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GRAPHICAL ABSTRACT ABSTRACT
Clostridium (or Clostridiodes) difficile produces both toxins A 

(TcdA) and B (TcdB), which cause severe diarrhea in patients with C. 
difficile infection (CDI) and can lead to death. Diagnosis of glutamate 
dehydrogenase enzymes (GDH) and TcdA/B detection by lateral flow 
Immunochromatography (IC) test kits requires quality evaluation prior to 
clinical use. This study aimed to evaluate the performance of an IC test 
kit by comparing its results with those of real-time polymerase chain 
reaction (real-time PCR). Methods: A total of 61 fecal post-analysis 

samples from patients who attended Thammasat University Hospital, Pathum Thani, Thailand, were tested for GDH, TcdA/B using the IC test 
kit, with results confirmed by real-time PCR. Result: Real-time PCR confirmed that all samples were positive for C. difficile (100.00%). The 
distribution of toxigenic strains was as follows: TcdA+/TcdB+ (37.70%), TcdA-/TcdB+ (8.20%), and non-toxigenic strains (TcdA-/TcdB-) (54.10%). 
The IC test kit showed the following performance metrics for TcdA/B detection in CDI cases: sensitivity 50.00%, specificity >99.99%, positive 
predictive value (PPV) >99.99%, negative predictive value (NPV) 88.89%, and overall accuracy 90.00%. The cycle threshold (Ct) values for TcdA 
and TcdB were 23.59 and 24.43, respectively. Conclusion: The IC test kit for GDH and TcdA/B detection demonstrated acceptable quality for 
routine laboratory screening of C. difficile infection. However, confirmation using real-time PCR is recommended for accurate diagnosis.  
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เชื้้�อ Clostridium หรืือ Clostridiodes difficile ผลิิตสารพิิษทั้้�งชนิิด A (TcdA) และ B (TcdB) เป็็นสาเหตุุของ
โรค CDI (C. difficile infection: CDI) ผู้้�ป่ว่ยที่่�ติดิเชื้้�อมีอีาการท้อ้งเสียีอย่า่งรุนุแรงจนถึงึขั้้�นเสียีชีวีิติ การตรวจ Glutamate 
dehydrogenase (GDH), TcdA และTcdB ของเชื้้�อด้ว้ยวิธิี ีLateral flow Immunochromatography (IC) ในห้อ้งปฏิบิัตัิิ
การจำเป็็นต้้องมีีการประเมิินคุุณภาพของชุุดตรวจวิิเคราะห์์สำหรัับการนำมาใช้้ การศึึกษานี้้�มีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อประเมิิน
คุุณภาพของชุุดตรวจวิิธีี IC ที่่� ใช้้อยู่่�  โดยใช้้อุุจจาระหลัังจากตรวจประจำวัันจากผู้้�ป่่วยของโรงพยาบาลธรรมศาสตร์์
เฉลิิมพระเกีียรติิ จ.ปทุุมธานีี จำนวน 61 ตััวอย่่าง ทำการทดสอบ GDH, TcdA และ TcdB ด้้วยวิิธีี IC และทดสอบยืืนยััน
การพบเชื้้�อ C. difficile และเชื้้�อผลิิตพิิษชนิิด TcdA และ TcdB ด้้วยวิิธีี Real-time Polymerase Chain Reaction 
(Real-time PCR) ผลการทดลองยืืนยัันการพบเชื้้�อ C. difficile ในอุุจจาระทั้้�งหมด (ร้้อยละ 100.00) และเชื้้�อผลิิตพิิษชนิิด 
TcdA+/TcdB+, TcdA-/TcdB+ เท่่ากัับร้้อยละ 37.70 และ 8.20 และเชื้้�อชนิิดไม่่ผลิิตพิิษ (TcdA-/TcdB-) เท่่ากัับร้้อยละ 
54.10 ตามลำดัับ สำหรัับคุุณภาพของชุุดทดสอบวิิธีี IC ที่่�ใช้้สำหรัับกลุ่่�มผู้้�ป่่วย CDI มีีความไว ความจำเพาะ PPV NPV 
ความถููกต้้อง สำหรัับการตรวจพิิษชนิิด TcdA/TcdB เท่่ากัับร้้อยละ 50.00, >99.99, >99.99, 88.89, 90.00 ตามลำดัับ
และค่่า Cycle threshold (Ct) สำหรัับ TcdA และ TcdB อยู่่�ที่่� 23.59 และ 24.43 ตามลำดัับ สรุุปว่่าชุุดตรวจวิิเคราะห์์ 
GDH, TcdA/B ของวิิธีี IC มีีคุุณภาพสามารถยอมรัับได้้และควรใช้้วิิธีี Real-time PCR เพื่่�อตรวจวิิเคราะห์์ยืืนยััน
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1. บทนำ
โรค CDI (Clostridium difficile infection) เกิดิ

จากการติิดเชื้้� อ  Clostr id ium di ffic i le  หรืือ 

Clostridiodes difficile เป็็นเชื้้�อแบคทีีเรีียชนิิด

แอนแอโรบ (Anaerobe) แกรมบวก รููปแท่่ง สร้้างสปอร์์ 

(Gram positive bacilli spore forming) สามารถ

ติิดต่่อทาง Oral-Fecal route เชื้้�อสามารถผลิิต 

enterotoxin ทั้้�งชนิิด A (TcdA) และ cytotoxin ชนิิด 

B (TcdB) ก่่อให้้เกิิดอาการท้้องเสีียท้้องร่่วง (Diarrhea) 

และโรค Pseudomembranous colitis ทำให้้ผู้้�ป่วย

ต้้องใช้้เวลารัักษาในโรงพยาบาลยาวนานขึ้้�นอาจทำให้้

ผู้้�ป่่วยเสีียชีีวิิตได้้ ซึ่่� งพิิษของเชื้้�อผลิิตโดยยีีน tcdA และ 

tcdB ของเชื้้�อบนตำแหน่่งยีีน Pathogenicity locus 

(PaLoc) โรค CDI เกี่่�ยวข้อ้งกับัปััญหาอัตัราการติดิเชื้้�อซ้ำ้ 

การดื้้�อยาต้้านของเชื้้�อและทำให้้ผู้้�ป่่วยเสีียชีีวิิตสููง [1, 2] 

เคยมีีการรายงานเกี่่�ยวกัับความสััมพัันธ์์ของสายพัันธุ์์�

ที่่�ผลิิตพิิษของเชื้้�อที่่�ต่่างกัันกัับความรุุนแรงของโรคและ

การดื้้�อต่่อยาต้้าน เช่่น สายพัันธุ์์�  Ribotype 017 

(TcdA-/B+) พบอุุบััติิการณ์์แพร่่ระบาดรุุนแรงในเอเชีีย

ประเทศไทยและทั่่�วโลก [3, 4] Sholeh และคณะ

ในประเทศอิิร่่านรายงานว่่าเชื้้�อที่่�ผลิิตรููปแบบของพิิษ

ชนิิด TcdA+B+ และ TcdA+B− เกี่่�ยวข้้องกัับการดื้้�อยา 

Vancomycin และ Metronidazole ส่ ่วนเชื้้�อที่่�ผลิิต

รููปแบบของพิิษชนิิด TcdA +B + เกี่่�ยวข้้องกัับการดื้้�อยา 

Moxifloxacin, Clindamycin และ Tetracycline และ

เชื้้�อที่่�ให้้รูปูแบบพิิษชนิิด TcdA+ และ TcdB+ พบในผู้้�ป่วย 

ICU มากกว่่าร้้อยละ 90 [5] เคยปรากฎรายงานสายพัันธุ์์�

ที่่�มีีการผลิิต Toxin ชนิิดเดีียวของเชื้้�อ C. difficile เช่่น 

เชื้้�อที่่�ผลิิตรููปแบบพิิษชนิิด A+/B- และ A-/B+ มี ความ

เกี่่�ยวข้้องปััญหาการติิดเชื้้�อกลัับซ้้ำ (Relapse) [6, 7] 

ดัังนั้้�นการตรวจวิิเคราะห์์จำแนกชนิิดพิิษของเชื้้�ออย่่าง

ถููกต้้องจึึงมีีความสำคััญในการบ่่งชี้้�ความรุุนแรงของโรค

และเตรีียมวางแผนการรัักษาของแพทย์์

แม้้ว่่าวิิธีี Cell cytotoxicity assays (CCTAs) 

เป็็นวิิธีีมาตรฐาน (Gold standard) สำหรัับการตรวจ

วิเิคราะห์พ์ิษิของเชื้้�อ C. difficile แต่เ่ป็น็วิธิีทีี่่�ยุ่่�งยาก ต้อง

ใช้้ห้้องปฏิิบััติิการแบคทีีเรีียเฉพาะชนิิด Anaerobe ต้้อง

ใช้้งบประมาณราคาสููงและมีีระยะเวลารอคอยผลนาน

ประมาณ 3-4 วััน และผู้้�ปฏิิบััติิงานต้้องมีีทัักษะและการ

แปลผลชั้้�นสููง ดั ังนั้้�นการตรวจวิิเคราะห์์พิิษ TcdA และ 

TcdB ในห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์ในประเทศไทย

ส่ว่นใหญ่จ่ึงึนิยิมใช้ว้ิธิี ีEnzyme immunoassays (EIAs) 

และวิิธี ีLateral flow immunochromatography (IC) 

สำหรัับงานห้้องปฏิิบัตัิกิารเทคนิิคการแพทย์์ โรงพยาบาล

ธรรมศาสตร์์เฉลิิมพระเกีียรติิ (รพธ.) จ.ปทุุมธานีี เลือืกใช้้

วิิธีี IC เนื่่�องจากเป็็นวิิธีีที่่�ทำง่่าย สะดวก รายงานผลเร็็ว

และราคาไม่่สููง ผู้้� ใช้้บริิการสามารถเข้้าถึึงการตรวจ

วิิเคราะห์์ได้้ ซึ่่� งประกอบด้้วยการตรวจเอนไซม์์ GDH 

(Glutamate dehydrogenase) และพิิษของเชื้้�อทั้้�งชนิดิ 

A (TcdA) และ B (TcdB) โดยชุุดตรวจวิิเคราะห์์ (Kit) ที่่�

มีีคุุณภาพ อย่่างไรก็็ตามแพทย์์ด้้านโรคติิดเชื้้�อของ

โรงพยาบาลได้้ตั้้�งข้้อสัังเกตว่่าผลการตรวจจากวิิธีี IC ใน

กลุ่่�มผู้้�ติิดเชื้้�อ (ผล GDH positive ด้้วยวิิธีี IC) ส่่วนใหญ่่

ไม่ส่อดคล้อ้งกับัลักัษณะอาการทางคลิินิกิของผู้้�ป่ว่ยและ

ผลการตรวจด้้วยวิิธีี Polymerase chain reaction 

(PCR) จากห้้องปฏิิบััติิการอื่่�นประมาณร้้อยละ 50 ทำให้้

นัักเทคนิิคการแพทย์์ผู้้�ทำการตรวจวิิเคราะห์์มีีประเด็็น

ข้้อสงสััยเกี่่�ยวกัับคุุณภาพของชุุดตรวจวิิธีี IC ที่่� ใช้้อยู่่�

สำหรัับกลุ่่�มผู้้�ป่วย CDI อี ีกทั้้�งข้้อกำหนดตามมาตรฐาน 

ISO15190 ได้้กำหนดให้้มีีการทวนสอบ (Verification) 

คุุณภาพของชุุดตรวจที่่�นำมาใช้้ตรวจวิินิิจฉััยโรคดัังนั้้�น

งานวิิจััยนี้้�มีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อประเมิินคุุณภาพชุุดตรวจ 

GDH, TcdA และ TcdB ของวิิธีี IC โดยเทีียบกัับวิิธีี 

Real-time PCR ซึ่่� งเป็็นวิิธีีที่่�มีประสิิทธิิภาพและได้้รัับ

การยอมรัับสามารถใช้้เป็็นวิิธีีอ้้างอิิงเทีียบเท่่าวิิธีี CCTAs 

ได้้ [8] 
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2.	อุปกรณ์และวิธิีการ
2.1	กลุ่มตัวอย่าง

งานวิจัยน้ีใช้ตัวอย่างอุจจาระหลังการตรวจ

วิเคราะห์ประจำวันของผู้ป่วยท่ีติดเช้ือ	 C. difficile

(ให้ผล	GDH	positive	ด้วยวิธี	IC)	และไม่พบเชื้อในกลุ่ม	

Gastroenteroparasitic	infection	ทีเ่ขา้รบัการตรวจที่

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ	 จ.ปทุมธานี	

จำนวน	61	ตัวอย่าง	

2.2	การตรวจด้วยวิธิี	Lateral	flow	immunochro-

matography	(IC)	[9]

ตรวจวิเคราะห์เอนไซม์	GDH,	TcdA	และ	TcdB	

ด้วยวิธี	IC	จากชุดตรวจวิเคราะห์	(Operon,	S.A,	Spain	

Lot.BJ24-BK36)	โดยตักอุจจาระปริมาณ	110	มิลลิกรัม	

หรือ	 110	 ไมโครลิตร	 ลงใน	 Sample	 tube	 ที่บรรจุ	

Buffer	 อยู่ภายใน	 จากน้ันเขย่าสารละลายให้เป็นเนื้อ

เดียวกัน	(Homogenous)	แล้วหยดลงในหลุม	Sample	

ของ	GDH	และ	TcdA/TcdB	บน	Strip	ตามลำดับ	เมื่อ

ครบเวลา	20	นาทจีงึอ่านผลการทดสอบ	หากในอจุจาระ

มีเอนไซม์	GDH	พิษชนิด	TcdA	และ	TcdB	อยู่	จะจับกัน

อย่างจำเพาะกับ	 Antibodies	 ของ	 GDH,	 TcdA	 และ	

TcdB	 ปรากฏเป็นเส้นสีแดงบริเวณ	 Test	 line	 (T)	 ใน	

Lanes	ของ	GDH	และ	Toxin	อา่นผลเปน็ผลบวกดงัภาพ

ตัวอย่างด้านล่าง	(Figure	1)	

Figure	1	 Illustration	of	positive	results	composed	
	 of	GDH,	TcdA,	and	TcdB	(GDH+/TcdA+/
	 TcdB+) 	 us ing 	 the 	 Late ra l 	 F low	
	 Immunochromatography	(IC)	method.

2.3	 การทดสอบทางอณูชีววิทยาด้วยวิธิี	 Real-time	

PCR

2.3.1 การส้กดัพนัธิ์กุรรม (Deoxyribonucleic 

acid: DNA) ข้องเชั่้อ C. difficile 

ตักอุจจาระประมาณ	 50	 มิลลิกรัม	 ใส่ใน	

Eppendorf	 tube	ที่มี	 Lysis	buffer	 500	 ไมโครลิตร	

และ	 Protease	 K	 20	 ไมโครลิตร	 ผสมให้เข้ากัน

โดยใช้	Sterile	stick	แล้วนำไป	Mixed	ด้วย	Vortex	10	

วินาที	 นำไป	 Incubated	 ท่ี	 60	 องศาเซลเซียส	 (ºC)	

นาน	10	นาท	ีนำไปปั�นทีค่วามเรว็รอบ	10000	นาน	1	นาที	

จากนั้นดูดส่วนใส	 (Supernatant)	 500	 ไมโครลิตร	

ถ่ายไปยงั	Well	แรกของ	Extracted	kit	นำ	Extracted	kit	

ไปเข้าเครื่อง	DNA	extraction	ด้วยเครื่อง	TANBead®	

Nucleic	Acid	Extraction	kit	Stool	cell	DNA	auto	

tube	 (Taiwan	 advanced	 nanotech	 Inc.	 Lot	

M312011B)	Magnetic	beads	ที่เคลือบด้วย	Silicon	

dioxide	จะไปจบักบัโมเลกลุอืน่ทีม่ปีระจเุปน็ลบออกจาก	

DNA	ของเชือ้	C. difficile	ซึง่มปีระจเุปน็บวก	และทำการ

ล้างสารตกค้างและ	 Inhibitors	 ต่าง	 ๆ	 ด้วย	Washing	

buffer	และแยก	DNA	ออกจาก	Magnetic	bead	ด้วย	

Elution	buffer	เทคโนโลยีนี้ทำให้	DNA	มีความบริสุทธิ์

มากขึ้น	 ดูดสารสกัด	 DNA	 ของเชื้อ	 C. difficile

มา	Incubated	ที่อุณหภูมิห้อง	25	ºC	นาน	10	นาที

2.3.2 การเพิ�มปริมาณ DNA ข้องเชั่้อ C. 

difficile และการวิเคราะห์์ย่นยันชันิดข้องยีน tcdA 

และ tcdB [10, 11]

เตรียม	PCR	 	 reaction	 โดยใส่	 Rehydration	

buffer	 15	 ไมโครลิตร	 ลงใน	Master	mix	 tube	 ที่มี	

Lyophilized	 ของ	 PCR	 components	 (Mixed	 of	

enzymes,	 Specific	 primers/probe	 (ของเชื้อ	 C. 

difficile	 สำหรับการทดสอบยืนยันเชื้อ	C. difficile 

(CerTest	Biotech	S.L.,	lot.	CDS112L-017,	Ref.VS-

CDS112L)	หรือ	ของยีน	tcdA	และ	tcdB	สำหรับการ

วิเคราะห์ยืนยันชนิดของยีน	tcdA	และ	tcdB	(CerTest	

Biotech	S.L.,	lot.	CDA112L-023,	Ref.VS-CDA1SL),	
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dNTPs,	 Stabilizers)	 บรรจุอยู่	 (VIASURE	 real-time	

PCR	detection	kit	for	C. difficile	by	CerTest	Biotec	

S.L.,	San	Mateo	de	Gállego,	Zaragoza,	Spain)		ใส่

สารสกดั	DNA	ของเช้ือจากข้อ	2.3.1	หลงัจาก	Centrifuge	

ที่	10000	g	นาน	1	นาที	ปริมาณ	5	ไมโครลิตร	ลงใน	

PCR	reaction	tube	แล้วนำไป	Centrifuge	แบบ	Spin	

down	10	วินาที	นำ	PCR	 reaction	tube	 เข้าเครื่อง	

Thermocycle	(BioRad	laboratories	Inc.)	โดยกำหนด	

Condition	 ดังนี้	 Polymerase	 activation	 95	 ºC	 2	

นาท	ี1	cycles,	Denature	95	ºC	10	วนิาท	ี45	cycles,	

Annealing	60	ºC	50	วินาที	45	cycles,	Extension	

60	 ºC	 50	 วินาที	 45	 cycles	 ใช้จำนวนรอบ	45	 รอบ	

(Cycles)	หรอืใชเ้วลาประมาณ	1	ชัว่โมง	27	นาท	ี(ทำการ

ทดสอบวิเคราะห์ควบคู่ทั้ง	 Positive	 (Non-infectious	

synthetic	lyophilized	DNA	ละลายใน	RNAes/DNAes	

free	water),	Negative	และ	Internal	controls	(Non	

template)	 controls	 ทุกรอบของการทดลอง)	

(positive,	negative	และ	internal	controls	ผลิตและ	

verified	 โดย	 CerTest	 Biotec	 S.L.,	 Spain	 Lot.

CDS112L-017	ตามเอกสารอา้งองิรหสั	COA	code	VS-

CDS112L	สำหรับการตรวจหาเชือ้	C. difficile	และ	Lot.

CDA112L-023	 ตามเอกสารอ้างอิงรหัส	 COA	 code	

VS-CDA112L	สำหรับการตรวจวิเคราะห์ยีน	tcdA	และ	

tcdB)	

การแปลผลการตรวจวิเคราะห์โดยใช้	 Signal	

cut-off	ที่	Cycle	threshold	(C
t
)	40,	C

t
	<	40	แปลผล

เป็นผลบวก	 (Positive),	 No	 signal	 แปลผลเป็นผลลบ	

(Negative),	หาก	Internal	control	signal	C
t
	≥40	ไม่

สามารถแปลผลได	้(Invalid)	และ	Signal	ของ	Positive,	

Negative	และ	Internal	controls	ต้องปรากฏเสมอจึง

แปลผลได้	(Figure	2)

Figure	2	 Illustration	 of	 the	 amplification	 curves	
	 resulting	 positive	 genes	 for	 C. difficile 
	 (Upper panal)	and	tcdA and	tcdB	(Lower 
 panal)	 identified	 by	 real-time	 PCR	
	 method.

2.4	จริยธิรรมการวิจัยและความปลอดภัยทางชีวภาพ

งานวจิยันีไ้ดข้ออนญุาตดำเนนิการวจิยัและไดร้บั

อนุญาตจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคนของ

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ	 หมายเลข	

014/2565	 และคณะกรรมการความปลอดภัยทาง

ชีวภาพของมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์	 หมายเลข	

078/2565
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2.5	การวิเคราะห์ข้อมูล	

คำนวณร้อยละของการเกิดผลบวกหรือลบจากการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี	IC	และวิธี	Real	time	PCR	ดังนี้

จำนวนตัวอย่างของการเกิดผลบวก	(Positive)	หรือผลลบ	(Negative)	X	100

จำนวนตัวอย่างทั้งหมด	(N=61)	

คำนวณคา่ความไว	ความจำเพาะ	PPV	(Positive	

predictive	value)	NPV	(Negative	predictive	value)		

และ	ค่าความถูกต้อง	(Accuracy)	จากสูตรคำนวณจาก	

MedCalc	 (version	 23.1.6)	 calculator	 online	

(MedCalc	Software	Ltd,	Belgium)	ดังนี้	Sensitivity	

=	TP	/	(TP+FN),	Specificity	=	TN	/	(FP	+	TN),	PPV	

=	 (Sensitivity	 ×	 Prevalence)/[(Sensitivity	 ×	

Prevalence)	+	((1	-	Specificity)	×	(1	-	Prevalence))],	

NPV	 =(Specificity	 ×	 (1	 -	 Prevalence))/[((1	 -	

Sensitivity)	 ×	 Prevalence)	 +	 (Specificity	 ×	 (1	 -	

Prevalence))],	Accuracy	=	(TP	+	TN)	/	(TP	+	TN	

+	FP	+	FN)	[12]	จากนั้นหาค่า	Cut-off	point	ที่เหมาะ

สมของค่า	Ct	จากวิธี	Real-time	PCR	โดยใช้โปรแกรม

สำเร็จรูป	 Stata®	 และแปลผลความถูกต้องของการ

จำแนกโดยพิจารณาจากพื้นท่ีใต้กราฟ	 Receiver	

operating	 characteristic	 curve	 (ROC)	 หรือ	 Area	

under	the	curve	(AUC)	(Table	1)	

Table	1	 The	correct	classification	interpreted	

	 from	the	area	under	the	curve	(AUC).	[13]

Area	under	the	curve	
(AUC)

Interpretation

0.9	≤	AUC Excellent

0.8	≤	AUC	<	0.9 Good

0.7	≤	AUC	<	0.8 Fair

0.6	≤	AUC	<	0.7 Poor

0.5	≤	AUC	<	0.6 Fail

Figure	3	 Flowchart	of	research	methodology.	

3.	ผลการวิจัยและวิจารณ์
3.1	ความชุกของ	TcdA	และ	TcdB	ในกลุ่ม	CDI	จาก

วิธิี	IC	และ	Real-time	PCR	(วิธิีอ้างอิง)

จากตัวอย่างอุจจาระทั้งหมดจำนวน	 61	 ราย	

แสดงผลตรวจวิเคราะห์	GDH	positive	ด้วยวิธี	IC	และ

ทำการยนืยนัการพบเชือ้	C. difficile	ดว้ยวธิ	ีReal-time	

PCR	แสดงผลบวก	(Positive)	ทกุรายเทา่กบัรอ้ยละ	100	

จากนั้นทำการตรวจวิเคราะห์จำแนกชนิด	 TcdA	 และ	

TcdB	ด้วยวิธี	 Real-time	PCR	 (วิธีอ้างอิง)	 และวิธี	 IC	

แสดงผลดังนี้	(Table	2)

Table	2	 Detection	 results	 of	 toxigenic	 types	

	 using	IC	and	real-time	PCR	methods.

Method
Toxin	

genotype

Real-time	
PCR	(N=61)	

n	(%)

IC	(N=61)
n	(%)

TcdA+/TcdB+ 23(37.70) 4(6.56)

TcdA+/TcdB- 0(0.00) 4(6.56)

TcdA-/TcdB+ 5(8.20) 6(9.84)

TcdA-/TcdB- 33(54.10) 47(77.05)
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จากผลการทดลอง	 (Table	 2)	 ในกลุ่มผู้ติดเชื้อ	

CDI	จำนวน	61	ราย	(N=61)	จากผลการตรวจวิเคราะห์

ดว้ยวธิ	ีIC	พบผูป้ว่ยตดิเชือ้สายพนัธุผ์ลติพษิ	(Toxigenic	

types	(TcdA+/TcdB+,	TcdA+/TcdB-,	TcdA-/TcdB+))	

จำนวน	14	รายคิดเป็นร้อยละ	22.95	แต่พบจำนวนเพิ่ม

ขึ้นเป็น	 28	 รายคิดเป็นร้อยละ	 45.90	 จากการตรวจ

วิเคราะห์ด้วยวิธี	 Real-time	 PCR	 ซึ่งการศึกษาครั้งนี้

สอดคล้องกับการรายงานของ	 Pologe	 และคณะเคย

รายงานการพบ	Toxigenic	types	ในกลุ่มผู้ป่วย	CDI	ใน

โรงพยาบาลแสดงผลบวกด้วยวิธี	 PCR	 ร้อยละ	 44.70	

[14]	 แต่มากกว่าการรายงานของ	 Putsathit	 et	 al.	

(2016)	และ	Wongwanich	et	al.	(2001)	ซึ่งรายงาน

การพบ	Toxigenic	strain	เท่ากับร้อยละ	9.20	และร้อย

ละ	13.60	ด้วยวิธี	Toxigenic	culture	และวิธี	Specific	

PCR		ตามลำดบั	[15,	16]	การศกึษานีพ้บรปูแบบผลชนดิ

ของพิษ	 (Toxigenic	 types)	 เป็น	 TcdA+/TcdB+	 มาก

ที่สุดจำนวน	23	รายคิดเป็นร้อยละ	37.70	และรูปแบบ

ชนิด	TcdA-/TcdB+	จำนวน	5	รายคิดเป็นร้อยละ	8.20	

ตามลำดับ	 ซึ่งแสดงผลผลสอดคล้องกับการศึกษาของ	

Putsathit	et	al.(2016)	[17]	แต่แตกต่างกับการศึกษา

ของ	Imwattana	et	al.	เคยรายงานการพบ	TcdA-/B+

มากกวา่	TcdA+/B+	ประมาณรอ้ยละ	13.00	[3]	และจาก

ผลการตรวจวิเคราะห์ทั้งวิธี	Real-time	PCR	และวิธี	IC	

ตรวจพบผู้ป่วย	CDI	ที่มีเชื้อไม่ผลิตพิษ	(Non-toxigenic	

strain(TcdA-/TcdB-))	จำนวน	33	และ	47	ราย	คิดเป็น

ร้อยละ	54.10	และรอ้ยละ	77.05	ตามลำดบั	ซึง่ใกลเ้คียง

กับการรายงานของ	Wongkuna	 ได้รายงานการพบพบ	

TcdA-/TcdB-	ด้วยวิธี	PCR	 เท่ากับร้อยละ	46.00	 [18]	

สำหรับจำแนกชนิดของพิษด้วยวิธี	Real-time	PCR	พบ

การตดิเชือ้พิษชนดิ	A	(TcdA)	และชนดิ	B	(TcdB)	จำนวน	

23	และ	28	ราย	จากผูป้ว่ย	CDI	ทัง้หมด	61	ราย	คดิเปน็

ร้อยละ	37.70	และร้อยละ	45.90	ตามลำดับ	(Figure	4)	

สำหรับในกลุ่มผู้ป่วย	CDI	พบการติดเชือ้ชนดิ	B	(TcdB)	

มากกว่าชนดิ	A	(TcdA)	จำนวนร้อยละ	8.20	ซึง่สอดคลอ้ง

กบัการรายงานการพบ	TcdB	สงูถงึรอ้ยละ	52.50	ในกลุม่

ผู้ป่วย	Diarrhea	[19]

Figure	4	 Percent	 incidence	 of	 TcdA	 and	 TdcB	
	 classification	 in	 CDI	 patient	 group	 61	
	 (N=61).

อย่างไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้ไม่พบ	 Toxigenic	

type	 ชนิด	 TcdA+/TcdB-	 ซ่ึงคล้ายกับการศึกษาของ	

Issarachaikul	 et	 al.	 [20]	 อาจเป็นเพราะงานวิจัยน้ี

เปน็การศกึษาในกลุ่มผู้ปว่ย	CDI	ซึง่สายพนัธุท์ีผ่ลิต	TcdA	

เพียงชนิดเดียวพบรายงานน้อยและไม่เป็นสาเหตุสำคัญ

ที่ทำให้เกิดอาการ	Diarrhea	รุนแรงในผู้ป่วย	CDI	และ

เมือ่ทดสอบดว้ยวธิ	ีIC	สามารถพบ	Toxigenic	types	ทกุ

ชนิดได้แก่	TcdA+/TcdB+,	TcdA+/TcdB-	และ	TcdA-/

TcdB+	 แต่เมื่อทำการทดสอบด้วยวิธี	 Real-time	 PCR	

สามารถช่วยเปลี่ยนการพบ	 Toxigenic	 types	 ชนิด	

TcdA+/TcdB-	 จากวิธี	 IC	 เป็นชนิด	 TcdA+/TcdB+	 จึง

ทำให้การศึกษาครั้งนี้ไม่พบ	 Toxigenic	 type	 ชนิด	

TcdA+/TcdB-	อีกทั้งวิธี	Real-time	PCR	ช่วยยืนยันการ

พบ	Toxigenic	strain	จาก	Non-toxigenic	type	บาง

รายจากวิธี	 IC	จึงทำให้การพบ	Non-toxigenic	 strain	

ของวธิ	ีIC	ลดลงและพบ	Toxigenic	strain	จากวธิ	ีReal-

time	PCR	เพิ่มขึ้น	แสดงให้เห็นว่าวิธี	IC	สามารถเกิดผล

ลบลวง	 (False	 negative)	 ได้มาก	 สำหรับการศึกษานี้

แสดงให้เห็นว่าผลตรวจวิเคราะห์วิธี	 IC	มีความแตกต่าง

กนักบัวธิ	ีReal-time	PCR	ถงึรอ้ยละ	32.79	ซึง่ใกลเ้คยีง
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กัับการรายงานของ Chapin และคณะที่่�เคยรายงานว่่า

วิธิีทีาง Molecular สามารถตรวจพบผลบวกเพิ่่�มขึ้้�นร้้อย

ละ 37.40 [21] และ Jaqueti et al. เคยรายงานใน

ประเทศสเปนว่่าวิิธีี PCR สามารถตรวจพบ Toxin เพิ่่�ม

ขึ้้�นจากวิิธีี Rapid test ถึึงร้้อยละ 73.10 [22] นอกจาก

นี้้�ยัั งมีีการศึึกษาที่่� ใช้้วิิ ธีีทางอณุุชีีว วิิทยาที่่� ใช้้ เป็็น 

Reference method รายงานพบการเพิ่่�มขึ้้�นของ Toxin 

เช่น่ การศึึกษาของ Humphries และคณะรายงานว่่าการ

ตรวจด้ว้ยวิิธี ีNucleic acid amplification test (NAAT) 

ทำให้ต้รวจพบผล Positive เพิ่่�มขึ้้�นจากประมาณร้อ้ยละ 

60  เป็็นร้้อยละ 98  ในกลุ่่�มผู้้�ป่่วย Mild และ Severe 

CDI ตามลำดัับ [8]

3.2 วิ เคราะห์์ประเมิินคุุณภาพของชุุดตรวจวิิเคราะห์์

วิธิี ีIC (Operon, S.A, Spain) ที่่�ใช้อ้ยู่่�สำหรัับกลุ่่�ม CDI 

โดยเปรีียบกัับวิธิี ีReal-time PCR (CerTest Biotech 

S.L.Spain)

เนื่่�องจากการอ่า่นและแปลผลด้ว้ยสายตาของชุดุ

ตรวจวิิเคราะห์์วิิธีี IC อาจทำให้้เกิิดความผิิดพลาดหรืือ

คลาดเคลื่่�อนได้้และเป็็นการตรวจในระดัับคััดกรอง 

(Screening test) จึ ึงทำให้้มีีผลลบลวงสููง ดั ังนั้้�นการ

ทราบถึึงคุุณภาพของชุุดทดสอบวิิธีี IC จึึงเป็็นสิ่่�งที่่�สำคััญ

ที่่�ช่ว่ยสนับัสนุนุความน่า่เชื่่�อถือืของการวินิิจิฉััยของแพทย์์ 

ผู้้�วิิจััยมีีความประสงค์์ศึึกษาคุุณภาพ (Qualitative) ของ

ชุุดทดสอบวิิธีี IC ที่่� ใช้้อยู่่�โดยเปรีียบเทีียบกัับวิิธีี Real-

time PCR ซึ่่� งใช้้เป็็นวิิธีีอ้้างอิิงในการศึึกษาครั้้�งนี้้�  โดย

แปลงผลตรวจวิิเคราะห์์จากทั้้�งวิิธีี IC และ Real-time 

PCR ซึ่่�งหากผล TcdA+ หรืือ TcdB+ (TcdA/B) อย่่างใด

อย่่างหนึ่่�งเป็็นผลบวก (Positive) ให้้ค่่าผลการทดสอบ

นั้้�นเป็็นบวก (Positive) และหากผลการทดสอบทั้้�ง TcdA 

และ TcdB ที่่�เป็น็ลบทั้้�งคู่่�ให้ค้่า่ผลการทดสอบนั้้�นเป็น็ลบ 

(Negative) เมื่่�อนำผลการทดสอบของวิธิีี IC ไปเทียีบกับั

วิิธีี Real-time PCR แล้้วให้้ผลไม่่ตรงกัับวิิธีี Real-time 

PCR สรุุปผลการทดสอบนั้้�นเป็็นผลบวกปลอม (False 

positive) หรืือผลลบปลอม (False negative) และหาก

ผลจากวิิธี ีIC และวิิธี ีReal-time PCR แสดงผลตรวจตรง

กัันสรุุปผลการทดสอบเป็็นผลบวกจริิง (True positive) 

หรืือผลลบจริิง (True negative) ซึ่่�งได้้แสดงผลแปลงค่่า

การทดสอบ (Table 3) และได้้แสดงผลประเมิินคุุณภาพ

ของชุุดทดสอบของวิิธีี IC (Table 4) ดัังนี้้�

Table 3	 The interpretation results of IC method compared with Real-time PCR method.

Interpreted
result (N=61)

TcdA/B
n (%)

TcdA
n (%)

TcdB
n (%)

FN 14(22.95) 15(24.59) 18(29.51)

FP 0(0.00) 0(0.00) 0(0.00)

TN 33(54.10) 38(62.30) 33(54.10)

TP 14(22.95) 8(13.11) 10(16.39)

หมายเหตุุ TP = True positive (ผลบวกจริิง), TN = True negative (ผลลบจริิง), FN = False negative (ผลลบปลอม), FP 
= False positive (ผลบวกปลอม) 
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Table 4	 Quality evaluation of IC method compared with Real-time PCR in the CDI group of GDH 

	 positive samples. The table showed percent values of sensitivity, specificity, PPV, and NPV 

	 with 95% CI of TcdA and B, TcdA, TcdB, respectively which were calculated by MedCalc 

	 (version 23.1.6) calculator online. [12]

Result 
(N=61)

TcdA/B
%(95%CI)

TcdA
%(95%CI)

TcdB
%(95%CI)

Sensitivity 50.00 (30.65- 69.35) 34.78 (16.38-57.27) 35.71(18.64-55.93)

Specificity >99.99 (89.42-100.00) >99.99 (90.75-100.00) >99.99 (89.42-100.00)

PPV >99.99 (76.84-100.00) >99.99 (63.06-100.00) >99.99 (69.15-100.00)

NPV 88.89 (84.67-92.06) 85.98 (81.98-89.21) 86.15(82.52-89.13)

Accuracy 90.00 (79.60-96.20) 86.96 (75.87-94.21) 87.14(76.09-94.34)

จากผลการวิิเคราะห์์ประเมิินคุุณภาพของชุุด

ตรวจวิิเคราะห์์วิิธีี IC (Table 4) พบว่่าวิิธีี IC ที่่� ใช้้อยู่่�

ยัังคงแสดงความไว (Sensitivity) น้ ้อยประมาณร้้อยละ 

35 กัับ TcdA, TcdB และเพิ่่�มขึ้้�นถึึงร้้อยละ 50.00 กัับ 

TcdA/B ซึ่่�งสอดคล้้องกัับการศึึกษาของ Fedorko และ

คณะรายงานความไวของการตรวจวิิธีี Rapid test 

อยู่่�ที่่�ประมาณร้้อยละ 30-50 [23] และสอดคล้้องกัับ

บางการศึึกษาที่่�เคยรายงานความไวของวิิธีี Enzyme 

immunoassay (EIA) มีีความไวของการตรวจจัับ TcdA  

และ TcdB อยู่่�ในช่่วงร้้อยละ 31.70 ถึ ึงร้้อยละ 55.20 

[24, 25] และร้อ้ยละ 43.00 ถึงึร้อ้ยละ 98.00 ตามลำดัับ 

[26] วิธิี ีIC ที่่�ใช้อ้ยู่่�นี้้�แสดงค่า่ความจำเพาะ (Specificity) 

และค่่าการทำนายผลบวก (PPV) สููงเท่่ากัับมากกว่่าร้้อย

ละ 99.99 กัับทั้้�ง TcdA และ TcdB ซึ่่�งสอดคล้้องกัับการ

รายงานของ Hernández et al. (2017) รายงานว่่าการ

ตรวจวิิเคราะห์์ TcdA และ TcdB ด้้วยวิิธีี IC แสดงค่่า

ความไวประมาณร้้อยละ 50 ต่อ่ TcdA และ TcdB แต่ใ่ห้้

ค่่าความจำเพาะสููงประมาณร้้อยละ 95 ถึ ึงร้้อยละ 98 

[27] จากการศึึกษานี้้�แสดงค่่าความไวของชุุดตรวจน้้อย

กว่่าที่่�ระบุุไว้้ในผลิิตภััณฑ์์ที่่�ทดสอบเปรีียบเทีียบกัับชุุด

ตรวจของ C.DIFF QUIK CHEK COMPLETE® (TechLab, 

Blacksburg, VA) Cytotoxicity (Operon, S.A, Spain) 

ประมาณร้้อยละ 30 และ 40 ตามลำดัับ [9] อาจเป็็น

เพราะผู้้�ผลิิตนำจำนวนตััวอย่่างอุุจจาระที่่�ไม่่มีี Toxin 

จำนวนมากกว่่าประมาณ 0.5 เท่่ามาคำนวณวิิเคราะห์์

และวิิธี ีCytotoxicity ไม่ส่ามารถจำแนกพิษิชนิดิ A และ 

B ของเชื้้�อได้้ สำหรัับค่่าความจำเพาะของชุุดตรวจวิิธีี IC 

ในการศึึกษานี้้�มีีค่่าสููงซึ่่�งสอดคล้้องตามที่่�ระบุุไว้้ใน

ผลิิตภััณฑ์์ที่่�ได้้ทำการทดลองเทีียบกัับวิิธีี Cytotoxicity 

นอกจากนี้้�วิิธีี IC ก็็ยัังให้้ค่่าการทำนายผลลบ (NPV) และ

ค่่าความถููกต้้อง (Accuracy) มากกว่่าร้้อยละ 85 ทั้้� ง 

TcdA และ TcdB อีกีด้ว้ย อย่า่งไรก็ต็ามการศึกึษานี้้�ทำให้้

ทราบว่่าชุุดตรวจวิิธีี IC ที่่� ใช้้อยู่่�มีคุุณภาพในระดัับที่่�

สามารถยอมรัับได้้แม้้ว่่าจะใช้้สำหรัับการตรวจในกลุ่่�มผู้้�

ป่่วย CDI และควรใช้้วิิธีี Real-time PCR สำหรัับห้้อง

ปฏิิบััติิการที่่�มีความพร้้อมตรวจวิิเคราะห์์ชั้้�นสููงเพื่่�อเพิ่่�ม

ประสิิทธิภิาพการตรวจวินิิจิฉัยัโรค CDI ให้ถู้กูต้อ้งมากขึ้้�น

แม้ว้่า่การตรวจวิิเคราะห์์ด้ว้ยวิิธี ีReal-time PCR 

กำหนดสััญญาณ Ct < 40 แปลผลเป็็นผลบวกหรืือ 

Positive และค่่า Ct ≥ 40 หรืือ No signal แปลผลเป็็น

ผลลบหรืือ Negative แต่่ผู้้�เชี่่�ยวชาญด้้านผลิิตภััณฑ์์ของ

บริิษััท (Product specialist) ให้้ข้้อมููลว่่าโดยเฉลี่่�ยแล้้ว

วิธิี ีIC แสดงผลบวกหรืือปรากฏเส้้นบนแถบทดสอบ (Test 

line) จากการอ่่านด้้วยสายตาเมื่่�อค่่า Ct ของวิิธีี 
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Real-time	PCR	<	25	(C
t
	cut-off	=	25)	ซึ่งหากค่า	C

t	

>	 25	 อาจไม่ปรากฏแถบเส้นการทดสอบ	 TcdA	 และ	

TcdB	เนือ่งจากวธิ	ีIC	มคีวามไวทีน่อ้ยกว่าวธิ	ีReal-time	

PCR	มาก	ดังนั้นผู้วิจัยต้องการทราบว่าการอ่านผลบวก

และลบของวิธี	IC	ที่ใช้อยู่ตรงกับค่า	C
t
	cut-off	ที่เหมาะ

สมของวธิ	ีReal-time	PCR	ทีป่ระมาณเทา่ไหรซ่ึง่หากชดุ

ตรวจวิเคราะห์ของวิธี	 IC	ได้ค่า	C
t
	ที่สูงกว่า	25	มากซึ่ง

สามารถประเมินว่าชุดตรวจวิธี	 IC	 อาจไม่มีคุณภาพ	 ไม่

เหมาะสมนำมาใช้งาน	ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ทำการทวนสอบ	

(Verification)	คุณภาพของชุดตรวจวิธี	 IC	 โดยทดสอบ

หาค่า	C
t
	cut-off	สำหรับ	TcdA	และ	TcdB	เพื่อศึกษา

ความใชไ้ดข้องชดุตรวจวธิ	ีIC	ทีใ่ชอ้ยู	่โดยผูว้จิยันำผลการ

ทดสอบวิเคราะห์ด้วยวิธี	 IC	 เทียบกับผลการตรวจ

วิเคราะห์กับวิธี	 Real-time	 PCR	 ซึ่งใช้เป็นวิธีอ้างอิงใน

การศึกษาครั้งนี้	โดยพิจารณาหาค่า	C
t
	cut-off	ที่เหมาะ

สมจาก	ROC	curve	และแปลผลอำนาจของการจำแนก

ความถกูตอ้งจากพืน้ทีใ่ต	้ROC	curve	[13]	โดยวเิคราะห์

จากโปรแกรมสำเรจ็รปู	Stata®	ซึง่แสดงผลการวเิคราะห์

จุด		C
t
	cut-off	ที่เลือก	(Selected	C

t
	cut-off	point)	

ในวงกลมสีแดงสำหรับ	 TcdA	 (Figure	 5)	 และ	 TcdB	

สำหรับ	TcdB	(Figure	6)	ตามลำดับดังนี้

Figure	5	 Illustration	of	 three	 selected	C
t
	 cut-off	

	 points	 on	 ROC	 curve	 for	 evaluating	
	 positive	band	detection	in	IC	kit	for	TcdA.	

Figure	6	 Illustration	of	 three	 selected	C
t
	 cut-off	

	 points	 on	 ROC	 curve	 for	 evaluating	
	 positive	band	detection	in	IC	kit	for	TcdB.

จากการคำนวณเบื้องต้นพบว่าค่าเฉลี่ย	 C
t
	 ของ

วิธี	 IC	 สำหรับ	 TcdA	 และ	 TcdB	 ((Mean(95%	 CI))	

เทา่กบั	26.59	(24.96-28.22)	และ	25.39	(24.04-26.75)	

ตามลำดับ	 แต่เมื่อนำค่า	 C
t
	 มาวิเคราะห์	 ROC	 curve	

พบวา่ไดค้ดัเลอืกจดุทีเ่หมาะสมสำหรบั	TcdA	(Figure	5)	

และ	TcdB	(Figure	6)	คือ	C
t
	cut-off	point	ที่	23.59	

และ	 24.43	 ตามลำดับ	 โดยแสดงค่าความไวและความ

จำเพาะสำหรับ	TcdA	และ	TcdB	เท่ากับร้อยละ	87.50,	

75.47	และร้อยละ	70.00,	78.43	ตามลำดับ	และมีค่า

ความจำแนกความถูกต้อง	 (Correctly	 classified)	 ใน

ระดบัปานกลางเทา่กบัรอ้ยละ	77.05	[23]	ดงันัน้ชดุตรวจ

วิธี	 IC	ที่ใช้อยู่นี้สามารถผลบวกจากการอ่านด้วยสายตา

พบว่ามีค่า	 C
t
	 ท่ีเหมาะสมเมื่อเทียบกับวิธี	 Real-time	

PCR	สำหรับ	TcdA	และ	TcdB	(C
t
<25)	ซึ่งใกล้เคียงกับ

การศกึษาของ	Lee	และคณะแสดงคา่	C
t
	cut-off	point	

ของ	TcdB	จากวธิ	ีEIA	เทา่กบั	26.20	และแสดงคา่	AUC	

เท่ากับ	0.795	[28]	อย่างไรก็ตามการศึกษาค่า	C
t
	กับวิธี	

IC	ยังมีรายงานน้อย

งานวิ จั ยนี้ มี ข้ อ จำกั ดที่ ไ ม่ ส ามารถ ใช้ วิ ธี	

Toxigenic	culture	เปน็วธิอีา้งองิไดเ้นือ่งจาก	ตอ้งใชห้อ้ง

ปฏบิตักิารเฉพาะแบคทเีรยีชนดิ	Anaerobe	ตอ้งมคีวาม
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รู้้�ทักัษะและการแปลผลชั้้�นสูงู ต้อ้งใช้ง้บประมาณราคาสูงู

และใช้ร้ะยะเวลานานประมาณ 3-4 วันั ไม่เ่หมาะแก่ก่าร

รอคอยผลเพื่่�อการรัักษาของแพทย์์ อีีกทั้้�งวิิธีี Toxigenic 

culture ไม่่สามารถจำแนกชนิิดพิิษของเชื้้�อได้้ ผู้้�วิิจััยจึึง

เลืือกใช้้วิิธีี Real-time PCR เป็็นวิิธีีอ้้างอิิงซึ่่�งมีีหลายการ

ศึกึษาได้้รายงานถึึงประสิิทธิิภาพของวิิธี ีReal-time PCR 

ที่่�สามารถใช้้เป็็นวิิธีีอ้้างอิิงได้้

4. สรุุป
ชุุดตรวจวิิเคราะห์์ Rapid test วิิธีี IC ที่่�นำมาใช้้

มีคีวามเหมาะสมสำหรัับการตรวจพิิษของเชื้้�อ C. difficile 

ชนิิด A และ B เบื้้�องต้้นในกลุ่่�มผู้้�ป่่วย CDI เนื่่�องจากมีี

คุุณภาพ แสดงค่่าความไว ค่ าความจำเพาะและผลการ

ทวนสอบอยู่่�ในระดัับที่่�สามารถยอมรัับได้้ สำหรัับห้้อง

ปฏิิบััติิการที่่�มีความพร้้อมและศัักยภาพการตรวจ

วิิเคราะห์์ทางอณููชีีววิิทยาควรมีีการตรวจด้้วยวิิธีี Real-

time PCR เพื่่�อตรวจยืืนยัันผลการตรวจวิิเคราะห์์

5. กิิตติิกรรรมประกาศ
ขอขอบพระคุุณ ดร.ทนพ.อนุุรัักษ์์ เชื้้�อมั่่�ง นั ัก

วิทิยาศาสตร์์ชำนาญการ ที่่�ช่วยให้ค้ำแนะนำด้้านวิชิาการ

และโครงการวิจิัยันี้้�ได้ร้ับัทุนุอุดุหนุนุการวิจิัยัโรงพยาบาล

ธรรมศาสตร์์เฉลิิมพระเกีียรติิ ปีีงบประมาณ 2565

ขอยืืนยัันว่่าการศึึกษานี้้�ไม่่มีีผลประโยชน์์หรืือ

ส่่วนได้้ส่่วนเสีียใด ๆ 
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