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บทคัดยอ 

เลปโตสไปโรซิสเปนโรคติดตอจากสัตวสูคนที่พบมีการแพรระบาดทั่วโลกและเปนโรคติดเชื้อชนิดหนึ่ง
ที่เปนปญหาหลักของประเทศไทย ชวงแรกของการเปนโรค ผูปวยมักแสดงอาการที่ไมจําเพาะซึ่งคลายกับอาการ
ของโรคไขไมทราบสาเหตุอื่นๆซึ่งเปนปญหาสําคัญในการตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิส ดังนั้นการตรวจ
วินิจฉัยที่รวดเร็วและถูกตองจึงถือวามีความสําคัญอยางยิ่งเพราะจะเปนประโยชนในดานการรักษาไดทันทวงที ซึ่ง
การศึกษากอนหนานี้โดยใชวิธี 2-D gel electrophoresis รวมกับวิธี immunoblotting พบวาโปรตีนเพอริ-
พลาสมิคแฟลกเจลลิน (FlaB) ของเชื้อ Leptospira interrogans หลายซีโรวารในกลุมที่กอโรคสามารถทํา
ปฏิกิริยาไดกับแอนติบอดีชนิด IgM และ IgG ในซีรั่มของผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิส จึงเห็นวาโปรตีน FlaB 
นาจะนํามาใชสําหรับการตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิสได การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อผลิตและ
ศึกษาคุณสมบัติของโปรตีน FlaB ของเชื้อ L. interrogans ซีโรวาร Autumnalis สําหรับใชในการตรวจ
วินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิส โดยทําการเพิ่มจํานวน flaB gene ของเชื้อ L. interrogans ซีโรวาร Autumnalis 

และตอเขาสูพลาสมิด pET200/D-TOPO® ไดสําเร็จซึ่งต้ังช่ือพลาสมิดนั้นวา pAN  และสามารถสรางฟวช่ัน
โปรตีน (His)6-tagged FlaB จากเชื้อ Escherichia coli สายพันธุ BL21 Star™ (DE3) ไดสําเร็จ ฟวช่ัน
โปรตีนที่ไดเปนโปรตีนในรูปที่ไมละลายนํ้า ฟวช่ันโปรตีนที่ทําใหละลายแลวนํามาผานกระบวนการทําใหโปรตีน
บริสุทธิ์โดยผาน Histrap™ คอลัมนโครมาโตกราฟฟและทําการตรวจเทียบลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนโดยการ
วิเคราะหดวย MALDI-TOF mass spectrometry ฟวช่ันโปรตีนถูกฉีดเขาไปในกระตายเพื่อสรางแอนติบอดี
ตอโปรตีน FlaB เพื่อใชในการตรวจหาโปรตีน FlaB จากเชื้อ Leptospira จํานวน 9 ซีโรวาร ซึ่งพบวามีการ
แสดงออกของโปรตีน FlaB ในทุกๆสปชีสและซีโรวารของเชื้อ Leptospira  ที่ใชในการศึกษานี้ความเปน
แอนติเจนของฟวช่ันโปรตีน FlaB ถูกนํามาทดสอบกับซีรั่มของผูปวยที่เปนโรคเลปโตสไปโรซิสและโรคอืน่ๆ
รวมทั้งคนสุขภาพแข็งแรงดวยโดยใชวิธี IgM immunoblotting พบวาโปรตีน FlaB ทําปฏิกิริยาไดกับ
แอนติบอดีชนิด IgM เฉพาะในซีรั่มของผูปวยโรคเลปโตสไปโรซิสเทานั้น ความไวและความจําเพาะของวิธี 
FlaB IgM immunoblotting (FlaB IgM-IB) สําหรับใชในการตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิสเมื่อ
เปรียบเทียบกับวีธี IgM immunoblotting (IgM-IB) คิดเปนรอยละ 73 และ 100 ตามลําดับ จะเห็นวาโปรตีน 
FlaB นาจะเหมาะสําหรับใชเปนแอนติเจนในการตรวจวินิจฉัยโรคเลปโตสไปโรซิส นอกจากนี้แอนติบอดีตอ
โปรตีน FlaB ที่ผลิตไดในการศึกษานี้สามารถทําปฏิกิริยาจับกับโปรตีน FlaB ที่มาจากของเชื้อ Leptospira ทุก
ซีโรวาร ดังนั้นสามารถใชแอนติบอดีตอโปรตีน FlaB ในการพิสูจนเอกลักษณเช้ือ Leptospira ได 
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ABSTRACT 
Leptospirosis is a zoonotic disease that has a worldwide distribution, and is one 

of the major health problems in Thailand. The symptom of early-phase leptospirosis is 
often non-specific and that can be a major problem in making a diagnosis in the form 
of febrile illness syndrome. The rapid and accurate diagnosis of leptospirosis is of 
extreme importance, because antibiotic treatment provides the greatest benefit when 
administered at the early stage of infection. A previous study by 2-D gel 
electrophoresis combined with immunoblotting found that periplasmic flagellin (FlaB) 
protein from several pathogenic Leptospira serovars reacted with IgM and IgG in sera 
of patients with laboratory-confirmed leptospirosis. The data suggested that FlaB 
protein may be used as an antigen for serodiagnosis of leptospirosis in humans. In this 
study, a production and characterization of the recombinant FlaB protein of L. 
interrogans serovar Autumnalis was performed. The complete flaB gene was 
successfully amplified and cloned into the expression plasmid, pET200/D-TOPO®, 
which was designated as pAN. The N-terminal (His)6-tagged FlaB fusion protein was 
successfully expressed in BL21 Star™ (DE3) Escherichia coli as an inclusion body 
form. The solubilized fusion protein was then purified by using Histrap™ HP column 
chromatography and analyzed using MALDI-TOF mass spectrometry. This 
recombinant FlaB protein was then injected into rabbits to generate the anti-FlaB 
antibody, which was subsequently determined to be conserved among 9 Leptospira 
serovars. The newly developed recombinant FlaB protein was determined for 
diagnosis of leptospirosis with patient sera with leptospirosis and also sera from 
patients with non-leptospirosis by IgM immunoblotting, which revealed that FlaB 
protein were only recognized by IgM antibodies from patient sera with leptospirosis. 
The sensitivity and specificity of FlaB IgM immunoblotting (FlaB IgM-IB) for 
serodiagnosis of human leptospirosis compared with IgM immunoblotting (IgM-IB) 
were evaluated to be 73% and 100%, respectively. Immunoblotting revealed that the 
recombinant FlaB protein might be suitable as an antigen for diagnosis of human 
leptospirosis. Moreover, the produced antibody to FlaB protein could react with this 
antigen among all leptospiral serovars suggesting that the anti-FlaB antibody could be 
used for Leptospira spp. identification. 
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