในการใชเปบไทดสังเคราะหซึ่งผลิตไดงายกวามาเปนองคประกอบของนํ้ายาทดสอบผิวหนัง และ

น้ํายาทดสอบทางหองปฏิบัติการ (Skin test และ In vitro test) แทนโปรตีนทั้งโมเลกุลซ่ึงสามารถ

เพ่ิมความไวของนํ้ายาทดสอบ โดยใชสวนผสมของเปปไทด (peptide mixtures) ที่กระตุน

ภูมิคุมกันไดดีแตละตัวมารวมกัน 

 ในผูปวยวัณโรคประมาณ 30-60% มีรอยแผลวัณโรคในปอด แตเสมหะตรวจไมพบเช้ือ 

อาการทางคลินิกใชวินิจฉัยแยกผูปวยวัณโรคระยะกําเริบ (active disease) จากผูปวยระยะสงบ 

(inactive disease) ไมได สวนการทดสอบเพ่ือชวยวินิจฉัย เชนการทดสอบทูเบอรคูลิน และการ

ทดสอบทางน้ําเหลือง (serological tests) ที่มีใชในปจจุบัน ไมสามารถชวยแยกผูปวยสองกลุม

ดงักลาวได ดังนั้นการวินิจฉัยแยกผูปวยวัณโรคระยะกําเริบ (active disease) จากผูปวยระยะสงบ 

(inactive disease) มีความจําเปนตอการตัดสินใจในการใหการรักษา และหลีกเลี่ยงการใหการ

รักษาที่ไมจําเปน แตปจจุบันยังมีปญหาในการวินิจฉัยแยกผูปวยสองกลุมดังกลาวอยู 

โครงการวิจัยนี้จึงเลือกโปรตีน ESAT-6 และ โปรตีน CFP-10 ซึ่งมีความจําเพาะตอเช้ือวัณโรค และ

ถูกพบวาเปนโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเช้ือขณะที่มีชีวิต และกําลังเติบโต (secreted proteins) เพ่ือ

ศึกษาหาความแตกตางของรูปแบบการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอเปบไทดของโปรตีนเหลานี้



ระหวางผูปวยวัณโรคระยะกําเริบกับผูปวยระยะสงบ เพ่ือนํามาใชเปนประโยชนในการชวยวินิจฉัย

แยกโรคตอไป 

 นอกจากนี้ การคนหาผูสัมผัสโรคท่ีมีความเสี่ยงตอการเปนวัณโรคมีความสําคัญเนื่องจาก

สามารถใหการปองกันหรือวินิจฉัยไดตั้งแตระยะเริ่มแรก เพ่ือปองกันการแพรกระจายของเช้ือไปยัง

ผูอื่น 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ทบทวนวรรณกรรม 
เม่ือไมนานมานี้ สารกระตุนภูมิคุมกันที่มีน้ําหนักโมเลกุลนอย (low molecular mass 

antigen) ที่มีชื่อวา ESAT-6 ไดถูกพบในน้ําเพาะเล้ียงเช้ือ และพบวาสามารถกระตุนการตอบสนอง

ที่ดีในสัตวที่ติดเชื้อวัณโรค (1) ยีนของโปรตีนนี้พบวามีอยูเฉพาะใน M. tuberculosis complex แต

ไมพบในเชื้อบีซีจี (BCG) ทุกสายพันธ และในเช้ือในส่ิงแวดลอมยกเวน M. kansasii, M. marinum 

และ M. szulgai (2-4) อยางไรก็ตามมีเพียง M. szulgai และ M. kansasii ที่สามารถทําใหเกิดโรค

ใกลเคียงกับวัณโรคแตเกิดข้ึนในอัตราที่ต่ํามาก (0.5% ของผูปวยที่ติดเช้ือ non-tuberculous 

mycobacteria) (5) ตอมาโปรตีนอีกชนิดหนึ่งมีชื่อวา CFP-10 ซึ่งมีการกระจายในเชื้อชนิดตางๆ

เหมือนกับ ESAT-6 ไดถูกคนพบ (6) ยีนของโปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-10 อยูในตําแหนงที่

เรียกวา RD-1 และ RD-2, ตามลําดับ ซี่งเปนตําแหนงในจีโนมของ M. bovis ที่หายไประหวางการ

ทําใหกลายพันธุเปนเช้ือ       บีซีจี (7) 

โปรตีน ESAT-6 สามารถกระตุนใหเกิดการหลั่ง IFN-γ จากลิมโฟซัยทของผูปวยวัณโรค 

โปรตีน ESAT-6 กอใหเกิดการตอบสนองของทีลิมโฟซัยทในการติดเชื้อวัณโรคระยะเริ่มแรกในหนู 
(1) และกอใหเกิดการตอบสนองในผูปวยวัณโรคไดดีกวาโปรตีนชนิดอ่ืนๆที่เคยทดสอบ (8,9) ใน

การศึกษาในประเทศท่ีมีความชุกของวัณโรคต่ําไดแก เดนมารค, สหรัฐอเมริกา, เยอรมัน, และ

คูเวต พบวา 60-80% ของผูปวยวัณโรคตอบสนองตอ โปรตีน ESAT-6 ในขณะที่ไมมีการ

ตอบสนองในคนปกติที่ไมสัมผัสโรค (8,9,10,11) นอกจากนี้ไมพบการตอบสนองตอโปรตีน ESAT-6 ใน

ผูปวยที่ติดเช้ือ M. avium (10) Lalvani และคณะ ไดศึกษาการหล่ัง IFN-γ จากลิมโฟซัยทที่จําเพาะ

ตอโปรตีน ESAT-6 โดยวิธี ELISPOT พบวาเครื่องมือทดสอบนี้มีความไว (sensitivity) 90%(12) 

โปรตีนESAT-6 มี T-cell epitope หลายตําแหนงที่กระตุนการตอบสนองในคนหลายคนที่มี

พันธุกรรมแตกตางกัน ซึ่งแสดงวามีศักยภาพท่ีจะกระตุนการตอบสนองในประชากรที่มีพันธุกรรม

หลากหลายในวงกวาง 

 โปรตีน CFP-10 กระตุนการตอบสนองในผูปวยวัณโรคในสัดสวนที่ใกลเคียงกับโปรตีน 

ESAT-6  และไมพบการตอบสนองในผูที่ฉีดวัคซีนบีซีจี (13,14) 

 โปรตีนทั้งสองพบวากอใหเกิดปฏิกิริยาการตอบสนองทางผิวหนังชนิด delayed-type 

hypersensitivity ในหนูตะเภา (guineapig) หลายตระกูล ที่ติดเชื้อดวย M. tuberculosis แตไม

กอใหเกิดปฏิกิริยาในหนูตะเภาที่ติดเชื้อ M. bovis หรือ M. avium (13,15-18) 

 ถึงแมวายีนของโปรตีนเหลานี้จะไมพบในมัยโคแบคทีเรียชนิดอ่ืนสวนใหญ แตเม่ือไมนาน

มานี้ ไดมีการคนพบ homologues ของโปรตีนทั้งสองในเชื้อโรคเรื้อน (M.leprae) (19,20)     ดังนั้น 

การใชสวนผสมของเปบไทด (peptide mixtures) อาจมีความจําเปนในการผลิตน้ํายาสําหรับการ

วินิจฉัย (diagnostic reagents) การติดเช้ือวัณโรค 



วัตถุประสงค 
1. เพ่ือคนหาเปบไทดของโปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-10 ที่กระตุนภูมิคุมกันที่ดี เพ่ือ

นํามาใชเปนองคประกอบของน้ํายาทดสอบผิวหนังและน้ํายาทดสอบทางหองปฏิบัติ

การารเพื่อชวยวินิจฉัยการติดเช้ือวัณโรค 

2. เพ่ือศึกษาความสัมพันธของการตอบสนองทางภูมิคุมกัน (การผลิต interferon-gamma 

และ การผลิต antibody)  ตอโปรตีน และเปบไทดของ โปรตีน ESAT-6 และ โปรตีน CFP-

10 กับระยะของโรค (activity of disease) ในผูปวยวัณโรค 

3. เพ่ือศึกษาความสัมพันธของการตอบสนองทางภูมิคุมกัน (การผลิต interferon-gamma 

และ การผลิต antibody)  ตอโปรตีนและเปบไทดของ โปรตีน ESAT-6 และ โปรตีน CFP-

10 กับการติดเชื้อวัณโรคและการติดเช้ือมัยโคแบคทีเรียอ่ืนเพ่ือประโยชนในการวินิจฉัย

แยกโรค 

4. เพ่ือประเมินการตอบสนองทางภูมิคุมกันทางน้ําเหลือง (การผลิต antibody) ตอโปรตีน 

ESAT-6 และ โปรตีน CFP-10 ในน้ําชองเย่ือหุมปอดเพ่ือชวยการวินิจฉัยวัณโรค 

5.  เพ่ือคนหาผูสัมผัสโรคที่เปนกลุมเสี่ยงตอการเกิดเปนวัณโรคในภายหลัง เพ่ือผูสัมผัสโรค

กลุมนี้จะไดรับการเฝาระวังอยางใกลชิด  หรือไดรับยาปองกันการเกิดโรค 

 

ระเบียบวิธีวิจัย   
1. คัดเลือกอาสาสมัครเขารวมโครงการที่มีคุณสมบัติ (Inclusion Criteria) ดังนี้   

1.  ผูปวยวัณโรคปอดใหมที่มีผลการตรวจเสมหะพบเชื้อโดยการยอมสี   

2.  ผูปวยวัณโรคปอดใหมที่มีผลการตรวจเสมหะไมพบเชื้อโดยการยอมสีและแพทย

วินิจฉัยวาเปนวัณโรคระยะกําเริบ และใหการรักษา ซึ่งภายหลังจะพบวามีตอบสนองตอ

การรักษา           

3.  ผูปวยวัณโรคปอดที่มีผลการตรวจเสมหะไมพบเชื้อโดยการยอมสีซึ่งแพทย

พิจารณาวาเปนวัณโรคระยะสงบไมจําเปนตองรับการรักษาและไดติดตามผูปวยไมพบ

การกําเริบของโรค 

4.  ผูปวยวัณโรคนอกปอดใหม 

5.  ผูปวยวัณโรคปอดและนอกปอดท่ีรักษาหายแลว     

6.  ผูปวยติดเชื้อมัยโคแบคทีเรียอ่ืนๆ (non tuberculous mycobacteria) เชน มัยโค

แบคทีเรียมเอเวียม (M. avium) และ โรคเรื้อน กอนการรักษา     

7.  ผูสัมผัสโรค ซึ่งอาสาสมัครกลุมนี้จะเปนบุคลากรในโรงพยาบาล หรือผูอาศัยรวม

บานกับผูปวย  



           

หมายเหตุ  อาสาสมัครในกลุม 1, 2, 3, 5 และ 6 มีทั้งที่มี anti HIV antibody เปน

บวกและลบ  

  อาสาสมัครในกลุม 4 มี anti  HIV antibody เปนบวก   

อาสาสมัครในกลุม 7 มี anti HIV antibody เปนลบ  

    

การวินิจฉัยผูปวยวัณโรคปอดอาศัยอาการและอาการแสดงทางคลินิก (symptoms and 

signs) ผลตรวจเช้ือในเสมหะโดยการยอมสี (sputum smear) ลักษณะของรอยโรคใน

ปอดจากภาพรังสี (chest x-ray) การเพาะเช้ือ (sputum culture) และการตอบสนองตอ

ยารักษาวัณโรค (therapeutic diagnosis)  
 
นิยามศัพท 
ผูปวยวัณโรคปอดระยะกําเริบ (Active pulmonary tuberculosis cases) 
มีลักษณะดังนี้ 

1. มีอาการทางระบบทางเดินหายใจ เชน ไข ไอ มีเสมหะ 

2. ภาพรังสีทรวงอกอานโดยรังสีแพทยวาพบรอยโรคเขาไดกับวัณโรค 

3. เสมหะยอมพบเช้ือวัณโรคอยางนอย 1 ตัวอยาง 

4. เพาะเช้ือวัณโรคจากเสมหะพบเช้ือวัณโรคอยางนอย 1 ตัวอยาง 

 
ผูปวยวัณโรคระยะสงบ (Inactive pulmonary tuberculosis cases) 
มีลักษณะดังนี้ 

1. มีหรือไมมีอาการทางระบบทางเดินหายใจ เชน ไข ไอ มีเสมหะ 

2. ภาพรังสีทรวงอกอานโดยรังสีแพทยวาพบรอยโรคเขาไดกับวัณโรค 

3. เสมหะยอมไมพบเชื้อวัณโรค  3  ตัวอยาง 

4. เพาะเช้ือวัณโรคจากเสมหะไมพบเชื้อวัณโรค 

5. ไมตอบสนองตอการรักษาดวยยาวัณโรค 

 

การวินิจฉัยผูปวยวัณโรคนอกปอดอาศัยอาการและอาการแสดงทางคลินิก (symptoms 

and signs) การเพาะเชื้อจากตัวอยาง (specimen culture) หรือ การตรวจวินิจฉัยทาง

พยาธิวิทยา (Histopathology) และการตอบสนองตอยารักษาวัณโรค (therapeutic 

diagnosis) 



 

การติดตามผูปวยวาตอบสนองตอการรักษา หรือไมตอบสนองตอการรักษา ใชเวลา 6 

เดือน หลังจากเริ่มใหการรักษา 

 

ผูปวยที่ไมตอบสนองตอการรักษา คือ ผูปวยที่ Chest x-ray ไมเปลี่ยนแปลงภายหลังไดรับ

การรักษาเปนระยะเวลา 6 เดือนแลว 

 

การวินิจฉัยผูปวยโรคเร้ือน อาศัยอาการและอาการแสดงทางคลินิก (symptoms and 

signs) ผลตรวจเช้ือในรอยโรคผิวหนัง (slit skin smear) และการตรวจวินิจฉัยทางพยาธิ

วิทยา (Histopathology) 

 

การวินิจฉัยผูติดเชื้อ non tuberculous mycobacteria (NTM) เชน มัยโคแบคทีเรียม

เอเวียม อาศัยอาการและอาการแสดงทางคลินิก (symptoms and signs) ผลการเพาะ

เช้ือในเสมหะ และในเลือด (sputum  and hemoculture) 

 

ผูติดเช้ือวัณโรคระยะสงบ หรือ ผูสัมผัสโรค ไดแก ผูติดเช้ือวัณโรคแตไมมีอาการของ

วัณโรค ผลตรวจเสมหะเปนลบ ผลตรวจภาพรังสีทรวงอกปกติ ไดแก ผูสัมผัสโรครวมบาน

และผูสัมผัสโรคที่เปนบุคลากรทางการแพทย 

 

ผูสัมผัสโรครวมบาน  คือผูอาศัยอยูชายคาเดียวกันกับผูปวยกอนการรักษาเปน

ระยะเวลาอยางนอย 1 เดือน       

 

ผูสัมผัสโรคที่เปนบุคลากรทางการแพทย เปนผูที่ทํางานสัมผัสกับผูปวยวัณโรคอยาง

นอย 6 เดือน 
 
เกณฑการแยกอาสาสมัครออกจากโครงการ  (Exclusion Criteria)          

1.  เด็กอายุนอยกวา 15 ป   2. หญิงตั้งครรภ    3. ผูไมสมัครใจเขารวมโครงการ 
 

2. เจาะเลือดเขารวมโครงการแตละคนในวันที่ไดรับการวินิจฉัยวามีคุณสมบัติตามที่กําหนด 

เปนปริมาณ 15 มิลลิลิตร ใสหลอดท่ีผสมสารกันเลือดแข็ง 10 มิลลิลิตร (defribrinated 

blood) และใสหลอดที่ไมผสมสารกันเลือดแข็ง (clot blood) 5 มิลลิลิตร  



 ในผูปวยที่มีน้ําในชองเย่ือหุมปอด แบงเก็บน้ําจากชองเย่ือหุมปอด ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ไม

ผสมสารกันเลือดแข็ง  (หมายเหตุน้ําจากชองเย่ือหุมปอดแบงเก็บจากตัวอยางที่เก็บเพ่ือ

การวินิจฉัยโดยวิธีมาตรฐาน) 

3.  นําเลือดที่ผสมสารกันเลือดแข็ง แยกเม็ดเลือดขาวชนิด mononuclear cell  ออกมา แลว

นํามาเพาะเล้ียงกับเปบไทด 11 สายของ โปรตีน ESAT-6 และ 5 สายของโปรตีน CFP-10, 

สวนผสมของเปบไทด (peptide mixture) เหลานี้, โปรตีน ESAT-6 และ CFP-10 

สังเคราะห, PPD (purified protien derivative), และ Concavalin-A เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

และ 6 วัน ที่อุณหภูมิ 37oC ในบรรยากาศที่มีกาซ 5% CO2 และความช้ืน เก็บน้ําเลี้ยงเซล

ใน culture (supernatant) เพ่ือตรวจวัดปริมาณสารหลั่ง cytokines ชนิด Interferon-

gamma (IFN-γ) โดยเทคนิค ELISA  

4. นําเลือดที่ไมไดผสมสารกันเลือดแข็ง (clot blood) มาแยกเก็บซีรั่ม (serum) และนําซีรั่มมา

ทดสอบหาระดับแอนตีบอดี (antibody) ตอโปรตีน ESAT-6 และ CFP-10 โดยเทคนิค 

ELISA  

5. นําน้ําจากชองเยื่อหุมปอด มาทดสอบหาระดับแอนตีบอดี (antibody) ตอโปรตีน ESAT-6 

และ CFP-10 โดยเทคนิค ELISA  

6. วิเคราะหการตอบสนองโดยการผลิต IFN-γ ตอเปบไทด (แตละสาย และสวนผสมของเปบ

ไทดเหลานี้) ของ โปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-10 และโปรตีนทั้งสอง ในผูปวยวัณโรค

ปอดระยะกําเริบ (active disease) และผูติดเช้ือวัณโรคระยะสงบ เพ่ือคนหาเปบไทดที่

กระตุนภูมิคุมกันที่ดี (antigenic) 

7. วิเคราะหความสัมพันธของการตอบสนองโดยการผลิต IFN-γ ตอ โปรตีน ESAT-6  โปรตีน 

CFP-10  กับระยะของโรค (activity of disease)ในผูปวยวัณโรค 

8. วิเคราะหความสัมพันธของการตอบสนองโดยการผลิต IFN-γ และ การผลิตแอนตีบอดี 

(ในน้ําเหลืองและน้ําในชองเย่ือหุมปอด) ตอ โปรตีน ESAT-6  โปรตีน CFP-10  ในผูปวย

วัณโรค และไมใชวัณโรค  

หาคาความไว (sensitivity) และความจําเพาะ (specificity) ของวิธีทดสอบ 

9. วิเคราะหรูปแบบการตอบสนองโดยการผลิต IFN-γ ตอโปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-

10 ในผูสัมผัสโรค เพ่ือคนหาผูสัมผัสโรคที่เปนกลุมเส่ียงตอการเกิดเปนวัณโรคในภายหลัง  

 
 
 



วัตถุประสงคท่ี 1 
 
1. เพื่อคนหาเปบไทดของโปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-10 ท่ีกระตุน
ภูมิคุมกันท่ีดี เพื่อนํามาใชเปนองคประกอบของนํ้ายาทดสอบผิวหนังและน้ํายา
ทดสอบทางหองปฏิบัติการเพื่อชวยวินิจฉัยการติดเชื้อวัณโรค 
 
วิธีการวิจัย 

 
1. เก็บตัวอยางเลือดจากผูปวยวัณโรคระยะกําเริบ ไดแกผูปวยวัณโรคปอดใหมจํานวน 50 

รายและผูติดเชื้อวัณโรคระยะสงบไดแก ผูสัมผัสโรคที่มีผลทิวเบอรคูลินเปนบวกจํานวน  50 

ราย  

2. นําเลือดที่ผสมสารกันเลือดแข็ง แยกเม็ดเลือดขาวชนิด mononuclear cell 

(lymphocyte proliferation assay)  ออกมา แลวนํามาเพาะเลี้ยงกับเปบไทด 11 สายของ 

โปรตีน ESAT-6 และ 5 สายของโปรตีน CFP-10, สวนผสมของเปบไทด (peptide 

mixture) เหลานี้, โปรตีน ESAT-6 และ CFP-10 สังเคราะห, PPD (purified protien 

derivative), และ สาร Mitogen Concavalin-A เปนเวลา 6 วัน ที่อุณหภูมิ 37oC ใน

บรรยากาศที่มีกาซ 5% CO2 และความช้ืน เก็บน้ําเล้ียงเซลใน culture (supernatant) ที่ 6 

วัน เพ่ือตรวจวัดปริมาณสารหลั่ง cytokines ชนิด Interferon-gamma (IFN-γ) โดยเทคนิค 

ELISA  

 
ลําดับกรดอะมิโนของเปบไทด จากโปรตีน ESAT-6  และโปรตีน CFP-
10  
 
ESAT-6          P1-16  MTEQQWNFAGIEAAAS   

 P9-24  AGIEAAASAIQGNVTS 

 P17-32  AIQGNVTSIHSLLDEG 

            P25-40  IHSLLDEGKQSLTKLA 

           P33-48  KQSLTKLAAAWGGSGS 

           P41-56  AAWGGSGSEAYQGVQQ 

           P49-64  EAYQGVQQKWDATATE 



           P57-72  KWDATATELNNALQNL 

           P65-80  LNNALQNLARTISEAG 

           P73-88  ARTISEAGQAMASTEG 

           P80-95  GQAMASTEGNVTGMFA 
 
CFP-10  P1-18      MAEMKTDAATLAQEAGNF 

  P13-28  QEAGNFERISGDLKTQ 

                P55-72  VVRFQEAANKQKQELDEI 

  P75-92  NIRQAGVQYSRADEEQQQ 

  P85-100 RADEEQQQALSSQMGF 

 
เทคนิค lymphocyte proliferation assay และตรวจวัดสาร Interferon-gamma 

 
มีหลักการโดยสังเขปดังนี้  

1. แยก Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) จากเลือดของผูที่ตองการ

ทดสอบ 

2.       นํา PBMCs ที่ไดมาเพาะเลี้ยงในอาหารเล้ียงเซลลใน microwell plate ที่มี Ag ที่

เราสนใจทําการศึกษาหรือมีสารไมโตเจน (Mitogen) ซึ่งไดแก Cancavalin–A อยูดวย  

แลวบมเพาะเล้ียงไวที่อุณหภูมิ 37oC ความชื้น 5% ของ CO2 เปนเวลา 24 ชั่วโมง  และ 6 

วัน  

3.       เก็บ supernatant (น้ําเพาะเลี้ยงเซล) ที่ 24 ชั่วโมง และ 6 วัน  

4.       นํา supernatant (น้ําเพาะเลี้ยงเซล) มาตรวจวัดสาร interferon gamma ที่เซล

ผลิตออกมาโดยวิธี ELISA 
 การตรวจวัดสาร Interferon-gamma โดยใชวิธี ELISA  

วิเคราะหโดยเก็บน้ําเพาะเลี้ยงเซลล (supernatant) ที่ 24  ชั่วโมงและ 6 วัน เก็บแชแข็งที่  

-20OC เม่ือตองการทดสอบ นําน้ําเพาะเลี้ยงเซลล (supernatant) มาละลายและเติม anti-

interferon immunoglobulin conjugate โดยใสในแตละหลุมของ microtiter plate ที่เคลือบดวย 

anti-interferon gamma antibodies  ใชน้ํายา standard ในชุดทดสอบเปนตัวควบคุมและ

เปรียบเทียบ  จะเกิดการจับกันของแอนติบอดีตอสาร interferon gamma (IFN - γ)และสาร

อินเตอรเฟอรอนแกมมาซึ่งเปนแอนติเจน ภายหลังบมไวที่อุณหภูมิหอง 2 ชั่วโมงหลีกเลี่ยงการถูก

แสงควรบมไวในที่มืด ลาง plate ดวยน้ํายาลาง (wash solution) เพ่ือลางแอนติบอดีสวนเกินที่



ไมไดจับกับแอนติเจนออก จากนั้นเติม substrate tetramethylbenzidine (TMB) บมไวที่

อุณหภูมิหอง 30 นาที หลีกเลี่ยงการถูกแสงควรบมไวในที่มืด ปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนจะทําใหเกิดสีน้ํา

เงิน  เติม  stop solution ซึ่งจะทําใหปฏิกิริยาหยุดและจะเปล่ียนสีจากน้ําเงินเปนเหลือง สามารถ

วัดปริมาณของปฏิกิริยาที่เกิดไดดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

ความเขมขนของสาร interferon- γ จะแปรผันโดยตรงกับความเขมขนของสีที่เกิดข้ึน วิเคราะห

ปริมาณของ interferon- γ ที่วัดได โดยการสรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสาร

อินเตอรเฟอรอนแกมมา(IU/ml) และคา การดูดกลืนแสง (absorbance) ที่ความยาวคลื่น 450  นา

โนเมตร 

ผลวิจัย 
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หาเปบไทด (p1-16, p9-24, p17-32, p57-72 และ p80-95) จาก ESAT-6 และ 3 peptides จาก 

CFP-10 (p13-28, p55-72 และ p75-92) กระตุนการตอบสนองท่ีดีทั้งในผูปวยวัณโรคระยะกําเริบ 

(active tuberculosis patients) และผูติดเช้ือวัณโรคระยะสงบ (latent tuberculosis infected 

subjects) อยางไรก็ตาม ในผูปวยวัณโรคระยะกําเริบพบการตอบสนองท่ีดีกวาผูติดเชื้อวัณโรค

ระยะสงบ (Fig.1). จํานวนผูที่มี IFN-γ responses ตอสวนผสมเปบไทด (peptide mixtures) ของ 

ESAT-6 และ CFP-10 มีคาใกลเคียงกับจํานวนผูตอบสนองตอ  ESAT-6 recombinant protein 

แต มากกวาผูตอบสนองตอ  individual peptides คาเฉลี่ยของ IFN-g responses ตอ p1-16, p9-

24, p17-32, p57-72 และ p80-95 ของ  ESAT-6 ใน ผูปวยวัณโรคระยะกําเริบ คือ 285.9, 39.8, 

การตอบสนองของ interferon- γ  ตอเปบไทดของโปรตีน ESAT-6 
และโปรตีน CFP-10 ในผูปวยวัณโรคและผูติดเช้ือวัณโรคระยะสงบ 

เปบไทด 

สัด
สว

นข
อง

ผ



758.7, 115.5 และ 142.2 pg/ml ตามลําดับ คาเฉลี่ยของ IFN-γ responses ตอ p13-28, p55-72 

และ p75-92 ของ  CFP-10 ในผูปวยวัณโรคระยะกําเริบ คือ 141.8, 154.1 และ 596.5 pg/ml 

ตามลําดับ  

 

วิเคราะหผลวิจัย 
เปบไทดจากโปรตีน ESAT-6และโปรตีน CFP-10 ที่กระตุนการตอบสนองท่ีถ่ีในผูปวยวัณ

โรคระยะกําเริบและผูติดเช้ือวัณโรคระยะสอง สามารถนํามาใชเปนสวนประกอบของนํ้ายาทดสอบ

ผิวหนัง หรือน้ํายาทดสอบของหองปฏิบัติการสําหรับการติดเช้ือวัณโรคได โดยใชเปนสวนผสมของ

เปบไทด ซึ่งสามารถกระตุนการตอบสนองไดมาถึง 75% ของผูปวยวัณโรคระยะกําเริบ ในขณะนี้ 

เปบไทดแตละ**จะครบถวนได เพียง 30 – 55 % และถาสามารถนําไปรวมกับเปบไทดที่กระตุน

ภูมิคุมกันไดดีจากโปรตีน***วัณโรคของ** เปนน้ํายาทดสอบที่มีความไวสูง 

 

วัตถุประสงคท่ี 2.  
การทดสอบการตอบสนอง Interferon-gamma ตอโปรตีน ESAT-6 และ 

CFP-10  เพื่อแยกผูปวยวัณโรคระยะกําเริบจากผูติดเชื้อวัณโรคระยะสงบ   
วิธีวิจัย 
 

1. จัดเก็บตัวอยางเลือดของผูปวยวัณโรคระยะกําเริบทั้งที่ติดเชื้อ HIV และไมติดเชื้อ HIV และผู

สัมผัสโรคที่มีผลทิวเบอรคูลินเปนบวก รวมเปนจํานวน  ?  ราย โดยแบงเปน  

ผูปวยวัณโรคปอดใหมที่มีผลการตรวจเสมหะพบเชื้อโดยการยอมสี  จํานวน ? ราย เปน

ผูปวยติดเชื้อ HIV  ?  ราย เปนผูปวยไมติดเช้ือ HIV  ?  ราย 

ผูปวยวัณโรคปอดใหมที่มีผลการตรวจเสมหะไมพบเช้ือโดยการยอมสี  จํานวน  ?  ราย 

เปนผูปวยติดเชื้อ HIV  ?  ราย เปนผูปวยไมติดเช้ือ HIV  ?  ราย 

ผูปวยวัณโรคนอกปอดใหม  จํานวน  ?  ราย 

 ผูปวยวัณโรคปอดเกา จํานวน  ?  ราย 

ผูปวยโรคเรื้อน กอนการรักษา รวม จํานวน  ?  ราย               

 

2. นําตัวอยางเลือดมาแยกเซลเม็ดเลือดขาว(Peripheral blood mononuclear cells, PBMCS)

และเพาะเลี้ยงกับ Purified ProteinDerivative (PPD) โปรตีน ESAT-6 และ CFP-10 ที่นํามา

ทดสอบ โดยเทคนิค Proliferation assays เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง และ 6 วัน และวัดระดับสาร 

IFN-γ ที่เม็ดเลือดขาวหล่ังออกมาในระยะเวลาตางๆ โดยเทคนิค ELISA 



 
3. เก็บ Supernatant (นํามาเพาะเลี้ยงเซล) ที่ 24 ชั่วโมง และ 6 วัน มาตรวจวัดสาร interferon 

gamma ที่เซลเม็ดเลือดขาวหลังออกมาในระยะตางๆ โดยเทคนิค ELISA   

เลือดของผูปวยวัณโรคระยะ++และผูสัมผัสโรคที่มีผล++เบอรดูลันเปนบวก 

 
ผลวิจัย 
การตอบสนองของ Interferon- γ ในนํ้าเล้ียงเซลลท่ี 24 ชั่วโมงและ 6 วัน
ในผูปวยวัณโรคระยะกําเริบและผูติดเชื้อวัณโรคระยะสงบ 
 

 

 
วิเคราะหผลวิจัย 

1. พบมีการตอบสนองของ IFN-γ ตอโปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-10  ในผูปวยวัณ

โรคระยะกําเริบ ในระยะการเพาะเลี้ยงเซลทั้งที่ 24 ชั่วโมง และ 6 วัน แตไมพบการ

ตอบสนองที่ 24 ชั่วโมง ในผูสัมผัสโรคที่มีผลทิเบอรคูลิน++   แตยังพบการตอบสนอง

ที่ 6 วัน  ซ่ึงจะเปนประโยชนในการชวยวินิจฉัยวัณโรคระยะกําเริบจากระยะการติด

เช้ือวัณโรค อยางไรก็ตามผลการวิจัยนี้ตองยืนยันในการทดสอบในตัวอยางที่เพ่ิมข้ึน 
 

3. ทําการทดสอบการตอบสนอง antibody ตอโปรตีน ESAT-6 และ 
โปรตีน CFP-10 โดยเทคนิค ELISA 
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วิธีวิจัย 
1.  จัดเก็บตัวอยางเลือดของผูปวยวัณโรคแพรกระจายกอนรักษาที่ติดเชื้อ HIV รวมดวย  

จํานวน 25 ราย     

ผูปวยวัณโรคปอดกอนรักษาที่มีผลการตรวจเสมหะพบเช้ือและไมพบเช้ือโดยการยอมสีที่

ติดเช้ือ HIV รวมดวย  จํานวน 38 ราย  

ผูปวยวัณโรคนอกปอดกอนรักษา จํานวน 25 ราย 

ผูปวยติดเชื้อมัยโคแบคทีเรียอ่ืนๆ (non tuberculous mycobacteria)เชน มัยโค

แบคทีเรียมเอเวียม (M. avium) กอนรักษาที่ติดเช้ือ HIV รวมดวย จํานวน 9 ราย  

ผูปวยวัณโรคที่มีผลการตรวจเสมหะพบเชื้อโดยการยอมสีกอนรักษาที่ไมติดเชื้อ HIV  

จํานวน 23 ราย 

ผูปวยวัณโรคที่มีผลการตรวจเสมหะไมพบเชื้อโดยการยอมสีกอนรักษาที่ไมติดเชื้อ HIV  

จํานวน 15 ราย 

ผูปวยวัณโรคนอกปอดท่ีรักษาครบ จํานวน 12 ราย         

 ผูสัมผัสโรคที่ผลทิวเบอรคูลินเปนบวกที่ไมติดเชื้อ HIV  จํานวน   22   ราย 

ผูปวยโรคเรื้อนกอนรักษาที่ไมติดเช้ือ HIV จํานวน 23 ราย 

 

2. ปนแยกซีรั่ม เก็บที่ -20o C 

3. นําซีรั่มที่เก็บไวมาวัดระดับ antibody ตอ โปรตีน ESAT-6  และ CFP-10 ดวยวิธี ELISA 
 

วิธีการทํา ELISA  
 มีข้ันตอนการปฏิบัติ ดังนี้ 

1. นํา แอนติเจนที่เจือจางใน coating buffer เขมขน 1 μg/ml  มาเคลือบบน 96 well 

micro titer plate หลุมละ 50 ul นํา plate ใสในกลองที่มีความชื้นและบมที่อุณหภูมิ  4 oC เปน

เวลา 16-18 ชั่วโมง แลวนํามาลางดวย PBS-T 5 ครั้ง 

2. เติม Blocking buffer (5% skim milk  in PBS-T)  หลุมละ 50 ul นํา plate ใสในกลอง

ที่มีความช้ืนและบมที่อุณหภูมิ  37 oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง 50 นาที แลวนํามาลางดวย PBS-T 5 

ครั้ง 

3. เติมตัวอยางซีรั่มที่เจือจาง 1:2,000ใน sample diluents (5% BSA,0.2%Triron x 100 

in PBS-T) หลุมละ 50 ul นํา plate ใสในกลองที่มีความชื้นและบมที่อุณหภูมิ  37 oC เปนเวลา 1 

ชั่วโมง แลวนํามาลางดวย PBS-T 5 ครั้ง 

4. เติม conjugate (Protein A peroxidase เจือจางใน 1% BSA in PBS-T) ที่เจือจาง 1: 



10,000 หลุมละ 50 ul นํา plate ใสในกลองที่มีความชื้นและบมที่อุณหภูมิ  37 oC เปนเวลา 1 

ชั่วโมง แลวนํามาลางดวย PBS-T 5 ครั้ง 

5. เติมซับสเตรท (3,3’, 5,5’Tetramethylbenzidine (TMB)) หลุมละ 50 ul แลวนํา plate 

ไปบมในที่มืดที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที 

6. หยุดปฏิกิริยาการเกิดสี โดยเติม 1% HCl หลุมละ 50 ul แลวนําไปวัดคาการดูดกลืน

แสงที่ OD 450 ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร  

 
สารเคมี 
1. Coating buffer pH 9.6  

Na2CO3   15.94 mM 

NaHCO3  34.87 mM 
2. PBS (1x)  
 KH2PO4   1.46  mM 

 Na2HPO4.12H2O  20.42  mM 

 KCl   2.68   mM 

 NaCl   136.89  mM 
3. PBS-T 1 L 
 PBS   999 ml 

 Tween 20  1 ml 
4. Blocking Buffer 
 PBS-T + 5% Skim milk 
5. Sample Diluent 
 PBS-T + 5% BSA + 0.2% Triton x 100 
6. Conjugate 

Protein A peroxidase + 1% BSA  in PBS-T 
7. Stop Solution 
 1% HCl 

ผลการตอบสนองเปนบวก หมายถึง คาผลตางของ OD ในหลุมที่มีซีรั่มและไมมีซีรั่มมากกวา 2 

standard deviation (2 SD) 

ผลวิจัย 
การตอบสนองของ Antibody ตอโปรตีน ESAT-6 และ CFP-10 ในซีรั่มของ 



ผูปวยติดเชื้อ HIV ที่เปนวัณโรคประเภทตางๆ 

จํานวน (เปอรเซ็นต) 

ประเภทผูปวย (จํานวน) 
IFN-γ response 

ESAT-6  CFP-10 

Pulm. TB (38) 32 (84.2) 32 (89.5) 

Extrapulm. TB (44) 46 (100) 36 (81.8) 

Dis. TB  (25) 25 (100) 25 (100) 

 

 

 
 
 

การตอบสนองของ  antibody ตอโปรตีน ESAT-6  และ  CFP-10  ในซีร่ัม 

  
จํ า น ว น  
(เปอรเซ็นต)   

 ชนิดของโปรตีน ESAT-6 CFP-10 ESAT-6+CFP-10 PPD 

 HIV / TB   (107) 73 (68.2) 68 (63.5) 73 (68.2)        60 (56) 

 HIV / NTM  (9) 7 (77.8) 3 (33.3) 7  (77.8) 9 (100) 

 Non-HIV  / TB +ve (22) 8  (36.4) 5  (22.7) 9 (40.9) 15 (68.2) 

 Non HIV / TB  -ve (15) 5  (33.3) 1  (6.8) 5 (33.3) 9 (60) 

 Non HIV/ TB contacts (22) 10 (45.5) 3 (13.6) 10 (45.5) 15 (68.2) 

 Non HIV / Leprosy (23) 4 (17.4) 2 (8.7) 4 (17.4) 7 (30.4) 
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วิเคราะหผลวิจัย 
1. พบมีการตอบสนองของ antibody ตอโปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-10  ในผูปวยติดเช้ือ 

HIV ที่เปนวัณโรคประเภทตางๆ (Disseminated TB, Pulmonary TB และ Extrapulmonary TB) 

ในสัดสวนที่ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ระหวางประเภทตางๆของวัณโรค (uni-agar 

tant,PSP,05) พบการตอบสนองของ antibody ตอโปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-10  ในผูปวย

ติดเช้ือ HIV ที่เปนวัณโรคประเภท 

เปอรเซ็นต 

เปอรเซ็น

    Non-HIV 
TB+ 
    Non-HIV 
TB- 
    TB 

เปอรเซ็น



2. ชุดทดสอบที่ตรวจวัด antibody ตอ โปรตีน ESAT-6, โปรตีน CFP-10 และสวนผสมของโปรตีน 

ESAT-6 และ โปรตีน CFP-10 รวมกัน มีคาsensitivity (ความไว) และคา specificity 

(ความจําเพาะ)ที่ต่ํา จึงไมเหมาะตอการนํามาใชเปนเครื่องมือในการชวยวินิจฉัยแยกโรค สาเหตุที่

คาความจําเพาะต่ําเพราะเปนการตรวจวัด IgG antibody ซึ่งระดับของantibody ยังคงอยูถึงแมจะ

ไมใชวัณโรคระยะกําเริบ (active infection) ดังนั้นการพบการตอบสนองของ antibody ตอ โปรตีน 

ESAT-6 และ CFP-10 ในกลุม non-tuberculous mycobacterial infection  อาจไมไดเกิดจาก  

cross reaction  ระหวาง species แตอาจเปนจาก ผูปวย non-tuberculous mycobacterial 

infection  เหลานี้ เคยมี previous TB infection มากอน 

3.การพบความถ่ีของผูที่มีการตอบสนองของ antibody ตอ โปรตีน ESAT-6 และ CFP-10 ในผู

สัมผัสโรคที่มีทูเบอรลินเปนบวกมีระดับที่ใกลเคียงกับผูปวยวัณโรคทั้งเสมหะบวกและเสมหะลบ 

ทําใหไมสามารถนําชุดทดสอบนี้มาใชในการแยกวัณโรคระยะกําเริบจากวัณโรคระยะสงบได  

 

 
วิธีการตรวจวิเคราะหสาร  Interferon gamma โดยวิธี ELISA 
วิเคราะหโดยเก็บน้ําเพาะเล้ียงเซลล (supernatant) ที่ 24  ชั่วโมงและ 6 วัน เก็บแชแข็งที่  -20OC 

เมื่อตองการทดสอบ นําน้ําเพาะเล้ียงเซลล (supernatant) มาละลายและเติม anti-interferon 

immunoglobulin conjugate โดยใสในแตละหลุมของ microtiter plate ที่เคลือบดวย anti-

interferon gamma antibodies  ใชน้ํายา standard ในชุดทดสอบเปนตัวควบคุมและเปรียบเทียบ  

จะเกิดการจับกันของแอนติบอดีตอสาร interferon gamma (IFN - γ)และสารอินเตอรเฟอรอน

แกมมาซึ่งเปนแอนติเจน ภายหลังบมไวที่อุณหภูมิหอง 2 ช่ัวโมงหลีกเล่ียงการถูกแสงควรบมไวในที่

มืด ลาง plate ดวยน้ํายาลาง (wash solution) เพ่ือลางแอนติบอดีสวนเกินที่ไมไดจับกับแอนติเจน

ออก จากน้ันเติม substrate tetramethylbenzidine (TMB) บมไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที 

หลีกเล่ียงการถูกแสงควรบมไวในที่มืด ปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนจะทําใหเกิดสีน้ําเงิน  เติม  stop solution 

ซึ่งจะทําใหปฏิกิริยาหยุดและจะเปลี่ยนสีจากน้ําเงินเปนเหลือง สามารถวัดปริมาณของปฏิกิริยาที่

เกิดไดดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ความเขมขนของสาร 

interferon- γ จะแปรผันโดยตรงกับความเขมขนของสีที่เกิดข้ึน วิเคราะหปริมาณของ interferon- 

γ ที่วัดได โดยการสรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสารอินเตอรเฟอรอนแกมมา

(IU/ml) และคา การดูดกลืนแสง (absorbance) ที่ความยาวคล่ืน 450  นาโนเมตร 
 
 



วิธีวิจัย 
ผูสัมผัสโรคที่มีผลทดสอบ tuberculin เปลี่ยนเปนบวกภายในเวลา 2 ป (Recent tuberculin 

converter) จํานวน 33 ราย ไดถูกเจาะเลือดเพ่ือนํามาทดสอบกับโปรตีน ESAT-6 และ CFP-10 

โดยเทคนิค proliferation assay และ ตรวจวัด สาร interferon-γ 

 

ผลวิจัย 
ผูสัมผัสโรค 33 ราย มีผล  positive 20 ราย negative 13 ราย   ในกลุม negative เม่ือทําการ

ตรวจวัดสาร interferon-γ ตอโปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-10 พบวา 7 ราย ไมพบการ

ตอบสนองที่ 24 ชั่วโมง  แตยังพบการตอบสนองท่ี 6 วัน สวนอีก 6 ราย ไมพบการตอบสนองที่ 24 

ชั่วโมง และ 6 วัน 

 

วิเคราะหผลวิจัย 
ผูสัมผัสโรคที่มีผลทดสอบ tuberculin เปลี่ยนเปนบวกภายในเวลาไมเกิน 2 ป (Recent tuberculin 

converter)  เปนผูที่  tuberculosis infection มาไมเกิน 2 ปกวา  ผลการทดสอบ และการตรวจวัด

การตอบสนองของสาร interferon-γ ตอโปรตีน ESAT-6 และ CFP-10 มีความจําเพาะ 

(specificity) ตอการติดเช้ือวัณโรคมากกวา ผลทดสอบ tuberculin  ผูที่ผลการทดสอบตรวจวัด

ปริมาณสาร interferon-γ จากการเพาะเลี้ยงเซลที่ 24 ชั่วโมง) เปนบวก คาดวาเปนผูที่มี 

tuberculosis infection และยังอยูในระยะกําเริบ ยังมีความเส่ียงที่จะดําเนินเปนวัณโรคได สวนผูที่

ผลการทดสอบ ตรวจวัดปริมาณสาร interferon-γ เปนลบ อาจเปนไดทั้งผูที่ไมเคยมีการติดเช้ือวัณ

โรค หรือเคยติดเชื้อวัณโรคแตอยูในระยะสงบ ในรายที่การตรวจวัดสาร interferon-γ ตอโปรตีน 

ESAT-6 และโปรตีน CFP-10 ไมพบการตอบสนองท่ี 24 ชั่วโมง แตยังพบการตอบสนองที่ 6 วัน 

คาดวาเปนผูที่เคยติดเช้ือวัณโรคแตอยูในระยะสงบ สวนผูที่ไมพบการตอบสนองท้ัง 24 ชั่วโมง และ 

6 วัน นาจะเปนผูที่ไมเคยมีการติดเช้ือวัณโรค 

 

4. ทําการทดสอบการตอบสนองทางภูมิคุมกันทางนํ้าเหลือง (การ
ผลิต antibody) ตอโปรตีน ESAT-6 และ โปรตีน CFP-10 ในนํ้าชองเย่ือ
หุมปอดเพื่อชวยการวินิจฉัยวัณโรค 
 
 
 



วิธีวิจัย 
น้ําชองเยื่อหุมปอด (pleural fluid) จากผูปวยวัณโรค  จํานวน  11     ราย    และไมใชวัณโรค 

จํานวน  27  ราย   ( ยืนยันผลการวินิจฉัยโดยผลเพาะเช้ือวัณโรค) ไดถูกนํามาทดสอบหา 

antibody ตอโปรตีน ESAT-6 และ โปรตีน CFP-10 โดยวิธี ELISA 

 

ผลวิจัย 
 

การตอบสนองของ  antibody ตอโปรตีน ESAT-6  และ  CFP-10  ในน้ําชองเย่ือหุมปอด 
(pleural fluid) ในผูปวยวัณโรคและผูปวยที่ไมใชวัณโรค 
 

ประเภทของผูปวย 
จํานวนผูตอบสนอง  (เปอรเซ็นต)  

ESAT-6 CFP-10 ESAT-6+CFP-10 PPD  

TB(11) 7 (63.6) 6 (54.5) 7 (63.6) 5 (45.4)  

Non TB(27) 8 (29.6) 5 (18.5) 10 (37) 7 (25.9)  

 
เปอรเซ็นต 
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วิเคราะหผลวิจัย 
 

1.พบวามีการตอบสนองของ antibody ตอ โปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-10 ในน้ําชองเย่ือหุม

ปอดในผูปวยวัณโรคโดยมีความไวรอยละ 63.6 และ 54.5 ตามลําดับ และความจําเพาะรอยละ 

70.4 และ 81.5 ตามลําดับ 

สวนการตอบสนองของ antibody ตอสวนผสมของโปรตีน ESAT-6 และโปรตีน CFP-10 

ในน้ําชองเย่ือหุมปอดในผูปวยวัณโรคมีความไวรอยละ   63.6 และความจําเพาะรอยละ 63 

2.  ชุดทดสอบวัดการตอบสนองของ antibody ตอ โปรตีน ESAT-6 และโปรตีน ESAT-6 ในน้ําชอง

เย่ือหุมปอดถึงแมจะมีความไวไมสูง แตเนื่องจากมีความจําเพาะที่สูง ถาผลการทอสอบเปนบวก 

สามารถชวยวินิจฉัยวัณโรคเย่ือหุมปอด 
 

งานท่ีจะทําตอในอนาคต 
1. การประเมินชุดทดสอบการตรวจวัดแอนติเจน (antigens) ของเชื้อวัณโรคในปสสาวะและ

น้ําในชองอวัยวะตางๆ ในการวินิจฉัยวัณโรคประเภทตางๆและระยะของโรค 
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Output จากโครงการวิจัยน้ี 
 

1. ผลงานวิจัยท่ีตีพิมพในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 
 

1. Boosbun Chua-Intra, Panadda Dhepakson, and Charoen Chuchottaworn, Antibody 

responses to Mycobacterium tuberculosis ESAT-6 and CFP-10 proteins in pleural fluid, 

in preparation.    
คาดวาจะตีพิมพในวารสาร Tubercle and Lung Disease  ฉบับเดือนธันวาคม 2556 
 
2. Boosbun Chua-Intra, Panadda Dhepakson, Sopa Srisungngam, Samroui Kaewsa-ard, 

Phatchara Tunteerapat, Varaporn Thientong, Benjawan Petsuksiri and Charoen 

Chuchottaworn, Interferon-gamma responses to Mycobacterium tuberculosis ESAT-6 

and CFP-10 proteins in active and latent tuberculosis, in preparation.    
คาดวาจะตีพิมพในวารสาร Tubercle and Lung Disease  ฉบับเดือนธันวาคม 2556 
 

2. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 
 

เชิงวิชาการ 
1. เปนวิทยากรบรรยาย เรื่องภูมิคุมกันวิทยาของวัณโรค ใหแก แพทย และเจาหนาที่สาธารณสุข 

โดยบางสวนของเนื้อหาการบรรยายมีความเกี่ยวของกับงานวิจัยในครั้งนี้ 

2.    มีการอบรมฝกปฏิบัติเทคนิคทางหองปฏิบัติการตางๆแกนักวิทยาศาสตรการแพทย 
 

เชิงสาธารณะ 
1.มีเครือขายความรวมมือทางวิชาการกับแพทยและนักวิจัยทั้งในและตางประเทศ 

 

- นายแพทยเจริญ  ชูโชติถาวร   อายุรแพทยผูเช่ียวชาญดานโรคระบบทางเดินหายใจ  จากสถาบัน

โรคทรวงอก  กรมการแพทย เปนผูใหคําแนะนําถึงปญหาของการวินิจฉัยวัณโรคที่ตองการการ

ศึกษาวิจัย และมีความสนใจที่จะนําองคความรูจากการศึกษาวิจัยนี้ไปใชในการเรียนการสอนเร่ือง

วัณโรค และพัฒนาชุดทดสอบชวยการวินิจฉัยผูปวยวัณโรคระยะกําเริบที่มีผลการตรวจเสมหะเปน

ลบ และผูปวยวัณโรคนอกปอด 
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ทดสอบชวยการวินิจฉัยผูปวยวัณโรคระยะกําเริบที่มีผลการตรวจเสมหะเปนลบและผูปวยวัณโรค

นอกปอด 
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ประเทศอังกฤษ  เปนผูใหคําแนะนําดานเทคนิคทางหองปฎิบัติการที่ใชในโครงการวิจัยนี้ และเปน

ผูบริจาคเปบไทดของโปรตีน ESAT-6 และ CFP-10 เพ่ือใชในการวิจัยเบ้ืองตน 
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2.นําผลจากโครงการไปใชประโยชนในการชวยวินิจฉัยผูปวยวัณโรคระยะกําเริบที่มีผลการตรวจ

เสมหะเปนลบและผูปวยวัณโรคนอกปอดและผูปวยวัณโรคนอกปอดในคลินิกผูปวยนอกอายุรก
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3.อ่ืนๆ 
 
เสนอผลงานวิจัยในการประชุมวิชาการตางๆ ไดแก 
- เสนอผลงานวิจัยดวยวาจา 
 1. “การประเมินการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอเปบไทดของโปรตีน ESAT-6 และโปรตีน

CFP-10 ของเชื้อวัณโรคในการชวยวินิจฉัยการติดเช้ือวัณโรคและระยะของโรค” ในการ
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พบ…เมธีวิจัยอาวุโส สกว.”, 13-15 ตุลาคม 2548, จังหวัดเพชรบุรี 

2. “Immune Responses to Mycobacterium tuberculosis ESAT-6 and CFP-10 

proteins and peptides in active and latent tuberculosis” ในการประชุม “นักวิจัยรุน

ใหม…พบ…เมธีวิจัยอาวุโส สกว.”, 12-14 ตุลาคม 2549, จังหวัดเพชรบุรี 

3. “Immune Responses to Mycobacterium tuberculosis ESAT-6 and CFP-10 

proteins and peptides in active and latent tuberculosis”  ในการประชุม “นักวิจัยรุน

ใหม…พบ…เมธีวิจัยอาวุโส สกว.”, 11-13 ตุลาคม 2550, จังหวัดชลบุรี 

 

 

 


