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บทคัดย่อ 
โรคเช้ือราที่เล็บเป็นโรคที่มีอาการไม่รุนแรง แต่ส่งผลต่อคุณภาพชีวิตของผู้ป่วยได้ การตรวจวินิจฉัยที่ถูกต้อง

มีความส าคัญต่อความส าเร็จในการรักษาโรคดังกล่าว แต่การตรวจทางห้องปฏิบัติการด้วยวิธีโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์
และการเพาะเช้ือจากขุยเล็บที่ใช้อยู่ในปัจจุบันยังมีข้อจ ากัดหลายประการ การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อประเมิน
การตรวจการติดเช้ือราในเล็บด้วยวิธีการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอ โดยตรวจหาเช้ือราในตัวอย่างเล็บ
เท้า จ านวน 168 ตัวอย่าง ด้วยการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอและเปรียบเทียบผลการทดสอบกับวิธี
ดั้งเดิม ผลการศึกษาพบว่าวิธีโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์ การเพาะเช้ือ และการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอมี
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อัตราผลบวกเท่ากับ 32.1, 24.4 และ 32.7 % ตามล าดับ การวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอมีผลตรวจที่
สอดคล้องกับการเพาะเช้ือท่ีเป็นวิธีมาตรฐานเท่ากับ 75.0 % โดยมีความไว ความจ าเพาะ ค่าการท านายผลบวก และ
ค่าการท านายผลลบเท่ากับ 65.9, 78.0, 49.1 และ 87.6 % ตามล าดับ เมื่อใช้การวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอล
ดีเอ็นเอรวมกับการเพาะเชื้อพบว่าใหอ้ัตราผลบวกเท่ากับ 41.1 % ผลการศึกษานี้สนับสนุนการใช้การวิเคราะห์ล าดบั
เบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอร่วมกับวิธีดั้งเดิม เพื่อให้การตรวจวิเคราะห์ราในตัวอย่างเล็บมีความถูกต้อง 

 

ค าส าคัญ : โรคเชื้อราที่เล็บ; วิธีโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์; การเพาะเชื้อ; การวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอ 
 

Abstract 
Onychomycosis is fungal infection of nail and usually mild disease.  However, the 

onychomycosis can impact quality of life of patient.  Accurate diagnosis is crucial for successful 
treatment of onychomycosis.  Unfortunately, the diagnostic preciseness of conventional diagnosis 
by using potassium hydroxide ( KOH)  preparation and fungal culture is not ideal.  The aim of this 
study was to evaluate the detection of fungal infection in nail by ribosomal DNA (rDNA) sequence 
analysis.  One- hundred and sixty- eight nail samples were subjected for fungal detection by rDNA 
sequence analysis. The result obtained by rDNA sequence analysis was compared to conventional 
methods.  The study found that positive rates of KOH preparation, culture and rDNA sequence 
analysis were 32.1, 24.4 and 32.7 %, respectively. There was concordance between rDNA sequence 
analysis and culture as a standard method in 75.0 %. The sensitivity, specificity, positive predictive 
value and negative predictive value of rDNA sequence analysis were 65.9, 78.0, 49.1 and 87.6 % , 
respectively. The positive rate of conventional culture method in combination with rDNA sequence 
analysis increased to 41. 1 % .  The results support the use of the rDNA sequence analysis in 
combination with conventional laboratory tests for accurate identification of fungi in nail sample. 
 

Keywords: onychomycosis; potassium hydroxide preparation; culture; rDNA sequence analysis 
 
1. บทน า 

เล็บ (nail) เป็นอวัยวะปกคลุมร่างกายที่พบอยู่
บริเวณปลายนิ้วมือและนิ้วเท้า มีหน้าที่ป้องกันอันตราย
ที่เกิดกับนิ้วส่วนปลาย ความผิดปกติของเล็บสามารถ
เกิดได้จากหลายสาเหตุ ส่วนใหญ่เกิดจากโรคเช้ือราที่
เล็บ (fungal nail infection) หรือเรียกว่า onycho-
mycosis [1] โรคเช้ือราที่เล็บมักมีอาการไม่รุนแรง แต่
หากเล็บมีการหนาตัวมากขึ้นและผิดรูปร่าง อาจมี

อาการปวดในขณะที่หยิบจับสิ่งของหรือในขณะเดิน
และเป็นที่น่าอับอาย ส่งผลกระทบต่อคุณภาพชีวิตของ
ผู้ป่วย [2,3] นอกจากนี้เล็บที่ติดเช้ือรายังเป็นแหล่งรัง
โรคที่เช้ือราลุกลามไปยังผิวหนังบริเวณต่าง ๆ ได้อีก
ด้วย [4] ราที่เป็นสาเหตุของโรคเช้ือราที่เล็บสามารถ
แบ่งเป็นกลุ่ม dermatophytes (DMP)  ใน genus 
Trichophyton, Microsporum และ Epidermophy-
ton และกลุ่ม non-dermatophytes (NDM) ที่พบ
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บ่อย ได้แก่ Scopulariopsis brevicaulis, Fusarium 
sp. , Aspergillus sp. , Acremonium sp.  แ ล ะ 
Neoscytalidium dimidiatum รวมถึ ง  Yeast เ ช่น 
Candida sp. [5,6] ความชุกของโรคเช้ือราที่เล็บมี
แตกต่างกันในแต่ละภูมิภาค จากการศึกษาในประเทศ
ไทยพบความชุกของโรคเช้ือราที่เล็บประมาณ 6.0 % 
โดยส่วนใหญ่เกิดจากการติดเช้ือราในกลุ่ม NDM (> 50 
%) รองลงมาเป็นเชื้อ DMP และ Candida sp. ซึ่งพบ
เป็น N. dimidiatum มากที่สุด [7] 

ปัจจุบันยาต้านราที่นิยมใช้ในการรักษาโรคเช้ือ
ราที่ เล็บประกอบด้วยเทอร์บินาฟีน (Terbinafine)  
ไอทราโคนาโซล (Itraconazole) และฟลูโคนาโซล 
(Fluconazole) อย่างไรก็ตาม การรักษาโรคเช้ือราที่
เล็บด้วยยาต้านรามักใช้เวลานาน ตั้งแต่ 3 เดือน ถึง 1 
ปี  โดยมีอัตราการรักษาหาย (clinical cure rate) 
ประมาณ 80 % [8] นอกจากนี้เช้ือ NDM ส่วนใหญ่มี
ความไวต่อยาดังกล่าวต่ ากว่าเช้ือในกลุ่ม DMP [9] 
ความส าเร็จของการรักษาโรคเช้ือราที่เล็บส่วนหนึ่ง
ขึ้นอยู่กับความสามารถในการตรวจหาราที่เป็นสาเหตุ
ของโรค ดังนั้นผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการที่ถูกต้อง
แม่นย า จึงมีความส าคัญต่อการรักษาโรคเช้ือราที่เล็บ
เป็นอย่างมาก [10] 

ปัจจุบันการตรวจทางห้องปฏิบัติที่ใช้ในการ
วินิจฉัยโรคเช้ือราที่เล็บประกอบด้วยวิธีโปตัสเซียม
ไฮดรอกไซด์ (KOH preparation) และการเพาะเช้ือ 
(culture) จากขุยเล็บ มีความถูกต้องประมาณ 50-70 
% ขึ้ นอยู่ กั บกระบวนการ เก็บสิ่ ง ส่ งตรวจและ
ประสบการณ์ของผู้ปฏิบัติงาน [10] แม้ว่าการตรวจหา
ราในขุยเล็บด้วยวิธีโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์เป็นวิธีการที่
ทราบผลได้รวดเร็ว มีต้นทุนต่ า และความไวสูง แต่วิธี
โปตัสเซียมไฮดรอกไซด์มีความจ าเพาะต่ าและสามารถ
ให้ผลลบปลอม (false-negative) ได้ประมาณ 5-15 % 
เนื่องจากข้อจ ากัดที่เกี่ยวข้องกับการกระจายตัวของรา

ในขุยเล็บ ความสามารถของการมองเห็นภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ และประสบการณ์ของผู้ทดสอบ [10,11] 
การเพาะราจากขุยเล็บเป็นวิธีมาตรฐาน (standard 
method) ที่มีความจ าเพาะสูงกว่าวิธีโปตัสเซียมไฮ   
ดรอกไซด์ อย่างไรก็ตาม การเพาะเช้ือก็สามารถให้ผล
ลบปลอม (false-negative) ได้ค่อนข้างสูง โดยเฉพาะ
ในตัวอย่างที่ เก็บมาจากส่วนปลายของเล็บซึ่งเป็น
บริเวณที่ราตายและ/หรือขุยเล็บมีปริมาณน้อย [12] 
อีกทั้งการเพาะเชื้อสามารถให้ผลบวกปลอมได้จากการ
ปนเปื้อน (contamination) ของอาหารเพาะเลี้ยงหรือ
จากเช้ือประจ าถิ่นบนผิวหนัง (normal skin flora) ใน
ตัวอย่าง หรือแม้แต่ราก่อโรคจากตัวอย่างอื่น ๆ ที่ท า
การวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ นอกจากนี้การเพาะรา
จากตัวอย่างเล็บยังใช้เวลาที่ค่อนข้างนาน ไม่น้อยกว่า 
1 สัปดาห์ อีกทั้งการระบุชนิดของราจากลักษณะโคโลนี
และลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์จ าเป็นต้องอาศัยผู้
ที่มีประสบการณ์สูง และบางกรณีนั้น ราบางสายพันธุ์
ไม่มีการสร้างลักษณะที่จ าเพาะ จึงไม่สามารถระบุถึง
ชนิดของราที่เป็นสาเหตุของโรค 

การตรวจวินิจฉัยโรคติดเช้ือด้วยเทคนิคระดับ
โมเลกุล (molecular technique) โดยเฉพาะการ
ตรวจดีเอ็นเอ (DNA based method) ได้รับความ
สนใจมากยิ่งขึ้น การวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอล   
ดีเอ็นเอ (ribosomal DNA sequence analysis) เป็น
วิธีการตรวจหาเช้ือที่อาศัยกระบวนการเพิ่มปริมาณ    
ดีเอ็นเอในบริเวณ internal transcribed spacer (ITS) 
ที่อยู่ ในไรโบโซมอลดี เอ็นเอ ( rDNA)  ของราด้วย
ปฏิกิ ริ ยาลูกโซ่พอลิ เมอเรส (polymerase chain 
reaction, PCR) ร่วมกับการวิเคราะห์ล าดับนิวคลี โอ
ไทด์ (DNA sequence analysis) และระบุชนิดของ
เช้ือได้จากการเปรียบเทียบกับล าดับเบสกับฐานข้อมูล 
(DNA database) ปัจจุบันการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบ
โซมอลดี เอ็นเอเป็นเทคนิคหนึ่ งที่น าไปใช้ในการ
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ตรวจหาราทางห้องปฏิบัติการในตัวอย่างชนิดต่าง ๆ 
[13,14] เนื่องจากสามารถตรวจวิเคราะห์ราได้หลาก 
หลายชนิด มีความไวและความจ าเพาะ (analytical 
sensitivity and specificity) สูง และใช้เวลาในการ
ตรวจวิเคราะห์ประมาณ 48 ช่ัวโมง ซึ่งน้อยกว่าการ
เพาะเช้ือทีเ่ป็นวิธีมาตรฐานค่อนข้างมาก 

ดังนั้นการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อประเมิน
การตรวจหาราในเล็บด้วยวิธีการวิเคราะห์ล าดับเบส  
ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ โดยเปรียบเทียบกับวิธีโปตัสเซียม
ไฮดรอกไซด์และการเพาะเช้ือ ซึ่งน าไปสู่การสร้าง
แนวทางในการพัฒนาการตรวจวินิจฉัยโรคเช้ือราที่เล็บ
ทางห้องปฏิบัติการให้มีประสิทธิภาพ ซึ่งส่งผลท าให้
ผู้ป่วยได้รับการรักษาท่ีเหมาะสมต่อไป  
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 กลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา 

ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษานี้เป็นตัวอย่างขุย
เล็บเท้าจากผู้ป่วยที่มีเล็บเท้าผิดปกติ จ านวน 168 
ตัวอย่าง ที่เก็บตัวอย่างในระหว่างเดือนมีนาคมถึงเดือน 
กรกฎาคม พ.ศ. 2560 ณ งานราวิทยา สถาบันโรค
ผิวหนัง กรุงเทพมหานคร การศึกษานี้ได้รับการอนุมัติ
การท าวิจัยในมนุษย์จากคณะกรรมการจริยธรรมการ
วิจัยในคน ชุดที่ 3 มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ รหัส
โครงการ 032/2560 และจากคณะกรรมการจริยธรรม
การวิจัยในคน สถาบันโรคผิวหนัง กรมการแพทย์ 
กระทรวงสาธารณสุข รหัสโครงการ 008/2558 

2.2 การเก็บตัวอย่าง 
เช็ดเล็บเท้าบริเวณที่มีความผิดปกติด้วย 

70 % แอลกอฮอล์ จากนั้นขูดเล็บด้วยใบมีดผ่าตัด
ปราศจากเช้ือเบอร์ 15 ผสมขุยเล็บให้เข้ากันก่อนแบ่ง
ออกเป็น 3 ส่วน ส่วนท่ี 1 ใช้ส าหรับการทดสอบด้วยวิธี
โปตัสเซียมไฮดรอกไซด์  ส่วนที่  2 ใช้ส าหรับการ     
เพาะเช้ือ และส่วนท่ี 3 ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ล าดับเบส 

ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ 
2.3 การตรวจหาราในขุยเล็บด้วยวิธีโปตัส 

เซียมไฮดรอกไซด์  
ตรวจหาองค์ประกอบของสายราด้วยวิธี

โปตัสเซียมไฮดรอกไซด์ โดยน าขุยเล็บใส่ลงบนสไลด์
แล้วหยดน้ ายาโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้น 
30 % ลงบนขุยเล็บจ านวน 2 หยด ผสมขุยเล็บกับ
น้ ายาแล้ว ปิดทับด้วยกระจกปิดสไลด์ น าสไลด์ดังกล่าว
ผ่านเปลวไฟ 2-3 วินาที ทิ้งไว้ประมาณ 5 นาที จากนั้น
สังเกตภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 100 และ 
400 เท่า  

2.4 การเพาะเชื้อ  
น าขุ ย เล็บวางลงบนอาหารเลี้ ยง เ ช้ือ 

Sabourauds dextrose agar (SDA) ที่มีคลอแรมฟินิ
คอล ความเข้มข้น 0.5 กรัมต่อลิตร จ านวน 3 หลอด 
และอาหารเลี้ยงเช้ือ SDA ที่มีคลอแรมฟินิคอลและ   
ไซโคลเฮกซิไมด์ ความเข้มข้น 0.05 และ 0.4 กรัมต่อ
ลิตร ตามล าดับ จ านวน 1 หลอด จากนั้นบ่มที่ 28 
องศาเซลเซียส และสังเกตการเจริญของราบนอาหาร
เลี้ยงเช้ือทุก ๆ 4 วัน เป็นเวลา 4 สัปดาห์ จากนั้น
จ าแนกชนิดของยีสต์โดยใช้ ColorexTM Candida agar 
( E&O Laboratories, Scotland)  ส า ห รั บ ร า ส า ย 
(mold) จ าแนกชนิดโดยสังเกตลักษณะของโคโลนี 
(macroscopic examination) และเตรียมตัวอย่าง
สไลด์ด้วยวิธี tease slide technique และย้อมด้วย
เเลคโตฟีนอลคอตตอนบลู ( lactophenal cotton 
blue)  ( Himidia Laboratories,  India)  ก่ อ น น า ไ ป
สังเกตลักษณะของสายราและโคนิเดีย (conidia) 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (microscopic examination) 
เพื่อระบุชนิดของราสาย [15]  

2.5 การวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอล       
ดีเอ็นเอ 

2.5.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic  
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DNA) จากตัวอย่างขุยเล็บ สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่าง
เ ล็ บ ด้ ว ย  GenUp gDNA extraction kit ( Biotech 
rabbit, Germany)  จากนั้นเก็บรักษาดี เอ็นเอไว้ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

2.5.2 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) 
และการวิเคราะห์ล าดับเบส (DNA sequencing) เพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ ITS1 ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่  
พอลิเมอเรสที่ดัดแปลงวิธีการบางส่วนจาก Lau และ
คณะ [13] ไพรเมอร์ (primer) ทีใ่ช้ประกอบด้วย ITS-1 
(5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) และ ITS-2 (5-
GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3) โดยปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิ เมอเรสที่ ใ ช้มี ปริมาตรรวม 30 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วยแมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) ที่ความ
เข้มข้น 1.5 มิลลิโมล ดีออกซีนิวคลีโอไซด์ไตรฟอลเฟต 
( deoxynucleoside triphosphate, dNTP)  ค ว า ม
เข้มข้น 50 มิลลิโมล เอนไซม์ดีเอ็นเอโพลิเมอเรสชนิด
ทนความร้อน (Taq DNA polymerase) 5 ยูนิต     ไพร
เมอร์ชนิดละ 10 มิลลิโมล และจีโนมิกดีเอ็นเอ 12 
ไมโครลิตร จากนั้นเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรสที่อุณภูมิต่าง ๆ ดังนี้ (1) อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที (2) อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 59 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที เป็นจ านวน 30 รอบ และ 
(3) อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 นาที 
(T100 Thermal Cycler, Bio-Rad, USA)  หลั งจาก
วิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอ (DNA product) จาก
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส 
(electrophoresis) ในเจลอะกาโรส (agarose gel) 
ความเข้มข้น 2 % แล้ว น าผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่ได้ไป
วิเคราะห์ล าดับเบส (DNA sequence) (3500 Genetic 
analyzer, Applied Biosystemstm, USA) จากนั้นจึง
เปรียบเทียบล าดับเบสของผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอกับ

ฐ า น ข้ อ มู ล  GenBank ด้ ว ย โ ป ร แ ก ร ม  BLASTN 
(https: //blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  และ
ระบุชนิดราจากราในฐานข้อมูลที่มีล าดับเบสคล้ายคลึง
กัน (similarity) ไม่น้อยกว่า 95 % [14] 

2.6 การวิเคราะห์ผลการทดลอง 
วิเคราะห์อัตราผลบวก (positive rate) ใน

การตรวจหาราในตัวอย่างเล็บด้วยการวิเคราะห์ล าดับ
เบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอ วิธีโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์ 
และการเพาะเช้ือ และวิเคราะห์ความไว (sensitivity) 
ความจ าเพาะ (specificity) ค่าการท านายผลบวกและ
ลบ (positive and negative predictive value) ใน
ตรวจหาราในตัวอย่างเล็บด้วยการวิเคราะห์ล าดับ      
นิวคลีโอไทด์ โดยเปรียบเทียบกับการเพาะเช้ือซึ่งเป็น
วิธีมาตรฐาน 
 

3. ผลการวิจัย 
3.1 ผลการตรวจหาราจากขุยเล็บด้วยวิธี

โปตัสเซียมไฮดรอกไซด์และการเพาะเชื้อ 
การตรวจหาราในตัวอย่างเล็บจ านวน 168 

ตัวอย่าง ด้วยวิธีโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์ ไม่พบสายรา
และคอนนีเดียของรา (negative) ในตัวอย่าง 114 
ตัวอย่าง (67.9 %) และอีก 54 ตัวอย่าง (32.1 %) 
ตรวจพบองค์ประกอบของรา (positive) ขณะที่การ
เพาะเช้ือตรวจพบการเจริญของราในตัวอย่าง 41 
ตัวอย่าง (24.4 %) โดยเป็นเช้ือในกลุ่ม DMP จ านวน 
17 ตัวอย่าง (41.5 %) ประกอบด้วย T. rubrum, T. 
mentagrophytes และ T. tonsurans จ านวน 12, 4 
และ 1 ตัวอย่าง (29.3, 9.8 และ 2.4 %) ตามล าดับ 
ขณะที่อีก 24 ตัวอย่าง (58.3 %) พบเป็นเช้ือกลุ่ม 
NDM ประกอบด้วย N. dimidiatum, C. albicans 
และ non-albicans Candida sp. จ านวน 16, 3 และ 
5 ตัวอย่าง (39.0, 7.3 และ 12.2 %) ตามล าดับ ดัง 
ตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1  ผลการเพาะราจากตัวอย่างเล็บ จ านวน 
168 ตัวอย่าง  

 

ผลการทดสอบ 
จ านวน (%) 
(n=168) 

Negative  127 (75.6) 

Positive  41 (24.4) 

   Dermatophytes   17 (41.5) 

      T. rubrum  12 (29.3) 

      T. mentagophytes  4 (9.8) 

      T. tonsurans  1 (2.4) 

   Non-dermatophytes  24 (58.3) 
      N. dimidiatum  16 (39.0) 

      C. albicans   3 (7.3) 

      Non-albicans Candida sp.   5 (12.2) 

 
3.2 ผลการตรวจหาราจากขุยเล็บด้วยวิธีการ

วิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอ   
การตรวจหาราในตัวอย่างขุยเล็บ จ านวน 

168 ตัวอย่าง ด้วยการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอล 
ดีเอ็นเอ พบว่าตัวอย่างขุยเล็บจ านวน 113 ตัวอย่าง 
(67.3 %) มีผลการทดสอบเป็นลบ ในจ านวนดังกล่าว 
มี 77 ตัวอย่าง ที่ไม่พบผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอบนเจลอะกา
โรส และมี 29 ตัวอย่าง พบแถบผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอ แต่
ไม่ ชัดเจน (faint band) โดยมีขนาดอยู่ที่ประมาณ 
200-300 คู่เบส อีก 3 ตัวอย่าง พบผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอ
จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส แต่ล าดับเบสไม่มีความ
คล้ายคลึงกับเช้ือราในฐานข้อมูล นอกจากนี้ยังมีอีก 4 
ตัวอย่าง ที่ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสมีความคล้ายคลึง
เพียง 75 % กับราที่พบในสิ่งแวดล้อม (Coriolopsis 
caperata, Basidiomycota sp. , Lyomyces mas-
carensis และ Waitea circinata ชนิดละ 1 ตัวอย่าง)  

ขณะทีก่ารวิเคราะห์ล าดบัเบสไรโบโซมอล -  

ดีเอ็นเอสามารถตรวจพบราในตัวอย่างขุยเล็บ จ านวน 
55 ตัวอย่าง (32.7 %) โดยล าดับเบสมีความคล้ายคลึง
กับฐานข้อมูลมากกว่า 95 % พบเป็นเช้ือในกลุ่ม DMP 
และ NDM กลุ่มละ 27 ตัวอย่าง (16.1 %) โดยเช้ือใน
กลุ่ม DMP พบเป็น T. rubrum, T. mentagrophytes 
และ T. Interdigitale จ านวน 22, 4 และ 1 ตัวอย่าง 
(40.0, 7.3 และ 1.8 %) และส่วน NDM พบเป็น N. 
dimidiatum มากที่สุด จ านวน 15 ตัวอย่าง (27.3 %) 
รองลงมาเป็น F. nubica จ านวน 5 ตัวอย่าง (9.1 %) 
นอกจากนี้ ยั งตรวจพบการติ ด เ ช้ือร่ วม (mixed 
infection)  ของ T.  rubrum และ  C.  parapsilosis 
จ านวน 1 ตัวอย่าง (1.8 %) (ตารางที่ 2) 

3.3 การเปรียบเทียบผลการตรวจหาราใน
ตัวอย่างเล็บด้วยวิธีการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบ    
โซมอลดีเอ็นเอกับการเพาะเชื้อ 

เนื่องจากการเพาะเช้ือถือเป็นวิธีมาตรฐาน
ของการตรวจวินิจฉัยการติดเช้ือราทางห้องปฏิบัติการ 
ดังนั้นในการศึกษานี้ผู้วิจัยจึงเปรียบเทียบผลการ
ตรวจหาราในตัวอย่างเล็บด้วยวิธีการวิเคราะห์ล าดับ
เบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอกับการเพาะเช้ือ โดยสามารถ
แบ่งผลการทดสอบออกได้เป็นกลุ่มต่าง ๆ ดังนี ้

3.3.1 ตัวอย่างที่มีผลการตรวจวิเคราะห์รา
ในตัวอย่างเล็บด้วยวิธีการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซ
มอลดี เอ็นเอสอดคล้องกับการเพาะเ ช้ือ โดย 99 
ตัวอย่าง มีผลการทดสอบเป็นลบและอีก 27 ตัวอย่าง 
มีการทดสอบเป็นบวกจากทั้ง  2 วิธี และมีผลการ
จ าแนกชนิดราที่สอดคล้องกัน ดังนั้นวิธีการวิเคราะห์
ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอมีผลการทดสอบที่
สอดคล้องกับการเพาะเชื้อ คิดเป็น 75.0 % (126/168 
ตัวอย่าง) (ตารางที่ 3) 

3.3.2 ตัวอย่างที่มีผลการตรวจวิเคราะห์รา
ในตัวอย่างเล็บด้วยวิธีการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซ
มอลดีเอ็นเอเป็นบวก แต่การเพาะเชื้อเป็นลบ มีจ านวน
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ทั้งสิ้น จ านวน 28 ตัวอย่าง (16.6 %) จากการวิเคราะห์
ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอพบเป็นรา 11 ชนิด 
(ตารางที่ 3) โดย 12 ตัวอย่าง ตรวจพบเป็นราในกลุ่ม 
DMP ที่จัดเป็นเชื้อก่อโรคแท้ (true pathogen) และ 1 
ตัวอย่าง เป็นการติดเช้ือร่วมกันระหว่าง T. rubrum 
และ C. parapsilosis อีก 7 ตัวอย่าง ตรวจพบเป็น 
Neoscythalidium sp. โดยมีตัวอย่างจากผู้ป่วย 2 ราย 
ที่มีผลการตรวจที่สอดคล้องกับผลการเพาะเช้ือของ
ตัวอย่างเล็บอีกตัวอย่างหนึ่ง   ที่เก็บในต าแหน่งเดียวกัน 
 
ตารางที่ 2  ผลการตรวจหาราในตัวอย่างเล็บ จ านวน 

168 ตัวอย่าง ด้วยวิธีการวิเคราะห์ล าดับ
เบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอ 

 

ผลการทดสอบ 
จ านวน (%) 
(n=168) 

Negative 113 (67.3) 
No band  77 (45.8) 
Faint band  29 (17.3) 
Contamination  4 (2.4) 
DNA not match  3 (1.8) 

Positive   55 (32.7) 
Dermatophytes  27 (49.1) 

Trichophyton rubrum  22 (40.0) 
Trichophyton interdigitale  4 (7.3) 
Trichophyton mentagrophyte  1 (1.8) 

Non-dermatophytes  27 (49.1) 
Neoscytalidium dimidiatum  15 (27.3) 
Fonsecaea nubica  5 (9.1) 
Neoscytalidium hyalinum  2 (3.6) 
Aspergillus tamarii  1 (1.8) 
Aspergillus terreus  1 (1.8) 
Candida orthopsilosis  1 (1.8) 
Fonsecaea pedrosoi  1 (1.8) 
Trichosporon asahii  1 (1.8) 

Mix infection  1 (1.8) 
Trichophyton rubrum and  
C. parapsilosis 

 1 (1.8) 

จากผู้ป่วยรายดังกล่าว ในขณะที่ Fonsecaea และ 
Aspergillus พบใน 5 และ 2 ตัวอย่าง ตามล าดับ 

3.3.3 ตัวอย่างที่มีผลการตรวจวิเคราะห์รา
ในตัวอย่างเล็บด้วยวิธีการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซ
มอลดีเอ็นเอเป็นลบ แต่การเพาะเช้ือเป็นบวก ตัวอย่าง
เล็บจ านวน 14 ตัวอย่าง (8.6 %) (ตารางที่ 3) โดยพบ
การเจริญของ Trichophyton species ใน 4 ตัวอย่าง 
และ 6 ตัวอย่าง ตรวจพบการเจริญของ N. dimidiatum 
นอกจากน้ีอีก 4 ตัวอย่าง พบเป็น Candida sp. 

3.3.4 ตัวอย่างที่มีผลการจ าแนกชนิดราใน
ตัวอย่างเล็บด้วยวิธีการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอล
ดีเอ็นเอกับการเพาะเช้ือไม่สอดคล้องกัน มีจ านวน 7 
ตัวอย่าง โดยมี 4 ตัวอย่าง ที่มีผลการจ าแนกชนิด
แตกต่างกันในระดับจีนัส (genus) (non albicans 
Candida sp.  กั บ  Fonsecaea nubica, N.  Dimi-
diatum กับ  T.  rubrum, Non albicans Candida 
sp. กับ N. dimidiatum และ non albicans Candida 
sp. กับ T. rubrum) และมีอีก 3 ตัวอย่าง ที่มีผลการ
จ าแนกชนิดแตกต่างกันในระดับสปีซีส์  (species) 
ประกอบด้วย T. mentagrophyte กับ T. Interdigit-
tale จ านวน 2 ตัวอย่าง และ C. albicans กับ C. 
orthopsilosis จ านวน 1 ตัวอย่าง 

ผลการศึกษาพบว่าวิธีโปตัสเซียมไฮดรอก
ไซด์ การเพาะเช้ือ และวิธีการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบ
โซมอลดีเอ็นเอมีอัตราผลบวกเท่ากับ 32.1, 24.4 และ 
32.7 % ตามล าดับ การเปรียบเทียบผลกับการเพาะ
เช้ือที่เป็นวิธีมาตรฐาน พบว่าการวิเคราะห์ล าดับเบส  
ไรโบโซมอลดีเอ็นเอมีความไว ความจ าเพาะ ค่าการ
ท านายผลบวกและลบ ในการตรวจหาราในตัวอย่างเลบ็
เท่ากับ 65.9, 78.0, 49.1 และ 87.6 % ตามล าดับ 
(ตารางที่ 4) หากใช้วิธีการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซ
มอลดีเอ็นเอร่วมกับการเพาะเช้ือ พบว่ามีอัตราผลบวก
เพิ่มขึ้นเป็น 41. 1% (69/168 ตัวอย่าง) 

http://jcm.asm.org/content/50/7/2250.full#T1
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ตารางที่ 3  การเปรียบเทียบผลการตรวจหาราในตัวอย่างเล็บด้วยวิธีโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์ การเพาะเชื้อ และการ

วิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอ 
 

วิธีการ จ านวน (%) 

(n=168) 
ชนิดของรา 

KOH Culture rDNA sequence  

negative negative negative 87 (51.7) - 

positive negative negative 12 (7.1) - 

negative positive negative 8 (4.8) 

T.  rubrum ( 1) , T.  mentagophyte ( 1) , non 

albicans Candida sp.  (2) , N.  dimidiatum (3) 

and C. albicans (1) identified by culture  

positive positive negative 6 (3.8) 
C. albicans (1), T. tonsurans (1), T. rubrum (1) 

and N. dimidiatum (3) identified by culture 

negative negative positive 15 (8.9) 

Fonsecaea nubica (4), T. rubrum (3), N. Dimi-

diatum (3) , T.  interdigitale (1) , N.  hyalinum 

(1), F. pedrosoi (1), Trichosporon asahii (1), A. 

terreus (1) by rDNA sequence analysis 

positive negative positive 13 (7.7) 

T. rubrum (7), N. dimidiatum (2), T. Interdigi-

tale (1) , N.  hyalinum (1) , T.  rubrum with C. 

parapsilosis (1), Aspergillus tamarii (1) identi-

fied by rDNA sequence analysis 

negative positive positive 4 (2.4) 

T. rubrum/T. rubrum (1), T. mentagophyte/T. 

interdigitale (1), non albicans Candida sp./ T. 

rubrum (1), non albicans Candida sp./Fonse-

caea nubica ( 1)  identified by culture and 

rDNA sequence analysis 

positive positive positive 23 (13.7) 

N. dimidiatum/N. dimidiatum (9), T. rubrum/ 

T. rubrum (9), T. mentagophyte/T. Mentago-

phyte ( 1) , T.  mentagophyte/ T.  interdigitale 

(1), N. dimidiatum/T. rubrum (1), C. albicans/ 

C. orthopsilosis (1), non albicans Candida sp./ 

N.  dimidiatum ( 1) , identified by culture and 

rDNA sequence analysis 
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ตารางที่ 4  ความไว ความจ าเพาะ และค่าการท านายผลบวกและลบในตรวจหาราในตัวอย่างเล็บด้วยวิธีการ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์  

 

rDNA sequence analysis 
Culture (n=168) 

Positive Negative 

Positive   27 (16.1 %) 28 (16.7 %) 
Negative 14 (8.3 %) 99 (58.9 %) 
Sensitivity = (27 x 100) ÷ (27 + 14)= 65.9 % 

Specificity = (99 x 100) ÷ (99 + 28) = 78.0 % 
Positive predictive value = (27 x 100) ÷ (27 + 28) = 49.1 % 

Negative predictive value = (99 x 100) ÷ (99 + 14) = 87.6 % 
Sensitivity = (True positive × 100) ÷ (True positive + False negative); Specificity = (True negative × 
100) ÷ ( True negative +  False positive) ; Positive predictive value =  (True positive × 100) ÷ ( True 
positive + False positive); Negative predictive value = (True negative × 100) ÷ (True negative + False 
negative) 
 
4. อภิปรายผลการศึกษา  

การศึกษานี้ผู้วิจัยได้ประยุกต์ใช้การวิเคราะห์
ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอในการตรวจหาราใน
ตัวอย่างขุยเล็บเท้าที่เก็บจากผู้ป่วยที่เล็บมีลักษณะ
ผิดปกติเพื่อใช้ในการวินิจฉัยโรคเช้ือราที่เล็บ โดย
เลือกใช้ดีเอ็นเอในบริเวณ ITS1 ที่อยู่ระหว่าง 18S และ 
5.8S rDNA เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) 
เนื่องจาก (1) ดีเอ็นเอบริเวณดังกล่าวมีมากกว่า 100 
ชุด (copy) ในจีโนมของรา (2) มี universal primer ที่
จ าเพาะกับรา และ (3) ล าดับเบสในต าแหน่งดังกล่าวมี
ความแปรผัน (variable) ที่สูงพอที่ใช้ในการจ าแนก
ชนิดของราในระดับสปีชีส์ได้ [16-18] 

การศึกษานี้ได้ตรวจหาราด้วยวิธีโปตัสเซียม
ไฮดรอกไซด์ การเพาะเช้ือและการวิเคราะห์ล าดับเบส
ไรโบโซมอลดีเอ็นเอในตัวอย่างขุยเล็บ จ านวน 168 
ตัวอย่าง ผลการศึกษาพบว่าการวิเคราะห์ล าดับเบส   
ไรโบโซมอลดีเอ็นเอสามารถยืนยันผลการเพาะเช้ือและ

การจ าแนกชนิดของราที่พบในตัวอย่างเล็บ ส าหรับ
ตัวอย่างที่มีผลการจ าแนกชนิดของราด้วยวิธีการ
วิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอแตกต่างจาก
การเพาะเชื้อในระดับสปีซีส์ (T. mentagrophyte กับ 
T. interdigitale จ านวน 2 ตัวอย่าง และ C. albicans 
กับ C. orthopsilosis จ านวน 1 ตัวอย่าง) อาจเกิดจาก
ความช านาญของผู้ปฏิบัติงาน รวมถึงวิธีการจ าแนก
ชนิดที่ใช้ในการศึกษานี้เป็นเพียงการตรวจจ าแนก
เบื้องต้น จึงท าให้ผลการจ าแนกชนิดมีความผิดพลาดได้ 
และส าหรับตัวอย่างเล็บจ านวน 4 ตัวอย่าง มีผลการ
จ าแนกชนิดของราแตกต่างกันในระดับจีนัส ผู้วิจัยคาด
ว่าอาจมีสาเหตุจากการปนเปื้อนของราทั้งจากการเก็บ
ตัวอย่างหรือระหว่างการวิเคราะห์ ท าให้ผลการตรวจ
ไม่สอดคล้องกัน 

การศึกษานี้มีตัวอย่างขุยเล็บที่มีผลการเพาะ
เช้ือเป็นลบ แต่การวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอล     
ดี เอ็นเอเป็นบวก จ านวนทั้งสิ้น 30 ตัวอย่าง (วิธี
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โปตัสเซียมไฮดรอกไซด์เป็นบวก 14 ตัวอย่าง และเป็น
ลบ 16 ตัวอย่าง) ส่วนใหญ่ตรวจพบดี เอ็นเอของ 
Trichophyton sp. (13 ตัวอย่าง) ซึ่งเป็นเช้ือก่อโรค
แท้ รองลงมาตรวจพบเป็น Neoscytalidium sp. (7 
ตัวอย่าง) ซึ่งเป็นเช้ือที่มีแนวโน้มก่อโรค ในกรณีนี้ 
ผู้วิจัยคาดว่าการเพาะเช้ือแล้วไม่พบการเจริญของรา
นั้นอาจเป็นผลลบปลอม (false-negative) ที่สามารถ
เกิดได้ค่อนข้างบ่อยในการเพาะราจากตัวอย่างเล็บ 
โดยเฉพาะในตัวอย่างที่เก็บมาจากส่วนปลายของเล็บ 
ซึ่งเป็นบริเวณที่ราตาย และ/หรือ ขุยเล็บที่ใช้ในการ
เพาะเช้ือมีปริมาณน้อย [12] ผลการศึกษานี้แสดงให้
เห็นว่าการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอ
สามารถช่วยจ าแนกชนิดของรา โดยเฉพาะในกรณีทีไ่ม่
สามารถเพาะเชื้อ 

เนื่องจากการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอล  
ดีเอ็นเอที่ใช้ในการศึกษานี้ ใช้ universal primer ที่มี
ความจ าเพาะกับกลุ่มรา ท าให้ตรวจพบดีเอ็นเอของเห็ด
ราในตัวอย่างเล็บที่วิธีโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์และการ
เพาะเช้ือเป็นลบ รวมถึงดีเอ็นเอของราที่พบเป็นเช้ือ
ประจ าถิ่นบนร่างกายของมนุษย์ (normal flora) และ
ปน เปื้ อนจากสิ่ ง แวดล้อม  (contaminant fungi) 
นอกจากนี้มีตัวอย่างเล็บจ านวน 3 ตัวอย่าง ที่มีผลการ
เพาะเช้ือเป็นลบ ตรวจพบผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอจาก
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส แต่ไม่สามารถระบุชนิดของ
รา เนื่องจากล าดับเบสไม่มีความคล้ายคลึงกับดีเอ็นเอ
ในบริเวณ ITS1 ที่อยู่ในฐานข้อมูล จาก fluorescence 
chromate-grams ของการวิ เคราะห์ล าดับเบสใน
ตัวอย่างดังกล่าว แสดงให้เห็นถึงลักษณะการปนเปื้อน
ของดีเอ็นเอที่มีขนาดใกล้เคียงใกล้มากกว่า 1 ชนิด ผล
การศึกษานี้เน้นย้ าข้อจ ากัดของการตรวจการติดเช้ือ
ด้วยวิธีการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอใน
ตัวอย่างที่มีเช้ือมากกว่าหนึ่งชนิดในตัวอย่างเดียวกัน 
ซึ่ งอาจเกิดจากการปนเปื้อนหรือการติดเ ช้ือร่วม 

(mixed infection) [19] ดังนั้นการตรวจหาราใน
ตัวอย่างที่ไม่ปลอดเช้ือ (non sterile sample) ด้วย
การวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอจึงต้อง
พิจารณาอาการของผู้ป่วยร่วมกับผลการตรวจวิเคราะห์
เสมอ [13] 

ผลการศึกษาพบว่าการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบ
โซมอลดีเอ็นเอมีผลตรวจเป็นลบในตัวอย่างที่มีผลการ
ตรวจด้วยวิธีโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์ และ/หรือ การ
เพาะเช้ือเป็นบวก ได้แก่ ตัวอย่างเล็บที่มีผลการตรวจ
ด้วยวิธีโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์เป็นบวก แต่การเพาะ
เช้ือเป็นลบ โปตัสเซียมไฮดรอกไซด์และการเพาะเช้ือ
เป็นบวก และตัวอย่างทีว่ิธีโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์ใหผ้ล
ลบ แต่การเพาะเช้ือเป็นบวก จ านวน 12 , 6, และ 8 
ตัวอย่าง ตามล าดับ ในจ านวนดังกล่าวมี 15 ตัวอย่าง ที่
พบผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอบนเจลอะกาโรสที่ไม่ชัดเจน 
(faint band) ในกรณีนี้อาจเกิดจากตัวอย่างขุยเล็บท่ีใช้
มีปริมาณน้อย และ/หรือ ราในตัวอย่างมีปริมาณน้อย 
(scant) ซึ่งสังเกตได้จากการตรวจด้วยวิธีโปตัสเซียม
ไฮดรอกไซด์ที่ส่วนใหญ่พบเช้ือเพียงเล็กน้อย (few) 
(ไม่ได้แสดงข้อมูล) หรืออาจเกิดการกระจายตัวของสาย
ราในตัวอย่างที่ใช้ในแต่ละการทดสอบไม่เท่ากัน [10, 
11,20] นอกจากนี้อาจมีการปนเปื้อนของตัวขัดขวาง
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR inhibitor) ในตัวอย่าง 
[20] รวมถึงยังอาจเกิดจากวิธีการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอที่
ใช้ในการศึกษานี้มีประสิทธิภาพไม่ดีนัก ซึ่งพบว่าเป็น
สาเหตุหนึ่งที่ท าให้การตรวจการติดเช้ือราในตัวอย่าง
เล็บด้วยเทคนิคระดับโมเลกุลเกิดผลลบปลอมได้ [21]  

การศึกษานี้เป็นรายงานแรกที่ได้ประยุกต์ใช้
การวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอในบริเวณ 
ITS1 ในการตรวจหาราในตัวอย่างเล็บ จากการศึกษา
พบว่าการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอมี
อัตราผลบวก (positive rate) สูงที่สุดที่ 32.7 % รอง 
ลงมา คือ วิธีโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์ (32.1 %) และ
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การเพาะเช้ือมีอัตราผลบวกต่ าที่สุด (25.0 %) เมื่อ
เปรียบเทียบกับการเพาะเช้ือพบว่าการวิเคราะห์ล าดับ
เบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอมีผลการทดสอบที่สอดคล้อง
กับการเพาะเช้ือ คิดเป็น 75.0 % (126/168) และมี
ความไวเท่ากับ 65.9 % จากการศึกษาก่อนหน้านี้ที่
ประยุกต์ใช้การวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอ
ในการตรวจราจากตัวอย่างช้ินเนื้อชนิดต่าง ๆ พบว่ามี
ความไวประมาณ 65.0 ถึง 90.0 % โดยความไวที่
แตกต่างกันนี้ส่วนหนึ่งขึ้นอยู่กับประเภทของสิ่งส่งตรวจ
ที่น าไปใช้ [13] เมื่อพิจารณาผลการตรวจด้วยการ
วิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอร่วมกับการ
เพาะเช้ือพบว่ามีอัตราผลบวกในการตรวจพบราเพิ่ม
สูงขึ้น จากการศึกษาแสดงให้เห็นว่าการวิเคราะห์ล าดับ
เบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอสามารถช่วยระบุชนิดของราที่
เป็นสาเหตุของโรคเช้ือราที่เล็บในกรณีที่วิธีดังเดิม 
conventional method ไม่สามารถตรวจพบรา ซึ่ง
เป็นการช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจหาราใน
ตัวอย่างเล็บ 
  

5. สรุป 
การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าการวิเคราะห์ล าดับ

เบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอมีประสิทธิภาพในการตรวจ
วินิจฉัยราในตัวอย่างเล็บและใช้เวลาสั้น แต่ด้วยวิธีการ
ดังกล่าวมีค่าใช้จ่ายที่ค่อนข้างสูงเมื่อเทียบกับวิธีดั้งเดิม 
ผู้วิจัยมีข้อเสนอแนวทางการประยุกต์วิธีการดังกล่าวใน
การตรวจวินิจฉัยราในตัวอย่างเล็บทางห้องปฏิบัติการ 
ดังนี้ (1) ใช้เป็นการตรวจเบื้องต้น (first line test) 
คู่ขนานไปกับวิธีการเดิม แต่อาจมีข้อจ ากัดที่ การ
วิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอยังมีค่าใช้จ่ายที่
ค่อนข้างสูง (2) ใช้ในการตรวจวิเคราะห์เฉพาะใน
ตัวอย่างเล็บที่มีผลการตรวจด้วยวิธีโปตัสเซียมไฮดรอก
ไซด์เป็นบวก เพื่อให้ได้ผลการตรวจวิเคราะห์ราที่เป็น
สาเหตุของการติดเช้ือที่เล็บได้รวดเร็วและเพาะเช้ือใน

ตัวอย่างที่มีผลการตรวจด้วยวิธีโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์
เป็นลบ หรือ (3) ประยุกต์ใช้ในตัวอย่างที่ไม่พบการ
เจริญของราบนอาหารเลี้ยงเช้ือ หลังจากเพาะเช้ือไปได้
ระยะหนึ่งแล้ว เพื่อให้ทราบชนิดของราก่อโรค ซึ่งมีผล
ให้การรักษาการติดเช้ือราที่เล็บเป็นไปอย่างมีประสิทธิ 
ภาพมากขึ้น อนึ่งเพื่อให้การตรวจหาราในตัวอย่างเล็บ
ด้วยการวิเคราะห์ล าดับเบสไรโบโซมอลดีเอ็นเอมี
ประสิทธิภาพมากขึ้น จึงควรมีการปรับปรุงกระบวน 
การในการเก็บตัวอย่างและการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจาก
ตัวอย่างขุยเล็บก่อนน าไปประยุกต์ใช้ในงานประจ า 
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