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การเปรียบเทียบความใชไดของวิธีทดสอบในการตรวจหา
แอนติบอดีตอเชื้อ  Brucella abortus ในซีรัมโคโดยวิธี RBT 

EDTA-TAT และ ELISA 
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บทคัดยอ 

ตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ Brucella abortus ในซีรัมโคในภาคใต จํานวน 1,990 ตัวอยาง โดยวิธี 

RBT (rose bengal test), EDTA-TAT (EDTA-tube agglutination test) และ ELISA (enzyme linked 

immunosorbent assay) โดยเปรียบเทียบกับวิธี CFT (complement fixation test) ซึ่งเปนวิธีมาตรฐานที่ใช

ในการตรวจโรคบรูเซลโลซีส พบวา ซีรัมที่ใหผลบวกโดยวิธี CFT 84 ตัวอยาง ใหผลบวกตอวิธี RBT, EDTA-

TAT และ ELISA 83, 80 และ 84 ตัวอยาง สวนซีรัมที่ใหผลลบตอวิธี CFT 1,906 ตัวอยาง พบใหผลลบตอ

วิธี RBT, EDTA-TAT เทากันคือ 1,904 ตัวอยางและใหผลลบตอวิธี ELISA 1,840 ตัวอยาง ซึ่งไดคา 

Sensitivity (Sn) ของวิธี RBT, EDTA-TAT และ ELISA เทากับ 98.81%, 95.24% และ 100% คา 

Specificity (Sp) ของวิธี RBT, EDTA-TAT เทากันคือ 99.90% และวิธี ELISA 96.54% คา Accuracy (Ac) 

ของวิธี RBT, EDTA-TAT และ ELISA เทากับ 99.85%, 99.70% และ 96.68% ตามลําดับ สรุปไดวาวิธี

ทดสอบโรคทั้ง  3 วิธี มีประสิทธิภาพสูง  เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน  ซึ่งสามารถนําไปใชใน

หองปฏิบัติการไดอยางดี 
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บทนํา 

โรคบรูเซลโลซิส หรือโรคแทงติดตอในโค มีสาเหตมุาจากเชื้อแบคทีเรีย Brucella abortus จัดเปน

โรคระบาดสัตวตามพระราชบัญญัติโรคระบาดสัตว พ.ศ.2499 เปนโรคติดตอชนิดเรื้อรัง โดยเฉพาะสัตว

เคี้ยวเอื้อง และสัตวเลี้ยงลกูดวยนมหลายชนิดที่สามารถติดตอถึงคนได สัตวที่เปนโรคจะใหผลผลิตลดลง 

เพราะทําใหสัตวเปนหมนั ผสมไมติด หรือผสมติดยาก ถาผสมติดอาจมีการแทงลูก  โดยเฉพาะอยางยิ่งการ

ติดโรคในระหวางการตั้งทอง (Blood and Henderson, 1968) สัตวที่เปนโรคสามารถแพรเชื้อไปยงัสัตวอ่ืนๆ 

ได (Nielsen, 2002) ในทางระบาดวทิยาเมื่อพบสัตวที่เปนโรคแลวตองทาํลาย ไมแนะนาํใหรักษาเพราะไม

คุมทุน และเปนอันตรายตอผูบริโภค (มนยา, 2540) ในการชันสูตรโรคนั้นไดมีการพัฒนาอยางตอเนื่องมกีาร

เปลี่ยนแปลงและเลือกวิธทีดสอบเพื่อเพิม่ประสิทธิภาพในการทดสอบตามความเหมาะสมของ

หองปฏิบัติการในแตละประเทศ (Nielsen, 2002) ในประเทศไทยการควบคุมและกําจัดโรคบรูเซลโลซิส ใน

โค กระบือ โดยการตรวจทางหองปฏิบัตกิาร เพื่อตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ Brucella abortus  ในซีรัม 

สามารถทําไดหลายวิธี เชน rapid plate test (RPT) และ rose bengal test (RBT) เปนการตรวจคัดกรอง

เบื้องตนและใชวิธ ี EDTA-tube agglutination test (EDTA-TAT) และ complement fixation test (CFT) 

เปนการตรวจยืนยนั (ววิัฒน และคณะ, 2544) ในการตัดสินโรคนั้นจําเปนตองใชประวัติสัตว เชน อายุ และ

การฉีดวัคซีนรวมดวย 

 การศึกษาครั้งนี้ มวีัตถุประสงคเพื่อเปรียบเทียบ ความใชไดของวิธีทดสอบ ที่ใชตรวจหาแอนติบอดี

ตอเชื้อ Brucella abortus ในซีรัมโค โดยวธิี RBT, EDTA-TAT และ ELISA ตอวิธี CFT ที่ใชเปนวธิมีาตรฐาน

ทางซีรัมวทิยาตามมาตรฐานของ OIE (2004) 
 

อุปกรณและวิธีการ 

ตัวอยาง : เปนตัวอยางซีรัมโคในภาคใตทีห่นวยงานราชการและเกษตรกรนําสงตรวจโรคบรูเซลโลซิส ทีก่ลุม 

               งานอิมมูนและซีรัมวิทยา ศูนยวิจัยและพัฒนาการสัตวแพทยภาคใต จํานวน 1,990 ตัวอยาง

แอนติเจนและชีวสาร 

             : แอนติเจนสาํหรับทดสอบดวยวธิี RBT ที่ผลิตโดย สํานักเทคโนโลยีชวีภัณฑสัตว กรมปศุสัตว   

               อ.ปากชอง จ.นครราชสีมา 

             : แอนติเจนสาํหรับทดสอบดวยวธิี EDTA-TAT ที่ผลิตโดย สํานักเทคโนโลยชีีวภัณฑสัตว  

               กรมปศุสัตว อ.ปากชอง จ.นครราชสีมา 

             : แอนติเจนสาํหรับทดสอบดวยวธิี ELISA เปนแอนติเจนซึง่เตรียมจากเชื้อ Brucella abortus  

               strain 99 biotype 1 ตามวิธีการของ Nielsen et al. (2002) และ OIE (2004)  เปน smooth  

               lipopolysaccharide antigen ชนิดดูดแหง ผลิตโดย สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ  กรมปศุสัตว 
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              : แอนติเจนสาํหรับทดสอบดวยวธิี CFT : Antifix “SYNBIOTICS” (commercial reagents) 

              : ชุดทดสอบ ELISA ของสถาบนัสุขภาพสัตวแหงชาต ิ

              : Substrate ใช ABTS peroxidase substrate (KPL Product Code No. 50-66-01) 

              : Complement and Hemolysin  “ DENKA SEIKEN ” (commercial reagents) 
การตรวจทางหองปฏิบัติการ 

1. วิธ ีRBT  
    นาํซีรัมและแอนติเจนวางทิ้งไวที่อุณหภมูิหองกอนการทดสอบ ประมาณ 30 นาท ี  หยดซีรัมและ

แอนติเจน อยางละ 30 ไมโครลิตร ลงบนแผนกระจก คนใหเขากันดีโดยใชแผนพลาสติกหรือแทงแกว ใหมี

เสนผาศนูยกลางประมาณ 2 เซนติเมตร  เอียงกระจกไปมาเพื่อใหผสมกันด ีอานผลการเกิดปฏิกริิยาการจับ

กลุมของแอนติเจนและแอนติบอดี เมื่อครบ 4 นาท ี

      ผลลบ (negative)  คือ ไมมีการจับกลุมของแอนติเจนและแอนติบอดี (no agglutination) 

      ผลบวก (positive)  คือ มีการจับกลุมของแอนติเจนและแอนติบอดี (agglutination) 
2. วิธ ีEDTA-TAT  

                 เตรียมแอนติเจน 1:100 ดวย EDTA-PBS  (มนยาและคณะ, 2534) แจกแอนติเจนลงในหลอด

ทดสอบ ปริมาณ 2 มิลลิลิตร ในหลอดที ่1 และ 1 มิลลิลิตร ในหลอดที ่2-5  ใสซีรัม 0.08 มิลลิลิตร ในหลอด

ที่ 1 ทํา two fold dilution  นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C นาน 48 ชั่วโมงและอานผล 

การแปลผล : โคที่ไดรับวัคซีนบรูเซลโลซิส อานผลเปนบวก ที่ระดับซีรัมเจือจาง (titer) 1:200 

         โคที่ไมไดรับวัคซีนบรูเซลโลซิส อานผลเปนบวก ทีร่ะดับซีรัมเจือจาง (titer) 1:100 
          3. วิธ ีELISA  

     ทําตามวธิกีารของมนยาและสุรีย (2547)  ที่ประยุกตและพัฒนาจาก Nielsen (2002) 

วันที่ 1 นําชดุทดสอบออกจากตูเยน็ 4°C วางที่อุณหภูมิหอง กอนการทดสอบประมาณ 30 นาท ี  ยกเวน

คอนจูเกต นาํแอนติเจนที่เจอืจางแลวดวย coating buffer ใสใน ELISA plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร ทุก

หลุม ปดฝาแลวเก็บที่อุณหภูมิ 4°C  1 คืน  (หรือ อุณหภูมิ 37°C  1 ชั่วโมง) เตรียมตัวอยางทดสอบ และ

ตัวอยางควบคุม บวก/ลบ เจือจางดวย EDTA/EGTA-PBS 1:200 ในdilution plate 24 หลุม 

วันที ่ 2 ลาง plate ที่เคลือบแอนติเจนไว ดวย PBST 4 คร้ัง เคาะใหแหง ใสตวัอยางทดสอบและตัวอยาง

ควบคุม บวก/ลบ ที่เตรียมไว หลุมละ 100 ไมโครลิตร โดยตัวอยางทดสอบทาํตัวอยางละ 2 ซ้ํา สวน 

ตัวอยางควบคุม บวก/ลบ และ blank ทาํตัวอยางละ 4 ซ้ํา ปดฝาแลววางที่อุณหภูมิหอง 30 นาท ีลาง plate 

ดวย PBST 4 คร้ัง เคาะใหแหง ใส conjugate ที่เจือจางดวย PBST เปน 1:1,000   จํานวน 100 ไมโครลิตร 

ทุกหลุม ปดฝาแลววางที่อุณหภูมิหอง 30 นาท ี  ลาง plate ดวย PBST 4 คร้ัง เคาะใหแหง ใส substrate  

จํานวน 100 ไมโครลิตร ทุกหลุม ปดฝาแลววางที่อุณหภูมิหอง 10 นาท ี หยุดปฏิกริิยาโดยการเติม 1% SDS 

100 ไมโครลิตร ทุกหลุม อานผลโดยการวดัคาการดูดกลืนแสง ดวยเครื่อง ELISA reader 
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การแปลผล : พิจารณาจากคา Percent  Positivity (PP)  ที่มีคาเทากบัหรือมากกวา 40% ถือเปนบวก 

 PP (%) = Replicate OD Value of test serum   x 100 

    Median OD Value of c++  control 

เมื่อกําหนดให    c++  คือ strong positive serum control 

            Median OD c++   คือคากลาง 2 คา ของ OD c++    

          4. วิธ ีCFT ตามวิธมีาตรฐานของ OIE 

วันที่ 1 เจือจางตัวอยางซีรัมทดสอบและซรัีมควบคุมบวก/ลบ เปน 1:5 ดวยสารละลาย magnesium 

saline (MgS) และบมที่อุณหภูมิ 56°C นาน 30 นาท ีทาํ serial two fold dilution จากความเขมขน 1:5 ถึง 

1:80 ใน  microplate  ชนิด U-shape และทํา serial two fold dilution  1:10 และ 1:20 สําหรบัควบคุม 

complement เติมแอนติเจน 2 ยนูิต จํานวน 0.025 มิลลิลิตร ลงในหลุมซีรัมที่ความเขมขน 1:5 ถึง 1:80 

แลวเติม สารละลาย MgS จํานวน 0.025 มิลลิลิตร ในหลุมซีรัมชุดควบคุม complement เก็บที่ อุณหภูมิ 

4°C 2 ชั่วโมง เติม complement จํานวน 0.050 มิลลิลิตร ทุกหลุม เขยาสารละลายทัง้หมดใหเขากันและ

นําไปเก็บที่อุณหภูมิ  4°C นาน 18-20 ชั่วโมง หลังจากนั้นเตรียม hemolytic system 

(สวนผสมระหวาง hemolysin 2 ยูนิต กับเม็ดเลือดแดงแกะ 2.5% ใน อัตราสวน 1:1) เก็บที่อุณหภูมิ 4°C 

คางคืน 

วันที่ 2 นํา microplate ตัวอยางจากตูเย็นไปวางในตูควบคุมอุณหภูมิ 37°C นาน 1 ชั่วโมง นํา hemolytic 

system ไปแชในอางควบคุมอุณหภูมิ 37°C 10 นาที เตมิ hemolytic system  จํานวน 0.050 มิลลิลิตร ทุก

หลุม เขยาใหสารละลายเขากัน นําไปบมในตูควบคุมอุณหภูมิ 37°C เขยาทกุ 10 นาท ีเปนเวลา 1 ชั่วโมง 

นําไปเก็บที่ 4°C 2 ชั่วโมง หรือคางคืน และอานผลการเกดิปฏิกิริยา fixation 

การอานผล : ปฏิกิริยา fixation คือลักษณะที่เม็ดเลือดแดงรวมกลุมกนัทีก่นหลุมและสวนน้ําจะใส 

    การเกิดปฏิกิริยา fixation 100% ลักษณะที่เม็ดเลือดแดงทัง้หมดรวมกนัทีก่นหลุม 

สวนน้ําใสไมมสีีของเม็ดเลือดแดง ใหอานผล = 4 

       การเกิดปฏิกิริยา fixation 70-75% เม็ดเลือดแดงเกือบทัง้หมดรวมกนัที่กนหลุม 

สวนน้ําใสมีสีของเม็ดเลือดแดงเล็กนอย ใหอานผล = 3 

      การเกิดปฏิกิริยา fixation 50% เม็ดเลือดแดงครึ่งหนึง่รวมกนัทีก่นหลมุ 

สวนน้ําใสมีสีของเม็ดเลือดแดงปานกลาง ใหอานผล = 2  

        การเกิดปฏิกิริยา fixation 25% เม็ดเลือดแดงเล็กนอยรวมกนัทีก่นหลมุ 

สวนน้ําใสมีสีของเม็ดเลือดแดงเขมขน ใหอานผล = 1 

การแปลผล : ปฏิกิริยา fixation เกิดขึ้น 75-100% ที่ระดับซีรัมเจือจางมากกวาหรือเทากับ 1:5 ตัดสินเปน 

         บวก  
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นํามาคํานวณหาคาความใชไดของวิธีทดสอบโดยใชตาราง two-way (2x2) (OIE, 2004) เพื่อหาคา 

sensitivity (Sn), specificity (Sp) และ คา accuracy (Ac) ดังตอไปนี ้

Sn (%)             =                TP      x    100 

                                                   TP+FN 

Sp (%)             =               TN      x    100 

                                                   TN+FP 

Ac (%)            =                   TP+TN        x    100 

                                                   TP+FP+FN+TN 

กําหนดให        TP = คาบวกจริง  (true positive) 

                       FP = คาบวกเทียม (false positive) 

                       FN = คาลบเทียม (false negative) 

                       TN = คาลบจริง (true negative) 

 

ผล 

 ผลการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ  Brucella abortus  จากซีรัมโคในภาคใต จํานวน 1,990 

ตัวอยางโดยใหผลบวกดวยวิธี CFT จํานวน 84 ตัวอยาง นาํตัวอยางที่ใหผลบวกดวยวิธ ี CFT มาตรวจโดย

วิธี RBT, EDTA-TAT และ ELISA พบใหผลบวก  83, 80 และ84 ตัวอยางตามลําดบั  ใหผลลบ 1, 4 และ 0 

ตัวอยาง ตามลําดับ  นาํตัวอยางซีรัมที่ใหผลลบดวยวิธ ีCFT จํานวน 1,906 ตัวอยาง มาตรวจโดยวิธี RBT, 

EDTA-TAT และ ELISA พบใหผลลบ 1,904, 1,904 และ 1,840 ตัวอยาง ตามลาํดับ  ใหผลบวก 2, 2 และ

66 ตัวอยาง ตามลําดับ  (ตารางที่ 1) ผลการคํานวณพบวา คาความไวของวิธี RBT กับ CFT, EDTA – TAT 

กับ CFT และ ELISA กับ CFT เทากับ 98.81, 95.24 และ 100% ตามลําดับ คาความจําเพาะเทากับ  

99.90, 99.90 และ 96.54% ตามลําดับ คาความแมนยําเทากับ 99.85, 99.70 และ 96.68% ตามลาํดับ 

(ตารางที่ 2) 
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ตารางที ่1 เปรียบเทยีบผลการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ  Brucella abortus โดยวิธ ีRBT,  

              EDTA-TAT และ ELISA กับ วิธ ีCFT 

CFT 
วิธ ี

 ผลบวก ผลลบ 
รวมจาํนวน
ตัวอยาง 

ผลบวก 83 2 85 

ผลลบ 1 1,904 1,905 RBT 

รวม 84 1,906 1,990 
ผลบวก 80 2 82 

ผลลบ 4 1,904 1,908 EDTA-TAT 

รวม 84 1,906 1,990 
ผลบวก 84 66 150 

ผลลบ 0 1,840 1,840 ELISA 

รวม 84 1,906 1,990 

  

ตารางที ่2 แสดงคาความไว คาความจาํเพาะ และ คาความแมนยํา ของวธิทีดสอบ  

    โดยเปรียบเทียบกบัวธิี CFT 

validation method RBT  EDTA – TAT  ELISA  

Sn (%) 98.81 95.24 100.00 

Sp (%) 99.90 99.90   96.54 

Ac (%) 99.85 99.70   96.68 

 

 

วิจารณ 

ในปจจุบนัการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ Brucella abortus มีหลายวธิีคือ RBT, RPT, EDTA-TAT, 

ELISA และ CFT (Corner and Bagust, 1993) แตละวิธีมีความแตกตางกนัจงึตองอาศัยประวัติสัตว อายุ 

การฉีดวัคซีน รวมในการตัดสินโรค จากการศึกษาครั้งนีพ้บวาแตละวธิีที่ทาํการศึกษาเปรียบเทียบกับ CFT  

ซึ่งเปนวิธมีาตรฐานที่ใชการยืนยนัการเปนโรค (WHO, 1986) ใหคาความไว คาความจําเพาะ  และคาความ

แมนยํา อยูในระดับที่สูง วิธทีี่ใหคาความไวสูงที่สุดคือ ELISA (100%) ซึ่งเทากับวิธมีาตรฐาน รองลงมาคือ 

RBT (98.81%) และ EDTA-TAT (95.24%) ตามลําดบั สําหรับวธิีทีใ่หคาความจําเพาะมากที่สุดคือวิธี RBT 
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และ EDTA-TAT (99.90%) รองลงมาคือ ELISA (96.54%) สวนวิธทีี่ใหคาความแมนยาํมากที่สุดคือ RBT 

(99.85%) รองลงมาคือ EDTA-TAT (99.70%) และ ELISA (96.68%) ตามลําดบั ซึ่งสอดคลองกับนิตยา

และคณะ (2549) ที่ทาํการเปรียบเทียบการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ Brucella abortus ในซีรัมโคโดยใช

วิธี RBT กับ CFT ผลพบวา คาความไว คาความจาํเพาะ และคาความแมนยํา เทากับ 99.11, 99.88 และ 

99.84% ตามลําดับ ในภาคเหนือตอนบน นิตยา (2549) ไดทําการตรวจแอนติบอดีตอโรคบรูเซลโลซิสดวย

วิธี ELISA เปรียบเทียบกบั CFT ผลพบวา คาความไว คาความจําเพาะ และคาความแมนยํา เทากับ 

100.00, 98.34 และ 98.42% ตามลําดับ ดังนัน้จะเห็นวาแตละวธิสีามารถนํามาเลือกใชใหเหมาะสมกับ

หองปฏิบัติการเชน ใชวิธี RBT หรือ วิธี ELISA ในการคัดกรองการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ Brucella 

abortus ในซีรัมโค เพราะทําไดงาย ใหผลการตรวจทีร่วดเรว็ ไดจํานวนตัวอยางทดสอบจํานวนมากและมี

ความนาเชื่อถอื แตเมื่อคํานงึถึงตนทนุและความยุงยากในการตรวจแลว วิธี RBT จะดีกวา วิธ ี ELISA และ

ตรวจยืนยนัโรคดวยวิธ ี EDTA – TAT หรือ CFT พรอมกันนี้ตองใช ประวัติสัตว อายุ การฉีดวัคซนี รวมใน 

การตัดสินโรคดวย อยางไรก็ตามวธิีการตรวจดังกลาวไมวาจะเปนวิธใีดก็ตาม กม็คีวามจาํเปนในการเปน

สวนหนึง่ของมาตรการ ควบคุมโรคบรูเซลโลซิส โดยเฉพาะในพืน้ทีท่ี่มีการระบาดของโรค ดังนัน้จึงควรทํา

การทดสอบโรคบรูเซลโลซิส เปนระยะอยางตอเนื่อง เชน 3 หรือ 6 เดือน ในฝงูโคที่ยังไมปลอดโรคและทํา

การทดสอบทกุปในฝูงโคที่ปลอดโรค และคัดแยกตัวที่เปนโรคออกจากฝูง และทําลายสัตวปวยทิง้เพื่อ

ควบคุมใหเกิดประสิทธิภาพและเกิดประโยชนแกเกษตรกรตอไป 
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Abstract 

Nineteen hundred and ninety bovine serum samples from southern part of Thailand were 

detected against Brucella abortus by RBT (rose bengal test), EDTA-TAT (EDTA-tube 

agglutination test), and ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) using CFT (complement 

fixation test) as the reference test. Eighty-four serum samples from positive by CFT of which 83, 

80 and 84 samples were positive by RBT, EDTA-TAT, and ELISA respectively. Nineteen hundred 

and six  samples negative by CFT of which 1,904, 1,904 , and 1,840 were negative by RBT 

EDTA-TAT, and ELISA, respectively. Sensitivities were estimated to be 98.81%, 95.24% and 

100% for RBT, EDTA-TAT, ELISA, respectively. Specificities were estimated to be 99.90% for 

RBT, EDTA-TAT and 96.54% for ELISA, respectively. Accuracy were estimated to be 99.85%, 

99.70% and 96.68% for RBT, EDTA-TAT, ELISA, respectively. As the results, RBT, EDTA-TAT 

and ELISA can be effective methods for detection antibodies against Brucella abortus. 
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