
Thai-NIAH eJournal : ISSN 1905-5048, http://www.dld.go.th/niah, V3 N1 (May – August 2008) 
____________________________________________________________________________________________ 

40

การพัฒนาการตรวจหาแอนติบอดีตอไวรัสโรคปากและเทาเปอย 
โดยวิธี Competitive  Enzyme Linked Immunosorbent Assay  

 
                                                ดิลก  อวนพรมมา *     วิไล ลินจงสุบงกช    
 
ศูนยอางอิงโรคปากและเทาเปอย ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต    ปากชอง นครราชสีมา 30130 

* ผูเขียนรับผิดชอบ   โทรศัพท 0-4427-9112 โทรสาร 0-4431-4889     Email:  Diloka@dld.go.th    
                                                                     

 
บทคัดยอ 

                   
                การพัฒนาวิธกีารตรวจสอบทางซีรัมวทิยาของโรคปากและเทาเปอยดวยวธิี Competitive  
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (C-ELISA) เพื่อตรวจหาแอนติบอดีตอไวรัสโรคปากและเทาเปอย   
ในตัวอยางซีรัมโคจํานวน 358 ตัวอยาง โดยใช polyclonal antisera และ inactivated antigen ของไวรัสโรค
ปากและเทาเปอยที่ผลิตขึ้นเองในประเทศ และ ทําการทดสอบความใชไดของวิธทีดสอบจากตวัอยางซีรัมจาก
โคที่ไมไดรับการฉีดวัคซีนและไมติดเชื้อ ตัวอยางซีรัมจากโคที่ไดรับการฉีดวัคซีนและตัวอยางซีรัมจากโคที่ไดรับ
การติดเชื้อ พรอมเปรียบเทยีบหาความสัมพันธของวิธทีดสอบกับวิธ ีliquid phase blocking ELISA(LP ELISA) 
และ Cedi FMDV type O วิธทีดสอบจะเจือจางตัวอยางซีรัมในอตัราสวน 1:5  และ ใช  phosphate buffer 
saline, 5% skim milk  และ 10% normal rabbit serum  เปนสวนประกอบใน blocking diluent  และ
กําหนดคา cut off  ของการทดสอบที ่40% inhibition   ผลการทดสอบในตัวอยางซีรัมจากโคที่ไมไดรับการฉีด
วัคซีนและไมติดเชื้อใหคาความจําเพาะสูง (100%)  และ เมื่อทําการทดสอบเปรียบเทียบหาความสัมพนัธของ
วิธีทดสอบกับวิธีทดสอบ LP ELISA และ Cedi FMDV type O จะใหคาความไวที่สูงในตัวอยางซีรัมจากโคที่
ไดรับการฉีดวัคซีนและตัวอยางซีรัมจากโคที่ไดรับการติดเชื้อ ดังนั้นวธิีทดสอบทางซีรัมวิทยาโดยวิธ ีC-ELISA ที่
ไดพัฒนาขึน้นีจ้ึงมีประสิทธภิาพการทดสอบในดานความจําเพาะ ความไว  และ สามารถแกปญหาการเกิด non 
specific binding ในกระบวนการตรวจสอบทาง ELISA  ทาํใหการตรวจแยกสัตวที่ไมมีแอนติบอดีออกจากสัตว
ที่มีแอนติบอดีตอไวรัสโรคปากและเทาเปอยไดอยางชัดเจน  
 
 
 
 
คําสําคัญ:   ไวรัสโรคปากและเทาเปอย    C-ELISA    LP ELISA   Cedi FMDV type O     
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บทนํา 
  
   กรมปศุสัตวไดดําเนินการรณรงคฉีดวัคซีนโรคปากและเทาเปอยในโค และ กระบือ อยาง
ตอเนื่องปละ 2 คร้ัง เพื่อเสริมสรางภูมิคุมกันใหสัตวในพื้นที่ไดรับการฉีดวัคซีนอยางทัว่ถงึเปนจํานวนไมต่ํากวา 
80 % ของประชากรสัตวทั่วประเทศ  เพื่อใหมั่นใจไดวาสัตวเหลานัน้มีระดับภูมิคุมกันสงูเพยีงพอตอการปองกนั
โรค การตรวจสอบทางซีรัมวทิยาในหองปฏิบัติการโดยวธิี liquid phase blocking ELISA (LP ELISA) เปนวิธี
มาตรฐานที่ใชในการตรวจหาระดับภูมิคุมกันตอไวรัสโรคปากและเทาเปอย (OIE, 2004) ซึ่งวิธีนี้ใหผลการ
ตรวจสอบที่มคีวามจาํเพาะ ความไวและความแมนยาํสูง แตบางครั้งยังพบวามขีอผิดพลาดจากการ
เกิดปฏิกิริยา non specific binding reaction อันมาจากในซีรัมเองและการเลือกใช blocking diluent ที่ไม
เหมาะสม ทาํใหการตรวจแยกสัตวที่ไมมีแอนติบอดี ออกจากสัตวที่มีแอนติบอดีตอไวรัสโรคปากและเทาเปอย
ไดไมชัดเจน นอกจากนี้องคการโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ หรือ OIE ยังกําหนดใหวิธ ี Competitive  
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (C-ELISA) เปนอีกวิธหีนึง่ในการตรวจสอบโรคปากและเทาเปอยใน
ตัวอยางสัตวหรือสัตวเศรษฐกิจในการสงออกตางประเทศ  ดังนัน้จงึไดมีการพัฒนาการตรวจหาแอนติบอดีตอ
ไวรัสโรคปากและเทาเปอยโดยวิธ ีC-ELISA ข้ึน โดยการคัดเลือกชนิดของ blocking diluent ที่เหมาะสม  เพือ่
จะเพิ่มประสทิธิภาพในดานความไว ความจําเพาะ และลดปญหาดาน non specific binding reaction  ใน
ขบวนการตรวจสอบทาง ELISA technique  โดยประเมินผลของวธิีทดสอบในดานความจาํเพาะและทดสอบ
เปรียบเทยีบหาความไวจากความสัมพันธกับวิธ ีLP ELISA และ  Ceditest FMDV type O  
 

อุปกรณและวิธีการ 
 

แอนติเจนไวรัสโรคปากและเทาเปอย  
            เตรียมแอนติเจนไวรัสโรคปากและเทาเปอย O189/87  A118/87 และ Asia1/85 โดยผานไวรัส
ลงใน BHK-21 cell ที่ 37 oC นาน 18 ชัว่โมงหรือจนเกิด cytopathic effect (CPE) สมบูรณ  ทําการปนแยก
สวนน้ําใสออกจากสวนกากเซลล   นําสวนน้ําใสที่ไดไป inactivate ดวย 2% binary ethyleneimine (BEI) ที่ 37 
oC นาน 24 ชัว่โมง  นาํไปผสมกับ 20% glycerin เพื่อใหมีคุณภาพคงที่และยาวนาน  และทําการ titration สาร
ตรวจสอบทางซีรัมวิทยาเพื่อหา working dilution ที่เหมาะสมสําหรับการตรวจสอบทาง  ELISA technique  
 

Antisera  
              เตรียม  rabbit trapping antibody โดยฉีด inactivated, purified 146S virus particle of 
FMDV ซึ่งผสมดวย  freund ‘s complete หรือ incomplete adjuvant ในปริมาณที่เทากนัลงในกระตาย (Have 
et al., 1984)  โดยฉีดจํานวน 2 คร้ัง หางกนั 28 วัน ทําการเก็บเลอืดและแยกซีรัมในวนัที ่ 10 หลังฉีดเข็มที่ 2 
นํามาตรวจสอบความใชไดและตรวจหา working dilution ที่เหมาะสมสาํหรับการตรวจสอบทาง ELISA 
technique   
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                         เตรียม guinea pig detecting antibody โดยฉีด inactivated, purified 146S virus particle 
of FMDV ซึ่งผสมดวย freund ‘s complete adjuvant ในปริมาณที่เทากันลงในหนูตะเภา (Ferris and 
Donaldson, 1984) ทําการเก็บเลือดและแยกซีรัมหลงัฉีด 28 วัน  นํามาตรวจสอบความใชไดและตรวจหา 
working dilution ที่เหมาะสมสําหรับการตรวจสอบทาง ELISA technique  
 

ตัวอยางซีรัมทดสอบ 
                 ตัวอยางซีรัมโคจากทองที่และจากหองปฏิบัติการ จํานวนทั้งสิน้ 358 ตัวอยาง แบงตามประวัติ
ดังนี้คือ ซีรัมจากโคที่ไมไดรับการฉีดวัคซนีและไมติดเชื้อ ซึ่งเปนซีรัมโคจากประเทศญี่ปุนที่ปลอดโรคปากและ
เทาเปอยในป  พ.ศ.2548  จาํนวน 80 ตัวอยาง   ซีรัมจากโคที่ไดรับการฉีดวัคซีนจากฟารมในพืน้ทีจ่ังหวัด
นครราชสีมาในป พ.ศ.2550  จํานวน 158 ตัวอยาง และซีรัมจากโคที่ไดรับการติดเชื้อไวรัสโรคปากและเทาเปอย
ที่ใหผลบวกเมือ่ทดสอบดวยวิธี non structure protein (NS) test จากพื้นที่จังหวัดนครราชสีมาในป พ.ศ. 2547 
จํานวน 120 ตัวอยาง   
    
Liquid phase blocking ELISA (LP ELISA) test  
               เปนวธิีมาตรฐานที่ใชในการตรวจหาระดับภูมิคุมกันตอไวรัสโรคปากและเทาเปอยไทปโอ เอ 
และเอเชียวนั โดยวิธ ีindirect double antibody sandwich ELISA ตามวิธกีารของ Linchongsubongkoch  
and Janukij (1994)  และ Hamblin et al. (1986) 
 

Ceditest® FMDV type O   
              เปนชุดตรวจสอบสําเร็จรูปทีผ่ลิตจากหนวยงาน CEDI diagnostic B.V. ประเทศเนเธอรแลนด 
ใชตรวจหาแอนติบอดีตอสวน structural protein ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยไทปโอในตวัอยางซีรัมสัตว
เทานัน้ โดยวิธ ีblocking ELISA ข้ันตอนและวิธีการตรวจสอบดําเนนิการตามคูมือของผูผลิต  
 

Competitive  Enzyme Linked Immunosorbent Assay (C-ELISA)  
                เปนการตรวจแอนติบอดีตอสวนที่เปน structural protein ของไวรัสโรคปากและเทาเปอย (SP 
FMDV) ในตัวอยางซีรัมสัตว วิธีการโดย coat rabbit trapping antibody ลงบน ELISA plate เก็บคางคืนที่      
4 °C หรือ 37 °C นาน 1 ชัว่โมง ลางดวย PBS เติม inactivated FMD antigen ที่ถูกเจือจางดวย blocking 
diluent ลงในเพลทที่ coat ไวแลว  เขยาที ่37 °C นาน 1 ชั่วโมง ลางดวย PBS  ทําการเจือจาง control serum 
(strong positive control serum, weak positive control serum  และ negative control serum) และตัวอยาง
ซีรัมทดสอบดวย blocking diluent ในเพลทโดยใชอัตราสวน 1 ตอ 5 แลวเติมสารละลาย  guinea pig 
detecting  antibody   ในปริมาตรที่เทากัน  เขยาที ่ 37 °C  นาน  1  ชั่วโมง   ลางดวย  PBS   เติมสารละลาย 
 
______________________________________________ 
®commercial kit 
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horseradish peroxidase conjugate เขยาที ่ 37 °C  นาน 1 ชั่วโมง ลางดวย PBS  เติมสารละลาย 
substrate/chromogen  ที่มี TMB (tetramethylbenzidine) และ phosphate citrate buffer  เปนสวนประกอบ 
ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง 20 นาท ีจากนัน้เติม 1M H2SO4 เพื่อหยุดปฏิกิริยาของ substrate นาํไปอานคา OD ที ่
wavelength  450 nm. โดยใชเครื่อง ELISA reader แลวนาํคา OD ที่ไดไปหาคา  percent inhibition (PI) โดย
คา PI ของตัวอยางซีรัมทีน่อยกวา 40% อานผลเปน negative นัน้หมายถงึตัวอยางซีรัมไมมีแอนติบอดีตอไวรัส
โรคปากและเทาเปอย และคา PI ของตัวอยางซีรัมมากกวาหรือเทากับ 40% อานผลเปน positive หมายถงึ
ตัวอยางซีรัมมแีอนติบอดีตอไวรัสโรคปากและเทาเปอย         
 

Blocking diluent  
คัดเลือกชนิดของ blocking diluent ที่จะนํามาใชในการทดสอบ C-ELISA เพื่อลดปญหาการ

เกิด non specific binding ในกระบวนการตรวจสอบทาง ELISA technique และสามารถตรวจแยกสัตวที่ไมมี
แอนติบอดีออกจากสัตวที่มแีอนติบอดีตอไวรัสโรคปากและเทาเปอยไดอยางชัดเจน   โดยทาํการคัดเลือกจาก 
blocking diluent  จาก 3 ชนิดคือชนิดที่ 1 ประกอบดวย phosphate buffer saline tween 20 (PBST) และ 
5% skim milk ชนิดที่ 2 ประกอบดวย PBST,  5% skim milk และ 10% horse serum  และชนิดที่ 3 
ประกอบดวย PBST ,5% skim milk และ 10% normal rabbit serum 

 

ผล 
 

ผลการคัดเลอืก blocking diluent  
              blocking diluent ทั้ง 3 ชนิดถูกนํามาใชในวิธี C-ELISA เพื่อคัดเลือก blocking diluent ที่
เหมาะสมที่สุด โดยทําการทดสอบกับตัวอยางที่เปน negative sera (ซีรัมจากโคที่ไมไดรับการฉีดวัคซีนและ   
ไมติดเชื้อ) และ positive sera (ซีรัมจากโคที่ไดรับการฉีดวัคซีนและจากโคที่ไดรับการติดเชื้อไวรัสโรคปากและ
เทาเปอย) พบวา blocking diluent ที่ประกอบดวย PBST, 5% skim milk  และ 10% normal rabbit serum 
สามารถตรวจแยกสัตวที่ไมมีแอนติบอดีออกจากสัตวที่มีแอนติบอดีตอไวรัสโรคปากและเทาเปอยไดอยาง
ชัดเจนและ สามารถลดปญหาการเกิด non specific binding ในขบวนการตรวจสอบทาง ELISA technique  
(ไมแสดงขอมูล) 
 

ผลการทดสอบหา Cut off value ของวธิีทดสอบ  
   การทดสอบหาคา percent inhibition (PI) ที่เหมาะสมเพื่อใชเปน cut off value ของวิธี
ทดสอบโดยอาศัยการตรวจหาแอนติบอดีตอไวรัสโรคปากและเทาเปอยในซีรัมจากโคที่ไมไดรับการฉีดวัคซีน
และไมติดเชื้อ จํานวน 80 ตัวอยาง โดยวิธี C-ELISA และเจือจางตัวอยางซีรัมดวย blocking diluent ใน
อัตราสวน 1:5 จากผลการทดสอบเมื่อนําคา PI ของแตละไทปมาหาคาเฉลี่ย (mean) และคาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (standard deviation หรือ SD)  พบวาไทปโอ  เอ  และเอเชียวันเทากับ 10.7%±8.41, 9.86%±9.43  



Thai-NIAH eJournal : ISSN 1905-5048, http://www.dld.go.th/niah, V3 N1 (May – August 2008) 
____________________________________________________________________________________________ 

44

 
และ 1.88%±4.73 ตามลําดับ  ดังแสดงในรูปที่ 1, 2 และ 3  ตามลําดับ    ซึ่งสามารถคํานวณ cut off value ได
จากผลรวมของคาเฉลี่ยกับคาสามเทาของคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (3SD) พบวาไทปโอ เอ และเอเชียวันเทากับ 
35.93%, 38.09% และ 16.07% ตามลําดับ แตเพื่อความมั่นใจในผลการทดสอบวามีความจําเพาะที่สูง (high 
specificity) ทั้ง 3 ไทป จึงไดกําหนด cut off value ทั้ง 3 ไทป เทากับ 40% จาก cut off value ดังกลาวเมื่อ
ทดสอบตัวอยางที่เปน negative sera จะไดคาความจําเพาะ (specificity) เทากับ 100% ทั้ง 3 ไทป และใหผล
สอดคลองกับการทดสอบ LP ELISA และ Cedi FMDV type O ดังแสดงในตารางที่ 1,2 และ 3  ตามลําดับ  
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รูปที่ 1   แสดงการกระจายตวัของคา PI ในไทปโอ โดยวธิี  C-ELISA  

จากซีรัมโคที่ไมไดรับการฉีดวัคซีนและไมติดเชื้อ 
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X = arithmetic mean of PI by C-ELISA 
± = sample standard deviation 
n = number of serum sample 

 
รูปที่ 2 แสดงการกระจายตัวของคา PI ในไทปเอ โดยวิธ ี C-ELISA  

จากซีรัมโคที่ไมไดรับการฉีดวัคซีนและไมติดเชื้อ 
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X = 1.89 ± 4.73

X = arithmetic mean of PI by C-ELISA 
± = sample standard deviation 
n = number of serum sample 

 

รูปที่ 3   แสดงการกระจายตวัของคา PI ในไทปเอเชยีวนั โดยวิธ ี C-ELISA  
จากซีรัมโคที่ไมไดรับการฉีดวัคซีนและไมติดเชื้อ 

 
 
ผลความสัมพันธของวธิทีดสอบ C-ELISA กับ LP ELISA และ Cedi FMDV type O  
  ทําการศึกษาความสัมพันธของทั้ง 3 วธิทีดสอบในตัวอยางซีรัมจากโคที่ไดรับการฉีดวัคซีนและ
ซีรัมจากโคที่ไดรับการติดเชื้อไวรัสโรคปากและเทาเปอย พบวาซีรัมจากโคที่ไดรับการฉีดวัคซนีจํานวน 158 
ตัวอยาง วิธีทดสอบ LP ELISA ใหผลบวก (LP ELISA titre มากกวา 40) ในไทปโอ เอ และเอเชียวนัเทากับ 
125, 149 และ 150 ตัวอยางตามลําดับ วิธีทดสอบ CediFMDV type O ใหผลบวกในไทปโอเทากับ 130 
ตัวอยาง และวิธีทดสอบ C-ELISA ใหผลบวก (cut off value เทากบั 40%) ในไทปโอ เอและเอเชียวนัเทากบั 
121, 124 และ 121 ตัวอยางตามลําดบั จากผลการทดสอบสามารถหาคาความสัมพนัธของวิธีทดสอบ C-
ELISA และ LP ELISA ตอความไวในการทดสอบตัวอยางที่เปน positive sera (คา relative sensitivity) ในไทป
โอ เอและเอเชียวนัเทากับ 96.8%,83.2% และ 80.6% ตามลําดับและความสัมพันธของวิธทีดสอบ C-ELISA 
และ Cedi FMDV type O ในไทปโอ เทากับ 93% ดังแสดงในตารางที่ 1, 2 และ 3 ตามลําดับ และเมื่อทาํการ
ทดสอบกับซีรัมจากโคที่ไดรับการติดเชื้อจาํนวน 120 ตัวอยาง พบวาวิธทีดสอบ LP ELISA ใหผลบวก           
(LP ELISA titre มากกวา 40) ในไทปโอ เอและเอเชยีวันเทากับ 119, 119 และ 120 ตัวอยางตามลําดับ วธิี
ทดสอบ Cedi FMDV type O ใหผลบวกในไทปโอเทากับ 119 ตัวอยาง และวิธทีดสอบ C-ELISA ใหผลบวก 
(cut off value เทากับ 40 ) ในไทปโอ เอและเอเชียวนัเทากบั 119,120 และ 117 ตัวอยางตามลาํดับ จากผล
การทดสอบสามารถหาคาความสัมพนัธของวิธทีดสอบ C-ELISA และ LP ELISA ตอความไวในการทดสอบ
ตัวอยางที่เปน positive sera (คา relative sensitivity) ในไทปโอ เอและเอเชียวนัเทากบั 100%,  100% และ  
97.5%  ตามลําดับและความสัมพันธของวิธทีดสอบ  C-ELISA และ Cedi FMDV type O ในไทปโอ เทากบั 
100% ดังแสดงในตารางที่ 1, 2 และ 3 ตามลําดับ 



Thai-NIAH eJournal : ISSN 1905-5048, http://www.dld.go.th/niah, V3 N1 (May – August 2008) 
____________________________________________________________________________________________ 

46

 
ตารางที่ 1   แสดงผลการตรวจหาแอนตบิอดีตอไวรัสโรคปากและเทาเปอยไทปโอ โดยวิธ ีC-ELISA, LP ELISA  

       และ CediFMDV type O จากซีรัมโคที่ไมไดรับการฉีดวัคซีนและไมติดเชื้อ โคทีไ่ดรับการ 
       ฉีดวัคซนีและโคที่ไดรับการติดเชื้อ  

 
C-ELISA type O  

result relative sensitivity*  

sample 
No. 
of 

sample 

No.of positive 
sample by 

Cedi FMDV 
type O result 

No.of sample 
antibody titre 
>40  by LP 

ELISA type O positive negative 
C-ELISA 

and 
LP ELISA 

C-ELISA 
and 

CediFMDV 
type O 

1. non vaccinated and  80 0 0 0 80 0 0 
   uninfected  cattle serum        
2. vaccinated cattle serum 158 130 125 121 37 96.8 93 
        
3. infected cattle serum 120 119 119 119 1 100 100 
        

relative sensitivity *  = number of sera positive in C-ELISA *100 / number of sera positive in LP ELISA or Cedi  
                                      FMDV  type O   
 
 
ตารางที่ 2   แสดงผลการตรวจหาแอนตบิอดีตอไวรัสโรคปากและเทาเปอยไทปเอ โดยวิธ ีC-ELISA และ  
                   LP ELISA  จากซีรัมโคที่ไมไดรับการฉีดวัคซีนและไมติดเชื้อ  โคที่ไดรับการฉีดวัคซีนและโค 
                   ที่ไดรับการติดเชื้อ  
 

C-ELISA type A  result 

sample 
No. 

of sample 

No.of sample 
antibody titre 
>40  by LP 

ELISA type A 
positive negative 

relative sensitivity* 
C-ELISA and LP ELISA 

 

1. non vaccinated and  80 0 0 80 0 
   uninfected  cattle serum      
2. vaccinated cattle serum 158 149 124 34 83.2 
      
3. infected cattle serum 120 119 120 0 100 
      

 relative sensitivity *  = number of sera positive in C-ELISA*100  / number of sera positive in LP ELISA  
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ตารางที่ 3   แสดงผลการตรวจหาแอนตบิอดีตอไวรัสโรคปากและเทาเปอยไทปเอเชียวนั โดยวิธ ีC-ELISA และ  
                   LP ELISA จากซีรัมโคที่ไมไดรับการฉีดวัคซนีและไมติดเชื้อ โคที่ไดรับการฉีดวัคซีนและโค 
                   ที่ไดรับการติดเชื้อ 
 

C-ELISA type AS1  result 

sample No. 
of sample 

No.of sample 
antibody titre 
>40  by LP 
ELISA type 

AS1 

positive negative 

relative sensitivity* 
C-ELISA and LP ELISA 

 

1. non vaccinated and  80 0 0 80 0 
   uninfected  cattle serum      
2. vaccinated cattle serum 158 150 121 37 80.6 
      
3. infected cattle serum 120 120 117 3 97.5 
      

relative sensitivity *  = number of sera positive in C-ELISA*100  / number of sera positive in LP ELISA 
 
 

วิจารณ 
  
        จากการคัดเลือก blocking diluent จากทัง้ 3 ชนิดนัน้ blocking diluent ทีม่ีสวนประกอบของ 
PBST, 5% skim milk และ 10% normal rabbit serum สามารถลดปญหาการเกิด non specific binding ใน
ขบวนการตรวจสอบทาง ELISA technique และสามารถตรวจแยก positive และ negative serum ไดอยาง
ชัดเจนเมื่อเทยีบกับ   blocking   diluent   ชนิดอื่น  ซึง่ใหผลสอดคลองกับผลการศึกษาของ    Mackay  et  al. 
(2001) ที่ไดพฒันาวิธทีดสอบ solid-phase competition ELISA สําหรับตรวจวัดแอนติบอดีตอไวรัสโรคปาก
และเทาเปอยขึ้นที ่Pirbright laboratory ประเทศอังกฤษ โดยใช PBST, 10%normal serum of species  และ 
5% normal rabbit serum    เปน blocking diluent         

       จากผลการทดสอบหา cut off value โดยทดสอบกับซีรัมจากโคที่ไมไดรับการฉีดวัคซีนและไมติดเชื้อ 
พบวา cut off value ทั้ง 3 ไทปเทากับ 40% ในขณะที่ผลการศึกษาของ Mackay et al.(2001)  พบวา cut off value 
เทากับ 30% โดยมีคา SD เทากับ 6% และ คา mean PI ของไทปโอ เอ และซีเทากับ 9%,10% และ 10% ตามลําดับ  
ซึ่งสาเหตุที่ผลการทดสอบมีความแตกตางกันอาจเนื่องมาจากสารตรวจสอบที่ใชมีความแตกตางกันนั้นคือ  
การศึกษาของ Mackay et al.(2001)  ใช purified FMD antigen ซึ่งมีความคงตัวและความจําเพาะที่สูงกวาทํา
ใหคา SD ที่ไดนอยกวาและไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ใชเปนไทป O1BFS 1860, A22IRQ 24/64 และ C1 ซึ่ง
เปนคนละ subtype กับการศึกษาครั้งนี้   
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     เมื่อหาคาความสัมพนัธดานความจาํเพาะ (relative specificity) และ ความไว (relative 

sensitivity)  ของวิธทีดสอบ C-ELISA กับวิธี LP ELISA และ Ceditest® FMDV type O โดยทดสอบกับตัวอยาง
ที่เปน negative sera และ positive sera พบวาซีรัมจากโคที่ไมไดรับการฉีดวัคซีนและไมติดเชื้อทั้ง 3 วิธี
ทดสอบใหผลตรงกันทุกตัวอยาง (คา relative specificity เทากบั 100%) นัน้คือทัง้ 3 วธิีทดสอบยงัให
ความจาํเพาะที่สูงและใหผลการทดสอบทีค่วามสัมพันธกัน  และผลการทดสอบซีรัมจากโคที่ไดรับการฉีดวัคซนี
และโคที่ไดรับการติดเชื้อ พบวาซีรัมจากโคที่ไดรับการติดเชื้อทั้ง 3 วธิีทดสอบมีคาความสัมพันธดานความไวที่
สูง (high relative sensitivity) ซึ่งสอดคลองกับคา antibody titre ของวิธทีดสอบ LP ELISA ที่พบวาโดย
สวนมากมีคา antibody titre มากกวา 160 ทั้ง 3 ไทป ในขณะที่คา relative sensitivity ของวิธีทดสอบ C-ELISA 
และ LP ELISA ไทปโอ เอ และเอเชยีวนัในกลุมตัวอยางซีรัมจากโคที่ไดรับการฉดีวัคซนี พบวาใหคา relative 
sensitivity ไมสูงมากโดยเฉพาะไทปเอและเอเชยีวนั  ซึง่เมื่อดูขอมูลคา antibody titre ของวิธทีดสอบ LP ELISA 
ของตัวอยางซรัีมพบวาตัวอยางที่มีคา antibody  titre   มากกวา 160 จะใหผลบวกตอวิธ ีC-ELISA ในขณะที ่
antibody titre อยูระหวาง 40-80 ใหทัง้ผลบวกและลบตอวิธีทดสอบ C-ELISA สาเหตุอาจเนื่องมาจาก         
คา antibody titre ของวิธีทดสอบ LP ELISA มีโอกาสแตกตางกนัได 1 ถึง 2 fold dilution ทั้ง 3 ไทป (ขอมูล
ไมไดเผยแพร)  ซึ่งสัมพนัธกบัผลการศึกษาของ Mackay et al. (2001)  ที่พบวาวิธทีดสอบ LP ELISA บางครั้ง
ใหผลการทดสอบที่ไมแนนอนโดยเฉพาะตัวอยางทีเ่ปน low positive sera และ negative sera    เนื่องมาจาก
ปญหาการเกิด non specific binding reaction  ในกระบวนการตรวจสอบทาง ELISA technique ของวิธ ีLP ELISA 
และจากคา relative sensitivity ระหวางวิธี C-ELISA และ Cedi FMDV type O ที่ใหผลตํ่ากวาคา relative 
sensitivity ของวิธทีดสอบ C-ELISA และ LP ELISA อาจเนื่องมาจาก antigen ของ FMDV subtype ไทปโอ
ของวิธ ีC-ELISA เปน subtype เดียวกนักับวิธทีดสอบ LP ELISA แตเปนคนละ subtype กับวิธี  Cedi FMDV 
type O ทําใหปฏิกิริยา binding reaction มีความแตกตางกนัดวย 
                    การพัฒนาการตรวจหาแอนติบอดีตอไวรัสโรคปากและเทาเปอยโดยวิธ ี  Competitive  Enzyme 
Linked Immunosorbent Assay (C-ELISA) บรรลุตามจุดประสงคที่ตองการพัฒนาวิธกีารทดสอบทีม่ี
ประสิทธิภาพในดานความไว ความจําเพาะ และลดปญหาดาน non specific binding reaction ในขบวนการ
ตรวจสอบทาง ELISA technique และสามารถใชเปนวิธมีาตรฐานในการตรวจสอบโรคปากและเทาเปอยใน
ตัวอยางซีรัมสัตว แตทัง้นี้ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถงึความไวของวิธทีดสอบโดยทําการศึกษากับจํานวนตัวอยาง
ที่มากขึ้นเพื่อใหเกิดความมัน่ใจกอนนาํไปใชงาน และทดสอบในตัวอยางสัตวชนดิอื่นโดยเฉพาะสุกร และควร
ไดรับการพัฒนาสารตรวจสอบที่ใชในขบวนการทดสอบโดยเฉพาะ antigen ใหเปน concentrated FMDV 
antigen หรือ purify 146S FMDV antigen เพื่อใหเกิดความคงตัวของสารและอายุในการเกบ็รักษายาวนาน
โดยที่คุณสมบัติตอปฏิกิริยาทาง ELISA ไมเปลี่ยนแปลงและขจัดปญหา cross reaction  ระหวางไทป  
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สรุป 

 
              วิธีทดสอบ Competitive  Enzyme Linked Immunosorbent Assay (C-ELISA) ที่ได
พัฒนาขึ้นเพื่อตรวจหาแอนติบอดีตอไวรัสโรคปากและเทาเปอยไทปโอ เอ และ เอเชียวนั ในตัวอยางซีรัมสัตวให
ความจาํเพาะและความไวทีสู่ง   และสามารถตรวจแยก positive และ negative serum ไดอยางชัดเจน  และ
ใหผลการทดสอบที่สัมพนัธกบัวิธีทดสอบ LP ELISA และ Cedi FMDV type O นั้นคือวิธทีดสอบ C-ELISA 
ใหผลเปนทีน่าพอใจ ซึ่งกอนการนําไปใชควรมีการศึกษาถงึความไวเพิ่มเติมในสัตวชนิดอืน่ และเพิ่มจาํนวน
ตัวอยางทดสอบเพื่อใหเกิดความมัน่ใจในวิธีทดสอบ และควรไดรับการพัฒนาสารตรวจสอบใหมีประสิทธิภาพ  
และคงตัวมากขึ้น 

 
กิตติกรรมประกาศ 

 
     ขอขอบคุณนางสาวกฤตยา สุนทร และนางสาวโสภา  สิงคลีบุตร เจาหนาที่ของศูนยอางองิโรคปากและ

เทาเปอย ภูมภิาคเอเชียตะวันออกเฉยีงใต ที่ไดใหความชวยเหลือในการเตรียมสารตรวจสอบและจัดหาตวัอยาง
ทดสอบและขอขอบคุณเจาหนาทีท่ี่เกีย่วของทุกทานที่ใหความชวยเหลือ ในการดําเนนิการทดสอบและศึกษา
คร้ังนี้จนบรรลผุลสําเร็จ 
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Abstract 
 

                       A competitive enzyme linked immunosorbent assay (C-ELISA) for the detection of 
antibody against foot and mouth disease virus in 358 cattle sera was developed. Reagents used 
were polyclonal antisera and inactivated antigen developed in the country. Samples from non-
vaccinated and uninfected, vaccinated, and infected animals were used and validated by 
comparing with liquid phase blocking ELISA (LP ELISA) and Cedi FMDV type O test. Animal 
sample sera were diluted 1:5  and  phosphate buffer saline 5% skim milk and 10% normal rabbit 
serum was used as a blocking diluent, and the inhibition reaction was cut off at 40%.   The results 
showed a high specificity for non-vaccinated and uninfected animal serum samples (100%) and a 
high relative sensitivity with LP-ELISA and Cedi FMDV type O test for vaccinated and infected 
animal serum samples.   In conclusion, C-ELISA can be used to differentiate naive animals from 
immunized animals 
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