
บทที่ 4

วิธีดำเนินการวิจัย

คำถามของการวิจัย

คำถามหลัก ความชุกของโรคราท่ีเล็บท่ีเกิดจาก C a n d id a  ในผู้ป่วยนอก คลินิกโรค
ผิวหนังของโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ในช่วงกันยายนพ.ศ.2540 - สิงหาคม พ.ศ.2541 เป็นเท่าไร 

คำถามรอง
1. เช้ือ C a n d id a  สายพันธุใดบ้างท่ีสามารถก่อโรคราท่ีเล็บ
2. ลักษณะทางคลินิกของโรคราที่เล็บจากC andida  เป็นอย่างไร

วัตถุประสงค์ของการวิจัย

1. เพื่อศึกษาหาความชุก1ของโรคราท่ีเล็บท่ีเกิดจาก C a n d id a  ในผู้ป่วยนอก คลินิกโรค 
ผิวหนังของโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ในช่วงกันยายนพ.ศ.2540 - สิงหาคม พ.ศ.2541

2. เพื่อศึกษาหาสายพันธุของ C a n d id a  ท่ีสามารถก่อโรคราท่ีเล็บ
3. เพ่ือศึกษาลักษณะทางคลินิกของโรคราที่เล็บจาก C a n d id a

การให้คำนิยามเชิงปฏิป่ตท่ีจะใช่ในการวิจัย

ผู้ป่วยท่ีมีลักษณะทางคลินิกเข้าได้กับโรคราท่ีเล็บ คือ ผู้ท่ีมีลักษณะเล็บผิดปกติเข้า 
ได้กับโรคราท่ีเล็บ โดยมีลักษณะอย่างใดอย่างหนึ่งต่อไปนี้ ได้แก่ มีขุย'ใต้เล็บหนา1ข้ึน หรือ มี
แผ่นเล็บขรุขระ หรือ มีแผ่นเล็บร่อนจากเบือใต้เล็บ โดยท่ีผลการตรวจเบืองต้นโดยใช้นำยา
โปตัสเซียมไฮดรอกไซด์อาจให้ผลบวก หรือให้ผลลบแต่จากลักษณะทางคลินิกยังตัดโรคราที่เล็บ 
ออกไปไม,ไต้
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รูปแบบการวิจัย

crosssectional descriptive รณdy

ระเบืยบวิธีวิจัย

ประชากรศึกษา ผู้ป่วยนอก คลินิกโรคผิวหนังของโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ท่ีมี
ลักษณะทางคลินิกเข้าได้กับโรคราที่เล็บ ในช่วงกันยายนพ.ศ.2540 •สิงหาคม พ.ศ.2541

เกณฑ์ในการคัดเลือกเข้าการศึกษา
1. ผู้ป่วยนอก คลินิกโรคผิวหนังของโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ที่มีลักษณะทางคลินิก 

เข้าได้กับโรคราท่ีเล็บ ในช่วงกันยายน พ. ศ. 2540 - สิงหาคม พ.ศ. 2541 ทุกราย
2. ผู้ป่วยต้องสมัครใจท่ีจะเข้าร่วมการศึกษา
เกณฑ์ในการคัดออกจากการศึกษา
ผู้ป่วยท่ีได้ยารักษาโรคเช้ือราโดยได้ยารับประทานภายใน 6 เดือน หรือได้ยาทาภาย 

ใน 2 สัปดาห์ก่อนการศึกษา
ตัวอย่าง
ศึกษาในผู้ป่วยทุกรายจากประชากรศึกษาที่เข้าเกณฑ์ข้างต้น (ไม่มีการคำนวณขนาด 

ตัวอย่าง ) โดยขอความร่วมมือจากแพทย์ท่านอ่ืนทุกท่านท่ีทำการตรวจที่คลินิกผู้ป่วยนอกโรคผิว
หนังของโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ในการส่งต่อผู้ป่วยด้วย ซึ่งเมื่อประมาณจากจำนวนผู้ป่วยที่มี
ลักษณะทางคลิน ิกเข้าได้กับโรคราที่เล็บของคลิน ิกผู้ป ่วยนอกโรคผิวหนังของโรงพยาบาล 
จุฬาลงกรณ์ ในแต่ละเดือนซงมีประมาณ 9-10 รายต่อเดือนแล้ว ตัวอย่างทังหมดประมาณ 100
ราย

การสังเกตและการวัด
ตัวแปรด้น
1. ลักษณะของผู้ป่วย ได้แก่ เพศ อายุ อาชีพ ศาสนา ระดับการศึกษา

สถานภาพสมรส รายได้ของครอบครัวต่อเดือน ท่ีอยู่อาศัย กิจกรรมและงานอดิเรก โรค
ประจำตัว ยาที่ใช้ ประวัติ trauma บริเวณเล็บ

2. ลักษณะทางคลินิก ได้แก่ ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของเล็บ พืนท่ีผิวท่ีมีการ
เปล่ียนแปลงของเล็บ สีของเล็บ การมี paronychia ตำแหน่งและจำนวนนิวท่ีเป็น ระยะ
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เวลาที่เป ็น การเป ็นโรคเช ือราท ี่ผ ิวหน ังบริเวณอื่น ผื่นผิวหนังอื่นบริเวณข้างเคียง ผื่นโรค
สะเก็ดเงิน

ตัวแปรตาม
ผลการตรวจทางจุลพยาธิวิทยาของเล็บ ผลการตรวจโดยนำยาโปตัสเซ ียมไฮดรอก

ไซด ์ และ ผลการเพาะเช ื้อแผ่นเล ็บ

การรวบรวมข้อมูล ( Data Collection )

I. อธิบายวัตถุประสงค์ ข้ันตอนการวิจัย และประโยชน์ของการวิจัยแก่ผู้ป่วย
II. ซักประวัติและตรวจร่างกาย เพ่ือเก็บข้อมูลเก่ียวกับ
- ลักษณะของผู้ป่วย ได้แก่ เพศ อายุ อาชีพ ศาสนา ระดับการศึกษา

สถานภาพสมรส รายได้ของ•ครอบครัวต่อเดือน ท่ีอยู่อาศัย กิจกรรมและงานอดิเรก โรค
ประจำตัว ยาที่ใช้ ประวัติกระทบกระแทกบริเวณเล็บ

- ลักษณะทางคลินิก ได้แก่ ลักษณะการเปล่ียนแปลงของเล็บ พ้ืนท่ีผิวท่ีมีการ 
เปลี่ยนแปลงของเล็บ สีของเล็บ การมี paronychia ตำแหน่งและจำนวนนิวท่ีเป็น ระยะเวลา 
ท่ีเป็น การเป็นโรคเช้ือราท่ีผิวหนังบริเวณอ่ืน ผ่ืนผิวหนังอ่ืนบริเวณข้างเคียง ผ่ืนโรคสะเก็ดเงิน

III. ตรวจหาเช้ือราที่เป็นสาเหตุของโรคราท่ีเล็บโดยมีขั้นตอน ดังนี้
1. ทำความสะอาดบริเวณเล็บด้วย 70 %alcohol
2. ใช้รterile blade No. 15 ขูดขุยบริเวณเล็บท่ีเป็นโรคออกมา แบ่งเป็น 2 ส่วน คือ 

ส่วนหน่ึงนำไปตรวจโดยใช้นํ้ายาโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์ บันทึกผล อีกส่วนหนึ่งนำไปเพาะ
เชื้อโดยใส่ในขวดแก้วปราศจากเชื้อและนำไปเพาะเช้ือท่ีห้องปฏิบัติการทันที การขูดขุยเลือก
บริเวณท่ีขูดฃึนกับลักษณะการเปล่ียนแปลงของเล็บ ดังนี คือ

- distal and lateral subungual onychomycosis ไหตัดบริเวณส่วนปลายของเลบ 
ออกไปก่อน แล้วจึงขูดขูยจาก nail bed และ nail plate ของเล็บที่มีรอยโรคท่ีใกล้รอยต่อกับบริเวณ 
เล็บปกติมากที่สุด

- white superficial onychomycosis ใหขูดฃุยบรเวณ nail surface
- proximal subungual onychomycosis ใช blade No. 15 ผิานเอาเลบส่วนบนออก 

ไปก่อน แล้วจึงขูดฃุยบริเวณ proximal nail bed
- total nail dystrophy ใหขูดขุยจาก nail bed และ nail plate
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3. นำขุยเล็บส่วนท่ีหน่ึงใส่ slide และหยด 10 % KOH with dimethylsulfoxide
และตรวจหาดู budding yeasts 5 pseudohyphae และ septate hyphae ด้วยกล้องจุลทรรศนกำลัง 
ขยาย 10X และ 40X อ่านผลโดยผู้ศึกษาคนเดียวกันตลอดการศึกษาและบันทึกผล

4. ตัดเล็บบริเวณที่เป็นรอยโรคโดยใช้กรรไกรตัดเล็บธรรมดาตัดบริเวณเดียวกับที่ขูด
ฃุยใต้เล็บทุกรายในกรณีท่ีทำได้โดยไม,ทำให้ผู้ป่วยเจ็บ ได้แก่ ผู้ป่วยที่มีลักษณะการเปลี่ยนแปลง 
ของเลบแบบ distal and lateral subungual (ท^0̂ ท ^ 00ร1รทุกราย ตัดแผ่นเลบให้ได้ขนาด
ใหญ่ที่สุดโดยให้ใหญ่กว่า 3 ม.ม. เพื่อนำไปลูลักษณะทางจุลพยาธิวิทยา โดยการย้อม
Hematoxylin and eosin และ Periodic acid Schiff อ่านผลโดยแพทย์ผู้เช่ียวชาญหน่ึงคนซ่ึงไม' 
ทราบผลการตรวจใดๆมาก่อน

5. นำขุยเล็บส่วนที่ 2 จากข้อ 3.2 มาเพาะเชื้อใส่จานเพาะเชื้อ 2 ใบ  ๆ ละ 10 inoculi
โดยจานเพาะเชอใบหนงเปน Sabouraud’ ร dextrose agar without cycloheximide เพอดูเชอ 
yeasts และ molds ส่วนอกใบหนงเปน Sabouraud’ ร dextrose agar with cycloheximide
โดย cycloheximide จะยับยังการเจริญของ molds และ yeasts บางชนิดจึงใช้เพาะเชือ
dermatophytes อาหารเล้ียงเช้ือท้ังสองชนิดจะใส่ Chloramphenicol เพื่อยับยั้งการเจริญของ
bacteria แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้อง 25-30 องศา เซลเซียส และดูการเปลี่ยนแปลงอย่างน้อยสัปดาห์
ละ 2 ครังจนถึง 4 สัปดาห์ เม่ือมี colonies^นให้สังเกตลักษณะ colonies และศึกษา
ลักษณะทางจุลสัณฐานด้วยกล้องจุลทรรศน์โดยใช้นำยา lactophenol cotton blue เพ่ือดูชนิดของ 
เช้ือรา

ถ้าผลการเพาะเชือขึนเชือ dermatophytes ถือว่าผลการเพาะเชือให้ผลบวกจริง แต่
ถ้าผลการเพาะเชื้อข้ึนเช้ือ yeasts หรือ moldsllล้ว จะต้องมีผลการตรวจโดยนำยาโปตัสเซียม
ไฮดรอกไซด์ หรือผลการตรวจจุลพยาธิวิทยาของเล็บท่ีตรงกับผลการเพาะเชือให้ผลบวกด้วย และ 
ต้องขึนเชือเดียวกันอย่างน้อย 5 ใน 20 inoculi7

ในการศึกษานีเพื่อผลการศึกษาที่แน่นอนในการป้องกันการขึนเชือ C a n d id a  จาก 
contamination จะทำการเก็บขุยเล็บจากผู้ป่วยมาเพาะเชื้อซ้ําอีกครั้ง 2-3 สัปดาห์ต่อมา ในกรณีท่ีผล 
การเพาะเชือครังแรก'ขืน C a n d id a

6. ในกรณีผลการเพาะเช้ือขึ้น C a n d id a  จะทำการตรวจพิเศษเพ่ือจำแนกชนิดสาย
พันธุ โดยดู germ tube production ที 37 องศา เซลเซียส Chlamydoconidia production 
ตลอดจนทดสอบ assimilation และ fermentation ในกรณทผลการจำแนกยังไม่ชัดเจนจะทำ
การจำแนกด้วย API test kit
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การแปลผลการเป็นเชือก่อโรคของ Candida
รวบรวมผลจากลักษณะทางคลินิก ผลการตรวจโดยนํ้ายาโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์

ผลการตรวจทางจุลพยาธิวิทยาของเล็บ ผลการเพาะเชือแผ่นเล็บ แล้วนำมาแปลผล โดยอาศัย
Criteria ของ Haneke ที่ใช้วินิจฉัยว่า yeasts หรือ molds เป็นเชือก่อโรค8 ซ่ึงมีดังนี

1. ผู้ป่วยต้องมีอาการแสดงที่เข้าได้กับการติดเชือราท่ีเล็บ
2. ลักษณะรูปร่างเชือราที่พบในแผ่นเล็บ (ดูจากผลการตรวจโดยนำยาโปตัสเซียม 

ไฮดรอกไซด์ หรือ ผลการตรวจทางจุลพยาธิวิทยาของเล็บ) จะต้องตรงกับชนิดของเชือท่ีพบในการ 
เพาะเชือ

3. ผลการเพาะเชื้อพบว่ามี colony ข้ึนเป็นเช้ือเดียวกันอย่างน้อย 5 ใน 20 inoculi โดย 
ไม่มีเช้ือกลากข้ึน

4. ไม่พบเชื้อราชนิดอื่นที่ก่อโรคราที่เล็บเจริญบนอาหารเพาะเชื้อที่ใส่ และไม่ใส่
Cycloheximide

5. เช ื้อท ี่พบเจริญได้ด ีในอุณหภูม ิ 37 องศา เซลเซียส
6. สีของ subungual mass ต ้องเปนสีเด ียวกับใน colony ทเพาะไต ้ 
Flow chart สรุปขั้นตอนการรวบรวมข้อมล แสดงได ้ ด ังน ี ้
อธิบายวัตถุประสงค์ ข้ันตอนการวิจัย และประโยชน์ของการวิจัยแก่ผู้ป่วย

V
เก็บข้อมูลลักษณะของผูป๋วย และ ลักษณะทางคลินิก

\เ/
ขูดฃุยบริเวณเล็บท่ีเป็นรอยโรค แบ่งเป็น 2 ส่วน

V ฃุยส่วนท่ี 1 
ทำการตรวจโคยนี้ไยา 
โปตัสเชียมไฮดรอกไซด์ 

บันทึกผล

ตัดเล็บบริเวณรอยโรคเพื่อทำการตรวจทาง 
จุลพยาธิวิทยา ( ย้อม H&E และ PAS ) 
บันทึกผล

ขูยส่วนท่ี 2
ทำการเพาะเชื้อจากแผ่นเล็บบนอาหารเพาะเชื้อที่ใส่ และ 
ไม่ใส่ Cycloheximide ใเนทกผล

V

. ป/
จำแนf สายพันธุของ Candida ทีได้จากการเพาะเชือ 

โดยดู germ tube production ที 37 องศา เซลเชียส , c llamydoc 
Ferme dation test, API test Kit

\k

midia production ,Assimilation test,

7  Iบุเช้ือ Candida ที่เป็นเชื้อก่อโรคโดยอาศัย Criteria ของ Haneke* บันทึกผล'^'
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การวิเคราะห์ข ้อม ูล

1. ความชุกของโรคราที่เล็บที่เกิดจาก C a n d id a  ในผู้ป่วยนอก คลินิกโรคผิวหนังของ 
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ต่อ 100 รายในช่วงกันยายนพ.ศ.2540 - สิงหาคม พ.ศ.2541 คำนวณ 
ได้จาก

จำนวนผู้,ป่วยที่เป็นโรคราที่เล็บจาก Candidaในช่วงกันยายน พ. ศ. 2540 - สิงหาคม พ.ศ. 2541 X 100 
จำนวนผู้ป่วยนอก คลินิกโรคผิวหนังของโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ทังหมด 

ในช่วงกันยายนพ.ศ.2540 - สิงหาคม พ.ศ.2541

2. สายพันธุของ C a n d id a  ที่สามารถก่อโรคราที่เล็บ เป็นข้อมูลจำนวนนับ สามารถ 
สรุปข้อมูลโดยการคำนวณเป็นร้อยละ และนำเสนอในรูปตาราง แผนภูมิแท่ง แผนภูมิวงกลม

3. ลักษณะทางคลินิกซึ่งพบในโรคราที่เล็บจาก C a n d id a  ได้แก่ ลักษณะการ
เปลี่ยนแปลงของเล็บ สีของเล็บ การมี paronychia ตำแหน่งและจำนวนนิวท่ีเป็น การเป็น
โรคเช้ือราท่ีผิวหนังบริเวณอื่น เป็นข้อมูลจำนวนนับ สามารถสรุปข้อมูลโดยการคำนวณเป็นร้อยละ 
และนำเสนอในรูปตาราง แผนภูมิแท่ง แผนภูมิวงกลม ส่วน ระยะเวลาท่ีเป็น พ้ืนท่ีผิวท่ีมีการ 
เปลี่ยนแปลงของเล็บ เป็นข้อมูลเชิงปริมาณท่ีได้จากการวัด สามารถสรุปข้อมูลโดยการคำนวณเป็น 
ค่าเฉล่ีย

ฟ้ญหาทางจริยธรรม

การศึกษาน้ีดูผลการตรวจจุลพยาธิวิทยาของเล็บ ผลการตรวจโดยนำยาโปตัสเซียม
ไฮดรอกไซด์ และ ผลการเพาะเชื้อแผ่นเล็บของผู้ป่วยโดยไม่มีอันตรายแก่ผู้ป่วยและทำการศึกษา
โดยความสมัครใจ จึงไม่น่ามีปีญหาทางจริยธรรม

ข้อจำกัดในการวิจัย

การตัดเล็บผู้ป่วยโดยใช้กรรไกรตัดเล็บบริเวณรอยโรคโดยไม่ให้ผู้ป่วยเจ็บเพื่อนำมา 
ศึกษาลักษณะทางจุลพยาธิวิทยานั้น อาจทำได้จำกัดเฉพาะลักษณะการเปลี่ยนแปลงของเล็บบาง 
อย่างเท่านัน
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การศึกษานี้เป็นประโยชน์อย่างย่ิงทางคลินิก เนื่องจากการรักษาโรคราที่เล็บจาก
C a n d id a  และ dermatophytes ต่างกัน การทราบว่าเชือใดเป็นเชือก่อโรคมีความสำคัญในแง,
ของการรักษา การพยากรณ์โรค และการป้องกันการเกิดใหม่ของโรค

อุปสรรคที่อาจเก ิดข ึ้นระหว่างการวิจ ัยและมาตรการในการแก่ไข

อุปสรรค การตรวจหาเชื้อราโดยนี้ายาโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์ การตรวจลักษณะ
ทางจุลพยาธิวิทยา และการเพาะเชื้อราอาจให้ผลผิดพลาดได้ถ้าขาดความชำนาญและความละเอียด 
รอบคอบ

มาตรการในการแก้ไข ผู้ศึกษาควรมีความรู้ความชำนาญ และความละเอียดรอบคอบ

ผลหรือประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย
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