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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

โรคเลปโตสไปโรสสิหรือไข้ฉ่ีหน ู (Leptospirosis) เกิดจากเชือ้แบคทีเรีย (Bacteria) ชนิด 
สไปโรซีต (Spirochaete)  สกลุ (Genus) เลปโตสไปรา (Leptospira) จดัออกเป็น 2 กลุม่ตาม
ลกัษณะการก่อให้เกิดโรคคือ Leptospira biflexa เป็นกลุม่ท่ีไมก่่อให้เกิดโรคในคนและสตัว์ อาศยั
อยา่งอิสระในสิง่แวดล้อม (free living saprophyte) และ Leptospira interrogans   เป็นกลุม่เชือ้ท่ี
ก่อให้เกิดโรคในคนและสตัว์ ปัจจบุนัได้จดัแบง่กลุม่เชือ้เลปโตสไปราทางซีรัมวทิยา (Serology) 
ออกเป็น 24 ซีโรกรุ๊ป (serogroups)  และสามารถแบง่ยอ่ยเป็นซีโรวาร์ (serovars) ได้มากกวา่ 200 ซีโรวาร์ 
นอกจากจะแบง่เชือ้ตามซีรัมวิทยายงัมีการศกึษาท่ีแบง่กลุม่เชือ้โดยอาศยัความสมัพนัธ์ของดีเอ็นเอ 
(DNA) ซึง่สามารถแบง่ออกได้ 17 จีโนมสปีชีส์ (Genomespecies) คือ L. interrogans, L. noguchii, 
L. santarosai, L. borgpetersenii  เป็นต้น (ตารางท่ี 2) (Levett, 2001) 

 
เชือ้เลปโตสไปรามีสตัว์ฟันแทะ และสตัว์เลีย้งลกูด้วยนมหลายชนิดเป็นรังโรค (Reservoir 

host) เช่น หน,ู สกุร, ววั, กระบือ และสนุขั เป็นต้น (Faine et al., 1999) เชือ้นีจ้ะถกูขบัออกมากบั
ปัสสาวะของสตัว์และปนเปือ้นอยู่ตามสิ่งแวดล้อมเป็นเวลานาน เชือ้จะสามารถไชเข้าสู่ร่างกายคน
โดยผ่านผิวหนังหรือบาดแผล เม่ือเชือ้เข้าสู่บาดแผลเชือ้จะเข้าไปแบ่งตัวในกระแสเลือดและ
แพร่กระจายไปทัว่ร่างกายโดยเฉพาะท่ีตบั ไต สมอง และระบบประสาทสว่นกลาง มีระยะฟักตวัของ
โรคเฉล่ียประมาณ 10 วนั (ดาริกา, 2544) การรักษาโรคเลปโตสไปโรสิส มกัจะรักษาตามอาการ
แทรกซ้อนเพ่ือแก้ไขความผิดปกติและภาวะแทรกซ้อนร่วมกบัการให้ยาปฏิชีวนะ เช่น penicillin หรือ 
doxycycline เป็นต้น อาการของโรคเลปโตสไปโรสิสในระยะแรกๆ ของการป่วยนัน้แยกจากโรคอ่ืนๆ
ได้ยาก จึงต้องอาศยัการวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิสทางห้องปฏิบตัิการท่ีรวดเร็วและแม่นยํา ซึ่งจะ
นําไปสูก่ารดแูลและรักษาผู้ ป่วยได้ดียิ่งขึน้ (Faine et al., 1999; ขจรศกัดิ,์  2544)  

 
ปัจจบุนัโรคฉ่ีหนูถือว่าเป็นปัญหาสําคญัของประเทศไทยโรคหนึ่ง  เน่ืองจากมีอตัราการติด

เชือ้และตายของประชากรเพิ่มสงูขึน้  จากรายงานการเฝ้าระวงัโรคของกองระบาดวิทยา  กระทรวง
สาธารณสขุ  ตัง้แต ่ พ.ศ.2541 พบผู้ ป่วย 2,226 ราย  แล้วเพิ่มขึน้เป็น 6,080 ราย ในปี พ.ศ.2542 
ตอ่มาเป็น 14,285 ราย  ในปี พ.ศ.2543  ซึง่เป็นปีท่ีพบผู้ ป่วยด้วยโรคเลปโตสไปโรสิสมากท่ีสดุเป็น
ประวตัิการณ์  และเร่ิมมีจํานวนผู้ ป่วยลดลง เป็น 10,271 ราย ในปี พ.ศ.2544 ส่วนในปี 2545 
จํานวนผู้ ป่วยลดลงจากเดิมเหลือ  6,864 ราย ถึงปัจจุบนัยงัพบว่ามีการระบาดของโรคนีอ้ยู่แต่
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จํานวนผู้ ป่วยลดน้อยลง เน่ืองจากมีวิธีการตรวจวินิจฉยัโรคทางห้องปฏิบตัิเพ่ือแยกสาเหตขุองโรคฉ่ี
หนอูอกจากโรคอ่ืน ๆ มากขึน้  

 
การจําแนกชนิดของเชือ้เลปโตสไปราทางซีรัมวิทยา มกัใช้วิธี Microscopic Agglutination 

Test (MAT) ซึง่เป็นวิธีมาตรฐานท่ีกําหนดโดยองค์การอนามยัโลก(Faine et  al., 1999) วิธีนีส้ามารถ
จําแนกซีโรกรุ๊ป/ซีโรวาร์ของเชือ้ท่ีเป็นสาเหตไุด้ แตเ่ป็นวิธีท่ีมีความไวต่ําและการตรวจมีความยุง่ยาก
มาก เน่ืองจากต้องใช้เชือ้หลายซีโรวาร์ และเชือ้มกัเกิดปฏิกิริยาเกาะกลุม่ (Agglutination) กบัซโีรกรุ๊ปอ่ืน  ๆ
เช่น ซีโรกรุ๊ป Autumnalis  อาจเกิดปฏิกิริยาเกาะกลุม่กบัซีโรกรุ๊ป Djasiman (ดวงพรและคณะ, 2543)  
ดงันัน้การจําแนกเชือ้เลปโตสไปราด้วยวิธี MAT มกัจะทําควบคูก่บัวธีิครอสแอคกลตูนิินแอบซอร์บชัน่เทสต์ 
(Cross Agglutinin Absorption Test; CAAT) ซึง่เป็นวธีิมาตรฐาน เพ่ือลดปฏิกิริยาการเกาะกลุม่ของ
ซีโรกรุ๊ป/ซีโรวาร์ (Faine et  al., 1999) วธีิ CAAT เป็นวิธีท่ีมีความจําเพาะสงู แตว่ิธีนีมี้ความยุง่ยาก
มากกวา่วธีิ MAT เทคนิคอิมมโูนบลอ็ตติง้ (Immunoblotting) จะลดขัน้ตอนยุง่ยากด้านการเตรียมเชือ้
เลปโตสไปราท่ีจะต้องใช้เป็นแอนตเิจนสําหรับการตรวจวินิจฉยัได้ง่ายกวา่ และเตรียมเก็บไว้ได้
ลว่งหน้า และไมเ่ป็นต้องใช้เชือ้เป็นซึง่อาจเกิดอนัตรายกบัผู้ปฏิบตักิารในห้องทดสอบ และผลการ
ทดสอบท่ีได้จะอยูบ่นแผน่ตรวจทําให้สามารถเก็บผลการทดสอบได้เป็นเวลานาน ดงันัน้การศกึษา
ด้วยเทคนิคอิมมโูนบลอ็ตติง้ จงึเป็นวิธีการหนึง่ท่ีจะนํามาใช้ในการแยกซีโรวาร์ของเชือ้เลปโตสไปรา 
(Doungchawee G. et al, 2005)   
 

การจําแนกชนิดของเชือ้เลปโตสไปรามีหลายวิธี ได้แก่ วธีิ MAT, CAAT และ Immunoblotting 
วิธีการเหลา่นีเ้ป็นวิธีท่ีนิยมใช้ทดสอบหาซีโรวาร์ของเชือ้ท่ีเพาะแยกได้จากผู้ ป่วยท่ีมีอาการของโรคเลป
โตสไปโรสสิ     ดงันัน้การเปรียบเทียบประสทิธิภาพของ วิธี CAAT,  Immunoblotting และ MAT จงึ
น่าจะเป็นการศกึษาท่ีเพิม่ความจําเพาะ และความแมน่ยํามากขึน้ในการแยกทางซีรัมวิทยา โดยเป็น
พืน้ฐานในงานวิจยัและการพฒันาในการผลติเป็นชดุทดสอบและวคัซีน (vaccine) ตอ่ไปในอนาคต 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจยั 

 
              เปรียบเทียบการแยกทางซีรัมวทิยาของเชือ้เลปโตสไปราด้วยวิธี Cross Agglutinin 
Absorption Test, Immunoblotting  และ Microscopic Agglutination Test 
 



บทที่ 2 
 

เอกสารงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 
 

2.1 ลักษณะทั่วไปของเชือ้เลปโตสไปโรสิส    
 

โรคเลปโตสไปโรสสิหรือโรคฉ่ีหนเูกิดจากเชือ้แบคทีเรียแกรมลบ (gram-negative bacteria) 
ชนิดสไปโรขีต  ในสกลุเลปโตสไปรา ซึง่เชือ้ในสกลุนีจ้ะแบง่ได้เป็น 2 สปีชีส์ (Species) คือ Leptospira 
biflexa (L. biflexa ) และ Leptospira interrogans (L. interrogans )  L. biflexa เป็นเชือ้ท่ีไม่
ก่อให้เกิดโรค ในขณะท่ี L. interrogans ก่อให้เกิดโรคในคนและสตัว์ การแพร่กระจายของเชือ้ L. 
interrogans เกิดจากสตัว์นําโรค หน ูววั ควาย สกุร สนุขั แพะ และแกะ ปลอ่ยเชือ้ออกมากบัปัสสาวะ 
ทําให้เชือ้ปนเปือ้นอยูใ่นสิง่แวดล้อมทัง้แหลง่นํา้ ดนิ พืช ผกั เชือ้สามารถไชเข้าสูร่่างกายของคนและ
สตัว์ทางผิวหนงัตามรอยแผลและรอยขีดข่วน เย่ือบขุองปาก ตา จมกู คนมีโอกาสสมัผสัเชือ้ 2 วิธี คือ 
การตดิเชือ้ทางตรง (direct infection) เป็นการรับเชือ้เข้าสูร่่างกายโดยไมมี่สิง่แวดล้อมเป็นตวักลาง
หรือเป็นสื่อในการถ่ายโรค ซึง่อาจเกิดได้จากท่ีคนสมัผสักบัสตัว์ ปัสสาวะ เนือ้เย่ือตวัออ่นท่ีแท้งหรือ
เลือดท่ีมีเชือ้ปะปนอยู ่ นอกจากนีค้นยงัอาจจะตดิเชือ้ได้จากการถกูสตัว์ท่ีตดิเชือ้เลปโตสไปราเช่น หน ู
สนุขั หรือแมว กดั การตดิเชือ้ทางอ้อม (indirect infection) ได้แก่  การทํากิจกรรมท่ีต้องแช่นํา้หรือการ
ย่ําบริเวณท่ีชืน้แฉะ เป็นเวลานานๆ เช่น การทํานา การวา่ยนํา้  การหาปลา หรือลอ่งแก่ง (ธรรมวรรณ, 
2545) เป็นต้น หรืออาจจะเกิดกบัคนท่ีมีอาชีพท่ีเส่ียงตอ่การรับเชือ้เลปโตสไปราได้สงู เช่น ได้แก่ 
ชาวนา ชาวไร่อ้อย คนงานฟาร์มเลีย้งสตัว์ คนงานขดุลอก ท่อระบายนํา้ สตัวแพทย์ นกัวิทยาศาสตร์ 
และนกัท่องเท่ียว (ดาริกา, 2544) 
 

เชือ้เลปโตสไปราตดิตอ่สูค่น และสตัว์ได้โดยการไชผา่นเย่ือบท่ีุมีบาดแผล รอยถลอกหรือ 
ผิวหนงัท่ีเปียกชุ่มจากการแชนํ่า้นานๆ เชือ้จะเข้าสูก่ระแสเลือดภายใน 24 ชัว่โมงและกระจายไปตาม
อวยัวะตา่งๆ ได้แก่ ปอด ตบั ไต หวัใจ เย่ือหุ้มสมอง มดลกู เป็นต้น เน่ืองจากเชือ้สามารถเคลื่อนไหวได้
อยา่งรวดเร็ว จงึไมพ่บการอกัเสบท่ีผิวหนงัตําแหนง่ทางเข้าของเชือ้ เชือ้จะแบง่ตวัเพิม่จํานวนได้สงูสดุ
ภายใน 2 - 4 วนั หลงัจากเข้าสูร่่างกาย (ธรรมวรรณ, 2545) และใช้เวลาพกัตวัของโรคประมาณ 2 - 20 
วนั ก่อนแสดงอาการของโรคสามารถตรวจหาการตรวจเชือ้เลปโตสไปราในระยะท่ีมีเชือ้ในกระแสโลหิต 
(leptospiremia phase) สามารถตรวจหาได้จากเลือด นํา้ไขสนัหลงั นํา้ในช่องมา่นตา นํา้นม และ
เนือ้เย่ือจากอวยัวะภายในร่างกาย หลงัจากตดิเชือ้ประมาณ 1 - 2 สปัดาห์ ร่างกายจะสร้างภมูคิุ้มกนั
ตอ่เชือ้เลปโตสไปรา(immune phase) ในระยะนีเ้ชือ้เลปโตสไปราจะถกูทําลายโดยระบบภมูิคุ้มกนัของ
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ร่างกายยกเว้นในบริเวณทอ่ไตสว่นต้นทําให้เชือ้สว่นหนึง่จะอยูใ่นท่อไตสว่นต้นและเชือ้จะถกูขบั
ออกมากบัปัสสาวะเป็นครัง้คราวหรือตอ่เน่ืองกนั ซึง่จํานวนและระยะเวลาท่ีเชือ้ถกูขบัออกมามากน้อย
เพียงใดจะสมัพนัธ์กบัชนิดสตัว์และชนิดของเชือ้ จากกระบวนการขบัเชือ้ของร่างกายดงักลา่วจงึทําให้
สิง่แวดล้อมเกิดการปนเปือ้นและการสะสมของเชือ้ ซึง่เป็นแหลง่ท่ีจะทําให้เชือ้แพร่สูส่ตัว์อ่ืนๆ และคน
ตอ่ไปได้   
  

สําหรับผู้ ป่วยด้วยโรคเลปโตสไปโรสสิอาจมีอาการดงันี ้ ไข้สงู หนาวสัน่ ปวดกล้ามเนือ้อยา่ง
รุนแรง โดยเฉพาะบริเวณขาและน่อง ตาแดง (หลอดเลือดแดงแผซ่า่นเป็นตาขา่ย) ไอแห้งๆ หรือไอมี
เสมหะปนเลือด บางรายอาจมีอาการทางระบบประสาท เช่น ปวดศีรษะชนิดรุนแรง คอแข็ง การรับรู้
และสตเิปล่ียนแปลง  เป็นต้น ในรายท่ีมีอาการรุนแรงอาจมีไตวาย ปัสสาวะออกน้อยหรือไมอ่อก การ
หายใจล้มเหลว อาจมีภาวะ Refractory hypoxemia อาการดีซา่น (สํานกัระบาดวิทยา กรมควบคมุ
โรค กระทรวงสาธารณสขุ, 2546) เน่ืองจากอาการของโรคเลปโตสไปโรสสิคือมีไข้ จงึทําให้มีอาการ 
คล้ายคลงึกบัอาการของโรคตดิเชือ้อ่ืนๆ เช่น โรคเมลอิอยโดสสิ สครับไทฟัส ไข้เลือดออกชนิดเดงกิ 
หรือไข้ไทฟอยด์ เป็นต้น (วราลกัษณ์, 2544) ทําให้การจําแนกโรคนีจ้ากโรคอ่ืนได้ยาก หากไมมี่การ
ตรวจวินิจฉยัทางห้องปฏิบตักิารมายืนยนั 

 
 สําหรับอาการท่ีพบในสตัว์ เชือ้เลปโตสไปราก่อให้เกิดโรคในสตัว์ได้หลายชนิด และในแตล่ะซี
โรวาร์ของเชือ้ก็ก่อให้เกิดลกัษณะอาการของโรคในสตัว์แตกตา่งกนัออกไป การเกิดโรคในสตัว์ไมมี่
ลกัษณะอาการจําเพาะท่ีจะสามารถแยกจากโรคอ่ืนได้ เช่น โรคพยาธิในเม็ดเลือดบาบีเซีย หรืออนาพ
ลาสโมซสิ (ธรรมวรรณ, 2545) อาการท่ีพบได้ทัว่ไปในสตัว์ ได้แก่ มีไข้สงู ซมึ เบ่ืออาหาร ออ่นเพลีย 
ปวดกล้ามเนือ้ เย่ือบตุาขาวอกัเสบ ภาวะดีซา่น เป็นต้น ซึง่อาการเหลา่นีจ้ะรุนแรงหรือไมรุ่นแรงขึน้อยู่
กบัชนิดของสตัว์ การเกิดโรคในสตัว์นีจ้ะทําให้เกิดความเสียหายอยา่งมาก โดยเฉพาะในปศสุตัว์ และ
เน่ืองจากอาการการเกิดโรคเลปโตสไปโรสสิในสตัว์ก็ไมเ่ดน่ชดัเช่นเดียวกบัในคน การจําแนกโรคนีอ้อก
จากโรคอ่ืนๆ จงึมีความจําเป็นอยา่งสงู  
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2.2  การศึกษาทางจุลสัณฐานวทิยา  
 

เชือ้เลปโตสไปราเป็นแบคทีเรียแกรมลบชนิดสไปโรขีตท่ีต้องอาศยัออกซเิจน มีลกัษณะ
รูปร่างเป็นเส้นเกลียวบางยาว 6 - 20 ไมโครเมตร กว้าง 0.1 ไมโครเมตร มีปลายข้างใดข้างหนึง่หรือทัง้
สองข้างงอเป็นตะขอ (hook) แตอ่าจพบเชือ้เป็นเส้นตรง ซึง่มกัจะหมนุหรือเคลื่อนไหวได้ช้ากวา่ เชือ้มี
เย่ือหุ้ม (membrane) 3 - 5 ชัน้และมีสารไลโปโพลีแซคคาไรด์ (lipopolysaccharide) และโปรตีนหลาย
ชนิดเป็นสว่นประกอบของผนงัชัน้นอกซึง่เป็นแอนตเิจนสําคญัท่ีนํามาใช้ในการตรวจเพ่ือวินิจฉยัโรคนี ้ เชือ้
นีห้ากตรวจดดู้วยกล้องจลุทรรศน์พืน้มืด (Dark-field microscopy) จะเห็นเป็นเส้นเลก็ๆ เคลื่อนไหว
รวดเร็วโดยการหมนุ หรือการโค้งงอ เม่ือตรวจดดู้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอน (electron 
microscopy) (Faine et al, 1999 ) จะเห็นลกัษณะของตวัเชือ้ชดัเจน (ภาพท่ี 1)และทําให้เห็น
โครงสร้างภายในของเชือ้เลปโตสไปรา  
 

 
 

ภาพที่ 1  ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชือ้เลปโตสไปราซีโรวาร์ Australis 12,000 เทา่ 
 

การตรวจดดู้วยกล้องจลุทรรศน์พืน้มืดและกล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอนทําให้แยกเชือ้เลปโตส
ไปราออกจากสไปโรขีตชนิดอ่ืนๆได้ แตไ่มส่ามารถแยกความแตกตา่งของรูปลกัษณะของเชือ้ท่ี
ก่อให้เกิดโรคและไมก่่อให้เกิดโรคได้ 

 
เชือ้เลปโตสไปรามีสว่นประกอบของโครงสร้างดงันี ้(ภาพท่ี2) 

1. ผนงัสว่นนอก (Outer envelope; OE) ประกอบด้วย โปรตีน ไขมนั และไลโปโพลีแซคคา
ไรด์ มีองค์ประกอบท่ีสาํคญัคือไลโปโพลีแซคคาไรด์ เป็นสว่นสําคญัของแอนติเจนท่ีใช้ในขัน้ตอนการ
ตรวจจําแนกเชือ้ออกเป็น ซโีรกรุ๊ปและซีโรวาร์ตา่งๆ 

2. เปปตโิดไกลแคน (Peptidoglycan Complex) เป็นสว่นถดัจากเปลือกนอกเข้าไป จะ
เป็นสว่นท่ีมีลกัษณะเป็นท่อแบนๆ ประกอบขึน้จากเส้นใยขนาดเลก็มาก  ซึง่เส้นใยขนาดเลก็เหลา่นี ้
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ประกอบขึน้มาจากสารไกลโคโปรตีน ขนาดนํา้หนกัโมเลกล ุ 72 กิโลดลัตนั (kDa) เป็นสว่นโครงสร้าง
หลกัของเชือ้ 

3. เย่ือหุ้มชัน้ใน (Cytoplasmic membrane) มีขนาดนํา้หนกัโมเลกลุ 76, 62 และ 45 kDa 
(Hygia et al., 2001) 

4. แฟลกเจลลา (Flagella) เชือ้เลปโตสไปรามีแฟลกเจลลา 2 อนั อยูท่ี่ปลายของแตล่ะ
ด้าน โครงสร้างของแฟลกเจลลาทัว่ไปคล้ายกบัแบคทีเรียแกรมลบอ่ืนๆ  ประกอบด้วยแกนกลาง ซึง่เป็น
สารโปรตีนท่ีเรียงตวัเป็นแนวตรงหรือแบบขดลวด โปรตีนท่ีเป็นสว่นประกอบของแฟลกเจลลามีนํา้หนกั
โมเลกลุ 35 kDa ( Biswas et. al., 2005) และเน่ืองจากเชือ้เลปโตสไปรามีแฟลกเจลลา 2 อนั ซึง่เป็น
ลกัษณะพเิศษท่ีทําให้สามารถแยกเชือ้เลปโตสไปราจาก Spirochaete ชนิดอ่ืนๆ ท่ีมีแฟลกเจลลา 4 อนั 
เม่ือตรวจดดู้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลกตรอน 

5. สว่นประกอบภายในเซลล์ (Cell Contents) ประกอบด้วยสารคล้ายเส้นใย นิวเคลยีส ไม
โตรครอนเดีย และออร์แกนเนล ตา่งๆ 

 
ภาพที่ 2 โครงสร้างของเชือ้เลปโตสไปรา (ดดัแปลงจาก ดวงใจ สวุรรณเจริญ, 2544 ) 
 
2.3 การจัดแบ่งกลุ่มเชือ้เลปโตสไปรา 

 
เชือ้เลปโตสไปราเป็นแบคทีเรียซึง่มีการจดักลุม่ (Taxonomy) อยูใ่น ชัน้ (Class) : 

Schizomycetes  ตระกลู (Order) : Spirochaetales  วงศ์ (Family) :  Spirochaetales  สกลุ 
(Genus) :  Leptospira การจดัแบง่กลุม่ของเชือ้เลปโตสไปราประกอบด้วยการแบง่กลุม่ด้วยวธีิตา่งๆ 
ดงันี ้ 

2.3.1 การแบง่เชือ้ท่ีก่อให้เกิดโรคและไมก่่อให้เกิดโรค 
การทดสอบทางเคมี (biochemical tests) เป็นวธีิท่ีใช้ในการแยกกลุม่เชือ้ท่ีก่อให้เกิดโรค 

(L.interrogans)และเชือ้ไมก่่อให้เกิดโรคทัง้ในคนและสตัว์( L. biflexa ) การทดสอบมีหลายวธีิคือ 
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1. การเพาะเลีย้งเชือ้ ท่ีอณุหภมูิ 13 องศาเซลเซียส กลุม่เชือ้ไมก่่อโรคจะเจริญเตบิโตได้ท่ี
อณุหภมูิ 13 องศาเซลเซยีส (Faine et al, 1999 ;Ratnam, 1994) 

2.  Oxidase test ถ้าเป็นเชือ้เลปโตสไปราท่ีก่อให้เกิดโรคจากผลการทดสอบจะเปลี่ยนสี 
indicator เป็นสีนํา้ตาลออกแดง (pale reddish brown) ในขณะท่ีเชือ้เลปโตสไปราท่ีไม่
ก่อโรคจะเปล่ียนเป็นสีนํา้ตาลดํา (dark brown or blackish  brown  Colour ) 
(Ratnam, 1994) 

3. Egg yolk reaction เชือ้เลปโตสไปราท่ีไมก่่อให้เกิดโรค จะทําให้อาหารเลีย้งเชือ้เน่าเสีย
ของอาหาร (rapid decomposition) ภายในวนัท่ี 2 - 3  ซึง่จะรวดเร็วกวา่เชือ้ท่ีก่อให้เกิด
โรคท่ีจะทําให้อาหารเลีย้งเชือ้การเนา่เสียในวนัท่ี  3 - 12  หรือไมเ่กิดการเน่าเสียเลย
(Ratnam, 1994) 

4. อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเติม 8-azaquanine  สําหรับกลุม่เชือ้ไมก่่อโรคจะเจริญเตบิโตได้ดีใน
อาหารชนิดนี ้(Faine et al, 1999 ; Ratnam, 1994) 

 
2.3.2 การแบง่ทางซีรัมวทิยา (Serological Classification) 
เลปโตสไปราสามารถจดัจําแนกทางซีรัมวทิยา (Dikken and Kmety 1978) ในปัจจบุนั L. 

biflexa ซึง่เป็นเชือ้เลปโตสไปรา ท่ีอาศยัอยา่งอิสระ ในสภาพแวดล้อม พบทัง้ในนํา้จืดและนํา้ทะเล เชือ้
ในกลุม่นีส้ามารถจดัจําแนกได้มากกวา่ 60 ซีโรวาร์ สว่นเชือ้ท่ีก่อให้เกิดโรคในคนและสตัว์คือ 
L.interrogans จดัจําแนกเป็น 24 ซีโรกรุ๊ป ซึง่แบง่ยอ่ยเป็นซโีรวาร์ได้อีกมากกวา่ 200 ชนิด (Levett, 
2001) (ตารางท่ี1) 
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ตารางที่1 แสดงการจําแนกซีโรกรุ๊ปและซีโรวาร์ของเชือ้เลปโตสไปราท่ีก่อโรค   
 
Serogroup     Serovar 

 
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Lai, 

Zimbabwe 
Hebdomadis     Hebdomadis, Jules, Kremastos 
Autumnalis     Autumnalis, Fortbragg, Bim, Weerasinghe 
Pyrogenes     Pyrogenes 
Bataviae     Bataviae 
Grippotyphosa     Grippotyphosa, Canalzonae, Ratnapura 
Canicola     Canicola 
Australis     Australis, Bratislava, Lora 
Pomona     Pomona 
Javanica     Javanica 
Sejroe      Sejroe, Saxkoebing, Hardjo 
Panama     Panama, Mangus   
Cynopteri  Cynopteri 
Djasiman  Djasiman 
Sarmin  Sarmin 
Mini  Mini, Georgia 
Tarassovi  Tarassovi 
Ballum  Ballum, Aroborea 
Celledoni  Celledoni 
Louisiana  Louisiana, Lanka 
Ranarum  Ranarum 
Manhao  Manhao 
Shermani  Shermani 
Hurstbridge  Hurstbridge 
 
ท่ีมา : Paul N. Levett.., 2001 
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2.3.3 การแบง่ทางยีโนทยัป์ (Genotyping Classification) 
การจัดแบ่งเลปโตสไปราโดยอาศยัความสัมพันธ์ของสารพันธุกรรมของเชือ้ด้วยเทคนิค 

DNA hybridization ทําให้จดัแบ่งเชือ้ชนิดนีอ้อกเป็นกลุ่มท่ีแตกต่างจากการแบ่งทางซีรัมวิทยา โดย
พวกท่ีก่อให้เกิดโรคและไม่ก่อให้เกิดโรคอาจจดัอยู่ในสปีชีส์ เดียวกนั และพบว่าซีโรวาร์ท่ีแตกต่างกนั
ทางซีรัมวิทยา เม่ือศกึษาทางยีโนทยัป์อาจไม่พบความแตกตา่งของจีโนมสปีชีส์ได้ ปัจจบุนัการจําแนก
เชือ้โดยวิธีนีพ้บวา่ เชือ้ในสกลุนีมี้ 17 จีโนมสปีชีส์ (genospecies) (Levett, 2001) ดงัตารางท่ี 2 และ3 

 
ตารางที่ 2  แสดงสปีชีส์ของของเชือ้เลปโตสไปราท่ีก่อโรคและไมก่่อโรค 
  
 Pathogenic                                   Non-pathogenic of unknown 
  
 L. interrogans L. parva Genomospecie 1 
 L. noguchii L. wolbachii Genomospecie 3 
 L. santarosai L. biflexa Genomospecie 4 
 L. borgpetersenii  Genomospecie 5 
 L. kirschneri 
 L. weilii 

       L. inadai 
 L. meyeri 
 L. alexanderi 
 L.fainei  
 
ท่ีมา : Paul N. Levett.., 2001 
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ตารางที่ 3  แสดงจีโนมสปีชีส์และซีโรกรุ๊ปของเชือ้เลปโตสไปรา 
 
  Species     Serogroups 
 

      L. interrogans  Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona,      
Australis, Autumnalis, Pyrogenes, 
Grippotyphosa, Djasiman, 

  Hebdomadis, Sejroe, Bataviae, Ranarum, 
Louisiana, Mini, Sarmin 

 L. noguchii  Panama, Autumnalis, Pyrogenes, Louisiana, 
Bataviae, Tarassovi, Australis, Shermani, 
Djusiman, Pomona 

 L. santarosai Shermani, Hebdomadis, Tarassovi, 
Pyrogenes, Autumnalis, Bataviae, Mini, 
Grippotyphosa, Sejroe, Pomona, Javanica, 
Sarmin, Cynopteri 

 L. meyeri  Ranarum, Semaranga, Sejroe, Mini, Javanica 
 L. wolbachii Codice 
 L. biflexa Semaraga, Andamana 
 L. fainei Hurstbridge 
 L. borgpetersenii Javanica, Ballum, Hebdomadis, Sejroe, 

Tarassovi, Mini, Celledoni, Pyrogenes, 
Bataviae, Australis, Autumnalis 

 L. kirachneri Grippotyphosa, Autumnalis, Cynopteri, 
Hebdomadis, Australis, Pomona, Djasiman, 
Canicola, Icterohaemorrhagiae, Bataviae 

 L. weilii Cellidoni, Icterohaemorrhagiae, Sarmin, 
Javanica, Mini, Tarassovi, Hebdomadis, 
Pyrogenes, Manhao, Sejroe 

 
ท่ีมา : Paul N. Levett.., 2001 
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2.4 การเก็บตวัอย่างเพื่อการวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิส 
  

การเก็บตวัอยา่งเพ่ือตรวจวนิิจฉยัโรคเลปโตสไปโรสสิเป็นขัน้ตอนท่ีมีความสําคญัมากต้อง
ปฏิบตัใิห้ถกูวธีิ ต้องคํานงึถงึวิธีการตรวจวิเคราะห์ ชนิดของตวัอยา่ง การปนเปือ้นและช่วงเวลาของการ
เก็บตวัอยา่งจากผู้ ป่วย การนําสง่ต้องคํานงึถึงความปลอกภยั อณุหภมูิท่ีเหมาะสม และต้องสง่ให้ถงึ
ห้องปฏิบตักิารโดยเร็ว การเก็บตวัอยา่งเพ่ือตรวจวินิจฉยัโรคเลปโตสไปโรสสิสามารถจําแนกออกได้
ดงันี ้

 
2.4.1 การเก็บตวัอยา่งเพ่ือเพาะเชือ้ ตวัอยา่งท่ีสามารถเก็บเพ่ือเพาะเชือ้มีหลายชนิด ซึง่แต่

ละชนิดมีวิธีการเก็บเฉพาะท่ีแตกตา่งกนั หลกัเกณฑ์ดงันี ้(พมิพ์ใจ นยัโกวทิ และดวงพร พลสูขุสมบตั,ิ 
2544) 
   ก. ตวัอยา่งเลอืดและนํา้ไขสนัหลงั ควรเก็บก่อนให้ยาปฏิชีวนะ และควรเก็บ
ภายใน 10 วนั วนัหลงัสตัว์หรือคนเร่ิมแสดงอาการ หลงัจากเก็บตวัอยา่งควรนํามาเพาะแยกเชือ้ทนัที
เพ่ือเพิม่โอกาศในการแยกเชือ้จากตวัอยา่งให้สงูท่ีสดุ ถ้าหากไมส่ามารถเพาะเชือ้ได้ทนัที ควรเก็บเลือด 
5 มิลลลิติร ใน 1% โซเดียมออกซาเลต (Sodium oxalate) เพ่ือป้องกนัการแขง็ตวัของเลือด ควร
หลีกเล่ียงการใช้หลอดเก็บเลือดท่ีมีสารละลายซเิตรทเพราะพบวา่ซเิตรทเป็นสารท่ียบัยัง้การเจริญของ
เชือ้ ควรเก็บไว้ในอณุหภมูห้ิองไมเ่ยน็จดัหรือร้อนจดัเกินไป และควรจะรีบนําสง่ทางห้องปฏิบตักิารเพ่ือ
นํามาเพาะแยกเชือ้ภายใน 24 ชัว่โมง และไมค่วรเก็บเลือดนานเกินกวา่ 1 สปัดาห์ 
   ข. ตวัอยา่งปัสสาวะ ควรเก็บหลงัจากสตัว์หรือคนไมไ่ด้แสดงอาการป่วยมา
มากกวา่ 1 สปัดาห์ และควรเก็บปัสสาวะจากช่วงกลาง (Midstream) ของการขบัถ่าย จากนัน้นํามา
เพาะแยกเชือ้ทนัที การเก็บปัสสาวะต้องระมดัระวงัอยา่งมากเพ่ือป้องกนัการปนเปือ้นจงึจะมีโอกาส
เพาะแยกเชือ้ได้ ถ้าหากไมส่ามารถเพาะเชือ้ได้ทนัที ควรเจือจางนํา้ปัสสาวะในสารละลาย PBS ท่ีมี 
pH อยูร่ะหวา่ง 7.2-7.8  เน่ืองจากเลปโตสไปรามีชีวิตอยูไ่ด้ไมน่านในปัสสาวะท่ีมีสภาพเป็นกรด 
   ค.  ตวัอยา่งจากผู้ เสียชีวิต สามารถเพาะแยกเชือ้ได้จากเนือ้เย่ืออวยัวะจาก 
ตบั ไต และสมอง ควรเก็บตวัอยา่งทนัทีและเพาะแยกเชือ้ภายใน 4 ชัว่โมง  

ง. ตวัอยา่งนํา้จากแหลง่นํา้ในพืน้ท่ีระบาด ควรเก็บตวัอยา่งในภาชนะ
ปราศจากเชือ้ เก็บไว้ในอณุหภมูิห้องและสง่เพาะแยกเชือ้ภายใน 72 ชัว่โมง  

 
2.4.2 การเก็บซีรัมเพ่ือสง่ตรวจแอนตบิอดี มีหลกัเกณฑ์ดงันี ้ 
ควรเจาะเก็บเลือดผู้ ป่วยท่ีสงสยัวา่ตดิเชือ้เลปโตสไปโรซสิ  2 ครัง้ โดยเก็บครัง้แรกและครัง้ท่ี

สองหา่งกนั 1 สปัดาห์ ป่ันแยกซีรัมทนัทีเพ่ือป้องกนัเม็ดเลือดแดงแตก ใสใ่นหลอดซีรัม ตดิฉลากท่ีมี
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รายละเอียดครบถ้วน จดัสง่ห้องปฏิบตักิารทนัที ถ้าหากไมส่ามารถนําสง่ห้องปฏิบตักิารได้ทนัที ควร
เก็บไว้ในอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
2.5 การตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิสในประเทศไทย 
 

ในปัจจบุนัการตรวจวินิจฉยัโรคเลปโตสไปโรสสิทางห้องปฏิบตักิาร แบง่ได้เป็น 3 วิธี คือ 
2.5.1 การตรวจหาเชือ้หรือแอนตเิจน   
เป็นการตรวจหาเชือ้เลปโตสไปรา จากสิง่สง่ตรวจสามารถดดู้วยกล้องจลุทรรศน์พืน้มืด หรือ

กล้องจลุทรรศน์ธรรมดา หลงัจากการย้อมด้วยสี Gimsa staining ,Fontana’s method of staining 
smears, Immunoperoxidase staining เป็นต้น(Ratnam, 1994) การแยกความแตกตา่งระหวา่งเชือ้
กบัสิง่ปนเปือ้นอ่ืนๆ โดยเฉพาะตวัอยา่งปัสสาวะทําได้ยากจงึต้องอาศยัผู้ มีประสบการณ์และความ
ชํานาญเป็นพเิศษ (Boonyod and Chirathaworn, 2002) 

 
2.5.2. การตรวจทางนํา้เหลืองวทิยา  

 ในประเทศไทยนัน้ยงัอาศยัการตรวจทางซีรัมวิทยาเป็นหลกั การตรวจทางนํา้เหลืองวทิยาเป็น
การตรวจหาแอนตบิอดีในซรัีมของผู้ ป่วย องค์การอนามยัโลกกําหนดวธีิ MAT เป็นวธีิมาตรฐาน (Gold 
Standard) สําหรับการตรวจวนิิจฉยัโรคเลปโตสไปโรสสิ หลกัการของ MAT คือ การเกิดปฏิกิริยา 
Agglutination ของเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานกบัซีรัมของผู้ ป่วยภายใต้กล้องจลุทรรศน์พืน้มืด ผลบวก
เกิดจากการเกาะกลุม่ของเชือ้เลปโตสไปรา ซึง่จะมีลกัษณะเป็น lysis ball หรือ star (การตรวจทกุครัง้ควร
ทํา Positive และ Negative control ด้วยทกุครัง้) ในประเทศไทยซึง่เป็นพืน้ท่ีระบาดการตดัสนิวา่คนไข้ตดิ
เชือ้เลปโตสไปราหรือไมใ่ห้ดจูากผลบวกของ MATท่ี ไตเตอร์ 1:400 ขึน้ไป (Chaifoo, 1997)     

นอกจากนัน้ยงัมีชดุตรวจสําเร็จรูปเพ่ือใช้สําหรับตรวจคดักรองเบือ้งต้น เช่น Enzyme linked 
immunosorbent assay (Mulla S. et al, 2006) ,Indirect immunofluorescent antibody 
Technique (Petchclai B., et al.  1992) และ Latex Agglutination test  (Pimjai N. et al,2001)  
เป็นต้น  

 
2.5.3 การตรวจทางชีวโมเลกลุ 
การตรวจหาดีเอ็นเอของเชือ้เลปโตสไปราในตวัอยา่ง เลือด ปัสสาวะ และนํา้ไขสนัหลงั 

โดยตรง สามารถทําได้หลายวิธีเช่น polymerase chain reaction (PCR) (อลงกรณ์, 2543) , 
Multiplex polymerase chain reaction (Kositanont et.al , 2005) การตรวจทางชีวโมเลกลุนีใ้ช้ใน
การตรวจหาเชือ้เลปโตสไปราในระยะ 2-3 วนัแรกของการรับเชือ้ 
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2.6 การจาํแนกเชือ้เลปโตไปรา  ทําได้หลายวิธีดงันี ้
 
2.6.1 การจําแนกเชือ้โดยการเพาะแยกเชือ้เลปโตสไปรา (Isolation of Leptospires) 

การเพาะเชือ้เลปโตสไปราจากสิง่สง่ตรวจ สาํหรับ เลือดจะสามารถแยกเชือ้ได้ในระยะท่ีมีการ
ตดิเชือ้ในกระแสเลือด สําหรับตวัอยา่งปัสสาวะ ควรเก็บหลงัจากสตัว์หรือคนไมไ่ด้แสดงอาการป่วยมา
มากกวา่ 1 สปัดาห์ ควรทําทนัทีโดยป่ันปัสสาวะแล้วละลายตะกอนด้วย Phosphate Buffer Saline 
(PBS) เป็นต้น (พิมพ์ใจ นยัโกวทิ และดวงพร พลสูขุสมบตั,ิ 2544) จากนัน้นําตวัอยา่งใสใ่นอาหาร
สําหรับเพาะเลีย้งเชือ้ ซึง่มี 5-fluorouracil เน่ืองจากเชือ้เลปโตสไปราสามารถท่ีจะเจริญเตบิโตได้ใน
อาหารชนิดนี ้ และเป็นการยบัยัง้ไมใ่ห้แบคทีเรียตวัอ่ืนเจริญเตบิโตได้ ตรวจดดู้วยกล้องจลุทรรศน์พืน้
มืด ทกุสปัดาห์ เม่ือแยกได้แล้วจงึทําการแยกซีโรวาร์และซีโรกรุ๊ป ด้วยวิธีการตา่งๆ 

 
2.6.2 การจําแนกเชือ้เลปโตสไปราทางนํา้เหลืองวิทยา (Serological Classification)  
 ก. การจําแนกเชือ้เลปโตสไปรา ด้วยวธีิ MAT  
   MAT หลกัการคือ การนําเชือ้เลปโตสไปราท่ีเพาะแยกได้จากผู้ ป่วยมาทําปฏิกิริยา 
Agglutination กบั hyperimmune rabbit antisera มาตรฐาน ผลบวกคือการเกิดการเกาะกลุม่ของเชือ้
เลปโตสไปรา ซึง่วธีินีมี้ข้อจํากดัคือต้องใช้ rabbit hyperimmune antisera มาตรฐาน จํานวนหลายซีโร
วาร์เพ่ือให้ครอบคลมุสําหรับการจําแนกเชือ้ และในบางตวัอยา่งแปลผลยากเน่ืองจากให้ผลบวกมากกวา่ 
1 ซีโรวาร์ (Boonyod and Chirathaworn, 2002) นอกจากนีย้งัต้องการผู้ ท่ีมีปะสบการณ์และความ
ชํานาญเป็นพเิศษในการจําแนกตวัอยา่งเชือ้เลปโตสไปราท่ีเพาะแยกได้จากผู้ ป่วย 
 
  ข. การจําแนกเชือ้เลปโตสไปราด้วยวิธี Cross Agglutinin Absorption Test (CAAT) 
   CAAT หลกัการคือ  การนําเชือ้เลปโตสไปราจากผู้ ป่วย ทําปฏิกิริยาปฏิกิริยา 
Agglutination กบั rabbit hyperimmune antisera มาตรฐาน ป่ันเก็บสว่นนํา้ใส (absorped serum) มา
ทดสอบการตกตะกอนอีกครัง้ กบั homologous และ heterologous antigen (Ratnam, 1994) ซึง่วธีิ 
CAAT มีข้อดีกวา่วิธี MAT คือสามารถลดการเกิดเกิดปฏิกิริยาการข้ามเก่ียว (Cross reaction) ในซีโร
กรุ๊ปและซีโรวาร์ (Faine et.al, 1999) และมีความจําเพาะสงูกวา่ แตว่ิธีนีมี้ขัน้ตอนการทําท่ียงุยากกวา่
มากวิธี MAT นอกจากนีย้งัต้องการผู้ ท่ีมีประสบการณ์และความชํานาญเป็นพเิศษและไมส่ามารถทําได้
ในห้องปฏิบตักิารทัว่ไป วธีินีต้้องใช้ rabbit hyperimmune antisera ท่ีจําเพาะจํานวนหลายซีโรกรุ๊ป
และซีโรวาร์ เพ่ือให้ครอบคลมุและมีความถกูต้องมากขึน้ 
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  ค.การจําแนกเชือ้เลปโตสไปรา ด้วยวิธี Immunoblotting  
 หลกัการคือ Immunoblotting จะศึกษาถึงคณุสมบตัิโปรตีนของแอนติเจนโดยใช้หลกัการแยก
โปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า ซึง่จะได้โครงสร้างของโปรตีนท่ีจําเพาะของเชือ้ จากนัน้นําโปรตีนหรือแอนติเจน
ผ่านลงสู่แผ่นกระดาษจําเพาะท่ีมีคุณสมบัติดูดซึมโปรตีนได้ดี นําแอนติบอดีท่ีต้องการศกึษามาเกาะ
กบัแอนติเจน และติดฉลากเพ่ือตรวจหาปริมาณของแอนติบอดี ความแตกต่างของแอนติเจน และรูปแบบ
ของปฏิกิริยา วิธีนีเ้ป็นวิธีการหนึ่งท่ีถกูนํามาใช้ในการจําแนกชนิดของเชือ้เลปโตสไปรา (Doungchawee 
et.al., 2005)  
 Immunoblotting มีขัน้ตอนท่ีสําคญั คือ  

 SDS-PAGE  

 การ blotting 
 SDS-PAGE  คือ การจําแนกชนิดของแอนติเจนหลงัจากการแยกด้วยกระแสไฟฟ้า  หลกัการ
คือโปรตีนโมเลกลุใหญ่ท่ีถกูแยกเป็นชิน้เปปไทด์ด้วย solubizing agent เช่น SDS, urea หรือ 
Mercaptoethanol จะถกูแยกตามขนาดบน Acrylamide gel (SDS-PAGE) (Laemmli (1970) และ 
Ochiai et al., 1997) จงึมีการนําวิธีนีม้าใช้ในการศกึษารูปแบบโปรตีนของเชือ้เลปโตสไปรา  
 การ blotting คือ หลงัจากทํา SDS-PAGE  เรียบร้อยจึงนําโปรตีนท่ีสนใจผ่านลงสู่
แผ่นกระดาษจําเพาะ นําแอนติบอดีท่ีต้องการศึกษามาเกาะกับแอนติเจน และติดฉลากเพ่ือตรวจหา
ปริมาณของแอนตบิอดี 
  Biswas และคณะ (2005) ทําการศกึษา Whole cell ของเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานด้วยวิธี 
SDS-PAGE พบว่า Major Protein ท่ีตําแหน่ง 67, 65, 45, 43, 35, 32 และ18 kDa เม่ือทําการ 
blotting ด้วย rabbit hyperimmune antisera พบว่ามีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันท่ีตําแหน่ง 
67,65,60, 45, 43, 41และ32 kDa   ตําแหน่งท่ี 32 เป็นตําแหน่งหลกัท่ีพบการตอบสนองทางภมูิคุ้มกนั 
 Hygia และคณะ (2001) จาการศกึษาด้วยวิธี Immunoblotting พบว่าตําแหน่งท่ี 82, 58,48 
และ 44 kDaเป็น ตําแน่งของ Inner membrane ;  ตําแหน่ง76,62 และ 45 kDa เป็นตําแหน่งของ 
Cytoplasm; ตําแหน่ง37และ 25 kDa เป็นตําแหน่งของ Periplasm ;  ตําแหน่ง32และ 31 kDa เป็น
ตําแหน่งของ Outer membrane  
 Niwetpathomwat  และ  Doungchawee  (2006 ) ใช้วิธี Immunoblotting โดย การผสมเชือ้
มาตรฐาน 10 ซีโรวาร์ ทําการ blotting ด้วย rabbit hyperimmune antisera ซีโรวาร์ตา่งๆ ผลพบการ 
ตําแหน่ง 15-20 ,23-24,41 และ 45 kDa 
  Doungchawee และคณะ (2005 ) ศึกษาการจําแนกเชือ้เลปโตสไปราด้วยวิธี 
Immunoblotting กบั rabbit hyperimmune antisera ผลพบวา่เกิด Smearlike band (ตําแหน่ง 20-30 
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kDa) ซึง่เป็นตําแหน่งท่ีใช้บ่งบอกซีโรวาร์ของเลปโตสไปรา  และจาการศกึษายืนยนัตําแหน่งนีก้บัโมโน
โคนลัแอนตบิอดี พบวา่เดียวกนักบั Smearlike band สามารถยืนยนัซีโรวาร์ 
 

การตรวจวนิิจฉยัเชือ้เลปโตสไปราด้วยวิธี Immunoblotting เป็นอีกวิธีหนึ่งท่ีใช้จําแนกซีโร
กรุ๊ปและซโีรวาร์ของเชือ้เลปโตสไปรา (Doungchawee et.al., 2005) ซึง่วิธีนีมี้ข้อดีคือเม่ือได้รูปแบบ
ของปกิกิริยาของโปรตีนท่ีจําเพาะตอ่ rabbit hyperimmune antisera ทําให้ทราบวา่เป็นซีโรวาร์อะไร 
และสามารถเก็บผลการทดลองในรูปแบบปฏิกิริยาบนแผน่ตรวจไว้ได้นาน ข้อดีของวิธี 
Immunoblotting คือการเตรียมเชือ้ท่ีจะต้องใช้แอนติเจนได้งา่ยกวา่และเตรียมเก็บไว้ได้ลว่งหน้า
สามารถเตรียมใช้จากเชือ้ท่ีไมมี่ชีวิต จงึลดขัน้ตอนยุง่ยากและภาระการเลีย้งเชือ้อยา่งตอ่เน่ืองยาวนาน 
(Subculture) และตดัปัญหาการสลบัสายพนัธุ์ท่ีมกัเกิดขึน้กบัการเลีย้งเชือ้พร้อมๆกนัหลายๆสายพนัธุ์  
และเตรียมให้เพียงพอสําหรับการทดสอบพร้อมกนัได้ในคราวเดียวกนั 

 
2.6 ปัญหาจาํแนกเชือ้เลปโตสไปราในประเทศไทย 
 
รายงานการระบาดของโรคเลปโตสไปโรซสิ เร่ิมตัง้แต ่พ.ศ. 2539  การระบาดเกิดในช่วงฤด ู

ฝน ตัง้แตเ่ดือนมิถนุายนถึงเดือนตลุาคมของทกุปี ปัจจบุนัอบุตักิารณ์ของโรคยงัมีอยู่อย่างตอ่เน่ืองสว่น
ใหญ่มักจะอยู่ในจังหวัดต่างๆทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  โดยเฉพาะอย่างยิ่งท่ีจังหวัดอุดรธานี  
บุรีรัมย์  สุรินทร์ ชัยภูมิ มหาสารคราม นครราชสีมา  ขอนแก่น  เลย  กาฬสินธุ์   และร้อยเอ็ด
(สาธารณสขุ, 2547) เชือ้เลปโตสไปราท่ีพบระบาดในช่วงปี พ.ศ. 2545-2548 มีหลายซีโรกรุ๊ป ตา่งๆ 
ดงันี ้เช่น Australis (28.7%), Sejroe (17.7%), Shermani (8.5%), Panama (7.9%), Javanica 
(6.7%), Cynopteri (5.5%), Mini (5.5%), Bataviae (3%), Grippotyphosa (3%) และลําดบัสดุท้าย 
Autumnalis (2.0%) (วิมล, 2549) สว่นโรคเลปโตสไปโรสิส ท่ีมีรายงานในพืน้ท่ี 5 จงัหวดั ทางภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ พบว่าโคเนือ้มีอตัราการติดเชือ้ 74.5 % กระบือมีอตัราการติดเชือ้ 81.8% และ
สกุรมีอตัราการติดเชือ้ 61.3% โคและกระบือสว่นใหญ่มีแอนติบอดีตอ่เชือ้ซีโรวาร์ Sarmin, Ranarum, 
Sejroe และ Ballum สกุรพบการติดเชือ้ซีโรวาร์ Sarmin, Ranarum, Australis และ Pomona ซึง่ใน
สกุรพบการตดิเชือ้คล้ายคลงึกบัโคและกระบือ (ดวงใจ และคณะ ,2000) เม่ือเปรียบเทียบกบัผู้ ป่วยโรค
เลปโตสไปโรสิสท่ีตรวจโดยกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ พบว่ามีซีโรวาร์ Sejroe และ  Australis 
เหมือนกนั  
 

Khusum และคณะ (2005) เพาะแยกเชือ้เลปโตสไปราจากตวัอย่างสง่ตรวจท่ีได้จากผู้ ป่วย
จงัหวดัสริุนทร์ จํานวน 22 ตวัอย่าง และทําการทดสอบวิธี MAT พบว่ามีซีโรวาร์ Autumnalis ท่ีระดบั
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ไตเตอร์สงูสดุ และเกิดปฏิกิริยาข้ามเก่ียวกบัซีโรวาร์ Djasiman  นอกจากนัน้ ดวงพร และคณะ (2543)   
ได้ส่งเชือ้ท่ีเพาะได้จากหนใูนประเทศไทย ไปตรวจท่ีห้องปฏิบตัิการอ้างอิงเลปโตสไปโรสิส     ประเทศ
ออสเตรเลีย (WHO/FAO Leptospirosis Reference Laboratory, Brisbane, Australia) พบว่าเป็นซี
โรวาร์ Australis, Autumnalis, Bataviae, Javanica , Pyrogenes และ Sejroe ซึง่การค้นพบนีเ้ป็น
ประโยชน์อย่างมากในการเตรียมแอนติเจน เพ่ือให้ครอบคลมุการตรวจวินิจฉยัโรคเลปโตสไปโรสิสใน
ประเทศไทย นอกจากนีก้ารจําแนกชนิดซีโรวาร์ของเชือ้เลปโตสไปราท่ีเพาะแยกได้ เป็นสิ่งท่ีมี
ความสําคญัมากทางระบาดวิทยาและการตรวจคดักรองโรคโดยข้อมลูเหล่านีจ้ะถกูนํามาใช้ในแง่การ 
คดัเลือกสายพนัธุ์อ้างอิงท่ีใช้ในการตรวจเพ่ือให้ครอบคลมุเชือ้ท่ีมีการระบาดในประเทศ 
  
 การตรวจวินิจฉัยเชือ้เลปโตสไปราด้วยวิธี MAT ถือว่าเป็นวิธีมาตรฐานท่ีกําหนดโดย WHO 
สําหรับการตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรสิสในห้องปฏิบตัิการ ซึง่การตรวจวิธีนีส้ามารถบอกให้ทราบ
เป็นซีโรวาร์ แต่มกัเกิดปฏิกิริยาการข้ามเก่ียว(Cross reaction) ในซีโรกรุ๊ปและซีโรวาร์(Faine et.al, 
1999) นอกจากนัน้ยงัมีข้อจํากดัหลายประการ คือเคร่ืองมือ ได้แก่กล้องจุลทรรศน์พืน้มืดมีราคาแพง
(พิมพ์ใจ และดวงพร, 2544) ผู้ปฏิบัติงานต้องมีความชํานาญและสามารถทําตรวจได้ในบาง
ห้องปฏิบตัิการ (พิมพ์ใจ และดวงพร, 2544) เชือ้เลปโตสไปราท่ีใช้ทดสอบมีจํานวนมาก และต้องเป็น
เชือ้มีชีวิตและอนัตราย การเพาะเลีย้งและการควบคมุคณุภาพของเชือ้ทําได้ยากมาก (Faine et.al, 
1999) วิธี MATเป็นวิธีท่ีมีความจําเพาะสงูแตค่วามไวต่ํา เม่ือทําการตรวจด้วยวิธีนีจ้งึต้องตรวจด้วย ซีรัม 
2 ครัง้และห่างกนัประมาณ 5-7 วนั (พิมพ์ใจ และดวงพร, 2544) เพ่ือเพิ่มความไวขึน้ ถ้าเกิดการระบาด
การตรวจด้วยวิธีนีอ้าจใช้เวลานานกว่าจะทราบผล (Brendan Flannery et al.,2001) การจําแนกเชือ้
เลปโตสไปราด้วยวิธี CAAT ซึง่เป็นวิธีมาตรฐานอีกวิธีหนึ่ง เพ่ือจําแนกซีโรกรุ๊ปและซีโรวาร์ของเชือ้เลป
โตสไปรา ซึง่วิธีนีมี้ข้อดีกว่าวิธี MATคือ สามารถลดการเกิดปฏิกิริยาการข้ามเก่ียว(Cross reaction) ใน
ซีโรกรุ๊ปและระหว่างซีโรวาร์ได้(Faine et.al, 1999) แตว่ิธีนีต้้องใช้ Rabbit hyperimmune antisera ท่ี
จําเพาะจํานวนหลายซีโรกรุ๊ปและซีโรวาร์(Vijayachari et.al., 2004) ซึ่งมีราคาแพงมากเพ่ือให้
ครอบคลมุและมีความถกูต้องมากขึน้ วิธีนีก็้มีข้อจํากดัหลายประการซึง่เหมือนกบัวิธี MAT ดงันัน้ผู้วิจยั
จงึศกึษาวิธี Immunoblotting เพ่ือการจําแนกเชือ้ท่ีเพาะได้จากผู้ ป่วย ซึง่วิธีนีจ้ะช่วยลดขัน้ตอนทียงุยาก
ของการเตรียมเชือ้เลปโตสไปราและใช้เวลาไม่ในการศึกษา สามารถเก็บผลท่ีได้นีไ้ว้เปรียบเทียบกบัผล
การทดสอบท่ีจะเกิดขึน้ในอนาคตต่อไปได้ เพ่ือดรููปแบบท่ีเปล่ียนไปของปฏิกิริยาได้และทราบว่ามีการ
เปล่ียนแปลงของเชือ้เกิดขึน้หรือไม ่ ซึง่วิธี Immunoblotting มีประโยชน์อยา่งมากทางด้านระบาดวิทยา 

 
การจําแนกเชือ้เลปโตสไปราท่ีเพาะได้จากผู้ ป่วยนัน้ จะทดสอบด้วยวิธี MATและยืนยนัความ

ถกูต้องอีกครัง้ด้วยวิธี CAATเพื่อจาํแนกระหวา่งซีโรกรุ๊ป/ซีโรวาร์ แต่เน่ืองจากทั้งสองวิธีน้ีเป็นวิธีท่ี
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ยุง่ยาก ตอ้งใชแ้อนติบอดีและเช้ือเลปโตสไปราท่ีมีชีวิตจาํนวนมาก ดงันัน้การศกึษาครัง้นีจ้งึเพ่ือ
เปรียบเทียบวธีิการจําแนกเชือ้ด้วยวิธี MAT, CAATและ Immunoblotting จงึเป็นวิธีการหนึง่ท่ีจะ
นํามาใช้ในการแยกซีโรวาร์ของเชือ้เลปโตสไปรา เพ่ือเป็นพืน้ฐานในงานวิจยัและการพฒันาวคัซีน 
(vaccine) ตอ่ไปในอนาคต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 



บทที่ 3 
 

วิธีการดาํเนินงานวิจัย 
 

  การศกึษาครัง้นีเ้น่ืองจากต้องการแยกเชือ้เลปโตสไปราจากผู้ ป่วยท่ีต้องสงสยัวา่
เป็นโรคเลปโตสไปโรสสิให้ได้มากท่ีสดุเพ่ือท่ีจะนํามาศกึษาวิจยั จงึเลือกพืน้ท่ีท่ีพบวา่มีคนไข้ท่ีต้อง
สงสยัวา่เป็นโรคเลปโตสไปโรสสิมากท่ีสดุ 3 จงัหวดั คือ บรีุรัมย์ ขอนแก่น และสริุนทร์ 
 

3.1 วิธีการศึกษา 
 

  เร่ิมต้นเก็บตวัอยา่งเลือดจากผู้ ป่วยท่ีต้องสงสยัวา่จะเป็นโรคเลปโตสไปโรสสิใน
จงัหวดับรีุรัมย์ ขอนแก่น และสริุนทร์ ในปี พ.ศ. 2544-2545 เพ่ือนํามาแยกเชือ้เลปโตสไปราโดยนํา
ตวัอยา่งทัง้หมดมาใสใ่นอาหารเลีย้งเชือ้ Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) 
เม่ือมีเชือ้เจริญเตบิโตขึน้ และมีลกัษณะคล้ายสไปโรขีต ขัน้ตอนตอ่ไปจะเป็นการตรวจยืนยนัวา่เป็น
เชือ้ท่ีเพาะเลีย้งได้วา่ใช่เช่ือเลปโตสไปราหรือไม ่ โดยการศกึษาทางจลุสณัฐานวิทยาซึง่ประกอบไป
ด้วยการย้อมสีเพ่ือดรููปร่าง และตรวจสอบด้วยกล้องจลุทรรศน์พืน้มืดเพ่ือยืนยนัวา่เป็นเชือ้เลปโตส
ไปรา จากนัน้นําเชือ้เลปโตสไปราท่ีแยกได้มาตรวจสอบทางชีวเคมีด้วยวธีิ Oxidase test และ Egg 
yolk reaction test เเพ่ือแยกระหวา่งเชือ้ท่ีก่อโรคและไมก่่อโรค หลงัจากแยกเชือ้ท่ีก่อโรคและเชือ้
ไท่ก่อโรคออกแล้ว จะนําเชือ้ท่ีก่อให้เกิดโรคมาศกึษา และเปรียบเทียบการจําแนกอกเป็นซีโรวาร์
ตา่ง ๆ ด้วยวธีิ MAT, CAAT และ Immunoblotting (ภาพท่ี 3) 
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ภาพที่ 3 วิธีการดําเนินการศกึษา 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

non-pathogen 

CAAT Immunoblotting 

pathogen 

การจําแนกเชือ้ทางนํา้เหลืองวทิยา 

MAT 

เก็บตวัอยา่งเลือดจากผู้ ป่วย 

เพาะเลีย้งเชือ้ในอาหาร EMJH 

การย้อมสี ได้แก่ Gimsa stain 

ศกึษาทางจลุสณัฐานวิทยา

กล้องจลุทรรศน์พืน้มืด 

การทดสอบทางชีวเคมีได้แก่ Oxidase test และ Egg yolk reaction 

สามารถเพาะแยกเชือ้ได้ 

พิสจูน์วา่เป็นเชือ้เลปโตสไปรา 
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  3.1.1 การเพาะเลีย้งเชือ้เลปโตสไปรา  
อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใช้เพาะเลีย้ง และแยกเชือ้เลปโตสไปรามี 3 ชนิด คือ อาหาร

เลีย้งเชือ้ EMJH ชนิดเหลว (liquid media) เพ่ือใช้ในการแยกเชือ้จากผู้ ป่วยท่ีต้องสงสยัวา่
เป็นโรคเลปโตสไปโรสสิ, อาหาร EMJH ชนิดกึ่งเหลว (semisolid media) ใช้สําหรับการ 
maintain เชือ้เม่ือแยกเชือ้ได้แล้ว สว่นอาหาร EMJH ชนิดแข็ง (solid media) และ Gellan 
gum media ใช้สําหรับเพาะเลีย้งเชือ้เลปโตสไปโรสสิเพ่ือแยกโคโลนีเด่ียวสําหรับการ
ตรวจสอบขัน้ตอ่ไป (ภาคผนวก ข) 

3.1.2 การศกึษาทางจลัสณัฐานวิทยา 
3.1.2,1  การศกึษาทางจลุสณัฐานวิทยา ประกิบด้วย 2 วิธี คือ วิธีการย้อมสี 

ขัน้ตอนนีจ้ะนําเชือ้เลปโตสไปรามา Smear บนพืน้สไลด์แก้ว ทําไป fix ด้วย absolute 
methanol นาน 3 นาที ย้อมด้วยสี Giemsa stain แล้วล้างด้วยนํา้กลัน่ทิง้ไว้ให้แห้ง 
หลงัจากนัน้จะตรวจสอบด้วยกล้องจลุทรรศน์ธรรมดาเพ่ือดลูกัษณะทัว่ไปของเชือ้  

3.1.2.2  วิธีการตรวจสอบด้วยกล้องจลุทรรศน์พืน้มืด เร่ิมจากการหยดเชือ้ลงบน
สไลด์ จากนัน้นําไปสอ่งด้วยกล้องจลุทรรศน์พืน้มืด จะเห็นรูปร่างของเลปโตสไปราเป็นรูป
เกลียว และมีสว่นปลายงอเหมือนตะขอ  

3.1.3 การจําแนกเชือ้ชนิดก่อโรคและไมก่่อโรคโดนวิธีทางชีวเคมี 
การทดสอบทางชีวเคมีท่ีใช้ในการแยกเชือ้ท่ีก่อโรค และไมก่่อโรคครัง้นี ้ประกอบด้วย 2 วิธี

หลกั ๆ คือ Oxidase test และ Egg yolk reduction test  
 

3.1.3.1 Oxidase test โดยนําเชือ้เลปโตสไปรามาเพาะเลีย้งในอาหาร korthof 
media ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8-14 วนั จากนัน้ทํา media ท่ีมีเชือ้มา
จํานวน 4 มิลลลิติร มาเตมิ 1 % p-phenylenediamine solution จํานวน 3  หยด ทิง้ไว้ 5 
นาที ถ้าเป็นเช่ือเลปโตสไปราท่ีก่อให้เกิดโรค media จะออกเป็นสีนํา้ตาลออกแดง (pale 
reddish  brown) ถ้าเป็นเชือ้เลปโตสไปร่าท่ีไมทํ่าให้เกิดโรค media จะมีนํา้ตาลดํา (dark 
brown or blackish brown color) (Fugi and Csoka, 1961) 

 
3.1.3.2 Egg yoke reaction test วิธีนีท้ดสอบโดยนําเชือ้เลปโตสไปรามา

เพาะเลีย้งในอาหาร Korthof media ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5-6 วนั 
จากนัน้จงึนําไปเลีย้งตอ่ในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด Nutrient agar media ท่ีมีสว่นผสม
ดงันีคื้อ 1 % peptone 2% agar และ 5%  egg yolk ท่ีอณุหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 4 สปัดาห์ ถ้าเป็นเชือ้เลปโตสไปราท่ีไมก่่อให้เกิดโรคจะพบวา่อาหารเลีย้งเชือ้จะเน่า
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เสีย (rapid decomposition) ภายใน 2-3วนั แตถ้่าเป็นเชือ้ท่ีก่อให้เกิดโรคอาหารเลีย้งเชือ้
ไมเ่น่าเสียภายใน 3-12 วนั หรือไม ่เนา่เสียเลยจนครบ 4 สปัดาห์ 

 
3.1.4  การศกึษาเปรียบเทียบการจําแนกเชือ้ออกเป็นซีโรว์ ตา่ง ๆ การศกึษาเปรียบเทียบ 

ประกอบด้วยการศกึษามี 3 วิธี  
3.1.4.1  Micro Agglutination test (MAT) การศกึษาด้วยวิธี MAT นี ้จะดปูฏิกิริยาการ

เกิดตะกอน (Agglutination) ของเชือ้ตวัอยา่งกบั Rabbit hyperimmune serum ภายใต้กล้อง
จลุทรรศ์พืน้มืด (Faine, et al. 1999)  Rabbit hyper immune serum ท่ีใช้ในการศกึษาครัง้นี ้
ประกอบด้วย serum มาตรฐานจํานวน 10 ซีโรวาร์ ดงันี ้Bangkinang, Bratislava,  Autumnalis, 
Rachmati ,  Icterohaemorrhagiae,  Pyrogenes,  Sejroe,  Saigon,   Australis และ  Patoc I   
(ตารางท่ี4) 

 
ตารางที่4 รายละเอียด hyperimmune rabbit antisera มาตรฐาน ท่ีใช้ในการทดสอบ 
 
Species Serogroups Serovars  
L.interrogans Autumnalis 

 
 
Australis 
 
Icterohaemorrhagiae 
Pyrogenes 
Louisiana 
Sejroe 

Autumnalis 
Bangkinang 
Rachmati 
Australis 
Bratislava 
Icterohaemorrhagiae 
Pyrogenes 
Saigon 
Sejroe 

 

L.biflaxa Semarange Patoc Ι  
 

  เชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานจํานวน  10  ซีโรวาร์ ซึง่เป็นซีโรวาร์ท่ีพบมากใน
ประเทศไทย ได้แก่  Bangkinang,  Bratislava,  Autumnalis, Rachmati,  Icterohaemorrhagiae,  
Pyrogenes,  Sejroe,  Saigon,   Australis และ  Patoc I    
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เร่ิมจากการเจือจาง rabbit hyperimmune antisera ท่ีนํามาใช้จํานวน 
10 ซีโรวาร์ เป็น 2-fold dilution จากนัน้ใสแ่อนตเิจน ซึง่เป็นตวัอยา่งเชือ้เลปโตส
ไปราท่ีเพาะได้จากผู้ ป่วยท่ีเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ EMJH ชนิดเหลว อายุ
ประมาณ 4 - 6 วนั ปรับปริมาณเช้ือ 1X108 เซลล/์มิลลิลิตร(Faine et.al, 1999) 
บม่ท่ีอณุหภมู ิ 30 องศาเซลเซียส ห้องนาน 90 นาที อา่นผลการเกาะกลุม่กนั
ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ชนิดพืน้มืด ผลบวกจะเกิดปฏิกิริยาเกาะกลุม่มากกวา่หรือ
เท่ากบั 50% agglutination (ภาพท่ี 4) 

 

      
        ผลลบ กําลงัขยาย 300 เทา่                            ผลบวก ท่ีกําลงัขยาย 300 เทา่                                

 
ภาพที่ 4 แสดงผลลบและผลบวกด้วยวิธี MAT ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ชนิดพืน้มืด  

 
3.1.4.2  Cross agglutinin absorption test (CAAT) 
 

การจําแนกชนิดของซีโรวาร์ของเชือ้เลปโตสไปโรสสิ CAAT ตามวิธีของ 
(Ratnam, 1994; Prapasarakul, 2003) 

การเพาะเลีย้งเชือ้เลปโตสไปราในอาหาร EMJH ชนิดเหลว อายปุระมาณ 
4 - 6 วนั บม่ท่ี 30 องศาเซลเซียส ป่ันเก็บตะกอนท่ี10,000  g  นาน 25 นาที ท่ี 
4 องศาเซลเซยีส เตมิ Physiological saline เตรียม hyperimmune rabbit 
antisera ท่ีไตเตอร์ 1 : 1000 หลงัจากนัน้คอ่ยๆหยดแอนตเิจนลงไปจนเพียงพอ 
เขยา่เบาๆ บม่ท่ีอณุหภมูิ    37 องศาเซลเซียส นาน 90 นาที นําไปป่ันท่ี 10,000  
g นาน 25 นาที เก็บสว่นใสซึง่เรียกสว่นนีว้า่ absorbed serum มาทดสอบ 
Homologous  antigen ด้วยวธีิ MAT เร่ิมเจือจางซีรัมให้เป็น 2-fold dilution 
เร่ิมตัง้แตไ่ตเตอร์ 1 : 100   จนถึง 1 : 25,600 เตมิเชือ้เลปโตสไปรา บม่ท่ี
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อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซยีส นาน 90 นาที สงัเกตปฏิกิริยาการเกาะกลุม่ ด้วย
กล้องจลุทรรศน์พืน้มืด  

            3.1.4.3      Immunoblotting 
  ศกึษาถึงคณุสมบตัโิปรตีนของแอนตเิจนโดยใช้หลกัการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า 
ซึง่จะได้โครงสร้างของโปรตีนท่ีจําเพาะของเชือ้  จากนัน้นําโปรตีนหรือแอนตเิจนผ่านลงสู่
แผน่กระดาษจําเพาะท่ีมีคณุสมบตัดิดูซมึโปรตีนได้ดี นําแอนตบิอดีท่ีต้องการศกึษามาเกาะกบั
แอนตเิจนและตดิฉลาก เพ่ือตรวจหาปริมาณของแอนตบิอดี ความแตกตา่งของแอนตเิจนและ
รูปแบบของปฏิกิริยา 
 

   การเตรียมแอนตเิจน 
 เชือ้เลปโตสไปรานํามาเพาะเลีย้งในอาหาร EMJH ชนิดเหลว 
อายปุระมาณ 7 - 10 วนั ป่ันแยกตะกอนท่ี 10,000  g นาน 30 นาที ล้าง
เซลล์ 3 ครัง้ด้วย PBS  pH 7.2 ยอ่ยโปรตีนจากเซลล์ด้วย dye buffer 
(0.125M Trizma base, 4% SDS, 10% 2-mercaptoethanol, 20% 
glycerol, 0.2% bromphenol blue) เขยา่ แล้วนําตวัอยา่งไปต้มท่ี
อณุหภมูิ  100 องศาเซลเซียส 5 นาที นําไปป่ันท่ีเคร่ืองป่ันความเร็วสงูอีก
ครัง้    และนําสารละลายสว่นบนไปวิเคราะห์สว่นของโปรตีนด้วยวิธี 
Sodium  Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
(SDS-PAGE) (Prapasarakul, 2002) 
 

    การเตรียมเจลและวธีิอิเลคโตรโฟรีซีส 
 การเตรียมเจลและวิธีอิเลคโตรโฟรีซีสด้วยวิธี SDS-PAGE ตาม
เทคนิคของ Laemmli (1970) และ Ochiai et al, 1997 เจลประกอบด้วย 
2 สว่นคือ [10% separating gel (1.125M Tris-HCL, Acrylaminde-bis 
30 : 0.8, Distill water(DW), 10% SDS, 10% Ammonium persulfate 
(APS), N, N, N’, N’-Tetramethyl-ethylenediamine (TEMED) ] และ 
4.5% stacking gel (0.625 Tris-HCL, Acrylamide-bis, DW, 10% 
APS, TEMED) ใสต่วัอยา่งผา่นตวักลางท่ีเป็นเจลในสารละลายอิเลคโตร
โฟลซิีส (186 mM glycine, 2.5 mM tris aminomethane, 0.1% SDS) 
หลงัสิน้สดุวิธีการทําการย้อมโปรตีนด้วย Silver Stain Plus Kit (Bio-rad) ทํา
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การคํานวณนํา้หนกัของโปรตีนท่ีสนใจด้วย Vilber Lourmat ประเทศ
ฝร่ังเศส  

 
   เทคนิค Blotting 

   เทคนิค Blotting ถกูนํามาใช้ตามวิธีของ Ochiai, 1998 นําเจลท่ี
ได้มาประกบกบัแผน่ nitrocellulose membrane โดยใช้เคร่ือง semidry 
type blotter  และผา่นกระแสไฟฟ้า นําแผน่ membrane ท่ีได้จุ่มลงใน
สารละลาย PBS pH 7.2 ท่ีผสม Skin mill 5% และ 0.05% Tween20 
แช่ท่ีอณุหภมู ิ 2 - 8  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง นํา rabbit 
hyperimmune antisera ท่ีไตเตอร์1: 2000 มาทําปฏิกิริยากบัแผน่ 
membrane และทําปฏิกิริยาอีกครัง้ด้วย peroxidase-conjugated 
antibody ท่ีไตเตอร์1: 2000 และตรวจสอบรูปแบบของปฏิกิริยาด้วย 
substrate solution( Diaminobenzidine (DAB)) (Prapasarakul, 
2003) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



บทที่ 4 
 

ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 
 

4.1  ตวัอย่างเชือ้เลปโตสไปราที่ใช้ในงานวิจยั 
 
 จากการเก็บตวัอย่างเลือดของผู้ ป่วยในจังหวัด บุรีรัมย์ ขอนแก่น และสุรินทร์ ในช่วงปี 

พ.ศ. 2544-2545เพ่ือทําการเพาะแยกเชือ้ จํานวน 420 ตวัอย่าง สามารถแยกเชือ้จากผู้ ป่วยได้เป็น
จํานวนทัง้สิน้ 15 ตวัอย่าง (จงัหวดัละ 5 ตวัอย่าง) เม่ือนําเชือ้ทัง้หมดมาทดสอบทางชีวเคมี ให้
ผลบวกด้วยวิธี Oxidase test และ Egg yolk reaction ดงันัน้เชือ้ทัง้15 ตวัอย่าง จึงสามารถ
จําแนกเป็นเชือ้เลปโตสไปราท่ีก่อโรค (ตารางท่ี 5)  
ตารางที่ 5  การเปรียบผลทดสอบทางชีวเคมี ด้วยวิธีOxidase test และ Egg yolk reaction 
 

No. Oxidase test Egg Yolk Reaction 
Unknown 1 + + 
Unknown 2 + + 
Unknown 3 + + 
Unknown 4 + + 
Unknown 5 + + 
Unknown 6 + + 
Unknown 7 + + 
Unknown 8 + + 
Unknown 9 + + 
Unknown 10 + + 
Unknown 11 + + 
Unknown 12 + + 
Unknown 13 + + 
Unknown 14 + + 
Unknown 15 + + 

Patoc I(Negative) - - 
Autumnalis(Positive) + + 
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4.2 ผลการจาํแนกชนิดของเชือ้เลปโตสไปราด้วยวิธี Microscopic Agglutinationtest (MAT) 
  
         การจําแนกเชือ้เลปโตสไปราโดยใช้ rabbit hyperimmune antisera มาตรฐานทําการ
ทดสอบกบัเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐาน ด้วยวธีิ MATผลการทดสอบพบวา่ homologous titer มีคา่
สงูท่ีสดุ เช่น เชือ้เลปโตสไปราซีโรวาร์ Autumnalis  เม่ือทําปฏิกิริยากบั rabbit hyperimmune 
antisera ตอ่ Autumnalis ให้ระดบัไตเตอร์ 1:12,800 เป็นไตเตอร์สงูสดุ สงูกวา่เม่ือทําปฏิกิริยากบั
ซีโรวาร์ Bangkinang, Rachmati, Patoc I (ไตเตอร์เท่ากบั 1:1600,1:3200 และ1:3200 
ตามลําดบั) และให้ผลลบกบัซีโรวาร์ Austalis, Bratislava, Icterohaemorrhagiae, Pyrogenes, 
Saigon  และSejroe (ตารางท่ี 6) 
 
ตารางที่ 6 การจําแนกเชือ้เลปโตสไปราจาก rabbit hyperimmune antisera มาตรฐานกบั
แอนตเิจนมาตรฐานด้วยวิธี MAT 

หมายเหต ุ
1. แถบเข้มคือ homologous titer 
2. ซีโรกรุ๊ป Autumnalis ประกอบด้วยซีโรวาร์ Autumnalis, Bangkinang  และ   Rachmati 
    ซีโรกรุ๊ป Austalis ประกอบด้วยซีโรวาร์ Austalis และ Bratislava 
    ซีโรกรุ๊ป Icterohaemorrhagiae ประกอบด้วยซีโรวาร์ Icterohaemorrhagiae 
    ซีโรกรุ๊ป Pyrogenes ประกอบด้วยซีโรวาร์ Pyrogenes 
    ซีโรกรุ๊ป Saigon ประกอบด้วยซีโรวาร์ Saigon 
    ซีโรกรุ๊ป Sejroe ประกอบด้วยซีโรวาร์ Sejroe 
    ซีโรกรุ๊ป Patoc I ประกอบด้วยซีโรวาร์ Patoc I 

Antigen 

Antibody 

Autumnalis Bangkinang Rachmati Austalis Bratislava 
Icterohae- 
morrhagiae 

Pyrogenes Saigon Sejroe Patoc I 

Autumnalis 1:12800 1:1600 1:3200 - - - - - - 1:3200 
Bangkinang 1:800 1:12800 1:800 1:800 1:1600 1:400 - - - - 
Rachmati 1:3200 1:3200 1:12800 - - - - - - - 
Australis 1:800 1:800 1:100 1:12800 1:400 1:400 1:400 - - - 
Bratislava 1:1600 1:800 - - 1:12800 - - 1:100 - - 
Icterohae- 
Morrhagiae 

1:800 1:400 1:100 1:100 - 1:3200 1:100 - - - 

Pyrogenes 1:100 - - - - 1:100 1:6400 - - - 
Saigon - - - - - - - 1:6400 - - 
Sejroe - - - - - - - - 1:12800 - 
Patoc I - - - - - - - - - 1:12800 
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 เม่ือนํา rabbit hyperimmune antisera มาตรฐานมาทําปฏิกิริยากบัเชือ้เลปโตสไปราจาก
ผู้ ป่วย 15 ตวัอยา่ง (unknown 1-15) ผลพบวา่ unknown1 ทําปฏิกิริยาเกาะกลุม่โดยให้ระดบัไต
เตอร์สงูสดุกบัซีโรวาร์Autumnalis(1:12800), unknown 2-9 ทําปฏิกิริยาเกาะกลุม่กบั 
Autumnalis, Bangkinang,และ Rachmati ท่ีระดบัไตเตอร์สงูสดุใกล้เคียงกนั, unknown 10, 11 
และ 12 ให้ระดบัไตเตอร์สงูสดุกบั Pyrogenes และunknown 13, 14 และ 15 ให้ระดบัไตเตอร์
สงูสดุกบั Sejroe (ตารางท่ี 7) 
ตารางที่ 7 การจําแนกเชือ้เลปโตสไปราจาก rabbit hyperimmune antisera มาตรฐานกบัเชือ้

เลปโตสไปราจากผู้ ป่วยด้วยวิธี MAT 

 

หมายเหต ุ
   ซีโรกรุ๊ป Autumnalis ประกอบด้วยซีโรวาร์ Autumnalis, Bangkinang  และ   Rachmati 
    ซีโรกรุ๊ป Austalis ประกอบด้วยซีโรวาร์ Austalis และ Bratislava 
    ซีโรกรุ๊ป Icterohaemorrhagiae ประกอบด้วยซีโรวาร์ Icterohaemorrhagiae 
    ซีโรกรุ๊ป Pyrogenes ประกอบด้วยซีโรวาร์ Pyrogenes 
    ซีโรกรุ๊ป Saigon ประกอบด้วยซีโรวาร์ Saigon 
    ซีโรกรุ๊ป Sejroe ประกอบด้วยซีโรวาร์ Sejroe 
    ซีโรกรุ๊ป Patoc I ประกอบด้วยซีโรวาร์ Patoc I 
 
 

Antigen 

Antibody 

Autumnalis Bangkinang Rachmati Austalis Bratislava 
Icterohae- 
morrhagiae 

Pyrogenes Saigon Sejroe Patoc I 

unknown 1 1:12800 1:800 1:3200 - - - - - - - 
Unknown 2 1:3200 1:3200 1:800 - - - - - - - 
unknown 3 1:12800 1:12800 1:12800 - - 1:400 - - - - 
unknown 4 1:12800 1:12800 1:12800 - - - - - - - 
unknown 5 1:12800 1:12800 1:3200 - - - - - - - 
unknown 6 1:12800 1:12800 1:12800 - - 1:100 - - - - 
unknown 7 1:12800 1:12800 1:12800 1:100 - 1:400 - - - - 
unknown 8 1:12800 1:12800 1:12800 - 1:400 1:1600 - - - - 
unknown 9 1:3200 1:800 1:6400 - - - - - - - 
unknown 10 - - - - - - 1:800 - - - 
unknown 11 - - - - - - 1:800 - - - 
unknown 12 - - - - - 1:100 1:1600 - - - 
unknown 13 - - - - - - - - 1:12800 - 
unknown 14 - - - - - - - - 1:1600 - 
unknown 15 - - - - - - - - 1:1600 - 
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4.3 ผลการจาํแนกชนิดของเชือ้เลปโตสไปราด้วยวิธี Cross agglutinin-absorption test 
(CAAT) 

 
จากการจําแนกเชือ้ของผู้ ป่วยจํานวน 15 ตวัอยา่ง ด้วยวิธี MAT พบวา่มีเชือ้จากผู้ ป่วย

จํานวน 6 ตวัอยา่ง(unknown10-15) ไม่พบปฏิกิริยาการตกตะกอนข้ามกลุม่ และมีเชือ้จากผู้ ป่วย
จํานวน 9 ตวัอยา่ง (unknown1 -9) ท่ีให้ปฏิกิริยาเกาะกลุม่กบั Autumnalis, Bangkinang,และ 
Rachmati ท่ีระดบัไตเตอร์สงูสดุใกล้เคียงกนั จงึนํามาทดสอบด้วยวิธี CAAT เพ่ือลดปฏิกิริยาการ
ข้ามเก่ียวในซีโรกรุ๊ปเดียวกนั  

ในขัน้แรกนํา rabbit hyperimmune antisera มาตรฐานมา absorption กบัเชือ้เลปโตส
ไปรามาตรฐาน ซีโรวาร์ Autumnalis Bangkinang และ Rachmati จากนัน้นําabsorbed serum ท่ี
ได้มาทําการทดสอบกบัเชือ้มาตรฐานอีกครัง้ พบวา่homologous titer ของ absorbed serum ไม่
สามารถตรวจวดัได้(ไมพ่บปฏิกิริยาตกตะกอน) แต ่heterologous titer ของ absorbed serum ยงั
สามารถพบได้ เช่นhomologous titer ของซีรัมท่ี absorbed ด้วยเชือ้ Autumnalis เม่ือนํามาทํา
ปฏิกิริยาตกตะกอนกบัเชือ้ Autumnalis อีกครัง้ จะไมพ่บปฏิกิริยาตกตะกอน แตเ่ม่ือนํามาทํา
ปฏิกิริยาเชือ้ซีโรวาร์ Bangkinang และ Rachmati ได้ไตเตอร์ 1:100 (ตารางท่ี 8) 
ตารางที่ 8  แสดงผลการ absorption ระหวา่ง rabbit hyperimmune antisera ซีมาตรฐานและ

เชือ้มาตรฐาน ด้วยวิธี CAAT 
 

Antibody 

 
Absorption 
antigens 

Antigens 
Autumnalis Bangkinang Rachmati 

Autumnalis 
 

Non-absorped 
Autumnalis 
Bangkinang 

Rachmati 

12800 
- 
- 
- 

1600 
100 

- 
- 

3200 
100 
100 

- 
Bangkinang Non-absorped 

Autumnalis 
Bangkinang 

Rachmati 

800 
- 
- 

100 

12800 
- 
- 

100 

800 
- 

100 
- 

Rachmati Non-absorped 
Autumnalis 
Bangkinang 

Rachmati 

3200 
- 
- 
- 

3200 
- 

100 
- 

12800 
- 
- 
- 

หมายเหต ุ    - คือ  Absorption reaction titer น้อยกวา่ 1:50 
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เม่ือทําการทดสอบย้อนกบัโดยใช้ rabbit hyperimmune antisera ตอ่ซีโรวาร์ Autumnalis 
มาทําการabsorped ด้วยเชือ้มาตรฐานซโีรวาร์ Bangkinang และ Rachmati และ นํา rabbit 
hyperimmune antisera ตอ่ซีโรวาร์ Bangkinang และ Rachmati มาทําการabsorped ด้วยเชือ้
มาตรฐานซีโรวาร์ Autumnalis เพ่ือยืนยนัวา่ถ้าไมพ่บการตกตะกอนจะเป็นเชือ้ซีโรวาร์ Autumnalis 
ก่อนท่ีจะนํามาตกตะกอนกบัเชือ้ผู้ ป่วยจํานวน 9 ตวัอยา่ง (unknown 1-9) พบวา่ เชือ้ผู้ ป่วย 
จํานวน  8 ตวัอยา่ง (unknown 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ9) เกิดปฏิกิริยากบั rabbit hyperimmune 
antisera ตอ่ซีโรวาร์ Autumnalis ซึง่absorped ด้วยเชือ้มาตรฐานซีโรวาร์ Bangkinang และเชือ้ 1 
ตวัอยา่ง(unknown 8) เกิดปฏิกิริยากบั rabbit hyperimmune antisera ตอ่ซีโรวาร์ Autumnalis 
ซึง่ absorped ด้วยเชือ้มาตรฐานซีโรวาร์ Rachmati ดงันัน้สรุปได้วา่เชือ้จากผู้ ป่วยทัง้ 9 ตวัอยา่ง
เป็นเชือ้ Autumnalis (ตารางท่ี 9) 
 
ตารางที่ 9 ผลการเปรียบเทียบระหวา่ง rabbit hyperimmune antisera มาตรฐานและเชือ้เลป

โตสไปราจากผู้ ป่วย ด้วยวธีิ CAAT 

 

Antisera  to 
Absorbed 
with 

Clinical isolates (unknown) 
1 2 3 4 5 6 7  8  9 

Autumnalis Bangkinang + + + + + + + - + 
Autumnalis      Rachmati - - - - - - - + - 

 Bangkinang      Autumnalis - - - - - - - - - 
    Rachmati      Autumnalis - - - - - - - - - 

หมายเหต ุ   -  คือ  มีไตเตอร์ น้อยกวา่ 1:50 
        +  คือ  มีไตเตอร์ มากกวา่หรือเท่ากบั 1:100 
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4.4 ผลการจาํแนกเชือ้เลปโตสไปราโดยวิธี Immunoblotting  
 
จากการศกึษาเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานซโีรวาร์ Autumnalis, Bangkinang, Rachmati, 

Australis, Bratislava, Icterohaemorrhagiae, Pyrogenes, Saigon, Sejroe และ Patoc I  ด้วย
วิธี SDS-PAGE ผลพบวา่มีลกัษณะและรูปแบบของแอนตเิจนจําเพาะและแตกตา่งกนั (ภาพท่ี 5) 

 
ภาพที่ 5 แสดงการเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนของเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐาน โดยวิธี SDS-

PAGE  lane1, Autumnalis ; lane 2 Bangkinang ; lane 3 Rachmati ; lane 4 ,Sejroe ; 
lane 5 Pyrogenes ; lane 6, Australis ; lane 7, Bratislava ; lane 8, 
Icterohaemorrhagiae ; lane 9 ,Saigon และ lane 10, Patoc และ lane M,Standard 
molecular weight marker 
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เม่ือทําการหานํา้หนกัโมเลกลุของแถบแอนตเิจนของเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานซีโรวาร์ 
Autumnalis, Bangkinang, Rachmati, Australis, Bratislava, Icterohaemorrhagiae, 
Pyrogenes, Saigon, Sejroe และ Patoc I  (ภาพท่ี 5) ด้วย โปรแกรม Vilber Lourmat (ประเทศ
ฝร่ังเศส) พบวา่เชือ้มาตรฐานแตล่ะซีโรวาร์มีรูปแบบตําแหนง่ของโปรตีนท่ีจําเพาะและแตกตา่งกนั 
เช่น เชือ้ซีโรวาร์ Autumnalis มีรูปแบบตําแหนง่ของโปรตนีท่ี76,72, 67,61, 58,48,44, 42,36 และ
32 kDa แต ่Patoc I มีรูปแบบตําแหนง่ของโปรตีนท่ี 122,76, 72,67, 58, 52,44,42,36,32 และ28 
kDa (ตารางท่ี 10) 
 
ตารางที่ 10 แสดงการเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนของเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานโดยวิธี SDS-

PAGE 

 
หมายเหต ุ  + คือ ปรากฏแถบปฏิกิริยา 
       - คือ ไมป่รากฏแถบปฏิกิริยา 
 
 
 
 
 

 

 
ชนิดเชือ้ 

นํา้หนกัโมเลกลุ (kDa) 

122 110 76 72 67 61 58 52 48  44 42 36 32 31 28 
Autumnalis - - + + + + + - + + + + + - - 
Bangkinang - - + + + + - - - + - + + - - 
Rachmati - - + + + - + + + + + + + + + 
Sejroe - - + + + + - - + + + + + - - 
Pyrogenes + - + + + + + + + + + + + + + 
Australis - - - + + - + - + + + + + - - 
Bratislava - - + + + - + + + + + + + + + 

Icterohae- 
morrhagiae 

- - - + + - + - + + + + + + + 

Saigon + - - + + - - - + + + + + - + 
Patoc + - + + + - + + - + + + + - + 
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เม่ือนําเชือ้เลปโตสไปราจากผู้ ป่วยจํานวน15 ตวัอยา่ง มาทําการทดสอบด้วยวิธี SDS-
PAGE และวิธี Immunoblotting พบวา่สามารถแบง่เป็น 3 กลุม่ โดยกลุม่ท่ีหนึง่จํานวน 9  ตวัอยา่ง 
(Unknown1-9) มีรูปแบบเหมือนกนักบัซโีรวาร์ Autumnalis กลุม่ท่ีสอง(Unknown10-12)มีรูปแบบ
เหมือนกนักบัซีโรวาร์ Pyrogenes และกลุม่ท่ีสามจํานวน 3 ตวัอยา่ง(Unknown 13-15) มีรูปแบบ
เหมือนกนักบัซีโรวาร์ Sejroe 

โดยนํากลุม่ท่ีหนึง่มาทําการศกึษาเปรียบเทียบกบัเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานซีโรวาร์ 
Autumnalis และ Patoc I ด้วยวธีิ SDS-PAGE ผลพบวา่ตวัอยา่งเชือ้เลปโตสไปราทัง้ 9 ตวัอยา่ง มี
รูปแบบและลกัษณะของแอนตเิจนเหมือนกนักบัซีโรวาร์ Autumnalis ทัง้หมด และพบวา่มีรูปแบบ
แอนตเิจนไมเ่หมือนซีโรวาร์ Patoc I (ภาพท่ี 6)  
 

 
ภาพที่ 6 แสดงการเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนของเชือ้เลปโตสไปราท่ีเพาะแยกจากผู้ ป่วย                

โดยวิธี SDS-PAGE , lane M,Standard molecular weigth marker 
; lane1, Autumnalis ; lane 2-10, Unknown 1-9  และ lane11, Patoc 
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เม่ือทําการหานํา้หนกัโมเลกลุของแถบแอนตเิจนของเชือ้เลปโตสไปราจากผู้ ป่วย จํานวน 9  
ตวัอยา่ง (Unknown1-9) เปรียบเทียบกบัเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานซีโรวาร์ Autumnalis และ 
Patoc I (ภาพท่ี6) ด้วย โปรแกรม Vilber Lourmat (ประเทศฝร่ังเศส) พบวา่ตวัอยา่งเชือ้เลปโตสไป
รามีรูปแบบแตําแหนง่ของนํา้หนกัโมเลกลุเหมือนกบั Autumnalis เช่น เชือ้ซีโรวาร์ Autumnalis 
และ Unknown1-9 มีรูปแบบตําแหนง่ของโปรตีนท่ี76,72, 67,61, 58,48,44, 42,36 และ32 kDa 
(ตารางท่ี 11)  
 
ตารางที่ 11 แสดงการเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนของตวัอยา่งเชือ้เลปโตสไปราท่ีเพาะแยก 

จากผู้ ป่วยเทียบกบัซีโรวาร์ Autumnalis โดยวิธี SDS-PAGE 

หมายเหต ุ  + คือ ปรากฏแถบปฏิกิริยา 
       - คือ ไมป่รากฏแถบปฏิกิริยา 

 
 
 
 
 
 
 

 
ชนิดเชือ้ 

นํา้หนกัโมเลกลุ (kDa) 

122 110 76 72 67 61 58 52 48 44 42 36 32 31 28 
Autumnalis - - + + + + + - + + + + + - - 
unknown 1 - - + + + + + - + + + + + - - 
unknown 2 - - + + + + + - + + + + + - - 
unknown 3 - - + + + + + - + + + + + - - 
unknown 4 - - + + + + + - + + + + + - - 
unknown 5 - - + + + + + - + + + + + - - 
unknown 6 - - + + + + + - + + + + + - - 
unknown 7 - - + + + + + - + + + + + - - 
unknown 8 - - + + + + + - + + + + + - - 
unknown 9 - - + + + + + - + + + + + - - 
Patoc + - + + + - + + - + + + + - + 
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การจําแนกเชือ้เลปโตสไปราด้วยวิธี Immunoblotting โดยใช้เชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานซี
โรวาร์ Autumnalis และเชือ้เลปโตสไปราท่ีเพาะแยกได้จากผู้ ป่วย  จํานวน 9 ตวัอยา่ง (Unknown 
1-9) ทําปฏิกิริยาขัน้ต้นกบั rabbit hyperimmune antisera ซีโรวาร์ Autumnalis ผลพบวา่ lane 1 
ซึง่เป็น homologous antigen เกิดลกัษณะ smearlike band ท่ีชว่งนํา้หนกัโมเลกลุ 20 – 35 kDa  
และเข้มกวา่ lane อ่ืน เม่ือด ูlane 2 - 10  พบวา่มีรูปแบบของปฏิกิริยาท่ีคล้ายกนักบั lane 1 (ภาพ
ท่ี 7) 
 

 
ภาพที่ 7 แสดงการเปรียบเทียบปฏิกิริยาระหวา่ง rabbit hyperimmune antisera ซีโรวาร์ 

Autumnalis และตวัอยา่งเชือ้เลปโตสไปรา   โดยวิธี Immunoblot ; lane M,Standard 
molecular weight marker ; lane1, Autumnalis ; lane 2-10, Unknown 1-9 
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เม่ือนําตวัอยา่งเชือ้เลปโตสไปรากลุม่ท่ีสองจํานวน 3 ตวัอยา่ง (Unknown 10-12)   
ทําการศกึษาเปรียบเทียบกบัเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานซีโรวาร์ Pyrogenes และ Patoc I ด้วยวิธี 
SDS-PAGE  ผลพบวา่ตวัอยา่งเชือ้เลปโตสไปราทัง้ 3 ตวัอยา่ง มีรูปแบบและลกัษณะแอนตเิจน
เหมือนกนักบัซีโรวาร์ Pyrogenes ทัง้หมด และพบวา่มีรูปแบบและลกัษณะแอนตเิจนไมเ่หมือนซีโร
วาร์ Patoc I (ภาพท่ี 8) 

                                           
 
ภาพที่ 8 แสดงการเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนของเชือ้เลปโตสไปราท่ีเพาะแยกจากผู้ ป่วยกบั 

Pyrogenes โดยวิธี SDS-PAGE  lane M,Standard molecular weight marker; lane1 
Pyrogenes ; lane 2-4, Unknown 10-12  และ lane 5, Patoc  
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เม่ือทําการหานํา้หนกัโมเลกลุของแถบแอนตเิจนของเชือ้เลปโตสไปราจากผู้ ป่วย จํานวน 3  
ตวัอยา่ง (Unknown10-12) เปรียบเทียบกบัเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานซีโรวาร์ Pyrogenes และ 
Patoc I (ภาพท่ี 8) ด้วย โปรแกรม Vilber Lourmat (ประเทศฝร่ังเศส) พบวา่ตวัอยา่งเชือ้เลปโตส
ไปรามีรูปแบบตําแหนง่ของนํา้หนกัโมเลกลุเหมือนกบั Pyrogenes  โดยเชือ้ซีโรวาร์ Pyrogenes 
และUnknown10-12 มีรูปแบบตําแหนง่ของโปรตีนท่ี122, 76, 72, 67,61, 58, 48, 44, 42, 36 และ
32 kDa (ตารางท่ี 12)  

 
ตารางที่ 12 แสดงการเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนของเชือ้เลปโตสไปราท่ีเพาะแยกจากผู้ ป่วย 

เทียบกบัซีโรวาร์ Pyrogenes โดยวิธี SDS-PAGE 

หมายเหต ุ  + คือ ปรากฏแถบปฏิกิริยา 
       - คือ ไมป่รากฏแถบปฏิกิริยา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ชนิดเชือ้ 

นํา้หนกัโมเลกลุ (kDa) 

122 110 76 72 67 61 58 52 48 44 42 36 32 31 28 
Pyrogenes + - + + + + + + + + + + + + + 
unknown 10 + - + + + + + + + + + + + + + 
unknown 11 + - + + + + + + + + + + + + + 
unknown 12 + - + + + + + + + + + + + + + 
Patoc  + - + + + - + + - + + + + - + 



 37

การจําแนกเชือ้เลปโตสไปราด้วยวิธี Immunoblot โดยเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานซีโรวาร์ 
Pyrogenes และเชือ้เลปโตสไปราท่ีเพาะแยกได้จากผู้ ป่วย  จํานวน 3 ตวัอยา่ง(Unknown10-12)   
ทําปฏิกิริยาขัน้ต้นกบั rabbit hyperimmune antisera ซีโรวาร์ Pyrogenes ผลพบวา่ lane 1 ซึง่
เป็น homologous antigen เกิดลกัษณะ smearlike band ท่ีชว่งนํา้หนกัโมเลกลุ 20 – 35 kDa  และ
เข้มกวา่ lane อ่ืน เม่ือด ูlane 2 - 4 พบวา่มีรูปแบบของปฏิกิริยาท่ีคล้ายกนักบั lane 1 (ภาพท่ี 9) 
 

 
 

ภาพที่ 9 แสดงการเปรียบเทียบปฏิกิริยาระหวา่ง rabbit hyperimmune antisera ซีโรวาร์ 
Pyrogenes และเชือ้เลปโตสไปรา   โดยวิธี Immunoblot ; lane M,Standard 
molecular weigth marker; lane1, Pyrogenes ; lane 2-4 , Unknown 10-12 
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เม่ือนําตวัอยา่งเชือ้เลปโตสไปรากลุม่ท่ีสาม จํานวน 3  ตวัอยา่ง (Unknown 13-15) 
ทําการศกึษาเปรียบเทียบกบัเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานซีโรวาร์ Sejroe และเชือ้ควบคมุท่ีไม่
ก่อให้เกิดโรคคือซีโรวาร์ Patoc I โดยวธีิ SDS-PAGE  ผลพบวา่ตวัอยา่งเชือ้เลปโตสไปราทัง้ 3 
ตวัอยา่ง มีรูปแบบและลกัษณะแอนตเิจนไมเ่หมือนกนักบัซีโรวาร์ Sejroe  และ Patoc I (ภาพท่ี 10) 

 
 
 

ภาพที่ 10  แสดงการเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนของเชือ้เลปโตสไปราท่ีเพาะแยกจากผู้ ป่วย 
กบัซีโรวาร์ Sejroe  โดยวิธี SDS-PAGE  lane M,Standard molecular weigth 
marker; lane1 Sejroe ; lane 2-4, Unknown 13-15 และ lane 5, Patoc I 
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เม่ือทําการหานํา้หนกัโมเลกลุของแถบแอนตเิจนของเชือ้เลปโตสไปราจากผู้ ป่วย จํานวน 3  
ตวัอยา่ง (Unknown 13-15) เปรียบเทียบกบัเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานซีโรวาร์ Sejroe และ Patoc 
I (ภาพท่ี10) ด้วย โปรแกรม Vilber Lourmat (ประเทศฝร่ังเศส) พบวา่ตวัอยา่งเชือ้เลปโตสไปรามี
รูปแบบตําแหน่งของนํา้หนกัโมเลกลุไมเ่หมือนกบั Sejroe โดยเชือ้ซีโรวาร์ Sejroe Unknown10-12 
มีรูปแบบตําแหนง่ของโปรตนีท่ี 76, 72, 67,61, 48, 44, 42, 36 และ32 kDa แต ่unknown13-15 มี
รูปแบบตําแหน่งของโปรตีนท่ี 76, 72, 67, 52,48, 44, 42, 36 และ32 kDa (ตารางท่ี 12)  
 
ตารางที่ 13 แสดงการเปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนของเชือ้เลปโตสไปราท่ีเพาะแยกจากผู้ ป่วย 

เทียบกบัSejroe  โดยวิธี SDS-PAGE 

 

หมายเหต ุ  + คือ ปรากฏแถบปฏิกิริยา 
       - คือ ไมป่รากฏแถบปฏิกิริยา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ชนิดเชือ้ 

นํา้หนกัโมเลกลุ (kDa) 

122 110 76 72 67 61 58 52 48 44 42 36 32 31 28 
Sejroe - - + + + + - - + + + + + - - 
unknown 13 - - + + + - - + + + + + + - - 
unknown 14 - - + + + - - + + + + + + - - 
unknown 15 - - + + + - - + + + + + + - - 
Patoc  + - + + + - + + - + + + + - + 
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การจําแนกเชือ้เลปโตสไปราด้วยวิธี Immunoblot โดยเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานซีโรวาร์ 
Sejroe และเชือ้เลปโตสไปราท่ีเพาะแยกได้จากผู้ ป่วย  จํานวน 3 ตวัอยา่ง (Unknown 13-15)   ทํา
ปฏิกิริยาขัน้ต้นกบั rabbit hyperimmune antisera ซีโรวาร์ Sejroe ผลพบวา่ lane 1 ซึง่เป็น 
homologous antigen เกิดลกัษณะ smearlike band ท่ีช่วงนํา้หนกัโมเลกลุ 20 – 35 kDa  และเข้ม
กวา่ lane อ่ืน เม่ือด ูlane 2 - 4 พบวา่มีรูปแบบของปฏิกิริยาท่ีไมค่ล้ายกนักบั lane 1 (ภาพท่ี 11) 

 
ภาพที่ 11  แสดงการเปรียบเทียบปฏิกิริยาระหวา่ง rabbit hyperimmune antisera ซีโรวาร์ 

Sejroe และเชือ้เลปโตสไปรา   โดยวธีิ Immunoblot ; lane M,Standard 
molecular weigth marker; lane1, Sejroe ; lane 2-4, Unknown 13-15  



บทที่ 5 
 

อภปิรายผล สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 
 
จากการศกึษาเปรียบเทียบวธีิ MAT, CAAT และ Immunoblotting lสําหรับการจําแนกเชือ้

เลปโตสไปราโดยใช้ rabbit hyperimmune antisera  และเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานจํานวน 10 ซี
โรวาร์ ร่วมกบัตวัอยา่งเชือ้เลปโตสไปราเพาะแยกได้จํานวน 15 ตวัอยา่ง จากผู้ ป่วยในจงัหวดั 
บรีุรัมย์ ขอนแก่น และสริุนทร์ ท่ีพบวา่มีการระบาดของโรคเลปโตสไปโรสสิ ในชว่งปี พ.ศ. 2544-
2545 จากวิธี MAT พบวา่ตวัอยา่งเชือ้เลปโตสไปราให้ผลบวกกบัซโีรวาร์ Pyrogenes 3 ตวัอยา่ง, ซี
โรวาร์ Sejroe  3 ตวัอยา่ง, ซีโรวาร์ Autumnalis 1 ตวัอยา่ง และจํานวน 8 ตวัอยา่ง พบซีโรวาร์ 
Autumnalis, Bangkinang และ Rachmati  มีระดบัไตเตอร์สงูสดุท่ีใกล้เคียงกนั ด้วยวิธีCAAT  
ตวัอยา่งเชือ้เลปโตสไปราจํานวน 15 ตวัอยา่ง เกิดปฏิกิริยากบั ซโีรวาร์ Autumnalis 9 ตวัอยา่ง ผล
การศกึษาจําแนกเชือ้เลปโตสไปราด้วยวิธี Immunoblotting ตวัอยา่งเชือ้เลปโตสไปราจํานวน 15 
ตวัอยา่ง ให้ผลบวกกบัให้ผลบวกกบัซโีรวาร์ Autumnalis  9 ตวัอยา่ง, Pyrogenes 3 ตวัอยา่ง และ
อีกจํานวน 3 ตวัอยา่ง ไมส่ามารถจําแนกได้  

 
โดยการจําแนกด้วยวิธี MAT นัน้ สามารถจําแนกเชือ้เลปโตสไปรามาตรฐานได้โดยจะมีคา่ 

homologous titer สงูกวา่คา่ไตเตอร์จากการทําปฏิกิริยาข้ามซโีรวาร์ (heterologous titer) และ
เชือ้ตวัอยา่งท่ีนํามาใช้ สามารถจําแนกได้เป็นซีโรวาร์ Autumnalis ,Bangkinang และ Rachmati 
(ซีโรกรุ๊ป Autumnalis) Pyrogenes และ  Sejroe สําหรับการจําแนกเชือ้และวินิจฉยัทางซีรัมวิทยา
ด้วยวิธี MAT และการเพาะแยกเชือ้ในพืน้ท่ีภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของไทย จากการศกึษา
ตวัอยา่งเชือ้เลปโตสไปราจํานวน 22 ตวัอยา่งท่ีเพาะได้จากภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ จําแนกเชือ้
ด้วยวิธี MAT ผลการศกึษาครัง้นีพ้บวา่เกิดผลบวกกบัซโีรวาร์ Autumnalis ทัง้หมด (Khusum M. 
et al.,2005)  การศกึษานีไ้มไ่ด้บอกวา่เป็นการพบเชือ้ในจงัหวดัอะไร จงึสามารถเปรียบเทียบผล
การทดสอบของผู้วิจยักบั  Khusum M. et al.,2005 ได้ วา่ตวัอยา่งเชือ้เลปโตสไปราท่ีเพาะแยกได้
จากผู้ ป่วยในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือนัน้ สว่นใหญ่พบวา่อยูใ่นซีโรวาร์ Autumnalis  

 
  ซึง่วิธี MAT เป็นวิธีมาตรฐานท่ี WHO แนะนําให้ใช้สําหรับการตรวจวินิจฉยัคดักรองและ

ตรวจวินิจฉยัยืนยนัโดย (Cermakova et al.,2005) ได้ใช้วิธี MAT สําหรับเป็นตรวจทางซีรัมวิทยา
เบือ้งต้นเปรียบเทียบกบัวิธี PCR พบวา่ วิธี MAT สามารถจําแนกซีรัมจากผู้ ป่วยในช่วงท้ายของการ
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ตดิเชือ้ได้ดี แตห่ากเป็นช่วงต้นของการตดิเชือ้วิธีMAT อาจจะให้ความไวต่ํา ฉะนัน้จงึควรใช้วิธีPCR 
จงึจะให้ผลทีถกูต้อง แมน่ยํามากขึน้ 

 
 นอกจากนีเ้ม่ือเปรียบเทียบวิธี MAT กับวิธีทางอิมมูโนวิทยาอ่ืนๆ  ELISA(Mulla 

et.al.2006) พบว่า วิธี MAT สามารถใช้ในการวินิจฉัยจําแนกซีรัมผู้ ป่วยท่ีติดเชือ้ซีโรวาร์ 
Hebdomadis, Pyrogenes ,Autumnalis และGrippotyphosa ได้ ซึง่ได้ผลใกล้เคียงกบัการตรวจ
ด้วยวิธี IgM ELISA ซึง่วมีความไว 88% และความจําเพาะ 90.90% 

 
 การเปรียบเทียบวิธี MAT กบัวิธีการวินิจฉยัอ่ืนๆ เช่น IgM ELISA และ PCR สําหรับการ

วินิจฉัยผู้ ป่วยในประเทศบลาซิล(Oolemam et.al., 2006) พบว่าในผู้ ป่วยท่ียืนยนัด้วยวิธี MAT 
จํานวน 47 คนให้ผลบวกกบัวิธี IgM ELISA จํานวน 94% และให้ผลบวกกบัวิธี PCR จํานวน 36% 
ซึง่เม่ือยดึ MATเป็นวิธีทดสอบมาตรฐานแล้ววิธี IgM ELISA จะมีความไวและความจําเพาะ96.6%
และ93.3% ตามลําดบัอยา่งไรก็ดีในตวัอย่างผู้ ป่วยช่วงแรกของการติดเชือ้วิธี MAT จะไม่สามารถ
ใช้ในการวินิจฉยัได้การตรวจด้วยวิธีPCR อาจจะเหมาะสมกวา่ 

 
 การเปรียบเทียบวิธี MAT กบัวิธีทางซีรัมวิทยาอ่ืนๆ เช่น IFA ,Lepto Dipstik และ Latex 

agglutination(LA) (Kemapunmanus et.al., 2004) พบว่าความไวของการตรวจเป็น76.6%, 
91.9%, 77.4%และ 83.1% และความจําเพาะเท่ากบั 100%, 100%, 89.3% และ 83.5% 
ตามลําดบั โดยวิธีสามารถใช้ในการตรวจแยกชนิดของเชือ้เลปโตสไปราได้ แต่อย่างไรก็ตามเชือ้
จากคนไข้ จากการติดเชือ้ในธรรมชาติมักพบว่าให้ผลบวกกกับซีรัมมากกว่า 1 ซีโรวาร์ ฉะนัน้
บางครัง้จงึไมส่ามารถยืนยนั ซีโรวาร์ของเชือ้จาการตรวจด้วยวิธี MAT 

 
 จากการตรวจเชือ้ผู้ ป่วยทัง้ 15 ตวัอย่าง ด้วยวิธี CAAT นัน้พบว่ามีเชือ้จํานวน 6 ตวัอย่างท่ี

ไม่ให้ผลการตกตะกอนข้ามซีโรวาร์ แต่พบเชือ้ว่าเชือ้จํานวน 9 ตวัอย่าง ให้ผลกับ rabbit 
hyperimmune antisera  ในซีโรวาร์ Autumnalis ,Bangkinang และ Rachmati แตเ่ม่ือทําการ 
absorped ด้วย และทําปฏิกิริยาเกาะกลุ่มตามวิธีมาตรฐาน (Ratnam, 1994) พบว่าเชือ้ทัง้ 9 
ตวัอย่างจําแนกได้เป็นซีโรวาร์ Autumnalis ซึง่เม่ือเปรียบเทียบวิธี MAT และ CAAT พบว่าวิธี
CAAT สามารถจําแนกเชือ้ ซึง่ให้ผลการตกตะกอนข้ามซีโรวาร์ในวิธี MAT ฉะนัน้วิธี CAAT จึงเป็น
วิธีท่ีสามารถจําแนกซีโรวาร์ของเชือ้ได้ดีกว่า วิธี MAT แตอ่ย่างไรก็ดีวิธี CAAT มีขัน้ตอนท่ียงุยาก
และไมเ่หมาะสําหรับกบัการใช้งานในการตรวจท่ีมีตวัอยา่งปริมาณมาก 
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Terpstra(1992) ใช้วิธี CAAT ในการจําแนกเชือ้เลปโตสไปราเป็นซีโรวาร์ตา่งๆ ประมาณ 200 
ซีโรวาร์ แตเ่น่ืองจากมีข้อบกพร่องหลายอย่างของวิธี CAAT ซึง่เป็นปัญหาสําคญัของการใช้งาน 
เช่น มีขัน้ตอนยุง่ยาก ใช้เวลานาน จงึมีมตใิห้เปล่ียนการจําแนกซีโรวาร์ของเชือ้เลปโตสไปราด้วยวิธี 
CAAT เป็นวิธีการอ่ืนๆ เช่นการตรวจรหสัพนัธุ์กรรมเป็นต้น แต่อย่างไรก็ดี วิธีดงักล่าวก็ยงัไม่
ครอบคลมุชนิดของเชือ้เลปโตสไปราทกุตวัได้ 

 
ปัจจุบนัการจําแนกเชือ้ซึง่ค้นพบใหม่จะใช้วิธี CAAT ร่วมกบัการหารหสัพนัธุ์กรรม เช่น การ

ตรวจหาเชือ้เลปโตสไปราจากสนุขัในประเทศอาร์เจนตินา (Rosselli et.al. 2005 ) ใช้วิธีCAAT ใน
การจําแนกเชือ้จากตวัออ่นสนุขัท่ีแท้งออกมา ซึง่ให้ผลสอดคล้องกบัวิธีการหารหสัพนัธุ์กรรมได้เป็น
ซีโรวาร์ Djasiman แต่วิธีการดงักลา่วอาจจะไม่เหมาะสมเน่ืองจากยุ่งยากใช้เวลานานและต้นทนุ
สําหรับการตรวจแพงมาก 

 
การประยกุต์ใช้วิธี Immunoblotting เพ่ือการจําแนกเชือ้เลปโตสไปราสามารถทําได้ จากผล

การทดลองพบว่า วิธีดงักลา่วสามารถจําแนกชือ้ได้ไม่ต่างจากวิธีการCAAT ร่วมกบัวิธี MAT แต่
วิธีการดังกล่าวไม่ยุ่งยากไม่ต้องใช้เชือ้มีชีวิต ซึ่งอาจก่ออันตรายกับผู้ ตรวจ นอกจากนีว้ิ ธี 
Immunoblotting ยงัใช้เวลาในการตรวจน้อยกวา่ จงึเหมาะสมท่ีจะนําไปใช้แทน CAATตอ่ไป 

 
ปัจจบุนัมีการนําวิธี Immunoblotting มาใช้ในการตรวจวินิจฉยัและจําแนกเชือ้เลปโตสไปรา

มากขึน้ (Nineppathomwat and Doungchawee, 2006) ใช้แอนติเจนรวมในการทํา 
Immunoblotting เพ่ือใช้ในการตรวจวินิจฉยัและจําแนกเชือ้เลปโตสไปรา ซึง่ก็ให้ผลการตรวจดี มี
ความจําเพาะสงู  

 
จากการศกึษาของ Natarajasecnivasan et.al., 2004 ในการตรวจหา การแสดงออกของ

โปรตีนของเชือ้เลปโตสไปราระหวา่งการตดิเชือ้ระยะเฉียบพลนัและระยะท้ายของการตดิเชือ้ พบวา่
โปรตีนท่ีนํา้หนกั 32 kDa มีความจําเพาะกบัการติดเชือ้ทัง้ระยะเฉียบพลนัและการติดเชือ้ช่วง
ท้ายๆ คล้ายกบัการศกึษาครัง้นี ้ซึง่พบวา่เชือ้ทกุตวัจะให้ผลกบัโปรตีนท่ีนํา้หนกั 32 kDa 

 
Guereiro et.al. (2001) ทําการศกึษาการแสดงออกของโปรตีนในผู้ ป่วยโรคเลปโตสไปโรสิส 

ในประเทศบลาซิล ด้วยวิธี Immunoblotting พบว่ามีโปรตีนจํานวน 7ตวัท่ีสําคญั ได้แก่ 76, 
62,48,45,41,37 และ 32 kDa สอดคล้องกบัการวิจยัครัง้นีซ้ึง่พบว่าในเชือ้จากตวัอย่างผู้ ป่วยและ
เชือ้มาตรฐาน ทกุตวัมีการแสดงออกของโปรตีนดงักลา่ว 
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สรุปผลการศกึษาเปรียบเทียบวิธีการจําแนกเชือ้ด้วยวิธี MAT,CAAT และ Immunoblotting 

พบวา่วิธีMAT สามารถจําแนกเชือ้ได้ แตย่งัพบว่าเชือ้หลายตวัยงัคงให้ปฏิกิริยาการตกตะกอนข้าม
กับซีโรวาร์อ่ืน ทําให้ไม่สามารถชีจํ้าเพาะว่าเป็นซีโรวาร์ใดๆ ได้ เม่ือทําการตรวจสอบต่อด้วยวิธี 
CAAT ทําให้สามารถชีช้ดัว่าเป็นเชือ้ดงักลา่วจดัอยู่ในซีโรวาร์ใดๆ แตว่ิธี MATและ CAAT มีความ
ซบัซ้อนยุ่งยาก ใช้เวลาในการดําเนินการนานและยังต้องใช้เชือ้ท่ีมีชีวิตในการทดสอบอีกด้วย 
ฉะนัน้ทัง้สองวิธีนีอ้าจจะไม่เหมาะสมสําหรับห้องปฏิบตัิการท่ียงัไม่มีความพร้อมกบัการจกัารด้าน
ความปลอดภยัทางชีวภาพ การจําแนกเชือ้ด้วยวิธี Immunoblotting จึงเป็นทางลือกใหม่ท่ี
เหมาะสม เน่ืองจากได้ผลการตรวจไม่ตา่งกบัการใช้วิธี CAAT ร่วมกบั MAT แตทํ่าได้ง่ายและสะ
ดวดรวดเร็วกวา่ ท่ีสําคญัไมจํ่าเป็นต้องใช้เชือ้มีชีวิต จงึมีความปลอดภยักบัผู้ตรวจสงู 
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ภาคผนวก ก          
 

1. สารเคมีที่ใช้ในการวิจยั 
 

ก. สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้  
  1  Fletcher Medium Base(Difco) 

2  Neo Peptone Medium(Difco)    
  3  EMJH Medium Base(Difco)  
  4  Bacto Agar (Difco) 
  5  Nutrient Agar Medium(Difco) Korthof Medium   
  6  Gellan Gum medium(Sigma) 
  7  Rabbit Serum(GIBCO) 

8  MgCl2. 6H2O ( Magnesium Chloride Hexahydrate ) 
  9  CaCl2 ( Calcium Chloride )   

10  Thiamine B1  
11  Bovine serum Albumin Fraction V Sigma A8022 
12  Vitamin B12 (cyanocobalamine) 
13   CaCl2

. 2H2O    
14   CuO4s.5H2O    
15   FeSO4.7H2O ( Iron (II) Sulfate Heptahydrate )        

16   Glycerol 87% 
17   NaCl ( Sodium Chloride ) 
18  C3H3NaO3( Sodium Pyruvate) 
19   ZnSO4.7H2O( Zinc Sulfate Heptahydrate ) 
20   KCL ( Potassium Chloride ) 
21   KH2PO4 (Potassium Dihydrogen Phosphate) 
22   Na2HPO4( Di - Sodium Hydrogen Phosphate Anhydrous) 
23   HNa2O4P.12H2O( Di - Sodium Hydrogen Phosphate ) 
24  MgSO4. 7H2O ( Magnesium Sulfate Heptahydrate ) 
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ข. สารเคมีท่ีใช้ในการย้อมสี  
1  Giemsa stain   
2  Methanol 
3  Glycerol 

 
ค. สารเคมีท่ีใช้ในการทดสอบทางชีวเคมี  

1.1 Oxidase test 
1.1.1 -phenylenediamine 
1.1.2 Korthof Medium    

1.2 Egg yolk reaction 
1.2.1 Nutrient Agar Medium 
1.2.2 Peptone  Medium 
1.2.3 Agar 
1.2.4 Egg yolk emulsion 

 
ง. สารเคมีท่ีใช้ในการตรวจทางนํา้เหลืองวทิยา(สามารถดเูทคนิคการเตรียมประกอบ

ได้ในภาคผนวก) 
    1  EMJH Medium 

2  เชือ้เลปโตสไปราท่ีเพาะแยกได้จากผู้ ป่วย 15 ตวัอยา่ง 
3  โพลโิคนลัแอนตบิอดีของเชือ้เลปโตสไปรา 10 ซีโรวาร์  

 
จ.    สารเคมีท่ีใช้ในการ Cross agglutinin absorption test 

1. EMJH Medium 
2. เชือ้เลปโตสไปราท่ีเพาะแยกได้จากผู้ ป่วย 15 ตวัอยา่ง 
3. โพลโิคนลัแอนตบิอดีของเชือ้เลปโตสไปรา 10 ซีโรวาร์  

 

ฉ. สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียม Immunoblotting 
1.  สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียม SDS-PAGEและ Western Blotting 

1.1   30%Acryamide/Bis Solution(29:1) (Bio-Rad)   
          1.2    Tris 

1.3    Tween 20 
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1.4    Glycine 
1.5    (NH4)2S2O8( Ammonium Persulfate ) 
1.6    TEMED 
1.7    C2H6OH( 2-Mercaptoethanol ) 
1.8    Silver Stain Plus (Bio-Rad Laboratories Ltd.) 
1.9    Methanol 
1.10  Acetic acid 
1.11   30% H2O2( 30% Hydrogen Peroxide ) 
1.12   CH3(CH2)11OSO3Na( Sodium Lauryl Sulphate ) 

    1.13   Diaminobenzidine(DAB)  
 
2 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 
 ก. อปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 
  1 หลอดแก้วท่ีมีฝาเกลียว ขนาด 10 มิลลลิติร 
  2 อา่งนํา้ร้อน 
  3 pH meter 
  4 Autoclave 
  5 ขวดแก้วขนาด 250, 500, 1000 มิลลลิติร 
  6 เคร่ืองชัง่มาตรฐาน 3 ตําแหนง่ 
  7 Microwave 
 
 ข.         อปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการย้อมสี 
  1 สไลด์แก้ว 
  2 ขวดฉีดนํา้กลัน่ 
 

ค.        อปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการเตรียมทดสอบทางชีวเคมี 
1 Oxidase test 

1.1  หลอดแก้วท่ีมีฝาเกลยีว ขนาด 10 มิลลลิติร 
1.2  Egg yolk reaction 
1.3  หลอดแก้วท่ีมีฝาเกลยีว ขนาด 10 มิลลลิติร 
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1.4  อา่งนํา้ร้อน 
1.5  ตู้บม่เชือ้ ท่ี 30 องศาเซลเซียส 
 

ง.         อปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการเตรียมตรวจทางนํา้เหลืองวทิยา 
1. หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลลิติร 
2. Single autopipette 
3. Multichanel pipette 
4. Microtiterflat plate 
5. Micropipette tips ขนาด10 ไมโครลติร, 200 ไมโครลติร  
6. กล้องจลุทรรศน์พืน้มืด 
7. กลอ่งความชืน้ 
 

ค.        อปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการ Cross agglutinin absorption test 
1. หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลลิติร 
2.  Single autopipette 
3.  Multichanel pipette 
4.  Microtiterflat plate 
5. Micropipette tips ขนาด10 ไมโครลติร, 200 ไมโครลติร  
6.  กล้องจลุทรรศน์พืน้มืด 
7.  กลอ่งความชืน้ 
8.  Mcfarland No.1  
9. Refrigerate centrifuge   

 
ง.   อปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการเตรียม Immunoblotting 

1  อปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการเตรียม SDS-PAGE 
1.1 Power Supply(PowerPacTM HC High-Current Power      

Supply,Bio-Rad Laboratories Ltd.) 
1.2  Electrophoresis Set (Mini-Protean3 Electrophoresis cell,  

    Bio-Rad Laboratories Ltd.) 
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2 อปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการเตรียม Western Blotting 
2.1  Semi-Dry Transfer System(Trans-Blot SD Semi-Dry  

   Transfer Cell, Bio-Rad Laboratories Ltd.) 
2.2  Power Supply(PowerPacTM HC High-Current Power  

    Supply,Bio-Rad Laboratories Ltd.) 
2.3 กระดาษกรอง (Extra Thick Blot Paper,Bio-Rad Laboratories 

Ltd.) 
2.4 กระดาษไนโตรเซลลโูลส (Schleicher & Schuell BioScience  

GmgH, Germany) 
2.5  แอนตบิอดีท่ี้จําเพาะเจาะจงตอ่โปรตีนท่ีเราสนใจ 
2.6 สารอิมมวิโนตวัท่ี2 (Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins 

/HRP,DakoCytomation Denmark)   
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 
 

1.   การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ ชนิดเหลว (liquid  media)  
 
 1.1  การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ EMJH medium 
 EMJH medium เป็นสว่นผสมของ Albumin fatty acid supplement และ Basal 
medium 
               การเตรียม Stock solutions of EMJH medium 

Reagents Grams per 100 ml H2O Storage 
CaCl2 x 2H2O+MgCl2 x 6H2O 1(each) -20°C 
ZnSO4 x 7H2O 0.4 -20°C 
CuSO4 x 5H2O 0.3    4°C 
Vitamin B12 0.02 -20°C 
Tween 80 10.0 -20°C 
Thaimine(Vitamin B1) 0.5 -20°C 
Glycerol 10.0 -20°C 
Na-pyruvate 10.0 -20°C 
 

สว่น A วิธีเตรียม Albumin fatty acid supplement 
 1. ละลาย bovine serum albumin fraction V (A8022) 10 กรัม ในนํา้กลัน่ 50 

มิลลลิติร 
 2. เตมิ CaCl2 x 2H2O+MgCl2 x 6H2O จาก Stock solution จํานวน 1.5 มิลลลิติร 
 3. เตมิ ZnSO4 x 7H2O จาก Stock solution จํานวน 1.0 มิลลลิติร 
 4. เตมิ CuSO4 x 5H2O จาก Stock solution จํานวน 0.1 มิลลลิติร 
 5. เตมิ Vitamin B12 จาก Stock solution จํานวน 1.0 มิลลลิติร 
 6. เตมิ Thaimine (Vitamin B1) จาก Stock solution จํานวน 2.5 มิลลลิติร 
 7. เตมิ Tween 80 จาก Stock solution จํานวน 12.5 มิลลลิติร 
 8. ปรับ pH 7.4 - 7.6 ด้วย 1N NaOH  
 9. เตมินํา้กลัน่ถึง 100 มิลลลิติร 
 10. ทําให้ปราศจากเชือ้โดยการกรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
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สว่น B วิธีเตรียม Basal medium 
 1. ละลาย EMJH Base medium 2.3 กรัม ในนํา้กลัน่ 850 มิลลลิติร 
 2. เตมิ Na-pyruvate จาก Stock solution จํานวน 1.0 มลิลลิติร 
 3. เตมิ Glycerol   จาก Stock solution จํานวน 1.0 มิลลลิติร 
 4. ปรับ pH 7.4 - 7.6 ด้วย 1N NaOH  
 5. เตมินํา้กลัน่ถึง 900 มิลลลิติร 
 6. ทําให้ปราศจากเชือ้ โดย autoclave ท่ี 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 ผสมสว่น Albumin fatty acid supplement(A) จํานวน 100 มลิลลิติร ใน Basal 
medium(B) จํานวน 900  มิลลลิติร เขยา่เบาให้สารละลายเป็นเนือ้เดียวกนั แบง่ใสห่ลอด
เพาะเลีย้งเชือ้หลอดละ 5 มลิลลิติร เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 1 เดือน  
 

 1.2 การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ Neopeptone medium  
  ใช้  Neopeptone media             2.0     กรัม 
               NaCl                                    1.0    กรัม 
               Distill Water                          900    มิลลลิติร 

  ปรับ pH 7.2-7.4 ทําให้ปราศจากเชือ้ด้วย autoclave 121 องศาเซลเซียส 15  ปอนด์ 15 
นาที  เตมิ Rabbit serum 100 มิลลลิติร ผสมลงใน media ท่ีเตรียมไว้ แบง่ใสห่ลอดละ 5 มิลลลิติร  
นําไป inactivate 56 องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมง เก็บท่ีอณุหภมูิห้อง นาน 1 เดือน 
 

1.3  การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ Korthof  media 
 ใช้  Peptone    0.8   กรัม 
   Sodium Chloride   1.4   กรัม 
   Sodium bicarbonate   0.02  กรัม 
   Potassium Chloride   0.04  กรัม 
   Calcium  Chloride   0.04  กรัม 
   Potassium dihydrogen phosphate 0.24  กรัม 
   Sodium  dihydrogen phosphate 0.88  กรัม 
   Distill Water     100   มิลลลิตร 

  ต้มให้เดือดและกรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ปรับ pH 7.2 ทําให้
ปราศจากเชือ้ด้วย autoclave 121 องศาเซลเซียส 15  ปอนด์ 15 นาที  เตมิ Rabbit serum 100 
มิลลลิติร ผสมลงใน media ท่ีเตรียมไว้ แบง่ใสห่ลอดละ 5 มิลลลิติร    
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2.  การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ ชนิดกึ่งเหลว  (semisolid  media)  
     

2.1 การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ EMJH medium  
 2.1.1 เตมิ agar 2.0 กรัม ลงใน basal medium (B) จํานวน 900 มิลลลิติร 
 2.1.2 ต้มจน agar ละลายเป็นเนือ้เดียวกนั 
 2.1.3 ทําให้ปราศจากเชือ้ โดย autoclave ท่ี 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 2.1.4 เตมิ Albumin fatty acid supplement (A) จํานวน 100 มิลลลิติร ใน Basal 

medium (B) จํานวน 900  มิลลลิติร เขยา่เบาให้สารละลายเป็นเนือ้เดียวกนั
แบง่ใสห่ลอดเพาะเลีย้งเชือ้หลอดละ 5 มลิลลิติร เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 1 เดือน  

    2.2 การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ Fletcher medium  
  ใช้            Fletcher media                     2.5   กรัม 
      Distill Water                          920    มิลลลิติร 
  ต้มให้เดือดและ autoclave 121 องศาเซลเซียส 15  ปอนด์ 15 นาที  เตมิ Rabbit 
serum 80 มลิลลิติร ผสมลงใน media ท่ีเตรียมไว้ แบง่ใสห่ลอดละ 5 มิลลลิติร  นําไป inactivate 
56 องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมง เก็บท่ีอณุหภมูห้ิอง นาน 1 เดือน 
   
3.    การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ชนิดแข็ง (solid  media)  
 
        3.1    การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ EMJH medium 
 3.1.1 เตมิ agar 10.0 กรัม ลงใน basal medium (B) จํานวน 900 มลิลลิติร 
 3.1.2 ต้มจน agar ละลายเป็นเนือ้เดียวกนั 
 3.1.3 ทําให้ปราศจากเชือ้ โดย autoclave ท่ี 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 

 3.1.4 เตมิ Albumin fatty acid supplement (A) จํานวน 100 มิลลลิติร ใน Basal  
 medium (B) จํานวน 900  มิลลลิติร เขยา่เบาให้สารละลายเป็นเนือ้เดียวกนัแบง่
ใสห่ลอดเพาะเลีย้งเชือ้หลอดละ 5 มิลลลิติร เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 1 เดือน  

    3.2 การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ Gellan gum - EMJH media 
 3.2.1 เตมิ Gellan gum  10.0 กรัม ลงใน basal medium (B) จํานวน 900 มิลลลิติร 
 3.2.2 ต้มจน agar ละลายเป็นเนือ้เดียวกนั 
 3.2.3 ทําให้ปราศจากเชือ้ โดย autoclave ท่ี 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
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3.2.4 เตมิ Albumin fatty acid supplement (A) จํานวน 100 มิลลลิติร ใน Basal 
  medium (B) จํานวน 900  มิลลลิติร เขยา่เบาให้สารละลายเป็นเนือ้เดียวกนั
แบง่ใสห่ลอดเพาะเลีย้งเชือ้หลอดละ 5 มลิลลิติร เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 1 เดือน  
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ภาคผนวก ค 

Immunoblotting 
     

  วิธีการทดลอง 
 
  1.  การเตรียม slab gel 

1.1 ตอ่ชดุแผน่แก้วสําหรับทํา slab gel 
1.2 เตรียมสารละลายของเจล (Separating gel)  

1.125 M. Tris –HCl  pH 8.8                10.0       มิลลลิติร 
DW     9.7   มิลลลิติร 
Acrylamide /  Bis 30/0.8     10.0   มิลลลิติร 
10% ammonium  persulfate             300   ไมโครลติร 

            10% APS    60           ไมโครลติรl 
TEMED     30   ไมโครลติร

ไมโครลติร 
    

1.3 เทเจลลงในแผน่แก้วโดยระวงัอยา่ให้มีฟองอากาศ จากนัน้คอ่ยๆ 
หยอดผิวด้านบนของเจลด้วยนํา้กลัน่ให้คลมุผิวเจล ทิง้ไว้ให้เจล 
แข็งตวัซึง่จะใช้เวลาประมาณ 30 - 45 นาที เม่ือเจลแข็งตวัจะเห็น
รอยตอ่ระหวา่งเจลและนํา้ท่ีคลมุผิวเจลท่ีอยูอ่ยา่งชดัเจน 

1.4  เตรียม stacking gel 10 ml โดยผสมสารดงัตอ่ไปนีเ้ข้าด้วยกนัคือ 
    0.625 M. Tris –HCl  pH 8.8                2.5            มลิลลิติร 

DW     6.0       มิลลลิติร 
Acrylamide /  Bis 30/0.8     1.5       มิลลลิติร 

            10% APS    45            ไมโครลติร 
TEMED     25    ไมโครลติร 
 

1.5   คอ่ยๆ เทนํา้ท่ีอยูส่ว่นบน resolving gel ออก และซบัให้แห้งด้วย
กระดาษกรอง  สอด comb ลงใน gel plate 
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1.6  เท stacking gel ท่ีผสมเรียบร้อยแล้วบน Separating gel ระวงัอยา่
ให้มีฟอง  อากาศเกิดในช่อง comb ทิง้ไว้ให้เจลแข็งตวัจะใช้เวลา
ประมาณ 30 - 45 นาที 

หมายเหต ุ ในกรณีท่ีต้องการเตรียมเจลค้างคืนเพ่ือทําอิเลคโตรโฟรีซีสในวนัรุ่งขึน้ ควรใส ่
stacking gel ในวนัท่ีจะแยกโปรตีน โดยควรคลมุผิว resolving gel ไว้ด้วย นํา้กลัน่ และ
เก็บเจลไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 oC 

   
 การเตรียมสารเคมี 

1. 30 % Acrylamide,0.8 % Bisacrylamide 
 
2. 1.125 M Tris-HCl pH 8.8  

Trisma base    13.6235  กรัม 
Distilled water                                100            มิลลลิติร 
ปรับ pH 8.8 ด้วย 1N HCL 
 

 3. 0.625 M Tris-HCl pH 6.8 
   Trisma base    7.569            กรัม 

Distilled water to                               100            มิลลลิติร 
ปรับ pH 6.8 ด้วย 1N HCL 

 
 4. 10% SDS(sodium dodecyl sulfate) 
   SDS(sodium dodecyl sulfate)  10            กรัม 

Distilled water                                100           มิลลลิติร 
 

5. 10% APS (ammonium  persulfate) 
  ammonium  persulfate   100  มิลลกิรัม 

              Distilled water                                      1  มิลลลิติร 
 
 4. 2X SDS sample buffer 
   Tris (hydroxymethyl) aminomethane  0.15 กรัม 
   SDS     4 กรัม 
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   Glycerol    20        มิลลลิติร 
   Bromophenol  blue   10 มิลลกิรัม 
 
 
 5. Running buffer 
   Tris (hydroxymethyl) aminomethane 1.5 กรัม 
   Glycine     7.2 กรัม 
   10% SDS    5 มิลลลิติร 
   Distilled water    500   มิลลลิติร 
 

6.  TEMED 
 7. Electrotasfer buffer 
  Tris (hydroxymethyl) aminomethane  3.03 กรัม 
  Glycine      14.04 กรัม 
  Methanol       200     มิลลลิติร 
  Distilled water                                       1       ลติร 
  

8. Phosphate buffer saline(PBS), pH 7.2 - 7.4 
  NaCl            8    กรัม 
  KCl       0.2    กรัม 
  Na2HPO4     1.44   กรัม 
 KH2PO4 0.24   กรัม 
  Distilled water                                   1        ลติร 
 

9. TBS buffer 
  1 M  Tris-HCl pH  7.5    100 มิลลลิติร 
  NaCl          9 กรัม 
  Distilled water                                1      ลติร 
 
 10. Blocking buffer (TBS + 1% BSA) 
  TBS      200 มิลลลิติร 
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  BSA          2 กรัม 
 
 

 11. Washing buffer (TTBS) 
  TBS      1000 มิลลลิติร 
  Tween 20     1000 ไมโครลติร 
  
 12. Substrate 
  DAB (3,3-Diaminobenzidine)   0.006 กรัม 
  0.01 M  Tris-HCl           9 มิลลลิติร 
  30% H2O2          10 ไมโครลติร 

 
การย้อมด้วย Silver Stain Plus Kit 

1. Fixation Step 20 min 
Reagent grade                                                     2   gels  
Methanol 200  มิลลลิติร 
Acetic acid 40  มิลลลิติร 
Fixative Enhancer Concentrate 40  มิลลลิติร 
Deionized Distilled Water 120  มิลลลิติร 
Total 400  มิลลลิติร 
 

2. Rinse Step 20 min 
Decant Fixative Enhancer Solution 

 

Rinse gel in 400 ml DW. 10 min agitation 
 

Decant rinse water 
 

Rinse fresh DW. 10 min agitation 
 

3. Staining and Developing Step 20 min 
A 
Reagent 2  gels 
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Silver Complex Solution 5  มิลลลิติร 
Reduction Moderator Solution 5    มิลลลิติร 
Image Development Reagent 5    มิลลลิติร 
Deionized Distilled Water                                35  มิลลลิติร 
B 
Silver      2.5   กรัม 
Deionized Distilled Water   50    มิลลลิติร 
 

4. Stop Step 15 min 
Decent Stining + Developing 

  

5% acitic acid solution 15 min 
 

Decent 5% acitic acid solution 
 

 DW. 5 min 
 

The gels are then ready to be dried 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 
 

นางสาวมยรุฉตัร เบีย้กลาง เกิดวนัท่ี 10 สงิหาคม พ.ศ. 2520 ท่ีจงัหวดันครราชสีมา 
สําเร็จการศกึษาระดบัมธัยมปลายจากโรงเรียนสรุนารีวทิยา ตอ่มาได้เข้าศกึษาตอ่ในระดบั
ปริญญาตรีท่ีคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ จนกระทัง่สําเร็จการศกึษาปริญญาตรี 
เม่ือปีการศกึษา 2542 จากนัน้ได้เร่ิมปฏิบตังิานในตําแหนง่ นกัวิทยาศาสตร์การแพทย์(ชัว่คราว) ท่ี
สถาบนัวิจยัวทิยาศาสตร์สาธารณสขุ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ นนทบรีุ ได้รับรางวลัผลงานวิจยั 
ระดบัชมเชย สาขาวทิยาศาสตร์การแพทย์ เร่ืองการพฒันาชดุทดสอบสําเร็จรูปเพ่ือใช้ในการตรวจ
วินิจฉยัโรคเลปโตสไปโรซสิ จากสภาวิจยัแห่งชาต ิเม่ือ 20 กนัยายน 2544  และทําการศกึษาตอ่ใน
ระดบัปริญญาโท หลกัสตูรวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาสตัวแพทยสาธารณสขุ ภาควิชาสตัว
แพทยสาธารณสขุ คณะสตัวแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เม่ือปีการศกึษา 2545  
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