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บทคัดย่อ
	 โรคเมลิออยโดสิสเป็นโรคท่ีเกิดจากการ 

ตดิเช้ือแบคทเีรยี	Burkholderia pseudomallei	(Bp) 

ซึ่งอัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วยเหล่าน้ีสัมพันธ์กับ 

การวินิจฉัยและการรักษาที่ถูกต้องเหมาะสมอย่าง

ทันท่วงที	 ด้วยข้อจ�ากัดของการวินิจฉัยการติดเชื้อ

โดยวธิกีารเพาะเลีย้งและทดสอบระบุชนดิเชือ้ด้วยวธิี

ชวีเคมซีึง่เป็นวธิมีาตรฐานต้องใช้ระยะเวลาในการรอ 

ผลนาน	 ผู ้วิจัยเสนอแนวคิดที่จะน�าชุดทดสอบ	

latex	 agglutination	 test	 มาใช้ส�าหรับตรวจคัด

กรองเชื้อ	 Bp	 ควบคู่กับการยืนยันผลการตรวจด้วย

การเพาะเลี้ยงและระบุชนิดเชื้อ	 เพื่อความรวดเร็ว 

ในการวินิจฉัย	 การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์คือ

การประเมินเพื่อยืนยันประสิทธิภาพของ	 latex	

agglutination	 test	 ส�าหรับตรวจคัดกรองเชื้อ	 Bp	

เปรยีบเทยีบกบัวธิมีาตรฐานคอืการทดสอบระบุชนิด

เชือ้แบคทเีรยีด้วยวธีิทางชวีเคม	ีโดยการวเิคราะห์ค่า

ความไว	(sensitivity),	ความจ�าเพาะ	(specificity),	ค่า

การท�านายผลบวก	(positive-	predictive	value), 

ค่าการท�านายผลลบ	(negative-predictive	value)	

และค่าความถูกต้อง	 (accuracy)	 โดยการศึกษา

ข้อมูลย้อนหลังในช่วงเดือนตุลาคม	 พ.ศ.2558	 

ถึงเดือนสิงหาคม	 พ.ศ.2560	 รวบรวมข้อมูลผล

กำรลดระยะเวลำกำรวินิจฉัยเชื้อ	Burkholderia pseudomallei 

ด้วยชุดทดสอบ	Latex	Agglutination	test

Latex	agglutination	test:	an	effective	screening	tool	for	melioidosis	diagnosis
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โรงพยาบาลนครพนม	จังหวัดนครพนม	

การตรวจวินิจฉัยชนิดเชื้อในสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วย 

ในโรงพยาบาลนครพนมทีม่อีาการสงสยัการว่ามกีาร

ติดเชื้อแบคทีเรียและเก็บสิ่งส่งตรวจเพื่อเพาะเชื้อ

จากตัวอย่างเลือด,	หนอง	(pus),	เสมหะ	(sputum),	

ปัสสาวะ	(urine),	และของเหลวจากร่างกาย	(body	

fluid)	 โดยการน�าโคโลนีประเภท	Gram-negative	

non-lactose	 fermenter	 ท่ีให้ผลบวกต่อการ

ทดสอบ	oxidase	ทดสอบด้วย	latex	agglutination 

test	 เพื่อรายงานผลตรวจคัดกรองเชื้อ	Bp	จากนั้น 

น�าโคโลนีดังกล่าวไปทดสอบทางชีวเคมีเพื่อระบุ

ชนิดเชื้อ	(biochemical	identification)	จนกระทั่ง

ให้ได้ผลรายงานสุดท้าย	 จากข้อมูลผลการตรวจ

วินิจฉัยชนิดเช้ือจากโคโลนีที่สงสัยจ�านวนทั้งสิ้น	

637	 ตัวอย่าง	 พบว่าประสิทธิภาพของชุดทดสอบ	

latex	 agglutination	 test	 ในการวินิจฉัยเชื้อ	 Bp	

จากตัวอย่าง	 hemoculture	 จ�านวน	 401	 ราย	 

ให้ค่าความไว	 100%,	 ความจ�าเพาะ	 96.7%, 

ค่าการท�านายผลลบ	100%	 ,ค่าการท�านายผลบวก 

99.4%	 และค่าความถูกต้อง	 (accuracy)	 99.5%	

ส ่วนกรณีการใช ้งานกับสิ่ งส ่งตรวจกลุ ่มอื่นๆ	 

นอกเหนือจาก	hemoculture	จ�านวน	236	รายนั้น	

พบว่าประสิทธิภาพการตรวจวินิจฉัยถูกต้อง	100%	

การลดระยะเวลาการวินิจฉัยการติดเชื้อ Burkholderia pseudomallei 

โดยวิธี Latex Agglutination 
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โดยการใช้งาน	 latex	 agglutination	 test	 นั้น 

สามารถรายงานผลการติดเชื้อ	 Bp	 ได้เร็วขึ้นอย่าง

มีนัยส�าคัญ	 จากผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าการ 

คัดกรองและรายงานการวนิจิฉัยเช้ือ	Bp	เบ้ืองต้นด้วย

ชดุทดสอบ	latex	agglutination	test	ในงานบรกิาร

ประจ�านัน้มีประสิทธภิาพและความถกูต้องสูง	อีกท้ัง

ยังสามารถรายงานผลได้รวดเร็วขึ้นเมื่อเปรียบเทียบ

กับการตรวจวนิจิฉยัโดยใช้วิธกีารเพาะเล้ียงและระบุ

ชนิดเชื้อก่อโรคด้วยวิธีทางชีวเคมีเพียงอย่างเดียว	

ค�ำส�ำคัญ: 	 เมลิออยโดสิส , 	 Burkholder ia  

pseudomallei,	latex	agglutination,	โรคติดเชื้อ,	

การตรวจวินิจฉัย

Abstract
	 Previously,	 the	 incompetency	 to	

speed	up	the	diagnosis	process	of	melioidosis, 

a	 fetal	 infections	 cause	 by	 Burkholderia 

pseudomallei (Bp),	 consequently,	 lower	

down	 the	 survival	 rate	 of	 patients.	 Here,	

it	 is	 clearly	 demonstrated	 that	 the	 latex	

agglutination	test	can	serve	as	an	effective	

screening	method	for	melioidosis	diagnosis. 

To	 confirm	 its	 effectiveness	 in	 term	 of	 

sensitivity,	 specificity,	 positive-	 predictive	 

value,	 negative-predictive	 value	 and	 

accuracy	 by	 latex	 agglutination	 test,	 

specimen	 samples	 including	 blood,	 pus,	

sputum,	urine	and	body	fluid	were	collected	

from	Nakhon	Phanom	Hospital	in	northeast	

Thailand	 during	 October	 2015	 to	 August	

2017	 for	statistical	analysis.	Then,	bacteria	

were	cultured	from	the	hospital	collected	

specimens,	and	the	bacterial	colonies	were	

primarily	 screened	 for	 their	 (+)	 oxidase	 

producing	 and	 non-lactose	 fermentative	

properties.	 Accordingly,	 bacterial	 culture	

from	 637	 clinical	 specimens	 which	 were	

found	to	be	positive	for	those	two	criteria,	

were	included	for	an	accuracy	assessment	of	

the	latex	agglutination	test	in	comparison	to	

the	goal	standard	biochemical	identification	

method.	 Statistical	 analysis	 revealed	 that	 

a	 sign	 of	 melioidosis	 are	 able	 to	 be	 

detected	 in	 401	 hemoculture	 sample	 by	

the	latex	agglutination	with	100%	sensitivity,	

96.7%	specificity,	99.4%	positive-predictive	

value	and	100%	negative-predictive	value.	 

Moreover,	 melioidosis	 could	 be	 rapidly	

diagnosed	 for	 236	other	non-hemoculture	

samples	 with	 100%	 accuracy	 by	 latex	 

agglut inat ion	 test . 	 Timing	 for	 latex	 

agglutination	 test	 was	 found	 to	 be	 

significantly	shorter	than	that	of	the	standard 

method.	 Thus,	 it	 implied	 that	 this	 time- 

minimising	 test	 can	 serve	 as	 an	 effective	

alternative	tool	for	melioidosis	diagnosis.	

Key	 words:	 Melioidosis,	 Burkholderia  

pseudomallei,	 latex	 agglutination,	 sepsis,	

diagnosis
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โดยการใช้งาน	 latex	 agglutination	 test	 นั้น 

สามารถรายงานผลการติดเชื้อ	 Bp	 ได้เร็วขึ้นอย่าง

มีนัยส�าคัญ	 จากผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าการ 

คัดกรองและรายงานการวนิจิฉัยเชือ้	Bp	เบือ้งต้นด้วย

ชดุทดสอบ	latex	agglutination	test	ในงานบรกิาร

ประจ�าน้ันมีประสทิธภิาพและความถกูต้องสงู	อกีทัง้

ยังสามารถรายงานผลได้รวดเร็วขึ้นเมื่อเปรียบเทียบ

กบัการตรวจวนิิจฉยัโดยใช้วิธกีารเพาะเลีย้งและระบุ

ชนิดเชื้อก่อโรคด้วยวิธีทางชีวเคมีเพียงอย่างเดียว	
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Abstract
	 Previously,	 the	 incompetency	 to	

speed	up	the	diagnosis	process	of	melioidosis, 

a	 fetal	 infections	 cause	 by	 Burkholderia 

pseudomallei (Bp),	 consequently,	 lower	

down	 the	 survival	 rate	 of	 patients.	 Here,	

it	 is	 clearly	 demonstrated	 that	 the	 latex	

agglutination	test	can	serve	as	an	effective	

screening	method	for	melioidosis	diagnosis. 

To	 confirm	 its	 effectiveness	 in	 term	 of	 

sensitivity,	 specificity,	 positive-	 predictive	 

value,	 negative-predictive	 value	 and	 

accuracy	 by	 latex	 agglutination	 test,	 

specimen	 samples	 including	 blood,	 pus,	

sputum,	urine	and	body	fluid	were	collected	

from	Nakhon	Phanom	Hospital	in	northeast	

Thailand	 during	 October	 2015	 to	 August	

2017	 for	statistical	analysis.	Then,	bacteria	

were	cultured	from	the	hospital	collected	

specimens,	and	the	bacterial	colonies	were	

primarily	 screened	 for	 their	 (+)	 oxidase	 

producing	 and	 non-lactose	 fermentative	

properties.	 Accordingly,	 bacterial	 culture	

from	 637	 clinical	 specimens	 which	 were	

found	to	be	positive	for	those	two	criteria,	

were	included	for	an	accuracy	assessment	of	

the	latex	agglutination	test	in	comparison	to	

the	goal	standard	biochemical	identification	

method.	 Statistical	 analysis	 revealed	 that	 

a	 sign	 of	 melioidosis	 are	 able	 to	 be	 

detected	 in	 401	 hemoculture	 sample	 by	

the	latex	agglutination	with	100%	sensitivity,	

96.7%	specificity,	99.4%	positive-predictive	

value	and	100%	negative-predictive	value.	 

Moreover,	 melioidosis	 could	 be	 rapidly	

diagnosed	 for	 236	other	non-hemoculture	

samples	 with	 100%	 accuracy	 by	 latex	 

agglut inat ion	 test . 	 Timing	 for	 latex	 

agglutination	 test	 was	 found	 to	 be	 

significantly	shorter	than	that	of	the	standard 

method.	 Thus,	 it	 implied	 that	 this	 time- 

minimising	 test	 can	 serve	 as	 an	 effective	

alternative	tool	for	melioidosis	diagnosis.	

Key	 words:	 Melioidosis,	 Burkholderia  

pseudomallei,	 latex	 agglutination,	 sepsis,	

diagnosis
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บทน�ำ
	 	 Melioidosis	 เป็นโรคติดเชื้อท่ีอันตราย

ต่อชีวิต	 มีสาเหตุมาจากการติดเชื้อ	 Burkholderia 

pseudomallei	 (Bp)	 ซึ่งเป็นเชื้อแบคทีเรียแกรม

ลบที่พบได้ทั่วไปในดินและน�้า	 (1)	 โดยเฉพาะอย่าง

ยิ่งพื้นที่	 ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย

นั้นจัดเป็นพื้นท่ีที่มีการระบาดของโรคนี้สูงมากเป็น

อันดับต้นของโลก	(2)	โรค	melioidosis	นั้นสามารถ

พบได้ทัง้ประเภทการตดิเชือ้เฉพาะที	่เช่น	การตดิเชือ้ 

ที่ผิวหนัง,	 กระดูก,	 หรือการติดเชื้อท่ีปอด	 และยัง

สามารถพบการตดิเช้ือในกระแสเลอืด	(septicemia)	

ซึ่งเป็นประเภทที่มีอัตราการเสียชีวิตของผู้ป่วยสูง

ถึงมากกว่าร้อยละ	40	(3,	4)	ผู้ป่วยอาจมาด้วยอาการ 

ไข้สงูเพยีงอย่างเดยีว	อาจมไีข้สงู	ชอ็คจากการตดิเชือ้

ในกระแสเลือดโดยไม่มีอาการจ�าเพาะที่อวัยวะใดๆ 

หรือมีอาการปอดอักเสบติดเชื้อมีไข้ไอมีเสมหะ 

เจบ็หน้าอก	หรอือาจมเีนือ้ตายหรอืฝีหนองทีป่อดตบั

หรอืม้าม	ผูป่้วยมักมีอาการล้มเหลวของอวยัวะต่างๆ	 

จากการติดเช้ือ	 (multiple	 organ	 failure)	 และ 

เสียชีวิตในเวลาอันรวดเร็ว	 ด้วยลักษณะการแสดง

ทางคลินิกของโรคมีความหลากหลาย	 ไม่มีความ

จ�าเพาะ	 ท�าให้การวินิจฉัยโรคโดยอาศัยอาการทาง

คลินิกของผู้ป่วยท�าได้ยาก	 (5-7)	 ต้องใช้ผลการตรวจ

ทางห้องปฏิบัติการประกอบการวินิจฉัยโรค	แต่ด้วย 

ข้อจ�ากัดของการเพาะเลี้ยงและระบุพบเชื้อ	 Bp	 

ทีใ่ช้ในงานประจ�าของโรงพยาบาล	ต้องใช้เวลาในการ

รอผลนานถงึประมาน	72	ชัว่โมง	หรอืมากกว่านัน้	(8,	9) 

น�าไปสู่การรักษาผู้ป่วยที่ไม่เหมาะสม	 และท�าให้ 

ผู้ป่วยเสียชีวิตในที่สุด	(5-7)

	 การวินิจฉัยโรค	 melioidosis	 ทางห้อง

ปฏิบัติการอื่นๆ	โดยวิธี	indirect	hemagglutination 

assay	 หรือ	 IHA	 ที่ใช้ในงานบริการประจ�าของ 

โรงพยาบาล	ไม่เหมาะสมกบัการใช้งานในประเทศไทย

ที่มีการระบาดของเชื้อ	 Bp	 และเชื้ออื่นๆ	 ที่มีความ

ใกล้เคียงกัน	 ซ่ึงบุคคลทั่วไปได้มีการสัมผัสและ 

สร้างภูมิคุ้มกันที่ไม่จ�าเพาะมารบกวนการตรวจด้วย

วิธี	 IHA	 (10-12)	ส่วนการตรวจหาเชื้อ	Bp	ด้วยการใช้ 

polymerase	 chain	 reaction	 (PCR)	 หาส่วน

สารพันธุกรรมของเชื้อ	 (13),	 การย้อมสีเชื้อ	 Bp	 

ด้วยวิธี	 immunofluorescent	 assay	 (IFA)	 (14) 

และการตรวจหาเชื้อด ้วยวิธี 	 lateral	 flow	 

immunochromatography	 (15)	หรือจะเป็นการ

ตรวจหาแอนติบอดีของผู้ป่วยต่อเชื้อ	 Bp	 ด้วยวิธ ี

enzyme-linked	 immunosorbent	 assay 

(ELISA)	(16,	17),	immunochromatography	(16,	18,	19) 

หรือ	microarray	assay	 (20)	จ�าเป็นต้องอาศัยผู้ที่มี 

ประสบการณ์และจ�าเป็นต้องมีอุปกรณ์พิเศษในการ 

ทดสอบและแปลผล	

	 ชุดทดสอบตรวจหาเชื้อ 	 Bp	 ด ้วยวิธี	 

monoclonal	 antibody-based	 latex	 a 

gglutination	test	ทีไ่ด้ถกูพฒันาขึน้โดยมหาวทิยาลยั

มหิดล	 (21,	 22)	 มีข้อดี	 คือขั้นตอนในการทดสอบ 

ไม่ยุ่งยากไม่ต้องใช้อุปกรณ์พิเศษ	ใช้เวลาในการอ่าน

ปฏิกิริยาการทดสอบเพียง	2	นาที	ผู้วิจัยมีแนวคิดที่

จะน�าชุดทดสอบดังกล่าวมาประยุกต์ใช้งานร่วมกับ

ระบบงานบริการประจ�าวันในการตรวจวินิจฉัยระบุ

ชนิดเชื้อก่อโรคในสิ่งส่งตรวจมาใช้ส�าหรับตรวจคัด

กรองเชื้อ	 Bp	 ควบคู่กับการยืนยันผลการตรวจด้วย
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การเพาะเลีย้งและระบุชนดิเชือ้	(bacterial	culture 

and	 biochemical	 identification)	 เพื่อลด 

ระยะเวลารอคอยผลการวินิจฉัยระบุชนิดเชื้อ	

	 ในการศึกษานี้ผู ้ วิจัยได ้ท�าการศึกษา 

ย้อนหลงั	(retrospective	study)	โดยมวีตัถปุระสงค์

คือการประเมินเพื่อยืนยันประสิทธิภาพของ	 

latex	 agglutination	 test	 ส�าหรับตรวจคัดกรอง 

เชื้อ	 Bp	 เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานคือการ

ทดสอบระบุชนิดเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธีทางชีวเคม	ี 

โดยการรวบรวมข้อมลูการตรวจวนิจิฉยัชนดิเชือ้จาก 

โคโลนีประเภท	 Gram-negative	 non-lactose	

fermenter	 ที่ให้ผลบวกต่อการทดสอบ	 oxidase	

โดยศึกษาประสิทธิภาพด้านความถูกต้อง	 แม่นย�า 

ในการวนิจิฉยัชนดิเชือ้และระยะเวลาการรอผลตรวจ

วินิจฉัยเชื้อ	Bp

วิธีกำรศึกษำ
กำรคัดเลือกข้อมูลและกลุ่มตัวอย่ำง

	 ข้อมูลทีใ่ช้ในการศกึษาคอืผลการเพาะเลีย้ง 

และระบุ เช้ือในกลุ ่มผู ้ป ่ วยที่ รับการรักษาใน 

โรงพยาบาลนครพนมทีม่อีาการสงสยัว่ามกีารตดิเชือ้

แบคทีเรียและเก็บสิ่งส่งตรวจเพื่อเพาะเชื้อ	 ตั้งแต่

เดือนตุลาคม	 พ.ศ.	 2558	 ถึง	 เดือนสิงหาคม	 พ.ศ.

2560	 โดยแบ่งกลุ่มข้อมูลตามชนิดสิ่งส่งตรวจและ

ขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์	 ท่ีต่างกันได้แก่	 กลุ่ม

ข้อมูลตัวอย่างจาก	hemoculture	ที่ตัวอย่างเลือด 

ผูป่้วย	(ผูใ้หญ่	10	ml,	เดก็	0.5-4	ml)	จะถกูใส่ในขวด

ส�าหรบัเคร่ืองเล้ียงเชือ้อตัโนมตั	ิBACTEC	FX	Blood	

Culture	 System	 (BD	 Diagnostic	 Systems, 

ประเทศอเมริกา)	และกลุ่มข้อมูลตัวอย่างประเภทอื่นๆ 

(other	 specimens)	 ได้แก่	 ตัวอย่างหนอง	 (pus),	

เสมหะ	(sputum),	ปัสสาวะ	(urine),	และของเหลว

จากร่างกาย	 (body	fluid)	ซึ่งตัวอย่างกลุ่มนี้จะถูก

จดัการและเพาะเลีย้งเชือ้โดยบคุลากรของห้องปฏบัิติ

การทางการแพทย์	

	 เพื่อยืนยันแนวทางการคัดกรองเชื้อ	 BP	

เบื้องต้นโดยใช้การย้อมสีแกรมและการทดสอบ	

oxidase	นั้น	มีความเหมาะสม	ที่จะน�ามาใช้ร่วมกับ 

latex	 agglutination	 จึงได้แบ่งกลุ ่มตัวอย่าง 

ตามชนิดของเชื้อแบคทีเรียที่ตรวจพบจากการ 

เพาะเชือ้และระบชุนดิเชือ้	(bacterial	culture	and	 

biochemical	identification)	ออกเป็น	2	กลุ่ม	คือ

กลุ่ม	melioidosis	และ	กลุ่ม	non-melioidosis	โดย

กลุ่ม	melioidosis	 คือ	 กลุ่มที่ผลการตรวจวินิจฉัย

ทางห้องปฏิบัติการด้วยการเพาะเลี้ยงเป็นเชื้อ	 Bp	

ส่วนกลุ่ม	 non-melioidosis	 คือกลุ่มที่ผลเพาะเชื้อ

เป็นเชื้อชนิดอื่นๆ	

	 ในการศึกษานี้ผู ้วิจัยได้น�าเสนอแนวทาง

ใหม่ในการตรวจวินิจฉัยผู้ป่วยติดเชื้อ	Bp	โดยใช้การ

ทดสอบด้วย	 latex	 agglutination	 test	 (ในการ 

คัดกรองเชื้อแบคทีเรียที่ต้องสงสัยควบคู ่กับการ

ยืนยันผลการตรวจด้วยการเพาะเลี้ยงและระบุ

ชนิดเชื้อ	 (bacterial	 culture	 and	biochemical	 

identification)	 ซึ่งถือเป็นวิธี	 gold	 standard	 

โดยมีขั้นตอนในการให้บริการแสดงใน	ภำพที่	 1 

โดยตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วยจะน�ามาตรวจหาการ

เจริญของเชื้อด้วยเครื่อง	 hemoculture	 อัตโนมัติ	

เมื่อเครื่องตรวจพบสัญญาณการเจริญของเช้ือแล้ว

ตัวอย่างรายน้ันๆ	จะถูกน�ามาเพาะเล้ียงเชือ้ท่ีอณุหภมู ิ

35	 oc	 เป็นเวลา	 18-24	 ชั่วโมง	 เพื่อใช้ในการระบุ

ชนดิของเชือ้ต่อไป	แต่ถ้าหากไม่มสัีญญาณการเจริญ
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ของเชื้อภายในระยะเวลา	 5	 วัน	 ตัวอย่างรายนั้น 
จะถูกรายงานผลเป็นผลลบ	 (culture	 negative)	
ในขณะที่ตัวอย่างประเภทอื่นๆ	ได้แก่	หนอง	(pus),	
เสมหะ	(sputum),	ปัสสาวะ	(urine),	และของเหลว
จากร่างกาย	 (body	 fluid)	 น้ันจะถูกน�าไปเพาะ
เล้ียงหาเช้ือก่อโรคที่อุณหภูมิ	 35	 oc	 เป็นเวลา	 
18-24	ชัว่โมง	เช่นกนั	เมือ่ได้โคโลนีของเช้ือแบคทีเรยี
แล้วก็จะท�าการทดสอบ	 oxidase	 test	 จากโคโลนี
ประเภท	 non-lactose	 fermenter	 เพื่อคัดกรอง
ตัวอย่างที่มีโอกาสเป็นเช้ือ	 Bp	 โดยตัวอย่างท่ีให้ 
ผลลบจะถูกน�าออกจากการวิเคราะห์ของการศึกษา	

และตัวอย่างที่ให้ผลบวกจะถูกน�าไปทดสอบด้วย
ชุดทดสอบ	 latex	 agglutination	 รายที่ให้ผลบวก
ด้วยวิธีนี้จะถูกรายงานเบื้องต้นไปยังแพทย์ผู้รักษา	
(primary	 report)	 เพื่อเป็นข้อมูลประกอบการ
ตัดสินใจรักษาผู้ป่วยของแพทย์ว่าน่าจะเป็นผู้ป่วย	 
melioidosis	 แต่อย่างไรก็ตามโคโลนีเชื้อแบคทีเรีย
ท่ีพบในตัวอย่างคนไข้ท้ังหมดนั้นจะต้องทดสอบ
ทางชีวเคมี เพื่อระบุชนิดเชื้อ	 (biochemical	 
identification)	 จนกระทั่งให้ได้ผลรายงานสุดท้าย	
(final	report)

ชุดน�้ำยำ	latex	agglutination	test
	 ชุดน�้ายา	 latex	agglutination	 test	ที่ใช้ 
ในการตรวจหาเชื้อ	 Bp	 ด้วยวิธี	 monoclonal	 
antibody-based	 latex	 agglutination	 test	 
ที่ได้ถูกพัฒนาขึ้นโดยมหาวิทยาลัยมหิดล	 (21,	 22)  
ได้รับความอนุเคราะห์จากคณะเวชศาสตร์เขตร้อน	 

มหาวิทยาลัยมหิดล	 โดยความไว	 (sensitivity)	 
ทีร่ะบไุว้ในเอกสารก�ากบัชดุทดสอบ	เท่ากบั	98.7%	, 
ความจ�าเพาะ(specificity)	 100%	ทดสอบโดยการ
หยดน�้ายา	 5-10	 ไมโครลิตร	 ลงบนแผ่นสไลด์แก้ว	
จากนั้นใช้ไม้เขี่ยเอาโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียมา
ผสมกับน�้ายาที่หยดไว้	 ผสมเชื้อกับน�้ายาให้เข้ากัน 

ภำพที่	1	แผนภาพแสดงวิธีการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างจากผู้ป่วยเพื่อวินิจฉัยโรค	melioidosis
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ผลกำรศึกษำ
	 จากวิธีการข้างต้นที่ได ้น�ามาให้บริการ 

ในเขตจังหวัดนครพนม	ผู้วิจัยได้สืบค้นข้อมูลผลการ

ตรวจของผู้ป่วยตั้งแต่ช่วงเดือนตุลาคม	พ.ศ.2558	

ถึงเดือนสิงหาคม	 พ.ศ.2560	 ที่เป็นผู้ป่วยที่ตรวจ

พบเชื้อแบคทีเรียแกรมลบประเภท	 non-lactose	 

fermenter	 ที่สร้าง	 oxidase	 ได้	 จ�านวนทั้งสิ้น		 

637	ราย	โดยมีรายละเอียดดังแสดงใน	ตำรำงที่	1 

แบ่งเป็นผู้ป่วย	melioidosis	 ทั้งหมด	 544	 ราย	 

ประกอบด ้วย	 ผู ้ป ่ วยติดเชื้ อในกระแสเลือด	 

(septicemia)	 ซึ่ ง เป ็นข ้อมูลจากการบริการ	

hemoculture	 จ�านวน	 343	 ราย	 (63.1%)	 และ

ผู้ป่วยท่ีพบเชื้อ	 Bp	 จากตัวอย่างอื่นๆ	 จ�านวน	

201	 ราย	 (36.9%)	 และตัวอย่างที่พบเชื้ออื่นๆที่

ไม่ใช่	 Bp	 (non-melioidosis)	 ท้ังหมด	 93	 ราย 

ประกอบด้วยผู้ป่วยติดเชื้อในกระแสเลือด	 (sepsis)	

จ�านวน	 58	 ราย	 (62.4%)	 และจากตัวอย่างอื่นๆ

(other	 specimens)	 จ�านวน	 35	 ราย	 (37.6%)	

(Aeromonas	 spp.	 49	 ตัวอย่าง,	 Plesiomonas	

spp.	 4	 ตัวอย่าง,	 Achromobacter	 spp.	 12	

ตัวอย่าง,	 Chryseomonas	 spp.	 3	 ตัวอย่าง,	 

Agrobacterium	 radiobacter	 4	 ตัวอย่าง,	 

Burkholderia	 cepacia	 20	 ตัวอย ่าง	 หรือ	 

Pseudomonas	stutzeri	1	ตัวอย่าง)

โดยการเขี่ยเป็นวงกลมและขยับหมุนสไลด์ไปมา	

(rotate)	 รอดูผลที่อุณหภูมิห้องประมาณ	 2	 นาที	 

ผลบวกจะเห็นเป็นตะกอนสีขาวลอยอยู่ในน�้ายาใส	

ในขณะที่ผลลบจะไม่เห็นการตกตะกอนและน�้ายา

ยังคงเป็นสีขาวขุ่นเช่นเดิม

กำรวเิครำะห์ข้อมลูและกำรทดสอบทำงสถติิ
	 ประสทิธภิาพการตรวจวนิจิฉยัเชือ้	Bp	ด้วย 

latex	 agglutination	 test	 เปรียบเทียบกับการ

เพาะเลี้ยงและระบุชนิดเช้ือด้วยวิธีทางชีวเคม	ี

วเิคราะห์และน�าเสนอด้วย	sensitivity,	specificity,	 

positive-predictive	value,	negative-predictive 

value	 และ	 accuracy	 (23)	 การวิเคราะห์ช่วงเวลา

การรอผลตรวจวินิจฉัยเชื้อ	 Bp	 นับตั้งแต่เวลาที่

รับตัวอย่างเข้าสู ่ระบบห้องปฏิบัติการทางการ

แพทย์ไปจนถึงเวลาที่ลงบันทึกผลการทดสอบ 

ด้วยวธิ	ีlatex	agglutination	test	(primary	report)	

หรือการทดสอบระบุชนิดเชื้อด้วยวิธี	biochemical	 

identification	 (final	 report)	 วิเคราะห์น�าเสนอ

เป็นชั่วโมง	

	 ใช้สถิติ	 Mann-Whitney	U	 test	 ในการ

เปรียบเทียบข้อมูลที่มาจากคนละกลุ่มตัวอย่าง 

ที่ไม่เกี่ยวข้องกัน	 (independent	 sample)	 หรือ	

Wilcoxon	test	ส�าหรับข้อมูลที่มาจากกลุ่มตัวอย่าง

รายเดียวกัน	(dependent	sample)	การวิเคราะห์

ช่วงเวลาการรอผลตรวจวินิจฉัยเชื้อน�าเสนอเป็นค่า

มัธยฐาน	 (median)	 และค่าพิสัย	 (interquartile)	 

จากนั้นเปรียบเทียบผลในท้ังสองกลุ ่มด้วยสถิติ	

ก�าหนดค่า	p-value	 ที่น้อยกว่า	 0.05	 ถือว่าข้อมูล 

มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ
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ตำรำงที่	1		ลกัษณะของตวัอย่างจากผูป่้วยท่ีตรวจพบเชือ้แบคทเีรยีและได้รบัการทดสอบ	latex	agglutination	 

	 test	โดยเก็บรวบรวมข้อมูลระหว่างเดือนตุลาคม	พ.ศ.	2558	ถึง	เดือนสิงหาคม	พ.ศ.	2560

Median	(IQR)

Melioidosis	(n	=	544) Non-melioidosis	(n	=	93)

อายุ,	ปี	(median,	IQR) 52	(44-63) 53	(31-72)

เพศ,	n	(%)

ชาย 343	(63.1) 69	(74.2)

หญิง 201	(36.9) 24	(25.8)

ประเภทผู้ป่วย,	n	(%)

Sepsis/hemoculture 343	(63.1) 58	(62.4)

Other	specimens 201	(36.9) 35	(37.6)

Pus 89 (44.3) 17 (48.6)

Sputum 77 (38.3) 12 (34.3)

Urine 25 (12.4) 2 (5.7)

Body Fluid 10 (5.0) 4 (11.4)

IQR,	interquartile	range	

ตัวอักษรเอียงแสดงถึงจ�านวนผู้ป่วย	(%)	ในแต่ละกลุ่มประชากรย่อย

	 จากนั้นผู ้วิจัยได้วิเคราะห์ประสิทธิภาพ 

การตรวจวนิจิฉยัเชือ้	Bp	โดยวธิ	ีlatex	agglutination 

test	เปรยีบเทยีบกบัการเพาะเลีย้งและระบุชนดิเชือ้ 

ซึ่งผู ้วิจัยได้ใช้ข้อมูลจาก	 637	 ตัวอย่าง	 ผลการ

วเิคราะห์แสดงใน	ตำรำงที	่2	พบว่าการใช้งาน	latex	

agglutination	test	เพือ่ช่วยในการตรวจวนิจิฉยัเชือ้	

Bp	 ในตัวอย่างประเภทอ่ืนๆ	 (other	 specimens)	

นั้นให้ผลถูกต้องอย่างสมบูรณ์	 100%	 ในกรณีการ

ใช้งานในตัวอย่างของผู้ป่วยติดเชื้อในกระแสเลือด	

(sepsis)	 นั้นพบว่ามีความไว	 (sensitivity)	 และ 

ค่าการท�านายผลลบ	(negative	predictive	value,	

NPV)	ที่	100%	แต่ในการศึกษานี้พบผลบวกปลอม

ในผู้ป่วยติดเชื้อ	Achromobacter spp.	1	ตัวอย่าง	

และ	 Chryseomonas spp.	 1	 ตัวอย่าง	 ท�าให้ 

ค่าความจ�าเพาะ	(specificity)	และค่าการท�านายผล

บวก	 (positive	predictive	value,	PPV)	 ได้อยู่ที่ 

96.7%	และ	99.4%	ตามล�าดับ	กล่าวโดยรวมแล้ว

ค่าความถูกต้อง	 (accuracy)	 ของการตรวจวินิจฉัย

เชื้อ	 Bp	 โดยวิธี	 latex	 agglutination	 test	 นั้น 

อยู่ที่	99.5%	
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ตำรำงที่	2	 ประสิทธิภาพการวินิจฉัยเชื้อ	 Bp	 ด้วยชุดทดสอบ	 วิธี	 latex	 agglutination	 เปรียบเทียบกับ 

	 วิธีการทดสอบทางชีวเคมี

Total	
sample
n=637

Samples	
with	

culture	
positive	
for	Bp

%Sensitivity
(95%CI)

%Specificity
(95%CI)	

%Positive
predictive
value	(PPV)

(95%CI)	

%Negative	
predictive	
value	(NPV)

(95%CI)	

%Accuracy

Hemoculture 401 343 100	
(98.9-100)

96.7	
(88.5-99.6)

99.4	
(97.9-99.9)

100	
(93.8-100)

99.5

Other	
specimens

236 201 100	
(98.2-100)

100	
(90-100)

100	
(98.2-100)

100	
(90-100)

100

	 นอกจากนี้	 ผู้วิจัยยังได้วิเคราะห์ความแตก
ต่างของช่วงระยะเวลาการรอผลระหว่างระยะเวลา 
ที่ใช้ในการรอการรายงานผลเบ้ืองต้น	 (primary	
report)	 ด้วยการทดสอบ	 latex	 agglutination	
test	 เปรียบเทียบกับระยะเวลาท่ีรอการรายงานผล
สุดท้าย	(final	report)	ด้วยการทดสอบการเพาะเลีย้ง 
และระบุชนิดเชื้อ	 (Bacterial	 culture	 and	 

biochemical	identification)	ดงัแสดงใน	ตำรำงที	่3 
พบว่า	การรายงานผลเบือ้งต้นด้วยการทดสอบ	latex	
agglutination	test	ไปยังแพทย์ผู้รักษานั้นสามารถ
ท�าได้ที่ประมาณ	44.5	ชั่วโมง	ในขณะที่การรายงาน
ผลสุดท้ายด้วยวิธีทางชีวเคมีไปยังแพทย์ผู้รักษานั้น
สามารถท�าได้ที่ประมาณ	71.2	ชั่วโมง	ซึ่งเป็นระยะ
เวลาที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญ

ตำรำงที่	 3	 การเปรียบเทียบระยะเวลาการรอผลการทดสอบระหว่างวิธี	 latex	 agglutination	 test	 กับ	 

วิธีการเพาะเลี้ยงและระบุชนิดเชื้อแบคทีเรีย(การทดสอบทางชีวเคมี)

Median	(IQR)	ของระยะเวลาการรอผลการทดสอบ	(ชั่วโมง)

Latex	agglutination	

test

Bacterial	culture	and	bio-

chemical	identification

p-value

ตัวอย่างจากผู้ป่วยทั้งหมด	(n	=	637) 44.5	(36.6-58.8) 71.2	(64.2-84.5) <0.001

Hemoculture	(n	=	401) 45.5	(42.3-63.4) 72.4	(68.1-90.1) <0.001

Melioidosis	(n	=	343) 45.3	(42.4-61.5) 72.3	(68.1-88.5) <0.001

Non-melioidosis	(n	=	58) 61.3	(41.5-92.2) 86.3	(67.3-117.9) <0.001

Other	specimens	(n	=	236) 43.2	(23.4-47.3) 68.5	(50.1-73.2) <0.001

Melioidosis	(n	=	201) 42.7	(23.3-47.1) 67.5	(49.6-72.8) <0.001

Non-melioidosis	(n	=	35) 44.4	(23.5-49.5) 70.4	(52.7-79.9) <0.001
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	 ตัวอย่างที่พบผลบวกต่อเชื้อ	 Bp	 ด้วยวิธี	

latex	agglutination	test	จากตวัอย่างผูป่้วยตดิเชือ้

ในกระแสเลือด	(septicemic	melioidosis)	จ�านวน

ทั้งหมด	 343	 ราย	 ท่ีรายงานผลการทดสอบภายใน	 

48	 ชั่วโมง	 มีจ�านวน	 212	 ราย	 คิดเป็น	 61.8%	 

ในขณะที่ตัวอย่างผู้ป่วยติดเชื้อบริเวณอื่นๆ	 (other	

melioidosis)	 จ�านวนท้ังหมด	 201	 ราย	 มีจ�านวน

ตัวอย่างที่รายงานผลการทดสอบภายใน	48	ชั่วโมง

อยู่	170	ราย	คิดเป็น	84.6%

สรุปและวิจำรณ์
	 จากผลการศึกษาสะท้อนให้เห็นว่าในพื้นที่

ระบาดของเชื้อ	Bp	นั้น	85.4%	(544/637)	ของเชื้อ

แบคทเีรียแกรมลบประเภท	non-lactose	fermenter 

ที่สร้าง	 oxidase	 ได้นั้นเป็นผู้ป่วย	melioidosis	 

ดังนั้น	 การน�าชุดทดสอบท่ีสามารถช่วยให้แพทย์ 

ผู้รักษาสามารถวินิจฉัยโรค	melioidosis	 เบื้องต้น

ได้รวดเร็วขึ้นเพื่อการรักษาผู้ป่วยอย่างถูกต้องและ

จ�าเพาะจึงนับเป็นการลงทนุทีคุ่ม้ค่าแก่ชวีติของผูป่้วย

 โ ด ย จ า ก ก า ร ศึ ก ษ า วิ จั ย เ พื่ อ ยื น ยั น 

ประสิท ธิภาพชุดทดสอบครั้ งนี้ที่ เปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพการตรวจวินิจฉัยเชื้อ	 Bp	 ระหว่างวิธี	 

latex	agglutination	test	กับวิธีการเพาะเลี้ยงและ

ระบุชนิดเชื้อแบคทีเรีย	 (bacterial	 culture	 and	 

biochemical	 identification)	 ในตัวอย่างสิ่ง 

ส่งตรวจจากผูป่้วยทีเ่ข้ารกัษาในเขตจงัหวดันครพนม	

โดยเกบ็ข้อมูลการให้บรกิารย้อนหลงัตัง้แต่ช่วงเดอืน

ตลุาคม	พ.ศ.	2558	ไปจนถงึเดอืนสงิหาคม	พ.ศ.	2560	 

พบว่าวธิ	ีlatex	agglutination	test	น้ันมคีวามถูกต้อง 

ในการตรวจหาเชื้อ	Bp	ที่	99.5%	และ	100%	เมื่อใช้

กบัสิง่ส่งตรวจทีม่าจาก	hemoculture	และตวัอย่าง

ประเภทอื่นๆ	 ตามล�าดับ	 ทั้งนี้	 การตรวจวิเคราะห์

ด้วยวิธี	 latex	 agglutination	 test	 นั้นสามารถ

รายงานผลไปยังแพทย์ผู้รักษาได้ที่ประมาณ	 44.5	

ชั่วโมง	ในขณะที่วิธี	biochemical	 identification	

รอผล	71.2	ชั่วโมง	หลังการรับตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ

	 จากรายงานการประเมินประสิทธิภาพการ

ใช้งานอุปกรณ์ท่ีใช้ในการคดักรองผู้ป่วย	melioidosis 

อย่างวิธี	indirect	hemagglutination	assay	หรือ	

IHA	ที่ใช้ในงานบริการประจ�าของโรงพยาบาลต่างๆ	

พบว่าวิธี	 IHA	นั้นมีความไวในการแยกผู้ป่วยติดเชื้อ	

Bp	 ออกจากผู้ที่ไม่ได้ติดเชื้อในพื้นที่ภาคตะวันออก

เฉียงเหนือของประเทศไทยได้เพียง	 69.5%	 และ 

มีความไวเพียง	67.6%	(12)	ถึงแม้ว่าการทดสอบ	IHA	

และแปลผลบวกโดยใช้ค่า	 antibody	 titer	≥	160 

นั้นสามารถรายงานผลได้อย่างรวดเร็ว	 แต่ด้วย 

ความน่าเชื่อถือที่ค่อนข้างน้อยเมื่อน�ามาใช้ในพื้นที่

ที่มีการระบาดสูง	 จึงท�าให้	 IHA	 นั้นมีประโยชน์ต่อ

การตัดสินใจของแพทย์ผู้รักษาน้อยเช่นกัน	 (12,	 24) 

และถ้าหากแปลผลโดยดูการเพิ่มขึ้นของ	antibody	

titer	แบบ	four-fold	rising	นั้นก็จ�าเป็นต้องรอผล

นานยิง่กว่าการรอผลการเพาะเลีย้งและระบชุนดิเชือ้

ในตัวอย่าง	 (24)	และถึงแม้ว่าจะมีการพัฒนาอุปกรณ์

ชนิดอื่นขึ้นมาโดยอาศัยหลักการอื่น 	เช่น	 PCR	(13), 

IFA	(14),		ELISA	(16,17)		หรอื	microarray	assay	20		หรอื	

microarray	assay	(20)		แต่วิธีการทดสอบและใช้งาน

อปุกรณ์ดังกล่าวจ�าเป็นต้องอาศยัผู้ทีม่ปีระสบการณ์

และจ�าเป็นต้องมีอุปกรณ์พิเศษในการทดสอบและ 

แปลผล	 ดังนั้น	 วิธี	 latex	 agglutination	 test	 

จึงเป็นวิธีท่ีเหมาะสมส�าหรับการน�ามาใช้งานจริง 

กับงานบริการประจ�าวันตามโรงพยาบาล

	 ทั้งนี้	 การที่สามารถรายงานผลการตรวจ

ทางห้องปฏิบัติการได้เร็วกว่าวิธีการเพาะเล้ียงและ

ระบุชนิดเชื้อแบคทีเรียถึงประมาณ	 26.7	 ชั่วโมงนี้
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สามารถช่วยให้แพทย์ผู้รักษาผู้ป่วย	melioidosis	 

ได้อย่างทันท่วงที	ซึ่งจากการศึกษาที่ผ่านมารายงาน

ว่าผู้ป่วย	 melioidosis	 นั้นควรได้รับการรักษาที่

เหมาะสมภายในระยะเวลา	48	ชั่วโมง	ก่อนที่อาการ

ของผู้ป่วยจะไม่สามารถกู้คืนกลับมาได้	 (1,	 25)	ซึ่งจะ

เห็นได้จากการศึกษาว่าการตรวจวินิจฉัยด้วยวิธีการ

เพาะเลี้ยงและระบุชนิดเชื้อแบคทีเรียนั้นแทบจะ 

ไม่สามารถรายงานผลได้ทันภายใน	 48	 ชั่วโมง	 

โดยค่าต�่าสุดของ	 interquartile	 range	 ท่ีแสดงใน 

ตำรำงที่	3	นั้นอยู่ที่	49.6-68.1	ชั่วโมง	และค่าสูงสุด

ของ	interquartile	range	อยู่ที่	72.8-117.9	ชั่วโมง	

และโดยเฉพาะอย่างยิ่งผู้ป่วยติดเชื้อ	 Bp	 ในกระแส

เลือดที่สามารถเสียชีวิตได้ภายใน	 24-48	 ชั่วโมง	 

ขึ้นอยู ่กับปริมาณเชื้อ	 Bp	 ในกระแสเลือด	 (26)  

ยิง่ต้องการการตรวจวนิจิฉยัและการรกัษาทีทั่นท่วงที

เป็นพเิศษ	ซึง่การทดสอบด้วย	latex	agglutination	

test	 สามารถรายงานผลได้เกือบจะทันทีที่สามารถ

เพาะโคโลนีเชื้อแบคทีเรียได้	 โดยส่วนใหญ่สามารถ

รายงานผลบวก	Bp	 ในผู้ป่วยติดเชื้อในกระแสเลือด

ได้ที่ประมาณ	45.3	ชั่วโมง	โดยมีช่วง	interquartile	

range	 อยู่ที่	 42.4-61.5	 ชั่วโมง	 โดยมีสัดส่วนของ

ตัวอย่างผู้ป่วยติดเชื้อในกระแสเลือดที่ทราบผลบวก

ต่อ	Bp	ด้วยวิธี	latex	agglutination	test	ภายใน	

48	ชั่วโมง	อยู่ถึง	212	ตัวอย่าง	หรือคิดเป็น	61.8	%	

ของตัวอย่างจ�านวน	343	ตัวอย่าง	

	 สุดท ้ายนี้ผู ้ วิจัยคาดหวังว ่าการเสนอ 

แนวทางใหม่ในการตรวจวนิจิฉยัผูป่้วย	melioidosis 

ดังที่แสดงใน	 ภำพที่	 1	 จะสามารถเป็นแนวทาง

ส�าหรับการน�าไปใช้ประโยชน์ในงานบริการประจ�า

ให้แก่สถาบันพยาบาลอื่นๆได้	 ซึ่งการรายงานเบื้อง

ต้นจากผลการทดสอบ	 latex	 agglutination	 test	 

ที่มีความถูกต้องและน่าเชื่อถือสูงนี้ไปยังแพทย์ 

ผู้รักษา	 อาจส่งผลให้แพทย์ตัดสินใจรักษาผู้ป่วย 

ได้อย่างรวดเร็วและทันท่วงที	 แต่อย่างไรก็ตามจาก 

ผลการศึกษาคร้ังนี้พบผลบวกปลอมในผู้ป่วยติดเชื้อ 

Achromobacter	 spp.	 1	 ตัวอย ่าง	 และ	 

Chryseomonas	spp.	1	ตัวอย่าง	ผลการตรวจยนืยนั

ด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงและระบุชนิดเชื้อแบคทีเรีย

โดยการทดสอบทางชีวเคมีและการทดสอบ	 drug	

susceptibility	 test	 ก็ยังคงจ�าเป็นต้องกระท�าเพื่อ

ความมั่นใจในการรักษาผู้ป่วยต่อไป	 โดยการสื่อสาร

ให้ข้อมูลถึงข้อจ�ากัดของชุดทดสอบแก่แพทย์เป็นสิ่ง

ส�าคญัทีห้่องปฏบิติัการทางการแพทย์ต้องด�าเนนิการ

ในการน�าแนวทางดังกล่าวไปสู่การปฏิบัติ
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