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การประเมินชุดตรวจสําเร็จรูป Active Melioidosis DetectTM Rapid Test 
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บทคัดยอ

 เมลิออยโดซิสเปนโรคติดเช้ือรุนแรงท่ีเกิดจากการไดรับเช้ือแบคทีเรีย Burkholderia pseudomallei ซึ่งพบ

แพรกระจายทั่วไปในดินและนํ้านิ่ง การติดเชื้อในกระแสเลือดเปนสาเหตุสําคัญของการเสียชีวิต วิธีเพาะเชื้อถือเปนวิธี

มาตรฐานในการวินิจฉัยโรคเมลิออยโดซิส แตมีขอเสียคือใชเวลานาน 3-5 วัน กวาจะทราบผลการตรวจ จุดประสงค

การศกึษาน้ี เพือ่ประเมนิชดุตรวจสาํเรจ็รปู Active Melioidosis DetectTM Rapid Test ซึง่ใชหลกัการของอิมมโูนโครมาโตกราฟ 

(immunochromatography) สําหรับตรวจหาสารแคปซูลโพลีแซคคาไรด (capsular polysaccharide) ซึ่งผลิตโดยเชื้อ 
B. pseudomallei เพ่ือชวยวินิจฉัยโรคเมลิออยโดซิสแบบรวดเร็ว เทียบกับวิธีเพาะเช้ือ โดยตรวจจากซีรั่มโดยตรงและ

ซีรั่มที่ถูกยอยดวยเอนไซม proteinase K จากตัวอยางผูปวยเมลิออยโดซิส จํานวน 51 ราย และจากผูปวยโรคอื่นที่ไมใช

เมลิออยโดซิส จํานวน 49 ราย พบวาชุดตรวจสําเร็จรูป ที่ตรวจจากซีรั่มโดยตรงและซีรั่มที่ผานการยอยดวยเอนไซม 

proteinase K มคีวามไว 21.57% และ 68.63% ตามลาํดับ ในขณะทีม่คีวามจาํเพาะ 98.18% เทากนั โดยมคีาความสอดคลอง

เมื่อเทียบกับผลการเพาะเช้ือท่ีระดับพอใช (K = 0.21) และระดับมาก (K = 0.68) เมื่อตรวจตรวจจากซีรั่มโดยตรง 
และจากซีรั่มที่ผานการยอยดวยเอนไซม ตามลําดับ แสดงใหเห็นวา ชุดตรวจสําเร็จรูป Active Melioidosis DetectTM 

Rapid Test มศีกัยภาพท่ีจะนํามาใชตรวจเพ่ือชวยวินจิฉัยโรคเมลิออยโดซิสไดด ีถานาํมาใชตรวจในซีรัม่ทีผ่านการยอยดวย

เอนไซมที่ทําลายโปรตีนเชน proteinase K 

คําสําคัญ: เมลิออยโดซิส, Burkholderia pseudomallei, แคปซูลโพลีแซคคาไรด

1นักศึกษาปริญญาโท สาขาเทคนิคการแพทย คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยขอนแกน 40002
2กลุมงานเทคนิคการแพทย โรงพยาบาลสมเด็จพระยุพราชกระนวน จังหวัดขอนแกน 40170 
3กลุมงานเทคนิคการแพทย โรงพยาบาลขอนแกน จังหวัดขอนแกน 40000
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Evaluation of the Active Melioidosis DetectTM Rapid Test for the rapid 

diagnosis of melioidosis

Nualchan Polsena1, 2, Sasiprapa Wattanavises3, Preecha Homchampa4*, Srivilai Waropastrakul4 and 

Tanakorn Proungvitaya4 

Abstract

 Melioidosis is a severe infectious disease caused by Burkholderia pseudomallei. The organism 

is commonly found in soil and stagnant water. Septicemic form of melioidosis is a life-threatening 

infection. Isolation of B. pseudomallei from clinical specimens is the gold standard for the diagnosis 

of melioidosis. The drawback is that culture is time-consuming and can take 3-5 days before results 

can be obtained. This study aims to evaluate the Active Melioidosis DetectTM Rapid Test based on 

the principle of immunochromatography to detect capsular polysaccharide (CPS) produced and secreted 

by the B. pseudomallei using sera from melioidosis (N=51) and non-melioidosis patients (N=49). 

The Rapid Test was performed on both the direct or untreated sera and sera pretreated with proteinase 

K. The results showed that the sensitivity of the Rapid Test on untreated sera and sera pretreated with 

proteinase K enzyme was 21.57% and 68.63%, respectively, while the specificity was 98.18% for both 

type of sera. Compared with the culture method, the agreement level was fair (K = 0.21) for untreated 
sera and substantial (K = 0.68) for pretreated sera, indicating the Active Melioidosis DetectTM Rapid Test 

has potential for laboratory diagnosis of melioidosis when pretreated sera are used.
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บทนํา

 เมลิออยโดซิสเปนโรคติดเช้ือรุนแรงที่เกิดจาก

การไดรับเช้ือแบคทีเรีย Burkholderia pseudomallei 
โรคน้ีจัดเปนโรคประจําถิ่นของประเทศในภูมิภาคเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต และตอนเหนือของทวีปออสเตรเลีย 

เชื้อ B. pseudomallei พบมากในดินและนํ้านิ่ง โดย

เฉพาะในภาคตะวันออกเฉียงเหนือประเทศไทย (1,2) 

จากการศึกษาของ Limmathurotsakul D. และคณะ(1) 

ซึง่ทาํการศึกษาทีภ่าคตะวนัออกเฉยีงเหนอืของประเทศไทย

พบอัตราปวย 12.7 ตอแสนประชากร และจากขอมูลทาง

ระบาดวิทยาจังหวดัขอนแกน รายงานเฝาระวัง (รง.506)(3) 

ของสํานักงานสาธารณสุขจังหวัดขอนแกนมีรายงานอัตรา

ปวย 3.74 ตอแสนประชากร อาการทางคลินิกของโรค

เมลิออยโดซิสมีความหลากหลายมากและแตกตางกัน 

ตั้งแตติดเชื้อเฉียบพลันจนถึงเรื้อรัง ตลอดจนมีการ

ติดเชื้อแฝง ซึ่งเช้ือสามารถกอโรคไดหลายอวัยวะโดย

ปอดเปนอวัยวะที่ไดรับผลกระทบมากที่สุด(4) การเกิดฝ

ในปอด ปอดบวม และการแพรกระจายของเช้ือเขาใน

กระแสเลือดซึ ่ งเป นสาเหตุที่สําคัญของการเสียชีวิต 

มักจะเกิดขึ้นในชวงสองสามวันแรกหลังติดเชื้อ ใน ภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยมีรายงานอัตรา

การตายมากกวา 40% (35% ในเด็ก)(1) และเปนสาเหตขุอง

การเสยีชวีติลาํดบัทีส่ามรองจากการติดเชือ้ไวรสัเอดส (HIV) 

และการติดเชื้อวัณโรค(1) การวินิจฉัยโรคอยางรวดเร็วและ

ไดรับยาปฏิชีวนะที่เหมาะสมจะชวยลดอัตราการเสียชีวิต
ของผูปวยลงได ปจจุบันการวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ

โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อจากตัวอยางทางคลินิกถือเปนวิธี
มาตรฐานสําหรับวินิจฉัยเมลิออยโดซิส แตมีขอเสียคือ
ใชเวลานาน อาจถึง 3-5 วัน และสามารถใหผลลบได

ถามีปริมาณเชื้อนอยมาก แมจะมีความจําเพาะ 100% 

แตมีความไวเพียง 60%(5) ในขณะท่ีวิธีทางภูมิคุ มกัน
ที่ใชในปจจุบันเชน วิธี Immunofluorescence as-

say (IFA) ซึ่งใชตรวจหาแอนตเิจน มคีวามจาํเพาะ 99.8% 

มีความไว 48.4%(6) แ ตมีอุปสรรคคือ จําเปนตองมีกลอง

ฟลูออเรสเซนต และบุคลากรท่ีมีทักษะซ่ึงอาจจะไมพรอม

ในพืน้ทีช่นบท สวนวธิ ี Indirect hemagglutination test 

(IHA) ที่ใชกันมากท่ีสุดเปนการตรวจหาภูมิคุมกันตอเช้ือ 

B. pseudomallei แตมคีวามไวเพียง 56%(7) และมีปญหา

ในเรื่องความจําเพาะเนื่องจากในพ้ืนท่ีแพรระบาดของโรค

สามารถตรวจพบแอนติบอดีไดในไตเตอรที่สูงในบุคคล

ที่มีสุขภาพดี ซึ่งน าจะเป นผลจากการสัมผัสเชื้อใน

สิ่งแวดลอม แมวาการตรวจทางภูมิคุ มกันจะสามารถ

ชวยในการวินิจฉัยโรคได โดยเฉพาะเมื่อตรวจโดยใช

ซีรั่มคู  (paired sera) การตรวจทางภูมิคุ มกันก็จะ

ใหผลการวินิจฉัยท่ีลาชา เพราะตองรอจนกวาผู ปวย

จะสรางแอนติบอดี ดังนั้นการพัฒนาวิธีการตรวจท่ี

สามารถตรวจหาตัวเชื้อหรือองคประกอบจากตัวเชื้อ 

จะสามารถทําใหตรวจไดเร็ว นําไปสูการวินิจฉัยโรคและ

เร่ิมการรักษาไดทันทวงที ซึ่งในปจจุบันไดมีการพัฒนา

วธิกีารตรวจทีท่าํใหสามารถตรวจหาแคปซลูโพลแีซคคาไรด 

(capsular polysaccharide; CPS) ที่ผลิตโดยเชื้อ 
B. pseudomallei และปลอยเขาสูกระแสเลือด ซึ่งจาก

การศึกษาในเบื้องตนของ Raymond L. และคณะ(8) 

พบวาสามารถตรวจแคปซูลโพลีแซคคาไรด ไดที่ระดับ 0.2 

นาโนกรัมตอลูกบาศกมิลลิเมตร โดยใชชุดตรวจ Active 

Melioidosis DetectTM Rapid Test และเมื่อทดสอบกับ

โคโลนขีองเชือ้ B. pseudomallei พบวาใหผลบวก 98.7% 

และทดสอบกับเชื้อสายพันธุใกลเคียงกันใหลบ 97.2% 

ผลการศึกษาเบื้องตนดังกลาว ชี้ให เห็นถึงศักยภาพ

ของชุดตรวจสําเร็จรูปนี้ ที่จะทําใหสามารถวินิจฉัยโรค

เมลอิอยโดซสิไดเร็วขึ้น 

 ดงันัน้การศึกษาคร้ังนีจ้งึมวีตัถปุระสงคทีจ่ะประเมิน

ชุดตรวจสําเร็จรูปที่เรียก Active Melioidosis DetectTM 
Rapid Test (InBios International, USA) และศึกษา

วิธีการเตรียมตัวอยางดวยการยอยดวยเอนไซมกอนนํา

มาตรวจเพื่อเพิ่มความไวของชุดตรวจสําเร็จรูป ซึ่งชุด
ตรวจสําเร็จรูปนี้อาศัยหลักการของอิมมูโนโครมาโตกราฟ 

ทําใหสามารถตรวจไดรวดเร็ว เพื่อประกอบการพิจารณา

เลือกวิธีทดสอบสําหรับการวินิจฉัยโรคเมลิออยโดซิสของ
โรงพยาบาลชุมชนซึ่งขาดเคร่ืองมือที่ทันสมัย 
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วัสดุและวิธีการ

1. กลุมตัวอยาง

 การศึกษาคร้ังนี้คํานวณขนาดกลุมตัวอยางท่ีใช

ศึกษาได 50 ตัวอยาง โดยเก็บตัวอยางจากผูปวยที่เขารับ

การรกัษาในโรงพยาบาลขอนแกนระหวางเดอืนพฤษภาคม 

2558 ถึงเดือนพฤษภาคม 2559 ไดแกซีรั่มจากกลุมผูปวย

ติดเช้ือในกระแสเลือดท่ีผลเพาะเช้ือดวยเคร่ืองอัตโนมัติ 

BacT/ALERT® 3D (BioMérieux, Lyon, France) พบเชือ้ 

B. pseudomallei จาํนวน 51 ราย และเปนซรีัม่จากเลือด

ทีเ่จาะวันเดียวกันกบัท่ีเจาะเพาะเช้ือในเลือด ซรีัม่จากกลุม

ผูปวยติดเชื้อในกระแสเลือดจากเชื้ออื่นๆ จํานวน 26 ราย 

และซีรั่มจากกลุมผูปวยที่ใหผลเพาะเชื้อเปนลบจํานวน 

23 ราย ซึ่งงานวิจัยนี้ไดรับการรับรองจากคณะกรรมการ

จรยิธรรมการวิจยัในมนุษย โรงพยาบาลขอนแกน เมือ่วนัที่ 

29 พฤษภาคม 2558 โดยมีเอกสารรับรองเลขท่ี KE58044

2. วิธีดําเนนิการวิจัย

 ชุดตรวจสําเร็จรูปที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้ไดแก 

Active Melioidosis DetectTM Rapid Test (InBios 

International, Inc., Washington, USA.)(9) ซึ่งเปน

ชุดตรวจท่ีอาศัยหลักการของวิธี อิมมูโนโครมาโตกราฟ 

เพ่ือใชตรวจหาสาร capsular polysaccharide (CPS) 

ซึ่งสรางจากเช้ือ B. pseudomallei การศึกษาจะทําโดย

นําชุดตรวจดังกลาวมาตรวจหาสาร CPS ในซีรั่มจากกลุม

ผูปวย โดยตรวจท้ังซีรั่มโดยตรงท่ีไมผานการถูกยอยดวย
เอนไซม และซีรั่มที่ถูกยอยดวยเอนไซม proteinase K 

โดยปฏิบัติตามเอกสารกํากับชุดตรวจสําเร็จรูปคือเติมซีรั่ม 

35 ไมโครลิตรลงไปท่ีบริเวณเติมตัวอยางของแผนทดสอบ 

(test strip) จากนั้นนําดานท่ีเติมซีรั่มของแผนทดสอบ

จุมลงในหลอด microfuge ที่เติมบัฟเฟอรไวแลว 3 หยด 

จับเวลา 15 นาที จึงอานผลการทดสอบ และนําผลที่ไดมา
ประเมินเปรียบเทียบกับวิธีเพาะเชื้อ

3. การเตรียมซีรั่มที่ถูกยอยดวยเอนไซม

 เตมินํา้ยา proteinase K ความเขมขน 5 มลิลกิรัม
ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงในซีรั่มปริมาตร 

100 ไมโครลิตร ในหลอด microfuge และนําไปอุนที่ 

56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นนําไปตมที่

อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวทําการ

ปนดวยเครือ่ง microcentrifuge ทีค่วามเรว็ 12,000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 10 นาที แลวแยก supernatant ไปใช

ทดสอบ

4. การเตรียม capsular polysaccharide

 นํา 1 โคโลนีของเชื้อ B. pseudomallei ที่

เลี้ยงบน blood agar ที่ 37 องศาเซสเซียส นาน 18-

24 ชั่วโมง มาเติมลงใน lysis buffer (ซึ่งมากับชุดตรวจ

สําเร็จรูป) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เม่ือเช้ือแตกสลายดีแลว 

นาํไปกรองผานกระดาษกรองขนาดรูกรอง 0.2 ไมโครเมตร 

ทีป่ราศจากเชือ้ สารละลายท่ีกรองแลวซึง่มสีาร CPS จะใช

เปนตัวควบคุมบวกของการตรวจ

5. การวิเคราะหขอมูล

 ประเมินความสอดคลองกัน (agreement) ระหวาง

วิธีการตรวจวิเคราะห 2 วิธี คือวิธีอิมมูโนโครมาโตกราฟ 

และวธิเีพาะเช้ือในเลือดโดยใชสถติ ิCohen’s kappa (K)(10) 

โดยถา K มีคาต้ังแต 0.00-0.20 ถือวามีความสอดคลอง

กันเล็กนอย (slight) ถา K มีคาตั้งแต 0.21-0.40 ถือวามี

ความสอดคลองกนัพอใช (fair)  ถา K มคีาตัง้แต 0.41-0.60 

ถือวามีความสอดคลองกันปานกลาง (moderate) ถา K 
มีคาตั้งแต 0.61-0.80 ถือวามีความสอดคลองกันมาก 

(substantial) ถา K มีคามากกวา 0.80 แตไมถึง 1 ถือวา

มีความความสอดคลองกันเกือบสมบูรณแบบ (almost 

perfect) และถา K มีคาเทากับ 1 ถือวามีความความ

สอดคลองกันอยางสมบูรณ แบบ ใชโปรแกรมสําเร็จรูป 

STATA version 10 โดยกําหนดระดับความเช่ือมัน่ที ่95%

ผลการศึกษา

 เมื่อนําชุดตรวจสําเร็จรูปมาใชตรวจหาสาร CPS 

จากซีรั่มที่ไมผานการยอยดวยเอนไซม proteinase K 

พบวาซีรั่มจากผู ป วยท่ีผลเพาะเช้ือในเลือดตรวจพบ 
B. pseudomallei จํานวน 51 ราย ใหผลบวกเพียง 

11 ราย ความไวของการทดสอบ 21.57% และจากการ
วิเคราะหทางสถิติพบวามีคา K = 0.21 โดยคา 95% CI 

เทากับ 0.096-0.329 ซึ่งถือวาทั้งสองวิธีมีความสอดคลอง

กันพอใช (ตารางท่ี 1)
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 ผลตรวจจากซีรั่มที่ไมผานการยอยดวยเอนไซม 

proteinase K จากกลุมผูปวยท่ีผลเพาะเช้ือในเลือดพบ

เชื้ออ่ืนๆ ไดแก Pseudomonas aeruginosa 4 ราย 
Acinetobacter baumannii 4 ราย Klebsiella 
pneumoniae 6 ราย Escherichia coli 6 ราย 
Enterobacter cloacae 2 ราย Staphylococcus 
aureus 2 ราย Streptococcus pneumoniae 2 ราย 
และผูปวยท่ีผลเพาะเช้ือเปนลบ จํานวน 23 ราย รวมทั้ง
ซีรั่มตัวอยางเพ่ือการทดสอบความชํานาญทางหองปฏิบัติ 
การโดยองคกรภายนอกสําหรับโรค Leptospirosis และ
โรค Scrub typhus ชนิดละ 3 ตัวอยาง ที่ใหผลบวกดวย
วิธี Immunofluorescence Assay (IFA) พบวา ใหผลลบ
ทั้งหมด ยกเวนซีรั่มตัวอยางสําหรับโรค Scrub typhus 1 

ตัวอยางใหผลบวกอยางออน (weakly positive) (ตาราง

ที่ 2)

 ผลการตรวจดวยชุดสําเร็จรูปในซีรั่มจากกลุม

ตัวอยางเดิมทั้ง 3 กลุม หลังผานจากยอยดวยเอนไซม

proteinase K พบวากลุมทีผ่ลเพาะเช้ือพบ B. pseudomallei 
ใหผลบวกเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญ จากเดิมบวก 11 ราย 

เพิ่มเปน 35 ราย ความไวของการทดสอบ 68.63% จาก

การวิเคราะหทางสถิติพบวามีคา K = 0.68 โดยมีคา 95% 

CI เทากบั 0.546-0.817 ซึง่ถอืวาทัง้ 2 วธิ ีมคีวามสอดคลอง

กนัมาก สวนซีรัม่จากกลุมตัวอยางอกี 2 กลุมใหผลลบเชนเดมิ 

ทัง้นีต้วัอยางจากโรค Scrub typhus 1 ตวัอยางทีเ่คยใหผล

บวกอยางออนยงัใหผลบวกอยางออนเชนเดิม (ตารางที ่3)

ตารางท่ี 1 ผลการตรวจหา CPS ดวยวิธีอิมมูโนโครมาโตกราฟในซีรั่มท่ีไมผานการยอยดวยเอนไซม proteinase K 

   เทียบกับวิธีเพาะเช้ือในเลือด

ความไว (%) = จาํนวนบวกจริง/(จาํนวนบวกจริง + จาํนวนลบปลอม) x 100 = 11/(11 + 40) x 100 = 21.57% Kappa (K) = 0.21
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ตารางที่ 2 ความจําเพาะของการตรวจหา CPS ดวยชุดตรวจสําเร็จรูปในซีรั่มผูปวยติดเชื้ออื่นๆ

a ซีรั่มจากการทดสอบความชํานาญทางหองปฏิบัติการโดยองคกรภายนอก (EQA)

ความจําเพาะ (%) = จํานวนลบจริง/(จํานวนลบจริง + จํานวนบวกปลอม) x 100 = 54/(54 + 1) x 100 = 98.18%

ตารางที่ 3 ผลการตรวจหา CPS หลังการยอยดวยเอนไซม proteinase K 

ความไว (%) = จํานวนบวกจริง/(จํานวนบวกจริง + จํานวนลบปลอม) x 100 = 35/(35 + 16) x 100 = 68.63% Kappa (K) = 0.68
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สรุปและวิจารณผลการศึกษา

 การตรวจวินิจฉัยโรคเมลิออยโดซิสดวยการ

ตรวจหาระดับภูมิคุมกันดวยวิธี IHA ที่ใชกันแพรหลาย

ในโรงพยาบาลชุมชนนั้น มีขอจํากัดเพราะในพ้ืนที่ระบาด

ประชากรสวนใหญมีภูมิคุมกันอยูแลวในระดับที่มากนอย

แตกตางกันไป ทําใหขาดความจําเพาะในการวินิจฉัย 

ดั งนั้ น จึ งมีความพยายามที่ จะพัฒนาชุดตรวจ ท่ีมี

ประสิทธิภาพมากขึ้นโดยเฉพาะชุดตรวจท่ีสามารถตรวจ

ไดเร็ว ใหผลการวินิจฉัยท่ีแมนยํา ดังนั้นการพัฒนาชุด

ตรวจ จงึมุงไปทีก่ารตรวจหาแอนตเิจนของเชือ้โดยตรง ดวย

หลักการท่ีงาย ใหผลเร็ว แปลผลงาย ไมตองใชอุปกรณ

ราคาแพง สามารถใชไดในโรงพยาบาลชุมชน ชุดตรวจ

สําเร็จรูป Active Melioidosis DetectTM Rapid Test 

ที่แสดงในรายงานวิจัยของ Raymond L. และคณะ(8) 

มีศักยภาพที่ดีมาก แตยังขาดผลการประเมินชุดตรวจใน

พื้นที่ที่เปนแหลงระบาดของโรความีประสิทธิภาพเพียงใด 

ผลการศึกษาครั้งน้ีชี้วา หากใชชุดตรวจตามเอกสารกํากับ

ชุดทดสอบซึ่งไมไดระบุวาจะตองใชซีรั่มที่ผานการยอย

ดวยเอนไซม เมื่อใชตรวจกับซีรั่มโดยตรงจะใหความไว

เพียง 21.57% ความจําเพาะ 98.18% และมีความ

สอดคลองกับผลการเพาะเช้ือระดับพอใช (K = 0.21) 

เทานั้น ซึ่งความไวที่พบไมสอดคลองกับผลการศึกษา

ของ Robertson G และคณะ ป 2015(11) ที่ตรวจจากซีรั่ม

โดยตรง ความไวเฉลี่ยที่ไดจากการศึกษาของ Robertson 

G และคณะ อยูที่ 40% ซึ่งสูงกวาการศึกษาในคร้ังนี้ อาจ

เปนผลเนื่องจากการออกแบบการวิจัยที่ตางกันโดยเขา

ศึกษาในกลุมตัวอยางท่ีทําการเจาะเลือดแบงเปนสามชวง

คือ กอน วันเดียวกัน และหลัง ผลเพาะเชื้อในเลือดพบเชื้อ 
B. pseudomallei สวนซีรั่มท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้เจาะ

จากผูปวยในวันเดียวกันกับท่ีเจาะเพาะเชื้อ ซึ่งการที่ตรวจ

ไมพบ CPS แอนติเจนอาจเกิดจากปริมาณแอนติบอดี

จาํเพาะท่ีมอียูของแตละคนท่ีสามารถไปจับเปนคอมเพล็กซ

กับ CPS ที่ถูกหลั่งออกมาจนหมด ซึ่ง CPS ในรูปที่เปน
คอมเพล็กซจะไมสามารถตรวจพบไดจากซีรั่มโดยตรง

ดวยหลักการของชุดตรวจสําเร็จรูปนี้ซึ่งสอดคลองกับการ

ศึกษาของ Suttisunhakul V และคณะในป 2015(12) 

ทีไ่ดทาํการศึกษาประเมินชดุตรวจวิธ ี Latex agglutination 

assay วเิคราะหแอนติบอดตีอ O-polysaccharide (OPS) และ 

capsular polysaccharide (CPS) ของเชือ้ B. pseudomallei 
ในตวัอยางผูปวยภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอื ผูบริจาคโลหติ

ในเขตพื้นท่ีระบาดและนอกเขตพื้นที่ระบาด พบวา 

OPS-latex และ CPS-latex มคีวามไว 84.4% และ 69.5% 

ตามลาํดบั มคีวามจาํเพาะ 56.9% และ 63.8% ตามลาํดบั

ในพ้ืนที่ระบาดสวนนอกเขตพ้ืนที่ระบาดพบวามีความ

จาํเพาะสงูคอื 97.8% เทากนั และในป 2016 Suttisunhakul 

V และคณะ(13) ไดพัฒนาชุดตรวจ ELISA เพ่ือใชตรวจหา

แอนติบอดีตอ B. pseudomallei พบวา CPS-ELISA 

มคีวามจําเพาะ 85.6% เพราะใหผลบวกไดกบั เลอืดผูบรจิาค

โลหิตสุขภาพดี

 การศึกษาพบความจําเพาะ 98.18% เนื่องจาก

ใหผลบวกลวงกับผูปวย Scrub typhus ซึ่งคลายคลึง

กับการศึกษาของ Blacksell SD และคณะ ป 2010(11) 

ที่ศึกษาพบว าแอนติบอดีชนิด IgG ต อ Orientia 
tsutsugamushi ใหผลบวกลวงกับผูปวยโรคเมลิออยโดซิส 

และการศึกษาของ Silpasakorn S และคณะ ป 2012(14) 

พบวา แอนติบอดีชนิด IgM ใหผลบวกลวงกับผู ปวย

เมลิออยโดซิสไดเชนกัน

 ในการศึกษาครั้งนี้ ตัวอยางท่ีใหผลบวกในการ

ตรวจจากซรีัม่โดยตรง 11 ราย พบวามกีารเพาะเชือ้ในเลอืด

ที่เชื้อเจริญใน 24 ชั่วโมง 6 ราย 48 ชั่วโมง 4 ราย และ 

72 ชั่วโมง 1 ราย ซึ่งบงชี้วานาจะมีเชื้อในกระแสเลือดมาก

จึงสราง CPS ไดมากพอใหตรวจพบได ทั้งนี้พบวามี 3 ราย
ที่มีผลการตรวจ IHA พบไตเตอรแตกตางกันคือ 80, 2560 

และ 5120 แสดงใหเห็นวาปริมาณแอนติบอดีทีต่รวจพบน้ัน 
อาจจะไมมแีอนติบอดีตอ CPS แอนติเจน หรอืมใีนสัดสวน

ทีไ่มมคีวามสมัพนัธโดยตรง ไมสามารถนาํมาทาํนายผลการ

ตรวจหา CPS แอนติเจนได

 ผลการตรวจหา CPS แอนติเจนในซีรั่มใหผลเปน

ลบขณะที่ผลเพาะเชื้อในเลือดพบเชื้อ B. pseudomallei 
แมจะเจาะเลอืดในวนัเดยีวกนัอาจเปนเพราะการเพาะเชือ้

นั้นมีขอที่ไดเปรียบโดยเปนวิธีการบมเช้ือที่มีจํานวนนอย

ใหเพิ่มขึ้นจนมีปริมาณที่มากพอที่จะตรวจพบได สวนชุด

ตรวจสําเร็จรูปโรคเมลิออยโดซิสแบบรวดเร็วนั้นเปนการ
ตรวจหาปริมาณ CPS ที่ถูกหลั่งออกมา ณ เวลาที่ทําการ
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ตรวจซึ่งอาจจะยังมีปริมาณที่นอยมากจนไมสามารถตรวจ

พบได ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Chantratita N 

และคณะในป 2015(16) ซึ่งไดทําการศึกษาประเมินการ

ตรวจวนิจิฉยัโรคเมลิออยโดซิสดวย 16S rRNA Real-time 

PCR Assay โดยศึกษาในตัวอยางที่วินิจฉัยวาติดเชื้อใน

กระแสเลือดโดยวิธีเพาะเชื้อ พบวาเมื่อตรวจดวยวิธี PCR 

มีความไวเพียง 25% ซึ่งเมื่อนําไปนับจํานวนเช้ือ (colony 

forming units/mL) ในเลือดพบวา PCR ใหผลบวกเมื่อมี

เช้ือมากกวา 2.4 CFU/mL

 จากเหตุผลที่ตรวจไมพบ CPS แอนติเจนไดจาก

ซีรั่มโดยตรง การศึกษาครั้งนี้จึงไดนําเอนไซม proteinase 

K มาใชในการแยกแอนติบอดีออกจาก CPS แอนติเจน

กอนการทดสอบเพ่ือลดการรบกวนของแอนติบอดีพบ

วามีความไวเพ่ิมขึ้นเปน 68.63% ทําใหผลการตรวจมี

ความสอดคลองกับวิธีเพาะเช้ือในระดับมาก (K = 0.68) 

ซึ่งเพิ่มโอกาสในการตรวจวินิจฉัยไดดีขึ้น เพราะประชากร

ในเขตขอนแกนนั้นอยูในพ้ืนที่ระบาดของเช้ือ และพบเช้ือ
ไดทั่วไปในดินและนํ้า ประกอบกับประชากรมีวิถีชีวิตที่

มีโอกาสสัมผัสเช้ือไดงาย จึงเปนสาเหตุใหมีการกระตุน

การสรางแอนติบอดีอยูแลวในระดับหน่ึง เมื่อไดรับเชื้ออีก

ครั้งจึงสามารถสรางแอนติบอดีปริมาณมาก ทําใหรบกวน

การตรวจหา CPS ซึ่งขอมูลการตรวจ IHA ในตัวอยาง
ที่ใหผลบวกหลังใชเอนไซมยอยแอนติบอดีในคอมเพล็กซ

เพื่อใหเหลือเฉพาะ CPS อิสระ มีไตเตอรหลากหลายคือ 

80, 320, 640, 1,280, 5,120 และ 20,480 แสดงใหเห็น

วาปริมาณแอนติบอดีที่ตรวจพบนั้น มีในสัดสวนที่ไมมี

ความสัมพันธกับโอกาสท่ีจะตรวจเจอ CPS ในผูปวย 

นอกจากนี้การตรวจที่ยังใหผลลบถึงแมวาจะทําการยอย
คอมเพล็กซในซีรั่มดวยเอนไซมแลวก็ตาม อาจเปนเพราะ

มี CPS แอนติเจนนอยมากหรืออาจเนื่องจากติดเชื้อ 

B. pseudomallei สายพันธุที่มีการกลายพันธุของยีน
ที่ควบคุมการสราง CPS ทําใหไมสราง CPS หรือสราง 

CPS ที่มีโครงสรางตางไปจนไมสามารถตรวจพบไดดวย
แอนตบิอดจีาํเพาะทีใ่ชในชดุตรวจซึง่จาํเพาะกบั CPS ปกติ

ผลการศึกษาครั้งนี้ชี้ใหเห็นวาชุดตรวจสําเร็จรูปนี้ เมื่อนํา

มาตรวจในซรีัม่ทีผ่านการยอยดวยเอนไซมทีท่าํลายโปรตนี 
เชน proteinase K มศีกัยภาพท่ีจะนาํมาใชชวยวนิจิฉยัโรค

เมลิออยโดซิสไดดี โดยเฉพาะเมื่อนํามาใชเสริมการวินิจฉัย

รวมกับการตรวจอยางอื่น เชนการเพาะเชื้อ
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