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1.3. บทคัดยอ  
 โรค pythiosis เปนโรคติดเชื้อที่เกิดจากจุลชีพ Pythium insidiosum การเกิดโรคพบในคนและสัตว 

มีรายงานการติดเชื้อทั่วโลกโดยเฉพาะอยางยิง่ภูมิประเทศที่ต้ังอยูในเขตสภาพอากาศรอน กึ่งรอน และ

อบอุน พบการติดเชื้อกระจายอยูทัว่โลกทัง้ทวีปเอเชีย, อเมริกา, แอฟริกา ออสเตรเลียและนิวซีแลนด ซึ่งพบ

รายงานการติดเชื้อเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ การติดเชื้อนํามาซ่ึงสาเหตุของการเกิดพยาธิสภาพที่รุนแรง เกิดการ

สูญเสียอวยัวะ พิการ และเสียชีวิตในอัตราสูง ปจจุบันยงัไมมียาจําเพาะที่ใชรักษาโรคอยางไดผล การรักษา

มักตองอาศัยการผาตัดรวมดวย การวนิิจฉัยโรคที่ถูกตอง รวดเร็ว และใชงานงาย จึงมีความจาํเปนในการ

ตรวจพบการติดเชื้อต้ังแตเบ้ืองตน สงผลใหการรักษามีประสิทธิภาพและชวยลดความเจ็บปวด ลดการ

สูญเสียอวัยวะและชีวิตได งานวิจยัช้ินนี้ไดพัฒนาชุดตรวจที่อาศัยหลักการอิมมโูนโครมาโตกราฟ (ICT)ที่ใช

วินิจฉัยโรค pythiosis ทั้งในคนและในสัตว โดยการใช bacterial protein A/G เปนสารชวีโมเลกุลในการ

ตรวจหา anti-P. insidiosum IgGs ในตัวอยางซีร่ัมจากคนและในสัตว (serodiagnosis) และเทียบ

ประสิทธิภาพชุดตรวจ ICT กับวิธี ELISA ในการทดสอบกับตัวอยางซีร่ัมที่เปนโรค pythiosis 85 ราย จาก

คน 28 ราย, จากสัตว ไดแก สุนัข 24 ราย, มา 12 ราย, กระตาย 12 ราย และ ววั 9 ราย, ตัวอยางทีไ่มเปน

โรค pythiosis จากคน 80 ราย และจากสัตว 63 ราย ซึง่เปนตัวอยางคนและสัตวทีสุ่ขภาพแข็งแรง หรือเปน

โรคธาลัสซีเมยี หรือเปนโรคติดเชื้อชนิดอ่ืนๆ พบวา ทั้งวิธ ี ELISA และ ICT มีคาความจําเพาะในการ

ทดสอบ 100% ในขณะทีค่าความไวในการทดสอบดวยวธิี ELISA และ ICT มีคา 98.8% และ 90.6% 

ตามลําดับ ซึง่ตัวอยางสวนใหญที่ใหผลการทดสอบเปนลบปลอมดวย ICT เมื่อทดสอบดวย ELISA จะ

แสดงคาบวกอยางออน งานวิจยันี้ไดประสบความสําเร็จในการพัฒนาชุดตรวจ ICT ที่มีประสิทธภิาพสูง ใช

งานงาย และรวดเร็วเพื่อใชตรวจโรค pythiosis ในคนและสัตว โดยมีประสิทธิภาพใกลเคียงกับวิธ ีELISA 
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Abstract 
 Pythiosis is a life-threatening infectious disease of both humans and animals living in 

Asia, Americas, Africa, and parts of Australia and New Zealand. The etiologic pathogen is the 

fungus-like organism Pythium insidiosum. The disease has high mortality and morbidity rates. 

Use of antifungal drugs are ineffective against P. insidiosum, leaving radical surgery the main 

treatment option. Prompt treatment leads to better prognosis of affected individuals, and could 

be achieved by early and accurate diagnosis. Since pythiosis has been increasingly reported 

worldwide, there is a need for a rapid, userfriendly, and efficient test that facilitates the 

diagnosis of the disease. This study aims to develop an immunochromatographic test (ICT), 

using the bacterial protein A/G, to detect anti-P. insidiosum IgGs in humans and animals, and 

compare its diagnostic performance with the established ELISA. Eighty-five serum samples from 

28 patients, 24 dogs, 12 horses, 12 rabbits, and 9 cattle with pythiosis, and 143 serum samples 

from 80 human and 63 animal subjects in a healthy condition, with thalassemia, or with other 

fungal infections, were recruited for assay evaluation. Detection specificities of ELISA and ICT 

were 100.0%. While the detection sensitivity of ELISA was 98.8%, that of ICT was 90.6%. Most 

pythiosis sera, that were falsely read negative by ICT, were weakly positive by ELISA. In 

conclusion, a protein A/G-based ICT is a rapid, user-friendly, and efficient assay for 

serodiagnosis of pythiosis in humans and animals. Compared to ELISA, ICT has an equivalent 

detection specificity and a slightly lower detection sensitivity. 

 

 

Keywords: Pythiosis, Pythium insidiosum, Immunochromatography, Serodiagnosis. 
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2.1 บทนํา (Introduction)  

2.1.1. หลักการและเหตุผล  
 โรค pythiosis เปนโรคติดเชื้อที่เกิดจากจุลชีพ Pythium insidiosum การเกิดโรคพบในคนและสัตว 

มีรายงานการติดเช้ือทั่วโลกโดยเฉพาะอยางยิ่งภูมิประเทศที่ต้ังอยูในเขตสภาพอากาศรอน กึ่งรอน และ

อบอุน (tropical, subtropical and temperate regions) (1-3) การติดเช้ือนํามาซ่ึงสาเหตุของการเกิด

พยาธิสภาพที่รุนแรง เกิดการสูญเสียอวัยวะ พิการ และเสียชีวิตในอัตราสูง ตําแหนงของโรคที่พบแยกเปน

ประเภทไดแก การติดเชื้อที่ผิวหนัง/เนื้อเยื่อใตผิงหนัง (cutaneous/subcutaneous pythiosis) การติดเช้ือที่

ดวงตา (ocular pythiosis)  การติดเช้ือที่หลอดเลือดแดง (vascular pythiosis)  และการติดเชื้อแบบ

แพรกระจาย (disseminated pythiosis) ไปยังอวัยวะตางๆ ที่พบ เชน ระบบทางเดินอาหาร ปอด สมอง 

เปนตน (4-9) 

 โรคพิไธโอซีสในคน (Human pythiosis) เปนโรคติดเช้ืออุบัติใหม (emerging disease) (2, 10)มี

รายงานการติดเช้ือในหลายประเทศท่ัวโลก เชน ออสเตรเลีย บราซิล เฮติ นิวซีแลนด มาเลเซีย 

สหรัฐอเมริกา และ ประเทศไทย เปนตน (1, 7) โดยประเทศไทยเปนประเทศที่มีอุบัติการณการติดเช้ือสูงสุด 

คิดเปนรอยละ 80 ของผูปวยที่พบทั้งหมดที่พบทั่วโลก ดังนั้นจึงถือเปนปญหาสําคัญของประเทศไทย 

โดยเฉพาะในรายที่มีการติดเช้ือของหลอดเลือดแดงเปนผูปวยในประเทศไทยทั้งหมด ผูปวยสวนใหญ

ปฏิบัติงานหรือประกอบอาชีพเกี่ยวกับเกษตรกรรม ซึ่งถือเปนอาชีพสําคัญของประเทศไทย (11) แสดงให

เห็นวา human pythiosis เปนโรคติดเช้ือประจําถิ่นในประเทศไทย (endemic) ดังนั้นในปจจุบันโรคนี้จึงถือ

เปนปญหาดานสุขอนามัยของประเทศไทยและจะเปนปญหาแกประชากรในภูมิภาคอ่ืนไดหากไมมีการ

ควบคุมและเฝาระวังโรคที่มีประสิทธิภาพ   

 การเกิดโรค pythiosis มีรายงานในสัตวหลายสายพันธุ กอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจ พบ

การเกิดโรคเชน ในทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต ตามรายงานสวนใหญเกิดในมา  และสุนัข (1, 12-16)

นอกจากนี้ยังมีอุบัติการณการเกิดโรคในสัตวชนิดตางๆเพิ่มข้ึนอีกหลายชนิด เชน แมว, วัว, แกะ เปนตน  

(1, 6, 17) 

 นอกจาการเกิดโรคในคนแลว ประเทศไทยเร่ิมมีการพบการเกิดโรค pythiosis ในสัตวแลวจากผล

การวิเคราะหทางหองปฏิบัติการของโรงพยาบาลรามาธิบดี  เปนไปไดวา มา สุนัข หรือสัตวชนิดอ่ืนๆอีก

จํานวนมากในประเทศไทยอาจติดโรคนี้ดวยแตยังไมไดศึกษาและคนพบ สาเหตุที่มีการพบการติดเช้ือใน

สัตวของประเทศไทยนอยมาก อาจจะเนื่องจากบุคลากรทางการแพทยและสัตวแพทยไมไดคิดถึงหรือไม

คุนเคยหรือไมมีประสบการณในการวินิจฉัยโรคนี้ และยังไมมีวิธีการตรวจที่ใชสะดวก ใหผลถูกตอง แมนยํา 

ทําใหการตรวจโรคเกิดความผิดพลาด จึงไมพบการติดเช้ือในสัตวเหลานี้ การหาวิธีวินิจฉัยโรคในสัตวที่มี

ประสิทธิภาพเพื่อใชในการควบคุมโรคนี้จึงมีความจําเปน จากความสําเร็จของคณะผูวิจัยที่ไดพัฒนาและ

ผลิตชุดตรวจโรค human pythiosis ในรูปแบบ immunochromatographic strip (ICT) ที่ใชงานงาย 
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รวดเร็ว ใหผลถูกตอง และแมนยํา (18) คณะผูวิจัยจึงเห็นวาควรมีการพัฒนาชุดตรวจ ICT ชุดใหมชนิด 

Multi-host specific ที่สามารถตรวจโรค pythiosis ไดทั้งในคน มา สุนัข หรือ สัตวอ่ืนๆ จะมีประโยชน

สําหรับประเทศไทยและประเทศอ่ืนที่มีอุบัติการณการเกิดโรคในคนและในสัตว   

 การผลิตชุดตรวจโรค  pythiosis ที่ ใชงานงายและมีประสิทธิภาพสูง  ดวยวิธี 

immunochromatographic assay โดยหลักการเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี ซึ่งมีความ

สะดวกในการใชงานมากกวา enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (19-21)ปฏิกิริยาจะเกิด

บนแผน  Nitrocellulose membrane ซึ่งประกอบไปดวยเสนแสดงผลที่ถูกเคลือบไว  อยางนอยสองเสน คือ 

เสนควบคุม (control line) เปนเสนที่แสดงคุณภาพชุดตรวจชุดนั้น และเสนทดสอบ (test line)  เปนที่

แสดงผลการทดสอบ  เสนนี้จะปรากฏหรือไมข้ึนอยูกับหลักการของชุดตรวจ  โดยมีแอนติบอดีที่ติดฉลาก

ดวยสารมีสีที่ใหสัญญาณ เชน Colloidal gold particle 

 ICT ที่ใชตรวจโรค pythiosis ไดมีการวางแผนและออกแบบรูปแบบของชุดตรวจ (แสดง

รายละเอียดในรูปที่ 1) โดยมีแผน Nitrocellulose membrane ที่มีแอนติบอด้ีชนิด normal-IgG  เปนแถบ

ควบคุม และแอนติเจนของเช้ือ P. insidiosum เปนแถบทดสอบหาแอนติบอดีตอเชื้อในจากส่ิงสงตรวจ โดย

มีสารใหสัญญาณคือ IgG-binding protein-gold conjugate ไดออกแบบไว คือ  

 การใช IgG-binding protein ที่มีคุณสมบัติหนาที่เชนเดียวกับ secondary antibody ไดแก การใช 

recombinant protein A/G ที่ทําปฏิกิริยาจําเพาะกับ fragment crystallizable region (Fc) ของ IgG ของ

คนและสัตวหลายชนิด เชน มา สุนัข วัว กระตาย แมว หนู แกะ เปนตน (22, 23) โดยนํามาผลิตสารให

สัญญาณ protein A/G gold conjugate ใชสําหรับผลิตชุดตรวจโรค ใน คน และ สัตวตางๆ 

 ดวยวิธีการดังกลาวทําใหลดปญหาเร่ือง secondary antibody เพราะ recombinant protein A/G 

จะทําหนาที่เสมือน secondary antibody ที่สามารถจับไดกับแอนต้ีบอดีครอบคลุมไดทั้งคนและสัตว

หลายๆชนิดได 

 ถาในน้ําเหลืองจากส่ิงสงตรวจ ที่มีแอนติบอดีตอเช้ือ P. insidiosum แอนติบอดีนี้จะไปเกาะที่แถบ

ของแอนติเจนของ P. insidiosum (แถบทดสอบ) ทําใหสารใหสัญญาณ  protein-gold conjugate 

สามารถเกาะกับแอนติบอดีของผูปวยตรงตําแหนงแถบทดสอบ ไดเกิดเปนสัญญาณเสนของ Colloidal 

gold ใหเห็นดวยตาปลา แปลผลวามีการติดเช้ือ (positive, รูป 1A) หากน้ําเหลืองในผูปวยไมมีแอนติบอด้ี

ตอเช้ือ P. insidiosum สารใหสัญญาณ  protein-gold conjugate ก็จะไมเกาะที่ตําแหนงทดสอบและไมมี

สัญญาณเสน ใหแปลผลวา เปนลบ (negative, รูป 1B)  

ดังนัน้ จากหลักการและรูปแบบการทาํงานของ ICT ดังกลาว จะสามารถผลิตชุด ICT ไดในรูปแบบ

ใหม โดยชุดตรวจเพียงหน่ึงชุดจะมีคุณสมบัติดานการนาํไปใชวินิจฉัยโรค pythiosis ไดทั้งในคน มา สุนัข 

หรือสัตวอ่ืนๆ ไดอยางมีความจําเพาะ และความไวสงู นอกจากนี ้ยงัไดพัฒนาระบบใหสัญญาณ protein-

gold conjugate ที่สามารถเกิดปฏิกิริยาอยางจําเพาะกับ antibody ของ host ไดหลายชนิด ซึ่งสามารถ
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นําไปประยุกตในการพัฒนาการวนิิจฉัยโรคตางๆ โดยการตรวจหา antibody โดยวิธีตามรูปแบบของ ICT 

หรือ นาํไปปรับใชกับ immunoassay ในรูปแบบอ่ืนได เชน Dot-ELISA, ELISA เปนตน 
 
 

 
 
 
   

 

 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1  การแสดงผลที่ไดจากชุดตรวจ pythiosis. รูป 1A แสดงการใหผลบวก (คือ

ผูปวยมีแอนติบอด้ีตอเชื้อ P. insidiosum) จะมีแถบสีที่แถบทดสอบ (test line) และ

ควบคุม (control line). รูป 1B แสดงการใหผลลบ (คือผูปวยไมมีแอนติบอด้ีตอเชื้อ 

P. insidiosum) จะมเีพียงแถบสีที่แถบควบคุม (control line) 

 

 ผลวิจัยที่ไดนอกจากจะชวยวินิจฉัยโรคไดถูกตอง สะดวก และรวดเร็ว ซึ่งมีผลตอการรักษาได

ถูกตองทันทวงทีเพื่อลด การเจ็บปวย การสูญเสียอวัยวะ/พิการ และการชีวิต และยังชวยใหทราบถึงปญหา

การติดเชื้อในคน/สัตว ทําใหเขาใจการแพรกระจายของเช้ือและขนาดประชากรของคน/สัตวที่ติดเช้ือ ชวย

เฝาระวังการระบาดของโรคทั้งในประเทศและในตางประเทศ อีกทั้งสามารถนําชุดตรวจไปจําหนายยัง

ตางประเทศที่มีโรค pythiosis ในคนและสัตวเปนโรคประจําถิ่น 

2.1.2 การทบทวนวรรณกรรม  

 2.1.2.1. โรค pythiosis: สาเหตุการติดตอ พยาธิสภาพ และ การรักษา 
 โรค pythiosis เปนโรคติดเช้ือเกิดในคนและสัตว สาเหตุเกิดจากเช้ือ Pythium insidiosum เปนจุล
ชีพคลายรา ชอบอาศัยอยูในน้ํา (fungus-like aquatic organism) ในแหลงน้ําธรรมชาติในเขตรอน กึ่งรอน 
และอบอุน (tropical, subtropical and temperate regions) จัดเปนโรคติดตอทางน้ําชนิดหนึ่ง (water-
borne disease) โครงสรางของเชื้อมีลักษณะเปนเสนสายเหมือนรา ผนังเซลลประกอบดวยสาร cellulose 
และ β-glucan สวนของ cytoplasmic membrane ไมมีสาร ergoserol ซึ่งพบในรา (1-3) 

+VE -VE 

Test line 

Control line 

A. B. 

สิ่งสงตรวจ 

Capillary flow--- 

---แผน Nitrocellulose--- 
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 การติดเช้ือเกิดจาก เชื้อในรูปสายรา (hyphae) หรือ เช้ือในรูปซูโอสปอร (zoospore ซึ่งเปนระยะ
ติดตอ) โดยพบวาซูโอสปอร มีการเคลื่อนที่ตอบสนองตอส่ิงเรา (tropism) ไดแก เนื้อเยื่อ, ผิวหนัง และเสน
ผม ของคนและมา รวมทั้งบาดแผลและผิวหนังที่เกิดความเสียหาย โดยซูโอสปอรมีแฟลกเจลลา (flagella) 
วายน้ําได จะวายเขาไปสูบาดแผลหรือผิวหนังปรกติเปล่ียนแปลงรูปรางเปนเซลลรูปกลม (encyst) หล่ัง 
amorphous material มาลอมรอบเซลลทําใหเกิดการยึด (adhesion) ของ ซูโอสปอรกับพื้นผิวของเนื้อเยื่อ
หรือบาดแผล จากนั้นจะสรางทองอก (germ tube) แทงเขาไปในเนื้อเยื่อของ host สายราจะรุก (invade) 
เขาทั้งในเซลลและนอกเซลล นํามาซ่ึงสาเหตุของการเกิดพยาธิสภาพที่รุนแรง เกิดการสูญเสียอวัยวะ พิการ 
และเสียชีวิตในอัตราสูง ตําแหนงของการเกิดโรคแยกเปนประเภท (4-9) ไดแก  

ก. การติดเชื้อที่ผิวหนัง/เนื้อเยื่อใตผิวหนัง (cutaneous/subcutaneous pythiosis) ทําใหเกิด
รอยแผล เกิดการอักเสบที่ผิวหนัง (ulcer, granuloma) ในคนสวนใหญพบบริเวณขามากวาแขน 
ข. การติดเชื้อที่ดวงตา (ocular pythiosis) ทําใหเกิดกระจกตาอักเสบ (keretitis), แผลที่กระจก
ตา(corneal ulcer), กระจกตาทะลุ (perforation), หนองในตา (hypopion), ลูกตาอักเสบ 
(endophthalmitis), เปลือกตาบวม (eye lid swelling)  
ค. การติดเชื้อที่หลอดเลือดแดง (vascular pythiosis) ทําใหเกิดการอักเสบของหลอดเลือดแดง 
(arthritis) ขนาดเล็ก, ขนาดกลาง, ขนาดใหญ ทําใหเกิดหลอดเลือดอุดตัน (occlusion) เนื้อเยื่อ
ขาดเลือดเกิดเนื้อตาย (gangrene) หรือหลอดเลือดแดงโปงพอง (aneurysm) เกิดเลือดออกรุนแรง
ได 
ง. การติดเชื้อแบบแพรกระจาย (disseminated pythiosis) เช้ือสามารถแพรกระจายกอพยาธิ
สภาพที่อวัยวะตางๆ เชน ระบบทางเดินอาหาร, สมอง, ปอด, กระดูก เปนตน  

โรค pythiosis ในมนุษย 
 โรค pythiosis ในมนุษย (human pythiosis) เปนโรคติดเช้ืออุบัติใหม (emerging disease) (2, 
10) พบผูปวยกระจายอยูทั่วโลก สองรายแรกในโลกถูกรายงานการคนพบที่ประเทศไทยในป พ.ศ. 2528 
(9) และประเทศไทยเปนประเทศที่มีอุบัติการณการติดเชื้อสูงสุดคิดเปนรอยละ 80 ของผูปวยทั้งหมดในโลก 
โดยเฉพาะในรายท่ีมีการติดเช้ือของหลอดเลือดแดงเปนผูปวยที่พบในประเทศไทยทั้งหมด (18) ซึ่งการติด
เชื้อของหลอดเลือดแดงเปนกลุมที่มีความสําคัญ เนื่องจากโรคมีความรุนแรง ผูปวยอาจสูญเสียแขนขาหรือ
เสียชีวิตไดหากเกิดกับหลอดเลือดแดงขนาดกลางหรือใหญและลุลามเขาสู bifurcation ของหลอดเลือด
แดงใหญ หากรักษาไมไดผล ผูปวยเสียชีวิตทุกราย รอยละ 85 ของผูปวยไทยที่ติดเชื้อบริเวณผิวหนัง/
เนื้อเยื่อใตผิวหนัง ติดเช้ือที่หลอดเลือดแดง หรือติดเช้ือแบบแพรกระจายมีโรคประจําตัวทางโลหิตวิทยาที่
จําเพาะ ไดแก ภาวะซีดหรือเม็ดเลือดแดงอายุส้ันเร้ือรัง (chronic anemia or hemolytic anemia) เชน 
ความผิดปกติของฮีโมโกลบิน (hemoglobinopathy), โรคธาลัสซีเมีย (thalassemia),  โรคไขกระดูกฝอ 
(aplastic anemia) (24, 25) ซึ่งอาจสัมพันธกับการกอพยาธิสภาพในเนื้อเยื่อของ host โดยเฉพาะผูปวยที่
มีการติดเช้ือของหลอดเลือดแดงทั้งหมดมีโรคทางโลหิตวิทยาขางตน นอกจากนั้น ผูปวยกลุมดังกลาวสวน
ใหญมีอาชีพทางเกษตรกรรมซ่ึงเปนอาชีพสําคัญของคนไทย (11) ซึ่งมีโอกาสสัมผัสน้ําหรือพืชในแหลงน้ํา
ธรรมชาติ ประสบอุบัติเหตุการบาดเจ็บตอมือ เทา แขน ขา ไดบอยกวาผูปวยที่ประกอบอาชีพอ่ืน จาก
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ขอมูลดังกลาวช้ีใหเห็นวา human pythiosis เปนโรคติดเช้ือประจําถิ่นในประเทศไทย (endemic) ดังนั้นใน
ปจจุบันโรคนี้จึงถือเปนปญหาดานสุขอนามัยของประเทศไทยและจะเปนปญหาแกประชากรในภูมิภาคอ่ืน
ไดหากไมมีการควบคุมและเฝาระวังโรคที่มีประสิทธิภาพ  
 ปจจุบันยังไมมียาจําเพาะที่ใชรักษาโรคอยางไดผล เฉพาะการติดเช้ือของผิวหนังและตาเทานั้นที่
ตอบสนองตอยาตานเชื้อราบางชนิด การรักษามักตองอาศัยการผาตัดรวมดวย หากเปนการติดเชื้อของ
หลอดเลือดแดงที่ไมตอบสนองตอยาตานเชื้อราจําเปนตองตัดขาหรือแขนที่ติดเช้ือออก รวมกับการใชวัคซีน
ที่สกัดจากตัวเช้ือ (immunotherapy) ผูปวยมักสูญเสียอวัยวะหรือในรายที่ลุกลามมากจะเสียชีวิต (1, 26) 
 
โรค pythiosis ในสัตว  
 โรค pythiosis เดิมมีการรายงานในสัตวต้ังแตชวงแรกของศตวรรษที่ 20 พบในสัตวหลายชนิด
ไดแก มา สุนัข แมว วัว แกะ อูฐ นก ฯลฯ กอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจ พบการเกิดโรคในทุกทวีป 
สัตวที่เปนโรคสวนใหญพบการรายงานใน มา และ สุนัข (1, 8, 12-16, 27) โรค pythiosis ในมาสวนมาก
พบการติดเชื้อที่ผิวหนัง มีอาการตอมน้ําเหลืองโต เกิดการอักเสบของผิวหนังเปนเปนตุม เปนแผลเร้ือรังเปน
หนอง เกิดการตายของเนื้อ เกิดแผลที่ผิวหนังและสามารถลุกลามถึงกระดูก มีความรุนแรงทําใหขาพิการ 
แผลที่มีขนาดใหญทําใหมาเกิดภาวะเลือดจางและมีระดับโปรตีนในเลือดตํ่า ตรงบริเวณรอยโรคสามารถ
พบลักษณะเปนกอนคลายหิน เรียกวา kunkers (15) มีขนาดต้ังแตเม็ดขาวสารและใหญไดหลาย
เซนติเมตร kunkers เปนลักษณะจําเพาะของโรค pythiosis ที่เกิดในมา โดยเกิดจากสะสมของสารที่ขับ
ออกจาก eosinophils (degranulation) ที่มาลอมรอบ hyphae ของเช้ือที่บุกรุกเนื้อเยื่อของมา  สุนัขตาม
รายงานสวนมากเกิดการติดเชื้อในระบบทางเดินอาหาร (gastrointestinal infection) (13, 14) อาการที่พบ 
คือ อาเจียน ถายมูลเหลว น้ําหนักตัวลด เบ่ืออาหาร เกิดแผลในกระเพาะและลําไส พบกอนในชองทอง 
(palpable abdominal mass)  และสามารถพบการติดเชื้อที่ตับออน ตอมน้ําเหลือง และทอน้ําดี จาก
รายงานสวนใหญ การวินิจฉัยพบสาเหตุของโรคเมื่อมาและสุนัขมีอาการของโรคหนักหรือตายไปแลว (16) 
 
 2.1.2.2. การวินิจฉัย 
 การวินิจฉัยโรค pythiosis ทางหองปฏิบัติการทําไดโดย การแยกเช้ือ, การตรวจทางจุลพยาธิวิทยา, 
การตรวจทางอณูวิทยา และ การตรวจปฏิกิริยาทางน้ําเหลือง การแยกเช้ือ โดยการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อจาก
รอยโรค เชน ชิ้นเนื้อที่กระจกตา ผิวหนัง แผล ผนังหลอดเลือดแดง หรือผาตัดล่ิมเลือด หรือ kunkers จาก
มา นําส่ิงสงตรวจดังกลาวมาทําเสมียรสด (wet smear) ปายบนสไลด หยดดวยน้ํายาโปแตสเซียมไฮดรอก
ไซด ดูดวยกลองจุลทรรศน จะพบสายราขนาดใหญ อาจมีหรือไมมีผนังกั้น แตกแขนงทํามุมฉาก การ
วินิจฉัยที่แนชัดทําโดยการเพาะเช้ือบนอาหารเลี้ยงเชื้อไดแก Sabouraud Dextrose Agar, Potato 
Dextrose Agar การวินิจฉัยเพิ่มเติมเพื่อความถูกตองโดยการกระตุนการสรางซูโอสปอรดวยการใชอาหาร
เหลวที่มีธาตุแคลเซียมและแมกนีเซียม (1) 
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 การตรวจทางจุลพยาธิวิทยาทําโดยยอมส่ิงสงตรวจดวย  Gomori’s methenamine silver หรือ 
periodic-Schiff จะตรวจพบสายราที่มีสัณฐานวิทยาขางตน สวนการตรวจทางอณูวิทยาทําดวยเทคนิค 
polymerase chain reaction (PCR) ตรวจหา 18s rRNA genes ของ P. insidiosum (26) 
 การวินิจฉัยโรค pythiosis ดวยการตรวจปฏิกิริยาทางน้ําเหลืองทําไดดวยการเก็บตัวอยาง
น้ําเหลืองไมจําเปนตองเก็บตัวอยางจากรอยโรคซึ่งแสดงถึงอาการที่เกิดข้ึน บางคร้ังลุกลามรุนแรงไปแลว 
การตรวจปฏิกิริยาทางน้ําเหลืองสามารถใชตรวจคนหรือสัตวที่มีความเสี่ยงทําใหสามารถวินิจฉัยไดต้ังแต
เบ้ืองตน ทําใหการรักษามีประสิทธิภาพ ผูติดเชื้อไมตองทรมานกับการเกิดโรค ลดการสูญเสียอวัยวะ พิการ 
และเสียชีวิตได นอกจากนนี้ขอดีของการตรวจปฏิกิริยาทางน้ําเหลือง คือ การเก็บตัวอยางทําไดสะดวก ไม
มีปญหาเร่ืองการปนเปอน (contamination) ซึ่งเปนปญหาของการเก็บตัวอยางมาวินิจฉัยแบบแยกเช้ือหรือ
การวินิจฉัยทางอณูวิทยา (1) 
 การตรวจโรคดวยปฏิกิริยาทางนํ้าเหลืองโดยเทคนิค immunodiffusion (ID) เปนการทําปฏิกิริยา
กันระหวางแอนติเจนของเช้ือ P. insidiosum และแอนติบอดีของผูปวยในเนื้อวุน โดยแอนติเจนและ
แอนติบอดีจะคอย ๆ แพร (diffuse) ผานเนื้อวุน เขาหากัน บริเวณตําแหนงที่มีปริมาณของแอนติเจนและ
แอนติบอดีพอเหมาะกัน ก็จะเกิดเสนตะกอน (precipitin band, precipitin line) ใหเห็นได การตรวจโรค 
pythiosis ดวยเทคนิคนี้ใหผลความจําเพาะสูง แตเปนเทคนิคที่มีความไวตํ่า  (28, 29) 
 การตรวจโรคดวยปฏิกิริยาทางน้ําเหลืองโดยเทคนิค enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) (21) เปนการทําปฏิกิริยากันระหวางแอนติเจนของเช้ือ P. insidiosum และแอนติบอดีของผูปวย 

ทดสอบใน microtiter plate โดยเคลือบหลุมที่ทดสอบดวยแอนติเจนของเช้ือ P. insidiosum แลวใส

น้ําเหลืองของผูปวยลงไป หลังจากนั้นเติมแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติบอดีของ host ที่ติดสลากดวย

เอนไซม นําไปวัดคาสัญญาณที่เกิดข้ึน ELISA จึงปนวิธีที่ใหผลความจําเพาะ และ ความไวสูง แตการตรวจ

ดวยวิธีนี้จําเปนตองใชผูเช่ียวชาญ, ใชเวลาในการทํานานและยุงยากมีหลายข้ันตอน และตองใชวัสดุ 

อุปกรณ เคร่ืองมือ รวมถึงสารเคมีตางๆ จึงไมเหมาะในการที่จะนําไปใชในพื้นที่หางไกลที่เปนแหลงระบาด

ของโรค จึงไดมีผูวิจัยผลิตพัฒนาวิธีการตรวจที่ใชงานงาย สะดวก มีประสิทธิภาพ มีความจําเพาะ และ 

ความไวสูง ไดแก hemagglutination test (HA) และ immunochromatographic test (ICT) 

 HA (30) เปนการทดสอบปฏิกิริยาการเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดงแกะที่เคลือบดวยแอนติเจนของ

เช้ือP. insidiosum เมื่อนํามาทําปฏิกิริยากับน้ําเหลืองผูปวยที่เปนโรค pythiosis แอนติบอดีของผูปวยที่

จําเพาะกับแอนติเจนของเช้ือบนเม็ดเลือดแดงแกะทําปฏิกิริยาจับกันทําใหเกิดการเกาะกลุมกัน โดยมี

ความจําเพาะ และ ความไวที่ 99% และ 88% ตามลําดับ จากหลักการนี้ HA สามารถนําไปใชตรวจหาโรค 

pythiosis ไดทั้งคนและสัตวทุกๆชนิดที่สรางแอนติบอดีตอ แอนติเจนของเช้ือ P. insidiosum ได แตยังไมมี

รายงานการนําไปใช ซึ่ง HA อาจมีขอจํากัดในเร่ืองของอายุและความเสถียรของเม็ดเลือดแดงแกะที่เคลือบ

แอนติเจนและจําเปนตองเก็บรักษาไวในตูเย็น 
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 ICT (18) เปนชุดตรวจที่อาศัยหลักการปฏิกิริยาแอนติเจนและแอนติบอดี แตทดสอบไดงาย ICT ที่

ผลิตและพัฒนาข้ึนเปน ICT สําหรับตรวจ human pythiosis มีสวนประกอบที่สําคัญคือ แอนติเจนของเช้ือ

ที่ถูกตรึงไวบน nitrocellulose membrane strip ซึ่งเปนแถบที่ใชอานผล มี rabbit anti-human IgG gold 

conjugate เปนตัวใหสัญญาณ ผูปวยโรค pythiosis จะสรางแอนติบอดีตอเช้ือ P.insidiosum เมื่อนํามาทํา

ปฏิกิริยาบน ICT จะเกิดการจับกันอยางจําเพาะกับ แอนติเจนที่ตรึงบน nitrocellulose membrane ทําให

เกิดสัญญาณข้ึนจากการการจับของ rabbit anti-human IgG gold conjugate โดยมีความจําเพาะ และ 

ความไวที่ 100% และ 88% ตามลําดับ การใชงานงาย ไมตองใชเคร่ืองมือ ไมตองใชผูเช่ียวชาญ ใชพื้นที่ใน

การทดสอบไมมาก สามารถใชไดในสถานพยาบาลทั่วไปทั้งกรุงเทพและตางจังหวัด โดยทราบผลภายใน 

30 นาที ทําใหสามารถตัดสินใจในการรักษาไดทันทีที่ทราบผลการวินิจฉัย ชุดทดสอบมีอายุการเก็บรักษา

นานมากกวา 2 ป โดยเก็บในที่แหง มืด ที่ อุณหภูมิหอง 

 จากการศึกษาดานภูมิคุมกันวิทยา (immunology) โดยใชเทคนิค Western blot วิเคราะห

แอนติบอดีของคนหรือสัตว (มา สุนัข วัว) ที่เปนโรค pyhtiosis หรือติดเช้ือ P. insidiosum พบวา host มี

สรางแอนติบอดีที่จําเพาะกับแอนติเจนของเช้ือไดหลายแอนติเจนที่มีขนาดโมเลกุลตางกัน โดยไมทํา

ปฏิกิริยาขามกลุมกับเช้ือในกลุมอ่ืน โดยมีแอนติเจนของเช้ือบางตัว เชน แอนติเจนขนาด 28 kDa สามารถ

ทําปฏิกิริยากับไดกับแอนติบอดีของคน มา สุนัข วัว ที่เปนโรคไดหมด (31) 

 
2.1.3. สถานการณของโรค pythiosis ในประเทศไทย 

ประเทศไทยมีการรายงานการเกิดโรค human pythiosis อยางตอเนื่อง พบผูปวยอยูทั่วทุกภูมิภาค

ของประเทศ และจัดเปนโรคประจําถิ่น เร่ิมมีการพบการรายงานการเกิดโรค pythiosis ในสัตวแลว  จากผล

การวิเคราะหทางหองปฏิบัติการของโรงพยาบาลรามาธิบดี  จึงเปนไปไดวา มา สุนัข หรือ สัตวอีกหลาย

ชนิดในประเทศไทยอาจติดโรคนี้ดวยแตยังไมไดศึกษาคนพบ นอกจากนี้สถานการณการเกิดอุทกภัยคร้ัง

ใหญในป พ.ศ. 2554 และการเกิดพายุฝนตกที่ทวีความรุนแรงข้ึน (32) อาจเปนสาเหตุใหเชื้อมีการ

แพรกระจายในวงกวางมากข้ึน สาเหตุที่ไมมีรายงานการติดเช้ือในสัตวของประเทศไทยเน่ืองจาก บุคลากร

ทางการแพทยและสัตวแพทยไมคุนเคยหรือไมมีประสบการณในการวินิจฉัยโรคนี้ และยังไมมีวิธีการตรวจที่

ใชสะดวก ใหผลถูกตอง แมนยํา ทําใหการตรวจโรคเกิดความผิดพลาด หาการติดเช้ือในสัตวเหลานี้ไมได 

หากมา สุนัข หรือ สัตวอ่ืนๆ เปนโรคนี้อาจเปนแหลงแพรเช้ือ (reservoir) (33) ใหกระจายสูคนได ดังนั้นวิธี

วินิจฉัยโรคในมาและสุนัขที่มีประสิทธิภาพจึงมีความจําเปน 

จากความสําเร็จของคณะผูวิจัยที่ไดเคยผลิตชุดตรวจโรค human pythiosis ในรูปแบบ 

immunochromatographic strip (ICT) ที่ใชงานงาย รวดเร็ว ใหผลถูกตอง แมนยํา ใชตรวจอยางมี

ประสิทธิภาพ (10) สามารถชวยผูปวยใหไดรับการวินิจฉัยและรักษาท่ีรวดเร็วข้ึน  ทางคณะผูวิจัยจึงเห็นวา

ตรวจโรค pythiosis ในมา สุนัข หรือ สัตวตางๆ โดย ICT นาจะเปนวิธีที่เหมาะสม  และมีความจําเปน
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สําหรับประเทศไทยที่ human pythiosis เปนโรคประจําถิ่น รวมทั้งสามารถนํา ICT ไปใชในประเทศที่มี

รายงานการเกิดโรคในมา สุนัข หรือ สัตวตางๆ ผลที่ไดจะชวยใหทราบถึงปญหาการติดเช้ือในมา สุนัข หรือ 

สัตวอ่ืนๆ เขาใจการแพรกระจายของเช้ือและขนาดประชากรของสัตวที่ติดเชื้อ  การควบคุมและการเฝา

ระวังการระบาดของโรค และมีวิธีการตรวจที่ใชสะดวก รวดเร็ว ใหผลถูกตอง แมนยํา ซึ่งมีผลตอการรักษา

ไดถูกตองทันทวงที  

 
2.2 เนื้อเรื่อง  

2.2.1. การเตรียมแอนติเจน:  
เพาะเล้ียงเชื้อ P. insidiosum บนอาหารเล้ียงเชื้อ Sabouraud dextrose agar ที่ 37 ºC เปนเวลา 

5 วัน จากนั้นแยกมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว Sabouraud dextrose broth เปนเวลา 10 วัน 

จากน้ันใสสารเพื่อฆาเช้ือแลวนําไปกรอง  ใสสาร protease inhibitors และทําใหเขมขนดวยวิธีการปน

เหวี่ยงผานแผนเยื่อ (Amicon Ultra-15 centrifugal filter) เพื่อใหได culture filtrate antigen (CFA) เขมขน 

80 เทา และเก็บไวที่ -80 °C (34) 
2.2.2. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
การทดสอบการติดเช้ือ P. insidiosum เพื่อตรวจหา anti-P. insidiosum antibodies ในตัวอยาง

เลือดจากส่ิงสงตรวจ โดยทําการทดลอง ณ ปฏิบัติการ 3 สถานที่ 

i.)  Department of Pathology, Faculty of Medicine, Ramathibodi Hospital, Mahidol 

University, Bangkok, Thailand (ELISA protocol of Chareonsirisuthigul et al) (19) ทําการทดสอบ

ตัวอยางจากคน โดยใช CFA เปนสารที่ใชทําปฏิกิริยากับ anti-P. insidiosum antibodies 

ii.) Department of Veterinary Clinical Sciences, Louisiana State University, Baton Rouge, 

LA, USA(ELISA protocol of Grooters et al) (20) ทําการทดสอบตัวอยางจากสุนัข โดยใช CFA เปนสาร

ที่ใชทําปฏิกิริยากับ anti-P. insidiosum antibodies โดยใช soluble hyphal antigen เปนสารที่ใชทํา

ปฏิกิริยากับ anti-P. insidiosum antibodies 

iii.)  Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Universidade Federal de Santa 

Maria, Santa Maria, RS, Brazil (ELISA protocolof Santurio et al) (35) ทําการทดสอบตัวอยางจาก

สุนัข, มา, วัว และกระตาย โดยใช soluble hyphal antigen เปนสารที่ใชทําปฏิกิริยากับ anti-P. 

insidiosum antibodies 

 
 2.2.3. การเตรียม ICT  

2.2.3.1. วัสดุที่จะนํามาใชเปนสวนประกอบสําคัญในการประดิษฐ ICT ประกอบดวย (รูปที่ 2) 
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a.) Wicking pad (WP) เปนแผนกระดาษ 3MM Chromatography paper สามารถอุม ดูดซับและ

ดึงของเหลว  

b.) Nitrocellulose membrane (NCmb) เปนแผนเยื่อสังเคราะหสําหรับตรึงแอนติบอดีและ

แอนติเจนในชุดตรวจ เปนแถบควบคุม (Control region) และแถบทดสอบ (Test region) 

c.) Glass fiber (GF) เปนแผนเสนใยแกวสําหรับไวเคลือบดวย Colloidal gold conjugated 

antibody 

d.) Sample pad (SP) เปนแผน Cotton paper สามารถอุม ดูดซับและดึงของเหลวที่ทดสอบมา

ทําปฏิกิริยาบน Nitrocellulose membrane ของ ICT 

e.) Plastic backing supporter (PS) เปนแผนพลาสติก มีกาวหนาหนึ่ง เพื่อใชประกอบเปนชุด

ตรวจ 

f.) Colloidal gold particle เปนตัวทําใหเกิดสัญญาณ  

 
2.2.4 รูปแบบของ ICT  
การศึกษาและพัฒนาชุดตรวจ ICT สําหรับวินิจฉัยโรคพิธิโอซีสในคนและในสัตวในการวิจัยนี้ใช

หลักการ indirect immune-assay เพื่อตรวจหาแอนติบอด้ีที่รางกายผูติดเช้ือติดเช้ือ P. insidiosum สราง

ข้ึน โดยชุดตรวจ ICT ที่ใชมีรูปแบบแสดงในรูปที่ 2 ดังนี้ 
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รูปที่ 2  สวนประกอบของชุดตรวจ ICT และ รูปแบบของชุดตรวจ ที่ใชหลักการ indirect immune-

assay โดยมี protein A/G-gold conjugate เปนสารใหสัญญาณ, 2a.) รูปแสดงดานขางของชุดตรวจ; 2b.) 

รูปแสดงดานหนาของชุดตรวจ; 2c.) แสดงสัญญาณบนชุดตรวจเมื่อทดสอบกับตัวอยางที่ไมเปนโรค 

pythiosis; 2d.) แสดงปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนตรงตําแหนง control line และ test line บนชุดตรวจเม่ือทดสอบกับ

ตัวอยางที่ไมเปนโรค pythiosis; 2e) แสดงปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนตรงตําแหนง control line และ test line บนชุด

ตรวจเม่ือทดสอบกับตัวอยางที่เปนโรค pythiosis; 2f.) แสดงสัญญาณบนชุดตรวจเม่ือทดสอบกับตัวอยางที่

เปนโรค pythiosis 

 
2.2.5. การศึกษาการตรึง antigen (Ag) และ antibody (Ab) ลงบนแผน nitrocellulose 

membrane (NCmb) 

ชุดตรวจ ICT สําหรับวินิจฉัยโรคพิธิโอซีสในคนและในสัตวที่ใช PAG-gold conjugate เปนสารให

สัญญาณ โดยจะใช NCmb ขนาด pore size 8 μm  เปนวัสดุที่ใชตรึง CFA (capture agent) ที่ความ

เขมขน 1mg/ml เปนแถบทดสอบหา (test line) และใชตรึง normal rabbit IgG ที่ความเขมขน 0.2 mg/ml 

เปนแถบควบคุม (control line) โดยใช เคร่ือง ZX1000, Bio-Dot สําหรับฉีดพนสารชีวโมเลกุล, นําแผน 

NCmb อบในตูดูดความช้ืน 30% humidity, 30ºC นาน 30 นาที แลวนํา NCmb จุมในสารละลาย1% 

(wt/vol)  BSA, 0.1%  (wt/vol) trehalose in 10 mM in sodium phosphate buffer pH 7.4 ซึ่ง BSA มี

หนาที่ลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ ในขณะที่ trehalose มีหนาที่รักษาสภาพ normal rabbit IgG และ CFA, 

จากนั้นนํา membrane ไปอบในตูดูดความชื้น เก็บไวรอประกอบ  

 
2.2.6. การเตรียมสารใหสัญญาณ protein-gold conjugation 
 การทดลองคร้ังนี้ไดใช recombinant protein A/G-colloidal gold conjugate เปนสารให

สัญญาณเพื่อพัฒนาชุดวินิจฉัยโรคพิธิโอซีสในคนและในสัตว โดย protein A/G (PAG) จะถูกเคลือบบน

อนุภาคของ Colloidal gold particle ดวยวิธี pI-dependent passively adsorption โดยอนุภาคของ 

Colloidal gold particle และ protein molecule จะถูกเช่ือมกันดวย hydrophobic interaction และ 

electrostatic force 

 จากนั้นนํา colloidal gold suspension ขนาด 40 nm, มาปรับ pH ใหได 7.15 - 7.25 

ดวย 0.2 M Na2CO3, ใส PAG ที่ความเขมขน 6 μg ของ PAG ตอ 1 ml ของ gold ไปใน gold suspension 

โดยเขยาตลอดเวลาในขณะที่เติมสารผสมกัน (รอทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํา

สารละลาย casein (0.5% final conc.)  ลงไปเพื่อเคลือบพื้นผิวของ gold particle ในที่สวนที่เหลือนําไป 

Centrifuge ที่ 6000 g x 15 นาที เพื่อแยกของเหลวสวนใสดานบนที่มีสารที่เหลือจากการทําปฏิกิริยาออก, 

ใสสารละลาย 0.5% casein ลงไปเทากับปริมาตร colloidal gold suspension ต้ังตน เพื่อลางสารที่ไมทํา
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ปฏิกิริยาอีกคร้ัง, จากนั้นนําไป Centrifuge เพื่อแยกของเหลวสวนใสดานบน สุดทายจะได PAG-gold 

conjugate แลวเติม 20% sucrose (wt/vol) เพื่อเตรียมใสใน Conjugate releasing pad  

  
2.2.7. เตรียมสวนประกอบของชุดตรวจ ICT 
 2.2.7.1. การเตรียม Sample pad  

เตรียม 2% Triton X-100, 0.05% Polyvinylpyrrolidone ใน 0.05 M Tris-HCl, pH 7.5 ปริมาตร 10 ml 

จากนั้นนํา cotton paper จุมลงในสารที่เตรียม แลวนาํไปอบใหแหงในตูดูดความชืน้ (ความชื้นสัมพัทธ 30 

%) เปนเวลา 3 ชั่วโมง  

 2.2.7.2. การเตรียม Conjugate releasing pad  

ตัด Glass fiber filter ขนาด 2.5x2.5 มม. จากนั้นดูด Antibody-gold conjugate (or protein-gold 

conjugate) ที่เตรียมไวปริมาตร 2.5 μl ใสลงบน Glass fiber filter แตละชิ้น และทําแหงโดยนําเขาตูดูด

ความชื้น เก็บไวรอประกอบเปนชุดตรวจสอบ  

 
2.2.8. การประกอบชุดตรวจสอบ  
ชุดทดสอบประกอบไปดวยแถบพลาสติก (Plastic backing) ที่มีแผน nitrocellulose membrane 

วางติดตรงกลาง แผน nitrocellulose นี้จะมีเสนแถบแอนติเจนของ P. insidiosum (CFA) และแถบ

แอนติบอดี (nornmal rabbit IgG, rbIgG) (ตามรายละเอียดขอ 2.2.4) ที่สวนปลายดานบนของแผน 

Nitrocellulose จะวาง Wicking pad ซอนทับ 1 มม. สวนปลายดานลางของ strip จะวาง sample pad 

โดยที่ตรงกลางจะมี glass fiber filter pad วางแทรกอยู  และ glass fiber pad นี้ถูกเคลือบดวย protein-

gold conjugate ซึ่งใชเปนตัวใหสัญญาณ เมื่อวัสดุทั้งหมดประกอบเขาดวยกันแลวจะนําไปตัดดวยเคร่ือง

ตัด cutting module (Biodot CM 4000R, Bio-Dot) สุดทายจะไดชุดตรวจสอบมีขนาด 2.5x50 มิลลิเมตร 

พรอมใชงาน (รูปที่ 3) 

                             

รูปที่ 3 การประกอบ immunochromatographic test 
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2.2.9. ตัวอยางเลือดที่ใชทดสอบประสิทธิภาพของ ICT 
 ทดสอบชุดตรวจ multi-host specific ICT แลวกับตัวอยางจากคนที่ประเทศไทย และ 

ตัวอยางจาก มา, สุนัข, วัว และ กระตาย ทดสอบโดย Depto Microbiologia, Universidade Federal de 

Santa Maria, Santa Maria, RS ที่ Brazil และการทดสอบตัวอยางจากสุนัข ที่ Department of Veterinary 

Clinical Sciences, Louisiana State University, Baton Rouge, LA ที่ USA 

 ตัวอยางจากคน 108 ราย ประกอบดวย 

 - ตัวอยางซีร่ัมจากคนติดเช้ือ P. insidiosum 28 ราย ที่ทดสอบโดย ELISA และ PCR 

ประกอบดวย 26 vascular, 1 ocular, and 1 cutaneous pythiosis) 

 - ตัวอยางซีร่ัมจากคนไมติดเช้ือ P. insidiosum 80 ราย ประกอบดวย healthy blood 

donors [n=62], ผูปวนดวยโรค thalassemia [n=10], aspergillosis [n=3], zygomycosis [n=2], 

candidiasis [n=1], cryptococcosis [n=1], และ histoplasmosis [n=1]), 

ตัวอยางจากจากสัตว โดยทดสอบเทียบประสิทธิภาพของชุดทดสอบกับวิธี ELISA ประกอบดวย 

 - ตัวอยางซีร่ัมจากสัตวติดเชื้อ P. insidiosum 57 ราย ประกอบดวย สุนัข 24 ราย, มา 

12 ราย, กระตาย 12 ราย และ วัว 9 ราย 

  - ตัวอยางซีร่ัมจากสัตวที่ไมติดเช้ือ P. insidiosum 63 ราย ประกอบดวย สุนัขที่ไมมีโรค

ใดๆ 9ราย, สุนัขที่เปนโรคอ่ืนๆ ไดแก  Lagenidium giganteum infection 8 ราย, Paralagenidium 

karlingii infection 6 ราย, zygomycosis 3 ราย, aspergillosis 1ราย, blastomycosis 1 ราย, 

cryptococcosis 1 ราย, protothecosis 1 ราย และ sporotrichosis 1ราย, วัวที่ไมเปนโรค 12 ราย, มาที่

ไมเปนโรค 10 ราย และ กระตายที่ไมเปนโรค 10 ราย 

 2.2.10. การทดสอบชุดตรวจ ICT กับตัวอยาง 

 ตัวอยางซีร่ัมจากคนและสัตวเจือจางที่ 1/10,000 และ 1/5,000 ตามลําดับดวย 0.15 M PBS, pH 
7.4, ดูดตัวอยางที่เจือจางแลว 100 μL ใสใน 96-well micro-titer plate, นําชุดทดสอบ ICT มาจุม, อานผล
ที่ 30 นาที 

Assay evaluation: ศึกษาคุณสมบัติของ ICT โดยทดสอบกับ sample ตางๆจากในประเทศและ

ตางประเทศเทียบกับวิธี ELISA เพื่อหาความไว (sensitivity), ความจําเพาะ (specificity) และความถูก

ตอง (accuracy) ของชุด ICT ที่ไดจากการพัฒนา โดยคา sensitivity, specificity และ accuracy คํานวณ

จาก 

Sensitivity = True positive/(false negative + true positive) x 100 

Specificity = True negative/(false positive + true negative) x 100 

 Accuracy = [(all cases with true positive and true negative results) / (all pythiosis and 
  control cases)] x 100 
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Control signal 
Pythiosis signal CFA 

normal rabbit IgG 

PAG-gold conjugate 

2.2.11. ผลการทดลอง 

 ชุด multi-host specific ICT สําหรับตรวจโรค pythiosis ในคนและสัตว ที่ใช PAG-gold 

conjugate เปนสารใหสัญญาณของชุดตรวจ โดยมีแผน NCmb ที่ตรึงดวย CFA เปนแถบทดสอบ (test 

line) และแถบที่ตรึงดวย normal rabbit IgG เปนแถบควบคุม (control line) (รูป 4) จากนั้นนําไปทดสอบ

กับตัวอยางซีร่ัมที่เจือจางในความเขมขนทีเ่หมาะสม ซีร่ัมจากคนและสัตวเจือจางที ่1/10,000 และ 1/5,000 

ตามลําดับดวย  

 เมื่อทําการทดสอบใน 96-well micro-titer plate ตัวอยางซีร่ัมทีม่ีแอนติบอดีตอเชื้อ P. insidiosum 

แอนติบอดีนี้จะไปเกาะที่ CFA (แถบทดสอบ) ทําใหสารใหสัญญาณ  PAG-gold conjugate ไปเกาะ

แอนติบอดีของผูปวยตรงตําแหนงแถบทดสอบ ในขณะที่ PAG-gold conjugate ที่เหลือจะวิง่ข้ึนไปทํา

ปฏิกิริยากับแถบควบคุม normal rabbit IgG  ไดเกิดเปนสัญญาณเสน 2 แถบที่สามารถมองเหน็ไดดวยตา

เปลา แปลผลวามกีารติดเชือ้ (positive, รูป 4B) หากซีร่ัมผูปวยไมมีแอนติบอด้ีตอเชื้อ P. insidiosum สาร

ใหสัญญาณ  PAG-gold conjugate จึงไมเกาะที่ตําแหนงทดสอบและไมเกิดสัญญาณข้ึนที่แถบทดสอบ, 

PAG-gold conjugate ที่เหลือจะวิ่งข้ึนไปทาํปฏิกิริยากับแถบควบคุม normal rabbit IgG  เกิดเปน

สัญญาณเสน 1 แถบ  ใหแปลผลวา เปนลบ (negative, รูป 4C)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4. ผลการใชชุดตรวจ multi-host specific ICT สําหรับตรวจโรค pythiosis โดย PAG-gold 

conjugate เปนสารใหสัญญาณของชุดตรวจ โดยมีแผน NCmb ที่ตรึงดวย CFA เปนแถบทดสอบหา (test 

line) และตรึง normal rabbit IgG เปนแถบควบคุม (control line) 4A, รูป 4B แสดงการใหผลบวก (คือ
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ผูปวยมีแอนติบอด้ีตอเชื้อ P. insidiosum) จะมีแถบสีทีแ่ถบทดสอบ และควบคุม  รูป 4C แสดงการใหผล

ลบ (คือผูปวยไมมีแอนติบอด้ีตอเชื้อ P. insidiosum) จะมีเพียงแถบสีที่แถบควบคุม  

 ทดสอบชุดตรวจ multi-host specific ICT แลวกับตัวอยางจากคนที่ประเทศไทย และ ตัวอยางจาก 
มา, สุนัข, วัว และ กระตาย ทดสอบโดย Depto Microbiologi a, Universidade Federal de Santa 
Maria, Santa Maria, RS ที่ Brazil และการทดสอบตัวอยางจากสุนัข ที่ Department of Veterinary 
Clinical Sciences, Louisiana State University, Baton Rouge, LA ที่ USA 

 ผลการใช multi-host specific ICT ในการทดสอบโรค pythiosis ตัวอยางที่รวบรวมไดจาก คน, 
มา, สุนัข, วัว และ กระตาย ใหคา 90.6% sensitivity, 100% specificity และ 96.5% accuracy 
ตามลําดับ ในขณะที่วิธี ELISA ใหคา 98.8% sensitivity, 100% specificity และ 99.6% accuracy 
ตามลําดับ (ตารางที่ 1) 

ตารางที่ 1. ผลการทดสอบโดยใช multi-host specific ICT และ ELISA สําหรับตรวจวินิจฉัยโรค pythiosis 
ในคนที่ทดสอบจากประเทศไทย และ สัตวตางๆที่ทดสอบจากประเทศสหรัฐอเมริกา และ บราซิล  

 

Center 
Host 

(Total sera) 

ELISA ICT 

TP a / PC b 
(Sensitivity, %) 

TN c / CC d 
(Specificity, %) 

Accuracy 

 (%) e
 

TP / PC 

(Sensitivity, %) 

TN / CC 
(Specificity, %) 

Accuracy 
(%) 

Thailand Humans (108) 27/28 (96.4) 80/80 (100.0) 99.1 24/28 (85.7) 80/80 (100.0) 96.3 

USA Dog (44) 18/18 (100.00) 26/26 (100.00) 100 17/18(94.4) 26/26 (100) 97.7 

Brazil 

Dogs (11) 6/6 (100.0) 5/5 (100.0) 100 6/6 (100.0) 5/5 (100.0) 100 

Horses (22) 12/12 (100.0) 10/10 (100.0) 100 9/12 (75.0) 10/10 (100.0) 86.4 

Cattle (21) 9/9 (100.0) 12/12 (100.0) 100 9/9 (100.0) 12/12 (100.0) 100 

Rabbits (22) 12/12 (100.0) 10/10 (100.0) 100 12/12 (100.0) 10/10 (100.0) 100 
  Overall (184) 84/85 (98.8) 143/143 (100.0) 99.6 77/85 (90.6) 143/143 (100.0) 96.5 

Footnote: 
a Number of cases with true positive (TP) results 
b Pythiosis cases 
c Number of cases with true negative (TN) results 
d Control cases 
e Accuracy (%), [(all cases with true positive and true negative results) / (all pythiosis and 
control cases)] x 100 
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2.3 ขอวิจารณ (Discussion) 

 2.3.1. จากผลการทดลอง ในจํานวนนี้มีตัวอยางจากคน 1 รายติดเช้ือที่ดวงตา (ocular pythiosis) 
ใหผลลบเมื่อทดสอบดวย multi-host specific ICT และ ELISA เนื่องจากการติดเช้ือที่ดวงตานี้ จะมีกลไก
การตอบสนองการกระตุนทางภูมิคุมกันที่ตํ่ามากกวาการติดเช้ือที่ผิวหนัง (cutaneous/subcutaneous 
pythiosis) หรือหลอดเลือด (vascular pythiosis) เปนผลทําให multi-host specific ICT และ ELISA ไม
สามารถตรวจวินิจฉัยได (5, 18, 30)  

 2.3.2. ตัวอยางจากคนติดเช้ือ 3 ราย, ตัวอยางจากมา 3 ราย และตัวอยางจากสุนัข 1 ราย ใหผล
ลบกับ multi-host specific ICT ในขณะที่ใหผลบวกเม่ือทดสอบดวย ELISA ซึ่งเมื่อพิจารณาคา OD ของ
การทดสอบดวยวิธี ELISA พบวา ตัวอยางดังกลาวใหคา OD สูงกวาคา cut-off เพียงเล็กนอยเทานั้น 

 2.3.3. ตัวอยางจากทั้งคนและสัตวที่ไมติดเชื้อ pythiosis และ/หรือ คนและสัตวที่ติดเชื้อหรือเปน
โรคอ่ืน ทั้งหมดใหผลลบเม่ือทดสอบดวย multi-host ICT เชนเดียวกับ ELISA ดังนั้นการวินิจฉัยโรค 
pythiosis ดวยชุด multi-host ICT และ วิธี ELISA มีคา specificity ที่ 100%  

  2.3.4. PAG-gold conjugate ที่เตรียมไดและใชในงานวิจัย สามารถใชเปนสารใหสัญญาณในชุด 
multi-host specific ICT เพื่อใชวินิจฉัยโรค pythiosis จากตัวอยางซีร่ัมไดทั้งคน และ สัตวตางๆได และ
นาจะสามารถนํา PAG-gold conjugate ไปใชเปนสารใหสัญญาณใหการศึกษาพัฒนาชุดตรวจที่อาศัย
หลักการ ICT สําหรับการตรวจวินิจฉัยโรคอ่ืนๆได 

 2.3.5. Multi-host ICT เมื่อทดสอบกับตัวอยางทั้งหมดนี้ ใหคา 90.6% sensitivity, 100% 
specificity และ 96.5% accuracy 

 

2.4 สรุปและขอเสนอแนะ (Conclusion and Recommendation)  
 2.4.1. งานวิจยันี้ไดเตรียมสารใหสัญญาณ PAG-gold conjugate เพื่อใชเปนสารใหสัญญาณใน

ชุดตรวจ ICT ที่ใหสัญญาณชัดเจน เพื่อใชตรวจกับตัวอยางซีร่ัมไดทั้งคนและสัตว ไดแก สุนัข, มา, ววั และ

กระตายได  

 2.4.2. งานวิจยันี้ประสบความสําเร็จในการพัฒนาชุดตรวจ ICT เพื่อใชตรวจโรค pythiosis ในคน

และสัตว โดยใชชุดตรวจเพียงชนิดเดียว 

 2.4.3.ชุดตรวจ ICT สําหรับตรวจวินิจฉัยโรค pythiosis ทั้งในคนมา สุนัข หรือสัตวอ่ืนๆ ทีพ่ัฒนาข้ึน

ในมารูปแบบใหมนี ้ใหคา 90.6% sensitivity, 100% specificity และ 96.5% accuracy ใกลเคียงกับการ

ทดสอบโดยวธิี ELISA แตการใชชุดตรวจทําไดงาย สะดวก และรวดเร็วกวา โดยใชเวลาเพียง 30 นาที ก็

สามารถรูผล 
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 2.4.4. ผลงานวิจัยที่ไดนอกจากจะไดชุดตรวจที่ชวยวนิิจฉัยโรคไดถูกตอง สะดวก และรวดเร็ว ซึ่งมี

ผลตอการรักษาไดถูกตองทันทวงทเีพื่อลด การเจ็บปวย การสูญเสียอวัยวะ/พิการ และการชีวติ และยังชวย

ใหทราบถึงปญหาการติดเชื้อในคน/สัตว ทาํใหเขาใจการแพรกระจายของเช้ือและขนาดประชากรของคน/

สัตวที่ติดเชื้อ ชวยเฝาระวงัการระบาดของโรคทั้งในประเทศและในตางประเทศ ดังนัน้ ผลงานวิจัยในคร้ังนี้

หากเปนไปไดควรนําไปวิจยัเพื่อตอยอดใหไดเปนผลิตภัณฑในเชิงพาณิชยที่สามารถนําไปจาํหนายใน

ประเทศและตางประเทศทีม่โีรค pythiosis ในคนและสัตวเปนโรคประจําถิน่ ในอนาคต 
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