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บทที่ 3

ผลการทดลอง

3.1 การพฒันาวิธีการตรวจ
3.1.1 วิธี ELISA

3.1.1.1 การสุมเลือกสภาวะตางๆ เพื่อทดสอบระบบ
จากการสุมเลือกเจือจางแอนติเจนทั้งสามชนิดไดแก HEA SA และ DEA ที่ 1:500 และ

เจือจางคอนจูเกตทั้งชนิด IgM และ IgG เปน 1:2,000 แลวท ําการทดสอบ พบวาตัวควบคุมบวก 
(PC) มคีาการดูดกลืนแสง (optical density : OD) สูงกวาตัวควบคุมลบ (NC) ในทกุแอนติเจน
และคอนจูเกต ดังแสดงในตาราง 7

ตาราง 7   คาการดูดกลืนแสงของการทดสอบเมื่อสุมเลือกเจือจางแอนติเจน HEA SA และ DEA 
เปน 1:500 และเจือจางคอนจูเกตชนิด IgM และ IgG เปน 1:2,000

คาการดูดกลืนแสงเฉลี่ย*
แอนติเจน ตัวควบคุม

IgM IgG

PC 0.329 0.393
HEA NC 0.214 0.131

PC 1.646 1.181
SA NC 0.278 0.685

PC 1.261 0.748
DEA NC 0.180 0.115

หมายเหตุ  *คาการดูดกลืนแสงเฉลี่ยไดจากการทดลองซํ้ า 2 คร้ัง



42

แอนติเจน HEA มคีาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกคอนขางตํ่ า ดังนั้นจึงตองมี
การปรับความเขมขนของแอนติเจนในการเคลือบหลุมไมโครไตเตอรเพลตใหมากขึ้น รวมถึงปรับ
ความเขมขนของคอนจูเกตแตละชนิดใหมากขึ้น (ตาราง 8)

แอนติเจน SA สํ าหรับการตรวจหา IgM มคีาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกและ
ตัวควบคมุลบเหมาะสมแลว สํ าหรับการตรวจหา IgG มคีาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมลบคอน
ขางสูง (ตาราง 8)

แอนติเจน DEA สํ าหรับการตรวจหา IgM และ IgG มคีาการดูดกลืนแสงของตัวควบ
คุมบวกและตัวควบคุมลบเหมาะสมแลว (ตาราง 8)

ตาราง 8   ความเขมขนของแอนติเจนแตละชนิดและความเขมขนของคอนจูเกตแตละชนิด ที่นํ าไป
ใชในการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของการทดสอบ ELISA

แอนติเจน IgM IgG

HEA
เคลือบเพลต: เจอืจาง 1:200
คอนจูเกต: เจือจาง 1:1,000

เคลือบเพลต: เจอืจาง 1:200
คอนจูเกต: เจือจาง 1:1,000

SA
เคลือบเพลต: เจอืจาง 1:500
คอนจูเกต: เจือจาง 1:2,000

เคลือบเพลต: เจอืจาง 1:500
คอนจูเกต: เจือจาง 1:2,000

DEA
เคลือบเพลต: เจอืจาง 1:500
คอนจูเกต: เจือจาง 1:2,000

เคลือบเพลต: เจอืจาง 1:500
คอนจูเกต: เจือจาง 1:2,000

3.1.1.2 การศกึษาสภาวะที่เหมาะสมของสารเจือจางตัวอยางตรวจ
เมื่อทดลองใชสาร polyethylene-sorbitan monolaurate (tween-20) ทีค่วามเขมขน 

0%, 0.05%, 0.1% และ 0.2% เปนสารเจอืจางตัวอยางตรวจ จะเห็นวา แอนติเจน HEA มผีลตาง
ระหวางคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบสูงสุดเมื่อใช 0% tween-20 ใน 
PBS pH 7.4 เปนสารเจือจางตัวอยางตรวจ (ภาพประกอบ 4) ขณะที่แอนติเจน SA และ DEA    
จะใหผลตางระหวางคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบสูงสุดเมื่อใช 0.05%
tween-20 ใน PBS pH 7.4 เปนสารเจือจางตัวอยางตรวจ (ภาพประกอบ 5-6)
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ภาพประกอบ 4   ผลของการใชสาร polyoxyethylene-sorbitan monolaurate (Tween-20) ที่ความเขมขน
ตางๆ  เปนสารเจือจางตัวอยางตรวจ สํ าหรับตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวย
วิธี ELISA เมื่อเคลือบหลุมไมโครไตเตอรเพลตดวยแอนติเจนชนิด HEA

 A) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM   B) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG

OD

OD
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ภาพประกอบ 5   ผลของการใชสาร polyoxyethylene-sorbitan monolaurate (Tween-20) ที่ความเขมขน
ตางๆ  เปนสารเจือจางตัวอยางตรวจ สํ าหรับตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวย
วิธี ELISA เมื่อเคลือบหลุมไมโครไตเตอรเพลตดวยแอนติเจนชนิด SA   
A) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM   B) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG

OD

OD
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ภาพประกอบ 6   ผลของการใชสาร polyoxyethylene-sorbitan monolaurate (Tween-20) ที่ความเขมขน
ตางๆ  เปนสารเจือจางตัวอยางตรวจ สํ าหรับตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวย
วิธี ELISA เมื่อเคลือบหลุมไมโครไตเตอรเพลตดวยแอนติเจนชนิด DEA   
A) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM   B) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG

OD

OD
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3.1.1.3 การศกึษาสภาวะที่เหมาะสมของ blocking reagent
เมื่อทดลองใชสาร bovine serum albumin (BSA) ทีค่วามเขมขน 0%, 0.5%, 1.0% 

และ 2.0% เปน blocking reagent เพือ่ปองกันการเกิดพื้นหลังสูง (high background) จะเห็นวา
การใช BSA เปน blocking reagent ไมชวยใหคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมลบลดลงมากนัก 
(ภาพประกอบ 7-9) เมื่อคํ านึงถึงความประหยัดและความสะดวกในการทดลองแลว จึงเลือกที่จะ
ไมใชสาร BSA เปน blocking reagent
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ภาพประกอบ 7   ผลของการใชสาร BSA ทีค่วามเขมขนตางๆ  เปน blocking reagent   สํ าหรับตรวจหา
แอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA เมื่อเคลือบหลุมไมโครไตเตอรเพลตดวย
แอนติเจนชนิด HEA
A) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM   B) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG

A

B

OD

OD
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ภาพประกอบ 8   ผลของการใชสาร BSA ทีค่วามเขมขนตางๆ  เปน blocking reagent   สํ าหรับตรวจหา
แอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA เมื่อเคลือบหลุมไมโครไตเตอรเพลตดวย
แอนติเจนชนิด SA
A) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM   B) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG

A

B

OD
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ภาพประกอบ 9   ผลของการใชสาร BSA ทีค่วามเขมขนตางๆ  เปน blocking reagent   สํ าหรับตรวจหา
แอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA เมื่อเคลือบหลุมไมโครไตเตอรเพลตดวย
แอนติเจนชนิด DEA
A) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM   B) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG

A

B

OD

OD
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3.1.1.3 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของความเขมขนของแอนติเจนแตละชนิดและ
ความเขมขนของคอนจูเกตแตละชนิด

เมือ่ทดลองเจือจางแอนติเจนแตละชนิดเปน 1:100  1:200 และ 1:400 แลวเคลือบใน
หลุมไมโครไตเตอรเพลต อบไวที่ 4 องศาเซลเซียส ขามคืน และเจือจางคอนจูเกตสํ าหรับแอนติเจน
แตละชนิดดังนี้ แอนติเจน HEA เจอืจางคอนจูเกตทั้งชนิด IgM และ IgG เปน 1:250  1:500 
1:1,000 และ 1:2,000 สวนแอนติเจน SA และ DEA เจอืจางคอนจูเกตทั้งชนิด IgM และ IgG เปน 
1:500  1:1,000  1:2,000 และ 1:4,000 หลงัจากวดัคาการดูดกลืนแสงแลว ใชเกณฑการเลือกคา
การดดูกลนืแสงของตัวควบคุมบวกใหอยูในชวง 0.9 ถึง 1.5 โดยพยายามเลือกคาการดูดกลืนแสง
ของตวัควบคมุลบใหต่ํ ากวา 0.2 เพื่อใหสามารถติดตามการเปลี่ยนแปลงของคาการดูดกลืนแสงใน
การทํ าการทดสอบแตละครั้งไดสะดวก

แอนติเจน HEA  สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM เลอืกความเขมขนของ
แอนติเจนสํ าหรับเคลือบเพลตที่ 1:100 และความเขมขนของคอนจูเกต IgM ทีค่วามเขมขน 1:250 
(ตาราง 9 โดยคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกเทากับ 1.022 และคาการดูดกลืนแสงของตัว
ควบคมุลบเทากับ 0.344 ขณะที่การตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG เลอืกความเขมขนของแอนติเจน
สํ าหรับเคลือบเพลตที่ 1:100 และความเขมขนของคอนจูเกต IgG ทีค่วามเขมขน 1:250 (ตาราง 
10) โดยคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกเทากับ 0.946  และคาการดูดกลืนแสงของตัวควบ
คุมลบเทากับ 0.338

แอนติเจน SA  สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM เลือกความเขมขนของ
แอนติเจนสํ าหรับเคลือบเพลตที่ 1:200 และความเขมขนของคอนจูเกต IgM ที่ความเขมขน 
1:4,000 (ตาราง 11) โดยคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกเทากับ 1.239 และคาการดูดกลืน
แสงของตัวควบคุมลบเทากับ 0.162 ขณะที่การตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG เลอืกความเขมขน
ของแอนติเจนสํ าหรับเคลือบเพลตที่ 1:200 และความเขมขนของคอนจูเกต IgG ทีค่วามเขมขน 
1:4,000 (ตาราง 12) โดยคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกเทากับ 1.198 และคาการดูดกลืน
แสงของตัวควบคุมลบเทากับ 0.507

แอนติเจน DEA  สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM เลอืกความเขมขนของ
แอนติเจนสํ าหรับเคลือบเพลตที่ 1:200 และความเขมขนของคอนจูเกต IgM ที่ความเขมขน 
1:2,000 (ตาราง 13) โดยคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกเทากับ 1.441 และคาการดูดกลืน
แสงของตัวควบคุมลบเทากับ 0.109 ขณะที่การตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG เลอืกความเขมขน
ของแอนติเจนสํ าหรับเคลือบเพลตที่ 1:200 และความเขมขนของคอนจูเกต IgG ทีค่วามเขมขน 
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1:1,000 (ตาราง 14) โดยคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกเทากับ 0.939  และคาการดูดกลืน
แสงของตัวควบคุมลบเทากับ 0.095

ตาราง 9   คาการดูดกลืนแสงของการหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน HEA และคอนจู
เกตชนิด IgM สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA

ความเขมขนของ
แอนติเจน HEA ODตัวควบคุมบวก ODตัวควบคุมลบ

ความเขมขนของ
คอนจูเกต IgM

1:100* 1.022 0.344 1:250**
0.768 0.293 1:500
0.687 0.245 1:1,000
0.665 0.198 1:2,000

1:200 0.678 0.302 1:250
0.553 0.258 1:500
0.450 0.210 1:1,000
0.357 0.169 1:2,000

1:400 0.558 0.285 1:250
0.414 0.257 1:500
0.340 0.203 1:1,000
0.270 0.214 1:2,000

หมายเหตุ คาการดดูกลืนแสงที่แสดงเปนคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดลองซํ้ า 2 คร้ัง
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ตาราง 10   คาการดูดกลืนแสงของการหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน HEA และคอนจู
เกตชนิด IgG สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA

ความเขมขนของ
แอนติเจน HEA ODตัวควบคุมบวก ODตัวควบคุมลบ

ความเขมขนของ
คอนจูเกต IgG

1:100* 0.946 0.338 1:250**
0.754 0.261 1:500
0.897 0.229 1:1,000
0.528 0.183 1:2,000

1:200 0.679 0.288 1:250
0.608 0.278 1:500
0.532 0.247 1:1,000
0.435 0.182 1:2,000

1:400 0.568 0.182 1:250
0.460 0.207 1:500
0.530 0.191 1:1,000
0.328 0.130 1:2,000

หมายเหตุ คาการดดูกลืนแสงที่แสดงเปนคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดลองซํ้ า 2 คร้ัง
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ตาราง 11   คาการดูดกลืนแสงของการหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน SA และคอนจู
เกตชนิด IgM สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA

ความเขมขนของ
แอนติเจน SA ODตัวควบคุมบวก ODตัวควบคุมลบ

ความเขมขนของ
คอนจูเกต IgM

1:100 2.747 0.332 1:500
2.669 0.281 1:1,000
2.265 0.207 1:2,000
1.516 0.171 1:4,000

1:200* 2.654 0.355 1:500
2.438 0.278 1:1,000
1.968 0.219 1:2,000
1.239 0.162 1:4,000**

1:400 1.083 0.308 1:500
0.993 0.246 1:1,000
0.735 0.188 1:2,000
0.475 0.131 1:4,000

หมายเหตุ คาการดดูกลืนแสงที่แสดงเปนคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดลองซํ้ า 2 คร้ัง
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ตาราง 12   คาการดูดกลืนแสงของการหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน SA และคอนจู
เกตชนิด IgG สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA

ความเขมขนของ
แอนติเจน SA ODตัวควบคุมบวก ODตัวควบคุมลบ

ความเขมขนของ
คอนจูเกต IgG

1:100 2.394 0.918 1:500
2.013 0.776 1:1,000
1.653 0.712 1:2,000
1.190 0.523 1:4,000

1:200* 2.263 0.932 1:500
1.971 0.826 1:1,000
1.609 0.661 1:2,000
1.198 0.507 1:4,000**

1:400 1.123 0.644 1:500
0.970 0.554 1:1,000
0.781 0.460 1:2,000
0.588 0.357 1:4,000

หมายเหตุ คาการดดูกลืนแสงที่แสดงเปนคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดลองซํ้ า 2 คร้ัง
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ตาราง 13   คาการดูดกลืนแสงของการหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน DEA และคอนจู
เกตชนิด IgM สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA

ความเขมขนของ
แอนติเจน DEA ODตัวควบคุมบวก ODตัวควบคุมลบ

ความเขมขนของ
คอนจูเกต IgM

1:100 2.755 0.478 1:500
2.653 0.310 1:1,000
2.160 0.150 1:2,000
1.363 0.124 1:4,000

1:200* 2.148 0.158 1:500
1.845 0.129 1:1,000
1.441 0.109 1:2,000**
0.928 0.108 1:4,000

1:400 1.432 0.334 1:500
1.090 0.193 1:1,000
0.790 0.145 1:2,000
0.599 0.124 1:4,000

หมายเหตุ คาการดดูกลืนแสงที่แสดงเปนคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดลองซํ้ า 2 คร้ัง



56

ตาราง 14   คาการดูดกลืนแสงของการหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน DEA และคอนจู
เกตชนิด IgG สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA

ความเขมขนของ
แอนติเจน DEA ODตัวควบคุมบวก ODตัวควบคุมลบ

ความเขมขนของ
คอนจูเกต IgG

1:100 1.751 0.121 1:500
1.425 0.113 1:1,000
1.167 0.100 1:2,000
0.884 0.090 1:4,000

1:200* 1.107 0.099 1:500
0.939 0.095 1:1,000**
0.760 0.084 1:2,000
0.522 0.075 1:4,000

1:400 0.609 0.120 1:500
0.540 0.099 1:1,000
0.439 0.078 1:2,000
0.304 0.069 1:4,000

หมายเหตุ คาการดูดกลืนแสงที่แสดงเปนคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดลองซํ้ า 2 คร้ัง
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3.1.2 วิธี IHA
3.1.2.1 การหาความเขมขนของแอนติเจนที่เหมาะสมในการเคลือบเม็ดเลือดแดงแกะ
แอนติเจน HEA จากการทดลองโดยไมเจือจางแอนติเจนหรือเจือจางแอนติเจนเปน 1:2 

1:4 และ 1:8 แลวน ําไปเคลือบบนผิวเม็ดเลือดแดงแกะ โดยใชปริมาตร 50 ไมโครลิตร พบวาคา   
ไตเตอรของตัวควบคุมบวก <1:50 แสดงวาแอนติเจน HEA มปีริมาณนอยเกินไปที่จะเคลือบบนผิว
เม็ดเลือดแดงแกะ ดังนั้นจึงไดทดลองเพิ่มปริมาณแอนติเจนในการเคลือบผิวเม็ดเลือดแดงเปน 
100 และ 200 ไมโครลิตร  คาไตเตอรของตัวควบคุมบวก ยังคงมีคา <1:50  แมวาจะทดลองใช
แอนติเจน HEA 300 ไมโครลิตรใสลงในเม็ดเลือดแดงแกะอัดแนน (packed fixed SRBC)       
แลวก็ตาม คาไตเตอรของตัวควบคุมบวกก็ยังมีคา <1:50 สวนตัวควบคุมลบใหคาไตเตอร <1:50 ที่
ทกุระดับความเจือจาง (ตาราง 15) ดังนั้นจึงไมสามารถศึกษาประสิทธิภาพของการเคลือบผิวเม็ด
เลอืดแดงแกะดวยแอนติเจนชนิด HEA ได

แอนติเจน SA เมือ่ไมเจือจางแอนติเจนหรือเจือจางแอนติเจนเปน 1:2  1:4 และ 1:8 
แลวน ําไปเคลือบบนผิวเม็ดเลือดแดงแกะดวยปริมาตร 50 ไมโครลิตร ไดผลดังแสดงในตาราง 15 
ความเขมขนของแอนติเจน SA ทีเ่หมาะสมในการเคลือบผิวเม็ดเลือดแดงแกะ เทากับ 1:4

แอนติเจน DEA เมือ่ไมเจือจางแอนติเจนหรือเจือจางแอนติเจนเปน 1:2  1:4 และ 1:8 
แลวนํ าไปเคลือบบนผิวเม็ดเลือดแดงแกะดวยปริมาตร 50 ไมโครลิตร พบวาการไมเจือจาง
แอนติเจน ไดคาไตเตอรของตัวควบคุมบวก เทากับ 1:100 ขณะทีก่ารเจือจางแอนติเจน ไดคา     
ไตเตอรของตัวควบคุมบวก <1:50  โดยที่คาไตเตอรของตัวควบคุมลบ <1:50 ทกุระดับความ    
เจอืจาง ดังนั้นจึงทดลองเพิ่มปริมาตรของแอนติเจน DEA แบบไมเจือจาง เปน 100 และ 200 
ไมโครลิตร พบวาที่แอนติเจนแบบไมเจือจาง ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใหคาไตเตอรของตัวควบคุม
บวกเทากับ 1:800 (ตาราง 15) จงึเลอืกความเขมขนของแอนติเจน DEA แบบไมเจือจาง ปริมาตร 
200 ไมโครลติร เปนความเขมขนที่เหมาะสมในการเคลือบผิวเม็ดเลือดแดงแกะ
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ตาราง 15   การหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจนแตละชนิดในการเคลือบบนผิวเม็ดเลือด
แดงแกะ สํ าหรับใชในการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราดวยวิธี IHA

คาไตเตอร
การเจือจาง ปริมาตร (µl) ตัวควบคุม

HEA SA DEA

ตัวควบคุมบวก <1:50 NA 1:800
ไมเจือจาง 200 ตัวควบคุมลบ <1:50 NA <1:50

ตัวควบคุมบวก <1:50 NA 1:400
ไมเจือจาง 100 ตัวควบคุมลบ <1:50 NA <1:50

ตัวควบคุมบวก <1:50 1:6,400 1:100
ไมเจือจาง 50 ตัวควบคุมลบ <1:50 <1:50 <1:50

ตัวควบคุมบวก <1:50 1:6,400 <1:50
1:2 50 ตัวควบคุมลบ <1:50 <1:50 <1:50

ตัวควบคุมบวก <1:50 1:6,400 <1:50
1:4 50 ตัวควบคุมลบ <1:50 <1:50 <1:50

ตัวควบคุมบวก <1:50 1:3,200 <1:50
1:8 50 ตัวควบคุมลบ <1:50 <1:50 <1:50

หมายเหตุ NA = not available
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3.2 การศึกษาถึงความแมนยํ า
ศึกษาความแมนยํ าของการทดสอบทั้งแบบชนิด within-run precision โดยการตรวจ

ตัวควบคมุบวกและตัวควบคุมลบซํ้ าอยางละ 20 หลุม ในการทดสอบคราวเดียวกัน โดยใชสภาวะ
ตางๆ และความเจือจางของนํ้ ายาที่เหมาะสม และความแมนยํ าของการทดสอบแบบ between-
run precision โดยการตรวจตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบซํ้ าอยางละ 20 คร้ัง ในการทดสอบที่
เวลาตางกนั โดยใชสภาวะตางๆ และความเจือจางของนํ้ ายาที่เหมาะสม ไดผลดังตาราง 16

ตาราง 16   ความแมนย ําของการทดสอบ ชนิด within-run precision และ between-run
precision สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM และ IgG ตอเชื้อเลปโตสไปรา
โดยวิธี ELISA เมื่อเคลือบไมโครไตเตอรเพลตดวยแอนติเจนชนิดตางๆ

Between-run (%CV) Within-run (%CV)
ชนิดของแอนติเจน
และแอนติบอดี ตัวควบคุม

บวก
ตัวควบคุม

ลบ
ตัวควบคุม

บวก
ตัวควบคุม
ลบ

HEA-ELISA-IgM 13.4 12.0 7.4 10.3

SA-ELISA-IgM 8.1 9.8 2.5 6.9

DEA-ELISA-IgM 5.6 13.3 4.8 4.6

HEA-ELISA-IgG 10.7 15.9 9.8 11.7

SA-ELISA-IgG 9.1 11.4 7.3 8.8

DEA-ELISA-IgG 15.1 14.7 7.6 11.0

สํ าหรับการทดสอบดวยวิธี IHA การวัดความแมนยํ าของการทดสอบแบบ within-run 
precision โดยการทดสอบตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบ ซํ้ า 20 คร้ังในการทดสอบคราวเดียว
กันพบวาคาไตเตอรของทั้งตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบ สํ าหรับวิธี IHA ที่เคลือบดวย
แอนติเจน SA และ DEA มคีาไมเปลี่ยนแปลง สวนความแมนยํ าแบบ between-run precision 
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โดยการตรวจตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบ วันละ 1 คร้ัง นาน 20 วัน พบวา วิธี IHA ทีเ่คลือบ
ดวยแอนติเจน SA และ DEA มคีาไตเตอรไมเปลี่ยนแปลงเชนเดียวกัน แตเมื่อทดสอบตัวควบคุม
บวกและตวัควบคุมลบเปนเวลานาน 6 สัปดาห พบวาการเคลือบเม็ดเลือดแดงดวยแอนติเจน SA 
มีคาไตเตอรของตัวควบคุมบวกไมเปลี่ยนแปลงจนถึงสัปดาหที่4 จากนั้นคาไตเตอรของตัวควบคุม
บวกลดลงเหลือ 1:3200 ขณะที่ไตเตอรของตัวควบคุมลบไมเปลี่ยนแปลง สวนการเคลือบเม็ดเลือด
แดงดวยแอนติเจน DEA มีคาไตเตอรไมเปลี่ยนแปลงทั้ง 6 สัปดาห (ไตเตอร 1:800) แสดงถึงความ
เสถยีรของการเคลือบเม็ดเลือดแดงแกะดวยแอนติเจน SA อยูไดนาน 4 สัปดาห ขณะที่การเคลือบ
เมด็เลือดแดงแกะดวยแอนติเจน DEA อยูไดนานไมนอยกวา 6 สัปดาห

3.3 ผลการตรวจหาแอนติบอดีในกลุมควบคุม
จากการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM ตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA โดยเคลือบ

หลุมไมโครไตเตอรเพลตดวยแอนติเจน HEA   SA และ DEA เมือ่วเิคราะหผลดังกลาวโดยการนํ า
ไปเขียนกราฟ receiver operating characteristic (ROC) โดยแกน Y เปนคาความไวของการ
ทดสอบ และแกน X เปนคา 1-ความจํ าเพาะของการทดสอบ หรือคาผลบวกลวง พบวาแอนติเจน 
SA และ DEA มพีืน้ที่ใตกราฟ ROC มากทีสุ่ด 0.99 และ 0.99 (ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 99,     
p-value นอยกวา 0.001) ขณะที่แอนติเจน HEA มพีืน้ทีใ่ตกราฟเพียง 0.90 (ระดับความเชื่อมั่น
รอยละ 99, p-value นอยกวา 0.001) ดังแสดงในภาพประกอบ 10 อยางไรก็ตามการคัดเลือกจุด
ตัดทีเ่หมาะสมเพือ่ใหไดคาความไวและความจํ าเพาะของการทดสอบสูงสุด พบวา แมวาแอนติเจน 
SA และ DEA จะมพีืน้ทีใ่ตกราฟเทากัน แตการเลือกจุดตัดของคาการดูดกลืนแสงที่ 0.9 ทํ าใหการ
ทดสอบหาแอนติบอดีชนิด IgM โดยการใชแอนติเจน SA มคีาความไวรอยละ 97.6 และความ
จ ําเพาะรอยละ 96.5 ขณะที่การเลือกจุดตัดของคาการดูดกลืนแสงที่ 0.7 ทํ าใหการทดสอบโดยการ
ใชแอนติเจน DEA มคีาความไวรอยละ 97.6 เทากัน แตมีความจํ าเพาะตํ่ ากวาเล็กรอย (รอยละ 
94.1) สวนแอนติเจน HEA เมือ่เลอืกจดุตัดที่ 0.9 พบวามีความไวรอยละ 83.5 และความจํ าเพาะ
รอยละ 80.2 (ตาราง 17)

สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG ดวยวิธี ELISA โดยการเคลือบหลุมไมโคร ไต
เตอรเพลตดวยแอนติเจน HEA   SA และ DEA เมือ่วเิคราะหผลดังกลาวดวยกราฟ ROC พบวา 
แอนติเจน DEA มพีืน้ทีใ่ตกราฟสูงสุด 0.87 (ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95, p-value นอยกวา 
0.05) รองลงมาคือแอนติเจน SA มพีืน้ทีใ่ตกราฟ 0.86 (ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95, p-value 
นอยกวา 0.05) และแอนติเจน HEA มพีืน้ทีใ่ตกราฟนอยที่สุด 0.59 (ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95, 
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p-value นอยกวา 0.05) ดังแสดงในภาพประกอบ 11 เมื่อเลือกจุดตัดของคาการดูดกลืนแสงที่
เหมาะสมพบวา การเลือกจุดตัดของคาการดูดกลืนแสงที่ 0.4 ทํ าใหการทดสอบหาแอนติบอดีชนิด 
IgG โดยการใชแอนติเจน DEA มคีาความไวรอยละ 84.7 และความจํ าเพาะรอยละ 79.2 ขณะที่
การเลอืกจุดตัดของคาการดูดกลืนแสงที่ 0.7 ทํ าใหการทดสอบโดยการใชแอนติเจน SA  มคีวามไว
รอยละ 78.8 และความจํ าเพาะรอยละ 71.3 สวนแอนติเจน HEA เมือ่เลอืกจุดตัดที่ 0.6 พบวามี
ความไวและความจํ าเพาะตํ่ าสุด คือ รอยละ 54.1 และ 63.4 ตามลํ าดับ (ตาราง 17)

การตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี IHA โดยการเคลือบผิวเม็ดเลือด
แดงดวยแอนติเจน SA และ DEA เมือ่วเิคราะหดวยกราฟ ROC พบวา แอนตเิจน SA มีพื้นที่ใต
กราฟสูงสุด 0.99 (ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 99, p-value นอยกวา 0.001) ขณะที่แอนติเจน DEA 
ใหพืน้ทีใ่ตกราฟนอยกวา คือ 0.90 (ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 99, p-value นอยกวา 0.001)      
ดังแสดงในภาพประกอบ 12 อยางไรก็ตาม การเลือกจุดตัดที่เหมาะสมของแอนติเจน SA ที่ไตเตอร 
1:200 พบวามคีวามไวรอยละ 98.8 และความจํ าเพาะรอยละ 94.1 ขณะที่การเลือกจุดตัดที่เหมาะ
สมของแอนติเจน DEA ที่ไตเตอร 1:50 มคีวามไวเพยีงรอยละ 81.2 และความจํ าเพาะรอยละ 95.0 
ดังแสดงในตาราง 17
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ภาพประกอบ10   กราฟ reciever operating characteristic (ROC) แสดงการวิเคราะหการตรวจ
หาแอนติบอดีชนิด IgM ดวยวิธี ELISA โดยการใชแอนติเจนที่แตกตางกัน 3 
ชนดิ พื้นที่ใตกราฟของ HEA IgM, SA IgM และ DEA IgM เทากับ 0.90, 0.99 
และ 0.99 ตามลํ าดับ (ระดับความเชื่อมั่น 99%, P<0.001)
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ภาพประกอบ 11   กราฟ reciever operating characteristic (ROC) แสดงการวิเคราะหการตรวจ
หาแอนติบอดีชนิด IgG ดวยวิธี ELISA โดยการใชแอนติเจนที่แตกตางกัน 3 
ชนดิ พื้นที่ใตกราฟของ HEA IgG, SA IgG และ DEA IgG เทากับ 0.59, 0.86 
และ 0.87 ตามลํ าดับ (ระดับความเชื่อมั่น 95%, P<0.05)
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ภาพประกอบ12   กราฟ reciever operating characteristic (ROC) แสดงการวิเคราะหการตรวจ
หาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราดวยวิธี IHA โดยการใชแอนติเจนที่แตกตาง
กนั 2 ชนิด พื้นที่ใตกราฟของ IHA SA และ IHA DEA เทากับ 0.99 และ 0.90 
ตามลํ าดับ (ระดับความเชื่อมั่น 99%, P<0.001)
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ตาราง 17   ผลการประเมินการตรวจดวยวิธี ELISA ในการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM และ IgG
และวิธี IHA เมือ่ใชแอนติเจนที่แตกตางกันในกลุมควบคุมบวก 85 รายและกลุมควบ
คุมลบ 202 ราย

ชนิดของแอนติเจน
และแอนติบอดี

ความไว (%) ความจํ าเพาะ
(%)

อัตราผล
บวกลวง

(%)

อัตราผลลบ
ลวง (%)

OD

HEA-ELISA-IgM 83.5 80.2 19.8 16.5 0.9

SA-ELISA-IgM 97.6 96.5 3.5 2.4 0.9

DEA-ELISA-IgM 97.6 94.1 5.9 2.4 0.7

HEA-ELISA-IgG 54.1 63.4 36.6 45.9 0.6

SA-ELISA-IgG 78.8 71.3 28.7 21.2 0.7

DEA-ELISA-IgG 84.7 79.2 20.8 15.3 0.4

IHA-HEA NA NA NA NA NA

IHA-SA 98.8 94.1 5.9 1.2 200

IHA-DEA 81.2 95.0 5.0 18.8 50

หมายเหตุ        NA = ไมสามารถศึกษาไดเนื่องจากแอนติเจนมีปริมาณนอยเกินกวาที่จะใช
เคลือบผิวเม็ดเลือดแดงได
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เมือ่พิจารณาเฉพาะซร่ัีมที่เก็บคร้ังแรก (acute sera) สํ าหรับการทดสอบหาแอนติบอดี
ชนิด IgM และ IgG ตอเชื้อเลปโตสไปราในกลุมควบคุมบวกจํ านวน 85 ตัวอยาง พบวามีความไว
คอนขางตํ่ า กลาวคือความไวของการทดสอบหาแอนติบอดีชนิด IgM โดยการใชแอนติเจน HEA  
SA และ DEA เทากับรอยละ 20.0   20.0 และ 22.4 ตามล ําดับ ขณะที่ความไวของการทดสอบหา
แอนติบอดีชนิด IgG โดยการใชแอนติเจน HEA   SA และ DEA เทากับรอยละ 10.6   17.6 และ
32.9 ตามล ําดับ  สวนความไวของการทดสอบดวยวิธี IHA โดยการเคลือบผิวเม็ดเลือดแดงดวย
แอนติเจน SA และ DEA เทากบัรอยละ 22.4 และ 10.6 ตามลํ าดับ (ตาราง 18)

ตาราง 18   ความไวของการทดสอบดวยวิธี ELISA ในการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM และ IgG และ
วิธี IHA เมือ่ใชแอนติเจนที่แตกตางกัน โดยประเมินในซร่ัีมคร้ังแรกจํ านวน 85 ตัวอยาง

ชนิดของแอนติเจนและ
แอนติบอดี

ผลบวก ความไว (%)

HEA-ELISA-IgM 17 20.0

SA-ELISA-IgM 17 20.0

DEA-ELISA-IgM 19 22.4

HEA-ELISA-IgG 9 10.6

SA-ELISA-IgG 15 17.6

DEA-ELISA-IgG 28 32.9

IHA-HEA NA NA

IHA-SA 19 22.4

IHA-DEA 9 10.6

MAT 1 1.2
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3.4 การศกึษาปริมาณโปรตีน
ปริมาณโปรตีนในแอนติเจน HEA SA และ DEA ทีเ่ตรยีมในครั้งแรกสํ าหรับศึกษา 

ELISA เทากับ 0.019   0.728   และ 0.028 ไมโครกรัมตอไมโครลิตรตามลํ าดับ สวนแอนติเจน
HEA SA และ DEA ทีเ่ตรยีมขึน้ใหมในคราวหลังเพื่อใชในการศึกษา IHA และ แบบแผนโปรตีน
ดวยวิธีโพลีอะคริลาไมดเจลอิเลคโตรฟอรีซิสแบบมีเอสดีเอสมีปริมาณโปรตีนในแอนติเจน เทากับ 
0.117   0.510 และ 0.030 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ตามลํ าดับ

3.5 การศกึษาแบบแผนโปรตีนของแอนติเจนตอเชื้อเลปโตสไปราดวยวิธีอิเลคโทรฟอรีซิส
เมื่อนํ าแอนติเจนตอเชื้อเลปโตสไปราทั้งสามชนิดมาศึกษาแบบแผนโปรตีนดวยวิธีโพลี

อะคริลาไมดเจลอิเลคโตรฟอรีซิสพบวาแอนติเจน HEA ปรากฏแถบโปรตีน 5 แถบมีนํ้ าหนัก
โมเลกลุ 68 60 50 41 และ 36 กิโลดาลตัน ตามลํ าดับ แอนติเจน SA ปรากฏแถบโปรตีน 7 แถบ มี
นํ ้าหนกัโมเลกุล 68 62 60 52 45 41 และ 36 กิโลดาลตันตามลํ าดับ และแอนติเจน DEA ปรากฏ
แถบโปรตนี 4 แถบ นํ้ าหนักโมเลกุล 87 68 60 และ 34 กิโลดาลตัน ตามลํ าดับ (ภาพประกอบ 13)
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ภาพประกอบ 13   แบบแผนโปรตีนของแอนติเจนตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธีอิเลคโตรฟอรีซิส โดย
ใช 12% เอส ดี เอส โพลิอะคริลาไมดเจล ยอมดวยสี คูมาซี บริลเลี่ยนบลู

ชองที่ 1  โปรตนีมาตรฐาน ชนิด นํ้ าหนักโมเลกุลมาก
ชองที่ 2 โปรตีนจากแอนติเจน HEA
ชองที่ 3 โปรตีนจากแอนติเจน SA
ชองที่ 4 โปรตีนจากแอนติเจน DEA
ชองที่ 5 โปรตนีมาตรฐาน ชนิด นํ้ าหนักโมเลกุลนอย


