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บทคัดย่อ 

บทน า  
พิเทียม อินซิดิโอซุ่ม เป็นเชื้อก่อโรคพิทิโอซิสซึ่งมีอันตรายถึงแก่ชีวิต พยาธิสภาพในหลอดเลือดแดงและกระจกตาเป็นลักษณะ
อาการทางคลินิกที่พบได้บ่อย โดยกลุ่มที่ติดเชื้อในหลอดเลือดแดงส่วนใหญ่มีโรคทาลัสซีเมียเป็นโรคประจ าตัว การตรวจหา
แอนติบอดีจ าเพาะต่อเชื้อพิเทียม อินซิดิโอซุ่ม ในน้ าเหลือง เป็นวิธีที่ใช้กันและมีความแม่นย าสูงมาก อย่างไรก็ตามก็มีวิธี 
computer tomography  เป็นการวินิจฉัยโรคในหลอดเลือดอีกวิธีหน่ึงที่แพทย์สามารถเห็นต าแหน่งที่หลอดเลือดตีบได้ แต่มี
ขีดจ ากัดเรื่องค่าใช้จ่ายที่สูงมากและมีบริการเฉพาะในโรงพยาบาลระดับตติยภูมิเท่าน้ัน ปัจจุบันการรักษายังไม่มีวิธีมาตรฐาน
อาศัยการรักษาแบบผสมผสาน ด้วยการผ่าตัด การให้ยาปฏิชีวนะต้านเชื้อราและการรักษาด้วยวิธีอิมมิวโนเทอราปีโดยใช้
โปรตีนแอนติเจนที่สกัดจากเชื้อพิเทียม อินซิดิโอซุ่ม (Pythium insidiosum antigen, PIA) ซึ่งเป็นแอนติเจนในการกระตุ้น
ภูมิคุ้มกัน ด้วยความเข้มข้น 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และฉีดใต้ผิวหนัง น าร่อง 1 ครั้ง หลงัการวินิจฉัย ตามด้วยการฉีดกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันอีก 6 ครั้งในเวลา 1 ปี ปัจจุบันการติดตามการด าเนินของโรคและการรักษาอาศัยการเป็นแบบ subjective คือสังเกต
รอยโรคและสอบถามจากผู้ป่วย ยังไม่มีเครื่องมือชี้วัดทางชีวภาพที่มีความถูกต้องและติดตามได้  จากเหตุน้ีจึงจ าเป็นย่ิงที่ต้องหา
เครื่องมือดังกล่าว การตรวจหาแอนติบอดีจ าเพาะต่อเชื้อพิเทียม อินซิดิโอซุ่ม เป็นการศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของ
ร่างกาย และการตรวจวัดปริมาณสาร (1->3)-เบต้า-ดี-กลูแคน (BG) ที่ผนังเซลล์เชื้อพิเทียม อินซิดิโอซุ่ม ซึ่งพบในและราบาง
ชนิดในกระแสเลือด น่าจะเป็นเครื่องมือที่น่าสนใจเป็นอย่างย่ิง คณะผู้วิจัยจงึมีสมมติฐานว่า หลังจากการรักษาแบบผสมผสาน 
ระดับแอนติบอดีจ าเพาะต่อเชื้อพิเทียม อินซิดิโอซุ่ม และปริมาณสาร (1->3)-เบต้า-ดี-กลูแคน ในกระแสเลือดน่าจะมีการ
เปลี่ยนแปลงและสามารถน ามาเป็นเครื่องมือในการตรวจติดตามการด าเนินโรคและการรักษาได้อย่างน่าเชื่อถือ   

วิธีการทดสอบ ตรวจวัดระดับแอนติเจน BG และระดับสารไซโตคายน์ชนิด IFN-γ, IL-17 ในตัวอย่างน้ าเหลืองจากผู้ป่วย
โรคพิทิโอซสิที่ติดเชื้อในหลอดเลือดแดงและติดเชื้อบริเวณดวงตา จ านวนกลุ่มละ 20 ราย โดยตัวอย่างที่ใช้เป็นตัวอย่างที่เก็บ
จากก่อนให้ PIA ณ ช่วงเวลาต่างๆ ตามตารางการให้ โดยกลุ่มควบคุมเป็นตัวอย่างน้ าเหลืองจากผู้ป่วยทาลัสซีเมียที่ไม่มีประวัติ
การติดเชื้อและจากอาสาสมัครสุขภาพดีกลุ่มละ 20 ราย ส าหรับผู้ป่วยติดเชื้อในหลอดเลือดแดงและบริเวณกระจกตาตา
ตามล าดับ และวิเคราะห์ร่วมกับข้อมูลผู้ป่วยในกลุ่มมีชีวิตรอดและเสียชีวิต การสูญเสียและไม่สูญเสียการมองเห็น  

ผลการทดลอง ระดับของสาร BG ของผู้ป่วยกลุ่มติดเชื้อในหลอดเลือดแดงที่มีชีวิตอยู่ได้เกินกว่า 1 ปีหลังเริ่มให ้ PIA ทุกคน 
ลดลงตามล าดับอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ณ ค่าความเชื่อมั่น 95% ในขณะที่กลุ่มผู้ป่วยที่เสียชีวิตก่อน 1 ปีหลังเริ่มการรักษา
ด้วย PIA immunotherapy (PIAI) น้ัน สาร BG มีระดับที่สูงและมีการเปลี่ยนแปลงอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติจนกระทั่งผู้ป่วย
เสียชีวิต โดยระดับเริ่มต้นที่วัดได้ของผู้ป่วยทั้งสองกลุ่มมคี่าอยู่ในช่วงที่ไม่แตกต่างกัน คือ มากกว่า 523.40 พิโครกรัม/มิลลิลิตร 

ซึ่งตรงกันข้ามกับระดับสารไซโตไคน์ทั้งชนิด IFN-γ และ IL-17 ผู้ป่วยกลุ่มที่รอดชีวิตน้ันมีระดับของสาร IFN-γ เพ่ิมสูงข้ึนอย่าง

มีนัยส าคัญทางสถิติ ณ ค่าความเชื่อมั่น 95% ในขณะที่กลุ่มผู้ป่วยที่เสียชีวิตก่อน 1 ปี สาร IFN-γ มีแนวโน้มลดต่ าลง 

อภิปรายผลการทดลอง รูปแบบการเปลี่ยนแปลงของระดับสาร BG และระดับไซโตคายน์ ทั้งชนิด IFN-γ และชนิด IL-17 น้ี
เป็นหน่ึงในเครื่องมือชีวภาพ ที่สามารถประยุกต์ใช้ในการตรวจติดตามผลการรักษาและท านายการด าเนินไปของโรคที่มี
หลักฐานชัดเจน สามารถประเมินค่าได้ในเชิงปริมาณ แต่อย่างไรก็ตามสารดังกล่าวมีข้อจ ากัดอยู่ที่ความจ าเพาะ การ
เปลี่ยนแปลงของสารเหล่าน้ีสามารถเกิดข้ึนได้จากสาเหตุอื่นๆ เช่น การติดเชื้อราหรือเชื้อแบคทีเรียที่มีสาร BG เป็น
องค์ประกอบ ดังน้ันการพัฒนาหาสารที่มีความจ าเพาะต่อเชื้อ P. insidiosum เพ่ือใช้ตรวจควบคู่ไปด้วยจึงเป็นสิ่งที่ต้องพัฒนา
ต่อไปในอนาคต 

Keyword: (1->3)-เบต้า-ดี-กลูแคน, พิเทียม อินซิดิโอซุ่ม, พิทิโอซิส, สารไซโตคายน์ 
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Abstract  

Introduction Pythium insidosum is the causative agent of the life threatening pythiosis. The main clinical 
manifestations are often found in artery (vascular type) and cornea (ocular or corneal type). Among the 
vascular type, thalassemia is the common underlying disease. The investigation of specific P. insidiosum 
antibody in serum is practical tool and provides high accuracy for diagnosis. Using the high technology, 
computer tomography angiogram to indicate the occlusion point in artery is another protocol that physicians 
often requested. However, with the high cost and availability only in tertiary care hospital are the limitation. 
Presently, the combination treatment, surgery, antifungal agents, and immunotherapy, has been applied 
since standard treatment has been established yet. Regarding the immunotherapy, 2 mg/ml protein antigen 
extracted from P. insidiosum (PIA) to stimulate host immune response, via subcutaneous route has been 
performed. The protocol is one prime dose, after diagnosis, and 6 boosters in one year period. To follow 
up and monitor the patients’ illnesses, the physicians investigate by observing and asking the patient directly 
about the lesion without any biological markers. In addition, no reliable markers regarding the patients’s 
previous symptom for the next visit was shown. Thus, it is dispensable to find the biological evidence base. 
To examine the specific antibody is to study the host immune response to the specific pathogen. Regarding 
the pathogen side, the presence of (13)-β-D-glucan (BG) is found in the cell wall of P. insidiosum and 
PIA, similar to certain kind of fungi. Therefore BG level monitoring is another attractive marker.  We 
hypothesized that after the combination treatment, the level of both specific antibody against P. insidiosum 
and the BG would change and possible to apply as the monitoring surrogate markers for pythiosis. 

Materials and Methods The levels of BG and cytokines: IFN-γ, IL-17 in the sera prior PIA immunotherapy 
(PIAI) at each time point through out the 1 year regimen from vascular and corneal pythiosis patients (n=20 
of each) were examined. The control sera were collected from healthy with thalassemia (n=20) and without 
thalassemia (n=20) for vascular pythiosis and corneal pythiosis investigation, in order. All results including 
the patients’ data from survivor and death groups for vascular type; visible and invisible from ocular type 
will be analyzed.  

Results All patients who survived more than 1 year after PIA immunotherapy showed the significant 
declining trend of serum BG (p-value<0.05) whereas the ones who died before 1 year demonstrated the 
high level of BG with non-significant changing (p-value<0.05) despites both group presented the non-
significant difference of >423.4 picogram/ml prior PIA injection. In contrast to the cytokine level: IFN-γ and 
IL-17, all patients who survived more than 1 year after PIA immunotherapy showed the significant increased 
trend of cytokines (p-value<0.05) whereas the ones who died before 1 year demonstrated the decreased 
trend  of cytokines’ level. 

Discussion The pattern of BG and cytokines: IFN-γ and IL-17 are ones of the biological markers (quantitative 
scale) which can be applied for the disease monitoring and prognosis. However, these biological markers 
have some limitation in term of their specificity. The pattern of their levels can be presented by several 
factors such as fungal or bacterial infection which compose of BG. Thus, the development of P. insidiosum 
specific biological marker for testing in parallel need to be investigated in the future.  

Keyword: (13)-β-D-glucan, Pythium insidiosum, Pythiosis, Cytokines 
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บทน า (Introduction) 

การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ท่ีเกี่ยวข้อง  

โรคพิทิโอซิส (Pythiosis) จัดเป็นโรคติดเช้ือชนิดหนึ่งท่ีก่ออันตรายถึงแก่ชีวิต พบในคนและสัตว์เล้ียง
ลูกด้วยนม รวมทั้งสัตว์ปีกในแถบประเทศเขตร้อน โดยมีเช้ือ Pythium insidiosum (P. insidiosum) หรือท่ี
รู้จักกันในช่ือของ “ราน้ า (Aquatic fungi)” เป็นเช้ือสาเหตุ เช้ือดังกล่าวจัดอยู่ใน class oomycetes, 
kingdom Stramenopila ลักษณะทางมหสัณฐาน (macroscopic morphology) เมื่อเพาะเล้ียงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือชนิด sabouraud dextrose agar (SDA) และ blood agar (BA) ณ อุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส 
พบเป็นโคโลนีเจริญภายใต้วุ้น (submerge colony) คล้ายขนแมว สีครีม อัตราการเจริญเร็ว (ภาพท่ี 1A, B) 
หรือพบเป็นเส้นสายราฟูเบาในอาหารเล้ียงเช้ือ SDB ชนิดเหลว (ภาพท่ี 1C) ลักษณะทางจุลสัณฐาน 
(microscopic morphology) พบเป็นราเส้นสาย มีผนังกั้นน้อยมาก (broad rare septate hyphae) (ภาพท่ี 
1D, E) เมื่อศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการด้วยการวิเคราะห์ในระดับสารพันธุกรรมกลับพบว่ามี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับส่ิงมีชีวิตจ าพวกสาหร่ายและไดอะตอมมากกว่าเช้ือรา ประกอบกับผลจากการ
ศึกษาวิจัยพบว่าเช้ือ P. insidiosum มีองค์ประกอบของผนังเซลล์บางอย่างท่ีแตกต่างจากเช้ือราท่ัวไป ท าให้ใน
ปัจจุบันเช้ือนี้ถูกจัดจ าแนกว่าเป็นเช้ือจุลชีพท่ีไม่ใช่เช้ือราแท้จริง (fungus like organism/parafungus) ใน
ธรรมชาติเช้ือ P. insidiosum นี้มีถ่ินท่ีอยู่ในดินท่ีช้ืนแฉะ แหล่งน้ าทางการเกษตร ตลอดจนแหล่งชลประทานใน
พื้นท่ีเขตร้อนช้ืน จะอยู่ในรูปแบบท่ีเป็นเส้นใย (hyphae) มีการเพิ่มจ านวนแบบไม่อาศัยเพศโดยการ
สร้าง zoospore ซึ่งม ีflagella จ านวน 2 เส้น ท าหน้าท่ีในการเคล่ือนไหวและใช้ในการยึดเกาะกับพื้นผิวต่างๆ 
อาทิเช่น ใบพืช เช่ือกันว่าการเกิดโรคเกิดหลังจากท่ี zoospore สลัด flagella และไปยึดเกาะบริเวณบาดแผล
ของ host จากนั้นเช้ือจะสร้างเส้นใยบุกรุกเข้าไปยัง host ก่อให้เกิดพยาธิสภาพท่ีแตกต่างกันขึ้นกับบริเวณท่ีติด 

ภาพที่ 1 แสดงลักษณะมหสัณฐานและจุล
สัณฐานของเช้ือ P. insidiosum (A) อายุ 3 วัน 
เพาะบนอาหารเล้ียงเช้ือ sabouraud dextrose 
agar (SDA), (B) อายุ 5 วัน เพาะบนอาหารเล้ียง
เช้ือ blood agar (BA), (C) อายุ 2 วัน เพาะใน
อาหารเล้ียงเช้ือ sabouraud dextrose broth 
(SB) ณ อุณหภูมิ 35oซ, (D) ลักษณะของเช้ือ               
P. insidiosum ใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 
400 เท่า พบลักษณะ broad rare-septate 
hyphae ใน 10% สารละลายโพแทสเซียม     
ไฮดรอกไซด์ (KOH) และ (E) สารละลาย 
lactophenol cotton blue (LCB) 
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เช้ือ อาการของโรค pythiosis ในคนจ าแนกได้เป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ 1) การติดเช้ือในหลอดเลือดแดง 
(vascular/systemic pythiosis) 2) การติดเช้ือบริเวณกระจกตา (ocular pythiosis) และ 3) การติดเช้ือ
บริเวณผิวหนัง (cutaneous/subcutaneous type) โดยท่ีการติดเช้ือในหลอดเลือดแดงและการติดเช้ือบริเวณ
กระจกตานั้นพบมากท่ีสุดในคน ผู้ป่วยท่ีมีการติดเช้ือในหลอดเลือดแดงมักมาพบแพทย์ด้วยอาการมีแผลปวด
บวม และท่ีปลายระยางค์ท่ีติดเช้ือมักจะพบเป็น gangrene (chronic swelling, painful granulomatous, 
gangrenous ulceration) เมื่อท า angiogram จะพบกลุ่มเช้ือในหลอดเลือดแดงใหญ่ (arterial occlusion) 
ผู้ป่วยท่ีมีความเส่ียงสูงเหล่านี้ส่วนใหญ่ประกอบอาชีพด้านเกษตรกรรมและ/หรือมีประวัติสัมผัสกับแหล่งน้ า
ทางธรรมชาติซึ่งสอดคล้องกับรายงานการเพาะแยกเช้ือสายพันธุ์ดังกล่าวได้จากแหล่งน้ าทางการเกษตรและ
แหล่งชลประทานในประเทศไทยโดย Supabandhu J และคณะ ในปี ค.ศ. 2008 เป็นท่ีน่าสังเกตว่าผู้ป่วย 
vascular pythiosis ในประเทศไทยกว่าร้อยละ 99 มีประวัติความผิดปกติของเม็ดเลือดแดงร่วมด้วย เช่น โรค 
Thalassemia, Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) เป็นต้น ซึ่งประเทศไทยนับเป็นพื้นท่ีท่ี
ประชากรมีความผิดปกติของพันธุกรรมท่ีควบคุมการสร้างเม็ดเลือดแดงแหล่งใหญ่แห่งหนึ่งของโลก ส่งผลให้
พบประชากรท่ีเป็นโรคดังกล่าวกว่าร้อยละ 1 ของประชากรไทยท้ังหมดหรือคิดเป็นประมาณ 650,000 ราย 
และพบพาหะของโรค thalassemia ประมาณร้อยละ 30-40 ของประชากรหรือคิดเป็นประมาณ 18-24 ล้าน
คน โดยสาเหตุของโรคดังกล่าวนั้นเกิดจากความผิดปกติทางพันธุกรรมในกลุ่มประชากรแถบเอเชียอาคเนย์
รวมถึงประชากรไทยเอง (ข้อมูลจากกระทรวงสาธารณสุข ปี 2556) ในขณะท่ีผู้ป่วยท่ีมีอาการติดเช้ือบริเวณ
กระจกตามักจะเป็น corneal ulcer หรือ keratitis หลังมีส่ิงแปลกปลอมกระเด็นเข้าตา เช่น เศษกิ่งไม้/ใบไม้ 
เป็นต้น แล้วล้างตาด้วยแหล่งน้ าธรรมชาติท่ีเกี่ยวข้องกับด้านเกษตรกรรรม ซึ่งหากผู้ป่วยได้รับการตรวจวินิจฉัย
หรือการรักษาท่ีล่าช้า/ไม่ถูกต้อง ด้วยคุณสมบัติการเจริญของเช้ือ P. insidiosum ท่ีรวดเร็วท าให้สามารถ
ลุกลามจาก localize infection เข้าสู่ระบบเลือดไปยังอวัยวะต่างๆ ของร่างกาย น าไปสู่การสูญเสียอวัยวะและ
ก่อให้เกิดอันตรายถึงแก่ชีวิตในท่ีสุด 

ด้วยปัจจัยต่างๆ ท้ังสภาพอากาศร้อนช้ืนท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของตัวเช้ือเอง ลักษณะทางพันธุกรรม
ท่ีผิดปกติของกลุ่มประชากร ตลอดจนวิถีชีวิตการประกอบอาชีพใกล้แหล่งน้ า เหล่านี้ล้วนเอื้ออ านวยต่อความ
เส่ียงในการติดเช้ือท้ังส้ินส่งผลให้นับแต่มีรายงานโรค pythiosis ในคนครั้งแรกในประเทศไทยเมื่อปี 
ค.ศ. 1985 ประเทศไทยก็คงยังเป็นประเทศท่ีมีรายงานอุบัติการณ์ของโรค pythiosis ในคนสูงท่ีสุดในโลกจนถึง
ปัจจุบัน กล่าวคือประมาณ 102 รายเท่าท่ีมีหลักฐานว่าเป็นโรคนี้จริงท้ังจากการตรวจพบเช้ือในรอยโรค การ
แยกเช้ือและการจัดจ าแนกเช้ือว่าเป็นเช้ือ P. insidiosum และการตรวจพบ specific antibody ต่อเช้ือ P. 
insidiosum ในรอบ 18 ปี (ค.ศ.1986-2003) โดยพบได้ท่ัวทุกภาคของประเทศและมีแนวโน้มเพิ่มสูงขึ้นอย่าง
ต่อเนื่องโดยอ้างอิงจากบันทึกการขอรับ P. insidiosum antigen (PIA) ณ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (ซึ่งจะได้กล่าวในรายละเอียดของ PIA ต่อไป) พบว่าระหว่างปี ค.ศ. 
2011-2015 นั้นมีผู้ป่วยติดต่อขอรับ PIAเพิ่มสูงถึง 92 ราย ในรอบเพียง 6 ปีเท่านั้น ซึ่งแนวโน้มการเพิ่มขึ้น
ดังกล่าวส่วนหนึ่งอาจเป็นผลสืบเนื่องจากการตรวจวินิจฉัยโรคทางห้องปฏิบัติการท่ีพัฒนาขึ้นประกอบกับโรค
ดังกล่าวเป็นท่ีรู้จักแพร่หลายในวงการแพทย์มากขึ้น นอกจากนี้ในช่วง 5 ปีหลังมานี้มีรายงานของ ocular 
pythiosis ในประเทศอินเดีย หลังจากท่ีไม่มีรายงานมานับเป็น 10 แล้ว และยังพบผู้ป่วยท่ีวินิจฉัยได้จาก
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ประเทศอื่นในแถบภูมิภาคเอเชีย เช่น สาธารณรัฐมาเลเซีย เป็นต้น ด้วยลักษณะภูมิอากาศและการด าเนินชีวิต
ของประชากรท่ีคล้ายคลึงกันในประเทศแถบนี้ท าให้คณะผู้วิจัยเช่ือว่ายังมีผู้ป่วย pythiosis อีกจ านวนหนึง่ใน
พื้นท่ีในประเทศใกล้เคียงบ้านเรา ท่ียังไม่ได้รับการวินิจฉัยและการรักษาท่ีถูกต้อง เช่น เวียตนาม กัมพูชา ลาว 
เป็นต้น 

ด้วยลักษณะเฉพาะของตัวเช้ือ P. insidiosum ท่ีเจริญเร็วและก่อให้เกิดพยาธิสภาพท่ีรุนแรง การตรวจ
วินิจฉัยท่ีโรคท่ีถูกต้องแม่นย าและรวดเร็วจึงเป็นปัจจัยส าคัญประการหนึ่งท่ีจะเพิ่มโอกาสการรักษาให้กับผู้ป่วย 
เมื่อผู้ป่วยมาพบแพทย์ด้วยอาการและประวัติท่ีเข้าข่ายการติดเช้ือ P. insidiosum แพทย์จะเก็บตัวอย่าง
เนื้อเยื่อบริเวณท่ีติดเช้ือ ได้แก่ หลอดเลือดท่ีได้จากการผ่าตัดอวัยวะติดเช้ือกรณีติดเช้ือแบบ systemic 
infection หรือช้ินเนื้อบริเวณกระจกตากรณีติดเช้ือแบบ ocular type เพื่อส่งตรวจทางห้องปฏิบัติการ ซึ่งใน
ปัจจุบันวิธีการพิสูจน์ทราบ genus และ species ของเช้ือ P. insidiosum ด้วยวิธีเพาะเล้ียงเช้ือ (cultivation) 
ก็ยังคงเป็นวิธีมาตรฐานเช่นเดียวกับการจัดจ าแนกชนิดของเช้ือจุลชีพอื่นๆ นอกจากนี้ด้วยคุณ สมบัติเฉพาะของ
เช้ือกลุ่ม oomycetes ท่ีสามารถสร้าง zoospore ได้เมื่ออยู่ในสภาวะแวดล้อมท่ีเหมาะสม ท าให้การทดสอบ
การสร้าง zoospore เป็นอีกหนึ่งวธิีที่นิยมใช้ในการจัดจ าแนกเช้ือ P. insidiosum ออกจากเช้ือรากลุ่มอื่น ด้วย
ความไวต่ออุณหภูมิต่ าและความช้ืนน้อย การน าส่งตัวอย่างช้ินเนื้อในสภาวะท่ีเหมาะสม นั่นคือ น าส่งในสภาวะ
ปลอดเช้ือ ไม่แช่ตู้เย็น/ไม่แช่น้ าแข็ง เติมน้ ากล่ันและ/หรือน้ าเกลือเล็กน้อยเพื่อให้ความช้ืนแก่ตัวเช้ือ ล้วนเป็น
การเพิ่มโอกาสการเพาะแยกเช้ือจากส่ิงส่งตรวจ นอกจากการเพาะแยกเช้ือแล้ว ปัจจุบันวิธีการตรวจวินิจฉัยโรค 
pythiosis หลายวิธีถูกพัฒนาขึ้น อาทิเช่น 

1. การตรวจหาเช้ือโดยตรงจากช้ินเนื้อตัวอย่าง (direct examination/histopathology) 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ช้ินเนื้อตัวอย่างท่ีถูกย่อยด้วยสารละลาย โพแทสเซียมไฮดรอก-ไซด์ 

10% (10% KOH) จะสังเกตเห็น broad rare-septate hyphae ซึ่งเป็นลักษณะท่ีพบเห็นได้ท้ังใน
ผู้ป่วยติดเช้ือ P. insidiosum และเช้ือราชนิดอื่นๆในกลุ่ม zygomycetes และหากน าช้ินเนื้อนั้นมา
ย้อมด้วย Hematoxylin and Eosin (H&E), Gomori’s methenamine-silver nitrate stain 
(GMS) และ Periodic Acid-Schiff (PAS) ก็จะพบการติดสีของเส้นใยลักษณะ broad rare-septate 
hyphae เช่นเดียวกัน แม้ว่าวิธีการเหล่านี้จะใช้เวลาส้ัน แต่อย่างไรก็ตามการวินิจฉัยช้ีชัดถึงการติด
เช้ือ P. insidiosum จากการสังเกตลักษณะทางจุลสัณฐานดังกล่าวนั้นเป็นเรื่องท่ีค่อนข้างยากต้อง
อาศัยวิธีการอื่นควบคู่ไปด้วย  

2. วิธีการทางน้ าเหลืองวิทยา (Serology) 
นับต้ังแต่ปี ค.ศ. 1925 นักวิจัยหลายกลุ่มได้เริ่มต้นศึกษาวิธีการตรวจวินิจฉัยโรค pythiosis 

โดยอาศัยเทคนิคทางน้ าเหลืองวิทยา ซึ่งแต่ละวิธีก็มีข้อดีและข้อจ ากัดท่ีแตกต่างกันไป ดังนี ้
2.1 Immunodiffusion test 

วิธีนี้ถูกพัฒนาขึ้นครั้งแรกโดยกลุ่มของ Miller อาศัยหลักการการท าปฏิกิริยาระหว่างแอนติ 
บอดีในตัวอย่างน้ าเหลืองกับแอนติเจนของเช้ือ P. insidiosum ใน agar based และอ่านผลจากเส้น
สีขาวขุ่นในเนื้อวุ้นท่ีเกิดจากปฏิกิริยานั้นๆ ในยุคแรกนี้แอนติเจนท่ีใช้ถูกเตรียมจากเส้นใยของเช้ือ     
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P. insidiosum ท่ีตายแล้วและท าให้เป็นช้ินเล็กๆ ด้วยคล่ืนเสียง (sonicated hyphae of killed P. 
insidiosum) แต่อย่างไรก็ตามด้วยความคงตัวที่จ ากัดของแอนติเจนนี้ ต่อมากลุ่มของ  Mendoza L. 
ได้พัฒนาแอนติเจนชนิดใหม่ข้ึนซึ่งมีความคงตัวนานกว่า เรียกว่า culture filtrate antigens (CFAs) 
ด้วยหลักการการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM ของเทคนิคดังกล่าว วิธีการนี้จึงมีประโยชน์อย่างยิ่ง
ส าหรับการวินิจฉัยโรคในผู้ป่วยติดเช้ือ pythiosis ระยะเริ่มแรก แต่จะให้ผล false negative ส าหรับ
ผู้ป่วยเรื้อรัง ด้วยข้อจ ากัดดังกล่าว ท าให้ปัจจุบันวิธีการอื่นท่ีมีความไวและความจ าเพาะสูงกว่าถูก
พัฒนาขึ้นมาแทนท่ี 
2.2 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

ด้วยข้อจ ากัดของเทคนิค immunodiffusion test ในแง่ของระยะการติดเช้ือ เทคนิค ELISA 
จึงถูกพัฒนาขึ้นเพื่อก้าวข้ามข้อจ ากัดดังกล่าว เทคนิคนี้ถูกพัฒนาภายใต้หลักการของการตรวจหา
แอนติบอดีชนิด IgG จึงสามารถใช้ตรวจวินิจฉัยการติดเช้ือได้แม้ในระยะเรื้อรัง ด้วยความไวและ
ความจ าเพาะท่ีสูง ท าให้ในปัจจุบัน ELISA ถูกน ามาใช้เพื่อการตรวจวินิจฉัยโรค pythiosis ใน
ห้องปฏิบัติการอย่างแพร่หลาย 
2.3 Western blot analysis 

Western blot เป็นเทคนิคการตรวจหาแอนติบอดีในตัวอย่างน้ าเหลืองเช่นเดียวกับ 2 วิธีท่ี
กล่าวมาข้างต้น เทคนิคนี้มีข้อดีท่ีสามารถบ่งบอก antigenic immunogens ท่ีเกิดจากปฏิกิริยา
ระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีทดสอบได้ แต่ด้วยเป็นเทคนิคแบบ membrane-based จึงมี
ความไวต่ ากว่า ELISA ซึ่งเป็นเทคนิคแบบ solution-based ปัจจุบันเทคนิคนี้จึงได้รับความนิยมใช้ใน
งานวิจัยหรือการศึกษาเชิงลึกมากกว่าใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคทางคลินิก 

3. วิธีการทางอณูชีววิทยา (Molecular diagnosis-DNA based) 
เทคโนโลยีทางอณูชีววิทยา นับเป็นเทคโนโลยีท่ีได้รับการพัฒนามาช้านาน การศึกษาล าดับ

สารพันธุกรรมมีประโยชน์ยิง่ไม่เพียงเพื่อการตรวจหาเช้ือในส่ิงส่งตรวจเท่านั้น แต่ยังสามารถใช้ใน
การจัดจ าแนกเช้ือได้  ในเช้ือ P. insidiosum มีการศึกษาพบว่าล าดับสารพันธุกรรมบริเวณ internal 
transcribed spacer (ITS) region และ ribosomal intergenic spacer (IGS) มีความสามารถจัด
จ าแนกเช้ือได้ท้ังในระดับ genus และ species ได้ ในขณะท่ียีน cytochrome oxidase (COXII) นั้น 
สามารถจัดจ าแนกได้ท้ังระดับ genus, species และ sister group หรือระดับ clade ในการ
ประยุกต์ใช้เพื่อการตรวจวินิจฉัยนั้นก็มีหลายรายงาน (Ref………. ) เช่น การตรวจหาเช้ือ P. 
insidiosum โดยเทคนิค nested–PCR การตรวจหาและจัดจ าแนกเช้ือ P. insidiosum ถึงระดับ 
clade โดยใช้เทคนิค high resolution melting analysis (HRM) และเทคนิค isothermal 
helicase DNA amplification-restrict fragment length polymorphism (tHDA-RFLP) เป็นต้น 

ในด้านของการรักษานั้น ด้วยเช้ือก่อโรค P. insidiosum เป็นจุลชีพท่ีไม่ใช่เช้ือราแท้จริง การรักษา
ด้วยยาปฏิชีวนะต้านเช้ือราเพียงอย่างเดียวจึงให้ผลไม่ดีเท่าท่ีควร ปัจจุบันแพทย์มักเลือกใช้การรักษาแบบ
ผสมผสาน (combination therapy) ระหว่างการให้ยาปฏิชีวนะต้านเช้ือรา (antifungal agent) การผ่าตัดเอา
บริเวณท่ีติดเช้ือออก (amputation) และการรักษาแบบ immunotherapy โดยให้ P. insidiosum antigen 
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(PIA) ทางช้ันใต้ผิวหนัง ซึ่งในปัจจุบันผู้ป่วย 1 รายจะได้รับ PIA ท้ังหมด 7 doses ณ ช่วงเวลาต่างๆ ได้แก่ เดือน
ท่ี 0 (1st dose), 0.5 (2nd dose), 1 (3rd dose), 1.5 (4th dose), 3 (5th dose), 6 (6th dose) และ 12 (7th 
dose) ตามล าดับ ด้วยการให้ PIA immunotherapy (PIAI) ในผู้ป่วยนี้ได้มีการทดลองในม้าแล้วพบว่า PIA จะ
ไปกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายให้ตอบสนองโดยเปล่ียนแปลงรูปแบบการหล่ังไซโตไคน์ซึ่งเป็นการ
ตอบสนองผ่านระบบเซลล์ (cell mediated immune response: CMI) ท าให้ม้าท่ีติดเช้ือนั้นมีอาการทาง
คลินิกท่ีดีขึ้น ส าหรับการติดตามผลการรักษานั้น ในทุกครั้งท่ีผู้ป่วยกลับมาพบแพทย์เพื่อการติดตามการรักษา 
หรือรับ PIA แพทย์จะประเมินผลการรักษาจากอาการทางคลินิกภายนอกโดยรวม เช่น แผลผ่าตัดท่ีดีขึ้นหรือไม่ 
อาการไขล้ดลงหรือไม่ อย่างไรและการสอบถามผู้ป่วยถึงอาการเจ็บแผลกรณีผู้ป่วย vascular pythiosis / การ
พัฒนาขึ้นของการมองเห็นในกรณีผู้ป่วย ocular pythiosis ซึ่งการประเมินผลการรักษานี้ขึ้นกับดุลยพินิจของ
แพทย์แต่ละคน ไม่ได้มีวิธีท่ีเป็นมาตรฐานชัดเจน ในการรักษาโดยท่ัวไป ผู้ป่วยอาจพบแพทย์ท่ีไม่ใช่คนเดิม และ
อาจมีการโอนย้ายโรงพยาบาล ดังนั้นการติดตามการด าเนินโรคท่ีเป็น subjective จึงเป็นจุดท่ีน่าสนใจเป็น
อย่างยิ่งและควรท่ีจะด้รับการพัฒนาเพื่อประโยชน์ของผู้ป่วย 

แม้ว่าในปัจจุบันการตรวจหาสารทางชีวภาพในการตรวจติดตามโรคติดเช้ือราและศึกษาความสัมพันธ์
ระหว่างอาการท่ีแสดงออกทางคลินิกและการด าเนินไปของโรคในตัวอย่างน้ าเหลือง (serum biomarkers) ได้มี
การพัฒนาแล้วหลายชนิดใน อาทิเช่น การตรวจหาสาร cryptococcus antigen ในผู้ป่วยโรค 
cryptococcosis, การตรวจหาสาร galactomannan (GM) ในผู้ป่วยโรค aspergillosis, fusariosis, 
penicillosis และ histoplasmosis เป็นต้น นอกจากสารทางชีวภาพข้างต้น ปัจจุบันมีสารชีวภาพอีกชนิดหนึ่งท่ี
ก าลังเป็นท่ีนิยมแพร่หลายในวงการแพทย์เพื่อการตรวจวินิจฉัยโรคติดเช้ือราและติดตามการด าเนินไปของโรค 

นั่นคือ สาร     (1->3)-β-D-glucan (BG) สารดังกล่าวเป็นสารประกอบกลุ่มโพลีแซคคาไรด์ หนึ่งใน
องค์ประกอบหลักในผนังเซลล์ (cell-wall) ของเช้ือราส่วนใหญ่ รวมถึงเช้ือ P. insidiosum ด้วยระหว่างการ
เจริญของเส้นใยส่วนประกอบของผนังเซลล์จะหลุดลอกท าให้สามารถตรวจวัดได้ และจากคุณสมบัตินี้ได้มีการ
น าไปประยุกต์ใช้ในการตรวจหาส่วนประกอบของเช้ือหรือแอนติเจนในเลือดหรือสารคัดหล่ังบางชนิด ในกรณีนี้ 
สาร BG ท่ีเป็นองค์ประกอบโครงสร้างภายนอกเซลล์ก็มีคุณสมบัติเช่นเดียวกัน คือ  ระหว่างเซลล์เจริญในเลือด
มีผลให้ปริมาณสาร BG ท่ีสูง จึงเป็นประโยชน์ในการวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการปัจจุบันชุดตรวจสารดังกล่าวถูก
พัฒนาขึ้นจากหลายบริษัท หนึ่งในนั้นคือ Fungitell assay ซึ่งได้รับการรับการรับรองจากองค์การอาหารและยา 
ชุดตรวจนี้ท างานตามหลักการของ ELISA และหลักจลนศาสตร์ของกระบวนการทางชีวเคมี กล่าวโดยย่อคือ 

สาร (1->3)-β-D-glucan จะกระตุ้น substrate factor G (horseshoe crab coagulation factor) ให้
กลายเป็น activated factor G พร้อมท าหน้าท่ีในการเปล่ียน proclotting enzyme ให้กลายเป็น clotting 
enzyme ซึ่ง clotting enzyme ดังกล่าวจะท าการเปล่ียน chromogenic substrate Boc-Leu-Gly-Arg-p-
nitroanilide ซึ่งไม่มีสีให้กลายเป็น p-nitroanilide สีเหลือง จากนั้นติดตามผลโดยการวัดการดูดกลืนแสงด้วย
เครื่อง spectrophotometer ณ ความยาวคล่ืน 405 และ 490 (background) ตามล าดับ 

จากท่ีกล่าวมาข้างต้นจะเห็นได้ว่านอกจากวิธีการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพและการตรวจวินิจฉัยโรคท่ี
ถูกต้อง แม่นย า รวดเร็วแล้ว การตรวจติดตามและประเมินผลการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพนั้นนับเป็นอีกปัจจัย
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ส าคัญยิ่งท่ีมีผลต่อโอกาสประสบความส าเร็จในการรักษา ดังนั้นงานวิจัยเพื่อการพัฒนาการตรวจติดตามและ
ประเมินผลการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพและเป็นมาตรฐานเดียวกันในสถานพยาบาลแต่ละแห่งยังคงเป็น
ส่ิงจ าเป็นเพื่อการพัฒนาคุณภาพชีวิตของผู้ป่วยต่อไป รวมถึงผู้ป่วยโรค pythiosis ซึ่งประเทศไทยเป็นพื้นท่ี
ระบาดและพบมีจ านวนผู้ป่วยสูงขึ้นทุกปี 

 
ความส าคัญและท่ีมาของปัญหาท่ีท าการวิจัย 
  

โรคพิทิโอซิส (pythiosis) เป็นโรคติดเช้ือชนิดหนึ่งท่ีก่ออันตรายถึงแก่ชีวิต มีสาเหตุมาจากเช้ือ P. 
insidiosum จุลชีพลักษณะคล้ายเช้ือรา แต่ไม่ใช่เช้ือราแท้จริง นับเป็นเช้ือเพียง species เดียวใน genus 
Pythium ท่ีก่อโรคในมนุษย์ สัตว์เล้ียงลูกด้วยนมและสัตว์ปีก ส่วนใหญ่เท่าท่ีมีรายงานจนถึงปัจจุบันเป็น
อุบัติการณ์ในประเทศเขตร้อนช้ืน รวมถึงประเทศไทยซึ่งเป็นประเทศท่ีมีรายงานการเกิดโรค pythiosis ในคน
สูงท่ีสุดในโลก  ในปี ค.ศ.2006 มีรายงานรวบรวมผู้ป่วยโรค pythiosis จ านวนกว่า 100 ราย ท่ัวทุกภาคใน
ประเทศไทยจาก 9 สถาบันในช่วงปี 1986-2003 จากนั้นมาก็มีรายงานเป็น case report และอ้างอิงจากบันทึก
การขอรับ P. insidiosum antigen (PIA) ณ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ท่ีได้รับ authority ในการใช้ PIA พบว่ามีผู้ป่วยอย่างน้อย 5-10 ราย/ปี ท่ีแพทย์ขอรับ PIA เพื่อการรักษา โดย 
PIA ท่ีเตรียมเป็น PIA ท่ีจดลิขสิทธิ์ของ Michigan State University โดย Dr. L. Mendoza เป็นผู้คิดค้น และ
ไม่มีค่าใช้จ่ายใดๆ ส าหรับ PIA ท่ีใช้ในการรักษา immunotherapy โดยการใช้ PIAI นั้น ต้องได้รับการยินยอม
จากผู้ป่วยในการรับการรักษาก่อน  ด้วยผู้ป่วยติดเช้ือ P. insidisosum ส่วนใหญ่เป็นผู้ท่ีมีเศรษฐานะยากจน 
ตามท่ีได้ตกลงกับทางผู้คิดค้น) ประมาณ 3-5 ปีมานี้ เริ่มมี case report จากประเทศอื่น และคาดว่าในประเทศ
เราเองยังมีผู้ป่วยอีกจ านวนหนึ่งท่ีไมไ่ด้รับการวินิจฉัย และหรือการรักษาท่ีถูกต้อง จะเห็นว่า จ านวนผู้ป่วยนั้นมี
แนวโน้มเพิ่มขึ้นโดยส่วนหนึง่อาจเป็นผลมาจากการตรวจวินิจฉัยโรคทางห้องปฏิบัติการท่ีพัฒนาขึ้นประกอบกับ
โรคดังกล่าวเป็นท่ีรู้จักแพร่หลายมากขึ้น การติดเช้ือในคนมักพบเป็นการติดเช้ือในหลอดเลือดแดง (vascular/ 
systemic pythiosis) และการติดเช้ือบริเวณกระจกตา (ocular pythiosis) จากการวินิจฉัยด้วยangiogram 
ซึ่งเป็นการตรวจหาบริเวณการอุดตันของเส้นเลือดในผู้ป่วย vascular pythiosis และมักพบการอุดตันในหลอด
เลือดแดงใหญ่ (arterial occlusion) นั้น เป็นวิธกีาร semi-quantitative ท่ีมีประสิทธิภาพแต่มีค่าใช้จ่ายท่ีสูง
มากประมาณ 50,000 บาท/ครั้ง และยังต้องมาวินิจฉัยในสถาบันการแพทย์ท่ีมีเครื่องมือเท่านั้น จึงถือเป็น
ขีดจ ากัดท่ีสูง  ในปัจจุบันแม้การตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการส าหรับโรคติดเช้ือนี้จะพัฒนาไปมาก ท้ังการ
เพาะเล้ียงเช้ือซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน การตรวจหา Antibody และสารพันธุกรรมด้วยวิธี polymerase chain 
reaction ของเช้ือ แต่ทว่าในด้านการรักษายังมีขีดจ ากัดอยู่มาก ยังไม่มีวิธีท่ีเป็นมาตรฐานชัดเจนด้วยเช้ือสาเหตุ
ก่อโรค P. insidosum ไม่ใช่เช้ือราแท้จริง การรักษาด้วยยาปฏิชีวนะต้านเช้ือราให้ผลไม่ดีเท่าท่ีควรกอปรกับ
ความรู้ความเข้าใจในกลไกการเกิดโรคดังกล่าวยังมีอยู่น้อยมาก ในปัจจุบันการรักษาอ้างอิงตามรายงานการวิจัย 
โดยมักใช้การรักษาแบบผสมผสาน (combination therapy) ระหว่างการให้ยาปฏิชีวนะและการผ่าตัดบริเวณ
ติดเช้ือร่วมกับการให้ PIA ซึ่งประกอบด้วยโปรตีนของเช้ือ ด้วยสมมติฐานว่า PIA จะไปกระตุ้นการตอบสนอง
ทางภูมิคุ้มกันของร่างกายเพื่อให้ร่างการเกิดสมดุลย์และสามารถท าลายเช้ือได้ ด่ังเช่นการศึกษาของ Dr. 
Mendoza และคณะในม้าท่ีเป็นโรค pythiosis และได้รับ PIA แต่อย่างไรก็ตามหลักฐานการศึกษาในคนนั้นมี
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น้อยมาก จากการศึกษาของคณะผู้วิจัยพบว่าประมาณ 2-4 สัปดาห์หลังจากให้ PIA แล้ว จึงจะพบการ
ตอบสนองทางภูมิคุ้มกันท่ีเปล่ียนแปลงจากช่วงก่อนให้ PIA   ในปัจจุบัน regimen ของ  PIAI จะให้ PIA ทุก 2 
สัปดาห์เป็นระยะเวลา 1.5 เดือน จากนั้นจะให้ท่ีเดือนท่ี 3, 6, 12, 18 และทุก 1 ปี กว่า 10 ปีท่ีมีการใช้ PIA ใน
คนจวบจนปัจจุบัน ยังไม่พบรายงานการเกิดผลข้างเคียงในผู้ป่วยท่ีรับการรักษาด้วย PIA รายงานท่ีเกี่ยวเนื่อง
กับประสิทธิภาพของการรักษาแบบผสมผสานรวมถึงการให้ PIA มีจ ากัดและรายงานว่าประสิทธิภาพในการ
รักษามปีระมาณ 50-60% โดยในรายงานท้ังหลายนี้มีข้อมูลท่ีต้องค านึง คือ ผู้ป่วยมีอาการท่ีแตกต่างกันใน
ขณะท่ีเริ่มการรักษา หรือกล่าวอีกนัยหนึ่ง คือ ความรุนแรงของโรคมีความแตกต่างกัน ในการอภิปรายจะพบว่า 
ผลการรักษาข้ึนอยู่กับการเริ่มรักษาผู้ป่วยในระยะแรกหรือระยะรุนแรง ดังนั้นการวินิจฉัยได้เร็วและรวมถึงการ
รักษาท่ีเร็วจะช่วยลดความเส่ียงและการเสียชีวิตได้อย่างดี ส าหรับการติดตามผลการรักษานั้นจวบจนปัจจุบัน
จะใช้วิธีการสอบถามโดยตรงจากผู้ป่วยถึงอาการเจ็บแผลหรือประสิทธิภาพการมองเห็นในผู้ป่วยท่ีติดเช้ือ
บริเวณดวงตาซึ่งไม่มีหลักฐานหรือข้อมูลท่ีชัดเจนในการติดตามผลครั้งต่อไป การตรวจติดตามอาการผู้ป่วยด้วย 
angiogram คงมีความเป็นไปได้น้อยมากด้วยค่าใช้จ่ายท่ีสูงมาก  จะเห็นว่ามาจนขณะนี้ยังไม่มีวธิีการตรวจ
ติดตามท่ีมีประสิทธิภาพ ด้วยข้อจ ากัดท้ังหลายท้ังด้านความรู้พื้นฐานเกี่ยวกับการเกิดพยาธิสภาพของโรค การ
ตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายเมื่อมีการติดเช้ือและได้รับการรักษาด้วย PIA ตลอดจนเครื่องมือใน
การติดตามผลการรักษาท่ีเป็นมาตรฐาน คณะผู้วิจัยจึงมีจุดมุ่งหมายในการศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน
แบบองค์รวมในผู้ป่วยโรคติดเช้ือ pythiosis ท้ังก่อนและหลังได้รับการรักษาด้วย PIA โดยติดตามการ
เปล่ียนแปลงของระดับสารช้ีวัดทางชีวภาพต่างๆ ได้แก่ แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อเช้ือ P. insidiosum, ไซโตคายน์
ท่ีเป็นตัวแทนการตอบสนองผ่านทาง Th1, Th2, Th17, Th22 และสาร BG ซึ่งเป็นสารท่ีแสดงถึงเช้ือท่ีอยู่ใน
กระแสเลือด  

สาร BG เป็นสารองค์ประกอบหลักชนิดหนึ่งในโครงสร้างผนังเซลล์ (cell wall) ของเช้ือรา รวมถึงเช้ือ 
P. insidiosum  ท าหน้าท่ีเป็น immunogen ตัวหลักในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของร่างกายผ่านทาง dectin-1 
receptor สารดังกล่าวจะหลุดลอกจากตัวเช้ือเข้าสู่ระบบน้ าเหลืองของร่างกาย (ผลจาก preliminary study 
ของคณะผู้วิจัย) ด้วยกระบวนการเจริญของสายใย (hyphae) จะท าให้ส่วนประกอบของผนังเซลล์หลุดลอยใน
กระแสเลือด ดังนั้นในทางทฤษฎีระดับของสาร BG ในน้ าเหลืองสามารถบ่งช้ีถึงปริมาณของเช้ือ  P. insidiosum 
ในร่างกายได้ กอรปกับชุดตรวจสารนี้มีราคาต่ ากว่าการท า angiogram ถึงประมาณกว่า 10 เท่า ดังนั้นหาก
ระดับของสาร BG ในตัวอย่างน้ าเหลืองสามารถใช้เป็นตัวบ่งช้ีการด าเนินโรคได้จะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งต่อ
ผู้ป่วย โดยข้อมูลการศึกษาการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายแบบองค์รวมนี้จะน าไปสู่ความรู้ความ
เข้าใจพื้นฐานถึงกลไลการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกันเพื่อการศึกษาต่อยอดในอนาคต รวมถึงการพัฒนาแนว
ทางการรักษาโรค pythiosis ด้วยวิธี immunotherapy ตลอดจนเป็นการพิสูจน์ประสิทธิภาพตัวชี้วัดทาง
ชีวภาพเพื่อใช้ในการตรวจติดตามผลการรักษาโรคต่อไป 

อนึ่งโรคนี้เป็นโรคท่ีพบในเขตร้อนช้ืนซึ่งเป็นลักษณะภูมิอากาศในเขตเอเซียอาคเนย์เช่นกัน ประเทศ
ไทยมีรายงานการพบผู้ป่วยทุกปี แต่ยังรายงานผู้ป่วยจากประเทศข้างเคียงนั้นยังมีนอ้ยมาก คาดว่าอาจเป็นด้วย
ข้อมูลเกี่ยวกับการติดเช้ือ การก่อโรค การวินิจฉัยท้ังทางคลินิคและทางห้องปฏิบัการท่ีไปไม่ถึง ท าให้เกิดความ
เข้าใจผิดในการวินิจฉัยว่าเป็นโรคติดเช้ือราด่ังท่ีประเทศเราเคยมีประสบการณ์มาก่อน การศึกษานี้อาจเป็นจุด
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แข็งหนึ่งภายใต้โครงการ Asean Economic Community (AEC) ท่ีสามารถช่วยเหลือประเทศข้างเคียงในการ
วินิจฉัยการรักษาผู้ป่วยติดเช้ือนี้ได้ 

ด้วยข้อมูลเกีย่วเนื่องกับการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกันของการติดเช้ือ _P. insidiosum ยังไม่เห็น
รูปแบบท่ีชัดเจนและยังมีเพียงการน าเสนอว่ามีการปรับเปล่ียนรูปแบบของการตอบสนองเพื่อการท าลายเช้ือ 
ในท่ีนี้คณะผู้วิจัยจึงมีวัตถุประสงค์ในการศึกษาการตอบสนองในระบบภูมิคุ้มกันแบบองค์รวมโดยอาศัย
หลักการการตอบสนองของการติดเช้ือรา 

งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนบางส่วนจากกองทุนรชัดาภิเษกสมโภช จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยประจ า 
ปี 2556 และทุนอุดหนุนงบประมาณแผ่นดิน ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ ประจ าปี 2559 แต่อย่างไร
ก็ตามเพื่อความสมบูรณ์และการสังเคราะห์ผลท่ีถูกต้อง จึงจ าเป็นต้องศึกษาตรวจวัดระดับไซโตคายน์ให้ครอบ 
คลุมเพิ่มเติมอีก 3 ชนิด เป็นอย่างน้อย ได้แก่ IL-12, IFN-γ ตัวแทนของการตอบสนองผ่านทาง Th1 และ IL-
17 ตัวแทนของการตอบสนองผ่านทาง Th17 ด้วยการตอบสนองผ่านทางท้ัง Th1 และ Th17 เป็นเซลล์กลุ่ม
หลักท่ีมีการตอบสนองและก าจัดเช้ือราได้อย่างมีประสิทธิภาพ ควบคู่ไปกับการทดสอบหาระดับสาร BG และ
ระดับแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อเช้ือ P. insidiosum ในตัวอย่างน้ าเหลืองจากผู้ป่วยอีก เพื่อความแม่นย า ถูกต้อง
และชัดเจนของผลการทดสอบ 

 

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

เพื่อหาตัวชี้วัดทางชีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพ มีความไว แม่นย าในการตรวจ การติดตามและพยากรณ์
ผลการรักษาโรคในผู้ป่วย pythiosis ท่ีรับการรักษาด้วย immunotherapy 

 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 

กลุ่มตัวอย่าง 

ตัวอย่างน้ าเหลืองจากผู้ป่วย vascular และ ocular pythiosis ท่ีได้รับการตรวจยืนยันการติดเช้ือ   
P. insidiosum และให้ผลบวกอย่างน้อย 2 ใน 3 การทดสอบแล้วด้วยวิธีการ  

- เพาะแยกเช้ือได้จากส่ิงส่งตรวจของผู้ป่วยโดยตรง และมีการพิสูจน์ยืนยันเช้ือดังกล่าวว่าเป็น       
P. insidiosum จริงด้วยการกระตุ้น zoospores และการวิเคราะห์ล าดับเบส (sequencing)   
- การตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือ P. insidiosum ด้วยวิธี in-house ELISA  
- เพิ่มจ านวนสารพันธุกรรม (PCR) โดยตรงจากส่ิงส่งตรวจ และวิเคราะห์ล าดับเบส (sequencing)  
ตัวอย่างเหล่านี้ได้จากหลายโรงพยาบาลท่ีแพทย์ติดต่อขอรับ PIA และผู้ป่วยเซ็นต์ยินยอมในการรับ 
PIA เพื่อการรักษาและการให้ตัวอย่างเพื่อการศึกษาวิจัย  
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การศึกษาวิจัยและการวิเคราะห์ผล 

ศึกษากลไกการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกันแบบองค์รวมในตัวอย่างน้ าเหลืองผู้ป่วยโรคติดเช้ือ 
pythiosis ก่อน/หลังได้รับการรักษาด้วย PIA ณ เวลาต่างๆ (รูปท่ี 1) และวิเคราะห์ผลการทดสอบร่วมกับ
ข้อมูลทางคลินิกในแต่ละระยะ โดยติดตามการเปล่ียนแปลงของระดับสารช้ีวัดทางชีวภาพ ดังนี้ 

 แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อเช้ือ P. insidiosum* 
 ไซโตคายน์ท่ีเป็นตัวแทนการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกันผ่านทาง  

o Th1: IFN-gamma, IL-2* 
o Th2*: IL-1beta, IL-4, IL-5, IL-6 
o Th17: IL-17 
o Th22*: TNF-alpha 

 สาร (1-3) -β-D-glucan  
   * หมายเหตุ  อยู่ในขอบเขตการศึกษาในโครงการใหญ่โดยคณะผู้วิจัย 
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ทฤษฎี สมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

ทฤษฎี สมมติฐาน 

เมื่อเช้ือ P. insidiosum เข้าสู่ร่างกายและเข้าสู่กระแสเลือด จะพบสาร BG ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลัก
บนผนังเซลล์ของเช้ือหลุดลอกมาในน้ าเหลือง ซึ่งสารดังกล่าวจะท าหน้าท่ีกระตุ้นการตอบสนองทางระบบ
ภูมิคุ้มกันก่อให้เกิดการหล่ังไซโตคายน์ชนิดต่างๆ ต่อไป ดังนั้นระดับของสาร BG และไซโตคายน์ชนิดต่างๆ ท่ี
เปล่ียนแปลงในกระแสเลือดจึงสามารถน ามาประยุกต์เป็นตัวชี้วัดทางชีวภาพเพื่อพยากรณ์และติดตาม
ผลการรักษาในผู้ป่วย pythiosis ได้ 

กรอบแนวความคิดของการวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

11.1  ความรู้ความเข้าใจพื้นฐานถึงกลไลการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันเพื่อการศึกษา 
        ต่อยอดในอนาคต 
11.2 การค้นพบตัวชี้วัดทางชีวภาพชนิดใหม่เพื่อการตรวจติดตามผลการรักษาโรคท่ีมีความไว 

แม่นย า 
11.3 การพัฒนาแนวทางการรกัษาโรค pythiosis ด้วยวิธี immunotherapy  

สาร BG ซึ่งเป็นสารองค์ประกอบบนผนังเซลล์จะหลุดลอกออกสู่กระแสเลือด
เมื่อร่างกายติดเชื้อ P. insidiosum  

 

- จากผลการทดลองเบื้องต้นพบ พบสาร BG ในตัวอย่าง
น้ าเหลืองผู้ป่วย pythiosis  

- ตามทฤษฎีด้วยสาร BG สารบนผนังเซลล์จะถูกปล่อยสู่
กระแสเลือด 

BG เป็น immunogen ที่ดีในการกระตุ้นการตอบสนอง
ของระบบภูมิคุ้มกัน*  

รูปแบบการเปลี่ยนแปลงระดับไซโตคายน์และแอนติบอดี
ที่จ าเพาะต่อเชื้อ P. insidiosum สามารถใช้เป็นตัวชี้วัด
เพ่ือบอกถึงภาวะการตอบสนองของร่างกายเมื่อมีการติด

เชื้อและได้รับการรักษาด้วย PIA ได้* 

รูปแบบการเปลี่ยนแปลงระดับของสาร BG 
ในกระแสเลือดน่าบ่งชี้ถึงปริมาณและความ 

active ของเชื้อในร่างกายได้ 

1. ข้อมูลรูปแบบการเปลี่ยนแปลงของระดับสาร BG, ไซโตคายน์และแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อเชื้อ P. insidiosum ใน
กระแสเลือด สามารถบ่งชี้ถึงสภาวะการตอบสนองทางภมูิคุ้มกันของร่างกายได้ 

2. ข้อมูลพ้ืนฐานส าคัญยิ่งต่อในการศึกษาถึงพยาธิสภาพการก่อโรคและการตอบสนองทางระบบภูมคิุ้มกันของโรค  
pythiosis  

3. ตัวชี้วัดในการติดตามผลการรักษาโรค  
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เนิ้อเรื่อง 

งานวิจัยนี้กระบวนการวิจัยท้ังหมดได้รับการรับรองตามหลักจริยธรรมการวิจัยในคน คณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ตามข้อก าหนดของ Declaration of Helsinki, The Belmont Report, CIOMS 
Guideline and International Conference on Harmonization in Good Clinical Practice (หนังสือ
รับรองโครงการวิจัย COA No. 126/2016, IRB No.531/58)  

กลุ่มประชากรตัวอย่างท่ีใช้ในงานวิจัย 

1. อาสาสมัครผู้ป่วย pythiosis ประกอบไปด้วย 2 กลุ่ม คือ ผู้ป่วย vascular pythiosis (VP) และ ผู้ป่วย 
ocular pythiosis (OP) 

Inclusion criteria 
1.1 อายุ 18 ปี บริบูรณ์ ขึ้นไป (อ้างอิงอายุตามท่ีผู้ป่วยแจ้งไว้กับทางโรงพยาบาลต้นสังกัด) 
1.2 มีสติสัมปชัญญะครบถ้วน สามารถลงนามยินยอมเข้าร่วมโครงการได้ด้วยตนเองและสามารถ

ให้ข้อมูลเกี่ยวกับประวัติของตนเองได้ 
1.3 ไม่มีประวัติเป็นโรคติดเช้ืออื่นภายในระยะเวลา 2 ปี ก่อนเข้าร่วมโครงการ 
1.4 ได้รับการตรวจยืนยันการเป็นโรค pythiosis แล้ว และให้ผลการตรวจเป็นบวกอย่างน้อย 

2/3 วิธี ได้แก่ 
1.4.1 วิธีการเพาะแยกเช้ือ (cultivation): เพาะแยกเช้ือได้จากส่ิงส่งตรวจของผู้ป่วย

และมีการพิสูจน์ยืนยันเช้ือดังกล่าวว่าเป็น P. insidiosum จริงด้วยการกระตุ้น 
zoospores และการวิเคราะห์ล าดับเบส (sequencing) บริเวณ ITS และ COXII 

1.4.2 วิ ธี การทางน้ า เหลืองวิทยา ( serology): การตรวจหา  Pythium specific 
antibody ด้วยวิธี ELISA * 

1.4.3 วิธีการทางอณูชีววิทยา (molecular technique): เพิ่มจ านวนสารพันธุกรรม
ของเช้ือ (PCR) ท่ีสกัดได้จากส่ิงส่งตรวจและวิเคราะห์ล าดับสารพันธุกรรม 
(sequencing) 
* วิธีการนี้ใช้ทดสอบเฉพาะในผู้ป่วย vascular pythiosis 

1.5 ได้รับการรักษาด้วยวิธี PIAI ตามระยะเวลาท่ีก าหนด ณ เวลา 0, 0.5, 1, 1.5, 3, 6, 12 เดือน 
(ภาพท่ี 3) ร่วมกับการรักษาวิธีอื่นๆ เช่น การผ่าตัด (amputation) และการรักษาด้วยยา
ปฏิชีวนะ (antifungal therapy) เป็นต้น ตามเห็นสมควรของแพทย์เจ้าของไข้ 

Exclusion criteria 
1.6 อายุต่ ากว่า 18 ปี บริบูรณ์ (อ้างอิงอายุตามท่ีผู้ป่วยแจ้งไว้กับทางโรงพยาบาลต้นสังกัด) 
1.7 มีความบกพร่องทางสติสัมปชัญญะ ไม่สามารถลงนามยินยอมเข้าร่วมโครงการได้ด้วยตนเอง

หรือไม่สามารถให้ข้อมูลเกี่ยวกับประวัติของตนเองได้ 
1.8 มีประวัติเป็นโรคติดเช้ืออื่นภายในระยะเวลา 2 ปี ก่อนเข้าร่วมโครงการ 
1.9 ได้รับการตรวจยืนยันการเป็นโรค pythiosis แล้ว และให้ผลการตรวจเป็นบวกน้อยกว่า 2/3 

วิธี ได้แก่ 
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1.9.1 วิธีการเพาะแยกเช้ือ (cultivation): เพาะแยกเช้ือได้จากส่ิงส่งตรวจของผู้ป่วย  
และมีการพิสูจน์ยืนยันเช้ือดังกล่าวว่าเป็น P. insidiosum จริงด้วยการกระตุ้น 
zoospores และการวิเคราะห์ล าดับเบส (sequencing) บริเวณ ITS และ COXII 

1.9.2 วิธีการทางน้ าเหลืองวิทยา (serology): การตรวจหา Pythium specific 
antibody (Pi-Ab) ด้วยวิธี ELISA * 

1.9.3 วิธีการทางอณูชีววิทยา (molecular technique): เพิ่มจ านวนสารพันธุกรรม
ของเช้ือ (PCR) ท่ีสกัดได้จากส่ิงส่งตรวจและวิเคราะห์ล าดับสารพันธุกรรม 
(sequencing) 
* วิธีการนี้ใช้ทดสอบเฉพาะในผู้ป่วย vascular pythiosis 

1.10   ปฏิเสธการรักษาด้วยวิธี PIAI หรือมารับการรักษาไม่เป็นไปตามระยะเวลาท่ีก าหนด (ภาพ
ท่ี 1) 
   

 

 

 

 

 

2. อาสาสมัครสุขภาพดี ประกอบไปด้วย 2 กลุ่ม คือ อาสาสมัครท่ีไม่มีความผิดปกติของเลือดเป็นโรคประจ าตัว 
(healthy volunteer without hematological disorder disease: H) และอาสาสมัครท่ีมีโรค 
thalassemia เป็นโรคประจ าตัว (healthy volunteer with thalassemia: HT)  

Inclusion criteria 
2.1 อายุ 18 ปี บริบูรณ์ ขึ้นไป (อ้างอิงวันเกิดตามบัตรประชาชน) 
2.2 มีสติสัมปชัญญะครบถ้วน สามารถลงนามยินยอมเข้าร่วมโครงการได้ด้วยตนเองและ

สามารถให้ข้อมูลเกี่ยวกับประวัติของตนเองได้ 
2.3 ไม่มีประวัติเป็นโรคติดเช้ือใดๆภายในระยะเวลา 2 ปี ก่อนเข้าร่วมโครงการ 

Exclusion criteria 
2.4 อายุต่ ากว่า 18 ปี บริบูรณ์ (อ้างอิงวันเกิดตามบัตรประชาชน) 
2.5 มีความบกพร่องทางสติสัมปชัญญะ ไม่สามารถลงนามยินยอมเข้าร่วมโครงการได้ด้วย

ตนเองหรือไม่สามารถให้ข้อมูลเกี่ยวกับประวัติของตนเองได้ 
2.6 มีประวัติเป็นโรคติดเช้ืออื่นภายในระยะเวลา 2 ปี ก่อนเข้าร่วมโครงการ 

 

 

 

ภาพที่ 2   แสดงแผนการให้ PIA และเก็บตัวอย่างโลหิตผู้ป่วย pythiosis 

Blood sampling 

PIA (mo.) 
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ข้อมูลและตัวอย่างชีวภาพท่ีเก็บจากกลุ่มประชากรตัวอย่าง 

1. ข้อมูลประวัติ 
1.1 กลุ่ม VP เก็บข้อมูล ดังนี้  

 อาย,ุ เพศ, อาชีพ, ประวัติการสัมผัสน้ าตามธรรมชาติใน 3 เดือนย้อนหลัง, ประวัติความผิดปกติ
ของเม็ดเลือด, ค่า ferritin ท่ีวัดได้ล่าสุด (ng/ml), บริเวณ/อวัยวะท่ีติดเช้ือและ/หรือได้รับการผ่าตัด, ผล
การรับการผ่าตัด, ยาปฏิชีวนะต้านเช้ือราท่ีได้รับ, ระยะเวลาท่ีได้รับยาปฏิชีวนะต้านเช้ือรา, ระยะเวลาท่ี
มีอาการก่อนมาพบแพทย,์ ได้รับยาขับเหล็กหรือไม่, ผลการรักษาเมื่อผู้ป่วยได้รับ PIA ครบ 1 ปี และผล
การประเมินการด าเนินไปของโรคโดยดูจากอาการท่ีแสดงออกทางคลินิกระหว่างได้รับการรักษาด้วย PIAI  

1.2 กลุ่ม OP เก็บข้อมูล ดังนี้  
  อาย,ุ เพศ, บริเวณ/อวัยวะท่ีติดเช้ือและ/หรือได้รับการผ่าตัด, ช่วงระยะเวลาท่ีมีอาการ

โดยประมาณก่อนมาพบแพทย์ (วัน), ยาปฏิชีวนะต้านเช้ือราชนิดรับประทานท่ีได้รับ (ช่วงเวลาท่ีได้รับ; 
mo), ยาปฏิชีวนะต้านเช้ือราชนิดยาหยอดตาท่ีได้รับ (ช่วงเวลาท่ีได้รับ; mo), ผลการรักษาเมื่อผู้ป่วย
ได้รับ PIA ครบ 1 ปี และผลการประเมินการด าเนินไปของโรคโดยดูจากอาการท่ีแสดงออกทางคลินิก
ระหว่างได้รับการรกัษาด้วย PIAI 

1.3 กลุ่ม H เก็บข้อมูล ดังนี้ 
 อาย,ุ เพศ และประวัติการติดเช้ือและ/หรือการผ่าตัดตาในช่วง 1 ปีท่ีผ่านมา 

1.4 กลุ่ม HT เก็บข้อมูล ดังนี้ 
 อาย,ุ เพศ, ประวัติความผิดปกติของเม็ดเลือด และประวัติการสัมผัสกับน้ าในแหล่งน้ าตาม 
ธรรมชาติ 

 
2. ตัวอย่างเลือด 

2.1 กลุ่ม VP และ กลุ่ม OP  
 เก็บตัวอย่างเลือดปริมาตร 15 ml โดยประมาณ/ครั้ง/คน ท้ังก่อนและหลังผู้ป่วยได้รับ PIA ณ 
ช่วงเวลาต่างๆ ตามระยะเวลาท่ีก าหนด ( 0, 0.5, 1, 1.5, 3, 6, 12 เดือน หลังได้รับ PIA เข็มแรก หรือ 
prime dose) โดยจะเก็บเลือดจากผู้ป่วยก่อนการให ้PIA ในแต่ละครั้ง ด้วยเทคนิค vacuum blood 
collection ด้วยหลอดเก็บเลือดชนิดสุญญากาศ (vaccuum tube) 

2.2 กลุ่ม H และ กลุ่ม HT 
เก็บตัวอย่างเลือดปริมาตร 15 ml โดยประมาณ/ครั้ง/คน ด้วยเทคนิค vacuum blood 

collection ด้วยหลอดเก็บเลือดชนิดสุญญากาศ (vaccuum tube) 

จ านวนกลุ่มประชากรตัวอย่างท่ีใช้ในงานวิจัย 

1. กลุ่ม VP จ านวน 20 คน 
2. กลุ่ม OP จ านวน 20 คน 
3. กลุ่ม H จ านวน 20 คน 
4. กลุ่ม HT จ านวน 20 คน  
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สถานท่ีท าการทดลอง 

 หน่วยวิจัยราวิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย   
 
 
วิธีการด าเนินการวิจัย 
 
แผนผังขั้นตอนการด าเนินงาน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

รายละเอียดขั้นตอนการด าเนินงาน 

1. คัดกรองอาสาสมัครและเก็บข้อมูลประวัติ 
1.1 การคัดกรองอาสาสมัคร 

1.1.1 กลุ่ม VP และ กลุ่ม OP  
ผู้ป่วยทุกรายท่ีสมัครร่วมโครงการจะได้รับค าอธิบายรายละเอียดการเก็บตัวอย่างเลือด 

ขั้นตอนการรักษา ความเส่ียงท่ีอาจเกิดขึ้นระหว่างการรักษา แนวทางป้องกันแก้ไขและนโยบาย
ช่วยเหลือหากเกิดเหตุฉุกเฉิน ท้ังโดยวาจาจากแพทย์และ/พยาบาลเจ้าของไข้ ณ โรงพยาบาล
ต้นสังกัด และเอกสารท่ีจัดท าขึ้นโดยคณะผู้วิจัย ผู้ป่วยและญาติสามารถน าเอกสารกลับบ้าน
เพื่อพิจารณาได้โดยไม่มีก าหนดเวลาและเป็นไปด้วยความสมัครใจ เมื่อผู้ป่วยตัดสินใจเข้าร่วม
โครงการผู้ป่วยทุกรายจะลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมและรับทราบความเส่ียง* โดยท่ี
ผู้ป่วยกลุ่มนี้สามารถแสดงความจ านงขอยกเลิกการเข้าร่วมโครงการได้ทุกเมื่อตามความสมัครใจ
และ/หรือแพทย์ลงความเห็นว่าควรยุติการเป็นอาสาสมัคร ท้ังนี้ผู้ป่วยจะได้รับการรักษาต่อเนื่อง
เช่นเดิมโดยถือเอาประโยชน์สูงสุดของผู้ป่วยเป็นส าคัญ ขั้นตอนการซักประวัติด าเนินการโดย
แพทย์และ/พยาบาลเจ้าของไข้ ณ โรงพยาบาลต้นสังกัด 

ตัวอย่างน้ าเหลืองผู้ป่วยที่รักษาด้วย PIA อย่างต่อเน่ือง 
จากผู้ป่วยกลุ่มละ 20 ราย  

วิเคราะห์และสรุปผลการทดลอง โดยเปรียบเทียบรูปแบบของระดับสารชีวภาพในตัวอย่าง
น้ าเหลือง พร้อมวิเคราะห์ความสัมพันธ์กับข้อมูลทางคลินิคของผู้ป่วย 

ศึกษาระดับ BG ด้วยวิธีทางจลนศาสตร์และ 
ระดับไซโตคายน์ชนิด IFN-γ และ IL-17 

ตัวอย่างน้ าเหลืองจาก healthy และ healthy 
thalssemiaเพ่ือใช้เป็นกลุ่มควบคุม (control)  

กลุ่มละ 20 ราย  

ข้อมูลทางคลินิค 
ข้อมูลระดับ P. insidiosum specific ab 
ข้อมูลไซโตคายน์กลุ่ม Th1, Th2, Th22 
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* เอก่สารทุกฉบับได้รับการรับรองตามหลักจริยธรรมการวิจัยในคน คณะแพทยศาสตร์  
  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ระบุในหนังสือรับรองโครงการวิจัย COA No. 126/2016, IRB No.531/58) 

1.1.2     กลุ่ม H และ กลุ่ม HT 

กลุ่ม H เป็นอาสาสมัครสุขภาพดีท่ีแสดงความจ านงบริจาคเลือด ณ ศูนย์บริการโลหิต 
สภากาชาดไทย  

กลุ่ม HT เป็นผู้ป่วยโรค thalassemia ท่ีมาตรวจติดตามโรค ณ โรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย 

1.2  การเก็บข้อมูลประวัติ 
ขั้นตอนการเก็บข้อมูลประวัตขิองอาสาสมัครท้ัง 2 กลุ่ม อ้างอิงตามฐานข้อมูลท่ีอาสาสมัครให้

ไว้กับทางศูนย์บริการโลหิตหรือโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย ตามล าดับ 

2. เก็บตัวอย่างเลือดจากกลุ่ม VP, OP, H และ HT 
1.1 กลุ่ม VP และ กลุ่ม OP 

เมื่อผู้ป่วยได้รับการตรวจวินิจฉัยยืนยันว่าเป็นโรค pythiosis คณะผู้วิจัยจะขอเก็บตัวอย่างเลือด
ปริมาตร 15 ml โดยประมาณก่อนให้ PIA เข็มท่ี 1 (prime dose, 1st PIA) การเจาะเก็บตัวอย่างเลือด
และการให้ PIA นี้ผู้ป่วยสามารถเดินทางกลับบ้านได้ตามปกติ เว้นเสียแต่ว่าแพทย์เจ้าของไข้ลง
ความเห็นให้ผู้ป่วยพักฟื้นในโรงพยาบาลด้วยสาเหตุอื่น เช่น แผลผ่าตัด เป็นต้น จากนั้นแพทย์จะท านัด
ผู้ป่วยกลับมา 1) ตรวจติดตามโรคโดยประเมินจากอาการท่ีแสดงออกทางคลินิกและการซักถามกับ
ผู้ป่วย 2) เจาะเก็บเลือด 3) รับ PIA ตาม immunotherapeutic course นั่นคือ เดือนท่ี 0.5, 1, 
1.5, 3, 6, 12 (ภาพท่ี 3)  

1.2 กลุ่ม H และ กลุ่ม HT 
ตัวอย่างเลือดจากอาสาสมัครกลุ่ม H และ กลุ่ม HT เป็นตัวอย่างทางชีวภาพท่ีเหลือจากงานวิจัย

ก่อนหน้า และเหลือจากการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย 
ตามล าดับ ไม่ได้มีการร้องขอเพื่อเจาะเก็บตัวอย่างเลือดเพิ่มเติมจากอาสาสมัครเพื่องานวิจัยโครงการนี้
โดยตรง 

2. เตรียมตัวอย่างน้ าเหลือง (plasma) 
2.1 ปั่นเก็บน้ าเหลืองจากตัวอย่างเลือดในหลอดเก็บเลือดชนิดสุญญากาศ (vaccuum tube) ด้วย

ความเร็ว 1,500 รอบต่อนาที นาน 30 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ภายใน 24 ช่ัวโมง 
2.2 หลังเจาะเลือดแล้ว เพื่อป้องกันการเปล่ียนแปลงของระดับสารชีวภาพในตัวอย่างน้ าเหลือง เก็บ

ตัวอย่างน้ าเหลืองท่ีปั่นได้ ณ อุณหภูมิ - 80 องศาเซลเซียส ทันที 
 

3. ศึกษารูปแบบการเปลี่ยนแปลงของระดับ 
3.1 ไซโตคายน์ โดยชุดทดสอบ Human cytokine kit (eBioscience, USA) ขั้นตอนการ

ทดสอบโดยย่อ ดังนี้ 
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3.1.1 เตรียมตัวอย่างน้ าเหลืองผู้ป่วยโดยการปั่นเหวี่ยงตัวอย่างเลือด 2,000 รอบต่อนาที ณ 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ดูดเก็บน้ าเหลืองซึ่งจะอยู่ช้ันบนของเม็ดเลือด
ชนิดต่างๆ และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ - 80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้  

3.1.2 ตรวจวัดปริมาณไซโตคายน์ ในตัวอย่างน้ าเหลือง ตามวิธีการของชุด Kit 
3.1.2.1 เตรียมสารละลายไซโตคายน์มาตรฐาน โดยการเติมบัฟเฟอรล์งในขวดผงไซโตคายน์ท่ี

ทราบปริมาณ  เขย่าเบาๆ ให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นเจือจางให้มีความ
เข้มข้น 5 ระดับโดยวิธี 2-fold dilution พักไว้ในตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะ
ใช้  

3.1.2.2 Coat ELISA plate ด้วยแอนติบอดีต่อไซโตคายน์ชนิดท่ีเราต้องการตรวจวัด จากนั้น 
block plate ด้วย Skim milk เพื่อป้องกันการจับของแอนติเจนและแอนติบอดีแบบ
ไม่จ าเพาะ  

3.1.2.3 เตรียมตัวอย่างน้ าเหลืองท่ีต้องการทดสอบด้วยการเจือจางในน้ ากล่ันปราศจากเช้ือ 
1:10 แล้วหยอดลงในหลุมท่ีต้องการทดสอบ 

3.1.2.4 เติมสารละลาย substate บ่มในท่ีมืดนาน 20 นาที ก่อนจะน าไปวัดผลโดยเครื่องวัด
การดูดกลืนแสง ณ ความยาวคล่ืน 490 nm  

3.1.2.5 แปลผลความเข้มข้นของไซโตคายน์ท่ีทดสอบโดยการเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
(standard curve) 
# ทุกการทดลองท้าการทดลองซ้้า 4 ครั้งเพื่อความแม่นย้าของผลการทดสอบและมี
กลุ่มควบคุมโดยใช้ตัวอย่างน้้าเหลืองของอาสาสมัครกลุ่ม HT และกลุ่ม H 

 
3.2 สาร BG โดยชุดทดสอบ Fungitell® beta-(1,3)-glucan kit (Cape Cod Ltd., MA) ขั้นตอน

การทดสอบโดยย่อ ดังนี้ 
3.2.1 เตรียมตัวอย่างน้ าเหลืองโดยการปั่นเหวี่ยงตัวอย่างเลือด 2,000 รอบต่อนาที ณ อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ดูดเก็บน้ าเหลืองซึ่งจะอยู่ช้ันบนของเม็ดเลือดชนิดต่างๆ และ
เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ - 80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้  

3.2.2 ตรวจวัดปริมาณสาร BG ในตัวอย่างน้ าเหลือง ตามวิธีการของชุด Kit 
3.2.2.1 เตรียมสารละลาย BG มาตรฐาน โดยการเติมน้ ากล่ันบริสุทธิ์ปราศจากสาร BG (BG 

free water) ลงในขวดผง BG  เขย่าเบาๆ ให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นเจือ
จางให้มีความเข้มข้น 5 ระดับโดยวิธี 2-fold dilution ดังนี้ 500, 250, 125, 62.5, 
31.25 pg/ml พักไว้ในตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้  

3.2.2.2 เตรียมตัวอย่างน้ าเหลืองท่ีต้องการทดสอบด้วย pre-treatment buffer (0.125M 
KOH/6M KCl) บ่ม ณ อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 

3.2.2.3 เติมสารละลาย Fungitell reagent (ละลายใน 0.1M Tris HCl, pH 7.4) ลงใน
สารละลาย BG มาตรฐาน และตัวอย่างน้ าเหลือง  

3.2.2.4 อ่านผลโดยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงแบบ kinetic ณ ความยาวคล่ืน 405 และ 490 
nm ณ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 นาที ด้วยโปรแกรม Gen 5 
version 1.4.5.0 

3.2.2.5 แปลผลความเข้มข้นของสาร BG (pg/ml) ในตัวอย่างน้ าเหลืองโดยการเทียบค่า OD 
ท่ีได้กับกราฟมาตรฐาน  
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3.2.2.6 การแปลผล  Positive Predictive value ของค่าสาร BG มากกว่า หรือเท่ากับ 80 
pg/ml แสดงว่า เป็น fungal infction มีช่วงระหว่าง 74.4-91.7% หากค่า BG น้อย
กว่า 60 pg/ml จะมี negative predictive value 65.1-85.1%  
# ทุกการทดลองท้าการทดลองซ้้า 2 ครั้งเพื่อความแม่นย้าของผลการทดสอบและมี
กลุ่มควบคุมโดยใช้ตัวอย่างน้้าเหลืองของอาสาสมัครกลุ่ม HT และกลุ่ม H 

4. วิเคราะห์และสรุปผลการทดลอง 
4.1 วิเคราะห์รูปแบบของระดับไซโตคายน์ และ ระดับ BG ท่ีเปล่ียนแปลงท้ังก่อน-หลัง ได้รับ PIA ในช่วง

เวลาต่างๆ ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5.0 และค านวณสถิติด้วย SPSS statistical software 
(SPSS 11.5 software system: SPSS, Chicago, USA) 

4.2 วิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างระดับ ไซโตคายน์ และระดับ BG ท่ีเปล่ียนแปลงกับลักษณะอาการ
ทางคลินิกของผู้ป่วยด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5.0 และค านวณสถิติด้วย SPSS statistical 
software (SPSS 11.5 software system: SPSS, Chicago, USA) 

4.3 หาความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะอาการทางคลินิกของผู้ป่วย การด าเนินไปของโรคและรูปแบบการ
เปล่ียนแปลงของระดับสารชีวภาพ ได้แก่ ระดับ ไซโตไคน์ และ ปริมาณ BG 

 

กิจกรรมตามข้อเสนอโครงการ เป้าหมายตามแผนงานและผลการทดลอง 

กิจกรรมที่ 1 คัดเลือกกลุ่มผู้ป่วยอาสาสมัคร 

กิจกรรมตามข้อเสนอโครงการ ส่ง PIA และรับตัวอย่างเลือดผู้ป่วยท่ียินยอมรักษาด้วย PIAI ในช่วงต่างๆ จาก
โรงพยาบาลท่ีแพทย์ติดต่อมา 

เป้าหมายตามแผนงาน: กระบวนการวิจัยท้ังหมดได้รับการรับรองตามหลักจริยธรรมการวิจัยในคน (หนังสือ
รับรองโครงการวิจัย COA No. 126/2016) คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

กลุ่มผู้ป่วยอาสาสมัคร pythiosis 

ตัวอย่างน้ าเหลืองผู้ป่วย pythiosis ท่ีรับการรักษาด้วย PIAI ณ ช่วงเวลาต่างๆ พร้อมท้ังรวบรวมประวัติผู้ป่วย 
อย่างน้อย 20 ราย รวมทั้งส้ินไม่ต่ ากว่า 100 ตัวอย่าง 

กลุ่มอาสาสมัครสุขภาพดีท่ีมี/ไม่มีโรคทาลัสซีเมียเป็นโรคประจ าตัว 

ตัวอย่างน้ าเหลืองอาสาสมัครสุขภาพดีท่ีมี/ไม่มีโรคทาลัสซีเมียเป็นโรคประจ าตัว อย่างน้อย 20 ราย 
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ผลการด าเนินงาน:  

1. คัดกรองอาสาสมัคร ข้อมูลประวัติผู้ป่วย การติดต่อรับส่งตัวอย่างและ PIA immunotherapy 
1.1 ในช่วงเดือนตุลาคม 2559 – เมษายน 2560 มีโรงพยาบาลท่ีขอรับ PIA เพื่อ PIAIท้ังหมดจ านวน 4 

โรงพยาบาล ได้แก่ โรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม่, โรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา, 
โรงพยาบาลขอนแก่น และโรงพยาบาลอุดรธานี ซึ่งมีผู้ป่วย pythiosis รวมทั้งส้ิน 4 ราย แบ่งเป็น
ผู้ป่วยกลุ่ม VP จ านวน 3 ราย และผู้ป่วย OP จ านวน 1 ราย 

1.2 หลังจากคณะผู้วิจัยประสานงานกับแพทย์โรงพยาบาลปลายทางข้างต้นเพื่ออธิบายและท าความ
เข้าใจในรายละเอียดกระบวนการการรักษาด้วยวธิี PIAI ผ่านทางโทรศัพท์และจดหมายอิเล็กโทร
นิคส์ (E-mail) ผู้ป่วยท้ัง 4 ราย ยินยอมรับการรักษาด้วย PIAI (การยินยอมรับการรักษาท้ังหมด
เป็นไปโดยความสมัครใจของผู้ป่วยภายใต้ดุลยพินิจของแพทย์เจ้าของไข้) และเมื่อแพทย์และผู้ป่วย
ลงนามในเอกสารเรียบร้อย คณะผู้วิจัยได้ประสานงานกันบริษัทขนส่งเอกชนเพื่อจัดส่ง PIA ไปยัง
แพทย์โรงพยาบาลปลายทาง โดยตรง 

1.3 ผู้ป่วยท้ังหมดท่ีเข้าร่วมโครงการได้รับการตรวจยืนยันการติดเช้ือ P. insidiosum ด้วยวิธีต่างๆ ดัง
รายละเอียดท่ีได้อธิบายไว้ข้างต้น 

1.4 เนื่องด้วยงานวิจัยนีว้างแผนติดตามการรักษาของผู้ป่วยไปจนครบ 1 ปี หลังจากผู้ป่วยเริ่มรับการ
รักษาด้วย PIAI นอกจากผู้ป่วย 4 รายข้างต้น ทางคณะผู้วิจัยได้รวบรวมเอาอาสามัครผู้ป่วย 
pythiosis อีก 36 ราย แบ่งเป็นผู้ป่วยกลุ่ม VP จ านวน 17 ราย และผู้ป่วย OP จ านวน 19 ราย ท่ี
เข้าร่วมโครงการมาต้ังแต่ปี 2558 ท าให้ปัจจุบันโครงการนี้มีอาสาสมัครรวมทั้งส้ิน 40 ราย แบ่งเป็น
กลุ่ม VP และ OP กลุ่มละ 20 รายครบตามจ านวนผู้ป่วยท่ีได้วางเป้าหมายไว้ โดยมีการเก็บตัวอย่าง
น้ าเหลืองจากอาสาสมัครรายละ 7 ครั้ง ก่อนได้รับ PIAI และ ณ ช่วงเวลาต่างๆ ตามก าหนด 
(แผนภาพท่ี 2)  

1.5 ผลจากการรวบรวมประวัติและติดตามอาการทางคลินิกของผู้ป่วยท้ังหมดท่ีเข้าร่วมโครงการ ท้ังก่อน
ได้รับการรักษาด้วย PIAI และหลังได้รับ PIAI ณ ช่วงเวลาต่างๆ (ตารางท่ี 1-4) พบว่า 

ผู้ป่วยกลุ่ม VP 

1. จากเกณฑ์การคัดเลือกผู้ป่วย VP ท่ีก าหนดไว้ สามารถจ าแนกผู้ป่วยนี้ได้เป็น 2 กลุ่ม นั่นคือ 
- กลุ่มผู้ป่วยท่ีรอดชีวิตนานกว่า 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI พบว่ามีจ านวน 18 ราย หรือ

คิดเป็นร้อยละ 90 ของจ านวนผู้ป่วยท้ังหมดในการศึกษานี้ 
- กลุ่มผู้ป่วยท่ีเสียชีวิตก่อน 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI พบว่ามีจ านวน 2 ราย หรือคิดเป็น

ร้อยละ 10 ของจ านวนผู้ป่วยท้ังหมดในการศึกษานี้ 
2. ผู้ป่วยท้ัง 2 กลุ่ม มีปัจจัยท่ีเกี่ยวเนื่องกับประวัติส่วนตัวและวิธีการรักษาท่ีแตกต่างกันอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ ณ ค่าความเช่ือมั่น 95% ดังนี้ 
- ผู้ป่วยกลุ่มท่ีรอดชีวิตนานกว่า 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIAIมีอายุน้อยกว่ากลุ่มผู้ป่วยท่ี

เสียชีวิตก่อน 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI (33.6 + 11.2 ปี และ 49.2 + 9.1 ปี โดยเฉล่ีย 
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ตามล าดับ) แต่อย่างไรก็ตามผู้ป่วยท่ีเสียชีวิตก่อน 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI มีเพียง 2 
คนเท่านั้น  

- ผู้ป่วยกลุ่มท่ีรอดชีวิตนานกว่า 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI มีระยะเวลาต้ังแต่มีอาการ
จนกระท่ังมาพบแพทย์ และได้รับการรักษาด้วยวิธีผสมผสานน้อยกว่ากลุ่มผู้ป่วยท่ีเสียชีวิต
ก่อน 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI (1.9 + 1.8 เดือน และ 2.5 + 1.2 เดือน ตามล าดับ) 

- ผู้ปว่ยกลุ่มท่ีรอดชีวิตนานกว่า 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI ทุกคนได้รับการรักษาแบบ 
amputation ซึ่งมีผลให้ผู้ป่วยกลุ่มนี้สูญเสียอวัยวะ/พิการตลอดชีวิต ในขณะท่ีกลุ่มผู้ป่วยท่ี
เสียชีวิตก่อน 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI ท้ังหมดได้รับการรักษาด้วยวิธี debridement 

 
ตารางที่ 1 ข้อมูลประวัติผู้ป่วยกลุ่ม vascular pythiosis จ านวน 20 คน 
ข้อมูลประวัติผู้ป่วย 
อายุ 18-79 ปี; ค่าเฉล่ีย=35.2 + 14.9, ค่ามัธยฐาน=32, ค่าฐานนิยม=32 
เพศ ชาย = 50% (n=10)   หญิง = 50% (n=10) 

อาชีพ ชาวนา = 50% (n=10)   เกษตรกร = 40% (n=8)    
รับจ้างท่ัวไป = 10% (n=2)    

ประวัติการสัมผัสน้ าตามธรรมชาติ
ในช่วง 3 เดือนย้อนหลัง* 

มี = 90% (n=18)   ไม่มี = 10% (n=2)    

ประวัติความผิดปกติของเม็ดเลือด E-beta = 80% (n=16)   Alpha = 5% (n=1)   Beta = 5% (n=1)   
H = 5% (n=1)    H-constant spring = 5% (n=1) 

ค่า ferritin ท่ีวัดได้ล่าสุด (ng/ml) 
<250 ng/ml = 0% (n=0) 
>250-1,000 ng/ml = 30% (n=6) 
>1,000 ng/ml = 70% (n=14) 

บริเวณ/อวัยวะท่ีติดเช้ือและ/หรือ
ได้รับการผ่าตัด 

แขน เหนือข้อศอก = 5% (n=1)  ใต้ข้อศอก = 5% (n=1) 
ขา   เหนือเข่า = 40% (n=8)  ใต้เข่า = 50% (n=10) 

* การสัมผัสน้้าตามธรรมชาติ หมายถึง การลงเล่น ท้ากิจกรรมและ/หรือการแช่หรือสัมผัสอวัยวะส่วนใดส่วนหน่ึงในน้้าจืดตาม
ธรรมชาติ เช่น ห้วย หนอง คลอง บึง ท้องนา เป็นต้น 
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ผู้ป่วยกลุ่ม OP 

3.  ตามประสิทธิภาพในการมองเห็นหลังการรักษา ท าให้สามารถจ าแนกผู้ป่วย OP ได้เป็น 2 กลุ่ม นั่น
คือ 
- กลุ่มผู้ป่วยท่ีมีประสิทธิภาพในการมองเห็นหลังการรักษา พบว่ามีจ านวน 10 ราย หรือคิดเป็น

ร้อยละ 50 ของจ านวนผู้ป่วยท้ังหมดในการศึกษานี้ 
- กลุ่มผู้ป่วยท่ีสูญเสียประสิทธิภาพในการมองเห็นหลังการรักษา พบว่ามีจ านวน 10 ราย หรือ

คิดเป็นร้อยละ 50 ของจ านวนผู้ป่วยท้ังหมดในการศึกษานี้เช่นเดียวกัน 
4.  ผู้ป่วยท้ัง 2 กลุ่ม มีปัจจัยท่ีเกี่ยวเนื่องกับประวัติส่วนตัวและวิธีการรักษาท่ีแตกต่างกันอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ ณ ค่าความเช่ือมั่น 95% ดังนี้ 
- กลุ่มผู้ป่วยท่ีมีประสิทธิภาพในการมองเห็นหลังการรักษา มีอายุน้อยกว่ากลุ่มผู้ป่วยท่ีสูญเสีย

ประสิทธิภาพในการมองเห็นหลังการรักษา (37.9 + 10.9 ปี และ 43.3 + 4.2 ปี โดยเฉล่ีย 
ตามล าดับ) 

- กลุ่มผู้ป่วยท่ีมีประสิทธิภาพในการมองเห็นหลังการรักษา มีระยะเวลาต้ังแต่มีอาการ
จนกระท่ังมาพบแพทย์ และได้รับการรักษาด้วยวิธ ีcombination treatment ส้ันกว่า กลุ่ม
ผู้ป่วยท่ีสูญเสียประสิทธิภาพในการมองเห็นหลังการรักษา (39.7 + 11.2 วัน และ 47.8 + 
7.1 วัน โดยเฉล่ีย ตามล าดับ) 

 
 
 
ตารางที่ 2 ข้อมูลประวัติการรักษาผู้ป่วยกลุ่ม  vascular pythiosis จ านวน 20 คน 

ข้อมูลประวัติการรักษา 

ผลการรับการผ่าตัด Amputation: Free margin = 90% (n=18) 
Debridement: Free margin = 5% (n=1)   Not sterile = 5% (n=1) 

ยาปฏิชีวนะต้านเช้ือราท่ี
ได้รับ 

Itraconazole = 15% (n=3) 
Itraconazole+Terbinafine = 70% (n=14) 
SSKI+Terbinafine = 15% (n=3) 

ระยะเวลาท่ีได้รับยาปฏิชีวนะ
ต้านเช้ือรา 

1-12 เดือน; ค่าเฉล่ีย=5.46 + 6.4, ค่ามัธยฐาน=1, ค่าฐานนิยม=6 

ระยะเวลาท่ีมีอาการก่อนมา
พบแพทย ์

1-5 เดือน; ค่าเฉล่ีย=2.19 + 2.7, ค่ามัธยฐาน=1.5, ค่าฐานนิยม=2 

เคยได้รับยาขับเหล็ก ใช่ = 100% (n=50) 

ผลการรักษาเมื่อผู้ป่วยได้รับ 
PIA IMMUNOTHERAPY 
ครบ 1 ปี 

มีชีวิต = 90% (n=18) 
เสียชีวิต = 10% (n=2) 
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- กลุ่มผู้ป่วยท่ีมีประสิทธิภาพในการมองเห็นหลังการรักษาทุกคนได้รับการรักษาโดยการปลูก
ถ่ายกระจกตา (PK or corneal transplant) ในขณะท่ีกลุ่มผู้ป่วยท่ีสูญเสียประสิทธิภาพใน
การมองเห็นหลังการรักษาท้ังหมดได้รับการรักษาด้วยการผ่าตัดน าลูกตาออก (glass ball 
removal or evisceration) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 3 ข้อมูลประวัติผู้ป่วยกลุ่ม Ocular pythiosis จ านวน 20 คน 
 

ข้อมูลประวัติผู้ป่วย 
อายุ 21-62 ปี; ค่าเฉล่ีย=39.4, ค่ามัธยฐาน=39, ค่าฐานนิยม=34 
เพศ ชาย = 50% (n=10)   หญิง = 50% (n=10) 
ระยะเวลาท่ีมีอาการก่อนมาพบแพทย ์ 19-66 วัน; ค่าเฉล่ีย=40.4 วัน, ค่ามัธยฐาน=38, 40, ค่าฐานนิยม=30 
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ตารางที่ 4 ข้อมูลประวัติผู้ป่วยกลุ่ม Ocular pythiosis จ านวน 20 คน 
 

ข้อมูลประวัติการรักษา 
การผ่าตัดท่ีได้รับ การเอากระจกตาออก (Penetrating Keratoplasty, PK) /ปลูกถ่ายกระจกตา (corneal 

transplant) = 50% (n=10) 
การเอาเบ้าตาออก (evisceration/glass ball removal) = 50% (n=10) 

ยาปฏิชีวนะต้านเช้ือ
ราชนิดรับประทานท่ี
ได้รับ  

Itraconazole = 5% (n=1) 
Itraconazole+Terbinafine = 80% (n=16) 
Itraconazole+Terbinafine+Voriconazole = 5% (n=1) 
Itraconazole+Terbinafine+Posaconazole = 5% (n=1) 
Itraconazole+Ketoconazole = 5% (n=1) 

ระยะเวลาท่ีได้รับยา
ปฏิชีวนะต้านเช้ือรา 
ยาปฏิชีวนะต้านเช้ือ
ราชนิดยาหยอดตาท่ี
ได้รับ 

โดยรวมแพทย์จะให้ยาโดยเฉล่ีย 1-13 เดือน ดังนี ้
Amphotericin B + Voriconazole = 10% (n=2) 
Amphotericin B + Fluconazole = 10% (n=2) 
Amphotericin B + Fluconazole + Natamycin = 30% (n=6) 
Amphotericin B + Fluconazole + Itraconazole + Voriconazole + Terbinafine 
= 5% (n=1) 
Amphotericin B + Fluconazole + Itraconazole + Voriconazole + Terbinafine 
+ Natamycin = 5% (n=1) 
Amphotericin B + Natamycin + Voriconazole + Terbinafinen = 10% (n=2) 
Amphotericin B + Fluconazole + Ketoconazole + Voriconazole + 
Terbinafine = 5% (n=1) 
Amphotericin B + Fluconazole + Terbinafine 5% (n=1) 
Amphotericin B + Fluconazole + Voriconazole 5% (n=1) 
Amphotericin B + Fluconazole + Natamycin + Voriconazole 15% (n=3) 

ระยะเวลาท่ีได้รับยา
ปฏิชีวนะต้านเช้ือรา 

โดยรวมแพทย์จะให้ยาโดยเฉล่ีย 0.5-4 เดือน 

ผลการรักษาเมื่อ
ผู้ป่วยได้รับ PIA 
IMMUNOTHERAPY 
ครบ 1 ปี 

สูญเสียประสิทธิภาพในการมองเห็นถาวร = 50% (n=10)  
มีประสิทธิภาพในการมองเห็น = 50% (n=10) 
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ทางคณะผู้วิจัยได้รวบรวมตัวอย่างเลือดอาสาสมัครสุขภาพดีท่ีมี (HT) / ไม่มีโรคทาลัสซีเมียเป็นโรคประจ าตัว
(H) กลุ่มละ 20 ตัวอย่าง รวมทั้งส้ิน 40 ตัวอย่าง โดยคัดเลือกอาสาสมัครกลุ่มท่ีมี อายุ และ เพศ  ไม่แตกต่าง
จากผู้ป่วยกลุ่ม VP และกลุ่ม OP ส าหรับอาสาสมัครสุขภาพดีกลุ่มท่ีมีและไม่มีโรคทาลัสซีเมียเป็นโรคประจ าตัว 
ตามล าดับ 

กิจกรรมที่ 2 ศึกษารูปแบบการเปลี่ยนแปลงของระดับสาร BG โดยชุดทดสอบ Fungitell® (1->3)-β-D-
glucan kit (Cape Cod Ltd., MA) 

กิจกรรมตามข้อเสนอโครงการ ตรวจวัดระดับ BG และวิเคราะห์ผลการตรวจ ท้ังในกลุ่มท่ีเป็นและไม่เป็นโรค 
pythiosis และวิเคราะห์ผล 

เป้าหมายตามแผนงาน: ตรวจวัดสาร BG ในตัวอย่างน้ าเหลืองกลุ่มอาสาสมัครผู้ป่วย pythiosis และ
อาสาสมัครสุขภาพดีท่ีมี (HT) / ไม่มีโรคทาลัสซีเมียเป็นโรคประจ าตัว (H) 

ผลการด าเนินการ:  

1. ผู้วิจัยได้ validate การตรวจหาสาร BG ด้วย Fungitell commercial kit เพื่อยืนยันวิธีการและการแปล
ผลกับ Dr. Malcolm Finkelman ผู้อ านวยการฝ่ายวิชาการ บริษัท Associates of CapeCod จ ากัด 
ประเทศสหรัฐอเมริกา และพบว่าการตรวจวัดระดับสาร BG ในการศึกษานี้เป็นไปตามมาตรฐานของชุด
ทดสอบท่ีได้รับการรับรองจากหน่วยงาน Food and Drug Administration (FDA) ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

2. ได้ด าเนินการตรวจวัดระดับสาร BG ในตัวอย่างน้ าเหลืองผู้ป่วยจ านวน 40 รายท้ังก่อนและหลังได้รับ PIA 
immunotherapy พร้อมท้ังอาสาสมัครจ านวน 40 รายครบถ้วนสมบูรณ์แล้ว พบว่า 

2.1 ผู้ป่วยกลุ่ม  VP ท่ีรอดชีวิตนานกว่า 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI  นั้น ผู้ป่วยกลุ่มนี้ก่อนได้รับ 
PIAI มีระดับสาร BG ท่ีสูง โดยมีค่าระหว่าง 523.4-305.7 pg/ml ซึ่งอ้างอิงตามค่า cut-off value 
ท่ีก าหนดในชุดทดสอบ ค่าท่ี > 80 pg/ml นั้นแปลผลเป็นค่าบวกหรือหมายความว่า ตัวอย่างนั้นได้
จากผู้ป่วยท่ีติดเช้ือในกระแสเลือด   และหลังจากท่ีผู้ป่วยได้รับ PIAI ณ ช่วงเวลาต่างๆ ตามก าหนด 
(แผนภาพท่ี 3) พบว่าระดับของสาร BG ในกระแสเลือดลดลงตามล าดับอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ณ 
ค่าความเช่ือมั่น 95% สอดคล้องไปกับอาการทางคลินิกท่ีดีขึ้น จากการบันทึกของแพทย์เจ้าของไข้
พบว่าแผลผ่าตัดของผู้ป่วยมีลักษณะท่ีแห้ง และอาการเจ็บปวดน้อยลดลงตามล าดับ และไม่มี
สัญญาณการกลับเป็นซ้ าของโรค โดยระดับของสาร BG ในกระแสเลือดของผู้ป่วยทุกรายลดลงจนมี
ค่าเป็น ลบ (cut-off value < 60 pg/ml) โดยเฉล่ีย ณ เวลา 6 เดือนหลังผู้ป่วยได้รับการรักษาด้วย 
PIAI ในขณะท่ีรูปแบบการเปล่ียนแปลงของสาร BG ในกลุ่มผู้ป่วยท่ีเสียชีวิตก่อน 1 ปีหลังเริ่มการ
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รักษาด้วย PIAI นั้นมีระดับท่ีสูงและมีการเปล่ียนแปลงอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ จนกระท่ังผู้ป่วย
เสียชีวิต (แผนภาพท่ี 3) 

2.2 ผู้ป่วยกลุ่ม OP มีรูปแบบการเปล่ียนแปลงของระดับสาร BG ในผู้ป่วยกลุ่มท่ีมีประสิทธิภาพในการ
มองเห็นและกลุ่มท่ีสูญเสียประสิทธิภาพในการมองเห็นหลังการรักษาแตกต่างกันอย่างไม่มนีัยส าคัญ
ทางสถิติ ก่อนได้รับ PIAI นั้นผู้ป่วยทุกรายมีระดับสาร BG ท่ีต่ าหรือมีค่าเป็นลบ (cut-off value < 
60 pg/ml) แต่เมื่อผู้ป่วยได้รับการรักษาด้วย PIAI แล้ว ระดับของสาร BG เพิ่มสูงขึ้นตามล าดับ
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ณ ค่าความเช่ือมั่น 95% จนกระท่ังมีระดับอยู่ในช่วง 121- 185 pg/ml 
โดยเฉล่ีย ณ เวลา 1 เดือน หลังได้รับการรักษาด้วย PIAI จากนั้นระดับของสาร BG ก็เริ่มลดต่ าลง
ตามล าดับ จนกระท่ังเป็นค่าลบ (cut-off value < 60 pg/ml) อีกครั้ง ณ เวลา 3-6 เดือนหลังเริ่ม
การรักษาด้วย PIAI  (แผนภาพท่ี 4) 

ส าหรับกลุ่มอาสาสมัครสุขภาพดีท้ังท่ีมี/ไม่มีโรคทาลัสซีเมียเป็นโรคประจ าตัว กลุ่มละ 20 ตัวอย่าง รวมทั้งส้ิน 
40 ตัวอย่าง พบว่ามีค่า BG น้อยกว่า 60 pg/ml ถือเป็นค่าลบ (cut-off value < 60 pg/ml) ท้ังหมด 
(แผนภาพท่ี 3 และ 4) 
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แผนภาพที่ 3 ระดับของสาร (1->3)-β-D-glucan ท่ีตรวจวัดด้วยชุดตรวจสาร Fungitell® assay 
(Associates of Cape Cod, Falmouth, MA, USA) ในช่วง 1 ปี ท่ีผู้ป่วยได้รับ PIAI ณ ระยะเวลาต่างๆ (    ) 
ในผู้ป่วย vascular pythiosis กลุ่มท่ีรอดชีวิตนานกว่า 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIA immunotherapy 

(•,―) จ านวน 18 ราย และกลุ่มผู้ป่วยท่ีเสียชีวิตก่อน 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIA immunotherapy (О,-

--)  จ านวน 2 ราย และกลุ่มอาสาสมัครสุขภาพดีกลุ่มท่ีมีโรคทาลัสซีเมียเป็นโรคประจ าตัว (Δ) จ านวน 20 ราย  
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แผนภาพที่ 4 ระดับของสาร (1->3)-β-D-glucan ท่ีตรวจวัดด้วยชุดตรวจสาร Fungitell® assay 
(Associates of Cape Cod, Falmouth, MA, USA) ในช่วง 1 ปี ท่ีผู้ป่วยได้รับ PIAI ณ ระยะเวลาต่างๆ (    ) 
ในผู้ป่วย ocular pythiosis กลุ่มผู้ป่วยท่ีมีประสิทธิภาพในการมองเห็นได้หลังการรักษา จ ำนวน 10 รำย 

(•,―) และกลุ่มผู้ป่วยท่ีสูญเสียประสิทธิภาพในการมองเห็นหลังการรักษา (О,---) จ ำนวน 10 รำย และกลุ่ม

อาสาสมัครสุขภาพดีกลุ่มท่ีไม่มีโรคทาลัสซีเมียเป็นโรคประจ าตัว (Δ) จ านวน 20 ราย  

 

 

กิจกรรมที่ 3 ศึกษารูปแบบการเปลี่ยนแปลงของระดับไซโตไคน์ โดยชุดทดสอบ Human cytokine kit 
(eBioscience, USA) 

กิจกรรมตามข้อเสนอโครงการ ตรวจวัดชนิดและระดับไซโตคายน์ในตัวอย่างเดียวกับท่ีตรวจวัดระดับ BG 
และวิเคราะห์ผล 

เป้าหมายตามแผนงาน: ตรวจวัดระดับไซโตคายน์ในตัวอย่างน้ าเหลืองกลุ่มอาสาสมัครผู้ป่วย pythiosis และ
อาสาสมัครสุขภาพดีท่ีมี/ไม่มีโรคทาลัสซีเมียเป็นโรคประจ าตัว 

ผลการด าเนินการ:  

1. ผู้วิจัยได้ validate การตรวจหาไซโตคายน์ชนิด IFN-γ และชนิด IL-17 ด้วยชุดตรวจสาร human 

cytokines detection kit โดยพบว่าการตรวจวัดระดับไซโตคายน์ชนิด IFN-γ และชนิด IL-17 ใน
ตัวอย่างมาตรฐานได้ค่าอยู่ในช่วงท่ีชุดทดสอบก าหนด 

1st 2nd 4th 5th 6th 3rd 7th 

Cut-off value 
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2. ได้ด าเนินการตรวจวัดระดับไซโตคายน์ชนิด IFN-γ และชนิด IL-17 ในตัวอย่างน้ าเหลืองผู้ป่วยจ านวน 40 
รายท้ังก่อนและหลังได้รับ PIAI พร้อมท้ังอาสาสมัครจ านวน 40 รายครบถ้วนสมบูรณ์แล้ว พบว่า 

2.1 ผู้ป่วยกลุ่ม VP ท้ัง 2 กลุ่ม มีระดับไซโตคายน์ชนิด IFN-γ และชนิด IL-17 ท่ีต่ า โดยเฉล่ีย
ประมาณ 10 + 0.43 pg/ml และ 90 + 11.7 pg/ml ตามล าดับก่อนได้รับวัคซีน และหลังจากท่ี
ผู้ป่วยได้รับ PIAIณ ช่วงเวลาต่างๆ ตามก าหนด (แผนภาพท่ี 2) พบว่ากลุ่มผู้ป่วยท่ีรอดชีวิตนาน
กว่า 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI มีระดับของไซโตคายน์ท้ัง 2 ชนิดเพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ ณ ค่าความเช่ือมั่น 95% สอดคล้องไปกับอาการทางคลินิกท่ีดีขึ้น จากการบันทึกของ
แพทย์เจ้าของไข้พบว่าแผลผ่าตัดของผู้ป่วยแห้งดี อาการเจ็บปวดน้อยลงตามล าดับ และไม่มี
สัญญาณการกลับเป็นซ้ าของโรค จนถึงเดือนท่ี 3 ระดับของไซโตคายน์ท้ัง 2 ชนิดจึงเริ่มคงท่ีและมี
การเปล่ียนแปลงอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ จนกระท่ังครบ 1 ปีของการรักษา (แผนภาพท่ี 5) 

ส าหรับกลุ่มผู้ป่วยท่ีเสียชีวิตก่อน 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI นั้น พบว่าไซโตคายน์ชนิด IFN-γ 
มีแนวโน้มลดต่ าลงซึ่งแตกต่างจากผู้ป่วยกลุ่มท่ีรอดชีวิตนานกว่า 1 ปีอย่างชัดเจน ส าหรับ 
cytokines ชนิด IL-17 ผู้ป่วยท่ีเสียชีวิตก่อน 1 ปี นั้นไม่มีแนวโน้มการเปล่ียนแปลงท่ีชัดเจน 
(แผนภาพท่ี 6) 
 

2.2 ผู้ป่วยกลุ่ม OP มีรูปแบบการเปล่ียนแปลงของระดับไซโตคายน์ชนิด IFN-γ และชนิด IL-17 ใน
ผู้ป่วยกลุ่มท่ีมีประสิทธิภาพการมองเห็นและกลุ่มท่ีสูญเสียประสิทธิภาพการมองเห็นหลังการรักษา
แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติก่อนได้รับ PIAI ผู้ป่วยท้ัง 2 กลุ่ม มีระดับสารไซโตคายน์

ชนิด IFN-γ (55 + 19.1 pg/ml) และชนิด IL-17 (<10 pg/ml) ท่ีต่ า และเมื่อผู้ป่วยได้รับการ

รักษาด้วย PIAI แล้ว (แผนภาพท่ี 2) ระดับของไซโตคายน์ชนิด IFN-γ เพิ่มสูงขึ้นตามล าดับอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ณ ค่าความเช่ือมั่น 95% ต้ังแต่เดือนท่ี 1.5 จนถึงเดือนท่ี 6 (160 + 23.8 
pg/ml) ก่อนจะลดลงจนกระท่ังส้ินสุดการรักษาด้วย PIAI ณ เวลา 1 ปี ส าหรับไซโตคายน์ชนิด IL-
17 หลังผู้ป่วยได้รับการรักษาด้วย PIAI นั้นมีระดับเพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ณ ค่าความ
เช่ือมั่น 95% ในช่วงเดือนท่ี 1 จากนั้นจึงลดลงและคงท่ี ณ ระดับ 18 + 12.5 pg/ml โดยเฉล่ีย ณ 
เดือนท่ี 3 จนกระท่ังส้ินสุดการรักษาด้วย PIAI ณ เวลา 1 ปี (แผนภาพท่ี 7) 

ส าหรับกลุ่มอาสาสมัครสุขภาพดีท้ังท่ีมี/ไม่มีโรคทาลัสซีเมียเป็นโรคประจ าตัว กลุ่มละ 20 ตัวอย่าง รวมทั้งส้ิน 

40 ตัวอย่าง พบว่ามีระดับไซโตคายน์ชนิด IFN-γ และชนิด IL-17 ไม่แตกต่างจากผู้ป่วยก่อนได้รับ PIAI ในทุก
ราย (แผนภาพท่ี 5-7) 
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แผนภาพที่ 5 ระดับของสารไซโตคายน์ชนิด IFN-γ (     ) และชนิด IL-17 (     ) จากการตรวจด้วยชุดตรวจ
สาร human cytokines detection kit ในช่วง 1 ปี ท่ีผู้ป่วยได้รับ PIAI  ณ ระยะเวลาต่างๆ (    ) ในผู้ป่วย 
vascular pythiosis กลุ่มท่ีรอดชีวิตนานกว่า 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI(―) จ านวน 18 ราย และกลุ่ม

อาสาสมัครสุขภาพดีกลุ่มท่ีมีโรคทาลัสซีเมียเป็นโรคประจ าตัว (•) จ านวน 20 ราย 
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แผนภาพที่ 6 ระดับของสารไซโตคายน์ชนิด IFN-γ (     ) และชนิด IL-17 (    ) จากการตรวจด้วยชุดตรวจ
สาร human cytokines detection kit ในช่วง 1 ปี ท่ีผู้ป่วยได้รับ PIAI ณ ระยะเวลาต่างๆ (    ) ในผู้ป่วย 
vascular pythiosis กลุ่มท่ีเสียชีวิตก่อน 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI (―)  จ านวน 2 ราย และกลุ่ม

อาสาสมัครสุขภาพดีกลุ่มท่ีมีโรคทาลัสซีเมียเป็นโรคประจ าตัว (•) จ านวน 20 ราย 
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แผนภาพที่ 7 ระดับของสารไซโตคายน์ชนิด IFN-γ (     )และชนิด IL-17 (    ) จากการตรวจด้วยชุดตรวจ
สาร human cytokines detection kit ในช่วง 1 ปี ท่ีผู้ป่วยได้รับ PIAI ณ ระยะเวลาต่างๆ (    ) ในผู้ป่วย 
ocular pythiosis กลุ่มผู้ป่วยท่ีมีประสิทธิภาพในการมองเห็นได้หลังการรักษา (―) จ านวน 10 ราย และ

กลุ่มผู้ป่วยท่ีสูญเสียประสิทธิภาพในการมองเห็นหลังการรักษา (―)  จ านวน 10 ราย และกลุ่มอาสาสมัคร

สุขภาพดีกลุ่มท่ีไม่มีโรคทาลัสซีเมียเป็นโรคประจ าตัว (•) จ านวน 20 ราย 

 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

จากการศึกษาในโครงการนี้ พบว่า 

4.1 ผู้ป่วยกลุ่ม VP 
4.1.1 แบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มท่ีรอดชีวิตนานกว่า 1 ปี จ านวน 18 ราย และกลุ่มท่ี

เสียชีวิตก่อน 1 ปี จ านวน 2 ราย หลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI  
4.1.2 ผู้ป่วยกลุ่มท่ีรอดชีวิตนานกว่า 1 ปี หลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI นั้นไม่แสดงอาการทางคลินิก

ใดๆ ท่ีแสดงถึงความล้มเหลวในการรักษาหรือโอกาสการกลับเป็นซ้ าของโรค ในขณะท่ีผู้ป่วย
กลุ่มท่ีเสียชีวิตก่อน 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIAIจ านวน 2 รายแสดงอาการทางคลินิกอัน
ส่ือถึงโอกาสการกลับเป็นซ้ าของโรค ณ เวลา 3 เดือนหลังเริ่มรับการรักษา 

4.1.3 ระดับของสาร BG ในผู้ป่วย vascular pythiosis ท้ัง 2 กลุ่ม แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ ณ ค่าความเช่ือมั่น 95% นับต้ังแต่เดือนท่ี 0.5 หลังได้รับการรักษาด้วย PIAI เป็น
ต้นไป จนกระท่ังครบ 1 ปี โดยผู้ป่วยกลุ่มท่ีรอดชีวิตนานกว่า 1 ปี หลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI

1st 2nd 4th 5th 6th 3rd 7th 

IL-17 

IFN-γ 
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มีระดับของสาร BG ในกระแสเลือดลดลงตามล าดับอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ณ ค่าความ
เช่ือมั่น 95% และลดลงจนมีค่าเป็น ลบ (cut-off value < 60 pg/ml) ณ เดือนท่ี 6 หลัง
ผู้ป่วยได้รับการรักษาด้วย PIA immunotherapy ในขณะท่ีกลุ่มผู้ป่วยท่ีเสียชีวิตก่อน 1 ปี
หลังเริ่มการรักษาด้วย PIA immunotherapy นัน้ สาร BG มีระดับท่ีสูงและมีการ
เปล่ียนแปลงอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ จนกระท่ังผู้ป่วยเสียชีวิต (แผนภาพท่ี 3) 

4.1.4 ระดับของไซโตคายน์ชนิด IFN-γ (cytokine กลุ่ม Th1) ในผู้ป่วย vascular pythiosis ท้ัง 2 
กลุ่มแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ณ ค่าความเช่ือมั่น 95% นับต้ังแต่เดือนท่ี 1 หลัง
ผู้ป่วยได้รับการรักษาด้วย PIA immunotherapy เป็นต้นไปจนกระท่ังครบ 1 ปี โดยผู้ป่วย

กลุ่มท่ีรอดชีวิตนานกว่า 1 ปี หลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI มีระดับของไซโตคายน์ชนิด IFN-γ 
ในกระแสเลือดเพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ณ ค่าความเช่ือมั่น 95% จนกระท่ังเดือน

ท่ี 3 ระดับของ ไซโตคายน์ชนิด IFN-γ จึงเริ่มคงท่ีและมีการเปล่ียนแปลงอย่างไม่มีนัยส าคัญ
ทางสถิติ จนกระท่ังครบ 1 ปีของการรักษา (แผนภาพท่ี 5) ในขณะท่ีกลุ่มผู้ป่วยท่ีเสียชีวิต

ก่อน 1 ปีหลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI นั้น ไซโตคายน์ชนิด IFN-γ มีแนวโน้มลดต่ าลง 
(แผนภาพท่ี 6) ส าหรับไซโตคายน์ชนิด IL-17 (ไซโตคายน์ กลุ่ม Th17) ก็ให้ผลเป็นไปในทาง

เดียวกับไซโตคายน์ชนิด IFN-γ (แผนภาพท่ี 5-6) 
4.1.5 เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์กับลักษณะท่ีแสดงออกทางคลินิก พบว่าปัจจัยท่ีแตกต่างระหว่าง 

2 กลุ่ม ได้แก่ อายุ, ระยะของโรค และวิธีการรักษา  
4.2 ผู้ป่วยกลุ่ม OP 

4.2.1 แบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มท่ีมีประสิทธิภาพในการมองเห็นและกลุ่มท่ีสูญเสีย
ประสิทธิภาพการมองเห็นหลังการรักษาด้วย PIAI จ านวนกลุ่มละ 10 ราย  

4.2.2 ผู้ป่วยท้ัง 2 กลุ่ม มีการเปล่ียนแปลงของระดับ BG และไซโตคายน์ท้ังชนิด IFN-γ และ IL-17 
ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (แผนภาพท่ี 4,7) 

4.2.3 ในผู้ป่วยทุกรายก่อนได้รับการรักษาด้วย PIAI มีระดับสาร BG เป็นค่าลบ (cut-off value < 
60 pg/ml) แต่หลังได้รับ PIAI แล้ว ระดับของสาร BG เพิ่มสูงขึ้นตามล าดับอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ ณ ค่าความเช่ือมั่น 95% ต้ังแต่ ณ เวลา 1 เดือน จากนั้นจึงเริ่มลดต่ าลงตามล าดับ 
จนกระท่ังเป็นค่าลบ อีกครั้ง ณ เวลา 3-6 เดือนหลังเริ่มการรักษาด้วย PIAI (แผนภาพท่ี 4) 

4.2.4 เป็นไปในทางเดียวกันส าหรับสารไซโตคายน์ชนิด IFN-γ (55 + 19.1 pg/ml) และชนิด IL-
17 (<10 pg/ml) ท่ีมีค่าต่ าในผู้ป่วยทุกรายก่อนได้รับการรักษาด้วย PIAIแต่หลังจากได้ PIAI 

แล้วพบว่า ระดับของไซโตคายน์ชนิด IFN-γ เพิ่มสูงขึ้นตามล าดับอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ณ 
ค่าความเช่ือมั่น 95% ต้ังแต่เดือนท่ี 1.5 จนถึงเดือนท่ี 6 (160 + 23.8 pg/ml) ก่อนจะลดลง
จนกระท่ังส้ินสุดการรักษา ณ เวลา 1 ปี ส าหรับ cytokines ชนิด IL-17 หลังผู้ป่วยได้รับการ
รักษาด้วย PIAIนั้นมีระดับเพิ่มสูงขึ้นอย่างมนีัยส าคัญทางสถิติ ณ ค่าความเช่ือมั่น 95% 
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ในช่วงเดือนท่ี 1 จากนั้นจึงลดลงและคงท่ี ณ ระดับ 18 + 12.5 pg/ml โดยเฉล่ีย ณ เดือนท่ี 
3 จนกระท่ังส้ินสุดการรักษาด้วย PIA เช่นเดียวกัน (แผนภาพท่ี 7) 

4.2.5 จากผลการศึกษาในผู้ป่วยนี้แสดงให้เห็นว่า PIAI มีผลต่อการเพิ่มขึ้นของสาร BG ในกระแส

เลือดและสามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันให้หล่ังไซโตคายน์ท้ังชนิด IFN-γ และชนิด IL-17 ได้ 
4.2.6 เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์กับลักษณะท่ีแสดงออกทางคลินิก พบว่าปัจจัยท่ีแตกต่างระหว่าง 

2 กลุ่ม ได้แก่ อายุ, ระยะของโรค และวิธีการรักษา  

โดยสรุป รูปแบบการเปล่ียนแปลงของระดับสาร BG และระดับไซโตคายน์ท้ังชนิด IFN-γ และชนิด IL-17 นี้เป็น
หนึ่งในตัวชี้วัดทางชีวภาพท่ีสามารถประยุกต์ใช้ในการตรวจติดตามผลการรักษาและท านายการด าเนินไปของ
โรคท่ีมีหลักฐานชัดเจน สามารถประเมินค่าได้ในเชิงปริมาณ แต่อย่างไรก็ตามสารดังกล่าวมีข้อจ ากัดอยู่ท่ี
ความจ าเพาะ การเปล่ียนแปลงของสารเหล่านี้สามารถเกิดข้ึนได้จากสาเหตุอื่นๆ เช่น การติดเช้ือราหรือเช้ือ
แบคทีเรียท่ีมีสาร BG เป็นองค์ประกอบ ดังนั้นการพัฒนาหาสารท่ีมีความจ าเพาะต่อเช้ือ P. insidiosum เพื่อใช้
ตรวจควบคู่ไปด้วยจึงเป็นส่ิงท่ีต้องพัฒนาต่อไปในอนาคต นอกจากนี้ด้วยข้อจ ากัดของงานวิจัยนี้ท่ีอาศัยส่ิงตรวจ
จากผู้ป่วยท่ีก าลังได้รับการรักษาเป็นหลัก ท าให้ควบคุมปัจจัยต่างๆท่ีอาจมีผลต่อการศึกษาเปรียบเทียบได้
ล าบากเช่น ระยะของโรค วิธีการรักษา คุณสมบัติของผู้ป่วย และจ านวนผู้ป่วยแต่ละกลุ่ม เป็นต้น นั่นหมาย
รวมถึงการศึกษานี้ไม่สามารถมีกลุ่มควบคุมท่ีเป็นโรค pythiosis แต่ไม่ได้รับการรักษาด้วย PIA ได้ด้วยโรคนี้
หากไม่ได้รับการรักษาก็จะถึงแก่ชีวิต จัดเป็นการผิดจริยธรรมด้วย ดังนั้นการสรุปประสิทธิภาพของ PIA ท่ีใช้ใน
การรักษาอาจมีข้อจ ากัด แต่อย่างไรก็ตามวัตถุประสงค์หลักของงานวิจัยนี้คือหาตัวชี้วัดทางชีวภาพท่ีสามารถ
บ่งช้ีถึงผลการรักษาและการด าเนินไปของโรคหลักการรักษา ดังนั้นการศึกษาในกลุ่มผู้ป่วยดังกล่าวจึงสามารถ
ตอบค าถามงานวิจัยนี้ได้ ส าหรับกลไกการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกันท่ีเกิดขึ้นในร่างกายผู้ป่วยหลังได้รับ
การรักษานั้นเป็นเรื่องท่ีจะต้องศึกษาต่อไปในอนาคตโดยอาจท าการศึกษาทางด้าน Immunology ในส่วนของ 
Cell-mediated response ในผู้ป่วยเพิ่มเติม  ไม่ว่าจะเป็น innate response เช่น neutrophil function 
หรือ phagocytic activity ของ Natural killer cells หรือ macrophage function  นอกเหนือไปจาก 
complete cytokine profile study ในส่วนของ pro-inflammatory หรือ anti-inflammatory cytokines 
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ปัญหาอุปสรรคในการปฏิบัติงาน 

1. การน าส่งตัวอย่างเลือดจากโรงพยาบาลปลายทางมีการน าส่งท่ีไม่เหมาะสม เช่น การน าตัวอย่าง
เลือดแช่เย็น ณ อุณหภูมิต่ ากว่า 10 องศาเซลเซียส ท าให้ตัวอย่างเกิด hemolysis รบกวน
กระบวนการตรวจหาสาร BG และไซโตคายน์ในการวิเคราะห์ผล 

2. การนัดหมายผู้ป่วยบางรายไม่เป็นไปตามก าหนด ส่งผลกระทบต่อจ านวนผู้ป่วยในโครงการและ
กระบวนการน าส่งตัวอย่างซึ่งมากถึง 7 ครั้งต่อผู้ป่วย 1 ราย นอกจากนี้การเล่ือนนัดของผู้ป่วยยัง
ส่งผลถึงกระบวนการน าส่งตัวอย่างด้วย เนื่องจากบริการดังกล่าวเป็นบริการขนส่งบริษัทเอกชน 
บางครั้งติดวันหยุดราชการ/วันหยุดนักขัตฤกษ์  

3. ทางคณะผู้วิจัยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ผล BG รุ่นเกา่ ด้วย program วิเคราะห์มีราคาสูงมาก ท าให้
มีอุปสรรคบ้างระหว่างการปรึกษาหารือการวิเคราะห์และการแปลผลกับทางผู้เช่ียวชาญ/
ผู้อ านวยการฝ่ายวิชาการ บริษัท Associates of CapeCod จ ากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา  
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คุณภาพผลงาน 

ผลการด าเนินงานตลอดโครงการตามเป้าหมายของผลผลิต (output) และตัวชี้วัด  

 

 

 

ผลผลิตที่ต้ังเป้าหมายไว้ 
ตัวชี้วัด ผลการด าเนินงานตลอดโครงการ 

เชิงปริมาณ เชิงคุณภาพ เวลา 

1. วิถีทางเลือกในการตรวจติดตาม
การรักษาในผู้ป่วย pythiosis 

1 วิธี สามารถตรวจติดตามโรค pythiosis ใน 
PIA immunotherapy-treated 
patients 

1 ปี ได้วิถีทางเลือกใหม่ในการตรวจติดตามการรักษาในผู้ป่วย 
pythiosis 

2. บทความท่ีสามารถตีพิมพ์ได้ อย่างน้อย 1 
เรื่อง 

สามารถตีพิมพ์ในวารสารวิชาการระดับ
นานาชาติท่ีมี impact factor อย่าง
น้อย 2 ขึ้นไป 

1 ปี อยู่ระหว่างการร่างบทความทางวิชาการเพื่อการตีพิมพ์
ผลงานในวารสารระดับนานาชาติ 

3. พัฒนาผู้ช่วยวิจัยจากนิสิตระดับ
โท/เอก 

1 คน ระดับบัณฑิตศึกษา 1 ปี นิสิตปริญญาเอกจ านวน 1 คน ซึ่งได้เรียบรู้ประสบการณ์
การท าวิจัยและจบการศึกษาภายในระยะเวลาท่ีหลักสูตร
ก าหนด ซึ่งจะพัฒนาต่อไปเป็นนกัวิจัยท่ีมีคุณภาพยิ่งขึ้น
ในอนาคต 
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ผลการด าเนินงานตลอดโครงการตามเป้าหมายของผลลัพธ์ (outcome) และตัวชี้วัด  

ผลลัพธ์ที่ต้ังเป้าหมายไว้ ตัวชี้วัด ผลการด าเนินงานตลอดโครงการ 

เชิงปริมาณ เชิงคุณภาพ 

1. BG สามารถใช้ในการวินิจฉัย และตรวจ
ติดตามภาวะภูมิคุ้มกันในผู้ป่วย pythiosis 
ท่ีรับการรักษาแบบ immunotherapy และ 
เข้าใจความส าคัญและบทบาท PIA 
IMMUNOTHERAPY  ในการกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันในผู้ป่วย pythiosis 

 

 

 

 

- น าเสนอผลงานวิจัยอย่าง
น้อย 1 ครั้ง 

 

 

 

-    ตีพิมพ์ผลงานวิจัยอย่าง
น้อย 1 ครั้ง 

 

 

 

 

- น าเสนอผลงานวิจัยในการประชุมทาง
วิชาการระดับนานาชาติ 
 

 

 

- ตีพิมพ์ผลงานวิจัยในวารสารท่ีมีการ
ประเมินอิสระในวารสารระดับ 
นานาชาติท่ีมี impact factor > 2 

- สามารถประยุกต์ใช้ใน การตรวจ
ติดตามผลการรักษาในผู้ป่วย 
therapeutic pythiosis  

- วางแผนในการน าเสนอผลงานวิจัยในการ
ประชุมทางวิชาการระดับนานาชาติ 
2018 : 20th International Society for 
Human and Animal Mycology, 
Amsterdam, Netherland. 

- อยู่ระหว่างการร่างบทความทางวิชาการ
เพื่อการตีพิมพ์ผลงานในวารสารระดับ
นานาชาติท่ีมี impact factor  

- ได้วิถีทางเลือกใหม่ในการตรวจติดตาม
การรักษาในผู้ป่วย pythiosis 
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การน าไปใช้ประโยชน์ 
 

มิติ
นโยบาย  

มิติเศรษฐกิจ/
พาณิชย์ 

มิติการพัฒนา
สังคม /ชุมชน  

มิติวิชาการ  

-  - - 1. รศ.ดร. อริยา จินดามพร ผู้วิจัยหลักโครงการ ได้รับเชิญให้เป็นวิทยากรพิเศษบรรยายในหัวข้อ “How to 
guard Pythium insidiosum infection?” ในงานประชุมทางวิชาการระดับนานาชาติ “20th Congress of 
the International Society for Human and Animal Mycology (ISHAM)” Amsterdam, Netherland 
ในวันท่ี 30 มิถุนายน - 4 กรกฎาคม 2561 พร้อมกันนี้งานวิจัยโครงการนี้จะได้น าเสนอในรูปแบบของ oral 
หรือ poster ในการประชุมทางวิชาการระดับนานาชาติ ดังกล่าวด้วย ซึ่งการประชุมนี้เป็นการน าเสนอผลงาน
ท่ีรวบรวมผู้เช่ียวชาญท่ีเกี่ยวข้องกับเช้ือราทางการแพทย์จากท่ัวโลก ดังนั้นผลงานวิจัยท่ีได้จะเป็นประโยชน์ไม่
เพียงแต่วงการสาธารณสุขในประเทศไทยเท่านั้น งานวิจัยดังกล่าวจะเป็นประโยชน์ในระดับนานาชาติด้วย 

      2. ในการมองภาพรวมการตอบสนองทางภูมิคุ้นกันของร่างการหลังการติดเช้ือและการรักษาด้วย PIA 
immunotherapy ท้ังระบบ Innate และ Adaptive นั้น ด้วยผลของค่าไซโตคายน์เพียง 2 ชนิดและสาร BG 
ในงานวิจัยนี้ เรายังไม่สามารถสรุปผลได้ ดังนั้นเพือ่ต่อยอดให้งานวิจัยมีคุณค่าทางวิชาการและสามารถแปล
ผลได้อย่างแม่นย า คณะผู้วิจัยจึงจ าเป็นต้องรวบรวมผลการทดลองกับไซโตคายน์และสารชีวภาพชนิดอื่นๆ ซึ่ง
ในขณะนี้อยู่ระหว่างการรวบรวมผลการทดลอง เพื่อร่างบทความทางวิชาการท่ีมีคุณภาพสูงเพื่อการตีพิมพ์
ผลงานในวารสารระดับนานาชาติท่ีมี impact factor สูงต่อไป 

      3. ได้ข้อมูลพื้นฐานถึงรูปแบบการเปล่ียนแปลงของระดับ cytokine ซึ่งเป็นส่วนหนึง่ของการตอบสนองทาง
ภูมิคุ้มกันของผู้ป่วย pythiosis  
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 หมายเหตุ 

1. การใช้ประโยชน์มิตินโยบาย ได้แก่ การน าข้อมูลไปประกอบการตัดสินใจในการบริหาร/ ก าหนดนโยบายโดย 1) ได้รับหนังสือขอข้อมูลเพื่อใช้ประกอบการ
ตัดสินใจในเรื่องใดเรื่องหนึ่ง 2) ได้รับหนังสือเรียนเชิญให้ข้อมูลประกอบการตัดสินใจ/ก าหนดนโยบาย 

2. การใช้ประโยชน์มิติเศรษฐกิจ/พาณิชย์  ได้แก่ ได้รับหนังสือหรือหลักฐานอื่น แสดงความสนใจเพื่อเจรจาธุรกิจ, มีการซื้อ-ขาย เทคโนโลยีระหว่างนักวิจัยและ
ผู้น าไปใช้ประโยชน์, การจดลิขสิทธิ์ของผลิตภัณฑ์จากผลงานวิจัย 

3. การใช้ประโยชน์มิติการพัฒนาสังคม /ชุมชน โดยการถ่ายทอดเทคโนโลยีท่ีได้จากงานวิจัยในกลุ่มเป้าหมายท่ีก าหนด (อบรม , คู่มือ, แผ่นพับ,  โปสเตอร์, 
เว็บไซต์ ฯลฯ) หรือได้รับหนังสือเรียนเชิญให้ความรู้จากชุมชน/องค์กร/ หน่วยงานในพื้นท่ีต่างๆ 

4. การใช้ประโยชน์ทางวิชาการ  ได้แก่ ได้มีการอ้างอิงผลงานท่ีตีพิมพ์วารสารวิชาการระดับประเทศ/ระดับนานาชาติ, ได้รับหนังสือเรียนเชิญเป็นวิทยากรเพื่อให้
ความรู้ในกรอบของผลงานวิจัยจากหน่วยงานต่างๆ รวมทั้งการจัดประชุมวิชาการเพื่อแลกเปล่ียนความรู้จากงานวิจัย 
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ประสิทธิภาพของการถ่ายทอดงานวิจัยไปสู่กลุ่มเป้าหมาย 
 

กลุ่มเป้าหมายเพื่อเผยแพร่  
(ระบุเป็นหน่วยงาน,สื่อสิ่งพิมพ,์แถลง

ข่าว) 

หลักฐานการ
เผยแพร่ 

จ านวนกลุ่มเป้าหมาย 

เป้าหมาย ผลงาน 

- กลุ่มแพทย์ท่ีเกี่ยวข้องกับการรักษา
โรคติดเช้ือ โดยเฉพาะอย่างยิ่งโรค
pythiosis ได้แก่ แพทย์โรคติดเช้ือ 
ศัลยแพทย์และ ศัลยแพทย์หลอด
เลือด จักษุแพทย์  

- บุคคลากรทางการแพทย์ท่ีเกี่ยวข้อง 
- กลุ่มนิสิตนักศึกษาท่ีศึกษาในด้านจุล

ชีววิทยาทางการแพทย์และภูมิคุ้มกัน
วิทยา 

ก าลังร่างบทความ
ทางวิชาการ 

 นักวิชาการ แพทย์ พยาบาล บุคลากรด้าน
สาธารณสุขท่ีเกี่ยวข้อง ตลอดจนนักวิจัยท้ัง

ภายในประเทศไทยและต่างประเทศ 

บทความทางวิชาการจ านวน 1 ฉบับ  
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