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(CLIA) กบัวิธมีาตรฐาน Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
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บทคัดย่อ 

ปัจจุบันการตรวจวินิจฉัยการติดเชื ้อวัณโรคในระยะแฝงในโรงพยาบาลรามาธิบดี โดยการตรวจวัดระดับ 

Interferon-Gamma (IFN-γ) จากหลักการ IFN-γ releasing assay (IGRA)  โดยใช้ชุดทดสอบ QuantiFERON-TB 
Gold Plus (QFT-Plus) ซึ่งเป็นการทดสอบด้วยวิธี Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)  ที ่ได้รับการ
ยอมรับจาก FDA หากแต่ชุดทดสอบนี้มีหลายกระบวนการในการทำการทดสอบและใช้ระยะเวลานาน ห้องปฏิบัติการจึง

ได้นำเทคนิคใหม่สำหรับตรวจวัดระดับ IFN-γ คือการทดสอบด้วยวิธี Chemiluminescent Immuno Assay (CLIA) โดย
ใช้เครื่องอัตโนมัติ LIAISON® XL analyzers เพื่อนำมาใช้ทดแทน ลดภาระงานและเพิ่มความรวดเร็วในการรายงานผล 

วัตถุประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้จึงได้ทำการเปรียบเทียบประสิทธิภาพและความสัมพันธ์ของค่า IFN-γ ในกลุ่มตัวอย่าง 
106 ราย  

ผลการศึกษาความสอดคล้องของวิธี QFT-Plus (ELISA) เมื ่อเทียบกับวิธี LIAISON® XL analyzers (CLIA) 
พบว่า ผลบวกมีความสอดคล้องร ้อยละ 81.8 (9/11)  ผลลบมีความสอดคล้องร ้อยละ 95.5 (86/90)  และผล 
indeterminate มีความสอดคล้องร้อยละ 100 (5/5) ผลรวมความสอดคล้องของทั้งสองวิธีอยู่ที่ร้อยละ 94.34 มีค่า 

Kappa Agreement เท่ากับ 0.799  โดยให้ผลที่ไม่สอดคล้องกัน 6 ราย จากผลการทดลองสามารถสรุปได้ว่า ระดับ IFN-γ 
เมื่อตรวจวัดด้วย LIAISON® XL analyzers (CLIA) มีค่าความสอดคล้องกับวิธี QFT-Plus (ELISA) ค่าความสัมพันธ์ของ
การทดสอบ QFT-Plus (ELISA) ไม่ว่าจาก แอนติเจน TB1 หรือ TB2 มีความสัมพันธ์กับการทดสอบ LIAISON® XL 
analyzers (CLIA) เท่ากันแสดงค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ของเพียร์สันคือ 0.98 และ 0.96 ตามลำดับ  

ดังนั้นเพื่อช่วยลดภาระงานและเพิ่มความรวดเร็วในการรายงานผล LIAISON® XL analyzers (CLIA) จึงเป็น
ทางเลือกทีส่ามารถนำมาใช้ทดแทนการทดสอบเดิมและใช้ในการตรวจหาการติดเชื้อวัณโรคระยะแฝงได้รวดเร็ว 

ค าส าคัญ: การติดเช้ือวัณโรคระยะแฝง; Interferon-Gamma Release Assay; QuantiFERON-TB Gold Plus; 

 LIAISON® XL analyzers (CLIA) 
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Abstract 
 

The diagnosis of latent tuberculous infection (LTBI), in Ramathibodi Hospital, was detected in 

Interferon-gamma (IFN-γ) releasing assay (IGRA) by QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus), however, it 
requires multiple steps of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). To substitute the original test, 
The LIAISON® XL analyzers (CLIA), has been developed. The automated analyzer of this test is used 
for decreased workload and turnaround time. The objective of this study was to compare the 

performance and examine the correlation between IFN-γ quantified by QFT-Plus (ELISA) and LIAISON® XL 
analyzers (CLIA). One hundred and six specimens were analyzed using QFT-Plus (ELISA) and LIAISON® XL 
analyzers (CLIA).  

The correlation of IFN-γ results using LIAISON® XL analyzers (CLIA) compared with QFT-Plus 
(ELISA) showed 9 of 11 (81.8%) percentage agreement between the positive results in LIAISON® XL 
analyzers (CLIA) and QFT-Plus (ELISA), 86 of 90 (95.5%) percentage agreement between the negative 
results, and 5 of 5 cases (100%) percentage agreement between the indeterminate results. The total 
agreement of both methods was 94.34 percentage with Cohen's kappa values of 0.799 and 6 discordant 
results. In summary, the LIAISON® XL analyzers (CLIA) showed a correlation with QFT-Plus (ELISA) in 

the IFN-γ assay. Pearson’s correlation coefficient of either TB1 or TB2 antigen of the QFT-Plus (ELISA) 
and the LIAISON® XL analyzers (CLIA) were 0.98 and 0.96.  

Therefore, to reduce workload and increase speed of diagnostic, LIAISON® XL analyzers (CLIA) 
could be instant as the same test for detection of LTBI.  

 

Keywords: latent tuberculosis infection; Interferon-Gamma Release Assay; QuantiFERON-TB Gold Plus;  

                LIAISON® XL analyzers (CLIA) 
 

บทน า 
ว ัณ โ รค  (Tuberculosis หร ื อ  TB)  เ ป ็ น

โรคติดต่อรุนแรง ซึ่งเป็น 1 ใน 10 สาเหตุการเสียชีวิต
ของประชากรทั่วโลก โดยในปี 2017 องค์การอนามัย
โลก (world health organization หรือ WHO) ได้มี
การรายงานผู้ที่เสียชีวิตจากวัณโรคถึง 1.3 ล้านคน และ
มีผู้ติดเช้ือใหม่ถึง 10 ล้านคนท่ัวโลก (Sotgiu et al., 2019) 
สาเหตุการเกิดวัณโรคเกิดจากการติดเชื ้อแบคทีเร ีย 
Mycobacterium tuberculosis ซ ึ ่ งจ ัดอย ู ่ ในกล ุ ่ม 
Mycobacterium tuberculosis complex สามารถ
ติดต่อกันผ่านทางอากาศได้ ด้วยการหายใจ การจาม 

การไอ หรือการอยู่ร่วมกับผู้ป่วยวัณโรคติดต่อกันเป็น
เวลานาน การเกิดพยาธิสภาพของโรคนั้นเกิดขึ้นได้ทุก
อวัยวะของร่างกาย อย่างไรก็ตามพบว่า อวัยวะที่ติด
เชื ้อวัณโรคและแสดงอาการป่วยที่พบได้บ่อย ได้แก่ 
ปอด ซ ึ ่งม ีส ัดส่วนการรายงานสูงถ ึงร ้อยละ 81.5 
รองลงมา ได้แก่ อวัยวะอื่น ๆ ร้อยละ 17.7 และเยื่อหุ้ม
สมอง ร้อยละ 0.8 กระทรวงสาธารณสุข กองควบคุมโรค 
สำนักวัณโรค (2560); Petruccioli et al. (2016) และ
จากการสำรวจทางระบาดวิทยาพบว่าวัณโรคยังคงเป็น
ปัญหาสาธารณสุขที่สำคัญในปัจจุบันที่ต้องเร่งได้รับ
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แก ้ ไ ข โดย เฉพาะ ในบร ิ เ วณท ี ่ ม ี การระบาดส ู ง 
(100/100,000 ของประชากร) 

ในประเทศไทยวัณโรคถือเป็นปัญหาที่
สำคัญทางสาธารณสุขอย่างมาก เนื่องจากเป็นบริเวณที่
พบอัตราการติดเชื้อในปริมาณที่สูง โดยองค์การอนามัย
โลกจัดให้ประเทศไทยเป็น 1 ใน 14 ประเทศของโลกท่ี
มีภาระวัณโรค วัณโรคที่สัมพันธ์กับการติดเชื้อเอชไอวี
และวัณโรคด้ือยาหลายขนานสูง โดย WHO คาดประมาณ
ว่าในประเทศไทยมีผู้ป่วยวัณโรคราว 120,000 ราย ซึ่ง
สัมพันธ์กับการติดเชื้อเอชไอวี 15,000 ราย และดื้อยา
หลายขนาน 4,500 ราย รวมทั้งพบผู้ป่วยวัณโรคดื้อยา
หลายขนานชนิดรุนแรงมากถึง 13 ราย  (กระทรวง
สาธารณสุข, กองควบคุมโรค, สำนักวัณโรค, 2560) 

การติดเช้ือวัณโรค เกิดขึ้นเมื่อสูดหายใจ
เอาเชื้อวัณโรคเข้าไปถึงถุงลมในปอด หลังจากที่เชื้อมี
การแบ่งตัวเพิ่มจำนวนและระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย
ไม่สามารถกำจัดเช้ือหรือควบคุมเชื้อได้อย่างสมบูรณ์จึง
ทำให้เกิดพยาธิสภาพของโรคตามมา ถ้าเชื ้อวัณโรค
แบ่งตัวในเนื้อปอดมากขึ้น อาจก่อให้เกิดการลุกลามไป
ตามหลอดน้ำเหลือง (lymphatic vessels) ไปสู่ต่อม
น้ำเหลืองที่ขั ้วปอด (hilar lymph node) ทำให้ต่อม
น้ำเหลืองโตขึ ้น และสามารถกระจายเข้าสู ่ระบบ
น้ำเหลือง เข้าสู่กระแสเลือดและกระจายสู่อวัยวะต่าง ๆ 
เช ่น สมอง กระด ูก ไต ปอด เป ็นต ้น  (กระทรวง
สาธารณสุข, กองควบคมุโรค, สำนักวัณโรค, 2560) 

ในผู้สัมผัสผู้ป่วยวัณโรคพบว่ามีมากถึง
ร้อยละ 70 ที่ไม่มีการติดเชื้อ มีเพียงร้อยละ 30 เท่านั้น
ที่มีการติดเชื้อวัณโรค โดยส่วนใหญ่จะไม่มีอาการแสดง
ของโรค เร ียกว่าการติดเชื ้อว ัณโรคแฝง (Latent 
Tuberculosis infection หรือ LTBI) ไปสู่การติดเชื้อ
ในระยะลุกลามได้ โดยการติดเชื้อวัณโรคแฝง ตัวเชื้อ
วัณโรคจะยังคงมีชีวิตอยู่ในร่างกาย แต่ผู้ป่วยร้อยละ 90 
จะไม่ม ีการแสดงอาการตลอดชีว ิตและไม่สามารถ
แพร่กระจายเชื ้อไปยังผู ้อื ่นได้ มีเพียงร้อยละ 10 ที่
ผู้ป่วยจะเกิดพยาธิสภาพและสามารถแพร่กระจายเชื้อ 
อย่างไรก็ตามในผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อวัณโรคแฝงหาก

ภูมิคุ ้มกันของร่างกายต่ำลง จะส่งผลให้ภูมิคุ ้มกันไม่
สามารถควบคุมการแบ่งตัวของเชื้อและจะทำให้ผู้ป่วย
ป่วยเป็นวัณโรคในที่สุด (reactivation tuberculosis) 
โดยผู้ป่วยที่เป็นวัณโรคหากไม่ได้รับการรักษา ร้อยละ 
50-65 พบว่าเสียชีวิตภายใน 5 ปี โดยผู้ป่วยที่มีความ
เสี่ยงต่อการติดเชื้อวัณโรคแฝงและพัฒนาเป็นวัณโรคจะ
พบได้มากในผู้ที่มีการติดเชื้อเอชไอวี และผู้ที่ได้รับยากด
ภ ูม ิค ุ ้มก ัน เช ่น ผ ู ้ป ่วยหล ังการปล ูกถ ่ายอว ัยวะ 
Bergamini et al. (2009); Matteelli et al. (2015); 
Petruccioli et al. (2016); Pourakbari et al. (2019); 
Sester et al. (2011); Sester et al. (2014))  

แม้ปัจจุบันยังไม่มีวิธีมาตรฐานสำหรับการ
ตรวจคัดกรอง LTBI  แต่ WHO ได้มีการยอมรับการ
ตรวจคัดกรอง LTBI 2 วิธ ีการทดสอบ ซึ ่งเป็นการ
ตรวจหาการตอบสนองของร่างกายต่อการติดเชื้อวัณ
โรค (Immune reactivity testing)โดยการวัดปฏิกิริยา
ของร่างกายเมื่อได้รับสารกระตุ้น แต่อย่างไรก็ตามการ
ทดสอบทั้งสองวิธีดังกล่าวไม่สามารถให้การวินิจฉัยแยก
ระหว่างการติดเชื้อในร่างกายระยะแฝงกับวัณโรคระยะ
ลุกลามได้ โดยวิธีการทดสอบ ประกอบด้วย  

 1. การทดสอบทางผิวหนัง (Tuberculin skin 
test ห ร ื อ  TST)   ค ื อ ก า ร ฉ ี ด  purified protein 
derivative (PPD) ปริมาตร 0.1 มิลลิเมตร เข้าใต้ชั้น
ผิวหนังบริเวณหน้าแขนและอ่านผลโดยวัดขนาดของตุ่ม
แดง (Induration) ที่เกิดขึ้นภายใน 48-72 ชม.หลังการ
ฉีด ดังน้ันจึงจำเป็นอย่างยิ่งท่ีผู้ทดสอบจะต้องกลับมาให้
เจ้าหน้าที่อ่านผลการทดสอบตามระยะเวลาที่กำหนด 
ในผู้ที่ให้ผลลบ (ตุ่มแดงขนาดน้อยกว่า 10 มิลลิเมตร) 
จะต้องมาทำการตรวจซ้ำอีกครั้งหลังผ่านไป 1 สัปดาห์ 
แม้ว่าวิธีนี้เป็นวิธีที่ง่ายและราคาไม่แพง แต่ในผู้ป่วยที่
ภูมิคุ ้มกันต่ำ เช่น ผู ้ติดเชื ้อเอชไอวี ผู ้ที ่ได้รับยากด
ภูมิคุ ้มกันอาจก่อให้เกิดผลลบปลอม หรือในผู้ที ่เคย
ได้รับวัคซีน Bacillus Calmette–Guérin (BCG) และ
ผ ู ้ ป ่ ว ย ท ี ่ ต ิ ด เ ช ื ้ อ ใ น ก ล ุ ่ ม  Nontuberculous 
mycobacteria NTM) อาจก่อให้เกิดผลบวกปลอมได้ 
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 2. การทดสอบ Interferon-gamma (IFN- γ) 
release assay (IGRA) วิธีนี ้เป็นการตรวจวัดระดับ

สาร IFN- γ ที่หลั่งออกมาเพิ่มขึ้นเมื่อเซลล์เม็ดเลือด
ขาวชนิด mononuclear cell ได้รับการกระตุ้นจาก
เชื ้อวัณโรค โดยเป็นวิธ ีที ่ม ีความจำเพาะสูงและ
สามารถตรวจ LTBI ได้ในผู้ป่วยภูมิคุ้มกันต่ำหรือได้รับ
ยากดภูมิคุ ้มกัน และไม่ให้ผลบวกปลอมในผู้ที ่ เคย
ได้รับวัคซีน BCG หรือผู้ที่ติดเชื้อ NTM โดยหลักการ
ของการทดสอบคือ เมื่อบุคคลได้รับเชื้อวัณโรคเข้าสู่
ร่างกายระบบภูมิคุ้มกันจะมีการตอบสนองเพื่อทำลาย
เชื ้อ และมีการสร้าง memory cells  ซึ ่งเป็นกลุ ่ม 
mononuclear cells เช่น CD4+T cells และ CD8+ 
T cells ขึ ้น โดยเซลล์กลุ ่มนี ้จะสามารถหลั ่ง pro-

inflammatory cytokines โดยเฉพาะ IFN- γ ดังนั้น
หากมีการนำเม็ดเลือดขาวของคนท่ีมี LTBI มากระตุ้น
ด ้วยแอนติเจนของเชื ้อวัณโรคอีกครั ้ง จะทำให้ 
mononuclear cells ที่เคยรู้จักหรือสัมผัสกับเช้ือวัณ
โรคมาก่อน (sensitized) สามารถสร้างและปล่อย

สาร IFN-γ เพิ่มขึ้นในเลือดเมื่อได้รับการกระตุ้นครั้งท่ี
สองและสามารถตรวจว ัดได ้ โดยใช ้หล ั กการ 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
หร ื อ  chemiluminescent immunoassay (CLIA) 
ซึ่งสามารถทำการทดสอบโดยชุดทดสอบปัจจุบันที่ 
WHO ให้การรับรองการตรวจ คือ QuantiFERON-
TB (QFT) Gold plus และ T-SPOT โดยห้องปฏิบัติการ
ภูมิค ุ ้มกันวิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาล
รามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล ได้เปิดให้บริการ 
QuantiFERON-TB gold plus ด้วยวิธี plate ELISA 
format ซึ่งจะต้องรวบรวมจำนวน sample เพื่อทำ
การทดสอบจำนวนมาก ปัจจุบันได้มีการนำเทคโนโลยี
ในการตรวจวัดด้วยเครื่องอัตโนมัติ เพื่อลดระยะเวลา
ที่ใช้ในการทดสอบและเพิ่มความรวดเร็วในให้บริการ 
ห้องปฏิบัติการฯ จึงมีความสนใจที่จะนำมาทดแทน
การทดสอบเดิมโดยทำการศึกษาเปรียบเทียบการ

ทดสอบ Interferon gamma (IFN-γ)  ด้วยเครื ่อง
อ ั ต โ นม ั ต ิ  LIAISONX (CLIA) ก ั บ ว ิ ธ ี ม าตรฐาน 
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
ในชุดทดสอบ QuantiFERON-TB gold plus โดยทั้ง
สองวิธีนั ้นมีขั ้นตอนวิธีการ และระยะเวลาในการ
ทดสอบแตกต่างกันแสดงดังตารางที่ 1 

 

ตารางท่ี 1 แสดงความแตกต่างของขั้นตอน วิธีการและระยะเวลาในการทดสอบ QuantiFERON-TB ด้วย 
              เครื่องอัตโนมัติ LIAISON® XL (CLIA) กับวิธีมาตรฐาน Enzyme-Linked Immunosorbent 
     Assay (ELISA) ในชุดทดสอบ QuantiFERON-TB gold plus 
 

วิธีการ ELISA CLIA 
ปริมาณตัวอย่างที่ใช้ 50 ไมโครลิตร 210 ไมโครลิตร 
 ขั้นตอนการท า ระยะเวลาทีใ่ช ้ ขั้นตอนการท า ระยะเวลาทีใ่ช ้

 
 

 
Pre-analytical 

Process 
 
 
 

 

1.เตรียมปั่น Sample ก่อน
ทำการทดสอบ 

15 นาที 1.เตรียมปั่น Sample ก่อน
ทำการทดสอบ 

15 นาที 

2.เตรียม Conjugate 5 นาที 2.เตรียม
เครื่อง/maintenance 

60 นาที 

3.เตรียม Standard 5 นาที 3.เตรียม Conjugate 20 นาที 

4.เตรียมน้ำยาสำหรับการ
ทดสอบ 

20 นาที 

5.เตรียม Calibrator 20 นาที 
6.เตรียม Control 20 นาที 
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วิธีการ ELISA CLIA 
ปริมาณตัวอย่างที่ใช้ 50 ไมโครลิตร 210 ไมโครลิตร 
 ขั้นตอนการท า ระยะเวลาทีใ่ช ้ ขั้นตอนการท า ระยะเวลาทีใ่ช ้

 
 
 
 

Analytical 
process 

4.pipet (ขั้นตอนที่ 1-3) 
ลง ELISA plate 

20 นาที 7.Run 
Calibrator/Control 

46 นาที 

5.Incubate ELISA plate 120 นาที 8.Run sample 
 

46 นาที (25 
patients/hour) 

6.ล้าง plate 20 นาที   
7.Incubate plate with 
substrate 

30 นาที 

8.Stop reaction และ ว ัด 
OD  

30 นาที 

 
 

Post-analytical 
Process 

9.ลงข้อมูล และ analyte 
sample ด้วย โปรแกรม 
QuantiFERON® TB 
Gold Plus Analysis 
Software 

30 นาที 9.Analyte sample  
by LIAISON® 
QuantiFERON® 
Software 

20 นาที 

รวมระยะเวลา 275 นาที (4 ช่ัวโมง กับ 35 นาที) 247 นาที (4 ช่ัวโมง กับ 7 นาที) 
รวมระยะเวลาหาก

ต้องการ Run ซ้ าหรือ 
stat case 

275 นาที (4 ช่ัวโมง กับ 35 นาที) 46 นาที 

 

วัสดุและวิธีการ 
กลุ่มตัวอย่างท่ีศึกษา  

กลุ่มประชากรที่เข้ามารับบริการตรวจวินิจฉัย 
QuantiFERON-TB gold plus ท ี ่ ห ้ อ ง ป ฏ ิ บ ั ต ิ ก า ร
ภ ูม ิค ุ ้มก ันว ิทยา คณะแพทยศาสตร ์โรงพยาบาล
รามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล ระหว่างเดือนกรกฎาคม 
2564 จนถึง เดือนพฤศจิกายน 2564 จำนวน 106 คน 
โดยม ี เกณฑ ์การค ัดเล ือกต ัวอย ่างเข ้าร ่วมว ิจ ัย 
(Inclusion  criteria)  คือมีปริมาณสิ่งส่งตรวจที่เป็น
เลือดครบส่วนในหลอดท่ีมีสารกันเลือดแข็งชนิด Lithium 
Heparinized blood อย่างน้อย 5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 
17-27 °C นำส่งไม่เกิน 12 ช่ัวโมงหลังจากทำการเจาะ 

เล ือด สำหร ับทำการวิเคราะห์ QuantiFERON-TB 
gold plus ในห้องปฏิบัติการและมีพลาสมาตัวอย่าง
หลังจากทำการทดสอบ QuantiFERON-TB gold plus 
ข้างต้นเหลืออย่างน้อย 500 µL ต่อหลอดทดสอบ โดย
การศึกษานี้ได้ร ับการอนุมัติโดยคณะกรรมการสิทธิ
มนุษยชนที ่เกี ่ยวข้องการวิจัยเกี ่ยวกับมนุษย์ คณะ
แพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล 
(COA. MURA2021/559) 
 

การเตรียมส่ิงส่งตรวจ 

Lithium-Heparin Tube Room Temperature 
Storage and Handling- up to 12 hours 



วารสาร Mahidol R2R e-Journal ปีท่ี 11 ฉบับท่ี 1 ประจำเดือนมกราคม-เมษายน 2567 
Received: March 21, 2022, Revised: November 14, 2022, Accepted: November 23, 2022 

http://doi.org/10.14456/jmu.2024.6  

71 
 

 

รูปที่ 1 แผนผังขั้นตอนในการเตรียมสิ่งส่งตรวจ : จากหลอด Heparinized blood ในอุณหภูมิห้อง(ไม่เกิน 12 ช่ัวโมง  
           นับตั้งแต่เจาะเก็บสิ่งส่งตรวจ)  
           (ที่มา: QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT®-Plus) Blood Collection Tubes Package Insert) 
 

1. การวิเคราะห์หาค่า IFN-γ ด้วย QuantiFERON-
TB Gold Plus (QFT-Plus), QIAGEN โดย plate 
ELISA format มขีั้นตอนการด าเนินการและวิธกีาร
วิเคราะห์ผลการทดสอบดังนี้ 
ขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์ 

IFN-γ detection  

1. เติม working conjugate 50 µL ผสมกับ 
standard หรือพลาสมา 50 µL  

2.  Incubate plate ที่อุณหภูมิห้อง 120 ± 
5 นาที 

3. ล้าง plate ด้วย buffer ครั ้งละ 400 µL 
จำนวน 6 ครั้ง โดยทิ้ง plate ไว้ครั้งละ 5 วินาที 

4. ใส่ substrate 100 µL ทิ้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 
30 นาที  

5. ใส่ stopping solution 50 µL  

6. วัด OD ที่ 450/630 nm 

7.นำไปประเมินผลการตรวจวิเคราะห์ด ้วย 
QuantiFERON® TB Gold Plus Analysis Software  

 

2. การวิเคราะห์หาค่า IFN-γ ด้วย QuantiFERON-TB 
Gold Plus (QFT-Plus), LIAISON® XL, DiaSorin มี
ขั้นตอนการด าเนินการและวิธีการวิเคราะห์ผลการ
ทดสอบดังนี้ 

 

 

ขั้นตอนการตรวจวิเคราะห ์

1.  ท ำ  Calibrate แ ล ะ  Control ก ่ อ น กา ร
ทดสอบ 

2.  นำ Sample ที่เหลือจากการทำการทดสอบ
ด้วยวิธี plate ELISA format นำมาทำการทดสอบด้วย
เครื่อง LIAISON® XL analyzers 

3.  ประ เม ิ นผลการตรวจว ิ เค ราะห ์ ด ้ วย 
LIAISON® QuantiFERON® Software ซ่ึงจะประเมินผล
เมื่อผลการทำ Calibrator และ Control มีค่าอยู่ในช่วง
ที่ยอมรับได้  

 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
เปรียบเทียบการทดสอบ Interferon gamma 

(IFN-γ)  ด้วยเคร่ืองอัตโนมัติ LIAISON® XL analyzers 
(CLIA) ก ั บ ว ิ ธ ี ม า ต ร ฐ า น  Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay ( ELISA)  ใ น ช ุ ด ทด ส อ บ 
QuantiFERON-TB gold plus โ ด ย ใ ช ้ โ ป ร แ ก ร ม 
Statistics Package for the Social Sciences (SPSS) 
Version 18.0 ทดสอบการกระจายตัวของข้อมูลโดยใช้
สถ ิ ต ิ   Kolmogorov-Smirnov ใช ้  Cohen’s kappa 
coefficient ในการเปรียบเทียบความสอดคล้องของสอง
วิธี ค่า Cohen’s kappa coefficient คือ<0.00, 0.00-
0.20, 0.21-0.40, 0.41-0.60, 0.61-0.80, 0.81-1.00 บ่งช้ี
ระดับความสอดคล้อง ไม่มีความสอดคล้อง ความ
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สอดคล้องเล็กน้อย ความสอดคล้องพอใช้  ความ
สอดคล้องปานกลาง ความสอดคล้องดี  และความ
สอดคล้องดีมาก ตามลำดับ ใช้โปรแกรม Microsoft 
Excel คำนวณค่าเฉล่ีย Standard derivative Min Max 
ของข้อมูลเพ่ือดูความแตกต่างของค่าท่ีวัดได้ สร้างกราฟ 
correlation plots  และใช้สถิติวิเคราะห์สหสัมพันธ์
เพียร์สัน (Pearson’ s correlation coefficient) ในการ

วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระดับ IFN-γ ของเคร่ืองอัตโนมัติ 
LIAISON® XL analyzers (CLIA) ก ั บว ิ ธ ี มาตรฐาน 

(ELISA) สำหรับการทดสอบความแตกต่างระดับ IFN-γ 
ในแต่ละวิธี ใช้สถิติ Wilcoxon Matched pairs Signed 
rank test ในการวิเคราะห์ข้อมูล โดยกำหนดความ
เช่ือม่ันท่ีระดับนัยสำคัญ  p < 0.05 
 

ผลการวิจัย 
ลักษณะกลุ่มตัวอย่าง 

 กลุ่มประชากรที่เข้ามารับบริการตรวจวินิจฉัย 
QuantiFERON-TB gold plus ท ี ่ ห ้ อ ง ป ฏ ิ บ ั ต ิ ก า ร

ภ ูม ิค ุ ้มก ันว ิทยา คณะแพทยศาสตร ์โรงพยาบาล
รามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล ระหว่างเดือนกรกฏาคม 
2564 จนถึง เดือนพฤศจิกายน 2564 ที่เข้าเกณฑ์การ
คัดเลือกตัวอย่างเข้าร่วมวิจัย  (Inclusion  criteria)  
จำนวน 106 คน (N = 106) โดยแบ่งเป็น ผู้รับบริการ
ภายในโรงพยาบาลจำนวน 74 ราย และ ผู้รับบริการ
ภายนอกโรงพยาบาล(ซึ ่งไม่สามารถติดตามอายุและ
ประวัติสุขภาพของผู้รับบริการได้) จำนวน 32 ราย 
 

การเปรียบเทียบผลการทดสอบ QuantiFERON-
TB gold plus ด้วยเคร่ืองอัตโนมัติ LIAISON® XL 
analyzers (CLIA) กับวิธีมาตรฐาน (ELISA) ในชุด
ทดสอบ  

ในกลุ ่มต ัวอย่าง 106 ราย การทดสอบ 

Interferon gamma (IFN-γ)  ด้วยเครื ่องอัตโนมัติ 
LIAISON® XL analyzers (CLIA) กับวิธ ีมาตรฐาน 
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
ในชุดทดสอบ QuantiFERON-TB gold plus แล้ว
แปลผลการทดสอบด้วยตารางที่ 2   

 

ตารางท่ี 2  การแปลผลการทดสอบ (QuaniFERON-TB ELISA&CLIA) 

* Responses to the Mitogen positive control (and occasionally TB Antigens) can be outside the range of the microplate reader. This has no 
impact on test results. Values >10 ml are reported by the QFT-Plus software as >10 IU/ml. 

† Where M. tuberculosis infection is not suspected, initially positive results can be confirmed by retesting the original plasma samples in duplicate 
in the QFT-Plus ELISA. If repeat testing of one or both replicates is positive, the individual should be considered test positive. 

‡ Refer to the “Troubleshooting” section for possible causes. 

§ In clinical studies, less than 0.25% of subjects had IFN-γ levels of >8.0 IU/ml for the Nil value 

Nil (IU/mL) TB1-Nil 
(IU/mL) 

TB2-Nil 
(IU/mL) 

Mitogen-Nil 
(IU/mL) 

Result Report/Interpretation 

 

 

 

≤ 8.0 

≥ 0.35 และ 

≥ 25% of Nil 

Any  

 

Any 

 

 

Positive 

 

M.tuberculosis  

Infection Any ≥ 0.35 และ 

≥ 25% of Nil 

< 0.35  

หรือ  

≥ 0.35 และ < 25% of Nil 

 

≥ 0.5 

 

Negative 

M.tuberculosis 

infection Not likely 
 

< 0.5  

Indeterminate 

Likelihood of   

M.tuberculosis infection 

Cannot be determined 
> 8.0 Any 



วารสาร Mahidol R2R e-Journal ปีท่ี 11 ฉบับท่ี 1 ประจำเดือนมกราคม-เมษายน 2567 
Received: March 21, 2022, Revised: November 14, 2022, Accepted: November 23, 2022 

http://doi.org/10.14456/jmu.2024.6  

73 
 

เมื่อแปลผลการทดสอบทั้งสองวิธี ได้ค่าการ
ทดสอบโดยคำนวณค่าเฉลี่ย Standard derivative 

Min Max ของข้อมูลที่ได้ โดยมีรายละเอียดดังแสดง
ในตารางที่ 3 

  

ตารางท่ี 3 แสดงการเปรียบเทียบผลการทดสอบ QuantiFERON-TB gold plus ด้วยเครื่องอัติโนมัติ  
              LIASON@XL analyzers (CLIA) กับวิธีมาตรฐาน (ELISA) ในชุดทดสอบกลุ่มตัวอย่าง 

QuantiFERON-TB 
gold plus 

ELISA CLIA 

Mean SD Min-Max Mean SD Min-Max 

NIL 0.073 0.090 0.010-0.600 0.160 0.200 0.030-1.490 

TB1 0.232 0.721 0.010-6.390 0.397 1.166 0.025-10.000 

TB2 0.238 0.767 0.010-6.700 0.419 1.244 0.023-10.000 

Mitogen 5.602 2.467 0.020-9.440 8.438 3.052 0.041-10.000 

TB1-NIL 0.159 0.712 -0.270-6.280 0.236 1.153 -0.421-9.812 

TB2-NIL 0.165 0.760 -0.210-6.590 0.257 1.232 -0.542-9.812 

Mitogen-NIL 5.528 2.453 0.000-9.380 8.278 3.030 0.011-9.953 
 

เมื่อนำมาทดสอบความสอดคล้องของการ
ทดสอบทั้งสองวิธีพบว่า ผลบวกมีความสอดคล้อง 
81.8% (9/11) ผลลบม ีความสอดคล ้อง  95.5% 
(86/90) แ ล ะ ผ ล  indeterminate ม ี ค ่ า ค ว า ม
สอดคล้อง 100% (5/5) และเมื่อใช้สถิติเพื่อดูความ
สอดคล้องของทั ้งสองวิธ ีโดยใช้ Cohen’s kappa 
coefficient ให ้ค ่า Over All Agreement เท ่าก ับ 

94.34% มีค ่า Kappa Agreement เท ่าก ับ 0.799 
นอกจากนี้เมื่อนำมาทดสอบความสอดคล้อง พบว่ามี
ความสอดคล้องดี (Substantial) กับวิธีมาตรฐาน 
(ELISA) อีกทั้งยังให้ค่าผลความสอดคล้องของผลบวก
ของทั้งสองวิธีให้ผล Positive Agreement เท่ากับ 
100% ผลลบให้ผล Negative Agreement เท่ากับ 
97.73% ดังแสดงในตารางที่ 4 

 

ตารางท่ี 4 การประเมินค่าความสอดคล้องของการสอบเทียบ  

 
ค่าสถิติ Kappa ระดับความสอดคล้องระหว่างผู้ประเมิน 

0.81-1.00 ความสอดคล้องดีมาก (Almost Perfect) 

0.61-0.80 ความสอดคล้องดี (Substantial) 

0.41-0.60 ความสอดคล้องปานกลาง (Moderate) 

0.21-0.40 ความสอดคล้องพอใช้ (Fair) 

0.00-0.20 ความสอดคล้องเล็กน้อย (Slight) 

น้อยกว่า 0.00 ไม่มีความสอดคล้อง (Poor) 

Over All Agreement  =  94.34 % 

Positive Agreement =  100 % 

Negative Agreement = 97.73 % 

Kappa Agreement = 0.799 
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นอกจากนี ้ม ี  6 รายที ่ ให ้ผลไม ่ตรงก ัน
ระหว่างสองวิธี โดยทุกรายนั้นได้ทำการทดสอบซ้ำ
และได้ผลการทดสอบเช่นเดิม แบ่งกลุ่มได้เป็น 2 กลุ่ม
คือ กลุ่มที่ 1 จำนวน 2 ราย วิธีมาตรฐาน ELISA ใน
ชุดทดสอบ QuantiFERON-TB gold plus ให้ผลเป็น
ลบ และทดสอบด้วยเครื่องอัตโนมัติ LIAISON® XL 
analyzers (CLIA)  ให้ผลเป็นบวก กลุ่มที่ 2 จำนวน 

4 ร า ย  ว ิ ธ ี ม า ต ร ฐ า น  ELISA ใ น ช ุ ด ท ด ส อบ 
QuantiFERON-TB gold plus ให้ผลเป็น Indeterminate 
และทดสอบด้วยเคร ื ่องอ ัตโนม ัต ิ  LIAISON® XL 
analyzers (CLIA) ให ้ผลเป ็นลบ สำหร ับผลที ่ไม ่
ตรงกันทั้ง 6 รายไม่สามารถคำนวณข้อมูลทางสถิติได้
เน ื ่ องจากเป ็นกล ุ ่ มต ัวอย ่ างขนาดเล ็ก  โดยม ี
รายละเอียดดังแสดงใน ตารางที่ 5 

 

ตารางท่ี 5 ความแตกต่างของตัวอย่างการทดสอบในรายที่ไม่สอดคล้องกัน 
 

No 
Subject 
No. 

LIAISON® XL (CLIA) วิธีมาตรฐาน (ELISA) 

TB1 Ag-Nil TB2 Ag-Nil Mitogen-Nil Results TB1 Ag-Nil TB2 Ag-Nil Mitogen-Nil Results 

1 W51462 0.3920 0.4850 9.9150 POS 0.23 0.27 6.29 NEG 

2 W51553 0.4247 0.3787 9.9207 POS 0.32 0.28 6.78 NEG 

3 W51500 -0.0470 -0.0154 0.6201 NEG 0.00 -0.01 0.26 IND 

4 W51506 -0.0300 -0.0240 0.6250 NEG 0.01 0.00 0.24 IND 

5 W51511 0.0124 0.0010 3.5754 NEG -0.01 -0.03 0.23 IND 

6 W51569 -0.0228 -0.0191 1.7715 NEG 0.56 -0.02 -0.01 IND 

การเปรียบเทียบระดับ Interferon gamma (IFN-γ)  
ด้วยเค ร่ืองอัตโนมั ติ  LIAISON® XL analyzers 
(CLIA) กับวิธีมาตรฐาน (ELISA) ในชุดทดสอบ 
QuantiFERON-TB gold plus   

ในกลุ ่มตัวอย่าง 106 ราย จากตารางที ่ 3 

สามารถสรุปได้ว่า ในการวิเคราะห์ผลระดับ IFN-γ ด้วย
วิธีมาตรฐาน ELISA  ได้ค่าเฉลี ่ยของหลอด TB1-NIL 
เท่ากับ 0.159 IU/ml  หลอด TB2-NIL เท่ากับ 0.165 
IU/ml และหลอด mitogen-NIL เท่ากับ 5.528 IU/ml  

การวิเคราะห์ผลระดับ IFN-γ ด้วยวิธี CLIA ด้วยเครื่อง
อัตโนมัติ ได้ค่าเฉลี่ยของหลอด TB1-NIL เท่ากับ 0.236 
IU/ml  หลอด TB2-NIL เท ่ าก ับ 0.257 IU/ml และ

หลอด mitogen-NIL เท่ากับ 8.278 IU/ml  เมื่อนำผล

การวัดระดับ IFN-γ ระหว่างหลอด TB1 กับหลอด TB1 

และนำผลการวัดระดับ IFN-γ ระหว่างหลอด TB2 กับ
หลอด TB2 ของแต่ละวิธีหลักการมาวิเคราะห์ข้อมูลโดย
ใช้สถิติ Wilcoxon Matched pairs Signed rank test 
พบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (p = 0.203 

และ p = 0.372 ตามลำดับ) ซึ่งค่า IFN-γ มีแนวโน้มไป
ในทิศทางเดียวกันทั ้ง 2 หลักการ โดยเมื ่อทดสอบ
ความสัมพันธ์ด้วยสมการถดถอยเชิงเส้นตรง (Linear 
regression)พบว่าหลอด TB1 ของท้ังสองหลักการ ให้ค่า 
R2 เท่ากับ 0.9801 และหลอด TB2 ของทั้งสองหลักการ 
ให้ค่า R2 เท่ากับ 0.9967 (รูปท่ี 2) 
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รูปที่  2 กราฟแสดงความสัมพันธ์เชิงปริมาณระดับ IFN-γ ของ LIAISON® XL analyzers (CLIA) และวิธี QFT-Plus 
(ELISA) โดยภาพ A คือกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างหลอด TB1 Ag ของ LIAISON® XL analyzers (CLIA) และ
หลอด TB1 Ag ของวิธี QFT-Plus ภาพ B คือกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างหลอด TB2 Ag ของ LIAISON® XL 
analyzers (CLIA) และหลอด TB2 Ag ของวิธี QFT-Plus และสุดท้ายภาพ C คือกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างหลอด 
TB1 Ag และหลอด TB2 Ag ของวิธี QFT-Plus  (R คือ ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ของเพียร์สัน) 

 

สรุปและวิจารณ์ผล 
งานวิจัยครั้งนี้ได้ทำศึกษาผลการวิเคราะห์การ

ติดเชื ้อวัณโรคระยะแฝงด้วยการเปรียบเทียบระดับ 

Interferon gamma (IFN-γ)  จากเคร ื ่องอ ัตโนม ัต ิ 
LIAISON® XL analyzers (CLIA) ก ับว ิ ธ ีมาตรฐาน 
(ELISA) ด้วยชุดทดสอบ QuantiFERON-TB gold plus  
จากจำนวนตัวอย่าง 106 ราย ผลการศึกษาแสดงให้
เห็นความสอดคล้องของทั้งสองวิธีอยู่ในระดับสูงเท่ากับ 
94.34%  โดยมีค่า Kappa เท่ากับ 0.799  แต่มีจำนวน 
6 รายที ่ผลการทดสอบไม่ตรงกันกับทั ้งสองวิธี ตาม
ตารางที่ 5  โดย 2 ราย คือ W51462 และ W51553 

ผลการวิเคราะห์จากเครื ่องอัตโนมัติ  LIAISON® XL 
analyzers (CLIA) ให ้ ผล เป ็ นบวกแต ่ ผลจากว ิ ธ ี
มาตรฐาน (ELISA) ให้ผลเป็นลบ ซึ่งกลุ่มตัวอย่าง 2 ราย
นี้เป็นกลุ่มตัวอย่างที่รับมาจากนอกโรงพยาบาลจึงไม่
สามารถวิเคราะห์ข้อมูลจากสิ่งส่งตรวจได้ หรืออาจเกิด
จากความคลาดเคลื่อนระหว่างการทดสอบเช่น ขั้นตอน
ก่อนการทำการทดสอบคือ ความผิดพลาดจากขั้นตอน
การปั่นเหวี่ยงที่ไม่เหมาะสมอันเกิดจากความเร็วและ
ระยะเวลาส่งผลให้ ในระหว่างที่ดูดสิ่งส่งตรวจไปเพื่อ
วิเคราะห์นั้น อาจปิเปตไปโดนเจลที่กั้นระหว่างเลือด
และพลาสมา ทำให้เกิดทั ้งผลบวกปลอมและผลลบ
ปลอม จ ึงควรตรวจสอบก่อนทำการทดสอบและ
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ขั้นตอนของการปิเปตดูดให้ถูกต้องแม่นยำทุกครั ้งเพื่อ
ลดความคลาดเคลื่อนดังกล่าว นอกจากนี้จากงานวิจัย 
Bisognin et.al. (2020) กล่าวว่าการวิเคราะห์ส ิ ่งส ่ง
ตรวจด ้วยว ิธ ี  CLIA น ั ้นอาจให ้ ระด ับ  Interferon 

gamma (IFN-γ) ที ่สูงกว่าวิธีมาตรฐาน ซึ่งตรงกับผล
การทดสอบนี้ เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของผล
การทดสอบของทั ้งสองวิธ ีโดยแสดงดังตารางที ่ 3  
นอกจากปัจจัยข้างต้น ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างตรวจ 4 
ราย คือ W51500, W51506, W51511 และ W51569 
ซึ่งพบว่า ตัวอย่างทั้ง 4 รายนี้เป็นกลุ่มเด็กทั้งหมดที่มี
ข ้อมูลอื ่นเช่น อายุ หรือประวัติสุขภาพของผู ้ป่วย 
เน ื ่องจากเป ็นส ิ ่ งส ่ งตรวจท ี ่ ร ับมาจากภายนอก
ห้องปฏิบัติการ โดยให้ผลการวิเคราะห์จากเครื ่อง
อัตโนมัติ LIAISON® XL analyzers (CLIA) ให้ผลเป็นลบ 

พบว่ามีระดับ Interferon gamma (IFN-γ) ที่ได้สูงกว่า
ค่า Cut-off ( > 0.35 IU/mL) ของการทดสอบเพียง
เล็กน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน (ELISA) ที่มี

ระดับ Interferon gamma (IFN-γ) ต่ำกว่าค่า Cut-off  
จึงให้ผลการวิเคราะห์เป็นก่ำกึ ่ง ( Indeterminate) 
นอกจากนี้ยังอาจเกิดจากความแตกต่างกันในส่วนของ
หลักการและวิธ ีการทดสอบกล่าวคือ จากเคร ื ่อง
อัตโนมัติ LIAISON® XL analyzers (CLIA)  ใช้หลักการ 
Chemiluminescent Immunoassay(CLIA) ส่วน QFT-
Plus ใช ้หล ักการ Enzyme-linked Immunosorbent 
Assay (ELISA) จึงอาจเป็นไปได้ที่จะเป็นอีกปัจจัยให้ผล
การทดสอบแตกต่างกันเนื่องจาก CLIA มีความไวในการ
ทดสอบมากกว ่ า  ผลการทดสอบจ ึ งพบว ่ า  ระด ับ 

Interferon gamma (IFN-γ) ท่ีได้จากการทดสอบด้วยวิธี 
CLIA มีค่าสูงกว่าวิธี ELISA  

ปัจจุบันนี้โรควัณโรคยังคงมีการติดเชื้อและ
ส่งผลให้เกิดการตายทั่วโลกรวมถึงประเทศไทย ที่ยังคง
ม ี ค ว า ม ช ุ ก  โ ด ย เ ฉ พ า ะ ค น ไ ข ้ ใ น ก ล ุ ่ ม
Immunocompromised หรือผู้ป่วยที่ปลูกถ่ายอวัยวะ
ที่ต้องใช้ยากดภูมิ มีความเสี่ยงท่ีจะทำให้เกิดการติดเชื้อ
ซ้ำ การตรวจวินิจฉัยและการได้รับการรักษาวัณโรค
ระยะแฝง เพื่อป้องกันไม่ให้เกิดการติดเชื้อในอนาคต 

ด ั งน ั ้ นการ เล ื อกการทดสอบท ี ่ ม ี ค วามไวและ
ความจำเพาะสูง มีระยะเวลาในการออกผลรวดเร็ว จะ
ช่วยให้ผู้ป่วยสามารถเข้ารับการรักษาเพื่อป้องกันการส่ง
ต่อเชื้อให้กับคนใกล้ชิดในอนาคต 

จากการศ ึกษาคร ั ้ งน ี ้ พบว ่ า ระด ับของ 

Interferon gamma (IFN-γ) ด้วยวิธ ี CLIA สามารถ
นำมาใช้ทดแทนในงานตรวจวิเคราะห์หาวัณโรคระยะ
แฝงจากวิธีมาตรฐาน มีประโยชน์คือมีประสิทธิภาพทั้ง
ด้านความไวและความจำเพาะเทียบเท่ากับการตรวจ
วินิจฉัยแบบเดิมคือ ELISA  นอกจากนี้หากนำเครื่อง
อัตโนมัติเข้ามาให้บริการ ยังช่วยเพิ่มความแม่นยำของ
ผลการทดสอบในแต่ละครั้งด้วยน้ำยามาตรฐานสำหรับ
สอบเทียบและสารควบคุมคุณภาพการทดสอบ สำหรับ
ในด้านการให้บริการทดสอบยังมีความสะดวกรวดเร็ว มี
ขั้นตอนไม่ยุ่งยาก ช่วยลดความผิดพลาดในขั้นตอนการ
ปฏิบัติงาน และลดเวลาที ่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ 
สามารถรองรับปริมาณงานทีเ่พิ่มมากขึ้น  
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ขอขอบคุณ บริษัท เอ็มพี กรุ๊ป (ประเทศไทย) จำกัด ที่
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การตรวจวิเคราะห์หาวัณโรคแฝงในครั้งนี ้
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