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เอกสารนี� เป็นสมบตัิของโรงพยาบาลลาํพนู  ห้ามนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ� าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 
 

 

 
 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BAC-00� 
วิธีปฏิบตัิ (Work instruction) 
เรื�อง การตรวจหาเชื�อแบคทีเรียโดยการ  ยอ้มสี Gram 

ทบทวน/แกไ้ขครั� งที�  17 หนา้  N/9 

 

 

บันทึกการแก้ไขเอกสาร 
 

วนัที� 
ทบทวน/

แก้ไขครั!งที� 
บันทึกการแก้ไข 

8 ก.ค. �QRS 0 ทบทวนโดย นายบรรเลง ปัญจบุรี ไม่มีการแกไ้ข 
�N ก.ย. �QRT N แกไ้ขผูอ้นุมตัิ 
� ต.ค. �QRU � ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
1 เม.ย.�QQN 3 - แกไ้ขรูปแบบวิธีปฏิบติัการตามขอ้กาํหนด ISO 15189 และอนุมตัิใช ้

- เปลี�ยนรหัสเอกสารจาก WI-LAB-010   เป็น  WI-BAC-002 
- แกไ้ขผูท้บทวน จากนกัเทคนิคการแพทย ์       เป็น ผูจ้ดัการวิชาการ 
- แกไ้ขผูอ้นุมตัิ จากหัวหนา้กลุ่มงานพยาธิวิทยา เป็น  ผูจ้ดัการคุณภาพ 

NQ ก.ย.�QQN R -   แกไ้ขรูปแบบวิธีปฏิบติัให้เป็นไปตามขอ้กาํหนด ISO 15189:2007 
1 เม.ย.�QQ3 5 ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 

1 ต.ค. �Q53 6 - แกไ้ขหนา้ 2/7 ขอ้ 3. หลกัการของวิธีการทดสอบ จาก Cytoplasm เป็น Cell 
wall 
- แกไ้ขหนา้ 5/7 ขอ้ 8.2.3.1 การรายงานผล โดยการเปลี�ยนแปลงหลกัเกณฑ ์
การแปลผลเป็น  
  Rare ตรวจพบวา่มี Bacteria 0-1 cell/OPF 
  Few ตรวจพบวา่มี Bacteria  1-5 cell/OPFหรือ WBC 1-9 cell/LPF 
  Moderate ตรวจพบวา่มี Bacteria 6-30 cell/OPFหรือ WBC 10-25 cell/LPF 
  Numerous ตรวจพบวา่มี Bacteria >30 cell/OPFหรือ WBC >25 cell/LPF 

 



 
 

เอกสารนี� เป็นสมบตัิของโรงพยาบาลลาํพนู  ห้ามนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ� าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 
 

 

 
 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BAC-00� 
วิธีปฏิบตัิ (Work instruction) 
เรื�อง การตรวจหาเชื�อแบคทีเรียโดยการ  ยอ้มสี Gram 

ทบทวน/แกไ้ขครั� งที�  15 หนา้  2/9 

 

 

บันทึกการแก้ไขเอกสาร 
 

วนัที� 
ทบทวน/

แก้ไขครั!งที� 
บันทึกการแก้ไข  

   - แกไ้ขรูปแบบอกัษร หนา้6/7 ขอ้10. วิธีการควบคุมคุณภาพ คาํว่า S.aureus 
และ E.coli เป็นแบบ S.aureus และ E.coli 
- แกไ้ขหนา้ 7/7 ขอ้ 19. เพิ�มเติมเอกสารอา้งอิง SD-BAC-004   ( การตรวจ
ทางแบคทีเรียวิทยาและราวิทยา ) 

N มี.ค. �Q55 7 ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
N ส.ค. �Q55 8 - แกไ้ขชื�อกลุ่มงานพยาธิวทิยาเป็น”กลุ่มงานเทคนิคการแพทย”์ 

- แกไ้ขหนา้ 5/8 ขอ้7. จาก Decolorized (95% alcohol หรือ alcohol acetone ) 
เป็น Decolorized (acetone alcohol ) และขอ้ 8.2.2.3 ลา้งดว้ย  95% alcohol 
หรือ alcohol acetone 1-2  ครั� ง เป็น ลา้งดว้ย acetone alcohol 1-2  ครั� ง 
- แกไ้ขหนา้ 6/8 ขอ้ 9.2.3. การรายงานผล โดยการเปลี�ยนแปลงหลกัเกณฑ ์
การแปลผลเป็น  
  Rare ตรวจพบวา่มี Bacteria 0-1 cell/OPF 
  Few ตรวจพบวา่มี Bacteria >1-5 cell/OPFหรือ WBC <10 cell/LPF 
  Moderate ตรวจพบวา่มี Bacteria >5-30 cell/OPFหรือ WBC 10-25 cell/LPF 
  Numerous ตรวจพบวา่มี Bacteria >30 cell/OPFหรือ WBC >25 cell/LPF 
-ขอ้ 9.3.2 เปลี�ยนเป็นGram Negative ติดสีแดง, Gram Positiveติดสีม่วงเขม้                      
- แกไ้ขหนา้7/8 a.การควบคุมภายใน จากเดือนละ 1 ครั� ง เป็นอาทิตยล์ะ 1 ครั� ง 

 



 
 

เอกสารนี� เป็นสมบตัิของโรงพยาบาลลาํพนู  ห้ามนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ� าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 
 

 

 
 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BAC-00� 
วิธีปฏิบตัิ (Work instruction) 
เรื�อง การตรวจหาเชื�อแบคทีเรียโดยการ  ยอ้มสี Gram 

ทบทวน/แกไ้ขครั� งที�  17 หนา้  3/9 

 

บันทึกการแก้ไขเอกสาร 
 

วนัที� 
ทบทวน/

แก้ไขครั!งที� 
บันทึกการแก้ไข  

1 ก.ย.�QQ6 9 - ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
1 ก.ย.�QQ7 10 - ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
1 ก.ย.�QQ8 11 - ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
1 ส.ค.�QQ9 12 - ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
1 ก.ย.�Qwx Ny - ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
1 ก.ย.�QwN NR - ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
1 เม.ย.2562 15 แกไ้ขใหเ้ป็นไปตามขอ้กาํหนดตามผลการประเมินระบบ ISO 15189 : 2012 

และ ISO 15190 : 2003 
1 เม.ย. 2563 Nw - ทบทวน ไม่มีการแกไ้ข 
1 ก.พ. 2564 NS - แกไ้ขชื�อทบทวนจากนางสาวกนกวรรณ ใจพิงค ์เป็นนางสาวศิริพร นนัตา 

- แกไ้ขชื�อผูอ้นุมติัจากนายบรรเลง ปัญจบุรี เป็นนายครรชิต กิติมา 
   
   
   

 

 

 

 

 



 
 

เอกสารนี� เป็นสมบตัิของโรงพยาบาลลาํพนู  ห้ามนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ� าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 
 

 

 
 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BAC-00� 
วิธีปฏิบตัิ (Work instruction) 
เรื�อง การตรวจหาเชื�อแบคทีเรียโดยการ  ยอ้มสี Gram 

ทบทวน/แกไ้ขครั� งที�  17 หนา้  4/9 
 

การตรวจหาเชื!อแบคทเีรียโดยการย้อมสี Gram 
 

1. วัตถุประสงค์การทดสอบ  
 เพื�ออธิบายการตรวจหาเชื�อแบคทีเรีย โดยการยอ้มสี Gram สาํหรับช่วยในการตรวจวินิจฉยัเชื�อ
แบคทีเรียขั�นตน้ 
 

2.  นิยามและคาํย่อ 

- 

3. หลักการทดสอบ 
เมื�อยอ้มดว้ย Crystal violet สีจะซึมเขา้ไปใน cell wall ของแบคทีเรียและเมื�อยอ้มทบัดว้ย gram 

iodine ก็จะเขา้ไปจบักบั Crystal violet เกิดเป็น  crystal iodine complex ซึ� งมีโมเลกุลโตขึ�นจึงไม่สามารถ
ออกจากตวัแบคทีเรียได ้เมื�อลา้งดว้ย alcohol  หรือ alcohol acetone ซึ� งเป็นสารที�ละลายไขมนัจะไป
ละลายไขมนัที�มีอยูใ่นผนังเซลล์ของแบคทีเรีย เนื�องจากแบคทีเรียแกรมลบมีไขมนัที�มีผนงัเซลลม์ากกว่า
แบคทีเรียแกรมบวก เมื�อลา้งในลกัษณะเดียวกนัรูที�เกิดที�ผนังเซลลข์องแบคทีเรียแกรมลบย่อมโตกว่ารูที�
เกิดที�ผนงัเซลลข์องแบคทีเรียแกรมบวก crystal iodine complex จึงหลุดออกจากเซลลข์องแบคทีเรียแกรม
ลบ แต่ไม่หลุดออกจากเซลลข์องแบคทีเรียแกรมบวกเมื�อลา้งดว้ย  alcohol หรือ alcohol acetone อยา่ง
ถูกตอ้ง แต่ถา้ลา้งมากเกินไปยอ่มทาํให ้complex ในแบคทีเรียแกรมบวกหลุดออกดว้ย  ในทาํนองเดียวกนั
ถา้ลา้งนอ้ยเกินไป complex ในแบคทีเรียแกรมลบก็ไม่หลุดออกจึงทาํให้ติดสีผดิ เมื�อยอ้มทบัดว้ย safranin 
จะไปติดที�แบคทีเรียที�ไม่มีสีอยู่ทาํให้เป็นสีแดง คือแกรมลบ ส่วนแบคทีเรียที�มีสีติดอยู่แลว้จะไม่ติดสี 
safranin  จึงเห็นเป็นสีม่วงคือแกรมบวก  

 
 
 
 
 



 
 

เอกสารนี� เป็นสมบตัิของโรงพยาบาลลาํพนู  ห้ามนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ� าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 
 

 

 
 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BAC-00� 
วิธีปฏิบตัิ (Work instruction) 
เรื�อง การตรวจหาเชื�อแบคทีเรียโดยการ  ยอ้มสี Gram 

ทบทวน/แกไ้ขครั� งที�  17 หนา้  5/9 

 
4. คุณสมบัติทางเทคนิคของวิธีวเิคราะห์ 

4.1. ค่าความเป็นเส้นตรง   
- 

4.2. ค่าความแม่นยาํ   
- 

4.3. ค่าความถูกตอ้ง 
- 

4.4. ค่าความไม่แน่นอน 
-  

4.5. ขอ้จาํกดัของการทดสอบ 
- 

4.6. ระยะของการวดั  
- 

4.7. ค่าจริงของการวดั  
- 

4.8. ความไว 
- 

4.9. ความจาํเพาะ 
- 

     
C.  สิ�งส่งตรวจและรายละเอียดที�ต้องตรวจสอบ 

- นํ�าไขสันหลงัและนํ� าจากส่วนต่างๆ ของร่างกายปัสสาวะ เสมหะ หนอง แผล ฝีต่างๆ 
 
 



 
 

เอกสารนี� เป็นสมบตัิของโรงพยาบาลลาํพนู  ห้ามนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ� าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 
 

 

 
 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BAC-00� 
วิธีปฏิบติั (Work instruction) 
เรื�อง การตรวจหาเชื�อแบคทีเรียโดยการ  ยอ้มสี Gram 

ทบทวน/แกไ้ขครั� งที�  17 หนา้  6/9 

 
D. ประเภทของภาชนะบรรจุและสารที�ใช้เก็บตัวอย่าง 
          - ภาชนะพลาสติก ปากกวา้ง ที�ไม่มีการดูดซึม มีฝาปิดมิดชิด  
 
H. เครื�องมือและนํ!ายาที�ใช้ 

7.1 นํ�ายาและสียอ้ม 
7.1.1 Crystal violet    
7.1.2 Gram iodine 
7.1.3 Decolorized (Acetone alcohol ) 
7.1.4 Safranin 

7.2 นาฬิกาจบัเวลา 
7.3 กลอ้งจุลทรรศน์ 
 

8. วิธีการสอบเทียบ 

     - 
 

J. 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 

 
 
 
 



 
 

เอกสารนี� เป็นสมบตัิของโรงพยาบาลลาํพนู  ห้ามนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ� าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 
 

 

 
 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BAC-00� 
วิธีปฏิบติั (Work instruction) 
เรื�อง การตรวจหาเชื�อแบคทีเรียโดยการ  ยอ้มสี Gram 

ทบทวน/แกไ้ขครั� งที�  17 หนา้  7/9 

 
9.2 วิธีการตรวจ 

9.2.1 การเตรียมสไลด์ตวัอยา่งสิ�งส่งตรวจ 
9.2.1.1 ใชดิ้นสอเขียนบนสไลด์ฝ้าโดยเขียน Lab NO. (มี 7 ตวั XXX-XXXX) ให้ตรงกบัเลข 

Barcode ที�ติดมากบัใบ    Request คนไข ้
9.2.1.2 ป้ายสิ�งส่งตรวจที�ตอ้งการยอ้มบนสไลดส์ะอาด ปราศจากไขมนัให้ได ้ film บางๆ 

ปล่อยให้ แหง้ แลว้ fix ดว้ยความร้อนอ่อนๆ เพื�อใหสิ้�งป้ายติดแน่นกบัสไลด ์
9.2.2 การยอ้มสิ�งส่งตรวจ 

9.2.2.1 ยอ้มดว้ย Crystal violet   นาน 30 วินาที ลา้งนํ�า 
9.2.2.2 ยอ้มซํ�าดว้ย Gram iodine 30 วินาที ลา้งนํ�า 
9.2.2.3 ลา้งดว้ย Acetone alcohol 1-2 ครั� ง 
9.2.2.4 ยอ้มทบัดว้ย Safranin 10 วินาที ลา้งนํ� าใหส้ะอาด ซบัดว้ยกระดาษซบัใหแ้หง้ 

9.2.3 นาํมาตรวจดู ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยาย x 100 
9.3 การรายงานผล 

9.3.1 ใหบ้อกจาํนวน WBC และ Bacteria   โดยอาศยัหลกัเกณฑด์งันี�  
                   Rare            ตรวจพบวา่มี    Bacteria     x-N cell/OPF    
                   Few             ตรวจพบวา่มี    Bacteria    N-Q cell/OPF หรือ   WBC N-U   cell/LPF              
                   Moderate     ตรวจพบวา่มี   Bacteria    w-yx cell/OPF หรือ   WBC Nx-�Q cell/LPF                     
                   Numerous    ตรวจพบวา่มี   Bacteria   > yx cell/OPF   หรือ   WBC > �Q   cell/LPF          

9.3.2 ให้รายงานการติดสี Gram   รูปร่างของแบคทีเรีย และการเรียงตวั 
9.3.2.1 การติดสี 

                Gram Negative        ติดสีแดง 
                              Gram Positive         ติดสีม่วงเขม้ 
 
 



 
 

เอกสารนี� เป็นสมบตัิของโรงพยาบาลลาํพนู  ห้ามนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ� าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 
 

 

 
 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BAC-00� 
วิธีปฏิบติั (Work instruction) 
เรื�อง การตรวจหาเชื�อแบคทีเรียโดยการ  ยอ้มสี Gram 

ทบทวน/แกไ้ขครั� งที�  17 หนา้  8/9 

 
9.3.2.2 รูปร่าง  

           Cocci cluster 
           Cocci pairs 
           Cocci single 
           Coccobacilli 
           Diplococci   
           Bacilli 

หมายเหตุ ;   สไลดที์�ตรวจวเิคราะห์แลว้ให้เก็บไวเ้ป็นระยะเวลา 1 เดือน เพื�อการทวนสอบในภายหลงั 
 
MN. วิธีการควบคุมคุณภาพ 

การควบคุมคุณภาพภายใน 
การควบคุมการยอ้มสีและคุณภาพของสียอ้ม ให้นาํเชื�อ     S. aureus: ATCC 25923 และ E.coli: ATCC 

25922 มายอ้มดว้ยวิธีที�ใช ้ปฏิบตัิอยูปั่จจุบนัแลว้ตรวจสอบดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์เพื�อทดสอบคุณภาพของสี
และคุณภาพของการยอ้มสิ�งส่งตรวจ อาทิตยล์ะ N  ครั� ง 

การควบคุมคุณภาพภายนอก  
การควบคุมคุณภาพโดยองคก์ารภายนอกร่วมกบัสาํนกังานห้องปฏิบติัการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์

ปีละ  y  ครั� ง 
 

MM. สิ�งรบกวนการทดสอบ  
- 

 

MO. หลักการของวิธีการคาํนวณผล รวมทั!งความไม่แน่นอนของการวัด 
- 

 

 

 
 



 
 

เอกสารนี� เป็นสมบตัิของโรงพยาบาลลาํพนู  ห้ามนาํออกไปใชภ้ายนอก หรือทาํซํ� าโดยไม่ไดรั้บอนุญาต 
 

 

 
 

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย ์โรงพยาบาลลาํพนู WI-BAC-00� 
วิธีปฏิบติั (Work instruction) 
เรื�อง การตรวจหาเชื�อแบคทีเรียโดยการ  ยอ้มสี Gram 

ทบทวน/แกไ้ขครั� งที�  17 หนา้  9/9 
 

MP. ค่าอ้างอิงในคนปกติ 
- 

 

MQ. ขอบเขตของค่าของผู้ป่วยที�รายงาน 
 - 
 

15. ค่าวกิฤต 
-   

 

MD. การรายงานและการแปลผลการทดสอบ 
- เมื�อพบเชื�อแบคทีเรียให้รายงานการติดสี Gram   รูปร่างของแบคทีเรีย และการเรียงตวั เช่น 

Gram Positive Cocci pairs, Gram Negative Bacilli หรือ Gram Negative Diplococci เป็นตน้ 
-เมื�อไม่พบเชื�อแบคทีเรียให้รายงาน Bacteria Not seen 

 

17. ข้อควรระวงัเพื�อความปลอดภัย 
- ปฏิบติัตามหลกัสากลในการปฏิบติังานเกี�ยวกบัโรคติดเชื�อ   

 

18. สิ�งที�เป็นสาเหตุของความแปรปรวน 
      -    
 

MJ. เอกสารอ้างองิ ( Reference )   
SD-BAC-002   (คู่มือการตรวจทางจุลชีววิทยาคลินิก) 

              SD-BAC-003   (คู่มือการประเมินคุณภาพการตรวจวเิคราะห์สาขาจุลชีววิทยาคลินิก)    
 SD-BAC-004   (การตรวจทางแบคทีเรียวทิยาและราวิทยา) 
 




