
 
 
 
 

 
 

 
 

บทที่ 5 
สรุป อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 
 ในปจจุบันโรคเลปโตสไปโรซิส ยังเปนโรคที่เปนปญหาสําคัญทางสาธารณสุขของกลุม
ประเทศในเขตรอนรวมถึงประเทศไทย การระบาดของโรคในทศวรรษที่ผานมาแมวาอัตราปวยและ
อัตราตายจะลดต่ําลง (สํานักระบาดวิทยา. 2548 : 174) แตก็ยังอยูในระดับที่เปนปญหาที่ตองเฝา
ระวังและตรวจวินิจฉัยเบื้องตนในกลุมที่มีปจจัยเสี่ยงเพื่อการรักษาในระยะเริ่มแรก อยางไรก็ตาม
ปญหาสําคัญของการตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิสคือลักษณะอาการทางคลินิกที่ไมจําเพาะ ไม
ชัดเจน อาการของผูปวยจะคลายคลึงกับโรคในกลุม febrile disease ไดแก โรคติดเชื้อริคเกตเซีย 
โรคไวรัสตับอักเสบบี หรือมาลาเรีย เปนตน (Tappero J. 1998 : 2405-592, Faine S. 1999 : 101-1) 
ดังนั้นการวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิสจึงจําเปนตองใชผลทางหองปฏิบัติการรวมดวย จึงจะชวยใน
การตรวจกรองผูปวยเบื้องตน สวนการตรวจเพื่อยืนยันผลนั้น ในปจจุบันมีวิธีการเพาะเชื้อจากสิ่งสง
ตรวจและการตรวจทางน้ําเหลืองโดยวิธี MAT แตก็ยังมีปญหาในดานความยุงยากของการอานผล
ซ่ึงตองอาศัยผูที่มีความชํานาญสูงรวมถึง คาใชจายในการทดสอบ และอันตรายจากการใชแอนติเจน
ของเชื้อที่มีชีวิตในการทดสอบวิธี MAT จึงมีผูเสนอวิธีการตรวจอยางรวดเร็ว (rapid diagnosis) เขา
มาใชแทน (Smits HL. 2000 : 1272-5, Yersin C. 1999 : 38-45) โดยเปรียบเทียบกับวิธี MAT ซ่ึงเปน
วิธีมาตรฐาน ซ่ึงในปจจุบันไดมีผูพัฒนาวิธีการขึ้นหลายวิธี ไดแก latex agglutination, IFA, IIP, 
ELISA และ dot-ELISA ซ่ึงในงานวิจัยคร้ังนี้ไดพัฒนาวิธี dot-ELISA ขึ้นสําหรับใชตรวจหา
แอนติบอดีชนิด IgM ตอเชื้อเลปโตสไปราเพื่อใชในการตรวจกรองและวินิจฉัยโรคในระยะเริ่มแรก 
 
สรุปผลการวิจัย  

จากการศึกษาพบวา วิธีที่เหมาะสมในการเตรียมแอนติเจนคือการใชความรอนเปนเวลา 10 
นาที และแชแข็งที่ –20OC เปนเวลา 8  ช่ัวโมง แลว sonicate 20 kHz  3 คร้ัง ๆ ละ 3 นาที เปนจํานวน 
3 รอบ (ระยะเวลาโดยรวม 24 ช่ัวโมง)  ซ่ึงสามารถเตรียมไดแอนติเจนปริมาณมากที่สุด สวนสภาวะ
ที่เหมาะสมสําหรับวิธี IgM dot–ELISA ไดแก การใชแอนติเจนความเขมขน 0.3 µg/10µl ที่สกัด
จากเชื้อ Leptospira biflexa serovar patoc หยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส  ลางดวย PBST 3 
คร้ังแลวเติม 5% BSA เพื่อบล็อก จากนั้นเติมตัวอยางซีรัมที่เจือจาง 1:100 จํานวน 100 µl ลางดวย 
PBS-T  3 คร้ัง  แลวบล็อกซ้ําดวย 5% BSA   จากนั้นเติมคอนจูเกตที่เจือจาง 1:1,000  จํานวน 100 µl  
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แลวลางซ้ําดวย PBS-T โดยทุกขั้นตอน incubate 30 นาที  และลาง 3 คร้ัง ๆ ละ 5  นาที  ขั้นตอน
สุดทายเติม AEC substrate 100 µl นาน 5 นาที  แลวหยุดปฏิกิริยาดวยน้ํากลั่น เมื่อนําวิธี IgM dot-
ELISA ที่พัฒนาขึ้นมาเปรียบเทียบกับผลการวินิจฉัยทางคลินิก โดยใชตัวอยางทดสอบจากผูปวย
และตัวอยางควบคุมจํานวน 130 ตัวอยาง พบวาใหคาความไว ความจําเพาะ คาทํานายผลบวก คา
ทํานายผลลบ และ ประสิทธิผลของวิธี IgM dot-ELISA เปน 74.0, 93.7, 88.1, 85.2 และ 86.1%  
ตามลําดับ เมื่อทดสอบความสอดคลองของวิธี IgM dot-ELISA ที่พัฒนาขึ้นกับผลการวินิจฉัยทาง
คลินิก พบวามีความสอดคลองกันในระดับ κ เทากับ 0.70 โดยไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ ดังนั้นวิธี IgM dot-ELISA จึงเปนวิธีที่มีความเหมาะสมสําหรับนําไปใชในการ
ตรวจกรองผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิสเบื้องตนในภาคสนามได  

 
อภิปรายผล 

วิธี IgM dot-ELISA สําหรับตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราที่พัฒนาขึ้น พบวาให
คาความไว ความจําเพาะ คาทํานายผลบวก คาทํานายผลลบ และประสิทธิผลของวิธีทดสอบเปน 
74.0, 93.7, 88.1, 85.2 และ 86.1% ตามลําดับ โดยมีผลบวกปลอม 5 ตัวอยาง จากกลุมผูปวยโรคอืน่ๆ        
4 ตัวอยาง (ไวรัสตับอักเสบบีและซี 3 ตัวอยาง, hCG 1 ตัวอยาง) และกลุมผูที่อยูในพื้นที่การระบาด 
1 ตัวอยาง สวนผลลบปลอมมี 13 ตัวอยาง จากจํานวนตัวอยางทั้งหมด 130 ตัวอยาง ซ่ึงในสวนของ
ผลบวกปลอมเมื่อพิจารณาจากขั้นตอนของการทดสอบหาสภาวะเหมาะสมพบวามีปจจัยที่เกี่ยวของ
หลายประการ ประกอบดวย 

1. การเลือกสายพันธุ (serovar) ของเชื้อเลปโตสไปรา เพื่อใชเตรียมแอนติเจน 
ในการศึกษาครั้งนี้ คณะผูวิจัยเลือกใชเชื้อ Leptospira biflexa serovar patoc ซ่ึงเปนสาย

พันธุที่ไมกอโรคแตสามารถทดสอบใหปฏิกิริยาขามกลุมภายในสกุลเดียวกัน (genus specific) กับ
เชื้อเลปโตสไปราสายพันธุกอโรค ซ่ึงมีความสะดวกในการนํามาทดสอบ จากนั้นเมื่อนํามาทดสอบ
ดวยวิธี IgM dot-ELISA พบวาไมเกิดปฏิกิริยาขามกลุมกับเชื้ออ่ืนซึ่งมีลักษณะทางกายภาพเปน
แบคทีเรียชนิดเกลียว (spirochete) เหมือนกันไดแก เชื้อกอโรคซิฟลิส ซ่ึงคณะผูวิจัยไดทดสอบกับ  
ซีรัมของผูปวยที่ใหผลบวกกับการตรวจ VDRL และ TPHA จํานวน 4 ตัวอยาง และใหผลลบ
ทั้งหมด ซ่ึงการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมในโรคซิฟลิสมีรายงานการศึกษาจาก Appassakij และคณะ 
(Appassakij H. 1995 : 340-3) ซ่ึงทดสอบกับกลุมผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิสโดยใชหลักการ IFA 
ในขณะที่การศึกษาของ Zochowski WJ และคณะ (Zochowski WJ. 2001 : 25-30) ซ่ึงตรวจหา
แอนติบอดีชนิด IgM โดยวิธี ELISA พบวาใหผลบวกปลอมในกลุมของผูปวยซิฟลิส Toxoplasma 
Epstein-Barr virus  (EBV) ไวรัสตับอักเสบเอ  และผูที่ใหผล  rheumatoid factor เปนบวก  สวนการ 
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ศึกษาของคณะผูวิจัยซ่ึงใชตัวอยางที่ใหผลบวกตอการทดสอบดังกลาวมาศึกษาพบวาไมเกดิปฏกิริิยา
ขามกลุมกับการทดสอบ IgM dot-ELISA แตใหผลบวกปลอมกับการทดสอบไวรัสตับอักเสบซีและ
ไวรัสตับอักเสบบี ซ่ึงอยูในกลุมไวรัสตับอักเสบเหมือนกัน ในขณะที่ธารารัชต ธารากุล (ธารารัชต 
ธารากุล. 2545) ไดศึกษาการเตรียมแอนติเจนและพบวาแอนติเจนที่ใชทดสอบควรเปนแอนติเจนที่
จําเพาะในเชื้อตัวนั้น แลวยังควรเปนแอนติเจนที่มีอยูในเชื้อนั้นทุกสายพันธุ (representative) เพื่อให
สามารถวินิจฉัยไดไมผิดพลาด เพราะเชื้อตางสายพันธุอาจจะมีแอนติเจนบางอยางที่แตกตางกัน ซ่ึง
สามารถทําไดโดยใชแอนติเจนชนิดเดียวที่พบในเชื้อทุกสายพันธุ หรือใชแอนติเจนหลายชนิดจาก
เชื้อหลายสายพันธุประกอบกันในชุดตรวจวินิจฉัย ซ่ึงแอนติเจนแตละชนิดอาจพบเฉพาะในบางสาย
พันธุได  เมื่อนําเอาแอนติเจนเหลานี้มาใชรวมกันจะทําใหสามารถครอบคลุมลักษณะของแอนติเจน
ทุกสายพันธุ สําหรับในการศึกษานี้ ผูวิจัยใชเชื้อ Leptospira biflexa serovar patoc ซ่ึงสะดวกในแง
ของการเตรียมเปนแอนติเจนและสามารถใหผลการทดสอบไดดีเชนเดียวกัน 

สําหรับในสวนของการเตรียมแอนติเจน เนื่องจากมีรายงานการวิจัยการเตรียม crude 
antigen ซ่ึงสามารถเตรียมไดสะดวกสําหรับในหองปฏิบัติการทั่วไป โดยการศึกษาของ Nakarin J 
และคณะ (Nakarin J. 2004: 1218-1224) ไดศึกษาวิธีการเตรียมแอนติเจนจากเชื้อ Leptospira 
interrogans serovar bataviae โดยพบวา วิธี sonicate จะใหผลดีที่สุดทั้งในดานความไวและ
ความจําเพาะสําหรับการตรวจกรองเพื่อหาแอนติบอดีชนิด IgM ในซีรัมผูปวยเม่ือเทียบกับวิธีอ่ืนๆ 
ซ่ึงผูวิจัยก็ไดทดสอบดวยวิธีการตางๆเชนกัน และพบวาการนําวิธี sonicate มาใชรวมกับการใช
ความรอน (heat) และแชแข็งที่อุณหภูมิ -20OC ยังสามารถสกัดแอนติเจนไดปริมาณสูงกวาวิธีอ่ืนอีก
ดวย 

2. การใชกระดาษไนโตรเซลลูโลสเปน solid phase สําหรับการทดสอบ 
 จากการศึกษาของศราวุธ และคณะ ในการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG ดวยวิธี dot ELISA 
ซ่ึงคณะผูวิจัยไดเลือกใชกระดาษไนโตรเซลลูโลสหลายชนิดและพบวาการใชกระดาษแตละชนิดที่
แตกตางกันมีผลตอการเกิดปฏิกิริยาบนกระดาษ (ศราวุธ สุทธิรัตน. 2548 : 225-32) ซ่ึง นภาธร 
บานชื่น (นภาธร บานชื่น. 2536)  ไดศึกษาวัสดุสําหรับยึดติดแอนติเจนหรือแอนติบอดี พบวาถา
แอนติเจนหรือแอนติบอดีจับกับวัสดุไดไมดีพอ จะมีผลทําใหการทดสอบมีความไวลดลงและพบได
บอยวาเปนสาเหตุใหการทดสอบนั้นมี background สูงขึ้น ในกรณีที่การจับของแอนติเจนหรือ
แอนติบอดีกับวัสดุนั้นเกิดขึ้นอยางไมสม่ําเสมอ จะเปนเหตุให reproducibility ของการทดสอบ
ลดลง ซ่ึงจะทําใหความนาเชื่อถือของการทดสอบนั้นลดลงดวยเชนกัน 
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 3. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีการทดสอบ (การบล็อค การเจือจางซีรัม และ
ขั้นตอนปฏิกิริยาการทดสอบ) 

จากการศึกษาของ ศราวุธ และคณะ (ศราวุธ สุทธิรัตน. 2548 : 225-32) พบวาการใช skim 
milk มีปญหาของปฏิกิริยาขามกลุมเกิดขึ้นเมื่อเทียบกับการใช BSA จึงเลือกใช BSA สําหรับการ
ทดสอบในปฏิกิริยานี้และพบวาไมมีปญหาของ background เกิดขึ้น ในสวนของการเจือจางซีรัม    
ผูวิจัยไดเลือกระดับไตเตอรของการทดสอบเปน 1:100 และ 1:200 โดยใชระดับจุดตัดผลบวกที่ต่ํา  
ที่สุด (1:100) เปนระดับการทดสอบ เชนเดียวกับการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเลปโตสไปราของ  
ผูวิจัยอ่ืนที่ใชไตเตอรตั้งตนในระดับเดียวกัน (Appassakij H. 1995 : 340-3) นอกจากนี้ในสวนของ
การใชกลุมตัวอยางซึ่งผูวิจัยไดแบงตัวอยางควบคุม (control) เปนสามกลุมคือกลุมตัวอยางผูปวย
ดวยโรคอื่นๆ เพื่อศึกษาในสวนของปฏิกิริยาขามกลุมระหวางผูปวยโรคอื่นๆและโรคเลปโตสไปโร
ซิส กลุมผูมีสุขภาพดีที่ตรวจสุขภาพประจําป และกลุมผูที่ไมมีอาการและอยูในพื้นที่ที่มีการระบาด 
โดยเลือกใชตัวอยางสวนใหญจากกลุมผูที่อยูในพื้นที่ที่มีการระบาดคอนขางสูง ดังที่มีรายงาน
การศึกษาของ Sejva J และคณะ(Sejva J. 2005: 289-95)  ประกอบดวยจังหวัดสกลนครและ
มหาสารคามจํานวน 14 ตัวอยางจาก 24 ตัวอยางทดสอบในกลุม endemic area ทั้งหมดคิดเปน 
58.3% และไมพบผลบวกปลอมเกิดขึ้นใน 14 ตัวอยางดังกลาว  สวนการใชคอนจูเกตและสับสเตรท
ในปฏิกิริยา dot-ELISA มีรายงานของ Zochowski WJ และคณะ (Zochowski WJ. 2001 : 25-30) ซ่ึง
ไดประเมินชุดทดสอบโดยหลักการ ELISA สองแบบที่ใชคอนจูเกตและสับเสตรทตางระบบกัน 
(ชุดแรกเปน HRP และ TMB ชุดที่สองเปน ALP และ pNP;  p-nitrophenyl phosphate) จากสอง
บริษัท และพบวาแบบที่ใชคอนจูเกตซึ่งติดฉลากดวยเอนไซม HRP จะใหผลที่มีความจําเพาะสูงกวา 
แตความไวต่ํากวาเล็กนอย ในกลุม endemic area นี้มีใหผลบวกปลอม 1 ตัวอยางจากผูที่อยูในพื้นที่
จังหวัดชัยภูมิ ซ่ึงเปนตัวอยางเดียวกันกับที่เคยใหผลบวกในการทดสอบหาแอนติบอดีชนิด IgG 
ของศราวุธและคณะ (ศราวุธ สุทธิรัตน. 2548 : 225-32) แตตางกันที่ผลบวกปลอมในการวิจัยคร้ังนี้
เปนผลบวกออน (weakly positive) ซ่ึงจากการศึกษาของ da Silva MV และคณะ (Silva MV. 1997 : 
650-5) พบวาระดับของแอนติบอดีชนิด IgM สามารถปรากฏในกระแสเลือดไดนานถึง 10 เดือน
และมีรายงานวาในบางกลุมจะมีระดับแอนติบอดีปรากฏไดเกินกวา 1 ปขึ้นไปอีกดวย  ในขณะที่ K. 
natrajaseenivasan ไดศึกษาระดับแอนติบอดีของโรค Leptospirosis ระยะ acute phase และ 
convalescence phase พบวาปริมาณของ IgM จะเพิ่มขึ้นเมื่อเขาสูระยะ convalescence แตปริมาณ
ของ IgG จะลดลง (Natarajaseenivasan K. 2004 : 193-7) ซ่ึงตัวอยางนี้อาจจะเปนตัวอยางของผูที่
เคยปวยหรือติดเชื้อเลปโตสไปโรซิสมาเปนเวลานานทําใหระดับแอนติบอดีชนิด IgM ลดต่ําลงแต
ยังอยูในระดับที่สามารถตรวจพบได  สําหรับตัวอยางในการศึกษานี้เก็บตัวอยางจากผูที่อยูในพื้นที่ที่ 
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มีการระบาดของโรคเลปโตสไปโรซิส (endemic area) และมาตรวจสุขภาพทั่วไปที่โรงพยาบาล
ประจําจังหวัดโดยไมมีอาการของโรคเลปโตสไปโรซิส แตเนื่องจากไมไดสัมภาษณโดยตรงทําให
ขาดขอมูลเชิงประวัติสําหรับนํามาประกอบการอธิบายผลในครั้งนี้  

สําหรับในสวนของผลลบปลอมจํานวน 13 ตัวอยาง ซ่ึงประกอบดวยกลุม acute phase sera 
จํานวน 5 ตัวอยาง และ convalescence phase sera จํานวน 8 ตัวอยาง ศันสนียและคณะ (ศันสนีย  
ตันติ์จธัม. 2549 : 18-28) ไดนํามาทําการทดสอบเพิ่มเติมโดยวิธี IFA ซ่ึงเปนวิธีที่มีความจําเพาะสูง 
พบวาใหผลลบจํานวน 6 ตัวอยางและใหผลบวกที่ระดับไตเตอรต่ํา (1:100, 1:200) จํานวน               
7 ตัวอยาง ซ่ึงแสดงถึงปญหาในดานความไวของวิธีการทดสอบ อยางไรก็ตามจากแนวทางการ
ชันสูตรโรคของกระทรวงสาธารณสุขไดกําหนดใหการตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิส ตอง
ตรวจยืนยันผลทางหองปฏิบัติการรวมกับลักษณะอาการทางคลินิกอยูแลว โดยผลการตรวจกรอง
คร้ังแรกเมื่อใหผลลบและมีลักษณะอาการทางคลินิกที่นาสงสัย จะตองตรวจยืนยันผลดวยหลักการ
ที่มีความจําเพาะสูงกวาตอไป  
 สําหรับวิธี IgM dot-ELISA ที่พัฒนาขึ้นนี้เปนวิธีที่ใช sonicated antigen ของเชื้อเลปโต 
สไปราในการเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส เพื่อตรวจหาแอนตบิอดีตอเชื้อและแยกชนดิของ
แอนติบอดีออกโดยใชคอนจเูกตที่เปนชนิด anti human IgM ซ่ึงมีปญหาในเรื่องของการทําใหเกิด        
ปฏิกิริยาไมจําเพาะและการบดบัง (masking) IgM ในการจับกับแอนติเจนจากแอนติบอดีชนิดอื่นใน
ซีรัม มีผูนําวิธีการ IgM capture ELISA ที่ใชแอนตบิอดีตอ IgM มาเคลือบบนกระดาษไนโตร
เซลลูโลสแทนแอนติเจนและพบวามีความไว ความจาํเพาะคอนขางสูง ไดแก การตรวจวินิจฉัย
ไขเลือดออก (Lam SK. 1998 : 75-81, Cuzzubo AJ. 2000 : 135-44) หรือไขไทฟอยด (Ong LY. 
1989 : 195-8) ซ่ึงถึงแมวาวิธีดังกลาวจะมีความไวและความจําเพาะสงู แตก็มีขอจํากัดในดานของ
คาใชจายที่สูงขึ้นจากสารเคมีที่ใชในการทดสอบ 

อยางไรก็ตามวิธี IgM dot-ELISA ที่พัฒนาขึ้นนี้เปนเพยีงการศึกษานาํรองเพื่อศึกษาความ
เปนไปไดในการพัฒนาวิธีดังกลาวไปสูการสรางชุดตรวจสําเร็จรูป (test kit) ตอไปในอนาคต ซ่ึง
จะตองมีการปรับปรุงแกไขขอบกพรองในดานตางๆตอไป 

 
ขอเสนอแนะ 
วิธี IgM dot-ELISA เปนวิธีที่มีขอดีหลายประการที่เหมาะสําหรับการนําไปใชตรวจกรอง

โรคในระยะเริ่มแรก (early detection)  เนื่องจากเปนการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgM ซ่ึงปรากฏ 
ขึ้นกอนเมื่อมีการติดเชื้อ   นอกจากนี้วิธีดังกลาวยังทําไดสะดวกทั้งในดานของการทดสอบและการ 
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อานผล ไมจําเปนตองใชเครื่องมือหรืออุปกรณพิเศษที่มีราคาแพง  อยางไรก็ตามจากการศึกษาของ 
ผูวิจัยพบวายังมีปญหาในเรื่องของความไวในการตรวจที่ยังไมสูงพอ ซ่ึงอาจเกิดเนื่องจากแอนติเจน
ที่เตรียมใชในงานวิจัยนี้เปนแอนติเจนชนิดหยาบ (crude antigen) แตก็เปนแอนติเจนที่สามารถ
เตรียมขึ้นใชเองไดในหองปฏิบัติการที่มีการเพาะเลี้ยงเชื้อทั่วไปอยูแลว จึงควรที่จะตองพัฒนา
วิธีการเตรียมแอนติเจนใหไดเปนแอนติเจนบริสุทธิ์ (purified antigen) ซ่ึงจะตองใชวัสดุอุปกรณ
และเทคโนโลยีเพิ่มเติมมากขึ้น นอกจากนี้จากหลักการดังกลาวนาจะนําไปสูการพัฒนาวิธีการตรวจ
วินิจฉัยอยางรวดเร็ว (rapid test) ดวยหลักการของปฏิกิริยาการติดฉลากอื่น ๆ ที่ใชพื้นผิวยึดเกาะ 
(solid phase) บนกระดาษไนโตรเซลลูโลสเชนเดียวกัน เชน หลักการ immunochromatography  
เปนตน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


