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บทคัดย่อ 
วัณโรคเป็นโรคติดต่อที่สําคัญในหลายประเทศท่ัวโลก การเก็บและจัดการเสมหะจากผู้ป่วยอย่างเหมาะสมจะ

ส่งผลต่อการตรวจพบ mycobacteria ได้ การเพาะเชื้อวิธีมาตรฐานมทีั้งการใช้เครื่องเพาะเช้ืออัตโนมตัิและการเพาะ
เช้ือบนอาหารเลี้ยงเช้ือ งานวิจัยนี้ศึกษาวิธีที่เหมาะสมเพื่อเตรียมเสมหะก่อนทําการเพาะเช้ือ โดยเปรียบเทียบวิธี 
decontamination ที่จากเดิมใช้ 4 % NaOH ร่วมกับ N-acetyl-L-cysteine (NALC) เปรียบเทียบกับการใช้ 4, 6 
และ 8 % NaOH ร่วมกับ NALC ที่ผ่านการกรอง และใช้ 4 % NaOH เพียงอย่างเดียว นอกจากน้ีได้ศึกษาผลกระทบ
ของการแช่แข็งเสมหะต่อการเพาะเลี้ยงเช้ือ และศึกษาประสิทธิภาพของการใช้วิธีการแนะนําการเก็บเสมหะร่วมกับ
แนบเอกสารแนะนํา ผลการศึกษาพบว่าการใช้ 4 % NaOH ร่วมกับ NALC ที่ผ่านการกรองแล้ว เมื่อใช้เครื่องเพาะ
เช้ืออัตโนมัติมีอัตราการพบ mycobacteria ที่ไม่มีการปนเปื้อนสูงสุดร้อยละ 88.4 พบอัตราการปนเปื้อนร้อยละ 
11.6 และเมื่อเพาะบนอาหารเลี้ยงเช้ือมีอัตราการพบเช้ือร้อยละ 97.7 พบอัตราการปนเปื้อนร้อยละ 2.3 การพบ
อัตราการปนเปื้อนจากการใช้เครื่องเพาะเช้ืออัตโนมัติสูงกว่าการเพาะบนอาหารเลี้ยงเช้ือเนื่องจากอาหารเหลวที่ใช้
สําหรับเครื่องอัตโนมัติมีการเติม growth supplement ทําให้เช้ือชนิดอื่นสามารถเจริญได้มาก การแช่เสมหะที่
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อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน ไม่มีผลอย่างมีนัยสําคัญต่ออัตราการตรวจพบ mycobacteria และการ
ใช้เอกสารแนะนําการเก็บเสมหะมีผลให้การเก็บเสมหะมีคุณภาพดีขึ้นอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-value < 0.01) 
ในด้านปริมาณเสมหะ ลักษณะทางกายภาพ และลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 

ค่าส่าคัญ : เชื้อวัณโรค; การกําจัดการปนเปื้อน; การเตรียมเสมหะ 
 

Abstract 
Tuberculosis is an important infectious disease worldwide. An appropriate collection and 

processing of patient sputum usually affect mycobacterial detection. Cultivation by conventional 
culture media and using automation system is considered as a gold standard method for 
tuberculosis diagnosis. This research study is a proper decontamination method to manage 
sputum specimens before cultivation. Decontamination process using 4 % sodium hydroxide 
(NaOH) in combination with N-acetyl-L-cysteine (NALC) was compared with those using 4, 6 and 8 
% NaOH with filtered NALC and 4 % NaOH alone. Effect of freezing sputum on mycobacterial 
detection by culture was also evaluated. Questionnaires related to sputum collection were 
analyzed. Our results showed that the decontamination with 4 % NaOH and filtered NALC 
increased mycobacterial growth rate with no contamination up to 88.4 % when using automate  
and 97.7 % when culturing by conventional method. Storage sputum at -20 oC for 5 days had not 
affected significantly on detection rate of mycobacteria in all decontamination methods tested. A 
suggestion leaflet for sputum collection could help improve sputum quality with statistical 
significance (p-value < 0.01) in term of a quantity of sputum and appearance characteristics under 
macroscopic and microscopic examination. 
 

Keywords: mycobacteria; decontamination; sputum preparation  
 

1. บทน่า 
วัณโรคเป็นปัญหาทางสาธารณสุขที่สําคัญ

ทัว่โลก ในปี พ.ศ. 2555 มีผู้ป่วยรายใหม่เกิดขึ้นทั่วโลก
จํานวน 8.6 ล้านคน และมีผู้เสียชีวิตจากโรคจํานวน 
1.3 ล้านคน [1] ในประเทศไทยมีจํานวนผู้ติดเช้ือราย
ใหม่ประมาณ 93,000 รายต่อปี และมีอุบัติการณ์ของ
วัณโรคประมาณ 130,000 ราย โดยร้อยละ 16 เป็น
ผู้ป่วยโรคเอดส์ [2] การวินิจฉัยวัณโรคในห้องปฏิบัติ 
การโดยทั่วไปใช้วิธีการเตรียมตัวอย่างบนสไลด์ดูด้วย

กล้องจุลทรรศน์ และเพาะแยกเช้ือจากสิ่งส่งตรวจใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ ซึ่งการเพาะเลี้ยงถือเป็นวิธีมาตรฐาน
ในการวินิจฉัยวัณโรค [3] โดยทั่วไปเสมหะมีสภาพหนืด 
และอาจมีเช้ือประจําถิ่นในทางเดินหายใจส่วนบน
ปะปนมาได้ จึงมีขั้นตอนการเตรียมเสมหะก่อนการ
เพาะเลี้ยง mycobacteria โดยใช้สารเคมีในการย่อย
ให้เสมหะเป็นของเหลวและกําจัดการปนเปื้อนของจุล
ชีพอื่น การทํา decontamination มีรายงานการใช้

สารเคมีหลายชนิด ได้แก่ การใช้ 4 % sodium 
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hydroxide (NaOH) และ 4 % NaOH ร่วมกับ N-
acetyl-L-cysteine (NALC) [4] หรือการใช้ 2 % 

NaOH และ 2 % NaOH ร่วมกับ 0.5 % NALC [5] 
เป็นต้น สาร NALC มีสมบัติย่อยสลายเยื่อเมือกได้ดี
และ NaOH มีผลลดจุลชีพที่ปนเปื้อนในตัวอย่างลงได้ 
ซึ่งเป็นท่ีนิยมใช้ในการเตรียมเสมหะเพื่อการเพาะเลี้ยง
เชื้อ 

การเก็บเสมหะอย่างถูกวิธีจะทําให้ได้
ตัวอย่างที่มีคุณภาพดี ส่งผลต่อการตรวจพบเช้ือในการ
เพาะเลี้ยงเช้ือทางห้องปฏิบัติการ เสมหะที่ดีควรเก็บใน
ตอนเช้าให้ได้ปริมาณที่เพียงพอ และมีจํานวนเซลล์บุ
ผิวโดยเฉลี่ยน้อยกว่า 10 เซลล์ต่อฟิลด์ ที่กําลังขยาย 
100 เท่า [6,7] หรือมีจํานวนเม็ดเลือดขาวโดยเฉลี่ย
มากกว่า 25 เซลล์ต่อฟิลด์ที่กําลังขยาย 100 เท่า [8] 
เสมหะที่เก็บได้ควรนําส่งเพื่อการเพาะเลี้ยงทันทีหรือ
ควรแช่เย็นขณะนําส่ง การส่งตัวอย่างที่ล้าช้าจะมีผลต่อ
การมีชีวิตของ mycobacteria ได้ทําให้เกิดผลลบ
ปลอมในการเพาะเช้ือ [9-12] งานวิจัยนี้จึงศึกษา
วิธีดําเนินการเกี่ยวกับสิ่งส่งตรวจเสมหะให้ถูกต้อง
เหมาะสมเพื่อลดอัตราการปนเปื้อนในการเพาะแยก
เช้ือ และช่วยเพิ่มอัตราการตรวจพบเช้ือที่เจริญบน
อาหารเลี้ยงเช้ือได้ รวมถึงการศึกษาหาแนวทางที่
สามารถนําไปใช้แนะนําผู้ป่วยในการเก็บสิ่งส่งตรวจ
เสมหะให้ได้อย่างถูกต้องและมีคุณภาพดี โดยศึกษา
เปรียบเทียบอัตราการเกิดการปนเปื้อนของการเพาะ 
mycobacteria จากเสมหะที่ผลการย้อม acid fast 
bacilli เป็นบวก (AFB+) โดยใช้วิธี decontamina-
tion ที่แตกต่างกัน และศึกษาผลของการแช่แข็งต่อ
การเพาะเช้ือวัณโรคจากเสมหะ นอกจากนี้ได้ศึกษา
สถานการณ์ความเข้าใจของเจ้าหน้าที่ที่รับผิดชอบการ
ให้คําแนะนําวิธีการเก็บเสมหะแก่ผู้ป่วยที่ส่งเสมหะไป
เพาะเลี้ยงท่ีห้องปฏิบัติการ 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 การศึกษาเปรียบเทียบวิธีการ deconta-

mination ต่อผลการเพาะเชื้อ  
กลุ่มตัวอย่างเป็นเสมหะจากผู้ป่วยที่มีอายุมากกว่า 18 
ปี จากโรงพยาบาลในเครือข่ายสํานักงานป้องกัน
ควบคุมโรคที่ 1 กรุงเทพมหานคร โดยเป็นตัวอย่าง
เสมหะที่ AFB+ จํานวน 43 ตัวอย่าง แบ่งเสมหะเพื่อ
การเตรียมตัวอย่างก่อนนําไปเพาะเลี้ยงโดยใช้วิธ ี
decontamination ด้วยสารเคมีชนิดต่าง ๆ ได้แก่ (1) 
4 % NaOH + 2.9 % sodium citrate + NALC ที่ไม่
ผ่านการกรอง (วิธี O) (2) 4 % NaOH + 2.9 % 
sodium citrate + NALC ที่ผ่านการกรอง (วิธี A) (3) 
6 % NaOH + 2.9 % sodium citrate + NALC ที่
ผ่านการกรอง (วิธี B) (4) 8 % NaOH + 2.9 % 
sodium citrate + NALC ที่ผ่านการกรอง (วิธี C) 
และ (5) 4 % NaOH เพียงอย่างเดียว (วิธี D) ซึ่งการ
กรอง NALC ทําโดยกรองด้วยกระดาษกรองชนิด 
cellulose acetate ที่มีขนาดรู 0.45 ไมครอน โดย 
ขั้นตอนการ decontamination ด้วยวิธี O และวิธี D 
ทําโดยผสมเสมหะในสัดส่วนที่เท่ากันกับ 4 % NaOH 
+ 2.9 % sodium citrate + NALC หรือ 4 % NaOH 
เพียงอย่างเดียว เขย่าด้วย vortex mixer นาน 15-30 
วินาที แล้วตั้งทิ้งไว้ 15 นาที ต่อมาเติม 0.067 M 
phosphate buffer solution (PBS) pH 6.8 ให้ได้
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ส่วนขั้นตอนการ decontami-
nation ด้วยวิธี A, B และ C มีการย่อยเสมหะด้วย 
sodium citrate และ NALC ก่อนการกําจัดจุลชีพอื่น
ด้วย 4, 6 และ 8 % NaOH โดยผสมเสมหะกับ 
sodium citrate และ NALC ในสัดส่วนที่เท่ากัน เมื่อ
เสมหะหายหนืดแล้วจึงเติม 4, 6 และ 8 % NaOH 
ปริมาตรเท่ากับสารละลาย sodium citrate และ 
NALC ที่ใช้ไป ผสมให้เข้ากันตั้งท้ิงไว้ 15 นาที และเติม 
PBS ให้ได้ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วปั่น
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ด้วยเครื่องปั่นที่ความเร็วรอบ 3000 x g นาน 15 นาที 
เทของเหลวข้างบนทิ้งไปและเติม PBS ลงไป 1 
มิลลิลิตร  ผสมให้ เข้ากัน แบ่ งออกเป็นสองส่วน 
LÖwenstein-Jensen medium (LJ medium) โดย
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ไปเพาะเลี้ยงในขวดสําหรับ
เครื่องเพาะเช้ืออัตโนมัติเครื่อง BACTEC MGIT 960 
[13,14] ซึ่งมีวิธีการตรวจพบ mycobacteria โดย
อาศัยการเรืองแสงของ MGIT tube และปริมาตร 
100-250 ไมโครลิตร ไปเพาะเลี้ยงใน LJ medium 
จํานวนสองขวด [15] นําเข้าบ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37
องศาเซลเซียส อ่านผลโดยสังเกตโคโลนีลักษณะที่
จําเพาะกับ mycobacteria [16] ทุกสัปดาห์จนครบ 8 
สัปดาห์ ขวดเพาะเลี้ยงท่ีตรวจพบเชื้อที่สงสัยนํามาย้อม
สีทนกรด ถ้าพบ AFB รายงานผล AFB+ สําหรับการ
รายงานผลการปนเปื้อน (contamination) จากจุลชีพ
อื่นในอาหารเพาะเลี้ยงชนิด MGIT tube สังเกตจาก
อาหารเลี้ยงเช้ือมีลักษณะขุ่นและเมื่อย้อมสีทนกรดแล้ว
พบแบคทีเรียชนิดอื่นท่ีไม่ใช่ลักษณะของ mycobacte-
ria การปนเปื้อนบน LJ medium สังเกตจากการที่
อาหารเลี้ยงเช้ือมีการเปลี่ยนส ีเปลี่ยนจากสภาพอาหาร
แข็งเป็นอาหารเหลว หรือมีโคโลนีของเช้ือชนิดอื่น
เจริญบนหน้าอาหารประมาณสองในสามส่วนของพื้นที่
ผิวหน้าอาหาร ส่วนของเสมหะที่ทําให้เข้มข้นที่เหลือ
ย้อมด้วยสีทนกรดและอ่านผลการย้อมด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ต่อไป ข้อมูลในเชิงเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
ของวิธี decontamination ต่อผลการเพาะเลี้ยงเช้ือ
วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้สถิติการทดสอบ Chi-square   

2.2 การศึกษาผลของการแช่แข็งเสมหะต่อ
ผลการเพาะเชื้อ 

ตัวอย่ าง เสมหะจากผู้ป่วยจํ านวน 66 
ตัวอย่าง แบ่งเป็น 2 ส่วน ส่วนที่ 1 ทํา decontami-
nation ด้วยวิธีทั้งห้าวิธีตามข้อ 2.1 และเพาะเช้ือด้วย
เครื่องเพาะเช้ืออัตโนมัติและเพาะบน LJ medium 

ส่วนที่ 2 นําไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
นาน 5 วัน แล้วทํา decontamination และเพาะเช้ือ
ในทํานองเดียวกับส่วนที่ 1 วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้สถิติ
การทดสอบ Chi-square   

2.3 แบบสอบถามส่าหรับเจ้าหน้าที่เก็บ
ตัวอย่างเสมหะ 

ประเมินสถานการณ์ความเข้ าใจของ
เจ้าหน้าที่ที่รับผิดชอบการให้คําแนะนําวิธีการเก็บ
เสมหะแก่ผู้ป่วย โดยแบบสอบถามส่งให้เจ้าหน้าที่ของ
โรงพยาบาลเครือข่ายของสํานักงานป้องกันควบคุมโรค
ที่ 1 กรุงเทพมหานคร กรมควบคุมโรค จํานวน 43 คน 
เป็นการสอบถามเกี่ยวกับข้อมูลทั่วไปของผู้ตอบ
แบบสอบถามและเกี่ยวกับความรู้ความเข้าใจในการ
เก็บเสมหะและแนวทางการแก้ไขปัญหาที่พบจากการ
เก็บเสมหะผู้ป่วย ข้อมูลที่ ได้ถูก เก็บรวบรวมเพื่อ
วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้สถิติการทดสอบ one-way 
ANOVA 

2.4 การศึกษาวิธีการให้ค่าแนะน่าการเก็บ
เสมหะที่ดี 

กลุ่มตัวอย่างเป็นเสมหะจากผู้ป่วย 2 กลุ่ม 
ได้แก่ กลุ่มที่ 1 คือ เสมหะที่เก็บจากวิธีเดิมโดยการ
แนะนําการเก็บด้วยการอธิบาย และกลุ่มที่  2 คือ 
เสมหะที่เก็บจากการอธิบายและได้รับเอกสารวิธีการ
เก็บเสมหะ จํานวนอย่างละ 50 ตัวอย่าง เกณฑ์การ
พิจารณาเสมหะที่มีคุณภาพสําหรับการเพาะเลี้ยง 
mycobacteria มีทั้งด้วยการตรวจดูเสมหะแต่ละตลับ
ด้วยตาเปล่า และการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ โดย
เกณฑ์เสมหะที่มีคุณภาพ [17] ได้แก่ เสมหะควรมี
ปริมาตร 2-5 มิลลิลิตร เสมหะมีลักษณะข้นและเป็น
หนอง แต่บางครั้งอาจเหลวและมีช้ินส่วนของเมือกปน
หนองผสมอยู่ อาจมีสีเหลืองอ่อนจนถึงสีเขียวหรือสี
แดงจนถึงน้ําตาลเมื่อมีเลือดปน และลักษณะตัวอย่าง
เสมหะที่ดีทางกล้องจุลทรรศน์ [18] ได้แก่ จํานวนเม็ด
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เลือดขาวมากกว่าหรือเท่ากับ 25 เซลล์ต่อหัว 10X 
objective lens และจํานวนเซลล์บุผิวน้อยกว่าหรือ
เท่ากับ 10 เซลล์ต่อหัว 10X objective lens เก็บ
รวบรวมข้อมูลเพื่อวิเคราะห์ข้อมูลเปรียบเทียบผลของ
การให้คําแนะนําท้ังสองวิธีโดยใช้สถิติการทดสอบ Chi-
square   
 

3. ผลการวิจัย 
การศึกษาเปรียบเทียบวิธีการ decontamina-

tion ทั้ง 5 วิธี (วิธี O, A, B, C และ D) ต่อผลการเพาะ
เชื้อโดยใช้ตัวอย่างเสมหะที่ AFB+ จํานวน 43 ตัวอย่าง 
ซึ่งมีผล AFB scanty จํานวน 6 ราย ผล AFB 1+ 

จํานวน 13 ราย  ผล AFB 2+ จํานวน 7 ราย และผล 
AFB 3+ จํานวน 17 ราย ผลการศึกษาทั้ง 5 วิธี พบว่า
การเพาะเช้ือด้วยเครื่องเพาะเช้ืออัตโนมัติมีการเจริญ
ของเช้ือจากวิธี A และ C ซึ่งตรวจพบ mycobacteria 
จํานวน 100 % พบการเจริญของเช้ือโดยไม่มีการ
ปนเปื้อนจากวิธี A และ C ในอัตราสูงสุด 88.4 % และ
การเพาะเช้ือด้วย conventional method ด้วย     
LJ medium พบการเจริญของเช้ือจากวิธี A และ C 
ซึ่งตรวจพบ mycobacteria จํานวนสูงสุด 97.7 พบ
การเจริญของเช้ือโดยไม่มีการปนเปื้อนโดยวิธี A ใน
อัตราสูงสุด 97.7 % ดังแสดงในตารางที่ 1 

 
ตารางที่ 1 ผลเพาะ mycobacteria ในเสมหะที่ผ่านการ decontamination ด้วยวิธีต่าง ๆ จํานวน 43 ตัวอย่าง 
 

 
จํานวนตัวอย่างเสมหะที่ทํา decontamination (%)  

วิธี O วิธี A วิธี B วิธี C วิธี D 
BACTEC MGIT 960           

ตรวจพบ mycobacteria 42 (97.7) 43 (100) 42 (97.7) 43 (100) 42 (97.7) 
เวลาเฉลี่ยที่พบการเจรญิ (วัน) 13.64 13.74 13.78 13.84 13.90 
ตรวจพบเชื้อและไมม่ีการปนเปื้อน 35 (81.4) 38 (88.4) 35 (81.4) 38 (88.4) 34 (79.1) 
จํานวนที่พบการปนเปื้อน 7 (16.3) 5 (11.6) 7 (16.3) 5 (11.6) 8 (18.6) 

L-J medium           
ตรวจพบ mycobacteria 30 (69.8) 42 (97.7) 40 (93.0) 42 (97.7) 40 (93.0) 
ตรวจพบเชื้อและไมม่ีการปนเปื้อน 28 (65.1) 42 (97.7) 39 (90.7) 41 (95.3) 37 (86.0) 
จํานวนที่พบการปนเปื้อน 2 (4.7) 0 (0) 1 (2.3) 1 (2.3) 3 (7.0) 

โดย O = 4 % NaOH + NALC ที่ไม่ได้กรอง, A = 4 % NaOH + สารละลาย NALC-sodium citrate แล้วกรอง,  
B = 6 % NaOH + สารละลาย NALC-sodium citrate แล้วกรอง, C = 8 % NaOH + สารละลาย NALC-sodium 
citrate แล้วกรอง, D = 4 % NaOH 
 

การศึกษาผลของการแช่แข็งเสมหะที่อุณหภูมิ  
-20 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน เปรียบเทียบกับการ
เพาะเลี้ยงทันทีโดยไม่แช่แข็งจากตัวอย่างเสมหะ
เดียวกัน จํานวนอย่างละ 66 ตัวอย่าง (ตัวอย่างที่ 

decontamination วิธี O, A, B, C และ D เป็นคนละ
ตัวอย่าง) เมื่อนําเสมหะมาผ่านวิธี decontamination 
ทั้ง 5 วิธี  แล้วนํามาเพาะเช้ือด้วยเครื่องเพาะเช้ือ
อัตโนมัติ พบว่าผลการเพาะ mycobacteria จาก
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เสมหะที่ผ่านการแช่แข็งและไม่แช่แข็งไม่มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-value > 0.05) 
ยกเว้นวิธี B มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p-value = 0.047) โดยเสมหะที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง
ตรวจพบเช้ือและไม่มีการปนเปื้อนมากกว่าเสมหะที่
ผ่านการแช่แข็ง ส่วนการเพาะเช้ือด้วยวิธี conven-

tionnal method โดยการเพาะใน LJ medium 
พบว่าผลการเพาะ mycobacteria จากเสมหะที่ผ่าน
การแช่แข็งไม่มีความแตกต่างจากเสมหะที่ไม่ผ่านการ
แช่แข็งอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-value > 0.05) ดัง
แสดงในตารางที่ 2 และ 3 

 
ตารางที่ 2 เปรียบเทียบผลการเพาะ mycobacteria จากเสมหะที่ผ่านการแช่แข็งและเสมหะที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง

โดยใช้เครื่องอัตโนมัติด้วยวิธี decontamination ต่าง ๆ จํานวน 66 ตัวอย่าง 
 

 วิธี decontamination 
 วิธี O วิธี A วิธี B วิธี C วิธี D 
 N F N F N F N F N F 
ตรวจพบเชื้อและไมม่ีการปนเปื้อน 9 9 12 9 8 1 9 5 10 10 
ตรวจพบเชื้อและมีการปนเปื้อน 1 0 0 1 0 0 2 1 0 0 
ตรวจไม่พบเช้ือและไมม่ีการปนเปือ้น 51 52 49 53 51 59 52 56 49 50 
ตรวจไม่พบเช้ือและมีการปนเปื้อน 5 5 5 3 7 6 3 4 7 6 
p-value  0.799 0.555 0.047 0.622 0.957 
โดย O = 4 % NaOH + NALC ที่ไม่ได้กรอง, A = 4 % NaOH + สารละลาย NALC-sodium citrate แล้วกรอง,  
B = 6 % NaOH + สารละลาย NALC-sodium citrate แล้วกรอง, C = 8 % NaOH + สารละลาย NALC-sodium 
citrate แล้วกรอง, D = 4 % NaOH 
 
ตารางที่ 3 เปรียบเทียบผลการเพาะ mycobacteria จากเสมหะที่ผ่านการแช่แข็งและเสมหะที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง

โดยเพาะเลี้ยงบน LJ medium ด้วยวิธ ีdecontamination ต่าง ๆ จํานวน 66 ตัวอย่าง 
 

 วิธี decontamination 
 วิธี O วิธี A วิธี B วิธี C วิธี D 
 N F N F N F N F N F 
ตรวจพบเชื้อและไมม่ีการปนเปื้อน 9 9 10 7 9 9 9 7 8 8 
ตรวจพบเชื้อและมีการปนเปื้อน 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
ตรวจไม่พบเช้ือและไมม่ีการปนเปือ้น 53 51 52 56 49 49 53 55 52 54 
ตรวจไม่พบเช้ือและมีการปนเปื้อน 4 5 4 3 7 8 4 4 6 4 
p-value 0.765 0.664 0.785 0.866 0.803 
โดย O = 4 % NaOH + NALC ที่ไม่ได้กรอง, A = 4 % NaOH + สารละลาย NALC-sodium citrate แล้วกรอง,  
B = 6 % NaOH + สารละลาย NALC-sodium citrate แล้วกรอง, C = 8 % NaOH + สารละลาย NALC-sodium 
citrate แล้วกรอง, D = 4 % NaOH 
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จากการใช้แบบสอบถามสําหรับเจ้าหน้าที่เก็บ
ตัวอย่างเสมหะเพื่อประเมินระดับความเข้าใจในการ
เก็บสิ่งส่งตรวจเสมหะของเจ้าหน้าที่ จํานวน 43 คน 
พบว่าผู้ตอบแบบสอบถามเป็นเพศชาย 11  คน เพศ
หญิง 32 คน ส่วนใหญ่มีอายุระหว่าง 30-39 ปี มี
การศึกษาระดับปริญญาตรี  เป็นผู้ที่มีตําแหน่งเป็น
พยาบาล และมีประสบการณ์รับผิดชอบเก็บสิ่งส่งตรวจ
มากกว่า 4 ปี ขึ้นไป พบว่ามีคะแนนความเข้าใจในการ

เก็บสิ่งส่งตรวจเฉลี่ยเป็น 25.05 + 3.65 คะแนน จาก
คะแนนเต็ม 35 คะแนน โดยมีคะแนนจําแนกตามเพศ 
อายุ ระดับการศึกษา ตําแหน่งงานและประสบการณ์ 
ดังแสดงในตารางที่ 4 พบว่าคะแนนความเข้าใจของ
ผู้รับผิดชอบเก็บสิ่งส่งตรวจในแต่ละกลุ่มประเภท
ทั้งหมดไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ (p-value > 
0.05) 

 
ตารางที่ 4 ระดับคะแนนความเข้าใจของเจ้าหน้าท่ีที่รับผิดชอบการเก็บเสมหะสําหรับการเพาะเช้ือ จํานวน 43 คน 

จําแนกตามเพศ อายุ ระดับการศึกษา ตําแหน่ง และประสบการณ์ 
 

ประเภท กลุ่ม จํานวน ระดับคะแนน (mean + SD) P-value 

เพศ 
ชาย 11 25.64 + 4.11 

0.541 
หญิง 32 24.84 + 3.53 

อาย ุ

20 - 29 ปี 5 26.2 + 4.27 

0.049 
30  -39 ปี 16 23.06 + 2.67 
40 - 49 ปี 15 26.33 + 3.92 
50 - 60 ปี 7 26 + 3.27 

ระดับการศึกษา 

ต่ํากว่าปริญญาตร ี 3 23 + 1.73 

0.505 
ปริญญาตร ี 35 25.46 + 3.84 
ปริญญาโท 4 23.5 + 2.65 
อื่น ๆ 1 23  

ตําแหน่ง 

พยาบาล 23 25.13 + 3.49 

0.12 
นักวิชาการสาธารณสุข 13 26.38 + 3.48 
เจ้าพนักงานวิทยาศาสตร ์ 1 22.00 
อื่น ๆ 6 22.33 + 3.72 

ประสบการณ ์

น้อยกว่า 1 ปี 10 24.2 + 3.99 

0.395 
1 - 2 ปี 5 26 + 4.53 
มากกว่า 2 - 3 ปี 7 23.43 + 3.91 
มากกว่า 3  -4 ปี 1 22.00 
มากกว่า 4 ปีขึ้นไป 20 25.95 + 3.14 

 รวม 43 25.05 + 3.65  
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ผู้ตอบแบบสอบถามมีแนวทางการแก้ไขปัญหา
ที่เกิดจากการได้รับเสมหะที่ไม่เหมาะสมจากผู้ป่วย โดย
จํานวน 60.5 % ของผู้ตอบแบบสอบถามให้ผู้ป่วยเก็บ
เสมหะใหม่เมื่อพบว่าเสมหะครั้งแรกเป็นน้ําลาย เมื่อ
ผู้ป่วยเก็บเสมหะได้น้อยเกินไปมีการแนะนําให้ผู้ป่วย
ขากเสมหะใหม่อีกครั้งและช่วยผู้ป่วยเคาะปอด จํานวน 
62.8 และ 38.9 % ของผู้ตอบแบบสอบถาม ตามลําดบั 
มีการแนะนําให้ผู้ป่วยเก็บเสมหะให้มีการปนเปื้อนเช้ือ
ประจําถิ่นปริมาณน้อยที่สุด โดยการให้ผู้ป่วยไอลึก ๆ 
ก่อนเก็บเสมหะ 83.7 % และให้ผู้ป่วยบ้วนปากก่อน
ขากเสมหะ 60.5 % นอกจากนี้ผู้ตอบแบบสอบถาม
เห็นด้วยกับการแนบคําแนะนําการเก็บเสมหะไปพร้อม
กับภาชนะสําหรับเก็บตัวอย่างเพื่อให้มีการเก็บเสมหะที่
มีคุณภาพที่ดีโดยมีความเห็นด้วยมากถึงมากที่สุดถึง 
83.7 % 

ผู้วิจัยจึงศึกษาผลการปรับเปลี่ยนกระบวนการ
ให้คําแนะนําการเก็บเสมหะให้แก่ผู้ป่วย จากข้อมูล

ความเหมาะสมของเสมหะที่ เก็บได้  จํานวน 50 
ตัวอย่าง ก่อนการปรับเปลี่ยนกระบวนการให้คาํแนะนํา
การเก็บเสมหะจากเดิมด้วยการอธิบายเท่านั้น พบว่า
เสมหะที่มีความเหมาะสมในปริมาณ ลักษณะทาง
กายภาพและลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ มีจํานวน 
11, 9 และ 18 ตัวอย่าง ตามลําดับ แต่หลังการปรับ 
เปลี่ยนกระบวนการให้คําแนะนําเป็นการอธิบายพร้อม
ทั้งแนบใบแนะนําการเก็บเสมหะไปพร้อมกับตลับ
เสมหะให้กับผู้ป่วย จากเสมหะที่เก็บมา 50 ตัวอย่าง 
พบว่าเสมหะที่มีความเหมาะสมในปริมาณ ลักษณะ
ทางกายภาพและลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ มี
จํานวน 41, 21 และ 36 ตัวอย่าง ตามลําดับ ดังแสดง
ในตารางที่ 5 ซึ่งวิธีการแนะนําการเก็บเสมหะด้วยวิธีที่
ปรับปรุงใหม่ทําให้เก็บได้เสมหะที่มีคุณภาพดีกว่าการ
เก็บแบบเดิม ในด้านจํานวนปริมาณเสมหะ ลักษณะ
ทางกายภาพ และลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-value < 0.01) 

 
ตารางที่ 5 จํานวนเสมหะที่เก็บได้อย่างเหมาะสมก่อนและหลังการปรับเปลี่ยนกระบวนการให้คําแนะนําแก่ผู้ป่วย 
 

ความเหมาะสมทางด้าน 
จํานวนตัวอย่างเสมหะ (%) 

P-value 
ก่อน หลัง 

ปริมาณเสมหะ 11 (22.0) 41 (82.0) <0.01 
ลักษณะทางกายภาพ  9 (18.0) 21 (42.0) <0.01 
ลักษณะทางภายใต้กล้องจุลทรรศน์ สําหรับการเพาะเชื้อ 18 (36.0) 36 (72.0) <0.01 
 

4. วิจารณ์และสรุป 
วิธีการเตรียมเสมหะให้เข้มข้นเพื่อการเพาะ 

เลี้ยง mycobacteria โดยใช้เครื่องเพาะเช้ืออัตโนมัติ
และเพาะบน LJ medium ด้วยการใช้ 4, 6 และ 8 % 
NaOH ร่วมกับ NALC ที่กรองแล้ว ให้ผลการเจริญของ 
mycobateria โดยไม่มีการปนเปื้อนมากกว่าการใช้   
4 % NaOH เพียงอย่างเดียว ซึ่งผลการทดลองนี้
สอดคล้องกับการศึกษาของรายงานอื่น ๆ [13,14] ซึ่ง

รายงานว่าการใช้ NaOH ร่วมกับ NALC ในการ 
decontamination ให้ผลการเพาะเช้ือเป็นบวก
มากกว่าการใช้ NaOH เพียงชนิดเดียว และจากการ 
ศึกษาครั้งนี้พบว่าการใช้เสมหะที่ผ่านการ deconta-
mination ด้วย 4 % NaOH ร่วมกับ NALC ที่ผ่านการ
กรองแล้วให้ผลการเจริญของเช้ือโดยไม่มีการปนเปื้อน
มากกว่าการใช้เสมหะที่ deconatamination ด้วย    
4 % NaOH ร่วมกับ NALC ที่ไม่ผ่านการกรอง ดังนั้น
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การกรอง NALC ก่อนการผสมกับสารละลาย 4 % 
NaOH น่าจะมีส่วนช่วยในการลดการปนเปื้อนได้ยิ่งขึ้น 
จากการทดลองนี้การใช้ 4 % NaOH ร่วมกับ NALC ที่
กรองแล้วในการ decontamination น่าจะเป็นวิธีที่
เหมาะสมที่สุดสําหรับงานประจํา เพราะแม้ว่าจะพบ
การเจริญที่ใกล้เคียงกับวิธีอ่ืน แต่การใช้ปริมาณ NaOH 
ที่น้อยที่สุดจะทําให้โอกาสที่เช้ือจะถูกทําลายน้อยลง
ด้วย 

จากการศึกษานี้ การเก็บรักษาเสมหะด้วยการ
แช่แข็งไม่มีผลต่อการเพาะเชื้อด้วยวิธีการใช้เครื่องเพาะ
เชื้ออัตโนมัติ แต่การแช่แข็งที่ -20 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 และ 2 เดือน จะทําให้เกิดการสูญเสียดีเอ็นเอ
ของ M. tuberculosis ได้ [18] การเก็บรักษาเสมหะ
ไว้ท่ีอุณหภูมิห้องและที่ตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
จะมีผลลดอัตราการเพาะเลี้ยงพบ mycobacteria ลง
ได้ตามระยะเวลาที่เก็บรักษา [19] ในการศึกษาครั้งนี้
ได้ใช้เวลาในการแช่แข็งเสมหะเป็นเวลาเพียง 5 วัน ซึ่ง
เป็นระยะเวลาปกติที่ใช้สําหรับเก็บรักษาเสมหะก่อนทํา
การเพาะเลี้ยงเช้ือในงานประจํา ดังน้ันในการเก็บรักษา
เสมหะไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
วัน สามารถใช้ในงานประจําได้โดยผลการเพาะเลี้ยง 
mycobacteria ไม่มีความแตกต่างจากการเพาะเลี้ยง
เชื้อจากเสมหะทันทโีดยไม่ผ่านการแช่แข็ง 

การปรับเปลี่ยนกระบวนการให้คําแนะนําการ
เก็บเสมหะให้แก่ผู้ป่วย ซึ่งจากเดิมเป็นการแนะนําด้วย
คําพูดเท่านั้น เปลี่ยนเป็นการแนะนําด้วยคําพูดพร้อม
ทั้งแนบใบแนะนําการเก็บเสมหะไปพร้อมกับตลับ
เสมหะให้กับผู้ป่วย เป็นแนวทางหนึ่งที่มีผลให้การเก็บ
ตัวอย่างเสมหะมีคุณภาพขึ้นอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p-value < 0.01) ทั้งด้านได้ปริมาณที่เหมาะสม มี
ลักษณะเสมหะที่ดี และมีคุณภาพดีเมื่อดูภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ คําแนะนําที่มีให้สําหรับการเก็บตัวอย่าง
เสมหะที่มีคุณภาพจะมีผลดีตอ่การตรวจวินิจฉัยเชื้อโดย
เพิ่มอัตราการพบเช้ือจากการเพาะเลี้ยง [20] การแนบ

ใบแนะนําในการเก็บตัวอย่างสามารถนําไปประยุกต์ใช้
ได้ ในงานประจําเพื่อการพัฒนาคุณภาพการเก็บ
ตัวอย่างเสมหะที่ดี   
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