
 
 
 
 

 
 

บทที่ 3 
ระเบียบวิธีวจิัย 

 
1. แอนติเจนท่ีใชในการศึกษา 
 ใชเชื้อ Leptospira biflexa serovar patoc ซ่ึงเปนเชื้อสายพันธุมาตรฐานจากศูนย
วิทยาศาสตรการแพทยพิษณุโลก จังหวัดพิษณุโลก สําหรับเตรียมเปนแอนติเจนเพื่อใชในการศึกษา
คร้ังนี้ 

การเตรียมแอนติเจนจากเชื้อ Leptospira biflexa serovar patoc ทําโดยการเพาะเลี้ยงเชื้อใน 
EMJH (Ellinghausen and McCullough, Modified by Johnson and Harris) medium และนําเชื้อที่
ไดมาทดสอบหาปริมาณแอนติเจน โดยผูวิจัยไดศึกษาวิธีการเตรียมแอนติเจน 4 วิธี เพื่อหาวิธีที่
เตรียมแอนติเจนไดปริมาณมากที่สุด ไดแก 

1.1.1 นําแอนติเจนมาผานความรอน 10 นาที แลวนํามาแชแข็งที่ –20OC เปนเวลา 8 
ช่ัวโมง จากนั้นนําแอนติเจนที่ไดมา sonicate 20 kHz  3 คร้ัง ๆ ละ 3 นาที (ระยะเวลาโดยรวม
ประมาณ 8 ช่ัวโมง) 

1.1.2 นําแอนติเจนมาผานความรอน 10 นาที แลวนํามาแชแข็งที่ –20OC เปนเวลา 8 
ช่ัวโมง จากนั้นนําแอนติเจนที่ไดมา sonicate 20 kHz  3 คร้ัง ๆ ละ 3 นาที เปนจํานวน 3 รอบ 
(ระยะเวลาโดยรวมประมาณ 24 ช่ัวโมง) 

1.1.3 นําแอนติเจนไปแชแข็งที่ -20 OC เปนเวลา 8 ช่ัวโมง จากนั้นนําไป sonicate 
20 kHz 3 คร้ัง ๆ ละ 3 นาที โดยไมผานความรอน  (ระยะเวลาโดยรวมประมาณ 8 ช่ัวโมง) 

1.1.4 นําแอนติเจนไปแชแข็งที่ -20 OC เปนเวลา 8 ช่ัวโมง จากนั้นนําไป sonicate 
20 kHz 3 คร้ัง ๆ ละ 3 นาที โดยไมผานความรอน เปนจํานวน 3 รอบ (ระยะเวลาโดยรวมประมาณ 
24 ช่ัวโมง) 

นําแอนติเจนที่ไดจากทั้ง 4 วิธี มาหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Bradford 
(Bradford  MM. 1976 : 248-54)  
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2. ตัวอยางซีรัมทดสอบ 
 คํานวณกลุมตวัอยางจากสูตรการคํานวณ  (อมร ลีลารัศมี. 2532 : 31-49) ดังนี ้
 

N  =  (15.4)P(1-P) 
                                 (R-L)2  

 
โดยที่  N = จํานวนกลุมตัวอยางที่ใชทดสอบ เปน case หรือ control 
 R = คาคาดหวงัสูงสุดของความไวของวิธีการ dot ELISA          =   98.9%   = 0.989 
        คาคาดหวงัสูงสุดของความจําเพาะของวิธีการ dot ELISA  =    97.5%  = 0.975 
 L = คาคาดหวงัต่ําสุดของความไวของวิธีการ dot ELISA          =    81.3%  = 0.813 
        คาคาดหวงัต่ําสุดของความจําเพาะของวิธีการ dot ELISA  =    81.3%  = 0.813 

P = คาเฉลี่ยความไวของวิธีทดสอบ โดยวธีิ dot ELISA      =    90.1%  = 0.901 
       คาเฉลี่ยความจําเพาะของวิธีทดสอบ โดยวิธี dot ELISA    =    89.4%  = 0.894 
โดยการคํานวณหาจํานวน case จะใช คาความไว และการคํานวณหาจํานวน control จะใช

คาความจําเพาะ จากรายงานการวจิัย (Ribeiro. 1995 : 452-6, Pappas MG. 1985 : 1015-11, 
Tansuphasiri U. 2005 : 391-7) ไดจํานวนตัวอยางดังนี ้
 

กลุมซีรัมผูปวย   =  (15.4)(0.901)(0.099)    =     45 ตัวอยาง 
                                                                 (0.989-0.813)2    
 

กลุมซีรัมจากบุคคลอื่นๆ  =  (15.4)(0.894)(0.106)    =     56 ตัวอยาง 
                    ที่ไมไดเปนโรคเลปโตสไปโรซิส               (0.975-0.813)2 
 

จากนั้นผูวิจัยจึงจัดหาและรวบรวมตัวอยางซีรัมเพื่อใชในการศึกษาประกอบดวยกลุม        
ตัวอยางผูปวย (case) ซ่ึงเปนตัวอยางซีรัมผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิสจําแนกเปนซีรัมในระยะ
เฉียบพลันและซีรัมในระยะทุเลาจํานวน 50 ตัวอยาง นํามาทดสอบดวยวิธี MAT รวมกับการวินิจฉัย
อาการทางคลินิก และ กลุมควบคุม (control) ซ่ึงจําแนกเปนตัวอยางซีรัมของผูที่มีสุขภาพดี ตัวอยาง
ซีรัมของผูที่อยูในพื้นที่การระบาด และตัวอยางซีรัมของผูที่ปวยดวยโรคอื่นๆ ซ่ึงใหผลบวกตอการ
ทดสอบที่เกี่ยวของกับโรคนั้นๆ จํานวน 80 ตัวอยาง รวมทั้งสิ้น 130 ตัวอยาง รายละเอียดดังแสดงใน
ตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2 กลุมตัวอยางที่ใชในการศึกษา 
กลุมควบคุม (control)  จํานวน 80 ตัวอยาง 

ผูมีสุขภาพดี  
35 ตัวอยาง 

ผูที่อยูในพื้นที่การระบาด      
24 ตัวอยาง 

ผูที่ปวยดวยโรคอื่นๆ  
21 ตัวอยาง 

ตัวอยางซีรัมของผูที่ไมไดอาศัยอยู
ในพื้นที่ที่มีการระบาดและไมมี
ประวัติของการเปนโรคเลปโตสไป
โรซิสมากอน ไดจากประชาชนใน
จังหวัดสมุทรปราการที่มารับการ
ตรวจสุขภาพกับหน วยบริก าร  
ชุมชนของมหาวิทยาลัยหัวเฉียว
เฉลิมพระเกียรติ 

ตัวอยางซีรัมของผูที่อยูในพื้นที่
ที่มีการระบาดและไมมีอาการ
ของโรคไดแก 
- จังหวัดสกลนคร 
- จังหวัดมหาสารคาม 
- จังหวัดชัยภูมิ 
- จังหวัดเลย 
ไดรับความอนุ เคราะหจาก  
โรงพยาบาลจังหวัดดังกลาว 

ตัวอยางซีรัมที่ใหผลบวกกับการทดสอบ 
Anti-HCV, β-hCG, Anti-HBs, HBsAg,  
Anti-DNA, ANA, Widal test, TPHA, 
VDRL, Rubella Ab, CRP, Melioidosis, 
Dengue IgG, Cryptococcal Ag,  
E. histolytica Ab,  Toxoplasma Ab 
ได รั บความอนุ เ คราะห จ ากบริษัท  
ศูนยแล็บธนบุรีจํากัด 

กลุมตัวอยางผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิส (case)  จํานวน 50 ตัวอยาง 
ซึ่งไดรับการวินิจฉัยจากอาการทางคลินิกวาเปนโรคเลปโตสไปโรซิส จากศูนยวิทยาศาสตรการแพทยพิษณุโลก 

- Paired sera 40 ตัวอยาง (20 คู) - Acute serum 1 ตัวอยาง - Convalescence sera 9 ตัวอยาง 
รวมจํานวนตัวอยางซีรัมท้ังสิ้น  130  ตัวอยาง 

 
นอกจากนี้ยังไดจัดเตรียมซีรัมควบคุมผลบวกและซีรัมควบคุมผลลบเพื่อใชในการศึกษา ดัง

มีรายละเอียดตอไปนี้  
- ซีรัมควบคุมผลบวก คือตัวอยางซีรัมระยะเฉียบพลัน ที่ใหผลบวกโดยวิธี MAT และ IFA 

และไดรับการวินิจฉัยจากแพทยวาปวยเปนโรคเลปโตสไปโรซิส จํานวน 3 ตัวอยางจากศูนย
วิทยาศาสตรการแพทยพิษณุโลก จังหวัดพิษณุโลก นํามาผสมรวมกันเปน 1 ตัวอยาง 

- ซีรัมควบคุมผลลบ คือตัวอยางซีรัมของผูที่มีสุขภาพดีที่ใหผลลบตอการทดสอบโดยวิธี 
MAT และ IFA จากคณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ จํานวน 1 ตัวอยาง 
 
3. การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของวิธี IgM dot-ELISA (Checkerboard titration) 
 3.1 การหาความเขมขนของแอนติเจนของเชื้อเลปโตสไปราที่เหมาะสม 

นําแอนติเจนที่เตรียมไดมาคํานวณระดับความเขมขนของโปรตีนโดยวิธี Bradford 
แลวปรับระดับความเขมขนโดยเจือจางใน coating buffer (0.05 M Carbonate buffer  pH 9.6)  
เพื่อใหไดความเขมขน 0.05 µg, 0.1 µg, 0.2 µg, 0.3 µg และ 0.4 µg/10 µl  จากนั้นนําแอนติเจน
ความเขมขนตางๆ 10 µl มา dot ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ที่ผานการชุบในน้ํากลั่นเปนเวลา 5 
นาที  
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กอนจะนํามาซับใหแหงแลวนํามาวางในไมโครเพลทชนิด flat bottom เพื่อความสะดวกในขั้นตอน
การทดสอบและการลาง จากนั้นทําการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราดวยวิธี IgM dot-
ELISA 
 3.2 การตรวจหาระดับความเจือจางที่เหมาะสมของซีรัมท่ีตองการทดสอบ 

เจือจางตัวอยางซีรัมควบคุมผลบวกและซีรัมควบคุมผลลบอยางละ 1 ตัวอยาง     
ใน PBS ที่มี 1% BSA ใหเปน 1:100 และ 1:200 แลวนํามาทดสอบโดยใชแอนติเจนที่ความเขมขน
ตางๆตามขอ 3.1 โดยหยดซีรัมที่เจือจาง 100 µl ลงบนแอนติเจนแตละความเขมขนบนกระดาษไน
โตรเซลลูโลส incubate ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง พรอมเขยา แลวลางดวย PBS-T (0.1% 
Tween) โดยใชเครื่องปมสุญญากาศดูดและปลอยบัฟเฟอรจากหลุมไมโครเพลทซึ่งมีกระดาษไน
โตรเซลลูโลสที่เคลือบดวยแอนติเจนวางอยู 
 3.3 การหาระดับความเจือจางที่เหมาะสมของคอนจูเกต 

เจือจาง goat anti–human IgM horseradish peroxidase conjugate ใน PBS ที่มี 
5%BSA ใหเปน 1:1,000 และ 1:2,000 นํามาทดสอบ กับแอนติเจนที่ระดับความเขมขนตางๆตามขอ 
3.1 และซีรัมที่เจือจางใหเปน 1:100 และ 1:200 โดยหยดคอนจูเกตลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส
จํานวน 100  µl ตอ 1  ตัวอยาง  incubate แลวลางดวย PBS-T (0.1% Tween) โดยใชเครื่องปม
สุญญากาศดูดและปลอยบัฟเฟอรจากหลุมไมโครเพลท จากนั้นเติม AEC (3-amino-9 
ethylcarbazole) substrate ซ่ึงเตรียมจาก stock AEC (AEC 0.05 g ละลายใน N,N-
Dimethylformamide 12.5 ml) จํานวน 1 ml ผสมกับ 0.1 M Acetate buffer pH 5.2 จํานวน 15 ml 
และ 3% H2O2 จํานวน 10 µl นําสารละลายสับสเตรทที่เตรียมได มาหยดลงบนกระดาษไนโตร
เซลลูโลส 100 µl ตอ 1 ตัวอยาง  incubate แลวหยุดปฏิกิริยาดวยน้ํากลั่น  อานผลโดยดูสีดวยตาเปลา  
ผลบวกจะใหสีชมพูเมื่อเทียบกับสีของ reagent control และผลลบจะไมมีสีหรือมีสีชมพูจางๆหรือ
ติดเพียงบริเวณรอบๆวง 

ดังนั้น ขั้นตอนของการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราโดยวธีิ IgM dot-ELISA 
สามารถสรุปไดดังตารางที่ 3 
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ตารางที่ 3 ขั้นตอนการตรวจหาแอนติบอดตีอเชื้อ Leptospira โดยวิธี IgM dot-ELISA ที่พัฒนาขึ้น 
 

ขั้นตอน สภาวะที่ใชทดสอบ 
1. นํากระดาษไนโตรเซลลูโลสมาตัดเปนวงกลม 

presoke ในน้ํากลั่น 5 นาที แลวนํามาผึ่งใหแหง    
นําไปวางในไมโครเพลทชนิด flat bottom 

 

2. หยดแอนติเจน  ความเขมขน 0.05 µg, 0.1 µg, 0.2  µg, 0.3 µg 
และ 0.4 µg/10 µl  

3. ลางดวย PBS - T 200 µl, 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที 
4. เติม 5% BSA 100 µl, 30 นาที 
5. เติมซีรัม 1:100, และ 1:200 จํานวน 100 µl, 30 นาที 
6. ลางดวย PBS -T 200 µl, 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที 
7. เติม 5% BSA 100 µl, 30 นาที 
8. เติม คอนจูเกต 1:1,000 และ 1:2,000 จํานวน 100 µl, 30 นาที 
9. ลางดวย PBS -T 200 µl, 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที  
10. เติม AEC substrate  100 µl, 5 นาที 
11. เติมน้ํากลั่นเพื่อหยุดปฏิกิริยา 5 นาที  

 
4. การศึกษาประสิทธิภาพของวิธี IgM dot-ELISA  
 4.1 ทดสอบวธีิกับซีรัมผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิส จํานวน 50 ตัวอยาง 
 4.2 ทดสอบวธีิกับซีรัมผูที่ไมใชผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิส จํานวน 80 ตัวอยาง 

นําผลที่ไดมาคํานวณหาคาความไว (sensitivity) ความจําเพาะ (specificity) คาทํานาย
ผลบวก (positive predictive value) คาทํานายผลลบ (negative predictive value) และประสิทธิผล
ของวิธีทดสอบ (efficacy) โดยเปรียบเทียบผลการทดสอบที่ไดจากวิธี  IgM dot-ELISA ที่พัฒนาขึ้น
กับผลการตรวจวินิจฉัยทางคลินิก 
 
5. การแปลผลขอมูล 
 อานผลการเกิดสีบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสโดยเปรียบเทียบกับสีที่เกิดขึ้นกับ positive 
control และสีที่เกิดกับ negative control  
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6. สถิติท่ีใชในการวิจัย 
 ใชสถิติเชิงพรรณนาและวิเคราะหหาความสอดคลองระหวางวิธีทดสอบโดยใชโปรแกรม
วิเคราะหสถิติ SPSS version 9.0  

 
 


