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บทคัดยอ 
การตรวจทางจุลภาคพ้ืนฐานที่ใชในหองปฏิบัติการจุลชีววิทยานั้น อาศัยเทคนิคการยอมสีและการตรวจดู

สด เทคนิคที่นิยมใชทั่วไป ไดแก Gram stain, Acid fast stain, Modified acid fast stain, Wright stain, India ink 
preparation และ KOH preparation ซึ่งเปนเทคนิคที่ทําไดงาย ตนทุนตํ่า ใหผลเร็วและมีความจําเพาะคอนขางสูง 
สามารถใหขอมูลเช้ือกอโรคเบื้องตนเพ่ือการวินิจฉัยและการพยากรณโรค ใชเปนแนวทางในการเลือกยาตานจุล
ชีพที่เหมาะสมในการรักษากอนจะทราบชนิดของเช้ือที่แนนอนดวยการเพาะเช้ือ หรือการตรวจทางซีโรโลยีและ
เทคนิคระดับโมเลกุล ซึ่งไมเหมาะสําหรับหองปฏิบัติการขนาดเล็ก แมวาการตรวจทางจุลภาคพ้ืนฐานจะมีขอจํากัด
ในการแยกชนิดของเช้ือ และมีความไวตํ่า แตถือเปนเทคนิคที่มีความสําคัญยิ่งตอการเริ่มตนในการรักษาผูปวยเพ่ือ
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
หองปฏิบัติการจุลชีววิทยาตองอาศัยวิธีที่สามารถ
ตรวจหาเช้ือและบอกขอมูลเบื้องตนของเช้ือกอโรคได 
ทําไดงาย ตนทุนตํ่า และใหผลเร็ว ซึ่งโดยทั่วไปใช
วิธีการตรวจทางจุลภาค (microscopic examination) 
ไดแก Gram stain, Acid fast stain, Modified acid fast 
stain, Wright stain, India ink preparation และ KOH 
preparation ซึ่งเทคนิคเหลาน้ีมีความจําเพาะคอนขาง
สูง และมีประโยชนตอแพทยเพ่ือใชเปนแนวทางการ
เลือกยาตานจุลชีพที่ เหมาะสมในการรักษาผูปวย 
อยางไรก็ตามความไวของเทคนิคดังกลาวน้ันขึ้นกับ
ปจจัยหลายอยาง เชน คุณภาพและปริมาณของ
ตัวอยางตรวจ การนําสงและการเก็บรักษา การเตรียม
ตัวอยางตรวจ สียอมและเทคนิคการยอมสี รวมทั้ง
ความรูและประสบการณของผูปฏิบัติงานดวย 
 

2. Gram stain 
ใช เ พ่ือศึกษารูปราง  การจัดเรียงตัว  และ

ลักษณะการติดสีแกรมของเช้ือ การใชเทคนิคน้ีทําให
จําแนกเช้ือได 2 กลุม ตามลักษณะความแตกตางของ
ผนังเซลล ไดแก 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
ประกอบดวยสายเปปติโดไกลแคนท่ีสานเปนรางแห
มากถึง 40-80% ทําใหทนตอการลางสี (decoloriza-
tion) ขณะที่แบคทีเรียกรัมลบมีเปปติโดไกลแคน
เพียง 5-10% และมีช้ัน outer membrane ซึ่งมีไขมัน
เปนสวนประกอบปริมาณมาก สีจึงถูกชะลางออกไป
ไดงาย [1] เมื่อยอมดวยสี crystal violet (primary 
stain) เช้ือทุกชนิดจะติดสีมวงนํ้าเงิน และเมื่อยอม
ดวย Gram iodine ซึ่งเปน mordant จะไปทําปฏิกิริยา

กับสี crystal violet กลายเปน insoluble crystal 
violet-iodine complex ทําใหสียอมยึดติดกับเซลลดี
ยิ่งขึ้น หลังจากน้ันทําการลางสีดวยสาร decolorizer 
(95% ethyl alcohol) ไขมันที่มีปริมาณมากในผนัง
เซลลของแบคทีเรียกรัมลบจะละลายเกิดรูที่มีขนาด
ใหญขึ้น สีจึงถูกลางออกจากเซลลไดงายทําใหเซลล
ไมมีสี ในขณะที่แบคทีเรียกรัมบวกมีช้ันเปปติโดไกล
แคนหนาและมีไขมันนอย จะทนตอการลางสี เมื่อ
ยอมทับดวย safranin O (counterstain) จะทําใหเซลล
ที่ยังไมมีสีติดสีแดง ผลจากการยอม Gram stain เช้ือ
แบคทีเรยีกรัมลบจะยอมติดสีแดง สวนแบคทีเรียกรัม
บวกจะติดสีมวงนํ้าเงิน การตรวจผลภายใตกลอง
จุลทรรศนดวยกําลังขยาย 1,000 เทา ดูลักษณะการติด
สี รูปราง (กลม, cocci; ทอน, bacilli/rods; คู, 
diplococci; ก่ึงกลมก่ึงทอน, coccobacilli) และ
ลักษณะการจัดเรียงตัวของเซลล (กลุม, cluster; สาย, 
chain; คู, pair; ตัวอักษรจีน, Chinese letter) การ
ตรวจผลใหดูทั้งเซลลเช้ือจุลชีพและเซลลรางกาย 
โดยเฉพาะเซลลเม็ดเลือดขาวโดยแยกชนิดเปน 
polymorphonuclear cell และ mononuclear cell ซึ่ง
ชวยบงช้ีถึงการติดเช้ือในผูปวย รวมทั้งปริมาณของ
เซลลที่ตรวจพบจะชวยในการพยากรณโรคและ
ติดตามผลการรักษาของผูปวยได Gram stain เปน
เทคนิคที่ทําไดงาย ใหขอมูลเช้ือกอโรคที่รวดเร็ว    
ทําใหเลือกยาตานจุลชีพที่เหมาะสมในการรักษาได
ทันที ลดความรุนแรงของโรคและอัตราการเสียชีวิต 
และมีประโยชนชวยในการวินิจฉัยเช้ือที่เพาะเล้ียง
ยุงยากในหองปฏิบัติการทั่วไป เชน Campylobacter 
ซึ่งเปน Gram negative curved rod, gull wing 
appearance ที่กอโรคอุจจาระรวงอยางเฉียบพลันใน
ผูปวยเด็ก แตตองใชสี 0.3% carbol fuchsin เปน 
counterstain แทน safranin O จึงจะทําใหเห็นรูปราง
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เซลลชัดเจนขึ้น [2] อยางไรก็ตาม Gram stain อาจ  
ทําใหเกิดการแปลผลผิดพลาดจากเทคนิคการเตรียม 
สเมียร โดยการเตรียมสเมียรที่หนาหรือบางเกินไปจะ
สงผลถึงการยอมสีผิดพลาดได โดยเฉพาะขั้นตอน
การลางสี เทคนิคการยอมสี สเมียรที่หนาเกินไปแลว
ลางสีดวยเวลาที่เทากับสเมียรบาง อาจทําใหอานผล
ผิดพลาด เชน แบคทีเรียกรัมลบที่เตรียม สเมียรหนา
เกินไป อาจอานผลไดเปนแบคทีเรียกรัมบวก เปนตน 
นอกจากน้ีการท่ีผูปวยไดรับยาตานจุลชีพมากอน การ
ใชเทคนิคน้ีอาจทําใหตรวจไมพบเช้ือ หรืออาจทําให
เห็นรูปรางและการติดสีของเซลลที่ผิดปกติไป เชน 
แบคทีเรียกรัมลบรูปแทงอาจพบแบบ filamentous 
หรือมีลักษณะรูปรางไมแนนอน (pleomorphic) หรือ
การใชยากลุมที่ ยับยั้ งการสรางผนังเซลล  เชน          
β-lactams หรือ glycopeptides โดยเฉพาะในเช้ือ
แบคทีเรียกรัมบวกอาจทําใหยอมแลวไดผลเปน 
Gram negative ได [3] 
  

3. Acid fast stain และ Modified-acid fast 
stain 

เช้ือกอโรคบางชนิด ไดแก Mycobacterium, 
Nocardia และ Rhodococcus มีผนังเซลลที่มีปริมาณ
ไขมันสูงโดยเฉพาะ mycolic acid ทําใหยอม Gram 
stain ไมติดสี หรือติดสีไมสม่ําเสมอ จึงตองอาศัย
เทคนิคการยอมสีซึ่งตองอาศัยความรอนและการเติม
สาร phenol ในสียอมที่เปน primary stain เพ่ือชวยให
สียอมแทรกผานเขาสูเซลลไดงายขึ้น และเช้ือกลุมน้ี
เมื่อยอมสีติดแลวจะลางสีออกยากเชนกัน จึงตองลาง
สีดวยกรดแอลกอฮอล (3% HCl in 95% ethyl 
alcohol หรือ 25% H2SO4 in distilled water) จึงเรียก
เทคนิคน้ีวา acid fast stain ซึ่งเทคนิคที่นิยมใชใน
หองปฏิบัติการท่ัวไป จะมีการยอมสีในขั้นตอนแรก

ที่แตกตางกัน 2 วิธี ไดแก Ziehl-Neelsen technique 
(hot staining) หรือ Kinyoun technique (cold 
staining) โดย Ziehl-Neelsen technique ขั้นตอนการ
ยอมดวยสี carbol fuchsin (primary stain) ซึ่งมีความ
เขมขนของสีและ phenol นอย จึงตองใชความรอน
โดยนําไปอังบนเปลวไฟใหพออุนแตหามเดือดและ
แหง แต Kinyoun technique ไมจําเปนตองใชความ
รอนเน่ืองจากใชสียอมที่มีความเขมขนของสีและ 
phenol มากขึ้น ขั้นตอนน้ีเซลลทุกชนิดจะติดสีแดง
หมด จากน้ันรอใหสเมียรเย็นลงแลวจึงทําการลางสี
ดวยกรดแอลกอฮอลจนแทบไมมีสีแดงเหลือติดอยู 
ซึ่งจะลางสีในเซลลชนิดอื่นๆ ออกจนหมด ยกเวน 
Mycobacterium เมื่อยอมทับดวยสี methylene blue 
(counterstain) เซลลอื่นๆ ที่ไมมีสีจะติดสีนํ้าเงิน 
ขณะที่ Mycobacterium ยังคงติดสีแดง เรียกวา acid-
fast bacilli (AFB) สวน Nocardia และ Rhodococcus 
น้ันไมทนตอการลางสีดวยกรดความเขมขนสูง แตจะ
ทนตอการลางสีดวยกรดแอลกอฮอลชนิดเจือจาง
แทน (1% H2SO4 in 95% ethyl alcohol) จึงเรียก
เทคนิคน้ีวา modified acid fast stain ซึ่งเปนผลจาก
ความแตกตางของโครงสราง mycolic acid โดย 
Mycobacterium เปนกรดไขมันชนิดที่มีสายขางยาว 
(branched chain-fatty acid) ประกอบดวยคารบอน 
60-90 อะตอม ขณะที่ Nocardia และ Rhodococcus 
น้ันเปนกรดไขมันที่มีสายขางสั้นกวา ประกอบดวย
คารบอน 44-60 และ 30-66 อะตอม ตามลําดับ [4,5] 
ผลของการตรวจดวย modified acid fast stain เช้ือ 
Nocardia จะพบลักษณะ branching filamentous 
สวน  Rhodococcus จะพบลักษณะทั้งแบบ 
intracellular หรือ extracelluar coccobacilli หรืออาจ
พบลักษณะแบบ  pleomorphic การตรวจผล  AFB 
หรือ modified AFB ภายใตกลองจุลทรรศนดวย
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กําลังขยาย 1,000 เทา ใหเล่ือนตรวจแตละวงกลองวน
ไปตามแนวนอนไมใหทับซอนแนวเดิมจนทั่วสเมียร
ใหไดประมาณ 100-150 วงกลอง การตรวจพบเช้ือ 
AFB หรือ modified AFB น้ีสามารถบงถึงเช้ือกอโรค
ที่คอนขางจําเพาะ ทําไดงาย ตนทุนตํ่า และใหผลเร็ว 
เมื่อเทียบกับการเพาะเช้ือหรือการตรวจดวยเทคนิค
ระดับโมเลกุล มีประโยชนชวยในการตรวจคัดกรอง
เบื้องตนผูที่สงสัยวาติดเช้ือ เพ่ือเริ่มตนใหการรักษา 
การติดตามและประเมินผลการรักษา รวมทั้งการ
ควบคุมโรคเพ่ือปองกันการแพรไปสูบุคคลอื่นดวย 
อยางไรก็ตาม ยังมีขอจํากัดของความไวในการตรวจ
ดวยเทคนิคน้ี ซึ่งขึ้นกับคุณภาพของตัวอยางตรวจ 
การเตรียมตัวอยางตรวจ การเตรียมสเมียร สียอม 
และเทคนิคการยอมสี รวมทั้งจํานวนเช้ือในผูปวย 
ตัวอยางตรวจสวนใหญเปนเสมหะซึ่งใช Gram stain 
ชวยประเมินคุณภาพได โดยตองมีอัตราสวนของ
จํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวตอเซลลเยื่อบุ ≥10:1 การ
เตรียมตัวอยางตรวจโดยเติมสารเคมีบางชนิดลงไป
ในเสมหะกอนนําไปเตรียมสเมียร เชน N-acetyl-L-
cysteine (NALC) หรือ chitin เพ่ือยอยสลายเสมหะ 
(liquefaction) และทําใหเช้ือกระจายตัวไมถูกหุมอยู
ในเย่ือเมือก หรือใช 5.25% sodium hypochlorite 
(Clorox) ซึ่งหาไดทั่วไป ราคาถูก แตใหความไวของ
การตรวจดวย Ziehl-Neelsen technique ใกลเคียงกับ
การใช NALC และ chitin ซึ่งสูงกวาการเตรียมสเมียร
จากเสมหะโดยตรง [6] การเตรียมสเมียรที่เหมาะสม
ดวยการใชปลายแทงไมที่หักแลวปายเน้ือเสมหะที่มี
ลักษณะเปนมูกเหนียว สีขุนเขมคลายหนองหรือมี
เลือดปน สเมียรตรงกลางสไลดแบบวนสุมออกเปน
รูปกนหอยเล็กซ้ําหลายๆ อัน (repeated coil pattern) 
ขนาด 2×3 เซนติเมตร เพ่ือใหเซลลตางๆ กระจาย
ตัวอยางสมํ่าเสมอท่ัวสเมียร จะทําใหมีโอกาสในการ

ตรวจพบเช้ือมากขึ้น [7] การปรับความเขมขนของสี 
carbol fuchsin ใหมากขึ้น จาก 0.3% เปน 1.0% ชวย
ใ ห ค ว า ม ไ ว ใ น ก า ร ต ร ว จ ด ว ย  Ziehl-Neelsen 
technique สูงขึ้นดวย [8] การลางสีมากหรือนอย
เกินไปอาจทําใหแปลผลผิดพลาด รวมทั้งเวลาที่ใช
ในการตรวจผลของแตละตัวอยาง ควรใชเวลาอยาง
นอย 5 นาที หากไมพบเช้ือตองตรวจจนทั่วสเมียร
เพ่ือปองกันการเกิดผลลบปลอม (false negative) การ
ตรวจดวยเทคนิคน้ีมักมีขอจํากัดในผูปวยที่มีปริมาณ
เช้ือกอโรคนอย (scanty) จึงไดมีการพัฒนาเทคนิค
การยอมโดยใชสารฟลูออเรสเซนซ ที่นิยมใชไดแก 
auramine O-rhodamine B โดยทําการยอมสีที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสดวยการนําสียอมไปอุน
กอน เรียกเทคนิคน้ีวา modified fluorescent method 
และยอมทับดวย  potassium permanganate 
(counterstain) ผลการยอมดวยเทคนิคน้ีเช้ือ AFB จะ
ติดสีสมบนพ้ืนหลังสีดํา ทําใหตรวจพบเช้ือไดงาย 
และมีความไวสูงกวา Ziehl-Neelsen techniques [9] 
อยางไรก็ตามตองระวังการเกิดผลบวกปลอม (false 
positive) และตองใชกลองจุลทรรศนชนิด 
fluorescent microscope ในการตรวจผล ซึ่งใชตนทุน
สูง จึงเหมาะสําหรับหองปฏิบัติการที่มีสเมียรจํานวน
มากตอวัน  และเ น่ืองจากเ ช้ือน้ี เปนเ ช้ือกอโรค
อันตราย การเตรียมสเมียรและการยอมสีควรทําดวย
ความระมัดระวังและปฏิบัติใน biosafety cabinet 
class II  
 

4. Wright stain  
ใชศึกษาเช้ือราโดยเฉพาะ opportunistic fungi 

ในผูปวยภูมิคุมกันตํ่า (HIV-infected patients) ที่
สําคัญไดแก Histoplasma capsulatum, Penicillium 
marneffei ซึ่งเปน dimorphic fungi ที่เมื่ออยูใน
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ตัวอยางตรวจจะอยูในรูป yeast form และ 
Pneumocystis jiroveci รวมทั้งการตรวจหาเชื้อไวรัส
บางชนิด เชน Herpes simplex ดวย Wright stain ถือ
เปนเทคนิคพ้ืนฐานที่ชวยในการวินิจฉัยเช้ือกอโรค
เบื้องตน และชวยสนับสนุนผลการยอมสีดวยวิธี
ขางตน ซึ่งอาจพบติดสีไดไมดี ทําใหเห็นเซลลไม
ชัดเจนและอาจเกิดผลลบปลอมได รวมทั้งสามารถ
ย อม ติดโครงสร า งที่ จํ า เพาะของ เ ช้ือได  เ ชน 
intracystic bodies จํานวน 1-8 เซลล ในระยะ cyst 
ของ P. jiroveci สวน H. capsulatum จะพบลักษณะ 
intracellular budding yeast cell ในเซลลเม็ดเลือด
ขาว เช้ือ P. marneffei จะพบลักษณะ binary fission 
yeast รูปรางกลมหรือรี รวมเปนกลุมอยูในเซลล 
histiocyte หรือพบกระจายตามเน้ือเยื่อ อาจพบ
ลักษณะที่เปน binary fission ได ถาติดเช้ือไวรัส 
Herpes simplex จะพบเซลลที่มีลักษณะ 
multinucleated giant cell เทคนิค Wright stain น้ี
สามารถใชยอมในตัวอยางตรวจที่หลากหลาย ขึ้นกับ
พยาธิสภาพของโรค เชน หนองที่เก็บจากผิวหนัง 
tissue biopsy เสมหะ bronchoalveolar lavage และ
เลือด เปนตน แตความไวในตรวจน้ันขึ้นกับคุณภาพ
ของตัวอยางตรวจและตําแหนงที่ เ ก็บ  เชน  การ
ตรวจหาเช้ือ H. capsulatum ในไขกระดูกมักมีโอกาส
พบเช้ือสูง [10] รวมทั้งขึ้นกับขอมูลทางคลินิกของ
ผูปวย ความรู การสังเกตุ และประสบการณของ
ผูปฏิบัติงานดวย 
 

5. India ink preparation 
เพ่ือตรวจหาเซลลยีสตรูปกลมที่สรางแคปซูล 

(encapsulated yeast cells) โดยเฉพาะจากนํ้าไขสัน
หลัง ซึ่งเปน presumptive diagnosis ของ 
Cryptococcal meningitis หลักการอาศัยคุณสมบัติ

ของโครงสรางแคปซูล ซึ่งเปนช้ันของโพลีแซคคา
ไรดที่เรียงตัวกันอยางหนาแนนและไมมีประจุ และ
เปนโมเลกุลที่มี นํ้าเปนองคประกอบคองขางสูง 
(>95%) จึงตองหลีกเล่ียงการใชความรอน เน่ืองจาก
จะทําลายโครงสรางของแคปซูล ดังน้ันจึงใชการยอม
สีแบบ negative staining ดวยสี India ink ซึ่งจะยอม
ติดพ้ืนหลังโดยที่แคปซูลไมถูกยอม จึงเห็นลักษณะ
เปนชองวางใสๆ (clear zone) ลอมรอบตัวเซลลของ
เช้ือ โดยใชตะกอนท่ีไดจากการปนที่ 1,500 x g นาน 
15 นาที ซึ่งจะชวยเพ่ิมความไวในการตรวจ หยดลง
บนสไลดแกวขางหยดสี India ink ปดทับดวย cover 
slip นําไปตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 
400 เทา จะเห็นเซลลยีสตรูปรางกลม ผนังเซลลหนา
และมีสองช้ัน มีแคปซูลลอมรอบเซลลโดยจะเห็น
เปนชองวางและไมติดสี  ขนาดของแคปซูลอาจ
แตกตางกันหรือไมสรางเลยก็ได อาจพบลักษณะ 
budding round yeast หรือ pseudohyphae ใหรายงาน
ผลต าม ลั กษณะที่ ต ร ว จพบ  เ ช น  encapsulated 
budding yeast with pseudohyphae เปนตน การ
วินิจฉัย Cryptococcal meningitis โดยเฉพาะในผูปวย
ที่มีภูมิคุมกันตํ่า จําเปนตองอาศัยการตรวจแบบ rapid 
test ดวยวิธี India ink preparation ซึ่งมีความจําเพาะ
คอนขางสูง  ทําไดงาย  ตนทุนตํ่า  ใหผลเร็ว  และ
สามารถบงช้ีเช้ือกอโรคในเบื้องตนได แตความไว
คอนขางตํ่า จึงจําเปนตองอาศัยการตรวจหา capsular 
antigen ดวยชุดทดสอบสําเร็จรูป agglutination test 
ซึ่ งอาจ เ กิดผลลบปลอมที่ เ กิดจากมีระดับของ
แอนติเจนในตัวอยางตรวจตํ่าได [11] การยืนยันผล
การวินิจฉัยตองอาศัยการเพาะเช้ือบน Sabouraud 
dextrose agar และการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี
ของเช้ือซึ่งตองอาศัยระยะเวลา 3-7 วัน แมเปนวิธีที่มี
ความจําเพาะและความไวสูง และบอกชนิดของเช้ือ
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กอโรคที่ แนนอนได  แตมีความยุ งยากและใช
เวลานาน ทําใหมีผลตอการเลือกใชยาตานจุลชีพที่
เหมาะสมในการรักษาผูปวย  
 

6. KOH preparation 
เพ่ือตรวจหาเช้ือราในตัวอยางตรวจ เน่ืองจาก

นํ้ายา KOH (potassium hydroxide) มีฤทธิ์เปนเบสแก
และสามารถยอยสลายเคอราติน และเศษเซลล
รางกายตางๆ ในตัวอยางตรวจ แตไมยอยสลายเช้ือรา
เน่ืองจากโครงสรางผนังเซลลมีสวนประกอบที่
สําคัญเปนโพลิเมอรของ chitin และ glucan ซึ่ง
ประสานกันอยูในรูปตาขายที่มีความแข็งแรง นํ้ายา 
KOH จะทําใหตัวอยางตรวจท่ีเตรียมใสขึ้น ทําให
เห็นตัวเช้ือชัดเจนและงายขึ้นโดยที่โครงสรางของ
เช้ือราไมมีการเปล่ียนแปลง วิธีการตรวจหยดนํ้ายา 
10% KOH ลงผสมกับตัวอยางตรวจ ปดทับดวย 
cover slip ต้ังทิ้งไวนาน 5 นาทีหรือจนกระท่ัง
ตัวอย างที่ เตรียมใส  อาจเติม  dimethyl sulfoxide 
(DMSO) ลงในนํ้ายา KOH หรือนําสไลดไปผาน
เปลวไฟ หรือปรับความเขมขน KOH ใหสูงขึ้น 
(30%) เพ่ือชวยเรงปฏิกิริยาในการยอยสลายเซลล
รางกายใหเร็วขึ้น [12] หากตัวอยางตรวจใสแลว ควร
รีบนําไปตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนทันที ไมควร
ทิ้งนานจนเกินไป เพราะจะทําใหเช้ือในตัวอยางถูก
ยอยสลายไดเชนกัน ทําใหเห็นโครงสรางเช้ือไม
ชัดเจนสงผลใหวินิจฉัยเช้ือกอโรคผิดพลาด  

 การตรวจผลภายใตกลองจุลทรรศน ควร
ลดความเขมของแสงลงเพ่ือใหเกิด contrast ระหวาง
โครงสรางของเช้ือและสิ่งแปลกปลอมอื่นๆ  ใน
ตัวอยางมากขึ้น ทําใหเห็นโครงสรางของเชื้อชัดเจน
ยิ่งขึ้น โดยเริ่มตรวจหาอยางคราวๆ ดวยกําลังขยาย 
100 เทากอน เมื่อพบบริเวณที่เช้ือรามีโครงสรางที่

สมบูรณหรือจําเพาะแลวคอยใชกําลังขยาย 400 เทา 
ตรวจดูลักษณะ ขนาด และสีของสายรา รูปราง สี 
และลักษณะของ macroconidia และ microconidia 
ซึ่งเช้ือบางชนิดจะมีลักษณะคอนขางจําเพาะ สามารถ
วินิจฉัยชนิดของเช้ือกอโรคได โดยไมจําเปนตองรอ
ผลจากการเพาะเช้ือ ซึ่งตองใชเวลาประมาณ 3-7 วัน 
เน่ืองจากนํ้ายา KOH มีลักษณะใสและโครงสรางของ
เช้ือก็ใส ทําใหดูลักษณะเช้ือราคอนขางยาก จึงมีการ
หยดสีลงไปเพ่ือชวยยอมโครงสรางของเช้ือใหเห็น
ชัดเจนยิ่งขึ้น ซึ่ง Cohen ไดรายงานเทคนิคน้ีเปนครั้ง
แรก โดยใช 10% Parker Blue Black Super Quink 
ink หรือ Parker Permanent Black Super Quink ink 
[13] การตรวจหาเช้ือดวย KOH preparation เปนวิธีที่
งาย ตนทุนตํ่า ใหผลเร็ว และสามารถระบุชนิดของ
เช้ือกอโรคในเบื้องตนไดเพ่ือใหยารักษาไดถูกตอง 
โดยไมตองรอผลการเพาะเช้ือและการพิสูจนแยก
ชนิดของเช้ือ 
 

7. สรุป 
การตรวจดวยกลองจุลทรรศนทั้งดวยการ

ตรวจดูสดและการยอมสี เปนเทคนิคที่ทําไดงาย 
ตนทุนตํ่า ใหผลที่รวดเร็วและคอนขางจําเพาะ ให
ขอมูลของเช้ือกอโรคเบื้องตนแกแพทยเพ่ือเปน
แนวทางในการรักษาที่เหมาะสมและอยางทันทวงที
กอนที่จะทราบชนิดของเช้ือที่แนนอน อยางไรก็ตาม
การเลือกใชเทคนิคตางๆ น้ันขึ้นกับชนิดของเช้ือกอ
โรคที่ตองการตรวจและตัวอยางตรวจ และเทคนิค
การตรวจดวยกลองจุลทรรศน เหล า น้ี น้ันยั งมี
ความสําคัญและมีคุณคายิ่งตอการวินิจฉัยเช้ือกอโรค
ทางหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา ผูปฏิบัติงานจึงตองมี
ความรูและเขาใจในหลักการเบื้องตน วิธีการ และขอ
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ควรระวังตางๆ เพ่ือนําไปประยุกตใชในการทํางาน
ตอไป 
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