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บทคดัย่อ 
 Candida spp. เป็นเชื้อราที่เป็นเชื้อฉวยโอกาสที่ส าคญั ซึ่งเป็นผลท าให้ผู้ที่มีระบบทางภูมิคุ้มกันต ่า 
มโีอกาสติดเชื้อได้ง่าย โดยเฉพาะในผู้ป่วยติดเชื้อ HIV ดงันัน้การวนิิจฉัยที่ถูกต้องและรวดเร็วจงึมคีวามส าคญั
อย่างยิง่ในการรกัษาผูป่้วยใหม้ปีระสทิธภิาพ และลดอตัราการดื้อยาในเชื้อรา ซึ่งวธิดีัง้เดมิทีใ่ชส้ าหรบัการวนิิจฉยั
ในหอ้งปฏบิตักิารมคีวามยุ่งยากและตอ้งใชร้ะยะเวลาในการทดสอบนาน ปัจจุบนัมกีารจ าแนกเชือ้ก่อโรคดว้ยระบบ 
Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) ซึ่งให้ผล
การทดสอบทีม่คีวามน่าเชื่อถอื และมคีวามรวดเรว็ในการจ าแนกเชือ้ ในงานวจิยันี้มวีตัถุประสงค์เพื่อเปรยีบเทยีบ
การวิเคราะห์ประสิทธิภาพในการจ าแนก Candida spp. ด้วยวิธี MALDI-TOF MS ในตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ  
จ านวน 85 ตวัอย่าง ควบคู่ไปกบัการทดสอบดว้ยวธิดีัง้เดมิ คอื การทดสอบการสรา้งท่องอก การทดสอบการสร้าง 
Chlamydospore และการสงัเกตลกัษณะสโีคโลนีบน CHROMagar ผลการศกึษาพบว่า การจ าแนกสปีชสี ์Candida 
spp. ด้วยวิธี MALDI-TOF MS มีประสิทธิภาพในการจ าแนกสปีชีส์ได้ดีกว่าวิธีดัง้เดิมที่ใช้ ในห้องปฏิบัติการ  
เป็นที่ น่าสังเกตว่าเชื้อบางชนิด เช่น Candida glabrata, C. orthopsilosis, C. rugosa, Trichosporon asahii,  
และ T. inkin ไม่สามารถวนิิจฉยัไดด้ว้ยวธิดีัง้เดมิ จากการศกึษาจงึสรุปไดว้่าวธิ ีMALDI-TOF MS เป็นวธิหีนึ่งทีใ่ช้
ส าหรบัการจ าแนกสปีชสี ์เพื่อเพิม่ประสทิธภิาพและลดระยะเวลาในการจ าแนก Candida spp. ใหเ้กดิการรกัษาทีม่ี
ประสทิธภิาพมากยิง่ขึน้   
 
ค าส าคญั: เชือ้ราแคนดดิา  มลัดทิอฟแมสสเปคโตรเมทร ี สิง่ส่งตรวจทางคลนิิก 
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Abstract 
Candida spp. is an important opportunistic fungus that can infect mainly in immunocompromised 

hosts, especially in HIV infected patients.  Therefore, the accurate and rapid identification of Candida spp. 
is influential in treatment decision and may reduce the rate of antifungal drug resistance. The conventional 
methods of fungal identification in the clinical diagnostic laboratory are complicated and time- consuming. 
Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-Of-Flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) is one of 
rapid and reliable fungal diagnostic tools used nowadays.  In this study, we evaluated eighty- five isolates 
of Candida spp. form clinical specimens by using MALDI-TOF MS technique compared to the conventional 
methods, including Germ tube test, Chlamydospore formation test and CHROMagar. The results 
demonstrated that MALDI-TOF MS technique can be used to differentiate Candida spp.  from the clinical 
specimen especially for Candida glabrata, C.  orthopsilosis, C.  rugosa, Trichosporon asahii and T.  inkin 
which could not be previously identified by using conventional methods. From our study it can be concluded 
that MALDI-TOF MS technique is one of the accurate tools and appropriate to increase the efficiency of 
Candida identification. 
 
Keywords: Candida spp., Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry 
(MALDI-TOF MS), Clinical Specimens 
 
บทน า 

Candida spp. เป็นราแทจ้รงิ (true fungi) มคีวามหลากหลายทางสปีชรีม์ากทีสุ่ด มกัเพิม่จ านวนดว้ยการ
แตกหน่อ (budding) พบเป็นเชื้อประจ าถิ่นในคนสุขภาพด ีอาท ิในช่องปาก ทางเดนิอาหาร และระบบสบืพนัธุ์  
เป็นต้น และยงัสามารถเป็นเชือ้ราฉวยโอกาสไดเ้ช่นกนั ซึ่งเป็นผลท าใหผู้ท้ีม่รีะบบทางภูมคิุม้กนับกพร่องมโีอกาส
ติดเชื้อได้ง่าย โดยสายพนัธุ์ที่ก่อโรคในมนุษย์นัน้มปีระมาณ 11 สปีชีร์ การก่อโรคของเชื้อดงักล่าวถูกเรยีกว่า 
Candidiosis หรือ Candidiasis เมื่อเชื้อมกีารก่อโรคในมนุษย์จะมกีารเพิ่มจ านวนและลุกลามไปยงัเยื่อบุต่าง ๆ  
ของอวยัวะภายในร่างกายและเขา้สู่ภาวะตดิเชือ้ในกระแสเลอืด ซึ่งเป็นสาเหตุหลกัทีท่ าใหผู้ป่้วยถงึแก่ชวีติ โดยใน
ปัจจุบนัมีการตรวจพบการติดเชื้อราเพิ่มมากขึ้นในผู้ป่วยที่มีระบบภูมิคุ้มกนับกพร่อง โดยเฉพาะในเด็กทารก 
ผูส้งูอายุ ผูป่้วยทีไ่ดร้บัยากดภูมคิุม้กนั ผูป่้วยทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ยวธิเีคมบี าบดั ตลอดจนผูป่้วยเอดส ์โดยกลุ่มเชือ้
ราฉวยโอกาสที่พบบ่อย คือ Candida spp., Cryptococcus neoformans และ Aspergillus spp. [1] ซึ่ง Candida 
spp. มอีตัราการก่อโรคสูงสุดเปรยีบเทยีบกบัเชือ้ราชนิดอื่น ๆ จากสถติกิารตดิเชื้อ Candida spp. ในกระแสเลอืด 
(Candidemia) ในปี 2016 ที่ท าการศกึษาในเอเชยีแปซิฟิก (Asia-Pacific) พบว่าผู้ป่วยที่มกีารติดเชื้อ Candida 
spp. ในกระแสเลอืดในประเทศไทยมกีารตดิเชือ้ C. tropicalis มากเป็นอนัดบัหนึ่ง และ C. albicans, C. glabrata, 
C. parapsilosis complex และ Candida spp. ตามล าดบั [2]  

ปัจจุบนัยาทีเ่ลอืกใชเ้ป็นตวัแรกในการรกัษา (Drug of choice) คอืยาในกลุ่ม Azole และ Amphotericin B 
[3] มีการรายงานสถานการณ์การดื้อยาในการรกัษาการติดเชื้อ Candidiasis พบว่าเชื้อมอีุบตัิการณ์ดื้อยาเพิม่
สงูขึน้โดยเฉพาะยา Fluconazole โดยพบว่า Pichia kudriavzevii มอีตัราการดือ้ยาชนิดนี้สงูทีสุ่ด และ C. glabrata, 
,C. albicans และ C. parapsilosis ตามล าดบั [4] จากการศกึษาพบว่า Trichosporon spp. มอีตัราการดื้อต่อยา 
Amphotericin B [5] ส่วนการตดิเชือ้ Candida spp. ในกระแสเลอืด หรอื Candidemia มรีายงานจากการศกึษาจาก
ตัวอย่างเลอืดของผู้ป่วยพบว่า C. glabrata มีอุบตัิการณ์การดื้อต่อยา Fluconazole 97% [6] และ C. tropicalis  
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มีอุบตัิการณ์การดื้อต่อยา Fluconazole, Voriconazole, Caspofungin, Micafungin และ Anidulafungin ส่วน C. 
parapsilosis พบว่ามีอุบัติการณ์การดื้อต่อยา Fluconazole เช่นกัน [7] รวมไปถึง C. parapsilosis complex  
ที่ประกอบไปด้วย C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis และ C. metapsilosis ซึ่งจากการศึกษาของ 
Bonfietti และคณะ พบว่าค่า MIC ของ C. orthopsilosis และ C. metapsilosis มคี่าต ่ากว่า C. parapsilosis sensu 
stricto ในยา Fluconazole, Voriconazole, Amphotericin B และ Caspofungin อีกทัง้ยังพบว่า C. parapsilosis 
sensu stricto มอีตัราการดื้อต่อยา Voriconazole และมคีวามไวต ่าต่อยา Triazole [8]  ซึ่งส่วนใหญ่วธิทีีใ่ชใ้นการ
วินิจฉัยสปีชสี์ของ Candida spp. ที่ใช้ในห้องปฏิบตัิการ ได้แก่ การตรวจหาเชื้อโดยตรง (Direct examination)  
โดยการใช้ 10% KOH การศึกษาลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์โดยย้อมด้วยสี Lactophenol cotton blue  
การสงัเกตลกัษณะโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ Sabouraud dextrose agar (SDA) การสงัเกตสโีคโลนีของ Candida 
spp. บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Chromogenic candida agar (CHROMagar) ซึ่งจะสามารถวนิิจฉัยสปีชสีข์อง Candida 
spp. ได้ในเบื้องต้นเท่านัน้ ทัง้นี้ควรท าการทดสอบอื่นๆ เพิ่มเติม เช่น การสร้างท่องอก (Germ tube test)  
การทดสอบการสร้าง Chlamydospore (Chlamydospore formation test) การทดสอบโดยใช้ชุดตรวจส าเร็จรูป 
(Commercial assay kit) การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(PCR) และการหาล าดบันิวคลโีอไทด์ของเชื้อ (Sequencing) เป็นต้น [9] ซึ่งมขีอ้จ ากดัหลายประการทัง้ในเรื่อง
ค่าใชจ้่าย ระยะเวลา ในปัจจุบนัหอ้งปฏบิตักิารในโรงพยาบาลขนาดใหญ่ จงึมกีารน าเครื่องมอืและเทคโนโลยมีาใช้
ในการวนิิจฉัยเพื่อใหไ้ด้ผลการวนิิจฉัยที่ถูกต้อง รวดเร็ว และมปีระสทิธภิาพมากยิง่ขึ้น โดยในงานวจิยัครัง้นี้ทมี
ผูว้จิยัใชเ้ครื่อง MALDI-TOF MS ในการวนิิจฉยัแยกสปีชสีจ์ากสิง่ส่งตรวจ ซึง่ MALDI-TOF MS เป็นเครื่องมอืทีใ่ช้
ในการตรวจสารชวีโมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น โปรตนี โดยตวัอย่างเชือ้จะผสมดว้ยสารประกอบออร์แกนิกเมตทรกิซ์ 
(Matrix) ทีช่่วยดดูซบัพลงังาน เมื่อถูกกระตุน้ดว้ยเลเซอร ์จะท าใหต้วัอย่างเชือ้แตกตวัเป็นโปรตอน ซึง่ความเรว็ใน
การเคลื่อนที่ขึน้อยู่กบัขนาดมวลต่อประจุ (m/z) โดยการจ าแนกชนิดของเชื้อจะใชล้กัษณะ m/z เปรยีบเทยีบกบั
ฐานข้อมูล ท าให้สามารถวนิิจฉัยแยกเชื้อในระดบัสปีชสี์ได้ โดยพบว่าวธิีนี้สามารถจ าแนกเชื้อได้อย่างรวดเร็ว 
และถูกตอ้ง [10] ดงันัน้การวนิิจฉยัเชือ้ Candida spp. จงึจ าเป็นทีจ่ะตอ้งระบุสปีชสีใ์หถู้กตอ้งและรวดเรว็เพื่อท าให้
การรกัษามปีระสทิธภิาพสูงสุด รวมไปถงึเพื่อลดการใชย้าทีเ่กนิความจ าเป็นในผูป่้วย และลดอตัราการดื้อยาของ
เชือ้  
 

วตัถปุระสงคข์องการวิจยั 
 เพื่อเปรยีบเทยีบการจ าแนกสปีชสี์ Candida spp. ที่ได้จากสิง่ส่งตรวจของผู้ป่วยระหว่างวธิดีัง้เดมิทีใ่ช ้
ในหอ้งปฏบิตักิารและ MALDI-TOF MS 
 
วิธีด าเนินการวิจยั 

โคโลนีของเชื้อที่คาดว่าเป็น Candida spp. ที่แยกได้จากตวัอย่างสิง่ส่งตรวจจากผู้ป่วยในโรงพยาบาล
ชลบุรี จังหวัดชลบุรี รวมทัง้หมด 85 ตัวอย่าง ประกอบด้วยโคโลนีของเชื้อที่แยกได้จากตัวอย่างเลือด 
(Hemoculture) จ านวน 22 ตวัอย่าง ปัสสาวะ (Urine) จ านวน 60 ตวัอย่าง และหนอง (Pus) จ านวน 3 ตวัอย่าง 
น ามาวนิิจฉัยแยกชนิดเชื้อดว้ยวธิดีัง้เดมิซึ่งอธบิายไวโ้ดย Ali, Sabah and Luma [11] ได้แก่ การสงัเกตสโีคโลนี
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ CHROMagar, การทดสอบการสร้างท่องอก และการทดสอบการสร้าง Chlamydospore 
เปรยีบเทยีบกบัวธิ ีMALDI-TOF MS  
 
 



วารสารมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ (สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี) ปีที่ 14 ฉบับที่ 28 กรกฎาคม-ธันวาคม 2565 

[108] 
 

การสงัเกตสีของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ CHROMagar 
เขี่ยโคโลนีของเชื้อที่ผ่านการแยกให้บริสุทธิบ์น Sabouraud dextrose agar (SDA) จากนั ้นน ามา

เพาะเลีย้งบน CHROMagar น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ35-37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24-120 ชัว่โมง และสงัเกตสขีอง
โคโลนีทีเ่กดิขึน้ โดยผลการทดสอบแสดงดงัตารางที ่1 

 
ตารางท่ี 1 แสดงสขีองโคโลนีของเชือ้เมื่อเพาะเลีย้งบน CHROMagar 
สีของโคโลนี ชนิดของเช้ือ 
สเีขยีว Candida albicans 
สเีหลอืงนวล Candida glabrata 
สเีหลอืงอมชมพ ู Pichia kudriavzevii 
สนี ้าเงนิเขม้ Candida tropicalis 
สนี ้าตาลออ่น Candida parapsilosis complex 

 
การทดสอบคณุสมบติัการสร้างท่องอก (Germ tube test) 

 เขีย่โคโลนีจากเชือ้ทีผ่่านการแยกใหบ้รสุิทธท์ีเ่พาะเลีย้งบน SDA ลงในซรีมั 500 ไมโครลติร จากนัน้น าไป
บ่มทีอุ่ณหภูม ิ35-37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง และน ามาสงัเกตการสร้างท่องอก (Germ tube) ภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์ทีก่ าลงัขยาย 40x 

การทดสอบคณุสมบติัการสร้าง Chlamydospore บน Corn meal agar 
 เขีย่โคโลนีทีผ่่านการแยกใหบ้รสุิทธิบ์น SDA แลว้ streak ลงบน Corn meal agar ปิดทบับรเิวณที ่streak 
ด้วย Cover Glass จากนัน้น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง และน ามาสงัเกตการ
สรา้ง Chlamydospore ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ทีก่ าลงัขยาย 40x 

การศึกษาลกัษณะกราฟมวลต่อประจ ุ(m/z) ของเชื้อด้วยวิธี MALDI-TOF MS 
 เขี่ยโคโลนีจากเชื้อที่ผ่านการแยกให้บริสุทธ์ที่เพาะเลี้ยงบน SDA ลงบน MALDI target plate บาง ๆ 
ปล่อยใหเ้ชื้อแหง้ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง หยด 70% Formic acid ลงบนเชื้อทีแ่หง้แล้ว ปรมิาตร 1 ไมโครลติร เพื่อใหเ้กดิ
การย่อยผนังเซลลข์อง Candida spp. จากนัน้หยด α-cyano-4-hydroxycinnamic acid ใน 50% Acetonitrile/2.5% 
Trifluoro-acetic acid (HCCA) หรอื Matrix 1 ไมโครลติร ปล่อยใหเ้ชือ้แหง้ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง แล้วจงึน าวเิคราะหด์ว้ย
เครื่อง MALDI-TOF MS ในการทดสอบทุกครัง้จะมีการวัดประสิทธิภาพและความแม่นย าของเครื่องด้วยการ
วิเคราะห์แบคทเีรยีมาตรฐาน และรายงานเฉพาะผลที่มคี่าความเชื่อมัน่ของการจ าแนกที่ 2.00-3.00 (ค่าความ
เชื่อมัน่ของการจ าแนกเชื้อด้วย  MALDI-TOF MS แบ่งเป็นค่า Score values ได้แก่ 2.00 – 3.00 คือ Hight-
confidence identification, 1.70 –  1.99 คือ  Low- confidence identification, 0.00 –  1.69  คือ  No organism 
identification possible 
 การศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด ์
 โคโลนีของยสีต์ทีใ่หผ้ลการจ าแนกชนิดไดแ้ตกต่างกนัจะถูกน าไปศกึษาล าดบันิวคลโีอไทด์เพื่อระบุชนิด
ของเชือ้ผ่านการด าเนินการของบรษิทัแมคโครเจน สาธารณรฐัเกาหล ี
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ภาพท่ี 1 แสดงขัน้ตอนการท าการทดลอง 
 

ผลการวิจยั 
จากผลการทดสอบจ าแนกสปีชสีจ์ากโคโลนีของเชือ้ทีไ่ดจ้ากตวัอย่างสิง่ส่งตรวจในแต่ละกลุ่มดว้ยวธิกีาร

สงัเกตสขีองโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ CHROMagar เปรยีบเทยีบกบัวธิ ีMALDI-TOF MS โดยจากการทดสอบ
จ าแนกสปีชีส์ในตัวอย่างสิ่งส่งตรวจปัสสาวะ ด้วยวิธีการสงัเกตสีของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ CHROMagar 

ตวัอย่างสิง่ส่งตรวจจากผูป่้วยที่
ตดิเชือ้ Candida spp. 

ผลการจ าแนกสปีชสีเ์บือ้งตน้ 
ดว้ย CHROMagar 

ทดสอบวนิิจฉยัแยกสปีชสีด์ว้ย 
MALDI-TOF MS 

เปรยีบเทยีบผลการวนิิจฉยั
แยกสปีชสี ์

กรณีทีผ่ลการวนิิจฉยัแยกสปีชสี์
จาก 2 วธิไีม่สอดคลอ้งกนั 

การสงัเกตสขีองโคโลนีบนอาหาร
เลีย้งเชือ้ CHROMagar 

การทดสอบคุณสมบัตกิารสรา้ง 
ท่องอก (Germ tube) 

การทดสอบคุณสมบตักิารสรา้ง 
Chlamydospore บน Corn meal agar 

การศกึษาล าดบันิวคลโีอไทด ์
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พบว่าเป็นเชื้อ C. albicans, Non-albicans Candida spp., C. tropicalis, Pichia kudriavzevii จ านวน 49 ตวัอย่าง, 
4 ตวัอย่าง, 4 ตวัอย่างและ 3 ตวัอย่าง ตามล าดบั คดิเป็นรอ้ยละ 81.67, รอ้ยละ 6.67, รอ้ยละ 6.67 และรอ้ยละ 5 
ของจ านวนตวัอย่างปัสสาวะทัง้หมดตามล าดบั และผลการทดสอบจ าแนกสปีชสี์ในตวัอย่างสิง่ส่งตรวจปัสสาวะ 
ดว้ยวธิ ีMALDI-TOF MS พบว่าเป็นเชือ้ C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, T. asahii, T. inkin และ C. rugosa 
จ านวน 27 ตวัอย่าง, 25 ตวัอย่าง, 3 ตวัอย่าง, 2 ตวัอย่าง, 2 ตวัอย่างและ 1 ตวัอย่างตามล าดบั คดิเป็นรอ้ยละ 45, 
ร้อยละ 41.67, ร้อยละ 5, ร้อยละ 3.33, ร้อยละ 3.33 และร้อยละ 1.67 ของจ านวนตัวอย่างปัสสาวะทัง้หมด
ตามล าดบั 

จากการทดสอบจ าแนกสปีชสี์ในตวัอย่างสิง่ส่งตรวจหนอง ดว้ยวธิกีารสงัเกตสขีองโคโลนีบนอาหารเลีย้ง
เชื้อ CHROMagar พบว่าเป็นเชื้อ C. albicans จ านวน 3 ตวัอย่าง คดิเป็นรอ้ยละ 100 ของจ านวนตวัอย่างหนอง 
และการทดสอบจ าแนกสปีชสี์ในตวัอย่างสิง่ส่งตรวจหนอง ด้วยวธิ ีMALDI-TOF MS พบว่าเป็นเชื้อ C. albicans 
จ านวน 3 ตวัอย่าง คดิเป็นรอ้ยละ 100 ของจ านวนตวัอย่างหนอง 

จากการทดสอบจ าแนกสปีชสี์ในตวัอย่างสิ่งส่งตรวจ Hemoculture ด้วยวิธีการสงัเกตสีของโคโลนีบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ CHROMagar พบว่าเป็นเชื้อ C. albicans, C. tropicalis, Pichia kudriavzevii, Non-albicans 
Candida spp. และยีสต์ จ านวน 16 ตัวอย่าง, 1 ตัวอย่าง, 2 ตัวอย่าง, 2 ตัวอย่าง, และ 1 ตัวอย่างตามล าดบั  
คิดเป็นร้อยละ  72.72, ร้อยละ 4.55, ร้อยละ 9.09, ร้อยละ 9.09, และร้อยละ 4.55  ของจ านวนตัวอย่าง 
Hemoculture ตามล าดบั และการทดสอบวนิิจฉัยแยกสปีชสีใ์นตวัอย่างสิง่ส่งตรวจ Hemoculture ดว้ยวธิ ีMALDI-
TOF MS พบว่าเป็นเชื้อ C. tropicalis, C. albicans, C. glabrata, และ C. orthopsilosis จ านวน 12 ตัวอย่าง,  
8 ตวัอย่าง, 1 ตวัอย่างและ 1 ตวัอย่างตามล าดบั คดิเป็นร้อยละ 54.54, ร้อยละ 36.36, ร้อยละ 4.55 และร้อยละ 
4.55 ของจ านวนตวัอย่าง Hemoculture ตามล าดบั  

ผลการศกึษาล าดบันิวคลโีอไทด์ของไอโซเลททีแ่ยกไดจ้ากแต่ละตวัอย่างในกรณีทีผ่ลการวนิิจฉยัแยกสปี
ชีส์จาก 2 วิธีไม่สอดคล้องกัน จ านวน 46 ไอโซเลท ได้แก่ U05, U06, U08, U11, U14, U15, U16, U18, U19, 
U21-U24, U26, U28, U30, U32, U34, U37, U41, U43, U44, U45, U47, U48, U49, U51, U53, U54, U56, 
U57, U58,  H02, H04, H06, H07, H09-  H13, H15-  H17 และ  H19-  H21 พบว่ า เ ป็น เชื้ อ  C.  albicans, C. 
tropicalis, C. glabrata, T. asahii, T. inkin และ C. rugosa จ านวน 2 ตวัอย่าง, 22 ตวัอย่าง, 3 ตวัอย่าง, 2 ตวัอย่าง
, 2 ตัวอย่างและ 1 ตัวอย่างของจ านวนตัวอย่างปัสสาวะ และไอโซเลทที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจ Hemoculture 
พบว่าเป็นเชื้อ C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata และ C. orthopsilosis จ านวน 1 ตัวอย่าง, 12 ตัวอย่าง,  
1 ตัวอย่าง และ 1 ตัวอย่าง ตามล าดบั ซึ่งผลความคล้ายอยู่ที่ 95-99% สอดคล้องกับการจ าแนกสปีชสี์ด้วยวธิี 
MALDI-TOF MS 
 
ตารางท่ี 2 แสดงผลการจ าแนกสปีชสีจ์ากตวัอย่างสิง่ส่งตรวจ จ านวน 85 ตวัอย่าง โดยวธิเีพาะเลีย้งเชือ้บน 
CHROMagar และวธิ ีMALDI-TOF MS 

Specimen  CHROMagar MALDI-TOF MS Specimen  CHROMagar MALDI-TOF MS 
U01 C. tropicalis C. tropicalis U44 C. albicans C. tropicalis 
U02 C. albicans C. albicans U45 C. albicans C. rugosa 
U03 C. albicans C. albicans U46 C. albicans C. albicans 
U04 C. albicans C. albicans U47 C. albicans C. tropicalis 
U05 P. kudriavzevii C. tropicalis U48 C. albicans C. tropicalis 
U06 C. albicans C. tropicalis U49 C. albicans C. tropicalis 
U07 C. albicans C. albicans U50 C. tropicalis C. tropicalis 
U08 C. albicans C. tropicalis U51 C. albicans C. tropicalis 
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U09 C. albicans C. albicans U52 C. albicans C. albicans 
U10 C. albicans C. albicans U53 C. albicans C. tropicalis 
U11 C. albicans C. tropicalis U54 C. albicans T. inkin 
U12 C. albicans C. albicans U55 C. albicans C. albicans 

U13 C. albicans C. albicans U56 
Non-albicans 
Candida spp. 

C. tropicalis 

U14 C. albicans T. asahii U57 C. albicans C. tropicalis 

U15 
Non-albicans 
Candida spp. 

C. glabrata U58 C. albicans C. tropicalis 

U16 C. albicans C. tropicalis U59 C. albicans C. albicans 
U17 C. albicans C. albicans U60 C. tropicalis C. tropicalis 
U18 P. kudriavzevii C. tropicalis P01 C. albicans C. albicans 
U19 C. albicans C. tropicalis P02 C. albicans C. albicans 
U20 C. albicans C. albicans P03 C. albicans C. albicans 

U21 
Non-albicans 
Candida spp.. 

C. albicans H01 C. albicans C. albicans 

U22 
Non-albicans 
Candida spp. 

C. glabrata H02 C. albicans C. tropicalis 

U23 C. albicans C. tropicalis H03 C. albicans C. albicans 
U24 C. albicans C. tropicalis H04 C. albicans C. tropicalis 
U25 C. albicans C. albicans H05 C. albicans C. albicans 
U26 C. albicans T. asahii H06 C. albicans C. tropicalis 
U27 C. albicans C. albicans H07 Yeast C. tropicalis 
U28 C. albicans C. tropicalis H08 C. albicans C. albicans 
U29 C. albicans C. albicans H09 P. kudriavzevii C. tropicalis 
U30 C. albicans T. inkin H10 P. kudriavzevii C. tropicalis 
U31 C. albicans C. albicans H11 C. tropicalis C. albicans 
U32 C. albicans C. tropicalis H12 C. albicans C. tropicalis 
U33 C. albicans C. albicans H13 C. albicans C. tropicalis 
U34 C. albicans C. tropicalis H14 C. albicans C. albicans 
U35 C. albicans C. albicans H15 C. albicans C. tropicalis 
U36 C. albicans C. albicans H16 C. albicans C. tropicalis 
U37 P. kudriavzevii C. glabrata H17 C. albicans C. tropicalis 
U38 C. albicans C. albicans H18 C. albicans C. albicans 

U39 C. albicans C. albicans H19 
Non-albicans  
Candida spp. 

C. glabrata 

U40 C. albicans C. albicans H20 
Non-albicans  
Candida spp. 

C. orthopsilosis 

U41 C. tropicalis C. albicans H21 C. albicans C. tropicalis 
U42 C. albicans C. albicans H22 C. albicans C. albicans 
U43 C. albicans C. tropicalis    

หมายเหตุ U = Urine, P = Pus, H = Hemoculture 
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ตารางท่ี 3 แสดงการสรุปผลการจ าแนกสปีชสีจ์ากตวัอย่างสิง่ส่งตรวจโดยวธิเีพาะเลีย้งเชือ้บน CHROMagar  
และวธิ ีMALDI-TOF MS 

Identification 

Ca
nd

ida
 al

bic
an

s

 

Ca
nd

ida
 tr

op
ica

lis

 

Ca
nd

ida
 ru

go
sa

 

Ca
nd

ida
 gl

ab
ra

ta

 

Ca
nd

ida
 or

tho
ps

ilo
sis

 

Tr
ich

os
po

ro
n a

sa
hii

 

Tr
ich

os
po

ro
n i

nk
in 

Pi
ch

ia 
ku

dr
iav

ze
vii

 

No
n-

alb
ica

ns
 

Ca
nd

ida
 sp

p. 

Ye
as

t

 

CHROMagar 

จ านวน (n) 68 5 0 0 0 0 0 5 6 1 

ร้อยละ 80 5.88 0 0 0 0 0 5.88 7.06 1.18 

MALDI-TOF 

MS 

จ านวน (n) 38 37 1 4 1 2 2 0 0 0 

ร้อยละ 44.71 43.53 1.18 4.71 1.18 2.35 2.35 0 0 0 

 
ตารางท่ี 4 แสดงตวัอย่างการจ าแนกสปีชสีซ์ ้าโดยการเพาะเลีย้งเชือ้บน CHROMagar, Germ tube test  
และ Chlamydospore formation test 

Sp
ec

im
en
 n

um
be

r Re-Identification Identification 

ลกัษณะโคโลนีบน CHROMagar 
Germ tube 
test 

Chlamydospore 
formation test 

CHROMagar MALDI-TOF MS 

U2
6 

 
สเีขยีว 
(เพาะเลีย้ง 37°C 24 ชัว่โมง) 

Negative Negative 
Candida 
albicans 

Trichosporon 
asahii 

 

สรปุและอภิปรายผล 
โคโลนีของเชือ้ทีไ่ดจ้ากตวัอย่างสิง่ส่งตรวจจากผูป่้วยในโรงพยาบาลชลบุร ีจงัหวดัชลบุรทีี่สงสยัมกีารตดิ

เชื้อ Candida spp. น ามาแบ่งกลุ่มตวัอย่างสิง่ส่งตรวจทีเ่ก็บไดต้ามชนิดของสิง่ส่งตรวจ โดยสามารถแบ่งออกได้
เป็น 3 กลุ่ม ดังนี้  1) ปัสสาวะ มีจ านวน 60 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 70.59 2) หนอง มีจ านวน 3 ตัวอย่าง  
คิดเป็นร้อยละ 3.53 และ 3) Hemoculture มีจ านวน 22 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 25.88 รวมทัง้สิ้น 85 ตัวอย่าง  
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จากผลการทดสอบวินิจฉัยแยกสปีชสี์ในตัวอย่างสิ่งส่งตรวจทัง้ 85 ตัวอย่างด้วยวธิ ีMALDI-TOF MS สามารถ
จ าแนกสปีชสีจ์ากตวัอย่างสิง่ส่งตรวจไดถ้งึระดบัสปีชสี์ จ านวน 85 ตวัอย่าง ส่วนผลการจ าแนกสปีชสี์ดว้ยวธิกีาร
สงัเกตสขีองโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชือ้ CHROMagar ไดถ้งึระดบัสปีชสี์ จ านวน 78 ตวัอย่าง สามารถจ าแนกไดถ้งึ
ระดบัสกุล จ านวน 6 ตวัอย่าง และสามารถจ าแนกไดถ้งึระดบัวงศ ์จ านวน 1 ตวัอย่าง ซึง่จากผลการทดสอบจะเหน็
ไดว้่าวธิ ีMALDI-TOF MS สามารถจ าแนกไดใ้นระดบัสปีชสีม์ากกว่าวธิกีารสงัเกตสขีองโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
CHROMagar ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้า คือวิธี MALDI-TOF MS  
สามารถจ าแนกสปีชสี์ Candida spp. ได้ร้อยละ 98.4 ส่วนวิธีดัง้เดิมสามารถจ าแนกสปีชีส์ได้ร้อยละ 91.5 [12]  
ซึ่งวธิกีารสงัเกตสขีองโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชือ้ CHROMagar อาจมขีอ้จ ากดัของกระบวนการทีใ่ชใ้นการจ าแนก 
สปีชสี ์เช่น ระยะเวลาในการเพาะเลีย้งเชือ้ โดยจากการศกึษาก่อนหน้าพบว่าเมื่อเพาะเลีย้งเชือ้ T. asahii บน SDA 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24-48 ชัว่โมง เชื้อให้ลักษณะโคโลนีกลม นูน ขอบเรียบ สีขาวขุ่น  
คล้ายกับลักษณะโคโลนีของ C. albicans ในขณะที่เมื่อเพิ่มระยะเวลาเพาะเลี้ยงเป็น 120 ชัว่โมง (5 วัน)  
จะใหล้กัษณะโคโลนีทีเ่ปลี่ยนแปลงไป คอื ขอบไม่เรยีบ ผวิหน้าขรุขระ แหง้ สคีรมี  [13] อกีทัง้ยงัพบว่า T. asahii  
มคีวามสามารถในการเจรญิและใหส้บีน CHROMagar ได ้ดงันัน้จงึท าใหว้ธิกีารสงัเกตสขีองโคโลนีบนอาหารเลี้ยง
เชือ้ CHROMagar มอีตัราการจ าแนกสปีชสีไ์ม่สอดคลอ้งกบัวธิ ีMALDI-TOF MS 

จากผลวเิคราะหก์ารเปรยีบเทยีบผลการจ าแนกสปีชสีใ์นสิง่ส่งตรวจ ระหว่างวธิกีารสงัเกตสขีองโคโลนีบน
อาหารเลี้ยง เชื้อ  CHROMagar และวิธี MALDI-TOF MS พบว่า เชื้อ  C.  albicans และ  C.  tropicalis มีค่ า 
Concordance index เท่ากบั 178.95% และ 13.51% ตามล าดบั กล่าวได้ว่าวธิกีารสงัเกตสขีองโคโลนีบนอาหาร
เลีย้งเชือ้ CHROMagar ทีใ่ชใ้นหอ้งปฏบิตักิารและวธิ ีMALDI-TOF MS มคีวามสอดคลอ้งของผลการจ าแนกสปีชสี์
ต ่า เนื่องจากการจ าแนกด้วยวิธกีารสงัเกตสีของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ CHROMagar พบเชื้อ C. albicans 
จ านวน 68 ตัวอย่าง ส่วนการจ าแนกสปีชสี์ด้วยวธิ ีMALDI-TOF MS พบเชื้อ C. albicans จ านวน 38 ตัวอย่าง  
จึงท ามีค่า Concordance index สูง และการจ าแนกสปีชีส์ด้วยวิธีการสังเกตสีของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
CHROMagar พบเชื้อ C. tropicalis จ านวน 5 ตวัอย่าง ส่วนการจ าแนกสปีชสี์ด้วยวธิ ีMALDI-TOF MS พบเชื้อ 
C.a tropicalis จ านวน 37 ตวัอย่าง จงึท าใหม้คี่า Concordance index ต ่า โดยค่า Concordance index ทีใ่หค้่าสงู
และต ่านัน้ เกิดจากการรายงานผลการจ าแนกในเชงิสปีชสี์และเชงิปรมิาณที่ไม่สอดคล้องกนัระหว่าง 2 วิธี คือ 
วธิกีารสงัเกตสขีองโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ CHROMagar และวธิ ีMALDI-TOF MS ซึง่ผลการทดลองในงานวจิยั
นี้ใหผ้ลทีแ่ตกต่างกบัผลการศกึษาก่อนหน้า คอื พบว่าจากการเปรยีบเทยีบอตัราความสอดคลอ้งของผลการจ าแนก
ดว้ยวธิดีัง้เดมิและวธิ ีMALDI-TOF การศกึษาก่อนหน้าไดค้่า Concordance index ใกลเ้คยีง 100% นัน่หมายความ
ว่าผลการจ าแนกสปีชสี์ในการศกึษาก่อนหน้าให้ผลการจ าแนกที่สอดคล้องกนัเนื่องจากผลการวนิิจฉัยทัง้ 2 วธิ ี 
(วธิดีัง้เดมิและวธิ ีMALDI-TOF) สามารถให้ผลการจ าแนกสปีชสี์ได้จ านวนใกล้เคยีงกนั [14] ผู้วจิยัคาดว่าความ
แตกต่างของอตัราความสอดคลอ้งระหว่างการศกึษาก่อนหน้าและการทดลองในวจิยันี้ อาจเกดิมาจากวธิกีารดัง้เดมิ
ที่ใช้ในการทดลองแตกต่างกนั คอื การศกึษาก่อนหน้าใช้วธิกีารทดสอบการสร้างท่องอก การทดสอบการสร้าง 
Chlamydospore และการทดสอบด้วยวธิทีางชวีเคม ีในขณะที่การทดลองนี้ ใช้วธิกีารสงัเกตสโีคโลนีบนอาหาร
เลีย้งเชือ้ CHROMagar   

จากการศึกษาผลการทดสอบจ าแนกสปีชีส์ด้วยวิธีการสังเกตสีของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
CHROMagar และวธิ ีMALDI-TOF MS ทีใ่หผ้ลการทดสอบไม่สอดคล้องกนั ผูท้ าการวจิยัจงึท าการจ าแนกสปีชสี์
ซ ้า โดยการทดสอบสีของโคโลนีบน CHROMagar การสร้างท่องอก และการสร้าง Chlamydospore จากผล
การศึกษาข้างต้น พบว่าการจ าแนกด้วยวิธีการสังเกตสีของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ CHROMagar ที่ใช้ใน
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หอ้งปฏบิตักิารมขีอ้จ ากดับางประการ เช่น พบว่า T. asahii และ T. inkin มคีวามสามารถในการเจรญิเตบิโตและให้
สีโคโลนีบน CHROMagar ที่คล้ายกับสีโคโลนีของ Candida spp. บางสปีชีส์ โดย T. asahii เมื่อเพาะเลี้ยงบน 
CHROMagar เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง จะให้สีโคโลนีสีน ้าเงิน ส่วน T. inkin เมื่อเพาะเลี้ยงบน CHROMagar  
เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง จะให้สโีคโลนีสเีขยีว ซึ่งสอดคล้องกบัผลการทดสอบก่อนหน้านี้ [15] ดงันัน้การทดสอบ
การวนิิจฉยัแยกสปีชสีด์ว้ยวธิกีารสงัเกตสโีคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ CHROMagar เพยีงวธิเีดยีวอาจท าใหก้ารแปล
ผลคลาดเคลื่อนได้ การเพิ่มการทดสอบคุณสมบัติการสร้างท่องอก และการทดสอบคุณสมบัติการสร้าง 
Chlamydospore กจ็ะช่วยในการวนิิจฉยัแยกสปีชสีไ์ดด้ยีิง่ขึน้ ทัง้นี้มขีอ้จ ากดัในการเตรยีม ระยะเวลา รวมถงึการ
อ่านผล โดยวธิกีารทดสอบการสรา้งท่องอก เป็นวธิทีีส่ามารถจ าแนก C. albicans ออกจาก Candida spp. สปีชสี์
อื่น ๆ โดยพบว่า C. albicans สามารถสรา้งท่องอก ไดภ้ายในเวลา 2-4 ชัว่โมง แต่วธินีี้มขีอ้จ ากดั คอื เป็นวธิทีีไ่ม่มี
ความจ าเพาะ เนื่องจาก C. duplinensis สามารถสร้างท่องอก ภายในเวลา 2-4 ชัว่โมงได้เช่นเดียวกัน [16]  
การทดสอบการสร้าง Chlamydoconidia เป็นวิธีที่สามารถจ าแนก C. albicans และ C. dubliniensis ออกจาก 
Candida spp. สปีชสี์อื่น ๆ โดยพบว่า C. albicans จะสามารถสร้าง Chlamydospore ได้โดยจะพบลกัษณะเป็น 
Single chlamydospore ส่วน C.  dubliniensis จะพบเป็น Multiple chlamydospore การสังเกตสีโคโลนีของ 
Candida spp. บนอาหารเลีย้งเชือ้ CHROMagar โดยโคโลนีบน CHROMagar จะใหส้ทีีแ่ตกต่างกนัในแต่ละสปีชสี ์
[17] ซึ่งวิธีนี้สามารถสังเกตผลได้ด้วยตาเปล่า อีกทัง้การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนี้ไม่ยุ่งยาก ท าได้ง่าย  
และสามารถอ่านผลทดสอบเบื้องต้นไดใ้นระดบัสปีชสี ์แต่วธินีี้มขีอ้จ ากดั คอื พบว่า Candida spp. บางสปีชสีม์สีี
โคโลนีใกลเ้คยีงกนั เช่น C. dublineinsis ใหส้ขีองโคโลนีบน CHROMagar เป็นสเีขยีวซึง่ใกล้เคยีงกบั C. albicans 
[18] จงึท าใหส้ามารถแยกสปีชสีไ์ดย้าก และจากการศกึษาก่อนหน้าพบว่าเชือ้บางชนิดมคีวามสามารถในการเจรญิ
และใหส้ขีองโคโลนีไดบ้นอาหารเลีย้งเชือ้ CHROMagar เช่น Trichosporon spp. ใหส้ฟ้ีาเขม้ซึง่ใกลเ้คยีงกบัโคโลนี
ของ C. tropicalis และ Saccharomyces cerevisiae ให้สีม่วงซึ่งใกล้เคยีงกับ C. glabrata เป็นต้น ดงันัน้จึงต้อง
อาศยัประสบการณ์ของผูว้นิิจฉยัในการสงัเกตสโีคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ [17] การทดสอบโดยใชชุ้ดตรวจส าเรจ็รปู 
(Commercial assay kit) เป็นการทดสอบคุณสมบตัิการใช้น ้าตาลในสภาวะที่มอีอกซิเจน (Carbon assimilation 
test) ของเชื้อโดยวธินีี้เป็นวธิทีี่ง่ายและรวดเร็วและจากการศึกษาก่อนหน้ายงัพบว่าการวนิิจฉัยแยกปสชีีส์ของ 
Candida spp. มีความถูกต้องมากกว่า 85% และสามารถจ าแนก C. albicans, C. dubliniensis และ Pichia 
kudriavzevii ได้ แต่วิธีนี้มีข้อจ ากัด คือ เนื่ องจากเป็นการอ่านผลจากความขุ่นซึ่งพบว่าบางการทดสอบ  
เช่น Glucose ต้องใชเ้วลาหลงัจากทีท่ าการบ่มนานถงึ 78 ชัว่โมงจงึจะสามารถอ่านผลการทดสอบไดอ้ย่างชดัเจน 
การจ าแนกสปีชสี์ของ Candida spp. โดยการเพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรมของเชื้อด้วยเทคนิค PCR และการหา
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ พบว่าทัง้สองเทคนิคมีความถูกต้องสูงในการจ าแนกสปีชีส์ของ Candida spp.  
แต่ขัน้ตอนในการสกัด DNA ของเชื้อรา Candida spp. นัน้พบว่าเชื้อรามผีนังเซลล์ค่อนขา้งหนาจงึท าให้ DNA  
ของเชื้อทีไ่ด้ไม่บรสุิทธิ ์ซึ่งท าใหเ้กดิผลลบปลอม (False negative) ได้ และจากการศกึษายงัพบว่าการออกแบบ
ไพรเมอร์  (Primer)  และโพรบ (Probe)  ให้มีความจ า เพาะกับสปีชีส์ของเชื้อนั ้น เ ป็นสิ่ งที่ส าคัญมาก  
โดยจากการศึกษาพบว่าการจ าแนกสปีชีส์ของ Candida spp. โดยการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมของเชื้อด้วย
เทคนิค PCR พบว่าไพรเมอร์ที่ใช้มีความจ าเพาะต ่ าในการเพิ่มจ านวน DNA ของเชื้อรา  Candida spp.  
โดยไพรเมอรส์ามารถเพิม่จ านวนเชือ้ชนิดอื่นได ้เช่น Aspergillus, Saccharomyces และ Fusarium เป็นตน้ [19] 

การใชเ้ทคโนโลยทีีท่นัสมยัขึน้ เช่น วธิ ีMALDI-TOF MS น่าจะเป็นอกีทางเลอืกหนึ่งทีจ่ะช่วยลดขอ้จ ากดั
และความคลาดเคลื่อนทีอ่าจจะเกดิขึน้ อกีทัง้การใชง้านในหอ้งปฏบิตักิารทีเ่ป็น Routine work ถอืว่ามคีวามคุม้ค่า
อย่างมากหากใช้ MALDI-TOF MS เนื่องจากสามารถจ าแนกสปีชีส์ได้ถึง 96 ตัวอย่างภายในระยะเวลาไม่เกิน  
30 นาท ีราคาต่อ 1 ตวัอย่างอยู่ทีป่ระมาณ 100 – 250 บาท (ขึน้อยู่กบัวธิทีีเ่ลอืกใช้) ปรมิาณตวัอย่างและสารเคมี
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ใช้ในปรมิาณที่น้อยกว่า 1 ไมโครลติร ทัง้นี้แม้ว่าวธิ ีMALDI-TOF MS จะช่วยลดระยะเวลาในการจ าแนกสปีชสี์  
แต่วธิ ีMALDI-TOF MS ก็มขีอ้จ ากดับางประการ เช่น เครื่องมอืราคาสูง เทคนิคการเตรยีมตวัอย่างก่อนท าการ
วเิคราะห์ รวมถงึการวนิิจฉัยแยกสปีชสีข์ึ้นอยู่กบัขอ้มูลในฐานขอ้มูลอีกดว้ย จงึขึน้อยู่กบัความเหมาะสมในแต่ละ
หอ้งปฏบิตักิาร 
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