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Abstract   

Tuberculosis is a respiratory disease caused by Mycobacterium tuberculosis, which is a major 

contagious disease and a public health concern. Accurate and rapid diagnosis will help to reduce the 

spread of tuberculosis infection. Currently, MALDI-TOF MS technique is used to identify bacteria 

and fungi including M. tuberculosis due to its high sensitivity and specificity and low diagnostic cost 

per case. However, the mycobacterial cell wall is composed of thick lipid that makes it difficult to 

extract proteins for identification by this technique. Therefore, a new protein extraction method for 

M. tuberculosis is developed by ultrasonic (SM) to speed up cell wall rupture resulting in protein 

extraction time reduction when comparing with routine methods (RM). Five isolates of                      

M. tuberculosis strain H37Ra ATCC 25177 and 32 clinical isolates of M. tuberculosis confirmed 

were cultured on LJ medium for 3-4  weeks prior to protein extraction by RM and SM methods 

followed by identification using MALDI-TOF MS. The result of protein extraction by the RM and 

the SM of 37 isolates presented the highly probable species identification (log score ≥ 2 .000 ) as 

72.97% and 75.67%, respectively and probable genus identification (log score 1.700-1.999) as 

27.03% and 24.33% , respectively. The ability of the SM and RM methods to identify up to the 

species level were not significantly different (p = 0.544, 95%CI = -0.112-0.208). In conclusion, 

the protein extraction of M. tuberculosis by SM method can be used instead of RM method. Moreover, 

the new method also reduces the sample preparation time at least 38 minutes per sample. 
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บทคดัย่อ   

วัณโรคเป็นโรคระบบทางเดินหายใจที่เกิดจากเชื้ อวัณโรค (Mycobacterium tuberculosis) ซึ่งเป็น

โรคติดต่อที่ส าคัญและเป็นปัญหาสาธารณสขุ การวินิจฉัยการติดเชื้อวัณโรคที่ถูกต้องและรวดเรว็ จะช่วยลด

การแพร่กระจายของเชื้ อวัณโรค ปัจจุบันเทคนิค MALDI_TOF MS ถูกน ามามาใช้ในการแยกพิสูจน์ชนิด

ของเชื้ อแบคทเีรียและรา รวมทั้งเชื้ อวัณโรค เนื่องจากมีความไวและความจ าเพาะสูง และค่าใช้จ่ายในการ

ตรวจวินิจฉัยต่อรายต ่า อย่างไรกต็าม ผนังเซลล์ของเชื้ อมัยโคแบคทีเรียประกอบด้วยไขมันที่หนา ท าให้

ยากต่อการสกัดโปรตีนเพื่อน าไปแยกพิสูจน์ชนิดของเชื้ อด้วยเทคนิคนี้  ดังนั้นงานวิจัยนี้ จึงได้พัฒนาวิธกีาร

สกัดโปรตีนของเชื้ อวัณโรคด้วยการใช้อัลตร้าโซนิคมาช่วยท าให้ผนังเซลล์แตกได้เรว็ขึ้น ช่วยลดเวลาการ

สกัดโปรตีนลงเปรียบเทียบกับวิธีสกัดโปรตีนที่ใช้ในงานประจ า โดยเพาะเล้ียง เชื้ อวัณโรคสายพันธุ์

มาตรฐาน H37Ra ATCC 25177 จ านวน 5 ไอโซเลท และเชื้ อวัณโรคจ านวน 32 ไอโซเลท ที่แยกได้จาก

ผู้ ป่วย ลงบนอาหาร LJ เป็นเวลา 3-4 สัปดาห์ ก่อนน าไปสกัดโปรตีนด้วย วิธีที่ใช้ในงานประจ า (RM) 

และใช้เคร่ืองอัลตร้าโซนิค (SM) และท าการแยกพิสูจน์เชื้ อด้วยเทคนิค MALDI_TOF MS ผลการสกัด

โปรตีนของเชื้ อวัณโรคทั้ง 37 ไอโซเลท ด้วยวิธี RM และ SM พบว่าเชื้ อสามารถแยกได้ถึงระดับสปีชีส์ 

(log score ≥ 2.000) เท่ากับ ร้อยละ 72.97 และ 75.67 ตามล าดับ และ แยกได้ถึงระดับจีนัส          

(log score 1.700-1.999) เท่ากบั ร้อยละ 27.03 และ 24.33 ตามล าดับ ความสามารถของวิธ ีSM และ 

RM ในการแยกได้ถึงระดับสปีชีส์ ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญสถิติ (p = 0.544, 95%CI = -0.112-

0.208) สรุปได้ว่าผลการสกัดโปรตีนของเชื้ อวัณโรคด้วยวิธี SM สามารถใช้แทนวิธี RM ได้ นอกจากนี้ วิธี

ใหม่ยังช่วยลดเวลาในการเตรียมตัวอย่าง เมื่อเทยีบกับวิธีใช้ในงานประจ าอย่างน้อย 38 นาทต่ีอตัวอย่าง
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บทน า 

วัณโรคเป็นโรคระบบทางเดินหายใจที่เกิดจากเชื้ อ Mycobacterium tuberculosis ซึ่งเป็นปัญหา

ของสาธารณสุขในประเทศไทย องค์การอนามัยโลกได้จัดให้ประเทศไทยเป็น 1 ใน 30 ประเทศของโลกที่

มีปัญหาผู้ป่วยติดเชื้อวัณโรคและวัณโรคที่สมัพันธก์บัการติดเชื้อเอชไอวี(1) จากการตรวจวินิจฉัยเชื้อวัณโรค

โดยวิธกีารเพาะเลี้ยงเชื้ อบนอาหารเล้ียงเชื้อถือเป็นวิธีมาตรฐาน (gold standard) โดยการเพาะเชื้อสามารถ

เพาะเชื้อบนอาหารแขง็เช่น Ogawa และ Lowenstein-Jensen (LJ) media ใช้เวลานาน 4-8 สปัดาห์ หรือ

การเพาะเชื้ อในอาหารเหลว modified Middlebrook 7H9 broth เช่น BACTECTM MGITTM 960 System 

ใช้เวลาประมาณ 2-6 สปัดาห์ ซึ่งวิธีนี้ ใช้เวลานาน ท าให้เกดิการแพร่กระจายของเชื้อวัณโรคที่รุนแรงออกสู่

ชุมชน จึงน าวิธีทางอณูชีววิทยามาใช้ในงานประจ า เพื่อลดเวลาตรวจหาเชื้ อวัณโรคทางห้องปฏิบัติการ

แพทย์ ให้ทราบผลการตรวจวิเคราะห์ได้เร็วขึ้น และเลือกวิธีรักษาได้อย่างมีประสิทธิภาพ ลดโอกาสการ

แพร่กระจายของเชื้ อวัณโรคดื้อยาหลายขนานไปสู่ชุมชน อย่างไรกต็ามเทคนิคทางอณูชีววิทยา มีค่าใช้จ่าย

ในการตรวจวินิจฉัยต่อรายสูง ต้องใช้บุคลากรที่ผ่านการฝึกอบรมมาเฉพาะในการตรวจวิเคราะห์และแปล

ผล เกิดขยะจากอุปกรณ์มาก ปัจจุบันได้น าเทคนิค MALDI-TOF MS มาตรวจวินิจฉัยเชื้ อจุลชีพในงาน

ประจ าทางห้องปฏบิัติการทางการแพทย์กนัอย่างกว้างขวาง ท าให้ตรวจวินิจฉัยเชื้อจุลชีพได้ถูกต้อง รวดเรว็ 

โดยเฉพาะเชื้ อแบคทีเรียและเชื้ อรา(2,7) ราคาค่าตรวจไม่แพง แม้ว่าราคาในตอนแรกที่วางเคร่ืองและ

อุปกรณ์ต่าง ๆ จะมีราคาสูง แต่ราคาการตรวจวินิจฉัยเชื้ อต่อรายต ่ากว่าวิธีทางอณูชีววิทยาอื่น  ๆ(3) เช่น 

การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (Polymerase Chain Reaction; PCR) หรือการหาล าดับเบส ประโยชน์ของ

เทคนิค Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometer (MALDI-

TOF MS) คือใช้ปริมาณเซลล์น้อย แค่ใช้บางส่วนของโคโลนีมาเสมียร์บนเพลท เตรียมสารละลายเมทริกซ์

ทิ้งไว้ให้แห้ง และใส่เข้าเครื่อง mass spectrometer วัดมวลต่อประจุของโปรตีนหรือไขมันของเชื้อที่ต้องการ 

เทคนิคนี้ วิเคราะห์ไอออนที่มีประจุทลีะอัน เมื่อวัดมวลต่อประจุแล้วจะถูกน าไปเทยีบกับฐานข้อมูลมวลต่อ

ประจุที่ทราบแล้วในโปรแกรม ดังนั้นจุลชีพที่ไม่รู้ จักจะถูกจ าแนกได้ในระดับแฟมมิล่ี  จีนัสและสปีซีส์      

แต่ส าหรับการตรวจหาเชื้อวัณโรคหรือเชื้อกลุ่มมัยโคแบคทเีรีย ต้องผ่านขบวนการสกดัโปรตีนซึ่งเป็นความ

ยุ่งยากและอุปสรรคที่ส าคัญก่อนตรวจด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS(4) เนื่องจากเชื้อกลุ่มมัยโคแบคทเีรีย

มีผนังเซลล์ส่วนใหญ่เป็นไขมัน ต้องท าลายผนังเซลล์ของเชื้ อเพื่อน าโปรตีนในไซโตพลาสซึมของเชื้ อ

ออกมาตรวจ การสกัดโปรตีนของเชื้ อกลุ่มมัยโคแบคทเีรียมีหลายวิธี เช่นการสกัดโปรตีนด้วยวิธมีาตรฐาน

ที่นิยมใช้ในการงานประจ าเรียกว่าวิธี Routine method (RM)(4-6) หรือการศึกษาของ Pastrone L. และ

คณะในปี พ.ศ.2566 เรียกว่าวิธ ีMycoEX(7) ซึ่งการท าลายผนังเซลล์ของเชื้อไม่ดีส่งผลให้ประสิทธิภาพใน

การตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS ลดลง(4) หรือการศึกษาของ Melendhran Pillay และ
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คณะ ในปีพ.ศ. 2565(8) ได้ใช้ chloroform และ methanol ในการก าจัดไขมัน และแยกโปรตีนของเชื้อกลุ่ม          

มัยโคแบคทเีรียออกมา ก่อนตรวจด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS นอกจากนั้นการเตรียมตัวอย่างเชื้อกลุ่ม

มัยโคแบคทีเรียวิธีนี้ ท าให้เสียเวลา และเปลืองแรงงานมาก(5) โดยการสกัดโปรตีนมีหลายขั้นตอน(6) เร่ิม

จากต้มโคโลนีของเชื้ อในน า้ปราศจากเชื้ อในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 95 

องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ป่ันตก น ามาต าด้วย plastic micropestle เติม 70% เอทานอล ป่ันล้าง      

ดูด 70% เอทานอลออก เปิดฝาหลอดและรอเอทานอลระเหย เป็นเวลา 15 นาท ีต่อมาเติมเมด็แก้ว และ 

70% formic acid น าไปป่ันผสม (vortex) นาน 10 นาที เติม 100% acetonitrile น าไป vortex  นาน     

10 นาท ีซึ่ง 1 รายจะใช้เวลาในการสกัดโปรตีนประมาณ 2 ชั่วโมง จึงมีการศึกษาหลายการศึกษาที่จะลด

เวลาการสกัดโปรตีนของเชื้ อกลุ่มมัยโคแบคทีเรีย ซึ่ งวิธีที่นิยมใช้คือน าโคโลนีของเชื้ อใส่ในหลอด 

microTUBESTM ที่บรรจุเม็ดแก้วขนาด 0.5 มิลลิเมตรและสารเคมี 70% formic acid และ 100% 

acetonitrile ร่วมกับเคร่ืองอัลตร้าโซนิคที่ เรียกว่า Adaptive Focused AcousticsTM (AFA) ซึ่ งใช้คล่ืน

ความถี่สูงเพื่อท าลายผนังเซลล์ได้อย่างรวดเรว็(4,5,8) แต่ข้อเสียของวิธีนี้ คือการน าเชื้ อมาทดสอบโดยที่ยัง

ไม่ได้ฆ่าเชื้ อด้วยการต้มก่อน อาจจะไม่เหมาะที่จะใช้ในงานประจ าของห้องปฏิบัติทางการแพทย์ ที่เป็น

ห้องปฏิบัติการทางชีวภาพระดับ 2 และเคร่ืองอัลตร้าโซนิคชนิด AFA มีราคาสูง จากการศึกษาของ         

สุวัชรีพร โรจน์ชีวพันธ์ และคณะในปี พ.ศ.2562(6) พบว่าการเติมสารเคมี 70% formic acid และ 100% 

acetonitrile ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 นาน 5 นาท ีสามารถฆ่าเชื้ อกลุ่มมัยโคแบคทีเรียได้ โดยไม่ต้องฆ่าเชื้ อ

ด้วยการต้ม ในงานวิจัยของ Lisa Pastrone และคณะในปี พ.ศ.2566(7)  ได้น าเอาวิธสีกัดโปรตีนโดยใช้ชุด

ตรวจ MBT Mycobacteria Kit ที่ใช้สารเคมีแทนเคร่ืองอัลตร้าโซนิค บ่มเชื้ อในชุดตรวจนี้ ที่อุณหภูมิห้อง

นาน 30 นาที และเติม 70% formic acid และ 100% acetonitrile ผสมให้เข้ากัน ป่ันตกที่ 13,000 รอบ

ต่อนาที นาน 2 นาที น าไปหยดลง MALDI plate ใช้เวลาสกัดโปรตีนนาน 40 นาที งานวิจัยที่กล่าวมามี

การพัฒนาวิธีการสกัดโปรตีนของเชื้ อกลุ่มมัยโคแบคทเีรีย เพื่อลดระยะเวลาการสกัดให้เหมาะสมกับงาน

ประจ ามากขึ้น การศึกษาของ David Rodriguez-Temporal และคณะ ปีพ.ศ.2565(9) ได้ส่งเชื้ อกลุ่มมัยโค

แบคทีเรียให้กับ 15 ห้องปฏิบัติการใน 9 ประเทศแถบยุโรป เพื่อตรวจวินิจฉัยเชื้ อกลุ่มมัยโคแบคทีเรีย

ด้วยวิธี MALDI-TOF MS ซึ่งผลที่ออกมาคือสามารถวินิจฉัยเชื้ อได้ในระดับจีนัสและสปีชีส์จ านวน               

8 ห้องปฏบิัติการและวินิจฉัยเชื้อได้ระดับจีนัสจ านวน 4 ห้องปฏบิัติการได้ครบทุกตัวอย่าง โดยข้อแตกต่าง

ของแต่ละห้องปฏิบัติการอยู่ที่วิธีการสกัดโปรตีน มีทั้งห้องปฏิบัติการที่เลือกใช้วิธีการสกัดโปรตีนที่ใช้ใน

งานประจ า (RM) และเลือกใช้การสกัดโปรตีนด้วยเคร่ืองอัลตร้าโซนิคชนิด AFA รวมทั้งยังขึ้นกับทักษะ

ของเจ้าหน้าที่ที่สกัดโปรตีน และการปรับปรุงฐานข้อมูลมวลโปรตีนต่อประจุของเชื้ อกลุ่มมัยโคแบคทีเรีย

ในโปรแกรมตรวจวิเคราะห์ ดังนั้นการศึกษานี้ จะเลือกจุดเด่นของวิธีสกัดโปรตีนที่ปลอดภัย เรว็ ประหยัด

แรงงาน โดยยังคงขั้นตอนการฆ่าเชื้ อมัยโคแบคทเีรียด้วยความร้อนไว้ และลดขั้นตอนการสกัดโปรตีนด้วย

เคร่ืองอัลตร้าโซนิคที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการที่ใช้ probe จุ่มลงในหลอดตัวอย่าง ราคาเคร่ืองอัลตร้าโซนิค   

ไม่สูงมาก แทนการป่ันผสมด้วยเม็ดแก้วขนาด 0.5 มิลลิเมตร และสารเคมี 70% formic acid และ       

100% acetonitrile ที่ใช้เวลานาน ขอเรียกว่าวิธี Sonication method (SM) โดยสามารถตรวจวินิจฉัยเชื้ อ
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กลุ่มมัยโคแบคทีเรียได้ในระดับจีนัสและ/หรือสปีซีส์ ได้ ซึ่งดูได้จากการน ามวลโปรตีนต่อประจุที่ตรวจใน  

แต่ละวิธีเทยีบกับข้อมูลมวลต่อประจุที่ทราบจากฐานข้อมูลของโปรแกรมแปลผล หาความเข้ากันได้มากที่สุด

แปลผลออกมาเป็นค่า logarithmic (log) score  โดยค่า log scores ≥ 2.000 แปลว่าสามารถตรวจวินิจฉัย

ได้ในระดับจีนัสและสปีซีส์ ถ้า log scores อยู่ระหว่าง 1.700 ถึง 1.999 ตรวจวินิจฉัยได้ในระดับจีนัสและค่า  

scores <1.700 การตรวจวินิจฉัยไม่น่าเชื่อถือ(10) ดังนั้นการศึกษานี้ เพื่อพัฒนาวิธีการสกัดโปรตีนจากเชื้ อ 

วัณโรคส าหรับการตรวจพิสูจน์และแยกชนิดชองเชื้ อวัณโรคด้วยเคร่ือง MALDI-TOF MS ที่สามารถลด

เวลาในการสกัดโปรตีน และยังคงให้ประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉัยเชื้ อวัณโรคที่ไม่แตกต่างกับวิธีสกัด

โปรตีนจากเชื้อวัณโรคที่ใช้ในงานประจ า 

 

วสัดุและวิธีการศึกษา 

การวิจัยเชิงทดลองทางห้องปฏิบัติการ (Laboratory research) โดยศึกษาเปรียบเทียบวิธีการสกัด

โปรตีน 2 วิธด้ีวยตัวอย่างเดียวกนั เป็นตัวอย่างที่เหลือจากการตรวจยืนยันเชื้อ    วัณโรคด้วยวิธ ีreal-time 

PCR และเกบ็ในตู้แช่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ตั้งแต่เดือนตุลาคม 2562 ถึง เดือนกันยายน 2563 

โดยการสุ่มเลือกตัวอย่างแบบไม่ซ ้าจ านวน 32 ตัวอย่าง ที่ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ด้านควบคุมโรค 

ส านักงานป้องกันควบคุมโรคที่ 5 จังหวัดราชบุรี  ซึ่งได้ขออนุญาตใช้ตัวอย่างที่เหลือจากผู้อ านวยการ

ส านั ก งาน ป้องกันควบคุม โรคที่  5  จั งหวั ดร าชบุ รี  ร วมทั้ งจดแ จ้ งการครอบครอง เชื้ อ กับ

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ และขอจริยธรรมวิจัยกับมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ในการศึกษานี้  ซึ่งไม่ได้ขอ

เกบ็ตัวอย่างจากผู้ป่วยเพิ่มเติม ร่วมกบัตัวอย่างเชื้อ  วัณโรคสายพันธุ์มาตรฐาน H37Ra ATCC 25177 ที่ 

subculture จากสายพันธุ์นี้ จ านวน 5 หลอดทดลองจากห้องปฏิบัติการของคณะสหเวชศาสตร์  

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ รวมทั้งสิ้นจ านวน 37 ตัวอย่าง โดยขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างและฆ่าเชื้อวัณโรค

จะท าในห้องปฏบิัติการความดันลบที่ส านักงานป้องกนัควบคุมโรคที่ 5 จังหวัดราชบุรี 

ขั้นตอนการด าเนินงานวิจัย เพาะเล้ียงเชื้ อวัณโรคสายพันธุ์มาตรฐาน H37Ra ATCC 25177 

จ านวน 5 ตัวอย่าง และเชื้อวัณโรคที่เพาะแยกจากสิ่งส่งตรวจที่เหลือจากการตรวจทางห้องปฏบิัติการที่เป็น

งานประจ า จ านวน 32 ตัวอย่าง บนอาหารเล้ียงเชื้ อ LJ Medium เป็นเวลา 3- 4 สัปดาห์ น าโคโลนีของ

เชื้ อวัณโรคที่เพาะเล้ียงได้มาสกัดโปรตีนด้วยวิธีที่ใช้ในงานประจ า (Routine Method, RM) และวิธีใช้

เคร่ืองอลัตร้าโซนิค (Sonication Method, SM) โดยวิธกีารสกดัของทั้ง 2 วิธมีีรายละเอยีดดังนี้    

การสกัดโปรตีนด้วยวิธี RM ดัดแปลงจากวิธีของสุวัชรีพร โรจน์ชีวพันธ์ และคณะ (6) ใช้ 

zirconia/silica beads ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 มิลลิเมตร แทนวิธีดั้งเดิม โดยเขี่ยโคโลนีเชื้ อวัณโรค  

1 loop ขนาด 10 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มีน า้กล่ันปราศจากเชื้ อ

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 30 วินาที ป่ันตกที่ความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา    

2 นาท ีดูดสารละลายส่วนใสที่เหลือออก เติมน า้กล่ันปราศจากเชื้อปริมาตร 500 ไมโครลิตร ต้มที่อุณหภูมิ 

95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ีเพื่อท าการฆ่าเชื้ อใช้ plastic micropestle ต าเชื้ อภายในหลอดให้เข้า

กนั ผสมให้เข้ากนัเป็นเวลา 30 วินาท ีป่ันตกที่ความเรว็ 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาท ีดูดของเหลวทิ้งให้

หมด เติม 70% เอทานอล ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั 1 นาท ีและน าไปป่ันที่ความเรว็ 13,000 
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rpm เป็นเวลา 2 นาท ีดูดสารละลายส่วนใสที่เหลือออกให้หมด เปิดฝาทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 

นาที เติมเมด็แก้วขนาด 0.5 มิลลิเมตร ลงไปประมาณ 6-10 เมด็ เติม 70% Formic acid ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันนาน 1 นาที พัก 1 นาที นับเป็น 1 รอบท าซ ้าอีก 9 รอบ เพื่อป้องกันการเกิด

ความร้อนสูง ที่สามารถท าลายโปรตีนที่ได้จากการสกัด จากนั้นเติม 100% acetonitrile ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันนาน 1 นาที พัก 1 นาที นับเป็น 1 รอบท าซ ้าอีก 9 รอบ ป่ันตกที่ความเร็ว 

13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาท ี 

การสกดัโปรตีนดว้ยวิธี SM เร่ิมจากใช้ loop ขนาด 10 ไมโครลิตร เขี่ยโคโลนีมาเตม็ 1 loop ใส่ใน

หลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มีน า้กล่ันปราศจากเชื้อปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า

กนัเป็นเวลา 30 วินาท ีป่ันตกที่ความเรว็ 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาท ีดูดสารละลายส่วนใสที่เหลือออก 

เติมน า้กล่ันปราศจากเชื้ อปริมาตร 500 ไมโครลิตร ต้มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

เพื่อท าการฆ่าเชื้ อใช้ plastic micropestle ต าเชื้ อภายในหลอดให้เข้ากัน ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 30 วินาที 

ป่ันตกที่ความเรว็ 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาท ีดูดของเหลวทิ้งให้หมด เติม 70% เอทานอล     ปริมาตร 

1.2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน  1 นาที และน าไปป่ันที่ความเร็ว 13 ,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที                 

ดูดสารละลายส่วนใสที่เหลือออกให้หมด เปิดฝาทิ้งไว้ที่อุณหภมูิห้อง ประมาณ 15 นาท ีเติม 70% Formic 

Acid ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันนาน 1 นาท ีน าไปท า Ultrasonication โดยวางหลอดทดลอง

บนน า้แขง็ในขณะที่ใช้เคร่ือง Ultrasonic เป็นเวลา 1 นาท ีเติม 100% acetonitrile ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

ผสมให้เข้ากนันาน 1 นาท ี

น าตัวอย่างโปรตีนที่สกัดได้จากทั้ง 2 วิธีหยดลงบน MALDI plate หลุมละ 1 ไมโครลิตร จ านวน 4 

หลุม ทิ้ งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง เติม α-Cyano-4-Hydroxycinnamic Acid (HCCA) matrix ลงบน 

MALDI plate หลุมละ 1 ไมโครลิตร เมื่อตัวอย่างแห้ง น า  MALDI plate เข้าเคร่ือง MALDI-TOF 

instrument (Autoflex II, Bruker Daltonics, Bremen, Germany) และหยดตัวควบคุม Bruker bacterial 

test standard (BTS) (Bruker Daltonics, Germany) มีมวลโปรตีนในช่วง  3.6 ถึง  17 กิโลดาลตัน       

หลุมละ 1 ไมโครลิตร จ านวน 2 หลุม เพื่อใช้ calibration ก่อนการทดสอบทุกคร้ัง เปิดโปรแกรม 

FlexControlTM ในการยิงเลเซอร์ ตั้งค่า positive linear mode เกบ็ค่ามวลต่อประจุ mass/charge (m/z) 

ratio ในช่วง 2000–20,000 ดาลตัน และ เร่งโวลต์ที่ 20 กโิลโวลต์ จะได้มวลโปรตีนต่อประจุของตัวอย่าง

ทดสอบและถูกน าไปเทยีบกับข้อมูลมวลโปรตีนต่อประจุที่รู้แล้ว เพื่อตรวจวินิจฉัยเชื้ อกลุ่มมัยโคแบคทีเรีย

ได้ในระดับจีนัสและสปีซีส ์ 

การวิเคราะหข์อ้มูล (Data analysis) แต่ละตัวอย่างจะท าซ า้ 4 คร้ังและน าค่ามวลโปตีนต่อประจุ

ที่ตรวจวัดได้แต่ละค่า มาเทยีบกับฐานข้อมูลมวลโปรตีนต่อประจุที่ทราบแล้ว รายงานออกมาเป็นเชื้ อกลุ่ม

มัยโคแบคทีเรียในระดับจีนัสและ สปีซีส์ ร่วมกับค่า  log score ด้วยโปรแกรม MBT compass library 

version 10 (2020) มีฐานข้อมูลมวลต่อประจุของเชื้ อแบคทีเรียจ านวน 9,607 ค่า น ามวลโปรตีนต่อ

ประจุที่ตรวจในแต่ละวิธีเทยีบกับข้อมูลมวลต่อประจุที่ทราบจากฐานข้อมูลของโปรแกรมแปลผล หาความ

เข้ากันได้มากที่สุดแปลผลออกมาเป็นค่า logarithmic (log) score  โดยค่า log scores ≥ 2.000 แปลว่า

สามารถตรวจวินิจฉัยได้ในระดับจีนัสและ  สปีซีส์ ถ้า log scores อยู่ระหว่าง 1.700 ถึง 1.999 ตรวจ
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วินิจฉัยได้ในระดับจีนัส และค่า scores <1.700 การตรวจวินิจฉัยไม่น่าเชื่อถือ และน าค่า log score ที่ได้

จากวิธ ีRM และ SM มาเปรียบเทยีบกนัด้วยวิธทีางสถิติ independent sample T test 

 

ผลการศึกษา 

การเปรียบเทียบวิธีการสกดัโปรตีนของเช้ือวณัโรคระหว่างวิธีที่ใชใ้นงานประจ า (RM) และ

วิธีใชเ้คร่ือง อลัตรา้โซนิค (SM) เมื่อน าโปรตีนของเชื้ อวัณโรคสายพันธุ์ H37Ra ATCC 25177 ที่สกัด

โดยวิธี RM และ SM ตรวจวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง MALDI-TOF MS จะพบรูปแบบมวลโปรตีนดังแสดงใน

ภาพที่ 1 ซึ่งเป็นตัวอย่างรูปแบบมวลโปรตีนต่อประจุของเชื้ อวัณโรคสายพันธุ์ H37Ra ATCC 25177 

จ านวน 1 ตัวอย่างจากทั้งหมด 5 ตัวอย่างที่สกัดโปรตีนด้วยวิธี RM เทียบกับวิธี SM เมื่อน าไปหาค่า     

log score ด้วยโปรแกรม MBT compass library version 10 (2020) ตัวอย่างนี้ ให้ค่า log score ด้วยวิธี 

RM และ SM เท่ากับ 2.450 และ 2.420 ตามล าดับ ผล log score ≥ 2.000 แปลผลได้ในระดับจีนัส

และสปีซีส์ว่าเป็นเชื้ อ      M. tuberculosis สายพันธุ์ H37Ra ATCC 25177 ทั้ง 2 วิธี ทดสอบอีก 4 

ตัวอย่าง ค่า log score ที่ได้แสดงในตารางที่ 1 ซึ่งทั้ง 5 ตัวอย่างให้ผล log score ≥ 2.000 แปลผลได้ใน

ระดับจีนัสและสปีซีสว่์าเป็นเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ ์H37Ra ATCC 25177 ทั้ง 2 วิธ ี

ภาพที่ 1 ตัวอย่างมวลโปรตีนต่อประจุของเชื้ อวัณโรคสายพันธุ์มาตรฐาน H37Ra ATCC 25177 วิธีที่ใช้

ในงานประจ า (RM) และใช้เคร่ืองอลัตร้าโซนิค (SM) 

 

 

 

 

 

 

 

ตัวอย่างเชื้ อวัณโรคที่เหลือจากการส่งตรวจหาเชื้ อวัณโรคและวัณโรคดื้ อยาที่ห้องปฏิบัติการ

ทางการแพทย์ด้านควบคุมโรค ส านักงานป้องกันควบคุมโรคที่ 5 จังหวัดราชบุรี จ านวน 32 ตัวอย่าง     

มาเล้ียงบนอาหารเลี้ยงเชื้ อ LJ Medium เป็นเวลา 3- 4 สปัดาห์ น าโคโลนีของเชื้อวัณโรคที่เพาะได้มาสกัด

โปรตีน ด้วยวิ ธี  RM และ  SM ตั วอ ย่ า งรูปแบบมวลโปรตีน ต่อประ จุที่ ไ ด้แสดงดั งภาพที่  2                  

รูปแบบมวลโปรตีนต่อประจุของเชื้ อวัณโรคที่แยกได้จากผู้ป่วย โดยวิธี RM เทยีบวิธี SM จาก 1 ตัวอย่าง 

โดยเมื่อน าไปหาค่า log score ด้วยโปรแกรม MBT compass explorer, library version 4.1 (2020)     

Routine Method (RM) 

Sonication Method (SM) 
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ให้ค่า log score ด้วยวิธี RM และ SM เท่ากับ 2.170 และ 2.130 ตามล าดับ ให้ผล log score ≥ 2.000 

แปลผลได้ในระดับจีนัสและสปีซีส์ว่าเป็นเชื้ อ M. tuberculosis ทั้ง 2 วิธี เมื่อตรวจตัวอย่างเชื้ อวัณโรคเพิ่ม

อกี 31 ตัวอย่างค่า log score ที่ได้แสดงในตารางที่ 2  

ภาพที่ 2 ตัวอย่างมวลโปรตีนต่อประจุของเชื้อวัณโรคที่แยกได้จากผู้ป่วย โดยวิธี RM เทยีบกบัวิธ ีSM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 1 แสดงค่าเฉล่ีย log score ของเชื้อวัณโรคที่ท าซ า้ตัวอย่างละ 4 หลุมทดสอบ จ านวน 37 

ตัวอย่าง โดยวิธ ีRM เทยีบกบัวิธ ีSM 

ตัวอย่างเชื้อวัณโรคจาก

สิ่งส่งตรวจ 

ค่าเฉล่ีย log score 

วิธ ีRM วิธ ีSM 

1 2.450(2.410-2.490) 2.420(2.380-2.470) 

2 2.490(2.450-2.550) 2.360(2.280-2.420) 

3 2.540(2.490-2.600) 2.420(2.370-2.460) 

4 2.440(2.400-2.480) 2.340(2.280-2.400) 

5 2.420(2.350-2.510) 2.360(2.250-2.490) 

6 2.130(2.090-2.180) 2.070(2.030-2.110) 

7 2.230(2.170-2.290) 2.290(2.190-2.320) 

8 2.180(2.120-2.250) 2.140(2.370-2.470) 

9 2.250(2.180-2.320) 2.250(2.140-2.360) 

10 2.330(2.170-2.460) 2.230(2.130-2.330) 

Routine Method (RM) 

Sonication Method (SM) 
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โดยสรุปให้ผล log score ≥ 2.000 แปลผลได้ในระดับจีนัสและสปีซีส์ว่าเป็นเชื้ อ M. tuberculosis 

ด้วยวิธี RM และ SM จ านวน 27 และ 28 ตามล าดับ คิดเป็นร้อยละ 72.97 และ 75.67 ตามล าดับ และ

ให้ผล log score ในช่วง 1.700-1.999 แปลผลได้ในระดับจีนัสว่าเป็นเชื้อ M. tuberculosis complex ด้วย

วิธี  RM และ SM จ านวน 10 และ 9 ตามล าดับ คิดเป็นร้อยละ 27.03 และ  24.33 ตามล าดับ              

โดยค่าเฉลี่ย log score ในการตรวจหาเชื้อวัณโรคทั้ง 37 ตัวอย่างของวิธ ีRM และ SM มีค่ามากกว่า 2 คือ 

ตัวอย่างเชื้อวัณโรคจาก

สิ่งส่งตรวจ 

ค่าเฉล่ีย log score 

วิธ ีRM วิธ ีRM 

11 2.180(2.100-2.300) 2.060(2.000-2.140) 

12 2.000(1.850-2.120) 1.850(1.760-1.970) 

13 2.270(2.190-2.320) 2.120(2.080-2.160) 

14 2.240(2.130-2.410) 1.970(1.840-2.200) 

15 1.860(1.750-1.970) 2.080(2.010-2.140) 

16 2.120(1.950-2.280) 1.940(1.790-2.120) 

17 2.120(1.930-2.320) 2.130(1.850-2.350) 

18 2.270(2.090-2.250) 1.960(1.790-2.240) 

19 1.830(1.710-1.940) 1.870(1.760-1.970) 

20 1.910(1.790-2.070) 2.040(1.890-2.210) 

21 2.030(1.940-2.110) 2.340(2.250-2.460) 

22 2.170(2.100-2.270) 2.130(1.910-2.390) 

23 1.950(1.800-2.110) 2.080(1.890-2.310) 

24 2.200(2.120-2.340) 1.720(1.700-1.740) 

25 2.020(1.920-2.140) 2.190(1.980-2.370) 

26 2.150(1.940-2.310) 2.290(2.130-2.440) 

27 1.830(1.750-1.980) 2.010(1.900-2.170) 

28 1.980(1.830-2.160) 1.820(1.730-1.950) 

29 2.270(2.060-2.430) 2.190(1.960-2.390) 

30 2.200(2.010-2.400) 1.840(1.770-1.970) 

31 1.790(1.730-1.870) 2.070(1.880-2.310) 

32 2.030(1.950-2.170) 2.130(1.920-2.410) 

33 2.170(2.060-2.280) 2.020(1.800-2.300) 

34 2.040(1.830-2.250) 2.070(1.970-2.150) 

35 1.980(1.820-2.160) 1.770(1.710-1.860) 

36 1.730(1.700-1.770) 2.030(1.890-2.240) 

37 1.920(1.760-2.160) 2.290(2.070-2.450) 
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2.130 (SD 1.920-2.330) และ 2.110 (SD 1.920-2.290) ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบค่าเฉล่ีย    

log score ≥ 2.000 ระหว่างวิธ ีRM และ SM ด้วยวิธทีางสถิติ independent-sample T test ได้ค่า p value 

เท่ ากับ 0.544 แสดงว่าวิธี  SM และ RM ไ ม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญสถิติที่ ความเชื่ อมั่ น                

95% (-0.112 ถึง 0.208) 

การลดระยะเวลาการด าเนินการสกดัโปรตีนของเช้ือวณัโรคดว้ยวิธี SM 

ขั้นตอนที่มีความแตกต่างของวิธี RM และ SM ที่ท าให้ระยะเวลาการด าเนินงานของทั้ง 2 วิธีมีความ

แตกต่างกนั ดังแสดงในภาพที่ 3 

ภาพที่ 3 ขั้นตอนที่มีความแตกต่างของวิธี RM และ SM ที่ท าให้ระยะเวลาการด าเนินงานของทั้ง 2 วิธีมี

ความแตกต่างกนั 

วิธี RM 

 

 

---------------------------------------------------------------------- 

วิธี SM 

           

 

 

 

 ดังนั้นจากภาพที่ 3 แสดงให้เหน็ว่าการสกดัโปรตีนด้วยวิธ ีSM เรว็กว่าวิธ ีRM 38 นาท ีนอกจากนี้

วิธ ีSM ยังช่วยลดความเม่ือยล้าของมือผู้ปฏบิัติงานจากการป่ันผสมในวิธ ีRM 

วิจารณ ์ 

จากการเปรียบเทยีบการสกัดโปรตีนของเชื้ อวัณโรคด้วยวิธี RM และ SM เมื่อดูค่า log score ใน

แต่ละตัวอย่างของทั้ง 2 วิธ ีเมื่อเปรียบเทยีบค่าเฉล่ีย log score ≥ 2.000 ระหว่างวิธ ีRM และ SM พบว่า 

ไม่แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคัญสถิติ ซึ่งในการศึกษาของ La’Tonzia L. Adams และคณะในปีพ.ศ.2559(3) 

เปรียบเทียบการสกัดโปรตีนเชื้ อกลุ่มมัยโคแบคทีเรียระหว่างวิธี conventional method กับ AFA method 

พบว่าการสกัดโปรตีนของเชื้ อกลุ่มมัยโคแบคทเีรียด้วยวิธี AFA ได้ค่า log score ≥ 2.000 คิดเป็นร้อย

ละ 71.40 ซึ่งใกล้เคียงกับการสกัดโปรตีนด้วยวิธ ี SM ของการศึกษานี้ ที่ ได้ค่า log score ≥ 2.000     

0.5-mm–diameter silica beads + 

70% formic acid (50 µl) 

ป่ันผสม 1 นาท ีและ หยุด 1 นาท ี

ท าซ า้ 10 คร้ัง รวมใช้เวลา 20 นาท ี

100% acetonitrile (50 µl) 

ป่ันผสม 1 นาท ีและ หยุด 1 นาท ี

ท าซ า้ 10 คร้ัง รวมใช้เวลา 20 นาท ี

70% formic acid (50 µl) 

Ultrasonication นาน 1 นาท ีบนน า้แขง็ 

100% acetonitrile (50 µl) 

ป่ันผสม 1 นาท ี 

รวมใช้เวลา 

40 นาท ี

รวมใช้เวลา 

2 นาท ี
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คิดเป็นร้อยละ 75.67 หากใช้ค่า log score ≥ 1.700 วินิจฉัยเชื้ อวัณโรคแค่ระดับจีนัส คือแปลผลเป็น   

M. tuberculosis complex จะตรวจวัดได้ร้อยละ 100 ทั้ง 2 วิธ ีเหมือนการศึกษานี้ซึ่งศึกษาวิจัยอื่น ๆ(3,8,9) 

กพ็บเช่นกนั วิธกีารสกดัโปรตีนที่แตกต่างกนัท าให้ได้รูปแบบมวลโปรตีนต่อประจุที่ต่างกนั เมื่อน าไปเทยีบ

กับข้อมูลรูปแบบมวลโปรตีนของเชื้ อวัณโรคที่มีในโปรแกรมแปลผล ท าให้ค่า log score แตกต่างกัน 

ดังนั้นหากมีการปรับปรุงข้อมูลรูปแบบมวลโปรตีนต่อประจุของเชื้อวัณโรค ให้มากขึ้นจะท าให้ค่า log score 

สูงขึ้นด้วย(8) สรุปผลการสกัดโปรตีนของเชื้ อวัณโรคด้วยวิธี SM สามารถใช้แทนวิธี RM ได้ และช่วยลด

เวลาการเตรียมตัวอย่างให้ลดลงประมาณ 38 นาท ีแม้ไม่ได้ประหยัดเวลาเท่าการสกัดโปรตีนของเชื้ อกลุ่ม

มัยโคแบคทีเรียด้วยวิธีอัลตร้าโซนิคชนิด AFA ที่ใช้เวลาการสกัดโปรตีนประมาณ 5 นาที(3) และใน

การศึกษาของ David Rodriguez‑Temporal และคณะปี พ.ศ.2565(8) ที่ส่งเชื้ อกลุ่มมัยโคแบคทีเรียให้                       

14 ห้องปฏิบัติการ การสกัดโปรตีนของเชื้ อกลุ่มมัยโคแบคทีเรียด้วยวิธีอัลตร้าโซนิค แต่ไม่ได้ระบุว่าใช้

เคร่ือง AFA ซึ่ง 14 ห้องปฏิบัติการนี้ ได้ใช้เวลาการสกัดใกล้เคียงกับการศึกษาคร้ังนี้  เนื่องจากยังคง

ขั้นตอนฆ่าเชื้ อด้วยการต้มที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แต่ไม่สามารถศึกษาค่า log score ได้

เนื่องจากหากเป็นเชื้ อกลุ่มมัยโคแบคทเีรียอื่นที่ไม่ใช่เชื้ อวัณโรค จะวินิจฉัยเชื้ อในระดับจีนัสและสปีซีส์ที่ค่า 

log score ≥ 1.800 ชี้ ให้เหน็ว่าการสกัดโปรตีนจากเชื้อกลุ่มมัยโคแบคทเีรียด้วยเคร่ืองอัลตร้าโซนิค ยังคง

ขั้นตอนการต้มฆ่าเชื้ อไว้แม้จะเพิ่มเวลาการสกัดขึ้นกต็าม โดยจากการศึกษาของ Katsunao Niitsuma และ

คณะ ในปีพ.ศ.2561(4) มีการเปรียบเทยีบระหว่างการสกดัโปรตีนของเชื้อวัณโรคที่เล้ียงบนอาหารแขง็โดย

ต้มและไม่ต้มเชื้ อวัณโรคร่วมกับเคร่ืองอัลตร้าโซนิค พบว่าสามารถวินิจฉัยเชื้ อวัณโรคในระดับจีนัสและ    

สปีซีส์ มีค่า log score ≥ 2.000 ได้ร้อยละ 93.3 และ 90.0 ตามล าดับ ดังนั้นขั้นตอนการต้มช่วยเพิ่ม

ความสามารถในการตรวจวินิจฉัยเชื้ อวัณโรคที่เพิ่มขึ้น เนื่องจากการใช้อัลตร้าโซนิคเพียง 1 นาที อาจไม่

เพียงพอในการท าลายผนังเซลล์ที่หนาของเชื้ อวัณโรคได้ จึงจ าเป็นต้องต้มเชื้ อวัณโรคเพื่อท าลายผนังเซลล์ได้

ดีขึ้นและช่วยลดการติดเชื้ อวัณโรคได้ด้วย(4) รวมทั้งการสกดัโปรตีนของเชื้ อวัณโรคด้วยวิธอีัลตร้าโซนิค ช่วย

ลดความเม่ือยล้าในการเตรียมตัวอย่าง ท าให้วิเคราะห์มวลโปรตีนต่อประจุได้ง่าย จากการที่สกดัโปรตีนได้

ดี ส่งผลให้โปรตีนของเชื้ อกระจายอย่างสม ่าเสมอ ไม่ว่ายิงเลเซอร์ต าแหน่งใดกจ็ะพบโปรตีนของเชื้ อที่มี

ความเข้มข้นสูงอยู่ ผู้วิเคราะห์จึงไม่ต้องยิงเลเซอร์หลายคร้ังเพื่อหาต าแหน่งของโปรตีนของเชื้ อที่มีความ

เข้มข้นที่เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์เอง ท าให้สามารถเลือกโหมดอัตโนมัติให้เคร่ืองตรวจวิเคราะห์ยิง

เลเซอร์แทน ท าให้ลดเวลาและความเมื่อยล้าตอนการตรวจวิเคราะห์ รวมทั้งยืดอายุการใช้งานเลเซอร์ 

ประหยัดค่าใช้จ่ายในการเปลี่ยนเลเซอร์  

สรุป 

จากการเปรียบเทียบการสกัดโปรตีนของเชื้ อวัณโรคระหว่างวิธี RM และ SM ให้ค่า log score     

≥ 2.000 ร้อยละ 72.97 และ 75.67 ตามล าดับ และ ให้ค่า log score 1.700-1.999 ร้อยละ 27.03 

และ 24.33 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทยีบค่าเฉล่ีย log score ≥ 2.000 ระหว่างวิธี RM และ SM พบว่าไม่

แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญสถิติ การสกัดโปรตีนของเชื้ อวัณโรคด้วยวิธี SM สามารถทดแทนวิธี RM     
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ในการเตรียมตัวอย่างเชื้ อวัณโรคก่อนเข้าเคร่ือง MALDI-TOF MS ได้ และการสกัดโปรตีนของเชื้ อ     

วัณโรคด้วยวิธี SM ช่วยลดเวลาในการเตรียมตัวอย่างก่อนเข้าเคร่ือง MALDI-TOF MS เมื่อเทยีบกับวิธี 

RM อย่างน้อยตัวอย่างละ 38 นาที ข้อดีของวิธี SM ในขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง MALDI-

TOF MS สามารถเลือกโหมดอัตโนมัติเพื่อเกบ็ค่ามวลโปรตีนต่อประจุได้ดีกว่าวิธี RM โดยการเกบ็ค่า     

1 คร้ัง ต้องมีค่า intensity ≥ 500 a.u. เก็บค่าทั้งหมด 10 คร้ังใน 1 หลุมตัวอย่าง จึงได้รูปแบบมวล

โปรตีนต่อประจุออกมาเป็นที่ยอมรับ วิธี SM สามารถพบมวลโปรตีนที่มีค่า intensity ≥ 500 a.u.         

ในตัวอย่างได้ง่ายกว่าวิธี RM ที่บ่อยคร้ังในตัวอย่างมีค่า intensity < 500 a.u. จึงไม่เกบ็ค่ามวลโปรตีนต่อ

ประจุในหลุมนั้นและข้ามไปหลุมถัดไป ท าให้ต้องพยายามหามวลโปรตีนที่มีค่า intensity ≥ 500 a.u.   

ด้วยตัวเอง ส่งผลให้สิ้นเปลืองเวลาหามวลโปรตีนที่เหมาะสม เลเซอร์ของเคร่ืองท างานหนักกว่าปกติ อายุ

การใช้งานเลเซอร์สั้นลง ต้องเสียค่าใช้จ่ายสูงหากมีการเปล่ียนเลเซอร์   การศึกษาคร้ังนี้ สกัดโปรตีนของ 

เชื้อวัณโรคที่เพาะเล้ียงบนอาหารแขง็ LJ medium จึงควรศึกษาการสกดัโปรตีนของเชื้อวัณโรคที่เพาะเล้ียง

ในอาหารเหลวอื่น เช่น modified Middlebrook 7H9 broth ในMGIT tube ด้วย เนื่องจากหากสามารถท า

การวินิจฉัยการติดเชื้ อวัณโรคจากสิ่งส่งตรวจหลังจากเพาะเล้ียงบนอาหารเหลว MGIT tube ได้แล้ว           

แล้วสามารถน ามาสกัดโปรตีนได้เลย โดยไม่ต้องเสียเวลาน าตัวอย่างไปเพาะบนอาหารแข็ง LJ medium 

ก่อนน ามาสกดัโปรตีน 
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