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บทคดัย่อ 
Cryptococcus neoformans เป็นเช้ือราก่อโรคฉวยโอกาสท่ีส าคัญในทางการแพทย์ท่ีติดเช้ือในผูป่้วยท่ีมี

ภูมิคุม้กนัต ่า โดยเฉพาะผูป่้วยท่ีติดเช้ือ HIV และสามารถติดเช้ือท่ีระบบประสาทส่วนกลาง ท าให้เกิดโรคเยือ่หุม้สมอง
อกัเสบ (cryptococcal meningitis) ซ่ึงเป็นการติดเช้ือท่ีรุนแรงและมีอตัราการเสียชีวิตท่ีสูง ในปัจจุบนัการวินิจฉัยโรค
ติดเช้ือราชนิดน้ี มีการใช้ชุดตรวจท่ีน าเข้าจากต่างประเทศมาใช้ในการตรวจหาแคปซูลแอนติเจนของเช้ือC. 
neoformans ซ่ึงมีทั้ งความไว (sensitivity) และความจ าเพาะ(specificity) ต่อแคปซูลแอนติเจนท่ีสูง แต่ยงัคงมีราคาท่ี
แพงเกินไป ดงันั้นงานวิจยัคร้ังน้ี จึงมุ่งเน้นในการศึกษาและพฒันาชุดตรวจวินิจฉัยแบบรวดเร็ว ทั้งชุดตรวจแบบลา
เท็กซ์แอคกลูติเนชั่น  (latex agglutination, LAT) และชุดตรวจแบบแถบสี (lateral flow immunoassay, LFIA) เพื่อ
ตรวจหาแคปซูลแอนติเจนของเช้ือ C. neoformans โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี 18B7 (Monoclonal Antibody, 
MAb 18B7) ท่ีมีความจ าเพาะต่อแคปซูลแอนติเจนของเช้ือราชนิดน้ี ซ่ึงผลจากการพฒันา ชุดตรวจ LAT และ LFIA 
โดยใช ้MAb 18B7 นั้น เม่ือน ามาทดสอบกบัแคปซูลแอนติเจน พบวา่มีค่าขีดจ ากดัการตรวจหา (limit of detection) อยู่
ท่ี 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและ 0.05 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั โดยชุดตรวจ MAb 18B7 LFIA ท่ีพฒันาข้ึนน้ี 
มีความไวท่ีใกลเ้คียงกบัชุดตรวจท่ีน าเขา้มาจากต่างประเทศ ในทางตรงกนัขา้มชุดตรวจแบบลาเท็กซ์แอคกลูติเนชัน่
(LAT) มีค่าความไวท่ีต ่ามากเม่ือเทียบกบัชุดตรวจท่ีน าเขา้มาจากต่างประเทศ ดงันั้น ชุดตรวจน้ีตอ้งมีการพฒันาให้มี
ความไวท่ีสูงข้ึนต่อไป 
 

ค ำส ำคญั: คริปโตคอคคัสนีโอเฟอร์มานส์, ลาเทก็ซ์แอคกลูติเนช่ัน,ชุดตรวจแถบสี, โมโนโคลนอลแอนติบอดี 18 บี7 
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Abstract 
Cryptococcus neoformans is an important opportunistic fungal pathogen which can causes infection in 

immunocompromised patients, especially HIV patients. The most common infection site is the central nervous 
system (CNS) which causes cryptococcal meningitis with a high mortality rate. For diagnosis for this disease, 
standard rapid diagnostic kits are always applied to detect capsular polysaccharide antigen of C. neoformans; 
however, the prices of these commercial kits are very expensive. Therefore, the aim of this research was to study and 
develop rapid diagnostic assays of latex agglutination (LAT) and lateral flow immunoassay (LFIA) for the detection 
of capsular antigen of C. neoformans by applying monoclonal antibody (MAb) 18B7. The MAb18B7 was only 
specific to capsular antigen of C. neoformans.  The results revealed that the limit of detections (LOD) of LAT and 
LFIA were 1 µg/ml and 0.05 µg/ml, respectively. The sensitivity of MAb 18B7 LFIA was similar to the commercial 
diagnosis of LFIA. In contrast, the sensitivity of 18B7 LAT was much lower than the commercial diagnosis of LAT 
and needed to be further improved.  
 
Keywords: Cryptococcus neoformans, latex agglutination, lateral flow assay, Monoclonal Antibody 18B7 

 
1.บทน า 

Cryptococcus neoformans เป็นเช้ือราก่อโรคฉวยโอกาสท่ีติดเช้ือในผูป่้วยท่ีมีภูมิคุม้กนับกพร่อง โดยเฉพาะ
ผูป่้วยท่ีติดเช้ือ HIV ซ่ึงสามารถน าไปสู่การติดเช้ือ cryptococcal meningitis ได ้โดยอุบติัการณ์ของโรค cryptococcosis 
เพ่ิมข้ึนในช่วงของการระบาดของโรคติดเช้ือ HIV ซ่ึงเฉพาะในทวปีแอฟริกาท่ีเดียว cryptococcosis เป็นโรคอนัดบัส่ีท่ี
เป็นสาเหตุของการตายในผูป่้วยโรค AIDs มากกวา่เช้ือวณัโรค (Park et al., 2009) และถึงแมว้า่จะมีการพฒันายาตา้น
ไวรัส HIV ท่ีมีประสิทธิภาพมากข้ึนในการรักษา แตด่ว้ยปัญหาในการเขา้ถึงยาตา้นไวรัส ส าหรับประเทศท่ีก าลงัพฒันา
รวมถึงประเทศไทย ท าใหอุ้บติัการณ์ของโรค cryptococcosis ยงัคงมีอุบติัการณ์ท่ีสูงอยู ่(Chayakulkeeree et al., 2017) 

การวินิจฉัยโรคติดเช้ือราชนิดน้ีดว้ยวิธีแบบดั้งเดิม เช่น การยอ้มดว้ย India ink หรือ การเพาะเล้ียงเช้ือ ทั้ง 2 
วิธีน้ีมีความไวท่ีไม่สูงมาก และบางวิธีอาจใชเ้วลานานในการตรวจหาเช้ือ จึงมีการพฒันาชุดตรวจท่ีมีความไวและ
ความจ าเพาะสูง สะดวกและรวดเร็วในการวินิจฉยั ซ่ึงในปัจจุบนั ห้องปฏิบติัการทางการแพทยนิ์ยมใชชุ้ดตรวจสองชุด 
คือ Cryptococcal antigen latex agglutination system (CALAS®) ของบริษัท Meridien Bioscience และ Cryptococcal 
antigen lateral flow assay (CrAg® LFA) ของบริษทั IMMY ทั้งสองชุดตรวจน้ี ใชห้ลกัการ antigen-antibody complex 
ในการตรวจหาแคปซูลแอนติเจนของเช้ือ C. neoformans โดยมีโครงสร้างเป็น repeating polysaccharide ท่ีมีโครงสร้าง
หลกัเป็น gluculonoxylomannan (GXM) ซ่ึงมีประมาณ 90-95% ของโครงสร้างแคปซูลทั้งหมด (Cherniak et al., 1988) 
และมีน ้ าหนกัโมเลกลุท่ีใหญ่มาก โดยมีขนาดประมาณ 1-7,000 kDa (Kuma et al., 2011) 

ชุดตรวจมาตรฐานท่ีใชใ้นการตรวจวินิจฉัยโรค cryptococcosis มีหลกัการท่ีแตกต่างกนั ชุดตรวจมาตรฐาน 
CALAS®เป็นชุดตรวจแบบ reverse passive LAT ซ่ึงจะใชเ้ทคนิคในการตรึงแอนติบอดีลงไปบนเม็ด latex beads เพื่อ
ใชใ้นการตรวจหาแคปซูลแอนติเจนในส่ิงส่งตรวจของผูป่้วย โดยผลทดสอบท่ีไดผ้ลบวก จะแสดงให้เห็นเป็นตะกอน 
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ท่ีสามารถสังเกตไดด้ว้ยตาเปล่า ส่วนชุดตรวจ CrAg®LFA เป็นชุดตรวจรูปแบบใหม่ ท่ีเร่ิมนิยมน ามาใชใ้นการตรวจหา
แคปซูลแอนติเจนท่ีอยูใ่นส่ิงส่งตรวจของผูป่้วย โดยใชเ้ทคนิค double antibody sandwich เพื่อจบั Ag-Ab complex และ
ท าให้ gold nanoparticles แสดงสัญญาณไดเ้ป็นขีดสีท่ีต าแหน่ง test line ดงันั้น ผลทดสอบของ CrAg®LFA ท่ีไดผ้ล
บวกจะแสดงใหเ้ห็นเป็น 2 ขีด บนต าแหน่ง test line และ control line บนแผน่ membrane ของ LFIA 

CALAS® และ CrAg®LFA เป็นชุดตรวจท่ีผ่านการพิจารณาจาก Food and drug administration (FDA) ให้
สามารถน ามาใช้ในการตรวจวินิจฉัยผูป่้วยโรค cryptococcosis แทนวิธีแบบเก่า เพราะมีประสิทธิภาพในการตรวจ
วนิิจฉัยท่ีแม่นย  า และมีความจ าเพาะท่ีมากกวา่ อยา่งไรก็ตาม แมชุ้ดตรวจจะมีประสิทธิภาพท่ีดี แต่ในประเทศไทยยงัมี
ราคาสูง ดังนั้ น งานวิจัยในคร้ังน้ีตอ้งการพัฒนาชุดตรวจชนิดรวดเร็วเพื่อตรวจหาแคปซูลแอนติเจนของเช้ือ C. 
neoformans โดยใช้ Monoclonal Antibody (MAb) 18B7 ท่ีจ าเพาะต่อส่วนของแคปซูลน ามาพัฒนาชุดตรวจชนิด
reverse passive latex agglutination assay และ lateral flow immunoassay โดยคาดว่าชุดตรวจท่ีพฒันาข้ึนในคร้ังน้ีจะ
สามารถทดแทนชุดตรวจท่ีมีราคาสูงไดเ้พ่ือลดค่าใชจ่้ายในการตรวจวนิิจฉยัได ้
 
2. วตัถุประสงค์ 

เพ่ือพฒันาชุดตรวจวินิจฉัยต่อแคปซูลแอนติเจนของเช้ือรา C. neoformans โดยวิธี reverse passive latex 
agglutination assay และ วธีิ lateral-flow immunoassay (LFIA) 
 
3. อุปกรณ์และวธีิการ / วธีิด าเนินการวจิยั 

3.1 การเตรียมและการสกดัแคปซูลแอนติเจนของเช้ือ C. neoformans และเช้ือราก่อโรคอ่ืนๆ 
การสกดัและการเพ่ิมความเขม้ขน้ของแคปซูลแอนติเจนของเช้ือยีสต์ C. neoformans ใชว้ิธี ultrafiltration 

ด้วย Viva cell®250 ซ่ึงมีค่า cut off เท่ากับ 100 kDa เพ่ือสกัดและเพ่ิมความเขม้ขน้ส่วนประกอบของแคปซูลอย่าง 
GXM โดยใชแ้ก๊สไนโตรเจนในการช่วยผลกัดนัให้ supernatant ผ่านกระดาษกรองลงไปเร็วข้ึน เป็นการประยกุตจ์าก
วิธีของ Nimrichter และคณะท่ีคิดคน้ในปี 2007 ขั้นตอนเร่ิมตน้จากการเพาะเช้ือ C. neoformans ท่ีเล้ียงใน minimal 
medium เป็นเวลา 3 วนัท่ีอุณหภูมิ 30oC จากนั้นป่ันแยกและน า supernatant ออกมาใส่ลงไปใน concentrator ของ Viva 
cell®250 ปล่อยแก๊สไนโตรเจนในความดนัท่ีเหมาะสมเพื่อผลกั supernatant ใหผ้า่นViva cell®250 โดยใชเ้วลาประมาณ 
2.5-3 ชัว่โมง หลงัจากนั้นน าแคปซูลของเช้ือ ท่ีมีลกัษณะเป็นเจลมาเก็บไวใ้นหลอดทดลอง ละลายเจลโดยใชน้ ้ ากลัน่ท่ี
ปราศจากเช้ือ เป็น diluent แลว้น าไปวดัความเขม้ขน้ของแคปซูล ดว้ยวิธี phenol-sulfuric acid method และวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 490 nm. มีน ้ าตาล D-glucose เป็นสารมาตรฐาน (standard solution) 

3.2 การเตรียม MAb 18B7  
3.2.1 การเพาะเล้ียงและการสกดั MAb 18B7 
น า clone MAb 18B7(ได้รับความอนุ เคราะห์มาจาก Joshua D. Nosanchuk, Albert Einstein College of 

Medicine, New York) ซ่ึงเป็น hybridoma cells ท่ีผลิต antibody ต่อแคปซูลแอนติเจนของเช้ือ C. neoformans ชนิด 
IgG1น ามาเพาะเล้ียงในอาหาร serum free medium (SFM) หลงัจากนั้นน า supernatant มาท าให้เขม้ขน้ โดยใช้ Viva 
spin (GE Healthcare Life Science™) ท่ีมีแผ่นกรองท่ีค่า cut off เท่ากับ 30 kDa หลงัจากนั้ นน า supernatant มาสกัด
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แอนติบอดีต่อแคปซูลแอนติเจน (MAb 18B7) โดยใช้ affinity protein G column (GE Healthcare Life Science™) 
หลงัจากนั้นน ามาตรวจสอบความบริสุทธ์ิของแอนติบอดีดว้ยการท า SDS-PAGE และ western blot แลว้น าไปวดัความ
เขม้ขน้ของแอนติบอดีดว้ย โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 nm  

3.2.2 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิและคุณสมบติัของ MAb 18B7 ดว้ยวธีิ SDS-PAGEและวธีิ western blot 
SDS-PAGE เป็นวิธีแยกขนาดของโปรตีนต่างๆ หากแอนติบอดีท่ีสกดัได ้เป็น IgG ท่ีบริสุทธ์ิ จะพบ แบน

ของโปรตีนท่ีมีขนาดและจ านวนเท่ากบั positive control ซ่ึงเป็นmouse IgG เช่นเดียวกนัหลงัจากนั้นท า western blot 
โดยการใช้  horseradish peroxidase (HRP) conjugated goat anti-mouse IgG antibody (Jackson, West Grove, Pa)ท่ี
ความเจือจาง 1:5,000 โดยใช ้3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine (TMB) เป็น substrate ผลท่ีไดจ้ะเกิดแบนของโปรตีนท่ีมี
ขนาดและจ านวนเท่ากบั positive control ซ่ึงเป็น mouse IgG เช่นเดียวกนั 

3.2.3 การทดสอบ immunoreactivity และ การหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีใช้
ในการท าปฏิกิริยา โดยวธีิ indirect ELISA  

การทดสอบแบบ indirect ELISA คร้ังน้ี เป็นวธีิการในการเจือจางความเขม้ขน้ของ MAb18B7 และแอนติเจน 
เพ่ือหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม ท่ีท าให้ปฏิกิริยาการจบักนัดีท่ีสุด โดยค่า maximal OD เท่ากบั1-1.5 หลกัการของวิธีน้ี
จะเป็นการ coat 96-well plate ดว้ยแคปซูลแอนติเจนของเช้ือ C. neoformans ท่ีมีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 160, 80, 40,20 10,  
5 และ 0 ng/ml ลงไปก่อน บ่มท้ิงไว ้1 วนั ท่ีอุณหภูมิ 4 oC จากนั้นจะท าการblock non-specific binding ดว้ยการเติม 
2.5% BSA แล้วเติม MAb 18B7 ท่ีความเข้มข้นตั้ งแต่ 15, 7.5 และ 3.25 ng/ml จากนั้ นตรวจสอบการเกิด Ag-Ab 
complex ด้วยการเติม  HRP conjugated goat anti-mouse IgG antibody (Jackson, West Grove, Pa) ซ่ึงใช้ TMB เป็น
substrate แลว้น ามาบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 15 นาที ก่อนจะหยดุปฏิกิริยาดว้ย 2M H2SO4  แลว้น าไปวดัค่าการดูดกลืน
แสง 450/570 nm 

3.3 การพฒันาชุดตรวจ Latex agglutination assay 
3.3.1 การ sensitization ของ MAb 18B7 กบั latex beads ดว้ยวธีิ passive physical adsorption 
ในขั้นตน้ได้ท าการ sensitization เม็ด latex beads ให้มีการจับกันระหว่างแอนติบอดี 18B7 และเม็ด latex 

beads โดยการทดลองคร้ังน้ี ใชแ้บบ passive adsorption โดยมีขั้นตอนท่ีประยกุตม์าจาก dos Santos และคณะ(2015) มี
ขั้นตอนดังน้ี  เร่ิมต้นด้วยการล้าง latex beads ด้วย MES buffer (ethane sulfonic acid) pH 6.1โดยการป่ันเหวี่ยงท่ี 
10,000 g นาน 10 นาทีจ านวน 3 คร้ัง จากนั้น suspend ใน buffer ปริมาตร 200 µl แลว้เติม MAb 18B7 โดยปรับให้ได้
ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 2 mg/ml แลว้ผสมให้เขา้กนัอยา่งเบาๆ ก่อนน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4oC นาน 24 ชัว่โมง โดยเขยา่
ให้สารเขา้กนัตลอดเวลาอยา่งเบาๆ จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 g นาน 10 นาที ก่อนน าไป suspend ใน buffer ท่ี
ผสม 1% BSA ลงไป เพื่อท าหนา้ท่ีในการ block non-specific binding แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 4 ชัว่โมง เขยา่เบาๆ
แบบต่อเน่ือง จากนั้นลา้งดว้ย buffer แลว้จึง suspend ดว้ย storage buffer (ซ่ึงประกอบไปดว้ย 50 mM MES buffer, 1% 
BSA, 0.1% NaN3 และ 5% glycerol) ก่อนน าไปเก็บไวท่ี้ 4oC 

3.3.2 การทดสอบ sensitivity ของ sensitized MAb 18B7 latex beads 
เป็นการหาขีดจ ากดัการตรวจวดั (limit of detection, LOD) ของ sensitized latex beads เพื่อหาความเขม้ขน้ท่ี

น้อยท่ี สุดของ MAb 18B7 ท่ี  sensitized latex beads แล้วท าปฏิกิริยากับแคปซูลแอนติเจน  (GXM) ของเช้ือ C. 
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neoformans จนเกิด lattice formation เป็นตะกอนท่ีสามารถสังเกตได้ด้วยตาเปล่า ขั้ นตอนแรก ท าการเจือจาง 
sensitized MAb 18B7 latex beads (ขั้นตอน 3.3.1) ท่ี1:10 กบั PBS และเจือจางความเขม้ขน้ของแคปซูลแอนติเจนดว้ย 
PBS buffer ท่ีความเขม้ขน้สุดทา้ยตั้งแต่ 5, 2.5, 1, 0.5 และ 0.1 µg/ml ตามล าดบั จากนั้นผสมใหเ้ขา้กนั ดว้ย vortex นาน 
10 วนิาที ท าการหยดสารละลายทั้งสองดว้ยปริมาตรอยา่งละ 10 µl ลงบนสไลด ์เกล่ียผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั แลว้บ่มท่ี
อุณหภูมิหอ้งนาน 3 นาที สงัเกตผลการเกิดตะกอนดว้ยตาเปล่าและภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 

3.4 การพฒันาชุดตรวจ Lateral flow immunoassay (LFIA) 
3.4.1 การเตรียม MAb 18B7-colloidal gold conjugate 
การติดฉลาก MAb 18B7 ดว้ย colloidal gold เร่ิมตน้ดว้ยการปรับ pH ของสารละลาย colloidal gold ใหไ้ดถึ้ง 

pH 11 โดยใช้ sodium carbonate จากนั้นเติม MAb 18B7 ท่ีมีความเขม้ขน้10 µg/ml มาผสมกบั สารละลาย colloidal 
gold บ่มส่วนผสมน้ี ท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 30 นาที จากนั้นเติม 10%NaCl แลว้หาความเขม้ขน้ MAb 18B7 ท่ีเหมาะสม
ท่ีสุดในการติดฉลากกบั colloidal gold โดยเลือก MAb 18B7 ท่ีมีความเขม้ขน้ต ่าสุด ท่ีสามารถติดฉลากกบั colloidal 
gold ได้ โดยไม่เกิด flocculation หรือ การเกาะกลุ่มของ colloidal gold ดว้ยกันเอง จากนั้นน าส่วนผสม MAb 18B7 
conjugated colloidal gold ไป บ่ ม กั บ  5% casein ใน  20 mM sodium phosphate (blocking buffer) แล้ ว บ่ ม ต่ อ ท่ี
อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที จากนั้นน าส่วนผสมไปป่ันเหวี่ยงและดูดเอาส่วน supernatant ออกไป จากนั้ นเติม 20% 
sucrose เพื่อท าหน้าท่ีเป็น molecular pocket จากนั้ นจึงหยดลงบน conjugation releasing pad ก่อนน าไปบ่มท่ีตู ้ดูด
ความช้ืนนาน 24 ชัว่โมง (Intaramat 2006) 

3.4.2 การเตรียม membrane และการประกอบชุด LFIA 
Membrane เป็นส่วนประกอบท่ีส าคญัของ LFA ท่ีมีทั้ง test line และ control line ขั้นตอนเร่ิมตน้ดว้ยการหยด 

Galanthus nivalis (GNA) ท่ีเขม้ขน้ 0.5 mg/ml ลงไปใน test line 0.5 µl และหยด rabbit anti-mouse IgG ท่ีเขม้ขน้ 0.5 
mg/ml ลงไปใน control line 0.5 µl  จากนั้น น าไปจุ่มใน blocking buffer เพ่ือป้องกนัการเกิด unspecific binding แลว้
น าเขา้ตูดู้ดความช้ืน การใช ้GNA เป็น test line เพราะ GNA เป็นโปรตีน lectin ท่ีสามารถจบัอยา่งจ าเพาะกบั แอลฟา 1-
3 mannose residue ซ่ึงเป็นพนัธะท่ีมีอยู่ในโครงสร้างของแคปซูลแอนติเจน ท าให้ GNA สามารถจบัได้กับ Ag-Ab 
complex และแสดงสญัญาณได ้

การประกอบชุด LFIA แสดงในรูปท่ี 1 ดงัน้ี 

 
รูปที่ 1 ส่วนประกอบของLateral flow immunoassay (LFIA) 
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3.4.3 การทดสอบ lateral flow immunoassay (LFIA)  
การทดสอบชุดตรวจ LFIA เร่ิมตน้ดว้ยการน าชุดทดสอบจุ่มลงในแคปซูลแอนติเจนในความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

ตั้งแต่ 0.005-5.0µg/ml ท่ีละลายใน PBS ในปริมาณ 100 µl แลว้บ่มไวน้าน 30 นาที จากนั้นอ่านผล โดยผลบวกจะตอ้ง
ปรากฏแถบสีทั้งหมด 2 แถบ ทั้ง test line และ control line ส่วนผลลบจะปรากฏแถบสีเพียงท่ีเดียวเท่านั้นเฉพาะส่วน
ของ control line  
 
4. ผลการวจิยั 

4.1การสกดัแคปซูลแอนติเจน 
แคปซูลแอนติเจนท่ีสกัดได้ของเช้ือ C. neoformans มีความเข้มข้น 3 mg/mlจากการวดัความเข้มขน้ของ

คาร์โบไฮเดรตดว้ยวธีิ phenol-sulfuric acid method โดยมีน ้ าตาล D-glucose เป็นสารมาตรฐาน 
4.2การตรวจสอบความบริสุทธ์ิและคุณสมบติัของ MAb 18B7 
การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ MAb 18B7 เป็นการน า fractions ต่างๆท่ี elute มาจาก affinity column 

protein G มาท า SDS-PAGE พบวา่ fractions ท่ี 5-11 พบขนาดโปรตีนท่ีใกลเ้คียงกบั light chain และ heavy chain ของ
IgG ท่ีมีขนาดประมาณ 25 และ 50 kDa ตามล าดบั ซ่ึงขนาดของ light chain และ heavy chain ของแอนติบอดีพบว่ามี
ขนาดท่ีเท่ากับ positive control ซ่ึงเป็น mouse IgG ผลการทดลองน้ีเป็นการยืนยนัว่า โปรตีนท่ีสกัดมาได้น้ีมีความ
บริสุทธ์ิและเป็นแอนติบอดีท่ีมีขนาดเท่ากบั IgG (รูปท่ี 2) 

 

 
รูปที่ 2 แสดงผลการตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ MAb 18B7 ดว้ยวิธี SDS-PAGE ของแต่ละ fractions ท่ีผ่าน affinity protein G โดยในรูป
จะมี protein marker อยู่ท่ีเลนซ้ายสุดถดัมาจะเป็น fractions ตั้งแต่ 4-11 ท่ีผ่านการสกดัมาแล้ว และสุดท้ายจะมี positive control ซ่ึงเป็น 
mouse IgG อยูเ่ลนดา้นขวาสุด 

 
การตรวจสอบคุณสมบติัของ MAb 18B7 เป็นการน า fractions ต่างๆท่ี elute มาจาก affinity column protein 

G มาท า western blot พบวา่ fractions ท่ี 5-11 พบ protein bands ท่ีมีขนาดโปรตีนท่ีใกลเ้คียงกบั light chain และ heavy 
chain เหมือนในผล polyacrylamide gel ท่ีท า SDS-PAGE ซ่ึงขนาดของ light chain และ heavy chain ของแอนติบอดีก็
มีขนาดท่ีเท่ากบั positive control ซ่ึงเป็น mouse IgG เช่นเดียวกนั ผลการทดลองน้ีเป็นการยนืยนัวา่แอนติบอดีท่ีสกดัมา 
เป็นแอนติบอดีชนิด IgG (รูปท่ี 3) 



งานประชุมวิชาการระดบัชาติ มหาวิทยาลยัรังสิตประจ าปี ๒๕๖๒  
https://rsucon.rsu.ac.th/proceedings ๒๖ เมษายน ๒๕๖๒ 

49 

 
รูปที่ 3 แสดงผลการตรวจสอบคุณสมบติัของ MAb 18B7 ดว้ยวิธี western blot บนแผ่น nitrocellulose ของแต่ละ fractions ท่ีผ่าน affinity 
protein Gโดยในรูปจะมี protein marker อยูท่ี่เลนซา้ยสุดถดัมาจะเป็น fractions ตั้งแต่ 4-11 ท่ีผา่นการสกดัมาแลว้ และสุดทา้ยจะมี positive 
control ซ่ึงเป็น mouse IgG อยูเ่ลนดา้นขวาสุด 

 
4.3 การทดสอบ immunoreactivity และหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีใชใ้นการ

ท าปฏิกิริยา โดยวธีิ indirect ELISA 
ผลของ Indirect ELISA ระหวา่ง MAb 18B7 กบั แคปซูลแอนติเจน (GXM) ของเช้ือ C. neoformans ท่ีความ

เข้มข้นต่างๆ แสดงให้ เห็นว่า ท่ีระดับความเข้มข้นของ MAb 18B7 ตั้ งแต่  2.5–40 ng/ml กราฟแสดงลักษณะ 
exponential phase และเร่ิมมีแนวโน้มเขา้สู่ stationary phase ตั้งแต่ความเขม้ขน้ท่ี 40 ng/ml เป็นตน้ไป ส่วนปริมาณ
แคปซูลแอนติเจนทั้งสามความเขม้ขน้ (3.25, 7.5 และ 15 ng/ml) มีแนวโนม้ของเส้นกราฟเป็นไปในลกัษณะเดียวกนั 
แต่ต่างกนัท่ีค่า OD ท่ีมากข้ึนหรือนอ้ยลง ท่ีแปรผนัตามความเขม้ขน้ของแคปซูลแอนติเจนสังเกตวา่ ความเขม้ขน้ของ 
MAb ท่ี  20 ng/ml ก็สามารถให้ค่า OD ท่ีสูงกว่า 1 ทั้ งในความเข้มข้นของแคปซูลแอนติเจนท่ี 15 และ 7.5 ng/ml 
ตามล าดบั ยกเวน้ความเขม้ขน้ท่ี 3.25 ng/ml (รูปท่ี 4) 
 

 
รูปที่ 4 แสดงผลของ indirect ELISA ระหวา่ง MAb 18B7 กบัแคปซูลแอนติเจน (GXM) ของเช้ือ C. neoformans โดยในรูป MAb 18B7 ท่ี
ใช้ทดสอบมีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 15, 7.5 และ 3.25 ng/ml และความเขม้ขน้ของแคปซูลแอนติเจนมีตั้งแต่ 160, 80 40, 20 10, 5 และ 0 ng/ml 
ตามล าดบั 
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4.4การหา sensitivity ของ sensitized MAb18B7 latex beads ต่อแคปซูลแอนติเจนของเช้ือ C. neoformans 
ผลจากการท า Latex agglutination ระหว่าง sensitized MAb18B7 latex beads กับแคปซูลแอนติเจน พบว่า 

ตั้งแต่ความเขม้ขน้ท่ี 5, 2.5 และ 1 µg/ml เกิดตะกอน (clamps) ท่ีสามารถสังเกตดว้ยตาเปล่าได ้และผลก็สอดคลอ้งกบั
ภาพภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ในขณะท่ีความเขม้ขน้ของแคปซูลท่ี 0.5 และ 0.1 µg/ml ไม่พบตะกอน โดยสารละลายมี
ลกัษณะท่ีเป็น homogenized และทั้ งสองความเข้มข้นมีลักษณะท่ีคลา้ยกับ negative control ทั้ งท่ีอยู่บนสไลด์และ
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ดงันั้น ค่าขีดจ ากดัการตรวจวดั (LOD) ของการทดลองน้ีจึงอยูท่ี่ 1 µg/ml (รูปท่ี 5) 
  

 
รูปที ่ 5 ผล agglutination ของ sensitized MAb 18B7 latex beads ท่ีอตัราส่วน1/10 ต่อความเขม้ขน้ของแคปซูลแอนติเจน (GXM) ตั้งแต่ 
0.1–5 µg/mlโดยภาพแต่ละชุดจะประกอบดว้ยชุดภาพของ latex beads ท่ีอยูบ่นสไลด ์ (ดา้นซา้ย) และlatex beads ท่ีอยูภ่ายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ท่ีก  าลงัขยาย 10x 

 
4.5 การหา sensitivity ของ MAb 18B7 LFA ต่อแคปซูลแอนติเจน 
ผลจากการทดสอบ MAb 18B7 LFA ต่อแคปซูลแอนติเจนหรือ GXM พบวา่ ตั้งแต่ความเขม้ขน้ 5, 0.5 และ 

0.05 µg/ml สามารถอ่านผลได้เป็นผลบวก โดยผลบวกพบการเกิดจุดสีแดงข้ึนทั้ ง control line และ test line แต่เม่ือ
ความเขม้ขน้ของแคปซูลเท่ากบั 0.005 µg/ml พบวา่เกิดผลลบ โดยพบจุดสีแดงเพียง control line เท่านั้นดงันั้น ค่า LOD 
ของชุดทดสอบน้ีเท่ากบั 0.05 µg/ml (รูปท่ี 6) 

 
รูปที ่6 แสดงผลการทดสอบ MAb 18B7 LFIA test กบัแคปซูลแอนติเจน (GXM) ของเช้ือ C. neoformans ท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 0.005 – 5 
µg/ml และแสดงผลของการทดสอบของ negative control (+ ผลบวก และ- ผลลบ) 
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5. การอภิปรายผล 
5.1 การเตรียมแคปซูลแอนติเจน และการสกดั MAb 18B7 ประสบผลส าเร็จ และมี immunoreactivity ท่ีดี 

จากผลของ indirect ELISA 
5.2 การพฒันาชุดตรวจทั้ ง sensitized MAb 18B7 latex beads และ MAb 18B7 LFIA ประสบผลส าเร็จ โดย 

ชุดตรวจท่ีพฒันาข้ึนอยา่งMAb 18B7 LFIA มีค่า LOD ท่ีต  ่ากวา่ sensitized MAb 18B7 latex beads อยูป่ระมาณ 20 เท่า 
5.3 ความเขม้ขน้ของแคปซูลท่ี 0.5 µg/ml ในการทดสอบชุดตรวจ latex agglutination พบว่า บนสไลด์ไม่

สามารถสังเกตตะกอนท่ีเกิดข้ึนได้ด้วยตาเปล่า แต่เม่ือตรวจสอบภาพภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ พบลกัษณะท่ีมีกลุ่ม
ตะกอนขนาดเล็ก บ่งช้ีวา่ เกิด antigen-antibody complex ข้ึน แต่มีขนาดท่ีไม่ใหญ่พอให้สงัเกตดว้ยตาเปล่าได ้จึงไดผ้ล
ลบจากการทดสอบ 

5.4 ค่า LOD ของ MAb 18B7 LFIA มีค่าท่ีสูงกวา่ชุดตรวจมาตรฐานท่ีเป็น LFIAอยา่ง CrAg® (IMMY) ท่ีมีค่า 
LOD เท่ากับ 0.001µg/ml แต่ชุด sensitized MAb18B7 latex beads มีค่า LOD ท่ีสูงกว่าชุด latex agglutination อย่าง 
CALAS® (Meridien Bioscience) ซ่ึ งมีค่ า LOD เท่ ากับ  0.005 µg/ml ตามล าดับ  (Gates-Hollingsworth et al., 2013, 
Temstet et al., 1992) ซ่ึงพบวา่มีความแตกต่างกนัมากและตอ้งมีการพฒันาวธีิ latex agglutination ต่อไป 

5.5 ชุดตรวจมาตรฐาน CALAS® กบัชุด sensitized MAb18B7 latex beads เป็นชุดตรวจ latex agglutination 
แบบ reverse passive เหมือนกนัแต่มีชนิดแอนติบอดีท่ีไม่เหมือนกนั โดนแอนติบอดีท่ีถูกตรึงไวข้อง CALAS® เป็น
แบบ polyclonal antibodies ส่วนชุดตรวจท่ีพฒันาข้ึนในคร้ังน้ี เป็นแบบ monoclonal antibody ดงันั้น ความไวของชุด
ตรวจ CALAS® จึงมีมากกว่า แต่อย่างไรก็ตาม ไม่ว่าชุดตรวจจะใช้เทคนิคการตรึงด้วย polyclonal antibodies หรือ 
monoclonal antibody ก็มีช่วงของความไวและความจ าเพาะท่ีไม่แตกต่างกนัอยา่งใด (Kiska et al., 1994) 

5.6 ชุดตรวจมาตรฐาน อย่าง CrAg®LFA (IMMY) กับ ชุดตรวจ MAb 18B7 LFIA เป็นชุดตรวจท่ีใช ้
monoclonal antibody แต่มีความต่างกนั โดยชุดตรวจมาตรฐานจะใช ้MAb ทั้งหมด 2 ชนิด ชุดตรวจท่ีพฒันาข้ึนมาใน
คร้ังน้ี ใช ้MAb เพียงชนิดเดียว คือ MAb 18B7 โดยชุดตรวจมาตรฐาน CrAg®LFA จะใช้ MAb ท่ีจ  าเพาะต่อแคปซูล
แอนติเจนตรึงบน test line ของแผ่น membrane และท่ีเม็ด colloidal gold ก็ตรึงดว้ย MAb อีกชนิดหน่ึง ในขณะท่ี ชุด
ตรวจท่ีพัฒนาข้ึน จะมี  GNA ซ่ึงเป็น  lectin protein (carbohydrate binding protein) ถูกตรึงอยู่ท่ี  test line แต่ เม็ด 
colloidal gold จะถูกตรึงดว้ย MAb 18B7 ผูว้ิจยัเห็นว่า ค่า LOD ของชุดตรวจท่ีพฒันาข้ึน ไม่ไดแ้ตกต่างจากชุดตรวจ
มาตรฐาน CrAg® (IMMY) มาก นอกจากน้ี มีงานวิจยัท่ีประยกุตใ์ช ้lectin protein เพื่อพฒันาชุดตรวจ LFIA ท่ีตรวจหา 
asialo a1- acid glycoprotein (AsAGP) ท่ีเป็น diagnostic marker ส าหรับโรค liver cirrhosis (LC) หรือ hepatocellular 
carcinoma (HCC) ผลการพฒันา พบวา่ ชุดตรวจ LFIA ใหผ้ลท่ีสอดคลอ้งกลบัผล sandwich ELISA ระบุไดว้า่ ชุดตรวจ
มีประสิทธิภาพในการตรวจหาแอนติเจนได้ดี  (Lee et al., 2006) ดังนั้ น การใช้ GNA  ในการพัฒนาชุดตรวจท่ีมี
แอนติบอดีเพียงชนิดเดียวจึงสมเหตุสมผล 

5.7 ค่า LOD ของ sensitized MAb18B7 latex beads มีค่าเท่ากับ 1 µg/ml ซ่ึงมากกว่าค่า LOD ของชุดตรวจ 
MAb 18B7 LFIA ท่ีมีอยู ่0.05 µg/ml แสดงให้เห็นถึงปัญหาท่ีท าให้การพฒันาแบบ latex agglutination มีความไวต่อ
แคปซูลแอนติเจนนอ้ยกวา่การพฒันาดว้ยวธีิ LFIA จากการวิเคราะห์ พบวา่อาจมีสาเหตุมาจากวิธีการตรึงแบบ passive 
adsorption ท่ีเป็นการตรึงแอนติบอดีใหติ้ดบนเมด็ latex beads ดว้ยวธีิทางกายภาพ ท าให้การจบัระหวา่งแอนติบอดีกบั
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เม็ด latex beads ไม่ดีเท่าท่ีควร ดงันั้นการแกไ้ขปัญหาจึงเป็นการเปล่ียนวิธีในการตรึงเม็ด latex beads ดว้ยวิธีอ่ืน เช่น 
การเติม cross-linker ท่ีจะช่วยให้แอนติบอดีกบัเม็ด latex beads จบักนัไดดี้มากข้ึน เป็นตน้ ซ่ึงน่าจะช่วยให้ชุดตรวจมี
ความไวท่ีมากข้ึนได ้
 
6. บทสรุป 

6.1 แคปซูลแอนติเจนของเช้ือยสีตส์ามารถสกดัไดด้ว้ยวธีิการ ultrafiltrationโดยมีลกัษณะคลา้ยเจลท่ีใส และ
มีความเขม้ขน้ 3 mg/ml 

6.2ส าม าร ถ ส กั ด  MAb 18B7 ไ ด้ จ าก ก าร ใช้  affinity column protein G ซ่ึ ง ไ ด้ รั บ ก าร พิ สู จ น์ ว่ า 
immunoglobulin ท่ีไดน้ั้น บริสุทธ์ิและมีคุณสมบติัท่ีเป็น IgG ดว้ยการท า SDS-PAGE และ western blot ตามล าดบัซ่ึงมี
ความเขม้ขน้ 0.85 mg/ml 

6.3 ผลจาก indirect ELISA บ่งช้ีวา่ เกิด immunoreactivity ข้ึนระหวา่งแอนติเจนกบัแอนติบอดี แสดงวา่ MAb 
18B7 มีความจ าเพาะต่อการจบักบัแคปซูลแอนติเจนของเช้ือ C. neoformansไดเ้ป็นอยา่งดี โดยแมใ้นความเขม้ขน้ท่ีต ่า
ของแอนติบอดีท่ี 20 ng/ml และความเขม้ขน้ของแคปซูลแอนติเจนท่ี 7.5 ng/ml ยงัแสดงค่า OD ท่ีสูงกวา่ 1 

6.4 สามารถพฒันาชุดตรวจ Latex agglutination ส าหรับตรวจหาแคปซูลแอนติเจนของเช้ือ C. neoformans 
โดยค่า LOD ของ sensitized MAb18B7 latex beads เท่ากับ 1 µg/ml ในขณะท่ีชุดตรวจ MAb 18B7 LFIA test มีค่า
LOD เท่ากบั0.05 µg/ml 

6.5 ในการพัฒนาชุดตรวจ latex agglutination ให้ มีประสิทธิภาพมากกว่าน้ีอาจมีการพัฒนาวิธีการ 
sensitization ระหว่าง MAb 18B7 กับเม็ด latex bead ต่อไป เช่นอาจมีการเพ่ิม cross-linker ท่ีอาจช่วยให้มีการจบักัน 
ระหวา่งแอนติบอดีและ latex beadsไดดี้ข้ึน ยกตวัอยา่งเช่น การใช ้carbodiimide เป็นตน้ 

6.6 การพัฒนาชุดตรวจ MAb 18B7 LFIA ควรมีการทดสอบกับจ านวนส่ิงส่งตรวจของผู ้ป่วย เพื่อหา
ความจ าเพาะ (specificity) และ ความคงตวั (stability) ของชุดตรวจต่อไป 
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