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ABSTRACT 

        Penicillium marneffei is the only thermally dimorphic species in genus 

Penicillium that can cause disseminated mycosis called penicilliosis marneffei.  The 

conventional diagnosis of P. marneffei infection relies on the direct culture of fungus 

from clinical specimens by identification of its morphology and thermal dimorphism.  

This method is often time-consuming which effects on delayed treatment in patients.  

To solve this problem, monoclonal antibody 4D1 (MAb 4D1) against 60-100 kDa of 

cytoplasmic yeast antigen (CYA) of P. marneffei by Western blot analysis was 

incorporated to develop an inhibition enzyme-linked immunosorbent assay (inh-

ELISA).  The test has been proved to be useful for the detection of antigenemia in all 

45 (100%) patients infected with P. marneffei, with a mean antigen concentration of 

4.2 µg/ml.  No cross-reactivity in this assay was found in all 44 patients with other 

fungal infections such as Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans and 



v 

 

Candida albicans and 44 patients with bacterial infections such as Mycobacterium 

tuberculosis and Streptococcus suis.  This method was also negative in 31 HIV 

positive patients without any fungal infections and 113 healthy controls in endemic 

areas.  To investigate the potential of the inh-ELISA, 12 patients in the placebo group 

with relapses of P. marneffei infection (without antifungal treatment) were monitored 

at regular intervals of 1 month for 6-9 months.  The results have shown an increase of 

antigen concentrations in 7 patients that P. marneffei was recovered from their blood 

culture.  In contrast, the antigenemia of the other 5 relapses was decreased although 

P. marneffei was isolated from blood culture.  Therefore, the inh-ELISA assay was 

successful to provide a novel method in the diagnosis of penicilliosis marneffei and 

standardized quantitative assay for the detection of P. marneffei antigen 

concentrations.  In conclusion, the inh-ELISA assay has been proved to be useful not 

only for diagnostic purposes but also as a tool to evaluate the fungal burden during 

treatment.  
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บทคัดย่อ 

              Penicillium marneffei เป็นเช้ือราสองรูปเพียงสปีชีส์เดียวในสุกล Penicillium ท่ีเป็นสาเหตุ 

ของโรค penicilliosis marneffei ซ่ึงเป็นการติดเช้ือแบบแพร่กระจายทัว่ร่างกาย ปัจจุบนัการวินิจฉยัโรค

ติดเช้ือรา P. marneffei อาศยัวิธีการเพาะเล้ียงเช้ือจากส่ิงส่งตรวจ โดยดูลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและ

การเปล่ียนรูปตามอุณหภูมิ ซ่ึงเป็นวิธีท่ีใช้ระยะเวลานานอาจท าให้ผูป่้วยไดรั้บการรักษาช้า ดงันั้นใน

การศึกษาคร้ังน้ีจึงได้พัฒนาการตรวจโดยวิธี inhibition-enzyme linked immunosorbent assay (inh-

ELISA) เพื่อใช้ในการตรวจหาระดบัแอนติเจนของเช้ือ P. marneffei ในซีร่ัมของผูป่้วย โดยการใช้โม

โนโคลนอลแอนติบอดีชนิด 4D1 ท่ีมีความจ าเพาะต่อ cytoplasmic yeast antigen (CYA) ของเช้ือ          

P. marneffei ท่ีมีขนาด 60 ถึง 100 กิโลดลัตนัโดยการศึกษาดว้ยวิธี Western blot เม่ือน าวิธี inh-ELISA 

มาตรวจวดัปริมาณความเขม้ขน้ของแอนติเจนในซีร่ัมของผูป่้วยท่ีติดเช้ือ P. marneffei จ  านวน 45 ราย มี

ปริมาณแอนติเจนในซีร่ัมเฉล่ียเท่ากบั 4.2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากน้ียงัไดท้  าการทดสอบการ

เกิดปฏิกิริยาขา้มกลุ่มกบัซีร่ัมของผูป่้วยท่ีติดเช้ือราอ่ืนๆ จ านวน 44 ราย เช่นเช้ือ Aspergillus fumigatus, 

Cryptococcus neoformans และ Candida albicans รวมทั้งซีร่ัมของผูป่้วยท่ีติดเช้ือแบคทีเรียจ านวน 44 

ราย เช่น Mycobacterium tuberculosis และ Streptococcus suis, ซีร่ัมของผูป่้วยทีให้ผลบวกต่อเช้ือ เอช 

ไอ ว ีท่ีไม่ติดเช้ือราใดๆ จ านวน 31 ราย และซีร่ัมของคนท่ีมีสุขภาพดีท่ีอาศยัอยูใ่นแหล่งระบาดของเช้ือ
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จ านวน 113 ราย พบวา่ไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกลุ่มกบัซีร่ัมดงักล่าว จากการศึกษาดว้ยวิธี inh-ELISA พบ

ผูป่้วยจ านวน 12 ราย ท่ีมีการกลบัมาเป็นโรค penicilliosis marneffei อีก ซ่ึงผูป่้วยกลุ่มน้ีไม่ได้รับการ

รักษาดว้ยยาตา้นเช้ือรา และไดรั้บการตรวจทุกเดือนเป็นเวลา 6 ถึง 9 เดือน ผลจากการศึกษาพบผูป่้วย

จ านวน 7 ราย มีระดบัแอนติเจนในซีร่ัมสูงข้ึนอย่างต่อเน่ือง และสามารถตรวจพบเช้ือรา P. marneffei 

จากการเพาะเล้ียงเช้ือ ในทางตรงกนัขา้มผูป่้วยท่ีเหลืออีกจ านวน 5 ราย มีระดบัแอนติเจนในซีร่ัมลดลง 

ดงันั้นการพฒันาวิธี inh-ELISA ร่วมกบัการใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด 4D1 ท่ีมีความจ าเพาะต่อ

แอนติเจนของเช้ือ P. marneffei แสดงให้ เห็นถึงประโยชน์ส าหรับการวินิจฉัย โรค penicilliosis 

marneffei ไดอ้ยา่งรวดเร็ว รวมทั้งสามารถตรวจวดัปริมาณความเขม้ขน้ของแอนติเจนในซีร่ัมของผูป่้วย

ได ้ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ในการติดตามรักษาในผูป่้วยต่อไป ดงันั้นจึงสรุปว่าวิธี inh-ELISA ไดพ้ิสูจน์

แล้วว่าไม่เพียงแต่มีประโยชน์ส าหรับการวินิจฉัยโรค penicilliosis marneffei ยงัเป็นเคร่ืองมือในการ

ตรวจวดัระดบัแอนติเจนในซีร่ัมระหวา่งการรักษาได ้


