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บทคัดย่อ 
               การจ าแนกชนิดของเชือ้วัณโรค (Mycobacterium tuberculosis complex; MTBC) จากตัวอย่าง
เพาะเชือ้มีความส าคัญอย่างยิ่งต่อการทดสอบความไวต่อยา หากมีการปนเป้ือนของเชือ้อ่ืน จะท าใหก้าร
ทดสอบความไวต่อยาผิดพลาด ส่งผลโดยตรงต่อการรกัษาผูป่้วยวณัโรค โดยการศึกษานีม้ีวตัถุประสงคเ์พื่อ
จ าแนกชนิดของเชื ้อ MTBC กับเชื ้อมัยโคแบคที เรียอ่ืน  (Nontuberculous mycobacteria; NTM) จาก
ตัวอย่างเพาะเชือ้ โดยใช้อาหารเลีย้งเชือ้  Lowenstein-Jensen (LJ) ที่ผสมสาร Para-nitro benzoic acid 
(PNB)   
   การศึกษานีม้ีกลุ่มตัวอย่าง 480 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นเชือ้มัยโคแบคทีเรียที่เพาะในอาหารเหลวด้วย
เครื่องอัตโนมัติ BACTEC MGIT 960™ ตัวอย่างถูกน ามาเพาะในอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ LJ ที่มีส่วนผสมของ
สาร PNB 500 µg/ml เพื่อจ าแนกเชือ้มัยโคแบคทีเรีย ผลพบเป็นเชือ้ MTBC จ านวน 458 ตัวอย่าง และเชือ้ 
NTM จ านวน 22 ตัวอย่าง โดยวิธีการจ าแนกดว้ย PNB มีค่าความไว (Sensitivity) เท่ากบัรอ้ยละ 98.91, ค่า
ความจ าเพาะ (Specificity) เท่ากับรอ้ยละ 100, ค่าพยากรณ์ผลบวก (Positive predictive value) เท่ากับ
รอ้ยละ 100, ค่าพยากรณ์ผลลบ (Negative predictive value) เท่ากับรอ้ยละ 81.48 และค่าความถูกตอ้ง 
แม่นย า (Accuracy) เท่ากบัรอ้ยละ 98.96  
               วิธีการจ าแนกดว้ย PNB มีค่าความถูกตอ้งสงู ท าไดง้่าย สามารถท าไปพรอ้มกบัการเพาะเลีย้งเชือ้ 
จึงเหมาะส าหรบัใชจ้ าแนกเชือ้เบือ้งตน้ระหว่างเชือ้ MTBC กบัเชือ้ NTM ในหอ้งปฏิบติัการวณัโรค 
บทน า 
             วณัโรคยังเป็นปัญหาสาธารณสุขส าคัญของประเทศไทย องคก์ารอนามัยโลกไดจ้ัดท ายุทธศาสตร์
ยุติวัณโรค (End TB strategy) โดยก าหนดเป้าหมายของยุทธศาสตรย์ุติวัณโรคไวใ้นปี  พ.ศ. 2578 โดย 1.) 
ลดอบุัติการณ์วณัโรคใหต้ ่ากว่า 10 ต่อแสนประชากรและ 2.)ลดจ านวนผูป่้วยวัณโรคเสียชีวิตลงรอ้ยละ 95 
เทียบกับปี พ.ศ.2558 ส  าหรบัประเทศไทยไดจ้ัดท าแผนปฏิบติั การระดับชาติดา้นการต่อตา้นวัณโรค พ.ศ. 
2560 – 2564 เพื่อใหส้อดคลอ้งกบัยุทธศาสตรย์ุติวณัโรค โดยวิสยัทศันข์องแผนปฏิบติัการระดบัชาติดา้นการ
ต่อต้านวัณโรค คือ “ ประเทศไทยปลอดจากวัณโรค  ” โดยลดอัตราอุบัติการณ์ลงเหลือ 88 /ประชากร 
100,000 คน ภายใน ปี พ.ศ. 25641 

              การรกัษาโรควัณโรคผลทางหอ้งปฏิบติัการ (Laboratory) เป็นสิ่งส าคัญอย่างยิ่งเพราะตอ้งใชเ้ป็น
แนวทางในการรกัษา การเพาะเลีย้งเชือ้วัณโรคนั้นการท าใหเ้ชือ้วัณโรคบริสุทธิ์ (Pure TB) เป็นสิ่งส าคัญ
อย่างยิ่งต่อการวินิจฉยัโรคและการทดสอบความไวต่อยาเพราะหากมีการปนเป้ือนของเชือ้อ่ืนๆ (Mix) ก็จะท า



ใหก้ารทดสอบความไวต่อยาผิดพลาดไปดว้ย ท าใหผู้ป่้วยเสียโอกาสในการรกัษาที่ถูกตอ้ง การแพรก่ระจายก็
สงูขึน้ ก็จะท าใหปั้ญหาวณัโรคนัน้ไม่มีวนัยติุ เมื่อเท าการเพาะเลีย้งเชือ้ขึน้แลว้ ขัน้ตอนต่อไปก็คือการทดสอบ
ความไวต่อยา โดยเชื ้อวัณโรคที่ได้จะต้องปราศจากการปนเป้ือนจากเชื ้ออ่ืนๆ เช่น Non-tuberculous 
mycobacteria (NTM) เพราะการแปลผลการทดสอบความไวต่อยานัน้ตอ้งแม่นย า ถกูตอ้ง เพื่อผลประโยชน์
ของผูป่้วยที่ตอ้งไดร้บัการรกัษาที่ถูกตอ้ง และจ าเป็นอย่างยิ่งส าหรบัผูป่้วยที่มีการดือ้ยาในการรกัษาวณัโรค 
เพราะเมื่อท าการรบัประทานยารกัษาวัณโรคไปนานๆก็มักจะมีเชือ้ฉวยโอกาสอ่ืนๆ เขา้มาปนเป้ือน อีกทั้ง
หากผูป่้วยมีภาวะภูมิคุม้กันบกพร่อง (ผูติ้ดเชือ้ HIV) ก็มักจะมีเชือ้อ่ืนๆที่ฉวยโอกาสเขา้มาปนเป้ือนเช่นกัน 
เช่น Non-tuberculous mycobacteria (NTM) ได้แก่ เชื ้อ M.avium ดังนั้นการได้เชื ้อวัณโรคบริสุทธิ์นั้น
จ าเป็นอย่างยิ่ง ซึ่งอาหารแข็งเลี ้ยงเชื ้อสาร Para-nitro benzoic acid (PNB) สามารจ าแนกเชื ้อวัณโรค
ออกมาจาก NTM ไดดี้  เพราะสามารถ เห็นลกัษณะโคโลนีไดช้ัดเจน ค่อนขา้งแม่นย า และราคาถูก ขัน้ตอน
การเตรียมค่อนขา้งง่าย เก็บไวไ้ดน้าน  จึงเหมาะกบัหอ้งปฏิบติัการที่มีความพรอ้มในการเตรียมอาหารแข็ง
เลีย้งเชื ้อไว้ส  าหรบัใช้เอง และอาหารเลีย้งเชื ้อที่ผสมสารPNB ยังสามารถจัดส่งให้กับห้องปฏิบัตการใน
เครือข่าย ไดแ้ก่ ส  านักงานป้องกันควบคุมโรคเขตที่  1-12 ที่ตอ้งการจ าแนกเชือ้วัณโรคเบือ้งต้นก่อนส่งมา
ทดสอบความไวต่อยาท่ีกลุม่ปฏิบติัการอา้งอิงชนัสตูรวณัโรคแห่งชาติเพื่อเป็นการยืนยนัผลการทดสอบ 
                 การทดสอบความไวต่อยา หากเกิดปัญหาทดสอบความไวต่อยาที่ซับซอ้นก็สามารถส่งต่อมาที่
กลุ่มปฏิบติัการอา้งอิงชนัสตูรวณัโรคแห่งชาติได ้และเป็นขอ้มูลพืน้ฐานก่อนการตดัสินใจทดสอบความไวต่อ
ยา กลุ่มยารกัษาวัณโรคแนวที่ 1 (first line drug susceptibility FL-DST) และผลทดสอบความไวต่อยาของ
กลุ่มยารกัษาวัณโรคแนวที่  2 (second line drug susceptibility SLD-DST) เพิ่มเติม เพื่อครอบคลุมการ
ทดสอบความไวต่อยาตา้นวณัโรค (Universal DST)2  หรือแพทยต์อ้งการยารายตวั หรือในกรณีที่ผูป่้วยมีผล
การทดสอบความไว ผลการทดสอบความไวต่อยาไม่ตรงกันระหว่างฟีโนไทป์ (Phenotype) และจีโนไทป์ 
(Genotype) เป็นตน้ เพื่อเป็นการเฝ้าระวงัวณัโรคและเตรียมความพรอ้มเพื่อรองรบัภาวะฉุกเฉินจากวณัโรค 
ไดแ้ก่ วณัโรคดือ้ยา MDR และ XDR ในการทดสอบความไวต่อยานัน้เชือ้วณัโรคดือ้ยา จะตอ้งเป็นการดือ้ต่อ
ยาของเชือ้วัณโรคจริงๆ ไม่ใช่เป็นการปนเป้ือนของเชื ้อ NTM เพราะจะท าให้การทดสอบความไวต่อยา
ผิดพลาด ท าใหแ้พทยว์ินิจฉัยไดไ้ม่ถูกตอ้ง ผูป่้วยเสียโอกาสในการรกัษา  ท าใหก้ารแพร่กระจายของวณัโรค
และวัณโรคดือ้ยาสูงขึน้ทั้งนีเ้พื่อเป็นประโยชน์ต่อแพทย์ในการวินิจฉัยและเป็นประโยชน์สูงสุดต่อผู้ป่วย 
วตัถุประสงคใ์นการศึกษาวิจยั เพื่อจ าแนกชนิดของเชือ้กลุ่ม MTBC ออกจากการปนเป้ือนของเชือ้กลุ่ม NTM 
ใหไ้ดเ้ชือ้วัณโรคบริสุทธิ์ (Pure TB) ก่อนท าการทดสอบความไวต่อยา และแสดงใหเ้ห็นถึงประสิทธิภาพของ
อาหารแข็งเลีย้งเชือ้ที่ผสมสาร PNB สถานที่ศึกษาวิจัย กลุ่มปฏิบติัการอา้งอิงชันสูตรวณัโรคแห่งชาติ กองวัณ
โรค กรุงเทพมหานคร และระยะเวลาศกึษาวิจยัวนัที่ 1 มิถนุายน – 1 กนัยายน 2564 
วัสดุและวิธีการศึกษา 
                 เนื่องจากการเพาะเลีย้งเชือ้ดว้ยอาหารเหลวเลีย้งเชือ้จากหลอด MGIT (Mycobacteria Growth 
Indicator Tube) มักพบการปนเป้ือนของเชือ้อ่ืนๆ ค่อนข้างสูง ท าให้ไม่สามารถแปลผลการทดสอบการ
เพาะเลีย้งได ้และยังไม่สามารถท าการทดสอบความไวต่อยาไดอี้กดว้ย  การขจัดการปนเป้ือนของเชือ้กลุ่ม
อ่ืนๆ ไดแ้ก่ Non-tuberculous mycobacteria (NTM) จึงเป็นสิ่งส าคัญ  เพื่อใหส้ามารถจ าแนกเชือ้กลุ่มวัณ



โรค Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) ใหไ้ดเ้ชือ้วณัโรคบริสทุธิ์ (Pure TB) ที่แทจ้ริงออกมา
จากกลุ่มเชือ้ปนเป้ือนกลุ่มอ่ืนๆ ก่อนท าการทดสอบความไวต่อยา จึงท าใหเ้กิดแนวทางคิดวิจัย เรื่อง การ
จ าแนกชนิดของเชือ้วัณโรค โดยเน้นถึงความถูกตอ้งแม่นย า จึงไดเ้ลือกใชอ้าหารแข็งเลีย้งเชือ้ที่ ผสมสาร 
Para-nitro benzoic acid (PNB) เนื่องจากทางกลุ่มปฏิบติัการอา้งอิงชันสูตรวัณโรคแห่งชาติมีศักยภาพใน
การเตรียมเองได ้อีกทั้งยังสามารถส่งไปสนับสนุนใหก้ับเครือข่ายได ้โดยหากมีการปนเป้ือนของเชือ้กลุ่ม 
NTM  จะพบการเจริญบนอาหารแข็งเลีย้งเชือ้  PNB แต่หากเป็น เชือ้กลุ่ม MTBC จะไม่พบการเจริญบน
อาหารแข็งเลีย้งเชือ้ PNB  และอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ที่ผสมสาร PNB นัน้มีราคาถูก การเตรียมงาน เก็บไวไ้ด้
นาน และถกูตอ้ง แม่นย าในการแยกเชือ้วณัโรคบรสิทุธิ์ (Pure TB)  เนื่องสามารถเห็นโคโลนีไดช้ดัเจนกว่าการ
ทดสอบอ่ืนๆ หากมีการปนเป้ือนของเชือ้ชนิดอ่ืนๆ (Mix) ที่ปะปนเขา้มา 
                กลุ่มตวัอย่างที่น ามาทดสอบ คือกลุ่มตัวอย่างที่มีการเพาะเลีย้งเชือ้ดว้ยเครื่องอัตโนมัติ BACTEC MGIT 
960TM ที่ใหผ้ลการทดสอบเป็นผลบวก (Positive) จ านวน 480 ตัวอย่าง โดยตัวอย่างที่ถูกน ามาศึกษาเป็น
ตวัอย่างของหลอดอาหารเหลวเลีย้งเชือ้ MGIT positive ที่มีเชือ้เจริญเติบโตแลว้พบว่า เป็นเชือ้กลุ่ม MTBC 
จ านวน 458 ตัวอย่าง และเป็นเชือ้กลุ่ม NTM จ านวน 22 ตัวอย่าง รวมทั้งสิน้ 480 ตัวอย่าง โดยมีตัวแปร
อิสระ คือ การใชอ้าหารแข็งเลีย้งเชือ้ที่ผสมสาร Para - nitro benzoic acid (PNB) ในการจ าแนกกลุ่มชนิด
ของเชือ้ และตัวแปรตาม คือ การจ าแนกชนิดของกลุ่มเชือ้ MTBC กับ NTM ออกจากกนัเพื่อใหไ้ดเ้ชือ้วัณโรค
บรสิทุธิ ์(Pure TB) การทดสอบครัง้นีไ้ดน้ าความรูเ้ก่ียวกบัสถิติเชิงบรรยาย แจกแจงความถ่ีที่พบ มาใชใ้นการ
วิเคราะหแ์ละวิจยัผลการทดสอบ3 

       การเพาะเลีย้งเชือ้วัณโรคเป็นวิธีมาตรฐาน (Gold standard) ที่มีความไวและความจ าเพาะสูง 
ซึ่งสามารถเพาะเลีย้งเชือ้ขึน้หากมีเชือ้วณัโรค 1-10 เซลลท์ี่ยงัมีชีวิตอยู่หลงัจากการก าจดัเชือ้ปนเป้ือน4-5 โดย
การเพาะเลีย้งวณัโรคในปัจจบุนัมี 2 วิธี คือ  
                  1. การเพาะเลีย้งเชือ้ดว้ยอาหารแข็ง (Solid media) แบ่งออกไดเ้ป็น 2 ประเภท ไดแ้ก่ อาหารไข่ 
(Egg-based media) ไดแ้ก่ Lowenstein-Jensen media และ Ogawa media และอาหารวุน้ (Agar-based 
media) ที่นิยมใช้ ได้แก่ Middlebrook 7H9 และ Middlebrook 7H11 การเพาะเลี ้ยงเชื ้อบนอาหารแข็ง 
(solid culture) จะใชเ้วลาบ่มเพาะเชือ้นาน 8 สปัดาห ์โดยปกติเชือ้วณัโรคสว่นใหญ่จะเจรญิในช่วงสปัดาหท์ี่ 
3 ถึง 4 ซึ่งถือว่าใชเ้วลานานเนื่องจาก เชือ้ใชเ้วลาแบ่งตวั (generation time) นานประมาณ 12 ถึง 24 ชั่วโมง  
                   2. การเพาะเลี ้ยงเชื ้อด้วยอาหารเหลว (Liquid media) เช่น การเพาะเลี ้ยงเชื ้อด้วยเครื่อง
อัตโนมัติ BACTEC MGIT 960™  ซึ่งใช้เพาะเลีย้งเชือ้วัณโรคแบบอัตโนมัติที่สามารถควบคุมอุณหภูมิที่    
36 ± 1 องศาเซลเซียส และสามารถอ่านค่าการเจริญเติบโตของเชือ้ได ้โดยมีหลกัการคือ เชือ้ที่เจริญเติบโตจะ
มีการดึงออกซิเจนจากอาหารเลีย้งเชือ้ middle brook 7H9 liquid media ที่อยู่ในหลอด MGIT tube และเมื่อ
ใชอ้อกซิเจนในส่วนนีห้มด เชือ้จะดึงออกซิเจนที่จบัอยู่กบัสารเรืองแสง (oxygen-quenched fluorochrome) 
ที่ อยู่ ก้นหลอดและฝั งอยู่ ใน ซิ ลิ โคน  ( tris 4,7-diphenonthroline ruthenium chloride pentahydrate, 
embedded in silicon) ออกซิเจนที่จับกับสารเรืองแสงถูกดึงไปใชจ้ะท าใหส้ารเรืองแสงเป็นอิสระ สามารถเรือง
แสงไดเ้ครื่องจะท าการตรวจวัดสารเรืองแสงทุกๆ 10 นาที และแปลงค่าการเรืองแสงออกมาในรูปการเจริญ
ของเชือ้เป็น GU (growth unit) มีสญัญาณแสดงการเจริญของเชือ้เครื่องจะแสดงไฟสญัลกัษณ ์(+ สีแดง) ให้



น ามาย้อม AFB โดยวิธี ZN ให้ผล AFB เป็น negative คือ มีการปนเป้ือนของเชื ้ออ่ืนๆ ให้ผล  AFB เป็น 
positive คือ เชือ้มีการเจริญทัง้กลุ่มวัณโรค (MTBC) และเชือ้กลุ่มมัยโคแบคทีเรีย (NTM) แต่ถ้าไม่พบการ
เจรญิของเชือ้ใดๆ เครื่องจะแสดงไฟสญัลกัษณ ์(– สีเขียว) บนหนา้จอเครื่องเมื่อครบก าหนด 42 วนั 6 

                  การอ่านผลจากเครื่องอัตโนมัติ  BACTEC MGIT 960™  ให้อ่านผลทุกวันของวันท าการเมื่อ
เครื่องแสดงผลไฟสัญลักษณ์ (+ สีแดง) ให ้Scan  MGIT tube ออกมาจากเครื่อง หลังจากน าออกจากเครื่องอัตโนมัติ 
BACTEC MGIT 960TM ใหน้ าอาหารเหลวจากหลอด MGIT tube มายอ้มหาเชือ้ AFB โดยวิธี ZN ในกรณีที่
ย้อมแล้วไม่พบเชือ้ใด ๆ ให้น า MGIT tube นั้น scan กลับมาเข้าเครื่องได้ภายในระยะเวลาไม่เกิน 5 ชั่ วโมง 
เครื่องก็จะด าเนินการบ่มเชือ้ต่อไปได ้ 
รูปที ่1.7  แสดงลกัษณะเชือ้ M. tuberculosis และ NTM บน 2% Ogawa medium  

 
 



ขั้นตอนการศึกษา 
                     การเพาะเชือ้จาก liquid medium โดยใชเ้ครื่องอัตโนมัติ BACTEC MGIT 960TM พบว่าเชือ้ที่
ท าการเพาะเลีย้งขึน้จากเครื่องอัตโนมัติ BACTEC MGIT  960TM มีค่าความเขม้ขน้ของเชือ้เท่ากับ 105-106 
CFU/ml 8 (หรือเทียบเท่ากับ McFarland No. 1) ซึ่งใกลเ้คียงกับปริมาณเชือ้ที่ใชท้ดสอบในการจ าแนกชนิด
ของเชือ้ระหว่าง MTBC กับ NTM จึงไดท้ าการทดสอบโดยการน าเชือ้ที่เพาะขึน้แลว้จากจากเครื่องอตัโนมัติ 
BACTEC MGIT 960TM มาทดสอบบนอาหารแข็งเลี ้ยงเชื ้อ Lowenstein-Jensen media (LJ) ที่ผสมสาร 
Para-nitro benzoic acid (PNB) 500 µg/ml เพื่อใชใ้นการจ าแนกเชือ้วัณโรคบริสุทธิ์ (Pure TB) ก่อนน าไป
ทดสอบการความไวต่อยารายตัวและในการศึกษาครั้งนี ้ได้ท า การจ าแนกชนิดของเชื ้อโดยวิ ธี 
Immunochromatography(ICA)เพิ่มเติมเพื่อเป็นการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของผลการทดสอบอีกดว้ย 
ขั้นตอนการด าเนินการ 

           เพาะเลี ้ยงเชื ้อโดยใช้อาหารเหลว (MGIT) ในเครื่องอัตโนมัติ  BACTEC MGIT 960TM ท าการ
เพาะเลีย้งเชือ้ดว้ยวิธี Modified 2%NaOH – NALC เป็นวิธีมาตรฐาน (Gold standard) ที่องคก์ารอนามัย
โลกยอมรบั โดยการก าจดัเชือ้ปนเป้ือนมีกระบวนการดงัต่อไปนี ้
1. ถ่ายสิ่งส่งตรวจ (เสมหะ) ลงใน Centrifuge tube 50 ml เทสารละลาย 2% NaOH – NALC เป็นอตัราสว่น 
1:1 หรือ 1:2   
2. ผสมใหเ้ขา้กนั (mix บน vortex ) ตัง้ทิง้ไวเ้ป็นระยะเวลา 15-20 นาที   
เติมสารละลาย  phosphate buffer (pH 6.8) จนถึงปรมิาตร 45 ml  โดยป่ันที่เครื่อง Centrifuge   ที่อณุหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส ดว้ยแรงป่ัน 3000 g เป็นเวลา 20 นาที  
3. เทส่วนใสทิง้แลว้จึงน าตะกอน (treated specimen) ที่ไดม้าใส่ในอาหารเหลวเลีย้งเชือ้ MGIT  ปริมาตร 
500 µl จ านวน 1 หลอด น าอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีเชือ้นีไ้ปบ่มที่เครื่องอตัโนมติั BACTEC MGIT 960TM อณุหภูมิ
ที่ 36 ± 1 องศาเซลเซียส 
4. เชือ้ที่เพาะเลีย้งเชือ้ขึน้จากเครื่องอตัโนมัติ BACTEC MGIT 960™ ที่ใหผ้ลบวกและยืนยันผลการทดสอบ
แลว้ว่าเป็นเชือ้ MTBC กับ NTM ดว้ยการเพาะเลีย้งเชือ้จากอาหารเหลวเลีย้งเชือ้ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน (Gold 
standard) ค่าความเขม้ขน้ของเชือ้เท่ากบั 105-106 CFU/ml (เทียบเท่ากบั McFarland No. 1) 
การจ าแนกเชือ้ในอาหารเหลวเลีย้งเชือ้โดยวิธี Immunochromatography (ICA) 
1. เชือ้ที่เพาะเลีย้งเชือ้ขึน้จากเครื่องอตัโนมติั BACTEC MGIT 960™ (Liquid Culture)  
2. ดดูสารละลายหยดลงในหลมุใสต่วัอย่างของชุดทดสอบประมาณ 100 µl อ่านผลภายใน 15 นาที  
การแปลผล  - Negative มีแถบสีชมพ ูแดง จนถึงแดงม่วง เกิดขึน้ 1 แถบ ที่แถบ control (ตรงอกัษร C)  
                     - Positive มีแถบสีชมพ ูแดง จนถึงแดงม่วง เกิดขึน้ 2 แถบ ที่ แถบ test (ตรงอกัษร T) และ
แถบ control (ตรงอกัษร C)  
                     - Invalid มีแถบสีชมพ ูแดง จนถึงแดงม่วง เกิดขึน้ 1 แถบ ที่แถบ test (ตรงอกัษร T) หรือไม่มี
แถบใดๆเกิดขึน้เลย ซึ่งถือว่าไม่สามารถแปลผลได ้ตอ้งท าการทดสอบใหม่  
  
 



การจ าแนกกลุ่มเชือ้โดยใช้อาหารเหลวเลีย้งเชือ้หยอดบนอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ทีม่ีส่วนผสมสาร 
Para-nitro benzoic acid (PNB) 500 µg/ml 
1. เชื ้อที่ เพาะเลีย้งเชือ้ขึน้จากเครื่องอัตโนมัติ BACTEC MGIT 960™  มีค่าความเข้มข้นของเชื ้อเท่ากับ    
105-106 CFU/ml เชือ้ที่ใชท้ดสอบ คือ เชือ้ที่เพาะเลีย้งเชือ้ในอาหารเหลวเลีย้งเชือ้ซึ่งเป็นวิธีมาตราฐาน (Gold 
standard) ระหว่างกลุม่เชือ้ MTBC กบั NTM  

 2. น ามาหยอดบนอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ LJ (หลอดควบคุม) และอาหารแข็งที่มีส่วนผสม PNB 500 µg/ml 
(หลอดทดสอบ) ปรมิาตร หลอดละ 100 µl  
 3. อ่านผลการเพาะเลีย้งเชือ้บนอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ LJ (หลอดควบคมุ) พบการเจริญของเชือ้ แต่อาหารแข็ง
เลีย้งเชือ้ที่มีส่วนผสม PNB (หลอดทดสอบ) ไม่พบการเจริญของเชือ้ (+/-) รายงานว่าเป็นกลุ่มเชือ้ MTBC แต่
หากมีการปนเป้ือนของเชือ้กลุ่ม NTM จะพบการเจริญของเชือ้บนอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ LJ (หลอดควบคุม) 
และอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ที่มีสว่นผสม PNB (หลอดทดสอบ) (+/+)  
การแปลผล  
ตารางที ่1 การแปลผลการเจรญิของเชือ้กลุม่ MTBC และ NTM บนอาหารแข็งเลีย้งเชือ้  
                LJ (หลอดควบคมุ) / PNB (หลอดทดสอบ) 

กลุม่เชือ้ LJ / PNB  
MTBC (TB) Positive / Negative (+/-) 
NTM (Non-TB) Positive / Positive   (+/+) 

หมายเหต ุ
Positive (+) คือ พบเชือ้ที่เจรญิบนอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ LJ หรือ PNB  
Negative (-) คือ ไม่พบเชือ้ที่เจรญิบนอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ LJ หรือ PNB 

   จากตารางที่ 1 การแปลผลการทดสอบจ าแนกเชือ้ปนเป้ือนของกลุม่เชือ้ NTM ออกจากกลุม่เชือ้ 
MTBC นั้นจ าเป็นจะต้องมีหลอดควบคุม (Control) อาหารแข็งเลีย้งเชื ้อ LJ ในการทดสอบทุกตัวอย่าง 
เนื่องจากอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ PNB ตอ้งท าการแปลผลการทดสอบควบคู่กับอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ LJ เสมอ 
เพราะต้องแปลผลด้วยการดูลักษณะทางกายภาพ ลักษณะโคโลนี , สีโคโลนี ของเชื ้อที่ เจริญเติบโต ไม่
สามารถแปลผลจากอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ PNB ไดเ้พียงอย่างเดียว 
                การควบคุมคุณภาพภายใน (Internal Quality Control : IQC) โดยการท าการทดสอบดว้ย Distill 
water (DW) และ H37RV ในทุกรอบที่มีการเปลี่ยน Lot ของอาหารเลีย้งเชือ้หรืออย่างนอ้ย 1 ครัง้ต่อ 1 เดือน
(หอ้งปฏิบัติการ กลุ่มปฏิบติัการอา้งอิงชันสูตรวัณโรคแห่งชาติ  ไดร้บัการรบัรองความสามารถในการตรวจ
วิเคราะหด์า้นหอ้งปฏิบติัการทางการแพทย ์ISO 15189  และ ISO 151909  ตวัอย่างทดสอบ Sputum, Extra 
pulmonary รายการทดสอบ Phenotypic culture and Identification using solid media วิธีทดสอบ Liquid 
Culture 



รูปที ่210 การแปลผลการจ าแนกของเชือ้บนอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ที่มีสว่นผสมสาร Para-nitro benzoic acid    
              (PNB) 500 µg/ml 

 
         กลุม่เชือ้ MTBC 

• พบการเจรญิของเชือ้บนอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ LJ (หลอดควบคมุ)  
             ไม่พบการเจรญิของเชือ้บนอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ที่มีสว่นผสม PNB (หลอดทดสอบ) 
 

                                     
     กลุม่เชือ้ NTM                                                                   กลุม่เชือ้ NTM 

•  พบการเจรญิของเชือ้บนอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ LJ (หลอดควบคมุ)  
              พบการเจรญิของเชือ้บนอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ที่มีสว่นผสม PNB (หลอดทดสอบ) 
ผลการศึกษา  
             กลุ่มตัวอย่างที่ท าการเพาะเลี ้ยงเชื ้อด้วยอาหารเหลวเลี ้ยงเชื ้อ  (Liquid Culture)  ด้วยเครื่อง
อัตโนมัติ BACTEC MGIT 960™ ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน (Gold standard) เครื่องแสดงผลบวก จ านวน 480 

ตวัอย่าง โดยจ าแนกเป็นเชือ้กลุ่ม MTBC จ านวน 458 ตัวอย่าง และเชือ้กลุ่ม NTM จ านวน 22 ตัวอย่าง น า
ตัวอย่างที่ต้องการศึกษามาทดสอบด้วยวิธี Immunochromatography (ICA) และท าการทดสอบด้วยวิธี
อาหารแข็งเลีย้งเชือ้ LJ (หลอดควบคุม) และอาหารแข็งเลีย้งเชื ้อที่มีส่วนผสมของสาร  PNB 500 µg/ml 
(หลอดทดสอบ) ไดผ้ลการศกึษา ดงันี ้



ตารางที่ 2 แสดงผลการจ าแนกของกลุ่มเชือ้ MTBC และ NTM ด้วยวิธีทดสอบ ICA และยืนยันผลการ
ทดสอบของกลุม่เชือ้ โดยวิธีการเพาะเลีย้งเชือ้ดว้ยอาหารเหลวซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน (Gold standard)                                       

           จากตารางที่ 2 จ าแนกชนิดของเชือ้ไดค่้าผลบวกจริง (true positive) เท่ากบั 446, ค่าผลลบจรงิ (true 
negative) เท่ากับ 22, ค่าผลบวกปลอม (false positive) เท่ากับ 0 และค่าผลลบปลอม (false negative) 
เท่ากับ 12 จากค่าเหล่านีส้ามารถค านวณหาค่าต่างๆ ที่ใชป้ระเมินการจ าแนกชนิดของเชือ้วัณโรคดว้ยการ
ทดสอบ ICA ไดด้งันี ้
ความไว (sensitivity)                    =   ผลบวกจรงิ x100 %     =   97.38 % 
                                                     ผลบวกจรงิ + ผลลบปลอม  
ความจ าเพาะ (specificity)            =   ผลลบจรงิ x100 %      =  100%  
                                                     ผลลบจรงิ + ผลบวกปลอม  
ค่าพยากรณผ์ลบวก (positive predictive value)       =      ผลบวกจรงิ x100 %            
                                                                                   ผลบวกจรงิ + ผลบวกปลอม 
                                                                               = 100 % 
ค่าพยากรณผ์ลลบ (negative predictive value)        =      ผลลบจรงิ x100 %                                      
                                                                                   ผลลบจรงิ + ผลลบปลอม  
                                                                                = 64.71 % 
ความถูกตอ้ง แม่นย า (accuracy)               =      ผลบวกจรงิ + ผลลบจรงิ x100 %  
                                                                         จ านวนตวัอย่างทัง้หมด  
                                                                  =     97.50 % 
 
 
 
 
 

ผลการทดสอบ ดว้ยวิธี  
Immunochromatography 

(ICA) 

วิธีการทดสอบ 

การเพาะเลีย้งเชือ้ดว้ยอาหารเหลว            
(Liquid Culture) 

MTBC 
(TB) 

NTM 
(Non-TB) 

รวม 

ICA+ 446 0 446 

ICA-   12 22   34 

รวม 458 22 480 



ตารางที ่3 แสดงผลการจ าแนกของกลุม่เชือ้ MTBC และ NTM เชือ้บนอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ที่ผสมสาร PNB 
และยืนยนัผลการทดสอบของกลุม่เชือ้ โดยวิธีการเพาะเลีย้งเชือ้ดว้ยอาหารเหลวซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน (Gold 
standard)                                       

             จากตารางที่ 3 จ าแนกชนิดของเชือ้ได้ค่าผลบวกจริง  (true positive) เท่ากับ 453, ค่าผลลบจริง 
(true negative) เท่ากับ  22, ค่าผลบวกปลอม  (false positive) เท่ากับ  0 และค่าผลลบปลอม  (false 
negative) เท่ากับ 5 จากค่าเหล่านีส้ามารถค านวณหาค่าต่างๆ ที่ใชป้ระเมินการจ าแนกชนิดของเชือ้วัณโรค
ดว้ยอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ที่มีสว่นผสมของสาร PNB ไดด้งันี ้
ความไว (sensitivity)                    =        ผลบวกจรงิ x100 %   =   98.91 % 
                                                       ผลบวกจรงิ + ผลลบปลอม  
ความจ าเพาะ (specificity)            =        ผลลบจรงิ x100 %    =   100%  
                                                       ผลลบจรงิ + ผลบวกปลอม  
ค่าพยากรณผ์ลบวก (positive predictive value)    =   ผลบวกจรงิ x100 %            
                                                                            ผลบวกจรงิ + ผลบวกปลอม 
                                                                            = 100 % 
ค่าพยากรณผ์ลลบ (negative predictive value)     =    ผลลบจรงิ x100 %                                      
                                                                            ผลลบจรงิ + ผลลบปลอม                                     
                                                                            = 81.48 % 
ความถูกตอ้ง แม่นย า (accuracy)        =    ผลบวกจรงิ + ผลลบจรงิ x100 %  
                                                                     จ านวนตวัอย่างทัง้หมด  
                                                          =   98.96 % 
วิจารณ ์ 
            การจ าแนกเชื ้อกลุ่มวัณโรค Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) ให้ได้เชื ้อวัณโรค
บริสุทธิ์ (Pure TB) ที่แทจ้ริงออกมาจากกลุ่มเชือ้ปนเป้ือนกลุ่มอ่ืนๆ NTM ก่อนท าการทดสอบความไวต่อยา 
ดว้ยอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ที่มีส่วนผสมของสาร PNB ยงัมีขอ้จ ากดัในการทดสอบที่ตอ้งท าการทดสอบที่ความ
เขม้ขน้ของเชือ้ McFarland. No.1 (เท่ากับ 105-106 CFU/ml) ท าให้ต้องท าการเพาะเลีย้งเชือ้ก่อนท าการ

ผลการทดสอบการเพาะเลีย้งเชือ้
บนอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ที่มี
สว่นผสมของสาร PNB 

วิธีการทดสอบ 

การเพาะเลีย้งเชือ้ดว้ยอาหารเหลว             
(Liquid Culture) 

MTBC 
(TB) 

NTM 
(Non-TB) 

รวม 

LJ + / PNB -  453 0 453 

LJ + / PNB + 5 22 27 

รวม 458 22 480 



ทดสอบ  อีกทัง้จะตอ้งมีหลอดมีหลอดควบคุม (Control) อาหารแข็งเลีย้งเชือ้ LJ ในการทดสอบทุกตัวอย่าง 
เนื่องจากอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ PNB ตอ้งท าการแปลผลการทดสอบควบคู่กับอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ LJ เสมอ 
เพราะตอ้งแปลผลประกอบการดูลักษณะทางกายภาพ ลกัษณะโคโลนี , สีโคโลนีของเชือ้ที่เจริญเติบโต ไม่
สามารถแปลผลจากอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ PNB ไดเ้พียงอย่างเดียว  แต่ถา้เปรียบเทียบกับการทดสอบดว้ยวิธี 
Immunochromatography(ICA) กบัอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ PNB แลว้ ค่าความจ าเพาะของอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ 
PNB นั้นดีกว่า และค่าพยากรณ์ผลลบ ICA เท่ากับรอ้ยละ 64.71 ค่อนขา้งต ่า  แต่ค่าพยากรณ์ผลลบของ
อาหารแข็งเลีย้งเชือ้ PNB เท่ากบัรอ้ยละ 81.48 ซึ่งถือไดว้่ามีค่าความผิดพลาดค่อนขา้งนอ้ย 
             การจ าแนกเชื ้อกลุ่ม  MTBC ให้ได้เชื ้อวัณโรคบริสุทธิ์ (Pure TB) ที่แท้จริงออกมาจากกลุ่มเชื ้อ
ปนเป้ือนกลุ่มอ่ืนๆ NTM ก่อนท าการทดสอบความไวต่อยา ดว้ยอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ที่มีส่วนผสมของสาร  
PNB มีความแม่นย าสูงถึงรอ้ยละ 98.96 ค่าความจ าเพาะ (specificity) เท่ากับรอ้ยละ 100 หากเกิดการ
ปนเป้ือนของเชือ้กลุม่อื่นๆ เช่น NTM  ก็ท าใหส้ามารถสงัเกตเุห็นลกัษณะโคโลนีไดท้นัที  ท าใหส้ามารถน าเชือ้
ไปขจดัสิ่งปนเป้ือนแลว้ท าการจ าแนกเชือ้โดยการท า Isolation เชือ้ต่อไปเหมาะสมแก่การท าก่อนที่จะน าไป
ทดสอบความไวต่อยา เพื่อใหส้ามารถทดสอบความไวต่อยาไดท้กุราย และรายงานผลใหก้บัแพทยไ์ด ้เพื่อท า
การวินิจฉัยใหก้บัผูป่้วยไดทุ้กราย เพื่อลดการแพร่กระจายของวณัโรคและวณัโรคดือ้ยา และเพื่อเป็นไปตาม
ตวัชีว้ดัเชิงคณุภาพของระบบหอ้งปฎิบติัการดา้รเทคนิค และเปา้หมายผลสมัฤทธิ์ของงานทดสอบความไวต่อ
ยาต่อไป 
สรุป 
           ผลการจ าแนกชนิดของเชือ้ M. tuberculosis complex (MTBC) และ Non-tuberculous 
mycobacteria (NTM) โดยวิธีการเพาะเลีย้งเชือ้ดว้ยอาหารเหลวเลีย้งเชือ้ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน (Gold 
standard) ดว้ยเครื่องอตัโนมติั BACTEC MGIT 960™ เครื่องแสดงผลบวก จ านวน 480 ตวัอย่าง และ
ยืนยนัผลการทดสอบของกลุ่มเชือ้ MTBC จ านวน 458 ตวัอย่าง และ NTM จ านวน 22 ตวัอย่าง แลว้ท าการ
ทดสอบดว้ยวิธี Immunochromatography (ICA) พบว่ามีค่าความไว (sensitivity) เท่ากบัรอ้ยละ 97.38, 
ความจ าเพาะ (specificity) เท่ากบัรอ้ยละ 100, ค่าพยากรณผ์ลบวก (positive predictive value) เท่ากบั
รอ้ยละ 100, ค่าพยากรณผ์ลลบ (negative predictive value) เท่ากบัรอ้ยละ 64.71 และค่าความถกูตอ้ง 
แม่นย า (accuracy) เท่ากบัรอ้ยละ 97.50 เมื่อเทียบกบัการเพาะเลีย้งเชือ้ดว้ยอาหารเหลวเลีย้งเชือ้วิธี
มาตราฐาน (Gold standard) แต่เกิดผลลบปลอมแต่ไม่พบการเกิดผลบวกปลอม ในการทดสอบพบผลลบ
ปลอมที่เกิดขึน้น่าจะมีสาเหตมุาจากเชือ้มีการกลายพนัธุข์องยีน mpt64 ที่สรา้งโปรตีน MPT64 ซึ่งมกัเกิดกบั
ตวัอย่างที่ดือ้ยาวณัโรค แต่ไม่พบการเกิดผลบวกปลอมอาจเนื่องมาจากการจ าแนกเชือ้ในการศกึษาครัง้นี ้
ตวัอย่างของ NTM ค่อนขา้งนอ้ย จึงท าใหไ้ม่พบผลปลอมแมแ้ต่รายเดียว 
              จากการศึกษาดว้ยอาหารแข็งเลีย้งเชือ้ที่มีส่วนผสมของสาร PNB 500 µg/ml กบักลุ่มเชือ้ที่ท าการ
เพาะเลีย้งเชือ้ดว้ยอาหารเหลวเลีย้งเชือ้ด้วยเครื่องอัตโนมัติ BACTEC MGIT 960™ เครื่องแสดงผลบวก 
จ านวน 480 ตวัอย่าง โดยเป็นกลุ่มเชือ้ MTBC จ านวน 458 ตวัอย่าง และกลุ่มเชือ้ NTM จ านวน 22 ตวัอย่าง 
พบว่าในกลุ่มเชือ้ MTBC และกลุ่มเชือ้ NTM การทดสอบพบการเกิดผลลบปลอมแต่ไม่พบการเกิดผลบวก
ปลอมเช่นกัน มีค่าความไว (sensitivity) เท่ากับรอ้ยละ 98.91, ความจ าเพาะ (specificity) เท่ากับรอ้ยละ 



100, ค่าพยากรณ์ผลบวก (positive predictive value) เท่ากับรอ้ยละ 100, ค่าพยากรณ์ผลลบ (negative 
predictive value) เท่ากบัรอ้ยละ 81.48 และค่าความถกูตอ้ง แม่นย า (accuracy) เท่ากบัรอ้ยละ 98.96 ดว้ย
ค่าความถูกตอ้ง แม่นย า มีประสิทธิภาพที่สูงเมื่อเทียบกับการเพาะเลีย้งเชื ้อดว้ยอาหารเหลวเลีย้งเชือ้วิธี
มาตราฐาน (Gold standard)  วิธีการตรวจที่ง่าย เพราะสามารถท าไปพรอ้มๆกบัการเพาะเลีย้งเชือ้ จึงเหมาะ
ส าหรบัหอ้งปฏิบติัการชนัสตูรวณัโรคที่จะน ามาใชใ้นการจ าแนกกลุ่มเชือ้ MTBC ก่อนท าการทดสอบความไว
ต่อยาเพราะค่าความไว (sensitivity) เท่ากับรอ้ยละ 98.91, ความจ าเพาะ (specificity) เท่ากับรอ้ยละ 100 
เพราะค่าความถูกตอ้งแม่นย าสูงถึงรอ้ยละ 98.96  แต่อย่างไรก็ตามเนื่องจากการทดสอบนีม้ีผลลบปลอม
เกิดขึน้ซึ่งน่าจะเกิดจากการหยดเชือ้ที่มีค่าความเขม้ขน้สูงเกินไป(Over inoculum) หรือเกิดการจากการ
ปนเป้ือนระหว่างการท าการทดสอบ (คน , อุปกรณ์และสิ่งแวดล้อม) หรือมีการผสม (Mix) ของกลุ่มเชื ้อ 
MTBC กบั NTM 
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