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การจัดหมวดหมู่ (classification) นับเป็นหนึ่งในกระบวนการเริ่มต้นท่ีส�ำคัญ
ของงานพัฒนาคุณภาพทุกประเภท ไม่ว่าจะเป็นงานพัฒนาคุณภาพด้าน 
การศึกษา การวิจัย หรือการบริการ การจัดหมวดหมู่ที่มีประสิทธิภาพจะน�ำไปสู่ 
การพัฒนาอย่างตรงจุดและเป็นรูปธรรม โดยหนึ่งในตัวอย่างที่ดีที่สุดคือ การจัด
หมวดหมูข่องสิง่มชีวีติออกเป็นประเภทต่างๆ ตัง้แต่ระดบัอาณาจกัร (kingdom)  
เรื่อยลงไปจนถึงระดับสปีชีส ์ (species) โดยการจัดหมวดหมู ่นี้ท�ำให ้ 
นักวิทยาศาสตร์สามารถศึกษาเปรียบเทียบสิ่งมีชีวิตแต่ละประเภทได้อย่างม ี
ระเบยีบและเป็นรปูธรรม ซ่ึงหากไม่มกีารจัดหมวดหมู่ทีด่ใีห้เป็นไปในทางเดยีวกนัแล้ว  
การศึกษาสิ่งมีชีวิตชนิดต่างๆ จะมีความยุ่งยากสับสน เนื่องจากนักวิทยาศาสตร์
จากแต่ละองค์กรจะไม่สามารถเปรยีบเทยีบเพือ่แลกเปลีย่นองค์ความรูใ้ห้แก่กนั
และกันได้ 

อย่างไรกต็าม ในยคุสมยัทีว่ทิยาศาสตร์พฒันาไปอย่างก้าวกระโดด การจดัหมวดหมู ่
ลงไปจนถงึระดับสปีชส์ีนัน้ไม่เพยีงพอต่อการศึกษาเปรยีบเทยีบสิง่มีชวีติอกีต่อไป  
ท�ำให้เกิดการจัดหมวดหมู่ให้ลึกลงไปถึงระดับสายพันธุ์ (strain) ด้วยวิธีการ
จ�ำแนกโมเลกลุ (molecular typing) วธินีีส้ามารถท�ำให้นกัวทิยาศาสตร์สามารถ
จัดหมวดหมู่และแบ่งประเภทเชื้อก่อโรคได้ละเอียดมากข้ึน ท�ำให้การติดตาม
ด้านระบาดวิทยามีความจ�ำเพาะและตรงจุด โดยเฉพาะอย่างยิ่งในการศึกษา 
ระบาดวทิยาของโรคติดเชือ้ชนิดต่างๆ ตัวอย่างทีเ่หน็ได้ชดัเจนทีส่ดุในปัจจบุนั คอื  
การระบาดของเชือ้ไวรสั SARS-CoV-2 ทีก่่อโรคโควดิ-19 ทีก่่อการระบาดทัว่โลก 
ตั้งแต่ต้นปี พ.ศ. 2563 หากนักวิทยาศาสตร์ใช้การจัดหมวดหมู่ลงไปถึงเพียง 
ระดบัสปีชส์ี ในช่วงปลายปี พ.ศ. 2563 นกัวทิยาศาสตร์กค็งไม่สามารถตรวจพบ 
การก�ำเนิดของเชื้อ SARS-CoV-2 สายพันธุ ์ใหม่ของประเทศอังกฤษ ท่ีม ี
ความสามารถในการแพร่เชื้อมากกว่าปกติ การที่สามารถตรวจพบสายพันธุ์ใหม่ 
ดังกล่าวได้ท�ำให้ทั่วโลกสามารถออกมาตรการเฝ้าระวังผู้เดินทางจากประเทศ
อังกฤษทุกรายและสามารถควบคุมไม่ให้เกิดการแพร่ระบาดท่ีมากข้ึนของ 
โรคโควิด-19 ได้ รวมถึงการที่ประเทศไทยสามารถตรวจพบเชื้อสายพันธุ์ใหม่นี้
จากกลุ่มคนอังกฤษในสถานกักกันที่รัฐจัดให้ (state quarantine) และท�ำการ
แยกโรค (isolation) ผู้ป่วยได้ทันท่วงที



IV

Applications of Molecular Epidemiology  
in Cryptococcal and Candidal Infections

ส�ำหรับราก่อโรคในคนที่มีการศึกษาโดยวิธีการจ�ำแนกโมเลกุลมากที่สุด ได้แก่  
ราในยีนัส Cryptococcus และ Candida ซึ่งราทั้งสองยีนัส (genus) นี้พบเป็น
สาเหตบุ่อยทีส่ดุของโรคตดิเชือ้ราชัน้ลกึในคน (deep fungal infection) จึงเป็น
รากลุ่มที่มีข้อมูลพื้นฐานของการจ�ำแนกโมเลกุลมากที่สุด 

ในหนังสือเล่มนี้ ผู้เขียนได้รวบรวมข้อมูลท่ีเป็นปัจจุบันเพื่อให้บุคลากรทาง 
การแพทย์ นักระบาดวทิยา และผูส้นใจราก่อโรคในคน ได้ตดิตามความก้าวหน้า
ของการจ�ำแนกโมเลกุลของรา ราในยีนัส Cryptococcus และ Candida  
เพื่อแสดงให้เห็นถึงศักยภาพของการจัดหมวดหมู่ด้วยวิธีการจ�ำแนกโมเลกุล 
ทีส่ามารถน�ำไปประยกุต์ใช้กับการบรหิารจดัการโรคตดิเชือ้ราในหลากหลายมติิ 
ได้แก่ การจัดหมวดหมู่ตามอนุกรมวิธาน (taxonomy) การศึกษาทางระบาด
วิทยาโมเลกุล (molecular epidemiology) การหาความสัมพันธ์ระหว่าง 
ความสามารถในการก่อโรคและการดื้อยาต้านเชื้อรากับ genotype ของเชื้อรา  
ส�ำหรบัเนือ้หาของหนงัสอืสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ช่วง โดยช่วงแรก (บทที ่1-2)  
เป็นข้อมูลพ้ืนฐานของยีนัส Cryptococcus และ Candida ช่วงที่สอง  
(บทที่ 3-4) เป็นข้อมูลความชุกของแต่ละ genotype ในส่วนต่าง ๆ ของโลก  
ช่วงทีส่าม (บทที ่5-6) เป็นการประยกุต์ใช้การจ�ำแนกโมเลกลุในการศกึษาระบาด
วิทยา การก่อโรค และการดื้อยาของราทั้งสองยีนัส โดยบทที่ 5 จะน�ำเสนอ 
ในรูปแบบของค�ำถามวิจัยเพื่อท�ำให้เข้าใจและน�ำไปใช้ได้ง่าย 

นอกจากนี้ผู้เขียนยังได้มีการน�ำเสนอข้อมูลในรูปแบบของตารางและรูปภาพ 
เพื่อเสริมความเข้าใจกว่า 40 รายการ โดยในส่วนของความชุกของแต่ละ  
genotype ของราทั้งสองยีนัสผู ้เขียนได้น�ำเสนอข้อมูลในระดับโลกท่ีเป็น
ปัจจบุนัทีส่ดุ และมกีารน�ำเสนอในรปูแบบของเกรด็ความรูเ้พือ่เสรมิความเข้าใจ 
ในเน้ือหาเฉพาะบางประการอีกด้วย เช่น ในบทที่ 5 และ 6 ซึ่งเป็นบทที่ 
แสดงถึงการประยุกต์ใช้การจ�ำแนกโมเลกุลในการบริหารจัดการโรคติดเชื้อ
แคนดิดาและคริปโตคอคคัส โดยข้อมูลทั้งหมดในหนังสือเล่มนี้มีเอกสารอ้างอิง 
ที่รวบรวมไว้ถึงกว่า 300 รายการ ซึ่งรวมถึงผลงานวิจัยของผู้เขียนที่ได้เผยแพร่ 
ในฐานข้อมูลวิชาการระดับนานาชาติรวมกว่า 30 เรื่อง ในระยะเวลากว่า 10 ปี 
ที่ผ่านมาจนถึงปัจจุบัน เพื่อให้ผู้อ่านสามารถค้นคว้าเพิ่มเติมต่อไปได้
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อย่างไรก็ดี เนื่องด้วยหนังสือเล่มนี้เป็นหนังสือวิชาการทางการแพทย์ท่ีเน้น 
ไปทางวทิยาศาสตร์พ้ืนฐาน จึงท�ำให้มีศัพท์เฉพาะหรือศพัท์เทคนคิเป็นจ�ำนวนมาก  
แม้ว่าผูเ้ขยีนจะพยายามเลอืกใช้ค�ำภาษาไทยให้มากทีส่ดุและใส่ค�ำภาษาองักฤษ
ก�ำกบัไว้ตามความเหมาะสมแล้ว แต่ในกรณขีองค�ำเฉพาะกลุม่ทีไ่ม่มคี�ำภาษาไทย 
ทีบ่ญัญตัไิว้ในพจนานกุรมฉบบัราชบณัฑติยสถาน พ.ศ. 2554 หรอืเป็นค�ำทีไ่ม่คุน้ชนิ 
หากจะเขียนด้วยภาษาไทย ผู ้เขียนขออนุญาตเขียนด้วยค�ำภาษาอังกฤษ  
โดยเฉพาะทีเ่ป็นชือ่ทางวทิยาศาสตร์ เช่น ชือ่เชือ้ ยาต้านเชือ้รา โครงสร้างและยนี 
ของเชื้อรา เทคนิคการทดสอบต่างๆ เช่น เขียนว่า ergosterol แทนการเขียนว่า  
เออโกสเตอรอล เป็นต้น นอกจากนี้ ผู้เขียนขอเลือกใช้การเขียนสัญลักษณ์ %  
แทนค�ำว่าร้อยละในหนังสือเล่มนี้ เนื่องจากเนื้อหาในหนังสือเล่มนี้มีข้อมูล 
ของความชุกเป็นปริมาณมาก หากเขียนด้วยค�ำว่าร้อยละจะท�ำให้ผู้อ่านเกิด 
ความสับสนระหว่างตัวเลขร้อยละกับจ�ำนวนได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในตาราง 
ความชุกที่มีการเขียนจ�ำนวนและร้อยละไว้ด้วยกันเสมอ

ผู้เขียนหวังเป็นอย่างยิ่งว่า ข้อมูลและบทวิเคราะห์ในหนังสือเล่มนี้ จะช่วย
เป็นแนวทางให้นักวิทยาศาสตร์ที่สนใจการศึกษาระบาดวิทยาโมเลกุลของรา 
ก่อโรคด้วยวิธีการจ�ำแนกโมเลกลุ มคีวามเข้าใจอย่างลกึซ้ึงและสามารถน�ำความรู ้
ที่ได้ไปออกแบบงานวิจัยด้านระบาดวิทยาโมเลกุลท่ีสามารถตอบค�ำถามวิจัย
เพ่ือประโยชน์ของผู้ป่วยและประชาชนในประเทศไทยได้อย่างตรงจุดและ 
มีประสิทธิภาพต่อไป

พบชัย งามสกุลรุ่งโรจน์
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C H A P T E RC H A P T E R

Cryptococcus neoformans/C. gattii species complex เป็นราก่อโรค 
คริปโตคอคคัส (cryptococcosis) ในคนและสัตว์ เช่น สุนัข และแมว เป็นต้น(1)  
ผู้ป่วยทั่วโลกจ�ำนวนมากกว่า 90% เกิดจากการติดเชื้อ C. neoformans 
นอกจาก C. neoformans จะเป็นสปีชีส์ท่ีพบก่อโรคมากท่ีสุดแล้ว ยังพบว่า 
มกัก่อโรคในผูป่้วยตดิเช้ือเอชไอวีด้วย(2) จะเหน็ได้ว่าความชกุของ cryptococcosis  
ทัว่โลกเพิม่มากขึน้หลงัจากการระบาดของโรคตดิเชือ้เอชไอวหีลงัจากปี พ.ศ. 2523  
ราชนิดน้ีจัดอยู่ใน phylum Basidiomycota ประกอบด้วยราสองสปีชีส์ 
ได้แก่ C. neoformans และ C. gattii ในธรรมชาติราทั้งสองสปีชีส์นี้อาศัยอยู่ 
ในรูปของยีสต์ รูปร่างกลมมีแคปซูลหุ้มล้อมรอบ ดังรูปท่ี 1.1 ขนาดประมาณ  
5 ไมครอน และอาจใหญ่ได้ถึง 15 ไมครอนเมื่อสร้างแคปซูลหนา และบางเซลล์
อาจมีขนาดถึง 100 ไมครอนได้ขณะก่อโรคในปอด(3, 4)

รปูที ่1.1 Cryptococcus neoformans แสดงยสีต์แตกหน่อรปูกลม  ก) wet preparation ในน�ำ้เกลือ  
normal saline แสดงยสีต์แตกหน่อรูปกลม (ไม่เหน็แคปซูล) ดูภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง 
ทีก่�ำลงัขยาย 400 เท่า; ข) India ink preparation แสดงยสีต์แตกหน่อรปูกลมมแีคปซลูล้อมรอบ 
ดภูายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงทีก่�ำลังขยาย 400 เท่า

Cryptococcus neoformans/ 
C. gattii species complex

1
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การสืบพันธุ์

ในธรรมชาติ C. neoformans/C. gattii species complex จะเจริญในระยะ
ทีม่กีารสบืพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศ (anamorph) เป็นเซลล์ยสีต์มแีคปซลูล้อมรอบ  
พบการแตกหน่อ แต่ไม่พบการสร้างสายรา อย่างไรกต็ามเมือ่ C. neoformans/ 
C. gattii species complex มีการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ เชื้อจะมีการสร้าง
สายราและ basidiospore จึงมีชื่อเรียกในระยะที่มีการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ 
(teleomorph) นีว่้า Filobasidiella neoformans(5) ส�ำหรบั C. neoformans 
และ F. bacillispora ส�ำหรับ C. gattii(6, 7)

C. neoformans/C. gattii species complex มีการสืบพันธุ์ทั้งแบบอาศัยเพศ  
(sexual reproduction) และแบบไม่อาศัยเพศ (asexual reproduction)  
โดยแบบอาศัยเพศ เชื้ออาศัยระบบเพศ 2 ชนิด ได้แก่ เพศแอลฟา (α mating  
type) และเพศเอ (a mating type) จากการกระตุ้นให้เช้ือมีการสืบพันธุ ์
แบบอาศัยเพศในห้องปฏิบัติการ พบว่าเช้ือสามารถสร้างสปอร์แบบอาศัยเพศ  
(sexual spores) ที่เรียกว่า basidiospores ได้(5, 6) อย่างไรก็ตามยังไม่มี 
การพบหลักฐานของการสืบพันธุ ์แบบอาศัยเพศในธรรมชาติแต่เชื่อกันว่า 
ส่วนใหญ่ในธรรมชาติ C. neoformans/C. gattii species complex  
มีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศด้วยการแตกหน่อ (budding)(2)

การสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศเกิดจากการผสมพันธุ์กันของสายพันธุ์เพศแอลฟา 
และสายพนัธุเ์พศเอ ผ่านกระบวนการ plasmogamy, karyogamy และ meiosis  
เช่นเดียวกับการสืบพันธุ ์แบบอาศัยเพศของราในไฟลัม Basidiomycota  
(รูปที่ 1.2) โดยลักษณะ basidiospore ของ F. neoformans จะมีรูปร่างกลม 
ต่อกนัเป็นส่ีสายออกมาจาก basidium(5) ในขณะที ่F. bacillispora จะมรีปูร่าง 
เป็นแท่งสั้นๆ ต่อกันเป็นสี่สายออกมาจาก basidium(5) ตัวอย่างเช่น  
การสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศของสายพันธุ์ C. gattii molecular type VGI  
หรอือาจพบเป็นสปอร์เดีย่วๆ สีส่ปอร์กไ็ด้ ตัวอย่างเช่น การสบืพนัธุแ์บบอาศยัเพศ 
ของสายพันธุ์ C. gattii molecular type VGII(8) (รูปที่ 1.3)
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เกร็ดความรู้ที่ 1.1: ความหมายของสายพันธุ์

สายพันธุ ์ (strain) โดยทั่วไปมีความหมายถึงชนิดของจุลชีพท่ีมี 
ความละเอียดลงไปมากกว่าระดับสปีชีส์(9) อาจจะหมายถึงเชื้อเพียง 
ตัวเดียวหรือกลุ่มใดกลุ่มหนึ่งก็ได้ มักใช้ในกรณีที่ต้องการกล่าวถึงเชื้อ 
ตวัใดตวัหนึง่หรอืกลุม่จ�ำเพาะใดกลุม่จ�ำเพาะหน่ึงทีย่งัไม่มกีารก�ำหนดช่ือ
มาตรฐานในสปีชีส์นั้นๆ เช่น C. neoformans var. grubii สายพันธุ์ A  
โดยหากในอนาคตมีการจ�ำแนกสายพันธุ์ A นี้ด้วยวิธีมาตรฐานเพิ่มเติม  
ก็จะมีการเพิ่มข้อมูลชนิดน้ันๆ ลงไป แต่จะยังคงชื่อสายพันธุ์ A ไว้ 
นอกจากต้องการพูดถึงเชื้อตัวนั้นๆ เท่านั้น เช่น C. neoformans var. 
grubii molecular ชนิด VNI sequence type 1 สายพันธุ์ A เป็นต้น

อย่างไรก็ตามในทางปฏิบัติจะกล่าวเพียงชื่อสปีชีส์และสายพันธุ์เท่านั้น 
เช่น C. neoformans สายพนัธุ ์A โดยมกัใช้ชือ่สายพนัธุเ์ป็นชือ่เดยีวกบั 
ชือ่ทีผู่ค้้นพบสายพันธุน้ี์เป็นคนต้ังไว้ เช่น C. neoformans สายพนัธุ ์H99,  
C. neoformans สายพันธุ์ WM148, C. gattii สายพันธุ์ R265 และ  
C. gattii สายพันธุ์ NIH444 เป็นต้น
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รูปที่ 1.2 การสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศของ C. neoformans/C. gattii species complex; 
haploid fruiting เริ่มจากสายพันธุ์แอลฟา (α mating type) เกิดกระบวนการท�ำซ�้ำของ
โครโมโซมเป็นสองชดุ (diploidization) สร้างสายรายดืยาวออกไป (filamentation) จากนัน้ 
มกีารสร้าง basidium ตรงปลายสายรา (basidium formation) และเกดิกระบวนการ meiosis  
ในเซลล์ basidium และสร้างสาย basidiospore (sporulation) สี่สายที่ประกอบไปด้วย
เพศแอลฟาเท่านัน้ สดุท้าย basidiospore จะกระจายออกสู่ธรรมชาต ิ(dispersal) และงอก 
(germination) เป็นเซลล์ยีสต์อีกครั้ง; การสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ (sexual reproduction)  
เร่ิมจากการเช่ือมรวมกันของไซโทพลาซึม (plasmogamy) ของสายพันธุ์เพศแอลฟา  
(α mating type) และสายพันธุ์เพศเอ (a mating type) สร้างสายรายืดยาวออกไป  
จากนัน้มกีารสร้าง basidium ตรงปลายสายรา เกดิกระบวนการรวมนวิเคลยีส (karyogamy) 
ของเพศแอลฟาและเพศเอ และเกดิกระบวนการ meiosis ในเซลล์ basidium และสร้างสาย 
basidiospore สี่สายที่ประกอบไปด้วยทั้งเพศแอลฟาและเพศเอ สุดท้าย basidiospore  
จะกระจายออกสู่ธรรมชาติและงอกเป็นเซลล์ยีสต์อีกครั้ง(10)
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รปูที ่1.3 Basidiospores ของ C. gattii; ก) แสดง basidiospores (ลกูศรสขีาว) รปูแท่งสีส่ายบน  
basidium (ลกูศรสดี�ำ) ของ F. bacillispora บนอาหารเล้ียงเชือ้ V8 ดภูายใต้กล้องจลุทรรศน์
แบบใช้แสงที่ก�ำลังขยาย 200 เท่า; ข) แสดง basidiospores (ลูกศรสีขาว) รูปแท่งสี่สาย
บน basidium (ลูกศรสีด�ำ) เมื่อย้อมด้วย calcofluor white ดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
เรืองแสงที่ก�ำลังขยาย 1,000 เท่า; ค) แสดง clamp connection (ลูกศรสีเทา) ดูภายใต้
กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงทีก่�ำลงัขยาย 200 เท่า; ง) แสดง clamp connection (ลกูศรสเีทา)  
เมื่อย้อมด้วย calcofluor white ดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์เรืองแสงที่ก�ำลังขยาย 1,000 เท่า 



CHAPTER

6

1

การประยุกต์ระบาดวิทยาโมเลกุลกับโรคติดเช้ือคริปโตคอคคัสและแคนดิดา
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การจำ�แนกสปีชีส์และชนิด

C. neoformans มักก่อโรคเยื่อหุ ้มสมองอักเสบในผู ้ป่วยติดเช้ือเอชไอวี  
และพบก่อโรคปอดอกัเสบได้แต่พบได้น้อยกว่า จากการศกึษาด้วยวธิทีางซโีรโลย ี
ที่อาศัยความแตกต่างของแอนติเจนที่แคปซูล สามารถแบ่ง C. neoformans 
ออกได้เป็น 2 serotypes และ 2 varieties ได้แก่ serotype A/variety grubii และ  
serotype D/variety neoformans ต่อมาการศึกษาด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล 
ได้แบ่ง C. neoformans ออกเป็น 4 molecular types หลัก ได้แก่ VNI และ 
VNII (สัมพันธ์กับ serotype A/variety grubii), VNIII (สัมพันธ์กับ hybrid  
serotype AD) และ VNIV (สมัพันธ์กบั serotype D/variety neoformans)(11-15)  
โดย VNI เป็น molecular type ที่พบได้บ่อยที่สุดทั่วโลก(16)

C. gattii ถูกยกระดับจาก C. neoformans variety gattii เป็นระดับสปีชีส์  
เมื่อปี พ.ศ. 2545 โดย Dr. June Kwon-Chung แห่ง National Institute of 
Health ประเทศสหรัฐอเมริกา(7) แม้ว่า C. gattii จะพบก่อโรคได้ไม่บ่อยเท่า  
C. neoformans แต่พบว่าส่วนใหญ่ก่อโรคในคนท่ีไม่ใช่ผู้ป่วยติดเช้ือเอชไอวี  
สามารถแบ่ง C. gattii ออกได้เป็น 2 serotypes และ 4 molecular types 
(โดยวิธีเดียวกับที่ใช้ใน C. neoformans) ได้แก่ serotype B และ serotype C  
และ molecular type VGI, VGII, VGIII และ VGIV โดย molecular types VGI 
และ VGII มักจะมีความสัมพันธ์กับ serotype B ในขณะที่ molecular types 
VGIII และ VGIV ส่วนใหญ่จะมีความสัมพันธ์กับ serotype C(11, 12, 17)

ในปี พ.ศ. 2558 มีการเสนอแยกสปีชีส์ใน C. neoformans/C. gattii species 
complex เพิ่มเป็น 7 สปีชีส์ ดังแสดงในตารางที่ 1.1(18) แต่ยังคงเป็นที่ถกเถียง 
กันในกลุ่มผู้เชี่ยวชาญ(19) ท�ำให้ทั้ง 7 สปีชีส์ใหม่นี้ยังไม่ได้รับการยอมรับให้ใช้ 
แพร่หลายในปัจจุบัน โดยในตารางที่ 1.1 ได้แสดงความสัมพันธ์ระหว่างสปีชีส์,  
variety, serotype และ molecular type ใน C. neoformans/C. gattii 
species complex และสปีชีส์ที่เสนอใหม่
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