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1. วัตถุประสงค์  

 ส าหรับใช้เป็นคู่มือการตรวจวินิจฉัยเชื้อปรสิตด้วยกล้องจุลทรรศน์ โดยวิธี Direct wet smear 

2. ขอบเขต 

 วิธีปฏิบัติงานฉบับนี้ครอบคลุมถึง  ผู้ปฏิบัติงานในตรวจการวินิจฉัยเชื้อปรสิตด้วยกล้องจุลทรรศน์ โดยวิธี 

Direct wet smear 

3. ประเภทและชนิดของสิ่งส่งตรวจ (ส ำหรับกำรตรวจวิเครำะห์)  

Stool 

4. อุปกรณ์/เครื่องมือ และสำรเคมี (ส ำหรับกำรตรวจวิเครำะห์)  

 4.1 สไลด์ (Microscopic glass slide) 

 4.2 กระจกปิดสไลด์ (Cover slip ขนาด 22 x 22 mm.) 

 4.3 ไม้กวนอุจจาระ 

 4.4 น้ าเกลือ (0.85-0.9% Normal saline) หรือน้ ายาไอโอดีน (1% Lugol, s iodine solution) 

 4.5 ปากกา 

 4.6 กระบอกน ้ำยำฆำ่เชือ้ส ำหรบัเกบ็ slides ทีใ่ชแ้ลว้ (ก่อนส่งท ำลำย) 

 4.7 ขวดน ้ำผสมน ้ำยำฆำ่เชือ้ส ำหรบัเกบ็ไมท้ีก่วนอุจจำระทีใ่ชแ้ลว้ (ก่อนส่งท ำลำย) 

5. ควำมรับผิดชอบ 

 นำยส ำเริง พรหมมงคล 

6. รำยละเอียด 

 6.1 ขั้นตอนการรับสิ่งส่งตรวจ 
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  6.1.1 ตรวจสอบความถูกต้องและตรงกันของสิ่งส่งตรวจและข้อมูลในใบ request 

 6.2   วิธีด าเนินการ  

  6.2.1 การเตรียมตัวอย่างอุจจาระ 

  6.2.1.1 ใช้ปากกาเขียนหมายเลขตัวอย่างอุจจาระลงบนริมขอบด้านซ้ายของสไลด์ 

6.2.1.2 หยดน้ าเกลือ 1-2 หยด ลงบนด้านซ้ายของสไลด์ (ถ้าคาดว่าจะมี โทรโฟซอยท์
ของอะมีบาให้ใช้น้ าเกลืออุ่น) และน้ ายาไอโอดีน 1-2 หยด ลงบนด้านขวาของสไลด์ 

6.2.1.3 ใช้ไม้กวนอุจจาระเขี่ยอุจจาระจากหลายๆจุด ขนาดเท่ากับหัวไม้ขีดไฟประมาณ 
1 มิลลิกรัม มากวนกับน้ าเกลือบนสไลด์ให้ผสมเป็นเนื้อเดียวกัน 

6.2.1.4 ในท านองเดียวกัน ใช้ไม้กวนอุจจาระเขี่ยอุจจาระจากหลายๆจุด ขนาดเท่ากับ
หัวไม้ขีดไฟมากวนกับน้ ายาไอโอดีน 

6.2.1.5 วางกระจกปิดสไลด์ (Cover slip) แตะให้ท ามุมกับขอบของน้ าเกลือที่ผสมกับ
อุจจาระแล้วค่อยๆ วางลงโดยไม่ให้มีฟองอากาศ (ถ้ามีฟองอากาศจะท าให้ยากในการ
ตรวจหาเชื้อปรสิต โดยเฉพาะ cyst ของโปรโตซัว และถ้าไม่มีความช านาญ การดูและ
แยกชนิดท าได้ยากมาก) 

  6.2.2 การตรวจตัวอย่างอุจจาระ 

6.2.2.1 น าสไลด์ที่เตรียมโดยวิธี direct wet smear มาตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
โดยวางสไลด์ลงบนแท่นวางวัตถุ ปรับปริมาณแสงให้พอเหมาะเพ่ือให้สามารถมองเห็น
เชื้อปรสิตได้ชัดเจน ตรวจ ด้วยเลนส์ใกล้วัตถุ (objective lens) ก าลังขยาย 10x ก่อน 
(ใช้ในการหา) (กำรใช้กล้องจุลทรรศน์ตรวจหำเชื้อปรสิต ต้องปรับ  aperture 
diaphragm เหมำะกับ lens ที่ใช้) โดยเริ่มปรับภาพไปที่มุมบนด้านซ้ายแล้วจึงเลื่อน
ไปด้านหน้า เลื่อนลง ถอยหลัง เลื่อนลง แล้วเดินหน้า ท าเช่นนี้ไปจนสุดมุมล่างด้าน
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ขวามือ (เพ่ือเป็นการตรวจให้ครบทั้งหมดใน Cover slip จะเริ่มมุมไหนก็ได้และเลื่อน
ไปขั้งหน้าใหต้ลอดจนจบสุดอีกมุมหนึ่ง) 
6.2.2.2 เมื่อพบสิ่งที่คาดว่าจะเป็นเชื้อปรสิตแล้ว จึงปรับเลนส์ใกล้วัตถุไปที่ก าลังขยาย 
40x และปรับ aperture diaphragm ขยายให้มากขึ้นเพ่ือดูลักษณะรายละเอียยดอีก
ครั้งเพ่ือการวินิจฉัย แล้วจึงรายงานผล 
6.2.2.3. สไลด์ที่ดูแล้วให้น าไปแช่ในน้ ายาฆ่าเชื้อค้างคืนเพ่ือป้องกันการแพร่เชื้อ  

หมำยเหตุ การปรับ aperture diaphragm คือการปรับระยะโฟกัส (ดูคล้ายๆ กับเป็นการปรับความเข้ม
ของแสงแต่ไม่ใช่ การปรับความเข้มของแสง คือ การปรับที่ปุ่มเพ่ิมลดแสง) 
 

กำรตรวจหำไข่พยำธิและตัวอ่อนของพยำธิในน้ ำเกลือ ไข่พยาธิสามารถวินิจฉัยได้ง่ายในน้ าเกลือ ไม่ควร
ย้อมด้วยน้ ายาไอโอดีน  ไข่พยาธิ ส่วนมากมีขนาดใหญ่ มองเห็นชัดด้วยเลนส์ใกล้วัตถุก าลังขยาย 10x มีส่วนน้อยที่
มีขนาดเล็กที่ต้องใช้เลนส์ใกล้วัตถุก าลังขยาย 40x  จึงจะมองเห็น นอกจากนี้ในน้ าเกลือยังอาจพบตัวอ่อนของ 
พยาธิเส้นด้าย (Strongyloides stercoralis) ได้ ส่วนตัวอ่อนของพยาธิปากขอจะตรวจไม่พบใน ตัวอย่างอุจจาระที่
เก็บใหม่ๆ แต่อาจตรวจพบได้ในตัวอย่างอุจจาระเก่า ซึ่งต้องวินิจฉัยแยกออกจาก ตัวอ่อนของพยาธิเส้นด้ายโดยดูที่
ส่วนปากและ genital primodium 

ลักษณะของเชื้อโปรโตซัวในน้ ำยำไอโอดีน ตัวอย่างอุจจาระท่ีย้อมด้วยน้ ายาไอโอดีนเป็นการตรวจหา
ซีสต์ของอะมีบาและแฟลกเจลเลต ซึ่งตรวจหาด้วยเลนส์ใกล้วัตถุก าลังขยาย 10x แต่ไม่หักเหแสงเหมือนในน้ าเกลือ 
และตรวจแยกด้วยด้วยเลนส์ใกล้วัตถุก าลังขยาย 40x เป็นการตรวจดูส่วนประกอบภายในและท าการวัดขนาดของ
ซีสต์ เพ่ือ ประกอบการวินิจฉัย ซึ่งการติดสีของซีสต์ที่ย้อมด้วยน้ ายาไอโอดีน จะเห็น nucleus ชัดขึ้น 

ไซโตพลาสซึม  ติดสีเหลืองหรือน้ าตาลอ่อน  
Glycogen vacuole ติดสีน้ าตาลแกมแดง น้ าตาลเข้ม 
Chromatoid bodies’ ไม่ติดสี 

ในกรณีที่เป็นซีสต์ของ Entamoeba species อาจมองเห็นการเรียงตัวของ peripheral Chromatin และ 

karyosome ส่วนในแฟลกเจลเลตจะมองเห็น filaments 



 

ระเบียบปฏิบัติ : การตรวจวินิจฉัยเชื้อปรสิตทางการแพทย์ รหัสเอกสาร 
:BSTS_LABSOP002 

ผู้เสนอ :นายส าเริง พรหม
มงคล 

ผู้ทบทวน :นางสาวสมพร 
งามสมศิริสมสกุล 

ล าดับการแก้ไข 

ผู้อนุมัติ :ผ.ศ ดร. พญ.วิรงค์
รอง เจียรกุล 

วันที่ : กรกฎาคม 2564 หน่วยงาน :ส านักงาน
บริหารการศึกษา  

 

6.3   การบันทึกข้อมูล 

  ถ่ายเอกสารใบ request เก็บในแฟ้มรายงานผลประจ าห้องปฏิบัติการ 

6.4   การค านวณ 

  ไม่มี 

6.5   ค่าอ้างอิง/ขอบเขตของค่าผู้ป่วยที่รายงาน 

  ไม่มี 

6.6   การรายงานผล/การแปลผล 

 รายงานผลการตรวจเป็นบวก (Positive) egg, larva, adult, trophozoite, cyst, และ oocyst 

 รายงานผลการตรวจเป็นลบ (Not Found) 

6.7   การควบคุมคุณภาพ 

6.7.1   การตรวจโดยวิธีเข้มข้น (Concentration Method) 
เป็นการท าให้เชื้อปรสิตในอุจจาระมารวมตัวกัน ในขณะเดียวกันก็มีการก าจัดเศษอุจจาระอ่ืนๆ ออกไป 

ช่วยให้สามารถตรวจพบเชื้อปรสิตที่มีจ านวนน้อยหรือไม่สามารถตรวจพบได้โดยวิธี Direct wet Smear ซึ่งการ
ตรวจโดยวิธีเข้มข้นประกอบด้วย 2 หลักการ คือ การตกตะกอน (sedimentation) และการลอยตัว (floatation)  

6.7.2 อุปกรณ์/เครื่องมือ และสำรเคมี (ส ำหรับกำรตรวจวิเครำะห์) 
6.7.2.1. เครื่องปั่น (Centrifuge) 
6.7.2 .2 หลอดปันขนาด15 ml (Centrifuge tube) 
6.7.2.3 Beaker  
6.7.2.4 กรวยพลาสติก (Plastic funnel) 
6.7.2.5 ผ้าก๊อซ (gauze) 
6.7.2.6 10% Formalin  
6.7.2.7 น้ าเกลือหรือน้ าประปา (Normal saline or Tab water) 
6.7.2.8 อีเทอร์ (Ether) หรือ Ethyl acetate 
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6.7.2.9 สไลด์ (Microscopic glass slide) 
6.7.2.10 กระจกปิดสไลด์ (Cover slip ขนาด 22 x 22 mm.)  
6.7.2.11 ไม้ตักอุจจาระ (applicator) 
6.7.2.12 ไม้ปลายพันส าลี (applicator with cotton) 
6.7.2.13 พลาสเจอร์ปิเปต (pasture pipette) 
6.7.2.14 กระบอกน ้ำยำฆ่ำเชือ้ส ำหรบัเกบ็ slides ทีใ่ชแ้ลว้ (ก่อนส่งท ำลำย) 

6.7.2.15 ขวดน ้ำผสมน ้ำยำฆำ่เชือ้ส ำหรบัเกบ็ไมท้ีก่วนอุจจำระทีใ่ชแ้ลว้ (ก่อนส่ง
ท ำลำย) 
 
 

6.7.3 วิธีด าเนินการ  
6.7.3.1 ตักอุจจาระประมาณ 5-10 g ใส่ลงใน beaker  
6.7.3.2 เติมน้ าเกลือหรือน้ าประปาลงไปประมาณ 10 ml แล้วคนให้เข้ากัน 
6.7.3.3 กรองด้วยผ้าก๊อซ 2 ชั้น ใส่ลงในหลอดปั่น (ผ้าก๊อซควรท าให้ชุ่มน้ าก่อนใช้) 
6.7.3.4 น าไปปั่นด้วยความเร็ว 1,500-2,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาท ี
6.7.3.5 เทน้ าส่วนบนทิ้ง เติมน้ าลงไปใหม่ คนให้เข้ากัน แล้วน าไปปั่นเหมือนในข้อ 4 

   6.7.3.6 ท าซ้ าตามข้อ 4 และ 5 หลายๆ ครั้งจนน้ าส่วนบนใส แล้วเทน้ าส่วนบนทิ้ง  
6.7.3.7 เติม 10% Formalin ลงไป 10 ml คนให้เข้ากัน แล้วตั้งไว้ 5-10 นาที (ข้อนี้มี
หลำยคนท ำผิด คือ พอเติม formalin แล้วไม่ตั้งทิ้งไว้ก่อนรีบเติม ether ท ำให้เชื้อ
ปรสิตถูก ether ท ำลำยไปด้วย) 
6.7.3.8 เติม ether หรือ ethyl acetate 2-3 ml ปิดฝาหลอดปั่นให้แน่น เขย่าแรงๆ 
นาน 15-30 วินาที (เขย่าแรงๆ เพื่อให้ ether หรือ ethyl acetate สามารถท าปฏิกิริยา
แยกเอาไขมันออก) 
6.7.3.9 น าไปปั่นด้วยความเร็ว 1,500-2,000 รอบนาที เป็นเวลา 2 นาที จะได้ส่วนผสม
ทั้งหมดแยกเป็น 4 ชั้น ดังรูปที่ 3-6 
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6.7.3.10 เอียงหลอดและใช้ไม้เคาะให้ชั้นกากอุจจาระหลุดออกจากผิวหลอด เททิ้งโดย
ให้หลอดเอียงอยู่ ใช้ไม้ด้านปลายพันส าลีเช็ดกากอุจจาระให้หมดแล้วจึงค่อยเอียงหลอด
กลับ 
6.7.3.11 หยดน้ าเกลือลงไป 1-2 หยด ผสมตะกอนให้เข้ากัน 
6.7.3.12 ใช้พลาสเจอร์ปิเปตกดแรงดันเบาๆ ที่ก้นหลอด เพ่ือให้เชื้อปรสิตที่ติดอยู่ใน
ตะกอนก้นหลอดหลุดออกมาอยู่ในสารละลาย 10% formalin ดูดตะกอนไปหยดลงบน
สไลด์ แล้วปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ (cover slip) ก่อนน าไปตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์
เช่นเดียวกับวิธี Direct wet smear 
6..7.3.1 

  6.7.4 การรายงานผล/การแปลผล 

รายงานผลการตรวจเป็นบวก (Positive) egg, larva, adult, trophozoite, cyst, และ 

oocyst 

   รายงานผลการตรวจเป็นลบ (Not Found) 

Formalin-ether sedimentation เป็นวิธีที่นิยมใช้ทั่วไปในงานตรวจประจ าวันเพ่ือยืนยันผลการตรวจ 
เพราะสามารถตรวจพบเชื้อปรสิตได้ทุกระยะ ยกเว้น ระยะโทรโฟซอยท์ของเชื้อปรสิตที่มีขนาดเล็ก ซึ่งอาจจะเสีย
รูปร่างบ้างและไม่สามารถดูการเคลื่อนที่ หลักการของวิธีนี้ คือ ท าให้ไข่หรือระยะต่างๆ ของเชื้อปรสิตมารวมตัวกัน
โดยการตกตะกอน เร่งการตกตะกอนโดยการปั่นและแยกสารที่เป็นส่วนประกอบของอุจจาระออกให้มากที่สุด ซึ่ง
อีเทอร์ หรือ Ethyl acetate ที่ใช้จะเป็นตัวละลายสกัดแยกเอาส่วนที่เป็นไขมันออกมา ส่วนฟอร์มาลีนจะใช้ในการ
รักษารูปร่างของเชื้อปรสิต 
7.ควำมปลอดภัยและกำรจ ำกัดอุปกรณ์ที่ใช้แล้ว 

7.1 สวมถุงมือ หน้ากาก (Mask) และเสื้อกาวน์ ทุกครั้งขณะท าการตรวจวินิจฉัย 

7.2 สวมรองเท้าท่ีเหมาะสมขณะท าปฏิบัติงานโดยสามารถปกป้องเท้าได้ทั้งหมด 

7.3 ไม่อนุญาตให้น าอาหารและเครื่องดื่มทุกชนิดเข้ามารับประทานภายในห้องปฏิบัติการ 

7.4 ไม่อนุญาตให้ผู้ที่ไม่เกี่ยวข้องอยู่ภายในห้องปฏิบัติการ 
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7.5 ในขณะท างานภายในห้องปฏิบัติการ ไม่ควรปิดล็อกประตูทางเข้าท้ังหมด 

7.6 ท าความสะอาดพ้ืนที่ที่ท าการตรวจวินิจฉัยและอุปกรณ์ที่จะใช้งานทั้งก่อนและหลังท าการตรวจวินิจฉัยทุก

ครั้ง 

7.7 ตองลางมือใหสะอาดดวยสบูและเช็ดมือด้วยน้ ายาฆ่าเชื้อ (เอทธิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต) กอนและ

หลังท าการตรวจวินิจฉัยทุกครั้ง 

7.8 เมื่อเกิดอุบัติเหตุขึ้นให้รายงานอาจารย์หรือเจ้าหน้าที่ผู้ดูแลห้องปฎิบัติการทุกครั้ง เพื่อเป็นข้อมูลในการ

ป้องการอุบัติเหตุที่อาจจะเกิดขึ้นอีก 

7.9 อุปกรณ์หรือเครื่องแกวที่แตกเสียหายควรแยกท้ิงในถังขยะที่จัดไวใหโดยเฉพาะ 

7.10 ส าหรับอุปกรณ์ท่ีใช้ส าหรับการตรวจวินิจฉัยแล้วต้องทิ้งในภาชนะท่ีมีถุงพลาสติกรอบรับและมัดปากถุง

ทุกครั้งแล้วน าไปท้ิงในถุงขยะสีแดง 

7.11 ก่อนออกจากห้องปฏิบัติการทุกครั้งต้องตรวจดูความเรียบร้อยภายในห้องปฏิบัติการ เช่น ปิดน้ า - ไฟ 

เครื่องปรับอากาศ พัดลมระบายอากาศและ ถอดปลั๊กเครื่องไฟฟ้าให้เรียบร้อยทุกครั้ง 

ประวัติกำรจัดท ำเอกสำร 

รหัสเอกสาร วัน/เดือน/ปี ที่อนุมัติ รายการที่แก้ไข/เพ่ิมเติม 
BSTM_LABSOP002 ....... ก.ค. 2564 เป็นการจัดท าครั้งที่ 1 
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