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1.ความมุ่งหมาย (Purpose) 

         เพื่อใช้เป็นคู่มือปฏิบัติงานในการตรวจ Leptospira IgG/IgM โดยชุดตรวจ CITEST โดยวิธี

หลักการ Immunochromatographic assay ให้ปฏิบัติงานให้มีคุณภาพและมาตรฐานเดียวกัน ได้

อย่างถูกต้อง 

 
2.การนำไปใช้ (Application)    
                 2.1 เพื่อใช้ตรวจคัดกรองวินิจฉัยโรคฉ่ีหน ู
                 2.2 เพื่อใช้ตรวจหาภูมิคุ้มกันต่อเช้ือเลปโตสไปโรสสิ  
 
3.เอกสารอ้างอิง (Reference) 
                   ใบแนบเอกสารชุดตรวจ Leptospira IgG/IgM ด้วยชุดตรวจ Bio One Step โดยบริษัท 
Shanghai International Holding Corp. GmbH (Europe) 
                                  
4.นิยามและคำย่อ (Terminology and abbreviation) 
                   โรคเลปโตสไปโรซิส เป็นโรคของสัตว์ที่สามารถติดต่อมาสู่คน (zoonotic disease) เกิดจาก
การติดเชื้อแบคทีเรียชนิดสไปโรขีต (spirochetes) genus Leptospira ที่ก่อโรค สามารถพบทุกประเทศทั่ว
โลกโดยเฉพาะ ประเทศที่อยู่ในเขตร้อน โรคเลปโตสไปโรซิสก่ออาการหลากหลายขึ้นกับชนิดของ serovars 
และปริมาณเชื้อที่ได้รับ การติดเชื้อมีได้ตั้งแต่ไม่ปรากฏอาการ มีอาการอย่างอ่อน อาการรุนแรง หรือถึงข้ัน
เสียชีวิต 
                   Immunoglobulin G คำย่อ IgG 
                   Immunoglobulin M คำย่อ IgM 
                   Antibody               คำย่อ Ab 
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5.หลักการ (Principle)  
                 ตลับชุดทดสอบ Leptospira IgG/IgM แบบรวดเร ็วเชิงคุณภาพโดยหลักการ  based 
immunoassay เป็นการตรวจหา leptospira interrogans antibodies (IgG  และ IgM) ในตัวอย่างสิ่งส่ง
ตรวจ whole blood, serum และ plasma ตลับทดสอบจะเคลือบด้วย mouse anti-human IgG และ 
mouse anti-human IgM บนแถบทดสอบ (Test line) เมื่อใส่ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจในหลุม S well จะมีการ
เคลื่อนที่โดยแรง capillary action หากตัวอย่างสิ่งส่งตรวจมี IgM anti-Leptospira จะไปจับกับ mouse 
anti-human IgM เกิดเป็น immunocomplex กับสารที่เคลือบตรงบริเวณแถบ IgM ปรากฏเป็นแถบสีข้ึน 
แสดงว่าให้ผลบวกกับ Leptospira IgM หากตัวอย่างสิ่งส่งตรวจมี IgG anti-Leptospira จะไปจับกับ mouse 
anti-human IgG เกิดเป็น immunocomplex กับสารที่เคลือบตรงบริเวณแถบ IgG ปรากฏเป็นแถบสีข้ึน 
แสดงว่าให้ผลบวกกับ Leptospira IgG และถ้าไม่ปรากฏแถบสีข้ึนตรงบริเวณ IgM และ IgG แสดงว่าให้ผลลบ
ทั้งสอง กระบวนการทดสอบนี้แถบ Control line จะปรากฏแถบสี ทุกครั้งเมื่อครบเวลาที่กำหนด 
 
6.เอกสารท่ีเกี่ยวข้อง (Associated documents) 

            6.1 QP-LAB-001 
            6.2 QP-LAB-002 
            6.3 F-LAB-02.I002 แบบบันทึกผลตรวจ Rapid Test 
            6.4 F-LAB-01.008 แบบบันทึก IQC ที่ไม่เป็นไปตามเกณฑ ์
            6.5 F-LAB-01.009 แบบบันทึก EQA ที่ไมเ่ป็นไปตามเกณฑ ์
 

7.ความปลอดภัย (Safety) 
      7.1 ปฏิบัติงานโดยนักเทคนิคการแพทย์  

7.2 สวมถุงมือ เสื้อกาวน์ (gown) แว่นตา และหน้ากากอนามัยป้องกันการปนเปื้อนขณะ
ปฏิบัติงาน 

7.3 ในตัวอย่างสิ่งส่งตรวจอาจยงัมีความสามารถในการก่อโรค ดังนั้น จึงควรจัดการทิ้งชุดตรวจ
ที่ใช้แล้วลงในถังขยะติดเช้ือ 

7.4 ชุดตรวจ Leptospira IgG/IgM ที่ผ่านการใช้งานในการตรวจวิเคราะห์แล้ว อาจยงัมี
ความสามารถในการก่อโรค ดังนั้น จงึควรจัดการทิง้ชุดตรวจที่ใช้แล้วลงในถังขยะติดเช้ือ 

7.5 ชุดตรวจ Leptospira IgG/IgM โดยชุดตรวจ CITEST ใช้สำหรบัตรวจหาเช้ือ leptospira 
interrogans ทางภูมิคุ้มกันวิทยาคลินิก เท่านั้น  
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8.เครื่องมือเครื่องใช้ (Equipment and Supplies) 
                8.1 ชุดตรวจ Leptospira IgG/IgM โดยชุดตรวจ Bio One Step 
                 8.2 นาฬิกาจับเวลา 

   
9.สารมาตรฐาน (Standard) 
                 - 
 
10.วิธีดำเนินการ (Procedure) 
                 10.1 นำชุดตรวจ มาวางไว้ให้ใกล้เคียงกับอุณหภูมิห้อง (15-30 0C) 
                 10.2 ฉีกซองฟอยล์ ตรงบริเวณรอยตัดแล้วนำ cassette ทดสอบออกมาวางบนพื้นเรียบ  

                     10.3 กรณีตัวอย่างเป็น serum, plasma และ whole blood ใช้ dropper ดูดแล้วหยดใส่ใน

หลุม sample well (S) ในแนวตั้งตรงจำนวน 1 หยด (40 µl) และ buffer จำนวน 2 หยด (80 µl) 

 
                     10.4 กรณีตัวอย่างเป็น fingerstick whole blood ใช้ capillary tube ดูดเลือดจากปลายนิ้ว

แล้วหยดใส่ในหลุม sample well (S) ในแนวตั้งตรงจำนวน 1 หยด (40 µl) และ buffer จำนวน 2 หยด (80 

µl) 

 
                    10.5 อ่านผลการทดสอบภายใน 15 นาที ไม่ควรอ่านผลหลังจาก 20 ไปแล้ว 
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11.การคำนวณ (Calculation) 

                  - 
 
12.การควบคุมคณุภาพ (Quality control)  
               การควบคุมคุณภาพภายใน 

                   -  การควบคุมคุณภาพภายในของชุดทดสอบนี ้คือ การมีแถบสีม่วงแดงข้ึนตรงตำแหนง่แถบ

ควบคุม (C) ซึ่งหมายถึง ตัวอย่างตรวจได้มีการเคลื่อนทีอ่ย่างสมบูรณ์ และเช่ือถือผลการทดสอบนี้ได้                                                                    

     การควบคุมคุณภาพภายนอก 

         -  

 

13.การบันทึกข้อมูลและเอกสารท่ีใช้ (Data record and documentation) 

                บนัทึกผลลงใน Work sheet และลงในระบบ LIS ของห้องปฏิบัติการ โดยระบบจะเช่ือมต่อเข้าสู่
ระบบ HIS อัตโนมัต ิ
 
14. การรายงานผล (Report of analysis)  

  
           Positive IgG/IgM : ปรากฏแถบสมี่วงแดง 3 แถบ ที่ตำแหน่ง Control “C” และ Test “IgG/IgM” 
          Positive IgG       : ปรากฏแถบสีม่วงแดง 2 แถบ ที่ตำแหน่ง Control “C” และ Test “IgG” 
           Positive IgM       : ปรากฏแถบสีม่วงแดง 2 แถบ ที่ตำแหน่ง Control “C” และ Test “IgM”                        
           Negative           :  ปรากฏแถบสีม่วงแดง 1 แถบ ที่ตำแหน่ง Control 

           Invalid              : ไม่ปรากฏแถบสีม่วงแดงที่ Control “C” หรือ ไมป่รากฏแถบสมี่วงแดงที่ 
Control “C” และ Test “IgG/IgM” 
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15.รายละเอียดอ่ืน (Supplementary note) 
                   15.1 สิ่งส่งตรวจ serum, plasma และ whole blood  
                   15.2 สารกันเลือดแข็งสามารถใช้เก็บตัวอย่างได้ เช่น EDTA K2, sodium heparin, sodium 
citrate และ potassium oxalate 
                   15.3 ไม่ควรใช้ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจที่มีลักษณะ lipemia, hemolysis และ hemolysis 
                   15.4 การรักษาสภาพสิง่สง่ตรวจ ตรวจทันทหีลงัจากเกบ็ตัวอย่างสิง่สง่ตรวจ หรือ ตรวจภายใน 
1 ช่ัวโมง หลังจากเกบ็ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ  

ตัวอย่าง อุณหภูม ิ เก็บได้นาน 

Serum หรือ plasma 
2-8 3 วัน 
-20 เก็บได้ระยะเวลานานข้ึน 

Whole blood  
2-8 2 วัน 

ไม่ควรแช่แข็ง  
Fingerstick ควรทดสอบทันทหีลงัจากเกบ็ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ 

 
                   15.5 เก็บชุดตรวจที่อุณหภูมิ 2-30 องศาเซลเซียส 
                   15.6 Hematocrit ของตัวอย่าง whole blood ควรอยู่ในช่วงระหว่าง 25% - 65% 
                   15.7 สิ่งรบกวน HAMA, RF, HBsAg, HBsAb, HBeAg, HBeAb, HBcAb, Syphilis, HIV, 
H.pylori, MONO, CMV, Rubella และ TOXO ไมส่่งผลตอ่การเกิด cross-reactivity 
                   15.8 ความไวและความจำเพาะของชุดตรวจ  
                          Leptospira-IgG   

Leptospira IgG ELISA 
Total result 

Leptospira IgG/IgM 
Rapid Test Cassette 

Result Positive Negative 
Positive 9 3 12 
Negative 1 217 218 

Total result 10 220 230 
                          Relative sensitivity : 90.0% (95%CI* 55.5%-99.8%) 
                          Relative specificity : 98.6% (95%CI* 96.1%-99.7%) 
                          Accuracy              : 98.3% (95%CI* 95.6%-99.5%) 
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                           Leptospira-IgM   
Leptospira IgM ELISA 

Total result 
Leptospira IgG/IgM 
Rapid Test Cassette 

Result Positive Negative 
Positive 15 3 18 
Negative 1 220 221 

Total result 16 223 239 
                          Relative sensitivity : 93.8% (95%CI* 69.8%-99.8%) 
                          Relative specificity : 98.7% (95%CI* 96.1%-99.7%) 
                          Accuracy              : 98.3% (95%CI* 95.8%-99.5%) 
 
 


