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บทคดัยอ่ 

 ไขเ้ฉียบพลนั (acute febrile illness หรอื undiffenerentiated fever) เป็นโรคทีพ่บบอ่ยและเป็นปญัหาในประเทศตา่งๆทัว่โลก

รวมทัง้ประเทศไทย อาการสาํคญั คอื ไขแ้ละปวดศรีษะ ซึง่เป็นอาการทีไ่มจ่าํเพาะและไมส่ามารถเจาะจงไปยงัโรคหน่ึงโรคใด การวนิิจฉยั

ทางหอ้งปฏบิตักิารจงึมคีวามสาํคญัอยา่งยิง่ในการยนืยนัการวนิิจฉยัอาการทางคลนิิก จงึเป็นทีม่าของการพฒันาชุดทดสอบทีส่ามารถ

วนิิจฉยัโรคโรคสครบัไทฟสัและโรคเลปโตสไปโรสสิไดร้วดเรว็และถกูตอ้งแมน่ยาํ โครงการน้ีไดผ้ลติตน้แบบผลติภณัฑส์องชิน้ คอื ชุด

ทดสอบแบบรวดเรว็การตรวจวนิิจฉัยโรคสครบัไทฟสั ชนิด IgM/IgG และชุดทดสอบแบบรวดเรว็การตรวจวนิิจฉยัโรคเลปโตสไปโรสสิ 

ชนิด IgM/IgG โดยวธิ ี Immunochromatrogaphic based gold nanoparticles test (Strip test) ซึง่ใช ้ recombinant proteins เป็น

แอนตเิจน โดยผลติ recombinant proteins เริม่ดว้ยการออกแบบไพรเ์มอรข์องยนีทีค่วบคุมการสรา้งโปรตนีทีต่อ้งการ  สกดัสาร

พนัธุกรรมของเชือ้เพือ่เป็นตน้แบบจาํลองยนี ดว้ยเทคนิคโพลเีมอรเ์รสเชนรเีอกชัน่ (PCR) นําไปโคลนเขา้กบัพลาสมดิ หลงัจากนัน้ทาํ

การคดัเลอืกโคลนทีม่ชีิน้สว่นของยนี ดว้ยเทคนิค PCR และ restriction fragment analysis จงึได ้ recombinant โคลนตา่งๆ ทีม่ี

ความสามารถสรา้งโปรตนี ใหผ้ลติโปรตนีแลว้ผา่นกระบวนการทาํโปรตนีใหบ้รสิทุธิ ์ โปรตนีของโรคสครบัไทฟสัและโรคเลปโตสไปโรสสิ 

คอื 56kDa proteins จากเชือ้ Orientia tsutsugamushi สายพนัธุ ์ (prototype strains) Karp, Kato และ Gilliam และ 25kDa [Electron 

transfer flavoprotein subunit beta (ETF_beta)] ตามลาํดบั 

ในการพฒันาชุดทดสอบการวนิิจฉัยโรคสครบัไทฟสั ได ้recombinant 56 kDa proteins ของทัง้สามสายพนัธุ ์มลีาํดบันิวคลโีอ

ไทดท์ีม่คีวามคลา้ยคลงึกบัลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีอ่ยูใ่น NCBI database เทา่กบัรอ้ยละ 97.8, 97.7 และ 97.4 ตามลาํดบั จากผลการ

ทดสอบ immunoreactivity ชีว้า่ recombinant 56 kDa proteins สามารถใชเ้ป็นแอนตเิจนไดด้มีากในการตรวจหาแอนตบิอดตีอ่ทัง้สาม

สายพนัธุ ์Karp, Kato และ Gilliam รวมทัง้สายพนัธุ ์TA716 และ TA763 ได ้

การประเมนิชุดทดสอบโรคสครบัไทฟสั ชนิด IgM (Scrub_M) และ ชนิด IgG (Scrub_G) โดยใช ้immunofluorescence assay 

(IFA) เป็นวธิมีาตรฐาน โดยใชเ้กณฑก์ารพจิารณาผลบวกจากคา่ titer ของ IFA_IgM/IgG (titer > 1:400) กบัตวัอยา่งตรวจซรีมั จาํนวน 

318 ตวัอยา่ง ประกอบดว้ย scrub typhus จาํนวน 100 ตวัอยา่ง และ non-scrub typhus จาํนวน 218 ตวัอยา่ง (leptospirosis จาํนวน 53 

ตวัอยา่ง, dengue จาํนวน 96 ตวัอยา่ง, มวิรนีไทฟสั จาํนวน 30 ตวัอยา่ง และ โรคไมท่ราบสาเหตุ จาํนวน 39 ตวัอยา่ง) คา่การประเมนิ

ชุดทดสอบ Scrub_M/G มคีวามไวรอ้ยละ 97.0 ความจาํเพาะรอ้ยละ 100 คา่ทาํนายผลบวก รอ้ยละ 100 และคา่ทาํนายผลลบ 98.6 หาก

พจิารณาแยก สาํหรบัคา่การประเมนิชุดทดสอบ Scrub_M มคีวามไวรอ้ยละ 81.0 ความจาํเพาะรอ้ยละ100 คา่ทาํนายผลบวก รอ้ยละ 

100 และคา่ทาํนายผลลบ รอ้ยละ 92.0 คา่การประเมนิชุดทดสอบ Scrub_G มคีวามไวรอ้ยละ 93.0 ความจาํเพาะรอ้ยละ100 คา่ทาํนาย

ผลบวก รอ้ยละ 100 และคา่ทาํนายผลลบ 96.9 

 การประเมนิชุดทดสอบโรคเลปโตสไปโรสสิ ซึง่เตรยีมโดยการหยดแอนตเิจนเอง (version 1) ชนิด IgM (LepProt_M) ซึง่ม ี

recombinant ETF protein เป็นแอนตเิจน และ LepLPS_M ซึง่ม ีLPS เป็นแอนตเิจน กบัคา่ titer ของ IFA ชนิด IgM (IFA_M) ตอ่ 

leptospirosis พบวา่ในกลุม่ผลลบของ IFA_M (titer <1:50) ไดผ้ลลบตรงกนัดว้ย LepProt_M และ LepLPS_M คดิเป็นรอ้ยละ 43.5 

สาํหรบัในกลุม่ผลบวกของ IFA_M titer 1:400 ถงึ > 1:6400 ไดผ้ลบวกตรงกนัดว้ย LepProt_M คดิเป็นรอ้ยละ  44.4 (4 ใน 9 ตวัอยา่ง) 

ตามลาํดบั สาํหรบั LepLPS_M ไดผ้ลบวกทุกตวัอยา่ง สาํหรบั LepProt_M และ LepProt_G ยงัไดผ้ลไมด่นีกัแสดงวา่การตรวจหา

แอนตบิอดยีงัไมด่พีอ สมควรทีจ่ะปรบัปรุงแกไ้ข เชน่ บปัเฟอร ์เมมเบรน และ conjugate เป็นตน้ เมื่อทราบปญัหาจงึไดพ้ฒันาจนกระทัง่

ไดแ้อนตเิจนทีด่ใีชใ้น strip test เมื่อวเิคราะหผ์ลของ LepLPS_M ไดผ้ลบวกเกอืบทุกตวัอยา่ง อาจเป็นไปไดว้า่มคีวามไวสงูมากหรอืมี

ปญัหาของผลบวกปลอม จาํเป็นตอ้งมกีารทดสอบตอ่ไป 

ตอ่มาไดม้กีารพฒันา LepProt_M และ LepProt_G เป็น version 2  ในการประเมนิชุดทดสอบ เทยีบกบัชุดทดสอบทีม่วีาง

จาํหน่าย  SD BIOLINE Leptospira IgM/IgG (SD Lep_M/G)  ซึง่มคีวามไวรอ้ยละ 96.2 และความจาํเพาะรอ้ยละ 95.7  จากการศกึษา

พบวา่ ไมส่ามารถใชผ้ลการแยกเชือ้เป็นวธิมีาตรฐาน อยา่งไรกต็ามหากใชผ้ลการแยกเชือ้เป็นวธิมีาตรฐาน พบวา่ LepProt_M มคีวามไว

สงูกวา่ SD Lep_M ในดา้นการตรวจหาแอนตบิอดใีนระยะตน้ของโรค (early detection) สาํหรบัการใชผ้ล microscopic agglutination 

test (MAT) ทีม่ผีลบวก titer > 1:400 เป็นวธิมีาตรฐาน พบวา่ชุดทดสอบ LepProt_M/G มคีวามไว คา่ทาํนายผลบวก และคา่ทาํนายผล

ลบ สงูกวา่ SD_M/G ยกเวน้ SD_M มคีวาม จาํเพาะ (รอ้ยละ 100) สงูกวา่ LepProt_M (รอ้ยละ 91.7) 

โดยสรุปโครงการน้ีไดผ้ลติตน้แบบผลติภณัฑส์องชิน้ คอื ชุดทดสอบแบบรวดเรว็การตรวจวนิิจฉยัโรคสครบัไทฟสั ชนิด IgM/IgG 

และชุดทดสอบแบบรวดเรว็การตรวจวนิิจฉยัโรคเลปโตสไปโรสสิ ชนิด IgM/IgG ซึง่มคีวามไว ความจาํเพาะ คา่ทาํนายผลบวก และคา่

ทาํนายผลลบ ทีด่มีากสามารถวนิิจฉัยโรคโรคสครบัไทฟสัและโรคเลปโตสไปโรสสิไดร้วดเรว็และถกูตอ้งแมน่ยาํ 

คาํสาํคญั: โรคสครบัไทฟสั วนิิจฉยัโรคเลปโตสไปโรสสิ ชุดทดสอบแบบรวดเรว็ รคีอมบแินนท ์โปรตนี 
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Abstract 

Acute febrile illness (undiffenerentiated fever, AFI) is common disease and problem in worldwide including 

Thailand. Symptoms in early phase of AFI are non-specific resulting in mistakenly diagnosing it in acute febrile illness 

group. Laboratory diagnosis is important to confirm the definite clinical diagnosis. A rapid and accurate diagnostic test is 

essential tests for Point-of-care diagnosis. The objective was to generate the template products for diagnosis of scrub 

typhus and leptospirosis based on the principle of immunochromatrogaphy with gold nanoparticles (strip test). In 

preparation of recombinant proteins, the specific primers of entire genes were designed. PCR product from extracted 

DNA was cloned into plasmid and then selected positive clones were performed by PCR and restriction fragment 

analysis. Recombinant plasmids were transformed into expression cells. The characterized and purified recombinant 

proteins for scrub typhus and leptospirosis were 56 kDa proteins from Orientia tsutsugamushi prototype strains of Karp, 

Kato and Gilliam and 25 kDa protein of (Electron transfer flavoprotein subunit beta, ETF_beta), respectively. 

In the development of scrub typhus test kit, the nucleotide sequences of the recombinant proteins of all three 

strains showed the identity percentage of 97.8, 97.7 and 97.4 respectively. IgM/IgG     immunoreactivity indicated that 

the recombinant proteins could be used as excellent antigens for antibody detection against all three strains and others 

two strains of TA716 and TA763. 

Evaluation of scrub typhus test kit IgM (Scrub_M) and IgG (Scrub_G) by using immunofluorescence assay (IFA) 

as a reference test. The titer >1:400 of IFA_M/G was considered to be positive. Scrub_M/G were tested in 318 sera from  

100 scrub typhus patients and 218 non-scrub typhus patients (53 leptospirosis, 96 dengue, 30 murine typhus and 39 

unknown). Scrub_M/G yielded the values of sensitivity, specificity; positive predictive value and negaitive predictive value 

were 97.0%, 100%, 100% and 98.6%, respectively. Scrub_M showed the values of sensitivity, specificity, positive 

predictive value (PPV) and negaitive predictive value (PNV) were 81%, 100%, 100 and 92.0, respectively. Scrub_G 

showed the values of sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) and negaitive predictive value (PNV) were 

93.0%, 100%, 100 and 96.9, respectively. 

Evaluation of leptospirosis test kit IgM (LepProt_M) and IgG (LepProt_G) with recombinant ETF protein as 

antigen (version 1), was tested in 60 sera by using immunofluorescence assay (IFA) as a reference test. Correlation of 

(LepProt_M) and LepLPS_M with LPS as antigen was observed. The titer >1:400 of IFA_M/G was considered to be 

positive. LepProt_M and LepLPS_M gave the same negative results of 43.5 in sera with IFA_M (titer <1:50). In the group 

of positive results for IFA_M, LepProt_M gave the negative results of 44.4 (4/9 samples) while LepLPS_M yielded 100% 

of positive results. LepProt_M and LepProt_G which were further developed to be version 2 as compared with 

commercial kit SD BIOLINE Leptospira IgM/IgG (SD Lep_M/G) which demonstrating sensitivity of 96.2% and specificity 

of 95.7%, was evaluated The results showed that leptospiral isolation as reference standard test could not be used as a 

tool of evaluation. However, LepProt_M gave the higher rate than SD Lep_M in antibody detection of early phase of 

illness. Using microscopic agglutination test (MAT) as reference test, the sera in the positive group (titer > 1:400) showed 

that LepProt_M/G yieled the the values of sensitivity, PPV and PNV were higher than SD_M/G, except specificity of 

SD_M was higher than LepProt_M (100% vs 91.7%).  

In conclusion, two template products of rapid diagnostic tests were Scrub_M and Scrub_G (for Scrub typhus) and 

LepProt_M and IgG LepProt_G (for leptospirosis) with high sensitivity, specificity; positive predictive value and negaitive 

predictive value.  

Key words: scrub typhus, leptospirosis, rapid diagnostic test, recombinant proteins 
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บทนํา 

 ไขเ้ฉียบพลนั (acute febrile illness หรอื undiffenerentiated fever) เป็นโรคทีพ่บบ่อยและเป็นปญัหาในประเทศ

ต่างๆทัว่โลกรวมทัง้ประเทศไทย อาการสาํคญั คอื ไข ้ ปวดศรีษะ ซึง่เป็นอาการทีไ่มจ่าํเพาะและไม่สามารถเจาะจงไปยงั

โรคหน่ึงโรคใด สาเหตุอาจเกดิจากการตดิเชือ้จุลชพีหรอืไม่ใชจุ่ลชพี ไขท้ีม่สีาเหตุจากการตดิเชือ้แบคทเีรยีหรอืไวรสั ทีพ่บ

บ่อยในประเทศไทย ไดแ้ก่  โรคเดง็กี ่  โรคเลปโตสไปโรสสิ โรคสครบัไทฟสั  มาลาเรยี และไขห้วดัใหญ่  เน่ืองจากอาการ

ไขใ้นระยะตน้ของโรคกลุ่มดงักล่าวจะคลา้ยกนั สว่นใหญ่ไม่อาจแยกไดว้่าเป็นโรคใด จงึมคีวามจาํเป็นตอ้งมงีานวจิยัเพื่อผล

การวนิิจฉยัทางหอ้งปฏบิตักิารจงึมคีวามสาํคญัอย่างยิง่ในการยนืยนัการวนิิจฉยัอาการทางคลนิิก จงึเป็นทีม่าของแนวคดิที่

จะพฒันาชุดทดสอบทีส่ามารถวนิิจฉยัโรคเดง็กีแ่ละโรคเลปโตสไปโรสสิพรอ้มกนั  อกีทัง้มกีารประเมนิชุดทดสอบตาม

มาตรฐานของการผลติชุดทดสอบ 

โรคสครบัไทฟสัเป็นโรคตคิเชือ้รกิเคตเซยี (rickettsial disease) ชนิดหน่ึง เกดิจากการตดิเชือ้ Orientia 

tsutsugamushi  โรคสครบัไทฟสัเป็นโรคประจาํถิน่พบไดท้ัว่ภมูภิาคของโลก โดยสว่นใหญ่พบในอาเซยีอาคเนย ์ บรเิวณ

ขอบชายฝ ัง่อาเซยี-แปซฟิิคและออสเตรเลยีตอนเหนือ คาดว่าน่าจะมผีูต้ดิเชือ้ประมาณลา้นคยต่อปี  สาํหรบัในประเทศไทย

พบผูป้ว่ยโรคสครบัไทฟสัรอ้ยละ 19.9 ในกลุ่มไขเ้ฉียบพลนั  อตัราตายรอ้ยละ น้อยกว่า 1 ถงึ 50 ขึน้อยู่กบัผลการวนิิจฉยั

ทางอาการและทางหอ้งปฏบิตักิาร  นอกจากน้ีมตีวัอย่างงาน 8 สายพนัธุข์องเชือ้ O. tsutsugamushi  คอื Karp, 

Kato/TA716, Gilliam, JG-v (Japanese Gilliam-variant), TA763, TA678, TA686, และ TH1817  

เชือ้ O. tsutsugamushi  เป็นเชือ้ทีม่คีุณสมบตัจิดัเป็นแบคทเีรยีกรมัลบ แต่มขีนาดเลก็กว่าแบคทเีรยีทัว่ไป เชือ้

เพิม่จาํนวนในเซลลม์ชีวีติเท่านัน้ (obligatory intracellular parasite) คุณสมบตัทิัว่ไป ขนาดประมาณ 0.3x0.6 ไมโครเมตร  

อาจเรยีงตวัเป็นเซลลเ์ดีย่ว เป็นคู่สายสัน้หรอืสายยาว ผนงัเซลลข์อง ม ี peptidoglycan อยู่ระหว่างชัน้ outer membrane 

(OM) และ inner membrane (IM) และมแีคปซลูบาง ๆ ลอ้มรอบนอกชัน้ OM เชือ้ไม่ม ีlipopolysaccharide ตามธรรมชาติ

เชือ้ตดิต่อในกลุ่มสตัวเ์ลีย้งลกูดว้ยนมขนาดเลก็ โดยเฉพาะอยา่งยิง่สตัวฟ์นัแทะ ซึง่สว่นมากคอื หนู เป็นแหล่งรงัโรค และแพร่

เชือ้ โดยไมท่าํใหห้นูเกดิอาการของโรคแต่อย่างใด โดยมตีวัไรอ่อน (chigger) ของไร Leptotrombidium sp. โดยเฉพาะ L. 

chiangraiensis เป็นพาหะนําโรค เชือ้จะถูกถ่ายทอดไปอยูใ่นวงจรชวีติของไร โดยไรเตม็วยัตวัเมยีทีต่ดิเชือ้จะแพร่กระจาย

เชือ้ผ่านรงัไขไ่ปสูไ่รตวัอ่อนรุ่นต่อ ๆ ไป ดงันัน้ไรจะเป็นทัง้พาหะและแหล่งเกบ็เชือ้ดว้ย คนทีถู่กไรตวัอ่อนทีม่เีชือ้กดัจะมี

ระยะฟกัตวัของโรค ประมาณ 5-14 วนั อาการของโรค คอื ไข ้ปวดศรีษะ และหนาวสัน่ ผื่นขึน้ทีล่าํคอก่อนแลว้กระจายไป

แขนขา  โดยมอีตัราการเสยีชวีติรอ้ยละ 1–60 แผลทีเ่กดิจากการกดัของไรตวัอ่อนจะกลายเป็นแผลไหมค้ลา้ยถูกบหุรีจ่ ีแ้ละ 

รอบแผลบวมแดง เรยีกว่าแผล eschar มกัพบบ่อยทีบ่รเิวณรกัแร ้ ขาหนีบและรอบเอว อาจพบหรอืไม่พบกไ็ด ้ เน่ืองจาก

พบแผล eschar ในผูป้ว่ยไดเ้พยีงรอ้ยละ 20-50 เท่านัน้ 

 โรคสครบัไทฟสัมกัถูกจดัใหไ้ปอยู่ในกลุ่มของโรคไขไ้ม่ทราบสาเหตุ ทีม่อีาการและอาการแสดงคลา้ยกนั ทาํใหไ้ม่

สามารถใหก้ารตรวจวนิิจฉยัโรคไดจ้ากการสงัเกตทางอาการเพยีงอย่างเดยีว การวนิิจฉยัทางหอ้งปฏบิตักิารมหีลายวธิ ี ดงัน้ี 

การตรวจตวัอย่างตรวจโดยตรง  ตรวจหาเชือ้โดยการยอ้มส ีGiemsa, Macchiavello หรอื Gimenez ในชิน้เน้ือจากผูป้ว่ย

หรอืผูเ้สยีชวีติ  หรอืโดยการยอ้มกบัแอนตบิอดจีาํเพาะดว้ยวธิอีมิมนูเรอืงแสง อย่างไรกต็ามวธิน้ีีไม่เหมาะสมสาํหรบัการ

วนิิจฉยัโรคสาํหรบัผูป้ว่ย  การแยกเชือ้ใชต้วัอย่างตรวจทีเ่หมาะสม คอื เลอืดในระยะมไีขภ้ายในสปัดาหแ์รกทีเ่ริม่ปว่ย  วธิี

ทีนิ่ยมคอืฉีดตวัอย่างตรวจเขา้ชอ่งทอ้งของหนูขาว  หรอืถุงไขแ่ดงของไขไ่ก่ฟกัอายุ 5-7 วนั   หรอืแยกเชือ้ในเซลล์

เพาะเลีย้ง primary cell culture, MRC-5 และ HeLa cell line   การตรวจหาแอนตบิอดต่ีอโรคสครบัไทฟสั ซึง่ในปจัจุบนัมี



9 
 

หลายวธิ ี เช่น วธิ ี Weil-Felix  เน่ืองจากมคีวามไวและความจาํเพาะตํ่าจงึไม่นิยมใช ้ สว่นวธิ ี IFA (Indirect 

immunofluorescence assay) และวธิ ี IIP (Indirect immunoperoxidase test) มคีวามไวและความจาํเพาะทีด่กีว่า

นอกจากน้ียงัมวีธิ ี ELISA, passive hemagglutination tests, neutralization test, และ toxin neutralization test 

แอนตเิจนทีใ่ชใ้นหอ้งปฏบิตักิารจากการสกดัโปรตนีของเชือ้ Orientia tsutsugamushi ในเซลลเ์พาะเลีย้ง โปรตนีทีม่ี

คุณสมบตัเิป็นแอนตเิจนทีด่คีอื OMP ซึง่มขีนาดตัง้แต่ 53 – 63 kDa โดยเฉพาะโปรตนีขนาด 56 kDa  ซึง่นํามาผลติเป็น 

recombinant protein สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรก์ารแพทยท์หาร ฝา่ยไทย ไดด้าํเนินการศกึษาวจิยัโรคสครบัไทฟสัมาอย่าง

ต่อเน่ือง จากการศกึษาการระบาดของโรคน้ี พบการระบาดในกลุ่มทหารทีอ่อกฝึก ในพืน้ทีอ่าํเภอบ่อทอง จงัหวดัชลบุร ี

เมื่อ ปี 2545 พบว่าทหารปว่ยดว้ยโรคสครบัไทฟสั รอ้ยละ 10 จากทหารทีป่ว่ยดว้ยอาการไขเ้ฉียบพลนั  ขอ้มลูจากกรม

ควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสขุ พบว่ามผีูป้ว่ยโรคสครบัไทฟสัเพิม่ขึน้เรื่อย ๆ ในชว่ง 15 ปีทีผ่่านมา ในปจัจุบนัประเทศ

ไทยพบผูป้ว่ยไขเ้ฉยีบพลนั มากกว่า 370,000 คนต่อปี จากการศกึษาของโรงพยาบาลมหาราชนครราชสมีาร่วมกบั

สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรก์ารแพทยท์หาร ฝา่ยไทย พบผูป้ว่ยโรค สครบัไทฟสัในกลุ่มผูป้ว่ยไขเ้ฉียบพลนั รอ้ยละ 34  และ

จากการศกึษาของสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรก์ารแพทยท์หาร พบผูป้ว่ยเดก็ไขเ้ฉียบพลนัทีเ่ขา้มารกัษาในโรงพยาบาลนคร

พงิค ์จงัหวดัเชยีงใหม่ ปว่ยดว้ยโรคสครบัไทฟสั รอ้ยละ 47  

 วุฒกิรณ์  รอดความทุกขแ์ละคณะ ไดพ้ฒันาวธิ ี dot-ELISA (dot-Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 

[34,35 ] เพื่อการตรวจวนิิจฉยัโรคสครบัไทฟสั วธิ ี dot-ELISA เป็นวธิ ี ทีม่ขี ัน้ตอนการทาํทีง่่าย รวดเรว็ มคีวามไว และ

ความจาํเพาะสงู ทีส่าํคญัคอืสามารถตรวจสอบผลไดด้ว้ยตาเปล่าอย่างชดัเจน ทาํใหไ้มจ่าํเป็นตอ้งใชเ้ครื่องมอืทีม่รีาคาแพง 

หรอืหาไดย้าก หรอืตอ้งอาศยัผูท้ีม่คีวามชาํนาญในการอ่านผล สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร ์ การแพทยท์หาร ไดร้บัสทิธบิตัร

การประดษิฐ ์ จากกรมทรพัยส์นิทางปญัญา กระทรวงพาณิชย ์ และไดพ้ฒันาต่อเน่ือง  “ชุดตรวจวนิิจฉยัโรคสครบัไทฟสั

ชนิดเรว็ โดยวธิ ีdot-ELISA” มคีวามไวรอ้ยละ 99.49 ความจาํเพาะรอ้ยละ 98.92 ค่าประสทิธภิาพรอ้ยละ 99.00 ค่าทาํนาย

ผลบวก รอ้ยละ 95.63 และค่าทาํนายผลลบ 99.88 เมื่อเปรยีบเทยีบกบัวธิมีาตรฐาน IFA  

โรคเลปโตสไปโรซสิ หรอืไขฉ้ี่หนู (Leptospirosis) เป็นโรคตดิต่อจากสตัวส์ูค่น ซึง่มสีาเหตุจากการตดิเชือ้

แบคทเีรยีรปูร่างเกลยีวสปีชสี ์ Leptospira interrogans สตัวท์ีร่อดชวีติจากการตดิเชือ้จะกลายเป็นพาหะเรือ้รงัซึง่จะเป็นรงั

โรคของเชือ้ต่อไป สตัวท์ีม่กีารตดิเชือ้และเป็นพาหะสามารถปลดปล่อยเชือ้ทางปสัสาวะและอุจจาระ ซึง่จะปนเป้ือนใน

สิง่แวดลอ้ม เชือ้สามารถมชีวีติอยู่ไดเ้ป็นชัว่โมง หรอืหลาย ๆ วนัในดนิ น้ํา นม โคลน และสิง่ปฏกิลูต่าง ๆ การตดิต่อมายงั

คนโดยการสมัผสักบัสิง่ต่างๆ ทีป่นเป้ือนเชือ้  เชือ้สามารถเขา้ทางแผลและเยื่อเมอืกได ้ โรคเลปโตสไปโรซสิพบไดท้ัว่

ภูมภิาคของโลก สาํหรบัในประเทศไทยพบผูป้ว่ยประปตวัอย่างอยู่ทุกภาคของประเทศ ต่อมาโรคน้ีไดก้ลายเป็นปญัหาที่

สาํคญัทางสาธารณสขุ    เน่ืองจากไดพ้บผูป้ว่ยจาํนวนมากและมอีาการรุนแรงมากขึน้  โดยเฉพาะอย่างยิง่ในปี พ.ศ. 2539  

ไดม้กีารระบาดของโรคในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ   อาการทางคลนิิกของโรคเลปโตสไปโรสสิมอีาการตัง้แต่เลก็น้อย

จนถงึรุนแรง และมกัจะไม่สามารถวนิิจฉยัแยกจากโรคไขอ้ื่นๆ เช่น dengue, influenza, hantavirus infection, malaria 

และ rickettsioses ได ้หากวนิิจฉยัพลาด อาจเกดิอนัตตวัอย่างต่อผูป้ว่ยได ้แต่อย่างไรกต็าม โรคเลปโตสไปโรสสิ  สามารถ

รกัษาใหห้ายไดด้ว้ยยาปฏชิวีนะ  หากวนิิจฉยัไดอ้ย่างรวดเรว็ ดงันัน้วธิกีารวนิิจฉยัโรคเลปโตสไปโรสสิ อย่างรวดเรว็และ

ถูกตอ้ง จงึมคีวามสาํคญัเป็นอยา่งมาก ในปจัจุบนัการวนิิจฉยัโรคเลปโตสไปโรซสิ ทางหอ้งปฏบิตักิาร  คอืการตรวจหา

แอนตบิอด ี Lipopolysaccharide (LPS) ของเชือ้เลปโตสไปร่าเป็นแอนตเิจน ทีนิ่ยมศกึษา และทาํการวจิยั เน่ืองจากเป็น

สว่นสาํคญัทีท่าํใหเ้กดิปฏกิริยิาการจบักลุ่ม (agglutination) แต่อย่างไรกต็ามการนํา LPS มาเป็นแอนตเิจนยงัคงมขีอ้ 
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จาํกดัเน่ืองจากบรเิวณคารโ์บไฮเดรต side chain ของ LPS นัน้มผีลต่อ antigenic diversity ของเชือ้แต่ละซโีรวาร ์จงึตอ้งมี

การพฒันาวธิใีนการวนิิจฉยัโดยทีแ่อนตเิจนนัน้ตอ้งมคีวาม conserve สงูระหว่างซโีรวาร ์ โดยเฉพาะในสายพนัธุท์ีก่่อโรค  

ดงันัน้ outer membrane proteins จงึเป็นอกีทางเลอืกหน่ึงสาํหรบัการวจิยั ซึง่ outer membrane proteins (OMPs) ของ

เชือ้เลปโตสไปร่าน้ีมคีวาม conserve สงูระหว่างซโีรวารส์ายพนัธุท์ีก่่อโรค และเป็นสว่นทีส่าํคญัในการก่อพยาธสิภาพของ

โรคเน่ืองจากเป็นบรเิวณทีส่มัผสักบั mammalian host  สาํหรบั OMP ประกอบ ดว้ย transmembrane outer membrane 

protein ซึง่จะแทรกตวัอยูใ่นชัน้ของ outer membrane และ lipoproteins ซึง่เป็นชนิดโปรตนีสว่นใหญ่บน outer 

membrane  ในปจัจุบนัม ีlipoprotein เพยีงสบิกว่าชนิด ทีไ่ดม้กีารศกึษาคุณลกัษณะ และพบว่ามคีุณสมบตัเิป็น protective 

immunogen  เช่น LipL21, LipL32, LipL41, LipL46, LigB  ไดม้กีารนําเทคนิครคีอมบแินนท ์มาใชก้บั outer membrane 

proteins เพื่อพฒันาวธิกีารวนิิจฉยัทางซโีรโลย ี เช่น งานวจิยัเกีย่วกบัรคีอมบแินนท ์ OmpL1, LipL41 และ  LipL32  มี

ตวัอย่างงานทีน่่าสนใจอย่างยิง่วา่  immunoglobulin M immunoblot (IgM-IB) assay ทีแ่สดงแอนตเิจนซึง่เป็นโปรตนี

ขนาดโมเลกุลตํ่าในชว่งประมาณ 14-25 kDa ของเลปโตสไปร่า  ทีใ่หผ้ล reactivity กบัแอนตบิอดใีนซรีัม่ของผูป้ว่ยช่วง

ระยะตน้ (acute phase) ของโรคเลปโตสไปโรสสิ มากกว่า 85%  อุไรวรรณ โฆษติานนท ์และคณะ ไดส้กดัไลโปโปรตนีที่

ขนาดโมเลกุลตํ่า 25 kDa ใหท้าํปฏกิริยิาทางอมิมนูกบัแอนตบิอดใีนซรีัม่ระยะตน้ของโรค จากผูป้ว่ยเลปโตสไปโรสสิ 

ทัง้หมด 22 ตวัอย่าง พบว่าโปรตนีขนาดโมเลกุล 25 kDa ใหป้ฏกิริยิาทางอมิมนูกบัแอนตบิอดชีนิด IgM ในทุกซรีัม่ทดสอบ 

และไม่พบปฏกิริยิาทางอมิมนูกบัแอนตบิอดใีนซรีัม่จากผูป้ว่ยโรคอื่นทีไ่มใ่ช่เลปโตสไปโรสสิ 13 ตวัอย่าง และซรีัม่จากคน

ปกต ิ10 ตวัอย่างสาํหรบัการทาํ 2-DE ร่วมกบั immunoblot กบัซรีัม่หลายตวัอย่างรวมกนัของระยะตน้ของโรคจากผูป้ว่ย

เลปโตสไปโรสสิ พบว่า จุดของโปรตนีทีใ่หป้ฏกิริยิาทางอมิมนูต่อ IgM แอนตบิอด ีเป็นจุดโปรตนีทีข่นาด 25, 35, 36, 37, 

38, 45 และ 50 kDa 

กลัลยานี ดวงฉว ีและคณะ ไดส้ารสกดั Leptospira lipopolysaccharides  ขนาดโมเลกุลระหว่าง 19-24 kDa ทีม่ ี

ความจาํเพาะในการตรวจวนิิจฉยัโรคเลปโตสไปโรสสิตัง้แต่แรกปว่ย   ไดม้กีารพฒันาชุดตรวจดว้ยแบบ      immunochro- 

matography (IC)  ไดเ้ป็น “ชุดตรวจโรคฉี่หนูชนิดรวดเรว็ (LEPkit)”  ทีส่ามารถนําไปตรวจหาแอนตบิอดต่ีอโรคเลปโตสไป

โรสสิในซรีัม่ของผูป้ว่ย และเป็นชุดทีอ่ยู่ระหว่างการยื่นจดสทิธบิตัรการประดษิฐจ์ากกรมทรพัยส์นิทางปญัญา    ทีส่ามารถ

นําไปใชง้านไดอ้ย่างสะดวกในหอ้งปฏบิตักิารทัว่ไปทุกพืน้ที ่ เพื่อใชต้รวจหาแอนตบิอดเีพื่อวนิิจฉยัโรคเลปโตสไปโรสสิใน

ซรีัม่ของผูป้ว่ย ชุดตรวจน้ีมปีระสทิธภิาพดว้ยความไว (sensitivity)  รอ้ยละ 98  และความจาํเพาะ (specificity)  รอ้ยละ 96  

ซึง่สงูกว่าวธิทีีใ่ชอ้ยูใ่นปจัจุบนั   กล่าวโดยสรุป คอื โปรตนีทีข่นาดโมเลกุลตํ่า 25 kDa และ lipopolysaccharides  ขนาด

โมเลกุล 19-24 kDa มคีวามศกัยภาพทีนํ่าไปพฒันาเทคนิคเป็นแอนตเิจนสาํหรบัการวนิิจฉยัระยะตน้ของโรคเลปโตสไป- 

โรสสิได ้

โรคเดง็กี ่ (Dengue, Dengue disease) จดัเป็นโรคทีส่าํคญัในมนุษยแ์ละยงัเป็นปญัหาทางดา้นสาธารณสขุที่

สาํคญัของหลายประเทศทัว่โลก โดยเฉพาะประเทศในภมูภิาคเขตรอ้นแถบศนูยส์ตูร  เชือ้ก่อโรคคอืเชือ้ไวรสัเดง็กีจ่ดัอยู่

ในแฟมลิี ่ Flaviviridae ยนีสั Flavivirus มทีัง้หมด 4 ซโีรทยัป์ คอื 1, 2, 3 และ 4  ยโีนมมกีารเรยีงตวัจากปลาย 5’ ไป

ทางดา้นปลาย 3’ ดงัน้ี 5’-nontranslated region (NTR) - capsid (C) – pre-membrane/membrane (prM/M) - envelope 

(E) – non-structural protein 1 (NS1) - (NS2A) - (NS2B) - (NS3) - (NS4A) - (NS4B) - (NS5) – 3’ NTR โดยตลอด

จโีนมมเีพยีง 1 open reading frame (ORF) ซึง่โปรตนีทัง้หมดจะถูกถอดรหสัออกมาเป็นโปรตนีสายยาวตัง้ตน้  ไวรสั  

เดง็กีส่ามารถก่อใหเ้กดิโรคทีม่อีาการความรุนแรงแตกต่างกนัไดห้ลายรปูแบบ  ตัง้แต่ อาการไขไ้มจ่าํเพาะต่อโรคใด 
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(Undifferentiated fever) ไขเ้ดง็กี ่ (Dengue fever, DF) ไปจนถงึอาการรุนแรงอย่างเช่น ไขเ้ลอืดออกเดง็กี ่ (Dengue 

hemorrhagic fever, DHF) ซึง่ในตวัอย่างทีม่อีาการรุนแรงมากอาจชอ็ค (Dengue shock syndrome, DSS) และเสยีชวีติ

ได ้ การวนิิจฉยัการตดิเชือ้ไวรสัเดง็กีท่างหอ้งปฏบิตักิาร วธิทีดสอบทีนิ่ยมใช ้ คอืการตรวจหาแอนตบิอดต่ีอโปรตนีต่าง ๆ  

ของไวรสั แอนตบิอดทีีเ่กดิขึน้หลงัจากการตดิเชือ้ ไดแ้ก่ แอนตบิอดต่ีอ E, NS1, prM, C, และ NS3 ของไวรสั  

หอ้งปฏบิตักิารทัว่ไปแอนตเิจนทีใ่ชใ้นการทดสอบ มกัใชโ้ปรตนีทัง้หมดของไวรสัจากการเลีย้งไวรสัในเซลลเ์พาะเลีย้ง ขอ้ดี

คอืมโีปรตนีทัง้หมดของไวรสั อย่างไรกต็ามมขีอ้เสยีเน่ีองจากแอนตเิจนขา้มปฏกิริยิา (cross reaction) ในกลุ่มสมาชกิของ

ยนีสัหรอีแฟมลิีเ่ดยีวกนัได ้ จงึเป็นความจาํเป็นอย่างยิง่ในการผลติ รคีอมบแินนทโ์ปรตนีของโปรตนีจาํเพาะของไวรสัที่

สาํคญั คอื NS1 และ glycoprotein E  

อุไรวรรณ โฆษติานนท ์ และคณะ ตวัอย่างงานว่าไดผ้ลติรคีอมบแินนทโ์ปรตนี NS1 และ E (EDIII) สาํหรบั

การศกึษาคุณลกัษณะของรคีอมบแีนนทโ์ปรตนี NS1 โดยใชโ้พลโีคนอลแอนตบิอดต่ีอเชือ้ไวรสัเดง็กี ่ และตวัอย่างซรีมั

ผูป้ว่ยทีไ่ดร้บัการยนืยนัผลจากหอ้งปฏบิตักิารว่าตดิเชือ้ไวรสัเดง็กี ่ พบว่ารคีอมบแีนนทโ์ปรตนี NS1 สามารถจบักบั

แอนตบิอดใีนตวัอย่างทัง้หมดไดอ้ย่างจาํเพาะเจาะจง และเมื่อนํามาตรวจหาปฏกิริยิาต่อแอนตบิอดชีนิด IgM และ/หรอื 

IgG ในซรีมัผูป้ว่ยทีต่ดิเชือ้ไวรสัเดง็กีท่ ัง้ 4 ซโีรไทป์ รวมทัง้ผูป้ว่ยทีไ่มไ่ดต้ดิเชือ้ไวรสัเดง็กีด่ว้ยวธิ ีWestern blot (NS1Ag-

WB) พบว่า รคีอมบแินนทโ์ปรตนี NS1 สามารถทาํปฏกิริยิากบัแอนตบิอดทีัง้ชนิด IgM และ/หรอื IgG ในซรีมัผูป้ว่ยทีต่ดิ

เชือ้ไวรสัเดง็กีท่ ัง้ 4 ซโีรไทป์ทัง้แบบทีเ่ป็นการตดิเชือ้ครัง้แรก และการตดิเชือ้ซํ้าได ้ โดยความไวและความจาํเพาะทาง

หอ้งปฏบิตักิารของวธิ ี NS1Ag-WB สาํหรบัการตรวจหา IgM คดิเป็นรอ้ยละ 100 และรอ้ยละ 100 ตามลาํดบั ในขณะที่

ความไวและความจาํเพาะสาํหรบัการตรวจหา IgG คดิเป็นรอ้ยละ 100 และรอ้ยละ 88.2 ตามลาํดบั สาํหรบัการศกึษา

คุณลกัษณะของรคีอมบแินนทโ์ปรตนี EDIII สามารถทาํปฏกิริยิากบัโพลโีคลนอลแอนตบิอดต่ีอเชือ้ไวรสัเดงกีไ่ด ้ [ ] และ

เมื่อนํามาตรวจหาปฏกิริยิากบัซรีัม่ผูป้ว่ยทีต่ดิเชือ้ไวรสัเดง็กีทุ่กซโีรทยัป์ รวมทัง้ผูป้ว่ยทีไ่ม่ไดต้ดิเชือ้ไวรสัเดง็กีด่ว้ย วธิ ี

Dot blot assay (EDIIIAg-DB) พบว่ารคีอมบแินนทโ์ปรตนี EDIII สามารถทาํปฏกิริยิากบัแอนตบิอดทีัง้ชนิด IgM และ/หรอื 

IgG ในซรีัม่ผูป้ว่ยทีต่ดิเชือ้ไวรสัเดงกีทุ่กซโีรทยัป์ทัง้แบบตดิเชือ้ primary และ secondary การเปรยีบเทยีบความไวทาง

หอ้งปฏบิตักิารของวธิ ีELISA และ EDIIIAg-DB โดยใชผ้ลการเพาะแยกเชือ้ (virus isolation) เป็น gold standard สาํหรบั

การตรวจหา IgM คดิเป็นรอ้ยละ 84 และ 87 ตามลาํดบั ในขณะทีค่วามไวสาํหรบัการตรวจหา IgG คดิเป็นรอ้ยละ 78 และ 

91 ตามลาํดบั ดงันัน้รคีอมบแีนนทโ์ปรตนี NS1 และรคีอมบแีนนทโ์ปรตนี EDIII สามารถนํามาเป็นแอนตเิจนสาํหรบั

ตรวจหาแอนตบิอดใีนผูป้ว่ยทีต่ดิเชือ้ไวรสัเดง็กี ่ทัง้แบบการตดิเชือ้ครัง้แรก และการตดิเชือ้ซํ้าได ้
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ผลงานวิจยัของโครงการ   

 สบืเน่ืองจากการความเหน็ของผูเ้ชีย่วชาญในการประชมุของ EID Forum วนัที ่26 กุมภาพนัธ ์2559 ไดส้รุปจาก

ทีป่ระชมุว่า โครงการน้ีใหพ้ฒันาเฉพาะชุดตรวจของเชือ้สครปัไทฟสั (single test) เท่านัน้ 

หลกัการของ immunochromatographic test 

โดยวธิ ี Immunochromatrogaphic based gold nanoparticles test เพื่อตรวจหาแอนตบิอดชีนิด IgM/IgG    

Immunochromatographic test (ICT) เป็นวธิกีารตรวจหาแอนตบิอดทีีนิ่ยมใชก้นัอย่างแพร่หลายในปจัจุบนัเน่ืองจากเป็น

วธิทีีง่า่ยไม่ตอ้งการผูเ้ชีย่วชาญและอุปกรณ์อื่นๆทีม่รีาคาแพง นอกจากน้ียงัสะดวกและไดผ้ลในระยะเวลาอนัรวดเรว็ภายใน 

5-15 นาท ี 

หลกัการของวธิ ี ICT ประกอบดว้ยตวักลางยดึเกาะ (solid phase) ซึง่มแีผ่นกระดาษอาจใช ้  nitrocellulose 

membrane หรอื nylon สว่นแรกของแผ่นกระดาษ คอื Sample pad สาํหรบัหยดตวัอย่างตรวจซรีมั ซรีมัเคลื่อนทีไ่ปยงั

สว่นทีส่อง Conjugate pad ภายในมaีnti-human IgM หรอื IgG แลว้แต่กรณีทีต่รวจหา IgM หรอื IgG จาํเพาะต่อเชือ้ ทีปิ่ด

ฉลากไวก้บัผงทอง (colloidal gold) และสว่นทีส่ามภายในมเีสน้ Test line ทีต่รงึแอนตเิจนของแต่ละโรค และเสน้ Control 

line ซึง่ม ี Protein A ทีส่ามารถจบักบั anti-human IgM หรอื IgG ทีปิ่ดฉลากไวก้บัผงทอง ทีไ่ม่ไดท้าํปฏกิริยิา หากมี

แอนตบิอดชีนิด IgM ในซรีัม่จะมปีฏกิริยิาของแอนตเิจนกบัแอนตบิอด ี กลายเป็นตะกอนอมิมนู (immune complex) ซึง่

เคลื่อนทีไ่ปยงัสว่นทีส่าม ตะกอนอมิมนูทีม่ ี IgM  ถูกจบัดว้ยแอนตเิจนบนเสน้ Test line จากการจบักนัของตะกอนอมิมนู

ซึง่มผีงทองจะปรากฏเป็นเสน้แดงของผงทองบนเสน้ Test line สาํหรบั anti-human IgM หรอื IgG ทีปิ่ดฉลากไวก้บัผง

ทองทีไ่ม่ไดท้าํปฏกิริยิาจบักบั Protein A บนเสน้ Control line จะปรากฏเป็นเสน้แดงของผงทองเช่นกนั  
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 การผลิตชุดทดสอบของโรคสครบัไทฟัส/โรคเลปโตสไปโรสิส/โรคเดง็ก่ี 

1. การผลิตชุดทดสอบของโรคสครบัไทฟัส 

1.1 ขัน้ตอนการผลิตแอนติเจนจาก เช้ือ Orientia tsutsugamushi (โรคสครบัไทฟัส) 

การออบแบบไพรเ์มอรส์าหรบัการโคลนยีน 56kDa type-specific antigen  

ไดก้ารออกแบบไพรเ์มอรข์องยนีทีค่วบคมุการสรา้ง 56kDa type-specific antigen โดยทาํการเปรยีบเทยีบลาํดบั 

นิวคลโีอไทดข์องยนี 56kDa จาก Orientia tsutsugamushi  สายพนัธุต่์างๆ ดงัแสดงในรปูท่ี 1.1 ไพรเ์มอรท์ีอ่อกแบบได้

เพิม่ นิวคลโีอไทดท์ีม่คีวามจาํเพาะต่อการตดัดว้ยเอนไซม ์NdeI และ XhoI ไวด้ว้ย 

 

 
 

รปูท่ี 1.1 เปรยีบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 56kDa type-specific antigen จาก Orientia tsutsugamushi สายพนัธุ์

ต่างๆ 

การโคลนและการผลิตโปรตีน  

สกดัสารพนัธุกรรมของเชือ้ Orientia tsutsugamushi สายพนัธุ ์Karp, Kato และ Gilliam โดยเชือ้ทัง้หมดนัน้

ไดร้บัความอนุเคราะหจ์ากพนัเอกวุฒกิรณ์ รอดความทุกข ์สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรก์ารแพทยท์หาร หลงัจากนัน้นําสาร

พนัธุกรรมทีส่กดัไดม้าใชเ้ป็นตน้แบบเพื่อจาํลองยนี 56kDa type-specific antigen ดว้ยเทคนิคโพลเีมอรเ์รสเชนรเีอกชัน่ 

(Polymerase chain reaction, PCR) หลงัจากนัน้นํายนีทีไ่ดร้บัการเพิม่จาํนวนดว้ยวธิดีงักล่าวของแต่ละสายพนัธุไ์ปย่อย
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ดว้ย restriction enzyme NdeI และ XhoI ก่อนนําไปโคลนเขา้กบัพลาสมดิทีไ่ดร้บัการย่อยดว้ย restriction enzyme ชนิด

เดยีวกนั ทาํการเชื่อมต่อชิน้ยนีทีจ่าํลองขึน้มาเขา้กบัพลาสมดิ ดว้ย ligase หลงัจากนัน้นําเขา้สู ่Escherichia coli 

BL21(DE3) ดว้ยวธิ ีHeat-shock transformation เลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ LB ทีม่สีว่นผสมของ Kanamycin ปรมิาณ 30 

ug/mLหลงัจากนัน้ทาํการคดัเลอืกโคลนทีม่ชีิน้สว่นของยนี 56kDa type-specific antigen ดว้ยเทคนิค PCR และ 

restriction fragment analysis จาก NdeI และ XhoI สดุทา้ยแลว้จงึได ้recombinant E. coli โคลนต่างๆ ทีม่คีวามสามารถ

สรา้งโปรตนี 56kDa type-specific antigen ของสายพนัธุ ์Karp, Kato และ Gilliam โดยมลีาํดบันิวคลโีอไทดท์ีม่คีวาม

คลา้ยคลงึกบัลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีอ่ยู่ใน NCBI database เท่ากบั 97.8%, 97.7% และ 97.4% ตามลาํดบั ดงัแสดงในรปูท่ี 

1.2 - 1.4 

การสรา้งโปรตีน 56kDa type-specific antigen  

นํา recombinant E. coli ทีม่คีวามสามารถสรา้งโปรตนี 56kDa type-specific antigen ของสายพนัธุ ์Karp, Kato 

และ Gilliam มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้แบบเหลว LB ทีม่สีว่นผสมของ Kanamycin ปรมิาณ 30 ug/mLทาํการเลีย้งที่

อุณหภูม ิ370C เป็นเวลา 16 ชัว่โมง ทาํการเพิม่จาํนวนต่อใน 200mL ของ LB ทีม่สีว่นผสมของ Kanamycin ปรมิาณ 30 

ug/mL เป็นเวลาประมาณ 2-3 ชัว่โมง (เพื่อใหไ้ด ้OD660 เท่ากบั 0.5) หลงัจากนัน้ทาํการเตมิ IPTG เพื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้

สดุทํ้ายเท่ากบั 1mM แลว้ทาํการเลีย้งต่อเน่ืองไปอกี 24 ชัว่โมง ทาํการเกบ็เชือ้จากอาหารเลีย้งเชือ้ดว้ยวธิกีารป ัน่เหวีย่ง 

หลงัจากนัน้ทาํการลา้งเซลลท์ีไ่ดด้ว้ย Phosphate buffer saline (PBS) 

การทาํโปรตีนให้บริสทุธ์ิ  

ทาํการแตกผนงัเซลลด์ว้ยคลื่นเสยีง ทาํการลา้งตะกอนโปรตนีทีไ่ดด้ว้ย 1% Triton x-100 ใน PBS แลว้ทาํ

ตะกอนทีไ่ดไ้ปละลายดว้ย 5mL ของ 6M guanidine-HCl ใน 50mM sodium Phosphate, 300mM sodium chloride, 

10mM imidazole; pH 7.4 เป็นเวลา 16 ชัว่โมง นําสารละลายทีไ่ดไ้ปใสใ่น cobalt resin column โดยปล่อยใหส้ารละลาย

วิง่ผ่านจนหมดแลว้ทาํการลา้งดว้ย 30mL ของ 6M guanidine-HCl ใน 50 mM sodium Phosphate, 300 mM sodium 

chloride, 10 mM imidazole; pH 7.4 ตามดว้ย 30 mL ของ 6M guanidine-HCl ใน 50 mM sodium Phosphate, 300 

mM sodium chloride, 30 mM imidazole; pH 7.4 หลงัจากนัน้ทาํการชะโปรตนีทีเ่กาะบน cobalt resin ดว้ย 15 mL ของ 

6M guanidine-HCl ใน 50 mM sodium Phosphate, 300 mM sodium chloride, 150 mM imidazole; pH 7.4 โดยทาํ

การเกบ็สารละลายทีไ่ดจ้ากการชะครัง้สดุทา้ยไป (ประกอบดว้ยโปรตนี 56kDa type-specific antigen ทีบ่รสิทุธิแ์ลว้) ทาํ

การเปลีย่นใหอ้ยูใ่นสารละลาย PBS (pH7.4) และทาํการเพิม่ความเขม้ขน้ดว้ย column concentrator (molecular weight 

cutoff at 10 kDa) 
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รปูท่ี 1.2 การเปรยีบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 56kDa type-specific antigen ระหว่าง Orientia tsutsugamushi สาย

พนัธุ ์Karp และ recombinant clone 

 

 
รปูท่ี 1.3 การเปรยีบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 56kDa type-specific antigen ระหว่าง Orientia tsutsugamushi สาย

พนัธุ ์Kato และ recombinant clone 
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รปูท่ี 1.4 การเปรยีบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 56 kDa type-specific antigen ระหว่าง Orientia tsutsugamushi 

สายพนัธุ ์Gilliam และ recombinant clone 

 

1.2  การทดสอบ immunoreactivity ของ recombinant 56 kDa proteins 

 ในการพฒันาทดสอบ ใช ้strip test ซึง่เตรยีมโดยการหยอดแอนตเิจนเอง (version 1) 

 

 

 

  

ผลบวก                   ผลลบ 

การทดสอบ immunoreactivity ชนิด IgM ของ recombinant 56 kDa proteins ของทัง้สามสายพนัธุ ์  

ผลการทดสอบ immunoreactivity ชนิด IgM ของ recombinant 56 kDa proteins ของทัง้สามสายพนัธุ ์ดงัแสดง

ในตารางท่ี 1.1 โดยทดสอบกบัซรีมัคู่จากผูป้ว่ยโรคสครบัไทฟสั จาํนวน 8 ตวัอย่าง ผูป้ว่ยโรคสครบัไทฟสัโดยใชเ้กณฑ์

การพจิารณาผลบวกจากค่า titer ของ indirect immunofluorescence assay (IFA) (titer > 1:400) ผลการศกึษา พบว่า 

recombinant 56 kDa proteins ทัง้สามสายพนัธุ ์สามารถใหป้ฏกิริยิากบัแอนตบิอดใีนซรีมัจากผูป้ว่ยโรคสครบัไทฟสัทุก

ซรีมั ยกเวน้ผูป้ว่ย Kato (ลาํดบัที1่3) ในซรีมัแรก (S1) ซึง่มผีลของ IFA เป็นลบ (titer 1:100) ใหผ้ลบวกเฉพาะ 

recombinant Kato เท่านัน้ นอกจากน้ีทดสอบกบัซรีมัจากผูป้ว่ยโรคอื่น ๆ ทีไ่มใ่ชโ่รคสครบัไทฟสั จาํนวน 24 ตวัอย่าง ผล

การทดลอง พบว่า recombinant 56 kDa proteins ทัง้สามสายพนัธุ ์ใหผ้ลลบในปฏกิริยิาอมิมนูชนิด IgM ในทุกซรีมั 

 
Scrub_M 
 

 
Scrub_M 
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จากผลการทดสอบชีว้า่ recombinant 56 kDa proteins ทัง้สามสายพนัธุ ์สามารถใชเ้ป็นแอนตเิจนไดด้ใีนการ

ตรวจหาแอนตบิอดต่ีอทัง้สามสายพนัธุข์องเชือ้ O. tsutsugamushi 

 

ตารางท่ี 1.1   IgM immunoreactivity ของ recombinant 56 kDa proteins จาก Orientia tsutsugamushi สายพนัธุ ์   

Kato, Karp และ Gilliam  

 
    Note: GL = Gilliam; S1 = First serum; S2 = Second serum 

การทดสอบเพือ่หาความเขม้ข้นทีเ่หมาะสมของ Pooled recombinant 56 kDa proteins (Pooled Ag) 

การทดสอบเพื่อหาความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของ Pooled recombinant 56 kDa proteins (Pooled Ag)           

ในปฏกิริยิาอมิมนูชนิด IgM ทัง้ผลบวกและผลลบจากค่า titer ของ indirect immunofluorescence assay (IFA) พบว่า   

ความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของ Pooled recombinant 56 kDa proteins ของทัง้สามสายพนัธุ ์(Pooled Ag) คอื 0.1 mg/mL 

การทดสอบ immunoreactivity ชนิด IgM ของ recombinant 56 kDa proteins กบัซีรมัทีมี่แอนติบดีต่อ TA716 

และต่อ TA763  

โรคสครบัไทฟสั เป็นโรคตดิต่อจากสตัวส์ูค่น สตัวเ์ลีย้งลกูดว้ยนมยกเวน้คนเป็นแหล่งรงัโรค เช่น หนู สนุขั และ

ววั เป็นตน้ หนูเป็นสตัวร์งัโรคทีส่าํคญัทีส่ดุนอกจากเป็นแหล่งทีใ่หเ้ชือ้ Orientia tsutsugamushi อาศยัอยู่ภายในอวยัวะ

ต่างๆ เช่น เลอืด ตบั และมา้ม ยงัใหไ้รอ่อน (chigger) ซึง่มเีชือ้ O. tsutsugamushi อาศยัอยูด่ว้ย  ในประเทศไทย เชือ้    

O. tsutsugamushi   ซึง่เป็นเชือ้สาเหตุก่อโรคสครบัไทฟสั  มกัพบสามสายพนัธุ ์(prototype strains) ของ Karp, Kato และ 

Gilliam อย่างไรกต็ามมตีวัอย่างงานการแยกเชือ้ O. tsutsugamushi  สายพนัธุอ์ื่นๆ ไดใ้นสตัวช์นิดต่างๆ เช่น หนูท่อ หนู

พุก หนูฟาน กระแตใต ้และกระจอ้น เป็นตน้ สายพนัธุอ์ื่นๆทีส่าํคญั ไดแ้ก่ TA763, TA716, TA678 และ TA686 
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 การทดสอบ immunoreactivity ชนิด IgM ของ recombinant 56 kDa proteins ของ Karp, Kato, Gilliam และ 

Pooled recombinant 56 kDa proteins (Pooled Ag) กบัซรีมัคูท่ีม่ ีseroconversion ของแอนตบิดต่ีอ TA716 (CMP25) 

และต่อ TA763 (CMP45) ดงัแสดงในตารางท่ี 1.2 ผูป้ว่ยโรคสครบัไทฟสัโดยใชเ้กณฑก์ารพจิารณาผลบวกจากค่า titer 

ของ indirect immunofluorescence assay (IFA) (titer > 1:400) พบว่าซรีมัแรก (S1) ของ CMP25 ซึง่มผีลลบกบั

แอนตเิจน TA716 ดว้ยวธิ ีIFA ใน IgM-IFA (1:50) จะใหผ้ลลบ กบั recombinant 56 kDa proteins ของ Karp, Kato และ 

Pooled Ag ยกเวน้ recombinant 56 kDa proteins ของ Gilliam ซึง่ใหผ้ลบวก สาํหรบั IgG-IFA (1:50) ใหผ้ลลบตรงกนั

กบั recombinant 56 kDa proteins ของ Karp, Kato และ Pooled Ag สาํหรบัซรีมัสอง (S2) ของ CMP25 ใหผ้ลบวกต่อ

แอนตเิจนทุกชนิด  

ซรีมัแรก (S1) และซรีมัสอง (S2) ของ CMP45 ซึง่มผีลบวกกบัแอนตเิจน TA716 ดว้ยวธิ ีIFA ทัง้ชนิด IgM และ

IgG ใหผ้ลบวกตรงกนักบั recombinant 56 kDa proteins ของ Karp, Kato, Gilliam และ Pooled Ag จากผลการทดลอง

ชีใ้หเ้หน็ว่า recombinant 56 kDa proteins ของ Karp, Kato, Gilliam มลีกัษณะของแอนตเิจนทีเ่หมอืนกบั TA716 และ 

TA763 อยู่ดว้ย ดงันัน้ หากเชือ้ O. tsutsugamushi  สายพนัธุ ์TA ดงักล่าวตดิเชือ้ในคน recombinant 56 kDa proteins 

ในการศกึษาน้ีสามารถใชเ้ป็นแอนตเิจนเพื่อตรวจหาแอนตบิอดใีนการวนิิจฉยัโรคสครบัไทฟสัได ้ 

 

ตารางท่ี 1. 2  Immunoreactivity ชนิด IgM/IgG ของ recombinant 56 kDa proteins ของ Karp, Kato, Gilliam และ 

Pooled Ag จาก Orientia tsutsugamushi กบัซรีมัคู่ผูป้ว่ยโรคสครบัไทฟสัทีม่ ีseroconversion ของแอนติ

บดต่ีอ TA716 (CMP25) และต่อ TA763 (CMP45)  

           

Serum TA IFA Scrub_IgG   Scrub_IgM 

Kato Karp Gilliam 
Pooled 

Ag   Kato Karp Gilliam 
Pooled 

Ag 
TA716 

IgM 1:50  
— — — —  — — 1+ 1+ 

(CMP25) S1 
IgG 1:50  

— — — —  — — 1+ 1+ 

TA716 IgM 1:800 
IgG 1:800 

1+ 1+ 2+ 2+  2+ 2+ 2+ 3+ 

(CMP25) S2 1+ 1+ 2+ 2+  2+ 2+ 2+ 3+ 

TA763 IgM 1:400 
IgG 1:400 

1+ 1+ 1+ 2+  2+ 2+ 2+ 3+ 

(CMP45) S1 1+ 1+ 1+ 2+  2+ 2+ 2+ 3+ 

TA763 IgM 1:800 
IgG 1:800 

1+ 1+ 1+ 2+  2+ 2+ 2+ 3+ 

(CMP45) S2 1+ 1+ 1+ 2+   2+ 2+ 2+ 3+ 

            
 

        
Note: S1, first serum; S2, second serum 
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การทดสอบ immunoreactivity ชนิด IgG ของ recombinant 56 kDa proteins แบบ pooled antigen ของทัง้สาม

สายพนัธุ ์  

การทดสอบ IgG immunoreactivity ของ recombinant 56 kDa proteins ของ Pooled Ag ทัง้สามสายพนัธุ ์

Karp, Kato และ Gilliam ดงัแสดงในตารางท่ี 1.3  โดยทดสอบกบัซรีมัคู่จากผูป้ว่ยโรคสครบัไทฟสั จาํนวน 8 ราย (16 

ตวัอย่าง) ผูป้ว่ยโรคสครบัไทฟสัโดยใชเ้กณฑก์ารพจิารณาผลบวกจากค่า titer ของ indirect immunofluorescence assay 

ชนิด IgG (IFA_G) (titer > 1:400) ผลการทดลอง พบว่า Pooled Ag ของ recombinant 56 kDa proteins ในซรีมั ผูป้ว่ย 

Karp, Kato และGilliam ไดผ้ลบวกตรงกนัทุกตวัอย่าง ยกเวน้ 1 ใน 4 ตวัอย่าง จากผูป้ว่ย Gilliam สาํหรบัซรีมัทีม่ผีลลบ

ของ IFA_G (titer < 1:400) Pooled Ag ใหผ้ลบวก 3 ใน 6 ตวัอย่าง สาํหรบัซรีมัจากผูป้ว่ยโรคอืน่ ๆ ทีไ่มใ่ชโ่รคสครบัไท

ฟสั Pooled Ag และ IgG-IFA ให ้ผลลบตรงกนัทัง้ 15 ตวัอย่าง 

 

ตารางท่ี 1.3   Immunoreactivity ชนิด IgG ของ recombinant 56 kDa proteins Pooled Ag จาก Orientia 

tsutsugamushi สายพนัธุ ์Kato, Karp และ Gilliam 

  

Group Antibody to  Result by IgG_IFA n Result by Pooled Ag 

 (titer)    Positive Negative 

Scrub typhus Karp Negative (< 400) 1 1 0 

(n = 8 paired sera)  Positive (> 400) 5 5 0 

 Kato Negative (< 400) 3 2 1 

  Positive (> 400) 1 1 0 

 Gilliam Negative (< 400) 2 0 2 

  Positive (> 400) 4 3 1 

Non-Scrub typhus   Negative (< 400) 15 0 15 

(n = 15 sera)  Positive (> 400) 0 0 0 

Sub-total   Negative (< 400) 21 3 18 

Sub-total  Positive (> 400) 10 9 1 

Total       31 12 19 

       1.3  การประเมินชุดทดสอบโรคสครบัไทฟัส ชนิด IgM (Scrub_M) และ ชนิด IgG (Scrub_G)  

การประเมินชุดทดสอบโรคสครบัไทฟัส ชนิด IgM (Scrub_M) และ ชนิด IgG (Scrub_G) ครัง้ท่ี 1 

 ในการประเมนิชุดทดสอบ ใช ้strip test ซึง่เตรยีมโดยการหยดแอนตเิจนเอง (version 1) การประเมนิชุดทดสอบ 

โดยใช ้immunofluorescence assay (IFA) เป็นวธิมีาตรฐาน ไดใ้ชชุ้ดทดสอบกบัตวัอย่างตรวจซรีมั จาํนวน 60 ตวัอย่าง 

แบบไม่ทราบผล IFA ซึง่หลงัจากสง่ผลทดสอบ จงึทราบผล IFA และ final diagnosis ซรีมัจาํนวน 60 ตวัอย่าง 

ประกอบดว้ย scrub typhus 30 ตวัอย่าง และ non-scrub typhus 30 ตวัอย่าง (leptospirosis 24 ตวัอย่าง และ dengue 6 

ตวัอย่าง)  
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ความสมัพนัธร์ะหวา่งค่า titer ของ IFA ชนิด IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) และผลทดสอบของชุดทดสอบ Scrub 

typhus ชนิด IgM/IgG (Scrub_M/Scrub_G)  

ความสมัพนัธร์ะหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgM (IFA_M) ต่อ Scrub typhus และผลทดสอบของชุดทดสอบ 

Scrub typhus ชนิด IgM (Scrub_M) ดงัแสดงในตารางท่ี 1.4 พบว่าในกลุ่ม titer <1:50 (จาํนวน 29 ตวัอย่าง) และ titer 

1:50 (จาํนวน 6 ตวัอย่าง) ของ IFA_M  ไดผ้ลลบดว้ย Scrub_M ทุกตวัอย่าง แสดงว่าไดผ้ลตรงกนัรอ้ยละ 100  สาํหรบั

ผลบวกดว้ย Scrub_M ในกลุ่ม titer 1:100 ถงึ ≥1:6400 ดงัน้ี titer 1:100 (1 ใน 2 ตวัอย่าง), titer 1:200 (1 ใน 2 

ตวัอย่าง), titer 1:400 (1 ใน 3 ตวัอย่าง), titer 1:800 (3 ใน 3 ตวัอย่าง), titer 1:1600 ( 5 ใน 5 ตวัอย่าง), titer 1:3200 (1 

ใน 3 ตวัอย่าง) และ titer >1:6400 (5 ใน 7 ตวัอย่าง) ตามลาํดบั 

ความสมัพนัธร์ะหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgG (IFA_G) ต่อ Scrub typhus และผลทดสอบของชุดทดสอบ 

Scrub typhus ชนิด IgG (Scrub_G) ดงัแสดงในตารางท่ี 1.4 พบว่าในกลุ่ม titer <1:50 (จาํนวน 31 ตวัอย่าง) ของ IFA_G  

ไดผ้ลลบดว้ย Scrub_G จาํนวน 30 ตวัอย่าง คดิเป็นรอ้ยละ 97 สาํหรบัผลบวกดว้ย Scrub_G ในกลุ่ม titer 1:100 ถงึ 

>1:6400 ดงัน้ี titer 1:100 (0 ใน 2 ตวัอย่าง), titer 1:200 (3 ใน 4 ตวัอย่าง), titer 1:400 (2 ใน 7 ตวัอย่าง), titer 1:800 (1 

ใน 3 ตวัอย่าง), titer 1:1600 ( 2 ใน 7 ตวัอย่าง), titer 1:3200 (1 ใน 1 ตวัอย่าง) และ titer >1:6400 (5 ใน 5 ตวัอย่าง) 

ตามลาํดบั 

ตารางท่ี 1.4   ความสมัพนัธร์ะหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) และผลทดสอบของชุดทดสอบ 

Scrub typhus ชนิด IgM/IgG (Scrub_M/Scrub_G) 

           Scrub IgM/IgG Antibody 

IFA_M  Scrub_M  IFA_G   Scrub_G 
   

titer n    +  -  titer n    +  - 

<50 29  0 29  <50 31  1 30 

50 6  0 6  50 0  0 0 

100 2  1 1  100 2  0 2 

200 2  1 1  200 4  3 1 

400 3  1 2  400 7  2 5 

800 3  3 0  800 3  1 2 

1600 5  5 0  1600 7  2 5 

3200 3  1 2  3200 1  1 0 

>6400 7   5 2   >6400 5   5 0 

Total 60   17(28%) 43(72%)     60   15(25%) 45(75%) 

 

จากการประเมนิชุดทดสอบ ใช ้strip test ซึง่เตรยีมโดยการหยดแอนตเิจนเอง (version 1) โดยใช ้IFA เป็นวธิี

มาตรฐาน ในการผลติชุดทดสอบใหม่จาํเป็นตอ้งหาค่าความแมน่ยาํและค่าทาํนายผล เพื่อการวเิคราะหค์่าต่าง ๆ จงึใช้

ตวัอย่างตรวจซรีมั ประกอบดว้ย scrub typhus สองกลุ่ม คอื Group I มซีรีมัคู่ (paired sera) จาํนวน 17 คู่ (S1 = first 

serum, S2 = second serum) รวมเป็น 34 ตวัอย่าง และ Group II ผูป้ว่ย scrub typhus โดยใชเ้กณฑก์ารพจิารณา
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ผลบวกจากค่า titer ของ IFA (titer > 1:400) ดว้ย IFA IgM จาํนวน 20 ตวัอย่าง และ ดว้ย IFA IgG จาํนวน 23 ตวัอย่าง 

และ non-scrub typhus 50 ตวัอย่าง (leptospirosis cases 30 ตวัอย่าง, dengue cases 6 ตวัอยา่ง, murine typhus 

cases 5 ตวัอย่าง และ normal individuals 9 ตวัอย่าง) ดงัแสดงในตารางท่ี 1.5 ไดผ้ลดงัน้ี  ในกลุ่ม scrub typhus: Group 

I ซรีมัคู่ จาํนวน 17 คู่ ในซรีมัแรก (S1) ไดผ้ลบวกของ IgM และ IgG เท่ากบั รอ้ยละ 94.1 (16/17 ตวัอย่าง) และ รอ้ยละ 

64.7 (11/17 ตวัอย่าง) ตามลาํดบั สาํหรบัในซรีมัทีส่อง (S2) ไดผ้ลบวกของ IgM และ IgG เท่ากบั รอ้ยละ 100 (17/17 

ตวัอย่าง) และ รอ้ยละ 82.4 (14/17 ตวัอย่าง) ตามลาํดบั ในกลุ่ม scrub typhus: Group II ผูป้ว่ย scrub typhus ทีม่ผีลบวก

จากค่า titer ของ IFA IgM (titer > 1:400) ไดผ้ลบวกของ IgM และ IgG เท่ากบั รอ้ยละ 85.0 (17/20 ตวัอย่าง) สาํหรบั

ผูป้ว่ย scrub typhus ทีม่ผีลบวกจากค่า titer ของ IFA IgG (titer > 1:400) ไดผ้ลบวกของ IgM และ IgG เท่ากบั รอ้ยละ 

52.2 (12/23 ตวัอย่าง) และ รอ้ยละ 56.5 (13/23 ตวัอย่าง) ตามลาํดบั โดยภาพรวมในซรีมัจากผูป้ว่ย scrub typhus ได้

ผลบวกของ IgM และ IgG เท่ากบั รอ้ยละ 80.5 (62/77 ตวัอย่าง) และ รอ้ยละ 71.1 (55/77 ตวัอย่าง) ตามลาํดบั สาํหรบัใน

กลุ่ม non-scrub typhus ไดผ้ลบวกของ IgM และ IgG เท่ากบั รอ้ยละ 6.0 (3/50 ตวัอย่าง) และ รอ้ยละ 8.0 (4/50 

ตวัอย่าง) ตามลาํดบั 

ตารางท่ี 1.5 ผลของ Scrub_M และ Scrub_G ในกลุ่มตวัอย่างตรวจซรีมั scrub typhus และ non-scrub typhus โดยใช ้

IFA เป็นวธิมีาตรฐาน 

 

  Scrub typhus IgM/IgG 
Patients IgM   IgG  

Scrub typhus       
Group I    
   Paired sera S1 16 (94.1%)  11 (64.7%) 
   (n = 17)    
Group I    
   Paired sera S12 17 (100%)  14 (82.4%) 
   (n = 17)       
Group II    
   IFA_M titer > 1:400 17 (85.0%)  17 (85.0%) 
   (n = 20)    
Group II    
   IFA_G titer > 1:400 12 (52.2%)  13 (56.5%) 
   (n = 23)       
Total 

   Scrub typhus 62 (80.5%)  55 (71.4%) 
   (n = 77)       
Non-Scrub typhus 3 (6.0%)  4 (8.0%) 
   (n = 50)       

 

    Note: S1, first serum; S2, second serum 
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การวเิคราะหเ์ปรยีบเทยีบค่าความแม่นยาํของความไว (Sensitivity) ความจาํเพาะ (Specificity) และค่าทาํนาย

ผลบวก (Positive predictive value, PPV) ค่าทาํนายผลลบ (Negaitive predictive value, NPV) ของชุดทดสอบ 

Scrub_M และ Scrub_G ดงัแสดงในตารางท่ี 1.6 ไดผ้ลดงัน้ี 

ค่าการประเมนิชุดทดสอบ Scrub_M ใน Group I กลุ่มซรีมัแรก (S1) มคีวามไวรอ้ยละ 94.1 ความจาํเพาะรอ้ยละ 

94.0 ค่าทาํนายผลบวกรอ้ยละ 84.2 และค่าทาํนายผลลบรอ้ยละ 97.9 สาํหรบัในกลุ่ม convalescent serum มคีวามไวรอ้ย

ละ 100 ความจาํเพาะรอ้ยละ 94.0 ค่าทาํนายผลบวกรอ้ยละ 85.0 และค่าทาํนายผลลบรอ้ยละ 100 

ค่าการประเมนิชุดทดสอบ Scrub_G ใน Group I กลุ่มซรีมัแรก (S1) มคีวามไวรอ้ยละ 64.7 ความจาํเพาะรอ้ยละ 

92.0ค่าทาํนายผลบวกรอ้ยละ 73.3 และค่าทาํนายผลลบรอ้ยละ 88.5 สาํหรบัในกลุ่ม convalescent serum มคีวามไวรอ้ย

ละ 82.4 ความจาํเพาะรอ้ยละ 92.0 ค่าทาํนายผลบวกรอ้ยละ 77.8 และค่าทาํนายผลลบรอ้ยละ 93.9  

ค่าการประเมนิชุดทดสอบ Scrub_M ใน Group II กลุ่ม IFA_M (titer > 1:400) มคีวามไวรอ้ยละ 85.7 

ความจาํเพาะรอ้ยละ 94.0 ค่าทาํนายผลบวกรอ้ยละ 85.0 และค่าทาํนายผลลบรอ้ยละ 94.0 สาํหรบัในกลุ่ม IFA_G (titer > 

1:400) มคีวามไวรอ้ยละ 52.2 ความจาํเพาะรอ้ยละ 94.0 ค่าทาํนายผลบวกรอ้ยละ 80.0 และค่าทาํนายผลลบรอ้ยละ 81.0 

ค่าการประเมนิชุดทดสอบ Scrub_G ใน Group II กลุ่ม IFA_G (titer > 1:400) มคีวามไวรอ้ยละ 52.2 

ความจาํเพาะรอ้ยละ 92.0 ค่าทาํนายผลบวกรอ้ยละ 81.3 และค่าทาํนายผลลบรอ้ยละ 82.5 สาํหรบัในกลุ่ม IFA_M (titer > 

1:400) มคีวามไวรอ้ยละ 81.0 ความจาํเพาะรอ้ยละ 92.0 ค่าทาํนายผลบวกรอ้ยละ 85.0 และค่าทาํนายผลลบรอ้ยละ 94.0 

โดยภาพรวม ค่าการประเมนิชุดทดสอบ Scrub_M มคีวามไวรอ้ยละ 80.5 ความจาํเพาะรอ้ยละ 94.0 ค่าทาํนาย

ผลบวกรอ้ยละ 95.4 และค่าทาํนายผลลบรอ้ยละ 75.8 สาํหรบั ชดุทดสอบ Scrub_G มคีวามไวรอ้ยละ 71.4 ความจาํเพาะ

รอ้ยละ 92.0 ค่าทาํนายผลบวกรอ้ยละ 93.2 และค่าทาํนายผลลบรอ้ยละ 67.6 

โดยสรุปชุดทดสอบ Scrub_M มปีระสทิธภิาพดกีว่าชุดทดสอบ Scrub_G ทัง้ในดา้นความไว ความจาํเพาะ     

ค่าทาํนายผลบวก และค่าทาํนายผลลบ 

ตารางท่ี 1.6 การเปรยีบเทยีบคา่ความแม่นยาํและค่าทาํนายผลของ Scrub_M และ Scrub_G  

Subjects Test Sensitivity Specificity PPV NPV 

Group I S1 Scrub_M 94.1% 94.0% 84.2% 97.9% 

 Scrub_G 64.7% 92.0% 73.3% 88.5% 

Group I S2 Scrub_M 100% 94.0% 85.0% 100% 

  Scrub_G 82.4% 92.0% 77.8% 93.9% 

Group II Scrub_M 85.7% 94.0% 85.0% 94.0% 

IFA_M titer > 1:400 Scrub_G 81.0% 92.0% 85.0% 94.0% 

Group II Scrub_M 52.2% 94.0% 80.0% 81.0% 

IFA_G titer > 1:400 Scrub_G 52.2% 92.0% 81.3% 82.5% 

Total Scrub_M 80.5% 94.0% 95.4% 75.8% 

  Scrub_G 71.4% 92.0% 93.2% 67.6% 

    Note: S1, first serum; S2, second serum 
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การประเมินชุดทดสอบโรคสครบัไทฟัส ชนิด IgM (Scrub_M) และ ชนิด IgG (Scrub_G) ครัง้ท่ี 2 

การประเมนิชุดทดสอบในครัง้น้ี ใช ้strip test ซึง่เตรยีมโดยการพ่น (spray) แอนตเิจนตามมาตรฐาน (version 2) 

โดยทดสอบชุดตรวจ Scrub IgM & IgG กบัซรีมัจากผูป้ว่ยไขเ้ฉียบพลนั ซรีมัเหล่าน้ีไดถู้กตรวจหาแอนตบิอดต่ีอสครบัไท

ฟสั ต่อมวิรนีไทฟสั และ Tick typhus จาํนวน 320 ตวัอย่าง  ผูป้ว่ยโรคสครบัไทฟสัโดยใชเ้กณฑก์ารพจิารณาผลบวกจาก

ค่า titer ของ indirect immunofluorescence assay (IFA) (titer > 1:400)  

ความสมัพนัธข์องผลการทดสอบระหว่างค่า titer IFA และชุดทดสอบโรคสครบัไทฟัส ชนิด IgM (Scrub_M) และ 

ชนิด IgG (Scrub_G)  

ความสมัพนัธข์องผลการทดสอบระหว่างค่า titer IFA และ Scrub IgM & IgG strip test ดงัแสดงในตารางท่ี 1.7 

พบว่า ในกลุ่มผูป้ว่ยโรคสครบัไทฟสั ซรีมัมผีลบวก (IFA_IgM, titer > 1:400) จาํนวน 100 ตวัอย่างไดผ้ลตรงกนัรอ้ยละ 98 

(98/100 ตวัอย่าง)  ในกลุ่มผูป้ว่ยซรีมัมผีลลบ (IFA_IgM, titer < 1:50,  1:100-1:200) พบว่ากลุ่มซรีมัมผีลลบ (IFA_IgM, 

titer < 1:50)  Scrub_M ไดผ้ลลบตรงกนัรอ้ยละ 94.5 (208/220 ตวัอย่าง) และไดผ้ลบวกรอ้ยละ 5.5 (12/220 ตวัอย่าง)  

สาํหรบัในกลุ่มผูป้ว่ยโรคสครบัไทฟสั ซรีมัผลบวก (IFA_IgG, titer > 1:400) จาํนวน 97 ตวัอย่างไดผ้ลตรงกนั

รอ้ยละ 95.9 (93/97 ตวัอย่าง) ในกลุ่มผูป้ว่ยซรีมัทีม่ผีลลบ (IFA_IgG, titer < 1:50,  1:100-1:200) Scrub_G ไดผ้ลลบ

ตรงกนัรอ้ยละ 82.1 (183/223 ตวัอย่าง) และไดผ้ลบวกรอ้ยละ 17.9 (40/223 ตวัอย่าง)  

 เมื่อวเิคราะหผ์ลทดสอบทีไ่มต่รงกนัของชุดทดสอบ ระหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgM กบั Scrub typhus ชนิด 

IgM (Scrub_M) โดยวเิคราะหผ์ลร่วมกบั IFA ชนิด IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) และชุดทดสอบ Scrub typhus ชนิด IgG 

(Scrub_G) ดงัแสดงในตารางท่ี 1.8 พบว่า IFA ชนิด IgM titer <50 ใหผ้ลบวกดว้ย Scrub_M จาํนวน 12/220 ตวัอย่าง 

ซึง่แปลว่าอาจเป็นแอนตบิอดทีีม่าจากการตดิเชือ้ก่อนหน้าน้ี หรอื Scrub_M มคีวามไวมากกว่า IFA_M จงึสามารถ

ตรวจจบัแอนตบิอดไีดก่้อน จาํเป็นตอ้งมกีารทดสอบต่อไป สาํหรบัเมื่อวเิคราะหผ์ลทดสอบทีไ่มต่รงกนัของชุดทดสอบ 

ระหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgG กบั Scrub typhus ชนิด IgG (Scrub_G) โดยวเิคราะหผ์ลร่วมกบั IFA ชนิด IgM/IgG 

(IFA_M/IFA_G) และชุดทดสอบ Scrub typhus ชนิด IgM (Scrub_M) ดงัแสดงในตารางท่ี 1.9 พบว่า IFA ชนิด IgG titer 

<50 ใหผ้ลบวกดว้ย Scrub_G จาํนวน 37 ตวัอย่าง เมื่อวเิคราะหผ์ลบวกของ Scrub_G เป็นผลบวกอ่อน (weak positive, 

+W) จาํนวน 29 ตวัอย่างซึง่ทกุตวัอย่างมผีลลบของทัง้ IFA_M และ Scrub_M แปลว่าน่าจะเป็นแอนตบิอดทีีม่าจากการตดิ

เชือ้ก่อนหน้าน้ี   

Scrub_M และ Scrub_G (version 2)   

 

Scrub_M

          

Scrub_M

 
   ผลบวก       ผลลบ 
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ตารางท่ี 1.7   ความสมัพนัธร์ะหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) และผลทดสอบของชุดทดสอบ 

Scrub typhus ชนิด IgM/IgG (Scrub_M/Scrub_G) ในการประเมนิชุดทดสอบครัง้ที ่2 

              

    Results off Scrub strip  test     

IFA titer IgM (Scrub_M) IgG (Scrub_G) 

 n Positive Negative n Positive Negative 

Negative              

<50 220 12 (5.4%) 208 (94.5%) 220 37 (16.8%) 183 (83.2%) 

100 - - - 3 3 (100%) 0 

200 - - - - - - 

Sub-Total 220 12 (5.4%) 208 (94.5%) 223 40 (17.9%) 183 (82.1%) 

Positive       
400 6 6 (100%) 0 30 23 (95.8%) 2 (6.7%) 

800 24 23 (95.8%) 1 (4.2%) 30 23 (95.8%) 1 (4.2%) 

1600 49 48 (98.0%) 1 (2.0%) 19 23 (95.8%) 1 (5.3%) 

3200 12 12 (100%) 0 16 12 (100%) 0 

6400 7 7 (100%) 0 2 12 (100%) 0 

12800 2 2 (100%) 0 - - - 

Sub-Total 100 98 (98.0%) 2 (2.0%) 97 93 (95.9%) 4 (4.1%) 

Total 320 111 (34.7%) 209 (65.3%) 320 133 (41.6%) 187 (58.4%) 

 

 

ตารางท่ี 1.8   ผลทดสอบทีไ่ม่ตรงกนัของชุดทดสอบ ระหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) และ

ผลทดสอบของชุดทดสอบ Scrub typhus ชนิด IgM/IgG (Scrub_M/Scrub_G) ในการประเมนิชดุทดสอบ

ครัง้ที ่2 

    IFA_M Scrub_M Interpretation 

titer Result n   
<50 

(n = 12) 
+W 8 Pre-existing antibody or                        

Early detection / Need further confirmation 
 +M 3 Pre-existing antibody or                        

Early detection / Need further confirmation 

 
+S 1 Pre-existing antibody or                        

Early detection / Need further confirmation 

800 -ve 1 False negative or Need further confirmation 

1600 -ve 1 False negative or Need further confirmation 
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ตารางท่ี 1.9   ผลทดสอบทีไ่ม่ตรงกนัของชุดทดสอบ ระหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgG กบั Scrub typhus ชนิด IgG 

(Scrub_G) โดยวเิคราะหผ์ลร่วมกบั IFA ชนิด IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) และชุดทดสอบ Scrub typhus 

ชนิด IgM (Scrub_M) ในการประเมนิชุดทดสอบครัง้ที ่2 

  
    

      

IFA_G Scrub_G Result of Interpretation 
 

titer Result n IFA_M, Scrub_M n       

<50  +W 29 -, - 29 Pre-existing antibody   

(n = 37)  +M 7 -, - 6 Pre-existing antibody  

  
  -, + 1 False positive or Further confirmation   

 

 +S 1 -, + 1 False positive or Further confirmation   

100  +W 1 +, + 1 Early detection / Need further confirmation 

(n = 3)  +M 2 +, + 2 Early detection / Need further confirmation 

 

การประเมินชุดทดสอบโรคสครบัไทฟัส ชนิด IgM (Scrub_M) และ ชนิด IgG (Scrub_G) ครัง้ท่ี 3  

การประเมนิชุดทดสอบ ใช ้Scrub_M ซึง่เตรยีมโดยการพ่นแอนตเิจน โดยใช ้immunofluorescence assay (IFA) 

เป็นวธิมีาตรฐาน ทดสอบกบัตวัอย่างตรวจซรีมั จาํนวน 318 ตวัอย่าง ซึง่ไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก ศ. ดร. แพทยห์ญงิ

ยุพนิ ศุพุทธมงคล ประกอบดว้ย scrub typhus จาํนวน 100 ตวัอย่าง และ non-scrub typhus จาํนวน 218 ตวัอย่าง 

(leptospirosis จาํนวน 53 ตวัอย่าง, dengue จาํนวน 96 ตวัอยา่ง, มวิรนีไทฟสั จาํนวน 30 ตวัอย่าง และ โรคไมท่ราบ

สาเหตุ จาํนวน 39 ตวัอย่าง) 

ความสมัพนัธร์ะหวา่งค่า titer ของ IFA ชนิด IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) และผลทดสอบของชุดทดสอบ Scrub 

typhus ชนิด IgM/IgG (Scrub_M/Scrub_G) 

 ความสมัพนัธร์ะหว่างค่า titer ของวธิ ีIFA ชนิด IgM (IFA_M) ต่อ scrub typhus และผลทดสอบของชุดทดสอบ 

Scrub typhus ชนิด IgM (Scrub_M) ในกลุ่มตวัอย่างตรวจซรีมัผูป้ว่ย scrub typhus จาํนวน 100 ตวัอย่าง ดงัแสดงใน

ตารางท่ี 1.10 ในกลุ่ม IFA_M พบว่า IFA_M ทีม่ ีtiter <1:50 ไดผ้ลลบตรงกนั จาํนวน 15/17 (88 %) ตวัอย่าง สาํหรบัใน

กลุ่ม IFA_M titer 1:100 ถงึ ≥1:6400 ทีไ่ดผ้ลบวกตรงกนั ดงัน้ี titer 1:100 (1 ใน 2 ตวัอย่าง), titer 1:200 (2 ใน 4 

ตวัอย่าง), titer 1:400 (13 ใน 14 ตวัอย่าง), titer 1:800 (17 ใน 17 ตวัอย่าง), titer 1:1600 (17 ใน 17 ตวัอย่าง), titer 

1:3200 (12 ใน 13 ตวัอย่าง) และ titer >1:6400 (16 ใน 16 ตวัอย่าง) ตามลาํดบั ผลการทดสอบชีใ้หเ้หน็ว่า วธิ ีIFA ชนิด 

IgM (IFA_M) กบัชุดทดสอบ Scrub typhus ชนิด IgM (Scrub_M) ไดผ้ลบวกตรงกนั จาํนวน 78/83 ตวัอย่าง (รอ้ยละ 94) 

และไดผ้ลลบตรงกนั จาํนวน 14/17 ตวัอย่าง (รอ้ยละ 82)  
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 ตารางท่ี 1.10 แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgG (IFA_G) ต่อ scrub typhus และ

ผลทดสอบของชุดทดสอบ Scrub typhus ชนิด IgG (Scrub_G) ในกลุ่ม IFA_G ทดสอบกบั Scrub_G พบว่า IFA_G ทีม่ ี

titer <1:50 ไดผ้ลลบตรงกนั จาํนวน 1/5 (20%) ตวัอย่าง สาํหรบัในกลุ่ม IFA_G titer 1:100 ถงึ >1:6400 ทีไ่ดผ้ลบวก

ตรงกนั ดงัน้ี titer 1:100 (8 ใน 9 ตวัอย่าง), titer 1:200 (4 ใน 4 ตวัอย่าง), titer 1:400 (16 ใน 17 ตวัอย่าง), titer 1:800 

(21 ใน 22 ตวัอย่าง), titer 1:1600 (16 ใน 17 ตวัอย่าง), titer 1:3200 (13 ใน 15 ตวัอย่าง) และ titer >1:6400 (11 ใน 11 

ตวัอย่าง) ตามลาํดบั ผลการทดสอบชีใ้หเ้หน็ว่า วธิ ีIFA ชนิด Ig_G (IFA_G) กบัชุดทดสอบ Scrub typhus ชนิด IgG 

(Scrub_G) ไดผ้ลบวกตรงกนั จาํนวน 89/95 ตวัอย่าง (รอ้ยละ 94) และไดผ้ลลบตรงกนั จาํนวน 1/5 ตวัอย่าง (รอ้ยละ 20) 

นอกจากน้ีใชชุ้ดทดสอบโรคสครบัไทฟสั ชนิด IgM (Scrub_M) และ ชนิด IgG (Scrub_G) กบัวธิ ีIFA ชนิด IgM 

(IFA_M) และ ชนิด IgG (IFA_G) ในกลุ่มซรีมัผูป้ว่ย non-scrub typhus จาํนวน 218 ตวัอย่าง (leptospirosis จาํนวน 53 

ตวัอย่าง, dengue จาํนวน 96 ตวัอย่าง, มวิรนีไทฟสั จาํนวน 30 ตวัอย่าง และ โรคไมท่ราบสาเหตุ จาํนวน 39 ตวัอย่าง) 

พบว่าไดผ้ลลบตรงกนัทุกตวัอยา่ง คดิเป็นรอ้ยละ 100 

ตารางท่ี 1.10   ความสมัพนัธร์ะหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) และผลทดสอบของชุดทดสอบ 

Scrub typhus ชนิด IgM/IgG (Scrub_M/Scrub_G) ครัง้ที ่3 

           Scrub IgM/IgG Antibody 

IFA_IgM  Scrub_M  IFA_IgG  Scrub_G 
   

titer n    Positive Negative   titer n    Positive Negative 

< 50 17  3 14  < 50 5  4 1 
100 2  1 1  100 9  8 1 
200 4  2 2  200 4  4 0 
400 14  13 1  400 17  16 1 
800 17  17 0  800 22  21 1 

1600 17  17 0  1600 17  16 1 
3200 13  12 1  3200 15  13 2 

> 6400 16   16 0   > 6400 11   11 0 

Total 100   81 (81%) 19 (19%)     100   93 (93%) 7 (7%) 

           
การเปรียบเทียบซีรมัผลท่ีไมต่รงกนั ด้วยชุดทดสอบโรคสครบัไทฟัสท่ีจาํหน่ายแล้ว  

จากการประเมนิชุดทดสอบโรคสครบัไทฟสั ชนิด IgM (Scrub_M) และ ชนิด IgG (Scrub_G) กบัวธิ ีIFA ชนิด 

IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) ครัง้ที ่3 พบว่าซรีมัทีม่ผีลไม่ตรงกนั จาํนวน 14 ตวัอย่าง ดงัแสดงในตารางท่ี 1.11 ในกลุ่ม 

IFA_M พบซรีมัทีม่ผีลไมต่รงกนั จาํนวน 7 ตวัอย่าง สาํหรบั IFA_M ทีม่ ีtiter <1:50 ชุดทดสอบ Scrub_M ไดผ้ลบวก 

จาํนวน 2 ตวัอย่าง (+S 1 ตวัอยา่ง, +M 1 ตวัอย่าง) , titer 1:100 ชุดทดสอบ Scrub_M ไดผ้ลลบ จาํนวน 1 ตวัอย่าง, titer 

1:200 ชุดทดสอบ Scrub_M ไดผ้ลลบ จาํนวน 2 ตวัอย่าง, titer 1:400 ชุดทดสอบ Scrub_M ไดผ้ลลบ จาํนวน 1 ตวัอย่าง 

และ titer 1:3200 ชุดทดสอบ Scrub_M ไดผ้ลลบ จาํนวน 1 ตวัอย่าง ตามลาํดบั 
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สาํหรบักลุ่ม IgG พบซรีมัทีม่ผีลไม่ตรงกนั จาํนวน 8 ตวัอย่าง ดงัแสดงในตารางท่ี 1.12  ในกลุ่ม IFA_G ทีม่ ีtiter 

<1:50 ชุดทดสอบ Scrub_G ไดผ้ลบวก จาํนวน 4 ตวัอย่าง (+S 1 ตวัอย่าง, +W 3 ตวัอย่าง) , titer 1:100 ชุดทดสอบ 

Scrub_G ไดผ้ลลบ จาํนวน 1 ตวัอย่าง, titer 1:400 ชุดทดสอบ Scrub_G ไดผ้ลลบ จาํนวน 1 ตวัอย่าง, titer 1:800 ชุด

ทดสอบ Scrub_G ไดผ้ลลบ จาํนวน 1 ตวัอย่าง และ titer 1:3200 ชุดทดสอบ Scrub_G ไดผ้ลลบ จาํนวน 1 ตวัอย่าง 

ตามลาํดบั  

ตารางท่ี 1.11  ผลการทดสอบทีต่รงกนัและทีไ่มต่รงกนัระหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgM (IFA_M) และ ผลทดสอบของ

ชุดทดสอบ Scrub typhus ชนิด IgM (Scrub_M) 

 

Scrub IgM Antibody   

IFA_IgM result  
Scrub_M result 

 
Concordant result 

 
Disconcordant result   

Titer n   n    n +S +M +W Negative 

< 50 17 
 

15 
 

2 1 1 0 
 100 2 

 
1 

 
1 

   
1 

200 4 
 

2 
 

2 
   

2 
400 14 

 
13 

 
1 

   
1 

800 17 
 

17 
 

0 
   

0 
1600 17 

 
17 

 
0 

   
0 

3200 13 
 

12 
 

1 
   

1 

> 6400 16   16   0       0 

Total 100   93 (93%)   7 (7%)         

 

ตารางท่ี 1.12  ผลการทดสอบทีต่รงกนัและทีไ่มต่รงกนัระหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgG (IFA_G) และ ผลทดสอบของ

ชุดทดสอบ Scrub typhus ชนิด IgG (Scrub_G) 

Scrub IgG Antibody   

IFA_IgG result  
Scrub_G result 

 
Concordant result 

 
Disconcordant result   

Titer n   n    n +S +M +W Negative 

< 50 5 
 

1 
 

4 1 0 3 
 100 9 

 
8 

 
1 

   
1 

200 4 
 

4 
 

0 
   

0 
400 17 

 
16 

 
1 

   
1 

800 22 
 

21 
 

1 
   

1 
1600 17 

 
17 

 
0 

   
0 

3200 15 
 

14 
 

1 
   

1 

> 6400 11   11   0       0 

Total 100   92 (92%)   8 (8%)         
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 ก่อนการเปรยีบเทยีบซรีมัผลทีไ่ม่ตรงกนั ดว้ยชุดทดสอบโรคสครบัไทฟสัทีจ่าํหน่ายแลว้ ImmuneMed Scrub 

Typhus Rapid ซึง่ใชแ้อนตเิจนเป็น recombinant protein เช่นเดยีวกบัชุดทดสอบโรคสครบัไทฟสัทีผ่ลติในโครงการน้ี ชุด

ทดสอบ ImmuneMed Scrub Typhus Rapid (Immu_M/G) มคีวามไวรอ้ยละ 97.3 (146/150) และความจาํเพาะรอ้ยละ

100 (145/145) ไดท้ดสอบเพื่อหาความสมัพนัธร์ะหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) และผลทดสอบ

ของชุดทดสอบ ImmuneMed Scrub Typhus Rapid (Immu) ชนิด IgM/IgG (Immu_M/Immu_G) ในกลุ่มตวัอย่างตรวจ

ซรีมัผูป้ว่ย scrub typhus จาํนวน 42 ตวัอย่าง ดงัแสดงในตารางท่ี 1.13 ในกลุ่ม IFA_M ทีม่ ีtiter <1:50 ไดผ้ลลบตรงกนั 

จาํนวน 10/11 ตวัอย่าง(91%) สาํหรบัในกลุ่ม IFA_M titer 1:100 ถงึ ≥1:6400 ทีไ่ดผ้ลบวกตรงกนั ดงัน้ี titer 1:100 (1 

ใน 2 ตวัอย่าง), titer 1:200 (1 ใน 2 ตวัอย่าง), titer 1:400 (4 ใน 4 ตวัอย่าง), titer 1:800 (6 ใน 6 ตวัอย่าง), titer 1:1600 

(7 ใน 7 ตวัอย่าง), titer 1:3200 (4 ใน 5 ตวัอย่าง) และ titer >1:6400 (5 ใน 5 ตวัอย่าง) ตามลาํดบั ผลการทดสอบ

ชีใ้หเ้หน็ว่า วธิ ีIFA IFA_M กบัชุดทดสอบ Immu_M  ไดผ้ลบวกตรงกนั จาํนวน 28/31 ตวัอย่าง (รอ้ยละ 90) และไดผ้ล

ลบตรงกนั จาํนวน 10/11 ตวัอยา่ง (รอ้ยละ 91) 

 สาํหรบัในกลุ่ม IFA_G ทีม่ ีtiter <1:50 ไดผ้ลลบตรงกนั จาํนวน 2/3 ตวัอยา่ง (67%) สาํหรบัในกลุ่ม IFA_G titer 

1:100 ถงึ ≥1:6400 ทีไ่ดผ้ลบวกตรงกนั ดงัน้ี titer 1:100 (2 ใน 6 ตวัอย่าง), titer 1:200 (2 ใน 3 ตวัอย่าง), titer 1:400 (2 

ใน 11 ตวัอย่าง), titer 1:800 (3 ใน 9 ตวัอย่าง), titer 1:1600 (3 ใน 3 ตวัอย่าง), titer 1:3200 (2 ใน 4 ตวัอย่าง) และ titer 

>1:6400 (3 ใน 3 ตวัอย่าง) ตามลาํดบั ผลการทดสอบชีใ้หเ้หน็ว่า วธิ ีIFA IFA_G กบัชุดทดสอบ Immu_G  ไดผ้ลบวก

ตรงกนั จาํนวน 17/39 ตวัอย่าง (รอ้ยละ 44) และไดผ้ลลบตรงกนั จาํนวน 2/3 ตวัอย่าง (รอ้ยละ 67) 

 โดยภาพรวมชุดทดสอบโรคสครบัไทฟสัทีจ่าํหน่ายแลว้ ImmuneMed Scrub Typhus Rapid มคีา่ตดัสนิบวกลบ 

(cut-off value) อยู่ที ่IFA_M titer >1:400 และ IFA_G titer >1:800  

ตารางท่ี 1.13 ความสมัพนัธร์ะหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) และผลทดสอบของชุดทดสอบ  

ImmuneMed Scrub Typhus Rapid ชนิด IgM/IgG (Immu_M/Immu_G) 

           Scrub typhus IgM/IgG Antibody 

IFA_IgM  Immu_M  IFA_IgG  Immu_G 
   

titer n    Positive Negative   titer n    Positive Negative 

< 50 11  1 10  < 50 3  1 2 
100 2  1 1  100 6  2 4 
200 2  1 1  200 3  2 1 
400 4  4 0  400 11  2 9 
800 6  6 0  800 9  3 6 

1600 7  7 0  1600 3  3 0 
3200 5  4 1  3200 4  2 2 

> 6400 5   5 0   > 6400 3   3 0 

Total 42   29 (69%) 13 (31%)     42   18 (43%) 24 (57%) 
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ไดนํ้าซรีมัทีม่ผีลไม่ตรงกนัเหล่าน้ี จาํนวน 14 ตวัอย่าง มาทดสอบดว้ยชุดทดสอบโรคสครบัไทฟสัทีม่จีาํหน่ายแลว้ 

ดงัแสดงในตารางท่ี 1.14 พบว่า 

• Scrub_M เป็นชุดทดสอบทีม่คีวามไวสงูกว่าวธิ ีIFA_IgM (Code 95, และ 91) 

• Scrub_G เป็นชุดทดสอบทีม่คีวามไวสงูกว่าวธิ ีIFA_IgG (Code 101, 89, 90 และ 149) 

• Code 98  มคี่าทัง้ IFA_IgM/IgG เท่ากบั 1:3200 แต่ Scrub_M/G และ Immu_M/G ไดผ้ลลบทัง้สองวธิ ีอาจเป็น

ผลบวกปลอมในวธิ ีIFA  เน่ืองจากปฏกิริยิา rheumatoid factor  ในปจัจุบนัการแกป้ญัหาน้ีดว้ยวธิ ีCapture 

immunoglobulin test ซึง่เป็นหลกัการเหมอืนในชุดทดสอบทีผ่ลติ 

ตารางท่ี 1.14   การเปรยีบเทยีบผลการทดสอบของชุดทดสอบในซรีมัทีม่ผีลไมต่รงกนัระหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด 

IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) และผลทดสอบของชุดทดสอบ Scrub typhus ชนิด IgM/IgG 

(Scrub_M/Scrub_G) และของชดุทดสอบ ImmuneMed Scrub Typhus Rapid ชนิด IgM/IgG 

(Immu_M/Immu_G) 

 
                

  Days of  Discordant result retested by Immu kit 

No. Code  Fever IFA_IgM IFA_IgG Scrub_M Scrub_G Immu_M Immu_G 
      titer titer 

1 95 10 < 50 800 +S +W neg neg 
2 91 3 < 50 1600 +M +S +M +M 
3 78 4 100 400 neg +M neg neg 
4 79 3 200 3200 neg +S +W +W 
5 141 12 200 1600 neg +S neg +M 
6 80 5 400 6400 neg +S +S +S 
7 98 7 3200 3200 neg neg neg neg 
8 101 7 3200 < 50 +S +S +S +W 

9 89 3 > 6400 50 +S +W +S neg 

10 90 3 400 < 50 +M +W +S neg 
11 149 7 400 < 50 +W +W +M neg 

12 64 - < 50 100 neg neg neg neg 

13 77 3 < 50 400 neg neg neg neg 

14 124 7 800 800 +M neg +S neg 

 

การประเมินชุดทดสอบ Scrub_M/G เพื่อหาค่าความแม่นยาํและค่าทาํนายผลโดยใช้ immunofluorescence 

assay (IFA) เป็นวิธีมาตรฐาน 

 ค่าความแม่นยาํและค่าทาํนายผลจากการประเมนิชุดทดสอบ Scrub_M/G โดยใช ้immunofluorescence assay 

(IFA) เป็นวธิมีาตรฐาน โดยใชเ้กณฑก์ารพจิารณาผลบวกจากคา่ titer ของ IFA_IgM/IgG (titer > 1:400) กบัตวัอย่างตรวจ

ซรีมั จาํนวน 318 ตวัอย่าง ประกอบดว้ย scrub typhus จาํนวน 100 ตวัอย่าง และ non-scrub typhus จาํนวน 218 

ตวัอย่าง (leptospirosis จาํนวน 53 ตวัอย่าง, dengue จาํนวน 96 ตวัอย่าง, มวิรนีไทฟสั จาํนวน 30 ตวัอย่าง และ โรคไม่

ทราบสาเหตุ จาํนวน 39 ตวัอย่าง) ดงัแสดงในตารางท่ี 1.15 ค่าการประเมนิชุดทดสอบ Scrub_M/G มคีวามไวรอ้ยละ 
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97.0 ความจาํเพาะรอ้ยละ 100 ค่าทาํนายผลบวก รอ้ยละ 100 และค่าทาํนายผลลบ 98.6 หากพจิารณาแยกชุดทดสอบ 

Scrub_M และ Scrub_G สาํหรบัค่าการประเมนิชุดทดสอบ Scrub_M มคีวามไวรอ้ยละ 81 ความจาํเพาะรอ้ยละ100 ค่า

ทาํนายผลบวก รอ้ยละ 100 และค่าทาํนายผลลบ รอ้ยละ 92.0 ค่าการประเมนิชุดทดสอบ Scrub_G มคีวามไวรอ้ยละ 93.0 

ความจาํเพาะรอ้ยละ100 ค่าทาํนายผลบวก รอ้ยละ 100 และค่าทาํนายผลลบ 96.9 

ตารางท่ี 1.15 ค่าความแม่นยาํและค่าทาํนายผลของ Scrub_M, Scrub_G และ Scrub_M/G โดยใช ้

        immunofluorescence assay (IFA) เป็นวธิมีาตรฐาน 

 

Test Positive/n Sensitivity Specificity PPV NPV 

Scrub_M 81/100 81.0% 100% 100% 92.0% 

Scrub_G 93/100 93.0% 100% 100% 96.9% 

Scrub_M/G 97/100 97.0% 100% 100% 98.6% 

Note: Sensitivity (ความไว), Specificity (ความจาํเพาะ), PPV = Positive predictive value (ค่าทาํนายผลบวก) และ 

NPV = Negative predictive value (ค่าทาํนายผลบวก) 
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2. การผลิตชุดทดสอบของโรคเลปโตสไปโรสิส 

ในการคดัเลอืกใหไ้ดแ้อนตเิจนจากเชือ้เลปโตสไปราเพื่อตรวจหาแอนตบิอดใีนซรีมัผูป้ว่ยโรคเลปโตสไปโรสสิ 

ทีด่แีละเหมาะสมทีส่ดุในการผลติชุดทดสอบของโรคเลปโตสไปโรสสิ แอนตเิจนมสีองชนิด คอื Lipopolysaccharide (LPS) 

ของเชือ้เลปโตสไปร่า และ recombinant protein 25 kDa ซึง่เป็นไลโปโปรตนีทีข่นาดโมเลกุลตํ่า 25 kDa 

2.1 ขัน้ตอนการผลิตแอนติเจน Leptospira lipopolysaccharides (LPS) ของ Leptospira spp.  

2.1.1  การผลิตแอนติเจน Leptospira lipopolysaccharides (LPS) 

          การเตรยีมแอนตเิจนของ  Leptospira lipopolysaccharides (LPS)  โดยการคดัเลอืกเชือ้ Leptospira สาย

พนัธุท์ีเ่ป็นเชือ้สาเหตุก่อโรคในประเทศ 5 สายพนัธุ ์นํามาเลีย้งเชือ้เป็นเวลา 5-7 วนั หลงัจากนํามาสกดัใหไ้ด ้ LPS เพื่อ

เตรยีมแอนตเิจน  แล้วทําการศกึษาคุณสมบตัิของสารดงักล่าวก่อนส่งต่อเพื่อนําไปผลติเป็นชุดทดสอบ โดยการทดสอบ

ขัน้ต้นทางห้องปฏบิตัิการกบัตวัอย่างซรีมัมาตรฐาน (reference antisera) จากกระต่ายทดลองซึง่ม ีantibodies ที่บ่งชี้

จําเพาะต่อส่วนต่างๆ ของเชือ้ leptospires  (whole leptospiral antigens) ดว้ยวธิ ีimmunoblotting  ไดผ้ลทดสอบดงั

แสดงในรปูท่ี 2.1 การทดสอบขัน้ต้นทางหอ้งปฏบิตักิารโดยทดสอบกบั Pooled ซรีมัผูป้่วยโรคเลปโตสไปโรสสิซึง่มผีล  

IgM antibodies ดว้ยวธิ ีimmunoblotting  ไดผ้ลทดสอบดงัแสดงในรปูท่ี 2.1 ซ้าย  การทดสอบขัน้ต้นทางหอ้งปฏบิตักิาร

กบัตวัอย่างซรีมัมาตรฐาน (reference antisera) จากกระต่ายทดลองซึง่ม ีantibodies ทีบ่่งชีจ้าํเพาะต่อสว่นต่างๆ ของเชือ้ 

leptospires  (whole leptospiral antigens) ดว้ยวธิ ีimmunoblotting  ไดผ้ลทดสอบดงัแสดงในรปูท่ี 2.1 ขวา 

   ไดจ้ดัสง่ชุดทดสอบ Leptospira LPS kit และน้ํายาเพื่อประเมนิแอนตเิจนใน  ICT  ดงัน้ี control serum 

ผูป้ว่ย 3 ชุด   (strong = 0.2 mL, moderate = 0.2 mL, weak = 0.1mL), normal serum samples  3  ตวัอย่าง (ตวัอย่าง

ละ 0.1 mL) และrabbit-anti leptospira reference antisera  0.5 mL  
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รปูท่ี 2.1  ผลการทดสอบความคณุภาพของ Leptospiral lipopolysaccharides (LPS) ทีผ่ลติไดด้ว้ยวธิ ีSDS-

PAGE และ immunoblotting กบัตวัอยา่งซรีมัผูป้ว่ยโรคเลปโตสไปโรสสิ Pool leptospirosis patient sera 

(A) Rabbit serum (B) 

 

2.1.2  การผลิตแอนติเจน recombinant 25 kDa protein  

การจาํแนกหา Leptospira lipoprotein ขนาดโมเลกลุตํา่ของ Pathogenic Leptospira 

 เพื่อจําแนกเมมแบรนโปรตนีขนาดโมเลกุลตํ่าจากเชือ้ L. interrogans ซโีรวาร ์ Autumnalis (pathogenic 

leptospires) สาํหรบัใชเ้ป็นแอนตเิจนในการวนิิจฉยัในระยะแรกของโรคเลปโตสไปโรสสิ เมมเบรนโปรตนีของเชือ้เลปโตส

ไปราจะถูกนําออกมาดว้ย alkaline plasmolysis buffer ตามดว้ย ultracentrifugation จากนัน้แต่ละ fractions ทีไ่ดจ้ะนํามา

ตรวจหาองคป์ระกอบของเชือ้เบือ้งตน้ดว้ยการวดัค่าการดดูกลนืแสงที ่280 นาโนเมตร พบว่าโปรตนีขนาดโมเลกุลตํ่าอยู่ใน 

fractions 6-10 ในขณะทีโ่ปรตนีขนาดโมเลกุลตํ่าจากเชือ้ L. interrogans ซโีรวาร ์Patoc (saprophytic leptospires) อยู่ใน 

fractions 12-20 ดงัแสดงในรปูท่ี 2.2 
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รปูท่ี 2.2  ความเขม้ขน้ของโปรตนีใน fractions 1 - 20 ของ outer membrane (OM) components ทีแ่ยกไดจ้ากเชือ้ 

Leptospira interrogans serovar Autumnalis (เชือ้ก่อโรค, เสน้ทบึ) และ Leptospira biflexa serovar Patoc 

(เชือ้ในธรรมชาต,ิ เสน้ปะ) 

  

 จากนัน้ในแต่ละหา้ fractions จะถูกนํามารวมเป็น pool fractions  ก่อนทีจ่ะนํามาตรวจหาโปรตนี,   ไลปิด 

และ LPS โดยการแยกสารดว้ยกระแสไฟฟ้า (1-Dimension Electrophoresis) และยอ้มเจลดว้ยส ีcoomassie blue, 

Sudan Black B และชุดสยีอ้ม LPS ตามลาํดบั ดงัแสดงในรปูท่ี 2.3  โดยจากการทดลองพบว่าใน pool fractions ที ่1 

และ 2 พบแบนของโปรตนีทีข่นาดโมเลกุล 12, 16-17, 25-26, 38-39, 50-52, 60 และ 75 kDa ในขณะที ่pool fractions ที ่

6, 7 และ 8 พบแบนของโปรตนีทีข่นาดโมเลกุล 37 และ 38 kDa เท่านัน้ สาํหรบัการยอ้มหา LPS และไลปิดนัน้ สามารถ

พบทัง้สองชนิดไดใ้นทุก pool fractions โดย LPS จะพบเป็น diffuse bands ทีข่นาดโมเลกุล 19-24 และ 50-52 kDa สว่น 

ไลปิดนัน้จะพบทีข่นาดโมเลกุล 50 และ 53-80 kDa  

สาํหรบัการตรวจหาโปรตนีทีใ่หป้ฏกิริยิาทางอมิมนูกบัแอนตบิอดใีนซรีมัของผูป้่วยทําโดยวธิ ี1-DE ร่วมกบั

การยอ้มดว้ย acute phase ซรีมัของผูป้่วยเลปโตสไปโรสสิ ในเบือ้งต้นพบโปรตนีใน pool fractions 1, 2, 5, 6, 7 และ 8 

แต่ทีน่่าสนใจคอืจาก acute phase ซรีมัของผูป้่วยเลปโตสไปโรสสิทัง้หมด 10 ตวัอย่างทีนํ่ามาทดสอบกบัแอนตเิจนใน 

pool fractions 2 นัน้พบแอนตเิจนทีใ่หป้ฏกิริยิาทางอมิมูนกบั IgM แอนตบิอดใีนซรีมัเป็นโปรตนีทีข่นาดโมเลกุล 25 kDa 

กบัทุกซรีมัทดสอบ สาํหรบัการตรวจหา LPS นัน้พบว่า LPS ทีข่นาดโมเลกุลระหว่าง 19-24 kDa พบไดใ้นทุก pool  

fractions ในขณะ LPS ทีข่นาดโมเลกุลระหว่าง 50-52 kDa พบใน pool fractions 4 และ 5 ส่วนการตรวจหาไลปิดจะพบ

เป็น diffuse bands ทีข่นาดโมเลกุล 50 kDa และระหว่าง 53-80 kDa โดยปรมิาณทีพ่บจะมมีากที ่pool fractions 3, 4, 5, 

และ 6 ดงัแสดงในรปูท่ี 2.4  
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(A)                                              (B)                                               (C)  

รปูท่ี 2.3  SDS-PAGE ของ pooled fractions ของ outer membrane (OM) components ยอ้มหาโปรตนีดว้ย 

Coomassie Brilliant Blue G-250R-250 solution (CBB) (A), ยอ้มหาlipopolysaccharide ดว้ย Pro-Q® 

Emerald 300 Lipopolysaccharide Gel Stain Kit (B) and ยอ้มหาlipid ดว้ย Sudan Black B (C) 

 

 
 

รปูท่ี 2.4   IgM immunoreactivity ของ pooled fractions 2 ใน acute phase sera จาก leptospirosis patients, non-

leptospirosis patients และ healthy persons’ serum samples. Lane M, Protein marker; lane 1, non-

leptospirosis patient; lanes 2-3, healthy persons; lanes 4-7, leptospirosis patients.  
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 ผลของ IgM immunoreactivity ใน pooled fraction (fractions 6 - 10) ของ extractable OM components จาก 

pathogenic และ saprophytic Leptospira กบัซรีมัจาก leptospirosis patients, non-leptospirosis patients and healthy 

persons ดงัแสดงในตารางท่ี 2.1 พบว่าโปรตนีขนาดโมเลกุลตํ่า 25 kDa รอ้ยละ 100 ในทุกซรีมั 

ตารางท่ี 2.1   IgM immunoreactivity ใน pooled fraction (fractions 6 - 10) ของ extractable OM components จาก 

pathogenic และ saprophytic Leptospira กบัซรีมัจาก leptospirosis patients, non-leptospirosis patients 

and healthy persons 

 
Leptospiral 

antigen

 (kDa)    Pathogenic Pathogenic

     Leptospirosis patients Non-leptospirosis Healthy persons 

 (n = 15)  patients (n = 6) (n = 4)

9 (60%) 0 0 0

6 (40%) 0 0 0

9 (60%) 0 0 0

9 (60%) 0 0 0

15 (100%) 0 0 0

6 (40%) 0 0 0

6 (40%) 0 0 0

3 (20%) 0 0 0

6 (40%) 6 (40%) 0 0<17

18 (discrete band)

18 (diffuse band)

25

20

35-48

30-32

63

59

No. of patients with IgM immunoreactivity

to leptospiral proteins bands

   Pathogenic    Saprophytic

 

 จากการศกึษาทาํใหส้ามารถจาํแนกโปรตนีทีข่นาดโมเลกุลตํ่า 25 kDa ได ้ประกอบกบัการวเิคราะหด์ว้ยวธิโีปรตี

โอโนมกิ (Proteonomics analysiis) ซึง่ไดผ้ลตรงกนัว่าเป็นโปรตนี Electron transfer flavoprotein subunit beta 

(ETF_beta) ดงัแสดงในตารางท่ี 2.2 และรปูท่ี 2.5  

ตารางท่ี 2.2  โปรตนีขนิดต่าง ๆ จาก Proteomics analysis 
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รปูท่ี 2.5  ผล MASCOT แสดง โปรตนี Electron transfer flavoprotein subunit beta (ETF_beta)
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การผลิต recombinant protein 25 kDa ขนาดโมเลกลุตํา่ของ Pathogenic Leptospira 

การออกแบบไพรเ์มอรส์าหรบัการโคลนยีน 25 kDa antigen  

ไดก้ารออกแบบไพรเ์มอรข์องยนีทีค่วบคมุการสรา้ง 25 kDa antigen โดยทาํการเปรยีบเทยีบลาํดบั  

นิวคลโีอไทดข์องยนี 25 kDa จาก Leptospira sp. สายพนัธุต่์างๆ  ไพรเ์มอรท์ีอ่อกแบบไดเ้พิม่ นิวคลโีอไทดเ์พื่อช่วยใน

การจบักบั template DNA (single line) และนิวคลโีอไทดท์ีม่คีวามจาํเพาะต่อการตดัดว้ยเอนไซม ์NdeI และ XhoI 

(double lines) ไวด้ว้ย ดงัน้ี 5’CCGCCG CATATG ATGAAAATCATCGTATTAGT-3’ และ 5’-CCGCCG CTCGAG 

TTATATAACCTTAGCTTCTT-3’ 

การโคลนและการผลิตโปรตีน  

สกดัสารพนัธุกรรมของเชือ้ Leptospira interrogans serovar Autumnalis ใชก้ารสกดัโดยใชชุ้ดสกดั DNA 

หลงัจากนัน้นําสารพนัธุกรรมทีส่กดัไดม้าใชเ้ป็นตน้แบบเพื่อจาํลองยนี 25 kDa antigen ดว้ยเทคนิคโพลเีมอรเ์รสเชนรี

เอกชัน่ (Polymerase chain reaction, PCR) หลงัจากนัน้นํายนีทีไ่ดร้บัการเพิม่จาํนวนดว้ยวธิดีงักล่าวไปย่อยดว้ย 

restriction enzyme NdeI และ XhoI ก่อนนําไปโคลนเขา้กบัพลาสมดิทีไ่ดร้บัการย่อยดว้ย restriction enzyme ชนิด

เดยีวกนั ทาํการเชื่อมต่อชิน้ยนีทีจ่าํลองขึน้มาเขา้กบัพลาสมดิ ดว้ย ligase หลงัจากนัน้นําเขา้สู ่ Escherichia coli 

BL21(DE3) ดว้ยวธิ ีHeat-shock transformation เลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ LB ทีม่สีว่นผสมของ Kanamycin ปรมิาณ 30 

ug/mLหลงัจากนัน้ทาํการคดัเลอืกโคลนทีม่ชีิน้สว่นของยนี 25 kDa antigen ดว้ยเทคนิค PCR และ restriction fragment 

analysis จาก NdeI และ XhoI สดุทา้ยแลว้จงึได ้recombinant E. coli โคลนต่างๆ ทีม่คีวามสามารถสรา้งโปรตนี 25 kDa 

antigen ของ Leptospira sp. โดยมลีาํดบันิวคลโีอไทดท์ีม่คีวามคลา้ยคลงึกบัลาํดบันิวคลโีอไทดข์อง Leptospira 

interrogans serovar Lai (GeneBank accession numbers AE010300) ทีอ่ยู่ใน NCBI database เท่ากบัรอ้ยละ 98 ดงั

แสดงในรปูท่ี 2.6 เมื่อเปรยีบเทยีบลาํดบักรดอมโินระหว่าง recombinant ETF และ etfB gene ของ reference L. 

interrogans serovar Lai มคีวามเหมอืนกนัรอ้ยละ 99 ดงัแสดงในรปูท่ี 2.7 

การสรา้งโปรตีน 25 kDa antigen  

นํา recombinant E. coli ทีม่คีวามสามารถสรา้งโปรตนี 25 kDa antigen ของ Leptospira sp. มาเลีย้งในอาหาร

เลีย้งเชือ้แบบเหลว LB ทีม่สีว่นผสมของ Kanamycin ปรมิาณ 30 ug/mLทาํการเลีย้งทีอุ่ณหภูม ิ 370C เป็นเวลา 16-18 

ชัว่โมง ทาํการเพิม่จาํนวนต่อใน 200mL ของ LB ทีม่สีว่นผสมของ Kanamycin ปรมิาณ 30 ug/mL เป็นเวลาประมาณ 1-2 

ชัว่โมง (เพื่อใหไ้ด ้ OD660 เท่ากบั 0.5) หลงัจากนัน้ทาํการเตมิ IPTG เพื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยเท่ากบั 1mM แลว้ทาํ

การเลีย้งต่อเน่ืองไปอกี 3 ชัว่โมง ทาํการเกบ็เชือ้จากอาหารเลีย้งเชือ้ดว้ยวธิกีารป ัน่เหวีย่ง หลงัจากนัน้ทาํการลา้งเซลลท์ีไ่ด้

ดว้ย Phosphate buffer saline (PBS) 

การทาํโปรตีนให้บริสทุธ์ิ  

ทาํการแตกผนงัเซลลด์ว้ยคลื่นเสยีง ทาํการลา้งตะกอนโปรตนีทีไ่ดด้ว้ย 1X PBS แลว้นําตะกอนทีไ่ดไ้ปละลาย

ดว้ย 2mL ของ 6M Urea + NaNo3 จนกระทัง่ตะกอนละลายเป็นเน้ือเดยีวกนั นําสารละลายทีไ่ดไ้ปใสใ่น nickel  resin 

column โดยปล่อยใหส้ารละลายวิง่ผ่านจนหมดแลว้ทาํการลา้งดว้ย 30 mL ของ 6M Urea ใน 50 mM sodium 

Phosphate, 300 mM sodium chloride ; pH 7.4 จาํนวน 3 ครัง้ หลงัจากนัน้ทาํการชะโปรตนีทีเ่กาะบน nickel resin ดว้ย 

5 mL ของ 6M Urea ใน 50 mM sodium Phosphate, 300 mM sodium chloride, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 40, 50, 60 

และ 300 mM imidazole; pH 7.4 ตามลาํดบั โดยทาํการเกบ็สารละลายทีไ่ดจ้ากการชะครัง้สดุทา้ยไป (ประกอบดว้ย
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โปรตนี 25 kDa antigen ทีบ่รสิทุธิแ์ลว้) ทาํการเปลีย่นใหอ้ยู่ในสารละลาย PBS (pH7.4) และทาํการเพิม่ความเขม้ขน้ดว้ย 

column concentrator (molecular weight cutoff at 10 kDa) 

 
 

รปูท่ี 2.6  การเปรยีบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทดร์ะหว่าง recombinant ETF และ etfB gene ของ reference L. interrogans   

serovar Lai จุด (.) แสดงถงึความเหมอืนกนั 
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10 20 30 40 50
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

L. Lai56601 M K I I V L V K Q V P D T E T S I K V G D K S I N E T G I K W I I S P Y D E F A I E E G I R L R E K
recombinant ETF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

60 70 80 90 100
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

L. Lai56601 H G G E V I A V S L G P D R V V E A L R T A Y A M G A D R A V H I K V D N Y V P F D T N N T A E L I
recombinant ETF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

110 120 130 140 150
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

L. Lai56601 S N F A K A E N A D V I I G G R Q S I D T D S S Q V V I Q V A E L L G I P H I A F A I N L E I N G T
recombinant ETF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

160 170 180 190 200
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

L. Lai56601 A V K A T K E V E G G T Q T V E T S T P V A L T A Q K G L N E P R Y P S L K G I M T A K K K P V E T
recombinant ETF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

210 220 230 240 250
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

L. Lai56601 K S A A D L G S P A S K I E I V G L E P P P P R I P G R K L E A A D A N A F A S Q L V K A L R E E A
recombinant ETF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . L . V I . I

. . . . | .

L. Lai56601 K V I    
recombinant ETF E A T G Y I

 
รปูท่ี 2.7  การเปรยีบเทยีบลาํดบักรดอมโินระหว่าง recombinant ETF และ etfB gene ของ reference L. interrogans 

serovar Lai จุด (.) แสดงถงึความเหมอืนกนั
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2.2  การทดสอบ immunoreactivity ของ Leptospira lipopolysaccharides (LPS) และ recombinant 25 kDa 

protein 

Leptospira lipopolysaccharides (LPS): ชุดทดสอบ leptospirosis ชนิด IgM (LepLPS_M)   

 
 

รปูท่ี 2.8  ภาพแสดงผลบวกและผลลบของชุดทดสอบ leptospirosis ทีม่ ีleptospira lipopolysaccharides (LPS) เป็น

แอนตเิจน ชนิด IgM (LepLPS_M)  

 

Recombinant 25 kDa protein: ชุดทดสอบ leptospirosis ชนิด IgM/IgG (LepProt_M/LepProt_G)  

ในการพฒันาทดสอบ ใช ้strip test ซึง่เตรยีมโดยการหยอดแอนตเิจนเอง ประสบปญัหา recombinant 25 kDa 

protein ไม่สามารถจบักบัเมมเบรน จงึไดแ้กป้ญัหาโดยการปรบัเปลีย่นการทาํโปรตนีใหบ้รสิทุธิ ์จนกระทัง่ไดโ้ปรตนีทีด่ ี 

 

 
 

รปูท่ี 2.9  ภาพแสดงผลบวกและผลลบของชุดทดสอบ leptospirosis ทีม่ ีRecombinant 25 kDa proteins เป็นแอนตเิจน  

ชนิด IgM/IgG (LepProt_M/LepProt_G) 
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2.3  การประเมินชุดทดสอบเลปโตสไปโรสิส ชนิด IgM (LepProt_M) และ ชนิด IgG (LepProt_G) และ LepLPS_M  

การประเมินชุดทดสอบเลปโตสไปโรสิส ชนิด IgM (LepProt_M) และ ชนิด IgG (LepProt_G) และ LepLPS_M 

ครัง้ท่ี 1 

 ในการประเมนิชุดทดสอบ ใช ้strip test ซึง่เตรยีมโดยการหยดแอนตเิจนเอง (version 1) การประเมนิชุดทดสอบ 

โดยใช ้immunofluorescence assay (IFA) เป็นวธิมีาตรฐาน ไดใ้ชชุ้ดทดสอบกบัตวัอย่างตรวจซรีมั จาํนวน 60 ตวัอย่าง 

แบบไม่ทราบผล IFA ซึง่หลงัจากสง่ผลทดสอบ จงึทราบผล IFA และ final diagnosis ตวัอย่างตรวจซรีมัไดร้บัความ

อนุเคราะหจ์าก ศ. ดร. แพทยห์ญงิยุพนิ ศุพุทธมงคล ดงัน้ี ซรีมั จาํนวน 60 ตวัอย่าง ประกอบดว้ย leptospirosis 24 

ตวัอย่าง และ non-leptospirosis 36 ตวัอย่าง (scrub typhus 30 ตวัอย่าง และ dengue 6 ตวัอยา่ง)  

ความสมัพนัธร์ะหวา่งค่า titer ของ IFA ชนิด IgM (IFA_M) กบัผลทดสอบของชุดทดสอบ leptospirosis ชนิด 

IgM (LepProt_M) และ LepLPS_M 

ความสมัพนัธร์ะหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgM (IFA_M) ต่อ leptospirosis กบัผลทดสอบของชุดทดสอบ 

leptospirosis ชนิด IgM (LepProt_M) และ LepLPS_M ดงัแสดงในตารางท่ี 2.3 พบว่าในกลุ่มผลลบของ IFA_M จาํนวน 

51 ตวัอย่าง: titer <1:50 (จาํนวน 46 ตวัอย่าง) ไดผ้ลลบตรงกนัดว้ย LepProt_M จาํนวน 33 ตวัอย่าง คดิเป็นรอ้ยละ 71.7 

และไดผ้ลลบตรงกนัดว้ย LepLPS_M จาํนวน 20 ตวัอย่าง คดิเป็นรอ้ยละ 43.5;  titer 1:50 ไดผ้ลลบตรงกนัดว้ย 

LepProt_M (จาํนวน 1/2 ตวัอยา่ง) , 1:100 (จาํนวน 1/2 ตวัอยา่ง) และ 1:200 (จาํนวน 1/1 ตวัอย่าง) สาํหรบัในกลุ่ม

ผลบวกของ IFA_M titer 1:400 ถงึ ≥1:6400 จาํนวน 9 ตวัอย่าง ดงัน้ี LepProt_M ไดผ้ลบวกในกลุ่ม titer 1:400 (1 ใน 3 

ตวัอย่าง), titer  1:800 (2 ใน 4 ตวัอย่าง) และ titer >1:6400 (1 ใน 2 ตวัอย่าง) ตามลาํดบั แต่สาํหรบั LepLPS_M ได้

ผลบวกทุกตวัอย่างในกลุ่ม titer 1:50 – >1:6400  

 

ตารางท่ี 2.3  ความสมัพนัธร์ะหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) กบัผลทดสอบของชุดทดสอบ 

leptospirosis ชนิด IgM (LepProt_M) และ LepLPS_M 

      
Leptospirosis IgM Antibody 

IFA_M LepProt_M LepLPS_M 

titer n + - + - 

<50 46 13 (28.3%) 33 (71.7%) 26 (56.5%) 20 (43.5%) 

50 2 1 1 2 0 

100 2 1 1 2 0 

200 1 0 1 1 0 

Sub-Total 51 15 (29.4%) 36 (70.6%) 31 (60.8%) 20 (39.3%) 

400 3 1 2 3 0 

800 4 2 2 4 0 

>6400 2 1 1 2 0 

Sub-Total 9 4 (44.4%) 5 (55.6%) 9 (100%) 0 

Total 60 19 (31.7%) 41(68.3%) 40 (66.7%) 20 (39.3%) 
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ความสมัพนัธร์ะหวา่งค่า titer ของ IFA ชนิด IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) และผลทดสอบของชุดทดสอบ 

leptospirosis ชนิด IgM/IgG (LepProt_M/LepProt_G)  

ความสมัพนัธร์ะหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgM (IFA_M) ต่อ leptospirosis และผลทดสอบของชุดทดสอบ 

leptospirosis ชนิด IgM (LepProt_M) ดงัแสดงในตารางท่ี 2.4 พบว่าในกลุ่มผลลบของ IFA_M จาํนวน 51 ตวัอย่าง titer 

<1:50 (จาํนวน 46 ตวัอย่าง),  1:50 (จาํนวน 2 ตวัอย่าง), 1:100 (จาํนวน 2 ตวัอย่าง) และ 1:200 (จาํนวน 1 ตวัอย่าง) 

ไดผ้ลลบตรงกนัดว้ย LepProt_M จาํนวน 36 ตวัอย่าง คดิเป็นรอ้ยละ 70.6 สาํหรบัในกลุ่มผลบวกของ IFA_M titer 1:400 

ถงึ ≥1:6400 พบผลบวกดว้ย LepProt_M ดงัน้ี titer 1:400 (1 ใน 3 ตวัอย่าง), titer 1:800 (2 ใน 4 ตวัอย่าง) และ titer 

>1:6400 (1 ใน 2 ตวัอย่าง) ตามลาํดบั  

ความสมัพนัธร์ะหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgG (IFA_G) ต่อ leptospirosis และผลทดสอบของชุดทดสอบ 

leptospirosis ชนิด IgG (LepProt_G) ดงัแสดงในตารางท่ี 2.4 พบว่าในกลุ่มผลลบของ IFA_G จาํนวน 51 ตวัอย่าง titer 

<1:50 (จาํนวน 47 ตวัอย่าง),  1:50 (จาํนวน 2 ตวัอย่าง) และ 1:200 (จาํนวน 2 ตวัอย่าง) ไดผ้ลลบตรงกนัดว้ย 

LepProt_G จาํนวน 34 ตวัอย่าง คดิเป็นรอ้ยละ 66.7 สาํหรบัในกลุ่มผลบวกของ IFA_G titer 1:400 ถงึ ≥1:6400 พบ

ผลบวกดว้ย LepProt_G ดงัน้ี titer 1:400 (2 ใน 4 ตวัอย่าง), titer 1:800 (1 ใน 1 ตวัอย่าง), titer 1:3200 (0 ใน 3 

ตวัอย่าง), และ titer >1:6400 (1 ใน 1 ตวัอย่าง) ตามลาํดบั 

เมื่อวเิคราะหผ์ลทดสอบทีไ่มต่รงกนัระหว่างชุดทดสอบ LepProt_M และ LepProt_G กบัค่า titer ของ IFA ชนิด 

IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) ดงัแสดงในตารางท่ี 2.5 พบว่าในกลุ่มผลลบของ IFA_M จาํนวน 51 ตวัอย่าง ดงัน้ี titer <1:50 

(จาํนวน 45 ตวัอย่าง) พบผลบวกดว้ย LepProt_M จาํนวน 15 ตวัอย่าง: +W จาํนวน 1 ใน 2 ตวัอย่าง ซึง่ไดผ้ลบวกของ

ทัง้ LepProt_G และ leptospiral antigen, +M จาํนวน 2 ใน 6 ตวัอย่าง ซึง่ไดผ้ลบวกของทัง้ IFA_G/LepProt_G และ 

leptospiral antigen, +S จาํนวน 6 ใน 7 ตวัอย่าง ซึง่ไดผ้ลบวกของทัง้ IFA_G/LepProt_G และ leptospiral antigen; และ 

1:100 จาํนวน 1 ตวัอย่าง ได ้+S ซึง่ไดผ้ลบวกของทัง้ IFA_G, LepProt_G และ leptospiral antigen  

เมื่อวเิคราะหผ์ลทดสอบทีไ่มต่รงกนัระหว่างชุดทดสอบ LepProt_M และ LepProt_G กบัค่า titer ของ IFA ชนิด 

IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) ดงัแสดงในตารางท่ี 2.6 พบว่าในกลุ่มผลลบของ IFA_G จาํนวน 51 ตวัอย่าง ดงัน้ี titer <1:50 

– 1:50 (จาํนวน 49 ตวัอย่าง) พบผลบวกดว้ย LepProt_G จาํนวน 16 ตวัอย่าง: +W จาํนวน 1 ใน 2 ตวัอย่าง ซึง่ไดผ้ล

บวกของทัง้ LepProt_G และ leptospiral antigen, +M จาํนวน 4 ใน 4 ตวัอย่าง ซึง่ไดผ้ลบวกของทัง้ IFA_M/LepProt_M 

และ leptospiral antigen, +S จาํนวน 8 ใน 10 ตวัอย่าง ซึง่ไดผ้ลบวกของทัง้ IFA_M/LepProt_M และ leptospiral 

antigen 

พอสรุปไดว้่าหากทดสอบซรีมัดว้ยชุดทดสอบ LepProt_M และ LepProt_G  ไดผ้ลบวกของทัง้ LepProt_M และ 

LepProt_G การแปลผล คอื ผูป้ว่ย leptospirosis     

เมื่อวเิคราะหผ์ลของ LepProt_M และ LepProt_G ในกลุ่มซรีมัผลบวก (IFA_IgM/IgG, titer > 1:400) ไดผ้ลลบ

รอ้ยละ 55.6 แสดงว่าการตรวจหาแอนตบิอดยีงัไม่ดพีอ สมควรทีจ่ะปรบัปรุงแกไ้ข เช่น บปัเฟอร ์เมมเบรน และ conjugate 

เป็นตน้ เมื่อวเิคราะหผ์ลของ LepLPS_M ไดผ้ลบวกเกอืบทุกตวัอย่าง อาจเป็นไปไดว้่ามคีวามไวสงูมากหรอืมปีญัหาของ

ผลบวกปลอม จาํเป็นตอ้งมกีารทดสอบต่อไป 
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ตารางท่ี 2.4 ความสมัพนัธร์ะหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) และผลทดสอบของชุดทดสอบ 

leptospirosis ชนิด IgM/IgG (LepProt_M/LepProt_G) 

IFA_M LepProt_M IFA_G LepProt_G

titer n  +  - titer n  +  -

<50 46 13 33 <50 47 16 31

50 2 1 1 50 2 1 1

100 2 1 1 100 0 0 0

200 1 0 1 200 2 0 2

Sub-Total 51 15 (29.4%) 36 (70.6%) Sub-Total 51 17 (33.3%) 34 (66.7%)

400 3 1 2 400 4 2 2

800 4 2 2 800 1 1 0

1600 0 0 0 1600 0 0 0

3200 0 0 0 3200 3 0 3

>6400 2 1 1 >6400 1 1 0

Sub-Total 9 4 (44.4%) 5 (55.6%) Sub-Total 9 4 (44.4%) 5 (55.6%)

Total 60 19 (31.7%) 41(68.3%) Total 60 21 (35.0%) 39 (65.0%)

LepProt IgM/IgG Antibody

 

ตารางท่ี 2.5 ผลทดสอบทีไ่ม่ตรงกนัของชุดทดสอบ ระหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgM (IFA_M) และผลทดสอบของชุด

ทดสอบ leptospirosis ชนิด IgM (LepProt_M)  

IFA_M

titer Result n IFA_G, LepProt_G n

<50 +W 1 -, - 1 Pre-existing antibody

1 -, + 1a Early detection 

 +M 6 -, - 3 Pre-existing antibody

Early detection / Need further confirmation

-, + 2b Pre-existing antibody

Early detection / Need further confirmation

+, - 1a Early detection

 +S 7 -, - 1 Early detection / Need further confirmation

-, + 5a Early detection 

+, + 1a Early detection

50  +M 1 +, - 1ND Early detection / Need further confirmation

100  +S 1 +, + 1a Early detection

ND = Not done

a Lep Ag was detected in all samples. 
b Lep Ag was detected in 1/2 samples.

LepProt_M Result of
Interpretation
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ตารางท่ี 2.6 ผลทดสอบทีไ่ม่ตรงกนัของชุดทดสอบ ระหว่างค่า titer ของ IFA ชนิด IgG (IFA_M/IFA_G) และผลทดสอบ

ของชุดทดสอบ leptospirosis ชนิด IgG (LepProt_G)  

IFA_G

titer Result n IFA_M, Lep_M n

<50 - 50 +W 2 -, + 1 Pre-existing antibody

 +M 4 -, - 1a Early detection / Need further confirmation

-, + 2a Early detection / Need further confirmation

+, + 1a Early detection / Need further confirmation

 +S 10 -, - 4b Early detection / Need further confirmation

-, + 6a Early detection / Need further confirmation
a Lep Ag was detected in all samples. 
b Lep Ag was detected in 2/4 samples.

Interpretation
Result ofLep_G

 

 

การประเมินชุดทดสอบเลปโตสไปโรสิส ชนิด IgM (LepProt_M) และ ชนิด IgG (LepProt_G) ครัง้ท่ี 2 

ในการประเมนิชุดทดสอบ ใช ้strip test ซึง่เตรยีมโดยการหยดแอนตเิจนเอง (version 1) การประเมนิชุดทดสอบ

เปรยีบเทยีบกบัชุดทดสอบทีม่วีางจาํหน่าย  SD BIOLINE Leptospira IgM/IgG (SD Lep_M/G)  ซึง่มคีวามไวรอ้ยละ 

96.2 และความจาํเพาะรอ้ยละ 95.7  โดยใช ้microscopic agglutination test (MAT) และผลการแยกเชือ้เป็นวธิมีาตรฐาน 

ผูป้ว่ย leptospirosis โดยใชเ้กณฑก์ารพจิารณาผลบวกจากค่า titer ของ MAT (titer > 1:400) ไดใ้ชชุ้ดทดสอบกบัตวัอย่าง

ตรวจซรีมั จาํนวน 41 ตวัอย่าง แบ่งเป็นสองกลุ่ม คอื Group I จาํนวน 26 ตวัอย่าง: ซรีมัทีม่ผีลการแยกเชือ้ได ้จาํนวน 6 

ตวัอย่าง และซรีมัทีม่ผีลการแยกเชือ้ไม่ได ้(normal) จาํนวน 20 ตวัอย่าง และ Group II จาํนวน 35 ตวัอย่าง: ซรีมัทีม่ี

ผลบวก titer > 1:400  ของ MAT จาํนวน 15 ตวัอย่าง และซรีมัทีม่ผีลลบ titer < 1:400  ของ MAT (normal) จาํนวน 20 

ตวัอย่าง ดงัแสดงในตารางท่ี 2.7 

 จากการศกึษาพบว่า ใน Group I ชุดทดสอบ LepProt_M ไดผ้ลบวก จาํนวน 1/6 ตวัอย่าง คดิเป็นรอ้ยละ 16.7  

ในขณะที ่SD Lep_M ไม่ไดผ้ลบวกสกัตวัอย่าง แสดงวา่ LepProt_M มคีวามไวสงูกว่า SD Lep_M ในดา้นการตรวจหา

แอนตบิอดใีนระยะตน้ของโรค (early detection) ใน Group II ซรีมัทีม่ผีลบวก titer > 1:400  ของ MAT จาํนวน 15 

ตวัอย่าง ชุดทดสอบ LepProt_M ไดผ้ลบวก จาํนวน 11/15 ตวัอย่าง ในขณะที ่SD Lep_M ไดผ้ลบวก จาํนวน 7/15 

ตวัอย่าง สาํหรบัซรีมัทีม่ผีลลบ titer < 1:400  ของ MAT (normal) จาํนวน 20 ตวัอย่าง ชุดทดสอบ LepProt_M ได้

ผลบวก จาํนวน 3/20 ตวัอย่าง ในขณะที ่SD Lep_M ไม่พบผลบวก แสดงว่า SD Lep_M มคีวามจาํเพาะสงูกว่า 

LepProt_M ดงันัน้ค่าการประเมนิชุดทดสอบ LepProt_M มคีวามไวรอ้ยละ 73.3 ความจาํเพาะรอ้ยละ 85.0 ค่าทาํนาย

ผลบวก รอ้ยละ 91.7 และค่าทาํนายผลลบ 82.6 สาํหรบัค่าการประเมนิชุดทดสอบ SD Lep_M มคีวามไวรอ้ยละ 46.7 

ความจาํเพาะรอ้ยละ 100 ค่าทาํนายผลบวก รอ้ยละ 100 และค่าทาํนายผลลบ รอ้ยละ 71.4 

 จากการศกึษาพบว่า ใน Group I ชุดทดสอบ LepProt_G และ SD Lep_G ไดผ้ลลบทัง้ 6 ตวัอยา่ง ใน Group II 

ซรีมัทีม่ผีลบวก titer > 1:400  ของ MAT จาํนวน 15 ตวัอย่าง ชดุทดสอบ LepProt_G ไดผ้ลบวก จาํนวน 10/15 ตวัอยา่ง 

ในขณะที ่SD Lep_M ไม่ไดผ้ลบวกสกัตวัอย่าง สาํหรบัซรีมัทีม่ผีลลบ titer < 1:400  ของ MAT (normal) จาํนวน 20 
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ตวัอย่าง ชุดทดสอบ LepProt_G ไดผ้ลบวก จาํนวน 3/20 ตวัอย่าง ในขณะที ่SD Lep_M ไม่พบผลบวก แสดงว่า SD 

Lep_M มคีวามจาํเพาะสงูกว่า LepProt_M ดงันัน้ค่าการประเมนิชุดทดสอบ LepProt_M มคีวามไวรอ้ยละ 66.7 

ความจาํเพาะรอ้ยละ 90.0 ค่าทาํนายผลบวก รอ้ยละ 83.3 และคา่ทาํนายผลลบ 78.3 สาํหรบัค่าการประเมนิชุดทดสอบ 

SD Lep_M มคีวามไวรอ้ยละ 0 ความจาํเพาะรอ้ยละ 100 ค่าทาํนายผลบวก รอ้ยละ 0 และค่าทาํนายผลลบ รอ้ยละ 54.5 

การประเมินชดุทดสอบเลปโตสไปโรสิส ชนิด IgM (LepProt_M) และ ชนิด IgG (LepProt_G) ครัง้ท่ี 3 

 ในการประเมนิชุดทดสอบ ใช ้strip test ซึง่เตรยีมโดยการพ่นแอนตเิจนตามมาตรฐาน (version 2) การประเมนิ

ชุดทดสอบ โดยใช ้immunofluorescence assay (IFA) เป็นวธิมีาตรฐาน ไดใ้ชชุ้ดทดสอบกบัตวัอย่างตรวจซรีมั จาํนวน 

179 ตวัอย่าง ซึง่ไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก ศ. ดร. แพทยห์ญงิยพุนิ ศุพุทธมงคล   

อยู่ในระหว่างการวเิคราะหผ์ลประเมนิชุดทดสอบ 

 

ตารางท่ี 2.7 การเปรยีบเทยีบคา่ความแม่นยาํและค่าทาํนายผลของ LepProt_M/LepProt_G และ  

  SD Lep_M/ SD Lep_M 

Test Positive/n Sensitivity Specificity PPV PNV

Group II LepProt_M 11/15 73.3% 85.0% 91.7% 82.6%

SD Lep_M 7/15 46.7% 100% 100% 71.4%

LepProt_G 10/15 73.3% 73.3% 73.3% 73.3%

SD Lep_G 0/15 0% 100% 0% 54.5%

Normal LepProt_M 3/20

SD Lep_M 0/20

LepProt_G 2/20

SD Lep_G 0/20

 

 



46 
 

3. การผลิตชุดทดสอบของโรคเดง็ก่ี 

สบืเน่ืองจากการความเหน็ของผูเ้ชีย่วชาญในการประชมุของ EID Forum วนัที ่26 กุมภาพนัธ ์2559 ไดส้รุปจาก 

ทีป่ระชมุว่า โครงการน้ีใหพ้ฒันาเฉพาะชุดตรวจของเชือ้สครปัไทฟสั (single test) เท่านัน้ ดงันัน้รายงานของชุดทดสอบ 

ของโรคเดง็กีจ่งึไม่สมบรูณ์ 

3.1  ขัน้ตอนการผลิต Recombinant Envelope Glycoprotein  

การออกแบบไพรเ์มอรส์าหรบัการโคลนยีน Envelope Glycoprotein 

การออกแบบไพรเ์มอรข์องยนีทีค่วบคุมการสรา้ง Envelope Glycoprotein domain III (EDIII) เป็นหลกัโดย

ปรบัปรุงลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนี env  ของ Dengue virus จากการศกึษาของ Yenchitsomanas P. et al. 1996      

ไพรเ์มอรท์ีอ่อก แบบไดเ้พิม่นิวคลโีอไทดท์ีม่คีวามจาํเพาะต่อการตดัดว้ยเอนไซม ์ NdeI และ XhoI (underline letters)    

ไวด้ว้ย ดงัน้ี 5′-ACCCATATGTGGCTGGTGCACAGACAATGGTT-3′ และ 5′-AAA CTCGAGCTGTGTCACCCAGAATGGCCAT-3′ 

การโคลนและการผลิตโปรตีน  

สกดัสารพนัธุกรรมของเชือ้ Dengue virus serotype 2 สายพนัธุ ์16681 จากน้ําเพาะเลีย้งเชือ้ไวรสั ซึง่ไดร้บั

ความอนุเคราะหจ์ากกรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์หลงัจากนัน้นําสารพนัธุกรรมทีส่กดัไดม้าใช้เป็นต้นแบบเพื่อจําลองยนี 

Envelope Glycoprotein ดว้ยเทคนิครเีวสิทราน์สคลบิชัน่-โพลเีมอรเ์รสเชนรเีอกชัน่ (Reverse transcription-Polymerase 

chain reaction, RT-PCR) หลงัจากนัน้นํายนีทีไ่ด้รบัการเพิม่จํานวน (PCR product) ด้วยวธิดีงักล่าวไปย่อยด้วย 

restriction enzyme NdeI และ XhoI ก่อนนําไปโคลนเขา้กบัพลาสมดิ pGEM®-T Easy vector ทําการเชื่อมต่อชิน้ยนีที่

จําลองขึน้มาเขา้กบัพลาสมดิ ดว้ย ligase หลงัจากนัน้นําเขา้สู่ Escherichia coli Top10F’ ได ้recombinant plasmid ทีม่ ี

EDIII gene, pET15b-EDIII ซึง่นําไปเปรยีบเทยีบกบัเชือ้ Dengue virus serotype 2 สายพนัธุ ์NGC GenBank M24447 

โดยมคีวามคลา้ยคลงึของลาํดบันิวคลโีอไทด ์ดงัแสดงในรปูท่ี 3.1  และความคลา้ยคลงึของลาํดบักรดอมโิน 99% ดงัแสดง

ในรปูท่ี 3.2   

นํา recombinant pET15b-NS1D2 plasmid นําเขา้สู ่expression host, E. coli BL21 (DE3) ดว้ยวธิกีารเชื่อม 

ต่อ ดว้ย ligase  จากนัน้เลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ LB ทีม่สีว่นผสมของ ampicillin หลงัจากนัน้ทาํการคดัเลอืกโคลนทีม่ี

ชิน้สว่นของยนี ดว้ยเทคนิค PCR และ restriction fragment analysis จาก NdeI และ XhoI จงึได ้recombinant E. coli ที่

มคีวามสามารถสรา้งโปรตนี Envelope Glycoprotein 
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รปูท่ี 3.1 การเปรยีบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนีสาํหรบั recombinant Envelope glycoprotein เปรยีบเทยีบกบัเชือ้  

Dengue virus serotype 2 สายพนัธุ ์16881. จุด (.) หมายถงึความเหมอืนของนิวคลไีทด ์

 
 

รปูท่ี 3.2 การเปรยีบเทยีบลาํดบัลาํดบักรดอมโินของ recombinant Envelope glycoprotein เปรยีบเทยีบกบัเชือ้ Dengue  

virus  serotype 2 สายพนัธุ ์16881 เครื่องหมายจุด (.) หมายถงึความเหมอืนของกรดอมโิน 
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การสรา้งโปรตีน Envelope Glycoprotein  

1. นํา recombinant E. coli ทีม่คีวามสามารถสรา้งโปรตนี Envelope Glycoprotein มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้แบบ

เหลว LB ทีม่ ี100 µg/mL Amplicillin ทีอุ่ณหภูม ิ 37°C 16-18 ชัว่โมง และ subculture ใน 1,000 mL  LB 

medium ทีอุ่ณหภูม ิ 37°C นาน 3 ชัว่โมงหรอืมคี่า OD600 เท่ากบั 0.6  จากนัน้เหน่ียวนําใหเ้กดิการสรา้งโปรตนี

ดว้ย isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) ทีค่วามเขม้ขน้ 1 mM  เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ทาํการเกบ็เชือ้

จากอาหารเลีย้งเชือ้ดว้ยวธิกีารป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 8,000 rpm เป็นเวลา 20 นาท ีเกบ็ตะกอนทีไ่ด ้

2. นําตะกอนมาละลายดว้ย 1x IB wash buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM EDTA and 1% (v/v) Triton X-

100) ในอตัราสว่น 0.1 เปอรเ์ซน็ตข์อง culture volume  

3. เตมิ lysozyme ทีค่วามเขม้ขน้100 µg/mL เขย่าทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 30 นาท ี

4. นํามา sonicate เป็นเวลา 30-40 นาท ีหรอื จนกว่าสารละลายมลีกัษณะใสไมม่ตีะกอนเซลลเ์หลอือยู่ 

5. นําสารละลายทีไ่ดม้าป ัน่เหวีย่ง ที ่ความเรว็ 10,000 rpm ทีอุ่ณหภูม ิ 4°C เป็นเวลา 30 นาท ี

6. นําเอาสว่นใสมากรองดว้ย filter membrane ขนาด 0.22 um และนํามาทาํใหบ้รสิทุธิ ์ต่อไป  

การทาํโปรตีนให้บริสทุธ์ิ  

1. นําสารละลายโปรตนีทีไ่ดม้าจบักบั Ni-NTA Agarose bead ในหลอดทดลองขนาด 50 mL  (ปรมิาตร bead 2 

mL) โดยเขย่าดว้ยเครื่อง Rocker ทีอุ่ณหภมู ิ4°C เป็นเวลา 10-12 ชัว่โมง  

2. บรรจุสารละลายโปรตนีและ Ni-NTA Agarose bead ลงใน column chromatography โดยยงัไมเ่ปิดปลาย 

columnทิง้ไวจ้นกวา่ bead จะเซทตวัลงมาดา้นล่างของ column จนหมด  

3. เปิดปลาย column เพื่อใหส้ว่นทีเ่ป็น unbound ไหลออก จากกนัน้ลา้ง bead ดว้ย washing buffer ในปรมิาตร 2 

เท่าของปรมิาตรสารละลายโปรตนี  

4. ชะเอาสว่นโปรตนีทีต่อ้งการออกมาดว้ย Elusion buffer* โดนเกบ็เป็นสว่น (fraction) ครัง้ละ 1 mL หลงัจากนัน้

นํา fraction ทีไ่ดไ้ปวดัที ่OD 280 nm  

5. นํา fraction ทีต่อ้งการไป Dialysis ใน 10 mM phosphate buffer pH 9.0 ปรมิาตร 1 ลติร ทีอุ่ณหภูม ิ 4°C เป็น

เวลา 10-12 ชัว่โมง 2 ครัง้ 

6. เกบ็สารละลายโปรตนีทีไ่ด ้นําไปวดัความเขม้ขน้ของโปรตนีดว้ยวธิ ีLowry ตรวจสอบโปรตนีดว้ยวธิ ีSDS-PAGE 

และทดสอบความจาํเพาะกบัตวัอย่างซรีัม่ผูป้ว่ยดว้ยวธิ ีDot-ELISA  

การผลิต Recombinant Envelope Glycoprotein (Lot1/09082013) 

- สามารถผลติ Recombinant Envelope Glycoprotein ทีค่วามเขม้ขน้ 2.3 mg/mL ปรมิาณทีไ่ด ้1.5 mL 

- ตรวจสอบโปรตนี โดยวธิ ีSDS-PAGE และยอ้มโปรตนีดว้ยส ีCoomassie Brilliant Blue ดงัแสดงในรปูท่ี 3.3    

- ทดสอบ immunoreactivity ของโปรตนีกบัตวัอยา่งซรีมัผูป้ว่ย ทีม่ผีลการทดสอบดว้ยวธิ ีAntibody capture ELISA ว่ามี

แอนตบิอดต่ีอไวรสัเดง็กีช่นิด IgM, ชนิด IgG และ ชนิด IgM /IgG  เป็นบวก และซรีัม่คนปกต ิทีม่ผีลการทดสอบดว้ยวธิ ี

Antibody capture ELISA เป็นลบ ดว้ยวธิ ีDot-ELISA ดงัแสดงในรปูท่ี 3.4   
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รปูท่ี 3.3 แสดง recombinant envelope glycoprotein ทีผ่ลติได ้ขนาด 30 kDa ดว้ยวธิ ีSDS-PAGE 

การทดสอบ immunoreactivity ชนิด IgM/IgG ของ recombinant Envelope glycoprotein  

 
 

     

  

รปูท่ี 3.4 แสดงผลการทดสอบ immunoreactivity ชนิด IgM/IgG ของ Recombinant Envelope Glycoprotein ทีผ่ลติได้

กบัตวัอย่างซรีัม่ผูป้ว่ยดว้ยวธิ ีDot-ELISA 

การผลิตชุดทดสอบ โรคเดง็ก่ี ชนิด IgM  

 อยู่ในระหว่างการผลติชุดทดสอบโรคเดง็กี ่ชนิด IgM ม ีRecombinant glycoprotein E เป็นแอนตเิจน ยงัประสบ

ปญัหา ดัง้น้ี 

• non- specific band  ดงัแสดงผลในรปู ซรีมัของทีม่ผีลแอนตบิอด ีIgM +ve ไดจุ้ดกลมผลบวกสแีดง 

ชดัเจน อย่างไรกต็ามยงัพบ non- specific bands  

จุดกลมผลบวก

Non-specific bands

 
 

ใชซ้รีมัของผูป้ว่ยทีม่ผีลแอนตบิอดโีดยวธิ ีELISA เป็นมาตรฐาน:  

A = IgM +ve; B = IgM –ve; C = IgM –ve, IgG –ve  

 

Serum 
IgM+ 

Serum 
IgG + 

Serum 
IgM+/IgG +  

Serum 
Negative 

Anti-His Blank/PBS 

A 

C 

B 
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• จุดกลมผลบวกยงัไม่เขม้ชดัเจน 

 

    
 

อย่างไรกต็ามยงัพบ non- specific bands ต่อมาไดม้กีารสงัเคราะหเ์พื่อผลติ Recombinant Envelope Glycoprotein 

ใหม่ อยูใ่นระหว่างการทดสอบ immunoreactivity ชนิด IgM/IgG 

 

ข้อวิจารณ์ และสรปุข้อเสนอแนะ 

โครงการวจิยัน้ีสามารถผลติตน้แบบผลติภณัฑ ์ชื่อ ชุดทดสอบแบบรวดเรว็การตรวจวนิิจฉยัโรคสครบัไทฟสั 

ชนิด IgM/IgG ซึง่ใชก้ารตรวจหาแอนตบิอดต่ีอโรคสครบัไทฟสั และ ตน้แบบผลติภณัฑ ์ชื่อ ชุดทดสอบแบบรวดเรว็การ

ตรวจวนิิจฉยัโรคเลปโตสไปโรสสิ ชนิด IgM/IgG ซึง่ใชก้ารตรวจหาแอนตบิอดต่ีอโรคเลปโตสไปโรสสิ  ชุดทดสอบทัง้สอง

ชุดน้ีใหผ้ลถูกตอ้งและอ่านผลภายใน 15 นาท ี ชุดทดสอบทัง้สองชุดน้ีจงึเหมาะสมทีจ่ะใชใ้นภาคสนามในบรเิวณทีส่ามารถ

ดแูลรกัษาผูป้ว่ยไดท้นัท ี(Point-of-Care) 

การวนิิจฉัยจําแนกโรคสครบัไทฟสัและโรคเลปโตสไปโรสสิ ในกลุ่มไขเ้ฉียบพลนัมคีวามสาํคญัมาก เน่ืองจาก

เชื้อสาเหตุของทัง้สองโรค โรคสครบัไทฟสั คือเชื้อ Orientia tsutsugamushi และโรคเลปโตสไปโรสสิ คือเชื้อก่อโรค 

Leptospira spp. เป็นเชือ้ทีไ่วต่อยาปฏชิวีนะ ยงัไม่มรีายงานของเชือ้ดือ้ยา เมื่อการวนิิจฉยัโรคทัง้สองโรคกระทาํไดร้วดเรว็

กส็ามารถรกัษาผูป้ว่ยไดท้นัท ีหากผูป้ว่ยไดร้บัการรกัษาชา้ สง่ผลใหก้ารดาํเนินโรคต่อไปจนถงึขัน้ผูป้ว่ยเสยีชวีติได ้

ในการพฒันาชุดทดสอบการวนิิจฉยัโรคสครบัไทฟสั งานวจิยัน้ีไดค้ดัเลอืกยนีทีค่วบคุมการสรา้ง 56kDa type-

specific proteins เพื่อผลติแอนตเิจนจากเชือ้ Orientia tsutsugamushi สายพนัธุ ์Karp, Kato และ Gilliam ได ้

recombinant 56 kDa proteins ของทัง้สามสายพนัธุ ์มลีาํดบันิวคลโีอไทดท์ีม่คีวามคลา้ยคลงึกบัลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีอ่ยูใ่น 

NCBI database เท่ากบัรอ้ยละ 97.8, 97.7 และ 97.4 ตามลาํดบั จากผลการทดสอบ immunoreactivity ชีว้่า recombinant 

56 kDa proteins สามารถใชเ้ป็นแอนตเิจนไดด้มีากในการตรวจหาแอนตบิอดต่ีอทัง้สามสายพนัธุข์องเชือ้ O. 

tsutsugamushi นอกจากนัน้ยงัมลีกัษณะของแอนตเิจนทีเ่หมอืนกบั TA716 และ TA763 อยู่ดว้ย จงึสามารถใชเ้ป็น

แอนตเิจนเพื่อตรวจหาแอนตบิอดต่ีอสายพนัธุ ์TA716 และ TA763 ได ้

การประเมนิชุดทดสอบโรคสครบัไทฟสั ชนิด IgM (Scrub_M) และ ชนิด IgG (Scrub_G) โดยใช ้strip test ซึง่

เตรยีมโดยการหยดแอนตเิจนเอง (version 1) การประเมนิชุดทดสอบโดยใช ้immunofluorescence assay (IFA) เป็นวธิี

มาตรฐาน ไดใ้ชชุ้ดทดสอบกบัตวัอย่างตรวจซรีมั จาํนวน 60 ตวัอย่าง ประกอบดว้ย scrub typhus 30 ตวัอย่าง และ non-

scrub typhus 30 ตวัอย่าง (leptospirosis 24 ตวัอย่าง และ dengue 6 ตวัอย่าง) พบว่าชุดทดสอบ Scrub typhus ชนิด 

IgM (Scrub_M) ไดผ้ลลบตรงกนัรอ้ยละ 100  กบัผลลบในกลุ่ม IFA ชนิด IgM (IFA_M) (titer <1:50 และ titer 1:50) 

สาํหรบัในกลุ่มผลบวก IFA ชนิด IgM (IFA_M) (titer 1:400 ถงึ > 1:6400) พบว่าไดผ้ลบวกตรงกนัรอ้ยละ 100  สาํหรบั

ชุดทดสอบ Scrub typhus ชนิด IgG (Scrub_G) พบว่าไดผ้ลลบตรงกนัรอ้ยละ 97  กบัผลลบในกลุ่ม IFA ชนิด IgG 

(IFA_G) (titer <1:50) สาํหรบัในกลุ่มผลบวก IFA ชนิด IgG (IFA_G) (titer 1:400 ถงึ > 1:6400) พบว่าไดผ้ลบวกตรงกนั

รอ้ยละ 100 
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การประเมนิชุดทดสอบใช ้strip test ซึง่เตรยีมโดยการพ่น (spray) แอนตเิจนตามมาตรฐาน (version 2) โดย

ทดสอบชุดตรวจ Scrub IgM & IgG กบัซรีมัจากผูป้ว่ยไขเ้ฉียบพลนั จาํนวน 320 ตวัอย่าง  ผูป้ว่ยโรคสครบัไทฟสัโดยใช้

เกณฑก์ารพจิารณาผลบวกจากค่า titer ของ indirect immunofluorescence assay (IFA) (titer > 1:400) พบว่า ในกลุ่ม

ผูป้ว่ยโรคสครบัไทฟสั ซรีมัทีม่ผีลบวก (IFA_IgM, titer > 1:400) จาํนวน 100 ตวัอย่างไดผ้ลบวกตรงกนัรอ้ยละ 98 สาํหรบั

ในกลุ่มซรีมัผลลบ (IFA_IgM, titer < 1:50)  Scrub_M ไดผ้ลลบตรงกนัรอ้ยละ 94.5 สาํหรบัในกลุ่มผูป้ว่ยโรคสครบัไทฟสั 

ซรีมัทีม่ผีลบวก (IFA_IgG, titer > 1:400) จาํนวน 97 ตวัอย่างไดผ้ลบวกตรงกนัรอ้ยละ 95.9 ในกลุ่มซรีมัทีม่ผีลลบ 

(IFA_IgG, titer < 1:50 - 1:200) Scrub_G ไดผ้ลลบตรงกนัรอ้ยละ 82.1 

การประเมนิผลติภณัฑต์น้แบบชดุทดสอบโรคสครบัไทฟสั ชนิด IgM (Scrub_M) และ ชนิด IgG (Scrub_G) เมื่อ

เปรยีบเทยีบกบัวธิมีาตรฐาน indirect immunofluorescence assay (IFA) โดยใชเ้กณฑก์ารพจิารณาผลบวกจากค่า titer 

ของ IFA (titer > 1:400) กบัตวัอย่างตรวจซรีมั จาํนวน 318 ตวัอย่าง ประกอบดว้ย scrub typhus จาํนวน 100 ตวัอย่าง 

และ non-scrub typhus จาํนวน 218 ตวัอย่าง (leptospirosis จาํนวน 53 ตวัอย่าง, dengue จาํนวน 96 ตวัอย่าง, มวิรนีไท

ฟสั จาํนวน 30 ตวัอย่าง และ โรคไม่ทราบสาเหตุ จาํนวน 39 ตวัอย่าง) ค่าการประเมนิชุดทดสอบ Scrub_M/G มคีวามไว

รอ้ยละ 97.0 ความจาํเพาะรอ้ยละ 100 ค่าทาํนายผลบวก รอ้ยละ 100 และค่าทาํนายผลลบ 98.6 หากพจิารณาแยก 

สาํหรบัค่าการประเมนิชุดทดสอบ Scrub_M มคีวามไวรอ้ยละ 81.0 ความจาํเพาะรอ้ยละ100 ค่าทาํนายผลบวก รอ้ยละ 

100 และค่าทาํนายผลลบ รอ้ยละ 92.0 ค่าการประเมนิชุดทดสอบ Scrub_G มคีวามไวรอ้ยละ 93.0 ความจาํเพาะรอ้ยละ

100 ค่าทาํนายผลบวก รอ้ยละ 100 และค่าทาํนายผลลบ 96.9 

การประเมนิชุดทดสอบโรคเลปโตสไปโรสสิ ซึง่เตรยีมโดยการหยดแอนตเิจนเอง (version 1) ชนิด IgM 

(LepProt_M) ซึง่ม ีrecombinant ETF protein เป็นแอนตเิจน และ LepLPS_M ซึง่ม ีLPS เป็นแอนตเิจนดงั กบัค่า titer 

ของ IFA ชนิด IgM (IFA_M) ต่อ leptospirosis พบว่าในกลุ่มผลลบของ IFA_M (titer <1:50) ไดผ้ลลบตรงกนัดว้ย 

LepProt_M และ LepLPS_M คดิเป็นรอ้ยละ 43.5 สาํหรบัในกลุ่มผลบวกของ IFA_M titer 1:400 ถงึ > 1:6400 ไดผ้ลบวก

ตรงกนัดว้ย LepProt_M คดิเป็นรอ้ยละ  44.4 (4 ใน 9 ตวัอย่าง) ตามลาํดบั สาํหรบั LepLPS_M ไดผ้ลบวกทุกตวัอย่าง 

การประเมนิชุดทดสอบโรคเลปโตสไปโรสสิ ชนิด IgM (LepProt_M) และ ชนิด IgG (LepProt_G) การประเมนิ

ชุดทดสอบ โดยใช ้immunofluorescence assay (IFA) เป็นวธิมีาตรฐาน ไดใ้ชชุ้ดทดสอบกบัตวัอย่างตรวจซรีมั จาํนวน 

60 ตวัอย่าง ประกอบดว้ย leptospirosis 24 ตวัอย่าง และ non-scrub typhus 36 ตวัอย่าง (scrub typhus 30 ตวัอย่าง 

และ dengue 6 ตวัอย่าง) พบว่าชุดทดสอบ leptospirosis ชนิด IgM (LepProt_M) ไดผ้ลลบตรงกนัรอ้ยละ 70.6   กบัผล

ลบในกลุ่ม IFA ชนิด IgM (IFA_M) (titer <1:50 – 1:200) สาํหรบัในกลุ่มผลบวก IFA ชนิด IgM (IFA_M) (titer 1:400 ถงึ 

> 1:6400) พบว่าไดผ้ลบวกตรงกนัรอ้ยละ 44.4  สาํหรบัชุดทดสอบ leptospirosis ชนิด IgG (LepProt_G) พบว่าไดผ้ลลบ

ตรงกนัรอ้ยละ 66.7  กบัผลลบในกลุ่ม IFA ชนิด IgG (IFA_G) (titer <1:50 – 1:200) สาํหรบัในกลุ่มผลบวก IFA ชนิด 

IgG (IFA_G) (titer 1:400 ถงึ > 1:6400) พบว่าไดผ้ลบวกตรงกนัรอ้ยละ 44.4 

เมื่อวเิคราะหผ์ลทดสอบทีไ่มต่รงกนัระหว่างชุดทดสอบ LepProt_M และ LepProt_G กบัค่า titer ของ IFA ชนิด 

IgM/IgG (IFA_M/IFA_G) ในกลุ่มผลลบของ IFA_M พบว่า LepProt_M ไดผ้ลบวก +S จาํนวน 7/8 ตวัอย่าง ทีไ่ดผ้ลบวก

ของทัง้ LepProt_G และ leptospiral antigen สาํหรบัในกลุ่มผลลบของ IFA_G พบผลบวก +M/+S ดว้ย LepProt_G 

จาํนวน 9/13 ตวัอย่าง ซึง่ไดผ้ลบวกของทัง้ IFA_M/LepProt_M และ leptospiral antigen พอสรุปไดว้่าหากทดสอบซรีมั

ดว้ยชุดทดสอบ LepProt_M และ LepProt_G ไดผ้ลบวกของทัง้ LepProt_M และ LepProt_G การแปลผลไดว้่า ผูป้ว่ยเพิง่

มกีารตดิเชือ้ leptospirosis  
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เมื่อวเิคราะหผ์ลของ LepProt_M และ LepProt_G ในกลุ่มซรีมัผลบวก (IFA_IgM/IgG, titer > 1:400) ไดผ้ลลบ

รอ้ยละ 55.6 แสดงว่าการตรวจหาแอนตบิอดยีงัไม่ดพีอ สมควรทีจ่ะปรบัปรุงแกไ้ข เช่น บปัเฟอร ์เมมเบรน และ conjugate 

เป็นตน้ เมื่อทราบปญัหาจงึไดพ้ฒันาจนกระทัง่ไดแ้อนตเิจนทีด่ใีชใ้น strip test เมื่อวเิคราะหผ์ลของ LepLPS_M ได้

ผลบวกเกอืบทุกตวัอย่าง อาจเป็นไปไดว้่ามคีวามไวสงูมากหรอืมปีญัหาของผลบวกปลอม จาํเป็นตอ้งมกีารทดสอบต่อไป 

ในการประเมนิชุดทดสอบ ใช ้strip test ซึง่เตรยีมโดยการหยดแอนตเิจนเอง (version 1) เทยีบกบัชุดทดสอบที่

มวีางจาํหน่าย  SD BIOLINE Leptospira IgM/IgG (SD Lep_M/G)  ซึง่มคีวามไวรอ้ยละ 96.2 และความจาํเพาะรอ้ยละ 

95.7  จากการศกึษาพบว่า ไม่สามารถใชผ้ลการแยกเชือ้เป็นวธิมีาตรฐาน อย่างไรกต็ามหากใชผ้ลการแยกเชือ้เป็นวธิี

มาตรฐาน พบว่า LepProt_M มคีวามไวสงูกว่า SD Lep_M ในดา้นการตรวจหาแอนตบิอดใีนระยะตน้ของโรค (early 

detection) สาํหรบัการใชผ้ล microscopic agglutination test (MAT) ทีม่ผีลบวก titer > 1:400 เป็นวธิมีาตรฐาน พบว่าชุด

ทดสอบ LepProt_M/G มคีวามไว ค่าทาํนายผลบวก และค่าทาํนายผลลบ สงูกว่า SD_M/G ยกเวน้ SD_M มคีวาม 

จาํเพาะ (รอ้ยละ 100) สงูกว่า LepProt_M (รอ้ยละ 91.7)  

ประเดน็เสนอแนะแนวทางเกีย่วกบัการวจิยัในโครงการน้ี ดงัน้ี 

1. การคดัเลอืกยนีทีค่วบคุมการสรา้งโปรตนีทีต่อ้งการ ตอ้งมคีุณสมบตัเิป็นแอนตเิจนทีด่แีละมคีวามจําเพาะสงูไม่มี

ปฏกิริยิาขา้ม  

2. ขนาดของโปรตนีไม่ควรใชโ้ปรตนีขนาดเลก็เกนิไป เน่ืองจากไดเ้ปรยีบเทยีบขนาดของโปรตนีทีใ่ชใ้นโรคสครบัไท

ฟสั (56kDa) กบั ขนาดของโปรตนีทีใ่ชใ้นโรคเลปโตสไปโรสสิ (25kDa) ขนาดของโปรตนี 25kDa มปีญัหาในการ

จบั (binding) กบัเมมเบรน ซึง่ตอ้งใชเ้วลานานในการแกป้ญัหาขอ้น้ี 

3. ปญัหาของ non-specific reaction ทีพ่บในซรีมัทาํใหเ้กดิผลบวกปลอม (false positive) 

ไดแ้กป้ญัหาโดยหยดซรีัม่ ลงบนเมมเบรนก่อน ตามดว้ยหยดบฟัเฟอรใ์นหลุม sample pad เพื่อให ้non-specific 

reaction จบักบัเมมเบรนทีต่ําแหน่งทีห่ยดซรีมั จงึไม่ซํ้าซอ้นปฏกิริยิาการจบัระหว่างแอนตบิอดจีาํเพาะกบั

แอนตเิจน 

 

เป็นทีน่่าเสยีดายทีโ่ครงการน้ียงัไม่สามารถผลติ multiplex antibody ทัง้สองโรคใหอ้ยู่ในแถบทดสอบเดยีวกนัได ้

คณะผูว้จิยัจะดาํเนินการนําผลงานทีไ่ดจ้ากโครงการน้ีเชื่อมโยงกบัการวจิยัและพฒันาต่อยอดต่อไปเพื่อใหส้มัฤทธิผ์ลตาม

วตัถุประสงคแ์ละเป้าหมายของโครงการ 
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ชุดทดสอบ  
Scrub IgM (Scrub_M)  
Scrub IgG (Scrub_G) 

 
 

คู่มือการใช้งาน 

ต้องอ่านคู่มือการใช้งานและวิธีการแปลผลโดยละเอียดก่อนใช้ 

 

ชุดทดสอบ Scrub IgM (Scrub_M)  & Scrub IgG (Scrub_G) ใหผ้ลการตรวจอย่างรวดเรว็และแม่นยาํภายใน 

15 นาท ีโดยใชห้ลกัการ Immunochromatography อ่านผลไดด้ว้ยตาเปล่าและไม่ตอ้งใชเ้ครื่องมอืพเิศษ ใชใ้นการตรวจ

เบือ้งตน้ เพื่อตรวจหาแอนตบิอดชีนิด IgM หรอื IgG ต่อ Scrub typhus ในตวัอย่างซรีมัของผูป้ว่ย 

ส่วนประกอบของชุดตรวจชนิด IgM หรอื IgG 

ชุดตรวจ 1 กล่อง สามารถใชต้รวจวดัได้ 35 ตวัอย่าง พรอ้มอุปกรณ์สาํหรบัการตรวจ ประกอบดว้ย 

1. แถบตรวจซึง่บรรจุในซองอลมูเินียม 

2. ขวดบรรจุน้ํายาบฟัเฟอร ์(Buffer reagent) จาํนวน 1 ขวด 

3. คู่มอืการใชง้าน 

การเตรียมส่ิงส่งตรวจ ประสทิธภิาพของการตรวจขึน้อยู่กบัคณุภาพของสิง่สง่ตรวจและปรมิาณแอนตบิอดทีีม่ ี สิง่สง่

ตรวจทีใ่ชค้วรเป็นสิง่สง่ตรวจเกบ็ใหม่ หากเป็นสิง่สง่ตรวจทีแ่ช่เยน็ แช่แขง็ หรอืเจอืจางมาก่อนแลว้อาจทาํใหป้ระสทิธภิาพ

ของการตรวจลดลง 

ขัน้ตอนและวิธีการทดสอบ 

1. การทดสอบตอ้งทาํทีอุ่ณหภมูหิอ้ง (ประมาณ 25 องศาเซลเซยีส) โดยตอ้งนําซองบรรจแุถบตรวจ และขวดบรรจุน้ํายา

อยู่ทีอุ่ณหภูมหิอ้งอย่างน้อย 30 นาท ี
2. ฉีกซองบรรจแุถบตรวจ เมือ่ฉีกซองแลว้ต้องใชภ้ายในเวลาไมเ่กนิ 15 นาท ี

3. นําตวัอย่างซรีมัทีต่อ้งการตรวจปรมิาณ 5 ul โดยใช ้autopipette หยดลงทีต่ําแหน่งซา้ยมอืชิ ด w i n d o w ของ

แถบตรวจ (S1) 

4. หยด buffer จํานวน 4 หยด (100 ไมโครลติร) ในบรเิวณใสต่วัอย่าง  [Sample area (S2)] ทีป่ลายแถบตรวจ  

5. อ่านผลทีเ่วลา 15 นาท ีหลงัหยด หา้มอ่านผลหลงัจาก 30 นาท ีไปแลว้ 

การแปลผล 

อ่านผลโดยดจูากแถบสมีว่งแดงในช่องอ่านผลทีต่ําแหน่ง C (แถบควบคุมหรอื Control line) และทีต่ําแหน่ง T (Test line) 
ผลบวก (Positive) : ปรากฏแถบทีต่ําแหน่ง T และแถบทีต่าํแหน่ง C แสดงว่า พบแอนตบิอดต่ีอ Scrub typhus 

ผลลบ (Negative) : ปรากฏ 1 แถบทีต่ําแหน่ง C 

อ่านผลไม่ได ้(Invalid) : ไมป่รากฏแถบทีตํ่าแหน่ง C หรอื ทัง้แถบทีตํ่าแหน่ง C และทีต่ําแหน่ง T ถอืว่าไมส่ามารถอ่าน

ผลได ้ใหท้าํการทดสอบซํ้าอกีครัง้ โดยใชต้วัอย่างใหม่และชุดตรวจใหม่ หากยงัไดผ้ลเหมอืนเดมิ แสดงว่าตวัอย่างนัน้ไม่

สามารถทดสอบไดด้ว้ยวธิน้ีี 
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ข้อจาํกดัของชุดทดสอบ คาํเตอืนและข้อระวงั 
1. ชุดตรวจ Scrub IgM & IgG น้ี ใชใ้นการตรวจเบ้ืองตน้ ซ่ึงผลการทดสอบท่ีไดจ้ะตอ้งใชป้ระกอบกบัขอ้มูล และผล

การตรวจอ่ืนๆดว้ย 
2. การทดสอบตอ้งปฏิบติัตามวิธีท่ีไดร้ะบุไวอ้ยา่งเคร่งครัด หากไม่ทาํตามขั้นตอนอาจให้ผลคลาดเคล่ือนได ้

การเกบ็รักษา ชุดตรวจน้ีมีอายกุารใชง้านถึงวนัหมดอายท่ีุพิมพไ์วข้า้งซองบรรจุ ให้เก็บชุด ตรวจในท่ีแหง้ อุณหภูมิ 4-30 องศา

เซลเซียส หา้มแช่แขง็ หา้มถูกแสงแดด โดยตรง หากเก็บชุดตรวจในตูเ้ยน็ใหน้าํมาไวท่ี้อุณหภูมิห้อง โดยตอ้งนาํ ซองบรรจุแถบ

ตรวจ และขวดบรรจุนํ้ ายา มาอยูท่ี่อุณหภูมิหอ้งอยา่งนอ้ย 30 นาทีก่อนใชง้าน 
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 ชุดทดสอบ  
Lepto-Protein IgM (LeptoProt_M)  
Lepto-Protein IgG (LeptoProt_G) 

 

คูม่อืการใชง้าน 
ต้องอ่านคูม่อืการใชง้านและวธิกีารแปลผลโดยละเอยีดก่อนใช ้

 

ชุดตรวจ Lepto-Protein IgM (LepProt_M) & IgG (LepProt_G)  ใหผ้ลการตรวจอย่างรวดเรว็และแมน่ยําภายใน 

15 นาท ี โดยใชห้ลกัการImmunochromatography อ่านผลไดด้ว้ยตาเปล่าและไม่ตอ้งใชเ้ครื่องมอืพเิศษ ใชใ้นการตรวจ

เบือ้งตน้ เพื่อตรวจหาแอนตบิอดชีนิด IgM หรอื IgG ต่อ Leptospira ในตวัอย่างซรีมัของผูป้ว่ย 

ส่วนประกอบของชุดตรวจชนิด IgM  

ชุดตรวจ 1 กล่อง สามารถใชต้รวจวดัได้ 35 ตวัอย่าง พรอ้มอุปกรณ์สาํหรบัการตรวจ ประกอบดว้ย 

1. แถบตรวจซึง่บรรจุในซองอลมูเินียม 

2. ขวดบรรจุน้ํายาบฟัเฟอร ์(Buffer reagent) จาํนวน 1 ขวด 

3. คู่มอืการใชง้าน 
การเตรียมส่ิงส่งตรวจ ประสทิธภิาพของการตรวจขึน้อยู่กบัคณุภาพของสิง่สง่ตรวจและปรมิาณแอนตบิอดทีีม่ ี สิง่สง่

ตรวจทีใ่ชค้วรเป็นสิง่สง่ตรวจเกบ็ใหม่ หากเป็นสิง่สง่ตรวจทีแ่ช่เยน็ แช่แขง็ หรอืเจอืจางมาก่อนแลว้อาจทาํใหป้ระสทิธภิาพ

ของการตรวจลดลง 

ขัน้ตอนและวิธีการทดสอบ 

1. การทดสอบตอ้งทาํทีอุ่ณหภมูหิอ้ง (ประมาณ 25 องศาเซลเซยีส) โดยตอ้งนําซองบรรจแุถบตรวจ และขวดบรรจุน้ํายา

อยู่ทีอุ่ณหภูมหิอ้งอย่างน้อย 30 นาท ี
2. นําตวัอย่างซรีมัทีต่อ้งการตรวจ เจอืจางดว้ยน้ํายาบฟัเฟอร ์ในอตัราสว่น 1:50 โดยใช ้autopipette ผสมใหเ้ขา้กนัโดย

การเขย่าหลอด หรอื vortex เมือ่เสรจ็แลว้นําไปตรวจโดยใชแ้ถบตรวจทนัท ี

3. ฉีกซองบรรจแุถบตรวจ เมือ่ฉีกซองแลว้ต้องใชภ้ายในเวลาไมเ่กนิ 15 นาท ี

4. ใช ้ autopipette ดดู-ปล่อย Serum ทีเ่จอืจางแลว้ 5-10 ครัง้ แลว้หยดลงในบรเิวณใสต่วัอย่าง  [Sample area (S)] ที่

ปลายแถบตรวจ จํานวน 100 ไมโครลติร 
5. อ่านผลทีเ่วลา 15 นาท ีหลงัหยด หา้มอ่านผลหลงัจาก 30 นาท ีไปแลว้ 
 

การแปลผล 

อ่านผลโดยดจูากแถบสมีว่งแดงในช่องอ่านผลตําแหน่ง C (แถบควบคุมหรอื Control line) และจุดวงกลมทีต่ําแหน่ง T 

(Test line) 
ผลบวก : ปรากฏ จุดกลมทีต่ําแหน่ง T และแถบทีต่ําแหน่ง C แสดงว่า พบแอนตบิอดชีนิด IgM หรอื IgG ต่อ 

Leptospira ในตวัอย่างซรีมัของผูป้ว่ย 

ผลลบ : ปรากฏ 1 แถบทีต่ําแหน่ง C 

อ่านผลไม่ได ้: ไมป่รากฏแถบทีตํ่าแหน่ง C หรอื ทัง้แถบทีตํ่าแหน่ง C และจุดกลมทีต่ําแหน่ง T  ถอืว่าไมส่ามารถอ่าน-

ผลได ้ใหท้าํการทดสอบซํ้าอกีครัง้ โดยใชต้วัอย่างใหม่และชุดตรวจใหม่ หากยงัไดผ้ลเหมอืนเดมิ แสดงว่าตวัอย่างนัน้ไม่

สามารถทดสอบไดด้ว้ยวธิน้ีี 
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T        CS

T        CS

T        CS

T        CS

การอ่านผล / Interpret

Positive

Negative

Invalid

Invalid
 

 

ข้อจาํกดัของชุดทดสอบ คาํเตือนและข้อระวงั 

1.ชุดทดสอบ   LepProt_M & IgG LepProt_G น้ี ใชใ้นการตรวจเบือ้งตน้ ซึง่ผลการทดสอบทีไ่ด้จะต้องใชป้ระกอบกบัขอ้มลู 

และผลการตรวจอื่นๆดว้ย 

2.การทดสอบต้องปฏบิตัติามวธิทีีไ่ดร้ะบุไวอ้ย่างเคร่งครดั หากไม่ทาํตามขัน้ตอนอาจใหผ้ลคลาดเคลื่อนได้ 
 

การเกบ็รกัษา ชุดตรวจน้ีมอีายุการใชง้านถงึวนัหมดอายุทีพ่มิพ์ไวข้า้งซองบรรจุ ใหเ้กบ็ชุดทดสอบ   ในทีแ่หง้ อุณหภมู ิ4-

30 องศาเซลเซยีส หา้มแช่แขง็ หา้มถูกแสงแดด โดยตรง หากเกบ็ชุดตรวจในตู้เยน็ใหนํ้ามาไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง โดยตอ้งนํา 

ซองบรรจุแถบตรวจ และขวดบรรจุน้ํายา มาอยูท่ีอุ่ณหภมูหิอ้งอยา่งน้อย 30 นาทก่ีอนใชง้าน 
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ชุดตรวจ UK 

Lepto-LPS IgM 

 

 

 

คูม่อืการใชง้าน 
ต้องอ่านคูม่อืการใชง้านและวธิกีารแปลผลโดยละเอยีดก่อนใช ้

 

ชุดตรวจ Lepto-LPS IgM ใหผ้ลการตรวจอย่างรวดเรว็และแมน่ยําภายใน 15 นาท ี โดยใชห้ลกัการ

Immunochromatography อ่านผลไดด้ว้ยตาเปล่าและไม่ตอ้งใชเ้ครื่องมอืพเิศษ ใชใ้นการตรวจเบือ้งตน้ เพื่อตรวจหา

แอนตบิอดชีนิด IgM ต่อ Leptospira ในตวัอย่างซรีัม่ของผูป้ว่ย 

ส่วนประกอบของชุดตรวจชนิด IgM  

ชุดตรวจ 1 ถุง สามารถใชต้รวจวดัได ้10 ตวัอย่าง พรอ้มอุปกรณ์สาํหรบัการตรวจ ประกอบดว้ย 
1.แถบตรวจซึง่บรรจุในซองอลมูเินียม 
2.ขวดบรรจุน้ํายาบฟัเฟอร ์จาํนวน 1 ขวด หา้มแช่เยน็ 
3.คู่มอืการใชง้าน 

 

การเตรียมส่ิงส่งตรวจ ประสทิธภิาพของการตรวจขึน้อยู่กบัคณุภาพของสิง่สง่ตรวจและปรมิาณแอนตบิอดทีีม่สี ิง่สง่ตรวจที่

ใชค้วรเป็นสิง่สง่ตรวจเกบ็ใหม ่หากเป็นสิง่สง่ตรวจทีแ่ช่เยน็ แช่แขง็ หรอืเจอืจาง มาก่อนแลว้อาจทาํใหป้ระสทิธภิาพของการ

ตรวจลดลง 

ขัน้ตอนและวิธีการทดสอบ 

 1. การทดสอบตอ้งทาํทีอุ่ณหภมูหิอ้ง (ประมาณ 25 องศาเซลเซยีส) โดยต้องนําซองบรรจแุถบตรวจ มาอยู่ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง

อย่างน้อย 30 นาท ี
 2. หยด Serum 10 ไมโครลติร  

 3. หยดน้ํายาบฟัเฟอร ์100 ไมโครลติร  

 4. อ่านผลทีเ่วลา 15 นาท ีหลงัหยด หา้มอ่านผลหลงัจาก 30 นาท ีไปแลว้ 
 

การแปลผล 

อ่านผลโดยดจูากแถบสมีว่งแดงในช่องอ่านผลตําแหน่ง C (แถบควบคุมหรอื 
Control line) และตําแหน่ง T (แถบแอนตเิจน หรอื Test line) 
ผลบวก :ปรากฏแถบสทีีต่ําแหน่ง T และแถบทีต่ําแหน่ง C แสดงว่า พบ แอนตบิอดต่ีอ Leptospirosis 

ผลลบ :     ปรากฏ 1 แถบสทีีต่าํแหน่ง C 
อ่านผลไม่ได ้: ไมป่รากฏแถบสทีีตํ่าแหน่ง C ถอืว่าไมส่ามารถอ่านผลได ้ใหท้าํการทดสอบซํ้าอกีครัง้ โดยใชต้วัอย่างใหม่

และชุดตรวจใหม่ หากยงัไดผ้ลเหมอืนเดมิ แสดงว่า ตวัอย่างนัน้ไมส่ามารถทดสอบไดด้ว้ยวธิน้ีี 
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ข้อจาํกดัของชุดทดสอบ คาํเตือนและข้อระวงั 

1.ชุดตรวจ LeptoKit IgM น้ี ใชใ้นการตรวจเบือ้งตน้ ซึง่ผลการทดสอบทีไ่ด้จะต้องใชป้ระกอบกบัขอ้มลู และผลการ

ตรวจอื่นๆดว้ย 
2.การทดสอบต้องปฏบิตัติามวธิทีีไ่ดร้ะบุไวอ้ย่างเคร่งครดั หากไม่ทาํตามขัน้ตอนอาจใหผ้ลคลาดเคลื่อนได้ 

  3.ฉีกซองบรรจุแถบตรวจ เมือ่ฉีกซองแลว้ต้องใชภ้ายในเวลาไมเ่กนิ 15 นาท ี
 

การเกบ็รกัษา ชุดตรวจน้ีมอีายุการใชง้านถงึวนัหมดอายุทีพ่มิพ์ไวข้า้งซองบรรจุ ใหเ้กบ็ชุด ตรวจในทีแ่หง้ อุณหภูม ิ4-30 

องศาเซลเซยีส หา้มแช่แขง็ หา้มถูกแสงแดด โดยตรง หากเกบ็ชุดตรวจในตู้เยน็ใหนํ้ามาไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง โดยตอ้งนํา 

ซองบรรจุแถบตรวจ มาอยู่ทีอุ่ณหภูมหิอ้งอย่างน้อย 30 นาทก่ีอนใชง้าน 

                                      

 


