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ABSTRACT 

Tuberculosis (TB) is one of Thailand critical national health problems. At the 

present, several TB diagnostic methods are available. However, the existing methods 

still hold its drawbacks. This makes TB diagnosis ineffectiveness. Since the diagnosis 

of TB is a key element in the efforts for TB treatment and control, an accurate and 

rapid diagnostic test for TB is urgently needed. 

In this study, we aimed to develop a rapid immunodiagnosis for TB using a 

Mycobacterium tuberculosis major secreted protein, antigen 85B (Ag85B), as the 

target molecule. We aimed to produce antibodies to Ag85B, and employ the produced 

antibodies for development of immunodiagnostic kit for diagnosis of TB. In our 

study, by using an advanced molecular biology technique, biotinylated recombinant 

Ag85 protein was generated. The generated recombinant Ag85 protein was used as 

immunogen for monoclonal antibody production. Nine monoclonal antibody clones 



vi 

were produced. Some of them reacted to both recombinant Ag85 and native Ag85 

protein which was secreted from M. tuberculosis. In addition, polyclonal antibodies 

that reacted to recombinant Ag85 and native Ag85 proteins were also produced. The 

produced anti-Ag85 antibodies were then employed for the development of ELISA 

and immunochromatographic strip test for detection of native Ag85 protein in culture 

filtrate of M. tuberculosis culture and in clinical specimens.  

In applying of using the developed methods to detect Ag85 protein in the 

mycobacterial culture system, we found that the presence of Ag85 proteins in the 

culture filtrates could be used as diagnostic marker for TB diagnosis. By this Ag85 

detection, rapid TB diagnosis was befallen compare to the TB diagnosis using routine 

standard mycobacterial culture system. From our results, we then suggested a new TB 

diagnosis strategy. The samples are inoculated and cultured in mycobacteria liquid 

culture medium. The culture filtrates are taken at day 3, 7, 14 and 28 for detection of 

Ag85 protein by ELISA. By this strategy, 25%, 50%, 80% and 90% of TB patients 

will be detected within day 3, week 1, weeks 2 and weeks 4, respectively. This rapid 

TB diagnosis will lead to the rapid treatment TB patients and TB control effectively.          

The developed methods were also employed for the detection of Ag85 protein 

in serum and sputum for TB diagnosis. Unfortunately, by the developed methods both 

ELISA and immunochromatographic strip test, detection of Ag85 in the specimens 

could not be used for diagnosis of TB. We speculate that the presence of Ag85 protein 

in serum and sputum is too low to be detected by the developed methods.   

Taken together, in this study, we have established a new TB diagnosis strategy 

by detecting Ag85 proteins in culture filtrate of mycobacterial culture. This strategy 

was demonstrated to overcome the delayed obtaining results of conventional standard 
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mycobacterial culture system. This, therefore, benefits for TB patients in obtaining 

rapid treatment and lead to efficiency in TB prevention and control. 
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บทคัดย่อ 

วณัโรคจดัเป็นโรคท่ีเป็นปัญหาสาธารณสุขท่ีส าคญัโรคหน่ึงของประเทศไทย ในปัจจุบนั
วธีิการวนิิจฉยัวณัโรคมีอยูห่ลายวิธี อยา่งไรก็ตาม วิธีเหล่าน้ียงัมีขอ้ดอ้ยอยูห่ลายประการ ท าให้เป็น
อุปสรรคต่อการวินิจฉัยวณัโรค เน่ืองจากการวินิจฉัยวณัโรคอย่างถูกต้องและรวดเร็วเป็นปัจจยั
ส าคัญในการรักษา ป้องกัน และควบคุมโรค ดังนั้ นการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยว ัณโรคท่ีมี
ประสิทธิภาพและใหผ้ลการตรวจท่ีรวดเร็วจึงมีความจ าเป็นและมีความตอ้งการอยา่งเร่งด่วน  

การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อพฒันาชุดตรวจทางภูมิคุม้กนัวิทยาเพื่อการวินิจฉัยวณัโรค
อยา่งรวดเร็วโดยมุ่งเน้นการตรวจหาโปรตีน Antigen 85 (Ag85) ซ่ึงสร้างและหลัง่โดยเช้ือวณัโรค 
โดยการผลิตแอนติบอดีต่อโปรตีน Ag85 และน าแอนติบอดีท่ีผลิตไดม้าพฒันาเป็นชุดตรวจวินิจฉัย
วณัโรค ในการศึกษาน้ี โดยอาศยัเทคนิคทางอณูชีววิทยา ผูว้ิจยัสามารถผลิต recombinant Ag85 
protein ในระบบ in vivo biotinylation ได ้และโดยการใช ้recombinant Ag85 protein ท่ีผลิตข้ึนเป็น 
immunogen ผูว้ิจยัสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน Ag85 ได ้9 โคลน ซ่ึงโมโน
โคลนอลแอนติบอดีส่วนหน่ึงท าปฏิกิริยาได้กับทั้ง recombinant Ag85 protein และ native Ag85 
protein ท่ีสร้างและหลัง่จากเช้ือ Mycobacterium tuberculosis  นอกจากน้ี ผูว้ิจยัยงัสามารถผลิตโพลี
โคลนอลแอนติบอดีท่ีท าปฏิกิริยาไดก้บัทั้ง recombinant Ag85 protein และ native Ag85 protein ได้
ส าเร็จ ผูว้ิจยัได้น าแอนติบอดีท่ีผลิตข้ึนมาพัฒนาเป็นชุดตรวจชนิด ELISA และชุดตรวจชนิด 
Immunochromatographic strip test เพื่ อ ต รว จห า  native Ag85 protein ใน น ้ า เพ าะ เล้ี ย ง เ ช้ื อ 
Mycobacterium tuberculosis และในตวัอยา่งทางคลินิก 
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จากการน าวิธีการตรวจหาโปรตีน Ag85 ท่ีพฒันาข้ึน  มาประยกุตใ์ชใ้นการตรวจหาโปรตีน 
Ag85 ในระบบการเพาะเล้ียงวณัโรค พบว่าการตรวจพบโปรตีน Ag85 ในน ้ าเพาะเล้ียงวณัโรค
สามารถน ามาใชว้ินิจฉยัวณัโรคได ้โดยพบวา่วิธีน้ีสามารถลดระยะการวินิจฉัยวณัโรคไดอ้ยา่งมาก
เม่ือเทียบกบัวิธีการเพาะเล้ียงวณัโรคมาตรฐานท่ีใช้ในงานประจ าวนั จากผลการศึกษาน้ี ผูว้ิจยัได้
น าเสนอระบบการวินิจฉัยวณัโรครูปแบบใหม่ โดยในการวินิจฉัยวณัโรคให้น าตวัอย่างตรวจไป
เพาะเล้ียงในอาหารเหลว จากนั้นเก็บน ้าเพาะเล้ียงเช้ือมาตรวจโปรตีน Ag85 โดยวธีิ ELISA  ในวนัท่ี 
3, 7, 14 และ 28 และโดยวิธีน้ีจะสามารถออกผลการวินิจฉยัวณัโรคได ้25% ในวนัท่ี 3, ได ้50% ใน 
1 สัปดาห์, ได ้80% ใน 2 สัปดาห์ และได ้90% ใน 4 สัปดาห์ ตามล าดบั ซ่ึงการออกผลการวินิจฉัย
ไดอ้ยา่งรวดเร็วน้ี จะท าให้ผูป่้วยสามารถเขา้ถึงการรักษาท่ีรวดเร็วยิ่งข้ึน ซ่ึงจะน าไปสู่การรักษาท่ีมี
ประสิทธิภาพและยงัจะน าสู่การควบคุมการแพร่ของวณัโรคไดอ้ยา่งประสิทธิภาพดว้ย 

ผูว้ิจยัไดน้ าวิธีการตรวจหาโปรตีน Ag85 ท่ีพฒันาข้ึนมาประยุกตใ์ชใ้นการตรวจหาโปรตีน 
Ag85 ในซีร่ัมและเสมหะเพื่อการวินิจฉัยวณัโรค อย่างไรก็ตาม พบว่าโดยวิธีท่ีพัฒนาข้ึนน้ีไม่
สามารถน าไปใชใ้นการวนิิจฉยัวณัโรคโดยการตรวจซีร่ัมหรือเสมหะได ้ทั้งน้ีน่าจะเป็นเพราะในส่ิง
ส่งตรวจดงักล่าวมีโปรตีน Ag85 ในปริมาณนอ้ยเกินกวา่ท่ีจะตรวจไดโ้ดยเทคนิคท่ีพฒันาข้ึน 
 จากการศึกษาน้ี ผูว้ิจยัได้น าเสนอระบบการวินิจฉัยวณัโรครูปแบบใหม่โดยอาศัยการ
ตรวจหาโปรตีน Ag85 ในน ้ าเพาะเล้ียงเช้ือวณัโรค โดยระบบท่ีพฒันาข้ึนมาน้ีสามารถแกปั้ญหาการ
ไดรั้บผลการวินิจฉยัล่าชา้ของระบบการเพาะเล้ียงเช้ือวณัโรคมาตรฐานท่ีใชใ้นปัจจุบนัลงได ้ระบบ
น้ีท่ีพฒันาข้ึนมาน้ีจึงมีประโยชน์อยา่งมากต่อผูป่้วยวณัโรคท่ีสามารถเขา้ถึงการรักษาไดอ้ยา่งรวดเร็ว
และยงัน าไปสู่การควบคุมการแพร่กระจายของวณัโรคไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพอีกดว้ย 

 
 
 
 

 
 

 
               

 
 

 


