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เปรียบเทียบลักษณะทางชีวเคมีกับวิธี PCR amplifi cation ในการจําแนก 
สปชีสของเชื้อ Malassezia ที่แยกไดจากผูปวยโรคเกลื้อนและคนสุขภาพดี

เพราพิลาศ อินตะยศ, และ สิริดา ยังฉิม 
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ในการศึกษาครั้งนี้ตองการจําแนกเชื้อ Malassezia ในระดับสปชีส โดยการเปรียบเทียบวิธีทางชีวเคมีกับ
วิธี PCR โดยนําเชื้อ Malassezia จํานวน 173 isolates ที่แยกไดจากผูปวยที่เปนโรคเกล้ือน 8 ราย และ
จากคนที่มีสุขภาพดี 165 ราย มาทําการศึกษา ผลการทดลองพบวาเช้ือ Malassezia จํานวนรอยละ 
73.41 (127/173) นั้นใหผลการจําแนกในระดับสปชีส ที่สอดคลองกันทั้ง 2 วิธี โดยสามารถจําแนกเช้ือ 
Malassezia ได 4 สปชีส ไดแก M. sympodialis, M. furfur, M. dermatis และ M. slooffi ae นอกจาก
นี้พบวารอยละของความสอดคลองทั้ง 2 วิธีนั้นเพิ่มสูงขึ้นในเช้ือ  M. furfur และ M. sympodialis เทากับ
รอยละ 81.94 และรอยละ 77.63 ตามลําดับ สวนเช้ือ Malassezia จํานวนที่เหลืออีก 46 isolates  นั้น
พบวาตองใชวิธี PCR amplifi cation เทานั้น ในการจําแนกสปชีส และไดทําการตรวจสอบยืนยันโดยการ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (genomic sequencing) พบเปนเช้ือ Malassezia 6 สปชีสไดแก M. sympo-
dialis (รอยละ 36.95), M. furfur (รอยละ 28.26), M. dermatis (รอยละ 21.74), M. slooffi ae 
(รอยละ 4.35), M. globosa (รอยละ 4.35) และ M. japonica (รอยละ 4.35) จากผลการศึกษาครั้งนี้
แสดงใหเห็นวาวิธี PCR นั้น มีศักยภาพในการจําแนกสปชีสของเช้ือ Malassezia เม่ือเปรียบเทียบกับวิธี
ทางชีวเคมี และอยางไรก็ตามวิธีทางชีวเคมีเหมาะท่ีจะใชเปนวิธีการทดสอบเบ้ืองตนในการจําแนกสปชีสของ
เชื้อ Malassezia ในท่ีที่ยังไมมีวิธีทางอณูวิทยาใหใช เชียงใหมเวชสาร 2559;54(ฉบับเสริม 1):31-43.

คําสําคัญ: โรคเกล้ือน  เชื้อ Malassezia สปชีส  PCR การทดสอบทางชีวเคมี

บทนํา
โรคเกล้ือน (Pityriasis versicolor หรือ Tinea 

versicolor) เปนโรคผิวหนังเกิดจากการติดเชื้อ 
Malassezia spp. พบที่บริเวณผิวหนังดานนอกช้ัน 

stratum corneum[1] ลักษณะโรคเกล้ือนจะพบผ่ืน
ท่ีผิวหนังรูปวงกลมหรือวงรี ลักษณะแบนราบ มีขอบ
เขตชัดเจน ผิวสัมผัสของผ่ืนจะไมเรียบ พบลักษณะ
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32 เชียงใหมเวชสาร  2559;55(ฉบับเสริม 1):

เปนขุยละเอียดมีสีจางหรือเขมกวาสีของผิวหนัง
ปกติ และพบไดมากบริเวณดานบนของลําตัว คอ
และแขน[2] โรคนี้มีรายงานพบไดทั่วโลกโดยเฉพาะ
บริเวณที่มีภูมิอากาศรอนช้ืนจะพบความชุกของ
โรคไดมากกวาบริเวณท่ีมีภูมิอากาศหนาวเย็น[3,4]  
ซึ่งโดยปกติแลวเชื้อ Malassezia spp. เปนเชื้อ
ประจําถิ่น (normal fl ora) บนผิวหนังของคนและ
สัตวเลือดอุน[5] เม่ือมีปจจัยสงเสริมใหเช้ือมีการเจริญ
ไดมากขึ้น เชน อุณหภูมิสูง เหงื่อออกมากกวาปกติ 
(hyperhidrosis)[6] โดยปจจัยเหลานี้จะทําใหเชื้อ
เปลี่ยนรูปรางจากเซลลยีสตรูปรางกลมรีที่ีมีมักพบ
เมื่อเปนเช้ือประจําถ่ิน บนผิวหนังใหมีการงอกเปน
สายราซ่ึงมักพบไดจากบริเวณรอยโรคบนผิวหนัง
ของผูปวยโรคเกลื้อน

เช้ือในสกุล Malassezia (เดิมช่ือ Pityrosporum) 
เปน lipophililc yeast ท่ีตองการไขมันในการเจริญ 
มีรูปรางกลมและรี ลักษณะคลายขวด มีผนังเซลล
หนาและมีการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศโดยการ
แตกหนอจากเซลลแมที่ขั้วเดียวบนฐานที่กวาง  
เรียกลักษณะที่พบวา unipolar budding yeast[7] 
โดยท่ัวไปเช้ือ Malassezia spp. เปนเช้ือประจําถ่ิน 
บนผิวหนังของคนและสัตวเลือดอุน สามารถแยก
เชื้อไดจากผิวหนังชั้นนอกสุดซึ่งบริเวณท่ีพบเช้ือได
มากที่สุดคือ สวนบนของอก หลัง แขน และคอ[8] 
ปจจัยภายในรางกายที่มีสวนสําคัญตอการกอโรค
ของเชื้อและปรากฏอาการใหเห็นเชน ภาวะทุพ-
โภชนาการโดยเฉพาะการขาดสารอาหารที่พบใน
เด็กหรือวัยรุนที่จะมีผลทําใหกลไกการทํางานของ
ระบบภูมิคุมกันไมสมบูรณ[9] รวมทั้งการใชยากด
ภูมิคุมกันของรางกาย[10] ทั้งนี้ยังพบวาพันธุกรรมมี
บทบาทสําคัญในการกอโรคซึ่งพบในคนท่ีมีการ
หลุดลอกของผิวหนังชากวาปกติ[11] โดยปจจัยเหลา
นี้จะชวยสงเสริมใหเชื้อ Malassezia spp. มีการ
เจริญไดมากข้ึนและสงผลใหเช้ือเปล่ียนรูปรางจาก

เซลลยีสตที่มีรูปรางกลมรีงอกเปนสายราที่สามารถ
กอโรคและมักพบในรอยโรคบนผิวหนังของผูปวย
โรคเกล้ือน ซ่ึงในปจจุบันยังไมทราบสาเหตุหรือกลไก
ที่แนชัดในการชักนําการเปลี่ยนรูปรางของเชื้อ 

เช้ือ M alassezia spp. แยกชนิดไดเปน 14 สปชี
ส 
โดยอาศัยความแตกตางทางดานรูปราง การทดสอบ
ทางชีวเคมี และคุณสมบัติในระดับโมเลกุล และพบ
วา 9 สปชีสสามารถกอโรคในคน ไดแก  M. furfur, 
M. sympodialis, M. globosa, M. restricta, M. 
slooffi ae, M. obtusa, M. dermatis, M. japonica  
และ M. yamatoensis  และมี 4 สปชีส ที่กอโรคใน
สัตว ไดแก M. equina, M. nana, M. caprae, 
M. cuniculi และ 1 สปชีส คือ  M. pachyderma-
tis  สามารถกอโรคไดทั้งในคนและสัตว[12] สําหรับ
เชื้อ Malassezia พบวาเชื้อ M. globosa เปนเชื้อ
สาเหตุท่ีสําคัญในโรคเกล้ือน[13-15] โดยไดมีการศึกษา
เพื่อแยกชนิดของเชื้อดวยวิธีทางชีวเคมี (bioche-
mical test) และวิธี PCR amplifi cation  

จากการศึกษาดานระบาดวิทยาพบวาเช้ือสาเหตุ
หลักในการกอโรคเกลื้อนในประเทศตาง ๆ คือ 
M. globosa ในป ค.ศ. 2000 Nakabayashi และ
คณะ[13] ไดทําการแยกชนิดของเช้ือ Malassezia 
spp. จากรอยโรคท่ีผิวหนังของผูปวยโรคเกล้ือนใน
ประเทศญี่ปุน จํานวน 22 ราย นํามาจําแนก สปชีส 
ดวยวิธีทางชีวเคมีไดแก การสรางเอนไซม catalase 
การใช Tween 20, 40, 60, 80 และ Cremophor 
EL รวมกับการศึกษาลักษณะรูปรางของเช้ือ พบเช้ือ 
M. globosa เปนเชื้อสาเหตุหลักของโรคเกลื้อน
รอยละ 55 (12 ราย), M. sympodialis รอยละ 9 
(2 ราย), M. furfur รอยละ 5 (1 ราย), M. slooffi ae 
รอยละ 5 (1 ราย) และ M. pachydermatis รอยละ
1 (1 ราย) สอดคลองกับในประเทศสเปนซึ่งพบวา
เชื้อ M. globosa เปนเชื้อสาเหตุหลักของการกอ



เพราพิลาศ อินตะยศ, และคณะ การจําแนกสปชีสของเชื้อ Malassezia 33

โรคเกลื้อนเชนกัน โดยไดทําการแยกชนิดของเช้ือ 
Malassezia spp. จากผูปวยโรคเกล้ือนจํานวน 96 
ตัวอยาง ซึ่งพบเชื้อ M. globosa รอยละ 60 (58  
ราย), M. sympodialis รอยละ 3.1 (3 ราย) และ
พบเชื้อ M. sympodialis และ M. slooffi ae รวม
กับ M. globosa รอยละ 37 (35 ราย)[16] นอกจาก
นี้ในการศึกษาของ Aspiroz และคณะในป ค.ศ. 
2002[14] ไดทําการแยกเช้ือจากผูปวยโรคเกล้ือน
จํานวน 79 ราย แลวนํามาจําแนกชนิดดวยการ
ศึกษาลักษณะรูปรางของเชื้อและวิธีทางชีวเคมี พบ
เชื้อ M. globosa รอยละ 58.2 , M. sympodialis 
รอยละ 10.1 และพบเชื ้อ M. globosa รวมกับ 
M. sympodialis รอยละ 30.4, M. globosa รวมกับ
M. slooffi ae รอยละ 1.3 ซึ่งผลการศึกษานี้ชวย 
ยืนยันวาเชื้อ M. globosa เปนเชื้อสาเหตุของโรค
เกลื้อนที่พบบอยที่สุด ตอมาเมื่อ Morishita และ
คณะในป ค.ศ. 2006[15] ไดจําแนกชนิดของเช้ือ 
Malassezia spp. ที่แยกไดจากผูปวยโรคเกล้ือน
จํานวน 49 ราย ดวยวิธี nested PCR ซ่ึงใช primers 
2 คูที่จําเพาะตอลําดับนิวคลีโอไทดในสวน inter-
genic spacer หรือ internal transcribed spacer 
ของยีน rRNA ผลการทดลองพบเชื้อ M. globosa 
รวมกับเช้ือ  M. restricta  รอยละ 93.9, M. sympo-
dialis รอยละ 34.6, M. dermatis รอยละ 24.4 

การจําแนกเช้ือ Malassezia ในระดับสปชีส 
นั้น พบวามีการเลือกใชวิธีทางชีวเคมี หรือวิธี PCR 
amplifi cation อยางใดอยางหนึ่ง แตในการศึกษา
ครั้งน้ีตองการเปรียบเทียบวิธีทางชีวเคมี และ PCR 
amplifi cation ในการจําแนกสปชีสเช้ือ Malasse-
zia ที่แยกไดจากผูปวยที่เปนโรคเกลื้อนและคนที่มี
สุขภาพดี เพื่อดูความสอดคลองของ 2 วิธีนี้ ในการ
จําแนกสปชีส ของเชื้อ Malassezia 

วิธีการทดลอง
1.  การแยกและเพาะเล้ียงเช้ือ Malassezia 

spp.
 เก็บตัวอยางเชื้อจากรอยโรคที่ผิวหนังผูปวย

โรคเกล้ือนจากคลินิกโรคผิวหนังโรงพยาบาล
มหาราชนครเชียงใหม และตัวอยางเชื้อจากผูที่มี
สุขภาพดีในชวงระยะเวลาป พ.ศ. 2553-2556 ซ่ึงได
เก็บตัวอยางจากผูปวยโรคเกลื้อนจํานวน 8 ราย 
และคนสุขภาพดีจํานวน 165 ราย โดยผานความ
เห็นชอบใหดําเนินการวิจัย โดยคณะกรรมการ
พิจารณาดานจริยธรรมในการศึกษาวิจัยทางการ
แพทย คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
โดยนําขุยที่ผิวหนังของผูปวยโรคเกลื้อนและ
ตัวอยางจากผิวหนังปกติท่ีเก็บดวยวิธี scotch tape
มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร modifi ed Dixon agar 
(0.6% malt extract, 1% bacteriological pep-
tone, 2% desiccated ox bile, 1% Tween 40, 
0.2% glycerol, 0.2% oleic acid, 0.05% chlor-
amphenicol, 0.05% cycloheximide, 1.5% agar
pH 6.0) แลวนําไปบมเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 ºซ 
เปนเวลา 5-7 วัน

2.  วิธีการจําแนกสปชีส ของเช้ือ Malasse-
zia spp.

 2.1 วิธีการจําแนกสปชีส เชื้อ Malassezia 
spp. โดยดูลักษณะโคโลนีทางกายภาพและการ
ทดสอบทางชีวเคมี (phenotypic and bioche-
mical test)[17]  ในการจําแนกเชื้อ Malassezia ใน
ระดับสปชีส ใชการสังเกตลักษณะทางกายภาพของ
โคโลนี และการทดสอบทางชีวเคมีไดแก การทดสอบ 
เอนไซม catalase, β-glucosidase (ในการยอย
สลาย esculin) และความสามารถในการใช Tween 
20, 40, 60 และ 80 รวมทั้ง Cremophor EL 
(แผนผังท่ี 1)
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  2.1.1 การเพาะเล้ียงเช้ือบนอาหาร 
CHROM agar 

   ทําการตรวจคัดกรองเช้ือ Malas-
sezia spp. เพื่อแยกออกจากเช้ือเช้ือประจําถิ่น 
ชนิดอ่ืนดวยการเพาะเล้ียงเช้ือบนอาหาร modifi ed 
Dixon agar ลงบน CHROM agar (BBLTM) ที่เติม 

tween 40 ลงไป[18]   แลวนําไปบมเพาะเลี ้ยงที ่
อุณหภูมิ 30 ºซ เปนระยะเวลา 5-7 วัน สังเกต
ลักษณะโคโลนีของเช้ือท่ีเจริญบนผิวหนาของ
อาหาร  เชื้อ Malassezia spp. จะมีโคโลนีสีชมพู 
ผิวหนายนเปนลักษณะเดนที่ทําใหสามารถจําแนก
เชื้อจากยีสตชนิดอื่น ๆ ได อีกทั้งสามารถแยกชนิด
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ของเช้ือ Malassezia spp. โดยสังเกตการเกิด
ตะกอนของสีที่บริเวณโคโลนีของเชื้อบนอาหาร[19]

  2.1.2 การเจริญบนอาหาร Sabouraud 
dextrose agar                                                          

        เพาะเล้ียงเช้ือ Malassezia spp.
บนอาหาร Sabouraud dextrose agar ท่ีอุณหภูมิ 
30ºซ เปนเวลา 5-7 วัน สังเกตการเจริญของเชื้อบน
อาหาร พบวาเช้ือ M. pachydermatis เทานั้นที่
สามารถเจริญได
  2.1.3 การสรางเอนไซม catalase 
        ใชหวงเข่ียเช้ือ Malassezia spp.
ที่เจริญบนอาหาร modifi ed Dixon agar เปนเวลา 
4-5 วันที่อุณหภูมิ 30 ºซ ลงบนแผนสไลดที่สะอาด
แลวหยด 3% H

2
O

2
ลงไป เช้ือที่สรางเอนไซม cata-

lase จะใหผลบวกโดยมีฟองกาซเกิดขึ้น ซึ่งเชื้อ 
Malassezia spp. ทุกสปชีสจะใหผลบวกยกเวนเช้ือ
M. restricta ท่ีใหผลลบกับการทดสอบเอนไซม 
catalase     
  2.1.4 การทํางานของเอนไซม β-gluco-
sidase 

    ใชเข็มเข่ียเช้ือ Malassezia spp. 
ท่ีเจริญบนอาหาร modifi ed Dixon agar เปนเวลา 
4-5 วันท่ีอุณหภูมิ 30 ºซ จากน้ัน stab ลงบน esculin
agar tube นําไปบมเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 ºซ เปน
เวลา 5 วัน ถาเชื้อสรางเอนไซม β-glucosidase ได
จะใหผลบวกโดยที่ esculin agar tube จะเปลี่ยน
เปนสีดํา ในขณะท่ีผลลบไมพบการเปลี่ยนแปลง
ของสีอาหาร (รูปที่ 1)
  2.1.5 การใช Tweens 20, 40, 60, 80 
และ Cremophor EL 
   ใชหวงเข่ียเช้ือ Malassezia spp. 
ที่เจริญบนอาหาร modifi ed Dixon agar เปนเวลา 
4-5 วัน ที่อุณหภูมิ 30 ºซ ลงใน sterile deionized 
water ปรับความขุนเทากับ McFarland standard 
number 3.0 จะไดเชื้อที่มีความเขมขนปริมาณ 108 
เซลล/มล. จากนั้นใชเชื้อปริมาตร 2 มล. ผสมกับ
อาหาร Sabouraud dextrose agar ปริมาตร 18 
มล. ที่อุณหภูมิ 50 ºซ ผสมใหเขากันแลวเทลงใน
จานเพาะเชื้อ ขนาดเสนผาศูนยกลาง 9 มม. แลว
เจาะหลุมใหมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 2 มม. จํานวน 

รูปท่ี 1. ภาพการทดสอบการใช Tween 20, 40, 60, 80 และ Cremophore EL ที่ใหผลบวก (A) และการทดสอบ Escu-
lin (B) โดย NG: No growth, GB: Growth and black zone, GN: growth and no black zone
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5 หลุม เพื่อหยด Tween 20, 40, 60 และ 80 ตาม 
เข็มนาิกาและหลุมตรงกลางสําหรับ Cremophore 
EL หลังจากน้ันหยดสารแตละชนิดปริมาตร 15 
มคล. ลงไปในแตละหลุม นําไปบมเพาะเล้ียงท่ี
อุณหภูมิ 30 ºซ 7-10 วัน อานผลโดยสังเกตการ
เจริญรอบ ๆ  หลุมท่ีมีการเติม Tween หรือ Cremo-
phore จะพบลักษณะขาวขุนรอบ ๆ หลุมถาเชื้อ
สามารถใชสารนั้นได (รูปท่ี 1)

 2.2 การใชวิธี PCR amplifi cation 
  2.2.1 การสกัดสารพันธุกรรมจากเชื้อ 

Malassezia spp.
   เลี้ยงเชื้อ Malassezia spp. ลง

บนอาหาร modifi ed Dixon broth ที่อุณหภูมิ 
30 ºซ เปนเวลา 3-5 วันแลวนําเชื้อทั้งหมดมาสกัด
ดีเอ็นเอโดยปนลางเซลลดวย PBS ที่ 4,500 รอบตอ
นาที  เปนเวลา 10 นาที จํานวน 3 ครั้ง นําเชื้อที่ได
ใส microtube ที่มี lysis buffer (10 mM Tris-HCl 
(pH 8.0), 0.5 mM EDTA, 1% sodium dodecyl 
sulphate) ปริมาตร 700 มคล. และ glass bead 
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 มม. นําไปเขาเครื่อง 
mini-beadbeater ที่ความเร็ว 4,500 รอบตอ
นาที เปนเวลา 30 วินาที, 60 วินาทีและ 40 วินาที
ตามลําดับ เมื่อเซลลแตกแลวจึงทําการสกัดดีเอ็นเอ 
โดยนําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 2 นาที แลวดูดสารละลายใสดาน
บน จํานวน 300-400 มคล.ใสหลอด microtube 
ใหมโดยระวังไมใหมีตะกอนปน จากน้ันเติม phenol/
chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร
หนึ่งเทาตัวของสารละลายแลว vortex เปนเวลา 
30 วินาที นําไปปนตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เมื่อครบเวลาดูด
สารละลายดานบนใสหลอด microtube ใหมโดย 
ระวังไมใหมีตะกอนปน จากนั้นเติม 3M sodium 
acetate ปริมาตร 1 ใน 10 ของปริมาตรสารละลาย

แลวเติม absolute ethanol จํานวนสองเทาของ
ปริมาตร ผสมใหเขากันจากนั้นนําไปบมที่ -20 ºซ 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาแลวนําไปปน
ตกตะกอนท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 15 นาที ดูดสารละลายดานบนทิ้งแลวปนลาง
จํานวน 2 ครั้งดวย 70% ethanol (4 ºซ) ปริมาตร 
700 มคล. และ 400 มคล. ตามลําดับ นําไปปนตก
ตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
2 นาทีแลวดูดสารละลายดานบนทิ้ง จากนั้นเปดฝา 
microtube ทิ้งไวใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง เมื่อแหง
แลวเติม nuclease free water ปริมาตร 100 มคล. 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 4 ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลว
วัดปริมาณดีเอ็นเอดวยคาดูดกลืนแสง 260 นาโน
เมตร (OD

260
) ปรับความเขมขนดีเอ็นเอใหมีปริมาณ 

100 นก./มล. ดวย nuclease free water 
  2.2.2 การทํา PCR amplifi cation เพื่อ

ตรวจหาสปชีสของเชื้อ Malassezia spp. 
   นําดีเอ็นเอที่สกัดแลวมาตรวจ

ยืนยันสปชีสของเชื้อ Malassezia spp. ดวยวิธี 
PCR amplifi cation โดยใช primers จํานวน 2 เสน
ท่ีจําเพาะตอลําดับนิวคลีโอไทด intergenic spacer 
หรือ internal  transcribed spacer (ITS) ของยีน 
rRNA โดยแสดงรายละเอียดของ primers (ตาราง
ที่ 1) ซึ่งการเพิ่มปริมาณยีนดวยวิธี PCR amplifi -
cation จะใช Taq DNA polymerase เพิ่มปริมาณ
สารพันธุกรรม   โดยเริ่มที่อุณหภูมิ 94 ºซ เปนเวลา 
2 นาที ตามดวยปฏิกิริยาเพื่อใหมีการสังเคราะห
ดีเอ็นเอเพิ่มปริมาณมากขึ้นจํานวน 30 รอบโดยใน
แตละรอบประกอบดวยขั้นตอน denaturation ที่
อุณหภูมิ 94 ºซ นาน 30 วินาที  ขั้นตอน annealing 
ที่อุณหภูมิ 62 ºซ เปนเวลา 30 วินาที ขั้นตอน 
extension ที่อุณหภูมิ 72 ºซ เปนเวลา 40 วินาที
เมื่อปฏิกิริยาเสร็จสมบูรณสามารถตรวจสอบผล
จากปฏิกิริยา PCR ดวยวิธีอิเลคโตรโฟเรซีส โดย
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ตารางท่ี 1. Primers ที่ใชในการทํา PCR amplifi cation เพื่อตรวจหาสปชีสของเชื้อ Malassezia

Primer name Nucleotide sequences (5’→ 3’) Length of product (bps) เอกสารอางอิง

M. dermatis
    M.d-F
    M.d-R
M. furfur 
    M.f-F
    5.8S-R
M. globosa 
    M.g-F
    5.8S-R
M. japonica
    M.j-F
    M.j-R
M. obtusa
    M.ob-F
    5.8S-R
M. restricta
   M.re-F
   M. rt-R
M. slooffi ae
   M.sl-F
   5.8S-R
M. sympodialis
   M.sl-F
   5.8S-R
M. yamatoensis
    M.y-F
    M.y-R

CGCACCTTGCGCTCCATGGT
AGCCTGGTTTCCCAGGCAGCGG

CTACTCGCGTACAACGTCTCTG
TTCGCTGCGTTCTTCATCGA

CAATAAGTGTGTCTCTGCGG
TTCGCTGCGTTCTTCATCGA

CGTATGTGGATCTTATCCTAT
TGACTAGTGTCGTAGGCACGGTA

ACCCGTGTGCACACTGTTGAG
TTCGCTGCGTTCTTCATCGA

CTTGGTTGGACCGTCACTGG
TTCGCTGCGTTCTTCATCGA

ACGCACGCTAACACAACGTG
TTCGCTGCGTTCTTCATCGA

CGGACGCAAACACGTCTCTG
TTCGCTGCGTTCTTCATCGA

CGATCAAACTTCTCTGTGTCCAG
TGTGTGGGAGGTAGAAGAGGCA

136

230

270

218

180

320
          

230

190
        

125

[15]

[20]

[20]

[15]

[21]

[20]

[21]

[20]

[15]

แยกชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกันออกจากกัน
ดวยสนามไฟฟาบนแผนวุน (3% agarose gel)  
แลวนําแผนวุนมายอมดวย ethidium bromide 
เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํามาสองดูดวยเครื่อง 
UV transilluminator จะทําใหเห็นแถบดีเอ็นเอ
โดยการวิเคราะหผลผลิตของ PCR ใหดูแถบดีเอ็นเอ 
เทียบกับ 50 bps marker ซึ่งผลผลิต PCR จะตอง
มีแถบดีเอ็นเอ ตามขนาดของเชื้อ Malassezia ใน
แตละสปชีส (ตารางที่ 1) ซึ่งการทํา PCR ampli-

fi cation จะใชดีเอ็นเอของเช้ือ Malassezia สาย
พันธุมาตรฐานในแตละสปชีสเปน  positive con-
trol และใชน้ํากลั่นเปน negative control  

ผลการทดลอง
การแยกสปชีสเชื้อ Malassezia spp. จาก

รอยโรคท่ีผิวหนังของผูปวยโรคเกล้ือนและจากคน

สุขภาพดี
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เม่ือทําการแยกสปชีสของเช้ือ Malassezia spp.
จากรอยโรคท่ีผิวหนังผูปวยโรคเกลื้อนและคน
สุขภาพดี จํานวน 173 isolates พบวาวิธีการทดสอบ
ทางชีวเคมีใหผลที่สอดคลองกับวิธี PCR amplifi -
cation จํานวน 127 isolates (รอยละ 73.41) โดย
สามารถจําแนกเช้ือ Malassezia spp. ออกเปน 4 
สปชีสไดแก M. sympodialis, M. furfur, M. derma-
tis และ M. slooffi ae (ตารางที่ 2) และเมื่อใชวิธี
ทางชีวเคมีอยางเดียวในการแยกสปชีสของเชื้อ 
Malassezia spp. พบวา M. furfur สามารถใช
วิธีนี้ในการจําแนกไดเทากับรอยละ 81.94 (59/72 
isolates) ในขณะท่ีเชื้อ M. sympodialis พบรอย
ละ 77.63 (59/76) สวนเชื้อ M. slooffi ae และ 
M. dermatis พบรอยละ 66.67 (4/6) และรอยละ 
33.33 (5/15) ตามลําดับ (รูปท่ี 2) นอกจากนี้พบมี
เช้ือ Malassezia จํานวน 46 isolates ท่ีไมสามารถ
แยกสปชีสดวยวิธีการทดสอบทางชีวเคมีไดแตพบ
วาวิธี PCR สามารถจําแนกเชื้อ Malassezia ใน
ระดับสปชีสได โดยสามารถแยกสปชีสของเชื้อ 
Malassezia spp. ไดถึง 6 สปชีส ไดแก M. 
sympodialis, M. furfur, M. dermatis, M. 
slooffi ae, M. globosa และ M. japonica (รูปที่ 

3) โดยพบวาวิธีทางชีวเคมีไมสามารถจําแนกชนิด
ของเชื้อ  M. japonica และ M. globosa ได และ
เชื้อ Malassezia ทั้ง 46 isolates เมื่อทําการ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (genome sequenc-
ing) ใหผลการวิเคราะหที่สอดคลองกับวิธี PCR 
(ตารางท่ี 3) ดังนั้นในการจําแนกสปชีสของเชื้อ 
Malassezia ทั้งหมดจํานวน 173 isolates ที่
แยกไดจากผูปวยโรคเกลื้อน และคนที่มีสุขภาพดี 
โดยวิธี PCR พบวาสามารถจําแนกเช้ือ Malassezia 
ไดท้ังหมด 6 สปชีส โดยพบเปนเช้ือ M. sympodi-
alis (รอยละ 43.93), M. furfur (รอยละ 41.62), 
M. dermatis (รอยละ 8.65), M. slooffi ae (รอยละ 

ตารางท่ี 2. การแยกสปชีสของเช้ือ Malassezia spp. จาก
ผูปวยโรคเกล้ือนและจากคนสุขภาพดี ดวยวิธีทดสอบทาง
ชีวเคมี และวิธี PCR amplifi cation ที่ใหผลสอดคลองกัน

สปชีสของเช้ือ Malassezia จํานวนของ isolates 
(รอยละ)

M. sympodialis
M. furfur
M. dermatis
M. slooffi ae
จํานวนทั้งหมด

59(46.45)
59(46.45)
5(3.94)
4(3.15)

127(100)

รูปที่ 2. รอยละของเช้ือ Malassezia แตละ 
สปชีสที่สามารถแยกชนิดไดดวยวิธีทางชีวเคมี 

%
 Id

en
tifi

 c
at

io
n 

of
 M

al
as

se
zi

a 
sp

p.



เพราพิลาศ อินตะยศ, และคณะ การจําแนกสปชีสของเชื้อ Malassezia 39

3.46), M. japonica (รอยละ 1.16) และ M. globosa 
(รอยละ 1.16) (ตารางท่ี 4) และพบวาเช้ือท่ีแยก
ไดจากผูปวย โรคเกลื้อนจํานวน 8 รายนั้นเปนเชื้อ 
M. furfur จํานวน 6 isolates และ M. globosa 
จํานวน 2 isolates ในขณะท่ีพบเชื้อ Malassezia 

รูปท่ี 3.  การแยกสปชีสของเชื้อ Malassezia  ดวยวิธี PCR  amplifi cation (A) M. dermatis, (B) M. globosa,  (C) 
M. furfur, (D) M.  sympodialis, (E) M. japonica และ (F) M. slooffi ae;  lane M: DNA marker, N: negative 
control  P: reference strains (positive control) และหมายเลขของเช้ือที่ตองการตรวจสอบโดยแสดงไวที่ดานบนของ
แตละ lane

จํานวน 5  สปชีส ไดแก M. sympodialis (76 iso-
lates), M. furfur (66 isolates), M. dermatis 
(15 isolates), M. slooffi ae (6 isolates) และ 
M. japonica (2 isolates) จากคนที่มีสุขภาพดี
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง
เชื้อ Malassezia spp. จัดเปนเช้ือประจําถิ่นที่

พบบนผิวหนังของคนและสัตวเลือดอุน และเมื่อมี
ปจจัยสงเสริมใหเชื้อมีการเจริญมากขึ้นจะทําใหเชื้อ
สามารถกอโรคท่ีผิวหนังไดซึ่งโรคท่ีเกี่ยวของกับเช้ือ
นี้ ไดแก โรคเกล้ือน ดังนั้นจึงมีการศึกษาแยกชนิด
เชื้อ Malassezia spp. ที่อยูบนผิวหนังคนสุขภาพ
ดีและผูปวยโรคเกลื้อน โดยในป ค.ศ. 2000 Naka-
bayashi และคณะ[13] ไดแยกชนิดของเช้ือในคน
สุขภาพดีจํานวน 35 ราย ดวยวิธีทางชีวเคมี พบเชื้อ 
M. globosa (รอยละ 22), M. sympodialis (รอย
ละ 10) และ M. furfur (รอยละ 3). M. slooffi ae 
(รอยละ 1) , M. restricta (รอยละ 1) และในผูปวย
โรคเกล้ือนจํานวน 22 ราย พบเช้ือ M. globosa 
มากที่สุดคิดเปนรอยละ 55 ในขณะที่พบเชื้อสปชีส 
อื่น ๆ ต่ํากวารอยละ 10 ซึ่งใหผลที่สอดคลองกับ
การศึกษาของ Tarazooie และคณะ ในป ค.ศ. 
2004[22] ซ่ึงพบวาเช้ือ M. globosa เปนสาเหตุกอ
โรคมากที่สุดคิดเปนรอยละ 53.3 นอกจากน้ีในการ
ศึกษาของ Saghazadeh และคณะ ในป ค.ศ. 
2010[23] ไดทําการแยกสปชีสเชื้อ Malassezia 

spp. จากคนสุขภาพดีจํานวน 34 ราย ดวยวิธี
ทางชีวเคมีเชนกัน พบเชื้อ M. globosa  (รอยละ 
52.9), M. sympodialis (รอยละ 23.5), M. furfur
(รอยละ 11.8), M. restricta (รอยละ 5.9), M. 
obtusa (รอยละ 2.9) และ M. slooffi ae (รอยละ 
2.9) ตามลําดับ สําหรับในการศึกษาครั้งนี้ไดแยก
สปชีสของเชื้อ Malassezia spp. จากผูปวย
โรคเกลื้อนและคนสุขภาพดี โดยแบงเปนตัวอยาง
จากผูปวยโรคเกล้ือนจํานวน 8 ราย และคนสุขภาพดี
จํานวน 165 ราย พบวาเมื่อนํามาแยกสปชีสดวย
วิธีทางชีวเคมีสามารถจําแนกสปชีสไดจํานวน 127 
isolates แบงเปน 4 สปชีสไดแก  M. sympodialis, 
M. furfur, M. dermatis และ M. slooffi ae ซึ่งให
ผลสอดคลองเมื่อนํามายืนยันผลดวยวิธี PCR am-
plifi cation แตมีตัวอยางจํานวน 46 isolates ที่ไม 
สามารถแยกสปชีสไดดวยวิธีทางชีวเคมี แตเมื่อนํา
ตัวอยางทั้งหมดมาแยกสปชีสดวยวิธี PCR ampli-
fi cation สามารถระบุสปชีสของเชื้อ Malassezia 
ไดถึง 6 สปชีส ไดแก M. sympodialis, M. furfur, 
M. dermatis, M. slooffi ae, M. globosa และ 
M. japonica ซ่ึงตัวอยางจากรอยโรคท่ีผิวหนังของ

ตารางท่ี 3. การแยกสปชีสของเชื้อ Malassezia ดวยวิธี 
PCR amplifi cation ในเช้ือที่ไมสามารถแยกสปชีสดวยวิธี
ทางชีวเคมี

สปชีสของเชื้อ Malassezia จํานวนของ isolates 
(รอยละ)

M. sympodialis
M. furfur
M. dermatis
M. slooffi ae
M. globosa
M. japonica
จํานวนทั้งหมด

17 (36.95)
13 (28.26)
10 (21.74)
2 (4.35)
2 (4.35)
2 (4.35)
46 (100)

ตารางที่ 4. การแยกสปชีสของเช้ือ Malassezia  จากคน
สุขภาพดีและจากผูปวยโรคเกลื้อน ดวยวิธี PCR amplifi -
cation

สปชีสของเช้ือ Malassezia จํานวนของ isolates 
(รอยละ)

M. sympodialis
M. furfur
M. dermatis
M. slooffi ae
M. globosa
M. japonica
จํานวนทั้งหมด

76 (43.93)
72 (41.62)
15 (8.67)
6 (3.46)
2 (1.16)
2 (1.16)

173 (100)
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ผูปวยโรคเกล้ือน จะพบเช้ือ M. furfur และ M. glo-
bosa ในขณะท่ีตัวอยางจากผิวหนังคนสุขภาพดีพบ 
เชื้อ M. sympodialis, M. furfur, M. dermatis, 
M. slooffi ae และ M. japonica ตามลําดับจาก
มากไปนอย 

ซึ่งผลที่ไดมีความแตกตางจากการศึกษากอน
หนานี้ที่อางถึง ทั้งนี้อาจขึ้นอยูกับสภาพภูมิอากาศ
ที่แตกตางกันในแตละประเทศจึงทําใหพบเช้ือที่
แตกตางกันออกไป รวมทั้งอาหารที่ใชในการแยก
เชื้อและวิธีการที่ใชในการจําแนกสปชีสของเชื้อ
ดวย[24] ซึ่งทั้งอาหารและวิธีการที่แตกตางกันทําให
เกิดความหลากหลายของชนิดของเช้ือ Malassezia  
ไดดวย ท้ังน้ีเน่ืองจากในการเจริญของเช้ือ Malassezia 
บางสปชีสตองการไขมันชนิดพิเศษในอาหารแต
ถาไมมีการเติมลงไปในอาหารท่ีใชในการแยกเช้ือ
อาจทําใหไมพบการเจริญบนอาหารดังกลาวจึงไม
สามารถแยกเช้ือชนิดนี้ออกจากตัวอยางได สําหรับ
การแยกสปชีสของเชื้อถามีการใชวิธีการที่มีความ
จําเพาะและแมนยํามาก เชน Nested PCR[15,21], 
PCR amplifi cation[20] หรือ real-time PCR[25] 
ก็จะทําใหสามารถจําแนกสปชีสของเช้ือไดหลาก
หลายยิ่งขึ้น  ซึ่งในการศึกษาคร้ังนี้จะเห็นไดวาการ
แยกสปชีสของเช้ือ Malassezia ดวยวิธี PCR am-
plifi cation ใหผลที่แมนยําและนาเชื่อถือไดดีกวา
วิธีทางชีวเคมี เนื่องจากวิธี PCR amplifi cation มี
การใช primer ที่จําเพาะตอลําดับนิวคลีโอไทดของ
เชื้อแตละสปชีส จึงทําใหสามารถจําแนกเชื้อแตละ
สปชีสออกจากกันได และใหผลการแยกสปชีสที่
แมนยํากวาการใชวิธีทางชีวเคมี โดยในการศึกษา
ในคร้ังน้ีพบเช้ือ M. sympodialis  มีความคลาด
เคลื่อนทางชีวเคมีมากที่สุด (รอยละ 36.95) ทั้งนี้
เนื่องจากการใชวิธีทางชีวเคมี ยังไมสามารถระบุ
สปชีสของเช้ือไดอยางชัดเจนทําใหไมสามารถแยก

เชื้อบางสปชีสออกจากกันไดอยางสมบูรณจึงทําให
ยากตอการแปลผล     

จากการศึกษาของ Jagielski และคณะ ในป ค.ศ. 
2014[26] พบวาการจําแนกสปชีสของเช้ือ Malasse-
zia โดยใชวิธีทางชีวเคมี และ PCR-sequence 
analysis ใหผลท่ีสอดคลองกันประมาณรอยละ 65.7 
(23 ใน 35 isolates)  ในขณะท่ีผลการทดลองน้ีพบ
ความสอดคลองระหวาง 2 วิธีประมาณรอยละ 73.41 
(127 ใน 173 isolates) ซึ่งพบวามีเปอรเซ็นตที่ใกล
เคียงกัน แตพบความแตกตางของสปชีสของเชื้อ 
Malassezia ที่ทดสอบ จากการศึกษานี้พบวาการ
จําแนกเชื้อ M. furfur, M. sympodialis, M. 
globosa และ M. slooffi ae ใหผลสอดคลองกัน
ระหวาง 2 วิธี รอยละ 78.20 (122 ใน 156) ซึ่ง
ใกลเคียงกับการศึกษาของ Jagielski และคณะ ใน
ป ค.ศ. 2014 ที่พบเชื้อทั้ง 4 สปชีส และใหผลท่ี
สอดคลองกันรอยละ  82.9 (29 ใน 35) ดังนั้นใน
การจําแนกสปชีสของเชื้อ Malassezia นั้น วิธี 
molecular identifi cation เปนวิธีที่เหมาะสม มี
ความจําเพาะสูงและใหผลแมนยํากวาวิธีทางชีวเคมี 
แตอยางไรก็ตามวิธีทางชีวเคมีก็สามารถเปนวิธีการ
ทดสอบเบ้ืองตนในการจําแนกสปชีสของเช้ือ Malas-
sezia ในที่ที่ยังไมมีวิธีทางอณูวิทยาใหใช
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Comparison of biochemical characterizations with PCR amplifi ca-
tion in identifi cation of Malassezia species isolated from pityriasis 
versicolor and healthy volunteers

Proawpilart Intayot, and Sirida  Youngchim

Department of Microbiology, Faculty of Medicine, Chiang Mai University

The aim of this research was to determine the correlation between biochemical features 
and a molecular method in the identifi cation of Malassezia spp. To achieve this study, 
173 isolates of Malassezia spp. were collected from 8 patients with pityriasis versicolor 
and 165 healthy volunteers. Differentiation of Malassezia spp. was performed by using 
biochemical test and PCR amplifi cation. The agreement between biochemical features 
and PCR amplifi cation was found 73.41% (127/173) in the identifi cation of M. sympodia-
lis, M. furfur, M. dermatis and M. slooffi ae. In particular for M. furfur and M. sympodialis, 
the higher percentages of the agreement between these two methods were found 81.94 
and 77.63%, respectively.  In addition, 46 isolates of Malassezia spp. were differentiated 
by PCR amplifi cation only and then confi rmed by genomic sequencing.  Six species of 
Malassezia including M. sympodialis (36.95%), M. furfur (28.26%), M. dermatis (21.74%), 
M. slooffi ae (4.35%), M. globosa (4.35%), and M. japonica (4.35%), were detected. These 
fi ndings suggest that PCR amplifi cation can be used as a potential tool in identifi cation of 
Malassezia spp. when compared with the biochemical method.  However, the biochemi-
cal studies are suitable for the presumptive identifi cation of Malassezia species where 
molecular methodologies are not available.  Chiang Mai Medical Journal 2016;55(Suppl 
1):31-43.
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