
บทท่ี 3

วิธีดำเนินการวิจัย

วัตถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบการเปล่ียนแปลงระดับแอนติบอดี ในน้ําเหลืองของผู้ป่วยท่ี 
ได้รับยาอัลเบนคาโชล และ ยาไอเวอร์เมกติน โดยวิธี ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent 
Assay) และเปรียบเทียบการเปล่ียนแปลงระดับแอนติบอดีท่ีจำเพาะกับโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 
24 kDa ในน้ําเหลืองผู้ป่วยที,ได้รับยาอัลเบนคาโซล และ ยาไอเวอร์เมกติน โดยวิธี Western Blot

รูปแบบการวิจัย (Research Design)

การสืกษาเชิงทดลอง (Experimental Study) และนำใช้การส่มดัวอย่างแบบ randomized 
-  control double blind study

การให้คำนิยามในเชิงปฏิบเติท่ีใช้ในการวิจัย (Operational Definitions)

Cut -  off = เป็นการหาค่าจุดตัดระหว่าง ค่าผลการทดลอบท่ีให้ผลบวก กับ ผลลบ แยก 
จากกัน ชัดเจน เป็นค่าท่ีใช้แยกระหว่างผลการทดสอบท่ีเป็นบวกหรอลบ โดยถ้าผลการทดสอบมี 
ค่ามากกว่า cut -  off ให้ถือว่า ได้ผลการทดสอบเป็นบวก ถ้าน้อยกว่าเป็นลบ

อุปกรณ์

Magnetic stirrer (Thermolyne)

Stereomicroscope (Olympus)

Bio-shaker BR-300L (Taitec)

เคร่ืองช่ังน้ําหนักละเอียด อ่านทศนิยมได้ 4 ตำแหน่ง (Précisa) 

เคร่ืองช่ังน้ําหนักละเอียด อ่านทศนิยมได้ 2 ตำแหน่ง (Précisa)
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เคร่ืองวัดความเป็นกรด-ด่าง (Ecomet)

ตู้เย็น 4° c  (LG)

ตู้เย็น -40° c  (Puffer Hubbard)

ตู้เย็น -20 ๐c (Whirlpool)

ตู้เย็น 4 ° c  (Sharp)

ไมโครปิเปตต์อัตโนม้ติ (Automatic Adjustable Micropipette) ขนาด 0.5 -  10, 20 -  
200 และ 100 -  1000 ไมโครลิตร (GIBTHAI)

เคร่ือง Centrifuge ขนาด 1.5 มล. x12 MICRO 12 (HANIL)

เคร่ืองแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า (Bio -  Rad)

ตู้อบ (Memmert)

เครืองกรองนำ Millipore (Milli-Q PF Plus)

Plate -  Shaker (Titertek ™)

Finevortex (FINEPCR)

Hot plate (IKAMAG ®RCT)

Soniprep 150 (MSE Ltd. Crawley Sussex)

Heating box (ORGANON TEKNIKA N.v.)

Miini Trans -  Blot Electrophoretic transfer Cell (Bio -  Rad)
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กระบอกตวง ขนาด 10, 100, 500 และ 1,000 มล.

ขวดแก้วสำหรับใส่สารเคมี (Schott Duran)

ถุงมือยาง (Latex groves)

ท่ีวางหลอดทดลอง

บิกเกอร์ขนาด 10, 100, 500 และ 1,000 มล.

ปากคีบ (forcep)

ปิเปตต์ทิป (Pipette tip) ขนาด 200 และ 1,000 ไมโครลิตร (Euro Lab®) 

หลอดทดลองขนาดเล็ก ชนิดมีฝาปิด (Micro tube) ขนาด 1.5 มล. (TTP®) 

ถาดพลาสติก ขนาด 20x30x6 ซม.3 

กระดาษชำระ 

ผ้าก๊อซ

หลอดหยดขนาดใหญ่สำหรับดูด ALj ของพยาธิตัวจ๊ีด 

เข็มเข่ีย (Needle)

กระดาษเซลโลเพ่น 

กระจกใส ขนาด 11x13 ซม.2 

ตัวหนีบ 

Cuvettes

ขวดสืชาสำหรับใส่สารเคมี
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แก้วรูปกรวยใช1นการตกตะกอนพยาธิตัวจ๊ีด

โกร่งบดยา, สาก

หลอดทดลองก้นแหลม

กระดาษ Nitrocellulose membrane

กล่องพลาสติก ขนาด 11x15 ซม.2 และ 8x11.5 ซม.2

สารเคมี

1. สารเคมีท่ัวไป

- NaCI (amresco®)

- KCI (J.T. Baker)

- NaHC03(AR®)

- Bovine serum albumin (Sigma)

- Pepsin (Sigma)

- HCl (MERCK)

- Alumina

2. สารเคมีท่ีใซในการทำ SDS-PAGE

- Acrylamide PAGE, 40% (Phamacia)

Methylenebis acrylamides (Pharmacia)
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- Tris (USB®)

- Tris [hydroxymethyl] aminomethane (Sigma)

- Mercaptoethanol (Pharmacia)

- Ammonium persulphate (Phamacia)

- SDS (APS)

- TEMED (N’ -  tetramethylethylenediamine) (USB™)

3. สารเคมีท่ีใชในการย้อมสืเจล

- Ethanol (MERCK)

- Glacial acetic acid (MERCK)

- Methonol (J.T. Baker)

- Coomassie blue R -  250 (Amersham Pharmacia Biotech AB)

- Ponceus ร (Sigma)

4. สารเคมีท่ีเป็น Regent Kit

-  Silver Stain Kit (Bio -  Rad)

- Protein Assay Kit (Bio -  Rad)

- น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตราฐานสำหรับ เอสดีเอสอิเลคโตรโพรซิส 
(Pharmacia)
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5. สารท่ีใช้ในการทำ Western Blot

- Tween 20 (AMRESCO)

- Skim milk (HIMEDIA)

- Sodium azide

- 2, 6 -  dichlorophenol-indophenol

- 30% H202 (PA Penrene)

-  Conjugate, peroxidase-labelled anti-human immunoglobulin IgG

6. สารท่ีใช้ในการทำ ELISA

- Na2C03 (SIGMA)

- KH2P04 (SIGMA)

- Na2HP04 (SIGMA)

- Trisodium citrate (Na3C6H50 7-2H20) (SIGMA)

- ABTS (SIGMA)

- 3 % H20 2 (SIGMA)

Conjugate, peroxidase-labelled anti-human immunoglobulin IgG
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ประซากร (Population)

ในการ?(มกลุ่มตัวอย่างผู้ป่วย'ใช้เทคนิค randomized -  control double blind study

1. กลุ่มผู้ป่วยท่ีได้รับยาอัลเบนดาโชลจำนวน 14 ราย

2. กลุ่มผู้ป่วยท่ีได้รับยาไอเวอร์เมกตินจำนวน 16 ราย

3. กลุ่มคนปกติ จำนวน 90 ราย 

มีหลักเกณฑ์ในการคัดผู้ป่วยดังน้ี

Inclusion criteria

การวินิจฉัยโรคพยาธิตัวจ๊ีดท่ีผิวหนังคือ

1. การพบตัวพยาธิ

2. ถ้าไม่พบตัวพยาธิต้องมีหลักเกณฑ์ดังต่อไปน้ี โดยดูจากประว่ติ อาการแสดง และการ 
ตรวจทางห้องปฏิป่ติการ ดังน้ี

2.1 มีประว้ติรับประทานอาหารสุกๆดิบๆ ท่ี,ทำ'จากสัตว์'น้ํา'จืด เช่น ปลาน้ําจืด ปลาไหล งู 
กบ เป็นต้น

2.2 มีอาการบวมแบบเคล่ือนท่ีได้ (บวมติดต่อกันนานมากกว่า 48 ช่ัวโมง)

2.3 มีค่า absolute Eosinophil count มากกว่าหรือเท่ากับ 500 cumm.

2.4 Western Blot for Gnathostomiasis positive 

Exclusion criteria

1. ผู้ป่วยท่ีใช้ยาฆ่าพยาธิภายใน 2 สัปดาห์ ก่อนการรักษา

2. อายุต่ํากว่า 15 ปีหรือมากกว่า 60 ปี

3. ผู้ป่วยท่ีท้อง และผู้ป่วยให้นมบุตร
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4. โรคเร้ือรังดังน้ี

4.1 โรคดับ (Liver disease)

4.2 โรคไต (Renal disease)

4.3 ผู้ปวยโรคเบาหวาน (DM)

4.4 โรคภูมิคุ้มกันบกพร่อง

5. มีประว้ตการแพ้ยาในกลุ่ม เบนซิมิดาโซล หรือ อเวอร์เมกดิน 

การเตรียม Antigen

1. ห่ันดับปลาไหลเป็นช้ินเล็กๆ แล้วเดิม Buffer ท่ีช่วยในการย่อย (1 % pepsin และ 
1 % HCI) ลงไปเป็นปริมาตร 2 เท่าของปริมาตรดับ

2. ย่อยท่ีอุณหภูมิ 37 ° c  เป็นเวลา 3 -4  ช่ัวโมง โดยย่อยในตู้อบท่ีเขย่าตลอดเวลา

3. ทำการล้าง หลังจากน้ัน ท้ิงไว้ให้ตกตะกอน

4. ตะกอนท่ีได้ นำมาส่องหาพยาธิตัวจ๊ีดด้วยกล้อง Stereomicroscope

5. ล้าง larva ให้สะอาดด้วยน้ํากล่ัน

6. นำ larva ท่ีได้มาบดด้วยโกร่ง และสากให้ละเอียดโดยเดิม PBS และ Alumina ลงไป 
ช่วยในการฉีก และบดตัวพยาธิ

7. จากน้ันนำไปทำให้เป็นเน้ือเดียวกันโดยเคร้ือง Ultrasonicator ทุก 1 นาที เป็นเวลา 
10 นาที

8. นำไปปันท่ีความเร็ว 10,000 rpm นาน 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 ° c  แล้วเก็บส่วนท่ีเป็น 
ของเหลวใส (Supernatant)
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9. นำส่วนท่ีเป็นของเหลวใสไปตรวจวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry’s method หรอ 
Commercial Kits ก็ได้

การวัดปริมาณโปรตีน

ทำการวัดปริมาณโปรตีนจาก Antigen ท่ีเตรียมได้ ใช้ Bio-Rad Protein Assay 
(Bradford method) ซึงมีวิธีการทำ ดังนี

1. เตรียม Standard protein ทีจะทำการวัด คือ า mg/ml ของ Bovine Serum Albumin 
(BSA) เตรียมเป็น 3 -5  dilution ของ protein standard เซ่น 1,3, 5, 7 และ 9 ng/ml

2. โดยเจือจางด้วยบัฟเฟอร์ท่ีใช้กับตัวอย่างท่ีต้องการวัด (ในiท่ีน่ี'ใช้ น้ํากล่ัน) เพ่ือเป็นตัว 
แทนของโปรตีนท่ีจะทำการทดสอบ และสร้างเป็นกราฟมาตรฐานจากค่าท่ีวัดได้

3. เติม Standard solution แต่ละความเข้มข้น และ sample solution ใส่ลงในหลอดๆ 
ละ 80 (J.I

4. เติม Dye reagent concentration tube ละ 20 แเ แล้วนำไปผสมให้เช้ากันด้วยเครอง 
vortex

5. ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องอย่างน้อย 5 นาที แต่ ไม่เกิน 1 ช่ัวโมง

6. ใส่สารละลายผสมลงใน cuvettes และวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี ความยาวคล่ืน 595 
ททา เม่ือได้ค่าการดูดกลืนแสงท่ี ความยาวคล่ืน 595 nm แล้ว นำมาหาค่าปริมาณ 
โปรตีนจากกราฟ มาตรฐาน

การตรวจด้วยวิธี ELISA

การหาสถานะท่ีเหมาะสมในการทำการทดสอบด้วยวิธี ELISA

Checkerboard titration
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1. เจือจาง Antigen ด้วย 0.05 M Carbonate-bicarbornate buffer pH 9.6 ทีความเข้ม 
ข้น 1,2, 3 และ 4 |ig/ml

2. เติม Antigen ท่ีทำการเจือจางแต่ละความเข้มข้นปริมาณ 100 (0.I ลงในแต่ละหลุม

3. นำไปอบท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง หรือ ท้ิงไว้ข้ามคืนท่ีอุณหภูมิ 4 ° c

4. ล้าง Antigen ท่ีไม่ต้องการออกด้วยน้ํายา Washing solution (Tween20-PBS) โดย 
ใช้ Microshaker 2 ครัง

5. ยับย้ังส่วนท่ีไม่ต้องการให้เกิดปฏิกิริยา ด้วย 1 % BSA ใน PBS pH 7.4-0.02 % 
sodium azide หลุมละ 150 แเ เป็นเวลา 1 ช่ังโมง ท่ีอุณหภูมิ 37 °c

6. ล้าง 2 คร้ัง

7. ทำปฏิกิริยากับนำเหลืองของผู้ป่วย Pool positive reference และ Pool negative 
reference ทำการเจือจางท่ีความเข้มข้น 1:100, 1:200, 1:400, และ 1:800 ด้วย 
diluent แล้วเติมหลุมละ 100 (il ทำปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 1 ช่ังโมง

8. ล้าง 5 คร้ัง

9. ทำปฏิกิริยากับ Conjugate ทำการเจือจางด้วย T-PBS ท่ีความเข้มข้น 1:500, 1:1000, 
1:2000 และ 1:4000 โดยเติมหลุมละ 100 (il ทำปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 
1 ช่ังโมง

10. ล้าง 5 คร้ัง

11. เติม Substrate หลุมละ 100 แเ จากน้ันอบในท่ีมืด 30 นาที

12. หยุดทำปฏิกิริยาด้วย 1 % SDS (Sodium dodecyl sulfate)

13. อ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ี 405 ททา.
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Prot.Ag 1 mg/ml 2 mg/ml 3 mg/ml

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Serum

Dilute

A Bl Bl Bl 1:100

Po
ol 

Po
sit

ive
 re

fer
en

ce

B Bl Bl Bl 1:200

c Bl Bl Bl 1:400

อ Bl Bl Bl 1:800

E Bl Bl Bl 1:100

Po
ol 

Ne
ga

tiv
e r

efe
ren

ce

F Bl Bl Bl 1:200

G Bl Bl Bl 1:400

H Bl Bl Bl 1:800

Conjugate
dilution

1:500 1:1000 1:2000 1:500 1:1000 1:2000 1:500 1:1000 1:20๓

Bl = Blank

A-D = Pool positive reference ท่ีความเข้มข้น 1:100, 1:200, 1:400, และ 1:800 ตาม 
ลำดับ

E-H = Pool negative reference ทีความเข้มข้น 1:100, 1:200, 1:400, และ 1:800 ตาม 
ลำดับ

ปฏิกิริยาแต่ละความเข้มข้น ใช้ Conjugate ท่ีความเข้มข้น 1:500, 1:1000, และ 1:2000 
ตามลำดับ

เม่ือทราบสภาวะท่ีเหมาะสมในการทำปฎิกริยา ด้วยวิธี ELISA แล้วนำมาทำการทดสอบ 
กับน้ําเหลืองของผู้ป่วยจรงได้ ซ่ึงสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิจัยคร้ังน้ี คือ



30

1. Protein Antigen ทีความเข้มข้น 3 นg/ml

2. Serum Dilution ท่ีความเข้มข้น 1:400

3. Conjugate Dilution ทีความเข้มข้น 1:4,000

จากน้ัน นำมาทำการทดสอบด้วยวิธี Indirect ELISA ซ่ึงมีข้ันตอน ดังน้ี

1. เจือจาง Antigen ให้ได้ความเข้มข้น 3 pg/ml ด้วย 0.05 M Carbonate-bicarbornate 
buffer pH 9.6 (Coating solution)

2. เติม Antigen ท่ีได้ปริมาณ 100 pi ลงในแต่ละหลุม

3. นำไปอบท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง และ / หรอ ท้ิงไว้ข้ามคืนท่ีอุณหภูมิ 
4 ๐C

4. ล้าง Antigen ท่ีไม่ต้องการออกด้วยน้ํายา Washing solution (Tween20-PBS) โดย 
ใช้ Microshaker 2 ครัง

5. ยับย้ังส่วนท่ีไม่ต้องการให้เกิดปฏิกิริยา ด้วย 1 % BSA ใน PBS pH 7.4-0.02 % 
sodium azide หลุมละ 150 pi เป็นเวลา 1 ช่ังโมง ท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C

6. ล้าง 2 คร้ัง

7. ทำปฏิกิริยากับนำเหลืองของผู้ป่วย Pool positive reference และ Pool negative 
reference ทำการเจือจางที่ความเข้มข้น 1:400โดยเจือจางด้วย diluent หลุมละ 100 
pi ทำปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 ° c  เป็นเวลา 1 ช่ังโมง

8. ล้าง 5 คร้ัง

9. ทำปฏิกิริยากับ Conjugate ทำการเจือจางด้วย T-PBS ที่ความเข้มข้น 1:4000 หลุม 
ละ 100 pi ทำปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 ° c  เป็นเวลา 1 ช่ังโมง

10. ล้าง 5 คร้ัง

11. เติม Substrate หลุมละ 100 pi จากน้ันอบในท่ีมืด 30 นาที
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12. หยุดทำปฏิกิริยาด้วย 1 % SDS

13. อ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ี 405 ททา.

การหาค่า Cut-off

ค่า พิจารณาจากการหา ค่าเฉล่ีย + ค่าเบ่ียงเบนมาตราฐาน จาก ค่าการดูดกลืนแสง ของ 
กลุ่ม Negative reference ทีใช้ในการวิจัย

Cut-off = X + SD of ODs Negative reference

การทำ SDS-PAGE

SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis เป็นวิธีท่ีใช้ในการแยกโปรตีนจากตัวอย่าง 
แล้วทำการตรวจสอบ ด้วยการย้อมลื (Straining)

ขันตอนการเตรียมเจล (Preparation of gel)

ในการเตรียมเจล เน้ือเจลประกอบด้วย 2 ส่วน ซ่ึงปรับปรุงมาจากวิธีของ Harlow and 
Lane(1988) คือ

เจลขันล่าง (Resolvina Gel : 12 %) 5 ml. 10 ml

h20 1.6 3.3

30 % acrylamide mix 2.0 4.0

1.5 M Tris (pH 8.8) 1.3 2.5

10% SDS 0.05 0.1

10 % ammonium persulfate 0.05 0.1

TEMED 0.002 0.004
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เจลช้ันบน (Stackina Gel : 5 %) 1 ml. 2 ml.

h20 0.68 1.4

30 % acrylamide mix 0.17 0.33

1.5 M Tris (pH 8.8) 0.13 0.25

10 % SDS 0.01 0.02

10 % ammonium persulfate 0.01 0.02

TEMED 0.001 0.002

โดยมีช้ันตอนการทำดังน้ีคือ

1. ทำการประกอบเคร่ืองมือ และเตรียมแผ่นกระจกสำหรับใส่เจล ตามคู่มือ

2. เตรียมเจลช้ันล่าง (Resolving Gel ; 12 %) ตามส่วนผสมข้างต้น แล้วใส่ลง Plate ท่ี 
เป็นแผ่นกระจก ประมาณ 3.5 ml. ช่ึงส่วนผสม 2 อย่างสุดท้าย คือ ammonium 
persulfate และ TEMED จะเป็นตัวทำให้เจลแข็งตัว จากน้ันเติม ddH20 ลงไป 
ประมาณ 1 ml. เพ่ือให้หน้าเจลเรียบ ท้ิงให้เจลแข็งตัวประมาณ 30 นาที

3. ซับน้ําออก ด้วยกระดาษทิช'ฐ จากน้ันจึงเตรียมเจลช้ันบน (Stacking Gel ; 5 %) แล้ว 
ใส่ลง Plate แล้วนำหวี (Comb) ใส่ด้านบนของเจลช้ันบนทันที ท้ิงไว้ประมาณ 30 
นาที เพ่ือให้เจลแข็งตัว

4. เม่ือเจลแผ่นแข็งตัวแล้ว นำหวี (Comb) ออก แล้วนำ Plate ท่ีมืเจลใส่ใน Tank

5. เติม 1x SDS-Plate Gel Running buffer ใน Tank ด้านในให้ท่วมพอดีเจล และด้าน 
นอกพอท่วมเล้นลวด (หรอ ประมาณคร่ืง Tank)

6. ทำการเติม Antigen 150 pi (เตรียม Antigen โดย ใส่ Antigen150 (il + diluent 150 
น! แล้วนำไปต้มท่ีอุณหภูมิ 100 °c  เป็นเวลา 3 นาที) และตัวอย่างน้ําหนักโมเลกุล
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ของโปรตีนมาตราฐาน (Protein Molecular Weight Marker) 3 fil เฟือการเปรียบ 
เทียบ

7. ทำการต่อเข้าระบบ ใช้กระแสไฟคงท่ี ขนาด 100 V เป็นเวลา 110 นาที

การตรวจสอบโปรตีน หลังจากการทำ SDS-PAGE

1. การย้อมด้วย Commassie Brilliant Blue (Commassie Brilliant Blue Staining)

-  ย้อมเจลด้วย 0.2 % Commassie Blue เป็นเวลา 30 นาที

-  ทำการล้างสืทีเจลออกด้วย Destaining solution

- ล้างเจลด้วย ddH20

2. การย้อมด้วย Silver (Silver Staining)

ใช้ Silver Stain Plus Kit (Bio-Rad)

- วางเจลลงในนำยา Fixative ( 50 % Methanol, 10% acetic acid, 10% 
Fixative Enhancer Concentration, 30% ddH20 v/v ) เซย่าเบา  ๆ เป็นเวลา 20 
นาที

- ล้างเจลใน ddH20  2 คร้ังๆละ 10 นาที

- วางเจลใน Silver reagent (35 ml ddH20, 5 ml Silver Complex Solution, 5 ml 
Reduction Moderator Solution, 5 ml Image Development Reagent, 50 ml 
Develooment Accelerator Solution) และเขย่าเบา  ๆ เป็นเวลาประมาณ 15 -  
20 นาที

- หยุดปฏิกิริยาด้วยการแช่เจลใน 5% acetic acid เป็นเวลา 15 นาที

- ล้างเจลด้วย ddH20 5 นาที ประมาณ 2 คร้ัง
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การทำเจลให้แห้ง

การทำเจลให้แห้งทำโดย นำเจลท่ีย้อมสีแล้วปิดด้วยกระดาษเซลโลเฟนท่ีชุบน้ํา ซ่ึงวางอยู่ 
บนกระจก แล้วหนีบด้วยตัวหนีบท้ัง4 ด้านท้ิงข้ามคืนจนเจลแห้ง

การทำ Protein Blotting (Western Blotting) และ Immunodetection

1. เตรียม Nitrocellulose paper, support pads และ filter papers แช่ในสารละลาย 
transfer buffer จนอิมตัว

2. หลังจากทำ SDS -  PAGE แล้ว ใส่เจลใน transfer buffer pH 8.3 ประมาณ 15-30 
นาที

3. เตรียมการ transfer gel แบบ sandwich โดยเรียงลำดับตามน้ี

Support pads -  filter paper (anode +) -  NCP -  gel -  filter paper -  support pads

4. transfer ชินของโปรตีนจากเจลลงบนแผ่น nitrocellulose membrane ทีความต่าง 
ตักย์ 100 Volt ด้วยกระแส 350 mA เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง หรีอท่ีความต่างคืกย์ 30 Volt 
ด้วยกระแส 90 mA ท้ิงไว้ข้ามคืน

5. หยุดกระแสไฟฟ้า

6. ล้าง blot (membrane) ด้วย PBS

7. ย้อมรูปแบบของโปรตีนด้วย Ponceus ร (SIGMA) ประมาณ 2 -3  นาที

8. แล้วล้าง membrane ด้วยน้ํากล่ัน และทำเคร่ืองหมายท้ิรูปแบบโปรตีนแต่ละน้ําหนัก 
โมเลกุล

9. ตัด strip โดยแยกส่วนท่ีเป็นโปรตีนมาตราฐานมาทำให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง

10. ล้าง blot (membrane) ด้วย Tween20 -  PBS จนกระท่ังสะอาด
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การตรวจวัดแอนติบอดี (Antibody Detection)

1. ยับย้ังโปรตีนส่วนท่ีไม่ต้องการในการทำปฏิกิริยาท่ีอยู่บน nitrocellulose membrane 
ด้วย Blocking solution

2. ตัด blot เป็น strip เล็ก  ๆ เท่าๆกัน (ถ้า strip แห้งให้แช่ strip ใน Tween20 -  PBS)

3. นำ strip มาทำปฏิกิริยากับน้ัาเหลือง ทำการเจือจางด้วย Tween20 -  PBS ท่ีความ 
เข้มข้น 1 : 100 (รวมถึง positive control, negative control และนำเหลืองจากการ 
ติดเชื้อพยาธิชนิดอ่ืนฯลฯ)ทิ้งให้ทำปฏิกิริยาข้ามคืน

4. ล้างด้วย Tween20 -  PBS บน rocking platform 5 ครังๆละ 5 นาที

5. นำ strip มาทำปฏิกิริยากับ secondary antibody (conjugate, peroxidase -  
labeled anti -  human immunoglobulin IgG, 1:1000) เจือจางด้วย PBS เป็นเวลา 
1 -  2 ชัวโมง บน rocking platform

6. ล้าง

7. ตรวจวัดการทำปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกันโดยใช้ substrate solution (ประกอบด้วย 2,6 
-  dichlorophenol -  indophenol) เป็นเวลา 5 นาทีหรอมากกว่า

8. คำนวณน้ําหนักโมเลกุลของแถบโปรตีนตามระยะทางท่ีเคล่ือนท่ี

การแปลผลการทดสอบ

แถบโปรตีนท่ีใช้ในการวินิจฉัยโรคไม่ทำปฏิกิริยากับน้ําเหลืองท่ีติดเช้ือพยาธิชนิดอ่ืนแ ล ะ  

กลุ่มคนปกติ และแถบโปรตีนน้ีจะพบเฉพาะในน้ําเหลืองของผู้ป่วยท่ีเป็นพยาธิตัวจ๊ีดเท่าน้ัน

ๆ̂ 2 ๆ .ๆ0 4 % 2) ใ
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การวิเคราะห์ข้อมูล

ทำการวิเคราะห์ข้อมูล การทดสอบด้วยวิธี ELISA โดยดูการเปล่ียนแปลงระดับแอนติบอดี 
ของกลุ่มผู้ป่วยท่ีได้รับยาอัลเบนดาโซล และกลุ่มผู้ป่วยท่ีได้รับยาไอเวอร์เมกตินซ่ึงนำค่า cut-o ff 
ท่ีได้จากค่าเฉล่ียการดูดกลืนแสงของกลุ่มคนปกติ รวม กับค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน มาเป็นจุดดัด 
ระหว่างกลุ่มผู้ป่วยท่ีได้ผลบวก กับผู้ป่วยท่ีได้ผลลบ

ทำการวิเคราะห์ข้อมูล การทดสอบด้วยวิธี Western Blot โดยนำรูปแบบโปรตีนของกลุ่มผู้ 
ป่วยท่ีได้รับยาอ'ลเบนดาโชล และ กลุ่มผู้ป่วยท่ีได้รับยาไอเวอร์เมกติน ท่ีปรากฏบนแผ่น
nitrocellulose membrane มาวิเคราะห์สืกษาเชิงเปรียบเทียบ โดยดูการเปล่ียนแปลงจำนวนแถบ 
โปรตีนท่ีปรากฏท้ังหมด และดูน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน โดยแถบโปรตีนท่ีน้ําหนักโมเลกุลท่ี 24 
kü เป็นโปรตีนท่ีเฉพาะกับผู้ป่วยโรคพยาธิตัวจ๊ีด

ในการหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน ทำได้โดย คำนวณค่า R, ซ่ึงได้จาก ระยะการเคล่ือน 
ที,ของแถบโปรตีนท่ีต้องการทราบน้ําหนักโมเลกุล หารด้วย ระยะการเคล่ือนท่ีของ dye marker 
แล้วหาค่า log,0 (M.W.) จากกราฟมาตรฐาน (Calbribation curve) ซ่ึงสร้างจากค่า R, และน้ํา 
หนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน (Mr(Da)) จากน้ันคำนวณกลับออกมาเป็นน้ําหนักโมเลกุล
(M.W.)

ในการวัดปริมาณโปรตีน สามารถหาค่าปริมาณโปรตีนท่ีวัดได้โดย สร้างกราฟมาตรฐาน 
จากค่าการดูดกลืนแสงที'ความยาวคล่ืน 595 ททา. ของตัวอย่างท่ีทำการวัดมาหาค่าโปรตีนจาก 
กราฟมาตรฐานท่ีสร้างข้ึน

ในการเปรียบเทียบการติดตามผลการรักษาของกลุ่มผู้ป่วยท่ีได้รับยาอัลเบนดาโซล และ 
กลุ่มผู้ป่วยท่ีได้รับยาไอเวอร์เมกติน สามารถเปรียบเทียบโดยใช้สถิติ t -  test เพ่ือดูความแตกต่าง 
ระหว่างกลุ่มผู้ป่วยท้ังสองกลุ่ม
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