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บทที่ 3

ผลการทดลอง

3.1 การพฒันาวิธีการตรวจ
3.1.1 วิธี ELISA

3.1.1.1 การสุมเลือกสภาวะตางๆ เพื่อทดสอบระบบ
จากการสุมเลือกเจือจางแอนติเจนทั้งสามชนิดไดแก HEA SA และ DEA ที่ 1:500 และ

เจือจางคอนจูเกตทั้งชนิด IgM และ IgG เปน 1:2,000 แลวท ําการทดสอบ พบวาตัวควบคุมบวก 
(PC) มคีาการดูดกลืนแสง (optical density : OD) สูงกวาตัวควบคุมลบ (NC) ในทกุแอนติเจน
และคอนจูเกต ดังแสดงในตาราง 7

ตาราง 7   คาการดูดกลืนแสงของการทดสอบเมื่อสุมเลือกเจือจางแอนติเจน HEA SA และ DEA 
เปน 1:500 และเจือจางคอนจูเกตชนิด IgM และ IgG เปน 1:2,000

คาการดูดกลืนแสงเฉลี่ย*
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  *คาการดูดกลืนแสงเฉลี่ยไดจากการทดลองซํ้ า 2 คร้ัง
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แอนติเจน HEA มคีาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกคอนขางตํ่ า ดังนั้นจึงตองมี
การปรับความเขมขนของแอนติเจนในการเคลือบหลุมไมโครไตเตอรเพลตใหมากขึ้น รวมถึงปรับ
ความเขมขนของคอนจูเกตแตละชนิดใหมากขึ้น (ตาราง 8)

แอนติเจน SA สํ าหรับการตรวจหา IgM มคีาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกและ
ตัวควบคมุลบเหมาะสมแลว สํ าหรับการตรวจหา IgG มคีาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมลบคอน
ขางสูง (ตาราง 8)

แอนติเจน DEA สํ าหรับการตรวจหา IgM และ IgG มคีาการดูดกลืนแสงของตัวควบ
คุมบวกและตัวควบคุมลบเหมาะสมแลว (ตาราง 8)

ตาราง 8   ความเขมขนของแอนติเจนแตละชนิดและความเขมขนของคอนจูเกตแตละชนิด ที่นํ าไป
ใชในการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของการทดสอบ 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 การศกึษาสภาวะที่เหมาะสมของสารเจือจางตัวอยางตรวจ
เมื่อทดลองใชสาร polyethylene-sorbitan monolaurate (tween-20) ทีค่วามเขมขน 

0%, 0.05%, 0.1% และ 0.2% เปนสารเจอืจางตัวอยางตรวจ จะเห็นวา แอนติเจน HEA มผีลตาง
ระหวางคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบสูงสุดเมื่อใช 0% tween-20 ใน 
PBS pH 7.4 เปนสารเจือจางตัวอยางตรวจ (ภาพประกอบ 4) ขณะที่แอนติเจน SA และ DEA    
จะใหผลตางระหวางคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบสูงสุดเมื่อใช 0.05%
tween-20 ใน PBS pH 7.4 เปนสารเจือจางตัวอยางตรวจ (ภาพประกอบ 5-6)
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ภาพประกอบ 4   ผลของการใชสาร polyoxyethylene-sorbitan monolaurate (Tween-20) ที่ความเขมขน
ตางๆ  เปนสารเจือจางตัวอยางตรวจ สํ าหรับตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวย
วิธี ELISA เมื่อเคลือบหลุมไมโครไตเตอรเพลตดวยแอนติเจนชนิด HEA

 A) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM   B) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG

OD

OD



44

0
0 . 2

0 . 4
0 . 6

0 . 8

1
1 . 2

1 . 4

1 . 6

0 . 0 %  t w e e n - 2 0
in  PBS

0 . 0 5 %  t w e e n - 2 0
in  PBS

0 . 1 %  t w e e n - 2 0
in  PBS

0 . 2 %  t w e e n - 2 0
in  PBS

P C
N C
P C - N C

0

0 . 2

0 . 4

0 . 6

0 . 8

1

1 . 2

1 . 4

0 . 0 %  t ween -20
i n  P B S

0 . 0 5 %  tween -20
i n  P B S

0 . 1 %  t ween -20
i n  P B S

0 . 2 %  t ween -20
i n  P B S

P C
N C
P C - N C

A

B

ภาพประกอบ 5   ผลของการใชสาร polyoxyethylene-sorbitan monolaurate (Tween-20) ที่ความเขมขน
ตางๆ  เปนสารเจือจางตัวอยางตรวจ สํ าหรับตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวย
วิธี ELISA เมื่อเคลือบหลุมไมโครไตเตอรเพลตดวยแอนติเจนชนิด SA   
A) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM   B) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG

OD

OD
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ภาพประกอบ 6   ผลของการใชสาร polyoxyethylene-sorbitan monolaurate (Tween-20) ที่ความเขมขน
ตางๆ  เปนสารเจือจางตัวอยางตรวจ สํ าหรับตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวย
วิธี ELISA เมื่อเคลือบหลุมไมโครไตเตอรเพลตดวยแอนติเจนชนิด DEA   
A) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM   B) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG

OD

OD
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3.1.1.3 การศกึษาสภาวะที่เหมาะสมของ blocking reagent
เมื่อทดลองใชสาร bovine serum albumin (BSA) ทีค่วามเขมขน 0%, 0.5%, 1.0% 

และ 2.0% เปน blocking reagent เพือ่ปองกันการเกิดพื้นหลังสูง (high background) จะเห็นวา
การใช BSA เปน blocking reagent ไมชวยใหคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมลบลดลงมากนัก 
(ภาพประกอบ 7-9) เมื่อคํ านึงถึงความประหยัดและความสะดวกในการทดลองแลว จึงเลือกที่จะ
ไมใชสาร BSA เปน blocking reagent
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ภาพประกอบ 7   ผลของการใชสาร BSA ทีค่วามเขมขนตางๆ  เปน blocking reagent   สํ าหรับตรวจหา
แอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA เมื่อเคลือบหลุมไมโครไตเตอรเพลตดวย
แอนติเจนชนิด HEA
A) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM   B) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG

A

B

OD

OD
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ภาพประกอบ 8   ผลของการใชสาร BSA ทีค่วามเขมขนตางๆ  เปน blocking reagent   สํ าหรับตรวจหา
แอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA เมื่อเคลือบหลุมไมโครไตเตอรเพลตดวย
แอนติเจนชนิด SA
A) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM   B) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG
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ภาพประกอบ 9   ผลของการใชสาร BSA ทีค่วามเขมขนตางๆ  เปน blocking reagent   สํ าหรับตรวจหา
แอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA เมื่อเคลือบหลุมไมโครไตเตอรเพลตดวย
แอนติเจนชนิด DEA
A) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM   B) เปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG

A

B

OD

OD
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3.1.1.3 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของความเขมขนของแอนติเจนแตละชนิดและ
ความเขมขนของคอนจูเกตแตละชนิด

เมือ่ทดลองเจือจางแอนติเจนแตละชนิดเปน 1:100  1:200 และ 1:400 แลวเคลือบใน
หลุมไมโครไตเตอรเพลต อบไวที่ 4 องศาเซลเซียส ขามคืน และเจือจางคอนจูเกตสํ าหรับแอนติเจน
แตละชนิดดังนี้ แอนติเจน HEA เจอืจางคอนจูเกตทั้งชนิด IgM และ IgG เปน 1:250  1:500 
1:1,000 และ 1:2,000 สวนแอนติเจน SA และ DEA เจอืจางคอนจูเกตทั้งชนิด IgM และ IgG เปน 
1:500  1:1,000  1:2,000 และ 1:4,000 หลงัจากวดัคาการดูดกลืนแสงแลว ใชเกณฑการเลือกคา
การดดูกลนืแสงของตัวควบคุมบวกใหอยูในชวง 0.9 ถึง 1.5 โดยพยายามเลือกคาการดูดกลืนแสง
ของตวัควบคมุลบใหต่ํ ากวา 0.2 เพื่อใหสามารถติดตามการเปลี่ยนแปลงของคาการดูดกลืนแสงใน
การทํ าการทดสอบแตละครั้งไดสะดวก

แอนติเจน HEA  สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM เลอืกความเขมขนของ
แอนติเจนสํ าหรับเคลือบเพลตที่ 1:100 และความเขมขนของคอนจูเกต IgM ทีค่วามเขมขน 1:250 
(ตาราง 9 โดยคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกเทากับ 1.022 และคาการดูดกลืนแสงของตัว
ควบคมุลบเทากับ 0.344 ขณะที่การตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG เลอืกความเขมขนของแอนติเจน
สํ าหรับเคลือบเพลตที่ 1:100 และความเขมขนของคอนจูเกต IgG ทีค่วามเขมขน 1:250 (ตาราง 
10) โดยคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกเทากับ 0.946  และคาการดูดกลืนแสงของตัวควบ
คุมลบเทากับ 0.338

แอนติเจน SA  สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM เลือกความเขมขนของ
แอนติเจนสํ าหรับเคลือบเพลตที่ 1:200 และความเขมขนของคอนจูเกต IgM ที่ความเขมขน 
1:4,000 (ตาราง 11) โดยคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกเทากับ 1.239 และคาการดูดกลืน
แสงของตัวควบคุมลบเทากับ 0.162 ขณะที่การตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG เลอืกความเขมขน
ของแอนติเจนสํ าหรับเคลือบเพลตที่ 1:200 และความเขมขนของคอนจูเกต IgG ทีค่วามเขมขน 
1:4,000 (ตาราง 12) โดยคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกเทากับ 1.198 และคาการดูดกลืน
แสงของตัวควบคุมลบเทากับ 0.507

แอนติเจน DEA  สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM เลอืกความเขมขนของ
แอนติเจนสํ าหรับเคลือบเพลตที่ 1:200 และความเขมขนของคอนจูเกต IgM ที่ความเขมขน 
1:2,000 (ตาราง 13) โดยคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกเทากับ 1.441 และคาการดูดกลืน
แสงของตัวควบคุมลบเทากับ 0.109 ขณะที่การตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG เลอืกความเขมขน
ของแอนติเจนสํ าหรับเคลือบเพลตที่ 1:200 และความเขมขนของคอนจูเกต IgG ทีค่วามเขมขน 
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1:1,000 (ตาราง 14) โดยคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมบวกเทากับ 0.939  และคาการดูดกลืน
แสงของตัวควบคุมลบเทากับ 0.095

ตาราง 9   คาการดูดกลืนแสงของการหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน HEA และคอนจู
เกตชนิด IgM สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA

ความเขมขนของ
แอนติเจน HEA ODตัวควบคุมบวก ODตัวควบคุมลบ

ความเขมขนของ
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 คาการดดูกลืนแสงที่แสดงเปนคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดลองซํ้ า 2 คร้ัง



52

ตาราง 10   คาการดูดกลืนแสงของการหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน HEA และคอนจู
เกตชนิด IgG สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA

ความเขมขนของ
แอนติเจน HEA ODตัวควบคุมบวก ODตัวควบคุมลบ

ความเขมขนของ
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 คาการดดูกลืนแสงที่แสดงเปนคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดลองซํ้ า 2 คร้ัง
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ตาราง 11   คาการดูดกลืนแสงของการหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน SA และคอนจู
เกตชนิด IgM สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA

ความเขมขนของ
แอนติเจน SA ODตัวควบคุมบวก ODตัวควบคุมลบ

ความเขมขนของ
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 คาการดดูกลืนแสงที่แสดงเปนคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดลองซํ้ า 2 คร้ัง
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ตาราง 12   คาการดูดกลืนแสงของการหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน SA และคอนจู
เกตชนิด IgG สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA

ความเขมขนของ
แอนติเจน SA ODตัวควบคุมบวก ODตัวควบคุมลบ

ความเขมขนของ
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 คาการดดูกลืนแสงที่แสดงเปนคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดลองซํ้ า 2 คร้ัง
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ตาราง 13   คาการดูดกลืนแสงของการหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน DEA และคอนจู
เกตชนิด IgM สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA

ความเขมขนของ
แอนติเจน DEA ODตัวควบคุมบวก ODตัวควบคุมลบ

ความเขมขนของ
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 คาการดดูกลืนแสงที่แสดงเปนคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดลองซํ้ า 2 คร้ัง
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ตาราง 14   คาการดูดกลืนแสงของการหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจน DEA และคอนจู
เกตชนิด IgG สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA

ความเขมขนของ
แอนติเจน DEA ODตัวควบคุมบวก ODตัวควบคุมลบ

ความเขมขนของ
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 คาการดูดกลืนแสงที่แสดงเปนคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดลองซํ้ า 2 คร้ัง
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3.1.2 วิธี IHA
3.1.2.1 การหาความเขมขนของแอนติเจนที่เหมาะสมในการเคลือบเม็ดเลือดแดงแกะ
แอนติเจน HEA จากการทดลองโดยไมเจือจางแอนติเจนหรือเจือจางแอนติเจนเปน 1:2 

1:4 และ 1:8 แลวน ําไปเคลือบบนผิวเม็ดเลือดแดงแกะ โดยใชปริมาตร 50 ไมโครลิตร พบวาคา   
ไตเตอรของตัวควบคุมบวก <1:50 แสดงวาแอนติเจน HEA มปีริมาณนอยเกินไปที่จะเคลือบบนผิว
เม็ดเลือดแดงแกะ ดังนั้นจึงไดทดลองเพิ่มปริมาณแอนติเจนในการเคลือบผิวเม็ดเลือดแดงเปน 
100 และ 200 ไมโครลิตร  คาไตเตอรของตัวควบคุมบวก ยังคงมีคา <1:50  แมวาจะทดลองใช
แอนติเจน HEA 300 ไมโครลิตรใสลงในเม็ดเลือดแดงแกะอัดแนน (packed fixed SRBC)       
แลวก็ตาม คาไตเตอรของตัวควบคุมบวกก็ยังมีคา <1:50 สวนตัวควบคุมลบใหคาไตเตอร <1:50 ที่
ทกุระดับความเจือจาง (ตาราง 15) ดังนั้นจึงไมสามารถศึกษาประสิทธิภาพของการเคลือบผิวเม็ด
เลอืดแดงแกะดวยแอนติเจนชนิด HEA ได

แอนติเจน SA เมือ่ไมเจือจางแอนติเจนหรือเจือจางแอนติเจนเปน 1:2  1:4 และ 1:8 
แลวน ําไปเคลือบบนผิวเม็ดเลือดแดงแกะดวยปริมาตร 50 ไมโครลิตร ไดผลดังแสดงในตาราง 15 
ความเขมขนของแอนติเจน SA ทีเ่หมาะสมในการเคลือบผิวเม็ดเลือดแดงแกะ เทากับ 1:4

แอนติเจน DEA เมือ่ไมเจือจางแอนติเจนหรือเจือจางแอนติเจนเปน 1:2  1:4 และ 1:8 
แลวนํ าไปเคลือบบนผิวเม็ดเลือดแดงแกะดวยปริมาตร 50 ไมโครลิตร พบวาการไมเจือจาง
แอนติเจน ไดคาไตเตอรของตัวควบคุมบวก เทากับ 1:100 ขณะทีก่ารเจือจางแอนติเจน ไดคา     
ไตเตอรของตัวควบคุมบวก <1:50  โดยที่คาไตเตอรของตัวควบคุมลบ <1:50 ทกุระดับความ    
เจอืจาง ดังนั้นจึงทดลองเพิ่มปริมาตรของแอนติเจน DEA แบบไมเจือจาง เปน 100 และ 200 
ไมโครลิตร พบวาที่แอนติเจนแบบไมเจือจาง ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใหคาไตเตอรของตัวควบคุม
บวกเทากับ 1:800 (ตาราง 15) จงึเลอืกความเขมขนของแอนติเจน DEA แบบไมเจือจาง ปริมาตร 
200 ไมโครลติร เปนความเขมขนที่เหมาะสมในการเคลือบผิวเม็ดเลือดแดงแกะ
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ตาราง 15   การหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจนแตละชนิดในการเคลือบบนผิวเม็ดเลือด
แดงแกะ สํ าหรับใชในการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราดวยวิธี IHA

คาไตเตอร
การเจือจาง ปริมาตร (µl) ตัวควบคุม

HEA SA DEA

ตัวควบคุมบวก <1:50 NA 1:800
ไมเจือจาง 200 ตัวควบคุมลบ <1:50 NA <1:50

ตัวควบคุมบวก <1:50 NA 1:400
ไมเจือจาง 100 ตัวควบคุมลบ <1:50 NA <1:50

ตัวควบคุมบวก <1:50 1:6,400 1:100
ไมเจือจาง 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 การศึกษาถึงความแมนยํ า
ศึกษาความแมนยํ าของการทดสอบทั้งแบบชนิด within-run precision โดยการตรวจ

ตัวควบคมุบวกและตัวควบคุมลบซํ้ าอยางละ 20 หลุม ในการทดสอบคราวเดียวกัน โดยใชสภาวะ
ตางๆ และความเจือจางของนํ้ ายาที่เหมาะสม และความแมนยํ าของการทดสอบแบบ between-
run precision โดยการตรวจตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบซํ้ าอยางละ 20 คร้ัง ในการทดสอบที่
เวลาตางกนั โดยใชสภาวะตางๆ และความเจือจางของนํ้ ายาที่เหมาะสม ไดผลดังตาราง 16

ตาราง 16   ความแมนย ําของการทดสอบ ชนิด within-run precision และ between-run
precision สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM และ IgG ตอเชื้อเลปโตสไปรา
โดยวิธี ELISA เมื่อเคลือบไมโครไตเตอรเพลตดวยแอนติเจนชนิดตางๆ

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 าหรับการทดสอบดวยวิธี IHA การวัดความแมนยํ าของการทดสอบแบบ within-run 
precision โดยการทดสอบตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบ ซํ้ า 20 คร้ังในการทดสอบคราวเดียว
กันพบวาคาไตเตอรของทั้งตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบ สํ าหรับวิธี IHA ที่เคลือบดวย
แอนติเจน SA และ DEA มคีาไมเปลี่ยนแปลง สวนความแมนยํ าแบบ between-run precision 
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โดยการตรวจตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบ วันละ 1 คร้ัง นาน 20 วัน พบวา วิธี IHA ทีเ่คลือบ
ดวยแอนติเจน SA และ DEA มคีาไตเตอรไมเปลี่ยนแปลงเชนเดียวกัน แตเมื่อทดสอบตัวควบคุม
บวกและตวัควบคุมลบเปนเวลานาน 6 สัปดาห พบวาการเคลือบเม็ดเลือดแดงดวยแอนติเจน SA 
มีคาไตเตอรของตัวควบคุมบวกไมเปลี่ยนแปลงจนถึงสัปดาหที่4 จากนั้นคาไตเตอรของตัวควบคุม
บวกลดลงเหลือ 1:3200 ขณะที่ไตเตอรของตัวควบคุมลบไมเปลี่ยนแปลง สวนการเคลือบเม็ดเลือด
แดงดวยแอนติเจน DEA มีคาไตเตอรไมเปลี่ยนแปลงทั้ง 6 สัปดาห (ไตเตอร 1:800) แสดงถึงความ
เสถยีรของการเคลือบเม็ดเลือดแดงแกะดวยแอนติเจน SA อยูไดนาน 4 สัปดาห ขณะที่การเคลือบ
เมด็เลือดแดงแกะดวยแอนติเจน DEA อยูไดนานไมนอยกวา 6 สัปดาห

3.3 ผลการตรวจหาแอนติบอดีในกลุมควบคุม
จากการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM ตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี ELISA โดยเคลือบ

หลุมไมโครไตเตอรเพลตดวยแอนติเจน HEA   SA และ DEA เมือ่วเิคราะหผลดังกลาวโดยการนํ า
ไปเขียนกราฟ receiver operating characteristic (ROC) โดยแกน Y เปนคาความไวของการ
ทดสอบ และแกน X เปนคา 1-ความจํ าเพาะของการทดสอบ หรือคาผลบวกลวง พบวาแอนติเจน 
SA และ DEA มพีืน้ที่ใตกราฟ ROC มากทีสุ่ด 0.99 และ 0.99 (ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 99,     
p-value นอยกวา 0.001) ขณะที่แอนติเจน HEA มพีืน้ทีใ่ตกราฟเพียง 0.90 (ระดับความเชื่อมั่น
รอยละ 99, p-value นอยกวา 0.001) ดังแสดงในภาพประกอบ 10 อยางไรก็ตามการคัดเลือกจุด
ตัดทีเ่หมาะสมเพือ่ใหไดคาความไวและความจํ าเพาะของการทดสอบสูงสุด พบวา แมวาแอนติเจน 
SA และ DEA จะมพีืน้ทีใ่ตกราฟเทากัน แตการเลือกจุดตัดของคาการดูดกลืนแสงที่ 0.9 ทํ าใหการ
ทดสอบหาแอนติบอดีชนิด IgM โดยการใชแอนติเจน SA มคีาความไวรอยละ 97.6 และความ
จ ําเพาะรอยละ 96.5 ขณะที่การเลือกจุดตัดของคาการดูดกลืนแสงที่ 0.7 ทํ าใหการทดสอบโดยการ
ใชแอนติเจน DEA มคีาความไวรอยละ 97.6 เทากัน แตมีความจํ าเพาะตํ่ ากวาเล็กรอย (รอยละ 
94.1) สวนแอนติเจน HEA เมือ่เลอืกจดุตัดที่ 0.9 พบวามีความไวรอยละ 83.5 และความจํ าเพาะ
รอยละ 80.2 (ตาราง 17)

สํ าหรับการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG ดวยวิธี ELISA โดยการเคลือบหลุมไมโคร ไต
เตอรเพลตดวยแอนติเจน HEA   SA และ DEA เมือ่วเิคราะหผลดังกลาวดวยกราฟ ROC พบวา 
แอนติเจน DEA มพีืน้ทีใ่ตกราฟสูงสุด 0.87 (ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95, p-value นอยกวา 
0.05) รองลงมาคือแอนติเจน SA มพีืน้ทีใ่ตกราฟ 0.86 (ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95, p-value 
นอยกวา 0.05) และแอนติเจน HEA มพีืน้ทีใ่ตกราฟนอยที่สุด 0.59 (ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95, 
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p-value นอยกวา 0.05) ดังแสดงในภาพประกอบ 11 เมื่อเลือกจุดตัดของคาการดูดกลืนแสงที่
เหมาะสมพบวา การเลือกจุดตัดของคาการดูดกลืนแสงที่ 0.4 ทํ าใหการทดสอบหาแอนติบอดีชนิด 
IgG โดยการใชแอนติเจน DEA มคีาความไวรอยละ 84.7 และความจํ าเพาะรอยละ 79.2 ขณะที่
การเลอืกจุดตัดของคาการดูดกลืนแสงที่ 0.7 ทํ าใหการทดสอบโดยการใชแอนติเจน SA  มคีวามไว
รอยละ 78.8 และความจํ าเพาะรอยละ 71.3 สวนแอนติเจน HEA เมือ่เลอืกจุดตัดที่ 0.6 พบวามี
ความไวและความจํ าเพาะตํ่ าสุด คือ รอยละ 54.1 และ 63.4 ตามลํ าดับ (ตาราง 17)

การตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธี IHA โดยการเคลือบผิวเม็ดเลือด
แดงดวยแอนติเจน SA และ DEA เมือ่วเิคราะหดวยกราฟ ROC พบวา แอนตเิจน SA มีพื้นที่ใต
กราฟสูงสุด 0.99 (ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 99, p-value นอยกวา 0.001) ขณะที่แอนติเจน DEA 
ใหพืน้ทีใ่ตกราฟนอยกวา คือ 0.90 (ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 99, p-value นอยกวา 0.001)      
ดังแสดงในภาพประกอบ 12 อยางไรก็ตาม การเลือกจุดตัดที่เหมาะสมของแอนติเจน SA ที่ไตเตอร 
1:200 พบวามคีวามไวรอยละ 98.8 และความจํ าเพาะรอยละ 94.1 ขณะที่การเลือกจุดตัดที่เหมาะ
สมของแอนติเจน DEA ที่ไตเตอร 1:50 มคีวามไวเพยีงรอยละ 81.2 และความจํ าเพาะรอยละ 95.0 
ดังแสดงในตาราง 17
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ภาพประกอบ10   กราฟ reciever operating characteristic (ROC) แสดงการวิเคราะหการตรวจ
หาแอนติบอดีชนิด IgM ดวยวิธี ELISA โดยการใชแอนติเจนที่แตกตางกัน 3 
ชนดิ พื้นที่ใตกราฟของ HEA IgM, SA IgM และ DEA IgM เทากับ 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) แสดงการวิเคราะหการตรวจ
หาแอนติบอดีชนิด IgG ดวยวิธี ELISA โดยการใชแอนติเจนที่แตกตางกัน 3 
ชนดิ พื้นที่ใตกราฟของ HEA IgG, SA IgG และ DEA IgG เทากับ 0.59, 0.86 
และ 0.87 ตามลํ าดับ (ระดับความเชื่อมั่น 95%, P<0.05)
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ภาพประกอบ12   กราฟ reciever operating characteristic (ROC) แสดงการวิเคราะหการตรวจ
หาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราดวยวิธี IHA โดยการใชแอนติเจนที่แตกตาง
กนั 2 ชนิด พื้นที่ใตกราฟของ IHA SA และ IHA DEA เทากับ 0.99 และ 0.90 
ตามลํ าดับ (ระดับความเชื่อมั่น 99%, P<0.001)
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ตาราง 17   ผลการประเมินการตรวจดวยวิธี ELISA ในการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM และ IgG
และวิธี IHA เมือ่ใชแอนติเจนที่แตกตางกันในกลุมควบคุมบวก 85 รายและกลุมควบ
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 = ไมสามารถศึกษาไดเนื่องจากแอนติเจนมีปริมาณนอยเกินกวาที่จะใช
เคลือบผิวเม็ดเลือดแดงได
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เมือ่พิจารณาเฉพาะซร่ัีมที่เก็บคร้ังแรก (acute sera) สํ าหรับการทดสอบหาแอนติบอดี
ชนิด IgM และ IgG ตอเชื้อเลปโตสไปราในกลุมควบคุมบวกจํ านวน 85 ตัวอยาง พบวามีความไว
คอนขางตํ่ า กลาวคือความไวของการทดสอบหาแอนติบอดีชนิด IgM โดยการใชแอนติเจน HEA  
SA และ DEA เทากับรอยละ 20.0   20.0 และ 22.4 ตามล ําดับ ขณะที่ความไวของการทดสอบหา
แอนติบอดีชนิด IgG โดยการใชแอนติเจน HEA   SA และ DEA เทากับรอยละ 10.6   17.6 และ
32.9 ตามล ําดับ  สวนความไวของการทดสอบดวยวิธี IHA โดยการเคลือบผิวเม็ดเลือดแดงดวย
แอนติเจน SA และ DEA เทากบัรอยละ 22.4 และ 10.6 ตามลํ าดับ (ตาราง 18)

ตาราง 18   ความไวของการทดสอบดวยวิธี ELISA ในการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM และ IgG และ
วิธี IHA เมือ่ใชแอนติเจนที่แตกตางกัน โดยประเมินในซร่ัีมคร้ังแรกจํ านวน 85 ตัวอยาง

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 เทากับ 0.019   0.728   และ 0.028 ไมโครกรัมตอไมโครลิตรตามลํ าดับ สวนแอนติเจน
HEA SA และ DEA ทีเ่ตรยีมขึน้ใหมในคราวหลังเพื่อใชในการศึกษา IHA และ แบบแผนโปรตีน
ดวยวิธีโพลีอะคริลาไมดเจลอิเลคโตรฟอรีซิสแบบมีเอสดีเอสมีปริมาณโปรตีนในแอนติเจน เทากับ 
0.117   0.510 และ 0.030 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ตามลํ าดับ

3.5 การศกึษาแบบแผนโปรตีนของแอนติเจนตอเชื้อเลปโตสไปราดวยวิธีอิเลคโทรฟอรีซิส
เมื่อนํ าแอนติเจนตอเชื้อเลปโตสไปราทั้งสามชนิดมาศึกษาแบบแผนโปรตีนดวยวิธีโพลี

อะคริลาไมดเจลอิเลคโตรฟอรีซิสพบวาแอนติเจน 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   แบบแผนโปรตีนของแอนติเจนตอเชื้อเลปโตสไปรา ดวยวิธีอิเลคโตรฟอรีซิส โดย
ใช 12% เอส ดี เอส โพลิอะคริลาไมดเจล ยอมดวยสี คูมาซี บริลเลี่ยนบลู

ชองที่ 1  โปรตนีมาตรฐาน ชนิด นํ้ าหนักโมเลกุลมาก
ชองที่ 2 โปรตีนจากแอนติเจน HEA
ชองที่ 3 โปรตีนจากแอนติเจน SA
ชองที่ 4 โปรตีนจากแอนติเจน DEA
ชองที่ 5 โปรตนีมาตรฐาน ชนิด นํ้ าหนักโมเลกุลนอย


