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         วัตถุประสงค  เพื่อศึกษาวาในประเทศไทย พบเชื้อ Malassezia ใดในผื่น infantile seborrheic  dermatitis
         รูปแบบการวิจัย   การวิจัย ณ จุดเวลาใดเวลาหนึ่ง
         สถานที่ศึกษา     ตึกผูปวยนอกและผูปวยในฝายกุมารเวชศาสตร โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ
       ประชากร          ผูปวยเด็ก อายุนอยกวา2 ป ที่เปน infantile seborrheic dermatitis(clinical diagnosis)  และยัง
ไมเคยไดรับการรักษามากอน หรือถาเคยไดรับการรักษาแลว ก็ไมไดมีการใชยา  steroid   ทาผื่นเปนเวลาอยางนอย 1
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บริเวณผื่นเพื่อทําการเพาะเชื้อใน Sabouraud dextrose agar เปนเวลา 21วัน จากนั้นจะทําการสกัด DNA
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identify species ของเชื้อ
      ผลการศึกษา   มีผูปวยเด็กที่เปน infantile seborrheic dermatitis รวม 67 คน ชวงอายุที่พบมากที่สุด คือ อายุนอย
กวา 2 เดือน รอยละ 64 รองมาคือชวงอายุ 2-4 เดือน รอยละ22  ความชุกของเชื้อ Malassezia spp. ที่เพาะเชื้อไดในผ่ืน
เทากับ รอยละ 20 โดยเปน Malassezia furfur รอยละ 79 และอีกรอยละ 21 เปน non Malassezia spp. ตําแหนงของผื่น
infantile seborrheic dermatitis ที่เพาะเชื้อ Malassezia spp พบคือ บริเวณคิ้ว รอยละ 55 รองมาคือบริเวณหนังศีรษะ
รอยละ 36
     บทสรุป   ความชุกของเชื้อ Malassezia spp. ในผ่ืน infantile seborrheic dermatitis เทากับ รอยละ 20 โดยพบบอย
ชวงอายุนอยกวา 2 เดือน รองมาคือชวงอายุ 2-4 เดือน พบมากที่บริเวณคิ้วและหนังศีรษะตามลําดับ โดย  Malassezia
furfur เปน speciesหลักที่พบเพียง species เดียว
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        Objective:  To study the incidence and strains of Malassezia in infantile seborrheic
dermatitis.
          Design: Cross-sectional descriptive study.
          Setting: Pediatric out-patients and in-patients units, King Chulalongkorn Memorial
Hospital, Bangkok.
          Patients: Children aged less than 2 years with clinical diagnosis of infantile seborrheic
dermatitis who received no steriod treatment for at least 1 month and who were examined at
Deparment of Pediatrics, King Chulalongkorn Momorial Hospital, Bangkok.
          Method: Skin samples scraped from lesions of infantile seborrheic dermatitis were cultured
in Sabouraud Dextrose Agar for 21 days. The DNA of Malassezia spp. Was detected by PCR
method with conserved primers on ITS. After the product DNA was purified, sequencing and
analyzing of both unknown samples and standard strains were done by using Clustal X
Computer program to identify the species of Malassezia.
          Result:  Infantile seborrheic dermatitis is found in the age groups of less than 2 months
(64%) and 2-4 months (22%) respectively. The incidence of Malassezia spp. in infantile
seborrheic dermatitis is 20 %.  Malassezia furfur  is found in 79% of the lesions of infantile
seborrheic dermatitis whereas the other 21 % was contaminated by yeast of non Malassezia
spp.  Malassezia furfur is found in eyebrows (55%) and scalp (36%), respectively.
           Conclusion:  The most common age group of infantile seborrheic dermatitis is less than 2
months. The incidence of Malassezia spp. in infantile seborrheic dermatitis is 20 %. The most
common  areas that Malassezia spp. is found are eyebrows, and scalp.
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บทที่ 1
บทนํา ( Introduction)

ความเปนมาและ ความสําคัญของปญหา  (Background and Rationale)
          ผ่ืน infantile seborrheic dermatitis1,2,3  เปนโรคผิวหนังชนิดหนึ่งที่พบไดบอยในเด็กเล็ก
โดยเฉพาะอายุนอยกวา 1 ป  ซึ่งผูปกครองมักจะมีความกังวลวาผื่นผิวหนังนี้เกิดจากสาเหตุใด
รักษาหายหรือไม  มีสมมติฐานเกี่ยวกับสาเหตุของผื่นผิวหนังอักเสบนี้เพื่อใหไดทราบ  และเปน
แนวทางในการรักษา ปจจัยที่เปนที่สนใจกันอยางมากขณะนี้คือการเจริญเติบโตของเชื้อ
Malassezia spp.  ที่เปนเชื้อที่พบอยูบนผิวหนังของคนปกติทั่วไปอยูแลว  รวมทั้งเปนสาเหตุของ
โรค pityriasis versicolor อีกดวย  ในผูใหญพบวาผื่น seborrheic dermatitis มคีวามเกี่ยวของกับ
เชื้อ  Malassezia spp. ดวยแตในเด็กสาเหตุผื่น infantile seborrheic dermatitis ยังไมเปนที่แน
ชัด
           ชื่อของ pityriasis versicolor ไดถูกคนพบโดย Eichstedt เมื่อประมาณ ป ค.ศ. 1846 แต
Genus Malassezia (synonym Pityrosporum)ซึ่งตั้งโดย Baillon เมื่อประมาณ 50 ปกอน กลับไม
คอยมีใครทราบรายละเอียดมากนัก4                                 
             Genus Malassezia เพิ่งถูกคนพบไมนานนี้วาประกอบดวยเชื้อตางๆ 7 species5,6               
คือ
                      1.    Lipid independent species :- M. pachydermatis
                 2.    Lipid dependent species   :-  M.  furfur

  M.  sympodialis
M.  globosa
M. obtusa
M. restricta
M.  slooffiae

การแยกชนิดของเชื้อใน Genus Malassezia นั้น ในปจจุบันทําไดหลายวิธี เชน การศึกษาลักษณะ
โคโลนี  และ ศึกษาลักษณะเซลลเชื้อ  ศึกษาคุณสมบัติ lipid dependency รวมถึงการวิเคราะห
ทางพันธุกรรม เปนตน
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           ผ่ืน seborrheic dermatitis  หมายถึงโรคที่มีผื่นแดงและเปนสะเก็ดกระจายอยูตาม
บริเวณผิวหนังที่มีตอมไขมันมาก เรียกวา seborrheic area  ไดแก  หนังศีรษะ  หลังใบหู       ใบ
หนา   กลางหนาอก  ซอกคอ  รักแรและขาหนีบ7 สาเหตุของโรคนี้ยังไมเปนที่ทราบแนนอน แตสิ่งที่
พบในคนที่มีแนวโนมจะเปนโรคนี้ คือ ในตําแหนงที่มีการอักเสบและเปน scale มาก ทําใหเชื้อ
แบคทีเรียและเชื้อราเจริญเติบโตไดดีจนทําใหมีผูเขาใจวาเชื้อเหลานี้เปนสาเหตุของโรคไดหรือไม
            ในเด็กจําแนกไดเปน 2 ชวงอายุ คือ ระยะทารก และระยะวัยรุน   ระยะทารก หรือ
infantile seborrheic dermatitis มักมีอาการระหวางอายุ 1-3 เดือน และจะเปนอยูประมาณ 3 - 6
สัปดาห  ลกัษณะเปนผื่นปนแดงและเปนน้ํามันเยิ้มตามตําแหนงตางๆที่ไดกลาวไปแลวและนอก
จากนี้ที่บริเวณศีรษะอาจพบสะเก็ดแข็งเปนแผนหนาเรียกวา cradle cap บางครั้งน้ําเหลืองซึมแฉะ
และเกิดการติดเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราได หลังจากนั้นอาการจะหายไปเองและกลับมาเปนอีกเมื่อ
เขาวัยรุน
            การวินิจฉัยอาศัยลักษณะการกระจายของผื่น  และวินิจฉัยแยกโรคจาก atopic dermatitis
ที่ไมมี lichenification  และไมมีประวัติภูมิแพในครอบครัว
            อาการผื่นที่เปนไปตาม clinical diagnosis3,4  คือ
                  primary lesion  :  noneczematous  erythematous  greasy   salmon- colored
scaly lesions , well circumscribed eruptions and  relative absent of pruritus
                      secondary lesion :  eczematous scaly patches , crusted lesions ,lesions
turn generalized and exfoliative

          distribution :  scalp , forehead , ear , post auricular area , eyebrows ,
intertriginous area , flexural area of the body

วัตถุประสงคของการวิจัย  (Objectives)
เพื่อศึกษาความชุกของ Malassezia spp. ในผื่น infantile seborrheic dermatitis ใน

ประเทศไทย

สมมติฐาน  (Hypothesis)
Malassezia furfur  และ Malassezia  globosa  เปน species  ที่พบในผื่น infantile

seborrheic  dermatitis
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ  (Expected benefits and application)
             เพื่อทราบถึงความชุกของ Malassezia species  ที่พบในผื่น infantile seborrheic
dermatitis และเพื่อเปนประโยชนในการพิจารณาใชยากลุมใหมในการรักษาเพื่อหลีกเลี่ยงอาการ
ขางเคียงจากการใชยา steroid ที่เปนยาที่ใชรักษาในปจจุบัน



บทที่ 2

ปริทัศนวรรณกรรม  (Review of related literatures)

จากการทดลองของ Broberg A.1,8 ไดอธิบายวาสาเหตุของผื่น seborrheic dermatitis
มาจากหลายสาเหตุเกี่ยวของกัน เชน  ฮอรโมน , ฤดูกาล , สภาพแวดลอม หรืออาจเกิดโดยไม
ทราบเหตุได  ในชวง 5-6 ปนี้  มีรายงานวาเชื้อ Malassezia spp.  ซึ่งเปน lipophilic  yeast  วา
เปนสาเหตุที่สําคัญสาเหตุหนึ่งที่ของการอักเสบและเปนเชื้อที่พบอยูบนผิวหนังของคนปกติทั่วไป
อีกดวย

Tollesson A. และคณะ 9.ไดทําการวิจัยวาในผูปวยที่พบเชื้อ  Malassezia spp.  โดยการ
เพาะเชื้อจากผื่นผิวหนัง  และในตําแหนงเดิมเมื่อไดรับการรักษาจนหายเปนปกติแลว  และเมื่อ
หายเปนเวลา 1 ปแลว  มาเปรียบเทียบกัน  พบวายังสามารถเพาะเชื้อพบเชื้อ  Malassezia spp.
ได  จึงสรุปวาเชื้อ  Malassezia spp.  อาจจะไมมีความสัมพันธกับอาการของผื่น  sedorrheic
dermatitis เลย ตางจากการทดลองอื่นที่เคยรายงานมา

               เนื่องจากเชื้อ  Genus  Malassezia  ไดถูกคนพบมานานแลว  แตไมเคยมีผูใด
classified  ไวโดยละเอียด  จนป 1996  Gaeho และคณะ 10   ได  reclassified morphology and
ultrastructure physiology and molecular biology ได 7 species ไดแก M. globosa ,      M.
obtusa , M. restricta , M. slooffiae , M. furfur , M. pachydermatitis , M. sympodiasis

    Nakabayashi  A.และคณะ 11  ไดทําการแยกเชื้อ ตาม species  จากผื่น  seborrheic
dermatitis พบ M. furfur 35% และ M. globosa 22%  ที่ตางจากในผิวหนังปกติอยางมีนัยสําคัญ
จึงสรุปวา  M. furfur  และ / หรือ M. globosa อาจเปนสาเหตุของผื่น seborrheic dermatitis

                ดาน  immunology12,13,14  ไดมีผูทําการทดลองมากมาย  เพื่อหาขอสรุปวาในผูปวย
seborrheic dermatitis มีการเปลี่ยนแปลงใดบาง, Bergbrant IM12,14   จากสวีเดน
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พบวา ในผิวหนังของผูปวยเด็กที่เปนผื่น seborrheic dermatitis มีไขมันมากกวาคนปกติ และพบ
วาผูปวย seborrheic dermatitis ไมมีความผิดปกติทั้งดาน  humoral และ local immune system
และเกือบครึ่งหนึ่งของผูปวย  พบปริมาณ  circulatory NK - cell  มากขึ้น นอกจากนี้จากการ
ศึกษาของ Parry ME, Sharpe GR15  พบวาผื่น seborrheic dermatitis ไมไดเกิดจาก
inadequate หรือ inappropriate immune response ตอ Malassezia  เชนกัน

               นอกจากนี้ไมเพียงแตเชื้อ Malassezia spp. จะเปนnormal flora บริเวณผิวหนังแลว
Malassezia spp. ยังมีความสามารถในการกอโรคผิวหนังตางๆได ตามที่ Abeck D,
Mohrenschlager M.และคณะ16 จากเยอรมัน พบวาเชื้อ Malassezia spp สามารถทําใหเกิด
Pityrosporum folliculitis , ผื่นผาออมในเด็ก17  และนอกจากนี้ยังพบวาเปนสาเหตุของ atopic
dermatitis, papillomatosis9,  and seborrhic dermatitis อีกดวย18,19,20  Nabayashi A21 ไดแยก
เชื้อจากผื่น tinea versicolor พบหลาย species เชน  M. globosa 97%, M. restricta 79%  และ
M. Sympodialis 68%
                 มีรายงานการกอโรครุนแรงจากเชื้อ Malassezia spp. เชนกัน จากการรายงานของ
Andersen BH และ คณะ22พบวามีทารกแรกเกิดที่ไดรับ intravenous  nutrition 1 รายเกิด
septicemia จากเชื้อ Malassezia furfur
                 ในดานการรักษา Sei Y และ คณะ23ไดทําการเปรียบเทียบระหวางการใช steriod และ
antimycotic agents พบวาประสิทธิภาพของ antimycotic agents เทากับ 81% แตclinical
improvement ชากวาการใช  steriod



บทที่ 3

รูปแบบการวิจัย (Research design)

การวิจัย ณ จุดเวลาใดเวลาหนึ่ง ( Cross- sectional descriptive study )

ระเบียบวิธีการวิจัย  (Research Methodology)

         ประชากร (Population)  และตัวอยาง (Sample)
1. ประชากรเปาหมายและขนาดตัวอยาง

ผูปวยเด็กที่มีอาการเขาไดกับผ่ืน infantile seborrheic dermatitis(clinical diagnosis)
และยังไมเคยไดรับการรักษามากอน  หรือถาเคยไดรับการรักษาแลว  ก็ไมไดมีการใชยา
steroid   ทาผื่นเปนเวลาอยางนอย 1 เดือนขึ้นไป กอนมาพบแพทยในครั้งนี้  ในฝายกุมาร
เวชศาสตร  โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ชวงเดือนพฤษภาคม 2545 ถึงเดือนเมษายน 2546
คาดวาจะไดใชตัวอยางประมาณโดยสูตรตอไปนี้

N  =  Z∝2PQ / d2

Z∝  =  confidential interval  =  95%  =  1.96
P   =  incidence of Malassezia spp. in seborrheic dermatitis  = 0.85
Q =  1 - P
d =  คาความคลาดเคลื่อนที่ยอมรับได  = 0.1

ซึ่งคาดวาคา N  จะประมาณ  49  คน

2.  หลักเกณฑในการคัดเลือกผูปวยเขามาศึกษา  ( inclusion  criteria )3,4

                    1.   อายุ  0 - 2 ป
                      2.  มีอาการตาม clinical diagnosis  คือ

              primary lesion  :  noneczematous  erythematous  greasy   salmon-
   colored  scaly lesions , well circumscribed eruptions and  relative
   absent of pruritus
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   secondary lesion :  eczematous scaly patches , crusted lesions ,
   lesions turn generalized and exfoliative
   distribution :  scalp , forehead , ear , post auricular area , eyebrows ,
   intertriginous area , flexural area of the body

                    3.  ไมเคยไดรับการรักษามากอนหรือถาเคยไดรับการรักษาแลวไมไดใช
                         ยาsteroid ทาผื่นเปนเวลาอยางนอย 1 เดือนขึ้นไป  กอนมาพบแพทย

   3.  หลักเกณฑในการคัดเลือกผูปวยออกจากศึกษา  ( Exclusion  Criteria )
                    1.  ผูปวยที่เคยรักษาแลว  และใชยา  steroid  ทาผื่นในชวงเวลานอยกวา
                        1 เดือน  กอนมาพบแพทยในครั้งนี้

          การสังเกตและการวัด  (Observation and Measurement)

   1.   การวินิจฉัยโรค
         ตาม  clinical diagnosis criteria

   2.  การเพาะเชื้อ
        ทําการขูด  scale ใชสันมีด  blade ขูดที่บริเวณ lesion ที่มี ขุย (scale) มากๆโดยเฉพาะ
        บริเวณขอบ lesion  ใหไดขุยมากที่สุด ไมใหมีเลือดออก  โดยผูวิจัยและแพทยผิวหนังที่ไดรับ
        การฝกฝนอยางดีและเชื่อถือได  จากนั้นใสขุยที่ไดบน slideที่ coat  ดวย  Sabouraud
        dextrose agar เรียบรอยแลว สงไปหองปฏิบัติการเพื่อทําการเพาะเชื้อที่ 25°C  ตอไป

    3. Molecular differentiation and characterization24

การเตรียม DNA จากเซลลเชื้อรา
                  เมื่อได colony ของ Malassezia spp. ที่เติบโตบน Sabouraud dextrose agar
(ประกอบดวย peptone, 1% w/v, glucose 1% w/v, with agar 1.5% w/v) ที่ใสดวยน้ํามัน
มะกอกปราศจากเชื้อบมที่ 25° C. แลว นําสวนหนึ่งของ colony ที่ไดไปผสมกับ lysis buffer 100
µl (200 mM Tris HCl, pH 8.0, SDS 0.5% w/v, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA).โดยใช vortex
mixing 5 วินาที  สวนผสมจะถูก  incubated ที่ 100°c นาน 15 นาที จากนั้นผสม 100 µl of 3.0
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M sodium acetate,   และ incubated ที่ -20°c เปนเวลา 10 นาทีแลวนําไปปนที่ 9,000 rpm
นาน 5 นาที  สกัดสวนบน(supernate ) ซึ่งเปนชั้นที่มี DNA ดวย phenol : chloroform : isoamyl
alcohol (25:24:1, v:v:v) นําไปปนแยกอีกครั้งที่ 14,000 rpm นาน 20นาที  สวนของ DNA ถูกทํา
ใหตกตะกอนดวย  3.0 M sodium acetate 40 µl, glycogen 4 µl, absolute ethanol 800 µl
และ incubated ซ้ําที่ –70 °c เปนเวลา 30 นาที สวนของ DNA ที่ตกตะกอนจะถูกลางใหบริสุทธิ์
ดวย 1 ml of 70% ethanol  แลวนําไปปนที่ 14,000 rpm นาน 15 นาที  DNA ที่แยกไดจะถูกทําให
แหง และผสมใหมอีกครั้งดวย  sterile water 50 µl เพื่อได สารละลาย DNAที่บริสุทธ

Oligonucleotide
ในการทดลองใช oligonucleotide primers ในสวน conserve ของ rDNAสวน ITS คือ forward
primer 18SF1: 5’-AGGTTTCCGTAGGTGAACCT-3’ (nt.position 1764-178 of
Saccharomyces cerevisiae 18S rDNA ) และ reverse primer  58SR1 : 5’
TTCGCTGCGTTCTTCATCGA-3’ ( nt. position  53-34 of S.cerevisiae 5.8S rDNA).

ทําการเพิ่มจํานวนดวย PCR
แตละ samples ของ PCR ประกอบดวย 2.5 µl ของ  reaction buffer (FINNZYMES), 10.0 µM
ของ dNTP (dATP, dCTP, dGTPและ dTTP ; SibEnzyme), 0.2 µl ของ taq polymerase
(FINNZYMES), 0.5 µl ของ primer, และ3.0 µl ของ DNA template solution จากนั้นเติมน้ํา
กลั่นเพื่อใหไดปริมาตรรวม 25 µl บมที่ 94°C นาน 5 นาที จากนั้นผานสูกระบวนการ Thermal
cycles ดังนี้ 94° C , 1 นาที; 60° C , 15 วินาที and 72° C , 15 วินาที รวม   25 รอบ และที่
 72° C  เปนเวลา 10 นาทีเปนรอบสุดทาย PCR productsที่ไดจากขั้นตอนสดุทายจะถูกนํามา
ตรวจสอบขนาดโดย stained ดวย ethidium  bromide  และนํามาทํา electrophoresis บน
agarose 1.5% gel จะสามารถมองเห็น PCR products ไดโดยสองผานแสงอัลตราไวโอเลต
เปรียบเทียบขนาด product กับมาตรฐาน
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การทํา ITS1 DNA sequencing
               หลังจากได PCR products แลว จะตัดแยกแตละ product band มาทําใหบริสุทธิ์ ดวย
gel extraction Kit (QIAquick), ใช primer 18SF1 เพื่อทํา DNA sequencing ดวย automated
sequencer (Genetic Analyzer 310, Perkin-Elmer)
                ITSl sequences ของแตละตัวอยาง จะนํามาวิเคราะหดวย clustal X computer
program พรอมกับ ITSl sequences มาตรฐาน เพื่อทําการเปรียบเทียบกันวาเปนชนิดใดเทียบกับ
มาตรฐานและจะนําขอมูลทั้งหมดมาศึกษาสรางความสัมพันธกันโดยอาศัยความคลายคลึงกัน 
เสนอในรูปแบบของแผนภูมิตนไมเชิงวิวัฒนาการ
( Phylogenetic tree ) โดยมี Omphalina rosella,  DDBJ/EMBL/GenBank accession no.
U66452 เปนตัว out group

              การรวบรวมขอมูล (Data collection)

      ขั้นตอนการดําเนินการ
1. ผูปวยที่มารับการรักษาที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ  ทั้งผูปวยในและผูปวยนอกใน
      ชวงเดือนพฤษภาคม 2545 ถึงเดือนเมษายน 2546   โดยผูวิจัยจะเปนผูรวบรวม
      และเก็บขอมูลประวัติและผลการตรวจทั้งหมด

   2.   ขอความยินยอมในการเขารวมทําการวิจัยและมีการเซ็นตยินยอมเปนลายลักษณ
         อักษรและการวิจยไดผานการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมจุฬาลงกรณ
         มหาวิทยาลัยเรียบรอยแลว

3.  นํา specimen  ที่ไดไปทําการเพาะเชื้อที่ อุณหภูมิ 25°C  เปนเวลา 21 วัน รอ
colony ของ Malassezia spp. ในการเจริญเติบโต
4.  นําcolony ของ Malassezia spp.  ที่เพาะเชื้อไดไปศึกษาทาง  Molecular
differentiation and characterization



บทที่ 4
ผลการวิเคราะหขอมูลศึกษา( Result )

ขอมูลทั่วไปของผูปวยที่ไดจากการศึกษา

ตารางที่ 1  แสดงอายุของผูปวยที่ไดจากการศึกษา

ขอมูล จํานวน
        อายุ

  2 สัปดาห –  2   เดือน
>2 เดือน    –  4   เดือน
>4 เดือน    –  6   เดือน
>6 เดือน    – 12 เดือน

        >12 เดือน   – 18 เดือน
        >18 เดือน   –  24 เดือน

43        คน
15        คน
  6         คน
  3         คน
   0         คน
  0         คน

          จากการรวบรวมขอมูลของผูปวย จํานวน 67 คน  พบวา อายุของผูปวยชวง 0- 2 เดือนมากที่สุด  คือ
43 คน ( รอยละ  64 ) รองมาเปนชวง 2 เดือน ข้ึนไป – 4 เดือน มี 15 คน ( รอยละ  22 ) ชวง 4 เดือน
ขึ้นไป – 6 เดือน 6 คน และชวง 6 เดือน ข้ึนไป – 12 เดือน 3 คน คิดเปนรอยละ 9 และ 4.5 ตามลําดับ   เพศ
ชาย ตอ หญิง เทากับ  1 : 1.16 ( 31 คน : 36 คน)

ขอมูลแสดง distribution ของ ผื่น Infantile Seborrheic Dermatitis

                จากการรวบรวมการกระจายของผื่น infantile seborrheic dermatitis ในผูปวยแตละราย มี
ตําแหนงที่จะพบผื่นอยู 1-3 ตําแหนง พบมากที่สุด คือ 2 ตําแหนง คือ 32 คน ( รอยละ 48 ) รองมาพบ เพียง
ตําแหนงเดียว 30 คน ( รอยละ 45 ) และพบ 3 ตําแหนง 5 คน ( รอยละ 7 ) เมื่อพิจารณารายละเอียดของ
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ตําแหนงการกระจาย พบวาตําแหนงที่พบมากที่สุด คือ หนังศีรษะ 17 คน ( รอยละ 57 ) , หลังหู 7 คนและ
คิ้ว 6 คน ( รอยละ 23 และรอยละ 20 ตามลําดับ ) แตในกลุมที่พบผื่น 2 ตําแหนง พบวา บริเวณหลังหูพบ
มากที่สุด 24 คน ( รอยละ 38 ) รองมาหนังศีรษะ 22 คน ( รอยละ 34 ) รองมาตามลําดับ คือ คิ้ว 11 คน (
รอยละ 17 ) , แกม 4 คน ( รอยละ 6 ) และ หนาผาก 5 คน ( รอยละ 5 )

ตารางที่  2 แสดงจํานวนตําแหนงของผื่นตอผูปวย 1 ราย

Number of areas per person Number(%)
Single area 30 (45)

2  areas 32 (48)
3  areas 5  (7)

ตารางที่  3 แสดงตําแหนงของผื่น infantile seborrheic dermatitis ตอผูปวย 1 ราย

Single areas
N =30
( % )

2 areas
N =32
( % )

3 areas
N =5
 ( % )

                           Scalp
                           Eyebrows
                           Post auricular
                           Cheek
                           Forehead

17 (57)
6 (20)
7 (23)

         -
         -

  22 (34)
  11 (17)
  24 (38)
  4 (6)
  3 (5)

  5 (33.3)
  5 (33.3)
  5 (33.3)
        -
        -
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ขอมูลที่ไดจากการเพาะเชื้อ

                 จากการเพาะเชื้อของผูปวยทั้ง 67 คน พบวาสามารถเพาะเชื้อ Malassezia spp.ขึ้นรวม 14 คน
คิดเปนรอยละ 20   ของผูที่เพาะเชื้อข้ึน
                 เชื้อ Malassezia spp.ของผูที่เพาะเชื้อข้ึน  ถูกนํามาทํา PCR และถูกตรวจสอบโดย ethidium
bromide-stained gel image ของ PCR products ของMalassezia spp. แสดงดังรูปที่ 2 . ลักษณะ
bands ที่เห็นในแตละตัวอยาง คือประมาณ 200 bp หรือ 300 bp. เมื่อนํามาวิเคราะหรหัสพันธุกรรมแยก
เชื้อพบวา 11 คน  จาก 14 คนพบเชื้อ Malassezia furfur คิดเปนรอยละ 79 และทั้งหมดนี้เปนรายที่ขนาด
ของ PCR products เปน 300 bp จะเปน Malassezia furfur  สวนรายที่ขนาดของ PCR products เปน
200 bp ทั้ง 3 คน  จาก 14 คน พบเชื้อ non Malassezia spp.  คิดเปนรอยละ 21  และเมื่อแยกโดยใชการ
ยอยสลายน้ําตาลของ yeasts ในภาวะที่มี  oxygen ใน pattern ตางๆกัน โดยใช API 20 C aux พบวาเปน
Candida lusitaniae  2  case และ Candida parapsilosis1  case  ตารางที่ 4 พบวาตําแหนงที่เพาะเชื้อ
พบ Malassezia furfur มากที่สุด คือ บริเวณคิ้ว 6 คนคิดเปนรอยละ   55 รองมาเปนหนังศีรษะ 4 คน ( รอย
ละ 36 ) และ หลังหู 1 คน ( รอยละ 9 )

ตารางที่  4 แสดงตําแหนงของผื่น infantile seborrheic dermatitis ในผูปวยที่ผลแยก
เช้ือเปน Malassezia furfur

Distribution จํานวน (%)
                           Scalp
                           Eyebrows
                           Post auricular

4 (36)
6 (55)
1 (9)
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                                M    1    2     3    4

Fig 1 : PCR products prepared with primer pairs 18SF1 and 58 SF1 fromDNA
of various samples of Malassezia spp.on Agarose gel electrophroresis.  In the
picture shown  100 bp. ladder ( Standard Marker ) on the left side ( M ), PCR
products size 200 bp. ( lane 1 ) ,and PCR products size 300 bp. (lane 2)
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Fig 2 แสดง reference strain of Malassezia spp. , Candida spp. and out group โดยไดมา
จากฐานขอมูล NICB

• AB019331. [gi:6177855]
Malassezia furfur DNA, internal transcribed spacer 1, strain TIMM1851
• AB105150. [gi:28881888]
Malassezia furfur genes for 18S ribosomal RNA, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA,
internal transcribed spacer 2, 28S ribosomal RNA, partial and complete sequence, strain:CBS7982
• AB105154. [gi:28881892]
Malassezia furfur genes for 18S ribosomal RNA, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA, internal
transcribed spacer 2, 28S ribosomal RNA, partial and complete sequence, strain:JM2-52.
• AB019330. [gi:6177854]
Malassezia furfur DNA, internal transcribed spacer 1, strain TIMM2576
• AB019336. [gi:6177860]
Malassezia obtusa DNA, internal transcribed spacer 1, strain CBS7876.
• AB019337. [gi:6177861]
Malassezia pachydermatis DNA, internal transcribed spacer 1, strain CBS1879.
• AB019338. Malassezia pachyd...[gi:6177862]
Malassezia pachydermatis DNA, internal transcribed spacer 1, strain CBS4165.
• AB019339. Malassezia pachyd...[gi:6177863]
Malassezia pachydermatis DNA, internal transcribed spacer 1, strain CBS7044.
• AB019341. Malassezia restri...[gi:6177865]
Malassezia restricta DNA, internal transcribed spacer 1, strain CBS7991.
• AB019342. Malassezia globos...[gi:6177866]
Malassezia globosa DNA, internal transcribed spacer 1, strain CBS7966.
• AB019343. Malassezia globos...[gi:6177867]
Malassezia globosa DNA, internal transcribed spacer 1, strain CBS7990.
• AB019345. Malassezia sympod...[gi:6177869]
Malassezia sympodialis DNA, internal transcribed spacer 1, strain CBS7222.
• AB019346. Malassezia sympod...[gi:6177870]
Malassezia sympodialis DNA, internal transcribed spacer 1, strain CBS7977.
• AB019347. Malassezia sympod...[gi:6177871]
Malassezia sympodialis DNA, internal transcribed spacer 1, strain TIMM2452.
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• AB019348. Malassezia slooff...[gi:6177872]
Malassezia slooffiae DNA, internal transcribed spacer 1, strain CBS7956.
• AB019349. Malassezia slooff...[gi:6177873]
Malassezia slooffiae DNA, internal transcribed spacer 1, strain CBS7972.
• AB019350. Malassezia slooff...[gi:6177874]
Malassezia slooffiae DNA, internal transcribed spacer 1, strain CBS7975.
• AF287909. Candida parapsilo...[gi:9802395]
Candida parapsilosis 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence.
• AF172262. Candida lusitania...[gi:5732990]
Candida lusitaniae internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence.
• U66452. Omphalina rosella...[gi:2289060]
Omphalina rosella small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence, internal transcribed spacers ITS1 and
ITS2, complete sequence, 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence, large subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence.



16

Fig. 3  Alignment of ITS1 sequences of Malassezia spp. The sequences were aligned
by using CLUSTER X program.

CLUSTAL X (1.64b) multiple sequence alignment

unk02               GACGGCGC-TACTC-GCGTACAACGT--CTCTGGCGCCCAACTTTACAC-AAT-ATCCAC
FTIMM1851           GACGGCGC-TACTC-GCGTACAACGT--CTCTGGCGCCCAACTTTACAC-AAT-ATCCAC
unk10               GACGGCGC-TACTC-GCGTACAACGT--CTCTGGCGCCCAACTTTACAC-AAT-ATCCAC
unk04               GACGGCGC-TACTC-GCGTACAACGT--CTCTGGCGCCCAACTTTACAC-AAT-ATCCAC
FTIMM2576           GACGGCGC-TACTC-GCGTACAACGT--CTCTGGCGCCCAACTTTACAC-AAT-ATCCAC
unk07               GACGGCGC-TACTC-GCGTACAACGT--CTCTGGCGCCCAACTTTACAC-AAT-ATCCAC
unk13               GACGGCGC-TACTC-GCGTACAACGT--CTCTGGCGCCCAACTTTACAC-AAT-ATCCAC
unk06               GACGGCGC-TACTC-GCGTACAACGT--CTCTGGCGCCCAACTTTACAC-AAT-ATCCAC
FJM2-52             GACGGCGC-TACTC-GCGTACAACGT--CTCTGGCGCCCAACTTTACAC-AAT-ATCCAC
unk08               GACGGCGC-TACTC-GCGTACAACGT--CTCTGGCGCCCAACTTTACAC-AAT-ATCCAC
unk09               GACGGCGC-TACTC-GCGTACAACGT--CTCTGGCGCCCAACTTTACAC-AAT-ATCCAC
unk15               GACGGCGC-TACTC-GCGTACAACGT--CTCTGGCGCCCAACTTTACAC-AAT-ATCCAC
unk11               GACGGCGC-TACTC-GCGTACAACGT--CTCTGGCGCCCAACTTTACAC-AAT-ATCCAC
unk14               GACGGCGC-TACTC-GCGTACAACGT--CTCTGGCGCCCAACTTTACAC-AAT-ATCCAC
FCBS7982            GACGGCGC-TACTC-GCGTACAACGT--CTCTGGCGCCCAACTTTACAC-AAT-ATCCAC
unk05               GACGGCGC-TACTC-GCGTACAACGT--CTCTGGCGCCCAACTTTACAC-AAT-ATCCAC
OCBS7876            GACGGCGCGTACTCCGCGTGAAACGT--CTCTGGCGCCCAACTTTACACCAAT-ATCCAC
SLCBS7972           ---------CACGC-TAACACAACGT--GCCTCTCCCCCAA---TCCACTATTTATCCAC
SLCBS7975           ---------CACGC-TAACACAACGT--GCCTCTCCCCCAA---TCCACTATTTATCCAC
SLCBS7956           ---------CACGC-TA-CACAACGT--GCCTCTCCCCCAA---TCCACTATTTATCCAC
PCBS4165            ------------GATGCGCA-AGCGT--CTCTGGCGCCCAAC---CCACTATACATCCAC
PCBS7044            ------------GATGCGCA-AGCGT--CTCTGGCGCCCAAC---CCACTATACATCCAC
PCBS1879            ------------GATGCGCA-AGCGT--CTCTGGCGCCCAAC---CCACTATACATCCAC
SYCBS7222           ------------GACGCAAACA-CGT--CTCTGGCGCCCAT-----CACTATATCCATAC
SYTIMM2452          ------------GACGCAAACA-CGT--CTCTGGCGCCCAT-----CACTATATCCATAC
SYCBS7977           ------------GACGCAAACA-CGT--CTCTGGCGCCCAT-----CACTATATCCATAC
GCBS7966            ---------GACGT-ACAATAAGTGTGTCTCTGGCGGCTCGTA-TCCACTATACATCCAT
GCBS7990            ---------GACGT-ACAATAAGTGTGTCTCTGGCGGCTCGCA-TCCACTATACATCCAT
RCBS7991            ---------GACGC--CACAAAGTGT--CCCTGGCCGCCTACA-CCCACTATACATCCAC
unk01               ---------------------------------------------------------GAC
unk12               ---------------------------------------------------------GAC
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unk03               ---------------------------------------------------------GAC
C.parapsilosis      ----------------------------------------------------TGCTTTGG
C.lusitaniae        ---------------------------------------------------------AAA
O.rosella           -----------------------------ACCTGTGCACATTTGAGACATTGTCCTCCCA

unk02               AAACCCGTGTGCACCGTTTGG---ATGAGTT---GGACCTCGC-------AAGAGGCTCG
FTIMM1851           AAACCCGTGTGCACCGTTTGG---ATGAGTT---GGACCTCGC-------AAGAGGCTCG
unk10               AAACCCGTGTGCACCGTTTGG---ATGAGTT---GGACCTCTC-------AAGAGGCTCA
unk04               AAACCCGTGTGCACCGTTTGG---ATGAGTT---GGACCTCGC-------AAGAGGCTCG
FTIMM2576           AAACCCGTGTGCACCGTTTGG---ATGAGTT---GGACCTCGC-------AAGAGGCTCG
unk07               AAACCCGTGTGCACCGTTTGG---ATGAGTT---GGACCTCGC-------AAGAGGCTCG
unk13               AAACCCGTGTGCACCGTTTGG---ATGAGTT---GGACCTCGC-------AAGAGGCTCG
unk06               AAACCCGTGTGCACCGTTTGG---ATGAGTT---GGACCTCGC-------AAGAGGCT-G
FJM2-52             AAACCCGTGTGCACCGTTTGG---ATGAGTT---GGACCTCGC-------AAGAGGCT-G
unk08               AAACCCGTGTGCACCGTTTGG---ATGAGTT---GGACCTCTC-------AAGAGGCT-G
unk09               AAACCCGTGTGCACCGTTTGG---ATGAGTA---GGCCTCCTC-------GCGAGGCA-G
unk15               AAACCCGTGTGCACCGTTTGG---ATGAGTA---GGCCTCCTC-------GCGAGGCA-G
unk11               AAACCCGTGTGCACCGTTTGG---ATGAGTA---GGCCTCCTC-------GCGAGGCA-G
unk14               AAACCCGTGTGCACCGTTTGG---ATGAGTA---GGCCTCCTC-------GCGAGGCA-G
FCBS7982            AAACCCGTGTGCACCGTTTGG---ATGAGTA---GGTCTCCTC-------GCGAGGCA-G
unk05               AAACCCGTGTGCACCGTTTGG---ATGAGTA---GGACTCCTC-------GCGAGGCA-G
OCBS7876            AAACCCGTGTGCACACTGTTG---AGGGGAAAA-GTTTTCTTT-------TGGAAGCTTT
SLCBS7972           AAACCC-TGTGCACCGTGTGG---AAGCGCGTTTGGATTGCT--------AATGGCGTCC
SLCBS7975           AAACCC-TGTGCACCGTGTGG---AAGCGCGTTTGGATTGCT--------AATGGCGTCC
SLCBS7956           AAACCC-TGTGCACCGTGTGG---AAGCGCGTTTGGATTGCTT-------AATGGCGTCC
PCBS4165            AAACCCGTGTGCAC--TTGTG---TTGCTTT-----GCTCCTG-------TATG-GGG-C
PCBS7044            AAACCCGTGTGCAC--TTGTG---TTGCTTTT---TGCCCATG-------TATATGGG-C
PCBS1879            AAACCCGTGTGCAC--TTGTG---TTGCTTT------GGCCTG-------TATG--GG-C
SYCBS7222           CAACCCCTGTGCACTGTGATG---ACGAATG-------TCAT------------------
SYTIMM2452          CAAACCCTGTGCACTGTGATG---ACGAATG-------TCAT------------------
SYCBS7977           CAACCCCTGTGCACTGTGATG---ACGAATG-------TCAT------------------
GCBS7966            AAACCCGTGTGCACTGTT------AAGG--AGTAAGAAAGAAG-------GGGAGGGAGA
GCBS7990            AAACCCGTGTGCACTGTTCT----AAGG--AGTAAGAAAGAAGAAGAAGGGGGAGGGAGA
RCBS7991            AAACCCGTGTGCACTGTCCTTGGAAAGGGCATTTGGAGAGAAAAAGGAAGAGAAGCGAGA
unk01               GAAACAATACACCTAAATGTGGAATATAGCATATAGTCGACAAGAGAAA-TCTACG----
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unk12               GAAACAATACACCTAAATGTGGAATATAGCATATAGTCGACAAGAGAAA-TCTACG----
unk03               GAAACAATACACCTAAATGTGGAATATAGCATATAGTCGACAAGAGAAA-TCTACG----
C.parapsilosis      TAGGCCTTCTATATGGGGCCTGCC-AGAGATTAAACTCAACCAAATTTTATTTAATGTCA
C.lusitaniae        AATACATTACACATTGTTTTTGC-----GAACAAA--AAAATAAATTTT-TTTATT----
O.rosella           AATGACTTGGGAGCAGCTTTCCTTTCAGTCTCTTCCACGAGACAGAAAGGTTGAGCCAGG
                 *     *

unk02               ---GCTC--TCCAATCCATTTCT-ACCAAACTCGTATGGTT-TGTATGAACGTGGAAATC
FTIMM1851           ---GCTC--TCCAATCCATTTCT-ACCAAACTCGTATGGTT-TGTATGAACGTGGAAATC
unk10               ---GCTC--TCCAATCCATTTCT-ACCAAACTCGTATGGTT-TGTATAAACGTGGAAATC
unk04               ---GCTC--TCCAATCCATTTCT-ACCAAATTCGTATGGTG-TGTATGAACGTGGAAATC
FTIMM2576           ---GCTC--TCCAATCCATTTCT-ACCAAACTCGTATGGT--TGTATGAACGTGGAAATC
unk07               ---GCTC--TCCAATCCATTTCT-ACCAAACTCGTATGGT--TGTATGAACGTGGAAATC
unk13               ---GTTC--TCCAATCCATTTCT-ACCAAACTCGTATGGT--TGTATGAACGGGGAAATC
unk06               ---GCTC--TCCAATCCATTTCT-ACCAAACTCGTATGGT--TGTATGAACGTGGAAATC
FJM2-52             ---GCTC--TCCAATCCATTTCT-ACCAAACTCGTATGGT--TGTATGAACGTGGAAATC
unk08               ---GAGT--TCCAATCCATTTCT-ACCAAACTCGTATGGT--TGTATGAACGTGGAAATC
unk09               ---ACTC--TCCAATCCATTTCT-ACCAAACTCGTATGGT--TGTATGAACGTGGAAATC
unk15               ---ACTC--TCCAATCCATTTCT-ACCAAACTCGTATGGT--TGTATGAACGTGGAAATC
unk11               ---ACTC--TCCAATCCATTTCT-ACCAAACTCGTATGGT--TGTATGAACGTGGAAATC
unk14               ---ACTC--TCCAATCCATTTCT-ACCAAACTCGTATGGT--TGTATGAACGTGGAAATC
FCBS7982            ---ACTC--TCCAATCCATTTCT-ACCAAACTCGTATGGT--TGTATGAACGTGGAAATC
unk05               ---AGTC--TCCAATCCATTTCT-ACCAAACTCGTATGGT--TGTATGAACGTGGAAATC
OCBS7876            ---CCCC--TCAAACTC--TTGA-AACAAACTCGTATGGT--TGTATGAACGTGGAAATC
SLCBS7972           ---GGGC--GCCT-TCCTTCTCT-AAAAAACACGCATGTT--TGTATGAACGTGATGGAT
SLCBS7975           ---GAGC--GCCT-TCCTTCTCT-AAAAA-CACGCATGTT--TGTATGAACGTGATGGAT
SLCBS7956           ---GGGC--GCCT-TCCTTCTCT-AAAAA-CACGCATGTT--TGTATGAACGTGATTGAT
PCBS4165            ---GAGA--GCGCACGCATTTA----CAAACTCGTATGGT--TGTATGTACGTTGTAAAC
PCBS7044            ---GAGA--GCGCACGCATTTAT-A-CAAACTCGTATGGT--TGTATGTACGTTGTAAAC
PCBS1879            ---GAG----CGCACGCATTCAA-A-CAAACTCGTATGGT--TGTATGTACGTTGTAAAC
SYCBS7222           ---------------CGAACAAA-AAAAA-CTCGTATGGT--TGAATGTACGTG-AAATT
SYTIMM2452          ---------------CGAACAAA-AAAAA-CTCGTATGGT--TGAATGTACGTG-AAATT
SYCBS7977           ---------------CGAACAAA-AAAAAACTCGTATGGT--TGAATGTACGTG-AAATT
GCBS7966            ---GAG--TGCATGTGCTTTGCATATAACTCTCTCTCTTTC-----TCTTCCTTTCTCTC
GCBS7990            ---GAGAGTGCATGTGCTTTGCATATAACTCTCTCACTCTCCACTCTCTTTCTCTCTCTC
RCBS7991            ACAGTGCGATCCGTCGCGTTGGGCGTTGATCTCTGACTTGG-----TCTCTCTGAGGCCC
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unk01               ----------AAA------AACAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTC-TCGC
unk12               ----------AAA------AACAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCATCGC
unk03               ----------AAA------AACAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTC-TCGC
C.parapsilosis      ------CC--CGATTATTTAATAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTC-TCGC
C.lusitaniae        ------C---GAATTTCTTAATA-TCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTC-TCGC
O.rosella           ACAGTGCTTCATCTATTTAAAAAACCAAAACCCTTCAAAGTTCAGTAGAATGTTAATACT

unk02               GTTGGACCGTAAC-TGGCCAACAACCAAT-AATA--------------------------
FTIMM1851           GTTGGACCGTAAC-TGGCCAACAACCAAT-AATA--------------------------
unk10               GTTGGACCGTAAC-TGGCCAACAACCAAT-AATA--------------------------
unk04               GTTGGACCGTAAC-TGGCCAACAACCAAT-AATA--------------------------
FTIMM2576           GTTGGACCGTAAC-TGGCCAACAACCAAT-AATA--------------------------
unk07               GTTGGACCGTAAC-TGGCCAACAACCAAT-AATA--------------------------
unk13               GTTGGACCGTAAC-TGGCCAACAACCAAT-AATA--------------------------
unk06               GTTGGACCGTAAC-TGGCCAACAACCAAT-AATA--------------------------
FJM2-52             GTTGGACCGTAAC-TGGCCAACAACCAAT-AATA--------------------------
unk08               GTTGGACCGTAAC-TGGCCAACAACCAAT-AATA--------------------------
unk09               GTTGGACCGTAAC-TGGGCAACAACCAAT-AATA--------------------------
unk15               GTTGGACCGTAAC-TGGGCAACAACCAAT-AATA--------------------------
unk11               GTTGGACCGTAAC-TGGCCAACAACCAAT-AATA--------------------------
unk14               GTTGGACCGTAAC-TGGCCAACAACCAAT-AATA--------------------------
FCBS7982            GTTGGACCGTAAC-TGGCCAACAACCAAT-AATA--------------------------
unk05               GTTGGACCGTAAC-TGGGCAACAACCAAT-AATA--------------------------
OCBS7876            GTTGGACCGTAAC-TGGCCAACAAACAAACAATA--------------------------
SLCBS7972           GTTGGTTCACAAC-CAACGAACAAAACA--------------------------------
SLCBS7975           GTTGGTTCACAAC-CAACGAACAAAACA--------------------------------
SLCBS7956           GTTGGTTCACAAC-CAACGAACAAAACA--------------------------------
PCBS4165            GTTGGACCGTCAC-TGGCCAACAAACTTT--ATA--------------------------
PCBS7044            GTTGGACCGTCAC-TGGCCAACAAACTTT-TATA--------------------------
PCBS1879            GTTGGACCGTCAC-TGGCCAACAAACTTT--ATA--------------------------
SYCBS7222           GTAGGT--ATAGC-CTACGAACTATACA--------------------------------
SYTIMM2452          GTAGGT--ATAGC-CTACGAACTATACA--------------------------------
SYCBS7977           GTAGGT--ATAGC-CTACGAACTATACA--------------------------------
GCBS7966            TCTGGTTAATTACACAAACTCGTATGGATTTGTATGAACGTGAGATATA-----------
GCBS7990            TCCGGTTAATTAC--AAACTCGTATGGATTTGTAT-------------------------
RCBS7991            TTTCCTCGCT-AC--AAACTCGAATGG-TTAGTA--------------------------
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unk01               ATCGATGAAGAACGCAGCGAAA--------------------------------------
unk12               ATCGATGAAGAACGCAGCGAAA--------------------------------------
unk03               ATCGATGAAGAACGCAGCGAAA--------------------------------------
C.parapsilosis      ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG------------------------------------
C.lusitaniae        ATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAGTATGACTTGCAGACGTGAATCATCGA
O.rosella           GCCGCAAGGCAAC--AATCTAATACAACTTTCAACAACGGATCT----------------
                                *
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Fig 4 : แสดงผล BLAST Results

Unk02 (300 bp) : > Malassezia furfur DNA, internal transcribed spacer 1, strain TIMM1851

Unk04 (300 bp) : > Malassezia furfur DNA, internal transcribed spacer 1, strain TIMM1851.

Unk05 (300 bp) : > Malassezia furfur genes for 18S ribosomal RNA, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA, internal transcribed spacer 2, 28S ribosomal RNA, partial and complete sequence, strain:CBS7982

Unk06 (300 bp) : > Malassezia furfur genes for 18S ribosomal RNA, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA, internal transcribed spacer 2, 28S ribosomal RNA, partial and complete sequence, strain:JM2-52.

Unk07 (300 bp) : > Malassezia furfur DNA, internal transcribed spacer 1, strain TIMM2576

Unk08 (300 bp) : > Malassezia furfur genes for 18S ribosomal RNA, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA, internal transcribed spacer 2, 28S ribosomal RNA, partial and complete sequence, strain:JM2-52   

Unk09 (300 bp) : > Malassezia furfur genes for 18S ribosomal RNA, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA, internal transcribed spacer 2, 28S ribosomal RNA, partial and complete sequence, strain:CBS7982

Unk10 (300 bp) : > Malassezia furfur DNA, internal transcribed spacer 1, strain TIMM1851   

Unk11 (300 bp): > Malassezia furfur genes for 18S ribosomal RNA, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA, internal transcribed spacer 2, 28S ribosomal RNA, partial and complete sequence, strain: CBS7982

Unk13 (300 bp) : > Malassezia furfur DNA, internal transcribed spacer 1, strain TIMM2576

Unk14 (300 bp) : > Malassezia furfur genes for 18S ribosomal RNA, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA, internal transcribed spacer 2, 28S ribosomal RNA, partial and complete sequence, strain:CBS7982

Unk15 (300 bp) : > Malassezia furfur genes for 18S ribosomal RNA, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA, internal transcribed spacer 2, 28S ribosomal RNA, partial and complete sequence, strain:CBS7982
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Unk1 , Unk 3 & Unk 12 (200 bp): อาจเปนเชื้อตาง ๆ ไดดังนี้
gi|21666828|gb|AF455401.1| Issatchenkia orientalis isolate ... 202 8e-50
gi|12862855|dbj|AB054034.1| Candida krusei genes for 18S rR... 194 2e-47
gi|23344051|gb|AF536210.1| Yeast isolate H-1008 small subun... 117 4e-24
gi|20531642|gb|AF502835.1| Leaf litter ascomycete strain it... 117 4e-24
gi|20378557|gb|AF444651.1| Rhodosporidium toruloides strain... 115 1e-23
gi|20378375|gb|AF444314.1| Sirobasidium magnum strain CBS 6... 115 1e-23
gi|1518072|gb|U65610.1|BSU65610 Basidiomycete from a bamboo... 115 1e-23
gi|4106104|gb|AF042424.1|AF042424 Sirobasidium magnum CCJ13... 115 1e-23
gi|20378399|gb|AF444338.1| Cryptococcus flavus strain CBS 3... 113 6e-23
gi|20452296|gb|AF444570.1| Rhodotorula cresolica strain CBS... 113 6e-23
gi|13810815|gb|AF279885.1|AF279885 Caloplaca cerina isolate... 113 6e-23
gi|28200380|gb|AY185811.1| Aureobasidium pullulans isolate ... 111 2e-22
gi|27903564|gb|AY188851.1| Candida humilis strain CBS 6897 ... 111 2e-22
gi|27802110|gb|AY196001.1| Candida albicans 18S ribsomal RN... 111 2e-22
gi|27413427|gb|AY168784.1| Pichia guilliermondii strain SE2... 111 2e-22
gi|20452367|gb|AF444641.1| Rhodotorula nothofagi strain CBS... 111 2e-22
gi|20452354|gb|AF444628.1| Rhodotorula yarrowii strain CBS ... 111 2e-22
gi|20452349|gb|AF444623.1| Rhodotorula sp. CBS 8445 18S rib... 111 2e-22
gi|20452300|gb|AF444574.1| Rhodotorula fujisanensis strain ... 111 2e-22
gi|20452298|gb|AF444572.1| Rhodotorula fujisanensis strain ... 111 2e-22
gi|20452269|gb|AF444543.1| Sporobolomyces falcatus strain C... 111 2e-22
gi|20452263|gb|AF444537.1| Rhodotorula nothofagi strain CBS... 111 2e-22
gi|20452259|gb|AF444533.1| Rhodotorula diffluens strain CBS... 111 2e-22
gi|20452233|gb|AF444507.1| Rhodotorula auriculariae strain ... 111 2e-22
gi|20452216|gb|AF444490.1| Rhodotorula fujisanensis strain ... 111 2e-22
gi|24210688|gb|AF492388.1| Chaenotheca nitidula specimen-vo... 111 2e-22
gi|22795023|gb|AY125962.1| Debaryomyces hansenii var. fabry... 111 2e-22
gi|4106717|gb|AF035675.1| Lacazia loboi internal transcribe... 111 2e-22
gi|15419898|gb|AF298131.1| Chaenotheca laevigata isolate 21... 111 2e-22
gi|15419897|gb|AF298130.1| Chaenotheca laevigata isolate 22... 111 2e-22
gi|15419895|gb|AF298128.1| Chaenotheca hispidula 18S riboso... 111 2e-22
gi|15419892|gb|AF298125.1| Chaenotheca furfuracea isolate 2... 111 2e-22
gi|21666968|gb|AF455533.1| Aureobasidium pullulans isolate ... 111 2e-22
gi|21666966|gb|AF455531.1| Candida albicans isolate wb175 s... 111 2e-22
gi|21666965|gb|AF455530.1| Candida parapsilosis isolate wb1... 111 2e-22
gi|21666929|gb|AF455495.1| Pichia guilliermondii isolate wb... 111 2e-22





บทที่ 5
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ

สรุปผลการวิจัย
                จากการศึกษาขอมูลของผูปวย infantile seborrheic dermatitisจํานวน 67 คน  พบวา
อายุของผูปวยอยูในชวงนอยกวา 2 เดือนมากที่สุด และความชุก (incidence) ของการพบเชื้อ
Malassezia spp.จากผื่น infantile seborrhic dermatitis เทากับ รอยละ 20 โดยจําแนกตาม
molecular พบเปน Malassezia furfur รวมทั้งสิ้น รอยละ 79 และเปนเชื้อรา กลุม non
Malassezia  spp. รอยละ21  บริเวณคิ้วเปนตําแหนงที่เพาะเชื้อพบ Malassezia furfur มากที่สุด    

อภิปรายผลการวิจัย
                 การศึกษาของผูปวยที่มีผลการวนิิจฉัยทางคลินิก เปน infantile  seborrhic dermatitis
จํานวน 67 คน  เปนเพศชาย ตอ หญิง เทากับ  1 : 1.16   ( 31 คน : 36 คน) และอายุของผูปวย
ชวงที่พบมากที่สุด  คือ ชวงนอยกวา 2  เดือน(รอยละ 64 ) เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาในตาง
ประเทศพบวาอายุเฉลี่ยในคนไทยต่ํากวา การศึกษาของ Anders T และ คณะ9  และ Broberg A
และ คณะ8 จาก สวีเดน พบวาอายุเฉลี่ยที่พบเปน  11.2 และ 9 สัปดาหตามลําดับ
                      เมื่อพิจารณาเรื่องการกระจายของผื่น infantile seborrheic dermatitis ผูปวยสวน
ใหญจะมีตําแหนงของผื่นอยู 1หรือ 2 ตําแหนงคิดเปนปริมาณ รอยละ 45 และรอยละ 48 ตาม
ลําดับ สวนนอยที่พบมากกวา 2 ตําแหนง (รอยละ 7) เทานั้น เมื่อแยกตามสวนของรางกายพบวา
ในกลุมที่มีผื่นอยูประมาณ 1 ตําแหนง ที่บริเวณศีรษะ พบมากที่สุด คิดเปน รอยละ 57 สวน
บริเวณคิ้ว และหลังหู พบได ในอัตราสวนใกลเคียงกัน คือ รอยละ 20 และ 23 เทียบกับกลุมที่มีพบ
ผ่ืนมากกวา 2 ตําแหนง บริเวณศีรษะพบผื่นไดพอกันกับบริเวณ หลังหู รอยละ 34และ 38 ตาม
ลําดับ  จากขอมูลนี้ทําใหทราบถึงการกระจายของผื่น infantile  seborrheic dermatitis ที่พบบอย
เปนขอมูลใหลดความผิดพลาดในการวินิจฉัยโรคได  แตเมื่อพิจารณาเฉพาะกลุมที่แยกเชื้อเปน
Malassezia spp. ตําแหนงหัวคิ้ว เปนตําแหนงที่แยกเชื้อ Malassezia spp.ไดมากที่สุด รองมาคือ
บริเวณศีรษะเปนรอยละ 55 และ 36 ตามลําดับ จากการสังเกตจากผูวิจัยพบความแตกตางที่ชัด
เจนระหวาง ทั้ง 2 ตําแหนง นี้คือ ที่บริเวณศีรษะ ลักษณะผื่นเปน crust like lesion  เวลาขูดขุยมัก
ไดเปนแผนสะเก็ดหนาและแข็งมากกวา ในขณะที่คิ้วจะไดscale ขุยขาวละเอียดคอนขางมาก และ
สามารถ ใช plate contact ที่ผิวหนังไดนานกวาอีกดวย
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                 การเพาะเชื้อผูปวย infantile seborrheic dermatitis ทั้ง 67 คน พบวาสามารถเพาะ
เชื้อ Malassezia spp.ได 14 คน ( รอยละ 20 ) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยในตางประเทศพบ
วาการตรวจพบเชื้อ Malassezia spp. ในรายงานนี้ต่ํากวามาก การศึกษาของBroberg A และ
คณะ1 จาก สวีเดนพบวาอุบัติการของการพบเชื้อ Malassezia spp.สูงถึงรอยละ 90 และการ
ศึกษาที่แมกซิโก ของ Maldonado RR และคณะ25 และ  Nakabayashi A  และคณะ11 ศึกษาที่
ญี่ปุนพบวา incidence ของการพบเชื้อ Malassezia spp. เทากับรอยละ  73 และ 48  ตามลําดับ
ความแตกตางนี้คงไมสามารถสรุปไดวาอุบัติการการพบเชื้อ Malassezia spp.ในเด็กไทยพบได
นอยกวา เนื่องจากมีปจจัยเกี่ยวของหลายประการ ซึ่งอธิบายไดโดย
              1.   มีความแตกตางในการเก็บเชื้อ การศึกษาอื่นใช   transport media ที่แตกตางกัน ซึ่ง
                     อาจเปนผลตอโอกาสที่เชื้อจะเจริญเติบโตไดดีกวา

2. ความแตกตางของเทคนิคในการขูดเพาะเชื้อ และเวลาที่ contact plate สัมผัสกับ
ผิวหนังอาจไมเพียงพอ

3. ความแตกตางของเทคนิคและความชํานาญในการเพาะเชื้อในแตละหองปฏิบัติการ    
4. อาจเปนเพราะอุปนิสัยการใชชีวิตประจําวัน

                  เชื้อ Malassezia spp.ที่ไดจะถูกนํามาผานกระบวนการ Molecular identification
characterization แยก species พบวาพบเชื้อ Malassezia furfur 11 คนในจํานวน 14 คนคิดเปน
รอยละ 79 และทั้งหมดนี้เปนรายที่ขนาดของ PCR products ที่ไดจากบน agarose gel
electrophroresis (Figure 1)  มีขนาด 300 bp. เทียบกับในการศึกษาของ Koichi makimura
และคณะ19พบวา ขนาดของผลิตภัณฑ DNA ของเชื้อ Malassezia spp. ทั้งหมดอยูที่ 162-266
bp. สวนรายที่ขนาด PCR products เปน 200  bp. ทั้ง 3 คน  จาก 14 คน (รอยละ 21) พบเปน
non Malassezia spp . และเมื่อพิจารณาจาก Figure 3 จะเห็นไดวา ทุกตัวอยางที่ไมทราบ จะมี
สวนของรหัสพันธุกรรมที่ตรงกันกับรหัสพันธุกรรมมาตรฐานของ Malassezia spp. เวนตัวอยางที่
1, 3 ,12 ที่ไมตรงกันกับรหัสมาตรฐานใดๆ เลย ซึ่งแปลความหมายไดวาตัวอยางเหลานี้ไมใชกลุม
ของ Malassezia spp.
               การศึกษาของ  Nakabayashi  A. และคณะ11 พบวาผื่น seborrhic dermatitis เปนเชื้อ
Malassezia globosa  รอยละ   21, Malassezia furfur รอยละ  21, Malassezia sympodialis
รอยละ 6 , ปนเปอนรอยละ 21 และเพาะเชื้อใหผลลบรอยละ 31 บอกไดวาการกระจายความ
หลากหลายของเชื้อ Malassezia .ในเด็กไทยตางจากในตางประเทศ Malassezia furfur เปน
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species หลักที่พบเพียงชนิดเดียว สวนการที่พบเชื้อนอกเหนือจากกลุม Malassezia spp. คิดเปน
รอยละ 21  คิดวาเปนจากปนเปอนมากกวา
               ผูปวยที่ใชในการศึกษา  มีสวนสําคัญที่จะทําใหเกิดความสัมพันธทางสถิติอยางมีนัย
สําคัญ การศึกษานี้ แมจํานวนผูปวยจะไดมากกวาจํานวนตัวอยาง sample ที่ทําใหคา incidence
of เชื้อ Malassezia spp.ในผื่น Infantile seborrheic dermatits มีความเชื่อถือไดแลวนั้น แตดวย
จากที่เราไดคา incidence of เชื้อ Malassezia spp.นอย ไมวาจะเปนจากปจจัยใดๆก็ตาม เมื่อ
เทียบกับการศึกษาอ่ืนๆ จึงสงผลใหนํามาแยกชนิดเปน species ตางๆ มีจํานวนนอยตามไปดวย

ขอเสนอแนะเกี่ยวกับการวิจัยครั้งตอไป
                   เนื่องจากจํานวนประชากรที่ใชในการศึกษาครั้งนี้มีเพียง 67 ราย ทําใหการแปลผล
ตางๆ มีน้ําหนักในความนาเชื่อถือคอนขางนอย  แตเนื่องจากการศึกษาในครั้งนี้ยังไมเคยมีการ
ศึกษามากอนในเด็กไทย  ผูวิจัยหวังวาถาสามารถเก็บรวบรวมขอมูลไดจํานวนมากขึ้น  รวมถึงถามี
วิธีการใหมที่สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการเพาะเชื้อใหมีมากขึ้น  ก็จะสามารถไดขอมูลที่มีความนา
เชื่อถือมากขึ้น และนํามาใชเปนสถิติอางอิงในเด็กไทยเทียบกับประเทศอื่นๆได
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การศึกษาทางคลินิก : การศึกษาการแยก  species  ของเชื้อ  Malassezia โดยวิธีทาง
ชีวโมเลกุลในผูปวยเด็กที่เปน infantile seborrheic dermatitis

เรียนผูปกครองของผูปวยทุกทาน

ผ่ืน Infantile seborrheic dermatitis เปนโรคผิวหนังชนิดหนึ่งที่พบไดบอยในเด็กเล็ก  โดย
เฉพาะอายุนอยกวาหนึ่งป  มีลักษณะเฉพาะเปนสะเก็ดสีเหลืองหรือน้ําตาลบนผิวหนังแดง  โดย
โดยไมมีตุมน้ําหรือตุมหนองที่บริเวณศีรษะ หัวคิ้ว แกม และผิวหนังบริเวณหนาหูและหลังหู ซึ่งยัง
ไมทราบวาผิวหนังนี้เกิดจากสาเหตุใดแนชัด  มีสมมติฐานเกี่ยวกับสาเหตุของผื่นผิวหนังอักเสบนี้
เพื่อใหไดทราบและเปนแนวทางในการรักษาปจจัยที่เปนที่สนใจกันอยางมาก  ขณะนี้คือการเติบโต
ของเชื้อยีสต  Malassezia spp.  ที่เปนเชื้อที่พบอยูบนผิวหนังของคนปกติทั่วไปอยูแลววาเปน
สาเหตุหรือปจจัยเกี่ยวของกับผ่ืน seborrheic  dermatitis  ดวยหรือไม

การศึกษานี้เปนการศึกษาเพื่อใหทราบวาความเปนจริงแลว  ผื่นผิวหนังอักเสบชนิดนี้ใน
ประเทศไทยมีความสัมพันธกับเชื้อยีสต Malassezia spp. อยางไรและเปนชนิดสายพันธุใด  เพื่อ
จะไดใชประโยชนในการหายารักษาจําพวกใหม  เพื่อชวยลดอาการขางเคียงในระยะยาวที่อาจเกิด
ขึ้นจากการใชยาที่เคยใชเปนประจําอยูเดิมได

บุตรหลานของทานจะไดรับการตรวจรางกายและการขูดขุยบริเวณผื่นผิวหนัง ดังกลาวไป
เพาะหาเชื้อ การตรวจทําโดยใชแอลกอฮอลทําความสะอาดบริเวณผื่น ใชสันมีดที่ไมคมและ
ปราศจากเชื้อขูดเบาๆโดยไมทําใหเกิดแผลบริเวณผื่น และผูปวยจะไมเจ็บ ไมมีเลือดออก อยางไรก็
ดีถามีเลือดออกเพียงใชผากอสสะอาดกดไวเลือดก็จะหยุด วธิีการเหลานี้ไมมีอันตรายตอบุตร
หลานของทาน  และเปนการตรวจซึ่งทําอยูแลวเมื่อมาพบแพทย

ผลของการศึกษาทั้งหมดจะถูกเก็บเปนความลับ ซึ่งจะเปดเผยเฉพาะในภาพรวมเพื่อวัตถุ
ประสงคทางวิชาการเทานั้น  ขอรับรองวาจะไมมีการเปดเผยชื่อของเด็กในปกครองของทานตาม
กฎหมาย
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การศึกษานี้เปนไปโดยความสมัครใจของขาพเจา  ขาพเจามีอิสระในการปฏิเสธไม
อนุญาตใหทําการศึกษา  โดยบุตรหลานของขาพเจายังไดรับการดูแลรักษาจากแพทยตามปกติ

ขาพเจาไดรับทราบรายละเอียดทั้งหมด  และลงลายมือช่ือไวเปนหลักฐานโดยทราบวาผูที่
รับผิดชอบในการศึกษานี้คือแพทยหญิงจัญจุรี  สมาธิ  pager 1500-121945  ซึ่งยินดีตอบขอของ
ใจใหขาพเจาทุกเมื่อ

ขอขอบคุณในความรวมมือของทานมาในที่นี้

ลงชื่อ
                                                                       …………………………………

                  (………………………………..)
วันที่………………..…………………

                                                               ลงชื่อ………………………………..
          (     แพทยหญิงจัญจุรี  สมาธิ    )

             วันที่…………………………………..

                                                               ลงชื่อพยาน…………………………….
    (…………………………….)

                                                               วันที่………………………………..
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Case Record Form

Molecular differentiation of Malassezia spp. In Infantile seborrheic  dermatitis

ชื่อ – นามสกุล…………………………… อายุ……………ป
HN……………………...….                ชาย                 หญิง
โทรศัพท………………………………      Date………………………………

lesion                        scalp
                                 ear                         RT                                             LT
                                 eye brow               RT                                             LT
                                 other

culturefrom……………………………………………….
……………………………………………………………
NOTE
Severity       + ( mild) ,++( modurate) ,+++ ( severe )
Crust  ( C ) , Erythema ( R ) , Scale ( S)
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