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Module: Skin and related connective tissues 
Lab 5:  Fungal and viral infection 

                                                                                                                         ผศ.กติติพนัธ์ุ เสมอพทิกัษ์ 
                                                                                                                  รศ.พญ.ทพิยา เอกลกัษณานันท์ 
Fungal infection 
บทน า 
 การวินิจฉัยหาเช้ือราในส่ิงส่งตรวจของผูป่้วยท่ีผิวหนงัหรือเยื่อเมือกมีอาการติดเช้ือรา จะเร่ิม
จากการเก็บส่ิงส่งตรวจจากรอยโรคดว้ยวิธีท่ีถูกตอ้งและเหมาะสม ในกรณีท่ีมีการติดเช้ือท่ีผิวหนงัและ
เห็นรอยโรคชดัเจน การท า skin scraping จะเป็นวิธีท่ีท  าไดส้ะดวกและง่ายท่ีสุด ส่วนถา้มีการติดเช้ือท่ี
เยื่อเมือก เช่น เยื่อบุช่องปาก, เยื่อบุอวยัวะสืบพนัธ์ุ จะสามารถเก็บส่ิงส่ิงตรวจโดยใช ้swab ส าลี และใน
การเก็บส่ิงส่งตรวจทุกคร้ัง จะตอ้งใชเ้ทคนิคปลอดเช้ือท่ีเหมาะสมเช่นเดียวกบัการตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย 
จากนั้นน าส่ิงส่งตรวจมาตรวจหาเช้ือราโดยการเพาะแยกเช้ือในอาหารและตรวจหาเช้ือโดยตรงดว้ยกลอ้ง
จุลทรรศน์ 
 1. การเพาะแยกเช้ือราจากส่ิงส่งตรวจ เป็นขั้นตอนส าคญัท่ีจ  าเป็นส าหรับการระบุชนิดของเช้ือ
ราท่ีเป็นสาเหตุก่อโรค อาหารเล้ียงเช้ือท่ีนิยมใช ้ไดแ้ก่ Sabouraud dextrose agar (SDA) หรือ SDA+ 
chloramphenical หรือ Mycosel agar ซ่ึงเป็น SDA+ Chloramphenical+ Cycloheximide หลงัจากใส่ส่ิง
ส่งตรวจลงไปแลว้ น าไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 25 oC บนัทึกลกัษณะโคโลนีของเช้ือรา และท าการระบุชนิด
ของเช้ือราตามขั้นตอนท่ีเหมาะสมต่อไป 
 2. การตรวจหาเช้ือราจากส่ิงส่งตรวจโดยตรงด้วยกล้องจุลทรรศน์ เป็นการตรวจหาโครงสร้าง
ของเช้ือราในส่ิงส่งตรวจ สามารถช่วยใหแ้พทยส์ามารถวนิิจฉยัโรคและใหก้ารรักษาผูป่้วยไดอ้ยา่ง
รวดเร็ว การเตรียมส่ิงส่งตรวจท าไดห้ลายวธีิ ข้ึนกบัลกัษณะของส่ิงส่งตรวจ ถา้เป็น Skin scraping หรือ 
หนอง หรือ เป็นสารก่ึงเหลวจาก swab สามารถน ามาเตรียมสไลดด์ว้ยวธีิ KOH preparation ถา้เป็น
ของเหลว สามารถ wet mount ดว้ยน ้ากลัน่ปลอดเช้ือ หรือ smear แลว้ยอ้มสีเช่น Gram’s stain ได ้
 
การทดลองที ่1 การท า KOH preparation 
วตัถุประสงค์ เพื่อใหน้กัศึกษาสามารถ 
1. ตรวจหาเช้ือราจากส่ิงส่งตรวจโดยการท า KOH preparationได ้
2. บอกลกัษณะของเช้ือราท่ีพบจากส่ิงส่งตรวจโดยวธีิ KOH preparationได ้
3. ระบุกลุ่มของเช้ือราและวนิิจฉยัโรคติดเช้ือราไดจ้ากลกัษณะของเช้ือราท่ีพบในส่ิงส่งตรวจ 
วสัดุอุปกรณ์ 
 1. Skin scraping ของผูป่้วยโรคติดเช้ือราท่ีผวิหนงัโรคกลาก และ/หรือ เกล้ือน 
 2. 20% KOH    3.  Forcep 
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 4. สไลดแ์กว้ และ cover glass  5. ตะเกียงแอลกอฮอล ์
วธีิท า 
 1. หยด 20% KOH ลงบนสไลดแ์กว้ 1 หยด 
 2. ใช ้forcep คีบ skin scraping วางบนหยด KOH แลว้ปิดทบัดว้ย cover glass 
 3. น าสไลดไ์ปลนไฟพออุ่นๆ 2-3 คร้ัง  
 4. ตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์โดยใชก้ าลงัขยาย 100 เท่า และ 400 เท่า บนัทึกลกัษณะ
โครงสร้างของเช้ือราท่ีพบใน skin scraping 
ผลการทดลอง 
ตารางบันทกึผลการทดลองที ่1 
ส่ิงส่งตรวจ ลกัษณะโครงสร้างเช้ือราท่ีพบ วาดรูปลกัษณะท่ีพบ 
สะเก็ดผวิหนงัผูป่้วยกลาก  

 
 
 
 
 

 

ขยุผวิหนงัผูป่้วยเกล้ือน  
 
 
 
 
 

 

 
การทดลองที ่2 การศึกษารูปร่างลกัษณะของ Dermatophytes 
วตัถุประสงค์ เพื่อใหน้กัศึกษาสามารถ 
1. เตรียมตวัอยา่งเช้ือรากลุ่ม Dermatophytes เพื่อศึกษาโดยกลอ้งจุลทรรศน์ดว้ยวธีิ tease mount 
technique ได ้
2. บอกลกัษณะรูปร่างและโครงสร้างของเช้ือราสายกลุ่มน้ีจากการตวัอยา่งท่ีเตรียมได ้
วสัดุอุปกรณ์ 
 1. เขม็เข่ียเช้ือรา (teasing needle)  2. สี lactophenol cotton blue (LPCB) 
 3. สไลดแ์กว้ และ cover glass  4. ตะเกียงแอลกอฮอล ์
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 5. เช้ือรา Dermatophytes ไดแ้ก่ Trichophyton sp., Microsporum sp., Epidermophyton sp. (กลุ่ม
ละ 1 ตวัอยา่ง) 
วธีิท า 
 1. ศึกษารูปร่าง ลกัษณะ ผวิหนา้ของโคโลนี ตลอดจนสีของ pigment ดา้นล่าง ของเช้ือราสายท่ี
ไดรั้บแต่ละชนิด บนัทึกผลในตาราง 
 2. เตรียมตวัอยา่งของราสายดงักล่าวโดยวธีิ tease mount technique 
 3. ตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์โดยใชก้ าลงัขยาย 100 เท่า และ 400 เท่า บนัทึกลกัษณะใยรา และ
โครงสร้างท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างสปอร์ ลกัษณะของสปอร์ ในตารางบนัทึกผล พร้อมวาดรูป 
ผลการทดลอง 
ตารางบันทกึผลการทดลองที ่2 
เช้ือรา ลกัษณะของโคโลนี ลกัษณะของใยราและ

โครงสร้างท่ีเก่ียวขอ้ง 
ลกัษณะของสปอร์และ
โครงสร้างท่ีเก่ียวขอ้ง 

  
 
 
 
 
 

  

 
วาดรูปแสดงลกัษณะของเช้ือราทีพ่บจากกล้องจุลทรรศน์ 
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การสาธิตที ่1 ลกัษณะทีใ่ช้ในการระบุชนิดของ Candida albicans 
วตัถุประสงค์ เพื่อใหน้กัศึกษาสามารถบอกขั้นตอนท่ีใชใ้นการระบุชนิดของ Candida albicans ได ้
วสัดุอุปกรณ์ 
 1. Slide บนกลอ้งจุลทรรศน์ แสดงลกัษณะ budding yeast cells ของ Candida albicans 
 2. Slide บนกลอ้งจุลทรรศน์ แสดงลกัษณะการสร้าง chlamydospore ของ C.  albicans ท่ีพบ
จากการเพาะเล้ียงบนอาหารแป้งขา้วโพดผสม tween 80 
 3. Slide บนกลอ้งจุลทรรศน์ แสดงลกัษณะ germ tube ของ C. albicans ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียง
ใน plasma อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใน 3 ชัว่โมง 
วธีิการ นกัศึกษาท าการศึกษาตวัอยา่งของเช้ือราท่ีตั้งแสดงดว้ยตนเอง และบนัทึกลกัษณะของเช้ือราท่ีพบ
ในตารางท่ี 1 
ตารางบันทกึผลการสาธิตที ่1 
ลกัษณะ บนัทึกลกัษณะท่ีพบ วาดรูปลกัษณะท่ีพบ 
Budding yeast cells   

 
 
 

 

Chlamydospores  
 
 
 

 

Germ tube  
 
 
 

 

 
การสาธิตที ่2 ลกัษณะรูปร่างและโครงสร้างของเช้ือรากลุ่ม Dermatophytes 
วตัถุประสงค์ เพื่อใหน้กัศึกษาสามารถ 
1. บอกลกัษณะโครงสร้างทางกายและโครงสร้างสืบพนัธ์ุของเช้ือราสายท่ีตั้งแสดงได ้
2. บอกช่ือสกุล หรือกลุ่มของราสายท่ีตั้งแสดงได ้
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วสัดุอุปกรณ์ Slide บนกลอ้งจุลทรรศน์แสดงลกัษณะรูปร่างและโครงสร้างของตวัอยา่ง Dermatophytes 
3 สกุล คือ Trichophyton sp., Microsporum sp., และ Epidermophyton sp. 
วธีิการ นกัศึกษาท าการศึกษาตวัอยา่งของเช้ือราท่ีตั้งแสดงดว้ยตนเอง และบนัทึกลกัษณะของเช้ือราท่ีพบ
ในตารางท่ี 2 
ตารางบันทกึผลการสาธิตที ่2 
เช้ือรา ลกัษณะโครงสร้างท่ีพบ วาดรูปโครงสร้างท่ีพบ 
Trichophyton sp.  

 
 
 

 

Microsporum sp.  
 
 
 

 

Epidermophyton sp.  
 
 
 

 

 
Viral  infection 
หลกัการวนิิจฉัยการติดเช้ือไวรัส 
 โดยทัว่ไปการท่ีจะบอกวา่คน ๆ หน่ึงมีการติดเช้ือไวรัสหรือไม่นั้น ตอ้งหาหลกัฐานวา่มีการติด
เช้ือ ไวรัสจริง คือการตรวจหาไวรัสจากคน ๆ นั้น หรือการตรวจหาการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนั
ต่อไวรัสนั้น ในกรณีการตรวจหาไวรัสจากผูติ้ดเช้ือสามารถท าไดห้ลายวธีิซ่ึงจดัเป็น 3 กลุ่ม คือ 

1. Direct examination ไดแ้ก่ การตรวจหาอนุภาคของไวรัสดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน การ
ตรวจหาแอนติเจนของไวรัส การตรวจหากรดนิวคลิอิกของไวรัส การตรวจดูเซลล์หรือเน้ือเยื่อท่ีติดเช้ือ
ไวรัสซ่ึงมีลกัษณะจ าเพาะดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์   

2. Viral isolation หรือการเพาะเล้ียงแยกเช้ือไวรัส  
3. Serology เป็นการหาหลกัฐานการติดเช้ือในซีร่ัมของผูป่้วย ไดแ้ก่ การตรวจหาแอนติบอดีท่ี

จ  าเพาะกบัไวรัสท่ีสงสัย ซ่ึงเป็นการตรวจหาการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัต่อไวรัสนัน่เอง 
อยา่งไรก็ตามการตรวจวนิิจฉยัทางหอ้งปฏิบติัการของการติดเช้ือไวรัสแต่ละชนิดไม่สามารถท า

ได้ทุกวิธีท่ีกล่าวมา ข้ึนอยู่กับว่ามีวิธีใดบา้งท่ีถูกพฒันาข้ึนมาส าหรับตรวจการติดเช้ือไวรัสชนิดนั้น 
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นอกจากน้ีผูแ้ปลผลการตรวจทางห้องปฏิบติัการควรจะมีความรู้เก่ียวกบัพยาธิก าเนิดของการติดเช้ือ
ไวรัสแต่ละชนิดเป็นอยา่งดีจึงจะสามารถเก็บส่ิงส่งตรวจ และแปลผลการตรวจไดอ้ยา่งถูกตอ้ง 

 
การเลือกวธีิการและชนิดของส่ิงส่งตรวจ 

ส่ิงส่งตรวจท่ีใชส้ าหรับการตรวจวนิิจฉยัการติดเช้ือไวรัสทางหอ้งปฏิบติัการมีหลายชนิด   
ข้ึนอยูก่บัพยาธิก าเนิดของการติดเช้ือไวรัสแต่ละชนิด และวธีิการท่ีใชใ้นการตรวจ ดงันั้นก่อนเก็บส่ิงส่ง
ตรวจจากผูป่้วย ควรตรวจสอบดูวา่หอ้งปฏิบติัการใชว้ธีิการใด และใชส่ิ้งส่งตรวจชนิดใด ในกรณีท่ี
หอ้งปฏิบติัการสามารถใหบ้ริการไดห้ลายวธีิแพทยส์ามารถเลือกวธีิการตรวจได ้ โดยทัว่ไปใหพ้ิจารณา
ดงัน้ี 

- รอยโรคอยูใ่นบริเวณท่ีเก็บส่ิงส่งตรวจไดง่้าย เช่นท่ีผวิหนงั และการติดเช้ือท าใหเ้กิดการ
เปล่ียนแปลงท่ีมีลกัษณะเฉพาะ เช่น inclusion body   และ multinucleated giant cell  การตรวจน้ีจะเป็น
วธีิท่ีเลือกใช ้เพราะท าไดง่้ายและรวดเร็ว 

- การตรวจหาแอนติบอดีสามารถใชว้นิิจฉยัไดห้รือไม่  เพราะการติดเช้ือซ ้ าจากเช้ือท่ีแอบแฝงอยู่
ในร่างกาย  การตรวจหาแอนติบอดีอาจไม่ช่วยในการวนิิจฉยั  และการติดเช้ือเฉพาะท่ีบางชนิดอาจไม่มี
การสร้างแอนติบอดี นอกจากน้ีการตรวจหาแอนติบอดีอาจไม่ช่วยในการดูแลรักษาเพราะตอ้งเจาะเลือด 
2 คร้ังห่างกนั 1-4 สัปดาห์  ยกเวน้บางโรคท่ีมีวธีิการตรวจหา specific IgM  สามารถทราบผลจากการ
เจาะเลือดคร้ังเดียว  ขอ้ดีของการตรวจหาแอนติบอดี คือ เก็บส่ิงส่งตรวจไดง่้าย วธีิการส่งไม่ยุง่ยาก 

- เช้ือก่อโรคสามารถเพาะเล้ียงไดห้รือไม่ ห้องปฏิบติัการบางแห่งสามารถให้บริการตรวจแยก
เช้ือไวรัสแต่มกัมีขอ้จ ากดัดา้นเซลล์เพาะเล้ียง ไวรัสแต่ละชนิดมีความจ าเพาะกบัเซลล์เพาะเล้ียง แมว้่า
เช้ือก่อโรคนั้นสามารถเพาะเล้ียงไดก้็ควรสอบถามห้องปฏิบติัการก่อนวา่สามารถแยกเช้ือไวรัสชนิดนั้น
ไดห้รือไม่ นอกจากน้ีตอ้งทราบวา่เช้ือไวรัสนั้นมีอยูท่ี่ใดบา้งในร่างกายหรือ แพร่กระจายออกจากร่างกาย
ของผูป่้วยทางใด    เพื่อจะไดเ้ก็บส่ิงส่งตรวจไดถู้กตอ้ง 

- เวลาท่ีผูป่้วยมาพบแพทยอ์ยูใ่นช่วงใดของการด าเนินโรค ตอ้งทราบวา่ส่ิงท่ีตอ้งการจะตรวจหา
จะพบไดใ้นช่วงเวลาใด เช่น การตรวจแยกเช้ือไวรัสควรท าในระยะแรกของการป่วย 

การสาธิตที ่3: Tzanck’s test (ดูผลท่ีตั้งแสดง) 
วตัถุประสงค์    เพื่อใหน้กัศึกษา 

1. สามารถอธิบายวธีิการวนิิจฉยัโรคติดเช้ือ herpes simplex virus และ varicella-zoster virus 
โดย Tzanck’s test 

2. อ่านผล และแปลผลได ้
Tzanck’s test   เป็นวธีิการตรวจหาเซลลท่ี์ติดเช้ือไวรัส 
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การเกบ็ส่ิงส่งตรวจ:  ขดูเอาเซลลท่ี์ฐานของตุ่มน ้าใส (vesicular scrape) ของผูป่้วยแลว้น ามา smear บน
สไลด ์

วธีิท า :   ยอ้มสไลดด์ว้ยสี Giemsa หรือ Wright 
การอ่านผล   :   ผลบวกคือพบเซลลข์นาดใหญ่มีหลายนิวเคลียส (multinucleated giant cell หรือ 
syncytial cell) ซ่ึงเกิดจากการหลอมรวมกนัของเซลลติ์ดเช้ือหลายเซลล ์
การแปลผล :   พบผลบวกไดใ้นโรคเริม  อีสุกอีใส และงูสวดั  การแปลผล ใหดู้จากอาการทางคลินิกร่วม
ดว้ย วธีิการตรวจยนืยนัชนิดของไวรัสคือ immunofluorescence test ซ่ึงเป็นการยอ้มเซลลท่ี์ติดเช้ือดว้ย
แอนติบบอดีต่อไวรัสชนิดท่ีสงสัยซ่ึงติดฉลากดว้ยสารเรืองแสง เม่ือตรวจดูเซลลด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์
ฟลูออเรสเซนตจ์ะพบเซลลท่ี์ติดเช้ือไวรัสชนิดนั้นเรืองแสง 

 
หมายเหตุ      Tzanck’s test เป็นวธีิท่ีนกัศึกษาสามารถท าไดเ้องเม่ือเรียนในชั้นคลินิก 
 
References 
1. กิตติพนัธ์ุ เสมอพิทกัษ.์ วทิยาเช้ือราพื้นฐาน Basic Mycology. ขอนแก่น: โรงพิมพ์
มหาวทิยาลยัขอนแก่น, 2546: 218-234. 
2. นเรศ วโรภาสตระกูล.  รูปร่างและโครงสร้างของเช้ือรา ใน : กิตติพนัธ์ุ  เสมอพิทกัษ,์  กญัญลกัษณ์  
ชยัค าภา,  บรรณาธิการ. คู่มือปฏิบติัการจุลชีววทิยา  Microbiology Laboratory Manual.ภาควชิาจุล
ชีววทิยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น, 2542 : 10-1 -7. 
3. GS de Hoog, J Guarro, J Gene, MJ Figueras. Atlas of Clinical Fungi 2nd edition. Centraalbureau 
voor Schimmelcultures/Universitat Rovira i Virgili, 2000: 39-53. 
 
Appendix 
1. Lactophenol cotton blue: Phenol crystals 20 g, Lactic acid 20 ml, Glycerol 40 ml, Distilled water 20 
ml, Cotton Blue 0.05 g. 
2. 20%KOH Solution: KOH 20 g, Glyceral 20 ml, Distilled water 80 ml 


