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การเตรียมตัวอย่างควบคุมคุณภาพส าหรับการทดสอบความช านาญ
การตรวจวินิจฉัยเชื้อ Mycobacterium ที่รวดเรว็ด้านอณูชีววิทยา 
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ค าย่อ (Abbreviation) 
AFB  acid – fast bacilli 
Ct   cycle Threshold 
DCS  dry tube culture spot 
FDCS  filter dry tube culture spot 
ID   identification 
INH  isoniazid 
LPA  line probe assay 
MDR –TB multidrug resistant tuberculosis 
MTB  Mycobacterium Tuberculosis 
NTM  Nontuberculous mycobacterium 
SPC  specimen probe check 
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การเตรียมตัวอย่างควบคุมคุณภาพส าหรับการทดสอบความช านาญการตรวจวินิจฉัยเชื้อ 
Mycobacterium ที่รวดเร็วด้านอณูชีววิทยา 

ชนัฎตรี ก ๋ำดี (วท.ม.), ธนิดำ เหรียญทอง (วท.ม.) และ สมศักดิ์ เหรียญทอง (วท.ม.) 
 
ส๋ำนักวัณโรค 
 

บทคัดย่อ                  
 วัณโรคเป็นปัญหำสำธำรณสุขของหลำยประเทศท่ัวโลกรวมทั้งประเทศไทยที่พบวัณโรคและวัณโรคดื้อ
ยำหลำยขนำน (MDR-TB) เพ่ิมขึ้น กำรจะยุติปัญหำวัณโรคและป้องกันควบคุมวัณโรคดื้อยำต้องกำรรับกำร
วินิจฉัยและรักษำที่รวดเร็ว ถูกต้อง  ดังนั้นกำรตรวจทำงอณูชีววิทยำที่ได้ผลที่ถูกต้อง รวดเร็วจึงมีควำมส๋ำคัญ
ยิ่ง กำรศึกษำนี้ต้องกำรเตรียมตัวอย่ำงเพ่ือควบคุมคุณกำรตรวจวัณโรควิธีอณูชีววิทยำโดยใช้วิธี  Dry Tube 
Culture Spot (DCS) ทดสอบควำมปลอดภัยของตัวอย่ำงทีเตรียมได้ โดยเชื้อต้องตำยน๋ำไปเพำะเชื้อไม่เจริญ 
จ๋ำนวนเชื้อที่เหมำะสมในกำรเตรียมตัวอย่ำง และคุณภำพของตัวอย่ำงในกำรทดสอบด้วยเทคนิค Line Probe 
Assay: GenoTypeMTBDRplus และเทคนิค Real-Time PCR: Xpert MTB/RIF ผลกำรศึกษำพบว่ำกำร
เตรียมตัวอย่ำงนี้ปลอดภัยเชื้อไม่เจริญในอำหำรเลี้ยง 100% ปริมำณเชื้อที่เหมำะสมคือ 107 เซลล์/มิลลิลิตร 
(ค่ำ Cycle threshold, Ct ของกำรทดสอบของตัวอย่ำงไม่มีควำมแตกต่ำงกัน (p = 0.481) และมีคุณภำพโดย
ให้ผลกำรทดสอบเทคนิค Line Probe Assay: GenoTypeMTBDRplus และเทคนิค Real-Time PCR: Xpert 
MTB/RIF ตรงกัน 100% ผลกำรศึกษำนี้น๋ำไปพัฒนำในกำรเตรียมตัวอย่ำงต่อไป 

 
ค าส าคัญ : กำรควบคุมคุณภำพภำยนอก, วิธีอณูชีววิทยำ, เชื้อวัณโรค 
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Preparation samples of the quality of diagnostic test for rapid molecular biology of 
Mycobacterium. 

 
Chanattree Kamdee (M.S.), Dhanida Rienthong (M.S.) and Somsak Rienthong (M.S.) 

Bureau of tuberculosis 
 
Abstract                       

Tuberculosis is a public health problem in many countries around the world, 
including Thailand where MDR-TB has increased. To end TB, need early diagnosed and 
treated promptly. This study aimed to prepare quality control samples for M.tuberculosis, 
molecular biology, using the Dry Tube Culture Spot (DCS). Then, tested for the safety of 
prepared samples by no growth of TB culture. The appropriate concentration of TB stocks to 
prepare and the Quality of samples were tested by the Line Probe Assay: GenoType 
MTBDRplus and Real-Time PCR: Xpert MTB / RIF technique. The results showed that this 
samples were safety.( 100% TB strains were not growth on TB culture). The appropriate 
concentration were 107 cells/ml. (Cycle threshold, (Ct) of the sample was not significantly 
different p = 0.481). The results by Line Probe Assay: GenoTypeMTBDRplus and Real-Time 
PCR Technique: Xpert MTB / RIF were agreement 100%. The result of this study is to 
develop in preparation for the next. 

 
Key words : External Quality Assessment, Molecular technique, Mycobacterium tuberculosis 
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บทน า  
 วัณโรคเป็นสำเหตุหลักของกำรเจ็บป่วยและกำรเสียชีวิตในหลำยประเทศทั่วโลก ประเทศไทยเป็นหนึ่ง
ใน 22 ประเทศที่มีกำรระบำดของวัณโรคสูง (1) และปัจจุบันวัณโรคที่ดื้อยำหลำยขนำน Multidrug resistant 
tuberculosis (MDR-TB) เป็นภำระหนักที่ก๋ำลังขยำยตัวออกไปเพ่ิมขึ้น เพ่ือตอบสนองต่อกำรระบำดของโรค
วัณโรคในประเทศไทยก็จ๋ำเป็นที่จะต้องพัฒนำและสนับสนุนเทคโนโลยีและกลยุทธ์ใหม่ที่จะช่วยให้เพ่ิม
ควำมสำมำรถของโปรแกรมกำรป้องกัน กำรวินิจฉัย และกำรรักษำ (2) 
 กำรย้อมเสมหะด้วยสี acid fast bacilli (AFB) เป็นเทคนิควิธีที่รวดเร็วส๋ำหรับวินิจฉัย เชื้อแบคทีเรีย
ในกลุ่มของเชื้อ Mycobacterium รวมทั้งเชื้อวัณโรค แต่ต้องใช้ทักษะและประสบกำรณ์ของเจ้ำหน้ำที่
ห้องปฏิบัติกำร(3) และเทคนิคนี้ก็มีข้อจ๋ำกัดด้ำนควำมไวที่ต่๋ำ ปัจจุบันควำมก้ำวหน้ำด้ำนกำรวินิจฉัยวัณโรคและ
กำรตรวจกำรดื้อยำจะใช้กำรเพำะเลี้ยงในอำหำรเหลว (Liquid culture Method) หรือชุดตรวจทำงอณู
ชีววิทยำโดยสำมำรถเพ่ิมประสิทธิภำพต่อกำรค้นหำผู้ติดเชื้อซึ่งจะมีผลกระทบโดยตรงในกำรป้องกันวัณโรค  
 ปัจจุบันมีหน่วยงำนบริกำรทำงกำรแพทย์ สังกัดภำครัฐและภำคเอกชนเปิดให้บริกำรตรวจวินิจฉัย   
วัณโรคด้วยวิธีอณูชีววิทยำให้แก่ผู้ป่วยเพ่ิมขึ้นโดยชุดตรวจที่ใช้มีหลักกำร เช่น  Line Probe Assay(LPA),  
Real-Time PCR และ In house PCR จำกกำรสนับสนุนของส๋ำนักวัณโรค และโครงกำรกองทุนโลก ด้ำนวัณ
โรค  ท๋ำให้มีกำรขยำยกำรตรวจวินิจฉัยวัณโรคที่รวดเร็วและยืนยันผลกำรตรวจวินิจฉัยวัณโรคดื้อยำหลำย
ขนำนโดย วิธี Real-Time PCR สนับสนุนเครื่อง GeneXpert และ วิธี Line Probe Assay (LPA) สนับสนุน
เครื่อง GT-Blot 48 (เครื่องวิเครำะห์พันธุกรรมแบบอัตโนมัติ ) ส่วนใหญ่กำรตรวจวิ นิจฉัยด้วยเครื่อง 
GeneXpert จะอยู่ที่โรงพยำบำลขนำดใหญ่แต่ส๋ำหรับ LPA: GenoTypeMTBDRplus จะอยู่ที่ส๋ำนักงำน
ป้องกันควบคุมโรคระดับเขต ผลกำรตรวจทำงห้องปฏิบัติกำรที่มีคุณภำพสูงจะมีผลกระทบเชิงบวกต่อผลกำร
ด๋ำเนินงำนโครงกำรและระบบกำรดูแลสุขภำพอ่ืน ๆ ส่งผลให้มีกำรพัฒนำด้ำนคุณภำพ ควำมคุ้มค่ำ และควำม
ยั่งยืนในระยะยำวของระบบสุขภำพของประชำชนไทย กำรประกันคุณภำพ (Quality Assurance) เช่น กำร
ควบคุมคุณภำพ (Quality Control) กำรทดสอบควำมช๋ำนำญและสมรรถภำพเป็นกระบวนกำรที่เป็นระบบ
ส๋ำหรับกำรตรวจสอบและปรับปรุงกำรปฏิบัติงำนในห้องปฏิบัติกำร(4) 
 กลุ่มปฏิบัติกำรอ้ำงอิงชันสูตรวัณโรคแห่งชำติ ส๋ำนักวัณโรค กรมควบคุมโรค กระทรวงสำธำรณสุข  
โดยกำรสนับสนุนแหล่งทุนและวิชำกำรจำกศูนย์ควำมร่วมมือไทย-สหรัฐ ด้ำนสำธำรณสุข (ศรทส.) เพ่ือพัฒนำ
และเสริมสร้ำงระบบประกันคุณภำพห้องปฏิบัติกำรวัณโรคโดยมีกำรศึกษำกำรเตรียมสำรมำตรฐำนส๋ำหรับกำร
ทดสอบควำมช๋ำนำญกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ Mycobacterium  ด้วยวิธีอณูชีววิทยำ 
 
วัตถุประสงค ์

1.เพ่ือกำรเตรียมตัวอย่ำงควบคุมคุณภำพส๋ำหรับกำรทดสอบควำมช๋ำนำญกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ 
Mycobacterium ด้วยวิธีอณูชีววิทยำและทดสอบควำมไม่มีชีวิต (เชื้อตำย 100%) โดยกำรน๋ำไปเพำะเชื้อต้อง
ไม่เจริญ 

2. คุณภำพของตัวอย่ำงควบคุมคุณภำพที่เตรียมได้ส๋ำหรับกำรทดสอบควำมช๋ำนำญกำรตรวจวินิจฉัย
เชื้อ Mycobacterium ด้วยวิธีอณูชีววิทยำมีควำมถูกต้องมำกกว่ำร้อยละ 90  
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
- สำมำรถเตรียมตัวอย่ำงควบคุมคุณภำพส๋ำหรับกำรทดสอบควำมช๋ำนำญกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ 

Mycobacterium  ด้วยวิธีอณูชีววิทยำส๋ำหรับใช้ในโครงกำรประเมินคุณภำพห้องปฏิบัติกำรเครือข่ำยด้ำนกำร
ตรวจหำเชื้อวัณโรคด้วยวิธีอณูชีววิทยำของประเทศ 
      - เพ่ือใช้เป็นตัวอย่ำงควบคุมคุณภำพทั้งใน ภำยใน (Internal Quality control, IQC)และภำยนอก
(External Quality control, EQC) ในกำรควบคุมคุณภำพกำรตรวจเชื้อ Mycobacterium tuberculosis 
ด้วยวิธีอณูชีววิทยำ 
 
วิธีการด าเนินการทดสอบ 

ตัวอย่างท่ีใช้ในการทดสอบ 
 ตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรศึกษำนี้  จะเป็นตัวอย่ำงเชื้อวัณโรคยำที่เก็บรักษำอยู่ในคลังสำยพันธุ์อ้ำงอิงเชื้อวัณ
โรค ส๋ำนักวัณโรค  ที่ทรำบชนิด ลักษณะ/ชนิดของกำรดื้อโดยเป็นเชื้อ Mycobacterium ทั้งหมด 12 ตัวอย่ำง 
 กำรใช้ตัวอย่ำงเชื้อวัณโรคในกำรศึกษำนี้ได้รับอนุญำตจำกผู้ อ๋ำนวยกำรส๋ำนักวัณโรค เมื่อวันที่ 14 
กันยำยน พ.ศ. 2558  
 
ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างควบคุมคุณภาพ 

กำรศึกษำครั้งนี้เป็นกำรศึกษำเชิงทดลอง (Experimental Study) โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือเตรียม
ตัวอย่ำงควบคุมคุณภำพส๋ำหรับทดสอบควำมช๋ำนำญกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ Mycobacterium ที่รวดเร็วด้วยวิธี
อณูชีววิทยำ ซึ่งจัดเตรียมโดยกลุ่มปฏิบัติกำรอ้ำงอิงชันสูตร วัณโรคแห่งชำติ แบ่งเป็น 3 ขั้นตอนดังนี้ 

1. วิธีทดสอบในกำรท๋ำให้เชื้อตำย  
2. วิธีทดสอบปริมำณเชื้อที่เหมำะสมในกำรเตรียมตัวอย่ำงควบคุมคุณภำพส๋ำหรับทดสอบควำม

ช๋ำนำญ 
3. วิธีทดสอบในกำรเตรียมเชื้อในสภำพที่เหมำะสมส๋ำหรับกำรส่งตรวจ  
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แผนภูมิที่ 1 ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างควบคุมคุณภาพ 
 ขั้นตอนกำรเตรียมตัวอย่ำงส๋ำหรับทดสอบควำมช๋ำนำญกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ Mycobacterium  
             
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิธีกำรทดสอบในกำรท๋ำ
ให้เชื้อตำย 

วิธีทดสอบปริมำณเชื้อ
ที่เหมำะสม 

วิธีทดสอบในกำรเตรียม
เชื้อในสภำพที่เหมำะสม 

เชื้อมำตรฐำน 1 
เชื้อมำตรฐำน 2 
เชื้อมำตรฐำน 3 

เชื้อมำตรฐำน 1 
เชื้อมำตรฐำน 2 
เชื้อมำตรฐำน 3 

เชื้อมำตรฐำน A 
เชื้อมำตรฐำน B 
เชื้อมำตรฐำน C 
เชื้อมำตรฐำน D 
เชื้อมำตรฐำน E 

                    เชื้อมำตรฐำนต่ำงๆเตรียมให้มีควำมเข้มข้น  McF Std. No.1, 10-1, 10-2, 10-3 และ10-4 

เชื้อมำตรฐำน 1, 
2 และ 3 
ที่มีควำมเข้มข้น 
McF Std. No.1 
เพำะเลี้ยงเชื้อ 
Solid และ 
Liquid 

   ตัวอย่ำงเชื้อ  Mycobacterium 

-Growth 
-No Growth 

เชื้อมำตรฐำน 1, 2 และ 3 ทุกควำมเข้มข้น 
1. Dry Tube Culture Spot (DCS) 
2. Filter Dry Tube Culture Spot (FDCS) 

1. DCS ทดสอบ : 
LPA 
 

1. DCS ทดสอบ : 
Xpert 
 

2. FDCS ทดสอบ 
: LPA 
 

2. DCS ทดสอบ : 
Xpert 
 

เชื้อมำตรฐำน A,B,C,D และ E 
ควำมเข้มข้น McF Std. No.1 
ด้วยวิธี  Dry Tube Culture 
Spot (DCS) 

ทดสอบ : LPA 
 

ทดสอบ : Xpert 
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ขั้นตอนที่ 1 วิธีในกำรท๋ำให้เชื้อตำย และวิธีกำรเตรียมตัวอย่ำง 
น๋ำตัวอย่ำงเชื้อมำตรฐำนสำมสำยพันธุ์ จำกคลังอ้ำงอิงเชื้อวัณโรค ส๋ำนักวัณโรค โดยเป็นเชื้อ มำตรฐำน 

1 , เชื้อมำตรฐำน 2 และ เชื้อมำตรฐำน 3 โดยทั้งสำมสำยพันธุ์ น๋ำมำท๋ำให้มีควำมเข้มข้นของเชื้อต่ำงๆ คือ 
McFarland Standard No.1, 10-1, 10-2, 10-3 และ 10-4 เซลล์/มิลลิลิตร ที่ผ่ำนกำรเพำะเลี้ยงเชื้อซ้๋ำ ให้
เชื้อมีกำรเจริญเติบโตและมีอำยุ 2-3 สัปดำห์ โดยด๋ำเนินกำรดังนี้ 

หมำยเหตุ เชื้อมำตรฐำน 1 คือ เชื้อ Mycobacterium Tuberculosis ที่ดื้อต่อยำ Isoniazid และ   
ไวต่อยำ Rifampin (RIF:S,INH:R),  เชื้ อมำตรฐำน 2 เชื้ อ  Mycobacterium Tuberculosis ที่ ไวต่อยำ 
Isoniazid และไวต่อยำ  Rifampin (RIF:S,INH:S)  และเชื้ อมำตรฐำน 3 เป็น เชื้ อมำตรฐำน  H37Rv 
(RIF:S,INH:S)   

1.1 ใช้ loop เขี่ยเชื้อที่ เจริญบนอำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง LJ mediums ที่มีอำยุ 2-3 สัปดำห์ 
ประมำณ 1 loop full (loop ขนำดเส้นผ่ำศนูย์กลำง 3 มิลลิเมตร)  

1.2  เขี่ยเชื้อใส่ในหลอดแก้วฝำเกลียว (screw cap tube) ขนำด 13  100 มิลลิเมตรที่บรรจุลูกแก้ว 
(glass beads) ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 3 มิลลิเมตร ประมำณ 7-8 ลูก และเติมน้๋ำกลั่นปลอดเชื้อ  1 หยด 
(ประมำณ 25 ไมโครลิตร) 

1.3  น๋ำไปปั่นบนเครื่องเขย่ำ vortex mixer นำน 30 วินำที (จนโคโลนีของเชื้อแตกกระจำยตัว) 
1.4  เติมน้๋ำกลั่นที่ปรำศจำกเชื้อ 5-7 มิลลิลิตรเขย่ำให้เข้ำกันตั้งทิ้งไว้ประมำณ 15 นำที เพ่ือให้เชื้อที่

ยังเกำะตัวเป็นกลุ่มตกตะกอน 
1.5  ดูดสำรละลำยแขวนตะกอนส่วนบนประมำณ 3 มิลลิลิตรใส่ Tube screwcap3  dram 
1.6  เทียบกับควำมขุ่นมำตรฐำน McFarland Standard No.1 โดยใช้น้๋ำกลั่นที่ปรำศจำกเชื้อซึ่งจะมี

เชื้อประมำณ107 เซลล์/มิลลิลิตร ใช้เป็น Stock เชื้อ MTB 
1.7 เตรียม bacterial suspension ที่ท๋ำให้เจือจำง 10-1, 10-2, 10-3 และ 10-4 ซึ่งมีเชื้ออยู่  

106,105,104 และ 103 เซลล์/มิลลิลิตร ตำมล๋ำดับ และด๋ำเนินกำรดังนี้ 
  1.7.1 ดูดสำรละลำยแขวนตะกอนจำก Stock MTB จ๋ำนวน 0.5 มิลลิลิตร ใส่ Tube screw 
cap 3  dram ที่บรรจุน้๋ำกลั่นปรำศจำกเชื้อ 4.5 มิลลิลิตร ขวดที่ 1 ผสมให้เข้ำกันดีจะได้สำรละลำยแขวน
ตะกอนที่มีเชื้ออยู่ประมำณ 106 เซลล์/มิลลิลิตร 
  1.7.2  ดูดสำรละลำยแขวนตะกอนจำกขวดที่ 1 จ๋ำนวน 0.5 มิลลิลิตรใส่  Tube screw cap  
3 dram ที่บรรจุน้๋ำกลั่นปรำศจำก เชื้อ 4.5 มิลลิลิตร ขวดที่ 2 ผสมให้เข้ำกันดีจะได้สำรละลำยแขวนตะกอนที่
มีเชื้ออยู่ประมำณ 105 เซลล์/มิลลิลิตร 
  1.7.3  ดูดสำรละลำยแขวนตะกอนจำกขวดที่ 2 จ๋ำนวน 0.5 มิลลิลิตร ใส่ Tube screw cap 
3 dram ที่บรรจุน้๋ำกลั่นปรำศจำกเชื้อ 4.5 มิลลิลิตร ขวดที่ 3 ผสมให้เข้ำกันดีจะได้สำรละลำยแขวนตะกอนที่มี
เชื้ออยู่ประมำณ 104 เซลล์/มิลลิลิตร 

1.7.4  ดูดสำรละลำยแขวนตะกอนจำกขวดที่ 3 จ๋ำนวน 0.5 มิลลิลิตร ใส่ Tube screw cap 
3 dram ที่บรรจุน้๋ำกลั่นปรำศจำกเชื้อ 4.5 มิลลิลิตร ขวดที่ 4 ผสมให้เข้ำกันดี จะได้สำรละลำยแขวนตะกอนที่
มีเชื้ออยู่ประมำณ 103 เซลล์/มิลลิลิตร 

1.8 น๋ำทุกหลอดไปต้มฆ่ำเชื้อที่ 95-100oC นำน 20 นำท ี
          1.9 น๋ำเชื้อที่มีควำมเข้มข้น McFarland Standard No.1 และผ่ำนกำรต้มฆ่ำเชื้อแล้วมำท๋ำกำร
เพำะเลี้ยงเชื้อด้วยอำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (LJ media) และชนิดเหลว (BBL MGIT) โดยหยด ตัวอย่ำง ๆ ละ 
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0.1 มิลลิลิตร    บนอำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง และตัวอย่ำง ๆ ละ 0.5 มิลลิลิตร จ๋ำนวน 3 หลอด (ท๋ำ 3 ซ้๋ำ) บน
อำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว  

1.10 น๋ำไปบ่มเพำะเลี้ยงเชื้อในตู้อบเพำะเชื้ออุณหภูมิ 37 องศำเซลล์เซียส และในเครื่องเพำะเลี้ยงเชื้อ
อัตโนมัติที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลล์เซียส เป็นเวลำนำน 8 สัปดำห์ และ 42 วัน (6 สัปดำห์) ตำมล๋ำดับ 
 
ขั้นตอนที่ 2 ทดสอบปริมำณเชื้อที่เหมำะสมในกำรเตรียมตัวอย่ำงควบคุมคุณภำพส๋ำหรับทดสอบควำมช๋ำนำญ
(sensitivity ของเชื้อวัณโรคที่ควำมเข้นข้นในกำรเตรียมตัวอย่ำงในกำรควบคุมคุณภำพ) 

น๋ำตัวอย่ำงเชื้อมำตรฐำนสำมสำยพันธุ์  จำกคลังอ้ำงอิงเชื้อวัณโรค ส๋ำนักวัณโรค ) โดยเป็นเชื้อ 
มำตรฐำน 1 , เชื้อมำตรฐำน 2 และ เชื้อมำตรฐำน 3 โดยทั้งสำมสำยพันธ์ น๋ำมำท๋ำให้มีควำมเข้มข้นของเชื้อ
ต่ำงๆ คือ McFarland Standard No.1 , dilutions 10-1, 10-2, 10-3 และ 10-4 ซึ่งรวมทั้งหมดคือ 5 ควำม
เข้มข้นของแต่ละเชื้อ โดยทุกควำมเข้มข้นมำท๋ำเป็น Filter Dry Tube Culture Spot (FDCS) และ Dry Tube 
Culture Spot (DCS) เนื่องจำก Dry Culture Spot ที่ต้องสั่งซื้อรำคำแพง ซึ่งชุดทดสอบอยู่ในรูปแบบของ
วงกลมบนกระดำษกรองจึงท๋ำให้เกิดกำรเปรียบเทียบกำรใส่เชื้อบนกระดำษกรองแล้วใส่ในหลอดแล้วท๋ำให้แห้ง
กับกำรใส่ตัวอย่ำงลงไปในหลอดแล้วท๋ำให้แห้งกำรใส่หลอดเพ่ือลดกำรสัมผัสตัวเชื้อกับเจ้ำหน้ำที่และเพ่ือเพ่ิม
ควำมปลอดภัยให้กับเจ้ำหน้ำที่ 

 หมำยเหตุ เชื้อมำตรฐำน 1 คือ เชื้อ Mycobacterium Tuberculosis ที่ดื้อต่อยำ Isoniazid และไว
ต่อยำ Rifampin (RIF:S,INH:R), เชื้อมำตรฐำน 2 เชื้อ Mycobacterium Tuberculosis ที่ไวต่อยำ Isoniazid 
และไวต่อยำ Rifampin (RIF:S,INH:S)  และเชื้อมำตรฐำน 3 เป็นเชื้อมำตรฐำน H37Rv (RIF:S,INH:S)   

2.1 เตรียมตัวอย่ำงควบคุมคุณภำพตำมข้อ 1.1 ถึง 1.8 แล้ว น๋ำเชื้อจำกข้อ 1.8 ทุกตัวอย่ำง ทุกควำม
เข้มข้นจ๋ำนวนตัวอย่ำงละ 2 หลอด โดยใส่ Cryovial tube ละ 0.5 มิลลิลิตร เพ่ือส่งตรวจด้วยวิธีอณูชีววิทยำ
คือ Real time PCR และ Line Probe Assay (LPA) เพ่ือทดสอบว่ำทุกตัวอย่ำงทุกควำมเข้มข้นมีเชื้อ 

2.2 น๋ำเชื้อจำกข้อ 1.8 ทุกตัวอย่ำง ทุกควำมเข้มข้นมำท๋ำเป็น Filter Dry Tube Culture Spot 
(FDCS) โดยหยดตัวอย่ำง ๆ ละ 0.1 มิลลิลิตร ลงบนกระดำษกรอง Whatman filter paper No.3 ซึ่งมีขนำด 
0.5 ตำรำงนิ้ว ที่บรรจุอยู่ใน Cryovial tubeให้ทั่ว    

2.3 น๋ำเชื้อจำกข้อ 1.8 ทุกตัวอย่ำง ทุกควำมเข้มข้น มำท๋ำเป็น Dry Tube Culture Spot (DCS) โดย
หยดตัวอย่ำง ๆ ละ 0.1 มิลลิลิตรใน Cryovial tube  

2.4 น๋ำข้อ 2.2 และ 2.3 ไปอบแห้งด้วย Hot air Oven ที่ 65oC นำน 4-5 ชั่วโมง 
2.5 ท๋ำกำรละลำยตัวอย่ำงโดยน๋ำหลอด Filter Dry Culture Spot ทุกตัวอย่ำง ทุกควำมเข้มข้น เติม

น้๋ำกลั่นปรำศจำก DNA 1.2 มิลลิลิตร  อบที่ 37 oC นำน 12 ชั่วโมง ดึงกระดำษกรองออกและผสมส่วนที่เหลือ
ให้เข้ำกัน แบ่ง ตัวอย่ำงออกตัวอย่ำงละ 0.5 มิลลิลิตร เพ่ือส่งตรวจด้วยวิธี Real time PCR : Xpert MTB/RIF 
และอีกหนึ่งหลอดท๋ำ LPA: GenoTypeMTBDRplus  

2.6 น๋ำหลอด Dry Tube Culture Spot ทุกตัวอย่ำง ทุกควำมเข้มข้น เติมน้๋ำปรำศจำก DNA 1.0 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกัน แบ่งตัวอย่ำงออกตัวอย่ำงละ 0.5 มิลลิลิตร เพ่ือส่งตรวจด้วยวิธี Real time PCR: 
Xpert MTB/RIF และอีกหนึ่งหลอดส่งท๋ำ LPA: GenoTypeMTBDRplus  
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ขั้นตอนที่ 3 ทดสอบวิธีในกำรเตรียมเชื้อในสภำพที่เหมำะสมส๋ำหรับกำรส่งตรวจ 
เตรียมตัวอย่ำงจำกเชื้อ Mycobacteriumที่ เป็น  Mycobacterium Tuberculosis (MTB) และ 

Nontuberculous mycobacterium (NTM) จ๋ำนวน 5 ตัวอย่ำง ซึ่งประกอบด้วยเชื้อมำตรฐำน A, เชื้อ
มำตรฐำนB, เชื้อมำตรฐำนC, เชื้อมำตรฐำน D, และเชื้อมำตรฐำน E จำกคลังอ้ำงอิงเชื้อวัณโรค ส๋ำนักวัณโรค ที่
ผ่ำนกำรเพำะเลี้ยงเชื้อซ้๋ำ ที่มีอำยุ 2-3 สัปดำห์โดยเตรียมเป็น Dry Tube Culture Spot (DCS) เป็น
ตัวอย่ำงละ 100 หลอด และมีกำรสุ่มร้อยละ 10 ของแต่ละตัวอย่ำง ของแต่ละตัวอย่ำง รวมทั้งหมด 50 
ตัวอย่ำง โดยท๋ำกำรทดสอบด้วยวิธี Real-Time PCR: Xpert MTB/RIF และ LPA: GenoTypeMTBDRplus 
ที่กลุ่มปฏิบัติกำรอ้ำงอิงชันสูตรวัณโรคแห่งชำติ ส๋ำนักวัณโรค เพ่ือทดสอบ Homogenous testing และ
Reproducibility testing  ตำมล๋ำดับขั้นตอน ดังนี้ 

หมำยเหตุ เชื้อมำตรฐำน A คือ H37Rv (RIF:S,INH:S), เชื้อมำตรฐำน B  เชื้อ Mycobacterium 
Tuberculosis ที่ ดื้ อต่ อยำ  Isoniazid และไวต่ อยำ  Rifampin (RIF:S,INH:R),  เ ชื้ อมำตรฐำน  C เชื้ อ 
Mycobacterium Tuberculosis ที่ ดื้ อ ต่ อย ำ  Isoniazid และดื้ อต่ อย ำ  Rifampin (RIF:R,INH:R),  เ ชื้ อ
มำตรฐำน D เป็นเชื้อมำตรฐำน H37Rv (RIF:S,INH:S) และเชื้อมำตรฐำน E เป็นเชื้อ Nontuberculous 
mycobacterium (M.fortuitum) 

3.1 เตรียมตัวอย่ำงควบคุมคุณภำพตำมข้อ 1.1 ถึง 1.6 เพ่ือให้ได้เชื้อประมำณ 107 เซลล์/มิลลิลิตร 
(Stock MTB) ให้มีปริมำตรประมำณ 12 มิลลิลิตร 

3.2 น๋ำทุกหลอดไปต้มฆ่ำเชื้อที่ 95-100oC นำน 20 นำท ี
3.3 ดูดทุกตัวอย่ำงใส่ Cryovial tube ละ 0.1 มิลลิลิตร ไปอบแห้งด้วย Hot air Oven ที่ 65 oC นำน 

4-5 ชั่วโมง เรียกว่ำ Dry Tube Culture Spot(DCS) จ๋ำนวนตัวอย่ำงละ 100 หลอด 
3.4 สุ่มมำร้อยละ 10 เพ่ือทดสอบควำมสม่๋ำเสมอ Homogenous testing ของกำรเตรียมโดยทดสอบ

ทั้งวิธี Real-Time PCR: Xpert MTB/RIF และ LPA: GenoTypeMTBDRplus ที่ส๋ำนักวัณโรค  
3.5 ค๋ำแนะน๋ำกำรเตรียมตัวอย่ำงก่อนท๋ำกำรตรวจ 

           3.5.1 ตัวอย่ำงที่ได้รับเป็นตัวอย่ำงเชื้อที่อบแห้ง ก่อนท๋ำกำรตรวจต้องท๋ำละลำยเชื้อ 
ก่อนโดยใช้น้๋ำกลั่นที่ให้มำกับตัวอย่ำงใส่ในตัวอย่ำง ๆ ละ 1,000 ไมโครลิตร  

       3.5.2 ผสมตัวอย่ำงให้ละลำยโดยใช้ Vortex Mixer จำกนั้นปั่นตัวอย่ำงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงด้วย
ควำมเร็วอย่ำงน้อย 5,000 รอบ/นำที อย่ำงน้อย 5 นำที เพ่ือให้ตกตะกอน มิฉะนั้นอำจท๋ำให้ผลกำรตรวจเกิด
ควำมผิดพลำดและตัวอย่ำงอำจไม่พอส๋ำหรับกำรตรวจและแบ่งตัวอย่ำงเป็น 2 หลอดๆละ 500 ไมโครลิตร เพ่ือ
ส่งตรวจวิธี Real-Time PCR: Xpert MTB/RIF และ LPA: GenoTypeMTBDRplus 

        3.5.3 ด๋ำเนินตำมขั้นตอนและวิธีกำรของแต่ละวิธี ยกเว้นหำกท่ำนใช้ชุดตรวจ Xpert MTB/RIF 
ท่ำนต้องเติม Buffer อีก 2 มิลลิลิตร ก่อนด๋ำเนินกำรขั้นต่อไป  
        3.5.4 ให้ด๋ำเนินกำรตรวจตัวอย่ำง EQA เช่นเดียวกับงำนประจ๋ำวันตำมขั้นตอนปกติที่ท่ำนท๋ำ
กำรตรวจตัวอย่ำงทั่วไป และท๋ำกำรตรวจโดยผู้ที่ปฏิบัติงำนประจ๋ำวันในห้องปฏิบัติกำรเท่ำนั้น  
 
การวิเคราะห์ข้อมูล 

สถิติที่ใช้ในการทดสอบ 
              - ค่ำร้อยละ(Percentage) ใช้ส๋ำหรับอธิบำยเปรียบเทียบข้อมูลทั่วไป 
              - ค่ำมัชฌิมำเลขคณิตหรือ ค่ำเฉลี่ย (Mean) อธิบำยให้ทรำบถึงภำพกว้ำงของข้อมูล 
              - สถิติ ANOVA ในกำรวิเครำะห์ควำมแปรปรวนของผลกำรทดสอบ  
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ผลการทดสอบ 
กำรศึกษำครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือกำรเตรียมตัวอย่ำงควบคุมคุณภำพส๋ำหรับทดสอบควำมช๋ำนำญกำร

ตรวจวินิจฉัยเชื้อ Mycobacterium ที่รวดเร็วด้วยวิธีอณูชีววิทยำ ซึ่งจะวิเครำะห์ข้อมูลเป็น 3 ขั้นตอนดังนี้ 
1.  กำรท๋ำให้เชื้อตำย   ผลกำรทดสอบทุกตัวอย่ำงภำยหลังจำกต้มฆ่ำเชื้อที่  95-100oC นำน 20 นำที 

และน๋ำมำเพำะเลี้ยงเชื้อแล้วพบว่ำไม่มีกำรเจริญเติบโตของเชื้อทุกตัวอย่ำงที่มีควำมเข้มข้น McFarland 
Standard No.1  

2.  ปริมำณเชื้อที่เหมำะสมส๋ำหรับกำรเตรียมตัวอย่ำงควบคุมคุณภำพส๋ำหรับทดสอบควำมช๋ำนำญ 
จำกทุกตัวอย่ำง ทุกควำมเข้มข้นใส่ Cryovial tube ละ 0.5 มิลลิลิตร จ๋ำนวนตัวอย่ำงละ  2 หลอด ที่ผ่ำน
กระบวนกำร Filter Dry Culture Spot (FDCS) และ Dry Tube Culture Spot แล้วส่งทดสอบด้วย Real-
Time PCR: Xpert MTB/RIF และ LPA: GenoTypeMTBDRplus พบว่ำเชื้อที่มีควำมเข้มข้นเท่ำกับ 
McFarland Standard No.1 หรือ107 เซลล์/มิลลิลิตรสำมำรถตรวจวินิจฉัยได้ถูกต้อง   ทุกตัวอย่ำง แต่เชื้อที่
ถูกเจือจำงไป 10 -1 หรือเชื้อที่มีควำมเข้มข้น 106 เซลล์/มิลลิลิตร เมื่อทดสอบทั้ง Real-Time PCR: Xpert 
MTB/RIF และ LPA: GenoTypeMTBDRplus พบว่ำสำมำรถตรวจวินิจฉัยได้บำงตัวอย่ำง และเม่ือน๋ำเชื้อที่ถูก
เจือจำงตั้งแต่ 10 -2 เป็นต้นไป หรือมีควำมเข้มข้นของเชื้อ105 เซลล/์มิลลิลิตร เป็นต้นไปทดสอบท้ังReal-Time 
PCR: Xpert MTB/RIF และ LPA: GenoTypeMTBDRplus ไม่สำมำรถตรวจวินิจฉัยได้ ดังนั้นควำมเข้มข้นของ
เชื้อที่เหมำะสมในกำรน๋ำมำท๋ำกำรประเมินคุณภำพจึงเลือกใช้เชื้อที่มีควำมเข้มข้นเท่ำกับ McFarland 
Standard No.1 หรือ 107เซลล์/มิลลิลิตร และด้วยวิธี  Dry Tube Culture Spot เพรำะมีขั้นตอนกำร
ด๋ำเนินงำนไม่ยุ่งยำกแต่ได้ผลเหมือนกันดังตำรำงที่ 1 
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ตำรำงที่ 1.กำรเตรียมตัวอย่ำงปริมำณเชื้อที่เหมำะสมส๋ำหรับทดสอบควำมช๋ำนำญ 
 

 
 

Test No. 

ผลการทดสอบ 
Dry Tube Culture Spot Filter Dry Culture Spot (FDCS) 
LPA Xpert LPA Xpert 

INH RIF RIF RIF INH RIF 
S R S R S R S R S R S R 

INH: R / RIF: S              
McF No.1  R S  S  S   R S  
10 -1  Not detected Not detected  S  Not detected   Not detected S  
10-2  Not detected Not detected  Not detected  Not detected   Not detected Not detected  
10-3  Not detected Not detected  Not detected  Not detected   Not detected Not detected  
10-4  Not detected Not detected  Not detected  Not detected   Not detected Not detected  
INH: S / RIF: S              
McF No.1 S  S  S  S  S  S  
10 -1 Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  
10-2 Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  
10-3 Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  
10-4 Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  
H37Rv (INH: S / RIF: S)             
McF No.1 S  S  S  S  S  S  
10 -1 Not detected  Not detected  S  Not detected  Not detected  S  
10-2 Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  
10-3 Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  
10-4 Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  Not detected  

หมายเหตุ S; Susceptible, R; Resistant 
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3.   กำรเตรียมเชื้อในสภำพที่เหมำะสมส๋ำหรับกำรส่งตรวจ จำกกำรทดสอบปริมำณเชื้อที่เหมำะสม
ส๋ ำ ห รั บทดสอบ คว ำ มช๋ ำ น ำ ญ พบว่ ำ เ ชื้ อ ที่ มี ค ว ำม เ ข้ ม ข้ น เ ท่ ำ กั บ  McFarland Standard No.1                          
หรือ 107 เซลล์/มิลลิลิตร สำมำรถตรวจวินิจฉัยได้ถูกต้อง ทุกตัวอย่ำงทั้ง Real-Time PCR: Xpert MTB/RIF 
และ LPA: GenoTypeMTBDRplus โดยเตรียมตัวอย่ำงจำกเชื้อ Mycobacterium ที่เป็น  Mycobacterium 
Tuberculosis (MTB) และ Nontuberculous mycobacterium (NTM) จ๋ำนวน 5 ตัวอย่ำง จำกคลังอ้ำงอิง
เชื้อวัณโรค ส๋ำนักวัณโรค) ที่ผ่ำนกำรเพำะเลี้ยงเชื้อซ้๋ำ ที่มีอำยุประมำณ 2 สัปดำห์โดยเตรียมเป็น Dry Tube 
Culture Spot (DCS) เป็นตัวอย่ำงละ 100 หลอด และมีกำรสุ่มร้อยละ 10 ของแต่ละตัวอย่ำง รวมทั้งหมด 
50 ตัวอย่ำง โดยท๋ำกำรทดสอบด้วยวิธี Real-Time PCR: Xpert MTB/RIF และ LPA: GenoTypeMTBDRplus 
ที่กลุ่มปฏิบัติกำรอ้ำงอิงชันสูตรวัณโรคแห่งชำติ ส๋ำนักวัณโรค  
 

ส๋ำหรับกำรทดสอบด้วยวิธี LPA: GenoTypeMTBDRplus จะแสดงให้เห็นในรูปของแถบสีและมำแปล
ผลว่ำเชื้อที่ทดสอบเป็นเชื้อวัณโรค และแปลผลว่ำเชื้อมีควำมดื้อหรือไวต่อยำ INH หรือ RIF แต่ส๋ำหรับ  กำร
ทดสอบด้วย Xpert  MTB/RIF  จะแปลผลออกมำให้เลยว่ำเป็น MTB หรือไม่ และดื้อหรือไวต่อยำ RIF และยัง
แสดงปริมำณเชื้อที่แสดงค่ำ Cycle Threshold (Ct) ซ่ึงจะบอกว่ำปริมำณเชื้อ MTB ที่ตรวจพบ  
 
         ตารางที่ 2. แสดงจ๋ำนวนตัวอย่ำงควบคุณคุณภำพที่เตรียมและปริมำณเชื้อที่แสดงค่ำ Cycle 
Threshold (Ct) ( 
 

MTB result Ct range                    จ านวนตัวอย่าง (%)   
High  < 16  
Medium 16 – 22  
Low 22 – 28 48 (96) 
Very Low > 28 2(4) 
Negative > 36  
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ตารางท่ี 3. แสดงผลกำรทดสอบLPA: GenoTypeMTBDRplus และ Xpert  MTB/RIF     
                                          

 
 

Test No. 

ผลการทดสอบ 
LPA Xpert 

ID ผลการทดสอบต่อยา ID MTB SPC(Ct) 
NTM MTB INH RIF NTM MTB RIF  

S R S R S R  
H37Rv (INH: S / RIF: S)            
A1 not detected Detected S  S  not detected Detected S  23.4 
A2 not detected Detected S  S  not detected Detected S  24.7 
A3 not detected Detected S  S  not detected Detected S  25.3 
A4 not detected Detected S  S  not detected Detected S  25.8 
A5 not detected Detected S  S  not detected Detected S  24.5 
A6 not detected Detected S  S  not detected Detected S  25.5 
A7 not detected Detected S  S  not detected Detected S  24.8 
A8 not detected Detected S  S  not detected Detected S  23.6 
A9 not detected Detected S  S  not detected Detected S  23.0 
A10 not detected Detected S  S  not detected Detected S  24.2 
HE (INH: R / RIF: S)            
B1 not detected Detected  R S  not detected Detected S  25.2 
B2 not detected Detected  R S  not detected Detected S  24.4 
B3 not detected Detected  R S  not detected Detected S  24.2 
B4 not detected Detected  R S  not detected Detected S  27.1 
B5 not detected Detected  R S  not detected Detected S  23.8 
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Test No. 

ผลการทดสอบ 
LPA Xpert 

ID MTB ID MTB SPC(Ct) 
NTM MTB INH RIF NTM MTB RIF  

S R S R S R  
B6 not detected Detected  R S  not detected Detected S  29.2 
B7 not detected Detected  R S  not detected Detected S  23.1 
B8 not detected Detected  R S  not detected Detected S  25.1 
B9 not detected Detected  R S  not detected Detected S  24.9 
B10 not detected Detected  R S  not detected Detected S  26.4 
MDR (INH: R / RIF: R)            
C1 not detected Detected  R  R not detected Detected  R 25.1 
C2 not detected Detected  R  R not detected Detected  R 26.5 
C3 not detected Detected  R  R not detected Detected  R 24.0 
C4 not detected Detected  R  R not detected Detected  R 23.4 
C5 not detected Detected  R  R not detected Detected  R 23.3 
C6 not detected Detected  R  R not detected Detected  R 27.0 
C7 not detected Detected  R  R not detected Detected  R 25.2 
C8 not detected Detected  R  R not detected Detected  R 28.1 
C9 not detected Detected  R  R not detected Detected  R 24.8 
C10 not detected Detected  R  R not detected Detected  R 23.8 
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Test No. 

ผลการทดสอบ 
LPA Xpert 

ID MTB ID MTB SPC(Ct) 
NTM MTB INH RIF NTM MTB RIF  

S R S R S R  
H37Rv (INH: S / RIF: S)            
D1 not detected Detected S  S  not detected Detected S  24.8 
D2 not detected Detected S  S  not detected Detected S  22.9 
D3 not detected Detected S  S  not detected Detected S  26.7 
D4 not detected Detected S  S  not detected Detected S  25.2 
D5 not detected Detected S  S  not detected Detected S  25.1 
D6 not detected Detected S  S  not detected Detected S  24.5 
D7 not detected Detected S  S  not detected Detected S  26.5 
D8 not detected Detected S  S  not detected Detected S  24.0 
D9 not detected Detected S  S  not detected Detected S  25.0 
D10 not detected Detected S  S  not detected Detected S  24.0 
M. .fortuitum            
E1 Detected not detected  

 
 

Not done 

Detected not detected  
 
 

Not done 

25.5 
E2 Detected not detected Detected not detected 26.2 
E3 Detected not detected Detected not detected 24.9 
E4 Detected not detected Detected not detected 24.4 
E5 Detected not detected Detected not detected 26.6 
E6 Detected not detected Detected not detected 25.5 
E7 Detected not detected Detected not detected 24.7 
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Test No. 

ผลการทดสอบ 
LPA Xpert 

ID MTB ID MTB SPC(Ct) 
NTM MTB INH RIF NTM MTB RIF  

S R S R S R  
E8 Detected not detected  

Not done 
Detected not detected   

Not done 
23.8 

E9 Detected not detected Detected not detected 25.1 
E10 Detected not detected Detected not detected 25.3 
 
หมายเหตุ S; Susceptible, R; Resistant,  ID; Identification, SPC; Specimen probe check, Ct = Cycle threshold 
 

จากตารางท่ี 3. ผลกำรทดสอบ จ๋ำนวน 50 ตัวอย่ำง ที่กลุ่มปฏิบัติกำรอ้ำงอิงชันสูตรวัณโรคแห่งชำติ ส๋ำนักวัณโรค พบว่ำด้วยวิธี LPA: GenoTypeMTBDRplus 
และ Real-Time PCR :Xpert  MTB/RIF  ให้ผลตรงกันคือสำมำรถวินิจฉัยได้ว่ำเป็น MTB หรือ NTM และสำมำรถวินิจฉัยได้ว่ำเป็นเชื้อวัณโรคที่มีควำมดื้อหรือไวต่อยำ INH 
และ RIF ได้ถูกต้องตรงกันคิดเป็นร้อยละ 100  และพบว่ำปริมำณเชื้อท่ีแสดงค่ำ Ct 22-28 มีจ๋ำนวน 48 ตัวอย่ำง และ Ct > 28 มีจ๋ำนวน 2 ตัวอย่ำง คิดเป็นร้อยละ 96 และ 
4 ตำมล๋ำดับ   
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ตารางท่ี 4. แสดง Cycle threshold ของกำรทดสอบด้วยวิธี Xpert MTB/RIF 
 

เชื้อ จ๋ำนวน 

Cycle threshold (Ct) of Xpert MTB/RIF 

ค่ำเฉลี่ย StdDev ค่ำสูงสุด ค่ำต่๋ำสุด 
เชื้อมำตรฐำน A และ D 20 24.68 1.03 26.7 22.9 

เชื้อมำตรฐำน B 10 25.34 1.79 29.2 23.1 
เชื้อมำตรฐำน C 10 25.12 1.62 28.1 23.3 

เชื้อมำตรฐำน E 10 25.20 0.82 26.6 23.8 
Total 50 25.00 1.30 29.2 22.9 

 
จากตารางท่ี 4. จำกกำรทดสอบตัวอย่ำงทั้งหมด 50 ตัวอย่ำงด้วยวิธี Xpert MTB/RIF พบว่ำมีค่ำเฉลี่ย

ของ Cycle threshold เท่ำกับ 25.0  
 

ตารางท่ี 5. แสดงผลกำรทดสอบควำมแปรปรวน (Homogeneity) 
 

Test Statistics 
Xpert Ct      
 Sum of Squares df Mean Square F P 
Between Groups .020 1 .020 .505 .481 
Within Groups 1.900 48 .040   
Total 1.920 49    

 
จากตารางท่ี 5. กำรทดสอบควำมแปรปรวน (Homogeneity) ของตัวอย่ำงทั้งหมด 50 ตัวอย่ำงด้วย

วิธี Xpert MTB/RIF โดยดูจำกค่ำ Cycle threshold และทดสอบด้วย ANOVA พบว่ำผลกำรทดสอบของ
ตัวอย่ำงทั้งห้ำกลุ่มไม่มีควำมแตกต่ำงกัน (P-value เท่ำกับ 0.481) อย่ำงมีระดับนัยส๋ำคัญทำงสถิติ หมำยถึงกำร
เตรียมตัวอย่ำงในแต่ละกลุ่มมีควำมเป็นเนื้อเดี่ยวกัน 

 
ตารางท่ี 6.  แสดงจ๋ำนวนผลกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ MTB และ กำรทดสอบควำมไวต่อยำ ด้วยวิธี LPA: 
GenoTypeMTBDRplus เพ่ือดูควำมแปรปรวน (Homogeneity) 
 

วิธีกำรทดสอบ 
 LPA: 

GenoTypeMTBDRplus 

ผลกำรตรวจ RIF  ค่ำ p-value 
Susceptible Resistant Not evaluate 

MTB 30 10 0  
NTM 0 0 10  
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จำกตำรำงที่ 6. กำรทดสอบควำมแปรปรวน (Homogeneity) วิธี  LPA: GenoTypeMTBDRplus ซ่ึง
ผลกำรทดสอบเป็นเชิงคุณภำพจึงท๋ำกำรเปรียบเทียบผลควำมถูกต้องของกำรตรวจพิสูจน์และจ๋ำแนกชิดของ
เชื้อกับเชื้อมำตรฐำน คือได้ผลกำรทดสอบ concordance ร้อยละ 100  positive และ ร้อยละ 100 negative 
หมำยถึงกำรตรวจวินิจฉัยได้ว่ำเป็น MTB หรือ NTM และสำมำรถวินิจฉัยได้ว่ำเป็นเชื้อวัณโรคที่มีควำมดื้อหรือ
ไวต่อยำ INH และ RIF ได้ถูกต้องตรงกันคิดเป็นร้อยละ 100  วิธี LPA: GenoTypeMTBDRplus ไม่มีควำม
แตกต่ำงกัน 

 
ตารางท่ี 7.  แสดงจ๋ำนวนผลกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ MTB และ NTM ด้วยวิธี LPA: GenoTypeMTBDRplus และ 
Real-Time PCR :Xpert  MTB/RIF 
 

วิธีกำรทดสอบ ผลกำรตรวจ  
MTB NTM 

LPA: 
GenoTypeMTBDRplus 

40 10  

Xpert MTB/RIF 40 10  

 จากตารางท่ี 7. พบว่ำ ผลกำรทดสอบทั้งสองวิธี คือ LPA: GenoTypeMTBDRplus และ Real-Time 
PCR :Xpert  MTB/RIF ในกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ MTB และ NTM ให้ผลกำรทดสอบเหมือนกัน 
 
ตารางท่ี 8. แสดงจ๋ำนวนผลกำรทดสอบควำมไวต่อยำ RIF ด้วยด้วยวิธี LPA: GenoTypeMTBDRplus และ 
Real-Time PCR :Xpert  MTB/RIF 

วิธีกำรทดสอบ ผลกำรตรวจ RIF  
Susceptible Resistant 

LPA: 
GenoTypeMTBDRplus 

30 10  

Xpert MTB/RIF 30 10  
  
จากตารางที่ 8. พบว่ำ ผลกำรทดสอบทั้งสองวิธี คือ LPA: GenoTypeMTBDRplus และ Real-Time PCR 
:Xpert  MTB/RIF ในกำรตรวจวินิจฉัยผลกำรทดสอบควำมไวต่อยำ RIF ของเชื้อ Mycobacterium ด้วยวิธี
อณูชีววิทยำทั้งสองวิธีไม่มีควำมแตกต่ำงกัน 
 
สรุปและอธิปรายผลการทดสอบ 

 จำกกำรทดสอบว่ำเชื้อตำยหรือไม่โดยน๋ำเชื้อที่มีควำมเข้มข้น 107เซลล์/มิลลิลิตร ที่ผ่ำนกำร
ต้มที่ 95 oC นำน 20 นำที เพำะเลี้ยงเชื้อด้วยวิธีอำหำรเลี้ยงเชื้อแข็ง และอำหำร เหลวของเชื้อทุกตัวอย่ำง 
แสดงว่ำด้วยวิธีดังกล่ำวเชื้อเหลว พบว่ำทั้งสองวิธีหลังจำกไปอบเพำะเชื้อที่  37 oC แล้ว ไม่มีกำรเจริญเติบโต 
แสดงว่ำเมื่อผ่ำนกำรต้มสำมำรถฆ่ำเชื้อให้ตำย และวิธีกำรเตรียมตัวอย่ำงจะเห็นได้ว่ำกำรทดสอบเชื้อที่มีควำม
เข้มข้น 107เซลล์/มิลลิลิตร สำมำรถตรวจวินิจฉัยได้ทั้ง Filter Dry Culture Spot (FDCS) และ Dry Tube 
Culture Spot (DCS) จำกผลกำรทดสอบสรุปว่ำเลือกใช้เชื้อที่มีควำมเข้มข้น  107 เซลล์/มิลลิลิตร และ Dry 
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Tube Culture Spot (DCS) ซึ่งเป็นวิธีที่มีขั้นตอนกำรด๋ำเนินงำนน้อยกว่ำได้แต่ผลกำรทดสอบเหมือนกัน และ
เมื่อน๋ำมำทดสอบควำมเหมำะสมในกำรเตรียมตัวอย่ำงควบคุมคุณภำพส๋ำหรับกำรทดสอบควำมช๋ำนำญโดยท๋ำ
กำรสุ่มตัวอย่ำง ร้อยละ 10 ซึ่งมีตัวอย่ำงทั้งหมด 50 ตัวอย่ำง เมื่อผสมตัวอย่ำงให้เป็นเนื้อเดี่ยวกันแล้วแบ่งตัว
อย่ำงออกเป็น 2 ส่วน เพ่ือทดสอบด้วยเวิธี LPA: GenoTypeMTBDRplus และ Xpert MTB/RIF อย่ำงละ 50 
ตัวอย่ำงโดยท๋ำกำรทดสอบที่ กลุ่มปฏิบัติกำรอ้ำงอิงชันสูตรวัณโรคแห่งชำติ ส๋ำนักวัณโรค พบว่ำด้วยวิธี LPA: 
GenoTypeMTBDRplus และ Xpert MTB/RIF จ๋ำนวน 50 ตัวอย่ำง ให้ผลตรงกับเชื้อมำตรฐำนร้อยละ 100 
ท๋ำกำรทดสอบทำงสถิติควำมแปรปรวน (Homogeneity) ของตัวอย่ำงทั้งหมด 50 ตัวอย่ำงด้วยวิธี  Xpert 
MTB/RIF โดยดูจำกค่ำ Cycle threshold ไม่มีควำมแตกต่ำงกัน (p-value เท่ำกับ 0.481) อย่ำงมีระดับ
นัยส๋ำคัญทำงสถิติ  ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงผลกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ Mycobacterium ด้วยวิธี Real time PCR: 
Xpert MTB/RIF และ LPA: GenoTypeMTBDRplus พบว่ำผลกำรทดสอบของตัวอย่ำงไม่มีควำมแตกต่ำงกัน 
และควำมสัมพันธ์ระหว่ำงผลกำรทดสอบควำมไวต่อยำ RIF ด้วยวิธีReal time PCR: Xpert MTB/RIF และ 
LPA: GenoTypeMTBDRplus พบว่ำผลกำรทดสอบของตัวอย่ำงไม่มีควำมแตกต่ำงกัน จำกกำรศึกษำกำร
ประเมินคุณภำพของ Xpert MTB/RIF  ของ L.E. Scott et.al ที่ South Africa ในปี 2011 โดยน๋ำเชื้อที่ตำย
แล้วไปหยดบนกระดำษ whatmann จ๋ำนวน 25 ไมโครลิตร แล้วตำกแห้งที่อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง ส่งไปยัง
ห้องปฏิบัติกำรที่มีเครื่อง Xpert MTB/RIF ทั้งหมด 26 แห่ง จ๋ำนวน 274 ตัวอย่ำง ผลปรำกฏว่ำมี 6 ตัวอย่ำง 
error และ 268 ตัวอย่ำงให้ผลถูกต้องตรงกัน คิดเป็นร้อยละ 97.8 ซึ่งผลสอดคล้องกับกำรเตรียมตัวอย่ำง
ควบคุมคุณภำพส๋ำหรับทดสอบควำมช๋ำนำญกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ Mycobacterium ที่จัดท๋ำขึ้น        
 
กิตติกรรมประกาศ  
 ขอขอบพระคุณ อำจำรย์ เจ้ำหน้ำที่ห้องปฏิบัติกำรทุกท่ำน และ คุณสมบูรณ์ หนูไข่ ที่ช่วยให้งำนวิจัย
ฉบับนี้  สมบูรณ์ยิ่งข้ึน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



19 
 

  

เอกสารอ้างอิง   
1. ส๋ำนักวัณโรค กรมควบคุมโรค กระทรวงสำธำรณสุข, แนวทำงกำรด๋ำเนินงำนควบคุมวัณโรคแห่งชำติ .  
2556 ; 3. 
2. ส๋ำนักวัณโรค กรมควบคุมโรค กระทรวงสำธำรณสุข , แนวทำงกำรบริหำรจัดกำรผู้ป่วยวัณโรคดื้อยำ,  
2558 ; 7-13. 
3 . Association of Public Health Laboratory. External Quality Assessment for AFB Smear 
Microscopy. Washington. DC. 2002; 9. 
4. สมศักดิ์ เหรียญทอง, ธนิดำ เหรียญทอง : หนังสือที่ระลึกครบรอบ 80 ปี สมำคมปรำบวัณโรคแห่งประเทศ
ไทยในพระบรมรำชูปถั มภ์ .  Novel diagnosis tests for TB.  A current status and what direction 
should we move.พ.ศ. 2558; 94-108. 
5. บันทึกข้อควำม กลุ่มปฏิบัติกำรอ้ำงอิงชันสูตรวัณโรคแห่งชำติ ส๋ำนักวัณโรค ที่ สธ 0438.6/330     
เรื่อง ขอควำมอนุเครำะห์ใช้ตัวอย่ำงเชื้อจำกคลังสำยพันธ์อ้ำงอิงเชื้อวัณโรค      
 ส๋ำนักวัณโรค. 14 กันยำยน 2558; 1. 
6. ธนิดำ เหรียญทอง. มำตรฐำนกำรปฏิบัติงำนกำรทดสอบควำมไวต่อยำของเชื้อวัณโรค  กลุ่มห้องปฏิบัติกำร
อ้ำงอิงวัณโรค ส๋ำนักโรคเอดส์ วัณโรค และโรคติดต่อทำงสัมพันธ์. 2548. 
7.  กลุ่มปฏิบัติกำรอ้ำงอิงชันสูตรวัณโรคแห่งชำติ ส๋ำนักวัณโรค กรมควบคุมโรค. Rapid detection for early  
appearance of Rifampicin and Isoniazid resistance of Mycobacterium tuberculosis, 2552;             
12 – 14. 

 8. ภิรมย์ กมลรัตนกุล, มนต์ชัย ชำลำประวรรตน์ และ ทวีสิน ตันประยูร. หลักกำรท๋ำวิจัยให้ส๋ำเร็จ.คณะ
แพทยศำสตร์ จุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลัย. บริษัทเทกซ์ แอนด์ เจอร์นัล พับลิเคชั่น จ๋ำกัด. 2542; 115-124.  

 9. บริษัทไบโอมีเดีย (ประเทศไทย) จ๋ำกัด. คู่มือกำรใช้งำน Gene Xpert Dx System (Software Version 
4.0). บทที่ 5: 2. 

 10. L. E. Scott, N. Gous, B. E.Cunningham. Ect; Dried Culture Spots for Xpert MTB/RIF External  
Quality Assessment: Results of a Phase 1 Pilot Study in South Africa. Journal of Clinical  
Microbiology, Dec. 2011; Vol. 49, No. 12: 4356–4360. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



20 
 

  

ภาคผนวก 
ตำรำงแสดงจ๋ำนวนผลกำรตรวจวินิจฉัยเชื้อ MTB และ NTM ด้วยวิธี LPA: GenoTypeMTBDRplus และ 
Real-Time PCR :Xpert  MTB/RIF 

วิธีกำรทดสอบ LPA Total 
MTB NTM 

Xpert : MTB 40 0 40 
         : NTM 0 10 10 
Total 40 10 50 

หมายเหตุ  
Chi-Square Tests 

 

Value df 

Asymp. Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (1-

sided) 

Pearson Chi-Square 50.000a 1 .000   

Continuity Correctionb 43.945 1 .000   

Likelihood Ratio 50.040 1 .000   

Fisher's Exact Test    .000 .000 

Linear-by-Linear Association 49.000 1 .000   

N of Valid Casesb 50     

a. 1 cells (25.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2.00. 

b. Computed only for a 2x2 table  

 

   

ตำรำงแสดงจ๋ำนวนผลกำรทดสอบควำมไวต่อยำ RIF ด้วยด้วยวิธี LPA: GenoTypeMTBDRplus และ Real-
Time PCR :Xpert  MTB/RIF 

วิธีการทดสอบ LPA: GenoTypeMTBDRplus Total 
Xpert RIF : S RIF : R 
RIF : S 30 0 30 
RIF : R 0 10 10 
Total 30 10 40 
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Chi-Square Tests 

 

Value df 

Asymp. Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (2-

sided) 

Exact Sig. (1-

sided) 

Pearson Chi-Square 40.000a 1 .000   

Continuity Correctionb 34.844 1 .000   

Likelihood Ratio 44.987 1 .000   

Fisher's Exact Test    .000 .000 

Linear-by-Linear Association 39.000 1 .000   

N of Valid Casesb 40     

a. 1 cells (25.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2.50. 

b. Computed only for a 2x2 table     

 
 

LPA * LPARIF Crosstabulation 

Count     

  LPARIF 

Total 

  RIF Not 

Detected RIF Detected not evaluate 

LPA MTB 30 10 0 40 

NTM 0 0 10 10 

Total 30 10 10 50 

 

 

Chi-Square Tests 

 Value df Asymp. Sig.  

Pearson Chi-Square 50.000a 2 .000 

Likelihood Ratio 50.040 2 .000 

Linear-by-Linear Association 37.516 1 .000 

N of Valid Cases 50   

a. 2 cells (33.3%) have expected count less than 5. The minimum 

expected count is 2.00. 

 

 
 
 
 


