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การตรวจทางหอ้งปฏบิตักิารสำหรบัซฟิลิิส
(Laboratories Testing for Syphilis)
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บทนำ
Syphilis เป็นโรคที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียรูปร่าง

เกลียว ท่ีเรียกว่า Treponema pallidum เป็นโรคติดต่อทาง
เพศสัมพันธ์  1  การติดต่อที่สำคัญและเป็นข้อควรระวัง
อีกปัญหาหนึ่ง คือการติดต่อจากแม่ไปลูก โดยเชื ้อ
สามารถติดต่อจากแม่ไปลูกขณะต้ังครรภ์และขณะคลอดได้
นอกจากนั้น การรับโลหิตหรือผลิตภัณท์จากโลหิตที่มี
การติดเชื้อเข้าไป 2 ก็เป็นอีกสาเหตุหนึ่งที่ทำให้เกิดการ
ติดต่อโรคซิฟิลิสได้ โรคนี้แบ่งออกได้หลายระยะ 3 และ
เน่ืองจากเชือ้ T. pallidum ไม่สามารถเพาะเลีย้งในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ และไม่สามารถย้อมด้วยสีย้อมธรรมดาในห้อง
ปฏิบัติการทั่วไปได้ 4 ดังนั้นจึงมีการพัฒนาวิธีการตรวจ
เพื่อหาการติดเชื้อและติดตามผลการรักษาขึ้น

การตรวจทางห้องปฏิบัติการ
การตรวจวินิจฉัยโรคซิฟิลิสทางห้องปฏิบติการ

มีอยู ่หลายวิธี การตรวจหาตัวเชื ้อ การตรวจ DNA
และการตรวจหาแอนติบอดี

การตรวจหาตัวเชื้อ T.  pallidum โดยตรง
ประกอบด้วย

Darkfield (DF) microscopy
จัดไดว้า่เปน็วธีิทีใ่ชม้านาน ทำไดง้า่ย และเปน็ที่

ยอมรับในการแยกเชือ้ T. pallidum แต่ผู้ตรวจตอ้งอาศยั
ประสบการณใ์นการแยกเชือ้จากรอยแผล โดยดลัูกษณะ
รูปร่างและการเคลื่อนไหวของเชื้อ วิธีนี้มีความสำคัญ
กรณีท่ีเป็นระยะแรกของการติดเช้ือซ่ึงแอนติบอดียังไม่ถูก
สร้างขึ้น หรือกรณีผู ้ป่วยเป็นโรคภูมิคุ ้มกันบกพร่อง
อย่างไรกต็าม วิธีน้ีมีความไวตำ่เม่ือเทยีบกบัวิธีอ่ืน 5

Direct fluorescent antibody test for T.
pallidum (DFA-TP)

เป็นการตรวจโดยใช้แอนติบอดีต่อเช้ือ T. pallidum
ท่ีติดฉลากด้วยสารเรืองแสง (fluorescein isothiocyanate,
FITC) เพื่อตรวจหาเชื้อในของเหลวจากร่างกาย และ
เน้ือเย่ือ เน่ืองจากเชือ้ในกลุม่ Treponemes จะมีลักษณะ
แอนติเจนที ่มีส่วนคล้ายคลึงกับ T. pallidum จึงใช้
แอนติบอดแียกเชือ้ T. pallidum ออกจากเชือ้กลุ่ม Tre-
ponemes อื่น6 การตรวจด้วยวิธีนี้มีความไวมากกว่าวิธี
Darkfield (DF) microscopy เล็กนอ้ย แต่มีประโยชนใ์น
กรณีใช้ตรวจสารคัดหลั่งจากแผลหรือตรวจเนื้อเยื่อที่สด
หรือไดรั้บการ fix ด้วยฟอร์มาลนิ 7

วิธี Polymerase chain reaction (PCR)
การตรวจหาเชือ้ T. pallidum ในสารคดัหล่ังและ

เน้ือเย่ือโดยเทคนิค PCR ถูกนำมาใช้เพียงในกลุ่มผู้คิดค้น
ถึงแม้เทคนิคน้ีจะสามารถใช้งานได้จริง ความไวและความ
จำเพาะอยู่ในเกณฑ์ที ่ยอมรับ แต่ยังไม่ถือว่าเป็นวิธี
มาตรฐาน และถึงแม้แต่ละห้องปฏิบัติการจะใช้ primer
และมีวิธีการ extract DNA แตกตา่งกนั แต่ความไวของ
วิธีน้ีจะอยู่ทีจ่ำนวนเชือ้ 1-5 ตัวต่อตัวอย่างตรวจ 7, 8

วธีิ Multiplex PCR (M-PCR)
นอกจากเช้ือ T. pallidum จะเป็นสาเหตุให้เกิดแผล

บริเวณอวัยวะเพศแล้ว ยังพบว่าอาจเกิดจากเชื้ออื่นได้
เช่น herpes simplex virus (HSV) หรือ Haemophilus
ducreyi จึงมีการพัฒนาชุดตรวจท่ีสามารถตรวจหาเชือ้ T.
pallidum, herpes simplex virus (HSV) type 1 และ 2
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และ H. ducreyi  โดยการใช ้primer ของเช้ือท้ัง 3 ชนิดมา
รวมกันเพื่อตรวจหาเชื้อในคราวเดียวกัน ในสิ่งส่งตรวจ
เดยีว 9 โดยพบวา่ความไวของชดุทดสอบจะอยูท่ี่ 10 ตัว
ต่อตัวอย่างตรวจ

Rabbit infectivity test (RIT)
วิธีนี้เป็นเครื่องมือในการวิจัย เพื่อใช้ศึกษาความ

รุนแรงของเช้ือในการก่อโรคมากกว่าจะเป็นวิธีท่ีใช้กันท่ัวไป
เน่ืองจากตอ้งการสตัว์ทดลอง และใช้เวลาในการทดสอบ
การตดิเช้ือนาน (อาจจะนานหลายสปัดาห์ถึงหลายเดอืน)
และมีความหลากหลายในการตอบสนองต่อการติดเช้ือของ
กระต่ายแต่ละตัว ความไวในการทดสอบด้วยวิธ ีนี ้
เทียบเทา่กบัวิธี DNA PCR 7, 10

การตรวจทางอ้อมสำหรับการติดเชื้อซิฟิลิส
(Indirect examination)

การตอบสนองของภูมิคุ ้มกันต่อการติดเชื้อ T.
pallidum ที่ก่อให้เกิดซิฟิลิสจะมี 2 แบบ คือ nontre-
ponemal antibodies และ treponemal antibodies11 โดย
nontreponemal antibodies คือแอนติบอดีต่อ phospho-
lipids หรือ แอนติบอดีต่อ cardiolipin (VDRL) เน่ืองจาก
antiphospholipid antibodies ไม่ได้จำเพาะต่อการ
ติดเชื้อซิฟิลิส เนื่องจากอาจมีเชื้อในกลุ่ม treponemes
อื่นหรือเชื้อชนิดอื่นที่ให้ผลบวกต่อ antiphospholipid
antibodies ได้ จึงมีการใช้คำว่า “nonspecific” ในการ
ทดสอบหา antiphospholipid antibodies ในผู้ที่เป็น
ซิฟิลิส 7

Nontreponemal Tests
การตรวจแบบ nontreponemal tests สะดวกและ

ราคาถูก จึงน ิยมใช ้สำหร ับการตรวจกรองผ ู ้ป ่วย
จำนวนมาก นอกจากนี ้ยังตรวจได้ทั ้งแบบคุณภาพ
และปริมาณได้ ทำให้แพทย์ใช้ค่า titer ของการทดสอบ
เป็นตัวบ่งชี้และติดตามการรักษา นอกจาก VDRL และ
RPR แล้ว การตรวจหา nontreponemal tests อาจใชวิ้ธี
enzyme-link-immunosorbent assay (ELISA)
แต่ไม่เป็นทีนิ่ยมนักในหอ้งปฏิบัติการเพือ่วินิจฉัย 7

VDRL test
โดยใช้แอนติเจนคือ cardiolipin-lecithin-choles-

terol  ทำปฏิกิริยากับแอนติบอดี จะเกิดการเกาะกลุ่ม
ที่มองเห็นได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์กำลังขยายต่ำ (100X)
วิธีนี้ตรวจหาได้ทั้งแอนติบอดีชนิด IgG และ IgM และ
สามารถตรวจได้ท้ังในเชิงคุณภาพและปริมาณเพ่ือติดตาม
การรักษา ผลลบปลอมอาจจะเกิดได้ถ้าเทคนิคการทำไม่ดี
พอหรือมีปรากฏการณ์ prozone ซึ่งมีแอนติบอดีมาก
เกินพอ อย่างไรก็ตามปรากฏการณ์ prozone พบได้
ไม่บ่อยนัก (ร้อยละ1-2) และอาจจะแกไ้ดโ้ดยการเจอืจาง
ซีรัม นอกจากนี้ VDRL ยังเป็นการทดสอบที่ใช้ตรวจ
น้ำไขสันหลังในกรณีที่สงสัย neurosyphilis ซึ่งจะต้อง
มีวิธีการเตรียมแอนติเจนเพ่ิมเติมบ้าง   การทดสอบ VDRL
ซีรัมที ่ใช้ทดสอบต้องนำไปอุ ่นที ่อุณหภูมิ 56 องศา
เซลเซียส (o C) นาน 30 นาที 4, 7 เพ่ือลดการเสรมิปฏิกิริยา
ของคอมพลีเมนท์ การหาค่า titer คือการทดสอบเชิง
ปริมาณเพื่อหาค่าเจือจางสูงสุดที่ยังให้ผลบวกโดยวิธี
VDRL

RPR test
วิธีน้ีเป็นการประยุกต์วิธี VDRL โดยใช้แอนติดเจน

cardiolipin เคลือบไว้บนผงถ่าน และเพ่ิม choline chlo-
ride และ ethylenediaminotetraacetic acid (EDTA)
เพ่ือลดขัน้ตอนการทำลายคอมพลเีมนท ์และยังช่วยเพ่ิม
ความคงตัวของแอนติเจนท่ีแขวนลอยอยู่ เม่ือทำปฏิกิริยา
กับแอนติบอดีจะเกิดการเกาะกลุ่มขึ้น ทำให้อ่านผลได้
ด้วยตาเปล่าโดยไม่ต้องใช้กล้องจุลทรรศน์ 4, 7 สามารถ
ตรวจได้ทั้งซีรัม และพลาสมา ไม่ต้อง inactivate และ
สามารถตรวจได้ทั ้งในเชิงคุณภาพและปริมาณ การ
ทดสอบ nontreponemal tests ท้ังแบบ VDRL และ RPR
จะมีความไวและความจำเพาะแตกต่างกันไป ขึ้นกับ
ระยะของการติดเช้ือซิฟิลิส วิธี RPR จะมีความไวสูงกว่าวิธี
VDRL เล็กนอ้ย โดยเฉพาะในระยะ primary syphilis แต่
VDRL มีความจำเพาะสงูกวา่ RPR การหาคา่ titer ของ
RPR test ก็เช่นเดียวกับ VDRL คือเป็นการทดสอบ
เชิงปริมาณเพื่อหาค่าเจือจางสูงสุดที่ยังให้ผลบวกโดยวิธี
RPR

วารสารเทคนคิการแพทยเ์ชียงใหม่ ปีที่ 39  ฉบับที่  3  กันยายน 2549
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วิธี Enzyme immunoassay เพื ่อตรวจหา
แอนตบิอดต่ีอ cardiolipin (EIA-VDRL)

ในช่วงทศวรรษ 1970 วิธี enzyme immunoas-
say (EIA) หรือ enzyme link-immunosorbent assay
(ELISA) ถูกนำมาใช้อย่างแพร่หลายทางห้องปฏิบัติการ
ภูมิคุ้มกันเพื่อการวินิจฉัยโรคซิฟิลิส หลักการของวิธีนี้
อาศัยหลักการการทำปฏกิิริยาของแอนติเจนท่ียึดติด (fix)
กับ solid phase ซึ่งอาจจะเป็นแผ่นแก้วหรือหลุมเพลท
หรือ strip เมื ่อแอนติบอดีทำปฏิกิริยากับแอนติเจน
สามารถวัดการเกิด ปฏิกิริยาโดยการเติม antiglobulin
ที่ติดฉลากด้วยยเอนไซม์ แล้วเติมสับสเตรท วัดการ
ดูดกลนืแสง ความเขม้ของแสงทีวั่ดไดจ้ะแปรผนัโดยตรง
กับความเข้มสีที่เกิดขึ้น การใช้แอนติเจน VDRL จะ
สามารถตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG และ IgM12, 13

ชุดตรวจที่ผลิตออกมาจำหน่าย เช่น Spirotek Reagin
II test4, 7  เป็นวิธีการตรวจหาแอนติบอดีต่อ phospho-
lipids โดยเทคนคิ EIA เพ่ือใช้ในการตรวจกรอง เป็นวิธี
ที่สามารถใช้กับเครื่องอัตโนมัติและรายงานผลผ่านทาง
คอมพวิเตอร์ได ้นอกจากนียั้งมีวิธี Capture-S Cardio-
lipin test14  ซ่ึงใช้เม็ดเลอืดแดงเปน็ solid phase โดยถกู
ออกแบบมาเพื่อใช้ในการตรวจกรองเลือดผู้บริจาคโลหิต
ความไวและความจำเพาะของการทดสอบเทยีบเท่ากับวิธี
RPR

ปฏกิิริยา Biological false-positive (BFP)15

แอนติบอดีต่อ phospholipids ไม่ได้เกิดจากการ
ติดเชื้อ T. pallidum เท่านั้น แต่ยังเกิดจากการติดเชื้อ
อื่นๆได้ ในบางโรค เช่นมาลาเรีย, วัณโรค, โรคภูมิแพ้
ช่วงต้ังครรภ์ อาจเป็นสาเหตุท่ีร่างกายสรา้งแอนติบอดีต่อ
phospholipids ข้ึนได ้ ทำใหก้ารตรวจหา แอนติบอดีต่อ
phospholipids ให้ผลบวกด้วยวิธี VDRL หรือ RPR
จึงมีนิยามคำว่าปฏิกิริยา Biological false-positive (BFP)

การตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อ Treponema
pallidum

เป็นการตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อ T. pallidum
ที่สร้างขึ้นตอบสนองการติดเชื้อ การตรวจหาแอนติบอดี
ท่ีจำเพาะน้ี เป็นการตรวจยืนยันเพ่ือวินิจฉัยการเป็นซิฟิลิส

ปัจจุบันมีด้วยกันหลายวิธี แต่จะกล่าวถึงเฉพาะวิธีที่ได้มี
การพฒันาข้ึนจากวธีิเดิม แต่อย่างไรกต็าม พึงระลึกเสมอ
ว่าไม่มีการทดสอบใดใหผ้ลดีท่ีสุดสำหรบัการตรวจซฟิิลิส
ได้ทุกระยะของการติดเชื้อ

วิธี Fluorescent Treponemal Antibody Ab-
sorption (FTA-ABS)

ใช้หลักการ indirect fluorescent-antibody tech-
nique โดยแอนติเจนท่ีใช้คือ T. pallidum subsp. pallidum
(Nichols strain) ซึ่งเคลือบบนแผ่นแก้ว เจือจางซีรัม
ทีจ่ะตรวจดว้ย sorbent ซ่ึงเป็นสารทีไ่ดจ้ากการสกดักลุม่
nonpathogenic Reiter treponemes ในอัตราสว่น 1 ต่อ
5 เพื่อกำจัดแอนติบอดีต่อเชื ้อกลุ่ม nonpathogenic
treponemes อ่ืน นำซีรัมเทลงบนแผ่นแก้วให้ท่ัวแอนติเจน
ที่เคลือบไว้ ถ้าซีรัมมีแอนติบอดีต่อเชื้อ T. pallidum
ก็จะจับกบัแอนติเจนของ T. pallidum subsp. pallidum
บนแผ่นแก้ว จากนั้นล้างเอาส่วนเกินที่ไม่ได้ทำปฏิกิริยา
ออก แล้วย้อมด้วย anti-human immunoglobulin ท่ีติด
ฉลากด้วย FITC ซ่ึงจะไปจับแอนติบอดี ท่ีจับกับแอนติเจน
T. pallidum บนแผ่นแกว้ แล้วอ่านผลดว้ยกลอ้ง fluores-
cent microscope4, 7 , 16 กรณกีารตรวจซฟิิลิสทางซโีรโลยี
ในทารกแรกคลอดพบว่ามีความไวและความจำเพาะต่ำ
เนื่องจากมีการรบกวนของ IgG จากแม่ที่มีระดับสูง วิธี
19S (IgM) FTA-ABS จึงเป็นวิธีแรกที ่ใช้ตรวจหา
แอนติบอดีต่อ T. pallidum ชนิด IgM โดยใช้หลักการ
เดยีวกบัวิธี FTA-ABS แต่ตรวจแยกชนดิแอนตบิอดโีดย
ใช้คอนจเูกตทีเ่ป็นแอนตบิอดทีีจ่ำเพาะตอ่ IgM17

วิธี Treponema pallidum hemagglutination
(TPHA) หรือ Microhemagglutination-Treponema
pallidum test (MHA)

หลักการคือนำแอนติเจนของเชื้อ T. pallidum
subsp. pallidum (Nichols strain) มาเคลือบบน
เม็ดเลือดแดง เมื่อทำปฏิกิริยากับแอนติบอดีที่จำเพาะ
ในซีรัม จะเกิดปฏิกิริยาการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดง
วิธีน้ีเหมาะสำหรับงานตรวจปริมาณมาก TPHA เป็นวิธีท่ีมี
ความไวและความจำเพาะสูง แต่ไม่ไวพอสำหรับการ
ตรวจวนิิจฉัยในช่วง primary syphilis เม็ดเลอืดแดงของ
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สัตว์ที่ใช้ในการทดสอบนี้อาจจะเป็นสาหตุให้เกิดเกาะ
กลุ ่มแบบไม่จำเพาะ (nonspecific agglutination)
เนื่องจาก heterophile antibodies4, 7 การทดสอบวิธีนี้
อาจเกิดผลผิดพลาดจากการดูด-ปล่อยสารด้วย pipette,
เพลทสกปรก หรือพ้ืนท่ีวางเพลทมีการส่ันไหว นอกจากน้ี
โรค Lyme disease, Leptospirosis, Leprosy, มาลาเรยี
และ systemic lupus erythematosus (SLE) อาจทำให้
เกิดผลบวกปลอมได้ ปัจจุบันได้มีการปรับใช้กับเครื่อง
ตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติ เช่น Olympus PK-TP โดย
บริษัทฟูจิร ีไบโอ อาศัยหลักการที ่เม็ดเลือดแดงไก่
เคลือบด้วยแอนติเจนของเชื้อ T. pallidum ทำปฏิกิริยา
กับแอนติบอดีของเช้ือ T. pallidum ในซีรัมจะเกิดปฏิกิริยา
การเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดงให้เห็น พัฒนาขึ้นเพื่อ
ใช้ในการตรวจกรองสำหรับธนาคารเลือด โดยใช้เครื่อง
PK7100 ซึ่งเป็นเครื่องมือที่ใช้ตรวจหมู่เลือดและตรวจ
หาชนิดของแอนตเิจนบนเม็ดเลือดแดงทีใ่ช้ ณ American
Red Cross โดยเมือ่ให้ผลบวก ให้ทำการทดสอบ RPR
เพ่ือดูว่าเปน็ reactive syphilis หรือไม่18

นอกจากวิธี TPHA และ MHA แล้ว ปัจจุบัน
มีการผลิตน้ำยาวิธีใหม่ขึ ้น คือ SERODIA-TPPA19

ผลิตโดย บริษัท ฟูจิรีไบโอ ประเทศญีปุ่่น (Fujirebio Inc.,
Japan) โดยหลกัการของการทดสอบจะคลา้ยกบั TPHA
และ MHA แต่เปลี ่ยนจากการเคลือบแอนติเจนของ
T. pallidum บนเม็ดเลือดแดง เป็นเม็ดเจลลาตินที่มีสี
แทนความไวและความจำเพาะของวิธีนี ้เทียบเท่าวิธี
TPHA และ FTA-ABS ยกเวน้ในระยะ primary syphilis
ที่ไม่ได้รับการรักษา ที่จะมีความไวและความจำเพาะ
ต่ำกวา่ FTA-ABS

วิธีทดสอบหาแอนติบอดีต่อ Treponemal
โดยใชแ้อนติเจน T. pallidum หรือ EIA-TmpA

ในช่วงทศวรรต 1990 ได้มีการนำหลักการ EIA
มาใช้เพ่ือตรวจหา T. pallidum โดยมีหลักการแตกตา่งกัน
ไป เช่น BioElisa Syphilis20 ใช้หลักการ Competitive
EIA วิธี Captia TM syphilis G21 ใช้หลักการ indirect EIA
อาจใช้สำหรับการตรวจกรองหรอืการตรวจยืนยัน  และวิธี
Captia TM syphilis M  ใช้ตรวจหาแอนตบิอดี T. pallidum

ชนิด IgM 22, 23 ในเด็กแรกคลอดที ่สงสัยจะติดเชื ้อ
ขณะอยู่ในครรภ์มารดา

ปัจจุบันได้มีการพัฒนาชุดตรวจทางซีโรโลยีเพื่อ
วินิจฉัยโรคซิฟิลิส โดยใช้โปรตีนของเชื้อ T. pallidum
ที่อยู่บริเวณผนังเซลล์ หรือ T. pallidum membrane
protein (TmpA) จากการประเมนิคณุภาพชดุตรวจ EIA-
TmpA พบว่ามคีวามไวและความจำเพาะเทยีบเทา่กบัวิธี
FTA-ABS ในปัจุบันมีผู้ผลิตและจำหน่ายหลายบริษัท เช่น
Abbott Murex ICE Syphilis, Dade Behring Enzygnost
Syphilis, Bio-Rad Syphilis Total, Biokit Bioelisa 3.0,
Trepanostika TP Recombinant, Diesse Enzywell
Syphilis, Microgen  Bioproduct Mercia Syphilis,
Newmarket Laboratories Syphilis EIA II, Omega
Pathozyme Syphilis Competition และ Trinity Biotec
Captia Syphilis 24-28 เป็นต้น สามารถตรวจหาไดท้ัง้ IgG
และ/หรือ IgM ขึ้นอยู่กับน้ำยาแต่ละชนิด ความไวและ
ความจำเพาะแตกต่างกันไป

เพื่อเพิ่มความไวในการทดสอบ ปัจจุบันจึงมีการ
ผลิตชุดน้ำยาเพื่อใช้ตรวจหาแอนติบอดีต่อ T. pallidum
ข้ึนโดยอาศยัหลักการ chemiluminescence immunoas-
say (CLIA) เช่น ชุดทดสอบ LIAISON Treponema
Screen โดย DiaSorin ประเทศอิตาลี29 และ ARCHITECT
Syphilis TP โดยบริษัท Abbott สหรัฐอเมริกา30

ซึ่งจะมีเครื่องตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติที่จะใช้กับน้ำยา
โดยเฉพาะ พบว่ามีความไวและความจำเพาะสูง เม่ือเทียบ
กับวิธี EIA และ TPHA นอกจากนี้ยังมีการพัฒนาใช้
หลักการ Particle gel immunoassays (PaGIAs) ข้ึนโดย
บริษัท DiaMed ประเทศ  Switzerland 31, 32  โดยเคลอืบ
ผิวเม็ด bead ด้วยแอนติเจนของเชื้อ T. pallidum สว่น
TpN15 TpN17 และ TpN47 ท่ีได้จากเทคนคิ recombi-
nant  เม่ือทำปฏกิิริยากบัแอนติบอดใีนซีรัมหรือพลาสมา
ทีอุ่ณหภมิูห้องนาน 5 นาท ีอาศยัการปัน่นาน 10 นาที
ด้วยเครือ่งป่ันเฉพาะ จะเกดิการเกาะกลุม่ของเม็ด bead
บนชั้นเจลใน gel card ในขณะที่ถ้าไม่เกิดการจับกัน
ระหว่างแอนตบิอดกัีบแอนติเจน เม็ด bead จะตกลงอยูท่ี่
ก้นหลุมเจลใน gel card

วารสารเทคนคิการแพทยเ์ชียงใหม่ ปีที่ 39  ฉบับที่  3  กันยายน 2549
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การตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อ Treponemal
โดยใชว้ธีิ Western blot (immunoblot, IB)

วิธีนี้เป็นการตรวจหาแอนติบอดีที่ร่างกายสร้าง
ตอบสนองต่อแอนติเจนต่างๆ จากการติดเช้ือ T. pallidum
โดยใชเ้ทคนดิ gel-electrophoresis แยกโปรตนีของเช้ือ
ออกตามน้ำหนักโมเลกุล โปรตีนที่แยกได้จะถูกถ่าย
(transfer) ลงในแผน่ nitrocellulose เพ่ือทำการทดสอบ
กับซีรัม วิธี IB สามารถตรวจแยก IgG และ IgM ได้
มีประโยชน์สำหรับการวินิจฉัย congenital syphilis
เนื ่องจากพบว่าแอนติบอดีใน congenital syphilis
จะทำปฏิกิริยากับ peptides ของเชื้อได้ผลดีแต่ต้อง
อาศยัการอา่นผลทีแ่ม่นยำ 33, 34  เน่ืองจากวธีิน้ีอาจจะเกดิ
ผลบวกปลอมไดจ้ากปฏกิิริยาขา้มกลุม่ (cross-reaction)
กับเชื้อกลุ่ม spirochetes อื่น โดยเฉพาะในเขตที่มีการ
ระบาดของโรค Lyme disease

Rapid tests
นอกจากชุดตรวจดังได้กล่าวมาข้างต้นแล้ว

ปัจจุบันมีผู้ผลิตชุดตรวจทีใ่ห้ผลเร็ว หรือ Rapid Test ข้ึน
เพ่ือใช้ตรวจหาแอนตบิอดต่ีอเช้ือ T. pallidum ซ่ึงอ่านผล
15 นาทีหลังหยดซีรัม และวิธีการทำสะดวก ไม่ใช้อุปกรณ์
เพิ่มเติมหรือใช้น้อย แต่ความไวและความจำเพาะต่ำ
กว่าวิธีมาตรฐานโดยทั่วไป ส่วนมากจะนำมาใช้กรณี
ต้องการผลด่วน หรือเพื ่อสนับสนุนวิธีการตรวจอื ่น
ชุดทดสอบมด้ีวยกันหลายบรษัิท แต่ท่ีนิยมแพร่หลาย คือ
Determine Syphilis TP (Abbott Diagnostics)
ซึ ่งใช ้หล ักการอ ิมมูโนโครมาโตกราฟฟี35, 36 โดย
แอนติบอดี T. pallidum ในซีรัมหรือพลาสมา จะทำ
ปฏิกริิยากบัแอนตเิจน T. pallidum ท่ีคอนจเูกตกบั sele-
nium colloid แล้วเคล่ือนตัวผ่านแถบทดสอบไปยงับริเวณ
“patient window” ซึ่งมีแอนติเจน T. pallidum อยู่
จะเห็นการเกิดปฏิกิริยาเป็นเส้นสีแดง วิธีนี ้อ่านผล
หลังหยดตัวอย่างทดสอบ 15 นาที จนถึง 24 ช่ัวโมง ส่ิงส่ง
ตรวจที่ให้ความไวสูงสุดคือซีรัม ในขณะที่พลาสมาจะมี
ความไวต่ำกว่า

ในการตรวจกรองอาจใช้ RPR แล้วตรวจยืนยัน
ผลดว้ยวิธีท่ีจำเพาะตอ่เช้ือ T. pallidum โดยปกตจิะเป็น
TP-passive agglutination หรือ FTA-ABS ซ่ึงแนวทางนี้

คำนึงถึงในด้านค่าใช้จ่าย ความสะดวก แต่ในบางห้อง
ปฏบิตักิารอาจทำการตรวจกรองควบคูก่นั เชน่วธีิ RPR
ร่วมกับวิธีที่จำเพาะต่อ เชื้อ T. pallidum อย่างไรก็ตาม
ปัจจุบันห้องปฏิบัติการหลายแหง่ใช้วิธี EIA เป็นวิธีตรวจ
กรองเนื่องจากมีความไวสูง โดยเฉพาะในระยะแรกของ
การตดิเชือ้ (early stage)4, 7, 37

การตรวจกรองซิฟิลิสทางซีโรโลยีสำหรับ
ธนาคารเลอืด

นอกจากซิฟิลิสจะสามารถติดต่อทางเพศสัมพันธ์
มารดาสูทารกแล้ว ยังสามารถติดต่อทางการรับเลือด
หรือผลิตภัณฑ์จากเลือดได้ เมื่อมีการตรวจกรองซิฟิลิส
ในเลือดผูบ้ริจาค  พบว่ามีอัตราการตดิเช้ือซิฟิลิสจากการ
รับเลือดลดลง ในระยะแรกการตรวจกรองซิฟิลิสใช้วิธี
VDRL ซ่ึงต้องทำการ inactivate ซีรัมก่อนทำการทดสอบ
และอ่านผลด้วยกล้องจุลทรรศน์ แต่ด้วยปริมาณงาน
ที่เพิ่มมากขึ้น ประกอบกับการผลิตชุดตรวจได้พัฒนา
มาเปน็ RPR ทำใหธ้นาคารเลอืดไดเ้ปล่ียนมาใชวิ้ธี RPR
เพ่ือตรวจกรองซฟิิลิสในผูบ้ริจาคโลหติ เน่ืองจากพบวา่มี
ความไวสงูในช่วง primary syphilis4, 7, 24 และบอกไดว่้า
เป็น active syphilis หรือไม่ เม่ือมียารกัษาทีไ่ดผ้ลดข้ึีน
ซิฟิลิสมีความสำคัญลดลง จนกระทั่งในยุคที่โรคเอดส์
ระบาด โดยเฉพาะในประเทศไทยที่มีรายงานความชุก
ของโรคเอดส์เพิ ่มขึ ้นอย่างรวดเร็ว38 ทั้งผู ้ป่วยเอดส์
และผู้ที่ติดเชื้อ HIV จากปี พ.ศ.2527 ถึง พ.ศ. 2541
และถึงแม้จะลดลงนับตั้งแต่ปี พ.ศ. 2542 เป็นต้นมา
พบว่าซิฟิลิสได้กลับมาเป็นปัญหาด้านสาธารณสขุอีกคร้ัง
ท้ังน้ีเพราะการติดต่อของซิฟิลิสและโรคเอดส์จะคล้ายคลึงกัน
คือติดต่อทางเพศสัมพันธ์เป็นหลัก ประกอบกับซิฟิลิส
เป็นโรคท่ีก่อให้เกิดแผลตามอวัยวะเพศ ทำให้โอกาสท่ีจะมี
การตดิเชือ้ HIV ร่วมเกดิไดส้งูข้ึน39-42

เน่ืองจากการตรวจกรองซฟิิลิสแบบ nontrepone-
mal test ท้ัง VDRL และ RPR มีความจำเพาะตำ่ เม่ือ
ชุดตรวจแบบ  treponemal test  เช่น TPHA และ EIA
ได้รับการพัฒนาให้มีความไวสูงกว่าการตรวจแบบ  VDRL
และ RPR ดังกลา่วมาขา้งตน้  ดังน้ันธนาคารเลอืดหลาย
แห่งจึงเปล่ียนวิธีทดสอบเปน็ treponemal test เน่ืองจาก
ให้ผลบวกทุกระยะของการติดเชื้อ ทำให้เลือดที่ได้รับ

Bull Chiang Mai Assoc Med Sci Vol. 39,  No. 3  September 2006

14



จากการบริจาคมีความปลอดภัยมากขึ้น ปริมาณการ
ตรวจจำนวนมาก คืออีกเหตุผลที่ธนาคารเลือดส่วนใหญ่
ได้หันมาใช้ treponemal test โดยเฉพาะ EIA ซึ่ง
นอกจากจะสามารถปรับใช้กับเคร่ืองตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติ
ได้แล้ว การอ่านผลยังอ่านด้วยเครื่องอ่าน ทำให้ได้ค่า
ท่ีแน่นอน การรายงานผลเช่ือถือได้ สามารถเก็บข้อมูลหรือ
เช่ือมต่อข้อมูลทางระบบคอมพวิเตอรไ์ด้4, 7, 25-27

อย่างไรก็ตาม เมื่อตรวจกรองเลือดผู้บริจาคด้วย
ชุดตรวจแบบ  treponemal test แล้ว เมื่อให้ผลบวก
ควรตรวจซ้ำโดยใช้พลาสมาจากสายถุงเลือดมาตรวจอีกคร้ัง
ดว้ยวิธีให้ผลเร็ว (rapid test) เพ่ือความถกูตอ้งว่าไมเ่กดิ
การสล ับหลอดเล ือดที ่ตรวจ และทำ TPHA จาก
หลอดเลือด เมื ่อผลตรงกันควรทำการทดสอบด้วย
nontreponemal test ซ่ึงอาจเปน็ VDRL หรือ  RPR เพ่ือ
ตรวจดวู่าผูบ้ริจาคเปน็ active syphilis หรือไม่ และหาคา่
ไตเตอร์ เพื่อการให้คำปรึกษาและทำการรักษาที่ถูกต้อง
ต่อไป

สรุป
การตรวจทางห้องปฏิบัติการสำหรับซิฟิลิสโดยการ

ตรวจหาตัวเชื้อ Treponema pallidum โดยตรง ไม่เป็น
ทีนิ่ยมมากนกั เน่ืองจากความสลบัซับซ้อนของวธีิ ดงัน้ัน
วิธ ีการตรวจในปัจจุบัน จึงนิยมการตรวจทางอ้อม
โดยตรวจการตอบสนองของภูมิคุ้มกันซึ่งมี 2 แบบ คือ
nontreponemal antibodies ท่ีนิยมคือ VDRL และ RPR
และ treponemal antibodies เช่น TPHA และ EIA
สำหรับการตรวจวินิจฉัยซิฟิลิส ยังมีความจำเป็นต้องทำ
การตรวจกรองทั ้ง 2 แบบควบคู่กัน แต่สำหรับการ
ตรวจกรองเลือดผู้บริจาคที่มีปริมาณงานจำนวนมากและ
มีความเสี่ยงต่อการติดเชื้อ HIV ร่วมด้วย ได้มีแนวโน้ม
ที่จะเปลี่ยนการทดสอบด้วยวิธีเดิมคือ nontreponemal
antibodies เช่น VDRL หรือ RPR เป็น treponemal
antibodies เช่น TPHA หรือ EIA แทน เน่ืองจากคณุภาพ
ชุดตรวจที่ได้พัฒนาให้มีความไว ความจำเพาะสูงและ
สามารถใชก้บัเครือ่งตรวจวเิคราะหอั์ตโนมติัได ้ทำใหล้ด
ความผดิพลาดจาก human error ได ้แต่เม่ือให้ผลบวก
ด้วย treponemal test ควรทำการทดสอบ nontrepone-
mal test อีกครั้งในผู้บริจาคเลือด เพื่อตรวจดูว่าเป็น

active syphilis หรือไม่ และหาคา่ไตเตอร ์เพ่ือการใหค้ำ
ปรึกษาและทำการรักษาที่ถูกต้องต่อไป และผู้บริจาคจะ
ได้ไม่กลับมาบริจาคเลือดอีก
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