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เปรียบเทียบการตรวจหาแอนติบอดตีอเชื้อ Brucella abortus 
 ในซีรัมโค โดยวิธี Rose bengal test และ Complement fixation test 
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บทคัดยอ 
 
 การศึกษาการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ Brucella abortus โดยวิธ ี Rose bengal test 
เปรียบเทยีบกบัวิธี Complement fixation test ซึ่งเปนวธิีมาตรฐานที่ใชในการตรวจโรคบรูเซลโลซิส โดยการ
ทดสอบกับตัวอยางซีรัมโค 7,670 ตัวอยาง ผลการตรวจใหผลบวกทัง้ 2 วิธ ี 4.34% (333/7,670) ใหผลลบ
ทั้ง 2 วิธี 95.5% (7,325/7,670) ใหบวกตอวิธี Rose bengal test แตใหผลลบตอวิธี Complement fixation 
test  0.12% (9/7,670) และ ใหผลลบตอวธิี Rose bengal test แตใหผลบวกตอวิธ ีComplement fixation 
test  0.04% (3/7,670)  พบวาวธิี Rose bengal test มีคา sensitivity 99.11% , specificity 99.88% และ 
accuracy 99.84% ผลการศึกษาสรุปไดวา  Rose bengal test สามารถนาํมาใชในการคัดกรองการ
ตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ Brucella abortus  อยางไดผล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
คําสําคัญ : แอนติบอดี , Brucella abortus  , ซีรัมโค , Rose bengal test  , Complement fixation test 

 



Thai-NIAH eJournal : http://www.dld.go.th/niah, V1 N1 (May – August 2006)  38

บทนํา 
 
 เชื้อ Brucella abortus เปนเชื้อทีก่อใหเกิดโรคบรูเซลโลซิส (Brucellosis) ซึ่งเปนโรคสําคัญใน
พระราชบัญญติัโรคระบาดสัตว พ.ศ. 2499 พบไดในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมหลายชนิด เชน โค กระบือ สุกร 
แพะ แกะ และเปนโรคที่สามารถติดตอถงึคนได  สัตวที่เปนโรคจะใหผลผลิตลดลง ทําใหสัตวเปนหมัน ผสม
ไมติด หรือผสมติดยาก อาจมีการแทงลูก โดยเฉพาะอยางยิง่หากติดโรคขณะตั้งทอง (Blood and 
Henderson, 1968) สัตวทีเ่ปนโรคสามารถแพรเชื้อตอไปยังสัตวอ่ืนๆ ได (Nielsen, 2002) จงึจดัเปนโรค
สําคัญที่สรางความสูญเสียตอเกษตรกร และอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตวอยางมาก จากขอมูลของสถาบนั
สุขภาพสัตวแหงชาติในป 2547-2548  พบวาโคเนื้อที่ใหผลบวกตอโรคบรูเซลโลซิส เพิ่มข้ึนจาก 2.5% ในป 
2547 เปน 3.9% ในป 2548 บงชีว้าโรคนี้ยังคงเปนปญหาอยู และมีแนวโนมจะมีอัตราการเกดิโรคสูงขึ้น 
ดังนัน้การวินิจฉัยโรคเพื่อคัดแยกตัวที่ติดเชือ้ออกจากฝงู จึงเปนวิธีควบคุมโรคที่สําคญั โรคนี้ปองกนัโดยการ
ฉีดวัคซีนบรูเซลโลซิส สเตรน 19 ในลูกสัตวเพศเมียอาย ุ  3 - 8 เดือน (Alton et al., 1975) การวนิจิฉัยโรคบ
รูเซลโลซิสสามารถทาํไดหลายวธิีเชน Rose bengal test (RBT), Rapid plate test (RPT), Tube 
agglutination test (TAT), Complement fixation test (CFT) และ Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) ซึง่แตละวธิีมีขอจํากัดแตกตางกนั โดย CFT ถือเปนวิธมีาตรฐานที่ใชในการทดสอบโรคบรู
เซลโลซิส แตมีขอจํากัดคือวิธีการคอนขางยุงยาก และใชเวลานาน จงึนาํเสนอวิธี RBT ซึ่งทาํไดงาย ไมตอง
ใชเครื่องมือทีม่ีราคาแพง อานผลการทดสอบไดงาย และสามารถนําไปใชในภาคสนามโดยทําการศึกษา
เปรียบเทยีบกบัวิธีมาตรฐานคือ CFT เพือ่ศึกษาความไว (sensitivity) ความจาํเพาะ (specificity) และ
ความแมนยาํ (accuracy) ในการทดสอบโรค  

 
อุปกรณและวิธีการ 

 
ตัวอยางซีรัม  :  เปนซีรัมโคจาก 29 จงัหวัดทั่วประเทศ ซึง่สงมาทดสอบโรคบรูเซลโลซิส  

   ที่สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติในป 2548 จํานวน 7,670 ตัวอยาง 
แอนติเจนและชีวสาร   :   บรูเซลลาแอนติเจนสําหรับ RBT ผลิตโดยสํานักชีวภัณฑสัตว กรมปศุสัตว  

            เก็บทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
             Complement and Hemolysin “DENKA SEIKEN”® 

 
 
 
® commercial reagents  
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การตรวจทางหองปฏิบัติการ 
วิธี Rose bengal test  
 หยดซีรัมและแอนติเจนลงบนแผนกระจกใสขนาด 40 x 25 cm หนา 5 mm. ที่มีเสนแบงเปนชองๆ 
ขนาด 3.5 x 3.5 cm. จํานวน 50 ชอง ( 5 x 10 ชอง ) อยางละ 30 ไมโครลิตร ใชแทงพลาสติกแข็งคนใหเขา
กันนาน 4 นาที จึงอานผล 
การอานผล : อานผลจากปฏิกิริยาการเกาะกลุม (agglutination)  

       ไมมีการเกาะกลุม        ถือเปนลบ (Negative)  
       มีการเกาะกลุม            ถือเปนบวก (Positive) 

วิธี Complement fixation test  
 เจือจางตวัอยางซีรัมทดสอบ ซีรัมควบคุมบวกและลบ เปน 1:5 ดวยสารละลาย magnesium  
saline (MgS) และ inactivate ที่อุณหภมูิ 56๐C นาน 30 นาท ีทํา serial two fold dilution จากความ
เขมขน 1:5-1:80 ในไมโครไตเตอรเพลทชนิด U-shape และทํา serial two fold dilution 1:10 และ 1:20 
สําหรับควบคมุคอมพลีเมนท เสร็จแลวเตมิแอนติเจน 2 ยูนิต ลงในหลุมซีรัมที่ความเขมขน 1:5 ถึง 1:80 
และเติมสารละลาย MgS ในหลุมซีรัมชุดควบคุมคอมพลีเมนท นําเกบ็ที่อุณหภูม ิ 4๐C ประมาณ 2 ชั่วโมง
แลวเติมคอมพลีเมนทลงทกุหลุม  เขยาใหเขากนั และนําไปไวที่ 4oC (18-20 ชั่วโมง) แลวเตรียม hemolytic 
system (สวนผสมระหวาง hemolysin  กบัเม็ดเลือดแดง 2% ในอัตราสวน 1:1) เก็บที่ 4oC คางคนื รุงขึ้นนํา
ไมโครเตอรเพลท  จากตูเยน็  ไปวางในตูควบคุมอุณหภูมิ 37oC  1  ชั่วโมง นาํ hemolytic system  มา 
sensitize ที ่37oC ใน อางควบคุมอุณหภมูินาน 10 นาท ีแลวเติม hemolytic system ลงในทุกหลมุ เขยาให
เขากัน แลวจึงนําไปบมในตูควบคุมอุณหภูมิ 37oC เขยา ทุก 10 นาที จนครบ 1 ชั่วโมง นาํไปเก็บไวที ่4oC 
นาน 2 ชั่วโมง หรือคางคนืและอานผลการเกิดปฏิกิริยา fixation  
การอานผล : ปฏิกิริยา Fixation คือ ลักษณะที่เม็ดเลือดแดงรวมกลุมกันที่กนหลมุ และสวนน้าํใส ลักษณะที่
เม็ดเลือดแดงทั้งหมดมารวมกันที่กนหลมุ สวนน้าํใสไมมีสีของเม็ดเลอืดแดง        =   100% 
เม็ดเลือดแดงเกือบทัง้หมดมารวมกนัที่กนหลุมสวนน้ําใสมีสีของเม็ดเลือดแดงเล็กนอย  =    70-75% 
เม็ดเลือดแดงครึ่งหนึง่มารวมกันที่กนหลมุ สวนน้าํใสมีสีของเม็ดเลือดแดงปานกลาง      =    50% 
เม็ดเลือดแดงเล็กนอยรวมกนัทีก่นหลุม สวนน้ําใสมีสีของเม็ดเลือดแดงเขมข้ึน               =    25% 
การแปลผล : ≥ 1:5 ถือเปนบวก (positive) โดยตัดสินหลุมทีเ่กิดปฏกิิริยา 75-100% 
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ผล 
 การตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ  Brucella abortus จากซีรัมโคจํานวน 7,670  ตัวอยาง โดยวิธี RBT 
และ CFT พบวาใหผลบวกทัง้ 2 วิธี  4.34% (333/7,670) ใหผลลบทัง้ 2 วิธี  95.5% (7,325/7,670) ใหบวก
ตอวิธี RBT แตใหผลลบตอวิธ ี CFT 0.12% (9/7,670) และใหผลลบตอวิธี RBT แตใหผลบวกตอวิธี CFT 
0.04% (3/7,670) จากการคํานวณตามสูตร โดยใช CFT เปน gold standard พบวาวธิ ี RBT มีคา 
sensitivity 99.11% , specificity 99.88% และ accuracy 99.84% (ตารางที่ 1 ) 
การคํานวณหาคา sensitivity , specificity และ accuracy ใชสูตร (OIE 2004) ดังตอไปนี้ 

 
sensitivity  (%) 

 

=     
FNTP

TP
+

 X 100   

=    
336
333   X 100 = 99.11 

specificity  (%) =    
FPTN

TN
+

 X 100 

=     
7334
7325  X 100 = 99.88  

accuracy  (%) =     
TNFNFPTP

TNTP
+++

+   X 100 

=     
7670

7325333+  X 100 = 99.84 
 

         TP       is the total number of True Positive results 
         FP       is the total number of False Positive results 
         FN      is the total number of False Negative results  
         TN      is the total number of True Negative results 
 

เกณฑการยอมรับ :  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 

ตารางที่1 : แสดงผลการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ Brucella abortus ในซีรัมโค 
                                โดยวิธ ีRose bengal test และ Complement fixation test 
 

 Complement fixation test  
  + - Total 

+ 333 9 342 
- 3 7,325 7,328 

Rose bengal 
test 

Total 336 7,334 7,670 
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วิจารณ 
ปจจุบันการตรวจโรคบรูเซลโลซิสมีหลายวธิี คือ Rose bengal test (RBT) , Rapid plate  

Test (RPT) , Tube agglutination test (TAT) , ELISA, Complement  fixation test (CFT) (Corner and 
Bagust, 1993) ในการตัดสินโรคจําเปนตองใชประวัติสัตว เชน อายุ และ การฉดีวัคซีนรวมดวย ในบรรดา
วิธีการทดสอบโรคทั้งหมดนั้น CFT ถือเปนวิธมีาตรฐานที่ใชยืนยันการเปนโรค (OIE,2004. WHO, 1986., 
และ Alton et al.,1975) มีรายงานการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการวินจิฉัยโรคนี้ในโคพบวา CFT เปนวธิีการที่มี
ความจาํเพาะสูงสุด (Dohoo et al., 1986 ; Mathias and Pinto,1982) แตมีขอเสียที่มีความยุงยากและใช
เวลานานในการทดสอบ วิธ ี RBT ถือเปนวิธีการตรวจคัดกรองทีท่ําไดงาย และใหผลรวดเร็ว จากการศึกษา
คร้ังนี้พบวา RBT มีคา sensitivity , specificity และ accuracy สูงถึง 99.11% , 99.88% และ 99.84% 
ตามลําดับ ซึง่ชี้ใหเหน็วาวธิีการดังกลาวสามารถนําไปใชตรวจโรคในพื้นที่ไดอยางมีประสิทธิภาพ อยางไรก็
ตาม จากตารางที่ 1 จะเหน็วามีซีรัมโคจํานวน 3 ตัวอยาง ที่ใหผล CFT เปนบวก แตใหผลลบตอ RBT ซึ่ง
นาจะเกิดเนื่องจากสัตวอาจเพิ่งไดรับเชื้อ และกําลังอยูในระยะฟกตวั จึงตรวจไมพบแอนติบอดีโดยวิธ ี RBT 
อีกประการหนึง่ RBT มีความไวนอยกวาเมื่อเทียบกับ CFT โดยเฉพาะระยะแรกของการติดเชื้อ (Corner 
and Bagust, 1993)  ดังนั้นแนวทางแกไขคือ ควรทาํการทดสอบโรคเปนระยะอยางตอเนื่อง เชน ทุก 3 หรือ 
6 เดือน เพื่อคัดแยกตัวที่เปนโรคออกจากฝูง อันจะเปนผลใหไดฝูงทีป่ลอดโรคบรูเซลโลซิสอยางแทจริง ซึง่
หากมีการดําเนินการตรวจโรคนี้อยางทัว่ถงึทัง้ประเทศ กจ็ะทาํใหโรคหมดไปในที่สุด  
 

กิตติกรรมประกาศ 
 

ขอขอบคุณ เจาหนาที่ในหองปฏิบัติการอิมมูนและซีรัมวทิยา สถาบันสขุภาพสัตวแหงชาติ  
ที่ใหความชวยเหลือในการทดสอบ  
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Abstract 
 
 Antibody detection against Brucella abortus was performed in 7,670 bovine serum 
samples  using  Rose bengal test  compared  with  standard test  : Complement fixation test.  
The results of positive and negative in both tests were 4.3% (333/7,670) and 95.5% 
(7,325/7,670), respectively whereas negative from Complement fixation test but positive from 
Rose bengal test  was 0.12% (9/7,670) and positive from Complement fixation test but negative 
from Rose bengal test  was 0.04%. From the result , Rose bengal test  was 99.11% sensitivity , 
99.88% specificity and 99.89% accuracy. It was concluded that Rose bengal test  can be used 
as screening test for Brucella abortus antibody detection effectively.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords : antibody , Brucella abortus  , bovine serum , Rose bengal test , 

       Complement fixation test 
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	FP       is the total number of False Positive results
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