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บทที่ 2

วสัดุอุปกรณและวิธีการ

วัสดุ

เชื้อเลปโตสไปรา
เชื้อเลปโตสไปรา ไดรับความอนุเคราะหจากคุณพิมพใจ   นัยโกวิท สถาบันวิจัยวิทยา

ศาสตรสาธารณสุข กระทรวงสาธารณสุข นนทบุรี และคุณเยาวมาล   สูติวิจิตร ศูนยวิทยาศาสตร
การแพทยเขต 12 สงขลา รวม 23 ซีโรวาร (ตาราง 6) ซึ่งเปนซีโรวารที่สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร   
สาธารณสขุแนะน ําใหใชในการเฝาระวังการระบาดของโรคนี้ในประเทศไทย (พิมพใจ   นัยโกวิท
และดวงพร   พูลสุขสมบัติ, 2543)

ตาราง 6   เชื้อเลปโตสไปรา 23 ซีโรวารที่ใชในการทดสอบ

ลํ าดับที่ ซีโรวาร ลํ าดับที่ ซีโรวาร

1. Akayami 13. Hyos
2. Australis 14. Icterohemorrhagiae
3. Ballico 15. Javanica
4. Bataviae 16. Pomona
5. Bratislava 17. Pyrogenes
6. Canicola 18. Rachamati
7. Cellidoni 19. Saigon
8. Copenhageni 20. Sejroe
9. Djasiman 21. Tarassovi

10. Grippotyphosa 22. Wolffi
11. Hardjo 23. Andamana
12. Hebdomadis
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การศึกษาครั้งนี้ใชเชื้อเลปโตสไปราทั้ง 23 ซีโรวารในการตรวจหาแอนติบอดีดวยวิธี 
MAT แตใชเชื้อซีโรวาร Bataviae เปนแหลงในการเตรียมแอนติเจน เนื่องจากการศึกษาการระบาด
ของโรคเลปโตสไปโรซิสในผูปวยในจังหวัดสงขลาเมื่อป พ.ศ. 2543 พบวาเชื้อสาเหตุสวนใหญเกิด
จากซีโรวาร Bataviae สูงถึงรอยละ 80.8 (Pradutkanchana et al., 2002) และการศึกษาในหนู
พบวามีแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราซีโรวาร Bataviae สูงถึงรอยละ 51.9 (วลัยลักษณ    
กาญจนพิน, 2544)

อาหารเลี้ยงเชื้อ (พมิพใจ   นัยโกวิทและ ดวงพร   พูลสุขสมบัติ,2543)
1. อาหารเลี้ยงเชื้อ Fletcher
ชั่ง Fetcher’s medium base 0.25 กรัม เตมินํ้ ากลั่น 92 มิลลิลิตร ตมใหละลายแลวทํ า

ใหปราศจากเชือ้ดวยหมอนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตาราง
นิว้ นาน 15 นาที ทิ้งใหอาหารเย็นลง เติมซร่ัีมกระตายที่ inactivate แลว 8 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
แบงใสหลอดฝาเกลียว หลอดละ 5 มิลลิลิตร นํ าไป inactivate ทีอุ่ณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส นาน 
1 ชัว่โมง ต้ังไวที่อุณหภูมิหอง 1 คืน เพื่อตรวจสอบการปนเปอนเชื้อ นํ าไป inactivate ที ่56 องศา
เซลเซยีส นาน 1 ชั่วโมงอีกครั้ง ต้ังไวที่อุณหภูมิหอง 1 คืน เพื่อตรวจสอบการปนเปอนเชื้อ หากไม
พบการปนเปอนเชื้อใดๆ เก็บอาหารเลี้ยงเชื้อไวที่ 4 องศาเซลเซียส

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ neopeptone
ชั่ง neopeptone 0.2 กรัม sodium chloride 0.1 กรัม เติมนํ้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร เขยา

ใหละลายปรับ pH ใหได 7.2 นํ าไปทํ าใหปราศจากเชื้อดวยหมอนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซยีส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที ทิ้งใหอาหารเย็นลง แลวเติมซีร่ัมกระตาย
ที่ inactivate แลว 8 มลิลิลิตร ผสมใหเขากัน แบงใสหลอดฝาเกลียว หลอดละ 5 มิลลิลิตร นํ าไป 
inactivate ทีอุ่ณหภมู ิ56 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ต้ังไวที่อุณหภูมิหอง 1 คืน เพื่อตรวจสอบ
การปนเปอนเชื้อ นํ าไป inactivate ที ่56 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมงอีกครั้ง ต้ังไวที่อุณหภูมิหอง
อีก 1 คืน เพือ่ตรวจสอบการปนเปอนเชื้อ หากไมพบการปนเปอนเชื้อใดๆ เก็บอาหารเลี้ยงเชื้อไวที่ 
4 องศาเซลเซียส
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ตัวอยางตรวจ
1. กลุมควบคุมบวก
ผูปวยที่เขารับการรักษาที่โรงพยาบาลสงขลานครินทรและโรงพยาบาลหาดใหญ ดวย

อาการไขสูงเฉยีบพลัน มากกวา 38 องศาเซลเซียส นานกวา 1 วันแตไมเกิน 3 สัปดาห โดยผูปวย
ตองไมมอีาการ นํ้ ามูกไหล เจ็บคอ ปอดอักเสบ ระบบทางเดินปสสาวะอักเสบ หรือทองเสีย เจาะ
เลือดเก็บซร่ัีมผูปวยอยางนอย 2 คร้ัง หางกัน 1-2 สัปดาห นํ ามาตรวจดวยวิธี MAT โดยใชเกณฑ
การวนิจิฉัยจากผูปวยที่มีระดับแอนติบอดีในซีร่ัมคูตางกัน ≥ 4 เทา จากการทดสอบพบวามีผูปวย
โรคเลปโตสไปโรซิสจํ านวน 85 ราย เก็บซีร่ัมผูปวยได 178 ตัวอยาง

2. กลุมควบคุมลบ
- ศึกษาหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราในคนปกติ โดยศึกษาในผูบริจาค

โลหติจํ านวน 100 ราย
- ศึกษาหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราในกลุมโรคที่มีอาการใกลเคียงกับโรค

เลปโตสไปโรซิส รวม 62 ราย ไดแก
- ผูปวยโรค scrub typhus จ ํานวน 20 ราย โดยใชเกณฑการวินิจฉัยจากผูปวยที่มี

ระดับแอนติบอดีตอเชื้อ Orientia tsutsugamuchi ดวยวิธี IFA ไตเตอร ≥ 1:400 
(Pradutkanchana  et al., 1997)

- ผูปวยโรค murine typhus จ ํานวน 22 ราย โดยใชเกณฑการวินิจฉัยจากผูปวยที่มี
ระดับแอนติบอดีตอเชื้อ Rickettsia typhi ดวยวิธี IFA ไตเตอร ≥ 1:400 (Silpapojakul et al., 
1995)

- ผูปวยโรคไขเลือดออก จํ านวน 20 ราย โดยใชเกณฑการวินิจฉัยจาก ผูปวยที่มีระดับ
แอนติบอดีตอไวรัสไขเลือดออก ดวยวิธี hemagglutination inhibition ไตเตอร ≥ 1:2,560 
(Clarke and Casals, 1958)

- ศึกษาหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราในผูปวยโรคซิฟลิส ซึ่งเปนโรคที่เกิด
จากแบคทเีรียรูปเกลียวเชนเดียวกับเชื้อเลปโตสไปรา จํ านวน 20 ราย โดยใชเกณฑการวินิจฉัยจาก
ผูปวยที่ใหผลบวก 3+ หรือ 4+ ดวยวิธี fluorescent treponema antibody-absorption (FTA-
ABS)

- ศึกษาหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราในผูปวยกลุมโรคภูมิคุมกันตอบสนอง
ตอเนือ้เยือ่ตนเอง จํ านวน 20 ราย โดยใชเกณฑการวินิจฉัยจากผูปวยที่มีระดับแอนติบอดีในการ
ทดสอบหา anti nuclear antibody ดวยวิธี IFA ไตเตอร ≥ 1:1,280
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นํ้ ายา
1. การเพาะเลี้ยงเชื้อเลปโตสไปรา
- Fletcher’s medium (Difco, USA)
- Neopeptone medium (Difco, USA)
- Rabbit serum (Biochrome AG, Germany)
2. การทดสอบ ELISA

ก. แอนติบอดี
- Peroxidase conjugated rabbit anti-human IgG (code P0214, Dako A/S, 

Denmark)
- Peroxidase conjugated rabbit anti-human IgM (code P0215, Dako A/S, 

Denmark)
ข. นํ้ ายา

- Coating buffer (carbonate buffer pH 9.6)
- Washing buffer (0.05% Tween-20 ใน PBS pH 7.4)
- Blocking reagent (1% BSA ใน PBS pH 7.4)
- Sample diluent (1% Tween-20 ใน PBS pH 7.4)
- Conjugate diluent (0.5% BSA ใน PBS pH 7.4)
- Substrate diluent (citric acid buffer phosphate)
- Stop reagent (4N sulfuric acid)
3. การทดสอบ indirect hemagglutination assay
- PBS pH 7.2
- PBS pH 6.4
- 0.5% BSA ใน PBS pH 7.2
- 0.5% BSA ใน PBS pH 7.2 ผสม 0.1% Sodium azide
- Tannic acid อัตราสวน 1:20,000 ใน PBS pH 7.2
4. การทดสอบโพลีอะคริลาไมดเจลอิเลคโตรฟอรีซิสแบบเอสดีเอส
- 30% acylamide/bis
- 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8
- 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8
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- 10% sodium dodecyl sulfate
- Sample buffer
- SDS reducing buffer
- 10x-electrode (Running) buffer, pH 8.3

สารเคมี
- Sodium carbonate (BDH, England)
- Sodium azide (RDH, Germany)
- Sodium hydrogen carbonate (BDH, England)
- Sodium hydroxide (BDH, England)
- Sodium chloride (BDH, England)
- Potassium chloride (BDH, England)
- Disodium hydrogen phosphate anhydrous (BDH, England)
- Potassium dihydrogen phosphate (BDH, England)
- Polyoxyethylene-sorbitan monolaurate (tween-20) (Sigma, USA)
- Bovine serum albumin fraction V (Sigma, USA)
- Citric acid (Sigma, USA)
- Ortho-phenylenediamine (Sigma, USA)
- Hydrogen peroxide (Fluka, Germany)
- Sulphuric acid (Lab-Scan Analytical Science)
- Deoxycholic acid (BDH, England)
- Tannic acid (BDH, England)
- Sodium azide (BDH, England)
- Glutaraldyhe (Sigma, USA)
- Acylamide (Merck, Germany)
- Bis-acrylamide (Merck, Germany)
- Ammomium persulfate (Sigma, USA)
- Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Promega, USA)
- Bromophenol blue (Fluka, Germany)
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- N, N',N',N, tetramethylenediamine (TEMED) (Promega, USA)
- Glycine (Fluka, Germany)
- Ammonium persulfate (Sigma, USA)
- Coomassie brilliant blue G250 (Merck, Germany)

อุปกรณ
เครื่องแกวและพลาสติค

- หลอดทดลอง (Pyrex, USA; Corning, USA)
- กระบอกตวง (Witeg, Germany)
- ขวดชมพู (Pyrex, USA)
- บีกเกอร (Pyrex, USA)
- ไมโครไตเตอรเพลตชนิดโพลีสไตรีน (Nunc, Denmark)
- ไมโครไตเตอรเพลต (Nunc, Denmark)
- Pipette tips
- กระดาษกรอง Whatman No 1
- VacuCap 60 pore size 0.2 µm (Gelman Sciences, USA)
- สไลดแกว
- ขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (Falcon, USA)
- ขวดสํ าหรับกรอง (Pyrex, USA)
- Serological pipettes (HBG, West Germany)
- transferpettes

เครื่องมือ
- Incubator (Gallenkamp, UK)
- ELISA reader (model Elx808, Bio-Tek Instruments Inc, USA)
- Analytical balance (Satorius, USA)
- Automatic pipette (Pipetemen, Eppendorf, Biohit)
- Multichannel pipette (Finnpipette)
- Centrifuge (Kokusan, Japan)
- pH meter (Scientific Industries Inc, USA)
- Waterbath (Eyela, Japan)
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- Electrophoresis set including power supply (Biorad, USA)
- Vacuum pump (Gelman Sciences, USA)
- Dark field microscope (model BH-2, Olympus, Japan)
- High speed refrigerated centrifuge (Sorval, USA)
- Sonicator (Brandson Sonifier, USA)
- Rotator (Stovall, USA)

วธิีการ
2.1 การเพาะเลี้ยงเชื้อเลปโตสไปรา

เชื้อเลปโตสไปรา จํ านวน 23 ซีโรวาร เก็บรักษาในหองปฏิบัติการโดยการเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ Fletcher มกีารถายเชือ้ลงสูหลอดใหมทุกเดือน สํ าหรับการทดสอบจะเปลี่ยนจาก
การเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Fletcher เปนอาหารเลี้ยงเชื้อ Neopeptone ซึง่จะทํ าใหไดเชื้อที่
สมบูรณและมีปริมาณมากขึ้น

2.1.1 การเพาะลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Fletcher
ตรวจสอบการปนเป อนจุลชีพอื่นในเชื้อเลปโตสไปราแตละซีโรวาร โดยดูดเชื้อ             

3 ไมโครลิตร หยดลงบนสไลดแกวที่สะอาด นํ าไปดูดวยกลองจุลทรรศนพื้นมืด หากไมพบการปน
เปอนเชื้ออ่ืน ดูดเชื้อเลปโตสไปราแตละซีโรวาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตรถายใสอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Fletcher หลอดใหม เก็บไวที่อุณหภูมิหอง ไดประมาณ 1 เดือน

2.1.2 การเพาะลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Neopeptone
ตรวจสอบการปนเป อนจุลชีพอื่นในเชื้อเลปโตสไปราแตละซีโรวาร โดยดูดเชื้อ             

3 ไมโครลิตร หยดลงบนสไลดแกวที่สะอาด นํ าไปดูดวยกลองจุลทรรศนพื้นมืด หากไมพบการปน
เปอนเชื้ออ่ืน ดูดเชื้อเลปโตสไปราแตละซีโรวาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตรถายใสอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Neopeptone หลอดใหม เกบ็ไวที่อุณหภูมิหอง นาน 7 วัน เชื้อที่เหมาะสํ าหรับนํ าไปใชในการ
ทดสอบตางๆ หรือนํ าไปสกัดแอนติเจนควรมีปริมาณ 3+ ถึง 4+ เคลื่อนไหวรวดเร็ว และไมมีการ
เกาะกลุมเปนกอน (พิมพใจ   นยัโกวทิและดวงพร   พูลสุขสมบัติ, 2543)

2.2 การสกัดแอนติเจน
2.2.1 Heat extracted antigen (Henk et al., 2000)

นํ าเชื้อเลปโตสไปราอายุ 7-14 วัน ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ neopeptone ปริมาตร 
200 มลิลิลิตร มาปนลางดวย PBS pH 7.4 ทีค่วามเร็ว 10,000 g อุณหภมูิ 4 องศาเซียลเซียส เปน



34

เวลา 10 นาที ละลายตะกอนที่ไดใน PBS pH 7.4 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวนํ าไปตมเปนเวลา 15 
นาท ีนํ าไปปนที่ความเร็ว 10,000 g อุณหภมู ิ4 องศาเซียลเซียส เปนเวลา 10 นาที เพื่อกํ าจัดเศษ
เซลล เก็บนํ้ าใสสวนบนใสหลอดเล็กๆ แชแข็งที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส

2.2.2 Sonicated antigen (Adler et al., 1980)
นํ าเชื้อเลปโตสไปราอายุ 7-14 วัน ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ neopeptone ปริมาตร 

200 มลิลิลิตร มาปนลางดวย PBS pH 7.4 ทีค่วามเร็ว 10,000 g อุณหภมูิ 4 องศาเซียลเซียส เปน
เวลา 10 นาที ละลายตะกอนที่ไดใน PBS pH 7.4 ปริมาตร 5 มิลลิลิตรนํ าไปทํ าใหเซลลแตกดวย
คลืน่เสียงที่ความถี่ 20 kHz ชวงละ 30 วินาที เปนเวลา 5 นาที แบงใสหลอดเล็กๆ แชแข็งที่
อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส

2.2.3 Deoxycholate extracted antigen (Petchclai et al., 1992)
นํ าเชื้อเลปโตสไปราอายุ 7-14 วัน ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ neopeptone มาปนลาง

ดวยนํ้ าเกลือ 0.85% 1 คร้ัง ที่ความเร็ว 10,000 g อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ละลาย
ตะกอนทีไ่ดในนํ้ ากลั่นปราศจากอิออนปริมาตร 1 ใน 80 สวนของปริมาณเชื้อเร่ิมตน เติม 2% 
deoxycholate ในปรมิาณเทากันลงไป ผสมใหเขากัน อบไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน     
3 ชัว่โมง นํ าไปปนที่ความเร็ว 10,000 g อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซียส นาน 25 นาที นํ านํ้ าใสสวนบน
ไปทํ า dialysis ดวยนํ ้ากลัน่ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4 วัน แลวจึงนํ าไปปนที่ความเร็ว 
10,000 g อุณหภมู ิ 4 องศาเซลเซียส นาน 25 นาที เก็บนํ้ าใสสวนบนใสหลอดเล็กๆ แชแข็งที่
อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส

2.3 การทดสอบ MAT และการพัฒนาวิธีการตรวจ ELISA และ IHA
2.3.1 การทดสอบ MAT (Galton et al., 1958)

ใชเชื้อเลปโตสไปรา 23 ซีโรวารเปนแอนติเจน ทํ าปฏิกิริยากับแอนติบอดีในซีร่ัมผูปวย 
เร่ิมตนตรวจคัดกรองที่ไตเตอร 1:100 โดยการเจือจางซีร่ัมผูปวยเปน 1:50 ใน PBS pH 7.2 นํ าซีร่ัม
ทีเ่จอืจางแลวใสในไมโครไตเตอรเพลต 23 หลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร เติมเชื้อเลปโตสไปราที่
เลีย้งไวแตละซีโรวารลงในแตละหลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร ต้ังไวที่อุณหภูมิหอง นาน 2-3 ชั่วโมง 
ดูดสารผสมที่ได 3 ไมโครลิตรหยดลงบนสไลด นํ าไปดูดวยกลองจุลทรรศนพื้นมืดกํ าลังขยาย     
100 เทา สังเกตกุารเกิดการเกาะกลุม ซีร่ัมใดที่ใหผลบวกกับเชื้อซีโรวารใด ตองนํ าซร่ัีมนั้นกลับมา
หาไตเตอรตอเชื้อซีโรวารนั้น โดยอานผลที่ระดับความเจือจางสุดทายที่ใหผลการเกาะกลุมของตัว
เชื้อรอยละ 50 เปนคาไตเตอร
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2.3.2 การพัฒนาการตรวจวิธี ELISA
2.3.2.1 สุมเลือกสภาวะตางๆ เพื่อทดสอบระบบ
เจอืจางแอนติเจนทั้งสามชนิดดวย coating buffer เปน 1:500 แลวนํ ามาใสในไมโคร

ไตเตอรเพลต หลุมละ 100 ไมโครลิตร อบไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสขามคืน นํ ามาลางดวย 
washing buffer 5 คร้ัง เติม blocking reagent (1% BSA ใน PBS pH 7.4) ลงในทกุหลุม หลุมละ 
100 ไมโครลติร นํ าไปอบในตูอบอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ลางดวย washing 
buffer 5 คร้ัง เจอืจางตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบดวย สารเจือจางตัวอยางตรวจเปน 1:200 
เตมิตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบหลุมละ 100 ไมโครลิตร ลงในไมโครไตเตอรเพลตที่เคลือบ
ดวยแอนตเิจนแตละชนิด นํ าไปอบในตูอบอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ลางดวย 
washing buffer 5 คร้ัง เติมคอนจูเกต ชนิด IgM หรือ IgG ทีเ่จอืจางดวย conjugate diluent เปน 
1:2000 หลมุละ 100 ไมโครลิตร นํ าไปอบในตูอบอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที นํ ามา
ลางดวย washing buffer 5 คร้ัง เติม substrate หลมุละ 100 ไมโครลิตรลงในทุกหลุม ต้ังไวในที่
มดืทีอุ่ณหภูมิหองนาน 15 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยการเติม stop reagent หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
ลงในทกุหลมุ น ําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร

2.3.2.2 ศึกษาสภาวะตางๆ ที่เหมาะสมตอการทดสอบ
ก.  สารเจือจางตัวอยางตรวจ

เจือจางแอนติเจน HEA เปน 1:200 แอนติเจน SA เปน 1:500 และแอนติเจน DEA เปน 
1:500 แลวเคลือบในไมโครไตเตอรเพลต หลุมละ 100 ไมโครลิตร อบไวที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสขามคืน นํ ามาลางดวย washing buffer 5 คร้ัง เติม blocking reagent (1% BSA ใน 
PBS pH 7.4) ลงในทกุหลมุ หลุมละ 100 ไมโครลิตร นํ าไปอบในตูอบอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 60 นาที ลางดวย washing buffer 5 คร้ัง เตรียมสารเจือจางตัวอยางตรวจ โดยละลาย 
tween-20 ทีค่วามเขมขน 0%, 0.05%, 0.1% และ 0.2% เจอืจางตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบ
ดวยสารเจือจางตัวอยางตรวจเปน 1:200 เตมิตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบที่เจือจางแลวลงใน
หลมุไมโครไตเตอรเพลตที่เคลือบดวยแอนติเจนแตละชนิดหลุมละ 100 ไมโครลิตร นํ าไปอบในตู
อบอุณหภมู ิ37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที นํ ามาลางดวย washing buffer 5 คร้ัง การตรวจหา
แอนติบอดีชนิด IgM สํ าหรับแอนติเจน HEA เตมิคอนจูเกตที่เจือจาง 1:1,000 หลุมละ 100 
ไมโครลิตร สวนแอนติเจน SA และ DEA เตมิคอนจูเกตที่เจือจาง 1:2,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
การตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG สํ าหรับแอนติเจน HEA เตมิคอนจูเกตที่เจือจาง 1:1,000 หลุมละ 
100 ไมโครลิตร สวนแอนติเจน SA และ DEA เตมิคอนจูเกตที่เจือจาง 1:2,000 หลุมละ 100 
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ไมโครลติร น ําไปอบในตูอบอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที นํ ามาลางดวย washing 
buffer 5 คร้ัง เติม substrate หลมุละ 100 ไมโครลิตรลงในทุกหลุม ต้ังไวในที่มืดที่อุณหภูมิหอง
นาน 15 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม stop reagent หลมุละ 100 ไมโครลิตร ลงในทุกหลุม นํ า
ไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร

ข.  blocking reagent
เจือจางแอนติเจน HEA เปน 1:200 แอนติเจน SA เปน 1:500 และแอนติเจน DEA เปน 

1:500 แลวเคลือบในไมโครไตเตอรเพลต หลุมละ 100 ไมโครลิตร อบไวที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสขามคืน นํ ามาลางดวย washing buffer 5 คร้ัง เติม blocking reagent โดยละลาย BSA 
ใน PBS pH 7.4 ทีค่วามเขมขน 0%, 1%, 3% และ 5% เติม blocking reagent ทีแ่ตละความเขม
ขนลงในหลุมที่เคลือบดวยแอนติเจนแตละชนิด หลุมละ 100 ไมโครลิตร นํ าไปอบที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ลางดวย washing buffer 5 คร้ัง เจือจางตัวควบคุมบวกและตัวควบ
คุมลบดวยสารเจือจางตัวอยางตรวจเปน 1:200 เติมตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบที่เจือจาง
แลวลงในหลุมไมโครไตเตอรเพลตที่เคลือบดวยแอนติเจนแตละชนิดหลุมละ 100 ไมโครลิตร นํ าไป
อบในตูอบอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที นํ ามาลางดวย washing buffer 5 คร้ัง การ
ตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM สํ าหรับแอนติเจน HEA เตมิคอนจูเกตที่เจือจาง 1:1,000 หลุมละ 
100 ไมโครลิตร สวนแอนติเจน SA และ DEA เตมิคอนจูเกตที่เจือจาง 1:2,000 หลุมละ 100 
ไมโครลิตร การตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG สํ าหรับแอนติเจน HEA เตมิคอนจูเกตที่เจือจาง 
1:1,000 หลมุละ 100 ไมโครลิตร สวนแอนติเจน SA และ DEA เตมิคอนจูเกตที่เจือจาง 1:2,000 
หลมุละ 100 ไมโครลิตร นํ าไปอบในตูอบอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที แลวนํ ามาลาง
ดวย washing buffer 5 คร้ัง เติม substrate หลมุละ 100 ไมโครลิตรลงในทุกหลุม ต้ังไวในที่มืดที่
อุณหภมูหิองนาน 15 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม stop reagent หลมุละ 100 ไมโครลิตร ลงใน
ทกุหลมุ น ําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร

ค.  ความเขมขนของแอนติเจนแตละชนิดและความเขมขนของคอนจูเกตแตละ
ชนิด

เจอืจางแอนติเจนแตละชนิดเปน 1:100 1:200 และ 1:400 แลวเคลือบในไมโครไตเตอร
เพลต หลุมละ 100 ไมโครลิตร อบไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสขามคืน นํ ามาลางดวย washing 
buffer 5 คร้ัง สํ าหรับแอนติเจน HEAเจอืจางตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบเปน 1:200 ดวย
PBS pH 7.4 สวนแอนติเจน SA และ DEA เจอืจางเปน 1:200 ดวย 0.05% tween-20 ใน PBS pH 
7.4 เตมิตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบที่เจือจางแลวลงในหลุมไมโครไตเตอรเพลตที่เคลือบดวย
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แอนตเิจนแตละชนิดหลุมละ 100 ไมโครลิตร นํ าไปอบในตูอบอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 
นาท ีนํ ามาลางดวย washing buffer 5 คร้ัง สํ าหรับแอนติเจน HEA เตมิคอนจูเกตชนิด IgM และ 
IgG ทีเ่จือจาง 1:250  1:500  1:1,000 และ 1:2,000 แอนติเจนชนิด SA และ DEA เตมิคอนจูเกต
ชนิด IgM และ IgG ทีเ่จอืจาง 1:1,000  1:2,000  1:4,000 และ 1:8,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
น ําไปอบในตูอบอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที แลวนํ ามาลางดวย washing buffer     
5 คร้ัง เติม substrate หลมุละ 100 ไมโครลิตรลงในทุกหลุม ต้ังไวในที่มืดที่อุณหภูมิหองนาน 15 
นาท ีหยุดปฏิกิริยาโดยการเติม stop reagent หลมุละ 100 ไมโครลิตร ลงในทุกหลุม นํ าไปวัดคา
การดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร

2.3.2.2 ศึกษาถึงความแมนยํ า
ตรวจหาคา within-run precision โดยการตรวจตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบซํ้ า

อยางละ 20 หลุม ในการทดสอบคราวเดียวกัน โดยใชสภาวะตางๆ และความเจือจางของนํ้ ายาที่
เหมาะสม และตรวจหาคา between-run precision โดยการตรวจตัวควบคุมบวกและตัวควบคุม
ลบซํ ้าอยางละ 20 คร้ัง ในการทดสอบที่เวลาตางกัน โดยใชสภาวะตางๆ และความเจือจางของนํ้ า
ยาทีเ่หมาะสม

2.3.3 การพัฒนาการตรวจวิธี IHA
2.3.3.1 การหาความเขมขนของแอนติเจนที่เหมาะสมในการเคลือบเม็ดเลือดแดงแกะ 

(เบญจะ   เพชรคลาย, 2525)
ใชเม็ดเลือดแดงแกะอายุ 2-14 วัน ที่เก็บใน Alsever’s solution ลางดวย NSS 3 คร้ัง 

ปรับความเขมขนของเซลลเม็ดเลือดแดงเปน 10% ดวย PBS pH 7.2 แลวเติม 2.5% 
glutaraldyhye ปริมาตรหนึ่งในสี่ของ PBS pH 7.2 ทีเ่ตมิลงไป ผสมลงไปชาๆ นํ าไปวางบนเครื่อง
หมุน (rotator) เปนเวลา 2 ชั่วโมง น ํามาลางดวย NSS 3 คร้ัง แลวปรับใหความเขมขนของเซลล
เปน 10%ดวย PBS pH 7.2 ทีม่ี 0.1% sodium azide  เกบ็ที ่4 องศาเซลเซียส ไดนานเปนป

น ํา 10% เมด็เลือดแดงแกะที่เคลือบดวย glutaraldehyde มา 300 ไมโครลิตร ปนลาง
1 คร้ัง ดวย PBS pH 7.2 แลวเติม PBS pH 7.2 ลงไปใหมีปริมาตรเทาเดิม เติม tannic acid
1:20,000 ในปรมิาตรเทากัน ผสมใหเขากัน นํ าไปอบในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 30 นาที นํ ามาปนลาง 2 คร้ัง ดวย PBS pH 6.4 แลวปรับความเขมขนของเซลลเปน 10% 
ดวย PBS pH 6.4  สํ าหรับแอนติเจน SA เติมแอนติเจน SA ทีไ่มเจอืจางหรือเจือจางเปน 1:2  1:4 
และ 1:8 ลงไปหลอดละ 50 ไมโครลิตร สวนแอนติเจน HEA และ DEA เตมิแอนติเจนที่ไมเจือจาง
ลงไปหลอดละ 200    100  และ 50 ไมโครลิตร นํ าไปอบในอางนํ้ า อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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นาน 30 นาที ปนลาง 2 คร้ังดวย PBS pH 7.2 แลว ปรับความเขมขนของเม็ดเลือดแดงเปน 0.5% 
ดวย 0.5% BSA ใน PBS pH 7.2 ทีม่ี 0.1% sodium azide

เติม PBS pH 7.2 ปริมาตร 25 ไมโครลิตรลงในหลุมไมโครไตเตอรเพลตหลุมที่ 3-8 
เติมตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบที่เจือจางเปน 1:25 ลงไปในหลุมที่ 1-3 หลุมละ 25 
ไมโครลิตร ใช autopipette ผสมซีร่ัมและ PBS ในหลมุที ่ 3 ใหเขากัน แลวถายไปใสในหลุมที่ 4   
25 ไมโครลติร ผสมใหเขากันแลวถายไปใสในหลุมตอไป ทํ าเชนนี้ไปจนถึงหลุมที่ 8  จากนัน้จึงทิ้ง  
ซร่ัีมที่เจือจางแลวในหลุมที่ 8 ไป 25 ไมโครลิตร เติมเม็ดเลือดแดงที่เคลือบแอนติเจนแตละชนิด
แลวลงในหลุมไมโครไตเตอรเพลต หลุมที่ 2-8 หลุมละ 25 ไมโครลิตร สํ าหรับในหลุมที่ 1 เติม 
0.5% เมด็เลอืดแดงแกะที่ไมไดเคลือบแอนติเจน ลงไป 25 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการเคาะ
เบาๆ  ต้ังไวทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 2 ชั่วโมง อานผลโดยสังเกตุการจับกลุมของเม็ดเลือดแดงแกะ ให
คะแนน 1 ถงึ 4 ตามความแรงของการจับกลุมของเม็ดเลือด อานคาความเจือจางของหลุมสุดทาย
ทีย่งัมีความแรง  2+ เปนคาไตเตอร

2.4 การหาปริมาณโปรตีน
หาปริมาณโปรตีนของแอนติเจนแตละชนิดดวยวิธีของ Bradford (1976) ดังนี้          

ดูดแอนติเจน 20 ไมโครลิตร ใสลงในหลุมไมโครไตเตอรเพลตชนิดโพลีสไตรีน โดยทํ าควบคูกับ
BSA ซึง่ใชเปนโปรตีนมาตรฐาน ที่เจือจางใหมีปริมาณโปรตีน 0-9 ไมโครกรัมตอ 20 ไมโครลิตร
เติมสารละลาย Bradford reagent 200 ไมโครลติรลงไป เขยาใหเขากัน บมไวนาน 5 นาที นํ าไป
วดัการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร ดวยเครื่องวัด ELISA reader เขยีนกราฟ 
มาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงและปริมาณโปรตีน คํ านวณปริมาณโปรตีนในแอนติเจนแต
ละชนดิจากกราฟมาตรฐาน หากคาการดูดกลืนแสงของแอนติเจนสูงกวาคาการดูดกลืนแสงของคา
การดูดกลืนแสงของโปรตีนมาตรฐานในกราฟ จะตองทํ าการเจือจางแอนติเจนแลวทํ าการทดสอบ
ใหมอีกครั้ง

2.5 โพลีอะคริลาไมดเจลอิเลคโตรฟอรีซิสแบบมีเอสดีเอส (Sodium Dodecyl Sulfate–
Polyacylamide Gel Electrophoresis : SDS-PAGE) ตามวิธีของ Laemmli (1970)

โพลีอะคริลาไมดเจลที่ใชในการศึกษาเปนแบบเจลแผน (slab gel) ขนาด 10x12
เซนตเิมตร หนา 1 มิลลิเมตร ประกอบดวยเจล 2 สวน คือเจลสวนบน (stacking gel) มคีวามสูง
ประมาณ 3 เซนติเมตร ใชปริมาณเจล 4 เปอรเซ็นต และเจลสวนลาง (separating gel) มคีวามสูง
ประมาณ 7 เซนติเมตร ใชปริมาณเจล 12 เปอรเซ็นต
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เตรยีมแอนติเจนใหพรอมสํ าหรับการทํ าอิเลคโตรฟอรีซิสโดยผสมแอนติเจน HEA และ 
SA  5 สวนกับบัฟเฟอรตัวอยาง (sample buffer) 1 สวน ขณะที่ผสมแอนติเจน DEA 3 สวนกับ
บัฟเฟอรตัวอยาง 1 สวน และผสมโปรตีนมาตรฐานชนิดนํ้ าหนักโมเลกุลสูงและชนิดนํ้ าหนัก
โมเลกุลต่ํ า 1 สวนกบักบับัฟเฟอรตัวอยาง 19 สวน นํ าไปตมในนํ้ าเดือดนาน 5 นาที หยอดโปรตีน
มาตรฐานชนิดนํ้ าหนักโมเลกุลสูงและชนิดนํ้ าหนักโมเลกุลต่ํ าและแอนติเจนแตละชนิดที่ตมแลวลง
ในชองเจล ชองละ 20 ไมโครลิตร เปดกระแสไฟฟาที่ 250 โวลต 15 มลิลิแอมป นานประมาณ       
1 ชัว่โมง 20 นาที เมื่อสีของ bromophenol blue เคลือ่นที่จนสุดขอบลางของแผนเจล ปดกระแส
ไฟ นํ าแผนเจลมายอมดวยสี coomassie blue นาน 3 ชัว่โมง เทสีทิ้ง แชเจลในนํ้ ายา destain I 
นาน 30 นาท ีจากนั้นแชในนํ้ ายา destain II จนเหน็แถบโปรตีนสีนํ้ าเงินชัดเจน และพื้นหลังใสหรือ
มสีีนอยทีสุ่ด วัดระยะทางการเคลื่อนที่ของแถบโปรตีนมาตรฐาน แอนติเจนแตละชนิด และแถบสี
โบรโมฟนอลบลใูนบฟัเฟอรตัวอยาง คํ านวณหาคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (relative mobility, Rf) 
ของโปรตีนมาตรฐานและแอนติเจนแตละชนิดจากความสัมพันธนี้

การเคลื่อนที่สัมพัทธ    =               ระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีน       _
      ระยะทางการเคลื่อนที่ของสีโบรโมฟนอลบลู

เขยีนกราฟระหวางคาการเคลื่อนที่สัมพัทธที่คํ านวณได กับคานํ้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน 
บนกระดาษ semilog โดยใหนํ ้าหนักโมเลกุลอยูบนแกน log และคาการเคลื่อนที่สัมพัทธอยูบน
แกน linear หาคานํ ้าหนกัโมเลกุลของโปรตีนในแอนติเจนแตละชนิดจากกราฟที่เขียนได
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สถติิที่ใชในการวิเคราะห

คาเฉลี่ย (mean) = 1

n

i
i

X

n
=
∑

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; SD) = 
2

1

( )
n

i
i
X X

n
=

−∑

สัมประสิทธิ์การกระจาย (% coefficient of variant; %CV)
= สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  x  100

       คาเฉลี่ย
ความไว (sensitivity) = ผลบวกจริงที่อานได  x  100

           ผลบวกจริงทั้งหมด
ความจํ าเพาะ (specificity) = ผลลบจริงที่อานได  x  100

          ผลลบจริงทั้งหมด
ผลบวกลวง (false positive rate) = ผลบวกลวงที่อานได  x  100

             ผลลบจริงทั้งหมด
ผลลบลวง (false negative rate) = ผลลบลวงที่อานได  x  100

             ผลบวกจริงทั้งหมด
พืน้ที่ใตกราฟ receiver operating characteristic (ROC) ใชในการหาจุดตัดที่เหมาะสม

ของแตละการทดสอบ
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