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บทคัดยอ 

ชุดตรวจ Indirect ELISA PEDV KU1 ไดพัฒนาขึ้นเพ่ือใชตรวจหาแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสพีอีดีวีในสุกร จากตัวอยางนม

น้ําเหลืองของแมสุกร  โดยเตรียมแอนติเจนจากเชื้อไวรัสสายพันธุ TRUNG 1/38 ที่แยกไดจากการระบาดในประเทศไทย จากการ

ทดสอบดวยวิธี checker board titration ของแอนติเจนจากเชื้อท่ีเตรียมไดกับแอนติบอดีมาตรฐานที่ใหผลบวกทั้งสวนที่จําเพาะ

ตออิมมูโนโกลบุลิน จี (IgG) และอิมมูโนโกลบุลิน เอ (IgA) จะสามารถเคลือบแอนติเจนไดอัตราสวนเทากับ 1:320 และอัตราสวนการ

เจือจางแอนติบอดีท่ีอัตราสวน 1:40 เมื่อนํามาทดสอบเพื่อหาจุดตัด (cut off point) ของชุดตรวจท่ีพัฒนาข้ึน โดยใชตัวอยางนม

น้ําเหลืองของแมสุกรจากฟารมปลอดเช้ือ (PEDV negative farm) จํานวน 100 ตัวอยาง และตัวอยางจากฟารมที่ผานการไดรับเช้ืออยู

ในฝูง 2-3 สัปดาห (Positive farm) จํานวน 100 ตัวอยาง (n=200) พบวาทั้งแอนติบอดีสวนท่ีจําเพาะตอ IgG และ IgA จะไดคาเทากัน

คือ ทีจุ่ดตัด ของ S/P ratio = 0.4 และเมื่อนําชุดตรวจมาประเมินเปรียบเทียบกับวิธี IFA พบวา การทดสอบแอนติบอดีสวนที่จําเพาะ

ตอ IgG จะไดคาความไว เทากับ 90.56 เปอรเซนต คาความจําเพาะ เทากับ 100 เปอรเซนต และคาการยอมรับทางสถิติ เทากับ 0.905  

สวนแอนติบอดีจําเพาะตอ IgA จะไดคาความไว เทากับ 87.96 เปอรเซนต คาความจําเพาะ เทากับ 100 เปอรเซนต และคาการยอมรับ

ทางสถิติ เทากับ 0.879 วา ดังนั้น วิธี Indirect ELISA จากชุดตรวจ PED KU1 จึงสามารถนํามาใชแทนวิธี IFA ได จึงเปนทางเลือกหนึ่ง

ในการนํามาใชประเมนิสถานการณ การควบคุมโรคในระดับฝูงได 

 

ABSTRACT 

An Indirect ELISA PEDV KU1 was developed to detect the antibodies of porcine epidemic diarrhea virus 

(PEDV) in colostrum sample from pigs. The viral antigen was prepared from PEDV of TRUNG 1/38 strain outbreak 

in Thailand. The optimal antigen concentrations were tested with standard antibodies specific for Immunoglobulin 

G and Immunoglobulin A by checkerboard titration, selected at 1:320 and 1:40 dilution.  A total of 200 colostrum 

samples from non-infected farm (n=100) and 2-3 weeks of post infected farm (n=100) were tested for set a cut-
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off point by a two-graph receiver operating characteristics analysis, the result showed of broth antibodies 

provided a cut-off point at ≥ 0.4 = positive. This assay was validated by comparison with an indirect 

Immunofluorescence assay, the result of IgG antibodies showed that sensitivity = 90.56, specificity = 100% and 

kappa value at 0.905 and IgA antibodies provided sensitivity at 87.96%, specificity = 100% and kappa value at 

0.879. These results indicated that the PEDV ELISA KU1 may be useful for detecting of both antibodies replaced 

on IFA. It is an alternative to be used to assess the disease situation.  
 

คําสําคัญ: โรคพีอีด ี แอนติบอด ี นมน้ําเหลือง  Indirect ELISA 
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บทนํา 

Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) เปนเช้ือ

ไวรัสที่จัดอยูในกลุมของ Coronaviridae ซึ่งมีเชื้อไวรัสที่จัดอยูใน

กลุมเดียวกันน้ี ไดแก human corona virus (FCoV-229E), 

Transmissible gastroenteritis virus (TGEV), Porcine 

respiratory corona virus และ hemagglutinating 

encephalomyelitis virus (Enserink, 2003) เปนเช้ือไวรัสที่มี

สายพันธุกรรมชนิด RNA สายเดี่ยว ไวรัสชนิดน้ีกอใหเกิดความ

เสียหายในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรหลายประเทศ มีรายงาน

การเกิดโรคชนิดนี้ครั้งแรกที่ประเทศอังกฤษและเบลเยี่ยม 

(Pensaert et al., 1978) และมีรายงานการเกิดโรคน้ีในทวีป

เอเชีย คือ ประเทศจีนและญี่ปุน ไตหวัน และประเทศไทยในป 

พ.ศ. 2538 (สนอง และคณะ, 2538) ในประเทศไทยมีรูปแบบ

ของการเกิดโรค 2 ชนิด ขึ้นอยูกับชวงอายุของสุกร ชนิดแรกคือ 

โรคพีอีดี 1 จะไมทําใหลูกสุกรในชวงระยะดูดนมปวย แตจะทําให

ลูกสุกรที่อยูในชวงหยานม เปนโรคนี้ได อัตราการปวย 30% 

อัตราการตาย 10% ปจจุบันท่ีพบระบาดและกอความสูญเสีย

อยางมากคือโรคพีอีดี 2 ซึ่งสามารถเกิดไดกับสุกรทุกชวงอายุที่ไม

มีภูมิคุมกัน หรือภูมิคุมกันไมสูงพอ อัตรา การปวย 90-100% 

อัตราการตายในลูกสุกรดูดนมอาจถึง 100% ความเสียหายสวน

ใหญเกิดกับลูกสุกรไมเกิน 2-3 สัปดาห โดยมีอาการอาเจียนและ

ทองรวงอยางรวดเร็ว เกิดการอักเสบของกระเพาะอาหารและ

ลําไส  รางกายขาดน้ําอยางรุนแรงและช็อคตาย สําหรับในสุกร

ใหญจะมีอาการทองเสียและกลับเปนปกติภายใน 2-3 วัน 

ภายหลังจากการระบาดของเชื้อไวรัสชนิดนี้ ฟารมสวนใหญจะไม

พบการเกิดโรคประมาณ 2 ป หลังจากนั้นในชวงฤดูหนาวอาจพบ

สุกรเกิดอาการทองเสียบางในกลุมแมอุมทองและในสุกรสาว  ซึ่ง

เปนขอบงช้ีวาไวรัสชนิดน้ียังคงกลับมาระบาดซ้ําไดอีก (กิจจา, 

2551) ปจจุบันแนวทางการควบคุม และปองกันของการเกิดโรค

ชนิดนี้ คือการแกไขระบบการจัดการและการปองกันทางชีวภาพ 

เริ่มมีการนําวัคซีนเขามาทดลองใชกันแพรหลายมากขึ้น มีวิธีการ

ตรวจภูมิคุมกัน หลังการฉีดวัคซีน การตรวจภูมิคุมกันจาก

ตัวอยางน้ํานม เปนตัน 

น้ําเหลืองของแมสุกร จึงมีความสําคัญมากข้ึน เพ่ือ

ตองการศึกษาสภาวะ หรือวัดระดับปริมาณ IgG และ IgA ของแม

สุกรในระยะตาง ๆ เพ่ือเปนการประเมินสถานการณและควบคุม

การเกิดโรคในฟารม ซึ่งวิธีการตรวจสอบสามารถทําไดหลายวิธี

เชน วิธี SN titer และวิธี IFA เปนวิธทีี่ไดรับการยอมรับวามีความ

ถูกตองแมนยําสูง แตยังมีขอจํากัดในเรื่องการใชระยะเวลาของ

ขบวนการตรวจสอบนาน อีกทั้งหากมีตัวอยางสงในปริมาณมาก 

จะทําใหการผลการตรวจสอบมีความลาชา เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี 

ELISA ที่มีความสะดวก รวดเร็ว และสามารถตรวจตัวอยางไดครั้ง

ละปริมาณมาก แตเนื่องจากชุดตรวจสอบ ELISA ที่นําเขาจาก

ตางประเทศ (Commercial test kit) มีราคาแพง ทําใหตนทุน

การตรวจตัวอยางสูง เกษตรกรตองเสียคาตรวจราคาแพง 

รายงานครั้งนี้คณะผูวิจัย ไดผลิตชุดตรวจ Indirect ELISA ขึ้น 

เพ่ือใชศึกษาแอนติบอดีจําเพาะตอ IgG และ IgA จากตัวอยางนม

น้ําเหลืองของแมสุกรที่ไดรับเชื้อ หรือผานการฉีดวัคซีน สามารถ

นําขอมูลจากการตรวจ เปนทางแนวทางในการนํามาใชควบคุม 

และปองกันการเกิดโรคในฟารมใหมีประสิทธิภาพมากขึ้น  
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อุปกรณและวิธีการ 

ขั้นตอนการเตรียมแอนติเจน 

ใชเชื้อไวรัส PEDV TRUNG/2538 ที่แยกไดจากการ

ระบาดในประเทศไทย เปนตนแบบสําหรับเตรียมเปนแอนติเจน 

โดยเลี้ยงไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงชนิด Vero cells (ชองมาศ และ

คณะ, 2539) ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด MEM ที่มี 0.3% 

tryptose phosphate broth, 0.3% L-glutamine, 0.03% 

fetal calf serum, 5%NaHCO3 , 0.7 mg/ml เพนนิซิลิน และ 

สเตรปโตมัยซิน เลี้ยงใน flask ขนาด 175 cm2 เลี้ยงในตูบมเชื้อ

ที่อุณหภูมิ 37 °C, 5% CO2 จนครบ 3 วัน  จึงเปลี่ยนอาหารเลี้ยง

เชื้อเปนชนิด EMEM มีTPB 3% yeast extract 0.02% และ 

1:250 ของ trypsin ในความเขมขน 10µg/ml, เพนนิซิลิน และ 

สเตรปโตมัยซิน ทําการเก็บเซลลซึ่งเกิด Cytopathic effects 

ระหวาง 90-100% จากนั้นนําไปปนท่ีความเร็วรอบ 1500 rpm 

นาน 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 oC  ปนลางอีกครั้งดวย phosphate 

buffer saline pH.7.4  ละลายตะกอนเซลลดวยน้ํากลั่น ที่มี 2% 

ของ OBG (n-octyl-beta-d-glucopyranoside, Sigma, USA) 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 25 ไมโครลิตรของ 1 M Tris-

HCL pH 9 ผสมใหเขากัน นําไปแชเย็นบนน้ําแข็งนาน 30 นาที  

เมื่อครบเวลา จึงเติม 10 มิลลิลิตร ของ 0.25M NaCl แลวนําไป 

Freeze-thaw ที่อุณหภูมิ – 20 oC จากนั้นนําไปปนท่ีความเร็ว

รอบ 4000 rpm นาน 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 oC เก็บสวนใสนํามา

ผสมกับ glycerol อัตราสวน 1:1 (50% glycerol) เพ่ือใชเตรียม

เปน PEDV positive antigen นําไปเก็บที่อุณหภูมิ -80 oC 

สําหรับ Vero cells ที่ปราศจากเชื้อ จะถูกเตรียมดวยวิธีการ

เดียวกันเพ่ือใชเตรียมเปน Negative antigen (Knuchel et al., 

1992; Takikawa et al., 1996) 

การเคลือบ Viral antigen และขั้นตอนการทํา ELISA 

นํา PEDV antigen และ Vero control  มาทดสอบ

การทํา Checkerboard titration กับตัวอยางนมน้ําเหลืองของ

แมสุกรที่ ไดรับเชื้อ PEDV ใชเปนแอนติบอดีมาตรฐาน ที่มี

ความจําเพาะตอ IgG และ IgA อยางละ 1 เพลท เริ่มเจือจาง 

PEDV antigen และ Vero control จากอัตราสวน 1:10 เปน 

serial two fold dilution จนถึงอัตราสวนสุดทายคือ 1:1280 

โดย PEDV antigen  ทําการเจือจาง และเคลือบลงในหลุมของ

คอลัมนเลขคี่ คือ 1, 3, 5, 7, 9, 11 สวน Vero control เคลือบ

ลงในหลุมคอลัมนเลขคู  คือ 2, 4, 6, 8, 10, 12 ในปริมาตร 100 

ไมโครลิตรตอหลุมของ 96 well ELISA plate (MAXISORB 

NUNC, DENMARK) บมที่อุณหภูมิ 4 oC ขามคืน เมื่อครบเวลา

ทําการลางดวย PBST (PBS solution และ 0.05%Tween 20) 

แลวจึง block ดวย 5% skim milk 1 ช่ัวโมง ที่ 37o C จากนั้น

เติมตัวอยางทดสอบมาตรฐานจากนมน้ําเหลือง ที่ผานการเจือจาง

เปน Serial two fold dilution อัตราสวนเริ่มตนท่ี 1:10 จนถึง 

1:320 เติมลงในหลุมของแตละคอลัมนของเพลท นําไปบมที่

อุณหภูมิ 37 o C 1 ชั่วโมง ลาง 3 ครั้ง ดวย PBST แลวเติม 1: 

4000 ของ Goat anti swine IgG conjugated HRP (Sigma, 

USA) จํานวน 1 เพลท สวนอีก 1 เพลท เติม 1: 4000 ของ Goat 

anti swine IgA conjugated HRP (Bio-Rad, USA) ปริมาตร 

100 ไมโครลิตรตอหลุม บมที่อุณหภูมิ 37 o C นาน 1 ชั่วโมงลาง 

3 ครั้ง ดวย PBST เติมน้ํายา TMB substrate (KPL, USA) 100 

ไมโครลิตร/หลุม บมไว 10 นาทีที่อุณหภูมิหอง จึงหยุดปฏิกิริยา

ดวย 0.1% SDS นําไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 650 nm ดวยเครื่อง 

ELISA reader คํานวณผล โดยหาคาผลตางระหวางระหวาง หลุม 

PEDV antigen และหลุม Vero control เพื่อหาคา dilution ที่

เหมาะสมในการใชงาน   

การทดสอบเพื่อหาจุดตัด (Cut-off) 

นําตัวอยางนมน้ําเหลืองจากแมสุกร 200 ตัวอยาง 

แบงเปนสองกลุมคือ กลุมตัวอยางท่ีมาจากฟารมสุกรปลอดเช้ือ 

PEDV  จํานวน 100 ตัวอยาง และกลุมตัวอยางจากฟารมที่ติด

เช้ือ จํานวน 100 ตัวอยาง นํามาทดสอบกับชุดตรวจ PEDV KU1 

ที่ผานการทํา Checkerboard titration มาทําการเคลือบ PEDV 

antigen และ Vero control ดวย 0.05M carbonate buffer 

pH 9.6 ในปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุมของ 96 well ELISA 

plate (MAXISORB NUNC®) โดย PEDV antigen จะถูกเคลือบ

ในหลุมของคอลัมนที่เปนเลขคี่ สวน Vero control จะเคลือบใน

หลุมของคอลัมนท่ีเปนเลขคู บมที่อุณหภูมิ 4 oC ขามคืน จากนั้น

เจือจางตัวอยางที่ตองการทดสอบ Positive และ Negative 

control ดวย sample diluents ที่มีสวนผสมของ Vero cells  

ใน dilution plate และบมที่อุณหภูมิ 37 o C นาน 1 ชั่วโมง 

สวน ELISA coated plate ทําการลางดวย PBST (PBS 

solution และ 0.05%Tween 20) แลวจึง block ดวย 5% 

skim milk 1 ชั่วโมง ที่ 37o C เคาะ skim milk และลางสวนเกิน

ออก จึงเติมตัวอยางเจือจางลงในหลุม antigen และหลุม 

control หลุมละ 100 ไมโครลิตร สําหรับ Positive และ 
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Negative control ทํา duplicate เติมลงในหลุมของแตละ 

plate นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 oC นาน 1 ช่ัวโมง ลาง 3 ครั้ง ดวย 

PBST เติม 1: 4000 ของ Goat anti swine IgG conjugated 

HRP (Sigma®) จํานวน 1 เพลท สวนอีก 1 เพลท เติม 1: 4000 

ของ Goat anti swine IgA conjugated HRP (Bio-Rad®) 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม บมที่อุณหภูมิ 37 o C นาน 1 

ชั่วโมง  ลาง 3 ครั้ง ดวย PBST แลวเติมน้ํายา TMB substrate 

(KPL®) 100 ไมโครลิตร/หลุม บมไว 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง จึง

หยุดปฏิกิริยาดวย 0.1% SDS นําไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 650 nm 

ดวยเครื่อง ELISA reader คํานวณคา S/P ratio โดยใชคาผลตาง

ระหวางระหวางหลุม Viral antigen และหลุม Vero control /

คาเฉลี่ยผลตางของตัวอยางบวกมาตรฐาน นําผลที่ไดไปวิเคราะห 

เพ่ือหาคา Cut-off ที่เหมาะสม คาความไว และความจําเพาะตอ

สวน IgG และ IgA โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป Win episcope 2.0 

 

การทดสอบปฏิกริยาขาม (Cross reaction) ดวยวิธี Dot 

blot Assay 

 นําแอนติเจน TGE, PEDV และ Vero control ที่เจือ

จางดวย 1% BSA อัตราสวน 1:1 หยดลงบน Nitrocellulose 

membrane ทิ้งใหแหงที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที จากนั้น 

block ดวย 5% Skim milk และบมไวท่ีอุณหภูมิ 37 oC นาน 1 

ชม. เมื่อครบเวลา  นําซีรั่มกระตายทดลองกอนฉีดเชื้อ TGE (day 

0) และหลังฉีดเช้ือ TGE (day 14) และซีรั่มกระตายทดลองกอน

ฉีดเชื้อ PEDV (day 0) และหลังฉีดเชื้อ PEDV (day 14)  นํา

แอนติบอดีแตละชนิดผานการเจือจางใหเปน 8 dilutions ดวย 

sample diluents ที่มีสวนผสมของ Vero cells โดย เริ่มตนท่ี 

อัตราสวน 1:50, 100, 200, 400, 800, 1600, 3200 บมที่

อุณหภูมิ 37 oC นาน 1 ชั่วโมง นําแอนติบอดีแตละ dilution มา

ทดสอบกับแอนติเจน TGE, PEDV และ Vero control บมที ่ 

37 oC นาน 1 ชม.แลวลางดวย PBST 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที 

จากนั้นเติม goat anti rabbit IgG (HRP rabeled) ท่ีเจือจาง

ดวย PBS อัตราสวน 1:500 นําไปบมที่ 37 oC นาน 1 ชั่วโมง 

ครบเวลาแลวลาง 5 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที ดวย PBS แลวจึงเติม 

DAB substrate solution (3, 3’-Diamino Benzidine, Sigma 

Aldrich, USA) บมที่อุณหภูมิหอง นาน 15-20 นาที จากนั้นลาง

ดวยน้ําปะปา แลวตรวจสอบผลการทดสอบของแอนติบอดีในแต

ละ dilution พรอมบันทกึผล 

การประเมินประสิทธิภาพของงชุดตรวจกับวิธี อิมมูนโนฟลูออ

เรสเซนส (Immunofluorescence; IFA) 

ตัวอยางนมน้ําเหลืองแมสุกร จํานวน 159 ตัวอยาง ท่ี

ผานการทดสอบดวยวิธี Indirect ELISA ท่ีพัฒนาข้ึน มาทดสอบ

ดวย IFA โดยมีวิธีการอยางยอคือ เลี้ยงไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยง

ชนิด Vero cells ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด MEM ที่มี 0.3% 

tryptose phosphate broth, 0.3% L-glutamine,0.03% 

fetal calf serum , 5%NaHCO3 , 0.7 mg/ml ของเพนนิซิลิน

และสเตรปโตมัยซิน เลี้ยงในไมโครเพลท ชนิด 96 หลุม บมที่

อุณหภูมิ 37°C ที่มี 5% CO2 จนครบ 3 วัน  จึงเปลี่ยนอาหารเลี้ยง

เชื้อเปนชนิด EMEM ท่ีมี TPB 3% yeast extract 0.02% และ 

1:250 ของ trypsin และเพนนิซิลินและและสเตรปโตมัยซินที่

ระดับความเขมขน 10µg/ml เลี้ยงเช้ือไวรัสจนเกิด cytopathic 

effects ระหวาง 80-90% จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเช้ือทิ้ง ลางดวย 

PBS 1 ครั้ง แลวเติม 4% paraformaldehydes ลงในทุกหลุม ๆ

ละ 100 ไมโครลิตร บมไวที่อุณหภูมิ 37 oC นาน 12-14 ชั่วโมง 

จากนั้นลางดวย PBS 1 ครั้ง เติม 0.5% saponin ในปริมาตร 

100 ไมโครลิตรทุกหลุม บมไวที่อุณหภูมิ 37°C นาน 15 นาที 

ลางดวย PBS 1 ครั้ง แลว block ดวย 2% BSA ในปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ทุกหลุม บมที่ 37°C นาน 30 นาที ลางดวย PBS 1 

ครั้ง จากนั้นเติมตัวอยางนมน้ําเหลืองสุกรที่ผานการเจือจางเริ่ม

จาก 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640 และ 1: 

1280 ลงในหลุม ๆ ละ 1 dilution บมที่ 37 oC นาน 1 ชั่วโมง 

เมือ่ครบเวลาแลวลางดวย PBS 3 ครั้ง ๆ ละ 5 นาที จึงเติม goat 

anti swine IgG/IgA (FITC) ลงในทุกหลุม ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร บม 37 oC นาน 1 ชั่วโมง แลวลางดวย PBS 3 ครั้ง ๆ 

ละ 5 นาที จากนั้นนําไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน และบันทึก

ผล นําผลที่ไดไปเปรียบเทียบกับวิธี ELISA ท่ีพัฒนาขึ้น เพ่ือหาคา

ความไว ความจําเพาะ และคาการยอมรับทางสถิติ (kappa 

value) เพ่ือนําไปใชงานตอไป 
 

ผลการทดลอง 

ผลการทํา Checkerboard titration 

ผลการทํา Checkerboard titration ของ PEDV 

antigen ที่เตรียมได เมื่อนํามาทดสอบแอนติบอดีจําเพาะตอสวน

ของ IgG และ IgA จากตัวอยางจากนมน้ําเหลืองของแมสุกรท่ี

ไดรับเช้ือ PEDV พบวา ไดอัตราสวนของการเคลือบแอนติเจน 
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และการเจือจางแอนติบอดีท่ีเหมาะสม พบการปนเปอนจาก 

nonspecific background จากโปรตีนอ่ืน ๆ ในหลุม Vero 

control ไดนอย และจากการทดสอบแอนติบอดีจําเพาะทั้งสวน 

IgG และ IgA จะไดคาอัตราสวนในการเจือจางทั้งแอนติเจนและ

แอนติบอดีที่เทากัน โดยแอนติเจนสามารถเจือจางไดท่ีอัตราสวน 

1:320 และสามารถเจือจางแอนติบอดีไดที่อัตราสวน 1:40 

แตกตางเพียงการทดสอบกับแอนติบอดีจําเพาะตอ IgA ที่จะ

ใหผลความจําเพาะสูงกวา ซึ่งในแตละ dilution จะเกิด 

Nonspecific background นอยกวาสวนแอนติบอดีจําเพาะตอ 

IgG (ไมไดแสดงผล) 

ผลการทดสอบหาจุดตัด (Cut-off) 

 การทดสอบดวยวิธี Indirect ELISA ของชุดตรวจ 

PEDV KU1 จากกลุมตัวอยางลบ จํานวน 100 ตัวอยาง และกลุม

ตัวอยางบวก จํานวน 100 ตัวอยาง พบวา สามารถแยกกลุม

ตัวอยางที่ไมมีแอนติบอดีตอเชื้อ PEDV (กลุมลบ) ออกจากกลุมที่

มีแอนติบอดีตอเชื้อ PEDV (กลุมบวก) ได และเมื่อนําคา S/P 

ratio ที่คํานวณไดมาวิเคราะหหาคาความไวและความจําเพาะ จะ

ไดคาความไวท่ี 89% และไดคาความจําเพาะที่ 100% ทําใหได

จุดตัด (Cut-off) ที่ S/P ratio ที่ 0.4 (รูปที่ 1 และ 2) 

 
 

รูปที่ 1 จุดตัด (cut off point) ของเสน sensitivity; Se (สีน้ําเงิน) และเสน Specificity; Sp (สีแดง) ของชุดตรวจ indirect 

ELISA KU1 จากตัวอยางนมน้ําเหลืองของแมสุกรจํานวน 200 ตัวอยาง ท่ีผานการทดสอบความจําเพาะตอแอนติบอดีสวน 

IgG เปรียบเทียบกับวิธ ีIFA ไดจุดตัด (cut off point) = 0.4 (วิเคราะหจาก TG-ROC analysis excel program)  
 

 
 

รูปที่ 2 จุดตัด (cut off point) ของเสน sensitivity; Se (สีน้ําเงิน) และเสน Specificity; Sp (สีแดง) ของชุดตรวจ indirect 

ELISA KU1 จากตัวอยางนมน้ําเหลืองของแมสุกรจํานวน 200 ตัวอยาง ท่ีผานการทดสอบความจําเพาะตอแอนติบอดีสวน 

IgA เปรียบเทียบกับวิธ ีIFA ไดจุดตัด (cut off point) = 0.4 (วิเคราะหจาก TG-ROC analysis excel program 
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ผลการทดสอบปฏิกริยาขาม (Cross reaction) ดวยวิธี Dot 

blot assay 

ผลการทดสอบ Cross reaction เมื่อนําแอนติบอดีตอ

เชื้อ TGE จากซีรั่มกระตายกอนฉีด (day 0) และหลังฉีด (day 

14) มาทดสอบกับแอนติเจน TGE, PEDV และ Vero พบวาซีรั่ม

กระตายกอนฉีดเช้ือที่ไมมีแอนติบอดีตอเช้ือ TGE จะใหผลลบบน 

dot ของแอนติเจนทุกชนิด (รูปท่ี 3A) สวนผลการทดสอบ

แอนติบอดีจากกระตายที่ทดลองฉีดเช้ือ TGE (day 14) พบวาให

ผลบวกจําเพาะตอแอนติเจน TGE ซึ่งติดสีเขมสวน แอนติเจน 

PEDV และ Vero control จะติดสีจางกวา สามารถแยกได

ชัดเจน ไดตั้งแตระดับไตเตอร 1:50 ถึง 1:3200 (รูปที่ 3B) 

นอกจากน้ีผลการทดสอบ Cross reaction จากซีรั่ม

กระตายที่ฉีดเชื้อ PEDV ท้ังกอนฉีด (day 0) และหลังฉีดเชื้อ 

(day 14) เมื่อนํามาทดสอบกับแอนติเจน TGE, PEDV และ Vero 

control พบวา ซีรั่มกระตายกอนฉีดเช้ือ จะใหผลลบตอ

แอนติเจนท้ังสองชนิด และใหผลลบตอ Vero control (รูปท่ี 3C) 

สวนแอนติบอดีจากซีรั่มกระตายหลังฉีดเช้ือ PEDV (day 14) จะ

ใหผลบวกตอแอนติเจน PEDV โดยจะติดสีเขม สามารถทํา

ปฏิกริยาบนแอนติเจน PEDV แยกจากแอนติเจน TGE และ 

Vero control ไดอยางชัดเจน โดยสามารถอานคาไตเตอรไดถึง

อัตราสวน 1:3200 (รูปที่ 3D)  

 

                    TGE  PED VERO TGE  PED VERO  TGE   PED  VERO  TGE  PED  VERO 

 
(A)               (B)                 (C)              (D) 

รูปที่ 3 ผลการทดสอบปฏิกริยาขาม (Cross reaction) ดวยวิธี Dot blot assay ของ แอนติบอดีจําเพาะตอ TGE และ PEDV 

ทดสอบกับแอนติเจนTGE, PEDV และ Vero control โดย 

A= Rabbit anti TGE กอนฉีด (day 0)  B= Rabbit anti TGE หลังฉีด (day 14) 

C= Rabbit anti PEDV กอนฉีด (day 0  D= Rabbit anti PEDV หลังฉีด (day 14) 
 

ผลการประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจ PEDV ELISA KU1 

กับวิธี IFA  

 ผลการทดสอบเปรียบเทียบแอนติบอดีจําเพาะตอ IgG 

และ IgA ของชุดตรวจ PEDV ELISA KU1 กับวิธี IFA ทดสอบ

จากตัวอยาง จํานวน 159 ตัวอยาง พบวาผลการทดสอบ

แอนติบอดีจําเพาะตอ IgG ที่ใหผลบวกเหมือนกันท้ังสองวิธ ี

(True positive; TP) มีจํานวน 96 ตัวอยาง ตัวอยางท่ีใหผลลบ

เหมือน (True negative; TN) จํานวน 53 ตัวอยาง มีบาง

ตัวอยางที่ใหผลลวงเปนลบ (False negative; FN ) จํานวน 10 

ตัวอยาง และไมพบตัวอยาง ท่ี ใหผลลวงเปนบวก (False 

positive; FP) เมื่อนําผลที่ไดมาวิเคราะหเปรียบเทียบทางสถิติ 

จะไดคาความไว เทากับ 90.56% คาความจําเพาะ เทากับ 

100% และคาการยอมรับทางสถิติ เทากับ 0.905 สําหรับผลการ

ทดสอบเปรียบเทียบแอนติบอดีจําเพาะตอ IgA ของทั้งสองวิธี มี

ตัวอยางที่ใหผลบวกเหมือน จํานวน 95 ตัวอยาง ตัวอยางท่ีใหผล

ลวงเปนบวก จํานวน 13 ตัวอยาง ตัวอยางที่ใหผลลบเหมือนกัน 

จํานวน 51 ตัวอยาง และไมพบวามีตัวยางที่ใหผลลวงเปนลบ เมือ่

นําผลที่ไดมาวิเคราะหเปรียบเทียบทางสถิติ จะไดคาความไว 

เทากับ 87.96 % คาความจําเพาะ เทากับ 100 % และคาการ

ยอมรับทางสถิติ เทากับ 0.879 (ตารางที่ 1) 
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ตารางที่ 1 แสดงผลเปรียบเทียบระหวางชุดตรวจ PEDV ELISA KU1 ทดสอบความจําเพาะตอแอนติบอดีสวน IgG/IgA กับวิธ ี

immunofluorescence assay 

IFA Total tested PEDV ELISA KU1 (IgG) PEDV ELISA KU1 (IgA) 

positive Negative positive Negative 

Positive 96 10 95 13 

Negative 0 53 0 51 

Sensitivity of PEDV ELISA KU1 (IgG) 90.56% 

Specificity of PEDV ELISA KU1 (IgG) 100% 

Kappa value (IgG) 0.905 

Sensitivity of PEDV ELISA KU1 (IgA) 87.96% 

Specificity of PEDV ELISA KU1 (IgA) 100% 

Kappa value (IgA) 0.879 
 

การศึกษาเปรียบเทียบความสัมพันธระหวางคา S/P 

ratio ของวิธี Indirect ELISA จากชุดตรวจที่พัฒนาข้ึนกับระดับ

ไตเตอรท่ีวัดไดดวยวิธี IFA พบวาคาต่ําสุดของแอนติบอดีจําเพาะ

ตอ IgG วัดไดที่ระดับไตเตอร <1:10 จะตรวจไมพบเซลลท่ีติดสี

เรืองแสงของ fluorescence มีคาเฉลี่ยของ S/P ratio เทากับ 

0.056 ซึ่งใหผลเปนลบ ในขณะที่คาสูงสุดสามารถวัดไดถึงระดับ

ไตเตอร 1:640 จะตรวจพบเซลลที่ติดสีเรืองแสง fluorescence 

มีคาเฉลี่ยของ S/P ratio เทากับ 2.90 จะใหผลเปนบวก 

นอกจากนี้การเปรียบเทียบความสัมพันธของ คา S/P ratio ของ

วิธี Indirect ELISA กับวิธี IFA สวนที่จําเพาะตอ IgA จะใหผลที่

สอดคลองกัน คือที่ระดับไตเตอร <1:10 ตรวจไมพบเซลลท่ีติดสี

เรืองแสง fluorescence คาเฉลี่ยของ S/P ratio เทากับ 0.114 

ใหผลเปนลบ ไดคาสูงสุดที่ระดับไตเตอร 1:1280 คาเฉลี่ยของ 

S/P ratio เทากับ 2.90 คาความสัมพันธของ S/P ratio และ IFA 

titers ไดแสดงไวในรูปที่ 4 และ 5 

 

 

 

 

 

 
 

           (A)                                      (B)                                          (C)                                    (D) 

รูปที่ 4 เซลลติดเช้ือ PEDV บน Vero cell ที่ผานการทดสอบดวยแอนติบอดีจําเพาะตอ IgG และIgA จากตัวอยางนมน้ําเหลืองบวก

และลบ ทดสอบดวยวิธ ีimmunofluorescence assay (IFA) 

A เซลลติดเชิ้อ PEDV ทดสอบดวยแอนติบอดีจําเพาะตอ IgG ใหผลบวกที่ dilution titer 1:640 

B เซลลติดเช้ิอ PEDV ทดสอบดวยแอนติบอดีจําเพาะตอ IgG ใหผลลบที่ dilution titer <1:10 

C เซลลตดิเช้ิอ PEDV ทดสอบดวยแอนติบอดีจําเพาะตอ IgA ใหผลบวกที่ dilution titer 1:1280 

D เซลลติดเชิ้อ PEDV ทดสอบดวยแอนติบอดีจําเพาะตอ IgA ใหผลลบที่ dilution titer <1:10 
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รูปที่ 5 ความสัมพันธของ S/P ratio ของแอนติบอดีจําเพาะตอ IgG/IgA ที่ไดจากการทดสอบดวยวิธี PEDV ELISA KU1 

เปรียบเทียบกับ IFA titers  
 

สรุปและวิจารณ 

 ผลการทํา Checkerboard titration ของ PEDV 

antigen ที่เตรียมได สามารถนํามาใชเคลือบเปนแอนติเจนที่กน

หลุมของเพลทไดในอัตราสวน 1:320 ที่แอนติบอดีอัตราสวน 

1:40 ซึ่งเปนอัตราสวนที่เหมาะสมทั้งแอนติบอดีสวนที่จําเพาะตอ 

IgG และ IgA จากการวัดคาผลตางของ OD ระหวางหลุม

แอนติเจนบวก ((PEDV antigen) และแอนติเจนลบ ((Vero 

antigen) จะไดคาผลตางของ OD มากที่สุด เนื่องจากพบวามีการ

ปนเปอนของ nonspecific background ไดนอยที่สุดใน

อัตราสวนดังกลาว ซึ่งนับวามีคาความไวและความจําเพาะสูง ทํา

ใหเมื่อนํามาทดสอบเพื่อหาจุดตัด (Cut off point) กับตัวอยาง

นมน้ําเหลืองของแมสุกรจํานวน 200 ตัวอยาง แบงเปนตัวอยาง

ที่มาจากฟารมท่ีปลอดเชื้อ จํานวน 100 ตัวอยาง และตัวอยาง

จากฟารมติดเชื้อ จํานวน 100 ตัวอยาง พบวาทั้งแอนติบอดีสวน

ที่จําเพาะตอ IgG และ IgA จะไดคา cut off  ที่เหมาะสมเทากัน 

คือ S/P ratio = 0.4 กลาวคือ ถาผลการตรวจดวยวิธี Indirect 

ELISA จากชุดตรวจท่ีพัฒนาข้ึน มีคา S/P ratio มากกวาหรือ

เทากับ 0.4 จะแปลผลเปนบวก แตถาคา S/P ratio นอยกวา 0.4 

ลงมาจะแปลผลเปนลบ  

 จากผลการทดสอบ Cross reaction ดวยวิธี dot blot 

assay ระหวางแอนติเจน และแอนติบอดี ของเชื้อไวรัส PEDV 

และ TGE โดยใชแอนติบอดีจําเพาะตอ whole virus ของเช้ือแต

ละชนิด ท่ีผลิตในกระตายทดลอง คือ Rabbit anti TGE และ 

Rabbit anti PED นํามาทดสอบ Cross reaction กับแอนติเจน 

TGE PEDV และ VERO ผลการทดสอบพบวา แอนติบอดีจําเพาะ

ตอเชื้อ TGE จะติดสีเขมมากบน dot ของ TGE สามารถแยกได

ชัดเจนกับ dot ของ PEDV และ Vero ซึ่งจะติดสีจาง ๆ ซึ่งอาจ

เกิด Cross reaction ไดบางในบางสวน และแอนติบอดีจําเพาะ

ตอเชื้อ PEDV เมื่อนํามาทดสอบกับ TGE และ Vero จะติดสีจาง

กวาบน dot ของ PEDV อยางไรก็ตาม ผูวิจัยจะมีการศึกษา

เพ่ิมเติมโดยการนํา แอนติบอดีของสุกรที่ติดเชื้อแตละชนิด มาทํา

การทดสอบ Cross reaction หรือในการทดสอบดวยวิธี ELISA 

จะเพิ่มการเคลือบแอนติเจน TGE เปรียบเทียบไปดวยทุกครั้ง 

เพื่อใชเปน control การเกิด cross reaction ซึ่งจะชวยใหชุด

ตรวจมีความนาเช่ือถือมากยิ่งข้ึน 

การเปรียบเทียบผลที่ตรวจดวยวิธี Indirect ELISA 

และวิธี IFA พบวาทั้งแอนติบอดีสวนที่จําเพาะตอ IgG และ IgA 

ใหผลทดสอบท่ีสอดคลองกัน โดยคา S/P ratio และคา IFA 

titers มีความสัมพันธกัน คือ คา IFA titers <1:2 มีคาเฉลี่ยของ 
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S/P ratio ของสวนจําเพาะตอ IgG และ IgA = 0.056, 0.114 ซึ่ง

เปนคาที่นอยกวา cut off ที่ได จึงแปลผลเปนลบ สวนคา IFA 

titers วัดไดสูงสุดที่ 1:256 จะมีคาเฉลี่ยของ S/P ratio ของสวน

จําเพาะตอ IgG และ IgA = 2.90 เทากัน ผลที่ไดจึงเปนบวก เมื่อ

นําผลมาวิเคราะหทางสถิติ พบวา ชุดตรวจที่พัฒนาข้ึน มีความไว 

และความจําเพาะสูง บงชี้ถึงการนําไปใชงานไดจริง พบวา การ

เปรียบเทียบแอนติบอดีสวนท่ีจําเพาะตอ IgG ไดคาความไว 

เทากับ 90.56% คาความจําเพาะ เทากับ 100% และคาการ

ยอมรับทางสถิติ เทากับ 0.905 สวนแอนติบอดีจําเพาะตอ IgA 

จะไดคาความไว เทากับ 87.96% คาความจําเพาะ เทากับ 

100% และคาการยอมรับทางสถิติ เทากับ 0.879 จึงสรุปไดวา 

วิธี Indirect ELISA จากชุดตรวจ PED KU1 สามารถนํามาใช

แทนวิธี IFA ได มีขอดีกวา คือ มีความสะดวก รวดเร็ว ในการ

ตรวจสอบมากกวา สามารถตรวจตัวอยางในคราวละมาก ๆ โดย

ไมตองเจือจางหลาย dilution ทําใหสามารถประหยัดเวลา และ

ราคาคาตรวจได จึงนับเปนทางเลือกหนึ่ง ในการนํามาใชประเมิน

สถานการณ การควบคุมโรคในภาคสนามได 
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