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การพัฒนาชุดตรวจ indirect ELLSA สําหรับการตรวจภาวะการติดเชื้อ  
Salmonella Typhi แบบเฉียบพลัน  

DEVELOPMENT OF INDIRECT ELISA FOR DIAGNOSIS OF ACUTE 
SALMONELLA TYPHI INFECTION 
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บทคัดยอ: ไขไทฟอยด  ( typhoid  fever )  เปนโรคที่เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรีย  Salmonella Typhi  ปจจุบันการตรวจ
วินิจฉัยไขไทฟอยด  ทางน้ําเหลืองวิทยา  นิยมใช  Widal  test  กันอยางแพรหลายแตวิธี  Widal  test  มีความไวและ
ความจําเพาะต่ํา  นอกจากนี้ชุดตรวจดวยวิธี  ELISA  ที่มีจําหนายทางการคาเปนการพัฒนาจาก  S.Typhi   สายพันธุจาก
ตางประเทศ  ซ่ึงอาจไมเหมาะสมกับการติดเชื้อในประเทศไทยนัก  ผูวิจัยจึงไดทําการพัฒนาชุดตรวจ  indirect  ELISA  
สําหรับตรวจภาวะการติดเชื้อ  S.Typhi   แบบเฉียบพลันขึ้น  โดยพบวาภาวะที่เหมาะสมสําหรับชุดทดสอบ  เปนดังนี้  
สารละลายบัพเฟอรที่ใชเปน  coating  buffer  คือ  carbonate  buffer  pH 9.6  แอนติเจนที่ใชคือสวน  lipopolysacharide  
ของ  S.Typhi   โดยการเตรียมเปน crude extract ของ S.Typhi   โดยนึ่งภายใตแรงดันกอนทําใหเซลลของ  S.Typhi    แตก
ดวยวิธี  sonication  ความเขมขนของแอนติเจนที่เหมาะสมคือ  30  µg/ml  เคลือบแอนติเจนที่  4๐C  เปนเวลา  16-24  
ชั่วโมง  โดยใช  10%  BSA  เปน  blocking  solution  การเจือจางซีร่ัมทดสอบที่เหมาะสมคือ  1:100  ดวยสารละลาย  
1%BSA-PBST  ทําปฏิกิริยาที่  37๐C  เปนเวลา  1  ชั่วโมง  สาร conjugate  ที่ใชคือ  anti-Human  IgM  ที่ติดฉลากดวย  
peroxidase  การเจือจางที่เหมาะสมคือ  1:500  ทําปฏิกิริยาที่  37๐C  เปนเวลา  1  ชั่วโมง  ใช  O-phenylenediamine  (OPD)  
เปนสารตั้งตนและวัดสีของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นที่คาการดูดกลืนแสงที่  492  นาโนเมตร 
 
ABSTRACTS:  Typhoid fever is the disease  caused by Salmonella Typhi infection.  Although  the serological test 
routinely used for diagnosis of  typhoid fever is Widal test, its  sensitivity and specificity are seem to be very low.  
Moreover, the commercial ELISA  test kits are developed by using S.Typhi which isolated mainly from their area.  
Unless  specified otherwise, these test kits may not appropriate for diagnosis of the strain of  S.Typhi which spreading in 
Thailand.  Therefore, we have developed the indirect ELISA  for diagnosis of acute  S.Typhi  infection.  And it was 
found that the optimum condition for the estabilished test are as the followings. Coating buffer is carbonate buffer, pH 
9.6, S.Typhi lipopolysacharide antigen is prepared as autoclaved crude extract by using  sonication technique.  For 
antigen coating, the concentration of antigen is 30 µg/ml  and the plates are incubate at 4๐C for 16-24 hr.  Blocking 
solution used in this test is  10%BSA.  The dilutions of serum and conjugate anti-human IgM with peroxidase are  1:100 
and 1:500, respectively.  The incubation times of serum and conjugate are at 37๐C for one hour.  Substrate used for 
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detection of the enzyme activity is O-phenylenediamine( OPD ).  And the absorbance of color of the reactions were 
measured at 492 nm. 
 
KEYWORDS: Typhoid fever, Salmonella Typhi, Indirect ELISA 
 
1. บทนํา 

ไขไทฟอยด (Typhoid fever ) เปนโรคที่เกิดจาก
การติดเชื้อแบคทีเรียที่ชื่อวา Salmonella Typhi  พบการ
ปนเปอนเชื้อ S.Typhi อยูในเนื้อสัตวเปนสวนใหญ เชื้อ
ไมสามารถสรางสปอรได แตทนตอสภาพแหงแลงหรือ
เย็นจัดได (1) ติดตอโดยการบริโภคอาหารหรือน้ําดื่มที่
มีเชื้อปนเปอนมาจากอุจจาระหรือปสสาวะของผูปวย
หรือผูเปนพาหะ อาจพบเชื้อในหอยที่จับไดในแถบ
ชายฝงที่มีทอน้ําเสียระบายลงทะเล ผลไม ผักดิบ นม
และผลิตภัณฑจากนม ซ่ึงอาจเปนตัวกลางแพรเชื้อ 
สวนมากเชื้อจะติดมาจากมือของผูที่เปนพาหะ ผูติดเชื้อ
จะมีอาการไขสูงลอย ปวดศีรษะและหนาวสั่นเปนอยู
หลายวัน อาการระบบทางเดินอาหารคือ เบื่ออาหาร 
ทองอืดมาก  ปวดทองหลายวันจึงจะถาย  ลักษณะ
อุจจาระเหลว มีกลิ่นเหม็น มามโต ชีพจรเตนชาเมื่อ
เทียบกับอุณหภูมิรางกายที่ สูงขึ้นจากไข  (Relative 
bradycardia) อาจมี DIC shock (Disseminated 
Intravascular Coagulopathy Shock) อาการตางๆ นั้น 
จะหายไปในเวลาไมนาน ที่สําคัญคือถาไมไดรับการ
รักษา ผูปวยอาจกลับมาเปนไขอีกได และจะทําให
ผูปวยปวยเร้ือรัง และเปนพาหะของโรคสามารถแพร
เชื้อสูผูอื่นทางอุจจาระได บางรายพบวาเปนพาหะ
เร้ือรัง คือมีเชื้อในอุจจาระนานเปนป  โรคแทรกซอน 
คือ เลือดออกทางเดินอาหาร, ลําไสทะลุ, ไตวาย, ชอง
ทองอักเสบ ระบาดวิทยาของโรค  ในแตละปประมาณ
วาจากประชากรโลกทั้งหมดมีผูปวยใหมจํานวน 17 
ลานราย ตายประมาณ 600,000 ราย มีหลายสายพันธุที่
ดื้อตอ Chloramphenicol และยาปฏิชีวนะตัวอื่น ๆ ใน
หลายพื้นที่ของโลก โดยสวนใหญจะแยกเชื้อไดในแถบ
เอเชียใต และเอเซียตะวันออกเฉียงใต ตะวันออกกลาง
และตะวันออกเฉียงเหนือของแอฟริกา (2) 
 

2. การตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ  
2.1 การเพาะเชื้อ เพาะไดจากอุจจาระ ปสสาวะ 

เลือด ไขกระดูกและน้ําดี แตเนื่องจากการตรวจหาเชื้อ
โดยตรงจากสิ่ งสงตรวจ   มักจะมีผลลบปลอมได  
เนื่องจากเชื้ออาจมีปริมาณนอย  แตวิธีการเพาะเชื้อจาก
เลือดจัดเปน definite diagnosis แตจะตองใชเวลา
ทดสอบนาน (3) 

2.2 ปฎิกิริยาทางซีโรโลยีย ใช Widal reaction ซ่ึง
เปน agglutination test วัด anti-H (IgG ) และ anti-O ( 
IgM) วิธี Widal test นี้จัดเปนวิธีที่ใชกัแพรหลายใน
หองปฏิบัติการทั่วไป  เนื่องจากเปนวิธีที่สะดวกและ
รวดเร็ว แตอาจจะเกิด cross-reactivity กับ Salmonella 
สายพันธุอื่นได  (WHO/V&B/03.07)  ทําใหเกิด false-
positive หรืออาจพบ Salmonella Typhi antibody titers  
endemic area สูงกวาพื้นที่อื่น ทําใหแปลผลยาก(4,5) 

นอกจากนี้ยังสามารถใชเทคนิคทางวิทยาภูมิคุมกัน
อื่นๆและอณูชีววิทยา  ซ่ึงปจจุบัน  (6 ,7)  ไดมีการ
ศึกษาวิจัยและพัฒนาวิธีใหมๆ มากมาย อยางไร     กต็าม 
แมวาบางวิธีจะมีความไวและความจําเพาะสูงแตไมมีชุด
สําเร็จรูปจําหนาย หรือมีจําหนายแตราคาคอนขางสูง อกี
ทั้งวิธีดังกลาวสวนใหญถูกคิดคนและพัฒนาขึ้นใน
ตางประเทศ(8) จึงทําให antigen ทดสอบนั้นเปนสาย
พันธุที่พบบอยในตางประเทศซึ่งอาจไมเหมาะสมกับ
ก า รติ ด เ ชื้ อ ในประ เทศไทย  ดั งนั้ น ผู วิ จั ย จึ ง  มี
แนวความคิดที่จะพัฒนาชุดตรวจ indirect ELISA เพื่อ
ตรวจหา antibody ตอเชื้อ Salmonella Typhi class IgM 
ข้ึนเพื่อสามารถตรวจ recent infection  และเปน
แอนติเจนที่เตรียมจากเชื้อที่แยกไดภายใน  ประเทศไทย 
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3. เคร่ืองมือและวิธีการทดลอง 
3.1 ตัวอยาง(samples) 

positive serum หมายถึง serum ของผูปวยที่มี
ขอมูลทางคลินิกบงชี้ลักษณะของผูปวย typhoid fever 
และเมื่อทําการตรวจโดยวิธี Widal test แลวใหผล anti-
O titer ตั้งแต 160 ข้ึนไป จํานวน 8 ตัวอยาง ไดรับจาก 
หองปฏิบัติการภูมิคุมกันวิทยา  โรงพยาบาลราชวิถี 
หมายเลข 3.1.1-3.1.8  negative serum หมายถึง serum 
ของผูปวยที่มีสุขภาพปกติ ไมมีลักษณะบงชี้ภาวะการ
เปน typhoid fever และทําการตรวจโดยวิธี Widal test 
แลวใหผล anti-O titer นอยกวา 80 จํานวน 8 ตัวอยาง 
ได รับจาก  นักศึกษา เทคนิคการแพทย  ชั้นปที่4 
มหาวิทยาลัยรังสิต หมายเลย 3.2.1 - 3.2.8 

 
4. วิธีการทดลอง 
4.1 การเตรียมแอนติเจน  

นําเชื้อ Salmonella Typhi ที่ผานการทดสอบโดย
การยอมแกรม และ biochemical test แลววาเปน 
Salmonella Typhi มาเพาะเลี้ยงบน nutrient agar เปน
เวลา 24 ชั่วโมง ที่ 370 C harvest เชื้อจาก agar แลวทํา
เปน cell suspension ในอัตราสวนประมาณ 1:1 ดวยน้ํา
กลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว จากนั้นนําไป autoclave เปน
เวลา 15 นาที  ที่  ความดัน  15  ปอนด  อุณหภูมิ  121 ๐ 
C จากนั้นนําไป  sonicate ที่ 20 kHz และ 125 w เปน
เวลา 15 นาที จากนั้นปนตะกอนเซลทิ้งไป โดยปนที่ 
20,000 g เปนเวลา 10 นาที นํา supernatant ซ่ึงคือ crude 
extract ที่ไดมาแบงเปน aliquot  aliquot ละ     0.5 ml 
เก็บไวที่ -200 C เพื่อใชเปนแอนติเจนตอไป โดย การ
ตรวจวัดความเขมขนแอนติเจน วิธีการตรวจวัดโปรตีน
โดยวิธี  Lowry’s method  จะวัดความเขมขนของ
โปรตีนใน crude extract ที่เตรียมขึ้น   
 
4.2 วิธี  ELISA  เตรียมขึ้นเองสําหรับตรวจหา  anti-
Salmonella Typhi IgM 

อาศัยหลักการ  indirect ELISA  โดย  anti-
Salmonella  Typhi ที่มีอยูใน  serum  ของผูปวย  จะทํา

ปฏิกิริยากับ  antigen (Salmonella  Typhi  antigen)  ที่
ตรึงอยูบนผิวของ microtiter  plate  เมื่อเติม  Goat  Anti-
Human lgM  peroxidase conjugate  ก็จะไปเกิดปฏิกริิยา 
Ag-Ab complex ดังกลาว เมื่อเติม  substrate คือ  O-
phenylenediamine(OPD) ลงไปก็จะเกิดสีของสาร
ผลิตภัณฑ  จากนั้นวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
492  nm  โดยปริมาณความเขมขนของสีจะแปรผัน
โดยตรง กับปริมาณของ  anti-Salmonella Typhi  IgM 
ใน  serum  ของผูปวย ทํา checkerboard titration  เพื่อ
หาสภาวะที่เหมาะสมของปริมาณ antigen ที่ใช coat 
plate  การเจือจาง serum  และการเจือจาง  conjugate  
รวมทั้งความเหมาะสมของเวลา สําหรับการทดสอบแต
ละขั้นตอน    

4.2.1  การทดสอบเพื่อหา coating  buffer  ที่
เหมาะสม Coat  plate  ดวย Salmonella  Typhi  antigen 
ที่เจือจางใน coating  buffer ตาง ๆ ดังนี้ คือ  TBS  pH 
7.5 , phosphate buffer solution(PBS)  pH  7. 1 , 
carbonate  buffer pH 9.8และ  incubate  ที่  4 ๐ C   เปน
เวลา  16 – 24 ชั่วโมง ลาง  3  คร้ัง  ดวย   PBST  คร้ังละ  
3  นาที  จากนั้น Block  non-specific binding โดยการเติม 
4 % BSA ลงไปจํานวน  200 µL incubate  ที่  37 ๐ C   
นาน  1  ชั่วโมงลาง 3 คร้ัง ดวย  PBST คร้ังละ 3 นาที      
เติม  Positive serum (หมายเลข 3.1.8 ) และ Negative  
serum  (หมายเลข 3.2.8 ) ที่  เจือจางเปน 1:200  ดวย 
serum  diluent  หลุมละ  200  µL incubate  ที่  37 ๐ C   
เปนเวลา  1  ชั่วโมง ลาง  3  คร้ัง  ดวย   PBST  คร้ังละ  3  
นาที  เติม  conjugate  (Goat  Anti-Human  lgM 
peroxidase )  ที่  เจือจางเปน 1:1000 ดวย conjugate  
diluent หลุมละ     200 µL  incubate ที่ 37 ๐C นาน 1 
ชั่วโมง ลาง 3 คร้ัง  ดวย  PBST คร้ังละ 3 นาที เติมสารตั้ง
ตน  O-phenylenediamine(OPD) 200  µL  ที่
อุณหภูมิหอง, 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยดาง 3 N NaOH  
50 µL วัด  OD  ที่ความยาวคลื่น 492 nm ดวยเครื่อง 
ELISA – READER 

4.2.2 การทดสอบความเขมขนที่เหมาะสมของ  
antigen ที่ใช coat  plate จากผลการทดลองในขั้นตอนที่ 
1  พบวาในการ coat plate ควรใช carbonate buffer pH 
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9.6 เปน  coating buffer จากนั้นเปนการหาความเขมขน
ของแอนติเจนที่เหมาะสมในการ coat plate โดยทําการ 
coat  plate   ดวย  Salmonella antigenโดยเจือจางใน  
carbonate buffer pH 9.6  ที่ความเขมขนตาง ๆ คือ 1,  5, 
10,  15,  20,  25,  30,  35 , 40  µg / ml  ที่  4 ๐C เปน
เวลา  16-24  ชั่วโมง  หลุมละ 200  µL แลวทําการ
ทดสอบตอไปดังขั้นตอนที่ 1 

4.2.3 การทดสอบหาเวลาในการ  incubate  serum 
ที่เหมาะสม เมื่อไดความเขมขนที่เหมาะสมของ   
antigen   ในการ  coat  plate  จากขอ  2 ไดแลว  ทําการ
ทดสอบดังขอ2โดยใชเวลาในการ incubate serum เปน 
30, 60 และ 90 นาที  

4.2.4 การหาเวลาในการ  incubate conjugate  ที่
เหมาะสม เมื่อทราบเวลาในการ incubate serum ที่
เหมาะสม  จากผลการทดลองในขอ 3  แลวทําการ
ทดสอบหาเวลาในการ  incubate conjugate  ที่
เหมาะสมโดยทําการทดสอบดังขอ2และใชเวลาในการ 
incubate conjugate ที่แตกตางกันเปน30, 60 และ 90 
นาที 

4.2.5 การทดสอบหา blocking  solution  ที่
เหมาะสม เมื่อทําการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมตาม
ขอ 1 , 2 , 3 และ 4   ไดเรียบรอยแลว  นําสภาวะที่
เหมาะสมดังกลาวทําการทดสอบหา blocking solution 
ที่เหมาะสม โดยใช blocking solution เปน 2 % BSA , 4 
% BSA และ 10% BSA   

4.2.6 การทดสอบหาการเจือจาง   serum   ที่
เหมาะสม จากผลในขอ 1-5   ไดแลว  ทําการทดสอบ
หาการเจือจาง serum   ที่เหมาะสม โดยใช Positive  
serum และ  Negative  serum  ที่   เจือจางเปน 1:50 , 
1:100 , 1:200,    1:400 และ 1:800  ดวย  serum  diluent 

4.2.7 การหาการเจือจาง  conjugate  ที่ใชทดสอบ
ที่เหมาะสม เมื่อไดสภาวะที่เหมาะสม จากผลการ
ทดลองในขอ  1-6   แลวทําการทดสอบหาการเจือจาง 
conjugate  ตาม ลําดับ โดยใช cojnjugate (Goat Anti-
Human  lgM  peroxidase)ที่  dilute 1:500, 1:1000  เปน 
1:2000       ดวย diluent 

4.2.8 การทดสอบหา Anti-Salmonella Typhi IgM 
ดวยวิธี indirect ELISA ที่เตรียมขึ้น เมื่อทําการทดสอบ
หาสภาวะที่เหมาะสมตามขอ  1 ,2 ,3 , 4, 5, 6 และ7 ได
เรียบรอยแลว  นําสภาวะที่เหมาะสมดังกลาวทําการ
ทดสอบกับ serum ตาง ๆ  ไดแก serum หมายเลข 3.1.1-
3.1.8 และ 3.2.1-3.2.8 ตามขั้นตอนในการทดสอบ  

 
4.3 Quality control   สําหรับวิธี  ELISA  ที่เตรียม
ขึ้นเอง 

4.3.1  การทดสอบ  sample  แบบ  duplicateในการ
ตรวจหา  anti-Salmonella Typhi ใน  sample  ตาง ๆ  
ดวยวิธี  ELISA  ที่เตรียมขึ้นเอง จะทําการทดสอบแตละ  
sample  แบบ  duplicate  และทําการหาคาเฉลี่ย   OD  
เพื่อใชในการวิเคราะหขอมูลในขั้นตอนตอไป   

4.3.2  การทดสอบเพื่อควบคุมผลของ  conjugate 
ในการทดสอบดวยวิธี  ELISA  ที่เตรียมขึ้นทุกครั้ง  จะ
ทําการทดสอบ direct  conjugate  control  ( DCC )   
เพื่อเปนการควบคุม  non  specific binding  ที่เกิดจาก  
conjugate  ทําปฏิกิริยากับ antigen (Salmonella Typhi )   
หรือ  solid phase   ( micro titer plate ) โดยตรง และเพือ่
บอกความผิดปกติของ conjugate ซ่ึงทําการทดสอบ  ใน
ข้ันตอนการเติม serum จะเติม buffer แทนสวนขั้นตอน
อื่นทําตามปกติ   

4.3.3  การทดสอบเพื่อควบคุมผลของ   substrate 
ในการทดสอบดวยวิธี  ELISA  ที่เตรียมขึ้นทุกครั้ง  จะ
ทําการควบคุมผลของ  substrate  ซ่ึงทําการทดสอบโดย 
หลุมที่เปน  substrate  control (substrate  blank)  จะเติม 
buffer แทนขั้นตอนการเติม serum และ  conjugate สวน
ข้ันตอนอื่น ๆ  ทําตามปกติ   

 
4.4 การคํานวณผลการตรวจหา  anti-Salmonella 
Typhi  ดวยวิธี  ELISA  ที่เตรียมขึ้นเอง 

ทําการคํานวณคา   OD  ของการตรวจหา   anti-
Salmonella Typhi   โดยวิธี  ELISA  ใน sample  ตาง ๆ  
ดังนี้ 

OD ของการตรวจหา  anti-Salmonella Typhi = 
(OD sample หลุมที่ 1 + OD serum หลุมที่ 2)/2                                                 
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คาODที่คํานวณไดจะถกูนําไปวิเคราะหผลตางๆ ตอไป 
 
5. ผลการทดลอง 
5.1  การทดสอบเพื่อหา  coating  buffer  ที่
เหมาะสม 

นําแอนติเจนไปเจือจางดวย  coating  buffer  ตางๆ 
ดังตารางที่  1  ใหมีความเขมขนเปน 15  µg/ml  แลว
นํามาทดสอบโดยใช  positive  serum (เจือจาง 1:200) , 
negative  serum  (เจือจาง  1:200)  และทํา  control  2 
ชนิด  คือ  substrate  control  และ  conjugate  control  
พบวาคาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่  492  นาโนเมตร  
ของ  positive  serum  เปรียบเทียบกับ negative serum  
มีคาสูงสุดเมื่อใช carbonate buffer pH 9.6  เปน coating  
buffer  นอกจากนี้พบวา  คา  substrate  control  และ  
conjugate  control ไมเกิน 0.100  ดังแสดงในตารางที่  1 
 
ตารางที่ 1  แสดงคาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่  492  
นาโนเมตรของ positive serum, negative  serum, 
substrate control และ conjugate control ในการหา  
coating  buffer  ที่เหมาะสมในการ  coat  plate   

คาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสง 
ท่ี  492  นาโนเมตร 

ชนิดของ 
coating 
buffer positive  

serum 
negative  
serum 

substrate 
control 

conjugate
control 

PBS 0.093 0.064 0.036 0.031 

TBS 0.104 0.097 0.052 0.044 
Carbonate 
buffer 0.283 0.243 0.074 0.056 
Citric 
buffer 0.045 0.052 0.033 0.042 

 
5.2  การทดสอบความเขมขนที่เหมาะสมของ  
antigen ที่ใช coat  plate 

จากนั้นนําแอนติเจนไปเจือจางดวย carbonate  
buffer  pH  9.6  ที่ความเขมขนตางๆ ดังตารางที่ 2 แลว
นํามาทดสอบโดยใช positive serum (เจือจาง1:200) , 
negative serum (เจือจาง 1:200) และทํา control 2 ชนิด  
คือ  substrate  control  และ  conjugate  control   พบวา

คาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ของ  
positive  serum  เปรียบเทียบกับ negative  serum  มี
คาสูงสุดเมื่อความเขมขนของ  antigen ที่ใชcoat plate  
เปน  30  µg/mlนอกจากนี้พบวา  คา  substrate  control  
และ conjugate  control ไมเกิน 0.100 ดังแสดงใน   
ตารางที่  2  
 
ตารางที่ 2  แสดงคาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่  492  
นาโนเมตร ของ positive serum, negative serum, 
substrate  control  และconjugate  control ในการหาความ
เขมขนของแอนติเจนที่เหมาะสมสําหรับ coat  plate 

คาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่  492 นาโนเมตร ความเขมขน
ของ antigen 
(µg/ml) 

positive  
serum 

negative  
serum 

substrate 
control 

conjugate 
control 

1 0.217 0.398 0.081 0.096 

5 0.295 0.390 0.076 0.097 

10 0.248 0.338 0.095 0.076 

15 0.349 0.243 0.074 0.056 

20 0.317 0.214 0.067 0.063 

25 0.314 0.277 0.078 0.070 

30 0.348 0.158 0.080 0.062 
35 0.273 0.130 0.066 0.061 

40 0.254 0.108 0.032 0.061 

 
5.3  การทดสอบหาเวลาในการ  incubate  serum  ที่
เหมาะสม 

นําแอนติเจนไปเจือจางดวย  carbonate  buffer  pH  
9.6  ที่ความเขมขน 30 µg/ml  แลวนํามาทดสอบโดยใช  
positive  serum (เจือจาง1:200), negative serum (เจือ
จาง 1:200)  เพื่อทดสอบหาเวลาในการ  incubate  serum  
ที่เหมาะสมดังตารางที่ 3 และทํา control  2 ชนิด  คือ  
substrate control  และ  conjugate  control   พบวา
คาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่  492  นาโนเมตร  ของ  
positive  serum เปรียบเทียบกับ negative serum  มี
คาสูงสุดเมื่อเวลาในการ incubate  serum เปน 1  ชั่วโมง  

12 

13 
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นอกจากนี้พบวา คา substrate control และ conjugate  
control ไมเกิน 0.100  ดังแสดงในตารางที่  3  
ตารางที่ 3  แสดงคาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่  492  
นาโนเมตร  ของ  positive  serum  , negative  serum  , 
substrate  control  และ  conjugate  control  ในการ  
incubate  serum  ที่เหมาะสม  สําหรับ  coat  plate 

คาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรเวลาในการ  
incubate  
serum   positive  

serum 
negative  
serum 

substrate 
control 

conjugate 
control 

30  นาที 0.178 0.108 0.078 0.069 

60  นาที 0.324 0.158 0.080 0.062 
90  นาที 0.326 0.164 0.076 0.068 

 
5.4 การทดสอบหาเวลาในการincubate  conjugate  
ที่เหมาะสม 

นําแอนติเจนไปเจือจางดวย  carbonate  buffer  
pH  9.6  ที่ความเขมขน  30  µg/ml  แลวนํามาทดสอบ
โดยใช  positive  serum (เจือจาง1:200) , negative  
serum      (เจือจาง 1:200)  เพื่อทดสอบหาเวลาในการ 
incubate  conjugate  ที่เหมาะสมดังตารางที่  4  และทํา  
control  2 ชนิด  คือ  substrate  control  และ  conjugate  
control   พบวาคาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่  492  นา
โนเมตร  ของ  positive  serum  เปรียบเทียบกับ 
negative  serum  มีคาสูงสุดเมื่อเวลาในการ  incubate  
conjugate  เปน  1  ชั่วโมง  นอกจากนี้พบวา  คา  
substrate  control  และ  conjugate  control ไมเกิน 
0.100  ดังแสดงในตารางที่  4  
 
ตารางที่ 4  แสดงคาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่  492  
นาโนเมตร ของ positive serum, negative serum, 
substrate control และ conjugate control ในการ  
incubate conjugate ที่เหมาะสมสําหรับ coat  plate 

คาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรเวลาในการ 
incubate  
conjugate   

positive  
serum 

negative 
serum 

substrate 
control 

conjugate
control 

30  นาที 0.178 0.110 0.078 0.069 

60  นาที 0.326 0.163 0.080 0.062 
90  นาที 0.325 0.160 0.075 0.065 

 
5.5 การทดสอบหา  blocking  solution  ที่เหมาะสม 

นําแอนติเจนไปเจือจางดวย carbonate  buffer pH  
9.6 ที่ความเขมขน 30 µg/ml แลวทดสอบหา blocking  
solution ที่เหมาะสมดังตารางที่  5  มาทดสอบโดยใช  
positive  serum (เจือจาง1:200), negative  serum  (เจือ
จาง 1:200)  และทํา control 2 ชนิด คือ substrate  
control  และ conjugate  control พบวาคาเฉลี่ยของการ
ดูดกลืนแสงที่  492  นาโนเมตร ของ  positive  serum  
เปรียบเทียบกับ negative serum มีคาสูงสุดเมื่อใช  
blocking  solution เปน 10%BSA นอกจากนี้พบวา  คา  
substrate  control  และ conjugate control ไมเกิน  0.100  
ดังแสดงในตารางที่  5  

 
ตารางที่ 5  แสดงคาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่  492  
นาโนเมตร ของ positive serum, negative  serum, 
substrate control และ conjugate control ในหา  
blocking  solution ที่เหมาะสม สําหรับ coat plate 

คาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร blocking  
solution positive  

serum 
negative  
serum 

substrate  
control 

conjugate 
control 

2%BSA 0.156 0.116 0.085 0.073 

4%BSA 0.202 0.158 0.080 0.064 

10%BSA 0.382 0.261 0.445 0.066 

 
5.6 การทดสอบหาการเจือจาง serum ที่เหมาะสม 

นําแอนติเจนไปเจือจางดวย  carbonate  buffer  pH  
9.6 ที่ความเขมขน 30  µg/ml มาทดสอบโดยใช  
positive  serum และ negative  serum  ที่ทําการเจือจาง
ตามความเขมขนตางๆ  ดังตารางที่ 6  และทํา  control  2 
ชนิด คือ  substrate  control  และ  conjugate  control   
พบวาคาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่  492  นาโนเมตร  
ของ  positive serum เปรียบเทียบกับ negative  serum  มี
คาสูงสุดเมื่อเจือจาง serum 1:100 นอกจากนี้พบวา คา 
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substrate control และ  conjugate control ไมเกิน  0.100 
ดังแสดงในตารางที่  6 
 
ตารางที่ 6  แสดงคาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่  492  
นาโนเมตร ของ positive  serum, negative  serum, 
substrate control  และ conjugate  control ในหาการเจือ
จาง serum  ที่เหมาะสม สําหรับ coat  plate 

คาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่  492  นาโนเมตร การเจือจาง 
serum positive  

serum 
negative  
serum 

substrate  
control 

conjugate 
control 

1:50 0.779 0.232 0.091 0.067 

1:100 0.492 0.155 0.093 0.073 
1:200 0.349 0.152 0.096 0.081 

1:400 0.226 0.130 0.088 0.082 

 
5.7 การทดสอบหาการเจือจางconjugate ที่
เหมาะสม 

นําแอนติเจนไปเจอืจางดวย  carbonate  buffer  
pH  9.6  ที่ความเขมขน  30  µg/ml  มาทดสอบโดยใช  
positive  serum และ negative  serum  ที่ทาํการเจือจาง  
1:100  และทาํ  control  2 ชนิด  คือ  substrate  control  
และ  conjugate  control   พบวาคาเฉลี่ยของการดดูกลืน
แสงที่  492  นาโนเมตร  ของ  positive  serum   

เปรียบเทียบกับ negative  serum  มีคาสูงสุดเมื่อ
เจือจาง  conjugate 1:500 นอกจากนี้ พบวา คา  
substrate  control  และ  conjugate  control  ตางกันไม
เกิน  0.100  ดังแสดงในตารางที่  7 

 
ตารางที่ 7  แสดงคาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่ 492 นา
โนเมตร ของ positive serum, negative serum, substrate  
control  และ  conjugate  control  ในหาการเจือจาง 
conjugate  ที่เหมาะสม สําหรับ coat  plate   

คาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่  492  นาโนเมตรการเจือจาง  
conjugate positive  

serum 
negative  
serum 

substrate 
control 

conjugate
control 

1:500 0.766 0.220 0.088 0.067 
1:1000 0.513 0.127 0.096 0.068 

1:2000 0.166 0.102 0.089 0.071 

 
5.8 การทดสอบหา Anti-Salmonella Typhi IgM ดวย
วิธี indirect ELISA ที่เตรียมขึ้น 

นําแอนติเจนไปเจือจางดวย  carbonate  buffer  pH  
9.6 ที่ความเขมขน 30 µg/ml มาทดสอบโดยใช  positive  
serum และ negative  serum  ที่ทําการเจือจาง  1:100  
และทํา  control  2 ชนิด  คือ  substrate  control  และ  
conjugate  control   พบวาคาเฉลี่ยของการดูดกลนืแสงที ่
492 นาโนเมตร ของ positive serum  เปรียบเทียบกับ 
negative  serum  มีคาดังตารางที่  8 นอกจากนี้พบวา  คา 
substrate  control  มีคา  0.093 และ  conjugate  control  
มีคา  0.082  ซ่ึงไมเกิน  0.100  ดังแสดงในตารางที่  8 

 
ตารางที่ 8  แสดงคาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่ 492 นา
โนเมตร ของ positive serum, negative serum, substrate  
control และ conjugate  control  ในหา Anti-Salmonella 
Typhi IgM ดวยวิธี indirect ELISA ที่เตรียมขึ้น 

 
6. สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

6.1 สภาวะที่เหมาะสมสําหรับการพัฒนาชุดตรวจ 
indirect ELISA สําหรับการตรวจภาวะการติดเชื้อ 
Salmonella Typhi แบบเฉียบพลัน โดยการเปรียบเทียบ
คาการดูดกลืนแสงที่  492  นาโนเมตร ระหวาง positive 
และnegative serum ที่ใหผลสูงสุดโด ยคาของ  

คาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่  492  นาโนเมตร 
NO. positive  

serum NO. negative  
serum 

3.1.1 0.632 3.2.1 0.147 
3.1.2 0.532 3.2.2 0.225 
3.1.3 0.435 3.2.3 0.132 
3.1.4 0.698 3.2.4 0.112 
3.1.5 0.736 3.2.5 0.325 
3.1.6 0.351 3.2.6 0.229 
3.1.7 0.699 3.2.7 0.148 
3.1.8 0.743 3.2.8 0.208 
Mean 0.603 Mean 0.202 
SD 0.14 SD 0.06 

14 
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substrate control และ  conjugate control มีคาความ
ดูดกลืนแสงที่ 492 nm ตางกันเกิน 0.100 เปนดังนี้ 

     6.1.1 coating buffer ที่เหมาะสมคือ 
Carbonate buffer  pH 9.6  

     6.1.2 antigen ใชความเขมขน antigen ที่ 
เหมาะสมเปน 30µg / ml 

     6.1.3 เวลาในการ Incubate หลังขั้นตอนการ
เติม serum ที่ 37 ๐C ควรใชเวลาในการ Incubateที่60 
นาที  

     6.1.4  เวลาในการ Incubate หลังขั้นตอนการ
เติม conjugateที่ 37 ๐C ใชเวลาในการ Incubateที่60 
นาที 

     6.1.5 blocking solution ที่เหมาะสม คือ
10%BSA  

     6.1.6  การเจือจาง serum ที่เหมาะสม คือ  ทํา
การเจือจางที่ความเขมขน 1:100   

      6.1.7  การเจือจาง conjugate ที่เหมาะสม คือ  
ทําการเจือจางที่ความเขมขน1:500 

6.2 เมื่อใชวิ ธีที่พัฒนาขึ้น   ทําตรวจ   positive  
serum  จํานวน  8  ราย  และ  negative  serum  จํานวน 
8 ราย  นํามาคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานไดเปน
ดังนี้  positive  serum จะมีคาเฉลี่ย  0.603  และสวน
เบี่ยงเบนมาตรฐานเทากับ 0.14 negative  serum  จะมี
คาเฉลี่ยเปน  0.202  และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.06 

6.3  การศึกษาขั้นตอไปจะเปนการประเมิน
คุณภาพของชุดทดสอบที่เตรียมขึ้นนี้   
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