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บทคัดยอ  

 การย้อมเสมหะด้วยสีทนกรดเป็นวิธีการตรวจวินิจฉัยวัณโรคปอดที่ทำได้ง่ายและใช้กันอย่างแพร่หลายทั่วโลก โดยวิธีนี้มีความจำเพาะสูง

แต่ต้องอาศัยความชำนาญของผู้ปฏิบัติงานในการตรวจวิเคราะห์ ดังนั้นการประกันคุณภาพของวิธีทดสอบนี้จึงมีความสำคัญ ซ่ึงมีการใช้สไลด์สเมียร์

เสมหะเป็นหนึ่งในวัสดุควบคุมคุณภาพ การศึกษานี้จึงมุ่งพัฒนาการเตรียมสไลด์สเมียร์เสมหะโดยใช้แบคทีเรียทนกรดที่ได้จากการเพาะเลี้ยงและทำ

ให้เชื้อกระจายตัวด้วยการกรองผ่านแผ่นกรองเส้นใยนาโนพอลิไวนิลลิดีนฟลูออไรด์ที่เคลือบด้วยพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ โดยทำการเปรียบเทียบแผ่น

กรอง 4 ชนิดคือ 2Hz 8M, 2Hz 4M, 3Hz 8M และ 3Hz 4M ที่ผลิตขึ้นมา ซ่ึงมีความพรุนสูงถึงร้อยละ 99.98 และมีความหนาของแผ่นกรอง 222, 

158, 81 และ 48 ไมโครเมตร ตามลำดับ เมื่อนำไปกรองเชื้อแบคทีเรียทนกรด พบว่าการใช้แผ่นกรอง PVDF ชนิด 2Hz 4M ทำให้สไลด์สเมียร์

เสมหะพบแบคทีเรียย้อมติดสีทนกรดแบบตัวเดี่ยวจำนวนมาก (เฉล่ีย 4.0+2.8 ตัวต่อวงกล้อง) และแบบที่เกาะกลุ่มเพียงขนาดเล็ก 2-5 ตัวต่อกลุ่ม 

(เฉล่ีย 4.67+0.2 กลุ่มต่อวงกล้อง) ซ่ึงมีสัดส่วนของเชื้อแบบเด่ียวสูงกว่าจำนวนกลุ่มเชื้อเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้แผ่นกรองชนิดอื่น ในขั้นตอนการ

เตรียมสไลด์สเมียร์เสมหะ สามารถปรับระดับความเข้มข้นของเชื้อที ่ใช้เพื่อเตรียมให้ได้ผลการรายงานเป็น AFB 3+, AFB 2+ และ AFB 1+                  

ตามเกณฑ์การรายงานผลขององค์การอนามัยโลกได้โดยการเจือจางเชื้อ 1:10 ในแต่ละระดับการรายงานผล สไลด์สเมียร์เสมหะที่เตรียมได้นี้มีความ

คล้ายคลึงกับเสมหะจริงของผู้ป่วย โดยพบเม็ดเลือดขาวและแบคทีเรียย้อมติดสีทนกรดที่กระจายตัวดีเป็นแบบตัวเดี่ยวเมื่อส่องภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์  งานวิจัยนี้ถือเป็นงานวิจัยแรกที่ประยุกต์ใช้แผ่นกรองเส้นใยนาโนในการกรองแบคทีเรียทนกรดสำหรับการเตรียมสไลด์สเมียร์เสมหะ               

ซึ่งเป็นวิธีที่ทำได้ง่ายและสะดวก สามารถนำไปใช้ในงานประกันคุณภาพวิธีการย้อมสีทนกรดในห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ และใช้ประโยชน ์               

ในการฝึกอบรมบุคลากรทางการแพทย์ได้  
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ABSTRACT  

 Acid-fast staining of sputum is a simple and widely used method for diagnosis of pulmonary tuberculosis worldwide. 

This method is high specificity but requires the expertise of the operator in analysis. Therefore, quality assurance of the testing 

method is essential, with sputum smear slides used as one of the quality control materials. This study aimed to develop a 

method for the preparing sputum smear slides using cultured acid fast bacilli (AFB) which were dispersed by filtration through 

a polyvinylidene fluoride (PVDF) nanofiber membrane coated with polyvinyl alcohol (PVA). Four types of the homemade 

nanofiber filters as 2Hz 8M, 2Hz 4M, 3Hz 8M and 3Hz 4M with a porosity of up to 99.98 percent and filter thicknesses of 158, 

222, 48 and 81 micrometers, respectively were compared for filtration efficiency. When used to filter AFB, the 2Hz 4M PVDF 

membrane produced sputum smear slides with a high number of single AFB (averaging 4.0 ± 2.8 cells per oil power field) and 

small clusters of 2-5 AFB per cluster (averaging 4.67 ± 0.2 clusters per oil power field). The proportion of single AFB by the 

2Hz 4M was higher than the number of AFB clumping in clusters compared to the use of other types of filters. In the 

preparation process of sputum smear slides, the concentration of AFB could be adjusted to give the result of AFB 3+, AFB 

2+, and AFB 1+ according to the World Health Organization's reporting criteria by diluting AFB at a 1:10 ratio for each reporting 

level. This prepared slides closely resembled the actual patient sputum, showing leukocytes and welled-dispersed single AFB 

under microscopic examination. This study is the first to apply nanofiber membrane filtration for dispersing AFB in sputum 

smear preparation. This method is simple, practical, and suitable for use in quality assurance of acid-fast staining in clinical 

laboratories as well as in training healthcare personnel. 

 

KEYWORDS: Sputum smear slide, Polyvinylidene fluoride nanofiber, Acid fast bacilli   
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1. บทนํา 

 วัณโรค (Tuberculosis) เป็นโรคติดเชื้อเรื้อรังที่สำคัญ 

ส่งผลให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้ โดยในปี พ.ศ. 2565 คาดว่าท่ัวโลก

มีรายงานผู้เสียชีวิตจากโรคนี้ 1.3 ล้านคน และพบผู้ป่วย              

ท ั ่ ว โ ล ก ป ร ะ ม า ณ  1 0 . 6  ล ้ า น ค น  ( World Health 

Organization, 2023) ส ่วนในประเทศไทยคาดการณ์

อ ุบ ัต ิการณ์ว ัณโรค 155 คนต่อประชากรแสนคนต่อปี                  

หรือจำนวน 111,000 คน และมีผู ้ป่วยวัณโรคเสียชีว ิต 

14,000 คน (Department of Disease Control, 2024) 

วัณโรคเกิดจากการติดเช้ือ Mycobacterium tuberculosis 

ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติทนกรด (Acid-fast bacilli; 

AFB) มีขนาดของเซลล์กว้างประมาณ 0.2-0.6 ไมครอน และ

ยาวประมาณ 1.0-10 ไมครอน (Gunasingam, 2022)                 

การติดต ่อของเชื ้อน ี ้จากคนส ู ่คนโดยผ่านทางอากาศ                      

เช ื ้อที ่ผ ่านเข้าปอดจะถูกจับโดยแมคโครฟาจในถุงลม 

(Alveolar macrophage) เชื ้อสามารถมีชีวิต เพิ ่มจำนวน 

และดำรงอยู่ได้ภายในเซลล์เป็นระยะเวลานาน ภายหลัง

ได้รับเชื้อเข้าสู่ร่างกายอาจเกิดพยาธิสภาพทำให้ป่วยเป็น                                

วัณโรคได้ หรือยังไม่มีอาการของโรคเป็นผู ้ติดเชื้อวัณโรค

ระยะแฝง (Vynnycky & Fine, 2000)  ในประเทศไทย                     

มีรายงานบุคลากรทางการแพทย์ในโรงพยาบาลเป็นผู้ติดเชื้อ

ว ัณ โ ร ค ร ะยะแฝ ง ในอ ั ต ร าคว ามช ุ ก ร ้ อ ยละ  9. 50 

(Saengngoen, 2022) การวินิจฉัยวัณโรคใช้การตรวจคัด

ก รอ งทา งคล ิ น ิ ก  (Department of Disease Control, 

2018) ร่วมกับการตรวจทางห้องปฏิบัติการ เพื่อยืนยันผล

การว ิน ิจฉ ัย (Department of Disease Control, 2019) 

การตรวจทางห้องปฏิบัติการควรเลือกใช้วิธีทดสอบที่มีความ

ถูกต้องแม่นยำ เพื ่อประโยชน์ในการรักษา ติดตาม และ

ควบคุมการแพร่กระจายของเชื้อ ให้มีอัตราการเจ็บป่วยและ

อ ัตราการ เส ียช ี ว ิตลดลง (Lewinsohn et al. , 2017; 

Campelo et al., 2021)  

 วิธีตรวจหาเชื้อ AFB ด้วยกล้องจุลทรรศน์มีการใช้กันมา

นานกว่าหนึ ่งร้อยปี โดยเฉพาะในประเทศที ่มีรายได้ต่ำ               

และปานกลาง หร ือม ีข ้อจำก ัดด ้านทร ัพยากรต ่าง ๆ                         

(World Health Organization, 2021) เป็นวิธีที่มีค่าใช้จ่าย

ต่ำ ขั้นตอนการทำค่อนข้างง่าย ทำได้รวดเร็ว จึงนิยมใช้ใน

การคัดกรอง ค้นหาและวินิจฉัยผู้ป่วยวัณโรค (Department 

of Disease Control, 2023; Opota et al. , 2016)

นอกจากน้ียังมีประโยชน์ในการติดตามการตอบสนองต่อการ

รักษา ซึ ่งต่างจากวิธีทางอณูชีววิทยา เช่น PCR ที่อาจให้

ผลบวกคงอยู่ต่อไปได้นานในสิ่งส่งตรวจของระบบทางเดิน

หายใจ แม้ว่าผลการรักษาจะเป็นไปด้วยดี การย้อมสไลด ์  

สเมียร์เสมหะผู้ป่วยด้วยสีทนกรดแล้วตรวจหา AFB ภายใต้

กล้องจุลทรรศน์ จัดเป็นวิธีที่มีความจำเพาะสูง (Boldi et 

al. , 2023) และควรม ีปร ิมาณเช ื ้ออย ่างน ้อย 103-104                

เซลล์ต่อมิลลิลิตรของเสมหะ (van Zyl-Smit  et al., 2011) 

ทั ้งนี ้การตรวจหา AFB ด้วยกล้องจุลทรรศน์ต ้องอาศัย

ประสบการณ์ และความชำนาญของผู ้ปฏิบ ัต ิงานด้วย                  

ในกรณีรายงานผลบวกปลอมจะส่งผลเสียต่อผู้ป่วย โดยอาจ

ทำให้ผู้ป่วยได้รับการรักษาที่ไม่จำเป็น อาจเกิดผลข้างเคียง

ของยาต่อร ่างกาย มีผลกระทบต่อจิตใจของผู ้ป่วยและ

ครอบครัวและสิ้นเปลืองค่าใช้จ่ายในการรักษา (Ridderhof 

et al., 2002) ส่วนการรายงานผลลบปลอมจะส่งผลต่อการ

เจ็บป่วยเรื้อรัง เสี่ยงต่อการเสียชีวิต และแพร่กระจายเชื้อสู่

ผู้อ่ืน 

 การประกันคุณภาพของวิธีทดสอบ นับว่ามีความสำคัญ

สำหรับห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ ซึ ่งมีทั้งการควบคุม

คุณภาพภายใน (Internal quality control; IQC) และการ

ประเมินคุณภาพโดยองค์กรภายนอก (External quality 

assessment; EQA) วัสดุควบคุมคุณภาพที่ใช้ในการประกัน

คุณภาพวิธีย้อมสีทนกรดเพื่อตรวจหาเชื ้อ AFB ด้วยกล้อง

จุลทรรศน์ มักนิยมใช้เป็นสเมียร์เสมหะของผู้ป่วยวัณโรคที่

ตรึงบนสไลด์ หรือตัวอย่างสเมียร์เสมหะจำลองหรือแบบ

เสมือนจริง (Department of Medical Sciences, 2024; 

Faculty of Medical Technology, 2024;UK NEQAS, 

2022;CMPT, 2023) วัสดุควบคุมคุณภาพตามข้อกำหนด

มาตรฐานสากล ISO/IEC 17043 (ISO, 2023) ที ่ระบุให้มี

คุณสมบัติและลักษณะใกล้เคียงกับตัวอย่างสิ่งส่งตรวจจาก

ผู้ป่วยให้มากที่สุดและต้องมีความเป็นเนื้อเดียวกัน และมี

ความคงตัว ดังนั้นตามแนวทางสากลจึงแนะนำให้ใช้เสมหะ

จากผู้ป่วยที่ AFB เป็นผลบวกและลบมาใช้เตรียมตัวอย่าง

เพื ่อให้มีความเหมือนของจริง (Department of Public 

Health, 2015)  หรือทำการเตรียมเสมหะแบบเข้มข้นโดยใช้ 

sodium hydroxide หร ื อ  N-acetyl- L- cysteine ทำ ให ้

เสมหะผู ้ป ่วยมีความเหลวที ่เหมาะสมในการใช้เตร ียม

ตัวอย่างเสมหะที่ตรึงบนสไลด์ ในการเตรียมสเมียร์โดยใช้

เสมหะผู้ป่วยวัณโรคต้องคำนึงถึงความปลอดภัย และปริมาณ

เสมหะของผู้ป่วยท่ีให้ผลบวกต้องมีมากพอสำหรับการเตรียม
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ตัวอย่างสเมียร์สไลด์ให้เป็นเนื้อเดียวกัน และมีเพียงพอกับ

จำนวนสมาชิก จึงนิยมใช้วิธีการเตรียมเช่นนี้ในประเทศที่มี

ความชุกของวัณโรคสูง อีกวิธีเป็นการเตรียมตัวอย่างสเมียร์

เสมหะจำลองหร ือแบบเสมือนจร ิง โดยการเพาะเชื ้อ 

Mycobacteria แล้วนำเชื ้อมาผสมกับเชื ้อประจำถิ ่นใน

เสมหะ ก่อนนำส่วนผสมมาสเมียร์บนสไลด์ (Farnia et al., 

2003; Somoskövi et al., 2001) แต่การเตรียมเช่นนี้เมื่อดู

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์จะเห็นไม่เหมือนการใช้เสมหะจริง 

และการเจริญของ Mycobacteria ในอาหารเหลวจะพบการ

เกาะกลุ่มกันของเชื้อ จำเป็นต้องมีขั้นตอนการเตรียมที่ทำให้

เชื ้อที ่เป็นกลุ่มเกิดการกระจายตัวจนได้เป็นเซลล์เดี่ยว ๆ 

ก่อนนำมาใช้งาน วิธีหน่ึงท่ีนิยมใช้คือการกรอง 

 ปัจจุบันผืนเส้นใยนาโนจัดเป็นวัสดุที ่ได้รับความสนใจ             

ในการประยุกต์ใช้ในหลายเทคโนโลยี เส้นใยนาโนสามารถ

สร้างรูพรุนขนาดเล็กที่มีลักษณะต่อเนื่องได้ในปริมาณที่มาก 

และมีพื้นที่ผิวสูงเมื่อเทียบกับน้ำหนัก (Song et al., 2020) 

การผลิตผืนเส้นใยนาโนด้วยเทคนิคการปั ่นเส้นใยด้วย               

ไฟฟ้าสถิต (Electrospinning) สามารถขึ ้นร ูปผืนเส้นใย               

จากพอลิเมอร์ หลอมเหลวหรือสารละลายได้ ทำให้ผืนเส้นใย

มีรูพรุนขนาดต่างๆ กันตามความต้องการในการใช้งาน 

ต ่ อมา ได ้ ม ี ก า รนำสารพอล ิ ไ วน ิ ลล ิ ด ี นฟล ู ออ ไ รด ์ 

(Polyvinylidene fluoride; PVDF) มาใช้ผลิตแผ่นกรองเส้น

ใยนาโน  ทำให ้ว ัสด ุท ี ่ ได ้ม ีความทนทานต ่อสาร เคม ี                     

และอุณหภูมิสูง มีความยืดหยุ่นสูง ไม่เป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิต 

ข้ันตอนการผลิตไม่ยุ่งยาก และสามารถผลิตผสมกับสารชนิด

อื่นได้ดี (Aghayari, 2022)  แผ่นกรอง PVDF ที่ผลิตได้จะมี

น้ำหนักเบา จึงสามารถนำมาซ้อนทับกันให้หนาขึ้นเพื ่อใช้

กรองอนุภาคที่มีขนาดเล็กระดับไมโครเมตรและนาโนเมตร

ได้ และยังเพิ่มคุณสมบัติการดูดซึมน้ำของแผ่นกรอง PVDF 

โดยการผสมกับสารพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ (Polyvinyl 

alcohol; PVA) ที ่มีคุณสมบัติชอบน้ำและช่วยเพิ ่มความ

แข็งแรงคงทนให้กับแผ่นกรอง ซึ ่งมีงาน วิจัยที ่ได้พัฒนา

วิธีการเตรียมแผ่นเส้นใยนาโน โดยอาศัยหลัก การนี้ด้วยการ

ฉีดขี้นรูปแบบ batch ในสภาวะที่เหมาะสม เพื่อเตรียมเป็น

แผ ่นกรอง สำหร ับกรองแบคทีเร ียในอากาศ และน้ำ 

( Kittiniyom et al. , 2020; Suwanboon et al. , 2018)   

ส่วนงานวิจัยนี้ถือเป็นงานวิจัยแรกที่ประยุกต์ใช้แผ่นกรอง

เส้นใยนาโน PVDF ที่ผลิตแบบ continuous ในการกรอง

แบคทีเรียทนกรดสำหรับการเตรียมสไลด์สเมียร์เสมหะ 

ดังน้ัน วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ คือ การพัฒนาการเตรียม

สไลด์สเมียร์เสมหะที่ให้ผลบวกสำหรับการย้อมสีทนกรด  

โดยการสเมียร์สไลด์ด้วยส่วนผสมของเชื้อ AFB ที่ได้จากการ

เพาะเลี้ยงและผ่านการกรองด้วยแผ่นกรอง PVDF ให้เป็น

เชื ้อตัวเดี ่ยว ผสมกับเสมหะของผู้ป่วยที่ไม่ได้เป็นวัณโรค                 

ท่ีผ่านข้ันตอนการเตรียมให้มีเม็ดเลือดขาวเหมือนเสมหะจริง 

สไลด์ สเมียร์เสมหะที่เตรียมด้วยวิธีนี้ทำได้ง่าย และสามารถ

นำไป ใช้ประโยชน์ได้หลากหลายในงานทางด้านการแพทย์ 

และสาธารณสุข 
 

2. วัสดุและวิธีการ  

2.1 การขึ้นรูปผืนเสนใยนาโนและการผลิตแผนกรอง 

 ผืนเส้นใยนาโน PVDF ขึ้นรูปด้วยเครื่องปั่นเส้นใยด้วย

ไฟฟ้าสถิตแบบต่อเนื่อง 45 เข็ม โดยฉีดสารละลาย PVDF 

ความเข้มข้นร้อยละ 18 โดยน้ำหนัก ให้เป็นเส้นใยบนผ้า 

สปันบอนด์ที ่ม ีความกว้าง 30 เซนติเมตร เคลื ่อนที ่ด้วย

ความเร็ว 0.04±5 เมตรต่อนาที (2 Hertz; Hz) ความกว้าง

ของผืนเส้นใยปรับด้วยรางเลื ่อนเคลื ่อนที ่ซ ้ายขวาเป็น

ระยะทาง 18 เซนติเมตร และเคลื่อนด้วยอัตราเร็ว 170 รอบ

ต ่อนาท ี  โดยม ีสภาวะการข ึ ้นร ูปผ ืนเส ้นใยนาโนค ือ                       

ใช้ศักย์ไฟฟ้า 18 กิโลโวลต์ ระยะห่างจากปลายเข็มถึงฉากรับ 

10 เซนติเมตร อัตราการไหลของสาร 45 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง 

ต่อมานำผืนเส้นใยนาโน PVDF ท่ีเตรียมมาซ้อนทับกัน 4 ช้ัน 

(แผ่นกรอง 2Hz 4M) หรือ 8 ชั ้น (แผ่นกรอง 2Hz 8M)   

แล้วพ่นเคลือบด้วยสารละลาย PVA ความเข้มข้นร้อยละ 1 

โดยน้ำหนัก นำไปรีดด้วยเครื่องเคลือบบัตรที่อุณหภูมิ 160 

องศาเซลเซียส โดยรองด้วยแผ่น Teflon ทั้งด้านบนและ

ด้านล่างของผืนเส้นใย จากนั้นนำผืนเส้นใยนาโนที่ได้ มาตัด

ให้เป็นวงกลมขนาด 25 มิลลิเมตร สำหรับการเตรียมแผ่น

กรอง 3Hz 4M และ 3Hz 8M อาศัยหลักการฉีดขึ้นรูปด้วย

สภาวะเดียวกันกับสภาวะที ่กล่าวข้างต้นแต่ใช้การฉีด

สารละลาย PVDF เคลื่อนที่ด้วยความเร็วจาก 2 Hz เป็น 3 

Hz และในการทดลองนี้ใช้กระดาษกรองเชิงพาณิชย์ชนิด

เซลลูโลสที ่มีร ูพรุนขนาด 8 ไมโครเมตรเป็นแผ่นกรอง

เปรียบเทียบกับแผ่นกรอง PVDF ท่ีผลิตข้ึนมา 

2.2 การหาความพรุน (Porosity) ของแผนกรอง 

 นำแผ่นกรอง PVDF มาชั่งน้ำหนักด้วยเครื่องชั่งทศนิยม 

4 ตำแหน ่ง  และว ัดความหนาของแผ ่นกรองจำนวน                       

5 ตำแหน่ง ด้วยไมโครมิเตอร์ จากนั ้นคำนวณหาความ
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หนาแน่นปรากฏ (𝜌𝜌𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚) ตามด้วยความพรุน (Porosity)            

ดังสมการท่ี (1) และ (2) ตามลำดับ 

𝜌𝜌𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚  (𝑔𝑔 𝑐𝑐𝑐𝑐3⁄ ) = 𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀
𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉

= 𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 x 𝑇𝑇ℎ𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖

           (1) 
 

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 (%) = (1 − 𝜌𝜌𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚
𝜌𝜌𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃

) × 100                               (2) 

 

 

เมื่อ Mass คือ น้ำหนักของแผ่นกรอง PVDF (กรัม) 

 Volume คือ ปริมาตรของแผ่นกรอง PVDF                  

(ลูกบาศก์เซนติเมตร) 

 Area คือ พ้ืนท่ีของแผ่นกรอง PVDF  

  (ตารางเซนติเมตร) 

 Thickness คือ ความหนาของแผ่นกรอง PVDF  

                (เซนติเมตร) 

        𝜌𝜌𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚      คือ ความหนาแน่นปรากฎของแผ่นกรอง  

             PVDF (กรัมต่อลูกบาศก์เซนติเมตร)  

       𝜌𝜌𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃      คือ ความหนาแน่นของ PVDF (1.76  

    กรัมต่อลูกบาศก์เซนติเมตร) 

2.3 การเตรียมเชื้อ Mycobacterium tuberculosis  

 เช้ือแบคทีเรียทนกรด (Acid fast bacilli; AFB) ท่ีใช้ คือ 

Mycobacterium tuberculosis สายพันธ ุ ์  H37Ra ATCC 

25177 นำเชื้อมาเพาะเลีย้งในอาหารเหลว Dubos ปริมาตร 

40 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา                

2 สัปดาห์ ทำการฆ่าเชื ้อโดยเติม 37% Formaldehyde 

ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที 

ต่อมาทำให้เชื ้อ AFB ที ่เกาะกลุ ่มในขณะเจริญเติบโตให้

กระจายตัวเป็นเซลล์เดี่ยว โดยนำอาหารเหลวที่เพาะเชื้อไว้

มาใส่ลงในหลอดแก้ว และใส่ลูกแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 

4 มิลลิเมตรลงไป ทำให้เชื้อกระจายตัวด้วยเครื่อง Vortex 

mixer เขย่านาน 5 นาที ใช้กระบอกฉีดยาที่ใส่เข็มเบอร์ 21 

ทำการดูดอาหารเหลวเข้าออกกระบอกฉีดยาผ่านรูเข ็ม

จำนวน 20 ครั้ง ต่อมาใช้กระบอกฉีดยาท่ีใส่เข็มเบอร์ 29 ทำ

การดูดอาหารเหลวเข้าออกกระบอกฉีดยาผ่านรูเข็มจำนวน 

1 ครั้ง จากนั้นนำอาหารเหลวที่ได้มากรองโดยเปรียบเทียบ

การกรองผ่านหัวกรองที ่ม ีแผ่นกรองชนิดต่างๆ ได้แก่ 

กระดาษกรองเชิงพาณิชย์ (Whatman No. 2), แผ่นกรอง 

PVDF ชนิด 2Hz 4M, ชนิด 2Hz 8M, ชนิด 3Hz 4M และ 

ชนิด 3Hz 8M เทียบกับเชื้อตั้งต้นก่อนกรอง นำเชื้อส่วนที่

กรองผ่านกระดาษกรองแต่ละชนิดไปวัดความขุ่นเทียบเท่า

ก ับ McFarland Standard และน ับจำนวนเช ื ้อโดยว ิธ ี 

Spread Plate บนจานเพาะเล ี ้ยง Dubose agar ในการ

ทดลองนี้มีการเตรียม AFB ให้เข้มข้นขึ้นโดยนำเชื้อส่วนที่

กรองผ่านแผ่นกรอง 2Hz 4M ไปปั่นที่ความเร็วรอบ 8000 

รอบต่อนาที (rpm) นาน 10 นาที จากนั้นนำตะกอนมาเติม

น้ำกลั่นในปริมาตรลดลง 10 เท่าจากของเหลวเริ่มต้น จึงทำ

ให้เชื้อเข้มข้นขึ้น 10 เท่า และเจือจางเชื้อด้วยน้ำกลั่น 1:10 

เพ่ือใช้ในการเตรียมเช้ือแบบ Grading  

2.4 การเตรียมตัวอยางเสมหะ 

 ใช้ตัวอย่างเสมหะผู้ป่วยที่ไม่ได้เป็นวัณโรคที่เหลือจาก

การใช้งานในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คัดเลือกเสมหะที่มี

ค ุณภาพดีคือเมื ่อนำมาย้อมสีแกรมแล้วดูภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ จะพบปริมาณเม็ดเลือดขาว > 50 เซลล์ต่อ Low 

power field (LPF) , Epithelium cell < 20 เซลล ์ /LPF 

และแบคทีเรีย 1-5 เซลล์/Oil power field (OPF)  และเม่ือ

นำเสมหะมาย้อมสีทนกรดต้องไม่พบ AFB จากนั้นนำเสมหะ

ที่คัดเลือกมารวมให้ได้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วเติม 37% 

Formaldehyde ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน

ด้วยเครื่องเขย่า Vortex mixer ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 

1 ชั่วโมง ต่อมาเติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 

1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้นาน 3 

นาทีก่อนนำไปแช่ในอ่างน้ำร้อนอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส

นาน 10 นาที จะได้เสมหะท่ีพร้อมใช้งาน 

2.5 การเตรียมสไลดสเมียรเสมหะท่ีผสมเชื้อ AFB 

 นำเชื้อ AFB ที่ผ่านการกรองด้วยแผ่นกรองแต่ละชนิด   

ที ่เตรียมไว้ในข้อ 2.3 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร เติมลงใน

เสมหะปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่เตรียมไว้ในข้อ 2.4 แล้วนำไป

ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่า จากนั้นดูดเสมหะที่ผสมเชื้อ 

AFB นี้ปริมาตร 25 ไมโครลิตร หยดลงบนสไลด์ที ่สะอาด 

สเมียร์เสมหะเป็นรูปวงรีขนาดกว้าง 2 เซนติเมตรและยาว               

3 เซนติเมตร ผึ่งสไลด์ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง แล้ววางสไลด์

บนเครื ่องอุ ่นสไลด์ที ่ตั้งอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน              

1 นาที นำสไลด์ไปย้อมสีทนกรด 

2.6 การยอมสีทนกรดและการรายงานเชื้อ AFB ภายใต

กลองจุลทรรศน 

 นำสไลด์เสมียร ์เสมหะมาย้อมส ีทนกรด โดยหยดสี 

Carbol Fuchsin ให้ท่วมบริเวณที่สเมียร์ของสไลด์ ทิ ้งไว้              

5 นาที ล ้างส ีออกด้วยน้ำประปา ต ่อมาใช้ 3 % Acid 

alcohol หยดทับให้ท่วมสไลด์ ตั ้งทิ ้งไว้ประมาณ 1 นาที 

หรือล้างจนไม่มีสีหลุดออกมา ล้างตามด้วยน้ำประปา และ
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ย้อมทับด้วยสี Methylene blue โดยให้สีท่วมสเมียร์นาน

ประมาณ 1 นาที จึงล้างสีออกด้วยน้ำประปา ตั ้งทิ ้งไว้ให้

สไลด์แห้ง แล้วตรวจหาเชื ้อ AFB ภายใต้กล้องจุลทรรศน ์                

ที ่กำลังขยาย 1,000 เท่า ทำการรายงานผล 2 แบบ คือ                

1) ตรวจนับปริมาณเช้ือ AFB ท่ีติดสีแดง โดยนับจำนวน 100 

วงกล้อง (OPF) บันทึกจำนวนเช้ือตัวเดี่ยวท่ีนับได้ต่อวงกล้อง 

และจำนวนกลุ่มที่มีเชื้อ AFB เกาะรวมกันในปริมาณตัวเชื้อ

ต่างๆ ตามเกณฑ์ดังนี้ Group Code A: มีจำนวนเชื้อ AFB 

2-5 ตัวต่อกลุ่ม; Group Code B: มีจำนวนเชื้อ AFB 6-10 

ตัวต่อกลุ่ม; Group Code C: มีจำนวนเชื้อ AFB ประมาณ 

11-20 ตัวต่อกลุ่ม; และ Group Code D: มีจำนวนเช้ือ AFB 

ประมาณ >20 ตัวต่อกลุ่ม (รูปที่ 1) และ 2) รายงานผลบวก

แบบระดับปริมาณเชื้อ (Grading) อ้างอิงตามแนวทางของ

องค์การอนามัยโลก (World Health Organization, 1998) 

2.7 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

 ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉล ี ่ยและค่าเบ ี ่ยงเบน

มาตรฐาน ม ีการว ิ เคราะห ์ข ้อม ูลโดยใช ้  Analysis of 

Variance (ANOVA) และเปร ียบเท ียบค ่าเฉล ี ่ยด ้วยว ิธ ี 

Tukey-Kramer Test ท่ีระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 
 

3. ผลลัพธและการอภิปราย 

3.1 การเปรียบเทียบคุณสมบัติของแผนกรองเสนใยนาโน 

 คุณสมบัติของแผ่นกรอง PVDF ที่ผลิตขึ ้นดังแสดงใน

ตารางท่ี 1 พบว่าแผ่นกรองท้ัง 4 ชนิดมีความหนาท่ีสม่ำเสมอ 

การใช้แรงอัดจากเครื่องรีดภายใต้ความร้อนสูงช่วยให้เส้นใย

นาโนแต่ละผืนติดกันได้เป็นแผ่นที่ดี ซึ ่งผลสอดคล้องกับ

งานวิจัยที่ผ่านมา (Suwanboon et al., 2018) แผ่นกรอง 

PVDF ชนิด 2Hz 4M, 3Hz 8M และ 3Hz 4M มีความบาง

กว่าเมื่อเปรียบเทียบความหนาของแผ่นกระดาษกรองเชิง

พาณิชย์ ซึ่งมีค่าความหนาเท่ากับ 190 ไมโครเมตร สำหรับ

ค่าความพรุนของแผ่นแต่ละชนิดมีค่าใกล้เคียงกันทั้งการ

ซ้อนทับกัน 4 ชั ้นและ 8 ชั ้น เนื ่องจากแผ่นเส้นใยนาโน

ส าม า รถส ร ้ า ง ร ู พ ร ุ นท ี ่ เ ป ิ ด ต ่ อ เ น ื ่ อ ง ถ ึ ง ก ั น ไ ด ้ ด ี 

(Interconnectivity pore)  

3.2 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแผนกรองในการ

เตรียมสไลดสเมียรเสมหะผสมเชือ้ AFB 

 ในการเตรียมเชื้อ Mycobacterium tuberculosis เมื่อ

นำเชื้อส่วนที่กรองผ่านแผ่นกรองไปวัดความขุ่นเทียบเท่ากับ 

McFarland Standard ได้ค่าดังแสดงในตารางที่ 2 พบว่า

การวัดค่าความขุ่นสามารถประมาณการจำนวนเชื ้อ AFB 

เริ่มต้นก่อนการผสมเชื้อลงในเสมหะที่เตรียมขึ้นได้ โดยใน

กรณีเช้ือก่อนกรองจะมีค่าความขุ่นมากท่ีสุดคือค่าเฉลี่ยความ

ขุ่นเท่ากับ 3.17 ซึ่งมีเชื ้อปริมาณมากที่มีการเกาะกันเป็น

กลุ่มขนาดใหญ่สังเกตได้จากการนำเชื ้อมาย้อมสีทนกรด 

ในขณะที่การกรองด้วยกระดาษกรองเชิงพาณิชย์มีค่าความ

ขุ่นมากรองลงมาด้วยค่าเฉลีย่ความขุ่นเท่ากับ 0.64 โดยจาก

การย้อมสีทนกรดพบว่ามีปริมาณเชื ้อในระดับปานกลาง             

ม ีการเกาะกันเป็นกล ุ ่มหลายขนาด ส ่วนที ่กรองด ้วย                  

แผ่นกรอง PVDF จะมีค่าความขุ่นน้อยที่สุดที่ค่าเฉลี่ยความ

ขุ่นในช่วง 0.24 ถึง 0.37 โดยจากการย้อมสีทนกรดพบว่า              

มีปริมาณเชื้อน้อย และส่วนใหญ่พบลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยว

ในทุกชนิดของแผ่นกรอง PVDF  

 ผลการทดลองหาจำนวนเชื ้อ AFB ที ่ม ีช ีว ิตโดยว ิธ ี 

Spread Plate บนจานเพาะเลี้ยง Dubose agar ซึ่งใช้เชื้อที่

ผ่านการกรองด้วยแผ่นกรองชนิด 2Hz 4M ที่ให้ค่าความขุ่น

เท่ากับ 0.36 พบว่ามีจำนวน AFB ประมาณ 105 colony 

forming unit (cfu) ต่อมิลลิลิตร ซึ่งตามมาตรฐานความขุ่น 

0.5 McFarland Standard จะมีจำนวนแบคทีเรียประมาณ 

1.5 x108 cfu ต่อมิลลิลิตร แต่จำนวนเชื้อที่มีชีวิตที่แท้จริง

ตามความขุ่นนี ้ยังขึ ้นอยู ่กับขนาดเชื ้อ การมีชีวิตของเชื ้อ 

(Viability) และการเกาะกลุ่ม (Clumping) ของเชื้อเช่นกัน 

(Isenberg, 1992) โดยเช้ือ Mycobacterium tuberculosis 

จะใช้เวลาในการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งนานถึงสองสัปดาห์ 

เป็นเชื้อรูปแท่งทรงยาวและการเจริญเติบโตมักมีการเกาะ

กลุ่ม จึงมีความเป็นไปได้ที่จะพบปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิต

ค ่อนข ้างต ่ำกว ่าของมาตรฐานความข ุ ่น McFarland 

Standard 

 ผลการตรวจสอบสไลด์สเมียร์เสมหะผสมเชื้อ AFB ที่ได้

กรองผ่านแผ่นกรอง หลังจากนำไปย้อมสีทนกรดแล้วดู

ภายใต้กล้องจุลทรรศนเ์พื่อตรวจนับเชื้อ AFB โดยนับทั้งเชื้อ

ต ัวเด ี ่ ยว (Single cell) และเป ็นกล ุ ่มต ่อวงกล ้องโดย

ผู้เชี่ยวชาญสามคน ค่าเฉลี่ยจากการนับเชื้อจากการใช้แผ่น

กรองแต่ละชนิดแสดงดังรูปที่ 2 พบว่าการใช้แผ่นกรองชนิด 

2Hz 4M และ 2Hz 8M มีการกระจายตัวของเชื้อ AFB ที่ดี 

มีเชื ้อแบบตัวเดี่ยวจำนวนมากและพบเพียงการเกาะกลุ่ม

แบบ Group code A (จำนวน 2-5 ตัวต่อกลุ่ม) ซึ่งการเกาะ

กลุ่มแบบนี้ยังพบว่ามีน้อยกว่าที่พบจากแผ่นกรองชนิด 3Hz 

4M, 3Hz 8M และกระดาษกรองเชิงพาณิชย์ ส่วนผลการ

กรองโดยใช้แผ่นกรองชนิด 3Hz 4M และ 3Hz 8M พบการ
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กระจายตัวของเช้ือเป็นแบบเดี่ยวและแบบกลุ่มท่ีหลากหลาย 

ท้ังแบบ Group code A, Group code B (จำนวน 6-10 ตัว

ต่อกลุ่ม), Group code C (จำนวน 11-20 ตัวต่อกลุ่ม), และ 

Group code D (จำนวน >20 ตัวต่อกลุ ่ม) ซึ ่งเป็นแบบ

เดียวกันกับการใช้กระดาษกรองเชิงพาณิชย์ เมื่อเปรียบเทียบ

การใช้แผ่นกรอง PVDF ชนิด 2Hz และ 3Hz พบว่าแผ่น

กรองชนิด 2Hz  สามารถดักจับกลุ่มเชื ้อขนาดใหญ่ตั ้งแต่              

6-10 ตัวต่อกลุ ่มขึ ้นไปได้ดีกว่าชนิด 3Hz เนื ่องจากการ

เตรียมแผ่นกรอง PVDF ชนิด 2Hz ใช้การเคลื ่อนที ่ของ

ตัวรับสปันบอนด์ที่ช้ากว่าการเตรียมชนิด 3Hz ทำให้ได้ผืน

เส้นใยสะสมท่ีมีความหนากว่าประมาณสามเท่า (ตารางท่ี 1)  

จ ึงม ี โอกาสดักจ ับกล ุ ่มเซลล ์ขนาดใหญ่ได ้ด ีกว ่า เม ื ่อ

เปรียบเทียบแผ่นกรอง PVDF ที่มีจำนวนชั้นต่างกันคือชนิด 

4 M และ 8 M พบว่าแผ่นกรองชนิด 8 M จะกรองเชื้อชนิด

ตัวเดี่ยวได้น้อยกว่าชนิด 4 M เนื่องจากแผ่นกรองชนิด 8 M 

มีความหนากว่าชนิด 4 M ประมาณ 1.5 เท่า (ตารางที่ 1) 

ความหนาของแผ่นกรองอาจส่งผลต่อขนาดรูพรุน (pore size) 

ความหนาที่มากขึ้นจะทำให้ขนาดรูพรุนของแผ่นกรองลดลง 

ดังผลการทดลองของ Suwanboon et al., 2018 ดังนั ้น 

เมื่อกรองด้วยแผ่นกรองที่มีความหนาจึงมีผลให้เชื้อตัวเดี่ยว

ลอดผ่านรูได้น้อยลง 

 อย่างไรก็ตามจำนวนเฉลี่ยของเชื้อตัวเดี่ยวต่อวงกล้อง

ของการใช้แผ่นกรองแต่ละชนิดไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติ (p > 0.05) แต่มีความแตกต่างอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติเมื ่อเปรียบเทียบระหว่างเชื้อก่อนกรอง 

และหลังกรองด้วยทุกชนิดแผ่นกรอง (p < 0.00)    

 ผลการ grading ตามเกณฑ์การรายงานผลการย้อมสีทน

กรดขององค์การอนามัยโลก พบว่าสไลด์สเมียร์เสมหะที่

เตรียมจากทุกชนิดของแผ่นกรองได้ค่า AFB 2+ ซึ่งหมายถึง

พบเช้ือ AFB จำนวน 1-10 ตัวต่อ Oil power field ซึ่งมีการ

ใช้จำนวนแบคทีเรียเริ่มต้นประมาณ 105 cfu ต่อมิลลิลิตร 

ในการเปรียบเทียบสัดส่วนเชิงร้อยละของจำนวนตัวเช้ือ หรือ

กลุ่มเชื้อเฉลี่ยต่อวงกล้อง ทั้งแบบเชื้อตัวเดี่ยวและกลุ่มเชื้อ

แบบ Group code A, B, C และ D สำหรับกระดาษกรอง

ตารางท่ี 1 ความหนาเฉลี่ย (Thickness) และความพรุน (Porosity) ของแผ่นกรอง PVDF 
แผนกรอง PVDF ความหนาเฉล่ีย+SD (ไมโครเมตร) ความพรุนเฉล่ีย+SD (%) 

2Hz 4M 158+0 99.9833+0 

2Hz 8M 222+0 99.9832+0 

3Hz 4M 48+0 99.9841+0 

3Hz 8M 81+0 99.9805+0 

 

ตารางท่ี 2 แสดงค่าความขุ่นเทียบเท่ากับ McFarland Standard  ของเชื้อที่กรองผ่านแผ่นกรองชนิดต่าง ๆ 
แผนกรอง คาเฉล่ียความขุน McFarland Standard 

2Hz 4M 0.37 

2Hz 8M 0.37 

3Hz 4M 0.31 

3Hz 8M 0.24 

กระดาษกรองเชิงพาณิชย์ 0.64 

เชื้อก่อนกรอง 3.17 

 

ตารางท่ี 3 แสดงค่าเฉลี่ยของจำนวน AFB แบบเชื้อเด่ียวและแบบเกาะกลุ่ม Code A ที่พบในเสมหะ และผล grading  โดยกรองเชื้อด้วยแผ่นกรอง 2Hz 4M  และใช้เชื้อที่

ไม่เจือจางและเจือจางในอัตราส่วน 1:10  สำหรับการทดลองสองครั้ง  

การทดลอง จํานวนเฉล่ีย AFB 

แบบเดี่ยว  

ตอ OPF + SD 

จํานวนเฉล่ีย AFB แบบกลุม  

Code A  

ตอ OPF + SD  

จํานวนเฉล่ีย AFB รวม  

ตอ OPF (ชวงคา) 

Grading 

 

คร้ังท่ี 1: เช้ือท่ีไมเจือจาง 13.22 + 8.50 2.05 + 0.44 15.27 (14.07-18.17) AFB 3+ 

(>10 AFB ต่อ OPF) 

คร้ังท่ี 1: เช้ือท่ีเจือจาง 1:10 1.69 + 1.59 0.20 + 0.08 1.89 (1.78-2.17) AFB 2+ 

 (1-10 AFB ต่อ OPF) 

คร้ังท่ี 2: เช้ือท่ีไมเจือจาง 7.56 + 4.23 1.26 + 0.50 8.82 (8.10-10.62) AFB 2+ 

(1-10 AFB ต่อ OPF) 

คร้ังท่ี 2: เช้ือท่ีเจือจาง 1:10 0.41 + 0.93 0.18 + 0.16 0.59 (0.49-0.84) 

(59 AFB ใน 100 OPF) 

AFB 1+ 

(10-99 AFB ใน 100 OPF) 
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แต่ละชนิดดังแสดงในรูปที่ 3 จะเห็นว่าร้อยละของจำนวน

 

รูปท่ี 1 แสดงการกระจายตัวของเชื้อ AFB ในสไลด์สเมียร์เสมหะ และเกณฑ์การนับปริมาณเชื้อ AFB ตาม Code ที่กำหนด: นับปริมาณเเชื้อ AFB ที่เป็นแบคทีเรียรูปแท่ง

ติดสีแดง (ชี้ด้วยลูกศรสีแดง) ทั้งแบบเชื้อตัวเด่ียว (Single cell) และแบบเกาะกลุ่มดังนี้ Group Code A: มีจำนวนเชื้อ AFB 2-5 ตัวต่อกลุ่ม; Group Code B: มีจำนวน

เชื้อ AFB 6-10 ตัวต่อกลุ่ม; Group Code C: มีจำนวนเชื้อ AFB ประมาณ 11-20 ตัวต่อกลุ่ม; และ Group Code D: มีจำนวนเชื้อ AFB ประมาณ >20 ตัวต่อกลุ่ม 

 

รูปท่ี 2 แสดงจำนวนเฉลี่ยของตัวเชื้อ AFB รูปแบบต่างๆ บนสไลด์สเมียร์เสมหะที่เตรียมด้วยแผ่นกรองแต่ละชนิด: ในการเปรียบเทียบประสิทธิภาพที่ใช้เตรียมเชื้อ AFB 

ของแผ่นกรอง 5 ชนิด ได้แก่ แผ่นกรอง PVDF ชนิด 2Hz 4M, 2Hz 8M, 3Hz 4M, และ 3Hz 8M, กระดาษกรองเชิงพาณิชย์ (Whatman No. 2) เทียบกับเชื้อก่อนกรอง 

โดยตรวจนับเชื้อ AFB ในรูปแบบต่างๆ เฉลี่ยต่อวงกล้อง โดยนับทั้งรูปแบบที่เป็นเชื้อตัวเด่ียว (Single cell) และเป็นกลุ่มเชื้อแบบ Group Code A (จำนวน 2-5 ตัวต่อ

กลุ่ม), Group Code B (จำนวน 6-10 ตัวต่อกลุ่ม), Group Code C (จำนวน 11-20 ตัวต่อกลุ่ม), และ Group Code D (จำนวน >20 ตัวต่อกลุ่ม) 

 

รูปท่ี 3 แสดงสัดส่วนเป็นร้อยละของจำนวนตัวเชื้อเด่ียวและกลุ่มเชื้อ AFB เฉลี่ยต่อวงกล้อง บนสไลด์สเมียร์เสมหะที่เตรียมด้วยแผ่นกรองแต่ละชนิด: ในการเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพที่ใช้เตรียมเชื้อ AFB ของแผ่นกรอง 5 ชนิด ได้แก่ แผ่นกรอง PVDF ชนิด 2Hz 4M, 2Hz 8M, 3Hz 4M, และ 3Hz 8M, กระดาษกรองเชิงพาณิชย์ 

(Whatman No. 2) เทียบกับเชื้อก่อนกรอง โดยตรวจนับเชื้อ AFB ในรูปแบบต่างๆ เฉลี่ยต่อวงกล้อง โดยนับทั้งรูปแบบที่เป็นเชื้อตัวเด่ียว (Single cell) และเป็นกลุ่มเชื้อ

แบบ Group Code A (จำนวน 2-5 ตัวต่อกลุ่ม), Group Code B (จำนวน 6-10 ตัวต่อกลุ่ม), Group Code C (จำนวน 11-20 ตัวต่อกลุ่ม), และ Group Code D 

(จำนวน >20 ตัวต่อกลุ่ม) 



Journal of Applied Science and Emerging Technology (JASET) Vol. 24, No. 2 [2025]: e258823 

9 

เชื้อตัวเดี่ยวเฉลี่ยต่อวงกล้องเมื่อใช้แผ่นกรองชนิด 2Hz 4M, 

2Hz 8M, 3Hz 4M, 3Hz 8M, กระดาษกรองเชิงพาณิชย์, 

และเชื้อก่อนกรอง มีค่าเท่ากับร้อยละ 46, 33, 14, 25, 13, 

และ 4 ตามลำดับ  

 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าแผ่นกรอง PVDF ชนิด 

2Hz 4M มีประสิทธิภาพดีที ่ส ุดในการใช้กรองเชื ้อ AFB 

เพื่อให้ได้เชื้อส่วนใหญ่เป็นแบบตัวเดี่ยว หรือมีการเกาะกลุ่ม

ของเชื้อเพียงขนาดเล็ก 2-5 ตัวต่อกลุ่ม โดยไม่พบกลุ่มเชื้อ

ขนาดใหญ่ซึ่งยากต่อการนับจำนวนเชื้อ และสง่ผลให้จำนวน

เชื้อ AFB ที่นับได้คลาดเคลื่อน  ขั้นตอนการเตรียมเชื้อ AFB 

ด้วยแผ่นกรองดังกล่าวผสมกับเสมหะที่ผ่านกรรมวิธีของ

งานวิจัยน้ี 

3.3 การเตรียมสไลดสเมียรเสมหะสําหรับรายงานผลบวก

การยอมสีทนกรดแบบระดับปริมาณเชื้อ (Grading) 

 ในการเตรียมสไลด์สเมียร ์เสมหะสำหรับการย้อมสี              

ทนกรด เพื ่อให้รายงานผลบวกแบบระดับปริมาณเชื ้อ 

(Grading) ตามเกณฑ์การรายงานผลขององค์การอนามัยโลก 

เป็น AFB 3+, AFB 2+ และ AFB 1+ นั้น ทำโดยนำเชื้อที่

เตร ียมได ้จากการใช ้แผ ่นกรอง PVDF ชนิด 2 Hz 4M                   

มาทำให้เข้มข้นขึ้น 10 เท่าโดยการปั่น เพื่อให้มีจำนวนเชื้อ 

AFB มากเพียงพอในการเตรียมสไลด์สเมียร์เสมหะให้มีการ

รายงานผลการ Grading เป็น AFB 3+ และเจือจางเชื้อลง 

10 เท่าเพื ่อให้รายงานผลได้เป็น AFB 2+ และ AFB 1+                

ในการทดลองครั้งที่ 1 และครั้งท่ี 2 ตามลำดับ ซึ่งสอดคล้อง

กับการคำนวณปริมาณเชื้อรวม จากจำนวนเฉลี่ยของเชื้อ

แบบเดี่ยวและแบบกลุ่ม Code A ที่นับได้ต่อวงกล้อง เช่น              

ในการทดลองครั้งที ่ 1 เมื ่อบวกรวมจำนวนเฉลี่ยเชื ้อ AFB 

แบบเดี่ยว (13.22) กับจำนวนเชื ้อเฉลี ่ยในกลุ ่ม Code A 

(2.05) จะได้เป็น 15.27 ตัวต่อ OPF ซึ่ง >10 AFB ต่อ OPF 

(Grading 3+) และเมื่อเจือจาง 10 เท่า พบจำนวนเชื้อเฉลี่ย

รวมเป็น 1.89 ตัวต่อ OPF  ซึ่งค่าอยู่ในช่วง 1-10 AFB ต่อ 

OPF (Grading 2+) เช ่นเด ียวกับจำนวนเชื ้อเฉล ี ่ยรวม                      

ในการทดลองที่ 2 สำหรับการใช้เชื้อไม่เจือจาง 8.82 ตัวต่อ 

OPF และ 0.59 ตัวต่อ OPF (59 ตัว ใน 100 OPF) ซึ่งตรง

กับผล Grading AFB 2+ และ AFB 1+ ตามลำดับ ดังแสดง

ในตารางท่ี 3 จะเห็นว่าในการเจือจางเชื้อลง 10 เท่ามีผลลด

ค่า Grading ลงหนึ ่งระดับได้จาก Grading AFB 3+ เป็น 

AFB 2+ และจาก Grading AFB 2+ เป ็น AFB 1+ ซ ึ ่ ง

ส อ ด ค ล ้ อ ง ก ั บ ง า น ว ิ จ ั ย ข อ ง  Yamada แ ล ะ ค ณ ะ                    

(Yamada et al., 2006; Yamada et al., 2011) ที ่ใช้การ

เจือจางเช้ือ 10 เท่าเพ่ือการลดผลการ Grading AFB ลงหน่ึง

ระดับ นอกจากนี้จากการวิเคราะหข์้อมูลแสดงให้เห็นว่าการ

พบการเกาะกลุ่มของเชื้อ AFB 2-5 ตัวต่อกลุ่ม แบบ Code 

A อาจมีผลกระทบต่อการรายงานค่า Grading เพียงเล็กน้อย 

หรือไม่มีผลกระทบขึ้นอยู่กับการเตรียมจำนวนเชื ้อ AFB             

อยู่ในระดับมากน้อยเพียงใด 

 

4. บทสรุป 

 การย้อมสไลด์สเมียร์เสมหะด้วยสีทนกรด เป็นวิธีการ

ตรวจวินิจฉัยวัณโรคปอดที่ยังใช้กันแพร่หลายในปัจจุบัน 

ดังนั ้นความถูกต้อง แม่นยำและความน่าเชื ่อถือของการ

ทดสอบนับว่าเป็นสิ่งสำคัญ จึงควรมีการประกันคุณภาพของ

ว ิธ ีการทดสอบและประเม ินท ักษะผ ู ้ตรวจว ิ เคราะห  ์                 

อย่างสม่ำเสมอด้วยวัสดุควบคุมคุณภาพที่มีความเหมือนจริง              

และปลอดภัย โดยการเตรียมสไลด์สเมียร์เสมหะท่ีให้ผลบวก

ของแบคทีเรียทนกรด ที ่พัฒนาขึ ้นในงานวิจัยนี ้เป็นอีก

ทางเล ือกในการผล ิตว ัสด ุควบค ุมค ุณภาพ ท ี ่ทำได ้                 

ค่อนข้างง่าย และสะดวกในทางปฏิบัต ิ ซ ึ ่งใช้เชื ้อ AFB                   

สายพันธุ์ที่ไม่รุนแรง เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว 

และกรองด้วยนวัตกรรมแผ่นกรองเส้นใยพอลิไวนิลลิดีน

ฟลูออไรด ์ (PVDF) ชนิด 2Hz 4M ที ่ทำให้เช ื ้อกระจาย                

เป็นตัวเดี ่ยวจำนวนมาก ผสมกับเสมหะที ่ผ ่านขั ้นตอน                

การเตรียมให้ม ีล ักษณะคล้ายกับเสมหะจากผู ้ป ่วยจริง                 

ที่มีทั ้งเม็ดเลือดขาว เซลล์เยื ่อบุ เชื ้อแบคทีเรียประจำถิ่น                

ที ่พบได้ในเสมหะ และเชื ้อ AFB ที ่สามารถปรับปริมาณ 

grading นอกจากจะใช้สไลด์สเมียร์เสมหะนี้ในการควบคุม

คุณภาพทางห้องปฏิบัติการแล้ว ยังสามารถใช้ประโยชน ์             

ในด้านต่าง ๆ ที ่เกี ่ยวข้องกับการศึกษา การแพทย์ และ

สาธารณส ุข เช ่น งานผล ิตส ื ่อการสอนแก ่น ักศ ึกษา                

และการฝึกอบรมบุคลากรทางการแพทย ์
 

กิตติกรรมประกาศ 

 คณะผู ้ว ิจ ัยขอขอบพระคุณคณะเทคนิคการแพทย์ 

มหาว ิทยาล ัยมห ิดล ท ี ่ สน ับสน ุนการใช ้ เคร ื ่ องม ื อ                     

อ ุปกรณ์  สารเคม ี  สถานท ี ่  และอำนวยความสะดวก                   

ในการทำวิจัย 
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