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บทคัดย่อ 

ความเป็นมา  โรคโพรงจมูกอักเสบจากเช้ือราชนิดลุกลามเป็นโรคที่มีความรุนแรงโดยพบอัตราการพิการและการตายที่สูง 
หากไม่ได้รับการวินิจฉัยที่รวดเร็วหรือต้องคอยผลการยืนยันชนิดของเชื้อก่อโรค อาจท าให้การเริ่มต้นรักษายืดออกไป ก่อให้เกิดการ
แพร่กระจายการติดเชื้อน าไปสู่การตายได้   จุดมุ่งหมาย  1) เพื่อออกแบบไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจหาชนิดของเชื้อราที่พบบ่อยในโรคนี้   2) 
เพื่อหาความชุกของเช้ือราในเนื้อเยื่อตัวอย่างผู้ป่วยด้วยโรคนี้   วิธีการทดลอง  ตัวอย่างในการทดลองเป็นเนื้อเยื่อที่ผ่านการแช่ฟอร์มา
ลีนและฝังในพาราฟีน จากนั้นน ามาตรวจยืนยันเช้ือราที่เห็นจากกล้องจุลทรรศน์อีกครั้ง  แล้วจึงน าตัวอย่างมาตัดและท าการสกัดดีเอ็น
เอเก็บไว้เพื่อท าพีซีอาร์  เริ่มจากการท าพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ ZP3 (housekeeping) ตามด้วยไพรเมอร์ panfungal และไพรเมอร์ที่
จ าเพาะกับเชื้อราที่ออกแบบมาใหม่เรียกว่าไพรเมอร์ differentiated   ผลการทดลอง  จากจ านวนผู้ป่วย 81 ราย พบว่ามีเนื้อเยื่อ
ตัวอย่างที่สามารถเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอจนตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ differentiated และท า PCR-sequencing ได้ผลอยู่ 20 ราย ใน 20 
รายนี้  9 ราย (45%) มีการติดเชื้อ Aspergillus sp. 4 ราย (20%) ติดเชื้อ Candida sp. 4 ราย (20%) ติดเชื้อ Cladosporium sp. 1 
ราย (5%) ติดเชื้อ Mucor sp. 1 ราย (5%) ติดเชื้อ Alternaria sp. และ 1 ราย (5%) ติดเชื้อ Dendryphiella sp. โดยไม่พบว่ามีการ
ติดเชื้อ Fusarium sp.ในการทดลองนี้   สรุปผลการทดลอง  โดยสรุปแล้วไพรเมอร์ที่ออกแบบมาสามารถใช้หาชนิดของเชื้อราได้อย่าง
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Abstract    

Background: Invasive fungal rhinosinusitis (IFR) is a fatal disease with high morbidity and mortality 
rates. Without prompt diagnosis and definite fungus confirmation, specific therapy can be delayed leading to 
more severe infection and death.Aims: 1) To design a pair of primers for detection of common fungi causing 
invasive fungal rhinosinusitis  2) to evaluate the prevalence of fungal organisms.Methods: Formalin-fixed paraffin-
embedded samples from eighty-one patients who were pathologically diagnosed with IFR were enrolled in this 
study. After confirmation of histological appearance of every sample, each sample was deparaffinized and 
followed by DNA extraction. Thereafter, PCRs of ZP3 (housekeeping gene), panfungal PCR and specific PCR-
Sequencing (Differentiated PCR) was performed sequencially.Results: Of 81 cases 20 cases were capable 
for differentiated PCR-sequencing. Among 20 cases, 9(45%) were infected with Aspergillus sp., 4(20%) with 
Candida sp., 4(20%) with Cladosporium sp., 1(5%) with Mucor sp., 1(5%) with Alternaria  sp. and 1 case(5%) with 
Dendryphiella sp.  There was no Fusarial infection found in this study.Conclusion: Our in-house primers can 
specify fungal species which benefit for physicians in management of IFR on time. Moreover empirical anti-fungal 
drugs directed to the common types of fungi as revealed by this study can be started early in the course of 
disease while waiting for laboratory result. 
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ขอขอบพระคุณอาจารย์สมบูรณ์ คีลาวัฒน์ ที่เมตตาสละเวลา  ทุ่มเทก าลังสติปัญญา 
และคอยเป็นผู้ ให้ค าแนะน าปรึกษาและเป็นก าลังใจในการเรียนและการท างานวิจัยใน
ห้องปฏิบัติการให้ได้รับผลงานจนประสบความส าเร็จ และขอขอบพระคุณในความช่วยเหลือในการ
แก้ไขและข้อเสนอแนะที่มีประโยชน์ในการเขียนผลงานวิทยานิพนธ์   ขอบพระคุณอาจารย์
นครินทร์ กิตก าธรในการเป็นก าลังส าคัญในการให้ค าแนะน าแก้ไขปรับปรุงการปฏิบัติการใน
ห้องปฏิบัติการและการรวบรวมการเขียนในส่วนต่างๆของวิทยานิพนธ์ และข้อสังเกตที่น่าสนใจ 
รวมถึงการเดินหน้าของงานวิจัยทุกขั้นตอนในครั้งนี้โดยมีอาจารย์ให้ค าแนะน าและเสนอแนะตลอด
มา  ขอขอบพระคุณอาจารย์อภิวัฒน์ มุทิรางกูร ในการดูแลการท างานในห้องปฏิบัติการด้วยความ
อบอุ่นและเอาใจใส่จนประสบความส าเร็จในงานวิจัยและให้ค าแนะน าอันมีคุณค่ายิ่งในการ
ด าเนินงานวิจัย  ขอขอบพระคุณอาจารย์วิไล ชินธเนศ และอาจารย์อมรพันธุ์ เสรีมาศพันธุ์ในการ
เอาใจใส่สอบถามและเป็นก าลังใจจนผลงานประสบความส าเร็จ  ขอขอบคุณนักศึกษาและ
เจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการที่ได้ท างานร่วมกัน ในความเป็นมิตรไมตรี  ให้ความรู้  และแลกเปลี่ยน
ประสบการณ์ในการศึกษาและการท างาน  และได้ให้ความช่วยเหลือด้วยดีตลอดมา  ขอขอบคุณ
ทุนวิจัยรัชดาภิเษกสมโภช ที่ได้สนับสนุนเงินทุนในการท างานวิจัยจนได้ผลงา นที่ประสบ
ความส าเร็จด้วยดี  และขอขอบพระคุณคณาจารย์ทุกท่าน ที่เป็นทั้งแบบอย่างที่ดีและให้ค าสั่งสอน
ที่มีคุณค่าในการศึกษาเล่าเรียนจนจบและในการท างานในอนาคตต่อไป 
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บทที่1 

บทน า 

ความส าคัญและที่มาของปัญหา  

เชื้อราเป็นสาเหตุหนึ่งของโรคโพรงจมูกอักเสบที่พบได้ไม่บ่อยที่มีอัตราการเกิดโรคเพ่ิมสูงขึ้น

ในปัจจุบัน มีเชื้อราหลายชนิดที่เกี่ยวข้องกับโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อรา  เช่น  Aspergillus sp., 

เชื้อราในกลุ่ม Dematiaceous และ Zygomyzetes  เชื้อราที่เป็นสาเหตุหลักในการก่อโรคอาจ

แตกต่างกันในประเทศทางตะวันตกกับประเทศทางตะวันออกหรือในประเทศไทย  โดยมีรายงานหนึ่ง

จากประเทศอินเดียได้กล่าวไว้ว่าพบเชื้อราชนิด dematiaceous ในประเทศทางตะวันตกได้บ่อยกว่า 

ในขณะที่พบเชื้อ  Aspergillus sp. ได้บ่อยกว่าในอนุทวีปอินเดีย(1)โดยเชื้อราที่ต่างชนิดกันจะให้การ

รักษาที่แตกต่างกันออกไป(2-4) 

ในการรักษาผู้ป่วยโรคโพรงจมูกอักเสบ สามารถแบ่งผู้ป่วยได้เป็น 2 กลุ่มคือ ผู้ป่วยโรคโพรง

จมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดไม่ลุกลาม ซึ่งได้แก่ fungal ball และ allergic fungal sinusitis(5)  และ

ผู้ป่วยโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม(4)งานวิจัยครั้งนี้ ผู้ศึกษาสนใจศึกษาเฉพาะกลุ่ม

ผู้ป่วยโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม เนื่องจากโรคนี้เป็นโรคที่อันตราย มีผลให้ผู้ป่วย

เสียชีวิตได้หากไม่ได้รับการรักษาอย่างเหมาะสมและทันท่วงที  ส่วนโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อรา

ชนิดไม่ลุกลามนั้น เป็นโรคที่มีผู้ศึกษาค่อนข้างมากเนื่องจากเป็นโรคท่ีพบได้บ่อย(1) และมักไม่ท าให้

ผู้ป่วยเสียชีวิต 

ส าหรับกลุ่มโรคที่ผู้ศึกษาต้องการให้ความส าคัญในการวิจัยครั้งนี้คือ กลุ่มโรคโพรงจมูกอักเสบ

จากเชื้อราชนิดลุกลาม สามารถแบ่งได้เป็น 3 ชนิดคือ 1. โรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม

แบบเฉียบพลัน  2. โรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบ Granulomatous  และ 3. โรค

โพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบเรื้อรัง(6)  ในการรักษาโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อรา

ชนิดลุกลามท้ัง 3 กลุ่มนี้  แพทย์จะท าการผ่าตัดส่องกล้องและตัดชิ้นเนื้อ  และให้ยาทางระบบเพิ่มเติม  

ในการผ่าตัดจะให้การรักษาที่มีหลักการเหมือนกันคือผ่าน าเนื้อเยื่อที่ตายและเนื้อเยื่อที่มีเชื้อราลุกลาม

เข้าไปออกให้หมด ส่วนการรักษาทางระบบด้วยยาจะต่างกันออกไปตามชนิดของเชื้อรา(2-4) 

ในการวิจัยครั้งนี้ผู้ศึกษามีจุดมุ่งหมายในการค้นหาชนิดของเชื้อราที่พบบ่อยซึ่งเป็นสาเหตุของ
โรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม รวมทั้งการพัฒนา primers เพ่ือตรวจหาเชื้อราโดยวิธีทาง 
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PCR technique ซึ่งมีการอ้างอิงจากหลายรายงานว่ามีความไวและมีความจ าเพาะต่อการพบเชื้อมาก
ที่สุด  เพ่ือน าไปใช้ประโยชน์ในการดูแลผู้ป่วยให้ได้รับการรักษาด้วยยาที่ตรงกับชนิดของการติดเชื้อ  

น าไปช่วยให้มีการรักษาเบื้องต้นที่ถูกต้องก่อนที่โรคจะด าเนินลุกลามมากขึ้นหรือระหว่างรอผลการ
ตรวจหาชนิดของเชื้อราที่เป็นสาเหตุทางห้องปฏิบัติการ  ซึ่งจะส่งผลให้ผู้ป่วยมีอัตราการรอดชีวิต
สูงขึ้น 

  

ค าถามงานวิจัย 

1. ไพรเมอร์ที่ออกแบบของกระบวนการพีซีอาร์ซีเควนซิ่งในการหาเชื้อราที่ก่อโรคโพรง

จมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามในกลุ่มผู้ป่วยที่น ามาศึกษามีประสิทธิภาพเพียงใด 

2. ชนิดของเชื้อราที่พบบ่อยในการก่อโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามเป็น

เชื้อชนิดใดบ้าง 

3. ลักษณะทางพยาธิวิทยาและลักษณะทางคลีนิกมีความสัมพันธ์เพียงใดต่อชนิดของ

เชื้อราที่เป็นสาเหตุของโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามที่หาได้จากกระบวนการพีซีอาร์ซี

เควนซิ่ง 

วัตถุประสงค์ 
1. เพ่ือออกแบบไพรเมอร์ของกระบวนการพีซีอาร์ซีเควนซิ่งในการหาเชื้อราที่ก่อโรค

โพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามในกลุ่มผู้ป่วยที่น ามาศึกษา 

2. เพ่ือหาชนิดของเชื้อราที่พบบ่อยในการก่อโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิด

ลุกลามในกลุ่มผู้ป่วยที่น ามาศึกษา 

3. เพ่ือหาความสัมพันธ์ของลักษณะทางพยาธิวิทยาและลักษณะทางคลีนิกว่ามี

ความสัมพันธ์เพียงใดต่อชนิดของเชื้อราที่เป็นสาเหตุของโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามท่ี

หาได้จากกระบวนการพีซีอาร์ซีเควนซิ่ง 

สมมติฐาน 
1. ไพรเมอร์ที่ออกแบบของกระบวนการพีซีอาร์ซีเควนซิ่งมีประสิทธิภาพในการตรวจหา

ชนิดของเชื้อราที่ก่อโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามในกลุ่มผู้ป่วยที่น ามาศึกษา 

2. เชื้อ Aspergillus sp. เป็นเชื้อที่พบได้บ่อยที่สุดในการก่อโรคโพรงจมูกอักเสบจาก

เชื้อราชนิดลุกลามในกลุ่มผู้ป่วยที่น ามาศึกษา 
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3. ลักษณะทางพยาธิวิทยาและลักษณะทางคลีนิกสามารถน ามาใช้ในการพยากรณ์ชนิด

ของเชื้อราที่เป็นสาเหตุของโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามได้ 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
สามารถออกแบบไพรเมอร์ที่ใช้ในเทคนิค PCR  ให้มีความจ าเพาะต่อการตรวจหาชนิด

ของเชื้อรา เพ่ือใช้ในการตรวจหาชนิดของเชื้อราที่จ าเพาะกว่าการตรวจทางพยาธิวิทยาและมีความไว

สูงกว่าการเพาะเชื้อ และผลการวิจัยยังจะช่วยให้พบชนิดของเชื้อราก่อโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อรา

ชนิดลุกลามท่ีพบได้บ่อยที่สุดในกลุ่มผู้ป่วยที่น ามาศึกษา ซึ่งจะน ามาใช้ประโยชน์ในการรักษาเบื้องต้น

ไปก่อนในผู้ป่วยที่พบว่าเป็นโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม โดยไม่ต้องรอผลของการ

ตรวจหาชนิดของเชื้อราทางห้องปฏิบัติการซึ่งใช้เวลาหลายวัน  นอกจากนี้ผลที่ได้ยังสามารถน ามาหา

ความสัมพันธ์กับลักษณะทาง histopathology เพ่ือทราบถึงความแม่นย าของการดูด้วยกล้อง

จุลทรรศน์ในการวินิจฉัยชนิดของเชื้อราก่อโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามได้ต่อไป 
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บทที่2 
ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

การวินิจฉัยและการแบ่งแยกโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อรา 
 โรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราเป็นโรคที่พบได้ไม่บ่อย  แต่มาในระยะหลังนี้มีอุบัติการณ์
เพ่ิมขึ้นโดยเฉพาะโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม    โรคนี้มีอัตราการเสียชีวิตสูง(1)   
แพทย์ควรสงสัยโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามในกรณีที่อาการผู้ป่วยไม่ตอบสนองต่อการ
รักษาด้วยยาปฏิชีวนะ(4)  โรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามมักเกิดในผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกัน
บกพร่อง โดยอาการส าคัญของโรคได้แก่ ไข้  ไอ  แผลถลอกของเยื่อบุผิวของโพรงจมูก   แผลแข็งด า
คล้ายรอยไหม้  เลือดก าเดาไหล  และปวดศีรษะ(1, 4)   ภาวะภูมิคุ้มกันต่ าที่มักเกิดร่วมกับโรคโพรง
จมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม  ได้แก่ โรคมะเร็ง โดยเฉพาะ leukemia(1, 4), aplastic anemia(3), 

neutropenia ทีม่ีนิวโตรฟิลล์ต่ ากว่า 500 เซลล์/mL(2-4, 7) เป็นเวลามากกว่า 10 วัน(7), โรคเบาหวาน, 

hemochromatosis(3, 4), หรือสภาวะขาดสารอาหารโปรตีน-แคลอรี  รูปแบบเรื้อรังของโรคโพรงจมูก
อักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามอาจแสดงด้วยการมีลูกตาโปน(2, 4) การมีก้อนบวมในโพรงจมูกหรือ 
sinus  การกัดเซาะกระดูก(2) หรือกลุ่มอาการที่เรียกกันว่า orbital apex syndrome(4) หากไม่ได้รักษา
เชื้อสามารถลุกลามเข้าสู่โพรงลูกตาได้(1-3) หรือลุกลามโดยตรงเข้าสู่เนื้อสมอง(1-4)และหลอดเลือด
สมอง(1, 4) ส่งผลให้มีการตีบและและเกิดการตายของเนื้อสมองตามมา(4)  
 

การแยกระหว่างโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามและโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อรา
ชนิดไม่ลุกลาม 

 ในการรักษาผู้ป่วยโรคโพรงจมูกอักเสบ สามารถแบ่งผู้ป่วยได้เป็น 2 กลุ่มคือ โรคโพรงจมูก
อักเสบจากเชื้อราชนิดไม่ลุกลาม และโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม  งานวิจัยครั้งนี้ ผู้
ศึกษามุ่งการศึกษาเฉพาะกลุ่มผู้ป่วยโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม  เนื่องจากโรคนี้เป็น
กลุ่มท่ีมีความส าคัญคือ มีผลให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้หากไม่ได้รับการรักษาอย่างเหมาะสมและทันท่วงที 
 มีเชื้อราหลายชนิดที่เป็นสาเหตุของโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อรา โดยเชื้อที่ถูกรายงานว่า
พบบ่อยที่สุดในการก่อโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม ได้แก่ Aspergillus sp., Mucorales, 

Candida sp., Fusarium sp., Pseudallescheria boydii และ Dematiaceous fungi(1) 

 กลุ่มอาการของโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม  และโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อ
ราชนิดไม่ลุกลาม มีลักษณะทางคลินิกแตกต่างกัน กล่าวคือ ผู้ป่วยที่จะติดเชื้อชนิดลุกลามมักมีภาวะ
ภูมิคุ้มกันบกพร่อง ส่วนกลุ่มที่ไม่ลุกลามมักพบในคนที่มีภูมิคุ้มกันปกติ   เชื้อราชนิดลุกลามมักจะ
ลุกลามเข้าสู่โครงสร้างของตาหรือเข้าสมอง   มีเนื้อเยื่อตายเน่าหรือเป็นหนองมีกลิ่นเหม็นอยู่ในโพรง
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จมูก   ส่วนเชื้อราชนิดที่ไม่ลุกลามมักเกิดร่วมกับผู้ป่วยที่เป็นริดสีดวงจมูก   ตัวเชื้อจะจับตัวเป็นก้อน 
(fungal ball) อยู่ในโพรงจมูกหรือ sinus  มักมี calcium มาจับซึ่งท าให้เห็นเป็นจุดที่ติดสีทึบในภาพถ่าย
ทางรังสี CT(4) 

 Aspergillus sp. เป็นเชื้อที่ถูกรายงานว่าพบบ่อยที่สุดของโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิด
ลุกลาม(2-4) อุบัติการณ์ของการติดเชื้อรา Aspergillus ชนิดลุกลาม คือ 1.5% ถึง 4% ในผู้ป่วยที่ท าการ
ปลูกถ่ายตับ และ 0.4% ถึง 2.4% ในผู้ป่วยที่ปลูกถ่ายไต   ส่วนในผู้ป่วย HIV การติดเชื้อชนิดลุกลาม
มักจะเกิดในผู้ที่มีจ านวนเม็ดเลือดขาวชนิด CD4+ ต่ ามาก (น้อยกว่า 150/µL) และ Aspergillus sp. เป็น
สาเหตุที่พบบ่อยที่สุดในกลุ่มนี้เช่นกัน   เชื้อตัวอ่ืนที่อาจพบได้ในผู้ป่วย HIV ได้แก่ Cryptococcus 

neoformans และ mucormycosis (zygomycosis) แต่ไม่ค่อยบ่อย(2)   โดยทั่วไป เชื้อทั้งสองชนิดมี
ความรุนแรงกว่า Aspergillus sp.  โดยพบการลุกลามเข้าสมองได้บ่อยกว่า(2)     ส่วน Candida 

albicans พบได้ประมาณ 4 % ของการติดเชื้อในโพรงจมูกของผู้ป่วย AIDS แต่เชื้อราตัวนี้มักท าให้เกิด
การติดเชื้อแคบ่นผิวเยื่อบุเท่านั้นไม่ค่อยลุกลามเข้าไปในเนื้อเยื่อ 

ปัจจุบันนี้ โรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม สามารถแยกจากโรคโพรงจมูกอักเสบ
จากเชื้อราชนิดไม่ลุกลามด้วยการใช้เกณฑ์ทางคลินิก คือทางรังสีวิทยา รวมถึงการตรวจสอบทางพยาธิ
สภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์ของชิ้นเนื้อจากโพรงจมูก(2, 4, 7, 8) จากการท า biopsy(1)   ตามเกณฑ์การ
วินิจฉัยในปัจจุบัน ผู้ป่วยที่มีโรคโพรงจมูกอักเสบเรื้อรังที่พบผลเพาะเชื้อจากโพรงจมูกขึ้นเพียงอย่าง
เดียวแต่ไม่พบตัวเชื้อในการตรวจพยาธิสภาพเนื้อเยื่อทางกล้องจุลทรรศน์จะไม่จัดว่ามีการติดเชื้อรา
ภายในโพรงจมูก(9)   ลักษณะทางรังสีวิทยาของโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราอาจมีลักษณะร่วมกับโรค
โพรงจมูกอักเสบจากแบคทีเรีย เช่น การมี air-fluid levels หรือมีการหนาตัวของเยื่อเมือกบุผิวที่หุ้ม
กระดูก(1, 4)  มากกว่า 8mm.(4)   สิ่งที่จ าเพาะส าหรับโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อรา ได้แก่ การเกาะ
ตัวเป็นก้อนแคลเซียม และการหายไปของขอบกระดูกของโพรงจมูก  ดังได้กล่าวไปแล้วข้างต้น   การ
เพาะเชื้อของสารคัดหลั่งจากจมูกไม่สามารถเชื่อถือได้ในการวินิจฉัยทุกรูปแบบของโรคโพรงจมูก
อักเสบจากเชื้อรา   

ในการวินิจฉัยแยกโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราทั้งสองชนิดนั้น จ าเป็นที่ต้องได้เนื้อเยื่อ
เพียงพอในการน ามาตรวจทางพยาธิวิทยา  และเนื่องจากการย้อมด้วยวิธีปกติ เช่น Haematoxylin 

and Eosin (H&E)  จะเห็นเชื้อราได้ล าบาก ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นต้องใช้การย้อมด้วย silver-

impregnation fungal stains  เป็นตัวช่วยในการวินิจฉัย   นอกจากนี้ หากสงสัย ควรส่งเนื้อเยื่อไปเพาะ
เชื้อด้วยเพื่อใช้เป็นข้อมูลประกอบในการวินิจฉัยชนิดของเชื้อรา 
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โรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม 

 ส าหรับกลุ่มที่ผู้ศึกษาต้องการให้ความส าคัญในการวิจัยครั้งนี้คือ กลุ่มโรคโพรงจมูกอักเสบ
จากเชื้อราชนิดลุกลาม ซึ่งสามารถแบ่งได้เป็น 3 ชนิดคือ 1. โพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุ กลาม
แบบเฉียบพลัน  2. โพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบ  Granulomatous  และ 3. โพรงจมูก
อักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบเรื้อรัง 

ในการวิจัยของ Das A, Bal A, et al. โดยวิธีการตรวจทางพยาธิสภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
พบว่ามีผู้ป่วยที่มีโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบเฉียบพลันมากที่สุด รองลงมาคือ 
รูปแบบ granulomatous และน้อยที่สุดคือ แบบเรื้อรัง โดยมีปริมาณได้แก่ 17.3%, 16.9% และ 1.4% 

ตามล าดับ(5) 
 

โรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบเฉียบพลัน 

 Rhinocerebral mucormycosis เป็นโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อ Mucor   มักมีอาการ

ร่วมกับแผลของเพดานปากที่เป็นสีด าปนเนื้อตาย หรือแผลในแผ่นกั้นจมูก  โรคนี้หากไม่รักษาให้

ทันท่วงที เชื้อราอาจกระจายอย่างรวดเร็วเข้าทางหลอดเลือด และเสียชีวิตภายในไม่กี่วัน (4)   อัตรา

ตายของโรคนี้สูงถึง 50% ถึง 80%  ในกรณีที่โรคลุกลามเข้าสู่โพรงลูกตาและในช่องสมอง(3)   มี

งานวิจัยเมื่อไม่นานมานี้ได้รายงานว่าอัตราการเสียชีวิตของโรคลดลงโดยพบได้ 7% ถึง 18%  ซึ่ง

สาเหตุเนื่องมาจากการตรวจพบและได้รับการรักษาตั้งแต่ในช่วงต้นของโรค(8)   ถึงแม้ว่าจะพบได้บ่อย

ในผู้ป่วยที่เป็นเบาหวานและผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันต่ า  แต่ในบางครั้งโรคนี้ก็สามารถเกิดขึ้นได้ในผู้ป่วยที่มี

สุขภาพดีมาก่อน  เชื้อราก่อโรคในกลุ่มนี้คือ เชื้อใน order Mucorales ซึ่งได้แก่ rhizopus, 

rhizomucor, absidia, mucor, cunninghamella, saksenaea และ apophysomyces  และกลุ่ม

อาการที่เกิดจากเชื้อเหล่านี้เรียกว่า zygomycosis(4)    เชื้อที่มีการลุกลามเข้าสู่เส้นเลือดและ

เส้นประสาทเป็นอย่างมาก ในกลุ่มนี้ คือ Rhizopus sp.(10)  โดย Rhizopus arrhizus เป็นเชื้อที่พบ

บ่อยท่ีสุดของโพรงจมูกอักเสบชนิดลุกลามแบบเฉียบพลัน  ส่วน Aspergillus sp. เป็นเชื้อสาเหตุที่พบ

ได้บ่อยท่ีสุดในโพรงจมูกอักเสบชนิดลุกลามแบบเรื้อรัง(1) 

 การศึกษาทางพยาธิสภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์แสดงให้เห็นการแพร่กระจายของสายราเข้าสู่
หลอดเลือด(4, 8) ได้แก่ carotid arteries และ cavernous sinuses(4)  การมีหลอดเลือดอักเสบ  ก้อน
เลือดแข็งตัว   การมีเลือดออก(4, 8)  การตายของเนื้อเยื่อ(4) เยื่อเมือก ชั้นใต้ต่อเยื่อเมือก และกระดูก
(8)   การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันไม่มีลักษณะที่แน่นอน อาจมีการรวมตัวของเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโตร
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ฟิลล์  หรือบางรายอาจพบปฏิกริยาอักเสบเพียงเล็กน้อย เห็นเป็นบริเวณเนื้อเยื่อตายแทน   
นอกจากนี้ยังสามารถพบหลอดเลือดโป่งพองจากเชื้อราได้ด้วยเช่นกัน 

กลุ่มอาการที่กล่าวมาแล้วข้างต้น รวมถึงแผลถลอกในแผ่นกั้นจมูก ถูกเรียกว่า โรคโพรงจมูก
อักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบ fulminant  ซึ่งมักเกิดจากการติดเชื้อ Aspergillus, Fusarium และ 

Pseudallescheria boydii   อาการท่ีพบได้บ่อยที่สุดของการติดเชื้อ คือ การมีไข้(4) โดยเฉพาะไข้โดยไม่
ทราบสาเหตุที่ไม่ตอบสนองหลัง 48 ชั่วโมงของการให้ยาปฏิชีวนะชนิดกว้างขวางแบบฉีดเข้าหลอด
เลือดด า(3)  ไอ  แผลถลอกแข็งของเยื่อบุจมูก  เลือดออกทางจมูก และปวดศีรษะ(4)   นอกจากนี้อาจ
พบอาการเฉพาะที่เช่น  การเจ็บบริเวณใบหน้าหรือรอบโพรงลูกตา  การคั่งบริเวณจมูกและมีน้ ามูก
ไหล(1,4) โรคนี้มักเกิดในผู้ป่วยที่มีกลุ่มอาการบกพร่องทางภูมิคุ้มกัน(2-4) หรือ systemic lupus 

erythematosus (SLE)(4) และผู้ที่ได้รับการรักษาท่ีมีการกดภูมิคุ้มกันในโรคมะเร็งและภายหลังการปลูก
ถ่ายไขกระดูก(1, 2, 4) เนื่องจากกลุ่มอาการของโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบ  

fulminant  และ rhinocerebral mucormycosis มีลักษณะเหมือนกัน จึงถูกเรียกรวมกันว่า  โรคโพรง
จมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบเฉียบพลัน (fulminant)(4)  

เมื่อกลุ่มอาการของโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามปรากฏขึ้น  ควรกระท าการ
ผ่าตัดอย่างเร่งด่วน เพ่ือให้ได้ชิ้นเนื้อมาตรวจสอบทางพยาธิสภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์  และเป็นการ
ขจัดเนื้อเยื่อที่ก าลังตายซึ่งเป็นที่เจริญเติบโตของเชื้อราออกไป   เมื่อการศึกษาทางพยาธิสภาพด้วย
กล้องจุลทรรศน์ยืนยันว่ามีการลุกลามเข้าไปในเนื้อเยื่อข้างเคียง ควรเริ่มต้นการรักษาทันทีด้วย 
amphotericin B ด้วยปริมาณยา 1.0 to 1.5 mg ต่อ kgของน้ าหนักร่างกาย ต่อวัน โดยไม่ต้องรอผลเพาะ
เชื้อ(4) เนื่องจากใช้เวลานานกว่าจะรู้ผล และควรทานต่อเนื่องอย่างน้อย 14 วัน  โดยยา 
amphotericin B ขนาด 2,500 ถึง 4,000mg อาจมีความจ าเป็นในผู้ป่วยที่ถูกกดภูมิคุ้มกัน   ยา 
Amphotericin B ที่อยู่ในรูปแบบ liposomal มีประสิทธิภาพที่มากกว่าและก่อให้เกิดพิษน้อยกว่าชนิด
ธรรมดา   ยาตัวนี้จัดเป็นตัวเลือกส าหรับรักษาเชื้อรากลุ่ม zygomycetes และ Aspergillus(1) แต่ใช้ไม่
ได้ผลในเชื้อ Pseudallescheria boydii(3)   ส าหรับยาต้านเชื้อราในกลุ่ม Azole นั้น มีฤทธิ์ต้านเชื้อรา
กลุ่ม Aspergillus ได้ดีแต่ใช้ไม่ค่อยได้ผลต่อเชื้อ Mucorales species(4)    การรักษาโดยการผ่าตัด
ร่วมกับยาต้านเชื้อราได้ผลราว 30-80%   ปัจจัยที่ท าให้การรักษาได้ผลไม่ดีคือการกระจายเข้าสู่
เนื้อเยื่อสมอง    
 

โรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบ Granulomatous 

 Primary paranasal granulomatous fungal sinusitis เป็นกลุ่มอาการหนึ่งของโรคโพรงจมูก
อักเสบแบบเรื้อรัง ซึ่งได้ถูกเรียกอีกอย่างว่า ‘indolent fungal sinusitis’ รายงานของสภาวะนี้มาจาก
ประเทศซูดาน ประเทศอินเดีย ปากีสถานและสหรัฐอเมริกา  ผู้ป่วยในกลุ่มนี้จะมีภูมิคุ้มกันที่เป็นปกติ
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และการติดเชื้อเกือบทั้งหมดเป็นเชื้อ Aspergillus flavus(4, 8) สามารถตรวจพบการเจริญเติบโต
มากมายของเชื้อราและมีการลุกลามในเนื้อเยื่อเป็นบางบริเวณ(4) พบสายเชื้อราภายในโพรงจมูก เยื่อ
เมือก ชั้นใต้เยื่อเมือก หลอดเลือด และกระดูก(3) พบ granuloma ที่ไม่ใช่ชนิด caseous (noncaseating 

granulomas)(4, 8) พร้อมกับ giant cells(1, 4, 8),lymphocyte, histiocyte(8) และ plasma cells  พบ 

eosinophils บริเวณศูนย์กลางของ granuloma มีการตายที่มีลักษณะเป็น fibrin, fibrosis และหลอด
เลือดอักเสบ (vasculitis)(4, 8) หากไม่มีการผ่าตัดออก  ก้อนเชื้อราที่มีลักษณะเป็นสายเส้นใยอาจ
กระจายเข้าในเบ้าตา(4) เยื่อหุ้มเซลล์ประสาท และสมอง(4, 8)  การรักษาโดยการให้ itraconazole 8-

10 mg ต่อ kg ต่อวัน ช่วยลดอัตราการเป็นซ้ าหลังการผ่าตัดลง 

 

โรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบเรื้อรัง 

 โรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบเรื้อรัง สามารถแยกแยะจากโรคโพรงจมูก
อักเสบอีก 2 ชนิด โดยการด าเนินโรคที่เรื้อรัง  การรวมกลุ่มแน่นของสายราที่คล้ายกับก้อนเชื้อรา 

mycetoma จากโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดไม่ลุกลาม  และการปรากฏของอาการ orbital 

apex syndrome โรคในกลุ่มนี้มักเกิดร่วมกับ diabetes mellitus (DM) การได้รับ corticosteroid(4) และ
สภาวะอ่ืนของการมีภูมิต้านทานต่ า ซึ่งแตกต่างจากกลุ่ม granulomatous ที่จะเป็นในคนที่มีภูมิปกติ   
Orbital apex syndrome แสดงออกโดยมีการมองเห็นที่ลดลง  การไม่สามารถเคลื่อนไหวลูกตาซึ่ง เกิด
มาจากมีก้อนในส่วนบนของเบ้าตา โดยก้อนมาจากการกัดเซาะของกระดูกและการแพร่กระจายของ
เชื้อราจาก ethmoid sinus  โรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบเรื้อรังอาจได้รับการ
วินิจฉัยผิดเป็น inflammatory pseudotumor  การน าเนื้อเยื่อตัวอย่างมาตรวจและการตรวจลูกตาพบ
เชื้อรามีการลุกลามเข้าไปในเส้นเลือด ส่วนเซลล์อักเสบมีจ านวนน้อย การกระจายเข้าสู่ cavernous 

sinuses มักน าไปสู่การเสียชีวิต  โรคนี้อาจเริ่มต้นจากก้อนเชื้อรา mycetoma จากโรคโพรงจมูกอักเสบ
จากเชื้อราชนิดไม่ลุกลามก่อนแล้วจึงกลายมาเป็นชนิดลุกลาม อาจเป็นผลจากภูมิคุ้มกันต่ าจาก
โรคเบาหวาน หรือการรักษาด้วยยา corticosteroid   หากอาการผู้ป่วยมีแนวโน้มรุนแรง ควรได้รับการ
รักษาแบบเดียวกับโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบเฉียบพลัน (fulminant)  

 

ปัจจัยเสี่ยง 

ความเสี่ยงล าดับแรกส าหรับโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบรุนแรงเฉียบพลัน  

คือ การมีสภาวะภูมิคุ้มกันต่ า(3) โรคนี้จะเกิดในผู้ป่วยที่มีการตอบสนองของเม็ดเลือดขาวนิวโตรฟิลล์ที่
ผิดปกติ  เป็นผลสืบเนื่องมาจากโรคต่างๆเช่น โรคเบาหวานประเภทที่ 1ที่มีการควบคุมไม่ดี โรค AIDS  

ภาวะ hemochromatosis  โรค aplastic anemia  การกดภูมิคุ้มกันจากการรักษา  การปลูกถ่ายอวัยวะ 
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หรือมะเร็งเม็ดเลือด(2, 3)  โรคนี้เกิดขึ้นได้ถึง 2% ของผู้ป่วยที่ท าการปลูกถ่ายไขกระดูก  ช่วงเวลาของ
การพัฒนาเป็นโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบรุนแรงเฉียบพลัน(3) ในผู้ป่วยปลูกถ่าย
ไขกระดูกอยู่ที่ประมาณ 3 สัปดาห์หลังจากการปลูกถ่าย   การนับจ านวนเม็ดเลือดขาวนิวโตรฟิลล์
ทั้งหมดท่ีต่ ากว่า 500 เซลล์/mL จะมีความเกี่ยวเนื่องอย่างมากกับการพัฒนาเป็นโรคการติดเชื้อราชนิด
ลุกลาม(2, 3) 
 ความเสี่ยงต่อมา คือ การใช้ยาจ าพวก steroids อย่างต่อเนื่องเป็นระยะเวลานาน ซึ่งได้แก่ 
prednisolone(3)   นอกจากนี้ การได้รับยาปฏิชีวนะที่ออกฤทธิ์กว้างเป็นเวลาตั้งแต่สองสัปดาห์ขึ้นไป 
ก็อาจท าใหมี้ติดเชื้อราตามมาได้(2, 3) 
 

อาการ  

 อาการตั้งต้นของโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบรุนแรงเฉียบพลันมีลักษณะ
ที่ไมช่ัดเจน  ส่วนมากผู้ป่วยจะมีไข้โดยไม่ทราบสาเหตุและไมต่อบสนองต่อยาปฏิชีวนะที่ออกฤทธิ์กว้าง
ชนิดฉีดเข้าเส้นเลือดด า ภายใน 48 ชม.  คนไข้บางรายอาจไม่มีไข้ มีเพียงอาการเฉพาะที่ เช่น การเจ็บ
บริเวณใบหน้า หรือรอบโพรงลูกตา  การคั่งบริเวณจมูก และมีน้ ามูกไหล และการปวดศีรษะ  พบได้
ราว 20% ถึง 60%   อาการในระยะท้ายๆได้แก่ การมองเห็นไม่ชัด  กลอกตาไม่ได้เนื่องจากกล้ามเนื้อ
ตาอ่อนแรง   ตาโปน   อาการทางสมอง เช่น ไม่รู้สึกตัว หรือ ชัก(2)   
 

การตรวจร่างกาย 

 การตรวจร่างกายในผู้ป่วยโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบรุนแรงเฉียบพลัน
มักจะมีความไม่ชัดเจนเท่าๆกับอาการแสดงออกของโรค  ลักษณะที่พบจากการตรวจร่างกายที่พบ
ตรงกันมากที่สุด คือการเปลี่ยนแปลงของเยื่อบุผิวของจมูก  โดยพบว่าการเปลี่ยนของสี  กระบวนการ
สร้างเนื้อเยื่อท่ีเกิดจากการอักเสบ granulation tissue และการเกิดแผล  การเปลี่ยนสีของเยื่อบุผิวมีได้
หลากหลายและอาจเป็นสีเทา เขียว  ขาว  หรือด า   การเปลี่ยนสีเป็นสีขาวของเยื่อบุผิว สะท้อนถึง
การขาดเลือดของเนื้อเยื่อที่เป็นผลมาจากการลุกลามของเชื้อเข้าไปในหลอดเลือด  ขณะที่การเปลี่ยน
สีเป็นสีด า แสดงถึงการตายของเนื้อเยื่อ 

 จากข้อมูลที่อ้างอิง ความผิดปกติของเยื่อบุผิวถูกพบมากที่สุดบน middle turbinate (67% ของ
ผู้ป่วย) ตามด้วยผนังกั้นจมูก (24%) เพดานปาก (19%) และ inferior turbinate (10%).  การตรวจสอบ
จมูกด้วย Anterior rhinoscopy ด้วย nasal speculum หรือ การตรวจหูด้วย otoscope ไม่ค่อยช่วยใน
การวินิจฉัยโรค   ควรตรวจด้วยกล้องน าแสงแบบแท่ง เนื่องจากสามารถตรวจสอบการเปลี่ยนแปลง
ของเยื่อบุผิวได้ดีกว่า     
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 ควรท าการตรวจสอบบริเวณศีรษะและล าคอในผู้ป่วยทุกราย นอกเหนือจากการส่องจมูกด้วย
กล้องส่อง  ระดับของความรู้สึกตัวโดยการรับรู้ต่อบุคคล  สถานที่และเวลาจะช่วยในการประเมิน
คร่าวๆของระบบประสาทส่วนกลาง  การคล าบริเวณใบหน้าช่วยดูการกดเจ็บบริเวณโพรงจมูกรอบๆ
จมูก ซึ่งมีประโยชน์ในการบอกต าแหน่งข้างของโรค  ควรตรวจเส้นประสาทสมอง  โดยเฉพาะ
ความรู้สึกบริเวณใบหน้า  การท างานกล้ามเนื้อรอบตา การตอบสนองต่อการรับแสงโดยอัตโนมัติของ
ม่านตา และการมองเห็น  ควรตรวจตาดูการระคายเคืองหรือการฉีกของเยื่อบุตา  การตรวจของช่อง
ปากและบริเวณต่อเนื่องของช่องปากและคอหอย  ควรดูการปรากฏของความผิดปกติของเพดานปาก
หรือสารคัดหลั่งบริเวณหลังจมูก(2)   
 

การถ่ายภาพทางรังสี  

ภาพถ่ายทางรังสี Computed Tomography (CT) ของโพรงจมูก paranasal sinus เป็นภาพที่ใช้
บ่อยมากท่ีสุดส าหรับการประเมินผู้ป่วยที่สงสัยว่ามีโรคเป็นโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม 

 ผู้ป่วยส่วนใหญ่จะท าการถ่ายภาพรังสี CT อย่างน้อย 1 ภาพที่บริเวณของโพรงจมูก การตัด
บางๆให้มีความหนาประมาณ 2mm. ในการท า CT scans ของโพรงจมูกควรกระท าทั้งในแนวระนาบ
พับตามแกนหรือ axial plane และในแนวระนาบหน้าหลังหรือ coronal plane เพ่ือให้ได้รายละเอียด
โครงสร้างที่ขยายใหญ่  การใส่สารทึบรังสีทางหลอดเลือดด ามีประโยชน์ในการวิเคราะห์การอักเสบ
รอบโพรงเบ้าตาและท่ีเยื่อหุ้มเส้นประสาท   การตรวจ CT scan ให้ผลไม่จ าเพาะในผู้ป่วยโรคโพรงจมูก
อักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม  อย่างไรก็ตาม การตรวจนี้ก็มีประโยชน์สูงในด้านอ่ืน   ประการแรก คือ
สามารถวินิจฉัยโพรงจมูกอักเสบและต าแหน่งที่เป็น   ประการที่สอง สามารถแสดงถึงความผิดปกติ
ของโครงสร้างกระดูก เช่น low fovea ethmodalis  ซึ่งมีประโยชน์ในการวางแผนผ่าตัด  ประการ
สุดท้ายคือ อาจท าให้ตรวจพบการกัดเซาะของกระดูก  การลุกลามเข้าโพรงเบ้าตา  หรือการเกิดโพรง
หนองนอกขอบเขตของช่องจมูกและโพรงจมูก  
 เนื่องด้วยความสามารถของการท า CT scan สามารถบอกขอบเขตของโครงสร้างของกระดูก
ได้ท าให้วิธีนี้เป็นวิธีการศึกษาภาพที่ถูกเลือกใช้ศึกษาผู้ป่วยที่สงสัยว่ามีโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อรา
ชนิดลุกลาม  อย่างไรก็ตาม Magnetic resonance imaging (MRI) มีข้อดีเหนือ CT ในการวิเคราะห์
ส่วนประกอบที่อยู่ภายในสมองของโรค   MRI มีบทบาทประเมินผู้ป่วยที่แสดงอาการลุกลามเข้าสู่สมอง 
เช่น การเปลี่ยนแปลงของสภาวะสมองและภาวะการรู้สึกตัว  orbital apex syndrome  ชัก  หรือ เป็น
ลม   
 หลักฐานของการเกิดลักษณะของโพรงจมูกอักเสบบนภาพถ่ายทางรังสี  ได้ถูกน าเสนอให้เป็น
เกณฑ์ตัดสินส าหรับการวินิจฉัยของโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม  อย่างไรก็ตามในผู้ป่วย
บางรายที่เป็นโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม อาจมีผล CT เป็นปกติได้  โดยพบกรณีนี้ถึง 
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12 % ในเอกสารอ้างอิง   ดังนั้น การประเมินจมูกด้วยวิธีการทางการส่องกล้อง และตัดน าชิ้นเนื้อมา
ตรวจจึงจ าเป็นในการวินิจฉัยโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม นอกเหนือจาก CT และ 
MRI(2) 
 

การวินิจฉัย         

การวินิจฉัยโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามมีเกณฑ์การวินิจฉัยทางพยาธิวิทยา
ต่อไปนี้ คือ  1) สายราก่อตัวภายในชั้นใต้ต่อเยื่อบุผิว  โดยอาจมีหรือไม่มีของการลุกลามเข้าหลอด
เลือด และ 2) มีการตายของเนื้อเยื่อโดยที่มีการรวมกลุ่มของเซลล์อักเสบเพียงเล็กน้อย   การย้อมด้วย
วิธี Gomori-methenamine silver stain จะท าให้เห็นรูปร่างเชื้อราชัดเจนขึ้นซึ่งอาจช่วยในบอกชนิดของ
เชื้อราได้อย่างคร่าวๆ(2) 
  
การรักษา 

 หลักส าคัญของการรักษาโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบรุนแรงเฉียบพลัน
ประกอบไปด้วยการรักษาร่วมกัน 2 อย่างคือ การให้ยาปฏิชีวนะต้านเชื้อราและการรักษาด้วยการ
ผ่าตัดน าเนื้อตายออกมา   กลุ่มผู้ป่วยหลายรายแสดงให้เห็นประสิทธิภาพของการผ่าตัดในการรักษา
โรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามในหนึ่งกลุ่มซึ่งประกอบไปด้วยผู้ป่วย 17 ราย  ผู้ป่วยทั้ง 7 
รายที่ไม่ได้รับการผ่าตัดเสียชีวิตด้วยโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม 

 การรักษาด้วยการผ่าตัดในโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามมีความก้าวหน้าขึ้น
ในช่วงหลายปีนี้   การผ่าตัดโดยวิธีการ  radical maxillectomy, craniofacial resection และ orbital 

exenteration ได้ช่วยให้สามารถก าจัดเชื้อได้มากกว่าจากวิธีการผ่าตัดด้วยการส่องกล้องทางจมูกซึ่งมี
ความจ ากัดมากกว่า  การท าการผ่าตัดบริเวณที่อยู่นอกช่องจมูกและโพรงจมูกนั้น มักจะไม่สามารถ
ผ่าตัดเนื้อตายออกได้หมดจึงไม่ค่อยช่วยท าให้ผลลัพธ์ของผู้ป่วยดีขึ้นมากนัก 

การผ่าตัดไม่ได้ช่วยให้ผู้ป่วยมีชีวิตยืนยาวขึ้นในกรณีของผู้ป่วยที่มีเม็ดเลือดขาวนิวโตรฟิลล์ต่ า   
อย่างไรก็ตาม   ผู้ป่วยที่มีเม็ดเลือดขาวนิวโตรฟิลล์ต่ าที่ได้รับ GCSF (granulocyte colony stimulating 

factor) มีแนวโน้มจะสามารถรอดชีวิตจากโรคนี้ได้มากกว่า  แตย่ังคงมีความเสี่ยงต่อการตายจากโรคได้
อยู่ดี  

การผ่าตัดน าเนื้อตายออกมามีประโยชนหลายประการได้แก่ 1. ท าให้การด าเนินโรคช้าลง ท า
ให้มีเวลาส าหรับการฟ้ืนตัวของไขกระดูก  2. ลดจ านวนเชื้อรา ลดภาระในการท างานของเม็ดเลือด
ขาวนิวโตรฟิลล์  3. ได้ชิ้นเนื้อในการเพาะเชื้อ  ส่วนของชิ้นเนื้อทั้งหมดที่ได้มาจากการผ่าตัดควรน ามา
เพาะเชื้อเพ่ือให้ข้อมูลทางความชุกของการเกิดโรคและการระบาดของเชื้อรา นอกจากนี้ยังบ่งบอก
ชนิดของเชื้ อราซึ่ ง เป็นข้อมูล ในการรักษาผู้ป่ วยที่ ส าคัญ เนื่ องจากเชื้ อราบางชนิด  เช่น 
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Pseudallescheria boydii ไม่ตอบสนองต่อ amphotericin  การรีบเร่งในการท าการผ่าตัดและน า
เนื้อเยื่อที่มีเชื้อราและเนื้อตายออกมาโดยการส่องกล้อง ควรท าในผู้ป่วยทุกรายที่มีผลชิ้นเนื้อที่ได้
พิสูจน์แล้วว่าเป็นโรคหรือในผู้ป่วยใดก็ตามที่สงสัยว่ามีโรคติดเชื้อราชนิดลุกลาม   การผ่าตัดควรเน้นที่
จะท าในโพรงจมูก  หรือโครงสร้างที่เก่ียวข้อง (เช่น turbinate, septum) ไปถึงขอบที่มีเลือดออก  การมี
เลือดออกแม้จะเกิดได้ในผู้ป่วยที่มีเกล็ดเลือดต่ า  แต่จะไม่มีผลแทรกซ้อนถ้าได้รับการถ่ายเกล็ดเลือด
ให้มีมากกว่า 60x109/L   ชิ้นเนื้อควรถูกส่งเพ่ือเพาะเชื้อและส่งตรวจทางพยาธิวิทยา  ผู้ป่วยควรถูกนัด
ครั้งที่สองภายใน 48 ถึง 72 ชั่วโมงถ้ายังคงมีโรคหลงเหลือภายในช่องจมูกหรือโพรงจมูก เพ่ือ
ด าเนินการผ่าตัดต่อ  ผู้ป่วยที่มีกลุ่มอาการ orbital apex หรือกระจายเข้าในสมองมีแนวโน้มที่จะไม่
ค่อยตอบสนองต่อการผ่าตัดชนิดเอาเนื้อเยื่อที่มีการติดเชื้อออกมากที่สุด  ข้อที่ไม่ควรมองข้ามคือการ
ติดตามผู้ป่วย   ผู้ป่วยควรท าการส่องกล้องทางจมูกด้วยกล้องน าแสงแบบแท่งทุกสัปดาห์จนกว่าจะ
แก้ไขสภาวะเม็ดเลือดขาวนิวโตรฟิลล์ต่ า  และหลังจากนั้นเดือนละครั้งเป็นเวลา 6 เดือน 

Amphotericin B ขนาดสูง (มากกว่า 1.25 mg ต่อ kg ต่อวัน) เป็นส่วนประกอบส าคัญในการ
รักษาโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม  ขนาดยาในการรักษาทั้งหมดด้วยยา amphotericin 

B ได้แก่ 2g หรือมากกว่า  ผู้ป่วยภูมิคุ้มกันต่ าส่วนใหญ่ที่มีไข้จากเม็ดเลือดขาวนิวโตรฟิลล์ต่ า  มักได้รับ 
amphotericin ครอบคลุมไว้เรียบร้อยแล้วเมื่อถูกวินิจฉัยว่าเป็นโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิด
ลุกลาม   รายงานหนึ่งได้บอกถึงว่ามีการตอบสนองในระยะต้น 85% ต่อ amphotericin B อย่างไรก็ตาม 

61% ของผู้ตอบสนองเสียชีวิตจากการติดเชื้อราด้วยโรคaspergillosis  ดังนั้นการให้ยา amphotericin B 

อย่างเดียวถือว่าไมเ่พียงพอในการรักษาโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม   

การใช้ amphotericin B มีข้อจ ากัดเนื่องจากเป็นพิษของไต  ผู้ป่วยที่ทนผลข้างเคียงของ 
amphotericin B มาตรฐานอาจได้รับการรักษาแทนด้วยยา liposomal amphotericin B  สารประกอบ
ไขมันนี้ส่งผลในความเข้มข้นของยาเพ่ิมสูงขึ้นในปอด ตับ และม้าม  ส่งผลให้ความเข้มข้นต่ าลงที่ไต
และในเลือด  Liposomal amphotericin (5mg ต่อkg ต่อวัน) มีประสิทธิภาพเหนือกว่ายา amphotericin 

B มาตรฐาน (1mg ต่อkg ต่อวัน) ในการรักษาการติดเชื้อราในปอดและในโพรงจมูก   ผู้ป่วยโรคโพรง
จมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามที่ไม่ตอบสนองต่อ amphotericin B สามารถรักษาให้หายด้วย lipid 

complex ขนาด10g  ตามด้วย itraconazole  ข้อเสียของ liposomal amphotericin คือมีราคาแพง   
โดย amphotericin B ที่ขนาดมาตรฐาน (1.25mg ต่อkg ต่อวัน) ราคา 6 เหรียญสหรัฐต่อวัน ขณะที่ 
liposomal amphotericin ขนาดมาตรฐาน (4mg ต่อkg ต่อวัน) มีราคา 220 เหรียญสหรัฐต่อวัน  
โดยทั่วไป liposomal amphotericin มีไว้ส าหรับการรักษาผู้ติดเชื้อราที่มีภูมิต้านทานต่ าที่มีค่า 
creatinine ในเลือดขึ้นสูง (มากกว่า 2.5mg/dL) หรือการด าเนินโรคเชื้อราขณะที่ได้รับขนาดยาสูงสุด
ของ amphotericin มาตรฐาน (1.25mg ต่อkg ต่อวัน)(2) 
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การป้องกัน 

มีการใช้ high efficiency particulate air (HEPA) filters ใช้เพ่ือหวังป้องกันโรคติดเชื้อราชนิด
ลุกลาม  แต่ยังได้ผลจ ากัด  มีการพยายามใช้ amphotericin nasal sprayในหน่วยปลูกถ่ายไขกระดูก
แห่งหนึ่งซึ่งลดอัตราการเกิดโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามลงเป็น 1.8% จาก 13.8%(2)  

 

ความส าคัญของเทคนิค PCR ที่ใช้ในการหาชนิดของเชื้อราที่น ามาศึกษา 
เทคนิคที่ใช้ค้นหาชนิดของเชื้อราที่ก่อโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามในผู้ป่วยที่

น ามาศึกษา มีความส าคัญต่องานวิจัยครั้งนี้ โดยเทคนิคที่ถูกต้องแม่นย า และให้ผลในเวลาอันรวดเร็ว

นอกจากจะได้ผลการศึกษาที่ถูกต้องรวดเร็วแล้ว ในการประยุกต์ใช้ในการรักษาก็สามารถท า ให้ได้รับ

การรักษาอย่างทันท่วงที และเหมาะสม(11) 

ถึงแม้ว่าการติดเชื้อราชนิดลุกลามพบได้น้อย แต่โรคนี้ก็เป็นโรคแทรกซ้อนที่อันตรายถึงชีวิตที่
พบได้บ่อยและพบมากขึ้นในผู้ป่วยที่อยู่ในขั้นวิกฤตที่มีอยู่หลายสภาวะ  การติดเชื้อยีสต์ในส่วนของ
สายพันธุ์ non-albicans Candida species และเชื้อในกลุ่ม molds โดยเฉพาะสายพันธุ์ต่างๆของ 
Aspergillus, Fusarium, and Mucorales พบได้มากขึ้น(11)    แต่เนื่องจากวิธีการตรวจแบบดั้งเดิม
ไม่สามารถตรวจพบเชื้อราหลายสายพันธ์ของทั้งสองกลุ่มนี้  จึงมีความจ าเป็นที่จะต้องพัฒนาเทคนิก
ใหม่ๆในการตรวจทางโมเลกุลเพ่ือแยกแยะเชื้อเหล่านี้ได้อย่างถูกต้องและแม่นย า(12)  

การวินิจฉัยการติดเชื้อราอาจกระท าได้หลายวิธี เช่น การเพาะเชื้อ , การตรวจชิ้นเนื้อ, การ
ตรวจทางรังสีวิทยา (CT, MRI)  อย่างไรก็ตามวิธีการเหล่านี้ ต่างมีข้อจ ากัด ไม่ว่าจะเป็นเรื่องของ 
ความไวต่ าหรือขาดความจ าเพาะ   การตรวจบางชนิดใช้เวลานาน เช่น การเพาะเชื้อซึ่งอาจท าให้การ
รักษาล่าช้า    

เทคนิคอ่ืนๆที่มีการใช้ในการวินิจฉัยการติดเชื้อรา ได้แก่การตรวจสอบ fungal antigen  โดย

เลือกส่วนประกอบของผนังเซลล์, galactomannanและ (1,3)-β-D-glucan เป็นตัวบ่งชี้ของตัวเชื้อ
รา   อย่างไรก็ตามข้อมูลในเรื่องประสิทธิภาพของการตรวจด้วยวิธีนี้ยังไม่ชัดเจน (11)   ส าหรับ 
Glucan นั้น อาจตรวจพบในเลือดของผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อราชนิดต่างๆหลายชนิด ได้แก่ Candida, 
Aspergillus, Fusarium, Saccharomyces, Trichosporun และ Acremonium  species  ซึ่งจัด
ว่าไม่จ าเพาะ   ส่วน galactomannan นั้น มีความจ าเพาะต่อ Aspergillosis และสามารถใช้ในการ
วินิจฉัยโรคดั งกล่ าวตั้ งแต่ ระยะแรกๆของการติด เชื้ อ    นอกจากใช้ส าหรับวินิจฉัยแล้ ว 
galactomannan ยังอาจใช้ในการเฝ้าติดตามผลการรักษาได้เช่นกัน   อย่างไรก็ตาม อาจพบผลบวก
ลวงตามหลังการรักษาด้วยเคมีบ าบัด ซึ่งกลไกการเกิดผลดังกล่าวยังไม่ทราบแน่ชัด   การตรวจวินิจฉัย
เชื้อราด้วยวิธีนี้มีข้อด้อยตรงที่ราคาค่อนข้างสูง(13) 
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ในปัจจุบัน มีการน า PCR-based assay มาใช้ในการวินิจฉัยการติดเชื้อรา ซึ่งเป็นวิธีการที่มี
ความไวและความจ าเพาะสูง(14) ใช้เวลาไม่นาน และยังสามารถน าเนื้อเยื่อที่เก็บใน paraffin  มา
ศึกษาต่อได้   ข้อมูลเบื้องต้น ชี้ให้เห็นว่า  การตรวจสอบเพ่ือวินิจฉัยการติดเชื้อราด้วย PCR สามารถ
ลดจ านวนการตายของผู้ป่วย และลดการรักษาด้วยยาต้านเชื้อราที่ไม่จ าเป็นได้ ซึ่งนอกจากเป็นการ
ประหยัดค่าใช้จ่ายแล้วยังลดผลข้างเคียงจากยาได้อีกด้วย(14)   นอกจากนี้ ข้อดีอีกอย่างของเทคนิค 
PCR ก็คือ สามารถบ่งบอกถึงต าแหน่งบนดีเอ็นเอที่ดื้อต่อการรักษาด้วยยาต้านเชื้อรา(14)    และหาก
น า PCR product มาท า pyrosequencing  ด้วยแล้ว จะยิ่งท าให้การแยกแยะตัวเชื้อรามีความ
น่าเชื่อถือยิ่งขึ้น(15)   

ด้วยข้อดีหลายประการดังที่กล่าวมานี้ การตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิกนี้จึงน่าจะมีบทบาทต่อ
การรักษาคนไข้มากขึ้นในอนาคต โดยเฉพาะหากน ามาใช้ร่วมกันกับการตรวจด้วยวิธีอ่ืน เช่น การ
เพาะเชื้อ และการตรวจด้วยวิธี histopathology(16)   โดยข้อดีของ PCR ที่เหนือกว่าการเพาะเชื้อ
คือสามารถศึกษาในตัวอย่างชิ้นเนื้อที่อยู่ในรูปแบบของ formalin fixed, paraffin embedded 
(FFPE) ได้    

อย่างไรก็ตาม การตรวจด้วยวิธี PCR ก็มีข้อจ ากัดอยู่บ้าง คือ ด้วยผนังของเชื้อที่หนา อาจท า
ให้ถูกสลายตัวได้ยาก ท าให้ได้จ านวน DNA ซึ่งอยู่ภายใน cells ไม่เพียงพอที่จะน ามาศึกษา และ
เกิดผลลบลวงได้   ในทางกลับกัน เชื้อตัวอ่ืนที่อยู่ในธรรมชาติอาจปนเปื้อนเข้ามาในกระบวนการท า 
PCR และเกิดผลบวกลวงได้เช่นเดียวกัน 
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บทที่3 
วิธีการทดลอง 

เครื่องมือที่ใช้ในการท างานวิจัย 
1. เครื่องชั่งดิจิตอล (Precisa, Switzerland) 

2. เครื่องไมโครเวฟ (Sanyo, Japan) 

3. เครื่องอิเล็กโตรโฟริซิสชนิดโพลีอะคริลาไมด์เจล (Bio-Rad, USA) 

4. เครื่องอิเล็กโตรโฟริซิสชนิดอะกาโรสเจล  (Atto, China) 

5. เครื่องถ่ายและบันทึกภาพเจล (Syngene, UK) 

6. เครื่องหมุนเขย่าสาร  (Biosan, Latvia) 

7. เครื่องเขย่าสาร  (Scientific Industries, USA) 

8. เครื่องปั่นเหวี่ยงสารส าหรับหลอดขนาด 1.5ml   (Boeco, Germany) 

9. ไมโครปิเปตต์ขนาด P2, P20, P100 และ P1,000  (Rainin, USA) 

10. เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  (Bio-Rad, USA) 

11. เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม  (Thermo Scientific, USA) 

12. อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ   (Heto, Denmark) 

13. ตู้อบ    (Memmert, Germany) 

14. ตู้ดูดควัน    (S.K. Powerable, Thailand) 

15. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิต่ า -20°C (Revco, Japan) 

16. ตู้เย็น   (Misubishi, Japan) 

17. Storm 840 and ImageQuanNT Software  (Amersham  

biosciences, UK) 

วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
1. ช้อนตักสาร 

2. กระดาษชั่งสาร 

3. คีมปากคีบส าหรับคีบวัสดุ 

4. ถุงมือ (Sri Trang, Thailand) 

5. ถาดเตรียมเจลพร้อมหวีชนิดโพลีอะคริลาไมด์เจล     (Bio-Rad, China) 
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6. ถาดเตรียมเจลพร้อมหวีชนิดอะกาโรสเจล  (Atto, China) 

7. ทิปขนาด 10µl, 200µl และ 1,000µl   (Axygen, USA) 

8. แท่นวางหลอด  (Autopack, USA) 

9. พาราฟิล์ม   (Parafilm M, USA) 

10. หลอดขนาด 0.2ml, 0.5ml และ 1.5ml (Bio-Rad Elkay, USA) 

11. บีกเกอร์ขนาด 50ml, 100ml และ 250ml (Duran, Germany) 

12. ซีโรโลจิคัล ปิเปตต์ ขนาด 5ml, 10ml และ 25ml (Costar Stripette, USA) 

13. ปิเปตต์บอย (Integra Biosciences, Switzerland) 

14. ใบมีดส าหรับผ่าตัด 
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วิธีการทดลอง 
1. การเก็บตัวอย่าง 

หน่วยงานที่เป็นแหล่งตัวอย่าง 

มีหน่วยงาน 3 หน่วยงานที่เป็นแหล่งที่ใช้บล็อกชิ้นเนื้อตัวอย่างมาท างานวิจัยได้แก่

บล็อกชิ้นเนื้อจาก 

1. ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในช่วงปี 2547 -2556 

2. โรงพยาบาลราชวิถีปี 2555-2556 และ 

3. บริษัท ไฮเทค แล็ป จ ากัดปี 2554-2556  ซึ่งบริษัท ไฮเทค แล็ป จ ากัด เป็นหน่วยงานการ

ตรวจทางพยาธิวิทยาเอกชนที่อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์นี้ได้ท างานอยู่ด้วย และมีการเก็บ

เนื้อเยื่อในบล็อกชิ้นเนื้อ  ทางผู้วิจัยจึงได้ท าการขออนุญาตใช้บล็อกชิ้นเนื้อมาใช้ในการวิจัย 

เพ่ือเพ่ิมจ านวนตัวอย่าง   

โดยผ่านการพิจารณาจริยธรรมจาก คณะกรรมการจริยธรรม คณะแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์ เลขที่   426/57 

ตัวอย่างที่ใช้ 

ตัวอย่างที่ ใช้ในการศึกษาครั้งนี้คือ บล็อกชิ้นเนื้อที่ ได้ผ่านกระบวนการชนิด 

formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE)ของผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยจากพยาธิแพทย์

ว่าเป็นโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามของตัวอย่างผู้ป่วยที่เก็บไว้หลังการตรวจ

ตามปกติที่หน่วยงานทั้ง 3 แหล่ง  โดยบล็อกชิ้นเนื้อจะน ามาท าสไลด์เพ่ือใช้ในการดูรูปร่าง

ของเชื้อราด้วยกล้องจุลทรรศน์และให้การวินิจฉัยชนิดของเชื้อราก่อโรคโพรงจมูกอักเสบจาก

เชื้อราชนิดลุกลาม และน ามาหาความสัมพันธ์กับผลการทดลองด้วยวิธี  PCR-sequencing  

และหลังจากเสร็จสิ้นการด าเนินงานวิจัย ผู้ศึกษาจะส่งคืนบล็อกชิ้นเนื้อตัวอย่างให้กับภาค

พยาธิวิทยา เพื่อเก็บไว้อ้างอิงต่อไป 

ขนาดตัวอย่าง 

ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้เป็น บล็อกชิ้นเนื้อของผู้ป่วยที่พยาธิแพทย์ได้วินิจฉัย

ว่าเป็นโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม 3 กลุ่ม ได้แก่ 1. โรคโพรงจมูกอักเสบจาก

เชื้อราชนิดลุกลามแบบเฉียบพลัน  2. โรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบ 

granulomatous  และ 3. โรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบเรื้อรัง  ทั้งนี้
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ขนาดตัวอย่างที่เลือกมามีขนาดค่อนข้างเล็ก เนื่องจากมีอุบัติการณ์เกิดโรคนี้น้อยกว่าเมื่อ

เทียบกับกลุ่มที่เป็นโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดไม่ลุกลาม  แม้ขนาดตัวอย่างจะมี

ขนาดค่อนข้างเล็กแต่ผู้ศึกษาได้ให้ความสนใจ  เนื่องจากผลการศึกษานี้จะมีความส าคัญต่อ

การอยู่รอดของชีวิตของผู้ป่วยเมื่อได้รับการรักษาที่เหมาะสมและทันท่วงที  ผู้ศึกษาได้

พยายามรวบรวมตัวอย่างให้ได้จ านวนมากที่สุดเท่าที่เป็นไปได้  และสามารถรวบรวมบล็อก

ชิ้นเนื้อของผู้ป่วยมาได้ทั้งหมดจ านวน 81 ราย จากสถานพยาบาล 3 แห่ง คือ บล็อกชิ้นเนื้อ

ของผู้ป่วยจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์สภากาชาดไทยปี 2547 -2556 จ านวน 56 ราย , จาก

บริษัท ไฮเทค แล็ป จ ากัดปี 2554-2556 จ านวน 13 ราย และจากโรงพยาบาลราชวิถีปี 

2555-2556 จ านวน 12 ราย  

การเก็บตัวอย่าง 

เก็บตัวอย่างจากบล็อกชิ้นเนื้อ โดยน าบล็อกชิ้นเนื้อตัวอย่างมาสไลซ์ด้วยเครื่อง 

microtome ให้หนาประมาณ 10 µm จะได้แผ่น paraffin 2-3 แผ่น ที่มีชิ้นเนื้อตัวอย่างอยู่

ภายใน เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง น ามาเตรียมท าการสกัดดีเอ็นเอ โดยก่อนท าการสกัดดีเอ็นเอ 

จะมีการละลาย paraffin ด้วย xylene แล้วล้าง xylene ด้วย ethanol หลังจากนั้นน ามา

ท าการย่อยเนื้อด้วย lysis buffer II, proteinase K และ SDS แล้วจึงน ามาสกัดดีเอ็นเอด้วย

วิธี Phenol-Chloroform extraction ต่อไป  โดยบล็อกชิ้นเนื้อจะต้องน ามาท าการสไลด์

ด้วยเครื่อง microtome ให้หนาประมาณ 3-5 µm อีกครั้งเพ่ือน ามาย้อมสไลด์ดูผลทาง 

histopathology เปรียบเทียบกับผลการทดลองด้วยวิธี PCR-sequencing 

การขออนุญาตใช้บล็อกชิ้นเนื้อตัวอย่าง 

ตัวอย่างที่ใช้เป็นบล็อกชิ้นเนื้อโดยได้ท าการออกหนังสือขออนุญาตใช้บล็อกชิ้นเนื้อ

ถึงผู้อ านวยการโรงพยาบาลและหัวหน้าของหน่วยงานที่เกี่ยวข้อง 3 แห่ง ได้แก่ 

1. ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

2. โรงพยาบาลราชวิถี 

3. บริษัท ไฮเทคแล็ป จ ากัด 
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2. ที่มาของ positive control (เชื้อรา 2 ชนิด) 

เชื้อราที่น ามาใช้เป็น positive controlนั้นได้มีการทดสอบความจ าเพาะด้วยวิธีพีซี

อาร์ซีเควนซิ่งแล้วว่ามีล าดับเบสตรงกับล าดับเบสที่ได้จาก NCBI  โดยที่ล าดับเบสดังกล่าว

เป็นส่วนของสายดีเอ็นเอที่ใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบไว้มาเพ่ิมจ านวนได้เป็นล าดับเบสที่จ าเพาะ

ของเชื้อชนิดนั้นๆ  ซึ่งได้แก่เชื้อราต่อไปนี้ 

1. Aspergillus fumigatus 

2. Fusarium solani 

ตารางที่ 1รายชื่อเชื้อราและรหัสชื่อเชื้อจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
แห่งประเทศไทย (วว.) หรือ Thailand Institute of Scientific Technological Research 
(TISTR) 

 

ชื่อเชื้อรา รหัสเชื้อรา 

Aspergillus  fumigatus TISTR  3464 
Fusarium  solani TISTR  3436 
 

 

การเก็บPositive control 

เชื้อราที่น ามาใช้เป็น positive control นี้ เป็นเชื้อตายแล้วและน ามาย่อยเยื่อหุ้ม
เซลล์ด้วย  lysis buffer II, proteinase K  และ  SDS และจะท าการสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธีฟี
นอลคลอโรฟอร์มต่อไป 

3. การดูลักษณะทางคลีนิกเทียบกับชนิดของเชื้อราที่ตรวจพบโดยวิธี PCR 

ท าการเก็บรวบรวมข้อมูลที่ได้จากผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคโพรงจมูก

อักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามในด้านข้อมูล ดังต่อไปนี้ 

1. เพศ 

2. อายุ 

3. Underlying diseases 

4. Symptom 
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5. Definite diagnosis 

6. Treatment 

7. Duration of Symptom 

8. Clinical Outcome 

9. Location of infection 

10. Extra sinus involvement 

4. การสกัดดีเอ็นเอ 

เชื้อรา positive control และตัวอย่างทั้ง  81 ราย  น ามาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี 

Phenol-Chloroform extraction 

ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างชนิด formalin-fixed paraffin-embeded 

1. ใส่ xylene  ลงในหลอด 500-1000 µlตามขนาดตัวอย่าง , vortex, ตั้งทิ้งไว้

ประมาณ 5 นาที  แล้วดูดส่วนบนทิ้ง 

2. ท าซ้ าข้ันตอนที่ 1. อีกครั้ง เพ่ือละลาย paraffin 

3. ใส่100% ethanol 500 µl, vortex, centrifuge 1,000 rpm นาน3 นาที แล้วดูด

ส่วนบนทิ้ง 

4. ท าซ้ าข้ันตอนที่ 3. อีกครั้ง เพ่ือล้าง xylene ออก 

ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอส าหรับตัวอย่าง( ต่อจากขั้นตอนที่ 4.) และส าหรับ positive 
control 

5. ใส่ Lysis buffer II 500 µl, proteinase K 20 µl, และ SDS 50 µl 

6. ทิ้งไว้ที่ 50 0 C นานข้ามคืนหรือรอจนชิ้นเนื้อตัวอย่างถูกย่อยจนหมด 

7. ใส่ Phenol-chloroform 500 µl 

8. centrifuge 14,000 rpm นาน 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม่  

9. ใส่ 10M NH4COOH3  250 µl และ 100% ethanol 500 µl 

10. เก็บไว้ที่ -200 C นานข้ามคืน 

11. centrifuge 12,000 rpm นาน15 นาที  เทน้ าทิ้ง ใส่ 70% ethanol 500 µl 

12. centrifuge 14,000 rpm นาน 5 นาที เท ethanol ทิ้ง ตั้งไว้ให้แห้งในตู้อบ 
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13. เติมน้ ากลั่น 50 µl ทิ้งไว้ที่ 500C นานข้ามคืน 

14. น ามาท าการวัด OD เพ่ือหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 

15. เก็บไว้ที่ -200C เพ่ือรอน ามาใช้ในกระบวนการท า PCR ต่อไป 

 

5. การออกแบบไพรเมอร์ 

เชื้อราที่น ามาออกแบบไพรเมอร์มี 10 ชนิด ดังนี้ 

1. Aspergillus clavatus  (AB 244778.1) 

2. Neosartorya fischeri (AB 185254.1) 

3. Aspergillus flavus (AB 008415.1) 

4. Aspergillus fumigatus (AB 055971.1) 

5. Mucor indicus (AB 113027.1) 

6. Rhizopus oryzae (AB 181327.1) 

7. Fusarium solani (AM 412639.1) 

8. Fusarium chlamydosporum (HG 798770.1) 

9. Candida albicans (HE 860439.1) 

10. Pseudallescheria boydii (AJ 888438.1) 

 

การศึกษานี้ได้ใช้ไพรเมอร์เริ่มต้นตั้งแต่ไพรเมอร์ ZP3 เพ่ือดูคุณภาพดีเอ็นเอ ไพรเมอร์ 

panfungal ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่ต าแหน่ง 18S ribosomalRNA gene เพ่ือดูการติดเชื้อรา และ

ท้ายที่สุดคือการทดสอบด้วยไพรเมอร์ differentiated ซึ่งเป็นไพรเมอร์ของ variable site ที่

ต าแหน่ง 5.8S ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 2 จนถึง 28S 

ribosomal RNA gene เพ่ือบ่งบอกชนิดของเชื้อราที่เป็นสาเหตุของโรค โดยการออกแบบ

ไพรเมอร์ differentiated ส าหรับเชื้อราทั้ง10 ชนิดท าโดยค้นหานิวคลีโอไทด์ของเชื้อราแต่

ละชนิดจากเว็บไซต์ www.ncbi.nlm.nih.gov  จากนั้นน านิวคลีโอไทด์ของเชื้อราทั้ง 10  

ชนิดมา alinement โดยใช้โปรแกรม bioedit (BioEdit Version 7.1) เพ่ือดูว่ามีส่วนใดของ

นิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันและเหมือนกัน ต่อมาเลือกส่วนของนิวคลีโอไทด์ให้ยาวประมาณ 
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200 ถึง 300 bp โดยให้มีส่วนที่เหมือนกันประมาณ 20 bp ที่บริเวณหัวและท้าย และเลื่อน

ให้ล าดับเบส 20 bpทั้ง 2 ต าแหน่งมี melting temperature ใกล้เคียงกันมากท่ีสุดโดยใช้

โปรแกรม OligoCalc (จากเว็บไซต ์

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html)  และบริเวณตรง

กลางของนิวคลีโอไทด์ซึ่งยาว 200 ถึง 300 bp นั้นจะให้มีล าดับเบสแตกต่างกันเป็นการ

แสดงถึงความจ าเพาะของเชื้อแต่ละชนิด จะได้ล าดับเบส 20 bp ที่บริเวณหัวเป็น primer 

forward และล าดับเบส 20 bp ทีบ่ริเวณท้ายเป็น primer reverse 

 

ตารางที่ 2แสดงล าดับเบสและ melting temperature ของ forward primer 
และ reverse primer   

 Sequence Tm 

Forward Primer GTGAATCATCGARTCTTTGAACGCA 54.4-56 
Reverse Primer AGTTCAGCGGGTADYCCYACCTGA 57.4-62.5 

 

6. การวัดค่าการดูดกลืนแสงเพื่อหาปริมาณของดีเอ็นเอ 

    ท าการวัดค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) โดยใช้เครื่อง nanodropที่ความยาวคลื่น 

260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร ซึ่งดีเอ็นเอสามารถดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 260 

นาโนเมตร ซึ่งจะได้ค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอออกมาในหน่วยนาโนกรัมต่อ 1 ไมโครลิตร 

7. ทดสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ  

ใช้เทคนิคพีซีอาร์ทดสอบคุณภาพดีเอ็นเอของตัวอย่างที่ท าการสกัดมาได้ โดยใช้ไพร์

เมอร์ของยีน ZP3 ซึ่งเป็น internal control แล้วจึงคัดเลือกเฉพาะตัวอย่างดีเอ็นเอที่สามารถ

เพ่ิมปริมาณได้มาท าการวิจัยต่อ 

8. การเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction  

Master Mix ที่เป็นส่วนประกอบในปฏิกิริยา  PCR ( ต่อ1 ตัวอย่าง) ส าหรับการ
ทดสอบไพรเมอร์ ZP3 
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dNTP    0.2 µl  
10x buffer   1 µl 
Mgcl2    0.4 µl 
Primer  forward  0.15 µl 
Primer  reverse  0.15 µl 
Tag  polymerase  0.1 µl 
Distilled water   6 µl 
DNA    2 µl 

 
 

ตารางที่ 3 ล าดับดีเอ็นเอและการตั้งค่าสภาวะในการท าปฏิกิริยา PCRในการ
ทดสอบยีน internal control ZP3   

Primer sequence Tm cycle Product  
size 

ZP3Forward 
primer 

5’ AGCCATCCTGAGACGTCCGTACA 3’ 58.80C  
40 
 

 
190 

ZP3 Reverse 
primer 

5’ CCTGACCACATCTTCTGTGTCCAT 3’ 57.40C 

 
 

PCR stage Temperature Reaction time Cycle 
Stage 1   Initial Denaturation 950C 5 นาที 1 

Stage 2   Denaturation 
                Annealing 
                Extension 

950C 
550C 
720C 

1 นาที 
1 นาที 
2นาที 

 
40 

Stage 3   Final Extension 720C 7 นาที 1 
Stage 4   Hold 150C ∞ 1 

 
 

Master Mix ที่เป็นส่วนประกอบในปฏิกิริยา  PCR ( ต่อ1 ตัวอย่าง) ส าหรับการ
ทดสอบไพรเมอร์ที่ต าแหน่ง 18s rRNA ที่มีชื่อว่าไพรเมอร์ panfungal  
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dNTP    0.2 µl  
10x buffer   1 µl 
Mgcl2    0.4 µl 
Primer  forward  0.15 µl 
Primer  reverse  0.15 µl 
Tag  polymerase  0.1 µl 
Distilled water   6 µl 
DNA    2 µl 

 
 

ตารางที่ 4 ล าดับดีเอ็นเอและการตั้งค่าสภาวะในการท าปฏิกิริยา PCR  ในการ
ทดสอบหาเชื้อรา Pan fungal  ในตัวอย่าง  

 
Primer sequence Tm cycle Product  

size 
Pan fungal 
Forward 

5’ CCCGGGACGTTTTCATTGAT  3’ 51.80C  
45 
 

 
100 

Pan fungal  
Reverse 

5’ TATGCCGACTAGAGATTGGG  3’ 51.80C 

 

 
       PCR stage Temperature   Reaction time       Cycle 

Stage 1   Initial Denaturation          950C         15 นาที          1    
Stage 2   Denaturation 
                Annealing 
                Extension 

         950C    
         630C 
         720C                                                                                            

        45 วินาที 
        45 วินาที 
        45 วินาที 

 
         45 

Stage 3   Final  Extension          720C          7 นาที          1 

Stage 4   Hold          150C        ∞          1 

 
 การเตรียมส่วนประกอบในปฏิกิริยา PCR ( ต่อการท า sequencing ของ 1 

positive control และ 1 ตัวอย่าง ) 
 ท าโดยการท าให้มีปริมาตรรวม 100 ul โดยใช้หลอดละ 20 ul   5 หลอด 
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dNTP          0.4   µl   ( ต่อ 1 หลอด) x 5 หลอด = 2   µl 
10x buffer           2   µl           10   µl 
Primer  forward     0.3   µl              1.5  µl 
Primer  reverse     0.3    µl              1.5  µl 
Tag  polymerase     0.2    µl               1   µl 
Distilled water      12.8   µl              64   µl 
DNA                 4   µl              20   µl 
ปริมาตรรวม                20     µl              100  µl 
 

 

ตารางท่ี 5 ชนิดของเชื้อราและขนาดของพีซีอาร์โปรดักส์ 
 
 
 

Fungus PCR product 

Aspergillus clavatus 276 
Neosartorya fischeri 272 

Aspergillus flavus 276 

Mucor indicus 289 
Rhizopus oryzae 302 

Fusarium solani 290 
Fusarium chlamydosporum 288 

Candida albicans 289 
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ตารางท่ี 6 ล าดับดีเอ็นเอและการตั้งค่าสภาวะในการท าปฏิกิริยา PCR ในการหาเชื้อ
รา positive control และเชื้อราสาเหตุของโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามใน
ตัวอย่างผู้ป่วย 

 
 

Primer sequence Tm  (
oC) cycle Product  

size 
Sinusitis 
Forward 

5’ GTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCA  3’  
54 - 65 

 
40 
 

 
200 - 300 

Sinusitis  
Reverse 

5’ AGTTCAGCGGGTADYCCYACCTGA  3’ 

 

           
       PCR stage Temperature   Reaction time       Cycle 
Stage 1   Initial Denaturation          950C         15 นาที          1    
Stage 2   Denaturation 
                Annealing 
                Extension 

         950C    
         650C 
         720C                                                                                            

        45 วินาที 
        45 วินาที 
        45 วินาที 

 
         40 

Stage 3   Final  Extension          720C          7 นาที          1 
Stage 4   Hold          150C        ∞          1 

 

 

9. การตรวจหาแถบดีเอ็นเอที่ต้องการด้วยกระบวนการโพลีอะคริลาไมด์เจลอีเล็ค
โตรโฟรเรซิส ( Polyacrylamide gel electrophoresis)  

การเตรียม 8% polyacrylamide gel 

40% Acrylamide  2 ml 
10x TBE   1 ml 
Distilled water  7 ml 
TEMED   10µl 
APS    100 µl 
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หล่อเจลทิ้งไว้ประมาณ 30 นาที  น ามาวิ่งด้วยกระแสไฟฟ้าจากขั้วลบไปขั้วบวก 
ระวังอย่าให้แถบสี (dye)ตกจากแผ่นเจล ตั้งค่าไว้ที่ 130 Volts 50 นาท ี

10. การตรวจหาแถบดีเอ็นเอที่ต้องการด้วยกระบวนการอะกาโรสเจลอีเล็คโตรโฟรเร
ซิส ( Agarose gel electrophoresis)  

ท าการเตรียม agarose gel โดยใช้ผง Agarose 2 g ละลายในสารละลาย 1x TBE 
Buffer 100 ml จะเตรียมได้สารละลาย 2% agarose gel น าไปให้ความร้อนในไมโครเวฟจน
เดือดและผงละลายจนหมด  จากนั้นน ามาเทในแป้นหล่อ agarose gel อย่าให้มีฟองอากาศ  
ทิ้งไว้ 20-30 นาที  จากนั้นท าการวิ่งด้วยกระแสไฟฟ้าจากข้ัวลบไปขั้วบวก ใช้เวลาประมาณ 
40 นาที สังเกตอย่าให้แถบสี (dye) ตกจากแผ่นเจล  ส่วนการท า agarose gel 
electrophoresis เพ่ือเตรียมการส่ง sequencing จะใช้ 1% agarose gel สามารถเตรียมได้
โดยใช้ผง Agarose 1g ละลายในสารละลาย 1x TBE Buffer 100ml เพ่ือให้มีปริมาณเนื้อเจล
ที่น้อยท าให้สะดวกต่อการแยกดีเอ็นเอที่ต้องการออกมาจาก agarose gel โดยการท าการ
สกัดเจลในขั้นตอนต่อไป   

11. การตรวจสอบดีเอ็นเอเป้าหมายโดย SYBR Green Dye และการตัดเจล 

SYBR Green Dye เป็นสารเรืองแสงชนิดหนึ่ง สามารถเข้าจับกับ miner groove 
ของดีเอ็นเอสายคู่ได้ เมื่อถูกกระตุ้นด้วยแสง Ultraviolet จะมีการคายพลังงานออกมาเป็น
แสงของ fluorescent   เห็นเป็นแถบของดีเอ็นเอได้ หลังจากการส่องด้วยแสง Ultraviolet 
จะท าการตัดเจลเฉพาะในบริเวณที่มีแถบดีเอ็นเอที่ต้องการปรากฏให้เห็นมาเก็บไว้ในหลอด 
เพ่ือรอการท าการสกัดเจลเพื่อเตรียมท า sequencing ต่อไป 

12. ขั้นตอนวิธีการสกัดเจล (Gel Extraction) 

 เนื่องจากค่าดีเอ็นเอน้อยที่สุดมีปริมาณที่น้อยจึงใช้ชุด Mini Elute Gel Extraction 
Kit และเมื่อพบว่าหากมีปริมาณดีเอ็นเอมาก อาจเติม Elution Buffer ลงไปเพ่ิมได้ในตอน
หลัง  

1. ใส่ QG buffer 3 เท่าของ volume ( โดยประมาณ 900 ul ) 

2. Incubate 50°C  10 นาที , mix ทุก 2-3 นาท ี

3. ใส่ cold 100% isopropanol 300 ul , mix 

4. ดูดใส่ filter tube ที่ประกอบกับ collection tube เรียบร้อยแล้วทีละ 750 ul 
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5. น าไป centrifuge 13,000 rpm  1 นาที ,เทสารละลายที่อยู่ใน collection tube 
ทิ้งไป 

6. ท าจนสารละลายที่ผสมไว้ถูกปั่นกรองจนครบ 

7. ใส่ QG buffer 500 ul 

8. Centrifuge 13,000 rpm 1 นาท,ี เทสารที่อยู่ใน collection tube ทิ้งไป 

9. Wash ด้วย PE buffer  750 ul 

10. Centrifuge 13,000 rpm 1 นาท,ี เทสารที่อยู่ใน collection tube ทิ้งไป 

11. ท าให้ filter แห้งโดย Centrifuge 13,000 rpm 1 นาที อีกรอบ 

12. น า filter tube ไปประกอบกับ microtube ขนาด 1.5 ml 

13. ใส่ elution buffer 10 ul , incubate 1 นาท ี

14. Centrifuge 13,000 rpm 1 นาท ี

หากพบว่าความเข้มข้นดีเอ็นเอมีมากเกินไป อาจเติม elution buffer ได้อีก ดังนี้ 

15. ใส่ elution buffer อีก 10 ul , incubate 1 นาท ี

16. Centrifuge 13,000 rpm 1 นาท ี

17. น าสารละลายที่กรองลงมาใน microtube ไปวัด OD 

18. เก็บดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ไว้ที่ -20 °C   

13. การทดสอบความไวของไพรเมอร์ที่ใช้ในเทคนิคพีซีอาร์ 

น าดีเอ็นเอของเชื้อมาเจือจางได้ดีเอ็นเอปริมาณต่างๆ ดังนี้ 50, 25, 10, 1, 0.1, 
0.01, 0.001, 0.0001 นาโนกรัม น าปริมาณดีเอ็นเอที่แตกต่างกันมาท าพีซีอาร์ เพ่ือทดสอบ
ว่าที่ปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อน้อยที่สุด ที่ไพรเมอร์ในสภาวะเทคนิคพีซีอาร์ที่ใช้นี้ยังสามารถ
ตรวจพบดีเอ็นเอของเชื้อได้ คือที่ดีเอ็นเอปริมาณเท่าใด 

14. การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ที่ใช้ในเทคนิคพีซีอาร์ 

การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ที่ใช้ในเทคนิคพีซีอาร์ต่อเชื้อทั้ง 2 ชนิดใดท า
โดยการใช้ Primer forward และดีเอ็นเอของ positive control ทั้ง 2 ชนิดมาท า 
sequencing ล าดับเบสที่จ าเพาะภายใน sequenceจะเป็นล าดับเบสที่จ าเพาะของเชื้อชนิด
นั้นๆ โดยเทียบกับ NCBI แล้วว่ามีล าดับเบสตรงกัน 
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15. การตรวจหาล าดับเบสที่จ าเพาะของดีเอ็นเอของเชื้อราหรือ sequencing 

 สายนิวคลีโอไทด์ของ PCR product ที่มีขนาดประมาณ 200-300 bp จะมีส่วนต้น
ซึ่งยาวประมาณ 20 bp เป็น primer forward เมื่อน าดีเอ็นเอใน PCR product ที่ท าการ
แยกแถบดีเอ็นเอด้วยวิธีการ Agarose gel electrophoresis และท าการ purified โดยการ
สกัดออกจากเจลแล้วกับ primer forward ไปท า sequencing จะได้ล าดับ sequence ที่มี
ความจ าเพาะกับเชื้อแต่ละชนิด  

16. การวิเคราะห์เพื่อตรวจหาชนิดของเชื้อราก่อโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิด
ลุกลามในตัวอย่าง 

 ท าโดยการน าล าดับเบสของ sequence ที่จ าเพาะที่ได้จากการท า sequencing มา
หาความจ าเพาะกับชนิดของเชื้อ โดยน ามา blast ในเว็บไซต์ 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  จะได้ชนิดของเชื้อที่มีความใกล้เคียงกับชนิดของ
เชื้อที่ได้จากการท า sequencing มากที่สุด 

17. การดูลักษณะทางhistopathology เทียบกับชนิดของเชื้อราที่ตรวจพบโดยวิธี 
PCR 

น าตัวอย่างชนิดที่ผ่านการแช่ฟอร์มาลีนและฝังในพาราฟินมาสไลด์หนาประมาณ 3 

µM วางบนสไลด์และย้อมด้วยเทคนิค Haematoxylin and Eosin (H&E) และ Grocott’s 

methenamine silver stain (GMS) เพ่ือประเมินลักษณะรูปร่างเชื้อราและให้การวินิจฉัย

ชนิดของเชื้อราทาง histopathology หลังจากนั้นเทียบชนิดของเชื้อราจากการดูลักษณะทาง

histopathology กับชนิดของเชื้อราที่ตรวจพบโดยวิธี PCR และหาเปอร์เซนต์ความถูกต้องที่

ได้จากการวินิจฉัยด้วยลักษณะทาง histopathology   

ลักษณะทาง histopathology ที่น ามาหาความสัมพันธ์กับชนิดของเชื้อที่ตรวจพบ

โดยวิธี PCR-sequencing 

 

 

 

 

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi%20%20จะได้ชนิดของเชื้อที่มีความใกล้เคียงกับชนิดของเชื้อที่ได้จากการทำ
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi%20%20จะได้ชนิดของเชื้อที่มีความใกล้เคียงกับชนิดของเชื้อที่ได้จากการทำ
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ตารางที่ 7 Morphology of fungi 
 

 Aspergillus 
sp. 

Fusarium 
sp. 

Mucor sp. Candida sp. 

Hyphae size medium medium large small 
Regularity Regular Regular Irregular Pseudohyphae 

Septation Septate Septate Rare Pseudohyphae 

Angle of 
branching 

450 450  / 900 900 No 

 
 Cladosporium 

sp. 
Alternaria sp. Dendryphiella sp. 

Hyphae size Medium Large large 
Regularity Regular and 

Irregular 
Mostly regular  
Some irregular 

Regular and 
Irregular 

Septation Rare  Septate Septate 

Angle of 
branching 

unidentified Club-like 
appearance Straight 

or Bending 

900 
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บทที่4 
ผลการทดลอง 

 
ภายหลังการค้นหาล าดับเบสของเชื้อรา 10 ชนิด  จึงท าการเลือกบริเวณที่มีความแตกต่าง

ของล าดับเบสซึ่งมีความยาว 200-300 คู่เบส และท าการหา forward primer และ reverse primer 
ได้ตามรูปภาพข้างล่างนี้ 

 
1. Aspergillus clavatus genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial and complete sequence, strain:NKCM1003  
2. Neosartorya fischeri genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial and complete cds, strain: JCM 1740 
3. Aspergillus flavus gene for 18S rRNA, 5.8S rRNA and 28S rRNA, partial and complete sequence 

4. Aspergillus fumigatus genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA  
5. Rhizopus oryzae genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial and complete sequence, strain: CBS 393.34 

6. Mucor indicus genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA, partial and complete sequence, strain: CBS 671.79 

7. Fusarium solani, 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene (partial), strain FMR 7240 

8. Fusarium chlamydosporum genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene, strain 
TUFc26 

9. Candida albicans genomic DNA containing 18S rRNA gene, ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene, strain Kw1772 

10. Pseudallescheria boydii 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene (partial), strain IHEM 14358  
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
 
 

 รูปภาพที่ 1 แสดงdifferentiated primers : forward primer และ reverse primer 

Primer 
forward 
ต ำแหน่ง 333 
- 357 

Primer 
reverse 
ต ำแหน่ง 
629 - 652 
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การทดสอบความไวและความจ าเพาะของ differentiated primers พบว่าความไวของ

primerที่ทดสอบจากการเจือจางความเข้มข้นของดีเอ็นเอของเชื้อรา positive control มีปริมาณ
ของดีเอ็นเออยู่ที ่0.1 ng 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาพที่ 2 แสดง sensitivity of differentiated primers  มีค่าอยู่ที่ 0.1 ng 
 

 
 
 
 
 
 

      M1  M2  20 10    5    1   0.1  0.01 

100 

300 
200 
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 จากการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ differentiated ที่ใช้ในการหาชนิดของเชื้อรา
พบว่าเชื้อ positive control ที่น ามาหาความจ าเพาะโดยการน ามาท าพีซีอาร์ตามด้วยการท า DNA 
sequencing นั้น มีล าดับเบสตรงกันหรือเข้าได้กับล าดับเบสที่ใช้อ้างอิงจากเว็บไซต์ NCBI 
(www.ncbi.nlm.nih.gov)  ดังรูปภาพข้างล่างนี้ 
 
 

  
 
 รูปภาพที่ 3 แสดงการน าล าดับเบสของเชื้อ positive control ชนิด Aspergillus 
fumigatus ที่ได้ท า sequencing มาเปรียบเทียบกับล าดับเบสของเชื้อ Aspergillus sp. สปีชีส์ต่างๆ
ที่สืบค้นจากเว็บไซต์ NCBI พบล าดับเบสที่คล้ายคลึงกันโดยเฉพาะต่อล าดับเบสของ Aspergillus 
fumigatus 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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 รูปภาพที่ 4 แสดงการน าล าดับเบสของเชื้อ positive control ชนิด Fusarium solani ที่ได้
ท า sequencing มาเปรียบเทียบกับล าดับเบสของเชื้อ Fusarium sp. สปีชีส์ต่างๆที่สืบค้นจาก
เว็บไซต์ NCBI พบล าดับเบสที่คล้ายคลึงกันโดยเฉพาะต่อล าดับเบสของ Fusarium solani 
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การทดลองในผู้ป่วยโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามท้ัง 81 รายพบว่า การทดสอบ
ด้วย ZP3 primer สามารถตรวจพบได้ 64 ราย (79%)  การศึกษาต่อมาด้วย panfungal 18s rRNA 
primer พบมีการติดเชื้อราอยู่จ านวน 43 ราย  และในการทดลองสุดท้ายด้วยdifferentiated 
primers พบว่ามีผู้ป่วย 20 รายที่สามารถท า PCR และให้ผล DNA sequencing เป็นผลส าเร็จ ใน
ผู้ป่วยทั้ง 20 ราย พบว่ามีเชื้อก่อโรคที่พบได้บ่อยที่สุดคือ Aspergillus sp. คือพบเป็นจ านวน 9 ราย 
(45%) ส่วนที่เหลือเป็นการติดเชื้อชนิดอื่นๆท่ีไม่ใช่ Aspergillus sp. ได้แก่  การติดเชื้อ Candida sp. 
เป็นจ านวน 4 ราย (20%), Cladosporium sp. เป็นจ านวน 4 ราย (20%), Mucor sp. เป็นจ านวน 
1 ราย (5%), Alternaria sp. เป็นจ านวน 1 ราย(5%) และ Dendryphiella sp. เป็นจ านวน 1 ราย 
(5%) สามารถแสดงผลการทดลองตามล าดับขั้นการทดลองดังรูปข้างล่าง 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
   
    

 
รูปภาพที่ 5  ล าดับขั้นตอนการทดลองและผลการทดลอง 
 

DNA sequencing 

 Aspergillus sp. 9 cases 

 Candida sp. 4 cases 

 Cladosporium sp. 4 cases 

 Mucor sp.  1 case 

 Alternaria sp.  1 case 

 Dendryphiella  1 case  

PCR :       Total  81   cases    
          ZP3  

( can be amplified 64 cases) 
 

Panfungal  

( can be amplified 43 cases) 
 

Differentiated  

( can be amplified 20 cases) 
 

    DNA extraction  
 

 Histopathological feature 

 Clinical data  

Formalin-fixed 
Paraffin-embedded 

sample 
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M      97     103     105    117     119   Neg  
 

จากผลการทดลองการท ากระบวนการ PCR สามารถตรวจพบโดยการใช้ไพรเมอร์ ZP3 
ตรวจสอบตัวอย่างโดยพบได้ในผู้ป่วย 64 ราย จาก 81 ราย  การตรวจสอบด้วย panfungal 18s 
rRNA primer พบได้ในผูป่วย 43 รายจาก 64 ราย  และการทดลองด้วย differentiated primer 
พบได้ในผู้ป่วย 20 รายจาก 43 รายนั้น  สามารถแสดงถึงผลการตรวจสอบพบได้ด้วยกระบวนการ 
PCR ได้ดังตัวอย่างการตรวจพบดังภาพ 
 

     
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปภาพที่ 6  Electrophoresis  A,ZP3 primer; B, Panfungal primer ; 
C,Differentiated primer; M, DNA ladder 100bp; Neg, distilled water  
 

200 

100 

  M      97      103     105     117    Neg 

100 

200 

   M       103       105      Neg  
 

100 

200 
300 

A.  ZP3 primer 

B.    panfungal primer 

C.   differentiated primer 
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จากผลการศึกษาลักษณะรูปร่างของเชื้อราจากกล้องจุลทรรศน์พบว่า มีตัวอย่างผู้ป่วยที่ได้รับ
การวินิจฉัยว่าติดเชื้อรา Aspergillus sp. จ านวน 5 ราย  เชื้อรา Cladosporium sp. จ านวน 5 ราย 
เชื้อรา Mucor sp. จ านวน 2 ราย เชื้อรา Candida sp. จ านวน 1 ราย เชื้อรา mix infection 
จ านวน 3 ราย ได้แก่ Mucor sp.+ Candida sp., Aspergillus sp.+ Candida sp., และ Mucor 
sp.+ Aspergillus sp.  และตัวอย่างผู้ป่วยที่ไม่สามารถตรวจสอบชนิดของเชื้อราสาเหตุของโรคได้โดย
การตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์เนื่องจากมีปริมาณเชื้อที่น้อยมากอยู่ 4 ราย ตามผลการศึกษารูปร่าง
ของเชื้อราในตารางดังต่อไปนี้ 
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ตารางที่ 8  แสดงผลการวินิจฉัยด้วยการดูรูปร่างของเชื้อราจากกล้องจุลทรรศน์และผลการ
วินิจฉัยชนิดของเชื้อราจากการศึกษาทางโมเลกุล 

No. Size Hyphae 
parallel 
pattern 

Hyphae 
regularity 

Hyphae 
septation 

Hyphae 
branching 

Histological 
diagnosis  

Molecular 
diagnosis 

16 medium No regular septate acute angle ( 
45°)+ right 
angle (90°) 

Cladosporium 
sp. 

Cladosporium 
sp. 

30 small to 
large 

No pseudohyphae pseudohypha
e 

pseudohypha
e 

Candida sp. Candida sp. 

31 medium Yes regular septate 45° Aspergillus sp. Aspergillus 
sp. 

35 unidentify Yes regular pseudohypha
e 

45° Mucor sp.+ 
Candida sp. 

Candida sp. 

36 medium Yes regular septate 45° Aspergillus sp. Aspergillus 
sp. 

41 medium Yes regular septate 45° Aspergillus sp. 
+ Candida sp. 

Candida sp. 

66      inadequate 
for diagnosis 

Aspergillus 
sp. 

84  Yes regular septate 45° Aspergillus sp.  Aspergillus 
sp. 

92 large No irregular septate 90° Mucor sp. Mucor sp. 

94      inadequate 
for diagnosis 

Aspergillus 
sp. 

96 medium  regular   inadequate 
for diagnosis 

Aspergillus 
sp. 

97      inadequate 
for diagnosis 

Aspergillus 
sp. 

103 medium No regular inadequate to 
specify 

45 Aspergillus sp. Aspergillus 
sp. 

105 medium No regular septate 45 Cladosporium 
sp. 

Alternaria 
sp. 

117 medium Yes regular septate 45 Aspergillus sp. Aspergillus 
sp. 

119 medium No irregular non-septate 90 Mucor sp. Dendryphie
lla sp. 

120 medium 
to large 

No irregular septate 90 Cladosporium 
sp. 

Cladospori
um sp. 

125 medium No regular septate 45 Cladosporium 
sp. 

Cladospori
um sp. 

128 medium No irregular septate 45 Cladosporium 
sp. 

Cladospori
um sp. 

132 large No irregular pseudohypha
e 

90 Mucor sp.+ 
Aspergillus sp. 

Candida sp. 
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ลักษณะรูปร่างที่ได้ท าการตรวจสอบดูลักษณะจากการตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

สามารถพบลักษณะที่แสดงถึงลักษณะของเชื้อราชนิดต่างๆได้ดังภาพแสดงด้านล่างนี้ 
 

 
 

รูปภาพที่ 7   ลักษณะรูปร่างของเชื้อราเมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์  A,Aspergillus sp.; 
B,Candida sp.; C,Cladosporium sp.; D,Mucor sp.; E,Alternaria sp.; 
F,Dendryphiella sp.  
 
 

 

 

A 

C 

D

E 

F 

B 
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จากการเก็บรวบรวมข้อมูลจากผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อรา

ชนิดลุกลามในด้านต่างๆ สามารถเก็บรวบรวมข้อมูลที่สมบูรณ์ครบถ้วนได้ในผู้ป่วยจ านวน 7 ราย ดัง

ตารางข้างล่างต่อไปนี้ 

 

ตารางที่ 9  แสดงข้อมูลผู้ป่วยและผลการวินิจฉัยทางคลินิกเทียบกับผลการวินิจฉัยทาง
โมเลกุล 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

41 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

42 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 

 

43 

บทที่5 
อภิปรายผลการทดลอง 

 หนึ่งในปัญหาส าคัญในการให้การรักษาแก่ผู้ป่วยที่เป็นโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิด
ลุกลามคือ การไม่สามารถบอกชนิดของเชื้อราที่เป็นสาเหตุของโรคได้  การไม่สามารถบอกถึงชนิดของ
เชื้อราที่เป็นสาเหตุของโรคได้นี้ก่อให้เกิดการรักษาด้วยยาต้านเชื้อราที่ไม่ตรงกับชนิดของเชื้อราซึ่งจะ
ก่อให้เกิดผลการรักษาผู้ป่วยได้ไม่ดีเพียงพอ 
 เท่าที่ผ่านมา การวินิจฉัยโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามได้อ้างอิงจากการตรวจ
ด้วยกล้องจุลทรรศน์ และการเพาะเชื้อรา โดยทั่วไปแล้วถึงแม้ว่าวิธีการเหล่านี้สามารถตรวจสอบได้แต่
ก็ยังคงมีข้อจ ากัดหลายอย่าง  การตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ถึงแม้ว่าสามารถช่วยได้ในการบ่งบอก
ชนิดของเชื้อรา แต่ก็มีหลายครั้งที่กระบวนการเหล่านี้มีข้อจ ากัด  การตรวจด้วย  Microscopy ซึ่ง
สามารถวินิจฉัยการติดเชื้อราได้ด้วยการตรวจดูลักษณะรูปร่างของเชื้อ แต่เนื่องจากอาจมีลักษณะ
รูปร่างที่ซ้อนทับกันของเชื้อราหลายชนิด วิธีการนี้จึงถือว่าไม่มีความน่าเชื่อถือในการให้การวินิจฉัยที่
แน่นอนของชนิดของเชื้อราในโรคการติดเชื้อราชนิดลุกลาม  กระบวนการดั้งเดิมอีกวิธีในการบ่งบอก
ชนิดของเชื้อราคือ การเพาะเชื้อ กระบวนการนี้ถึงแม้จะพิจารณาเป็นวิธีการมาตรฐานในการวินิจฉัย
การติดเชื้อราเนื่องจากการมีความจ าเพาะที่สูง แต่ก็ยังคงมีข้อจ ากัดเนื่องด้วยการมีความไวที่ต่ า  
นอกจากนี้กระบวนการนี้ยังท าได้เฉพาะในชิ้นเนื้อสดซึ่งการยืนยันการปรากฏของเชื้อราเป็นไปได้ยาก
ไม่เหมือนกับชิ้นเนื้อท่ีใช้ตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
 เมื่อเร็วๆนี้ ได้มีการน าเทคนิกใหม่มาใช้ในการแยกชนิดและบ่งบอกชนิดของเชื้อราได้แก่วิธี
พีซีอาร์  กระบวนการนี้มีข้อดีเหนือวิธีการดั้งเดิมในด้านของการมีความเร็ว ความไวและความจ าเพาะ
ที่มากกว่า  นอกจากนี้ชิ้นเนื้อตัวอย่างที่น ามาใช้เป็นเนื้อเยื่อที่ผ่านการแช่ในฟอร์มาลีนและฝังใน
พาราฟิน ดังนั้น การเลือกบริเวณที่มีจ านวนของเชื้อราก่อโรคมากที่สุดสามารถท าได้โดยการดูด้วย
กล้องจุลทรรศน์หาบริเวณต าแหน่งที่มีเชื้อราอยู่มาก ท าให้สามารถตรวจด้วยกระบวนการนี้ได้ผลมาก
ขึ้น  ข้อดีอีกอย่างส าหรับเนื้อเยื่อที่ผ่านการฝังพาราฟิน คือ สามารถน าเนื้อเยื่อตัวอย่างมาใช้ในการ
ทดลองด้วยวิธีพีซีอาร์ซ้ าเป็นจ านวนหลายครั้งได้โดยไม่มีความจ าเป็นต้องท าการผ่าตัดใหม่ในผู้ป่วย
ด้วยโรคชนิดนี้ 
 ส าหรับการทดสอบด้วยกระบวนการพีซีอาร์  เริ่มต้นจากการทดสอบด้วยไพรเมอร์  ZP3 ซึ่ง
พบว่าสามารถให้ผลการทดลองได้ในผู้ป่วย 64 รายจากจ านวนผู้ป่วยทั้งหมด 81 ราย ผู้ป่วยที่ไม่
สามารถตรวจพบดีเอ็นเอได้อาจเกิดจากการแตกของดีเอ็นเอในกระบวนการแช่ในฟอร์มาลีนและฝังใน
พาราฟิน และอาจเกิดจากการมี inhibitors ในพาราฟิน กระบวนการทดสอบด้วยไพรเมอร์ ZP3 เป็น
การทดสอบถึงคุณภาพดีเอ็นเอภายในตัวอย่าง  ในกรณีที่ดีเอ็นเอมีคุณภาพที่ดี ตัวอย่างก็จะสามารถ
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ให้ผลการทดลองในกระบวนการพีซีอาร์ได้  ต่อมาเป็นการทดสอบการมีการติดเชื้อราที่บริเวณ 
conserved 18s rRNA sequence  เรียกไพรเมอร์ที่ทดสอบที่ต าแหน่งนี้ว่าไพรเมอร์ panfungal  
การทดสอบนี้สามารถตรวจพบในผู้ป่วย 43 รายจาก 64 ราย  รายที่ตรวจพบสามารถบ่งบอกถึงการมี
การติดเชื้อรา  ส่วนในผู้ป่วยที่ตรวจไม่พบ อาจเกิดจากการมีเชื้อน้อยเกินไป หรือการขาดหายไปของ
เชื้อราในพาราฟินเมื่อท าการตัดชิ้นเนื้อด้วยเครื่องไมโครโตมในบางช่วงของการตัดชิ้นเนื้อท าให้มี
ปริมาณดีเอ็นเอที่น้อยมากๆ  และท้ายสุดเป็นการทดสอบด้วยไพรเมอร์บริเวณ variable site หรือ
เรียกว่าไพรเมอร์ differentiated  ซึ่งปรากฏให้ผลการทดลองในผู้ป่วย 20 รายจากผู้ป่วย  43 ราย  
ในผู้ป่วยที่ไม่สามารถตรวจพบได้ด้วยไพรเมอร์ differentiated นี้เกิดจากการมีดีเอ็นเอของเชื้อราไม่
เพียงพอต่อการท า sequencing  และเนื่องจากดีเอ็นเอที่ถูกท าลายในขั้นตอนการแช่ฟอร์มาลีนและ
ฝังในพาราฟินมักจะมีขนาดเล็ก มีเพียงจ านวนน้อนที่เป็นสายยาว  การมีผลิตผลของพีซีอาร์ที่มีขนาด
ใหญ่คือ ประมาณเกือบ 300 bp จึงยากต่อการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยกระบวนการพีซีอาร์  ส าหรับ
ไพรเมอร์ differentiated นี้ ภายหลังจากการผ่านการท ากระบวนการ PCR-sequencing แล้ว จะท า
ให้สามารถแยกแยะชนิดของเชื้อราในระดับจีนัสถึงสปีชีส์ได้  เนื่องจากไพรเมอร์ชนิดนี้ครอบคลุม
บริเวณท่ีเป็น variable site   

ส าหรับการวินิจฉัยโดยการดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ในตัวอย่างผู้ป่วยโรคโพรงจมูกอักเสบจาก
เชื้อราชนิดลุกลามที่สามารถเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอได้ด้วยไพรเมอร์ differentiated ที่ออกแบบมาได้ใน
จ านวน 20 ราย พบว่ามีจ านวนตัวอย่างอยู่ 16 ตัวอย่างที่มีเชื้อรามากพอที่จะท าการดูรูปร่าง และให้
การวินิจฉัยด้วยกล้องจุลทรรศน์ได้  โดยในการเปรียบเทียบผลการหาชนิดของเชื้อราด้วยวิ ธีการทาง
โมเลกุลกับการวินิจฉัยด้วยกล้องจุลทรรศน์นั้น พบว่ามีการวินิจฉัยได้ตรงกัน 13 ราย จาก 16 ราย คิด
เป็น 81.25% ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้เชื่อว่าการตรวจหาชนิดของเชื้อราก่อเหตุโดยวิธีการทางโมเลกุล
เป็นการตรวจที่มีความจ าเพาะสูง มีความน่าเชื่อถือได้มาก  ส่วนการตรวจวินิจฉัยด้วยการดูกล้อง
จุลทรรศน์อาจผิดพลาดได้ง่ายกว่าจากปัจจัยได้หลายอย่างเช่น ลักษณะรูปร่างของเชื้อราที่ไม่ชัดเจนไม่
สามารถบ่งบอกชนิดของเชื้อราได้ หรืออาจเกิดได้จากผู้ให้การวินิจฉัย ท าให้ผลการวินิจฉัยจากการดู
ด้วยกล้องจุลทรรศน์ไม่ตรงกับผลทางโมเลกุล  การเปรียบเทียบผลการวินิจฉัยที่ได้จากการตรวจด้วย
กล้องจุลทรรศน์และการตรวจด้วยวิธีการทางโมเลกุลได้ถูกแสดงไว้ในตารางที่ 8 และลักษณะรูปร่าง
ของเชื้อราที่ให้การวินิจฉัยโดยการดูด้วยกล้องจุลทรรศน์สามารถเห็นได้จากรูปที่ 7  ตัวอย่างของการ
ให้การวินิจฉัยที่ไม่ตรงกันระหว่างผลจากการดูด้วยกล้องจุลทรรศน์และผลจากวิธีการทางโมเลกุล
สามารถพบได้ในรูปที่7E ซึ่งจากการดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ให้การวินิจฉัยว่าเป็นเชื้อ Cladosporium 
sp. ขณะที่ผลที่ได้จากวิธีการทางโมเลกุลให้ผลการวินิจฉัยว่าเป็น Alternaria sp. นอกจากนี้อาจ
สังเกตได้ว่าในตัวอย่างผู้ป่วยที่มีเชื้อน้อยจนไม่สามารถให้การวินิจฉัยได้ด้วยการดูด้วยกล้องจุลทรรศน์
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นั้น  การตรวจด้วยวิธีการพีซีอาร์ซีเควนซิ่งสามารถให้ผลในการตรวจหาเชื้อราที่เป็นสาเหตุของโรคนี้
ได ้

ส าหรับผลทางลักษณะทางคลีนิกของผู้ป่วยโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม พบว่า
ไม่สามารถหาความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะทางคลีนิกและผลชนิดของเชื้อราที่ได้จากการตรวจด้วย
วิธีการทางโมเลกุลได้  อาจเนื่องจากข้อมูลทั้งหมดที่รวบรวมได้จากผู้ป่วยโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อ
ราชนิดลุกลามนี้สามารถรวบรวมได้ทั้งหมดเพียง 7 ราย ซึ่งแสดงไว้ในตารางที่9 โดยสามารถสังเกตได้
ว่าในผู้ป่วยที่มาด้วยอาการเดียวกัน เช่นอาการทางตาหรืออาการปวดศีรษะเป็นไข้ แม้จะมาด้วย
อาการเดียวกันแต่เชื้อต้นเหตุอาจเกิดได้จากเชื้อต่างชนิดกัน และจะเห็นว่าแพทย์ให้การรักษาโดยให้
ยา azole antifungal ในผู้ป่วยที่ไม่ได้เกิดจากการติดเชื้อ Mucorales เนื่องจากยา azole ไม่มีผลใน
การรักษาเชื้อในกลุ่ม Mucorales เป็นเช่นเดียวกับงานศึกษาที่เคยวิจัยมา แต่ก็ไม่สามารถบอกได้ว่า
แพทย์ให้ยา azole ในผู้ป่วนที่เกิดจากเชื้อราชนิดที่จ าเพาะเป็นชนิดใด เนื่องจากมีเชื้อหลายชนิด
ด้วยกันที่เป็นสาเหตุของโรคนี้ 

ในการศึกษานี้ ผู้ศึกษาได้ใช้วิธีพีซีอาร์พร้อมด้วยการออกแบบไพรเมอร์ขึ้นมาใหม่เพ่ือใช้ใน
การตรวจสอบหาชนิดของเชื้อราก่อโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามในผู้ป่วย  ซึ่งในผลการ
ทดลองพบว่าเชื้อราก่อโรคที่พบมากที่สุดในผู้ป่วยโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามคือเชื้อ 
Aspergillus sp. ผลการศึกษาที่ได้นี้ตรงกับผลที่ได้จากการทดลองของ Chen et al ซึ่งพบว่าเชื้อ 
Aspergillus sp. เป็นเชื้อก่อโรคที่พบได้มากท่ีสุด  แต่ผลการศึกษานี้ให้ผลที่ไม่ตรงกันกับผลการศึกษา
ที่ได้จากประเทศอินเดีย(1) ซึ่งพบว่าเชื้อที่พบมากที่สุดคือเชื้อ Rhizopus arrhizus ซึ่งเป็นเชื้อที่พบ
มากที่สุดในการก่อโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลามแบบเฉียบพลัน  การให้ผลที่แตกต่างกัน
ออกไปนี้อาจอธิบายได้ว่ามีผลมาจากความแตกต่างของการกระจายที่อยู่ของเชื้อราก่อโรคชนิดต่างๆ
ในภูมิภาคที่แตกต่างกันทั่วทั้งโลก 
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บทที่6 
สรุปผลการทดลอง 

 
จากการทดลองนี้พบว่าไพรเมอร์ที่ออกแบบมาเพ่ือใช้ในกระบวนการพีซีอาร์ซีเควนซิ่งมี

ประสิทธิภาพดีเพียงพอเพ่ือใช้ในการวินิจฉัยเชื้อราในการก่อโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิด
ลุกลามในผู้ป่วยที่แพทย์สงสัยว่าจะเป็นโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม 

การค้นพบจากการศึกษานี้อาจให้ข้อมูลทางระบาดวิทยาคร่าวๆในผู้ป่วยโรคโพรงจมูกอักเสบ
จากเชื้อราชนิดลุกลามจากห้องปฏิบัติการทางพยาธิวิทยา 3 แห่ง  ถึงแม้ว่าข้อมูลที่ได้จะไม่ใช่ข้อมูล
ตัวแทนทั้งหมดส าหรับคนทั่วทั้งประเทศ  แต่ข้อมูลเหล่านี้จะเป็นข้อมูลเบื้องต้นส าหรับผู้ป่วยไทยที่มี
โรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม  การค้นพบนี้มีประโยชน์ต่อแพทย์ผู้ให้การรักษาในการ
เลือกใช้ยาต้านเชื้อราอย่างครอบคลุมเพ่ือให้การรักษาที่เหมาะสมต่อผู้ป่วยโรคโพรงจมูกอักเสบจาก
เชื้อราชนิดลุกลามในช่วงตอนต้นของการตรวจวินิจฉัยพบ ในระหว่างการคอยผลทางห้องปฏิบัติการ 
หรือการวินิจฉัยด้วยการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์  เนื่องจากเชื้อรา Aspergillus sp. และ Candida 
sp. เป็นเชื้อที่พบได้มากที่สุดในการศึกษาครั้งนี้  การให้ยาร่วมกันของ Voriconazole และ 
Echinocandin(17) ซึ่งเป็นยาที่ให้ผลในการรักษาท่ีดีต่อเชื้อทั้งสองชนิดนี้ ควรเป็นยาที่ใช้ในการรักษา
ในช่วงตอนต้นส าหรับผู้ป่วยที่คาดว่าน่าจะเป็นโรคโพรงจมูกอักเสบจากเชื้อราชนิดลุกลาม 

จากการให้การวินิจฉัยด้วยการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์นั้น  การให้การวินิจฉัยโดยการดู
ด้วยกล้องจุลทรรศน์มีความแม่นย าในการให้การวินิจฉัยอยู่ที่ 81.25% ซึ่งถือว่ามีความเชื่อถือได้สูง 
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ภาคผนวก ก 
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สารละลายในการทดลอง 

 

10% SDS 

 

SDS  10 gram 

เติมน้ า distilled water ให้ได้  100  ml 

__________ 

 

Lysis buffer II 

 

5M NaCl  15  ml 

0.5M EDTA (pH8) 48  ml 

เติมน้ า distilled water ให้ได้  1000  ml  

__________ 

10x TBE 
 

Tris  108 gram 

Boric acid    55 gram 

EDTA (0.5 M)   40  ml 

เติมน้ า distilled water ให้ได้  1000  ml  

__________ 

 

1x TBE 

10x TBE  100  ml 

 เติมน้ า distilled water ให้ได้  1000  ml  

  __________ 
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สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 

1. Xylene (BDH, UK) 

2. Ethanol (Hayman, UK) 

3. NaCl (Univar, New Zealand) 

4. EDTA (Serva, Germany) 

5. Proteinase K (USB, USA) 

6. SDS  (USB, USA) 

7. Phenol-Chloroform (USB,USA) 

8. NH4COOH3 (Univar, New Zealand) 

สารเคมีที่ใช้ในการท าพีซีอาร์ 
1. dNTP (GeNei, USA) 

2. 10x Buffer (Qiagen, Germany) 

3. MgCl2 (Qiagen, Germany) 

4. Primers (Biodesign, Thailand) 

5. Tag DNA Polymerase (Qiagen, Germany) 

สารเคมีที่ใช้ในการท า Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
1. 40% Acrylamide (Bio-RAD, China) 

2. EDTA (Serva, Germany) 

3. NaOH (Merck, USA) 

4. Tris  (Omnipur, China) 

5. Boric acid (USB, Japan) 

6. Temed (Omnipur, USA) 

7. APS  (Ammonium per Sulphate) 

8. 25bp  DNA Ladder (Promega, USA) 

9. Cybr Green (Lonza, USA) 
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สารเคมีที่ใช้ในการท า Agarose Gel Electrophoresis 
1. Agarose (SeaKem, USA) 

2. EDTA (Serva, Germany) 

3. NaOH (Merck, USA) 

4. Tris  (Omnipur, China) 

5. Boric acid (USB, Japan) 

6. 100bp  DNA Ladder (Promega, USA) 

7. Cybr Green (Lonza, USA) 

สารเคมีที่ใช้ในการสกัดเจล 
1. QG buffer (Qiagen, Germany) 

2. Isopropanol (Burdick&Jackson, Korea) 

3. PE buffer (Qiagen, Germany) 

4. Elution buffer (Qiagen, Germany) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาคผนวก  ข 

 
 



 

 

 
 

 
 
 

ภาพผนวก ข1 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 1 ( ตัวอย่างที่ 16) 
แสดงเชื้อ Cladosporium sp. 
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ภาพผนวก ข2 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 2 ( ตัวอย่างที่ 30) 

   แสดงเชื้อ Candida sp. 
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        ภาพผนวก ข3 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 3 ( ตัวอย่างที่ 31) 

        แสดงเชื้อ Aspergillus sp. 
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  ภาพผนวก ข4 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 4 ( ตัวอย่างที่ 35) 

  แสดงเชื้อ Candida sp. 
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 ภาพผนวก ข5 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 5 ( ตัวอย่างที่ 36) 

  แสดงเชื้อ Aspergillus sp. 
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ภาพผนวก ข6 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 6 ( ตัวอย่างที่ 41) 

  แสดงเชื้อ Candida sp. 
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ภาพผนวก ข7 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 7 ( ตัวอย่างที่ 66) 

  แสดงเชื้อ Aspergillus sp. 
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ภาพผนวก ข8 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 8 ( ตัวอย่างที่ 84) 

  แสดงเชื้อ Aspergillus sp. 
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ภาพผนวก ข9 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 9 ( ตัวอย่างที่ 92) 

  แสดงเชื้อ Mucor sp. 
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 ภาพผนวก ข10 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 10 ( ตัวอย่างที่ 94) 

   แสดงเชื้อ Aspergillus sp. 
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ภาพผนวก ข11 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 11 ( ตัวอย่างที่ 96) 

  แสดงเชื้อ Aspergillus sp. 
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ภาพผนวก ข12 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 12 ( ตัวอย่างที่ 97) 

  แสดงเชื้อ Aspergillus sp. 
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ภาพผนวก ข13 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 13 ( ตัวอย่างที่ 103) 

  แสดงเชื้อ Aspergillus sp. 
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ภาพผนวก ข14 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 14 ( ตัวอย่างที่ 105) 

  แสดงเชื้อ Alternaria sp. 
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ภาพผนวก ข15 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 15 ( ตัวอย่างที่ 117) 

  แสดงเชื้อ Aspergillus sp. 
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 ภาพผนวก ข16 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 16 ( ตัวอย่างที่ 119) 

   แสดงเชื้อ Dendryphiella sp. 
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ภาพผนวก ข17 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 17 ( ตัวอย่างที่ 120) 

  แสดงเชื้อ Cladosporium sp. 
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 ภาพผนวก ข18 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 18 ( ตัวอย่างที่ 125) 

   แสดงเชื้อ Cladosporium sp. 
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ภาพผนวก ข19 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 19 ( ตัวอย่างที่ 128) 

  แสดงเชื้อ Cladosporium sp. 
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ภาพผนวก ข20 ผลการท า sequencing ในผู้ป่วยรายที่ 20 ( ตัวอย่างที่ 132) 

                     แสดงเชื้อ Candida sp. 
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