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คืออะไร ???
แบคทีเรีย คือ จุลชีพชนิดเซลล์เดียว(unicellular) มีผนังเชลล์ท่ีประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรตและกรดอะมิโนมีลักษณะ

เหมือนร่างแหห่อหุ้มของเหลว(protoplasm) อยู่ภายในนิวเคลียส(nucleus) ของแบคทีเรียมีลักษณะของสาย DNA คู่ขดเป็นวงกลมโดย
ไม่มีผนังห่อหุ้ม DNA ไว้  พบได้ทุกหนทุกแห่งในโลก ในสภาพส่ิงแวดล้อมท่ัวไป ทั้งในดิน ในน้ำ ในอากาศ พืช สัตว์ และในคน



❖ แบคทีเรียมีขนาดแตกต่างกันไปตั้งแต่ขนาดเล็กมากประมาณ 0.2 ไมครอน จนถึงขนาดใหญ่ประมาณ 5ไมครอน โดยท่ัวไปมีขนาด
ประมาณ 0.2-1.5 ไมครอน

❖ แบคทีเรียท่ีใหญ่ท่ีสุด Thiomargarita namibiensis 750 ไมครอน (0.75 mm)แบคทีเรียท่ีเล็กที่สุด genus Mycoplasma 0.3 
ไมครอน



1. cytoplasmic membrane (เยื่อหุ้มเซลล์)  เป็นเยื่อ 2 ชั้น ส่วนที่ไม่ละลายน้ำ (hydrophobic) และส่วนที่ละลายน้ำ (hydrophilic) ประกอบ

ด้วยฟอสโฟลิปิด 20-30% โปรตีน 50-70% และคาร์โบไฮเดรตเล็กน้อย ส่วนของลิปิดและโปรตีนมีการเลื่อนไหลไปมาได้ (fluidity)

2. Cytoplasmic matrix มีลักษณะเป็นวุ้น ประกอบด้วย น้ำ 70% ประจุสารอนินทรีย์ตัวกลางต่างๆของกระบวนการเมตาโบลิสซึ่ม DNA granule 
(สะสมสารอาหาร โปรตีน) 

3. Ribosomes เป็นเม็ดเล็กๆ ขนาด 15-20 nm กระจายทั่วไปอิสระในเซลล์ประกอบด้วย RNA 60-90% โปรตีน 10-40% จำนวนขึ้นกับความ

ต้องการสร้างโปรตีน

4. Nucleoid ประกอบด้วยDNA เส้นเดี่ยวหรือคู่ปลายสองข้างเชื่อมกันยาวประมาณ 500 เท่าของเซลล์DNA

  ของแบคทีเรียอยู่ในนิวคลีออยด์หรือ bacterial chromosome

5. Cell wall (ผนังเซลล์) ผนังเซลล์เป็นส่วนประกอบเซลล์ที่อยู่ระหว่างแคปซูลและเยื่อหุ้มเซลล์แบคทีเรีย

ทุกชนิดยกเว้น mycoplasma มีโครงสร้างนี้ ซึ่งหน้าที่ที่สำคัญของผนังเซลคือ ช่วยให้เซลล์คงรูปไว้ป้องกัน

และรักษาความดันภายในเซลล์ เป็น precursor ในขบวนการสังเคราะห์สารต่างๆ เป็นต้น

6. Capsules ลักษณะเป็นวุ้น รูปร่างไม่แน่นอนไม่ติดสีแกรม ความหนาแตกต่างกันตามชนิดแบคทีเรีย

7. Pili มีส่วนร่วมในการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศในแบคทีเรียโดยอาศัยF-pili(sex pili) และมีคุณสมบัติ

เป็น antigen Fimbriae มีลักษณะเป็นขนละเอียดเล็กๆ จำนวนมาก ไม่มีหน้าท่ีในการเคลื่อนที่

8. Flagella ลักษณะเป็นเส้นยาวคล้ายเส้นด้าย ความยาว 1-70 ไมโครเมตร ยื่นออกมานอกผนังเซลล์มใีน

แบคทีเรีย spiral เกือบทั้งหมด



❖ แบ่งตำมกำรย้อมติดสีแกรม (Gram's stain)
มีได้สองลักษณะคือพวกท่ีติดสีแกรมบวก (Gram positive) และท่ีติดสีแกรมลบ (Gram negative) แต่บางชนิดสามารถติดสีท้ังสอง

เรียกว่า Gram variable ซึ่งเกี่ยวข้องกับผนังเซลล์ของแบคทีเรีย

http://hardydiagnostics.com/gramstainadvancedkit/

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9C%E0%B8%99%E0%B8%B1%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C
http://hardydiagnostics.com/gramstainadvancedkit/


1. ทรงกลม (coccus) เป็นแบคทีเรียที่มีรูปกลม หรือไข่อาจอยู่เป็นเซลล์เดี่ยวๆหรือต่อกันเป็นสายโซ่หรืออยู่   

กันเป็นกลุ่ม

2. ทรงกระบอก (bacillus) เป็นแบคทีเรียที่มีรูปร่างเป็นแท่งอาจเป็นแท่งสั้น หรือแท่งยาว

3. แบบเกลียว (spirillum) เป็นแบคทีเรียที่มีรูปร่างเป็นท่อนโค้งงอ



แบ่งตำมกำรติดสี รูปร่ำงและกำรเรียงตัวดังนี้
     1.Gram Positive cocci in irregular cluster, single, pair and short chains

2.Gram positive in chain

 3.Gram positive diplococci

     4.Gram Positive bacilli

     5.Gram positive Bacilli with terminal spore

     6.Gram positive Bacilli with subterminal and central spore

     7.Gram positive bacilli in chinese letter or palisade (with metachromatic granule)

     8.Gram negative diplococci

     9.Gram negative coccobacilli

     10.Gram Negative bacilli

     11.Gram negative bacilli with bipolar staining

     12.Gram variable Bacilli with pleomorphic appearance



1. Gram Positive cocci in irregular cluster, single, pair and short chains
ติดสีม่วงมีลักษณะทรงกลม(coccus) หรืออาจจะมีรูปร่างท่ีผิดแปลกไปบ้างเช่น กลมรีหรือคล้ายเม็ดถัว เรียงตัวอยู่เป็นกลุ่มคล้ายพวง

องุ่นเรียก cluster หรืออยู่เดี่ยวๆ เรียก single

ท่ีมา https://sites.google.com/site/biologicalproject2556/unit2/bio4

Gram Positive cocci in irregular cluster Gram Positive cocci in single

https://www.studyblue.com/notes/note/n/micro-2400-study-guide-2014-
15-sassinella/deck/14833607
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https://www.pinterest.com/pin/499969996117207785

Gram Positive cocci in pair

https://www.studyblue.com/notes/note/n/intro-gram-stain-
images/deck/7402882

Gram Positive cocci in short chains

1. Gram Positive cocci in irregular cluster, single, pair and short chains (ต่อ)
ติดสีม่วงมีลักษณะทรงกลม(coccus) เรียงตัวเป็นสายสั้นๆ  
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2. Gram positive in chain

ติดสีม่วง รูปร่างทรงกลมเรียงตัวเป็นสายยาว  
** ลักษณะดังกล่าว อาจสอดคล้องกับ โรคติดเชื้อทำงระบำดวิทยำคือเชื้อ (Streptococcus group A) 

เป็นเชื้อก่อโรค scarlet fever และ Streptococcus suis เชื้อก่อโรคโรคไข้หูดับ **

https://www.pinterest.nz/pin/49398927147905520/

Gram Positive cocci in chain

https://www.pinterest.nz/pin/49398927147905520/
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3.Gram positive diplococci
ติดสีม่วง เซลล์มีลักษณะกลม 2 เซลล์เรียงติดกัน

Gram positive diplococci

http://www.uphs.upenn.edu/bugdrug/antibiotic_manual/Gramstai
ns/small/pneumococcus.htm

http://www.uphs.upenn.edu/bugdrug/antibiotic_manual/Gramstains/small/pneumococcus.htm
http://www.uphs.upenn.edu/bugdrug/antibiotic_manual/Gramstains/small/pneumococcus.htm


4. Gram Positive bacilli
ติดสีม่วงลักษณะรูปแท่ง

Gram positive bacilli

https://www.amazon.com/Gram-Positive-Bacillus-Slide-Gram-Stain/dp/B005WXQQAS

https://www.amazon.com/Gram-Positive-Bacillus-Slide-Gram-Stain/dp/B005WXQQAS
https://www.amazon.com/Gram-Positive-Bacillus-Slide-Gram-Stain/dp/B005WXQQAS
https://www.amazon.com/Gram-Positive-Bacillus-Slide-Gram-Stain/dp/B005WXQQAS
https://www.amazon.com/Gram-Positive-Bacillus-Slide-Gram-Stain/dp/B005WXQQAS
https://www.amazon.com/Gram-Positive-Bacillus-Slide-Gram-Stain/dp/B005WXQQAS
https://www.amazon.com/Gram-Positive-Bacillus-Slide-Gram-Stain/dp/B005WXQQAS
https://www.amazon.com/Gram-Positive-Bacillus-Slide-Gram-Stain/dp/B005WXQQAS
https://www.amazon.com/Gram-Positive-Bacillus-Slide-Gram-Stain/dp/B005WXQQAS
https://www.amazon.com/Gram-Positive-Bacillus-Slide-Gram-Stain/dp/B005WXQQAS
https://www.amazon.com/Gram-Positive-Bacillus-Slide-Gram-Stain/dp/B005WXQQAS
https://www.amazon.com/Gram-Positive-Bacillus-Slide-Gram-Stain/dp/B005WXQQAS
https://www.amazon.com/Gram-Positive-Bacillus-Slide-Gram-Stain/dp/B005WXQQAS
https://www.amazon.com/Gram-Positive-Bacillus-Slide-Gram-Stain/dp/B005WXQQAS


5. Gram positive Bacilli with terminal spore
ติดสีม่วงเป็นแท่ง มีspore อยู่ส่วนปลาย มีลักษณะคล้ายไม้แบต

Gram positive Bacilli with terminal spore

http://www.medical-labs.net/clostridium-characteristics-2884/
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6. Gram positive Bacilli with subterminal and central spore

ติดสีม่วงเป็นแท่ง มีspore อยู่ส่วนตรงกลางและเกือบถึงส่วนปลาย

Gram positive Bacilli with subterminal and central spore

https://accesspharmacy.mhmedical.com/books.aspx?view=library

https://accesspharmacy.mhmedical.com/books.aspx?view=library


7. Gram positive bacilli in chinese letter or palisade (with metachromatic granule)

ติดสีม่วง รูปร่างแท่ง การเรียงตัวเป็นซี่รั้วหรือคล้ายตัวอักษรภาษาจีน

Gram positive bacilli in chinese letter or palisade 
(with metachromatic granule)

https://www.studyblue.com/notes/note/n/unit-5/deck/9768332

https://www.studyblue.com/notes/note/n/unit-5/deck/9768332
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8. Gram negative diplococci

ติดสีแดง ลักษณะกลมเรียงตัวติดกัน 2 เซลล์

https://www.studyblue.com/notes/note/n/unit-5/deck/9768332

Gram negative diplococci

https://www.studyblue.com/notes/note/n/unit-5/deck/9768332
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9. Gram negative coccobacilli

 ติดสีแดง รูปร่างจะเป็นแท่งสั้นๆ ดูคล้ายกึ่งcocci กึ่งbacilliจึงเรียกว่า  (Coccobacilli) 

Gram negative coccobacilli

https://www.alamy.com/this-gram-stained-photomicrograph-depicts-numerous-gram-negative-acinetobacter-
image155843924.html
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10. Gram Negative bacilli

ติดสีแดง รูปร่างเป็นแท่ง

Gram negative coccobacilli

https://www.studyblue.com/notes/note/n/unit-5/deck/9768332
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11. Gram negative bacilli with bipolar staining

ติดสีแดงหัวท้าย รูปร่างแท่ง

Gram negative bacilli with bipolar staining

http://www.medical-labs.net/clostridium-characteristics-2884/
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12. Gram variable Bacilli with pleomorphic appearance

     ติดสีม่วงและสีแดง  รูปร่างแท่ง

Gram negative bacilli with bipolar staining

https://www.pinterest.com/pin/261982903294170688/

https://www.pinterest.com/pin/261982903294170688/
https://www.pinterest.com/pin/261982903294170688/
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กำรย้อมสี
เป็นวิธีการอย่างหนึ่งง่าย และสะดวกรวดเร็วในการศึกษาแบคทีเรียการย้อมสีจะช่วยให้เห็นได้ชัดเจนยิ่งขึ้นการย้อมสีนี้อาศัยหลักท่ีสําคัญคือ

1. เซลล์แบคทีเรียท่ีย้อมสีจะสังเกตเห็นรูปร่างได้ชัดเจนกว่าแบคทีเรียท่ีไม่ย้อมสี 

2. โครงสร้างของเซลล์แบคทีเรียแต่ละชนิดต้องใช้สีย้อมต่างกันจึงจะเห็นได้ชัดเจน



หลักกำร
เมื่อย้อมด้วย crystal  violet สีจะซึมเข้าไปใน cytoplasm ของแบคทีเรีย และเมื่อย้อมทับด้วย  gram iodine ก็จะเข้า

ไปจับกับ crystal violet เกิดเป็น crystal iodine complex ซึ่งมีโมเลกุลโตขึ้นจึงไม่สามารถหลุดออกจากตัวแบคทีเรียได้ เมื่อล้างด้วย 
alcohol หรือ alcohol acetone ซึ่งเป็นสารละลายไขมันจะไปละลายไขมันที่มีอยู่ท่ีผนังเซลล์ของแบคทีเรีย เนื่องจากแบคทีเรียแกรม
ลบ มีไขมันที่ผนังเซลล์มากกว่าแบคทีเรียแกรมบวก เมื่อล้างในลักษณะเดียวกันรูท่ีเกิดท่ีผนังเซลล์ ของแบคทีเรียแกรมลบ ย่อมโตกว่ารูท่ี
เกิดท่ีผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวก crystal iodine complex จึงหลุดออกจากเซลล์ของแบคทีเรียแกรมลบ  แต่ไม่หลุดออกจาก
เซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวก เมื่อล้างด้วย alcohol อย่างถูกต้อง  แต่ถ้าล้างมากเกินไปย่อมทำให้ complex ในแบคทีเรียแกรมบวก
หลุดออกด้วย ในทำนองเดียวกัน ถ้าล้างน้อยเกินไป complex  ในแบคทีเรียแกรมลบกไ็ม่หลุดออกจึงทำให้ติดสีผิด  เมื่อย้อมทับด้วย 
safranin จะไปติดแบคทีเรียท่ีไม่มีสีอยู่ทำให้เป็นสีแดง คือแกรมลบ ส่วนแบคทีเรียท่ีมีสีติดอยู่แล้วจะไม่ติดสี safranin  จึงเห็นเป็นสีม่วง
คือแกรมบวก

http://anonmicrobiology.blogspot.com/2013/06/blog-post_28.html
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วัตถุประสงค์

เพื่อใช้เป็นหลักฐานตามระบบประกันคุณภาพและใช้เป็นคู่มือการปฏิบัติงานของเจ้าหน้าที่
ผู้รับผิดชอบสำหรับการตรวจ Gram stain จากสิ่งส่งตรวจให้แก่ผู้ป่วยเป็นการทั่วไป ซึ่งทำให้การปฏิบัติงานมี
คุณภาพและยังเป็นประโยชน์ให้สามารถปฏิบัติงานแทนกันได้

ที่มา http://www.student.chula.ac.th/~59370377/

http://www.student.chula.ac.th/~59370377/
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อุปกรณ์
1. กล้องจุลทรรศน์

 2. Class II biological safety cabinet

3. สไลด์ฝ้า

4. ดินสอ

5. ไม้เขี่ยตัวอย่าง



วิธีกำรย้อมสี Gram stain 

1 ตรวจสอบ ชื่อ–สกุล ของตัวอย่างสิ่งส่งตรวจกับใบส่งตรวจว่าตรงกันหรือไม่

2. เขียนชื่อ-สกุล และ HN คนไข้ลงบนแผ่นสไลด์ฝ้าให้ถูกต้องตรงกลับสิ่งส่งตรวจ

3. ป้ายสิ่งส่งตรวจบนสไลด์ให้ได้ film บาง ๆ ปล่อยให้แห้งแล้ว fix  ด้วยความร้อน ออ่น ๆ เพื่อให้สิ่งท่ีป้ายไว้ติดแน่นกับสไลด์ 

4. หยดน้ำยา crystal violet 1 นาที แล้วล้างน้ำ

5. หยดน้ำยา iodine 1 นาที แล้วล้างน้ำ     

6. เอียงสไลด์แล้วหยด Decolorizer ล้างน้ำทันที

7. หยด Safraninท้ิงไว้ 1 นาที  แล้วล้างน้ำ

8. เมื่อสไลด์แห้งตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 1000 เท่า



สีและสำรละลำยทีใช้ แบคทีเรียกรัมบวก แบคทีเรียกรัมลบ

1. Crystal violet เซลลต์ิดสีม่วง เซลลต์ิดสีม่วง

2. สารละลายไอโอดีน สารละลายไอโอดีนจะรวมกับ Crystal violet
เป็นสารประกอบทีมีโมเลกุลขนาดใหญ่ใน
เซลล์ เซลล์ยังติดสีม่วง

สารละลายไอโอดีนจะรวมกับ
Crystal violet เป็นสารประกอบทีมีโมเลกุล
ขนาดใหญ่ภายในเซลล์ เซลล์ยังติดสีม่วง

3. Ethyl alcohol ไซโตปลาสซึมและผนังเซลล์จะสูญเสียนำจงึ
เกิดการเหียวหรือหดตัวทำให้รูของผนังเซลล์
มีขนาดเล็กสารประกอบของสีมีโมเลกุล
ขนาดใหญ่ไม่สามารถละลายออกมาได้เซลล์
จึงติดสีม่วง

สารพวกลิปิดทีผนังเซลล์ถูกละลายออกไป
ทำให้รูของผนังเซลล์มีขนาดใหญ่ขึ้น
สารประกอบของสีจึงสามารถละลายออก
จากเซลล์ได้ เซลล์ไม่ติดสี

4. Safranin O เซลล์ไม่ทำปฏิกริยากับสีนี้เซลลต์ิดสีม่วง
ตามเดิม

เซลลต์ิดสีแดงของ Safranin O



❖ Internal Quality Control

- ใช้เชื้อ Staphylococcus aureus เป็น Gram Positive control 

 - ใช้ E.coli เป็น Gram Negative control   

     - ทำ IQC เดือนล่ะ 1 ครั้ง

❖ External Quality Control 
     - EQC ของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ปีละ 3 ครั้ง เกณฑ์ผ่านการประเมิน ตรงตามค่าเป้าหมายที่กำหนด

ที่มา https://spirituality.ru/th/samorazvitie/kakie-prichiny-
povyshennyh-leikocitov-v-mazke-u-zhenshchin-mazok-na.html
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❖ การ Smear ต้องทำให้ได้ film ท่ีสม่ำเสมออย่าให้หนาเกิน จะทำให้ Decolorize ยาก และทำให้ Bacteria ติดสีผิดพลาด

❖ ไม่ fix Slide ขณะที่สิ่งส่งตรวจยังไม่แห้งดี เพราะทำให้ cell bacteria พองทำให้รูปร่างผิดไปจากเดิม

❖ การย้อมสีต้องใส่สีให้ท่วม Slide อย่าปล่อยให้แห้ง เพราะจะทำให้มีตะกอนสีทำให้อ่านผลยาก

❖ การ Decolorize มากจะทำให้ Bacteria ติดสีแกรมลบหมดและการ Decolorize น้อยเกินไปจะทำให้ Bacteria ติดสีแกรมบวกหมด



ควรรายงานการติดสีแกรม รูปร่าง และการเรียงตัว เช่น Gram positive cocci in chain, Gram 
negative bacilli และ Gram negative bacilli with bipolar staining เป็นต้น

กำรรำยงำนปริมำณของเช้ือและเซลล์
Rare (<1 per oil field)

Few (1-5 per oil field)

 Moderate  (5-30 per oil field)

Numerous (>30 per oil field)



ACID FAST STAIN



วัตถุประสงค์
เพื่อใช้เป็นหลักฐานตามระบบประกันคุณภาพและใช้เป็นคู่มือการปฏิบัติงานของเจ้าหน้าที่

ผู้รับผิดชอบสำหรับการย้อมสี AFBโดยวิธี Kinyoun cold stain เพื่อวนิิจฉัยวัณโรคให้แก่ผู้ป่วยเป็นการ
ทั่วไป ซึ่งทำให้การปฏิบัติงานมีคุณภาพและยังเป็นประโยชน์ให้สามารถปฏิบัติงานแทนกันได้



หลักกำร
เชื้อวัณโรค (Mycobacterium tuberculosis) มีคุณสมบัติพิเศษคือ เป็นเชื้อทนกรดจึงเรียกว่า 

Acid fast bacilli ทั้งนี้ก็เพราะผนังเซลล์ประกอบไปด้วยกรดไขมัน สูงถึง 60 % ของน้ำหนักแห้งทำให้ย้อม
ติดสียากแต่เมื่อติดสีแล้วจะล้างออกยาก แม้จะใช้ Acid alcohol ก็ตาม เชื้อจะติดสีแดงของ Carbol 
Fuchsin ขณะที่พื้นจะติด สีน้ำเงินของ Methylene blue ที่ใช้เป็น counter stain



Type of 
sample

Sputum

stool

body 
fluid 

aspirate

pus



➢ตรวจสอบชื่อ-สกุล และ HN ในใบนำส่งและสิ่งส่งตรวจให้ตรงกันผู้ป่วย
➢ทำการเก็บเสมหะในบริเวณที่เหมาะสม
➢วิธีการเก็บเสมหะ ผู้ป่วยเปิดกล่องภาชนะเก็บเสมหะ ไอลึกๆ (สูดหายใจเข้าลึกๆกลั้นหายใจชั่วครู่ออก

แรงไอให้เสมหะขึ้นมาจากหลอดลม) เมื่อขากได้แล้ว ให้ยกปากตลับเก็บเสมหะข้ึนชิดริมฝีปากล่าง ค่อยๆ
ปล่อยให้เสมหะไหลลงตลับเสมหะ

➢ถ้าเก็บไม่ได้ เช่น ได้เฉพาะน้ำลาย ให้ผู้ป่วยพยายามเก็บใหม่
➢ปิดฝาเก็บเสมหะให้แน่นพอดี
➢ล้างมือให้สะอาด
➢นำส่งห้องปฏิบัติการทันที



➢ กรณีส่งเป็นสไลด์ ให้ใช้สไลด์ฝ้า โดยเขียน ชื่อ-สกุล ผู้ป่วย แล้วป้ายสิ่งส่งตรวจบางๆลง
บนสไลด์ทิ้งไว้ให้แห้งใส่ถุงพลาสติกหรือภาชนะที่ปิดมิดชิดเพื่อป้องกันการแพร่กระจาย
ของเชื้อโรค

➢ กรณีส่งเป็นสิ่งส่งตรวจให้ใส่ภาชนะปลอดเชื้อปิดฝาให้มิดชิด ห้ามใส่ใน transport 
media หรือภาชนะอื่นที่ไม่ sterile



➢เครื่องมือ
• Class II biological safety cabinet

• กล้องจุลทรรศน์

• สไลด์ฝ้า

• ดินสอ 

• ไม้เขี่ยตัวอย่าง

➢สำรเคมี
• น้ำยาและสีย้อม AFB 



➢ สวมถุงมือmask และเสื้อกาวน์ทุกครั้งก่อนปฏิบัติงาน
➢ ปฏิบัติงำนภำยใต้ BSC Class II
➢ ให้ปฏิบัติตามคู่มือความปลอดภัยในห้องปฏิบัติการ(SP-LAB-17)



➢ตรวจสอบชื่อ-สกุล และ HN ในใบนำส่ง และสิ่งส่งตรวจให้ตรงกัน
➢ลงทะเบียนรับสิ่งส่งตรวจในสมุดบันทึก TB 04
➢เขียนหมายเลขสิ่งส่งตรวจลงบนใบส่งตรวจ และแผ่นสไลด์ให้ตรงกัน
➢หักปลายไม้สำหรับเขี่ยสิ่งส่งตรวจเล็กน้อย
➢เขี่ยสิ่งส่งตรวจ นำมาป้ายบนสไลด์โดยวนเป็นก้นหอย
➢smear slide ปล่อยให้แห้ง แล้วนำไป fixed โดยการผ่านเปลวไฟ 3 – 4 ครั้ง
➢หยดkinyoun carbolfuchsin ลงไปให้ท่วม slideแล้วทิ้งไว้นาน5 นาที แล้วล้างน้ำ
➢หยดacid alcohol จนsmear มีสีใสแล้วล้างน้ำ และล้างออกด้วยน้ำสะอาด
➢หยดmethyleneblue นาน 1นาที และล้างน้ำตากสไลด์ให้แห้ง แล้วนำมาดูด้วยกล้องจุลทรรศ์

กำลังขยาย 1000 เท่า



➢Internal Quality Control
• ทำ IQC สีย้อมเดือนละ 1 ครั้ง หรือทุกครั้งที่เปลี่ยน Lot.น้ำยา และบันทึกในแบบฟอร์มประเมินการย้อมสี 

AFB (F-LAB-019)

• AFB Positive Control : Mycobacterium tuberculosis (Sputum AFB Positive)

• AFB Negative Control : Sputum AFB Negative

➢External Quality Control 
• EQC กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 3 ครั้ง/ ปีครั้ง เกณฑ์ผ่านการประเมิน ตรงตามค่าเป้าหมายที่กำหนด



จ ำนวนเชื้อที่พบ ผลกำรตรวจ Grading จ ำนวนวงกล้องที่ตรวจ (อย่ำงน้อย)

0 AFB/ 100 วงกลอ้ง Not seen - 100

1-9 AFB/ 100 วงกลอ้ง Positive นับจำนวนที่พบ 100

10-99 AFB/ 100 วงกลอ้ง Positive 1+ 100

1-10 AFB/ วงกลอ้ง Positive 2+ 50

>10 AFB/ วงกลอ้ง Positive 3+ 20



➢ ตรวจพบ AFB ใน Body fluid



AFB Positive



กำรตรวจเชื้อรำ (KOH PREPARATION)



เพื่อใช้เป็นหลักฐานตามระบบประกันคุณภาพและใช้เป็นคู่มือการปฏิบัติงาน
ของเจ้าหน้าที่ผู้รับผิดชอบสำหรับการตรวจหาเชื้อรา ( KOH preparation ) ของ
ห้องปฏิบัติการให้แก่ผู้ป่วยเป็นการทั่วไป ซึ่งทำให้การปฏิบัติงานมีคุณภาพและยัง
เป็นประโยชน์ให้สามารถปฏิบัติงานแทนกันได้



น้ำยา 10-30% Potassium hydroxide จะช่วยย่อยโปรตีน ไขมันและโพลี
แซคคาไรด์ หรือเคอราติน ในสิ่งส่งตรวจ นอกจากนี้การอังไฟจะทำให้เคอราติน
ละลายได้เร็วขึ้น ทำให้สามารถมองเห็นเชื้อราได้ ชัดเจนเมื่อดูกล้องจุลทรรศน์



➢ ผิวหนัง เส้นผม ขน เล็บ เยื่อบุ (Oral thrush, Vaginal thrush)



➢ สไลด์ฝ้า
➢ ใบมีดผ่าตัดปราศจากเชื้อเบอร์ 15 
➢ Cover slip
➢ กล้องจุลทรรศ์  



กำรเก็บสิ่งส่งตรวจ
ให้ทำความสะอาดแผลหรือรอยโรคด้วย 70% alcohol เพื่อกำจัดสิ่งสกปรก เครื่องสำอาง ยา 

รวมถึงเชื้อที่เป็น normal flora จนแน่ใจว่าตัวอย่างที่เก็บมีการปนเปื้อนน้อยที่สุด เพื่อเพิ่มโอกาสในการพบ
เชื้อรามากขึ้น 



➢ ผิวหนัง ให้ใช้ใบมีดผ่าตัดขูดผิวหนัง (skin scraping) บริเวณขอบของรอยโรคให้ได้ขุย

ผิวหนัง

โรคเกลื้อน 
ขูดสะเก็ด

ละเอียดทั่ววง

โรคกลำก ขูด
สะเก็ดตำม
ขอบนูนของ

แผล 

โรค 
Candidiasis 
ขูดเมือกหรือ

ฝ้ำขำว 

โรครอยด่ำง
ด ำ ขูดรอย
ผื่นสีน้ ำตำล



➢ เส้นผมและขน ให้ใช้ forceps คีบแล้วถอนให้ได้รากติดมาด้วย หรอืใช้กรรไกรตัดเฉพาะส่วนที่
เห็นรอยโรค

เส้นผมและขน 

โรค Black piedra ตัด
เส้นผมบริเวณที่มีปมแข็งสี

ด ำหรือสีน้ ำตำล

โรค White piedra รอยโรคมัก
เกิดที่หนวดเครำ เส้นขนที่อวัยวะ
เพศ และรักแร้ ให้ตัดบริเวณที่มี
ปมอ่อนสีขำวหรือสีน้ ำตำลอ่อน



โรคกลากเลบ็ ขดูบรเิวณเลบ็ที่มี
ลกัษณะหนามีขยุ โดยตดัเลบ็ที่เสีย

ทิง้ไปก่อน แลว้ขดูตรงรอยตอ่
ระหวา่งเลบ็เสียกบัเลบ็ดี

โรค Candidiasis ที่เลบ็ ตดัหรอืขดู
เลบ็ที่มีรอยโรคในสว่นที่อยู่ติดกบัเนือ้เย่ือ

หรอืใกลฐ้านของเลบ็ที่มีรอยโรค

➢ เล็บ ที่มีรอยโรคสังเกตได้ง่ายจากการเปลี่ยนสีหรือเปลี่ยนแปลงรูปร่างมีปลายโค้งงอ เปราะ หัก
ง่าย หรือยุ่ย อุปกรณ์ที่ใช้เก็บตัวอย่างสิ่งส่งตรวจคือใบมีดผ่าตัด เพื่อขูดให้ได้ขุยบริเวณเล็บ



➢ เยื่อบุ ใช้ไม้พันสำลี (swab) ป้ายฝ้าจากรอยโรคโดยตรง ยกเว้นในบางโรคที่ต้องการขูด 
(scraping) ด้วยมีดขึ้นอยู่กับลักษณะของรอยโรค

Oral thrush ให้ใช้ swab ป้ำยฝ้ำขำวบริเวณเยื่อ
บุในช่องปำก 

Vaginal thrush/Candida balanitis thrush 
ให้ใช้ swab ป้ำยฝ้ำขำวโดยตรงจำกรอยโรคที่ช่อง
คลอดหรืออวัยวะเพศชำย 



➢ ขั้นตอนกำรตรวจ
• ตรวจสอบ ชื่อ–สกุล ของตัวอย่างสิ่งส่งตรวจกับใบส่งตรวจว่าตรงกันหรือไม่ 

• เขียน ชื่อ–สกุล ผู้ป่วยลงบนแผ่นสไลด์ฝ้า 

• นำสิ่งส่งตรวจวางบน slide หยด 10% KOH 1 หยด

• ปิดทับด้วย cover slip นำสไลด์ไปอังผ่านเปลวไฟให้พออุ่น 

• นำไปตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 400 เท่า ปรับ condenser และ/หรือ diaphragm ของกล้อง
ให้แสงผ่านแต่น้อยหรือปานกลาง 



• ทำแบบบันทึกการควบคุมคุณภาพ 10%KOH (F-LAB-092) 
โดยบันทึกทุกครั้งที่มีรายการทดสอบควบคุมคุณภำพน้ ำยำ 

• ทำ Photography ลงในแบบบันทึก IQC การดู Slide KOH (F-
LAB-087)Internal Quality Control

• ทำ Interlaboratory comparison by Photography ปีละ 1 
ครั้ง ร่วมกับโรงพยาบาลในเครือข่ายExternal Quality Control 



➢พบเชื้อรา รายงานลักษณะของเชื้อรา เช่น Yeast cell , Budding yeast 
cells, Pseudohyphae, Septate hyphae, Arthroconidia และ Round 
thick-walled yeast cells เป็นต้น 
➢ไม่พบเชื้อรา รายงาน Not Found 



Oval Yeast cell Oval Budding yeast cells



Pseudohyphae

Non septate

Septate hyphae




	สไลด์ 1
	สไลด์ 2: แบคทีเรีย 
	สไลด์ 3: ขนาดของแบคทีเรีย 
	สไลด์ 4: โครงสร้างของแบคทีเรีย 
	สไลด์ 5: ประเภทของแบคทีเรีย
	สไลด์ 6: รูปร่างและการเรียงตัวของเซลล์แบคทีเรีย (BacterialMorphology) 
	สไลด์ 7: การติดสี รูปร่างและการเรียงตัวของเซลล์แบคทีเรีย (BacterialMorphology)
	สไลด์ 8: การติดสี รูปร่างและการเรียงตัวของเซลล์แบคทีเรีย (BacterialMorphology)
	สไลด์ 9: การติดสี รูปร่างและการเรียงตัวของเซลล์แบคทีเรีย (BacterialMorphology)
	สไลด์ 10: การติดสี รูปร่างและการเรียงตัวของเซลล์แบคทีเรีย (BacterialMorphology)
	สไลด์ 11: การติดสี รูปร่างและการเรียงตัวของเซลล์แบคทีเรีย (BacterialMorphology)
	สไลด์ 12: การติดสี รูปร่างและการเรียงตัวของเซลล์แบคทีเรีย (BacterialMorphology)
	สไลด์ 13: การติดสี รูปร่างและการเรียงตัวของเซลล์แบคทีเรีย (BacterialMorphology)
	สไลด์ 14: การติดสี รูปร่างและการเรียงตัวของเซลล์แบคทีเรีย (BacterialMorphology)
	สไลด์ 15: การติดสี รูปร่างและการเรียงตัวของเซลล์แบคทีเรีย (BacterialMorphology)
	สไลด์ 16: การติดสี รูปร่างและการเรียงตัวของเซลล์แบคทีเรีย (BacterialMorphology)
	สไลด์ 17: การติดสี รูปร่างและการเรียงตัวของเซลล์แบคทีเรีย (BacterialMorphology)
	สไลด์ 18: การติดสี รูปร่างและการเรียงตัวของเซลล์แบคทีเรีย (BacterialMorphology)
	สไลด์ 19: การติดสี รูปร่างและการเรียงตัวของเซลล์แบคทีเรีย (BacterialMorphology)
	สไลด์ 20: การติดสี รูปร่างและการเรียงตัวของเซลล์แบคทีเรีย (BacterialMorphology)
	สไลด์ 21: การย้อมสี Gram stain
	สไลด์ 22: การย้อมสี Gram stain
	สไลด์ 23: วิธีการย้อมสี Gram stain
	สไลด์ 24: วิธีการย้อม Gram stain
	สไลด์ 25: วิธีการย้อมสี
	สไลด์ 26: แสดงปฏิกริยาที่เกิดขึ้นจากการย้อมสี
	สไลด์ 27: ขั้นตอนการควบคุมคุณภาพ (Quality control procedures)  
	สไลด์ 28: สิ่งรบกวนและปฏิกิริยาข้าม (Interferences and cross reaction) 
	สไลด์ 29: รายงานผลการทดสอบ
	สไลด์ 30
	สไลด์ 31: Acid fast stain
	สไลด์ 32: Acid fast stain
	สไลด์ 33
	สไลด์ 34: การเตรียมผู้ป่วย(Patient preparation 
	สไลด์ 35: ประเภทของภาชนะและสารเติมแต่ง  (Type of container and additives) 
	สไลด์ 36: เครื่องมืออุปกรณ์ที่จำเป็นและสารเคมี (Required equipment and additives) 
	สไลด์ 37: สิ่งแวดล้อมและการควบคุมความปลอดภัย (Environmental and safety controls) 
	สไลด์ 38: ขั้นตอนของกระบวนงาน (Procedural steps)
	สไลด์ 39: ขั้นตอนการควบคุมคุณภาพ (Quality control procedures) 
	สไลด์ 40: การรายงานผล AFB  
	สไลด์ 41: ค่าวิกฤต/ค่าแจ้งเตือน/ที่เหมาะสม  (Alert/critical values,where appropriate) 
	สไลด์ 42
	สไลด์ 43
	สไลด์ 44: วัตถุประสงค์ของการทดสอบ  (Purpose of the examination) 
	สไลด์ 45: หลักการ
	สไลด์ 46: ประเภทของกลุ่มตัวอย่าง  (Type of sample) 
	สไลด์ 47:  เครื่องมืออุปกรณ์ที่จำเป็นและสารเคมี  (Required equipment and additives) 
	สไลด์ 48: ขั้นตอนของกระบวนงาน (Procedural steps) 
	สไลด์ 49: ขั้นตอนของกระบวนงาน  (Procedural steps)
	สไลด์ 50: ขั้นตอนของกระบวนงาน (Procedural steps)  
	สไลด์ 51: ขั้นตอนของกระบวนงาน (Procedural steps)
	สไลด์ 52: ขั้นตอนของกระบวนงาน (Procedural steps)
	สไลด์ 53: ขั้นตอนของกระบวนงาน (Procedural steps)
	สไลด์ 54: ขั้นตอนการควบคุมคุณภาพ (Quality control procedures) 
	สไลด์ 55: รายงานผลการทดสอบ
	สไลด์ 56
	สไลด์ 57
	สไลด์ 58

