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การศึกษาการหลั่งเอนไซม์ฟอสโฟไลเปส เอนไซม์เอสเทอเรส และฮีโมไลซิน  

ในเชื้อ Scedosporium apiospermum
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บทคัดย่อ

	 ปัจจุบันการติดเชื้อ	S. apiospermum	แบบฉวยโอกาสในผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่องมีจ�านวนเพิ่มมากขึ้น	

เนือ่งจากเป็นเชือ้ทีต่รวจพบได้ในสภาพแวดล้อมทัว่ไป	ดังนัน้การศึกษาปัจจยัความรนุแรงในการก่อโรค	จงึมคีวามส�าคัญ

ต่อการประเมินความรุนแรงในการก่อโรคและการก่อพยาธิก�าเนิดของโรค	ส�าหรับการศึกษาวิจัยนี้มีจุดมุ่งหมายเพื่อ

ศึกษาความสามารถในการหลั่งเอนไซม์	phospholipase,	esterase	และ	hemolysin	ในเชื้อ	S. apiospermum 

โดยท�าการศึกษาผลการแสดงออกของเอนไซม์	 phospholipase	 ใน	 simple	 egg	 yolk	 agar,	 esterase		

ใน	tween80	opacity	test	agar	และ	hemolysin	ใน	BHI	agar	จากนั้นวิเคราะห์และเปรียบเทียบผลการศึกษา

โดยใช้ค่า	Pz	score	ผลการศึกษาพบว่าเชื้อ	S. apiospermum มีการแสดงออกการท�างานของเอนไซม์	esterase	

และ	 hemolysin	 แต่ไม่พบการแสดงออกของเอนไซม์	 phospholipase	 จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่า	

เชื้อ	S. apiospermum สามารถหลั่งเอนไซม์	esterase	และ	hemolysin	ซึ่งเป็นปัจจัยความรุนแรงในการก่อโรค	

ที่พบในเชื้อ	C. albicans	 และ	Aspergillus	 spp. ดังนั้นการศึกษาการหล่ังของเอนไซม์	phospholipase,	

esterase	และ	hemolysin	ในเชื้อ	S. apiospermum จึงมีความส�าคัญต่อการวิเคราะห์ความรุนแรงในการก่อโรค

เพื่อหาเอนไซม์ที่มีความจ�าเพาะเจาะจงต่อความรุนแรงของเชื้อ	S. apiospermum ต่อไปในอนาคต
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Abstract

	 Currently,	 the	opportunistic	 infection	 from	Scedosporium apiospermum has	been	

increasing	in	immunocompromised	host,	due	to	this	pathogen	could	be	detected	in	environment.	

Thus,	 the	study	of	virulence	 factors	are	 important	 for	assessment	 the	severity	and	disease	

pathogenesis.	The	aim	of	this	study	was	to	investigate	the	activity	of	phospholipase,	esterase	and	

hemolysin	in	S. apiospermum.	The	activity	of	phospholipase,	esterase	and	hemolysin	performed	

by	simple	egg	yolk	agar,	tween	80	opacity	test	agar	and	Brain	Heart	Infusion	agar,	respectively.	The	

Pz	score	calculation	were	performed	to	analyse	 the	 results.	This	 showed	the	expression	of	

esterase	and	hemolysin	from	S. apiospermum.	Both	of	esterase	and	hemolysin	are	the	virulence	

factors,	which	usually	found	in	Candida albicans	and	Aspergillus	spp.	Thus,	the	study	of	esterase,	

hemolysin	and	phospholipase	secretion	in	S. apiospermum	are	important	for	pathogenesis	and	

severity	analysis	to	find	out	the	specific	enzyme	in	the	nearly	future.
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บทนำา

 Scedosporium apiospermum	 เป็นเชื้อรา

ในกลุ่ม	Ascomycota	มีลักษณะเป็นราสายที่มีผนังกั้น	

(septate	hyphae)	พบได้ในสิ่งแวดล้อมทั่วไป	 โดย

เฉพาะบริเวณที่มีการสะสมสารอาหาร	หรือบริเวณที่มี

การย่อยสลายของอินทรียวัตถุ	 เช่น	 ในดิน,	แหล่งน�้า	

ที่สกปรก,	 เศษซากพืชซากสัตว์,	 มูลสัตว์	และของเสีย	

เป็นต้น1	ซึ่งเชื้อชนิดนี้จะได้รับเข้าสู ่ร ่างกายได้โดย	

การหายใจเอาสปอร์ของเชื้อเข้าสู่ปอด,	 ไซนัส	 (para-

nasal	sinuses)	หรอืได้รบัเชือ้โดยตรงผ่านทางบาดแผล	

โดยเชื้อราชนิดนี้ มักถูกพบเป็นเช้ือท่ีมีการติดเชื้อ	

ฉวยโอกาส	 (opportunistic	 infection)	 โดยเฉพาะ

กลุ่มผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง	 เช่น	ผู้ป่วยโรคเอดส์,	

ผู้ป่วยที่ปลูกถ่ายอวัยวะ,	การใช้ยาสเตรียรอยด์	และ

การใช้ยากดภูมิคุ้มกัน	 เป็นต้น2-4	 ซ่ึงเชื้อชนิดน้ีสามารถ

ก่อโรคได้หลากหลายรูปแบบ	อาจพบการติดเชื้อเฉพาะ

ที่	หรือการติดเชื้อแบบลุกลาม	รวมไปถึงการติดเช้ือใน

ระบบร่างกาย	(systemic	infections)5	โดยพบรายงาน

การก่อโรคในผู ้ที่เกิดภาวะ	 cystic	 fibrosis,	 ผู ้ที่มี	

การปลูกถ่ายอวัยวะ	และผู้ที่มีประวัติการจมน�้า6-8

	 การทดสอบการท�างานของเอนไซม์ฟอสโฟไลเปส	

(phospholipase	 activity),	 เอนไซม์เอสเทอเรส	

(esterase	 act iv i ty ) 	 และเอนไซม ์ฮี โมไลซิน	

(hemolytic	activity)	มีความส�าคัญต่อการประเมิน

ความรุนแรงในการก่อโรคของเชื้อจุลชีพหลายชนิด	เช่น	

Cand ida 	 spp . , 	 Asperg i l lus 	 spp . , 	 และ	

Cryptococcus	neoformans	 เป็นต้น9-11	 เนื่องจาก

การทดสอบเอนไซม์ทั้ง	 3	 ชนิดเป็นการทดสอบที่มี

ความสัมพันธ์กับ	virulence	 factor	ของเช้ือจุลชีพที่

จะน�าไปสู ่การก่อพยาธิสภาพของโรค	 โดยพบว่า	

เชื้อจุลชีพที่มี	virulence	factor	นั้นจะมีความรุนแรง

ในการก่อโรคมากกว่า	นอกจากนีย้งัพบว่าปัจจยัดงักล่าว

มีส่วนช่วยในการแพร่กระจายของเชื้อจุลชีพไปยัง	

ส่วนต่างๆ	ของร่างกายเมื่อมีการรับเชื้อเข้าสู่ร่างกาย12

	 ดังนั้นการศึกษาวิจัยในครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงค์

เพื่อศึกษาผลการท�างานของเอนไซม์ฟอสโฟไลเปส	

(phospholipase	 activity),	 เอนไซม์เอสเทอเรส	

(esterase	 activity)	 และฮีโมไลซิน	 (hemolytic	

activity)	 ในเชื้อ	S. apiospermum เพื่อวิเคราะห์

ความสัมพันธ์ในการแสดงออกของเอนไซม์ดังกล่าว	

กับความรุนแรงและโอกาสในการก่อพยาธิสภาพ	

(pathogenesis)	 ของโรคจากเช้ือ	 เพื่อน�าไปเป็น

แนวทางในการเลือกใช้และศึกษาในแนวลึกเกี่ยวกับ

เอนไซม์ที่จ�าเพาะเจาะจงต่อความรุนแรงของเช้ือ		

S. apiospermum  ต่อไป

วัตถุประสงค์

	 เพื่อศึกษาการหลั่ งเอนไซม ์ฟอสโฟไลเปส	

(phospholipase	 activity),	 เอนไซม์เอสเทอเรส	

(esterase	 activity)	 และฮีโมไลซิน	 (hemolytic	

activity)	ในเชื้อ	S. apiospermum

	

วิธีการศึกษา

1. เชื้อที่ใช้ในการทดสอบ

	 •	 เช้ือที่น�ามาทดสอบ	คือ	S. apiospermum	

ที่แยกได้จากดิน	 ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งของงานวิจัยเรื่อง	

Environmental	Screening	for	the	Scedosporium 

apiospermum	Species	Complex	in	Public	Parks	

in	Bangkok,	Thailand13	และได้ท�าการพิสูจน์ชนิด

ด้วยวิธี	PCR	และ	sequencing	โดยใช้ยีน	β-tubulin	

exon	5	และ	6	ท�าการเกบ็รกัษา	sequence	ไว้ทีฐ่านข้อมูล

เปิดสากล	GenBank	ตามเลข	accession	number	

ดังน้ี	 strain	KU533691	 (TMMI001),	 KU533702	

(TMMI002),	 KU533711	 (TMMI003),	 KU533712	

(TMMI004),	 KU533656	 (TMMI005),	 KU533658	

(TMMI006),	 KU533670	 (TMMI007),	 KU533655	

(TMMI009),	Ku533649	(TMMI010)	และ	KU533673	

(TMMI011)

	 •	 เชื้อ	positive	control	

	 		phospholipase	 activity	 test	 :		

C. albicans TMMI001CA14

	 	 	esterase	activity	test	:	C. tropicalis 

TMMI001CT15
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	 •	 เชื้อ	negative	control	

	 		phospholipase	 activity	 test	 :		

C. tropicalis	TMMI001CT16

	 		esterase	activity	test	:	C. lypolitica 

TMMI001CL17

	 ซึ่งเชื้อทั้งหมดเป็นเช้ือท่ีอยู่ในธนาคารเชื้อของ

ห้องปฏิบัติการราวิทยาทางการแพทย์	 ภาควิชา	

จุลชีววิทยาและอิมมิวโนโลยี	คณะเวชศาสตร์เขตร้อน	

มหาวิทยาลัยมหิดล

2. การเตรียมเชื้อในการทดสอบ 

	 ด�าเนินการโดย	 sub-culture	 เช้ือท่ีน�ามา

ทดสอบ,	 เชื้อ	positive	control	และเชื้อ	negative	

control	ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ	SDA	slant	และน�าไป

บ่มทีตู่บ่้มเชือ้	ทีอ่ณุหภมู	ิ37	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	7	วนั	

จากนั้นน�ามานับจ�านวน	conidia	และค�านวณ	conidia	

เริ่มต้นให้ได้เท่ากับ	105	เซลล์ต่อมิลลิลิตร

3. ทดสอบการหลั่งเอนไซม์ esterase, phospholi-

pase และ hemolysin

	 ทดสอบกา รหลั่ ง เ อน ไซม ์ 	 e s t e r a s e ,	

phospholipase	และ	hemolysin	 โดยท�าซ�้าจ�านวน	

3	ครั้งเพื่อน�าค่าเฉลี่ยมาวิเคราะห์ทางสถิติ	ดังนี้

 3.1 Phospholipase activity test

	 น�าเชื้อแต่ละสายพันธ์ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ	

105	เซลล์ต่อมลิลลิติร	ปรมิาตร	100	ไมโครลติร	หยดลง

ตรงกลางของอาหารเลี้ยงเชื้อ	simple	egg	yolk	agar	

ซึ่งพัฒนาโดย	Price	และคณะ	16	 (ส่วนประกอบ	SDA	

(oxoid)	65	กรัม,	CaCl
2
	5.5	กรัม,	NaCl	58.4	กรัม,		

ไข่ขาว	 20	 มิลลิลิตร	 และน�้ากลั่น	 980	 มิลลิลิตร)		

จากนัน้น�าไปบ่มทีตู่บ่้มเชือ้	ทีอ่ณุหภมู	ิ37	องศาเซลเซยีส	

เป็นเวลา	14	วนั	โดยท�าทัง้หมด	3	ครัง้	จากนัน้ท�าการ

บันทึกผลการทดลองและน�าข้อมูลท่ีได้ไปค�านวณตาม

วิธีการค�านวณข้อที่	4

 3.2 Esterase activity test

	 น�าเชื้อแต่ละสายพันธ์ุที่มีความเข้มข้นเท่ากับ	

105	เซลล์ต่อมลิลลิตร	ปรมิาตร	100	ไมโครลติร	หยดลง

ตรงกลางของอาหารเล้ียงเชื้อ	Tween	80	opacity	

test	agar	ซึง่พฒันาโดย	Slifkin	และคณะ19	(ส่วนประกอบ	

agar	(oxoid)	15	กรมั,	peptone	10	กรมั,	CaCl
2
	0.1	กรมั,	

NaCl	 5	กรัม,	 Tween80	5	มิลลิลิตร	และน�้ากลั่น	

1000	มิลลิลิตร)	จากนั้นน�าไปบ่มที่ตู้บ่มเชื้อ	ที่อุณหภูมิ	

37	 องศาเซลเซียส	 เป ็นเวลา	 14	 วัน	 บันทึกผล	

การทดลองและน�าข้อมูลที่ได้ไปค�านวณตามวิธีการ

ค�านวณข้อที่	4

 3.3 Hemolytic activity test 

	 น�าเชื้อแต่ละสายพันธุ์ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ	

105	เซลล์ต่อมลิลลิตร	ปรมิาตร	100	ไมโครลติร	หยดลง

ตรงกลางของอาหารเล้ียงเชื้อ	 5%	 blood	 agar		

(BHI	agar)	จากนั้นน�าไปบ่มที่ตู้บ่มเชื้อ	ที่อุณหภูมิ	37	

องศาเซลเซียส	 เป็นเวลา	14	วัน	บันทึกผลการทดลอง

และน�าข้อมูลที่ได้ไปค�านวณตามวิธีการค�านวณข้อที่	4

4. วิธีการคำานวณและการแปรผล phospholipase 

activity test และ esterase activity test

Precipitation	zone	(Pz	score)	=		

ขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีเชื้อ

			ขนาดของโซนการท�างานเอนไซม์

	การแปลผล	 :	

Pz	1-	 =	 Negative

Pz	1+	 =	 ค่าอยู่ในช่วง	0.9-1

Pz	2+	 =	 ค่าอยู่ในช่วง	0.89-0.80

Pz	3+	 =	 ค่าอยู่ในช่วง	0.79-0.70

Pz	4+	 =	 มีค่า	≤	0.69
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5. สถิติที่ใช้ในการวิเคราะห์
	 วิเคราะห์สถิติ	จากการใช้	t-test	ทดสอบความ
แตกต่างของค่าเฉลี่ยท่ีได้จากผลการศึกษา	 โดยใช้
โปรแกรม	SPSS	v.16.0

ผลการทดลอง
1. Phospholipase activity test
	 จากการทดสอบการท�างานของเอนไซม ์	
phospholipase	ของเชื้อ	S. apiospermum	ทั้ง	10	
สายพันธ์ุ	น�ามาเปรยีบเทยีบกับ	positive	control	โดยใช้	
C. albicans	 ซึ่งมีลักษณะการท�างานของเอนไซม์	
phospholipase	บนอาหารเลี้ยงเชื้อ	 จะสังเกตเห็น

อาหารเลี้ยงเชื้อเป็นสีขาวขุ่นแผ่ขยายออกรอบโคโลน	ี
(รูปที่	 1A)	และในส่วนของ	negative	 control	คือ		
C. tropical is 	 ซ่ึงไม ่ มี ลักษณะการท�างานของ	
phospholipase	 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ	 (รูปที่	 1B)	
ส�าหรับเช้ือ S. apiospermum	 ไม่พบลักษณะการ
ท�างานของเอนไซม์	 phospholipase	 (รูปที่	 1C)		
ดังแสดงในรูปที่	1	
	 เมื่อท�าการค�านวณค่า	Pz	 score	ตามวิธีการ
ค�านวณข้างต้นในข้อที่	4	ของเช้ือ	S. apiospermum	
ทั้ง	10	สายพันธุ์	 เปรียบเทียบกับ	positive	control	
คือ	 C. albicans	 และ	 negative	 control	 คือ		
C. tropicalis ได้ผลแสดงดังกราฟรูปที่	2

รูปที่ 1	 แสดงผลการทดสอบ	 phospholipase	 activity	 ของ	 positive	 control	 คือ	C. albicans	 (A),		

	 negative	control	คือ	C. tropicalis	(B)	และผล	negative	ของเชื้อ	S. apiospermum	(C)

รูปที่ 2	 กราฟแสดงค่า	 Pz	 score	 (แกน	 Y)	 ของเชื้อ	S. apiospermum	ทั้ง	 10	 สายพันธุ ์	 เปรียบเทียบกับ		

	 positive	control	คือ	C. albicans	และ	negative	control	คือ	C. tropicalis (แกน	X)
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	 จากกราฟจะเห็นได้ว่า	 ค่า	 Pz	 score	 ของ	
positive	 control	 และ	negative	 control	มีค่า
เท่ากับ	Pz	3+	(0.72)	และ	Pz	1-	(10.3)	ตามล�าดับ	และ
เชือ้	S. apiospermum	ทัง้	10	สายพนัธุ	์มค่ีา	Pz	score	
เท่ากับ	Pz	1-	 (1.01,	10.5,	1.02,	1.07,	1.06,	1.03,	
1.04,	1.03,	1.04,	1.06	ตามล�าดับ)	เช่นเดียวกันกบัค่า	
Pz.	score	ของ	negative	control	จงึแสดงได้ว่า	เช้ือ	S. 
apiospermum	ทั้ง	10	สายพันธุ์	 ไม่มีการแสดงออก
การท�างานของเอนไซม์	phospholipase	เม่ือทดสอบ
ด้วยอาหารเลีย้งเชือ้	simple	egg	yolk	agar

2. Esterase activity test
	 จากการทดสอบการท�างานของเอนไซม ์	
esterase	ของเชื้อ	S. apiospermum	ทั้ง	10	สายพันธุ์	
น�ามาเปรียบเทียบกับ	 positive	 control	 โดยใช้		
C. tropicalis ซึ่งจะปรากฎผลในอาหารเลี้ยงเชื้อเป็น
ลักษณะปื้นขาวรอบๆ	โคโลนี	(รูปที่	3A)	และ	negative	
control	โดยใช้	C. lypolitica	ซึ่งจะไม่ปรากฎลักษณะ
ปื ้นขาวรอบโคโลนี 	 (รูปที่ 	 3B)	 ในส ่วนของเชื้อ		
S. apiospermum	ที่น�ามาใช้ทดสอบพบว่าแสดงผล
ทั้ง	positive	 (รูปท่ี	3C)	และ	negative	 (รูปท่ี	3D)		
ดังแสดงในรูปที่	3
	 เมื่อท�าการค�านวณค่า	 Pz	 score	 ตามวิธี	
การค�านวณข้อที่	4	ของเชื้อ	S. apiospermum	ทั้ง	10	
สายพันธุ ์	 เปรียบเทียบกับ	 positive	 control	 คือ		
C. tropical is และ	 negat ive	 control	 คือ		
C. lypolitica	ได้ผลแสดงดังกราฟรูปที่	4
	 จากกราฟจะเห็นได้ว่า	 ค่า	 Pz	 score	 ของ	
positive	 control	 และ	negative	 control	มีค่า
เท่ากับ	 Pz	4+	 (0.7)	และ	Pz	1-	 (1.03)	 ตามล�าดับ		

โดยเช้ือ	 S. apiospermum	 TMMI002	 (0.89),	
TMMI003	 (0.83),	 TMMI004	 (0.85),	 TMMI006	
(0.95)	 และ	TMMI010	 (0.9)	 มีการแสดงออกการ
ท�างานของเอนไซม ์ 	 esterase	 เนื่องจากให ้ค ่า		
Pz	 score	ที่มากกว่า	 negative	 control	 และเชื้อ		
S. apiospermum 003	มีค่า	Pz	score	ที่มากที่สุด
อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	(p <	0.05)	คือ	Pz	2+	(0.83)

3. Hemolytic activity test 
	 จากการทดสอบการเกิด	hemolysis	ของเชื้อ	
S. apiospermum	ทั้ง	10	สายพันธุ์	น�ามาเปรียบเทียบ
กับ	positive	control	 โดยจะพบว่าอาหารเล้ียงเช้ือ
บริเวณรอบโคโลนีเปลี่ยนเป็นสีใส	 เนื่องจากมีการแตก
สลายของเม็ดเลือดแดงในอาหารเล้ียงเชื้อ	 (รูปที่	 1A)	
และ	 negative	 control	 ซ่ึงจะไม่พบลักษณะการ
เปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเชื้อดังกล่าวในอาหารเล้ียงเชื้อ	
brain	heart	 infusion	agar	 (BHI	agar)	 ในส่วนของ
เชื้อ	 S. apiospemum	 ที่น�ามาใช้ทดสอบพบว่า	
แสดงผลทั้ง	 positive	 (รูปที่	 5C)	 และ	 negative		
(รูปที่	5D)	ดังแสดงในรูปที่	3	ดังแสดงในรูปที่	5
	 เม่ือน�ามาค�านวณค่า	 Pz	 score	ตามวิธีการ
ค�านวณในข้อ	6	ของเชื้อ	S. apiospermum	ทั้ง	10	
สายพันธุ์	ได้ผลการทดลองดังแสดงในกราฟรูปที่	6
	 จากกราฟจะเห็นได้ว่า	ค่า	Pz	Score	ของเชื้อ	
S. apiospermum	สายพันธุ์	TMMI003,	TMMI004,	
TMMI010	และ	TMMI011	พบว่าเกิดการ	hemolysis	
และเชื้อ	S. apiospermum TMMI003	มีค่า	Pz	score	
มากที่สุดอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	 (P<0.05)	 คือ		
Pz	4+	(0.65)

รูปที่ 3	 แสดงผลการทดสอบ	esterase	activity	ของ	positive	control	คือ	C. tropicalis (A)	 จะมีลักษณะ  

 negative	control	 คือ	C. lypolitica	 (B),	positive	ของเชื้อ	S. apiospermum (C)	และ	negative		

	 ของเชื้อ	S. apiospermum (D)
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รูปที่ 4	 กราฟแสดงค่า	 Pz	 score	 (แกน	 Y)	 ของเชื้อ	S. apiospermum	 ทั้ง	 10	 สายพันธุ ์	 เปรียบเทียบกับ		

	 positive	control	คือ	C. tropicalis และ	negative	control	คือ	C. lypolitica	(แกน	X)

รูปที่ 6		 กราฟแสดงค่า	Pz	score	(แกน	Y)	ของเชื้อ	S. apiospermum	ทั้ง	10	สายพันธุ์	(แกน	X)

รูปที่ 5	 แสดงผล	positive	 ในการเกิด	hemolysis	 ของเชื้อ	S. apiospermum	 (A)	 และแสดงผล	negative		

	 ในการเกิด	hemolysis	ของเชื้อ	S. apiospermum	 (B),	positive	ของเชื้อ	S. apiospermum (C)		

	 และ	negative	ของเชื้อ	S. apiospermum	(D)
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อภิปรายผล 

	 เชื้อ	S. apiospermum	 เป็นเชื้อก่อโรคชนิด

ฉวยโอกาส	 (opportunistic	 infection)	 ในผู้ป่วยที่มี

ภมูคิุม้กนับกพร่อง	โดยมอีตัราการก่อโรคเป็นอนัดบัสอง

รองจาก	 A. fumigatus 18	 นอกจากนี้ยั งพบว ่า	

ใ นประ เทศ ไทยมี ก า ร ร าย ง านพบการติ ด เ ช้ื อ		

S. apiospermum	 ในสมองของผู้ป่วยท่ีส�าลักน�้าจาก

การจมน�้า	8	เพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ	แต่กลไกการก่อโรคและ

การเกิดพยาธิก�าเนิดของโรคน้ียังมีการศึกษาไม่มากนัก	

ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงมีความสนใจด้านกลไกการก่อโรค

ของเชื้อนี้	 โดยเริ่มต้นจากการตรวจหาปัจจัยท่ีส่งเสริม

การก่อพยาธิสภาพน้ี	 มุ่งเน้นท่ีการตรวจหาเอนไซม์		

ที่มีการศึกษาในเชื้อราชนิดอื่นๆ	 และพบว่ามีความ

ส�าคัญได้แก่	 phospholipase,	 esterase,	 และ	

hemolysin	 โดยพบรายงานจากงานวิจัยก่อนหน้าว่า

เอนไซม์ดงักล่าวมบีทบาทในการเกดิพยาธสิภาพหลงัจาก

การติดเชื้อ20

	 จากการทดสอบการท�างานของเอนไซม ์	

phospholipase,	 esterase	 และ	 hemolysin		

ของเชื้อ	S. apiospermum	 ท้ัง	10	สายพันธุ์	พบว่า	

การทดสอบการท�างานของ	phospholipase	activity	

ไม่พบการแสดงออกของเอนไซม์	 phospholipase		

ในเช้ือทั้ง	10	สายพันธุ์	บนอาหาร	simple	egg	yolk	

agar	ที่ท�าการทดลองในครั้งน้ี	 แต่จากการศึกษาวิจัย

ก่อนหน้าของ	Pakshir	และคณะ	พบว่าเชือ้ Candida	spp.	

สามารถหลัง่เอนไซม์	phospholipase	ได้21	รวมทัง้ยงัมี

การตรวจหา	phospholipase	 ใน	A. fermigatus  

ซึ่งพบว่าสามารถหลั่งเอนไซม์	 phospholipase		

ได้เช่นกัน22

	 เมื่อพิจารณาการหล่ังของเอนไซม์	esterase	

พบว่าเชื้อ S. apiospermum สายพันธุ์	TMMI002,	

TMMI003,	TMMI004,	TMMI006	และ	TMMI010		

มีการหล่ังของเอนไซม์	esterase	แต่ส�าหรับสายพันธุ	์

TMMI001,	 TMMI005,	 TMMI007,	 TMMI009,	

TMMI011	ไม่มีการหลั่งของเอนไซม์	esterase	เกิดขึ้น	

ซึ่งอาจเกิดจากสายพันธุ์ที่แตกต่างกัน	จากการทดสอบ

นี้สอดคล้องกับผลการศึกษาก่อนหน้าของ	Slifkin	และ

คณะ	ที่พบว่าเชื้อ	Candida	spp.	สามารถหลั่งเอนไซม์	

esterase	ได้19	รวมทั้งยังเป็นปัจจัยที่ท�าให้เชื้อนี้ก่อโรค

ที่มีความรุนแรงและรักษาได้ยากขึ้น	 โดยพบว่าจาก	

ตารางที่ 1 สรุปการท�างานของเอนไซม์	phospholipase,	esterase	และ	hemolysin	ของเชื้อ	S. apiospermum

สายพันธุ์ Phospholipase Esterase Hemolysin

TMMI001 - - -

TMMI002 - + -

TMMI003 - + +

TMMI004 - + +

TMMI005 - - -

TMMI006 - + -

TMMI007 - - -

TMMI009 - - -

TMMI010 - + +

TMMI011 - - +
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การศึกษาในเชื้อแคนดิดาที่แยกได ้จากผู ้ป ่วยที่มี

ภูมิคุ้มกันบกพร่อง	 และท�าการศึกษาการท�างานของ

เอนไซม์	 esterase	 เป็นระยะเวลา	 10	 วัน	 พบว่า	

92.3%	ของ	C. albicans	และ	255	ตัวอย่างของเชื้อ	

C. tropicalis	ให้ผลบวกกับการทดสอบนี้	

	 การทดสอบการท�างานของ	 hemolytic	

activity	พบว่า	 เชื้อ	S. apiospermum	 สายพันธุ์	

TMMI003	มีการแสดงออกการท�างานของเอนไซม์	

hemolysin	ได้มากท่ีสุด	และท�าให้มีความสามารถใน

การย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้	 และพบว่าเป็นชนิด	

beta	–	hemolysis	โดยพบว่าเป็นการสลายเม็ดเลอืดแดง

ชนิดเดียวกันกับเชื้อ	C. albicans	 ท่ีท�าการศึกษาโดย	

Pakshir	และคณะ	 21	 ซ่ึงผลการศึกษาในครั้งน้ันพบว่า	

100%	ของ	C. albicans	มีการสลายเม็ดเลือดแดง

ชนิด	beta-hemolysis	 ในขณะท่ีเชื้อแคนดิดาสาย

พันธุ์อื่นจะมีการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงชนิด	alpha-

hemolysis	หรือไม่เกิดการสลายเม็ดเลือดแดง	21

สรุปผล

	 จ า ก ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง จ ะ เ ห็ น ไ ด ้ ว ่ า เ ชื้ อ		

S. apiospermum บางสายพันธุ์มีการหลั่งเอนไซม	์

esterase	และ	hemolysin	ซึ่งเกี่ยวข้องกับ	virulence	

factor	ของเชื้อ	 ในขณะท่ีเอนไซม์	phospholipase	

ไม่มีการแสดงออกในเชื้อ	S. apiospermum ซึ่งผล

การทดลองดังกล่าวนี้	 สามารถสรุปเบื้องต้นได้ว่าเชื้อ		

S. apiospermum มีการแสดงออกของเอนไซม์	

esterase	และ	hemolysin	ซึ่งสามารถน�าไปใช้เป็น

แนวทางในการศึกษาความสัมพันธ์ของพยาธิก�าเนิด	

และตัวชี้วัดความรุนแรงของเชื้อ	S. apiospermum 
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