
Work Instruction 
44 

4 0 9  ni-dmsaewia~e AFB Fmaas Kinyoun 



 
 

เอกสารนี� เป็นสมบตัิของโรงพยาบาลลาํพนู  ห้ามนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ� าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 

 
 

 

 
 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BAC-001 
วิธีปฏิบตัิ (Work instruction) 
เรื�อง การตรวจหาเชื�อ AFB โดยวิธี Kinyoun 

ทบทวน/แกไ้ขครั� งที�  17 หนา้  M/7 

 

บันทึกการแก้ไขเอกสาร 

วนัที� ทบทวน/แก้ไข

ครั!งที� 

บันทึกการแก้ไข 

8 ก.ค. OPQR 0 ทบทวนโดย นายบรรเลง ปัญจบุรี 
-  ไม่มีการแกไ้ข 

OM ก.ย. OPQS M แกไ้ขผูอ้นุมติั 
O ต.ค. OPQT O - ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
1 เม.ย.OPPM 3 -   แกไ้ขรูปแบบวิธีปฏิบติัการตามขอ้กาํหนด ISO 15189 และอนุมติัใช ้

-   เปลี�ยนรหสัเอกสารจาก WI-LAB-009   เป็น  WI-BAC-001    
-   แกไ้ขผูท้บทวน จากนกัเทคนิคการแพทย ์       เป็น ผูจ้ดัการวิชาการ 
-   แกไ้ขผูอ้นุมติั จากหัวหนา้กลุ่มงานพยาธิวิทยา เป็น  ผูจ้ดัการคุณภาพ 

MP ก.ย. OPPM Q -แกไ้ขรูปแบบวิธีปฏิบติัใหเ้ป็นไปตามขอ้กาํหนด ISO 15189 
M เม.ย. OPPM 5 - ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
1 มี.ค. 2555 6 - ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
1 ส.ค. 2555 7 - แกไ้ขชื�อกลุ่มงานพยาธิวทิยาเป็น”กลุ่มงานเทคนิคการแพทย”์ 

- แกไ้ขหนา้ 4/6 ขอ้ 8.2.2.2 เปลี�ยน 100-200 วงกลอ้งเป็น 100 วงกลอ้ง 
- แกไ้ขแบบอกัษรหนา้ 5/6 ขอ้ 10.1.2 จาก Mycobacterium tuberculosis และ 
E.coli เป็น Mycobacterium tuberculosis และ E.coli 

1 ก.ย. OPP6 8 - ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
M ก.ย. OPP7 9 - ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
M ก.ย. OPP8 10 - ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
M ส.ค. OPP9 11 - ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
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บันทึกการแก้ไขเอกสาร 

วนัที� ทบทวน/แก้ไข

ครั!งที� 

บันทึกการแก้ไข 

1 ธ.ค. OPPT 12 แกไ้ขหนา้ g/R ขอ้ Mh.M เรื�องการควบคุมคุณภาพภายใน 

1 ก.ย. OPgh Mi - ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
1 ก.ย. OPgM MQ - แกไ้ชชื�อวิธีปฏิบติั (Work instruction) จาก การตรวจหาเชื�อ AFB โดยวิธี 

Ziehl nelson เป็น การตรวจหาเชื�อ AFB โดยวิธี Kinyoun 
- แกไ้ขหนา้ P/R ขอ้ T.O.O การยอ้มสิ�งส่งตรวจ 

1 เม.ย. 2562 15 แกไ้ขใหเ้ป็นไปตามขอ้กาํหนดตามผลการตรวจประเมิน ระบบ ISO 15189 : 
2012 และ ISO 15190 : 2003 

1 เม.ย. 2563 Mg - ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
1 ก.พ. 2564 MR - แกไ้ขชื�อทบทวนจากนางสาวกนกวรรณ ใจพิงค ์เป็นนางสาวศิริพร นนัตา 

- แกไ้ขชื�อผูอ้นุมติัจากนายบรรเลง ปัญจบุรี เป็นนายครรชิต กิติมา 
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การตรวจหาเชื!อ AFB โดยวธีิ Kinyoun 
 

1. วัตถุประสงค์การทดสอบ  
เพื�ออธิบายวิธีการตรวจหาเชื�อ AFB ซึ� งเป็นการตรวจวินิจฉัยที�ทาํไดง่้ายและให้ผลตรวจที�รวดเร็ว 
 

2. นิยามและคาํย่อ 

-  AFB   ยอ่จาก Acid fast bacilli 
 

3. หลักการทดสอบ 
เชื�อวณัโรค  ( Mycobacterium tuberculosis ) เป็นเชื�อแบคทีเรียที�มีลกัษณะรูปร่างเป็นแท่งไม่มี  Capsule ,

ไม่  Motlile  มีคุณสมบติัพิเศษ คือ เป็นเชื�อที�ทนกรด  ดงันั�นจึงเรียกว่า  Acid fast bacilli เนื�องจากมีผนงัเซลล์
หนา และมีไขมนั ( Lipid ) มาก ทาํใหย้อ้มติดสียากแต่เมื�อยอ้มติดสีแลว้จะลา้งออกยาก ถึงแมจ้ะลา้งดว้ยนํ� ายาที�
เป็นกรด จะเห็นติดสีแดงของ  Carbol fuchsin 

 
4. คุณสมบัติทางเทคนิคของวิธีวเิคราะห์ 

4.1 ค่าความเป็นเส้นตรง 
- 

4.2 ค่าความแม่นยาํ 
- 

4.3 ค่าความถูกตอ้ง  
- 

4.4 ค่าความไม่แน่นอน  
- 

4.5 ขอ้จาํกดัของการทดสอบ 
- 
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4.6 ระยะของการวดั  

- 
4.7 ค่าจริงของการวดั 

- 
4.8 ความไว 

- 
4.9 ความจาํเพาะ 

-   
5. สิ�งส่งตรวจและรายละเอียดที�ต้องตรวจสอบ 

- นํ�าไขสันหลงัและนํ� าจากส่วนต่างๆของร่างกาย ปัสสาวะ อุจจาระ เสมหะ หนอง แผล ฝีต่างๆ 
       

6. ประเภทของภาชนะบรรจุและสารที�ใช้เกบ็ตัวอย่าง 
- ภาชนะพลาสติก ปากกวา้ง  ที�ไม่มีการดูดซึม มีฝาปิดมิดชิด 

 
7. เครื�องมือและนํ!ายาที�ใช้ 

7.1 นํ�ายาและสียอ้ม 
1. Carbol fuchsin      
2. Acid Alcohol Decolorizer   
3. Methylene Blue 

7.2 นาฬิกาจบัเวลา 
7.3 กลอ้งจุลทรรศน์ 
7.4 Slide ฝ้า 
7.5 ไมลู้กชิ�นหักครึ� ง 
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8. วิธีการสอบเทียบ 
- 

9. วิธีการตรวจวเิคราะห์ 
9.1. การเกบ็และเตรียมสิ�งส่งตรวจ  

การเกบ็เสมหะ เกบ็เสมหะตอนเชา้หลงัจากตื�นนอนใหม่ ๆ โดยให้ผูป่้วยบว้นปากหลาย ๆ ครั� งดว้ยนํ�า
ธรรมดา ให้ผูป่้วยไอลึก ๆ แรง ๆ  บว้นเสมหะใส่ขวดภาชนะพลาสติก ปากกวา้ง  ที�ไม่มีการดูดซึม มีฝาปิด
มิดชิด ควรตรวจดูให้แน่ใจว่าเป็นเสมหะไม่ใช่นํ�าลาย ถา้ตอ้งการหาเชื�อวณัโรค ควรเกบ็เสมหะ  i  วนั  
ติดต่อกนัโดยใส่ในกระป๋องพลาสติก  เขียนชื�อ  นามสกุล  H.N. หอผูป่้วย ตวัอยา่งสิ�งส่งตรวจ วนัที�เกบ็
ตวัอยา่งใหเ้รียบร้อย ( QP-LAB-001 ) 

9.2. วิธีการตรวจ 
9.2.1.  การเตรียมเสมหะบนสไลด ์

9.2.1.1. ใชดิ้นสอเขียนบนสไลดฝ้์าโดยเขียน Lab NO. (มี 7 ตวั XXX-XXXX) ใหต้รงกบัเลข 
Barcode ที�ติดมากบัใบ    Request คนไข ้

9.2.1.2.ใชไ้มลู้กชิ�นหักครึ� งเขี�ยเสมหะป้ายบนสไลด์ โดยวธีิ Repeat coil type ให้ไดข้นาดของ 
Smear   กวา้ง X ยาว   O x3 cm   
9.2.2.  การยอ้มสิ�งส่งตรวจ 

9.2.2.1. ทิ�งสไลดไ์วแ้หง้  แลว้ Fixed  สไลดด์ว้ยเปลวไฟประมาณ i วินาที 
9.2.2.2. หยด    Carbol fuchsin     ให้ท่วมสไลด ์แลว้ทิ�งไวน้านประมาณ i นาที  
9.2.2.3. ลา้งสไลด์ดว้ยนํ�าประปา  
9.2.2.4. หยด Acid Alcohol Decolorized เพื�อฟอกสีทิ�งไวป้ระมาณ M-O นาที  
9.2.2.5. ลา้งสไลด์ดว้ยนํ�าประปา 
9.2.2.6. หยด Methylene blue ทิ�งไวป้ระมาณ Mh วินาที   
9.2.2.7. ลา้งสไลด์ดว้ยนํ�าประปา 
9.2.2.8. ทิ�งสไลดไ์วใ้ห้แห้งในอากาศ 
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9.2.3. การตรวจดูเชื�อ AFB 

9.2.3.1      ตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยาย X 100 
9.2.3.2      ตรวจหาเชื�อ AFB ใหท้ั�วอยา่งนอ้ย 100 วงกลอ้ง 
 

9.2.4. การรายงานผล 
ให้รายงานจาํนวน Acid fast bacilli ( AFB )  เป็น M+, O+ , i+  โดยมีหลกัเกณฑ์ดงันี�  

      AFB M+   พบเชื�อ AFB จาํนวน >10 cell ต่อ    20    Oil Immersion Field  
      AFB 2+   พบเชื�อ AFB จาํนวน 1-10 cell ต่อ   50    Oil Immersion Field 
      AFB 1+   พบเชื�อ AFB จาํนวน 10-99 cell ต่อ 100 Oil Immersion Field 

ถา้พบเชื�อ  AFB จาํนวน M-T  cell  ต่อ Mhh   Oil  Immersion Field ใหร้ายงานเป็นจาํนวน Cell และ
ขอให้ส่งสิ�งตรวจใหม่ 
หมายเหตุ ;   สไลดที์�ตรวจวเิคราะห์แลว้ให้เกบ็ไวเ้ป็นระยะเวลา 1 เดือน เพื�อการทวนสอบในภายหลงั 
 

10. วิธีการควบคุมคุณภาพ 
การควบคุมคุณภาพภายใน 
การควบคุมคุณภาพการยอ้มสีและสียอ้ม ให้นาํเชื�อ Mycobacterium tuberculosis เป็น positive control มา

ยอ้มดว้ยวิธีที�ใชปั้จจุบนัและตรวจสอบดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ โดยการทดสอบสีและคุณภาพการยอ้มสิ�งส่งตรวจ 
อาทิตยล์ะ M  ครั� ง 

การควบคุมคุณภาพภายนอก 
ควบคุมคุณภาพโดยองคก์ารภายนอกร่วมกบัสาํนกัมาตรฐานหอ้งปฏิบติัการกรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์  ปี

ละ  i ครั� ง  
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11. สิ�งรบกวนการทดสอบ 
- 

12. หลักการของวิธีการคาํนวณผล รวมทั!งความไม่แน่นอนของการวัด 
- 

13. ค่าอ้างองิในคนปกติ 
- AFB  Not seen 

14. ขอบเขตของค่าของผู้ป่วยที�รายงาน 
- 

15. ค่าวกิฤต 
- AFB Positive 

16. การรายงานและการแปลผลการทดสอบ 
- ผลบวก    ตรวจพบแบคทีเรียรูปแท่งติดสีแดง         รายงานผลเป็น   Positive for AFB    
- ผลลบ      ตรวจไม่พบแบคทีเรียรูปแท่งติดสีแดง      รายงานผลเป็น  AFB Not seen 

        ปฏิบติัตามหลกัสากลในการปฏิบติังานเกี�ยวกบัโรคติดเชื�อ   
 

17. ข้อควรระวงัเพื�อความปลอดภัย 
- 

18. สิ�งที�เป็นสาเหตุของความแปรปรวน 
- 

19. เอกสารอ้างองิ ( Reference )   
            SD-BAC-002   (เอกสารการตรวจทางจุลชีววิทยาคลินิก) 
            SD-BAC-003   (คู่มือการประเมินคุณภาพการตรวจวเิคราะห์สาขาจุลชีววิทยาคลินิก)    
 
 




