
c3-:lnt::::S 
NSTD~ 

4
bcae>.:t 

n1ca~fAJ'U1~fI\Jlca1~1il~QtJVf1bbe>'U;}b'~'U'tJe>.:t biltf[\Jlflltf[ca~fl bbil~l,j\~.:t~ 
I II 

bbtJtJ~~~l'U1:f'lca3J11V1nca1VJVi\Jlca1~1~i.:tfle>.:t1caf'lt'U"flflca1~"flb~tJ1 
~ . . 

Development of an immunochromatographic test for double 

diagnosis of Leptospirosis and Dengue fever 
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โครงการวิจัยเรื่องการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยหาแอนติเจนของ เลปโตสไปโรซีส และไข้เด็งกี่

แบบอิมมูโนโครมาโทกราฟีที่ตรวจได้ท้ังสองโรคในชุดตรวจชุดเดียวนี้ได้รับการสนับสนุนจากทุนอุดหนุนการ
วิจัย สถาบันวิจัยระบบสาธารณสุข (สวรส) และ ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ 
(สวทช) ประจ าปี 2557-2559 คณะผู้วิจัยขอขอบพระคุณหน่วยงาน (สวรส และ สวทช) ที่ให้การสนับสนุน
ทุนวิจัย และขอขอบพระคุณผู้ทรงคุณวุฒิส าหรับความไว้วางใจและให้โอกาสได้ท างานวิจัย 

คณะผู้วิจัยขอขอบคุณบุคคลที่มีส่วนสนับสนุนการวิจัยของโครงการนี้ดังนี้ 
ศาสตราจารย์ นายแพทย์ ประเสริฐ เอ้ือวรากุล ที่สนับสนุนและให้ข้อเสนอแนะที่เป็นประโยชน์ 

รองศาสตราจารย์แพทย์หญิงดาราวรรณ วนะชิวนาวิน อดีตหัวหน้าภาควิชาปรสิตวิทยา รองศาสตราจารย์
แพทย์หญิง ดร. อัญชลี ตั้งตรงจิตร หัวหน้าภาควิชาปรสิตวิทยา และเจ้าหน้าที่ของภาควิชาปรสิตวิทยา 
คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล ทุกคนที่ให้ความสะดวกและช่วยเหลืออย่างดียิ่ง 
ขอบคุณผู้ช่วยวิจัย และเจ้าหน้าที่ทุกคนของห้องปฏิบัติการวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยี ภาควิชาปรสิตวิทยา 
และศูนย์วิจัยความเป็นเลิศด้านโปรตีนรักษาโรคและพันธุวิศวกรรมแอนติบอดี (Center of Research 
Excellence on Therapeutic Proteins and Antibody Engineering) คณ ะแพท ยศาสตร์ศิ ริ ร าช
พยาบาล ที่ร่วมท างานอย่างทุ่มเทในส่วนต่างๆ ในโครงการวิจัยนี้จนท าให้งานส าเร็จลุล่วงตามวัตถุประสงค์
อย่างดียิ่ง ขอขอบพระคุณศาสตราจารย์แพทย์หญิง ยุพิน ศุพุทธมงคลและเจ้าหน้าที่ที่เอ้ือเฟ้ือตัวอย่างซีรัม
ของผู้ ป่ วยและการ validate test kits ขอบคุณ  ดร. ชัญ ญ า พุทธิขัน ธ์  จากหน่ วยปฏิบั ติ การ
เทคโนโลยีชีวภาพทางการแพทย์ และหน่วยวิจัยไข้เลือดออก คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล ที่เตรียม
แอนติเจนและแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนาลต่อเชื้อไวรัสเด็งก่ี  

โครงการวิจัยนี้ได้รับความเอ้ือเฟ้ือเกี่ยวกับอุปกรณ์และเครื่องมือการวิจัยส่วนหนึ่งจากสถานส่งเสริม
การวิจัย  คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล และภาควิชาจุลชีววิทยาและอิมมิวโนโลยี  คณะ
เวชศาสตร์เขตร้อน  
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บทคัดย่อ 
 
จุดประสงค์หลักของการศึกษาโครงการวิจัยนี้คือการพัฒนาชุดตรวจส าเร็จรูปในรูปแบบอิมมิวโน

โครมาโทกราฟี (ICT) เพ่ือใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคฉี่หนู (leptospirosis) และโรคไข้เลือดออก (Dengue 
fever)  ในลักษณะการตรวจหาแอนติเจนของเชื้อ โดยได้ด าเนินการพัฒนาชุดตรวจส าเร็จรูปในรูปแบบอิม
มิวโนโครมาโทกราฟี เพ่ือใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคฉี่หนู ดังนี้ 1. การคัดเลือกคู่ของแอนติบอดีที่เหมาะสม
ในการตรวจแอนติเจนของเชื้อเลบโตสไปรา (โมโนโคลนาล แอนติบอดี โคลน LD5, LE1 และ LF9 จาก
คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล และโคลน 3, 81 และ 82 จากคณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย) 2. การพัฒนารูปแบบที่เหมาะสมของชุดตรวจแบบ ICT แบบ MAb1-MAb2 
หรือ MAb-PAb หรือ PAb-MAb 3. ด าเนินการเก็บตัวอย่างซีรัมจากผู้ป่วยที่มีไข้ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์
จากศาสตราจารย์แพทย์หญิง ยุพิน ศุพุทธมงคล โรงพยาบาลศิริราช และ 4. ด าเนินการประเมิน
ประสิทธิภาพของชุดตรวจที่ผลิตขึ้นโดยท าการตรวจสอบกับซีรัมที่เตรียมไว้เปรียบเทียบกับผลการวินิจฉัยที่
ทราบแล้ว 

ส าหรับกิจกรรมข้อที่ 1 ด าเนินการประเมินโดย รองศาสตราจารย์ ดร. สุรศักดิ์  วงศ์รัตนชีวิน 
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น (คนกลาง) จากผลการประเมินพบว่า โมโน
โคลนาล แอนติบอดีโคลน LD5 และ LE1 จากคณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล เหมาะสมในการน าไป
พัฒนาชุดตรวจเชื้อเลปโตสไปรา ดังนั้น ในการพัฒนาชุดตรวจแบบ ICT คณะผู้วิจัยใช้ MAbLE1 ติดฉลาก
อนุภาคทองค า และ สเปรย์ลงบน conjugate pad และ MAbLD5 สเปรย์ลงบนแผ่นเมมเบรนที่ต าแหน่ง 
Test line ส าหรับ Control line คณะผู้วิจัยใช้  Goat anti-mouse immunoglobulin ในอีกรูปแบบ
หนึ่ง คณะผู้วิจัยใช้ โพลีโคลนาล แอนติบอดี จากกระต่ายที่จ าเพาะกับ pathogenic Leptospira ติดฉลาก
กับอนุภาคทองค า และใช้ MAbLD5 เป็น Test line และ Goat anti-mouse immunoglobulin เป็น 
Control line ชุดตรวจที่ พัฒนาขึ้นทั้งสองรูปแบบสามารถตรวจโปรตีนของเชื้อได้ต่ าที่สุดที่  0.375 
ไมโครกรัม และจ าเพาะต่อเชื้อเลปโตสไปราโดยไม่ท าปฏิกิริยากับแบคทีเรียอ่ืน (น ามาทดสอบ 27 สาย
พันธุ์)  

คณะผู้วิจัยได้ด าเนินการประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจที่ผลิตขึ้นโดยท าการตรวจสอบกับซีรัมที่
เตรียมไว้จ านวน 60 ตัวอย่าง โดยทราบในภายหลังว่าเป็นซีรีมจากผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าติดเชื้อเลป
โตสไปรา จ านวน 14 ตัวอย่าง ซีรัมจากผู้ป่วยที่ติดเชื้อสครัปไทฟัส 16 ตัวอย่าง และซีรัมจากผู้ป่วยที่ติดเชื้อ
ไข้เลือดออกจ านวน 30 ตัวอย่าง ผลการทดสอบด้วยชุดตรวจแบบ ICT พบว่าให้ผลบวกกับซีรัมจากผู้ป่วยที่
เคยได้รับการวินิจฉัยว่าติดเชื้อเลปโตสไปราทุกตัวอย่างการทดสอบ อย่างไรก็ดี ชุดตรวจที่ผลิตขึ้นให้ผลบวก
กับซีรัมผู้ป่วยที่เคยได้รับการวินิจฉัยว่าติดเชื้อสครัปไทฟัส 11 จาก 16 ราย และซีรัมจากผู้ป่วยที่เคยได้รับ
การวินิจฉัยว่าติดเชื้อไข้เลือดออก 3 ใน 30 ราย จากผลดังกล่าวจะพบว่าชุดตรวจแบบ ICT ที่พัฒนามี 
sensitivity 100%, specificity 70%, accuracy 77% ผลลบปลอม 0% และผลบวกปลอม 30% ดังนั้น 
เพ่ือเป็นการยืนยันผลบวกปลอมที่เกิดขึ้น คณะผู้วิจัยจึงได้น าโปรตีนที่ Test line ของ strip ที่ให้ผลบวก
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ด้วย Leptospira ICT test kit แต่เคยได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นซีรัมของผู้ป่วยสครัปไทฟัส ไปวิเคราะห์หา
โปรตีนด้วย mass spectrometry ปรากฏว่าไม่พบแอนติเจนของเชื้อสครัปไทฟัส แต่พบโปรตีนของเชื้อ
เลปโตสไปรา จึงท าให้เชื่อว่าผลการวินิจฉัยที่ทราบมาก่อนน่าจะไม่ถูกต้อง ส าหรับการประเมินประสิทธิภาพ
ของชุดตรวจครั้งที่ 2 คณะผู้วิจัยได้รับตัวอย่างซีรัมจ านวน 248 ตัวอย่างจากศาสตราจารย์แพทย์หญิง ยุพิน 
ศุพุทธมงคล ผลการทดสอบพบว่า ได้ผลบวกกับเชื้อเลปโตสไปรา 201 ตัวอย่าง อย่างไรก็ตามคณะผู้วิจัยยัง
ไม่ได้รับผลการเปรียบเทียบจากห้องปฏิบัติการของศาสตราจารย์แพทย์หญิง ยุพิน ศุพุทธมงคล 

คณะวิจัยได้ด าเนินการพัฒนาชุดตรวจแบบ ICT ส าหรับตรวจหาเชื้อไข้เลือดออกโดยได้รับโมโนโคล
นาลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อไวรัสไข้ เลือดออกจาก ดร. ชัญญา พุทธิขันธ์ จากหน่วยปฏิบัติการ
เทคโนโลยีชีวภาพทางการแพทย์ และหน่วยวิจัยไข้เลือดออก คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล โดยโมโน
โคลนาลแอนติบอดี (SI4) ประกอบด้วยโมโนโคลนาลแอนติบอดี 4 ชนิด (เป็น IgG1 2 ชนิด และ IgG2b 2
ชนิด) ถูกน าไปติดฉลากด้วยอนุภาคทองค า ส าหรับโมโนโคลนาลแอนติบอดี (SI1) ซึ่งเป็นชนิด IgM จะใช้
เป็น Test line ส่วน Goat anti-mouse immunoglobulin จะใช้เป็น Control line  

เนื่องจากปริมาณของแอนติเจนและแอนติบอดีที่ใช้ในการพัฒนาชุดตรวจแบบ ICT นี้ยังไม่เพียงพอ 
ท าให้ชุดตรวจดังกล่าวยังไม่แล้วเสร็จ ขณะนี้ ดร. ชัญญา พุทธิขันธ์ และทีมวิจัยก าลังเตรียมแอนติเจนและ
แอนติบอดีให้เพียงพอต่อการน าไปพัฒนาชุดตรวจ ซึ่งจะท าให้แล้วเสร็จต่อไป 
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Abstract 
 

The ultimate aim of this study is to invent a ready to use immunochromatographic 
test (ICT) test kit for double diagnosis of leptospirosis and Dengue fever by means of 
antigen detection. The research activities on invention of ICT test kit for leptospirosis 
diagnosis were carried out sequentially which included: 1) determination of suitability of 
the pre-existing mouse monoclonal antibodies to Leptospira antigens (clones LD5, LE1 
and LF9 from Faculty of Medicine Siriraj Hospital, Mahidol University and clones 3, 81, 
and 82 from Faculty of Medicine, Chulalongkorn University); 2) development of an ICT 
test kit using suitable MAb1-MAb2, MAb-PAb, or Pab-MAb format; 3) acquisition of serum 
samples of patients with febrile illnesses from collection of Prof. Dr. Yupin 
Suputthamongkol, Siriraj Hospital; and 4) validation of the ICT test kit which was 
performed in blinded manner in comparison to the previous laboratory and clinical 
diagnoses. The activity 1 was carried out by Dr. Surasak Wongrattanacheewin, Department 
of Microbiology, Faculty of Medicine, Khon-Kaen University (third party). It turns out that 
suitable monoclonal antibodies were from clones LD5 and LE1 (specific to pathogenic 
Leptospira) from Siriraj Hospital. Therefore, the MAbLE1 was used to conjugate with the 
colloidal gold particles and impregnated into the gold conjugate pad while the MAbLD5 
was immobilized at the Test (T) line. Control (C) line was immobilized with goat anti-
mouse immunoglobulin. Alternatively, rabbit polyclonal immunoglobulin to pathogenic 
Leptospira was used to conjugate with the gold particles, MAbLD5 was immobilized at 
the Test (T) line, and goat anti-rabbit immunoglobulin was at the Control line. Both 
formats of the ICT test kit had the lowest detection limit at 0.375 g of Leptospira whole 
cell proteins/strip. They are specific only to Leptospira and did not detect antigens of 27 
other bacterial species.  

Sixty serum samples of patients with febrile illnesses (kept frozen) were obtained 
from Prof. Dr. Yupin for use for the ICT test kit validation. They were subsequently known 
after the ICT testing to be 14 sera diagnosed leptspirosis, 16 sera diagnosed scrub typhus, 
and 30 sera diagnosed Dengue viral infections. All 14 sera diagnosed leptospirosis gave 
positive results by the ICT test kit. Nevertheless, 11 of the 16 diagnosed scrub typhus and 
3 of 30 diagnosed Dengue viral infections gave positive results by the ICT test kit. Thus, 
the ICT test kit shows 100% sensitivity, 70% specificity, 77% accuracy, 0% negative 
predictive value and 30% positive positive predictive value. It is noteworthy that, we 
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have sent the bands at the test lines of three samples diagnosed scrub typhus which 
were positive by our leptospirosis ICT test kit for mass spectrometry. The results of the 
mass spectrometry revealed the presence of Leptospira peptides and the absence of 
scrub typhus antigen; implying that the original diagnosis was inaccurate. The second 
batch of 248 serum samples was obtained from Prof. Dr. Yupin. Among them, 201 
samples were positive for leptospirosis by the ICT test kit. However, we have not 
obtained the diagnoses of these sera from Prof. Dr. Yupin as yet.  

We have prepared ICT test kit for detection of Dengue virus antigen. The 
monoclonal antibodies to Dengue virus were from Dr. Chanya Putthikhan, Siriraj Hospital. 
One MAb preparation (SI4) is a pool of 4 MAbs (2 MAbs were mouse IgG1 and the other 
two were IgG2b) and another MAb (SI1) is IgM. We have used the MAbSI4 to conjugate 
with gold particles and used the MAbSI1 at the test (T) line. Goat anti-mouse 
immunoglobulin were immobilized at the control (C) line. Because the supply of Dengue 
virus antigens and the MAbs from Dr. Chanya was inadequate for optimization of the test 
kit, we cannot accomplish the test kit invention as yet.  
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บทน า 
(Introduction) 

 
ความส าคัญและที่มาของปัญหา  

Certain arthropod borne infections, e.g., Dengue fever, malaria, encephalitis, 
Hanta virus infection, Rickettsial infections, have predilection for tropical areas like 
Thailand due to climatic conditions that favor flourish of their vectors including 
mosquitoes, mites, and ticks. Water-borne infections such as viral hepatitis, leptospirosis, 
typhoid and other salmonellosis, are also common due to water contamination especially 
during the monsoon floods. These life-threatening tropical diseases often have several 
overlapping clinical features. Fever and thrombocytopenia are common in Dengue, 
malaria and leptospirosis; coagulopathy is frequent in leptospirosis and viral hepatitis; 
hepato-renal syndromes are seen in leptospirosis, falciparum malaria and scrub typhus; 
pulmonary-renal syndrome is caused by falciparum malaria, leptospirosis, Hanta virus 
infection, and scrub typhus; fever with altered mental status is produced by Japanese 
encephalitis, cerebral malaria, typhoid encephalopathy and fulminant viral hepatitis 
(Kothari et al., 2006). Therefore differential diagnoses based on the patients’ 
inhabitats/history and their presented clinical pictures are inaccurate. 

Laboratory diagnoses of many of the above mentioned tropical infections are 
made by demonstration of serum antibodies. These assays are frequently negative in the 
first week of illness and have less implication in treatment indication. Patients with 
individual diseases required similarly prompt treatment but different managements 
and/or pharmacologic drugs. Moreover, the patients from areas where these diseases 
share common endemicity may give positive results to many antibody based-assays 
caused by the antibodies that sustained from previous exposures.  An accurate and early 
diagnosis would, not only permit the prompt initiation of proper therapy, but also avoid 
harm caused by inappropriate management and treatment as well as contribute to 
accurate epidemiological record which would provide correct information for rapid 
measures to intervene the further transmission of the disease.  

According to the round table discussion of Thai medical research scientists who 
have had experiences on various attributions of tropical febrile illnesses, e.g., Dengue 
fever, leptospirosis, influenza, melioidosis, scrub typhus, etc., hosted by authorities of the 
Emerging Infectious Disease (EID) Program, BIOTEC, NSTDA, on October 9th, 2012, at the 
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NSTDA office, Yotee road, Bangkok, it was concluded that an antigen-based test kit for 
triple diagnosis of leptospirosis, DF and scrub typhus, should be developed in Thailand by 
using existing reagents (pathogenic isolates, their antigens and respective monoclonal and 
polyclonal antibodies) in various laboratories in the country. Nevertheless, after asking 
around it was found that there is a shortage of reagents for scrub typhus diagnosis and 
they await subsequent production. Therefore in this research, an antigen-based test kit 
based on immunochromatographic test (ICT) format for double diagnosis of leptospirosis 
and Dengue fever was invented by using the reagents that were available at the time of 
the project was commencment. The so-developed test kit was validated against patients’ 
clinical samples in comparison with patient clinical features and conventional/standard 
laboratory results. 

 
      Leptospirosis 

Leptospirosis is an important pyrogenic zoonosis of humans in temperate and 
tropical areas including Thailand (Faine, 1982). It is considered a re-emerging infectious 
disease, not only because of an increase in its incidence during the past few decades but 
also the more severity of the illness. This infectious disease is caused by pathogenic 
spirochetal bacteria of the genus Leptospira. Presently Leptospira bacteria are divided 
according to their genetic relatedness based on 16S rRNA into three clades including: 
pathogenic [L. alexanderi, L. borgpetersenii, L. alstonii (genomospecies 1), L. interrogans, 
L. kirschneri, L. kmetyi, L. noguchi, L. santarosi and L. weilii], intermediately pathogenic 
(L. broomii, L. fainei, L. inadai, L. licerasiae and L. wolffii) and saprophytic [L. biflexa, L. 
meyeri, L. terpstrae (genomospecies 4), L. vanthielii (genomospecies 3), L. wolbachii, and 
L. yanagawae (genomospecies 5)] (Levett, 2008; Cerqueira and Picardeau, 2009; Cinco, 
2010; Ricaldi et al., 2012). Certain strains of the intermediately pathogenic clade, however, 
shared phenotypic characteristics of saprophytic and pathogenic species (Levett, 2008). 
Before 2008, some of the intermediately pathogenic Leptospira species were either 
classified as pathogenic Leptospira or they did not exist at the time (Levett, 2008). 

Leptospira infection is usually associated with occupational or recreational 
exposures, such as rice farming, gardening, veterinary work, abattoir work, meat inspection, 
or wild water sport activities (Douglin et al., 1997). Pets, livestock and wild animals, 
especially rats, are Leptospira reservoirs. Human infections occur either from direct 
exposures to the infected or reservoir animals or their products (urine, dead body/carcass) 
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or indirectly through contact with water or damp soil contaminated with the bacteria 
(Dupont et al., 1997). Leptospira gains entry into the host through wounded, abraded or 
macerated skin and mucosae (oral, conjunctival and genital) (Faine, 1982). The disease 
has an incubation period of 2-26 days with an average of 10 days. Symptoms and severity 
of leptospirosis vary greatly from asymptomatic (only recognized retrospectively by the 
presence of serum antibody to Leptospira spp.), mild, flu-like illness to fatal (ictero) 
hemorrhagic form (Weil’s syndrome) with severe involvement of vital organs such as 
kidney, lung and liver (Farr, 1995). Early and accurate differential diagnosis of leptospirosis 
from other illnesses is necessary for prompt and proper treatment, which is life-saving for 
patients especially those with severe disease. However, leptospirosis diagnosis based on 
clinical pictures is inaccurate, especially in tropical countries like Thailand where other 
similar acute febrile illnesses are common. Leptospirosis may be confused with rickettsial 
infections including scrub typhus and murine typhus, Dengue fever, typhoid, 
salmonellosis, influenza, Hanta virus infection, melioidosis, malaria, viral hepatitis, cancers, 
etc. (Galton et al., 1958; Kothari et al., 2006).  

Laboratory diagnosis of leptospirosis is based primarily on either culture/isolation 
of the leptospires from specimen or demonstration of a rise in serum antibodies 
(Gussenhoven et al., 1997). The former is laborious, expensive and may not be successful 
(low sensitivity). Leptospira spp. require delicate and complex culture medium, i.e., the 
medium must contain several growth-promoting substances and selected anti-microbial 
agents for suppressing contaminants such as fungi or saprophytes. Leptospira spp. cell has 
long doubling time (6-8 hours or longer) in the artificial medium thus taking time to obtain 
the culture result. All of these limitations make Leptospira culture method too slow for 
early diagnosis. Direct demonstration of the spirochetes in specimen preparations by dark-
field microscopy, direct immunofluorescence test, and immunohistochemistry were 
hampered by the lack of specificity due to non-specific background (Johnson and Harris, 
1967). Several antibody based-assays have been developed for detecting the rise of 
serum antibodies. Among them, the microscopic agglutination test (MAT) is the World 
Health Organization (WHO) referenced method with which the other developing 
techniques should be compared for evaluating their diagnostic sensitivity, specificity and 
accuracy. However, the MAT encounters several drawbacks which limit its wide 
application in the developing parts of the world and remote areas where leptospirosis 
occurs more extensively. These include the requirements of a good microbiology 
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laboratory and special setting for maintaining a broad range of pathogenic and non-
pathogenic Leptospira serovars for live antigen preparations, a panel of serotyping 
antisera, standard antisera, dark-field microscope, low temperature incubator, and 
technical expertise. Diagnosis of leptospirosis by MAT preferentially requires paired serum 
samples to look for a four-fold rise of the titer between acute and convalescent sera 
which delays the diagnosis and in many instances the paired sera are not available. A 
single MAT titer of >1:800 is diagnostic also but it took several days post-infection to 
reach or the titer has never reached (Kothari et al., 2006). Moreover, false negative results 
are frequently reported when the causative Leptospira serovar has not been included in 
the panel of the typing organisms (Thiermann, 1984). Several alternatives of antibody 
detection assays were developed for diagnosis of acute leptospirosis. These included the 
hemolytic test (Cox et al., 1957), the slide agglutination test (Galton et al., 1958), the 
indirect hemagglutination assay (Sulzer et al., 1975; Levett and Whittington, 1998), the 
indirect immunofluorescence test (Torton et al., 1966), the microcapsule agglutination 
test (Arimitsu et al., 1994), IgM indirect/membrane ELISA (Adler et al., 1980; Milner et al., 
1985; Winslow et al., 1997), the LEPTOstick (Gussenhoven et al., 1997), the lateral flow 
assay (immunochromatography) (Smits et al., 2001) and the multi-test strips (Watt et al., 
2005). While these methods are much simpler than the MAT and many of them are 
available commercially, they still need a lag period after infection before the antibodies 
become detectable; and once incited, the antibodies stay for a long time, even after the 
pathogenic organisms have been eliminated. IgM antibodies to Leptospira were detected 
by dot-ELISA in the infected subjects up to the 6th month, decreasing to 57% by the 10th 
month, and persisted in some subjects beyond the 12th month (de Silva et al., 1997). 
These data indicate that the antibody detection assay is less sensitive during early 
infection, as IgM antibodies were not detected in many patients during the first few days 
of the acute phase of illness (de Silva et al., 1997) and also imply that such assays cannot 
be used for monitoring the treatment efficacy. As for MAT, false negative results of these 
antibody tests may occur due to the absence of homologous antigen to the patient’s 
causative serovar in the antigenic preparation used in the assays. Thus, by far and large, 
an early, simple and accurate diagnostic method for acute leptospirosis is needed and 
awaits development. 
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Dengue fever (DF) 
DF is an arthropod-borne virus infection caused by Dengue viruses of the family 

Flaviviridae. Dengue viruses comprise of four antigenically distinct serotypes, 1-4 
(Simmons et al., 1931). DF is transmitted by the bite of the Aedes spp. mosquito carrying 
the virus. Endemic area of DF has been expanding during the last two decades. Thailand 
is endemic for DF which is reported every year since its first found in 1949. The first DF 
outbreak was in 1958, during which 2,158 cases and 300 deaths occurred. There were two 
large epidemics in 1987 and 1998 when 174,285 and 129,954 cases were reported, 
respectively. The case fatality rates during both epidemics were 0.58 and 0.2%. The 
majority of cases were in children below 14 years of age. All four serotypes of the Dengue 
virus have been isolated in the Thailand and Aedes aegypti is the principal vector. Each 
year, the maximum DF transmission occurs during July to September (WHO/SEARO Report, 
2007). 

After the mosquito bite, the virus initially replicates in the skin and lymph nodes 
before dissemination in the blood stream (Wu et al., 2000; Wilder-Smith and Schwartz, 
2005). The virus has an incubation period of 4-7 days, though can range from 3-14 days. 
Usually it is a non-specific febrile illness but certain factors can predispose to severe 
manifestations like dengue hemorrhagic fever (DHF) or dengue shock syndrome (DSS). 
These factors are: infection with dengue virus serotype-2 (Sangkawipa et al., 1984); age 
less than 11 years (Guzman et al., 1990; good nutritional status (since severe 
manifestations are related to the host immune response, malnourished individuals are 
less prone to a vigorous immune reaction to the virus) (Thisyakorn et al., 1993);  
subsequent infection with a different viral serotype due to antibody dependant 
enhancement (ADE) of viral entry into monocytes, increased antigen-antibody complexes 
with subsequent vascular injury and increased T cell responses with immune activation 
(Wu et al., 2000; Zivna et al., 2002). ADE is believed to occur due to persistence of cross-
reacting antibodies from the previous infection. These antibodies are unable to neutralize 
viruses from different serotypes but after binding to the viruses enhance uptake via the 
Fc receptors on monocytes. The cascade of cytokines then causes endothelial injury, 
platelet and clotting factor consumption and increased vascular permeability. Predictors 
of DSS in children include: younger age, altered sensorium, paralytic ileus and significantly 
deranged prothrombin time. DSS causes high fatality rate which could be as high as 17% 
(Shah et al., 2004). There are three main clinical subsets of dengue infection (Wilder-Smith 
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and Schwartz, 2005). Classic dengue presents with fever, severe headache and particularly 
myalgias; thus it is given the name of ‘Break-bone fever’ (Rigau-Perez, 1998). There may 
be associated lymphadenopathy, pharyngeal and ocular congestion and respiratory or 
gastro-intestinal symptoms. The fever lasts for 4-5 days and around the time of 
defervescence about half of patients develop a macula-papular rash that lasts 2-3 days 
and may be pruritic. Rarely there may be myocarditis, hepatitis, pneumonitis and bleeding 
into internal organs. Dengue hemorrhagic fever (DHF) and dengue shock syndrome (DSS) 
occur due to increased capillary permeability and vasodilatation 3-7 days after starting of 
the illness, caused by mediators like TNF- and IL-1 released from infected monocytes 
and macrophages. The capillary leak causes the rise in the hematocrit, periorbital edema 
pleural effusions and ascites. THe capillary leak and thrombocytopenia may give a 
positive capillary test which is more than 20 petechiae in an area of one inch2 when the 
blood pressure cuff is inflated midway between systolic and diastolic blood pressure for 5 
minutes (Kalayanarooj and Vaughn, 1997). Shock often occurs 24 hours before or after 
defervescence supporting a role for immune mediated injury. The shock lasts for a day or 
two and patients either die or get better. Encephalopathy, GBS and acute transverse 
myelitis have also been associated with dengue virus infection (Patey et al., 1993; 
Solomon et al., 2000). Leukopenia occurs due to a direct suppressant effect on the bone 
marrow. Thrombocytopenia occurs mainly due to increased platelet destruction by 
adsorption of virus or antigen-antibody complexes on the platelet surface with 
subsequent immune (complement mediated-) destruction (Rigau-Perez, 1998). A 
coagulopathy may occur due to consumption of coagulation factors due to disseminated 
intravascular coagulopathy (DIC), liver dysfunction and molecular mimicry between the 
viral proteins and coagulation factors. Liver injury may occur due to direct invasion by the 
virus or due to immune mediated injury. 

Current diagnostic methods for primary DF include: 1) detection of antibodies by 
hemagglutination inhibition assay showing at least a four-fold rise in titer of neutralizing 
antibody in paired serum samples; 2) ELISA for specific IgM antibodies particularly to the 
non-structural protein-1 (NS1 protein) which appear around the 6th day of illness and last 
from 1 to 3 months; and 3) ELISA for detecting IgG antibodies that appear after 7-10 days 
of the illness and last for months to years. The antibody assays for DF diagnosis are facing 
similar limitations to those for leptospirosis. Virus isolation techniques are not easily 
available as they are laborious, time consuming and not always successful. RT-PCR 
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detects the virus within 1-2 days of manifestations and the test being negative later in the 
illness. Diagnosis of acute infection based on antigen detection is not available.  

Rationale of antigen-based assays for detecting antigenemia  
During the acute phase of systemic infections, such as leptospirosis and DF, 

respective pathogens are found in the patient’s blood circulation.  The innate immune 
response is alarmed by pathogen associated molecular patterns (PAMPs) through the 
pattern recognition receptors including acute phase serum proteins, complement 
receptors, Toll-like receptors, scavenger receptors and NOD-like receptors. Inflammation 
(fever, tissue edema, pain, blood congestions and organ dysfunction) causes recruitment 
of innate cells including phagocytes (neutrophils, monocytes, tissue macrophages) and 
natural killer cells. A fraction of the invading pathogens are destroyed by the host innate 
immunity. The pathogen may be lysed by complement and their antigens should be in 
the blood circulation before being exctreted with the urine. Besides, the pathogens may 
be engulfed by the circulating phagocytes into the phagosome and were killed in the 
subsequently formed phagolysosomes. In this instance, antigenic determinants (epitopes) 
of the pathogens will be contained in the phagolysosome for subsequently assembling 
into peptide grooves of MHC class-II molecules while the smallest chemical units (amino 
acid, sugars and fatty acids) are reused by the host. Therefore, blood phagocytes are rich 
sources of materials for antigen and DNA based-diagnostic assays. Several antigen based-
immunodiagnostic assays, such as indirect/dot ELISAs, have been used successfully in our 
laboratory for early diagnosis of infections such as leptospirosis (Saengjaruk et al., 2002), 
filariasis (Wongkamchai et al., 2002) and typhoid (Chaicumpa et al., 1988, 1992).   
 
วัตถุประสงค์  

วัตถุประสงค์หลัก (Ultimate objective) 
To produce a ready to use immunochromatographic test (ICT) kit for double 

diagnosis of leptospirosis and Dengue fever by means of antigen detection 
วัตถุประสงค์เชิงกิจกรรม (Specific objectives) 

1. To collect clinical samples of patients with febrile illnesses, esp. leptospirosis and 
Dengue fever 

2. To prepare antigens (whole cell homogenates) of Leptospira spp. and polyclonal and 
monoclonal antibodies specific to Leptospira spp.  
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3. To evaluate suitability of the monoclonal and polyclonal antibodies to be used as 
diagnostic reagents in immunochromatographic test kit 

4. To prepare immunochromatographic test (ICT) kit for double diagnosis of leptospirosis 
and Dengue fever  

5. To perform an in-house validation of the ICT kit 
6. To validate the ICT test kit using clinical samples and to determine diagnostic 

sensitivity, specificity, accuracy and positive and negative predictive values of the ICT 
kits in diagnosis of leptospirosis and Dengue fever 

 
ผลกระทบเชิงเศรษฐศาสตร์    

ชุดตรวจวินิจฉัยในปัจจุบันเพ่ือตรวจหาแอนติเจนของเชื้อเลปโตสไปราที่ยังไม่มีจ าหน่าย ส่วนชุด
ตรวจหาแอนติเจนไวรัสเด็งก่ีทีม่ีจ าหน่าย แต่ต้องน าเข้าจากต่างประเทศ การผลิตชุดตรวจหาแอนติเจนของ
เชื้อเลปโตสไปราและไวรัสเด็งก่ีขึ้นใช้เองในประเทศ ที่ตรวจได้รวดเร็ว และใช้งานได้ง่าย จะเป็นการลดการ
น าเข้าชุดตรวจจากต่างประเทศ พ่ึงตนเองได้ ประหยัดราคาค่าตรวจ และสามารถพัฒนาผลิตจ าหน่ายใน
ต่างประเทศเพ่ือเป็นการเพ่ิมรายได้ของประเทศอีกด้วย 

 
ผลกระทบเชิงสังคม 

มีชุดตรวจหาเอนติเจนของเชื้อเลปโตสไปราและไวรัสเด็งกี่ที่ราคาไม่แพง ไม่ต้องใช้อุปกรณ์หรือ
เครื่องมือราคาแพง สามารถใช้ได้ในสถานพยาบาลระดับชุมชนซึ่งประชาชาชนส่วนใหญ่มาใช้บริการและ
อาจพบว่ามีการระบาดของโรค เนื่องจากผู้ป่วยมาด้วยอาการไข้ที่ไม่จ าเพาะ จ าเป็นต้องใช้การตรวจทาง
ห้องปฏิบัติการเพ่ือช่วยในการวินิจฉัยโรค การวินิจฉัยโรคอย่างถูกต้องได้อย่างรวดเร็ว จะท าให้ผู้ป่วยได้รับ
การรักษาอย่างถูกต้องเหมาะสมได้อย่างทันท่วงที เป็นการลดอัตราทุพพลภาพและเสียชีวิตได้ และเป็นผลดี
ด้านเศรษฐกิจและสังคม 

 
เป้าหมาย/ผลงานหลักของโครงการ  

มีชุดตรวจหาแอนติเจนของเชื้อเลปโตสไปราและไวรัสก่อโรคไข้เด็งกี่  เพ่ือใช้ในการตรวจวินิจฉัยกรณีที่
สงสัยผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรซีสและ/หรือไข้เด็งก่ี และวินิฉัยแยกจากอาการมีไข้เพราะสาเหตุอ่ืน 
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เนื้อเรื่อง 
(Main Body) 

 
กิจกรรมการวิจัยที่เสนอไว้ ส าหรับการพัฒนา ICT test kit เพื่อตรวจหาแอนติเจนของเชื้อเลปโตสไป
โรซีส มีดังนี้ 
 
กิจกรรมที่ 1: เตรียม reagents ส าหรับการประเมินเพื่อคัดเลือกคู่ของแอนติบอดีที่เหมาะสมส าหรับท า
ชุดตรวจ Leptospirosis (ส าหรับแอนติบอดีที่เหมาะสมส าหรับท าชุดตรวจ Dengue NS1 มาจาก
โครงการ HBM167) 

การผลิตโมโนโคลนาลแอนติบอดี (Monoclonal antibody; Mab) ที่จ าเพาะต่อเชื้อเลปโตสไปโร
ซีส มาจากห้องปฏิบัติการสองแห่ง คือจาก ศ. ดร. วันเพ็ญ ชัยค าภา คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล (โครงการย่อยที่ 1) และจาก ผศ. พญ. กนิษฐา ภัทรกุล คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย  (โครงการย่อยที่ 2) 
โครงการย่อยท่ี 1 

โมโนโคลนาลแอนติบอดีที่มาจากห้องปฏิบัติการของ ศ. ดร. วันเพ็ญ ชัยค าภา มีความจ าเพาะต่อ 
epitopes ที่ต่างกันของโปรตีน LipL32 ของเชื้อเลปโตสไปรา (Saengjaruk et al., 2002; Maneewatch 
et al., 2008, 2009, 2014). 

การเพาะเลี้ยง Leptospira  
คณะผู้วิจัยได้รวบรวมและเพาะเลี้ยงเชื้อ Leptospira spp. ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Ellinghausen-

McCullough-Johnson-Harris (EMJH) medium (10% albumin-polysorbate-80 Leptospira 
enrichment) (Difco, MI, USA) ที่ อุณหภูมิ 30C incubator ใน aerobic condition เมื่อเชื้อเจริญถึง 
late log phase ได้น า bacterial suspension ใส่ในหลอดปั่นเหวี่ยง ขนาด 50 มล. ปั่นเพ่ือตกตะกอน
เซลล์แบคทีเรียโดยใช้ความเร็วรอบ 3,500 × g เป็นเวลา 20 นาที ล้างตะกอนเซลล์แบคทีเรียด้วย 
phosphate buffered saline, pH 7.4 (PBS) ปั่นล้างเซลล์เพ่ือก าจัดอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียออก ให้
หมด แล้วน าตะกอนเซลล์ไป suspend ด้วย sterile distilled water ปริมาตร 1 ml จากนั้นท าให้เซลล์
แตกด้วยคลื่นเสียงความถี่สูง น า whole cell homogenates ที่เตรียมได้ไปวัดความเข้มข้นโปรตีนด้วยวิธี 
Bradford และวัดค่า dry weights  

การเตรยีมโมโนโคลนาลแอนติบอดีที่จ าเพาะกับ Leptospira spp.    
ดังได้กล่าวข้างต้นแล้วว่า ไฮบริโดมาที่  Secrete โมโนโคลนาลแอนติบอดีที่จับจ าเพาะกับ 

Leptospira spp. ได้มาจากห้องปฏิบัติการวิจัยสองแห่งด้วยกัน คือจากห้องปฏิบัติการวิจัยและพัฒนา
เทคโนโลยี ภาควิชาปรสิตวิทยา และศนูย์วิจัยเป็นเลิศด้านโปรตีนรักษาและพันธุวิศวกรรมแอนติบอดี คณะ
แพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล 3 clones และจากคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย โดย รศ. พญ. กณิษฐา ภัทรกุล 3 clones รายละเอียดมีดังนี้ 
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โมโนโคลนาลแอนติบอดีที่จับจ าเพาะกับ  Leptospira spp. จาก ศ. ดร. วันเพ็ญ ชัยค าภา 
ห้องปฏิบัติการวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยี ภาควิชาปรสิตวิทยา และศูย์วิจัยเป็นเลิศด้านโปรตีนรักษาและ
พันธุวิศวกรรมแอนติบอดี คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล 

คณ ะผู้ วิ จั ย ได้ ท าก าร เลี้ ย งไฮบ ริ โดมาโคลน  LE1 (IgG2a), LD5 (IgG1) และ  LF9 (IgG1) 
(Saengjaruk et al., 2002) ซึ่ งหลั่ งโม โน โคลนาลแอนติบอดีที่ จ า เพาะกับ  LipL32 protein ของ 
pathogenic Leptospira spp. (clones LE1 และ LD5) และ all Leptospira spp. (clone LF9)  โดย
น าเซลล์ไฮบริโดมาดังกล่าวไปท าการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีซี รัม (serum-free medium) ที่
อุณหภูมิ 37C ในบรรยากาศ 5% CO2 จนเซลล์หลั่งแอนติบอดีออกมาในอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ในปริมาตร
หนึ่งลิตร จากนั้นน าแอนติบอดีนี้ไปท าให้มีความเข้มข้นมากขึ้นด้วย Amicon PM10 จนแอนติบอดีมีเหลือ
เพียง 10 มิลลิลิตร ท าการ dialysis ในสารละลายบัฟเฟอร์ฟอสเฟต จากนั้นแยกโปรตีนให้บริสุทธิ์ (IgG) 
ด้วย Protein G Sepharose resin ดังนี้ 

น าแอนติบอดีที่เตรียมข้างต้นไปผ่านคอลัมน์โปรตีนจี (Protein G Sepharose column) หลังจาก
ล้าง unbound materials ที่ไม่จับกับโปรตีนจีออก ด้วย binding buffer แล้ว ท าการ elute แอนติบอดี
ออกมาจากคอลัมน์ด้วย elution buffer ปรับสภาพ pH ให้เป็นกลางด้วย Tris-HCl, pH 9.0 น า purify 
IgG antibody ที่เตรียมได้ไปท าการ dialysis ในสารละลายบัฟเฟอร์ฟอสเฟต จากนั้นปรับความเข้มข้นของ
แอนติบอดีให้เป็น 1.5 mg/ml ท าการวัดแอนติบอดีไตเตอร์ด้วยวิธี indirect ELISA และตรวจสอบ
ความจ าเพาะของโมโนโคลนาลแอนติบอดีด้วยวิธี Dot-blot ELISA และ Western-blot analysis 

การวัดแอนติบอดีไตเตอร์ด้วยวิธี indirect ELISA 
คณะผู้ วิจัยได้ท าการวัดแอนติบอดี ไตเตอร์  ด้วยวิธี  indirect ELISA โดยน า whole cells 

homogenate ของ Leptospira serovar Autumnalis ไปท าการเคลือบหลุมทดสอบที่ความเข้มข้น 10 
µg/ml บ่มไว้ให้แห้งในตู้ incubate ที่อุณหภูมิ 37C ล้าง plate ด้วย washing buffer (0.01 M PBST, 
pH 7.4) จากนั้ นท าการ block ที่ ว่ างในหลุมทดสอบด้ วย  blocking buffer (1% bovine serum 
albumin; BSA) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างหลุมทดสอบ ด้วย washing buffer เติม โมโนโคลนาลแอนติบอดี 
(purified IgG) โดยเริ่มต้นความเข้มข้นที่ 200 g/ml และเจือจางลงเท่าตัวในแต่ละหลุมทดสอบถัดไป
จนถึงหลุมสุดท้าย เก็บ plate ไว้ 1 ชั่วโมง ล้างหลุมทดสอบ ด้วย washing buffer แล้วเติม secondary 
antibody (anti-isotype)-HRP conjugate เก็บไว้ 1 ชั่วโมง ล้างหลุมทดสอบ ด้วย washing buffer เติม 
substrate (ABTS) เก็บไว้ 10 นาทีในที่มืด ท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร  

จากการวัดแอนติบอดีไตเตอร์ด้วยวิธี Indirect ELISA พบว่าโมโนโคลนาลแอนติบอดี LE1, LD5 
และ LF9 มีค่าแอนติบอดีไตเตอร์เท่ากับ 1:128; 1:128,000 และ 1:2 หรือ 1,280; 1,280,000 และ 20 
ELISA units/ml ตามล าดับ 

การตรวจความจ าเพาะของโมโนโคลนาลแอนติบอดีด้วยวิธี Dot-blot ELISA  
คณะผู้วิจัยท าการตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนาลแอนติบอดีด้วยวิธี Dot-blot ELISA 

โดยน า whole cells homogenates ของ Leptospira spp. และ heterologous bacteria ไปท าการ
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หยดลงบนแผ่น nitrocellulose membrane (NC) ที่ความเข้มข้น dry weight 10 µg/dot ล้างแผ่น NC 
ด้วย washing buffer จากนั้นท าการ block ที่ว่างบนแผ่น NC ด้วย blocking buffer (3% bovine 
serum albumin) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างแผ่น NC ด้วย washing buffer (0.02 M TBST) เติมโมโนโคล
นาลแอนติบอดีลงไป incubate ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างแผ่น NC ด้วย washing buffer 
จ าก นั้ น เติ ม  goat-anti-mouse immunoglobulin-alkaline phosphatase conjugate ที่  dilution 
1:3,000 แล้วบ่มที่ อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างแผ่น NC ด้วย washing buffer จากนั้นเติม 
substrate (BCIP/NBT) เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาทีในที่มืด หยุดปฏิกิริยาโดยล้างแผ่น NC ด้วยน้ า
กลั่น ตรวจสอบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น 
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รูปที่ 1: แสดงตัวอย่างผลการตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนาลแอนติบอดีด้วยวิธี Dot-blot ELISA 

จะเห็นได้ว่าโมโนโคลนาลแอนติบอดีที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ (LE1 และ LD5) ท าปฏิกิริยาเฉพาะกับ 
whole cells homogenates ของ homologous bacteria (pathogenic L. Autumnalis) แต่
ไม่ท าปฏิกิ ริยากับ  non-pathogenic Leptospira (L. P136) และ heterologous bacteria 
(แสดงผลเพียง E. coli และ S. Typhi) ส่วนแบคทีเรียอ่ืนๆ (ไม่ได้แสดงผล) และโมโนโคลนาลแอน
ติบอดี LF9 ท าปฏิกิริยาทั้ง pathogenic & non-pathogenic Leptospira spp. 

LE-1 
 

 
LD-5 
 

 
LF-9 

L. Autumnalis    L. P136         E. coli         S. Typhi    
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การตรวจ antigenic specificity ของโมโนโคลนาลแอนติบอดีโดย Western-blot analysis 
น า whole cells homogenates ของ Leptospira spp. ไปแยกด้วยเทคนิค SDS-PAGE แล้ว

ย้าย separated components จากเจลลงบนแผ่นไนโทรเซลลูโลส (NC) ด้วยสนามไฟฟ้า จากนั้นล้างแผ่น 
NC ด้วย washing buffer ท าการ block ที่ว่างบนแผ่น NC ด้วย blocking buffer (3% bovine serum 
albumin ใน PBST) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างแผ่น NC ด้วย washing buffer เติมโมโนโคลนาลแอนติบอดี
จาก clones LE1, LD5 และ LF9 ลงไป แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างแผ่น NC ด้วย 
washing buffer จ า ก นั้ น เ ติ ม  goat-anti-mouse immunoglobulin-alkaline phosphatase 
conjugate ที่  dilution 1:3,000 บ่มที่ อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างแผ่น NC ด้วย washing 
buffer เติม substrate (BCIP/NBT) เก็บที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาทีในที่มืด หยุดปฏิกิริยาโดยล้าง
แผ่น NC ด้วยน้ ากลั่น ตรวจสอบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น รูปที่ 2 รูปที่ 3 และ รูปที่ 4 แสดงผลการตรวจสอบ
ความจ าเพาะของโมโนโคลนาลแอนติบอดีจาก clones LE1, LD5 และ LF9 ตามล าดับ ด้วยวิธี Western-
blot analysis จะเห็นได้ว่าโมโนโคลนาลแอนติบอดีท่ีใช้ในการศึกษาครั้งนี้ท าปฏิกิริยากับ component ใน 
pathogenic Leptospira homogenate ที่มีขนาด 30-32 kDa 
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รูปที่ 2: แสดงผลการตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนาลแอนติบอดี LE1 ต่อ homogenates 
ของ pathogenic และ non-pathogenic Leptospira spp. และแบคทีเรียอ่ืนๆ ด้วยวิธี 
Western-blot analysis. Lane 1,  Standard protein marker; lane 2, L. Autumnalis; 
Lane 3, Non-pathogenic Leptospira spp. P136; lane 4, E. coli; lane 5, Klebsiella 
pneumoniae; lane 6, Proteus vulgaris; lane 7, Pseudomonas aeruginosa; lane 
8, Salmonella group B; lane 9, Shigella  flexineri; and lane 10, Staphylococcus 
aureus. 
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รูปที่ 3: แสดงผลการตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนาลแอนติบอดี  LD5 ต่อ homogenates ของ 

pathogenic และ non-pathogenic Leptospira และแบคทีเรียอ่ืนๆด้วยวิธี Western-blot 
analysis. Lane 1, Stabdard protein Marker; lane 2, L. Autumnalis; Lane 3, Non-
pathogenic Leptospira spp. P136; alne 4, E. coli; lane 5, Klebsiella pneumoniae; 
lane 6, Proteus vulgaris; lane 7, Pseudomonas aeruginosa; lane 8, Salmonella 
group B; lane 9, Shigella  flexineri; and lane 10, Staphylococcus aureus. 
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รูปที่ 4: แสดงผลการตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนาลแอนติบอดี LF9 ต่อ homogenates ของ 

pathogenic Leptospira spp. และ non-pathogenic Leptospira spp. ด้วยวิธี Western-
blot analysis. Lane A,  Protein Marker; Lane B, pathogenic L. Icterohaemorrhagiae; 
Lane C, pathogenic L. Andamana; Lane D, non-patoenic L. Patoc; and Lane E, 
pathogenic L. Djasiman  
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การผลิตโพลีโคลนาลแอนติบอดีต่อ whole cell homogenate ของ Leptospira spp.   
คณะผู้วิจัยได้น า whole cell homogenate ของ Leptospira spp. serovar Autumnalis ไป

ผสมกับ alum (adjuvant) ในอัตราส่วน 3:1 จากนั้นน าแอนติเจนที่เตรียมได้มาฉีดเข้าที่กล้ามเนื้อของ
กระต่ายสายพันธุ์ขาวนิวซีแลนด์ ท าการฉีดซ้ าอีกสองครั้ง ห่างกันครั้งละสองสัปดาห์ หลังจากนั้นท าการ

เจาะเลือดกระต่าย น าเลือดที่ได้มาปั่นแยกซีรัม และแบ่งเก็บซีรัมเป็น aliquots ที่อุณหภูมิ 20 C ท าการ

ตรวจสอบแอนติบอดีไตเตอร์ด้วยวิธี indirect ELISA พบว่า ซีรัมที่เก็บได้มีแอนติบอดีไตเตอร์  1: 60,000 
ต่อ whole cell homogenate ของ Leptospira spp. ท าการตกตะกอนแอนติบอดีออกจากซีรัมโดยเติม
สารละลายอ่ิมตัวแอมโมเนียมซัลเฟตลงในซีรัมที่เตรียมไว้ ให้ได้ความเข้มข้น 40% ของสารละลายอ่ิมตัว
ดังกล่าว หลังจากนั้นท าการปั่นแยกตะกอนแอนติบอดี ละลายตะกอนในสารละลาย PBS  แล้ว dialyze 
เอาแอมโมเนียมซัลเฟตออก วัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford 

การ purify rabbit polyclonal IgG ด้วย Protein A Sepharose resin  
น าตะกอนโปรตีนที่ละลายด้วย PBS มาผ่านคอลัมน์โปรตีนเอ (Protein A Sepharose resin 

column) ล้าง unbound protein ที่ไม่จับกับโปรตีนเอออกด้วย binding buffer จากนั้นจึงท าการ elute 
แอนติบอดีออกมาจากคอลัมน์ด้วย elution buffer ปรับสภาพ pH ให้เป็นกลางด้วย Tris-HCl, pH 8.0 น า 
purify rabbit polyclonal IgG (PAb) ที่เตรียมได้ไปท าการ dialyze ในสารละลาย PBS จากนั้นปรับ
ความเข้มข้นของแอนติบอดีให้เป็น 1 mg/ml 
 
โครงการย่อยท่ี 2:  

การเตรียมโมโนโคลนาลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะกับ Leptospira spp.  
รองศาสตราจารย์ แพทย์หญิง ดร. กนิษฐา ภัทรกุล ได้เลือก hybridomas จ านวน 3 โคลน (Nos. 

3, 81 และ 82) ซึ่งได้ผ่านการทดสอบแล้วว่ามีความจ าเพาะต่อโปรตีน LipL32 ของเชื้อเลปโตสไปรา โดย
ผ่านการทดสอบด้วยวิธี ELISA พบว่าจับกับเชื้อเลปโตสไปราสายพันธุ์ก่อโรค แต่ไม่จับกับเชื้อเลปโตสไปรา
สายพันธุ์ไม่ก่อโรคและเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืน ทั้งชนิดเชื้อแกรมบวกและแกรมลบ เช่น Enterobacter 
aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Serratia 
marcescens, Staphylococcus epidermidis 

รศ. กนิษฐา ภัทรกุลและคณะ น า culture supernatants ของ hybridomas จากแต่ละโคลนมา
สกัดโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธิ์โดยอาศัย protein G affinity chromatography เพ่ือน าไป
คัดเลือกในขั้นตอนต่อไป 
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กิจกรรมที่ 2: การประเมิน reagents โดยวิธีการ spike เชื้อ Leptospira และ การใช้ตัวอย่างจาก
ผู้ป่วย เพื่อคัดเลือกคู่ของแอนติบอดีที่เหมาะสมเฉพาะ Leptospirosis (ส าหรับ Dengue NS1 จะได้
แอนติเจนและ monoclonal antibody pool มาจากโครงการ HBM167 โดย ดร. ธัญญา พุทธิขันธ์) 

2.1 การคัดเลือกคู่ของโมโนโคลนาลแอนติบอดีที่เหมาะสมส าหรับน าไปพัฒนาเป็น ICT kit (งาน
ในส่วนนี้ท าโดย ห้องปฏิบัติการที่สาม โดย รศ. ดร. สุรศักดิ์ วงศ์รัตนชีวิน ภาควิชจุลชีววิทยา คณะ
แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น) 

รศ. ดร. สุรศักดิ์ วงศ์รัตนชีวิน ได้ท าการทดสอบเพ่ือประเมินว่าโมโนโคลนาลแอนแอนติบอดีใด
จากทั้งสองห้องปฏิบัติการ สามารถใช้ในการตรวจหาเชื้อ Leptospira spp. ได้ดีกว่า หรือมีความไว
มากกว่า ในการท าการทดสอบด้วยวิธี dot ELISA โดยท าการ dot แอนติเจนของเชื้อ Leptospira spp. 
serovars Manilai และ Autumnalis ทั้งที่เตรียมด้วยวิธี heat killed (HK), formalin killed (FK) หรือ 
sonicated cells  ที่ปริมาณความเข้มช้นต่างๆ จากนั้นท าการตรวจหาเชื้อนี้ โดยใช้ monoclonal 
antibodies (MAb) ต่างๆ จากกิจกรรมที่ 1 ที่ความเข้มข้นที่เหมาะสมตามที่ได้ถูกประเมินมาแล้วด้วย
นักวิจัยผู้ผลิต MAb เพ่ือดูว่า MAb  ใดสามารถตรวจได้ไวที่สุด โดยการเติม biotinylated-rabbit anti 
mouse Igs และ alkaline phosphatase-streptavidin conjugate เพ่ือให้เกิดจุดสี และท าการอ่านผล
โดยใช้เกณฑ์ เป็น + ถึง ++++ ตามล าดับ ผลการทดลองที่ได้เป็นไปตามตารางข้างล่างนี้ 

ตารางที่ 1-3 แสดงผลจากการใช้ MAb จากห้องปฏิบัติการวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยี ภาควิชา
ปรสิตวิทยา และศูนย์วิจัยเป็นเลิศด้านโปรตีนรักษาและพันธุวิศวกรรมแอนติบอดี คณะแพทยศาสตร์ศิริราช
พยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล ซ่ึงผลิตโดย ศาสตราจารย์ ดร. วันเพ็ญ ชัยค าภาและคณะ  

 
ตารางท่ี 1: MAbLD5 (conc. 0.2 g in PBS 100 l) 

Conc. (ng)  Manilai (HK) Autumnalis L752 (HK) Autumnalis UT180 (HK) 
500 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
100 + + + + + + 
20 + + + + + + 
4 - - - - - - 

 

ตารางท่ี 2: MAbLE1 (conc. 0.2 g in PBS 100 l) 

Conc. (ng)  Manilai (HK) Autumnalis L752 (HK) 
500 +++ +++ +++ +++ 
100 ++ ++ ++ ++ 
20 + + + + 
4 + + + + 
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ตารางท่ี 3: MAbLF9 (conc. 0.2 g in PBS 100 l) 

Conc.  (ng) Manilai (FK) Autumnalis L752 (SO) 
500 + + + + 
100 + + + + 
20 - - - - 
4 - - - - 

 
ตารางท่ี 4-6 ใช้ MAb ที่ผลิตโดย รศ. แพทย์หญิง ดร. กนิษฐา ภัทรกุลและคณะ 
 
ตารางท่ี 4: MAb: No. 3 (1:5,000) 

Conc. (ng)  Manilai (HK) Autumnalis L752 (HK) Autumnalis UT180 (HK) 
500 + + + + + + 
100 + + + + + + 
20 - - - - - - 
4 - - - - - - 

             

 ตารางท่ี 5: MAb: No. 81 (1:1,000) 

Conc.  (ng) Manilai (FK) Autumnalis L752 (SO) 
500 + + + + 
100 + + + + 
20 - - - - 
4 - - - - 

 
ตารางท่ี 6: MAb: No. 82 (1:5,000) 

Conc.  (ng) Manilai (FK) Autumnalis L752 (SO) 
500 +++ +++ ++++ ++++ 
100 ++ ++ +++ +++ 
20 + + ++ ++ 
4 + + + + 
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ผลจากการประเมิน โม โน โคลนอล แอนติ บอดี  โดย  รศ . ดร . สุ รศั กดิ์  ว งศ์ รัตนชี วิน 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น และจากการประชุมเพ่ือเสนอความก้าวหน้าของผลการทดลองโดย รศ. ดร. สุรศักดิ์ 
วงศ์รัตนชีวิน ที่ประชุมมีความเห็นให้คัดเลือกแอนติบอดี โคลน LE1 จาก ศ. วันเพ็ญ และ โคลน no. 82 
จาก รศ. กนิษฐา ทีใ่ห้ผลการทดลองดีที่สุดใกล้เคียงกันเพ่ือน าไปท าการศึกษาต่อไป 
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เนื่องจากมติจากที่ประชุมได้มีความเห็นให้ทดสอบความไว MAb LE1, LD5 และ No. 82 ที่ 
labeled ด้วย biotin แล้วใช้ detect Leptospira antigen โดยตรง ด้วยวิธี Dot- ELISA โดยเจือจาง 
antigen ที่ความเข้มข้น 500, 100, 20, และ 4 ng โดยให้ รศ. ดร. สุรศักดิ์ วงศ์รัตนชีวิน เป็นผู้ท าการ
ทดสอบ ซ่ึงได้ผลดังแสดงใน ตารางท่ี 7-9 

สรุปได้ว่า MAb LE1, LD5 และ no. 82 มีความไวต่อ Leptospira Serovar Manilae มากกว่า 
Serovar Autumnalis strain L847 และ Grippotyphosa strain 8368 โดย MAb LE1 และ LD5 ให้ผล
การทดสอบใกล้เคียงกันดังผลแสดงในตารางท่ี 7 และ 8 

  
ตารางท่ี 7: MAbLE1 (Conc. 50 g/ml) 

 

Concentration 
(ng) 

Heat killed- L. 
Manilae 

Formalin 
killed- L. 
Manilae 

Heat killed-L. 
Autumnalis L847 

Heat killed-L. 
Grippotyphosa 8368 

500 ++++ +++++ ++ ++ 
100 +++ ++++ ++ ++ 
20 ++ +++ ++ ++ 
4 ++ ++ + + 

 

                             
ตารางท่ี 8: MAbLD5 (Conc. 50 g/ml) 

 

Concentration 
(ng) 

Heat killed- L. 
Manilae 

Formalin 
killed- L.  
Manilae  

Heat kill- L. 
Autumnalis L847 

Heat kill- L. 
Grippotyphosa 8368 

500 ++++ +++++ ++ ++ 
100 +++ ++++ ++ ++ 
20 ++ +++ ++ ++ 
4 ++ ++ + + 
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ส่วน MAb no. 82 ไมส่ามารถ detect L. Autumnalis strain L847 และ L. Grippotyphosa 
strain 8368 ไดเ้มื่อเปรียบเทียบกับ PBS ซ่ึงเป็น control ดังตารางท่ี 9 
 

ตารางท่ี 9: MAb No. 82 (Conc. 50 g/ml) 
 

Concentration 
(ng) 

Heat killed- L. 
Manilae WT 

Formalin 
killed- L. 

Manilae WT 

Heat kill- L. 
Autumnalis L847 

Heat kill- L. 
Grippotyphosa 8368 

500 +++ +++++ - - 
100 ++ +++ - - 
20 ++ ++ - - 
4 + - - - 

 
 
กิจกรรมที่ 3: การเก็บตัวอย่างซีรัมของผู้ที่มีไข้ ส าหรับประเมิน ICT kit  

ได้รับความอนุเคราะห์จากโครงการ HBM142 ซึ่งเป็น frozen Sera ซึ่ง ศ. พญ. ยุพิน ศุ
พุทธมงคลเก็บไว้ ได้รับครั้งแรก 60 ตัวอย่าง โดยไม่ทราบว่ามาจากผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าติดเชื้อใด 
ต่อมาเมื่อทดสอบด้วยชุด ICT test kit ที่พัฒนาขึ้นแล้ว จึงทราบว่า แบ่งเป็น ซีรัมของผู้ที่ได้รับการวินิจฉัย
ว่าเป็นโรคเลปโตสไปโรซีส 14 ตัวอย่าง ไข้เด็งก่ี 30 ตัวอย่าง และสครัปไทฟัส 16 ตัวอย่าง 

ครัง้ที่สอง 248 ตัวอย่าง 
 

 
กิจกรรมที่ 4: การพัฒนาและผลิต ICT kit  

การเตรียม Gold conjugated IgG 
ท าการติดฉลาก IgG ของ MAbLE1 ด้วยอนุภาคทองคอลลอยด์ โดยน า IgG ของ MAbLE1 

ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับสารแขวนลอยอนุภาคทอง
คอลลอยด์ (colloidal gold particles) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น ามากวนด้วย magnetic stirrer เป็นเวลา 
30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เติมสารละลาย bovine serum albumin (BSA) ลงไปให้มีความเข้มข้น 10% 
กวนเบาๆ อีก 30 นาที แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอน IgG-gold particles ที่ 12,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที ดูดน้ าใสทิ้งแล้ว suspend ตะกอน gold particles ด้วย storage buffer, pH 8.2 ให้มี
ปริมาณ 800-1000 ไมโครลิตร เติม sucrose และ trehalose ในอัตรา 1 และ 0.5% ตามล าดับ เขย่า
เบาๆ ให้เป็น homogeneous suspension 
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การท าเส้น test และ control lines ลงบนชิ้นเมมเบรน 
น าแผ่นเมมเบรน (FF60/100, pore size 8 ไมโครเมตร) ขนาดกว้าง 2.5 เซนติเมตร ตัดให้มี

ความยาว 30 เซนติเมตร ท าการ spray anti-mouse immunoglobulin GAM (1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ที่ control line และ MAbLD5 (1.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ที่ test line โดยมีระยะห่างระหว่างทั้งสอง 
lines เท่ากับ 0.5 เซนติเมตร น าเมมเบรนไปอบให้แห้งที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้น
น าไปแช่ในบัฟเฟอร์ให้ท่วมเป็นเวลา 1 นาที และน าไปอบให้แห้งที่ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

 
 
 

 
 
รูปที่ 5: การท าเส้น test และ control lines โดยใช้เครื่องเสปรย์ (Bio-dot) (1 และ 2) และน าไปอบแห้ง

ที่ 37 องศาเซลเซียส (3) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
 
 

 
 
รูปที่ 6: แช่เมมเบรนในบัฟเฟอร์ให้ท่วมเป็นเวลา 1 นาที (1) และน าไปอบให้แห้งที่ 45 องศาเซลเซียส (2) 

เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

1.  2.  3
1.  
 

.  

1.  2.  
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การประกอบชุดตรวจสอบ ICT kit 
น าแผ่น Backing card ที่เคลือบกาวไว้หนึ่งด้าน ลอกกระดาษปิดกาวตรงต าแหน่งของ       

เมมเบรนออกแล้ววางแผ่นเมมเบรนแนบลงไปให้เรียบ ลอกกระดาษปิดกาวตรงต าแหน่งของ Conjugate 
pad ออก และวางแผ่น conjugate pad ให้เกยเมมเบรนประมาณ 1-2 มิลลิเมตร แนบลงไปให้เรียบ และ
ลอกกระดาษปิดกาวตรงต าแหน่งของ sample pad ออก และวางแผ่น sample pad ให้ เกยทับ 
conjugate pad ประมาณ 1-2 มิลลิเมตร แนบลงไปให้เรียบ ลอกกระดาษปิดกาวตรงต าแหน่งของ Wick 
ออก และวางแผ่น wick ให้เกยเมมเบรนประมาณ1-2 มิลลิเมตร แนบลงไปให้เรียบ จากนั้นตัดด้วยเครื่อง
ตัดกระดาษให้มีความกว้างเป็น 4 มิลลิเมตร เก็บ ICT strips ไว้ในถุง Aluminium foil ที่มีซองดูดความชื้น 
และเก็บที่อุณหภูมิห้องที่แห้ง (ห้องท่ีก าจัดความชื้น) 

 
    1      2           3    4 

 
 
รูปที่ 7:  การประกอบชุดตรวจสอบ ICT kit  

1. เตรียม Wick, conjugate pad, และ sample pad ประกอบชุดตรวจสอบ  
2. วางแผ่น Conjugate pad ให้เกยเมมเบรนประมาณ 1-2 มิลลิเมตร แนบลงไปให้เรียบ 
3. วางแผ่น Sample pad ให้เกยทับ conjugate padประมาณ 1-2 มิลลิเมตร แนบลงไปให้

เรียบ 
4. วางแผ่น Wick ให้เกยเมมเบรนประมาณ 1-2 มิลลิเมตร แนบลงไปให้เรียบ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 8:  การตัดชุดประกอบชุดตรวจสอบ ICT kit ด้วยเครื่องตัดกระดาษให้มีความกว้างเป็น 4 มิลลิเมตร 
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กิจกรรมที่ 5: To perform an in-house validation of the ICT kit   
ท าการทดสอบความจ าเพาะของ ICT test kit ที่ผลิตขึ้นในการตรวจเชื้อ Leptospira spp.  

คณะผู้วิจัยได้ท าการทดสอบความจ าเพาะของ ICT test kit ที่ผลิตขึ้นในการตรวจเชื้อ pathogenic 
Leptospira spp. และ non-pathogenic Leptospira spp. ดังแสดงใน รูปที่  9 ซึ่งให้ผลบวกกับ L. 
Autumnalis (pathogenic Leptospira spp.) แ ล ะ ใ ห้ ผ ล ล บ กั บ  L. biflexa (non-pathogenic 
Leptospira spp.) และ buffer (PBS-T) 

จากนั้นคณะผู้วิจัยได้ทดสอบหาความไวของการทดสอบซึ่งพบว่า ICT test kit ที่ผลิตขึ้น
สามารถตรวจเชื้อ pathogenic Leptospira spp.: L. Autumnalis และ L. Canicola ได้น้อยท่ีสุดที่
ปริมาณของแอนติเจนที่น ามาทดสอบ 0.375 ไมโครกรัม ดังแสดงใน รูปที่ 10 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  9: แสดงผลการทดสอบทดการความจ าเพาะของ ICT test kit ที่ ผลิตขึ้น ในการตรวจเชื้ อ 

pathogenic Leptospira spp. และ non-pathogenic Leptospira spp.  
หมายเลข 1-3 แสดงแอนติเจนที่น ามาทดสอบ:  Lane 1, L. Autumnalis; Lane 2, L. biflexa 
และ Lane 3, PBS-T 
T, test line; C, control line 
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รูปที่ 10: แสดงผลการทดสอบหาความไวของ immunochromatographic test kit เมื่อท าการทดสอบ

ด้วย homogenate ของ pathogenic Leptospira spp.: L. Autumnalis                 
หมายเลข 1-9 แสดงความเข้มข้นของแอนติเจนที่น ามาทดสอบ:  
Lanes (จากบนไปล่าง) 1, 12 g/strip; 2, 6 g/strip; 3, 3 g/strip; 4, 1.5 g/strip; 5; 
0.75 g/strip; 6, 0.375 g/strip; และ 7, 8 และ 9; 0 g/strip ตามล าดับ 

 ในเมมเบรนแผ่นจริงสามารถมองเห็น line ที่ T ได้ 
 

 
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การทดสอบความจ าเพาะของ ICT test kit ที่ผลิตขึ้นในการตรวจเชื้อ Leptospira spp. ในซีรัม 
(spike sample)  

คณะผู้วิจัยได้ทดการความจ าเพาะของ ICT test kit ที่ผลิตขึ้นในการตรวจเชื้อ pathogenic 
Leptospira spp. ในตัวอย่างซีรัม โดยการใส่เชื้อ L. Autumnalis (pathogenic Leptospira spp.) ลงใน
ซีรัมปรกติ (normal serum) โดยน าตัวอย่างซีรัมเจือจางในฟอตเฟตบัพเฟอร์ ในสัดส่วน 1:10 จากนั้น 
ทดสอบหาเชื้อ Leptospira spp. ในตัวอย่าง 

 
 
 

 
 
 

รูปที่ 11: แสดงผลการทดสอบทดการความจ าเพาะของ ICT strip ที่ผลิตขึ้นในการตรวจเชื้อ pathogenic 
Leptospira spp. ในซีรัม ด้วยวิธี immunochromatographic test ซึ่งจะให้ผลบวกกับ L. 
Autumnalis (strip 1) และให้ผลลบกับ L. biflexa (non-pathogenic Leptospira spp.) และ 
normal serum sample (strips 2 และ 3 ตามล าดับ) 
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กิจกรรมที่ 6: To validate the ICT test kit using clinical samples and to determine 
diagnostic sensitivity, specificity, accuracy and positive and negative predictive 
values of the ICT kits in diagnosis of leptospirosis and Dengue fever 

6.1 คณะผู้วิจัยท าการตรวจตัวอย่างซีรัมที่ได้รับความอนุเคราะห์จาก ศ. แพทย์หญิง ยุพิน ศุ
พุทธมงคล ครั้งที่ 1 จ านวน 60 ตัวอย่าง โดยภายหลังทราบว่าเป็นซีรัมของผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าติด
เชื้อ Leptospira spp. จ านวน 14 ราย ติดเชื้อ Scrub Typhus จ านวน 16 ราย และติดเชื้อไวรัส
ไข้เลือดออก จ านวน 30 ราย 

จากการทดสอบด้วยชุดตรวจ Leptospira antigen ICT test kit ที่ผลิตขึ้นพบว่าให้ผลบวก
กับซีรัมจากผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าติดเชื้อ Leptospira spp. ทั้งหมด 14 ราย ให้ผลลบกับซีรัมจาก
ผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าติดเชื้อไวรัสไข้เลือดออก 27 จาก 30 ราย เกิดผลบวกปลอมในซีรัมของผู้ป่วยที่
ได้รับการวินิจฉัยว่าติดเชื้อไวรัสไข้เลือดออก จ านวน 3 จาก 30 ราย และเกิดผลบวกปลอมในซีรัมของ
ผู้ป่วยติดเชื้อ Scrub Typhus จ านวน 11 จาก 16 ราย (ตารางท่ี 10) 

อย่างไรก็ดี คณะผู้วิจัยได้ส่ง Reactive proteins ที่ test line ของ serum samples ที่ 
original diagnosis เป็น scrub typhus 3 ราย (3 strips) แต่ให้ผลบวกกับ leptospirosis ICT 
test kit ไปวิเคราะห์โปรตีนด้วย mass spectrometry ผลปรากฏว่าพบ Leptospira peptides 
(ภาคผนวก) แต่ไม่พบ peptides ของ Rickettsiae ดังนั้น serum samples เหล่านี้จึงไม่น่ามาจาก
ผู้ป่วยท่ีเป็น scrub typhus แต่ผู้ป่วยน่าจะติดเชื้อ Leptospira มากกว่า 
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ตารางที่ 10: ผลการทดสอบตัวอย่างซีรัมของผู้ป่วยจ านวน 60 รายที่ได้รับจาก ศ. พญ. ยุพิน ศุพุทธมงคล ในคราว
แรกและการวินิจฉัย  
 

No. Code Lepto ICT test kit Diagnostic Leptospira IFA 
IgM IgG 

1 844000524 + Leptospirosis 1:50 >1:50 
2 44-1470 + Leptospirosis >1:50 >1:50 
3 44-2452 + Leptospirosis - - 
4 45-1495 + Leptospirosis 1:400 1:200 
5 46-1802 + Leptospirosis 1:800 >1:50 
6 47-1067 + Leptospirosis 1:3200 1:1600 
7 6334 + Leptospirosis 1:800 1:400 
8 5274 + Leptospirosis 1:400 1:800 
9 5228 + Leptospirosis 1:6400 1:6400 

10 5026 + Leptospirosis 1:400 1:50 
11 4305 + Leptospirosis 1:100 1:3200 
12 44 - 1263 + Leptospirosis 1:400 >1:50 
13 44 - 2480 + Leptospirosis >1:50 >1:50 
14 45 - 2078 + Leptospirosis  - - 

No. Code Lepto ICT Diagnostic Scrub typhus IFA 
IgM IgG 

15 844000084 - Scrub typhus 1:6400 1:800 

16 844000356 + Scrub typhus 1:3200 1:6400 
17 844000455 + Scrub typhus 1:200 1:800 
18 844000666 + Scrub typhus 1:3200 1:3200 

19 844000044 - Scrub typhus 1:6400 1:200 

20 844000032 - Scrub typhus 1:6400 1:6400 
21 744001121 - Scrub typhus >1:50 1:400 

22 744001128 + Scrub typhus 1:6400 1:6400 

23 963 + Scrub typhus 1:6400 1:6400 
24 979 + Scrub typhus 1:1600 1:3200 
25 988 + Scrub typhus 1:50 1:1600 
26 1003 + Scrub typhus 1:100 1:1600 
27 1045 - Scrub typhus 1:3200 1:1600 

28 744001302 + Scrub typhus 1:6400 1:6400 

29 744001335 + Scrub typhus 1:6400 1:800 

30 744001365 + Scrub typhus 1:50 1:6400 
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ตารางที่ 10: (ต่อ) 
No. Code Lepto ICT Diagnostic Dengue test 

IgM IgG NS1 
31 4-0027-4 - Dengue fever - - + 
32 4-0087-1 + Dengue fever - - + 
33 4-0381-7 - Dengue fever - - + 
34 4-0416-6 - Dengue fever - - + 
35 4-0527-9 - Dengue fever - - + 
36 4-0006-1 - Dengue fever + - + 
37 4-0034-2 - Dengue fever + - + 
38 4-0130-8 - Dengue fever + - + 
39 4-0154-5 - Dengue fever + - + 
40 4-0177-1 - Dengue fever + - + 
41 4-0286-2 - Dengue fever + - + 
42 4-0391-8 - Dengue fever + - + 
43 4-0511-2 + Dengue fever + - + 
44 4-0906-1 - Dengue fever + - + 
45 4-0948-7 - Dengue fever + - + 
46 4-1147-8 - Dengue fever + - + 
47 4-1300-8 - Dengue fever + - + 
48 4-0179-3 - Dengue fever + - + 
49 4-1178-3 - Dengue fever + - + 
50 4-0051-1 - Dengue fever + + + 
51 4-0631-5 - Dengue fever + + + 
52 4-0757-5 - Dengue fever + + + 
53 4-0987-1 + Dengue fever + + + 
54 4-0015-1 - Dengue fever - - + 
55 4-0163-5 - Dengue fever - - + 
56 4-0446-9 - Dengue fever - - + 
57 4-0734-9 - Dengue fever - - + 
58 4-0855-4 - Dengue fever - - + 
59 4-0216-4 - Dengue fever - - + 
60 4-0546-1 - Dengue fever - - + 
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6.2 คณะผู้วิจัยท าการตรวจตัวอย่างซีรัมที่ได้รับความอนุเคราะห์จาก ศ. แพทย์หญิง ยุพิน ศุ
พุทธมงคล ครั้งที่ 2 จ านวน 248 ตัวอย่างแบบ blind และได้ส่งผลการตรวจด้วย ICT test kit กลับไปให้ 
ศ. แพทย์หญิ ง ยุ พิน ศุ พุทธมงคล  เพ่ือเปรียบเทียบกับ  original diagnosis แล้ ว แต่ยั งไม่ ได้ รับ
ผลเปรียบเทียบกลับมา จึงยังไม่สามารถค านวณ sensitivity, specificity, accuracy, และ predictive 
values ของ ICT test kit ได ้
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จากนั้นคณะผู้วิจัยท าการวิเคราะห์ความไว (Sensitivity) ความจ าเพาะ (specificity) ความ
ถูกต้อง (accuracy) ความเบี่ยงเบนทางบวก (positive deviation) และความเบี่ยงเบนทางลบ (negative 
deviation) ของชุดตรวจแบบอิมมูโนโครมาโตกราฟีที่พัฒนาขึ้น โดยค านวณดังนี้  

 
ตารางที่ 11 เปรียบเทียบผลของชุดทดสอบ ICT test kit และผลการวินิจฉัยเดิมจาก ศ. แพทย์หญิง 
ยุพิน ศุพุทธมงคล ส าหรับตัวอย่างซีรัม 60 ตัวอย่างแรก 
 

ICT Kit Positive result from Prof. Yupin’s lab 
(R+) 

Negative result from Prof. Yupin’s lab 
(R-) 

ICT Positive (A+) 
14 

+/+ positive agreement (PA) 

14 

-/+ positive deviation (PD) (R-/A+) 
ICT Negative (A-) 

0 

+/- negative deviation (ND) (A-/R+) 
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-/- negative agreement (NA) 

 

 

 

 

 
โดย  N    คือ จ านวนตัวอย่างทั้งหมด (PA + ND + PD + NA) 
 N-   คือ จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบทั้งหมดของวิธีอ้างอิง (NA + PD) 
 N+  คือ จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกท้ังหมดของวิธีอ้างอิง (PA + ND) 

พบว่าชุดตรวจ Leptospira antigen ICT test kit ที่พัฒนาขึ้นมีความไว (Sensitivity) 100% 
ความจ าเพาะ (specificity) 70% และความถูกต้อง (accuracy) 77% เมื่อเทียบกับผลตรวจจาก 
ห้องปฏิบัติการของศาสตราจารย์ แพทย์หญิง ยุพิน ศุพุทธมงคล 

การวิเคราะห์ความเบี่ยงเบนทางบวก (Positive deviation) และความเบี่ยงเบนทางลบ (Negative 
deviation) ของชุดตรวจแบบอิมมูโนโครมาโตกราฟีที่พัฒนาขึ้น 
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พบว่าชุดตรวจเชื้อ Leptospira antigen ICT test kit ที่พัฒนาขึ้นมีอัตราผลบวกปลอม (False positive) 
เป็น 30% และผลลบปลอม (False negative) เป็น 0% เมื่อเทียบกับผลตรวจจาก ศ. แพทย์หญิง ยุพิน ศุพุทธ
มงคล 
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การพัฒนา ICT test kit เพื่อตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัสเด็งกี่ 
คณะผู้วิจัยได้รับโมโนโคลนาลแอนติบอดีที่จ าเพาะกับ NS1 ของ Dengue virus และ NS1 

protein ทั้ง 4 serotypes จาก ดร. ชัญญา พุทธิขัน หน่วยวิจัยไข้เลือดออก คณะแพทยศาสตร์ศิริราช
พยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล     

การเตรียม Gold conjugated IgG 
ท าการติดฉลาก IgG ของ MAbs SI4 (ประกอบด้วย MAb 4 ชนิดที่จ าเพาะกับ NS1 ทั้ง 4 

serotypes; MAb 2 clones เป็น IgG1 และอีก 2 clones เป็น IgG2b) ด้วยอนุภาคทอง โดยน า IgG ของ 
MAbs SI4 ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัม ผสมกับสารละลายอนุภาคทองแขวนลอย (colloidal gold) 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น ามากวนด้วย magnetic stirrer นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เติมสารละลาย 
bovine serum albumin (BSA) ที่ เข้มข้น 10% กวนเบาๆ อีก 30 นาที แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือ
ตกตะกอน IgG ที่ติดสลากด้วยอนุภาคทอง (gold particle labeled IgG) ที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 10 นาที ดูดน้ าใสทิ้งแล้วละลายตะกอนด้วย gold storage buffer, pH 8.2 ให้มีปริมาณ 800-1000 
ไมโครลิตร เติม sucrose และ trehalose ในอัตรา 1 และ 0.5% เขย่าเบาๆ ให้ละลายจนหมด 
 

การท าเส้น Test และ Control lines 
น าแผ่น Membrane (วัสดุเป็น FF60/100) ขนาดกว้าง 2.5 เซนติเมตร ตัดให้มีความยาว 30 

เซนติเมตร ท าการ spray โดยระยะห่างระหว่าง Control line (anti-mouse immunoglobulin GAM 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) และ Test line [MAb SI1 (IgM) 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร] เป็น 0.5 เซนติเมตร น าไป
อบให้แห้งที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน าไปแช่บัฟเฟอร์ให้ท่วมเป็นเวลา 1 นาที และ
น าไปอบให้แห้งที่ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

 
การประกอบชุดตรวจสอบ ICT kit 
น าแผ่น Backing card ที่ เคลือบกาวไว้ 1 ด้าน ลอกกระดาษปิดกาวตรงต าแหน่งของ 

Membrane ออกแล้ววางแผ่น membrane แนบลงไปให้เรียบ ลอกกระดาษปิดกาวตรงต าแหน่งของ 
Conjugate pad ออก และวางแผ่น conjugate pad เกย membrane 1-2 มิลลิเมตร แนบลงไปให้เรียบ 
และลอกกระดาษปิดกาวตรงต าแหน่งของ sample pad ออก และวางแผ่น sample pad เกยทับ 
conjugate pad 1-2 มิลลิเมตร แนบลงไปให้เรียบ ลอกกระดาษปิดกาวตรงต าแหน่งของ Wick ออก และ
วางแผ่น wick เกย membrane 1-2 มิลลิเมตร แนบลงไปให้เรียบ จากนั้นตัดด้วยเครื่องตัดกระดาษให้มี
ความกว้างเป็น 4 มิลลิเมตร เก็บ ICT strip ไว้ในถุง Aluminium foil ที่มีซองดูดความชื้น และเก็บที่
อุณหภูมิห้องที่แห้ง (ห้องท่ีก าจัดความชื้น) 

ขณะนี้คณะผู้วิจัยอยู่ระหว่างการรอรับตัวอย่างโมโนโคลนาลแอนติบอดีที่จ าเพาะกับ NS1 
ของ Dengue virus และ NS1 protein ของทั้ง 4 serotypes จาก ดร. ชัญญา พุทธิขัน หน่วยวิจัย
ไข้เลือดออกเพ่ิมเติม เพ่ือใช้ในการทดสอบ condition ในการตรวจหา NS1 protein ในตัวอย่างซีรัมผู้ป่วย
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ที่ติดเชื้อ Dengue virus ซึ่งคาดว่าจะได้รับโมโนโคลนาลแอนติบอดีที่จ าเพาะกับ NS1 ของ Dengue virus  
และ NS1 protein ภายในเดือนตุลาคม และจะน ามาหา optimal condition ของชุดตรวจและพัฒนา 
ต่อไป 
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ข้อวิจารณ์ สรุปและข้อเสนอแนะ 
(Discussion, Conclusion and Recommendation) 

  
คณะผู้วิจัยได้ใช้ mouse monoclonal antibodies คือ MAbLD5 และ MAbLE1 ที่จ าเพาะต่อ 

pathogenic Leptospira spp. ที่ได้รับการประเมินโดยบุคคลที่สามแล้วว่ามีคุณภาพดี เหมาะสมที่ จะ
น ามาใช้พัฒนาเป็นชุดตรวจแบบ ICT เพ่ือตรวจหาแอนติเจนของเชื้อ pathogenic Leptospira ในตัวอย่าง
จากผู้ป่วยที่มีไข้และสงสัยว่าจะติดเชื้อ Leptospira ซึ่งในการวิจัยนี้ได้รับการก าหนดว่าตัวอย่างจากผู้ป่วย
ต้องเป็นซีรัม ความจริงแล้วทางคณะผู้วิจัยเคยพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรค leptospirosis โดยใช้ MAb ทั้ง
สอง clones เป็นตัวตรวจจับแอนติเจนของเชื้อ Leptospira ในปัสสาวะของผู้ป่วยและเคยใช้วินิจฉัยผู้ป่วย
ได้อย่างแม่นย ามาก่อน (Saengjaruk et al., 2002) เช่นที่ โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยขอนแก่น และ 
Nursing Home กรุงเทพฯ ด้วยวิธี dot-blot ELISA โดยใช้เครื่อง slot blot machine หยด ปัสสาวะ
ปริมาตร 300 l ลงบน nitrocellulose membrane หลังจาก block membrane ด้วย unrelated 
proteins แล้ว ท าการ probe หาแอนติเจนของเชื้อ Leptospira ด้ว MAbLD5 หรือ MAbLE1 แล้ว 
develop สี ด้ ว ย  anti-mouse immunoglobulin-peroxidase conjugate แ ล ะ  chromogenic 
substrate ซึ่งวิธีดังกล่าวใช้เวลาประมาณสองชั่วโมงก็จะทราบผล อย่างไรก็ดี dot-blot ELISA ยังคงต้อง
ท าในห้องปฏิบัติการ ดังนั้นจึงมีความต้องการการวินิจฉัยที่รวดเร็วยิ่งขึ้น เพ่ือใช้เป็น therapeutic 
guideline ทางคลินิก อันเป็นที่มาของการพัฒนาชุดตรวจแบบ immunochromatography หรือ ICT 
ของงานวิจัยนี้ นอกจากนี้ ยังมีความต้องการการวินิจฉัยแยกโรคของผู้ป่วยที่มีอาการไข้สามโรคที่มีกลุ่ม
อาการทางคลินิกคล้ายกันออกจากกันคือ leptospirosis, Dengue virus infection และ scrub typhus 
แต่เนื่องจากแอนติบอดีต่อเชื้อที่เป็นสาเหตุของ scrub typhus ยังไม่มี จึงได้มีการตกลงกันว่าจะพัฒนาชุด
ตรวจหาแอนติเจนของเชื้อ Leptospira และ Dengue virus ก่อน โดยใช้ reagents ที่มีอยู่แล้วในห้อง
แลบต่างๆในประเทศไทยและใช้ตัวอย่างซีรัมของผู้ป่วยที่มีไข้ซึ่งจะได้รับความอนุเคราะห์จากศาสตราจารย์ 
แพทย์หญิ ง ยุ พิน  ศุ พุทธมงคล จากภาควิชาอายุ รศาสตร์  คณะแพทยศาสตร์ศิริ ราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

ชุดตรวจแบบ ICT เพ่ือตรวจหาแอนติเจนของเชื้อ Leptospira ที่พัฒนาขึ้นมี sensitivity 100% 
และผลลบปลอม (False negative) เป็น 0% ในการตรวจหาแอนติเจนในซีรัมของผู้ป่วยที่เคยได้รับการ
วินิจฉัยว่าติดเชื้อ Leptospira จากการทดสอบแบบ blind อย่างไรก็ดีซีรัมของผู้ป่วยที่เคยได้รับการวินิจฉัย
ว่าติดเชื้อ Dengue virus 3 ใน 30 ราย และซีรัมของผู้ป่วยที่เคยได้รับการวินิจฉัยว่าเป็น scrub typhus 
11 จาก 16 ราย ให้ผลบวกเมื่อตรวจด้วย ICT test kit ที่ใช้ตรวจหาแอนติเจนของเชื้อ Leptospira ดังนั้น 
ICT test kit จึงถูกค านวณว่ามี specificity 70%, accuracy 77% และผลบวกปลอม 30% ส าหรับซีรัมที่
ได้รับมา 60 รายในครั้งแรก อย่างไรก็ดีเนื่องจากซีรัมชุดเดียวกันบางตัวอย่าง ก็ให้ผลไม่ตรงกับการตรวจหา
แอนติบอดีต่อเชื้อก่อโรค scrub typhus และไข้เด็งกี่ โดย รศ. ดร. อุไรวรรณ โฆสิตานนท์ ที่ได้รับทุนวิจัย
ให้ตรวจหาแอนติบอดีของเชื้อ Leptospira, Rickettsiae และ Dengue virus ดังนั้นเพ่ือเป็นการยืนยัน 
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คณะผู้วิจัยจึงได้น าโปรตีนที่ Test lines ของ strips จ านวน 3 strips (มีเหลือเพียง 3 strips เพราะได้
ส่งคืนซีรัมที่เหลือของชุดแรกให้ ศ. ยุพินไปหมด) ที่ให้ผลบวกด้วย Leptospira ICT test kit แต่เคยได้รับ
การวินิจฉัยว่าเป็นซีรัมของผู้ป่วย scrub typhus ไปวิเคราะห์หาโปรตีนด้วย mass spectrometry (ท าการ
ทดสอบโดย ผศ. ดร. อรภัค เรี่ยมทอง คณะเวชศาสตร์เขตร้อน ซึ่งมีความเชี่ยวชาญเรื่อง proteomics และ 
mass spectrometry โดยเฉพาะ) ปรากฏว่าไม่พบโปรตีนของเชื้อ Orientia tsutsugamushi ที่ เป็น
สาเหตุของ scrub typhus แต่พบ proteins หลายชนิดของ Leptospira จึงท าให้เชื่อว่าผู้ป่วยน่าจะติด
เชื้อ Leptospira มากกว่า และผลบวกปลอมก็น่าจะแปลว่าเป็นผลบวกจริงมากกว่า อนึ่งคณะผู้วิจัยจะท า
การทดสอบซีรัมของชุดที่สองที่อาจให้ผลไม่ตรงกันด้วยวิธีทั้ง mass spectrometry และ quantitative 
real-time PCR เพ่ือยืนยันการวินิจฉัย ต่อไป เมื่อได้รับผลเปรียบเทียบกลับมาจากแลบของ ศ. ยุพิน แล้ว 

คณะผู้วิจัยจะด าเนินการพัฒนาชุดตรวจ Dengue virus infection แบบ ICT test kit ให้ส าเร็จเมื่อ
ได้รับ monoclonal antibodies และ antigens ที่พอเพียงจาก ดร. ชัญญา พุทธิขันธ์ 
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ตารางแสดงผลการวิเคราะห์โปรตีนด้วย mass spectrometry 
 

Protein No. Accession No. Protein Score Protein mass Peptide sequences 

1 gi|476497264 GHKL domain protein [Leptospira terpstrae serovar Hualin str. LT 11-33 = ATCC 700639] 49 103363 IKNDVEIIK 
2 gi|514181153 sulfate ABC transporter, ATP-binding protein [Leptospira fainei serovar Hurstbridge str. BUT 6] 40 40254 ELNLLPGEK 
3 gi|514181847 hypothetical protein LEP1GSC058_2147 [Leptospira fainei serovar Hurstbridge str. BUT 6] 39 31873 VIYKEVTK 
4 gi|293385562 putative holliday junction endodeoxyribonuclease protein [Leptospira interrogans serovar Lai str. 56601] 37 18597 LLLNVELLK 
5 gi|410792802 hypothetical protein LEP1GSC163_3339 [Leptospira santarosai str. CBC379] 25 8250 IFCLELVLESLKLK 
6 gi|24197463 methylamine utilization protein [Leptospira interrogans serovar Lai str. 56601] 25 11856 GFTVESLKIK 
7 gi|167775648 Methyl-accepting chemotaxis protein [Leptospira biflexa serovar Patoc strain ~Patoc 1 (Ames)~] 25 77439 NQLERNDEIGGMAK 
8 gi|463326212 putative lipoprotein [Leptospira alstonii serovar Sichuan str. 79601] 22 45228 NSNSNAVGNMACVLYSL 
9 gi|384115590 acyltransferase [Leptospira licerasiae serovar Varillal str. VAR 010] 22 42784 FDSMIAGMLLAEYVDYRPVGESLGK 
10 gi|514170332 hypothetical protein LEP1GSC103_0666 [Leptospira borgpetersenii serovar Javanica str. UI 09931] 20 82131 MAKALGISETQLNK 

 


