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การตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อราและโรคติดเชื้อ
แอสเปอรจิลลัส แบบลุกลามในระยะแรก

กัญญา   ปรีชาศุทธ์ิ*

   คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยเชียงใหม
* ผูรับผิดชอบบทความ

บทนำ

โรคติดเช้ือราแบบลุกลาม (Invasive fungal disease, IFD)
 ปจจบุนัอตัราการตดิเชือ้ราแบบลกุลามในกลุมผูปวยทีม่ภีาวะภมูคิุมกันตำ่เชน ผูปวยทีไ่ดรบัการปลกูถายอวยัวะ ผูปวยมะเรง็ 

ที่รับการรักษาดวยเคมีบำบัด ผูปวยเอดส ผูปวยท่ีมีเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟวลต่ำเปนเวลานานรวมทั้งจากการติดเช้ือใน 

โรงพยาบาลพบมากข้ึน ยสีตทีพ่บวาเปนสาเหตุหลักของการติดเช้ือในกลุมผูปวยดังกลาว ไดแก Candida spp. และ Cryptococ-

cus spp. สำหรับโมลด ไดแก  Aspergillus spp., Fusarium spp. เปนตน1-4 สำหรับในประเทศไทยจาก การศึกษายอนหลัง 10 

ป (ค.ศ.1997-2006) จากผลการตรวจช้ินเน้ือหลังเสียชีวิตจำนวน 155 ตัวอยาง ในผูปวยที่ถูกวินิจฉัยวา ติดเชื้อราแบบลุกลาม 

ในโรงพยาบาลรามาธิบดี พบในผูปวย hematopoietic malignant มากที่สุด (31%) เชื้อที่พบวาเปนสาเหตุคือ Aspergillus spp. 

และ Candida spp. ตำแหนงที่พบการติดเช้ือมากที่สุดคือ ปอด (74.8%) ระบบทาง เดินอาหาร (28.4%) และสมอง (26.5%)     

การตรวจวินิจฉัยที่บอกวาผูปวยมีการติดเช้ือราแบบลุกลามกอนเสียชีวติ (ante mortem diagnosis) คิดเปน 63.9%5 ซึ่งแสดง     

ถึงระยะการตรวจพบการติดเช้ือลาชา ไมสามารถรักษาไดทัน หรือตรวจไมพบสาเหตุของการติดเชื้อ เนื่องจากโรคท่ีเปนอยูกอน       

การติดเชื้อทำใหยากตอการวินิจฉัย 

 เกณฑมาตรฐาน (Gold standard) จาก EORTC/MSG (European Organization for Research and Treatment of       

Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative Group and the National Institute of Allergy and Infectious Diseases 

Mycoses Study Group) ในการตรวจยืนยันการติดเชื้อราแบบลุกลามคือ การตรวจพบช้ินสวนของโมลดหรือยีสตในสิ่งสงตรวจ 

โดยตรงหรือพบการเจริญของเชื้อราจากวิธีเพาะเลี้ยง6 เกณฑดังกลาวทำใหสิ่งสงตรวจที่ไดตองมาจากอวัยวะหรือบริเวณที่มี 

การติดเชื้อ (invasive specimen) ซึ่งบางกรณีมีความเส่ียงรวมดวยเชน การเก็บชิ้นเนื้อจากไตหรือปอดและหากตอง ยืนยันการ 

ติดเชื้อราจากวิธีเพาะเลี้ยงตองใชระยะเวลาอยางนอย 3 วันหรืออาจนานกวา 1-2 สัปดาห และวิธีการเพาะเล้ียง เชื้อมีความไว 

(sensitivity) ต่ำอาจทำใหตรวจไมพบเช้ือกอโรคได ดังนั้นการตรวจหาสาเหตุของการติดเช้ือทางออมจึงเปนอีกวิธีหนึ่งท่ีชวย            

วินิจฉัยการติดเชื้อราแบบลุกลามในผูปวยกลุมเส่ียง เชน การตรวจหาระดับ β-D-glucan หรือ galactomannan ที่เพิ่มขึ้นในส่ิง 

สงตรวจเลือด6 ขอดีของวิธีนี้คือ ใชวินิจฉัยการติดเช้ือราแบบลุกลามในผูปวยกอนท่ีจะแสดงอาการโดยใชรวมกับผลตรวจทาง       

หองปฏิบัติการอื่นเพื่อบงชี้การติดเช้ือ ทราบผลการตรวจภายใน 3 ชั่วโมง และใชสิ่งสงตรวจเลือดเปนหลัก

 บทความน้ีกลาวถึงชุดตรวจท่ีใชตรวจหาระดับ β-D-glucan และ galactomannan ในสิ่งสงตรวจ ที่มีการใชอยางแพรหลาย 

ในโรงพยาบาลของประเทศแถบยุโรป เพื่อชวยการวินิจฉัยการติดเชื้อราแบบลุกลามระยะเร่ิมตน ในกลุมผูปวยที่มีความเส่ียง
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β-D-Glucan assay
 β-D-Glucan (BDG) เปนสวนประกอบหลักของผนังเซลล  

เชื้อยีสตและโมลดที่สามารถตรวจพบในซีรัมยกเวน Zygomy-

cetes และ Cryptococci เปนการตรวจทางออมท่ีเปนที่ยอมรับ

เพื่อชวยวินิจฉัยโรคติดเชื้อราแบบลุกลามในผูปวยที่ผลการ 

วนิจิฉยัอยูในขายนาจะเปน (probably) หรืออาจเปนไปได (pos-

sible) ตามเกณฑของ EOSTC/MSG6 ชุดตรวจแรกถูกพัฒนา 

ขึน้ในป ค.ศ. 1992 โดย Obayashi T ปจจบุนัคอืชดุตรวจ Fung-

itec G test MK (Seikagaku Corporation, Tokyo, Japan)7,8  

ไดรับการรับรองจากองคการอาหารและยาของประเทศสหรัฐ 

อเมริกา ในป ค.ศ.1996 เชนเดียวกับ Fungitell (Associates of 

Cape Cod, MA,USA) ซึ่งเปนอีกหนึ่งชุดตรวจที่ไดรับการ                

รับรองจากองคการอาหารและยาในสหรัฐอเมริกา ในป ค.ศ. 

20049,10 นอกจากน้ันยังมีชุดตรวจท่ีพัฒนาและผลิตขึ้นใน 

ประเทศญ่ีปุนอีก 2 ชุดตรวจ คือ β-glucan test Wako (Wako 

Pure Chemical Industries, Osaka, Japan)11และ β-glucan 

test Maruha (Maruha Nichiro Foods, Tokyo, Japan)12

หลักการตรวจ
 ใชหลักการของ Limulus amoebocyte lysate (LAL) ซึ่ง 

สกัดมาจากเลือด (amoebocyte) ของแมงดาทะเล (Limulus 

polyphemus หรือ Tachypleus tridentatus) โดยท่ัวไป endo-

toxin (หรือ lipopolysacchride, LPS) และ BDG สามารถกระตุน 

coagulation cascade ของ LAL ไดผานทาง Factor C และ 

Factor G และตรวจปฏิกิริยาการเกิดสีหรือความขุน แตหลัก 

การของสองชุดตรวจน้ีมีการกำจัด Factor C ใน LAL ทำให          

ปฏิกริยิา ทีเ่กดิขึน้จำเพาะสำหรบั BDG เทานัน้ท่ีสามารถกระตุน      

Factor G (รูปท่ี 1)8และวัดปฏิกิริยาการเกิดสีใน 96-well plate

รูปท่ี 1  Limulus amoebocyte lysate pathway 8,10

สิ่งสงตรวจ
 เปนซีรัมหรือพลาสมา แนะนำใหเก็บสิ่งสงตรวจอยางนอย  

2 คร้ัง/สปัดาห ขึน้กบัความเส่ียงในการติดเช้ือของผูปวยซรีมัท่ีม ี

การแตกของเมด็เลอืดแดง ซรีมัขุน ซรีมัทีม่สีจีากบลิริบูนิสามารถ 

รบกวนผลการตรวจได10

วิธีการตรวจ
 ทำตามวิธตีรวจของแตละบรษิทั สำหรับชดุตรวจ Fungitell 

จะทราบผลการตรวจภายใน 1 ชั่วโมง

การแปลผล
 คาที่ไดแสดงเปนหนวยพิโคกรัมตอมิลลิลิตรของซีรัม (pg/

ml) โดยคำนวณเทียบกับกราฟมาตรฐาน ซึ่งทำควบคูกับการ 

ตรวจในชุดตรวจ Fungitell หากระดับ BDG < 60 pg/ml แปล 

ผลเปนลบ (negative result) หากคาทีต่รวจได > 80 pg/ml แปล 

ผลเปนบวก (positive result) ซึง่ผลบวกนีค้วรใชประกอบกบัผล 

การตรวจทางหองปฏิบัติการอื่นๆ รวมทั้งอาการของผูปวยรวม 

ดวยในการบงชี้การติดเชื้อ สำหรับคาที่ไดระหวาง 60-79 pg/ml 

เปนคาทีไ่มสามารถแปลผลได (indeterminate result) แนะนำให 

ติดตามสงซีรัมตรวจเพิ่มในแตละชุดตรวจจะมีคา cut-off ตาง 

กันไป เชน Fungitec G test MK มีคา cut-off 20 pg/ml และ 

β-Glucan test Wako ใหคา cut-off อยูที่ 11 pg/ml

ขอจำกัด
 วิธีนี้ไมสามารถบอกโรคติดเชื้อ Cryptococcosis ไดเนื่อง 

จากเชื้อสรางแคปซูลลอมรอบทำใหปริมาณของ BDG ที่พบใน

กระแสเลือดมีนอยมากหรือตรวจไมพบและองคประกอบสวน 

ใหญของแคปซูลเปน glucuronoxylomannan (GXM) และ 

galactoxylomannan (GalXM) ซึ่งไม 

สามารถกระตุน Factor G ไดรวมทั้งการติด 

เชื้อในกลุม Zygomycetes เชน Rhizopus 

spp., Mucor spp., Absidia spp. เนือ่งจาก 

ผนังเซลลของเช้ือในกลุมน้ี มี BDG นอย13    

และผลการตรวจดวยวิธีนี้ไมสามารถระบุ 

ชนิดของเช้ือกอโรคได

 จากรายงานของ Yoshida K และคณะ 

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจหา 

BDG ที่ใชในประเทศญี่ปุนกับชุดตรวจ 

Fungitell โดยตรวจพลาสมา ของคนไข 

จำนวน 121 ตวัอยาง ทีเ่ก็บไว หลงัจากตรวจ 

หา BDG แลว ชวงระหวาง เม.ย.-มิ.ย. 2003 

ใน Kawasaki Medical School Hospital 
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พบวา Fungitell มีความไว (sensitivity) มากท่ีสุด รองลงมาคือ 

Fungitec G test MK ในขณะท่ีชุดตรวจ Wako และ Maruha มี 

ความจำเพาะ (specifi city) สูงกวาชุด ตรวจ Fungitell และ 

Fungitec G test MK14 ดงัแสดงในตารางท่ี 1 นอกจากน้ียงัพบวา 

ผลบวกของการตรวจ BDG ในซีรัมพบ ไดในผูติดเช้ือ Invasive 

aspergillosis, Candidemia และ จากการตดิเช้ือ Pneumocys-

tis jiroveci, Fusarium, Trichosporon, Acremonium และ 

Histoplasma capsulatum15 จากการศึกษายอนหลังโดย       

รวบ รวม ผลการวินิจฉัยโรคติด เชื้อราแบบลุกลาม โดยใชการ 

ตรวจ BDG จากงานวิจัยที่ตีพิมพในฐานขอมูล PubMed,       

Scopus และ Cohrane จำนวน 16 งาน วิจัยที่อยูในเกณฑใน 

การรวบรวมคร้ังนี้ ซึ่ง Karageorgopoulos DE และคณะ ใหขอ 

สรุปวา การตรวจ BDG มีคาความไว 76.8% ความจำเพาะ 

85.3% และสามารถจำแนกกลุมผูปวยที่ติด เชื้อราแบบลุกลาม 

ออกจากผูไมติดเชื้อได16

ตารางที่ 1  เปรียบเทียบประสิทธิภาพชุดตรวจ BDG ทั้ง 4 ชุดตรวจ14

ชุดตรวจ

Fungitell
Fungitec G-MK
β-Glucan Wako
β-Glucan Maruha

ความไว

83.3% (10/12)
75.0% (9/12)
41.7% (5/12)
41.7% (5/12)

ความจำเพาะ

92.6% (88/95)
91.6% (87/95)
98.9% (94/95)
96.8% (92/95)

คาทำนายผลบวก 
(positive predictive value)
58.8% (10/17)
52.9% (9/17)
83.3% (5/6)
62.5% (5/8)

คาทำนายผลลบ 
(negative predictive value)
97.8% (88/90)
96.7% (87/90)
93.1% (94/101)
92.9% (92/99)

96.7% (87/90)52.9% (9/17)91.6% (87/95)75.0% (9/12)Fungitec G-MK

92.9% (92/99)62.5% (5/8)96.8% (92/95)41.7% (5/12)β-Glucan Maruha

 แตอยางไรตามมีรายงานวาการตรวจ BDG เพื่อวินิจฉัย 

Invasive aspergillosis ใหผลบวกปลอมในผูปวยกลุมเสี่ยงที่มี

การทำฟอกเลือดลางไตโดยผานเซลลูโลสเมมเบรน ผูปวยทีไ่ดรบั 

อิมมูโนกลอบูลิน อัลบูมิน หรือสวนประกอบของเลือดที่ผาน 

แผนกรองเซลลูโลสที่มี β-glucan และการไดรับยาปฏิชีวนะ 

amoxicillin-clavulanic acid ทางหลอดเลอืดดำ17 ดงันัน้การผล 

การตรวจท่ีไดจึงตองคำนึงถึงปจจัยดังกลาวดวย

โรคติดเช้ือแอสเปอรจิลลัสแบบลุกลาม 
(Invasive aspergillosis, IA)
 กลุมเสีย่งตอการตดิเชือ้แอสเปอรจลิลสัแบบลกุลาม (Inva-

sive aspergillosis, IA) โดยทัว่ไปไดแก ผูปวยมะเรง็ทีจ่ำนวนเมด็ 

เลือดขาวชนิดนิวโทรฟวลลดต่ำลงเปนเวลานาน ผูปวยมะเร็ง      

ที่รับเคมีบำบัด ผูปวยที่รับการปลูกถายไขกระดูกหรืออวัยวะ         
นอกจากนี้ ยังพบวากลุมผูปวยที่ตับไมทำงาน โรคปอดอุดก้ัน 

เรื้อรัง (chronic obstructive pulmonary disease, COPD)          

เบาหวานและวัณโรคเปนกลุมเส่ียงท่ีพบเพ่ิมขึ้น18,19  การศึกษา 

โรคติดเชื้อแอสเปอรจิลลัสแบบลุกลามในประเทศ ไทยซึ่งเปน 

การศึกษายอนหลังในชวงป ค.ศ. 2000-2005 จากประวัติผูปวย
ในโรงพยาบาลรามาธบิด ีจำนวน 94 ราย เปนผูปวย ลคูเีมยีแบบ 

เฉยีบพลนัมากทีส่ดุ (30%) และมคีวามเสีย่งในการตดิเช้ือ เนือ่ง 

จากปริมาณเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟลลต่ำ (39%) เคมีบำบัด (34%) 

ไดรับคอรติโคสเตียรอยด (25%) อวัยวะที่พบการติดเชื้อ คือ     

ปอด (68%) ไซนัส (17%) และตา (8%) เชื้อที่เปนสาเหตุหลัก 

คือ Aspergillus fumigatus พบอัตราการเสียชีวิตถึง 47%20

 การวินิจฉัยโรคติดเช้ือแอสเปอรจิลลัสแบบลุกลาม ใช            

หลักเกณฑเดียวกับการติดเช้ือราแบบลุกลามตามเกณฑของ 

EOSTC/MSG ซึ่งหากพบเชื้อจากสิ่งสงตรวจโดยตรงจากการ 

ยอมหรือจากการเพาะเช้ือ จัดเปนผูปวยท่ีติดเช้ือแนนอน 

(proven) ในกรณีที่ผูปวยจัดอยูในประเภทนาจะติดเชื้อ (prob-

able) หรืออาจเปนไปไดทีมี่การติดเช้ือ (possible) ควรไดรบัการ 

วนิจิฉยัทางออมเพ่ิมเติมเชน การตรวจหา galactomannan หรือ 

β-D-glucan6

Galactomannan assay
 Galactomannan (GM) จัดเปน heat-stable heteropoly-

saccharide ที่พบในผนังเซลลของเชื้อ Aspergillus และ Peni-

cillium ทุกสปชีส มีหลายประเทศในทวีปยุโรปใชการตรวจหา 

GM ในซีรัมมาเกือบ 10 ป เพื่อชวยวินิจฉัยภาวะการติดเช้ือ 

เนื่องจาก Aspergillus spp. โดยเฉพาะโรคติดเช้ือแอสเปอร 

จิลลัสแบบลุกลาม21 เมื่อป ค.ศ. 2007 มีรายงานการตรวจหา 

GM ในผูปวยเอดสที่ติดเชื้อ Penicillium marneffei ซึ่งพบวา 

ใหผลบวกมากกวา 70%22 ชุดตรวจที่ใชตรวจหา GM ในซีรัม    

คือ PlateliaTM Aspergillus EIA (Bio-Rad Laboratory Inc.)23

หลักการตรวจ
 ในชดุตรวจ PlateliaTMAspergillus EIA ใชหลกัการ Sand-

wich enzyme immunosorbent assay (EIA) โดยมีโมโนโคลนอล 

แอนติบอดี EB-A2 จากหนูซึ่งจำเพาะกับ β(1,5)-linked galac-

tofuranoside side-chain ของ GM เปนตัวจบักบั GM แอนติเจน 



166 วารสารเทคนิคการแพทยเชียงใหม

ที่พบในซีรัมซึ่งติดอยูใน microplate (รูปท่ี 2 (1)) หากในซีรัมมี 

GM จะถูกจับไวและอีกดานถูกจับไวดวยโมโนโคลนอล แอนติ- 

บอดีที่เชื่อมกับเอนไซม Horseradish peroxidase (HRP) (รูปที่ 

2 (2)) หลังจากเติมสารตั้งตนของเอนไซมสามารถวัด ความเขม 

ของสีที่เกิดขึ้นได (รูปที่ 2 (3))23

สิ่งสงตรวจ
 เปนซีรัมและแนะนำใหตรวจอยางนอย 2 ครั้งตอสัปดาห 

หรือข้ึน อยูกับความเสี่ยงในการติดเช้ือของผูปวยสิ่งสงตรวจที่ 

ใชมาก เปนอันดับรองลงมาคือ น้ำลางปอด (bronchoalveolar 

lavage fl uid, BAL fl uid)24 นอกจากน้ี ยังมีรายงานการใชส่ิงสง 

ตรวจอ่ืนๆ เชน น้ำเจาะไขสันหลัง  ปสสาวะและน้ำในชองทอง25

วิธีตรวจ
 ทำตามวิธีของชุดตรวจ สำหรับ PlateliaTMAspergillus GM 

ทราบผลการตรวจภายใน 3 ชั่วโมง

การแปลผล
 คาที่ไดรายงานออกมาเปน GM index ใชคา cut-off ที่ GM 

index > 1.5 แตจากหลายงานวิจัยพบวาที่คา cut-off > 1.5 ซึ่ง 

มีความจำเพาะสูงแตคาความไวต่ำ ไมสอดคลองวัตถุประสงค 

ในการตรวจท่ีตองการทราบผลการติดเช้ือใหเร็วท่ีสุดกอนแสดง 

อาการ ดังนั้นปจจุบันคา cut-off ที่องคการอาหารและยาของ 

สหรัฐฯ รับรองอยูที่ 0.5 ซึ่งมีคาความไวมากขึ้นแตลดความ 

จำเพาะลงเล็กนอย26,27 ซึ่งในงานวิจัยของ Marr KA และคณะ 

รายงานวาผลการตรวจท่ีใช cut-off > 0.5 ใหคาความไวและ 

ความจำเพาะประมาณ 80% และใหผลบวกกอนแสดงอาการ 

ประมาณ 1-2 สัปดาห 27 ขณะที่ในประเทศแถบยุโรปใชคา      

cut-off ที่ 0.721

รูปท่ี  2 หลักการของ sandwich EIA23

ขอจำกัด
 การตรวจดวยวิธีนี้ไมสามารถบอกสปชีสของเช้ือไดและมี 

รายงานวา PlateliaTM Aspergillus GM ใหผลบวกปลอมใน 

ผูปวยที่ไดรับยา amoxicillin-clavulanic acid, piperacillin-

tazobactam28,29 และในกลุมผูปวยเด็ก30 สาเหตุของการเกิด       

ผลบวกปลอมน้ีกำลังอยูในการศึกษาวิจัย

 จากรายงานการใช PlateliaTM Aspergillus 

GM ในประเทศไทย ทีใ่ชตรวจหาโรค ตดิเชือ้

แอสเปอรจิลลัสแบบลุกลามในผูปวยท่ีมี 

ความผิดปกติของการสรางเม็ดเลือด เชน 

acute myeloid leukemia (AML), acute 

lymphocyte leukemia (ALL), aplastic 

anemia (AA), chronic myeloid leukemia 

(CML) และอยูในเกณฑปริมาณเม็ดเลือด  

ขาวชนิดนิวโทรฟลลต่ำ ในโรงพยาบาล 

จุฬาลงกรณ ระหวางป ค.ศ. 2002-2004 

จำนวน 44 ราย พบวาที่คา cut-off > 0.75 ม ี

ความสมัพนัธกบัอาการทางคลนิกิของผูปวย

และมีคาความไว 94.1% และความจำเพาะ 78.8% และสามารถ 

ใชติดตามผลการรักษาในผูปวยท่ีตอบสนองการรักษาคา GM 

index ลดลงแตในกรณีที่ผูปวยเสียชีวิตคา GM index ยังคงสูง 

อยู31

บทวิจารณ/ขอสังเกต
 การตรวจหาการติดเชื้อราแบบลุกลามดวยวิธีทางออมนี้      

ยังไมจัดเปนวิธีตรวจท่ัวไปในหองปฏิบัติการในแถบประเทศ 

กำลงัพฒันาและในประเทศไทย สวนมากยังใชวธิมีาตรฐาน คอื 

การเพาะเช้ือและตรวจหาช้ินสวนของเช้ือราจากการยอมส่ิงสง 

ตรวจ อาจดวยสาเหตุของจำนวนผูปวยกลุมเสี่ยงมีนอย รวมทั้ง

ความตองการของแพทยในการใชผลตรวจเพื่อวินิจฉัย การติด 

เชือ้ยงัไมเปนทีแ่พรหลาย แตเมือ่พจิารณาถึงประโยชน จากการ 

ใชชุดตรวจดังกลาวที่ทำใหทราบผลการติดเชื้อไดเร็วขึ้นและ 

ยังสามารถใชติดตามผลการรักษา รวมทั้งอาจนำมาปรับใชใน 

ผูติดเช้ือเอช ไอ วี ที่มีความเสี่ยงในการติดเช้ือ P. marneffei 

และเช้ือ Candida spp. ในกระแสเลือดและโรคติดเชื้ออุบัติ   

ใหม (emerging disease) ไดแก sino-orbital หรือ cerebral 

aspergillosis และ Aspergillus endophtalmitis ซึ่งมีสาเหตุ 

เนื่องจากเช้ือ Aspergillus spp. และพบเพ่ิมขึ้นในแถบทวีป 

เอเชีย แตพบไดนอยในแถบประเทศทางตะวันตก19 ก็จะชวยให 

การวินิจฉัยทำไดเร็วข้ึนและสามารถปรับใชยาปฏิชีวนะไดถูก     

ตองและลดอัตราการเสียชีวิตของผูปวยลงได
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