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บทคัดยอ 
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาวิธีการตรวจจําแนกชนิดของ Candida spp. ดวยวิธี ITS PCR-RFLP และ

เปรียบเทียบกับวิธีทางจุลชีววิทยา (germ tube test, chromogenic agar และ carbon assimilation test) จากการศึกษา
พบวาวิธี ITS PCR-RFLP สามารถจําแนกชนิดของ Candida spp. จํานวน 54 ไอโซเลต ที่เพาะแยกจากสิ่งสงตรวจ
ไดเปน C. albicans 32 ไอโซเลต (59%) C. tropicalis 13 ไอโซเลต (24%) C. glabrata 6 ไอโซเลต (11%) และ 
C. krusei 3 ไอโซเลต (6%) ในขณะที่วิธีการทางจุลชีววิทยาสามารถจําแนกชนิดเปน C. albicans, C. glabrata และ   
C. tropicalis ไดเชนเดียวกัน แตไมสามารถจําแนก C. krusei ได วิธี ITS PCR-RFLP จึงเหมาะสําหรับนําไปพัฒนา
หรือประยุกตใชเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการจําแนกชนิดของเช้ือดังกลาวในหองปฏิบัติการทางจุลชีววิทยาทาง
การแพทยและการศึกษาทางระบาดวิทยาตอไป 

 

คําสําคัญ : Candida spp.  การจําแนกชนิด  ITS PCR-RFLP  
 

Abstract 
The aims of this study were to identify the clinical isolated Candida spp. using ITS PCR-RFLP method 

and to compare the method with the conventionally microbiological methods (germ tube test, chromogenic agar 
method and carbon assimilation test). Of 54 clinical isolates of Candida spp. using ITS PCR-RFLP for 
identification, 32 (59%), 13 (24%), 6 (11%) and 3 (6%) were C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata and C. 
krusei, respectively. The results from microbiological methods were the same as ones from ITS PCR-RFLP 
method except C. krusei which could not be identified. This study suggests that ITS PCR-RFLP should be 
further developed for identification of Candida spp. in medical microbiology laboratory and for epidemiology 
study. 
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1. บทนํา 

Candida spp. เปนยีสต (yeast) ที่พบเปนเช้ือ
ประจําถ่ิน (normal flora) ในรางกายมนุษยบริเวณ
ผิวหนัง ทางเดินหายใจ ทางเดินอาหารและระบบ
สืบพันธุ  แต เ ช้ือดังกลาวสามารถกอให เ กิดโรค 
candidiosis หรือ candidiasis ซึ่งเปนการติดเช้ือใน
บริเวณเยื่อบุตามรางกายและสามารถลุกลามไปสู
อ วัยวะภายในรวมท้ังสามารถกระจายสู ระบบ
หมุนเวียนโลหิต การติดเช้ือ Candida spp. ในกระแส
เลือด (systemic candidiasis หรือ candidiamia) เปน
สาเหตุสําคัญที่ทําใหผูติดเช้ือเสียชีวิต ในปจจุบันการ
ติดเช้ือดังกลาวมีอุบัติการณเพ่ิมสูงขึ้น โดยเฉพาะใน
ผูป วยที่ มีภาวะภูมิคุ ม กันบกพรอง  เชน  ผูป วย
เบาหวาน ผูปวยเอดสและผูปวยโรคมะเร็ง เปนตน 
[1] 

Candida albicans เปนสาเหตุหลักของการ
ติดเช้ือดังกลาว [2] อยางไรก็ตาม การติดเช้ือ non-
albicans Candida spp. มีอุบัติการณเพ่ิมสูงขึ้น และ
พบวาความไวในการตอบสนองตอยาตานจุลชีพใน
กลุม Azole ลดลง โดยเฉพาะ C. krusei ซึ่งปจจุบัน
จัดเปนเช้ือด้ือตอยา Azole โดยธรรมชาติ (intrinsic 
resistance) [3] ดังน้ันการวินิจฉัยเพ่ือจําแนกชนิด 
(species) ของ Candida จึงมีความจําเปนในการรักษา
โรค Candidiasis ใหมีประสิทธิภาพย่ิงขึ้น 

ปจจุบันการจําแนกชนิดของเ ช้ือในสกุล 
Candida ที่นิยมใชในหองปฏิบัติการทางจุลชีววิทยา 
ไดแก germ tube test และ chromogenic agar ซึ่งเปน
วิธีการเบื้องตน (presumptive identification method) 
ในการจําแนกชนิดของ  Candida และเปนวิธีที่มี
ความรวดเร็ว แตตองอาศัยความชํานาญของผูปฏิบัติ 

วิธี carbon assimilation เปนวิธีอางอิง (reference 
method) ในการจําแนก Candida อยางไรก็ตาม วิธี
ดังกลาวอาจใหผลการจําแนกชนิดที่ผิดพลาดไดและ
ยังเปนวิธีที่คอนขางยุงยาก มีระยะเวลาในการอานผล
การทดสอบที่ไมแนนอน  ทําใหการจําแนกชนิด 
Candida เปนไปอยางลาชา  [4]   

ปจจุบันมีการพัฒนาวิธีการจําแนกชนิดของ
เช้ือราดวยเทคนิคอณูชีววิทยา โดยการประยุกตใช
เทคนิค polymerase chain reaction รวมกับ 
restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) [5-7] สําหรับการจําแนกชนิดของ Candida 
โดยทําการเพ่ิมจํานวน DNA ในสวนของ internal 
transcribed spacer (ITS) แลวตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ MspI พบวาสามารถจําแนกชนิดของ 
Candida spp. สายพันธุอางอิง (reference strains) ที่มี
ความสําคัญทางการแพทย 6 ชนิด ได [8] 

งานวิจัยครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาและ
เปรียบเทียบวิธีการจําแนกชนิดของ Candida  ที่เพาะ
แยกไดจากตัวอยางสิ่งสงตรวจดวยเทคนิค ITS PCR-
RFLP กับเทคนิคทางจุลชีววิทยา 
 

2. อุปกรณและวิธีการ 
2.1 Candida spp. 

Candida spp. จํานวน 54 ไอโซเลต ที่แยก
ไดจากตัวอยางสิ่งสงตรวจของผูปวยที่พักรักษา ณ 
โ ร งพย าบ าลธร รมศ าสตร เ ฉ ลิ มพระ เ กี ย ร ติ 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ในชวงเวลาต้ังแตเดือน
ธันวาคม พ.ศ. 2551 ถึงเดือนมกราคม พ.ศ. 2552 
ชนิดสิ่งสงตรวจ ไดแก ปสสาวะ เลือด เสมหะ และ
หนอง จํานวน 35, 11, 5 และ 2 ตัวอยาง ตามลําดับ 
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ทําการเพาะเลี้ยงเช้ือบน sabouraud dextrose agar 
(SDA; 2% peptone, 4% dextrose, 1.5% agar) แลว
บมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง กอน
นําไปทดสอบ 

2.2 การทดสอบทางจุลชีววิทยา (microbio-
logical method) 

2.2.1 การทดสอบการสรางทองอก (germ 
tube test) 

เขี่ยเช้ือที่เจริญอยูบน SDA ผสมกับ
ซีรั่ม ปริมาตร 10 μl ใน microtiter well plate จากน้ัน
บมที่อุณหภูมิ 37°C และอานผลการสรางทองอก
ภายในเวลา 2 ช่ัวโมง  

2.2.2 การทดสอบสีโคโลนีของ Candida 
บนอาหารเล้ียงเช้ือ Brilliance™ Candida agar 

ขีดเช้ือลงบน Brilliance™ Candida 
agar (Oxiods, USA) หลังจากบมที่อุณหภูมิ 37°C 
เปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง สังเกตสีโคโลนีของเช้ือที่
เกิดขึ้นตามที่มีรายงานใน Brilliance™ Candida agar 
data sheet [9] ดังแสดงในตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1 สีโคโลนีของ Candida spp. เมื่อเพาะเล้ียง

บน Brilliance™ Candida agar 
 

Organism Typical colony appearance 
C. tropicalis  dark blue 
C. albicans, 
C. dubliniensis  

green  

C. krusei  dry, irregular pink-brown 
C. glabrata, C. kefyr, 
C. parapsilosis, 
C. lusitaniae  

beige/yellow/ brown  

2.2.3 การทดสอบการใชสาร ประกอบ
ค า ร บ อ น ใ น ส ภ า ว ะ ที่ มี อ อ ก ซิ เ จ น  ( carbon 
assimilation test)  

การทดสอบ carbon assimilation 
ในอาหารเหลวชนิด OF basal medium (0.2% 
pancreatic digest of casein, 0.5% sodium chloride, 
0.03% dipotassium phosphate, 0.008% bromthymol 
blue) ปริมาตร 2 ml ซึ่งมี dextose, maltose, sucrose, 
lactose, galactose, melibiose, cellibiose, inositol, 
xylose, raffinose, trehalose และ dulcitol ชนิดใด
ชนิดหน่ึง ที่ความเขมขนเทากับ 1% (w/v) เปน
สวนประกอบ 

ทดสอบโดยผสมโคโลนีของเช้ือ
หลังจากเพาะบน SDA ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24-
48 ช่ัวโมง ในนํ้ากล่ันปราศจากเชื้อ เติมเช้ือปริมาตร 
100 μl ใสลงในหลอด OF medium ที่มีสารประกอบ
คารบอนชนิดตางๆ บมไวที่อุณหภูมิ 37°C อานผล
ทุกๆ 24 ช่ัวโมง เปนเวลา 7 วัน หากผิวหนาของ
อาหารทดสอบที่เติมสารประกอบคารบอนชนิดใด
เปล่ียนจากสีเขียวเปนสีเหลือง แสดงวาเช้ือสามารถ
ใชสารประกอบคารบอนชนิดน้ันได ใหอานผลการ
ทดสอบเปนบวก แตหากผิวหนาของอาหารทดสอบ
ไมเปล่ียนสีหรือเปล่ียนเปนสีนํ้าเงิน แสดงวาเช้ือไม
สามารถใชสารประกอบคารบอนชนิดน้ันได ใหอาน
ผลการทดสอบเปนลบ แปลผลชนิดของเช้ือตาม
หลักการของ yeast biochemical characteristics [10]  

2.3 การจําแนกชนิดของ Candida ดวยเทคนิค 
PCR-RFLP 

2.3.1 การสกัด genomic DNA  
เขี่ยเช้ือบริสุทธิ์ของ Candida spp. 

ลงใน sabouraud dextrose broth (SDB; 2% peptone, 
4% dextrose) ปริมาตร 1 ml บมที่อุณหภูมิ 37°C และ
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เขยาแบบ orbital ที่ความเร็วรอบเทากับ 250 rpm 
นาน 12-16 ช่ัวโมง หลังจากน้ันนําเช้ือปริมาตร 0.5 
ml ใสใน microtube และนําไปปนที่ 1,100 x g เปน
เวลา 10 นาที เทสวนใสดานบนทิ้ง  แลวลางตะกอน
เซลลโดยเติม TES buffer ปริมาตร 1,000 μl ผสมให
เขากัน แลวนําไปปนที่ 1,100 x g เปนเวลา 10 นาที 
เทสวนใสดานบนทิ้ง หลังจากน้ันเติม TE buffer (5 
mM, pH 7.6) ปริมาตร 375 μl แลวเติม lysis solution 
(5% sarcosyl ที่ละลายใน TE buffer) ปริมาตร 125 μl 
ผสมใหเขากัน จากน้ันเติม 10 mg/ml proteinase K 
ปริมาตร 5 μl ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 
50°C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง และเขยาใหเขากันทุกๆ 15 
นาที จากน้ัน เติม chloroform ปริมาตร 500 μl ผสม
ใหเขากัน แลวนําไปปนที่ 8,000 x g เปนเวลา 10 
นาที  ดูดช้ันที่เปนสวนของเหลวดานบน (aqueous 
phase) ใสลงใน microtube ใหม เติม chloroform 
ปริมาตร 1 เทาของปริมาตรสวนของเหลว ผสมให
เขากัน นําไปปนที่ 8,000 x g เปนเวลา 10 นาที 
จากน้ันดูด ช้ันสวนของเหลวด านบนใสลงใน 
microtube ใหม เติม isopropanol ที่เย็น ปริมาตร 0.6 
เทาของปริมาตรสวนของเหลว ผสมใหเขากัน แลว
นําไปปนที่ 8,000 x g เปนเวลา 10 นาที จากน้ันเท
สวนใสทิ้ง แลวลางตะกอน DNA ดวย 70% Ethanol 
แลวปนที่ 8,000 x g เปนเวลา 5 นาที เทสวนใส
ดานบนทิ้ง ตากตะกอน DNA ใหแหงแลวละลายดวย 
TE buffer, pH 7.4 ที่มี 20 μg/ml RNase A ปริมาตร 
50 μl จากน้ันนําไปวิเคราะห DNA ที่สกัดได ดวย 
1% agarose gel electrophoresis และเก็บรักษา DNA 
ที่อุณหภูมิ 4°C  

2.3.2 การเพ่ิมจํานวน ITS DNA ดวยวิธี 
polymerase chain reaction 

เพ่ิมจํานวน DNA ของ ITS gene 
region ของ Candida spp. โดยใช specific primers 
ซึ่งประกอบดวย forward primer ITS1; 5′-TCC GTA 
GGT GAA CCT GCG G-3′ และ reverse primer 
ITS4; 5′-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3′ [8] 
ในปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 25 μl มีสวนประกอบดังน้ี 
0.8 mM dNTP, 1.5 mM MgCl2, 0.4 μM ITS 
primers, 1 unit Tag DNA Polymerase (Fermentas, 
USA), 1x Tag buffer และ 0.1 μl template DNA โดย
ใชโปรแกรมสําหรับการเพ่ิมจํานวน ITS DNA ดวย
เครื่ องควบคุมอุณหภูมิ  G-STROM GS1 thermal 
cycler  (United Kingdom) ดังน้ี (1) primary 
denaturation ที่อุณหภูมิ 94oC เปนเวลา 5 นาที        
(2) PCR cycle ประกอบดวย denaturation ที่อุณหภูมิ 
94oC เปนเวลา 30 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 56oC 
เปนเวลา 45 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72oC 
เปนเวลา 1 นาที ตามลําดับ จํานวน 30 รอบ และ    
(3) final extension ที่อุณหภูมิ 72oC เปนเวลา 7 นาที 
จากน้ันวิเคราะหช้ินสวน DNA ดวย 1.5% agarose 
gel electrophoresis  

2.3.3 การตัด ITS DNA amplicon ดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ MspI  

ในปฏิกิริยาการตัดช้ินสวน  ITS 
DNA ดวยเอนไซม MspI ปริมาตร 20 μl 
ประกอบดวย 2 units MspI enzyme (Fermentas, 
USA), 1x MspI buffer และ 5 μl PCR product  
จากน้ันนําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
และยับยั้งการทํางานของเอนไซมโดยบมที่อุณหภูมิ 
80°C เปนเวลา 20 นาที จากน้ันวิเคราะหช้ินสวน 
DNA ดวย 1.8% agarose gel electrophoresis  

2.3.4 การแปลผลการทดสอบ ITS PCR-
RFLP ของ Candida  
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เปรี ยบ เที ยบขนาดและจํ านวน
ช้ินสวนของ DNA ที่ตัดดวย MspI กับ RFLP ของ 
Candida spp. ทั้ง 6 ชนิดกับผลการทดลองของ 
Mirhendi และคณะ [8] ดังแสดงในตารางที่ 2 
 
ตารางที่ 2 ขนาดของ ITS DNA amplicons กับขนาด

และ RFLP pattern ของ ITS DNA ที่ตัด
ดวย MspI ของ Candida ทั้ง 6 species 

 

 
Candida spp. 

Size of 
ITS1-ITS4 
amplicon 

Size of RFLP 
products 

(base pair) 
C. albicans 534 297, 238 
C. glabata 871 557, 314 
C. tropicalis 524 340, 184 
C. krusei 510 261, 249 
C. guilliermondii 608 371, 155, 82 
C. parapsilosis 520 520 

 

4. ผลการทดลอง 
4.1 การจําแนกชนิดของ Candida ดวยวิธีทาง

จุลชีววิทยา 
ผลการทดสอบการสราง germ tube 

ลักษณะสีของโคโลนีบน BrillianceTM Candida agar 
และการใชคารโบไฮเดรตในภาวะที่มีออกซิเจน 
(carbon assimilation test) ของเช้ือทั้ง 54 ไอโซเลต 
พบวาสามารถจําแนกชนิดของ Candida spp. ได 51 
ไอโซเลต โดยใหผลเปน C. albicans 32 ไอโซเลต 
(59%) C. glabrata 6 ไอโซเลต (11%) และ C. 
tropicalis 13 ไอโซเลต (24%) ในขณะที่อีก 3 ไอโซ
เลต (6%)ไมสามารถจําแนกชนิดไดดวยวิธีดังกลาว 

4.2 การจําแนกชนิดของ Candida ดวย PCR-
RFLP 

4.2.1 การเพ่ิมจํานวน ITS DNA ของ 
Candida ดวยวิธี polymerase chain reaction  

เมื่อนํา  genomic DNA ที่สกัดไดไป
ใชเปน  template ในการทําปฏิกิริยา  PCR เพ่ือเพ่ิม
จํานวน ITS DNA โดยใช ITS specific primers และ
นํา DNA amplicon มาวิเคราะหดวย 1.5% agarose 
gel electro-phoresis  โดยเปรียบเทียบขนาดของแถบ 
DNA กับ 100 bp DNA Ladder (Fermentas, USA)  
พบวา Candida ทั้ง 54 ไอโซเลต มี DNA amplicon 
ขนาดประมาณ ต้ังแต 500 ถึง 800 bp (รปูที่ 1) 
 

 
 

รูปท่ี 1 ITS DNA amplicon ที่ไดจากการปฏิกริยา 
PCR โดยใช  genomic DNA ที่สกัดไดเปน 
templates [lane M: 100 bp DNA ladder 
(Fermentas, USA), lane N: negative control, 
lane 1-8: ITS DNA ของ Candida จากแยกได
จากตัวอยางสิ่งสงตรวจ 

 
4.2.2 ITS PCR-RFLP ของ Candida ที่ตัด

ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MspI 
เมื่อตัด ITS DNA amplicon ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ MspI แลวนํามาวิเคราะหดวย 
1.8% agarose gel electrophoresis และเปรียบเทียบ
ขนาดของแถบ DNA กับ 100 bp DNA Ladder 
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(Fermentas, USA) พบวาแบบแผน ของ DNA 
(RFLP pattern) มีทั้งหมด 4 แบบ ดวยกัน (รูปที่ 2) 
โดยที่แตละแบบมีขนาดและจํานวนช้ินสวน DNA 
แตกตางกัน ดังน้ี (1) DNA ขนาดประมาณ 290 และ 
240 bp (2) 560 และ 310 bp (3) 340 และ 180 bp และ 
(4) 260 และ 250 bp และเมื่อเปรียบเทียบกับ RFLP 
pattern ของเช้ืออางอิงจากการทดลองของ Mirhendi 
และคณะ [8] พบวาเปน RFLP pattern ของ C. 
albicans (ITS RFLP1: 297 และ 238 bp), C. 
glabrata (ITS RFLP2: 557 และ 314 bp), C. 
tropicalis  (ITS RFLP3: 340 และ 184 bp) และ C. 
krusei (ITS RFLP4: 261 และ 249 bp) ตามลําดับ 
 

 
 

รูปท่ี 2 RFLP pattern ของ ITS DNA ของ Candida 
ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MspI [lane M: 
100 bp DNA ladder (Fermentas, USA), lane 
1: ITS RFLP 2, lanes 2, 5, 6, 7, 8 และ11: 
ITS RFLP 3, lanes 3, 4, 10 และ 13: ITS 
RFLP 1, lanes 9 และ 12: ITS RFLP 4]  

 
จากการจําแนกชนิด Candida spp. 

ดวย ITS PCR-RFLP พบวาเช้ือ 54 ไอโซเลต เปน C. 
albicans,   C. tropicalis, C. glabrata และ C. krusei 
จํานวน 32 (59%), 13 (24%), 6 (11%) และ 3 ไอโซ
เลต (6%) ตามลําดับ  

4.3 การเปรียบเทียบผลการจําแนกชนิดของ

Candida ดวยวิธีทางจุลชีววิทยากับวิธี ITS PCR-
RFLP  

จากการทดสอบดวยวิธีทางจุลชีววิทยา 
(Germ tube test, Chromogenic agar และ Carbon 
assimilation test) และ ITS PCR-RFLP พบวาผลจาก
การจําแนกชนิดของ C. albicans, C. glabrata และ 
C. tropicalis จากตัวอยาง 51 ไอโซเลต มีความ
สอดคลองกัน แตเช้ืออีก 3 ไอโซเลต ที่ไมสามารถ
จําแนกไดดวยวิธีทางจุลชีววิทยานั้น มี RFLP pattern 
ตรงกับของ C. krusei  
 

5. วิจารณผลการทดลอง 
การทดสอบความสามารถของ Candida spp. 

ในการสราง germ tube ซึ่งเพาะเล้ียงเช้ือในอาหารที่มี
ซีรั่มเปนสวนประกอบ เปน presumptive identifica-
tion method ที่สามารถจําแนก C. albicans ไดภายใน
เวลา 2 ช่ัวโมง อยางไรก็ตาม วิธีการดังกลาวน้ีเปนวิธี
ที่ไมมีความจําเพาะ เน่ืองจาก C. duplinensis สามารถ
สรางทองอกภายในเวลา 2 ช่ัวโมงไดเชนเดียวกัน 
[11] นอกจากน้ี Candida spp. อื่นๆ สามารถสรางทอ
งอกได  หากเพาะเล้ียงเ ช้ือไวในซีรั่มนานเกิน  2 
ช่ัวโมง 

การทดสอบการสรางสีของโคโลนีบนอาหาร
เลี้ยงเช้ือ Brilliance™ Candida agar เปนวิธีที่ใหผล
การทดสอบคอนขางรวดเร็ว การเตรียมอาหารเล้ียง
เช้ือไมยุงยาก ทําไดงายและสะดวก สามารถอาน
ผลทดสอบเบื้องตนในระดับ species ได และเปนวิธี
ที่นิยมใชในโรงพยาบาลทั่วไป จากการศึกษาครั้งน้ี
พบวาสีโคโลนีที่เกิดขึ้นแบงไดเปน 4 สี คือ สีเขียว 
(green) สีนํ้าเงินเขม (dark blue) สีนํ้าเงิน (blue) และ 
สี เ ห ลื อ ง  ( beige/yellow/brown)  และพบว าบ า ง
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ตัวอยางมีสีโคโลนีใกลเคียงกันมาก เชน เช้ือที่เพาะ
แยกไดจากปสสาวะจํานวน 3 ไอโซเลต (U10B, U12 
และ U15) มีโคโลนีสีนํ้าเงินคลายกับโคโลนีของ C. 
tropicalis แตจากการจําแนกดวย ITS PCR-RFLP 
พบวาเปน C. krusi นอกจากน้ียังมีรายงานวาบน
อาหารทดสอบดังกลาว C. glabrata สามารถใหสี
โคโลนีคลายกับของ C. parapsilosis และเช้ือทั้งสอง
ชนิดน้ียังสามารถใหโคโลนีเปนสีมวง สีขาว สีชมพู
และสีเทาไดอีกดวย [12] ดังน้ันการใช Brilliance™ 
Candida agar เพียงการทดสอบเดียวจึงไมเหมาะสม
ในการจําแนกชนิดของ Candida spp.  

การทดสอบ carbon assimilation จัดเปนวิธี
อางอิง (reference method) ที่ใชในการวินิจฉัยเช้ือรา
ชนิดยีสต  [10] ซึ่งใชเวลาในการทดสอบอยางนอย 7 
วัน และการศึกษากอนหนาน้ี รายงานวา Candida 
บางชนิด เชน C. tropicalis ใชเวลาบมนานกวา 7 วัน 
จึงใหผล carbon assimilation ที่ถูกตอง ดังน้ัน
จําเปนตองใชเวลาในการทดสอบดังกลาวเพ่ิมขึ้น 
[13] สําหรับการศึกษาในครั้ ง น้ี  พบวาจากการ
ทดสอบ carbon assimilation ของเช้ือ U10B, U12 
และ U15 เปนเวลา 7 วัน ไมสามารถแปลผลการ
ทดสอบได เน่ืองจากเช้ือดังกลาวใหผลการทดสอบ
เปนบวกกับ dextrose, maltose, sucrose, lactose, 
galactose, xylose, trehalose และ dulcitol ซึ่งไมตรง
กับเ ช้ือยีสตชนิดใดเลย  นอกจากน้ีการทดสอบ 
carbon assimilation มีความยุงยากและใชเวลานาน 
และแปลผลการทดสอบได ค อนข า งย าก  ซึ่ ง
สอดคลองกับงานวิจัยกอนหนาน้ี [13-14]  

เมื่อพิจารณาผลการทดสอบทางจุลชีววิทยา
ทั้ง 3 วิธี คือ germ tube formation test ลักษณะสีของ
โคโลนีบน Brilliance™ Candida agar และการ
ทดสอบ carbon assimilation พบวาสามารถจําแนก

ชนิดเช้ือได 51 ไอโซเลต คือ C. albicans 32 ไอโซ
เลต (59%) C. tropicalis 13 ไอโซเลต (24%) และ C. 
glabrata 6 ไอโซเลต (11%) ในขณะที่ เช้ืออีก 3     
ไอโซเลต ไมสามารถจําแนกชนิดได 

การจําแนกชนิดของ Candida spp. ดวย
เทคนิค ITS PCR-RFLP ที่ใชในการศึกษานี้เปนการ
เพ่ิมจํานวนช้ินสวน ITS1-5.8S-ITS2 rDNA ดวย 
universal primer (ITS1 และ ITS4) จาก genomic 
DNA และเมื่อทําการตัดช้ินสวน ITS1-5.8S-ITS2 
rDNA ดวยเอนไซม MspI  สามารถจําแนกชนิดของ 
Candida สายพันธุอางอิงที่มีความสําคัญทาง
การแพทยทั้ง 6 species ไดแก C. albicans, C. 
glabata, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii 
และ C. parapsilosis [8] จากการศึกษาสามารถ
จําแนกเช้ือทั้ง 54 ไอโซเลตไดเปน C. albicans 32  
ไอโซเลต (59%) C. tropicalis 13 ไอโซเลต (24%) C. 
glabrata 6 ไอโซเลต (11%) และ C. krusei 3 ไอโซ
เลต  (6%) ซึ่งวิธีการทางจุลชีววิทยาไมสามารถ
จําแนก C. krusei ทั้ง 3 ไอโซเลต น้ีได  
 

6. สรุปผลการทดลอง 

จากการศึกษาในครั้งน้ี พบวาการจําแนกชนิด
ของ Candida ดวย ITS PCR-RFLP มีความรวดเร็ว 
เพราะใชเวลาเพียง 2-3 วัน ซึ่งนอยกวาวิธีทางจุล
ชีววิทยาซึ่งตองใชเวลาอยางนอย 7 วัน และยัง
สามารถแปรผลการวิเคราะหไดงายและครอบคลุม
ชนิดของ Candida ที่มีความสําคัญทางการแพทย 
นอกจากนี้หากสามารถพัฒนาวิธีการดังกลาวและ
นํามาประยุกตใชเพ่ือจําแนกชนิดของเช้ือยีสตใน   
สิ่งสงตรวจทางการแพทยไดโดยตรง เชน ในตัวอยาง
เลือด จะสามารถลดระยะเวลาการเพาะเช้ือบนอาหาร
แข็งได ทําใหการรักษาผูปวยติดเช้ือเปนไปอยาง
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รวดเร็วและมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น อีกทั้งสามารถนํา 
ITS-PCR RFLPไปประยุกตใชในการศึกษาดาน
ระบาดวิทยาไดอีกดวย 
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