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บทค ัด ย่อภาษาไทย  ประภาพร คชพงษ ์: ประสิทธิภาพของยีน TEF ในการจดัจ าแนกเช้ือ Aspergillus ที่เพาะไดจ้าก

ผูป่้วยไทย . ( 
TRANSLATION ELONGATION FACTOR GENE (TEF): A GOOD CANDIDATE FOR  Asper
gillus CLASSIFICATION ISOLATED FROM THAI PATIENT) อ.ที่ปรึกษาหลกั : อ. ดร.นวพร 
วรศิลป์ชยั 

  
Aspergillosis เป็นโรคติดเช้ืออันตรายถึงแก่ชีวิต มีสาเหตุมาจากเช้ือราในจีนัส Aspergillus การ

วินิจฉัยโรคในปัจจุบัน การเพาะแยกเช้ือและจดักลุ่มตามลกัษณะทางสัณฐานวิทยายงัคงเป็นวิธีมาตรฐาน การ
ตรวจหา galactomannan มักใช้ตรวจวินิจฉัยโรคในผูป่้วยกลุ่มเส่ียงเท่านั้น ในขณะที่เทคนิคทางอณูชีววิทยา
อาศยัขอ้มูลสารพนัธุกรรมของ “its region” ในการจ าแนกกลุ่มเช้ือระดบัสปีชีส์ แต่อย่างไรก็ตามขอ้มูลดังกล่าว
ถูกพิสูจน์ว่าสามารถจ าแนกกลุ่มเช้ือราก่อโรคในคนในระดับสปีชีส์ได้ต ่า ในด้านการรักษาสปีชีส์ของเช้ือ 
Aspergillus มักไม่ถูกน ามาพิจารณาร่วมเพื่อการเลือกกลุ่มยาแม้ว่ายงัคงมีผูป่้วยบางรายที่ตอบสนองต่อการ
รักษาไม่ดีเน่ืองจากเช้ือสาเหตุด้ือต่อยาตา้นเช้ือรา ดว้ยเหตุดงักล่าวเพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างสปีชีส์และ
รูปแบบความไวรับต่อยา การคน้หายีนท่ีสามารถจ าแนกเช้ือ Aspergillus ในระดบัสปีชีส์ไดอ้ย่างแม่นย  าจึงเป็น
ส่ิงจ าเป็นยีน “tef-1α” เป็นสารพนัธุกรรมที่ได้รับการพิสูจน์แล้วว่ามีคุณสมบัติสามารถจ าแนกเช้ือราเส้น
สายในระดับสปีชีส์ได้สูง ในงานวิจยัน้ี ผูว้ิจัยได้เปรียบเทียบผลการจ าแนกกลุ่มเช้ือ Aspergillus ที่แยกได้จาก
ผูป่้วยจ านวน 227 ตัวอย่าง โดยใช้ข้อมูลสารพนัธุกรรม “its region” และ“tef-1α” จากผลการศึกษาพบว่าสาร
พนัธุกรรมจากยีน“tef-1α” (D=0.8461) มีความสามารถในการจ าแนกเช้ือในระดับสปีส์สูงกว่าบริเวณ “its” 
(D=0.796) โดยเฉพาะอย่างยิ่งใน section Fumigati ขอ้มูลสารพนัธุกรรมจาก “its region” สามารถแบ่งเช้ือกลุ่ม
ดงักล่าวออกไดเ้พียง 1 สปีชีส์ คือ A. fumigatus ในขณะที่ยีน“tef-1α” สามารถแบ่งออกเป็น A. fumigatus และ
อีก 2 สปีชีส์ คือ A. lentulus และ A. udagawa  ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีด้ือต่อยา amphotericin B โดยก าเนิด โดยสรุป ผล
จากงานวิจยัน้ีช้ีให้เห็นว่าการจ าแนกสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus โดยใชย้ีนทุติยภูมิ “tef-1α” สามารถบ่งช้ีกลุ่ม
ยาที่เหมาะสมต่อการรักษาได ้
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Aspergillosis is a life-threatening disease caused by fungi in the genus Aspergillus. To diagnose, 

cultivation is defined as a standard protocol. Detecting galactomannan usually use as a screening tool in high-
risk group patient whereas molecular method based on “its region” plays the critical role in the species level 
identification. However it has been claimed low power of discrimination in the species level among human 
pathogenic fungi. In term of treatment. The species of Aspergillus has not been considered for antifungal 
selection even though the poor treatment response caused by strain resistant. To investigate the correlation 
across definite species and susceptibility profile, gene as secondary barcode of Aspergillus need to be proved. 
The “tef-1α” is one of the good candidates be approved as high power of discrimination gene in several group 
of hyaline septate fungi. In here, we compared the species identification obtained by molecular method based 
on “its region” and “tef-1α gene” in Thai clinical Aspergillus 227 isolates. The higher power of discrimination 
of “tef-1α gene” (0.8461) than “its region” (0.796) has been proved. Focusing on section Fumigati, were 
classified whereas only A. fumigatus by “its region” and classified by “tef-1α gene” to be A. fumigatus and 2 
species A. lentulus and A. udagawae that due to the intrinsic resistant against amphotericin B. In summary, 
based on this study, Aspergillus species identification using “tef-1α gene” providing antifungal selection 
guidance is recommended in clinical practice. 
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บทท่ี 1 
บทนำ 

1. ความเปน็มาและความสำคัญของปญัหา 
เมื่อปลายปี 2022 องค์การอนามัยโลก (world health organization; WHO) ได้ประกาศรายช่ือ

เช้ือราก่อโรคที่สำคัญในระบบสาธารณสุขและส่งผลกระทบต่อสุขอนามัยของประชากรโลก หมวดจุล
ชีพกลุ่มที่มีรูปแบบการติดเชื้อในผู้ป่วยที่มีความผิดปกติเกี่ยวกับระบบภูมิคุ้มกัน เช่น กลุ่มผู้ป่วย
ภูมิคุ้มกันบกพร่อง ผู้ป่วยมะเร็ง ผู้ป่วยปลูกถ่ายอวัยวะ หรือผู้ป่วยวัณโรค ซึ่งมีหลักฐานอุบัติการณ์บ่งช้ี
ชัดเจนว่าโรคติดเช้ือดังกล่าวกำลังกระจายตัวไปทั่วโลก โดยมีสภาวะโลกร้อนและการเดินทางระหว่าง
ประเทศที่เพิ่มมากขึ้นเปน็สาเหตุหลกัตามสมมุติฐานของนักจุลชีววิทยา อุบัติการณ์การเพิ่มข้ึนของโรค
ติดเชื ้อรานี ้เกิดขึ ้นชัดเจนในเวลาอันสั ้นและถือได้ว่าเป็นหนึ่งในวิกฤตสาธารณสุขที ่กระทบกับ
ประชากรโลก โดยเฉพาะในช่วงที่มีการระบาดของโรคโควิด (covid-19) ภาวะการติดเช้ือซ้ำซ้อนด้วย
โรคติดเชื้อรานับเป็นสาเหตุการเสียชีวิตหลักประการหนึ่ง โดยมีเชื้อราสาเหตุก่อโรคที่สำคัญทั้งหมด 
19 สปีชีส์ตามรายงาน และหนึ่งในนั้นคือเชื้อรากลุ่ม Aspergillus spp. (1, 2) ซึ่งเป็นเชื้อสาเหตกุ่อ
โรค aspergillosis โดยแบ่งเป ็นสปีชีส ์ต ่างๆ ตามอุบ ัต ิการณ์ที ่ม ีรายงาน ดังนี ้  Aspergillus 
fumigatus ร ้ อยละ  67 , Aspergillus flavus ร ้ อยละ  24 , Aspergillus niger ร ้ อยละ  4 . 7 , 
Aspergillus terreus ร้อยละ 3.7 และ Aspergillus สปีชีส์อื่นๆ ร้อยละ 0.6 (3) 

ในปัจจุบัน แม้การตรวจวินิจฉัยโรค aspergillosis จะเริ่มจากข้อมูลประวัติหรืออาการทางคลินิก
ของผู้ป่วยตาม criteria suspicious index แต่อย่างไรก็ตามการตรวจยืนยันโรค ก็ยังคงต้องอาศัยผล
การทดสอบทางห้องปฏิบัติการเป็นหลัก ซึ่งประกอบไปด้วย 3 หลักการใหญ่ๆ ได้แก่ การทดสอบทาง 
1) น้ำเหลืองว ิทยา (serology) โดยการตรวจหาสารชีวภาพชื ่อ “galactomannan” ซ ึ ่ งเป็น
องค์ประกอบหลักบริเวณผนังเซลล์ของเชื้อ 2) อณูชีวโมเลกุล (molecular) โดยการตรวจหาสาร
พันธุกรรม หรือ deoxyribonucleic acid (DNA) ของเชื้อ และ 3) การเพาะแยกเชื้อ (cultivation) 
เพื่อศึกษาลักษณะทางมหสัณฐาน (macroscopic) และจุลสัณฐาน (microscopic) ของตัวเช้ือ ซึ่งใน
ปัจจุบันวิธีการเพาะแยกเชื้อนี้ยังคงถือเป็นวิธีมาตรฐานแม้ว่าจากรายงานอุบัติการณ์ทั่วโลกจะพบว่า
ผู้ป่วยโรค aspergillosis เพียงร้อยละ 50 เท่านั้นที่มีผลการเพาะเชื้อทางห้องปฏิบัติการเป็นบวกก็
ตาม (4) วิธีการตรวจหาสาร galactomannan ในตัวอย่างน้ำเหลือง (serum) และน้ำล้างปอด 
bronchoalveolar lavage (BAL)  โดยใช ้ เทคโนโลยี  enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) นับเป็นวิธีที่มีความไวสูง (high sensitivity) เมื ่อเทียบกับเทคนิคอื ่นๆ และมีชุดทดสอบ
สำเร็จรูปจำหน่ายตามท้องตลาด (commercial kit available) ในราคาที่สมเหตุสมผลครอบคลุมโดย
สิทธิพื้นฐานการรักษาของประชาการหลายประเทศรวมถึงประชากรไทย แต่อย่างไรก็ตามวิธีการ
ดังกล่าวนั้นไม่สามารถจำแนกสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่เป็นสาเหตุได้ (5) ซึ่งเป็นข้อมูลที่สำคัญยิ่ง
ต่อการเลือกยาต้านเช้ือราเพื่อการรักษาตามลักษณะ species-specific susceptibility profile ของ
เชื้อกลุ่มนี้ (6) อ้างอิงการศึกษาของ Rath และคณะ พบว่าเชื้อ A. fumigatus และ A. niger มีค่า 
minimum inhibitory concentration (MIC) ต่อยา amphotericin B เพียง 0.5 mg/L ในขณะที่ 
A. flavus และ A. nidulans มีค่า MIC ต่อยาดังกล่าวสูงถึง 16 mg/L (7) เช่นเดียวกับงานวิจัยของ 
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Iwan และคณะ ที่พบว่าเชื้อ A. terreus ดื้อต่อการรักษาด้วยยา amphotericin B สูงถึงร้อยละ 95 
(8) ดังนั ้น การตรวจหาสาร galactomannan ในปัจจุบันจึงมีประโยชน์ในแง่ของการคัดกรอง 
(screening) การติดเชื้อในประชากรกลุ่มเสี่ยง (high risk population) เป็นหลัก โดยเฉพาะในกลุ่ม
ผู้ป่วยติดเชื้อแฝงในระยะแรกที่ยังไม่มีอาการ ซึ่งมีจำนวนของเชื้อจุลชีพในร่างกายน้อย โอกาสการ
เพาะแยกเช้ือเป็นบวกต่ำ ในผู้ป่วยกลุ่มนี้หากตรวจพบสาร galactomannan ในสิ่งส่งตรวจ ทีมแพทย์
และทีมห้องปฏิบัติการจำเป็นต้องวินิจฉัยสปีชีส์ของเชื ้อสาเหตุด้วยเทคนิคอื ่นเพื ่อวางแผนใช้           
ยาต้านเช้ือราเพื่อการรักษาต่อไป  

เทคนิคทางอณูชีวโมเลกุลเป็นเทคนิคหนึ่งที่ห้องปฏิบัติการนิยมนำมาใช้ในการจำแนกสปีชีส์ของ
เช้ือ Aspergillus อย่างแพร่หลายมากขึ้นในปัจจุบัน โดยอาศัยข้อมูลลำดับเบสของสารพันธุกรรมจาก
บร ิ เ วณ internal transcribed spacer (its) ซ ึ ่ ง เ ป ็ น  house-keeping region หร ื อ  primary 
barcode เพื่อการจำแนกกลุ่มเช้ือรา แต่อย่างไรก็ตาม เนื่องด้วยความหลากหลายของสารพันธุกรรม
ของเช้ือราก่อโรคในคนที่เพิ่มสูงข้ึนอย่างต่อเนื่องรวมถึงวิวัฒนาการของตัวเช้ือเอง ทำให้ในปัจจุบันมี
รายงานทางวิชาการระบุชัดเจนว่าข้อมูลสารพันธุกรรมจากบริเวณ its เพียงบริเวณเดียว สามารถจัด
จำแนกสปีชีส์เช้ือราก่อโรคในคนได้เพียงร้อยละ 75 เท่านั้น (9) รวมถึงเช้ือกลุ่ม Aspergillus ด้วย ซึ่ง
สาเหตุหลักประการหนึ่งที่ทำให้ข้อมูลบริเวณ its ไม่สามารถจำแนกสปีชีส์ของเชื้อ Aspergillus ได้
ทั้งหมดนั้นมาจากความหลากหลายของบริเวณ its ของเชื้อ Aspergillus ภายในสปีชีส์เดียวกันที่
เรียกว่า intra-species variation และความไม่คงที่ของสารพันธุกรรมจำเพาะสปีชีส์ที่เรียกว่า inter-
species variation สอดคล้องกับข้อมูลการศึกษาของ Travis และคณะที่พบว่าข้อมูลบริเวณ its มี
ประสิทธิภาพในการจำแนกเชื้อกลุ่ม Aspergillus ได้ค่อนข้างต่ำ (low power of discrimination) 
เนื ่องจากบริเวณ its ของเชื ้อ Aspergillus แต่ละสปีชีส์มีความคล้ายคลึงกันสูงมาก อธิบายใน
รายละเอียดโดยสังเขปคือ ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ its ซึ ่งครอบคลุมภายใต้ universal 
primer “its kit-1 และ its kit-4”ของเช้ือ A. fumigatus มีความคล้ายกับ A. terreus ถึงร้อยละ 91 
และคล้ายกับ A. niger ถึงร้อยละ 92 และในบริเวณเดียวกันลำดับนิวคลีโอไทด์ของ A. niger แตกต่าง
จากลำดับนิวคลีโอไทด์ของ A. flavus เพียง 2 ลำดับเบสเท่านั้น นอกจากนี้ยังพบว่าผลผลิต นิวคลีโอ
ไทด์บริเวณดังกล่าวของ A. niger มีความยาวเท่ากับ A. terreus (ภาพที่ 1) (10) ด้วยข้อจำกัดของ
ข้อมูลบริเวณ its นี้ ทำให้เชื้อ Aspergillus บางสปีชีส์ไม่สามารถแยกออกจากกันได้โดยอาศัยข้อมูล
ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ its เพียงบริเวณเดียว ส่งผลให้การเลือกใช้ยาตามทฤษฎี species-specific 
susceptibility profile ไม่สามารถทำได้ในทางปฏิบัติ 
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ภาพที่ 1 แสดงร้อยละความคล้าย (%similarity) ของข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์บรเิวณ its  ซึ่ง

ครอบคลมุภายใต้ universal primer “its kit-1 และ its kit-4” ของเช้ือ Aspergillus สปีชีส์ต่างๆ ที่
พบเป็นสาเหตุกอ่โรค aspergillosis ในคนไทย (10) 

 

โดยทั่วไปในธรรมชาติ การดื้อต่อยาของเช้ือจุลชีพมีสาเหตุแบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่มหลัก คือ 1) 
การดื้อต่อยาจากลักษณะทางพันธุกรรมของเช้ือสายพันธ์ุนั้นๆ โดยกำเนิด (intrinsic resistant) และ 
2) การดื้อต่อยาของเช้ือที่เกิดจากสิ่งกระตุ้นซึ่งพัฒนาข้ึนภายหลัง (extrinsic resistant) เช่น การรับ
ยาฆ่าเชื้อเป็นระยะเวลานาน ซึ่งพบได้ในจุลชีพหลายกลุ่ม รวมถึงเชื้อ Aspergillus ที่มีรายงานทาง
วิชาการพบว่า  การกลายพันธ์ุของยีน Cytochrome P450 Family 51 Subfamily A Member 1 
(Cyp51A) อันเนื่องมาจากการรับยากลุ่ม azole ในความเข้มข้นที่ไม่เหมาะสมเป็นปัจจัยกระตุ้นการ
ดื้อยาในกลุ่ม azole ของเช้ือ A. fumigatus ประการหนึ่ง (11) แต่อย่างไรก็ตามอุบัติการณ์การดื้อยา
แบบ extrinsic resistant นี้ พบน้อยมากเพียงร้อยละ 4-5 ในเชื้อกลุ่ม Aspergillus โดยปกติการ
รักษาโรค aspergillosis ในกรณีที่ผู้ป่วยไม่มีข้อจำกัดเรื่องการทำงานของไตเข้ามาเกี่ยวข้อง แพทย์จะ
ใช้ยาต้านเช้ือรา amphotericin B ในการรักษาเป็นหลกั ซึ่งในปัจจุบัน liposomal amphotericin B 
เป็นยารูปแบบใหม่ล่าสุดที่มีผลกระทบต่อไตลดน้อยลงแต่ยังคงประสิทธิภาพการฆ่าเชื้อราก็ถูกผลิต
ออกมาจำหน่ายในท้องตลาดอย่างแพร่หลาย ในกรณีที่ผู้ป่วยมีความจำเป็นต้องใช้ยากลุ่ม azole 
แพทย์จะพิจารณาปริมาณยาที่เหมาะสมตามหลักการและนโยบายการใช้ยาอย่างสมเหตุสมผล 
(antimicrobial stewardship)  ดังนั้น การจำแนกสปีชีส์ของเชื ้อเพื ่อประโยชน์ของการทำนาย
ลักษณะความไวรับต่อยาตามทฤษฎี species-specific susceptibility profile ในเชื ้อกลุ่ม 
Aspergillus จึงมีความสำคัญและจำเป็นอย่างยิ่งในการเลือกยารักษาโรค 

ด้วยข้อจำกัดของข้อมูลบริเวณ its ต่อการจำแนกสปีชีส์ของเชื้อ Aspergillus ดังที่ได้กล่าว
ข้างต้น ปัจจุบันห้องปฏิบัติการหลายแห่งจงึมนีโยบายการจำแนกสปีชีส์ของเช้ือกลุม่ Aspergillus โดย
อ้างอิงผลประกอบกันระหว่างเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุลและลักษณะทางมหสัณฐาน/จุลสัณฐานของ
เชื้อ ซึ่งมากกว่าร้อยละ 99 มีความสัมพันธ์กัน อย่างไรก็ตามเชื้อ Aspergillus บางสปีชีส์ที่มีรูปแบบ
ความไวรับต่อยาต้านเชื ้อราต่างกันยังคงไม่สามารถจำแนกออกจากกันได้ด้วย 2 วิธีดังกล ่าว          
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จากงานวิจัยของ Van และคณะ ที่ศึกษาเกี่ยวกับการดื้อยาโดยกำเนิดของเชื้อ Aspergillus แต่ละ   
สปีชีส์พบว่าเชื้อที่มีลักษณะทางมหสัณฐานและ/หรือจุลสัณฐาน รวมถึงข้อมูลในบริเวณ its ที่เข้าได้
ก ับเชื ้อ A. fumigatus ในความเป็นจริงแล้วเชื ้อกลุ ่มนี ้เมื ่อจัดกลุ ่มโดยอ้างอิงข้อมูลในระดับ           
สารพันธุกรรมของยีนอื่น เช่น tubulin gene เชื้อกลุ่มนี้สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 สปีชีส์ ได้แก่      
A. fumigatus, A. lentulus (อุบัติการณ์พบเชื ้อในโรงพยาบาลร้อยละ 2.7) และ A. udagawae 
(อุบัติการณ์พบเช้ือในโรงพยาบาลร้อยละ 2) ซึ่งใน 2 สปีชีส์หลัง พบมีความไวรับต่อยา amphotericin 
B ที่ต่ำกว่า (มีค่า MIC สูงกว่า) เช้ือ A. fumigatus ดังนั้น ในปัจจุบันกลุ่มเช้ือ A. fumigatus ที่จำแนก
ได้จากลักษณะทางมหสัณฐาน/จุลสัณฐานและ/หรือวิธีทางอณูชีวโมเลกุลตามข้อมูลบริเวณ its จะใช้
ชื ่อกลุ ่มว่า A. fumigatus complex นอกจากนี ้ ล ักษณะดังกล่าวยังพบในเชื ้อ A. nidulans,          
A. terreus, และ A. niger ซึ่งเมื่อจัดกลุ่มโดยอ้างอิงข้อมูลสารพันธุกรรมของ tubulin gene พบว่า
สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 สปีชีส์ ได้แก่ A. nidulans และ A. tetrazonus (อุบัติการณ์พบเชื้อใน
โรงพยาบาลร้อยละ 1.2) A. terreus และ A. alabamensis (อุบัติการณ์พบเชื้อในโรงพยาบาลร้อย
ละ 1.5, A. niger และ A. alabamensis (อุบัติการณ์พบเชื้อในโรงพยาบาลร้อยละ 3.2) ตามลำดับ 
ซึ่งใน 6 สปีชีส์หลังนี้ ยังไม่พบรายงานทางวิชาการถึงความต่างของรูปแบบความไวรับต่อยาต้านเช้ือรา 
(12) 

ดังนั้นจึงมีการพัฒนาการตรวจวินิจฉัยให้มีความถูกต้องมากยิ่งขึ้นโดยศึกษาการจัดจำแนก
กลุ่มเชื้อ Aspergillus ด้วยยีนตำแหน่งที่สองหรือ secondary barcode  โดยมียีนในกลุ่ม protein 
coding genes ซึ่งเป็นบริเวณที่สารพันธุกรรมของจุลชีพกลุ่มเชื้อราเส้นสายมีความแปรผันต่ำเป็น
บริเวณเป้าหมาย (target region) จากการศึกษาของ Nouripour และคณะ โดยอ้างอิงข้อมูลสาร
พันธุกรรมของยีน translation elongation factor 1-alpha (tef-1α) ซึ ่งเป ็น protein coding 
gene ชนิดหนึ่ง เพื่อการจัดจำแนกเช้ือ Aspergillus ในระดับสปีชีส์ จำนวน 57 ตัวอย่าง โดยแบ่งเป็น
เชื้อสายพันธุ ์มาตรฐานเพาะแยกจากสิ ่งแวดล้อมจำนวน 49 ตัวอย่าง (A. fumigatus 6 ตัวอย่าง, 
Eurotium chevalieri, Aspergillus candidus, A. nidulans, A. flavus สป ีช ีส ์ละ 3 ต ัวอย ่ าง , 
Eurotium amstelodami, Aspergillus clavatonanicus,  Aspergillus clavatus, Petromyces 
alliaceus, Aspergillus tubingensis ส ป ี ช ี ส ์ ล ะ  2 ต ั วอย ่ า ง , แล ะ  Eurotium intermedium, 
Aspergillus penicillioides, Aspergillus nutans, Neosartorya fischeri, Neosartorya 
quadricincta, Aspergillus unguis, Emericella rugulosa, Aspergillus sydowii, Aspergillus 
versicolor, Aspergillus janus vat janus, Aspergillus janus var brevis, Aspergillus flavipes, 
Aspergillus carneus, Fistulinella nivea, Aspergillus terreus, Aspergillus ustus, Aspergillus 
deflectus, Aspergillus granulosus, Aspergillus tamarii, Aspergillus oryzae, Aspergillus 
avenaceus, Aspergillus niger var.niger, Aspergillus ochraceus, แล ะ  Aspergillus varians 
สปีชีส์ละ 1 ตัวอย่าง) และเช้ือที่เพาะแยกได้จากผู้ป่วยจำนวน 8 ตัวอย่าง (A. nidulans, A. terreus, 
Aspergillus candidus สปีชีส์ละ 2 ตัวอย่าง, A. flavus และ Aspergillus sydowii สปีชีส์ละ 1 
ตัวอย่าง) พบว่ายีน tef-1α นี้มีความสามารถในการจัดกลุ ่มเชื ้อ (power of discrimination) ใน
ระดับสปีชีส์ ได้สูงถึงร้อยละ 94 (ภาพที่ 2) (13) แต่อย่างไรก็ตาม การพิสูจน์ประสิทธิภาพดังกล่าว
เป็นการศึกษาในเช้ือ Aspergillus สายพันธ์ุที่พบได้ในสิ่งแวดล้อมเปน็หลกัมีเพียง 8 สายพันธ์ุเท่านั้นที่
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เพาะแยกได้จากผู้ป่วย ซึ่งทั้งหมดเป็นผู้ป่วยที่ไม่ได้มีภาวะภูมิคุ้มกันอ่อนแอเหมือนกับกลุ่มผู้ป่วยที่พบ
ในประเทศไทย รวมถึงสายพันธ์ุที่ทำการศึกษาน้ันยังไม่ครอบคลุม สปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่พบ
บ่อยในผู้ป่วยชาวไทย นั่นคือ A. fumigatus, A. flavus, A. niger, และ A. terreus อีกด้วย 

ด้วยเหตุผลดังกล่าว ในงานวิจัยนี้ ผู้วิจัยจึงมีจุดมุ่งหมายในการพิสูจน์ความสามารถของยีน 
tef-1α เพื่อการจำแนกสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่เพาะแยกได้จากผู้ป่วยชาวไทยเมื่อเปรียบเทียบ
กับผลการจัดกลุ่มที่ได้จากข้อมูลบริเวณ its พร้อมทั้งศึกษาความสัมพันธ์ของสปีชีส์ที่จัดกลุ่มได้จาก
ข้อมูลยีน tef-1α กับรูปแบบความไวรับต่อยาต้านเชื้อรา amphotericin B ซึ่งเป็นยาหลักในการ
ร ักษาโรค aspergillosis ภายใต้สมมุติฐานของผู ้ว ิจ ัยว่าข้อมูลสารพันธุกรรมของยีน tef-1α              
มีความสามารถในการจำแนกสปีชีส์ของเชื้อ Aspergillus ที่เพาะแยกได้จากผู้ป่วยชาวไทยได้ดีกว่า
ข้อมูลบริเวณ its และผลการจำแนกสปีชีส์ที ่อ้างอิงจากข้อมูลสารพันธุกรรมของยีน tef-1α นี้มี
ความสัมพันธ์กับรูปแบบความไวรับต่อยาต้านเชื้อรา amphotericin B ซึ่งหากผลการทดลองเป็นไป
ตามสมมุติฐานนี้ ในอนาคตผลการจำแนกสปีชีส์ของเชื ้อ Aspergillus ด้วยข้อมูลของยีน tef-1α    
จะเป็นประโยชน์ย่ิงต่อการทำนายความไวรับต่อยาเพื่อช่วยแพทย์วางแผนการรกัษาโรค aspergillosis 
ต่อไป 
 

 
ภาพที่ 2 phylogenetic tree ของเช้ือ Aspergillus ทีส่ร้างจากข้อมลูสารพันธุกรรมยีน tef-1α  

พร้อมข้อมูลเปรียบเทียบกับผลที่ได้จากข้อมูลบรเิวณ its (13) 
 

2. วัตถุประสงค์การวิจัย 
2.1 ศึกษาประสทิธิภาพของยีน tef-1α ในการจำแนกสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่แยกได้จาก

ผู้ป่วยชาวไทย เมื่อเปรียบเทียบกบัข้อมลูสารพันธุกรรมบรเิวณ its 
2.2 ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่แยกได้จากผู้ป่วยชาวไทยที่จำแนก

ได้จากยีน tef-1α กับรูปแบบความไวรับต่อยาต้านเช้ือรา amphotericin B 
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3. ขอบเขตงานวิจัย 
งานวิจ ัยนี ้ เป็นการศึกษาประสิทธิภาพของยีน tef-1α ในการจำแนกสปีชีส์ของเช้ือ 

Aspergillus ที่เป็นสาเหตุของโรค aspergillosis ที่พบได้บ่อยในผู้ป่วยชาวไทย รวมทั้งสิ้นจำนวน 5 
สปีชีส์ ได้แก่ A. fumigatus, A. flavus, A. niger, A. terreus และ A. nidulans โดยเปรียบเทียบ
ผลการจำแนกสปีชีส์ที่ได้กับวิธีมาตรฐาน (standard identification method) คือ วิธีการเพาะเช้ือ
และศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (cultivation) และวิธีทางอณูชีวโมเลกุล (molecular method) 
โดยอาศัยข้อมูลบริเวณ its รวมถึงการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างผลการจำแนกสปีชีส์ที่ได้จากยีน 
tef-1α กับผลความไวรับ (susceptibility profile) ต่อยา amphotericin B ซึ่งการศึกษาในครั้งนี้
ได้รับความอนุเคราะห์ตัวอย่างเชื้อ Aspergillus ที่แยกได้จากผู้ป่วย aspergillosis ชาวไทยที่มารับ
การรักษา ณ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย เชื้อทั้งหมดที่นำมาศึกษาผู้วิจัยดำเนินการ
เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ก่อนสกัดสารพันธุกรรมด้วยเครื่องอัตโนมัติ และทดสอบหา สภาวะที่
เหมาะสมสำหรับปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมที่สนใจบริเวณ its และยีน tef-1α ด้วย
เทคนิค real time PCR ก่อนนำผลผลิตที่ได้ทั้งหมดส่งตรวจลำดับนิวคลิโอไทด์เพื่อนำข้อมูลมา
วิเคราะห์สร้าง  phylogenetic tree ต่อไป (ภาพที่ 3) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 3 แผนผงัแสดงข้ันตอนงานวิจัย เริ่มจากการเกบ็ตัวอย่างเช้ือ Aspergillus ที่แยกได้จากผูป้่วย 
aspergillosis ที่เข้ารบัการรักษาทีโ่รงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ เก็บข้อมูลผลการจำแนกเช้ือด้วยวิธีต่างๆ 

และผลความไวรับต่อยา วิเคราะห์ข้อมลูตามวัตถุประสงค์ในงานวิจัย 
 

4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รบัจากงานวิจัย 
หากผลการทดสอบเป็นไปตามสมมุติฐานว่าข้อมูลสารพันธุกรรมของยีน tef-1α มี power 

of discrimination ในการจำแนกสปีชีส์เชื้อ Aspergillus สูงกว่าบริเวณ its จริง วงการแพทย์จะได้

เช้ือ Aspergillus ทีแ่ยกได้จากผู้ป่วย aspergillosis ชาวไทยที่มารับการรักษา ณ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย รวม
ทั้งสิ้นจำนวน 5 สปีชีส์ ได้แก่ A. fumigatus, A. flavus, A. niger, A. terreus และ A. nidulans 

ผลการจัดจำแนกสปีชีส์ด้วยวิธีการต่างๆ  

การเพาะเชื้อและศึกษา
ลักษณะทางมหสัณฐาน

และจุลสัณฐาน 

ผลการทดสอบความไวรับต่อยา 
amphotericin B 

(in vitro susceptibility profile) การศึกษาลำดับ 
นิวคลีโอไทด ์
บริเวณ its 

การศึกษาลำดับ 
นิวคลีโอไทด ์
ยีน tef-1α 

• ศึกษาประสิทธิภาพของยีน tef-1α ในการจำแนกสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ทีแ่ยกได้จากผู้ป่วยชาวไทย เมื่อ
เปรียบเทียบกับข้อมูลสารพันธุกรรมบริเวณ its 

• ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่แยกได้จากผู้ป่วยชาวไทยที่จำแนกได้จากยีน tef-1α กับ
รูปแบบความไวรับต่อยาต้านเช้ือรา amphotericin B 
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องค์ความรู้พื้นฐาน alternative gene ชนิดใหม่ที่สามารถจำแนกสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus กลุ่มก่อ
โรคในคนไทย นอกจากนี้ ข้อมูลสารพันธุกรรมดังกล่าวยังสามารถนำไปจัดสร้างฐานข้อมูล biobank 
ของกลุ ่มเชื ้อ Aspergillus ที่เพาะแยกได้จากผู ้ป่วยในประเทศไทยเพื ่อต่อยอดไปถึงการศึกษา 
genome project ในอนาคต และหากผลการจัดจำแนกสปีชีส์เชื ้อ Aspergillus โดยอาศัยข้อมูล      
สารพันธุกรรมของยีน tef-1α นั้นสัมพันธ์กับความไวรับต่อยา amphotericin B จริง ผลการจำแนกส
ปีชีส์เชื ้อ Aspergillus นี ้ สามารถใช้ทำนายความไวรับต่อยา amphotericin B ได้ โดยไม่ต้องรอ
กระบวนการเพาะเชื้อซึ่งต้องใช้เวลาอย่างน้อย 48 ชั่วโมง นำไปสู่ประโยชน์ยิ่งต่อการวางแผนและ
ตัดสินใจเลือกใช้ยาของแพทย์ในทางคลินิก 
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

1. โรค aspergillosis 
1.1 บทนิยาม 
 Aspergillosis เป็นโรคติดเช้ือชนิดหนึ่ง มีสาเหตุจากเช้ือราชนิดเส้นสายกลุ่มไม่มีสีแบบมีผนัง
กั้น (hyaline septate hyphae) ในจีนัส Aspergillus โดยในปัจจุบันมีรายงานว่าเช้ือ Aspergillus 
มากกว่า 50 สปีชีส์ สามารถก่อโรคในคนได้ (human pathogen) โดยมีความรุนแรงหลายระดับ 
ตั้งแต่อาการผื่นแพ้ ไอจาม คัดจมูก หายใจติดขัด ไปจนถึงการติดเช้ือในอวัยวะภายในเฉพาะตำแหน่ง 
(local infection) เช่น ปอด หรือการติดเช้ือแบบแพร่กระจาย หรือ invasive aspergillosis (IA) ซึ่ง
ระดับความรุนแรงนี้เป็นผลมาจาก 2 ปัจจัยหลัก ได้แก่ 1) สายพันธุ์ของตัวเชื้อ Aspergillus และ     
2) ความแข็งแรงสมบูรณ์ของระบบภูมิคุ้มกันของตัวโฮสต์เอง (14) โดยมีข้อสังเกตที่น่าสนใจว่าเช้ือ 
Aspergillus สายพันธุ ์ที ่มักก่อให้เกิดการติดเชื ้อแบบแพร่กระจาย มักเป็นสายพันธุ ์ที ่สามารถ
เจริญเติบโตได้ดีที่อุณหภูมิ 37°C 
1.2 ระบาดวิทยา 
 องค์การอนามัยโลก world health organization (WHO) รายงานว่าโรคติดเช้ือราเป็นโรค
ติดเชื ้อฉวยโอกาส พบมากในประชากรกลุ ่มที ่มีภาวะภูมิคุ้มกันต่ำจากสาเหตุต่างๆ หรือมีภาวะ
ภูมิคุ้มกันบกพร่อง โดยนอกจากปัจจัยของตัวโฮสต์เองแลว้ ถ่ินอาศัยและลักษณะการดำรงชีวิตก็มีส่วน
เกี่ยวข้องด้วย นั่นคือ ประเทศที่มีรายงานอุบัติการณ์ผู้ป่วยติดเช้ือราสูงมักมีสภาพภูมิอากาศแบบร้อน
ชื ้น ซึ ่งเป็นสภาวะที่เหมาะแก่การเจริญของเชื ้อและเอื ้ออำนวยต่ อการดำรงอยู่ของสปอร์เชื ้อใน
สิ่งแวดล้อม ประชากรมีสุขอนามัยที่ไม่ดี มีอาชีพเกษตรกรรมหรือใกล้ชิดกับธรรมชาติ เช่น หาของป่า 
รวมถึงมีความสัมพันธ์กับพื้นที่ที่มีรายได้ต่อหัวประชากรต่ำอีกด้วย ซึ่งปัจจัยเหล่านี้สะท้อนให้เห็นว่า
การสัมผัสกับเช้ือสาเหตุที่พบได้ทั่วไปในธรรมชาติ เป็นจุดกำเนิดแรกของวงจรการติดเช้ือก่อนที่จะไป
ถึงวงจรปัจจัยสนับสนุนลำดับต่อมาคือสภาวะภูมิคุ้มกันของโฮสต์อันนำไปสู่การเกิดโรคในที่สุด  
 ในบรรดาโรคติดเชื้อราชนิดเส้นสาย (filamentous fungi) ทั่วโลก โรค aspergillosis เป็น
โรคติดเช้ือราที่พบอุบัติการณ์สูงเป็นอันดับหนึ่ง (3) และพบสูงที่สุดในพื้นที่ประเทศทวีปเอเชีย คิดเป็น
ร้อยละ 71 ของประชากรทั่วโลก รองลงมาคือทวีปแอฟริกา คิดเป็นร้อยละ 29 และที่เหลือพบรายงาน
ผู้ป่วยกระจายทั่วไปทั้งในทวีปยุโรป อเมริกา และออสเตรเลีย ในอัตราส่วนที่ไม่แตกต่างกัน ซึ่งผล
สำรวจดังกล่าวเป็นไปตามสมุติฐานของสภาพภูมิอากาศ ลักษณะการดำรงชีวิตและการประกอบอาชีพ 
(15) โดยในทวีปเอเชียประเทศไทยเป็นประเทศที่พบจำนวนผู้ติดเชื้อมากเป็นอันดับ 2 รองจาก
ประเทศอินเดียซึ่งสาเหตุหนึ่งเชื่อว่าเป็นเพราะสถิติจำนวนผู้ป่วยโรคเบาหวานในประเทศอินเดียที่มี
จำนวนมากที่สุดในโลกเป็นปัจจัยสนับสนุนการติดเชื ้อรารวมถึงสุขอนามัยของประชากร แม้ว่า
ประเทศไทยจะมีรายงานจำนวนผู้ติดเชื้อมากกว่าประเทศอื่นๆ ในเขตภูมิภาคเดียวกัน แต่อย่างไรก็
ตามประเทศไทยเป็นประเทศที่ผู้ติดเช้ือมีอัตราการเสียชีวิตด้วยโรคดังกล่าวน้อยที่สุดในอัตราส่วนต่อ
จำนวนผู้ป่วยเมื่อเทียบกับประเทศอื่นๆ  
 สำหรับในประเทศไทยจากรายงานของกองระบาดวิทยากลุ่มพัฒนาระบบเฝา้ระวังทางระบาด
วิทยา โรคเอดส์ วัณโรค ไวรัสตับอักเสบ และโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ กรมควบคุมโรค กระทรวง
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สาธารณสุข พบว่า ในปี พ.ศ. 2564 มีผู้ป่วยติดเชื้อเอชไอวี human immunodeficiency virus 
(HIV) ที่มีภาวะติดเชื้อราร่วมจำนวนสูงถึง 453,991 คนหรือคิดเป็นร้อยละ 49 ของจำนวนผู้ติดเช้ือ 
HIV ทั้งหมด โดยในกลุ่มผู้ป่วยติดเช้ือซ้ำซ้อนนี้กว่าร้อยละ 20 พบมีอาการรุนแรงถึงข้ันเสียชีวิต (16) 
อุบัติการณ์เหล่าน้ีพบคล้ายกันในกลุม่ผูป้่วยภูมิคุ้มกันต่ำทั่วโลกที่มีสาเหตุมาจากการรบัยากดภูมิคุ้มกนั
ระหว่างการปลูกถ่ายอวัยวะ (17) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Chayakulkeeree และคณะ ที่ซึ่ง
ศึกษาอุบัติการณ์ในผู้ป่วยชาวไทย พบว่า ผู้ป่วยที่ได้รับยากดภูมิคุ้มกันระหว่างการปลูกถ่ายอวัยวะ
หรือเพื่อการรักษาโรคทางภูมิคุ้มกันอื่น มีภาวะติดเชื้อรากลุ่ม Aspergillus ร่วมมากที่สุด นำไปสู่     
1) โรค allergic broncho pulmonary aspergillosis (ABPA) สูงถึง 38,009 รายต่อปี หรือคิดเป็น 
58.4 รายต่อผู้ป่วย 100,000 ราย 2) โรค chronic pulmonary aspergillosis (CPA) สูงถึง 19,044 
รายต่อปี คิดเป็น 29.2 รายผู้ป่วย 100,000 ราย นอกจากนี้ยังพบว่าในกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งและผูป้่วย
เรื้อรังที่จำเป็นต้องรักษาตัวในห้องผู้ป่วยวิกฤต (intensive care unit; ICU) มีอุบัติการณ์การติดเช้ือ 
Invasive aspergillosis (IA) มากถึง 276-666 รายต่อปี หรือคิดเป็น 1.4 รายต่อผู้ป่วย 100,000 ราย 
ตามลำดับ (18) ในขณะที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย โรงพยาบาลโรงเรียนแพทย์ขนาด
ใหญ่ระดับตติยภูมิ พบจำนวนผู้ติดเช้ือ aspergillosis โดยเฉลี่ยปีละ 200 ราย จากจำนวนผู้ป่วยที่เข้า
รับบริการทั้งหมด 51,707 ราย, 53,884 ราย, 55,780 ราย 51,805 ราย, และ 45,837 ราย ในปี 
2560-2564 ตามลำดับ (19-24) หรือคิดเป็นปีละ 51,802 ราย โดยเฉลี ่ย ดังนั ้น จากสถิติของ
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย สัดส่วนผู้ป่วยโรค aspergillosis จึงคิดเป็นร้อยละ 0.38 ราย
ของผู้ป่วยทั้งหมด 
1.3 เชื้อสาเหตุก่อโรค aspergillosis 
 โรค aspergillosis เป็นโรคติดเช้ือที่มีสาเหตุมาจากเช้ือราฉวยโอกาส (opportunistic fungi) 
ใน Kingdom Fungi, Division Ascomycota, Class Eurotiomycetes, Order Eurotiales, 
Family Trichocomaceae, Genus Aspergillus โดยปกติเชื ้อ Aspergillus พบได้ทั ่วไปใน
ธรรมชาติ ทั้งบนพื้นผิวที่มีความชื้นและสารอินทรีย์ อาทิเช่น พื้นดิน ขอนไม้ เศษอาหาร  ในรูปของ
เซลล์รูปร่างยาวแบบหลายหน่วย (multicellular) และในอากาศในรูปของสปอร์แบบหน่วยเดี่ยว 
(unicellular) ซึ่งเป็นหน่วยของสิ่งมีชีวิตเพื่อการสืบพันธ์ุ หน่วยของสปอร์ที่ปลิวลอยในอากาศนี้หาก
ตกลงบนพื้นผิวที่สมบูรณ์หรือมีปัจจัยสนับสนุนการเจริญของเชื้อ นั่นคือ บริเวณที่มีสารอินทรียแ์ละ
ความช้ืนเพียงพอ รวมถึงมีอุณหภูมิระหว่าง 25-35°C เช่น ปุ๋ยคอกในโรงเรือนเพาะชำ พืชผักที่มีการ
เน่าเสีย เปลือกไม้ที ่มีความชื ้น ขนมปังหรือเศษอาหารค้างคืน รวมถึงเสื้ อผ้าที ่มีคราบสกปรก        
เซลล์สปอร์เหล่าน้ีจะงอกกลายเป็นเช้ือราโครงสร้างยาวคล้ายหยากไย่ เรียกว่า “hyphae” ซึ่งมีความ
แข็งแรง ทนทาน ในการยึดเกาะและพร้อมที่จะสร้างสปอร์อีกจำนวนมากเพื ่อการสืบพันธุ์ต่อไป 
เช่นเดียวกับในร่างกายมนุษย์เมื่อหน่วยสปอร์เหล่าน้ีเข้าสู่ร่างกายผ่านทางการหายใจ สปอร์ก็จะเจริญ
และเพิ่มจำนวนในร่างกาย เรียกว่า การ colonization ในกรณีที่การเพิ่มจำนวนนี้ถูกสนับสนุนด้วย
สภาวะภูมิคุ้มกันของโฮสต์ที่อ่อนแอ เซลล์ของเชื้อราจะบุกรุกเข้าสู่อวัยวะภายในต่าง ๆ เช่น ปอด 
กระแสเลือด รวมถึงปล่อยสารพิษ (toxin) ก่อให้เกิดความผิดปกติในระดับต่างๆ ตั้งแต่เป็นไข้ หายใจ
ไม่สะดวก เหนื่อยหอบ เวียนศีรษะ จนถึงภาวะหมดสติ (septic shock) ซึ่งเป็นลักษณะอาการของ
โรค aspergillosis  
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 สำหรับในผู้ป่วยชาวไทย จากรายงานอุบัติการณ์ย้อนหลัง 10 ปี พบว่าเชื้อ A. fumigatus 
ร้อยละ 69, A. flavus ร้อยละ 20 และเช้ือสายพันธ์ุอื่นๆ ประมาณร้อยละ 15 เป็นเช้ือสาเหตุในการ
ก่อโรค aspergillosis โดยมีเช้ือ Aspergillus จำนวน 5 สปีชีส์ที่เป็นสายพันธ์ุหลักประกอบด้วย (25) 

a) สายพันธ์ุ A. fumigatus  
- เป็นเชื้อราที่พบได้ในสิ่งแวดล้อมทั่วไป เช่น พื้นดิน พืชผักที่เน่าเสีย มีรายงานเป็น

เชื้อสาเหตุก่อโรคทั้งในปศุสัตว์และพืชผักทางการเกษตร (26, 27) เชื้อราสปีชีส์นี้
เป็นสาเหตุส่วนใหญ่ของการติดเช้ือในผู้ป่วยที่มีระบบภูมิคุ้มกันบกพร่องและเป็นเช้ือ
สาเหตุที่พบมากที่สุดของการติดเช้ือแบบแพร่กระจาย (invasive aspergillosis) 

- มีล ักษณะทางมหสัณฐานท ี ่คล ้ายคลึงก ับเชื ้อ A. lentulus, A. viridinutans,           
A. udagavae, A. thermomutatus, A. pseudofisheri และ A. fumigatiaffinis 
ไม่สามารถแยกได้โดยการสังเกตด้วยตาเปล่าและภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ทำให้ใน
ห้องปฏิบัติการหลายแห่งรายงานผลการจัดกลุ่มเชื ้อเหล่านี ้ซึ ่งได้จากการสังเกต
ล ั กษณะทา งมห ส ัณฐ าน  (macroscopic examination) แล ะจ ุ ล ส ัณฐ าน 
(microscopic examination) เท่านั้นว่า “A. fumigatus complex” 

- เช้ือกลุ่มนี้ส่วนใหญ่จะไวต่อยา amphotericin B แตใ่นกลุ่มของผู้ป่วย IA ที่มีความ
รุนแรงของโรคมาก และการดำเนินของโรคเกิดข้ึนอย่างรวดเร็ว จะทำให้มีอัตราการ
เสียชีวิตสูง (2, 28) 

b) สายพันธ์ุ A. flavus  
- เป็นเชื้อราที่พบมากในพืชผักทางการเกษตร ก่อให้เกิดโรคระบาดในรากของพืช

ตระกูลหัวมัน รวมถึงโคนต้นของพืชตระกูลเห็ด สามารถสร้างสาร aflatoxin ซึ่งเป็น
สารก่อมะเร็งในผลผลิตทั้งก่อนและหลังเก็บเกี่ยวโดยเฉพาะการเก็บรักษาผลผลิตไว้
ในสภาพแวดล้อมที่เอื้อต่อการเจริญของเชื้อ นั่นคือ บริเวณที่มีสารอินทรีย์และ
ความชื้น ณ อุณหภูมิในช่วง 25-35°C สำหรับในคน เชื้อ A. flavus พบเป็นสาเหตุ
ก่อโรคสูงเป็นอันดับสองรองจากเช้ือสายพันธ์ุ A. fumigatus complex (29) 

- ลักษณะทางมหสัณฐานของเชื้อ A. flavus เมื่ออายุยังอ่อน (ไม่เกิน 5 วัน) เชื้อรา   
สปีชีส์นี้จะมีลักษณะที่ค่อนข้างชัดเจนและมีเอกลักษณ์ นั่นคือ มีสีเหลืองเขยีวหรือ        
สีเขียวมะกอกแตกต่างจากสายพันธ์ุอื่น แต่อย่างไรก็ตามสีดังกล่าวจะเข้มขึ้นเมื่อเช้ือ
มีอายุมากขึ ้นจนบางครั ้งกลายเป็นสีเขียวเข้มหรือสีเขียวขี ้ม้า  ทำให้สับสนกับ          
ส ายพ ั น ธ์ุ  A. fumigatus, A. lentulus, A. viridinutans, A. udagawae แล ะ      
A. thermomutatus ได ้

c) สายพันธ์ุ A. niger 
- พบได้ตามสิ่งแวดล้อมทั่วไป ทั้งในอากาศและพื้นดิน รวมถึงพื้นผิวในบ้านเรือนที่มี

ความชื้นสูง เชื้อ A. niger นี้มีอัตราการเจริญเติบโตที่รวดเร็วมากเมื่อเทียบกับเช้ือ 
Aspergillus สปีชีส์อื่นๆ ในวงการอุตสาหกรรม ด้วยคุณสมบัติของเชื ้อ A. niger    
ที่สามารถสร้างกรดอะมิโน โปรตีนหรือสารประกอบทางชีวภาพหลายชนิด ทำให้เช้ือ 
A. niger  นี้มีความสำคัญในการนำมาผลิตสาร citric acid และอุตกรรมการผลิต
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ซีอิ้วหมักดองต่างๆ ในวงการเกษตรกรรม แม้ว่าเช้ือ A. niger จะเป็นเช้ือสาเหตุของ
โรค “black mold” ซึ ่งสร้างความเสียหายอย่างมากในผลิตผลทางการเกษตร     
แต่อย่างไรก็ตาม food and drug administration (FDA) ได้ให้การรับรองว่าเช้ือ     
A. niger เป ็น  generally recognized as safe (GRAS) ท ี ่ สามารถนำมาใช ้กับ
ผลิตภัณฑ์อาหารได้อย่างปลอดภัยหากใช้ในปริมาณที่กำหนดและไม่ใช่สายพันธ์ุย่อย 
(subspecies) ที่เคยก่อโรคในคนและได้รับยาต้านเชื้อรามาก่อน มิเช่นนั้นเชื้ออาจ
สร้างสารพิษ (toxin) ที่เป็นอันตรายกับสุขภาพของมนุษย์ได้ (30) 

- ด้วยลักษณะทางมหสัณฐานของเชื ้อ A. niger ที่มีสปอร์สีดำเข้ม หลายครั้งเช้ือ      
A. niger มักถูกวินิจฉัยผิดว่าเป็นราดำหรือกลุ ่มเชื ้อราที ่ม ีการสร ้างเม็ดส ีเ ข้ม 
(dematiaceous fungi) ซึ่งมีวิธีการรักษาที่แตกต่างกันอย่างสิ้นเชิง 

d) สายพันธ์ุ A. terreus  
- เชื้อ A. terreus พบได้ทั่วไปทั้งในเม็ดฝุ่น ซากพืช พื้นดินทั่วโลกหรือแม้กระทั่งใน

ทะเลทราย แต่เจริญได้ดีในพื้นที่ที่มีอากาศอบอุ่นและร้อนชื้น  เชื้อ A. terreus มี
บทบาทอย่างมากและมีประโยชน์ย่ิงในวงการอุตสาหกรรมการผลิตกรดอินทรีย์ เช่น 
itaconic acid, cis-aconitic acid และเอนไซม์ xylanase ที่ใช้ในการผลิตยาลด
ไขมันในเลือด แต่สำหรับในคน เช้ือ A. terreus พบเป็นสาเหตุสำคัญของการติดเช้ือ
แบบฉวยโอกาสในผู้ป่วยที่ภูมิคุ้มกันบกพร่อง ซึ่งมีอุบัติการณ์มีแนวโน้มเพิ่มสูงข้ึน
ตามลำดับ ตัวเชื้อ A. terreus เองดื้อต่อยา amphotericin B ซึ่งสัมพันธ์กับการ
แพร่กระจายของโรคและพยากรณ์โรคที่ไม่ดี (poor prognosis) ในผู้ป่วย (31) 

- ลักษณะเด่นของเชื ้อ A. terreus ที ่แตกต่างจากสปีชีส์อื ่นคือ เชื ้อ  A. terreus 
สามารถสร้างสปอร์ได้จำนวนมาก โดยสปอร์ที ่สร้างจะมีก้านที ่ยาวทำให้เพิ่ม
ความสามารถในการแพร่กระจายของสปอร์ออกไปได้ไกลขึ้น สำหรับลักษณะทาง              
มหสัณฐานจะคล้ายกับสายพันธ์ุ A. nidulans เมื่อเช้ือมีอายุมากขึ้น  

e) สายพันธ์ุ  A. nidulans  
-   เป็นเช้ือราที่สามารถสร้างสปอร์แบบอาศัยเพศผ่านวงจรไมโอซิส (miosis) ได้จึงนิยม

ถูกนำมาใช้เป็นโมเดลในการวิจัยเพื่อศึกษากระบวนการวิวัฒนาการต่างๆ (32) เช้ือ 
A. nidulans นี้สามารถพบได้ทั่วไปเช่นเดียวกับสปีชีส์อื่น ทั้งในเศษซากพืช ในดิน 
และอากาศ  

- ลักษณะเด่นของเช้ือกลุ่มนี้คือสปอร์มีขนาดเล็ก สัมพันธ์กับอุบัติการณ์การก่อโรคที่
มักเกิดในปอดส่วนลึก ลักษณะทางมหสัณฐานจะคลา้ยกับสายพันธ์ุ A. terreus เมื่อ
เช้ือมีอายุมากขึ้น  

- พบเป็นสาเหตุที่ทำให้เกิดการติดเชื้อในปอดของนก หรือทำให้เกิดโรคติดเชื้อราใน
ถุงบริเวณลำคอในม้า (33) สำหรับในคน พบอุบัติการณ์การติดเชื้อ A. nidulans 
น้อยเมื ่อเทียบกับสปีชีส ์อ ื ่น แต่ถ้าติดเชื ้อแล้วจะร ักษายากเน ื ่องจากเ ช้ือ               
A. nidulans พบมากในธรรมชาติเขตเมือง เช่น สวนสาธารณะ ซึ่งเชื้อมักมีการ
สัมผัสกับยาฆ่าแมลงทำให้ถึงแม้เช้ือ A. nidulans จะไม่ได้ดื้อต่อยา amphotericin 
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B โดยกำเนิด แต่สายพันธ์ุที่พบทั่วไปในธรรมชาติมักดื้อต่อยาส่งผลกระทบอย่างยิ่ง
ต่อการรักษา 

1.4 ลักษณะอาการของโรค aspergillosis 
 โดยทั่วไปแม้ว่าเช้ือ Aspergillus จะพบได้ในสิ่งแวดล้อม แต่ในประชากรที่มีระบบภูมิคุ้มกัน
แข็งแรงสมบูรณ์ปกติจะสามารถป้องกันและกำจัดสปอร์ของเช้ือ Aspergillus ไม่ให้บุกรุกเข้าสู่ระบบ
ต่างๆ ของร่างกายจนนำไปสู่การก่อโรคได้ ทำให้ประชากรส่วนใหญ่ไม่ได้รับผลกระทบรุนแรงถึงข้ัน
จำเป็นต้องเข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลหรือถึงข้ันเสียชีวิต โดยส่วนใหญ่มักเป็นเพียงการเกิดภาวะ
ภูมิแพ้ ไอจาม น้ำมูกไหล หายใจติดขัด ซึ่งอาการเหล่านี้จะบรรเทาไปได้เองเมื ่อออกจากสภาวะ
แวดล้อมที่มีเซลล์สปอร์เหล่าน้ัน เช่น การเดินออกนอกอาคารที่มีสปอร์ของเช้ือจำนวนมาก แต่ในทาง
ตรงกันข้าม การรับเอาสปอรด์ังกลา่วของประชากรในกลุม่ที่มีภูมิคุ้มกันต่ำหรือภูมิคุ้มกันบกพรอ่งเข้าสู่
ร่างกายจะนำไปสู่การเกิดโรค aspergillosis ซึ่งสามารถแบ่งย่อยตามกลุ่มอาการได้เป็น 4 กลุ่มใหญ่ๆ 
ดังนี ้(34) 

a) กลุ่มอาการติดเช้ือแบบเรื้อรัง (chronic infection) 

- Chronic pulmonary aspergillosis (CPA) เป็นโรคที ่มีความผิดปกติของปอดโดยมี
สาเหตุมาจากการติดเชื ้อ Aspergillus spp. โดยชนิดที ่พบบ่อยที ่ส ุดคือ chronic 
cavitary pulmonary aspergillosis (CCPA) ที่หากไม่ได้รับการรักษาอาจทำให้อาการ
ของโรคดำเนินไปเป็นการเกิดพังพืดข้ึนในเนื้อเยื่อปอด (chronic fibrosing pulmonary 
aspergillosis) (35) 

- Keratitis aspergillosis เป็นการติดเชื้อที่บริเวณกระจกตา ส่งผลต่อความสามารถใน
การมองเห็นของผู้ป่วย ซึ่งถ้าสาเหตุของการติดเชื้อเกิดจากเชื้อราจะเรียกว่า fungal 
keratitis หรือ keratomycosis ซึ่งจำเป็นต้องวินิจฉัยแยกสาเหตุการติดเช้ือว่าไม่ได้เกิด
จากเชื ้อแบคทีเรียที ่พบว่าเป็นสาเหตุส่วนใหญ่ของการติดเชื ้อบริเวณกระจกตา           
แต่อย่างไรก็ตาม ปัจจุบันพบอุบัติการณ์การเกิดโรคที่มีสาเหตุมาจากเช้ือราสูงข้ึนทั่วโลก 
โดยปัจจัยเสี่ยงของโรคอาจเกิดจากการที่ผิวกระจกตาได้รับการบาดเจ็บจากสาเหตุต่างๆ 
(cornea injury) การใช้ยาสเตียรอยด์ติดต่อกันเป็นเวลานาน ซึ่งเช้ือราที่เป็นสาเหตุอาจ
แตกต่างกันไปตามสัดส่วนสายพันธุ์ของเชื้อราในบริเวณนั้นๆ และสภาพภูมิอากาศ      
โดยพบว่าในบริเวณที่มีอากาศอบอุ่นรวมถึงประเทศไทย เช้ือสาเหตุส่วนใหญ่มักเกิดจาก
เช้ือราชนิดราสาย เช่น Fusarium spp. และ Aspergillus spp. (36) 

- Otomycosis aspergillosis เป ็นโรคติดเชื ้อแบบเรื ้อร ังในช่องหูภายนอกและใบหู     
ส่วนใหญ่เกิดจากเช้ือแบคทีเรียร้อยละ 90 และเกิดจากเช้ือราร้อยละ 10 (37) ซึ่งในเช้ือ
ราสาเหตุนั ้นพบเป็นเชื ้อ Aspergillus spp. สูงถึงร้อยละ 75 (38) โดยมีเชื ้อ A. niger 
เป็นสปีชีส์ที่พบบ่อยที่สุด โรคดังกล่าวสามารถป้องกันได้ด้วยการรักษาความสะอาดและ
ดูแลป้องกันการอับชื้นของช่องหู (39) ส่วนใหญ่มักมีอาการอักเสบแบบเรื้อรังคิดเป็น  
ร้อยละ 3-5 ของจำนวนผู ้ป่วย otomycosis aspergillosis ทั้งหมด ในขณะที่อาการ
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อ ัก เสบแบบเฉ ียบพล ันพบเพ ียงร ้อยละ 0.04 ของจำนวนผ ู ้ป ่ วย  otomycosis 
aspergillosis เท่านั้น 

- Onychomycosis หรือ non-dermatophyte mould onychomycosis (NDMO) 
aspergillosis เป็นการติดเช้ือบรเิวณเลบ็ที่ไม่ได้มสีาเหตุจากเช้ือรากลุ่ม dermatophyte 
แต่มีสาเหตุจากเช้ือ Aspergillus spp. พบอบุัติการณ์สงูในผู้ป่วยเบาหวาน คิดเป็น        
ร้อยละ 71 ในขณะที่อุบัติการณ์ในประชากรกลุ่มอื่นทั้งที่ภูมิคุ้มกันปกติและภูมิคุ้มกันต่ำ        
คิดเป็นเพียงรอ้ยละ 35 เท่านั้น โดยสายพันธ์ุที่พบว่าเป็นสาเหตุส่วนใหญ่คือ A. flavus,              
A. terreus และ A. niger (40) 

- Saprophytic sinusitis aspergillosis เป ็นการอักเสบของไซนัสที ่เกิดจากสิ ่งมีชีวิต
จำพวก  saprophyte มักพบก่อโรคในคนที่อาการภูมิแพ้กำเริบหรือผู้ป่วยที่รับยากด
ภูมิคุ้มกัน ผู้ป่วยที่รับการรักษาด้วยยาสเตียรอยด์เป็นระยะเวลานาน ผู้ป่วยเบาหวาน 
หรือมีการผ่าตัดเข้าไปในเนื้อเยื่อบริเวณโพรงจมูก (41) 

b) กลุ่มอาการภูมิแพ้ (allergic) 

- Allergic bronchopulmonary aspergillosis (ABPA) เป็นภาวะภูมิแพ้ที ่เกิดจากการ
ตอบสนองของระบบภูมิคุ ้มกันที ่มากเกินไปจากการกระตุ้นโดยเชื้อราที ่เข้าสู่ระบบ
ทางเดินหายใจ ผ่านการสร้างแอนติบอดีชนิด immunoglobulin E ซึ่งเหนี่ยวนำให้เกิด
อาการต่างๆ โดยมีอาการหอบหืดเป็นอาการหลักร่วมกับอาการต่างๆ แล้วแต่บุคคล เช่น 
ไอเรื้อรัง ไข้ หลอดลมอักเสบ น้ำหนักลด เหงื่อออกในเวลากลางคืน (42) 

- Severe asthma with fungal sensitivity (SAFS) เป ็นความผิดปกติท ี ่ เก ิดจากการ   
สูดดมสปอร์ของเช้ือราปริมาณมากในระยะเวลาหนึ่งทำให้เกิดการกระตุ้นอาการหอบหืด
อย่างรุนแรง พบว่าสาเหตุส่วนใหญ่เกิดจากเช้ือรากลุ่ม Aspergillus (43) โรคนี้มักพบใน
ผู้ป่วยที่มีประวัติภูมิแพ้สปอร์ของเชื้อราอย่างรุนแรง และอาการจะมากขึ้นสัมพันธ์กับ
จำนวนสปอร์ของเช้ือราที่สูดหายใจเข้าไป  

- Allergic fungal sinusitus (AFS) เป็นการอักเสบที่พบบริเวณโพรงไซนัสหลังสูดหายใจ
เอาสปอร์ของเชื้อราเข้าสู่ระบบทางเดินหายใจ (15) มักมีอาการหายใจลำบาก ปวดหัว 
ปวดใบหน้า มีน้ำมูกเป็นเมือกเขียวข้น สูญเสียการรับรู้รสชาติหรือกลิ่นเนื่องจากเสมหะ
จากจมูกไหลลงช่องหลังคอ (postnasal drip) ส่วนใหญ่แพทย์มักให้การรักษาตาม
อาการ หลังวินิจฉัยโรคโดยการตรวจเลือด การฉายรังสี computerized tomography 
scan (CT scan) และ/หรือการส่องกล้องเข้าไปในโพรงจมูก (44) 

c) กลุ่มอาการเฉียบพลัน (acute) 

- Invasive aspergillosis (IA) เป็นการติดเชื้อกลุ ่ม Aspergillus ที่มีอาการรุนแรงที่สุด 
เนื่องจากเชื้อมีการแพร่กระจายไปยังอวัยวะต่างๆ ในร่างกาย มักพบในผู้ป่วยที่มีระบบ
ภูมิคุ้มกันอ่อนแอ เช่น ผู้ป่วยรับยากดภูมิคุ้มกันระหว่างปลูกถ่ายอวัยวะ ผู้ป่วยโรคระบบ
ภูมิคุ้มกันบกพร่อง (7) การเกิดโรคสามารถเกิดข้ึนได้ในหลายอวัยวะพร้อมกัน แต่พบว่า
ร้อยละ 80 จะเป็นการติดเช้ือในปอดเป็นหลัก เรียกว่าโรคติดเช้ือรา Aspergillus ที่ปอด
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แบบรุกราน (invasive pulmonary aspergillosis: IPA) (45) กลุ ่มอาการนี ้เป็นกลุ่ม
อาการที่รักษายาก และผู้ป่วยมีอุบัติการณ์การเสียชีวิตสูงที่สุด 

 d) กลุ่มอาการอื่นๆ  

- Chronic necrotizing pulmonary aspergillosis (CNPA) มักพบในผู้ป่วยที่มีโรคปอด
แบบเรื้อรังมาก่อนแล้ว เช่น ในผู้ป่วยวัณโรค หรือมะเร็งปอด   

- Aspergilloma คือ การที่เชื้อรา Aspergillus เข้าสู่ร่างกายและเจริญเติบโตในเนื้อเยื่อ
ของอวัยวะต่างๆ เช่น ปอด สมอง โพรงจมูก เกิดเป็นก้อนเช้ือราในเนื้อเยื่อนั้น (fungus 
ball) ส่วนใหญ่แพทย์มักให้การรักษาด้วยการผ่าตัดเอาก้อนของเชื้อราออกเพื่อป้องกัน
การแพร่กระจายไปยังอวัยวะอื่นในภายหลัง (15) 

 โดยสรุป โรค aspergillosis สามารถแบ่งออกได้เป็น 4 กลุ่มตามอาการและความรุนแรง โดย
กลุ่มอาการเฉียบพลันหรือโรค IA คือ กลุ่มอาการที่มีความรุนแรงมากที่สุด สัมพันธ์กับอัตราการ
เสียชีวิตของผู้ป่วยที่เพิ่มสูงข้ึนทุกปี สอดคล้องกับรายงานทางวิชาการของ Thammahong และคณะ 
ซึ่งได้รวบรวมข้อมูลจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย ในช่วงปี ค.ศ. 2000-2010 แสดงให้
เห็นถึงจำนวนผู้ป่วยติดเช้ือ IA ที่มีจำนวนเพิ่มสูงข้ึนอย่างต่อเนื่อง โดยเฉลี่ยคิดเป็น 1.2 เท่าต่อปี (25) 
เช่นเดียวกับรายงานอุบัติการณ์ของศูนย์รับบริจาคอวัยวะสภากาชาดไทย ที่ทำการศึกษาในกลุ่มผู้ป่วย
ที่ได้รับการปลูกถ่ายอวัยวะในช่วงเวลาเดียวกัน ในด้านการรักษา จากการศึกษาของ Carolina และ
คณะ พบว่าการเสียชีวิตของผู้ป่วยกลุ่ม IA มีอัตราสูงถึงร้อยละ 60.5 โดยเสียชีวิตภายใน 14 วัน     
คิดเป็นร้อยละ 98 และเสียชีวิตภายใน 21 วัน คิดเป็นร้อยละ 87 ซึ่งหนึ่งในสาเหตุการเสียชีวิตของ
ผู้ป่วยกลุ่มดังกล่าวนอกจากปัจจัยด้านระยะของโรคและความรุนแรงของตัวโรคเองแล้ว ชนิดของยา
ต้านเช้ือราที่ผู้ป่วยได้รับซึ่งไม่สอดคล้องกับสปีชีส์ของเช้ือสาเหตุนำไปสู่การตอบสนองการรักษาที่ไม่ดี
ก็เป็นอีกสาเหตุหลักหนึ่งที่สำคัญเช่นเดียวกัน (2) 
1.5 การรักษาโรค aspergillosis 
 การรักษาโรค aspergillosis โดยส่วนใหญ่จะใช้การผ่าตัดกรณีที่เช้ืออาศัยอยู่ในร่างกายโฮสต์
โดยไม่ก่อโรค ณ ตำแหน่งใดตำแหน่งหนึ่ง (local colonization) ร่วมกับการให้ยาต้านเช้ือรากรณีที่
การติดเช้ือเป็นแบบแพร่กระจาย (disseminated infection) 

a) การผ่าตัด จะใช้ในการรักษาผู้ป่วยโรค aspergillosis ที่มีการสร้าง fungal ball หรือก้อน
ของเชื้อราตามเนื้อเยื่อหรือ ณ อวัยวะใดอวัยวะหนึ่ง ซึ่งบางครั้งอาจใช้ในการรักษาผู้ป่วย IA หรือ 
allergic aspergillosis ได้ขึ ้นอยู ่กับอาการของผู ้ป่วยในขณะนั้น แต่ไม่แนะนำให้ใช้ในการรักษา 
chronic pulmonary aspergillosis ในทางการแพทย์แม้ว่าการผ่าตัดจะดูเหมือนเป็นวิธีการรักษาที่
ต้นเหตุและตรงจุดที่สุดเนื่องจากเป็นการนำเอาเชื้อสาเหตุออกจากร่างกาย แต่อย่างไรก็ตาม แพทย์
เชื ่อว่าในผู ้ป่วยที่มีการ colonize ของเชื ้อรา จะต้องมีสปอร์หรือเศษซากของเชื ้อกระจายอยู่ใน
ร่างกาย ดังนั้น แม้ว่าผู้ป่วยจะได้รับการผ่าตัดแล้ว การให้ยาต้านเช้ือราก็ยังคงเป็นสิ่งจำเป็น 

b) การใช้ยาต้านเชื้อรา ในปัจจุบันการรักษาโรค aspergillosis มักใช้ยาต้านเชื้อรา 3 กลุ่ม 
ได้แก่ 1) ยากลุ่ม azoles 2) กลุ่ม echinocandins และ 3) กลุ่ม polyene โดยมียา amphotericin 
B (กลุ่ม polyene) เป็น 1st drug of choice ทั้งในรูปแบบเปลือย (pure powder) และรูปแบบใหม่
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ที ่ม ีโมเลกุลไขมันหุ ้ม ( liposomal amphotericin B) เพื ่อลดความเป็นพิษยา amphotericin B 
ดังกล่าวออกฤทธ์ิผ่านกลไกการเข้าจับโมเลกลุ ergosterol ซึ่งเป็นหนึ่งในองค์ประกอบหลกับรเิวณเยือ่
หุ้มเซลล์ของเชื้อรา ส่งผลให้โครงสร้างเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อเสียหายเกิดรูนำไปสู่การตายของเชื้อใน
ที่สุด กลไกการฆ่าเช้ือราเช่นนี้ทำให้ยา amphotericin B ถูกจัดอยู่ในกลุ่มยาประเภท “fungicidal” 
สำหรับความเข้มข้นหรือปริมาณยาที่ใช้ในการรักษานั้น แม้ว่าในทางราวิทยาจะยังไม่มีการกำหนดค่า 
MIC cut-off สำหรับเช้ือในกลุ่มราสายรวมถึงเช้ือ Aspergillus ในทางปฏิบัติแพทย์มักอ้างอิงจากค่า 
epidemiological cut-off (ECV) ในงานวิจัยต่างๆ ดังเช่นในงานของ Lass และคณะ ได้ศึกษา
ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความไวรับต่อยา amphotericin B ของเช้ือสาเหตุและอัตราการรอดชีวิตใน
ผู้ป่วยโรค aspergillosis จำนวน 29 ราย ประกอบด้วยผู้ป่วยที่มีเช้ือ A. fumigatus, A. flavus และ 
A. terreus เป็นเช้ือสาเหตุ พบว่าผู้ป่วยที่เช้ือสาเหตุมีค่า minimal inhibitory concentration (MIC) 
ต่อยา amphotericin B น้อยกว่า 2 mg/mL มีการตอบสนองต่อการรกัษาส่งผลถึงอัตราการรอดชีวิต
สูงถึงร้อยละ 100 (n=6/6) ในขณะที่ผู้ป่วยที่เชื้อสาเหตุมีค่า MIC ต่อยาชนิดเดียวกันมากกว่าหรือ
เท่ากับ 2 mg/mL มีการตอบสนองต่อการรักษาสง่ผลถึงอัตราการรอดชีวิตเพียงร้อยละ 4.3 (n=1/23) 
จึงกำหนดค่า MIC cut-off ของยา amphotericin B ดังนี้ ค่า MIC น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.5 mg/mL 
จัดอยู่ในกลุ่มเช้ือไวรับต่อยา (susceptible), ค่า MIC เท่ากับ 1 mg/mL จัดอยู่ในกลุ่มเช้ือไวรับต่อยา
แบบก้ำกึ่ง (intermediate) และค่า MIC มากกว่าหรือเท่ากับ 2 mg/mL จัดอยู่ในกลุ่มเชื้อดื้อต่อยา 
(resistant) (46) เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Elefanti และคณะ (47) ถึงแม้ว่าการใช้ยา amphotericin 
B นี้จะให้ผลการรักษาที่ดี แต่อย่างไรก็ตามในผู้ป่วยบางรายยังคงพบอาการข้างเคียง (side effect) 
เช่น หนาวสั่น ท้องเสีย คลื่นไส้อาเจียน โดยเฉพาะในกลุ่มผู ้ป่วยที่ได้ร ับยา amphotericin B ใน
รูปแบบเปลือย รวมถึงผลกระทบต่อไต (nephotoxicity) (48) ในกรณีดังกล่าวแพทย์จะปรับไปใช้ยาก
ลุ่ม azoles ซึ่งเป็นยากลุ่ม fungistatic มีผลข้างเคียงน้อยกว่า ออกฤทธ์ิผ่านกลไกการยับยั้งการสร้าง 
ergosterol ซึ่งเป็นโมเลกุลองค์ประกอบหลักของเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อรา ทำให้เชื้อราไม่สามารถ
แบ่งตัวได้ ยาในกลุ่ม azoles นี้ที่นิยมใช้ ได้แก่ ยา voriconazole และยา isavuconazole แม้ว่าจาก
สถิติการรักษาพบว่ายา voriconazole ให้ผลการรักษาเทียบเท่ายา amphotericin B และดีกว่ายา 
isavuconazole แต่อย่างไรก็ตามยา voriconazole เป็นยาที่พัฒนาขึ ้นใหม่ ต้นทุนสูง และไม่อยู่
ภายใต้สิทธิการรักษา ดังนั้น การใช้ยาดังกล่าวในทางปฏิบัติยังคงต้องพิจารณารายบุคคลภายใต้
เงื่อนไขที่ผู้ป่วยไม่สามารถใช้ยา amphotericin B (49) ยาในกลุ่ม echinocandins เป็นยาทางเลือก
อีกกลุ ่มหนึ ่งที ่ม ีการใช้ในผู ้ป ่วยโรค aspergillosis โดยตัวยาที ่น ิยมใช้อย่างแพร่หลาย คือยา 
caspofungin ซึ ่งเป็นยากลุ ่ม fungistatic ออกฤทธิ ์ผ ่านกลไกการยับยั ้งกระบวนการสังเคราะห์
สารชีวภาพ ชื่อ “β-1, 3-glucan” ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของผนังเซลล์เชื้อ Aspergillus อีกชนิด
หนึ่ง แม้ว่ายา caspofungin จะมีรายงานว่าให้ผลการรักษาดีกว่ายา amphotericin B (50) แต่
อย่างไรก็ตาม ด้วยกลไกการออกฤทธิ์แบบ fungistatic การใช้ยากลุ่มนี้จะมีข้อจำกัดโดยเฉพาะใน
ผู้ป่วย IA โดยสรุปยาต้านเชื้อราที่เป็น 1st drug of choice สำหรับโรค aspergillosis ในปัจจุบันคือ
ยา amphotericin B ซึ่งถึงแม้ในอดีตจะมีปัญหาในเรื่องของผลข้างเคียง แต่ด้วยนวัตกรรมยารูปแบบ
ใหม่ liposomal amphotericin B ทำให้สถิติการพบผลข้างเคียงจากการใช้ยา amphotericin B ต่ำ
มาก จนแทบจะไม่จำเป็นพึ่งยากลุ่ม azoles และกลุ่ม echinocandin ซึ่งเป็น 2nd drug of choice 
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นอกจากกรณีผู้ป่วยมีข้อจำกดัของไตร่วมด้วย แพทย์ก็จะพิจารณาใช้ยา 2nd drug of choice ดังกล่าว 
ร ่ ว ม ก ั บ ย า แ ก ้ อ ั ก เ ส บ ก ล ุ ่ ม  corticosteroids เ ช ่ น  prednisone, prednisolone แ ล ะ 
methylprednisolone ซึ่งมีฤทธ์ิบรรเทาอาการภูมิแพ้ (51)  
1.6 การตรวจวินิจฉัย 
 เนื่องด้วยตามธรรมชาติของตัวโรค การติดเช้ือ IA ในระยะแรกจะไม่แสดงอาการหรอืมีอาการ
น้อยมากและเป็นกลุ่มอาการที่ไม่จำเพาะ เช่น ไข้ ไอ หอบเหนื่อย ไอเป็นเลือด ทำให้ในบางครั้งแพทย์
มองข้ามไปหรือหลงทางไม่สามารถแยกได้จากโรคปอดอักเสบที่เกิดจากการติดเชื้ออื่นได้ ดังนั้นใน
ปัจจุบันสมาคมโรคติดเชื้อราสากลจึงมีนโยบายให้ผู้ป่วยที่เป็นกลุ่มเสี่ยงติดเชื้อสูงหรือมีไข้ที่ไม่
ตอบสนองต่อการรักษาด้วยยาต้านเช้ือรา ควรต้องได้รับการตรวจวินิจฉัยโรค aspergillosis เพิ่มเติม 
ตามเกณฑ์การวินิจฉัยมาตรฐานสากลของ infectious diseases society of america (IDSA) ดังนี้ 
(33) 

a) ผลการตรวจหาสารชีวภาพ galactomannan ในตัวอย่างนำ้เหลือง (serum) และ BAL 
เป็นบวก 2 ครั้งติดต่อกันภายใน 1 สัปดาห์ เพื่อปอ้งกันผลบวกปลอมจากการตรวจครั้ง
แรก 

b) ผลการตรวจหาสารชีวภาพ (1 → 3)-β-D-glucan ในตัวอย่างน้ำเหลือง (serum) เป็น
บวก ร่วมกับผลการตรวจอื่นๆ ที่จำเพาะกบัโรค aspergillosis 

c) ผลการตรวจเอกซเรย์คอมพิวเตอร์ในช่องอก (chest computed tomographic scan, 
CT scan) พบกอ้นต้องสงสัยในช่องอก 

d) ผลการเพาะเช้ือ Aspergillus จากตัวอย่างช้ินเนื้อในปอด/หลอดลม น้ำล้างปอด/
หลอดลม เป็นบวก  
 

 หรือใช้เกณฑ์วินิจฉัยที่กำหนดโดยองค์กร the european organization for research and 
treatment of cancer/ mycosis study group (EORTC/MSG) ก็ได้เช่นกัน ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้ 
(52)  

a) Possible aspergillosis diagnosis เป็นการวินิจฉัยด้วยการตรวจทางรังสีวิทยา เช่น 
เอกซเรย์คอมพิวเตอร์ของปอด (computed tomography หรือ CT scan) แล้วพบ
ลักษณะเป็นโพรง (cavity) ร่วมกับปัจจัยเสี่ยงในการติดเช้ือของผู้ปว่ย เช่น เม็ดเลือดขาว
ชนิดนิวโทรฟิลต่ำ แต่เนื ่องด้วยการตรวจพบความผิดปกติของผล CT scan ไม่ได้มี
ความจำเพาะกับการเกิดโรค aspergillosis เท่านั ้น อาจมีสาเหตุจากการติดเช้ือ
แบคทีเรียหรือเช้ือราชนิดอื่นได้ ดังนั้น การพบความผิดปกติดังกล่าวเป็นเพียงการทำนาย
โรค aspergillosis จากอุบัติการณ์ที่พบบ่อยกว่าโรคอื่นเท่านั้น จำเป็นต้องมีการตรวจ
ยืนยันเพื่อแยกสาเหตุของการติดเช้ือต่อไป 

b) Definite aspergillosis diagnosis เป็นการวินิจฉัยโดยการตรวจช้ินเนื้อทางพยาธิวิทยา
มักใช้กับสิ่งส่งตรวจบรเิวณปลอดเช้ือ (sterile site) ด้วยวิธีดังกล่าวจะพบการรุกรานของ
เชื้อราสายเข้าสู่เนื้อเยื่อหรือเส้นเลือด การตรวจด้วยวิธีนี้มีความแม่นยำ แต่การเก็บช้ิน



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 17 

เนื ้อส่งตรวจถือเป็น invasive specimen มีความเสี ่ยงเกิดอาการข้างเคียงในผู ้ป่วย
มากกว่าวิธีอื่น 

c) Probable aspergillosis diagnosis เป็นการวินิจฉัยจากการย้อมและ/หรือการเพาะ
เชื้อจากสิ่งส่งตรวจบริเวณที่ไม่ปลอดเชื้อ (non-sterile site) ร่วมกับปัจจัยเสี่ยงการ    
ติดเชื้ออื่นๆ ของผู้ป่วย แต่เนื่องด้วยวิธีนี้ไม่สามารถแยกระหว่างการก่อนิคมของเช้ือ 
(colonization) และการติดเชื ้อ (infection) ได้ ดังนั ้น ผลดังกล่าวจึงจำเป็นต้องใช้
วินิจฉัยร่วมกับอาการและความเสี่ยงของผู้ป่วยด้วยเสมอ 

การเพาะแยกเชื้อ (cultivation) 

 ในปัจจุบันการตรวจวินิจฉัยโรค aspergillosis ในห้องปฏิบัติการยังคงถือว่าการเพาะแยกเช้ือ
เป็นวิธีมาตรฐาน วิธีการดังกล่าวใช้ลักษณะทางมหสัณฐาน เช่น สี ลักษณะของโคโลนีเชื้อที่ขึ้นบน
อาหารเลี ้ยงเชื ้อ อัตราการเจริญ และลักษณะทางจุลสัณฐาน เช่น การมีผนังกั้นของเส้นใยเช้ือ         
การเรียงตัวและรูปร่างของสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (ภาพที่ 4) เป็นข้อมูลอ้างอิงการจำแนกกลุ่ม
เช้ือถึงในระดับสปีชีส์ 

 

   
 

ภาพที่ 4 ลักษณะทางจลุสัณฐานของเช้ือรากลุม่ Aspergillus  (53) 

 
โดยลักษณะทางมหสัณฐานและจุลสัณฐานของเชื ้อ Aspergillus ทั้ง 5 สปีชีส์ที ่พบก่อโรคในคน        
เป็นดังนี้ 

1) สายพันธ์ุ A. fumigatus (ภาพที่ 5) 
- ลักษณะทางมหสัณฐาน: เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ SDA ณ อุณหภูมิ 30°C เป็น

เวลา 4 วัน โคโลนีจะสร้างเม็ดสี สีเขียวแกมน้ำเงิน พื้นผิวคล้ายหนังกลับ ซึ่งประกอบไป
ด้วยเส้นใยที่ทำหน้าที่ชูสปอร์ (conidiophores) จำนวนมาก (54) ข้อสังเกต ลักษณะ
ทางมหสัณฐานของ A. fumigatus ในช่วงแรกจะให้เส้นใยสีขาวและมีการสร้างเม็ดสี
น้อย คล้ายกับเชื้อ Neosartorya fisheri แต่เชื้อ N. fisheri จะมีการสร้างถุงหุ้มสปอร์
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ชนิดที่ไม่มีช่องเปิด (cleistothecial) ที่ผนังบางและกลมเป็นโครงสร้างที่ทำหน้าที่บรรจุ
สปอร์ของเช้ือเพื่อสืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศ ทำให้สามารถแยกออกจากเช้ือ A. fumigatus     
ได้จากลักษณะของจุลสัณฐานที่ต่างกัน (40) นอกจากนั้นลักษณะทางมหสัณฐานของ    
A. fumigatus เม ื ่อโตเต็มที ่จะมีโคโลนีสีเขียวแกมน้ำเง ินเหมือนกับ  A. lentulus,        
A. viridinutans, A. udagawae และ A. thermomutatus ไม่สามารถแยกออกจาก
กันได้เมื่อสังเกตโคโลนีด้วยตาเปล่า 

- ลักษณะทางจุลสัณฐาน: สปอร์ไม่มีถุงหุ้ม (conidia) เรียงตัวเป็นแถว ขนาดประมาณ 
400x50 ไมครอน แผงของเส้นใยที่ทำหน้าที่ชูสปอร์ (conidiophore stripes) เรียงตัว
เป็นแถวเดียว ผนังเรียบ ต่อด้วย phialides 1 ชั ้น และ conidia ทรงกลม (เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 2.5-3.0 ไมครอน) เรียงตัวต่อเป็นโซ่ยาว (55)  

 

 
ภาพที่ 5 ลักษณะทางมหสัณฐานและจลุสัณฐานของเช้ือ A. fumigatus (56) 

 

2) สายพันธ์ุ A. flavus (ภาพที่ 6) 
- ลักษณะทางมหสัณฐาน: โคโลนีแบนเรียบ มีสีเหลืองซึ่งจะเข้มขึ้นตามอายุ โดยปกติแล้ว 

เช้ือ A. flavus จะมีการสร้างโคโลนีที่มีลักษณะต่างกัน 2 แบบ คือ S (small sclerotia) 
ที่มีการสร้าง sclerotia ขนาดเล็กจำนวนมาก แต่สร้าง conidia ได้ไม่ดี และ L (large 
sclerotia) ที่มีการสร้างทั้ง sclerotia ขนาดใหญ่และสร้าง conidia จำนวนมาก (41) 

- ลักษณะทางจุลสัณฐาน: conidia เรียงตัวเป็นแถวหลวมๆ มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 300-400 
µm มี conidiophore stipes สีเขียวอ่อน ผิวสัมผัสหยาบ บางสายพันธุ์สามารถผลิต
เม็ด sclerotia สีน้ำตาลได้ด้วย (56)  
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ภาพที่ 6 ลักษณะทางมหสัณฐานและจลุสัณฐานของเช้ือ A. flavus (56) 

3) สายพันธ์ุ A. niger (ภาพที่ 7) 
- ลักษณะทางมหสัณฐาน: โคโลนีสีขาวเหลือง ปกคลุมด้วย conidia สีน้ำตาลเข้มถึงดำ

อย่างหนาแน่น เมื ่อมีอายุมากขึ ้นลักษณะของโคโลนีจะคล้ายกับโคโลนีของ เช้ือ 
Rhizopus spp. เช้ือ Mucor spp. และ Zygomycetes หรือราดำ (42) 

- ลักษณะทางจุลสัณฐาน: conidia มีขนาดใหญ่ ทรงกลม สีน้ำตาลเข้ม conidiophore 
stripes ผนังเรียบ ติดสีจางๆ ไล่ถึงสีเข้มทางส่วนหัว (56) 
 

 
ภาพที่ 7 ลักษณะทางมหสัณฐานและจลุสัณฐานของเช้ือ A. niger  (56) 

 
4) สายพันธ์ุ A. terreus (ภาพที่ 8) 
- ลักษณะทางมหสัณฐาน: โคโลนีสีเหลือง/สีน้ำตาลเข้ม มี conidia สีน้ำตาลอ่อน เรียงตัว

อัดกันแน่น 
- ลักษณะทางจุลสัณฐาน: conidiophore stripes ติดสีจางๆ ผนังเรียบ conidia กลม

หรือรูปไข่ ขนาด 1.5-2.5 ไมครอน ติดสีจางถึงเหลืองอ่อน ผนังเรียบ (57) ลักษณะ 
conidia ของเช ื ้อจะคล้ายก ับ Scedosporium apiospermum ซ ึ ่ งอาจจะต้องใช้
ระยะเวลาเพาะเช้ือไว้นานถึง 10 สัปดาห์เพื่อให้สามารถจำแนกความแตกต่างได้ (40) 
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ภาพที่ 8 ลักษณะทางมหสัณฐานและจลุสัณฐานของเช้ือ A. terreus  (57) 

 
5) สายพันธ์ุ A. nidulans (ภาพที่ 9) 
- ลักษณะทางมหสัณฐาน: โคโลนีสีเขียวถึงสนี้ำตาลแดงจากช้ันของ conidia ที่สร้างขึ้น   
- ลักษณะทางจุลสัณฐาน: conidia มีขนาดสั้น (70x30 ไมครอน) กลม (3-3.5 ไมครอน) 

เช่นเดียวกับ conidiophore stripes ที่มีขนาดสั้น สีน้ำตาล และผนังเรียบ (56) 
 

 
ภาพที่ 9 ลักษณะทางมหสัณฐานและจลุสัณฐานของเช้ือ A. nidulans  (56) 

 

ถึงแม้ว่า cultivation จะมีต้นทุนที่ต่ำ ไม่ต้องอาศัยเครื่องมือที่มีราคาแพงช้ันสูงและมีข้ันตอน
ที่ไม่ซับซ้อนสามารถทำได้ในห้องปฏิบัติการทั่วไป แต่อย่างไรก็ตาม วิธีการดังกล่าวมีข้อจำกัดที่ต้อง
อาศัยผู้ตรวจวินิจฉัยที่มีประสบการณ์ทั้งในด้านการเพาะเลี้ยงเช้ือให้มีการสร้างสปอร์ทีส่มบรูณ์ชัดเจน
เพียงพอต่อการจัดจำแนกสปีชีส์และการอ่านผลอีกด้วย นอกจากนี้ ในเชื้อราบางสปีชีส์มีอัตราการ
เจริญเติบโตช้า ต้องใช้เวลาเฉลี่ยอย่างน้อย 72 ช่ัวโมงในการสร้างลักษณะที่จำเพาะสำคัญ รวมถึงการ
เพาะแยกเชื ้อนี้จะไม่สามารถใช้ได้กับตัวอย่างสิ่งส่งตรวจบางชนิด เช่น บล็อ คชิ้นเนื ้อ (paraffin 
block) ด้วยข้อจำกัดดังกล่าวรวมถึงปัจจัยคุณภาพของสิ่งส่งตรวจทำให้วิธีการนี้มีความไวเพียงร้อยละ 
27-57 เท่านั้น (58, 59)  
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การตรวจทางน้ำเหลืองวิทยา (serology) 
เนื่องด้วยข้อจำกัดของการตรวจวินิจฉัยด้วยวิธี cultivation ข้างต้นที่ต้องใช้ระยะเวลาในการ

เจริญของเชื้อที่ค่อนข้างนานและมีความไวเพียงร้อยละ 27-57 เท่านั้น รวมถึงมีข้อจำกัดในเรื่องของ
ความปลอดภัยทางชีวภาพในห้องปฏิบัติการ โดยเฉพาะอย่างยิ่งความเสี่ยงในการสูดหายใจเอาสปอร์
ของเชื้อราเข้าไปในระบบทางเดินหายใจของผู้ปฏิบัติงาน ดังนั้น ในระยะหลังจึงมีการพัฒนาวิธีการ
ตรวจวินิจฉัยซึ่งมีความรวดเร็วและมีความไวมากขึ้น สามารถตรวจพบได้ก่อนที่ผู้ป่วยจะพบผล CT 
scan ผิดปกติประมาณ 1 สัปดาห์ (60) โดยอาศัยหลักการจับกันของแอนติเจนและแอนติบอดี เพื่อ
การตรวจหาสาร galactomannan ซึ ่งเป็นองค์ประกอบหลักของผนังเซลล์เชื ้อรา  ด้วยหลักการ 
double antibody sandwich ELISA คือ การเคลือบแอนติบอดีที่จำเพาะกับ galactomannan (rat 
monoclonal antibody EB-A2)  ไว้ในหลุมที่จะทำการทดสอบและล้างแอนติบอดีส่วนเกินที่ไม่ติด
กับหลุมออกไป หลังจากนั ้นเมื ่อใส่ตัวอย่างที่มี galactomannan ลงไป จะจับกับแอนติบอดี rat 
monoclonal antibody EB-A2 ที่ติดไว้บนหลุม เกิดเป็นองค์ประกอบของแอนติบอดีที ่จ ับกับ
แอนติเจนอย่างจำเพาะ หรือ antigen-antibody complex ก่อนทำการล้างแอนติเจนส่วนเกินออก 
หลังจากนั้นจะใส่แอนติบอดีตัวที่สอง (secondary antibody) ที่จำเพาะกับ galactomannan และ
ถูกต ิดไว ้ด ้วย peroxidase คือ rat monoclonal antibody EB-A2+peroxidase เข ้าไปจับกับ 
galactomannan เกิดเป็น antibody-antigen-antibody complex ก่อนล้างองค์ประกอบส่วนเกิน
อีกครั้ง แล้วตรวจจับสัญญาณด้วย chromogen-peroxidase (ภาพที่ 10) (61)  วิธีการดังกล่าวนี้
สามารถตรวจจับสารชี้วัดทางชีวภาพ (biomarker)  ได้แม้ในปริมาณที่น้อยมาก ทำให้สามารถตรวจ
วินิจฉัยโรคได้แม้เป็นการติดเช้ือในระยะแรก นอกจากนี้ ยังสามารถตรวจได้ในตัวอย่างน้ำเหลืองและ/
หรือน้ำล้างปอดของผู้ป่วย ซึ่งเป็น less invasive specimen เมื่อเปรียบเทียบกับการผ่าตัดตัวอย่าง
ช้ินเนื้ออีกด้วย 

ในทางคลินิก ข้อบ่งใช้ของการตรวจวัดระดับสาร galactomannan มักใช้เพื่อการคัดกรองใน
ผู้ป่วยกลุ่มเสี่ยงและใช้ในการตรวจติดตามการดำเนินไปของโรค โดยหากวัดค่าดัชนีคำนวณได้สูงกว่า 
0.5 ในตัวอย่างน้ำเหลืองถือว่าผลเป็นบวก โดย ณ ค่า cut-off นี้การตรวจดังกล่าวจะมีความไวร้อยละ 
70-82 และมีค่าความจำเพาะร้อยละ 81-92 (62) สำหรับการตรวจสาร galactomannan จากน้ำล้าง
ปอด เมื่อใช้ค่า cut-off ผลบวก ณ ดัชนีคำนวณที่ 0.7 การตรวจดังกล่าวจะมีความไวร้อยละ 73 และ
มีค่าความจำเพาะร้อยละ 89 (63) ในทางหลักการความไวและความจำเพาะของการทดสอบนี้ ถือว่าดี
มาก แต่อย่างไรก็ตามข้อจำกัดหลักของเทคนิคนี้ คือ สาร galactomannan ไม่จำเพาะกับจีนัสและส
ปีชีส์ของเชื้อ ดังนั้น การตรวจพบสาร galactomannan ในสิ่งส่งตรวจจึงเป็นเพียงการทำนายตาม
อุบัติการณ์ในอดีตว่าผู้ป่วยน่าจะติดเช้ือ Aspergillus โดยไม่สามารถระบุสปีชีส์ของเช้ือสาเหตุได้ การ
ทำนายนี้สอดคล้องกับข้อมูลในงานวิจัยของ Thammahong และคณะ ที่พบว่าวิธีการตรวจหาสาร 
galactomannan ม ีค่า positive predictive value (PPV) เพียงร ้อยละ 40 ในการวินิจฉัยโรค 
aspergillosis หมายความว่าการทดสอบที่ให้ผลบวก 100 รายมีเพียง 40 รายเท่านั ้นที ่มีสาเหตุ      
มาจากการติดเช้ือกลุ่ม Aspergillus (25) โดยมีค่า negative predictive value (NPV) ร้อยละ 100, 
ค่าความไว (sensitivity) อยู่ที่ร้อยละ 100, และค่าความจำเพาะ (specificity) มากกว่าร้อยละ 25 
(36) 
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ภาพที่ 10 หลกัการตรวจวินิจฉัยด้วย anti-galactomannan  (61)  

 
ด้วยเหตุข้อจำกัดดังกล่าว ในปัจจ ุบ ันตามแนวทางการตรวจวินิจฉัยของ european 

organization for research and treatment of cancer/mycoses study group (EORTC/MSG) 
จึงได้แนะนำให้ตรวจแอนติเจนอีกชนิดหนึ่งเพื่อใช้ร่วมในการวินิจฉัยโรค คือสาร β-d-glucan (BDG) 
ซึ่งสามารถพบได้บนส่วนประกอบผนังเซลล์ของเชื้อ Aspergillus แต่จะพบมีระดับต่ำมากในเชื้อรา
กลุ ่ม non-septate hyphae เพื ่อใช้เป็นดัชนีการตัดเชื ้อเชื ้อกลุ่มดังกล่าวออกไป ณ ค่า cut-off 
ผลบวกที่ระดับ BDG มากกว่า 200 pg/ml โดย ณ ค่า cut-off ดังกล่าวจะคำนวณได้ค่า PPV ร้อยละ 
55, NPV ร้อยละ 90, ค่าความไวร้อยละ 60, และค่าความจำเพาะมากกว่าร้อยละ 88 (4) 

การตรวจด้วยวิธีทางอณูชีวโมเลกุล (molecular) 
ด้วยเหตุที่การตรวจหาสาร galactomannan ไม่ได้จำเพาะกับเช้ือ Aspergillus ในปัจจุบัน

เทคนิคทางอณูชีวโมเลกุลจึงเข้ามามีบทบาทในการตรวจวินิจฉัยโรค aspergillosis และจัดจำแนก        
สปีชีส์ของเชื้อสาเหตุอย่างแพร่หลายมากขึ้น โดยในจุลชีพกลุ่มเชื้อรา บริเวณ its หรือ internal 
transcribed spacer เป็นข้อมูลลำดับเบสบริเวณที่มีวิวัฒนาการและความหลากหลายสูง เหมาะแก่
การใช้อ้างอิงการจัดกลุ่มเช้ือ ดังนั้น ข้อมูลบริเวณ its จึงกลายเป็น primary fungal barcode ที่ใช้
กันอย่างแพร่หลายเรื่อยมา 

Internal transcribed spacer region หรือ its คือ บริเวณ spacer บน DNA ที่คั่นอยู่
ระหว่าง small-subunit (SSU) ribosomal RNA (rRNA) และ large-subunit (LSU) ribosomal 
RNA ที่อยู่บนโครโมโชม ในสิ่งมีชีวิตจำพวกแบคทีเรียหรือ archaea จะมี its เพียง 1 ตำแหน่งที่ค่ัน
อยู่ระหว่าง 16S และ 23S rRNA แต่ในสิ่งมีชีวิตจำพวกยูคาริโอต (eukaryotes) จะมี its1 ที่อยู่
ระหว่าง 18S และ 5.8S และ its2 ที่อยู่ระหว่าง 5.8S และ 28S (64) ในแบคทีเรียและ archaea จะมี
สำเนาของ its หลายชุดที่อยู่ในบริเวณที่กระจายออกไปบนโครโมโซม ส่วนใน eukaryotes จะมี 
rRNA ที่มีรหัสยีนถูกคั่นด้วย spacers บนลำดับนิวคลิโอไทด์ที่เกิดซ้ำๆ ต่อๆ กัน (tandem repeats) 
จำนวนหลายพันชุด ที่ถูกคั่นด้วยบริเวณที่ไม่มีการถอดรหัสบน DNA เรียกว่า intergenic spacer 
(IGS) หรือ non-transcribed spacer (NTS) (65, 66) โดยลักษณะ ribosomal ของ eukaryotes 
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จะเริ่มต้นด้วย ปลาย 5' external transcribed spacer (5' ETS), ยีน 18S rDNA, its1, ยีน 5.8S 
rDNA,  its2, ยีน 26S หรือ 28S rDNA และสิ้นสุดที่ 3' ETS (ภาพที่ 11) (67) 

 

 
ภาพที่ 11 การเรียงตัวของ its1, its2 และ ribosomal DNA genomic  (67) 

  
ตามทฤษฎีของระบบ DNA barcode เพื ่อการจำแนกสิ่งมีชีวิตในระดับสปีชีส์ (68, 69) 

ระยะห่างระหว่างไพรเมอร์ 2 คู่ ควรมีความยาวประมาณ 400-800 นิวคลิโอไทด์ (70) ซึ่งบรรจุด้วย
ลำดับเบสที่มีความแตกต่างกันของลักษณะทางพันธุกรรมระหว่างสปีชีส์ ( interspecies variation) 
มากกว่าความแตกต่างของลักษณะทางพันธุกรรมภายในสปีชีส์เดียวกัน (intraspecies variation) ซึ่ง
เมื่อตรวจสอบพบว่าบริเวณ its มีคุณสมบัติดังกล่าวครบถ้วน ประกอบกับบริเวณ its นี้ มีสำเนาหลาย
ชุดใน genome ของเชื้อรา ซึ่งเป็นข้อดีทำให้สามารถเพิ่มจำนวนได้ง่ายส่งผลต่อการเพิ่มความไว 
(sensitivity) ในปฏิกิริยา (71) จนกระทั่งในปี ค.ศ. 2007 ได้มีการร่วมประชุมโดยผู้เช่ียวชาญด้านรา
วิทยาทั ่วโลก เพื ่อพิจารณาตำแหน่งบน DNA 6 ตำแหน่ง ได้แก่ small subunit (SSU), large 
subunit (LSU), internal transcribed spacer (its), DNA-directed RNA polymerase I subunit 
(RPB1), DNA-directed RNA polymerase II subunit (RPB2) และmini chromosome 
maintenance protein (MCM7) เพื่อจัดทำข้อมูล DNA barcode ของเชื้อรา และมีมติให้ใช้ its 
เป็นตำแหน่งในการจัดทำ DNA barcode ให้เป็นฐานข้อมูลที่เหมือนกันเพื่อใช้ในการศึกษาวิจัยต่อไป 
(72)  

ปัจจุบันบริเวณ its กลายเป็นแหล่งข้อมูลอ้างอิงลำดับสารพันธุกรรมภายใต้คู่ไพรเมอร์ที่
ออกแบบโดย White และคณะ ชื่อว่า “its-kit1 และ its-kit4 สำหรับเส้นไพรเมอร์ forward และ 
reverse ตามลำดับ” ซึ่งผ่านการทดสอบมาแล้วในเชื้อ A. fumigatus (ความยาวผลิตภัณฑ์ 463 คู่
เบส), เชื้อ A. flavus (ความยาวผลิตภัณฑ์ 499 คู่เบส), เชื้อ A. niger (ความยาวผลิตภัณฑ์ 392 คู่
เบส), เช้ือ A. terreus (ความยาวผลิตภัณฑ์ 464 คู่เบส) และเช้ือ A. nidulans (ความยาวผลิตภัณฑ์ 
473  คู่เบส) (9) 

แม้นว่าในปัจจุบัน การจำแนกเชื้อราในระดับสปีชีส์ด้วยวิธีทางอณูชีววิทยาจะยังคงนิยม
อ้างอิงข้อมูลบริเวณ its แต่อย่างไรก็ตามงานวิจัยทางวิชาการหลายฉบับก็มีรายงานอย่างต่อเนื่องว่า
ข้อมูลบริเวณ its นี้มีข้อจำกัดในการจำแนกเชื้อระดับสปีชีส์ในกลุ่ม Aspergillus, Cladosprium, 
Fusarium, Penicillium และ Trichoderma ที่เพาะแยกได้ในคน เนื่องจากบริเวณ its ของเช้ือ
เหล่านี้มีค่า intra-species variation ที่สูงขึ้น ทำให้การใช้ข้อมูลบริเวณ its เพียงชุดเดียวในการ
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จำแนกสปีชีส์ของเชื้อไม่มีประสิทธิภาพเท่าที่ควร (72, 73) รวมถึงข้อมูลสารพันธุกรรมในฐานข้อมูล
มาตรฐานหรือ GenBank มีรายงานความคลาดเคลื่อน (error data) ประมาณร้อยละ 27 (74) ส่งผล
ให้ ณ ปัจจุบัน การจำแนกเชื้อราในระดับสปีชีส์ด้วยข้อมูลบริเวณ its และอ้างอิงฐานข้อมูลดังกล่าว
กำหนดค่าจุดตัดความคล้าย (% similarity cut-off) ในระดับสปีชีส์เพียงร้อยละ 85 (75) ซึ่งจาก
งานวิจัยพบว่า ณ ค่า cut-off 85% similarity นี้ การจัดกลุ่มเชื้อในระดับสปีชีส์โดยอาศัยข้อมูล
บริเวณ its มีความแม่นยำเพียงร้อยละ 75 ของเช้ือราทางการแพทย์ทั้งหมดเท่านั้น (9)  
2. เทคนิคทางอณชูีววิทยาเพ่ือการจำแนกกลุ่มเชื้อ 
 สารพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตคือข้อมูลทางชีวภาพที่ถูกส่งต่อระหว่างสิ่งมีชีวิตรุ่นต่อรุ่นโดยมี
ข้อมูลเฉพาะสำหรับสิ่งมีชีวิตแต่ละกลุ่ม ในทางจุลชีววิทยาก็เช่นเดียวกันการจัดแบ่งเช้ือจุลชีพรวมถึง
เชื้อราออกเป็นสปีชีส์ต่างๆ นักจุลชีววิทยาก็อ้างอิงข้อมูลทางชีวภาพเหล่านี้ ซึ่งในคำศัพท์เฉพาะ
เรียกว่า จีโนไทป์ (genotype) โดยข้อมูลเหล่านี้จะทำหน้าที่ควบคุมการแสดงออกต่างๆ อาทิเช่น 
รูปร่างหน้าตาของสิ่งมีชีวิต รวมถึงการทำงานของอวัยวะต่างๆ ด้วย ซึ่งเราเรียกลักษณะที่แสดงออก
เหล่านั้นว่า ฟีโนไทป์ (phenotype) ดังนั้น ข้อมูลทางชีวภาพในสารพันธุกรรมจึงเปรียบเสมือนรหัส
ลับที่คอยควบคุมการดำรงอยู่ของสิ่งมีชีวิต ซึ่งข้อมูลเหล่าน้ีเป็นสิ่งที่ไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า
ต้องอาศัยเทคนิคทางอณูชีววิทยาเพื่อการถอดรหัส หรือที่เรียกว่าเทคนิคการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์
ของสารพันธุกรรม (DNA sequencing)  
2.1 การแยกสารพันธุกรรมออกจากเซลลส์ิ่งมีชีวิต 

 โดยธรรมชาติสารพันธุกรรมของสิง่มีชีวิตจะถูกบรรจอุยู่ภายในนิวเคลียส ดังนั้น กระบวนการ
แยกสารพันธุกรรมออกจากเซลลส์ิ่งมีชีวิต จึงประกอบไปด้วย 2 ข้ันตอน ดังนี้ 

a) การทำใหเ้ซลล์แตก (lysis step)  
ซึ่งโดยทั่วไปแบ่งออกเปน็ 2 หลักการ ได้แก่ 1) physical methods เป็นการทำลาย

ผนังเซลล์ของเชื้อโดยกลไกทางกายภาพ เช่น การ freeze-thaw, การบดด้วยโกร่ง, การตี
แตกด้วยเม็ด bead และ 2) chemical methods เป็นการทำลายผนังเซลล์ของเชื้อโดย
กลไกทางเคมี ส่วนใหญ่มักเร่งการแตกของเซลล์โดยใช้สารละลาย lysis buffer ที่มีส่วนผสม
ของสารกลุ่มไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 2% 
b) การแยก DNA ของเช้ือ (DNA isolation step) 

เป็นขั้นตอนการแยกสารพันธุกรรมของเชื้อออกจากส่วนประกอบทางชีวภาพอื่นๆ 
ของเซลล์หลังเซลล์แตก โดยทั่วไปแบ่งออกเป็น 3 หลักการ ได้แก่ 1) phenol-chloroform-
Isoamyl method เป็นการตกตะกอนสารประกอบจำพวกโปรตีนต่างๆ ออกจาก DNA ด้วย
สาร phenol จากนั้นจึงล้าง phenol ออก ด้วย chloroform ก่อนที่จะตกตะกอน DNA ใน
สารละลายด้วย isoamyl alcohol 2) filter ion charge method เป็นการแยก DNA โดย
อาศัยการตกตะกอนด้วยสารประกอบจำพวกแอลกอฮอล์ ก่อนแยกตะกอนดังกล่าวออกด้วย
กระดาษกรองขนาดเล ็ก  และ 3) magnetic ion charge method คล้ายกับ filter ion 
charge method  เพียงแต่เปลี่ยนการแยกตะกอน DNA โดยใช้ filter tube เป็นการดูดด้วย
แรงแม่เหล็ก  
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2.2 การตรวจวิเคราะห์บริเวณหรือยีนเป้าหมาย (target region/gene analytic)  
เพื่อการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์และปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (polymerase 

chain reaction) เนื ่องด้วยสารพันธุกรรมทั้งหมดในสิ ่งมีชีวิตแต่ละชนิดหรือ whole genome        
มีขนาดใหญ่มากสัมพันธ์กับวิวัฒนาการและความซับซ้อนของสิ่งมีชีวิตชนิดนั้นๆ เช่น ในมนุษย์มีขนาด
ของสารพันธุกรรมใหญ่ถึงล้านลา้นคู่เบส ในขณะที่เช้ือรา มีสารพันธุกรรมขนาดประมาณ 1 แสนคู่เบส 
ดังนั้น การศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ของสารพันธุกรรมทั้งหมดในสิ่งมีชีวิตอาจจะไม่ได้จำเป็นในหลาย
กรณี รวมถึงการศึกษาเพื ่อการจำแนกกลุ ่มเชื้อด้วย ที่มักนิยมศึกษาข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ ณ 
บริเวณใดบริเวณหนึ่งของยีนที่มีคุณสมบัติเหมาะสม นั่นคือ มีความอนุรักษ์ภายในกลุ่มเชื้อสปีชีส์
เดียวกัน (intra-species conservation) และมีความต่างจากเชื้อ สปีชีส์อื่นๆ ซึ่งในเชื้อรากม็ีหลาย
บริเวณ/ยีน พร้อมคุณสมบัติที่แตกต่างกันไปดังอธิบายข้างต้น การกำหนดตำแหน่งบริเวณหรือยีน
เป้าหมาย (target region/gene) นี้ทำได้โดยการออกแบบไพรเมอร์ (primer) ซึ่งก็คือนิวคลีโอไทด์
สายสั้นๆ ขนาดประมาณ 20-24 นิวคลีโอไทด์ ให้มีคู่เบสที่จำเพาะกับบริเวณปลาย 5’ และปลาย 3’ 
ของบริเวณที่สนใจ ก่อนนำไปสู่ข้ันตอนการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR (polymerase 
chain reaction) ซึ่งเป็นเทคนิคพื้นฐานในทางอณูชีววิทยา เพื่อการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม ณ 
ตำแหน่งที่สนใจ โดยในปฏิกิริยาจะแบ่งการทำงานออกเป็น 3 ข้ันตอนหลัก ได้แก่  

1) Denaturation เป็นขั ้นตอนที่ใช้อุณหภูมิสูงประมาณ 95oC เพื ่อแยกดีเอ็นเอสายคู่
ออกเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว ก่อนที่ไพรเมอร์จะเข้าจับในข้ันตอนถัดไป 

2) Annealing เป็นขั้นตอนที่มีการลดอุณหภูมิลงเพื่อให้ไพรเมอร์เข้าจับในตำแหน่งที่เรา
ออกแบบไว้ ซึ่งการเข้าจับนี้จะมีความแม่นยำหรือคลาดเคลื่อน ส่วนหนึ่งเกิดจากปัจจัย
ของอุณหภูมิและสารเคมีในปฏิกิริยาด้วย 

3) Extension เป็นขั ้นตอนที่ deoxynucleotide triphosphates (dNTP) ทยอยเข้าจับ
กับเบสคู่สมโดยอิงลำดับตามสายของดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) 

ภายใต้หลอดปฏิกิริยา PCR ซึ่งประกอบไปด้วยส่วนผสมหลัก คือ  
1) Deoxynucleotides (dNTPs) เป็นนิวคลิโอไทด์หน่วยย่อยสำหรับนำไปสังเคราะห์ 

DNA สายใหม่ ประกอบด้วย dATP, dTTP, dCTP และ dGTP 
2) DNA polymerase เป็นเอนไซม์สำหรับสังเคราะห์ DNA ทำหน้าที่เช่ือมต่อนิวคลิโอไทด์

เข้ากับไพรเมอร์ และเช่ือมต่อนิวคลิโอไทด์แต่ละตัวเข้าด้วยกัน 
3) ไพรเมอร์ เป็นนิวคลีโอไทด์หรือ DNA ตั้งต้นสายสั้นๆ นิยมใช้ความยาวที่ 20-24 นิวคลิ

โอไทด ์และมีองค์ประกอบของ guanine (G) และ cytosine (C) อยู่ระหว่างร้อยละ 40-
60 โดยทั่วไปในแต่ละปฏิกิริยาจะใช้ไพรเมอร์ 2 เส้น คือ ไพรเมอร์ forward และ 
reverse ซึ่งไพรเมอร์ ที่ดีควรมีค่าอุณหภูมิหลอมเหลว (melting temperature: Tm) 
ของทั้งสองเส้นเท่ากันหรือใกล้เคียงกันมากที่สุด 

4) DNA template คือ DNA ต้นแบบหรือยีนส่วนที่ต้องการจะเพิ่มปริมาณในการทำ PCR  
5) MgCl2 ทำหน้าที่เป็น co-factor ของเอนไซม์ polymerase และส่งเสริมการเข้าจับของ

ไพรเมอร์  
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 โดยผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาน้ีจะอยู่ในรูปของดีเอ็นเอสายคู่หลังปฏิกิริยาเกิดวนเป็นรอบ
ซ้ำๆ ประมาณ 30-40 รอบ ผลิตภัณฑ์ที ่เพิ ่มจำนวนได้นี ้ สามารถตรวจสอบได้ด้วยเทคนิค gel 
electrophoresis โดยอาศัยหลักการเคลื่อนที่ของอนุภาคที่มีประจคืุอ DNA (ประจุลบ) ในสารละลาย
นำไฟฟ้าคือ tris- borate หรือ TBE Buffer ไปยังขั้วบวกผ่านแผ่นเจลที่มีรูพรุน ก่อนจะนำแผ่นเจลไป
ย้อมด้วยสารละลาย intercalating dye เพื่อตรวจสอบดีเอ็นเอสายคู่ต่อไป 
2.3 ยีน Translation elongation factors (tef-1α) 

Translation elongation factors คือ ชุดของยีนที่มีหน้าที่เกี ่ยวข้องกับการสังเคราะห์
โปรตีน ตั้งแต่การนำ aminoacyl-tRNA (aa-tRNA) มาที่ไรโบโซมในกระบวนการสังเคราะห์โปรตีน 
รวมถึงการระบุตำแหน่งของโปรตีน ซึ ่งท ั ้งในสิ ่งม ีชีว ิตจำพวกโปรคาริโอต (prokaryotes)               
และยูคาริโอต (eukaryotes) จะมีโครงสร้างและหน้าที่ของยีน tef ไม่แตกต่างกัน แต่ใน eukaryotes 
จะมี   tef-1α เทียบเท่ากับ translation elongation factor thermo unstable (tef-Tu) ที่พบใน 
prokaryotes ทำหน้าที่จับกับ guanosine triphosphate (GTP) แล้วไปนำ aa-tRNA มาให้ไรโบโซม
ในระหว่างกระบวนการสังเคราะห์โปรตีน โดยทั้ง tef-1α และ tef-Tu จะเป็นบริเวณอนุรักษ์ 
(conserve sequence) ที ่สามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตชนิดนั ้นๆ หมายความว่าสามารถพบลำดับ      
นิวคลิโอไทด์ลักษณะนี้ได้ในเช้ือราทุกสายพันธ์ุ (76) ยีน tef-1α เป็นหนึ่งใน protein-coding genes 
ที่ถูกนำมาใช้ในการจำแนกสปีชีส์ของเช้ือรา เนื่องจากมีลำดับนิวคลิโอไทด์ในส่วนของยีนที่ไม่สามารถ
แปลงรหัสเป็นโปรตีนได้ เรียกว่า intron ซึ่งมีวิวัฒนาการที่เร็วกว่า its ทำให้มีความหลากหลายที่สูง
กว่าจึงมีประสิทธิภาพในการจำแนกเชื้อในระดับสปีชีส์ได้ดีกว่า  (77) และคาดว่า protein-coding 
genes นี้มีเพียงหนึ่งสำเนาในเช้ือรา ทำให้มีความแปรปรวนที่น้อยกว่าเนื่องจากมีโอกาสเกิดการกลาย
พันธุ ์บริเวณยีนส่วนที ่สามารถแปลงรหัสเป็นโปรตีนที ่เรียกว่า exons ได้น้อยกว่ายีนบน rRNA       
ด้วยเหตุดังกล่าวนักราวิทยาจึงเชื่อว่ายีน tef-1α มีประสิทธิภาพในการจำแนกเชื ้อราได้ดี (78)       
ซึ่งคุณสมบัติน้ีได้ถูกพิสูจน์แล้วในการจำแนกเช้ือราระดับสปีชีส์มากกว่า 1, 500 สายพันธ์ุ (79) 
 อ้างอิงงานวิจัยของ Stielow และคณะ ที่ได้ศึกษาหายีนและไพรเมอร์ที่มีความเหมาะสมใน
การเป็น secondary barcode เพื ่อเพิ ่มประสิทธิภาพในการจำแนกเชื ้อราในระดับสปีชีส์จาก 
primary barcode นั่นคือ its region ในงานวิจัยนี้คณะผู้วิจัยได้ศึกษาลำดับสารพันธุกรรมรวม 6 
ตำแหน่ง ได้แก่ ยีนที่อยู่บน rDNA 2 ยีน (its region และ LSU: D1–D2 domains of 26/28S, ยีน 
β-tubulin2 (tub2) , ยีน γ-actin (act), ยีน largest subunit of the RNA-polymerase II 
(rpb2), และยีน translation elongation factor 1-α (tef-1α) จากข้อมูลสารพันธุกรรมของเช้ือรา 
74 สายพันธ์ุ ที่ครอบคลุมกลุ่มเช้ือราทางการแพทย์ พบว่าไพรเมอร์ ef1-1018F (Al33F)/ef1-1620R 
สำหรับยีน tef-1α มีความเที ่ยงตรงสูงสุดในการจัดกลุ ่มเชื ้อในระดับสปีชีส์ ดังนั ้น ไพรเมอร์คู่           
ef1-1018F (Al33F)/ef1-1620R นี้กับยีน tef-1α จึงถูกประกาศให้เป็น secondary barcode 
สากลสำหรับเช้ือรา เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและตรวจสอบความถูกต้องผลของ primary barcode ใน
การระบุสปีชีส์ของเชื้อราเรื่อยมา (80) ซึ่งผลการวิจัยนี้ยังสอดคล้องกับการศึกษา whole genome 
sequence (WGS) (64) ของ Meyer และคณะอีกด้วย (ภาพที่ 12) (79) 
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ภาพที่ 12 ภาพโครงสร้าง DNA ของเช้ือราที่ใช้การตรวจหาด้วยไพรเมอร์ its และไพรเมอร์          

tef-1α(79) 

 

 ปัจจุบันข้อมูลสารพันธุกรรมยีน tef-1α ถูกนำมาใช้เพื่อการจัดกลุ่มเชื้อราในระดับสปีชีส์
อย่างแพร่หลาย อ้างอิงงานวิจัยของ Pakshir และคณะ ที่ได้ใช้ยีน tef-1α นี้ เพื่อการตรวจหาและ
ระบุสปีชีส์ของเช้ือ Candida สาเหตุการติดเช้ือในเล็บโดยทดสอบกับเช้ือมาตรฐาน 17 สายพันธ์ุจาก
ทั้งหมด 5 สปีชีส์ และตัวอย่างขุยเล็บของผู้ป่วยจำนวน 137 ราย และในเล็บอาสาสมัครสุขภาพดี
จำนวน 10 ราย พบว่าการตรวจหาและระบุสปีชีส์ของเชื้อ Candida ด้วยวิธีทางอณูชีววิทยาโดย
อาศัยข้อมูลสารพันธุกรรมยีน tef-1α มีความไวและความจำเพาะสูงกว่าการตรวจหาและระบุสปีชีส์
ของเชื ้อด้วยวิธีการตรวจสอบโดยตรงภายใต้กล้องจุลทรรศน์และวิธีการเพาะเชื ้อ นอกจากนี้          
เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิคเดียวกันโดยอาศัยข้อมูลบริเวณ its พบว่า ยีน tef-1α มีความสามารถใน
การจำแนกเชื ้อ Candida ในการศึกษานี ้ได้ด ีกว่าข้อมูลบริเวณ its คิดเป็น 0.02 เท่า (81) 
เช่นเดียวกัน  ในงานวิจัยของ Mirhendi และคณะ ซึ่งได้นำข้อมูลสารพันธุกรรมยีน tef-1α มาใช้ใน
การจำแนกเช้ือรากลุ่ม Dematophytes และสรุปว่ายีน tef-1α มีประสิทธิภาพในการจำแนกเช้ือรา
ได้ดีกว่าบริเวณ its โดยพบว่า ในเชื ้อกลุ ่ม Arthroderma benhamiae complex ข้อมูลสาร
พันธุกรรมยีน tef-1α มีค่า inter-species variation สูงถึง 40-56 คู่เบส ซึ่งมากกว่าข้อมูลบริเวณ 
its อย่างมีนัยสำคัญ สอดคล้องกับผลการทดสอบในเชื้อกลุ่ม Trichophyton erinaceid  ซึ่งไม่พบ 
intra-species variation ในข้อมูลสารพันธุกรรมยีน tef-1α เลย ในขณะที่บริเวณ its พบมีลักษณะ 
intra-species variation ประมาณ 1-3 คู่เบส (82) นอกจากนี้ จากการศึกษานี้ยังพบว่าข้อมลูสาร
พันธุกรรมยีน  tef-1α มีการแทรกหรือลบคู่เบส (insertions and deletions; indels) ซึ่งเป็น
ลักษณะเฉพาะส่งเสริมความสามารถในการจำแนกสปีชีส์ของเชื้อ รวมถึงมีการเรียงตัวของคู่เบสที่มี
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ความจำเพาะกับเชื้อเพียงสปีชีส์หนึ่งๆ เท่านั ้นหรือที่เรียกว่า signature nucleotides ซึ ่งเป็น
ลักษณะเฉพาะส่งเสริมความสามารถในการจำแนกสปีชีส์ของเช้ือเช่นเดียวกัน (83) 
2.4 การศึกษาลำดับเบสของสารพันธุกรรม (DNA sequencing)  

การศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ของสารพันธุกรรมเป็นวิธีมาตรฐานทางจีโนไทป์ที่ใช้กันอย่าง
แพร่หลายในวงการวิจัยซึ่งปัจจุบันการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวทำได้หลายวิธี โดยวิธี sanger 
DNA sequencing ซึ ่งถูกค้นพบโดย Sanger ในปี 1951 เป็นวิธีหนึ ่งในเทคนิคการหาลำดับ             
นิวคลีโอไทด์ของสารพันธุกรรมที่ได้รับความนิยมมากที่สุด วิธีนี้อาศัยเอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมอเรส  
(DNA polymerase) ทำหน้าที่สังเคราะห์สายดีเอ็นเอ ร่วมกับ deoxynucleotide triphosphates 
(dNTP) ที่คอยทำหน้าที่ต่อสายดีเอ็นเอสายเดี่ยว (single stranded DNA) จากสายดีเอ็นเอต้นแบบ 
(DNA template) โดยที่ดีเอ็นเอสายเดี่ยวนี้ เริ่มต้นมาจากการแยกสายของดีเอ็นเอสายคู่ (double 
stranded DNA) และการเข้าจับของไพรเมอร์ (primer) ซึ่งถูกออกแบบมาอย่างจำเพาะ ในปฏิกิริยา
เอนไซม์ dideoxynucleotide triphosphates (ddNTPs) จะทำหน้าที่หยุดการต่อสายดีเอ็นเอเมื่อมี 
ddNTP แต่ละชนิด ได้แก่ ddATP, ddCTP, ddGTP, หรือ ddTTP เข้าจับ และเกิดเป็นสายของ         
ดีเอ็นเอที่มีขนาดความยาวต่างกัน 1 เบส จากนั้นเมื่อนำผลผลิตทั้งหมดมาวิเคราะห์ก็จะทำให้ทราบ
ลำดับการเรียงตัวของนิวคลีโอไทด์บนสายดีเอ็นเอนั้นๆ  
2.5 การแปลรหัสลำดบัเบสของสารพันธุกรรม 

ข้อมูลลำดับการเรียงตัวของนิวคลีโอไทด์บนสายดีเอ็นเอที่ได้จากการทำ DNA sequencing 
สามารถนำมาแปลผลได้หลายทาง หนึ่งในนั้นคือการแปลผลเพื่อหาสปีชีส์ของสิ่งมีชีวิตด้วยการทำ 
sequence alignment ซึ ่งมี 2 ประเภทหลัก คือ 1) pair-wise sequence alignment ที ่จะ
เปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ทีละ 2 ชุดข้อมูล ระหว่างชุดข้อมูลที่ศึกษาและชุดข้อมูลสารพันธุกรรม
ที่ทราบสปีชีส์อยู่แล้วซึ่งส่วนใหญ่จะถูกบรรจุอยู่ในฐานข้อมูล (database) ต่างๆ อาทิเช่น GenBank, 
ISHAM database และ 2) multiple sequence alignment ที ่จะเปรียบเทียบข้อมูลลำดับ          
นิวคลีโอไทด์หลายชุดในเวลาเดียวกัน โดยมีชุดข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ทราบสปีชีส์อยู่แล้วอย่าง
น้อย 1 ชุดในการเปรียบเทียบ ตามหลักการของ algorithm Needleman-Wunsch และ Smith-
Waterman ซึ ่งบรรจุอยู ่ในโปรแกรมสำเร็จรูปต่างๆ เช่น ClustalW, PROBCONS, MUSCLE, 
MAFFT, และ T-Coffee (88) จากนั้นผลความคล้ายคลึงของชุดข้อมูลจะถูกคำนวณออกมาเป็นค่า 
%similarity ซึ่งในทางปฏิบัติเชื้อจุลชีพที่อยู่ในสปีชีส์เดียวกันอาจจะไม่ได้มี %similarity เท่ากับ 
100% เสมอไปเนื่องด้วยคุณสมบัติของ intra-species variation แต่อย่างไรก็ตามควรจะต้องมี 
%similarity ที่สูงกว่าเมื่อเทียบกับเชื้อสปีชีส์อื่น ด้วยเหตุดังกล่าว ในทางปฏิบัติค่า cut-off ของ 
%similarity ที่จะช้ีวัดว่าเช้ือจุลชีพนั้นๆ จัดอยู่ในกลุ่มหรือสปีชีส์เดียวกันหรือไม่ จึงไม่มีค่าที่แน่นอน 
ขึ้นกับว่าข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ในสารพันธุกรรมตำแหน่งที่ศึกษาของเชื้อจุลชีพกลุ่มนั้นๆ มีความ
หลากหลายเพียงใด 
2.6 การวิเคราะห์ความใกล้ชิดของสายพันธุส์ิ่งมีชีวิตจากผลผลิตสารพันธุกรรม 

 การศึกษาความใกล้ชิดของสายพันธ์ุเป็นการวิเคราะห์ข้อมูลประเภทหนึ่งสำหรับใช้ในการจัด
กลุ่มสิ่งมีชีวิตหรือเพื ่อการสืบหาแหล่งกำเนิดร่วม/วิวัฒนาการ ซึ่งในปัจจุบันมีหลายเทคนิคที่ ถูก
พัฒนาข้ึน อาทิเช่น  
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1)   เทคนิค multilocus sequence typing (MLST) เป็นการวิเคราะห์ข้อมูลทางพันธุกรรม
จากยีนพื้นฐาน (housekeeping genes) หลายๆ ตำแหน่งพร้อมกัน ซึ่งตามทฤษฎี    
จะให้ผลที่แม่นยำมากกว่า การศึกษาบนยีนเพียงตำแหน่งเดียว แต่ด้วยความซับซ้อน   
ในข้ันตอน เทคนิคนี้จึงนิยมใช้เพื่อการหาความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์
กับลักษณะทางฟีโนไทป์ที่เปลี่ยนแปลงไปแบบซับซ้อนหลายรุ่นมากกว่า (84, 85) 

2)   เทคนิค restriction fragment length polymorphism (RFLP) เป็นการวิเคราะห์
ข้อมูลที ่อาศัยรูปแบบของผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะหรือที่
เรียกว่า finger printing ซึ่งจะมีความจำเพาะกับสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดทำให้สามารถระบุ
กลุ่มของสิ่งมีชีวิตได้ แต่เนื่องด้วยเทคนิคดังกล่าวมีข้อจำกัดในการใช้ชุดเอนไซม์ตัด
จำเพาะ ดังนั้น เทคนิคนี้ส่วนใหญ่มักนิยมใช้แยกกลุ่มเช้ือไม่เกิน 10 กลุ่มโดยเฉลี่ย และ
ต้องทราบข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์เป้าหมายของสิ่งมีชีวิตแต่ละกลุ่มอยู่แล้วเพื่อเลือก 
ชุดเอนไซม์ตัดจำเพาะ (86) 

3)   เทคนิค amplified fragment length polymorphism (AFLP) เป็นการประยุกต์
หลักการเอนไซม์ตัดจำเพาะเข้ากับการเช่ือมต่อผลผลติที่ได้เพื่อการวิเคราะห์รปูแบบของ
ผลผลิตสุดท้าย เช่นเดียวกับเทคนิค RFLP ที่มีข้อจำกัดในเรื่องของตำแหน่งตัดโดย
เอนไซม์ตัดจำเพาะ ดังนั้น เทคนิคนี้ส่วนใหญ่มักนิยมใช้แยกกลุ่มเช้ือไม่เกิน 10 กลุ่มโดย
เฉลี่ย และต้องทราบข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์เป้าหมายของสิ่งมีชีวิตแต่ละกลุ่มอยู่แล้ว 
(86) 

4)   เทคนิค random amplified polymorphic DNA (RAPD) เป็นเทคนิคการเพิ่มปริมาณ
สารพันธุกรรมแบบสุ่มโดยใช้ไพรเมอร์ความยาว 10-12 นิวคลิโอไทด์มากกว่า 1 คู่พร้อม
กันในปฏิกิริยา ทำให้ได้ผลผลิตที่แตกต่างกันในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด ข้อดีของเทคนิคนี้ 
คือ ไม่จำเป็นต้องทราบลำดับนิวคลีโอไทด์เปา้หมาย แต่ข้อจำกัดของเทคนิคนี้ คือ ความ
แปรผันของผลการทดสอบที่ได้ซึ่งมาจากปัจจัยต่างๆ เช่น องค์ประกอบของปฏิกิริยา 
PCR, ความเข้มข้นของดีเอ็นเอเป้าหมาย ดังนั้น เทคนิคนี้จึงไม่เป็นที่นิยมเท่าใดนัก (87) 

5)   เทคนิค phylogenetic tree เป็นเทคนิคการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์เป้าหมาย
ทั้งเส้นของผลิตภัณฑ์ที่สร้างขึ้นจากบริเวณหรือยีนตำแหน่งใดตำแหน่งหนึ่งที่ได้รับการ
พิสูจน์มาแล้วว่ามีคุณสมบัติที่เหมาะสม เนื่องด้วยเทคนิคนี้ไม่จำเป็นต้องเลือกตำแหน่ง
ตัดจำเพาะหรือตำแหน่งไพรเมอร ์ทำให้ลดโอกาสเสี่ยงการมองข้ามการเปลีย่นแปลงของ
ลำดับนิวคลีโอไทด์บางตำแหน่งซึ ่งอาจแสดงในรูปของ SNPs (single nucleotide 
polymorphism) ดังนั้น จึงเหมาะกับการศึกษาวิวัฒนาการหรือการจัดกลุ่มสิ่งมีชีวิตใน
เบื ้องต้นที ่การแบ่งกลุ ่มยังไม่ชัดเจน นอกจากนี้ การสร้าง phylogenetic tree นี้       
ยังแสดงข้อมูลความใกล้ชิดระหว่างกลุ่มของสิ่งมีชีวิต เพื่อเป็นข้อมูลนักวิจัยได้ออกแบบ
การวิเคราะห์และจัดกลุ่มเช้ือให้ตรงตามวัตถุประสงค์การวิจัยอีกด้วย 

2.7 การทำแผนภูมิต้นไม้ (phylogenetic trees) 
 แผนภูมิต้นไม้ เป็นการแสดงผลการวิเคราะห์ข้อมูลลำดับการเรยีงตัวของนิวคลีโอไทด์บนสาย

ดีเอ็นเอรูปแบบหนึ่ง เพื ่อหาความใกล้ชิดของสายพันธุ ์สิ ่งมีชีวิต ภายใต้สมมุติฐานการทำนายว่า
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สิ ่งมีชีวิตที ่มีลำดับการเรียงตัวของนิวคลีโอไทด์บนสายดีเอ็นเอที ่คล้ายกันน่าจะมีจุดกำเนิดทาง
วิวัฒนาการที่ใกล้กันหรืออยู่กลุ่มเดียวกันนั่นเอง ซึ่งในปัจจุบันมีโปรแกรมอัตโนมัติมากมายที่รองรับ
การวิเคราะห์และการแสดงผลดังกล่าว (ตารางที่ 1) ที่นิยมและเป็นที่รู้จัก ได้แก่ Clustalw หรือ 
Muscle ซึ่งวิเคราะห์ผลภายใต้รูปแบบและหลักการต่างๆ ได้แก่ การแทนที่เพื่อเลือกตำแหน่งที่
เหมาะสมที่สุด (best-fit substitution model), การวิเคราะห์รูปแบบความเป็นเนื้อเดียวกัน (test 
pattern homogeneity), การแสดงรูปแบบการทดแทนโดยประมาณ (estimate substitution 
pattern), การประมาณอัตราความผันแปรระหว่างตำแหน่ง (estimate rate variation among 
sites), การประมาณการ bias ของ transition/transversion (estimate transition/transversion 
bias), การประมาณอัตราระหว่างตำแหน่ง (estimate site-by-site rates) จากนั้นแสดงผลในรูปของ
กิ่งก้านแผนภูมิต้นไม้ ที่เรียกว่า phylogenetic trees พร้อมค่าพารามิเตอร์ต่างๆ เช่น ค่า bootstrap, 
branch-length, branch-and-bound exact, heuristic, nearest-neighbor-interchange, 
close-neighbor-interchange และ max–mini  โดยมีการคำนวณระยะห่างภายในกลุ่มและ
ระหว่างกลุ่มด้วยทฤษฎี pairwise และ diversity (68) กล่าวเป็นข้ันตอนการวิเคราะห์โดยสังเขป คือ 
โปรแกรมสำเร็จรูปจะวิเคราะห์ข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์ แล้ววางเชื้อที่มีข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์
คล้ายกันไว้บนกิ่ง หรือ clade เดียวกัน ในขณะที่เชื้อที่มีข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์ต่างกัน ก็จะถกูจัด
วางบนกิ่ง หรือ clade ต่างกัน ซึ่งความห่างของกิ่ง หรือ clade นี้จะสัมพันธ์กับจำนวนนิวคลิโอไทด์  
ที่แตกต่างกันด้วย นั่นคือ สิ่งมีชีวิตที่มีข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์ที่แตกต่างกันมาก เมื่อนำมาจัดกลุ่ม
และแสดงผลด้วยแผนภูมิต้นไม้ก็จะมีตำแหน่งวางที่ห่างมากเช่นกัน การจำแนกกลุ่มเช้ือโดยใช้ข้อมูล
ลำดับนิวคลิโอไทด์น้ีเป็นเพียงการจัดระบบโดยอาศัยข้อมูลที่มี ณ ปัจจุบัน ในบางครั้งศาสตร์นี้จึงได้รับ
การขนานนามว่าเป็นศาสตร์แห่งการทำนายหรือคาดเดา [60] 

a) การวิเคราะห์และแปลผลความสัมพันธ์ของสิ่งมีชีวิตจาก phylogenetic tree 
 การคำนวณระยะห่าง (distance) ความสัมพันธ์ของสิ่งมีชีวิตจากผลแสดงแผนภูมิ 
phylogenetic tree นี้ เป็นการวิเคราะห์และแปลผลแบบ semi-quantitative อย่างหนึ่งซึง่
มีหลายวิธี แต่วิธีที ่ได้ร ับความนิยมมากที่สุดคือ distance-based method ซึ ่งเป็นการ
ทำนายวิว ัฒนาการของสิ ่งม ีช ีว ิตจากข้อมูลลำด ับนิวคลีโอไทด์ท ี ่ เปล ี ่ยนแปลงไป 
(evolutionary distance matrix) และการทำนายความสัมพันธ์ของสิ ่งมีชีวิตจากความ
คล้ายคลึงของข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ (phylogenetic tree construction) (89) โดยผล
การทำนายทั้งหมดจะมีระบบของการทำ bootstrap เป็นดัชนีควบคุมความแม่นยำ หลักการ
โดยย่อคือ การปรับลำดับการวิเคราะห์ตัวอย่างแบบสุ่มโดยการทำซ้ำๆ ภายใต้สมมุติฐานว่า
หากการวิเคราะห์ผลมีความแม่นยำและสิ่งมีชีวิตน้ันๆ มีความสัมพันธ์กันจริง การปรับลำดับ
การวิเคราะห์ตัวอย่างจะไม่กระทบกับผลการวิเคราะห ์ซึ่งโดยส่วนใหญม่ักทำซำ้ที่ 1,000 ครั้ง 
ซึ่งหากพบว่าผลการวิเคราะห์เป็นไปในทางเดียวกันทุกครั้งจากการสุ่ม 1 ,000 ครั้ง แสดงว่า
ข้อมูลนี้มีค่า bootstrap เป็นร้อยละ 100 แต่หากพบว่ามีการสร้าง trees ในลักษณะนี้เพียง 
500 ครั้งจากการสุ่ม 1,000 ครั้งแสดงว่าข้อมูลนี้มีค่า bootstrap ร้อยละ 50 [68]  
 ข้อมูลที่ใช้สำหรับการวิเคราะหเ์พือ่การสรา้ง phylogenetic tree มีได้หลายรูปแบบ 
ไม่ว่าจะเป็นข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์จากสารพันธุกรรมชนิด DNA, RNA หรือแม้กระทั่ง
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โปรตีน (90) ทั้งจาก ribosomal genes และ protein coding genes (91) ซึ่งข้อมูลเหล่าน้ี
จะถูกวิเคราะห์ภายใต้หลักการเดียวกัน (ตารางที่ 1) 

ตารางที ่1 โปรแกรมสำหรับสร้าง phylogenetic tree 

ชื่อ
โปรแกรม 

ลักษณะ วิธีการวิเคราะห์ข้อมูล อ้างอิง ที่อยู่ URL 

 PAML 
การวิเคราะห์ทางสรีรวทิยา
โดยใช้ maximum 
likelihood 

maximum likelihood 
และ bayesian 
inference 

Z. Yang (92) 
http://abacus.gene.ucl.ac.uk/soft
ware/paml.html 

PHYLIP  

Phylogenetic inference 
package 

maximum parsimony, 
distance matrix, 
maximum likelihood 

J. Felsenstein (93) https://paup.phylosolutions.com/ 

TREE-
PUZZLE  

Maximum likelihood 
และการวิเคราะห์ทางสถิต ิ

maximum likelihood Makarenkov (94) http://www.tree-puzzle.de/ 

MEGA 

การวิเคราะห์พันธุศาสตร์
วิวัฒนาการระดับโมเลกุล 

distance, parsimony 
และ maximum 
composite likelihood 
methods 

Tamura K, Dudley J, 
Nei M & Kumar S 
(95) 

https://www.megasoftware.net 

PAUP 
การวิเคราะห์ทางสรีรวทิยา
โดยใช้  parsimony  

maximum parsimony, 
distance matrix, 
maximum likelihood 

D. Swofford (96) https://paup.phylosolutions.com/ 

 
b) ศาสตร์แห่ง phylogenetic tree กับการจัดกลุ่มเชื้อรา 

ปัจจุบันการจำแนกกลุ่มเชื้อราโดยอาศัยศาสตร์แห่ง phylogenetic tree นี้ได้รับ
ความนิยมมากข้ึน เนื่องจากเช้ือราเป็นจุลชีพที่มีวิวัฒนาการค่อนข้างเร็ว โดยเฉพาะเช้ือราก่อ
โรคที ่ได้ร ับยาต้านเชื ้อราแล้ว หลายครั ้งพบว่าเชื ้อราก่อโรคหลายตัวมีวิวัฒนาการทาง
พันธุกรรม นั ่นคือ มีลำดับนิวคลิโอไทด์ที่เปลี่ยนแปลงไปซึ ่งสัมพันธ์กับลักษณะต่างๆ ที่
เปลี่ยนแปลง เช่น มีการดื้อยามากข้ึน เกาะเซลล์ของโฮสต์แน่นข้ึนและทนต่อกลไกการกำจัด
เช้ือต่างๆ หรือแม้กระทั่งมีความสามารถในการแพร่กระจายได้รวดเร็วข้ึนรวมถึงมีพฤติกรรม
การหลบหลีกภูมิคุ ้มกันที ่มีประสิทธิภาพมากขึ ้น ในขณะที่ลักษณะทางมหสัณฐานและ       
จุลสัณฐานยังคงไม่เปลี่ยนแปลง วิวัฒนาการของเชื้อราโดยการเปลี่ยนแปลงเฉพาะในระดับ 
genetic นี้ ส่งผลทำให้การจัดกลุ่มเชื้อโดยการดูเฉพาะลักษณะภายนอกตามวิธีมาตรฐาน     
ไม่เพียงพออีกต่อไป 

 งานวิจัยของ Maheux และคณะ ได้ศึกษาข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์จากยีน 3 ตำแหน่ง คือ 
ATP2, TEF1 และ TUF1 ก่อนจะวิเคราะห์ทาง phylogenetic เพื่อทำนายความไวต่อยาของเช้ือ 
Candida ก่อโรค โดยมีวัตถุประสงค์ เพื่อหาความสัมพนัธ์ระหว่างกลุ่มเช้ือที่จำแนกได้ด้วยเทคนิค 
phylogenetic กับความไวรับต่อยาต้านเช้ือราของเช้ือกลุ่มนั้นๆ โดยทำการศึกษาในเช้ือ Candida 
จำนวน 20 สายพันธ์ุ และมีเช้ือ Ascomycete และ Neurospora crassa เป็นเช้ือนอกกลุ่มการศึกษา 
ผลการวิเคราะหล์ำดับนิวคลิโอไทด์ด้วย phylogenetic สามารถแยกเช้ือได้เป็น 3 กลุ่ม คือ กลุม่ที่ 1 
ประกอบด้วย Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida tropicalis, Candida 

https://en.wikipedia.org/wiki/PHYLIP
https://en.wikipedia.org/wiki/Joe_Felsenstein
https://en.wikipedia.org/wiki/Tree_puzzle
https://en.wikipedia.org/wiki/Tree_puzzle
https://en.wikipedia.org/wiki/MEGA,_Molecular_Evolutionary_Genetics_Analysis
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viswanathii และ Candida parapsilosis กลุ่มที่ 2 ประกอบด้วย Candida kefyr, Candida 
sphaerica และ Candida glabrata กลุม่ที่ 3 ประกอบด้วย Candida krusei, Candida 
inconspicua และ Candida lambica ซึง่เช้ือที่แยกได้ในแต่ละกลุ่มสัมพันธ์กบัรปูแบบความไวรบัต่อ
ยา (97) 
3. การทดสอบความไวรับต่อยาต้านเชื้อราในเชื้อ Aspergillus  
 ตามมาตรฐานของ clinical and laboratory standards institute (CLSI) ได้กำหนดวิธีการ
ทดสอบความไวรับต่อยาของเช้ือในกลุ่มราสายก่อโรคในห้องปฏิบัติการ (in vitro) ไว้ 2 วิธี ได้แก่ วิธี 
broth macro-/micro- dilution โดยอ้างอิงจากเอกสาร CLSI M38-A2 ซึ่งเป็นวิธีการทดสอบ
มาตรฐานสากล และ disk diffusion โดยอ้างอิงจากเอกสาร CLSI M51-A (98) ซึ่งนิยมใชเ้พื่อการ 
screening  
 เนื่องด้วยผลการทดสอบด้วยวิธี broth macro-/micro- dilution ที่สามารถบอกค่าความ
เข้มข้นของยาต้านเช้ือราที่ต่ำที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือได้ หรือค่า minimal inhibitory 
concentration (MIC) ซึ่งมีประโยชน์ย่ิงในการเปน็แนวทางวางแผนการใช้ยาต้านเช้ือรามากกว่าผลไว
หรือดื้อของเช้ือ ณ ยาต้านเช้ือราความเข้มข้นหนึ่งๆ ที่ได้จากการทดสอบด้วยวิธี disk diffusion ทำ
ให้ในปัจจุบัน วิธี broth macro-/micro- dilution กลายเป็นวิธีที่ได้รับความนิยมและมีการทดสอบ
กันอย่างแพร่หลายในห้องปฏิบัติการ ซึ่งมีวิธีโดยสังเขปสำหรับเช้ือราประเภทเส้นสาย (filamentous 
fungi หรือ mold) กล่าวคือ การนับจำนวนเชื้อตั้งต้นในปฏิกิริยามักอาศัยการปรับความขุ่นของ
สารละลาย conidia ให้มีค่าการดูดกลืนแสงในช่วง 0.09–0.3 ด้วยเครื่อง spectrophotometer ณ 
ความยาวคลื่นแสงที่ 530 nm ซึ่งตามทฤษฎีจะมีเซลล์ของเชื้ออยู่ประมาณ 0.4-5×104 colony 
forming unit (CFU)/mL จากนั้นจึงบ่มเช้ือดังกล่าวกับยาต้านเช้ือราที่ต้องการทดสอบเป็นเวลา 72 
ชั ่วโมง ณ อุณหภูมิ 35°C ณ ความเข้มข้นต่างๆ นั ่นคือ การทดสอบในยา amphotericin B, 
itraconazole, voriconazole, posaconazole, ravuconazole ให้ทดสอบในช่วงความเข้มข้นยา 
16–0.03 µg/mL และ echinocandins ให้ทดสอบในช่วงความเข้มข้นยา 8–0.016 µg/mL จากนั้น
เมื ่อครบเวลาบ่ม ให้อ่านค่าความเข้มข้นของยาที ่น้อยที ่ส ุดที ่ยับยั ้งการเจริญของเชื ้อได้  หรือ 
minimum inhibitory concentration (MIC) ซึ่งสังเกตได้จากหลุมปฏิกิริยาที่ไม่มีเชื้อเจริญ (98) 
วิธีการนี้เป็นวิธีที่มีความแม่นยำสูง ปัจจุบันจึงมีชุดทดสอบความไวรับต่อยาต้านเชื้อราด้วยเทคนิค 
broth macro-/micro- dilution นี้ที่ผ่านการรับรองโดยสถาบันมาตราฐานต่างๆ วางจำหน่ายใน
ท้องตลาดหลายยี ่ห ้อ เช่น Sensititre™ YeastOne™ YO9 AST Plate (บร ิษัท Thermo 
Scientific™, ประเทศอังกฤษ) (99) 
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บทท่ี 3 
วิธีดำเนินการวิจัย 

1. สารเคมี นำ้ยา วัสดุทางวิทยาศาสตร ์
 สารเคมี น้ำยา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ ที ่ใช้ในงานวิจัย มีรายละเอียด ดังนี ้ขั ้นตอนการ
เพาะเลี้ยงเชื้อรา ประกอบด้วย sabouraud dextrose agar (SDA); บริษัท BD DIFCO ประเทศ
สหรัฐอเมริกา, sabouraud dextrose broth (SDB) ; บริษัท BD DIFCO ประเทศสหรัฐอเมริกา, 
plastic disposable items เช่น petridish plate, screw cap tube eppendrof ประเทศไทย, 
ข้ันตอนการสกัดสารพันธุกรรม ประกอบด้วย ชุดน้ำยา MagNA Pure 24 SystemTM; บริษัท Roche 
Diagnostics ประเทศสวิตเซอร์แลนด์, น้ำยา elution buffer; บริษัท QIAGEN ประเทศเยอรมนี, 
ขั ้นตอนการเพิ ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค real time PCR ประกอบด้วย ชุดน้ำยา 
LightCycler ® 480 SYBR Green I; บริษัท Roche Diagnostics ประเทศสวิตเซอร์แลนด์,  
ไพรเมอร์ itsและ tef-1α ไพรเมอร์; บริษัท Ward Medic ประเทศมาเลเซีย 
2. เครื่องมือ 
 เครื่องวัดปริมาณ DNA (NanodropTM 1000 spectrophotometer); บริษัท Thermo 
scientific จำกัด ประเทศสหรัฐอเมริกา, เครื่องสกัดสารพันธุกรรม MagNA Pure 24 SystemTM; 
บริษัท Roche Diagnostics ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค 
real time PCR CobasZ480; บริษัท Roche Diagnostics ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ เครื ่องมือ
พื้นฐานต่างๆ ในห้องปฏิบัติการ เช่น เครื่องเขย่าผสมสาร (vortex), เครื่องนึ่งฆ่าเช้ือด้วยระบบความ
ดันไอน้ำ (autoclave), และเครื่องปั่นเหว่ียง (SpectrafugeTM Mini Laboratory centrifuge)  
3. วิธีการทดลอง 
3.1 การคำนวณหากลุ่มตัวอย่าง (sample size) 
 การคำนวณกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในงานวิจัยน้ี อ้างอิงจากข้อมูลงานวิจัยของ Alshehri และคณะ 
พบว่าข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ its ของเชื้อราร้อยละ 30 ใน international nucleotide 
sequence database (INSD) มีข้อมูลไม่เพียงพอในการจำแนกเช้ือระดับสปีชีส์ ซึ่งสามารถคำนวณ
ได้เป็นค่าความถูกต้องของการจำแนกเชื้อระดับสปีชีส์อยู่ที่ร้อยละ 70 (100) เปรียบเทียบกับขอ้มูล
ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tef-1α จากข้อมูลงานวิจัยของ Nouripour และคณะ ที่ทำการศึกษายีน 
tef-1α ซึ่งที่มีความยาวเฉลี่ย 526 นิวคลิโอไทด์ พบว่าเมื่อเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์ของแต่ละ
ตัวอย่าง ภายในเชื้อ Aspergillus สปีชีส์เดียวกันมีจำนวนนิวคลิโอไทด์ที่แตกต่างกันอยู่ในช่วง 0-71 
เบส (13) ดังนั้น ค่าความถูกต้องในการจำแนกเช้ือ Aspergillus ระดับสปีชีส์เมื่อตรวจวิเคราะห์ด้วย
ยีน tef-1α คำนวณได้ดังนี้ 

การคำนวณค่าความถูกต้องในการจำแนกเช้ือตรวจวิเคราะห์ด้วยยีน tef-1α  
   accuracy  = (TP+TN)/N 
     = 455/526 
     = 0.86  

เมื่อ N  คือ จำนวนนิวคลิโอไทด์ที่ทำการศึกษาทั้งหมด 526 นิวคลิโอไทด์ 
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FN  คือ การพบลำดับนิวคลิโอไทด์ในเชื้อตัวที่หนึ่งแต่ไม่พบในในเชื้อตัวที่สอง
กำหนดให้เป็นค่าผลลบปลอม (false negative)  

FP คือ การพบลำดับนิวคลิโอไทด์ในเชื ้อตัวที่สองแต่ไม่พบในเชื้อตัวที่หนึ่ง
กำหนดให้เป็นค่าผลบวกปลอม (false positive)  
o แสดงว่าในกรณีที ่มีนิวคลิโอไทด์ต่างกัน 71  นิวคลิโอไทด์ คือ 

FN+FP 
TP คือ การพบลำดับนิวคลิโอไทด์ทั ้งในเชื ้อตัวที ่หนึ ่งและเชื ้อตัวที ่สองจึง

กำหนดให้เป็นค่าผลบวกจริง (true positive)  
TN คือ การไม่พบทั้งในเช้ือตัวที่หนึ่งและเช้ือตัวที่สองจึงกำหนดให้เป็นค่าผลลบ

จริง (true negative)  
o แสดงว่าในกรณีที่มีลำดับนิวคลิโอไทด์เหมือนกัน 455 คือ TP+TN  

 
จากการคำนวณตามสูตรข้างต้น ความถูกต้องในการจำแนกเช้ือตรวจวิเคราะห์ด้วยยีน tef-1α เท่ากับ
ร้อยละ 86 (5) 

จากนั้นจึงเข้าสูตรคำนวณจำนวนตัวอย่างด้วยโปรแกรม G-Power โดยใช้ Z test (ภาพที่ 
13) ในการเปรียบเทียบความแตกต่างของการจำแนกเช้ือราด้วย its region โดยกำหนดรายละเอียด 
ดังนี ้

-  ร้อยละความถูกต้องในการจำแนกสปีส์ของเช้ือเมื่อตรวจวิเคราะห์ด้วย its เท่ากับ 70 
-  ร้อยละความถูกต้องในการจำแนกสปีส์ของเช้ือเมื่อตรวจวิเคราะห์ด้วย tef-1α เท่ากับ 86 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 35 

 
ภาพที่ 13 การคำนวณขนาดตัวอย่างที่ต้องใช้ในงานวิจัยด้วยโปรแกรม G-Power 

 

จากการคำนวณตามสูตรข้างต้น จะได้จำนวนตัวอย่างของเชื้อ Aspergillus ขั้นต่ำที่ต้องใช้ในการ
ตรวจวิเคราะห์แต่ละวิธีเท่ากับ 172 ตัวอย่าง ซึ่งเมื่อพิจารณาถึงความเหมาะสมในด้านระยะเวลาใน
การทำงานวิจัย รวมถึงงบประมาณ จึงกำหนดขนาดตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ไม่ต่ำกว่า 190 
ตัวอย่าง 
3.2 การขอจริยธรรมการวิจัย 
 งานวิจัยนี ้ผ ่านการอนุมัติจริยธรรมการวิจัยหมายเลข IRB COA number 512/64 จาก
คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย เป็นที่เรียบร้อยแล้ว 
3.3 การเก็บตัวอย่างเชื้อ Aspergillus ท่ีใช้ในการศึกษา 
 เนื่องด้วยวัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ มุ่งเน้นที่กลุ่มผู้ป่วยโรคติดเช้ือ aspergillosis ชาวไทย 
ดังนั้น เช้ือ Aspergillus ที่ใช้ในการศึกษาจึงมาจากเช้ือที่เพาะแยกได้จากผู้ป่วยชาวไทยที่เข้ารับการ
รักษา ณ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย ตั้งแต่เดือนมกราคม ปี 2560 จนถึงเดือนธันวาคม 
ปี 2565 ซึ ่งเชื ้อเหล่านั ้นถูกเก็บร ักษาไว้ในคลังเช ื ้อจ ุลชีพ ( biobank) ณ หน่วยราวิทยา                    
ฝ่ายจุลชีววิทยา โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย โดยมีเกณฑ์คัดเลือกเช้ือ Aspergillus ดังนี ้
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เกณฑ์คัดเข้า (inclusion criteria) 
1) เป ็นเชื ้อ 1st isolate of Aspergillus spp. หลังผู ้ป่วยได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรค 

aspergillosis ตามหลักการของ IDSA โดยจะคัดเลือกเชื้อเข้างานวิจัยเพียง 1 isolate 
ต่อผู้ป่วย 1 รายเท่านั้น 

เกณฑ์คัดออก (exclusion criteria) 
1) เชื้อ Aspergillus spp. ที่เก็บรักษาไว้ในคลังเชื้อจุลชีพ มีการปนเปื้อนด้วยเชื้อจุลชีพ     

สายพันธ์ุอื่น 
2) เช้ือ Aspergillus spp. ทีเ่ก็บรักษาไว้ในคลังเช้ือจุลชีพ แต่เมื่อนำมาเพาะเลี้ยงแล้วเช้ือไม่

เจริญ 
โดยเชื้อ Aspergillus spp. ตัวอย่างที่ถูกเลือกเข้าในงานวิจัย จะถูกนำมากำหนดหมายเลขแทนช่ือ
ผู้ป่วยทั้งหมดโดยนักวิจัยที่ได้รับมอบหมายภายใต้ข้อปฏิบัติว่าด้วยคำประกาศสิทธิและข้อพึงปฏบิัติ
ของผู้ป่วย (101) 
3.4 การเก็บข้อมลูท่ีเกี่ยวกับตัวอย่างเชื้อ 
 เช้ือ Aspergillus ทุกตัวที่ถูกคัดเข้ามาในงานวิจัย ผู้วิจัยจะสืบค้นข้อมูลต่างๆ ดังนี้  

1) ผลการจำแนกสปีชีส์ของเชื้อ Aspergillus ด้วยลักษณะทางมหสัณฐานและจุลสัณฐาน 
จากหน่วยราวิทยา ฝ่ายจุลชีววิทยา โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย 

2) ค่าความไวรับต่อยาต้านเชื ้อราชนิด amphotericin B ที ่ทดสอบได้จากชุดทดสอบ 
YeastOne (broth microdilution commercial kit) 

โดยข้อมูลทั ้งหมดจะสืบค้นในระบบ hospital information system (HIS) และ laboratory 
information system (LIS) ของโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย  
3.5 เชื้อสายพันธุ์มาตรฐานท่ีใช้ในงานวิจัย 
 เนื่องจากเชื้อ Aspergillus มีลักษณะทั้งทางมหสัณฐานและจุลสัณฐาน ที่คล้ายกับเชื้อรา  
บางกลุ่ม รวมถึงมีลำดับนิวคลีโอไทด์ในสารพันธุกรรมที่คล้ายกับเช้ือราอีกบางกลุ่มเช่นกัน ดังนั้น ใน
งานวิจัยนี้จึงใช้เชื้อสายพันธุ์มาตรฐานทั้งกลุ่ม Aspergillus และ non-Aspergillus เป็นเชื้อกลุ่ม
ควบคุมในงานวิจัย โดยเช้ือทั้งหมดได้รับความอนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการราวิทยา ฝ่ายจุลชีววิทยา 
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย ดังนี้ 

1) เชื ้อ Aspergillus ที่พบก่อโรค aspergillosis ในผู ้ป่วยชาวไทย จำนวน 5 สปีชีส์ ได้แก่.        
A. fumigatus ATCC 26934, A. flavus ATCC 204304, A. niger ATCC 6275,                      
A. terreus ATCC 20542, A. nidulans ATCC 38163 

2) เช้ือ non-Aspergillus จำนวน 9 สปีชีส์ แบ่งเป็น 
ก. กลุ่มเช้ือที่มีลักษณะทางมหสัณฐานและจุลสัณฐาน และ/หรือ ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ

ยีน tef-1α ในสารพันธุกรรมที่คล้ายกบัเช้ือ Aspergillus มากกว่าหรือเท่ากับรอ้ยละ 70 
ไ ด ้ แ ก่  Fusarium spp. ATCC 60289, Scedosporium spp. ATCC 204059 แล ะ 
Penicillium spp. ATCC 10106 

ข. กลุ่มเช้ือที่มีลักษณะทางมหสัณฐานและจุลสัณฐาน รวมถึงลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 
tef-1α ในสารพันธุกรรมที่คล้ายกับเชื ้อ Aspergillus น้อยกว่าร ้อยละ 70 ได้แก่ 
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Rhizopus spp. ATCC 52369, Cladosporium spp. ATCC 16022, Histoplasma 
spp. ATCC 26032, Pythium insidiosum ATCC 56843, Candida albicans ATCC 
10231 และ Cryptococcus neoformans ATCC 32045 

3.6 การเพาะเลี้ยงเชื้อ 
 ตามมาตรฐานความปลอดภัยในห้องปฏิบัติการ เพื่อลดการฟุ้งกระจายของสปอร์เช้ือในพื้นที่
ปฏิบัติงาน เช้ือรา Aspergillus จะถูกจัดเก็บในอาหารเลี้ยงเช้ือ SDA ที่แช่ในน้ำกลั่นปลอดเช้ือ และ
เมื่อต้องการนำเชื้อออกมาเพาะเลี้ยง จะนำก้อนอาหารเลี้ยงเชื้อในหลอดดังกล่าวออกมาวางบน             
จานอาหารเลี้ยงเช้ือที่มี SDA หรือใส่ในภาชนะที่มีอาหาร SDB เพื่อกระตุ้นการเจริญของเส้นใยเช้ือรา 
 กระบวนการเพาะเลี้ยงเชื้อเป็นไปตามขั้นตอนมาตรฐาน กล่าวคือ หลังวางเชื้อบนผิวหน้า
อาหารเลี้ยงเช้ือหรือใส่เช้ือลงในภาชนะบรรจุอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว ให้คลายฝาเกลียวของภาชนะ
เพาะเลี้ยงเพื่อให้เชื้อได้รับก๊าซออกซิเจนเพื่อการเจริญเติบโต บ่ม ณ อุณหภูมิ 30°C นาน 48-72 
ชั่วโมง สังเกตการเจริญของเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งจะพบการเจริญเป็นโคโลนีเส้นใยสีขาวขนาด
เล็ก บางส่วนฝังเส้นใย (submerge hyphae) ลงในเนื้ออาหาร บางส่วนเจริญฟูขึ้นมาเหนือผิวหน้า
อาหาร (aerial hyphae) หรืออาจพบเป็นลักษณะของเส้นใยคล้ายหยากไย่เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร
ชนิดเหลว โดยในช่วง 24 ชั่วโมงแรกจะยังไม่พบสีของสปอร์ ซึ่งเป็นช่วง log phase ดังนั้น ในช่วง  
24 ช่ัวโมงแรกนี้ จึงเป็นช่วงที่เหมาะสมในการนำเช้ือ Aspergillus ไปสกัด DNA มากที่สุด เนื่องจาก
เหตุผลทั้งเป็นช่วงเวลาที่เช้ือกำลัง active มากที่สุดและในช่วงนี้เช้ือยังไม่สร้างเม็ดสี (pigment) ซึ่งมี
รายงานว่าเม็ดสีเหล่าน้ีมีผลกระทบต่อการทำงานของเอนไซม์ taq polymerase ในกระบวนการเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรม (polymerase chain reaction: PCR) 
3.7 การสกัดสารพันธุกรรมของเชื้อ Aspergillus 
 ในงานวิจัยน้ีใช้วิธีการสกัด DNA ด้วยเครื่องอัตโนมัติและชุดน้ำยาสกัดตัวอย่าง (MagNA Pure 
24 SystemTM, บริษัท Roache Diagnostics จำกัด, ประเทศสวิตเซอร์แลนด์) ตามหลกัการ 
magnetic glass particles ซึง่มีขั้นตอนโดยสังเขป คือ เข่ียเช้ือ Aspergillus น้ำหนักประมาณ 0.5 
กรัม ลงในน้ำยา elution buffer* (QIAGEN, ประเทศเยอรมนี) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร จากนั้นใช้ 
loop ตีเสน้ใยของเช้ือสลบักบัการ vortex ใหเ้ส้นใยกลายเปน็ช้ินเล็กๆ เพื่อเร่งปฏิกิริยาการทำให้เซลล์
แตก จากนั้นตั้งทิ้งไว้ใหเ้ส้นใยตกตะกอนประมาณ 15 นาที ก่อนดูดส่วนใสด้านบน ปรมิาตร 200 
ไมโครลิตร ใส่ลงในตลบัเพือ่นำเข้าเครื่องสกัดตัวอย่างอัตโนมัติ 
* น้ำยา elution buffer คือ สารละลายสำหรบัเตรียมตัวอย่างเช้ือ ชุดน้ำยาสกัดตัวอย่างประกอบดว้ย 
1) tris-HCl มีหน้าที่ทำปฏิกิริยากับ (lipopolysaccharide; LPS) บน cell membrane ของเช้ือ  
ทำให้เซลล์รั่วแตกและปล่อยสารพันธุกรรมออกมา นอกจากนี้ สารละลายดังกล่าวยังช่วยรักษา pH 
ในปฏิกิริยาให้อยู่ในช่วงที่เหมาะสมนั่น คือ pH = 7-9 2) มี guanidine chloride และ proteinase 
K ช่วยย่อยและตกตะกอนโปรตีน 
 โมเลกุล DNA ที่ได้จะถูกแยกออกจากโมเลกุลอื่นๆ ด้วย magnetic glass particles (MGP) 
ซึ่งจะดูดจับโมเลกุล DNA ไว้ จากนั้นสารละลาย tris-HCl จะทำหน้าที่แยกโมเลกุล DNA จาก MGP 
อีกครั้งในข้ันตอนสุดท้าย โมเลกุล DNA ที่ได้นี้จะอยู่ในรูปของสารละลาย ซึ่งสามารถเก็บรกัษาไว้ได้ ณ 
อุณหภูมิ -20°Cจนกระทั่งพร้อมทดสอบในข้ันตอนถัดไป 
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3.8 การตรวจสอบปรมิาณและคณุภาพของ DNA ท่ีได้จากการสกัดตัวอย่าง 
 โมเลกุล DNA ที่ได้ทั้งหมดจะถูกกำหนดหมายเลขเดียวกับเชื้อจุลชีพตัวอย่างที่นำมาสกัด 
จากนั้นนำไปตรวจสอบปรมิาณ (วัดความเข้มข้นหน่วย ng/µl) และคุณภาพ (วัดความบริสุทธ์ิ คำนวณ
จากอัตราส่วนค่า OD ณ ความยาวคลื่น 260/280 นาโนเมตร) ด้วยเครื่องวัดปริมาณ DNA โดยอาศัย
หลักการการดูดกลืนแสง (NanodropTM 1000 spectrophotometer, บริษัท Thermo scientific 
จำกัด, ประเทศสหรัฐอเมริกา) โดยค่า OD 260 นาโนเมตร บ่งบอกถึงปริมาณโมเลกุล DNA ที่ตรวจ
พบในตัวอย่าง และค่า OD 280 นาโนเมตร บ่งบอกถึงถึงปริมาณโปรตีนและโมเลกุลปนเปื้อนต่างๆ 
โดยในงานวิจัยนี้ โมเลกุล DNA ที่มีค่า OD 260/280 นาโนเมตร ในช่วง 1.8-2.0 คือ ตัวอย่าง DNA    
ที่มีคุณภาพ สามารถนำมาใช้ในงานวิจัยได้ 
3.9 ลำดับนิวคลิโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในงานวิจัย 
 การศึกษาครั้งนี้เป็นการจำแนกสปีชีส์ของเชื้อโดยอาศัยข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์ 2 บริเวณ 
คือ บริเวณ its และยีน tef-1α ซึ่งทั้ง 2 บริเวณมีไพรเมอร์ที่ถูกออกแบบและได้รับการพิสูจน์ความ
เป็น primary และ secondary barcode เรียบร้อยแล้ว (ตารางที ่ 2) โดยในงานวิจัยครั ้งนี้เส้น       
ไพรเมอร์เหล่าน้ีจะได้รับการสังเคราะห์โดย บริษัท Ward Medic จำกัด, ประเทศมาเลเซีย 
 
ตารางที ่2 รายละเอียดไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลอง 

Region/Gene ไพรเมอร์ ลำดับนิวคลิโอไทด์  (5’-3’) ที่มา 

its forward (ITS1) TCCGTAGGTGAACCTGCGG White และคณะ (102) 
reverse (ITS4) TCCTCCGCTTATTGATATGC White และคณะ (102) 

tef-1α 
forward (A133) GAYTTCATCAAGAACATGAT Robert และคณะ (79) 
reverse (A133) GACGTTGAADCCRACRTTGTC Robert และคณะ (79) 

 

3.10 การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค real time PCR  
 เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค real-time-PCR ในบริเวณ its และยีน tef-1α ด้วย
ไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อบริเวณ its และยีน tef-1α ตามลำดับ (ตารางที่ 2) ด้วยเทคนิค real-time 
PCR และตรวจวัดผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นด้วยสัญญาณฟลูออเรสเซนซ์ (DNA binding fluorescent 
dyes) คือ สี SYBR Green I โดยปฏิกิริยางานวิจัยนี้ใช้น้ำยา master mix (LightCycler ® 480 
SYBR Green I, บริษัท Roach Diagnostic, ประเทศสวิตเซอร์แลนด์) สัดส่วนของน้ำยาอ้างอิงตามที่
ระบุในเอกสารกำกับน้ำยา โดยในหลอดปริมาตรรวมเท่ากับ 50 µl มีการเติมสารองค์ประกอบต่างๆ 
ดังนี ้

- forwardไพรเมอร์ และ reverseไพรเมอร์ ทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมในช่วง 10, 
20, 40, 60, 80, 100 ng/µL 

- DNA template ทดสอบหาปริมาณที่เหมาะสมในช่วง 50, 60, 70, 80, 90, 100 ng 
(อ้างอิงตามเอกสารกำกับน้ำยา ปริมาณสารพันธุกรรม ที ่แนะนำคือ 50-100 ng/
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ปฏิกิริยา) โดยมีน้ำกลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมปฏิกิริยาลบ และ DNA ของเช้ือ 
ปฏิกิริยาทั้งหมดดำเนินการในเครื่อง real-time-PCR (Cobas 4800 System, บริษัท 
Roach Diagnostic, ประเทศสวิตเซอร์แลนด์) แบบ 96-Well Reaction Plate ปริมาตร 
50 µl/หลุม จำนวน 40 cycle ภายใต้สภาวะ ดังนี ้

- pre-denaturation   95°C  เป็นเวลา 5 นาท ี
- denaturation  95°C  เป็นเวลา 1 นาท ี
- annealing ทดสอบช่วง  40-52°C เป็นเวลา 5-20 วินาที  

(อ้างอิงตามเอกสารกำกบัน้ำยาและคำนวณจากลำดับนิวคลโิอไทด์ของไพรเมอร์)  
- extension ทดสอบช่วง  72°C   เป็นเวลา 5-30 วินาท ี

(อ้างอิงตามเอกสารกำกบัน้ำยาและคำนวณจากลำดับนิวคลโิอไทด์ของไพรเมอร์)  
- final-extension  72°C   เป็นเวลา 1 นาท ี

ผลการทดสอบในแต่ละปฏิกริิยาจะพิจารณาความเหมาะสมจากการเกิดผลิตภัณฑ์ ณ ค่า cycle 
threshold (Ct) ที่ต่ำที่สุด 
 เมื่อได้สภาวะของปฏิกิริยา PCR ที่เหมาะสมสำหรับไพรเมอร์แต่ละคู่แล้ว จะดำเนินการเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรม DNA ของเชื ้อในงานวิจัยนี ้ทั ้งหมด จากนั้นเก็บรักษาที ่อุณหภูมิ -20°C           
ก่อนนำไปวิเคราะห์หาลำดับนิวคลิโอไทด์ในข้ันตอนถัดไป 
3.11 การวิเคราะห์ลำดบันิวคลิโอไทด์ด้วยเทคนิค sanger DNA sequencing 
 ทำการวิเคราะห์ลำดับนิวคลิโอไทด์ บริเวณ its และยีน tef-1α ของตัวอย่างทั้งหมด โดยนำ
ผลผลิตที่ได้จากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค real time PCR ซึ่งมีปริมาณความเข้มข้น
ของ DNA มากกว่าหรือเท่ากับ 40 ng/µl ณ ปริมาตรข้ันต่ำ 20 µl พร้อมทั้งไพรเมอร์ forward  และ 
reverse ของยีนนั้นๆ ส่งไปวิเคราะห์หาลำดับนิวคลิโอไทด์ ด้วยเทคนิค sanger DNA sequencing 
โดยบริษัท Ward medic จำกัด ประเทศมาเลเซีย (103) 
 ผลการวิเคราะห์ที่ได้รับจากบริษัทจะอยู่ในรปูของ FASTA file แสดงลำดับนิวคลิโอไทด์แยก
เป็น 2 ชุด คือ ผลที่ได้จากการวิเคราะห์ในทิศทาง 3’ (ไพรเมอร ์ forward) และทิศทาง 5’                
(ไพรเมอรr์everse) อย่างละ 1 ชุด นำข้อมูล FASTA ของไพรเมอรท์ั้ง 2 เส้นมาสร้างเป็นลำดับ         
นิวคลิโอไทด์ที่ปรับแก้ข้อมูลเรียบรอ้ยแล้ว (contiq sequence) ด้วยโปรแกรม MEGASync ver.4.7 
https://megasync.top (104) หลักการโดยสงัเขป คือ meการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์ทั้ง          
2 ชุด ทีละตำแหน่ง หากตำแหน่งนิวคลโิอไทด์ใดที่ชนิดของนิวคลิโอไทด์จากข้อมลูแต่ละชุดไม่ตรงกัน 
จะต้องกลบัไปดู peak sequence file เพื่อประกอบการตัดสินใจทำ sequence editing ณ ตำแหน่ง
นั้นๆ ด้วยโปรแกรม bioedit 

เมื ่อได้ contiq sequence ของเชื ้อตัวอย่างแต่ละตัวแล้ว เพื ่อการทดสอบความแม่นยำ         
ของ contiq sequence ที่ได้ว่ายังมีคุณสมบัติในการจำแนกเชื้อได้ตามสปีชีส์ที่ถูกต้อง จะต้องนำ 
contiq sequence ที่ได้นี้เข้าสู่กระบวนการทาง Bioinfomatic ที่เรียกว่า WIMP (What’s in my 
pot) https://nanoporetech.com/resource-centre/whats-my-pot-wimp-quantitative-
analysis-tool-real-time-species-identification ซึ่งเป็นเทคโนโลยีที่ถูกคิดค้นขึ้นเพื่อนำมาใช้กับ
เทคนิค long read technology หรือการอ่านลำดับนิวคลิโอไทด์แบบต่อเนื่องทั้งเส้นแบบ real time 

https://megasync.top/
https://nanoporetech.com/resource-centre/whats-my-pot-wimp-quantitative-analysis-tool-real-time-species-identification
https://nanoporetech.com/resource-centre/whats-my-pot-wimp-quantitative-analysis-tool-real-time-species-identification


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 40 

โดยเมื่อได้ข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์ WIMP จะจัดกลุ่มจากชุดข้อมูลที่มีลักษณะแตกต่างกันในบาง
ตำแหน่งออกเป็นเชื้อกลุ่มต่างๆ โดยสามารถแสดงปริมาณเชื้อที่อยู ่ในแต่ละกลุ่มให้เห็นได้  (105)         
การนำเทคโนโลยี WIMP เข้ามาใช้ในงานวิจัยครั้งนี้เพื่อตรวจสอบว่าข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์ที่ผ่าน
การปรับข้อมูลในส่วนที่ให้กราฟไม่ชัดเจน ยังคงสามารถนำมาจัดจำแนกกลุ่มของเช้ือได้อย่างถูกต้อง 
โดยการนำข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์ของเชื้อ non-Aspergillus ที่เหมือนกับเชื้อกลุ่ม Aspergillus 
มากกว่าร้อยละ 70 คือ Fusarium spp., Scedosporium spp. และ Penicillium spp. เช้ือกลุ่มทีม่ี
ล ักษณะทางมหสัณฐานและจุลสัณฐานและลำดับนิวคลีโอไทด์ในสารพันธุกรรมที่คล้ายกับเช้ือ 
Aspergillus น้อยกว่าร ้อยละ 70 ได ้แก ่  Rhizopus spp., Cladosporium spp., Histoplasma 
spp., Pythium insidiosum, Candida albicans และ Cryptococcus neoformans และเชื ้อใน
กลุ่ม Aspergillus สายพันธุ์ต่างๆ มารวมกันแล้วจัดกลุ่มใหม่ด้วยโปรแกรม WIMP และตรวจสอบว่า
ลำดับนิวคลิโอไทด์ที่ได้สามารถจำแนกเชื้อออกเป็นกลุ่มต่างๆ ได้อย่างถูกต้อง โดยการนำ contiq 
sequence ทั้งของ 1) เชื ้อที ่ต้องการทดสอบ ซึ ่งในงานวิจัยนี ้ก็คือ contiq sequence ของเช้ือ 
Aspergillus สายพันธุ์ clinical isolate และ 2) เชื้อกลุ่มควบคุม ซึ่งในงานวิจัยนี้ก็คือ เชื้อสายพันธ์ุ
มาตรฐานต่างๆ (ATCC) รายละเอียดดังข้างต้น มารวมกัน ก่อนที่จะทำการจัดกลุ ่มของ contiq 
sequence เหล่านั้น ซึ่งหากได้ผลการจัดกลุ่มออกมาว่า contiq sequence ของเชื้อสปีชีส์เดียวกัน
ยังคงถูกจัดในกลุ่มเดียวกัน แสดงว่า contiq sequence ที่ได้ยังคงมีคุณสมบัติในการจำแนกเชื้อได้
ตามสปีชีส์ที่ถูกต้อง สามารถนำข้อมูล contiq sequence นี้ไปใช้ในข้ันตอนการสร้าง phylogenetic 
tree ต่อไป ในทางตรงกันข้ามถ้า contiq sequence ถูกจัดกลุ่มผิด อาจเกิดได้จาก 2 สาเหตุ คือ 1) 
ในกระบวนการทำ sequence editing มีความผิดพลาด หรือ 2) contiq sequence ของเชื ้อมี
วิวัฒนาการหรือมีการเปลี่ยนแปลงของสารพันธุกรรมทำให้เกิดกลุ่มใหม่จริง (105) (ภาพที่ 14) 
 

 
ภาพที่ 14 แสดงการวิเคราะห์ข้อมลูลำดับนิวคลิโอไทด์ด้วยโปรแกรม WIMP 
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3.12 การสรา้ง phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม Clustal Omega  
 ข้อมูล contiq sequence ที่ได้รับการพิสูจน์ยืนยันคุณสมบัติด้วยเครื่องมือ WIMP แล้วจะ
สามารถนำมาสร้าง phylogenetic tree ได้ (106) และเพื่อความแม่นยำของผลการศึกษาเนื่องจาก
เช้ือตัวอย่างแต่ละสปีชีส์อาจจะมีลำดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันเพียงไม่กี่เบส ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึง
เลือกค่าความเช่ือมั่น bootstrap เท่ากับ 1,000 ซ้ำ และวิเคราะห์หาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการด้วย
วิธี neighbor-joining (NJ) analysis (95) โดยจัดกลุ ่มเชื ้อเป็น clade ต่างๆ ที ่จำแนกได้ด้วย 
phylogenetic tree  

ภาพรวมขั้นตอนการทดลองในการศึกษาสารพันธุกรรมของเชื้อ Aspergillus เริ่มจากการ
เพาะเช้ือในอาหารเลี้ยงเช้ือ SDB สกัดสารพันธุกรรม เพิ่มปริมาณยีนที่สนใจด้วยชุดไพรเมอร์ its และ 
tef-1α วิเคราะห์ลำดับนิวคลิโอไทด์ด้วยเทคนิค sanger sequencing นำข้อมูลผลการวิเคราะห์ที่ได้
จากไพรเมอร์ forward และ reverse มาวิเคราะห์เพื ่อหา contiq sequence ด้วยโปรแกรม 
MEGASync หลังจากนั้นนำ contiq sequence มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม WIMP และนำข้อมูลที่ได้
ไปสร้าง phylogenetic tree ของแต่ละยีนด้วยโปรแกรม Clustal Omega (ภาพที่ 15) 

 
ภาพที่ 15 แสดงข้ันตอนการทดลองในการศึกษาสารพันธุกรรมของเช้ือ Aspergillus  

 
3.13 การแปลผล phylogenetic tree  
 ผลการจัดกลุ่มของเช้ือ Aspergillus ที่วิเคราะห์ได้จากการสร้าง phylogenetic tree จะถูก
นำมาหาความสัมพันธ์ โดยใช้การเปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรด้วยวิธี Pearson Chi-
square ที่ระดับนัยสำคัญทางสถิติเท่ากับ 0.05 และยอมรับ H0  เมื่อมีค่าความน่าจะเป็น (P) มากกว่า
ระดับนัยสำคัญ (0.05) โดยมีข้อตกลงเบื้องต้น ดังนี้ 

- ข้อมูลที ่นำมาวิเคราะห์อยู ่ในรูปของความถ่ี  เช่น MIC<8, MIC>=8, clade 1, clade 2, 
clade 3 หรือสายพันธ์ุต่างๆ ของเช้ือ 
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- กลุ่มตัวอย่างทั้งสองต้องเป็นอสิระต่อกัน กลุ่มตัวอย่างที่นำมาทดสอบการจำแนกเช้ือ ความไว
รับต่อยา บริเวณ its และ tef-1α เป็นอิสระต่อกัน 
3.13.1 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ผลการจัดกลุม่สปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จากข้อมูล
ลำดับ นิวคลีโอไทดบ์รเิวณ its และ tef-1α (ตารางที่ 3-4)  

สมมติฐานทางสถิติ 
H0 : การจำแนกเช้ือ Aspergillus ในระดับสปีชีส์ โดย phylogenetic tree ที่สร้างจากข้อมลู
ของยีน tef-1α ไม่มีความสัมพันธ์กับข้อมูลที่ทดสอบในบริเวณ its 
H1 : การจำแนกเช้ือ Aspergillus ในระดับสปีชีส์ โดย phylogenetic tree ที่สร้างจากข้อมลู
ของยีน tef-1α มีความสัมพันธ์กับข้อมูลที่ทดสอบในบริเวณ its 

 
ตารางที ่3 ตัวอย่างการจัดกลุม่ข้อมลูการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ในการจำแนกเช้ือ Aspergillus ด้วย
บริเวณ its และ tef-1α 

its * tef-1α Crosstabulation 

Count 

 
tef-1α  

Total 
clade 1 clade 2 clade 3 

its 

clade 1 a b c n 

clade 2 d e f o 

clade 3 g h i p 
Total j k m x 

 

ตารางที ่4 ตัวอย่างการคำนวณหาความสัมพันธ์ในการจำแนกเช้ือ Aspergillus ด้วยบรเิวณ its และ 
tef-1α ด้วยคำสั่ง Pearson Chi-Square ด้วยโปรแกรม SPSS 

Chi-Square Tests 

 Value df 
Asymptotic 

Significance (2-
sided) 

Pearson Chi-Square 11.873a 4 .018 (P) 
Likelihood Ratio 14.198 4 .007 
N of Valid Cases 20   
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3.13.2 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการจัดกลุ่มสปีชีสข์องเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tef-1α และผลความไวรับต่อยา amphotericin B (ตาราง
ที่ 5-6) 

สมมติฐานทางสถิติ 
H0 : ผลความไวรับต่อยา amphotericin B ไม่มีความสัมพันธ์ กับการจัดจำแนกสปีชีส์ของ
เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่สร้างจากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tef-
1α  
H1 : ผลความไวรับต่อยา amphotericin B มีความสัมพันธ์ กับการจัดจำแนกสปีชีส์ของเช้ือ 
Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่สร้างจากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tef-1α  

 

ตารางที ่5 ตัวอย่างการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการจดักลุ่มสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tef-1α และผลความไวรับต่อยา amphotericin B 

amphotericin B susceptibility * tef-1α Crosstabulation 
Count 

 
tef-1α 

Total 
clade 1 clade 2 clade 3 

MIC ยา
....... 

<8 a b c j 

>=8 d e f k 
Total g h i m 

 
ตารางที ่6 ตัวอย่างการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการจดักลุ่มสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tef-1α และผลความไวรับต่อยา amphotericin B ด้วยคำสั่ง 
Pearson Chi-Square ด้วยโปรแกรม SPSS 

Chi-Square Tests 

 Value df 
Asymptotic 

Significance (2-
sided) 

Pearson Chi-Square 1.349a 2 .509 (P) 
Likelihood Ratio 1.346 2 .510 
N of Valid Cases 20   
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3.13.3 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการจัดกลุ่มสปีชีส์ของเชื้อ Aspergillus ที่ได้จาก
ข ้อม ูลลำด ับน ิวคล ี โอไทด ์บร ิ เวณ its และผลความไวร ับต ่อยา amphotericin B            
(ตารางที่ 7-8) 

สมมติฐานทางสถิติ 
H0 : ผลความไวรับต่อยา amphotericin B ไม่มีความสัมพันธ์ กับการจัดจำแนกสปีชีส์ของ
เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่สร้างจากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ 
its 
H1 : ผลความไวรับต่อยา amphotericin B มีความสัมพันธ์ กับการจัดจำแนกสปีชีส์ของเช้ือ 
Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่สร้างจากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ its 

 
ตารางที ่7 ตัวอย่างการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการจดักลุ่มสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ its และผลความไวรับตอ่ยา amphotericin B 

amphotericin B susceptibility * its Crosstabulation Count 

 
its 

Total 
clade 1 clade 2 clade 3 

MIC ยา
....... 

<8 a b c k 

>=8 d e f m 
Total g h i n 

 
ตารางที ่8 ตัวอย่างการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการจดักลุ่มสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ its และผลความไวรับตอ่ยา amphotericin B ด้วยคำสั่ง 
Pearson Chi-Square ด้วยโปรแกรม SPSS 

Chi-Square Tests 

 Value df 
Asymptotic 

Significance (2-
sided) 

Pearson Chi-Square 1.349a 2 .509 (P) 
Likelihood Ratio 1.346 2 .510 
N of Valid Cases 20   
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3.13.4 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการจัดกลุ่มสปีชีสข์องเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tef-1α และลักษณะทางมหสัณฐานและจลุสัณฐานที่ได้จาก
การเพาะเลี้ยงเช้ือ (cultivation) (ตารางที่ 9-10) 

สมมติฐานทางสถิติ 
H0 : การจัดจำแนกสปีชีส์ของเชื้อ Aspergillus ด้วยวิธี cultivation ไม่มีความสัมพันธ์ กับ
การจัดจำแนกสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่สร้างจากข้อมูลลำดับ
นิวคลีโอไทด์ของยีน tef-1α 
H1 : การจัดจำแนกสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ด้วยวิธี cultivation มีความสัมพันธ์ กับการ
จัดจำแนกสปีชีส์ของเชื้อ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่สร้างจากข้อมูลลำดับนิ
วคลีโอไทด์ของยีน tef-1α 

 

ตารางที ่9 ตัวอย่างการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการจดักลุ่มสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tef-1α และลักษณะทางมหสัณฐานและจลุสัณฐานที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงเช้ือ (cultivation) 

Identify by cultivation * tef-1α Crosstabulation 
Count 

 
tef-1α 

Total 
clade 1 clade 2 clade 3 

Iden 

A. fumigatus a b c s 
A. flavus d e f t 

A. niger g h i u 

A. terreus j k l v 

A. nidulans m n o x 
Total p q r y 

 
ตารางที ่10 ตัวอย่างการวิเคราะห์ความสมัพันธ์ของผลการจดักลุ่มสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้
จากข้อมลูลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tef-1α และลกัษณะทางมหสัณฐานและจลุสัณฐานที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงเช้ือ (cultivation) ด้วยคำสัง่ Pearson Chi-Square ด้วยโปรแกรม SPSS 

Chi-Square Tests 

 Value df 
Asymptotic Significance (2-

sided) 

Pearson Chi-Square 6.349a 8 .608 (P) 
Likelihood Ratio 7.432 8 .491 
N of Valid Cases 20   
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3.13.5 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการจัดกลุ่มสปีชีสข์องเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ its และลักษณะทางมหสัณฐานและจุลสัณฐานที่ได้จาก
การเพาะเลี้ยงเช้ือ (cultivation) (ตารางที่ 11-12) 

สมมติฐานทางสถิติ 
H0 : การจัดจำแนกสปีชีส์ของเชื้อ Aspergillus ด้วยวิธี cultivation ไม่มีความสัมพันธ์ กับ
การจัดจำแนกสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่สร้างจากข้อมูลลำดับ
นิวคลีโอไทด์ของบริเวณ its 
H1 : การจัดจำแนกสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ด้วยวิธี cultivation มีความสัมพันธ์ กับการ
จัดจำแนกสปีชีส์ของเชื ้อ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่สร้างจากข้อมูลลำดับ     
นิวคลีโอไทด์ของบริเวณ its 

 
ตารางที ่11 ตัวอย่างการวิเคราะห์ความสมัพันธ์ของผลการจดักลุ่มสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้
จากข้อมลูลำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ its และลักษณะทางมหสัณฐาน/จลุสัณฐาน ที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงเช้ือ (cultivation) 

Identify by cultivation * its Crosstabulation 
Count 

 
its 

Total 
clade 1 clade 2 clade 3 

Iden 

A. fumigatus a b c u 

A. flavus d e f v 

A. niger g h i x 

A. terreus j k m y 

A. nidulans n o p t 
Total w r s z 

 

ตารางที ่12 ตัวอย่างการวิเคราะห์ความสมัพันธ์ของผลการจดักลุ่มสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้
จากข้อมลูลำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ its และลักษณะทางมหสัณฐาน/จลุสัณฐานที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงเช้ือ (cultivation) ด้วยคำสัง่ Pearson Chi-Square ด้วยโปรแกรม SPSS 

Chi-Square Tests 

 Value df 
Asymptotic Significance (2-

sided) 

Pearson Chi-Square 6.349a 8 .608 (P) 
Likelihood Ratio 7.432 8 .491 
N of Valid Cases 20   
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3.14 การคำนวณค่า discriminatory power (D) 
โดยใช้สูตรในการคำนวณ ดังนี้ (107) 

 
D คือ ค่า index of discriminatory power  
N คือ จำนวนตัวอย่างที่ผลไม่ไปด้วยกัน 
S คือ จำนวนของสายพันธ์ุที่ต่างกัน 
Xj คือ จำนวนตัวอย่างในแต่ละสายพันธ์ุ 

การแปลผล 
D = 1.0  หมายความว่า การทดสอบนั้นสามารถที่จะจำแนกเชื้อแต่ละตัวอย่างใน   

สายพันธ์ุนั้น ออกจากสายพันธ์ุอื่นๆ ได ้
D = 0.0  หมายความว่า ตัวอย่างทั้งหมดที่นำมาทดสอบเป็นสายพันธ์ุเดียวกัน 
D = 0.50  หมายความว่า กรณีที่สุ่มเลือกสายพันธุ์ใดสายพันธุ ์หนึ ่งมาแล้ว มีความ
น่าจะเป็นร้อยละ 50 ที่สายพันธ์ุต่อไปที่สุมเลือกจะแยกออกจากการสุ่มครั้งแรกไม่ได้ 

3.15 การวิเคราะห์ร้อยละความคลา้ย (%similarity)  
โดยเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์ที ่ได้จากบริเวณ its และ tef-1α ระหว่างเช้ือ 

Aspergillus แต่ละสปีชีส์ และเปรียบเทียบกับเชื ้อก่อโรคสายพันธุ ์อื ่น บนฐานข้อมูล 
national center for biotechnology information (NCBI) และวิเคราะห์ค่า %similarity 
วิเคราะห์ตำแหน่งของนิวคลิโอไทด์ที่แตกต่างกันภายในสายพันธุ์และระหว่างสายพันธุ์ด้วย
โปรแกรม bioedit (ตารางที่ 13 ) (108) 

 
ตารางที ่13 ตัวอย่างการวิเคราะห์วิเคราะห์ค่า %similarity จากลำดับนิวคลโิอไทด์ที่ได้จากบริเวณ 
its ของเช้ือ Aspergillus แต่ละสปีชีส ์

Strain 
% Similarity with strain: (its gene) 

A. flavus  A. fumigatus  A. nidulans  A. niger  A. terreus  

A. flavus   - - -  -  -  

A. fumigatus  99.99% - -  -  -  

A. nidulans  99.99% 99.99% -  -  -  

A. niger  99.99% 99.99% 99.99% -  -  

A. terreus  99.99% 99.99% 99.99% 99.99%   
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บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

1. ผลการเก็บตัวอย่าง 

 เก็บตัวอย่างเช้ือ Aspergillus จากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ โดยเป็นตัวอย่างที่เก็บจากผู้ป่วย
ที ่เข้ารับการรักษาในโนโรงพยาบาล ตั ้งแต่เดือนมกราคม 2560 จนถึงเดือนธันวาคม 2565 โดย
คัดเลือกตัวอย่างตามเกณฑ์คัดเข้าและเกณฑ์คัดออกที่กำหนดไว้ ได้จำนวน 227 ตัวอย่าง แบ่งเป็นเช้ือ 
A. fumigatus 57 ตัวอย่าง, A. flavus 52 ตัวอย่าง, A. niger 44 ตัวอย่าง, A. terreus 45 ตัวอย่าง 
A. nidulans 29 ต ัวอย ่ าง  เช ื ้ อสายพ ันธ ุ ์ มาตรฐานจำนวน 5 ต ัวอย ่ าง  ค ือ  A. fumigatus 
ATCC269344, A. flavus ATCC204304, A. niger ATCC6275, A. terreus ATCC20542 แล ะ       
A. nidulans ATCC38163 รวมตัวอย่างทั้งหมด 232 ตัวอย่าง ซึ่งจำแนกสปีชีส์โดยอาศัยลักษณะทา
งมหสัณฐานและจุลสัณฐาน พร้อมทั้งข้อมูลความไวรับต่อยา amphotericin B ของเชื้อแตล่ะสปีชีส์ 
(ตารางที่ 14) และแผนภูมิแสดงผลเป็นร้อยละ (ภาพที่ 16) 

ตารางที ่14 จำนวนตัวอย่างแต่ละสายพันธ์ุที่ให้ค่า MIC ยา amphotericin B ตั้งแต่ 0.5-16 mg/L 
ทดสอบด้วยชุดทดสอบ YeastOneTM โดยหอ้งปฏิบัติการหน่วยราวิทยา โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 
สภากาชาดไทย จากจำนวนตัวอย่างทั้งหมด 232 ตัวอย่าง 

ค่า MIC ของยา  
amphotericin B  

(mg/L) 
จำนวนตัวอย่างที่พบ 
ในเชื้อแต่ละสายพันธุ์  

0.5 1 2 4 8 16 Total 

A. fumigatus 0 0 26 1 26 5 58 

A. flavus 0 0 0 5 45 3 53 

A. niger 43 2 0 0 0 0 45 

A. terreus 45 1 0 0 0 0 46 

A. nidulans 0 0 0 0 30 0 30 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 49 

 
ภาพที่ 16 แผนภูมิรปูแท่งแสดงร้อยละของตัวอย่างที่ให้ค่า MIC ของยา amphotericin B อยู่ในช่วง 

0.5-16 mg/L  แสดงผลเป็นร้อยละ จากจำนวนตัวอย่างทัง้หมด 232 ตัวอย่าง 
 

2. ผลการเพาะเชื้อ 
เชื้อทุกตัวอย่างเจริญเติบโตได้ดีทั้งในอาหารชนิดแข็งและชนิดเหลว (ภาพที่ 17) และพบว่า

เชื้อทุกตัวอย่างมีลักษณะทางมหสัณฐานเมื ่อเลี้ยงบนอาหาร  SDA ตรงตามลักษณะของเชื้อแต่ละ    
สปีชีส์ (ตารางที่ 15) สามารถเก็บเส้นใยของเชื้อราที่เจริญในอาหาร SDB มาสกัด DNA ได้ในวันที่ 3 
หลังจากเพาะเชื้อ ขั้นตอนการสกัดตัวอย่างตามรายละเอียดในหัวข้อที่ 3.7 การสกัดสารพันธุกรรม
ของเช้ือ Aspergillus  
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ภาพที่ 17 ลักษณะเส้นใยของเช้ือราทีเ่พาะในอาหารเป็นเวลา 3 วัน SDB พบลักษณะของเส้นใยคล้าย
หยากไย ่และ SDA พบการเจริญเป็นโคโลนเีส้นใยสีขาวขนาดเล็ก บางส่วนฝังเส้นใยลงในเนื้ออาหาร 
(submerge hyphae) บางส่วนเจริญฟูข้ึนมาเหนือผิวหน้าอาหาร (aerial hyphae) โดยมีลกัษณะ

แตกต่างกันตามปีชีส์ของเช้ือ 
 

ตารางที ่15 ผลการตรวจสอบลักษณะทางมหสัณฐานของเช้ือตัวอย่างที่เพาะลงบนอาหาร SDA เป็น
เวลา 7 วัน 

A. fumigatus  A. flavus  A. niger  A. terreus  A. nidulans  

 โคโลนีสีเขียว 
แกมน้ำเงินพืน้ผิว 

เป็นผงคล้ายหนังกลับ 

 โคโลนีเหลืองถึงเขียว 
พื้นผิวเป็นผงคล้าย 

หนังกลับ 

โคโลนีสีนำตาลเข้ม 
ถึงดำพื้นผิวคล้าย 

ขนสัตว์ 

 โคโลนีสีน้ำตาลอ่อน 
พื้นผิวเป็นผงคล้าย 

กำมะหย่ี 

 โคโลนีสีเขียวเส้นใย 
สีขาวพื้นผิวคล้าย 

ขนสัตว์ 
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จากผลการเก็บตัวอย่างสามารถเก็บตัวอย่างที ่ตรงตามเกณฑ์การคัดเข้าได้ทั้งหมด 227 
ตัวอย่าง โดยไม่มีตัวอย่างที่ถูกคัดออก และเช้ือสายพันธ์ุมาตรฐานจำนวน 5 ตัวอย่าง รวมเป็นตัวอย่าง
ที่ใช้ในงานวิจัยทั้งหมด 232 ตัวอย่าง มีการรวบรวมข้อมูลการจำแนกเชื้อด้วยวิธีการ cultivation 
และผล MIC ที่ทดสอบด้วยชุด YeastOne โดยห้องปฏิบัติการโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ และเก็บรักษา
เชื้อที่เจริญบนอาหาร SDA โดยตัดเป็นชิ้นเล็กแช่ไว้ในน้ำกลั่นปราศจากเชื้อเพื่อป้องกันวุ้นแห้ง และ
เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4oC จากผลการเพาะเลี้ยงเชื้อพบว่าเชื้อทุกตัวอย่างสามารถเจริญได้ดีบน
อาหาร SDA และ SDB การเพาะเลี้ยงบนอาหาร SDA เพื่อใช้ในการสังเกตลักษณะทางมหสัณฐานของ
เชื้อ สามารถเห็นลักษณะที่แตกต่างกันในแต่ละสายพันธุ์หลังเพาะเลี้ยงตั้งแต่วันที่ 7 เป็นต้นไป การ
เพาะเลี้ยงในอาหาร SDB เพื่อนำมาใช้ในการสกัดสารพันธุกรรม สามารถเห็นเส้นใยในอาหารเหลว
และนำมาสกัดสารพันธุกรรมได้หลังจากเพาะเช้ือตั้งแต่ 3 วันเป็นต้นไป  
3. ผลการสกัดตัวอย่าง 

ผลของการสกัดเชื้อราสายพันธุ์ต่างๆ พบว่าวิธีที่ใช้ lysis buffer กับไม่ใช้ lysis buffer ให้
ปริมาณและคุณภาพของ DNA ไม่แตกต่างกัน DNA ที่มีความบริสุทธ์ิที่เหมาะสมควรอยู่ระหว่าง 1.8-
2.0 ซึ่งในเช้ือ Aspergillus ทั้งสองวิธีได้ค่าอยู่ที่ 2.3 และความเข้มข้นของ DNA ที่ได้จากวิธีการสกัด
DNA แบบที่ใช้ lysis buffer ดีกว่าการสกัดแบบไม่ใช้เพียงเล็กน้อย ในการงานวิจัยครั้งนี้จึงเลือกใช้
วิธีการสกัดตัวอย่างแบบไม่ใช้ lysis buffer ในการสกัด DNA ของเชื้อรา โดยการสกัดตัวอย่างจาก
โคโลนีที่เลี้ยงบนอาหารแข็งและสกัดจากเส้นใยของเช้ือราในอาหารเหลวให้ผลความบริสทุธ์ิและความ
เข้มข้นของ DNA ไม่แตกต่างกัน แต่การสกัด DNA ในอาหารเหลวสามารถเข่ียเส้นใยได้ง่าย และมีการ
ฟุ้งกระจายของสปอร์เช้ือราน้อยกว่าอาหารแข็ง ในงานวิจัยครั้งนี้จึงเลือกใช้วิธีการเลี้ยงเช้ือในอาหาร
เหลวเพื่อนำมาสกัด DNA ของเช้ือราด้วยเครื่องอัตโนมัติโดยไม่ใช้ lysis buffer 
4. ผลการตรวจสอบปรมิาณและคณุภาพ DNA ท่ีได้จากการสกัดตัวอย่าง 
 ผลการตรวจสอบปริมาณและคุณภาพ DNA ที่ได้จากการสกัดตัวอย่างด้วยเครื่อง Nanodrop 
spectrophotometer (NanodropTM 1000 spectrophotometer, บริษัท Thermo scientific 
Ltd., ประเทศสหรัฐอเมริกา) มีจำนวนตัวอย่างที่มีค่า OD260/280 น้อยกว่า 1.8 และมีความเข้มข้น
ของ DNA น้อยกว่า 10 ng/µl จำนวน 6 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 3, จำนวนตัวอย่างที ่ม ี ค่า 
OD260/280 น้อยกว่า 1.8 และมีความเข้มข้นของ DNA มากกว่าหรือเท่ากับ 10 ng/µl จำนวน 4 
ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 2, จำนวนตัวอย่างที่มีค่า OD260/280 มากกว่าหรือเท่ากับ 1.8 และมีความ
เข้มข้นของ DNA น้อยกว่า 10 ng/µl จำนวน 10 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 4 และจำนวนตัวอย่างที่มี
ค่า OD260/280 มากกว่าหรือเท่ากับ 1.8 และมีความเข้มข้นของ DNA มากกว่าหรือเท่ากับ 10 
ng/µl จำนวน 212 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 91 จากจำนวนตัวอย่างทั้งหมด 232 ตัวอย่าง (ภาพที่ 
18) โดย DNA ที่มีคุณภาพที่ดีและมีการปนเปื้อนน้อยควรมีค่า OD260/280 อยู่ในช่วง 1.8-2.0 จาก
ผลการทดสอบพบว่ามีจำนวน 12 ตัวอย่างที่ได้ค่าน้อยกว่า 1.8 ซึ่งอาจบ่งช้ีถึงการมีโปรตีน ฟีนอลหรือ
สารปนเปื้อนอื่นๆ ในปริมาณมากและสามารถดูดกลืนแสงในช่วง 280 ได้ดี สารเหล่านี้อาจส่งผลให้
เกิดการการรบกวนในปฏิกิริยา PCR ได้ ซึ่งสามารถทำให้ DNA มีความบริสุทธิ์ขึ้นได้โดยการใช้ชุด 
genomic purification แต่ในกระบวนการอาจทำให้มีการเสีย DNA ไปบางส่วน ในงานวิจัยครั้งนี้จึง
ไม่มีการ purify DNA ก่อนการทำ PCR และผลความเข้มข้นของ DNA มีจำนวนตัวอย่างที่มีความ
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เข้มข้นของ DNA น้อยกว่า 10 ng/µl จำนวน 16 ตัวอย่าง ซึ่งต้องเพิ่มปริมาตรของ DNA template 
ในการทำปฏิกิริยาเพื่อให้ได้ความเข้มข้นที่เหมาะสม โดยความเข้มข้นของ DNA ที่มีค่ามากกว่า 10 
ng/µl มีความเข้มข้นที ่หลากหลายจึงต้องมีขั ้นตอนการปรับความเข้มข้นของ genomic DNA 
template เพื่อเตรียมตัวอย่างให้ได้ความเข้มข้นที่เหมาะสมก่อนนำไปทดสอบในข้ันตอน PCR ต่อไป  
 

 

ภาพที่ 18 แผนภูมิวงกลมแสดงร้อยละของตัวอย่างที่มีค่า OD260/280 และความเข้มข้นของ DNA 
อยู่ในช่วงต่างๆ  คำนวณจากจำนวนตัวอย่างทั้งหมด 232 ตัวอย่าง 

 

5. ผลการทดสอบความจำเพาะของไพรเมอร์ ท่ีใช้ในงานวิจัย 
 ผลการตรวจสอบความจำเพาะและขนาดของผลผลิตที่ได้จาก ไพรเมอร์ its ในเชื้อแต่ละ     
สายพันธุ์ด้วยโปรแกรม NCBI primer blast พบว่าทั้ง forward  และ reverse ไพรเมอร์ของ its 
สามารถจับกับเช้ือสายพันธ์ุต่างๆ ได้โดยมีค่า query cover ร้อยละ 100 มีค่า percent identity อยู่
ระหว่างร้อยละ 84.21-100 โดยจับกับเชื้อ A. fumigatus ได้ผลผลิตขนาด 597 คู่เบส จับกับเช้ือ     
A. flavus ได้ผลผลิตขนาด 595 คู่เบส จับกับเชื้อ A. niger ได้ผลผลิตขนาด 594 คู่เบส จับกับเช้ือ    
A. terreus ได้ผลผลิตขนาด 609 คู่เบส และจับกับเชื้อ A. nidulans ได้ผลผลิตขนาด 566 คู่เบส 
(ตารางที่ 16) 

และผลการตรวจสอบความจำเพาะและขนาดของผลผลิตที่ได้จากไพรเมอร์ tef-1α ในเช้ือ
แต่ละสายพันธุ์ด้วยโปรแกรม NCBI primer blast พบว่าทั้ง forward  และ reverse ไพรเมอร์ของ 
tef-1α สามารถจับกับเช้ือสายพันธ์ุต่างๆ ได้โดยมีค่า query cover อยู่ระหว่างร้อยละ 76-100 มีค่า 
percent identity อยู่ระหว่างร้อยละ 95-100 โดยจับกับเชื้อ เชื้อ A. fumigatus ได้ผลผลิตขนาด 
642 คู่เบส จับกับเชื้อ A. flavus ได้ผลผลิตขนาด 642 คู่เบส จับกับเชื้อ A. niger ได้ผลผลิตขนาด 

3%2%4%

91%

จ านวนตัวอย่างที่มีค่า OD260/280 และความเข้มข้นของ DNA อยู่ในช่วงต่างๆ 
คิดเป็นร้อยละจากจ านวนตัวอย่างทั้งหมด 232 ตัวอย่าง

OD <1.8 และ conc. < 10 ng/µl OD <1.8 และ conc. ≥ 10 ng/µl

OD ≥1.8 และ conc. < 10 ng/µl OD ≥1.8 และ conc. ≥ 10 ng/µl
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642 คู่เบส จับกับเช้ือ A. terreus ได้ผลผลิตขนาด 642 คู่เบส และจับกับเช้ือ A. nidulans ได้ผลผลติ
ขนาด 642 คู่เบส รายละเอียดดังแสดงใน (ตารางที่ 16) 

 
ตารางที ่16 รายละเอียดผลการ blast ไพรเมอร์ its และ tef-1α ด้วยโปรแกรม NCBI 

Primer blast 
blast with Aspergillus (taxid:5052) 

  its forward  its reverse tef forward  tef reverse 

รายละเอียด 
Query cover 100 100 100 76-100 
E value 0.021-81 0.005 0.005 0.11-6.9 

Percent identity 84.21-100 100 100 95-100 

ความยาวของ
ผลผลิต (คู่เบส) 

A. fumigatus 597 642 
A. flavus 595 642 
A. niger 594 642 
A. terreus 609 642 

A. nidulans 566 642 

 

6. ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของไพรเมอร ์tef-1α ท่ีเหมาะสมในการทำปฏิกิริยา  
ใช้เชื ้อ A. fumigatus หมายเลข 36 เป็นเชื ้อตัวแทนในการทดสอบกับไพรเมอร์ที ่ความ

เข้มข้น 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 ng/µl เตรียมจากไพรเมอร์ stock ที่ความเข้มข้น 2, 600 
ng/µl โดยใช้สภาวะเช่นเดียวกับการทดสอบในบริเวณ its ดังนี ้ pre incubation 95°C 5 นาที, 
amplification 40 cycle, denature 95°C 1 น าที , annealing 53°C 1 น าที , extension 72°C      
2 นาที, post amplification 72°C 10 นาที และ cooling 40°C 10 วินาที ได้ค่า Ct จากการทำ 
real time PCR ที่ความเข้มข้นต่างๆ ดังนี ้ที่ความเข้มข้น 10 ng/µl ได้ค่า Ct เป็น not detected ที่
ความเข้มข้น 20 ng/µl ได้ค่า Ct 32.22 ที่ความเข้มข้น 40 ng/µl ได้ค่า Ct 26.04 ที่ความเข้มข้น 60 
ng/µl ได้ค่า Ct 26.56 ที่ความเข้มข้น 80 ng/µl ได้ค่า Ct 24.78 และที่ความเข้มข้น 100 ng/µl ได้
ค่า Ct 23.71 จากการทดสอบพบว่าที่ความเข้มข้นของไพรเมอร์ ในช่วง 40-100 ng/µl ให้ค่า Ct อยู่
ในช่วง 23.71-26.04 จึงเลือกใช้ความเข้มข้นของไพรเมอรท์ี่น้อยทีสุ่ดคือ 40 ng/µl ในการทำปฏิกิริยา
ของไพรเมอร์ tef-1α เพื่อทดสอบในข้ันตอนต่อไป (ภาพที่ 19) 
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ภาพที่ 19 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของไพรเมอร์ tef-1α ทีเ่หมาะสม 

 เลือกใช้ความเข้มข้นของไพรเมอรท์ี่ 40 ng/µl  
 

7. ผลการทดสอบหาปริมาณของ DNA template ท่ีเหมาะสมในการทำปฏิกิริยากับไพรเมอร์ 
tef-1α  

ใช้ DNA ของเชื้อ A. fumigatus หมายเลข 36 เป็นตัวแทนในการทดสอบ โดยเตรียมให้ได้
ปริมาณของ DNA ในปฏิกิริยาเท่ากับ 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 ng จากการใช้ DNA ปริมาณ  
10 ng ในปริมาตรที่แตกต่างกันเพื่อให้ได้ความเข้มข้นของ DNA ในปฏิกิริยาตามที่ระบุไว้ ใช้สภาวะ
เช่นเดียวกับการทดสอบด้วยไพรเมอร์ its และความเข้มข้นของไพรเมอร์จากผลการทดลองในข้อ 6.1 
คือ 40 ng/µl ได้ค่า Ct จากการทำ real time PCR ดังนี้ ที่ปริมาณ 50 ng ได้ค่า Ct 27.45 ที่ปริมาณ 
60 ng ได้ค่า Ct 26.51 ที่ปริมาณ 70 ng ได้ค่า Ct 26.44 ที่ปริมาณ 80 ng ได้ค่า Ct 25.70 ที่ปริมาณ 
90 ng ได้ค่า Ct 25.57 และที่ปริมาณ 100 ng ได้ค่า Ct 24.77 จากการทดสอบพบว่าที่ความเข้มข้น
ของ DNA template 100 ng ให้ค่า Ct ต่ำที่สุด คือ 24.77 จึงเลือกใช้ความปริมาณ DNA ที่ 100 ng 
ต่อปฏิกิริยา PCR 50 µl ในการทำปฏิกิริยาของไพรเมอร์ tef-1α เพื่อทดสอบในข้ันตอนต่อไป (ภาพ
ที่ 20) 
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ภาพที่ 20 ผลการทดสอบหาปริมาณ DNA ที่เหมาะสมในการทดสอบด้วยไพรเมอร์ tef-1α 

 เลือกใช้ความปรมิาณ DNA ที่ 100 ng ต่อปฏิกิริยา PCR 50 µl 
 

8. ผลการเพ่ิมปรมิาณสารพันธุกรรมในสารพันธุกรรมบรเิวณ its และ tef-1α 

 การตรวจวิเคราะห์โดยใช้ไพรเมอร์ its1 และ its4 ใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่ 10 ng/µl 
บริเวณยีน tef-1α ใช้ไพรเมอร์ tef A133 forward และ A133 reverse ใช้ความเข้มข้นของไพร
เมอร ์ท ี ่  40 ng/µl โดยใช ้ส ัดส ่วนของน ้ำยาต่างๆ ตามเอกสารกำกับน ้ำยา master mix 
(LightCycler® 480 SYBR Green I, บริษัท Roach Diagnostic, ประเทศสวิตเซอร์แลนด์)  ดังนี้ 
water PCR grade 10 µl, forward  ไพรเมอร์ปริมาตร 2.5 µl, reverse ไพรเมอร์ปริมาตร 2.5 µl, 
master mix 2x conc. 25 µl, DNA template ความเข้มข้น 10 ng/ µl ปริมาตร 10 µl และใช้ 
annealing ที่ 53°C โดยอ้างอิงจากงานวิจัยของ White และคณะ (102) ใช้สภาวะในการทำปฏิกิริยา
ดังนี้ pre incubation 95°C 5 นาที, amplification 40 cycle, denature 95°C 1 นาที, annealing 
53°C 1 นาที, extension 72°C 2 นาที, post amplification 72°C 10 นาที และ cooling 40°C 10 
วินาที กำหนดค่า Ct ที่น้อยกว่าหรือเท่ากับ 30 และมากกว่า 30 ในการวิเคราะห์จำนวนสำเนาของแต่
ละยีน ซึ่งในยีนที่มีสำเนามากกว่าจะส่งผลให้เพิ่มปริมาณยีนได้โดยใช้จำนวนรอบที่น้อยกว่า  ผลการ
เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ its ทำการทดสอบโดยใช้เช้ือ A. fumigatus ATCC269344 
คือเชื้อ A. fumigatus ตัวอย่างที่ 58 เป็นเชื้อควบคุมบวก ผลการทดสอบได้ค่า Ct 30 ใช้น้ำกลั่น
ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบผล ผลการทดสอบได้ค่า Ct เป็น not detected พบว่าทุกตัวอยา่ง
สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมได้โดยมีค่า Ct อยู่ระหว่าง 23-36 พบเช้ือที่มีค่า Ct น้อยกว่าหรือ
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เท่ากับ 30 จำนวน 107 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 46 มีค่า Ct มากกว่า 30 จำนวน 125 ตัวอย่าง     
คิดเป็นร้อยละ 54 และผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ tef ทำการทดสอบโดยใช้เช้ือ    
A. fumigatus ATCC269344 คือเชื้อ A. fumigatus ตัวอย่างที่ 58 เป็นเชื้อควบคุมบวก ผลการ
ทดสอบได้ค่า Ct 25 ใช้น้ำกลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบผล ผลการทดสอบได้ค่า Ct เป็น    
not detected พบว่าทุกตัวอย่างสามารถเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมได้โดยมีค่า Ct อยู่ระหว่าง 24-36 
พบเชื้อที่มีค่า Ct น้อยกว่าหรือเท่ากับ 30 จำนวน 27 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 12 มีค่า Ct มากกว่า 
30 จำนวน 205 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 88 จากทั้งหมด 232 ตัวอย่าง (ภาพที่ 21) 
 

ภาพที่ 21 แผนภูมิรปูแท่งแสดงร้อยละของตัวอย่างทีม่ีค่า Ct น้อยกว่าหรือเท่ากบั 30 และค่า Ct 
มากกว่า 30  โดยแทนข้อมูลร้อยละของตัวอย่างที่ทดสอบดว้ยไพรเมอร์ its เป็นสีฟ้า และทดสอบด้วย

ไพรเมอร์ tef เป็นสสี้ม จากจำนวนตัวอย่างทัง้หมด 232 ตัวอย่าง 
 

9. ผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลิโอไทด์ด้วยโปรแกรม WIMP 
 จากขั้นตอนการเพาะเชื้อ สกัดสารพันธุกรรม เพิ่มปริมาณยีนที่สนใจ และนำผลผลิตไปหา
ลำดับนิวคลิโอไทด์ด้วยเทคนิค sanger sequencing หลังจากนั้นจะนำข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์ที่ได้
จากไพรเมอร์ forward  และไพรเมอร์ reverse มาวิเคราะห์เป็นลำดับเบสที่ให้ลักษณะของกราฟ
ชัดเจน และตรวจสอบผลลำดับนิวคลิโอไทด์ที่ได้โดยใช้การวิเคราะห์ข้อมูลด้วย WIMP ผลของการจัด
กลุ่มเชื้อจากบริเวณ its พบว่าสามารถจำแนกเชื้อในงานวิจัยครั้งนี้ได้เป็น 2 กลุ่ม คือ เชื้อในกลุ่ม 
Aspergillus และเชื ้อในกลุ ่ม non-Aspergillus คือ น้อยกว่าร้อยละ 10 เป ็นเชื ้อในกลุ ่ม non-
Aspergillus 1 กลุ่ม และมากกว่าร้อยละ 90 เป็นเชื้อในกลุ่ม Aspergillus 1 กลุ่ม (ภาพที่ 22) และ
ผลการจำแนกเช้ือจากยีน tef-1α สามารถจำแนกได้เป็น 4 กลุ่ม คือ น้อยกว่าร้อยละ 10 เป็นเช้ือใน
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กลุ่ม non-Aspergillus 2 กลุ่ม และมากกว่าร้อยละ 90 เป็นเช้ือในกลุ่ม Aspergillus 2 กลุ่ม (ภาพที่ 
23) ซึ่งจากผลการวิเคราะห์ข้อมูลเบื ้องต้นด้วยโปรแกรม WIMP ได้แสดงให้เห็นว่ายีน tef-1α มี
ความสามารถในการจำแนกกลุ่มของเช้ือได้มีความละเอียดกว่าจากจำนวน branch ที่มีการแตกแขนง
มากกว่าการจำแนกด้วยข้อมูลสารพันธุกรรมบริเวณ its 

 
ภาพที่ 22 ภาพผลของการจัดกลุ่มเช้ือจากบรเิวณ its ด้วยโปรแกรม WIMP พบว่าสามารถจำแนกเช้ือ
ในงานวิจัยครั้งนี้ได้เป็น 2 กลุ่ม คือ เช้ือในกลุม่ Aspergillus และเช้ือในกลุม่ non-Aspergillus โดย

ปริมาณของเช้ือแต่ละกลุม่แสดงในกราฟรูปแท่งทางขวาของภาพ  

 

 
ภาพที่ 23 ภาพผลของการจัดกลุ่มเช้ือจากยีน tef-1α ด้วยโปรแกรม WIMPพบว่าสามารถจำแนกเช้ือ

ในงานวิจัยครั้งนี้ได้เป็น 4 กลุ่ม คือ เช้ือในกลุม่ Aspergillus 2 กลุ่ม และเช้ือในกลุ่ม               
non-Aspergillus 2 กลุ่ม โดยปริมาณของเช้ือแต่ละกลุม่แสดงในกราฟรูปแทง่ทางขวาของภาพ  
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10. ผลการวิเคราะห์ลำดบันิวคลิไทด์ท่ีบนฐานข้อมูล NCBI 
เมื่อนำผลลำดับนิวคลิโอไทด์ผลผลิตของเชื้อ A. fumigatus ทั้งหมด 58 ตัวอย่าง ที่ได้จาก

การเพิ ่มปริมาณด้วยไพรเมอร์ its ผลลำดับนิวคลิโอไทด์ม ีขนาดตั ้งแต่ 510-578 คู ่ เบส เมื่อ
เปรียบเทียบกับข้อมูลบนฐานข้อมูล NCBI พบว่าทั้ง 58 ตัวอย่างตรงกับเช้ือ A. fumigatus หมายเลข 
Accession OM057660.1 ที่มีขนาด 523 คู่เบส มีค่า query cover ตั้งแต่ร้อยละ 98-100 มีค่า 
percent identity อยู่ระหว่างร้อยละ 99.04-100 โดยเมื่อเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลิโอไทด์ของเช้ือ           
A. fumigatus ATCC26934 สายพันธุ ์มาตรฐานแล้วมี %similarity อยู ่ระหว่าง 99.04-99.85          
(ภาพที่ 24) 

เช้ือ A. fumigatus ตัวอย่างที่ 7, 30 และ 55 ไม่มีผลลำดับนิวคลิโอไทด์ในผลผลิตที่ได้จาก
การเพิ่มปริมาณด้วยไพรเมอร์ tef-1α จึงมีผลลำดับนิวคลิโอไทด์ที่นำมาวิเคราะห์ข้อมูลทั้งหมด 55 
ตัวอย่าง ผลลำดับนิวคลิโอไทด์มีขนาดต้ังแต่ 580-1388 คู่เบส เมื่อเปรียบเทยีบกบัข้อมูลบนฐานข้อมลู 
NCBI พบว่า 41 ตัวอย่าง ตรงกับเชื้อ A. fumigatus หมายเลข Accession OM057660.1 มีขนาด 
584 คู่เบส และเช้ือ A. flavus หมายเลข Accession KP054383.1 มีขนาด 596 คู่เบส และมี query 
coverage ร้อยละ 98-100 มีค่า percent identity อยู่ระหว่างร้อยละ 98.12-100 เท่ากันทั้งสอง
สายพันธ์ุ โดยเมื่อเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลิโอไทด์ของเช้ือ A. fumigatus ATCC26934  สายพันธ์ุ
มาตรฐานแล้วมี %similarity อยู่ระหว่าง 73.33-100 พบว่า 7 ตัวอย่าง ตรงกับเชื้อ A. lentulus 
หมายเลข Accession XM_033555949.1 มีขนาด 1323 คู่เบส และมี query coverage ร้อยละ 
99-100 มีค่า percent identity อยู่ระหว่างร้อยละ 99.39-100 โดยเมื่อเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลิ
โอไทด์ของเชื้อ A. fumigatus ATCC26934 สายพันธุ์มาตรฐานแล้วมี %similarity อยู่ระหว่าง 
73.33-81.82 และพบว่า 7 ตัวอย่าง ตรงกับเชื ้อ A. udagawae หมายเลข Accession 
XM_043295220.1 มีขนาด 1383 คู่เบส และมีค่า query coverage ร้อยละ 99 มีค่า percent 
identity อยู ่ระหว่างร้อยละ 99.56-100 โดยเมื ่อเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลิโอไทด์ของเช้ือ            
A. fumigatus ATCC26934 สายพันธุ ์มาตรฐานแล้วมี %similarity อยู ่ระหว่าง 91.83-92.18        
(ภาพที่ 25) 
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ภาพที่ 24 แผนภูมิวงกลมแสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI จากบริเวณ 
its ของเช้ือ A. fumigatus ทั้งหมด 58 ตัวอย่างตรงกบัเช้ือ A. fumigatus หมายเลข Accession 

OM057660.1 

 

ภาพที่ 25 แผนภูมิวงกลมแสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI จากบริเวณ 
tef-1α ของเช้ือ A. fumigatus  ทั้งหมด 55 ตัวอย่าง พบว่า 41 ตัวอย่าง ตรงกับเช้ือ A. fumigatus 

หมายเลข Accession OM057660.1 พบว่า 7 ตัวอย่าง ตรงกับเช้ือ A. lentulus หมายเลข 
Accession XM_033555949.1 และ 7 ตัวอย่าง ตรงกับเช้ือ A. udagawae หมายเลข Accession 

XM_043295220.1 
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ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI 
จากบริเวณ tef-1α ของเชื้อ A. fumigatus ทั้งหมด 55 ตัวอย่าง
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XM_033555949.1
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XM_043295220.1

100%

ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI 
จากบริเวณ its ของเชื้อ A. fumigatus ทั้งหมด 58 ตัวอย่าง

A. fumigatus OM057660.1
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เมื่อนำผลลำดับนิวคลิโอไทด์ของผลผลิตของเชื้อ A. flavus ทั้งหมด 53 ตัวอย่าง ที่ได้จาก
การเพิ ่มปริมาณด้วยไพรเมอร์ its ผลลำดับนิวคลิโอไทด์ม ีขนาดตั ้งแต่ 575-576 คู ่ เบส เมื่อ
เปรียบเทียบกับข้อมูลบนฐานข้อมูล NCBI พบว่าทั้ง 53 ตัวอย่างตรงกับเชื้อ A. flavus หมายเลข 
Accession DQ683122.1 มีขนาด 576 คู ่เบส มีค่า query cover ตั ้งแต่ร้อยละ 99-100 มีค่า 
percent identity อยู่ระหว่างร้อยละ 99.65-100 โดยเมื่อเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลิโอไทด์ของเช้ือ 
A. flavus ATCC204304 สายพันธุ์มาตรฐานแล้วมี %similarity อยู่ระหว่าง 99.57-99.93 (ภาพที่ 
26) 

เมื่อนำผลลำดับนิวคลิโอไทด์ของผลผลิตของเชื้อ A. flavus ทั้งหมด 53 ตัวอย่าง ที่ได้จาก
การเพิ่มปริมาณด้วยไพรเมอร์ tef-1α ผลลำดับนิวคลิโอไทด์มีขนาดตั้งแต่ 584-590 คู่เบส เมื่อ
เปรียบเทียบกับข้อมูลบนฐานข้อมูล NCBI พบว่าทั้ง 53 ตัวอย่าง ตรงกับเชื้อ A. flavus หมายเลข 
Accession KP054383.1 และ KP054376.1 มีขนาด 596 คู่เบส มีค่า query coverage ตั้งแต่ร้อย
ละ 99-100 มีค่า percent identity อยู่ระหว่างร้อยละ 98.32-100 โดยเมื่อเปรียบเทียบกับลำดับ
นิวคลิโอไทด์ของเชื้อ A. flavus ATCC204304 สายพันธุ์มาตรฐานแล้วมี %similarity อยู่ระหว่าง 
97.79-100 (ภาพที่ 27) 
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ภาพที่ 26 แผนภูมิวงกลมแสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI จากบริเวณ 
its ของเช้ือ A. flavus  ทัง้หมด 53 ตัวอย่าง ตรงกบัเช้ือ A. flavus หมายเลข Accession 

DQ683122. 

 

ภาพที่ 27 แผนภูมิวงกลมแสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI จากบริเวณ 
tef-1α ของเช้ือ A. flavus ทัง้หมด 53 ตัวอย่าง ตรงกบัเช้ือ A. flavus หมายเลข Accession 

KP054383.1  

 
 

100%

ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI 
จากบริเวณ its ของเชื้อ A. flavus ทั้งหมด 53 ตัวอย่าง

A. flavus DQ683122.1

100%

ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI 
จากบริเวณ tef-1α ของเชื้อ A. flavus ทั้งหมด 53 ตัวอย่าง

A. flavus KP054383.1
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เมื่อนำผลลำดับนิวคลิโอไทด์ของผลผลิตของเช้ือ A. niger ทั้งหมด 45 ตัวอย่าง ที่ได้จากการ
เพิ่มปริมาณด้วยไพรเมอร์ its ผลลำดับนิวคลิโอไทด์มีขนาดต้ังแต่ 575-576 คู่เบส เมื่อเปรียบเทยีบกบั
ข้อมูลบนฐานข้อมูล NCBI พบว่าทั ้ง 45 ตัวอย่างตรงกับเชื ้อ A. niger หมายเลข Accession 
MN337269.1 มีขนาด 582 คู่เบส มีค่า query cover ตั้งแต่ร้อยละ 99-100 มค่ีา percent identity 
อยู ่ระหว่างร้อยละ 99.66-100 โดยเมื ่อเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลิโอไทด์ของเชื ้อ A. niger 
ATCC6275 สายพันธ์ุมาตรฐานแล้วมี %similarity อยู่ระหว่าง 99.58-100 (ภาพที่ 28) 

เมื่อนำผลลำดับนิวคลิโอไทด์ของผลผลิตของเช้ือ A. niger ทั้งหมด 45 ตัวอย่าง ที่ได้จากการ
เพิ ่มปริมาณด้วยไพรเมอร์ tef-1α ผลลำดับนิวคลิโอไทด์มีขนาดตั ้งแต่ 610-729 คู ่เบส เมื่อ
เปรียบเทียบกับข้อมูลบนฐานข้อมูล NCBI พบว่า 15 ตัวอย่าง ตรงกับเชื ้อ A. niger หมายเลข 
Accession KT965677.1 มีขนาด 611 คู่เบส มีค่า query coverage ตั้งแต่ร้อยละ 98-100 มีค่า 
percent identity อยู่ระหว่างร้อยละ 99.18-100 และพบว่ามี 30 ตัวอย่าง ตรงกับเช้ือ A. terreus 
หมายเลข Accession KM921970.1 มีขนาด 726 คู่เบส มีค่า query coverage ตั้งแต่ร้อยละ 99 มี
ค่าความเหมือนของข้อมูล percent identity อยู่ระหว่างร้อยละ 98.90-99.89 โดยเมื่อเปรียบเทียบ
กับลำดับนิวคลิโอไทด์ของเช้ือ A. niger ATCC6275 สายพันธ์ุมาตรฐานแล้วพบว่ามี %similarity อยู่
ระหว่าง 90.86-100 (ภาพที่ 29) 
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ภาพที่ 28 แผนภูมิวงกลมแสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI จากบริเวณ 
its ของเช้ือ A. niger ทัง้หมด 45 ตัวอย่าง A. niger หมายเลข Accession MN337269.1 

 

ภาพที่ 29 แผนภูมิวงกลมแสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI จากบริเวณ 
tef-1α ของเช้ือ A. niger ทั้งหมด 45 ตัวอย่าง พบว่า 15 ตวัอย่าง ตรงกับเช้ือ A. niger หมายเลข 

Accession KT965677.1 และมี 30 ตัวอย่าง ตรงกับเช้ือ A. terreus หมายเลข Accession 
KM921970.1 

 

100%

ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI 
จากบริเวณ its ของเชื้อ A. niger ทั้งหมด 45 ตัวอย่าง

A. niger MN337269.1

33%

67%

ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI 
จากบริเวณ tef-1α ของเช้ือ A. niger ทั้งหมด 45 ตัวอย่าง

A. niger KT965677.1

A. terreus KM921970.1
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เมื่อนำผลลำดับนิวคลิโอไทด์ของผลผลิตของเชื้อ A. terreus ทั้งหมด 46 ตัวอย่าง ที่ได้จาก
การเพิ ่มปริมาณด้วยไพรเมอร์ its ผลลำดับนิวคลิโอไทด์ม ีขนาดตั ้งแต่ 573-588 คู ่ เบส เมื่อ
เปรียบเทียบกับข้อมูลบนฐานข้อมูล NCBI พบว่าทั้ง 46 ตัวอย่างตรงกับเชื้อ A. terreus หมายเลข 
Accession MT772080.1 มีขนาด 578 คู ่เบส มีค่า query cover ตั ้งแต่ร้อยละ 99-100 มีค่า 
percent identity อยู่ระหว่างร้อยละ 99.48-100 โดยเมื่อเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลิโอไทด์ของเช้ือ 
A. terreus ATCC20542 สายพันธุ์มาตรฐานแล้วพบว่ามี %similarity อยู่ระหว่าง 98.75-99.29 
(ภาพที่ 30) 

เช้ือ A. terreus ตัวอย่างที่ 30 ไม่มีผลลำดับนิวคลิโอไทด์ในผลผลิตที่ได้จากการเพิ่มปริมาณ
ด้วยไพรเมอร์ tef-1α จึงมีผลลำดับนิวคลิโอไทด์ที่นำมาวิเคราะห์ข้อมูลทัง้หมด 45 ตัวอย่าง ผลลำดับ
นิวคลิโอไทด์มีขนาดตั้งแต่ 700-729 คู่เบส เมื่อเปรียบเทียบกับข้อมูลบนฐานข้อมูล NCBI พบว่าทั้ง 
45 ตัวอย่างตรงกับเชื้อ A. terreus หมายเลข Accession KM921970.1 มีขนาด 726 คู่เบส มีค่า 
query coverage ตั้งแต่ร้อยละ 99-100 มีค่า percent identity อยู่ระหว่างร้อยละ 98.76-100 โดย
เมื่อเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลิโอไทด์ของเชื้อ A. terreus ATCC20542 สายพันธุ์มาตรฐานแล้ว
พบว่ามี %similarity อยู่ระหว่าง 98.76-100 (ภาพที่ 31) 
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ภาพที่ 30 แผนภูมิวงกลมแสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI          
จากบริเวณ its ของเช้ือ A. terreus ทั้งหมด 46 ตัวอย่าง ตรงกบัเช้ือ A. terreus หมายเลข  

Accession MT772080.1 

ภาพที่ 31 แผนภูมิวงกลมแสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI จากบริเวณ 
tef-1α ของเช้ือ A. terreus ทั้งหมด 45 ตัวอย่าง ตรงกับเช้ือ A. terreus หมายเลข Accession 

KM921970.1 
 

 

100%

ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI 
จากบริเวณ tef-1α ของเชื้อ A. terreus ทั้งหมด 45 ตัวอย่าง

A. terreus KM921970.1

100%

ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI 
จากบริเวณ its ของเชื้อ A. terreus ทั้งหมด 46 ตัวอย่าง

A. terreus MT772080.1
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เมื่อนำผลลำดับนิวคลิโอไทด์ของผลผลติของเช้ือ A. nidulans ทั้งหมด 30 ตัวอย่าง ที่ได้จาก
การเพิ ่มปริมาณด้วยไพรเมอร์ its ผลลำดับนิวคลิโอไทด์ม ีขนาดตั ้งแต่ 514-546 คู ่ เบส เมื่อ
เปรียบเทียบกับข้อมูลบนฐานข้อมูล NCBI พบว่าทั้ง 46 ตัวอย่างตรงกับเช้ือ A. nidulans หมายเลข 
Accession MT007526.1 มีขนาด 578 คู ่เบส มีค่า query cover ร้อยละ 100 มีค่า percent 
identity อยู ่ระหว่างร้อยละ 99.62-100 โดยเมื ่อเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลิโอไทด์ของเช้ือ             
A. nidulans ATCC38163 สายพันธุ ์มาตรฐานแล้วมี %similarity อยู ่ระหว่าง 99.43-99.81             
(ภาพที่ 32) 

เมื่อนำผลลำดับนิวคลิโอไทด์ของผลผลติของเช้ือ A. nidulans ทั้งหมด 30 ตัวอย่าง ที่ได้จาก
การเพิ่มปริมาณด้วยไพรเมอร์ tef-1α ผลลำดับนิวคลิโอไทด์มีขนาดตั ้งแต่ 700-716 คู่เบส เมื่อ
เปรียบเทียบกับข้อมูลบนฐานข้อมูล NCBI พบว่าทั้ง 30 ตัวอย่างตรงกับเช้ือ A. nidulans หมายเลข 
Accession KM882998.1 มีขนาด 578 คู่เบส มีค่าความครอบคลุมข้อมูล query coverage ร้อยละ 
99 มีค่า percent identity อยู่ระหว่างร้อยละ 99.14-100 โดยเมื่อเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลิโอ
ไทด์ของเชื้อ A. nidulans ATCC38163 สายพันธุ์มาตรฐานแล้วพบว่ามี %similarity อยู่ระหว่าง 
99.14-100 (ภาพที่ 33) 
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ภาพที่ 32 แผนภูมิวงกลมแสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI จากบริเวณ 
its ของเช้ือ A. nidulans  ทั้งหมด 30 ตัวอย่าง ตรงกับเช้ือ A. nidulans หมายเลข Accession 

MT007526.1 

 

ภาพที่ 33 แผนภูมิวงกลมแสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI จากบริเวณ 
tef-1α ของเช้ือ A. nidulans ทัง้หมด 30 ตัวอย่าง ตรงกับเช้ือ A. nidulans หมายเลข Accession 

KM882998.1 

100%

ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI 
จากบริเวณ its ของเช้ือ A. nidulans ทั้งหมด 30 ตัวอย่าง

A. nidulans MT007526.1

100%

ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI 
จากบริเวณ tef-1α ของเชื้อ A. nidulans ทั้งหมด 30 ตัวอย่าง

A. nidulans KM882998.1
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 จากผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์ของ tef-1α พบว่ามีเชื ้อ A. fumigatus          
บางตัวอย่างมีผลใกล้เคียงกับเชื้อ A. lentulus และ A. udagawae มากกว่า ในขณะที่ข้อมูลจาก
บริเวณ its ให้ผลออกมาเป็นเช้ือ A. fumigatus ทุกตัวอย่าง และพบว่าข้อมูลจากยีน tef-1α ในเช้ือ          
A. niger มีบางตัวอย่างที่ให้ผลใกล้เคียงกับเชื ้อ A. terreus มากกว่า และในเชื้อ A. fumigatus      
บางตัวอย่างมีผลใกล้เคียงกับเช้ือ A. flavus มากกว่า 
11. ผลการสรา้ง phylogenetic tree  

 เนื่องจากมีเช้ือจำนวน 4 ตัวอย่าง จากจำนวนตัวอย่างทั้งหมด 232 ตัวอย่าง ที่ไม่มีผลลำดับ
นิวคลิโอไทด์ ในการวิเคราะห์ข้อมูลการจัดกลุ่มด้วย phylogenetic tree จึงเหลือตัวอย่างที่นำมาใช้
วิเคราะห์ผล 228 ตัวอย่าง เมื่อนำผลการจัดลำดับนิวคลิโอไทด์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จากบริเวณ 
its มาสร้าง phylogenetic tree พบว่าสามารถจำแนกเชื้อได้เป็น 5 กลุ่ม คือ clade 1 จำนวน 30 
ตัวอย่าง ประกอบด้วยเชื้อที่ถูกจำแนกด้วยวิธี cultivation เป็นสายพันธุ ์ A. nidulans ผลลำดับ
นิวคลิโอไทด์ ตรงกับเชื้อ A. nidulans clade 2 จำนวน 53 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเชื้อที่ถูกจำแนก
ด้วยวิธี cultivation เป็นสายพันธุ์ A. flavus ผลลำดับนิวคลิโอไทด์ตรงกับเชื้อ A. flavus clade 3 
จำนวน 45 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเชื้อที ่ถูกจำแนกด้วยวิธี cultivation เป็นสายพันธุ ์ A. terreus     
ผลลำดับนิวคลิโอไทด์ตรงกับเชื้อA. terreus clade 4 จำนวน 45 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเชื้อที่ถูก
จำแนกด้วยวิธี cultivation เป็นสายพันธ์ุ A. niger ผลลำดับนิวคลิโอไทด์ตรงกับA. niger และ clade 
5 จำนวน 55 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเช้ือที่ถูกจำแนกด้วยวิธี cultivation เป็นสายพันธ์ุ A. fumigatus 
ผลลำดับนิวคลิโอไทด์ตรงกับA. fumigatus (ภาพที่ 34-39) 
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ภาพที่ 34 ผลการจัดกลุม่เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่ได้จากบรเิวณ its  สามารถ
จำแนกเช้ือได้เป็น 5 clade โดย clade 1 คือกล่องสสี้ม A. nidulans, clade 2 คือกล่องสเีหลือง      
A. flavus, clade 3 คือกล่องสีฟ้า A. terreus, clade 4 คือกล่องสมี่วง A. niger และ clade 5   

คือกล่องสเีขียว A. fumigatus 
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ภาพที่ 35 ผลการจัดกลุม่เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่ได้จากบรเิวณ its จำแนกเช้ือ
เป็น clade 1  จำนวน 30 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเช้ือที่ถูกจำแนกด้วยวิธี cultivation เป็นสายพันธ์ุ  

A. nidulans จำนวน 30 ตัวอย่าง  
 

ภาพที่ 36 ผลการจัดกลุม่เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่ได้จากบรเิวณ its จำแนกเช้ือ
เป็น clade 2  จำนวน 53 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเช้ือที่ถูกจำแนกด้วยวิธี cultivation เป็นสายพันธ์ุ 

A. flavus จำนวน 53 ตัวอย่าง  
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ภาพที่ 37 ผลการจัดกลุม่เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่ได้จากบรเิวณ its จำแนกเช้ือ
เป็น clade 3  จำนวน 45 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเช้ือที่ถูกจำแนกด้วยวิธี cultivation เป็นสายพันธ์ุ 
A. terreus จำนวน 45 ตัวอย่าง  
 

ภาพที่ 38 ผลการจัดกลุม่เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่ได้จากบรเิวณ its จำแนกเช้ือ
เป็น clade 4  
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 จำนวน 45 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเช้ือที่ถูกจำแนกด้วยวิธี cultivation เป็นสายพันธ์ุ A. niger 
จำนวน 45 ตัวอย่าง  

ภาพที่ 39 ผลการจัดกลุม่เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่ได้จากบรเิวณ its จำแนกเช้ือ
เป็น clade 5 จำนวน 55 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเช้ือที่ถูกจำแนกด้วยวิธี cultivation เป็นสายพันธ์ุ  

A. fumigatus จำนวน 55 ตัวอย่าง 
 

เมื่อนำผลการจัดลำดับนิวคลิโอไทด์ของเชื้อ Aspergillus ที่ได้จากบริเวณ tef-1α มาสรา้ง 
phylogenetic tree พบว่าสามารถจำแนกเชื้อได้เป็น 9 กลุ่ม คือ clade 1 จำนวน 30 ตัวอย่าง 
ประกอบด้วยเช้ือที่ถูกจำแนกด้วยวิธี cultivation เป็นสายพันธ์ุ A. nidulans ผลลำดับนิวคลิโอไทด์ 
ตรงกับเชื ้อ A. nidulans clade 2 จำนวน 35 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเชื ้อที ่ถูกจำแนกด้วยวิธี  
cultivation เป็นสายพันธ์ุ A. flavus ผลลำดับนิวคลิโอไทด์ตรงกับเช้ือ A. flavus clade 3 จำนวน 
29 ตัวอย่าง และ clade 8 จำนวน 15 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเชื้อที่ถูกจำแนกด้วยวิธี cultivation 
เป็นสายพันธุ์ A. terreus โดยทั้ง 2 clade มีผลลำดับนิวคลิโอไทด์ตรงกับเชื้อA. terreus clade 4 
จำนวน 15 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเชื ้อที ่ถูกจำแนกด้วยวิธี  cultivation เป็นสายพันธ์ุ A. niger        
ผลลำดับนิวคลิโอไทด์ตรงกับเชื้อ A. niger clade 9 จำนวน 30 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเชื้อที่ถูก
จำแนกด้วยวิธี cultivation เป็นสายพันธ์ุ A. niger ลำดับนิวคลิโอไทด์ตรงกับเช้ือ A. terreus clade 
5 จำนวน 59 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเช้ือที่ถูกจำแนกด้วยวิธี cultivation เป็นสายพันธ์ุ A. fumigatus 
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จำนวน 41 ตัวอย่าง และ A. flavus 18 ตัวอย่าง ลำดับนิวคลิโอไทด์ตรงกับเช้ือ A. fumigatus และ
เชื ้อ A. flavus clade 6 ประกอบด้วยเชื ้อที ่ถ ูกจำแนกด้วยวิธี  cultivation เป็นสายพันธ์ุ                     
A. fumigatus จำนวน 7 ตัวอย่าง ลำดับนิวคลิโอไทด์ตรงกับเช้ือ A. lentulus clade 7 ประกอบด้วย
เช ื ้อท ี ่ถ ูกจำแนกด้วยว ิ ธี  cult ivation เป ็นสายพันธ ุ ์  A. fumigatus จำนวน 7 ต ัวอย ่าง                     
ลำดับนิวคลิโอไทด์ตรงกับเช้ือ A. udagawae (ภาพที่ 40-47) 

ซึ่งการจำแนกเช้ือด้วยยีน tef-1α ให้ผลแตกต่างจากการจำแนกด้วยวิธี cultivation และ its 
ในหลายกลุ ่ม เช่น เชื ้อใน clade 6 เมื ่อเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์ในฐานข้อมูลได้ผลเป็น         
A. lentulus แตกต่างจากการจำแนกด้วยวิธี cultivation หรือ its ที ่ได้ผลเป็น A. fumigatus 
เช่นเดียวกับเชื ้อใน clade 7 ที ่ เม ื ่อเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์ในฐานข้อมูลได้ผลเป็น                
A. udagawae แตกต่างจากการจำแนกด้วยวิธี cultivation หรือ its ที่ได้ผลเป็น A. fumigatus  
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ภาพที่ 40 ผลการจัดกลุม่เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่ได้จากยีน tef-1α ได้เป็น 9 
clade โดย clade 1 คือกลอ่งสีสม้ A. nidulans, clade 2 คือกล่องสเีหลือง A. flavus, clade 3 

และ 8 คือกล่องสีฟ้า A. terreus, clade 4 และ 9 คือกล่องสีม่วง A. niger, clade 5 คือกล่องสเีขียว 
A. fumigatus, clade 6 คือกล่องสีเขียว A. lentulus และ clade 7 คือกล่องสีเขียว                 

A. udagawae 
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ภาพที่ 41 ผลการจัดกลุม่เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่ได้จากยีน tef-1α จำแนก
เช้ือเป็น clade 1  จำนวน 30 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเช้ือทีถู่กจำแนกด้วยวิธี cultivation              

เป็นสายพันธ์ุ A. nidulans จำนวน 30 ตัวอย่าง  

ภาพที่ 42 ผลการจัดกลุม่เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่ได้จากยีน tef-1α จำแนก
เช้ือเป็น clade 2  จำนวน 35 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเช้ือทีถู่กจำแนกด้วยวิธี cultivation           

เป็นสายพันธ์ุ A. flavus จำนวน 35 ตัวอย่าง  
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ภาพที่ 43  ผลการจัดกลุ่มเช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่ได้จากยีน tef-1α จำแนก
เช้ือเป็น clade 3  จำนวน 29 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเช้ือทีถู่กจำแนกด้วยวิธี cultivation           

เป็นสายพันธ์ุ A. terreus จำนวน 29 ตัวอย่าง และจำแนกเช้ือเป็น clade 8 จำนวน 15 ตัวอย่าง 
ประกอบด้วยเช้ือที่ถูกจำแนกด้วยวิธี cultivation เป็นสายพันธ์ุ A. terreus จำนวน 15 ตัวอย่าง  
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ภาพที่ 44 ผลการจัดกลุม่เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่ได้จากยีน tef-1α จำแนก
เช้ือเป็น clade 4 จำนวน 31 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเช้ือที่ถูกจำแนกด้วยวิธี cultivation           

เป็นสายพันธ์ุ A. niger จำนวน 30 ตัวอย่าง แต่ผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทดบ์นยีน tef-1α 
มีความเหมอืนกับเช้ือ A. terreus และเป็นเช้ือที่ถูกจำแนกดว้ยวิธี cultivation เป็นสายพันธ์ุ             
A. terreus 1ตัวอย่าง และจำแนกเช้ือเป็น clade 9 จำนวน 15 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเช้ือ            

ที่ถูกจำแนกด้วยวิธี cultivation เป็นสายพันธ์ุ A. niger จำนวน 15 ตัวอย่าง 
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ภาพที่ 45 ผลการจัดกลุม่เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่ได้จากยีน tef-1α จำแนก
เช้ือเป็น clade 5  จำนวน 59 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเช้ือทีถู่กจำแนกด้วยวิธี cultivation               

เป็นสายพันธ์ุ A. fumigatus จำนวน 41 ตัวอย่าง และ A. flavus 18 ตัวอย่าง         
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ภาพที่ 46 ผลการจัดกลุม่เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่ได้จากยีน tef-1α จำแนก
เช้ือเป็น clade 6  จำนวน 7 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเช้ือที่ถูกจำแนกด้วยวิธี cultivation            

เป็นสายพันธ์ุ A. fumigatus จำนวน 7 ตัวอย่าง แตผ่ลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทดบ์นยีน    
tef-1α มีความเหมอืนกับเช้ือ A. lentulus  

 

ภาพที่ 47 ผลการจัดกลุม่เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่ได้จากยีน tef-1α จำแนก
เช้ือเป็น clade 7  จำนวน 7 ตัวอย่าง ประกอบด้วยเช้ือที่ถูกจำแนกด้วยวิธี cultivation              

เป็นสายพันธ์ุ A. fumigatus จำนวน 7 ตัวอย่าง แตผ่ลการเปรียบเทียบลำดับ นิวคลโิอไทด์            
บนยีน tef-1α มีความเหมอืนกับเช้ือ A. udagawae  
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ตารางที ่17 สรปุผลการจัดกลุ่มเช้ือด้วย phylogenetic tree จากบรเิวณ its และยีน tef-1α  

Phylogenetic 
tree clade 

Its tef-1α 

เชื้อ  จำนวนตัวอย่าง เชื้อ  จำนวนตัวอย่าง 

1 A. nidulans  30 A. nidulans  30 

2 A. flavus  53 A. flavus  35 

3 A. terreus  45 A. terreus  29 

4 A. niger  45 
A. niger  30 

A. terreus 1 

5 A. fumigatus  55 
A. fumigatus  41 

A. flavus  18 

6 -  A. lentulus  7 

7 -  A. udagawae 7 

8 -  A. terreus  15 

9 -  A. niger  15 

รวม 228 228 228 228 

 
จากข้อมูลการจัดกลุ่มเช้ือด้วย phylogenetic tree จากบริเวณ its และยีน tef-1α (ตาราง

ที่ 17) พบว่าใน clade 1 สามารถจัดกลุ่มเชื้อ A. nidulans ได้เหมือนกัน แต่เมื่อจัดกลุ่มจากขอ้มูล
ของยีน tef-1α  พบว่าเชื้อ A. flavus จำนวน 18 ตัวอย่าง ถูกจัดกลุ่มรวมกับ A. fumigatus ใน 
clade 5, กลุ่มของ A. terreus จำนวน 15 ตัวอย่าง ถูกจัดกลุ่มแยกออกมาเป็น clade 8, กลุ่มของ 
A. niger จำนวน 15 ตัวอย่าง ถูกจัดกลุ ่มแยกออกมาเป็น clade 9 และกลุ ่มของ A. fumigatus 
จำนวน 7 ตัวอย่าง ถูกจัดกลุ่มแยกออกไปเป็น clade 6 และ 7 เป็น A. lentulus และ A. udagawae 
ตามลำดับ ดังนั้นจึงมีเชื้อทั้งหมด 165 ตัวอย่าง ที่มีผลการจัดกลุ่มจากทั้งสองตำแหน่งสอดคล้องกัน 
คิดเป็นร้อยละ 72 และมีจำนวน 63 ตัวอย่างที ่มีผลการจัดกลุ ่มแตกต่างกัน  คิดเป็นร้อยละ 28          
(ภาพที่ 48) 
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ภาพที่ 48 ผลความสอดคล้องของการจัดกลุม่เช้ือด้วย phylogenetic tree จากบรเิวณ its และยีน 
tef-1α 

 
เมื่อพิจารณาผลการจำแนกเช้ือด้วย phylogenetic tree จากบริเวณ its ร่วมกับผลความไว

รับต่อยา amphotericin B (ภาพที่ 49) ที่ค่า MIC น้อยกว่าเท่ากับ 1 พบว่าเชื ้อใน clade ที่ 1 
ทั้งหมด 30 ตัวอย่างมีค่า MIC mg/L มากกว่า 1 mg/L เช้ือใน clade ที่ 2 ทั้งหมด 53 ตัวอย่าง มีค่า 
MIC mg/L มากกว่า 1 mg/L เชื้อใน clade ที่ 3 ทั้งหมด 45 ตัวอย่างมีค่า MIC น้อยกว่าเท่ากับ 1 
mg/L เช้ือใน clade ที่ 4 ทั้งหมด 45 ตัวอย่างมีค่า MIC น้อยกว่าเท่ากับ 1 mg/L และเช้ือใน clade 
ที่ 5 ทั้งหมด 55 ตัวอย่าง มีค่า MIC มากกว่า 1 mg/L และที่ค่า MIC มากกว่าหรือเท่ากับ 8 พบว่า
เช้ือใน clade ที่ 1 ทั้งหมด 30 ตัวอย่างมีค่า MIC mg/L มากกว่าเท่ากับ 8 mg/L เช้ือใน clade ที่ 2 
ทั้งหมด 53 ตัวอย่าง มีจำนวน 50 ตัวอย่าง มีค่า MIC มากกว่าเท่ากับ 8 mg/L มีจำนวน 3 ตัวอย่าง มี
ค่า MIC อยู่ในช่วง 0.5-4 mg/L เชื้อใน clade ที่ 3 ทั้งหมด 45 ตัวอย่างมีค่า MIC อยู่ในช่วง 0.5-4 
mg/L เช้ือใน clade ที่ 4 ทั้งหมด 45 ตัวอย่างมีค่า MIC อยู่ในช่วง 0.5-4 mg/L และเช้ือใน clade ที่ 
5 ทั้งหมด 55 ตัวอย่าง มีจำนวน 30 ตัวอย่าง มีค่า MIC มากกว่าเท่ากับ 8 mg/L มีจำนวน 25 
ตัวอย่าง มีค่า MIC อยู่ในช่วง 0.5-4 mg/L  

 

72%

28%

ผลการการจัดกลุ่มเชื้อด้วย phylogenetic tree จากบริเวณ its และ

ยีน tef-1α จากตัวอย่างทั้งหมด 228 ตัวอย่าง

ผลสอดคล้องกัน

ผลแตกต่างกัน
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ภาพที่ 49 phylogenetic tree จากบริเวณ its ร่วมกับผลความไวรับต่อยา amphotericin B 
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เมื่อพิจารณาผลการจำแนกเช้ือด้วย phylogenetic tree จากยีน tef-1α ร่วมกับผลความไว
รับต่อยา amphotericin B (ภาพที่ 50) ที่ค่า MIC น้อยกว่าเท่ากับ 1 พบว่าเชื ้อใน clade ที่ 1 
ทั้งหมด 30 ตัวอย่างมีค่า MIC มากกว่า 1 mg/L เชื้อใน clade ที่ 2 ทั้งหมด 35 ตัวอย่าง มีค่า MIC 
มากกว่า 1 mg/L เช้ือใน clade ที่ 3 ทั้งหมด 29 ตัวอย่างมีค่า MIC น้อยกว่าเท่ากับ 1 mg/L เช้ือใน 
clade ที่ 4 ทั้งหมด 31 ตัวอย่างมีค่า MIC น้อยกว่าเท่ากับ 1 mg/L เชื้อใน clade ที่ 5 ทั้งหมด 59 
ตัวอย่าง มีค่า MIC มากกว่า 1 mg/L เชื้อใน clade ที่ 6 ทั้งหมด 7 ตัวอย่าง มีค่า MIC มากกว่า 1 
mg/L เช้ือใน clade ที่ 7 ทั้งหมด 7 ตัวอย่าง มีค่า MIC มากกว่า 1 mg/L เช้ือใน clade ที่ 8 ทั้งหมด 
15 ตัวอย่าง มีค่า MIC น้อยกว่าเท่ากับ 1 mg/L และเชื้อใน clade ที่ 9 ทั้งหมด 15 ตัวอย่าง มีค่า 
MIC น้อยกว่าเท่ากับ 1 mg/L และที่ค่า MIC มากกว่าหรือเท่ากับ 8 พบว่าเช้ือใน clade ที่ 1 ทั้งหมด 
30 ตัวอย่างมีค่า MIC mg/L มากกว่าเท่ากับ 8 mg/L เชื้อใน clade ที่ 2 ทั้งหมด 35 ตัวอย่าง มีค่า 
MIC มากกว่าเท่ากับ 8 mg/L เชื้อใน clade ที่ 3 ทั้งหมด 29 ตัวอย่างมีค่า MIC อยู่ในช่วง 0.5-4 
mg/L เชื้อใน clade ที่ 4 ทั้งหมด 31 ตัวอย่างมีค่า MIC อยู่ในช่วง 0.5-4 mg/L เชื้อใน clade ที่ 5 
ทั้งหมด 59 ตัวอย่าง มีจำนวน 29 ตัวอย่าง มีค่า MIC มากกว่าเท่ากับ 8 mg/ และจำนวน 30 ตัวอย่าง 
มีค่า MIC อยู่ในช่วง 0.5-4 mg/L เช้ือใน clade ที่ 6 ทั้งหมด 7 ตัวอย่าง มีค่า MIC มากกว่าเท่ากับ 8 
mg/L เช้ือใน clade ที่ 7 ทั้งหมด 7 ตัวอย่าง มีค่า MIC มากกว่าเท่ากับ 8 mg/L เช้ือใน clade ที่ 8 
ทั้งหมด 15 ตัวอย่าง มีค่า MIC อยู่ในช่วง 0.5-4 mg/L และเช้ือใน clade ที่ 9 ทั้งหมด 15 ตัวอย่าง มี
ค่า MIC อยู่ในช่วง 0.5-4 mg/L  
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ภาพที่ 50 phylogenetic tree จากยีน tef-1α ร่วมกบัผลความไวรับต่อยา amphotericin B 
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ตารางที ่18 สรปุผลการจัดกลุ่มเช้ือด้วย phylogenetic tree จากบรเิวณ its และยีน tef-1α กับค่า 
MIC ยา amphotericin B 

Phylogenetic tree 
clade 

Its (จำนวนตัวอย่าง) tef-1α (จำนวนตัวอย่าง) Its (primary barcode) 

+ tef-1α (secondary barcode) 
(จำนวนตัวอย่าง) 

MIC < 1 MIC > 8 MIC < 1 MIC > 8 MIC < 1 MIC > 8 

clade 1 A. nidulans 
 (MIC > 8) (Rath, 1998)  

- 30 - 30   

clade 2 A. flavus  
(MIC > 8) (Rath, 1998) 

3 50 - 35   

clade 3 A. terreus 
 (MIC > 8) (Iwan, 1998)  

45 - 29 -   

clade 4 A. niger  
(MIC < 1) (Rath, 1998)  

45 - 31 -   

clade 5 A. fumigatus  
(MIC < 1) (Rath, 1998)  

25 30 30 29 25 16 

clade 6 A. lentulus  
(MIC > 8) (Lamoth, 2016) 

- - - 7 - 7 

clade 7 A. udagawae 
(MIC > 8) (Lamoth, 2016) 

- - - 7 - 7 

clade 8 A. terreus 
 (MIC > 8) (Iwan, 1998)  

- - 15 -   

clade 9 A. niger 
 (MIC < 1) (Rath, 1998)  

- - 15 -   

รวม 118 110 120 108 25 30 

 
จากข้อมูลการจัดกลุ่มเชื้อด้วย phylogenetic tree จากบริเวณ its และยีน tef-1α กับค่า 

MIC ยา amphotericin B (ตารางที่ 18) พบว่าใน clade 1 มีค่า MIC > 8 mg/L สอดคล้องกับสาย
พันธุ ์ของเชื ้อ A. nidulans ที ่มีค่า MIC ต่อยา amphotericin B 16 mg/L (7) clade 2 เป็นเช้ือ     
A. flavus มีค่า MIC 16 mg/L (7) พบว่าบริเวณ its มีจำนวน 50 ตัวอย่างที่ค่า MIC > 8 mg/L และ 
3 ตัวอย่าง ที่ค่า MIC < 1 mg/L ในขณะที่ยีน tef-1α มีจำนวน 35 ตัวอย่างที่ค่า MIC > 8 mg/L 
clade 3 เป็นเชื้อ A. terreus มีค่า MIC 16 mg/L (8) พบว่าบริเวณ its มีจำนวน 45 ตัวอย่างที่ค่า 
MIC < 1 mg/L ในขณะที่ยีน tef-1α มีจำนวน 29 ตัวอย่างที่ค่า MIC < 1 mg/L clade 4 เป็นเช้ือ 
A. niger ม ีค่า MIC 0.5 mg/L (7) พบว่าบริเวณ its มีจำนวน 45 ตัวอย่างที ่ค่า MIC < 1 mg/L 
ในขณะที่ยีน tef-1α มีจำนวน 31 ตัวอย่างที่ค่า MIC < 1 mg/L clade 5 เป็นเช้ือ A. fumigatus มี
ค่า MIC 0.5 mg/L (7) พบว่าบริเวณ its มีจำนวน 25 ตัวอย่างที่ค่า MIC < 1 mg/L และมีจำนวน 30 
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ตัวอย่างที่ค่า MIC > 8 mg/L ในขณะที่ยีน tef-1α มีจำนวน 30 ตัวอย่างที่ค่า MIC < 1 mg/L และมี
จำนวน 29 ตัวอย่างที่ค่า MIC > 8 mg/L clade 6 เป็นเช้ือ A. lentulus มีค่า MIC 16 mg/L (109) 
พบว่าบริเวณ its ไม่พบเชื้อสปีชีส์นี้แต่ถูกจัดกลุ่มรวมกับ A. fumigatus ใน clade 5 ในขณะที่ยีน 
tef-1α มีจำนวน 7 ตัวอย่างที่ค่า MIC > 8 mg/L clade 7 เป็นเชื้อ A. udagawae มีค่า MIC 16 
mg/L (109) พบว่าบริเวณ its ไม่พบเชื้อสปีชีส์นี้แต่ถูกจัดกลุ่มรวมกับ A. fumigatus ใน clade 5  
ในขณะที่ยีน tef-1α มีจำนวน 7 ตัวอย่างที่ค่า MIC > 8 mg/L clade 8 เป็นเชื้อ A. terreus มีค่า 
MIC 16 mg/L (8) พบว่าบริเวณ its จัดกลุ่มรวมอยู่ใน clade 3 ในขณะที่ยีน tef-1α มีจำนวน 15 
ตัวอย่างที่ค่า MIC < 1 mg/L และ clade 9 เป็นเช้ือ A. niger มีค่า MIC 0.5 mg/L (7) พบว่าบริเวณ 
its จัดกลุ่มรวมอยู่ใน clade 4 ในขณะที่ยีน tef-1α มีจำนวน 15 ตัวอย่างที่ค่า MIC < 1 mg/L จาก
ผลการจัดกลุ่มเชื้อด้วย phylogenetic tree โดยใช้ข้อมูลบริเวณ its พบว่ามีความสอดคล้องกับค่า 
MIC ต่อยา amphotericin B ของแต่ละสายพันธุ ์อยู ่จำนวน 150 ตัวอย่าง คิดเป็นร ้อยละ 66          
ไม่สอดคล้องกับค่า MIC ต่อยา amphotericin B ของแต่ละสายพันธ์ุอยู่จำนวน 78 ตัวอย่าง คิดเป็น
ร้อยละ 34 ในขณะที่การจัดกลุ่มเช้ือจากข้อมูลบรเิวณ tef-1α พบว่ามีความสอดคล้องกับค่า MIC ต่อ
ยา amphotericin B ของแต่ละสายพันธ์ุอยู่จำนวน 154 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 68 ไม่สอดคล้องกับ
ค่า MIC ต่อยา amphotericin B ของแต่ละสายพันธุ ์อยู ่จำนวน 74 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 32             
(ภาพที่ 51)  

 

ภาพที่ 51 เปรียบเทียบร้อยละความสอดคล้องของการจัดกลุ่มเช้ือด้วย phylogenetic tree 
 จากบรเิวณ its และยีน tef-1α กับค่า MIC ต่อยา amphotericin B 
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ร้อยละ เปรียบเทียบร้อยละความสอดคล้องของการจัดกลุ่มเชื้อด้วย phylogenetic tree
จากบริเวณ its และยีน tef-1α กับค่า MIC ต่อยา amphotericin B
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จากข้อมูลในตารางที่ 18 จะพบว่า clade ที่มีความหลากหลายของค่า MIC คือ clade 5    
A. fumigatus โดยการใช้บริเวณ its ตำแหน่งเดียวในการจัดกลุ่มจะพบว่ามีความสอดคล้องกับค่า 
MIC คิดเป็นร้อยละ 45 และการใช้ยีน tef-1α ตำแหน่งเดียวในการจัดกลุ่มจะพบว่ามีความสอดคลอ้ง
กับค่า MIC คิดเป็นร ้อยละ 51 ซึ ่งหากพิจารณานำบริเวณ its มาใช้เป ็น primary barcode              
ในการจัดกลุ ่มร่วมกับยีน tef-1α หรือ secondary barcode จะช่วยเพิ ่มความสามารถในการ         
จัดกลุ่มเช้ือได้สอดคล้องกับค่า MIC ของยา amphotericin B เป็นร้อยละ 71 (ภาพที่ 52) 

 

ภาพที่ 52 phylogenetic tree ของ clade 5 เมื่อนำมาจัดกลุ่มโดยใช้ข้อมลูจากบริเวณ its เป็น 
primary barcode และใช้ข้อมูลจากยีน tef-1α เป็น secondary barcode  โดยเช้ือ A. lentulus 

และ A. udagawae ถูกจัดกลุ่มใหม่เป็น clade 6 และ 7 ตามลำดับ และมีความสอดคล้อง           
กับค่า MIC > 8 
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12. ผลการวิเคราะห์ความสมัพันธ์  
 นำข้อมูลการจัดกลุ่มเช้ือด้วย phylogenetic tree ที่ได้จากข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์ที่ได้จาก
บริเวณ its และยีน tef-1α มาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ด้วยสถิติ Pearson Chi-Square ได้ข้อมูล        
ดังแสดงในตาราง (ตารางที่ 19) 
 
ตารางที ่19 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ด้วยสถิติ Pearson Chi-Square 

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ด้วยสถิติ Pearson Chi-Square Value df 

Asymptotic 
Significance 

(2-sided) 

การจำแนกเช้ือ Aspergillus ในระดับสปีชีส์ โดย phylogenetic tree ที่สร้างจาก
ข้อมูลของยีน tef-1α และ ข้อมูลทีท่ดสอบในบริเวณ its 

796.530a 32 <.001 

ผลความไวรับต่อยา amphotericin B cut-off MIC < 1 และ การจัดจำแนกสปีชีส์ของ
เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่สรา้งจากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทดข์องยีน 
tef-1α 

168.853 8 <.001 

ผลความไวรับต่อยา amphotericin B cut-off MIC > 8 และ การจัดจำแนกสปีชีส์ของ
เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่สรา้งจากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทดข์องยีน 
tef-1α 

228.000a 8 <.001 

ผลความไวรับต่อยา amphotericin B cut-off MIC < 1 และ การจัดจำแนกสปีชีส์ของ
เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่สรา้งจากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทดข์อง
บริเวณ its 

155.140a 4 <.001 

ผลความไวรับต่อยา amphotericin B cut-off MIC > 8 และ การจัดจำแนกสปีชีส์ของ
เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่สรา้งจากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทดข์อง
บริเวณ its 

228.000a 4 <.001 

การจัดจำแนกสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ด้วยวธิี cultivation และ  การจัดจำแนกสปี
ชีส์ของเช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่สรา้งจากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน tef-1α 

796.530a 32 <.001 

การจัดจำแนกสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ด้วยวธิี cultivation และ การจัดจำแนกสปี
ชีส์ของเช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่สรา้งจากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์
ของบริเวณ its 

912.000a 16 <.001 

 

 จากตารางที ่ 19 ผลการวิเคราะห์ข้อมูลความสัมพันธ์ระหว่างการจัดกลุ ่มสปีชีส์ของเช้ือ 
Aspergillus ที่ได้จากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ its และยีน tef-1α ด้วยสถิติ Pearson Chi-
square ที่ระดับนัยสำคัญทางสถิติเท่ากับ 0.05 พบว่ามีค่า P <.001 ซึ่งมีค่าน้อยกว่าระดับนยัสำคัญ 
(0.05) จึงปฏิเสธ H0 ยอมรับ H1 คือ การจำแนกเช้ือ Aspergillus ในระดับสปีชีส์ โดย phylogenetic 
tree ที่สร้างจากข้อมูลของยีน tef-1α มีความสัมพันธ์ กับข้อมูลที่ทดสอบในบริเวณ its  

ผลการวิเคราะห์ข้อมูลความสัมพันธ์ของผลการจัดกลุ่มสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tef-1α และผลความไวรับต่อยา amphotericin B ที่ cut-off MIC 
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1 และ 8 ด้วยสถิต ิPearson Chi-square ที่ระดับนัยสำคัญทางสถิติเท่ากับ 0.05 พบว่ามีค่า P<.001 
ซึ ่งม ีค่าน้อยกว่าระดับนัยสำคัญ (0.05) จ ึงปฏิเสธ H0 ยอมรับ H1 คือ ผลความไวร ับต่อยา 
amphotericin B cut-off MIC < 1 และ > 8 มีความสัมพันธ์ กับการจัดจำแนกสปีชีส์ของเช้ือ 
Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่สร้างจากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tef-1α 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูลความสัมพันธ์ของผลการจัดกลุ่มสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของสารพันธุกรรมบริเวณ its และผลความไวรับต่อยา amphotericin B ที่ 
cut-off MIC 1 และ 8 ด้วยสถิต ิPearson Chi-square ที่ระดับนัยสำคัญทางสถิติเทา่กับ 0.05 พบว่า
มีค่า P<.001 ซึ่งมีค่าน้อยกว่าระดับนัยสำคัญ (0.05) จึงปฏิเสธ H0 ยอมรับ H1 คือ ผลความไวรับต่อ
ยา amphotericin B cut-off MIC < 1 และ > 8 มีความสัมพันธ์ กับการจัดจำแนกสปีชีส์ของเช้ือ 
Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่สร้างจากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ its 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูลความสัมพันธ์ของผลการจัดกลุ่มสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tef-1α และลักษณะทางมหสัณฐานและจุลสัณฐานที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงเชื้อด้วยสถิติ Pearson Chi-square ที่ระดับนัยสำคัญทางสถิติเท่ากับ 0.05 พบว่ามีค่า 
P<.001 ซึ่งมีค่าน้อยกว่าระดับนัยสำคัญ (0.05) จึงปฏิเสธ H0 ยอมรับ H1 คือ การจัดจำแนกสปีชีส์ของ
เช้ือ Aspergillus ด้วยวิธี cultivation มีความสัมพันธ์ กับการจัดจำแนกสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus 
โดย phylogenetic tree ที่สร้างจากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tef-1α 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูลความสัมพันธ์ของผลการจัดกลุ่มสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ its และลักษณะทางมหสัณฐานและจุลสัณฐานที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงเช้ือ (cultivation) ด้วยสถิต ิPearson Chi-square ที่ระดับนัยสำคัญทางสถิติเท่ากับ 0.05 
พบว่ามีค่า P<.001 ซึ ่งมีค่าน้อยกว่าระดับนัยสำคัญ (0.05) จึงปฏิเสธ H0 ยอมรับ H1 คือ การจัด
จำแนกสปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ด้วยวิธี cultivation มีความสัมพันธ์ กับการจัดจำแนกสปีชีส์ของ
เช้ือ Aspergillus โดย phylogenetic tree ที่สร้างจากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ its 

13. ผลการคำนวณค่า discriminatory power (D) 
เช้ือกลุ่มที่ผลการจำแนกต่างกันเมื่อจัดกลุ่มโดยอาศัยข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์จากบริเวณ its 

และยีน tef-1α พบว่าเช้ือเหล่าน้ียังคงถูกจัดอยู่ใน main branch ของ phylogenetic tree เดียวกัน 
แต่ phylogenetic tree ของยีน tef-1α ให้ผลการจำแนกในระดับกลุ่มย่อยที่ละเอียดกว่า โดยเมื่อ
จัดกลุ่มลำดับนิวคลิโอไทด์จากยีน tef-1α เช้ือที่ถูกจัดอยู่ใน main Branch จะถูกแยกออกเป็น sub-
Branch ซึ่งสอดคล้องกับผลการคำนวณค่า discrimination power โดยใช้สูตรในการคำนวณดัง
แสดง เพื่อหาประสิทธิภาพในการจำแนกเชื้อของบริเวณ its และ tef-1α พบว่าบริเวณ its มีค่า 
discrimination power เท่ากับ 0.796 และยีน tef-1α ให้ค่า discrimination power เท่ากับ 
0.8461 จึงบ่งบอกว่ายีน tef-1α มีความสามารถในการจำแนกเช้ือกลุ่ม Aspergillus ได้ดีกว่าสาร
พันธุกรรมบริเวณ its 
14. ผลการวิเคราะห์ร้อยละความคลา้ย (%similarity)  

ผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์ที ่ได้จากบริเวณ its ระหว่างเชื้อ Aspergillus แต่ละ      
สปีชีส์ บนฐานข้อมูล NCBI และวิเคราะห์ค่า %similarity พบว่ามีค่า query cover อยู่ระหว่างร้อย
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ละ 55-100 และมีค่า percent identity อยู ่ระหว่างร้อยละ 81.4-99.62  โดยพบว่าเชื้อที ่มีความ
คล้ายคลึงกันมากที่สุดคือเช้ือ A. udagawae และ A. lentulus มีความคล้ายคลึงกับ A. fumigatus 
ร้อยละ 99.62 และ 99.43 ตามลำดับ และมีความคล้ายกันเองในสองสายพันธุ์นี้อยู่ที่ร้อยละ 99.43 
และเชื้อที่มีความคล้ายคลึงกันน้อยที่สุดคือเชื้อ A. terreus และ A. nidulans โดยมีความคล้ายคลึง
กันร้อยละ 80.95 และมีค่า query cover เพียงร้อยละ 66 (ตารางที่ 20) 

 
ตารางที ่20 ผลการวิเคราะห์ค่า %similarity จากลำดับนิวคลิโอไทด์ที่ได้จากบริเวณ its ของเช้ือ 
Aspergillus แตล่ะสปีชีส ์

its 
A. flavus 

ATCC 
204304 

A. fumigatus 
ATCC  

269344 

A. nidulans 
ATCC 
38163 

A. niger 
ATCC 6275 

A. terreus 
ATCC 
20542 

A.  udagawae 
(A. fumigatus 

No.15) 

A.  lentulus 
(A. fumigatus 

No.26) 

Strain 

%similarity %similarity %similarity %similarity %similarity %similarity %similarity 

(Query 
cover%) 

(Query 
cover%) 

(Query 
cover%) 

(Query 
cover%) 

(Query 
cover%) 

(Query 
cover%) 

(Query 
cover%) 

A. flavus  
ATCC 204304 

       

A. fumigatus 
ATCC 269344 

89.17% 
(88%) 

      

A. nidulans 
ATCC 38163 

81.4% 
(55%) 

83.68%  
(73%) 

     

A. niger    
ATCC 6275 

90.28% 
(94%) 

92.72%  
(96%) 

87.62% 
(74%) 

    

A. terreus 
ATCC 20542 

88.32% 
(86%) 

90.1%   
(99%) 

80.95% 
(66%) 

92.13% 
(80%) 

   

A. udagawae 
(A. fumigatus 
No.15) 

88.66% 
(92%) 

99.62% 
(100%) 

81.99% 
(71%) 

92.72% 
(88%) 

89.35% 
(94%) 

  

A. lentulus   
(A. fumigatus 
No.26) 

88.66% 
(92%) 

99.43% 
(100%) 

81.8%  
(71%) 

92.72% 
(88%) 

91.57% 
(94%) 

99.43%  
(100%) 

 

NA-No significant similarity found 
 

ผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์ที่ได้จากยีน tef-1α ระหว่างเชื้อ Aspergillus แต่ละ       
สปีชีส์ บนฐานข้อมูล NCBI และวิเคราะห์ค่า %similarity พบว่ามีค่า query cover อยู่ระหว่างร้อย
ละ 40-100 และมีค่า percent identity อยู ่ระหว่างร ้อยละ 90-99.48  โดยพบว่าเชื ้อที ่ม ี ค่า 
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%similarity สูงที่สุดคือ A. fumigatus กับ A. flavus โดยมี %similarity อยู่ที่ร้อยละ 99.48 เช้ืออีก
คู่ที่มีค่า %similarity สูงคือ A. terreus กับ A. niger มี %similarity อยู่ที่ร้อยละ 99.45 และเช้ือที่มี
ความคล้ายคลึงกันน้อยที ่ส ุดคือเชื ้อ A. lentulus โดยไม่พบตำแหน่งที ่มีความคล้ายกันอย่างมี
นัยสำคัญตามเกณฑ์การเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์ที่มีความคล้ายกันอย่างมาก (Megablast) 
(ตารางที่ 21) 
 

ตารางที ่21 ผลการวิเคราะห์ค่า %similarity จากลำดับนิวคลิโอไทด์ที่ได้จากยีน tef-1α ของเช้ือ 
Aspergillus แตล่ะสปีชีส ์

tef-1α  
A. flavus 

ATCC 
204304 

A. fumigatus 
ATCC 

269344 

A. nidulans 
ATCC 
38163 

A. niger 
ATCC  
6275 

A. terreus 
ATCC 
20542 

A. udagawae 
(A. fumigatus 

No.15) 

A. lentulus  
(A. fumigatus 

No.26) 

Strain 

%similarity %similarity %similarity %similarity %similarity %similarity %similarity 

(Query 
cover) 

(Query 
cover) 

(Query 
cover) 

(Query 
cover) 

(Query 
cover) 

(Query cover) (Query cover) 

A. flavus 
ATCC 204304 

       

A. fumigatus 
ATCC 269344 

99.48% 
(100%) 

      

A. nidulans 
ATCC 38163 

90.00% 
(80%) 

90.52%  
(80%) 

     

A. niger  
ATCC 6275 

91.62% 
(77%) 

92.16%  
(70%) 

92.12% 
(89%) 

    

A. terreus 
ATCC 20542 

92.16% 
(77%) 

92.69%  
(77%) 

92.30% 
(89%) 

99.45% 
(99%) 

   

A. udagawae 
(A. fumigatus 
No.15) 

91.65% 
(40%) 

92.18%  
(40%) 

93.43% 
(91%) 

92.88% 
(89%) 

93.36% 
(89%) 

  

A. lentulus   
(A. fumigatus 
No.26) 

NA NA NA NA NA NA  

NA-No significant similarity found 
 

ผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์ที ่ได้จากบริเวณ its ระหว่างเชื้อ Aspergillus แต่ละ     
สปีชีส์ กับเชื้อก่อโรคสายพันธุ์อื่นๆ บนฐานข้อมูล NCBI และวิเคราะห์ค่า %similarity พบว่ามีค่า 
query cover อยู่ระหว่างร้อยละ 7-94 และมีค่า percent identity อยู่ระหว่างร้อยละ 81.51-93.98 
โดยพบว่าเชื ้อที ่มีความคล้ายคลึงกันมากที ่ส ุดคือเชื ้อ Histoplasma spp. ATCC 26032 และ         
A. niger ATCC 6275 โดยมีค่า query cover ร้อยละ 94 และมีค่า percent identity ร้อยละ 81.51 
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และเช ื ้ อท ี ่ม ีความคล ้ายคล ึ งก ันน ้อยท ี ่ส ุดค ือ  Pythium insidiosum ATCC 56843 ก ับเ ช้ือ 
A.nidulans ที่พบว่ามีค่า query cover เพียงร้อยละ 7 และในเช้ือ Aspergillus สายพันธ์ุอื่นๆ ไม่พบ
ตำแหน่งที่มีความคล้ายกันอย่างมีนัยสำคัญตามเกณฑ์การเปรียบลำดับนิวคลิโอไทด์ที่มีความคล้ายกัน
อย่างมาก (Megablast) (ตารางที่ 22) 
 

ตารางที ่22 ผลการวิเคราะห์ค่า %similarity จากลำดับนิวคลิโอไทด์ที่ได้จากบริเวณ its ของเช้ือรา
ก่อโรคสายพันธ์ุอื่นกับเช้ือ Aspergillus 

its 
A. flavus 

ATCC 
204304 

A. fumigatus 
ATCC 269344 

A. nidulans 
ATCC 38163 

A. niger   
ATCC 6275 

A. terreus 
ATCC 
20542 

Strain 

%similarity %similarity %similarity %similarity %similarity 
(Query 

cover%) 
(Query 

cover%) 
(Query 

cover%) 
(Query 

cover%) 
(Query 

cover%) 
Candida albicans 
ATCC 10231 

88.83% 
(41%) 

90.32%    
(37%) 

NA 
89.89%    
(36%) 

89.89% 
(30%) 

C. neoformans    
ATCC 32045 

89.94% 
(30%) 

92.45%    
(27%) 

90.51%   
(37%) 

91.19%    
(32%) 

91.19% 
(27%) 

Pythium insidiosum 
ATCC 56843 

NA NA 
90.00%     
(7%) 

NA NA 

Histoplasma spp. 
ATCC 26032 

83.08% 
(86%) 

83.23%    
(78%) 

87.94%   
(56%) 

81.51%    
(94%) 

82.17% 
(80%) 

Cladosporium spp. 
ATCC 16022 

93.98% 
(32%) 

90.45%    
(46%) 

92.02%   
(45%) 

89.95%    
(45%) 

89.19% 
(46%) 

Rhizopus spp.      
ATCC 52369 

NA NA 
90.74%   
(19%) 

91.67%    
(22%) 

91.67% 
(18%) 

Penicillium spp.    
ATCC 10106 

88.74% 
(88%) 

92.19%    
(79%) 

91.67%   
(49%) 

88.48%    
(84%) 

88.64% 
(77%) 

Scedosporium spp. 
ATCC 204059 

91.36% 
(31%) 

93.83%    
(28%) 

91.36%   
(29%) 

92.59%    
(33%) 

92.59% 
(27%) 

Fusarium spp.      
ATCC 60289 

90.96% 
(32%) 

92.05%    
(30%) 

89.62%   
(42%) 

90.61%    
(37%) 

90.61% 
(31%) 

NA-No significant similarity found 

 
ผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์ที่ได้จากยีน tef-1α ระหว่างเชื้อ Aspergillus แต่ละ      

สปีชีส์ กับเชื้อก่อโรคสายพันธุ์อื่นๆ บนฐานข้อมูล NCBI และวิเคราะห์ค่า %similarity พบว่ามีค่า 
query cover อยู่ระหว่างร้อยละ 91-100 และมีค่า percent identity อยู่ระหว่างร้อยละ 89.52-
91.47  โดยพบว ่า เช ื ้ อท ี ่ ม ีค ่ า % similarity ส ู งท ี ่ส ุดค ือ  Penicillium spp. ATCC 10106 กับ              
A. udagawae โดยมี %similarity อยู ่ที ่ร้อยละ 91.47 และในเชื ้ออื่นๆ ไม่พบตำแหน่งที ่มีความ
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คล้ายกันอย่างมีนัยสำคัญตามเกณฑ์การเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์ที่มีความคล้ายกันอย่างมาก 
(Megablast) (ตารางที่ 23) 
 

ตารางที ่23 ผลการวิเคราะห์ค่า %similarity จากลำดับนิวคลิโอไทด์ที่ได้จากยีน tef-1α ของเช้ือรา
ก่อโรคสายพันธ์ุอื่นกับเช้ือ Aspergillus 

tef-1α  

A. flavus 
ATCC 

204304 

A. fumigatus 
ATCC  

269344 

A. nidulans 
ATCC 
38163 

A. niger 
ATCC  
6275 

A. terreus 
ATCC 
20542 

A. lentulus  
(A. fumigatus 

No.26) 

A. udagawae 
(A. fumigatus 

No.15) 

Strain 

%similarity %similarity %similarity %similarity %similarity %similarity %similarity 

(Query 
cover%) 

(Query 
cover%) 

(Query 
cover%) 

(Query 
cover%) 

(Query 
cover%) 

(Query 
cover%) 

(Query 
cover%) 

Candida 
albicans   
ATCC 10231 

NA NA NA NA NA NA NA 

Cladosporium 
spp.          
ATCC 16022 

NA NA NA NA NA NA NA 

Rhizopus spp. 
ATCC 52369 

NA NA NA NA NA NA NA 

Penicillium spp. 
ATCC 10106 

89.86% 
(94%) 

89.52% (96%) 
90.06% 
(91%) 

91.02% 
(88%) 

91.05% 
(88%) 

NA 
91.47%   
(98%) 

Fusarium spp. 
ATCC 60289 

NA NA NA NA NA NA 
90.78% 
(100%) 

NA-No significant similarity found 
 

ข้อมูลความเหมือนของเชื้อในกลุ่ม A. fumigatus หรือเชื้อใน clade ที่ 5 ของยีน tef-1α 
ด้วยโปรแกรม bioedit พบว่าเชื้อที่มีความเหมือนกันร้อยละ 100 คือเชื้อ A. fumigatus หมายเลข 
4, 22, 23, 24, 31, 48 และ 57 มีผลการเปรียบเทียบค่าความเหมือน เท่ากับ 1 และเช้ือที่มีค่าความ
เหมือน ตั ้งแต่ 0.9 ขึ ้นไปจะถูกจัดอยู่ใน clade เดียวกัน จึงมีเชื ้อถูกแบ่งกลุ ่มเป็น 3 กลุ ่ม คือ 
หมายเลข 5, 6 , 8, 14, 26, 29 และ 45 ถูกจัดกลุ่มอยู่บน clade 6 และมีผลการเปรียบเทียบลำดับ
นิวคลิโอไทด์ใกล้เคียงกับเช้ือ A. lentulus มากที่สุด กลุ่มหมายเลข 15, 20, 25, 27, 28, 42 และ 43 
ถูกจ ัดกลุ ่มอยู ่บน clade 7 และมีผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์ใกล้เคียงกับเช้ือ                  
A. udagawae มากที่สุด และความแตกต่างของลำดับนิวคลิโอไทด์ในเชื้อ A. fumigatus ATCC 
269344, A. lentulus และ A. udagawae ที ่ว ิเคราะห์จากโปรแกรม bioedit พบว่าเช้ือ                     
A. fumigatus ATCC 269344 มีลำดับนิวคลิโอไทด์แตกต่างจาก A. lentulus จำนวน 1, 236 
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ตำแหน่ง และต่างจาก A. udagawae  1, 198 ตำแหน่ง โดยระหว่างเชื ้อ A. lentulus และ                  
A. udagawae มีลำดับนิวคลิโอไทด์แตกต่างกัน 982 ตำแหน่ง  

 เปรียบเทียบความแตกต่างของนิวคลิโอไทด์ภายใน clade เดียวกัน พบว่าในบริเวณ its มี
ความแตกต่างกันภายในสายพันธ์ุน้อยกว่ายีน tef-1α โดยการจำแนกด้วยบริเวณ its พบว่า clade ที่
มีจำนวนนิวคลิโอไทด์แตกต่างกันภายใน clade เดียวกันมากที่สุดโดยเฉลี ่ย 18 นิวคลิโอไทด์ คือ 
clade 4 มีผลการ blast กับ NCBI ตรงกับเชื้อ A. niger และพบว่า clade ที่มีจำนวนนิวคลิโอไทด์
แตกต่างกันภายใน clade เดียวกันน้อยที่สุดโดยเฉลี่ย 2 นิวคลิโอไทด์ คือ clade 2 ที่มีผลการ blast 
กับ NCBI ตรงกับเชื้อ A. flavus ส่วนการจำแนกด้วยยีน tef-1α พบว่า clade ที่มีจำนวนนิวคลิโอ
ไทด์แตกต่างกันภายใน clade เดียวกันมากที่สุดโดยเฉลี่ย 180 นิวคลิโอไทด์ คือ clade 5 ที่มีผลการ 
blast กับ NCBI ตรงกับเชื้อ A. fumigatus และพบว่า clade ที่มีจำนวนนิวคลิโอไทด์แตกต่างกัน
ภายใน clade เดียวกันน้อยที่สุดโดยเฉลี่ย 8 นิวคลิโอไทด์ คือ clade 1 ที่มีผลการ blast กับ NCBI 
ตรงกับเช้ือ A. nidulans (ตารางที่ 24) 

 

ตารางที ่24 เปรียบเทียบความแตกต่างของนิวคลิโอไทด์ภายใน clade เดียวกันของเช้ือ Aspergillus 
แต่ละสายพันธ์ุโดยใช้โปรแกรม bioedit 

clade blast NCBI Result 
จำนวนนิวคลิโอไทด์ที่แตกต่างกันภายใน 

clade เดียวกันเฉลี่ย 

its tef-1α  

1 A. nidulans 4 8 

2 A. flavus 2 16 

3 A. terreus 3 17 

4 A. niger 18 57 

5 A. fumigatus 4 180 

6 A. udagawae - 9 

7 A. lentulus - 9 

8 A. terreus - 9 

9 A. niger - 11 

 
 จากข้อมูลการวิเคราะห์ค่า %similarity จากบริเวณ its ของเชื้อ A. fumigatus,   

A. lentulus และ A. udagawae พบว่ามีค่ามากกว่าร้อยละ 99 ซึ่งสอดคล้องกับจำนวนนิวคลิโอไทด์
ที่แตกต่างกันภายใน clade ที่ 5 ของ A. fumigatus ที่มีความแตกต่างกันเพียงแค่ 4 นิวคลิโอไทด์
และเช่นเดียวกันกับผลการทดสอบด้วยวิธี cultivation ที่พบว่าเชื้อมีลักษณะทางมหสัณฐานและ         
จุลสัณฐานคล้ายกัน ทำให้การจำแนกเช้ือทั้งสองวิธีไม่สามารถแยกกลุ่มเช้ือทั้งสามสายพันธ์ุออกจาก
กันได้ ในทางตรงกันข้ามข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์จากยีน tef-1α พบว่ามี %similarity ระหว่างเช้ือ     
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A. fumigatus และ A. udagawae อยู่ที่ 92.18 ในขณะที่เชื้อ A. lentulus เหมือนกันอย่างไม่มี
นัยสำคัญ ทำให้ข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์ที่มาจากยีน tef-1α สามารถนำมาจำแนกเชื้อทั้งสามสาย
พันธ์ุออกจากกันได้ (ภาพที่ 53) 
 

 
ภาพที่ 53 ภาพแสดงลกัษณะทางมหสัณฐานของเช้ือ A. fumigatus (ตัวอย่าง A. fumigatus 

หมายเลข 58 ATCC26934), A. lentulus (ตัวอย่าง A. fumigatus หมายเลข 20) และ              
A. udagawae (ตัวอย่าง A. fumigatus หมายเลข 45) ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร SDA 
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บทท่ี 5 
อภิปรายผลการทดลอง 

โรค aspergillosis เป็นโรคติดเช้ือที่มีสาเหตุมาจากเช้ือราสายพันธ์ุ Aspergillus ที่พบได้บ่อย
ในผู้ป่วยที่มีระบบภูมิคุ้มกันที่ผดิปกติ เช่น ผู้ป่วยที่ได้รับการปลูกถ่ายอวัยวะประมาณรอ้ยละ 3-4 หรือ
ในกลุ่มของผู้ป่วยมะเร็งเมด็เลือดขาวประมาณรอ้ยละ 13.5 มักพบว่ามีการติดเช้ือ aspergillosis ชนิด
ลุกลาม (18) ซึ่งผู้ป่วยกลุ่มนี้เป็นกลุ่มผู้ป่วยที่มีความอ่อนแอจากตัวโรคอยู่ก่อนแล้วเมื่อมีการติดเช้ือ
ร่วมด้วยจึงส่งผลให้ผู้ป่วยมีอาการแย่ลงหรือมอีัตราการเสยีชีวิตค่อนข้างสูง และพบว่ามีระเวลาในการ
ดำเนินโรคเกิดขึ ้นอย่างรวดเร ็ว (2) นอกจากนั ้นเชื ้อยังม ีล ักษณะของ species-specific 
susceptibility profile คือ มีลักษณะความไวรับต่อยาที่แตกต่างในแต่ละสายพันธ์ุ (6) ดังนั้นการ
วินิจฉัยโรค aspergillosis ให้ได้รวดเร็วและหาสายพันธ์ุของเช้ือสาเหตุได้อย่างถูกต้องจะช่วยให้ผู้ป่วย
ได้รับการรักษาได้อย่างรวดเร็วและเหมาะสมกับสายพันธ์ุของเช้ือ ซึ่งจะช่วยเพิ่มอัตราการรอดชีวิตใน
ผู้ป่วยได ้

ในปัจจุบันการตรวจวินิจฉัยโรค aspergillosis สามารถทำได้หลายวิธีตามแนวทางของ 
infectious diseases society of america (IDSA) เช่น การตรวจทางรังสีเพื่อดูก้อนในอวัยวะ การ
ตรวจทางน้ำเหลืองวิทยาเพื่อหาสารชีวภาพที่บ่งบอกถึงการติดเช้ือ หรือการเพาะเช้ือจากสิ่งส่งตรวจ
ของผู้ป่วย ซึ่งแต่ละวิธีจะมีข้อดีข้อเสียที่แตกต่างกัน เช่น การตรวจทางรังสีอาจให้ผลที่ไม่ชัดเจนทำให้
ต้องมีการตัดชิ้นเนื้อเพื่อนำมาตรวจเพิ่มเติม ซึ่งอาจทำให้เกิดอาการแทรกซ้อนในภายหลังได้  (55) 
หรือการตรวจทางน้ำเหลืองวิทยาที ่ถึงแม้ว่าจะให้ความไวที่ส ูง ได้ผลภายในเวลาอันรวดเร็วแต่มี
ความจำเพาะกับการติดเชื ้อต่ำและไม่สามารถจำแนกเชื ้อในระดับสายพันธุ ์ได้  (62) หร ือวิธี 
cultivation ที่ปัจจุบันใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการวินิจฉัยถึงระดับสายพันธ์ุของเช้ือ แต่เป็นวิธีที่ใช้ระยะ
เวลานานและไม่สามารถจำแนกเช้ือสายพันธ์ุที่เป็นกลุ่มของ complex ได้เนื่องจากมีลักษณะทางมห
สัณฐานที่คล้ายกัน ซึ่งในปัจจุบันตามแนวทางของ the european organization for research and 
treatment of cancer/ mycosis study group (EORTC/MSG) ได้ระบุให้ใช้ผลการทดสอบ PCR 
ในพลาสมา ซีรั่ม เลือดหรือ BAL ที่มีผลเป็นบวกกับเช้ือ Aspergillus ในการวินิจฉัยโรค aspergillosis 
แบบลุกลามได้ (110) แต่ยังไม่มีมาตรฐานที่ชัดเจนในกระบวนการตรวจวิเคราะห์ทาง PCR เช่น 
บริเวณยีนเป้าหมายหรือชุดไพรเมอร์ที่มีความเหมาะสมที่สุด (111) ในปัจจุบันห้องปฏิบัติการใน
ประเทศไทยที่ตรวจวินิจฉัยสายพันธ์ุของเช้ือ Aspergillus นิยมตรวจวิเคราะห์บริเวณ its ซึ่งมีข้อมูล
จากงานวิจัยที่มีข้อมูลว่าบริเวณ its มีความคลาดเคลื่อนในการจำแนกเชื้อโดยเฉพาะในกลุ่มเชื้อที่มี
สายพันธุ์ย่อยที่มีความใกล้เคียงกัน เช่น Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium 
และ Trichoderma (72, 73) ทำให้การจำแนกเช้ือ Aspergillus ในสายพันธ์ุย่อยที่มีความคล้ายคลึง
กันเป็น complex เช่น A. fumigatus complex ประกอบด้วย           A. fumigatus, A. lentulus, 
A. fischeri, A. viridinutans, A. felis และ A. udagawae (112) ซึ่งเช้ือบางสายพันธ์ุในกลุ่มนี้พบว่า
มีการดื้อยาโดยกำเนิด เช่น A. lentulus และ A. udagawae ดื้อต่อยา azole และ amphotericin 
B โดยกำเนิด (12) การตรวจวิเคราะห์ที่ไม่สามารถจำแนกเชื้อกลุ่มนี้ออกจากกันได้จึงนำไปสู่การ
เลือกใช้ยาที่ไม่เหมาะสมกับสายพันธ์ุของเช้ือและส่งผลให้มปีระสทิธิภาพในการรักษาไม่ดีเท่าที่ควร ใน
ภายหลังจึงมีงานวิจัยที่ได้ทำการศึกษายีนบริเวณอื่นที่มีความสามารถในการจำแนกเชื้อได้ดีกว่า คือ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 97 

บริเวณ protein coding gene ที่มีวิวัฒนาการที่เร็วกว่าบริเวณ its จึงมีความหลากหลายมากกว่า
หรือทำให้มีค่า inter species variation ที่มากกว่าและส่งผลให้มีความสามารถในการจำแนกสาย
พันธ์ุของเช้ือได้ละเอียดกว่า its (77) ในทางตรงกันข้ามยังพบว่าบริเวณนี้มีเพียงหนึ่งสำเนาบน DNA 
ของเช้ือรา จึงทำให้มีความแปรปรวนที่น้อยกว่าบริเวณ its ที่มีข้อมูลมาจากหลายสำเนาและมีโอกาส
เกิดการกลายพันธ์ุได้มากกว่า ส่งผลให้บรเิวณ protein coding gene มีค่า intra species variation 
ที่น้อยกว่าบริเวณ its (78) ซึ่งได้มีงานวิจัยที่ทำการศึกษายีนที่อยู่ในบริเวณ protein coding gene 
หลายชนิด เช่น ยีน β-tubulin2 (tub2) , ยีน γ-actin (act), ยีน largest subunit of the RNA-
polymerase II (rpb2), และยีน translation elongation factor 1-α (tef-1α) และพบว่ามี
ประสิทธิภาพในการจำแนกเช้ือราหลายสายพันธ์ุได้ดีกว่า its (80) 

การศึกษาครั้งนี้เลือกบริเวณยีน translation elongation factor 1-α (tef-1α) มาใช้ใน
การจำแนกเช้ือกลุ่ม Aspergillus ใช้เทคนิค real time PCR ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมบริเวณ
ยีน tef-1α และใช้ไพรเมอร์จากงานวิจัยของ Meyer และคณะ (79) วิเคราะห์ลำดับนิวคลิโอไทด์ด้วย
เทคนิค sanger sequencing และนำข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์มาสร้าง phylogenetic tree เพื่อจัด
จำแนกกลุ่มเชื้อโดยการแบ่ง clade เปรียบเทียบข้อมูลกับผลการจำแนกเชื้อที่ได้จากบริเวณ its ซึ่ง
เป็นยีนที่ห้องปฏิบัติการตรวจยืนยันปัจจุบันใช้จำแนกสายพันธุ์ของเชื้อในการตรวจวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่ใช้งานวิจัยของ White และคณะ (102) และเปรียบเทียบกับผลการจัด
จำแนกกลุ ่มเชื ้อด้วยวิธี  cultivation ที ่ใช้เป ็นมาตรฐานในการจำแนกสายพันธุ ์ของเชื ้อใน
ห้องปฏิบัติการทั่วไป โดยวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างการจำแนกสายพันธุ์ด้วยยีนทั้งสองชนิด
ร่วมกับผลความไวรับต่อยา 

วิธีที ่ใช้ในการสกัดสารพันธุกรรมในงานวิจัยครั้งนี้ คือ การสกัดตัวอย่างด้วยเครื่องสกัด
อัตโนมัติ MagNA Pure 24 ที่มีการใช้ magnetic particles เข้ามาจับกับสารพันธุกรรมในขั้นตอน
สุดท้ายและล้างสิ่งปนเปื้อนออกเพื่อช่วยเพิ่มความบริสุทธ์ิ จึงพบว่ามีตัวอย่างจำนวน 11 ตัวอย่างหรือ
คิดเป็นเพียงร้อยละ 5 เท่านั้นจากตัวอย่างทั้งหมด 232 ตัวอย่าง ที่ได้ค่า OD260/280 น้อยกว่า 1.8 
ซึ่งบ่งบอกถึงการปนเปื้อนของโปรตีนหรือเศษซากของเช้ือที่อาจส่งผลรบกวนการทดสอบ real time 
PCR ในขั้นตอนต่อไปได้ แต่อย่างไรก็ตามในการสกัดตัวอย่างได้ความเข้มข้นของสารพันธุกรรมที่มี
ความแตกต่างกันอยู่ในช่วง 4-6,570 ng/µl ทำให้ต้องมีการเตรียมความเข้มข้นของสารพันธุกรรมให้ 
เหมาะสมก่อนการนำไปทดสอบในขั้นตอนต่อไป สาเหตุอาจเกิดจากขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างกอ่น
นำเข้าเครื่องสกัดตัวอย่าง เช่น ปริมาณเช้ือที่นำมาสกัดไม่เท่ากัน หรือมีการปนเปื้อนของอาหารเลี้ยง
เชื้อมาปริมาณมากจึงมารบกวนค่า pH ของน้ำยาสกัดตัวอย่างและส่งผลให้มีประสิทธิภาพในการ
ทำงานลดลง  

ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมของการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในยีน tef-1α ด้วย
เทคนิค real time PCR คือ 40 ng/µl ใช้เชื้อ A. fumigatus หมายเลข 56 เป็นตัวแทนของเช้ือ 
Aspergillus ในการทดสอบ จากผลการทดสอบพบว่าความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่ 40, 60, 80 และ 
100 ng/µl ให้ค่า Ct ไม่แตกต่างกัน จึงเลือกใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่น้อยที่สุดที่สามารถทำให้
เกิดผลผลิตของสารพันธุกรรมได้ เพื่อลดโอกาสที่จะเกิดการจับกันเองของไพรเมอร์ในกรณีที่มีความ
เข้มข้นในปฏิกิริยาสูงเกินไป ซึ่งที่ความเข้มข้นของไพรเมอร์ 40 ng/µl ในปฏิกิริยา real time PCR ที่
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มีปริมาตรรวม 50 µl จะมีความเข้มข้นของไพรเมอร์แต่ละเส้นอยู่เพียง 10 ng/µl หรือ 0.1 µM 
เท่านั้น ในงานวิจัยครั้งนี้จึงเลือกความเข้มข้นของไพรเมอร์ที ่ 40 ng/µl ในการทำปฏิกิริยาของ          
tef-1α ไพรเมอร์ และจากการศึกษาครั้งนี้พบว่าปริมาณของ DNA ที่เหมาะสมคือ 20 ng ในปฏิกิริยา 
real time PCR โดยการใช้ DNA ความเข้มข้น 10 ng/µl ปริมาตร 10 ng/µl ต่อปฏิกิริยาที่มีปริมาตร
รวม 50 µl จากงานวิจัยของ Stielow และคณะได้ทำการศึกษาหายีนและไพรเมอร์ ที ่มีความ
เหมาะสมในการเป็น Secondary barcode เพื่อที่จะเพิ่มประสิทธิภาพในการจำแนกเชื้อราจาก 
Primary Barcode ใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์แต่ละเส้นที่ 0.5 µM และ DNA ปริมาณ 0.1 ng ที่
ปริมาตรรวม 20 µl (80) งานวิจัยของ Nouripour และคณะใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์แต่ละเส้นที่ 
0.4 µM (13) เนื่องจากการทดลองในงานวิจัยครั้งนี้เป็นการทำปฏิกิริยาด้วยเทคนิค real time PCR 
และเป็นการใช้ชุดน้ำยา Master Mix จึงทำให้สัดส่วนความเข้มข้นของไพรเมอร์และปริมาณ DNA ที่
เหมาะสมแตกต่างจากงานวิจัยในอดีตที่ใช้เทคนิค PCR ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ its พบว่ามีจำนวน 107 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อย
ละ 46 ได้ค่า Ct น้อยกว่าหรือเท่ากับ 30 ในขณะที่ไพรเมอร์ tef-1α พบว่ามีจำนวน 27 ตัวอย่าง     
คิดเป็นร้อยละ 12 เท่านั้น ที่มีค่า Ct น้อยกว่าหรือเท่ากับ 30 ส่วนหนึ่งอาจเกิดจากการที่บริเวณ its  
มีหลายสำเนาบน DNA ของเช้ือราจึงสามารถเพิ่มปริมาณได้ง่ายกว่ายีน tef-1α ที่พบว่ามีเพียงสำเนา
เดียว จึงส่งผลให้การทำ real time PCR บนยีน tef-1α มีค่า Ct ที่สูงกว่า อย่างไรก็ตามในงานวิจัย
ครั้งนี้สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมบริเวณ its ด้วยไพรเมอร์ its1 และ its4 และยีน tef-1α 
ด้วยไพรเมอร์ A133F และ A133R ได้ทุกตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละความสำเร็จในการทำ real time 
PCR อยูท่ี่ร้อยละ 100  

การทำ sequencing เพื่อหาลำดับนิวคลิโอไทด์ พบว่ามีบางตัวอย่างไม่มีผล sequencing  
เช่น เชื้อ A. fumigatus No.7, A. fumigatus No.30, A. fumigatus No.55 และ A. terreus 
No.30 สาเหตุอาจเกิดจากปริมาตรของผลผลิต PCR น้อยกว่า 20 µl หรืออาจมีความเข้มข้นของ 
DNA น้อยกว่า 40 ng/µl ตามที่บริษัท Ward medic กำหนดไว้ (103) ทำให้ไม่สามารถทำการ
ทดสอบได้ หรืออาจมีการปนเปื้อนจากสารพันธุกรรมอื่นๆ และทำให้ได้กราฟการอ่านลำดับเบสไม่
ชัดเจนทำให้ไม่สามารถแปลผลการทดสอบ sequencing ได้ จึงไม่มีการวิเคราะห์ข้อมูลลำดับนิวคลิโอ
ไทด์ในตัวอย่างดังกล่าวและตัดตัวอย่างกลุ่มนี้ออกจากการเปรียบเทียบข้อมูลการจัดกลุ่มเช้ือระหว่าง
บริเวณ its และยีน tef-1α  
 เช้ือ Aspergillus สามารถแบ่งกลุ่มได้เป็น sections Flavi, Fumigati, Nigri, Udagawae, 
Cricumdati, Versicolor, Usti, Terrei, และ Emericella โดยร้อยละ 95 ของเช้ือที่ก่อโรคในมนุษย์
อยู่ใน sections Flavi, Nigri และ Fumigati (113) โดยเชื้อใน section Fumigati ประกอบด้วย     
A. fumigatus, A. lentulus, A. fumigatiaffinis, A. fumisynnematus, A. novofumigatus, และ 
A. laciniosa (114) section Flavi ประกอบด้วย A. flavus, A. parasiticus, A. nomius,            
A. oryzae, A. sojae, A. tamarie, และ A. pseudotamari (115) และเชื้อใน section Nigri 
ประกอบด้วย A. niger, A. tubingensis, และ A. carbonarius (116) จากผลการวิจัยในครั้งนี้พบว่า
บริเวณ its สามารถจำแนกเชื้อใน sections  Fumigati, Flavi, Nigri และ Terrei ออกจากกันได้
อย่างชัดเจน ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Henry และคณะที่พบว่าการจำแนกเชื้อด้วยบริเวณ its    
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มีความสามารถในการจำแนกเชื้อระหว่าง section ได้ดี เนื่องจากมีความผันแปรระหว่าง section  
แต่มีความผันแปรเพียงเล็กน้อยภายใน section เดียวกัน อย่างไรก็ตามในงานวิจัยของ Henry และ
คณะได้กล่าวถึงการพบความผันแปรสูงภายในสปีส์ของเช้ือ A. fumigatus (10) ส่วนหนึ่งอาจมาจาก
สายพันธุ์ย่อยที่อยู่ภายใน section Fumigati และถูกจำแนกเป็นเชื้อ A. fumigatus โดยใช้ข้อมูล
บริเวณ its ประกอบกับข้อมูลผล MIC ของยา amphotericin B ในงานวิจัยครั้งนี้ที่พบว่ามีความ
หลากหลายในเชื้อกลุ่มนี ้เช่นเดียวกัน จึงสอดคล้องกับผลการทดลองในครั ้งนี ้ที่พบว่า เมื ่อนำยีน       
tef-1α มาจำแนกเช้ือกลุ่มนี้สามารถจำแนกไดเ้ป็นเช้ือ A. lentulus 7 ตัวอย่าง และ A. udagawae 
7 ตัวอย่าง โดยพบเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ร้อยละ 6 จากจำนวนตัวอย่างทั้งหมด 232 ตัวอย่าง และคิด
เป็นร้อยละ 25 จากกลุ่มของเช้ือที่ถูกจำแนกเป็น A. fumigatus ด้วยวิธี cultivation และบริเวณ its 
ทั้งหมด 55 ตัวอย่าง ซึ่งทั้งสองวิธีนี้มีผลการจำแนกเชื้อสอดคล้องกันร้อยละ 100 แต่ไม่สามารถ
จำแนกเช้ือทั้งสองสปีชีส์ออกมาจาก A. fumigatus ได ้ส่วนหนึ่งอาจมาจากเช้ือในแต่ละ sections มี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ทำให้สามารถแยกความแตกต่างระหว่าง section ได้อย่างชัดเจน แต่มี
ความแตกต่างกันน้อยมากในเชื้อสายพันธุ์ย่อยที่อยู่ใน section Fumigati ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย
ของ Balajee และคณะที่พบว่าเชื้อ A. fumigatus ที่ถูกจำแนกด้วยวิธีทางสัณฐานวิทยา สามารถ
จำแนกด้วยเทคนิค RFLP ที ่ใช้เอนไซม์ตัดจำเพาะบริเวณยีน rodA ได้เป็นเชื ้อ A. fumigatus,           
A. lentulus และ A. udagawae (117)  

การจำแนกเชื้อด้วยวิธี cultivation เป็นวิธีที่ถูกใช้ในห้องปฏิบัติการส่วนใหญ่เนื่องจากไม่
จำเป็นต้องมีเครื่องมือเฉพาะ และต้นทุนต่ำ แต่มีข้อจำกัดในเรื่องความไม่คงที่ของผลการทดสอบ เช่น
การสร้างสปอร์ เม็ดสี หรือการเจริญเติบโตในอุณหภูมิที่ต่างกัน โดยสามารถเกิดความคลาดเคลื่อนได้
จากปัจจัยของอาหารเลี้ยงเชื้อ หรือสิ่งแวดล้อมภายในห้องปฏิบัติการ (109) จากการรวบรวมข้อมูล
ผลการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการของโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย พบว่าการ
จำแนกเชื้อด้วยวิธีการเพาะเชื้อร่วมกับการตรวจวิเคราะห์ลักษณะทางมหสัณฐานและจุลสัณฐาน 
สามารถจำแนกเชื้อ Aspergillus ออกเป็น 5 สายพันธุ์ คือ A. fumigatus, A. flavus, A. niger,     
A. terreus และ A. nidulans แต่ไม ่สามารถจำแนกเชื ้อสายพันธุ ์ย่อยที ่อยู ่ในกลุ ่มของเช้ือ              
A. fumigatus คือ A. lentulus และ A. udagawae ออกจากกลุ ่มของเชื้อ A. fumigatus ได้ 
เนื่องจากเชื้อทั้งสองมีลักษณะทางมหสัณฐานและจุลสัณฐานที่คล้ายคลึงกันกับเชื้อ A. fumigatus 
(55, 118) จึงถูกจัดอยู่ในกลุ่มของ A. fumigatus complex ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Balajee 
ในปี 2005 ที่พบว่าเช้ือ A. fumigatus ที่ถูกจำแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาบางตัวอย่างมีการ
สร้างสปอร์ที่ผิดปกติ ร่วมกับมีความไวต่อยาต้านเชื้อราหลายชนิดลดลง ซึ่งเมื่อทำการศึกษาด้วย
เทคนิค MLST ทำให้พบว่าเชื้อกลุ่มนี้ถูกจำแนกเป็นเชื้อสายพันธุ์ใหม่คือ  A. lentulus (119) และ
งานวิจัยในปี 2006 ที ่พบเชื ้อ A. lentulus และ A. udagawae ถูกจำแนกเป็นเชื ้อสายพันธ์ุ           
A. fumigatus เนื่องจากมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่คล้ายกัน แต่เมื่อทำการศึกษาถึงระดับนิวคลิโอ
ไทด์ทำให้พบว่าเชื้อในกลุ่มนี้สามารถแยกออกเป็น 3 สายพันธุ์ คือ A. fumigatus, A. udagawae 
และ A. lentulus (117) จากข้อมูลงานวิจัยดังกล่าวสอดคล้องกับผลการศึกษาในครั้งนี้ที่พบว่าการ
จำแนกเช้ือกลุ่มนี้ด้วยลักษณะทางมหสัณฐานเพียงอย่างเดียวไม่เพียงพอที่จะแยกเช้ือ A. udagawae 
และ A. lentulus ออกจากเช้ือ A. fumigatus ได้  
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 การจำแนกเช้ือด้วยสารพันธุกรรมบริเวณ  its พบว่าสามารถจำแนกเช้ือระหว่างสายพันธ์ุได้ 
แต่ไม่สามารถจำแนกเช้ือสายพันธ์ุย่อยที่อยู่ใน section เดียวกันได้ ส่วนหนึ่งอาจเกิดจากบริเวณ its มี
การเกิดวิวัฒนาการที่ช้ากว่ายีน tef-1α ส่งผลให้มีความหลากหลายบนบริเวณ its น้อยกว่า จึงไม่
สามารถจำแนกเชื ้อสายพันธุ์ย่อยที ่มีความแตกต่างกันเพียงเล็กน้อยได้ ซึ ่งสอดคล้องกับผลการ
เปรียบเทียบ %similarity ของเชื้อภายในสปีชีส์เดียวกันกับเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน พบว่าในเช้ือ       
A. lentulus และ A. udagawae มีค่า %similarity เมื่อเปรียบเทียบกับเช้ือ A. fumigatus ATCC 
26934 มากกว่าร้อยละ 99 เช่นเดียวกับเช้ือตัวอย่างอื่นในกลุ่มของ A. fumigatus ในทางตรงกันข้าม 
พบว่า %similarity ของยีน tef-1α ในเชื้อ A. fumigatus มีค่าอยู่ในช่วงร้อยละ 98.11-100 เมื่อ
เปรียบเทียบกับเชื้อ A. fumigatus ATCC 2693 ส่วนในตัวอย่างเชื ้อ A. fumigatus ที ่มีความ
คล้ายคลึงกับเช้ือ A. lentulus และ A. udagawae มีค่าอยู่ในช่วงร้อยละ 73.33-92.18 ซึ่งแสดงถึง
ความแตกต่างภายในสปีชีย์ A. fumigatus ได้อย่างชัดเจน เช่นเดียวกับวิธี cultivation ที่อาศัยการ
จำแนกเช้ือด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาซึ่งความแตกต่างเพียงเล็กน้อย อาจทำให้เห็นความแตกต่าง
ได้ไม่ชัดเจน สอดคล้องกับงานวิจัยของ Hoang และคณะ ที่ระบุว่าการใช้บริเวณ its ในการจำแนก
เชื ้อราที ่เป็นสาเหตุของโรค aspergillosis มีความถูกต้องอยู่เพียงร้อยละ 75 จึงมีการศึกษายีน
ตำแหน่งที่สองหรือ secondary barcode เพื่อช่วยเพิ่มความสามารถในการจำแนกเช้ือในกรณีที่ยีน
ตำแหน่งแรกไม่สามารถจำแนกเชื้อบางกลุ่มได้ (120) ในงานวิจัยของ Mirhendi และคณะพบว่า
บริเวณ its ของเชื้อราในกลุ่ม dermatophytes มีค่าความผันแปรระหว่างสายพันธุ์น้อยกว่าบริเวณ
ยีนที่ระบุรหัสของโปรตีน และยังพบว่าบริเวณ its มีการค่าความผันแปรภายในสายพันธุ์เดียวกนัสูง
กว่า (83) เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Henry และคณะที่พบการผันแปรของบริเวณ its ภายในสายพันธ์ุ     
A. fumigatus สูงเช่นเดียวกัน (10) 
 การจำแนกเช้ือด้วยยีนตำแหน่งที่สองหรือ secondary barcode เพื่อช่วยเพิ่มความถูกต้อง
ในการจำแนกเชื ้อ โดยเฉพาะในกลุ ่มของสายพันธุ ์ย่อย จึงมีงานวิจัยที ่ศึกษายีนที ่จะช่วยเพิ่ม
ความสามารถในการจำแนกเชื้อในระดับสายพันธุ์ย่อย จากงานวิจัยของ  Hoang และคณะได้เสนอ
แนวทางให้มีการใช้ยีนตำแหน่งที่สองในกรณีที่การจำแนกเช้ือด้วยยีนตำแหน่งแรกคือบริเวณ its มีค่า 
Query น้อยกว่าร้อยละ 98.5 เพื่อช่วยเพิ่มความรวดเร็วและความถูกต้องในการจำแนกเช้ือราก่อโรค 
(120) Ashtiani และคณะพบว่ายีน beta-tubulin และ calmodulin มีความเหมาะสมในการจำแนก
เชื้อใน sections Flavi และ Nigri (113) นอกจากนั้นงานวิจัยของ Balajee และคณะพบว่ายีน 
beta-tubulin, rodlet A, salt-responsive, mitochondrial cytochrome b และ internal 
transcribed spacer สามารถจำแนกเชื้อ A. lentulus ที่อยู่ใน section Fumigati ได้ด้วยเทคนิค 
MLST (119) ภายหลังได้มีงานวิจัยที่นำยีน tef-1α มาใช้ในการจำแนกเช้ือราเพิ่มมากขึ้น ในงานวิจัย
ของ Mirhendi และคณะศึกษาการจำแนกเชื ้อราในกลุ ่ม dermatophytes ด้วยยีน tef-1α 
เปรียบเทียบกับบริเวณ its พบว่ายีน tef-1α มีความสามารถในการจำแนกเชื ้อได้ดีกว่า (83)          
ในงานวิจัยของ Pakshir และคณะได้ใช้ยีน tef-1α ในการตรวจหาเชื้อ Candida ที่เป็นสาเหตุของ
การติดเชื้อในเล็บและพบว่ามีความไวที่สูงกว่าวิธีการเพาะเชื้อและการตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
(81) สอดคล้องกับผลการทดลองของวิจ ัยครั ้งนี ้โดยพบว่ายีน tef-1α สามารถจำแนกเช้ือ 
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Aspergillus ในระดับสายพันธุ์ย่อยหรือ section ได้มีประสิทธิภาพมากกว่าบริเวณ its และมีความ
สอดคล้องกับผลความไวรับต่อยา 

การดื้อยาโดยกำเนิดของเช้ือ Aspergillus พบได้ในหลายสายพันธ์ุ ซึ่งจะส่งผลให้เช้ือมีความ
ไวต่อยาที่ลดลง จากงานวิจัยของ Lass และคณะพบว่าเช้ือ A. terreus มีความเกี่ยวข้องกับการดื้อต่อ
ยา amphotericin B และส่งผลให้ผู้ป่วยมีอัตราการเสียชีวิตสูงถึงร้อยละ 96 (46) เช่นเดียวกับ
งานวิจัยของ Iwen และคณะที่พบว่าเช้ือ A. terreus ดื้อต่อยา amphotericin B สูงถึงร้อยละ 95 (8) 
อย่างไรก็ตามจากข้อมูล MIC ของเชื ้อ A. terreus ที ่รวบรวมมาจากห้องปฏิบัติการเชื ้อราของ
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย พบว่าเชื้อกลุ่มนี้มีความไวต่อยา amphotericin B โดย
พบว่าเช้ือทั้ง 45 ตัวอย่างที่ถูกจำแนกเป็นเช้ือ A. terreus ด้วยวิธี cultivation หรือการจัดกลุ่มจาก
ข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์ของบริเวณ its และ tef-1α มีค่า MIC ต่อยา amphotericin B น้อยกว่า
เท่ากับ 1 สาเหตุส่วนหนึ่งอาจมาจากพื้นที่การระบาดที่แตกต่างกันจึงมีเช้ือสายพันธ์ุที่ระบาดเป็นเช้ือ
คนละกลุ่มและมีลักษณะความไวต่อยาที่แตกต่างกัน เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Pfaller และคณะ 
พบว่าเชื้อ C. krusei มีลักษณะความไวต่อยาที่แตกต่างกันในแต่ละพื้นที่ โดยพบว่า ละตินอเมริกา 
บราซิล เม็กซิโก และโคลอมเบีย มีค่าความไวต่อ voriconazole น้อยกว่าร้อยละ 70 ในขณะที่
ประเทศไทยและอีก 13 ประเทศ มีค่าความไวต่อ voriconazole มากกว่าร้อยละ 90 อย่างไรก็ตาม
ควรมีการศึกษาเชื้อ A. terreus ที่ระบาดในไทยและภูมิภาคใกล้เคียงเพิ่มเติม เพื่อทำความเข้าใจถึง
สายพันธ์ุที่ระบาดในไทย ลักษณะความไวรับต่อยา และนำข้อมูลไปพิจารณาการรักษาให้เหมาะสมกบั
สายพันธ์ุของเช้ือต่อไป (121) 

ผลการจัดกลุ่มเชื้อด้วย phylogenetic tree พบว่าการจัดกลุ่มจากตำแหน่งทั้งสองมีความ
สอดคล้องกันในเชื้อ A. nidulans แต่ในการจัดกลุ่มจากข้อมูลของ tef-1α พบว่าเชื้อ A. terreus 
และ A. niger ถูกแบ่งออกเป็น 2 กลุ ่ม ในขณะที ่ A. flavus บางส่วนมีการจัดกลุ ่มรวมกับ                      
A. fumigatus และ A. fumigatus บางส่วนถูกจัดกลุ่มเป็นเชื้อ A. lentulus และ A. udagawae 
โดยพบว่าการจัดกลุ่มจากทั้งสองตำแหน่งมีความสอดคล้องกันร้อยละ 72 ไม่สอดคล้องกันร้อยละ 28 
อย่างไรก็ตามการจัดกลุ่มจากข้อมูลทั้งสองตำแหน่งมีความสัมพันธ์กันทางสถิติและสัมพันธ์กับการจัด
กลุ่มด้วยวิธี cultivation ที่เป็นวิธีมาตรฐาน จากการวิเคราะห์ด้วยสถิติ Pearson Chi-Square ที่ค่า 
P<0.001  

การจำแนกเชื้อด้วยยีน tef-1α ในเชื้อ A. terreus ถูกจัดกลุ่มเป็น 2 clade คือ clade 3 
และ 8 ซึ่งพบว่าเชื้อทั้งสองกลุ่มมี %similarity ที่ใกล้เคียงกัน (98.76-100) แต่พบว่าเชื้อที่อยู่ใน 
clade 8 จำนวน 15 ตัวอย่าง มีลำดับเบสตำแหน่งที่ 514-515 เปลี่ยนจากเบส cytosine (C) เป็น 
adenine (A) โดยพบการเปลี่ยนแปลงในลักษณะเดียวกันทั้ง 15 ตัวอย่าง จึงทำให้การวิเคราะห์ข้อมลู
ด้วย maximum parsimony ในการสร้าง phylogenetic tree พิจารณาเป็นบริเวณ informative 
sequence หรือบริเวณที่มีเบสต่างกนัอย่างน้อย 2 ตำแหน่งและพบลักษณะเดียวกันในเช้ือมากกว่า 2 
ตัวอย่างข้ึนไป และทำการแบ่งกลุ่มเช้ือแยกออกมาเป็นอีก 1 clade นอกจากนั้นระหว่างเช้ือในกลุ่ม 
A. terreus และ A. niger มี %similarity สูง จึงทำให้ข้อมูลของเช้ือ A. niger จำนวน 30 ตัวอย่าง มี
ผล blast ใกล้เคียงกับเช้ือ A. terreus มากกว่า และถูกจัดกลุ่มแยกออกมาจาก clade 9 (ผล blast 
เป็น A. niger) เป็น clade 4 (ผล blast เป็น A. terreus) ในขณะที่ผลการจำแนกเชื ้อด้วยวิธี 
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cultivation และบริเวณ its ได้ผลเป็น A. niger แต่หากพิจารณาความสัมพันธ์กับค่า MIC แล้ว ยังคง
พบว่าเชื้อทั้งสองสปีชีส์ ไวต่อยาที่ค่า MIC น้อยกว่าเท่ากับ 1 เช่นเดียวกัน ซึ่งในการระบุสปีชีส์ที่
ถูกต้องควรทำการศึกษาด้วยยีนตำแหน่งอื่นเพิ่มเติมต่อไป และยังพบว่าระหว่างเชื้อ A. fumigatus 
และ A. flavus มี %similarity สูงเช่นเดียวกัน จึงทำให้เช้ือทั้งสองสปีชีส์บางส่วนถูกจัดกลุ่มรวมกัน
อยู่ใน clade 5 แต่อย่างไรก็ตามหากพิจารณานำ ยีน tef-1α มาใช้เป็น secondary barcode      
จะเป็นการนำมาจำแนกเช้ือที่อยู่ภายใน clade ที่ได้จากการจำแนกเช้ือด้วย primary barcode หรือ
บริเวณ its ซึ ่งจะลดข้อจำกัดของยีน tef-1α ที ่มี %similarity สูงระหว่าง section และเพิ่ม
ความสามารถในการจำแนกสปีชีส์ของเช้ือที่อยู่ภายใน section เดียวกันได ้

 ปัจจ ุบ ันมียาที ่ใช ้ ในการร ักษา aspergillosis อยู ่  3 ประเภท ค ือยาในกลุ ่ม azoles, 
echinocandins และ polyene ซึ่งยาที่ทั่วโลกส่วนใหญ่นิยมใช้คือ azoles (6) แต่ในประเทศไทย
เนื่องจากข้อจำกัดเรื่องการเบิกจ่ายค่ารักษาพยาบาล ได้มีการจำกัดให้ใช้ยาในกลุ่ม polyene หรือ 
amphotericin B เป็นยากลุ่มแรก และจะสามารถเข้าถึงยาในกลุ่ม azoles ได้เฉพาะในผู้ป่วยที่ไม่
ตอบสนองต่อการรักษาหรือมีปัญหาเกี่ยวกับการทำงานของไตเท่านั้น อย่างไรก็ตามพบว่าเช้ือบางสาย
พันธุ์ที่อยู่ในกลุ่มของ A. fumigatus complex ซึ่งรวมถึงเชื้อ A. lentulus และ A. udagawae มี
การดื้อยาในกลุ่ม azoles และ amphotericin B โดยกำเนิด (109) ส่งผลให้มีความไวต่อยากลุ่มนี้
ลดลง สอดคล้องกับผลการจัดกลุ่มเช้ือโดย phylogenetic tree จากข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์บนยีน 
tef-1α ในการทดลองครั้งนี้ ที่พบว่าเช้ือ clade ที่มีลำดับนิวคลิโอไทด์ใกล้เคียงกับเช้ือ A. lentulus 
และ A. udagawae มีค่า MIC ของยา amphotericin B มากกว่าเท่ากับ 8 mg/L สอดคล้องกับ
งานวิจ ัยของ Alcazar และคณะ ที ่พบว่าเชื ้อ A. lentulus และ A. fumigatiaffinis มีค่า MIC 
มากกว่าเท่ากับ 4.5 mg/L (122) ในทางกลับกันพบว่าการจำแนกเชื้อด้วยวิธี cultivation หรือการ
จัดกลุ่มเช้ือโดย phylogenetic tree จากข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์บนบริเวณ its ไม่สามารถแยกเช้ือ
กลุ่มนี้ออกจากเชื้อ A. fumigatus ได้ อย่างไรก็ตามการจัดกลุ่มเชื้อจากข้อมูลทั้งสองตำแหน่งพบว่า
ให้ผลความสอดคล้องกับค่า MIC ของยา amphotericin B ตามสายพันธุ์ของเชื้อไม่ต่างกัน คือ its 
ร้อยละ 66 และ tef-1α ร้อยละ 68 ซึ่งหากพิจารณาใช้บริเวณ its ร่วมกับ tef-1α ในการจำแนกเช้ือ
แล้วจะพบว่าให้ผลการจัดกลุ่มเชื้อได้สอดคล้องกับค่า MIC ของยา amphotericin B ตามสายพันธ์ุ
ของเช้ือเพิ่มข้ึนเป็นร้อยละ 71  

เมื่อพิจารณาค่าผลการวิเคราะห์ร้อยละความคล้าย (%similarity) ของบริเวณ its ระหว่าง
เชื้อ Aspergillus แต่ละสปีชีส์ พบว่าเชื้อที่มีความคล้ายคลึงกันมากที่สุดคือเชื้อ A. udagawae,      
A. lentulus และ A. fumigatus ซึ่งสอดคล้องกับการจัดจำแนกเช้ือด้วย phylogenetic tree จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์บริเวณ its ที ่พบว่าเชื ้อทั ้งสามสายพันธุ ์นี ้ถูกจัดกลุ ่มอยู ่บน clade 5 
เช่นเดียวกัน นอกจากนั้นยังพบว่าเช้ือทั้งสามมีลักษณะทางมหสัณฐานที่คล้ายคลึงกันและไม่สามารถ
แยกออกจากกันได้ด้วยวิธี cultivation (117) ส่วนเช้ือที่มีความคล้ายคลึงกันของลำดับนิวคลิโอไทด์
บนบริเวณ its น้อยที่สุดคือเชื้อ A. terreus และ A. nidulans ส่งผลให้สามารถจำแนกออกจากกัน
ด้วยบริเวณ its ได้ดี ในส่วนของเช้ือสายพันธ์ุอื่นๆ ในงานวิจัยครั้งนี้พบว่าบริเวณ its มีความสามารถ
ในการจำแนกเชื้อระหว่างสายพันธุ์ของเชื้อ Aspergillus ได้ดี โดยพบว่าเชื้อที่มีค่า %similarity ต่ำ
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กว่าร้อยละ 99 จะถูกจำแนกอยู่ใน clade ที่แตกต่างกันในการจัดจำแนกเชื้อด้วย phylogenetic 
tree เมื่อพิจารณาค่าผลการวิเคราะห์ร้อยละความคล้าย (%similarity) ของยีน tef-1α ระหว่างเช้ือ 
Aspergillus แต่ละสปีชีส์ พบว่าเชื้อที่มีค่า %similarity สูงที่สุดคือ A. fumigatus กับ A. flavus 
โดยมี %similarity อยู่ที่ร้อยละ 99.48 ซึ่งสอดคล้องกับผลการจัดจำแนกเชื้อด้วย phylogenetic 
tree จากข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์บนยีน tef-1α ที่พบว่าเชื้อทั้งสองสายพันธุ์นี้บางส่วนถูกจัดกลุ่ม
รวมกันอยู่บน clade 5 และเช้ือ A. terreus กับ A. niger มี %similarity อยู่ที่ร้อยละ 99.45 และถูก
จัดกลุ่มอยู่บน clade 4 ในส่วนของเชื้อสายพันธุ ์อื่นๆ พบว่ายีน tef-1α  มีความสามารถในการ
จำแนกเช้ือระหว่างสายพันธ์ุของเช้ือ Aspergillus ได้ดี โดยพบว่าเช้ือที่มีค่า %similarity ต่ำกว่าร้อย
ละ 99 จะถูกจำแนกอยู่ใน clade ที ่แตกต่างกันในการจัดจำแนกเชื้อด้วย phylogenetic tree 
นอกจากนั้นผลการวิเคราะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรม bioedit ยังพบว่าการจำแนกเช้ือด้วยยีน tef-1α มี
ค่าความเหมือนระหว่างเช้ือ A. fumigatus กับ A. lentulus และ A. udagawae น้อยกว่า 0.2 และ
มีตำแหน่งนิวคลิโอไทด์แตกต่างกันมากกว่า 1,000 ตำแหน่ง ทำให้สามารถจัดแยกเช้ือทั้งสามสายพันธ์ุ
ออกจากกันได้โดยมีผลสอดคล้องกับการจดักลุม่เช้ือด้วย phylogenetic tree บนยีน tef-1α อย่างไร
ก็ตามในการเปรียบเทียบความแตกต่างภายใน clade ของยีน tef-1α พบว่ายังมีความแตกต่าง
มากกว่าบริเวณ its ส่วนหนึ่งเกิดจากการที่ยีน tef-1α มีการจัดกลุ่มเชื้อต่างสายพันธุ์อยู่บน clade 
เดียวกัน คือ ใน clade ที่ 5 มีเช้ือสายพันธ์ุ A. fumigatus จำนวน 41 ตัวอย่าง และ A. flavus 18 
ตัวอย่าง ส่งผลให้มีความแตกต่างของนิวคลิโอไทด์สูงจากเช้ือที่ต่างสายพันธ์ุกัน  

จากข้อมูลดังกล่าวพบว่าค่า %similarity ของบริเวณ its และ tef-1α ในการจำแนกระหว่าง
เช้ือ Aspergillus แต่ละสปีชีส์ไม่มีความแตกต่างกันมากนัก ถึงแม่ว่ายีน tef-1α จะมีความสามารถใน
การจำแนกเช้ือได้มากกว่าจากการที่มีค่า discrimination power ที่สูงกว่า โดยพบว่าบริเวณ its มีค่า
เท่ากับ 0.796 และยีน tef-1α มีค่าเท่ากับ 0.8461 จึงบ่งบอกว่ายีน tef-1α มีความสามารถในการ
จำแนกเชื้อกลุ่ม Aspergillus ได้ดีกว่าบริเวณ its ส่วนหนึ่งอาจเกิดจากการที่เชื้อมีค่าความผันแปร
ภายในสายพันธ์ุหรือระหว่างสายพันธ์ุบนยีนทั้งสองไม่แตกต่างกัน แต่อาจเกิดจากกการที่ยีน tef-1α 
มีลักษณะการเรียงตัวของนิวคลิโอไทด์ที่จำเพาะกับเช้ือในสายพันธ์ุใดสายพันธ์ุหนึ่งหรือมีการลบหรือ
แทรกเบสที่จำเพาะบนยีน tef-1α จึงเป็นข้อมูลช่วยเพิ ่มความสามารถในการจำแนกเชื ้อได้มี
ประสิทธิภาพมากข้ึน สอดคล้องกับงานวิจัยของ Mirhendi และคณะที่พบลักษณะเช่นเดียวกันนี้บน
ยีน tef-1α ของเช้ือในกลุ่ม dermatophytes (83)  

ในส่วนของค่า %similarity ระหว่างเช้ือ Aspergillus แต่ละสปีชีส์กับเช้ือราก่อโรคสายพันธ์ุ
อื่นๆ พบว่าไพรเมอร์ itsที่ใช้ในงานวิจัยครั้งนี้เป็น universal primer ที่สามารถเพิ่มปริมาณบริเวณ 
its ของเชื ้อราทุกสายพันธุ์ได้เนื่องจากบริเวณ its เป็นบริเวณอนุรักษ์ (conserve sequence) ที่
สามารถพบได้ในเชื้อราทุกชนิด แต่จะมีลำดับนิวคลิโอไทด์ที่แตกต่างกันในเชื้อแต่ละสายพันธุ์ ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยครั้งนี้ที่พบบริเวณ its ในเช้ือราก่อโรคสายพันธ์ุอื่นแต่มี %similarity ที่แตกต่าง
กับเช้ือ Aspergillus สปีชีส์ต่างๆ ในทางตรงกันข้ามพบว่าไพรเมอร์ tef-1α ที่ใช้ในงานวิจัยครั้งนี้อาจ
ไม่มีความเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณยีน tef-1α ของเชื้อบางสายพันธุ์จึงไม่พบผลผลิตในการการ
ทดสอบ PCR และพบว่ายีน tef-1α ของเช้ือ Aspergillus สปีชีส์ต่างๆ มีความแตกต่างกับเช้ือก่อโรค
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สายพันธุ์อื่นอย่างมาก โดยส่วนใหญ่ไม่พบตำแหน่งที่มีความคล้ายกันอย่างมีนัยสำคัญตามเกณฑ์การ
เปรียบลำดับนิวคลิโอไทด์ที่มีความคล้ายกันอย่างมาก (megablast)  
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บทท่ี 6 
สรุปผลการทดลอง 

 การตรวจวินิจฉัยโรค aspergillosis ได้อย่างถูกต้องจะส่งผลให้แพทย์สามารถเลือกใช้ยาใน
การรักษาได้อย่างเหมาะสมกับลักษณะการดื้อยาตามธรรมชาติของเชื้อแต่ละสายพันธุ์ และการใช้
เทคนิคการตรวจวิเคราะห์ที่รวดเร็วจะทำให้ผู้ป่วยได้รับการรักษาตั้งแต่ระยะแรกของการติดเชื้อซึ่ง
ยังคงมีอัตราการรอดชีวิตสูง ส่งผลให้การรักษามีประสิทธิภาพและช่วยให้ผู้ป่วยมีอัตราการรอดชีวิต
เพิ่มมากขึ้น 
 การศึกษาในครั้งนี้ได้พบว่ายีน tef-1α มีประสิทธิภาพในการจำแนกเชื้อ Aspergillus ใน
ระดับสายพันธุ์ย่อยได้ดีกว่าบริเวณ its ที่ถูกใช้เป็นยีนตำแหน่งแรกในการจำแนกสายพันธุ์ของเช้ือ 
Aspergillus ในปัจจุบัน โดยการจำแนกเช้ือสายพันธ์ุย่อยด้วยยีน tef-1α สามารถจำแนกเช้ือที่พบว่า
มีลักษณะการดื้อยาต้านเชื้อราที่ใช้ในการรักษาหลายชนิด โดยเฉพาะยา amphotericin B ที่ถูกใช้
เป็นยาอันดับแรกในการรักษาผู้ป่วยในประเทศไทย ซึ่งการศึกษาในครั้งนี้พบว่าการเพิ่มปริมาณยีน 
tef-1α โดยใช้ไพรเมอร์ forward  A133 และ reverse A133 ด้วยเทคนิค real time PCR มีสภาวะ
ที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยาที่ความเข้มข้นของไพรเมอร์แต่ละเส้นที่ 10 ng/µl ปริมาณ DNA ที่ 20 
ng นำไปทำการศึกษาต่อด้วยเทคนิค sanger sequencing แล้วนำข้อมูลมาสร้าง phylogenetic 
tree เพื่อแบ่งกลุ่มของเชื้อพบว่าบริเวณ its สามารถแบ่งกลุ่มเชื้อได้สอดคล้องกับผล cultivation 
ร้อยละ 100 แต่ในกลุ่มของเช้ือ A. fumigatus พบว่ามีความหลากหลายของค่า MIC เมื่อเปรียบเทยีบ
กับผลการจำแนกเช้ือด้วยยีน tef-1α พบว่ามีความสามารถในการจำแนกเช้ือได้ดีกว่าบริเวณ its จาก
ค่า discrimination power ที่สูงกว่า และยีน tef-1α สามารถจำแนกเช้ือในกลุ่ม A. fumigatus ได้
เป็นสายพันธ์ุย่อยเพิ่มเติมอีก 2 สายพันธ์ุ คือ A. lentulus และ A. udagawae โดยมีผลการจำแนก
เชื้อทั้งสองกลุ่มสอดคล้องกับค่า MIC ที่บ่งบอกว่าเชื้อสองสายพันธุ์นี้มีการดื้อยา amphotericin B 
โดยกำเนิด อย่างไรก็ตามจากผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ด้วยสถิติ Pearson Chi-Square ในการ
จำแนกเชื้อด้วยบริเวณ its ยีน tef-1α และวิธี cultivation  พบว่ามีความสัมพันธ์กันที่ระดับความ
เชื่อมั่นร้อยละ 95 เช่นเดียวกับผลความไวรับต่อยาของเชื้อที่มีความสัมพันธ์กับการจำแนกเชื้อด้วย
บริเวณ its ยีน tef-1α และวิธี cultivation ที่ระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95  

จากผลการทดลองในงานวิจัยครั้งนี้พบว่าการใช้บริเวณ its ในการตรวจวิเคราะห์เช้ือในกลุ่ม 
Aspergillus เพื่อเพิ่มความถูกต้องในการจำแนกเช้ือในระดับสายพันธ์ุด้วยวิธี cultivation อาจให้ผล
ที่ไม่แตกต่างกัน ดังนั้นการพิจารณาเพื่อใช้ยีน tef-1α ในการจำแนกเชื้อในระดับสายพันธุ์ย่อยให้มี
ความถูกต้องยิ่งขึ้นทดแทนการตรวจวิเคราะห์ด้วยบริเวณ its โดยพิจารณาผลการจำแนกเช้ือด้วยวิธี 
cultivation แทนการตรวจวินิจฉัยด้วยบริเวณ its เนื่องจากการจำแนกเชื้อด้วยทั้งสองวิธีนี้ให้ผล
สอดคล้องกันร้อยละ 100 เพื่อเป็นการลดต้นทุน ระยะเวลาการรอคอยผล และได้ผลการจำแนกเช้ือที่
มีความละเอียด ถูกต้องและสอดคล้องกับผลความไวต่อยา ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการพิจารณาการ
รักษาของแพทย์ และส่งผลให้ผู้ป่วยได้รับการรักษาที่เหมาะสมต่อไป 
 อย่างไรก็ตามการจำแนกเช้ือด้วยยีน tef-1α ยังพบว่ามีความคลุมเครือในเช้ือบางสายพันธ์ุที่
มีความเหมือนของลำดับนิวคลิโอไทด์ในระดับที่เท่ากันกับเช้ือมากกว่า 1 สายพันธ์ุ ดังนั้นการพิจารณา
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ใช้ยีน tef-1α ในการจำแนกสายพันธ์ุอาจมีความเหมาะสมนำมาใช้เป็นยีนลำดับที่สอง เพื่อช่วยเพิ่ม
ความถูกต้องในการจำแนกสายพันธ์ุด้วยยีนลำดับที่หนึ่งหรือบริเวณ its ซึ่งอาจมีการพัฒนาการตรวจ
วิเคราะห์จากเทคนิค real time PCR ให้สามารถจำแนกเช้ือด้วยเทคนิค hight resolution melting 
(HRM) ที่สามารถจำแนกเชื้อได้จากอุณหภูมิการหลอมเหลวที่แตกต่างกันจากลำดับนิวคลิโอไทด์ที่
แตกต่างกัน เพื่อลดข้ันตอนของการวิเคราะห์ลำดับนิวคลิโอไทด์ ซึ่งจะช่วยลดต้นทุน และระยะเวลาใน
การตรวจวินิจฉัย ส่งผลให้แพทย์ได้ผลการตรวจวินิจฉัยที่เรว็ข้ึน และให้การรักษาผู้ป่วยในช่วงแรกของ
การติดเช้ือเพื่อเพิ่มอัตราการรอดชีวิตในผู้ป่วย aspergillosis ได ้
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 เนื่องจากเช้ือรา Aspergillus เป็นกลุ่มเช้ือราที่โตง่าย โตเร็ว และไม่ต้องการสารอาหารชนิด
พิเศษเพื่อการเจริญ ดังนั้น ในการศึกษานี้จะใช้อาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐาน คือ SDB (BD™ Difco™, 
สหรัฐอเมริกา) ตลอดการศึกษา ทั้งเพื่อการเพาะเลี้ยงเชื้อและการจัดเก็บเชื้อ โดยขั้นตอนในการ
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ SDA และ SDB มีขั้นตอน คือเตรียมผงอาหารเลี้ยงเชื้อสำเร็จรูป SDB (BD™ 
Difco™ sabouraud dextrose broth, สหรัฐอเมริกา) ปริมาณ 30 g โดยการเตรียมอาหารแบบแข็ง
จะเติมผงวุ้น (Biomedia™, Agar, india) เพิ่มในปริมาณ 20 g นำผงอาหารเลี้ยงเช้ือละลายในน้ำกลัน่ 
ปริมาตร 1, 000 ml (นำเข้าไมโครเวฟให้ความร้อนต่ำเพื่อช่วยการละลายของผงวุ้น จนกระทั้งได้
สารละลายใส) หลังจากนั้นแบ่งใส่หลอดแก้วฝาเกลียวขนาด 25x150 mm ปริมาตร 15 ml ต่อหลอด 
หากต้องการเตรียมอาหารชนิดแข็งแบบ slant และนำเข้าตู้บ่มฆ่าเชื้อ (autoclave) ณ อุณหภูมิ 
121°C ความดัน 15 ปอนด์ เป็นเวลา 15 นาที หากเป็นชนิดแข็งแบบหลอด slant หลังนำอาหารเลีย้ง
เชื้อออกมาจากตู้บ่มฆ่าเชื้อ ให้วางหลอดเอียงประมาณ 30 องศา รอจนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตัว หรือ
หากต้องการเตรียมชนิดแข็งแบบจานเพาะเชื้อให้เทอาหารลงในจานเพาะเชื้อ ปริมาตร 25 ml ต่อ
จาน จากนั้นวางจานเพาะเชื้อในบริเวณปลอดเชื้อ บนพื้นระนาบเพื่อรอการแข็งตัวของอาหารเลี้ยง
เช้ือเช่นกัน สำหรับชนิดเหลวสามารถตั้งรอจนอุณหภูมิลดลงก่อนนำเก็บในตู้เย็นต่อไป 

1) เพื่อการทดสอบประสิทธิภาพ (QC) ของอาหารเลี้ยงเช้ือทั้งแบบ sterility test และ 
performance test อาหารเลี้ยงเช้ือแต่ละชุดที่เตรียม จะมกีารสุม่ ร้อยละ 20 โดยจำนวน 
ดังนี้  
1.1 Sterility test เป็นการทดสอบความบรสิุทธ์ิของอาหารเลี้ยงเช้ือ ว่าไม่มีการปนเปื้อนของ

จุลชีพ ข้ันตอนการทดสอบโดยสังเขป เป็นดังนี้ 
-  สุ่มอาหารเลี้ยงเชื้อ ร้อยละ 10 ของจำนวนที่เตรียมในครั้งนั้นๆ เช่น เตรียม 100 หลอด/

จาน สุ่มมาทำการทดสอบ 10 หลอด/จาน 
- นำหลอด/จานอาหารเลี ้ยงเชื้อที ่สุ ่มได้ บ่ม ณ อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 7 วัน ซึ ่งเป็น

อุณหภูมิและระยะเวลาที่ครอบคลุมการเจริญของเช้ือจุลชีพกว่าร้อยละ 99 
- สังเกตการเจริญของเชื้อจุลชีพบนอาหารเลี้ยงเชื้อ หากไม่มีเชื้อเจริญบน/ใน หลอด/จาน

อาหารเลี้ยงเช้ือดังกล่าว แสดงว่า “pass QC” สามารถนำอาหารเลี้ยงเช้ือชุดดังกล่าวมาใช้ได้ แต่หาก
พบการเจริญของเช้ือแม้เพียง 1 หลอด/จานอาหารเลี้ยง อาหารเลี้ยงเช้ือที่เตรียมพร้อมกันทั้งหมดถือ
ว่า “fail QC” ไม่สามารถนำมาใช้ได้ ต้องเตรียมใหม่ทั้งหมด 

1.2 Performance test เป็นการทดสอบประสิทธิภาพการส่งเสริมการเจริญของเชื้อจุลชีพ 
ซึ่งในที่นี้หมายความถึงเช้ือราทั้งแบบเซลล์เดี่ยว (ยีสต์) และหลายเซลล์ (เช้ือราเส้นสาย) โดยข้ันตอน
การทดสอบโดยสังเขป เป็นดังนี้ 

-  สุ่มอาหารเลี้ยงเชื้อ ร้อยละ 10 ของจำนวนที่เตรียมในครั้งนั้นๆ เช่น เตรียม 100 หลอด/
จาน สุ่มมาทำการทดสอบ 10 หลอด/จาน 

- นำหลอด/จานอาหารเลี้ยงเชื้อที่สุ่มได้ ครึ่งหนึ่งเพาะเลี้ยงเชื้อยีสต์ Candida albicans 
ATCC 90028 และอีกครึ่งหนึ่งเพาะเลี้ยงเช้ือราเส้นสาย Aspergillus flavus ATCC 24433 
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- นำจานอาหารเลี้ยงเชื้อเข้าบ่ม ณ อุณหภูมิ 30°C จากนั้นสังเกตการณ์เจริญตามสายพันธ์ุ
ของเช้ือ ดังนี้ 

ก. เช้ือยีสต์ Candida albicans ATCC 90028 ให้สังเกต ณ เวลา  
o 24 ชั่วโมง จะต้องพบการเจริญของเชื้อเป็นโคโลนีสีเหลืองครีมถึงขาว มัน

วาว ขนาดเล็กแต่สามารถสังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่าอย่างชัดเจน เจริญทั้ง
บนอาหารเล ี ้ยงเช ื ้อและ submerge pseudo hyphae ลงในอาหาร 
สำหรับในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวการเจริญจะสังเกตได้จากอาหารเลี้ยง
เช้ือขุ่น (ให้สุ่มตัวอย่างมาสังเกตภายใต้กล้องจุลทรรศน์ว่าเป็นยีสต์จริง) 

o 48 ชั ่วโมง จะต้องพบการเจริญของเชื ้อเป็นโคโลนีสีเหลืองครีมถึงขาว
เช่นเดิมแต่ขนาดใหญ่ขึ้น ไม่มีลักษณะของโคโลนีสีคล้ำหรือผิวหน้าขรุขระ 
และมีโคโลนีที ่มีขนาดใหญ่กว่า 0.1 มิลลิเมตร มากกว่าร้อยละ 50 ของ
โคโลนีที่พบทั้งหมด สำหรับในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลวการเจริญจะสังเกต
ได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อขุ่นเพิ่มขึ้นจากเดิมอย่างน้อย 2 เท่า (ให้สุ่มตัวอยา่ง
มาสังเกตภายใต้กล้องจุลทรรศน์ว่าเป็นยีสต์จริง) 

ข. เช้ือราเส้นสาย Aspergillus flavus ATCC 24433 ให้สังเกต ณ เวลา 
o 24 ชั่วโมง จะต้องพบการเจริญของเชื้อเป็นโคโลนีสายราสีขาว ขนาดเล็ก

แต่สามารถสังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่าอย่างชัดเจน เช้ือมีการฝังเส้นใยลงใน
เนื้ออาหาร อาจพบ ลักษณะของเส้นใยเช้ือราที่ฟูข้ึนมาเหนือผิวหน้าอาหาร
ได้บ้าง แต่จะยังไม่พบสีของสปอร์ สำหรับในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลวการ
เจริญจะสังเกตได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อมีเศษปุยคล้ายนุ่นลอยในของเหลว
โดยที่ของเหลวต้องไม่ขุ่น (ไม่จำเป็นต้องสุ่มตัวอย่างออกมาดูใต้กล้อง
จุลทรรศน์)  

o 72 ชั่วโมง จะต้องพบการเจริญของเชื้อเป็นโคโลนีสีทั้งการฝังเส้นใยลงใน
เนื้ออาหาร และลักษณะของเส้นใยเช้ือราที่ฟูข้ึนมาเหนือผิวหน้าอาหาร โดย
อย่างน้อยร้อยละ 50 จะต้องแสดงสีของสปอร์เป็นสีเหลืองเขียวหรือสีเขียว
มะกอก แต่ไม่เข้มเป็นสีเขียวขี้ม้าหรือสีดำ สำหรับในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด
เหลวการเจริญของเศษปุยนุ่นที่พบ ณ 24 ช่ัวโมง จะลอยข้ึนมาที่ผิวน้ำ แล้ว
เจริญเป็นแพเตรียมสร้างเส้นใยเชื้อราที่ฟูขึ้นมาเหนือผิวหน้าอาหารสีขาว 
หรืออาจพบสีของสปอร์เป็นสีเหลืองเขียวหรือสีเขียวมะกอกได้บ้าง (ไม่
จำเป็นต้องสุ่มตัวอย่างออกมาดูใต้กล้องจุลทรรศน์) 

- หากพบลักษณะการเจริญของเช้ือตามด้านบน แสดงว่า “pass QC” สามารถนำอาหาร
เลี้ยงเชื้อชุดดังกล่าวมาใช้ได้ แต่หากพบการเจริญของเชื้อที่แตกต่าง ถือว่า “fail QC” 
จำเป็นต้องย้อนกลับไปพิจารณาคุณสมบัติของเชื้อที่นำมาทดสอบและคุณสมบัติของ
อาหารเลี้ยงเช้ือเพื่อหาสาเหตุต่อไป 
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ภาคผนวก ข 
ข้อมูลผลการทดลอง 

ตารางที ่25 ผลการจำแนกเช้ือด้วยวิธี cultivation และผล MIC ยา amphotericin B ทดสอบด้วย
ชุดทดสอบ YeastOneTM โดยห้องปฏิบัตกิารหน่วยราวิทยา โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย 

Isolati
on 
No. 

Cultivation 
MIC 
(mg/
mL) 

Cultivation 
MIC 
(mg/
mL) 

Cultivation 
MIC 
(mg/
mL) 

Cultivation 
MIC 
(mg/
mL) 

Cultivation 
MIC 
(mg/
mL) 

1 A. fumigatus 8 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

2 A. fumigatus 2 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

3 A. fumigatus 2 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

4 A. fumigatus 8 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

5 A. fumigatus 16 A. flavus 4 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

6 A. fumigatus 8 A. flavus 4 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

7 A. fumigatus 4 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

8 A. fumigatus 8 A. flavus 4 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

9 A. fumigatus 2 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

10 A. fumigatus 8 A. flavus 16 A. niger 1 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

11 A. fumigatus 16 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

12 A. fumigatus 8 A. flavus 4 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

13 A. fumigatus 2 A. flavus 4 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

14 A. fumigatus 8 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

15 A. fumigatus 8 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

16 A. fumigatus 2 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

17 A. fumigatus 16 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

18 A. fumigatus 2 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

19 A. fumigatus 2 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

20 A. fumigatus 8 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

21 A. fumigatus 8 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

22 A. fumigatus 8 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

23 A. fumigatus 8 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

24 A. fumigatus 16 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

25 A. fumigatus 8 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

26 A. fumigatus 8 A. flavus 16 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

27 A. fumigatus 8 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

28 A. fumigatus 8 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

29 A. fumigatus 8 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5 A. nidulans 8 

30 A. fumigatus 2 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 1 
A. nidulans 
ATCC38163 8 

31 A. fumigatus 8 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5     
32 A. fumigatus 2 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5     
33 A. fumigatus 2 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5     
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Isolati
on 
No. 

Cultivation 
MIC 
(mg/
mL) 

Cultivation 
MIC 
(mg/
mL) 

Cultivation 
MIC 
(mg/
mL) 

Cultivation 
MIC 
(mg/
mL) 

Cultivation 
MIC 
(mg/
mL) 

34 A. fumigatus 2 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5     
35 A. fumigatus 2 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5     
36 A. fumigatus 2 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5     
37 A. fumigatus 2 A. flavus 8 A. niger 1 A. terreus 0.5     
38 A. fumigatus 8 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5     
39 A. fumigatus 2 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5     
40 A. fumigatus 8 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5     

41 A. fumigatus 2 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5     

42 A. fumigatus 16 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5     

43 A. fumigatus 8 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5     

44 A. fumigatus 2 A. flavus 8 A. niger 0.5 A. terreus 0.5     

45 A. fumigatus 8 A. flavus 8 
A. niger 

ATCC6275 
0.5 A. terreus 0.5     

46 A. fumigatus 2 A. flavus 16     A. terreus 
ATCC20542 

0.5     

47 A. fumigatus 2 A. flavus 8             

48 A. fumigatus 8 A. flavus 8             
49 A. fumigatus 2 A. flavus 8             
50 A. fumigatus 2 A. flavus 8             
51 A. fumigatus 8 A. flavus 8             
52 A. fumigatus 8 A. flavus 8             

53 A. fumigatus 2 A. flavus 
ATCC204304 

8             

54 A. fumigatus 2                 

55 A. fumigatus 2                 
56 A. fumigatus 2                 
57 A. fumigatus 2                 

58 
A. fumigatus 
ATCC269344 8               
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ตารางที ่26 แสดงข้อมลูเปรียบเทียบคุณภาพของ DNA  ที่ได้จากการสกัดตัวอย่างโดยใช้และ    ไม่ใช้ 
lysis buffer ก่อนสกัดด้วยเครือ่งอัตโนมัต ิ

Result OD 260/280 Concentration (ng/µl) 

Fungi No Lysis Lysis No Lysis Lysis 

Chadophialophira spp. 2.833 1.362 4.986 4.555 

Tricosporon spp. 1.571 1.347 9.517 3.211 

Cryptococcus spp. 1.357 1.686 5.45 4.203 

Candida albicans 1.363 1.399 128.18 179.838 

Acremonium spp. 1.633 1.018 4.767 2.738 

Rhizopus spp. 1.884 1.444 7.85 9.362 

Mucor spp. 1.976 2.242 7.916 -10.71 

Curvularia spp. 2.19 1.642 12.385 5.338 

Aspergillus flavus 2.38 2.315 16.401 18.501 

Rhodotorula spp. 1.487 1.346 16.563 20.654 

Fusarium spp. 2.288 1.895 14.57 13.94 
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ตารางที ่27 แสดงข้อมลูการทดสอบคุณภาพของ DNA ที่สกดัได้ด้วยเครื่อง Nanodrop 
spectrophotometer 

 A. fumigatus  A. flavus  A. niger  A. terreuse  A. nidulans 

ลำดับ 
OD 

260/280 
ng/µL 

OD 
260/281 

ng/µL 
OD 

260/282 
ng/µL 

OD 
260/283 

ng/µL 
OD 

260/284 
ng/µL 

1 2.07 74.92 1.74 16.91 2.24 38.89 1.97 12.98  1.93 4325.65  
2 2.36 17.66 2.16 20.58 1.87 18.39 1.36 5.48  1.80  4364.33 
3 2.08 62.79 2.16 44.84 2.02 15.29 1.42 5.63  1.89  3546.99 
4 2.03 31.03 1.99 20.83 2.53 9.97 2.12 5.11  1.88  655.79 
5 2.01 37.15 2.18 54.19 1.80 7.22 2.28 14.21  1.92  1945.68 
6 2.22 189.53 2.31 24.34 2.01 25.66 2.16 141.60  1.94  1543.65 
7 2.08 60.32 1.98 13.34 2.11 19.90 2.10 53.98  1.99  356.68 
8 2.18 106.09 2.02 12.83 2.20 27.36 2.14 24.76  1.89  625.78 
9 2.20 115.25 2.39 22.64 2.27 6.08 1.91 39.18  1.98  834.66 
10 2.17 53.55 2.16 7.04 2.20 30.72 1.86 30.07  1.93 657.76  
11 2.17 130.13 2.14 25.23 2.14 21.20 1.69 38.84  1.93  243.68 
12 2.08 61.35 1.88 6.67 2.19 26.60 1.38 4.69  1.95  1576.95 
13 2.22 98.94 2.37 42.98 2.30 44.32 2.79 20.92  1.87  1934.94 
14 2.22 114.15 1.80 13.44 1.82 78.30 1.84 20.96  1.89  934.430 
15 2.08 27.79 2.21 10.71 2.28 37.70 2.62 27.37  1.87  754.43 
16 2.13 77.34 2.23 21.02 1.89 20.70 2.24 110.00  1.90  623.54 
17 2.19 108.87 2.29 23.98 2.25 56.19 2.16 198.97  1.93  547.56 
18 2.10 62.74 2.04 11.24 2.34 25.05 2.16 185.31  1.92  346.78 
19 2.07 30.79 2.23 127.28 2.13 35.05 2.19 159.40  1.94 3462.54  
20 2.09 43.39 2.34 64.89 2.39 19.42 2.23 127.88  1.87 946.65  
21 2.22 94.02 1.85 98.60 2.28 364.59 2.18 75.78  1.85  723.67 
22 2.15 163.92 1.94 17.35 2.16 81.96 2.18 83.95  1.80  994.12 
23 2.13 58.28 1.73 10.07 2.61 73.84 2.20 119.55  1.84  573.17 
24 2.10 74.24 2.10 94.94 1.54 16.91 2.19 84.43  1.90  674.23 
25 2.16 108.06 2.19 110.40 2.17 56.19 2.64 34.39  1.94  573.76 
26 1.96 25.30 2.18 159.53 2.08 46.92 2.32 39.51  1.95  865.23 
27 1.86 21.56 2.19 103.78 2.02 55.05 2.39 42.70  1.97  689.98 
28 2.34 29.01 2.03 52.53 2.08 82.46 2.16 222.89  1.93  665.98 
29 2.24 37.83 2.16 74.07 2.22 191.46 2.26 122.30  1.95  1034.78 
30 2.09 77.64 2.13 27.40 2.09 41.00 1.28 4.01  1.96  1023.59 
31 2.11 72.45 1.38 3.54 2.03 55.29  1.93  299.80   

32 2.07 66.63 2.03 33.41 2.17 85.38  2.01 1040.60      
33 2.20 128.97 1.95 20.33 2.19 194.89  1.84  3418.92     
34 2.16 45.60 1.80 3.91 2.08 58.36  1.90  321.432     
35 2.37 42.07 2.19 106.39 2.13 41.47  1.92  3431.45     
36 2.15 297.76 3.03 17.20 2.85 31.85  1.86  4631.76     
37 2.15 166.81 2.15 20.28 2.40 16.50  1.87  3541.76     
38 1.81 38.28 2.24 96.65 1.97 65.91  1.88  4654.77     
39 2.25 170.12 2.18 40.13 2.18 141.85  1.79  3576.80     
40 1.89 78.22 2.13 39.64 2.01 9.56  1.84  1362.05     
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 A. fumigatus  A. flavus  A. niger  A. terreuse  A. nidulans 

ลำดับ 
OD 

260/280 
ng/µL 

OD 
260/281 

ng/µL 
OD 

260/282 
ng/µL 

OD 
260/283 

ng/µL 
OD 

260/284 
ng/µL 

41 2.05 97.49 2.17 204.10 2.05 85.34  1.90  763.56     
42 2.10 65.64 2.18 194.98 2.02 31.48  1.93  6576.12     
43 2.20 157.06 2.20 55.16 1.97 55.58  1.87  5687.564     
44 2.04 47.35 2.17 149.15 2.08 57.81  1.90  1234.32     
45 2.15 113.79 2.20 298.96 2.10 59.59 1.85   5673.75     
46 2.23 79.17 2.11 77.53     1.87   6567.30     
47 2.17 136.26 2.18 32.48             
48 2.23 55.10 2.17 242.44             
49 2.20 239.98 2.16 105.01             
50 2.20 119.92 1.06 5.13             
51 2.18 199.09 2.03 34.38             
52 2.17 179.91 2.15 74.85             
53 1.97 33.15 2.09 8.04             
54 2.09 114.18                 
55 2.10 79.65                 
56 2.18 76.38                 
57 1.95 28.26                 
58 1.94 7.66                 
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ภาพที่ 54 ผลการตรวจสอบความจำเพาะและขนาดของผลผลิตที่ไดจ้ากไพรเมอร์ its กบัเช้ือ             

A. fumigatus  ด้วยโปรแกรม NCBI blast 

 

 
 

ภาพที่ 55 ผลการตรวจสอบความจำเพาะและขนาดของผลผลิตที่ไดจ้ากไพรเมอร์ its กบัเช้ือ              
A. flavus  ด้วยโปรแกรม NCBI blast 

 

 
ภาพที่ 56 ผลการตรวจสอบความจำเพาะและขนาดของผลผลิตที่ไดจ้ากไพรเมอร์ its กบัเช้ือ           

A. niger  ด้วยโปรแกรม NCBI blast 

 

 
ภาพที่ 57 ผลการตรวจสอบความจำเพาะและขนาดของผลผลิตที่ไดจ้ากไพรเมอร์ its กบัเช้ือ           

A. terreus  ด้วยโปรแกรม NCBI blast 
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ภาพที่ 58 ผลการตรวจสอบความจำเพาะและขนาดของผลผลิตที่ไดจ้ากไพรเมอร์ its กบัเช้ือ           

A. nidulans  ด้วยโปรแกรม NCBI blast 
 

 
ภาพที่ 59 ผลการตรวจสอบความจำเพาะและขนาดของผลผลิตที่ไดจ้ากไพรเมอร์ tef-1α กับเช้ือ           

A. fumigatus  ด้วยโปรแกรม NCBI blast 
 

 
 

ภาพที่ 60 ผลการตรวจสอบความจำเพาะและขนาดของผลผลิตที่ไดจ้ากไพรเมอร์ tef-1α กับเช้ือ          
A. flavus  ด้วยโปรแกรม NCBI blast 

 

 
ภาพที่ 61 ผลการตรวจสอบความจำเพาะและขนาดของผลผลิตที่ไดจ้ากไพรเมอร์ tef-1α กับเช้ือ     

A. niger  ด้วยโปรแกรม NCBI blast 
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ภาพที่ 62 ผลการตรวจสอบความจำเพาะและขนาดของผลผลิตที่ไดจ้ากไพรเมอร์ tef-1α กับเช้ือ           

A. terreus ด้วยโปรแกรม NCBI blast 

 

 
ภาพที่ 63 ผลการตรวจสอบความจำเพาะและขนาดของผลผลิตที่ไดจ้ากไพรเมอร์ tef-1α กับเช้ือ           

A. nidulans  ด้วยโปรแกรม NCBI blast 
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ภาพที่ 64 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ itsโดยใช้สัดส่วนน้ำยาและสภาวะ          

ในการทำ real time PCR ตามรายละเอียดจากผลการทดลองข้อที่ 5  
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ตารางที ่28 แสดงค่า Ct การเพิม่ปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค real time PCR ด้วยไพรเมอร์ its 

its A. fumigatus  A. flavus  A. niger  A. terreuse  A. nidulans 

ลำดับ RT-PCR Ct RT-PCR Ct RT-PCR Ct RT-PCR Ct RT-PCR Ct 

1 29 35 35 35 35 
2 35 35 35 26 34 
3 35 30 35 35 35 
4 35 35 35 25 33 
5 35 35 35 24 34 
6 35 35 31 35 35 
7 24 35 35 32 35 
8 26 35 35 35 35 
9 31 28 35 35 34 
10 30 35 35 34 35 
11 29 35 31 33 34 
12 28 28 35 31 35 
13 23 35 30 29 36 
14 23 35 26 27 35 
15 35 35 30 26 34 
16 35 35 30 29 33 
17 31 35 35 29 34 
18 27 35 29 30 35 
19 35 35 28 28 35 
20 30 27 32 30 36 
21 28 24 26 29 35 
22 28 35 27 28 34 
23 35 23 27 26 35 
24 35 27 32 27 35 
25 35 27 26 30 35 
26 31 25 28 28 36 
27 24 33 33 28 34 
28 26 29 30 24 35 
29 24 29 24 32 36 
30 35 33 30 26 35 
31 23 23 31 35   
32 30 25 39 34   
33 29 35 27 35   
34 26 24 30 36   
35 29 24 35 33   
36 28 35 30 32   
37 26 35 30 34   
38 31 27 26 35   
39 26 35 27 36   
40 28 29 33 32   
41 23 24 26 34   
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its A. fumigatus  A. flavus  A. niger  A. terreuse  A. nidulans 

ลำดับ RT-PCR Ct RT-PCR Ct RT-PCR Ct RT-PCR Ct RT-PCR Ct 

42 28 29 31 35   
43 27 31 24 32   
44 28 25 27 35   
45 27 30 25 35   
46 27 28   36   
47 27 34       
48 35 31       
49 30 28       
50 27 35       
51 31 26       
52 29 33       
53 26 35       
54 27  

   
55  35  

   
56 28  

   
57 29  

   
58 30     
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ภาพที่ 65 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของไพรเมอร์ tef-1α ทีเ่หมาะสม  โดยใช้เช้ือ                   

A. fumigatus หมายเลข 36 เป็นเช้ือตัวแทนในการทดสอบ ผลการทดสอบพบว่าที่ความเข้มข้นของ
ไพรเมอร์ ความเข้มข้น 10 ng/µl ไมพ่บกราฟผลผลิต และความเข้มข้นของไพรเมอร์ในช่วง 40-100 
ng/µl ให้ค่า Ct อยู่ในช่วง 23.71-26.04 จงึเลือกใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่ 40 ng/µl ในการทำ

ปฏิกิริยา 

 

 
ภาพที่ 66 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของ DNA template ทีเ่หมาะสมกับไพรเมอร์ tef-1α โดย

ใช้เช้ือ A. fumigatus หมายเลข 36 เป็นเช้ือตัวแทนในการทดสอบ ผลการทดสอบพบว่าที่ความ
เข้มข้นของ DNA template 100 ng ให้ค่า Ct ต่ำทีสุ่ด คือ 24.77 
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ภาพที่ 67 ผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ tef-1α ใช้สัดส่วนน้ำยาและสภาวะในการ

ทำ real time PCR ตามรายละเอียดจากผลการทดลองข้อที่ 6.1, 6.2 และ 6.3  
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ตารางที ่29 แสดงค่า Ct การเพิม่ปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค real time PCR ด้วยไพรเมอร์ 
tef-1α  

tef-1α  A. fumigatus  A. flavus  A. niger  A. terreuse  A. nidulans  

ลำดับ RT-PCR Ct RT-PCR Ct RT-PCR Ct RT-PCR Ct RT-PCR Ct 

1 29 33 35 35 34 
2 35 32 35 35 35 
3 31 35 29 35 35 
4 35 35 35 35 35 
5 35 35 35 35 34 
6 35 35 35 34 32 
7 35 31 35 35 32 
8 35 31 35 35 33 
9 31 35 35 35 34 
10 33 35 35 35 34 
11 31 35 35 35 33 
12 35 35 35 35 34 
13 35 33 33 35 32 
14 35 35 35 33 34 
15 35 35 35 35 35 
16 35 30 35 35 34 
17 30 31 35 35 32 
18 30 30 35 35 34 
19 33 35 35 35 35 
20 35 29 35 35 34 
21 35  35 34 35 34 
22 35 35 35 35 34 
23 35 35 35 35 34 
24 35 29 35 34 32 
25 29 30 35 35 33 
26 27 30 35 35 32 
27 35 32 35 35 33 
28 35 30 35 35 34 
29 35 32 34 35 35 
30  35 32 35 35 32 
31 35 35 35 33  

32 35 35 35 34  

33 29 35 34 35  

34 26 35 35 34  

35 35 30 35 35  

36 35 29 35 34  
37 35 31 35 33  
38 35 32 35 34  
39 35 32 35 35  
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tef-1α  A. fumigatus  A. flavus  A. niger  A. terreuse  A. nidulans  

ลำดับ RT-PCR Ct RT-PCR Ct RT-PCR Ct RT-PCR Ct RT-PCR Ct 

40 35 34 35 34  

41 27 24 34 35  

42 28 31 35 35  

43 35 30 35 34  

44 35 31 35 35  

45 35 29 35 36  

46 35 29  35  

47 35 31    

48 35 29    

49 29 31    
50 29 33    
51 35 33    
52 35 31    
53 35 35    
54 35  

   
55  35     

56 35     

57 27     

58 25     
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ตารางที ่30 แสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI ของเช้ือ A. fumigatus 
ที่เพิ่มปรมิาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ its 

its 
%simila
rity with 
ATCC 

Produ
ct size 

blast NCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 

A. fumigatus No.1 99.8 510 OM057660.1 A. fumigatus 100% 100.00% 523 
A. fumigatus No.2 99.43 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.62% 523 
A. fumigatus No.3 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.4 99.81 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 100.00% 523 
A. fumigatus No.5 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.6 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.7 99.81 522 OM057660.1 A. fumigatus 100% 100.00% 523 
A. fumigatus No.8 99.8 510 OM057660.1 A. fumigatus 100% 100.00% 523 
A. fumigatus No.9 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.10 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.11 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.12 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.13 99.81 520 OM057660.1 A. fumigatus 100% 100.00% 523 
A. fumigatus No.14 99.43 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.62% 523 
A. fumigatus No.15 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.16 98.85 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.04% 523 
A. fumigatus No.17 99.24 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.43% 523 
A. fumigatus No.18 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.19 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.20 99.05 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.24% 523 
A. fumigatus No.21 99.04 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.24% 523 
A. fumigatus No.22 99.81 528 OM057660.1 A. fumigatus 98% 100.00% 523 
A. fumigatus No.23 99.24 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.43% 523 
A. fumigatus No.24 99.24 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.43% 523 
A. fumigatus No.25 99.23 522 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.43% 523 
A. fumigatus No.26 99.43 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.62% 523 
A. fumigatus No.27 99.81 520 OM057660.1 A. fumigatus 100% 100.00% 523 
A. fumigatus No.28 99.81 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 100.00% 523 
A. fumigatus No.29 99.81 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 100.00% 523 
A. fumigatus No.30 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.31 99.62 520 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.32 99.81 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 100.00% 523 
A. fumigatus No.33 99.62 521 OM057660.1 A. fumigatus 99% 99.81% 523 
A. fumigatus No.34 99.62 522 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.35 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.36 99.81 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 100.00% 523 
A. fumigatus No.37 99.81 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 100.00% 523 
A. fumigatus No.38 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.39 99.62 520 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.40 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
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its 
%simila
rity with 
ATCC 

Produ
ct size 

blast NCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 

A. fumigatus No.41 99.81 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 100.00% 523 
A. fumigatus No.42 99.81 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 100.00% 523 
A. fumigatus No.43 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.44 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.45 99.81 521 OM057660.1 A. fumigatus 99% 100.00% 523 
A. fumigatus No.46 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.47 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.48 99.62 524 OM057660.1 A. fumigatus 99% 99.81% 523 
A. fumigatus No.49 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.50 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.51 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.52 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.53 99.62 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
A. fumigatus No.54 99.81 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 100.00% 523 
A. fumigatus No.55 99.81 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 100.00% 523 
A. fumigatus No.56 99.81 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 100.00% 523 
A. fumigatus No.57 99.81 523 OM057660.1 A. fumigatus 100% 100.00% 523 

A. fumigatus 
No.58ATCC 

26934 
100 578 OM057660.1 A. fumigatus 100% 99.81% 523 
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ตารางที ่31 แสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI ของเช้ือ A. flavus        
ที่เพิ่มปรมิาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ its 

its 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blast NCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 
A. flavus No.1 98.75 575 DQ683122.1 A. flavus 99% 99.81% 576 
A. flavus No.2 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.3 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.4 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.5 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.6 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.7 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.8 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.9 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.10 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.11 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.12 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.13 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.14 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.15 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.16 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.17 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.18 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.19 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.20 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.21 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.22 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.23 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.24 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.25 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.26 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.27 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.28 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.29 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.30 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.31 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.32 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.33 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.34 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.35 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.36 98.93 574 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.37 98.93 580 DQ683122.1 A. flavus 99% 100.00% 576 
A. flavus No.38 98.57 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.65% 576 
A. flavus No.39 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.40 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
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its 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blast NCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 
A. flavus No.41 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.42 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.43 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.44 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.45 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.46 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.47 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.48 98.93 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 100.00% 576 
A. flavus No.49 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.50 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.51 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 
A. flavus No.52 98.75 576 DQ683122.1 A. flavus 100% 99.83% 576 

A. flavus 
No.53 
ATCC 

204304 
100 590 

DQ683122.1 A. flavus 
100% 99.65% 576 
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ตารางที ่32 แสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI ของเช้ือ A. niger ที่เพิม่
ปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ its 

its 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blast NCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 
A. niger No.1 100 582 MN337269.1 A. niger 100% 100.00% 582 
A. niger No.2 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.3 99.58 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.66% 582 
A. niger No.4 99.58 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.66% 582 
A. niger No.5 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.6 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.7 100 582 MN337269.1 A. niger 100% 100.00% 582 
A. niger No.8 100 582 MN337269.1 A. niger 100% 100.00% 582 
A. niger No.9 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.10 100 582 MN337269.1 A. niger 100% 100.00% 582 
A. niger No.11 100 582 MN337269.1 A. niger 100% 100.00% 582 
A. niger No.12 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.13 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.14 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.15 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.16 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.17 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.18 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.19 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.20 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.21 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.22 99.79 580 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.23 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.24 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.25 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.26 100 580 MN337269.1 A. niger 100% 100.00% 582 
A. niger No.27 100 580 MN337269.1 A. niger 100% 100.00% 582 
A. niger No.28 100 582 MN337269.1 A. niger 100% 100.00% 582 
A. niger No.29 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.30 100 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.31 100 582 MN337269.1 A. niger 99% 100.00% 582 
A. niger No.32 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.33 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.34 100 579 MN337269.1 A. niger 100% 100.00% 582 
A. niger No.35 99.58 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.66% 582 
A. niger No.36 100 582 MN337269.1 A. niger 100% 100.00% 582 
A. niger No.37 100 582 MN337269.1 A. niger 100% 100.00% 582 
A. niger No.38 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.39 99.79 582 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.40 100 582 MN337269.1 A. niger 99% 100.00% 582 
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its 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blast NCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 
A. niger No.41 100 582 MN337269.1 A. niger 100% 100.00% 582 
A. niger No.42 100 582 MN337269.1 A. niger 100% 100.00% 582 
A. niger No.43 99.79 581 MN337269.1 A. niger 100% 99.83% 582 
A. niger No.44 100 582 MN337269.1 A. niger 100% 100.00% 582 

A. niger 
No.45 
ATCC 
6275 

100 489 
MN337269.1 A. niger 

100% 100.00% 582 
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ตารางที ่33 แสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI ของเช้ือ A. terreus ที่
เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ its 

its 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blast NCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 
A. terreus No.1 99.29 578 MT772080.1 A. terreus 100% 100.00% 578 
A. terreus No.2 99.29 578 MT772080.1 A. terreus 100% 100.00% 578 
A. terreus No.3 99.11 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.4 99.11 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.5 99.11 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.6 99.11 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.7 98.93 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.65% 578 
A. terreus No.8 99.29 580 MT772080.1 A. terreus 99% 100.00% 578 
A. terreus No.9 98.93 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.65% 578 
A. terreus No.10 99.11 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.11 99.11 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.12 99.11 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.13 99.29 576 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.14 99.29 573 MT772080.1 A. terreus 100% 100.00% 578 
A. terreus No.15 99.29 576 MT772080.1 A. terreus 100% 100.00% 578 
A. terreus No.16 99.29 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.17 99.29 575 MT772080.1 A. terreus 100% 100.00% 578 
A. terreus No.18 99.29 580 MT772080.1 A. terreus 99% 100.00% 578 
A. terreus No.19 99.29 578 MT772080.1 A. terreus 100% 100.00% 578 
A. terreus No.20 99.11 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.21 99.29 578 MT772080.1 A. terreus 100% 100.00% 578 
A. terreus No.22 98.93 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.65% 578 
A. terreus No.23 98.93 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.65% 578 
A. terreus No.24 99.29 578 MT772080.1 A. terreus 100% 100.00% 578 
A. terreus No.25 99.29 578 MT772080.1 A. terreus 100% 100.00% 578 
A. terreus No.26 99.11 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.27 99.29 578 MT772080.1 A. terreus 100% 100.00% 578 
A. terreus No.28 99.11 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.29 98.93 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.65% 578 
A. terreus No.30 99.29 578 MT772080.1 A. terreus 100% 100.00% 578 
A. terreus No.31 99.29 578 MT772080.1 A. terreus 100% 100.00% 578 
A. terreus No.32 99.29 578 MT772080.1 A. terreus 100% 100.00% 578 
A. terreus No.33 98.93 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.65% 578 
A. terreus No.34 99.29 578 MT772080.1 A. terreus 100% 100.00% 578 
A. terreus No.35 99.29 578 MT772080.1 A. terreus 100% 100.00% 578 
A. terreus No.36 99.11 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.37 98.93 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.65% 578 
A. terreus No.38 98.75 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.48% 578 
A. terreus No.39 99.11 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.40 99.11 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
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its 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blast NCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 
A. terreus No.41 99.11 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.42 99.11 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.43 99.11 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.44 99.11 578 MT772080.1 A. terreus 100% 99.83% 578 
A. terreus No.45 99.29 578 MT772080.1 A. terreus 100% 100.00% 578 

A. terreus 
No.46 
ATCC 
20542 

100 588 
MT772080.1 A. terreus 

100% 99.83% 578 
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ตารางที ่34 แสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI ของเช้ือ A. nidulans ที่
เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ its 

its 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blastNCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 
A. nidulans No.1 99.81 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 100.00% 550 
A. nidulans No.2 99.81 519 MT007526.1 A. nidulans 100% 100.00% 550 
A. nidulans No.3 99.43 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.62% 550 
A. nidulans No.4 99.43 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.62% 550 
A. nidulans No.5 99.81 522 MT007526.1 A. nidulans 100% 100.00% 550 
A. nidulans No.6 99.43 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.62% 550 
A. nidulans No.7 99.43 523 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.62% 550 
A. nidulans No.8 99.62 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.81% 550 
A. nidulans No.9 99.43 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.62% 550 
A. nidulans No.10 99.62 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.81% 550 
A. nidulans No.11 99.81 521 MT007526.1 A. nidulans 100% 100.00% 550 
A. nidulans No.12 99.62 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.81% 550 
A. nidulans No.13 99.81 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 100.00% 550 
A. nidulans No.14 99.62 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.81% 550 
A. nidulans No.15 99.62 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.81% 550 
A. nidulans No.16 99.81 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 100.00% 550 
A. nidulans No.17 99.61 514 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.81% 550 
A. nidulans No.18 99.62 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.81% 550 
A. nidulans No.19 99.43 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.62% 550 
A. nidulans No.20 99.62 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.81% 550 
A. nidulans No.21 99.62 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.81% 550 
A. nidulans No.22 99.62 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.81% 550 
A. nidulans No.23 99.62 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.81% 550 
A. nidulans No.24 99.62 524 MT007526.1 A. nidulans 100% 99.81% 550 
A. nidulans No.25 99.62 524 MT007526.1 A. nidulans 100 99.81% 550 
A. nidulans No.26 99.62 524 MT007526.1 A. nidulans 100 99.81% 550 
A. nidulans No.27 99.62 522 MT007526.1 A. nidulans 100 99.81% 550 
A. nidulans No.28 99.62 524 MT007526.1 A. nidulans 100 99.81% 550 
A. nidulans No.29 99.43 524 MT007526.1 A. nidulans 100 99.62% 550 

A. nidulans 
No.30 
ATCC 
38163 

100 546 MT007526.1 A. nidulans 100 99.62% 550 
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ตารางที ่35 แสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI ของเช้ือ A. fumigatus 
ที่เพิ่มปรมิาณสารพันธุกรรมด้วย tef-1α ไพรเมอร ์

tef-1α 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blastNCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 

A. fumigatus No.1 99.66 580 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.66% 584 

A. fumigatus No.2 99.31 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.31% 584 

A. fumigatus No.3 99.48 582 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.48% 584 

A. fumigatus No.4 100 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 100.00% 584 

A. fumigatus No.5 73.33 1320 

XM_033555949.1             
A. lentulus 

100% 100.00% 1323 

XM_033555949.1             
A. lentulus 

99% 96.44% 1323 

A. fumigatus No.6 73.33 1320 

XM_033555949.1             
A. lentulus 

100% 99.47% 1323 

XM_033555949.1             
A. lentulus 

99% 96.44% 1323 

A. fumigatus No.7  ไม่มีผลลำดับนิวคลิโอไทด ์

A. fumigatus No.8 73.33 1325 

XM_033555949.1             
A. lentulus 

99% 99.85% 1323 

XM_033555949.1             
A. lentulus 

99% 96.44% 1323 

A. fumigatus No.9 99.31 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.32% 584 

A. fumigatus No.10 99.14 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.14% 584 

A. fumigatus No.11 98.11 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 98.12% 584 

A. fumigatus No.12 99.31 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.32% 584 

A. fumigatus No.13 99.48 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.49% 584 

A. fumigatus No.14 73.33 1320 

XM_033555949.1             
A. lentulus 

100% 99.39% 1323 

XM_033555949.1             
A. lentulus 

100% 95.98% 1323 

A. fumigatus No.15 92.18 1383 

XM_043295220.1          
A. udagawae 

99% 100.00% 1383 

XM_745295.2.              
A. fumigatus 

99% 97.17% 1485 

A. fumigatus No.16 99.48 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.49% 584 

A. fumigatus No.17 99.48 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.49% 584 

A. fumigatus No.18 99.14 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.14% 584 
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tef-1α 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blastNCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 

A. fumigatus No.19 99.65 582 KP054381.1 A. fumigatus 99% 99.66% 584 

A. fumigatus No.20 91.83 1380 

XM_043295220.1          
A. udagawae 

99% 99.85% 1383 

XM_745295.2.              
A. fumigatus 

99% 97.02% 1485 

A. fumigatus No.21 99.14 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.14% 584 

A. fumigatus No.22 100 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 100.00% 584 

A. fumigatus No.23 100 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 100.00% 584 

A. fumigatus No.24 100 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 100.00% 584 

A. fumigatus No.25 92.01 1383 

XM_043295220.1          
A. udagawae 

99% 99.56% 1383 

XM_745295.2.              
A. fumigatus 

99% 96.73% 1485 

A. fumigatus No.26 81.82 1329 

XM_033555949.1             
A. lentulus 

99% 99.47% 1323 

XM_033555949.1             
A. lentulus 

99% 96.06% 1323 

A. fumigatus No.27 92.18 1387 

XM_043295220.1          
A. udagawae 

99% 99.85% 1383 

XM_745295.2.              
A. fumigatus 

99% 97.02% 1485 

A. fumigatus No.28 91.83 1388 

XM_043295220.1          
A. udagawae 

99% 99.85% 1383 

XM_745295.2.              
A. fumigatus 

99% 97.02% 1485 

A. fumigatus No.29 73.33 1322 

XM_033555949.1             
A. lentulus 

99% 99.62% 1323 

XM_033555949.1             
A. lentulus 

99% 96.36% 1323 

A. fumigatus No.30  ไม่มีผลลำดับนิวคลิโอไทด ์

A. fumigatus No.31 100 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 100.00% 584 

A. fumigatus No.32 99.66 588 KP054381.1 A. fumigatus 98% 99.66% 584 

   Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 

A. fumigatus No.33 99.31 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.32% 584 

A. fumigatus No.34 99.66 580 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.66% 584 

A. fumigatus No.35 99.48 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.49% 584 
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tef-1α 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blastNCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 

A. fumigatus No.36 99.66 582 KP054381.1 A. fumigatus 99% 99.66% 584 

A. fumigatus No.37 99.31 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.32% 584 

A. fumigatus No.38 99.31 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.32% 584 

A. fumigatus No.39 99.31 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.32% 584 

A. fumigatus No.40 99.31 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.32% 584 

A. fumigatus No.41 99.14 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.20% 590.9473684 

A. fumigatus No.42 92.18 1383 

XM_043295220.1          
A. udagawae 

99% 99.85% 1383 

XM_745295.2.              
A. fumigatus 

99% 97.02% 1485 

A. fumigatus No.43 92.01 1381 

XM_043295220.1          
A. udagawae 

99% 99.93% 1383 

XM_745295.2.              
A. fumigatus 

99% 97.09% 1485 

A. fumigatus No.44 99.83 580 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.83% 584 

A. fumigatus No.45 74.03 1320 

XM_033555949.1             
A. lentulus 

99% 99.77% 1323 

XM_033555949.1             
A. lentulus 

99% 96.36% 1323 

A. fumigatus No.46 98.97 581 KP054381.1 A. fumigatus 100% 98.97% 584 

A. fumigatus No.47 99.48 584 KP054381.1 A. fumigatus 99% 99.48% 584 

A. fumigatus No.48 100 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 100.00% 584 

A. fumigatus No.49 100 580 KP054381.1 A. fumigatus 100% 100.00% 584 

A. fumigatus No.50 100 5580 KP054381.1 A. fumigatus 100% 100.00% 584 

A. fumigatus No.51 99.66 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.66% 584 

A. fumigatus No.52 100 582 KP054381.1 A. fumigatus 100% 100.00% 584 

A. fumigatus No.53 100 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 99.83% 584 

A. fumigatus No.54 100 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 100.07% 591.2 

A. fumigatus No.55  ไม่มีผลลำดับนิวคลิโอไทด ์

A. fumigatus No.56 100 581 KP054381.1 A. fumigatus 100% 100.00% 584 

A. fumigatus No.57 100 584 KP054381.1 A. fumigatus 100% 100.00% 584 

A. fumigatus 
No.58 
ATCC 
26934 

100 581 KP054381.1 A. fumigatus 100% 100.00% 584 
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ตารางที ่36 แสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI ของเช้ือ A. flavus ที่
เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วย tef-1α ไพรเมอร์  

tef-1α 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blast NCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 

A. 
flavus 

No.1 99.83 590 
KP054383.1 A. flavus 

99% 99.49% 596 

A. flavus No.2 99.15 596 KP054383.1 A. flavus 100% 99.66% 596 
A. flavus No.3 99.49 596 KP054383.1 A. flavus 100% 100.00% 596 
A. flavus No.4 98.13 596 KP054383.1 A. flavus 100% 98.66% 596 
A. flavus No.5 98.47 596 KP054383.1 A. flavus 100% 98.99% 596 
A. flavus No.6 98.13 596 KP054383.1 A. flavus 100% 98.66% 596 
A. flavus No.7 98.81 596 KP054383.1 A. flavus 100% 99.33% 596 
A. flavus No.8 98.47 596 KP054383.1 A. flavus 100% 98.99% 596 
A. flavus No.9 97.79 596 KP054383.1 A. flavus 100% 98.32% 596 
A. flavus No.10 99.15 596 KP054383.1 A. flavus 100% 99.66% 596 
A. flavus No.11 98.98 596 KP054383.1 A. flavus 100% 99.50% 596 
A. flavus No.12 99.49 596 KP054383.1 A. flavus 99% 100.00% 596 
A. flavus No.13 99.49 596 KP054383.1 A. flavus 98% 100.00% 596 
A. flavus No.14 99.15 593 KP054383.1 A. flavus 99% 99.66% 596 
A. flavus No.15 99.15 596 KP054383.1 A. flavus 100% 99.66% 596 
A. flavus No.16 98.98 596 KP054383.1 A. flavus 100% 99.50% 596 
A. flavus No.17 98.98 596 KP054383.1 A. flavus 100% 99.50% 596 
A. flavus No.18 99.15 596 KP054383.1 A. flavus 100% 99.66% 596 
A. flavus No.19 99.83 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.49% 596 
A. flavus No.20 99.15 596 KP054383.1 A. flavus 100% 99.66% 596 
A. flavus No.21 100 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.49% 596 
A. flavus No.22 99.66 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.32% 596 
A. flavus No.23 99.83 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.32% 596 
A. flavus No.24 100 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.49% 596 
A. flavus No.25 99.83 589 KP054383.1 A. flavus 99% 99.32% 596 
A. flavus No.26 99.83 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.32% 596 
A. flavus No.27 100 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.49% 596 
A. flavus No.28 99.66 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.15% 596 
A. flavus No.29 99.83 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.32% 596 
A. flavus No.30 99.83 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.32% 596 
A. flavus No.31 99.83 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.32% 596 
A. flavus No.32 99.83 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.32% 596 
A. flavus No.33 99.83 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.32% 596 
A. flavus No.34 99.66 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.15% 596 
A. flavus No.35 99.66 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.15% 596 
A. flavus No.36 99.66 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.15% 596 
A. flavus No.37 99.83 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.32% 596 
A. flavus No.38 99.83 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.32% 596 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 139 

tef-1α 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blast NCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 
A. flavus No.39 99.66 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.15% 596 
A. flavus No.40 99.83 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.32% 596 
A. flavus No.41 100 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.49% 596 
A. flavus No.42 100 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.49% 596 
A. flavus No.43 100 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.49% 596 
A. flavus No.44 99.83 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.49% 596 
A. flavus No.45 100 584 KP054383.1 A. flavus 99% 99.48% 596 
A. flavus No.46 99.83 586 KP054383.1 A. flavus 99% 99.31% 596 
A. flavus No.47 99.83 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.32% 596 
A. flavus No.48 99.83 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.32% 596 
A. flavus No.49 99.83 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.32% 596 
A. flavus No.50 100 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.49% 596 
A. flavus No.51 100 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.49% 596 
A. flavus No.52 100 590 KP054383.1 A. flavus 99% 99.49% 596 

A. flavus 
No.53 
ATCC 

204304 
100 590 

KP054383.1 A. flavus 
99% 99.49% 596 
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ตารางที ่37 แสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI ของเช้ือ A. niger ที่เพิม่
ปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ tef-1α  

tef-1α 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blast NCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 
A. niger No.1 90.86 610 KT965677.1 A. niger 100% 98.20% 611 
A. niger No.2 92.79 610 KT965677.1 A. niger 100% 100.00% 611 
A. niger No.3 91.21 610 KT965677.1 A. niger 100% 98.52% 611 
A. niger No.4 92.27 610 KT965677.1 A. niger 100% 99.18% 611 

A. niger No.5 100 610 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.45% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 91.12% 758 

A. niger No.6 99.72 726 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.17% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 90.85% 758 

A. niger No.7 91.39 610 KT965677.1 A. niger 100% 98.69% 611 
A. niger No.8 91.74 610 KT965677.1 A. niger 100% 99.02% 611 
A. niger No.9 92.78 610 KT965677.1 A. niger 98% 100.00% 611 
A. niger No.10 91.56 610 KT965677.1 A. niger 100% 98.85% 611 
A. niger No.11 92.09 610 KT965677.1 A. niger 100% 98.18% 611 
A. niger No.12 92.79 610 KT965677.1 A. niger 100% 100.00% 611 
A. niger No.13 92.44 610 KT965677.1 A. niger 100% 99.67% 611 
A. niger No.14 92.79 600 KT965677.1 A. niger 100% 99.50% 611 

A. niger No.15 100 726 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.45% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 91.12% 758 

A. niger No.16 100 726 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.45% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 91.12% 758 

A. niger No.17 92.44 610 KT965677.1 A. niger 100% 99.51% 611 
A. niger No.18 92.79 610 KT965677.1 A. niger 99% 100.00% 611 
A. niger No.19 92.97 606 KT965677.1 A. niger 100% 99.67% 611 

A. niger No.20 100 726 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.45% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 91.12% 758 

A. niger No.21 99.72 726 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.45% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 91.12% 758 

A. niger No.22 99.59 726 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.03% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 90.71% 758 

A. niger No.23 100 723 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.45% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 91.11% 758 

A. niger No.24 100 710 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.44% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 91.06% 758 

A. niger No.25 99.86 714 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.30% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 90.86% 758 

A. niger No.26 99.86 723 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.31% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 90.97% 758 

A. niger No.27 100 724 KM921970.1 A. terreus 99% 99.45% 726 
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tef-1α 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blast NCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 
FN665403.1 A. niger 99% 91.10% 758 

A. niger No.28 99.86 716 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.30% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 90.88% 758 

A. niger No.29 99.72 726 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.17% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 90.87% 758 

A. niger No.30 99.59 726 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.03% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 90.70% 758 

A. niger No.31 99.31 725 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.89% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 90.55% 758 

A. niger No.32 99.45 726 
KM921970.1 A. terreus 99% 98.90% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 90.60% 758 

A. niger No.33 99.45 729 
KM921970.1 A. terreus 99% 98.90% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 90.57% 758 

A. niger No.34 100 714 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.44% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 93.82% 758 

A. niger No.35 99.72 726 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.17% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 90.87% 758 

A. niger No.36 100 728 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.45% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 91.10% 758 

A. niger No.37 100 726 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.45% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 91.12% 758 

A. niger No.38 100 720 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.44% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 91.07% 758 

A. niger No.39 99.86 726 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.31% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 90.85% 758 

A. niger No.40 100 727 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.45% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 90.98% 758 

A. niger No.41 100 724 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.45% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 91.12% 758 

A. niger No.42 99.86 723 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.31% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 91.11% 758 

tef-1α 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blast NCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 

A. niger No.43 99.72 727 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.17% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 90.85% 758 

A. niger No.44 100 722 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.45% 726 
FN665403.1 A. niger 99% 91.10% 758 

A. niger 
No.45 
ATCC 
6275 

100 726 
KM921970.1 A. terreus 99% 99.45% 726 

FN665403.1 A. niger 99% 90.98% 758 
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ตารางที ่38 แสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI ของเช้ือ A. terreus ที่
เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ tef-1α  

tef-1α 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blast NCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 
A. terreus No.1 100 726 KM921970.1 A. terreus 100% 100.00% 726 
A. terreus No.2 100 726 KM921970.1 A. terreus 100% 100.00% 726 
A. terreus No.3 100 726 KM921970.1 A. terreus 99% 100.00% 726 
A. terreus No.4 99.59 726 KM921970.1 A. terreus 100% 99.59% 726 
A. terreus No.5 100 720 KM921970.1 A. terreus 100% 100.00% 726 
A. terreus No.6 99.45 723 KM921970.1 A. terreus 100% 99.45% 726 
A. terreus No.7 99.03 723 KM921970.1 A. terreus 99% 99.03% 726 
A. terreus No.8 100 710 KM921970.1 A. terreus 100% 100.00% 726 
A. terreus No.9 100 700 KM921970.1 A. terreus 100% 100.00% 726 
A. terreus No.10 99.17 720 KM921970.1 A. terreus 100% 99.17% 726 
A. terreus No.11 99.31 725 KM921970.1 A. terreus 99% 99.31% 726 
A. terreus No.12 98.89 722 KM921970.1 A. terreus 99% 98.89% 726 
A. terreus No.13 99.17 720 KM921970.1 A. terreus 100% 99.17% 726 
A. terreus No.14 99.31 723 KM921970.1 A. terreus 99% 99.31% 726 
A. terreus No.15 100 726 KM921970.1 A. terreus 100% 100.00% 726 
A. terreus No.16 99.86 721 KM921970.1 A. terreus 100% 99.86% 726 
A. terreus No.17 99.86 726 KM921970.1 A. terreus 100% 99.86% 726 
A. terreus No.18 98.89 723 KM921970.1 A. terreus 100% 98.89% 726 
A. terreus No.19 100 700 KM921970.1 A. terreus 100% 100.00% 726 
A. terreus No.20 100 726 KM921970.1 A. terreus 99% 100.00% 726 
A. terreus No.21 98.89 723 KM921970.1 A. terreus 100% 98.89% 726 
A. terreus No.22 98.89 723 KM921970.1 A. terreus 100% 98.89% 726 
A. terreus No.23 99.17 723 KM921970.1 A. terreus 100% 99.17% 726 
A. terreus No.24 99.17 723 KM921970.1 A. terreus 99% 99.17% 726 
A. terreus No.25 98.76 723 KM921970.1 A. terreus 100% 98.76% 726 
A. terreus No.26 99.03 721 KM921970.1 A. terreus 100% 99.03% 726 
A. terreus No.27 98.76 724 KM921970.1 A. terreus 100% 98.76% 726 
A. terreus No.28 98.89 729 KM921970.1 A. terreus 99% 98.89% 726 
A. terreus No.29 100 726 KM921970.1 A. terreus 100% 100.00% 726 
A. terreus No.30  ไม่มีผลลำดับนิวคลิโอไทด ์
A. terreus No.31 100 720 KM921970.1 A. terreus 100% 100.00% 726 
A. terreus No.32 100 726 KM921970.1 A. terreus 99% 100.00% 726 
A. terreus No.33 99.86 726 KM921970.1 A. terreus 100% 99.86% 726 
A. terreus No.34 99.86 726 KM921970.1 A. terreus 100% 99.86% 726 
A. terreus No.35 100 726 KM921970.1 A. terreus 100% 100.00% 726 
A. terreus No.36 100 726 KM921970.1 A. terreus 100% 100.00% 726 
A. terreus No.37 99.86 726 KM921970.1 A. terreus 100% 99.86% 726 
A. terreus No.38 100 716 KM921970.1 A. terreus 100% 100.00% 726 
A. terreus No.39 99.72 726 KM921970.1 A. terreus 100% 99.72% 726 
A. terreus No.40 99.72 726 KM921970.1 A. terreus 100% 99.72% 726 
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tef-1α 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blast NCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 
A. terreus No.41 100 725 KM921970.1 A. terreus 99% 100.00% 726 
A. terreus No.42 100 725 KM921970.1 A. terreus 99% 100.00% 726 
A. terreus No.43 100 716 KM921970.1 A. terreus 99% 100.00% 726 
A. terreus No.44 99.86 726 KM921970.1 A. terreus 100% 99.86% 726 
A. terreus No.45 99.86 726 KM921970.1 A. terreus 100% 99.86% 726 

A. terreus 
No.46 
ATCC 
20542 

100 726 KM921970.1 A. terreus 100% 100.00% 726 
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ตารางที ่39 แสดงผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลิโอไทด์บนฐานข้อมูล NCBI ของเช้ือ A. nidulans ที่
เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์ tef-1α  

tef-1α 
%similarity 
with ATCC 

Product 
size 

blast NCBI result 

Accession No. 
Query 
cover 

%identity 
Accession 

length 
A. nidulans No.1 100 714 KM882998.1 A. nidulans 99% 100.00% 714 
A. nidulans No.2 100 713 KM882998.1 A. nidulans 99% 100.00% 714 
A. nidulans No.3 99.72 710 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.72% 714 
A. nidulans No.4 99.44 711 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.44% 714 
A. nidulans No.5 99.72 717 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.72% 714 
A. nidulans No.6 99.58 713 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.58% 714 
A. nidulans No.7 99.86 714 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.86% 714 
A. nidulans No.8 99.44 715 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.44% 714 
A. nidulans No.9 99.3 716 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.30% 714 
A. nidulans No.10 99.58 714 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.58% 714 
A. nidulans No.11 99.3 714 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.30% 714 
A. nidulans No.12 99.44 710 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.44% 714 
A. nidulans No.13 99.14 700 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.14% 714 
A. nidulans No.14 99.44 714 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.44% 714 
A. nidulans No.15 100 716 KM882998.1 A. nidulans 99% 100.00% 714 
A. nidulans No.16 99.72 714 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.72% 714 
A. nidulans No.17 99.86 714 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.86% 714 
A. nidulans No.18 100 714 KM882998.1 A. nidulans 99% 100.00% 714 
A. nidulans No.19 99.72 714 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.72% 714 
A. nidulans No.20 99.72 714 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.72% 714 
A. nidulans No.21 99.72 714 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.72% 714 
A. nidulans No.22 99.86 714 KM882998.1 A. nidulans 99% 99.86% 714 
A. nidulans No.23 100 710 KM882998.1 A. nidulans 99% 100.00% 714 
A. nidulans No.24 100 705 KM882998.1 A. nidulans 99% 100.00% 714 
A. nidulans No.25 99.72 714 KM882998.1 A. nidulans 99 99.72% 714 
A. nidulans No.26 100 710 KM882998.1 A. nidulans 99 100.00% 714 
A. nidulans No.27 99.86 714 KM882998.1 A. nidulans 99 99.86% 714 
A. nidulans No.28 99.86 710 KM882998.1 A. nidulans 99 99.86% 714 
A. nidulans No.29 99.72 714 KM882998.1 A. nidulans 99 99.72% 714 

A. nidulans 
No.30 
ATCC 
38163 

100 712 KM882998.1 A. nidulans 99 100.00% 714 
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ตารางที ่40 ผลการจัดกลุม่ข้อมลูการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ในการจำแนกเช้ือ Aspergillus ด้วย
บริเวณ its และ tef-1α 

clade its * clade tef-1α Crosstabulation 

Count 

 
clade tef-1α  Total 

1 2 3 4 5 6 7 8 9  

clade 
its 

1 30 0 0 0 0 0 0 0 0 30 

2 0 35 0 0 18 0 0 0 0 53 

3 0 0 0 30 0 0 0 0 15 45 

4 0 0 29 1 0 0 0 15 0 45 

5 0 0 0 0 41 7 7 0 0 55 

Total 30 35 29 31 59 7 7 15 15 228 

 

ตารางที ่41 ผลการคำนวณหาความสัมพันธ์ในการจำแนกเช้ือ Aspergillus ด้วยบริเวณ its และ tef-
1α ด้วยคำสั่ง Pearson Chi-Square ด้วยโปรแกรม SPSS 

Chi-Square Tests 

 Value df 
Asymptotic 

Significance (2-sided) 

Pearson Chi-Square 796.530a 32 <.001 

Likelihood Ratio 643.434 32 <.001 

Linear-by-Linear Association 73.239 1 <.001 
N of Valid Cases 228   

a. 24 cells (53.3%) have expected count less than 5. The minimum expected count is .92. 
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ตารางที ่42 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการจัดกลุม่สปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tef-1α และผลความไวรับต่อยา amphotericin B 

clade tef-1α * MIC (cut-off 8) Crosstabulation 

 Count 

Total MIC (cut-off 8) MIC (cut-off 1) 
<8 ≥8 ≤1 >1 

clade tef-1α  1 0 30 0 30 30 

2 0 35 0 35 35 

3 29 0 29 0 29 
4 31 0 31 0 31 

5 30 29 0 59 59 

6 0 7 0 7 7 

7 0 7 0 7 7 
8 15 0 15 0 15 

9 15 0 15 0 15 

Total 119 109 90 138 228 

 
ตารางที ่43 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการจัดกลุม่สปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tef-1α และผลความไวรับต่อยา amphotericin B ด้วยคำสั่ง 
Pearson Chi-Square ด้วยโปรแกรม SPSS 

Chi-Square Tests 

 
MIC (cut-off 8) MIC (cut-off 1) Asymptotic Significance 

(2-sided) Value df Value df 

Pearson Chi-Square 168.853 8 228.000a 8 <.001 

Likelihood Ratio 233.669 8 305.894 8 <.001 

N of Valid Cases 228  228   

a. 4 cells (22.2%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3.35. 
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ตารางที ่44 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการจัดกลุม่สปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ its และผลความไวรับตอ่ยา amphotericin B 

clade its * MIC (cut-off 8) Crosstabulation 

 Count 

Total MIC (cut-off 8) MIC (cut-off 1) 
<8 ≥8 ≤1 >1 

clade its 1 0 30 0 30 30 

2 5 48 0 53 53 

3 45 0 45 0 45 
4 45 0 45 0 45 

5 25 30 0 55 55 

Total 119 109 90 90 228 

 
ตารางที ่45 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการจัดกลุม่สปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ its และผลความไวรับตอ่ยา amphotericin B ด้วยคำสั่ง 
Pearson Chi-Square ด้วยโปรแกรม SPSS 

Chi-Square Tests 
 MIC (cut-off 8) MIC (cut-off 1)  

 Value df Value df 
Asymptotic Significance 

(2-sided) 

Pearson Chi-Square 155.140a 4 228.000a 4 <.001 

Likelihood Ratio 206.531 4 305.894 4 <.001 

N of Valid Cases 228  228   

a. 0 cells (0.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 14.34. 
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ตารางที ่46 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการจัดกลุม่สปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tef-1α และลักษณะทางมหสัณฐานและจลุสัณฐานที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงเช้ือ (cultivation) 

clade tef-1α * cultivation Crosstabulation 

Count 

 
cultivation 

Total 
A. flavus A. fumigatus A. nidulans A. niger A. terreus 

clade tef-
1α  

1 0 0 30 0 0 30 

2 35 0 0 0 0 35 

3 0 0 0 0 29 29 

4 0 0 0 30 1 31 
5 18 41 0 0 0 59 

6 0 7 0 0 0 7 

7 0 7 0 0 0 7 

8 0 0 0 0 15 15 
9 0 0 0 15 0 15 

Total 53 55 30 45 45 228 

 

ตารางที ่47 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการจัดกลุม่สปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tef-1α และลักษณะทางมหสัณฐานและจลุสัณฐานที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงเช้ือ (cultivation) ด้วยคำสัง่ Pearson Chi-Square ด้วยโปรแกรม SPSS 

Chi-Square Tests 

 Value df 
Asymptotic 

Significance (2-sided) 
Pearson Chi-Square 796.530a 32 <.001 

Likelihood Ratio 643.434 32 <.001 

N of Valid Cases 228   

a. 24 cells (53.3%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 
.92. 
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ตารางที ่48 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการจัดกลุม่สปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ its และลักษณะทางมหสัณฐาน/จลุสัณฐาน ที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงเช้ือ (cultivation) 

clade its * cultivation Crosstabulation 

Count 

 

cultivation 

Total A. 
flavuss 

A. fumigatus A. nidulans A. niger A. terreus 

clade its 

1 0 0 30 0 0 30 

2 53 0 0 0 0 53 

3 0 0 0 45 0 45 

4 0 0 0 0 45 45 
5 0 55 0 0 0 55 

Total 53 55 30 45 45 228 

 

ตารางที ่49 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการจัดกลุม่สปีชีส์ของเช้ือ Aspergillus ที่ได้จาก
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ its และลักษณะทางมหสัณฐาน/จลุสัณฐานที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงเช้ือ (cultivation) ด้วยคำสัง่ Pearson Chi-Square ด้วยโปรแกรม SPSS 

Chi-Square Tests 

 Value df 
Asymptotic 

Significance (2-sided) 

Pearson Chi-Square 912.000a 16 <.001 
Likelihood Ratio 724.853 16 <.001 

N of Valid Cases 228   

a. 1 cells (4.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 
3.95. 
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ภาพที่ 68 ผลการเปรียบเทียบที่คำนวณได้จากโปรแกรม bioedit แสดงค่าความเหมือนภายในกลุม่

เช้ือ A. fumigatus ที่จำแนกด้วยยีน tef-1α เป็น clade ที ่5 (ภาพที่ 1) 
 

 
ภาพที่ 69 ผลการเปรียบเทียบที่คำนวณได้จากโปรแกรม bioedit แสดงค่าความเหมือนภายในกลุม่

เช้ือ A. fumigatus ที่จำแนกด้วยยีน tef-1α เป็น clade ที ่5 (ภาพที่ 2) 
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ภาพที่ 70 ผลการเปรียบเทียบที่คำนวณได้จากโปรแกรม bioedit แสดงค่าความเหมือนภายในกลุม่
เช้ือ A. fumigatus ที่จำแนกด้วยยีน tef-1α เป็น clade ที ่5 (ภาพที่ 3) 

 

 

ภาพที่ 71 ผลการเปรียบเทียบที่คำนวณได้จากโปรแกรม bioedit แสดงค่าความเหมือนภายในกลุม่
เช้ือ A. fumigatus ที่จำแนกด้วยยีน tef-1α เป็น clade ที ่5 (ภาพที่ 4)  
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ภาพที่ 72 แสดงความแตกต่างของลำดับนิวคลโิอไทด์ในเช้ือ A. fumigatus ATCC 269344,           

A. lentulus และ A. udagawae ที่วิเคราะหจ์ากโปรแกรม bioedit 
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