
 

 

 

บทที ่3 

ระเบียบวธีิวจิัย 

 

1. แอนติเจนทีใ่ช้ในการศึกษา 

 แอนติเจนท่ีใชใ้นการศึกษาน้ีประกอบดว้ยแอนติเจน  3 ชนิด ไดแ้ก่ แอนติเจนของเช้ือ

Burkholderia pseudomallei,  Leptospira interrogans และ  Orientia tsutsugamushi แสดงวธีิการ

เตรียมแอนติเจนแต่ละชนิดดงัน้ี 

 การเตรียมแอนติเจนของเช้ือ Burkholderia pseudomallei 

1. Streak เช้ือลงบน  blood agar นาํไป incubate ท่ี 37๐C นาน 24-48 ชัว่โมง 

2. ใช ้loop แตะเช้ือจาก blood agar นาํไป inoculate ลงใน TSB แลว้ incubate ท่ี 37๐C     

24-48 ชัว่โมง 

3. ป่ันตกตะกอนเช้ือดว้ยเคร่ืองป่ันความเร็ว 4,000 rpm นาน 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง 

4. ลา้งเช้ือดว้ย 0.85% NSS 1 ml ผสมให้เขา้กนัแลว้นาํไปป่ันดว้ยความเร็ว 4,000 rpm นาน 

5 นาที  ดูดส่วนใสทิ้งไป ทาํซํ้ าเช่นเดิม 3 คร้ัง 

5. เจือจางเช้ือ โดยเติม 0.85% NSS ใหมี้ความขุ่นเท่ากบั Macfarland No. 0.5  

6. เติม 20% yolk sac 2 µl ต่อ 1 ml ของเช้ือท่ีเจือจางแลว้ ในขอ้ 5 แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 

7. เก็บเช้ือไวท่ี้ -20๐C ถึง -70๐C ไดน้าน 1 ปี 

การเตรียมแอนติเจนของเช้ือ  Leptospira interrogans 

1. เพาะเล้ียงเช้ือ  Leptospira interrogans serovar Sejroe, Bratislavar, Louisiana และ 

Autumnalis ในอาหารเล้ียงเช้ือ (Ellinghausen and McCullough, modified by Johnson and  Harris) 

EMJH medium ท่ีอุณหภูมิ 28-30๐C ในท่ีมืดเป็นเวลา 5-7 วนั  

2. ปรับความเขม้ขน้ของเช้ือให้ไดป้ริมาณ 200 Leptospiras/40x เม่ือดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์

พื้นมืด 

3. ดูดส่วนบนของเช้ือแต่ละซีโรวาร์มาผสมอตัราส่วน 1:1:1:1 ผสมให้เขา้กนั และเติม 20% 

yolk sac  ปริมาณ 2 µl  ต่อส่วนผสมของเช้ือ 1 ml ผสมใหเ้ขา้กนั 

4. เก็บเช้ือไวท่ี้ -20๐C ถึง -70๐C ไดน้าน 1 ปี 
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การเตรียมแอนติเจนของเช้ือ  Orientia tsutsugamushi 

1. นาํเช้ือ O. tsutugamushsi แต่ละ strain (Kato, Gilliam และ Karp) ท่ีได้รับความ

อนุเคราะห์จากหน่วยวิจยั Mahidol – Oxford Tropical Research Unit : MORU) คณะ

เวชศาสตร์เขตร้อน มหาวทิยาลยัมหิดล มาผสมในอตัราส่วน 1:1:1 

2. เก็บเช้ือไวท่ี้ -20๐C ถึง -70๐C ไดน้าน 1 ปี 

การเตรียมสไลด์สําหรับการตรวจด้วยวธีิ IgM IFA 

1. เตรียมสไลดห์ลุมปราศจากเช้ือ โดยแช่สไลด์หลุมดว้ยแอลกอฮอล์ 30 นาที แลว้นาํไปผึ่ง

ใหแ้หง้ 

2. นาํแอนติเจนแต่ละชนิดท่ีผสมแลว้มาละลาย (thaw) หรือทิ้งไวใ้หล้ะลายท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

3.ใช ้autopipette ดูดเช้ือ L. interrogans 0.5 µl เร่ิมหยดลงเบาๆทางดา้นซ้ายค่อนไปทาง

ดา้นล่างของหลุม  ผึ่งใหแ้หง้สนิท  นาน 30 นาที สังเกตจะเห็นเป็นวงฝ้าสีขาวท่ีขอบหลุม 

4. ใช ้autopipette ดูดเช้ือ B. pseudomallei  0.5 µl หยดลงเบาๆ ทางดา้นบนของหลุมเหนือ

เช้ือ L. interrogans  ผึ่งใหแ้หง้สนิท 30 นาที 

5. ใช ้autopipette ดูดเช้ือ O. tsutsugamushi  0.5 µl หยดลงเบาๆทางดา้นขวาค่อนไปทาง

ดา้นล่างของหลุม ระวงัอย่าให้เช้ือไหลมารวมกนัผึ่งให้แห้งสนิท 30 นาที แอนติเจนท่ีเคลือบแลว้

แสดงดงัรูปท่ี 1 

6. เก็บสไลดท่ี์เคลือบเช้ือแลว้ท่ี  -20๐C  ถึง  -70๐C   

 

                                                           
 

รูปที ่1  แสดงตาํแหน่งการเคลือบแอนติเจนลงบนหลุมของสไลด ์A; Leptospira interrogans  

B;  Burkholderia pseudomallei  C;  Orientia tsutsugamushi   

 

A 

B 

C 
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        2. วธีิการดําเนินการ 

2.1 ข้ันตอนการทาํ screening test 

        2.1.1 นาํสไลด์ท่ีเคลือบดว้ยแอนติเจนทั้ง 3 ชนิด ซ่ึงประกอบดว้ยเช้ือ L. interrogans,                    

B. pseudomallei และ O. tsutsugamushi จาก -70๐C มาผึ่งใหแ้หง้ 

        2.1.2 เจือจาง serum ลงใน microtiter U plate ให้ไดอ้ตัราส่วน 1:50 (serum 4 µl  +  

PBS pH 7.4  196 µl), 1:100 (diluted serum 1:50 จาํนวน 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 ลงบนสไลด์หลุมท่ี 1 เพื่อใชเ้ป็นตวัควบคุมผล

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 ลงบนสไลด์หลุมท่ี 2, 3, 4, 5, 6 และ 7 ตามลาํดบั แลว้วางลงใน moist chamber จากนั้นนาํไป 

incubate ท่ี 37๐C นาน 45 นาที 

        2.1.5 ลา้งแอนติเจนและแอนติบอดีส่วนเกิน โดยนาํสไลด์วางใน Coplin jar ท่ีเติม PBS 

pH 7.4 จนท่วมสไลด ์แลว้นาํไปเขยา่ลา้งดว้ยเคร่ือง rotator ท่ีความเร็ว 100 rpm นาน 5 นาที ค่อย ๆ 

ริน PBS ออกจาก Coplin jar จนหมด ทาํเช่นเดิม 3 คร้ังแลว้ผึ่งสไลดใ์หแ้หง้ 

        2.1.6 เจือจาง IgM conjugate ท่ีติดฉลากดว้ยสารเรืองแสง FITC 1:40 (เตรียมในปริมาณ

ท่ีตอ้งการในแต่ละคร้ัง) 

        2.1.7 เจือจาง Evan blue ในอตัราส่วน 1 : 8 ดว้ย PBS pH 7.4โดยผสม Evan blue ท่ีเจือ

จางแลว้ ในอตัราส่วน 2 µl ต่อ diluted conjugate 1 ml. 

        2.1.8 หยด conjugate ท่ีผสมกบั Evan blue ลงในหลุมท่ีเคลือบแอนติเจนแลว้หลุมละ 

10 µl 

        2.1.9 นาํสไลด์ท่ีหยด conjugate แลว้ วางใน moist chamber นาํไป incubate 37๐C นาน 

45 นาที 

        2.1.10 ลา้ง conjugate ส่วนเกินออกโดยนาํสไลด์วางใน Coplin  jar ท่ีเติม PBS pH 7.4 

จนท่วมสไลด์ แลว้นาํไปเขยา่ลา้งดว้ย rotator ท่ีความเร็ว 100 rpm นาน 5 นาที ค่อยๆ ริน PBS ออก

จาก Coplin jar จนหมด ทาํเช่นเดิม 3 คร้ังแลว้ผึ่งสไลดใ์หแ้หง้ 

        2.1.11 Mount slide โดยหยด glycerine buffer pH 8.0-9.0 จาํนวน 2 หยด แลว้ปิดทบั

ดว้ย cover slip ขนาด 24 x 60 mm นาํไปอ่านผลภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต ์
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รูปที ่2 ตาํแหน่งการหยด diluted serum ลงบนสไลดห์ลุม 

 

        3. การอ่านผล 

 อ่านผลการเรืองแสงเม่ือเติม conjugate ท่ีติดฉลากดว้ยสารเรืองแสง FITC ซ่ึงเรืองแสง      

สีเขียวภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออร์เรสเซนตโ์ดยใชเ้ลนส์ขนาด 20x การอ่านผลบวกจะดูการเรือง

แสงท่ีค่อยจางลงจนกลายเป็นผลลบจากระดบั dilution ต่างๆ อ่านผล dilution สุดทา้ยของหลุมท่ี

เห็นการเรืองแสงเป็นค่า titer ของการทดสอบ ซ่ึงแสดงลกัษณะผลบวกดงัตารางท่ี 2 

 

ตารางที ่2 วธีิการอ่านผล positive และ negative ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออร์เรสเซนต ์

เช้ือ Positive Negative 

L. interrogans ตั ว เ ช้ื อ บิ ด เ ป็ น เ ก ลี ย ว ถ่ี

สมํ่าเสมอเรืองแสงสีเขียวคลา้ย

เส้นดา้ย 

ไม่พบการเรืองแสง 

B. pseudomallei ตัว เ ช้ื อ ลัก ษ ณ ะ  coccobacilli 

เรืองแสงสีเขียว 

ไม่พบการเรืองแสงเรืองแสงสี

เขียว 

O. tsutsugamushi ตวัเช้ือมีลกัษณะเกาะกลุ่มเรือง

แส ง สี เ ขี ย ว เหลื อง ใ นเซ ล ล์

เพาะเล้ียงท่ีมีลกัษณะรูปร่างไม่

แน่นอน จะเห็นตวัเซลล ์

ติดสีแดงของ Evan blue 

ไม่พบการเรืองแสงของเช้ือแต่

เห็นเซลล์ติดสีแดงของ Evan 

blue 
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        4. การแปลผล 

 ผลการทดสอบจะไดค้่าตดัสินผลบวกและลบ (cut off) แสดงดงัตารางท่ี 3 

 

ตารางที ่3 การแปลผล positive และ negative จากค่า cut off 

โรค Positive (titer) Negative (titer) 

เลปโตสไปโรซิส ≥  1:100 < 1:100 

เมลิออยโดซิส ≥  1:200 < 1:200 

สครัปไทฟัส ≥  1:400 < 1: 400 

 

        5. ตัวอย่างซีรัมทดสอบ 

 ตวัอยา่งซีรัมทั้งหมด แสดงดงัตารางท่ี 4 

 

ตารางที ่4  จาํนวนซีรัมทดสอบทั้งกลุ่ม case และกลุ่ม control 

ซีรัม จํานวน (ตัวอย่าง) 

กลุ่ม Case รวม 93 ตวัอยา่ง 

              โรคเลปโตสไปโรซิส 

              โรคเมลิออยโดซิส 

              โรคสครัปไทฟัส 

 

35 

30 

28 

กลุ่ม Control  รวม 107 ตวัอยา่ง 

              ผูป่้วยโรคอ่ืนๆท่ีไม่ใช่โรคกลุ่ม case 

              ผูมี้สุขภาพดี 

              ผูท่ี้อยูใ่นพื้นท่ีท่ีมีการระบาด 

 

72 

21 

14 

รวมทั้งส้ิน 200 

 

        6. สถิติการวจัิย  

ศึ ก ษ า ค วา ม ไ ว  ค วา ม จํา เพ า ะ  ป ระ สิ ท ธิ ภา พ ข อง วิ ธี ท ดส อบ  IgM indirect 

immunofluorescence assay (IgM-IFA) ของแอนติเจน 3 ชนิดเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งท่ีผ่านการ

วินิจฉยัวา่เป็นกลุ่ม case และกลุ่ม control โดยใชส้ถิติไคสแควร์ (χ2) และสถิติแคปปา (κ) (ดุสิต 

สุจิรารัตน์. 2539) 
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