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บทคัดยอ 
การตรวจทางจุลภาคพ้ืนฐานที่ใชในหองปฏิบัติการจุลชีววิทยานั้น อาศัยเทคนิคการยอมสีและการตรวจดู

สด เทคนิคที่นิยมใชทั่วไป ไดแก Gram stain, Acid fast stain, Modified acid fast stain, Wright stain, India ink 
preparation และ KOH preparation ซึ่งเปนเทคนิคที่ทําไดงาย ตนทุนตํ่า ใหผลเร็วและมีความจําเพาะคอนขางสูง 
สามารถใหขอมูลเช้ือกอโรคเบื้องตนเพ่ือการวินิจฉัยและการพยากรณโรค ใชเปนแนวทางในการเลือกยาตานจุล
ชีพที่เหมาะสมในการรักษากอนจะทราบชนิดของเช้ือที่แนนอนดวยการเพาะเช้ือ หรือการตรวจทางซีโรโลยีและ
เทคนิคระดับโมเลกุล ซึ่งไมเหมาะสําหรับหองปฏิบัติการขนาดเล็ก แมวาการตรวจทางจุลภาคพ้ืนฐานจะมีขอจํากัด
ในการแยกชนิดของเช้ือ และมีความไวตํ่า แตถือเปนเทคนิคที่มีความสําคัญยิ่งตอการเริ่มตนในการรักษาผูปวยเพ่ือ
ลดความรุนแรงของโรคและอัตราการเสียชีวิต 
 

คําสําคัญ : Gram stain, Acid fast stain, Wright stain, India ink preparation, KOH preparation 
 
Abstract 

Basic microscopic examination in microbiology laboratory consists of two major principles: staining 
and wet preparation techniques. These techniques including Gram stain, Acid fast stain, Modified acid fast stain, 
Wright stain, India ink preparation and KOH preparation are the most simple and inexpensive techniques with 
rather high specificity for the rapid presumptive diagnosis and provide important data for the patient's treatment 
and prognosis. It is useful as guideline in selecting appropriate antimicrobial therapy before obtaining 
microorganism identification using culture or serology and molecular techniques, which could not available in 
small laboratory. Although, basic microscopic examinations are not able to identify into species level and 
provide a poor sensitivity, but they have a significant impact on initiate effective therapy to reduce the 
morbidity and mortality. 
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1. บทนํา 

ก า ร วิ นิ จ ฉั ย เ ช้ื อ ก อ โ ร ค เ บื้ อ ง ต น ท า ง
หองปฏิบัติการจุลชีววิทยาตองอาศัยวิธีที่สามารถ
ตรวจหาเช้ือและบอกขอมูลเบื้องตนของเช้ือกอโรคได 
ทําไดงาย ตนทุนตํ่า และใหผลเร็ว ซึ่งโดยทั่วไปใช
วิธีการตรวจทางจุลภาค (microscopic examination) 
ไดแก Gram stain, Acid fast stain, Modified acid fast 
stain, Wright stain, India ink preparation และ KOH 
preparation ซึ่งเทคนิคเหลาน้ีมีความจําเพาะคอนขาง
สูง และมีประโยชนตอแพทยเพ่ือใชเปนแนวทางการ
เลือกยาตานจุลชีพที่ เหมาะสมในการรักษาผูปวย 
อยางไรก็ตามความไวของเทคนิคดังกลาวน้ันขึ้นกับ
ปจจัยหลายอยาง เชน คุณภาพและปริมาณของ
ตัวอยางตรวจ การนําสงและการเก็บรักษา การเตรียม
ตัวอยางตรวจ สียอมและเทคนิคการยอมสี รวมทั้ง
ความรูและประสบการณของผูปฏิบัติงานดวย 
 

2. Gram stain 
ใช เ พ่ือศึกษารูปราง  การจัดเรียงตัว  และ

ลักษณะการติดสีแกรมของเช้ือ การใชเทคนิคน้ีทําให
จําแนกเช้ือได 2 กลุม ตามลักษณะความแตกตางของ
ผนังเซลล ไดแก แบคทีเรียกรัมบวก (Gram positive 
bacteria) และแบคทีเรียกรัมลบ (Gram negative 
bacteria)  ผ นั ง เ ซ ล ล ข อ ง แบคที เ รี ย ก รั ม บ ว ก
ประกอบดวยสายเปปติโดไกลแคนท่ีสานเปนรางแห
มากถึง 40-80% ทําใหทนตอการลางสี (decoloriza-
tion) ขณะที่แบคทีเรียกรัมลบมีเปปติโดไกลแคน
เพียง 5-10% และมีช้ัน outer membrane ซึ่งมีไขมัน
เปนสวนประกอบปริมาณมาก สีจึงถูกชะลางออกไป
ไดงาย [1] เมื่อยอมดวยสี crystal violet (primary 
stain) เช้ือทุกชนิดจะติดสีมวงนํ้าเงิน และเมื่อยอม
ดวย Gram iodine ซึ่งเปน mordant จะไปทําปฏิกิริยา

กับสี crystal violet กลายเปน insoluble crystal 
violet-iodine complex ทําใหสียอมยึดติดกับเซลลดี
ยิ่งขึ้น หลังจากน้ันทําการลางสีดวยสาร decolorizer 
(95% ethyl alcohol) ไขมันที่มีปริมาณมากในผนัง
เซลลของแบคทีเรียกรัมลบจะละลายเกิดรูที่มีขนาด
ใหญขึ้น สีจึงถูกลางออกจากเซลลไดงายทําใหเซลล
ไมมีสี ในขณะที่แบคทีเรียกรัมบวกมีช้ันเปปติโดไกล
แคนหนาและมีไขมันนอย จะทนตอการลางสี เมื่อ
ยอมทับดวย safranin O (counterstain) จะทําใหเซลล
ที่ยังไมมีสีติดสีแดง ผลจากการยอม Gram stain เช้ือ
แบคทีเรยีกรัมลบจะยอมติดสีแดง สวนแบคทีเรียกรัม
บวกจะติดสีมวงนํ้าเงิน การตรวจผลภายใตกลอง
จุลทรรศนดวยกําลังขยาย 1,000 เทา ดูลักษณะการติด
สี รูปราง (กลม, cocci; ทอน, bacilli/rods; คู, 
diplococci; ก่ึงกลมก่ึงทอน, coccobacilli) และ
ลักษณะการจัดเรียงตัวของเซลล (กลุม, cluster; สาย, 
chain; คู, pair; ตัวอักษรจีน, Chinese letter) การ
ตรวจผลใหดูทั้งเซลลเช้ือจุลชีพและเซลลรางกาย 
โดยเฉพาะเซลลเม็ดเลือดขาวโดยแยกชนิดเปน 
polymorphonuclear cell และ mononuclear cell ซึ่ง
ชวยบงช้ีถึงการติดเช้ือในผูปวย รวมทั้งปริมาณของ
เซลลที่ตรวจพบจะชวยในการพยากรณโรคและ
ติดตามผลการรักษาของผูปวยได Gram stain เปน
เทคนิคที่ทําไดงาย ใหขอมูลเช้ือกอโรคที่รวดเร็ว    
ทําใหเลือกยาตานจุลชีพที่เหมาะสมในการรักษาได
ทันที ลดความรุนแรงของโรคและอัตราการเสียชีวิต 
และมีประโยชนชวยในการวินิจฉัยเช้ือที่เพาะเล้ียง
ยุงยากในหองปฏิบัติการทั่วไป เชน Campylobacter 
ซึ่งเปน Gram negative curved rod, gull wing 
appearance ที่กอโรคอุจจาระรวงอยางเฉียบพลันใน
ผูปวยเด็ก แตตองใชสี 0.3% carbol fuchsin เปน 
counterstain แทน safranin O จึงจะทําใหเห็นรูปราง
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เซลลชัดเจนขึ้น [2] อยางไรก็ตาม Gram stain อาจ  
ทําใหเกิดการแปลผลผิดพลาดจากเทคนิคการเตรียม 
สเมียร โดยการเตรียมสเมียรที่หนาหรือบางเกินไปจะ
สงผลถึงการยอมสีผิดพลาดได โดยเฉพาะขั้นตอน
การลางสี เทคนิคการยอมสี สเมียรที่หนาเกินไปแลว
ลางสีดวยเวลาที่เทากับสเมียรบาง อาจทําใหอานผล
ผิดพลาด เชน แบคทีเรียกรัมลบที่เตรียม สเมียรหนา
เกินไป อาจอานผลไดเปนแบคทีเรียกรัมบวก เปนตน 
นอกจากน้ีการท่ีผูปวยไดรับยาตานจุลชีพมากอน การ
ใชเทคนิคน้ีอาจทําใหตรวจไมพบเช้ือ หรืออาจทําให
เห็นรูปรางและการติดสีของเซลลที่ผิดปกติไป เชน 
แบคทีเรียกรัมลบรูปแทงอาจพบแบบ filamentous 
หรือมีลักษณะรูปรางไมแนนอน (pleomorphic) หรือ
การใชยากลุมที่ ยับยั้ งการสรางผนังเซลล  เชน          
β-lactams หรือ glycopeptides โดยเฉพาะในเช้ือ
แบคทีเรียกรัมบวกอาจทําใหยอมแลวไดผลเปน 
Gram negative ได [3] 
  

3. Acid fast stain และ Modified-acid fast 
stain 

เช้ือกอโรคบางชนิด ไดแก Mycobacterium, 
Nocardia และ Rhodococcus มีผนังเซลลที่มีปริมาณ
ไขมันสูงโดยเฉพาะ mycolic acid ทําใหยอม Gram 
stain ไมติดสี หรือติดสีไมสม่ําเสมอ จึงตองอาศัย
เทคนิคการยอมสีซึ่งตองอาศัยความรอนและการเติม
สาร phenol ในสียอมที่เปน primary stain เพ่ือชวยให
สียอมแทรกผานเขาสูเซลลไดงายขึ้น และเช้ือกลุมน้ี
เมื่อยอมสีติดแลวจะลางสีออกยากเชนกัน จึงตองลาง
สีดวยกรดแอลกอฮอล (3% HCl in 95% ethyl 
alcohol หรือ 25% H2SO4 in distilled water) จึงเรียก
เทคนิคน้ีวา acid fast stain ซึ่งเทคนิคที่นิยมใชใน
หองปฏิบัติการท่ัวไป จะมีการยอมสีในขั้นตอนแรก

ที่แตกตางกัน 2 วิธี ไดแก Ziehl-Neelsen technique 
(hot staining) หรือ Kinyoun technique (cold 
staining) โดย Ziehl-Neelsen technique ขั้นตอนการ
ยอมดวยสี carbol fuchsin (primary stain) ซึ่งมีความ
เขมขนของสีและ phenol นอย จึงตองใชความรอน
โดยนําไปอังบนเปลวไฟใหพออุนแตหามเดือดและ
แหง แต Kinyoun technique ไมจําเปนตองใชความ
รอนเน่ืองจากใชสียอมที่มีความเขมขนของสีและ 
phenol มากขึ้น ขั้นตอนน้ีเซลลทุกชนิดจะติดสีแดง
หมด จากน้ันรอใหสเมียรเย็นลงแลวจึงทําการลางสี
ดวยกรดแอลกอฮอลจนแทบไมมีสีแดงเหลือติดอยู 
ซึ่งจะลางสีในเซลลชนิดอื่นๆ ออกจนหมด ยกเวน 
Mycobacterium เมื่อยอมทับดวยสี methylene blue 
(counterstain) เซลลอื่นๆ ที่ไมมีสีจะติดสีนํ้าเงิน 
ขณะที่ Mycobacterium ยังคงติดสีแดง เรียกวา acid-
fast bacilli (AFB) สวน Nocardia และ Rhodococcus 
น้ันไมทนตอการลางสีดวยกรดความเขมขนสูง แตจะ
ทนตอการลางสีดวยกรดแอลกอฮอลชนิดเจือจาง
แทน (1% H2SO4 in 95% ethyl alcohol) จึงเรียก
เทคนิคน้ีวา modified acid fast stain ซึ่งเปนผลจาก
ความแตกตางของโครงสราง mycolic acid โดย 
Mycobacterium เปนกรดไขมันชนิดที่มีสายขางยาว 
(branched chain-fatty acid) ประกอบดวยคารบอน 
60-90 อะตอม ขณะที่ Nocardia และ Rhodococcus 
น้ันเปนกรดไขมันที่มีสายขางสั้นกวา ประกอบดวย
คารบอน 44-60 และ 30-66 อะตอม ตามลําดับ [4,5] 
ผลของการตรวจดวย modified acid fast stain เช้ือ 
Nocardia จะพบลักษณะ branching filamentous 
สวน  Rhodococcus จะพบลักษณะทั้งแบบ 
intracellular หรือ extracelluar coccobacilli หรืออาจ
พบลักษณะแบบ  pleomorphic การตรวจผล  AFB 
หรือ modified AFB ภายใตกลองจุลทรรศนดวย
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กําลังขยาย 1,000 เทา ใหเล่ือนตรวจแตละวงกลองวน
ไปตามแนวนอนไมใหทับซอนแนวเดิมจนทั่วสเมียร
ใหไดประมาณ 100-150 วงกลอง การตรวจพบเช้ือ 
AFB หรือ modified AFB น้ีสามารถบงถึงเช้ือกอโรค
ที่คอนขางจําเพาะ ทําไดงาย ตนทุนตํ่า และใหผลเร็ว 
เมื่อเทียบกับการเพาะเช้ือหรือการตรวจดวยเทคนิค
ระดับโมเลกุล มีประโยชนชวยในการตรวจคัดกรอง
เบื้องตนผูที่สงสัยวาติดเช้ือ เพ่ือเริ่มตนใหการรักษา 
การติดตามและประเมินผลการรักษา รวมทั้งการ
ควบคุมโรคเพ่ือปองกันการแพรไปสูบุคคลอื่นดวย 
อยางไรก็ตาม ยังมีขอจํากัดของความไวในการตรวจ
ดวยเทคนิคน้ี ซึ่งขึ้นกับคุณภาพของตัวอยางตรวจ 
การเตรียมตัวอยางตรวจ การเตรียมสเมียร สียอม 
และเทคนิคการยอมสี รวมทั้งจํานวนเช้ือในผูปวย 
ตัวอยางตรวจสวนใหญเปนเสมหะซึ่งใช Gram stain 
ชวยประเมินคุณภาพได โดยตองมีอัตราสวนของ
จํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวตอเซลลเยื่อบุ ≥10:1 การ
เตรียมตัวอยางตรวจโดยเติมสารเคมีบางชนิดลงไป
ในเสมหะกอนนําไปเตรียมสเมียร เชน N-acetyl-L-
cysteine (NALC) หรือ chitin เพ่ือยอยสลายเสมหะ 
(liquefaction) และทําใหเช้ือกระจายตัวไมถูกหุมอยู
ในเย่ือเมือก หรือใช 5.25% sodium hypochlorite 
(Clorox) ซึ่งหาไดทั่วไป ราคาถูก แตใหความไวของ
การตรวจดวย Ziehl-Neelsen technique ใกลเคียงกับ
การใช NALC และ chitin ซึ่งสูงกวาการเตรียมสเมียร
จากเสมหะโดยตรง [6] การเตรียมสเมียรที่เหมาะสม
ดวยการใชปลายแทงไมที่หักแลวปายเน้ือเสมหะที่มี
ลักษณะเปนมูกเหนียว สีขุนเขมคลายหนองหรือมี
เลือดปน สเมียรตรงกลางสไลดแบบวนสุมออกเปน
รูปกนหอยเล็กซ้ําหลายๆ อัน (repeated coil pattern) 
ขนาด 2×3 เซนติเมตร เพ่ือใหเซลลตางๆ กระจาย
ตัวอยางสมํ่าเสมอท่ัวสเมียร จะทําใหมีโอกาสในการ

ตรวจพบเช้ือมากขึ้น [7] การปรับความเขมขนของสี 
carbol fuchsin ใหมากขึ้น จาก 0.3% เปน 1.0% ชวย
ใ ห ค ว า ม ไ ว ใ น ก า ร ต ร ว จ ด ว ย  Ziehl-Neelsen 
technique สูงขึ้นดวย [8] การลางสีมากหรือนอย
เกินไปอาจทําใหแปลผลผิดพลาด รวมทั้งเวลาที่ใช
ในการตรวจผลของแตละตัวอยาง ควรใชเวลาอยาง
นอย 5 นาที หากไมพบเช้ือตองตรวจจนทั่วสเมียร
เพ่ือปองกันการเกิดผลลบปลอม (false negative) การ
ตรวจดวยเทคนิคน้ีมักมีขอจํากัดในผูปวยที่มีปริมาณ
เช้ือกอโรคนอย (scanty) จึงไดมีการพัฒนาเทคนิค
การยอมโดยใชสารฟลูออเรสเซนซ ที่นิยมใชไดแก 
auramine O-rhodamine B โดยทําการยอมสีที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสดวยการนําสียอมไปอุน
กอน เรียกเทคนิคน้ีวา modified fluorescent method 
และยอมทับดวย  potassium permanganate 
(counterstain) ผลการยอมดวยเทคนิคน้ีเช้ือ AFB จะ
ติดสีสมบนพ้ืนหลังสีดํา ทําใหตรวจพบเช้ือไดงาย 
และมีความไวสูงกวา Ziehl-Neelsen techniques [9] 
อยางไรก็ตามตองระวังการเกิดผลบวกปลอม (false 
positive) และตองใชกลองจุลทรรศนชนิด 
fluorescent microscope ในการตรวจผล ซึ่งใชตนทุน
สูง จึงเหมาะสําหรับหองปฏิบัติการที่มีสเมียรจํานวน
มากตอวัน  และเ น่ืองจากเ ช้ือน้ี เปนเ ช้ือกอโรค
อันตราย การเตรียมสเมียรและการยอมสีควรทําดวย
ความระมัดระวังและปฏิบัติใน biosafety cabinet 
class II  
 

4. Wright stain  
ใชศึกษาเช้ือราโดยเฉพาะ opportunistic fungi 

ในผูปวยภูมิคุมกันตํ่า (HIV-infected patients) ที่
สําคัญไดแก Histoplasma capsulatum, Penicillium 
marneffei ซึ่งเปน dimorphic fungi ที่เมื่ออยูใน
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ตัวอยางตรวจจะอยูในรูป yeast form และ 
Pneumocystis jiroveci รวมทั้งการตรวจหาเชื้อไวรัส
บางชนิด เชน Herpes simplex ดวย Wright stain ถือ
เปนเทคนิคพ้ืนฐานที่ชวยในการวินิจฉัยเช้ือกอโรค
เบื้องตน และชวยสนับสนุนผลการยอมสีดวยวิธี
ขางตน ซึ่งอาจพบติดสีไดไมดี ทําใหเห็นเซลลไม
ชัดเจนและอาจเกิดผลลบปลอมได รวมทั้งสามารถ
ย อม ติดโครงสร า งที่ จํ า เพาะของ เ ช้ือได  เ ชน 
intracystic bodies จํานวน 1-8 เซลล ในระยะ cyst 
ของ P. jiroveci สวน H. capsulatum จะพบลักษณะ 
intracellular budding yeast cell ในเซลลเม็ดเลือด
ขาว เช้ือ P. marneffei จะพบลักษณะ binary fission 
yeast รูปรางกลมหรือรี รวมเปนกลุมอยูในเซลล 
histiocyte หรือพบกระจายตามเน้ือเยื่อ อาจพบ
ลักษณะที่เปน binary fission ได ถาติดเช้ือไวรัส 
Herpes simplex จะพบเซลลที่มีลักษณะ 
multinucleated giant cell เทคนิค Wright stain น้ี
สามารถใชยอมในตัวอยางตรวจที่หลากหลาย ขึ้นกับ
พยาธิสภาพของโรค เชน หนองที่เก็บจากผิวหนัง 
tissue biopsy เสมหะ bronchoalveolar lavage และ
เลือด เปนตน แตความไวในตรวจน้ันขึ้นกับคุณภาพ
ของตัวอยางตรวจและตําแหนงที่ เ ก็บ  เชน  การ
ตรวจหาเช้ือ H. capsulatum ในไขกระดูกมักมีโอกาส
พบเช้ือสูง [10] รวมทั้งขึ้นกับขอมูลทางคลินิกของ
ผูปวย ความรู การสังเกตุ และประสบการณของ
ผูปฏิบัติงานดวย 
 

5. India ink preparation 
เพ่ือตรวจหาเซลลยีสตรูปกลมที่สรางแคปซูล 

(encapsulated yeast cells) โดยเฉพาะจากนํ้าไขสัน
หลัง ซึ่งเปน presumptive diagnosis ของ 
Cryptococcal meningitis หลักการอาศัยคุณสมบัติ

ของโครงสรางแคปซูล ซึ่งเปนช้ันของโพลีแซคคา
ไรดที่เรียงตัวกันอยางหนาแนนและไมมีประจุ และ
เปนโมเลกุลที่มี นํ้าเปนองคประกอบคองขางสูง 
(>95%) จึงตองหลีกเล่ียงการใชความรอน เน่ืองจาก
จะทําลายโครงสรางของแคปซูล ดังน้ันจึงใชการยอม
สีแบบ negative staining ดวยสี India ink ซึ่งจะยอม
ติดพ้ืนหลังโดยที่แคปซูลไมถูกยอม จึงเห็นลักษณะ
เปนชองวางใสๆ (clear zone) ลอมรอบตัวเซลลของ
เช้ือ โดยใชตะกอนท่ีไดจากการปนที่ 1,500 x g นาน 
15 นาที ซึ่งจะชวยเพ่ิมความไวในการตรวจ หยดลง
บนสไลดแกวขางหยดสี India ink ปดทับดวย cover 
slip นําไปตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 
400 เทา จะเห็นเซลลยีสตรูปรางกลม ผนังเซลลหนา
และมีสองช้ัน มีแคปซูลลอมรอบเซลลโดยจะเห็น
เปนชองวางและไมติดสี  ขนาดของแคปซูลอาจ
แตกตางกันหรือไมสรางเลยก็ได อาจพบลักษณะ 
budding round yeast หรือ pseudohyphae ใหรายงาน
ผลต าม ลั กษณะที่ ต ร ว จพบ  เ ช น  encapsulated 
budding yeast with pseudohyphae เปนตน การ
วินิจฉัย Cryptococcal meningitis โดยเฉพาะในผูปวย
ที่มีภูมิคุมกันตํ่า จําเปนตองอาศัยการตรวจแบบ rapid 
test ดวยวิธี India ink preparation ซึ่งมีความจําเพาะ
คอนขางสูง  ทําไดงาย  ตนทุนตํ่า  ใหผลเร็ว  และ
สามารถบงช้ีเช้ือกอโรคในเบื้องตนได แตความไว
คอนขางตํ่า จึงจําเปนตองอาศัยการตรวจหา capsular 
antigen ดวยชุดทดสอบสําเร็จรูป agglutination test 
ซึ่ งอาจ เ กิดผลลบปลอมที่ เ กิดจากมีระดับของ
แอนติเจนในตัวอยางตรวจตํ่าได [11] การยืนยันผล
การวินิจฉัยตองอาศัยการเพาะเช้ือบน Sabouraud 
dextrose agar และการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี
ของเช้ือซึ่งตองอาศัยระยะเวลา 3-7 วัน แมเปนวิธีที่มี
ความจําเพาะและความไวสูง และบอกชนิดของเช้ือ
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กอโรคที่ แนนอนได  แตมีความยุ งยากและใช
เวลานาน ทําใหมีผลตอการเลือกใชยาตานจุลชีพที่
เหมาะสมในการรักษาผูปวย  
 

6. KOH preparation 
เพ่ือตรวจหาเช้ือราในตัวอยางตรวจ เน่ืองจาก

นํ้ายา KOH (potassium hydroxide) มีฤทธิ์เปนเบสแก
และสามารถยอยสลายเคอราติน และเศษเซลล
รางกายตางๆ ในตัวอยางตรวจ แตไมยอยสลายเช้ือรา
เน่ืองจากโครงสรางผนังเซลลมีสวนประกอบที่
สําคัญเปนโพลิเมอรของ chitin และ glucan ซึ่ง
ประสานกันอยูในรูปตาขายที่มีความแข็งแรง นํ้ายา 
KOH จะทําใหตัวอยางตรวจท่ีเตรียมใสขึ้น ทําให
เห็นตัวเช้ือชัดเจนและงายขึ้นโดยที่โครงสรางของ
เช้ือราไมมีการเปล่ียนแปลง วิธีการตรวจหยดนํ้ายา 
10% KOH ลงผสมกับตัวอยางตรวจ ปดทับดวย 
cover slip ต้ังทิ้งไวนาน 5 นาทีหรือจนกระท่ัง
ตัวอย างที่ เตรียมใส  อาจเติม  dimethyl sulfoxide 
(DMSO) ลงในนํ้ายา KOH หรือนําสไลดไปผาน
เปลวไฟ หรือปรับความเขมขน KOH ใหสูงขึ้น 
(30%) เพ่ือชวยเรงปฏิกิริยาในการยอยสลายเซลล
รางกายใหเร็วขึ้น [12] หากตัวอยางตรวจใสแลว ควร
รีบนําไปตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนทันที ไมควร
ทิ้งนานจนเกินไป เพราะจะทําใหเช้ือในตัวอยางถูก
ยอยสลายไดเชนกัน ทําใหเห็นโครงสรางเช้ือไม
ชัดเจนสงผลใหวินิจฉัยเช้ือกอโรคผิดพลาด  

 การตรวจผลภายใตกลองจุลทรรศน ควร
ลดความเขมของแสงลงเพ่ือใหเกิด contrast ระหวาง
โครงสรางของเช้ือและสิ่งแปลกปลอมอื่นๆ  ใน
ตัวอยางมากขึ้น ทําใหเห็นโครงสรางของเชื้อชัดเจน
ยิ่งขึ้น โดยเริ่มตรวจหาอยางคราวๆ ดวยกําลังขยาย 
100 เทากอน เมื่อพบบริเวณที่เช้ือรามีโครงสรางที่

สมบูรณหรือจําเพาะแลวคอยใชกําลังขยาย 400 เทา 
ตรวจดูลักษณะ ขนาด และสีของสายรา รูปราง สี 
และลักษณะของ macroconidia และ microconidia 
ซึ่งเช้ือบางชนิดจะมีลักษณะคอนขางจําเพาะ สามารถ
วินิจฉัยชนิดของเช้ือกอโรคได โดยไมจําเปนตองรอ
ผลจากการเพาะเช้ือ ซึ่งตองใชเวลาประมาณ 3-7 วัน 
เน่ืองจากนํ้ายา KOH มีลักษณะใสและโครงสรางของ
เช้ือก็ใส ทําใหดูลักษณะเช้ือราคอนขางยาก จึงมีการ
หยดสีลงไปเพ่ือชวยยอมโครงสรางของเช้ือใหเห็น
ชัดเจนยิ่งขึ้น ซึ่ง Cohen ไดรายงานเทคนิคน้ีเปนครั้ง
แรก โดยใช 10% Parker Blue Black Super Quink 
ink หรือ Parker Permanent Black Super Quink ink 
[13] การตรวจหาเช้ือดวย KOH preparation เปนวิธีที่
งาย ตนทุนตํ่า ใหผลเร็ว และสามารถระบุชนิดของ
เช้ือกอโรคในเบื้องตนไดเพ่ือใหยารักษาไดถูกตอง 
โดยไมตองรอผลการเพาะเช้ือและการพิสูจนแยก
ชนิดของเช้ือ 
 

7. สรุป 
การตรวจดวยกลองจุลทรรศนทั้งดวยการ

ตรวจดูสดและการยอมสี เปนเทคนิคที่ทําไดงาย 
ตนทุนตํ่า ใหผลที่รวดเร็วและคอนขางจําเพาะ ให
ขอมูลของเช้ือกอโรคเบื้องตนแกแพทยเพ่ือเปน
แนวทางในการรักษาที่เหมาะสมและอยางทันทวงที
กอนที่จะทราบชนิดของเช้ือที่แนนอน อยางไรก็ตาม
การเลือกใชเทคนิคตางๆ น้ันขึ้นกับชนิดของเช้ือกอ
โรคที่ตองการตรวจและตัวอยางตรวจ และเทคนิค
การตรวจดวยกลองจุลทรรศน เหล า น้ี น้ันยั งมี
ความสําคัญและมีคุณคายิ่งตอการวินิจฉัยเช้ือกอโรค
ทางหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา ผูปฏิบัติงานจึงตองมี
ความรูและเขาใจในหลักการเบื้องตน วิธีการ และขอ
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ควรระวังตางๆ เพ่ือนําไปประยุกตใชในการทํางาน
ตอไป 
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