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บทน า 
 

1. ความส าคัญและท่ีมาของปญัหา 
วัณโรค(TuberculosisหรือTB) เป็นโรคติดต่อเรื้อรังท่ีเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Mycobacterium 

หลายชนิด ทีพ่บบ่อยที่สุดและเป็นปัญหาในประเทศไทย คือ M. tuberculosis ส่วน M. bovis มัก
ก่อให้เกิดโรคในสัตว ์ซึ่งอาจติดต่อมาถึงคนได ้ เชื้อ Mycobacterium ท้ัง 2 ชนิดเป็นสปีซีส์หลักของ 
M. tuberculosis complex หรือเรียกว่า Tubercle bacilli (1) เมื่อน าตัวอย่างเสมหะหรือตัวอย่างอื่นๆ 
ท่ีมี Mycobacterium มาตรวจหาเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์ (หลังจากเสมยีร์เสมหะ ย้อมด้วยสี carbol 
fuchsin และล้างด้วยสารละลายกรด) เชื้อ Tubercle bacilli และ Mycobacterium สปีซีส์ต่าง ๆ จะติด
สีแดงเพราะทนต่อการล้างด้วยกรด เรียกวา่ Acid fast  bacilli (AFB) จากการรายงานขององค์การ
อนามัยโลกเมือ่ปี ค.ศ. 2008 ประเทศไทยถูกจัดอยูใ่นอันดับที่ 18 ในกลุ่ม 22 ประเทศที่มีปัญหาวัณ
โรค จากการค านวณทางระบาดวิทยาในรายงานขององค์การอนามัยโลก คาดการณ์ว่าประเทศไทย
น่าจะมีผู้ปว่ยรายใหม่ทกุประเภทปีละ 90,000 ราย (142 ต่อแสนประชากร) และประมาณ 40,000 
ราย เป็นผู้ป่วยที่มีผลเสมหะเป็นบวก (62 ต่อแสนประชากร) แต่ละปีจะมีผู้ติดเชือ้ใหม่ประมาณ 8 
ล้านคนและเสยีชีวิตประมาณ 3 ล้านคนต่อปี (2, 3)   

  โรงพยาบาลจะนะเป็นโรงพยาบาลชุมชนขนาด 60 เตียง ในอ าเภอจะนะ จังหวัดสงขลา 
แผนกชันสูตร มีบุคลากร 6 คน เป็นนักเทคนิคการแพทย์  2 คน เจ้าพนักงานวิทยาศาสตร์การแพทย์  
3 คน  และเป็นพนักงานห้องปฏิบัติการ 1 คน จ านวนประชากรในอ าเภอจะนะมีประมาณ 90,730 
คนเฉลี่ยจ านวนผูม้ารับบริการที่โรงพยาบาลแห่งนี้ 350คนต่อวันโดยมีผู้ป่วยรับบริการที่งานชันสูตร
เพื่อการตรวจวินิจฉยัวณัโรคในเสมหะเฉล่ีย 126 ตวัอย่างต่อเดือนจากข้อมูลการตรวจวินิจฉัยวัณ
โรคของโรงพยาบาลจะนะยอ้นหลัง 3 ปี พบว่ามีผู้ป่วยที่ได้รับการวินจิฉัยว่าเป็นวัณโรค และได้รับ
ยารักษาวัณโรคโดยผลจากการตรวจเสมหะที่ย้อม AFB มีทั้งผลบวกและผลลบ (ดังตารางท่ี 1) โดย
รายที่ตรวจไม่พบ AFB แต่แพทย์ได้วินจิฉยัจากผลการตรวจทางรังสี X-Ray พบจุดที่ปอดและผู้ปว่ย
มีอาการสัมพันธ์กับการเป็นวัณโรคปอด การตรวจ AFB ที่โรงพยาบาลจะนะในงานบริการ
ประจ าวันใชว้ิธีป้ายจากเสมหะโดยตรง (Direct smear) ซึ่งเตรียมโดยใช้ไม้เขี่ยเสมหะแล้วป้ายลงบน
แผ่นกระจกสไลด์โดยตรง วิธีนี้เป็นที่นิยมใชก้ันมาก เพราะเป็นวิธีที่ง่าย สะดวก และรวดเร็ว 
สามารถท าได้ในสถานบริการสาธารณสุขทุกระดับ ผลการตรวจพบเชือ้วัณโรคขึ้นอยู่กับจ านวนเชือ้
ในเสมหะซึ่งตอ้งมีมากพอควร ข้อเท็จจริงที่ควรตระหนกัคือ การกระจายของเชื้อวัณโรคในเสมหะ
ไม่เท่ากัน ดังนั้นการเลือกเข่ียเสมหะมาป้ายบนกระจกสไลด์จึงส าคัญมาก ถ้าเขี่ยบริเวณทีไ่ม่มีเชือ้
หรือมีเชื้อจ านวนน้อยมาป้าย ก็จะตรวจไม่พบหรือพบเชือ้ได้ยาก จึงจ าเป็นต้องเลือกเขี่ยส่วนที่น่าจะ
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มีเชื้อมากที่สุดมาตรวจ คือ ส่วนที่เป็นก้อนเมือกเหนียว สีขุ่น สีเข้ม คล้ายหนอง จะมีโอกาสพบเชื้อ
ได้ง่ายขึ้น (4)   

 การที่ได้ผลลบจากการย้อม AFB ในการตรวจเสมหะจากผู้ป่วยวัณโรคบางราย ท าให้การ
ค้นหาผู้ป่วยวณัโรครายใหมด่้วยการย้อม AFB มีประสิทธิภาพต่ า ซึ่งท าให้โรคมีโอกาสแพร่ระบาด
มากขึ้น  จากรายงานการศกึษาวิธกีารตรวจหาเชื้อวณัโรคในเสมหะของผู้ติดเชื้อ HIV เปรียบเทียบ
ระหว่างวิธี Direct sputum smear AFB  กบัวิธี Concentration sputum smear AFB พบว่าวิธี Direct 
sputum smear AFB มีความไวต่ ากว่าวิธี Concentration sputum smear AFB (5) ดังนั้นในการศึกษา
ครั้งนี้จึงมีวัตถปุระสงค์ เพื่อศึกษาการเพิ่มความไวในการตรวจหาเชื้อวัณโรคจากเสมหะ ด้วยวิธีการ
ตกตะกอนเสมหะเปรยีบเทียบกับวิธีการตรวจโดยตรง ซึ่งจะเป็นประโยชน์ส าหรับน าไปประยุกต์ใช้
ในการพัฒนาปรับปรุงวิธีการตรวจหาเชื้อวัณโรคในเบื้องต้น เพื่อให้งานบริการมคีุณภาพดียิ่งขึน้ 
ช่วยท าให้การค้นหาผู้ป่วยวณัโรครายใหมเ่ป็นไปอย่างมปีระสิทธิภาพเพิ่มขึ้น  ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อ
การควบคุมการระบาดของโรคต่อไป 

 
ตารางที่ 1 จ านวนผู้ปว่ยที่ได้รับการรักษาด้วยยารักษาวณัโรคที่โรงพยาบาลจะนะในช่วงเวลา 3 ปี 

 

ผลการตรวจ AFB จากเสมหะ ปี 2551 ปี 2552 ปี 2553 
AFB Positive 32 39 38 
AFB Negative 35 28 39 
จ านวนตัวอย่างเสมหะที่ส่งตรวจทั้งหมด 1,516 1,466 1,720 
 
  
2. วัตถุประสงค์ 
 เพื่อศึกษาผลการตรวจ  AFB ในเสมหะโดยเปรียบเทยีบวิธีป้ายจากเสมหะโดยตรงกับวิธี
ป้ายจากตะกอนเสมหะที่เตรียมด้วยวิธีเข้มข้น  
 
3. ขอบเขตการศึกษา  
 ตัวอย่างเสมหะผู้ป่วยที่มารบับริการการตรวจ AFB ในเสมหะณ แผนกชันสูตรโรงพยาบาล
จะนะ อ าเภอจะนะ จังหวัดสงขลา ระหว่างวันที่ 1 มกราคม – 31 พฤษภาคม พ.ศ. 2554 เป็นตัวอย่าง
เสมหะที่มีปรมิาณไม่น้อยกว่า 3 มล. รวมจ านวน 500 ตัวอย่างจากผู้ปว่ย 230 ราย    
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4.ผลที่คาดว่าจะได้รับ 
น าไปประยุกต์ใช้ในการพัฒนาปรับปรุงวิธีการตรวจหาเชื้อวัณโรคในงานบริการประจ าวัน 

เพื่อให้มีคุณภาพดียิ่งขึ้น ท าให้ผู้ติดเชื้อได้รับการวินิจฉัยตั้งแต่เริ่มแรกและได้รับการรักษาได้อย่าง
ทันท่วงท ีช่วยป้องกันการแพร่ระบาดของเชื้อให้มีประสทิธิภาพมากขึน้ 

 
5. ทบทวนเอกสาร  

ความเป็นมาของวัณโรค  
ตั้งแต่ Louis Pasteur ได้ค้นพบจุลชีพและต้ังทฤษฎีเชื้อโรคของโรคติดต่อ ท าให้มีการศึกษา

ค้นคว้าเกี่ยวกบัโรคติดเชื้อมากขึ้น และเมื่อวันที่ 24 มีนาคม คศ.1882 Robert Koch ได้บรรยายการ
แยกเชื้อที่เป็นสาเหตุของวณัโรค ในงานประชุมทางวิชาการของสมาคมสรีรวิทยาแห่งเบอร์ลิน 
(Berlin Physiological Society) (6) การค้นพบของ Koch เป็นการประกาศยุคแห่งความหวัง ต่อมามี
การศึกษาทดลองต่างๆ จนเกดิความรู้มากมาย เช่น วิธีการเพาะแยกเชื้อส าหรับวินิจฉัยโรค การรักษา
ท่ีมีประสิทธิภาพ และการพฒันาวคัซีนส าหรับใช้ป้องกันโรค  

หลังจาก Louis Pasteur ค้นพบกฎของการใช้วัคซนีสร้างภูมิต้านทาน (Principle of 
vaccination) Calmette และGuerin ได้ผลิตวัคซีนส าหรับป้องกันวัณโรคโดยใช้เชื้อมัยโคแบคทีเรีย
สายพันธุ์ที่แยกจากวัว (Bovine strain) วัคซีนนี้เรียกว่า Bacille Calmette-Guerin (BCG) (6)  และได้
มีการพัฒนาการผลิตโดยวิธี Freeze dried ซึ่งมีการทดลองและใช้กันอย่างแพร่หลาย 

ในปี คศ.1950 มีการค้นพบสารเคมีที่ใช้รักษาโรคจากมัยโคแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพและ
ยังพบโรคที่เกดิจากมัยโคแบคทีเรีย สปีซีส์อื่นๆ คือ M. ulcerans และ M. marinum   

ชื่อของเชื้อมัยโคแบคทีเรียม (Mycobacterium) ถูกน ามาใช้ครั้งแรกโดย Lehmann และ
Neumann ในหนังสือ Atlas of Bacteriology ในปี คศ. 1896 ซึ่งมีเพียง 2 สปีซีส์คือ Mycobacterium 
tuberculosis และ Mycobacterium leprae ค าว่า  Mycobacterium หมายถึง แบคทีเรียที่มีลักษณะ
คล้ายเชื้อรา ซึ่งมาจากการที่เชื้อนี้เจริญในอาหารเหลว มีลักษณะเป็นแผ่นฟิล์มบนผิวอาหารคล้าย
เชื้อรา เชื้อสกุลนี้มีคุณสมบัติแตกต่างจากแบคทีเรียอื่นๆ คือ ย้อมติดสีได้ยาก แต่เมื่อติดสีแล้ว ก็ล้าง
ออกยาก แม้จะล้างด้วยน้ ายาที่เป็นกรดอ่อน คุณสมบัตินี้เรียกว่า ความทนกรด เนื่องจากเชื้อชนิดนี้มี
ผนังเซลล์หนาและประกอบด้วยสารจ าพวกไขมัน มีการเจริญเติบโตช้า และทนต่อการท าลายด้วย
กรดและด่างได้ดีกว่าแบคทีเรียชนิดอื่นๆ 

มัยโคแบคทีเรียที่ก่อโรคปอดในคน แบ่งตามคุณสมบัติในการสร้างสารสี (pigmentation) 
และความเร็วในการเจริญเติบโต (speed of growth) จัดได้เป็น 4 กลุ่มคือ (7) 
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1. Photochromogens 
2. Scotochromogens 
3. Non-chromogens 
4. Rapid growers 
กลุ่มที่ 1, 2 และ 3 เป็นเชื้อที่เจริญเติบโตช้า ใช้เวลาเกินกวา่ 2 สัปดาห ์
กลุ่มที่ 1 สร้างสารสีเหลืองในที่มีแสงสว่าง 
กลุ่มที่ 2 สร้างสารสีเหลืองในที่มืด 
กลุ่มที่ 3 ไม่สร้างสารสีทั้งในที่มืดและที่สว่าง 
กลุ่มที่ 4 เป็นเช้ือที่เจริญเร็ว มีนิคมให้เห็นบนอาหารเลี้ยงเชื้อภายใน 1 สัปดาห ์
 มัยโคแบคทีเรยี จ าแนกตามอุณหภูมิที่เหมาะสม ในการเจริญเติบโต จัดเป็น 3 กลุ่มได้แก ่

1. Thermophile เจริญได้ดีที่  40 องศาเซลเซียส หรือสูงกว่า เช่น M. avium,  M. xenopi 
2. Mesophile เจริญได้ดีที่อณุหภูมิ 20-30 องศาเซลเซียส มัยโคแบคทีเรียส่วนมากจัดอยูใ่น

กลุ่มนี ้
3. Psychophile เจริญได้ดีที่อณุหภูมิ 20 องศาเซลเซียส หรือต่ ากว่าได้แก่ M. fortuitum,  M. 

phlei , M. smegmatis 
มัยโคแบคทีเรยีที่ท าให้เกิดโรคในคน แบ่งเป็นกลุ่มไดด้ังนี้ (7) 

1. T.B. complex (Tubercle bacilli complex) ได้แก ่ M. tuberculosis, M. bovis, M. 
africanum, M.micoti 

2. Atypical mycobacteria รวม M. avium ไว้ดว้ยและจ าแนกเปน็หมู่ใหญ่ตาม Runyon 
3. เชื้อมัยโคแบคทีเรียอื่นๆ ได้แก่ M. leprae 

 T.B. complex มีความสามารถสูงในการก่อโรครุนแรง ส่วน Atypical mycobacteria มี
ความสามารถในการก่อโรคต่ าและยังไม่พบการก่อโรคโดยตรงในผู้ป่วย 
รูปร่างลักษณะของเซลล์ (7) 

เชื้อมัยโคแบคทีเรียโดยทั่วไปมีขนาดกว้าง 0.2-0.6 ไมโครเมตร ยาว 1.0-10 ไมโครเมตร มี
ผนังเซลล์หนา ไม่มีแคปซูล ไม่มีแฟลกเจลลา และไม่สร้างสปอร์  หากน ามัยโคแบคทีเรียมาย้อมสี
แกรม จะติดสีแกรมบวก มัยโคแบคทีเรียประกอบด้วยไซโตพลาสซึม หุ้มด้วยเยื่อหุ้มเซลล์ ซึ่งมี
ไขมันอีกชั้นหนึ่ง มีโครโมโซมสายเดียว ไม่มีเยื่อหุ้มนิวเคลียส เป็นลักษณะของโปรคาริโอท
(Prokaryote) 
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การเพาะเชื้อ (7) 
เชื้อมัยโคแบคทีเรียเป็นแบคทีเรียที่ต้องการออกซิเจนในการเจริญเติบโต ชนิดที่เป็น 

Saprophyte เจริญได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อธรรมดา แต่ชนิดอื่นๆ ต้องการอาหารที่มี แร่ธาตุซับซ้อน 
บางชนิดต้องการอาหาร พิเศษ คุณสมบัติที่แตกต่างกันนี้ มีผลต่อคุณสมบัติการก่อให้เกิดโรค แหล่ง
ที่อยู่ อัตราเร็วในการเจริญเติบโต ตลอดจนคุณสมบัติในการเป็น แอนติเจน  
ลักษณะทางชีวเคมี 

ผนังเซลล์ของเชื้อมัยโคแบคทีเรียมีความสลับซับซ้อนมาก ลักษณะที่ส าคัญประการหนึ่งคือ 
มีไขมันสูงถึงประมาณร้อยละ 60 ของน้ าหนักและผนังเซลล์ ชั้นในสุดของเยื่อหุ้มเซลล์
ประกอบด้วยเปปติโดไกลแคน (Peptidoglycan) ถัดจากชั้นเปปติโดไกลแคนออกมา เป็นชั้น 
arabinogalactan เป็น พอลีแซคคาไรด์ ประกอบด้วย arabinose และ galactose ปลาย arabinose จะ
จับกับกรดไขมันที่เป็นสายยาว เรียกว่า Mycolic acid  ซึ่งเรียงกันเป็นสาย ๆ ขนานกันคล้ายมัดเชือก 
ช่วยเพิ่มความหนาของผนังเซลล์ และเป็นส่วนที่ท าให้เกิดคุณสมบัติทนต่อกรด 
นิเวศน์วิทยาของมัยโคแบคทีเรีย (8) 

เชื้อมัยโคแบคทีเรียอาศัยอยู่ในสิ่งแวดล้อม ชนิดที่เป็น Saprophytes มีเพียงบางสายพันธุ์ที่
อาศัยอยู่ในสิ่งมีชีวิต ผนังเซลล์มีคุณสมบัติไม่ชอบน้ า (hydrophobic) เนื่องจากมีสารจ าพวกไขมัน
มาก ชอบสภาวะที่เป็นกรดอ่อน พบได้ในสิ่งแวดล้อม ตามแหล่งชื้นแฉะ เช่นโคลน บ่อน้ า แม่น้ า 
ในบริเวณผิวสัมผัสระหว่างน้ ากับอากาศ โดยเชื้อจะได้ออกซิเจนจากอากาศและสารอาหารจากน้ า 
เชื้อได้สารอาหารจากการย่อยสลายซากสิ่งมีชีวิต เช่นพืช และสัตว์  
การสร้างสารสี (8) 

มัยโคแบคทีเรยีส่วนใหญ่สร้างสารสีได้ เช่น สีเหลือง ส้ม หรือบางชนิดอาจสร้างสารสีชมพู 
ไม่ว่าจะอยู่ในที่มืดหรือได้สมัผัสกับแสง สารนี้เป็นสารพวก carotenoids ซึ่งอาจแยกได้เป็น 2 กลุ่ม 
คือ พวกที่จับกับออกซิเจน และพวกที่ไมจ่ับกับออกซิเจน (oxygen containing xantophylls) สาร 
carotenoids นี้จะจับอยู่ระหว่างเยื่อหุ้มเซลล์ เชื่อว่าสารนีม้ีบทบาทในการป้องกันอันตรายจากแสงที่
อาจมีต่อเซลล์ได ้
คุณสมบัติการทนกรด (8) 

คุณสมบัติการทนกรดหมายถึง ความสามารถของแบคทีเรียที่ไม่ถูกละลายสีที่ติดเซลล์ออก
ด้วยสารละลายกรดอ่อนๆ หลังย้อมดว้ยสีที่เป็นเบสิค (basic dyes) คุณสมบัตินี้ไม่ใช่มีเฉพาะในมัย
โคแบคทีเรียเท่านั้น แต่ยังพบในเชื้อชนดิอื่น เช่น Nocardia และ Corynebacterium บางชนิด 
นอกจากนี้อาจพบในสปอร์ อย่างไรก็ตาม นิยมใช้คุณสมบัตินี้ในการวนิิจฉัยเชื้อมัยโคแบคทีเรีย 
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เชื้อวัณโรค (Tubercle bacilli) (8) 
เชื้อวัณโรค เดิมหมายถึงเชื้อมัยโคแบคทีเรียที่ท าให้เกิดโรคในคน  วัว ควาย สัตว์แทะ และ

สัตว์ปีก โดยเรียกรวมกันเป็น Mycobacterium tuberculosis varieties ต่างๆ ตามคุณสมบัติการ
ก่อให้เกิดโรค คือ M. tuberculosis var. hominis เป็นเชื้อวัณโรคในคน  M. tuberculosis var. bovis  
เป็นเชื้อวัณโรคในวัวควาย  M. tuberculosis var. microti เป็นเชื้อวัณโรคในสัตว์แทะ และ   
M. tuberculosis var. avium เป็นเชื้อวัณโรคในสัตว์ปีก เนื่องจากเชื้อทั้ง 4 ชนิดมีคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีและการก่อโรคที่แตกต่างกันชัดเจน จึงมีการแยกออกเป็นจ าเพาะกลุ่ม แต่ในปัจจุบันค าว่า 
tubercle bacilli หรือ tuberculosis complex หมายถึงเชื้อมัยโคแบคทีเรีย  4 ชนิด คือ M. 
tuberculosis, M. bovis, M. africanum และ M. microti ส าหรับ M. avium นั้นมีการจัดไว้ในกลุ่มของ 
atypical mycobacteria ด้วยเหตุผลคือเป็นกลุ่มที่ไม่ก่อโรคในคน (Wayne 1982  (8) 
Mycobacterium tuberculosis  

 M. tuberculosis เป็นสาเหตุส าคัญของวัณโรคในคน โรคนี้ในอดีตเป็นโรคที่ท าให้คน
เสียชีวิตมากเป็นอันดับหนึ่ง ผู้ที่ค้นพบเชื้อนี้เป็นคนแรกคือ Robert Koch  โดยเขาได้ประกาศการ
ค้นพบเชื้อนี้ในที่ประชุมสมาคมสรีรวิทยาแห่งเบอร์ลิน ในปี คศ. 1882  เขาย้อมพบเชื้อในเสมหะ
ของผู้ป่วย และสามารถน ามาเพาะเลี้ยงให้บริสุทธิ์ใน coagulate serum และสามารถพิสูจน์ว่าเชื้อที่
เขาพบเป็นสาเหตุของโรค โดยการฉีดเชื้อที่ได้เข้าไปในสัตว์ทดลอง เช่นกระต่าย หนูตะเภา ท าให้
เกิดโรคในสัตว์ทดลองและแยกเชื้อบริสุทธิ์คืนจากสัตว์ทดลองที่เป็นโรคได้ 

 
รูปร่างลักษณะของเชื้อ (8) 

    เชื้อ M. tuberculosis เป็นเชือ้แบคทีเรียทรงแท่งบาง อาจโค้งเล็กน้อย ความกว้างประมาณ 
0.2 ถึง 0.5 ไมโครเมตร ยาวประมาณ 2 ถึง 4 ไมโครเมตร บางคร้ังการย้อมสีทนกรดอาจติดสีไม่
สม่ าเสมอ ดูคล้ายเป็นเม็ดๆ (bead) เรยีงต่อกัน ส่วนที่ตดิสีเกิดจาก granule ในขณะที่ส่วนที่ไม่ติดสี
เกิดจาก vacuole ภายในเซลล์ เชื้อมักจะอยู่รวมกันเป็นมดัๆ คล้ายฟั่นเชือกที่เรียกว่า serpentine cords 
สารประกอบของเซลล์ที่ส าคัญได้แก ่        

1. ไขมันชั้นนอกสุด มีปริมาณสูงถึงร้อยละ 60 ของน้ าหนักแห้ง ท าให้เชื้อมีคุณสมบัติในการ
ติดสียาก ทนต่อ acid alcohol สารเคมีทั้งกรดและด่าง ตลอดจนทนต่อปฏิกิริยาแอนตบิอดี
และคอมพลีเมน้ต์ 

2. กรดมัยโคลิค (mycolic acid) เป็นสารท่ีพบเฉพาะในเชื้อมยัโคแบคทีเรีย Nocardia และ 
Corynebacterium เท่านั้น กรดมัยโคลิคเป็นสารพวก alpha-alkyl, beta-hydroxyl fatty acid ท่ีอ่ิมตัว 
พบได้ทั้งในชัน้ของไขมันและไกลโคลิปิดเป็นตวัเชื่อมระหว่างชัน้ของไขมันกับชั้นผนังเซลล์ 
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3. คอร์ดแฟกเตอร์ เป็นสารที่มีส่วนเกี่ยวข้องกับการก่อโรครุนแรงของเชื้อ  สามารถสกัดโดย
ใช้ปิโตรเลียมอีเธอร์ มีโครงสร้างเป็น 6, 6-dimycolyltrehalose เหตุผลที่เชื่อว่าคอร์ดแฟก
เตอร์เกี่ยวข้องกับการก่อโรครุนแรง เพราะสารนี้สามารถยับยั้งการเคลื่อนไหวของเม็ดเลือด
ขาวชนิดโพลิมอร์โฟนิวเคลียร์ พบสารนี้มากในเชื้อที่ก่อโรครุนแรง ตลอดจนสามารถ
กระตุ้นให้เกิดภูมิต้านทานในหนูไมซ์ได้ (8)  

4. การเพาะเชื้อ 
 M. tuberculosis เป็นแบคที่เรียที่ต้องการออกซิเจนในการเจริญเติบโต อุณหภูมิท่ีเหมาะสม

ในการเจริญเติบโตคือ 37องศาเซลเซียส บางสายพันธุ์เจรญิบนอาหารท่ีมีกลีเซอรอล หรือ
สารประกอบอื่นเป็นแหล่งคาร์บอน และมีเกลือแอมโมเนียมเป็นแหล่งไนโตรเจน นอกจากนี้อาจ
เติมกรดอะมิโนแอสปาราจีนหรือกรดอะมิโนผสม เพื่อช่วยเร่งการเจรญิเติบโต ความเป็นกรด-เบสที่
เหมาะสมอยู่ระหว่าง 6.4  ถึง 7.0 การเจริญทั้งบนอาหารเลี้ยงเชื้อหรอืในร่างกายคนจะเปน็ไปอย่าง
ช้าๆ ช่วงเวลาที่ใช้ส าหรับการเพิ่มจ านวนขึ้นเป็น 2 เท่า (proliferation time) ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
อุดมสมบูรณ์ เท่ากับ 15-20 ชั่วโมง ในขณะที่เชื้อมยัโคแบคทีเรียอื่นๆ ที่ไม่ก่อโรค จะเจริญได้เร็ว
กว่านี ้ แต่ช้ากว่าแบคทีเรียทั่วไปมาก ซึ่งใช้เวลาเปน็สัปดาห์จึงจะสังเกตเห็นนิคมของเชื้อ ปัจจัย
ส าคัญของการเจริญเติบโตคือ activity ของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการทวีจ านวนของเชื้อวัณโรค คอื 
DNA dependent-RNA  polymerase   
  นิคมบนอาหารแข็ง มีลักษณะกลมนูน หนา ผิวเป็นเม็ดหรือเหี่ยวยน่ มีสีขาวหรือเหลือง
อ่อน ถ้าเล้ียงในอาหารเหลวจะพบลักษณะเป็นเมด็ที่ผิวอาหาร เมื่ออายุมากขึ้นนิคมจะหนา และ
เหี่ยว นิคมของสายพันธุ์ทีก่่อโรครุนแรง ผิวมักจะหยาบขรุขระ ส่วนสายพนัธุ์ที่ก่อโรคไม่รุนแรง
นิคมจะขรุขระน้อยกว่า เชื้อถูกท าลายได้ง่ายดว้ยความร้อนหรือขบวนการพาสเจอร์ไรส์ แต่ทนทาน
ต่อสารเคมีและความแห้งแล้ง เชื้อวัณโรคเจริญได้ดีขึ้นถ้าในบรรยากาศ มีคาร์บอนไดออกไซด์
ประมาณร้อยละ 6-8 เกลือแร่ที่จ าเป็นส าหรับการเจริญเติบโตของเชื้อ ได้แก่ สังกะสี, ฟอสฟอรัส, 
แมกนีเซียม และเหล็ก ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซีรัม ควรเติมแร่เหล็กเนือ่งจากในซีรัมมี transferin ซึ่ง
สามารถจับเหล็กได้ ท าให้ในอาหารเลี้ยงเชื้อขาดเหล็กได้ ขบวนการเมตาบอลิสมของเชื้อวัณโรค
เป็นแบบเดียวกับแบคทีเรียอืน่ๆ มีการใช้กลูโคสเป็นแหล่งพลังงานโดยขบวนการ Embden-
Meyerhof (EMP) และpentose phosphate pathway  มี tricarboxylic acid cycle (TCA) มีการสร้าง
เอนไซม์คะตะเลสและเปอร์ออกซิเดส ส าหรับก าจัดไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ที่เกดิจากขบวนการ
หายใจ 
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Mycobacteriophage 
      เชื้อวัณโรคมแีบคเทอริโอฟาจ (bacteriophage) ซึ่งเป็นไวรัสที่มีพันธกุรรม ดีเอ็นเอสายคู่ มี
ปริมาณ G+C คล้ายกับดีเอน็เอของเชื้อ M. tubercolosis โครงสร้างของฟาจประกอบด้วยส่วนหัว
และส่วนหางโดยส่วนหวัเป็นรูปไข่หรือหกเหลี่ยมสว่นหางยาวนอกจากนี้มีโปรตีนเป็น
ส่วนประกอบที่ส าคัญ บางชนิดมีฟอสโฟลิพิดด้วย ฟาจของ M. tubercolosis มี 4 ฟาจทัยป์ คือ A, B, 
C และ I M. tubercolosis ทีพ่บในประเทศไทยส่วนใหญจ่ัดอยู่ในฟาจทยัป์ A ส าหรับในทวีปยุโรป
และอเมริกาเหนือ พบฟาจทยัป์ B ร่วมด้วย ในสหรัฐอเมริกาพบทั้งฟาจทัยป์ A, B และ C ส่วนใน
อินเดียพบฟาจทัยป์ A และI  ฟาจทัยป์ต่างๆเหล่านี้ค่อนข้างคงตัว แม้แบคทีเรียมีการกลายพันธุ์เปน็
สายพันธุ์ดื้อยา แต่ฟาจทัยป์ส่วนใหญ่ไม่มีการเปล่ียนแปลง 
 ปัจจุบันองค์การอนามัยโลกได้จ าแนกมยัโคแบคทีเรียโดยฟาจทัยป์ออกเป็น 8 ทัยป์ คือทัยป์ 
1- 8 ประโยชน์ส าคัญของฟาจทัยป์คือ ใช้เป็นเครื่องมือในการติดตามแหล่งแพร่เชื้อของวัณโรคและ
ติดตามการระบาดของเชื้อวัณโรคในชุมชนโดยอาศยัหลักว่าถ้าเชื้อมาจากแหล่งเดียวกันจะ
มีฟาจทัยป์เดียวกัน นอกจาก นี้ยังช่วยระบุผู้ป่วยวา่ได้รบัเชื้อใหมห่รือเป็นการติดเชือ้ซ้ าจากเชื้อเดมิ 
และ ช่วยยืนยนัการติดเชื้อของทารกจากมารดาได้ด้วย 
ลักษณะของแอนติเจน 

เมื่อตรวจแยกแอนติเจนของเชื้อมัยโคแบคทีเรียโดยใช้วิธีโครมาโตกราฟฟี่ร่วมกับ 
immuno-diffusion พบว่า M. tuberculosis มีแอนติเจนไม่น้อยกว่า 20 ชนิด บางชนิดพบเฉพาะใน 
สปีซีส์ M. tubercolosis บางชนิดพบในมัยโคแบคทีเรียอื่น  หรือพบใน  Nocardia  และ 
Corynebacterium สารเหล่านี้ส่วนใหญ่ปรากฏอยู่ในผนังเซลล์ มีทั้งที่เป็นโปรตีน ลิพิด และพอลี
แซคคาไรด์ พวกโปรตีนท าให้เกิด delayed hypersensitivity  พวกพอลีแซคคาไรด์ท าให้เกิด 
immediate hypersensitivity และพวกลิพิดซึ่งส่วนใหญ่เป็น glycolipid  บางส่วนเป็นแอนติเจน 
กระตุ้นให้เกิดแอนติบอดี ในคน และบางส่วนเป็น Freund ‘s adjuvant 
พยาธิก าเนิด (8) 

 M. tuberculosis เป็นสาเหตสุ าคัญของวัณโรคปอดในคน พบว่าร้อยละ 90 ของวัณโรคใน
คนเกิดจากเชื้อนี้ อีกไม่ถึงร้อยละ 1 มีสาเหตุจากเชื้อสปีซีส์อื่น เช่น M. bovis,   M. africanum ส่วน  
M. bovis มักก่อให้เกดิโรคในสัตว์ ซึ่งอาจติดต่อมาสู่คนได้โดยการบริโภคนมที่ไม่ได้ผ่านขบวนการ
ฆ่าเชื้อ 

    เชื้อวัณโรคเข้าสู่ร่างกายไดห้ลายทาง เช่น ทางหายใจ ผิวหนังและทางเดินอาหาร การแพร่
หรือติดต่อที่ส าคัญคือ ทางเดินหายใจ เมื่อผู้ป่วยวัณโรคปอดไอ ละอองเสมหะที่มีเชื้อวัณโรคปน
ออกมา ละอองที่มีขนาดเล็กตั้งแต่ 1 ถึง 10 ไมโครเมตร จะลอยและกระจายอยู่ในอากาศ ละออง



9 

 

เล็กๆ เหล่านี้อาจมีเชื้อวัณโรคอยู่ 1-3 เซลล์ เมื่อผู้อื่นสูดเข้าไปตามลมหายใจ จะเข้าไปถึงแขนงปอด  
(bronchiole) และถุงลม (alveoli) และก่อการอักเสบขึ้นได้ ส่วนละอองใหญ่กว่านี้มกัจะตกลงสู่พื้น 
หรือหากถูกสดูหายใจเข้าไป มักติดอยู่ตามเยื่อเมือกในหลอดลมขนาดใหญแ่ละถูกขับออกเมื่อเกิด
การอักเสบ จะมีเม็ดเลือดขาวมารวมตวักันเพื่อก าจัดเชื้อ การเปลี่ยนแปลงนี้จะเกดิขึ้นภายใน 24 
ชั่วโมงหลังจากได้รับเชื้อเชือ้วัณโรคที่ถูกกินอยูภ่ายในเซลล์จะมีการเพิ่มจ านวนอย่างช้าๆ ใน
ขณะเดียวกนัมพีวกแมคโครฟาจมาห้อมลอ้มหนาขึ้น มีการเปลี่ยนแปลงและมีลิมโฟซัยต์มา
ล้อมรอบ ๆ และมีแคลเซียมมาเกาะ ซึ่งจะท าให้เห็นเป็นเงาในภาพถ่ายรังสีได้ ปรากฎการณ์ทาง
เนื้อเยื่อวิทยาตอ่เชื้อวัณโรคม ี2 ลักษณะ คือ 

1. Proliferative type เป็นการอักเสบแบบเกดิเป็นก้อน เซลล์จ านวนมากมาหลอมรวมกันเป็น
เซลล์ยักษ์ ซึ่งมีนิวเคลียสเรียงอยู่รอบเซลล์ ในไซโทพลาสซึมมีเชื้อวัณโรคที่ยังมีชีวิตอยู่ เรียกเซลล์ท่ี
มีลักษณะเช่นนี้ว่า giant cell ด้านนอกจะมีพวกเอพิธิริออยด์เซลล์หุ้มอยู่ (Epitheliioid cell) มีลิมโฟ
ซัยต์และไฟโบรบลาสต์มาจับ เกิดเป็นพังผืด ตรงกลางของก้อนแกรนูโลมาจะมีการท าลายเพิ่มขึ้น 
เกิดการตายของเนื้อเซลล์และมีไขมันมาเกาะ ดูคล้ายเนยแข็งเรียกว่า caseous necrosis 

2. Exudate type เป็นการอักเสบชนิดที่มีน้ า ไฟบรินและเม็ดเลือดขาว ทั้งชนิดที่มโีมโน
นิวเคลียสและโพลีมอร์โฟนิวเคลียสล้อมรอบเชื้อวัณโรค มักเกิดในผู้ป่วยที่มีภมูิตา้นทานต่ าและ
ได้รับเชื้อที่มีความรุนแรงจ านวนมาก 
การด าเนินโรค มี 2 ลักษณะ คือ 

1. แบบไม่ลุกลาม รอยโรคหายเป็นปกต ิ ไม่พบเซลล์แมคโครฟาจและเอพิธิริออยด์เซลล์ 
ภาพถ่ายรังสีปกติหรืออาจเกิดเป็นพังผืดมาแทนที่ พยาธิสภาพบริเวณเนื้อเยื่อตายและมีคอลลาเจน
เกิดขึ้น ล้อมรอบเชื้อวัณโรค มีลักษณะคล้ายเนยอยู่ตรงกลาง ลักษณะโรคแบบนี้เชื้อยังไม่ตาย มี
โอกาสกลับเป็นใหม่ได้อีก การที่เกิดเป็นหนิปูนเกาะ เมื่อหายจากโรคแล้ว ท าให้เห็นรอยโรคอยู่ 

2. แบบลุกลาม เชื้อวัณโรคลุกลามต่อไปได้ 3 ลักษณะ คือ 
2.1  การลุกลามเฉพาะที่ เชื้อขยายลุกลามเข้าสู่เนื้อเยื่อโดยรอบบริเวณที่ติดเชื้อ ท าให้รอย

โรคขยายขึ้น 
2.2  การลุกลามคล้ายเนยแข็ง เชื้อถูกสูดเข้าไปตามแขนงหลอดลมท าให้เกิดการกระจาย

ของโรคไปสู่เนื้อปอดส่วนอื่นๆ   
2.3  การลุกลามผ่านระบบน้ าเหลือง เป็นวิธีลุกลามของโรคที่ส าคัญในการรับเชื้อวัณโรค

ครั้งแรก จากระบบน้ าเหลืองอาจแพร่ไปสู่ระบบอื่นๆ (9) 
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อาการแสดงทางคลินิก  
อาการโดยทั่วไปของวัณโรค ได้แก่ น้ าหนักลด หรือน้ าหนักไม่เพิ่ม หรือเพิ่มช้า ผอม ถ้า

เป็นเด็ก น้ าหนักและส่วนสูงจะต่ ากว่าเกณฑ์อายุ มีไข้ต่ าๆ อ่อนเพลีย เบื่ออาหาร หงุดหงิด 
นอกจากนั้นยังมีอาการเฉพาะที่อื่นๆ เช่นวัณโรคที่ปอดจะมีอาการไอรุนแรง มีเสมหะและไอเป็น
เลือด หากเป็นที่อวัยวะอื่น เช่น กระดูกสันหลังจะมีอาการปวดหลัง เป็นต้น (9) 
 
การตรวจวินิจฉัยวัณโรคทางห้องปฏิบัติการ (10) 
การตรวจเสมหะเพื่อหาเชื้อวัณโรค 

1. ปริมาณเสมหะ 
การเก็บเสมหะแต่ละครั้งไม่ควรน้อยกว่า 5 มิลลิลิตร และเสมหะต้องมีคุณภาพคือ มี

ลักษณะเป็นเมือก เหนียว สีขุ่นเข้มคล้ายหนอง ต้องได้จากการไอ ไม่ใช่การขับจากล าคอ  
2. ปริมาณเชื้อวัณโรคในเสมหะ 

  การตรวจเสมหะด้วยกล้องจุลทรรศน์มีโอกาสพบเชื้อวัณโรค เมื่อเสมหะ 1 มล. มีเชื้อ
ประมาณ 10,000 เซลล์ขึ้นไป ซึ่งมีโอกาสพบเชื้อเพียงร้อยละ 50 แต่ถ้าในเสมหะมีปริมาณเชื้อถึง 
500,000 เซลล์ หรือมากกว่า จะมีโอกาสตรวจพบเชื้อถึงร้อยละ 99.95 ถ้ามีปริมาณเชื้อน้อยกว่า 
10,000 เซลล์ โอกาสตรวจพบด้วยกล้องจุลทรรศน์ จะน้อยลงมาก แต่ถ้าใช้วิธีตรวจโดยการ
เพาะเลี้ยงเชื้อจะช่วยในการวินิจฉัยโรคได้มากยิ่งขึ้น 

1. จ านวนครั้งที่ตรวจ  ในทางปฏิบัติ มีการแนะน าให้ส่งตรวจเสมหะ 3 ครั้งดังนี้คือ 
ครั้งท่ี 1 ให้ผู้ป่วยเก็บเสมหะทันที (spot sputum) บ้วนใส่ภาชนะแล้วส่งตรวจ 
ครั้งท่ี 2 ให้ผู้ป่วยเก็บเสมหะเมื่อตื่นนอนตอนเช้าก่อนแปรงฟัน ให้บว้นเสมหะใส่ภาชนะ 

แล้วน ามาส่งตรวจ (collect sputum) 
ครั้งท่ี 3 เป็นตัวอย่างเสมหะ spot sputum ที่เก็บหลังจากที่น าส่งตัวอย่างครั้งท่ี 2 มาส่งแล้ว 

 วิธีเก็บเสมหะ 
การเก็บเสมหะที่ถูกต้องมีความส าคัญเท่าๆ กับการตรวจที่ถูกต้องในห้องปฏิบัติการ ถ้าวัตถุ

ส่งตรวจ (specimen) ด้อยคุณภาพอาจไรป้ระโยชน ์ ให้ผลการตรวจที่ผิดพลาด ภาชนะที่ใชเ้ก็บ
เสมหะ ควรใช้ขวดหรือถ้วยท าดว้ยพลาสติก แก้ว หรอืโลหะ แต่ไม่ควรใช้กระดาษชุบเทียนไข
(paraffin) หรอืน้ ามัน เพราะสารเหล่านี้ อาจติดอยู่บน smear เป็นสิ่งแปลกปลอมที่ติดสี acid-fast 
หรืออาจท าปฏิกิริยากับ Non- acid-fast bacteria ท าให้ปรากฏลักษณะเหมือน acid-fast ได้ ภาชนะ
ควรมีปากกว้างและลึกพอสมควร เพื่อให้ผู้ป่วยบว้นเสมหะได้สะดวก ควรมีฝาเกลียวปิดไดแ้น่น
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ป้องกันการรั่วไหล ขวดควรมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 3 ซ.ม. หรือมีความจุประมาณ 12 มล. 
ก่อนส่งขวดให้ผู้ป่วยควรตดิฉลากชื่อและหมายเลขท่ีข้างภาชนะให้เรียบร้อยก่อน   
วิธีเก็บเสมหะจากผู้ป่วย ควรปฏิบัติตามล าดับดังนี้ (10) 

1. อธิบายให้ผู้ป่วยเข้าใจถึงเหตุผลของการเก็บเสมหะและวิธีไอ ขากและบ้วนให้ถูกต้อง 
2. ให้ผู้ป่วยบ้วนปากให้สะอาดก่อนเก็บตัวอย่าง เพื่อไม่ให้มีเศษอาหารปน 
3. เปิดฝาถ้วยและเก็บฝาไว้ ส่งเฉพาะตัวถ้วยให้ผู้ป่วย 
4. ให้ผู้ป่วยไอ โดยให้ปิดปากและจมูกด้วยผ้าเช็ดปากหรือผ้าเช็ดหน้าก่อน การไอที่ถูกต้อง 

คือสูดหายใจลึกๆ กลั้นหายใจชั่วครู่ แล้วออกแรงไอให้เสมหะขึ้นมาจากหลอดลม เมื่อได้เสมหะ
แล้วให้ยกปากถ้วยขึ้นชิดปากล่างค่อยๆปล่อยให้เสมหะไหลลงในถ้วยเสมหะ ระวังอย่าถ่มจน
กระเซ็นเปรอะเปื้อนออกมาภายนอก ควรเก็บเสมหะให้ได้อย่างน้อย 5 มล. 

5. ตรวจดูเสมหะที่เก็บได้ เสมหะที่ใช้ตรวจได้ดีควรมีลักษณะเป็นเมือกเหนียว เป็นยวงอาจ
ขุ่นข้นมีสีปนเหลือง หรือปนเขียว ไม่ใช่น้ าลายซึ่งมีลักษณะใสหรือเป็นฟอง ถ้าสิ่งที่เก็บได้ไม่
ถูกต้องหรือมีปริมาณน้อยเกินไป ควรให้ผู้ป่วยเก็บเพิ่ม และถ้าผู้ป่วยไม่สามารถไอได้ภายใน 2-3 
นาที ควรให้ผู้ป่วยพักพอสมควร เมื่อรู้สึกว่าจะมีเสมหะจึงค่อยไอใหม่ ผู้ป่วยที่ไม่ไอหรือไอแล้วไม่
มีเสมหะควรให้ดื่มน้ ามากๆ รอสักครู่แล้วไอ หรือใช้น้ ากลั้วคอ หรือฉีดละอองของน้ าเกลือเข้า
หลอดลม จะช่วยกระตุ้นให้ผู้ป่วยไออย่างแรงและขับเสมหะออกมาได้ การจัดท่าให้ผู้ป่วยนอนคว่ า
ใช้หมอนหนุนหน้าอกให้ศรีษะห้อยลงใช้ฝ่ามือเคาะด้านหลังเบาๆ อาจท าให้ผู้ป่วยขับเสมหะออก
ได้ด ี

6. ปิดฝาถ้วยเสมหะให้แน่นแล้วน าส่งห้องปฏิบัติการ หากไม่สามารถน าส่งได้ทันทใีนวนั
นั้นควรเก็บในความเย็น และอย่าให้ถูกแสงแดดส่อง มิฉะนั้นเสมหะจะบูดเน่า มีกลิ่นเหม็น (แต่อาจ
มีโอกาสตรวจพบเชื้อวัณโรคได้ โดยการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์) จากนั้นล้างมือให้สะอาดด้วย
สบู ่
1. วิธีตรวจเสมหะเพื่อหาเชื้อวัณโรคด้วยกล้องจลุทรรศน ์

1.1 วิธีป้ายจากเสมหะโดยตรง (direct smear) เตรียมโดยใช้ไม้เขี่ยเสมหะแล้วป้ายลงบน
กระจกสไลด์โดยตรง วิธีนี้เป็นที่นิยมใช้กันมาก เพราะเป็นวิธีที่ง่าย สะดวก และรวดเร็ว สามารถท า
ได้ในสถานบริการสาธารณสุขทุกระดับ ผลการตรวจพบเชื้อวัณโรคขึ้นอยู่กับจ านวนเชื้อในเสมหะ 
ซึ่งต้องมีจ านวนมากพอจึงจะตรวจพบ ข้อควรค านึงคือ การกระจายของเชื้อวัณโรคในเสมหะไม่
เท่ากัน ดังนั้นการเลือกเขี่ยเสมหะมาป้ายบนกระจกสไลด์จึงส าคัญมาก ถ้าเขี่ยบริเวณที่ไม่มีเชื้อหรือ
มีเชื้อจ านวนน้อยมาป้าย อาจตรวจไม่พบหรือพบเชื้อได้ยาก จึงจ าเป็นต้องเลือกตรวจตัวอย่างส่วนที่
คาดว่ามีเชื้อมากที่สุด คือส่วนที่เป็นก้อนเมือกเหนียว สีขุ่น สีเข้ม คล้อยหนองจะพบเชื้อได้ง่ายขึ้น 
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1.2 วิธีป้ายจากตะกอนเสมหะ(concentrated smear) เตรียมโดยน าตัวอย่างผ่านกรรมวิธีการย่อย
เสมหะด้วยสารเคมีก่อน ท าให้เชื้อกระจายสม่ าเสมอ แล้วปั่นด้วยเคร่ืองปั่นเหวี่ยง จะได้ตะกอนที่
เข้มข้นน ามาปา้ยบนแผ่นกระจกสไลด์ จะท าให้ตรวจพบเชื้อได้ง่ายขึน้ แต่ต้องใช้เครื่องปั่นเหวีย่งท่ี
มีแรงปั่นเหวี่ยงสูงถึง 3,000 g  จึงจะท าให้เช้ือตกตะกอนได ้

สารเคมีที่มีการแนะน าใหใ้ชส้ าหรับย่อยสลายเสมหะคือ น้ ายาฟอกผา้ขาว ซึ่งมีจ าหน่ายทัว่ไป 
เช่น clorox ที่มีส่วนผสมของ sodium hypochlorite ประมาณร้อยละ 5-10 ผสมกับเสมหะใน
อัตราส่วน 1:1 เขย่าให้เข้ากนัดีประมาณ 5 นาที แล้วปั่นตกตะกอนดว้ยเครื่อง centrifuge ความเร็ว 
3,000  รอบต่อนาที หรือเทียบเป็นค่า Relative Centrification Force (RCF) ได้เท่ากับ 3,000 xg  หรือ
มากกว่า เป็นเวลานาน 15 นาที เพื่อให้เชื้อวัณโรคในเสมหะตกตะกอน เทน้ าสว่นใสทิ้ง น าตะกอน
เสมหะมาป้ายบนกระจกสไลด์ เพื่อย้อมสี วิธีนี้ท าให้มีโอกาสตรวจพบเชื้อได้มากขึ้น หากปฏิบัติ
ด้วยความระมัดระวังใน bio-safety cabinet ผู้ปฏิบัติงานจะไม่เป็นอันตราย ประกอบกับสารเคมีนี้มี
ฤทธ์ิฆ่าเชื้อในเสมหะได้ดี จึงเหมาะส าหรบัใช้เฉพาะวิธตีรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์เท่านั้น ไม่เหมาะ
ส าหรับน าไปเพาะเชื้อ เนื่องจากเชื้อวัณโรคจะตาย  (11) 
2. การตรวจเสมหะหาเชื้อวัณโรคด้วยการเพาะเลี้ยงเชื้อ มีจุดประสงค์ดังนี้ เพื่อค้นหาผู้ป่วยวัณโรค
จากตัวอย่างส่งตรวจที่ไม่สามารถตรวจหาด้วยกล้องจุลทรรศน์ได้ 

2.1 เพื่อเพิ่มปริมาณและพิสูจน์ชนิดเชื้อ รวมทั้งยืนยันความมีชีวิตของเชื้อโรค โดยการ
ทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพและทางชีวเคมี 

2.2 เพื่อทดสอบความไวของเชื้อต่อยารักษา ส าหรับใช้เป็นแนวทางในการรักษาอย่างมี
ประสิทธิภาพ 

2.3 เฝ้าระวังการดื้อยาของเชื้อวัณโรคในชุมชน หรือในพื้นที่พิเศษเฉพาะเช่นในเรือนจ า 
ชายแดน เป็นต้น 
ชนิดของตัวอย่างเพื่อการเพาะเชื้อ 
แบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ 

1. Pulmonary specimens เช่น เสมหะ หนอง 
2. Extrapulmonary specimens เช่น น้ าไขสันหลัง, gastric wash, urine, plural fluid และtissue 

biopsy 
การส่งตรวจเพาะเลี้ยงเชื้อ ควรด าเนินการในกรณีต่อไปนี้ (10) 

1. กรณีผู้ป่วยใหม่ เพื่อการวินิจฉัย 
- เมื่อตรวจเสมหะด้วยกล้องจุลทรรศน์ไม่พบเชื้ออย่างน้อย 3 ครั้งข้ึนไป 
- เมื่อต้องการทดสอบความไวของเชื้อวัณโรคต่อยาที่ใช้รักษา 
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- เมื่อมีประวัติสัมผัสหรือใกล้ชิดกับผู้ป่วยที่ติดเชื้อวัณโรคที่ดื้อยาหลายขนาน 
- เมื่อมีการเฝ้าระวังการดื้อยารักษาวัณโรค 

2. ในผู้ป่วยที่ก าลังติดตามผลการรักษา หรือกลับเป็นซ้ า 
- เมื่อสิ้นสุดระยะเข้มข้นตรวจเสมหะด้วยกล้องจุลทรรศน์พบเชื้อ AFB (ได้รับยา

ครบทั้ง 4 ชนิดเป็นเวลา 2 เดือน คือ  ไอโซไนอะสิด,ไรแฟมปิซิน,พัยราซินาไมด์, 
สเตร็ปโตมัยซิน) 

- เมื่อต้องการประเมินว่าผู้ป่วยหายจากโรควัณโรค 
- เมื่อตรวจเสมหะด้วยกล้องจุลทรรศน์พบเชื้อ AFB ในเดือนสุดท้ายของการรักษา  

3. ในผู้ป่วยที่กลับเป็นซ้ า 
- เมื่อตรวจเสมหะพบเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
- เมื่อติดตามผลการรักษา โดยตรวจเป็นระยะ ๆ ในระหว่างการรักษา 

   การเพาะเลี้ยงเชื้อวัณโรค 
 การเพาะและพิสูจน์เชื้อเป็นวิธีที่ตรวจหาเชื้อได้แน่นอน และสามารถยืนยันการติดเชื้อได้
ดีกว่าวิธีอื่นๆ การเพาะเชื้อมัยโคแบคทีเรียมีวิธีการที่ยุ่งยาก ใช้เวลานาน อีกทั้งเชื้อบางชนิดเช่น M. 
leprae  ไม่สามารถเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อได้ ต้องเลี้ยงในสัตว์ทดลอง จึงเป็นสาเหตุให้
ห้องปฏิบัติการเพียงบางแห่งที่ให้บริการเพาะเชื้อมัยโคแบคทีเรีย อย่างไรก็ตามการเพาะและพิสูจน์
เชื้อมัยโคแบคทีเรียมีประโยชน์และจ าเป็นอย่างยิ่ง ที่ช่วยสนับสนุนการรักษาและป้องกันการ
แพร่กระจายเชื้อโรค (11) 

วิธีเพาะเลี้ยงเชื้อวัณโรคสามารถด าเนินการได้ตามวิธีมาตรฐาน โดยใช้อาหารผสมไข่ ได้แก่ 
Ogawa media และ Lowenstein-Jensen ทั้งนี้ขึ้นกับความพร้อมของอุปกรณ์ที่มีในห้องปฏิบัติ ซึ่ง
ได้แก่ เครื่องปั่น เหวี่ยงความเร็วสูงแบบท าความเย็นได้ โดยต้องมีความเร็วรอบไม่ต่ ากว่า 3,000 xg 
ต่อนาที เนื่องจากขั้นตอนการก าจัดเชื้อปนเปื้อนอื่นๆในสิ่งส่งตรวจ จะใช้สารละลาย 4%NaOH   
แตกต่างกันที่ Ogawa media ใช้วิธีด าเนินการตาม  ‚ Ogawa method‛  ที่สามารถถ่ายตัวอย่างที่ก าจัด
สิ่งปนเปื้อนแล้ว ลงบนอาหาร Ogawa โดยตรง แต่วิธีที่ใช้อาหาร Lowenstein-Jensen (LJ) ต้องน า
ตัวอย่างที่ผ่านการก าจัดเชื้อปนเปื้อนอื่นๆแล้ว ไปปั่นล้างด้วยน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อ หรือ 
สารละลาย phosphate buffer โดยใช้เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง ก่อนถ่ายตัวอย่างที่ก าจัดสิ่ง
ปนเปื้อนแล้ว ลงบนอาหาร LJ ตามวิธีของ ‚Petroff’s method‛  ข้อดีของวิธี LJ คือ มีโอกาสตรวจ
พบเชื้อได้มากขึ้น 
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การเพาะเชื้อวัณโรควิธี Ogawa method 
1. อุปกรณ์ เครื่องใช้ และน้ ายา 
   - น้ ายา 4% NaOH ท่ีปราศจากเช้ือ 
   - อาหารเลี้ยงเชื้อ 3% Ogawa medium  
   - pasteur pipette ท่ีปราศจากเช้ือ 
   - transfer pipette ท่ีปราศจากเช้ือ 
   - ขวดแก้ว Mac-Cartney 
   - หลอดพลาสติกฝาเกลียว ความจุ 50 มิลลิลิตร ส าหรับป่ัน  
2. วิธีปฏิบัติ 
   - ถ่ายเสมหะจากถ้วยเสมหะใส่ในขวดแก้วหรือหลอดพลาสติกฝาเกลียว 
   - เติมน้ ายา 4% NaOH ลงในภาชนะบรรจุเสมหะในอัตราส่วน 1:1 เท่าของปริมาณเสมหะ ถ้า
เสมหะมีความเหนียว หนืด สกปรก ให้เพิ่มอัตราส่วนของ 4% NaOH เป็น 2 เท่าของปริมาณเสมหะ 
ปิดฝาขวดหรือหลอดให้แน่น 
  - ผสมให้เข้ากันดีด้วยเครื่องเขย่าผสม vortex mixer แล้วตั้งทิ้งไว้ 15 นาทีโดยใช้มือเขย่าเป็นระยะๆ 
  - เมื่อครบเวลาใช้ pasteur pipette หรือ transfer pipette  ดูดสารแขวนลอยในตัวอย่างเสมหะที่ก าจัด
เชื้อปนเปื้อนแล้ว หยดลงบนอาหาร 3% Ogawa  ขวดละ 100 ul (ประมาณ 4 หยด)  
   - น าเข้าตู้อบเชื้อ อุณหภูมิ 37  C นาน 8 สัปดาห์ 

   - ตรวจดูหลอดเพาะเชื้อทุกสัปดาห์จนกระทั่งพบการเจริญของเชื้อ 
   - บันทึกผลการเพาะเชื้อ และด าเนินการตรวจสอบยืนยันชนิดของเชื้อวัณโรคต่อไป 
การเพาะเชื้อวัณโรควิธี Petroff’s method 
   1.อุปกรณ์ เครื่องใช้ และน้ ายา 
   - น้ ายา 4%NaOH ท่ีปราศจากเช้ือ 
   - อาหารเลี้ยงเชื้อ Lowenstein-Jensen medium 
   - pasteur pipette ท่ีปราศจากเช้ือ 
   - transfer pipette ท่ีปราศจากเช้ือ 
   - ขวดแก้ว Mac-Cartney 
   - หลอดพลาสติก ฝาเกลียว ความจุ 50 มิลลิลิตร ส าหรับป่ัน  
2. วิธีปฏิบัติ 
    - ด าเนินการเช่นเดียวกับวิธี Ogawa method ข้างต้นจนครบก าหนดเวลาการก าจัดเชื้อปนเปื้อน 
      ด้วยน้ ายา 4% NaOH 15 นาที 
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   - เมื่อตั้งทิ้งไว้ครบ 15 นาทีแล้ว ให้เติมน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อลงในหลอดทดสอบ จนถึงขีดบอก 
     ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
   - น าไปปั่นด้วยความเร็ว 3,000 xg นาน 15 นาท ี
   - เทน้ าใสส่วนบนทิ้งโดยให้มีน้ าเหลือติดก้นหลอดทดสอบประมาณ 0.5 มิลลิลิตร 
   - เขี่ยตะกอนให้กระจายตัวดี แล้วใช้ pasture pipette หรือ transfer pipette ดูดสารแขวนลอยที ่
     เตรียมได้หยดลงบนอาหาร Lowenstein-Jensen medium 2 ขวดๆละ 100 ul (ประมาณ 4 หยด) 
    - น าเข้าตู้อบเชื้อ อุณหภูมิ  37  Cนาน 8 สัปดาห์ 

   - ตรวจดูทุกสัปดาห์จนกระทั่งพบการเจริญเติบโต 
การอบเพาะเชื้อ (Incubation) 

 การอบเพาะเชือ้ primary culture อุณหภูมขิองตู้อบทั่วไปใช้ 37  C   และควรตรวจเช็ค
อุณหภูมิของตูอ้บเป็นประจ าทุกเช้า โดยมสีมุดบันทึกอณุหภูมิในแต่ละวนั เพื่อควบคุมการท างาน
ของตู้อบ 
 การอ่านผลเพาะเชื้อ primary culture ควรเริ่มอ่านเมื่อผ่านการอบแล้ว 3-5 วัน เพื่อตรวจดู
กลุ่มเชื้อ (colony) ที่อาจเปน็เชื้อเจริญเร็ว (rapid growers) และต่อมาควรอ่านทกุสัปดาห์ เปน็
ระยะเวลารวมทั้งสิ้น 8 สัปดาห์นับตั้งแต่เร่ิมอบเชื้อ โดยลงบันทึกผลการเพาะเชื้อในสมุดบันทึกผล
โดยเฉพาะถ้าครบ 8 สัปดาหแ์ล้วไม่สังเกตเห็นกลุ่มเชื้อเจริญ จึงรายงานว่า ‚No growth‛ 
สิ่งที่ต้องบันทึกในการอ่านผลได้แก่  
 1. อัตราการเจริญ (growth rate) เพื่อแยกเชื้อออกเป็น 2 กลุ่ม คือ 
  - เจริญเติบโตเร็ว (rapid grower) มีอัตราการเจริญน้อยกว่า 7 วัน 
  - เจริญเติบโตช้า (slow grower ) มีอัตราการเจริญเกินกว่า 7 วัน 
 2. จ านวนกลุ่มเชื้อที่พบบนอาหาร การรายงานจ านวนกลุ่มเชื้อ ดังในตารางท่ี 2 (12) 

  
ตารางที่ 2   การรายงานจ านวนกลุ่มเชื้อที่พบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
จ านวนกลุ่มเชื้อที่ตรวจพบ การรายงานผล 
ไม่พบกลุ่มเชื้อเลย No growth 
< 50 colonies  จ านวนกลุ่มเชื้อที่นับได้ 
50-100 colonies 1+ 
100-200 colonies 2+  
200-500 colonies (almost confluent) 3+ 
>500 colonies (confluent) 4+ 
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นอกจากอาหารเลี้ยงเชื้อดังกล่าว ยังมีระบบการเพาะเชื้อแบบอัตโนมัต ิซึ่งใช้อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด

เหลวที่มีสารกมัมันตภาพรังสี เพื่อวัดการเจริญเติบโตของเชื้อวัณโรค เช่น BACTEC 12B เป็น
อาหารเลี้ยงเชือ้วัณโรคส าเร็จรูปที่ใช้กับเครื่องอ่านผลการเพาะเชื้ออัตโนมัติ และอาหารเลี้ยงเชือ้
ส าเร็จรูปฟลูออเรสเซนต์ เป็นตัววัดการเจริญเติบโตของเชื้อวัณโรค เช่น MGIT อาหารเลี้ยงเชือ้
เหลวเหล่านี้จะใช้อาหาร Middlebrook 7H9 เป็นส่วนประกอบหลัก และมีการดัดแปลงตามความ
เหมาะสม 

 หลักการเพาะแยกเชื้อแบบอัตโนมตัิ คือการเพาะเชื้อวณัโรคในอาหารเหลว เป็นอาหาร
จ าเพาะที่ผลิตขึ้นมาในรูปอาหารเหลวและบ่มในตู้บ่มระบบอัตโนมัติ เป็นวิธีที่มีความรวดเร็วกว่าวิธี
ประจ า ท าให้สามารถลดระยะเวลาในการตรวจได้มากว่า 1  สัปดาห์ เช่น  

BACTEC 12B medium คือสารกัมมันตรังสี 14C ในรูปเกลือ palmitate เชื้อมัยโค
แบคทีเรียในส่ิงส่งตรวจจะใช้สารประกอบ palmitate ในการเจริญเตบิโต เกิดผลิตผลเป็น CO2 ซึ่ง
ตรวจวัดได้ด้วยเครื่อง แล้วแปลงค่าเป็นดชันีการเจริญเติบโต (growth index = GI) โดยทั่วไป
ก าหนดค่า GI>10 แสดงว่ามีการเจริญเตบิโตของจุลชีพในขวด BACTEC 12B วิธีนี้สามารถลด
ระยะเวลาในการเพาะเชื้อลงเหลือประมาณ 12-18 วัน และอาศัยหลักการเดียวกันนี้ในการพิสูจน์เชื้อ
ว่าเป็น M. tuberculosis complex และทดสอบความไวของเชื้อต่อยาต้านวัณโรคได้ โดยได้ผลภายใน 
1-2 สัปดาห์ แต่วิธีนี้มีข้อเสยีคือ ต้องใช้สารกัมมันตรังสี  นอกจากนี้เครื่องมือและน้ ายายังมีราคา
แพง 
 MGIT (Mycobacterium Growth Indicator Tube) เป็นการตรวจหาเชื้อมยัโคแคทีเรีย
จากสิ่งส่งตรวจทางคลินิก ประกอบดว้ยหลอดส าเร็จรูปที่บรรจุอาหารเหลว (liquid medium) 
ปริมาตร 4 มล. บริเวณก้นหลอดเคลือบด้วยสาร silicone ที่มีสารประกอบ fluorescence ประเภท 
oxygen sensitive fluorescence sensor ตรึงติดอยู่ สารประกอบนี้มีความไวต่อ O2 ที่ละลายปนอยูใ่น
อาหารเหลวทีบ่รรจุอยู่ในหลอด ทดสอบโดยน าตัวอย่างส่งตรวจมาผ่านการก าจัดเชื้อปนเปื้อนอืน่ๆ 
แล้วเพาะลงในหลอด อบที่ 37๐C อ่านผลโดยดูการเรืองแสงภายใต้แสง UV ขนาดความยาวคล่ืน 
365 nm ถ้ามีการเรืองแสงจะเกิดแสงสีส้ม (7) 
 
 


