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บทคดัย่อ 

การศึกษาการก่อโรคของเช้ือ Malassezia ท่ีเป็นเช้ือสาเหตุของโรคเกล้ือนจาํเป็นตอ้งกระตุน้ใหมี้การสร้างสาย

ราในหลอดทดลอง ดงันั้นในการศึกษาน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการชกันาํใหเ้ช้ือ Malassezia spp. 

ท่ีแยกไดจ้ากรอยโรคท่ีผิวหนงัของผูป่้วยโรคเกล้ือนและผิวหนงัของคนสุขภาพดีให้มีการสร้างสายราในหลอดทดลอง  

โดยสามารถแยกเช้ือ Malassezia จากผูป่้วยโรคเกล้ือนจาํนวน 8 คนและจากคนสุขภาพดีจาํนวน 165 คน นาํมาแยกชนิด

ของเช้ือ Malassezia spp. ดว้ยวิธี biochemical test และวิธี PCR amplification ซ่ึงผลการแยกชนิดพบเช้ือ M. furfur 

(n=6) และ M. globosa (n=2) จากผิวหนังของผูป่้วยโรคเกล้ือน ในขณะท่ีผิวหนังของคนสุขภาพดีพบเช้ือ M. 

sympodialis(46.06%), M. furfur (40.00%), M. dermatis (9.09%), M. slooffiae(3.64%) และ M. japonica(1.21%) 

สาํหรับการศึกษาการสร้างสายราในหลอดทดลองของเช้ือ M. furfur  พบมีการสร้างสายรา 39% (28 จาก 72  isolates) 

เม่ือเพาะเล้ียงบนอาหาร Minimal medium ท่ีมี 1mM L-DOPA ร่วมกบั 2,000 µg/ml kojic acid บ่มเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียสในสภาวะ Microaerophilic เป็นระยะเวลา 5-7 วนั 
 

ABSTRACT 

To study pathogenicity of Malassezia, the causative agent of pityriasis versicolor, it is necessary to obtain 

the hyphae form in vitro. The aim of this research was to determine the optimal condition that induced filament 

production in vitro of Malassezia species isolated from pityriasis versicolor patients and healthy subjects. Malassezia 

spp. was collected from 8 patients with pityriasis versicolor and 165 healthy volunteers. Differentiation of Malassezia 

spp. was performed by using biochemical test and PCR amplification. The result showed that M. furfur (n=6) and M. 

globosa (n=2) were isolated from lesional skin of pityriasis versicolor. In addition, the most frequently isolated 

species in healthy skin were M. sympodialis(46.06%), M.furfur(40.00%) following by M. dermatis(9.09%), M. 

slooffiae(3.64%) and M. japonica(1.21%). To investigate the filament induction in vitro, 39% (28 in 72 isolates) of 

M. furfur was capable to produce filament when inoculated in Minimal medium with 1mM L-DOPA and 2,000 µg/ml 

kojic acid under microaerophilic condition for 5-7 days at 30oC. 

 

คาํสําคญั: โรคเกล้ือน การสร้างสายราในหลอดทดลอง 
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* นักศึกษา หลกัสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ 

** ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ 

*** ศาสตราจารย์ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่

1080



  MMO22-2 
 

บทนํา 

โรคเกล้ือน (Pityriasis versicolor) หรือ Tinea 

versicolor เป็นโรคผิวหนงัเกิดจากการติดเช้ือ Malassezia 

spp. พบท่ีบริเวณผิวหนงัดา้นนอกชั้น stratum corneum 

(Adamski et al., 1995) ลกัษณะของโรคเกล้ือนจะมีผื่นท่ี

ผิวหนังรูปวงกลมหรือวงรี ลกัษณะแบนราบมีขอบเขต

ชัดเจน ผิวสัมผสัของผื่นจะไม่เรียบ  มีลักษณะเป็นขุย

ละเอียดมีสีจางหรือเขม้กว่าสีของผิวหนังปกติ และพบ

ไ ด้ ม า ก บ ริ เ ว ณ ด้ า น บ น ข อ ง ลํา ตัว  ค อ แ ล ะ แ ข น               

(Marcon et al.,1992) โรคน้ีมีรายงานพบไดท้ัว่โลก

โดยเฉพาะบริเวณท่ีมีภมิูอากาศร้อนช้ืนจะพบความชุกของ

โรคไดม้ากกวา่บริเวณท่ีมีภูมิอากาศหนาวเยน็ (Hellgren 

et al., 1983; Acosta et al., 2004) โดยพบวา่เช้ือ M. globosa  

เป็นเช้ือสาเหตุท่ีสาํคญัในโรคเกล้ือน (Nakabayashi et al., 

2000; Aspiroz et al., 2002; Morishita et al., 2006) ซ่ึงโดย

ปกติแลว้เช้ือ Malassezia spp. เป็นเช้ือประจาํถ่ิน (normal 

flora) บนผิวหนงัของคนและสัตวเ์ลือดอุ่น (Leeming 

et al., 1989) เม่ือมีปัจจยัส่งเสริมใหเ้ช้ือมีการเจริญไดม้าก

ข้ึน เช่น การมีอุณหภูมิสูง, การมีเหง่ือออกมากกว่าปกติ 

โดยปัจจยัเหล่าน้ีจะทาํให้เช้ือเปล่ียนรูปร่างจากเซลลย์ีสต์

รูปร่างกลมรีท่ีพบเป็น normal flora บนผิวหนงัให้มีการ

งอกเป็นสายราซ่ึงพบไดบ้ริเวณรอยโรคบนผิวหนังของ

ผูป่้วยโรคเกล้ือน  

การตรวจวินิจฉัยเช้ือราท่ีเป็นสาเหตุของโรคเกล้ือน

ในห้องปฏิบติัการสามารถทาํไดโ้ดยใชขุ้ยผิวหนงับริเวณ

ผื่นเป็นตวัอย่างในการตรวจ นาํมาหยดดว้ย KOH แลว้

ตรวจดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์จะพบเซลลย์ีสตอ์ยูร่่วมกบั

สายราใสท่อนสั้นๆ เรียกลกัษณะน้ีวา่ spaghetti and meat 

ball (Faergemann, 1994) เม่ือนาํมาเพาะเล้ียงบนอาหาร

เล้ียงเช้ือชนิดพิเศษท่ีมีไขมนั พบวา่เช้ือท่ีเจริญบนอาหารมี

ลักษณะเป็นยีสต์โคโลนีและเม่ือตรวจดูภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์พบเซลล์ยีสต์เท่านั้นแต่ไม่พบลกัษณะสายรา

ท่อนสั้ นๆดังท่ีพบบนรอยโรคท่ีผิวหนัง (Marcon et 

al.,1992) ดงันั้นการสร้างสายราของเช้ือ Malassezia spp. 

พบไดเ้ฉพาะบริเวณรอยโรคท่ีผิวหนงัเท่านั้น (Tosti et al., 

1972)  ซ่ึงในการศึกษาของ Salkin และ Gordon (ค.ศ. 

1977) พบวา่เม่ือเพาะเล้ียงเช้ือ P. orbiculare  (M. furfur) ท่ี

แยกได้จากผู ้ป่วยโรคเกล้ือนลงบนอาหาร Sabouraud 

glucose agar ท่ีเติม olive oil  ทาํใหเ้ช้ือ P. orbiculare งอก

เป็นสายราได ้และถา้เพาะเล้ียงเช้ือ P. orbiculare และ P. 

ovale  ลงบนอาหารร่วมกบั cholesterol และ cholesteryl 

stearate สามารถกระตุน้ให้มีการสร้างสายราไดร้้อยละ 20 

(Nazzaro-Porro  et al., 1977)  ต่อมาไดมี้การเติมกรด อะมิ

โนไกลซีนลงในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือทําให้ เ ช้ือ P. 

orbiculare สายพนัธ์ุมาตรฐานจาํนวน 3 สายพนัธ์ุงอกสาย

ราโดยมีร้อยละการสร้างสายราเท่ากบั 0.25,  2.85 และ 

2.90 (Dorn et al., 1977) นอกจากน้ีแลว้ไดมี้การพฒันา

วิธีการเพิ่มอตัราการสร้างสายราโดยการเพาะเล้ียงเช้ือ P. 

orbiculare และ P. ovale ในอาหารท่ีมีส่วนประกอบของ

เซลล์ผิวหนังของ stratum corneum และนําไปบ่ม

เพาะเล้ียงในสภาวะ microaerophilic ทาํให้มีการสร้างสาย

ราเพิ่มสูงข้ึนเป็นร้อยละ 24 (Faergemann  et al., 1989) ซ่ึง

การชกันาํการสร้างสายราของเช้ือ Malassezia spp. โดย

การใชเ้ซลลผ์ิวหนงัของ stratum corneum เป็นวิธีท่ีมี

ขั้นตอนยุง่ยากและไม่เหมาะสมในการนาํมาใชท้ัว่ไป   

ต่อมา Saadazadeh  et al. (2001)ไดพ้ฒันาอาหาร 

Mycelial culture medium เพ่ือชกันาํการสร้างสายราของ 

Malassezia spp.โดยใชเ้ช้ือท่ีแยกไดจ้ากรอยโรคท่ีผิวหนงั

ของผูป่้วยโรคเกล้ือนและผิวหนงัของคนปกติพบวา่เช้ือท่ี

แยกจากผูป่้วยบางสายพนัธ์ุเท่านั้ นท่ีสามารถชักนําให้

สร้างสายราได ้ในขณะท่ีเช้ือท่ีแยกจากผิวหนงัคนปกติไม่

พบการสร้างสายรา อีกทั้งยงัพบว่าเม่ือนาํเช้ือท่ีสร้างสาย

มาทาํการ subculture มากกวา่ 1 คร้ังจะทาํให้ร้อยละของ

การสร้างสายราลดลง แสดงไดว้า่ท่ีสภาวะน้ีไม่เหมาะสม

ต่อการชักนําให้สร้างสายรา และในการศึกษาของ 

Youngchim et al. (2013) พบวา่เม่ือใช ้ L-DOPA ซ่ึงเป็น

สารตั้งตน้ในการสร้างเมลานินของเช้ือ M.  furfur ร่วมกบั 

kojic acid ซ่ึงเป็นตวัยบัย ั้งการสร้าง DOPA ในอาหาร 

Minimal medium agar สามารถกระตุน้ให้เช้ือ M. furfur 

NBRC 0656 สร้างสายราได ้แต่ยงัไม่ไดมี้การศึกษาในเช้ือ 

Malassezia spp. อ่ืนๆ ท่ีเป็นเช้ือสาเหตุของการเกิดโรค

เกล้ือน ดงันั้นการกระตุน้ให้เช้ือ Malassezia spp. สร้าง
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สายราในหลอดทดลองจะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งใน

การศึกษากลไกการก่อโรคท่ีผวิหนงัได ้

 

วตัถุประสงค์การวจิัย 

เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการชักนาํให้เช้ือ 

Malassezia spp. ท่ีแยกไดจ้ากรอยโรคท่ีผิวหนงัของ

ผูป่้วยโรคเกล้ือนและผิวหนงัของคนสุขภาพดีให้มีการ

สร้างสายราในหลอดทดลอง 

 

วธีิการวจิัย 

การเพาะเลีย้งเช้ือ 

ทาํการเก็บตวัอยา่งเช้ือจากรอยโรคท่ีผิวหนงัผูป่้วย

โรคเกล้ือนจากคลินิกโรคผิวหนงัโรงพยาบาลมหาราช

นครเชียงใหม่และตวัอยา่งเช้ือของผูท่ี้มีสุขภาพดีในช่วง

ระยะเวลาปี 2553-2556 ซ่ึงไดเ้กบ็ตวัอยา่งจากผูป่้วยโรค

เกล้ือนจาํนวน 8 คนและคนสุขภาพดีจาํนวน 165 คน 

โดยนาํขุยท่ีผิวหนังของผูป่้วยโรคเกล้ือนและตวัอย่าง

จากผิวหนงัปกติท่ีเก็บดว้ยวิธี scotch tape มาเพาะเล้ียง

บนอาหาร modified Dixon agar แลว้นาํไปบ่มเพาะเล้ียง

ท่ีอุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วนั 

 

การเพาะเลีย้งเช้ือบนอาหาร CHROM agar  

ทาํการตรวจคดักรองเช้ือ Malassezia spp. เพ่ือแยก

จากเช้ือ normal flora ชนิดอ่ืนดว้ยการเพาะเล้ียงเช้ือท่ี

เจริญบนอาหาร modified Dixon agar ลงบน CHROM 

agar ท่ีเติม tween 40 ลงไป(Kaneko et al., 2007) นาํไป

บ่มเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 

วนั สังเกตลกัษณะโคโลนีบนผิวหนา้ของอาหาร โดย

เช้ือ Malassezia spp. จะมีโคโลนีสีชมพ ูผิวหนา้ยน่ ทาํ

ให้สามารถจาํแนกลกัษณะเด่นน้ีจากเช้ือยีสตช์นิดอ่ืนๆ

ได ้อีกทั้งสามารถแยกชนิดของเช้ือ Malassezia spp. 

โดยสังเกตการเกิดตะกอน (precipitate production) ของ

สีท่ีบริเวณโคโลนีของเช้ือบนอาหาร 

 

การแยกชนิดเช้ือ Malassezia spp. ด้วยวิธี Biochemical 

test (Guého et al., 2010) 

1. การเจริญบนอาหาร Sabouraud dextrose 

agar                                                           

เพาะเล้ียงเช้ือ  Malassezia spp. บนอาหาร 

Sabouraud dextrose agar แลว้นาํไปบ่มเพาะเล้ียงท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วนั สังเกตการ

เจริญของเช้ือบนอาหาร  

2. การสร้างเอนไซม์ Catalase  

ใชห่้วงเข่ียเช้ือ Malassezia spp. ท่ีเจริญบน

อาหาร modified Dixon agar เป็นเวลา 4-5 วนัท่ีอุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส ลงบนแผน่สไลดท่ี์สะอาดแลว้หยด 

3% hydrogen peroxide ลงไปโดยผลบวกจะพบฟอง

ก๊าซเกิดข้ึน ซ่ึงเช้ือ Malassezia spp. ทุกสายพนัธ์ุจะให้

ผลบวกยกเวน้เช้ือ M. restricta ท่ีให้ผลลบกบัการ

ทดสอบเอนไซม ์catalase       

3. การทาํงานของเอนไซม์ β-glucosidase  

ใชเ้ข็มเข่ียเช้ือ Malassezia spp. ท่ีเจริญบน

อาหาร modified Dixon agar เป็นเวลา 4-5 วนัท่ีอุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส จากนั้น stab ลงบน esculin agar tube 

นาํไปบ่มเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็น

เวลา 5 วนั โดยผลบวกพบ esculin agar tube เปล่ียนเป็น

สีดํา ในขณะท่ีผลลบไม่พบการเปล่ียนแปลงของสี

อาหาร  

4. การใช้ Tweens 20, 40, 60, 80 และ 

Cremophor EL  

ใชห่้วงเข่ียเช้ือ Malassezia spp. ท่ีเจริญบน

อาหาร modified Dixon agar เป็นเวลา 4-5 วนั ท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสลงใน sterile deionized 

water ปรับความขุ่นเท่ากบั McFarland standard number 

3.0 จะได้เช้ือท่ีมีความเข้มข้นปริมาณ 108 เซลล์/

มิล ลิ ลิตรแล้วผสมสารละลาย ท่ี มี เ ช้ือปริมาตร  2 

มิลลิลิตรกบัอาหาร Sabouraud  dextrose agar ปริมาตร 

18 มิลลิลิตรท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จากนั้นผสม

ใหเ้ขา้กนัแลว้เทลงบน Petri dish ขนาด 9 มิลลิเมตรแลว้
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เจาะหลุมให้มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2 มิลลิเมตร 

จาํนวน 5 หลุม เพ่ือหยด Tween 20, 40, 60 และ 80 ตาม

เข็มนาฬิกาและหลุมตรงกลางสําหรับ Cremophor EL 

หลงัจากนั้นหยดสารแต่ละชนิดปริมาตร 15 ไมโครลิตร

ลงไปในแต่ละหลุม นําไปบ่มเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-10 วนั 

 

การสกดัสารพนัธุกรรมจากเช้ือ Malassezia spp. 

เล้ียงเช้ือ Malassezia spp. ลงบนอาหาร modified 

Dixon broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 

วนัแลว้นาํเช้ือทั้งหมดมาสกดั DNA โดยป่ันลา้งเซลล์

ดว้ย PBS ท่ี 4,500  rpm  เป็นเวลา 10 นาที จาํนวน 3 

คร้ัง นาํเช้ือท่ีไดใ้ส่ microtube ท่ีมี lysis buffer (10 mM 

Tris-HCl (pH 8.0), 0.5 mM EDTA, 1% sodium 

dodecyl sulphate) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร และ glass 

bead ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 มิลลิเมตร นาํไปเขา้

เคร่ือง mini-beadbeater ท่ีความเร็ว 4,500 rpm เป็นเวลา 

30 วินาที, 60 วินาทีและ 40 วินาทีตามลาํดบั เม่ือเซลล์

แตกแลว้จึงทาํการสกดั DNA โดยนาํไปป่ันตกตะกอนท่ี

ความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที แลว้ดูด

สารละลายใสดา้นบนจาํนวน 300-400 ไมโครลิตรใส่

หลอด microtube ใหม่  โดยระวงัไม่ให้มีตะกอนปน

ข้ึนมา จากนั้นเติม phenol/chloroform/isoamylalcohol 

(25:24:1) ปริมาตรหน่ึงเท่าตัวของสารละลายแล้ว 

vortex เป็นเวลา 30 วินาที นาํไปป่ันตกตะกอนท่ี

ความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เม่ือครบเวลาดูด

สารละลายดา้นบนใส่หลอด microtube ใหม่โดยระวงั

ไม่ให้มีตะกอนปน จากนั้นเติม 3M sodium acetate 

ปริมาตร 1 ใน 10 ของปริมาตรสารละลายแลว้เติม 

absolute ethanol จาํนวนสองเท่าของปริมาตร ผสมให้

เขา้กนัจากนั้นนาํไปบ่มท่ี -20  องศาเซลเซียสเป็นเวลา 

24 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาแลว้นาํไปป่ันตกตะกอนท่ี

ความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ดูดสารละลาย

ดา้นบนท้ิงแลว้เติม 70% ethanol (4 องศาเซลเซียส) 

ปริมาตร 700 ไมโครลิตรและ 400 ไมโครลิตร 

ตามลาํดบั นาํไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 12,000 rpm 

เป็นเวลา 2 นาทีแลว้ดูดสารละลายดา้นบนท้ิง  จากนั้น

เปิดฝา microtube ท้ิงไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  เม่ือแหง้

แลว้เติม nuclease free water  ปริมาตร 100 ไมโครลิตร

นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 

ชัว่โมง แลว้วดัปริมาณ DNA ดว้ยค่าดูดกลืนแสง 260 

นาโนเมตร (OD260) ปรับความเขม้ขน้ DNA ให้มี

ปริมาณ 100  นาโนกรัม/มิลลิลิตรดว้ย nuclease free 

water  

 

การทํา PCR amplification เพื่อตรวจหาชนิดของเช้ือ 

Malassezia spp.  

นํา DNA ท่ีสกัดแล้วมาตรวจยืนยนัชนิดของเช้ือ 

Malassezia spp.ดว้ยวิธี PCR amplification โดยใช ้

primers จาํนวน 2 คู่ท่ีจาํเพาะต่อลาํดบันิวคลีโอไทด ์

intergenic spacer หรือ internal  transcribed spacer(ITS) 

ของยนี rRNA โดยมีรายละเอียดของ primers (ตารางท่ี 

1) ซ่ึงการเพ่ิมปริมาณยนีดว้ยวิธี PCR amplification จะ

ใช ้Taq DNA polymerase เพ่ิมปริมาณสารพนัธุกรรม 

ทาํโดยตั้งปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 94 ºC เป็นเวลา 2 นาที 

ตามด้วยปฏิกิริยาเพ่ือให้มีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอเพิ่ม

ปริมาณมากข้ึนในแต่ละรอบ ดงัน้ี ขั้นท่ี 1 Denaturation 

ท่ีอุณหภูมิ 94 ºC นาน 30 วินาที  ขั้นท่ี 2 Annealing ท่ี

อุณหภูมิ 62 ºC เป็นเวลา 30 วินาที ขั้นท่ี 3 Extension ท่ี

อุณหภูมิ 72 ºC เป็นเวลา 40 วินาที ทาํทั้ง 3 ขั้นตอน

จาํนวน 30 รอบ เม่ือปฏิกิริยาเสร็จสมบูรณ์สามารถ

ตรวจสอบผลจากปฏิกิริยา PCR ดว้ยวธีิอิเลคโตรโฟเรซีส   
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ตารางที ่1 ชุด primers ท่ีใชใ้นการทาํ PCR amplification เพ่ือตรวจหาชนิดของเช้ือ Malassezia spp. 

Primer name Nucleotide sequences (5’→ 3’) Length of product 

(bps) 

reference 

M. dermatis 

M.d-F 

M.d-R 

 

CGCACCTTGCGCTCCATGGT 

AGCCTGGTTTCCCAGGCAGCGG 

 

136 

 

Morishita et al., 2006 

M. furfur  

M.f-F 

5.8S-R 

 

CTACTCGCGTACAACGTCTCTG 

TTCGCTGCGTTCTTCATCGA 

 

230 

 

 

Affes et al., 2009 

M. globosa  

M.g-F 

5.8S-R 

 

CAATAAGTGTGTCTCTGCGG 

TTCGCTGCGTTCTTCATCGA 

 

270 

 

Affes et al., 2009 

M. japonica 

M.j-F 

M.j-R 

 

CGTATGTGGATCTTATCCTAT 

TGACTAGTGTCGTAGGCACGGTA 

 

218 

 

Morishita et al., 2006 

M. obtusa 

M.ob-F 

5.8S-R 

 

ACCCGTGTGCACACTGTTGAG 

TTCGCTGCGTTCTTCATCGA 

 

180 

 

Sugita et al., 2001 

M. restricta 

M.re-F 

M. rt-R 

 

CTTGGTTGGACCGTCACTGG 

TTCGCTGCGTTCTTCATCGA 

 

320 

 

Affes et al., 2009 

M. slooffiae 

M.sl-F 

5.8S-R 

 

ACGCACGCTAACACAACGTG 

TTCGCTGCGTTCTTCATCGA 

 

230 

 

Sugita et al., 2001 

 

M. sympodialis 

M.sl-F 

5.8S-R 

 

CGGACGCAAACACGTCTCTG 

TTCGCTGCGTTCTTCATCGA 

 

190 

 

Affes et al., 2009 

 

M. yamatoensis 

M.y-F 

M.y-R 

 

CGATCAAACTTCTCTGTGTCCAG 

TGTGTGGGAGGTAGAAGAGGCA 

         

125 

 

Morishita et al., 2006 
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การกระตุ้นการสร้างสายราในหลอดทดลอง 

นาํ isolates ทั้งหมดของเช้ือ Malassezia spp. ท่ีถูก

จําแนกชนิดออกเป็นสายพันธ์ุต่างๆด้วยวิ ธี  PCR 

amplification มากระตุ้นให้มีการสร้างสายราโดยนํา

เช้ือ Malassezia spp. ท่ีเจริญบนอาหาร modified 

Dixon agar ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 

วนั มาเจือจางดว้ย 0.85% normal saline solution 

(NSS)  นาํไปนบัจาํนวนเซลลโ์ดยใช ้ haemacytometer  

เตรียมเช้ือให้มีความเขม้ขน้ 1-5x108 เซลล/์มิลลิลิตร  

จากนั้นดูดสารละลายปริมาตร 300 ไมโครลิตรลงบน

อาหาร Minimal medium agar (MM) (MgSO4 (10 

mM) 2.4 g/L, KH2PO4 (29.4 mM) 4.0 g/L , Glycine 

(50.0 mM)  , 0.2% tween 80, 0.2% tween 40 , 0.5% 

agar,  pH 4.6) มีความเขม้ขน้ของ agar เท่ากบั 0.5% 

และมีการเติม L-DOPA (1.0 mM) ร่วมกบั kojic acid 

ความเขม้ขน้ 2,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรลงไป โดยมี

อาหารเพาะเล้ียงเช้ือท่ีไม่มีการเติม L-DOPA และ

อาหารท่ีมีการเติม L-DOPA หรือ kojic acid เพียงอยา่ง

เดียวเป็น control จากนั้นนาํไปบ่มเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียสในสภาวะ Microaerophilic condition 

ท่ีมีปริมาณออกซิเจน 6-12% เป็นระยะเวลา 5-7 วนั 

จากนั้นนาํเช้ือท่ีเจริญบนอาหารมาตรวจดูการสร้างสาย

ราภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  

 

 

ผลการวจิัย 

การแยกชนิดเช้ือ Malassezia spp. จากรอยโรคที่

ผวิหนังผู้ป่วยโรคเกลือ้นและคนสุขภาพด ี

เม่ือทาํการแยกชนิดของเช้ือ Malassezia spp.จาก

รอยโรคท่ีผิวหนังผูป่้วยโรคเกล้ือนและคนสุขภาพดี

จาํนวน 173 isolates ดว้ยวิธี Biochemical test สามารถ

จาํแนกเช้ือ Malassezia spp. ออกเป็น 4 สายพนัธ์ุ 

ไดแ้ก่ M. sympodialis, M. furfur, M. dermatis และ M. 

slooffiae  จากนั้นนาํมายืนยนัผลการแยกชนิดอีกคร้ัง

ดว้ยวิธี PCR amplification พบวา่ให้ผลสอดคลอ้งกนั 

(ตารางท่ี 2) นอกจากน้ีพบวา่มีเช้ือ Malassezia จาํนวน 

46 isolates ท่ีไม่สามารถแยก species ด้วยวิธี 

Biochemical test ได ้แต่พบวา่วิธี PCRสามารถแยกเช้ือ 

Malassezia ในระดบั species ได ้(ตารางท่ี 3 และ รูปท่ี 

1) ซ่ึงสามารถแยกชนิดของเช้ือ Malassezia spp. ได ้6 

สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ M. sympodialis, M. furfur, M. 

dermatis, M. slooffiae, M. globosa และ M. japonica 

และเช้ือ Malassezia ในกลุ่มน้ีจะทาํการส่งวิเคราะห์นิว 

คลีโอไทด ์(genome sequencing) ต่อไป เพ่ือยนืยนัผล

การทดลอง นอกจากน้ีผูป่้วยโรคเกล้ือนจาํนวน 8 ราย

พบเช้ือ M. furfur จาํนวน 6 isolates และ M. globosa 

จาํนวน 2 isolates และคนสุขภาพดีนั้นจะพบเช้ือ M. 

sympodialis, M. furfur, M. dermatis , M. slooffiae และ 

M. japonica (ตารางท่ี 4 และรูปท่ี 2) 

ตารางที ่2 ผลการแยกชนิดเช้ือ Malassezia spp. จากผูป่้วยโรคเกล้ือนและคนสุขภาพดีดว้ยวธีิ Biochemical test และวธีิ PCR     

amplification ท่ีใหผ้ลสอดคลอ้งกนั 

strains number of isolates (%) 

M. sympodialis 59(46.45) 

M. furfur 59(46.45) 

M. dermatis 5(3.94) 

M. slooffiae 4(3.15) 

Total 127(100) 
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ตารางที ่3  ผลการแยกชนิดเช้ือ Malassezia spp. ดว้ยวธีิ PCR amplification ในเช้ือท่ีไม่สามารถแยกชนิดดว้ยวธีิ  

Biochemical test 

strains number of isolates (%) 

M. sympodialis 17(36.95) 

M. furfur 13(28.26) 

M. dermatis 10(21.74) 

M. slooffiae 2(4.35) 

M. globosa 2(4.35) 

M. japonica 2(4.35) 

Total 46(100) 

 

 
 

รูปที่ 1  แสดงการแยกชนิดเช้ือ Malassezia spp. ดว้ยวธีิ PCR  amplification (A) M. furfur, (B) M. sympodialis,   

 (C) M. japonica , (D) M. slooffiae,(E) M. dermatis  และ (F) M. globosa ;  lane M: DNA marker, N: negative control  
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ตารางที ่4 ผลการแยกชนิดเช้ือ Malassezia spp. ของคนสุขภาพดีดว้ย วธีิ PCR amplification 

strains number of isolates (%) 

M. sympodialis 76(46.06) 

M. furfur 66(40.00) 

M. dermatis 15(9.09) 

M. slooffiae 6(3.64) 

M. japonica 2(1.21) 

Total 165(100) 
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รูปที่ 2  แสดงร้อยละชนิดของเช้ือ Malassezia spp. ในคนปกติท่ีแยกดว้ยวธีิ PCR  amplification 

 

การกระตุ้นการสร้างสายราในหลอดทดลอง 

การศึกษาการกระตุน้ใหเ้ช้ือ Malassezia spp. มีการ

สร้างสายราในหลอดทดลองพบวา่เม่ือนาํเช้ือ M. furfur  

ท่ีแยกจากผูป่้วยโรคเกล้ือนและคนสุขภาพดีจาํนวน 72 

isolates มาเพาะเล้ียงบนอาหาร Minimal medium ท่ี

สภาวะต่างๆ พบวา่ M. furfur  จาํนวน 28 isolates มีการ

การสร้างสายราเม่ือเพาะเล้ียงบนอาหาร Minimal medium 

ท่ีมีการเติม 1mM L-DOPAร่วมกบั 2,000 µg/ml kojic 

acid (รูปท่ี 3B) 
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รูปที่ 3 แสดงลกัษณะการเจริญของเช้ือ M. furfur  (A) เช้ือ M. furfur บนอาหาร Minimal medium , (B) เช้ือ M. furfur 

บนอาหาร Minimal medium ท่ีมีการเติม 1mM L-DOPAร่วมกบั 2,000 µg/ml kojic acid     

 

อภิปรายและสรุปผลการวจิัย 

เช้ือ Malassezia spp. จดัเป็นเช้ือประจาํถ่ิน 

(normal flora) ท่ีพบบนผิวหนังของคนและสัตว ์

เลือดอุ่น และเม่ือมีปัจจยัท่ีส่งเสริมให้เช้ือมีการเจริญ

ท่ีมากข้ึนทาํให้เช้ือสามารถท่ีจะก่อโรคท่ีผิวหนงัไดซ่ึ้ง

โรคท่ีมีความสําคัญ ได้แก่ โรคเกล้ือน ดังนั้ นจึงมี

การศึกษาแยกชนิดเช้ือ Malassezia spp.ท่ีอยู่บน

ผิวหนังคนสุขภาพดีและผูป่้วยโรคเกล้ือน โดยในปี 

Nakabayashi et al. (2000) ไดแ้ยกชนิดเช้ือในคน

สุขภาพดีจาํนวน 35 คน ดว้ยวิธี Biochemical test พบ

เช้ือ M. globosa (22%), M. sympodialis (10%) และ  

M. furfur (3%). M. slooffiae (1%) , M. restricta (1%) 

และในผูป่้วยโรคเกล้ือนจาํนวน 22 คนพบเช้ือ M. 

globosa มากท่ีสุดคิดเป็น 55% ในขณะท่ีเช้ือ species 

อ่ืนๆ ให้ผลท่ีตํ่ากว่า 10%  ซ่ึงให้ผลท่ีสอดคลอ้งกบั

การศึกษาของ Tarazooie et al. (2004) ซ่ึงพบวา่เช้ือ M. 

globosa  เป็นสาเหตุก่อโรคมากท่ีสุดคิดเป็น 53.3 % 
นอกจากน้ีในการศึกษาของ Saghazadeh  et al. (2010) 

ไดท้าํการแยกชนิดเช้ือ Malassezia spp.จากคนสุขภาพ

ดีจาํนวน 34 คนดว้ยวิธี Biochemical test เช่นกนั พบ

เช้ือ M. globosa  (52.9%), M. sympodialis (23.5%), M. 

furfur (11.8%), M. restricta (5.9%), M. obtuse (2.9%) 

และ M. slooffiae (2.9%) ตามลาํดบั สําหรับใน

การศึกษาคร้ังน้ีไดแ้ยกชนิดของเช้ือ Malassezia spp. 

จากผูป่้วยโรคเกล้ือนและคนสุขภาพดี โดยแบ่งเป็น

ตวัอย่างจากผูป่้วยโรคเกล้ือนจาํนวน 8 คนและคน

สุขภาพดีจาํนวน 165 คน พบวา่เม่ือนาํมาแยกชนิดดว้ย

วิธี Biochemical test สามารถจาํแนกชนิดไดจ้าํนวน 

127 isolates  แบ่งเป็น 4 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่  M. 

sympodialis, M. furfur, M. dermatis และ M. slooffiae 

ซ่ึงให้ผลสอดคลอ้งเม่ือนาํมายืนยนัผลดว้ยวิธี PCR 

amplification โดยมีตวัอยา่งจาํนวน 46 isolates ท่ีไม่

สามารถแยกชนิดไดด้ว้ยวิธี Biochemical test  แต่เม่ือ

นําตัวอย่างทั้ งหมดมาแยกชนิดด้วยวิธี  PCR 

amplification สามารถแยกชนิดเช้ือ Malassezia spp. 

โดยแบ่งออกเป็น 6 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ M. sympodialis, 

M. furfur, M. dermatis, M. slooffiae, M. globosa และ 

M. japonica ซ่ึงตวัอยา่งจากรอยโรคท่ีผิวหนังของ

ผูป่้วยโรคเกล้ือนจะพบเช้ือ M. furfur และ M. globosa  

ในขณะท่ีตวัอย่างจากผิวหนังคนสุขภาพดีจะพบเช้ือ 

M. sympodialis, M. furfur, M. dermatis, M. slooffiae 

และ M. japonica ตามลาํดบั ซ่ึงผลท่ีไดน้ั้นจะมีความ

แตกต่างจากการศึกษาก่อนหน้าน้ีทั้ งน้ีอาจข้ึนอยู่กับ

สภาพภมิูอากาศท่ีแตกต่างกนัในแต่ละประเทศจึงทาํให้

พบเช้ือท่ีแตกต่างกนัออกไป  นอกจากน้ีจะเห็นไดว้่า

การแยกชนิดเช้ือ Malassezia spp. ด้วยวิธี  PCR 
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amplification ใหผ้ลท่ีแม่นยาํและน่าเช่ือถือไดดี้กวา่วิธี 

Biochemical test  เน่ืองจากวิธี PCR amplification มี

การใช ้primer ท่ีจาํเพาะต่อลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ

แต่ละสายพนัธ์ุ จึงทาํให้สามารถจาํแนกเช้ือแต่ละสาย

พนัธ์ุออกจากกนัได ้อีกทั้งผลของการใช ้Biochemical 

test ของเช้ือแต่ละชนิดไม่สามารถแยกจากกนัไดอ้ยา่ง

ชดัเจนจึงทาํใหย้ากต่อการแปลผล  สาํหรับการกระตุน้

การสร้างสายราในหลอดทดลองนั้นในการศึกษาท่ีผา่น

มาแมจ้ะสามารถชกันาํใหเ้ช้ือ Malassezia spp. มีการ

สร้างสายราในหลอดทดลองได้แต่พบว่ามีวิธีการท่ี

ยุง่ยาก ไม่เหมาะสมต่อการนาํมาใชแ้ละบางสภาวะยงั

ทาํให้เกิดการสร้างสายราท่ีไม่คงท่ี  โดยการสร้างสาย

ราของเช้ือ Malassezia spp เป็นลกัษณะสาํคญัท่ีใชเ้ป็น

ข้อบ่ง ช้ีในการวิ นิจฉัยโรคท่ี เ กิดจากการติดเ ช้ือ 

Malassezia spp ท่ีไม่ไดค้าํนึงถึงปริมาณ หรือ

เปอร์เซ็นต์ของการสร้างสายรา และในการศึกษาของ

Youngchim  et al. (2013) พบวา่ในการชกันาํใหเ้ช้ือ 

M. furfur NRBC 0656 สร้างสายราไดน้ั้น ตอ้งอาศยั  

L-DOPA (substrate ในการสร้างเมลานิน) ร่วมกบั 

kojic acid (สารท่ีใชใ้นการยบัย ั้งการสร้างเมลานิน)  

และการเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของสารทั้ง 2 ชนิด 

ไดมี้การทดลองในการศึกษาเรียบร้อยแลว้ ดงันั้นจึงได้

นาํสภาวะน้ีมาใชเ้ป็น screening test ในการชกันาํให้

เช้ือ Malassezia spp ท่ีแยกไดจ้ากทั้งผูป่้วยและคน

สุขภาพดีให้มีการสร้างสายรา โดยผลการทดลองพบ

เช้ือ M. furfur  จาํนวน 28 isolates จาก 72  isolates ซ่ึง

คิดเป็น 39% มีการสร้างสายราในสภาวะท่ีมีการเติม

สาร 1 mM L-DOPA ร่วมกบั 2000 µg/ml kojic acid มี

ความเขม้ขน้ของ agar เท่ากบั 0.5% ท่ีสภาวะ 

Microaerophilic สําหรับเช้ือสายพันธ์ุอ่ืน ได้แก่ M. 

sympodialis, M. dermatis, M. slooffiae, M. globosa 

และ M. japonica  จาํนวน 101 isolates นั้นตอ้งนาํมา

ทดสอบการสร้างสายราในสภาวะน้ีดว้ย ซ่ึงขั้นตอนใน

การกระตุ้นการสร้างสายราด้วยวิธีน้ีมีวิธีการท่ีไม่

ยุง่ยาก สามารถนาํมาใชก้ระตุน้ให้เช้ือมีการสร้างสาย

ราไดจ้ริง ทั้ งน้ียงัตอ้งมีการพฒันาวิธีการกระตุน้การ

สร้างสายราในเช้ือสายพนัธ์ุอ่ืนๆซ่ึงยงัอยู่ในขั้นตอน

การศึกษาและพฒันาต่อไป  
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