
 
 
 
 

 
 

 
 

บทที่ 5 
สรุป อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 
 ในปจจุบันโรคเลปโตสไปโรซิส ยังเปนโรคที่เปนปญหาสําคัญทางสาธารณสุขของกลุม
ประเทศในเขตรอนรวมถึงประเทศไทย การระบาดของโรคในทศวรรษที่ผานมาแมวาอัตราปวยและ
อัตราตายจะลดต่ําลง (สํานักระบาดวิทยา. 2548 : 174) แตก็ยังอยูในระดับที่เปนปญหาที่ตองเฝา
ระวังและตรวจวินิจฉัยเบื้องตนในกลุมที่มีปจจัยเสี่ยงเพื่อการรักษาในระยะเริ่มแรก อยางไรก็ตาม
ปญหาสําคัญของการตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิสคือลักษณะอาการทางคลินิกที่ไมจําเพาะ ไม
ชัดเจน อาการของผูปวยจะคลายคลึงกับโรคในกลุม febrile disease ไดแก โรคติดเชื้อริคเกตเซีย 
โรคไวรัสตับอักเสบบี หรือมาลาเรีย เปนตน (Tappero J. 1998 : 2405-592, Faine S. 1999 : 101-1) 
ดังนั้นการวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิสจึงจําเปนตองใชผลทางหองปฏิบัติการรวมดวย จึงจะชวยใน
การตรวจกรองผูปวยเบื้องตน สวนการตรวจเพื่อยืนยันผลนั้น ในปจจุบันมีวิธีการเพาะเชื้อจากสิ่งสง
ตรวจและการตรวจทางน้ําเหลืองโดยวิธี MAT แตก็ยังมีปญหาในดานความยุงยากของการอานผล
ซ่ึงตองอาศัยผูที่มีความชํานาญสูงรวมถึง คาใชจายในการทดสอบ และอันตรายจากการใชแอนติเจน
ของเชื้อที่มีชีวิตในการทดสอบวิธี MAT จึงมีผูเสนอวิธีการตรวจอยางรวดเร็ว (rapid diagnosis) เขา
มาใชแทน (Smits HL. 2000 : 1272-5, Yersin C. 1999 : 38-45) โดยเปรียบเทียบกับวิธี MAT ซ่ึงเปน
วิธีมาตรฐาน ซ่ึงในปจจุบันไดมีผูพัฒนาวิธีการขึ้นหลายวิธี ไดแก latex agglutination, IFA, IIP, 
ELISA และ dot-ELISA ซ่ึงในงานวิจัยคร้ังนี้ไดพัฒนาวิธี dot-ELISA ขึ้นสําหรับใชตรวจหา
แอนติบอดีชนิด IgM ตอเชื้อเลปโตสไปราเพื่อใชในการตรวจกรองและวินิจฉัยโรคในระยะเริ่มแรก 
 
สรุปผลการวิจัย  

จากการศึกษาพบวา วิธีที่เหมาะสมในการเตรียมแอนติเจนคือการใชความรอนเปนเวลา 10 
นาที และแชแข็งที่ –20OC เปนเวลา 8  ช่ัวโมง แลว sonicate 20 kHz  3 คร้ัง ๆ ละ 3 นาที เปนจํานวน 
3 รอบ (ระยะเวลาโดยรวม 24 ช่ัวโมง)  ซ่ึงสามารถเตรียมไดแอนติเจนปริมาณมากที่สุด สวนสภาวะ
ที่เหมาะสมสําหรับวิธี IgM dot–ELISA ไดแก การใชแอนติเจนความเขมขน 0.3 µg/10µl ที่สกัด
จากเชื้อ Leptospira biflexa serovar patoc หยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส  ลางดวย PBST 3 
คร้ังแลวเติม 5% BSA เพื่อบล็อก จากนั้นเติมตัวอยางซีรัมที่เจือจาง 1:100 จํานวน 100 µl ลางดวย 
PBS-T  3 คร้ัง  แลวบล็อกซ้ําดวย 5% BSA   จากนั้นเติมคอนจูเกตที่เจือจาง 1:1,000  จํานวน 100 µl  
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แลวลางซ้ําดวย PBS-T โดยทุกขั้นตอน incubate 30 นาที  และลาง 3 คร้ัง ๆ ละ 5  นาที  ขั้นตอน
สุดทายเติม AEC substrate 100 µl นาน 5 นาที  แลวหยุดปฏิกิริยาดวยน้ํากลั่น เมื่อนําวิธี IgM dot-
ELISA ที่พัฒนาขึ้นมาเปรียบเทียบกับผลการวินิจฉัยทางคลินิก โดยใชตัวอยางทดสอบจากผูปวย
และตัวอยางควบคุมจํานวน 130 ตัวอยาง พบวาใหคาความไว ความจําเพาะ คาทํานายผลบวก คา
ทํานายผลลบ และ ประสิทธิผลของวิธี IgM dot-ELISA เปน 74.0, 93.7, 88.1, 85.2 และ 86.1%  
ตามลําดับ เมื่อทดสอบความสอดคลองของวิธี IgM dot-ELISA ที่พัฒนาขึ้นกับผลการวินิจฉัยทาง
คลินิก พบวามีความสอดคลองกันในระดับ κ เทากับ 0.70 โดยไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ ดังนั้นวิธี IgM dot-ELISA จึงเปนวิธีที่มีความเหมาะสมสําหรับนําไปใชในการ
ตรวจกรองผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิสเบื้องตนในภาคสนามได  

 
อภิปรายผล 

วิธี IgM dot-ELISA สําหรับตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราที่พัฒนาขึ้น พบวาให
คาความไว ความจําเพาะ คาทํานายผลบวก คาทํานายผลลบ และประสิทธิผลของวิธีทดสอบเปน 
74.0, 93.7, 88.1, 85.2 และ 86.1% ตามลําดับ โดยมีผลบวกปลอม 5 ตัวอยาง จากกลุมผูปวยโรคอืน่ๆ        
4 ตัวอยาง (ไวรัสตับอักเสบบีและซี 3 ตัวอยาง, hCG 1 ตัวอยาง) และกลุมผูที่อยูในพื้นที่การระบาด 
1 ตัวอยาง สวนผลลบปลอมมี 13 ตัวอยาง จากจํานวนตัวอยางทั้งหมด 130 ตัวอยาง ซ่ึงในสวนของ
ผลบวกปลอมเมื่อพิจารณาจากขั้นตอนของการทดสอบหาสภาวะเหมาะสมพบวามีปจจัยที่เกี่ยวของ
หลายประการ ประกอบดวย 

1. การเลือกสายพันธุ (serovar) ของเชื้อเลปโตสไปรา เพื่อใชเตรียมแอนติเจน 
ในการศึกษาครั้งนี้ คณะผูวิจัยเลือกใชเชื้อ Leptospira biflexa serovar patoc ซ่ึงเปนสาย

พันธุที่ไมกอโรคแตสามารถทดสอบใหปฏิกิริยาขามกลุมภายในสกุลเดียวกัน (genus specific) กับ
เชื้อเลปโตสไปราสายพันธุกอโรค ซ่ึงมีความสะดวกในการนํามาทดสอบ จากนั้นเมื่อนํามาทดสอบ
ดวยวิธี IgM dot-ELISA พบวาไมเกิดปฏิกิริยาขามกลุมกับเชื้ออ่ืนซึ่งมีลักษณะทางกายภาพเปน
แบคทีเรียชนิดเกลียว (spirochete) เหมือนกันไดแก เชื้อกอโรคซิฟลิส ซ่ึงคณะผูวิจัยไดทดสอบกับ  
ซีรัมของผูปวยที่ใหผลบวกกับการตรวจ VDRL และ TPHA จํานวน 4 ตัวอยาง และใหผลลบ
ทั้งหมด ซ่ึงการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมในโรคซิฟลิสมีรายงานการศึกษาจาก Appassakij และคณะ 
(Appassakij H. 1995 : 340-3) ซ่ึงทดสอบกับกลุมผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิสโดยใชหลักการ IFA 
ในขณะที่การศึกษาของ Zochowski WJ และคณะ (Zochowski WJ. 2001 : 25-30) ซ่ึงตรวจหา
แอนติบอดีชนิด IgM โดยวิธี ELISA พบวาใหผลบวกปลอมในกลุมของผูปวยซิฟลิส Toxoplasma 
Epstein-Barr virus  (EBV) ไวรัสตับอักเสบเอ  และผูที่ใหผล  rheumatoid factor เปนบวก  สวนการ 
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ศึกษาของคณะผูวิจัยซ่ึงใชตัวอยางที่ใหผลบวกตอการทดสอบดังกลาวมาศึกษาพบวาไมเกดิปฏกิริิยา
ขามกลุมกับการทดสอบ IgM dot-ELISA แตใหผลบวกปลอมกับการทดสอบไวรัสตับอักเสบซีและ
ไวรัสตับอักเสบบี ซ่ึงอยูในกลุมไวรัสตับอักเสบเหมือนกัน ในขณะที่ธารารัชต ธารากุล (ธารารัชต 
ธารากุล. 2545) ไดศึกษาการเตรียมแอนติเจนและพบวาแอนติเจนที่ใชทดสอบควรเปนแอนติเจนที่
จําเพาะในเชื้อตัวนั้น แลวยังควรเปนแอนติเจนที่มีอยูในเชื้อนั้นทุกสายพันธุ (representative) เพื่อให
สามารถวินิจฉัยไดไมผิดพลาด เพราะเชื้อตางสายพันธุอาจจะมีแอนติเจนบางอยางที่แตกตางกัน ซ่ึง
สามารถทําไดโดยใชแอนติเจนชนิดเดียวที่พบในเชื้อทุกสายพันธุ หรือใชแอนติเจนหลายชนิดจาก
เชื้อหลายสายพันธุประกอบกันในชุดตรวจวินิจฉัย ซ่ึงแอนติเจนแตละชนิดอาจพบเฉพาะในบางสาย
พันธุได  เมื่อนําเอาแอนติเจนเหลานี้มาใชรวมกันจะทําใหสามารถครอบคลุมลักษณะของแอนติเจน
ทุกสายพันธุ สําหรับในการศึกษานี้ ผูวิจัยใชเชื้อ Leptospira biflexa serovar patoc ซ่ึงสะดวกในแง
ของการเตรียมเปนแอนติเจนและสามารถใหผลการทดสอบไดดีเชนเดียวกัน 

สําหรับในสวนของการเตรียมแอนติเจน เนื่องจากมีรายงานการวิจัยการเตรียม crude 
antigen ซ่ึงสามารถเตรียมไดสะดวกสําหรับในหองปฏิบัติการทั่วไป โดยการศึกษาของ Nakarin J 
และคณะ (Nakarin J. 2004: 1218-1224) ไดศึกษาวิธีการเตรียมแอนติเจนจากเชื้อ Leptospira 
interrogans serovar bataviae โดยพบวา วิธี sonicate จะใหผลดีที่สุดทั้งในดานความไวและ
ความจําเพาะสําหรับการตรวจกรองเพื่อหาแอนติบอดีชนิด IgM ในซีรัมผูปวยเม่ือเทียบกับวิธีอ่ืนๆ 
ซ่ึงผูวิจัยก็ไดทดสอบดวยวิธีการตางๆเชนกัน และพบวาการนําวิธี sonicate มาใชรวมกับการใช
ความรอน (heat) และแชแข็งที่อุณหภูมิ -20OC ยังสามารถสกัดแอนติเจนไดปริมาณสูงกวาวิธีอ่ืนอีก
ดวย 

2. การใชกระดาษไนโตรเซลลูโลสเปน solid phase สําหรับการทดสอบ 
 จากการศึกษาของศราวุธ และคณะ ในการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG ดวยวิธี dot ELISA 
ซ่ึงคณะผูวิจัยไดเลือกใชกระดาษไนโตรเซลลูโลสหลายชนิดและพบวาการใชกระดาษแตละชนิดที่
แตกตางกันมีผลตอการเกิดปฏิกิริยาบนกระดาษ (ศราวุธ สุทธิรัตน. 2548 : 225-32) ซ่ึง นภาธร 
บานชื่น (นภาธร บานชื่น. 2536)  ไดศึกษาวัสดุสําหรับยึดติดแอนติเจนหรือแอนติบอดี พบวาถา
แอนติเจนหรือแอนติบอดีจับกับวัสดุไดไมดีพอ จะมีผลทําใหการทดสอบมีความไวลดลงและพบได
บอยวาเปนสาเหตุใหการทดสอบนั้นมี background สูงขึ้น ในกรณีที่การจับของแอนติเจนหรือ
แอนติบอดีกับวัสดุนั้นเกิดขึ้นอยางไมสม่ําเสมอ จะเปนเหตุให reproducibility ของการทดสอบ
ลดลง ซ่ึงจะทําใหความนาเชื่อถือของการทดสอบนั้นลดลงดวยเชนกัน 
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 3. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีการทดสอบ (การบล็อค การเจือจางซีรัม และ
ขั้นตอนปฏิกิริยาการทดสอบ) 

จากการศึกษาของ ศราวุธ และคณะ (ศราวุธ สุทธิรัตน. 2548 : 225-32) พบวาการใช skim 
milk มีปญหาของปฏิกิริยาขามกลุมเกิดขึ้นเมื่อเทียบกับการใช BSA จึงเลือกใช BSA สําหรับการ
ทดสอบในปฏิกิริยานี้และพบวาไมมีปญหาของ background เกิดขึ้น ในสวนของการเจือจางซีรัม    
ผูวิจัยไดเลือกระดับไตเตอรของการทดสอบเปน 1:100 และ 1:200 โดยใชระดับจุดตัดผลบวกที่ต่ํา  
ที่สุด (1:100) เปนระดับการทดสอบ เชนเดียวกับการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราของ  
ผูวิจัยอ่ืนที่ใชไตเตอรตั้งตนในระดับเดียวกัน (Appassakij H. 1995 : 340-3) นอกจากนี้ในสวนของ
การใชกลุมตัวอยางซึ่งผูวิจัยไดแบงตัวอยางควบคุม (control) เปนสามกลุมคือกลุมตัวอยางผูปวย
ดวยโรคอื่นๆ เพื่อศึกษาในสวนของปฏิกิริยาขามกลุมระหวางผูปวยโรคอื่นๆและโรคเลปโตสไปโร
ซิส กลุมผูมีสุขภาพดีที่ตรวจสุขภาพประจําป และกลุมผูที่ไมมีอาการและอยูในพื้นที่ที่มีการระบาด 
โดยเลือกใชตัวอยางสวนใหญจากกลุมผูที่อยูในพื้นที่ที่มีการระบาดคอนขางสูง ดังที่มีรายงาน
การศึกษาของ Sejva J และคณะ(Sejva J. 2005: 289-95)  ประกอบดวยจังหวัดสกลนครและ
มหาสารคามจํานวน 14 ตัวอยางจาก 24 ตัวอยางทดสอบในกลุม endemic area ทั้งหมดคิดเปน 
58.3% และไมพบผลบวกปลอมเกิดขึ้นใน 14 ตัวอยางดังกลาว  สวนการใชคอนจูเกตและสับสเตรท
ในปฏิกิริยา dot-ELISA มีรายงานของ Zochowski WJ และคณะ (Zochowski WJ. 2001 : 25-30) ซ่ึง
ไดประเมินชุดทดสอบโดยหลักการ ELISA สองแบบที่ใชคอนจูเกตและสับเสตรทตางระบบกัน 
(ชุดแรกเปน HRP และ TMB ชุดที่สองเปน ALP และ pNP;  p-nitrophenyl phosphate) จากสอง
บริษัท และพบวาแบบที่ใชคอนจูเกตซึ่งติดฉลากดวยเอนไซม HRP จะใหผลที่มีความจําเพาะสูงกวา 
แตความไวต่ํากวาเล็กนอย ในกลุม endemic area นี้มีใหผลบวกปลอม 1 ตัวอยางจากผูที่อยูในพื้นที่
จังหวัดชัยภูมิ ซ่ึงเปนตัวอยางเดียวกันกับที่เคยใหผลบวกในการทดสอบหาแอนติบอดีชนิด IgG 
ของศราวุธและคณะ (ศราวุธ สุทธิรัตน. 2548 : 225-32) แตตางกันที่ผลบวกปลอมในการวิจัยคร้ังนี้
เปนผลบวกออน (weakly positive) ซ่ึงจากการศึกษาของ da Silva MV และคณะ (Silva MV. 1997 : 
650-5) พบวาระดับของแอนติบอดีชนิด IgM สามารถปรากฏในกระแสเลือดไดนานถึง 10 เดือน
และมีรายงานวาในบางกลุมจะมีระดับแอนติบอดีปรากฏไดเกินกวา 1 ปขึ้นไปอีกดวย  ในขณะที่ K. 
natrajaseenivasan ไดศึกษาระดับแอนติบอดีของโรค Leptospirosis ระยะ acute phase และ 
convalescence phase พบวาปริมาณของ IgM จะเพิ่มขึ้นเมื่อเขาสูระยะ convalescence แตปริมาณ
ของ IgG จะลดลง (Natarajaseenivasan K. 2004 : 193-7) ซ่ึงตัวอยางนี้อาจจะเปนตัวอยางของผูที่
เคยปวยหรือติดเชื้อเลปโตสไปโรซิสมาเปนเวลานานทําใหระดับแอนติบอดีชนิด IgM ลดต่ําลงแต
ยังอยูในระดับที่สามารถตรวจพบได  สําหรับตัวอยางในการศึกษานี้เก็บตัวอยางจากผูที่อยูในพื้นที่ที่ 
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มีการระบาดของโรคเลปโตสไปโรซิส (endemic area) และมาตรวจสุขภาพทั่วไปที่โรงพยาบาล
ประจําจังหวัดโดยไมมีอาการของโรคเลปโตสไปโรซิส แตเนื่องจากไมไดสัมภาษณโดยตรงทําให
ขาดขอมูลเชิงประวัติสําหรับนํามาประกอบการอธิบายผลในครั้งนี้  

สําหรับในสวนของผลลบปลอมจํานวน 13 ตัวอยาง ซ่ึงประกอบดวยกลุม acute phase sera 
จํานวน 5 ตัวอยาง และ convalescence phase sera จํานวน 8 ตัวอยาง ศันสนียและคณะ (ศันสนีย  
ตันติ์จธัม. 2549 : 18-28) ไดนํามาทําการทดสอบเพิ่มเติมโดยวิธี IFA ซ่ึงเปนวิธีที่มีความจําเพาะสูง 
พบวาใหผลลบจํานวน 6 ตัวอยางและใหผลบวกที่ระดับไตเตอรต่ํา (1:100, 1:200) จํานวน               
7 ตัวอยาง ซ่ึงแสดงถึงปญหาในดานความไวของวิธีการทดสอบ อยางไรก็ตามจากแนวทางการ
ชันสูตรโรคของกระทรวงสาธารณสุขไดกําหนดใหการตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิส ตอง
ตรวจยืนยันผลทางหองปฏิบัติการรวมกับลักษณะอาการทางคลินิกอยูแลว โดยผลการตรวจกรอง
คร้ังแรกเมื่อใหผลลบและมีลักษณะอาการทางคลินิกที่นาสงสัย จะตองตรวจยืนยันผลดวยหลักการ
ที่มีความจําเพาะสูงกวาตอไป  
 สําหรับวิธี IgM dot-ELISA ที่พัฒนาขึ้นนี้เปนวิธีที่ใช sonicated antigen ของเชื้อเลปโต 
สไปราในการเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส เพื่อตรวจหาแอนตบิอดีตอเชื้อและแยกชนดิของ
แอนติบอดีออกโดยใชคอนจเูกตที่เปนชนิด anti human IgM ซ่ึงมีปญหาในเรื่องของการทําใหเกิด        
ปฏิกิริยาไมจําเพาะและการบดบัง (masking) IgM ในการจับกับแอนติเจนจากแอนติบอดีชนิดอื่นใน
ซีรัม มีผูนําวิธีการ IgM capture ELISA ที่ใชแอนตบิอดีตอ IgM มาเคลือบบนกระดาษไนโตร
เซลลูโลสแทนแอนติเจนและพบวามีความไว ความจาํเพาะคอนขางสูง ไดแก การตรวจวินิจฉัย
ไขเลือดออก (Lam SK. 1998 : 75-81, Cuzzubo AJ. 2000 : 135-44) หรือไขไทฟอยด (Ong LY. 
1989 : 195-8) ซ่ึงถึงแมวาวิธีดังกลาวจะมีความไวและความจําเพาะสงู แตก็มีขอจํากัดในดานของ
คาใชจายที่สูงขึ้นจากสารเคมีที่ใชในการทดสอบ 

อยางไรก็ตามวิธี IgM dot-ELISA ที่พัฒนาขึ้นนี้เปนเพยีงการศึกษานาํรองเพื่อศึกษาความ
เปนไปไดในการพัฒนาวิธีดังกลาวไปสูการสรางชุดตรวจสําเร็จรูป (test kit) ตอไปในอนาคต ซ่ึง
จะตองมีการปรับปรุงแกไขขอบกพรองในดานตางๆตอไป 

 
ขอเสนอแนะ 
วิธี IgM dot-ELISA เปนวิธีที่มีขอดีหลายประการที่เหมาะสําหรับการนําไปใชตรวจกรอง

โรคในระยะเริ่มแรก (early detection)  เนื่องจากเปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM ซ่ึงปรากฏ 
ขึ้นกอนเมื่อมีการติดเชื้อ   นอกจากนี้วิธีดังกลาวยังทําไดสะดวกทั้งในดานของการทดสอบและการ 
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อานผล ไมจําเปนตองใชเครื่องมือหรืออุปกรณพิเศษที่มีราคาแพง  อยางไรก็ตามจากการศึกษาของ 
ผูวิจัยพบวายังมีปญหาในเรื่องของความไวในการตรวจที่ยังไมสูงพอ ซ่ึงอาจเกิดเนื่องจากแอนติเจน
ที่เตรียมใชในงานวิจัยนี้เปนแอนติเจนชนิดหยาบ (crude antigen) แตก็เปนแอนติเจนที่สามารถ
เตรียมขึ้นใชเองไดในหองปฏิบัติการที่มีการเพาะเลี้ยงเชื้อทั่วไปอยูแลว จึงควรที่จะตองพัฒนา
วิธีการเตรียมแอนติเจนใหไดเปนแอนติเจนบริสุทธิ์ (purified antigen) ซ่ึงจะตองใชวัสดุอุปกรณ
และเทคโนโลยีเพิ่มเติมมากขึ้น นอกจากนี้จากหลักการดังกลาวนาจะนําไปสูการพัฒนาวิธีการตรวจ
วินิจฉัยอยางรวดเร็ว (rapid test) ดวยหลักการของปฏิกิริยาการติดฉลากอื่น ๆ ที่ใชพื้นผิวยึดเกาะ 
(solid phase) บนกระดาษไนโตรเซลลูโลสเชนเดียวกัน เชน หลักการ immunochromatography  
เปนตน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


