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บทคัดยอ 
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาวิธีการตรวจจําแนกชนิดของ Candida spp. ดวยวิธี ITS PCR-RFLP และ

เปรียบเทียบกับวิธีทางจุลชีววิทยา (germ tube test, chromogenic agar และ carbon assimilation test) จากการศึกษา
พบวาวิธี ITS PCR-RFLP สามารถจําแนกชนิดของ Candida spp. จํานวน 54 ไอโซเลต ที่เพาะแยกจากสิ่งสงตรวจ
ไดเปน C. albicans 32 ไอโซเลต (59%) C. tropicalis 13 ไอโซเลต (24%) C. glabrata 6 ไอโซเลต (11%) และ 
C. krusei 3 ไอโซเลต (6%) ในขณะที่วิธีการทางจุลชีววิทยาสามารถจําแนกชนิดเปน C. albicans, C. glabrata และ   
C. tropicalis ไดเชนเดียวกัน แตไมสามารถจําแนก C. krusei ได วิธี ITS PCR-RFLP จึงเหมาะสําหรับนําไปพัฒนา
หรือประยุกตใชเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการจําแนกชนิดของเช้ือดังกลาวในหองปฏิบัติการทางจุลชีววิทยาทาง
การแพทยและการศึกษาทางระบาดวิทยาตอไป 

 

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. เปนยีสต (yeast) ที่พบเปนเช้ือ
ประจําถ่ิน (normal flora) ในรางกายมนุษยบริเวณ
ผิวหนัง ทางเดินหายใจ ทางเดินอาหารและระบบ
สืบพันธุ  แต เ ช้ือดังกลาวสามารถกอให เ กิดโรค 
candidiosis หรือ candidiasis ซึ่งเปนการติดเช้ือใน
บริเวณเยื่อบุตามรางกายและสามารถลุกลามไปสู
อ วัยวะภายในรวมท้ังสามารถกระจายสู ระบบ
หมุนเวียนโลหิต การติดเช้ือ Candida spp. ในกระแส
เลือด (systemic candidiasis หรือ candidiamia) เปน
สาเหตุสําคัญที่ทําใหผูติดเช้ือเสียชีวิต ในปจจุบันการ
ติดเช้ือดังกลาวมีอุบัติการณเพ่ิมสูงขึ้น โดยเฉพาะใน
ผูป วยที่ มีภาวะภูมิคุ ม กันบกพรอง  เชน  ผูป วย
เบาหวาน ผูปวยเอดสและผูปวยโรคมะเร็ง เปนตน 
[1] 

Candida albicans เปนสาเหตุหลักของการ
ติดเช้ือดังกลาว [2] อยางไรก็ตาม การติดเช้ือ non-
albicans Candida spp. มีอุบัติการณเพ่ิมสูงขึ้น และ
พบวาความไวในการตอบสนองตอยาตานจุลชีพใน
กลุม Azole ลดลง โดยเฉพาะ C. krusei ซึ่งปจจุบัน
จัดเปนเช้ือด้ือตอยา Azole โดยธรรมชาติ (intrinsic 
resistance) [3] ดังน้ันการวินิจฉัยเพ่ือจําแนกชนิด 
(species) ของ Candida จึงมีความจําเปนในการรักษา
โรค Candidiasis ใหมีประสิทธิภาพย่ิงขึ้น 

ปจจุบันการจําแนกชนิดของเ ช้ือในสกุล 
Candida ที่นิยมใชในหองปฏิบัติการทางจุลชีววิทยา 
ไดแก germ tube test และ chromogenic agar ซึ่งเปน
วิธีการเบื้องตน (presumptive identification method) 
ในการจําแนกชนิดของ  Candida และเปนวิธีที่มี
ความรวดเร็ว แตตองอาศัยความชํานาญของผูปฏิบัติ 

วิธี carbon assimilation เปนวิธีอางอิง (reference 
method) ในการจําแนก Candida อยางไรก็ตาม วิธี
ดังกลาวอาจใหผลการจําแนกชนิดที่ผิดพลาดไดและ
ยังเปนวิธีที่คอนขางยุงยาก มีระยะเวลาในการอานผล
การทดสอบที่ไมแนนอน  ทําใหการจําแนกชนิด 
Candida เปนไปอยางลาชา  [4]   

ปจจุบันมีการพัฒนาวิธีการจําแนกชนิดของ
เช้ือราดวยเทคนิคอณูชีววิทยา โดยการประยุกตใช
เทคนิค polymerase chain reaction รวมกับ 
restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) [5-7] สําหรับการจําแนกชนิดของ Candida 
โดยทําการเพ่ิมจํานวน DNA ในสวนของ internal 
transcribed spacer (ITS) แลวตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ MspI พบวาสามารถจําแนกชนิดของ 
Candida spp. สายพันธุอางอิง (reference strains) ที่มี
ความสําคัญทางการแพทย 6 ชนิด ได [8] 

งานวิจัยครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาและ
เปรียบเทียบวิธีการจําแนกชนิดของ Candida  ที่เพาะ
แยกไดจากตัวอยางสิ่งสงตรวจดวยเทคนิค ITS PCR-
RFLP กับเทคนิคทางจุลชีววิทยา 
 

2. อุปกรณและวิธีการ 
2.1 Candida spp. 

Candida spp. จํานวน 54 ไอโซเลต ที่แยก
ไดจากตัวอยางสิ่งสงตรวจของผูปวยที่พักรักษา ณ 
โ ร งพย าบ าลธร รมศ าสตร เ ฉ ลิ มพระ เ กี ย ร ติ 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ในชวงเวลาต้ังแตเดือน
ธันวาคม พ.ศ. 2551 ถึงเดือนมกราคม พ.ศ. 2552 
ชนิดสิ่งสงตรวจ ไดแก ปสสาวะ เลือด เสมหะ และ
หนอง จํานวน 35, 11, 5 และ 2 ตัวอยาง ตามลําดับ 
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ทําการเพาะเลี้ยงเช้ือบน sabouraud dextrose agar 
(SDA; 2% peptone, 4% dextrose, 1.5% agar) แลว
บมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง กอน
นําไปทดสอบ 

2.2 การทดสอบทางจุลชีววิทยา (microbio-
logical method) 

2.2.1 การทดสอบการสรางทองอก (germ 
tube test) 

เขี่ยเช้ือที่เจริญอยูบน SDA ผสมกับ
ซีรั่ม ปริมาตร 10 μl ใน microtiter well plate จากน้ัน
บมที่อุณหภูมิ 37°C และอานผลการสรางทองอก
ภายในเวลา 2 ช่ัวโมง  

2.2.2 การทดสอบสีโคโลนีของ Candida 
บนอาหารเล้ียงเช้ือ Brilliance™ Candida agar 

ขีดเช้ือลงบน Brilliance™ Candida 
agar (Oxiods, USA) หลังจากบมที่อุณหภูมิ 37°C 
เปนเวลา 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 การทดสอบการใชสาร 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 ที่ความเขมขนเทากับ 1% (w/v) เปน
สวนประกอบ 

ทดสอบโดยผสมโคโลนีของเช้ือ
หลังจากเพาะบน SDA ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24-
48 ช่ัวโมง ในนํ้ากล่ันปราศจากเชื้อ เติมเช้ือปริมาตร 
100 μl ใสลงในหลอด OF medium ที่มีสารประกอบ
คารบอนชนิดตางๆ บมไวที่อุณหภูมิ 37°C อานผล
ทุกๆ 24 ช่ัวโมง เปนเวลา 7 วัน หากผิวหนาของ
อาหารทดสอบที่เติมสารประกอบคารบอนชนิดใด
เปล่ียนจากสีเขียวเปนสีเหลือง แสดงวาเช้ือสามารถ
ใชสารประกอบคารบอนชนิดน้ันได ใหอานผลการ
ทดสอบเปนบวก แตหากผิวหนาของอาหารทดสอบ
ไมเปล่ียนสีหรือเปล่ียนเปนสีนํ้าเงิน แสดงวาเช้ือไม
สามารถใชสารประกอบคารบอนชนิดน้ันได ใหอาน
ผลการทดสอบเปนลบ แปลผลชนิดของเช้ือตาม
หลักการของ yeast biochemical characteristics [10]  

2.3 การจําแนกชนิดของ Candida ดวยเทคนิค 
PCR-RFLP 

2.3.1 การสกัด genomic DNA  
เขี่ยเช้ือบริสุทธิ์ของ Candida spp. 

ลงใน sabouraud dextrose broth (SDB; 2% peptone, 
4% dextrose) ปริมาตร 1 ml บมที่อุณหภูมิ 37°C และ
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เขยาแบบ orbital ที่ความเร็วรอบเทากับ 250 rpm 
นาน 12-16 ช่ัวโมง หลังจากน้ันนําเช้ือปริมาตร 0.5 
ml ใสใน microtube และนําไปปนที่ 1,100 x g เปน
เวลา 10 นาที เทสวนใสดานบนทิ้ง  แลวลางตะกอน
เซลลโดยเติม TES buffer ปริมาตร 1,000 μl ผสมให
เขากัน แลวนําไปปนที่ 1,100 x g เปนเวลา 10 นาที 
เทสวนใสดานบนทิ้ง หลังจากน้ันเติม TE buffer (5 
mM, pH 7.6) ปริมาตร 375 μl แลวเติม lysis solution 
(5% sarcosyl ที่ละลายใน TE buffer) ปริมาตร 125 μl 
ผสมใหเขากัน จากน้ันเติม 10 mg/ml proteinase K 
ปริมาตร 5 μl ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 
50°C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง และเขยาใหเขากันทุกๆ 15 
นาที จากน้ัน เติม chloroform ปริมาตร 500 μl ผสม
ใหเขากัน แลวนําไปปนที่ 8,000 x g เปนเวลา 10 
นาที  ดูดช้ันที่เปนสวนของเหลวดานบน (aqueous 
phase) ใสลงใน microtube ใหม เติม chloroform 
ปริมาตร 1 เทาของปริมาตรสวนของเหลว ผสมให
เขากัน นําไปปนที่ 8,000 x g เปนเวลา 10 นาที 
จากน้ันดูด ช้ันสวนของเหลวด านบนใสลงใน 
microtube ใหม เติม isopropanol ที่เย็น ปริมาตร 0.6 
เทาของปริมาตรสวนของเหลว ผสมใหเขากัน แลว
นําไปปนที่ 8,000 x g เปนเวลา 10 นาที จากน้ันเท
สวนใสทิ้ง แลวลางตะกอน DNA ดวย 70% Ethanol 
แลวปนที่ 8,000 x g เปนเวลา 5 นาที เทสวนใส
ดานบนทิ้ง ตากตะกอน DNA ใหแหงแลวละลายดวย 
TE buffer, pH 7.4 ที่มี 20 μg/ml RNase A ปริมาตร 
50 μl จากน้ันนําไปวิเคราะห DNA ที่สกัดได ดวย 
1% agarose gel electrophoresis และเก็บรักษา DNA 
ที่อุณหภูมิ 4°C  

2.3.2 การเพ่ิมจํานวน ITS DNA ดวยวิธี 
polymerase chain reaction 

เพ่ิมจํานวน DNA ของ ITS gene 
region ของ Candida spp. โดยใช specific primers 
ซึ่งประกอบดวย 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 มีสวนประกอบดังน้ี 
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
ใชโปรแกรมสําหรับการเพ่ิมจํานวน ITS DNA ดวย
เครื่ องควบคุมอุณหภูมิ  G-STROM GS1 thermal 
cycler  (United Kingdom) ดังน้ี (1) primary 
denaturation ที่อุณหภูมิ 94oC เปนเวลา 5 นาที        
(2) PCR cycle ประกอบดวย denaturation ที่อุณหภูมิ 
94oC เปนเวลา 30 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 56oC 
เปนเวลา 45 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72oC 
เปนเวลา 1 นาที ตามลําดับ จํานวน 30 รอบ และ    
(3) final extension ที่อุณหภูมิ 72oC เปนเวลา 7 นาที 
จากน้ันวิเคราะหช้ินสวน DNA ดวย 1.5% agarose 
gel electrophoresis  

2.3.3 การตัด ITS DNA amplicon ดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ MspI  

ในปฏิกิริยาการตัดช้ินสวน  ITS 
DNA ดวยเอนไซม MspI ปริมาตร 20 μl 
ประกอบดวย 2 units MspI enzyme (Fermentas, 
USA), 1x MspI buffer และ 5 μl PCR product  
จากน้ันนําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
และยับยั้งการทํางานของเอนไซมโดยบมที่อุณหภูมิ 
80°C เปนเวลา 20 นาที จากน้ันวิเคราะหช้ินสวน 
DNA ดวย 1.8% agarose gel electrophoresis  

2.3.4 การแปลผลการทดสอบ ITS PCR-
RFLP ของ Candida  
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เปรี ยบ เที ยบขนาดและจํ านวน
ช้ินสวนของ DNA ที่ตัดดวย 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
ดวย 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 ดวยวิธีทาง

จุลชีววิทยา 
ผลการทดสอบการสราง germ tube 

ลักษณะสีของโคโลนีบน BrillianceTM Candida agar 
และการใชคารโบไฮเดรตในภาวะที่มีออกซิเจน 
(carbon assimilation test) ของเช้ือทั้ง 54 ไอโซเลต 
พบวาสามารถจําแนกชนิดของ Candida spp. ได 51 
ไอโซเลต โดยใหผลเปน C. albicans 32 ไอโซเลต 
(59%) C. glabrata 6 ไอโซเลต (11%) และ C. 
tropicalis 13 ไอโซเลต (24%) ในขณะที่อีก 3 ไอโซ
เลต (6%)ไมสามารถจําแนกชนิดไดดวยวิธีดังกลาว 

4.2 การจําแนกชนิดของ Candida ดวย PCR-
RFLP 

4.2.1 การเพ่ิมจํานวน ITS DNA ของ 
Candida ดวยวิธี polymerase chain reaction  

เมื่อนํา  genomic DNA ที่สกัดไดไป
ใชเปน  template ในการทําปฏิกิริยา  PCR เพ่ือเพ่ิม
จํานวน ITS DNA โดยใช ITS specific primers และ
นํา DNA amplicon มาวิเคราะหดวย 1.5% agarose 
gel electro-phoresis  โดยเปรียบเทียบขนาดของแถบ 
DNA กับ 100 bp DNA Ladder (Fermentas, USA)  
พบวา Candida ทั้ง 54 ไอโซเลต มี DNA amplicon 
ขนาดประมาณ ต้ังแต 500 ถึง 800 bp (รปูที่ 1) 
 

 
 

รูปท่ี 1 ITS DNA amplicon ที่ไดจากการปฏิกริยา 
PCR โดยใช  genomic DNA ที่สกัดไดเปน 
templates [lane M: 100 bp DNA ladder 
(Fermentas, USA), lane N: negative control, 
lane 1-8: ITS DNA ของ Candida จากแยกได
จากตัวอยางสิ่งสงตรวจ 

 
4.2.2 ITS PCR-RFLP ของ Candida ที่ตัด

ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MspI 
เมื่อตัด ITS DNA amplicon ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ MspI แลวนํามาวิเคราะหดวย 
1.8% agarose gel electrophoresis และเปรียบเทียบ
ขนาดของแถบ DNA กับ 100 bp DNA Ladder 
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(Fermentas, USA) พบวาแบบแผน ของ DNA 
(RFLP pattern) มีทั้งหมด 4 แบบ ดวยกัน (รูปที่ 2) 
โดยที่แตละแบบมีขนาดและจํานวนช้ินสวน DNA 
แตกตางกัน 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 ของเช้ืออางอิงจากการทดลองของ Mirhendi 
และคณะ [8] พบวาเปน 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 
ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 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. 

ดวย ITS PCR-RFLP พบวาเช้ือ 54 ไอโซเลต เปน 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 ดวยวิธีทางจุลชีววิทยากับวิธี ITS PCR-
RFLP  

จากการทดสอบดวยวิธีทางจุลชีววิทยา 
(Germ tube test, Chromogenic agar และ Carbon 
assimilation test) และ ITS PCR-RFLP พบวาผลจาก
การจําแนกชนิดของ C. albicans, C. glabrata และ 
C. tropicalis จากตัวอยาง 51 ไอโซเลต มีความ
สอดคลองกัน แตเช้ืออีก 3 ไอโซเลต ที่ไมสามารถ
จําแนกไดดวยวิธีทางจุลชีววิทยานั้น มี RFLP pattern 
ตรงกับของ C. krusei  
 

5. วิจารณผลการทดลอง 
การทดสอบความสามารถของ Candida spp. 

ในการสราง germ tube ซึ่งเพาะเล้ียงเช้ือในอาหารที่มี
ซีรั่มเปนสวนประกอบ เปน presumptive identifica-
tion method ที่สามารถจําแนก C. albicans ไดภายใน
เวลา 2 ช่ัวโมง อยางไรก็ตาม วิธีการดังกลาวน้ีเปนวิธี
ที่ไมมีความจําเพาะ เน่ืองจาก C. duplinensis สามารถ
สรางทองอกภายในเวลา 2 ช่ัวโมงไดเชนเดียวกัน 
[11] นอกจากน้ี Candida spp. อื่นๆ สามารถสรางทอ
งอกได  หากเพาะเล้ียงเ ช้ือไวในซีรั่มนานเกิน  2 
ช่ัวโมง 

การทดสอบการสรางสีของโคโลนีบนอาหาร
เลี้ยงเช้ือ Brilliance™ Candida agar เปนวิธีที่ใหผล
การทดสอบคอนขางรวดเร็ว การเตรียมอาหารเล้ียง
เช้ือไมยุงยาก ทําไดงายและสะดวก สามารถอาน
ผลทดสอบเบื้องตนในระดับ species ได และเปนวิธี
ที่นิยมใชในโรงพยาบาลทั่วไป จากการศึกษาครั้งน้ี
พบวาสีโคโลนีที่เกิดขึ้นแบงไดเปน 4 สี คือ สีเขียว 
(green) สีนํ้าเงินเขม (dark blue) สีนํ้าเงิน (blue) และ 
สี เ ห ลื อ ง  ( beige/yellow/brown)  และพบว าบ า ง
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ตัวอยางมีสีโคโลนีใกลเคียงกันมาก เชน เช้ือที่เพาะ
แยกไดจากปสสาวะจํานวน 3 ไอโซเลต (U10B, U12 
และ U15) มีโคโลนีสีนํ้าเงินคลายกับโคโลนีของ C. 
tropicalis แตจากการจําแนกดวย ITS PCR-RFLP 
พบวาเปน C. krusi นอกจากน้ียังมีรายงานวาบน
อาหารทดสอบดังกลาว C. glabrata สามารถใหสี
โคโลนีคลายกับของ C. parapsilosis และเช้ือทั้งสอง
ชนิดน้ียังสามารถใหโคโลนีเปนสีมวง สีขาว สีชมพู
และสีเทาไดอีกดวย [12] ดังน้ันการใช Brilliance™ 
Candida agar เพียงการทดสอบเดียวจึงไมเหมาะสม
ในการจําแนกชนิดของ Candida spp.  

การทดสอบ carbon assimilation จัดเปนวิธี
อางอิง (reference method) ที่ใชในการวินิจฉัยเช้ือรา
ชนิดยีสต  [10] ซึ่งใชเวลาในการทดสอบอยางนอย 7 
วัน และการศึกษากอนหนาน้ี รายงานวา Candida 
บางชนิด เชน C. tropicalis ใชเวลาบมนานกวา 7 วัน 
จึงใหผล carbon assimilation ที่ถูกตอง ดังน้ัน
จําเปนตองใชเวลาในการทดสอบดังกลาวเพ่ิมขึ้น 
[13] สําหรับการศึกษาในครั้ ง น้ี  พบวาจากการ
ทดสอบ carbon assimilation ของเช้ือ U10B, U12 
และ U15 เปนเวลา 7 วัน ไมสามารถแปลผลการ
ทดสอบได เน่ืองจากเช้ือดังกลาวใหผลการทดสอบ
เปนบวกกับ dextrose, maltose, sucrose, lactose, 
galactose, xylose, trehalose และ dulcitol ซึ่งไมตรง
กับเ ช้ือยีสตชนิดใดเลย  นอกจากน้ีการทดสอบ 
carbon assimilation มีความยุงยากและใชเวลานาน 
และแปลผลการทดสอบได ค อนข า งย าก  ซึ่ ง
สอดคลองกับงานวิจัยกอนหนาน้ี [13-14]  

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

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 ไมสามารถจําแนกชนิดได 

การจําแนกชนิดของ Candida spp. ดวย
เทคนิค ITS PCR-RFLP ที่ใชในการศึกษานี้เปนการ
เพ่ิมจํานวนช้ินสวน ITS1-5.8S-ITS2 rDNA ดวย 
universal primer (ITS1 และ ITS4) จาก genomic 
DNA และเมื่อทําการตัดช้ินสวน ITS1-5.8S-ITS2 
rDNA ดวยเอนไซม MspI  สามารถจําแนกชนิดของ 
Candida สายพันธุอางอิงที่มีความสําคัญทาง
การแพทยทั้ง 6 species ไดแก C. albicans, C. 
glabata, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii 
และ C. parapsilosis [8] จากการศึกษาสามารถ
จําแนกเช้ือทั้ง 54 ไอโซเลตไดเปน C. albicans 32  
ไอโซเลต (59%) C. tropicalis 13 ไอโซเลต (24%) C. 
glabrata 6 ไอโซเลต (11%) และ C. krusei 3 ไอโซ
เลต  (6%) ซึ่งวิธีการทางจุลชีววิทยาไมสามารถ
จําแนก C. krusei ทั้ง 3 ไอโซเลต น้ีได  
 

6. สรุปผลการทดลอง 

จากการศึกษาในครั้งน้ี พบวาการจําแนกชนิด
ของ Candida ดวย ITS PCR-RFLP มีความรวดเร็ว 
เพราะใชเวลาเพียง 2-3 วัน ซึ่งนอยกวาวิธีทางจุล
ชีววิทยาซึ่งตองใชเวลาอยางนอย 7 วัน และยัง
สามารถแปรผลการวิเคราะหไดงายและครอบคลุม
ชนิดของ Candida ที่มีความสําคัญทางการแพทย 
นอกจากนี้หากสามารถพัฒนาวิธีการดังกลาวและ
นํามาประยุกตใชเพ่ือจําแนกชนิดของเช้ือยีสตใน   
สิ่งสงตรวจทางการแพทยไดโดยตรง เชน ในตัวอยาง
เลือด จะสามารถลดระยะเวลาการเพาะเช้ือบนอาหาร
แข็งได ทําใหการรักษาผูปวยติดเช้ือเปนไปอยาง
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รวดเร็วและมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น อีกทั้งสามารถนํา 
ITS-PCR RFLPไปประยุกตใชในการศึกษาดาน
ระบาดวิทยาไดอีกดวย 
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