
วิธีดำเนินการวิจัย

ข้อตกลงเบ้ืองต้น

การติดเช้ือราในแผ่นเล็บ หมายถึง การท่ีผู้ปวยมีแผ่นเล็บผิดปกติอย่างใดอย่างหน่ึงดังต่อไปน้ี มีซุย 
ใต้เล็บหนาช้ืน แผ่นเล็บขรุข'ระ แผ่นเล็บร่อนจากเน้ือใต้เล็บ ร่วมกับตรวจพบเช้ือราโดยวิธีใดวิธีหน่ึงดังต่อไปน้ี 
คือ การเพาะเช้ือ การตรวจโดยน้ีายาโปต้สเช่ียมไฮดรอกไซด์ การตรวจโดย PAS stain

คำนิยามเชิงปฏิบัติการ
การตรวจหาเช้ือราในแผ่นเล็บโดยใชนายาโปต้สเช่ียมไฮดรอกไซด์ให้ผลบวก หมายถึง การ 

ตรวจพบสายเชือรา อาจเป็น branching septate hyphae หรือ arthiospore รูปร่างเป็นท่อนๆ

การตรวจโดยวิธีเพาะเช้ือให้ผลบวก หมายถึงการเพาะเช้ือให้ผลข้อใดข้อหน่ึงดังต่อไปน้ี 
(F izpatrick11992)

1. เพาะเช้ือช้ืน.เป็น Dermatophyte
2. เพาะเช้ือช้ืนเป็น mold หรือ yeast ซ่ึงเม่ือนำไปตรวจด้วย M icroscopic 

exam ination และพบ hypha หรือ spore
3. เพาะเชือช้ืนเป็น non-dermatophyte เมือนำไปท่า subculture แล้วพบว่ามี 

colony ช้ืนเป็น non-derm atophyte อย่างน้อย 5 colony ใน 20 colony โดยท่ีไม่มี derm atophyte ช้ืน

การตรวจทางพยาธิวิทยา โดยย้อม PAS stain ให้ผลบวก หมายถึง ตรวจพบ hyphae 
หรือ spore ซ่ึงติดสีแดงแทรกในแผ่นเล็บ

เกณฑใ์นการคัดเลือกผู้ปวยเข้าคืกษา (Inclusion criteria)

1. ไมจ่ำกดัเพศ อายุ
2. มีลักษณะเล็บผิดปกติเข้าได้กับโรคเช้ือราในเล็บ โดยมีลักษณะอย่างใดอย่างหน่ึงดังต่อไปน้ี
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- มีขุยใต้เล็บหนาข้ึน
- มีแผ่นเล็บขรุฃระ
- มีแผ่นเล็บร่อนจากเน้ือใต้เล็บ

criteria)

fc>’ -

ผู้ปวยได้รับยาฆ่าเช้ือรามาก่อน โดยได้ยาร้บประทานภายใน 6 เดือน หรือได้ยาทาภายใน 2 สัปดาห์ 
ก่อนการดีกษา

วิธีทดลอง

ใ. ช้ีแจงวัตถุประสงค์วิธีการ ประโยชน์'ท่ี1ได้รับแก่ผู้ปวย
2. ทำกาฬกประวัติ

2.1 ประวัติส่วนตัว อายุ เพศ อาชีพ ภูมิลำเนา
2.2 ประวัติของโรค ระยะเวลาท่ีเป็น อาการร่วม
2.3 ประวัติการเจ็บปวยในอดีต ประวัติโรคประจ่าตัว ประวัติการแพ้ยา
2.4 ประวัติการรักษาเช้ือรา

3. ตรวจร่างกาย
ตรวจลักษณะความผิดปกติของเล็บ บันทึกจำนวนเล็บ-ตำแหน่งเล็บท่ีผิดปกติ ลักษณะของ

ความผิดปกติ
4. ผู้ปวยได้ร้ปการตรวจทางห้องปฏิบัติการด้งน้ื

4.1. Direct microscopic examination
วิธีการ เดเยใต้เล็บตรงบริเวณท่ีมีลักษณะผิดปกติน่าไปป็ายบนสไลด์และหยดน้ัา 

ยาโปต้สเช่ียมใฮดรอกไซด์ผสมกับ DMSO แล้วตรวจหาเช้ือราผ่านกล้องจุลทรรศน์อ่านผลโดยเจ้าหน้าท่ี 
ประจ่าห้องคนเดียวและบันทึกผล

4.2. Fungal culture
วิธีการ ทำความสะอาดแผ่นเล็บ และบริเวณรอบๆด้วย alcohol 70% และใช้ 

กรรไกรตัดเล็บธรรมดาตัดแผ่นเล็บ โดยตดับริเวณเดยีวกบัทีเ่ดขยุใตเ้ลบ็ ตัดแผ่นเล็บให้ได้ขนาดใหญ่ท่ีสุด 
เท่าท่ีจะตัดได้ โดยไม่ทำให้ผู้ปวยเจ็บ โดยให้ใหญ่กว่า 3 มม. หลังจากน้ันแบ่งคร่ึงแผ่นเล็บท่ีตัดได้โดยส่วน 
แรกน่าไปตรวจหาเช้ือรา โดยวิธี ทางพยาธิวิทยา อีกส่วนหน่ึงน่าไปเพาะเช้ือโดยใส่แผ่นเล็บในขวดแก้วฆ่าเช้ือ 
และน่าส่งห้องปฏิบัติการทันที อ่านผลโดยแพทย์คนเดียวและบันทึกผล
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การเพาะช้ือราในห้องปฏิบัติการรพ.จุฬาฯ เร่ิมจากการนำแผ่นเล็บมาเพาะในอาหารเล้ียงเช้ือ 
ซึงใช้ Sabouiaud’s dextrose and modified SDA ใช้ sterile scalpel หรือ inoculating needle ด้าน 
ปลายแตะสิงส่งตรวจน้ัน แล้วเพาะลงท่ีผิวของ m edium (อย่าผิง specim en ลึกลงไปใน medium) เก็บ 
m edia ท่ีเพาะเช้ือไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 25-30°C. อ่านผลเพาะเช้ือทุก 4-6 วัน ถ้ามีเช้ือราในอากาศช้ืนปะปนกับ 
เช้ือราท่ีสงสัยว่าเป็น derm atophyte ต้องทำ subculture คือถ่ายเช้ือท่ีสงสัยเหล่าน้ันลงบน Sabouraud’s 
agar ใหม่เพ่ือใช้อ่านผลต่อไป ถ้ายังไม่มีเช้ือราช้ืนต้องเก็บต่อไปจนครบ 1 เดือนจึงจะสรุปว่าใน specim en 
น้ันไม่มีเช้ือรา ถ้ามีเช้ือราช้ืนต้องนำไปคืกษาลักษณะโคโลนี และสักษณะจุลสัณฐานเพ่ือแยก species 
(กวี ภูไ่พถูลย์1 2524)

4.3. Histological examination : Periodic acid-Schiff staining 
วิธีการ
4.3.1 วิธีการเก็บตัวอย่าง ทำความสะอาดแผ่นเล็บและบริเวณรอบๆด้วย ฟcohol 

70% และใช้กรรไกรตัดเล็บธรรมดาตัดแผ่นเล็บ โดยตัดบริเวณเดียวกับท่ีรุ)ดขุยใต้เล็บ ตัดแผ่นเล็บให้ไต้ขนาด 
ใหญ่ท่ีสุดเท่าท่ีจะตัดไต้ โดยไม่ทำให้ผู้ปวยเจ็บ โดยให้ใหญ่กว่า 3 ม.ม. หลังจากน้ันแบ่งคร่ึงแผ่นเล็บท่ีต้ดไต้ 
ส่วนหน่ึงนำไปเพาะเช้ือ อีกส่วนหน่ึงนำมาตรวจหาเช้ือราโดยวิธีทางพยาธิวิทยา

4.3.2 การเตรียมแผ่นเล็บให้อ่อนตัว เม่ือไต้แผ่นเล็บท่ีตัดจากผู้ปวยแล้ว นำมาแช่ 
ใน 10% KOH ผสมกับ DMSO (Dimethyl sulfoxide) เป็นเวลาคร่ึงชม. เพ่ือช่วยให้แผ่นเล็บอ่อนตัวลง

4.3.3 Fixation หลังจากน้ันจึงนำแผ่นเล็บไปแช่ต่อใน 10% Formalin อย่าง
น้อย 2 ช.ม.

4.3.4 Processing tissue ต่อจากน้ันจึงนำแผ่นเล็บท่ีไต้ไปผ่านขบวนการทาง 
Histological techniqe โดยผ่านเช้าเครือง Autom atic tissue processor ของบริษัท Reichert-Jung ซึง 
เป็นเคร่ืองเตรียมช้ืนเน้ืออัตโนมัติท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการท่ีวไป ประกอบไปด้วยข้ันตอนดังน้ื แผ่นเล็บจะถูกนำไป 
แชใน 70% alcohol เป็นเวลา 3 ช.ม.ต่อจากน้ันนำไปแชใน Absolute alcohol 3 ช.ม.จากน้ันนำไปแชใน
Xylene 3 ช.ม และแชใน .Paraffin 2 ช.ม.

4.3.5 Em bedding หลังจากน้ันนำแผ่นเล็บท่ีไต้ไป em beded ใน paraffin แล้ว
นำไปช้ืนรูปใน block

4.3.6 Cutting นำแผ่นเล็บท่ีไดไปตัดเป็นช้ืนเล็กๆโดยใช้เคร่ือง Microtome รุ่น 
820 ของบริษัท American optical โดยตัดให้มีความหนา 3 ม.ม. แล้นำช้ืนเล็บไปวางบนสไลด์แก้วเพ่ือ 
เตรียมการย้อมต่อไป
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4.3.7 Staining
4.3.7.1 นำชินเล็บทีตัดไปย้อม Hematoxyline and eosin 1 ชิน ตาม 

วิธีของ Ednar และคณะ (1992) หน้า 53-58
4.3.7.2 นำช้ินเล็บท่ีตัดไปย้อม Periodic acid Schiff 1 ช้ิน ตามวิธี 

ของ Ednar และคณะ (1992) หน้า 151-152
4.3.8 นำ specim en ไปตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อ่านผลโดยแพทย์หน่ึงคนซ่ึง 

ไม่ทราบผลการตรวจใดๆมาก่อนและบันทึกผล
5. การให้การรักษา

ผู้ป่วยท่ีพบเช้ือราในแผ่นเล็บโดยใช้น้ํายาใป่ตัสเซ่ึยมไฮดรอกไซด์ จะได้รับยาฆ่าเช้ือราแบบ
รับป,ระ,ทาน'ท้น'ที

ผู้ปวยท่ี’ได้ผลการ1ตรวจ โดยน้ํายาโปตัสเซ่ึยมไฮดรอกไซด์ ให้ผลลบ จะนัดหลังการตรวจ 1 
เดือนเพ่ือรอผลเพาะเช้ือ ถ้าการเพาะเช้ือหรือการตรวจ PAS stain ให้ผลบวกจะได้รับยาฆ่าเช้ือรา

การเก็บรวบรวมข้อยูล

1. เก็บรวบรวมข้อยูลท่ัวไปและขอ้ยูลการเจ็บปว่ยของผู้ปว่ยโดยการชักประวัตข้ิอยูลต่างๆ
ประกอบด้วย ช่ือ, อายุ, HN. ระยะเวลาท่ีมีเล็บผิดปกติ ประวัติการรักษาเช้ือรา และบันทึกข้อยูลลงใน
แบบฟอร์ม ซ่ึงทำโดยแพทย์ 1 คน

2. เก็บข้อยูลเก่ียวกับลักษณะความผิดปกติของเล็บท่ีสงสัยว่าติดเช้ือรา โดยการตรวจร่างกาย และ 
บันทึกผลลงในแบบฟอร์ม ซ่ึงประกอบด้วยตำแหน่งของเล็บท่ีผิดปกติและคำนวนพ้ืนท่ีของแผ่นเล็บท่ีติดเช้ือใน 
แต่ละแผ่นบันทึกเป็นพ้ืนท่ี (ตารางมิลลิเมตร)

3. บันทึกตัววัดทางห้องปฏิบัติการ 3 ตัว ได้แก่
- การตรวจดูสายเช้ือราด้วยกล้องจุลทรรศน์โดยใช้น้ํายาโปตัสเซ่ึยมไฮดรอกไซด์
- การเพาะเช้ือในวุ้นเล้ียงเช้ือ
- การตรวจดูเช้ือราจากการย้อม PAS

ซ่ึงจะทำการตรวจและบันทึกผลโดยแพทย์หรือเจ้าหน้าท่ีคนละคน และไม่ทราบผลของแต่ละตัววัด 

การวิเคราะห์ข้อยูล
เปรียบเทียบผลการตรวจหาเช้ือราในแผ่นเล็บโดยวิธีทางพยาธิวิทยา กับวิธีมาตรฐาน คือ การเพาะ 

เช้ือและ/หรือ การใช้นายาโปตัสเซ่ึยมไฮดรอกไซด์ และวิเคราะห์ข้อยูลหาความแตกต่างของผลการตรวจหาเช้ือ



ราแต่ละวิธีโดยใช้ Mc Nem ar'test และ 
Kappa statistic

ตรวจวัดความสอดคล้องของผลการตรวจหาเช้ือราในเล็บด้วย
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ภาพท่ี 1 ภาพแสดงข้ันตอนการทำวิจัยเพ่ือหาเช้ือราในแผ่นเล็บ
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