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บทนำ 
เมื่อกล่าวถึงแบคทีเรียทรงแท่งหรือบาซิลลัสติดสีทนกรด (Acid-fast bacillus) ซึ่งต่อไปจากนี้จะขอ

เรียกว่า เช้ือเอเอฟบ ี(AFB) แพทย์จะนึกถึงเช้ือแบคทีเรียสกุลไมโคแบคทีเรยีม (Genus Mycobacterium) ซึ่งมี
เช้ือก่อโรคอยู่หลายชนิด ที่สำคัญได้แก่เช้ือก่อวัณโรค ไมโคแบคทีเรียม ทูเบอร์คูโลสิส (Mycobacterium 
tuberculosis) เช้ือก่อโรคเรื้อน ไมโคแบคทีเรียม เลแพร (Mycobacterium leprae) (แต่นิยมออกเสียงว่า 
“ไม-โค-แบค-ที-เรี่ยม เล็พ-แพร่”) และเช้ือไมโคแบคทีเรียมชนิดที่ไม่ใช่เช้ือก่อวัณโรค (non-tuberculous 
mycobacterium species) อีกจำนวนหนึ่ง รอยโรคที่เกิดข้ึนจากเช้ือแบคทีเรียสกุลไมโคแบคทีเรียมมีลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยา (morphology) ที่หลากหลาย ข้ึนอยู่กับชนิดของเช้ือก่อโรคและระยะของโรคที่ข้ึนอยู่กับ
ระดับภูมิคุ้มกัน (immune response) ของผู้ป่วยที่มีต่อเช้ือแบคทเีรยีสกลุนี้ ทั้งนี้ ในวัณโรคและโรคเรื้อนมกัพบ
รอยโรคที่มีลกัษณะทางสัณฐานวิทยาจำเพาะในระดับหนึ่ง ซึ่งพยาธิแพทย์สามารถวินิจฉัยจากการตรวจเนื้อเยื่อ
ที่ได้จากรอยโรคด้วยกล้องจุลทรรศน์ว่าน่าจะเป็นวัณโรคหรือโรคเรื้อน แต่ถ้าจะให้ระบุแน่ชัดว่าเป็นโรคใด ต้อง
ตรวจพบเช้ือเอเอฟบีในรอยโรค และต้องยืนยันด้วยการตรวจทางจุลชีววิทยาว่าเป็นไมโคแบคทีเรียมชนิดใด 

การย้อมสีทนกรด (acid-fast stain) 
นับจากวันที่ Robert Koch แพทย์และนักจุลชีววิทยาชาวเยอรมัน บรรยายเรื่องสมุฏฐานของ 

วัณโรค (the etiology of tuberculosis หรือ Die Aetiologie der Tuberkulose) เมื่อวันที่ ๒๔ มีนาคม 
พ.ศ. ๒๔๒๕ (ค.ศ. 1882) นั้น เขาได้บรรยายถึงการย้อมสีแสดงเช้ือก่อวัณโรคให้วงการแพทย์ได้ทราบเป็นครั้ง
แรก จึงมีผู้สนใจพัฒนาเทคนิคการย้อมสีทนกรด (acid-fast stain) เพื่อแสดงเช้ือก่อวัณโรคจนได้เทคนิคการ
ย้อมสีภายในเวลา ๑๖ เดือน คือ Paul Erhlich แพทย์และนักวิทยาศาสตร์ชาวเยอรมันผู้พัฒนาเทคนิคของ 
Koch, Franz Ziehl นักวิทยาแบคทีเรียชาวเยอรมันผู้พัฒนาเทคนิคของ Erhlich, Georg Eduard von 
Rindfleisch พยาธิแพทย์และนักมิญชวิทยาชาวเยอรมันผู้พัฒนาเทคนิคของ Koch, และ Friedrich Neelsen 
พยาธิแพทย์ชาวเยอรมันผู้พัฒนาเทคนิคของ Ziehl เทคนิคการย้อมสีพิเศษนี้ใช้กันมาจนถึงปัจจุบันในช่ือ 
Ziehl-Neelsen (ZN) acid-fast stain เพื่อตรวจหาเช้ือเอเอฟบ ีโดยมีผู้พัฒนาเทคนิคให้ดีข้ึนอีก หลักการของ 
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ZN acid-fast stain คือการใช้สีย้อม carbol fuchsin ซึ่งมีสีแดงเข้มและละลายในลิพิด (lipid) ซึ่งจะจับกับ
ผนังเซลล์ของเช้ือเอเอฟบีได้ดีโดยอาศัย Phenol ช่วย จากนั้นก็ใช้กรดล้างสีออก ทำให้แบคทีเรียที่ไม่ใช่เช้ือ 
เอเอฟบีย้อมไม่ติดสีแดงของ carbol fuchsin เพราะถูกกรดล้างออกหมด แต่ถ้าเป็นเช้ือเอเอฟบีกจ็ะทนกรดได้ 
และย้อมติดสีแดงของ carbol fuchsin กรดที่ Neelsen ใช้นั้นเป็นสารละลายกรดกำมะถันร้อยละ ๒๕ แต่ใน
ปัจจุบัน เราใช้น้ำยาผสมระหว่างกรดเกลือร้อยละ ๓ กับเอทานอลร้อยละ ๙๕ และเรียกช่ือว่า น้ำยาผสมกรด-
แอลกอฮอล์ (acid-alcohol mixture) (Vilchèze & Kremer, 2017) 

นอกจากนี้ ยังมีเทคนิคอื่น ๆ ที่พัฒนาข้ึนเพื่อตรวจเช้ือเอเอฟบี เช่น Kinyoun stain (Vilchèze & 
Kremer, 2017) หรือปรับลดความแรงของกรดที่ใช้ลง เรียกว่า modified acid-fast stain เช่น modified 
ZN, modified Kinyoun, Fite-Faraco, Wade-Fite ทั้ งนี้  พบ ว่าเช้ือก่อโรค เรื้อนติดสีทนกรดได้บ้ าง 
(partially acid-fast) แต่ไม่ดีเท่าเช้ือก่อวัณโรค และยังพบแบคทีเรียชนิดอื่น เช่น Nocardia, Rhodococcus, 
Tsukamurella, Gordonia หรือโพรโทซวับางชนิด เช่น Cryptosporidium, Cyclospora, Isospora ก็ติดสี
ทนกรดได้บ้าง (Rice, 2023) 

รอยโรคที่พบบ่อยในวัณโรคมีช่ือเรียกว่า แกรนุโลมา (Granuloma) ประกอบด้วย epithelioid 
macrophage จำนวนมากรวมกันเป็นกลุ่มก้อน ล้อมรอบด้วยเซลล์น้ำเหลืองหรือลิมโฟไซต์ (lymphocyte) 
และเซลล์น้ำเลอืดหรอืเซลล์พลาสมา (plasma cell) จากประสบการณ์การทำงานเป็นพยาธิแพทย์มานานกว่า 
๔๐ ปี ผู้นิพนธ์ได้พบความลำบากในการตรวจหาเช้ือเอเอฟบีในรอยโรคทางพยาธิวิทยา แม้ว่าบางครั้งจะตรวจ
พบเช้ือเอเอฟบีจำนวนมากมายก็ตาม สิ่งที่สังเกตได้คือรอยโรคของวัณโรคที่มีเนื้อตายตรงกลางนั้นมีโอกาส
ตรวจพบเช้ือเอเอฟบีได้ง่ายกว่ารอยโรคที่เริ่มมีเนื้อเยื่อพังผืด ถ้ามีเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล (neutrophil) 
ปะปนด้วยมากเท่าใด ก็จะมีโอกาสตรวจพบเช้ือเอเอฟบีได้มากข้ึนเท่านั้น ส่วนการพบเซลล์ยักษ์ที่มีหลาย
นิวเคลียส ซึ่งมักเรียงตัวเป็นพระจันทร์เสี้ยวและมีช่ือเรียกว่า Langhans giant cell นั้น ไม่ได้เพิ่มโอกาสใน
การตรวจพบเช้ือเอเอฟบี ที่น่าแปลกใจก็คือบางครั้งเนื้อเยื่อส่งตรวจมีรอยโรคของวัณโรคเป็นบริเวณกว้าง แต่
ตรวจหาเช้ือเอเอฟบไีด้ยาก จนมักต้องใช้เวลาตรวจหาเช้ืออยู่นาน บางครั้งมากกว่า ๑ รอบ จึงจะพบเช้ือเอเอฟบี
เพียงตัวเดียว แต่ก็นับว่าโชคดี เพราะถือว่าตรวจพบเช้ือก่อวัณโรคแล้ว 

ผู้นิพนธ์สังเกตว่า เมื่อตรวจพบเช้ือเอเอฟบีจำนวนมากเมื่อใด เช้ือเหล่าน้ีจะย้อมติดสีพิเศษอื่นได้ด้วย  
ไม่ว่าจะเป็นการย้อมจีเอ็มเอส (GMS stain) เพื่อหาเช้ือรา (ซึ่งจะได้กล่าวต่อไป), การย้อมสี PAS (periodic 
acid Schiff), หรือการย้อมสี Warthin-Starry เพื่อหาเช้ือสไปโรคีต (spirochete) แต่การย้อมสี Gram หรือ 
Giemsa มักเห็นไม่ชัด การย้อมจีเอ็มเอสเป็นช่ือย่อของ Grocott-Gomori methenamine silver nitrate 
technique ตำราบางเล่มหรือบทความวิชาการบางบทก็ให้เกียรติเฉพาะช่ือแรก ขณะที่ตำราเล่มอื่นหรือ
บทความวิชาการบทอื่นก็ให้เกียรติเฉพาะช่ือหลัง ที่จริงแล้ว Gyorgi Gomori พยาธิแพทย์ชาวอเมริกันเช้ือสาย
ฮังการี ที่มหาวิทยาลัยแพทยศาสตร์แห่งชิคาโก (University of Chicago Medical School) เป็นคนแรกที่
คิดค้นเทคนิคย้อมพิเศษนี้เมื่อ พ.ศ. ๒๔๘๙ (ค.ศ. 1946) ทำให้เกิดเกลือเงินจับที่ผนังเซลล์เช้ือรา โดยใช้กรด
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โครมิก (chromic acid) ซึ่งออกซิไดส์ (oxidise) พอลิแซ็กคาไรด์ (polysaccharides) หรือคาร์โบไฮเดรต 
(carbohydrate) ของผนังเซลล์เช้ือราให้กลายเป็นแอลดีไฮด์ (aldehyde) จากนั้นรีดิวส์ (reduce) ให้เป็น
เกลือเงินที่มีสีดำ ทำให้เห็นเช้ือราที่ติดสีดำในรอยโรคที่เป็นพื้นสีขาวได้ ต่อมา ใน พ.ศ. ๒๔๙๘ (ค.ศ. 1955) 
Robert G. Grocott หัวหน้าเทคนิคการแพทย์ในห้องปฏิบัติการคณะกรรมการสุขภาพ (Board of Health 
Laboratory) ของโรงพยาบาลโกรกาซ (Grogas Hospital) บริเวณภูเขาแอนคอน (Ancon Hill) อันเป็นที่ขุด
คลองปานามาในสมัยที่อยู่ในความดูแลของสหรัฐอเมริกา ได้ปรับปรุงเทคนิคการย้อมพิเศษของ Gomori เพื่อ
ใช้ย้อมเช้ือราให้ดีข้ึน เป็นที่เช่ือถือและนิยมใช้เป็นมาตรฐานจนถึงปัจจุบัน โดยพัฒนา  alkaline hexamine-
silver solution รีดิวส์ให้ได้เกลือเงนิที่เสถียร เห็นเช้ือราที่ติดสีดำในรอยโรคที่เป็นพื้นสีเขียวอ่อน (Grocott, 1955) 

ในทางปฏิบัติของผู้นิพนธ์ เมื่อตรวจพบแกรนุโลมา ก็จะย้อมพิเศษ ZN acid-fast stain เพื่อ
ตรวจหาเช้ือเอเอฟบ ีพร้อมกบัการย้อมจเีอม็เอสเพื่อตรวจหาเช้ือราที่ก่อรอยโรคแกรนุโลมาได้เช่นกัน บ่อยครั้ง
ที่ผู้นิพนธ์ตรวจพบขีดสีดำในรอยโรคบนสไลด์ที่ย้อมจีเอ็มเอส และค่อนข้างมั่นใจว่าเป็นเช้ือเอเอฟบี ผู้นิพนธ์ก็
จะพยายามตรวจหาเช้ือเอเอฟบีในรอยโรคบนสไลด์ที่ย้อม ZN อย่างตั้งใจจนกระทั่งพบตัวเช้ือเอเอฟบีได้ใน
ที่สุด (ภาพที่ ๑–๔) 

แม้ว่าการตรวจหาเช้ือก่อวัณโรคด้วยวิธีที่ไวกว่า เช่น พีซีอาร์  (PCR) จะเป็นที่นิยมใช้ในโรงพยาบาล
หรือห้องปฏิบัติการที่พร้อม (Aslanzadeh et al., 1998) แต่ในปัจจุบัน พยาธิแพทย์ก็ยังคงนิยมย้อมสีพิเศษ 
ZN เพื่อหาเช้ือเอเอฟบีในรอยโรคของเนื้อเยื่อ ซึ่งหลายครั้งสามารถยืนยันเช้ือได้ภายในเวลา ๒๔–๔๘ ช่ัวโมง
เมื่อได้รับช้ินเนื้อส่งตรวจที่สงสัยว่าติดเช้ือวัณโรค ทำให้แพทย์เริ่มการรักษาวัณโรคได้ นับว่าเป็นประโยชน์แก่
ผู้ป่วย โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกรณีที่แพทย์ผู้รักษาต้องการคำยืนยันจากพยาธิแพทย์ว่าตรวจพบรอยโรคของวัณ
โรคและเช้ือเอเอฟบีในรอยโรคนั้น บางครั้ง แม้ไม่พบเช้ือวัณโรค แต่ก็ไม่พบเช้ือราหรือสาเหตุอื่นที่ทำให้เกิด
แกรนุโลมา แพทย์ก็อาจลองรักษาวัณโรคดูก่อน เมื่อผลตรวจทางจุลชีววิทยายืนยันว่าเป็นเช้ือก่อวัณโรคจริง ก็
รักษากันต่อไปหรือปรับยาให้เหมาะสมถ้ามีผลทดสอบเช้ือไวหรือดื้อต่อยาชนิดใด นอกจากนี้ ยังพบว่าเช้ือก่อ
วัณโรคอาจทนกรดไม่ได้ ทำให้ย้อมไม่ติดสีทนกรดในการย้อมพิเศษ ZN แต่เช้ือก่อวัณโรคที่ไม่ติดสีทนกรดนี้
อาจจะไม่รุนแรง เพียงแต่แฝงตัวซ่อนอยู่และอาจกลับมาก่อโรคใหม่ได้ ทำให้แพทย์ต้องพยายามหาวิธีตรวจ
ยืนยันเช้ือก่อวัณโรคกันต่อไป (Vilchèze & Kremer, 2017) 
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ภาพท่ี ๑ แกรนุโลมา (Granuloma) ประกอบด้วย epithelioid macrophage (ลูกศรสีแดง) บางเซลล์จะมี
ฟองเล็ก ๆ ในไซโทพลาซึม (ลูกศรสีฟ้า) เรียกช่ือว่า foamy macrophage ในภาพนี้ ยังพบนิวโทร
ฟิล (neutrophil) จำนวนมาก (ลูกศรสีดำ) (H&E, กำลังขยาย ๔๐๐ เท่า) 

 

 

ภาพท่ี ๒ แกรนุโลมานี้มีเซลล์ยักษ์ที่มีหลายนิวเคลียสเรียงตัวเป็นพระจันทร์เสี้ยว มีช่ือเรียกว่า Langhans 
giant cell (ลูกศรสีแดง) นอกจากนี้ ยังมีเซลล์น้ำเหลืองหรือลิมโฟไซต์ (ลูกศรสีฟ้า) และเซลล์น้ำ
เลือดหรือเซลล์พลาสมา (ลูกศรสีดำ) (H&E, กำลังขยาย ๔๐๐ เท่า) 

 



สัญญา  สุขพณิชนันท์   จุลสารสำนักวิทยาศาสตร์ ราชบัณฑิตยสภา 
ปีที่ ๕ ฉบับที่ ๒ พ.ศ. ๒๕๖๙ (หน้า ๖-๑๑) 

 
 

๑๐ 

 

ภาพท่ี ๓ แบคทีเรียทรงแท่งหรือบาซิลลัสติดสีทนกรด (Acid-fast bacillus) หรือเช้ือเอเอฟบี (AFB) ในรอย
โรคของผู้ป่วยวัณโรค เห็นเป็นขีดสีแดง (ลูกศรสีแดง) (Ziehl-Neelsen acid-fast stain, กำลังขยาย
๑,๐๐๐ เท่า) 

 

 

ภาพท่ี ๔ ขีดสีดำ (ลูกศรสีดำ) ที่พบในการย้อมจีเอ็มเอสเพื่อตรวจหาเช้ือราน้ันคือเช้ือเอเอฟบี (AFB) สังเกตว่า
มีจำนวนมากกว่าเช้ือเอเอฟบีในภาพที่ ๓ ซึ่งมาจากรอยโรคเดียวกันของผู้ป่วยวัณโรค (GMS stain, 
กำลังขยาย ๑,๐๐๐ เท่า) 

 



สัญญา  สุขพณิชนันท์   จุลสารสำนักวิทยาศาสตร์ ราชบัณฑิตยสภา 
ปีที่ ๕ ฉบับที่ ๒ พ.ศ. ๒๕๖๙ (หน้า ๖-๑๑) 

 
 

๑๑ 

บทสรุป 
การตรวจพบเช้ือเอเอฟบีในรอยโรคของวัณโรคได้นั้นมีความสำคัญในการดูแลรักษาผู้ป่วย ผู้นิพนธ์

จึงอยากให้ใช้ประโยชน์จากการย้อมจีเอ็มเอสในแผ่นสไลด์ถัดไปจากการย้อมพิเศษ ZN เมื่อตรวจพบแกรนุ
โลมาหรือรอยโรคอื่นที่อาจจะตรวจพบได้ในวัณโรค ถ้าตรวจพบขีดสีดำในรอยโรคบนสไลด์ย้อมจีเอ็มเอส ก็
น่าจะมีโอกาสสูงในการตรวจพบเช้ือเอเอฟบีในบริเวณรอยโรคนั้น พยาธิแพทย์ควรตั้งใจตรวจหาให้ละเอียดถ่ี
ถ้วนมากข้ึน 
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