
การตรวจหาเช้ือราในเล็บ

41 มีโรคของเล็บหลายโรคท่ีให้ลักษณะทางคลีนิคคล้ายกับการติดเช้ือราในเล็บเช่นโรคสะเก็ดเงิน ดัง 
น้ันการอาดัยลักษณะทางคลีนิคท่ีเข้าได้กับการติดเช้ือราในเล็บเพยีงอย่างเดียว ไม่สามารถให้การวินิจฉัยได้ถูก 
ต้อง จำเป็นต้องตรวจพบเช้ือราท่ีทำให้เกิดโรคร่วมด้วยจึงจะทำให้การวินิจฉัยได้แน่นอนย่ิงช้ืน

ในอดีตถึงปัจจุบันได้มีการตรวจหาเช้ือราในเล็บได้หลายวิธีด้งน้ั
1. Direct m icroscopic examination
2. การเพาะเช้ือ
3. การตรวจทางพยาธิวิทยา
4. Immunohistochemisty
5. Flow cytometry

การเก็บตวัอยา่งเพ ือ่สง่ตรวจ

การตรวจหาเช้ือราในเล็บมีปัจจัยหลายอย่างท่ีอาจทำให้การตรวจผิดพลาดไม่พบเช้ือราได้เช่นการ 
เก็บตัวอย่างเพ่ือส่งตรวจทำไม่ถูกต้องหรือถูกท่ี และได้ตัวอย่างท่ีไม่เพียงพอ จากการดีกษาพบว่าเช้ือราส่วน 
ใหญจ่ะอาด้ยอยู่บริเวณ conified layer ของ nail bed หรือส่วนใต้ของแผ่นเล็บยกเว้น การติดเช้ือแบบ 
WSO ซ่ึงเช้ือจะอยู่บน nail plate เพราะฉะน้ันจะต้องดูดเอาส่วนของเล็บไปให้ถูกท่ีและมากพอจึงจะได้ผลการ 
ตรวจ,ท่ีมีป'ระสิทธิภาพ

วิธีการเก็บตัวอย่างเพ่ือส่งตรวจหาเช้ือราในเล็บ
1. ทำความสะอาดเล็บโดยใช้ 75% ฟcohol และดูดช้ืเล็บหรือสิงสกปรกบริเวณใต้แผ่นเล็บ 

ออกไปก่อน โดยใช้ใบมีดเบอร์ 15
2. การดูดขุยใต้เล็บ ตำแหน่งท่ีจะเก็บตัวอย่างช้ืนอยู่กับรูปแบบของการติดเช้ือด้งน้ี

2.1 DSO ควรน่าเน้ีอใต้แผ่นเล็บและขุยบริเวณ nail bed มาตรวจโดยใช้ใบมีด 
เบอร!์5 สอดไปใต้แผ่นเล็บและตวัดใบมีดด้านแหลมช้ืนข้างบน

2.2 WSO น่าใบมีดเบอร์!5 ดูดบริเวณแผ่นเล็บท่ีผิดปกติ
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2.3 PSO ทำการเปิด nail plate«1รงปริเวณท่ีสงสัยว่าจะติดเช้ือแล้วจึงเดขุยท่ีอยู่
ข้างใต้นำมาตรวจหาเช้ือ

2.4 Candidal onychomycosis ให้เก็บซุยใต้เล็บตรงบริเวณท่ีสงสัยว่าจะติดเช้ือ 

Direct microscopic examination

นำซุยใต้เล็บวางบนสไลด์แล้วหยดน้ํายาโปต้สเช่ียมไฮดรอคไซด์แล้วนำไปตรวจโดยกล้องจุลทรรศ์ 
จะพบเช้ือราใสไม่มีสี . ..

สารละลายโปตัสเซ่ึยมไฮดรอคไซด์มีฤทธ้ิละลายเคอราตินทำให้ conified layer ของเล็บแยกตัว 
ออกทำให้มองเห็นเช้ือราได้ง่ายช้ืน โดยท่ัวไปอาจใช้ความเข้มข้น 10-20% หยดลงบนสไลด์และนำแผ่นสไลด์ไป 
อังไฟให้อุ่น ซ่ึงจะทำให้เซลเกิดการบวมและแยกออกจากกันได้เร็วช้ืน ในการอังไฟไม่ควรอังให้ร้อนจนสาร 
ละลายเดือดเพราะจะทำให้เกิดการตกผลึกของโปต้สเช่ียมไฮดรอคไซด์ ทำให้ตรวจหาเช้ือได้ยาก การตรวจโดย 
ใช้กล้องจุลทรรคน[ห้หร่ี diaphiam e ลงและใช้กำลังขยายต่ําก่อนจะมองเห็นเช้ือราได้ง่ายช้ืนถ้าหากตรวจไม, 
พบเช้ือ ให้ต้ังสไลด์ท้ิงไว้ 20-30 นาที เพ่ือให้ซุยใต้เล็บแยกตัวออกและบางลงซ่ึงอาจตรวจพบเช้ือได้ง่ายช้ืน 
เม่ือดูด้วยกำลังขยายต่ําแล้วพบเช้ือ ให้เปล่ียนเป็นกำลังขยายสูง เพือ่ตรวจดูลักษณะท่ีละเอียดย่ิงช้ืนจะลังเกตุ 
เห็นว่าเช้ือราจะสะท้อนแสงออกเป็นสิเขียวอ่อนซ่ึงต่างจาก cytoplasm ของ epithelium  cells ซ่ึงจะใสไม่มีสี 
นอกจากน้ีถ้าเป็นเช้ือกลากจะเห็นผนังก้ัน

การใช้ 10%-20% KOH w ith DMSO (dimethylsulfoxide) ตรวจหาเช้ือราในเล็บ สามารถตรวจ 
หาเช้ือได้เร็วช้ืนโดยไม่ต้องใช้ความร้อนเน่ืองจาก DMSO น้ันเป็นตัวเร่งทำให้เซลบวมและเพ่ิม perm eability 
โดย DMSO มีคุณสมบัติเป็น hygroscopic จะเพ่ิม hydration ของเซลทำให้เกิดการซึมผ่านเพ่ิมช้ืน 
(Head, 1984)

การเพาะเช้ือ

การเพาะเช้ือราจากซุยใต้เล็บสามารถเพ่ิมการวินิจฉัยการติดเช้ือราในเล็บในผู้ปวยท่ีตรวจไม่พบเช้ือ 
โดยวิธี direct m icroscopic exam ination ได้อีก 5-15% (Head,1984)

อาหารสำหร้บเล้ียงเช้ือรา อาหารเพาะเล้ียงเช้ือราท่ีใช้มีสองอย่างคือ
1. Sabouraud’s dextrose agar and modified SDA
2. DTM (dertomatophyte test medium) อาหารชนิดน้ีไม่ค่อยนิยมใช้
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Sabouiaud’s dextrose agar (SDA)
เป็นอาหารมาตรฐานท่ีใช้!นการเพาะเช้ือราท่ัวไปรวมท้ัง saprophyte และแบคทีเรียก็จะ 

เจริญได้ดีในอาหารน้ี
ส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ

Dextrose 40 g.
Pepton 10 g.
Agar 20 g.
น้ัากล่ัน 1000 cc.

ปรับ PH ไห้เป็น 5.6 ทำให้ปราศจากเช้ือแล้วเทลงหลอดทดลองหรือจานเพาะเช้ือ หลังจาก 
น้ันนำไปน่ึงท่ีอุณหภูมิ 120 C. นาน 10 นาที

Modified SDA
อาหารชนิดน้ีมีการเติมยาฆ่าเช้ือแบคทีเรียคือ chloramphenicol และนอกจากน้ียังมี

cycloheximide เพ่ือยับย้ังเช้ือราปนเปีอนทางห้องปฏิบัติการ 
ส่วนประกอบ 

SDA
cycloheximide 0.50 mg/ml
chloramphenicol 0.05 mg/ml

เตรียมวุ้นของ SDA แล้วเติม chloramphenicol และ cycloheximide ผสมให้เข้ากัน นำ 
ไปน่ึงท่ี 118 C. นาน 10 นาที

วิธีการเพาะเช้ือ
นำซุยใต้เล็บหรือแผ่นแล็บมาเพาะไนอาหารเล้ียงเช้ือโดยใช้อาหารเล้ียงเช้ือสองชนิด คือเติม 

และไม่เติมยาฆ่าเช้ือแบคทีเรียใช้ inoculation needle ด้านปลายแตะสิงส่งตรวจ ลงบนผิวของอาหารเล้ียง 
เช้ือแล้วนำไปเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 25-30 ° c

การแปลผล
อ่านผลเพาะเช้ือทุก 4-6 วัน ถ้ามีเช้ือราในอากาศช้ืนปะปนกับเช้ือราท่ีสงสัยว่าเป็น เช้ือกลาก 

ต้องทำ subculture คือถ่ายเช้ือท่ีสงสัยเหล่าน้ันลงบน Sabouraud’s agar ใหม่เพ่ือใช้อ่านผลต่อไป ถ้ายังไม่
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มีเช้ือราข้ึนต้องเก็บต่อไปจนครบ 1 เดือนจึงจะสรุปว่าใน specim en น้ันไม่มีเช้ือรา ถ้ามีเช้ือราช้ืนต้องนำไป 
คืกษาลักษณะโคโลนิและลักษณะจุลสัณฐานเพ่ือแยก species

Histopathology

การตรวจทางพยาธิวิทยาโดยนำ nail plate หรือ nail biopsy มาย้อมและตรวจเหมือนช้ืนเน้ือท่ัว 
ไป สามารถเห็นเช้ือได้ง่ายและบอกไต้แน่นอนว่าเช้ือน้ันเป็นเช้ือก่อโรคหรือเช้ือปนเปีอน

การเก็บตัวอย่างส่งตรวจ
1. nail clipping วิธีน้ี-สามารถตรวจการติดเช้ือแบบDSO
2. nail biopsy

เม่ือได้สิงส่งตรวจแล้วถ้าเป็นแผ่นเล็บต้องนำไปทำให้อ่อนตัวก่อนท่ีจะนำไปย้อมตามวิธีพยาธิ 
วิทยาเน่ืองจากเล็บเป็นเคอราตินท่ีแข็ง

วิธีการเตรียมแผ่นเล็บมีหลายวิธี
1. Heller’s m ethod Macleod and M uende (1946) ได้เป็นผู้ค้นพบการ 

เตรียมแผ่นเล็บวิธีน้ี โดย fixed แผ่นเล็บหรือช้ืนเน้ือใน Mueller’s solution 2-37น หลังจากน้ันนำไป 
décalcification ดว้ย nitric acid เป็นเวลา 4-6 วันแล้วนำไปแชโน celloidium (Sagher, 1948)

2. Chitin softening solution
ส่วนประกอบ

Mercuric chloride 
Chromic acid 
Nitric acid 
95% alcohol 
water

นำแผ่นเล็บท่ีได้มาแชในน้ัายาน้ืเป็นเวลาสองวัน หลังจากเตรียมแผ่นเล็บเรียบร้อยแล้วจะนำไปย้อม 
สิเหมือนการย้อมช้ืนเน้ือท่ัวไป สีย้อมท่ีสามารถย้อมให้เห็นจะย้อมให้เห็นเช้ือราได้มีหลายชนิดด้วยกันคือ
Hematoxyline - eosin, polychrome m ethylene blue, toluidine blue, van Gieson’s stain, Gram’s
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นอกจากช่วยในการวินิจฉัยแล้ว การตรวจโดยวิธีทางพยาธิวิทยายังสามารถบอกชนิดของเช้ือราได้ 
ว่าเป็นสายราหรือยีสต์เซล ซ่ึงมีประโยชน์ในการวางแผนการรักษา

fet

Im m unohistochem istiy and flow cytometry

ท้ังสองวิธีเป็นวิธีใหม่ มีใช้แต่ในห้องทดลองเท่าน้ันเพราะเป็นวิธีท่ียุ่งยากมีค่าใช้จ่ายท่ีสูงในการตรวจ 
หาเช้ือราท่ีเล็บ

Immunohistochem istiy
เป็นการใช้ antibody ต่อเช้ือราท่ีติดกับสารเรืองแสงแล้วนำมาย้อมในช้ืนเน้ือ ถ้าช้ืนเน้ือน้ันมี 

เช้ือราต่อ antibody น้ันอยู่ก็จะให้เรืองแสงออกมา (Vincent, 1994)

Flow cytometry
เป็นอีกวิธีหน่ึงท่ีพิสูจน์!ด้ว่าเล็บน้ันติดเช้ือราหรือไม่ วิธีการนำ nail plate มาละลายใน 

Tween 40 แลว้ย้อมด้วย flouiene isothio cyanate เพิอ label protein บนผนังของเชือราและใช้ 
piopidium  iodene label nuclice แล้วจึงนำไปเข้าเครือง flow cytometry ซึงสามารถจะแยก protein

stain , W eigert’s stain , G iem sa’s sta in , Periodic acid  Schiff s ta in  (PAS) สีแต่ละชนิดมีข้อดีข้อเสีย
แตกต่างกันไป แต่ที่นิยมใช้หาเชื้อราคือ PAS sta in  (Sagher, 1948)

และ DNA (Vincent,1994)
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