
 
 
 
 

 
 

 
 
 

บทที่ 3 
ระเบียบวิธีวจิัย 

 
1. แอนติเจนท่ีใชในการศึกษา 

 แอนติเจนที่ใชในการศึกษานีป้ระกอบดวยแอนติเจน  3 ชนิด ไดแก แอนติเจนของเชื้อ
Burkholderia pseudomallei,  Leptospira interrogans และ  Orientia tsutsugamushi แสดงวิธีการ
เตรียมแอนตเิจนแตละชนดิดงันี้ 

 การเตรียมแอนติเจนของเชื้อ Burkholderia pseudomallei 
1. Streak เชื้อลงบน  blood agar นําไป incubate ที่ 37๐C นาน 24-48 ชั่วโมง 
2. ใช loop แตะเชื้อจาก blood agar นําไป inoculate ลงใน TSB แลว incubate ที่ 37๐C     

24-48 ช่ัวโมง 
3. ปนตกตะกอนเชื้อดวยเครื่องปนความเร็ว 4,000 rpm นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง 
4. ลางเชื้อดวย 0.85% NSS 1 ml ผสมใหเขากันแลวนําไปปนดวยความเร็ว 4,000 rpm นาน 

5 นาที  ดูดสวนใสทิ้งไป ทําซ้ําเชนเดิม 3 คร้ัง 
5. เจือจางเชื้อ โดยเติม 0.85% NSS ใหมีความขุนเทากับ Macfarland No. 0.5  
6. เติม 20% yolk sac 2 μl ตอ 1 ml ของเชื้อที่เจือจางแลว ในขอ 5 แลวผสมใหเขากัน 
7. เก็บเชื้อไวที่ -20๐C ถึง -70๐C ไดนาน 1 ป 
การเตรียมแอนติเจนของเชื้อ  Leptospira interrogans 
1. เพาะเลี้ยงเชื้อ  Leptospira interrogans serovar Sejroe, Bratislavar, Louisiana และ 

Autumnalis ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (Ellinghausen and McCullough, modified by Johnson and  Harris) 
EMJH medium ที่อุณหภูมิ 28-30๐C ในที่มืดเปนเวลา 5-7 วัน  

2. ปรับความเขมขนของเชื้อใหไดปริมาณ 200 Leptospiras/40x เมื่อดูดวยกลองจุลทรรศน
พื้นมืด 

3. ดูดสวนบนของเชื้อแตละซีโรวารมาผสมอัตราสวน 1:1:1:1 ผสมใหเขากัน และเติม 20% 
yolk sac  ปริมาณ 2 μl  ตอสวนผสมของเชื้อ 1 ml ผสมใหเขากัน 

4. เก็บเชื้อไวที่ -20๐C ถึง -70๐C ไดนาน 1 ป 
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การเตรียมแอนติเจนของเชื้อ  Orientia tsutsugamushi 
1. นําเชื้อ O. tsutugamushsi แตละ strain (Kato, Gilliam และ Karp) ที่ไดรับความ

อนุเคราะหจากหนวยวิจัย Mahidol – Oxford Tropical Research Unit : MORU) คณะ
เวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล มาผสมในอัตราสวน 1:1:1 

2. เก็บเชื้อไวที่ -20๐C ถึง -70๐C ไดนาน 1 ป 
การเตรียมสไลดสําหรับการตรวจดวยวิธี IgM IFA 
1. เตรียมสไลดหลุมปราศจากเชื้อ โดยแชสไลดหลุมดวยแอลกอฮอล 30 นาที แลวนําไปผึ่ง

ใหแหง 
2. นําแอนติเจนแตละชนิดที่ผสมแลวมาละลาย (thaw) หรือทิ้งไวใหละลายที่อุณหภูมิหอง 
3.ใช autopipette ดูดเชื้อ L. interrogans 0.5 μl เร่ิมหยดลงเบาๆทางดานซายคอนไปทาง

ดานลางของหลุม  ผ่ึงใหแหงสนิท  นาน 30 นาที สังเกตจะเห็นเปนวงฝาสีขาวที่ขอบหลุม 
4. ใช autopipette ดูดเชื้อ B. pseudomallei  0.5 μl หยดลงเบาๆ ทางดานบนของหลุมเหนือ

เชื้อ L. interrogans  ผ่ึงใหแหงสนิท 30 นาที 
5. ใช autopipette ดูดเชื้อ O. tsutsugamushi  0.5 μl หยดลงเบาๆทางดานขวาคอนไปทาง

ดานลางของหลุม ระวังอยาใหเช้ือไหลมารวมกันผ่ึงใหแหงสนิท 30 นาที แอนติเจนที่เคลือบแลว
แสดงดังรูปที่ 1 

6. เก็บสไลดที่เคลือบเชื้อแลวที่  -20๐C  ถึง  -70๐C   
 

                                                           
 
รูปท่ี 1  แสดงตําแหนงการเคลือบแอนติเจนลงบนหลุมของสไลด A; Leptospira interrogans  

B;  Burkholderia pseudomallei  C;  Orientia tsutsugamushi   
 

A

B

C
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        2. วิธีการดําเนินการ 
2.1 ขั้นตอนการทํา screening test 
        2.1.1 นําสไลดที่เคลือบดวยแอนติเจนทั้ง 3 ชนิด ซ่ึงประกอบดวยเชื้อ L. interrogans,                    

B. pseudomallei และ O. tsutsugamushi จาก -70๐C มาผึ่งใหแหง 
        2.1.2 เจือจาง serum ลงใน microtiter U plate ใหไดอัตราสวน 1:50 (serum 4 μl  +  

PBS pH 7.4  196 μl), 1:100 (diluted serum 1:50 จํานวน 50 μl  +  PBS pH 7.4 50 μl), 1:200, 
1:400, 1:800 และ 1:1,600  

        2.1.3 หยด PBS pH 7.4 ปริมาตร 10 μl ลงบนสไลดหลุมที่ 1 เพื่อใชเปนตัวควบคุมผล
ลบ (negative control) 

        2.1.4 หยด diluted serum 1:1,600, 1:800, 1:400, 1:200, 1:100  และ 1:50 ปริมาตร       
10 μl ลงบนสไลดหลุมที่ 2, 3, 4, 5, 6 และ 7 ตามลําดับ แลววางลงใน moist chamber จากนั้นนําไป 
incubate ที่ 37๐C นาน 45 นาที 

        2.1.5 ลางแอนติเจนและแอนติบอดีสวนเกิน โดยนําสไลดวางใน Coplin jar ที่เติม PBS 
pH 7.4 จนทวมสไลด แลวนําไปเขยาลางดวยเครื่อง rotator ที่ความเร็ว 100 rpm นาน 5 นาที คอย ๆ 
ริน PBS ออกจาก Coplin jar จนหมด ทําเชนเดิม 3 คร้ังแลวผ่ึงสไลดใหแหง 

        2.1.6 เจือจาง IgM conjugate ที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสง FITC 1:40 (เตรยีมในปริมาณ
ที่ตองการในแตละครั้ง) 

        2.1.7 เจือจาง Evan blue ในอัตราสวน 1 : 8 ดวย PBS pH 7.4โดยผสม Evan blue ที่เจือ
จางแลว ในอัตราสวน 2 μl ตอ diluted conjugate 1 ml. 

        2.1.8 หยด conjugate ที่ผสมกับ Evan blue ลงในหลุมที่เคลือบแอนติเจนแลวหลุมละ 
10 μl 

        2.1.9 นําสไลดที่หยด conjugate แลว วางใน moist chamber นําไป incubate 37๐C นาน 
45 นาที 

        2.1.10 ลาง conjugate สวนเกินออกโดยนําสไลดวางใน Coplin  jar ที่เติม PBS pH 7.4 
จนทวมสไลด แลวนําไปเขยาลางดวย rotator ที่ความเร็ว 100 rpm นาน 5 นาที คอยๆ ริน PBS ออก
จาก Coplin jar จนหมด ทําเชนเดิม 3 คร้ังแลวผ่ึงสไลดใหแหง 

        2.1.11 Mount slide โดยหยด glycerine buffer pH 8.0-9.0 จํานวน 2 หยด แลวปดทับ
ดวย cover slip ขนาด 24 x 60 mm นําไปอานผลภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต 
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รูปท่ี 2 ตําแหนงการหยด diluted serum ลงบนสไลดหลุม 
 
        3. การอานผล 

 อานผลการเรืองแสงเมื่อเติม conjugate ที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสง FITC ซ่ึงเรืองแสง      
สีเขียวภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออรเรสเซนตโดยใชเลนสขนาด 20x การอานผลบวกจะดูการเรือง
แสงที่คอยจางลงจนกลายเปนผลลบจากระดับ dilution ตางๆ อานผล dilution สุดทายของหลุมที่
เห็นการเรืองแสงเปนคา titer ของการทดสอบ ซ่ึงแสดงลักษณะผลบวกดังตารางที่ 2 
 
ตารางที่ 2 วิธีการอานผล positive และ negative ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออรเรสเซนต 

เชื้อ Positive Negative 
L. interrogans ตั ว เ ชื้ อ บิ ด เ ป น เ ก ลี ย ว ถ่ี

สม่ําเสมอเรืองแสงสีเขียวคลาย
เสนดาย 

ไมพบการเรืองแสง 

B. pseudomallei ตั ว เชื้ อ ลั กษณะ  coccobacilli 
เรืองแสงสีเขียว 

ไมพบการเรืองแสงเรืองแสงสี
เขียว 

O. tsutsugamushi ตัวเชื้อมีลักษณะเกาะกลุมเรือง
แสงสี เขี ยว เหลืองในเซลล
เพาะเลี้ยงที่มีลักษณะรูปรางไม
แนนอน จะเห็นตัวเซลล 
ติดสีแดงของ Evan blue 

ไมพบการเรืองแสงของเชื้อแต
เห็นเซลลติดสีแดงของ Evan 
blue 

 



 
 
 
 

 
 

 35  

 
 
 

        4. การแปลผล 
 ผลการทดสอบจะไดคาตดัสินผลบวกและลบ (cut off) แสดงดังตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3 การแปลผล positive และ negative จากคา cut off 

โรค Positive (titer) Negative (titer) 
เลปโตสไปโรซิส ≥  1:100 < 1:100 
เมลิออยโดซิส ≥  1:200 < 1:200 
สครัปไทฟส ≥  1:400 < 1: 400 

 
        5. ตัวอยางซีรัมทดสอบ 
 ตัวอยางซีรัมทัง้หมด แสดงดงัตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 4  จํานวนซีรัมทดสอบทั้งกลุม case และกลุม control 

ซีรัม จํานวน (ตัวอยาง) 
กลุม Case รวม 93 ตัวอยาง 
              โรคเลปโตสไปโรซิส 
              โรคเมลิออยโดซิส 
              โรคสครัปไทฟส 

 
35 
30 
28 

กลุม Control  รวม 107 ตัวอยาง 
              ผูปวยโรคอื่นๆที่ไมใชโรคกลุม case 
              ผูมีสุขภาพด ี
              ผูที่อยูในพื้นที่ที่มีการระบาด 

 
72 
21 
14 

รวมทั้งสิ้น 200 
 
        6. สถิติการวิจัย  

ศึกษาความไว  ความจํา เพาะ  ประสิทธิภาพของวิ ธีทดสอบ  IgM indirect 
immunofluorescence assay (IgM-IFA) ของแอนติเจน 3 ชนิดเปรียบเทียบกับตัวอยางที่ผานการ

วินิจฉัยวาเปนกลุม case และกลุม control โดยใชสถิติไคสแควร (χ2) และสถิติแคปปา (κ) (ดุสิต 
สุจิรารัตน. 2539) 


