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Original Articleบทความวิจัย

การพัฒนาวิธีการตรวจหาสารพิษโบทูลินัมท็อกซินด้วยวิธี antibody capture ELISA
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บทคัดย่อ 
	 เชื้อ Clostridium botulinum เป็นเชื้อในกลุ่มแบคทีเรียที่ไม่ใช้ออกซิเจน แกรมบวก รูปท่อน สร้างสปอร ์
และสามารถสร้างสารพิษต่อระบบประสาทได้ สารพิษแบ่งออกเป็น 8 ชนิด ได้แก่ A-H วิธีการตรวจพิสูจน์หา
ชนิดของสารพิษท�ำได้โดยการฉีดสารพิษในหนูทดลอง แต่ยังต้องการวิธีการทดสอบหาสารพิษด้วยวิธีอื่นเพื่อ
เป็นทางเลือกในการลดการใช้สัตว์ทดลอง เช่น วิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) และ 
immunochromatography (IC) การศึกษาครั้งนี้ได้ทดสอบหาความเข้มข้นของ Primary antibody และ  
Secondary antibody ที่เหมาะสมที่สุดเพื่อที่จะน�ำมา Coating plate ในการท�ำ Capture ELISA ของสารพิษ 
4 ชนิด ได้แก่ A, B, E และ F และท�ำการทดสอบหาปริมาณโบทูลินัมท็อกซิน (botulinum neurotoxin) ใน
อาหาร 4 ชนิด (หน่อไม้ ปูดอง ถั่วเน่า และน�้ำส้ม) ที่มีการผสมโบทูลินัมท็อกซินทั้ง 4 ชนิดลงไป ผลการศึกษา 
ส�ำหรับชนิด A, B และ E พบว่าใช้ Primary antibody เป็น Goat และ Secondary เป็น Rabbit  
complex แอนติบอดีทั้ง 2 ชนิดใช้ที่ความเข้มข้น 0.5, 0.5 และ 0.5 ug/ml ตามล�ำดับ ส�ำหรับชนิด F พบว่าใช้ 
Primary antibody เป็น Rabbit complex และ Secondary antibody เป็น Goat ที่ความเข้มข้น 1 ug/ml 
สามารถตรวจหาสารพิษ ชนิด A, B, E และ F ที่ความเข้มข้นที่น้อยที่สุดคือ 1, 10, 5 และ 1 ng/ml ตามล�ำดับ 
และทดสอบหา botulinum neurotoxin ที่เติมในอาหาร 4 ชนิด ได้แก่ หน่อไม้ ปูดอง ถั่วเน่า และน�้ำส้ม โดย
สามารถตรวจหาโบทูลินัมท็อกซิน ชนิด A, B, E และ F ได้น้อยที่สุดที่ความเข้มข้นช่วง 10-50 ng/ml ผลที่ได้
จากการวิจัยคร้ังน้ี สามารถน�ำไปพัฒนาเป็นชุดตรวจหาโบทูลินัมท็อกซิน โดยวิธี ELISA ในตัวอย่างท้ังอาหาร 
และน�้ำดื่ม ชุดตรวจวิเคราะห์มีความเหมาะสมส�ำหรับน�ำมาใช้ในประเทศและเป็นการลดค่าใช้จ่ายในการน�ำเข้า
ชุดทดสอบหาโบทูลินัมท็อกซินจากต่างประเทศ

ค�ำส�ำคัญ: โบทูลินัมท็อกซิน Clostridium botulinum ELISA
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Development of botulinum toxin detection assay by antibody capture ELISA
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Abstract
	 Clostridium botulinum is an anaerobic bacteria, gram-positive rod-shaped spore-forming 
with the ability to produce the neurotoxin botulinum. The toxins are divided into 8 types (A-H). 
The typing identification of C. botulinum toxin is testing by injection in mice. The alternative 
toxin detection to reduce the use of laboratory animals is enzyme-linked immunosorbent  
assay (ELISA) and immunochromatography (IC). The study tested the appropriate concentration 
of the primary antibody and a secondary antibody were coating plate in the Capture ELISA of 4 
types including A, B, E and F.  Four type foods (bamboo shoot, fermented soil bean, fermented 
crab and orange juices) spiked with 4 types botulinum neurotoxin were used for quantitative 
toxin detection assay. The results showed that type A, B and E were used goat antibody as 
primary antibody and rabbit complex as secondary antibody. Both antibodies were used  
concentration type A, B and E as 0.5, 0.5 and 0.5 ug/ml, respectively. For type F was used 
rabbit complex antibody as primary antibody and goat antibody as secondary antibody. Both 
antibodies were used concentration type F as 1 ug/ml. The least concentration detection 
toxin type A, B, E and F were 1, 10, 5 and 1 ng/ml., respectively. The botulinum neurotoxins 
(A, B, E and F) were detected in spiked 4 type foods (bamboo shoot, fermented soil bean,  
fermented crab and orange juices) at least about 10-50 ng/ml. The results of this research were  
developed assays for detection botulinum neurotoxin by ELISA for testing food samples and 
drinking water. The diagnostic kit is suitable for use in the country and reduces the cost of 
imports for botulinum neurotoxin test kits from abroad.
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บทน�ำ
	 ในระหว่างปี พ.ศ. 2541- 2549 ประเทศไทย
มีการเกิดโรคโบทูลิซึม (Foodborne botulism) 
ในเขตภาคเหนือหลายคร้ัง ได้แก่ ในปี พ.ศ. 2541 
เกิดที่จังหวัดน่าน มีผู้ป่วย 13 ราย ตาย 2 ราย ใน
ปี พ.ศ. 2546 เกิดที่จังหวัดล�ำปาง มีผู้ป่วย 10 ราย 
ตาย 1 ราย และล่าสุดในปี พ.ศ. 2549 เกิดที่จังหวัด
น่าน ทุกคร้ังพบว่ามีสาเหตุมาจากการที่ชาวบ้าน 
รับประทานหน่อไม้จากปี๊บโดยไม่ได้น�ำมาต้มก่อน
โดยผู้ป่วยมีอาการของโรคโบทูลิซึมอย่างชัดเจน1-4 
โรค Foodborne botulism พบการระบาดใน
ประเทศสหรัฐอเมริกา จีน อเมริกาใต้ และประเทศ
ในยุโรปตอนใต้และชนิดของสารพิษที่พบบ่อย ได้แก่ 
ชนิด A และ B โดยมักพบสารพิษในอาหารที่เกี่ยวข้อง
กับการหมักดองผัก ในปี พ.ศ. 2557 ประเทศฝรั่งเศส
มีการระบาดของโรคโบทูลิซึมที่เกิดจากการบริโภค
แฮมที่ปนเปื ้อนเชื้อ Clostridium botulinum  
(C. botulinum) ที่สร้างสารพิษชนิด B และ E5  ในปี 
พ.ศ. 2558 ในรัฐโอไฮโอ ประเทศสหรัฐอเมริกาเกิด
การระบาดของโรคโบทูลิซึมมีจ�ำนวนผู้ป่วย 77 คน 
ซึ่งเกิดจากการรับประทานมันฝรั่งกระป๋องที่ปนเปื้อน
เชื้อ C. botulinum ที่สร้างสารพิษชนิด A6

	 ปัจจุบันกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์มีความ 
สามารถในด้านการตรวจวินิจฉัยเพื่อชันสูตรโรคทาง
ห้องปฏิบัติการ โดยตรวจวินิจฉัยเชื้อ C. botulinum 
จากตัวอย่างที่สงสัยว่าปนเปื้อนเชื้อ C. botulinum 
โดยน�ำตัวอย่างมาเพาะแยกเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ในภาวะไร้ออกซิเจน ตัวอย่างที่เหมาะส�ำหรับการ
ตรวจหาเชื้อ C. botulinum ได้แก่ Intestinal 
content อาหารที่ผู้วิจัยสงสัยว่าผู้ป่วยได้รับเชื้อจาก 
การรับประทานอาหารที่ปนเปื้อนเชื้อเข้าไป และน�ำ 
เชื้อที่เพาะแยกได้มาทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี และ 
ตรวจพิสูจน ์หาชนิดสารพิษหรือ typing ของ  
C. botulinum โดยการฉีดในหนูทดลอง และ
ตรวจยืนยันชนิดของเช้ือโดยวิธี  Polymerase 
Chain Reaction (PCR) แต่ยังต้องการวิธีทดสอบ
หาสารพิษด้วยวิธีอื่นเพื่อเป็นทางเลือกที่ลดการใช้

สัตว์ทดลอง เช่น วิธี ELISA ซึ่งปัจจุบันวิธี ELISA 
ได้รับความอนุเคราะห์จากหน่วยงาน Centers 
for disease control and prevention (CDC) 
ประเทศสหรัฐอเมริกา ดังน้ัน การพัฒนาวิธี ELISA 
เพ่ือจะท�ำการทดสอบหาชนิดของสารพิษจากเช้ือ 
Clostridium spp. จึงมีความส�ำคัญมากท่ีหลีกเลี่ยง
จากการใช้สัตว์ทดลองและช่วยให้สามารถตรวจ 
คัดกรองได้อย่างรวดเร็วภายในห้องปฏิบัติการ

วัตถุประสงค์
	 พัฒนาวิธี  ELISA เ พ่ือทดสอบหาชนิด
ของโบทูลินัมท็อกซินที่ผลิตจากเชื้อ Clostridium 
botulinum

วิธีการศึกษา
1 .  สาร  Botu l inum neurotox in  และ 
Polyclonal antibody
	 Botulinum neurotoxin complex ชนิด 
A, B, E และ F (900 กิโลดาลตัน) สั่งซื้อจากบริษัท 
Metabiologics (Madison, WI) มีความเป็นพิษ
เท่ากับ 3.5x107 (LD

50
)/มิลลิกรัม, 1.2x107 (LD

50
)/

มิลลิกรัม, 3.0x107 (LD
50
)/มิลลิกรัม และ 5.3x 106 

(LD
50
)/มิลลิกรัม ตามล�ำดับ

	 Botulinum neurotoxin complex 
toxiod เตรียมจากสารพิษ Botulinum neurotoxin 
complex ชนิด A, B, E และ F (900 กิโลดาลตัน) ที่ได้
ถูกลดความเป็นพิษด้วย 0.5% ฟอร์มาลิน สารพิษนี้ 
ได้สั่งซื้อจากบริษัท Metabiologics (Madison, WI) 
เพื่อน�ำมาฉีดกระตุ้นสร้างระดับภูมิคุ้มกันให้กระต่าย
	 Polyclonal antibody (IgG) ที่จ�ำเพาะต่อ 
Botulinum neurotoxin ชนิด A, B, E และ F ส�ำหรับ
ใช้ในการศึกษานี้ได้สั่งซ้ือจากบริษัท Metabiologics 
(Madison, WI) ซึ่งเป ็นชนิด Goat IgG ที่ถูก 
biotinylated ด้วย N-hydroxysuccinimidobiotin 
(Sigma-Aldrich, St. Louis) และ Anti-rabbit 
IgG HRP conjugate สั่งซื้อจากบริษัท Jackson 
ImmunoResearch, Inc. (West Grove, PA)



J Med Health Sci Vol.26 No.2 August 201988

2. การกระตุ้นภูมิคุ ้มกัน และการตรวจหาระดับ
ภูมิคุ้มกัน 
	 การกระตุ้นสร้างภูมิคุ้มกันต่อ Botulinum 
toxin ในกระต่ายสายพันธุ์ Newzealand white 
การทดสอบน้ีด�ำเนินภายใต้ระเบียบข้อบังคับการ
ใช้สัตว์ทดลองตาม Guide for the care and use 
of laboratory animals7 ของ the National 
Institutes of Health โดยได้รับการอนุมัติใช้สัตว์
ทดลองในการทดลองจากคณะกรรมการจริยธรรม
การเลี้ยงและใช้สัตว์ทดลองของกรมวิทยาศาสตร์
การแพทย์ตามหนังสืออนุมัติเลขที่  001/2554, 
002/2555 และ 009/2556 ด�ำเนินการโดยฉีด 
Botulinum neurotoxin toxoid ชนิด A, B, E 
และ F จากบริษัท Metabiologics (Madison, WI) 
ปริมาณ 100 ug เข้าใต้ผิวหนังกระต่ายแต่ละตัวใน 
วันแรก, วันที่ 14, วันที่ 28, วันที่ 42 และ วันที่ 75 
ในการฉีดเข็มแรกโดยใช้ adjuvant ชนิด Complete 
Freund’s adjuvant (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO) ตามวิธีการฉีดของ Keller8 น�ำมาผสมให้เข้า
กันแล้วน�ำมาบ่มที่อุณหภูมิห้องประมาณ 60 นาที
ก่อนฉีดเข้าใต้ผิวหนังกระต่าย 2 จุด ส่วนเข็มที่เหลือ
ผสมกับ adjuvant ชนิด Incomplete Freund’s 
adjuvant (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) หลงัจาก 
กระต่ายได้รับ Botulinum neurotoxin toxoid จะ 
เจาะเลอืดจากเส้นเลอืดใบหูกระต่ายปรมิาตร 10-20 ml 
น�ำมาป ั ่นแยกซี ร่ัมเพื่อตรวจหาระดับภูมิคุ ้มกัน 
โดยวิธี Mouse neutralization test โดยใช้หนู
ทดลองสายพันธุ ์ ICR ในการทดสอบเปรียบเทียบ 
กับ standard Botulinum antitoxin (NIBSC, 
UK)9 ที่ทราบระดับภูมิคุ้มกันโดยเจือจาง Standard 
Botulinum antitoxin และซีร่ัมกระต่ายที่ความ 
เข้มข้นต่างๆ ด้วย 0.2% fetal bovine serum ผสม
กับ 900-kDa Botulinum neurotoxin complex 
ขนาดประมาณ 10 และ 100 mouse LD

50
 ผสม

กันแล้วบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 1-2 ชั่วโมง จึง
น�ำไปฉีดเข้าในหนูทดลอง สังเกตอาการและจ�ำนวน

หนูท่ีตายและรอดชีวิตในแต่ละความเข้มข้นเป็นเวลา 
14 วันและน�ำมาค�ำนวณหาระดับ 50% protection 
ของ standard botulinum antitoxoin และของ 
ซีรัมกระต่าย ด้วยวิธี Modified Reed & Muench10 

แบบวิธีของ Spearman-Karber11,12 เมื่อฉีดกระต่าย
ได้ครบวันที่ 75 น�ำมาเจาะเก็บเลือดจากหัวใจเพื่อ
เก็บเลือดปริมาณมาก และน�ำมาค�ำนวณหาระดับ
ภูมิคุ้มกันของกระต่ายท่ีได้รับสารพิษชนิด A, B, E 
และ F เพื่อน�ำมาใช้ในการทดสอบ ELISA

3. การเคลือบเพลทด้วย polyclonal antibody
	 เตรียมการเคลือบเพลทด้วย primary 
polyclonal antibody ชนิด A, B, E, และ F ของ 
Goat IgG หรือ Rabbit โดยน�ำมาเจือจางด้วย 
0.006 M Carbonate bicarbonate buffer pH 
9.0 (CB) ใส่ปริมาตรหลุมละ 100 ul เคาะด้านข้าง
เพลทเบาๆ ปิดฝาเพลทใส่ในกล่องท่ีมีความช้ืน เก็บ
ที่อุณหภูมิ 2-8OC นาน 16-24 ชั่วโมง ล้างเพลทด้วย 
Phosphate Buffered Saline Tween-20 (PBS-T) 
จ�ำนวน 3 ครั้ง เคาะเพลทให้แห้ง ล้างฝาเพลทด้วยน�้ำ
สะอาดเช็ดให้แห้ง จากนั้นเติม 1 % Bovine serum 
albumin (BSA) ที่ละลายใน Phosphate Buffered 
Saline (PBS) ปริมาตร 200 ul ในทุกหลุมของ
เพลท เพื่อ blocking เคาะด้านข้างเพลทเบาๆ ปิดฝา 
เพลท ใส่ในกล่องท่ีมีความช้ืน เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง 
(25±5OC) นาน 2 ชั่วโมง ล้างเพลทซ�้ำด้วย PBS-T 
จ�ำนวน 3 ครั้ง เคาะเพลทให้แห้ง วางคว�่ำบนกระดาษ
ซับสะอาด ที่อุณหภูมิห้อง (25±5OC) นาน 2 ชั่วโมง  
ล้างฝาเพลทด้วยน�้ำสะอาดเช็ดให้แห้ง
	 การตรวจด้วยวิธี Antibody Capture 
ELISA เริ่มด้วยการเติมตัวอย่างสารพิษมาตรฐานท่ี
ถูกเจือจางด้วย PBS ท่ีความเข้มข้นตั้งแต่ 1 LD

50
- 

1,000 LD
50
 ปริมาตร 50 ul ลงหลุมท่ีเคลือบเพลท

ด้วย primary polyclonal antibody เคาะด้านข้าง 
เพลทเบาๆ ปิดฝาใส่ในกล่องท่ีมีความชื้น เก็บท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างเพลทด้วย PBS-T 
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จ�ำนวน 5 ครั้ง เคาะเพลทให้แห้ง ล้างฝาเพลทด้วยน�้ำ
สะอาดเช็ดให้แห้ง จากนั้นเติม second polyclonal 
antibody ชนิด A, B, E และ F ของ Goat IgG หรือ 
Rabbit ที่ถูกท�ำให้มีความเจือจางแตกต่างกันด้วย 
1% BSA (1 % BSA ใน PBS-T) ปิดฝาใส่ในกล่องที่มี
ความชืน้ เกบ็ทีอ่ณุหภมิูห้องนาน 1 ชัว่โมง ล้างเพลทซ�ำ้ 
ด้วย PBS-T จ�ำนวน 5 ครั้ง เคาะเพลทให้แห้ง ล้าง
ฝาเพลทด้วยน�้ำสะอาดและเช็ดให้แห้ง จากนั้นเติม 
Anti-rabbit IgG HRP conjugate (Promega, 
Madison, WIS) หรือ Anti-Goat IgG, HRP 
conjugate (Promega, Madison, WIS) ปริมาตร  
50 ul ในทกุหลมุ เคาะด้านข้างเพลทเบาๆ ปิดฝาใส่ใน 
กล่องที่มีความชื้น เก็บที่อุณหภูมิห้องนาน 1 ชั่วโมง  
ล้างเพลทด้วย PBS-T จ�ำนวน 10 คร้ัง เคาะเพลท
ให้แห้ง ล้างฝาเพลทอีกครั้งด้วยน�้ำสะอาดเช็ดให้แห้ง 
เติม 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB)  
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) ปริมาตร 100 ul 
ในทุกหลุม เคาะด้านข้างเพลทเบาๆ ปิดฝาเก็บในท่ี
มืดที่อุณหภูมิห้องนาน 1 ชั่วโมง เติม 1N HCl 100 ul 
ทุกหลุม เคาะด้านข้างเพลทเบาๆ จากนั้นอ่านค่าการ
ดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง ELISA Reader รุ่น Bio-Tek 
model EL 311 (Biotek, VA, USA) ที่ความยาวคลื่น 
450 นาโนเมตร แปลผลการทดสอบจากการค�ำนวณ
ค่าการดูดกลืนแสงในหลุมควบคุม (Blank) บวกด้วย
ห้าเท่าของค่า SD value (Blank ± 5 SD)13 เป็นช่วง 
cut off การทดสอบในหลุมควบคุมจะใช้ PBS และ
ไม่มีการเติมสารพิษมาตรฐาน ถ้าตัวอย่างอ่านค่าได้
มากกว่าหลุมควบคุมให้แปลผลเป็นบวก ถ้าอ่านค่าได้
น้อยกว่าหลุมควบคุมให้แปลผลเป็นลบ 

4. การเตรียมตัวอย่างอาหาร 
	 เตรียม botulinum neurotoxin complex 
ชนิด A, B, E และ F ความเข้มข้น 1 mg/ml 
ปริมาตร 500 ul ในสารละลาย BSA (1% BSA 
ใน PBS-T) ส�ำหรับตัวอย่างหน่อไม้ให้ปรับ pH = 
7.2 จากน้ันน�ำตัวอย่างหน่อไม้ ปูดอง และถั่วเน่า

มาบดให้ละเอียดและเติม 1% Glyceral broth ใน
อัตราส่วน 1:3 เสร็จแล้วน�ำตัวอย่างปั่นที่ความเร็ว 
5,000 rpm นาน 10 นาที แยกเอาของเหลวน�ำมาใช้ 
ส่วนตัวอย่างน�้ำส้มน�ำมาท�ำการทดสอบได้โดยไม่ต้อง
ปั่น แบ่งตัวอย่างทั้ง 4 อย่าง จ�ำนวน 20 หลอดๆ ละ 
5 ml จากนั้นเติมด้วย neurotoxin complex ชนิด
ต่างๆ โดยความเข้มข้นของสารพิษได้รับการปรับให้มี
ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 200, 100, 50 และ 10 
ng/ml ท�ำการผสม botulinum neurotoxin กับ
ตัวอย่างด้วยการเขย่าแล้วบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
30 นาที แล้วจึงน�ำไปท�ำทดสอบต่อไป

ผลการศึกษา
1 .  การทดสอบหา Ant ibody t i te r  ต ่ อ 
botulinum neurotoxin
	 จากการทดสอบหาระดับ Antibody titer 
ด้วยวิธี Mouse neutralization โดยการค�ำนวณ
หาค่า effective dose 50 (ED

50
) เปรียบเทียบ 

กับ Standard botulinum antitoxin ที่ทราบ
ระดับแอนติบอดีไตเตอร์ พบว่าเมื่อกระต่ายได้รับ 
bo tu l i num neu ro tox in  toxo id  ระดั บ 
Neutralizing แอนติบอดีไตเตอร์จะมีค่าสูงขึ้น ผล
การทดสอบซีรัมของกระต่ายที่ได้รับสารพิษชนิด 
A, B, E, F มีระดับ neutralizing antibody คือ 
110.5919 IU/ml, 10.24 IU/ml, 21.96 IU/ml 
และ 3.27 IU/ml ตามล�ำดับ โดย Botulinum 
antitoxin ชนิด A, B, F ท่ีความเข้มข้น 1 IU 
สามารถ Neutralized botulinum neurotoxin 
ขนาด 10,000 LD

50
 ยกเว้นชนิด E 1 IU สามารถ 

Neutralized botulinum neurotoxin ที่ขนาด 
1,000 LD

50
  

2. การเปรียบเทียบความไวของ substrate 
(Streptavidin และ TMB) 
	 ท� ำการทดสอบโดยใช ้  po lyc lona l 
antibody ที่ความเข้มข้น 0.5, 1 และ 1.5 ug/ml 
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ในการ coating plate ทดสอบกับ botulinum 
neurotoxin ที่ความเข้มข้น 1 g/ml เพื่อทดสอบกับ
คอนจูเกต 2 ชนิด ได้แก่ Streptavidin และ TMB 
โดยเจือจางที่ความเข้มข้น 1:100, 1:200 และ 1:500 
ผลการทดลองจากตารางที่ 1 พบว่าคอนจูเกตที่เป็น 

TMB ให้ผลท่ีดีกว่า Streptavidin ในทุกช่วงความ
เข้มข้น ในการศึกษาครั้งนี้จึงเลือกใช้ TMB ที่ความ
เข้มข้น 1:500 เพื่อเป็นคอนจูเกตดังแสดงค่าในตาราง
ที่ 1

ตารางที่ 1 แสดงผลการทดสอบ Conjugate ระหว่าง TMB และ Streptavidin

Capture antibody (ug/ml) Conjugate dilution Streptavidin TMB

0.5  1:100 0.398 0.746

 1:200 0.294 0.659

 1:500 0.209 0.559

1  1:100 0.406 1.097

 1:200 0.192 0.958

   1:500 0.16 0.866

1.5  1:100 0.382 1.189

 1:200 0.264 0.934

   1:500 0.204 0.819

3. การทดสอบความเข้มข้นของ polyclonal 
antibody เพื่อใช้ในการทดสอบ
	 ก า ร ท ด ส อ บ ห า ค ว า ม เ ข ้ ม ข ้ น ข อ ง 
polyclonal antibody ของ Goat และ Rabbit 
ที่เหมาะสมในการเคลือบเพลทของสารพิษทั้ง 4 
ชนิด โดยเจือจางความเข้มข้นของแอนติบอดีที่ความ
เข้มข้น 0.5, 1, 1.5 และ 2 ug/ml แล้วท�ำการ
เคลือบเพลทท้ัง 4 ชนิด โดยสลับกันเป็น primary  
และ Secondary antibody ซึ่งน�ำไปท�ำการทดสอบ
กับ botulinum neurotoxin ที่ความเข้มข้น 2, 

1.5, 1 และ 0.5 ug/ml และใช้ TMB ที่ความเข้มข้น 
1:500 เป็น คอนจูเกต ผลการทดสอบความเข้มข้น 
polyclonal antibody ของ Goat และ Rabbit ท่ี
เหมาะสมส�ำหรับสารพิษชนิด A, B และ E พบใน
กลุ่มท่ีใช้ primary polyclonal antibody ของ 
Goat และ Secondary polyclonal antibody ของ 
Rabbit ที่ความเข้มข้น 0.5, 0.5 และ 0.5 ug/ml 
ตามล�ำดับ ส่วนชนิด F พบว่าใช้ primary antibody 
ของ Rabbit และ Secondary antibody ของ Goat 
ได้ที่ความเข้มข้น 1 ug/ml (ตารางที่ 2)
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ตารางที่ 2 แสดงผลการทดสอบความเข้มข้นของ polyclonal antibody ของ Goat และ Rabbit ที่เหมาะสม 

Type
Antibody 

Concentration
(ug/ml)

Antigen concentrations 
(ug/ml) Blank Mean±5SD

2 1 0.5 

A 0.5 2.701 2.242 1.925 0.083 0.084 0.087035534

Ab1: Goat 1 OUT OUT OUT 0.106 0.103 0.115106602

Ab2: Rabbit 1.5 OUT OUT OUT 0.124 0.122 0.130071068

Botulinum
neurotoxin

2 OUT OUT OUT 0.141 0.137 0.153142136

B 0.5 1.534 1.383 1.314 0.057 0.062 0.07717767

Ab1: Goat 1 2.926 2.926 2.881 0.084 0.09 0.108213203

Ab2: Rabbit 1.5 OUT OUT 1.522 0.11 0.114 0.126142136

Botulinum
neurotoxin  

2 OUT OUT OUT 0.097 0.12 0.18981728

E 0.5 2.425 2.378 2.103 0.052 0.054 0.060071068

Ab1: Goat 1 OUT OUT 1.987 0.152 0.153 0.156035534

Ab2: Rabbit 1.5 OUT OUT OUT 0.166 0.142 0.238852814

Botulinum
neurotoxin  

2 OUT OUT OUT 0.204 0.203 0.207035534

F 0.5 0.322 0.235 0.204 0.084 0.087 0.096106602

Ab1: Rabbit 1 0.728 0.53 0.501 0.101 0.098 0.110106602

Ab2: Goat  2 2.301 1.984 1.476 0.141 0.138 0.150106602

Botulinum
neurotoxin

1.5 1.291 0.97 0.8 0.104 0.106 0.112071068

หมายเหตุ:  Ab1 คือ primary antibody 
               Ab2 คือ secondary antibody

4. การทดสอบหาความไวและความจ�ำเพาะของวิธี 
capture ELISA
	 ทดสอบหาความไวของวิธี capture ELISA 
โดยเจือจาง botulinum neurotoxin ที่ความเข้มข้น 
ตั้งแต่ 1 ng/ml ถึง 1,000 ng/ml ผลการทดสอบ
พบว่าสามารถตรวจหาสารพิษชนิด A, B, E และ F 

ได้น้อยท่ีสุดท่ีความเข้มข้น 1, 10, 5 และ 1 ug/ml 
ตามล�ำดับ ดังแสดงในตารางที่ 3 และผลการทดสอบ
ความจ�ำเพาะของวิธี capture ELISA พบว่าไม่เกิด
ปฏิกิริยาข้ามระหว่างสารพิษท้ัง 4 ชนิด ท่ีใช้ในการ
ทดสอบ
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ตารางที่ 3 ผลการทดสอบหาความไวของวิธี ELISA

Type
Antigen concentration (ng/ml)

Blank Mean±5SD
1000 800 600 400 200 100 50 10 5 1

A OUT OUT OUT OUT OUT OUT 2.552 1.415 0.984 0.368 0.042 0.044 0.05007

B 2.76 2.047 1.654 1.203 0.804 0.502 0.368 0.121 0.108 0.096 0.08 0.09 0.12035

E 2.619 2.484 2.017 1.753 1.281 0.718 0.418 0.213 0.181 0.111 0.104 0.108 0.12014

F 1.777 1.647 1.596 1.504 1.428 1.365 1.244 0.696 0.348 0.286 0.154 0.152 0.16007

4. การทดสอบหาปริมาณสารพิษในตัวอย่างอาหาร
ที่ใส่ botulinum neurotoxin 
	 ท�ำการทดสอบหาปริมาณสารพิษในอาหาร
โดยเลือกใช้อาหาร 4 ชนิด ได้แก่ หน่อไม้ ปูดอง ถั่วเน่า 
และน�้ำส้ม โดยเติม botulinum neurotoxin ลง
ไปในตัวอย่างเพื่อให้ได้ความเข้มข้น 200, 100, 50 
และ 10 ng/ml ตามล�ำดับ จากนั้นน�ำมาทดสอบด้วย

วิธี capture ELISA จากการทดสอบพบว่า ตัวอย่าง 
หน่อไม้สามารถตรวจหาสารพิษ ชนิด A, B, E และ F 
ได้น้อยที่สุดที่ความเข้มข้น 10 ng/ml ตัวอย่างถั่วเน่า 
ปูดอง และน�้ำส้มสามารถตรวจหาสารพิษทั้งชนิด A, 
B และ E ได้น้อยที่สุดที่ความเข้มข้น 10 ng/ml ส่วน
ชนิด F สามารถตรวจพบที่ความเข้มข้น 50 ng/ml

ตารางที่ 4 ผลการทดสอบหาปริมาณสารพิษในตัวอย่างอาหารที่เติม botulinum neurotoxin ลงไปอาหาร

ชนิด
ปริมาณสารพิษน้อยที่สุดที่สามารถตรวจพบ (ng/ml)

หน่อไม้ ถั่วเน่า ปูดอง น�้ำส้ม
A 10 10 10 10
B 10 10 10 10
E 10 10 10 10
F 10 50 50 50

อภิปรายผล
	 การศึกษาครั้งนี้ทางผู้วิจัยสามารถหาความ
เหมาะสมของแอนติบอดีส�ำหรับ botulinum 
neurotoxin ชนิด A, B และ E โดยการใช้ primary 
polyclonal antibody เป็น Goat และ secondary 
polyclonal antibody เป็น Rabbit ที่ความเข้มข้น 
0.5, 0.5 และ 0.5 ug/ml ตามล�ำดับ ส่วนชนิด F 
ใช้ primary polyclonal antibody เป็น Rabbit 
และ secondary polyclonal antibody เป็น Goat  
ที่ความเข้มข้น 1 ug/ml และการศึกษาครั้งนี้เลือก
ใช้ TMB ที่ความเข้มข้น 1:500 เป็นคอนจูเกต วิธี 
capture ELISA สามารถตรวจหาสารพิษชนิด A, B, 

E และ F ได้น้อยที่สุดที่ความเข้มข้น 1, 10, 5 และ 
1 ng/ml ตามล�ำดับ จากการศึกษาของ Sharma 
และคณะ14 พบว่าโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตจาก
สัตว์ต่อสารพิษ botulinum neurotoxin จะมีความ
เฉพาะเจาะจงกับชนิด A หรือ B ถึงแม้ว่าสารพิษ 
botulinum neurotoxin จะมีล�ำดับเบสและ 
ล�ำดับกรดอะมิโนท่ีคล้ายคลึงกันก็ไม่เกิดปฏิกิริยา
ข้ามเกี่ยวระหว่างกัน15-17 Sharma และคณะยัง 
พบว่าไม่มีปฏิกิริยาข้ามเกี่ยวระหว่างแอนติบอดี แม้
ความเข้มข้นของ polyclonal antibody จะสูงเป็น
ห้าเท่าของสารพิษซึ่งแสดงให้เห็นว่า polyclonal 
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antibody มีความเฉพาะเจาะจงและไม่เกิดปัญหาใน
วิธีทดสอบ ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดสอบหาความ
จ�ำเพาะในการศึกษาครั้งนี้ Doellgast และคณะ
กับ Notermans และคณะ18-19 พบว่าตัวอย่างจาก 
สิ่งแวดล้อมและน�้ำเหลืองเป็นตัวอย่างที่ไม่จ�ำเป็นต้อง
ผ่านกระบวนการเตรียมตัวอย่างและสามารถท�ำการ
ทดสอบได้โดยตรง ในทางตรงข้ามตัวอย่างอาหารท่ีมี
องค์ประกอบหลากหลายต้องท�ำการเตรียมตัวอย่าง
ก่อนการตรวจวิเคราะห์ นอกจากนี้ ตัวอย่างอาหาร
อาจท�ำให้เกิด immune complex จาก Protein A, 
Protein G หรือ lectins ที่รบกวนเมื่อท�ำการทดสอบ 
ดังนั้น ในการทดสอบหาสารพิษจึงเลี่ยงไม่ได้ที่จะพบ
ปฏิกิริยาข้ามเกี่ยวในตัวอย่างอาหารท�ำให้เกิดการ
รบกวนประสิทธิภาพในการทดสอบในกระบวนการ
วิธี ELISA จากการศึกษาของ Sharma และคณะ14 

พบว่าตัวอย่างเครื่องเทศอาจจะมีผลยับยั้งกระบวน
ทดสอบด้วยวิธี ELISA ส่วนการศึกษาของ Ferreira 
และคณะ20 พบว่าเช้ือในกลุ่ม nonbotulinum เช่น 
Clostridium novyi ให้ปฏิกิริยาข้ามเกี่ยวกับวิธี 
amplified ELISA ของสารพิษชนิด A, B, E และ F 
ท�ำให้แสดงผลบวกได้ในค่าเกณฑ์การดดูกลนืแสงทีต่�ำ่ 
แตกต่างจากการศึกษาของ Sharma และคณะพบว่า 
เมื่อทดสอบกับ C. novyi ไม่พบปฏิกิริยาข้ามเกี่ยว 
อีกท้ังยังไม ่พบว่ามีผลบวกปลอมกับเชื้อในกลุ ่ม 
nonbotulinum 
	 วิธี ELISA เป็นเทคนิคทาง immunoassay 
ที่พัฒนาเพื่อใช้ในการตรวจหาสารพิษ botulinum 
neurotoxin ซึ่งมีประโยชน์ในการช่วยลดการ
ทดสอบในสัตว ์ทดลองและสามารถวิ เคราะห ์
ตัวอย่างได้จ�ำนวนมากในการทดสอบครั้งเดียว ทั้งยัง 
สามารถใช้ตรวจสอบสารพิษได้ในปริมาณน้อยๆ 
จากการศึกษาก่อนหน้านี้ได ้มีการพัฒนาวิธีการ
ทดสอบให้แสดงค่าความไวในการตรวจ botulinum 
neurotoxin ชนิด A ได้ระหว่าง 10-100 MLD/
ml21-27 และจากการศึกษาของ Singh และคณะ28 

พบว ่าการตรวจสอบหาสารพิษ botul inum 

neurotoxin กับตัวอย่างอาหาร สามารถตรวจพบ
สารพิษท่ีมีการปนเปื้อนน้อยท่ีสุด 700 pg/ml แต่
การศึกษาวิจัยครั้งนี้สามารถตรวจพบได้น้อยท่ีสุด
เพียง 1 ng/ml

สรุปผล
	 การศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าการตรวจ
สารพิษ botulinum neurotoxin ด้วยวิธี ELISA 
สามารถตรวจสอบสารพิษได้ทั้ง 4 ชนิด คือ A, B, E 
และ F นอกจากนี้ ยังตรวจหาสารพิษได้ในอาหาร
หลากหลายชนิด ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าการ
ทดสอบด้วยวิธี ELISA สามารถใช้เป็นวิธีการตรวจ 
คัดกรองเบื้องต ้นเพื่อหาสารพิษที่ก ่อให้เกิดโรค 
โบทูลิซึม (botulism) ซ่ึงสามารถน�ำไปใช้ทดแทนชุด
ทดสอบจากต่างประเทศและลดการทดสอบในสัตว์
ทดลองได้ 

กิตติกรรมประกาศ
	 งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนการวิจัยจาก
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข
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