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การศึึกษาประสิิทธิิภาพการทำำ�ลายเช้ื้�อ Mycobacterium Tuberculosis ในหลอดทดลอง (In vitro) 
โดยวิิธีีการใช้้ความร้้อนแบบพาสเจอไรเซชััน
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5 การศึึกษาประสิิทธิิภาพการทำำ�ลายเช้ื้�อ 
Mycobacterium tuberculosis ในหลอดทดลอง 
(In vitro) โดยวิิธีีการใช้้ความร้้อนแบบพาสเจอไรเซชััน
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Abstract

	 Objective: To evaluate the efficiency of pasteurization for eliminating Mycobacterium 
tuberculosis (in vitro). This study would provide informative data for taking care of tuberculosis 
patients continuously and effectively during SARS-CoV-2 pandemic which N95 respirators 
are shortage and required reusing.
	 Methods: The efficiency of pasteurization was assessed against M. tuberculosis 
H37Rv. Pasteurization was performed at 72oC for 30 minutes with bacterial suspension at 
different concentrations including 1-3x107, 1-3x106 and 1-3x105 cells/ml. The growth of H37Rv 
in pasteurized suspensions were monitored by using solid media Löwenstein– Jensen and 
Ogawa media, and liquid medium (Mycobacterium Growth Indicator Tube; MGIT) for 8 weeks. 
The assessment was duplicated for each concentration.
	 Result: Pasteurization at 72oC for 30 minutes significantly eradicated M. tuberculosis 
H37Rv compared to control group (p-value < 0.01).
	 Conclusion: The study revealed that pasteurization completely destroy M. tuberculosis 
H37Rv (100%). In the circumstance of N95 constraint which reusing is required, pasteurization 
is able to apply for eliminating M. tuberculosis. Our study provides informative data of the 
decontamination of M. tuberculosis from N95 mask.

Keywords: pasteurization, M. tuberculosis, tuberculosis, N95 mask
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บทคััดย่่อ

	 วััตถุุประสงค์์: เพื่่�อประเมิินประสิิทธิิภาพการทำำ�ลายเชื้้�อ Mycobacterium tuberculosis ในหลอดทดลอง (In vitro) โดยวิิธีีการใช้้
ความร้อนแบบพาสเจอไรเซชััน ซ่ึ่�งจะเป็็นประโยชน์ใช้้ในสภาวะที่่�ขาดแคลนหน้้ากาก N95 จากสถานการณ์์การแพร่ระบาดของไวรัสซาร์์โควีีทูู 
ที่่�ก่่อโรคโควิิด-19 (COVID-19) ให้้การดููแลผู้้�ป่วยวััณโรคเป็็นไปอย่า่งต่่อเน่ื่�องและมีีประสิิทธิิภาพ โดยเฉพาะกรณีีจำำ�เป็็นต้้องนำำ�หน้้ากาก N95 กลัับมา
ใช้้ซ้ำำ��หลัังการทำำ�ให้้ปราศจากเช้ื้�อด้้วยวิิธีีพาสเจอไรเซชััน
	 วิิธีีการศึึกษา: ทดสอบประสิิทธิิภาพการทำำ�ลายเช้ื้�อ M. tuberculosis H37Rv ที่่�ความเข้้มข้น 1-3x107, 1-3x106 และ 1-3x105 เซลล์์/
มิิลลิิลิิตร ด้้วยอุุณหภููมิิ 72 องศาเซลเซีียส ระยะเวลา 30 นาทีี ด้้วยอาหารเลี้้�ยงเช้ื้�อชนิดแข็็ง Löwenstein–Jensen, Ogawa media และชนิดเหลว 
Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT) โดยทำำ�การทดสอบ 2 ซ้ำำ��ในแต่่ละความเข้้มข้นของเช้ื้�อ และตรวจติิดตามทุกสััปดาห์์จนครบ 8 
สััปดาห์์
	 ผลการศึึกษา: การใช้้วิิธีีพาสเจอไรเซชัันโดยการบ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 72 องศาเซลเซีียสเป็็นระยะเวลา 30 นาทีี มีีผลทำำ�ให้้เช้ื้�อ M. tuberculosis 
H37Rv ตายอย่่างมีีนััยสำำ�คัญทางสถิติิ (p-value < 0.01) เม่ื่�อเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม
	 สรุุป: การศึึกษาพบว่่าวิิธีีพาสเจอไรเซชัันสามารถทำำ�ลายเชื้้�อ M. tuberculosis H37Rv ได้้ร้้อยละ 100 แสดงให้้เห็็นว่่า ในสภาวะที่่�
ขาดแคลนหน้้ากาก N95 และต้้องการนำำ�หน้้ากากที่่�ใช้้แล้้วกลัับมาใช้้ซ้ำำ��โดยผ่่านการทำำ�ลายเช้ื้�อด้้วยวิิธีีพาสเจอไรเซชัันสามารถทำำ�ลายเช้ื้�อวััณโรคได้้ 
ซ่ึ่�งผลการทดลองนี้้�จะใช้้เป็็นข้้อมููลเบื้้�องต้้นในการศึึกษาการฆ่่าเช้ื้�อ M. tuberculosis ในหน้้ากาก N95 ต่่อไป

คำำ�สำำ�คััญ: พาสเจอไรเซชััน; เช้ื้�อมััยโคแบคทีีเรีีย; วััณโรค; หน้้ากาก N95 
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บทนำำ�

	 การสวมใส่่หน้้ากากอนามััยสามารถลดการแพร่กระจายเช้ื้�อโรค
ที่่�ติิดต่่อทางระบบทางเดินิหายใจ โดยเฉพาะการควบคุมุการแพร่ก่ระจาย
ของเช้ื้�อวััณโรค (Mycobacterium tuberculosis) เน่ื่�องด้้วยสถานการณ์์
การแพร่่ระบาดของโรค COVID-19 ทั่่�วโลก ทำำ�ให้้หน้้ากากชนิิด N95 
ประสบภาวะขาดแคลน องค์์การอนามััยโลก (World Health Organizat-
tion, WHO) ได้้ยกระดัับการเตืือนภััยความเสี่่�ยงการแพร่ระบาดไปทั่่�วโลก
ของโรค COVID-19 อยู่่�ที่่�ระดับัสููงมาก1 ทำำ�ให้้ผู้้�คนเกิดิความตระหนกและ
ต่ื่�นตััวที่่�จะป้้องกัันตนเอง โดยการสวมหน้้ากากอนามััย (Surgical mask) 
รวมถึึงหน้้ากากกรองอนุุภาคชนิิด N95 ส่่งผลให้้หน้้ากากอนามััยและ
หน้้ากาก N95 เป็็นที่่�ต้้องการของผู้้�คนในหลายประเทศทั่่�วโลก จนทำำ�ให้้
เกิิดปััญหาการขาดแคลนและราคาพุ่่�งสููงขึ้้�น โดยหน้้ากากอนามััยราคาสููง
กว่่าปกติิ 6 เท่่า ส่่วนหน้้ากาก N95 ราคาเพิ่่�มขึ้้�น 3 เท่่า2 และขาดแคลน
จนหาซื้้�อไม่่ได้้
	วั ณโรค (Tuberculosis) เป็็นโรคติิดต่่อที่่�เป็็นปััญหาสำำ�คัญ
ทางการแพทย์์และสาธารณสุุขทั่่�วโลก องค์์การอนามััยโลกจััดให้้
ประเทศไทยเป็็น 1 ใน 14 ประเทศที่่�มีีปััญหาผู้้�ป่วยวััณโรคสููง3 วััณโรค
เป็็นโรคติิดเชื้้ �อที่่ �เกิิดได้้ทั้้ �งในระบบทางเดิินหายใจและนอกระบบ
ทางเดิินหายใจ ซ่ึ่�งเกิิดจากการติิดเช้ื้�อ Mycobacterium tuberculosis 
(M. tuberculosis) จััดอยู่่�ในกลุ่่�ม M. tuberculosis complex (MTBC) 
ส่่วนใหญ่จ่ะก่อ่ให้เ้กิดิการติดิเช้ื้�อที่่�ปอดเป็น็หลักั เมื่่�อผู้้�ป่วยวััณโรคไอหรืือ
จาม สามารถแพร่กระจายเช้ื้�อจากคนสู่่�คนผ่่านทางละอองฝอยที่่�ปนเป้ื้�อน
ในอากาศได้้ นอกจากนี้้�เช้ื้�อ M. tuberculosis สามารถมีีชีีวิิตอยู่่�รอดใน
อากาศเมื่่�อถููกแสงแดดได้้นานถึึง 30 นาทีีและนานเป็็นชั่่�วโมงหรืือ
หลายวัันในที่่�แสงแดดส่่องไม่่ถึึง4 ส่่วนวััณโรคนอกปอด เป็็นผลมาจากการ
แพร่กระจายของการติิดเชื้้�อจากระบบทางเดิินหายใจไปยัังอวััยวะอ่ื่�นๆ5

 ความร้อนสามารถทำำ�ลายเช้ื้�อวััณโรคได้้ที่่�อุุณหภููมิิ 60 องศาเซลเซีียส
 เป็็นเวลา 20 นาทีี4 การใช้้อุุปกรณ์์ป้้องกัันร่่างกายเป็็นการลดความเสี่่�ยง
ต่่อการได้้รัับเช้ื้�อวััณโรค อุุปกรณ์์ป้้องกัันร่่างกายในระบบทางเดิินหายใจ 
(respiratory protection) ได้้แก่่ หน้้ากากอนามััย มีีประโยชน์์ในการ
ช่่วยลดการแพร่่กระจายเชื้้�อจากผู้้�สวมใส่่เหมาะสำำ�หรัับบุุคคลทั่่�วไป 
และหน้้ากาก N95 สามารถป้้องกัันการได้้รัับเช้ื้�อผ่่านทางละอองฝอยใน
อากาศ เหมาะสำำ�หรัับบุุคลากรทางการแพทย์์เน่ื่�องจากมีีความเสี่่�ยงสููงที่่�
จะได้้รัับเช้ื้�อขณะให้้บริิการรัักษาผู้้�ป่วย3 

	 ในสภาวะปกติเิมื่่�อผู้้�ป่วยที่่�เป็็นโรคติดิต่่อที่่�ระบบทางเดินิหายใจ
มาเข้้ารัับบริิการที่่�โรงพยาบาล จะได้้รัับหน้้ากากอนามััยสำำ�หรัับใส่่เพ่ื่�อ
ป้้องกัันการแพร่่กระจายเช้ื้�อในโรงพยาบาล แต่่เนื่่�องจากเกิิดการแพร่่
ระบาดของโรค COVID-19 ส่่งผลให้้เกิิดการขาดแคลนหน้้ากากอนามััย
 และอาจนำำ�ไปสู่่�การแพร่กระจายของโรคติิดเช้ื้�อระบบทางเดิินหายใจอ่ื่�นๆ 
เช่่น โรคไข้้หวััดใหญ่่หรืือโรควััณโรค6 การนำำ�หน้้ากากอนามััยและหน้้ากาก 
N95 มาใช้้ซ้ำำ�� ถืือเป็็นทางเลืือกหน่ึ่�งที่่�จะนำำ�มาปรัับใช้้ให้้เข้้ากัับสถานการณ์์
ปััจจุุบััน มีีงานวิิจััยที่่�ศึึกษาการทำำ�ลายเช้ื้�อแบคทีีเรีีย 6 ชนิด เช้ื้�อรา 1 ชนิด 

และเช้ื้�อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� H1N1 บนหน้า้กากอนามััยและหน้้ากาก

 N95 ด้้วยวิิธีีการทำำ�ลายเช้ื้�อด้้วยความร้อน (dry heat pasteurization) 

ที่่�อุุณหภููมิิ 60 และ 70 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง พบว่่าสามารถ

ทำำ�ลายเช้ื้�อได้้ โดยยัังคงประสิิทธิิภาพของแผ่่นกรองและรููปทรงของ

หน้้ากาก7 ดัังนั้้�นทางคณะผู้้�ทำำ�การวิิจััย จึึงได้้ทำำ�การศึึกษาประสิิทธิิภาพ

ของการทำำ�ลายเช้ื้�อ M. tuberculosis ในหลอดทดลอง (In vitro) โดยใช้้

วิิธีีการทำำ�ลายเช้ื้�อด้้วยความร้อนที่่�อุุณหภููมิิ 72 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา

นาน 30 นาทีี เพ่ื่�อใช้้เป็็นข้้อมููลเบื้้�องต้้นในการบริิหารจััดการหน้้ากาก

อนามััย โดยเฉพาะ N95 ซ่ึ่�งมีีราคาแพงและหาซื้้�อไม่่ได้้ ณ ขณะนี้้� ที่่�ใช้้แล้้ว

นำำ�กลัับมาใช้้ซ้ำำ��โดยผ่่านการทำำ�ลายเช้ื้�อด้้วยวิิธีีพาสเจอไรเซชันั (dry-heat 

pasteurization) ในงานวััณโรค

วััตถุุประสงค์์

	 เพ่ื่�อศึึกษาประสิิทธิิภาพการทำำ�ลายเช้ื้�อ M. tuberculosis ใน

หลอดทดลองด้้วยวิิธีีพาสเจอไรเซชััน

วิิธีีการศึึกษา

1. การเตรีียมเช้ื้�อสํําหรัับการทดสอบ	
	ทำ ำ�การทดสอบในห้้องปฏิิบััติิการชีีวนิรภััยระดัับที่่� 2 เสริม
สมรรถนะ (Biosafety Level 2 enhanced, BSL-2+) ภายใต้้ตู้้�ชีวนิรภััย 
(Biological Safety Cabinet Class II, BSC Class II)
	 1.1. เลี้้�ยงเช้ื้�อวััณโรคสายพัันธุ์์�มาตรฐาน M. tuberculosis 
H37Rv ซึ่่ �งได้้รั ับการอนุุเคราะห์์จากกองวััณโรค กรมควบคุุมโรค 
บน Löwenstein–Jensen (LJ) media ที่่�อุณุหภูมูิ ิ37 องศาเซลเซียีสจน
เติิบโตดีและบริิสุุทธิ์์� อายุุ 3-4 สััปดาห์์ เพ่ื่�อใช้้เตรียมหัวเช้ื้�อในการทดสอบ
	 1.2. ขููดเช้ื้�อวััณโรคที่่�เจริิญเติิบโตดีจากข้้อ 1 เพ่ื่�อเตรียมสาร
แขวนลอยของเซลล์์ โดยใช้้ loop เขี่่�ยเช้ื้�อให้้เต็็มประมาณ 1-2 loop มา
ใส่่ในหลอดแก้้วฝาเกลีียวปลอดเช้ื้�อ (ขนาด 20 มิิลลิิเมตร x 150 มิิลลิิเมตร) 
ซ่ึ่�งบรรจุุลููกแก้้วขนาดเส้้นผ่่าศููนย์์กลาง 3-5 มิิลลิิเมตร และอาหารเลี้้�ยงเช้ื้�อ
 M7H9 media 2-3 หยด ปิิดหลอดแก้้วให้้สนิท
	 1.3. นำำ�หลอดไปปั่่�นบน vortex mixer จนก้้อนเช้ื้�อกระจายติิด
ที่่�ผนังหลอดเป็็นคราบบางๆ
	 1.4. ใช้้ sterile pipette ดููด M7H9 media ประมาณ 5-10 
มิิลลิิลิิตร ใส่่ในหลอดและปั่่�นบน vortex mixer จนได้้สารแขวนลอยของ
เซลล์์ ตั้้�งทิ้้�งไว้้ใน biosafety cabinet ประมาณ 30 นาที ีเพ่ื่�อให้ก้ลุ่่�มก้อ้น
เช้ื้�อขนาดใหญ่่ตกลงก้้นหลอด
	 1.5. ดููดส่่วนบนของสารแขวนลอยเซลล์์ใส่่ในหลอดแก้้ว
ฝาเกลีียวหรืือหลอดพลาสติิกฝาเกลีียวเพื่่�อปรัับความเข้้มข้้นของเซลล์์
เช้ื้�อวััณโรคให้้ได้้ความขุ่่�น 1 McFarland ซึ่่�งจะมีีเชื้้�ออยู่่� 1-3 x 107 
เซลล์์/มิิลลิิลิิตร นำำ�มาเจืือจางต่่อด้้วยน้ำำ��เกลืือทีีละ 10 เท่่า จนได้้ความ
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เข้้มข้นเป็็น 1-3x107, 1-3x106 และ 1-3x105 เซลล์์/มิิลลิิลิิตร เพ่ื่�อนำำ�ไป
ใช้้ในการทดสอบ (ภาพที่่� 1)

2. วิธีีการทดสอบประสิิทธิิภาพการทำำ�ลายเช้ื้�อ
2.1. เตรียมอาหารเลี้้�ยงเช้ื้�อ ประกอบไปด้้วย อาหารเลี้้�ยงเช้ื้�อ

ชนิดแข็็ง LJ media และ Ogawa media และ อาหารเลี้้�ยงเช้ื้�อชนิดเหลว
 Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) สำำ�หรัับใช้้ทดสอบ 
M. tuberculosis H37Rv ที่่�ความเข้้มข้น 107, 106, 105 เซลล์์/มิิลลิิลิิตร
 และกลุ่่�มควบคุุมแบบลบ ทั้้�งกลุ่่�มที่่�ไม่่ผ่่าน (กลุ่่�มควบคุุมแบบบวก) และ
ผ่่านความร้้อนที่่�อุุณหภููมิิ 72 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลานาน 30 นาที ี
(กลุ่่�มทดสอบ) โดยทำำ�การทดสอบละ 2 ซ้ำำ��

2.2. ดููดน้ำำ ��เกลืือที่่ �ปราศจากเชื้้ �อ ปริิมาตร 0.1 มิิลลิิลิิตร 
หยดลงบน LJ media และ Ogawa media และปริิมาตร 0.5 มิิลลิิลิิตร 
ใส่่ในหลอด MGIT ชนิดละ 2 ซ้ำำ�� สำำ�หรัับกลุ่่�มควบคุุมแบบลบ (ภาพที่่� 2)

2.3. นำำ�เช้ื้�อที่่�ความเข้้มข้น 1-3x107, 1-3x106 และ 1-3x105 

เซลล์์/มิิลลิิลิิตร ปริิมาตร 0.1 มิิลลิิลิิตร หยดลงบน LJ media และ Ogawa 
media ความเข้้มข้นละ 2 หลอด และปริิมาตร 0.5 มิิลลิิลิิตร ใส่่ในหลอด 
MGIT ความเข้้มข้นละ 2 หลอด สำำ�หรัับกลุ่่�มควบคุุมแบบบวก (ภาพที่่� 2)

2.4. นำำ�เช้ื้�อที่่�ความเข้้มข้น 1-3x107, 1-3x106 และ 1-3x105 

เซลล์์/มิิลลิิลิิตร ส่่วนที่่�เหลืือไปให้้ความร้้อนด้้วยเครื่่�องให้้ความร้้อน
หลอดทดลองแบบแห้้ง (dry heat block) ที่่�อุุณหภููมิิ 72 องศาเซลเซีียส
 เป็็นเวลานาน 30 นาทีี จากนั้้�นดููดเช้ื้�อที่่�ความเข้้มข้น 1-3x107, 1-3x106 
และ 1-3x105 เซลล์์/มิิลลิิลิิตร  ปริิมาตร 0.1 มิิลลิิลิิตร ลงบน LJ media และ

 Ogawa media ความเข้้มข้นละ 2 หลอด และปริิมาตร 0.5 มิิลลิิลิิตร ใส่่ใน
หลอด MGIT ความเข้้มข้นละ 2 หลอด สำำ�หรัับกลุ่่�มทดสอบ (ภาพที่่� 3)

2.5. นำำ�หลอด LJ media และ Ogawa media ไปบ่่มเพาะเช้ื้�อ
ในตู้้�บ่มเพาะเช้ื้�อ 37 องศาเซลเซีียส และ MGIT tube นำำ�เข้้าเคร่ื่�องตรวจ
วิิเคราะห์์แบบอััตโนมััติิ Bactec MGIT 960 system แล้้วทำำ�การอ่่านผล
ทุุกสััปดาห์์จนครบ 8 สััปดาห์์

ผลการศึึกษา

การทดสอบการทำำ�ลายเช้ื้�อสายพัันธุ์์�มาตรฐาน M. tuberculosis 

H37Rv ในหลอดทดลองด้้วยวิิธีีพาสเจอไรเซชััน โดยการให้้ความร้อนที่่�

อุุณหภููมิิ 72 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลานาน 30 นาทีี พบว่่าเมื่่ �อทำำ�

การทดสอบความสััมพัันธ์์ทางสถิิติิโดยใช้้สถิิติิ Chi-Square พบว่่า 

การใช้้วิิธีีพาสเจอไรเซชัันมีีผลทำำ�ให้้เชื้้�อตายอย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ 

(p-value < 0.01) เม่ื่�อเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม โดยกลุ่่�มแบคทีีเรีียที่่�ผ่า่นการ

ทำำ�พาสเจอไรเซชัันทั้้�งสองซ้ำำ�� ไม่่สามารถเจริิญเติิบโตได้้ทั้้�งในอาหารเลี้้�ยงเช้ื้�อ

ชนิดแข็็งอย่่าง LJ media และ Ogawa media รวมถึึงอาหารเลี้้�ยงเช้ื้�อ

ชนิิดเหลวอย่่าง MGIT ในขณะที่่�กลุ่่�มแบคทีีเรีียควบคุุมแบบบวก ซึ่่�ง

ไม่่ผ่่านการทำำ�พาสเจอไรเซชัันทั้้�งสองซ้ำำ�� พบว่่า เช้ื้�อสามารถเจริิญเติิบโต

ได้้ทั้้�งบนอาหารเลี้้�ยงเช้ื้�อชนิดิแข็็งและชนิดิเหลวตามปกติ ิส่่วนกลุ่่�มควบคุมุ

การทดสอบแบบลบทั้้�งสองซ้ำำ�� ไม่่พบการเปลี่่�ยนแปลงบนอาหารเลี้้�ยงเช้ื้�อ

ทั้้�งชนิดแข็็งและชนิดเหลว (ตารางที่่� 1 และ ภาพที่่� 4) 

ภาพที่่� 1. แสดงข้ั้�นตอนการเตรีียมตััวอย่่างเช้ื้�อ M. tuberculosis H37Rv เพื่่�อใช้้ในการทดสอบ
ที่่�มา: นนทกร สกุลวิิทยาสุุข, ณััฐกานต์์ ถาแก้้ว, สายใจ สมิิทธิิการ, สุุสััณห์ อาศนะเสน, มนูญ ลีีเชวงวงศ์์, ผลิน กมลวััทน์์, สนั่่�น วิิสุุทธิิศัักดิ์์�ชััย, อัังคณา ฉายประเสริ, ประภาภรณ์์ ศรีีโลหะสิิน
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