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บทคัดยอ 

 

 วิธี dot Enzyme-linked Immunosorbent Assay (dot-ELISA) ไดพัฒนาเพื่อตรวจหาแอนตบิอดี

ตอเชื้อ Brucella abortus  โดยใชแอนติเจนสกัดจาก Brucella abortus strain 125 biotype1 เคลือบบน

แผน Nitrocellulose ทําการทดสอบกับซีรัมควบคุมจํานวน 257 ตัวอยาง เปนซีรัมควบคุมบวกจํานวน 57 

ตัวอยางจากสตัวที่ยนืยนัผลจากการเพาะแยกเชื้อ และซีรัมควบคุมลบจํานวน 200 ตัวอยาง เปนซีรัมจากโค

ที่ทดสอบทางซีรัมวิทยาใหผลลบทุกวิธี ผลการประเมนิวิธี dot-ELISA พบวามีคา Diagnostic Sensitivity 

(DSn) เทากับ 96.5% และ Diagnostic Specificity (DSp) เทากับ 99.5%  เมื่อนาํซีรัมจากพื้นทีท่ี่ผานการ

ทดสอบดวยวธิี Rapid plate test (RPT) และ EDTA-Tube agglutination test (EDTA-TAT) ใหผลบวก 29 

ตัวอยาง ผลลบ 4,353 ตัวอยางทั้งสองวธิี นํามาทดสอบโดยวิธี dot-ELISA พบมคีา DSn เทากับ 89.7% 

และ DSp เทากับ 99.9% และ คา kappa value คือ 0.85 วิธ ีdot-ELISA เปนวธิีการทีท่าํไดงาย  รวดเร็ว 

และ ไมจําเปนตองไดรับการฝกเฉพาะทาง หรือใชอุปกรณพิเศษ ดังนัน้วิธีนีจ้งึเปนทางเลือกอีกวิธหีนึ่งที่

เหมาะสําหรับการตรวจคัดกรองโรคในพืน้ที่ได 
 
 
 
 
 

คําสําคัญ: Dot-ELISA, Brucella abortus  แอนติบอดี 
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บทนํา 
              โรคบรูเซลโลซิสเปนโรคติดตอเร้ือรังที่สําคัญในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม มีสาเหตุจากเชื้อ Brucella ซึ่ง

เปนแบคทีเรียชนิดกรัมลบ โรคนี้มีการระบาดทั่วโลกและสามารถติดตอสูคนได โดยคนจะแสดงอาการคลาย

ไขหวัด แตในรายที่รุนแรงจะมีผลกับระบบประสาทและหัวใจ ซึง่การรักษาตองตอเนื่องและใชเวลานาน โดย

มีโอกาสที่จะกลับมาแสดงอาการของโรคอกี (Pellicer, et al., 1988) สําหรับในสัตวจะแสดงอาการเดนชัด

ในสัตวที่ตัง้ทอง โดยสัตวมกัจะแทงในระยะสุดทายของการตั้งทอง แตในรายที่ไมเกิดการแทงสตัวจะปลอย

เชื้อมาพรอมกบัน้ํานม รก หรือน้ําคร่ําเวลาที่คลอด สัตวที่ไมแสดงอาการจะเปนตวัแพรกระจายเชือ้ที่สําคัญ 

(Robertson, 1971) ดังนัน้การควบคุมโรคจึงตองมีการตรวจและคัดกรองโรคในฝูงอยางสม่ําเสมอทุกป และ

ปจจุบันการเลีย้งปศุสัตวโดยเฉพาะโคนมมกีารเลี้ยงอยูทัว่ประเทศ แมจะมีการใหบริการตรวจวนิิจฉัยโรคอยู

แตไมอาจครอบคลุมได การทดสอบโรคโดยวิธ ี ELISA (Enzyme – linked immunosorbent assay) 

(Corner and Alton,1993 ; Nielsen, et al., 1996) เปนวิธหีนึ่งที่มคีวามไวในการทดสอบซึ่งมกีารใชอยาง

กวางขวางในปจจุบัน แตเปนวิธทีี่ตองใชเวลาและมหีลายขั้นตอน รวมถงึตองใชอุปกรณและสารเคมีหลาย

ชนิดซึ่งในทองที่ไมสามารถหาได วิธ ี dot-ELISA เปนวธิีทีประยกุตมาจากวธิ ี ELISA โดยใชแผน 

nitrocellulose สําหรับจับแอนติเจน ทาํใหงายตอการใช นอกจากนีย้ังมีรายงานการใชเพื่อตรวจหา

แอนติบอดีโดยมีความไวและแมนยาํสูง (Batra,et al.,2003) ดังนั้นจึงไดพัฒนาวิธทีดสอบนี้ซึ่งทําไดงายและ

สะดวกอีกวิธหีนึง่ขึ้นสาํหรบัใชเปนเครื่องมือในศึกษาทางดานระบาดวิทยา เพื่อควบคุมและปองกันโรคอยาง

มีประสิทธิภาพ  

  

อุปกรณและวิธีการ 
แอนติเจน 
การเตรียมแอนติเจนจากเชือ้แบคทีเรีย 

              เพาะเชื้อ B. abortus สเตรน 125 biotype1 บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (trypticase soy agar + 

5% horse serum) บมเชื้อที่ 37oC นาน 48 ชั่วโมง เกบ็เชื้อ Brucella และลางดวย สารละลาย phosphate 

buffer saline (PBS) 3 คร้ัง เติมน้ํากลั่นในอัตราสวน 1:4 (w/v) นึ่งที่ 121oC นาน 20 นาท ีปนเหวี่ยงเก็บ

สวนใสและกรองผานแผนกรองขนาด 0.45 μm เติมสารละลาย 4 M NaOH ลงในสวนใส (1:15) ตมที่ 56oC 

นาน 1 ชั่วโมง ทําใหเยน็และปรับ pH 7.0 ดวย glacial acetic acid และตกตะกอนดวย 25% ethanol (1:4) 

เก็บไวที ่4oC นาน 24 – 48 ชั่วโมง ปนเหวี่ยง 5,000 รอบตอนาท ี เกบ็สวนตะกอน ละลายสวนตะกอนดวย

น้ํากลัน่ แลวจงึนาํไป dialyze และปนเหวีย่ง 5,000 รอบตอนาที อีกครั้งเก็บเฉพาะสวนใส ใชเปนแอนติเจน 

โดยทําการดูดแหงใหได 15 มิลลิกรัม ตอขวด และเก็บไวที่ 4oC เพื่อรอการทดสอบตอไป 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Pellicer+T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Robertson+FJ%22%5BAuthor%5D
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การทดสอบคณุสมบัติทางซรัีมวิทยา 
 แอนติเจนจากเชื้อ B. abortus หลังจากทําการดูดแหงแลวนํามาทดสอบดวยวิธ ี ELISA โดยทาํ 
dilution ของแอนติเจน และทดสอบดวยวิธี ELISA ตามวิธกีารที่พฒันาเพื่อใชทดสอบโรคบรูเซลโลซิส ใน
หองปฏิบัติการ (วิวัฒนและคณะ, 2544)  
การพัฒนาวธิี dot-ELISA 
การหาปริมาณแอนติเจนและ dilution ของซีรัมที่เหมาะสมในการทดสอบ 
  นาํแอนติเจนที่เตรียมไดและทดสอบคุณสมบัติแลวมาเจือจางดวย PBS ใหมีความเขมขน 1 μg,  
0.5 μg, 0.25 μg และ 0.125 μg ตอ 1 หยด (จํานวน 3μl) ตามลําดับ แลวหยดลงบนแผน nitrocellulose 
(NC) membrane (Schleicher and Schull, Dassel, Germany)  จากนัน้นําไปทําปฏิกิริยากบัซีรัมบวก
และลบมาตรฐาน (Synbiotics, San Diego, CA, USA) ที่เจือจางดวยPBS ในระดบัความเขมขนตางๆ คือ 
0, 1:5, 1:10, 1:20 และ 1:40 ตามลําดับ 
การเตรียม และการเคลือบแอนติเจนบน Nitrocellulose strip 
              ตัดแผน NC ใชเทป 2 หนา ยึดแผน NC กับแผนใส แลวแบงชองแผน NC เปนชองเลก็ขนาด  
0.6 X 0.6 ซ.ม. (รูปที ่1) เพื่อหยดแอนติเจน 1 หยด ประมาณ 3 μl ของแตละdilution ลงบนชอง NC ทิ้งไว
ใหแหงในทีเ่ยน็ (4oC)   จากนัน้จึงตัดแยกเปนแผนตามขนาดดังกลาว จุม strip ใน 1% skim milk ใน PBS 
pH 7.4 นาน 30 นาที ที ่4oC  เพื่อกําจัด non-specific protein binding site ที่เหลอือยูบนแผน NC แลวจึง
ลาง strip ดวย PBS ที่แชเยน็ ทิ้งไวใหแหงที่ 4oC และเกบ็ที่ 4oC เพื่อรอการทดสอบ 
ซีรัมควบคุม 
              ใชซรัีมโคนมที่ยืนยันผลบวกดวยการเพาะแยกเชื้อเปนซีรัมควบคุมบวกจาํนวน 57 ตัวอยาง สวน
ซีรัมควบคุมลบเปนซีรัมจากโคที่ทดสอบโรคบรูเซลโลซิสทางซีรัมวทิยาที่ใหผลลบทุกวิธีจํานวน 200  ตัวอยาง 
ซีรัมโคนมในทองที ่
              ตัวอยางซีรัมโคนมเก็บจากจังหวดัตางๆ 8 จงัหวัด มีจํานวน 4,382 ตัวอยาง (ตารางที่1) ซึ่งซีรัม
ทั้งหมดผานการทดสอบโรคบรูเซลโลซิส  ดวยวิธี Rapid plate test (RPT) และ EDTA-Tube agglutination 
test(EDTA-TAT)ซึ่งเปนวิธกีารชันสูตรโรคทางซีรัมวทิยาที่ใชเปนการทดสอบประจาํหองปฏิบัติการ (routine 
diagnosis) พบใหผลบวกตอโรคบรูเซลโลซิสจํานวน 29 ตัวอยางทัง้สองวธิี (ตารางที่3) จากซรัีมทั้งหมด 
4,382 ตัวอยาง  
การหาปริมาณ คอนจูเกตที่เหมาะสม 
              การหาปริมาณของคอนจูเกตที่เหมาะสมในการทําสอบโดยวิธ ี dot-ELISA นัน้ หาไดจากการเจือ
จาง Goat anti-bovine IgG horseradish peroxidase conjugate (KPL, Maryland, USA) ตั้งแต 1 : 500, 
1 : 1000, 1 : 2,000 และ 1 : 4,000 แลวนําไปทดสอบกบั แอนติเจนทีเ่ตรียมไวบนแผน NC และซีรัมควบคุม
ในแตละความเขมขน 
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การทดสอบดวยวธิี Dot-ELISA 

              นาํ strip แอนติเจนที่เตรียมไวแลวทาํใหเปยกดวย PBS จุมในซีรัมที่เจือจาง  ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 

1 ชั่วโมง แลวลาง strip ดวย washing buffer (PBS + 0.2% polyoxyethylene sorbitan monolaurate) 1 

คร้ัง จุม strip ที่ลาง ลงใน Goat anti-bovine IgG horseradish peroxidase conjugate (KPL, Maryland, 

USA) ที่เจือจางดวย washing buffer วางที่อุณหภูมิหองนาน 1 ชั่วโมง ลางดวย washing buffer 3 คร้ังๆ  

ละ 5 นาที แลวจึงจุม strip ลงใน chromogen/substrate solution (สารละลาย 3,3’- diaminobenzidine 

tetrahydrochloride 12 mg ใน 50 mM Tris – HCl (pH 7.6) 10 ml ที่ม ี30% H2O2  20 μl) นาน 5 นาท ี

ลางดวยน้าํกลัน่ แลวปลอยใหแหง  

              การอานผลโดยดกูารปรากฏสีบนแผน NC ผลบวกจะปรากฏเปนสนี้ําตาลตรงตาํแหนงทีห่ยด

แอนติเจนไว ซึง่สีน้าํตาลที่เกดิขึ้นไมวาจะสเีขม หรือจางใหถือวาเปนผลบวก สวนผลลบจะไมมีสีเกิดข้ึน  

การคํานวณคาทางระบาดวทิยา  

              นาํผลการทดสอบมาคํานวณหาคาทางระบาดวิทยา Diagnostic Sensitivity (DSn) และ  

Diagnostic Specificity (DSp) ทัง้ในกรณทีี่ใชการเพาะแยกเชือ้เปนวธิีมาตรฐาน และวธิทีี่ตรวจใน

หองปฏิบัติการ มาใชเปนวิธหีลักในการคํานวณตามวิธีของ OIE (2004) และ  Pouillot, et al., (2002)  และ 

คํานวณคา kappa value เพื่อเปรียบเทียบวิธ ีdot-ELISA กับวิธีที่ตรวจในหองปฏบิัติการ (Nielsen, et al., 

1996) 
 

ผล 
              จากการทดสอบหาปริมาณแอนติเจน ซีรัม และคอนจูเกตที่เหมาะสมสําหรับใชในการทดสอบดวย

วิธ ี dot-ELISA ผลที่ไดคือ ความเขมขนของแอนติเจนเทากับ 0.5 μg ตอ 1 หยด (3 μl) ซีรัมเจือจางเปน 

1:10 และคอนจูเกตเจือจางเทากับ 1:2000 ซึ่งผลบวกที่ปรากฏจะเปนจุดสีน้าํตาลเขมชัดเจนตรงตําแหนง

ของแอนติเจน ผลการทดสอบดวยวิธ ีdot-ELISA กับซีรัมควบคุม ซึง่เปนตัวอยางซีรัมที่ใหผลบวกยืนยนัจาก

การเพาะเชื้อ 57 ตัวอยาง วิธี dot-ELISA ไดผลบวก 55 ตัวอยาง และตัวอยางซรัีมที่มีผลลบจากการเพาะ

เชื้อ จํานวน 200 ตัวอยาง วิธ ี dot-ELISA ไดผลลบจํานวน 199 ตัวอยาง (ตารางที่2) และเมื่อนําผลมา

คํานวณพบวาวิธี dot ELISA ใหคา DSn และ DSp ของวธิี ไดเทากับ 96.5% และ 99.5% ตามลําดบั  

            ผลการทดสอบกับตัวอยางซีรัมโคนมในพืน้ที ่ พบวาจากตัวอยางที่ใหผลบวกโดยทางซีรัมวทิยา 

จํานวน 29 ตัวอยาง เมื่อทดสอบโดย วธิี dot-ELISA ไดผลบวก 26 ตวัอยาง สวนตัวอยางซีรัมที่ใหผลลบโดย

ทางซีรัมวทิยา จํานวน 4,353 ตัวอยาง ทดสอบโดยวิธี dot-ELISA ไดผลลบจํานวน 4,348 ตัวอยาง (ตาราง

ที่ 3) นาํมาคํานวณคา DSn และ DSp  มีคาเทากับ  89.7% และ  99.9% ตามลําดับ  และ คํานวณคา 

kappa value ไดเทากับ 0.85 
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วิจารณ 
              การชันสูตรเพื่อหาสาเหตุของโรค เชน โรคทางแบคทีเรียวทิยานัน้จําเปนตองเพาะแยกเชื้อจากสิ่ง

สงตรวจ ซึ่งเปนวิธมีาตรฐานและถือเปน gold standard method ของการวนิิจฉัยและชันสูตรโรค แตในการ

เพาะแยกเชื้อนั้นบางครั้งไมสามารถทําไดทุกตัวอยางจากสัตวทีม่ีชีวิตที่เปนโรค โดยเฉพาะอยางยิ่งโรคบรู

เซลโลซิสซ่ึงเปนโรคเรื้อรัง ทําใหการเก็บตัวอยางมาเพาะแยกเชื้อมีขอจํากัด อีกทัง้การเพาะเชื้อเพื่อยนืยนั

โรคดําเนินการไดยากและตองใชเวลานาน  ดังนัน้วธิีตรวจทางซีรัมวทิยาจึงยงัจาํเปน โดยเฉพาะเพือ่การคัด

กรองโรคที่ตองการความรวดเร็วและถูกตอง  

             การศึกษาครั้งนี้เปนการพัฒนาวิธ ีdot–ELISA เพื่อใชในการตรวจหาแอนตบิอดีตอเชื้อ B. abortus 

และหาสภาวะที่เหมาะสมในแตละขั้นตอนของวิธ ี ซึ่งจะใชเปนมาตรฐานสาํหรับการทดสอบครั้งตอไป โดย

แอนติเจนที่ใชสกัดจาก B. abortus สเตรน 125 biotype1 ทําการทดสอบกับ ซีรัมมาตรฐาน ซรัีมควบคุม 

และ ซีรัมจากทองที ่ ผลที่ไดนํามาประเมินคาความไวและความจําเพาะของวิธ ี จากการประเมินผลการ

ทดสอบกับซีรัมควบคุมพบวาวิธี dot-ELISA มีคา DSn เทากับ 96.5% และ DSp เทากับ 99.5% ซึ่งถือวา

เปนคาที่ใหความไวและ ความจําเพาะในระดับสูง ซึง่เปนการประเมนิวิธทีดสอบทีเ่ปนมาตรฐาน แตการจะ

นําวิธ ีELISA ไปใชในทองทีไ่ดนั้น จะตองทําการประเมนิตัวอยางที่ไดมาจากทองทีจ่ํานวนมาก เปรียบเทียบ

กับวิธีมาตรฐานทัว่ไปที่ใชในการชันสูตรโรคบรูเซลโลซิสทางซีรัมวทิยา และหาความสอดคลองของการ

ทดสอบเพื่อเปนขอมูลในเบื้องตนกอนนาํไปใชจริงในทองที่ ซึง่เมื่อทดสอบกับซีรัมโคจากพืน้ที่จํานวน 4,382 

ตัวอยาง พบวาวิธ ีdot-ELISA เมื่อเปรียบเทียบกับวิธ ี rapid plate test รวมกับ EDTA-TAT มี DSn เทากับ 

89.7% และ DSp เทากับ 99.9% ซึ่งเปนคาที่ยอมรับไดเนื่องจากมีความจาํเพาะ และ มีความไวอยูในเกณฑ

ที่สูง รวมทัง้มคีา kappa value เทากับ 0.85  ซึง่เปนคาที่ใกลกับ 1.0 เปนการยืนยันวาวธิีนี้สามารถนําไปใช

ไดเชนเดียวกนั จากรายงานการทดสอบและเปรียบเทยีบวิธ ี dot-ELISA และวิธทีดสอบทางซรัีมวิทยาอื่นๆ

นั้น พบวาวธิี dot-ELISA ใหคาความไวมากกวา หรือใกลเคียงวิธี complement fixation test, standard 

tube agglutination และ rose bengal test (Tsai, et  al.,1989; Chand, et al.,1989; Singh, et al.,2000)  

นอกจากนีม้ีการแนะนาํใหใชวิธี  dot – ELISA ซึ่งเปนวธิีที่งายในการตรวจ  IgM แอนติบอดีที่จําเพาะตอ 

โรคบรูเซลโลซิสในคน ในระยะเฉียบพลัน (Gad El-Rab and Kambal, 1989; Marrodan, et al., 2001)  

              การศึกษาครั้งนี้เปนการพัฒนาวธิี dot–ELISA เพื่อตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ B. abortus ซึ่ง

สามารถนํามาใชในการคัดกรองโรคบรูเซลโลซิสได เพราะเปนวิธทีี่งายตอการปฏิบัติ และไมจําเปนตองใช

เครื่องมือหรืออุปกรณที่มีราคาแพง ใหผลรวดเร็ว มีความไวและความจําเพาะสงู โดยเฉพาะการปฏิบัติงาน

ในทองที ่ อยางไรก็ตามผลการทดสอบครั้งนี้เปนเพียงเชงิคุณภาพ มิใชตรวจเชิงปริมาณ ดังนั้นการแปลผล

จึงไดเปนผลบวกและผลลบเทานั้น ซึง่ใชเพื่อความสะดวกในการทดสอบในพืน้ที ่ ดังนั้นจึงจาํเปนตองมี

การศึกษาเพิ่มเติม โดยเฉพาะอยางยิง่เกีย่วความจําเพาะของแอนติเจน เพื่อเปนการเพิม่ประสทิธิภาพใน
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การทดสอบของวิธี และทีสํ่าคัญวิธี dot-ELISA ยังสามารถประยุกตสําหรับใชทดสอบโรคไดมากกวาหนึง่

โรคใน 1 แผน ซึ่งจะเปนการเพิ่มความสะดวก รวดเรว็มากยิ่งขึน้ 
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         ตารางที่ 1  จํานวนตัวอยางซีรัมโคนมเก็บจากสัตวในพืน้ที่จงัหวัดตางๆ 

 

จังหวัด            ตัวอยาง 

สุพรรณบุรี 

กาญจนบุรี 

ราชบุรี 

เพชรบุรี 

นครราชสีมา 

อางทอง 

สระบุรี 

ลพบุรี 

 1,602  

613  

1,576     

   191     

219  

  38  

 104       

      39 

รวมตัวอยางทัง้หมด 4,382 

 
                               
         ตารางที่ 2 แสดงผลการทดสอบกับซีรัมควบคมุ 

 
isolation 

disease no disease 

+ 55   1 

-  2 199   dot-ELISA 

 57 200 

 
 
 
 
 
 

           ตารางที่ 3  แสดงผลการทดสอบกับซีรัมโคนมในพืน้ที ่

 
Routine diagnosis 

(RBT& EDTA-TAT) 

       +        - 

+ 26       5 

- 3 4,348 dot-ELISA 

  29 4,353 
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รูปที่ 1   การหาปริมาณแอนติเจน และ dilution ของซีรัมที่เหมาะสมสําหรับการทดสอบ 
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Abstract 

 

A dot Enzyme-linked Immunosorbent Assay (dot-ELISA) was developed for the detection 

of Brucella antibodies in bovine sera using soluble antigens extracted from Brucella abortus 

strain 125 biotype1 dotted on the nitrocellulose membrane (NC). The dot-ELISA was performed 

using 257 control sera collected from 57 Brucella abortus culture positive and 200 seronegative 

sera. The evaluation revealed 96.5% Diagnostic Sensitivity (DSn) and 99.5% Diagnostic 

Specificity (DSp).  The assay also gave 89.7% DSn and 99.5% DSp with 29 positive and 4,353 

negative field serum samples as previously tested by both rapid plate test (RPT) and EDTA-Tube 

agglutination test (EDTA-TAT).This test gave the kappa value 0.85. The dot-ELISA was easy, 

rapid and not require specialized training or equipments, therefore it was suitable as a test of 

choice for the screening test in animal in the field.  
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