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Abstract
Streptococcus suis (S. suis) is typically a swine pathogen that can cause death in human. 

Routine diagnosis of this swine pathogen in infected patient is complicated and time consuming. 

The purpose of this study was to develop an easy, convenient and quick screening test for  

detecting S. suis. Firstly, Rabbits were immunized with capsular polysaccharide (cps) antigen 

of S. suis serotype 2. Serum was collected for detecting anti-cps by indirect ELISA.  

Nonspecific antibodies were removed by adsorption method. Then, the adsorbed anti-cps  

antibodies were used to develop a screening test using latex agglutination test. Finally, the  

screening test was evaluated using cps of S. suis and cps or extracted cell membrane of other 

organisms. The results showed that serum contained nonspecific and specific anti-cps antibodies. 

The non-specific antibodies could not be adsorbed completely. The screening test made 

from the adsorbed anti-cps antibodies was able to detect the lower limit of cps of S. suis at 

125 µg/mL and cross-react to cps of S. pyogenes. In conclusion, this study is able to develop  

a screening test for detecting S. suis by choosing an alpha hemolysis and gram-positive bacteria 

for performing with this kit.
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บทคัดย่อ
 สเตรปโตคอคคัส ซูอิสเป็นแบคทีเรียก่อโรคในสุกรท่ีสามารถก่อให้เกิดการเสียชีวิตในคนได้ 

การวินิจฉัยผู้ติดเชื้อน้ีในงานประจำ�วันทางห้องปฏิบัติการมีความซับซ้อนและใช้เวลานาน งานวิจัยนี้ 

จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาชุดตรวจคัดกรองเชื้อสเตรปโตคอคคัส ซูอิส ซีโรไทป์ 2 ที่ง่าย สะดวก และ

รวดเรว็ การศกึษาเริม่จากการฉดีกระตุน้กระตา่ยดว้ยแอนตเิจนทีเ่ตรยีมจากแคปซลูของเชือ้สเตรปโต-

คอคคัส ซูอิส ซีโรไทป์ 2 เก็บซีรัมมาตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อสเตรปโตคอคคัส ซูอิสโดยวิธี indirect 

ELISA แอนติบอดีท่ีไม่จำ�เพาะจะถูกกำ�จัดโดยวิธีการดูดซับ จากนั้นนำ�แอนติบอดีดังกล่าวมาพัฒนา 

ชดุตรวจคดักรองโดยวธิ ีlatex agglutination test ประเมนิชุดตรวจดว้ยแคปซลูของเชือ้สเตรปโตคอคคสั 

ซูอิสและแคปซูลหรือสารสกัดจากเซลล์ของเช้ืออื่นๆ ผลการศึกษาพบว่าซีรัมกระต่ายมีแอนติบอดี 

ที่จำ�เพาะและไม่จำ�เพาะต่อเชื้อสเตรปโตคอคคัส ซูอิสโดยแอนติบอดีที่ไม่จำ�เพาะไม่สามารถถูกกำ�จัด 

ได้หมด ชุดตรวจคัดกรองสามารถตรวจหาแคปซูลของเชื้อสเตรปโตคอคคัส ซูอิสได้ที่ความเข้มข้นต่ำ�

สุดที่ 125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมีปฏิกิริยาข้ามได้กับแคปซูลของเชื้อ S. pyogenes สรุปผลการ

ศึกษาได้ว่าสามารถพัฒนาชุดตรวจคัดกรองเชื้อสเตรปโตคอคคัส ซูอิสได้แต่ต้องเลือกใช้เชื้อแบคทีเรีย

ทดสอบกลุ่มแกรมบวกที่สลายเม็ดเลือดแดงได้ไม่สมบูรณ์เท่านั้น

คำ�สำ�คัญ: สเตรปโตคอคคัส ซูอิส ชุดตรวจคัดกรอง วิธี latex agglutination test 
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บทน�ำ
เชื้อสเตรปโตคอคคัส ซูอิส (Streptococ-

cus suis, S. suis) เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่าง

กลม เรียงตัวเป็นคู่หรือเส้นสาย สามารถย่อยสลาย 

เม็ดเลือดแดงได้แบบไม่สมบูรณ์ (α-hemolysis)  

และมีการสร้างแคปซูล(1) ปัจจุบันเชื้อสเตรปโต-

คอคคัส ซูอิส สามารถแบ่งได้เป็น 35 ซีโรไทป์ โดย

อาศัยความแตกต่างของแอนติเจนบนผิวแคปซูล(2) 

เชื้อจุลชีพชนิดนี้จะอาศัยอยู่บริเวณโพรงจมูกและ 

ต่อมทอนซิลของสุกรและจัดเป็นเชื้อก่อโรคจากสัตว์ 

สู่คน (zoonosis agent) ผู้ติดเชื้อส่วนใหญ่เกิด 

จากการบริโภคผลิตภัณฑ์เนื้อสุกรที่ปรุงไม่สุก เช่น 

ลาบ หลู้ดิบ และเลือดที่มีเชื้อปนเปื้อน(3) การติดเชื้อ

ในคนส่วนใหญพ่บได้ในเขตภาคเหนอืของประเทศไทย 

โดยมีสาเหตุจากซีโรไทป์ 2 มากที่สุด (ร้อยละ 92.2) 

รองลงมา ได้แก่ ซีโรไทป์ 14 (ร้อยละ 6.7) ซีโรไทป์ 5 

และ ซีโรไทป์ 24 (ร้อยละ 0.6) ตามลำ�ดับ(4) ผู้ติดเชื้อ

อาจเริม่มอีาการในระยะเวลาทีแ่ตกตา่งกนัในแตล่ะคน 

(1-10 วัน) ขึ้นกับหลายปัจจัย เช่น ปริมาณเชื้อ 

ที่ไดร้บั ชนดิของซีโรไทปแ์ละการสรา้ง superantigen 

ของเชื้อ(5, 6) โดยผู้ป่วยที่แสดงอาการทางคลินิกจะมี

อัตราการเสียชีวิตร้อยละ 28 แต่ในรายที่มีอาการช็อก

จากการตดิเชือ้ (septic shock) จะมอีตัราการเสยีชวีติ

มากกว่าหรือเท่ากับร้อยละ 80(7) 

การตรวจวนิจิฉยัโรคติดเชือ้ S. suis ในผูติ้ดเชือ้ 

จึงเป็นสิ่งสำ�คัญ โดยทางห้องปฏิบัติการสามารถทำ�ได้

โดยการเพาะเชื้อแบคทีเรียจากเลือด (hemoculture) 

ผลบวกของ hemoculture ต้องทดสอบต่อด้วย 

การยอ้มสแีกรมและแยกเช้ือใหเ้ปน็โคโลนเีดีย่วในอาหาร 

blood agar จากนั้นพิสูจน์เชื้อสเตรปโตคอคคัส 

ซูอิสด้วยการทดสอบสมบัติทางชีวเคมีและวิธี PCR 

ที่จำ�เพาะ(8, 9) ซึ่งวิธีการตรวจทางห้องปฏิบัติการ 

ในปัจจุบันใช้เวลานาน ชุดน้ำ�ยาและเครื่องมือราคาสูง 

จึงไม่สามารถตรวจวินิจฉัยได้ในห้องปฏิบัติการของ 

โรงพยาบาลทั่วไป หรือโรงพยาบาลชุมชนขนาดเล็ก 

ซึ่งมีโอกาสพบผู้ป่วยที่มีความเสี่ยงต่อการติดเชื้อสูง 

ดังนั้น การมีชุดตรวจวินิจฉัยที่ง่าย สะดวกและให้ผล

รวดเร็ว จึงจำ�เป็นสำ�หรับการวินิจฉัยผู้ติดเชื้อสเตรป-

โตคอคคัส ซูอิส Nakayama และคณะ(10) ได้พัฒนา

ชุดตรวจคัดกรองหาแอนติเจนของเชื้อจากตัวอย่าง

ปสัสาวะ โดยการนำ�โพลีโคลนอลแอนตบิอดตีอ่แคปซลู

ของเชื้อสเตรปโตคอคคัส ซูอิส ซีโรไทป์ 2 มาผลิต 

ชดุตรวจ immunochromatographic strip test และ 

Porter และคณะ(11) ได้พัฒนาชุดตรวจโดยอาศัยวิธี 

latex agglutination test ในการตรวจโรคติดเชื้อ 

Streptococcus pneumoniae โดยใช้แอนติบอดี 

ที่ จำ � เพาะกับแคปซูลของเชื้ อมาเคลือบลงบน  

polystyrene latex beads ซึ่งทั้ง strip test และ 

latex agglutination test จัดเป็นวิธีที่ง่าย สะดวก 

และให้ผลรวดเร็ว 

จากงานวจิยัขา้งตน้(10, 11) ผูว้จิยัจงึมแีนวคดิ

ที่จะพัฒนาชุดตรวจคัดกรองเชื้อสเตรปโตคอคคัส  

ซูอิส ซีโรไทป์ 2 โดยวิธี latex agglutination test  

ในการตรวจหา capsular polysaccharide (cps) 

antigen ของเชื้อดังกล่าว เนื่องจากเป็นซีโรไทป์ที่ก่อ

โรครุนแรงและพบอุบัติการณ์สูงที่สุด โดยการนำ�  

rabbit anti-cps ของเชื้อสเตรปโตคอคคัส ซูอิส  

ซีโรไทป์ 2 มาใช้พฒันาชุดตรวจคดักรองดว้ยวิธดีงักลา่ว

วัสดุและวิธีการ	
1. สัตว์ทดลอง

ใช้กระต่ายสายพันธุ์ New Zealand White 

Rabbit น้ำ�หนกั 1.5-2 กิโลกรมั จากศนูยส์ตัวท์ดลอง

แห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล งานวิจัยนี้ได้รับการ

รับรองจากคณะกรรมการพิจารณาจรรยาบรรณการ

วิจัยในสัตว์ทดลอง มหาวิทยาลัยพะเยา (เลขที่ 

600104001)
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2. ตัวอย่างเชื้อแบคทีเรีย

เชื้อ S. suis ซีโรไทป์ 2 (code no. 

DMST18783) จากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  

เชื้อ S. suis ซีโรไทป์ 2 และ 14 จากผู้ป่วยติดเชื้อ

โรงพยาบาลเชียงคำ� จังหวัดพะเยา (เลขที่จดแจ้ง 

0615-9/59) และเชื้ออื่นๆ เช่น Streptococcus 

pneumoniae, Salmonella Enteritidis,  

Escherichia coli, Shigella spp. และ 

Streptococcus pyogenes ได้รับการอนุเคราะห์ 

จากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะสหเวชศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยพะเยา

3. การเพาะเลี้ยงเชื้อและเตรียมแคปซูลของเชื้อ

เชื้อ S. suis, S. pyogenes และ S.  

pneumonaie เพาะเลี้ยงเชื้อโคโลนีเดี่ยวจาก  

blood agar ในอาหาร Todd Hewitt Broth (THB) 

ส่วนเชื้ออื่นๆ เพาะเลี้ยงใน Trypticase Soy Broth 

(TSB) ปรมิาตร 1 ลติร จนเชือ้อยู่ในระยะ log phase 

จึงปั่นล้างด้วย PBS จากนั้นสกัดแคปซูลของเชื้อ 

(capsular polysaccharide (cps) antigen) โดย

ดัดแปลงจากวิธีของ Van Calsteren และคณะ(12) 

สรุปโดยย่อคือ autoclave เชื้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส นาน 75 นาที นำ�ไปแช่แข็งที่ -80 

องศาเซลเซียส นาน 10 นาทีแล้วละลายน้ำ�แข็ง  

นำ�ไปปั่นที่ 2,700×g นาน 15 นาที ดูดส่วนน้ำ�ใส 

มาผสมกบัคลอโรฟอรม์ในอตัราสว่น 1:1 โดยปรมิาตร 

เขย่าให้เข้ากัน นำ�ไปปั่นที่ 2,700×g นาน 15 นาที 

ดูดส่วนใสข้างบนมาทำ�ซ้ำ�ข้ันตอนนี้ 2 ครั้ง ดูดส่วน 

น้ำ�ใสมาเติมเอทานอลและแคลเซียมคลอไรด์ ให้มี

ความเขม้ขน้สดุทา้ยเทา่กบัรอ้ยละ 20 และ 0.1 โมลาร ์

ตามลำ�ดับ เขย่าแล้วบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

นาน 30 นาที นำ�ไปปั่นที่ 2,700×g นาน 15 นาที  

ดดูส่วนน้ำ�ใสมาผสมเอทานอลใหม้คีวามเขม้ขน้สดุทา้ย

เท่ากับร้อยละ 80 แช่ไว้ข้ามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศา-

เซลเซยีส ปัน่ที ่2,700×g นาน 15 นาท ีละลายตะกอน

ดว้ยน้ำ�กลัน่ จากนัน้ไดอะไลซด์ว้ย PBS นาน 6 ชัว่โมง 

เกบ็ตวัอยา่ง cps และนำ�ไปวดัการดดูกลนืแสงทีค่วาม 

ยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Spectropho-

tometer (Thermo Scientific, Biomate3)

4.	 การผลิตและการตรวจพิสูจน์แอนติบอดีต่อ 

	 แคปซูล

นำ� cps ความเขม้ขน้ 1 มลิลกิรมัตอ่มลิลลิติร 

ผสมกับ Freund’s complete adjuvant ในอัตราส่วน 

1:1 โดยปริมาตร ฉีดใต้ผิวหนัง (subcutaneous)  

3 ตำ�แหน่งของกระต่ายสายพันธุ์ New Zealand 

White Rabbit สำ�หรับครั้งที่ 1 ส่วนครั้งที่ 2 และ 3 

ผสม cps ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

กับ Freund’s incomplete adjuvant อัตราส่วน 1:1 

ในปรมิาตรทัง้หมด 1 มลิลลิติรตามวธิขีอง Nakayama 

และคณะ(10) โดยการฉีดแต่ละครั้งห่างกัน 1 สัปดาห์

และเก็บซีรัมก่อนฉีดกระตุ้นครั้งที่ 1 และหลังการ 

ฉีดกระตุ้นครั้งที่ 3 แล้ว 1 สัปดาห์ เพื่อนำ�มาตรวจหา

การสร้างและไตเตอร์ของ anti-cps โดยวิธี indirect 

ELISA โดยการเคลือบเพลทด้วยเชื้อตาย S. suis, 

E. coli, S. pneumoniae, S. pyogenes,  

Shigella spp. และ  S. Enteritidis ในแต่ละหลุม

ที่ความเข้มข้น 1×108 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร บ่มที่ 37 

องศาเซลเซยีส นาน 1 ชัว่โมง จากนัน้ลา้งดว้ย 0.05% 

Tween-PBS 3 ครั้ง แล้วเติม 2% BSA-PBS  

บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ล้างด้วย 

0.05% Tween-PBS 3 ครัง้ จากนัน้เตมิซรีมักระตา่ย

ที่เจือจาง 1:10 ก่อนการฉีดกระตุ้นและหลังการฉีด

กระตุน้ครัง้ที ่3 บม่ที ่37 องศาเซลเซยีส นาน 1 ชัว่โมง 

จากนั้นล้างด้วย 0.05% Tween-PBS 3 ครั้ง  

แล้ ว เติม mouse ant i - rabbi t IgG-HRP  

(ImmunoTools) ที่เจือจาง 1:2000 บ่มที่ 37  

องศาเซลเซยีส นาน 1 ชัว่โมง จากนัน้ลา้งดว้ย 0.05% 
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Tween-PBS 3 ครั้ง แล้วเติม TMB substrate  
หยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ด้วย HCl เข้มข้น 1 N แล้วนำ�
ไปวดัคา่การดดูกลนืแสงที ่450 นาโนเมตร ดว้ยเครือ่ง 
ELISA microplate reader

5.	 การดูดซับแอนติบอดีที่ไม่จำ�เพาะ
ซีรัมกระต่ายที่มีแอนติบอดีที่ทำ�ปฏิกิริยา 

ข้ามกับเชื้ออื่นๆ จากการทดสอบด้วยวิธี indirect 
ELISA จะถูกดูดซับโดยการใช้เชื้อตาย E. coli,  
S. pneumoniae, S. pyogenes, Shigella spp. 
และ S. Enteritidis ที่ความเข้มข้น 1×109 ซีเอฟยู
ต่อมิลลิลิตร ของแต่ละเชื้อรวมกันแล้วนำ�มาผสม 
รว่มกับซรีมักระตา่ยหลงัฉดีกระตุน้ครัง้ที ่3 ในปรมิาตร  
1 มิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส หมุนตลอดเวลา 
นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นนำ�ซีรัมที่ผ่านการดูดซับ 
มาทดสอบหา specific anti-cps อีกครั้งด้วยวิธี  
indirect ELISA ตามวิธีการในหัวข้อที่ 4 และ 
วัดปริมาณโปรตีนที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

6.	 การผลิตและทดสอบชุดน้ำ�ยา Latex Aggluti- 
	 nation Test (LAT)

การผลิต LAT ทำ�ตามวิธีของ Porter และ
คณะ(11) โดยใช้แอนติบอดีก่อนการฉีดกระตุ้นและ
แอนติบอดีหลังจากฉีดครั้งที่ 3 ที่ผ่านการดูดซับแล้ว
มาเจือจางด้วยน้ำ�เกลือ (ร้อยละ 0.9) ในอัตราส่วน 
1:5, 1:10, 1:20 และ 1:40 แล้วนำ�มาผสม 
เม็ดลาเท็กซ์ (latex particle) (ความเข้มข้น 0.8 
ไมโครเมตร, Sigma-Aldrich) เพือ่พฒันาชดุควบคมุ 
( immunoglobul ins-LAT) และชุดตรวจ  
(anti-cps-LAT) ตามลำ�ดับ จากนั้นตรวจสอบว่า 
มีแอนติบอดีเกาะอยู่บนเม็ดลาเท็กซ์ โดยใช้ anti- 
cps-LAT ปริมาตร 40 ไมโครลิตรผสมกับ mouse 
anti-rabbit IgG-HRP (Immuno Tools) ที่เจือจาง 
1:5 ปริมาตร 40 ไมโครลิตร เขย่านาน 2 นาที แล้ว
อ่านผลปฏิกิริยาการเกาะกลุ่มกันของเม็ดลาเท็กซ์ 

ทดสอบความไวของน้ำ�ยา LAT โดยการใช้ cps ของ
เชื้อ S. suis ที่เจือจางลง 2 เท่าเป็นลำ�ดับ (เริ่มจาก
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร - 0.03125 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) นำ� cps ของเชื้อ S. suis  
ที่เจือจางแล้ว 40 ไมโครลิตร ผสมกับน้ำ�ยา LAT  
40 ไมโครลิตร แล้วอ่านผลปฏิกิริยาการเกาะกลุ่ม  
การทดสอบความจำ�เพาะ ทำ�ได้โดยนำ� cps ของเชื้อ
ตา่งๆ ทีค่วามเขม้ขน้ 1 มลิลกิรมัตอ่มลิลลิติร ปรมิาตร 
40 ไมโครลิตรผสมกับน้ำ�ยา LAT 40 ไมโครลิตร  
อ่านผลปฏิกิริยาการเกาะกลุ่มในเวลา 2 นาที 

 
ผลการวิจัย

จากการตรวจวัดระดับไตเตอร์ของ rabbit 
anti-cps หลงัการฉดีกระตุน้ครัง้ที ่3 ดว้ยวธิ ีindirect 
ELISA พบว่ามีไตเตอร์เท่ากับ 125 (ไม่แสดงผล) 
และพบว่าแอนติบอดีที่ได้สามารถทำ�ปฏิกิริยาข้ามได้
กับเชื้ออื่นๆ เช่น S. pneumoniae, S. pyogenes, 
S. Enteritidis, E. coli และ Shigella spp. เมื่อ
กำ�จัดแอนติบอดีที่ไม่จำ�เพาะโดยวิธีการดูดซับพบว่า
สามารถลดระดับแอนติบอดีลงได้ (Fig. 1) เมื่อนำ� 

Fig. 1 	Detecting anti-cps and non-specific  
antibodies to different organisms of  
pre-adsorption and post-adsorption of  
two weeks post- third immunization serum 
by indirect ELISA
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anti-cps ทีผ่า่นการกำ�จดัแอนตบิอดทีี่ไมจ่ำ�เพาะแล้ว

มาเคลือบบนเมด็ลาเทก็ซ ์พบวา่ซรีมักระตา่ยทีเ่จอืจาง 

1:5 และ 1:10 สามารถเกิดปฏิกิริยาเกาะกลุ่มให้เห็น

ด้วยตาเปล่า (ความแรงของปฏิกิริยาเกาะกลุ่มเท่ากับ 

3+) เมื่อผสมกับ cps ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ของเชื้อ S. suis ซีโรไทป์ 2 สายพันธุ์จาก

กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทยแ์ละสายพนัธุท์ีแ่ยกไดจ้าก 

ผู้ป่วยโรงพยาบาลเชียงคำ� และให้ผลบวกกับเชื้อ  

S. suis ซีโรไทป์ 2 จำ�นวน 14 สายพันธุ์ที่แยกได้จาก

ผู้ป่วยโรงพยาบาลเชียงคำ� (Fig. 2) โดยชุดน้ำ�ยา

สามารถตรวจวัด cps ได้ที่ความเข้มข้นต่ำ�สุด125 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนความจำ�เพาะเมื่อทดสอบ

ชุดน้ำ�ยาด้วย cps ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม 

ต่อมิลลิลิตร ของเชื้อ S. Enteritidis, E. coli, K. 

pneumoniae, P. aeruginosa ให้ผลลบ ขณะที่ให้

ผลบวกกับ cps ของเชื้อ S. pyogenes (ความแรง

ปฏิกิริยาเกาะกลุ่มเท่ากับ 1+) (Table 1)

Fig. 2	The demonstrated results of immunoglobulins-LAT (Left) and anti-cps—LAT (Right) tested with 
1 mg/mL of cps of Streptococcus suis serotype 2

Bacterial strains Test (Immunoglobulin-LAT) Control (anti-cps-LAT)

S. suis Negative Positive 3+

S. pyogenes Negative Positive 1+

S. pneumoniae Negative Negative

S. Enteritidis Negative Negative

E. coli Negative Negative

Shigella spp. Negative Negative

Table 1 	 The summary result of immunoglobulins-LAT and anti-cps –LAT tested with 1 mg/mL of each 
cps or crude extract 
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วิจารณ์ 
การตรวจวินจิฉยัโรคตดิเชือ้ S. suis ไดอ้ยา่ง

รวดเรว็จำ�เปน็อยา่งยิง่ตอ่การรกัษาผูป้ว่ย Nakayama 

และคณะ(10) ได้พัฒนาชุดตรวจคัดกรองการติดเชื้อ 

S. suis ด้วยวิธี immunochromatographic strip 

test โดยการใช้แอนติบอดีที่ผลิตได้จากกระต่าย 

จากการฉีดกระตุ้นด้วย cps ของเชื้อ S. suis ซึ่ง 

ไม่พบปฏิกิริยาข้ามที่เกิดจากแอนติบอดีดังกล่าว  

จากข้อมูลนี้ ผู้วิจัยจึงมีแนวคิดในการนำ� rabbit  

anti-cps มาผลิตชุดตรวจคัดกรองเชื้อ S. suis ด้วย

วิธี latex agglutination test เนื่องจากทดสอบง่าย 

สะดวกและอ่านผลได้รวดเร็ว ผลการศึกษาพบว่า 

แอนติบอดีที่ผลิตได้ (rabbit anti-cps) หลังจาก 

การฉีดกระตุ้นกระต่ายด้วย cps ครั้งที่ 3 มีไตเตอร์

เท่ากับ 125 ซึ่งถือว่าน้อยมากเมื่อเทียบกับการสร้าง

แอนติบอดีต่อโปรตีนอื่นๆ เช่น การสร้าง anti-IgG 

ที่มีไตเตอร์ 8,000 และ anti-CD147 ที่มีไตเตอร์ 

16,000 หลังจากการฉีดกระตุ้นครั้งที่ 3(13) ทั้งนี้ อาจ

เป็นเพราะสมบัติของแอนติเจนคือตัวเชื้อ S. suis ที่

ใช้ ในการกระตุ้นที่แอนติเจนส่วนใหญ่จะเป็นหมู่

น้ำ�ตาล (capsular polysaccharides) ซึ่งจัดเป็น  

T-independent antigen ที่กระตุ้น B cells ให้สร้าง

แอนติบอดีได้โดยตรงและไม่ผ่าน T helper cells 

ทำ�ให้แอนติบอดีที่ได้มีไตเตอร์ต่ำ�และไม่นำ�ไปสู่การ

เกิด class switching และ memory B cells(14)  

และอีกปัญหาหนึ่งที่พบได้ในการศึกษานี้คือการที่

แอนตบิอดทีีผ่ลติไดส้ามารถทำ�ปฏกิริยิาขา้มไดก้บัเชือ้

แบคทีเรียอื่นๆ โดยเฉพาะเชื้อ S. pyogenes ทั้งนี้

อาจเปน็ผลจากการใช้โพลีโคลนอลแอนตบิอดแีละเปน็

แอนติบอดีต่อหมู่น้ำ�ตาลของเชื้อเป็นหลัก และจาก 

การศึกษาเกี่ยวกับโปรตีนแอนติเจนของเชื้อ S. suis 

พบว่ามีความคล้ายคลึงกับของเชื้อ S. pyogenes  

(ยงัไม่ไดต้พีมิพ)์ ถงึแมผู้ว้จิยัไดก้ำ�จดัแอนตบิอดทีีท่ำ�

ปฏิกิริยาข้ามมากกว่าหนึ่งรอบหรือแม้กระทั่งดูดซับ

โดยใชเ้ชือ้ตายทลีะเชือ้แลว้กต็าม เมือ่นำ�มาพฒันาเปน็

ชุดน้ำ�ยาทดสอบ แอนติบอดีที่เหลืออยู่ยังสามารถ 

ก่อให้เกิดปฏิกิริยาข้ามได้กับเชื้ออื่นๆ ผลการศึกษานี้ 

นำ�มาซึ่งแนวทางในการแก้ปัญหาเพื่อพัฒนาชุดตรวจ

คัดกรองให้มีความจำ�เพาะย่ิงขึ้นในงานวิจัยครั้งต่อไป 

โดยการนำ� capsular polysaccharide ของเชื้อ  

S. suis มาเชื่อมต่อกับโปรตีนพาหะ (capsular  

polysaccharide glycoconjugate antigen)(15) ซึ่ง

จัดเป็น T-dependent antigen ในการฉีดกระตุ้นหนู

ทดลอง ซึ่งจะทำ�ให้เกิด class switching และ 

memory B cells นำ�ไปสูก่ารไดแ้อนตบิอดทีีม่ีไตเตอร์

สูงเพียงพอต่อการใช้งาน อย่างไรก็ตาม แอนติบอดี 

ดังกล่าวยังจัดเป็นโพลีโคลนอลแอนติบอดีอันก่อให้

เกิดปฏิกิริยาข้ามได้ ดังนั้น เพื่อลดปัญหาดังกล่าว 

จึงจะผลิตแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนอลแอนติบอดี  

คัดเลือกหาโคลนที่สร้างแอนติบอดีที่จำ�เพาะต่อเชื้อ  

S. suis เท่านั้นโดยการคัดเลือกโคลนด้วยเชื้อ 

สเตรปโตคอคคัส ซูอิส ซีโรไทป์ ต่างๆ และเชื้ออื่นๆ

ที่พบว่ามีปฏิกิริยาข้ามจากการศึกษาครั้งนี้ เพื่อให้ได้

โมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีจ่ำ�เพาะตอ่สเตรปโตคอคคสั 

ซูอิส ซีโรไทป์ 2 เพื่อนำ�มาพัฒนาชุดตรวจคัดกรองให้

มีความไวและความจำ�เพาะเพิ่มขึ้นต่อไป 

สรุป 
Rabbit anti-cps ที่นำ �มาใช้ ในการ 

พัฒนาเบื้องต้นของชุดตรวจคัดกรองด้วยวิธี latex  

agglutination test นั้นยังไม่เหมาะสม ด้วยเหตุผล

หลายประเด็น เช่น ระดับไตเตอร์ของแอนติบอดี  

การทำ�ปฏิกิริยาข้ามของแอนติบอดี แอนติบอดีที่ได้

หลังการดูดซับแต่ละครั้งไม่เท่ากัน เมื่อนำ�แอนติบอดี

ดังกล่าวมาพัฒนาชุดตรวจจึงทำ�ให้ ได้ผลความไว 

ในการตรวจ cps อยู่ที่ 125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และทำ�ปฏิกิริยาข้ามได้กับเชื้อ S. pyogenes การใช้งาน

ชุดน้ำ�ยานี้ยังมีข้อจำ�กัดคือต้องคัดเลือกเชื้อที่เป็น 
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แกรมบวกและให้ผลการสลายเม็ดเลือดแดงแบบไม่

สมบูรณ์ (α-hemolysis) มาทดสอบ จากข้อจำ�กัด 

ดงักลา่ว ทำ�ใหผู้ว้จิยัไม่ไดท้ำ�การทดสอบหาความจำ�เพาะ 

เพิม่เตมิดว้ยเชือ้สเตรปโตคอคคสั ซอูสิ ซีโรไทปต์า่งๆ 

และเชื้ออื่นๆ ดังนั้นการพัฒนาชุดตรวจให้ ได้ตาม

วัตถุประสงค์ที่สามารถตรวจแอนติเจนของเชื้อใน

กระแสเลือดหรือน้ำ�ปัสสาวะ จึงจำ�เป็นต้องเตรียม

แอนติบอดีจากการฉีดกระตุ้นด้วย cps-glycoconju-

gate antigen เพื่อให้ ได้แอนติบอดีที่มีไตเตอร์สูง 

และผ่านเทคนิคไฮบริโดมาเพื่อให้ ได้โมโนโคลนอล

แอนตบิอดทีีม่คีวามจำ�เพาะและความไวสงู กอ่นนำ�มา

พัฒนาเป็นชุดน้ำ�ยาต่อไป

กิตติกรรมประกาศ
คณะผู้วิจัยขอขอบคุณคณะสหเวชศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยพะเยา ที่เอื้อเฟื้อสถานที่และเครื่องมือ 

พร้อมทั้งทุนสนับสนุนจากรายได้คณะเลขที่ AHS-

RD-60003 ในการดำ�เนินงานวิจัยในครั้งนี้ 
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