
Ref. code: 25605712030120SJX

 

 

 
การประเมินประสิทธิภาพของนํ้ายา Hypertonic saline-sodium 

hydroxide ในการใช้เตรียมตัวอย่างเสมหะแบบเข้มข้น 
เพื่อการเพาะเช้ือ Mycobacteria 

 

 

 

 
โดย 

 
นายอนุกูล บุญคง 

 
 

 
 

วิทยานิพนธ์นี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตร 
เทคนิคการแพทยมหาบัณฑิต 

คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 
ปีการศึกษา 2560 

ลิขสิทธ์ิของมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์



Ref. code: 25605712030120SJX

 

การประเมินประสิทธิภาพของนํ้ายา Hypertonic saline-sodium 
hydroxide ในการใช้เตรียมตัวอย่างเสมหะแบบเข้มข้นเพื่อ 

การเพาะเช้ือ Mycobacteria 
 
 

โดย 
 

นายอนุกูล บุญคง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วิทยานิพนธ์นี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตร 
เทคนิคการแพทยมหาบัณฑิต 

คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 
ปีการศึกษา 2560 

ลิขสิทธ์ิของมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 

 



Ref. code: 25605712030120SJX

 

EVALUATION OF HYPERTONIC SALINE-SODIUM HYDROXIDE 
SOLUTION FOR CONCENTRATION OF SPUTUM SAMPLES  

FOR MYCOBACTERIAL CULTURE 
 
 

BY 
 

MR. ANUGOON BUNKHONG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

A THESIS SUBMITTED IN PARTIAL FULFILLMENT OF THE REQUIREMENTS 
FOR THE DEGREE OF MASTER OF MEDICAL TECHNOLOGY 

FACULTY OF ALLIED HEALTH SCIENCES 
THAMMASAT UNIVERSITY 

ACADEMIC YEAR 2017 
COPYRIGHT OF THAMMASAT UNIVERSITY





Ref. code: 25605712030120SJX

(1) 
 

หัวข้อวิทยานิพนธ์ การประเมินประสิทธิภาพของนํ้ายา Hypertonic 
saline-sodium hydroxide ในการใช้เตรียมตัวอย่าง
เสมหะแบบเขม้ข้นเพ่ือการเพาะเช้ือ Mycobacteria 

ช่ือผู้เขียน นายอนุกูล บุญคง  
ช่ือปริญญา เทคนิคการแพทยมหาบัณฑิต 
สาขาวิชา/คณะ/มหาวิทยาลัย เทคนิคการแพทย์ 

สหเวชศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ์

อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ผศ. ดร. ดวงเนตร พิพัฒน์สถิตพงศ์ 
ปีการศึกษา 2560 

 
บทคัดย่อ 

 
เช้ือ Mycobacteria ก่อโรคที่สําคัญในคน ได้แก่ เช้ือวัณโรค เกิดจากกลุ่มเช้ือ 

Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) ซึ่งปัจจุบันยังคงเป็นปัญหาที่สําคัญทางด้าน
สาธารณสุขในหลายประเทศท่ัวโลก นอกจากเช้ือวัณโรคแล้วยังมี เ ช้ือมัยโคแบคที เรีย อ่ืน 
(Nontuberculous mycobacteria: NTM) ที่พบว่ามีการก่อโรคในคนเพ่ิมมากขึ้น การตรวจหาเช้ือ 
Acid-fast bacilli (AFB) และการเพาะเชื้อยังคงมีความสําคัญในการวินิจฉัยการติดเช้ือ 
Mycobacteria ซึ่งการศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือประเมินประสิทธิภาพของนํ้ายา Hypertonic 
saline-sodium hydroxide (HS-SH) ในการใช้เตรียมตัวอย่างเสมหะแบบเข้มข้นเพ่ือตรวจหาเช้ือ 
AFB และการเพาะเช้ือ Mycobacteria เปรียบเทียบกับวิธีเดิม คือ N-acetyl-L-cysteine-sodium 
hydroxide (NALC-NaOH) 

ผลการศึกษาตัวอย่างเสมหะส่งตรวจ 427 ตัวอย่าง ในปีงบประมาณ 2559 ที่ส่งตรวจ 
ณ ห้องปฏิบัติการวัณโรค สํานักงานป้องกันควบคุมโรคที่ 3 จังหวัดนครสวรรค์ พบว่าผลการตรวจ
เสมหะหาเชื้อ AFB โดยวิธีเตรียมสเมียร์เสมหะโดยตรง และการเตรียมเสมหะแบบเข้มข้นด้วย       
วิธี HS-SH และวิธี NALC-NaOH มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.001) โดย
ผลบวกของวิธีตรวจโดยตรง วิธี HS-SH และวิธี NALC-NaOH เท่ากับร้อยละ 60.66, 68.15 และ 
67.92 ตามลําดับ สําหรับผล AFB ของวิธี HS-SH กับวิธี NALC-NaOH น้ัน มีระดับความสอดคล้อง
ของผลท่ียอดเย่ียม (Percent of agreement=96.96, Kappa=0.96) ในส่วนของผลการเพาะเช้ือ 
Mycobacteria ด้วยวิธี HS-SH และ NALC-NaOH ทั้งในอาหารแข็ง Löwenstein–Jensen (L-J) 
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และอาหารเหลว MGIT 960 ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ โดยทั้งสองวิธีมีความสอดคล้องของผล
เพาะเช้ือในอาหารแข็งและอาหารเหลวอยู่ในระดับดี (Percent of agreement=92.27, 
Kappa=0.59 และ Percent of agreement=87.59, Kappa=0.45 ตามลําดับ) ในด้านความคงตัว
ของน้ํายา HS-SH น้ัน พบว่าประสิทธิภาพของนํ้ายา HS-SH อายุ 1 เดือนให้ผลความสอดคล้องกับ
นํ้ายา HS-SH ที่เตรียมใหม่ อยู่ในระดับยอดเย่ียม ทั้งในการเตรียมตัวอย่างเสมหะเข้มข้นสําหรับตรวจ 
AFB และการเพาะเช้ือในอาหาร L-J และ MGIT 960 (Percent of agreement=100.00, 95.00 
และ 88.33, Kappa=1.00, 0.90 และ 0.78 ตามลําดับ) สําหรับต้นทุนของนํ้ายา HS-SH ที่เตรียมเอง
น้ัน มีราคาอยู่ที่ 0.31 บาทต่อหน่ึงตัวอย่าง ซึ่งถูกกว่านํ้ายา NALC-NaOH ที่เตรียมเอง 6.5 เท่า 

นํ้ายา HS-SH มีประสิทธิภาพที่ดีเหมาะสมท่ีจะนํามาใช้เตรียมเสมหะแบบเข้มข้นเพ่ือ
ตรวจหาเช้ือ AFB และเพาะเช้ือ Mycobacteria โดยสามารถเตรียมและเก็บไว้ใช้ได้นานอย่างน้อย   
1 เดือน เป็นการลดภาระงานเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการ และที่สําคัญคือ มีราคาถูก 

 
คําสําคัญ: เช้ือ Mycobacteria, นํ้ายา Hypertonic saline-sodium hydroxide 
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ABSTRACT 
 

The important pathogenic species of mycobacteria is a group of 
Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) that is still a major public health 
problem in many countries around the world at present. There is not only MTBC but 
nontuberculous mycobacteria (NTM) can also cause human disease and prevalence 
is increasing. Acid-fast bacilli (AFB) testing and mycobacterial culture remain the 
important methods for diagnosis of mycobacterial infection. This study aimed to 
evaluate hypertonic saline-sodium hydroxide solution (HS-SH) method for 
concentration of sputum samples for detection of AFB and mycobacterial culture by 
comparing to conventional N-acetyl-L-cysteine-sodium hydroxide (NALC-NaOH) 
method.  

There were 427 valid sputa that were sent to tuberculosis laboratory of 
the Office of Disease Prevention and Control 3rd Nakhon Sawan Province in fiscal year 
2016. The results of AFB microscopic examination by direct and concentrated smear, 
HS-SH and NALC-NaOH, were statistically significant difference (p<0.001). The positive 
rates of AFB smears by direct, HS-SH and NALC-NaOH methods were 60.66%, 68.15% 
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and 67.92%, respectively. HS-SH and NALC-NaOH methods represented excellent 
agreement of AFB testing (Percent of agreement=96.96, Kappa=0.96). Mycobacterial 
culture results of HS-SH and NALC-NaOH methods on Löwenstein–Jensen (L-J) solid 
media and MGIT 960 liquid media were no statistically significant difference and they 
were both good agreement (Percent of agreement=92.27, Kappa=0.59 and Percent of 
agreement=87.59, Kappa=0.45, respectively). For stability of HS-SH solution, fresh and 
1-month-old HS-SH solution showed the excellent agreement for AFB testing and 
mycobacterial culture on L-J and MGIT 960 media (Percent of agreement=100.00, 
95.00 and 88.33, Kappa=1.00, 0.90 and 0.78, respectively). Cost of in-house HS-SH 
solution was 0.31 baht per test and 6.5-fold cheaper than in-house NALC-NaOH.       

Performance of HS-SH solution is good and suitable for concentration of 
sputum for AFB microscopy and mycobacterial culture. HS-SH working solution is 
stable for at least 1 month that can reduce workload for laboratory personnel and 
especially low-cost.   

 
Keywords: Mycobacteria, Hypertonic saline-sodium hydroxide 
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1 ที่มาและความสําคัญ 

วัณโรคเป็นโรคติดต่อที่เกิดจากเช้ือแบคทีเรียในกลุ่ม Mycobacterium tuberculosis 
complex (MTBC) มี เ ช้ือที่ เ ป็นสาเหตุหลักก่อโรคในคน คือ Mycobacterium tuberculosis     
โดยวัณโรคเป็นโรคติดต่อ ที่เป็นสาเหตุของการเสียชีวิตมากที่สุดเป็นอันดับที่สองรองจากเช้ือ Human 
immunodeficiency virus (HIV) เช้ือวัณโรคสามารถก่อโรคได้หลายอวัยวะ มีอวัยวะที่สําคัญที่เกิด
โรคมากที่สุด คือปอด ซึ่งทําให้เช้ือติดต่อได้ง่ายจากคนสู่คนผ่านอากาศ (Airborne transmission) 
จากรายงานขององค์การอนามัยโลก (World Health Organization: WHO) พบว่าในปี 2558 มี
ผู้ป่วยวัณโรครายใหม่ถึง 10.4 ล้านราย มีผู้ป่วยวัณโรคด้ือยาหลายขนาน (Multidrug-resistant TB: 
MDR-TB) รายใหม่ประมาณ 480,000 ราย และมีผู้เสียชีวิตจากวัณโรคถึง 1.4 ล้านราย สําหรับ
ประเทศไทยองค์การอนามัยโลกได้จัดให้เป็น 1 ใน 14 ประเทศที่พบปัญหาทั้งวัณโรค วัณโรคด้ือยา
หลายขนาน และวัณโรคที่สัมพันธ์กับการติดเช้ือเอชไอวี (TB/HIV) สูง โดยมีอุบัติการณ์ผู้ป่วยวัณโรค
รายใหม่ประมาณ 117,000 ราย หรือคิดเป็น 172 รายต่อประชากรแสนคน และมีผู้ป่วยวัณโรคด้ือยา
หลายขนานถึง 2,500 ราย และจะมีผู้เสียชีวิตจากวัณโรคประมาณ 8,400 ราย(1)  

ปัจจุบันแม้จะมีการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยวัณโรคด้วยเทคนิคใหม่ๆ เช่น เทคนิคทาง
อณูชีววิทยา (Molecular biology) ขึ้นมาใช้ แต่เน่ืองจากอุปกรณ์และน้ํายาที่ใช้มีราคาแพง อีกทั้ง
หน่วยงานหลักที่ดูแลงบประมาณด้านสาธารณสุขของประเทศไทย คือ สํานักงานหลักประกันสุขภาพ
แห่งชาติ (สปสช.) ยังไม่มีนโยบายสนับสนุนค่าตรวจทางห้องปฏิบัติการสําหรับการตรวจหาเช้ือวัณโรค
ด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา(2) จึงเป็นข้อจํากัดด้านงบประมาณในการเข้าถึงเทคโนโลยีใหม่น้ี ดังน้ันสําหรับ
ประเทศไทยตามแนวทางการดําเนินงานควบคุมวัณโรคแห่งชาติ พ.ศ. 2556 ได้กําหนดให้การตรวจหา
เช้ือแบคทีเรียทนกรด (Acid-fast bacilli: AFB) และการเพาะเชื้อเป็นวิธีการหลักที่ใช้ใน
ห้องปฏิบัติการในประเทศทั้งสําหรับการวินิจฉัยและการติดตามการรักษาวัณโรค(3) ข้อดีของการตรวจ 
AFB คือ ทําได้ง่ายและประหยัด แต่มีความไวที่ตํ่า สามารถเพ่ิมความไวโดยใช้เทคนิคการเตรียม 
สเมียร์เสมหะให้เข้มข้น (Concentrated smear) จะช่วยเพ่ิมโอกาสพบเช้ือได้มากขึ้น(4) ข้อจํากัดอ่ืน
ของวิธีน้ีคือไม่สามารถบอกการมีชีวิตของเช้ือได้ และไม่สามารถแยกชนิดของเช้ือวัณโรคกับเช้ือ 
Nontuberculous mycobacteria (NTM) ซึ่งเป็นเช้ือ Mycobacteria ชนิดอ่ืนได้  ส่วนการเพาะเช้ือ
น้ันมีความไวมากกว่าการตรวจเสมหะ สามารถตรวจพบเช้ือได้ในตัวอย่างที่มีเช้ือปริมาณน้อยประมาณ 
10 ถึง 100 เซลล์ต่อตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร(5) และมีข้อดีกว่าวิธีทางอณูชีววิทยา คือ สามารถบ่งบอกการ
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มีชีวิตของเช้ือได้ จึงสามารถใช้ตรวจติดตามการรักษาได้ และสามารถเพ่ิมจํานวนเช้ือเพ่ือนําไป
ทดสอบความไวต่อยา หรือเพ่ือศึกษาลักษณะการแสดงออกของเช้ือ (Phenotype) รวมถึงลักษณะ
ทางพันธุกรรม (Genotype) ได้ด้วยเช่นกัน ทําให้ปัจจุบันการเพาะเช้ือยังคงเป็นวิธีมาตรฐาน (Gold 
standard) ในการวินิจฉัยวัณโรค และมีความสําคัญอย่างย่ิงต่อการวินิจฉัยและติดตามการรักษาผู้ป่วย
วัณโรคกลุ่มต่างๆ อันได้แก่ 

  1. Re-treatment ได้แก่ กลุ่มผู้ป่วยวัณโรคที่กลับเป็นซ้ํา (Relapse) หรือขาดยา
มากกว่า 2 เดือนแล้วกลับมารักษา (Treatment after default) 

  2. On-treatment ได้แก่ กลุ่มผู้ป่วยวัณโรครายใหม่เสมหะบวก ที่มีผลการตรวจ
เสมหะยังคงเป็นบวกหลังการรักษา 2 เดือน หรือ 3 เดือน หรือ 5 เดือน 

  3. Pre-treatment ได้แก่ กลุ่มผู้ป่วยที่มีประวัติสัมผัสกับผู้ป่วยวัณโรคด้ือยาร่วม
บ้าน (Household MDR-TB contact) หรือผู้ป่วยในเรือนจําที่สงสัยวัณโรค หรือผู้ติดเช้ือเอชไอวี 

  4. New case ได้แก่ กลุ่มผู้ป่วยรายใหม่ที่ยังไม่ได้เริ่มการรักษา หรือผู้ป่วยที่มีอาการ
สงสัยวัณโรค (TB suspect) ซึ่งมีอาการสําคัญของวัณโรค คือ ไอเรื้อรังติดต่อกันนานเกิน 2 สัปดาห์ 

สําหรับผู้ป่วยสามกลุ่มแรกน้ันถือเป็นกลุ่มเสี่ยงต่อการเกิดเช้ือวัณโรคด้ือยา ส่วนผู้ป่วย
กลุ่ม New case มีความสําคัญในการเฝ้าระวังป้องกันการแพร่เช้ือวัณโรค ซึ่งผู้ป่วยเหล่าน้ีมีความ
จําเป็นที่ต้องได้รับการเพาะเช้ือและทดสอบความไวต่อยา ดังน้ันการเพาะเช้ือจึงต้องมีประสิทธิภาพ
เพ่ือให้การรักษาผู้ป่วยได้อย่างถูกต้องเหมาะสม ช่วยลดการเกิดวัณโรคด้ือยา และสําหรับผู้ป่วยกลุ่ม 
New case จําเป็นต้องได้รับการตรวจเสมหะหาเช้ือ AFB และอาจต้องส่งเสมหะเพาะเช้ือเพ่ือยืนยัน
การวินิจฉัย โดยเฉพาะอย่างยิ่งกรณีที่ผลตรวจ AFB เป็นลบ แต่มีอาการเข้าได้กับวัณโรค เพราะถ้า
หากผู้ป่วยไม่ได้รับการรักษาจะสามารถแพร่เช้ือไปยังผู้อ่ืนได้  

เน่ืองจากการเพาะเช้ือวัณโรคของงานห้องปฏิบัติการวัณโรค สํานักงานป้องกัน   
ควบคุมโรคที่ 3 จังหวัดนครสวรรค์ ยังคงพบอัตราการปนเป้ือนเฉลี่ยที่ค่อนข้างสูง แม้จะมีการควบคุม
กระบวนการเก็บตัวอย่างและกระบวนการเพาะเชื้อที่ดี ซึ่งสาเหตุหน่ึงที่สําคัญมาจากน้ํายาที่ใช้ย่อย
สลายเสมหะและกําจัดเช้ือปนเป้ือนยังขาดประสิทธิภาพที่ดีพอ จําเป็นที่จะต้องมีการใช้นํ้ายาย่อย
สลายเสมหะและกําจัดเช้ือปนท่ีมีประสิทธิภาพเพียงพอ เพ่ือควบคุมอัตราการปนเป้ือนไม่ให้เกินค่า
มาตรฐาน และในขณะเดียวกันนํ้ายาน้ันต้องมีความเป็นพิษต่อเช้ือวัณโรคที่ต้องการเพาะเลี้ยงน้อย
ที่สุด เพ่ือให้อัตราผลการเพาะเช้ือเป็นบวกมากขึ้น นอกจากน้ีควรมีราคาถูก และมีกระบวนการเตรียม
ที่ง่าย เหมาะที่จะนํามาใช้กับห้องปฏิบัติการวัณโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งนํ้ายาที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน 
คือ N-acetyl-L-cysteine-sodium hydroxide (NALC-NaOH) น้ันยังคงมีความยุ่งยากในการเตรียม 
และที่สําคัญคือนํ้ายา NALC-NaOH เสื่อมสภาพได้ง่ายต้องใช้ให้หมดภายใน 24 ช่ัวโมง จึงต้องมีการ
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เตรียมใหม่ทุกครั้งที่ทําการเพาะเช้ือ ซึ่งเป็นภาระงานกับเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการ จึงนําไปสู่ปัญหา
วิจัยของการศึกษาในคร้ังน้ี 

 
1.2 ปัญหาการวิจัย 
 วิธี Hypertonic saline-sodium hydroxide (HS-SH) ซึ่งเป็นนํ้ายาที่ใช้ย่อยสลายเสมหะ
และกําจัดเช้ือปนเป้ือนที่มีการคิดค้นขึ้นมาใหม่เมื่อไม่นานมาน้ี จะมีประสิทธิภาพเพียงใด ในการใช้
เตรียมตัวอย่างเสมหะแบบเข้มข้นสําหรับการตรวจ AFB และเพาะเช้ือ Mycobacteria เมื่อนํามาใช้
แทนน้ํายาเดิม คือ N-acetyl-L-cysteine-sodium hydroxide (NALC-NaOH) ณ ห้องปฏิบัติการ  
วัณโรค สํานักงานป้องกันควบคุมโรคที่ 3 จังหวัดนครสวรรค์ 
 
1.3 วัตถุประสงค์ของการศึกษา 

 
1. เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบนํ้ายา HS-SH และนํ้ายา NALC-NaOH ในการเพ่ิม

ประสิทธิภาพการตรวจหาเชื้อ AFB ในตัวอย่างเสมหะด้วยกล้องจุลทรรศน์ และในการเพาะเช้ือ 
Mycobacteria 

2. เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ของตัวอย่างจากกลุ่มผู้ป่วย ได้แก่ Re-treatment,    On-
treatment, Pre-treatment และ New case กับผลการตรวจหาเช้ือ AFB ในตัวอย่างเสมหะด้วย
กล้องจุลทรรศน์ และผลการเพาะเช้ือ โดยใช้นํ้ายา HS-SH และนํ้ายา NALC-NaOH ในการเตรียม
ตัวอย่าง 

3. เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ของคุณภาพเสมหะกับผลการตรวจหาเช้ือ AFB ด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ และผลการเพาะเช้ือ โดยใช้นํ้ายา HS-SH และน้ํายา NALC-NaOH ในการเตรียมตัวอย่าง 
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บทท่ี 2 
วรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 
2.1 ความรู้ทั่วไปเก่ียวกับเชื้อ Mycobacteria 

เช้ือ Mycobacteria เป็นแบคทีเรียที่จัดอยู่ในอับดับ (Order) Actinomycetales 
อันดับย่อย (Suborder) Corynebacterineae วงศ์ (Family) Mycobacteriaceae สกุล (Genus) 
Mycobacterium ซึ่งมีมากมายหลายชนิด (Species) เช้ือในสกุลน้ี เป็นแบคทีเรียรูปแท่ง ต้องการ
ออกซิเจน (Aerobic bacteria) ไม่เคลื่อนที่ ไม่มีแคปซูลและไม่สร้างสปอร์ ย้อมติดสีแกรมบวก แต่
เน่ืองจากผนังเซลล์ประกอบด้วยกรดไขมัน Mycolic acid ทําให้ติดสีแกรม (Gram stain) ได้ไม่ดี ต้อง
ย้อมด้วยสีทนกรด (Acid-fast stain) จึงเรียกช่ือเช้ือน้ีว่าแบคทีเรียติดสีทนกรด (Acid-fast bacilli: 
AFB) ซึ่งสกุล Mycobacterium ทุกชนิดสามารถติดสีทนกรดได้  

 
2.1.1 ชนิดของเช้ือ Mycobacteria ก่อโรคที่สําคัญ 

เช้ือ Mycobacteria สามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ๆ ได้แก่ 
2.1.1.1 เชื้อ Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC)  

เป็นกลุ่มเช้ือวัณโรคที่ก่อโรคทั้งในคนและสัตว์ประกอบด้วยเช้ือ 8 ชนิด ดังน้ี 
(1) M. tuberculosis เป็นเช้ือหลักที่ก่อโรควัณโรคในคน 
(2) M. bovis และ M. bovis BCG โดย M. bovis ก่อวัณโรคในสัตว์

จําพวกวัว ควาย และยังสามารถก่อโรคในคนได้ด้วย ส่วน M. bovis BCG เป็นสายพันธ์ุของ          
M. bovis ที่ใช้ทําวัคซีน 

(3) M. africanum พบว่าก่อวัณโรคในคนแอฟริกา และพบมากถึงครึ่งหน่ึง
ของผู้ป่วยวัณโรคในแอฟริกาตะวันตก เช้ือน้ีแบ่งออกเป็น 2 Subtype คือ Subtype I พบมากใน
แอฟริกาตะวันตก และ Subtype II พบมากในแอฟริกาตะวันออก(6) 

(4) M. microti ก่อวัณโรคในสัตว์ฟันแทะ มีรายงานการก่อโรคในคน(7) แต่
พบได้น้อย 

(5) M. caprae ก่อโรคในสัตว์จําพวกแพะ(6) 
(6) M. pinippedii พบก่อโรคในแมวน้ํา(8) และสิงโตทะเล(9) 
(7) M. canettii ก่อวัณโรคในคน แต่พบได้น้อยมักพบในผู้ป่วยจากแอฟริกา

หรือมีประวัติการเดินทางไปแอฟริกา(6,10) 
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(8) M. mungi ก่อโรคในตัวพังพอนลาย (Banded mongoose) ที่มีช่ือ
วิทยาศาสตร์ว่า Mungos mungo(11)  

2.1.1.2 เชื้อ Nontuberculous mycobacteria (NTM)  
เช้ือกลุ่มน้ีอาจเรียกในช่ืออ่ืนว่า Mycobacteria other than tuberculosis 

(MOTT) หรือ Atypical mycobacteria หรือ Environmental mycobacteria เป็นกลุ่มเช้ือ 
Mycobacteria ที่อาศัยอยู่ตามธรรมชาติทั้งในดิน ในนํ้า มีจํานวนมากกว่า 125 ชนิด(12) และสามารถ
ก่อโรคในคนได้ โดยก่อโรคแบบฉวยโอกาส (Opportunistic pathogen) ในผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกัน
บกพร่อง เช่น ผู้ติดเช้ือเอชไอวี หรือผู้ที่มีความผิดปกติทางด้านภูมิคุ้มกัน (Immunocompromised 
host) อีกทั้งยังสามารถก่อโรคในผู้ป่วยที่ไม่ได้ติดเช้ือเอชไอวีด้วย ทั้งน้ียังไม่พบรายงานการแพร่เช้ือ
ของ NTM จากคนสู่คน สําหรับความชุกและอุบัติการณ์ของเช้ือ NTM น้ันมีความแตกต่างกันไปในแต่
ละประเทศ แต่พบว่ามีการติดเช้ือ NTM เพ่ิมสูงขึ้นทั่วโลก(13) 

เช้ือ NTM สามารถแบ่งตามแบบของ Runyon (Runyon classification) 
ออกเป็น 4 กลุ่มย่อย โดยอาศัยระยะเวลาในการเจริญเติบโต (Growth rate) บนอาหารแข็ง และการ
สร้างสารสี (Pigment) เมื่อได้รับแสงและไม่ได้รับแสง ได้ดังน้ี 

(1) Group I หรือ Photochromogens เป็นกลุ่มเช้ือ NTM ที่เจริญจน
มองเห็นโคโลนีได้ใช้เวลานานกว่า 7 วัน และสร้างสารสีเหลืองส้มเมื่อได้รับแสง เช่น M. kansasii  
และ M. marinum เป็นต้น 

(2) Group II หรือ Scotochromogens เป็นกลุ่มเช้ือ NTM ที่เจริญจน
มองเห็นโคโลนีได้ใช้เวลานานกว่า 7 วัน และสร้างสารสีเหลืองส้มได้ทั้งที่มีแสงและไม่มีแสง          
เช่น M. scrofulaceum และ M. gorndonae เป็นต้น 

(3) Group III หรือ Nonphotochromogens เป็นกลุ่มเช้ือ NTM ที่เจริญ
จนมองเห็นโคโลนีได้ใช้เวลานานกว่า 7 วัน และไม่สร้างสารสี แต่อาจมองเห็นโคโลนีมีสีเหลืองอ่อนๆ 
เช่น M. avium และ M. intracellulare ซึ่งทั้งสองสปีชีส์ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันเรียกว่า           
M. avium complex (MAC) เป็นเช้ือ NTM ที่สามารถก่อโรคในคน พบได้บ่อยในผู้ป่วยติดเช้ือ NTM 

(4) Group IV หรือ Rapid grower เป็นกลุ่มเช้ือ NTM ที่เจริญจนมองเห็น
โคโลนีได้เร็วกว่า 7 วัน และไม่สร้างสารสี เช่น M. fortuitum, M. abscessus และ M. chelonae 
เป็นต้น 

2.1.1.3 เชื้อ Mycobacterium leprae  
เป็นเ ช้ือสาเหตุของโรคเ ร้ือน (Leprosy) หรือโรคแฮนเซน (Hansen's 

disease) เช้ือน้ีไม่สามารถเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเช้ือได้ ต้องเพาะเลี้ยงในสัตว์ทดลอง เช่น เพาะใน
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อุ้งเท้าหนู (Mouse foot-pad technique)(14) เช้ือใช้เวลานานในการแบ่งเซลล์โดยใช้เวลาประมาณ 
7 ถึง 14 วัน(15) เช้ือ M. leprae สามารถติดต่อจากคนสู่คนได้โดยการสัมผัสกับผู้ป่วยเป็นเวลานาน 
 
2.2 เชื้อ Mycobacteria ก่อโรคปอด 
 

2.2.1 วัณโรคปอด 
วัณโรคที่เกิดมากสุดคือวัณโรคปอด (Pulmonary tuberculosis) โดยพบ

ประมาณร้อยละ 85 ของวัณโรคทั้งหมด(5) มีช่องทางการติดต่อหลักผ่านทางการหายใจ โดยเช้ือแพร่
จากผู้ป่วยสู่คนอ่ืนผ่านทางละอองฝอยขนาดเล็ก (Droplet nuclei) มีขนาดประมาณ 1-5 ไมโครเมตร 
ซึ่งมีเช้ือประมาณ 1-3 เซลล์ โดยเกิดจากการไอ จาม ของผู้ป่วย ละอองฝอยเหล่าน้ีถูกสูดหายใจเข้าไป
โดยคนที่อยู่ใกล้กับผู้ป่วยและตกลงไปจนถึงถุงลม เช้ือจะถูกจับกินโดยเซลล์ Macrophage หากระบบ
ภูมิคุ้มกันไม่ดี หรือเช้ือเป็นสายพันธ์ุรุนแรง (Virulent strain) จะทําให้เซลล์ Macrophage กําจัดเช้ือ
ได้ไม่หมด เช้ือจะทําการแบ่งตัวเพ่ิมจํานวนในเซลล์ Macrophage ภายในระยะเวลาประมาณ 2 ถึง 
12 สัปดาห์หลังการติดเช้ือ ทําให้ป่วยเป็นวัณโรคเรียกว่าวัณโรคปฐมภูมิ (Primary tuberculosis) มัก
พบในเด็กหรือผู้ที่มีภูมิคุ้มกันตํ่า ปกติแล้วมีเพียงร้อยละ 10 ของผู้ติดเช้ือวัณโรคเท่าน้ันที่จะป่วยเป็น
วัณโรค โดยคร่ึงหน่ึง (ร้อยละ 5) จะป่วยเป็นวัณโรคภายใน 2 ปีหลังรับเช้ือ  อีกประมาณร้อยละ 90  
ที่ได้รับเช้ือจะไม่มีอาการป่วยแต่บางรายอาจเป็นวัณโรคแฝง (Latent TB infection: LTBI)        
เป็นเพราะผู้ติดเช้ือมีระบบภูมิคุ้มกันที่ดี แต่ไม่สามารถกําจัดเช้ือได้หมด เพียงแต่ควบคุมเช้ือไม่ให้   
ก่อโรคเท่าน้ัน ซึ่งเช้ือจะอาศัยอยู่ในเซลล์ Macrophage โดยไม่แบ่งตัวและมีกระบวนการ             
เมแทบอลิซึม (Metabolism) ที่ตํ่า เป็นเช้ือที่อยู่ในระยะพัก (Dormant state) ทําให้เช้ืออยู่ใน
ร่างกายได้หลายปี เมื่อเวลาผ่านไปร่างกายอ่อนแอ ระบบภูมิคุ้มกันไม่แข็งแรง เช้ือจะเพ่ิมจํานวน             
ก่อพยาธิสภาพในเน้ือปอดส่วนบน เรียกว่า วัณโรคทุติยภูมิ (Secondary tuberculosis) ซึ่งเป็น
ลักษณะของวัณโรคในผู้ป่วยส่วนใหญ่ ผู้ป่วยวัณโรคที่ไม่ได้รับการรักษาร้อยละ 50 จะเสียชีวิตภายใน 
2 ปี(3) เช้ือวัณโรคสามารถแพร่ไปตามท่อนํ้าเหลืองเข้าสู่ระบบไหลเวียนโลหิตไปก่อโรคที่อวัยวะต่างๆ 
ได้ เช่น เย่ือหุ้มปอด ต่อมนํ้าเหลือง ไต สมอง กระดูก เป็นต้น ซึ่งเรียกวัณโรคที่เกิดนอกปอดเหล่าน้ีว่า
วัณโรคนอกปอด (Extrapulmonary tuberculosis) 

2.2.2 เชื้อ NTM ก่อโรคปอด 
การติดเช้ือ NTM ทางปอดมีลักษณะคล้ายคลึงกับการติดเช้ือวัณโรค เพียงแต่แหล่ง

แพร่เช้ือของ NTM ไม่ใช่คน เพราะยังไม่มีรายงานการติดเช้ือ NTM จากคนสู่คน ช่องทางการติดเช้ือ
ผ่านทางละอองฝอยเข้าสู่ระบบทางเดินหายใจ เน่ืองจากเช้ือเหล่าน้ีอยู่ในสิ่งแวดล้อมทั่วไปทั้งในนํ้า
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และดิน เมื่อเช้ือเข้าสู่ถุงลมจะถูกจับกินโดยเซลล์ Macrophage ซึ่งจะทําให้เซลล์ Macrophage สร้าง 
Interleukin-12 (IL-12) มากขึ้น ส่งผลให้มีการสร้าง Interferon- (IFN-) เพ่ิมขึ้น ซึ่งจะกระตุ้นให้
เซลล์เม็ดเลือดขาว Neutrophil และ Macrophage มากําจัดเช้ือที่อยู่ภายในเซลล์ แต่ถ้าหากระบบ
ภูมิคุ้มกันมีความผิดปกติ เช่น ผู้ติดเช้ือเอชไอวี หรือความผิดปกติด้านยีนแล้วทําให้ระบบการทํางาน
ของ IL-12 และ INF- ด้อยประสิทธิภาพลง จะทําให้ไม่สามารถกําจัดเช้ือ NTM ได้ และทําให้เกิด
โรคขึ้นได้ นอกจากน้ียังพบอีกว่า NTM สามารถก่อโรคได้ในผู้ป่วยที่ไม่ใช่ผู้ติดเช้ือเอชไอวี โดยผู้ป่วยที่
พบได้บ่อยมักเป็นผู้ที่มีความผิดปกติที่ปอด(12,16) เช่น  ผู้ป่วยโรค Chronic obstructive pulmonary 
disease (COPD), Bronchiectasis, Cystic fribrosis, Pneumoconiosis หรือแม้แต่ผู้ที่เคยป่วยเป็น
วัณโรคมาก่อน โดยเช้ือ NTM ที่พบได้บ่อยว่าก่อโรคในปอด(17) เช่น M. avium complex,           
M. abscessus, M. kansasii, M. malmoense และ M. xenopi เป็นต้น  

 
2.3 การตรวจวินิจฉัยเชื้อ Mycobacteria ทางห้องปฏิบัติการ  

เน่ืองจากการติดเช้ือวัณโรคและเช้ือ NTM ที่ปอด มักมีลักษณะอาการทางคลินิก     
และผลภาพรังสีทรวงอกที่คล้ายคลึงกัน อีกทั้งมีความคล้ายคลึงกับโรคอ่ืนด้วย จึงมีความจําเป็น       
ที่จะต้องมีการตรวจทางห้องปฏิบัติการเพ่ือยืนยันเช้ือก่อโรค  

 
2.3.1 การตรวจเสมหะหาเชื้อ AFB ด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

เป็นวิธีที่ง่าย สะดวก ให้ผลเร็ว ทําได้ในห้องปฏิบัติการทั่วไป สามารถใช้ตรวจ
ตัวอย่างได้หลากหลายประเภท และเป็นวิธีหลักที่ใช้วินิจฉัยวัณโรคปอดในประเทศไทย โดยให้ผู้ป่วยที่
มีอาการเข้าได้กับวัณโรคเก็บเสมหะส่งตรวจอย่างน้อย 2 ตัวอย่าง และต้องเป็นเสมหะที่เก็บทันทีเมื่อ
ต่ืนนอนตอนเช้า (Early morning sputum) อย่างน้อย 1 ตัวอย่าง วิธีน้ีมีข้อจํากัด คือ ต้องมีจํานวน
เช้ืออย่างน้อย 5,000 ถึง 10,000 เซลล์ต่อตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร จึงจะมีโอกาสตรวจพบเช้ือ ไม่สามารถ
แยกเช้ือที่ตายแล้วและเช้ือที่มี ชีวิตได้ และที่สําคัญ คือ ไม่สามารถแยกระหว่างเช้ือวัณโรค          
และเช้ือ NTM ได้ ดังน้ันในความเป็นจริงแล้ว วิธีน้ีอาจจะเรียกได้ว่าเป็นการทดสอบเบ้ืองต้นของการ
พิสูจน์ชนิดเช้ือ Mycobacteria เท่านั้น สําหรับขั้นตอนการเตรียมสเมียร์เสมหะเพ่ือตรวจหาเช้ือ AFB     
ทําได้ 2 แบบ ได้แก่ 

2.3.1.1 การตรวจเสมหะโดยตรง (Direct smear) เป็นการสเมียร์เสมหะลงบน
กระจกสไลด์โดยตรง เป็นวิธีที่ห้องปฏิบัติการส่วนใหญ่นิยมใช้ เพราะง่ายและรวดเร็ว 

2.3.1.2 การตรวจเสมหะแบบเข้มข้น (Concentrated smear) เป็นวิธีที่ต้อง
เตรียมเสมหะให้เข้มข้นด้วยการตกตะกอน โดยนําเสมหะมาผสมกับสารเคมีที่มีฤทธ์ิสลายเมือก แล้ว
ป่ันด้วยเครื่องป่ันเหว่ียงเพ่ือเอาเฉพาะตะกอนมาป้ายบนกระจกสไลด์ วิธีน้ีไม่ค่อยนิยมใช้ใน
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ห้องปฏิบัติการทั่วไปเน่ืองจากมีความยุ่งยาก ใช้เวลานาน และต้องมีเครื่องป่ันเหว่ียงตกตะกอนเสมหะ
ซึ่งต้องมีแรงปั่นอย่างน้อย 3,000g (Relative centrifugal force: RCF) จึงจะทําให้เช้ือตกตะกอนได้ 
ร้อยละ 95(18) แต่มีข้อดีคือมีโอกาสพบเช้ือได้มากกว่าวิธีตรวจเสมหะโดยตรง(19) วิธีน้ีนิยมใช้ใน
ห้องปฏิบัติการวัณโรคที่มีการเพาะเช้ือร่วมด้วย 

2.3.2 การเพาะเลี้ยงเช้ือ 
เป็นวิธีการที่มีความไวกว่าการตรวจเสมหะ มีข้อดี คือ สามารถตรวจพบเช้ือได้แม้มี

ปริมาณน้อย 10 ถึง 100 เซลล์ต่อตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร สามารถแยกเช้ือที่ตายแล้วและมีชีวิตได้      
จึงเหมาะสําหรับใช้ติดตามการรักษา และเช้ือ Mycobacteria ที่เพาะได้สามารถนําไปทดสอบแยก
ชนิดต่อได้ ดังน้ันวิธีน้ีในปัจจุบันยังคงถือว่าเป็นวิธีมาตรฐาน (Gold standard) แต่อย่างไรก็ตามการ
เพาะเช้ือน้ีมีขั้นตอนที่ยุ่งยาก ซับซ้อน ต้องใช้อุปกรณ์พิเศษ และใช้เวลานานกว่าการตรวจ AFB 
เนื่องจากต้องมีกระบวนการเตรียมตัวอย่างเสมหะสําหรับเพาะเช้ือด้วย ที่สําคัญต้องทําใน
ห้องปฏิบัติการที่มีระบบความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 3 (Biosafety level 3) และผลการเพาะ
เช้ืออาจมีปัญหาการปนเปื้อน (Contamination) สําหรับอาหารที่ใช้เพาะเลี้ยงเช้ือวัณโรคแบ่งเป็น    
2 ประเภท คือ อาหารแข็ง (Solid media) เช่น Löwenstein–Jensen (L-J) media, Ogawa 
media, Middlebrook 7H10 และ Middlebrook 7H11 เป็นต้น และอาหารเหลว (Liquid media 
หรือ Broth) เช่น Middlebrook 7H9 และ Middlebrook 7H12 เป็นต้น 

ในปัจจุบันมีการพัฒนาเคร่ืองเพาะเช้ืออัตโนมัติโดยใช้อาหารเหลว (Automated 
liquid culture) ซึ่งให้ผลเพาะเช้ือเร็วกว่าการเพาะเช้ือบนอาหารแข็งและเพ่ิมจํานวนการพบเช้ือได้
มากกว่าอาหารแข็งประมาณร้อยละ 10(20) อาทิเช่น เครื่อง BACTEC MGIT 960 ซึ่งใช้อาหารเหลว 
Modified Middlebrook 7H9 ผสมกับอาหารเสริม (Supplement) ของเช้ือ ได้แก่ Oleic acid, 
Albumin, Dextrose และ Catalase (OADC) ในการเพาะเช้ือ ช่วยลดระยะเวลาการตรวจพบเช้ือได้
เร็วกว่าอาหารแข็งเล็กน้อย โดยหลักการของเคร่ือง BACTEC MGIT 960 น้ัน ใช้ออกซิเจนติดกับสาร
เรืองแสง (Oxygen-quenched fluorochrome) เคลือบไว้ที่ก้นหลอด ออกซิเจนจะยับย้ังการเรือง
แสงของสารเรืองแสง เมื่อมีเช้ือเจริญออกซิเจนจะถูกใช้ไป ทําให้สารเรืองแสงเกิดเรืองแสงขึ้น        
ซึ่งเคร่ืองจะรายงานผลเป็นบวก (Positive) โดยเคร่ืองจะตรวจจับการเรืองแสงที่เกิดขึ้นทุกๆ 60 นาที 

2.3.3 การตรวจทางอณูชีววิทยา 
เทคนิคทางอณูชีววิทยา (Molecular biology) มีความไวความจําเพาะสูง        

ใช้หลักการสกัด และเพ่ิมจํานวนช้ินส่วนของ Deoxyribonucleic acid (DNA) ที่จําเพาะกับเช้ือ 
Mycobacteria โดยส่วนใหญ่อาศัยหลักการ Polymerase chain reaction (PCR) ซึ่งปัจจุบันได้ถูก
พัฒนาให้สามารถอ่านผลได้ขณะทดสอบ และสะดวกในใช้งาน ดังเช่น วิธี Real-time PCR           
ซึ่งสามารถใช้ตรวจแยกระหว่างเช้ือวัณโรคและเช้ือ NTM จากตัวอย่างเสมหะได้ แต่เน่ืองจากวิธีน้ีเป็น
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การใช้เทคโนโลยีขั้นสูง ต้องมีใช้เจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการที่มีความรู้ความเช่ียวชาญ อีกทั้งอุปกรณ์และ
นํ้ายาตรวจมีราคาแพง จึงไม่เหมาะสมกับการตรวจในห้องปฏิบัติการทั่วไป 

 
2.4 การย่อยเสมหะและกําจัดเชื้อปนเปื้อนในกระบวนการเพาะเช้ือ 

เน่ืองจากเช้ือวัณโรคใช้เวลาแบ่งตัว (Generation time) นานประมาณ 12 ถึง         
24 ช่ัวโมง(15) เช่นเดียวกันเช้ือ NTM ก่อโรคส่วนใหญ่ อาทิเช่น เช้ือ M. avium complex ซึ่งเป็นเช้ือ
เจริญช้า (Slow grower) เช่นเดียวกัน โดยเจริญหลังเพาะเช้ือบนอาหารแข็ง 7 วัน ขึ้นไป ทําให้การ
เพาะเช้ือจําเป็นต้องกําจัดเช้ือปนเป้ือนในตัวอย่างก่อน โดยเฉพาะตัวอย่างที่มีเช้ือปนเป้ือนได้ง่าย 
ดังเช่น ตัวอย่างเสมหะ (Sputum) มิเช่นน้ันจะทําให้เช้ือปนเป้ือน ซึ่งส่วนใหญ่เจริญเร็วเพ่ิมจํานวนใน
อาหารเลี้ยงเช้ือวัณโรคส่งผลให้ไม่สามารถอ่านผลและแปลผลการเพาะเช้ือได้ ทั้งน้ีเป็นเพราะใน
ตัวอย่างเพาะเช้ือที่เป็นเสมหะน้ันมีเมือก (Mucus) อยู่เป็นจํานวนมากโดยองค์ประกอบหลักของเมือก 
คือ Mucin หรือ Mucin glycoprotein สร้างจากเซลล์เย่ือบุผิว (Epithelium) ซึ่งมีหน้าที่สร้างเมือก 
พบว่ายีนที่สร้าง Mucin มีอยู่ด้วยกันหลายยีน เช่น ในทางเดินหายใจส่วนล่างพบยีนสร้าง Mucin 
อย่างน้อย 12 ยีน(21) โดย Mucin น้ีมีลักษณะเป็นเส้นสายเช่ือมต่อกันเป็นโครงร่างตาข่ายด้วยพันธะ 
Noncovalent ได้แก่ พันธะ Ionic, พันธะ Hydrogen และแรง Van der Waals การเกิดเมือกน้ัน
เกิดได้จากหลายสาเหตุ โดยอาจเกิดจากโรคต่างๆ ที่ทําให้เซลล์เย่ือบุผิวมีการหลั่งเมือกมากผิดปกติ 
หรือกลไกการกําจัดเมือกผิดปกติไป เช่น Asthma, Chronic obstructive pulmonary diseases 
(COPD), Cystic fibrosis (CF) เป็นต้น นอกจากน้ียังมีสาเหตุมาจากระบบทางเดินหายใจเกิดการ
อักเสบ หรือมีการติดเช้ือต่างๆ ซึ่งรวมถึงการติดเช้ือ Mycobacteria ด้วย โดยในเสมหะที่เกิดจากการ
ติดเช้ือน้ันนอกจากเมือกแล้วยังมีเซลล์เม็ดเลือดขาว Neutrophil ซึ่งทําหน้าที่กําจัดเช้ือโรคปนออกมา 
มีบางส่วนได้ตายลง และหลั่งสารต่างๆ ออกจากเซลล์เพ่ือกระตุ้นเซลล์เม็ดเลือดขาวตัวอ่ืนให้ออกมา
ยังตําแหน่งที่ติดเช้ือมากขึ้น และสารที่หลั่งออกมายังส่งผลให้เซลล์เย่ือบุผิวบริเวณน้ันเสียหาย 
นอกจากน้ีเซลล์ที่ตายลงจะมีการปลดปล่อย Deoxyribonucleic acid (DNA) และ Filamentous 
actin (F-actin) ออกมาซึ่งจะรวมกันเป็น Polymer เกิด Rigid network ขึ้นอุดก้ันทางเดินหายใจ 
สําหรับสีของเสมหะน้ันเกิดจากผลของเอนไซม์ Myeloperoxidase ของเม็ดเลือดขาว หากมีการติด
เช้ือจํานวนมากเสมหะจะมีสีเหลืองเข้ม เขียว หรือนํ้าตาล ลักษณะเป็นหนอง (Purulent)(22)         
ซึ่งเสมหะเองก็เป็นแหล่งสะสมของเช้ือจุลชีพ เช่น แบคทีเรียด้วย เน่ืองจากมีเมือกเหนียวดักจับ
แบคทีเรีย และมีสารที่เป็นแหล่งอาหารของแบคทีเรียทําให้เช้ือสามารถมีชีวิตอยู่ได้(23) จึงพบ
แบคทีเรียได้หลายชนิดในเสมหะ จากการศึกษาของ Cukic(24) พบว่าเช้ือแบคทีเรียในเสมหะของ
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ผู้ป่วย COPD ส่วนใหญ่เป็นเช้ือประจําถิ่น (Normal flora) ที่ไม่ก่อโรค และสามารถพบเช้ือแบคทีเรีย
ก่อโรคต่างๆ ได้ด้วยเช่นกัน 

สําหรับการปนเป้ือน (Contamination) ในการเพาะเช้ือวัณโรคน้ันยังคงเป็นปัญหา
สําคัญของห้องปฏิบัติการ ทั้งในการเพาะเช้ือด้วยอาหารแข็งและโดยเฉพาะอย่างย่ิงอาหารเหลวที่มี
อัตราการปนเปื้อนเกิดสูงเกินร้อยละ 10(25,26) แม้จะใช้วิธีการเพาะเช้ือมาตรฐานโดยใช้นํ้ายา          
N-acetyl-L-cysteine-sodium hydroxide (NALC-NaOH) ย่อยสลายเมือกและกําจัดเช้ือปนเป้ือน
ในเสมหะตามมาตรฐานที่องค์การอนามัยโลกและศูนย์ควบคุมและป้องกันโรค ประเทศสหรัฐอเมริกา 
(Centers for Disease Control and Prevention: CDC) แนะนําก็ตาม(18,27) หรือแม้จะมีการ
ควบคุมกระบวนการเก็บตัวอย่างเสมหะที่ดีโดยเจ้าหน้าที่และช่วยลดอัตราการปนเปื้อนลงได้แต่
อย่างไรก็ตามยังคงพบการปนเป้ือนที่สูงถึงร้อยละ 13(28) ซึ่งตามมาตรฐานการควบคุมคุณภาพ      
การเพาะเช้ือวัณโรคขององค์การอนามัยโลกกําหนดไว้ควรมีอัตราการปนเป้ือนอยู่ในช่วงร้อยละ 2 ถึง 
5 สําหรับอาหารแข็ง(27) ดังน้ันในการลดการปนเป้ือนในขั้นตอนการเพาะเช้ือ ปัจจัยสําคัญที่สุด
ประการหน่ึง คือ นํ้ายาที่ใช้ย่อยสลายเมือกและกําจัดเช้ือปนเป้ือนในเสมหะที่มีประสิทธิภาพ เพราะ
นอกจากจะช่วยลดการปนเป้ือนของเช้ือแล้ว นํ้ายาที่ดีควรจะเป็นพิษกับเช้ือวัณโรคน้อย ซึ่งจะทํา
ให้ผลเพาะเช้ือมีอัตราพบเช้ือเจริญหรือมีผลบวกท่ีสูง และเช้ือวัณโรคเองสามารถเจริญเติบโตได้ดีใน
อาหาร นอกจากน้ียังสามารถนําตัวอย่างที่ย่อยสลายเมือกและทําให้เข้มข้น (Concentrated smear) 
ไปตรวจหาเช้ือ AFB ด้วยกล้องจุลทรรศน์ ซึ่งจะช่วยเพ่ิมความไวในการตรวจพบเช้ือได้มากกว่าการ
ตรวจเสมหะโดยตรง (Direct smear)  

วิ ธีลดการปนเ ป้ือนนอกจากวิ ธี  NALC-NaOH ยั งสามารถทําไ ด้หลายวิ ธี  เ ช่น        
Cetyl pyridinium chloride, 5% Oxalic acid, 4% Sulphuric acid และ 4% NaOH เป็นต้น(18) 
วิธีที่ใช้ Cetyl pyridinium chloride ซึ่งเป็นสารประกอบ Quaternary ammonia เป็นวิธีหน่ึงที่มี
ประสิทธิภาพค่อนข้างดีโดยเฉพาะเมื่อใช้เก็บรักษาตัวอย่างเสมหะไว้นานหลายวัน(29) แต่พบว่าเกิดผล
ลบปลอมได้หากเพาะเช้ือในอาหารเหลวด้วยเคร่ืองอัตโนมัติ MGIT 960 system (Becton 
Dickinson Microbiology Systems, Sparks, MD, USA)(30) ส่วนวิธี 5% Oxalic acid และ       
4% Sulphuric acid น้ันพบว่ามีอัตราการปนเป้ือนสูงกว่าร้อยละ 10 ในอาหารแข็ง L-J และอัตรา
ผลบวกของการเพาะเช้ือในตัวอย่างเสมหะค่อนข้างตํ่า(31) สําหรับวิธี 4% NaOH น้ันเป็นวิธีที่ต้อง
ควบคุมเวลาและกระบวนการอย่างเข้มงวดเน่ืองจาก NaOH ที่ความเข้มข้นร้อยละ 4 น้ันนอกจากจะมี
ฤทธ์ิฆ่าเช้ือปนเป้ือนแล้วยังสามารถฆ่าเช้ือวัณโรคได้ด้วย โดยพบว่าวิธีน้ีอาจทําให้เช้ือวัณโรคตายได้สูง
ถึงร้อยละ 73(18) ดังน้ันจึงได้มีการพัฒนาคิดค้นนํ้ายาย่อยเสมหะและกําจัดเช้ือปนเป้ือนสําหรับเพาะ
เช้ือวัณโรคเพ่ือให้มีประสิทธิภาพที่ดีขึ้น 
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ปี ค.ศ. 2007 Ricaldi และคณะ(32) ได้พัฒนาวิธีการเพาะเช้ือวัณโรคโดยใช้ 
Hypertonic saline (HS) ในการย่อยสลายเสมหะ ร่วมกับ Sodium hydroxide (SH) เพ่ือช่วยกําจัด
เช้ือปนเป้ือนในตัวอย่าง โดยได้แนวคิดมาจากการสังเกตการใช้ Hypertonic saline ขจัดเสมหะเพ่ือ
รักษาอาการของโรค Cystic fibrosis (CF) ซึ่งเป็นโรคพันธุกรรมเกิดความผิดปกติของเซลล์เย่ือบุผิว 
(Epithelial cell) ไม่สามารถควบคุมปริมาณ Chloride ที่ผ่านเข้าออกเซลล์ได้ จึงเกิดเมือกหนาตัว 
เหนียว และเกาะติดแน่นที่ทางเดินหายใจ โดย Hypertonic saline น้ันแม้ไม่ใช่สารที่ใช้ย่อยสลาย
เสมหะ (Mucolytic agent) แต่ก็มีคุณสมบัติในการทําลายพันธะ Ionic ในเมือก(33) และอาจมีส่วน
ช่วยแยก DNA ออกจากเมือก(21) ทําให้ลดความเหนียวของเสมหะลงได้ จึงถูกนํามาใช้ในกระบวนการ
กําจัดเสมหะที่อุดก้ันทางเดินหายใจของผู้ป่วยได้อย่างมีประสิทธิภาพ จากคุณสมบัติของ HS จึงถูก
นํามาใช้ในกระบวนการเพาะเช้ือวัณโรค และพบว่าลดการปนเป้ือนได้ดีกว่าวิธีมาตรฐาน         
NALC-NaOH 

ต่อมาในปี ค.ศ. 2008 Ganoza และคณะ(34) ได้ศึกษาเปรียบเทียบการใช้วิธี 
Hypertonic saline-sodium hydroxide (HS-SH) กับวิธี NALC-NaOH ในการตรวจเสมหะหาเช้ือ 
AFB และการเพาะเช้ือวัณโรค โดยใช้ HS เข้มข้นร้อยละ 7.00 (ความเข้มข้นสุดท้ายร้อยละ 2.33) 
พบว่าวิธี HS-SH มีความไวกว่าการตรวจเช้ือ AFB จากเสมหะโดยตรง สําหรับการเพาะเช้ือซึ่งทําใน
อาหารแข็ง L-J พบว่ามีอัตราการปนเป้ือนตํ่ากว่าวิธี NALC-NaOH และพบว่ามีความไว (Sensitivity) 
และประสิทธิภาพ (Efficiency) สูงถึงร้อยละ 95.00 และ 99.00 ตามลําดับ ซึ่งสูงกว่า                 
วิธี NALC-NaOH ที่ได้ค่าร้อยละ 76.00 และ 95.00 ตามลําดับ และในปีเดียวกันน้ี Morcillo      
และคณะ(35) ได้ศึกษาเปรียบเทียบการใช้วิธี HS-SH กับวิธี NALC-NaOH ในการเพาะเช้ือวัณโรค   
โดยใช้ HS เข้มข้นร้อยละ 7.00 (ความเข้มข้นสุดท้ายร้อยละ 2.55) พบว่าวิธี HS-SH ลดการอัตรา
ปนเป้ือนได้มากกว่าวิธี NALC-NaOH ทั้งในอาหารแข็ง L-J และอาหารเหลว MGIT 960 โดยเฉพาะ
อย่างย่ิงพบความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติของอัตราการปนเป้ือนในตัวอย่างที่ผล AFB เป็น
บวก (P-value = 0.008) และพบว่าค่าพยากรณ์ผลบวก (Positive  predictive value) ของวิธี   
HS-SH สูงกว่าวิธี NALC-NaOH อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P-value < 0.001) และราคาต้นทุนนํ้ายา 
HS-SH น้อยกว่านํ้ายา NALC-NaOH ประมาณ 4 เท่า 

เมื่อไม่นานมานี้ ในปี ค.ศ. 2013 Chaudhary และคณะ(36) ได้ศึกษาเปรียบเทียบการใช้
วิธี HS-SH กับวิธี Modified Petroff โดยใช้ HS เข้มข้นร้อยละ 7.00 (ความเข้มข้นสุดท้ายร้อยละ 
2.33) พบว่าวิธี HS-SH มีอัตราผลการเพาะเช้ือที่เป็นบวกร้อยละ 84.00 ซึ่งสูงกว่าวิธี Modified 
Petroff ที่ให้ผลบวกร้อยละ 70.00 และอัตราการปนเปื้อนของวิธี HS-SH ตํ่ากว่าวิธี Modified 
Petroff อยู่ร้อยละ 2.00 ทั้งน้ีความเข้มข้นสุดท้าย (Final concentration) ของน้ํายา NaOH ในวิธี 
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HS-SH หลังผสมกับตัวอย่างเสมหะเท่ากับร้อยละ 1.33 ขณะท่ีความเข้มข้นสุดท้ายของน้ํายา NaOH         
วิธี Modified Petroff เท่ากับร้อยละ 2.00 ซึ่งเข้มข้นกว่าวิธี HS-SH ถึง 1.5 เท่า แต่กลับมีอัตรา      
การปนเป้ือนสูงกว่าวิธี HS-SH จึงเป็นหลักฐานสําคัญที่ช่วยยืนยันว่า Hypertonic saline มีส่วน
สําคัญในการช่วยกําจัดเช้ือปนเป้ือนในตัวอย่างเสมหะ และในปี ค.ศ. 2016 Someshwaran       
และคณะ(37) ได้ประเมินประสิทธิภาพการตรวจหาเช้ือ AFB จากสเมียร์เสมหะเข้มข้นที่เตรียมด้วยวิธี 
HS-SH กับวิธี NALC-NaOH จํานวน 143 ตัวอย่าง พบว่าให้ผลตรงกันทุกตัวอย่าง 

สําหรับงานห้องปฏิบัติการวัณโรค สํานักงานป้องกันควบคุมโรคที่ 3 จังหวัดนครสวรรค์
น้ัน พบว่ามีปัญหาเรื่องการปนเป้ือนในการเพาะเช้ือวัณโรคค่อนข้างสูง โดยในปีงบประมาณ 2557 
พบอัตราการปนเป้ือนของการเพาะเช้ือในอาหารเหลวเท่ากับร้อยละ 12.32 และในอาหารแข็งเท่ากับ
ร้อยละ 14.64 ต่อมาในปีงบประมาณ 2558 พบว่าการปนเป้ือนในอาหารแข็งเท่ากับร้อยละ 14.64 
และในอาหารเหลวเท่ากับร้อยละ 23.28 โดยมีอัตราการปนเป้ือนเฉลี่ยของแต่ละปีเท่ากับร้อยละ 
13.48 และ 18.90 ตามลําดับ ค่าเฉล่ียทั้งสองปีเท่ากับร้อยละ 16.19 แม้ว่าทางห้องปฏิบัติการวัณโรค
จะได้มีการควบคุมคุณภาพในกระบวนการเพาะเช้ือ โดยในขั้นตอนก่อนการตรวจวิเคราะห์น้ัน        
ได้จัดทําคู่มือแนวทางการเก็บเสมหะ และการส่งตรวจท่ีเหมาะสมส่งให้กับเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการทุก
โรงพยาบาลในพ้ืนที่รับผิดชอบในช่วงปลายปีงบประมาณ 2556 เพ่ือควบคุมกระบวนการเก็บเสมหะ
ก่อนการวิเคราะห์  ให้เหมาะสม อีกทั้งมีเกณฑ์รับและปฏิเสธสิ่งส่งตรวจที่ไม่เหมาะสม ส่วนการ
ควบคุมคุณภาพในขั้นตอนการวิเคราะห์น้ันได้มีการทํา Positive control ซึ่งใช้ตัวอย่างเช้ือ              
M. tuberculosis H37Rv เจือจางด้วย Phosphate-buffered saline (PBS) pH 6.8 และ 
Negative control ซึ่งใช้นํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ ทําควบคู่ไปกับการเพาะเช้ือจากตัวอย่างเสมหะ    
โดยไม่พบการปนเป้ือนในส่วนของ Control แสดงให้เห็นว่าในส่วนของบุคลากรและอุปกรณ์เครื่องมือ
มีประสิทธิภาพ แต่ทั้งน้ีอัตราการปนเป้ือนก็ยังไม่ลดลง นอกจากน้ีจากวิเคราะห์ผลการประเมิน
คุณภาพเสมหะตามแนวทางการประกันคุณภาพการตรวจเสมหะหาเช้ือ AFB ด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
ของโรงพยาบาลรัฐในเขตพ้ืนที่รับผิดชอบของสํานักงานป้องกันควบคุมโรคที่ 3 จังหวัดนครสวรรค์ 
ประจําปีงบประมาณ 2557 น้ัน พบว่าโรงพยาบาลจํานวน 42 แห่งที่มีการสุ่มเก็บสไลด์ AFB        
เพ่ือประกันคุณภาพมีค่าเฉล่ียของตัวอย่างเสมหะที่มีคุณภาพดีเท่ากับร้อยละ 56.2 แสดงให้เห็นว่า
คุณภาพเสมหะที่ให้ผู้ป่วยเก็บน้ันเกือบคร่ึงหน่ึง (ร้อยละ 43.8) เป็นตัวอย่างที่ไม่มีคุณภาพ ซึ่งอาจ
ส่งผลต่อการตรวจหาเช้ือ AFB ด้วยกล้องจุลทรรศน์ และการเพาะเช้ือด้วยเช่นกัน   

จากข้อมูลการศึกษาที่กล่าวมา จะเห็นได้ว่ากระบวนการเพาะเช้ือวัณโรคยังมีปัญหาเรื่อง
การปนเป้ือน และพบว่านํ้ายา Hypertonic saline-sodium hydroxide (HS-SH) สามารถนํามาใช้
ย่อยสลายและกําจัดเช้ือปนเป้ือน ช่วยลดอัตราการปนเป้ือนและเพ่ิมอัตราการตรวจพบเช้ือสําหรับ
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การเพาะเช้ือวัณโรคได้ดี แต่กลับมีการศึกษาวิจัยน้อยมาก ทําให้ยังไม่มีการนํามาใช้อย่างแพร่หลาย
เหมือนวิธี NALC-NaOH และที่สําคัญคือในประเทศไทยยังไม่มีการนําวิธีน้ีมาใช้เพราะยังคงยึดตามวิธี
มาตรฐาน จึงนํามาสู่ความจําเป็นและความสนใจของผู้วิจัยที่จะทําการศึกษาวิจัยประสิทธิภาพของ
นํ้ายา HS-SH น้ี ทั้งประสิทธิภาพในการเพาะเชื้อวัณโรค รวมทั้งประสิทธิภาพในการเพิ่มความไวของ
การตรวจหาเช้ือ AFB ด้วยกล้องจุลทรรศน์ สําหรับการเพาะเช้ือวัณโรคน้ัน ถ้าหากไม่สามารถลด
อัตราการปนเป้ือนได้จะส่งผลเสียโดยตรงต่อการวินิจฉัย และดูแลรักษาผู้ป่วย หากได้ทําการศึกษา
วิจัยน้ีแล้วจะได้วิธีการใหม่ในการเพาะเช้ือวัณโรคสําหรับห้องปฏิบัติการวัณโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
เกิดผลดีต่อผู้ป่วยวัณโรค 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



Ref. code: 25605712030120SJX

14 
 

บทท่ี 3 
วิธีการวิจัย 

 
3.1 รูปแบบงานวิจัย 

งานวิจัยเชิงทดลอง (Experimental study)  
 

3.2 ตัวอย่างที่ศึกษา 
ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาวิจัยครั้งน้ี คือ ตัวอย่างเสมหะท่ีเหลือจากการตรวจวิเคราะห์ใน

งานประจําของงานห้องปฏิบัติการวัณโรค สํานักงานป้องกันควบคุมโรคที่ 3 จังหวัดนครสวรรค์      
ในปีงบประมาณ 2559 โดยแบ่งตัวอย่างออกเป็น 4 กลุ่ม ตามประเภทผู้ป่วย 

 
3.2.1 ประเภทผู้ป่วย   

3.2.1.1 Re-treatment ได้แก่ กลุ่มผู้ป่วยวัณโรคที่กลับเป็นซ้ํา (Relapse) หรือ
ขาดยามากกว่า 2  เดือนแล้วกลับมารักษา (Treatment after default) 

3.2.1.2 On-treatment ได้แก่ กลุ่มผู้ป่วยวัณโรครายใหม่เสมหะบวก ที่มีผลการ
ตรวจเสมหะยังคงเป็นบวกหลังการรักษา 2 หรือ 3 เดือน หรือ 5 เดือน   

3.2.1.3 Pre-treatment ได้แก่ กลุ่มผู้ป่วยที่มีประวัติสัมผัสกับผู้ป่วยวัณโรค    
ด้ือยาร่วมบ้าน (Household MDR-TB contact) หรือผู้ป่วยในเรือนจําที่สงสัยวัณโรค หรือผู้ติดเช้ือ   
เอชไอวี 

3.2.1.4 New case ผู้ป่วยวัณโรคเสมหะบวกรายใหม่ที่ยังไม่ได้เริ่มการรักษาหรือ
ผู้ป่วยที่มีอาการสงสัยวัณโรค (TB suspect) โดยไม่เคยมีประวัติเป็นวัณโรค ซึ่งมีอาการสําคัญของ  
วัณโรค คือ ไอเรื้อรังติดต่อกันนานเกิน 2 สัปดาห์ 

3.2.2 เกณฑ์การคัดเลือกตัวอย่าง 
3.2.2.1 เกณฑ์คัดเข้า (Inclusion criteria) 

  ตัวอย่างเสมหะผู้ป่วย 4 กลุ่ม ได้แก่ Re-treatment, On-treatment,  
Pre-treatment และ New case ของโรงพยาบาลในพ้ืนที่รับผิดชอบของสํานักงานป้องกัน    
ควบคุมโรคท่ี 3 จังหวัดนครสวรรค์ ที่ส่งตรวจเพ่ือวินิจฉัยวัณโรค ณ งานห้องปฏิบัติการวัณโรค 
สํานักงานป้องกันควบคุมโรคที่ 3 จังหวัดนครสวรรค์ ซึ่งดูแลรับผิดชอบพ้ืนที่ 5 จังหวัด ได้แก่ 
นครสวรรค์ อุทัยธานี ชัยนาท กําแพงเพชร และพิจิตร 
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3.2.2.2 เกณฑ์คัดออก (Exclusion criteria)  

  - ตัวอย่างที่เก็บไว้นานเกิน 7 วัน 
  - ตัวอย่างที่มีปริมาณน้อยกว่า 2 มิลลิลิตร 
  - ตัวอย่างปนเป้ือนเช้ือรา 
  - ตัวอย่างผู้ป่วยซ้ําราย  

3.2.3 ขนาดตัวอย่าง 
การคํานวณขนาดตัวอย่างเพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของนํ้ายาใช้ค่าเฉล่ียอัตรา

ผลการเพาะเช้ือเป็นบวก ในปีงบประมาณ 2557 และ 2558 ของงานห้องปฏิบัติการวัณโรค 
สํานักงานป้องกันควบคุมโรคที่ 3 จังหวัดนครสวรรค์ เท่ากับร้อยละ 36 (P=0.36) 

จากสูตร 
2

2
/2

d

Z
  N

PQ
  

 
กําหนดให้ 0.05   ดังน้ัน   1.96

/2
Z  

   0.36P    
   0.640.361P1Q   
   0.05d    
 

แทนค่า 
2

2

(0.05)
4)(0.36)(0.6(1.96)  N  

   354.04N   
   355N   

 
สรุป ขนาดตัวอย่างท่ีใช้ประมาณ 355 ตัวอย่าง 
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3.3 อุปกรณ์ น้ํายาและสารเคมี 
 

3.3.1 BBL MGIT™ Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT media) 
3.3.2 BACTEC™ MGIT™ 960 Growth Supplement Kit  
3.3.3 Löwenstein–Jensen (L-J) media 
3.3.4 นํ้ายา NALC-NaOH 
3.3.5 นํ้ายา HS-SH 
3.3.6 ชุดทดสอบ SD Bioline TB Ag MPT64 rapid test 
3.3.7 ชุดสีย้อม AFB วิธี Ziehl-Neelsen 
3.3.8 Phosphate-buffered saline 0.067 M pH 6.8 
3.3.9 Disposable transfer plastic pipette ขนาด 1 มิลลิลิตร 
3.3.10 แอลกอฮอล์เข้มข้น 70% 
3.3.11 สไลด์ขอบฝ้า 
3.3.12 ถุงร้อน ขนาด 10 x 15 น้ิว 
3.3.13 สําลีม้วน 
3.3.14 นํ้ากล่ันปราศจากเช้ือ (Sterile distilled water) 
3.3.15 นํ้ายาฆ่าเช้ือวัณโรค Peracetic acid 
3.3.16 เส้ือกาวน์ 
3.3.17 หน้ากาก N95 
3.3.18 หมวกคลุมผม 
3.3.19 ถุงมือยาง 
3.3.20 ถาดสําหรับวางตัวอย่าง 
3.3.21 ปากกา Permanent 
3.3.22 แผ่นรองซับ (Labmat) 
3.3.23 ถุงขยะติดเช้ือ 
3.3.24 สไลด์ขอบฝ้า 
3.3.25 หลอดพลาสติกปราศจากเช้ือ (Centrifuge tube) ขนาด 50 มิลลิลิตร 
3.3.26 Autopipette ขนาด 100-1,000 ไมโครลิตร 
3.3.27 Filter tip ขนาด 1,000 ไมโครลิตร 
3.3.28 ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
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3.3.29 Vortex mixer 
3.3.30 Stainless rack 
3.3.31 Forceps 
3.3.32 นาฬิกาจับเวลา 
3.3.33 BD BACTEC™ MGIT™ 960 System 
3.3.34 Biological safety cabinet class II (BSC Class II) 
3.3.35 Autoclave 
3.3.36 Incubator 
3.3.37 Refrigerated centrifuge 
3.3.38 เคร่ืองช่ัง 
 

3.4 ขั้นตอนการดําเนินงานวิจัย 
 

3.4.1 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของน้ํายา HS-SH และ NALC-NaOH 
การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของนํ้ายา HS-SH และ NALC-NaOH ในการเตรียม

ตัวอย่างเสมหะเข้มข้นโดยวัดอัตราการตรวจพบเช้ือ AFB ด้วยกล้องจุลทรรศน์อัตราผลการเพาะเช้ือท่ี
เป็นบวก และอัตราการปนเป้ือนน้ัน เป็นกระบวนการตรวจทางห้องปฏิบัติการซ่ึงดําเนินการ           
ณ ห้องปฏิบัติการวัณโรค สํานักงานป้องกันควบคุมโรคท่ี 3 จังหวัดนครสวรรค์ กรมควบคุมโรค 
กระทรวงสาธารณสุข ดําเนินการตามระบบความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 3 (Biosafety level 3) 
กระบวนการสเมียร์เสมหะโดยตรง (Direct smear) จะดําเนินการภายในตู้ชีวนิรภัย Class II 
(Biological safety cabinet Class II) สําหรับการเตรียมสเมียร์เสมหะเข้มข้นและการเพาะเช้ือ
ดําเนินการภายในห้องปฏิบัติการท่ีมีแรงดันบรรยากาศเป็นลบ (Negative pressure room) ซึ่งมี
ประตูล็อก 3 ช้ัน และมีระบบกรองอากาศเข้าและออกสู่สภาพแวดล้อมด้วย High efficiency 
particulate air filter (HEPA filter) โดยการเตรียมตัวอย่างตรวจและการเพาะเช้ือจะกระทําภายใน
ตู้ชีวนิรภัย Class II (Biological safety cabinet Class II) ซึ่งใช้ระบบกรองอากาศด้วย Ultra low 
penetration air filter (ULPA filter) ผู้ปฏิบัติงานเป็นเจ้าหน้าท่ีท่ีมีประสบการณ์การทํางานด้านเช้ือ
วัณโรคและผ่านการอบรมจากสํานักวัณโรค กรมควบคุมโรค ตามหลักสูตรการประกันคุณภาพการ
ตรวจเสมหะหาเช้ือ AFB ด้วยกล้องจุลทรรศน์ และหลักสูตรการเพาะเล้ียงเช้ือและทดสอบความไวต่อ
ยาของเช้ือวัณโรค โดยในการปฏิบัติงานทุกคร้ังต้องใช้อุปกรณ์ป้องกันอันตรายส่วนบุคคล (Personal 
protective equipment) เช่น หน้ากาก N95, เส้ือกาวน์ใช้แล้วท้ิง, แว่นตานิรภัย, ถุงมือ และหมวก
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คลุมผม เป็นต้น สําหรับอุปกรณ์ ของเสีย และส่ิงต่างๆ ท่ีปนเป้ือนจะถูกแช่นํ้ายาฆ่าเช้ือท่ีมีฤทธ์ิทําให้
ปราศจากเช้ือ (Sterilizing solution) ก่อนนําไปน่ึงฆ่าเช้ือด้วยเคร่ือง Autoclave อีกคร้ัง ส่วนขยะ
ติดเช้ือเม่ือน่ึงฆ่าเช้ือแล้ว จะถูกนําส่งเพ่ือเผาทําลายต่อไป 

3.4.1.1 การตรวจเสมหะด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
นําตัวอย่างส่งตรวจวินิจฉัยหาเช้ือ  AFB  ด้วยกล้องจุลทรรศน์ โดยวิธีการ

ย้อมสีแบบ Ziehl-Neelsen ดําเนินการภายในตู้ชีวนิรภัย Class II (Biological safety cabinet 
Class II) 

(1) การเตรียมสเมียร์เสมหะโดยตรง (Direct smear)(38) 
1. ตรวจสอบช่ือ-นามสกุลผู้ป่วยท่ีตลับเสมหะกับแบบฟอร์มส่งตรวจหา

เช้ือวัณโรค 
2. เขียนหมายเลข (Lab serial number) ลงบนแผ่นกระจกสไลด์ 
3. ทําการสเมียร์เสมหะในตู้ชีวนิรภัย (BSC Class II) โดยนําไม้เข่ียเสมหะ

มาป้ายบนสไลด์วนไปมาเป็นวงกลมแบบก้นหอยเล็กๆ (Repeated 
coil type) ให้ได้ขนาดประมาณ 2 x 3 เซนติเมตร สเมียร์ให้มีความ
หนาท่ีสมํ่าเสมอกัน 

4. วางสไลด์รอให้แห้ง แล้วนําไปผ่านเปลวไฟ 2-3 คร้ัง เพ่ือนําไปย้อมสี 
(2) การย้อมสีสเมียร์เสมหะด้วยวิธี Ziehl-Neelsen(39) 

1. วางแผ่นสไลด์ให้อยู่แนวระนาบ ห่างกันประมาณ 1 เซนติเมตร 
2. หยดสี 1% Carbol fuchsin ให้ท่วมท้ังสไลด์  
3. ลนไฟใต้แผ่นสไลด์จนเร่ิมมีไอ ท้ิงไว้ 5 นาที 
4. ค่อยๆ ล้างสีด้วยนํ้าสะอาด แล้วหยดนํ้ายา 3% Acid alcohol บน

แผ่นสไลด์ ท้ิงไว้ 2 นาที 
5. ค่อยๆ ล้างออกด้วยนํ้าสะอาด ถ้ายังมีสีแดงติดอยู่ให้ฟอกด้วย       

3% Acid alcohol ซ้ําอีกคร้ัง แต่ไม่ควรเกิน 10 วินาที 
6. หยดสี 0.3% Methylene blue ลงบนสไลด์ ท้ิงไว้ 10 วินาที 
7. ค่อยๆ ล้างสีออกด้วยนํ้าสะอาด เช็ดด้านหลังสไลด์ให้สะอาด ท้ิงไว้ให้

แห้ง เพ่ือนําไปตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
(3) การตรวจหาเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

1. วางแผ่นสไลด์บนแท่น ใช้เลนส์ใกล้วัตถุ Low power objective lens 
(LPF) หรือกําลังขยาย 10X เพ่ือตรวจคุณภาพเสมหะว่าดีหรือไม่ดีโดย
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ใช้เกณฑ์ของ Van Scoy ท่ี White blood cell (WBC) มากกว่า    
25 เซลล์ต่อ LPF และเกณฑ์ของ Geckler ท่ี Squamous epithelial 
cell น้อยกว่า 25 เซลล์ต่อ LPF บ่งบอกว่าเสมหะมีคุณภาพดีตาม
การศึกษาของ Umesh และคณะ(40) ซึ่งจะช่วยเพ่ิมความจําเพาะใน
การตรวจหาเช้ือ AFB ได้สูงข้ึน 

2. จากน้ันเปล่ียนเลนส์กําลังขยายท่ีสูงข้ึน แล้วหยด Immersion oil บน
กระจก 1 หยด เปล่ียนเลนส์ใกล้วัตถุเป็นกําลังขยาย 100X เพ่ือหาเช้ือ 
AFB 

3. อ่านสไลด์อย่างน้อย 100 วงกล้อง โดยอ่านในทิศทางแนวนอนจาก
ซ้ายไปขวา สลับไปมา 

(4) การรายงานผล 
 รายงานผลตามเกณฑ์ขององค์การอนามัยโลก (WHO) และสหพันธ์องค์กร

ต่อต้านวัณโรคและโรคปอดนานาชาติ (International Union Against Tuberculosis and Lung 
Disease: IUATLD) ดังตารางท่ี 3.1 

 
ตารางท่ี 3.1 การรายงานผล AFB ตามแนวทางของ WHO/IUATLD grading scale(39,41) 
 

จํานวนเช้ือท่ีพบ รายงานผล จํานวนวงกล้องท่ีตรวจ (อย่างน้อย) 
0 AFB/100 วงกล้อง Negative 100 
1-9 AFB/100 วงกล้อง จํานวนเช้ือท่ีพบท้ังหมด 100 
10-99 AFB/100 วงกล้อง 1+ 100 
1-10 AFB/วงกล้อง 2+ 50 
>10 AFB/วงกล้อง 3+ 20 

 
(5) การควบคุมคุณภาพ  
 ควบคุมคุณภาพภายใน (Internal quality control: IQC) โดยทดสอบ 

คุณภาพสีด้วยสเมียร์เสมหะบวก (Positive control slide) และสเมียร์เสมหะลบ (Negative 
control slide) ทุกคร้ังก่อนทําการตรวจ AFB จากตัวอย่างผู้ป่วย 
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3.4.1.2 การเตรียมสเมียร์เสมหะเข้มข้น ( Concentrated smear) และการ

เพาะเชื้อ (Culture) 
กระบวนการเตรียมสเมียร์เสมหะเข้มข้นและการเพาะเช้ือดําเนินการภายในตู้

ชีวนิรภัย (BSC Class II) ภายในห้องท่ีมีแรงดันบรรยากาศเป็นลบ (Negative pressure room) 
(1) การเตรียมน้ํายาย่อยสลายเสมหะและกําจัดเชื้อปนเปื้อน 

  สูตรการเตรียมนํ้ายา NALC-NaOH และ HS-SH เป็นดังตารางท่ี 3.2 และ 
3.3 ตามลําดับ 

 
ตารางท่ี 3.2 การเตรียมนํ้ายา NALC-NaOH(18) 
 

ปริมาตรสารละลายท่ี
ต้องการ NALC-NaOH 

ปริมาตรสารละลาย NaOH            
และ Sodium citrate ท่ีต้องผสมรวมกัน 

ปริมาณสาร NALC 
(กรัม) 

(มิลลิลิตร) 4% NaOH 
(มิลลิลิตร) 

2.9% Sodium citrate 
(มิลลิลิตร) 

 

50 25 25 0.25 
100 50 50 0.5 
200 100 100 1 
500 250 250 2.5 

1,000 500 500 5 
 

ตารางท่ี 3.3 การเตรียมนํ้ายา HS-SH(35) 
 

ปริมาตรสารละลายท่ีต้องการ 
HS-SH (มิลลิลิตร) 

ปริมาตรสารละลาย NaOH และ NaCl ท่ีต้องผสมรวมกัน 
4% NaOH (มิลลิลิตร) 10% NaCl (มิลลิลิตร) 

50 25 25 
100 50 50 
200 100 100 
500 250 250 

1,000 500 500 
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(2) การเตรียมตัวอย่างเสมหะ 
1. เรียงตลับเสมหะและหลอดพลาสติกขนาด 50 มิลลิลิตร ใช้หลอด

พลาสติก  2  หลอด สําหรับ 1 ตัวอย่าง เขียนหมายเลข Culture 
Number กํากับหลอดท้ังสองหลอด ตามด้วยหมายเลข 1 และ
หมายเลข 2 ตามลําดับหลอด แล้วแบ่งเสมหะเป็น 2 ส่วนเท่าๆ กัน  
เทลงในหลอดพลาสติกท่ีเตรียมไว้แล้วปิดฝาให้สนิท 

2. สุ่มตัวอย่างหลอดเสมหะเพ่ือลดอคติจากการเลือก (Reduced 
selection bias) โดยใช้วิธีการสุ่มอย่างง่าย (Simple random 
sampling) ด้วยการจับสลาก ให้สลากรหัส H แทนวิธี HS-SH และ
รหัส N แทนวิธี NALC-NaOH เม่ือจับสลากได้วิธีใด ให้ทดสอบวิธีน้ัน
กับหลอดหมายเลข 1 โดยเขียนรหัสลงบนหลอด ส่วนหลอดหมายเลข 
2 ให้ใช้วิธีท่ีเหลือโดยเขียนรหัสลงบนหลอดเช่นกัน 

3. เปิดฝาหลอดเพ่ือใส่นํ้ายา 
 - สําหรับวิธี NALC-NaOH ใส่นํ้ายา NALC-NaOH ลงไปประมาณ 
1 เท่าของปริมาตรเสมหะ (ความเข้มข้นสุดท้าย (นํ้าหนัก/ปริมาตร) 
ของสารแต่ละชนิดเท่ากับ  0.25% NALC, 1.00% NaOH และ     
0.73% Sodium citrate) ผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ือง Vortex (ไม่เกิน 
20 วินาที) เอียงหลอดกลับไปกลับมาให้นํ้ายากระจายท่ัวท้ังหลอด 
 - สําหรับวิธี HS-SH ใส่นํ้ายา HS-SH ลงไปประมาณ 1 เท่าของ
ปริมาตรเสมหะ (ความเข้มข้นสุดท้าย (นํ้าหนัก/ปริมาตร) ของสาร   
แต่ละชนิดเท่ากับ 1.00% NaOH และ 2.50% NaCl) ผสมให้เข้ากัน
ด้วยเคร่ือง Vortex เอียงหลอดกลับไปกลับมาให้นํ้ายากระจายท่ัวท้ัง
หลอด 

4. ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องจับเวลา 15 นาที 
5. เม่ือครบเวลา เติมนํ้ายา PBS  ถึงขีดบอกปริมาตร 45 มิลลิลิตร 
6. ผสมให้สารละลายเข้ากันดี โดยการพลิกหลอดกลับไปกลับมา 4-5 คร้ัง 
7. นําเข้าเคร่ืองป่ันตกตะกอนแรงเหว่ียงสูง Refrigerated centrifuge 

โดยต้ังความเร็ว 3,000g (Relative centrifugal force: RCF) นาน 
15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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8. หลังจากเคร่ืองป่ันหยุดทํางานแล้ว 5 นาที จึงนําหลอดตัวอย่างออก
จากเคร่ืองป่ันและนําไปใส่ไว้ในตู้ชีวนิรภัยก่อนทํางานข้ันต่อไป 

9. เปิดหลอดทดสอบภายในตู้ชีวนิรภัย ให้เทนํ้าส่วนบนท้ิงลงในภาชนะท่ี
มีนํ้ายาฆ่าเช้ือใส่ไว้แล้ว ต้องค่อยๆ เทเพ่ือไม่ให้ส่วนของตะกอนท่ีก้น
หลอดหลุดปนไปกับส่ิงท่ีเทท้ิง 

10. เติมนํ้ายา PBS pH 6.8 ให้ได้ปริมาตรสุดท้ายประมาณ 1-3 มิลลิลิตร 
ผสมให้นํ้ายาและตะกอนเข้ากันดี โดยใช้เคร่ือง Vortex 

(3) การทําสเมียร์เสมหะเข้มข้น และการเพาะเช้ือลงในอาหาร 
1. ละลายยาปฏิชีวนะท่ีผสมในขวดประกอบด้วย Polymyxin B, 

Amphotericin B, Nalidixic acid, Trimethoprim และ Azlocillin 
(PANTA) ด้วย MGIT growth supplement ปริมาตร 15 มิลลิลิตร 
ต่อ PANTA 1 ขวด เม่ือยาละลายดีแล้ว ดูดใส่หลอดอาหารเหลว 
MGIT ขนาด 7 มิลลิลิตร หลอดละ 800 ไมโครลิตร 

2. ดูดตัวอย่างเสมหะที่ผ่านการเตรียมปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่ใน
หลอดอาหารเหลว MGIT จํานวน 1 หลอด จากน้ันดูดตัวอย่างท่ีเหลือ
เพาะใส่อาหารแข็ง L-J จํานวน 2 ขวดต่อ 1 ตัวอย่างโดยใช้ตัวอย่าง
ขวดละ 100 ไมโครลิตร 

3. ตัวอย่างท่ีเหลือจากการเพาะเช้ือใช้เตรียมสเมียร์เสมหะเข้มข้น 
(Concentrated smear) เพ่ือย้อมหาเช้ือ AFB  

4. บ่มหลอดอาหารเหลว MGIT ในเคร่ืองอัตโนมัติ MGIT 960 system 
ส่วนอาหาร L-J บ่มในตู้เพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

5. ตรวจการเจริญของเช้ือทุกวัน สําหรับอาหาร MGIT ทําโดยดูท่ีหน้า
ล้ินชักเคร่ืองอัตโนมัติ MGIT 960 และสัญญาณเสียง เม่ือมีเช้ือเจริญ
จะมีไฟสัญญาณ (+) สีแดงปรากฏหรือเม่ือครบ 42 วัน ไม่มีเช้ือเจริญ
จะมีไฟสัญญาณ (-) สีเขียวปรากฏให้เห็นนําหลอดสแกนออกมาตรวจดู
ด้วยตาเปล่าเม่ือไม่พบเช้ือเจริญให้นําไปน่ึงทําลาย สําหรับอาหารแข็ง 
L-J ตรวจสอบการเจริญของเช้ือทุกวันจนกว่าจะมีโคโลนีเช้ือเจริญข้ึน
ให้เห็น หรือจนครบ 8 สัปดาห์เม่ือไม่มีกลุ่มเช้ือเจริญให้เห็น 

6. นําอาหารท่ีมีการเจริญของเช้ือไปพิสูจน์ชนิดเพ่ือแยกระหว่างเช้ือ   
วัณโรคกับเช้ือ NTM ด้วยชุดทดสอบ SD Bioline TB Ag MPT64 
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rapid test ใช้หลักการ Immunochromatographic assay ตรวจหา
โปรตีน MPT64 ของเช้ือวัณโรค ซึ่งเป็นชุดทดสอบแบบเร็ว สามารถ
อ่านผลได้ภายใน 15 นาที 

(4) การรายงานผล 
  - ผล Growth สําหรับอาหารแข็ง และ ผล Positive สําหรับอาหารเหลว  

หมายถึง มีเช้ือ Mycobacteria เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ 
  - ผล No growth สําหรับอาหารแข็ง และ ผล Negative สําหรับอาหาร

เหลว หมายถึง ไม่พบเช้ือ Mycobacteria เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ 
  - ผล Contaminated  หมายถึง มีเช้ืออ่ืนท่ีไม่ใช่ Mycobacteria เจริญใน

อาหารเล้ียงเช้ือโดยไม่พบเช้ือ Mycobacteria เจริญในอาหาร 
  สําหรับผลเพาะเช้ือท่ีมีเช้ือเจริญ (Growth) ในอาหารแข็ง L-J ต้องรายงาน

ปริมาณเช้ือท่ีพบ ดังน้ี 
 

ตารางท่ี 3.4 การรายงานปริมาณเช้ือบนอาหารแข็ง L-J 
 

จํานวนโคโลนีเช้ือท่ีเจริญ การรายงานผลเพาะเช้ือ 
<50 จํานวนโคโลนีท้ังหมด 

50 - 100 1+ 
101 - 200 2+ 
201 - 500 3+ 

>500 4+ 
 

(5) การควบคุมคุณภาพ 
 ทําการควบคุณภาพการเพาะเช้ือโดย 

  - Positive control ใช้เช้ือ M. tuberculosis H37Rv ปรับความขุ่น 0.5 
McFarland แล้วเจือจางด้วย PBS pH 6.8 ในอัตราส่วน 1:500 

  - Negative control ใช้นํ้ากล่ันปราศจากเช้ือ 
 ทําการเพาะเช้ือ Control เช่นเดียวกับตัวอย่าง จากน้ันดูระยะเวลาการ

เจริญของเช้ือสําหรับ Positive control ซึ่งจะต้องพบเช้ือเจริญภายใน 6 สัปดาห์ สําหรับอาหาร 
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MGIT และภายใน 8 สัปดาห์ สําหรับอาหารแข็ง L-J ส่วน Negative control จะต้องไม่พบเช้ือเจริญ 
และต้องตรวจสอบการปนเป้ือนของเช้ืออ่ืนๆ ด้วย 

 

 
 
ภาพท่ี 3.1 ข้ันตอนการทดสอบประสิทธิภาพนํ้ายา 

 
3.4.1.3 การศึกษาความคงตัวของน้ํายา HS-SH 

ประเมินประสิทธิภาพในการเพาะเช้ือของนํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมไว้นาน 1 
เดือนเปรียบเทียบกับนํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใหม่ โดยทดสอบกับตัวอย่างเสมหะส่งตรวจ 60 ตัวอย่าง 
โดยเป็นตัวอย่างท่ีผลตรวจ AFB จากตัวอย่างโดยตรงเป็นลบ และบวกอย่างละ 30 ตัวอย่าง 

3.4.2 การเปรียบเทียบราคาต้นทุนของน้ํายา 
เปรียบเทียบต้นทุนนํ้ายา HS-SH และ NALC-NAOH และเปรียบเทียบราคาต้นทุน

ของวิธีการท้ังสองต่อการทดสอบตัวอย่างท้ังในอาหารแข็งและอาหารเหลว 
 
 

Sputum 

 
Direct smear 

 
แบง่เป็น 2 สว่นเทา่ๆ กนั 

 
Digestion-Decontamination 

                        
 
 
 
 

 
Centrifugation 

 
Concentrated smear, Solid & Liquid media culture 

NALC-NaOH HS-SH 
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3.4.3 วิเคราะห์และสรุปผลการวิจัย 
การวิเคราะห์ผลใช้ค่าสถิติเชิงพรรณนาในการบรรยายลักษณะท่ัวไปของข้อมูล 

รวมท้ังใช้สถิติเชิงอนุมานในการทดสอบสมมติฐานทางสถิติเปรียบเทียบค่าของกลุ่มตัวอย่าง ดังน้ี 
- Chi square test หรือ Fisher’s exact test สําหรับข้อมูลเชิงคุณภาพ 

(Qualitative data) ได้แก่ ผลตรวจคุณภาพเสมหะ, ผล AFB และ ผลเพาะเช้ือ 
- Wilcoxon signed rank test สําหรับข้อมูลเชิงปริมาณ (Quantitative 

data) ได้แก่ ระยะเวลาการเจริญของเช้ือวัณโรคระหว่างวิธี HS-SH และ NALC-NaOH และค่า 
Growth Unit (GU) ของเช้ือท่ีเจริญในอาหารเหลว  

การประเมินและเปรียบเทียบประสิทธิภาพวิธี HS-SH และ NALC-NaOH ใช้
ค่าสถิติดังน้ี 

- Percent agreement และ Kappa statistic เพ่ือวัดความสอดคล้องกัน 
โดยใช้ระดับความสัมพันธ์ตามเกณฑ์ของ Landis และ Koch(42) ดังน้ี  

  ระดับแย่ (Poor) ค่า Kappa < 0.40 
  ระดับดี (Good) ค่า Kappa = 0.40-0.70 
  ระดับยอดเย่ียม (Excellent) ค่า Kappa > 0.75 
- ค่าความไว (Sensitivity)  
- ความจําเพาะ (Specificity) 
- ค่าพยากรณ์ผลบวก (Positive predictive value) 
- ค่าพยากรณ์ผลลบ (Negative predictive value) 
- ค่าความถูกต้องของการทดสอบ (Accuracy) 
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บทท่ี 4  
ผลการวิจัยและอภปิรายผล 

 
4.1 ข้อมูลทั่วไปของตัวอย่างเสมหะ 

จากการศึกษาตัวอย่างเสมหะส่งตรวจในปีงบประมาณ 2559 ท่ีเข้าเกณฑ์คัดเลือกเพ่ือใช้
ศึกษาวิจัยคร้ังน้ี มีจํานวนท้ังส้ิน 427 ตัวอย่าง 

 
4.1.1 ประเภทผู้ป่วย 

เม่ือทําการจําแนกประเภทผู้ป่วยท่ีทําการศึกษาในคร้ังน้ีจะพบว่าจํานวนผู้ป่วยแต่
ละกลุ่มค่อนข้างใกล้เคียงกัน โดยพบว่าผู้ป่วยกลุ่ม Re-treatment มีจํานวนสูงท่ีสุด รองลงมาเป็น
กลุ่ม On-treatment, New case และ Pre-treatment ตามลําดับ โดยมีรายละเอียดดังแสดงใน
ตารางท่ี 4.1 

 
ตารางท่ี 4.1 จํานวนตัวอย่างเสมหะจําแนกตามประเภทผู้ป่วย 
 

ประเภท Re-treatment 

(ร้อยละ) 

On-treatment

(ร้อยละ) 

Pre-treatment 

(ร้อยละ) 

New case 

(ร้อยละ) 

รวม 

(ร้อยละ) 

จํานวน 120 

(28.10) 

117 

(27.40) 

83 

(19.44) 

107 

(25.06) 

427 

(100.00) 
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4.1.2 ข้อมูลตัวอย่างเสมหะจําแนกตามประเภทผู้ป่วย 
 

ตารางท่ี 4.2 ข้อมูลท่ัวไปของตัวอย่างเสมหะจําแนกตามประเภทผู้ป่วย 
 

ข้อมูลท่ัวไป Re-
treatment 
(ร้อยละ) 

On-
treatment 
(ร้อยละ) 

Pre-
treatment
(ร้อยละ) 

New 
case 

(ร้อยละ) 

รวม 
(ร้อยละ) 

เพศ ชาย 91 

(75.83) 

97 

(82.91) 

66 

(79.52) 

79 

(73.83) 

333 

(77.99) 

หญิง 29 

(24.17) 

20 

(17.09) 

17 

(20.48) 

28 

(26.17) 

94 

(22.01) 

อายุ 

(ปี) 

<31 5 

(4.17) 

7 

(5.98) 

16 

(19.28) 

8 

(7.48) 

36 

(8.43) 

31-40 12 

(10.00) 

13 

(11.11) 

28 

(33.73) 

12 

(11.22) 

65 

(15.22) 

41-50 26 

(21.67) 

29 

(24.79) 

13 

(15.66) 

20 

(18.69) 

88 

(20.61) 

51-60 31 

(25.83) 

27 

(23.08) 

18 

(21.69) 

18 

(16.82) 

94 

(22.02) 

>60 46 

(38.33) 

41 

(35.04) 

8 

(9.64) 

49 

(45.79) 

144 

(33.72) 

Mean ± SD 56.16 ± 
14.07 

54.96 ± 
14.87 

42.42 ± 
13.64 

56.89 ± 
17.54 

53.34 ± 
16.04 

Median 
(Min-Max) 

56.00   
(22-102) 

54.00   
(19-87) 

40.00    
(20-80) 

58.00 
(18-91) 

53.00 
(18-102) 
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ตารางท่ี 4.2 ข้อมูลท่ัวไปของตัวอย่างเสมหะจําแนกตามประเภทผู้ป่วย (ต่อ) 
 

ข้อมูลท่ัวไป Re-
treatment
(ร้อยละ) 

On-
treatment 
(ร้อยละ) 

Pre-
treatment 
(ร้อยละ) 

New 
case 

(ร้อยละ) 

รวม 
(ร้อยละ) 

ระยะเวลา
ท่ีเก็บ
จนถึง
เพาะเช้ือ 

(วัน) 

Mean ± SD 4.15 ± 
2.18 

4.48 ± 
2.10 

5.42 ± 
2.12 

5.42 ± 
1.97 

4.81 ± 
2.16 

Median 
(Min-Max) 

4.00     
(0-7) 

5.00      
(1-7) 

7.00       
(0-7) 

7.00    
(1-7) 

5.00   
(0-7) 

ปริมาตร 
(มิลลิลิตร) 

Mean ± SD 5.25 ± 
4.91 

4.79 ± 
3.09 

3.57 ± 
1.96 

3.64 ± 
2.50 

4.39 ± 
3.49 

Median 
(Min-Max) 

4.00     
(2-40) 

4.00      
(2-20) 

3.00       
(2-10) 

3.00    
(2-20) 

4.00  
(2-40) 

จังหวัด กําแพงเพชร 21 

(17.50) 

16 

(13.68) 

1 

(1.20) 

1 

(0.94) 

39 

(9.13) 

พิจิตร 13 

(10.83) 

20 

(17.09) 

27 

(32.53) 

7 

(6.54) 

67 

(15.69) 

นครสวรรค์ 56 

(46.67) 

56 

(47.86) 

45 

(54.22) 

86 

(80.37) 

243 

(56.91) 

อุทัยธานี 11 

(9.17) 

6 

(5.13) 

6 

(7.23) 

0 

(0) 

23 

(5.39) 

ชัยนาท 19 

(15.83) 

19 

(16.24) 

4 

(4.82) 

13 

(12.15) 

55 

(12.88) 
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ตารางท่ี 4.2 ข้อมูลท่ัวไปของตัวอย่างเสมหะจําแนกตามประเภทผู้ป่วย (ต่อ) 
 

ข้อมูลท่ัวไป Re-
treatment
(ร้อยละ) 

On-
treatment 
(ร้อยละ) 

Pre-
treatment 
(ร้อยละ) 

New 
case 

(ร้อยละ) 

รวม 
(ร้อยละ) 

การขนส่ง รถ
โรงพยาบาล 

105 

(87.50) 

99 

(84.62) 

67 

(80.72) 

102 

(95.33) 

373 

(87.35) 

ไปรษณีย์ 15 

(12.50) 

18 

(15.38) 

16 

(19.28) 

5 

(4.67) 

54 

(12.65) 

การแช่
เย็น
ระหว่าง
ขนส่ง 

แช่เย็น 94 

(78.33) 

84 

(71.79) 

46 

(55.42) 

35 

(32.71) 

259 

(60.66) 

ไม่แช่เย็น 26 

(21.67) 

33 

(28.21) 

37 

(44.58) 

72 

(67.29) 

168 

(39.34) 

รวม 120 

(100.00) 

117 

(100.00) 

83 

(100.00) 

107 

(100.00) 

427 

(100.00)
 
จากตารางท่ี 4.2 ข้อมูลท่ัวไปของกลุ่มตัวอย่างพบว่าเป็นเพศชายมากกว่าเพศหญิง

ท้ัง 4 กลุ่ม ซึ่งมีอัตราส่วนโดยรวมของเพศชายต่อเพศหญิง เท่ากับ 3.5 ต่อ 1 เป็นอัตราส่วนท่ีสูงกว่า
ค่ารายงานขององค์การอนามัยโลกท่ีมีค่าอยู่ท่ี 1.7 ต่อ 1 โดยมีช่วงอยู่ระหว่าง 1-3.1 ต่อ 1(1)    
สําหรับอายุของผู้ป่วยเม่ือจําแนกตามกลุ่มอายุแล้วน้ัน พบว่าส่วนใหญ่อยู่ในกลุ่มมีอายุมากกว่า 60 ปี 
อย่างไรก็ตามอายุเฉล่ียของผู้ป่วยอยู่ท่ี 53.34 ปี และเม่ือพิจารณาจํานวนผู้ป่วยท่ีมีอายุตํ่ากว่า 60 ปี 
รวมกันแล้วมีมากถึงร้อยละ 66.28 เป็นกลุ่มท่ีมีความสําคัญในการแพร่กระจายเช้ือวัณโรค เน่ืองจาก
อยู่ในช่วงอายุวัยทํางาน ต้องมีการพบปะผู้คน การทํากิจกรรมในชุมชน และเข้าสังคมมากกว่าผู้ท่ีอายุ
มากกว่า 60 ปี ท่ีเป็นวัยสูงอายุ ซึ่งปกติมักจะอยู่กับบ้านมากกว่า  

สําหรับระยะเวลาต้ังแต่เก็บตัวอย่างเสมหะจนถึงการเพาะน้ันโดยเฉลี่ยอยู่ท่ี    
4.81 วัน ซึ่งการศึกษาของ Banda และคณะ(43) น้ันพบว่าการเก็บเสมหะแช่เย็นท่ี 4 องศาเซลเซียส 
หรือเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้องท่ี 25 องศาเซลเซียส  สามารถใช้ตรวจหาเช้ือ AFB ได้นานถึง 4 สัปดาห์ 
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และหากเป็นการเพาะเช้ือวัณโรคสามารถเก็บแช่เย็นท่ี 4 องศาเซลเซียส ไว้ได้นาน 1 สัปดาห์ โดยผล
การตรวจไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติกับการตรวจ AFB หรือเพาะเช้ือทันที ในการศึกษาน้ีจะเห็นได้
ว่าตัวอย่างยังคงอยู่ในช่วงเวลาท่ีเหมาะสมสําหรับการตรวจ AFB และการเพาะเช้ือ สําหรับค่าเฉล่ีย
ของปริมาตรเสมหะมีค่าเท่ากับ 4.39 มิลลิลิตร ใกล้เคียงกับปริมาตรท่ีเหมาะสมสําหรับการตรวจ AFB 
และเพาะเช้ือ ท่ี  Rashid และคณะ(44) ได้ทําการศึกษา คือ 5 มิลลิลิตร  ในส่วนของโรงพยาบาลใน
พ้ืนท่ีจังหวัดท่ีอยู่ในเขตรับผิดชอบของสํานักงานป้องกันควบคุมโรคท่ี 3 พบว่าจังหวัดท่ีโรงพยาบาลส่ง
ตัวอย่างตรวจมากที่สุด คือ จังหวัดนครสวรรค์ ท้ังน้ีอาจเป็นเพราะสํานักงานป้องกันควบคุมโรคท่ี 3 
ต้ังอยู่ในจังหวัดนครสวรรค์ ทําให้โรงพยาบาลในพ้ืนท่ีจังหวัดนครสวรรค์สามารถส่งตรวจได้ง่ายกว่า
โรงพยาบาลในจังหวัดอ่ืนๆ ในด้านการขนส่งตัวอย่างน้ันพบว่าส่งด้วยรถพยาบาลมากกว่าส่งไปรษณีย์ 
ท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจากในจังหวัดนครสวรรค์มีโรงพยาบาลศูนย์สวรรค์ประชารักษ์ ซึ่งเป็นโรงพยาบาล
ตติยภูมิ รับรักษาผู้ป่วยท่ีส่งต่อจากโรงพยาบาลในเขตพ้ืนท่ีเดียวกันกับสํานักงานป้องกันควบคุมโรคท่ี 
3 ดังน้ันจึงทําให้โรงพยาบาลมีความสะดวกมากข้ึนในการส่งตัวอย่างโดยการฝากตัวอย่างมากับ
รถพยาบาลท่ีมาส่งผู้ป่วยท่ีโรงพยาบาลศูนย์สวรรค์ประชารักษ์ และสามารถแวะมาส่งตัวอย่างท่ี
สํานักงานป้องกันควบคุมโรคท่ี 3 ได้ เพราะสถานท่ีต้ังอยู่ไม่ไกลกัน ดังน้ันตัวอย่างท่ีส่งด้วย           
รถโรงพยาบาลจึงพบสูงถึงร้อยละ 87.35 สําหรับการแช่เย็นตัวอย่างขณะขนส่งพบว่ามีการแช่เย็น
มากกว่าตัวย่างไม่แช่เย็น แต่ท้ังน้ีจะเห็นได้ว่าตัวอย่างท่ีไม่แช่เย็นท่ีพบร้อยละ 39.34 โดยสูงกว่า
ตัวอย่างท่ีส่งทางไปรษณีย์ซึ่งโดยปกติไม่แช่เย็น ท้ังน้ีมีสาเหตุมาจาก ในจํานวนน้ีมีตัวอย่างส่วนหน่ึงท่ี
ส่งจากโรงพยาบาลศูนย์สวรรค์ประชารักษ์ เป็นตัวอย่างท่ีส่งโดยรถโรงพยาบาล แต่ไม่ได้แช่เย็น
เน่ืองจากโรงพยาบาลศูนย์สวรรค์ประชารักษ์ต้ังอยู่ไม่ไกลจากสํานักงานป้องกันควบคุมโรคท่ี 3 ซึ่งใช้
เวลาเดินทางไม่เกิน 20 นาที 
 
4.2 ประสิทธิภาพของน้ํายา HS-SH 

 
4.2.1 การตรวจ AFB 

ผลการตรวจ AFB ในตัวอย่างท้ังหมด 427 ตัวอย่าง พบว่าวิธีการตรวจเสมหะแบบ
เข้มข้น (Concentrated smear) ท้ังวิธี HS-SH และวิธี NALC-NaOH ให้สัดส่วนผลบวกท่ีสูงกว่า   
วิธีตรวจโดยตรง (Direct smear) โดยวิธีท่ีให้ผลบวกมากท่ีสุด คือ วิธี HS-SH รองลงมา คือ             
วิธี NALC-NaOH และวิธีตรวจโดยตรง ตามลําดับ รายละเอียดดังตารางท่ี 4.3 โดยวิธี HS-SH ให้
ผลบวกสูงกว่าวิธีตรวจโดยตรงร้อยละ 7.49 และสูงกว่าวิธี NALC-NaOH ร้อยละ 0.23 ในขณะที่    
วิธี NALC-NaOH ให้ผลบวกสูงกว่าวิธีตรวจโดยตรงร้อยละ 7.26 เหตุผลเน่ืองจากการทําสเมียร์เสมหะ
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เข้มข้นใช้มีย่อยและการป่ันตกตะกอนตัวอย่างเสมหะก่อนนํามาทําสเมียร์ จึงเพ่ิมโอกาสการตรวจพบ
เช้ือได้มากข้ึน ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาที่ผ่านมาท่ีพบว่าวิธีการตรวจเสมหะแบบเข้มข้นให้ผลบวก
ท่ีสูงกว่าวิธีการตรวจเสมหะโดยตรง แต่ท้ังน้ีผลการศึกษายังคงมีความแตกต่างกันไปในแต่ละงานวิจัย 
โดยการศึกษาของ Ganoza และคณะ(34) ซึ่งใช้การเตรียมเสมหะเข้มข้นด้วยวิธี HS-SH และวิธี 
NALC-NaOH พบว่าให้ผลบวกเพ่ิมข้ึนจากวิธีการตรวจโดยตรงร้อยละ 19.15 และ 18.09 ตามลําดับ  
ในขณะที่การศึกษาของ Morcillo และคณะ(35) ซึ่งทําการศึกษา 2 ช่วง โดยช่วงแรกใช้ตัวอย่าง
เดียวกันแบ่งเป็น 2 ส่วน เตรียมตัวอย่างเข้มข้นโดยวิธี HS-SH และ NALC-NaOH พบว่าท้ังสองวิธีให้
ผลบวกสูงกว่าวิธีการตรวจโดยตรงร้อยละ 2.19 และ 2.34 ตามลําดับ ในขณะท่ีการศึกษาของ Uddin 
และคณะ(45) กับ Kumar และคณะ(46) พบว่าวิธี NALC-NaOH ให้ผล AFB บวกเพ่ิมข้ึนจากวิธีการ
ตรวจโดยตรงร้อยละ 1.50 เท่ากัน  

 
ตารางท่ี 4.3 ผลการตรวจเสมหะหาเช้ือ AFB ด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
 

ผล AFB Direct smear 
(ร้อยละ) 

Concentrated smear 

HS-SH 

(ร้อยละ) 

NALC-NaOH 

(ร้อยละ) 

Negative 168 (39.34) 136 (31.85) 137 (32.08) 

Positive 259 (60.66) 291 (68.15) 290 (67.92) 

       Scanty (จํานวนเช้ือท่ีพบ) 43 (10.07) 11 (2.58) 12 (2.81) 

       1+ 63 (14.76) 58 (13.58) 58 (13.58) 

       2+ 60 (14.05) 43 ( 10.07) 45 (10.54) 

       3+ 93 (21.78) 179 (41.92) 175 (40.99) 

รวม 427 (100.00) 427 (100.00) 427 (100.00) 
 
ผลการวิเคราะห์ทางสถิติดังแสดงในตารางท่ี 4.4 พบว่าวิธีการเตรียมเสมียร์เสมหะ

ท่ีต่างกันมีผลต่อการตรวจ AFB (P-value < 0.001) เม่ือทําการวิเคราะห์ โดยเปรียบเทียบวิธีตรวจ
โดยตรงกับวิธีตรวจแบบเข้มข้นท้ังวิธี HS-SH และวิธี NALC-NaOH พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P-value < 0.001) โดยค่ามีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.43 และ 0.44 ตามลําดับ 
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บ่งบอกความสัมพันธ์อยู่ในระดับดี (Good) ในขณะที่เม่ือเปรียบเทียบวิธี HS-SH กับวิธี NALC-NaOH 
ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ (P-value = 0.998) มีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.96 บ่งบอก
ความสัมพันธ์อยู่ในระดับยอดเย่ียม (Excellent) ซึ่งผลการศึกษาน้ีสอดคล้องกับผลการศึกษาของ 
Ganoza และคณะ(34) ท่ีพบว่าการเตรียมสเมียร์เสมหะวิธี HS-SH กับวิธี NALC-NaOH ให้ผลการ
ตรวจ AFB ท่ีไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P-value = 0.780) และมีระดับความสัมพันธ์ ท่ีดี โดยมี
ค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.63 ซึ่งการศึกษาของ Morcillo และคณะ(35) ก็ให้ผลเช่นเดียวกัน คือ พบว่า
ผลการเตรียมสเมียร์เสมหะหาเช้ือ AFB ด้วยวิธี HS-SH กับวิธี NALC-NaOH ไม่มีความแตกต่างกัน
ทางสถิติ (P-value = 0.800) 

 
ตารางท่ี 4.4 การเปรียบเทียบวิธีเตรียมสเมียร์เสมหะและผล AFB grading 
 

วิธี
เตรียม
ตัวอย่าง 

ผล AFB grading รวม % 
Agreement 

Kappa Chi 
square 

P-value 

Negative Scanty 1+ 2+ 3+ 

Direct 168  43  63  60  93  427 

- - 70.00 <0.001* 
HS-SH 136 11 58 43 179 427 

NALC-
NaOH 

137 12 58 45 175 427 

 

Direct 168  43  63  60  93  427 
57.38 0.43 52.53 <0.001* 

HS-SH 136 11 58 43 179 427 

 

Direct 168  43  63  60  93  427 
58.31 0.44 48.06 <0.001* NALC-

NaOH 
137 12 58 45 175 427 

 

HS-SH 136 11 58 43 179 427 
96.96 0.96 0.14 0.998 NALC-

NaOH 
137 12 58 45 175 427 

* มีนัยสําคัญทางสถิติท่ี  = 0.05 
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เม่ือแยกวิเคราะห์ทางสถิติตามประเภทผู้ป่วย ยังคงให้ผลเช่นเดียวกันกับการ

วิเคราะห์ในภาพรวม คือ ทุกกลุ่มตัวอย่างพบว่าวิธีการเตรียมเสมียร์เสมหะท่ีต่างกันมีผลต่อการตรวจ 
AFB อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ ดังตารางท่ี 4.5 ท้ังน้ียังพบว่ามีตัวอย่างกลุ่ม New case เพียงกลุ่ม
เดียวท่ีผล AFB ของการตรวจแบบเข้มข้นระหว่างวิธี HS-SH กับ NALC-NaOH มีความแตกต่างกัน 
โดยวิธี HS-SH ให้ผลบวกสูงกว่า 1 ตัวอย่าง ในขณะท่ีกลุ่มผู้ป่วยอ่ืนๆ ท้ังสองวิธีให้ผลบวกและลบ
จํานวนเท่ากัน 
 
ตารางท่ี 4.5 การเปรียบเทียบวิธีเตรียมสเมียร์เสมหะและผล AFB grading แยกตามประเภทผู้ป่วย 
 

กลุ่มผู้ป่วย วิธีเตรียม
ตัวอย่าง 

ผล AFB grading รวม Chi square P-value 

Negative Scanty 1+ 2+ 3+ 

Re-treatment 

Direct 51 15 10 9 35 120 

20.47 0.009* HS-SH  42 3 17 9 49 120 

NALC-NaOH 42 3 18 8 49 120 

On-treatment 

Direct 37 11 34 24 11 117 

45.02 <0.001* HS-SH 24 2 19 23 49 117 

NALC-NaOH 24 3 19 24 47 117 

Pre-treatment 

Direct 30 9 11 11 22 83 

18.51 0.018* HS-SH 28 1 10 6 38 83 

NALC-NaOH 28 1 10 7 37 83 

New case 

Direct 50 8 8 16 25 107 

16.49 0.036* HS-SH 42 5 12 5 43 107 

NALC-NaOH 43 5 11 6 42 107 
* มีนัยสําคัญทางสถิติท่ี  = 0.05 

 
สําหรับคุณภาพเสมหะนั้นพบว่ามีความสัมพันธ์กับผลการตรวจ AFB อย่างมี

นัยสําคัญทางสถิติ ซึ่งท้ัง 3 วิธีให้ผลเหมือนกัน โดยจะพบว่าตัวอย่างเสมหะคุณภาพดีจะให้สัดส่วน
ผลบวกท่ีสูงกว่าเสมหะท่ีมีคุณภาพไม่ดี รายละเอียดดังตารางท่ี 4.6 โดยในการศึกษาน้ีพบว่าตัวอย่าง
เสมหะท่ีดีให้ผลบวกสูงกว่าเสมหะท่ีไม่ดีสําหรับวิธีตรวจโดยตรง วิธี HS-SH และวิธี NALC-NaOH 
เท่ากับร้อยละ 23.96, 20.15 และ 20.48 ตามลําดับ ซึ่งสูงกว่าผลการศึกษาของ Lee และคณะ(47)   
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ท่ีศึกษาคุณภาพเสมหะท่ีเหมาะสมกับการตรวจ AFB ด้วยวิธีตรวจโดยตรง ท่ีใช้เกณฑ์              
WBC ≥ 25 เซลล์/LPF สําหรับเสมหะคุณภาพดี และ WBC < 25 เซลล์/LPF สําหรับเสมหะคุณภาพ
ไม่ดี ซึ่งคล้ายกับเกณฑ์ของ Van Scoy(40) โดยพบว่าเสมหะคุณภาพดีให้ผลบวกสูงกว่าเสมหะคุณภาพ
ไม่ดีร้อยละ 17.23 จากผลการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าตัวอย่างเสมหะคุณภาพดีมีโอกาสท่ีจะตรวจพบ
เช้ือ AFB ได้สูงกว่าตัวอย่างท่ีคุณภาพไม่ดี ดังน้ันกระบวนการเก็บเสมหะจึงมีความสําคัญ การแนะนํา
วิธีการเก็บเสมหะท่ีถูกต้องกับผู้ป่วยจึงมีความจําเป็นอย่างย่ิง สําหรับผลการตรวจ AFB ของแต่ละวิธี
น้ัน พบว่าวิธีตรวจโดยตรงมีความแตกต่างของสัดส่วนผลบวกระหว่างตัวอย่างเสมหะดีและไม่ดีสูงกว่า
วิธีตรวจแบบเข้มข้น โดยพบความแตกต่างร้อยละ 23.96 ขณะท่ีวิธี HS-SH และวิธี NALC-NaOH  
พบความแตกต่างร้อยละ 20.15 และ 20.48 ตามลําดับ 
 
ตารางท่ี 4.6 การเปรียบเทียบกับคุณภาพของเสมหะและผลการตรวจ AFB 
 

วิธีเตรียม
ตัวอย่าง 

คุณภาพ
เสมหะ 

ผล AFB (ร้อยละ) รวม 
(ร้อยละ) 

Chi square P-value
Negative Positive 

Direct 
ดี 28 (22.40) 97 (77.60) 125 (100.00) 

21.26 <0.001*
ไม่ดี 140 (46.36) 162 (53.64) 302 (100.00) 

HS-SH 
ดี 22 (17.60) 103 (82.40) 125 (100.00) 

16.53 <0.001*
ไม่ดี 114 (37.75) 188 (62.25) 302 (100.00) 

NALC-NaOH 
ดี 22 (17.60) 103 (82.40) 125 (100.00) 

17.02 <0.001*
ไม่ดี 115 (38.08) 187 (61.92) 302 (100.00) 

* มีนัยสําคัญทางสถิติท่ี  = 0.05 
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4.2.2 การเพาะเชื้อ Mycobacteria 
ผลการเพาะเช้ือ Mycobacteria พบว่าวิธี HS-SH ให้สัดส่วนผลบวกท่ีสูงกว่าวิธี 

NALC-NaOH ในอาหารแข็ง L-J และอาหารเหลว MGIT เท่ากับร้อยละ 0.71 และ 2.34 ตามลําดับ 
สําหรับผลปนเป้ือน (Contaminated) น้ันวิธี HS-SH พบการปนเป้ือนน้อยกว่าวิธี NALC-NaOH ใน
อาหารแข็ง L-J และอาหารเหลว MGIT เท่ากับร้อยละ 3.15 และ 4.45 ตามลําดับ รายละเอียดดัง
ตารางท่ี 4.7 ซึ่งผลการศึกษาน้ีสอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมา โดยพบว่าวิธี HS-SH ให้ผลบวกสูง
กว่าและผลปนเป้ือนท่ีตํ่ากว่าวิธี NALC-NaOH แต่ท้ังน้ีมีความแตกต่างในรายละเอียดของผลในแต่ละ
งานวิจัย โดยการศึกษาของ Ganoza และคณะ(34) ซึ่งทดสอบการเพาะเช้ือในอาหารแข็ง L-J น้ัน 
พบว่าวิธี HS-SH ให้ผลเพาะเช้ือเป็นบวกและมีการปนเป้ือน (Contaminated) ร้อยละ 18.87 และ 
0.94 ตามลําดับ สําหรับวิธี NALC-NaOH พบผลเพาะเช้ือเป็นบวกและการปนเป้ือนร้อยละ 15.09 
และ 11.32 ตามลําดับ ซึ่งมีความแตกต่างของผลการเพาะเช้ือเป็นบวกและผลการปนเป้ือนร้อยละ 
3.78 และ 10.38 ตามลําดับ ส่วนการศึกษาของ Morcillo และคณะ(35) ซึ่งเปรียบเทียบผลการ   
เพาะเช้ือด้วยวิธี HS-SH และวิธี NALC-NaOH โดยทดสอบท้ังในอาหาร L-J และ MGIT พบว่าวิธี  
HS-SH มีผลเพาะเช้ือเป็นบวกในอาหาร L-J และในอาหาร MGIT ร้อยละ 12.30 และ 12.88 
ตามลําดับ และมีการปนเป้ือนในอาหาร L-J และในอาหาร MGIT ร้อยละ 1.17 เท่ากัน ในขณะที่วิธี 
NALC-NaOH มีผลเพาะเช้ือเป็นบวกในอาหาร L-J และในอาหาร MGIT ร้อยละ 12.30 และ 12.74 
ตามลําดับ และมีการปนเป้ือนในอาหาร L-J และในอาหาร MGIT ร้อยละ 2.50 และ 2.05 ตามลําดับ 
ซึ่งเม่ือคิดค่าผลต่างระหว่างวิธี HS-SH และ NALC-NaOH จะพบว่าในอาหาร L-J สัดส่วนผลบวกของ
ท้ังสองวิธีเท่ากัน ส่วนในอาหาร MGIT มีความแตกต่างร้อยละ 0.14 ในขณะที่การปนเป้ือนในอาหาร 
L-J และ MGIT มีความแตกต่างกันร้อยละ 1.33 และ 0.88 ตามลําดับ ส่วนการศึกษาของ 
Chaudhary และคณะ(36) ซึ่งเป็นการเปรียบเทียบผลเพาะเช้ือในอาหาร L-J ด้วยวิธี HS-SH และวิธี 
modified Petroff’s โดยมีผลเพาะเช้ือเป็นบวกร้อยละ 84.00 และ 70.00 ตามลําดับ และมีการ
ปนเป้ือนร้อยละ 6.00 และ 8.00 ตามลําดับ โดยพบความแตกต่างของผลเพาะเช้ือเป็นบวก และการ
ปนเป้ือนเท่ากับร้อยละ 14.00 และ 2.00 ตามลําดับ  
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ตารางท่ี 4.7 ผลการเพาะเช้ือ Mycobacteria บนอาหารแข็ง L-J และอาหารเหลว MGIT          
ด้วยวิธี HS-SH และ NALC-NaOH 
 

ผลเพาะเชื้อ L-J media (ร้อยละ) MGIT media (ร้อยละ) 

HS-SH NALC-NaOH HS-SH NALC-NaOH 

Negative 193 (45.20) 181 (42.39) 144 (33.72) 135 (31.61) 

Positive 197 (46.14) 194 (45.43) 238 (55.74) 228 (53.40) 

       <50 โคโลนี 58 (13.58) 56 (13.11) - - 

       1+ 28 (6.56) 26 (6.09) - - 

       2+ 10 (2.34) 10 (2.34) - - 

       3+ 26 (6.09) 26 (6.09) - - 

       4+ 75 (17.57) 76 (17.80) - - 

Contaminated 37 (8.67) 52 (12.18) 45 (10.54) 64 (14.99) 

รวม 427 (100.00) 427 (100.00) 427 (100.00) 427 (100.00) 
 

ตัวอย่างท่ีผลเพาะเช้ือเป็นบวกของท้ังสองวิธี พบเป็นเช้ือวัณโรค (MTBC) มากกว่า
เช้ือ NTM ดังตารางท่ี 4.8 โดยในอาหาร MGIT พบเช้ือวัณโรคและ NTM ในจํานวนท่ีมากกว่าอาหาร 
L-J ซึ่งวิธี HS-SH พบเช้ือวัณโรคในอาหาร MGIT เพ่ิมข้ึนร้อยละ 6.09 ของอาหาร L-J ขณะที่พบ 
NTM เพ่ิมข้ึนร้อยละ 3.51 ส่วนวิธี NALC-NaOH พบเช้ือวัณโรคและ NTM ในอาหาร MGIT เพ่ิมข้ึน
ร้อยละ 3.51 และ 4.45 ของอาหาร L-J ตามลําดับ ซึ่งเป็นท่ีน่าสังเกตว่าการเพาะเช้ือด้วยอาหาร 
MGIT สามารถเพ่ิมจํานวนการตรวจพบเช้ือ Mycobacteria ได้สูงกว่าอาหาร L-J ท้ังน้ีอาจเป็นเพราะ
ในอาหาร MGIT ใส่อาหารเสริมท่ีเหมาะแก่การเจริญเติบโตของเช้ือ Mycobacteria เข้าไปจึงทําให้
ส่งเสริมการเจริญเติบโตทั้งเช้ือวัณโรคและ NTM ได้ดีกว่าอาหารแข็ง L-J สอดคล้องกับการศึกษาของ 
Hasan และคณะ(48) ท่ีพบว่าอาหาร MGIT สามารถตรวจพบเช้ือวัณโรค และเช้ือ NTM ได้เพ่ิมข้ึนจาก
อาหาร  L-J ร้อยละ 23.81 และ 91.67 ตามลําดับ สําหรับสัดส่วนของ NTM ในการศึกษาคร้ังน้ีพบว่า
อยู่ในช่วงประมาณร้อยละ 14-20 ของเช้ือ Mycobacteria ท้ังหมด ซึ่งสูงกว่าการศึกษาของ Jain 
และคณะ(49) ท่ีทําการศึกษาในสถานพยาบาลตติยภูมิ เมืองเดลี ประเทศอินเดีย ซึ่งเป็นประเทศท่ีมี
ปัญหาของวัณโรคสูง ในช่วงเดือนมกราคม ค.ศ. 2011 ถึง เดือนมิถุนายน ค.ศ. 2012 โดยผล
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การศึกษาการเพาะเช้ือตัวอย่างทางเดินหายใจ (Respiratory specimen) ได้แก่ เสมหะ, 
Bronchoalveolar lavage, Bronchial wash และ Endotracheal aspirate พบว่ามีสัดส่วนของ
เช้ือ NTM เท่ากับร้อยละ 9.68 และพบเช้ือวัณโรคสูงถึงร้อยละ 90.32 แต่บางประเทศในเอเชีย   
กลับพบสัดส่วนของ NTM ท่ีสูงกว่าวัณโรค ดังเช่นการศึกษาของ Yoo และคณะ(50) ในสถานพยาบาล
ตติยภูมิ กรุงโซล ประเทศเกาหลีใต้ ในปี ค.ศ. 2010 พบว่าผลการเพาะเชื้อ Mycobacteria        
ด้วยอาหารแข็ง 3% Ogawa จากตัวอย่างทางเดินหายใจ ได้แก่ เสมหะ และ Bronchial aspirate      
ของผู้ป่วย มีสัดส่วนของเช้ือ NTM สูงถึงร้อยละ 62.90 ในขณะที่พบเช้ือวัณโรคเพียงร้อยละ 37.10 
ซึ่งในประเทศที่พัฒนาแล้ว อาทิเช่น สหรัฐอเมริกา ท่ีมีระบบการดูแลรักษาวัณโรคอย่างดีจนทําให้
ความชุกและอุบัติการณ์ของวัณโรคลดลงมาก แต่กลับพบว่าเกิดปัญหาการก่อโรคของเช้ือ NTM   
เพ่ิมมากข้ึน โดยเช้ือ NTM ท่ีพบส่วนใหญ่เป็นเช้ือในกลุ่ม M. avium complex (MAC)(51,52)   
 
ตารางท่ี 4.8 ชนิดของเช้ือจากตัวอย่างเพาะเช้ือ Positive 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อ วิธีเตรียมตัวอย่าง ผลเพาะเชื้อ Positive (ร้อยละ) ตัวอย่างท้ังหมด 

(ร้อยละ) MTBC NTM 

L-J media 
HS-SH 167 (39.11) 30 (7.03) 427 (100.00) 
NALC-NaOH 167 (39.11) 27 (6.32) 427 (100.00) 

MGIT media 
HS-SH 193 (45.20) 45 (10.54) 427 (100.00) 
NALC-NaOH 182 (42.62) 46 (10.77) 427 (100.00) 

 
จากที่กล่าวมาแล้วน้ันแม้วิธี HS-SH กับวิธี NALC-NaOH จะให้ผลการเพาะเช้ือ 

Mycobacteria ท่ีแตกต่างกัน แต่เม่ือทดสอบทางสถิติแล้ว พบว่าท้ังสองวิธีให้ผลการเพาะเช้ือท่ีไม่
แตกต่างกันทางสถิติ ท้ังในอาหารแข็ง L-J และอาหารเหลว MGIT (P-value = 0.093 และ 0.051 
ตามลําดับ) ดังแสดงในตารางท่ี 4.9 โดยมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.59 และ 0.45 สําหรับอาหารแข็ง
และอาหารเหลวตามลําดับ ซึ่งบ่งบอกความสัมพันธ์ของท้ังสองวิธีอยู่ในระดับดี (Good) และเป็นไปใน
ลักษณะเดียวกันเม่ือแยกตัวอย่างตามประเภทผู้ป่วย ดังตารางท่ี 4.10 ผลการศึกษาน้ีสอดคล้องกับ
การศึกษาของ Ganoza และคณะ(34) ท่ีพบว่าวิธี HS-SH ให้ผลเพาะเช้ือด้วยอาหาร L-J เป็นบวกสูง
กว่าวิธี NALC-NaOH ร้อยละ 4.26 แต่ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P-value = 0.100) และ
ความสัมพันธ์ของท้ังสองวิธีอยู่ในระดับยอดเย่ียม โดยมีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.79 เช่นเดียวกับ
การศึกษาของ Morcillo และคณะ(35) ซึ่งพบว่าผลเพาะเช้ือวิธี HS-SH และวิธี NALC-NaOH         
ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P-value = 0.844) 
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ตารางท่ี 4.9 การเปรียบเทียบผลการเพาะเช้ือและวิธีเพาะเช้ือ 
 
อาหาร
เล้ียง
เช้ือ 

วิธี
เตรียม
ตัวอย่าง 

ผลเพาะเช้ือ (ร้อยละ) รวม 
(ร้อยละ) 

% 
Agreement 

Kappa Chi 
square 

P-value 
Non 

contaminated 
Contaminated 

L-J 
media 

HS-SH 
390 

(91.34) 
37 

(8.66) 
427 

(100.00) 
92.27 0.59 2.82 0.093 

NALC-
NaOH 

375 
(87.82) 

52 
(12.18) 

427 
(100.00) 

MGIT 
media 

HS-SH 
382 

(89.46) 
45 

(10.54) 
427 

(100.00) 
87.59 0.45 3.80 0.051 

NALC-
NaOH 

363 
(85.01) 

64 
(14.99) 

427 
(100.00) 

 
เม่ือแยกวิเคราะห์ผลการเพาะเช้ือตามกลุ่มผู้ป่วย พบว่าผลเพาะเช้ือโดยรวมของแต่

ละกลุ่มท่ีเพาะด้วยวิธี HS-SH และ NALC-NaOH ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ ซึ่งให้ผลการ
วิเคราะห์เหมือนกับการวิเคราะห์ในภาพรวม รายละเอียดดังตารางท่ี 4.10 

 
ตารางท่ี 4.10 การเปรียบเทียบผลการเพาะเช้ือรวมและวิธีเพาะเช้ือแยกตามประเภทผู้ป่วย 

 
กลุ่มผู้ป่วย วิธีเตรียม

ตัวอย่าง 
ผลเพาะเช้ือ รวม Chi square P-value 

Non 
contaminated 

Contaminated 

Re-treatment 
HS-SH 113 7 120 

0.08 0.776 
NALC-NaOH 114 6 120 

On-treatment 
HS-SH 113 4 117 

1.41 0.236 
NALC-NaOH 109 8 117 

Pre-treatment 
HS-SH 80 3 83 

- 1.000‡ 
NALC-NaOH 79 4 83 

New case 
HS-SH 105 2 107 

- 1.000‡ 
NALC-NaOH 104 3 107 

‡ Fisher’s exact test 
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ตารางท่ี 4.11 การเปรียบเทียบกับคุณภาพของเสมหะและผลเพาะเช้ือ 
 
อาหาร
เลี้ยง
เชื้อ 

วิธี
เตรียม
ตัวอย่าง 

คุณภาพ
เสมหะ 

ผลเพาะเชื้อ (ร้อยละ) รวม 
(ร้อยละ) 

Chi 
square 

P-
value Negative Positive Contaminated

L-J 
media 

HS-SH 

ดี 45 
(36.00) 

67 
(53.60) 

13 
(10.40) 

125 
(100.00) 

6.06 0.048* 
ไม่ดี 148 

(49.00) 
130 

(43.05) 
24 

(7.95) 
302 

(100.00) 

NALC-
NaOH 

ดี 42 
(33.60) 

68 
(54.40) 

15 
(12.00) 

125 
(100.00) 

6.35 0.042* 
ไม่ดี 139 

(60.03) 
126 

(41.72) 
37 

(12.25) 
302 

(100.00) 

MGIT 
media 

HS-SH 

ดี 33 
(26.40) 

82 
(65.60) 

10 
(8.00) 

125 
(100.00) 

6.98 0.031* 
ไม่ดี 111 

(36.75) 
156 

(51.66) 
35 

(11.59) 
302 

(100.00) 

NALC-
NaOH 

ดี 31 
(24.80) 

81 
(64.80) 

13 
(10.40) 

125 
(100.00) 

9.38 0.009* 
ไม่ดี 

 
104 

(34.44) 
147 

(48.67) 
51 

(16.89) 
302 

(100.00) 
* มีนัยสําคัญทางสถิติท่ี  = 0.05 
 

การวิเคราะห์คุณภาพเสมหะกับผลการเพาะเช้ือ ดังตารางท่ี 4.11 น้ัน การทดสอบ
ทางสถิติพบว่าคุณภาพเสมหะท่ีเพาะเช้ือแต่ละวิธีมีความสัมพันธ์กับผลการเพาะเช้ืออย่างมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ โดยจะเห็นได้ว่าผลเพาะเช้ือเป็นลบ (Negative) ของเสมหะคุณภาพดีจะมีสัดส่วนท่ีตํ่ากว่า
ผลลบของเสมหะคุณภาพไม่ดี ในขณะท่ีผลบวก (Positive) ของตัวอย่างเสมหะคุณภาพดีมีสัดส่วนท่ี
สูงกว่าเม่ือเทียบกับผลบวกของตัวอย่างเสมหะคุณภาพไม่ดีอย่างชัดเจน ไม่ว่าจะเป็นการเพาะเช้ือใน
อาหารแข็ง L-J หรืออาหารเหลว MGIT ด้วยวิธี HS-SH หรือ วิธี NALC-NaOH ก็ตาม สําหรับผลท่ีมี
เช้ืออ่ืนปนเป้ือน (Contaminated) น้ัน จะพบว่าส่วนใหญ่ตัวอย่างเสมหะคุณภาพดีมีสัดส่วนการ
ปนเป้ือนตํ่ากว่าตัวอย่างเสมหะคุณภาพไม่ดี ยกเว้นการเพาะเช้ือด้วยอาหารแข็ง L-J โดยเตรียม
ตัวอย่างด้วยวิธี HS-SH ท่ีพบว่าตัวอย่างเสมะคุณภาพดีมีสัดส่วนการปนเป้ือนสูงกว่าตัวอย่างเสมหะ
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คุณภาพไม่ดีอยู่เล็กน้อย จากผลท่ีได้น้ีย่อมแสดงให้เห็นว่าตัวอย่างเสมหะท่ีมีคุณภาพดีมีผลอย่างย่ิงต่อ
การตรวจพบเช้ือ Mycobacteria ด้วยวิธีการเพาะเช้ือ ซึ่งต่างจากการศึกษาท่ีผ่านมาของ McCarter 
และคณะ(53) ศึกษาคุณภาพเสมหะกับผลเพาะเช้ือ Mycobacteria โดยแบ่งคุณภาพเสมหะออกเป็น
ระดับ Q1, Q2 และ Q3 อาศัยเกณฑ์จํานวนของ Squamous epithelial cell กับเม็ดเลือดขาว 
Neutrophil ท่ีตรวจพบด้วยกล้องจุลทรรศน์เลนส์วัตถุกําลังขยาย 10X โดยให้ Q1 เป็นเสมหะท่ีมี
คุณภาพตํ่าสุด พบ Squamous epithelial cell จํานวนมากและมีจํานวนเม็ดเลือดขาวจํานวนน้อย 
ขณะท่ี Q3 เป็นเสมหะท่ีมีคุณภาพสูงสุดซึ่งตรวจไม่พบ Squamous epithelial cell เลย            
ผลการศึกษาพบว่าในจํานวนตัวอย่างเพาะเช้ือ Mycobacteria เป็นบวกท้ังหมดกลับพบว่าส่วนใหญ่
เป็นตัวอย่างเสมหะคุณภาพ Q1 ถึงร้อยละ 54.93 เป็นตัวอย่าง Q2 ร้อยละ 33.80 และเป็นตัวอย่าง 
Q3 น้อยท่ีสุดเพียงร้อยละ 11.27 ซึ่งผลการศึกษาสรุปว่าเกณฑ์ประเมินคุณภาพเสมหะท่ีใช้ในงาน
เพาะเช้ือแบคทีเรียท่ัวไปไม่เหมาะท่ีจะนํามาใช้กับการเพาะเช้ือ Mycobacteria และอีกหน่ึง
การศึกษาของ Curione และคณะ(54) ใช้ Gram stain ประเมินคุณภาพเสมหะสําหรับเพาะเช้ือ 
Mycobacteria โดยแบ่งคุณภาพเสมหะจากน้อยไปมาก โดยใช้คะแนน 1 ถึง 5 ข้ึนกับจํานวน 
Squamous epithelial cell และเม็ดเลือดขาวท่ีตรวจพบด้วยกล้องจุลทรรศน์เลนส์วัตถุกําลังขยาย 
100X ซึ่งคะแนน 1 และ 2 เป็นตัวอย่างนํ้าลายไม่เหมาะสมกับการเพาะเช้ือแบคทีเรีย สําหรับคะแนน 
3, 4 และ 5 เป็นตัวอย่างท่ีเหมาะสมสําหรับเพาะเช้ือแบคทีเรีย ผลการศึกษาพบว่าในจํานวนตัวอย่าง
ท่ีเพาะเช้ือ Mycobacteria เป็นบวกน้ัน เป็นตัวอย่างท่ีคะแนนได้ 1 และ 2 จํานวน 8 ตัวอย่าง    
ส่วนตัวอย่างท่ีได้คะแนน 3, 4 และ 5 จํานวน 23 ตัวอย่าง แต่ท้ังน้ีไม่พบความแตกต่างทางสถิติของ
ตัวอย่างท้ังสองกลุ่ม (P-value = 0.110) โดยการศึกษาของ Curione และคณะ ได้สรุปว่าไม่มีคุ้มค่า
ในการใช้ Gram stain ประเมินคุณภาพเสมหะสําหรับเพาะเช้ือ Mycobacteria จากท้ังสองงานวิจัย
ท่ีกล่าวมาข้างต้น จะพบว่าวิธีการคํานวณเปรียบเทียบคุณภาพเสมหะกับผลการเพาะเช้ือ 
Mycobacteria น้ัน ใช้เฉพาะตัวอย่างท่ีผลเพาะเช้ือเป็นบวก แล้วคิดสัดส่วนของตัวอย่างคุณภาพดี
และไม่ดีเปรียบเทียบกัน โดยไม่ได้นําตัวอย่างท่ีผลเพาะเช้ือเป็นลบ และผลเพาะเช้ือปนเป้ือน มาใช้ใน
การคํานวณดังเช่นงานวิจัยน้ี ดังน้ันผลสรุปท่ีได้จึงมีความแตกต่างกับการวิจัยคร้ังน้ี ซึ่งในความเป็น
จริงหากนําผลเพาะเช้ือท้ังหมดมาใช้พิจารณา ย่อมจะเห็นถึงความแตกต่างของผลเพาะเช้ือระหว่าง
ตัวอย่างเสมหะที่มีคุณภาพและไม่มีคุณภาพ 

ในการเปรียบเทียบเสมหะคุณภาพดีและไม่ดี กับผลเพาะเช้ือระหว่างวิธี HS-SH 
และ NALC-NaOH ดังตารางท่ี 4.12 พบว่าผลเพาะเช้ือของเสมหะคุณภาพดีในอาหารแข็ง L-J 
ระหว่างวิธี HS-SH และ NALC-NaOH ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ ซึ่งผลเป็นไปในทางเดียวกัน
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สําหรับการเปรียบเทียบเสมหะคุณภาพไม่ดี ส่วนผลเปรียบเทียบในอาหาร MGIT ก็ไม่พบความ
แตกต่างทางสถิติของคุณภาพเสมหะกับผลเพาะเช้ือของท้ังสองวิธีเช่นเดียวกัน  

 
ตาราง ท่ี  4.12 การเปรียบเทียบคุณภาพของเสมหะและผลเพาะเ ช้ือระหว่าง วิ ธี  HS-SH              
และ NALC-NaOH 
 
อาหาร
เลี้ยง
เชื้อ 

วิธี
เตรียม
ตัวอย่าง 

คุณภาพ
เสมหะ 

ผลเพาะเชื้อ (ร้อยละ) รวม 
(ร้อยละ) 

Chi 
square 

P-
value Negative Positive Contaminated

L-J 
media 

HS-SH 
ดี 45 

(36.00) 
67 

(53.60) 
13 

(10.40) 
125 

(100.00) 
0.25 0.881 

NALC-
NaOH 

ดี 42 
(33.60) 

68 
(54.40) 

15 
(12.00) 

125 
(100.00) 

HS-SH 
ไม่ดี 148 

(49.00) 
130 

(43.05) 
24 

(7.95) 
302 

(100.00) 
3.12 0.211 

NALC-
NaOH 

ไม่ดี 139 
(60.03) 

126 
(41.72) 

37 
(12.25) 

302 
(100.00) 

MGIT 
media 

HS-SH 
ดี 33 

(26.40) 
82 

(65.60) 
10 

(8.00) 
125 

(100.00) 
0.46 0.795 

NALC-
NaOH 

ดี 31 
(24.80) 

81 
(64.80) 

13 
(10.40) 

125 
(100.00) 

HS-SH 
ไม่ดี 111 

(36.75) 
156 

(51.66) 
35 

(11.59) 
302 

(100.00) 
3.47 0.176 

NALC-
NaOH 

ไม่ดี 
 

104 
(34.44) 

147 
(48.67) 

51 
(16.89) 

302 
(100.00) 
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ตารางท่ี 4.13 ระยะเวลาการตรวจพบเช้ือโดยวิธีการเพาะเช้ือ 
 

อาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

วิธีเตรียม
ตัวอย่าง 

ระยะเวลาการตรวจพบการเจริญของเชื้อ Wilcoxon signed 
rank test (Z) 

P-value
Mean ± SD Median (Min-Max) 

L-J 
media 
(n=187) 

HS-SH 25.05 ± 8.45  21.00 (3-50) 
-0.38 0.705 

NALC-NaOH 25.03 ± 8.31 21.00 (3-50) 
MGIT 
media 
(n=216) 

HS-SH 9.82 ± 6.35 8.00 (3-40) 
-1.59 0.111 

NALC-NaOH 9.64 ± 6.03 8.00 (2-33) 

 
ในการวิเคราะห์ระยะเวลาการตรวจพบเช้ือ Mycobacteria ตามตารางท่ี 4.13 

น้ัน เน่ืองจากการทดสอบการกระจายตัวของของข้อมูลระยะตรวจพบเช้ือท้ังอาหารแข็ง และอาหาร
เหลวด้วยวิธี HS-SH และ NALC-NaOH โดยสถิติ Kolmogorov-Smirnov พบว่าข้อมูลไม่มีการแจก
แจงแบบปกติ ดังน้ันจึงต้องนําสถิติ Wilcoxon signed rank test มาใช้ทดสอบความแตกต่างของ
ค่าเฉล่ีย ซึ่งพบว่าระยะเวลาการตรวจพบเช้ือของวิธี HS-SH และ NALC-NaOH ไม่มีความแตกต่างกัน
ทางสถิติ โดยผลการศึกษาน้ีพบว่าค่าเฉล่ียการตรวจพบเช้ือ Mycobacteria ของท้ังสองวิธี สําหรับ
อาหาร L-J อยู่ท่ีประมาณ 25 วัน ในขณะท่ีอาหาร MGIT ตรวจพบเช้ือได้ไวกว่า มีระยะเวลาอยู่ท่ี
ประมาณ 10 วัน ใกล้เคียงกับการศึกษาของ Hasan และคณะ(48) พบว่าระยะเวลาเฉล่ียของการพบ
เช้ือวัณโรคในอาหาร L-J เท่ากับ 17.90 วัน (10-29 วัน) และอาหาร MGIT เท่ากับ 10.90 วัน       
(5-22 วัน) เช่นเดียวกับการศึกษาของ Satti และคณะ(55) ท่ีพบว่าระยะเวลาเฉล่ียในการตรวจพบเช้ือ 
Mycobacteria สําหรับอาหาร L-J และ MGIT เท่ากับ 28.30 วัน (16-52 วัน) และ 11.20 วัน      
(1-30 วัน) ตามลําดับ 

เช่นเดียวกับระยะเวลาพบเช้ือเจริญ ค่า Growth Unit (GU) ของเช้ือท่ีเพาะใน
อาหารเหลวด้วยวิธี HS-SH และ NALC-NaOH ตามตารางท่ี 4.14 เม่ือทดสอบการแจกแจงข้อมูลโดย
สถิติ Kolmogorov-Smirnov พบว่าข้อมูลไม่ มีการแจกแจงแบบปกติ ดัง น้ันจึงต้องนําสถิติ 
Wilcoxon signed rank test มาใช้ทดสอบความแตกต่างของค่าเฉล่ีย ซึ่งพบว่าค่า GU ของเช้ือท่ี
เตรียมตัวอย่างเสมหะด้วยวิธี HS-SH และ NALC-NaOH ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  
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ตารางท่ี 4.14 ค่า Growth Unit ของเช้ือโดยวิธีการเพาะเช้ือในอาหารเหลว MGIT  
 

อาหารเล้ียง
เช้ือ 

วิธีเตรียม
ตัวอย่าง 

ค่า Growth Unit Wilcoxon signed 
rank test (Z) 

P-value 
Mean ± SD Median (Min-Max) 

MGIT media 
(n= 216) 

HS-SH 3938.12 ± 6476.24 943.50 (0-31023) 
-0.81 0.421 

NALC-NaOH 4220.00 ± 7056.25 969.00 (0-32650) 
 

 
4.2.3 การเปรียบเทียบผลตรวจ AFB และผลเพาะเชื้อ 

 

ตารางท่ี 4.15 การเปรียบเทียบผลการเพาะเช้ือรวมและผลการตรวจเสมหะหาเช้ือ AFB แยกตาม
ประเภทผู้ป่วย 
 

วิธีเตรียม
ตัวอย่าง 

ประเภทผู้ป่วย ผลตรวจ AFB/เพาะเชื้อ (ร้อยละ) รวม 
(ร้อยละ) +/+ +/- -/+ -/- +/c -/c 

HS-SH 

Re-
treatment 

70 
(58.33) 

5    
(4.17) 

3  
(2.50) 

35 
(29.17) 

3  
(2.50) 

4  
(3.33) 

120  
(100) 

On-
treatment 

39 
(33.33) 

50 
(42.73) 

8  
(6.84) 

16 
(13.68) 

4  
(3.42) 

0    
(0.00) 

117  
(100) 

Pre-
treatment 

51 
(61.45) 

2    
(2.41) 

4  
(4.82) 

23 
(27.71) 

2  
(2.41) 

1  
(1.20) 

83    
(100) 

New case 
63 

(58.88) 
2    

(1.87) 
3  

(2.80) 
37 

(34.58) 
0    

(0.00) 
2  

(1.87) 
107  
(100) 

NALC-
NaOH 

Re-
treatment 

72 
(60.00) 

5    
(4.17) 

2  
(1.67) 

35 
(29.16) 

1    
(0.83) 

5  
(4.17) 

120  
(100) 

On-
treatment 

35 
(29.91) 

51 
(43.59) 

7  
(5.98) 

16 
(13.68) 

7  
(5.98) 

1  
(0.86) 

117  
(100) 

Pre-
treatment 

50 
(60.24) 

2    
(2.41) 

3  
(3.61) 

24 
(28.92) 

3  
(3.61) 

1  
(1.21) 

83    
(100) 

New case 
62 

(57.95) 
2    

(1.87) 
5  

(4.67) 
35 

(32.71) 
0    

(0.00) 
3  

(2.80) 
107  
(100) 

+ คือ Positive, - คือ Negative, c คือ ผลเพาะเชื้อ contaminated 
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จากตารางท่ี 4.15 การเปรียบเทียบผล AFB กับผลเพาะเช้ือ จะเห็นได้ว่าท้ังสองวิธี 

คือ HS-SH และ NALC-NaOH ให้ผลคล้ายคลึงกัน โดยตัวอย่างส่วนใหญ่เป็นตัวอย่างท่ีผล AFB เป็น
บวกและเพาะเช้ือเป็นบวก (+/+)  ซึ่งวิธี HS-SH พบร้อยละ 55.22 และวิธี NALC-NaOH พบร้อยละ 
51.29 กับตัวอย่าง AFB เป็นลบและเพาะเช้ือเป็นลบ (-/-) ซึ่งวิธี HS-SH พบร้อยละ 26.00 และวิธี 
NALC-NaOH พบร้อยละ 25.76 เป็นท่ีน่าสังเกตว่าวิธี HS-SH ให้ผล AFB บวกท้ังหมด 291 ตัวอย่าง 
แต่กลับพบผลเพาะเช้ือบวกร้อยละ 76.63  ของตัวอย่าง AFB บวกท้ังหมด ส่วนวิธี NALC-NaOH 
ให้ผล AFB บวกท้ังหมด 290 ตัวอย่าง แต่กลับพบผลเพาะเช้ือบวกร้อยละ 75.51 ของตัวอย่าง AFB 
บวกท้ังหมด สาเหตุสําคัญประการหน่ึงท่ีทําให้ตัวอย่างเสมหะ AFB บวก แต่ผลเพาะเช้ือเป็นลบ (+/-) 
เน่ืองมาจากตัวอย่างส่วนใหญ่ในกลุ่มน้ีเป็นผู้ป่วยประเภท On-treatment ซึ่งทานยารักษาวัณโรคอยู่
ในช่วงเดือนท่ี 2, 3 หรือ 5 ดังน้ันเช้ือ AFB ท่ีตรวจพบในผู้ป่วยประเภทน้ีบางตัวอย่างเป็นเช้ือท่ีตาย
แล้ว จึงทําให้การเพาะเช้ือเป็นลบสูง โดยจะเห็นได้จากในตัวอย่างของผู้ป่วยประเภท On-treatment 
ท้ังหมด 117 ตัวอย่าง ท่ีผล AFB บวกแต่เพาะเช้ือลบ (+/-) พบสูงถึงร้อยละ 42.73 สําหรับวิธี HS-SH 
และร้อยละ 43.59 สําหรับวิธี NALC-NaOH ในขณะที่ผู้ป่วยประเภทอ่ืนพบผล AFB บวกแต่ผล  
เพาะเช้ือเป็นลบ (+/-) ไม่เกินร้อยละ 5 และถ้าคิดเฉพาะตัวอย่าง AFB บวก ในผู้ป่วยประเภท     
On-treatment ซึ่งพบจํานวน 93 ตัวอย่างเท่ากันท้ังวิธี HS-SH และวิธี NALC-NaOH โดยพบว่าผล
เพาะเช้ือเป็นบวกในกลุ่มท่ีผล AFB เป็นบวกของผู้ป่วย On-treatment สําหรับวิธี HS-SH และวิธี 
NALC-NaOH เท่ากับร้อยละ 41.94 และ 37.63 ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Lim และคณะ(56) 
ท่ีพบว่าตัวอย่างเสมหะของผู้ป่วยวัณโรคท่ีผล AFB ยังเป็นบวกหลังรักษา 2 เดือน จํานวน 60 ตัวอย่าง 
เม่ือนํามาเพาะเช้ือกลับให้ผลเพาะเช้ือเป็นบวกเพียงร้อยละ 55.00 โดยอีกร้อยละ 45.00 ให้ผลเพาะ
เช้ือเป็นลบ เช่นเดียวกับการศึกษาของ Kang และคณะ(57) ท่ีศึกษาผู้ป่วยป่วยวัณโรคท่ีผลตรวจเสมหะ
หาเช้ือ AFB ยังบวกหลังรักษาเป็นระยะมากกว่าหรือเท่ากับ 5 เดือน พบว่าในตัวอย่างเสมหะท่ี AFB 
ยังบวก จํานวน 41 ตัวอย่าง พบว่าให้ผลเพาะเช้ือบวกกับเช้ือวัณโรค 1 ตัวอย่าง (ร้อยละ 2.44) 
ในขณะที่พบว่าผลเพาะเช้ือเป็นลบ 33 ตัวอย่าง (ร้อยละ 80.49) และนอกจากน้ียังพบผลเพาะเช้ือ
บวกเป็นเช้ือ NTM จํานวน 7 ตัวอย่าง (ร้อยละ 17.07) 
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4.2.4 ค่าความไว ค่าความจําเพาะ ค่าพยากรณ์ผลบวก ค่าพยากรณ์ผลลบ และ
ความถูกต้อง 

 
ตารางท่ี 4.16 ค่าความไว ค่าความจําเพาะ ค่าพยากรณ์ผลบวก ค่าพยากรณ์ผลลบ                  
และค่าความถูกต้อง ของการตรวจเสมหะด้วยกล้องจุลทรรศน์ และการเพาะเช้ือ 
 

ค่าสถิติ การตรวจ AFB การเพาะเช้ือ 
Direct HS-SH NALC-NaOH HS-SH NALC-NaOH 

ค่าความไว (%) 83.40 90.91 90.51 96.40 96.33 

ค่าความจําเพาะ (%) 73.21 65.48 65.48 100.00 100.00 

ค่าพยากรณ์ผลบวก (%) 82.42 79.86 79.79 100.00 100.00 

ค่าพยากรณ์ผลลบ (%) 74.54 82.71 82.10 94.71 94.71 

ค่าความถูกต้อง (%) 79.33 80.76 80.52 97.81 97.78 
 
ในการคํานวณค่าความไว ค่าความจําเพาะ ค่าพยากรณ์ผลบวก ค่าพยากรณ์ผลลบ 

ค่าความถูกต้อง เพ่ือประเมินประสิทธิภาพการตรวจหา AFB ด้วยวิธีตรวจเสมหะโดยตรง (Direct 
smear) วิธี HS-SH และวิธี NALC-NaOH โดยใช้ผลเพาะเช้ือรวมเป็นวิธีอ้างอิง ซึ่งจํานวนตัวอย่างผล
เพาะเช้ือรวมท่ีนํามาใช้เปรียบเทียบมีท้ังส้ิน 421 ตัวอย่าง เป็นผลเพาะเช้ือลบ 168 ตัวอย่าง และผล
เพาะเช้ือบวก 253 ตัวอย่าง จากตัวอย่างเพาะเช้ือท้ังหมด 427 ตัวอย่าง ท้ังน้ีเน่ืองจากมีผลเพาะเช้ือท่ี
มีการปนเป้ือนรวม (ปนเป้ือนท้ังวิธี HS-SH และ NALC-NaOH) จํานวน 6 ตัวอย่าง ผลการศึกษาซึ่งมี
รายละเอียดดังแสดงในตารางท่ี 4.16 พบว่าวิธีเตรียมเสมหะเข้มข้นด้วยนํ้ายา HS-SH เป็นวิธีท่ีมีค่า
ความไว ค่าพยากรณ์ผลลบ และค่าความถูกต้องสูงท่ีสุด รองลงมาคือวิธี NALC-NaOH และวิธีตรวจ
โดยตรง ตามลําดับ สําหรับค่าความจําเพาะพบนั้นพบว่าวิธีตรวจโดยตรงมีค่าสูงสุด ส่วนวิธี HS-SH 
และ NALC-NaOH ให้ค่าความจําเพาะเท่ากัน ส่วนค่าพยากรณ์ผลบวกน้ันวิธีตรวจโดยตรงเป็นวิธีท่ีให้
ค่าสูงสุด รองลงมา คือวิธี HS-SH และ NALC-NaOH ตามลําดับ ซึ่งค่าท่ีได้จากศึกษาคร้ังน้ีค่อนข้าง
ต่างจากการศึกษาท่ีผ่านมา โดยการศึกษา Ganoza และคณะ(34) พบว่าการตรวจ AFB น้ันวิธีท่ีมีค่า
ความไวสูงสุด คือ วิธี HS-SH ได้ค่าร้อยละ 71.40 รองลงมาคือวิธี NaLC-NaOH มีค่าความไวร้อยละ 
66.70 และวิธีตรวจโดยตรงมีค่าความไวตํ่าสุดร้อยละ 28.60 สําหรับความจําเพาะพบว่าวิธีการตรวจ
โดยตรงมีค่าความจําเพาะสูงท่ีสุด เท่ากับร้อยละ 100.00 ขณะท่ีวิธี HS-SH และวิธี NALC-NaOH    
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มีค่าความจําเพาะเท่ากันร้อยละ 87.70 ส่วนค่าความถูกต้องหรือประสิทธิภาพการทดสอบ พบว่าวิธี 
HS-SH และวิธีตรวจโดยตรงมีค่าสูงสุดเท่ากันร้อยละ 84.00 รองลงมาเป็นวิธี NALC-NaOH มีค่า
เท่ากับร้อยละ 83.00 ซึ่งในการศึกษาของ Ganoza และคณะ ใช้วิธีอ้างอิงเป็นผลเพาะเช้ือรวม
เช่นเดียวกับการศึกษาในคร้ังน้ี แม้ว่าค่าท่ีได้จากการศึกษาของ Ganoza และคณะจะต่างจากค่าท่ีได้
จากการศึกษาในคร้ังน้ี โดยพบว่าค่าความไวของการศึกษาในคร้ังน้ี มีค่าสูงกว่า แต่ความจําเพาะมีค่า
ตํ่ากว่า ส่วนความถูกต้องน้ันมีค่าตํ่ากว่าเล็กน้อย แต่อย่างไรก็ตามจะเห็นได้ว่าผลของ Ganoza และ
คณะน้ัน มีความสอดคล้องอย่างมากกับการศึกษาในคร้ังน้ี ส่วนอีกหน่ึงการศึกษาของ Morcillo   
และคณะ(35) พบว่าค่าความไวของการตรวจ AFB ด้วยวิธี NALC-NaOH เท่ากับร้อยละ 75.00 ซึ่งสูง
กว่าวิธี HS-SH ท่ีมีค่าความไวเท่ากับร้อยละ 73.50 แต่ท้ังน้ีไม่มีความแตกต่างทางสถิติ                
(P-value = 0.349) สําหรับค่าความจําเพาะ และค่าพยากรณ์ผลลบของทั้งสองวิธีน้ัน พบว่าไม่มีความ
แตกต่างทางสถิติเช่นกัน โดยค่าความจําเพาะของวิธี HS-SH และ NALC-NaOH มีค่าเท่ากับร้อยละ 
99.50 และ 99.30 ตามลําดับ ส่วนค่าพยากรณ์ผลลบมีค่าเท่ากับร้อยละ 94.10 และ 94.20 
ตามลําดับ สําหรับค่าพยากรณ์ผลบวกพบว่าท้ังสองวิธีมีความแตกต่างทางสถิติ (P-value = 0.040) 
โดยวิธี HS-SH มีค่าเท่ากับร้อยละ 95.20 ซึ่งสูงกว่าวิธี NALC-NaOH ซึ่งมีค่าเท่ากับร้อยละ 93.5 ค่าท่ี
ได้จากการศึกษาของ Morcillo และคณะต่างจากการศึกษาในครั้งน้ี โดยพบว่าการศึกษาของ 
Morcillo มีค่าความไวของวิธีตรวจแบบเข้มข้นท้ังสองวิธีตํ่ากว่าการศึกษาในคร้ังน้ี ขณะท่ีมีค่า
ความจําเพาะ ค่าพยากรณ์ผลบวก และค่าพยากรณ์ผลลบสูงกว่าการศึกษาในคร้ังน้ี  

การคํานวณค่าความไว ค่าความจําเพาะ ค่าพยากรณ์ผลบวก ค่าพยากรณ์ผลลบ 
ค่าความถูกต้อง ของการเพาะเช้ือน้ัน สําหรับการเพาะเช้ือวิธี HS-SH ในการศึกษาคร้ังน้ีมีตัวอย่างท่ี
สามารถนํามาคํานวณค่าได้จํานวน 411 ตัวอย่างจากตัวอย่างท้ังหมด 427 ตัวอย่าง ท้ังน้ีเน่ืองจากมี
ผลการปนเป้ือนรวมจํานวน 16 ตัวอย่าง โดยตัวอย่างท่ีใช้คํานวณเป็นตัวอย่างท่ีให้ผลเพาะเช้ือเป็น
บวก 241 ตัวอย่าง และลบ 170 ส่วนวิธี NALC-NaOH มีตัวอย่างท่ีนํามาคํานวณได้จํานวน         
406 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างท่ีผลเพาะเช้ือเป็นบวก 236 ตัวอย่าง และผลเพาะเช้ือเป็นลบ 170 ตัวอย่าง 
โดยวิธีอ้างอิงท่ีใช้คํานวณ คือ ผลบวกรวมและผลลบรวมของการเพาะเช้ือท้ังสองวิธี เม่ือนําไป
เปรียบเทียบกับผลบวกและผลลบรวมของท้ังสองวิธี พบว่าท้ังสองวิธีให้ ค่าความจําเพาะ ค่าพยากรณ์
ผลบวก และค่าพยากรณ์ผลลบเท่ากัน ท้ังน้ีค่าความจําเพาะ ค่าพยากรณ์ผลบวก น้ันมีค่าสูงถึงร้อยละ 
100 สําหรับค่าความไว และค่าความถูกต้องของท้ังสองวิธีน้ันมีค่าใกล้เคียงกัน ซึ่งวิธี HS-SH มีค่า   
สูงกว่าเล็กน้อย รายละเอียดดังตารางท่ี 4.15 โดยผลการศึกษาในคร้ังน้ีมีความสอคล้องกับการศึกษา
ของ Ganoza และคณะ(34) ท่ีพบว่าวิธี HS-SH มีค่าความไวเท่ากับร้อยละ 95.20 ซึ่งสูงกว่า                 
วิธี NALC-NaOH ท่ีมีค่าความไวเท่ากับร้อยละ 76.20 ในขณะท่ีค่าความจําเพาะของท้ังสองวิธีน้ัน
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เท่ากันท่ีร้อยละ 100.00 สําหรับค่าความถูกต้องน้ันพบว่าวิธี HS-SH มีค่าเท่ากับร้อยละ 99.00 สูง
กว่าวิธี NALC-NaOH ท่ีมีค่าเท่ากับร้อยละ 95.00 ส่วนการศึกษาของ Morcillo และคณะ(35) พบว่า
สอดคล้องกับการศึกษาคร้ังน้ีเช่นเดียวกัน โดยผลการศึกษาของ Morcillo และคณะ พบค่าความไว 
ค่าความจําเพาะ ค่าพยากรณ์ผลบวก ค่าพยากรณ์ผลลบ ของวิธี HS-SH เท่ากับร้อยละ 92.60, 
100.00, 100.00 และ 98.80 ตามลําดับ ส่วนวิธี NALC-NaOH มีค่าเท่ากับร้อยละ 91.50, 99.80, 
98.70 และ 98.60 ซึ่งจะเห็นได้ว่ามีค่าท่ีใกล้เคียงกับการศึกษาในคร้ังน้ี 
 
4.3 ความคงตัวของน้ํายา HS-SH 

การทดสอบความคงตัวของนํ้ายา HS-SH น้ัน ทําโดยประเมินประสิทธิภาพของนํ้ายา 
HS-SH ท่ีเตรียมไว้ 1 เดือน เปรียบเทียบกับนํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใหม่ ในการเตรียมตัวอย่างเสมหะ
เข้มข้นสําหรับตรวจ AFB (Concentrated smear) และการเพาะเช้ือ โดยใช้ตัวอย่างเสมหะทดสอบ
จํานวน 60 ตัวอย่าง โดยการประเมินน้ีใช้การเปรียบเทียบผลการตรวจ AFB และผลการเพาะเช้ือ     
ซึ่งคล้ายกับการประเมินประสิทธิภาพของนํ้ายา HS-SH กับนํ้ายามาตรฐาน NALC-NaOH  

 
4.3.1 การตรวจ AFB 

ผลการการตรวจ AFB จากตัวอย่างเสมหะจํานวน 60 ตัวอย่าง ซึ่งมีผลการตรวจ
เสมหะโดยตรงเป็นบวก 30 ตัวอย่าง และเป็นลบ 30 ตัวอย่าง พบว่าวิธีตรวจเสมหะแบบเข้มข้นโดยใช้
นํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใหม่ และที่มีอายุ 1 เดือนน้ัน ให้ผลการตรวจเป็นบวกร้อยละ 56.67 เท่ากัน 
โดยสูงกว่าการตรวจโดยตรงร้อยละ 6.67 ขณะท่ีผลลบน้ันวิธีตรวจแบบเข้มข้นจากนํ้ายา HS-SH ท่ี
เตรียมใหม่ และที่มีอายุ 1 เดือน ได้ผลร้อยละ 43.33 เท่ากัน ซึ่งตํ่ากว่าวิธีตรวจโดยตรง รายละเอียด
ดังแสดงในตารางท่ี 4.17 สําหรับผลการศึกษาน้ีก็สอดคล้องกับผลการศึกษาท่ีผ่านมา ท่ีพบว่าวิธีตรวจ
เสมหะแบบเข้มข้นโดยใช้นํ้ายา HS-SH ให้สัดส่วนผลบวกสูงกว่าการตรวจเสมหะโดยตรง(34,35)  
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ตารางท่ี 4.17 ผลการตรวจเสมหะหาเช้ือ AFB ด้วยกล้องจุลทรรศน์ระหว่างวิธีตรวจโดยตรงและวิธี
เตรียมเสมหะเข้มข้นด้วยนํ้ายา HS-SH เตรียมใหม่ และ HS-SH อายุ 1 เดือน 
 

ผล AFB Direct smear 

(ร้อยละ) 

Concentrated smear 

HS-SH  

เตรียมใหม่ 

(ร้อยละ) 

HS-SH 

อายุ 1 เดือน 

(ร้อยละ) 

Negative 30 (50.00) 26 (43.33) 26 (43.33) 

Positive 30 (50.00) 34 (56.67) 34 (56.67) 

       Scanty (จํานวนเช้ือท่ีพบ) 11 (18.33) 0 (0.00) 0 (0.00) 

       1+ 7 (11.67) 10 (16.67) 10 (16.67) 

       2+ 2 (3.33) 7 (11.67) 7 (11.67) 

       3+ 10 (16.67) 17 (28.33) 17 (28.33) 

รวม 60 (100.00) 60 (100.00) 60 (100.00) 
 

ผลการทดสอบทางสถิติเพ่ือเปรียบเทียบผลการตรวจ AFB ด้วยวิธีตรวจเสมหะ
โดยตรง และวิธีตรวจแบบเข้มข้นโดยนํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใหม่ และท่ีมีอายุ 1 เดือน ตามตาราง    
ท่ี 4.18 พบว่าวิธีการตรวจเสมหะมีความสัมพันธ์กับผล AFB grading อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ        
(P-value < 0.001) เม่ือแยกวิเคราะห์ระหว่างวิธีการตรวจเสมหะโดยตรงกับวิธีตรวจแบบเข้มข้นโดย
นํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใหม่ พบว่าให้ผลแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P-value = 0.003) โดย
มีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.44 เป็นระดับความสัมพันธ์ท่ีดี สําหรับผลวิเคราะห์ระหว่างวิธีการตรวจ
เสมหะโดยตรงกับวิธีตรวจแบบเข้มข้นโดยนํ้ายา HS-SH ท่ีมีอายุ 1 เดือน ก็พบความแตกต่างทางสถิติ
เช่นเดียวกับนํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใหม่ ส่วนผลทดสอบระหว่างวิธีตรวจแบบเข้มข้นโดยนํ้ายา HS-SH 
ท่ีเตรียมใหม่ และที่มีอายุ 1 เดือน พบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (P-value = 1.000) ท้ังน้ี
เน่ืองจากผล AFB grading ท่ีได้จากการใช้นํ้ายาท้ังสองแบบให้ผลท่ีตรงกันทุกตัวอย่าง ซึ่งทําให้
ค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 1.00 ซึ่งบ่งบอกว่ามีความสัมพันธ์กันในระดับยอดเย่ียม 
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ตารางท่ี 4.18 การเปรียบเทียบผล AFB grading กับวิธีเตรียมสเมียร์เสมหะด้วยวิธีตรวจโดยตรงและ
วิธีเตรียมเสมหะเข้มข้นด้วยนํ้ายา HS-SH เตรียมใหม่ และ HS-SH อายุ 1 เดือน 
 

วิธีเตรียม
ตัวอย่าง 

ผล AFB grading รวม % 
Agreement 

Kappa Chi 
square 

P-value 

Negative Scanty 1+ 2+ 3+ 

Direct 30 11 7 2 10 60 

- - 28.41 <0.001* 
HS-SH 
เตรียมใหม่ 

26 0 10 7 17 60 

HS-SH 
อายุ 1 เดือน 

26 0 10 7 17 60 

 

Direct 30 11 7 2 10 60 
60.00 0.44 16.41 0.003* HS-SH  

เตรียมใหม่ 
26 0 10 7 17 60 

 

Direct 30 11 7 2 10 60 
60.00 0.44 16.41 0.003* HS-SH  

อายุ 1 เดือน 
26 0 10 7 17 60 

 

HS-SH  
เตรียมใหม่ 

26 0 10 7 17 60 
100.00 1.00 0.00 1.000 

HS-SH  
อายุ 1 เดือน 

26 0 10 7 17 60 

* มีนัยสําคัญทางสถิติท่ี  = 0.05 

 
4.3.2 การเพาะเชื้อ Mycobacteria 

การเพาะเช้ือ Mycobacteria จากตัวอย่างเสมหะจํานวน 60 ตัวอย่าง ด้วยนํ้ายา 
HS-SH ท่ีเตรียมใหม่ และท่ีมีอายุ 1 เดือน น้ัน ในอาหาร L-J พบว่าวิธีเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา HS-SH     
ท่ีเตรียมใหม่ให้ผลบวกท่ีสูงกว่าการเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา HS-SH ท่ีมีอายุ 1 เดือน อยู่ร้อยละ 3.34 
สําหรับผลเพาะเช้ือลบน้ัน วิธีเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใหม่ให้ผลตํ่ากว่าการเพาะเช้ือด้วย
นํ้ายา HS-SH ท่ีมีอายุ 1 เดือน ร้อยละ 3.34 ส่วนผลเพาะเช้ือท่ีมีการปนเป้ือนน้ัน พบว่าการเพาะเช้ือ
ด้วยนํ้ายาท้ังสองแบบให้ผลเท่ากันท่ีร้อยละ 5.00 สําหรับอาหาร MGIT น้ัน วิธีเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา 
HS-SH ท่ีเตรียมใหม่ให้ผลบวกท่ีสูงกว่าการเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา HS-SH ท่ีมีอายุ 1 เดือน ร้อยละ 3.33 
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โดยการเพาะเช้ือในอาหาร MGIT น้ีพบว่าให้ผลบวกท่ีสูงกว่าอาหาร L-J สําหรับผลเพาะเช้ือเป็นลบใน
อาหาร MGIT น้ัน พบว่านํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใหม่ให้ผลลบตํ่ากว่าการเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา HS-SH   
ท่ีมีอายุ 1 เดือน ร้อยละ 1.67 ส่วนผลเพาะเช้ือท่ีมีการปนเป้ือนพบว่าการเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา HS-SH 
ท่ีมีอายุ 1 เดือนมีสัดส่วนการปนเป้ือนท่ีสูงกว่านํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใหม่ร้อยละ 1.34 รายละเอียด
ดังตารางท่ี 4.19 

 
ตารางท่ี 4.19 ผลการเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา HS-SH เตรียมใหม่ และ HS-SH อายุ 1 เดือน 
 

ผลเพาะเชื้อ L-J media (ร้อยละ) MGIT media (ร้อยละ) 

HS-SH เตรียมใหม่ HS-SH อายุ 1 เดือน HS-SH เตรียมใหม่ HS-SH อายุ 1 เดือน

Negative 38 (63.33) 40 (66.67) 32 (53.33) 33 (55.00) 

Positive 19 (31.67) 17 (28.33) 26 (43.33) 24 (40.00) 

       <50 โคโลนี 5 (8.33) 3 (5.00) - - 

       1+ 1 (1.67) 1 (1.67) - - 

       2+ 0 (0.00) 0 (0.00) - - 

       3+ 3 (5.00) 3 (5.00) - - 

       4+ 10 (16.67) 10 (16.67) - - 

Contaminated 3 (5.00) 3 (5.00) 2 (3.34) 3 (5.00) 

รวม 60 60 60 60 
 
จากท่ีกล่าวมาจะเห็นว่าผลการเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใหม่กับนํ้ายา 

HS-SH ท่ีมีอายุ 1 เดือน มีความแตกต่างกันท้ังในอาหาร L-J และอาหาร MGIT แต่เม่ือทําการ
วิเคราะห์ทางสถิติแล้วกลับพบว่าผลการเพาะเช้ือท้ังในอาหาร L-J และ อาหาร MGIT ด้วยนํ้ายา    
HS-SH ท่ีเตรียมใหม่กับนํ้ายา HS-SH ท่ีมีอายุ 1 เดือน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ                 
(P-value = 0.949 และ 0.906 ตามลําดับ) โดยในอาหาร L-J มีค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.90 ซึ่งเป็น
ความสัมพันธ์ในระดับยอดเย่ียม ส่วนอาหาร MGIT น้ันการเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา HS-SH ท้ังสองแบบให้
ค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.78 ซึ่งเป็นความสัมพันธ์ท่ีอยู่ในระดับยอดเย่ียมเช่นเดียวกัน รายละเอียดดัง
ตารางท่ี 4.20 
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ตารางท่ี 4.20 การเปรียบเทียบวิธีเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา HS-SH เตรียมใหม่ และ HS-SH อายุ 1 เดือน 
 

อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

วิธีเตรียม
ตัวอย่าง 

ผลเพาะเช้ือ (ร้อยละ) รวม 
(ร้อยละ) 

% 
Agreement 

Kappa Fisher’s 
exact test 

P-value 
Negative Positive Contaminated 

L-J 
media 

HS-SH 
เตรียมใหม ่

38 
(63.33) 

19 
(31.67) 

3 
(5.00) 

60 
(100.00) 

95.00 0.90 0.26 0.949 
HS-SH อายุ 
1 เดือน 

40 
(66.67) 

17 
(28.33) 

3 
(5.00) 

60 
(100.00) 

MGIT 
media 

HS-SH 
เตรียมใหม ่

32 
(53.33) 

26 
(43.33) 

2 
(3.34) 

60 
(100.00) 

88.33 0.78 0.37 0.906 
HS-SH อายุ 
1 เดือน 

33 
(55.00) 

24 
(40.00) 

3 
(5.00) 

60 
(100.00) 

 
ในส่วนของเช้ือ Mycobacteria ท่ีตรวจพบจากการเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา HS-SH    

ท่ีเตรียมใหม่และนํ้ายา HS-SH ท่ีมีอายุ 1 เดือน พบว่าเป็นเช้ือวัณโรคมากกว่าเช้ือ NTM โดยใน
อาหาร L-J พบว่าการเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใหม่ ให้ผลบวกกับเช้ือวัณโรค และ NTM 
มากกว่าการเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา HS-SH ท่ีมีอายุ 1 เดือน อย่างละ 1 ตัวอย่าง ในขณะท่ีในอาหาร 
MGIT การเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา HS-SH ท้ังสองแบบ ให้ผลบวกกับเช้ือวัณโรคจํานวนเท่ากัน แต่สําหรับ
เช้ือ NTM การเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใหม่ ให้ผลบวกมากกว่าการเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา 
HS-SH ท่ีมีอายุ 1 เดือน จํานวน 2 ตัวอย่าง จะเห็นได้ว่านํ้ายา นํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใหม่ สามารถ
ตรวจพบเช้ือ NTM ได้มากกว่านํ้ายา HS-SH ท่ีมีอายุ 1 เดือน อยู่เล็กน้อย ในขณะที่อัตราการตรวจ
พบเช้ือวัณโรคน้ันแทบไม่ต่างกัน ดังแสดงในตารางท่ี 4.21 

 
ตารางท่ี 4.21 ชนิดของเช้ือจากตัวอย่างเพาะเช้ือ Positive ท่ีเพาะด้วยนํ้ายา HS-SH เตรียมใหม่  
และ HS-SH อายุ 1 เดือน 
 

อาหารเล้ียง
เช้ือ 

วิธีเตรียมตัวอย่าง ผลเพาะเช้ือ Positive (ร้อยละ) ตัวอย่างท้ังหมด 
(ร้อยละ) MTBC NTM 

L-J media 
HS-SH เตรียมใหม่ 17 (28.33) 2 (3.33) 60 (100.00) 
HS-SH อายุ 1 เดือน 16 (26.67) 1 (1.67) 60 (100.00) 

MGIT media 
HS-SH เตรียมใหม่ 20 (33.33) 6 (10.00) 60 (100.00) 
HS-SH อายุ 1 เดือน 20 (33.33) 4 (6.67) 60 (100.00) 
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ตารางที่ 4.22 ระยะเวลาการตรวจพบเช้ือโดยวิธีการเพาะเช้ือด้วยนํ้ายา HS-SH เตรียมใหม่        
และ HS-SH อายุ 1 เดือน 
 
อาหารเลี้ยง

เชื้อ 
วิธีเตรียม
ตัวอย่าง 

ระยะเวลาการตรวจพบการเจริญของเชื้อ Wilcoxon signed 
rank test (Z) 

P-value 
Mean ± SD Median (Min-Max)

L-J media 
(n=17) 

HS-SH 
เตรียมใหม่ 

25.12 ± 7.03 21.00 (21-49) 
0.00 1.000 

HS-SH อายุ 
1 เดือน 

25.12 ± 7.03 21.00 (21-49) 

MGIT 
media 
(n=22) 

HS-SH 
เตรียมใหม่ 

12.23 ± 8.06 11.00 (3-35) 
-0.74 0.457 

HS-SH อายุ 
1 เดือน 

12.45 ± 8.27 11.00 (3-35) 

 
จากตารางท่ี 4.22 ในการเปรียบเทียบระยะเวลาการตรวจพบเช้ือ โดยวิธีการเพาะ

เช้ือด้วยนํ้ายา HS-SH เตรียมใหม่ และ HS-SH อายุ 1 เดือน น้ัน เน่ืองจากการทดสอบการกระจายตัว
ของข้อมูลระยะเวลาตรวจพบเช้ือท้ังอาหาร L-J และอาหาร MGIT ด้วยนํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใหม่ 
และน้ํายา HS-SH อายุ 1 เดือน โดยสถิติ Shapiro-Wilk พบว่าข้อมูลไม่มีการแจกแจงแบบปกติ 
ดังน้ันจึงต้องนําสถิติ Wilcoxon signed rank test มาใช้ทดสอบความแตกต่างของค่าเฉล่ีย ซึ่งพบว่า
ระยะเวลาการตรวจพบเช้ือท่ีเพาะด้วยนํ้ายา HS-SH เตรียมใหม่ และ HS-SH อายุ 1 เดือน ไม่มีความ
แตกต่างกันทางสถิติ ท้ังในอาหาร L-J และ MGIT (P-value = 1.000 และ 0.457 ตามลําดับ) 

เช่นเดียวกับระยะเวลาพบเช้ือเจริญ ค่า Growth Unit (GU) ของเช้ือท่ีเพาะใน
อาหาร MGIT ด้วยนํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใหม่ และน้ํายา HS-SH อายุ 1 เดือน ข้อมูลค่า GU ท่ี
ทดสอบโดยสถิติ Shapiro-Wilk พบว่าไม่มีการแจกแจงแบบปกติ ดังน้ันจึงต้องนําสถิติ Wilcoxon 
signed rank test มาใช้ทดสอบความแตกต่างของค่าเฉล่ีย ซึ่งพบว่าค่า GU ของเช้ือท่ีเตรียมตัวอย่าง
เสมหะด้วยนํ้ายา HS-SH เตรียมใหม่ และ HS-SH อายุ 1 เดือน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ      
(P-value = 0.935) รายละเอียดดังตารางท่ี 4.23 
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ตารางท่ี 4.23 ค่า Growth Unit ของเช้ือโดยวิธีการเพาะเช้ือในอาหารเหลว MGIT ด้วยนํ้ายา HS-SH 
เตรียมใหม่ และ HS-SH อายุ 1 เดือน 
 
อาหารเล้ียง

เช้ือ 
วิธีเตรียม
ตัวอย่าง 

ค่า Growth Unit Wilcoxon signed rank 
test (Z) 

P-value 
Mean ± SD Median (Min-Max) 

MGIT 
media 
(n= 22) 

HS-SH เตรียม
ใหม่ 

8186.00 ± 9623.77 5012.50 (82-29964) 
-0.08 0.935 

HS-SH อายุ 1 
เดือน 

5955.86 ± 8754.15 2599.50 (85-29402) 

 
จากผลการประเมินความคงตัวของนํ้ายา HS-SH ผลท่ีได้จะเห็นได้ว่านํ้ายา HS-SH 

ท่ีมีอายุ 1 เดือน มีประสิทธิภาพในการใช้เตรียมตัวอย่างเสมหะเพ่ือทําสเมียร์เสมหะแบบเข้มข้นเพ่ือใช้
ตรวจหาเช้ือ AFB และมีประสิทธิภาพในการเพาะเช้ือไม่ต่างกับนํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใหม่ ซึ่งนํ้ายา 
HS-SH ท่ีเตรียมใหม่เองก็มีประสิทธิภาพไม่ต่างกับนํ้ายามาตรฐาน NALC-NaOH ดังน้ันนํ้ายา HS-SH 
ท่ีมีอายุ 1 เดือนจึงมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับนํ้ายามาตรฐาน NALC-NaOH ซึ่งผลการศึกษาในคร้ังน้ี
ทําให้พบข้อดีของนํ้ายา HS-SH ท่ีมีคุณสมบัติดีกว่านํ้ายามาตรฐาน NALC-NaOH ท้ังน้ีเพราะนํ้ายา 
NALC-NaOH น้ันหากเตรียมแล้ว ต้องใช้ภายใน 24 ช่ัวโมง ไม่สามารถเก็บไว้ใช้ได้อีกเน่ืองจากสาร 
NALC จะเส่ือมประสิทธิภาพ ดังน้ันหากเตรียมนํ้ายาไว้มากเกิน จะทําให้นํ้ายาเหลือและต้องท้ิงโดย
เปล่าประโยชน์ ต่างกับนํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมแล้วสามารถเก็บไว้ใช้ได้นาน 1 เดือน 
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4.4 ต้นทุนราคาน้ํายา HS-SH 
การประเมินต้นทุนราคาทําโดยใช้ราคาสารเคมีท่ีสํานักงานป้องกันควบคุมโรคท่ี 3 

จังหวัดนครสวรรค์ ทําการจัดซื้อ โดยราคาสารเคมีท่ีทําการจัดซื้อน้ันจะเป็นราคาของบริษัทท่ีเสนอ
ราคาตํ่าสุด ซึ่งเป็นไปตามระเบียบการจัดซื้อของทางราชการ โดยราคาสารเคมีท่ีใช้คํานวณต้นทุน
นํ้ายา HS-SH และนํ้ายา NALC-NaOH แสดงในตารางท่ี 4.24 

 

ตารางท่ี 4.24 ชนิดและราคาของสารเคมีท่ีใช้เตรียมนํ้ายา HS-SH และ NALC-NaOH 
 

รายการ ขนาด ราคา (บาท) 
Sodium chloride (NaCl) 1,000 กรัม/ขวด 280 
N-acetyl-L-cysteine powder 100 กรัม/ขวด 7,000 
Sodium citrate dihydrate 500 กรัม/ขวด 260 
Sodium hydroxide (NaOH) 1,000 กรัม/ขวด 500 
นํ้ากล่ัน 6 ลิตร/ขวด 230 

 
ตารางท่ี 4.25 ต้นทุนนํ้ายา HS-SH และ NALC-NaOH ในการเตรียมปริมาตร 200 มิลลิลิตร 
 

นํ้ายา ส่วนประกอบ สารท่ีใช้ ปริมาณท่ีใช้ ราคา (บาท) 

HS-SH 

10% NaCl 

 

NaCl 10 กรัม 2.80 
นํ้ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 3.83 

4% NaOH 
NaOH 4 กรัม 2.00 
นํ้ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 3.83 

รวม 12.46 

NALC-
NaOH 

NALC 
N-acetyl-L-cysteine 
powder 

1 กรัม 70.00 

2.9% Sodium 
citrate  

Sodium citrate 
dihydrate 

2.9 กรัม 1.51 

นํ้ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 3.83 

4% NaOH 
NaOH 4 กรัม 2.00 
นํ้ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 3.83 

รวม 81.17 
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จากตารางท่ี 4.25 แสดงให้เห็นถึงการคํานวณราคาต้นทุนของนํ้ายา HS-SH และ 

NALC-NaOH ซึ่งปริมาตรท่ีใช้คํานวณน้ันเท่ากับ 200 มิลลิลิตร ซึ่งเป็นปริมาณนํ้ายาท่ี ห้องปฏิบัติการ
วัณโรค สํานักงานป้องกันควบคุมโรคท่ี 3 จังหวัดนครสวรรค์ เตรียมในแต่ละคร้ังท่ีมีการเพาะเช้ือ 
เน่ืองจากคิดคํานวณจากตัวอย่างเสมหะที่ปริมาตรเฉล่ียประมาณ 5 มิลลิลิตร ดังน้ันนํ้ายา 200 
มิลลิลิตร จะสามารถใช้เพาะเช้ือได้ประมาณ 40 ตัวอย่าง (อัตราส่วนนํ้ายาต่อเสมหะเท่ากับ 1:1)   
โดยปกติตัวอย่างท่ีทําการเพาะเช้ือแต่ละคร้ังจะอยู่ท่ีประมาณ 30-40 ตัวอย่าง ซึ่งจากการคํานวณ
ราคาต้นทุนจะเห็นได้ว่าในการเพาะเช้ือ 40 ตัวอย่าง ต้นทุนนํ้ายา HS-SH จะถูกกว่านํ้ายา       
NALC-NaOH ถึง 68.71 บาท 

เม่ือพิจารณาต้นทุนนํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมเอง และ NALC-NaOH ท่ีเตรียมเองต่อ 
1 ตัวอย่าง โดยคิดปริมาตร 1 ตัวอย่างเท่ากับ 5 มิลลิลิตร จะพบว่านํ้ายา HS-SH มีต้นทุนท่ีถูกกว่า
นํ้ายา NALC-NaOH ท่ีเตรียมเองประมาณ 6.5 เท่า และถูกกว่านํ้ายา NALC-NaOH ท่ีซื้อสําเร็จรูป
ประมาณ 123 เท่า รายละเอียดดังแสดงในตารางท่ี 4.26 ซึ่งถ้าคํานวณจากตัวอย่างเสมหะท่ี 
ห้องปฏิบัติการวัณโรค สํานักงานป้องกันควบคุมโรคท่ี 3 จังหวัดนครสวรรค์ เพาะเช้ือในแต่ละปี 
ประมาณ 1,500 ตัวอย่าง ซึ่งถ้าใช้นํ้ายา HS-SH จะมีต้นทุนประมาณ 465 บาท ถ้าใช้นํ้ายา     
NALC-NaOH ท่ีเตรียมเอง มีต้นทุน 3,045 บาท แต่ถ้าซื้อนํ้ายา NALC-NaOH สําเร็จรูปของบริษัท 
จะมีต้นทุนถึง 57,000 บาท ซึ่งจะเห็นได้ว่าหากเปล่ียนมาใช้นํ้ายา HS-SH จะลดต้นทุนนํ้ายาเพาะเช้ือ
ได้ 2,580 บาท เม่ือเทียบกับราคานํ้ายา NALC-NaOH ท่ีเตรียมเอง และลดต้นทุนนํ้ายาเพาะเช้ือได้ถึง 
56,535 บาท เม่ือเทียบกับราคานํ้ายา NALC-NaOH สําเร็จรูปท่ีซื้อจากบริษัท   

 
ตารางท่ี 4.26 ต้นทุนนํ้ายา HS-SH และ NALC-NaOH ท่ีใช้ต่อตัวอย่างเสมหะ 1 ตัวอย่าง 

 
นํ้ายา ราคาต่อการทดสอบ 1 ตัวอย่าง (บาท) 

HS-SH (เตรียมใช้เอง) 0.31 
NALC-NaOH (เตรียมใช้เอง) 2.03 
NALC-NaOH (ซื้อสําเร็จรูป) 38 
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4.5 ข้อดีและข้อด้อยของน้ํายา HS-SH และ NALC-NaOH 
 
ตารางท่ี 4.27 เปรียบเทียบข้อดีข้อด้อยของนํ้ายา HS-SH และ NALC-NaOH 
 
ข้อเปรียบเทียบ นํ้ายา HS-SH นํ้ายา NALC-NaOH 
การเตรียมสาร เตรียมไม่ยุ่งยาก ใช้ชนิดของสารเคมี

น้อย  ไ ม่ ต้องระ วั งการปนเ ป้ือน  
ขณะเตรียม เพราะเม่ือเตรียมเสร็จ
สามารถนําไปน่ึงฆ่าเช้ือได้ 

ค่อนข้างยุ่งยากในการเตรียม ใช้ชนิด
ของสารมากก ว่ า  และ ต้องระ วั ง  
การปนเ ป้ือนเ น่ืองจากสาร  NALC 
ไม่สามารถนําไปน่ึงฆ่าเช้ือได้ 

การทําสเมียร์
เสมหะเข้มข้น 

ให้ผลสเมียร์ AFB เป็นบวกท่ีสูงกว่า
วิธีตรวจโดยตรง 

ให้ผลสเมียร์ AFB เป็นบวกท่ีสูงกว่าวิธี
ตรวจโดยตรง 

การเพาะเช้ือ ขณะผสมนํ้ายากับตัวอย่างสามารถ 
Vortex ได้นานจนตัวอย่างเมือก
ละลายเป็นเน้ือเดียวกัน 

ขณะผสม นํ้ า ย า กั บ ตั ว อ ย่ า ง ต้ อ ง
ระมัดระวังการ Vortex ไม่ควรเกิน 
20 วินาที เพราะจะทําให้สาร NALC 
เกิดปฏิกิริยา Oxidation และสูญเสีย
คุณสมบัติการย่อยเสมหะได้   

อายุของนํ้ายา นํ้ายาท่ีเตรียมพร้อมใช้งานสามารถ
เก็บได้นาน 1 เดือน 

นํ้ายาที่เตรียมพร้อมใช้งานเก็บไว้ได้  
ไม่เกิน 24 ช่ัวโมง เน่ืองจากสาร NALC 
จะสูญเสียคุณสมบัติการย่อยเสมหะ 

ต้นทุนราคา
นํ้ายา 

ราคาถูก ราคาแพงกว่านํ้ายา HS-SH  

 
จากตารางท่ี 4.27 จะเห็นได้ว่านํ้ายา HS-SH มีข้อดีหลายประการที่เหนือกว่านํ้ายา 

NALC-NaOH อีกท้ังจากผลการประเมินประสิทธิภาพก็พบว่านํ้ายา HS-SH ให้ผลการตรวจเสมหะหา
เช้ือ AFB และให้ผลการเพาะเช้ือท่ีไม่แตกต่างกับนํ้ายา NALC-NaOH ดังน้ันนํ้ายา HS-SH จึงมีความ
เหมาะสมอย่างย่ิงท่ีจะนํามาใช้แทนนํ้ายา NALC-NaOH สําหรับห้องปฏิบัติการ ในการเตรียมตัวอย่าง
แบบเข้มข้นสําหรับตรวจหาเช้ือ AFB และการเพาะเช้ือ Mycobacteria 
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บทท่ี 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
เช้ือ Mycobacteria เป็นเช้ือแบคทีเรียสําคัญท่ีก่อโรคในคน โดยเฉพาะเช้ือวัณโรคท่ี

ยังคงเป็นปัญหาสําคัญทางด้านสาธารณสุขของหลายประเทศท่ัวโลก รวมถึงประเทศไทยซึ่งมีปัญหา
ของวัณโรคด้ือยาร่วมด้วย นอกจากเช้ือวัณโรคแล้วยังพบว่ามีเช้ือ Mycobacteria กลุ่ม NTM ท่ีพบว่า
สามารถก่อโรคได้ในคน และพบอัตราเพ่ิมสูงข้ึนในหลายประเทศ รวมถึงประเทศไทย(13,58) โดยในการ
วินิจฉัยจําเป็นต้องอาศัยการตรวจยืนยันทางห้องปฏิบัติการ ซึ่งวิธีการตรวจเบ้ืองต้น คือ การตรวจหา
เช้ือ AFB เป็นวิธีท่ีง่าย สะดวก และรวดเร็ว แต่ไม่สามารถแยกระหว่างเช้ือวัณโรค และ NTM ได้ ส่วน
วิธีมาตรฐานในปัจจุบันยังคงเป็นวิธีการเพาะเช้ือ ซึ่งมีความไวสูง สามารถแยกเช้ือวัณโรคและ NTM 
ได้ และที่สําคัญคือบ่งบอกการมีชีวิตของเช้ือ AFB ท่ีตรวจพบได้ จึงเหมาะสําหรับนํามาใช้ตรวจ
ติดตามการรักษา แม้ปัจจุบันจะมีการพัฒนาวิธีทางอณูชีววิทยามาใช้ตรวจหาเช้ือวัณโรคและ NTM 
แต่วิธีน้ียังมีปัญหาเรื่องอุปกรณ์ และนํ้ายาท่ีมีราคาแพง และไม่สามารถแยกเช้ือท่ีมีชีวิตและเช้ือตายได้ 
ดังน้ันวิธีการตรวจหาเช้ือ AFB และการเพาะเช้ือจึงยังคงมีความสําคัญต่อวินิจฉัยเช้ือ Mycobacteria  

การศึกษาในคร้ังน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบนํ้ายา HS-SH และนํ้ายา     
NALC-NaOH ในการเพ่ิมประสิทธิภาพการตรวจหาเช้ือ AFB ในตัวอย่างเสมหะด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
และในการเพาะเช้ือ Mycobacteria นอกจากน้ียังศึกษาความสัมพันธ์ของตัวอย่างจากกลุ่มผู้ป่วย 
ได้แก่ Re-treatment, On-treatment, Pre-treatment และ New case กับผลการตรวจหาเช้ือ 
AFB ในตัวอย่างเสมหะด้วยกล้องจุลทรรศน์ และผลการเพาะเช้ือ โดยใช้นํ้ายา HS-SH และนํ้ายา 
NALC-NaOH ในการเตรียมตัวอย่าง และศึกษาความสัมพันธ์ของคุณภาพเสมหะกับผลการตรวจหา
เช้ือ AFB ด้วยกล้องจุลทรรศน์ และผลการเพาะเช้ือ โดยใช้นํ้ายา HS-SH และนํ้ายา NALC-NaOH ใน
การเตรียมตัวอย่าง การศึกษาวิจัยน้ีเป็นวิจัยเชิงทดลองทดลอง ใช้กลุ่มตัวอย่างเสมหะของโรงพยาบาล
ในเขตพ้ืนท่ีรับผิดชอบของ สํานักงานป้องกันควบคุมโรคท่ี 3 จังหวัดนครสวรรค์ ซึ่งรับผิดชอบ         
5 จังหวัด ได้แก่ นครสวรรค์ อุทัยธานี ชัยนาท กําแพงเพชร และพิจิตร การศึกษาทําโดยนําตัวอย่าง
เสมหะมาตรวจ AFB โดยตรง และประเมินคุณภาพเสมหะไปพร้อมกัน จากน้ันแบ่งตัวอย่างเสมหะ
ออกเป็นสองส่วนเท่ากันเพ่ือนําไปเตรียมตัวอย่างแบบเข้มข้นด้วยนํ้ายา HS-SH กับนํ้ายา        
NALC-NaOH สําหรับการตรวจเสมหะแบบเข้มข้น และการเพาะเช้ือด้วยอาหารแข็งและอาหารเหลว 
นอกจากน้ียังทําการทดสอบความคงตัวของนํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใหม่กับนํ้ายา HS-SH ท่ีมีอายุ       
1 เดือน โดยประเมินจากผลการตรวจเสมหะแบบเข้มข้น และผลการเพาะเช้ือในอาหารแข็ง และ
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อาหารเหลว และในการศึกษาน้ียังได้คํานวณราคาต้นทุนของนํ้ายา HS-SH เทียบกับนํ้ายา       
NALC-NaOH เพ่ือประเมินความคุ้มค่าของนํ้ายา HS-SH ท่ีจะนํามาใช้งานจริง 

ผลท่ีได้จากการศึกษาวิจัยคร้ังน้ีพบว่านํ้ายา HS-SH มีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับวิธี
มาตรฐาน NALC-NaOH ท่ีใช้อยู่ในปัจจุบัน ในด้านการเตรียมตัวอย่างเสมหะแบบเข้มข้นเพ่ือตรวจหา
เช้ือ AFB น้ันไม่พบความแตกต่างทางสถิติของการตรวจเสมหะแบบเข้มข้นของท้ังสองวิธี อีกท้ังสองวิธี
ยังให้ผลบวกสูงกว่าการตรวจเสมหะโดยตรง ซึ่งผลทดสอบทางสถิติพบว่ามีความแตกต่างอย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติ ดังน้ันสําหรับห้องปฏิบัติการทางด้าน Mycobacteria ท่ีมีความพร้อมของสถานท่ี
และอุปกรณ์ควรทําการตรวจเสมหะแบบเข้มข้นด้วยเพราะเป็นวิธีท่ีมีความค่าไวและความถูกต้องสูง
กว่าวิธีการตรวจโดยตรง สําหรับผลการเพาะเช้ือ Mycobacteria ในอาหารแข็งและอาหารเหลว เม่ือ
เปรียบเทียบผลการเพาะเช้ือ ระยะเวลาท่ีตรวจพบเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือ และค่า GU ของเช้ือท่ีเพาะ
ในอาหารเหลว ด้วยวิธี HS-SH และวิธี NALC-NaOH พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ นอกจากน้ี
เม่ือเปรียบเทียบผลเพาะเช้ือของท้ังสองวิธีกับคุณภาพเสมหะทั้งดีและไม่ดี พบว่าไม่ความแตกต่างทาง
สถิติเช่นเดียวกัน ในการประเมินค่าความไว ความจําเพาะ ค่าพยากรณ์ผลลบ และค่าพยากรณ์ผลบวก 
ของท้ังการตรวจเสมหะแบบเข้มข้น และการเพาะเช้ือ ด้วยวิธี HS-SH และวิธี NALC-NaOH ก็พบว่า
ท้ังสองวิธีให้ค่าท่ีใกล้เคียงกันมาก สําหรับการแยกวิเคราะห์ตัวอย่างตามกลุ่มผู้ป่วย พบว่าท้ังผลการ
ตรวจเสมหะด้วยวิธีเข้มข้นและผลการเพาะเช้ือ ระหว่างวิธี HS-SH และวิธี NALC-NaOH ไม่มีความ
แตกต่างกันทางสถิติเช่นเดียวกัน ซึ่งแสดงให้เห็นว่าวิธี HS-SH สามารถนําไปใช้เตรียมตัวอย่างเสมหะ
เข้มข้นสําหรับการตรวจ AFB และการเพาะเช้ือได้กับผู้ป่วยท้ัง 4 กลุ่ม ดังท่ีกล่าวมาแล้วข้างต้น 

สําหรับในด้านความคงตัวของนํ้ายา HS-SH น้ัน พบว่านํ้ายา HS-SH ท่ีมีอายุ         
1 เดือนน้ัน มีประสิทธิภาพเทียบเท่านํ้ายาท่ีเตรียมใหม่ท้ังในด้านการเตรียมเสมหะเข้มข้นเพ่ือตรวจ 
AFB และการเพาะเช้ือ Mycobacteria ในส่วนของต้นทุนนํ้ายาน้ันพบว่านํ้ายา HS-SH ท่ีเตรียมใช้เอง
มีต้นทุนเพียง 0.31 บาทต่อหน่ึงการทดสอบ เม่ือคิดปริมาณเสมหะท่ีหน่ึงการทดสอบเท่ากับ           
5 มิลลิลิตร โดยนํ้ายา HS-SH มีต้นทุนท่ีตํ่ามากเม่ือเทียบกับนํ้ายา NALC-NaOH ท่ีเตรียมเองและท่ี
ซื้อสําเร็จรูป ดังน้ันนํ้ายา HS-SH จึงมีความเหมาะสมอย่างย่ิงท่ีจะนํามาใช้เตรียมตัวอย่างเสมหะแบบ
เข้มข้นเพ่ือใช้ตรวจหาเช้ือ AFB และ เพาะเช้ือ Mycobacteria ซึ่งจะช่วยลดภาระงานเจ้าหน้าท่ี
ห้องปฏิบัติการ ไม่ต้องเตรียมนํ้ายาบ่อยคร้ัง อีกท้ังมีข้ันตอนการเตรียมท่ีไม่ยุ่งยากและไม่เส่ือมสภาพ
เร็วเหมือนนํ้ายามาตรฐาน NALC-NaOH ท่ีมีอายุเพียงแค่ 24 ช่ัวโมง ท่ีสําคัญคือช่วยลดต้นทุนการ
ตรวจลงได้  

ข้อค้นพบอ่ืนของการศึกษาน้ีคือ ในด้านของคุณภาพเสมหะ ท้ังผลการตรวจ AFB 
และผลการเพาะเช้ือ พบว่าเสมหะคุณภาพดีให้ผลการตรวจเป็นบวกในสัดส่วนท่ีสูงกว่าเสมหะคุณภาพ
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ไม่ดี ดังน้ันการเก็บเสมหะ ซึ่งเป็นกระบวนการก่อนการวิเคราะห์ จึงมีความสําคัญอย่างย่ิงต่อการ
ตรวจหาเช้ือ Mycobacteria ทางห้องปฏิบัติการ ดังน้ันเจ้าหน้าท่ีผู้รับผิดชอบให้คําแนะนําผู้ป่วยใน
การเก็บเสมหะจะต้องอธิบายข้ันตอนการเก็บท่ีถูกต้องให้ผู้ป่วยเข้าใจ เพ่ือให้ได้เสมหะที่มีคุณภาพ   
ซึ่งการเก็บเสมหะควรเก็บทันทีเม่ือต่ืนนอนตอนเช้า (Early morning sputum) จะได้เสมหะท่ีมี
คุณภาพดีกว่าการเก็บในช่วงเวลาอ่ืน สําหรับข้อค้นพบอีกประการหน่ึงในการศึกษาน้ี คือ จากผลการ
เพาะเช้ือ พบสัดส่วนของเช้ือ NTM อยู่ในช่วงประมาณร้อย 14-20 ของเช้ือ Mycobacteria ท้ังหมด 
ซึ่งเป็นข้อมูลสําคัญ ท่ีช้ีให้ต้องตระหนักว่าผู้ป่วยส่วนหน่ึงอาจติดเช้ือ NTM ซึ่งไม่ใช่วัณโรค ท้ังน้ีเพราะ
การวินิจฉัยและรักษาวัณโรคในประเทศไทยยังคงใช้การตรวจเสมหะหาเช้ือ AFB เป็นหลัก เน่ืองจาก      
มีความรวดเร็ว ทําได้ง่าย สามารถทําได้ในห้องปฏิบัติการของทุกโรงพยาบาล แต่อย่างไรก็ตาม     
การตรวจ AFB ไม่สามารถแยกระหว่างเช้ือวัณโรคและเช้ือ NTM ได้ จึงจําเป็นต้องส่งตรวจ         
ทางห้องปฏิบัติการเพ่ิมเติมเพ่ือยืนยันชนิดของเช้ือ โดยเฉพาะผู้ป่วยท่ีเสมหะยังคงพบเช้ือ AFB 
หลังจากรับการรักษาด้วยยาวัณโรคครบ 3 เดือน หรือ ผู้ป่วยท่ีมีการกลับเป็นวัณโรคซ้ําจากการตรวจ 
AFB ท้ังน้ีเพราะหากวินิจฉัยผิดพลาดจะส่งผลต่อการรักษาผู้ป่วย เน่ืองจากโดยธรรมชาติเช้ือ NTM  
จะด้ือต่อยารักษาวัณโรค(59) ดังน้ันหากทําการวินิจฉัยวัณโรคจาก AFB เพียงอย่างเดียวจะทําให้มี
ผู้ป่วยบางส่วนซึ่งติดเช้ือ NTM ได้รับการรักษาด้วยยาวัณโรค ซึ่งจะส่งผลเสียต่อผู้ป่วยโดยตรง   
เพราะได้รับการรักษาที่ไม่ถูกต้อง 
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