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คู่มือ มาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา
ทางการแพทย ์และสาธารณสุข ค

	 การด้ือยาต้านจุลชีพเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส�าคัญที่ต้องได้รับการจัดการอย่างเร่งด่วน	 เพื่อสกัดกั้น	

ยับยั้ง	 ไม่ให้เป็นปัญหาบานปลายจนควบคุมไม่ได้	และเป็นภัยต่อระบบสุขภาพโดยรวม	ทั้งจากการป่วยตายจาก

เชื้อดื้อยาที่เพิ่มมากขึ้น	รวมถึงความจ�าเป็นในการใช้ยาต้านจุลชีพที่มีฤทธิ์แรงและราคาแพงขึ้น	ท�าให้สิ้นเปลือง 

ค่าใช้จ่ายในการดูแลรักษาผู้ป่วยเช้ือดื้อยา	การตรวจทางห้องปฏิบัติการนับเป็นก้าวแรกที่ส�าคัญ	 เพ่ือค้นหา 

เชื้อดื้อยาในผู้ป่วยและสิ่งแวดล้อม	ตลอดจนการระบุเชื้อดื้อยาชนิดใหม่

	 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ได้จัดท�าคู่มือมาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาส�าหรับห้องปฏิบัติการ

ทางการแพทย์และสาธารณสุขฉบับนี้ขึ้น	ซึ่งเป็นกิจกรรมแรกในยุทธศาสตร์การจัดการการดื้อยาต้านจุลชีพ 

แห่งชาติ	พ.ศ.	๒๕๖๐	 -	๒๕๖๓	ที่ได้ด�าเนินการส�าเร็จตามเป้าหมาย	ท�าให้มั่นใจว่ากิจกรรมต่อๆ	 ไป	 ได้แก่	 

การเฝ้าระวัง	ควบคุม	และการรักษาการป่วยจากเชื้อดื้อยา	จะสามารถด�าเนินการได้อย่างมีประสิทธิภาพ

	 ผมขอขอบคุณและแสดงความชื่นชมต่อกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์	 คณะกรรมการและคณะท�างาน	 

ที่ประกอบด้วย	คณาจารย์	ผู้ทรงคุณวุฒ	ิและผู้เชี่ยวชาญจากหน่วยงานต่างๆ	 ท้ังจากห้องปฏิบัติการโรงพยาบาล	

สภาวิชาชีพ	ตลอดจนผู้ทรงคุณวุฒิจากด้านสุขภาพสัตว์	 ที่ได้ร่วมกันคัดสรรสาระส�าคัญอันเป็นประโยชน์ต่อ 

การด�าเนินการตรวจวิเคราะห์ด้านจุลชีววิทยา	 เพื่อจัดท�าคู ่มือมาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาส�าหรับ 

ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์และสาธารณสุขฉบับนี้ขึ้น	 และหวังว่าคู่มือมาตรฐานฉบับนี้จะได้รับการน�าไปใช้ 

ให้เกิดประโยชน์สูงสุดต่อห้องปฏิบัติการของโรงพยาบาล	สมเจตนารมณ์ของคณะผู้จัดท�าทุกประการ

     

    

	 (นายปิยะสกล	สกลสัตยาทร)

	 รัฐมนตรีว่าการกระทรวงสาธารณสุข

ค�านิยม
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	 เชื้อจุลชีพดื้อยา	เป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส�าคัญเร่งด่วนระดับโลก	เนื่องจากปัจจุบันเชื้อจุลชีพ	โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งเชื้อแบคทีเรียหลายชนิด	ได้กลายพันธุ์จนเชื้อตัวเดียวดื้อต่อยาต้านจุลชีพหลายขนาน	ซึ่งเป็นผลมาจาก

การใช้ยาต้านจุลชีพจ�านวนมากท้ังในมนุษย์และสัตว์	กระตุ้นให้เชื้อกลายพันธุ์เป็นเชื้อด้ือยาอย่างรวดเร็ว	ทั่วโลก

กังวลว่าหากไม่มีการด�าเนินการใด	 โลกจะเข้าสู่ยุคหลังยาปฏิชีวนะ	 (Post	Antibiotic	Era)	 ท่ีไม่มียาชนิดใด

สามารถรกัษาโรคตดิเชือ้ได้	ท�าให้อาจเกดิการล้มตายของประชาชนจากโรคตดิเชือ้เป็นจ�านวนมาก	ซึง่ความกงัวลนีไ้ด้

เริ่มปรากฎชัดจากข้อมูลปัจจุบันของประเทศไทยที่มีผู้ป่วยเสียชีวิตจากเชื้อดื้อยาปีละนับหมื่นรายและมีแนวโน้ม

เพิ่มขึ้น	 	ดังน้ันประเทศไทยโดยกระทรวงสาธารณสุข	จึงได้จัดท�า	“แผนยุทธศาสตร์การจัดการการดื้อยาต้าน

จุลชีพประเทศไทย	พ.ศ.	2560-2564”	ขึ้น	โดยอาศัยกลไกการมีส่วนร่วมจากหน่วยงานที่เกี่ยวข้องตลอดจนภาค

ประชาสังคม	 เพื่อพัฒนาระบบจัดการปัญหาการด้ือยาต้านจุลชีพแบบบูรณาการภายใต้แนวคิดสุขภาพหนึ่งเดียว	

ซึ่งสอดคล้องกับแนวทางขององค์การอนามัยโลก	การเฝ้าระวังการดื้อยาต้านจุลชีพภายใต้แนวคิดสุขภาพหนึ่ง

เดียวนั้น	ให้ความส�าคัญกับการตรวจทางห้องปฏิบัติการเป็นอย่างมาก	เพราะต้องวินิจฉัยและเฝ้าระวังควบคุมโรค

เชื้อดื้อยาโดยอาศัยผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการ	 เนื่องจากผลการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการสามารถ

น�าไปใช้เพื่อการวินิจฉัย	การเฝ้าระวัง	และการควบคุมโรค	จึงได้ก�าหนดแนวทางในกลยุทธ์ที่	 1.2	“การพัฒนา

ศกัยภาพและเครอืข่ายห้องปฏบิตักิารทางจลุชวีวทิยา”	ให้มกีารจดัท�ามาตรฐานระดบัชาตด้ิานห้องปฏบิตักิารจลุชวีวทิยา	

กระทรวงสาธารณสุขจึงได้จัดท�า	“คู่มือมาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาทางการแพทย์และสาธารณสุข”	และ	

“คู่มือมาตรฐานความปลอดภัยห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาทางการแพทย์และสาธารณสุข”	โดยใช้งานร่วมกัน	 

มีเนื้อหาครอบคลุมทั้งโครงสร้างพื้นฐานของห้องปฏิบัติการ		เทคนิควิธีการตรวจวิเคราะห์	 	ความรู้ความสามารถ

ของผู้ปฏิบัติงานระดับต่างๆ	ตลอดจนความมั่นคงปลอดภัยทางชีวภาพในห้องปฏิบัติการ	คู่มือมาตรฐานดังกล่าวนี้	

มิได้จ�ากัดเฉพาะแต่ห้องปฏิบัติการของกระทรวงสาธารณสุขเท่านั้น	แต่มุ่งหวังให้ประยุกต์ใช้ได้กับห้องปฏิบัติการ

ทุกภาคส่วน	การจัดท�าคู่มือมาตรฐานนี้ได้เชิญผู้ทรงคุณวุฒิจากภาคส่วนต่างๆ	 เช่น	มหาวิทยาลัย	ห้องปฏิบัติการ 

โรงพยาบาล	ตลอดจนผู้แทนจากสมาคมวิชาชีพที่เกี่ยวข้อง	รวมทั้งผู้แทนจากห้องปฏิบัติการสุขภาพสัตว์	มาร่วม

ให้ความเห็นและข้อเสนอแนะส�าหรับการน�าไปใช้	กระทรวงสาธารณสุขจะขอความร่วมมือให้องค์กรรับรองต่างๆ	

น�าคู่มือมาตรฐานนี้ไปใช้	เพื่อตรวจประเมินห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาทางการแพทย์และสาธารณสุข	ประกอบกับ

การตรวจประเมินระบบคุณภาพต่อไป	โดยความมุ่งหมายของการตรวจประเมินตามมาตรฐานนี้	 เพื่อน�าผลจาก

การประเมนิมาใช้ในการพฒันาและปรบัปรงุห้องปฏบิตักิารจลุชวีวทิยาทางการแพทย์และสาธารณสขุอย่างต่อเนือ่ง

	 อย่างไรก็ตามคู่มือมาตรฐานนี้จัดท�าขึ้นเป็นฉบับแรก	คณะผู้จัดท�าขอน้อมรับความคิดเห็นจากทุกฝ่าย 

เพื่อน�ามาปรับปรุงให้เป็นคู่มือมาตรฐานแห่งชาติ	ที่เกิดประโยชน์กับประชาชนโดยแท้จริง	

ค�าน�า

ง
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ทางการแพทย ์และสาธารณสุข

นิยามและค�าย่อ

ค�ำศัพท์ ค�ำย่อ นิยำม

Accuracy ค่าความแม่นย�า	หมายถึง	ความใกล้เคียงของค่าที่วัดได้กับ

ค่าจริง	ส่วนมากจะก�าหนดเป็นร้อยละ	หรือ	±			

Amoxicillin AMX ยาต้านจุลชีพ

Autoclave เครื่องนึ่งไอน�้าแรงดันสูง

Balance เครื่องชั่ง

Biochemical	test การทดสอบทางชีวเคมี

Biological	safety	cabinet ตู้ชีวนิรภัย

Calibration การเปรียบเทียบค่าท่ีได้จากเคร่ืองมือกับค่ามาตรฐาน	 

เพื่อให้แน่ใจว่าเครื่องมือวัดที่จะน�าไปใช้งานหรือใช้งานอยู่

แล้วมีค่าที่แม่นย�าและเชื่อถือได้	 โดยการสอบเทียบจะแสดง

ความสัมพันธ์ระหว่างค่าที่วัดได้และค่าของเครื่องมาตรฐาน

จากห้องปฏิบัติการ	

Cefotaxime CTX ยาต้านจุลชีพ

Ceftriazone CRO ยาต้านจุลชีพ

Centrifuge เครื่องหมุนเหวี่ยง

Check	weight วัตถุหรือตุ้มน�้าหนักที่ต้องไม่เป็นสารแม่เหล็ก	 ไม่เป็นสนิม	

เป็นรูปทรงที่มีผิวเรียบ	น�้าหนักคงที่	ไม่เปลี่ยนแปลงง่าย
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คู่มือ มาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา
ทางการแพทย ์และสาธารณสุข

ค�ำศัพท์ ค�ำย่อ นิยำม

Clindamycin CLI ยาต้านจุลชีพ

Clinical	Laboratory	

Standards	Institute

CLSI

Eccentricity	or	off-center	

Loading	

การทดสอบหาค่าผิดพลาด	 เนื่องจากการวางน�้าหนัก

ไม่กลางจาน	 	 โดยการเตรียมตุ้มน�้าหนักมาตรฐานที่มีค่า

ระบุอยู ่ระหว่าง	⅓	 ถึง	¼	 ของพิกัด	 ชั่งตุ ้มมาตรฐานที่

ต�าแหน่งต่างๆกัน	 	 โดยจุดอื่นให้วางห่างจากกลางจานเป็น

ระยะ	½	ถึง	¾	ของระยะทางจากกลางจานถึงขอบจาน	

ค�านวณค่าน�้าหนักที่แตกต่างของต�าแหน่งอื่นกับกลางจาน

Error	 ค่าความผิดพลาด	หมายถึง	ค่าของผลการวัดที่เครื่องมือวัด

อ่านได้	–	ค่าจริงของปริมาณที่ท�าการวัด

Error	of	UUC ค่าผิดพลาดของการวัดของเครื่องมือที่ได้รับการสอบเทียบ	 

ซ่ึงอาจจะรายงานในรูปของค่าปรับแก้	 (Correction	value)	

ได้

Erythromycin ERY ยาต้านจุลชีพ

European	Committee	on	

Antimicrobial	Susceptibility	

Testing

EUCAST

นิยามและค�าย่อ
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คู่มือ มาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา
ทางการแพทย ์และสาธารณสุข

ค�ำศัพท์ ค�ำย่อ นิยำม

Extensively	drug-resistant XDR เชื้อท่ีด้ือต่อยาทุกกลุ่ม	 ยกเว้นกลุ่ม	 polymyxin	 หรือ	 

ยากลุ่ม	glycylcycline

External	quality	

assessment

EQA การควบคุมคุณภาพภายนอกห้องปฏิบัติการ

Freezer ตู้แช่แข็ง

Fume	hood ตู้ดูดควัน

Hot	air	oven ตู้อบลมร้อน

Incubator ตู้อบเพาะเชื้อ

Inter-laboratory	quality	

control

การควบคุมคุณภาพระหว่างห้องปฏิบัติการ

Intermediate I ค่อนข้างไวต่อยา

Intermediate	check 

Interval	check

การตรวจสอบเครื่องมือระหว่างการใช้งาน	 ด�าเนินการ

เฉพาะกับเครื่องมือที่ได ้รับการสอบเทียบเท่านั้น	 โดย

ก�าหนดให้ด�าเนินการในระหว่างที่ใช้งาน	 เพื่อตรวจสอบ

สถานะการสอบเทียบ	ว่ายังคงให้ค่าการวัดเป็นไปตามค่าที่

ท�าการสอบเทียบไว้หรือไม่

Internal	quality	control IQC การควบคุมคุณภาพภายในห้องปฏิบัติการ	

Levofloxacin LVX ยาต้านจุลชีพ

นิยามและค�าย่อ
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คู่มือ มาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา
ทางการแพทย ์และสาธารณสุข

ค�ำศัพท์ ค�ำย่อ นิยำม

Linearity ความเบี่ยงเบนไปจากกราฟเส้นตรงที่มากที่สุด	

Load	Cell	 Sensor	ส�าหรับตรวจวัดน�้าหนัก	แรงกระท�าทางกล	หรือ

ปริมาณของ	Load	ที่ต้องการทราบค่าโดยที่	Load	cell	จะ

เปลี่ยนแรงหรือน�้าหนักให้เป็นสัญญาณทางไฟฟ้า	(mV/V)		

Low	power	field LPF ก�าลังขยายต�่า

Mass	spectrometry เทคนิคในการวิเคราะห์ผลการวัดสัดส่วนมวลต่อประจ	ุ

(mass-to-charge	ratio)	ของอนุภาคที่มีประจุ	ใช้เพื่อระบุ

มวลของอนุภาค	 ส่วนประกอบของธาตุในสารประกอบ

ตัวอย่างหรือในโมเลกุล	และเพื่อแสดงถึงโครงสร้างทางเคมี

ของโมเลกุล	เช่น	เปปไทด์	และสารประกอบทางเคมีอื่นๆ

Maximum	permissible	

error

MPE ค่าความผิดพลาดสูงสุดที่ยอมรับได้ของเครื่องมือวัด	

Microscope กล้องจุลทรรศน์	

Minimum	inhibitory	

concentration

MIC ความเข้มข้นยาต�่าที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรียได้

Multidrug-resistant	 MDR เชื้ อ ท่ี ด้ือยา ต้ังแต ่ 	 3 	 กลุ ่ม ข้ึนไป	 	 ได ้แก ่ 	 ก ลุ ่มยา	

aminoglycoside,	 carbapenem,	 cephalosporin,	

beta-lactam	 plus	 beta-lactamase	 inhibitor,	

quinolone	

นิยามและค�าย่อ
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คู่มือ มาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา
ทางการแพทย ์และสาธารณสุข

นิยามและค�าย่อ

ค�ำศัพท์ ค�ำย่อ นิยำม

Non-susceptible NS ดื้อต่อยา

Not	tested NT ไม่ได้ทดสอบ

Pandrug-resistant PDR เชื้อแบคทีเรียที่ดื้อยาทุกกลุ่ม	 รวมถึงยากลุ่ม	polymyxin	

และ	glycylcycline	ด้วย

Penicillin PEN ยาต้านจุลชีพ

pH	meter เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง	

Refrigerator ตู้เย็น

Relative	centrifugal	force RCF แรงหนีศูนย์กลางสัมพัทธ์

Repeatability การทดสอบความทวนซ�้ าได ้ 	 โดยการชั่ งตุ ้มน�้ าหนัก

มาตรฐานซ�้าและค�านวณหาค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน

Resistant R ดื้อต่อยา

Revolutions	per	minute	 RPM,	rpm รอบต่อนาที	 นิยมใช้เป ็นหน่วยวัดอัตราการหมุนของ

เครื่องยนต์และมอเตอร์	 โดยเขียนระบุหน่วยเป็น	 rpm,	

RPM,	r/min	หรือ	min-1

Rifampin RIF ยาต้านจุลชีพ

Standard	deviation SD ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน	 เป็นการวัดการกระจายแบบหนึ่ง

ของกลุ่มข้อมูล
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คู่มือ มาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา
ทางการแพทย ์และสาธารณสุข

นิยามและค�าย่อ

ค�ำศัพท์ ค�ำย่อ นิยำม

Sterile	technique วิธีการปฏิบัติเพื่อให้เครื่องมือเครื่องใช้ปลอดเชื้อ	

Sterility	test การทดสอบความปลอดเชื้อ

Susceptible S ความไว

Tare/Zero	check	 การปรับค่าให้เครื่องอ่านศูนย์ได้

Temperature	accuracy ค่าความถูกต้องของการวัดในช่วงอุณหภูมินั้นๆ

Temperature	stability ค่าความเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิสูงสุด	ณ	จุดใดจุดหนี่ง

ของเครื่องมือเทียบกับเวลา

Temperature	uniformity ค่าความแตกต่างของอุณหภูมิสูงสุดภายในเครื่องมือเทียบ

กับต�าแหน่งอ้างอิง

Thermometer เทอร์โมมิเตอร์

Trimethoprim-

sulfamethoxazole

SXT ยาต้านจุลชีพ

Uncertainty	of	

Measurement	

UM ค่าความไม่แน่นอนในการวัดของห้องปฏิบัติการสอบเทียบ	

เป็นตัวเลขที่ห้องปฏิบัติการสอบเทียบได้จากการประเมิน

องค์ประกอบต่างๆในกระบวนการสอบเทียบที่ท�าให้ผลการ

วัดในกระบวนการสอบเทียบเกิดความไม่แน่นอน

Unit	Under	Calibration UUC เครื่องมือวัดที่ได้รับการสอบเทียบ
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คู่มือ มาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา
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นิยามและค�าย่อ

ค�ำศัพท์ ค�ำย่อ นิยำม

United	States	Food	and	

Drug	Administration

FDA

Validation กระบวนการตรวจสอบความใช้ได้ของเครื่องมือ

Vancomycin VAN ยาต้านจุลชีพ

Waterbath อ่างน�้าร้อน	

ไมโครโมลาร์	 µM หน่วยวัดความเข้มข้น
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คู่มือ มาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา
ทางการแพทย ์และสาธารณสุข 1

บทน�ำ

	 การตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาทางการแพทย์	มีความส�าคัญ

ทัง้ในด้านการตรวจวนิจิฉยั	การเฝ้าระวงัควบคมุโรค	โดยเฉพาะอย่างยิง่การป่วยจากเชือ้ดือ้ยา	

ซึง่จ�าเป็นต้องอาศยัการตรวจทางห้องปฏบิตักิารเท่านัน้	จงึจะสามารถทราบได้	อย่างไรกด็ี

เทคนิคทางห้องปฏิบัติการมีความซับซ้อน	และปรับเปล่ียนอยู่ตลอดเวลา	 เนื่องจากเชื้อ

จลุชพีมกีารกลายพนัธุอ์ย่างต่อเนือ่ง	กระทรวงสาธารณสขุ	โดยกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์	

จึงได้จัดท�าคู่มือมาตรฐานห้องปฏิบัติการด้านจุลชีววิทยาฉบับนี้ขึ้น	 โดยมีวัตถุประสงค์	

เพื่อให้การตรวจทางห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาทางการแพทย์เป็นไปอย่างสอดคล้องใน

ทิศทางเดียวกัน	 เพื่อให้ได้ผลการตรวจท่ีถูกต้อง	แม่นย�า	สามารถน�าไปใช้ได้ประโยชน์	 

ทั้งในการรักษาโรค	ตลอดจนการเฝ้าระวังเชื้อจุลชีพด้ือยาและเชื้อโรคส�าคัญต่างๆ	 

ในระดับชาติ	 ฉบับแรกนี้มีสาระส�าคัญเฉพาะด้านแบคทีเรียซ่ึงเป็นวาระเร่งด่วนก่อน	 

ในอนาคตจะมีการขยายขอบข่ายให้ครอบคลุมถึงเชื้อจุลชีพอื่นๆ	ด้วย	กลไกการจัดท�า

คูม่อืมาตรฐานนัน้	ได้เชญิผูท้รงคณุวฒุจิากภาคส่วนต่างๆ	ทัง้จากมหาวทิยาลยั	ห้องปฏบิตักิาร

โรงพยาบาลต่างๆ	 ตลอดจนผู้แทนจากส�านักระบาดวิทยา	 และแพทย์โรคติดเชื้อ	 

ซึ่งเป็นผู้ใช้ผลทางห้องปฏบิตักิารมาร่วมให้ความเหน็และข้อเสนอแนะ	นอกจากนีย้งัมผีูแ้ทน

จากห้องปฏิบัตกิารสุขภาพสัตว์มาร่วมให้ความเห็นด้วย	คู่มือมาตรฐานฉบับนี้	ครอบคลุม

เรื่องโครงสร้างพื้นฐานของห้องปฏิบัติการ	 เทคนิควิธีการตรวจวิเคราะห์	 โดยอ้างอิง

มาตรฐานสากลทีน่านาชาตยิอมรบั	เช่น	CLSI	และ	EUCAST	เป็นต้น	นอกจากนีย้งักล่าวถงึ

สมรรถนะที่พึงประสงค์ของผู้ปฏิบัติงานระดับต่างๆ	ตามหน้าที่ที่รับผิดชอบอีกด้วย 

ทั้งนี้ได้จัดแบ่งห้องปฏิบัติการเป็นระดับตามขีดความสามารถของการตรวจวิเคราะห์	 

จึงสามารถประยุกต์ใช้ได้กับห้องปฏิบัติการทุกภาคส่วน	มิได้มุ่งเฉพาะแต่ห้องปฏิบัติการ

ของกระทรวงสาธารณสุขเท่านั้น	เพื่อให้การใช้งานเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพ	โดยอาศัย

กลไกที่มีอยู่ในระบบสาธารณสุขอยู่เดิม	 จึงมุ่งขอความร่วมมือให้องค์กรรับรองต่างๆ	 

น�าคู่มือมาตรฐานนี้ไปใช้	 เพื่อตรวจประเมินห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา	ประกอบกับการ

ตรวจประเมินระบบคุณภาพด้วย	โดยหวังว่า	ข้อดี	ข้อบกพร่อง	และข้อเสนอแนะจากการ

ตรวจประเมิน	จะสามารถน�ามาใช้เพื่อการปรับปรุงอย่างต่อเนื่อง	เพื่อให้ประชาชนได้รับ

ประโยชน์จากการบริการทางห้องปฏิบัติการอย่างสูงสุด
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1. ความมุ่งหมาย 

	 คู ่มือมาตรฐานนี้มีความมุ่งหมาย	 เพื่อให้ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาทางการแพทย์และสาธารณสุข	 

ใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาสมรรถนะห้องปฏิบัติการทางการแพทย์และสาธารณสุข	และใช้อ้างอิงด้านเทคนิค

การตรวจเชื้อดื้อยาที่สอดคล้องกับสถานการณ์การใช้ยาปฏิชีวนะในประเทศไทย	 โดยมิได้มุ่งให้ใช้แทนหนังสือ

ต�าราด้านวิชาการที่มีรายละเอียดวิธีมาตรฐานต่างๆ	และมิได้ทดแทนมาตรฐานด้านคุณภาพที่มีใช้อยู่ในปัจจุบัน	

แต่ได้ก�าหนดรายละเอียดต่างๆ	 เสริมขึ้น	 เพื่อให้สามารถใช้อ้างอิงได้ครอบคลุม	ครบถ้วน	 เหมาะสม	ทันสมัย	 

และเป็นไปในทิศทางเดียวกัน	

2. การใช้งาน 

	 คู่มือมาตรฐานนี้สามารถประยุกต์ใช้ได้กับห้องปฏิบัติการทางการแพทย์และสาธารณสุขท่ีท�าการตรวจ

เชื้อดื้อยาทุกระดับ	ทั้งภาครัฐ	และเอกชน	ผู้บริหาร	ผู้ตรวจราชการ	ตลอดจนถึงองค์กรรับรองต่างๆ	ดังนี้

	 กลไกการด�าเนินงาน	ประกอบด้วย

 2.1 การจัดท�ามาตรฐาน 

	 	 2.1.1	คณะกรรมการระดับชาติ	มีอธิบดีกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์เป็นประธาน	ประกอบด้วย 

คณะกรรมการผูท้รงคณุวฒุ	ิได้แก่	นกัวชิาการทีม่คีวามเชีย่วชาญด้านจลุชวีวทิยา	ผูบ้รหิาร	ผูแ้ทนสภาวชิาชพี	แพทย์

ผูใ้ช้บรกิาร	ผูแ้ทนจากหน่วยงานท่ีเกีย่วข้องต่างๆ	คณะกรรมการมหีน้าทีจั่ดท�ามาตรฐาน	ก�าหนดแนวทางการน�าไปใช้งาน	

ตลอดจนการรวบรวมข้อมูลด้านวิชาการที่มีการเปลี่ยนแปลงจากเดิม	ตลอดจนปัญหาอุปสรรคต่างๆ	 เพื่อน�ามา

ด�าเนินการให้เกดิการพฒันาอย่างต่อเนือ่ง	เสนอแนวทางต่อกระทรวงสาธารณสขุ	เพือ่พจิารณาสัง่การณ์	นอกจากนี้

ยังมีนักวิชาการด้านห้องปฏิบัติการสุขภาพสัตว์	 ร่วมสังเกตการณ์และให้ความเห็น	 โดยได้จัดให้มีรายละเอียด 

ด้านห้องปฏิบัติการด้านสุขภาพสัตว์	เพื่อให้มีความเชื่อมโยงด้านสาธารณสุขด้วย

	 	 2.1.2	คณะท�างาน	ท�าหน้าท่ีเป็นฝ่ายเลขานกุารของคณะกรรมการตาม	ก)	ประกอบด้วยนกัวชิาการ 

ผูเ้ชีย่วชาญด้านจุลชีววิทยา	นักเทคนิคการแพทย์	 นักวิทยาศาสตร์การแพทย์	 และผู้เกี่ยวข้องจากกรมต่างๆ	 

ของกระทรวงสาธารณสุข	นักวิชาการด้านห้องปฏิบัติการสุขภาพสัตว์	 ซ่ึงมีความเกี่ยวข้องกับการตรวจเชื้อด้ือยา

ภายใต้แนวคิดสุขภาพหนึง่เดยีวเป็นองค์ประกอบของคณะท�างาน	มกีรมวทิยาศาสตร์การแพทย์เป็นฝ่ายเลขานกุาร	 

ดงัรายละเอยีดแนบท้าย

 2.2 การน�าไปใช้งาน

	 	 2.2.1	คณะกรรมการนโยบายการดื้อยาต้านจุลชีพแห่งชาติ	 ขับเคลื่อนแผนยุทธศาสตร์การจัดการ

การดื้อยาต้านจุลชีพ

	 	 2.2.2	กระทรวงสาธารณสุข	ประกาศก�าหนดนโยบายและมาตรการการน�ามาตรฐานไปใช้งาน	

	 	 2.2.3	ห้องปฏิบัติการสามารถน�าไปใช้อ้างอิงในการปฏิบัติงาน	ตลอดจนใช้เป็นเครื่องมือประเมิน

ตนเอง	เพื่อได้ข้อมูลช่องว่างที่ต้องพัฒนา	เพื่อให้หน่วยงานที่เกี่ยวข้องจัดท�าข้อเสนอเพื่อการปรับปรุง

	 	 2.2.4	ขอความร่วมมือจากองค์กรรับรองต่างๆ	น�าไปใช้ตรวจประเมินประกอบกับการตรวจประเมิน

ระบบคุณภาพแก่ห้องปฏิบัติการทั้งภาครัฐและเอกชน	
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 2.3 การติดตามประเมินผล

	 	 2.3.1	ห้องปฏิบัติการสามารถเสนอ	ข้อเสนอแนะ	ข้อร้องเรียน	ปัญหา	อุปสรรค	ที่พบ	มายังฝ่าย

เลขานุการ

	 	 2.3.2	การตรวจราชการ	ส�าหรับห้องปฏิบัติการสังกัดกระทรวงสาธารณสุข

	 	 2.3.3	ขอความร่วมมือจากองค์กรรับรองต่างๆ	ให้เสนอข้อมูลเป็นภาพรวม

 2.4 การทบทวนและปรับปรุงอย่างต่อเนื่อง 

	 	 2.4.1	คณะกรรมการ	ท�าการพิจารณาทบทวนมาตรฐานอย่างน้อยปีละ	 1	คร้ัง	 โดยปรับปรุงตาม

ความจ�าเป็น	โดยอาศัยข้อมูลอย่างน้อย	ดังนี้

	 	 	 ก.	ข้อมูลด้านวิชาการจากมาตรฐานระดับนานาชาติ	เอกสารวิชาการที่เป็นที่ยอมรับต่างๆ

	 	 	 ข.	ข้อมูลจาก	2.3	การติดตามประเมินผล

	 	 2.4.2	คณะกรรมการจัดท�าข้อเสนอเชิงนโยบาย	 เพื่อการปรับปรุงอย่างต่อเนื่องในระดับประเทศ	 

ตามความจ�าเป็น
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บทที่ 1  

ระดับห้องปฏิบัติกำร

1.1 ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิก

1.2 ห้องปฏิบัติการอ้างอิงตรวจยืนยันเพื่อการรักษา

1.3 ห้องปฏิบัติการอ้างอิงตรวจยืนยันเพื่อการสอบสวนโรค

1.4 ห้องปฏิบัติการแห่งชาติ

1.5 ห้องปฏิบัติการอ้างอิงระดับนานาชาติ
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	 คู่มือมาตรฐานฉบับนี้	จัดแบ่งระดับห้องปฏิบัติการตามบทบาทหน้าที่และขีดความสามารถในการตรวจ	 

เพือ่ให้สอดคล้องกบับรบิทของระบบสาธารณสขุของไทยในภาพรวม	 โดยสามารถประยกุต์ใช้ได้กบัห้องปฏบิตักิาร 

ทั้งภาครัฐและเอกชน	ดังนี้

1.1 ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิก (Clinical microbiology laboratory)

	 ห้องปฏิบัติการของหน่วยบริการท่ีเปิดบริการตรวจด้านจุลชีววิทยา ซึ่งต้องได้รับการรับรองระบบ

คุณภาพมาตรฐานต่างๆ	เช่น	มาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข	มาตรฐานเทคนิคการแพทย์	หรือ	ISO	15189	หรือ	

มีแผนพัฒนาเพื่อขอรับการรับรองตามมาตรฐานข้างต้น	และมีการปฏิบัติงานสอดคล้องตามคู่มือมาตรฐานฉบับนี	้

ได้แก่

	 1.1.1	 ห้องปฏิบัติการที่เปิดบริการด้วยการตรวจสิ่งส่งตรวจโดยตรง	(Direct	examination)	

	 1.1.2	 ห้องปฏิบัติการที่เปิดบริการด้วยการตรวจสิ่งส่งตรวจโดยตรง	และการเพาะเชื้อ	 (Culture	

examination)	เช่น	การทดสอบ	Hemoculture	เบื้องต้น

1.2 ห้องปฏิบัติการอ้างอิงตรวจยืนยันเพื่อการรักษา (Referral laboratory)

	 ห้องปฏิบัติการที่มีขีดความสามารถในการตรวจยืนยันเชื้อดื้อยา	ซึ่งต้องได้รับการรับรองระบบคุณภาพ

มาตรฐานต่างๆ	เช่น	มาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข	มาตรฐานเทคนิคการแพทย์	หรือ	 ISO	15189	หรือ	มีแผน

พัฒนาเพื่อขอรับการรับรองตามมาตรฐานข้างต้น	และมีการปฏิบัติงานสอดคล้องตามคู่มือมาตรฐานฉบับนี้	ได้แก่	

ห้องปฏิบัติการระดับตติยภูมิ	หรือห้องปฏิบัติการรับตรวจต่อขนาดใหญ่	หรือ	ห้องปฏิบัติการโรงพยาบาลสังกัด

มหาวิทยาลัย

 

1.3 ห้องปฏิบัติการอ้างอิงตรวจยืนยันเพื่อการสอบสวนโรค (Reference laboratory 

or Subnational laboratory)

	 ห้องปฏิบัติการที่มีขีดความสามารถในการตรวจยืนยันเชื้อก่อโรค	 ด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยาและ

เทคโนโลยีขั้นสูง	 ซึ่งต้องได้รับการรับรองระบบคุณภาพมาตรฐานต่างๆ	 เช่น	มาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข	

มาตรฐานเทคนิคการแพทย์	 ISO	15189	หรือ	 ISO/IEC	17025	หรือได้รับการยอมรับในระดับนานาชาต	ิ 

และมีการปฏิบัติงานสอดคล้องตามคู่มือมาตรฐานฉบับนี้	 ได้แก่	ห้องปฏิบัติการโรงพยาบาลสังกัดมหาวิทยาลัย	

ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์	หรือ	ห้องปฏิบัติการวิจัย
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1.4 ห้องปฏิบัติการแห่งชาติ (National laboratory)

	 ห้องปฏิบัติการอ้างอิงเชื้อดื้อยาระดับชาติ	มีหน้าที่พัฒนาและธ�ารงรักษามาตรฐาน	พัฒนาระบบเฝ้าระวัง

เชือ้ดือ้ยาของประเทศ	มกีารด�าเนนิแผนทดสอบความช�านาญด้านเชือ้ดือ้ยา	สามารถตรวจยนืยนัเชือ้ดือ้ยาอบุตัใิหม	่

ซึ่งต้องได้รับการรับรองระบบคุณภาพมาตรฐานต่างๆ	 เช่น	มาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข	มาตรฐานเทคนิค 

การแพทย์	 ISO	15189	หรือ	 ISO/IEC	17025	และมีการปฏิบัติงานสอดคล้องตามคู่มือมาตรฐานฉบับนี้	 ได้แก่	

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

1.5 ห้องปฏิบัติการอ้างอิงระดับนานาชาติ (International reference laboratory 

or network)

	 ห้องปฏิบัติการเฉพาะด้านในเครือข่ายห้องปฏิบัติการนานาชาติ	 ได้แก่	ห้องปฏิบัติการเครือข่ายองค์การ

อนามัยโลก	เป็นต้น
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บทที่ 2  

โครงสร้ำงพื้นฐำนห้องปฏิบัติกำร

2.1 สถานที่และสภาพแวดล้อม

2.2 เครื่องมือวิทยาศาสตร์
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 สถานทีแ่ละสภาพแวดล้อมเป็นปัจจยัหนึง่	ซึง่มผีลกระทบต่อคณุภาพการตรวจวเิคราะห์ทางห้องปฏบิตักิาร	

และความปลอดภัยของผู้ปฏิบัติงาน	โรงพยาบาลท่ีมีความประสงค์เปิดบริการห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิก	

ควรพิจารณาความพร้อมด้านสถานที่	 เครื่องมือวิทยาศาสตร์	และบุคลากร	ในบทนี้จะกล่าวถึงโครงสร้างพ้ืนฐาน

ห้องปฏิบัติการ	2	ส่วน	ได้แก่

2.1 สถานที่และสภาพแวดล้อม

	 2.1.1	ห้องปฏิบัติการควรมีพื้นที่ปฏิบัติงานเพียงพอ	ขึ้นกับลักษณะงาน	ประเภทการตรวจที่มีบริการ

และพื้นที่เพียงพอให้วางเครื่องมือ	และการท�างานของบุคลากรได้สะดวก	ไม่แออัดจนเกิดผลกระทบต่อคุณภาพ

การท�างานและความปลอดภัยของบุคลากร

ตารางที่ 2.1	 พื้นที่ใช้สอยขั้นต�่าห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาทางการแพทย์และสาธารณสุขขนาดเล็ก

ส่วนประกอบ

พื้นที่ใช้สอย

ขั้นต�่า

(ตารางเมตร)

ระดับความ

ปลอดภัยทาง

ชีวภาพ*

หมายเหตุ

ห้องเจาะเลือดและเก็บตัวอย่าง 6 -

ห้องน�้า	(เก็บสิ่งส่งตรวจ) 5 - ควรแยกออกจากห้องน�้าทั่วไป

บริเวณรับตัวอย่าง/เอกสาร 5 -

พื้นที่เก็บวัสดุอุปกรณ์ 5 -

ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา		

-	การตรวจส่ิงส่งตรวจโดยตรง

-	การเพาะเชื้อและการทดสอบ 

		ทางชีวเคมี

-	การตรวจทางอณูชีววิทยา

20

40

15

BSL-2

ห้องปฏิบัติการตรวจย้อมสีเชื้อวัณโรค		 BSL-2 ต้องเป็นห้องแยกจากห้องปฏิบัติ

การจุลชีววิทยาทั่วไป		

ห้องปฏิบัติการเพาะเชื้อวัณโรค		 BSL-3	หรือ

เทียบเท่า	

(BSL-2	

enhanced)

ควรมีประตู	2	ชั้น	แบบปิดเองได้	

อาจเป็นแบบที่ไม ่สามารถเปิด 

ในเวลาเดียวพร้อมกันได้	

ห้องพักเวร	 5 -

บริเวณล้างและจัดการหลังตรวจ 4 -

Locker	และ	เปลี่ยนเสื้อผ้า - - ควร จั ดว า งต� า แหน ่ งบ ริ เวณ 

ด้านหน้าห้องปฏิบัติการ
*ดูรายละเอียดระดับความปลอดภัยทางชีวภาพของห้องปฏิบัติการ	ในคู่มือมาตรฐานความปลอดภัยฯ	บทที่	4
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 2.1.2	ควรติดเครื่องหมายชีวนิรภัยสากล	(Biohazard	sign)	หน้าห้องปฏิบัติการ	

	 2.1.3	การออกแบบการไหลเวียนของงาน	ควรก�าหนดเป็นทิศทางเดียว	 เพื่อลดโอกาสการปนเปื้อน	 

โดยค�านึงถึงคุณภาพการท�างานและความปลอดภัยของบุคลากร	หากเป็นอาคารห้องปฏิบัติการที่มีอยู ่เดิม	 

ควรพยายามจัดสรรพื้นที่ให้ได้เป็นทิศทางเดียว	เพื่อลดความเสี่ยงจากการปฏิบัติงาน	

	 2.1.4	จัดแยกพื้นที่ติดเชื้อและไม่ติดเชื้อออกจากกัน	ทั้งนี้ให้เป็นไปตามมาตรฐานสากลซึ่งเป็นที่ยอมรับ

	 2.1.5	จัดแยกห้องเก็บวัสดุอุปกรณ์	ห้องจัดเก็บตู้แช่แข็ง	ออกจากห้องปฏิบัติการ

	 2.1.6	ไม่จัดวางเครื่องมือที่มีผลกระทบต่อการทดสอบไว้ร่วมกัน

	 2.1.7	ควบคุมการเข้าออกห้องปฏิบัติการ	

	 2.1.8	จัดแยกตู้เย็นเก็บตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ	และน�้ายาที่ใช้ทดสอบ	หากจ�าเป็นต้องเก็บในตู้เย็นเดียวกัน	

ให้แยกชั้นให้ชัดเจน	โดยจัดเก็บน�้ายาไว้ด้านบน	และเก็บตัวอย่างใส่ในภาชนะที่ปิดมิดชิด

	 2.1.9	จัดแยกบริเวณเจาะเลือดและเก็บตัวอย่างเป็นสัดส่วน	แยกออกจากห้องปฏิบัติการ	

	 2.1.10	จัดแยกสถานที่เก็บเสมหะออกจากห้องปฏิบัติการ	มีอ่างล้างมือ	สบู่หรือน�้ายาฆ่าเชื้อ	และถังขยะ

ติดเชื้อ	และมีระบบความปลอดภัยป้องกันการแพร่กระจายของเชื้อ

	 2.1.11	จัดแยกส่วนที่เก็บเชื้อรา	แยกเป็นสัดส่วนเฉพาะ	และห้องเก็บเชื้อราต้องมิดชิด

	 2.1.12		มอ่ีางล้างมอืทีเ่ปิดและปิดชนดิไม่ใช้มอืหมนุในห้องปฏบิตักิาร	และแยกอ่างสะอาดและอ่างสกปรก

	 2.1.13	พื้นที่ภายในห้องจุลชีววิทยาคลินิก	แยกเป็นพื้นที่เฉพาะหรือจัดห้องแยก	ทั้งนี้ขึ้นกับขนาดในการ

ใช้สอย	

	 2.1.14	มีระบบการจัดการด้านความปลอดภัย	 โดยพิจารณาจากมีการเตรียมพร้อมส�าหรับการดับเพลิง	

อุปกรณ์ด้านความปลอดภัยส่วนบุคคลต่างๆ	รวมถึงการจัดการ	และแนวทางปฏิบัติเกี่ยวกับความปลอดภัย

	 2.1.15	มีการเก็บขยะมูลฝอยติดเชื้อ	ขยะอันตราย	และของมีคม	แยกจากขยะท่ัวไป	มีภาชนะจัดเก็บ

ขยะติดเชื้อ	และขยะอันตรายที่มีลักษณะเหมาะสม	และมีการขนย้ายไปก�าจัดทุกวัน

	 2.1.16	ห้องปฏิบัติการมีความสะอาดทั่วห้อง	รวมทั้งพื้นห้องเป็นระเบียบเรียบร้อย	การระบายอากาศด	ี

มีแสงสว่างเพียงพอ	มีอุณหภูมิห้องที่เหมาะสม	และมีระบบการจัดการด้านความปลอดภัย

	 2.1.17	การจัดวางเครื่องมืออุปกรณ์ต่างๆ	 เรียงเป็นระเบียบ	มีการระบายอากาศภายในห้อง	 โดยมีช่อง

ระบายอากาศหรือพัดลมดูดอากาศ	 เพื่อระบายกล่ิน	 ควัน	 ไอท่ีเกิดข้ึน	 เพ่ือป้องกันการแพร่กระจายเช้ือ	 

หากสามารถด�าเนนิการได้	ควรให้อากาศไหลในทศิทางเดยีว	(directional	air	flow)	ทัง้นี	้ ให้ปรกึษากองแบบแผน	

กรมสนับสนุนบริการสุขภาพ	กระทรวงสาธารณสุข

	 2.1.18	การปฏิบัติงานกับน�้ายา/สารเคมีอันตราย	ให้ท�าในตู้ดูดควัน	(Fume	hood)

2.2 เครื่องมือวิทยาศาสตร์

	 การบริหารจัดการเครื่องมือวิทยาศาสตร์ท่ีมีใช้งานในห้องปฏิบัติการ	 ให้มีคุณภาพและประสิทธิภาพ	 

ควรมีองค์ประกอบของขั้นตอนดังต่อไปนี้	

	 1.	การจัดหา	

	 2.	การตรวจสอบคุณสมบัติก่อนน�าไปใช้งานว่าเป็นไปตามคุณสมบัติเฉพาะของเครื่องมือนั้นๆ	หรือความ

ต้องการใช้งาน	
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	 3.	การสอบเทียบ	

	 4.	การบ�ารุงรักษาซ่อมแซม	

	 5.	การบันทึกประวัติเครื่องมือ	

	 6.	การจ�าหน่ายเมื่อหมดความจ�าเป็นในการใช้งาน	

	 การด�าเนินการตรวจสอบ	สอบเทียบ	และบ�ารุงรักษาเคร่ืองมืออย่างสม�่าเสมอในขณะใช้งาน	มีความ

ส�าคัญอย่างยิ่งต่ออายุการใช้งาน	ความถูกต้อง	และสมรรถนะของเคร่ืองมือ	 ซ่ึงจะส่งผลกระทบต่อการตรวจ

วิเคราะห์	

	 เครื่องมือที่ใช้ในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาทางการแพทย์	จ�าแนกเป็น	

	 1)	 เครื่องมือวิทยาศาสตร์ทั่วไป	ได้แก่	ตู้ชีวนิรภัย	ตู้ดูดควัน	เครื่องหมุนเหวี่ยง	เครื่องชั่ง	กล้องจุลทรรศน์	

เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง	เครื่องมือวัดอุณหภูมิ	เช่น	เทอร์โมมิเตอร์	และเครื่องควบคุมอุณหภูมิ	เช่น	เครื่องนึ่ง

ไอน�้าแรงดันสูง	ตู้แช่แข็ง	ตู้อบร้อน	ตู้อบเพาะเชื้อ	ตู้เย็น	อ่างน�้าร้อน	เป็นต้น

	 2)	 เครื่องมือตรวจวิเคราะห์เฉพาะ	 เป็นเครื่องมือส�าหรับการตรวจจ�าแนกชนิดของจุลชีพ	และการ

ทดสอบความไวของจุลชีพต่อสารต้านจุลชีพ	 โดยใช้เทคโนโลยีต่างๆ	 ได้แก่	 เคร่ืองเพาะเชื้อจากเลือดอัตโนมัติ	

เครื่องทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพอัตโนมัติ	เป็นต้น

	 ในบทน้ีจะกล่าวถึงการใช้งาน	การสอบเทียบ	การตรวจสอบขณะใช้งาน	และการบ�ารุงรักษาเครื่องมือ

วิทยาศาสตร์ทั่วไปพอสังเขบ	ส่วนเครื่องมือตรวจวิเคราะห์เฉพาะ	ผู้ใช้ต้องปฏิบัติตามคู่มือการใช้เครื่องจากบริษัท

ผู้ผลิตอย่างเคร่งครัด	ดังนี้

 2.2.1 ตู้ชีวนิรภัย (Biological Safety Cabinet)

	 	 	 เป็นเครื่องมือควบคุมลมชนิดหนึ่งซึ่งอาศัยหลักการท�างานของมอเตอร์พัดลมและแผ่นกรอง

อากาศ	HEPA	เพื่อให้การปกป้องผู้ใช้งาน	ปกป้องชิ้นงาน	และปกป้องสิ่งแวดล้อม	

	 	 	 ตู้ชีวนิรภัยแบ่งออกเป็น	3	ประเภทใหญ่ๆ	คือ

	 	 	 1)	 Class	I	cabinet	(open-front	air	 inflow	cabinet)	สามารถป้องกนัอนัตรายต่อผูป้ฏบิตังิาน

และสิ่งแวดล้อม	ใช้ในงานที่ไม่มีเชื้อโรค	หรือเชื้อจุลชีพที่ไม่ก่ออันตราย	

	 	 	 2)	 Class	 II	cabinet	 (open-front	vertical	air	flow	cabinet)	สามารถป้องกันอันตรายต่อ 

ผู้ปฏิบัติงาน	สิ่งของอุปกรณ์ภายในตู้	และสิ่งแวดล้อม	เหมาะส�าหรับปฏิบัติงานกับเชื้อจุลชีพ	ที่มีอันตรายน้อยถึง

ปานกลาง	รวมถึงสิ่งส่งตรวจ	จากผู้ป่วยบางประเภท	

	 	 	 3)	 Class	III	cabinet	(gas-tight	air	lock	cabinet)	มีลักษณะเป็นตู้ระบบปิด	มีช่องที่เป็นถุงมือ	

ส�าหรับสอดมือเพื่อท�างาน	อุปกรณ์ทุกอย่างภายในตู้ต้องผ่านการฆ่าเชื้อเสมอก่อนน�าเข้าไป	เหมาะส�าหรับงานที่

เกี่ยวข้องกับเชื้อจุลชีพที่เป็นอันตรายในระดับสูง	เช่น	งานด้านไวรัส	

	 	 	 	 (ดูรายละเอียดในคู่มือมาตรฐานความปลอดภัยฯ	บทที่	8)
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 2.2.2 ตู้ดูดควัน (Fume Hood)

	 	 	 ตู ้ชนิดนี้ออกแบบมาเพื่อควบคุมการฟุ้งกระจายของไอสารเคมี	ซึ่งโดยมากจะเป็นกลิ่นและ 

ไอระเหยทีเ่ป็นอนัตรายต่อผูป้ฏบัิตงิาน	เป็นสิง่ทีจ่�าเป็นมากในห้องปฏบิตักิารหากต้องท�างานกบัสารเคมหีรอืสารพษิ	

ส่วนใหญ่ติดตั้งเข้ากับระบบระบายอากาศของตัวอาคาร	 ซ่ึงควรติดต้ังไว้บริเวณด้านในสุดของห้องและต้องห่าง

จากประตู	หน้าต่าง	หรือทางเดิน	เพื่อป้องกันการเคลื่อนที่ของอากาศบริเวณประตูหน้าต่าง	ซึ่งอาจรบกวนระบบ

ไหลเวียนอากาศของตู้ดูดควันได้	และขณะใช้ตู้ดูดควัน	ควรยืนห่างจากตู้ประมาณ	6	นิ้ว	ควรสวมถุงมือ	แว่นตา

นิรภัย	และเสื้อคลุม	ขณะท�างานกับสารเคมีในตู้ดูดควัน	และไม่ควรใช้ตู้ดูดควันเป็นที่เก็บสารเคมีทุกชนิด	

 

 2.2.3 เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) 

	 	 	 เป็นเครื่องมือที่ใช้ในการแยกตะกอนออกจากของเหลว	 โดยใช้แรงปั่นเหวี่ยง	มีหน่วยเป็น	 g	

(gravities)	หรือ	RCF	ซึ่งขึ้นกับมวลของสาร	ความเร็วรอบ	 (rpm)	และรัศมีของเคร่ืองปั่น	 เนื่องจากเคร่ืองปั่นมี

หลายชนิด	และมีขนาดรัศมีของเครื่องแตกต่างกัน	ดังนั้นการปั่น	จึงต้องระบุความต้องการใช้งานเป็น	RCF	หรือ	g	

และค�านวณหา	rpm	ของเครื่องที่ใช้	โดยใช้สูตร

RCF	=	28.38	(r)	[N/100]2

เมื่อ	r	=	รัศมีของ	rotor	เป็นนิ้ว	N	=	รอบต่อนาที	(rpm)

	 	 	 นอกจากนี	้การป่ันแยกยงัขึน้กบัระยะเวลาทีใ่ช้ในการป่ัน	ดงันัน้จงึควรมกีารตรวจสอบความถกูต้อง

ของความเร็วรอบและเวลา	เพื่อให้มั่นใจว่าเป็นไปตามความต้องการใช้งาน

 i.  การสอบเทียบ ความถี่อย่างน้อย 1 ครั้ง/ปี หรือหลังการซ่อมเครื่อง

จุดที่ท�าการสอบเทียบ รายการ MPE
 การตรวจสอบผล

การสอบเทียบ

ความเร็วรอบต่อนาที

ที่ใช้งาน	เช่น	3,000	rpm

ความเร็วรอบต่อ

นาที	(rpm)

±	10	% Error	+	uM	≤	MPE

เวลาที่ใช้งาน	เช่น	15	นาที	 เวลา	(timer) ±	5	% Error	+	uM	≤	MPE

อุณหภูมิที่ใช้งาน	เช่น	4	°C อุณหภูมิ	

(temperature)

ตามความต้องการใช้งาน	

หรือตามคุณลักษณะเฉพาะ

ของเครื่อง

ตามความต้องการใช้งาน	

หรือตามคุณลักษณะเฉพาะ

ของเครื่อง

 ii. การตรวจสอบขณะใช้งาน

	 	 1.	ตรวจสอบความเร็วรอบและเวลาที่ใช้ก่อนการปั่นทุกครั้ง

	 	 2.	ตรวจสอบความสมดุลของหัวปั่น	(rotor)	ก่อนการปั่นทุกครั้ง

	 	 3.	ตรวจสอบคุณภาพของขอบยางต้องติดเรียบกับเครื่องและยางไม่เสื่อมสภาพ

	 	 4.	ตรวจสอบฝาปิดของตัวเครื่องต้องปิดสนิท	อย่างน้อยเดือนละ	1	ครั้ง	
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 iii. การบ�ารุงรักษา

	 	 1.	ปฏิบัติตามคู่มือการใช้เครื่องจากบริษัทผู้ผลิต	

	 	 2.	ถอดปลั๊กเครื่องปั่น	ก่อนท�าการบ�ารุงรักษาทุกครั้ง

	 	 3.	ท�าความสะอาดภายในและภายนอกเครื่องหลังใช้งานทุกวัน

	 	 4.	เมื่อมีตัวอย่างกระเด็นหรือหกแตกในเครื่อง	 ให้ท�าความสะอาดภายในตัวถังปั่น	 หัวปั่น	 และ

กระบอกใส่หลอดปั่น	(bucket)	โดยใช้แอลกอฮอล์	70%	หรือน�้ายาฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่เหมาะสมกับงาน	

 2.2.4 เครื่องชั่ง (Electronic Balance) 

	 	 	 เป็นเครื่องมือที่ใช้ชั่งสารเคมี	สี	และอาหารเลี้ยงเชื้อ	เพื่อเตรียมน�้ายา	สีย้อม	และอาหารเลี้ยงเชื้อ	

การเลือกเครื่องชั่งให้เหมาะสมกับความต้องการใช้งาน	ต้องทราบน�้าหนักต�่าสุดและสูงสุดที่ต้องการชั่ง	และ

ความคลาดเคลื่อนที่ยอมรับได้

 i. การสอบเทียบ ความถี่อย่างน้อย 1 ครั้ง/ปี หรือหลังการซ่อมเครื่อง

รายการ MPE การตรวจสอบผลสอบเทียบ

Repeatability ตามความต้องการใช้งาน	

หรือตามคุณลักษณะเฉพาะ

ของเครื่อง

 

SD	≤	MPE

Eccentricity	or	off-center	loading Maximum	error	≤	MPE

Linearity Error	+	uM	≤	MPE

ทุกช่วงน�้าหนักที่สอบเทียบ

 ii. การตรวจสอบขณะใช้งาน

รายการ เกณฑ์การยอมรับ ความถี่ วิธีการตรวจสอบ

Tare/Zero	

check

เครื่องชั่งอ่านได้ค่า	“0”	

ทุกครั้งก่อนใช้งาน

ทุกครั้งที่ใช้

งาน

ปฏบิตัติามคูม่อืเครือ่ง	เป็นการตรวจ	check	ว่า

เครื่องชั่งอ่านได้ค่า	 “0”	และไม่มีการ	drift	

ของเครื่องชั่ง

Internal	

calibration

ตามข้อก�าหนดของเครือ่ง ทุกครั้งที่ใช้

งาน

ปฏิบัติตามคู่มือเครื่อง

Daily	

performance	

check

Mean	±	2SD ทุกวันที่ใช้งาน -	เลอืกตุม้น�า้หนกั	(check	weight)	ทีม่นี�า้หนกั

ใกล้เคียง	กับช่วงน�้าหนักที่ใช้งาน

-	หลังการสอบเทียบเครื่องชั่ง	 ให้ท�าการชั่งตุ้ม

น�้าหนักติดต่อกันอย่างน้อย	20	วัน

-	น�าค่าที่ชั่งได้มาค�านวณหา	Mean	และ	SD

-	 ในแต่ละวันน�าตุ ้มน�้าหนักมาชั่งและตรวจ

สอบว่าน�้าหนักที่ชั่งได้อยู่ใน	Mean	±	2SD
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 iii. การบ�ารุงรักษาและข้อควรระวังในการใช้งาน

	 	 1.	ตรวจสอบและท�าความสะอาดเครื่องชั่ง	 จานชั่ง	 พื้นรอบจานชั่ง	 และตัวเครื่องชั่งทุกครั้ง	 

ก่อนและหลังการใช้งาน

	 	 2.	ตรวจสอบระดับลูกน�้าให้มั่นใจว่าจานชั่งสมดุล	ก่อนการใช้งานทุกครั้ง

	 	 3.	วางเครือ่งชัง่บนโต๊ะทีม่ัน่คง	แขง็แรง	และไม่มอีปุกรณ์อืน่ทีท่�าให้เกดิแรงสัน่สะเทอืนบนโต๊ะเดยีวกัน

	 	 4.	ควรเปิดเครื่องทิ้งไว้ประมาณ	30	นาที	ก่อนการใช้งาน	เพื่อเป็นการอุ่นเครื่อง

	 	 5.	การชั่งน�้าหนัก	ควรวางสิ่งที่ต้องการชั่งตรงกลางจาน

	 	 6.	ควรรีบน�าสิ่งของที่ชั่งออกจากจานชั่ง	 เมื่อชั่งเสร็จแล้ว	 เพ่ือหลีกเล่ียงการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ	

และความชื้นภายในเครื่องชั่ง	และ	load	cell	

	 	 7.	อณุหภมูภิายในห้องเครือ่งชัง่ควรคงที	่ เนือ่งจากอณุหภมูที่ิเปลีย่นไปจะท�าให้เครือ่งชัง่อ่านค่าผดิไป	

และไม่ควรชั่งของที่ร้อน

	 	 8.	ควบคุมความชื้นสัมพัทธ์ในห้องเครื่องชั่ง	ให้อยู่ในช่วง	45-60	%

	 	 9.	ไม่ควรชั่งน�้าหนักเกินความสามารถของเครื่องชั่ง

	 10.	ห้ามชั่งสารเคมีโดยตรงบนจานชั่ง	 ให้ใช้ภาชนะที่มีฝาปิด	 เมื่อต้องการชั่งสารเคมีที่สามารถ

กัดกร่อนโลหะ	หรือระเหยได้	เช่น	ไอโอดีน

 2.2.5 กล้องจุลทรรศน์ (Microscope) 

	 	 	 เป็นเครื่องมือที่ใช้ในการตรวจหาจุลชีพ	การบ�ารุงรักษาและการใช้งานอย่างถูกต้องจะท�าให้

สามารถใช้งานได้อย่างมีคุณภาพและมีอายุการใช้งานที่ยาวนาน

 i. การบ�ารุงรักษา

	 	 1.	ปฏิบัติตามคู่มือการใช้เครื่องจากบริษัทผู้ผลิต	

	 	 2.	ควรมีการตรวจสอบและบ�ารุงรักษาโดยช่างผู้ช�านาญ	อย่างน้อย	1	ครั้ง/ปี

	 	 3.	ทุกวันหลังจากเลิกใช้งาน	ท�าความสะอาดตัวกล้อง	และเช็ดเลนส์	ด้วยกระดาษเช็ดเลนส์	ห้ามเช็ด

ด้วยไซลีน	แอลกอฮอลล์	หรืออะซิโตน	ถ้าจ�าเป็นต้องใช้ให้ปฏิบัติตามค�าแนะน�าของผู้ผลิต

	 	 4.	เมื่อไม่ใช้งาน	ควรหาผ้าหรือพลาสติกคลุมกล้อง	เพื่อป้องฝุ่นละออง

 ii. ข้อควรระวังในการใช้งาน

	 	 1.	ไม่วางกล้องจุลทรรศน์ไว้ใกล้หน้าต่าง	ที่แสงแดดส่องเข้าโดยตรง

	 	 2.	ไม่เก็บกล้องในที่ชื้น	เพราะจะท�าให้เกิดเชื้อราได้ง่าย	และไม่เก็บรวมในที่ที่มีการจัดเก็บสารเคมี

	 	 3.	ถ้าสารเคมีหยดใส่ตัวกล้อง	หรือแท่นวางวัตถุ	(stage)	ใช้ผ้านุ่มที่สะอาดชุบน�้าพอหมาดๆ	เช็ดทันที

	 	 4.	ไม่ให้เลนส์ใกล้วัตถุ	(objective	lens)	แบบ	oil	immersion	ก�าลังขยาย	100X	แช่อยู่ในน�้ามันบน

แผ่นสไลด์เป็นเวลานานๆ	หลังจากไม่ได้ใช้แล้วให้หมุนเลนส์ใกล้วัตถุก�าลังขยาย	100X	เบี่ยงออกไป

	 	 5.	ระวังอย่าให้เลนส์ใกล้วัตถุก�าลังขยายอื่นเปื้อน	immersion	oil	โดยเด็ดขาด	หากพบให้ใช้	solvent	

ที่เหมาะสม	ในการเช็ดท�าความสะอาด	 เช็ดคราบน�้ามันบนเลนส์		จากนั้นใช้กระดาษเช็ดเลนส์ที่สะอาดและแห้ง

เช็ดเลนส์นั้นให้สะอาดอีกครั้ง	โดยทันที	

	 	 6.	ไม่ควรใช้นิ้วสัมผัสเลนส์

	 	 7.	ก่อนน�าสไลด์ออกจากแท่นวางวัตถุ	ควรหมุนให้เลนส์ใกล้วัตถุก�าลังขยายต�่าสุดอยู่เหนือตรงสไลด	์

เพื่อป้องกันไม่ให้สไลด์ขูดเลนส์เป็นรอย
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 2.2.6 เทอร์โมมิเตอร์ (Thermometer) 

	 	 	 เป็นเครื่องมือที่ใช้วัดอุณหภูมิ	 เครื่องมือที่ต้องควบคุมอุณหภูมิให้เหมาะสมกับการทดสอบในห้อง

ปฏิบัติการจุลชีววิทยา	 เช่น	ตู้อบเพาะเชื้อ	ตู้เย็น	ตู้แช่แข็ง	และอ่างน�้าร้อน	การตรวจสอบความถูกต้องของการ

ควบคุมอุณหภูมิของเครื่องมือเหล่านี้	จ�าเป็นต้องใช้เทอร์โมมิเตอร์ในการตรวจสอบ	ดังนั้นควรเลือกเทอร์โมมิเตอร์

ที่มีความถูกต้องของการวัดให้เหมาะสมกับช่วงอุณหภูมิที่ต้องการควบคุม	 โดยทั่วไปเทอร์โมมิเตอร์ที่ใช้ในห้อง

ปฏิบัติการ	แบ่งเป็น	2	ชนิด	คือ

   1. Liquid in glass thermometer มี 2 ชนิด คือ

	 	 	 	 1.1	Total-immersion	 เป็นชนิดที่ต้องให้เทอร์โมมิเตอร์ทั้งแท่งสัมผัสกับสิ่งที่ต้องการวัด		 

จึงเหมาะส�าหรับใช้ในการติดตามเครื่องมือควบคุมอุณหภูมิ	เช่น	ตู้เย็น	หรือ	ตู้อบเพาะเชื้อ

	 	 	 	 1.2	Partial-immersion	เป็นชนดิทีใ่ห้บางส่วนของแท่งเทอร์โมมเิตอร์สมัผสักบัสิง่ทีต้่องการวดั	

จึงเหมาะสมส�าหรับใช้ในการวัดอุณหภูมิของอ่างน�้าร้อน	

   2. Digital thermometer	ประกอบด้วย	เซน็เซอร์หรอืโพรบ	และมเิตอร์ทีอ่่านค่า	เชือ่มต่อด้วย

สายต่อ	(lead)	 เป็นเทอร์โมมเิตอร์ทีน่ยิมใช้กนัมาก	 เพราะสามารถน�ามเิตอร์ท่ีอ่านค่าไว้นอกตัวตู้ท่ีต้องการวดัได้ใน

ระยะหา่งมากที่สุดเท่ากับความยาวของสายต่อระหว่างเซ็นเซอร์กับมิเตอร์	จงึท�าให้อ่านคา่ทีว่ัดไดส้ะดวก	อย่างไร

กต็ามต้องเลอืกชนดิของโพรบให้เหมาะสมกบัสิง่ทีต้่องการวดั	เช่น	ถ้าวดัในของเหลวกต้็องใช้โพรบทีจุ่ม่ในของเหลวได้

 i. การสอบเทียบ

	 	 1.	Liquid	in	glass	thermometer	 ความถี่ทุก	5	ปี	และ	check	ice	point	ทุก	6	เดือน

	 	 2.	Digital	thermometer	 	 ความถี่อย่างน้อยทุก	2	ปี

อุณหภูมิที่สอบเทียบ รายการ MPE การตรวจสอบผลสอบเทียบ

อุณหภูมิที่ใช้งาน Temperature	

accuracy

⅓	ของช่วงอุณหภูมิ

ที่ต้องการควบคุม	 

เช่น	5	±	3	oC

MPE	=	±	1	oC

Error	+	uM	≤	MPE

 ii. การบ�ารุงรักษาและข้อควรระวัง

	 	 1.	 ปฏิบัติตามคู่มือการใช้เครื่องจากบริษัทผู้ผลิต	

	 	 2.	 Liquid	in	glass	thermometer	ตรวจสอบช่องว่างหรอืฟองอากาศใน	column	อย่างน้อยทกุเดอืน

	 	 3.	 Digital	thermometer	ถ้าเป็นเครือ่งทีใ่ช้แบตเตอรี	่ต้องตรวจสอบอายขุองแบตเตอรีอ่ย่างน้อยทกุเดือน

	 	 4.	 ตรวจสอบการบิดงอของสาย	(lead)	ที่ต่อระหว่างเซ็นเซอร์กับมิเตอร์	

	 	 5.	 กรณีสารปรอทหกเลอะ

	 	 	 -	 ถ้าปรอทมีจ�านวนน้อย	ให้ท�าความสะอาดโดยโรยผงก�ามะถันคลุมบนปรอท

   - ถ้าปรอทมีจ�านวนมาก	ให้ใช้ปูนขาวแห้ง	ทราย	และผงก�ามะถัน/โซดาแอชแทน	หรือใช้เครื่องมือ

สูญญากาศดูดปรอทที่หกเลอะโดยตรง	กวาดเก็บใส่ในภาชนะปิด	เก็บแยกจากขยะทั่วไป	แล้วท�าความสะอาดพื้น

และเช็ดให้แห้ง	
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 2.2.7 เครื่องนึ่งไอน�้าแรงดันสูง (Autoclave) 

	 	 	 เป็นเครือ่งมอืทีใ่ช้ในการท�าให้ปราศจากเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้	และอปุกรณ์ต่างๆ	ในห้องปฏบิตักิาร	

โดยให้สิ่งที่ต้องการท�าให้ปราศจากเชื้อสัมผัสกับไอน�้าอิ่มตัวที่อุณหภูมิและระยะเวลาที่ก�าหนด	การท�างานของ

เคร่ืองน่ึงไอน�้าแรงดันสูง	 ใช้หลักการให้ไอน�้าไปแทนที่อากาศในตัวถังจนหมด	แล้วปิดฝาตัวถังจนความดันและ

อุณหภูมิภายในตัวถังเพิ่มขึ้นตามที่ก�าหนด	 เนื่องจากอุณหภูมิของไอน�้าอิ่มตัว	มีความสัมพัทธ์คงที่กับความดัน	 

ดังนั้นจึงต้องท�าการสอบเทียบ	และตรวจสอบขณะใช้งาน	เพื่อให้มั่นใจว่าใช้งานได้อย่างถูกต้อง

 i. การสอบเทียบ ความถี่อย่างน้อย 1 ครั้ง/ปี หรือหลังการซ่อมเครื่อง 

อุณหภูมิที่สอบเทียบ รายการ MPE การตรวจสอบผลสอบเทียบ

121 oC Temperature	

accuracy

± 2 oC

± 3 oC*

Error	+	uM	≤	MPE

ทุกต�าแหน่งของการสอบเทียบ
*	ส�าหรับงานตรวจวิเคราะห์อาหาร

 ii. การตรวจสอบขณะใช้งาน

	 	 1.	 ใช้ออโตเคลปเทป	 (Autoclave	 indicator	 tape)	ติดที่สิ่งของที่ท�าให้ปราศจากเชื้อ	หลังผ่าน 

การนึ่งไอน�้าความดันสูง	สีของเทปจะเปลี่ยนเป็นสีด�า	 เพื่อแสดงว่าสิ่งของนั้นๆ	 ได้ผ่านกระบวนการนึ่งไอน�้า 

ความดันสูงแล้วเท่านั้น

	 	 2.	 ตรวจสอบและบันทึกอุณหภูมิ	ความดันด้วยหน่วยวัดปอนด์ต่อตารางนิ้ว	และเวลาที่ใช้งานทุกครั้ง	

	 	 3.	 ตรวจสอบระบบการท�างานและประสิทธิภาพของเคร่ืองนึ่งไอน�้าแรงดันสูง	 สัปดาห์ละครั้ง	 

ด้วยการทดสอบ	spore	test	โดยใช้สปอร์ของ	Geobacillus stearothermophilus	ATCC	7953	

	 	 4.	 หากเกิดการปนเปื้อนของภาชนะภายหลังการนึ่งไอน�้าความดันสูงหรือ	 spore	 test	 ไม่ผ่าน 

ควรตรวจเช็คเครื่องนึ่งไอน�้าแรงดันสูง	และท�า	sterility	test	จนกว่าจะแน่ใจว่าไม่เกิดการปนเปื้อนอีก

 iii. การบ�ารุงรักษา

	 	 1.	 ปฏิบัติตามคู่มือการใช้เครื่องจากบริษัทผู้ผลิต	

	 	 2.	 เปลี่ยนถ่ายน�้าและท�าความสะอาดในตัวถังทุกวัน	หรืออย่างน้อยทุกสัปดาห์	หรือเมื่อมีอาหาร

เลี้ยงเชื้อปนเปื้อนในตัวถัง

  3. ก่อนใช้งานทุกครั้งต้องตรวจสอบระดับน�้าในตัวถัง	 ให้อยู่ในระดับที่ก�าหนด	น�้าที่ใช้ควรเป็น 

น�้ากรอง	ไม่ควรใช้น�้าประปา	เพราะจะท�าให้เกิดตะกรันจับที่ก้นตัวถัง

 2.2.8 ตู้อบเพาะเชื้อ (Incubator) 

	 	 	 ตู ้อบเป็นเครื่องมือที่มีการควบคุมอุณหภูมิของอากาศภายในตู้	 ใช้ในการอบเพาะเชื้อมีส่วน

ประกอบที่ส�าคัญ	คือ	 แหล่งก�าเนิดความร้อน	บางชนิดจะมีพัดลมในการช่วยกระจายความร้อนให้มีความ

สม�่าเสมอ	 เนื่องจากอุณหภูมิมีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลชีพ	ดังนั้นจึงจ�าเป็นต้องสอบเทียบและตรวจสอบ

อุณหภูมิภายในตู้	 เพื่อให้มั่นใจว่าเป็นไปตามความต้องการใช้งาน	ส�าหรับตู้อบเพาะเชื้อชนิดคาร์บอนไดออกไซด	์

(CO2	incubator)	จะมีระบบบรรจุ	และควบคุมคาร์บอนไดออกไซด์	(CO2)	และความชื้นภายในตู้ด้วย
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 i. การสอบเทียบ ความถี่อย่างน้อย 1 ครั้ง/ปี หรือหลังการซ่อมเครื่อง

อุณหภูมิที่สอบเทียบ รายการ MPE การตรวจสอบผลสอบเทียบ

อุณหภูมิที่ ใช ้งานตู ้	

35 oC

Temperature	 accuracy	&	

stability

 ± 2 oC ตรวจสอบทุกต�าแหน่งภายในตู้ที่ได้รับ

การสอบเทียบ	โดยใช้เกณฑ์ยอมรับ

Error	+	UM	≤	MPE

อุณหภูมิที่ ใช ้งานตู ้	

36 oC

Temperature	 accuracy	&	

stability

± 1 oC ตรวจสอบทุกต�าแหน่งภายในตู้ที่ได้รับ

การสอบเทียบ	โดยใช้เกณฑ์ยอมรับ

Error	+	UM	≤	MPE

อุณหภูมิที่ ใช ้งานตู ้	

42 oC

Temperature	 accuracy	&	

stability

± 1 oC ตรวจสอบทุกต�าแหน่งภายในตู้ที่ได้รับ

การสอบเทียบ	โดยใช้เกณฑ์ยอมรับ

Error	+	UM	≤	MPE

 ii. การตรวจสอบขณะใช้งาน 

	 	 1.	 อุณหภูมิที่จุดใช้งาน	และเกณฑ์การยอมรับ	เช่น	35	±	2	oC	(ส�าหรับการทดสอบ	Staphylococcus 

spp.	ที่อุณหภูมิมากกว่า	35	oC	อาจตรวจไม่พบ	MRSA)

	 	 2.	 ตรวจสอบอุณหภูมิทุกวันอย่างน้อยวันละ	1	คร้ัง	 โดยใช้เทอร์โมมิเตอร์ซ่ึงอ่านค่าละเอียด	0.1	 oC	 

ที่ผ่านการสอบเทียบแล้ว	และมีความถูกต้องของการวัด	โดยมี	MPE	≤	⅓	เท่าของ	MPE	ของตู้อบที่ต้องการวัด	

พร้อมทั้งบันทึกอุณหภูมิไว้

	 	 3.	 ส�าหรับตู้อบเพาะเชื้อชนิดคาร์บอนไดออกไซด์	ปฏิบัติตามข้อ	1	และข้อ	2	พร้อมทั้งตรวจสอบ

ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ทุกครั้งที่ใช้งาน	โดยปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์	ต้องอยู่ในช่วงใช้งานที่ก�าหนดไว้	เช่น	

5-10%	คาร์บอนไดออกไซด์	เป็นต้น

 iii.  การบ�ารุงรักษา

	 	 1.	 ปฏิบัติตามคู่มือการใช้เครื่องจากบริษัทผู้ผลิต	

	 	 2.	 เช็ดท�าความสะอาดภายในตู้อย่างน้อย	เดือนละ	1	ครั้ง	โดยใช้ส�าลีชุบแอลกอฮอล์	70%	หรือน�้ายา

ฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่เหมาะสมกับงาน	

 2.2.9 ตู้อบร้อน (Hot air oven) 

	 	 	 เป็นเครื่องที่ใช้ความร้อนในการท�าให้อุปกรณ์แห้งหรือปราศจากเชื้อ	 โดยใช้ความร้อนแห้ง	 

ซึ่งต้องการระดับอุณหภูมิที่ถูกต้องและเหมาะสมกับการใช้งาน 

 i. การสอบเทียบ ความถี่อย่างน้อยทุก 3 ปี หรือหลังการซ่อมเครื่อง

อุณหภูมิที่สอบเทียบ รายการ MPE การตรวจสอบผลการสอบเทียบ

170	oC Temperature	accuracy	&	

stability

±	10	oC ตรวจสอบทุกต�าแหน่งภายในตู้ที่ได้รับ

การสอบเทียบ	โดยใช้เกณฑ์ยอมรับ	

Error	+	UM	≤	MPE
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 ii. การตรวจสอบขณะใช้งาน

	 	 1.	 ตรวจสอบและบันทึกอุณหภูมิทุกครั้งที่ใช้งาน	โดยก�าหนดเกณฑ์ใช้งานในช่วง	160-180	oC

	 	 2.	 ตรวจสอบประสิทธิภาพการท�างานให้ปราศจากเชื้อ	 โดยใช้สปอร์ของ	Bacillus atrophaeus 

ATCC	9372	(Bacillus subtilis var.	niger	(Bacillus globigii))	ทุก	3	เดือน	

 iii. การบ�ารุงรักษา

	 	 1.	 ปฏิบัติตามคู่มือการใช้เครื่องจากบริษัทผู้ผลิต	

	 	 2.	 เช็ดท�าความสะอาดชั้นวางของภายในตู้และผนังภายนอกตู้ด้วยผ้าชุบน�้าสะอาดทุกเดือน

 2.2.10 ตู้เย็น (Refrigerator) 

	 	 	 ใช้ในการเกบ็รกัษา	อาหารเลีย้งเชือ้	น�า้ยา	สารเคม	ีและเชือ้แบคทเีรยี	อณุหภมูทิีใ่ช้อยูใ่นช่วง	2	-	8	oC

 i. การตรวจสอบขณะใช้งาน

	 	 1.	 ใช้เทอร์โมมิเตอร์ที่มีความถูกต้องของการวัดที่	 ±1	 oC	และได้รับการสอบเทียบอย่างน้อยปีละ	 

1	ครัง้	มาใช้ในการตรวจสอบอณุหภมูขิองตูท้กุวนั	อย่างน้อยวนัละ	1	ครัง้	โดยอณุหภมูทิีย่อมรบัได้อยูใ่นช่วง	2	-	8	oC

	 	 2.	 บันทึกอุณหภูมิที่ตรวจสอบได้ทุกวัน

 ii. การบ�ารุงรักษา

	 	 1.	 ปฏิบัติตามคู่มือการใช้เครื่องจากบริษัทผู้ผลิต	

	 	 2.	 ท�าความสะอาดภายในตู้ทุก	2	เดือน	หรือหลังจากมีการซ่อมแซม

	 	 3.	 ท�าความสะอาดถาดหรอืภาชนะรองรบัน�า้จากระบบละลายน�า้แขง็ของระบบท�าความเยน็ทกุสปัดาห์

 2.2.11  ตู้แช่แข็ง (Freezer) 

	 	 	 	 เป็นเครื่องมือที่ใช้ในการเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์	 (stock	culture)	น�้ายา	และแผ่นยาปฏิชีวนะ	

ต้องเลือกใช้อุณหภูมิให้เหมาะสมกับสิ่งที่ต้องการเก็บรักษา	โดยทั่วไปตู้แช่แข็ง	-20	oC	หรือต�่ากว่า	เหมาะส�าหรับ

เก็บรักษาแผ่นยาปฏิชีวนะ	ตู้แช่แข็ง	 -30	 oC	ถึง	 -70	 oC	 เหมาะส�าหรับเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์นานปานกลาง	 

(≈5	ปี)	กรณีไม่มีสามารถเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์นานปานกลางท่ีตู้แช่แข็ง	-20	oC	 ซ่ึงมีคุณสมบัติเป็น	scientific	

freezer	ได้	กรณีต้องการเก็บนานกว่า	5	ปี	สามารถเก็บได้ที่ตู้แช่แข็ง	-70	oC	หรือต�่ากว่า

 i. การตรวจสอบการใช้งาน

	 	 1.	ก�าหนดช่วงอุณหภูมิที่ยอมรับได้ตามความต้องการใช้งาน	เช่น	ตู้แช่แข็ง	-20	oC	=	(-20	oC)	±	(2	oC)	

หรือ	(-70	oC)	=	(-70	oC)	±	(5	oC)	=	⅓	ของช่วงอุณหภูมิที่ต้องการควบคุม

	 	 2.	ใช้เทอร์โมมิเตอร์ที่มีความถูกต้องของการวัดที่	±1	 oC	และได้รับการสอบเทียบ	หรือตรวจสอบ	

(Intermediate	check	หรือ	Interval	check)	ตามก�าหนด	มาใช้ในการตรวจสอบอุณหภูมิของตู้ทุกวันอย่างน้อย

วันละ	1	ครั้ง

	 	 3.	บันทึกอุณหภูมิที่ตรวจสอบได้ทุกวัน
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 ii. การบ�ารุงรักษาและข้อควรระวัง

	 	 1.	ปฏิบัติตามคู่มือการใช้เครื่องจากบริษัทผู้ผลิต	

	 	 2.	ควรละลายน�้าแข็งภายในตู้ทุก	6	เดือน

	 	 3.	เมื่อน�้าแข็งละลายหมด	เช็คท�าความสะอาดภายในตู้ด้วยน�้าอุ่น	และเช็ดให้แห้ง

	 	 4.	ห้ามจดัเกบ็สิง่ทีต้่องการเกบ็รกัษาในช่องแช่แขง็ของตู้เยน็ส�าหรับครัวเรือน	 ซ่ึงจะมรีะบบท�าความเยน็

เป็นแบบละลายน�้าแข็งอัตโนมัติ	 (Frost-free	 freezers)	ท�าให้ส่ิงที่เก็บได้รับการแช่และละลายตลอดวงจร	 

ซึ่งจะท�าให้เกิดการเสื่อมสลายของสิ่งที่ต้องการเก็บรักษา

 2.2.12 อ่างน�้าร้อน (Water Bath) 

	 	 	 เป็นเครือ่งมอืทีใ่ช้ในการอุน่อาหารเล้ียงเชือ้	หรือ	บ่มการทดสอบ	โดยใช้ความร้อนจากน�า้ทีอ่ยูใ่นอ่าง	

 i. การตรวจสอบขณะใช้งาน

	 	 1.	ตรวจสอบระดับน�้าในอ่างก่อนใช้งานทุกครั้ง

	 	 2.	ก�าหนดช่วงอุณหภูมิที่ยอมรับได้ตามการใช้งาน

	 	 3.	ใช้เทอร์โมมิเตอร์ที่มีความถูกต้องของการวัด	1	ส่วน	3	ของช่วงอุณหภูมิที่ต้องการควบคุมและได้รับ

การสอบเทียบ	หรือตรวจสอบ	(Intermediate	check	หรือ	Interval	check)	ตามก�าหนด	มาใช้ในการตรวจสอบ

อุณหภูมิทุกครั้งที่มีการใช้งาน	อุณหภูมิที่วัดได้ต้องอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้	

	 	 4.	บันทึกอุณหภูมิที่ตรวจสอบได้ทุกครั้ง

 ii. การบ�ารุงรักษา

	 	 1.	ปฏิบัติตามคู่มือการใช้เครื่องจากบริษัทผู้ผลิต	

	 	 2.	เปลี่ยนน�้าในอ่างและท�าความสะอาดภายในอ่างทุกสัปดาห์

	 	 3.	น�้าที่ใช้ควรเป็นน�้ากลั่น	หรือน�้ากรอง

เอกสารอ้างอิง

1.	 กระทรวงสาธารณสุข.	ความหมายของการสอบเทียบ	 [อินเทอร์เน็ต].	 (ม.ป.ท.)	 [เข้าถึงเมื่อ	2	กรกฎาคม	

2560].	เข้าถึงได้จาก:	http://medi.moph.go.th/system2533/Masses-Calibration.pdf.

2.	 สภาเทคนิคการแพทย์.	 มาตรฐานงานเทคนิคการแพทย์	 2560	ฉบับ	 “60	ปี	 เทคนิคการแพทย์ไทย”.	 

พิมพ์ครั้งที่	1.	นนทบุรี:	สภาเทคนิคการแพทย์;	2560.

3.	 ส�านักงานหลักประกันสุขภาพแห่งชาติ.	คู่มือแนวทางการตรวจประเมินเพื่อขึ้นทะเบียนเป็นหน่วยบริการที่รับ

การส่งต่อทั่วไป	ฉบับปรับปรุงเดือน	มีนาคม	ปีงบประมาณ	2560.	2560.	

4.	 National	Association	of	Testing	Authorities	 (NATA).	General	Equipment	 -	Calibration	and	

checks.	Australia:	NATA;	2015.
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บทที่ 3

บุคลำกร

3.1 คุณสมบัติและสมรรถนะที่จ�าเป็น

3.2 จ�านวนบุคลากร

3.3 ความปลอดภัยและสุขภาพบุคลากร
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	 ห้องปฏิบัติการตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียดื้อยาต้านจุลชีพ	 	ทั้งด้านสาธารณสุขและด้านสุขภาพสัตว	์ 

ควรก�าหนดคุณสมบัติของบุคลากร	และแผนการพัฒนาบุคลากร	รายละเอียดดังนี้		

3.1 คุณสมบัติและสมรรถนะที่จ�าเป็น

 3.1.1 ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิก

ลักษณะงาน ต�าแหน่ง
คุณสมบัติและสมรรถนะที่จ�าเป็น

ส�าหรับงานจุลชีววิทยา

ผู้ช่วยตรวจวิเคราะห์ เจ้าพนักงานวิทยาศาสตร์

การแพทย์

หัวหน้าห้องปฏิบัติการต้องก�าหนดแผนการฝึกอบรม

และประเมินผลการปฏิบัติงานเป็นระยะ	 โดยบุคลากร

ต้องสอบผ่านการประเมินสมรรถนะการปฏิบัติงาน	

(competency)	 ในงานวิเคราะห์ที่รับผิดชอบ	อ้างอิง

การประเมินตามเกณฑ์การประเมินของห้องปฏิบัติการ

ผู้ตรวจวิเคราะห์ นักเทคนิคการแพทย์ บุคลากรต้องได้รับการฝึกอบรมตามมาตรฐานด้าน 

จุลชีววิทยาและประเมินผลจากหน่วยงานภายนอก	

ตามหลักสูตรที่กระทรวงสาธารณสุขก�าหนด

ผู้รับรองผลวิเคราะห์ นักเทคนิคการแพทย์ บุคลากรต้องได้รับการฝึกอบรมตามมาตรฐานด้าน 

จุลชีววิทยาและประเมินผลจากหน่วยงานภายนอก	

ตามหลักสูตรที่กระทรวงสาธารณสุขก�าหนด	และควร

มีประสบการณ์ด้านจุลชีววิทยาอย่างน้อย	1	ปี

 3.1.2 ห้องปฏิบัติการอ้างอิงตรวจยืนยันเพื่อการรักษา 

ลักษณะงาน ต�าแหน่ง
คุณสมบัติและสมรรถนะที่จ�าเป็น

ส�าหรับงานจุลชีววิทยา

ผู้ตรวจวิเคราะห์ นักเทคนิคการแพทย์ บุคลากรต้องได้รับการฝึกอบรมตามมาตรฐานด้าน 

จุลชีววิทยาและประเมินผลจากหน่วยงานภายนอก	

ตามหลักสูตรที่กระทรวงสาธารณสุขก�าหนด

ผู้รับรองผลวิเคราะห์ นักเทคนิคการแพทย์ บุคลากรต ้องได ้รับการฝ ึกอบรมตามมาตรฐาน 

ด้านจลุชวีวทิยาและประเมนิผลจากหน่วยงานภายนอก	

ตามหลักสูตรที่กระทรวงสาธารณสุขก�าหนด	และควร

มีประสบการณ์ด้านจุลชีววิทยาอย่างน้อย	2	ปี
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 3.1.3 ห้องปฏิบัติการอ้างอิงตรวจยืนยันเพื่อการสอบสวนโรค

ลักษณะงาน ต�าแหน่ง
คุณสมบัติและสมรรถนะที่จ�าเป็น

ส�าหรับงานจุลชีววิทยา

ผู้ตรวจวิเคราะห์ นักเทคนิคการแพทย์

นักวิทยาศาสตร์การแพทย์

บุคลากรต้องได้รับการฝึกอบรมตามมาตรฐาน

ด้านจุลชีววิทยาและประเมินผลจากหน่วยงาน

ภายนอก	ตามหลักสูตรที่กระทรวงสาธารณสุข

ก�าหนด
ผู้รับรองผลวิเคราะห์ ผู้มีความเชี่ยวชาญและ

มีประสบการณ์ในสาขา

จุลชีววิทยาทางการแพทย์

อย่างน้อย	3	ปี

 3.1.4 ห้องปฏิบัติการแห่งชาติ

ลักษณะงาน ต�าแหน่ง
คุณสมบัติและสมรรถนะที่จ�าเป็น

ส�าหรับงานจุลชีววิทยา

ผู้ตรวจวิเคราะห์ นักเทคนิคการแพทย์

นักวิทยาศาสตร์การแพทย์

บุคลากรต้องได้รับการฝึกอบรมตามมาตรฐาน

ด้านจุลชีววิทยาและประเมินผลจากหน่วยงาน

ภายนอก	ตามหลักสูตรที่กระทรวงสาธารณสุข

ก�าหนด
ผู้รับรองผลวิเคราะห์ ผู้มีความเชี่ยวชาญและ

มีประสบการณ์ในสาขา

จุลชีววิทยาทางการแพทย์

อย่างน้อย	3	ปี

 3.1.5 ห้องปฏิบัติการอ้างอิงระดับนานาชาติ

ลักษณะงาน ต�าแหน่ง
คุณสมบัติและสมรรถนะที่จ�าเป็น

ส�าหรับงานจุลชีววิทยา

ผู้ตรวจวิเคราะห์ เป็นไปตามข้อก�าหนดของหน่วยงาน	accreditation

ผู้รับรองผลวิเคราะห์
หมายเหตุ		 หลักสูตรที่กระทรวงสาธารณสุขก�าหนด	อยู่ระหว่างการด�าเนินการจัดท�า	
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3.2 จ�านวนบุคลากร

	 การก�าหนดจ�านวนบุคลากรส�าหรับห้องปฏิบัติการแต่ละระดับ	ควรคิดค�านวณตามภาระงานของห้อง

ปฏิบัติการ	โดยคิดตามปริมาณงาน	เป็นไปตามที่กระทรวงก�าหนด	(ผนวก	ข)

3.3 ความปลอดภัยและสุขภาพบุคลากร

	 	 การเฝ้าระวังสุขภาพของบุคลากรเป็นกิจกรรมที่ส�าคัญและมีความจ�าเป็นอย่างมาก	ซึ่งควรด�าเนินการ

ควบคู่ไปกับการประเมินและบริหารจัดการความเส่ียงต่อสุขภาพจากการท�างาน	 (ดูรายละเอียดในคู่มือมาตรฐาน

ความปลอดภัยฯ	บทที่	15)

เอกสารอ้างอิง

1.	 ส�านักงานคณะกรรมการข้าราชการพลเรือน	 (ส�านักงาน	ก.พ.).	คู่มือวิเคราะห์อัตราก�าลังของส่วนราชการ	

เดือน	พฤศจิกายน	2553.	
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บทที่ 4

กำรบรหิำรจดักำรสิง่ส่งตรวจด้ำนจลุชวีวทิยำ

ในขั้นตอนก่อนกำรวิเครำะห์

4.1 การส่งตรวจ การเก็บสิ่งส่งตรวจ และการน�าส่งสิ่งส่งตรวจ

4.2 การตรวจรับสิ่งส่งตรวจของห้องปฏิบัติการ

4.3 การเก็บรักษาสิ่งส่งตรวจก่อนการวิเคราะห์

4.4 การเตรียมสิ่งส่งตรวจเพื่อตรวจวิเคราะห์
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	 ห้องปฏิบัติการแต่ละระดับต้องมีระเบียบปฏิบัติระบุวิธีการ/กิจกรรมขั้นตอนก่อนการวิเคราะห์	 เพื่อให้

มั่นใจว่ากระบวนการเป็นไปตามขั้นตอนที่ก�าหนด

4.1 การส่งตรวจ การเก็บสิ่งส่งตรวจ และการน�าส่งสิ่งส่งตรวจ 

	 ห้องปฏิบัติการต้องมีคู่มือแนะน�าวิธีการส่งตรวจ	วิธีการเก็บสิ่งส่งตรวจจากร่างกายผู้ป่วย	และวิธีน�าส่ง

สิ่งส่งตรวจตามหลักวิชาการ	 โดยค�านึงถึงความปลอดภัยและคุณภาพของส่ิงส่งตรวจ	และแจกจ่ายให้แก ่

หน่วยงานที่เก็บตัวอย่างมาส่งที่ห้องปฏิบัติการ	เพื่อประโยชน์ในการแปลผล	ซึ่งควรมีรายละเอียดดังต่อไปนี้	

	 4.1.1	 ระบุวิธีการตรวจ	 เวลาที่ให้บริการท้ังในและนอกเวลาท�าการ	การจัดเก็บตัวอย่าง	การปฏิเสธ

ตัวอย่างที่ไม่เหมาะสม	การรับตรวจวิเคราะห์เพิ่ม	ในกรณีที่แพทย์ต้องการส่งตรวจเพิ่มขึ้น	

	 4.1.2	 มีการชี้บ่งสิ่งส่งตรวจ/ใบน�าส่งท่ีมีข้อมูลส�าคัญครบถ้วน	สามารถสอบกลับผู้ป่วยได้	ระบุเวลาเก็บ

สิ่งส่งตรวจให้ชัดเจน	ระบุชนิดของสิ่งส่งตรวจและต�าแหน่งที่เก็บตัวอย่าง	การวินิจฉัยเบื้องต้น	และยาปฏิชีวนะที่

ก�าลังใช้	และระบุชื่อผู้เก็บ	พร้อมเบอร์ติดต่อ

	 4.1.3	 ระบุวิธีการเก็บสิ่งส่งตรวจทางจุลชีววิทยาชนิดต่างๆ	 เช่น	 เลือด	 (ใช้	 2%	 chlorhexidine	

gluconate	 in	70%	alcohol	ฆ่าเชื้อที่ผิวหนัง)	 เสมหะ	ปัสสาวะ	หนอง	สารน�้าในร่างกาย	ชิ้นเนื้อ	และอื่นๆ	 

โดยต้องเก็บสิ่งส่งตรวจในสถานที่ที่เหมาะสม	เป็นส่วนตัว	สะดวก	และปลอดภัย

	 4.1.4	 ระบุวิธีการน�าส่งสิ่งส่งตรวจทางจุลชีววิทยา	ภาชนะที่ใช้	เวลา	และอุณหภูมิที่เหมาะสม	ปลอดภัย

ต่อผู้น�าส่งและสิ่งแวดล้อม

	 4.1.5	 หลกีเลีย่งการปนเป้ือนของเชือ้ประจ�าถิน่ทีอ่ยูร่อบๆบรเิวณทีเ่กบ็สิง่ส่งตรวจ	เช่น	การเกบ็สิง่ส่งตรวจ

แผล	ฝี	หนองบริเวณผิวหนัง	ต้องใช้น�้ายาท�าลายเชื้อท�าความสะอาดผิวหนังบริเวณที่จะเก็บ

	 4.1.6	 เก็บสิ่งส่งตรวจเร็วที่สุดเท่าที่จะท�าได้ขณะเริ่มมีระยะฟักตัวของโรค	 เพื่อให้ได้สิ่งส่งตรวจที่เป็น

ตัวแทนที่ดีของการติดเชื้อ

	 4.1.7	 เลือกวิธีการเก็บตัวอย่างที่เหมาะสมส�าหรับสิ่งส่งตรวจแต่ละชนิด	ดังนี้

	 	 4.1.7.1	 สวอบ	 (Swab)	ต้องป้ายหรือถูแรงๆ	และต้องท�าให้เปียกชุ่มก่อน	 เพื่อให้สวอบดูดซับ 

สิ่งส่งตรวจได้มาก	สวอบไม่สามารถใช้เพาะเชื้อมากกว่าหนึ่งชนิด	 ไม่เหมาะสมส�าหรับการเพาะเชื้อรา	 เพราะเก็บ	

mycelium	ไม่ได้	ใช้เพาะเชื้อ	Mycobacterium	ไม่ได้	ต้องใช้สารน�้าหรือชิ้นเนื้อ

	 	 4.1.7.2	 สารน�้า	(Aspirates)	สิ่งส่งตรวจที่ได้จากการดูดมีคุณภาพดีกว่าสวอบ	ให้ท�าความสะอาด

ผวิหนงัก่อนเจาะ	แล้วตามด้วย	2%	chlorhexidine	gluconate	in	70%	alcohol	ชิน้เนือ้	(Tissue)	ทีใ่ช้เพาะเช้ือ	

เช่น	แพทย์ต้องตัดชิ้นเนื้อโดยเทคนิคปลอดเชื้อ	(aseptic	technique)	

	 	 4.1.7.3	 เสมหะ	 (Sputum)	 เป็นส่ิงส่งตรวจท่ีดี	ส�าหรับการวินิจฉัยโรคนิวโมเนีย	แต่ต้องไม่มี

น�้าลายปนเปื้อน	จึงควรตรวจคุณภาพ	โดยการดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ก่อนการเพาะเชื้อ	เสมหะที่ดีควรมีเซลล์บุผิว	

(Squamous	epithelial	cell)	น้อยกว่าหรือเท่ากับ	10	cells/LPF

	 	 4.1.7.4	 ปัสสาวะ	 (Urine)	 เพาะเชื้อจากการเก็บช่วงกลาง	 (midstream	collection)	การเก็บ

โดยการสวนปัสสาวะ	(catheterization)	ส�าหรับ	Foley	catheter	tip	ไม่เหมาะส�าหรับการเพาะเชื้อเพราะมีการ

ปนเปื้อนของเชื้อจากเชื้อประจ�าถ่ินในระบบทางเดินปัสสาวะ	 (urethral	micro	flora)	หากจ�าเป็นต้องเพาะเชื้อ	

ไม่ต้องท�า	colony	count
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	 	 4.1.7.5	 อุจจาระ	 (Feces/Stool)	 เหมาะส�าหรับเพาะเชื้อมากว่า	 rectal	swabs	มีโอกาสได้เชื้อ

ก่อโรคมากกว่า	ส�าหรับ	rectal	swabs	ต้องใส่ใน	transport	media	เสมอ

	 	 4.1.7.6	 Hemoculture	ให้ท�าความสะอาดผิวหนังก่อนเจาะ	แล้วตามด้วย	2%	chlorhexidine	

gluconate	in	70%	alcohol	ปริมาณเลือดที่เก็บส�าหรับผู้ป่วยผู้ใหญ่หรือเด็กที่มีน�้าหนักตัวตั้งแต่	36.5	กิโลกรัม

ขึ้นไป	ให้เจาะเลือดได้	8	 -	10	มิลลิลิตร	ต่ออาหาร	45	มิลลิลิตร	ส�าหรับผู้ป่วยเด็กที่มีน�้าหนักตัวต�่ากว่า	36.5	

กิโลกรัม	 ให้เจาะเลือด	1	 -	3	มิลลิลิตร	ต่ออาหาร	9	มิลลิลิตร	 โดยอัตราส่วนระหว่างเลือดและปริมาณอาหาร

ประมาณ	1:5	ถึง	1:10	 (ปริมาณที่เหมาะสมจะมีค�าแนะน�าจากบริษัทผู้ผลิตที่บ่งชี้ไว้ข้างขวด)	 เพื่อลดอัตราการ 

ปนเปื้อนควรใช้	2%	chlorhexidine	gluconate	 in	70%	alcohol	ท�าความสะอาดบริเวณจุกยาง	หรืออาจใช้

แอลกอฮอลล์	 70%	ในการเช็ดจุกขวดเพาะเชื้อ	 ไม่แนะน�าให้ใช้สารที่มี	 iodine	 เป็นส่วนประกอบเช็ดจุกยาง	

เพราะอาจท�าให้จุกยางเปลี่ยนสภาพได้	ทั้งนี้ไม่จ�าเป็นต้องเปลี่ยนเข็ม	

	 4.1.8	 น�าส่งในภาชนะมีฝาปิดแน่นไม่มีการร่ัวไหล	บรรจุภาชนะเก็บส่ิงตรวจในถุงพลาสติก	เพ่ือป้องกัน

การแพร่กระจายเชื้อ	โดยเลือกใช้อาหารน�าส่ง	(transport	media)	ที่เหมาะสม	เช่น

	 	 4.1.8.1	 Carry	Blair	ส�าหรับ	stool	หรือ	rectal	swab

	 	 4.1.8.2	 Stuart’s/	Amies	w/o	charcoal	ส�าหรับสิ่งส่งตรวจทุกชนิด

	 	 4.1.8.3	 Thioglycolate	ส�าหรับการเพาะเชื้อ	anaerobe	bacteria

	 	 4.1.8.4	 Hemoculture	media	ส�าหรับเลือด

4.2 การตรวจรับสิ่งส่งตรวจของห้องปฏิบัติการ 

	 ห้องปฏิบัติการต้องมีการก�าหนดเกณฑ์การยอมรับหรือปฏิเสธส่ิงส่งตรวจท่ีชัดเจน	ครอบคลุมประเด็น	

อย่างน้อยต่อไปนี้	

	 4.2.1	 ความถูกต้องของข้อมูลผู้ป่วยในใบส่งตรวจและฉลากบนภาชนะ	 เช่น	ชื่อ-นามสกุล	HN	อายุ	

หน่วยงานที่ส่งตรวจ	ชนิดสิ่งส่งตรวจ	รายการส่งตรวจ	เป็นต้น

	 4.2.2	 คุณภาพของสิ่งส่งตรวจ	 เช่น	ปัสสาวะที่ต้ังอุณหภูมิห้องนานน้อยกว่า	2	ชั่วโมง	 เสมหะที่ดีควรมี

เซลล์บุผิว	(squamous	epithelial	cell)	น้อยกว่าหรือเท่ากับ	10	cells/LPF	

	 4.2.3	 ความถูกต้องของชนิดสิ่งส่งตรวจและอาหารน�าส่งที่ใช้และวันหมดอายุ

	 4.2.4	 ความสมบูรณ์ของภาชนะบรรจุสิ่งส่งตรวจ	ต้องไม่มีรอยแตกรั่วซึมหก	หรือปิดฝาไม่สนิท

4.3 การเก็บรักษาสิ่งส่งตรวจก่อนการวิเคราะห์ 

	 ห้องปฏิบัติการต้องมีวิธีการเก็บรักษาส่ิงส่งตรวจท่ีเหมาะสมและปลอดภัย	 ท้ังในกรณีช่วงก่อนการ

วิเคราะห์	หรือส่งตรวจนอกเวลาท�าการ	หรือระหว่างรอส่งไปตรวจวิเคราะห์ภายนอกโรงพยาบาล	โดยระบุวิธีการ

เก็บรักษาสิ่งตรวจ	ครอบคลุมถึงช่วงนอกเวลาท�าการ	หรือถ้าตรวจทันทีไม่ได้	 ต้องมีวิธีการเก็บรักษาเหมาะสม	

เช่น	ปัสสาวะให้เก็บในตู้เย็น	 เสมหะจากผู้ใหญ่ให้เก็บในตู้เย็น	สิ่งส่งตรวจจากบริเวณที่ไม่พบเชื้อประจ�าถิ่น	 เช่น	

น�้าในร่างกาย	น�้าไขสันหลัง	(CSF)	ขวด	hemoculture	ให้เก็บที่อุณหภูมิห้อง	เป็นต้น	และระบุวิธีการเก็บรักษา	

และการน�าส่งสิ่งส่งตรวจไปยังห้องปฏิบัติการภายนอกโรงพยาบาล
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4.4 การเตรียมสิ่งส่งตรวจเพื่อตรวจวิเคราะห์

	 ห้องปฏิบัติการต้องมีวิธีการเตรียมสิ่งส่งตรวจที่เหมาะสม	ปลอดภัย	ถูกต้องตามหลักวิชาการ	และ

สามารถสอบกลับได้	ดังนี้

	 4.4.1	 ระบุวิธีการช้ีบ่งสิ่งส่งตรวจท่ีจะน�าไปตรวจให้ชัดเจน	 โดยต้องมีข้อมูลชี้บ่งที่สามารถสอบกลับได้

อย่างถูกต้อง	เช่น	

	 	 4.4.1.1	 สไลด์	ระบุชื่อ	Lab	Number	และวันที่เตรียมสไลด์	

	 	 4.4.1.2	 Plate	ระบุ	Lab	Number	วันที่ลง	plate	และชนิดสิ่งส่งตรวจ

	 	 4.4.1.3	 Biochem	tube	ระบุ	Lab	Number	เป็นอย่างน้อย

	 4.4.2	 ระบุวิธีเตรียม	Smear	 เพื่อย้อมสีหรือตรวจโดยตรงด้วยกล้องจุลทรรศน์ท่ีถูกต้อง	 ได้มาตรฐาน	

เช่น	Sputum	AFB	ต้องใช้ไม้ปลายหัก	 เลือกเฉพาะส่วนเนื้อเสมหะ	smear	แบบ	 repeated	coiled	ขนาด

ประมาณ	2	x	3	เซนติเมตร

	 4.4.3	 ระบุวิธีการเตรียมสิ่งส่งตรวจก่อนน�าไปเพาะเชื้อใน	primary	plate	เช่น	CSF	ต้องปั่นด้วย	sterile	

technique	ก่อนน�าไปเพาะเชื้อ	(หรือ	ท�า	smear)	

	 	 4.4.3.1	 ถ้ามีปริมาณมากกว่า	1	มิลลิลิตร	และใส	ให้น�าไปปั่นแยก	โดยใช้ความเร็ว	2,500	rpm	

นาน	15	นาที	 ใช้	pasteur	pipette	ปราศจากเชื้อ	 ดูดน�้าใสส่วนบนท้ิง	 เหลือตะกอนก้นหลอดประมาณ	0.5	

มิลลิลิตร	เขย่าผสมตะกอนด้วย	vortex	mixer	เพื่อใช้ย้อมและเพาะเชื้อต่อไป	กรณี	CSF	ให้พิจารณาจากปริมาณ

และรายการทดสอบ	ถ้าเพียงพอต่อการทดสอบไม่จ�าเป็นต้องปั่นตกตะกอน

	 	 4.4.3.2	 ถ้ามีปริมาณน้อยกว่า	1	มิลลิลิตร	หรือขุ่น	ไม่ต้องปั่น	ท�าการเพาะเชื้อได้เลย	

หมายเหตุ			ควรท�าการเพาะเชื้อทันที	เมื่อได้รับสิ่งตรวจ	แต่ถ้ายังท�าไม่ได้ให้เก็บในอุณหภูมิห้อง		

      ห้ามเก็บใส่ตู้เย็น 
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บทที่ 5

เทคนิคกำรตรวจทำงห้องปฏิบัติกำร

5.1 การตรวจสิ่งส่งตรวจโดยตรง 

5.2 การเพาะเชื้อจากเลือด

5.3 การเพาะเชื้อจากน�้าไขสันหลังและน�้าจากส่วนต่างๆ ของร่างกาย

5.4 การตรวจวินิจฉัย

5.5 การทดสอบความไวของเชื้อต่อยาต้านจุลชีพ

5.6 การตรวจด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา

5.7 เทคนิคอื่นในการตรวจวินิจฉัยจุลชีพโดยตรงจากสิ่งส่งตรวจ
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5.1 การตรวจสิ่งส่งตรวจโดยตรง 

	 การตรวจสิ่งตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์เป็นวิธีการวินิจฉัยโรคติดเชื้ออย่างรวดเร็ว	การตรวจทาง

กล้องจลุทรรศน์อาจดสูด	เช่น	การตรวจสดในสารละลาย	10	-	30%	Potassium	hydroxide	(KOH)	การตรวจสด 

ในอินเดียอิงค์	 (India	 ink	 preparation)	 หรือท�าการย้อมสีต่างๆ	 ตามความเหมาะสม	 เช่น	 ย้อมแกรม	 

เพื่อวินิจฉัยโรคติดเชื้อแบคทีเรีย	 ย้อม	 acid	 fast	 bacilli	 (AFB)	 เพ่ือวินิจฉัยการติดเชื้อมัยโคแบคทีเรีย	 

ย้อม	modified	acid	fast	bacilli	เพือ่วนิจิฉยัการตดิเชือ้	Nocardia	กบั	Rhodococcus	และวธิย้ีอมสพีเิศษต่างๆ	 

(ดูรายละเอียดวิธีย้อมและอ่านผลในบทที่	3	และบทที่	5	คู่มือปฏิบัติงานแบคทีเรียและรา)	

5.2 การเพาะเชื้อจากเลือด 

	 เชื้อที่เป็นสาเหตุก่อโรคที่พบบ่อย	 ได้แก่	 เชื้อกลุ่ม	Enterobacteriaceae,	Staphylococcus aureus,	

Pseudomonas	 spp.,	Streptococcus	group	A	and	non-group	A	Streptococcus,	viridans group	

Streptococcus,	Streptococcus pneumoniae,	Haemophilus influenzae, Enterococcus	 spp.,	

Neisseria meningitidis	และ	Vibrio	spp.	เป็นต้น	เชื้อประจ�าถิ่น	เช่น	coagulase	negative	Staphylococci 

อาจเป็นสาเหตุที่ท�าให้เกิดการติดเชื้อในผู้ป่วยที่ใส่สายต่างๆ	เข้าไปในร่างกาย	ผู้ป่วยมะเร็ง	ผู้ป่วยเบาหวาน	ผู้ป่วย

ที่มีภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง	ภาวะเม็ดเลือดขาวต�่า	 เป็นต้น	การพิจารณาว่าเป็นเชื้อก่อโรคหรือปนเปื้อนจะ

พิจารณาร่วมกับอาการทางคลินิกของคนไข้	ระยะเวลาการเจริญเติบโตของเชื้อที่ให้ผลบวกในแต่ละขวด	จ�านวน

ขวดที่ให้ผลบวก	และแบบแผนความไวของสารต้านจุลชีพของแต่ละขวด	การเพาะเชื้อจากเลือดจึงเป็นการ

วินิจฉัยที่ต้องค�านึงถึงความถูกต้อง	การรายงานผลที่รวดเร็วเป็นแนวทางส�าหรับแพทย์ในการเลือกใช้สารต้าน

จุลชีพที่เหมาะสมส�าหรับผู้ป่วย	

	 5.2.1	 การเพาะเชื้อจากเลือดด้วยวิธีท่ัวไป	(Conventional	method)	การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้ออาจ

ใช้	brain	heart	infusion	(BHI)	broth,	tryptic	soy	broth	(TSB)	ที่เติมสารป้องกันการแข็งตัวของเลือด	0.05%	

sodium	polyanethol	sulfonate	 (SPS)	ปริมาณเลือดที่เก็บส�าหรับผู้ป่วยผู้ใหญ่หรือเด็กที่มีน�้าหนักตัวต้ังแต่	

36.5	กิโลกรัมขึ้นไป	ให้เจาะเลือด	8	-	10	มิลลิลิตร	ต่ออาหาร	45	มิลลิลิตร	ส�าหรับผู้ป่วยเด็กที่มีน�้าหนักตัวต�่ากว่า	

36.5	กิโลกรัม	ให้เจาะเลือด	1	-	3	มิลลิลิตร	ต่ออาหาร	9	มิลลิลิตร	โดยอัตราส่วนระหว่างเลือดและปริมาณอาหาร

ประมาณ	1:5	ถึง	1:10	(ปรมิาณท่ีเหมาะสมจะมคี�าแนะน�าจากบรษิทัผูผ้ลติทีบ่่งชีไ้ว้ข้างขวด)	น�าขวด	hemoculture	 

อบทีอ่ณุหภมู	ิ35	–	37	๐C	นาน	7	วนั	ท�าการเพาะเชือ้หลงัอบขวดข้ามคนื	และรายงานผลเบือ้งต้น	หากเชือ้ยงัไม่ขึน้	

ให้สังเกตดูการเจริญของเชื้อทุกวัน	ขวดที่มีการเจริญของเชื้อจะมีลักษณะต่อไปนี้	คือ	อาหารเลี้ยงเชื้อมีความขุ่น

บริเวณผิวหน้าหรือขุ่นท้ังขวด	มีการแตกท�าลายของเม็ดเลือดแดง	มีเม็ดสีขาวเล็กๆ	อยู่บนผิวหน้า	หรืออยู่เหนือ

ช้ันเม็ดเลือด	 ขวดอาหารเลี้ยงเชื้อมีฟองก๊าซ	 หรือก้อน	 clot	 หรือมีก้อนคล้ายส�าลี	 ในกรณีท่ีพบลักษณะ 

ดังกล่าว	 ให้เพาะเชื้อทันทีบน	chocolate	agar	 (CA),	blood	agar	 (BA)	และ	macconkey	agar	 (MAC)	 

อบ	plate	CA	ในบรรยากาศ		5	-	10%	CO2 ที่อุณหภูมิ	35	-	37	๐C	นาน	2	-	3	วัน	ส�าหรับ	BA	และ	MAC	อบที่

อุณหภูมิ	35	-	37	๐C	นาน	2	-	3	วัน	พร้อมกับป้ายลงสไลด์ท�าการย้อมแกรม
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 5.2.2 การเพาะเชื้อจากเลือดด้วยระบบกึ่งอัตโนมัติ (Continuously monitored automated 

blood culture system) ปริมาณเลือดต่อขวดประมาณ	5	-	8	มิลลิลิตร	ปริมาณที่เหมาะสมจะมีค�าแนะน�าจาก

บริษัทผู้ผลิตที่บ่งช้ีไว้ข้างขวด	น�าขวดใส่เครื่องเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ	35	 -	37	๐C	 เครื่องจะท�าการตรวจอัตโนมัติ

อย่างต่อเนื่อง	ตามหลักการที่แตกต่างกันไปของแต่ละบริษัท	ระยะเวลาในการอบขวดเพาะเชื้อภายใน	5	วัน	ไม่มี

ความจ�าเป็นท่ีต้องอบเพาะเชื้อเกิน	 5	วัน	ยกเว้น	 เชื้อรา	 ระยะเวลาจะเกิน	5	วัน	ส�าหรับเชื้อที่สงสัยในกลุ่ม	

HACEK,	Brucella,	Capnocytophaga	 และ	Campylobacter	 และไม่มีความจ�าเป็นในการท�า	blind	

subculture	เมือ่พบการเจรญิของเชือ้ระบบจะมกีารแจ้งเตือน	(alarm)	ผ่านหน้าจอ	monitor	น�าขวดทีใ่ห้ผลบวก

ออกมาท�าการ	subculture	และย้อมแกรม	พร้อมท้ังโทรแจ้งผลเบื้องต้น	และออกใบรายงานผลเป็นลายลักษณ์

อักษรตามไปด้วยทุกครั้ง

หมายเหตุ	เพื่อลดอัตราการปนเปื้อนควรใช้	2%	chlorhexidine	gluconate	in	70%	alcohol	ท�าความสะอาด

บริเวณจุกยาง	หรืออาจใช้แอลกอฮอลล์	70%	ในการเช็ดจุกขวดเพาะเชื้อ	ไม่แนะน�าให้ใช้สารที่มีไอโอดีนเป็นส่วน

ประกอบเช็ดจุกยางเพราะอาจท�าให้จุกยางเปลี่ยนสภาพได้	

5.3 การเพาะเชื้อจากน�้าไขสันหลังและน�้าจากส่วนต่างๆ ของร่างกาย 

	 เชือ้แบคทีเรยีท่ีพบเป็นสาเหตขุองการตดิเชือ้ในระบบประสาทส่วนกลาง	มคีวามสมัพนัธ์กบัอายขุองผูป่้วย	

ดังตาราง	5.1

ตารางที่ 5.1	 ตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียที่พบเป็นสาเหตุของการติดเชื้อในระบบประสาทส่วนกลาง

อายุของผู ้ป่วย เชื้อแบคทีเรีย

เด็กแรกคลอด Escherichia coli

Streptococcus agalactiae

Listeria monocytogenes

เด็กอายุต�่ากว่า	2	เดือน Streptococcus agalactiae

Listeria monocytogenes 

Escherichia coli

เด็กอายุต�่ากว่า	10	ปี Hemophilus influenzae 

Neisseria meningitidis 

Streptococcus pneumoniae

เด็กที่มีอายุมากกว่า	10	ปีและผู้ใหญ่ Streptococcus pneumoniae 

Streptococcus suis

Neisseria meningitidis 

เด็กที่มีอายุมากกว่า	10	ปีและผู้ใหญ่ Gram	negative	bacilli	

Listeria monocytogenes
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วิธีปฏิบัติงาน

	 1.	ตรวจดูลักษณะและปริมาณของ	CSF	

	 	 1.1	 ถ้ามีเลือดปะปนหรือมีความขุ่นให้บันทึกไว้	

	 	 1.2	 ถ้ามีปริมาณมากกว่า	1	มิลลิลิตร	และใส	ให้น�าไปปั่นแยก	โดยใช้ความเร็ว	2,500	rpm	นาน	15	

นาที	ใช้	pasteur	pipette	ปราศจากเชื้อดูดน�้าใสส่วนบนทิ้ง	เหลือตะกอนก้นหลอดประมาณ	0.5	มิลลิลิตร	เขย่า

ผสมตะกอนด้วย	vortex	mixer	เพื่อใช้ย้อมและเพาะเชื้อต่อไป	กรณี	CSF	มีปริมาณเพียงพอต่อการทดสอบ	หรือ

มีปริมาณน้อยกว่า	1	มิลลิลิตร	หรือขุ่น	ไม่ต้องปั่น	ท�าการเพาะเชื้อได้เลย	

	 2.	ใช้	pasteur	pipette	ปราศจากเชื้อ	ดูด	CSF	หยดลงบน	BA,	CA,	MAC	plate	ละ	1	หยด	ส่วนที่เหลือ

ใส่ใน	FTM	และท�า	smear	บน	slide	เพื่อย้อมแกรม	โดยท�าการตรวจให้เร็วที่สุด	

	 3.	streak	plate	 ท้ัง	3	ชนิด	น�าไปบ่มที่อุณหภูมิ	35	+ 2 ๐C	นาน	3	วัน	 โดย	BA	และ	CA	บ่มใน

บรรยากาศ	5	-	10%	CO2	ส�าหรับ	FTM	ให้บ่มที่อุณหภูมิ	35	+ 2 oC	นาน	7	วัน	

หมายเหตุ	 ควรท�าการเพาะเชื้อทันที	เมื่อได้รับสิ่งตรวจ	แต่ถ้ายังท�าไม่ได้ให้เก็บในอุณหภูมิห้อง	

  ห้ามเก็บใส่ตู้เย็น 

ตารางที่ 5.2	 ตวัอย่างเชือ้แบคทเีรยีทีพ่บเป็นสาเหตขุองการตดิเชือ้	แบ่งตามประเภทน�า้จากส่วนต่างๆ	ของร่างกาย	

น�้าจากส่วนต่างๆของร่างกาย เชื้อแบคทีเรีย

น�้าจากข้อ	(joint/synovial	fluid) Staphylococcus aureus

Group	A	beta-hemolytic	streptococci	(GAS)

Group	B	beta-hemolytic streptococci (GBS)

Streptococcus pneumoniae

Enterococcus spp.

Other	streptococci

Haemophilus influenzae

Enterobacteriaceae

Neisseria gonorrhoeae

Moraxella osloensis

Corynebacterium spp. 

น�้าจากเยื่อหุ้มปอด	(pleural	fluid) Mycobacterium spp.

Streptococcus pneumoniae

Haemophilus influenzae

Staphylococcus aureus

Enterobacteriaceae

Non-fermentative	Gram-negative	bacilli	

Other	streptococci

Mycobacterium tuberculosis และ Nocardia spp. 
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น�้าจากส่วนต่างๆของร่างกาย เชื้อแบคทีเรีย

น�้าจากเยื่อบุช่องท้อง	

(peritoneal	fluid)

Enterobacteriaceae

Enterococcus spp.

Staphylococcus aureus

Coagulase	negative	staphylococci	(CoNS)	

Streptococcus pneumoniae

Group	A	streptococcus

Haemophilus spp.

Anaerobic	bacteria

Non-fermentative	Gram-negative	bacilli

หมายเหตุ	ควรท�าการเพาะเชื้อทันที	เมื่อได้รับสิ่งตรวจ	แต่ถ้ายังท�าไม่ได้ให้เก็บในอุณหภูมิห้อง	ห้ามเก็บใส่ตู้เย็น

วิธีปฏิบัติงาน

	 ใช้หลักการและวิธีการตรวจเช่นเดียวกับการเพาะเชื้อในน�้าไขสันหลัง	โดยมีรายละเอียดเพิ่มเติม	ในกรณี

เก็บสิ่งส่งตรวจไม่สามารถส่งห้องปฏิบัติการได้ทันที	สามารถฉีด	Sterile	body	fluid	5	มิลลิลิตร	 ใส่ในขวด	

hemoculture	ได้

หมายเหตุ 

	 1.	FTM ควรอบจนครบ	7	วัน	ดูการเจริญทุกวัน	ถ้ามีความขุ่น	ในส่วนล่าง	อาจเป็น	anaerobic	bacteria	

ให้น�ามาย้อมสีแกรม	และเพาะบน	BA	ในบรรยากาศ	CO2 35 + 2		๐C	นาน	2	วัน	ถ้าไม่มีเชื้อขึ้น	ให้รายงานผล 

การย้อมแกรมพร้อมรูปร่างและส่งเพาะเชื้อ	anaerobic	bacteria	ต่อไป

	 2.	ควรดูความสอดคล้องของผล	เพาะเชื้อที่ได้สัมพันธ์กับการย้อมแกรมหรือไม่	

	 3.	ในรายที่สงสัยเชื้อราให้เก็บ	plate	อย่างน้อย	1	สัปดาห์

	 4.	ควรเก็บสไลด์ที่ย้อมแกรม	เพื่อใช้ในการทวนสอบผล	และสิ่งส่งตรวจไว้ระยะหนึ่ง	ในกรณีที่แพทย์อาจ

ขอเพิ่มรายการทดสอบ	

	 5.	เก็บ	CSF	ที่อุณหภูมิ	4	๐C	เพื่อใช้ในกรณีที่แพทย์สั่งตรวจ	PCR	เพิ่ม

5.4 การตรวจวินิจฉัย

	 การวนิจิฉยัเชือ้แบคทเีรยีและเชือ้ราก่อโรค	ทีไ่ด้จากการเพาะเชือ้จากส่ิงส่งตรวจนัน้	สามารถท�าได้หลายวธิ	ี

แต่โดยส่วนใหญ่แล้วจะใช้การวินิจฉัยชนิดของเชื้อด้วยการทดสอบทางชีวเคมี	 (Biochemical	 test)	 เป็นหลัก	 

ซึง่ระดบัของการวนิจิฉยัจะขึน้อยูก่บัจ�านวนของการทดสอบทีแ่ต่ละห้องปฏบิตักิารเลอืกใช้	ท�าให้มคีวามหลากหลาย

ของผลการวินิจฉัยในแต่ละห้องปฏิบัติการ	ดังนั้น	 เพ่ือให้การวินิจฉัยเชื้อเป็นไปอย่างมีระบบ	และสอดคล้องกับ

การทดสอบและแปลผลการทดสอบความไวต่อสารต้านจุลชีพท่ีถูกต้องและมีมาตรฐาน	จึงก�าหนดระดับ	 (genus	

หรือ	species)	ของการวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราก่อโรค	ไว้ดังนี้
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	 5.4.1	 แบคทีเรียแกรมบวกรูปกลม	(Gram	positive	cocci)	

ระดับสปีชีส์ (Species level)

Staphylococcus aureus

Staphylococcus lugdunensis 

Staphylococcus pseudintermedius 

Rothia mucilaginosa

Streptococcus pneumoniae

ระดับจีนัส (Genus level) หรือกลุ่มของเชื้อ

Coagulase	negative	staphylococci	(CoNS)	

Micrococcus	spp.	

Enterococcus	spp.	(ยกเว้น	กรณีดื้อต่อยา	Vancomycin	ต้องวินิจฉัยแยกสปีชีส์ให้ได้ว่าเป็น	 

E. faecalis	หรือ	E. faecium)	

Beta-hemolytic	streptococci	(large	colony)	

Viridans	Streptococci/Beta-hemolytic	streptococci	(small	colony)	

Abiotrophia/ Granulicatella	spp.	

Aerococcus	spp.

Gemella	spp.	

Lactococcus	spp.	

Leuconostoc	spp.	

Pediococcus	spp.

	 5.4.2	 แบคทีเรียแกรมบวกรูปแท่งที่สร้างสปอร์	(Spore	forming	gram	positive	bacilli)

ระดับสปีชีส์ (Species level)

 Bacillus anthracis

ระดับจีนัส (Genus level) หรือกลุ่มของเชื้อ

 Bacillus	spp.	(ที่ไม่ใช่	B. anthracis)

	 5.4.3	 แบคทีเรียแกรมบวกรูปแท่ง	ที่ไม่สร้างสปอร์	(Non-spore	forming	gram	positive	bacilli)

ระดับสปีชีส์ (Species level)

 Corynebacterium diphtheriae

 Erysipelothrix rhusiopathiae

 Listeria monocytogenes

ระดับจีนัส (Genus level) หรือกลุ่มของเชื้อ

 Corynebacterium	spp.	(ที่ไม่ใช่	C. diphtheriae)	/	Coryneform

 Lactobacillus	spp.
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	 5.4.4	 แบคทีเรียแกรมลบรูปกลม	(Gram	negative	cocci)

ระดับสปีชีส์ (Species level)

 Neisseria gonorrhoeae

 Neisseria meningitidis

ระดับจีนัส (Genus level) หรือกลุ่มของเชื้อ

 Neisseria	spp.	(ที่ไม่ใช่	N. gonorrhoeae	หรือ	N. meningitidis)

	 5.4.5	 แบคทีเรียแกรมลบรูปแท่ง	(Gram	negative	bacilli)

ระดับสปีชีส์ (Species level)

 Escherichia coli
 Klebsiella pneumoniae
 Klebsiella oxytoca
 Proteus mirabilis
 Moraxella catarrhalis
 Pseudomonas aeruginosa
 Acinetobacter baumannii
 Burkholderia cepacia complex
 Burkholderia pseudomallei 
 Burkholderia mallei
 Stenotrophomonas maltophilia
 Campylobacter jejuni/coli
 Helicobacter pylori
 Yersinia pestis
 Francisella tularensis

ระดับจีนัส (Genus level) หรือกลุ่มของเชื้อ

 Aeromonas	spp.
 Brucella	spp.
 Salmonella	spp.
 Shigella	spp.
	Other	Enterobacteriaceae
 Acinetobacter	spp.	(ที่ไม่ใช่	A. baumannii)
	HACEK	group
 Vibrio	spp.
 Pasteurella	spp.
	Non-fermentative	bacilli	(NFB)
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	 5.4.6	 เชื้อรา

ระดับสปีชีส์ (Species level)

 Candida albicans

 Candida dubliniensis

 Cryptococcus neoformans

 Talaromyces marneffei

 Histoplasma capsulatum

 Coocidioides immitis

 Paracoccidioides brasilliensis

 Blastomyces dermatitidis

 Sporothrix schenckii

 Pythium insidiosum

ระดับจีนัส (Genus level) หรือกลุ่มของเชื้อ

 Candida	spp.	(not	C. albicans	/C. dubliniensis)		

	Dermatophytes

	Zygomycetes	(Rhizopus,	Mucor,	Rhizomucor)

	Hyaline	mould

	Dematicious	mould

5.5 การทดสอบความไวของเชื้อต่อยาต้านจุลชีพ

	 การทดสอบความไวของแบคทีเรียต่อสารต้านจุลชีพ	 เป็นการทดสอบทางห้องปฏิบัติการ	 เพ่ือบ่งชี้ว่า

แบคทีเรียก่อโรคท่ีแยกได้จากสิ่งส่งตรวจไวหรือด้ือต่อสารต้านจุลชีพใด	 เพื่อเป็นแนวทางส�าหรับแพทย์	 ในการ

เลือกใช้สารต้านจุลชีพ	 ในการรักษาผู้ป่วยอย่างมีประสิทธิภาพ	วิธีการทดสอบมีหลายรูปแบบทั้งการวิเคราะห์เชิง

คุณภาพ	และการวิเคราะห์เชิงปริมาณ	นอกจากนี้ยังมีการตรวจหาเอนไซม์ที่ท�าลายสารต้านจุลชีพ	ซึ่งผู้ปฏิบัติงาน

ควรพจิารณาเลอืกใช้การทดสอบทีเ่หมาะสม	ให้ท�าการทดสอบกบัเชือ้ก่อโรคทีไ่ม่สามารถคาดได้ว่าไวหรอืดือ้ต่อยา	

ในกรณีติดเชื้อแบคทีเรียที่ทราบแน่ชัดว่าไวต่อยาที่ใช้รักษาเสมอ	ก็ไม่จ�าเป็นต้องท�าการทดสอบกับยาชนิดนั้น	

ได้แก่	Streptococcus pyogenes	ไวต่อ	penicillin	เป็นต้น	ยกเว้น	ทดสอบเพื่อติดตามเฝ้าระวังการดื้อยา	หรือ

กรณีที่สงสัยว่าเป็นเชื้อดื้อยาที่อุบัติใหม่

	 วิธีการทดสอบและการแปลผลของวิธี	 ด�าเนินตามมาตรฐานของ	Clinical	Laboratory	Standard	

Institute	(CLSI)	หรือ	European	Committee	on	Antimicrobial	Susceptibility	Testing	(EUCAST)	ส�าหรับ

เชื้อแบคทีเรียเจริญเร็ว	(Rapid	growing	bacteria)	เชื้อแบคทีเรียเจริญยากและช้า	(Fastidious	bacteria)	และ

แบคทีเรียไร้อากาศ	 (Anaerobes)	หากมาตรฐานมีหลักฐานทางวิชาการใหม่ที่จะต้องปรับปรุงวิธีการ	หรือการ

แปลผลจะมีการแจ้งการปรับปรุง	 ในเอกสารที่พิมพ์ใหม่ทุกปี	 และกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์	 กระทรวง

สาธารณสุข	จะเป็นผู้แจ้งต่อห้องปฏิบัติการต่อไป
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	 5.5.1	 วิธีการทดสอบที่ห้องปฏิบัติการระดับโรงพยาบาลศูนย์	ควรท�าได้มีดังนี้

	 	 	 5.5.1.1	 Disk	diffusion	หรือ	Kirby	Bauer’s	method

	 	 	 5.5.1.2	 MIC	determination	by	broth	dilution	และ	E-test	

	 	 	 5.5.1.3	 Beta-lactamase	tests

	 	 	 5.5.1.4	 Extended-Spectrum	Beta-Lactamases	(ESBL)	detection	(เฉพาะกรณสีอบสวนโรคเท่านัน้)

	 	 	 5.5.1.5	 Carbapenemases	(Carbapenem-Resistant	Enterobacteriaceae)	Detection

	 	 	 5.5.1.6	 Screen	test	to	detect	high-level	aminoglycoside	resistance	in	enterococci

	 	 	 5.5.1.7	 Agar	screening	to	detect	vancomycin	resistance	in	enterococci	

	 	 	 5.5.1.8	 Agar	screening	to	detect	vancomycin	resistance	in	staphylococci

	 	 	 5.5.1.9	 D-test

หมายเหตุ	ดูรายละเอียดวิธีการทดสอบและการควบคุมคุณภาพในคู่มือปฏิบัติงานแบคทีเรียและรา

	 5.5.2	 การจัดท�ารายงาน	antibiogram	

	 	 	 5.5.2.1	 หวัข้อปฏบิตันิี	้มเีพือ่ให้เจ้าหน้าทีห้่องปฏบิตักิารจลุชวีวทิยาทางการแพทย์	 ใช้เป็นแนวทาง

ในการวิเคราะห์ข้อมูล	ผลการทดสอบความไวเชื้อแบคทีเรียต่อยาต้านจุลชีพ	และจัดท�ารายงาน	cumulative	

antibiogram	report	 (CAR)	และการก�าหนดรูปแบบการด้ือยาด้านจุลชีพบนพ้ืนฐานของวิธีมาตรฐานสากลที่

สามารถใช้เปรียบเทียบผลระหว่างหน่วยงาน

	 	 	 5.5.2.2	 ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาทางการแพทย์	จัดท�ารายงาน	cumulative	antibiogram	

report	 (CAR)	 โดยการวิเคราะห์ข้อมูลรวมของการทดสอบความไวเชื้อแบคทีเรียต่อยาต้านจุลชีพที่ได้จากการ

รายงานผลของผู้ป่วยแต่ละรายของแต่ละโรงพยาบาล	 ในช่วงเวลาที่ก�าหนด	 เพื่อให้แพทย์ใช้เป็นแนวทางในการ

เลือกใช้ยา	 ในการรักษาเบื้องต้น	ก่อนทราบผลการเพาะเชื้อ	และผลทดสอบความไวต่อยาของผู้ป่วย	ที่เรียกว่า	

empirical	antimicrobial	therapy	ได้อย่างเหมาะสม	ใช้เป็นข้อมลูเปรยีบเทยีบกบัข้อมลูย้อนหลงั	 เพือ่ดแูนวโน้ม

การดื้อยาในหน่วยงาน	และเปรียบเทียบระหว่างหน่วยงานและยังสามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐาน	ในการจัดท�า

รายงานในระดับประเทศ	และระดับนานาชาติต่อไป

	 5.5.3	 เกณฑ์การจัดท�ารายงาน	Cumulative	antibiogram	report	 (CAR)	 เป็นการรายงานผลการ

วเิคราะห์ข้อมลูการทดสอบความไวเชือ้แบคทเีรยีแต่ละชนดิต่อยาต้านจลุชพี	 ในภาพรวมทีไ่ด้จากผูป่้วยหลายๆ	ราย	

โดยรายงานเป็นร้อยละของความไว	 (susceptible,	S)	ค่อนข้างไวต่อยา	 (intermediate,	 I)	 และดื้อต่อยา	

(Resistant,	R)	โดยมีหลักเกณฑ์การวิเคราะห์	ดังนี้

	 	 	 5.5.3.1	 การวิเคราะห์ข้อมูลและรายงานผล	อย่างน้อยปีละคร้ัง	 โดยแนะน�าว่าควรจัดท�าทุก	3	

หรือ	 6	 เดือน	กรณีพบมีการเปลี่ยนแปลงของความไว	 ในช่วงเวลาดังกล่าว	 และมีข้อมูลมากพอส�าหรับการ

วเิคราะห์	เนือ่งจากจะสะท้อนสถานภาพจรงิของการด้ือยาในองค์กร	ในแต่ละช่วงของเวลา	และสามารถใช้เฝ้าระวัง	

และป้องกันการแพร่กระจายเชื้อดื้อยาได้ทันกาล

	 	 	 5.5.3.2	 เลือกวิเคราะห์ข้อมูลและรายงานผลเฉพาะเชื้อ	species	ที่มีจ�านวนรวมอย่างน้อย	30	

สายพันธุ์	 การรวบรวมผลการวิเคราะห์ความไวของชื้อในระยะเวลามากกว่าหนึ่งปี	 สามารถท�าได้	ส�าหรับเชื้อที่

แยกไม่ได้บ่อยมีจ�านวนไม่เพียงพอ	ส�าหรับการวิเคราะห์	หรือการรวบรวมรายงานผลของเชื้อที่แยกได้จากพื้นที่ใน

ภูมิศาสตร์เดียวกัน	เพื่อให้มีจ�านวนวิเคราะห์มากพอ
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	 	 	 5.5.3.3	 เลือกวิเคราะห์ข้อมูลและรายงานผลเฉพาะยาต้านจุลชีพท่ีมีทดสอบเป็นงานประจ�าวัน	

และเป็นกลุ่มของยาที่ใช้รักษาเชื้อในแต่ละกลุ่ม	เช่น	รายงานผลความไวของเชื้อกลุ่มแกรมบวกเฉพาะยาที่ใช้รักษา

เชื้อกลุ่มนี้	และในท�านองเดียวกัน	รายงานผลความไวของเชื้อกลุ่มแกรมลบด้วยยาที่ใช้รักษาเชื้อกลุ่มนี้เท่านั้น

	 	 	 5.5.3.4	 ความน่าเชื่อถือหรือความเม่นย�าของ	cumulative	antibiogram	report	ขึ้นอยู่กับ

คุณภาพรายงานผลการแยกชนิดของเชื้อ	และผลการทดสอบความไวของเชื้อต่อยาต้านจุลชีพ	ดังนั้นห้องปฏิบัติ

การจะต้องมีระบบประกันคุณภาพ	การวิเคราะห์ที่ครอบคลุม	ทั้งด้านบุคลากรที่มีการก�าหนดจ�านวนบุคลากรที่

เพียงพอ	ก�าหนดสมรรถภาพ	ในการปฏิบัติงานห้องปฏิบัติการจุลชีวทางการแพทย์	 โดยเฉพาะการปฏิบัติงาน	 

ด้านแยกวินิจฉัยเชื้อและการทดสอบความไวของเชื้อ	มีการสอบเทียบเครื่องมือที่มีผลกระทบต่อคุณภาพการ

วิเคราะห์	 มีการตรวจสอบคุณภาพตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์	 และควบคุมระยะเวลาและอุณหภูมิการน�าส่ง 

สิ่งตรวจ	มีระบบการควบคุมคุณภาพทั้งภายในห้องปฏิบัติการ	 (Internal	quality	control)	มีระบบการควบคุม

คุณภาพภายนอกห้องปฏิบัติการ	(External	quality	assessment)	หรือการควบคุมคุณภาพระหว่างห้องปฏิบัติ

การ	(Inter-laboratory	quality	control)	และมีการรายงานผลที่เป็นสากลมีการตรวจสอบผลก่อนการรายงาน

	 	 	 5.5.3.5	 วิเคราะห์เฉพาะรายงานผลท่ีท�า	 เพ่ือการวินิจฉัยหาเชื้อท่ีเป็นสาเหตุของการติดเชื้อ	 

โดยไม่รวมผลของเชื้อที่ท�า	 เพื่อการเฝ้าระวัง	 (surveillance	culture)	 เช่น	การส�ารวจการปนเปื้อนของเชื้อ	

carbapenem-	resistant	Enterobacteriacea (CRE)

	 	 	 5.5.3.6	 วิเคราะห์เฉพาะเช้ือสายพันธุ์ที่แยกได้จากผู้ป่วยเป็นครั้งแรกในการติดเชื้อแต่ละรอบของ

การวิเคราะห์	เช่น	รอบ	6	เดือน	หรือ	1	ปี

	 	 	 5.5.3.7	 โดยทั่วไปการจัดท�า	cumulative	antibiogram	 report	จะรายงานเป็นร้อยละของ

ความไวของเชื้อต่อยาต้านจุลชีพแต่ละชนิด	โดยไม่รวมผลของเชื้อที่เป็น	 intermediate	susceptible	หรือเชื้อที่

ดื้อยาแต่มีข้อก�าหนดพิเศษ	ส�าหรับเชื้อบาง	species	ดังนี้

	 	 	 	 i.	 เชื้อกลุ่ม	 Viridans	 group	Streptococci	 แยกจากสิ่งตรวจที่ไม่มีเชื้อประจ�าถิ่น	

(sterile	site)	ให้รายงานทั้งร้อยละของความไว	และผล	intermediate	susceptible	(%	S	และ	%	I)	เนื่องจาก

ใช้เป็นข้อมูลเฝ้าระวังเชื้อดื้อยาที่อุบัติใหม่ชนิด	reduced	susceptibility	ซึ่งจะมีค่า	MIC	หรือ	inhibition	zone	

อยู่ในช่วงที่ไม่ไวมากแต่ไม่ดื้อ	คือ	Non	susceptible	หรือ	intermediate

	 	 	 	 ii.	 Streptococcus pneumoniae ผลการทดสอบกับยา	 cefotaxime	 หรือ	

ceftriaxone	และ	penicillin	 ให้วิเคราะห์แยกเชื้อ	ที่แยกได้จากน�้าไขสันหลังกับเชื้อที่แยกได้จากตัวอย่างอื่นๆ	

และควรวิเคราะห์ผลของยา	penicillin	ชนิดกิน	ด้วยการใช้	oxacillin	ทดสอบ	S. pneumoniae แต่รายงานเป็น	

%S	ของ	penicillin	
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Organism
No. 

Strains

% Susceptible

AMX CTX CRO CLI ERY LVX
PEN 

(IV)

PEN 

(oral)
SXT VAN

S. pneumoniae 110 94 _* _* 81 64 99 _* 64§ 69 100

Meningitis 110 _ 85† 84† _ _ _ 64† _ _ _

Nonmeningitis 110 _ 95‡ 96‡ _ _ _ 84‡ _ _ _
*	การทดสอบความไวของ	Streptococcus pneumoniae กับยา	cefotaxime,	ceftriaxone	และ	penicillin	ให้วิเคราะห์ตาม 

		การวินิจฉัย	
†	เชื้อที่แยกจากน�้าไขสันหลัง	ใช้ค่าแปลผลส�าหรับกลุ่มผู้ป่วย	Meningitis	
‡ เชื้อที่แยกจากตัวอย่างอื่นใช้ค่าแปลผลส�าหรับกลุ่มผู้ป่วย	Nonmeningitis	
§ กรณีทดสอบกับยา	penicillin	ชนิดกิน	หากใช้วิธี	Kirby	bauer	 ให้ทดสอบกับ	oxacillin	รายงานเป็น	%S	ของ	penicillin	 

		หากใช้วิธี	agar	dilution	ใช้ค่าแปลผลของยา	penicillin	V	ซึ่งเป็นชนิดกิน	

	 	 	 	 iii.	 วิเคราะห์ผลความไวของ	Staphylococcus aureus โดยรวมทุกสายพันธุ์	และให้

แยกรายงานผลความไวของเชื้อต่อยาต้านจุลชีพสายพันธุ์ที่เป็น	Methicillin-Resistant	Staphylococcus 

aureus (MRSA)	แยกจากเช้ือ	Methicillin-Susceptible	Staphylococcus aureus	 (MSSA)	โดยให้รายงาน

เป็น	oxacillin	หรือ	methicillin	แม้ว่าจะทดสอบด้วยแผ่นยา	cefoxitin	

Organism
No. 

Strains

%S

CLI DOX ERY GEN OXA PEN RIF SXT VAN

All	S. aureus 1317 80 98 50 93 68 13 98 96 100

Oxacillin-resistant	

S. aureus	(MRSA)

449 44 96 4 79 0 0 95 94 100

Oxacillin-susceptible	

S. aureus	(MSSA)

904 97 99 72 99 100 18 99 97 100

	 	 	 	 iv.	วิเคราะห์ผลความไวของ	Enterococcus spp. ทุกสายพันธุ์	 และให้แยกรายงาน 

สายพันธุ์ที่เป็น	E. faecalis และสายพันธ์	E. faecium	โดยมีข้อสังเกตว่า	E. faecium มักจะดื้อต่อยามากกว่า	 

E. faecalis	ห้องปฏิบัติการจึงควรมีศักยภาพในการแยก	Enterococus ในระดับ	species	ได้

	 	 	 	 v.	 การตรวจสอบความถูกต้องของข้อมูลที่วิเคราะห์	 โดยใช้	 expert	 system	 

ในโปรแกรมส�าเร็จรูป	 เพื่อทวนสอบผลการตรวจความไวต่อยา	หารายงานท่ีไม่เป็นไปตามปกติ	 (Appendix	A	 

ใน	CLSI	M39-A4)	เช่น	E. coli ดื้อ	meropenem	หรือ	S. pneumoniae ดื้อ	vancomycin

	 	 	 	 vi.	ตรวจสอบจากข้อยกเว้นใน	CLSI	M100	 เช่น	Enterobacteriaceae ก�าหนดให้

ทดสอบกับ	1st	และ	2nd	generation	cephalosporins	ยกเว้น Salmonella และ	Shigella

	 	 	 	 vii.	เชื้อที่ดื้อยาแบบ	intrinsic	resistance	จะไม่รายงานเป็นเชื้อที่ดื้อยา	และไม่นับกลุ่ม

ของยานี้เป็นกลุ่มยาที่ดื้อ	(ดูรายละเอียดในค�าจ�ากัดความรูปแบบการดื้อยา)
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	 5.5.4	 การน�าเสนอรายงาน	Cumulative	antibiogram

	 	 	 5.5.4.1	 น�าเสนอรายงาน	Cumulative	antibiogram	ในรูปตาราง	บอกชนิดของเชื้อ	และยาที่ใช้

ทดสอบ	โดยมข้ีอมลูประกอบ	เช่น	ระยะเวลาของข้อมลูทีท่�าการวเิคราะห์	ชือ่สถาบนัหรอืโรงพยาบาล	ชือ่ห้องปฏิบัติ

การ	เช่น	รายงานร้อยละของความไวจากเชื้อที่เฉพาะที่เป็น	first	isolate	หรือเป็นข้อมูลที่สะสมจากผลของผู้ป่วย

ในหนึ่งปีหรือ	หกเดือน

	 	 	 5.5.4.2	ชนิดของเชื้อ	จ�านวนเชื้อที่ทดสอบ	ส�าหรับยาทั้งหมด	และจ�านวนเชื้อที่ทดสอบต่อยา

แต่ละตัว

	 	 	 5.5.4.3	ชื่อยาที่ทดสอบและกลุ่มยา

	 	 	 5.5.4.4	ใส่ผลตัวเลข	%S	และใส่	“–”	ในช่องที่ไม่ได้ทดสอบ	หรือมีข้อมูลไม่มากพอ

	 	 	 5.5.4.5	แยกรายงานเป็นส่วนย่อย	 (subset)	 เช่น	แยกตามหอผู้ป่วย	 เชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วยใน	

ICU	และ	non	ICU	หรือแยกรายงานตามชนิดของสิ่งตรวจของระบบต่างๆ	ในร่างกาย	เช่น	แยกจากเลือด	ระบบ

ทางเดินหายใจ	ระบบทางเดินอาหาร	หรือระบบปัสสาวะเป็นต้น

5.6 การตรวจด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา

	 5.6.1	 เทคนิคทางอณูชีววิทยา	แบ่งตามวัตถุประสงค์	ดังนี้

	 	 	 5.6.1.1	 การตรวจหาจุลชีพโดยตรง	 ไม่ต้องเพิ่มปริมาณกรดนิวคลิอิก	 (Without	nucleic	acid	

amplification)

	 	 	 5.6.1.2	การตรวจหาพิสูจน์ชนิดหรือปริมาณจุลชีพ	 โดยมีขั้นตอนการเพิ่มปริมาณกรดนิวคลิอิก	

(Nucleic	acid	amplification)

	 	 	 5.6.1.3	การตรวจพิสูจน์ความเป็นสายพันธ์เดียวกันของเชื้อ	(Strain	typing)

 5.6.2	 เทคนิคทางอณูชีววิทยา	แบ่งตามวิธีการ	ดังนี้

	 	 	 5.6.2.1	 Signal	amplification	method	

	 	 	 	 i.	 NUCLEIC	ACID	PROBE 

	 	 	 	 ii.	HyBRID	CAPTURE	(HC) 

	 	 	 	 iii.	BRANCHED-CHAIN	DNA	(BDNA)	

	 	 	 	 iv.	IN	SITU	HyBRIDIZATION	(ISH) 

	 	 	 5.6.2.2	 Nucleic	ACID	amplification	

	 	 	 	 i.	 Polymerase	Chain	Reaction	(PCR)

	 	 	 	 ii.	 Loop-mediated	isothermal	amplification	(LAMP) 

	 	 	 	 iii.	REVERSE	TRANSCRIPTION-PCR	(RT-PCR) 

	 	 	 	 iv.	BROAD-RANGE	PCR 

	 	 	 	 v.	MULTIPLEX	PCR 

	 	 	 	 vi.	Nested	PCR
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	 	 	 5.6.2.3	 Postampification	analysis	

	 	 	 	 i.	 GEL	ELECTROPHORESIS/SOUTHERN	BLOT	HyBRIDIZATION 

	 	 	 	 ii.	 ENZyMATIC	DETECTION	OF	AMPLIFIED	PRODUCTS 

	 	 	 	 iii.	REVERSE	HyBRIDIZATION 

	 	 	 	 iv.	DNA	SEqUENCING 

	 	 	 	 v.	 Next-generation	sequencing	(NGS)	

	 	 	 	 vi.	MICROARRAy	analysis	

	 	 	 	 vii.	REAL-Time	NUCLEIC	acid	amplification	(Rapid-cycle	PCR)	

5.7 เทคนิคอื่นในการตรวจวินิจฉัยจุลชีพโดยตรงจากสิ่งส่งตรวจ

	 5.7.1	 Mass	 spectrometry	 โดยหลักการของ	Matrix-Assisted	Laser	Desorption-Ionization-

Time-of-Flight	 (MALDI-TOF)	 ในการตรวจวินิจฉัยชนิดของจุลชีพ	 จากโคโลนีหรือจากสิ่งส่งตรวจโดยตรง	

เป็นการวิเคราะห์โปรตีน	(ส่วนใหญ่เป็น	rRNA	protein)	ชนิดต่างๆ	ของเชื้อ	โดยการท�าให้เกิดไอออนด้วยเทคนิค	

MALDI	และวิเคราะห์มวลด้วย	TOF	MS
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บทที่ 6

กำรควบคมุคณุภำพภำยในห้องปฏบิตักิำร

6.1 เกณฑ์ในการพิจารณารับหรือปฏิเสธสิ่งส่งตรวจก่อนการวิเคราะห์

6.2 การควบคุมคุณภาพของเครื่องมือ

6.3 การควบคุมคุณภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อ

6.4 การควบคุมคุณภาพของสีย้อม



คู่มือ มาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา
ทางการแพทย ์และสาธารณสุข 41

	 การควบคุมคุณภาพของงานในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา	มีขั้นตอนและความละเอียดที่มากกว่าการ

ควบคุมคุณภาพทางปฏิบัติการทั่วไป	 เนื่องจากกระบวนการตรวจวินิจฉัย	วิเคราะห์	มีความซับซ้อนและความ

หลากหลายของลักษณะงาน	ตั้งแต่ชนิดของสิ่งส่งตรวจ	ไปจนถึงชนิดของเชื้อก่อโรค	รวมทั้งกระบวนการทดสอบ

ความไวต่อสารต้านจุลชีพ	และการแปลผลการทดสอบ	 ซ่ึงปัจจัยเหล่านี้ส่งผลกระทบโดยตรงต่อคุณภาพของงาน	

นอกจากนี้วิธีที่ใช้ในการวินิจฉัยจุลชีพแต่ละชนิดก็ยังมีความจ�าเพาะ	และงานส่วนใหญ่	 โดยเฉพาะการเพาะเลี้ยง

การแยกเชื้อ	การจ�าแนกเชื้อ	ยังคงต้องอาศัยการทดสอบ	โดยบุคลากรผู้มีความช�านาญและประสบการณ์เฉพาะ

ทางจุลชีววิทยา	ดังนั้นความสามารถเฉพาะตัว	และคุณภาพของผู้ปฏิบัติงานจึงเป็นอีกปัจจัยที่ส�าคัญ	นอกจากนี้

การควบคุมคุณภาพของงานทดสอบที่ให้ผลเป็นข้อมูลเชิงคุณภาพ	จะท�าได้ยากกว่าการควบคุมคุณภาพของงาน

ทดสอบที่ให้ผลเป็นข้อมูลเชิงปริมาณ	การควบคุมคุณภาพในงานจุลชีววิทยาจึงมีขั้นตอนรายละเอียดค่อนข้างมาก	

และเก่ียวเน่ืองกับบุคลากรเป็นหลักใหญ่	ดังนั้นเพื่อให้มั่นใจว่าห้องปฏิบัติการมีสมรรถนะเป็นไปตามมาตรฐาน	

และการปฏิบัติท่ีสอดคล้องกับระบบคุณภาพห้องปฏิบัติการ	ห้องปฏิบัติการจึงต้องเข้าร่วมแผนทดสอบความ

ช�านาญทางห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา	

	 การตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียก่อโรค	เริ่มต้ังแต่การเก็บสิ่งส่งตรวจ	ถึงแม้ว่าขั้นตอนนี้มักจะเกิดขึ้นนอก

ห้องปฏิบัติการ	แต่มีผลกระทบโดยตรงต่อการวิเคราะห์	และผลของการวิเคราะห์ท่ีเกิดข้ึน	 ส่ิงส่งตรวจท่ีจะน�ามา

วิเคราะห์ทางจุลชีววิทยานั้น	มีความหลากหลายและรายละเอียดปลีกย่อย	ซึ่งแตกต่างจากการตรวจวิเคราะห ์

ในด้านอื่น	ที่สิ่งส่งตรวจส่วนใหญ่มักเป็น	 เลือดหรือปัสสาวะเท่านั้น	 โดยหลักทั่วไปแล้วการควบคุมคุณภาพของ 

สิ่งส่งตรวจทางจุลชีววิทยา	จะเน้นที่เทคนิคปลอดเชื้อ	(sterile	technique)	เพื่อให้ได้มาซึ่งสิ่งส่งตรวจที่ปราศจาก

การปนเปื้อนจากเชื้อประจ�าถิ่น	นอกจากวิธีการเก็บที่เหมาะสมแล้ว	วิธีการน�าส่ง	ก็มีความส�าคัญที่ต้องควบคุม

คุณภาพเช่นกัน	

6.1 เกณฑ์ในการพิจารณารับหรือปฏิเสธสิ่งส่งตรวจก่อนการวิเคราะห์

	 กระบวนการคัดเลือกสิ่งส่งตรวจท่ีเหมาะสมเข้าสู ่ระบบการท�างานของห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา	 

เป็นขั้นตอนที่นับได้ว่ามีความส�าคัญไม่น้อยไปกว่าการเก็บและส่งสิ่งส่งตรวจอย่างถูกวิธี	ทั้งนี้ระบบการคัดกรองที่

มีประสิทธิภาพ	 จะช่วยให้ห้องปฏิบัติการได้มาซ่ึงสิ่งส่งตรวจที่มีคุณภาพเข้าสู ่กระบวนการวิเคราะห์ต่อไป	 

โดยประเด็นส�าคัญในการตรวจสอบก�าหนดให้ห้องปฏิบัติการต้องมีระบบคัดกรองและปฏิเสธสิ่งส่งตรวจ	อย่าง

น้อยดังนี้	

	 6.1.1	 ความถกูต้องและรายละเอยีดผูป่้วย	เช่น	ชือ่	นามสกลุ	เพศ	อาย	ุทีร่ะบมุาในใบส่งตรวจ	หรอืในค�าส่ัง

ตรวจผ่านระบบออนไลน์	กับสลากที่ติดมาพร้อมกับภาชนะบรรจุสิ่งส่งตรวจ

	 6.1.2	 ความถูกต้องและรายละเอียดของสิ่งส่งตรวจที่ระบุมาในใบส่งตรวจ	หรือในค�าสั่งตรวจผ่านระบบ

ออนไลน์	กับสลากที่ติดมาพร้อมกับภาชนะบรรจุสิ่งส่งตรวจ

	 6.1.3	 ความถูกต้องเหมาะสมของสิ่งส่งตรวจ	ปัญหาที่พบได้บ่อย	คือ	

	 	 6.1.3.1	 เสมหะไม่เหมาะสมในการเพาะเชื้อ	เนื่องจากมีการปนเปื้อนของน�้าลาย	หรือสารคัดหลั่ง	

บริเวณทางเดินหายใจส่วนบน	ซึ่งห้องปฏิบัติการต้องมีการตรวจสอบในเบื้องต้น	ด้วยการย้อมแกรม	และมีเกณฑ์

อ้างอิงที่เป็นสากล	
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	 	 6.1.3.2	 ตัวอย่างตรวจมีปริมาณน้อยเกินไปที่จะท�าการทดสอบ

	 	 6.1.3.3	 ตัวอย่างตรวจถูกน�าส่งในน�้ายาผิดประเภท

	 	 6.1.3.4	 อุณหภูมิในการน�าส่งไม่เหมาะสม

	 6.1.4	 การส่งสิ่งส่งตรวจซ�้าในวันเดียวกัน	 (duplicate	specimen)	มักพบได้บ่อยในกรณีที่ขาดการ

ประสานงาน	หรือส่งต่องานท่ีดี	ซึ่งนอกจากจะท�าให้ผู้ป่วยต้องเจ็บตัวเพิ่มแล้ว	ยังต้องเสียค่าใช้จ่ายเพิ่มโดยไม่

จ�าเป็นอีก	ดังนั้นห้องปฏิบัติการต้องมีระบบในการคัดกรอง	duplicate	specimen	ออก	ยกเว้น	hemoculture	

ที่มีความจ�าเป็นต้องส่งเลือด	เพื่อเพาะเชื้อมากกว่า	1	ตัวอย่างต่อวัน

	 6.1.5	 ความถูกต้องชัดเจนของวิธีการทดสอบที่ต้องการ	เช่น	การย้อมแกรม	การเพาะเชื้อชนิด	aerobes	

anaerobes	เชื้อรา	หรือ	mycobacteria	เนื่องจากการทดสอบแต่ละชนิดนั้น	มีความจ�าเพาะและข้อจ�ากัดที่แตก

ต่างกัน

	 6.1.6	 ความถูกต้องเหมาะสมของภาชนะท่ีใส่ส่ิงส่งตรวจ	 โดยส่วนใหญ่แล้วภาชนะท่ีใช้ในงานด้าน 

จุลชีววิทยา	จะต้องเป็นภาชนะที่ใหม่และผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว	จะมีข้อยกเว้นได้บ้างในกรณีที่สิ่งส่งตรวจนั้นไม่ได้

น�ามาท�าการเพาะเชื้อ	 เช่น	การส่งมาเพื่อย้อมสีแกรม	หรือ	acid	 fast	 เป็นต้น	ยังต้องตรวจ	 ดูว่ามีส่ิงส่งตรวจ 

หกเลอะภายนอกภาชนะหรือไม่	ซึ่งประเด็นนี้มีความส�าคัญในเร่ืองของการปนเปื้อนและความเส่ียงในการติดเชื้อ

จากสิ่งส่งตรวจของผู้ปฏิบัติงาน

	 6.1.7	 การระบุเวลาเก็บสิ่งส่งตรวจ	ตัวอย่างที่เห็นได้ชัดเจน	ได้แก่	การส่งปัสสาวะ	 เพื่อเพาะเชื้อ	ระยะ

เวลานับจากเมื่อเก็บตัวอย่างตรวจจนถึงระยะเวลาที่ท�าการทดสอบ	มีความส�าคัญต่อความถูกต้องของผลที่ได้เป็น

อย่างมาก	 เนื่องจากปริมาณของเชื้อท่ีพบในปัสสาวะถือได้ว่าเป็นตัวแปรส�าคัญที่ระบุว่ามีการติดเชื้อในระบบทาง

เดินปัสสาวะ	ซึ่งจะใช้ร่วมกับการตรวจนับปริมาณของเม็ดเลือดขาวในปัสสาวะนั้นๆ	ดังนั้นการที่ผู้เก็บปัสสาวะ	

เพื่อเพาะเชื้อหากไม่มีการระบุเวลาที่เก็บอย่างชัดเจน	จะท�าให้ห้องปฏิบัติการไม่สามารถตัดสินใจว่าควรจะท�าการ

ทดสอบความไวต่อสารต้านจุลชีพกับเชื้อที่พบในปัสสาวะนั้นหรือไม่

	 นอกเหนือจากสิ่งส่งตรวจที่ต้องมีกระบวนการคัดกรองแล้ว	ขั้นตอนการควบคุมคุณภาพก่อนการตรวจ

วิเคราะห์ยังครอบคลุมถึงส่วนที่เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อ	 น�้ายาและสารเคมี	 รวมทั้งเครื่องมือต่างๆ	ที่เกี่ยวข้อง	 

ซึ่งแต่ละส่วนย่อยเหล่านี้ล้วนแล้วแต่มีความส�าคัญทั้งสิ้น

6.2 การควบคุมคุณภาพของเครื่องมือ

	 นอกจากจะพิจารณาในแง่ของราคา	ความคุ้มทุน	และความสะดวกในการใช้งานแล้ว	ยังต้องมีปัจจัย

ส�าคัญด้านอื่นๆ	ประกอบด้วย	เพื่อท�าให้การใช้เครื่องมือเกิดประสิทธิภาพสูงสุด	ได้แก่

	 i.				ติดตั้งในสถานที่เหมาะสม

	 ii.			มี	calibration

	 iii.		มี	validation

	 iv.		ตรวจเช็คสภาพการใช้งานตามระยะเวลาที่เหมาะสม

	 v.		ผู้ปฏิบัติงานได้รับการสอนทักษะเป็นอย่างดี
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	 6.2.1	 การควบคุมคุณภาพส�าหรับการทดสอบความไร้เชื้อ	(sterility	test)	ของเครื่องนึ่งไอน�้าแรงดันสูง	

ท�าได้	2	วิธี	คือ

	 	 6.2.1.1	 วธิ	ีSpore	test	เป็นการทดสอบประสทิธภิาพของการท�าลายเชือ้โดยตรง	เป็นวธิทีีไ่ด้ผลแน่นอน

ที่สุดท�าได้โดยน�าหลอดบรรจุสปอร์ของเชื้อ	Geobacillus stearothermophilus ซ่ึงเป็นเชื้อท่ีทนทานต่อความ

ร้อนชื้น	จะถูกท�าลายที่อุณหภูมิ	121	oC	ในเวลา	15	นาที	วางไว้ตรงกลางกองห่อของที่ต้องการน�าไปออโตเคลฟ	

หลังจากออโตเคลฟตามอุณหภูมิและเวลาท่ีก�าหนด	น�าหลอดบรรจุสปอร์ออกมาบีบเบาๆ	ให้หลอดชั้นในที่บรรจุ 

สปอร์แตก	สปอร์จะออกมาสัมผัสกับอาหารเล้ียงเชื้อ	น�าหลอดไปอบท่ีอุณหภูมิ	 56	 oC	ถ้าสปอร์ยังมีชีวิตอยู่ 

จะท�าให้อาหารเลีย้งเช้ือในหลอดเปลีย่นส	ีโดยท่ัวไปจะเปลีย่นสภีายใน	24	ชัว่โมง	ควรเกบ็หลอดไว้ในกล่องอบนาน	3	วัน	 

ถ้าอาหารเลี้ยงเชื้อไม่เปลี่ยนสีหลังอบ	3	วัน	จึงจะแน่ใจว่าสปอร์ถูกท�าลายหมด	แสดงว่าการออโตเคลฟได้ผล	

	 	 6.2.1.2	 วิธี	Pack	test ใช้ตรวจสอบการกระจายของความร้อนภายในเครื่องนึ่งไอน�้าแรงดันสูงว่า

สม�่าเสมอทั่วกันทั้งตู้หรือไม่	 ไม่ใช่การทดสอบประสิทธิภาพในการท�าลายเชื้อโดยตรง	ท�าได้โดยใช้แผ่นเทปซึ่งชุบ

สารเคมีบางอย่าง	ซึ่งสีจะเข้มขึ้น	เมื่อถูกความร้อนและไอน�้า	เรียก	autoclave	indicator	tape	ในการปฏิบัติจะ

ติดแผ่นเทปนี้บนห่อของที่ต้องการน�าไป	autoclave	 เมื่อแผ่นเทปสัมผัสความร้อนและไอน�้าจะเปล่ียนสีเป็นสีด�า	

ถ้าความร้อนแทรกซึมได้ทั่วถึง	แถบสีบนแผ่นเทปจะมีสีด�าเท่ากันตลอดทั้งเส้น	ถ้าความร้อนแทรกซึมไม่ทั่วถึง

แถบสีบนแผ่นเทปจะต่างกัน	แสดงว่าเครื่องท�างานบกพร่องจ�าเป็นต้องแก้ไข	และวัสดุที่นึ่งไม่ปลอดเชื้อใช้ไม่ได้	

ต้องท�าให้ปลอดเชื้อใหม่	นอกจากนี้การติดเทปไว้ที่ห่อของยังใช้เป็นเครื่องหมายแสดงว่าห่อของนั้นได้น�าไปออโต

เคลฟแล้ว

ตารางที่ 6.1	 วิธีท�า	qC	ส�าหรับการทดสอบความไร้เชื้อ

วิธี Physical method Chemical method
Biological test 

organism

1.	นึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน�้า

(Autoclave)

มี	chart	บันทึกอุณหภูมิ การเปลี่ยนสี	indicator G. stearothermophilus

2.	ฆ่าเชื้อด้วยความร้อน

แห้ง	(Hot	air	oven)

B. atrophaeus

	 6.2.2	 การควบคุมคุณภาพตู้อบเพาะเชื้อ	(Incubator)

	 	 บันทึกอุณหภูมิทุกวันและต้องบันทึกก่อนเปิดตู้อบเพาะเชื้อ	เพื่อให้ได้ค่าตอบตามความเป็นจริง

	 6.2.3	 การควบคุมคุณภาพเครื่องวัดค่ากรด-ด่าง	(pH	meter)

	 	 จ�าเป็นต้องท�า	qC	ทุกครั้งที่ใช้งาน	เนื่องจากเครื่องวัด	pH	ไม่ได้เปิดใช้งานตลอดเวลา	การท�า	qC	

จ�าเป็นต้องใช้	standard	buffer	pH	7.0	ทุกครั้ง	และในกรณีที่ต้องการวัดสารละลายที่มีค่า	pH	ต�่ากว่า	6.0	ตาม

มาตรฐานห้องปฏิบัติการสากลแนะน�าใช้	standard	buffer	pH	4.0	ร่วมกับ	standard	buffer	pH	7.0	

	 	 ส�าหรับ	 standard	buffer	ทั้ง	2	ชนิดนี้	 ควรท�าการตรวจเช็คทุกเดือนๆ	 โดยใช้เครื่องวัด	pH	

เครื่องอื่นที่ได้มาตรฐานแล้ว	หากวัดได้ค่าเบี่ยงเบนจากที่ควรจะเป็น	มากกว่า	±	0.4	หรือพบว่า	standard	buffer	

มีการปนเปื้อนด้วยจุลชีพ	ให้ทิ้ง	buffer	นั้น
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	 6.2.4	 การควบคุมคุณภาพเครื่องควบคุมอุณหภูมิ	

	 	 เครื่องมือต่อไปนี้ต้องมีการตรวจสอบอุณหภูมิ	โดยการวัดและจดบันทึกทุกวัน	คือ

	 	 i.	 อ่างน�้าร้อน	(Water	bath)

	 	 ii.	 ตู้เย็น	(Refrigerator)

	 	 iii.	 ตู้อบร้อน	(Hot	air	oven)

	 	 iv.	 ตู้แช่แข็ง	(Freezer)

6.3 การควบคุมคุณภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อ

	 6.3.1	 อาหารเลี้ยงเชื้อ	มี	2	ชนิด	คือ	ชนิดส�าเร็จรูป	 (commercially	prepared	media)	และชนิด

เตรียมขึ้นใช้เอง	(user-prepared	media)	ดังนี้	

	 	 6.3.1.1	 อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดส�าเร็จรูป	 (Commercially	prepared	media)	นอกเหนือจาก

เอกสารแสดงวันเดือนปีท่ีผลิต	และหมดอายุ	Lot	number	ของการผลิตแล้ว	จะต้องมีเอกสารจากทางบริษัท 

ผู้ผลิตที่ระบุว่าอาหารเลี้ยงเช้ือน้ันๆ	ได้ผ่านการตรวจสอบคุณภาพ	โดยเชื้อมาตรฐานที่เหมาะสมในการทดสอบ	

หรือด�าเนินการตามมาตรฐานของ	Clinical	Laboratory	Standard	Institute	(CLSI)	หมายเลขเอกสาร	M	22-A	

ซึ่งในกรณีนี้	อาจอนุโลม	ยกเว้น	การสุ่มทดสอบ	sterility	test	โดยทดสอบเพียงคุณภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อตาม

คุณสมบัติ	

	 	 6.3.1.2	 อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเตรียมข้ึนใช ้เอง	 (User-prepared	 และ	 nonexempt,	

commercially	prepared	media)

	 6.3.2	 แบบฟอร์มบันทึก	qC	 ส�าหรับอาหารเพาะเชื้อที่จัดเตรียมขึ้นใช้เองในห้องปฏิบัติการ	 ควร

ประกอบด้วยรายละเอียดท่ีส�าคัญ	คือ	จ�านวนที่เตรียมในแต่ละครั้ง,	แหล่งที่มาของสารประกอบแต่ละชนิด,	

หมายเลขผลิต	(lot	number),	วิธีการท�าให้อาหารเพาะเชื้อ	sterile,	วันที่ผลิตและวันหมดอายุ	ซึ่งโดยมาตรฐาน

ทั่วไประบุว่าส�าหรับ	agar	plate	จะเป็น	1	เดือน	หลังจากวันที่ผลิต	และส�าหรับอาหารเพาะเชื้อที่บรรจุในหลอด

ทดลองจะเป็น	6	เดือน	หลังจากวันที่ผลิต	และชื่อผู้ท�าการผลิตอาหารนั้น	ซึ่งอาจเป็นอาหารเพาะเชื้อที่เตรียมขึ้น

เองและเป็นอาหารชนิดส�าเร็จรูป	ซี่งไม่มีใบเอกสารที่ระบุว่าได้ผ่านการตรวจสอบ	qC	ตามมาตรฐานของ	CLSI	

แล้ว	 ในทั้งสองกรณีทางห้องปฏิบัติการจ�าเป็นต้องควบคุมคุณภาพ	โดยตรวจสอบดูสี	และถ้าเป็นอาหารวุ้นแข็ง	

จ�าเป็นต้องตรวจดูความหนาของวุ้น	ตรวจดูการเกิดสลายตัวของเม็ดเลือดแดง	ถ้ามีเม็ดเลือดแดงเป็นส่วน

ประกอบ	การมีฟองอากาศมากเกินไปปรากฏให้เห็นในอาหารเพาะเชื้อ	และการปราศจาก	contamination	 

ด้วยจุลชีพหรือสิ่งสกปรกอื่นๆ	

	 6.3.3	 การควบคุมคุณภาพของอาหารเล้ียงเชื้อ	ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา	นับว่ามีส่วนส�าคัญ

อย่างยิ่ง	ในการที่จะได้มาซึ่งผลการวิเคราะห์ที่ถูกต้องแม่นย�า	ซึ่งการควบคุมคุณภาพเริ่มตั้งแต่เครื่องมือต่างๆ	ที่ใช้	

รวมถึงคุณภาพของน�้าและสารเคมีต่างๆ	และเมื่อผ่านกระบวนการเตรียมแล้ว	ยังต้องมีการควบคุมคุณภาพของ

อาหารเลี้ยงเชื้ออีกอย่างน้อย	2	ขั้นตอน	คือ	

	 	 6.3.3.1	 การควบคมุด้านการปลอดเชือ้ปนเป้ือน	(Sterility	check)	จะท�าการทดสอบโดยสุม่ตัวอย่าง

อาหารเล้ียงเช้ือร้อยละ	5	 เมื่อเตรียมจ�านวน	100	หน่วย	และสุ่มตัวอย่างสูงสุด	10	หน่วย	 เมื่อเตรียมจ�านวน

มากกว่านี้	โดยน�าอาหารที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วไป	incubate	ไว้	ตรวจดูการเจริญเติบโตของเชื้อที่	contaminate	
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	 	 6.3.3.2	 การทดสอบความถูกต้องของคุณสมบัติของอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นๆ	 เป็นการทดสอบ

คุณสมบัติของอาหารแต่ละชนิด	โดยใช้เชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน	เมื่อห้องปฏิบัติการเตรียมอาหารเพาะเชื้อเสร็จแล้ว	

ต้องท�าการควบคุมคุณภาพ	 โดยดูการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในอาหารแต่ละชนิดนั้น	 เช่น	 ใช้เชื้อสายพันธุ์

มาตรฐาน	ซึ่งส่วนใหญ่จะเป็นเชื้อจาก	American	Type	Culture	Collection	 (ATCC)	 ท่ีทราบถึงลักษณะการ

เจริญเติบโตบนอาหารเพาะเชื้อ	ตลอดจนการให้ผลปฏิกิริยาในการทดสอบทางชีวเคมีชนิดต่างๆ	โดยใช้ทั้งเชื้อสาย

พันธุ์ที่ให้ผลบวก	และสายพันธุ์ที่ให้ผลลบ	มาท�าการทดสอบแต่ละครั้ง	ดูตารางที่	6.2

	 6.3.4	 หลกัการควบคมุคณุภาพอาหารเพาะเชือ้	ให้จดัท�าบนัทกึคณุสมบตัขิองอาหารเพาะเชือ้แต่ละชนิด	

ดังนี้

	 	 6.3.4.1	 ลักษณะทางกายภาพ	(physical	appearance)

	 	 	 i.	 ถ้าขุ่นหรือมีตะกอน	แสดงว่ามีส่วนประกอบบางอย่างในอาหารเพาะเชื้อที่ไม่สามารถ

ละลายน�้า

	 	 	 ii.	 สีเปลี่ยนจากที่ควรจะเป็น	เช่น	สีเข้มขึ้น	อาจเกิดจากใช้ความร้อนมากเกินไป	หรือใช้

อุณหภูมิของเครื่องนึ่งไอน�้าแรงดันสูงถูกต้อง	แต่เวลานานเกินไป

	 	 	 iii.	 เตรียมอาหารเพาะเชื้อแล้วเก็บไว้นานเกินไป	ท�าให้เกิดการแห้ง	ซึ่งไม่เหมาะสมกับ

การใช้งาน	ดังนั้นการเตรียมอาหารเพาะเชื้อแต่ละคร้ัง	ควรมีจ�านวนเพลทหรือปริมาณพอเหมาะ	ถ้าต้องการเก็บ

ไว้ใช้งานนาน	ควรเก็บใส่ถุงพลาสติกแล้วผูกปากถุงให้แน่น

	 	 6.3.4.2	 ภาวะไร้เชื้อก่อนน�ามาใช้งาน	ท�าการทดสอบ	โดยการน�าอาหารเพาะเชื้อไปอบที่อุณหภูมิ	

35	ºC	เป็นเวลานาน	18	-	24	ชั่วโมง

	 	 6.3.4.3	 ผลการตรวจสอบความสามารถในการเจริญเติบโตของเชื้อ	(ตารางที่	6.2)

ตารางที่ 6.2	 ตัวอย่างการท�า	qC	ของอาหารเพาะเชื้อที่ใช้บ่อย	

ชื่ออาหารเพาะเชื้อ เชื้อที่ใช้ทดสอบ ปฏิกิริยา
Blood		agar Streptococcus  pneumoniae  

Group		A	 streptococci 

Alpha-hemolysis

Beta-hemolysis
Chocolate		agar Haemophilus  influenzae

Neisseria  gonorrhoeae

เจริญเติบโตดี

เจริญเติบโตดี
MacConkey		agar Escherichia  coli

Proteus  mirabilis

Gram	positive	strain

โคโลนีสีชมพู

โคโลนีไม่มีสี

ไม่สามารถเจริญเติบโต
SS		agar Salmonella group

Escherichia  coli

โคโลนีไม่มีสี	และมีจุดด�า

ไม่สามารถเจริญเติบโต	หรือโคโลนีสีชมพู
TCBS		agar Vibrio  cholerae

Vibrio  parahaemolyticus

Escherichia  coli

โคโลนีสีเหลือง

โคโลนีสีเขียว

ไม่สามารถเจริญเติบโต
Tellurite		agar Corynebacterium  diphtheriae

Viridans  streptococci

โคโลนีสีด�า

ไม่สามารถเจริญเติบโต
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ชื่ออาหารเพาะเชื้อ เชื้อที่ใช้ทดสอบ ปฏิกิริยา
Bile-esculin		agar Enterococcus  faecalis

Other streptococci, not	group	D

สีด�า	(+)

ไม่มีสี	(-)
Urea		agar Proteus  mirabilis

Escherichia  coli

สีชมพู	(+)

สีเหลือง	(-)
Simmon		citrate		agar Klebsiella  pneumoniae

Escherichia  coli

สีน�้าเงิน		(+)

สีเขียว		(-)
Triple		sugar		iron		

slant	(TSI)

Salmonella  group

Shigella spp.

Escherichia  coli

Pseudomonas  aeruginosa

K/A		H2S

K/A

A/AG

K/K
Motility	test		medium

(0.4%		agar)

Escherichia  coli

Klebsiella  pneumoniae

ขุ่น		(+)

เชือ้ขึ้นเฉพาะที่รอย	stab	และวุ้นใส	(-)
DNase		agar Staphylococcus  aureus Clear	zone	(+)
Indole Escherichia  coli

Klebsiella  pneumoniae

สีแดง		(+)

ไม่มีสี	(-)
Mannitol		broth Escherichia  coli

Plesiomonas  shigelloides

สีฟ้า	(+)

สีเขียว	(-)
Lactose		broth Escherichia  coli

Salmonella  group

สีชมพู	(+)

ไม่มีสี	(-)
Voges-Proskauer Klebsiella  pneumoniae

Escherichia  coli

สีแดง	(+)

ไม่มีสี	(-)
Lysine		decarboxylase Klebsiella  pneumoniae

Enterobacter  cloacae

สีม่วง	(+)

สีเหลือง	(-)
Ornithine		

decarboxylase

Enterobacter  cloacae

Klebsiella  pneumoniae

สีม่วง	(+)

สีเหลือง	(-)
Arginine		dihydrolase Enterobacter  cloacae

Klebsiella  pneumoniae

สีม่วง	(+)

สีเหลือง	(-)
Nitrate		broth Escherichia  coli

Pseudomonas aeruginosa

Acinetobacter  baumannii

สีแดง	(+)	หลังจากหยด	Soln	A	และ	B

ไม่มีสี	(+)หลังจากหยด	Soln	A	และ	B	

และผงสังกะสี

สีแดง	(-)หลังจากหยด	Soln	A	และ	B	

และผงสังกะสี
6.5%		NaCl		broth Enterococcus  faecalis

Group	A	 streptococci

สีเหลือง	(+)

สีม่วง	(-)
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ตารางที่ 6.3	 ตัวอย่างตารางบันทึกการควบคุมคุณภาพอาหารเลี้ยงเชื้อและน�้ายาต่างๆ

	 	 	 	 	 	 Medium	(plate):	_________________

	 	 	 	 	 	 Medium	(tube):	_________________

	 	 	 	 	 	 Reagent:	______________________
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*	A	=	Acceptable		 และ	NA	=	Non-acceptable

6.4 การควบคุมคุณภาพของสีย้อม

	 ควรท�า	qC	ของสีย้อม	 โดยทดสอบย้อมกับเชื้อควบคุมบวก	 (positive	control)	และเชื้อควบคุมลบ	

(nagative	control)	สัปดาห์ละหนึ่งครั้ง	และทุกครั้งเมื่อมีการจัดซื้อผงสีย้อม	lot	ใหม่	หรือเตรียมสี	lot	ใหม่

ตารางที่ 6.4	 การควบคุมคุณภาพของสีย้อม	

ชนิดสีย้อม ชื่อเชื้อควบคุม
หมายเลข

เชื้อ ATCC
ผลย้อม

Gram Escherichia coli

Staphylococcus aureus 

25922

25923

แบคทีเรียรูปแท่ง	ติดสีแดง

แบคทีเรียรูปทรงกลม	ติดสีม่วง

Ziehl-Neelsen	(AFB) Mycobacterium species

Escherichia coli

25177

25922

แบคทีเรีบรูปแท่งติดสีแดง

แบคทีเรีบรูปแท่งติดสีน�้าเงิน

Acridine	orange Escherichia coli

Staphylococcus aureus

25922

25923

ติดสีเรืองแสง	รูปแท่ง

ติดสีเรืองแสง	รูปทรงกลม

Spore Bacillus species สปอร์ติดสีแรกที่ย้อม	ตัวเซลล์

แบคทีเรียติดสีย้อมทับ	

(counter	stain)
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บทที่ 7

กระบวนกำรหลังกำรวิเครำะห์และ

กำรเก็บรักษำสิ่งส่งตรวจหลังวิเครำะห์

7.1 การทบทวนผลการวิเคราะห์ 

7.2 การเก็บรักษาและท�าลายสิ่งส่งตรวจหลังวิเคราะห์
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	 ห้องปฏิบัตกิารต้องมแีนวทางการทบทวนผลการวเิคราะห์ก่อนรายงานผล	โดยการตรวจสอบความถกูต้อง

ของข้อมูลผู้ป่วย	ความถูกต้องของรายงานผล	และความสัมพันธ์ของผลการวิเคราะห์ต่างๆ	ตลอดจนก�าหนด

แนวทางการเก็บรักษา	และท�าลายสิ่งส่งตรวจหลังวิเคราะห์	 เพ่ือให้มั่นใจว่ากระบวนการ	 เป็นไปตามข้ันตอนที่

ก�าหนด

7.1 การทบทวนผลการวิเคราะห์ 

	 ระบุวิธีการตรวจสอบทบทวนผลวิเคราะห์ที่ได้	ดังนี้

	 7.1.1	 ดูความครบถ้วนของ	 request	และ	 report	 รวมถึง	 request	พิเศษด้วย	 เช่น	กรณีแพทย ์

ขอทดสอบยาเพิ่ม

	 7.1.2	 การทบทวนผลการวินิจฉัยชนิดเชื้อ	ควรดูความสอดคล้องกับผลย้อมแกรม	และชนิดสิ่งส่งตรวจ/

อวัยวะที่เกิดโรคนั้น	

	 7.1.3	 การทบทวนผลการทดสอบความไวของเชื้อ	ควรดูความสอดคล้องของแบบแผนความไวกับชนิด

ของเชื้อที่พบ

	 7.1.4	 การเปรียบเทียบผลครั้งนี้กับผลคร้ังที่แล้ว	หรือผลในส่ิงส่งตรวจอื่นๆ	ของผู้ป่วย	 (โดยเฉพาะใน	

sterile	site)

	 7.1.5	 กรณีพบเชื้อที่ไม่เคยมีรายงาน/ไม่ค่อยพบ	ควรมีการตรวจสอบให้ชัดเจน	 	 (ทั้งกระบวนการ)	 

ก่อนรายงาน	และควรเก็บตัวอย่างเชื้อส่งยืนยันต่อไป					

	 7.1.6	 ควรมีตาราง	natural	 resistance	 typical	of	common	pathogen	 เพื่อใช้ประโยชน์ในการ

วินิจฉัยเชื้อ	และการตรวจสอบทบทวนผลวิเคราะห์

7.2 การเก็บรักษาและท�าลายสิ่งส่งตรวจหลังวิเคราะห์

	 ห้องปฏิบัติการต้องมีคู่มือวิธีการเก็บรักษาส่ิงส่งตรวจและเชื้อต่างๆ	หลังวิเคราะห์เสร็จส้ิน	 โดยระบุวิธี

การ	อุณหภูมิ	ระยะเวลา	สถานที่เก็บ	และผู้รับผิดชอบ	ตลอดจนวิธีการป้องกันการเข้าถึง	การป้องกันการสูญหาย	

และวิธีการท�าลายเชื้อและสิ่งส่งตรวจ	(สามารถดูรายละเอียดในคู่มือมาตรฐานความปลอดภัยฯ)	โดยค�านึงถึงการ

รักษาความลับของผู้ป่วยและความปลอดภัย	ห้องปฏิบัติการควรระบุวิธีการเก็บรักษาสิ่งส่งตรวจ	และตัวอย่างเชื้อ	

หลังวิเคราะห์ให้ชัดเจน	อย่างน้อยดังต่อไปนี้ 

	 7.2.1	 Primary	 (10)	specimen	เก็บเพื่อการตรวจสอบย้อนหลัง	 (ไม่ควรน�ามาตรวจซ�้า)	 เก็บในตู้เย็น	

นานอย่างน้อย	1	วัน	หลังจากที่รายงานผลไปให้แพทย์แล้ว

	 7.2.2	 Plate	เช่น	CA,	Mc	ฯลฯ	เก็บในตู้เย็น	อย่างน้อย	1	plate	นานอย่างน้อย	3	วันหลังจากที่รายงาน

ผลไปให้แพทย์แล้ว

	 7.2.3	 Tube	เช่น	Broth/TSI	ฯลฯ	เก็บในตู้เย็น	โดยเก็บอย่างน้อย	1	หลอด	นานอย่างน้อย	3	วัน	หลัง

จากที่รายงานผลไปให้แพทย์แล้ว

	 7.2.4	 Slide	ที่ตรวจวิเคราะห์แล้วเก็บที่อุณหภูมิห้อง	นานอย่างน้อย	7	วัน	 (ยกเว้น	AFB	 เก็บตามที่

ส�านักวัณโรคก�าหนด)
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	 7.2.5	 ระบุวิธีการก�าจัดและท�าลายขยะติดเชื้อ	 เช่น	 specimen	slide	จานอาหารเล้ียงเชื้อ	หลอด

ทดสอบ	Biochemical	test	ขวด	hemoculture	เข็มเจาะขวด	hemoculture	(ถ้ามี)	โดยก�าหนดรายละเอียด

และเส้นทางขยะตามนโยบายที่เป็นลายลักษณ์อักษรของผู้บริหารหน่วยงาน	หรือ	คณะกรรมการควบคุมโรคติด

เชื้อในโรงพยาบาล	

	 7.2.6	 ระบุวิธีการเตรียมน�้ายาฆ่าเชื้อ	และใช้ความเข้มข้นถูกต้อง
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บทที่ 8

กำรรำยงำนผล

8.1 การรายงานผล
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8.1 การรายงานผล

	 ห้องปฏิบัติการต้องรายงานผลตามวิธีการที่แต่ละที่ก�าหนดใน	SOP

	 8.1.1	 กรณีพบเชื้อดื้อยา	เชื้อโรคที่อยู่ในกลุ่มที่	2	ขึ้นไป	ตาม	พรบ.	เชื้อโรคและพิษจากสัตว์	พ.ศ.	2558	

ให้ด�าเนินการตามพรบ.	เชื้อโรคและพิษจากสัตว์		ส่วนการครอบครองเชื้อโรคในกลุ่มที่	1	เช่น	เชื้อมาตรฐานในการ

ท�าความไวต่อยาปฎิชีวนะทั่วไปต้องแจ้งการครอบครองเช่นกัน

	 8.1.2	 กรณีพบเชื้อที่ก่อโรคติดต่อได้/เชื้ออุบัติใหม่	ตามพรบ.	โรคติดต่อ	พ.ศ.2558	ต้องรายงานเชื้อตาม

ที่ก�าหนด	โดยทีมเฝ้าระวังการแพร่กระจายเช้ือของจังหวัด	และหากเป็นห้องปฏิบัติการตรวจยืนยัน	ต้องรายงาน

ผลเชื้อโดยตรงต่อส�านักโรคติดต่อทั่วไป	กรมควบคุมโรค	กระทรวงสาธารณสุข

	 8.1.3	 กรณีพบ	Hemoculture	positive	ต้องรายงานผลแกรม	ภายในระยะเวลา	1	ชั่วโมง	 โดยให้

ด�าเนินการรายงานผล	ตามแนวปฏิบัติการรายงานค่าวิกฤติของหน่วยงาน	
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บทที่ 9

ระบบกำรส่งต่อสิ่งส่งตรวจ

9.1 การเตรียมสิ่งส่งตรวจ

9.2 การส่งต่อหน่วยงานภายในประเทศ

9.3 การส่งต่อหน่วยงานระหว่างประเทศ 
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	 การส่งต่อสิ่งส่งตรวจโดยเฉพาะสิ่งส่งตรวจทางจุลชีววิทยาไปยังหน่วยงานอื่นท้ังในและนอกประเทศ	 

จะต้องค�าถึงความปลอดภัยของผู้เกี่ยวข้อง	ต้องระมัดระวังและป้องกันอย่างดีไม่ให้มีการแพร่กระจายของเชื้อไป

ยังบุคลอ่ืน	หรือเกิดการแพร่กระจายของเชื้อไปยังสิ่งแวดล้อม	องค์การอนามัยโลกได้มีการแบ่งประเภทของ 

สิ่งส่งตรวจติดเชื้อออกเป็น	2	ประเภท	(Category)	ได้แก่	

  Category A :	 สิ่งส ่งตรวจ/ตัวอย ่างที่มี เชื้อก ่อโรคในคนหรือทั้งคนและสัตว ์	 จะใช ้รหัส	 UN	 

(United	Nations	number)	เป็น	2814	แต่ถ้าก่อโรคเฉพาะในสัตว์	ใช้รหัส	UN	2900	ตามตารางที่	1

  Category B :	 สิ่งส่งตรวจ/ตัวอย่างติดเชื้ออื่นๆ	ที่ไม่เข้าเกณฑ์	Category	A	 โดย	Category	B	นี้

ก�าหนดรหัสเป็น	UN	3373

ตารางที่ 9.1	 ตัวอย่างวัตถุติดเชื้อที่จัดอยู่ใน	Category	A

UN Number and 
Proper Shipping Name

Microorganism

UN	2814
Infectious	substance,	
affecting	humans

Bacillus anthracis (cultures	only)
Bacillus abortus (cultures	only)
Brucella melitensis (cultures	only)
Brucella suis (cultures	only)
Burkholderia mallei – Pseudomonas mallei – glanders	(cultures	
only)
Burkholderia pseudomallei – Pseudomonas pseudomallei 
(cultures	only)
Chlamydia psittaci – avian	strains	(cultures	only)
Clostridium botulinum (cultures	only)
Coccidioides immitis (cultures	only)
Coxiella burnetii (cultures	only)
Crimean-Congo	haemorrhagic	fever	virus
Dengue	virus	(cultures	only)
Eastern	equine	encephalitis	virus	(cultures	only)
Escherichia coli, verotoxigenic	(cultures	only)
Ebola	virus
Flexal	virus
Francisella tularensis (cultures	only)
Guanarito	virus
Hantaan	virus	
Hantaviruses	causing	haemorrhagic	fever	with	renal	syndrome	
Hendra	virus	
Hepatitis	B	virus	(cultures	only)
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UN Number and 
Proper Shipping Name

Microorganism

Herpes	B	virus	(cultures	only)
Human	immunodeficiency	virus	(cultures	only)	
Highly	pathogenic	avian	influenza	virus	(cultures	only)
Japanese	Encephalitis	virus	(cultures	only)
Junin	virus
Kyasanur	Forest	disease	virus
Lassa	virus
Machupo	virus
Marburg	virus
Monkeypox	virus
Mycobacterium tuberculosis (cultures	only)
Nipah	virus
Omsk	haemorrhagic	fever	virus
Polio	virus	(cultures	only)	
Rabies	virus	(cultures only)
Rickettsia prowazekii	(cultures	only)
Rickettsia rickettsii (cultures	only)
Rift	Valley	fever	virus	(cultures	only)
Russian	spring-summer	encephalitis	virus	(cultures	only)
Sabia	virus
Shigella dysenteriae type I (cultures	only)
Tick-borne	encephalitis	virus	(cultures	only)
Variola	virus
Venezuelan	equine	encephalitis	virus	(cultures	only)
West	Nile	virus	(cultures	only)
yellow	fever	virus	(cultures	only)
Yersinia pestis (cultures	only)

UN	2900
Infectious	substance,	
affecting animal	only

African	swine	fever	virus	(cultures	only)
Avian	paramyxovirus	Type	I	–	Velogenic	Newcastle	diseasevirus	
(cultures	only)
Classical	swine	fever	virus	(cultures	only)
Foot	and	mouth	disease	virus	(cultures	only)
Lumpy	skin	disease	virus	(cultures	only)
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UN Number and 
Proper Shipping Name

Microorganism

Mycoplasma mycoides –	contagious	bovine	pleuropneumonia	
(cultures	only)
Peste	des	petits	ruminants	virus	(cultures	only)
Rinderpest	virus	(cultures	only)
Sheep-pox	virus	(cultures	only)
Goatpox	virus	(cultures	only)
Swine	vesicular	disease	virus	(cultures	only)
Vesicular	stomatitis	virus	(cultures	only)

9.1 การเตรียมสิ่งส่งตรวจ

	 9.1.1	 อาหารน�าส่ง

	 	 	 เลอืกอาหารน�าส่ง/ภาชนะบรรจทุีถ่กูต้อง	รวมทัง้ระยะเวลาการเกบ็	และการเกบ็รกัษาสิง่ส่งตรวจท่ี

เหมาะสม	ตัวอย่างเช่น

	 	 	 9.1.1.1	 Nutrient	agar	ส�าหรับเชื้อกลุ่ม	Enterobacteriaceae,	Glucose	non-fermentative	

gram	negative	bacilli,	Corynebacterium	และ	Bacillus	บางสายพันธุ์

	 	 	 9.1.1.2	 Nutrient	agar	ที่ปรับ	pH	7.6	with	1%	NaCl	ส�าหรับเชื้อกลุ่ม Vibrionaceae

	 	 	 9.1.1.3	 Blood	agar	หรือ	Chocolate	agar	หรือ	หลอด	Dorset	egg	medium	slant	ส�าหรับ

เชื้อกลุ่ม	Streptococci,	Neisseria	หรือเชื้อที่ตายง่าย

	 	 	 9.1.1.4	 Bordet	gengou	agar	หรือ	Charcoal	agar	 (Regan-Lowe	medium)	ส�าหรับเชื้อ	

Bordetella pertussis 

	 	 	 9.1.1.5	 Brucella	blood	agar	หรือ	อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว	0.16%	agar	Cary-Blair	

medium,	alkaline	peptone	water	with	thioglycolate	and	cystine	หรือ	modified	stuart	medium	

ส�าหรับเชื้อกลุ่ม	Campylobacter 

	 	 	 9.1.1.6	 Cooked	meat	broth,	Brain	heart	 infusion	broth	หรือ	 thioglycolate	broth	 

ที่บรรจุเกือบเต็มหลอด/ขวด	หรือหยอด	sterile	paraffin	ในหลอด	เพื่อให้อากาศในหลอดเหลือน้อยที่สุด	ส�าหรับ

น�าส่งแบคทีเรียไร้อากาศ

	 9.1.2	 การเตรียมสิ่งส่งตรวจ

	 	 	 9.1.2.1	 ภาชนะบรรจุสิ่งส่งตรวจต้องปราศจากเชื้อ	มีความคงทนไม่แตกหักง่าย	กันน�้าหรือ

ของเหลวซึมผ่าน	เช่น	หลอดหรือขวดที่ท�าด้วยแก้ว	พลาสติก	โลหะ	ที่มีฝาปิดสนิท

	 	 	 9.1.2.2	 ใช้ลวดเขี่ยเชื้อปลายตรง	(needle)	เขี่ยเชื้อที่สงสัย	แทงลงไป	(stab)	ในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ชนิดแข็ง	2-3	ครั้ง	หรือ	streak	บนอาหารที่มีลักษณะเป็น	slant	ที่บรรจุในหลอด/ขวด	ที่มีฝาปิดมิดชิด	ถ้าเป็น

จานอาหารเลี้ยงเชื้อ	(plate)	ให้	streak	บนผิวอาหารเลี้ยงเชื้อ
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	 	 	 9.1.2.3	 น�าหลอด/ขวด/จานอาหารเลี้ยงเชื้อบ่มที่อุณหภูมิ	 35-37	 °C	นาน	16	 -	24	ชั่วโมง	 

ในสภาวะบรรยากาศที่เหมาะสม	เช่น	

	 	 	 	 	 i.	Neisseria Haemophilus	บ่มใน	Candle	jar	ที่มีคาร์บอนไดออกไซค์	5	-	10%

	 	 	 	 	 ii.	Campylobacter	และแบคทีเรียไร้อากาศ	บ่มในสภาวะ	microaerobic	 (5%	O2,	

10%	CO2,	 85%	N2)	หรือใช้	 anaerobic	 jar/anaerobic	 transporting	bag	ที่ใส่	microaerobic	 gas	

generation	bag	แล้วบ่มที่อุณหภูมิ	37	°C	นาน	48	ชั่วโมง

	 	 	 	 	 iii.	แบคทีเรียอื่นๆ	บ่มในสภาวะบรรยากาศปกติ

	 	 	 9.1.2.4	 ปิดฝาหลอด/ขวด	ให้แน่น	แล้วพันทับด้วยพาราฟิล์ม	หรือพันพาราฟิล์มรอบฝาและจาน

เลี้ยงเชื้อให้แน่นสนิท	ป้องกันไม่ให้ฝาหลุดออกจากจาน

	 	 	 9.1.2.5	 ติดฉลากที่หลอด/ขวด/จานอาหารเล้ียงเชื้อ	 โดยระบุรายละเอียดของส่ิงส่งตรวจ	 เช่น	

ชื่อ-สกุล	HN	ชนิดของสิ่งส่งตรวจ	วันที่เก็บสิ่งส่งตรวจ	 ติดบนภาชนะบรรส่ิงส่งตรวจ	และใบส่งตรวจให้ถูกต้อง	

ตรงกับชื่อเชื้อที่ส่งตรวจยืนยัน	หรือส่งตรวจเพิ่มเติม	

	 9.1.3	 ภาชนะบรรจุ

	 	 	 9.1.3.1	 บรรจุหลอด/ขวด/จานอาหารเลี้ยงเชื้อ	 ใส่ถุงซิปล็อค	หรือถุงพลาสติกรัดยางให้แน่น	

แยกแต่ละตัวอย่าง	ส�าหรับใบส่งตรวจให้รวมใส่ถุงแยก

	 	 	 9.1.3.2	 กรณีตัวอย่างเชื้อโรคที่ขนส่งอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เป็นของเหลว	 ให้ใช้วัสดุดูดซับ

ของเหลว	 เช่น	 กระดาษทิชชูพันรอบภาชนะบรรจุตัวอย่างอีกชั้น	 ให้หนาพอที่จะดูดซับของเหลวได้หมด	 

เพือ่ป้องกนัการรัว่ซมึออกภายนอก	ในกรณทีีภ่าชนะบรรจเุชือ้รัว่หรอืแตกหกั	ก่อนใส่ในถงุพลาสตกิ	และปิดปากถงุ

ให้แน่น

	 	 	 9.1.3.3	 กรณีตัวอย่างเชื้อโรคที่จะส่งไปตรวจยืนยันอยู่บนสไลด์	ต้อง	fix	เชื้อให้ติดแน่นบนสไลค์	

และท�าลายเช้ือด้วย	70%	แอลกอฮอล์	แล้วรอให้ตัวอย่างเชื้อแห้ง	ก่อนใช้สไลด์สะอาดอีกแผ่นประกบด้านหน้า	

ห่อสไลด์ด้วยกระดาษก่อนบรรจุในภาชนะชั้นกลางท่ีมีความคงทนต่อการเจาะทะลุท่ิมแทง	หรือวางสไลค์บนโฟม

ที่เจาะเป็นช่องวางสไลค์

	 	 	 9.1.3.4	 บรรจุลงในภาชนะชั้นนอกที่ใส่วัสดุกันกระแทก	หรือวัสดุอื่นที่สามารถป้องกันการ

กระแทกได้	 ในช่องว่างระหว่างภาชนะช้ันกลาง	และภาชนะชั้นนอกสุดที่ใช้ส�าหรับการขนส่ง	ถ้าเป็นตัวอย่างที่

ต้องแช่เย็น	ให้น�า	 ice	pack	หรือ	น�้าแข็งก้อนห่อด้วยกระดาษวางรอบๆ	สิ่งส่งตรวจ	เพื่อควบคุมอุณหภูมิให้เย็น	

เป็นการรักษาสภาพสิ่งส่งตรวจในระหว่างการขนย้าย

	 	 	 9.1.3.5	 ระบุจ�านวนใบส่งตรวจ	 จ�านวนส่ิงส่งตรวจ	 และเอกสารอื่นๆ	 เช่น	 ใบส่งตรวจ	 

ประวัติผู้ป่วย	(ในกรณีจ�าเป็นต้องใช้ร่วมเพื่อการวินิจฉัย)	ใส่ลงในกล่องด้วย

	 	 	 9.1.3.6	 บนกล่องบรรจุสิ่งส่งตรวจชั้นนอกสุด	ต้องระบุชื่อที่อยู่	พร้อมหมายเลขโทรศัพท์ของ

ผู้รับ	และผู้ส่งที่ติดต่อได้ในกรณีฉุกเฉิน

	 	 	 9.1.3.7	 ถ้ามีการปนเปื้อนภายนอกภาชนะ	ให้ท�าความสะอาด	โดยเช็ดด้วย	70%	alcohol	หรือ	

1%	ไฮโปคลอไรท์	เพื่อป้องกันการแพร่กระจายเชื้อ



คู่มือ มาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา
ทางการแพทย ์และสาธารณสุข 59

9.2 การส่งต่อหน่วยงานภายในประเทศ 

	 9.2.1	 การส่งสิ่งส่งตรวจด้วยยานพาหนะขนส่งทางบก	

	 	 	 9.2.1.1	 กรณีใช้ยานพาหนะของหน่วยงานในการขนส่งสิ่งส่งตรวจ	ต้องมีบุคคลที่ได้รับมอบ

หมายควบคุมดูแลไปด้วย	โดยเตรียมตัวอย่างตามที่ระบุไว้ข้างต้น

	 	 	 9.2.1.2	 กรณีส่งทางรถขนส่ง	 ผู ้ส่งต้องแจ้งวัน	 เวลา	 สถานีขนส่งที่ให้ไปรับ	 ระบุชื่อบริษัท	

หมายเลขทะเบียนรถ	หมายเลขโทรศัพท์ของบริษัทฯ	ณ	สถานที่รับ	ทางโทรศัพท์	หรือ	โทรสาร	หรือทางไลน์

	 9.2.2	 การส่งสิ่งส่งตรวจด้วยยานพาหนะขนส่งทางอากาศ		

	 	 	 9.2.2.1	 กรณีการส่งทางเครื่องบิน	 ต้องปฏิบัติตามข้อก�าหนดของสายการบิน	 และต้องติด

เครื่องหมายชีวภัยสากลบนบรรจุภัณฑ์ชั้นนอกสุด

	 	 	 9.2.2.2	 ประสานงานกับหน่วยรับตัวอย่าง	 โดยแจ้งสายการบินท่ีส่งตัวอย่างไป	ระบุเวลา	 จุดรับ

ปลายทาง	ณ	ท่าอากาศยานใดที่ชัดเจน	แจ้งหมายเลขเอกสารน�าส่งทางโทรศัพท์	หรือโทรสาร	หรือทางไลน์	เพื่อ

ให้เจ้าหน้าที่สามารถไปรับตัวอย่างตามเวลา

	 9.2.3	 กรณีส่งสิ่งส่งตรวจทางพัสดุภัณฑ์

	 	 	 9.2.3.1	 การส่งควรส่งเป็นพัสดุภัณฑ์ด่วน	หรือ	EMS	ส่งให้ถึงปลายทางในวันและเวลาราชการ	

หรือมีการติดต่อประสานงานเป็นกรณีไป	และควรมีระบบป้องกันความปลอดภัยของสิ่งส่งตรวจที่เพียงพอ	

ภาชนะที่บรรจุสิ่งส่งตรวจต้องมีฝาปิดสนิท	อาจเป็นฝาเกลียวหรือจุกยาง	 เช่น	หลอดหรือขวดที่พันทับปากหลอด	

หรือขวดด้วยพาราฟิล์ม	แล้วพันรอบภาชนะบรรจุสิ่งส่งตรวจด้วยวัสดุดูดซับของเหลว	ก่อนใส่ในถุงที่ปิดสนิท	ห้าม

ส่งในรูปแบบของ	petri	dish	และควรใส่วัสดุกันกระแทกในช่องว่างระหว่างภาชนะชั้นกลางและภาชนะชั้นนอก

สุด	ถ้าสิ่งส่งตรวจท่ีต้องควบคุมความเย็น	 ให้น�า	 ice	pack	 ใส่ในกล่องพัสดุภัณฑ์ด้วย	 โดยห่อ	 ice	pack	ด้วย

กระดาษ	แล้วใส่ในถุงพลาสติกรัดยางให้แน่น	เพื่อป้องกันการเสียหายของกล่องพัสดุ

	 	 	 9.2.3.2	 ประสานงานกับหน่วยรับตัวอย่าง	โดยแจ้งหมายเลขพัสดุเพื่อติดตามตัวอย่าง

9.3 การส่งต่อหน่วยงานระหว่างประเทศ

	 การขนส่งระหว่างประเทศทั้งทางบกและทางอากาศ	ต้องปฏิบัติตามข้อก�าหนดของประเทศต้นทางและ

ปลายทางที่บังคับใช้	รวมทั้งการเลือกชนิดของหีบห่อ	การบรรจุ	การติดฉลาก	และเครื่องหมายต่างๆ	ที่ภาชนะชั้น

นอกตามข้อก�าหนดของสายการบิน	การมีใบอนุญาตน�าเข้าหรือส่งออก	การแจ้งหรือขออนุญาตน�าเข้าหรือส่งออก	

นอกจากนี้ต้องตรวจสอบกับประเทศท่ีจะมีการขนส่งผ่านระหว่างทางและประเทศปลายทางที่จะรับตัวอย่างว่า

ต้องการเอกสารพิเศษอื่นๆหรือไม่	หรือมีข้อก�าหนดห้ามน�าเข้าเชื้อโรคและพิษจากสัตว์บางประเภทหรือไม่
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eng.pdf.



คู่มือ มาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา
ทางการแพทย ์และสาธารณสุข 61

บทที่ 10

กำรจัดกำรข้อมูลสำรสนเทศ

ทำงจุลชีววิทยำ

10.1 การเข้าถึงข้อมูล

10.2 การก�าหนดรหัส

10.3 การแก้ไขข้อมูล

10.4 การส่งข้อมูลเพื่อการพัฒนาระบบเฝ้าระวังเชื้อดื้อยา
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	 ในปัจจุบัน	ระบบสารสนเทศ	หรือ	Laboratory	 information	management	system	(LIMS)	หรือ	

Laboratory	information	system	(LIS)	มีบทบาทมากขึ้น	ในการจัดการข้อมูลทางการแพทย์	โดยเฉพาะข้อมูล

ทางห้องปฏิบัติการ	ระบบบริหารจัดการข้อมูลที่ดีจะต้องมีความยืดหยุ่น	เพื่อสามารถปรับเข้ากับทุกสถานการณ	์

สะดวกและง่ายต่อผู้ใช้	ลดเวลาการท�างาน	ลดข้อผิดพลาดในการบันทึกข้อมูลตลอดจนการรายงานผลและการ

ประมวลผล	สามารถควบคุมคุณภาพผลการทดสอบได้	มีระบบสืบค้นข้อมูลและสามารถน�าข้อมูล	รวมทั้งผลการ

ทดสอบมาวิเคราะห์	เพื่อใช้ประโยชน์ในอนาคต	เช่น	แนวโน้มการดื้อยา	สถานการณ์เพื่อการป้องกันและควบคุม

การแพร่กระจายของเชื้อก่อโรค	หรือ	DATA	mining	หรือ	ใช้เพื่อ	Business	intelligence	เป็นต้น	หากสามารถ

ช่วยวิเคราะห์ด้านการเงินหรือต้นทุน	เช่น	ราคาค่าทดสอบผู้ป่วยแต่ละราย	ราคาต้นทุนอาหารเลี้ยงเชื้อ	หรือราคา

แผ่นยาต้านจุลชีพท่ีใช้แต่ละเดือน	ก็จะเป็นประโยชน์เชิงบริหารจัดการมากขึ้น	 ข้อมูลทางห้องปฏิบัติการ 

จุลชีววิทยามีความซับซ้อน	แตกต่างจากข้อมูลของห้องปฏิบัติการอื่น	กล่าวคือ	มีความหลากหลายทั้งด้าน 

สิ่งส่งตรวจ	ด้านการทดสอบ	ด้านการรายงานผล	รวมทั้งผลการทดสอบ	จึงอาจต้องมีการจัดการข้อมูลที่สรุปพอ

เป็นสังเขป	ดังนี้

10.1 การเข้าถึงข้อมูล

	 เริ่มต้นจากการจัดระดับความส�าคัญของข้อมูลและสิทธิการใช้งาน	(user	level	authorization)		มีการ

ก�าหนดผู้เข้าถึงข้อมูล	 (username)	และรหัสผ่าน	 (password)	 ในการเข้าถึงข้อมูล	 โดยเฉพาะข้อมูลที่มีความ

ส�าคัญ	หรือเป็นสิทธิส่วนบุคคล	ต้องมีการบันทึกประวัติการเข้าถึงข้อมูล	ได้แก่	รายชื่อผู้เข้าถึงข้อมูล	วันเวลาที่เข้า	

อาจใช้เป็นแบบบันทึก	หรือ	มีระบบที่สามารถตรวจสอบได้	(track	changes)	ในกรณีที่เป็นข้อมูลแบบแก้ไขไม่ได้	

หรือ	read	only	

10.2 การก�าหนดรหัส

	 -	 	การใช้	username	และ	password	

	 -	 	การใช้วัตถุใดๆ	เพื่อการเข้าสู่ระบบ	ได้แก่	บัตร	กุญแจ	

	 -	 	การใช้บัตร	ATM	ควบคู่กับ	PIN	4	หลัก	(	personal	identification	number),	Radiofrequency	

identification	devices	(RFID)

	 -	 	การใช้อุปกรณ์ทางชีวภาพ	(biometric	devices)	เสียง	ลายนิ้วมือ	ฝ่ามือ	ลายเซ็นต์	ม่านตา	รูปหน้า	

โดยแปลงลักษณะบุคคลให้อยู่ในรูปดิจิตัลที่สามารถเปรียบเทียบได้

	 -	 ระบบเรียกกลับ	callback	system	ผู้ใช้ระบุชื่อและรหัสผ่านเพื่อขอใช้ระบบปลายทาง	ถ้าข้อมูลถูก

ต้องระบบจะเรียกกลับให้เข้าใช้งานเอง

	 -	 Remote	log-in	via	secure	Web	browser

อย่างไรก็ตาม	ระบบต้องมีความยืดหยุ่น	 เพื่อให้สามารถปรับเข้ากับทุกสถานการณ์ในขณะเดียวกันต้องเชื่อถือได้	

และมีความปลอดภัย	
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10.3 การแก้ไขข้อมูล

	 การแก้ไขข้อมูลซึ่งมีการรายงานผลแล้ว	ควรต้องมีการบันทึกข้อมูลเดิมก่อนแก้ไข	ข้อมูลที่ถูกแก้ไข	 

ชื่อผู้แก้ไขและวันเวลาที่มีการแก้ไข	 ในแบบบันทึกการแก้ไขข้อมูล	หรือระบบสารสนเทศที่สามารถตรวจสอบได้

อาจต้องมีการจัดระดับความส�าคัญของข้อมูลที่ถูกแก้ไข	 เนื่องจากข้อมูลทางจุลชีววิทยามีความหลากหลาย	

ตัวอย่างเช่น	การเพิ่มข้อมูลผลเพาะเชื้อ	การแก้ไขข้อมูลสิ่งส่งตรวจจากเสมหะเป็นน�้าล้างหลอดลม	การแก้ไข

ข้อมูลสิ่งส่งตรวจจากน�้าเจาะปอดเป็นน�้าไขสันหลัง	 	 การเปลี่ยนแปลงข้อมูลชื่อเชื้อจากการรายงานเบื้องต้น	

“yeast”	เป็น	“Candida albicans”	การเปลี่ยนแปลงข้อมูลผลการทดสอบความไวของเชื้อ	การเพิ่ม	หรือการ

เปลี่ยนแปลงข้อมูลต่างๆ	เหล่านี้	น่าจะมีระดับความส�าคัญที่แตกต่างกัน

10.4 การส่งข้อมูลเพื่อการพัฒนาระบบเฝ้าระวังเชื้อดื้อยา

	 ระบบเฝ้าระวังเชื้อดื้อยาทางห้องปฏิบัติการที่มีศักยภาพ	จ�าเป็นต้องได้รับข้อมูลผลการตรวจวินิจฉัยเชื้อ	

และผลการทดสอบความไวของเชื้อต่อยาที่มีความถูกต้อง	ทั้งนี้	 เพื่อให้ผลการวิเคราะห์ข้อมูลแนวโน้มการดื้อยา	

และการรายงานสถานการณ์เชื้อดื้อยา	 มีความน่าเชื่อถือและสามารถน�าไปใช้ประโยชน์ในการบ่งชี้ปัญหา	 

ก�ากบั	ตดิตาม	และแจ้งเตอืนการแพร่กระจายของเชือ้ด้ือยาทีส่�าคญัได้อย่างทนัสถานการณ์	โรงพยาบาลควรน�าส่ง

ข้อมูลเดือนละครั้งอย่างต่อเน่ือง	 โดยไฟล์ท่ีส่งเป็นไฟล์ประเภทฐานข้อมูล	 (นามสกุล	 .DBF,	 .MDB,	 .XLS	และ

อื่นๆ)	และต้องก�าหนดรหัสผ่าน	เพื่อเข้าถึงข้อมูลโดยเปลี่ยนรหัสผ่านทุกครั้งที่น�าส่ง	พร้อมทั้งแจ้งรหัสผ่านทุกครั้ง

ในเอกสารหรืออีเมลอีกฉบับ	(ไม่ใช่ฉบับที่น�าส่งข้อมูล)	เพื่อให้การน�าส่งข้อมูลมีความปลอดภัยและป้องกันการเข้า

ถึงข้อมูลจากบุคคลที่ไม่เกี่ยวข้อง

 ระบบเฝ้าระวังการดื้อยาระดับชาติ  ประกอบด้วย	2	ระบบหลัก	คือ

	 1.	ระบบเฝ้าระวังเชื้อดื้อยาต้านจุลชีพ	หรือ	NARST	คือ	การเฝ้าระวังว่าตัวเชื้อเปลี่ยนแปลงความไวต่อ

ยาต้านจุลชีพหรือไม่	อย่างไร	ในระดับประเทศ	(ด�าเนินการโดยกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์)

	 2.	ระบบเฝ้าระวังแบบค้นหาผู้ป่วย	หรือ	case	finding	based	surveillance	คือ	การเฝ้าระวังผู้ป่วยที่

ติดเชื้อดื้อยาในโรงพยาบาลและชุมชน	ที่มารับการรักษา	ณ	โรงพยาบาล	 (ด�าเนินการโดยกรมวิทยาศาสตร์การ

แพทย์	กรมควบคุมโรค	กรมการแพทย์	ร่วมกัน)

	 ในการนี้	 ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาต้องส่งข้อมูลการเฝ้าระวังการด้ือยาต้านจุลชีพ	 ตามที่กระทรวง

สาธารณสุขก�าหนด	มายังระบบเฝ้าระวังทั้ง	2	ระบบ	ซึ่งรายการข้อมูลระบบเฝ้าระวังการดื้อยาระดับชาติได้แสดง

อยู่ในภาคผนวก	
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บทที่ 11

กำรทบทวน จัดกำร

	 การทบทวนปรับปรุงมาตรฐานในระดับห้องปฏิบัติการ	 ระดับประเทศ	 โดยข้อมูลน�าเข ้ามาที่ 

คณะกรรมการจัดท�าร่างมาตรฐานห้องปฏิบัติการ	เพื่อทบทวน	โดยข้อมูลน�าเข้าควรเป็นข้อมูล	ดังนี้		

	 1.	ข้อร้องเรียน	ข้อเสนอจากประชาชน

	 2.	ข้อร้องเรียน	ข้อเสนอจากผู้ปฏิบัติงาน	หรือห้องปฏิบัติการ

	 3.	ข้อสรุปจากการตรวจรับรองตามระบบคุณภาพ

	 4.	การตรวจราชการ

	 5.	ความก้าวหน้าทางวิชาการ

	 ทั้งนี้	 จังหวัด	หรือโรงพยาบาล	หรือส�านักตรวจราชการ	หรือหน่วยงานรับรอง	สามารถรวบรวมและ 

จัดส่งเป็นสรุปภาพรวมของปัญหามาที่	

	 ฝ่ายเลขานุการ	คณะกรรมการจัดท�าร่างมาตรฐานห้องปฏิบัติการ	

	 สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข	กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

	 กระทรวงสาธารณสุข	

	 88/7	ถนนติวานนท์	อ�าเภอเมือง	จังหวัดนนทบุรี	11000
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บทที่ 12

ห้องปฏิบัติกำรสุขภำพสัตว์

12.1 คุณสมบัติและสมรรถนะบุคลากรที่จ�าเป็น 

12.2 การบริหารจัดการสิ่งส่งตรวจ 

12.3 การรายงานผล 



คู่มือ มาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา
ทางการแพทย ์และสาธารณสุข 67

12.1 คุณสมบัติและสมรรถนะบุคลากรที่จ�าเป็น

ลักษณะงาน ต�าแหน่ง
คุณสมบัติและสมรรถนะที่จ�าเป็น

ส�าหรับงานจุลชีววิทยา

ผู้ช่วยตรวจวิเคราะห์ เจ้าพนักงานวิทยาศาสตร์ หัวหน้าห้องปฏิบัติการ	ต้องก�าหนดแผนการฝึกอบรม	

และประเมินผลการปฏิบัติงานเป็นระยะ	โดยบุคลากร

ต้องสอบผ่านการประเมินสมรรถนะการปฏิบัติงาน	

(competency)	 ในงานวิเคราะห์ที่รับผิดชอบ	อ้างอิง

การประเมนิตามเกณฑ์การประเมนิของห้องปฏบิตักิาร	

ผู้ตรวจวิเคราะห์ นักเทคนิคการสัตวแพทย์

นักวิทยาศาสตร์การแพทย์

นักวิทยาศาสตร์

บุคลากร	 ต ้องได ้รับการฝ ึกอบรมตามมาตรฐาน 

ด ้านจุลชีววิทยาและประเมินผลจากหน ่วยงาน

ภายนอก	

ผู้รับรองผลวิเคราะห์ นายสัตวแพทย์

12.2 การบริหารจัดการสิ่งส่งตรวจ 

	 12.2.1	 การส่งตรวจ	การเก็บสิ่งส่งตรวจ	และการน�าส่งสิ่งส่งตรวจ

	 	 ห้องปฏิบัติการต้องมีคู ่มือแนะน�าวิธีการเก็บตัวอย่างส่งตรวจจากสัตว์	 หรือผลิตภัณฑ์สัตว	์ 

โดยค�านึงถึงวิธีการเก็บตัวอย่างที่ถูกต้อง	และคุณภาพของตัวอย่างส่งตรวจ	แจกจ่ายให้เจ้าหน้าที่ที่ปฏิบัติงาน 

ในภาคสนาม	 เพื่อให้การด�าเนินการจัดการตัวอย่างทดสอบมีความถูกต้องชัดเจน	สามารถบ่งชี้และสอบกลับได	้

สอดคล้องกับข้อก�าหนดระบบการบริหารงาน

	 	 12.2.1.1	รายละเอียดสิ่งส่งตรวจ	ระบุตามแบบฟอร์มรับตัวอย่าง	เพื่อตรวจทางห้องปฏิบัติการ	

	 	 12.2.1.2	ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ	 ครอบคลุมถึงตัวอย่างจากสัตว์	 ผลิตภัณฑ์สัตว์	 อาหารสัตว์	 

สิ่งแวดล้อม	และตัวอย่างที่เกี่ยวข้องกับการผลิตสัตว์

	 	 12.2.1.3	ระบุวิธีการเก็บสิ่งส่งตรวจทางจุลชีววิทยาชนิดต่างๆ	ด�าเนินการตามวิธีปฏิบัติงาน	

เรื่อง	การตรวจรับตัวอย่าง

	 12.2.2	 การตรวจรับสิ่งส่งตรวจ	ห้องรับตัวอย่าง

	 	 ห้องรับตัวอย่างมีหน้าท่ีในการปฏิบัติงานการตรวจรับตัวอย่าง	 โดยพิจารณาคุณภาพของ

ตัวอย่าง	และการส่งต่อตัวอย่างให้มีมาตรฐานเดียวกัน	หลังจากเจ้าหน้าท่ีสอบถาม	และบันทึกประวัติตัวอย่าง

เรียบร้อยแล้ว	ปฏิบัติดังนี้

	 	 12.2.2.1	 สวมถุงมอืและเสือ้กาวน์	แล้วด�าเนนิการตรวจนบัจ�านวนตวัอย่าง	ให้ตรงตามจ�านวนทีแ่จ้ง

พร้อมพิจารณาคุณภาพของตัวอย่างว่าเหมาะสม	ตรงตามคุณสมบัติที่ก�าหนด	พร้อมออกหมายเลขตัวอย่าง	

(Case	no.)

	 	 12.2.2.2	จ�าแนกชนิดตัวอย่าง	จากนั้นแจ้งให้แต่ละกลุ่มห้องปฏิบัติการทราบ	เพื่อมารับตัวอย่าง

ไปทดสอบ
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	 	 12.2.2.3	หากไม่สามารถรับตัวอย่างที่ส่งตรวจได้	ต้องแจ้งให้ผู ้ส่งตัวอย่างทราบ	และมีการ

จัดการอย่างถูกต้องตามหลักวิชาการ

	 12.2.3	 การตรวจรับสิ่งส่งตรวจของห้องปฏิบัติการ

	 	 12.2.3.1	เจ้าหน้าท่ีตรวจวิเคราะห์ตรวจสอบตัวอย่างให้ตรงกับรายละเอียดในฟอร์มรับตัวอย่าง

ตรวจทางห้องปฏิบัติการ	และแจ้งนายสัตวแพทย์เวรประจ�าวันทราบ

	 	 12.2.3.2	ตรวจสอบสภาพตัวอย่างให้ถูกต้องตามที่ห้องปฏิบัติการก�าหนด

	 	 12.2.3.3	บันทึกรายละเอียดจากแบบฟอร์มรับตัวอย่าง	ลงสมุดรับตัวอย่าง	

	 	 12.2.3.4	หากต้องการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียที่ระบุชนิดของเชื้อที่ส่งตรวจ	ให้จัดแบ่งตัวอย่างใส่

ในถุงพลาสติกซิป	พร้อมทั้งติดป้ายบ่งชี้สถานะ	ระบุป้ายบ่งชี้	“ก�าลังทดสอบ”

	 12.2.4	 การจัดเก็บและการรักษาสิ่งส่งตรวจก่อนการวิเคราะห์

	 	 12.2.4.1	กรณีที่ยังไม่สามารถทดสอบในวันที่รับตัวอย่าง	 ให้เก็บตัวอย่างใน	Refrigerator	 

(2	–	8	°C)	แล้วท�าในวันถัดไป	หากต้องเก็บตัวอย่างมากกว่า		2	วัน	ขึ้นไป	ให้เก็บที่อุณหภูมิ	<	0	°C	ระบุป้าย 

บ่งชี้สถานะ	“รอทดสอบ”	พร้อมทั้งบันทึกในแบบฟอร์มการเคลื่อนย้ายตัวอย่าง	

	 	 12.2.4.2	ถ้าหากตัวอย่างไม่เหมาะสมส�าหรับการทดสอบ	 ให้กรอกแบบฟอร์มรายงานการ 

ส่งคืนตัวอย่างจากห้องปฏิบัติการ	เพื่อด�าเนินการแจ้งให้ผู้ส่งตัวอย่างทราบ

12.3 การรายงานผล 

	 ห้องปฏิบัติการต้องรายงานผลการวิเคราะห์	ดังนี้			

	 12.3.1	 กรณีที่ตรวจพบเชื้อที่เป็นสาเหตุของโรคตามที่ระบุในกฎหมายว่าด้วย	 พรบ.โรคระบาดสัตว์	 

ให้รายงานส�านักควบคุมป้องกันและบ�าบัดโรคสัตว์		กรมปศุสัตว์	โดยทันที	และรายงานผู้ส่งตรวจ

	 12.3.2	 กรณีที่ตรวจพบเชื้อก่อโรคชนิดอื่นที่ไม่อยู่ใน	พรบ.	ให้รายงานผู้ส่งตรวจ

	 12.3.3	 กรณีที่ตรวจพบเชื้อดื้อยา	ห้องปฏิบัติการรวบรวมและส่งข้อมูลให้	 กองควบคุมอาหารและ 

ยาสัตว์	กรมปศุสัตว์

	 12.3.4	 เชื้อก่อโรคทั้งหมดที่ตรวจพบ	ต้องรายงานและขอจดแจ้งการครอบครองเชื้อท่ีส�านักมาตรฐาน

ห้องปฏิบัติการ	กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์	กระทรวงสาธารณสุข	ทุก	3	เดือน
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 1. การตรวจจากตัวอย่างโดยตรง (Direct examination)

No. of Equipments

Direct examination

Gram’s 
stain

Leprosy 
smear

modified 
AFB

AFB
Tzanck’s 
smear

India 
ink

Wright’s  
stain

Special 
stain;

TBS, GMS

1. BSC class  2A 
    (4 foot wide)

P P P P P P P P

2. Fume hood - P P P P P P P
3. Light microscope P P P P P P P P
4. Fluorescence microscope - - - P - - - -

5. Low speed centrifuge   
    4000 rpm

- - - P - P - -

6. Slide warmer P P P P P - P P
7. Stainless transfer box P P P P P P P -

8. Basin P P P P P P P P
9. Eyewash station P P P P P P P P

 2. การเพาะเชื้อและการทดสอบชีวเคมี (Culture and Biochemical tests)

No. of Equipments
Culture and Biochemical tests

Aerobe Anaerobe TB Fungus

1.   BSC class  2A (4 foot wide) P P P P
2.   Fume hood P P P P
3.   Light microscope P P P P
4.   Fluorescence microscope - - - P
5.   Low speed centrifuge 4000 rpm - - - P
6.   Slide warmer P P P P
7.   Stainless transfer box P P P P
8.   Basin P P P P
9.   Eyewash station P P P P
10. Autoclave (clean & dirty) P(2)  P(2) P(2)  P(2)

ผนวก ก

รำยกำรเครื่องมือวิทยำศำสตร์ขั้นต�่ำ

ตำมเทคนิคกำรตรวจทำงห้องปฏิบัติกำร
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No. of Equipments
Culture and Biochemical tests

Aerobe Anaerobe TB Fungus

11. Deep Freezer -70°C (only Reference lab) P P P P
12. Deep Freezer -20°C P P P P
13. Refrigerator P P P P
14. Incubator  P(3)       P(2) P P
15. CO2 incubator P - - -

16. Anaerobic Jar/Anaerobic chamber + Gas pak - P - -

17. Candle jar P - - -

18. Automated Hemoculture P - - -

19. Balance (media preparation) P P P P

20. pH meter (media preparation) P P P P

21. Waterbath (media preparation) P P P P

22. Loop sterilizer P P P P

หมายเหตุ		ตัวเลขระบุในวงเล็บ	หมายถึง	จ�านวนเครื่องมือที่มากกว่า	1	เครื่อง

 3. การตรวจด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา (Molecular techniques)

No. of Equipments
Molecular techniques

Conventional 
PCR

Real-time 
PCR

GeneXpert

1.   BSC class  2A (4 foot wide) P P P

2.   PCR  machine P P P

3.   Dead box / PCR cabinet P P P

4.   High speed microcentrifuge / Refrigerated centrifuge P P P

5.   UV box P P P

6.   Eyewash station P P P

7.   Autoclave P P P

8.   Deep Freezer -70°C (only Reference lab) P P P

9.   Deep Freezer -20°C P P P

10. Refrigerator P P P

11. Heat Block P P P

12. Autopipette (as desired volume) P P P

13. Computer P P P

หมายเหตุ  

1.	การติดตั้งเครื่องเพาะเชื้อจากเลือดอัตโนมัติ	พิจารณาตามความเหมาะสม	

2.	การติดตั้งเครื่องมือวิทยาศาสตร์เพิ่มเติมจากจ�านวนขั้นต�่า	พิจารณา
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ผนวก ข

หลักกำรค�ำนวณภำระงำนโดยคิดตำมปริมำณงำน

1. หลักการวิเคราะห์

	 1.1		จ�านวนเวลาภาระงานที่ปฏิบัติทั้งปี	

จ�านวนเวลาภาระงานที่ปฏิบัติทั้งปี	=	เวลามาตรฐานงานที่ใช้ปฏิบัติงาน	(นาที)	×	จ�านวนกิจกรรมที่ปฏิบัติทั้งปี

 

	 1.2		จ�านวนบุคลากรที่ต้องการ

	 จ�านวนบุคลากรที่ต้องการ	=																	จ�านวนเวลาภาระงานที่ปฏิบัติทั้งปี								

             วันท�างาน	(230	วัน)	x	ชั่วโมงท�างาน	(6	ชั่วโมง	)	x	60	นาที

2. เวลามาตรฐานงาน 

 เวลามาตรฐานงาน	คือ	เวลาที่ใช้ในการท�างาน	1	ชิ้น	มีหน่วยเป็นนาที	ได้จากการจับเวลาการท�างานของ

บุคคลหลายคนแล้วน�ามาหาค่าเฉลี่ย	เพื่อใช้เป็นค่ามาตรฐานของการท�างานนั้น	โดยคิดเฉพาะเวลาของคนเท่านั้น	

ไม่คิดรวมเวลาที่เครื่องมือนั้นๆท�างาน	ดังนั้น	เวลามาตรฐานงานที่ได้	

           ตัวอย่าง		 การค�านวณภาระงานการตรวจปัสสาวะ

				 	 เวลามาตรฐานงานการตรวจปัสสาวะ	 =	 8	นาทีต่อราย*

					 	 จ�านวนการตรวจปัสสาวะทั้งปี			 =	 10,000	ราย

					 	 จ�านวนบุคลากรที่ต้องใช้ในการตรวจปัสสาวะ					=	 8	x	10,000/230	x	6	x	60		

	 	 	 =	 0.966	คน
*หมายเหตุ	เวลามาตรฐานนี้เป็นตัวเลขสมมุติ	ควรด�าเนินการจับเวลาจริงตามที่	กพ	แนะน�า	หากจะน�าไปใช้ค�านวณ

3. สถิติในการการค�านวณก�าลังคน 

	 	การค�านวณก�าลังคนนี้	ต้องการหาข้อมูลก�าลังคนที่ควรมีอยู่ในการท�างานภาคกลางวัน		สถิติที่ใช้ในการ

ค�านวณ	จึงควรเป็นปริมาณงานย้อนหลัง	3	ปี	 โดยใช้ข้อมูลท่ีปฏิบัติงานเฉพาะในเวลาราชการเท่านั้น	 ไม่น�า

ปริมาณที่ให้บริการแบบฉุกเฉินนอกเวลาราชการมาค�านวณด้วย	 	 เพราะจะท�าให้ค่าที่ได้ไม่เป็นไปตามสภาพจริง	

เนื่องจากลักษณะงานเทคนิคการแพทย์ที่ปฏิบัติกัน	 ในปัจจุบันได้จัดให้เจ้าหน้าท่ี	 ท่ีปฏิบัติงานในเวลาราชการขึ้น

มาหมุนเวียน	 เพื่อจัดบริการฉุกเฉินนอกเวลาราชการ	และเบิกค่าล่วงเวลา	 	 	8	 -	16	ชั่วโมง	และ	24	ชั่วโมง	 

ในวันหยุดราชการ	ซึ่งเจ้าหน้าที่ไม่ได้หยุดงานในวันรุ่งขึ้น	เนื่องจากไม่มีบุคลากรให้เปลี่ยนผลัดได้
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ผนวก ค

รำยกำรเทคนิคที่แนะน�ำส�ำหรับห้องปฏิบัติกำร

แต่ละระดับโรงพยำบำล

Test
ระดับโรงพยาบาล

Technique ขั้นต�่า
A S M1 M2 F1-3

Haemocultures P P P - - Automate	Haemoculture

Urine	Cultures P P - - - Conventional	Method

Stool	Culture P P P - - Conventional	Method

For	Vibrionaceae P P P - - Conventional	Method

Genital	Tract P P - - - Conventional	Method

Spt/TS	Cultures P P - - - Conventional	Method

TS	for	Diphtheria P P - - - Conventional	Method

Pus	Culture P P - - - Conventional	Method

CSF	Culture P P - - - Conventional	Method

Other		Cultures P P - - - Conventional	Method

TB	Culture P P - - - Conventional	Method
PCR	for	TB P - - - - Realtime-PCR

Fungus	Culture P P - - - Conventional	Method

เพาะเชื้อน�้าไตเทียม P - - - - Conventional	Method

เพาะเชื้อจากระบบบ�าบัด P - - - - Conventional	Method

ตรวจยืนยันเชื้อดื้อยา P - - - - Conventional	Method

หมายเหตุ	 ระดับโรงพยาบาลของกระทรวงสาธารณสุข	ส�าหรับห้องปฏิบัติการนอกกระทรวงสาธารณสุขให้พิจารณาตามความ

เหมาะสม
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ผนวก ง

ค�ำจ�ำกัดควำมของเชื้อดื้อยำ

	 ผู้เชี่ยวชาญของศูนย์ป้องกันและควบคุมโรคในยุโรป	(European	Centre	for	Disease	Preventionand	

Control,	 ECDC)	และศูนย์ป้องกันและควบคุมโรคในสหรัฐอเมริกา	 (Centers	 for	Disease	Control	and	

Prevention,	CDC)	ได้ก�าหนดค�าจ�ากัดความของเชื้อดื้อยาร่วมกัน	 เพื่อใช้เป็นมาตรฐานระดับสากลตั้งแต่ปี	พ.ศ.	

2554	ท�าให้แต่ละหน่วยงานทั้งในระดับประเทศและนานาชาติ	สามารถสื่อสารหรือเปรียบเทียบรายงานผลการ

วิเคราะห์ข้อมูลการทดสอบความไวเชื้อแบคทีเรียแต่ละชนิดต่อยาต้านจุลชีพได้	 การรายงาน	 cumulative	

antibiogram	report	ห้องปฏิบัติการจ�าเป็นต้องใช้แนวปฏิบัติตามมาตรฐานนี้	ในการก�าหนดความหมายของเชื้อ

ดื้อยาหลายขนาน	มาตรฐานการให้ค�าจ�ากัดความของประเภทการด้ือยา	 ใช้ได้กับวิธีการการทดสอบความไวของ

เชื้อต่อยาและ	breakpoint	ตามมาตรฐานของทั้งสามสถาบัน	คือ	Clinical	Laboratory	Standards	 Institute	

(CLSI),	European	Committee	on	Antimicrobial	Susceptibility	Testing	(EUCAST)	และ	United	States	

Food	and	Drug	Administration	(FDA)

	 มาตรฐานสากลนี้	 ก�าหนดค�าจ�ากัดความของรูปแบบการการดื้อยาต้านจุลชีพออกเป็นสามแบบ	 คือ	

multidrug-resistant	 (MDR),	extensively	drug-resistant	 (XDR)	และแบบ	pandrug-resistant	 (PDR)	 

ดังแสดงในตารางที่	 1	ส�าหรับเชื้อห้ากลุ่มที่พบเป็นสาเหตุของการติดเชื้อในสถานพยาบาลได้บ่อยและมักจะเป็น

เชื้อดื้อยาหลายขนาน	คือ	S. aureus, Enterococcus spp., Enterobacteriaceae (other	than	Salmonella 

and	Shigella),	P. aeruginosa และ	Acinetobacter	spp.		

	 มาตรฐานให้ค�าจ�ากัดความของรูปแบบการด้ือยาโดยก�าหนดชนิดของยา	 (Antimicrobial	category)	

และกลุ่มของยา	(Antimicrobial	agents)		ส�าหรับเชื้อ	S. aureus,		Enterococcus spp., Enterobacteriaceae 

(other	than	Salmonella	and	Shigella),	P. aeruginosa	และ	Acinetobacter spp. ดังแสดงในตารางที่	2	

ถึงตารางที่	7	ตามล�าดับ	 เพื่อให้ก�าหนดประเภทการดื้อยาต้านจุลชีพได้มาตรฐาน	ห้องปฏิบัติการจึงควรท�าการ

ทดสอบความไวของเชื้อแต่ละชนิดต่อกลุ่มของยาทุกชนิดหรือเกือบทุกกลุ่มท่ีก�าหนดไว้	ไม่ควรเอาผลการทดสอบ

ของยากลุ่มที่ไม่ได้ก�าหนดไว้ส�าหรับเชื้อแต่ละกลุ่มมาแยกประเภทการดื้อยา
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ตารางที่ 1		 ความหมายของรูปแบบการดื้อยาแต่ละประเภทตามมาตรฐานสากล

ประเภทของการดื้อยา ค�าจ�ากัดความ

Multidrug-resistant	(MDR) เช้ือท่ีดื้อต่อยาต้านจุลชีพมากกว่าหรือเท่ากับสามกลุ่ม	 โดยอย่างน้อยต้อง
ดื้อต่อยาหนึง่ชนดิในแต่ละกลุม่ของยา	ตามตารางของยาส�าหรบัเชือ้แต่ละกลุ่ม
Non-susceptible	 to	 at	 least	 1	 agents	 in	>	 3	 antimicrobial	
categories	listed	in	each	group	of	bacteria

Extensively	drug-resistant	
(XDR)

เชื้อที่ดื้อต่อยาต้านจุลชีพทุกกลุ่ม	 ยกเว้นยาสองหรือน้อยกว่าสองกลุ่ม	 
โดยอย่างน้อยต้องดื้อต่อยาหนึ่งชนิดในแต่ละกลุ่มของยา	ตามตารางของยา
ส�าหรับเชื้อแต่ละกลุ่ม
Non-susceptible	 to	at	 least	1	agents	 in	 all	but	2	or	 fewer	
antimicrobial	categories	listed	in	each	group	of	bacteria

Pandrug-resistant	(PDR) เชื้อที่ดื้อต่อยาต้านจุลชีพทุกกลุ่ม	ตามตารางของยาส�าหรับเชื้อแต่ละกลุ่ม
Non-susceptibility	 to	all	agents	 in	all	antimicrobial	categories	
for	each	group	of	bacteria

ที่มา:	http://www.ecdc.europa.eu/en/activities/diseaseprogrammes/ARHAI/Pages/public_consultation_	clinical	

_microbiology_infection_article.aspx

ตารางที่ 2	 กลุ่มของยาต้านจุลชีพและยาต้านจุลชีพท่ีใช้ในการก�าหนดความหมายของรูปแบบการด้ือยาในเชื้อ	

Staphylococcus aureus	(Antimicrobial	categories	and	agents	used	to	define	MDR,	

XDR	and	PDR	for	Staphylococcus aureus)

Antimicrobial category Antimicrobial agents
Aminoglycosides Gentamicin
Ansamycin Rifampin
Beta-lactams Cefoxitin	or	oxacillin
Fluoroquinolones Ciprofloxacin
Folate	pathway	inhibitors Trimethoprim-sulphamethoxazole
Fucidanes Fucidanes
Glycopeptides Vancomycin,		Teicoplanin,		Telavancin
Glycylcyclines Tigecycline
Lincosamides Clindamycin

Lipopeptides Daptomycin

Macrolides Erythromycin

Oxazolidinones Linezolid

Phenicols Chloramphenicol

Phosphonic	acids Fosfomycin

Streptogramins quinupristin-dalfopristin

Tetracyclines Tetracycline,	Doxycycline,	Minocycline
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ตารางที่ 3	 กลุ่มของยาต้านจุลชีพและยาต้านจุลชีพท่ีใช้ในการก�าหนดความหมายของรูปแบบการด้ือยาในเชื้อ	

Enterococcus	spp.	(Antimicrobial	categories	and	agents	used	to	define	MDR,	XDR	

and	PDR	for	Enterococcus	spp.)

Antimicrobial category Antimicrobial agents

Aminoglycosides Gentamicin(high	level)

Streptomycin Streptomycin	(high	level)

Carbapenems Imipenem,	Meropenem,	Doripenem

intrinsic	resistance	found	in	Enterococcus faecium

Fluoroquinolones Ciprofloxacin,	Levofloxacin,	Moxifloxacin

Glycopeptides Vancomycin,		Teicoplanin

Glycylcyclines Tigecycline

Lincosamides Clindamycin

Lipopeptides Daptomycin

Oxazolidinones Linezolid

Penicillins Ampicillin

Streptogramins quinupristin-dalfopristin

Tetracyclines Tetracycline,	Doxycycline,	Minocycline

Enterococcus faecalis	ดื้อยาแบบ	intrinsic	resistance	ต่อยา	quinupristin-dalfopristin

ตารางที่ 4	 กลุ่มของยาต้านจุลชีพและยาต้านจุลชีพท่ีใช้ในการก�าหนดความหมายของรูปแบบการด้ือยาในเชื้อ	

Enterobacteriaceae	(Antimicrobial	categories	and	agents	used	to	define	MDR,	XDR	

and	PDR	for	Enterobacteriaceae)

Antimicrobial category Antimicrobial agents

Aminoglycosides Gentamicin,	Tobramycin	,	Amikacin,	Netilmicin

Beta	–lactam	with	beta-lactamase	

inhibitors

Ticarcillin-clavulanic	acid,	Piperacillin-

tazobactam

Carbapenems Ertapenem,	Imipenem,	Meropenem,	Doripenem

Fluoroquinolones Ciprofloxacin,	Levofloxacin,	Moxifloxacin

Non-extended	spectrum	cephalosporins	

;	1st		and	2nd	generation	cephalosporins

Cefazolin,	Cefuroxime

Extended-spectrumcephalosporins;	

3rd		and	4th	generation	cephalosporins	

Cefotaxime,	ceftriaxone,	Ceftazidime

Cephamycins Cefoxitin,	Cefotetan
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ตารางที่ 4	 กลุ่มของยาต้านจุลชีพและยาต้านจุลชีพท่ีใช้ในการก�าหนดความหมายของรูปแบบการด้ือยาในเชื้อ	

Enterobacteriaceae	(Antimicrobial	categories	and	agents	used	to	define	MDR,	XDR	

and	PDR	for	Enterobacteriaceae)	(ต่อ)

Antimicrobial category Antimicrobial agents

Fluoroquinolones Ciprofloxacin

Folate	pathway	inhibitors Trimethoprim-sulphamethoxazole

Monobactams Aztreonam

Glycylcyclines Tigecycline

Streptogramins quinupristin-dalfopristin

Penicillins Ampicillin

Penicillins	+	ß-lactamase	inhibitors Amoxicillin-clavulanic	acid	Ampicillin-sulbactam

Phenicols Chloramphenicol

Phosphonic	acids Fosfomycin

Polymyxins Colistin

Tetracyclines	 Tetracycline	,	Doxycycline,	Minocycline

Intrinsic resistance: 
1. Providencia rettgeri,	Providencia stuartii	 intrinsic	 resistance	ต่อ	gentamicin,	 tobramycin	และ	

neltilmycin
2. Escherichia hermannii	intrinsic	resistance	ต่อ	Ticarcillin-clavulanic	acid
3. Citrobacter freundii,  Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Hafnia alvei, Morganella 

morganii, Proteus penneri, Proteus vulgaris, P. rettgeri, P. stuartii,	และ	Serratia marcescens 
intrinsic	resistance	ต่อ	Cefazolin

4. M. morganii, P. penneri, P. vulgaris	และ	S. marcescens	intrinsic	resistance		ต่อ	Cefuroxime
5. C. freundii, E. aerogenes, E. cloacae และ	H. alvei	intrinsic	resistance	ต่อ	Cefoxitin	และ	Cefotetan
6. M. morganii, Proteus mirabilis (P. mirabilis), P. penneri, P. vulgaris, P. rettgeri,	 และ	P. stuartii 

intrinsic	resistance	ต่อ	Tetracycline
7.	 Citrobacter koseri (C. koseri), C. freundii, E. aerogenes, E. cloacae, E. hermanii, H. alvei, Klebsiellae 

spp.,	M. morganii, P. penneri, P. vulgaris, P. rettgeri, P. stuartii	และ	S. marcescens	 intrinsic	
resistance	ต่อ	Ampicillin

8.	 C. freundii, E. aerogenes, E. cloacae, H. alvei, M. morganii, P. rettgeri, P. stuartii, S. marcescens 
intrinsic	resistance	ต่อ	Amoxicillin-clavulanic	acid

9.	 C. freundii, C. koseri, E. aerogenes, E. cloacae, H. alvei, P. rettgeri, S. marcescens	 intrinsic	
resistance	ต่อ	Ampicillin-sulbactam

10.	M. morganii, P. mirabilis, P. penneri, P. vulgaris, P. rettgeri, P. stuartii, S. marcescens	 intrinsic	
resistance	ต่อ	Colistin

11. M. morganii, P. mirabilis, P. penneri, P. vulgaris, P. rettgeri, P. stuartii	 intrinsic	 resistance	ต่อ	
Tetracycline

12. M. morganii, P. penneri, P. vulgaris, P. rettgeri, P. stuartii		intrinsic	resistance	ต่อ	Doxycycline	และ	
minocycline
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ตารางที่ 5	 กลุ่มของยาต้านจุลชีพและยาต้านจุลชีพท่ีใช้ในการก�าหนดความหมายของรูปแบบการด้ือยาในเชื้อ	

Pseudomonas aeruginosa	(Antimicrobial	categories	and	agents	used	to	define	MDR,	

XDR	and	PDR	for	Pseudomonas aeruginosa)

Antimicrobial category Antimicrobial agents

Aminoglycosides Gentamicin,	Tobramycin	,	Amikacin,	Netilmicin

Antipseudomonal	carbapenems Imipenem,	Meropenem,	Doripenem

Antipseudomonal	cephalosporins Ceftazidime,	Cefepime

Antipseudomonal	fluoroquinolones Ciprofloxacin,	Levofloxacin

Antipseudomonal	penicillins	and		

			Bata-lactamase	inhibitors

Ticarcillin-clavulanic	 acid	 and	Piperacillin-

tazobactam

Monobactams Aztreonam

Phosphonic	acids Fosfomycin

Polymyxins Colistin,	Polymyxin	B

ตารางที่ 6	 กลุ่มของยาต้านจุลชีพและยาต้านจุลชีพท่ีใช้ในการก�าหนดความหมายของรูปแบบการด้ือยาในเชื้อ	

Acinetobacter	spp.	(Antimicrobial	categories	and	agents	used	to	define	MDR,	XDR	

and	PDR	for	Acinetobacter	spp.)

Antimicrobial category Antimicrobial agents

Aminoglycosides Gentamicin,	Tobramycin	,	Amikacin,	Netilmicin

Antipseudomonal	carbapenems Imipenem,	Meropenem,	Doripenem

Antipseudomonal	fluoroquinolones Ciprofloxacin,	Levofloxacin

Antipseudomonal	penicillins	and		

				Bata-lactamase	inhibitors

Ticarcillin-clavulanic	 acid	 and	Piperacillin-

tazobactam

Extended-spectrum	cephalosporins Cefotaxime,	 Ceftr iaxone,	 Ceftazidime,	

Cefepime

Folate	pathway	inhibitors Trimethoprim-sulphamethoxazole

Penicillins	+	b-lactamase	inhibitors Ampicillin-sulbactam

Polymyxins Colistin,	Polymyxin	B

Tetracyclines	 Tetracycline,	Doxycycline,	Minocycline



คู่มือ มาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา
ทางการแพทย ์และสาธารณสุข78

ตารางที่ 7	 ตัวอย่าง	ผลการทดสอบความไวชองเชื้อ	P. aeruginosa	ต่อยาต้านจุลชีพที่แสดงความหมายของ

การดื้ออย่างแบบ	เป็น	MDR,	XDR	และ	PDR

Antimicrobial category Antimicrobial agents
MDR 

isolate

XDR 

isolate

PDR 

isolate

Aminoglycosides Gentamicin NS NS

Tobramycin NS NS

Amikacin NS

Netilmicin NS

Antipseudomonal	

carbapenems

Imipenem	 NS NS NS

Meropenem NS NS

Doripenem NS NS

Antipseudomonal	

cephalosporins

Ceftazidime	 NS NS

Cefepime NS NS

Antipseudomonal	

fluoroquinolones

Ciprofloxacin NS NS NS

Levofloxacin NS

Antipseudomonal	penicillins	

and	Beta-lactamase	

inhibitors

Piperacillin-tazobactam NS

Ticarcillin-clavulanic	

acid

NS NS

Monobactams Aztreonam NS NS

Phosphonic	acids Fosfomycin NS

Polymyxins Colistin,	Polymyxin	B NS
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 การก�าหนดรูปแบบการดื้อยาชนิด	XDR	ของเชื้อ	non-mycobacterial	bacteria	ใช้หลักการสองอย่าง	

คือ	จ�านวนของกลุ่มของยาต้านจุลชีพที่เราเรียกว่า	category	หรือ	classes	หรือ	subclasses	ที่ดื้อ	และการดื้อ

ต่อยาหนึ่งชนิดหรือมากกว่าหน่ึงชนิดของยาหลักในแต่ละกลุ ่ม	 แต่ส�าหรับการด้ือยาแบบ	XDR	 ของเชื้อ	

Mycobacterium tuberculosis (XDR	MTB)	ก�าหนดให้หมายถึงเชื้อที่ดื้อต่อยาที่เป็น	first-line	agents	 คือ	

isoniazid		และ	rifampicin		ดื้อต่อ	Fluoroquinolone	และดื้อต่อยาอย่างน้อย	หนึ่งในสามชนิดของยาที่เป็น	

second-line	drugs	(second-line	parenteral	drugs)	คือ	ยา	amikacin	kanamycin	หรือ	capreomycin	

โดยใช้หลักการดังกล่าวก�าหนดรูปแบบการด้ือยาส�าหรับเชื้อ	Mycobacterium	 non-tuberculosis	 

แบบ	XDR	ด้วย

รูปที่ 1 แสดง	22	รูปแบบความไวของเชื้อต่อยาต้านจุลชีพ	ที่เป็น	MDR,	XDR	หรือ	PDR		

	 (ช่องด�าทึบแทนการดื้อยาทุกชนิดในแต่ละกลุ่มของยา	และช่องด�าครึ่งช่องคือการดื้อยาบางตัวในแต่ละกลุ่ม)
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1.	 เชื้อที่ไม่เคยมีการรายงานมาก่อน	

	 	 1.1	 เชื้อ	Staphylococcus aureus	 	ที่ให้ผลการทดสอบความไวต่อยา	 vancomycin	อยู่ในช่วง	

Intermediate		หรือ	VISA	และที่ให้ผลการทดสอบดื้อยา	vancomycin	หรือ	VRSA	ในกรณีนี้	จะต้องตรวจหายีน

ดื้อยาร่วมด้วยเพื่อการเฝ้าระวังทางระบาดวิทยา

	 	 1.2	 เชื้อ	Staphylococcus,	 coagulase	negative	ที่ให้ผลการทดสอบด้ือยา	vancomycin	หรือ	

VRSE

	 	 1.3	 เชื้อ	Enterococcus faecalis		ที่ให้ผลการทดสอบดื้อต่อยา	vancomycin	(VRE)	ในกรณีนี้	จะต้อง

ตรวจหายีนดื้อยาร่วมด้วย	เพื่อการเฝ้าระวังทางระบาดวิทยา

	 	 1.4	 เชื้อ	Streptococcus pneumoniae	ที่ให้ผลการทดสอบดื้อยา	carbapenems

	 	 1.5	 เชื้อ	Salmonella	จาก	sterile	site	ที่ให้ผลการทดสอบดื้อยา	3rd	generation	cephalosporins

2.	 เชื้อที่พบไม่บ่อยในพื้นที่ที่แยกได้	แต่มีรายงานในพื้นที่อื่นหรือพื้นที่ใกล้เคียง

	 	 2.1	 เชื้อ	Enterococcus faecium 	 ท่ีให้ผลการทดสอบด้ือต่อยา	 vancomycin	 (VRE)	 ในกรณีนี้	 

จะต้องตรวจหายีนดื้อยาร่วมด้วย	เพื่อการเฝ้าระวังทางระบาดวิทยา

	 	 2.2	 เชื้อ	Streptococcus pneumoniae	ที่ให้ผลการทดสอบดื้อยา	3rd	generation	cephalosporins,	

fluoroquinolones

	 	 2.3	 เชื้อ	E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, Enterobacter	spp.	ที่ให้ผลการทดสอบดื้อยา

กลุ่ม	carbapenems	ในกรณีนี้จะต้องตรวจหายีนดื้อยาร่วมด้วย	เพื่อการเฝ้าระวังทางระบาดวิทยา

	 	 2.4	 เชื้อ	Acinetobacter baumannii	ที่ให้ผลการทดสอบดื้อยา	colistin

	 	 2.5	 เชื้อ	Pseudomonas aeruginosa	ที่ให้ผลการทดสอบดื้อยา	colistin

	 	 2.6	 เชื้อ	Salmonella	จากระบบทางเดินอาหาร	ที่ให้ผลการทดสอบดื้อยากลุ่ม		fluoroquinolones

3.	 เชื้อที่ให้ผลการทดสอบความไวของเชื้อต่อยาผิดปกติ

	 	 3.1	 เชื้อท่ีเป็น	 intrinsic	 resistance	ต่อยานั้นๆ	 (รายการเชื้อและยาดูได้จาก	CLSI)	แต่ให้ผลการ

ทดสอบไวต่อยา

4.	 เชื้อที่ให้ผลการทดสอบที่สามารถเกิดความผิดพลาดด้านเทคนิคได้ง่าย	และมีผลกระทบทางคลินิก

	 	 4.1	 เชื้อ	Streptococcus pneumoniae	ที่ให้ผลการทดสอบด้ือยา	penicillin,	3rd	 generation	

cephalosporins,	fluoroquinolones	

ผนวก จ

รำยกำรเชื้อดื้อยำที่ควรส่งตรวจยืนยัน

ห้องปฏิบัติกำรอ้ำงอิงระดับประเทศ
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ผนวก ฉ

เทคนิคกำรตรวจด้วยวิธีทำงอณูชีววิทยำ

และเทคนิคอื่นๆ

	 1.	Signal	amplification	method	เป็นการตรวจหากรดนิวคลิอิค	โดยใช้ตัวติดตาม	(probe)	ที่สามารถ

เรืองแสงได้	 เช่น	fluorescent	 in	situ	hybridization	 (FISH)	หรืออาจเป็นสารมีสี	 ในกรณี	chromogen	 in	 

situ	hybridization	 (CISH)	 เนื่องจากไม่มีการเพิ่มปริมาณกรดนิวคลิอิค	วิธีการนี้จึงมีความไวต�่ากว่าวิธีที่มีการ

เพิ่มปริมาณกรดนิวคลิอิค	วิธีการนี้แบ่งได้เป็น

	 	 1.1	 Nucleic	acid	probe	 เป็นวิธีแรกๆ	ที่ถูกน�ามาใช้ในห้องปฏิบัติการ	โดยตรวจหา	ribosomal	

RNA	 (rRNA)	 ของจุลชีพ	 ด ้วยตัวติดตามหรือ	 probe	 ท่ีถูกติดฉลากด้วยสารท่ีสามารถเรืองแสงได ้	

(chemiluminescent)	เมื่อตัวติดตามจับกับ	rRNA	ของจุลชีพเป้าหมาย	จะเกิดการเรืองแสง	ท�าให้สามารถตรวจ

หาจุลชีพที่สงสัยได้	ตัวอย่างท่ีมีใช้แพร่หลายในห้องปฏิบัติการ	 เช่น	AccuProbes	ในการตรวจหาแบคทีเรียจาก

สิ่งส่งตรวจ	เช่น	Group	A	Streptococcus	(ไม่นิยม	ความไวต�่ากว่าการเพาะเชื้อ	และ	PCR)	ที่นิยมมากกว่า	น่า

จะเป็นการตรวจหา	Neisseria gonorrhoeae	และ	Chlamydia trachomatis	ซึ่งมีความไวสูงกว่าการเพาะเชื้อ	

แต่ในปัจจุบันถูกทดแทนด้วยวิธี	nucleic	acid	amplification	AccuProbes	ยังสามารถตรวจหาแบคทีเรียอื่นๆ	

ได้อีก	 เช่น	Campylobacter	 spp.,	Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumonia	และ	

Staphylococcus aureus	โดยเฉพาะอย่างยิ่งในการตรวจหาเชื้อขึ้นช้าและมีความยุ่งยากในการเพาะเลี้ยง	และ

พิสูจน์ชนิดของเชื้อ	 เช่น	Mycobacterium tuberculosis	complex,	Non-tuberculous	Mycobacterium 

species	อื่นๆ	 รวมทั้งราสองรูป	 เช่น	Histoplasma capsulatum,	Blastomyces dermatitidis	 และ	

Coccidioides immitis

	 	 1.2	 Hybrid	capture	(HC)	เป็นการตรวจหา	DNA	เป้าหมาย	โดยใช้	RNA	probe	ในการตรวจจับ

เกิดเป็น	DNA-RNA	hybrid	ปฏิกิริยานี้อาจท�าในหลอดทดลอง	หรือ	microtiter	plate	ซึ่งเคลือบด้วย	antibody	

ต่อ	DNA-RNA	hybrid	ดังกล่าว	เมื่อเติม	antibody	ตัวที่สองซึ่งติดฉลากด้วยสารเรืองแสง	ก็จะสามารถตรวจจับ

แสงที่เพิ่มมากขึ้นได้	ในกรณีที่มี	hybrid		วิธีนี้นิยมใช้ตรวจหา	high	risk	group	ของ	HPV	type16	หรือ	type	18	

และ	Neisseria gonorrhoeae	และ	Chlamydia trachomatis

	 	 1.3	 Branched-chain	DNA	 (bDNA)	 	คือ	ตัวติดตามซึ่งสามารถจับกับกรดนิวคลิอิคของจุลชีพเป้า

หมาย	เมื่อเติมเอนไซม์หรือสารเรืองแสงที่จ�าเพาะกับกรดนิวคลิอิคที่จับกับ	bDNA	ก็จะสามารถตรวจวิเคราะห์ทั้ง

ชนิดและปริมาณของจุลชีพเป้าหมายได้	แม้จะประสบความส�าเร็จในการตรวจวิคราะห์ปริมาณ	viral	 load	ของ	

HIV,	HBV,	HCV	ก็ตาม	แต่วิธีนี้ไม่ได้รับความนิยมมากนักและถูกแทนท่ีด้วย	nucleic	acid	amplification	ใน

ที่สุด	
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	 	 1.4	 In	situ	hybridization	 (ISH)	 เป็นวิธีตรวจหา	rRNA	เป้าหมาย	โดยใช้ตัวติดตามที่เรืองแสงได	้

(Fluorescent	 in	 situ	hybridization;	FISH)	ซึ่งต้องใช้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนส์	 ในการดู	หรือใช้ตัว

ติดตามเป็นเอนไซม์ที่เมื่อเกิดปฏิกิริยาจะมีสีเกิดขึ้น	(chromogen	in	situ	hybridization;	CISH)	สามารถตรวจดู

โดยกล้องจุลทรรศน์	light	microscope	เป็นวิธีที่ได้รับความนิยมแพร่หลายในการตรวจหาไวรัส	เช่น	CMV,	HPV,	

EBV	รวมทั้งแบคทีเรีย	มัยโคแบคทีเรีย	และ	Candida		โดยใช้เป็น	peptide	nucleic	acid	probe	หรือ	PNA-

FISH	ในการตรวจหาเชื้อโดยตรงจากขวดเลือดที่พบสัญญาณเตือนว่ามีเชื้อขึ้นและจ�าแนกชนิดเบื้องต้นก่อนแล้ว

ด้วยการย้อมแกรม	ท�าให้สามารถรายงานผลเชื้อได้ภายใน	2.5	ชั่วโมง	หลังพบสัญญาณเตือนว่าขวดบวก	 เชื้อที่

สามารถตรวจพบได้	 เช่น	Staphylococcus aureus	 หรือ	 Coagulase-negative	Staphylococcus, 

Enterococcus faecium	หรือ	Enterococcus	spp.,	Escherichia coli	หรือ	Klebsiella pneumonia	หรือ	

Pseudomonas aeruginosa,	Candida albicans	หรือ	Candida tropicalis	หรือ	Candida glabrata  

รวมถึง	Mycobacterium tuberculosis	หรือ	Non-tuberculous	Mycobacteria	(NTM)	การใช้	rRNA	เป็นตัว

ตรวจจับมีข้อดีเหนือกว่า	 rDNA	เนื่องจากปริมาณ	rRNA	มีมากกว่า	 rDNA	อีกทั้งเป็นตัวบ่งชี้ถึงการเจริญเติบโต

ของเชื้อ	ส่วนการใช้	peptide	nucleic	acid	probe	มีข้อดีที่สามารถตรวจจับ	intact	organism	ได้ดีกว่าและมี

ประโยชน์ในกรณีต้องการหา	single	nucleotide	polymorphism	(SNP)	อย่างไรก็ดี	วิธีการนี้ก็อาจถูกแทนที่

ด้วย	microarray	ในปัจจุบัน

	 2.	Nucleic	 acid	 amplification	 โดยหลักการ	หมายถึง	 การเพ่ิมปริมาณกรดนิวคลิอิคของจุลชีพ 

เป้าหมายที่ต้องการตรวจหา	ได้แก่

	 	 2.1	 Polymerase	chain	 reaction	 (PCR)	 	 เป็นที่นิยมใช้กันแพร่หลายในปัจจุบัน	ในการตรวจหา

จุลชีพที่มีปริมาณน้อย	 เพาะเชื้อยากหรือไม่สามารถขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อ	หรืออัตราการเจริญเติบโตช้า	 ใน

ปัจจุบันมีวิวัฒนาการมากมายหลายวิธี	สามารถท�าได้ง่ายขึ้น	ไม่สิ้นเปลืองแรงงานและเวลา	รวมทั้งค่าใช้จ่าย	หลัก

การของ	PCR	ประกอบด้วยขั้นตอนหลัก	3	ขั้นตอน	โดยการท�าปฏิกิริยาจะเริ่มจากขั้นตอนที่	1	ไปยังขั้นตอนที่	2	

และ	ขั้นตอนที่	3	จากนั้นจะวนกลับมาขั้นตอนที่	1	ใหม่	และด�าเนินการซ�้าๆ	ดังนี้	เป็นจ�านวนหลายรอบ	เช่น	30	

รอบ	ท�าให้	DNA	เป้าหมายเพิ่มจ�านวนเป็นทวีคูณ	โดยขั้นตอนที่	1	คือ	ขั้นตอน	DNA	denaturation	 เป็นการ

ท�าลายพันธะไฮโดรเจนซึ่งยึดเกลียวคู่ของสาย	DNA	โดยใช้อุณหภูมิสูง	เช่น	95	°C	ท�าให้	DNA	แยกออกจากกัน

กลายเป็นสายเดี่ยว	เพื่อรอการจับกับ	primer	ในขั้นตอนที่	2	หรือ	primer	annealing	ซึ่งเป็นขั้นตอนที่	primer	

ที่ใส่เข้าไปในปฏิกิริยา	จะจับกับ	DNA	สายเด่ียวตรงบริเวณท่ีจ�าเพาะ	และสามารถสร้าง	DNA	ต่อออกไปจาก

บริเวณที่	primer	จับอยู่	โดย	enzyme	polymerase	ในขั้นตอนที่	3	คือ	primer	extension	ได้	DNA	ที่เกิดขึ้น

ใหม่เรียกว่า	amplicon	จากนั้นจะท�าการตรวจดูขนาดของ	amplicon	ที่เกิดขึ้น	โดยวิธี	gel	electrophoresis	

ซึ่งอาจต้องย้อมสี	ethidium	bromide	แล้วส่องดูโดยแสง	ultraviolet	 (UV)	การท�าปฏิกิริยาดังกล่าวซ�้าไปมา

หลายรอบ	จึงเป็นการเพิ่มจ�านวน	amplicon	ที่ต้องการให้มากขึ้น	จนสามารถตรวจพบได้	แม้เริ่มต้นจะมีปริมาณ

เพียงเล็กน้อยก็ตาม	ในปัจจุบัน	วิวัฒนาการของ	polymerase	chain	reaction	ได้ถูกพัฒนากว้างไกลไปกว่าเดิม

มากมาย	วิธีการถูกปรับให้ง่ายขึ้น	สะดวกขึ้น	เช่น	

	 	 2.2	 Loop-mediated	 isothermal	amplification	 (LAMP)	 เป็นเทคนิคที่ถูกปรับให้สะดวกขึ้น	 

โดยเทคนิค	LAMP	จะเพิ่มขยายยีน	 โดยใช้	primer	จ�าานวน	4	 เส้น	ที่สามารถตรวจสอบยีนที่มีความจ�าเพาะ	 
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ถึง	6	ต�าแหน่งของยีนเป้าหมาย	การเพิ่มขยายยีนจะใช้อุณหภูมิคงที่	ซึ่งไม่จ�าเป็นต้องใช้เครื่อง	thermal	cycler	

และใช้ปฏิกิริยา	strand	displacement	ของเอนไซม์	Bst	DNA	polymerase	การตรวจสอบยีนที่เพิ่มขยายได้	 

สามารถท�าในขั้นตอนเดียวไปพร้อมๆ	กันไม่จ�าเป็น	ต้องใช้เจลอิเลคโตรโฟลิซิส	ทั้งนี้	เนื่องจากการเพิ่มขยายยีนใน

เทคนิค	LAMP	ท�าให้มีสาร	pyrophosphate	 เป็น	by	product	 	ซึ่งสามารถจับกับ	magnesium	กลายเป็น	

magnesium	pyrophosphate	ซึ่งจะตกตะกอนเป็นสีขาวสามารถเห็นได้ด้วยตาเปล่า	จะมีปริมาณมาก	หรือ

น้อยขี้นกับปริมาณการเพิ่มขยายยีนน้ันๆ	 เน่ืองจากคุณสมบัติของเทคนิคที่ง่าย	 ใช้เวลาน้อย	ท�าให้เทคนิคนี้ถูกน�า

ไปใช้งานในด้านต่างๆ	เช่น	การวินิจฉัยโรคติดเชื้อ	การพิสูจน์์หลักฐานทางนิติวิทยาศาสตร์และสิ่งแวดล้อม	เป็นต้น	

	 	 2.3	 Reverse	Transcription-PCR	 (RT-PCR)	 เป็นเทคนิคที่ประยุกต์ใช้ในการตรวจหา	mRNA	 

ซึ่งเป็นการแสดงออกของยีนเป้าหมายและน�าไปสู่การทราบปริมาณของเชื้อได้	 เช่น	 ตรวจหา	 viral	 load	 

ของเช้ือ	HIV	และ	HCV	ท�าให้สามารถพัฒนาการตรวจหาเชื้อก่อโรคที่ขึ้นยาก	 เช่น	Neisseria gonorrhoeae,	

Chlamydia trachomatis	โดยชุดทดสอบ	LCx	(Abbott)	หรือ	APTIMA	II	Combo	(GenProbe)	มาเป็นการ

ตรวจหายีนดื้อยา	เช่น	rifampin	resistance	ใน	Mycobacterium tuberculosis		เป็นต้น	ท�าให้การวินิจฉัยโรค

และการรักษามีความถูกต้องรวดเร็ว

	 	 2.4	 Broad-range	PCR	เป็นเทคนิคที่พัฒนาขึ้น	เพื่อตรวจหา	“กลุ่ม”	เชื้อเป้าหมาย	โดยมิใช่เชื้อเพียง

ชนิดเดียว	 คือ	ตรวจสอบเบ้ืองต้นก่อนว่า	มี	หรือ	 ไม่มี	ตามด้วยการตรวจหาตัวเชื้อด้วย	Southern	blot	หรือ	

Enzyme	immunoassay	โดยใช้	probe	หลายชนิด

	 	 2.5	 Multiplex	PCR	เป็นเทคนิคที่ใช้	primers	จ�าเพาะหลายคู่ในปฏิกิริยา	PCR	เดียวกัน	โดยให้เกิด	

amplicon	ที่มีขนาดต่างกัน	ก็จะสามารถตรวจหาเชื้อหรือยีนเป้าหมายที่สนใจหลายชนิดในปฏิกิริยาเดียวกันได	้

และอาจพัฒนาให้มีความไวและความจ�าเพาะสูงขึ้น	โดยเทคนิค	Nested	PCR		

	 	 2.6	 Nested	PCR	 เป็นเทคนิคที่มักใช้ควบคู่กับ	multiplex	PCR	โดยเป็น	primers	คู่ท่ีจะจับกับ	

amplicon	ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา	PCR	แรก	 เพ่ือเพ่ิมความแม่นย�าในการตรวจหายีนเป้าหมาย	มีชุดทดสอบ	 

เพื่อตรวจหา	Rickettsia,	Bartonella	หรือใช้ร่วมกับเทคนิค	Real-Time	PCR	ในการตรวจหากลุ่มเชื้อก่อโรคทาง

เดินอาหาร	 (Gastrointestinal	panel:	pathogenic	bacteria,	parasites,	 virus)	 และ	ทางเดินหายใจ	

(respiratory	panel	:	pathogenic	virus,	B. pertussis,	C. pneumoniae,	M. pneumoniae)

	 3.	Postamplification	analysis	การตรวจหา	amplicon	ที่เกิดขึ้น	อาจแบ่งได้เป็น	การวิเคราะห์ขนาด

ของ	amplicon	และการวิเคราะห์กรดนิวคลิอิก	ที่ประกอบเป็น	amplicon	ซึ่งมีหลายวิธีการพอสังเขป	ดังนี้

	 	 3.1	 Gel	electrophoresis/Southern	blot	hybridization	โดย	Gel	electrophoresis	 เป็นวิธี

ดั้งเดิมและเป็นวิธีที่ง่ายที่สุดในการตรวจหา	 amplicon	 โดยเทียบจากขนาดท่ีเกิดข้ึน	หลักการคือ	DNA	จะ

เคลื่อนที่ใน	agarose	gel	ได้แตกต่างกัน	ถ้ามีขนาดต่างกัน	เมื่อเทียบกับ	DNA	มาตรฐานที่ทราบขนาดจะสามารถ

ประมาณขนาดของ	amplicon	ที่เกิดขึ้นได้ว่า	มีน�้าหนักประมาณเท่าใด	 ใกล้เคียงกับที่ค�านวณได้จากการใช้	

primer	คู่ที่ท�าให้เกิดปฏิกิริยา	PCR	หรือไม่	แต่ไม่ได้วิเคราะห์ล�าดับกรดนิวคลิอิกใน	amplicon	 ท่ีเกิดข้ึน	หาก

ต้องการพิสูจน์ยืนยันความถูกต้อง	อาจต้องตรวจสอบซ�้าอีกครั้ง	โดยใช้	probe	ที่จ�าเพาะ	เพื่อจับกับ	amplicon	

นั้นๆ	และท�า	Southern	hybridization	ซึ่งถ้าเป็น	amplicon	ที่ถูกต้องจริง	probe	ที่จ�าเพาะจะสามารถจับกับ	

amplicon	ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา	PCR	ครั้งแรก	และถูกแสดงให้เห็นเป็นแถบบนแผ่นฟิล์มหรือเป็นสีบนกระดาษ	
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แต่เน่ืองจากการตรวจสอบซ�้า	โดยวิธี	Southern	hybridization	ดังกล่าว	ใช้เวลานานอีก	2-3	วัน	และต้องใช้

เครื่องมือและเทคนิคพิเศษอีกหลายชนิด	จึงไม่เป็นที่นิยมในห้องปฏิบัติการทั่วไป

	 	 3.2	 Enzymatic	detection	of	amplified	products	เป็นการตรวจหา	amplicon	ที่เกิดขึ้น	โดยใช้	

probe	ที่จ�าเพาะเป็นตัวตรวจติดตาม	ซึ่ง	probe	ที่จ�าเพาะนี้จะถูกติดฉลากด้วยเอนไซม์	ซึ่งสามารถท�าให้เกิดการ

เรืองแสงหรือเปลี่ยนสี	ซึ่งสามารถตรวจสอบได้

	 	 3.3	 Reverse	hybridization	เน่ืองจากการท�า	Southern	hybridization	เป็นวิธีที่ยุ่งยาก	ใช้เวลา

นาน	จึงมีการปรับเทคนิคให้สะดวกแก่การใช้งานจริง	และใช้เวลาน้อยลง	กล่าวคือ	แทนที่จะใส่	probe	ที่จ�าเพาะ

ในปฏิกิริยาตรวจหา	 amplicon	 เพื่อให้เกิด	 hybridization	ก็ดัดแปลง	 โดยการน�า	 probe	ที่จ�าเพาะมา	

immobilize	ลงบนแผ่นกระดาษ	 เพื่อรอการเติม	amplicon	ที่ได้จากการเตรียมโดยการเพิ่มจ�านวนจากสิ่งส่ง

ตรวจ	ซึ่งถ้า	amplicon	นั้นๆ	มีความจ�าเพาะกับ	immobilized	probe	ก็จะเกิดแถบสีบนแผ่นกระดาษ	ซึ่งจุลชีพ

แต่ละชนดิน่าจะท�าให้เกดิ	amplicon	จ�าเพาะทีม่ขีนาดแตกต่างกนั	สามารถวนิจิฉัยชนดิของจุลชพีในส่ิงส่งตรวจได้		

ตัวอย่างที่ใช้ในทางคลินิก	 เช่น	 INNO-LiPA	 	ที่ใช้ตรวจหา	Mycobacterium	 spp.	ต่างๆ	ตลอดจน	anti-

tuberculous	drug	(rifampin,	kanamycin,	ethambutol)	resistant	ใน M. tuberculosis	ก็เป็นเทคนิคของ	

reverse	hybridization	ซึ่งใช้เวลาในการด�าเนินการทั้งสิ้นประมาณ	6	-	8	ชั่วโมง	หลังได้รับสิ่งส่งตรวจ

	 	 3.4		DNA	sequencing	เป็นการตรวจหาล�าดับกรดนิวคลิอิกในสาย	DNA	หรือ	amplicon	ที่เกิดขึ้น	

เป็นวิธีที่ได้รับความนิยมเพิ่มข้ึน	 แม้จะยังค่อนข้างยุ ่งยากมีเครื่องมือและอุปกรณ์เฉพาะ	และต้องอาศัย

ประสบการณ์	การน�าล�าดับของนิวคลีโอไทด์มาเทียบกับคลังข้อมูลท่ีมี	 ซ่ึงนอกจากจะมีประโยชน์ในด้านการ

วินิจฉัยชนิดของเช้ือแล้ว	ยังมีประโยชน์ในการหาล�าดับเบสที่เปลี่ยนแปลงบนสาย	DNA	ซึ่งสามารถวิเคราะห์การ 

กลายพันธุ์	หรือใช้เปรียบเทียบความเหมือนของสายพันธุ์ในเชิงระบาดวิทยาได้	การท�า		sequencing		ในปัจจุบัน

มหีลายวธิ	ี	ซึง่มกีารดดัแปลงไปจากวธิดีัง้เดมิของ		Sanger		เช่น		Pyrosequencing	ในการวเิคราะห์การดือ้ยาของเชือ้	

ต่อจากการท�า	broad-range	PCR	หรือวิเคราะห์การกลายพันธ์แบบ	Single	nucleotide	polymorphism	

(SNP)	ในคนที่อาจเสี่ยงต่อโรค	หรือการติดเชื้อ	Next-generation	sequencing	(NGS)	เป็นการวิเคราะห์ล�าดับ

กรดนิวคลิอิกบนสาย	DNA	หรือ	amplicon	หลายสายพร้อมๆ	กัน	ท�าให้มีข้อมูลล�าดับกรดนิวคลิอิกจ�านวนมากที่

น�าไปวิเคราะห์ต่อด้วยวิธีทาง	bioinformatics	และมีประโยชน์ในเชิงระบาดวิทยาด้วย

	 	 3.5	Microarray	analysis	 ไม่ใช่เทคนิคของการวิเคราะห์ล�าดับกรดนิวคลิอิกโดยตรง	แต่เป็นการ

วิเคราะห์โดยใช้	primers	หลายๆ	คู่ที่มีการติดฉลากด้วยสารเรืองแสงหรือสารมีสี	 	 เพื่อการตรวจวิเคราะห์	DNA	

หรือ	amplicon	จ�านวนมากที่เกิดขึ้นในปฏิกิริยาเดียวกัน	นิยมใช้ในการวิเคราะห์ยีนดื้อยา	การตอบสนองของ	

host	หรือใช้ในการตรวจหายาใหม่ๆ	ตัวอย่างเช่น	Verigene	system	(Nanosphere)	ตรวจวินิจฉัยชนิดของ

จุลชีพก่อโรค	(Gram-positive,	Gram-negative,	yeast)	และ/หรือการดื้อยา	จากขวดเลือดที่มีสัญญาณเตือนว่า

พบจุลชีพ	และแยกชนิดเบื้องต้นด้วยการย้อมสีแกรม	(ในกรณีนี้	ไม่จ�าเป็นต้องเพิ่มจ�านวนเชื้อก่อน	เนื่องจากเชื้อมี

ปริมาณมากเพียงพอ)

	 	 3.6		Real-Time	nucleic	acid	amplification	(Rapid-cycle	PCR)	เป็นเทคนิคที่พัฒนาการตรวจ

หา	amplicon	ที่เกิดจากปฏิกิริยา	PCR	โดยปรับให้การเพิ่มและลดอุณหภูมิ	 ในปฏิกิริยา	PCR	 เกิดขึ้นได้อย่าง

รวดเร็วกว่าปกติ	 ในเครื่อง	Real-Time	PCR	และให้มี	fluorochrome	ในปฏิกิริยา	 เพื่อตรวจจับ	amplicon	 

ที่เกิดขึ้นได้ทันที	ขณะปฏิกิริยาด�าเนินอยู่	 เป็นการลดการปนเปื้อนจากภายนอก	และเพิ่มความรวดเร็วในการ
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ตรวจหา	amplicon	หลักการของ	Real-Time	PCR	เป็นที่นิยมแพร่หลายในปัจจุบัน	ในการตรวจหาจุลชีพก่อโรค

ทั่วไป	 เช่น	 	S. aureus หรือตรวจหาจุลชีพโดยตรงจากสิ่งส่งตรวจ	 เช่น	nasal	 colonization	 for	MRSA	 

หรือตรวจหา	 toxin	 ของ	Clostridium difficile	 จากอุจจาระ	 รวมถึงการตรวจหายีนดื้อยาในกรณีของ	 

M. tuberculosis	จากเสมหะโดยตรงด้วย	วิธีการตรวจหามีหลายวิธี	เช่น

	 	 3.6.1	 SyBR	Green	ซึ่งเป็น	fluorochrome	ชนิดหนึ่ง	ที่สามารถจับกับ	DNA	สายคู่	 (double	

stranded	DNA)	ได้ดี	และเมื่อจับกับ	DNA	สายคู่แล้วจะเกิดการเรืองแสงที่สามารถตรวจวัดได้	ท�าให้มีความไวใน

การตรวจจับสูง	แต่มีความจ�าเพาะต�่า	 เพราะสามารถจับกับ	DNA	สายคู่ใดๆ	ก็ได้	จึงอาจต้องใช้	SyBR	Green	

ควบคู่กับ	detector	ตัวอื่น	เพื่อเพิ่มความจ�าเพาะ

	 	 3.6.2	 Third-Generation	DNA-Binding	Dyes	เป็นชนดิของ	dye	 ท่ีมปีระสิทธภิาพสูง	ราคาไม่แพง	

และสามารถแยกความแตกต่างของ	SNP	ได้	แต่ยังไม่มีผู้ผลิตจ�าหน่ายในปัจจุบัน

	 	 3.6.3	 Hybridization	probes	ที่นิยมใช้ในปัจจุบัน	มีหลายชนิด	ได้แก่	Hydrolysis	หรือ	Taqman	

probes,	FRET	probes,	Molecular	beacons	การเลือกใช้	probe	ชนิดใด	ถูกก�าหนดโดยเครื่องมือด้วย	เช่น	

ABI	7500	series	 (Applied	Biosystems)	และ	Roche	 (COBAS)	จะใช้	hydrolysis	probes	ถ้าเป็น	Light	

Cycler	จะใช้	FRET-probe	ในขณะที่	SmartCycler	อาจใช้	Molecular	beacon	หรือ	hydrolysis	probe	ก็ได้	

แต่บางเครื่อง	เช่น	RotorGene	(qiagen)	ไม่จ�ากัดชนิด	probe

	 4.	Mass	spectrometry	 โดยหลักการของ	Matrix-Assisted	Laser	Desorption-Ionization-Time-

of-Flight	 (MALDI-TOF)	กระบวนการเริ่มจากการตรึงโปรตีนหรือเปปไทด์กับผลึกของเมทริกซ์	 (matrix)	 เมื่อยิง

แสงเลเซอร์ลงบนตัวอย่างโปรตีน	ท�าให้เกิดการแตกตัวเป็นไอออน	แล้วเคลื่อนที่ไปตามท่อสูญญากาศที่มีสนาม

ไฟฟ้า	 เข้าสู่ส่วนวิเคราะห์มวล	TOF	MS	ซึ่งการเคลื่อนที่ของไอออนไม่เท่ากัน	ขึ้นอยู่กับอัตราส่วนของขนาดและ

ประจุของไอออน	โดยสารที่มวลโมเลกุลน้อยจะเคลื่อนที่ไปได้เร็วกว่าสารที่มีมวลโมเลกุลมาก	และเมื่อเดินทางต่อ

ไปตกกระทบกับส่วนตัวตรวจจับ	(Detector)	จะเกิดเป็นแมสสเปกตรัมขึ้น	แล้วน�าไปเปรียบเทียบกับสเปกตรัมใน

ฐานข้อมลูมาตรฐานทีม่อียูแ่ละวเิคราะห์ผลเชือ้แต่ละชนดิได้	โดยแต่ละเชือ้จะมชีนดิและปรมิาณโปรตนีทีแ่ตกต่างกัน	

จึงมีความจ�าเพาะสามารถวินิจฉัยชนิดของเชื้อได้	 ซ่ึงเทคนิคนี้ได้ถูกพัฒนาให้สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ง่ายและ

รวดเร็ว	ข้อจ�ากัดในการจัดจ�าแนกเชื้ออาจจะไม่สามารถจัดจ�าแนกเชื้อได้ทุกชนิด	เนื่องจากจ�ากัดด้วยฐานข้อมูล		
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ผนวก ช

ค�ำสั่งแต่งตั้ง
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ผนวก ซ

รำยนำมผู้เข้ำร่วมกำรประชุมประชำพิจำรณ์ 

30 สิงหำคม 2560

รายนามผู้เข้าร่วมการประชุมประชาพิจารณ์รับฟังความคิดเห็น

ร่างมาตรฐานห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาทางการแพทย์ และ ร่างมาตรฐานความปลอดภัยห้องปฏิบัติการฯ

วันพุธที่ 30 สิงหาคม 2560 เวลา 9.30 – 14.00 น.

ณ ห้องประชุม 110 อาคาร 14 ชั้น 1 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
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