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Development of dipstick colloidal dye Immunoassay systems for

the field diagnosis of bovine protozoal and bacterial diseases in dairy cattle
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������

��	
C���J���-�0Q�
�
�8��!,	
#6!���
;%�%��� 8 (�.-. 2540–2544) ��Q%��$�"���#�����%����

�"�������0��
�8�-&����� ���	&6!��"��������
�	C�C�
������0��
�8����-&�������������������+"� ��
�	����6!

���
�8�#"	�����!���6����%�
�F,F������8��- 
�6�����J���&���#���	�"����������!�-&���������;��8�,�	

��!	�+"���������������%�&+F��
�8��,�6�!<�����
�+/�� ��!��������9
�
�8,�%,&	��,�6�!< ���,�	�����"��,�
, �
'�

�������#	�8�	�/!	�,��	�����?�

�U�%���&+F�������
#6!���
 ��	�-&����� �/�!$�"��%������%��&���� �!,����,��	�6�		���8#�6�!

��8��-+�!V���&X� (JICA) ���"�������J��!���
�����,������,�V<������� ����������#"%�
��������
�
�;����,

������6�!<
�8���C���������
�
�;�����C6��	��%�6� ��!	���,������,�V#�����, ��6� Brucellosis, Tuberculosis

(TB) ���,�	 	�����������
���,��96��8����
�8����8	�
����"	�9!+/�� ����;��8�,�	�������+"�����6�!��8��-

���8��F��8���:������
���,+"�!�"��������,�����	��!�%�6�	�,��	�"�������,	����6�
�8������,�V��, 

Brucellosis 
�8 Tuberculosis ��?���,������
�,����,���8$�"��8#�����6���� ����������\V#���,���'


�����������	�
	�!��?���#8 �]	�,��	���,�V�������#"��
���,���,�	 ��6���, Trypanosomosis, Babesiosis 
�8

Anaplasmosis �/�!��,�����
�������'
�����������! 3 ��
� ��	��U�8����#"��������
%%�;��%���� #����X���������!

���	�C��6��������
	�:+�!�����	���,�	�"��

�\��&%��
	"�U�%���&+F�������
#6!���
 �8�#"%�
��������
�
�;����,��96 
�6��������!�-&���������;��8

�,�		���������!��96������8��- ����#"���%�
���$	6���,��%,�&	$�" ��!�����/!	�,��	�����?�����8�"�!��J���
'�������

�8��"������%��,$�"!6��
�8	�,��	$� ��	��U���$���"���"�!���
�8#"�!�^
%��
����6�!< $�"�8������$	6�"�!��"

�,����!	������&6!��� �/�!�����J���
'�����%���!6��
�8�8������ �8��?��,����!	�����	�,��	���,�V��!���"���8%��

�
���

�������%��,����
'� ELISA (Enzyme – linked immunosorbent assay) �/�!��?��
'����	�,��	$���

�������%	������"��6�!��"�!+��!���\��&%�� 
�6��?��
'�����"�!��"�������������%���	,�� ��	U/!�"�!��"

�&���:�
�8����,	�#�����
� �/�!���"�!���$	6��	��U#�$�" ��!�����	���	������J�� dipstick colloidal dye

immunoassay (DIA) �������"���������%#�
���
�����"�	����������$�"#�����
�+/��	� �/!��
�
��,
������

��8�&����
'� sandwich ELISA, dot blotting 
�8 colloidal particle-linked antibodies 	����%��"�6�	���

���������#"$�" dipstick test �����?��
'��������%#�
���
���#���
���
%���%� nitrocellulose ���
��
�6�8


U%+�! nitrocellulose ���������%����6�!��� ���C��������%�8��
���?��&���+/��%�
U% nitrocellulose

U"��������%�����#"C�%��
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����	��� Dipstick colloidal dye �������
�����������������������������
����	�

����������!���"#$��%��&'	�

���-8�.���������%��&'	� ( Trypanosoma evansi, Anaplasma marginale ()* Babesia

bigemina )

1. ����&����(��&��!�!���"#$��%��&'	� ( Protozoa )

- Trypanosoma evansi ( T. evansi )

- Anaplasma marginale ( A. marginale )

- Babesia bigemina ( B. bigemina )

1.1 ��������!������"#$��%��&'	���
	&����)�� ��#���"��&����(��&��!�

����&����

1. ���������,���	������ T.evansi �����]%$�"���������X����
�6�8�"�!��� ,��

- ���
�!
��

- ��&'��

- ���%&��

- ������%&��

- �
!#�%&��

- ����%&��

- ��8%&��

- ��%&��

- ;8��
!����

2. ���	�;���+"��6�!�"�!#�9 rat (+���#V6) ����������8 0.5 ml. �����������
�6�8
#�6!�8;���+"�#�9

12 ��� ������
%6!;�� 2 ,���! ,���!�8 6 ��� #��!���;��
�"� 2 ���������],�9����������� ���������#�!#�9
�"�

#��������!%� slide (fresh blood smear) U"���
	�:�����$�" 108 – 109 ���/ml �]�8���������8��������#����

#�9�����!����%#�9�"�� ether 
�"��/!���8��������	���� heparin 1000 unit ��6��
	�: 0.10 ml �6������

10 ml

3. #�9+���#V6 1 ��� �8���8$�"�������8	�: 4 – 5 ml �����������	������ T. evansi C�	 heparin


�6��]�$�"���
%6!�6��#�/�!	� 2 ml �������]%$�"��?� stock +�!����� �������������������#���$�
��������������	]�

������6�$� ( �������$�;�������,���!#�/�! 6 ��� 
�6�8��]%�����$�"$	6��"�	��� ,�� �����
� parasitaemia �8�6�!���   

1 – 2 ��� ,�� �8���8�����$�" 2 – 3 ����6�,���! ��������$�"
�6�8,���!�8��	�����8	�: 10 – 15 ml )
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1.2 ���(���"#$��%��&'	����!���)#��
	&����)�� ��#�����/���"#$�������
+�,�@

�����������$�"	�C�	��%%�`�`��� PSG (phosphate saline + glucose) �6������8���$�C6�� anion

exchange column �����" preswollen DE 52 ��?� anion matrix (whatman product) �/�!+���������
��

����� T. evansi ��������#�9�����!���

����&���� anion exchange column   

�8��� preswollen DE 52 �"�� PS buffer (phosphate saline buffer pH 8.0) 
�"��� PS buffer

�
�! ���
%%��
	 2-3 ,���! �������%�����$	6���`&q!
�"��/!���������� PS buffer ��?� PSG buffer 
�"����% pH

+�!����#"$�" pH 8.0 �6������8������!������ Three pieces funnel �/�!��?�������!��8%��	��6����8��%


C6���!�"���6�!��?������
�������8�9����
C6�
�"���8��%�"���6��+�!����������?���!��8���8	�����
#�	���

�6���%�����!���	� three ways junction ��������%,��	��]�+�! buffer ���8#�6�!��� elute �#"����� T. evansi

���	� �6�����
��������#"�����8��0���!+�����6���"�C6�-9������!�"���6�!+�!������!�|��9��|� 
�"���

buffer �!$��6����8	�: 1 �� 3 +�!�������!
�"��/!������!$� ( �� PSG ���������%�!�6���6�� ) ,6��<

�#"�����%���
�6������
�],����%U/!+�%�"��%�+�!�������!
�"��/!���
C6���8��0���!���
C6��|���%#�"����

$�"�����!	� PSG �#�����96�#���+�%+�!������$	6�#"���
#"! ( +�%���,��#6�!���+�%����%���8	�: 1-1.5

�	. ) �����������������C�	 PSG ��������6�� 1:1 �!$�%���8��0���!�#������������%�<��6���#"�����,6��

�/	C6������!$���C6����8��0���!#	�
�"��/!��" PSG ��
	�!$������ elute �������� T. evansi ������������

�	]������
�!�8��%��%�����6���#"�����$#�C6�����$���	
�!���+�! buffer �����6�!$�������< ���������8	�

flask ���
�6��U�!����
+]!��!��%�������96 �8#�6�!�������������!$#�C6���������!��	��U	�!�#]������$#�C6������8

����8�����"���6�!��?����+&6�<$�"������ ������],�9�������?��8�8�6�	�	���"��
,6$#� �����"��8���$�����!

#�� buffer ���$#��!	�
�"��|��"�� cover slide ���$��6�!�9�"����"�!�&����-�������!+��� x 40 U"�������#���

�������"��#��� buffer ����8���8������
�"��/!��
���]%����� ��� elutate ���$�"���!#	�
%6!��6#��� centrifuge

+��� 50 ml �����C6�� column ,���!#�/�!�8$�" elutate ��8	�: 200 – 250 ml �	���
%6!��6#��� centrifuge


�"����$��\~����,��	��]� 2500 rpm ��� 20 ���� ��� 4oC ��,���!
��
�8����\~���,���!�6�	��8��?�����"�!�;��8

����� T. evansi �/�!�8���!	��������"�#��� ������
�6�8#�����,���!
��	���	���
�"��������\~��"�!�"�� PBS

3 ,���! ,���!�&��"�� sediment ���$�"�8��
	 PBS ����
	�����6���%��
	�: sediment �/�!,����������	���96
�"� ���$�

��]%$�"����&:#F9	
 -30oC ����������	�����?�
���
����6�$� #�9+�� 1 ����8$�"�������
	�����8	�: 0.15 – 0.2 ml

1.3 ����&����(��&��!�!���"#$����(��/��!��1�� 1.2

�	�����%��	��������C6�� column ��
�6�8
#�6! $�"��
	�:	�����]�8���	������	��?�
���
�������
'�

��� freeze and thaw ,�� �������� Trypanosome ���
�6
+]!$�"	��8���
�"����$�����#"
+]!���
�6��$�������

�#����� 5 ���� 
�"����	�
�6�������&6� 37oC 2 ���� 
�"����$�
�6�!�� Liquid nitrogen ��� ����������!#	� 5 ,���!

��������]������������8���,���!#��!�&�$��\~��"��,��	��]� 10000 x g ��?����� 30 ���� ��� 4oC ��]%�6�������$�" �/�!�8

��"��?�
���
������
%6!��6#��� vial $�" 5 �l ��������$����,6������� �6������#���
%6!��6#�����]�<#����8

200 �l 
�"������]%$�"����&:#F9	
 -30oC �/�!�8��"��?�
���
����6�$�
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1.4 ����	��������1��1��1���%�&���� crude extract antigen !��1�� 1.3

��,� coomassie protein assay.

1. �����	 coomassie blue G250 20 mg ����8����� 10 ml 95% ethanol ��
	 20 ml +�!

85% phosphoric acid 
�"���
	����������#"$�" 200 ml 
�"��������8������!C6����8��0���! ����8������$�"

��]%��+���������9"��]���� 4oC

2. ������,6� Protein ��" sample 100 �l + coomassie blue reagent 1 ml 
�"��6��,6����

�,����! spectophotometer ���,��	�+"	
�! 595 nm

3. ���#�,6��������������6�!�8�"�!��� standard curve �6�� �����" bovine serum albumin

���������8�����	 standard reagent $���"�	��%������ sample 
�8�6��,6���"�	��� ����������,6� standard

	��+������` 
�"����,6� O.D. ���$�"��� sample 	��6�������%����%�� standard curve ���$�" �]�8$�",6�+�!,��	

�+"	+"�+�! Protein ����"�!������ �/�!������#�,6� Protein �&�,���!�8��� standard curve $��"���&�,���!��6����

=)

��������	
���
��� T. evansi �/�!��?� Trypanosome lysate antigen 
�8��?� crude extract

antigen ������;����������$�"�����������6�!<�+"�#�9 
#6!�8 12 ��� �8$�" Trypanosome lysate antigen ��!���


#�6!���	�+�!
���
��� ��
	�:
���
���

(ml)

,��	�+"	+"�������

(mg/ml)

1. ���
�!
��

2. ��&'��

3. ���%&��

4. ������%&��

5. ��%&��

6. �
!#�%&��

7. ����%&��

8. ��8%&��

9. ;8��
!����

2.0

2.5

1.7

1.8

1.8

1.7

1.5

2.5

2.3

14.6

5.9

6.4

15.0

10.3

18.5

20.5

7.4

13.1

#�9������	�;����������!#	� 100 ��� 
�6	�#�9����8#�6�!���;������������� 10 ���

1.5 ��� purified antigen ��#���"������-8�.�1	$�&��&>�/%

1.5.1 ������ SDS – PAGE ()* Western blot ��#����)	�.
*������1��(��&��!�

�����"
���
�����������	$�"�������� Trypanosome ��
�6�8
#�6! ���	�
����� SDS –

PAGE 
�"���� Western blot �/�!
���
��������"��
�6�8
#�6!����
	�: 20 �g/lane 
�8��" Positive serum

����,��������%������������9��� thin blood smear 
�8 Negative serum ����,�����?����
$	6�
������ �����

��� Western blot �/�!+������������ SDS – PAGE 
�8 Western blot 	���!���
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1. SDS – PAGE

1.1 ��������	 gel

- gel �����"�����	 10% separating gel 
�8 5% stacking gel �� minigel apparatus +�!

Bio-rad

1.2 ��������	 sample

- ��"
���
��� Trypanosoma evansi crude extract ���	�,��	�+"	+"� 20 �g/lane

1.3 #��� sample �!�� stacking gel ��������?��6�!$�" ��" micropipette tip ���	������������]����

�9� sample �#"$�"��	��
	�������"�!���,�� 
���
��� Trypanosoma evansi 10 �l/lane ���

lane �����96�
	���! 2 +"�!#��� sample buffer 
�8 lane ���U���+"�	�#��� Molecular weight

marker (MWM) �/�!��?� prestained ( sigma product ) ���! sample buffer 
�8 Molecular

weight marker #��� lane �8 10 �l 
�"���
	 running buffer ( Tris.glycine + SDS-pH

8.3 ) �!����6�!%���&�����$�"�8��%�6������8��
�	+%������6�$�

1.4 running condition

- ,���!
���	�����|��,����!�#"���%,��	�6�!-����$�"��� 50 volt �	��� sample �
�!C6�� stacking gel 
�"�

�/!�������,��	�6�!-������?� 100 volt 
�8��6��$�"����6� sample �8�
�!�!$����&�+�%+�! gel

�/!�|��,����!

2. Western blotting and immunostains

2.1 
�� gel ������
C6�
�"������8�%��96#��!��������� SDS – PAGE ���]�
�"� ���
�6
C6� gel

�!�� transfer buffer ( Tris-glycine pH 7.8 )

2.2 ���
C6���8��0���! 4 
C6� +�����6���%
C6���8��
�6��"�!��6� membrane 0.5 mm. 
�"�

�����8��0 immobilion P membrane ( PVDF = Polyvinylidene difluoride ) �#"	�+���

�#V6��6� gel 0.5 cm. ������ 2 
C6�

2.3 ��8��%
C6� gel immobilion P ��8��0���! 
�8
C6� fiber �����0:8�"�������?�����������

+�! plastic lock �/�!�	������$���6�!����6�!���	� transfer buffer 
�"��"�������?� gel �8��96���"��

�����?�+����%+�!��8
�$``q�
�8��96�#���
C6� immobilion P membrance ������#"��8�&�%���


U% protein �����96�� gel �!�96 membrane ��?����U6��
U%�������"����8
�$``q�

2.4 ��6����8
�$``q��#"C6�� transfer buffer �����
	����������6�!�/�!�8�6�	
C6������
������6$�"

�����" constant current 100 mA �����6���
�!,"�!,��$�"�������]� 4oC

2.5 #��!������ transfer #���U6��
U% protein �!�96 immobilion P membrane 
�"�U���6��

��8��%����#���
�6 membrane ���$��"�	�� Ponceau S ��� 2 ���� ������9
U% protein %�

membrane 
�8����,����!#	��+�! MWM $�" ��	���!�,����!#	�����
%6!
��
�6�8 lane +�!

sample $�" 
�"����
C6� membrane ��	�9�+"�!�6�!
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MWM Sample     MWM

                   cut line

    

cut line


�� MWM $�"�#"
#"! �6��
C6� membrane ���	� sample ��96���$� block �� 5% skim milk

in PBS ��� 2 �	. %��,����!�+�6�

2.6 �"�!
C6� membrane 3 ,���!< �8 10 ���� %��,����!�+�6� �"�� washing buffer ( PBS + 0.2%

tween 20 )

2.7 ���
C6� membrane ��	���������$�"���+"� 2.5 �#"��?� strip 
�"�
��
�6�8 strip ��6�!��

positive 
�8 negative serum ���������!��?� 1:20 �"�� PBS 
�8��!%��,����!�+�6���?�����

1.5 �	.

2.8 �"�!
C6� strip ���+"� 2.7 �"�� washing buffer 3 ,���!< �8 10 ����

2.9 ���
C6� strip ���!#	����+"� 2.8 
�6�!�� horseradish peroxidase conjugate rabbit anti

cow immunoglobulin (DAKO) �8��� 1:1000 �"�� washing buffer 
�6$�" 1 �	. %�

�,����!�+�6�

2.10 ���+"� 2.9 �"�! 3 ,���!< �8 10 ���� �"�� washing buffer

2.11 �����	 substrate �����" 3, 3�–diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) �8�����

50 mM  Tris – HCL pH 7.6 
�8 30% H2O2 
�"���� strip 
�6�8����&6	�!$��� substrate

����
U%�������������^+/�� �/!��� strip ����
�6�!�� PBS �	���������]�#	�
�"��/!�� PBS �
�!


�6�� DW  2 – 3 ���� ������� DW �#	6
�6�
�!$�","�!,�� �����������#" strip 
#"!����&:#F9	
#"�!

�	��� strip 
#"!#	�
�"� ���	�����!�6���% MWM +�!
�6�8 membrane ��	���$�"%���/�$�"�6��

�8$�"
U%+�! protein ���	�� 
̂�
�
���;��8�8#�6�!
���
��� – 
���
%���+�!��,�������%

1.5.2 ��� purified antigen ��#���"���������
	&����)��()*�"��������
��&>��F

��� purified antigen ��� Tryp.lysate extract �������"�����;��#�9 mice ����������	

monoclonal antibodies ���������
�� common band +�! proteins �� crude extract antigen ������

��� SDS – PAGE 
�"���� band +�! protein ����%�6��&�
���
���	��#	������ �/�!������ SDS – PAGE

���#��%���
�� protein band ,���!����8��"�,����! electrophoresis +����#V6 �/�!��
	�:�����������"�����
��

+�!
���
���
�6�8
#�6!�8��" 500 – 1000 ug/lane 
�8�	���
�� protein �� SDS – PAGE 
�"��]���������

�6�������?� common band +�!�&�
���
��� �/�!�8	�����#����	���&���96�8#�6�! 55 – 70 kdal 
�8 39 – 55 kdal
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�������6�����	��+"��,����! electro–eluter ����� elute ��� protein ����"�!������������ 	�+��������� elute

protein ��������� ��!���

1. ��6 gel slice �!��#���
�"����	� membrane �|��"�#���
�8	��&���!�|��"��%�

2. ��6 elution buffer �#"�6�	�#����&���!�"��%�
�"��#"��
	�� tube 
�8�� tank �#"�6�	����%,�/�!

3. ������ elute �����"��8
�$``q� 8 – 10 mA/glass tube ��"������8	�: 3 – 5 �	. +/����96��%

�������]���+�!���
�8����#����	���&�+�! protein

4. Elution buffer ��8��%�"�� NH4HCO3 50 mM 
�8 SDS 0.1% + DW

5. �	����
���&���� elute ��]%�6����� elute �� membrane �/�!��
�6�8#����8$�"��
	���+�!

protein �����96�� eluting buffer ��8	�: 0.3 – 0.5 ml �6�#��� ( ���,����! minigel eluter

�8	�#���
�"�  6 #��� 
�6�8#���	���
	��� 5 ml )

6. ��%��	 eluate ���$�"	� dialysis ����������� ���������������� 2 – 3 ,���!

=)  ����8������$�"#��!��� dialysis 
�8����#"�+"	+"�
�"� ���$�#�,6���
	�:������ ��� band 1

(55 – 70 kdal) �8$�" 3.45 mg/ml ������ 2.0 ml �6�� band 2 ( 39 – 55 kdal ) �8$�" 3.25 mg/ml ������

2.25 ml �/�!$�"������
���������"�� SDS – PAGE ������ 4 ,���!  protein ���
��$�"�8��"��?�
���
���;���+"�

#�9 mice ����������	 monoclonal antibodies �6�$� �/�!C�+�!������ SDS – PAGE 
�8 Western – blot $�"


��!�� Fig. 1, 2

2.   ������(��&��!��1��
	&����)�� ��#���&������� Monoclonal antibodies ()* Hyperimmune serum

2.1 ������(��&��!��1����� mice ��#���&���� monoclonal antibodies

- 
���
�������� Trypanosome ( partial purified antigens ��������� SDS – PAGE �/�!	�      

2 band (band 1, band 2 ) ,��	�+"	+"�+�!
���
��������" 30 �g/��� 
�8��"#�9 mice bulb/c

������ 6 ���/antigens

- ���;��,���!
���8��"
���
���C�	��% Complete Freund’s adjuvant ;���+"���"C
�#��!�"��%�

#��! 4 ���
#�6! ���
�6�8���;�� 0.1 ml. 
���
��� + 0.1 ml adjuvant

- ���;��,���!��� 2, 3 (booster) ��"��
	�:
���
�����6���
	 (30 �g/���) ��% Incomplete Freund’s

adjuvant ��
	��� 0.2 ml/��� ;���+"��6�!�"�! ( I/P ) ;���8�8#6�! 2 �����#�/,���!

- #��! booster ,���!��� 3 
�"����#�!#�9��]%������"�� capillary tube ����8 2 tube 
�"����	��\~�


������	6� ��������$�����#��8��%
���
%����"���
'� ELISA U"�
���
%����9!���]�8���$����

fusion ����������	 Monoclonal antibodies �6�$�

2.2 ������(��&��!��1����*&>����)�� ��#���&���� Hyperimmune serum

- 
���
�����" crude extract Tryp.lysate ��
	�: 500 �g/��8�6�� 1 ���

- ��"��8�6�� 6 ���

- ��" Complete Freund’s 
�8 Incomplete Freund’s ��?� adjuvant

- ���
#�6!���;��,�� �+"���"�	�����+�#��! 2 +"�! ;��,���!�8 1 ml
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- ���������;�� 4 ,���! #6�!��� 2 �����#�/,���! ���
�6�8,���!�8���������?�
���
������$�"����6�!�������

- #��!���;��,���!��� 4 
�"����8���������%#9������ 1 ml �����
������	 ���$�����#��8��%


���
%�������
'� ELISA U"���
	�:+�!
���
%����9!�]�8��������]%�������8�6�����!��� ������

���8���#���� 
����]%����	$�" �������?� Hyperimmune serum �/�!�8���$� purified ��"!���6�$�

2.3 ���&��!���*�	�(��&�������'��	�
	&����)�� ( ��� mice ()*��*&>�� )

�������#��8��%
���
%���+�!#�9(mice)
�8��8�6������! ���;��
���
����������� Trypanosome

�8��"�
'� Indirect ELISA �/�!��8��%�"������6�!< 
�8+��������!�6�$����


������"�

1. 
���
��� Trypanosome ��" crude extract Tryp.lysate ,��	�+"	+"� 20 �g/ml

2. ����	+�!���!#�9 mice 
�8��8�6������!�8������������!��
�	���!
�6 1:100 
�8��� ten fold

dilution ��U/! 1 x 108

3. Conjugated ���#��%����	#�9 mice ��" anti-mouse peroxidase conjugated �6������	��8�6��

��" anti-rabbit peroxidase conjugated

4. Chromogen ��" ABTS ( 2, 2 – Azino di–ethylbenzothiazoline sulfonic acid )

5. Substrate ��" H2O2  ( 0.002% )

1	$�&�������
������ Indirect ELISA  	���!��� ,��

1. �,���%�����"��
���
���#�&	�8 100 �l �&�#�&	
�"���]%�����+"��9"��]���� 4oC ,"�!,��

2. �"�!���� 3 ,���!�"�� washing buffer (PBS + 0.02% Tween 20)

3. �������	6�#�������	���������!����"�!�������	�������!�"�� PBS 
%% ten fold dilution 
�"�

#���!����������"�!
�"�#�&	�8 100 ul ���!�
�!$�"����&:#F9	
#"�! 1 �	.

4. �"�!���� 3 ,���! �"�� washing buffer

5. ��
	 conjugated ����8�����?� 1: 2000 �"�� washing buffer �!��#�&	< �8 100 �l ���!�
�!$�"���

�&:#F9	
#"�! 1 ���!�	!

6. �"�!���� 3 ,���! �"�� Washing Buffer

7. ��
	 chromogen + enzyme substrate solution �!���&�#�&	< �8 100 �l ���!�
�!$�"����&:#F9	


#"�! ��� 30 ����

8. ��
	 stopping solution (1% SDS) �!���&�#�&	< �8 50 �l

9. �6��C��"�� ELISA reader (Dynatech MR 5000) ���,��	�+"	
�! 405 nm

=)������(��&��!� Trypanosome �1��
	&����)��

1. #�9 mice �����������8��%
���
%��� #���%	��8��%$	6U/! 10-6 �]�8;��#�9 mice �������,���!�"��


���
�����
	 #��!������� 10 ��� ����#��8��%
���
%����"�� ELISA ��� 
�8;��
���
�����������6��8$�"

�8��%
���
%�������"�!��� �/!���#�9 mice ����$���"����� fusion �6�$�
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2. ��8�6��	��8��%
���
%�������������$�"�6�������]%����	,�� 10-6 �����]%$�"��8	�: 15–20 ml �6�

��8�6�� 1 ��� ���������!��"��8�6��;��
���
������!#	� 18 ��� �%��� 4 ����8#�6�!��� booster �#���

��8�6�������]%�����$�" 14 ���

3.    ��� Purified Hyperimmune serum ()*����	���%����
�%�&��

�	������������8����������8�6���&����
�"� 
����]%����	���	���	�����?� pooled serum ���	�C6�� Affinity

column ���	�+��������������	 Affinity column 
�8��� purified ����	��!���

3.1 ����&���� Affinity column

��������	 Affinity column ( CNBr – sepharose 4B ) �����
�� Immunoglobulin

1. ��6 CNBr – sepharose 4B �/�!��?�C!������ 1 ���	�!������
�"����	�
C6����! �/�!	����

�8��� 1 mM HCl ��96 35 ml. 
�"����!�
�!$�" 15 ����

2. �"�!����"������8��� 1 mM HCl ������ 35 ml. 4 – 5 ,���!

3. ,���!�&��"���"�!�"�� coupling buffer (0.1 M NaHCO3 / 0.5 M NaCl, pH 8.3)

4. ��6 coupling buffer 6.5 ml. �!��#����"�
#�	���	�,��	�& 50 ml. 
�"���
	
���
���#���


���
%�������"�!����#"��%��%����!$�����
	�:,��	�+"	+"���6���% 20 mg.

5. U6��������+"� 3. �!��+"� 4. �����"�"���������,	��6�� 
�"��/!�"�!����#"#	����������

���!�"��%�`�`��������� 5 ml. �����	�#"����!	���#����#"	������&� ��
	����&��"��+�!������!#	���	%�`

�`��������8	�:�8��6���% 20 ml.

6. ���#������	���� + 
���
���/
���
%��� $��+"��,����! Rotate �����#	&��%�< ����������&:#F9	


4 oC �
�!,"�!,��#�����"���� 2 �	. ����&:#F9	
#"�! ������#"��������%��%���$�"��

7. ���#���������+"� 6. 	��\~��"��,��	��]�����< (1,000 ��%/���� #����"����6�) 
�"�����6����

%�!�6��$����#�,6������� �/�!�8�"�!	�,6�����%��6�-9���

8. ���+"� 7. �9��6�����
�! 
�"���
	 1 M ethanolamine pH 8.0 ������ 16.5 ml. �!�����
�"�

���$��+"��,����!#	&��%�< ���,���! ������������6������#���+�! active group +�!��������� ( ���+"� 1 – 8 �"�!���

��#"�!�����]� 
�8����8����&���
��"�!��96���F��
�6��]��6����" )

9. ��" syringe �����
���
	��� 10 	�. ���	��������#��%��6�+]	;������!���! �����
�"���6�!

��!����+�! syringe �����������$#���� 
�"�������!$���6�!�%�< �	������ pack ��
�"� �]�"�!������,���!�"��

coupling buffer ������ 35 ml.

10. ��
	�����������
	��� 20 – 30 ml. �!�� column ��6������������
�!
�"��"�!�"�� 0.1 M acetate

buffer / 0.5 M NaCl, pH 4 ��������"�!�"��������������,���!�	�����6�����������#	� ��
	 coupling buffer �"�!���

,���!

11. ���������	+"� 10.
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12. Column ���$�"��"�	����8��"!�� �����������96�� column U"�$	6��"�8�"�!��
	 0.05% Sodium

azide #��� 0.02% thimerosol in PBS ������6����]%���0�
�"���� column ��]%$�"����&:#F9	
 4oC

3.2 ���(�� Immunoglobulin ���� Affinity column

1. �"�! Affinity column ��������	$�"�"�� binding buffer ��������
	��� 5 ��6�+�!�����

column ( �����"���������$�" )

2. 
�"����% column �#"	��F���#	�8�	�"�� binding buffer ���,���!�����" binding buffer

��6�!�"�� 5 ��6�+�!��
	������

3. �\~�#������!����	����8
�� �������	�8�"�!������!�"�� binding buffer 2 – 3 ��6� ���!�����


���
�!���������6�� �������,6��< ������	�!�� column ��������	$�"�� +"� 2.

4. �"�! column �"�� binding buffer ��������
	��� 5 ��6�+�!��
	������ ( U"��"�! column

�"�� binding buffer ������	�� �8����#"
���
��� ( 
���
%��� ) �/�!��?�������������8��%���
%%#��	< #�&�

���$�" )

5. �6����� elution buffer $���"�8�"�!��� pH +�! elution �#"$�" pH 2.7 �6����	� U"� pH �9!

��6�����8�"�!���% pH �"�� HCl

6. Elute �
		9������%9�
��"�� eluting buffer �����6���#"#���!��#����"�
#�	 ���	�

��
	��� 15 – 50 	�. �����#�������8	� Neutralizing buffer ��96 #��!���$�" eluate ����
	�������"�!���
�"�

�8�"�!��%���% pH +�! eluate ���$�"�#"��?� pH 7.0 �"�� Neutralizing buffer ���,���! ,�����#���
	�:������

�� eluate �"�� UV spectrophotometer ��?��8�8< ��6�������$�"

7. �	���$�" eluate 
�"� �]�"�! column �"�� binding buffer

8. Column �	���$	6��"�6�U"��8��]%�8�"�!�"�!�"�� 0.02% thimerosol in PBS ������ 2 – 3 ,���!

�6�����$���]%$�"���9"��]���� 4oC

=)��� purified

��� purified hyperimmune serum �6�
���
��� Trypanosome $�"��
	�:+�! polyclonal

antibodies (PcAb)  �6�
���
��� Trypanosome ������ 3 ml  �������	��8�6�����!#	� 90 ml. ���	�,6�

,��	�+"	+"�+�!������ 6.7 mg/ml �/�! PcAb ���$�"�8���$���"�����-/�0� Dipstick colloidal dye

immunoassay �6�$�

4.   ����&���� Monoclonal antibodies &>��"#$� Trypanosome ()*�����
��

��������	 Monoclonal antibodies 	�+��������!���

4.1 ������ cell fusion

1. ���#�9 mice ���;��
���
����������� Trypanosome ��� purified 
�"�
�8C6���������#�

�8��%
���
%����6��9!�� ( ,�� 1 � 10-5 – 1 � 10-6 ) 	� booster ���,���!�"��
���
�����
	C�	��% PBS ���

$	6��6 adjuvant ;���+"��6�!�"�!�6����� fusion  3 – 4 ���
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2. �6�!��� booster #�9 mice �#"���������8�����! myeloma cell (P3U1)����#�������!�������
	���

medium �����"	���
	�: 30 ml. 
�8�����9�����#��!������8 2 ��� U"��������� 3 ���������]	����]�#"������ fusion

$�"

3. ���#�9 mice ��� booster 
�"�	����	"�	 ��� sterile technique 
������;��8	"�		�����#"

�����
����� capsule �����"�����+]	���!���?�	&	;���+����#"�������8����� medium

4. ��������������"�!�����	"�	�"�� medium 2 ,���! ,���!�&��"����6 medium ���	� 10% fetal calf

serum �!$� 10 ml 
�"��/!�������������96�� medium $���%������#"���%�6���������!#	�	���������6���

5. #��!�����%�����	"�	
�"� �]��%�����+�! myeloma �"����6����������#"���%�6� 1 ml +�!

myeloma 	���������!#	���������6��� ��������$�,����:���������8���$���� fusion ��%�����	"�	

6. ��� fusion ��"������6��+�! myeloma cell 1 cell �6������	"�	 10 cells

7. �	���,����:���%
�"��6��8��" myeloma cell ��6�������8C�	��%�����	"�	���!#	� �����������!

��!��
�	���	�����#�����������

8. �������\~��"�!����������	���
�"� 2 ,���!�����" medium ���$	6	� fetal calf serum

9. #��!����"�!�9� medium �
�!$��8�#����;��8����� �/�!���	���
	�"�� 50% Polyethylene

glycol (PSG) 
�8 medium ���!�
�!$�"����&:#F9	
#"�! 10 ���� �/!���$��\~��"�!��� 2 ,���! �����" medium ���$	6	�

fetal calf serum

10. �	����9� medium �
�! #��!�������#"��
	 OPI – HAT medium �!��������6�� 30 ml. �6�

�����	"�	 1 � 108 �����

11. 
�������C�	�����96�� OPI – HAT medium �!�� 96 well tissue culture plate ����
	�:

200 �l/well

12. ��� plate ���	��������96�+"��9"�%���	� CO2 ��96 ������!�&:#F9	
��� 37oC

13. #��!�����]% plate $�" 5 – 7 ��� �#"������%�6�	������+/�����#�&	��%"�!
�"���%���/����
#�6!

+�!�����$�"

4.2 ������ screening positive hybridoma clones

1. �	����%���������]	��� ��
�6�8#�&	����������%�6��������� $�"�#"C�%���6�
���
��� 

Trypanosome �������� ����������%�"���
'� ELISA �"������9����������!�����
�6�8#�&		�����%

2. ���������#"C�%����,���!
�� �#"����%���,���!������6�	��"���
'� ELISA ��6���
	 �/�!������

���������#"C�%����,���!��� 2 �8���!

3. ��"��8	�: 10% +�!���������#"C�%����,���!��� 2 $���
�	�������� 24 wells plate

4. �	���������� 24 wells plate ����]	������$�������%�"���
'� ELISA ���,���! ��������
�	������

�����+��+��� 25 cm2 ( ��" medium 5 ml/+�� ) ���,���;��8���������#",6� O.D. �9!< ��6�����
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5. �	����������+������]	��� ��������]%���������!
�8���������������\~�
�����������!
�8�������� ���

�������]%$�"�� Liquid Nitrogen �6�����������!�8��]%$�"��� 4oC ��������$�����%#�,&:�	%��
+�!��
�

Immunoglobulin ��� hybridoma cells ����C�
�

=)������ screening hybridoma cell ������,� ELISA !��(��&��!� Trypanosoma evansi

- ��� screening ,���!��� 1 ������ fusion 4 ,���! $�"���������������#"C� positive ��!���

fusion 1 positive cell ������ 595   cells

fusion 2 positive cell ������ 845   cells

fusion 3 positive cell ������ 672   cells

fusion 4 positive cell ������ 693   cells

- ��� screening ,���!��� 2 positive cell ��!���

fusion 1 positive cell ������ 265   cells

fusion 2 positive cell ������ 378   cells

fusion 3 positive cell ������ 334   cells

fusion 4 positive cell ������ 330   cells

����������8	�: 10% ��� fusion 
�6�8,���!#��!��� screening ,���!��� 2 	����8�����!�� 24 wells

plate �8$�"���������8��]%$�"��U�! Liquid Nitrogen 
�8��������8	�: 50% +�!��� screening ,���!��� 3 �"��

�
'� ELISA ��� 24 well plate �/�!�8$�"����������]%$�"���!#	� 93 cells ��?����������#"C�%��
�8	�,6� O.D. �9!

4.3 �����
���+

��	&� hybridoma clones !���$���)�$���'))�

1. �������%��� 2 
%% �����"�&������]��9� ,�� Serotec isotyping kit ( +�!%�
0�� Serotec )


�8 ELISA kit +�! Zymed

2. �������%�"�� Serotec isotyping kit �8��?�
%% Haemagglutination test �/�! kit 1 �&�

�8����%$�" 24 �����6�! �8��"���������%�	���$�"��?� Monoclonal antibody 
�"�

3. ���#��%�������% �����" kit +�! Zymed �"���
'� ELISA �8��"
���
�����������	+/����!��

����,���%���� �6������8�������< �8��"+�!�&������]��9����!#	� �/�! kit 1 �&��8��	��U����$�" 80 �����6�!

�8��"���������% screening hybridoma cells ����#"C�%��
�8	�,6� O.D. �9!<

=)������ Immunoglobulin isotyping ��#���� subclass 1�� Immunoglobulin &>�(��&��!�

Trypanosome

��������� Isotyping ���!#	� 64 cells ( ������������!����������]%$�" ) $�"C���!��� ,��

- IgG1 + M  = 10 cells ( ,6� O.D. +�! IgG1 �8�9!��6� IgM )

- IgG2a + M = 3 cells

- IgM = 51 cells

4.4 ������ cloning !�� poly hybridoma clones �%J� single clone

������ cloning �8��"�
'� limited dilution �/�!	�+��������!���
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1. �������� Hybridoma �����]%$�"��U�! Liquid Nitrogen ���	� Immunoglobulin subclass

IgG1+M 	��8���
�"��������\~��"�!������"�� OPI – HT medium ����8��� ( cell ) 	� culture ��+���6�$�

2. �	������������]	�����+�������!�����+������! ��������%����������� ���,����:#������������

�6���
	��� 1 ml

3. �	������%�����������/	
��
�
�� �#",����:�6��"�!���������8�����!������� ( ��" 200 �l/well )


�8,����:�#"$�" 1 cell �6� 200 �l +�! medium (OPI – HT)

4. ��������������8�����!$�"��	���������,����:$�"	�C�	��% medium �#	6��	��
	�������"�!���

������
���!���� ( tissue culture plate ) #�&	�8 200 �l

5. ��]%�������	���������9",�%,&	�&:#F9	
��� 37oC ���	����� CO2 5 – 10% ��96

6. #��!��]%����$�" 5 – 7 ��� �����9��������	���
�6�8#�&	 ������;��8#�&	���	�����!����������

�!%���/�$�"

7. �	�����������%���/�$�"����]	��� (1–2 ���#��!�������) �����������9�6� ����������#"C�%���6�


���
��� Trypanosome #���$	6 ����9�������������!�������
�6�8#�&	������%�"���
'� ELISA 
�"���
	

medium �#	6�!$�
��

8. ���������#"C�%��
�8	�,6� O.D. �9!< ���$����8�6��� 24 well �������������%��	���8	�:

30 ����� �/�!�������������	����8�6���+�����8����� ����8$�"$	6,�% 30 ����� #��!���8�������+��
�"� ��]%���

�����
�8���������!���$�" ���$�������%,&:�	%��
+�!����� �8$�"��?� monoclonal antibody (McAb)

4.5 �����
���+

��	&������
����"���1�� Immunoglobulin 1�� single clone ( Monoclone )

1. ��"���������!����������� 8 cells ���	���� dilution �"�� PBS ��?� 1:50 
�"�#����!������

96 #�&	��
� U-shape ��� 1 �����8$�" 8 �����6�! ���#����&�#�&	< �8  50 �l ����"� column ��� 11, 12

( ��" Serotec kit )

2. �8��� Immunoglobulin 
�6�8 subclass �/�!��96���F�� Lyophilized �"�� buffer ���	�

��"�	 kit ����
	��� 1 ml/1 +�� �/�! Immunoglobulin �8	����!#	� 8 ��
�,�� IgG1 , IgG2a , IgG2b , IgG3 ,

IgA , IgM , Kappa chain 
�8 Lamda chain ( 8 +�� ) 
�8	� negative 
�8 positive control 2 +��

3. #�� Immunoglobulin ����8���
�"���	�����%�!��
�6�8 column +�!����

4. �+�6������%�< �#"����8����+"����

5. ���!�����
�!$�"����&:#F9	
#"�! 1 �����	! 
�"��/!�6��C�

=)  ������ Isotyping +�! McAb �6�
���
��� Trypanosome ���$�"������ cloning 	���!���

��������� cloning ����� hybridoma (C�
� IgG1 + M) ������ 5 cells ( origin cells ) $�"

hybridoma cell �/�!��?� single cell 235 ����� �������������	�,6� O.D. �9!	���� Isotyping ������ 10 ������6�

cell origin 1 cell  ��������������]%�;��8��������C�
� IgG1 $�"��?��"�
%% �%�6� 8 �� 10 ����� �8�#" IgG1

����8	��������%,&:�	%��
�"������+�! McAb �����]%$�"�6�$�
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4.6 �����
���+

��	&�1�� Monoclonal antibody ( McAb ) �����,� Western blot ����"�

Homologous antigen ()*������ ELISA

������ Western blot �8��"�
'���������6��$�"+"�!�"� �����" Tryp.lysate ��?�
���
��������
��

protein 
�8��"���������!����������?� McAb ���C�
� IgG1 �����]%$�"��?� Primary antibodies 
�8��" �-mouse

peroxidase ��?�,���9���

=)     ������ Western blot �%�6� McAb �������%�8$�" band ����! band �������!�������������

�����	��6�! origin ��� band �����!���	�����#����	���&���8	�: 57 kdal ( Fig. 5 )

4.7 �����
�� specificity 1�� McAb �	� Heterogenous antigens ������,� ELISA ( cross –

reaction test )

�������% specificity +�! McAb �6�
���
�����
��6�!< �������
'� indirect ELISA �/�!


���
��������"	���!���

1. whole parasite extract Liver fluke (Fasiola gigantica)

2. whole parasite extract Shistosoma spindale

3. whole parasite extract Seteria spp

4. whole parasite extract Theileria spp

5. Trypanosome lysate

6. Babesia parasite extract

7. Anaplasma parasite extract

8. Wbc

9. Rbc

=)    ��
	�:
���
��������"������,���%�����8��96�8#�6�! 10 – 30 ug/ml 
�8+�������������%

�"���
'� ELISA �8�#	��������6��$�"+"�!�"� C��������% Specificity +�! McAb �6�
���
���Trypanosome


�8
���
�������< ( cross reactivity test )   ��!
��!$�"�� Table 1

Table 1 Cross reactivity of Trypanosoma evansi McAb, Babesia McAb and Anaplasma McAb

against various antigens

�X  O.D.
McAb

Tryp Babe Ana L.F S.S Sete Thei Wbc Rbc

McAb (Tryp) 2.096 -0.011 -0.020 0.043 -0.015 -0.018 0.017 -0.052 -0.088

McAb (Babe) -0.026 1.215 0.196 0.019 -0.027 -0.029 0.173 0.223 0.072

McAb (Ana) 0.032 0.066 0.579 0.066 0.039 0.015 0.298 0.293 0.302

- Tryp = Trypanosome Ag - Sete = Seteria Ag -  Babe = Babesia Ag

- Thei = Theileria Ag - Ana = Anaplasm Ag -  Wbc = White blood cell Ag

- L.F. = Liver fluke Ag - Rbc = Red blood cell Ag -  S.S. = Shistosoma Ag
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4.8 ����� sensitivity 1�� McAb &>�(��&��!� Trypanosome

���#� sensitivity +�! Trypanosome McAb ��������"�
'� ELISA C��%�6�
���
���+�!

Trypanosome �����" McAb �����������%��	��U���$�"�"������&���� 10 nanogram 
�8 5�105 parasite/ml


�8,6� activity +�! McAb ���C�
� ���$�" 512 ELISA unit (��" culture medium �����������%)

5.   ���=)�& McAb ����� mice

�������?������
�	��
	�: Immunoglobulin

5.1 ���=)�& McAb

McAb ���$�"C6���������%,&:�	%��

�"��6� C�
� IgG1 �������?������
�	��
	�:+�! McAb �#"$�"

��
	�:	�� �/!$�"	������
�	������;���+"�#�9 bulb/c mice 	�+��������!���

����&���� Monoclonal antibody ( McAb ) !�� ascites fluid

1. ;����8�&"�#�9$	�� bulb/c ( #�9��-�	�� ���&��6�!�"�� 6 �����#� ) �"�� pristane (2,6,10,14–

tetramethyldecanoic acid) ������ 0.5 	�. �+"��6�!�"�!

2. #��!������� 7 ��� �#";�������������������8�����!$�" (McAb cell �/�!��?� hybridoma cells) ��%

�������#"$�" 5 � 105 - 5 � 106 ����� �+"��6�!�"�!#�9���+"� 1. ��������������	��8�"�!C6��������8�����!�#"	�

������
V��
%����6�!�����]� ���	��\~�
�8�"�!�"�� PBS ����;��8�������� ;���+"��6�!�"�!#�9����
	�:����	�����	

��% PBS 
�"�$	6��
� 1 	�.

3. #�9�8��
�������"�!	�� ,��	�+�!�#�����6�!�"�! ( Ascites fluid ) ��8	�: 1 – 2 �����#�

#��!���;�� �	����"�!#�9	�+����#V6	�� 
�6#�9��!�,�����$#�$�"�8����#"��������]%+�!�#�����6�!�"�! �����"

�+]	�%��� 18 ( $	6�"�!	� syringe ) ���8�+"�%�
��:�6�!�"�!�6���6�!
�8��6���#"+�!�#��$#���	�+]	�!��#���

���#��%�\~��#����!

4. #��!������8���]� ���#�9��]%�+"���!��	��
	 #�9�8��	��UC�
�+�!�#�� �/�!�8��]%$�"�#	6 2–3

,���! #��!������8,���!
�� 2 – 3 ���

5. +�!�#��������8$�"���$��&6�����&:#F9	
 37oC ���6�!,�%,&	�&:#F9	
 ��?����� 1 �	. 
�"����$�

��]%$�","�!,������&:#F9	
 4oC

6. ���+"� 5. ���+�!�#��	��\~���� 3000 x g ��� 10 ���� �����	�9�+�!�#�����$�"��6�!

�8	���8��! ��6��#"	���������8��������	� U"�	�������#"�\~��#	6���,���!

7. +�!�#�����$�"�8	� McAb �/�!�8��?� immunoglobulin �;��8 subclass �����
����

Hybridoma cells ���;���+"�$�

8. #�9$	�� 1 ��� ����8��]%+�!�#��$�"��8	�: 10 	�. ,��	�+"	+"�+�!
���
%������$�"�8��96

�8#�6�! 1 – 10 mg/ml

5.2 ��� purified McAb !�� ascites fluid

��� purified McAb ���$�"	���� ascites fluid �����"������8����"������8����
�	���+�!


�	�	����	����`� ( saturated ammonium sulphate ) 
�8 amion exchange column 	�+��������!���
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1. ��� ascites fluid ���
�6��]��� flask �����!%� magnetic stirrer 
�"�,6��< #�� saturated

ammonium sulphate (NH4)2SO4 ���
�6��]�����#",��	�+"	+"�+�!����8�����?� 33% +�! (NH4)2SO4


�"������������������!�
�!$�" 30 ����

2. #��!��������������8���$��\~����,��	��]� 3000 ��%/���� ��� 15 ����

3. ����8���	��"�!�"�� 33% saturated (NH4)2SO4  
�8�\~�
���8����#	���+"� 2.

4. �8������$�"���	��8����"�� 0.01 M  Phosphate (PO4) pH 7.2 
�"������� dialyse ���

�8������$�"�"�� 0.01 M PO4  pH 7.2

5. �����	 column DE 52 ������ equilibrated column �"�� 0.01 M PBS 
�8�"�! column

�"�� buffer ��
	 �	��������	 column ���]�
�"��]������ load ����8������+"� 4. C6�� column �	������

�8�������"�!���C6���!�� matrix #	�
�"��]��
	 buffer �!$������"�	��%��
�	��" tube ��!��% eluate ���

�!	�

6. ��]% eluate ����!	�#����8 5 ml 
�"��/!��� purified IgG peak �����!$�"����,����!

spectrophotometer ��� wavelength 280 nm

7. ��%��	 eluate ���$�"
�"������� concentrate 
�8���#� protein concentration

8. column �����"���]�
�"��"�!�"�� PBS 
�8 equilibrated �"�� 0.01 M PO4  ��	��U��"����$�"

5.3 ����	���%����
�����1��1��1�� McAb ���/��

������#���
	�:�������������
'� Coomassie blue method ��
	�:������������$�"���	����%�#"$�"

,��	�+"	+"� 1 mg/ml

6.   ����������*�������
��'��	����� Dipstick colloidal dye immunoassay ( DIA )

6.1 ����&���� Nitrocellulose strip

1. ���
C6� Nitrocellulose (NC) membrane ( Schleicher and Schull, Dassel, Germany )

��"�!+��� 2.4 cm � ��� 15.0 cm

2. ���
C6���+�����"�! 7.5 cm

3. ��"������ 2 #�"� �/�
C6� NC ��%
C6�����+"� 2.

4. ���
C6� dipstick ��+"� 3 �#"$�"+��� 0.6 � 7.5 cm 
�8
%6! NC (2.4 cm) ��?� 3 �6�!���

��"�����+����"�
%6! (��	�9� a) �����#��
���
���/
���
%�����	�"�!���

acetate sheet

N Ag/Ab
Ag/Ab
Ag/Ab

(a) (b)
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5. #���	���,����
���
%���#��� mouse IgG, Rabbit IgG 
�8 PcAb 2.5–3.0 �l +�!

dilution ����#	�8�	��	�"�!��� �!%��6�! NC membrane �
�!$�"�#"
#"!�������]� ( �9"��]� 4oC )

6. ������ non – specific protein binding site ����#�����96%� NC �"������&6	 strip ( ���+"�

5. ) �� PBS 
�8 block 
���
%��� �"�� 0.5–1 % BSA �� PBS #��� block 
���
����"�� 0.5–1 % skim

milk �� PBS pH 7.4 ��� 30 ���� ��� 4oC  �������"�! strip �"�� PBS ���
�6��]� �
�!$�"�#"
#"!��� 4oC 
�8��]%���

4oC ��������������%

6.2 ����&���� Dye-Antibody Reagent

��������	 Dye conjugate �8�����	�
'�+�! Snowden and Hommel (1991) 
�8 Kashiwazaki

et al (1994) �������",�� Palanil Red BF 
�8 Samaron blue �/�!��?����"�	C"� dye conjugated ��8��%�"��

dye 
�8 antibodies �/�!�����������,�����
��������� Trypanosome �8��" anti-Trypanosome antibodies

( Polyclonal antibodies ) �/�!��?� antibodies ���$�"������ purified Hyperimmune serum +�!��8�6�����;��


���
��� Trypanosome

����&���� Dye-Antibody Reagent ��1	$�&���	���$ �#�

1. ��������	������8��"

a. Dye stock

1) �����	 5% Dye ����������� (w/w) ( ��6� �� 1 ���	 + ��������� 20 ml )

2) �"�! 4 ,���!�"����������� �������\~��#����!��� 20,000 x g ��� 30 ���� ��" pasteur

pipette ���#��% resuspend ��

3) Resuspend ������������� 10 ml 
�8��
	 thimerosol 0.01% ( w/v )

4) �8��� dye stock ����
	�:�"��< �� ethanol 
�8��� dilution ���!
�6 1:700 U/!

1:1200 ��������	�#� dilution ����#	�8�	 	�,6� absorbance ��6���% 1 ��" wavelength

����#	�8�	 ( ��	��
�+�!�� )

�����6�!  Dye stock 100 ul

    Dilution 1:100   
�8���  serial dilution �"�����������

Ethanol 10 ul

Dilution Dye stock (1:100) Distilled water

1:700

1:800

1:900

1:1000

1:1100

1:1200

500 ul

500 ul

400 ul

400 ul

300 ul

300 ul

3.0 ml

3.5 ml

3.2 ml

3.6 ml

3.0 ml

3.3 ml

Wavelength :   Samaron Blue  605 nm.,   Palanil red  535 nm.
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b. ��������	 Dye – Antibody

��������	�8��8��%�"������8��� ��!�6�$����

- Stock dye suspension Palanil Red A�max = 850 dye particles ( $�"���������#�

,6���� stock dye ��������	$�" )

- 0.1 M phosphate buffer

- 5 M NaCl

- Phosphate buffered saline pH 7.4

- Affinity purified antibodies

�
'������	

1. �����	 3.3 mM sodium phosphate/125 mM NaCl buffer ��
	��� 10 ml ������

��
	 3.3 ml 0.1 M sodium phosphate buffered 
�8 5M NaCl ����
	��� 125 �l

����������� 6.6 ml

2. #���
	���������"�!����� 10 ml ���	� dye particles ��	�"�!��� ��6� ���,����:���

A�max = 30 dye particle ,�� ��
	����� stock ����"�!��" ��6���% 10 ml. #�� 850

(stock dye ��������	$�") ,9:�"�� 30 = 353 �l

3. ��
	���+�! antibody (Ab) ����"�!���,�� 30 �g/ml ��!������
	���+�! Ab 	�,6�

=  30 �g/ml � 10 ml � 2.5 �g/�l ( ,��	�+"	+"�+�! antibodies stock )

=  120 �l

4. ��
	���+�!������"�!���  =  353 �l

��
	���+�! Ab ����"�!���  =  120 �l

��	��
	��� =  473  �l

5. Buffer ��������	��+"� 1. �9���� 473 �l 
�"���
	��
�8
���
%��� ��	����"�!���

6. %6	����&:#F9	
#"�! 1 �����	! 
�8��� 4oC ��� 1 �����	!

7. �\~��#����!��� 10,000 xg 30 ���� �9� supernatant �
�!

8. Resuspend dye – Ab �� 3.3 mM phosphate buffered / 125 mM NaCl 
�8��
	

thimerosal 0.01%

9. Dye Antibody Reagent ��������	$�" 
%6!��6#���<�8 5 ml ��]%$�"����&:#F9	
 -20oC


�8 4oC

6.3 �����
��

Positive and Negative control serum

- Positive control serum ��"����	�,��������% parasite ������� �"���
'� thin blood

smear
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- Negative control serum ��"����	�������$	6�% parasite ������� �"���
'� thin blood

smear 
�8�����&+F������$��6����
 
�8��" fetal calf serum �����%����%�����

����%

��,������
��

1. ���#���
	�: McAb ����#	�8�	 ���������������! McAb ��?� 200 �g/ml,

100 �g/ml 
�8 50 �g/ml

2. ����	�8������!��?� 1:5, 1:10 
�8 1:20 ��	�����%

3. Dye Antibody Reagent �8��",6�,��	�+"	+"�  A = 25,  A = 30 
�8 A = 40

�����
����� Trypanosomosis �����,� DIA ������

1. ������!����	�"�� PBS

2. ��� strips ��� dot McAb ����%�"��	�����#"������"����������� �&6	 strips �!�������6�!����	

���������!�"�� PBS  �
�!$�"����&:#F9	
#"�!��?����� 1 �����	!

3. �"�! strips �"������������6�!��]� �&6	 strips �!���� ( dye – conjugated ) 
�6�
�!$�" 1 �	.

����&:#F9	
#"�!

4. �������"�! strips ���+"� 3. �"�������������$#��%�< ��!����9�������
�+/�������
#�6!�6�!<���

#�� McAb #��� antibodies ����<$�"  ��%���/�+"�	9�

7.   ���%�*����=)

����������%��, Trypanosomosis �"���
'� DIA �����"����	,�%,&	%��
�8�% 
�8���#�

��
	�:�6�!<��	+%����� �%�6� 	������
� non-specific reaction +/�� ����#"$	6��	��U
��,��	
���6�!

�8#�6�! ,6�%��
�8,6��%$�" 
�8�������
�+/��	�,��	�+"	���"�,��!��� �/�!��?�$�$�"�6� McAb ���C�
�$�" ��!$	6

specific �� #���$	6%�
�&�'
*����!����������	�����% (Fig. 8)

���(���"#$� Anaplasma marginale ()* Babesia bigemina

1. ����&����
	&����)��()*�������"#$�

����9��,���&��8	�: 8 – 9 ��������	��&+F��
+]!
�! �����&+F��$	6�%�����
����!F����� F����
�8

���	]������ ��������	 12 ��� �����" 6 ����6������ Anaplasma spp. 
�8 6 ����6������ Babesia spp. ����9��,

	���!����%
�"�C6�������	"�	+�!�,
�6�8������ ( ���,���!�8 2 ��� ������ 6 ,���! ) �,���������C6����	"�	���


�"� �	���	��&+F��
+]!
�!
�8
C�C6����#���� �8�����������9����� blood parasite ���,���!��?����� 1 ����� ���

�����&������#� U"��,�����	������ blood parasite ��96����8
���#
� �8���������0��#"�����#	��6�� ����������

������,�����]%$�"���������X�����"�!������	������	�;���+"���"�������,������	"�	
�"� ����8 1 ml. #��!���;�������
�"�

����������,����
'������� blood smear %��$���
�"� �"�	�"���� Giemsa ����$���$��6�!�9�"����"�!

�&����-�� �����!+��� 100 ��6� �����9�6�	������������	���"��
,6$#� ������ blood smear �8���#��!���;�������

3 ��� �����������&������"�	��%����������#�,6� hemoglobin �"���
'� Sahli Adam 
�8�������#�,6� pack

cell volumn (PCV) �"���
'� capillary Haematocrit
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����:������	
���
��������������8;���������
����� ��6� �����	�������� Anaplasma marginale �];��

��������	������ Anaplasma marginale �+"��9��,������	"�	 �	�����%�������������,����$����%	� parasitaemia

40% #���,6� PCV ��8	�: 10% �8��������]%������,�����"� jugular vein ��#	�����, �����" Sodium

citrate ��?������������
+]!�����+��� 5 g / 1 �
��+�!����� �,#�/�!����8$�"�������8	�: 2 – 2.5 �
��

2. ���(���"#$����!���)#����   	�+��������!���

2.1 �����������	� Sodium citrate 	��\~����,��	��]� 4,800 x g ��� 30 ������� 4oC 
������	]������


�!���

2.2 �"�!�	]������
�! 3 ,���!�"�� PBS #��� 0.85% NaCl �������\~��"��,��	��]� 4,800 x g ���

30 ���� ��� 4oC ����\~�
�6�8,���!�8�9� supernatant �
�!$� ��������	�9��	]������+�����

�"���&�,���! #��!�"�!,���!�&��"�� ��
	 PBS ������#"$�"�	]������
�!�+"	+"� 20%

2.3 ����	]������
�!��� 2.2 $�����#"�	]������
�!
�������" Nitrogen decompression �/�!��",��	

���+�!���� N2 ���
�!��� 1000 �����/����!�
��  ��?����� 2 ���� ���
+����������
�#��!���

bomb 
�"��8��?�`�!
�8���8���������?������

2.4 ��� suspension ���$�"	��\~��"��,��	��]� 750 x g ��� 30 ���� ��� 4oC ��]%�6�� supernatant

2.5 ��� supernatant ���+"� 2.4 	��\~����,���!���,��	��]� 750 x g ��� 30 ���� ��� 4oC 
�"���]%

supernatant

2.6 ���+"� 2.5 ��� supernatant 	��\~����,���!���,��	��]� 4,800 x g ��� 30 ���� ��� 4oC 
�"���]%

�6�������?� sediment ( �6������8	������ Protozoa ��96 )

2.7 �"�!�6�� sediment 2 ,���!�"�� PBS ����\~����,��	��]� 4,800 x g ��� 30 ���� ��� 4oC 
�8��

����\~�,���!�&��"����",��	��]� 9,000 x g ��� 30 ���� ��� 4oC 
���6�� sediment �/�!	�������

��]��"�����	���
	 PBS ����
	�:�����6�������$���]%$�"���&:#F9	
-20oC �������"��?�
���
����6�$�

3. ����&����(��&��!�!���"#$� Anaplasma marginale ()* Babesia bigemina

3.1 ��� parasite pellet �����]%$�"����&:#F9	
 -20oC 	���
	�"�� 4% triton x –100 �� PBS 
�"����!�
�!

,"�!,������&:#F9	
 4oC

3.2 ���+"� 3.1 ���$��\~���� 15,000 – 30,000 xg ��� 30 ����  ����:�+�!����� Babesia spp 
�8U"�

��?������ Anaplasma spp. �8�\~����,��	��]��9!��6� 
���6��+�! supernatant $�" �/�!�8��"��?�


���
����������� ELISA,  Antigen ���$�"�8
%6!��]%$�"��#�����]�<  ��]%$�"����&:#F9	
 -20oC

4. ����	���%����
�%�&���� crude antigen

�8��"+�������#	��������#���������� antigen +�!����� Trypanosome �/�!��
	�:���������$�"���

crude extract +�!����� Anaplasma �8$�" 9.8 mg/ml ������ 6.0 ml 
�8 Babesia $�",��	�+"	+"�+�!������

= 15.5 mg/ml ������ 5.5 ml
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5. ��� purified antigen !�� crude extract antigen 1���"#$� Anaplasma ()* Babesia

5.1 ��� purified antigen �������"�������� Western blot 
�8���#��%;�����������! ���

1. Extract parasites pellets �"�� 4% triton x –100 ,"�!,�� 
�"��\~�
���6�����8$�" crude

extract

2. ����6�� crude extract 	�C6�� column +�! Sepharose 6B ��" Tris – HCl pH 8.0 �����

equillibrate column

3. ��" 37 mM NaCl + PBS ��?���� elute �/�! eluate ���$�"�8���$� dialysis �6�

4. Dialysis �6�� eluate �"�����������

5. Concentrate �6��+�! eluate ��� dialysis 
�"�

6. ���#�,6���
	�:������

=)    ���#�,6���
	�: purified ������+�! Anaplasma antigen $�" 2.97 mg/ml 	���
	������!#	�

4.2 ml �6�� Babesia antigen $�"��
	�:,��	�+"	+"�+�!������ 3.95 mg/ml 
�8	���
	������!#	� 2.8 ml

5.2 ������ SDS - PAGE 
�8 Western blot �8��"�
'�����#	��������� SDS – PAGE 
�8

Western blot +�!
���
��� Trypanosome �����" purified antigen ��
	�: 20 �g �6� lane �����
��

protein ���
���
���
�8��" serum dilution ��� 1:10 +�! positive 
�8 negative control serum

=)     ������ SDS – PAGE +�! Antigen �������� Anaplasma 
�8 Babesia �%�6�	� Protein

band ������	�� (Fig. 3) 
�8������ Western blot �%�6����! antigen �������� Anaplasma 
�8 Babesia 	�

band ��!���
�8,�"�����#������
#�6! ����;��8������
#�6! 55 – 70 
�8 39 kdal ��!
��!���9� Fig. 4

6. ������(��&��!��1��
	&����)��

6.1 ���;��
���
����+"�#�9 mice  ����������	 Monoclonal antibodies ���#��%��, Anaplasmosis


�8 Babesiosis �8;��
���
������ purified 
�"������� 0.1 ml/��� �����"
���
��� 30 �g/���

��"#�9������ 3 ��� +���������;�� 
�8 booster �8����#	�����%����� Trypanosome

6.2 ���;��
���
����+"���8�6�� ��" purified antigen Anaplasma 
�8 Babesia ;���+"���8�6��

����8 500 �g/ml ��"��8�6�� 6 ����6� 1 
���
��� +������
�8�
'�����#	���������

hyperimmune serum ����8�6�����;��
���
��� Trypanosome

6.3 �������%#��8��% titre ���!��#�9 mice 
�8��8�6�� �8������%����
'� ELISA �#	���+���

��������������%���;��
���
��� Trypanosome

=)      �������#��8��% titre +�!#�9 mice ��������	��� Monoclonal antibody ���#��%
���
���

Anaplasma 
�8 Babesia �%�8��% titre ��96�8#�6�! 10-5 – 10-6 �6���8��% titre +�!��8�6�����;��
���
���

Anaplasma 
�8 Babesia (�;���������8�6�� 10 ��� �����!�������8#�6�!����! 4 ���) ��96�8#�6�! 10-4 – 10-5  

7. ��� purified Hyperimmune serum 1����*&>�� ()*���&��!�	���%����
�%�&��

��� purified Hyperimmune serum +�!��8�6���8��" Affinity column purification ���
�6�8

��
�+�!����	�8��" column �6�!<��� ,��
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7.1 purified Hyperimmune serum ������;��
���
��� Anaplasma ��" Affinity column      

4 ��
� ,��

a. Rbc Affinity column

b. Wbc Affinity column

c. Babesia Affinity column

d. Anaplasma Affinity column

��� Anaplasma Affinity column �8��96�&��"������� purified

7.2 ��� purified Hyperimmune serum ������;��
���
��� Babesia ��" Affinity column

4 ��
��#	�����% Hyperimmune serum ��� Antigen Anaplama 
�6������� column

�&��"����?� Babesia Affinity cloumn

���#��%+��������������	 Affinity column 
�8��� purified �8�#	�����%+�! Trypanosome

=)   ��� purified Hyperimmune serum +�!��8�6��;��
���
��� Anaplasma $�"��
	�:������

�/�!�������
'� Coomassie blue $�",6��;���� 4.95 mg/ml 	���
	�:���!#	� 2.5 ml ( �������	 60 ml )
�8��
	�:

������+�!����	��8�6�����;��
���
��� Babesia ��� purified 
�"� $�",6��;���� 6.21 mg/ml 	���
	�:���!#	�   

2.3 ml ( �������	 80 ml )

8. ����&���� Monoclonal antibodies ()*�����
��

���#��%��������	 Monoclonal antibodies �6������ Anaplasma 
�8 Babesia 	��
'����+������
�8

�������%�#	�����������	������� Trypanosome

C��������% Monoclonal antibodies +�! Anaplasma 
�8 Babesia $�"C���!���

8.1 ���  screening positive cells �"���
'� ELISA

- ������ hybridoma cells +�! Anaplasma ,���!
��$�" 450 cells ,���!��� 2 $�" 250 cells

- ������ hybridoma cells +�! Babesia  ,���!
��$�"  687 cells ,���!��� 2 $�" 265 cells

8.2 �������� positive hybridoma cells ���������%,&:�	%��
���C�
� Immunoglobulin ����
'�

ELISA isotyping kit

- ������  hybridoma cells +�! Anaplasma  �������% 48 cells         

- ������  hybridoma cells +�! Babesia      �������% 48 cells

=)     �������% hybridoma cells +�! Anaplasma 	� Immunoglobulin class ,�� IgM 47 cells


�8 IgG1 + M ������ 1 cells �6�� hybridoma cells +�! Babesia 	� Immunoglobulin class ,�� IgM

41 cells 
�8	� IgG1 + M ������ 7 cells

8.3 ������ cloning ��"�
'�����#	����� Trypanosome

=)   ������ cloning hybridoma cells ���C�
� Immunoglobulin G1 + M ��� hybridoma +�!

Anaplasma 1 clone $�" single clone positive ����
'� ELISA ������ 230 clone 
�8�	������$���� isotyping

������ 24 clone $�" single cells ���C�
� IgG1 18 cells  �6�� Babesia ��� cloning ������ 2 cells $�" single
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clone positive ����
'� ELISA ������ 225 
�8 234 cells 
�8�	������	���� isotyping ���!#	� 32 cells $�"

IgG1 24 cells ����#�����?� IgM

8.4 �������%,&:�	%��
+�! McAb +�!
���
��� Anaplasma 
�8 Babesia ���������Western

blot �����" purified antigen Anaplasma 
�8 Babesia 
�8��" culture medium +�! McAb �����?� IgG1

	�����%

=)   �������% McAb +�!���! Anaplasma 
�8 Babesia $�" band ���	�����#����	���&���!��%���

���
#�6!����#����	���&���� 39 
�8 58 kdal   (Fig.6, 7)

8.5 �������% specificity +�! McAb +�! Anaplasma 
�8 Babesia �6�
���
�����������	$�"

��� parasite #�����
� �������%�"���
'� ELISA �/�!
���
��������"���!#	���?� crude extract ��	���!


���
�������	]������
�! (Rbc) 
�8�	]������+�� (Wbc) ���
���
���
�6�8��
������"�,���%�����8	���
	�:

,��	�+"	+"���96�8#�6�! 10 – 30 ug/ml

=)     �������%#� specificity ( cross–reaction test ) $�"C���!
��!�� Table ��� 1

9. ���=)�&()*��� purified McAb 
����	� McAb 1�� Anaplasma ()* Babesia

	�+�������#	����� McAb +�! Trypanosome

10. ����������*�������
��'��	�������,� Dipstick colloidal dye immunoassay (DIA)

1. ��������	 strip �8	�+�������#	����� Trypanosome

2. ��������	 Dye-Antibody Reagent

��������	 Dye-Antibody Reagent �6���, Anaplasmosis 
�8 Babesiosis �8��" anti –

antibodies �6���������! 2 	���	��� �����"�� Samaron blue 
�8��
	�:+�! anti – antibodies �����"+�!
�6�8

������8	���
	�: 2 ��6� +�!��
	�:�����"��
! ��6��"�!��� dye – conjugated �6����! 2 
���
%��� ��!+"�!�"� 10

ml ���	�,��	�+"	+"�+�! conjugate A�max = 20 �8�"�!�����	 dye – conjugated �6� Anaplasmosis 5 ml

���	� A�max = 40 (40 �g/ml) 
�8 dye–conjugate �6� Babesia 5 ml A�max = 40 (40 �g/ml) #��!�������

�/!��� dye–conjugate ���!��!��������	$�"	���	�#"	���
	��� 10 ml ����8	�,6� A�max = 20

11. �����
��

�������%�8%% DIA ��" positive serum 
�8 negative serum control ������ serum dilution

���!
�6 undilution, dilution 1:5, 1:10 
�8 1:20 �6�� McAb ���!+�! Anaplasma 
�8 Babesia �����" dot �!

%� strip ,��	�+"	+"������",�� 50, 100 
�8 200 �g/ml ���#�� 2.5 �l/dot

=)       ����������%�%�6���
� non – specific reaction �	�������%��% serum control ���!%��
�8�% ,��$	6

��	��U
��,��	
���6�!+�!�� dot �����
�+/��$�"   (Fig. 9)
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�+%

���#��%���-/�0� �����J�� dipstick collidal dye ���������%��!�"���
		9��
������"�!������#��%

��,�����
������������ �	���-/�0�U/!+�������������%�����" Dipstick �%�6��#"C���
� non – specific

reaction ����#"$	6��	��U�����
�����6�$�$�" 
	"�8$�"�����	���%��������������%��#������0:8
�"��]��	

���#�&�����
�+/�������?�$�$�"�6� McAb ���C�
���!	�,��	������8$	6�� ����;��8���C�
� McAb +�!

Trypanosome �#"	�,��	������8���� ��?��
�!������$�"�������8����������!	�����������
��!
���
������C
�����

���� ,��	� antigenic variation ��
�+/���&�,���!����F��
���"�	���6�!����������
��! ����;��8�	����������	C��

��%
���
%������6�!��� �6�� McAb +�! Anaplasma 
�8 Babesia �%�6���!	� cross–reaction ��%�	]������


�!
�8�	]������+��,6��+"�!�9! �/!��?�$�$�"���,��	������8����8��!$	6�� ����#"��
� non–specific reaction +/��

C���8�%���$�"������-/�0�,���!��� 
	"�6�!���
���,���!����8$	6��8�%C������]���	��q�#	�� 
�6��!

C9"�
���$�"��%��8�����	��	����
!6+�!���$�"��%�!��,��	�9"�#	6<
�8��8�%���:���!���
�����
�	+/�����!�"����,�
,


�8�
'���� ����8��?���8�������6�!�
�!�������J��!��+�!C9"�
����#"	���8�
�'
F��
�8��8�
�'
C��6�$�



Fig. 1  SDS – PAGE   �����  Trypanosoma spp.

T1-T8 = Trypanosoma Ag

MW    = Molecular weight marker
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Fig. 2   Western Blot of Trypanosoma PcAb.
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T1 – T9  =  Trypanosoma  Ag  9  isolates

MW        =   Molecular weight  marker
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                    Fig.3   SDS-PAGE of Trypanosome Ag, Anaplasma Ag and Babesia Ag
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                             Fig.4     Western blot  of    Anaplasma  and   Babesia    PcAb.
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Fig. 5   Western Blot of  Trypanosoma spp.
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Fig 6.    Western  blot of   Anaplasma   McAb.
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      Fig.7    Western  blot of   Babesia  McAb.
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Serum dilution 1:10

Neg. = FCS

Mc.  = 1:5

Pos. Pos. Neg.

M = Mouse Ig G

R = Rat IgG

Mc = McAb

Mc = McAb

Serum dilution 1:10

Neg. Pos. Neg.

McAb from ascites fluid

Fig. 8  DIA – McAb. of  Trypanosoma spp.

McAb  from  eulture medium

Negative Serum
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Positive Serum
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x10  x50  x100  x200

Mc
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Serum Dilution            = 1:5

Mc              McAb       = undilute

M                mouse IgG= undilute

Pos             Postive  serum

Neg            Negative  serum

Fig. 9   DIA – McAb. Of  Babesia spp. and Anaplasma spp.
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M
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����	��� Dipstick colloidal dye �������
������������������������������
����	�

����������!���"#$�(��������

���-8�.��������(�������� ( Brucellosis, Tuberculosis and Paratuberculosis )

1. ����&����(��&��!�!���"#$�(��������

   �����
%,������   - Brucella abortus strain 125 biotype 1

     - Mycobacterium paratuberculosis strain 18

(��&��!� Brucella

���8����� Brucella abortus ����� 125 biotype 1 %���#�������!�����
+]! ( Tryptosoy agar +   

5% horse serum ) ��8	�: 40 +�� %6	�������� 37oC ��� 48 �����	! ��]%����� Brucella 
�8�"�!�"�� PBS

3 ,���! ��
	�����������������6�� 1:4 (w/v) �/�!��� 121oC ��� 20 ���� �\~��#����!��]%�6����
�8���!C6�� 0.45 �m

��
	 4 M NaOH �!���6���� (1:15) �"	��� 56oC ��� 1 �����	! ����#"��]�
�8���% pH 7.0 �"�� glacial acetic

acid 
�8���8����"�� ethanol (1:4) ��]%$�"��� 4oC ��� 24 – 48 �����	! �\~��#����!��]%�6���8���
�"��8���

�6���8����"��������������$� dialyze 
�"��\~��#����!���,���!��]%�6���� 
�8���$��9�
#"!��]%$�"��� 4oC ��
	�:+�!


���
�������9�
#"!
�"�$�" 15 mg/+�� ������ 12 +��

(��&��!� Tuberculosis   

��" Purified protein derivative (PPD) extraction ��?� antigen 	�,��	�+"	+"� 1 mg/ml

(��&��!� Paratuberculosis

���8����� Mycobacterium paratuberculosis ����� 18 %���#�������!����� T - ogawa ��8	�:

2 – 3 �����#� ������ 4 +��  �	�����������
V��
%�����	,��
�"� �/! subculture �!����#�������!����� Modified

Watson – Reid liquid medium ��+�� Roux Flask ������ 40 +�� 
�8%6	�������� 37oC ��� 6–8 �����#�

��!������0:8+�!�����������
V��
%���%�6� �����%�!�6����
�	�8�	�! �/!��]%�����
�8�\~��#����! 5,000 ��%/���� ���

4oC ��� 30 ���� ����� M. paratuberculosis ���$�"���	��"�!�"�� PBS 3 ,���! ��������"�� bead beater 
�8���

	�C6�� French Pressure Cell Press ���,���! �\~��#����!��]%�6����
�"����	����8����"�� (NH4)2SO4 ��]%�6��

�8����8����"����������� ������ dialyze 
�8���!C6�� 0.22 �m �9�
#"!��]%$�"��� 4oC 
���
�������9�
#"!	�

��
	�: 187 mg/+�� ������ 3 +��

���&��!
��(��&��!�!���"#$�(��������


���
����������� B. abortus 
�8 M. paratuberculosis #��!����������9�
#"!
�"����	�����%���

�
'� ELISA �6��
���
��� PPD ���	���� dilution 
�8����%����
'� ELISA ��6���������
���
������$�"��������


%,������ B. abortus, M. paratuberculosis 
�8 Bovine PPD �#"C����6��������%����
'� ELISA ��	�
'�

��������J���������"����%��,%�9������
� 
�8�����9�%���,9���
� ��#"�!�^
%��
��� (	���
�8,:8, 2544 
�8

�
��J��
�8,:8, 2544)
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2. ����&���� polyclonal antibodies

��������	 polyclonal antibody ��� Bovine IgG 
�8�������� Brucella abortus,

Mycobacterium paratuberculosis 
�8 M. bovis (BCG) ������
���
���;����8�6�� 5 ���/
���
���

adjuvant �����"��%
���
���+�!����� Mycobacterium spp. ���� ��"�;��8 Incomplete Freund adjuvant 
�8

booster 4 ,���! #6�!���,���!�8 2 �����#� ���8���������#��8��% titre ��6��������%+"� 1 
�"�
����]%

hyperimmune serum $�" ���	� purified �"�� affinity chromatography column ����#���
	�:������


�8
%6! aliquot ��]%��� –20oC ����
	�:����"�!���

����&����  Affinity  column  (CNBr-sepharose 4B)  ��#��(��  Immunoglobulin

1. ��6 CNBr-sepharose 4B �/�!��?�C!������ 1 ���	�!������
�"����	�
C6����! �/�!	�����8���     

1 mM HCl  ��96 35 	�. 
�"����!�
�!$�" 15 ����

2. �"�!����"������8���  1 mM HCl  ������ 35 	�. 4-5 ,���!

3. ,���!�&��"���"�!�"��  coupling  buffer (0.1 M NaHCO3 / 0.5 M NaHCl , pH 8.3)

4. ��6 coupling buffer  6.5 	�.  �!��#����"�
#�	���	�,��	�&  50 	�. 
�"���
	
���
���#���


���
%�������"�!����#"��%��%����!$�����
	�:,��	�+"	+"���6���%  20 	�.

5. U6��������+"� 3. �!��#���+"� 4. �����"�"���������,	��6�� �"�!����#"#	�������������!

�"��%�`�`��������� 5 	�. �����	�#"����!	���#����#"	������&� ��
	����&��"��+�!������!#	���	%�`�`���

�����8	�:�8��6���% 20 	�.

6. ���#������	���� + 
���
%���$��+"��,����! Rotate ������#"#	&��%�< ����&:#F9	
 4oC �
�!,"�!,��#���

��"���� 2 �	. ����&:#F9	
#"�!  ������#"��������%��%���$�"�� 
�8#"�	��" magnetic ���

7. ���#���������+"� 6. 	��\~��"��,��	��]�����< (1,000 ��%/���� #����"����6�)  ����6����%�!�6��

$����#�,6������� �/�!�8�"�!	�,6�����%��6�-9���

8. ���+"� 7.  �9��6�����
�!  
�"���
	  1M ethanolamine pH 8.0  ������ 16.5 	�. �!����� ���$�

�+"��,����!#	&��%�< ���,���! ������������6������#���+�! active  group +�!��������� (���+"� 1–8 �"�!�����#"�!

�����]�
�8����8����&���
��"�!��96���F��
�6��]��6����")

9. ��" syringe �����
���
	��� 10 	�. ���	��������#��%��6�+]	;������!���! 
�"������
�"���6�!��!

����+�! syringe �����������$#���� 
�"�������!$���6�!�%�< �� syringe  �	������ pack ��
�"� �"�!������

,���!�"�� coupling  buffer ������ 35 	�.

10. ��
	�����������
	��� 20-30 	�.�!�� column ��6������������
�!
�"��"�!�"�� 0.1 M acetate buffer

/ 0.5 M NaCl, pH 4 ��������"�!�"��������������,���! �	�����6�����������#	� ��
	 coupling buffer �"�!���,���!

11. ������� ��	+"� 10.

12. Column ���$�"��"�	����8��"!��  �����������96�� column U"�$	6��"�8�"�!��
	 0.05% Sodium azide

#��� 0.02% thimerosol in PBS ������6����]%���0�
�"���� column ��]%$�"���9"��]� 4oC
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���(��  Immunoglobulin ����  Affinity  column

1. �"�! Affinity  column ��������	$�"�"�� binding buffer ��������
	��� 5 ��6�+�!����� column

(�����"���������$�")

2. ���% column �#"	��F���#	�8�	�"�� binding buffer ���,���!�����" binding buffer ��6�!�"��

5 ��6�+�!��
	������

3. �\~�#������!����	 ����8
���������	�8�"�!������!�"�� binding buffer  2-3 ��6� �6�����!  �����


���
�!������������6��  �������,6��< ������	�!�� column ��������	$�"��+"� 2.

4. �"�! column �"�� binding buffer  ��������
	��� 5 ��6�+�!��
	������ (U"��"�! column �"��

binding buffer ������	�� �8����#"
���
%���(������) ������8��%���
%%#��	< #�&����$�")

5. �6����� eluting buffer $���"�8�"�!��� pH +�! eluting buffer �#"$�" pH 2.7 �6����	� U"� pH

�9!��6�����8�"�!���% pH �"�� HCl

6. Elute �
		9������%9�
��"�� eluting buffer �����6���#"#���!��#����"�
#�	���	���
	���

15-50 	�. �����#�������8	� neutralizing buffer ��96 #��!���$�" eluate ����
	�������"�!���
�"� �8�"�!��%

���% pH +�! eluate ���$�"�#"��?� pH 7.0 �"�� neutralizing buffer ���,���! ,�����#���
	�:�������� eluate

�"�� UV spectrophotometer ��?��8�8<��6�����8���$�"

7. �	���$�" eluate 
�"� �]�"�! column �"�� binding buffer

8. column  �	���$	6��"�6� U"��8��]%$�"��"��,���!�6�$� �8�"�!�"�!�"�� 0.02% thimerosol in PBS

������ 2-3 ,���!�6�����$���]%$�"���9"��]���� 4oC

3.  ����������*�������
��'��	�������,� Dipstick colloidal dye immunoassay (DIA)

3.1  �+%��
�

- Nitrocellulose (NC) membrane (Schleicher and Schull, Dassel, Germany)

- �� Palanil Red BF (BASF, UK)

- 
C6���

- ��8��0��� 2 #�"�

- 
���
���+�!����� B. abortus, M. bovis (Bovine PPD) 
�8 M. paratuberculosis

3.2  ����&���� Nitrocellulose strip

1) ���
C6� nitrocellulose (NC) membrane ( Schleicher and Schull, Dassel, Germany ) ��"�!

+��� 2.4 cm � ��� 15.0 cm

2) ���
C6��� +�����"�! 7.5 cm

3) ��"��� 2 #�"� �/�
C6� NC ��%
C6�����+"� (2)

4) ���
C6� dipstick ��+"� ( 3 ) �#"$�"+��� 0.6 � 7.5 cm 
�8
%6! NC ( 2.4 cm ) ��?� 3 �6�! ���

��"�����+����"�
%6! ( ��	�9� a ) �����#��
���
�����	�"�!��� ( ��!�9� b )
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acetate sheet

NC Bru-Ag
Para-TB-Ag
TB-Ag

(a) (b)

5) #��
���
��� 2.5 – 3.0 �l +�! dilution ����#	�8�	��	�"�!��� �!%��6�! NC membrane �
�!

$�"�#"
#"!�������]� ( �9"��]� 4oC )

6) ������ non-specific protein binding site ����#�����96%� NC �"������&6	 strip ( ���+"� 5 ) ��

PBS 
�8 block 
���
����"�� 0.5 – 1% skim milk �� PBS pH 7.4 ��� 30 ���� ��� 4oC 
�8

�"�! strip �"�� PBS ���
�6��]� �
�!$�"�#"
#"!��� 4oC 
�8��]%��� 4oC ��������������%

3.3  ����&���� Dye – Antibody Reagent

��������	��
�8 DIA system �8�����	��	�
'�+�! Snowden and Hommel (1991) 
�8

Kashiwazaki et al (1994) �����"�� Palanil Red BF (BASF, UK) �/�!��?����"�	C"� �6��
���
%��������"���#��%

������, Brucellosis, Tuberculosis 
�8 Paratuberculosis ��?� anti bovine IgG ��������	+/��	��"�����;��

Bovine IgG ����8�6��
�8����#"%�
�&�'
* �"���
'� affinity-purified column chromatography

�������"�8���	�������!�#"$�",��	�+"	+"�	�,6� A�max = 30 dye particles ��	��%
���
%��� anti-bovine

IgG ���,��	�+"	+"� 30 �g/ml �/�!��?�,��	�+"	+"��&��"�� ����#"������ 
̂�
�
����%
���
%���������8���        

10 mM/L +�! phosphate ���	� 2.7 mM/L +�! NaCl pH 7.4 ��?����� 1 �����	! ���&:#F9	
#"�!
�8����+"��9"

��]� (4oC) ��� 1 �����	! ������#"
���
%������8�
���$�"���
�!+/�� ���������������$�"$��\~���� 12000 x g ��� 30 ���� ���

4oC �9��������
�! 
�"��8����8�����������8��� 10 mM/L +�! phosphate 2.7 mM/L NaCl ���	� 5%

bovine serum albumin ��% 0.01% Thimerosol �/�!����������	$�"��� ,�� Palanil Red + antibodies �8��]%$�"

������&:#F9	
 4oC #���
�6
+]!��� –20oC

+��������������	 Dye – Antibody Reagent 	���!���

����&���� Dye stock 
����	� DIA

1) �����	 5% Dye ����������� (w/v) ��6� �� 1 ���	 + ��������� 20 ml

2) �"�! 4 ,���!�"����������� �������\~��#����!��� 20,000 � g ��� 30 ���� ��" pasteur pipette

���#��% resuspend ��

3) resuspend ������������� 10 ml 
�8��
	 thimerosol 0.01% ( w/v )

4) �8��� dye stock ��
	�:�"��<�� ethanol 
�8��� dilution ���!
�6 1:700 U/! 1:1200 �����

#� dilution ����#	�8�	
�8	�,6� absorbance ��6���% 1 ��� wavelength ����#	�8�	 ( ��	

��
�+�!�� )
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�����6�!

Dye stock 100 �l
Dilution 1 : 100

Ethanol  10 �l


�8��� serial dilution �"�����������

Dilution Dye stock (1:100) Distilled water

1 : 700

1 : 800

1 : 900

1 : 1000

1 : 1100

1 : 1200

500 �l

500 �l

400 �l

400 �l

300 �l

300 �l

3.0 ml

3.5 ml

3.2 ml

3.6 ml

3.0 ml

3.3 ml

wavelength : Samaron Blue 605 nm

Palanil Red 535 nm

����&���� Dye – Antibody

�+%��
�

- Stock dye suspension Palanil Red A535 = 850 dye particles ( �����������	��+"� 1 )

- 0.1M phosphate buffer

- 5 M NaCl

- phosphate buffered saline pH 7.4

- Affinity purified IgG

��,��&����

1) �����	 3.3 mM sodium phosphate / 125 mM NaCl buffer ��
	��� 10 ml ��������
	

3.3 ml 0.1 M Sodium phosphate buffered 
�8 5 M NaCl ����
	��� 125 �l �����������

6.6 ml

2) #���
	���������"�!����� 10 ml ���	� dye particles ��	�"�!��� ��6�

���,����:��� A�max = 30 dye particle ,�� ��
	����� stock ����"�!��" = 10x1,000�850/30

= 353 �l

3) ��
	�:+�! Antibody (Ab) ����"�!���,�� 30 �g/ml  ��!������
	���+�! Ab ,���8��?�

= 30 �g/ml � 10 ml � 2.5 �g/�l (stock)

= 120 �l

4) ��
	���+�!������"�!���  =  353 �l

��
	���+�! Ab ����"�!���  =  120 �l

	 ��	��
	���  =  473 �l

5) buffer ��������	��+"� (1) �9���� 473 �l 
�"���
	��
�8
���
%��� ��	����"�!���
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6) %6	����&:#F9	
#"�! 1 �����	! 
�8��� 4oC ��� 1 �����	!

7) �\~��#����!��� 10,000 x g ��� 30 ���� �9� supernatant �
�!

8) Resuspend dye – Ab �� 3.3 mM phosphate buffered / 125 mM NaCl 
�8��
	

0.01% thimerosal

9) ��]% Dye – Antibody Reagent ��� -20oC

3.4  ����	����*�� DIA

�����%����
(��&��!�()* dilution 1��'��	��������*
��������
��

���#���
	�: Brucella 
���
�������#	�8�	 ��������� dilution +�!
���
��� ���,��	�+"	+"�

1 �g/3 �l (dot),  0.5 �g/3 �l,  0.25 �g/3 �l 
�8 0.125 �g/3 �l ��	�����% �6������	��� dilution �������	

$	6������!, 1:5, 1:10, 1:20 
�8 1:40 ��	�����%

���#��% Bovine PPD 
���
���������������!
���
�����?� 3 �g/3 �l (dot), 1.5 �g/3 �l, 1 �g/3 �l


�8 0.5 �g/3 �l  ����	������!��6��������% Brucellosis

Paratuberculosis 
���
���������!��?� 3 �g/3 �l (dot), 1.5 �g/3 �l, 1 �g/3 �l (dot), 0.5 �g/3�l


�8���������!����	���������% �����6��������% Brucellosis

��,����

1. ����	�����"��?�����	�,�	�����]%����"�!���������!����	�"�� PBS ��������	������ 2 �&�

2. ��� strips ��� dot 
���
��� (��	�9� b) ����%�"��
�"�	���"���������%������ 2 �&� ����#"�����

�"����������� �&6	 strip �!�������6�!����	���������!�"�� PBS �
�!$�"����&:#F9	
#"�!��?����� 30 ����


�8 1 �����	!

3. �"�! dipsticks �"������������6�!�����]� 
�"��&6	 strips �!�� Dye – Antibody Reagent 
�6�
�!$�"

30 ���� 
�8 1 �����	!����&:#F9	
#"�!

4. �"�! dipsticks ���+"� 3 �"�������������$#��%�< 
�"���!����9�������
�+/�������
#�6!�6�!<���#��


���
���$�"
�8%���/�+"�	9�

Positive and Negative control sera

����% DIA ��%����	����#"C�%���6���, Brucellosis, Tuberculosis 
�8 Paratuberculosis

(����	,�%,&	%��) �/�!��?�����	,�%,&	%�����$�"���������������������8����� ����������%����%C�+�! DIA ��%���


�������
�8#���
	�:����#	�8�	��������� 
̂��
���8#�6�!+�!
���
���-
���
%��� �6������8���$���"�����

����%�6�$� �6������	,�%,&	�%��?�����	������%��8���

�8����%��!����	�
���
�"��6�$	6�%
���
%����6���,

Brucellosis Tuberculosis 
�8 Paratuberculosis �&������6�!

3.5  =)���-8�.��*�������
����������,� DIA

������� Brucellosis, Tuberculosis 
�8 Paratuberculosis ����
'� DIA (Fig.1)

(��&��!��������*
��"���"+���
�� ,��
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Bru – Ag = 0.5 �g/ 3 �l

Ptb – Ag = 1.5 �g/ 3 �l

Bovine PPD – Ag = 3 �g/ 3 �l

 ��
	�: Dye A535 = 30 dye particles

      Affinity-purified rabbit Anti-Bovine IgG = 30 �g/ml

                          ����	 dilution �����"����% = 1 : 5

��,���
���������*
� ,��

1) ������!����	����"�!�������%�"�� PBS ��� dilution 1:5

2) �&6	 strip 
���
����#"������&6	�"�����������#��� PBS

3) ��� strip ( ���+"� 2 ) �&6	�������6�!����	����"�!�������% �
�!$�"����&:#F9	
#"�! 1 �����	!

4) �"�! strip �"������������6�!�����]� 
�"��&6	 strip �!�� Dye – Antibody Reagent 
�6�
�!$�"���

1 �����	!

5) �"�! strip ( +"� 4 ) ���C6����������$#��"�<

6) �6��
�8%���/�C�

4. ���-8�.� Diagnostic Sensitivity (DSn) ()* Diagnostic Specificity (DSp) 1����,� DIA

Brucellosis

����	�����"�����-/�0� DSn 
�8 DSp 
%6!��?� 2 ��&6	 ,��

1) ��&6	�% ( negative ) ������ 130 �����6�!

��?�����	����9!�,���	���8���
$	6�%��,	����$	6�"����6� 5 �� 
�8�&6	���� �����	 / ����� $	6�%      

B. abortus ��]%�����6�!$�"��� -34oC

2) ��&6	%�� ( positive ) ������ 42 �����6�!

��?�����	���$�"����,�����?���, Brucellosis �/�!��	��U
������� B. abortus $�"��� �����	 / ����� /

�6�	�����#���! ����,���	����C6����
�8�����6�!����	��]%$�"��� -34oC

Tuberculosis

����	�����"�����-/�0� DSn 
�8 DSp 
%6!��?� 2 ��&6	 ,��

1) ��&6	�% ( negative ) ������ 130 �����6�!

��?�����	���`���	���	���8���
$	6��?� Tuberculosis $	6�"����6� 5 �� ��]%�����6�!$�"��� -34oC

2) ��&6	%�� ( positive ) ������ 28 �����6�!

��?�����	�,����#"C�%���6��������%��!C
�#��! ( single intradermal test ) 
�8�%�����,���

���������!�&����'
�
��� #��� �%����� M. bovis

Paratuberculosis

����	�����"�����-/�0� DSn 
�8 DSp ,��
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1) ��&6	�% ( negative ) ������ 130 �����6�! ��?�����	���`���	���	���8���
$	6��?� Paratuberculosis

$	6�"����6� 5 ����]%�����6�!$�"���-34oC

2) ��&6	%�� ( positive ) ������ 16 �����6�! ��?�����	�,����#"C�%����!����	�
��� 
�8�%�����,

������������!�&����'
�
��� #����%����� M. paratuberculosis

=)���-8�.�Diagnostic Sensitivity (DSn) ()* Diagnostic Specificity (DSp) 1�������
�����

�����,� DIA

1) Brucellosis

-/�0� Diagnostic Sensitivity (DSn) 
�8 Diagnostic Specificity (DSp) �����
���������"

����	�,�����?���, 42 �����6�! 
�8����	�,���	�������$	6��?���,������ 130 �����6�! �%�6� 	� DSn 92.9% 
�8

DSp 97.7%  �/�!�����#�,6� DSn 
�8 DSp ,���!��� ��" gold standard ,�� ������8
������� Brucella abortus

Isolation

+ -

+ 39
A

3
BDIA

- 3
C

127
D

42 130

Diagnostic Sensitivity (DSn)   =   100
339

39
�



   =  92.9%

Diagnostic Specificity (DSp)   =   100
3127

127
�



  =  97.7%

2) Tuberculosis ()* Paratuberculosis

�������%����
'� DIA +�! Tuberculosis 
�8 Paratuberculosis �#"C����,�"�!��%C�%��

��
!�"��	���/�!�%�6�	� DSn ,6��+"�!����,�� 7.1% 
�8 31.25% ��	�����% �/!$�"�����
������J�� Dot-ELISA

%�
C6� nitrocellulose membrane �����-/�0���
�	��
	

5. �����
��&	���>��'��	��������#$���������,� DIA

&	���>��'��	�:   ��]%�����6�!����	����,�	����������6�!< ��!���

��!#�����%&��  ������ 300 �����6�!

��!#����&���:%&�� ������  158  �����6�!

��!#�����8%&�� ������ 159 �����6�!

��!#������%&�� ������ 2,190 �����6�!

��!#�����V��%&�� ������ 2,256 �����6�!

��!#����,������	� ������ 306 �����6�!

��	 ������ 5,369 �����6�!
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��,������
�����

1.1 ����%��, Brucellosis �"���
'� rapid plate test ( RPT ) 
�8 EDTA - tube  agglutination

test ( EDTA-TAT ) ( 	���
�8,:8, 2534 ) �/�!��?��
'��������9����,��!����	�
��������"��?�

routine diagnosis

1.2 ����%��, Paratuberculosis ��!����	�
����"���
'�,�	����	"�`|������������

1.3 ����%��, Tuberculosis �"���
'� single intradermal test ( SID ) ����,�#�!+�!�,�	

1.4 ����% Brucellosis, Tuberculosis 
�8 Paratuberculosis ��!����	�
����"���
'� DIA

=)�����
��

1) ���������, Brucellosis

�������9����, Brucellosis ��!����	�
����/�!��?� routine diagnosis C��%�6� ��� 5369

�����6�! �%�#"C�%�� 48 �����6�!
�8�	�����������
'� DIA �%�#"C�%�� 69 �����6�! ( ����!��� 1 
�8 Fig.2 )

�	��������%����%�����"�
'� routine diagnosis ��?�#��� �%�6�	� DSn 91.7%  
�8	� DSp 99.5% DIA-strip �����"

���������%��	��U�8��]%$�"��� 1 �� �6�� Dye antibody reagent ��]%�� freezer ��	��U�8��"$�"���        

6 ����� ( Fig.3 )

Routine diagnosis

(abbot)

+ -

+ 44 25
DIA

- 4 5296

48 5321

2) ���������, Tuberculosis 
�8 Paratuberculosis

���C��������% Tuberculosis 
�8 Paratuberculosis  ��#"�!�^
%��
�����������6�!,�%

,&	%�����! 2 ��, �"���
'� DIA ���� �#"C�%����
!���,�"�!����"��	�� 
�8�	�����������	�����������%�6� ���

���� Tuberculosis �"���
'��������%��!C
�#��!$	6�% reactor �6��������� Paratuberculosis �"���
'�

CFT ���� �%�#"C�%�������� 12 �����6�! �������	�,���!#	� 5,369 �����6�! ( ����	��]%���6�!�� �.-. 2543    

����!��� 1 ) ,
���?� 0.22% 
�8C������������	����"�!����"���
'� DIA �#"C���?��%#	����! 2 ��,

6. ���-8�.���,� Dot-ELISA

�����!����������%����
'� DIA �%�6� �����%���!+�!
���
%����6�
���
������$�"�������� M.

paratuberculosis 
�8
���
������ Bovine PPD $�"C�$	6�	�����	�
�8$	6������ �/!$�"	������J����"�
'� Dot-

ELISA  	�+��������!���

1. �����	 Dipstick

+�������8�#	��������� DIA 
�8��
	�:
���
���+�!���! 3 ��,�]��"����
	�:��6������%�� DIA
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��	���!	���������� non-specific protein binding site �� strips �"�� 1% skim milk �� PBS ��� 4oC �6�����

$���"��6���������

2. Positive and Negative control sera

��"����	�,���������C�%���"��������8
���������?�����	,�%,&	%�������#���
	�:����#	�8�	�6��

�8���$���"���������%��%����	�����]%����"�!���  �6������	����#"C��%��?�����	����,�������%��!����	�
�������#"C�

�%�&��
'� ��	���!	���8���
���
�6����6�$	6��?���,
�8$	6�%
���
%������! 3 ��,�&������6�!

3. ���#���
	�:,���9���
�8����	����#	�8�	

��
	�:+�!
���
������! 3 ��
�
�8����	 ��"�#	�����%������ DIA 
�6��
	�:+�!,���9������

�#	�8�	����������%����
'� dot ELISA ���� #�$�"������������!,���9������!
�6 1 : 500, 1 : 1000, 1 : 2,000


�8 1 : 4,000

4. �������%�"���
'� Dot ELISA

4.1 ��� strips ���$�"	�����#"������"�� PBS 
�"����$��&6	�!������	�,����8����%���������!�"��

PBS pH 7.2 �
�!$�"����&:#F9	
#"�!

4.2 �"�! strips �"�� washing buffer ( PBS + 0.2% Tween 20 )

4.3 ��� strips ����"�!
�"��&6	�!�� Goat anti-bovine IgG horseradish peroxidase conjugate

(KPL) ���������!�"�� washing buffer ����&:#F9	
#"�!

4.4 �"�! strips ��� 4.3 �"�� washing buffer

4.5 ��� strips 
�6�8����&6	�!�� substrate solution ���	� 3, 3’ diaminobenzidine

tetrahydrochloride ( DAB ) 12 mg �8����� 50 mM Tris-HCl pH 7.6 ������ 10 ml

+ 30% H2O2 20 �l 
�"��"�!�"����������� U"�����	������#"C�%���8����^��?��&������������!

��%
���
������#��$�"

=)�����
���*�������
����������,� Dot-ELISA


���
����#	�8�	�����"���&�����% ( Fig. 9, 10 )

Bru – Ag = 0.5 �g / 3 �l

Ptb – Ag = 1.5 �g / 3 �l

Bovine PPD – Ag = 3 �g / 3 �l

Conjugate �����"����% :  Goat anti–bovine IgG horseradish peroxidase : dilution 1:2000

Chromogen/Substrate �����"����% :  3, 3�– diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) / H2O2

����	�����"����% :  dilution 1:10

��,���
���������*
� �#�

1. ��� strip 
���
�������#"������"�� PBS

2. ������!����	����"�!�������%��?� 1:10 �"�� PBS pH 7.2

3. ��� strip (+"� 1) �&6	������	���������! (+"� 2) �
�!$�"����&:#F9	
#"�! 1 �����	!
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4. �"�! strip �"�� washing buffer (PBS + 0.2% Tween20)

5. �&6	 strip �!�� Goat anti-bovine IgG horseradish peroxidase conjugate (KPL) ���������!

1 : 2000 ( washing buffer ) ��!����&:#F9	
#"�!��� 1 �����	!

6. �"�!�"�� washing buffer

7. �&6	 strip �!�� chromogen/substrate solution ( 3, 3� diaminobenzidine tetrahydro -

chloride (DAB) �8����� 50 mM Tris – HCl pH 7.6 + 30% H2O2 ) ��� 1 – 2 ����

8. �6��
�8%���/�C�

7. ���-8�.� Diagnostic Sensitivity (DSn) ()* Diagnostic Specificity (DSp) 1����,� Dot -

ELISA

Brucellosis

����	,�%,&	 -  ��&6	%�� ������  57 �����6�!

-  ��&6	�% ������          200 �����6�!

Tuberculosis

����	,�%,&	 -  ��&6	%�� ������   28 �����6�!

-  ��&6	�% ������  200 �����6�!

Paratuberculosis

����	,�%,&	 -  ��&6	%�� ������   16 �����6�!

-  ��&6	�% ������  200 �����6�!

=)���-8�.�

1.  Brucellosis

����	�����"�����-/�0� DSn 
�8 DSp 	�����	,�%,&	%�� ( positive control serum ) ������ 57

�����6�! 
�8����	,�%,&	�% ( negative control serum ) ������ 200 �����6�! 	�C���!���,��
        Isolation

            Disease No disease

+             55 1
Dot-ELISA

-               2 199

              57 200

Diagnostic Sensitivity (DSn) =  96.5%

Diagnostic Specificity (DSp) =  99.5%

Efficiency =  98.8%

Positive predictive value =  98.2%

Negative predictive value =  99.0%
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2.  Tuberculosis

����	�����"�����-/�0� DSn 
�8 DSp 	�����	,�%,&	%�������� 28 �����6�! ��]%����,����#"C�

%����!�������%��!C
�#��! ( single intraderal test, SID ) 
�8�%�����,������������!�&����'
�
���

#������8
������� M. bovis 
�8����	,�%,&	�%	������� 200 �����6�!  	�C���!���,��

SID/histopathologiccal
examination

             Disease No disease

+                7 0
Dot-ELISA

-                21 200

28 200

DSn =   25%

DSp =  100%

Efficiency =   90.8%

Positive predictive value =  100%

Negative predictive value =   90.5%

3.  Paratuberculosis

����	�����"�����-/�0� DSn 
�8 DSp 	�����	,�%,&	%�� ������ 16 �����6�! 
�8����	,�%,&	�%

������ 200 �����6�! 	�C���!���,��

Isolation / histopathologiccal
examination

              Disease No disease

+               14 0
Dot-ELISA

-                 2 200

                      16 200

DSn =   87.5%

DSp =  100%

Efficiency =   99.1%

Positive predictive value =  100%

Negative predictive value =   99.0%

8. �����
��&	���>��'��	��������#$���������,� Dot-ELISA

1) �����6�!����	: �����6�!����	�,�	��]%�����������6�!< ��!���
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�,�	����!#����&���:%&��  802 �����6�!

�,�	����!#�����V��%&��  613 �����6�!

�,�	����!#������%&�� 1,576 �����6�!

�,�	����!#�������%&��  191 �����6�!

�,�	����!#����,������	�  219 �����6�!

�,�	����!#����6�!��!   38 �����6�!

�,�	����!#�����8%&��  104 �����6�!

�,�	����!#�����%&��   39 �����6�!

��	�����6�!����	���!#	� 3,582 �����6�!

2) �������%��,

1.1 ����%��, Brucellosis �"���
'� rapid plate test (RPT) 
�8 EDTA-tube agglutination

test ( EDTA-TAT ) �/�!��?��
'��������9����,��!����	�
��������"��?� routine diagnosis

1.2 ����%��, Paratuberculosis ��!����	�
����"���
'�,�	����	"�`|������������

1.3 ����%��, Tuberculosis �"���
'� single intradermal test ����,�#�!

1.4 ����% Brucellosis, Paratuberculosis 
�8 Tuberculosis �"���
'� Dot-ELISA

=)���-8�.�

�������9����, Brucellosis �����?� routine diagnosis C��%�6��������	���!#	� 3,582 �����6�!

��?�����	�����]%���6�!�� �.-. 2544 �%�#"C�%���6���, Brucellosis ������ 29 �����6�! 
�8 ��,

Paratuberculosis 2 �����6�! ���#��%��, Tuberculosis ��"�������%��!C
�#��! ( Single Intradermal test,

SID ) ��?��
'��������9����,���� �%�#"C�%�� 5 �����6�! �6��C��������%����
'� Dot-ELISA �%�6��#"C�%��

�6� Brucellosis ������ 31 �����6�! Tuberculosis 2 �����6�! 
�8 Paratuberculosis 3 �����6�! ( ����!��� 2


�8 Fig.11 )

1) Brucellosis

Routine diagnosis (abbot)

                  Disease No disease

+                   26 5
Dot-ELISA

-                     3 3,548

                    29 3,553

DSn =  89.7%

DSp =  99.9%

Efficiency =  99.8%

Positive predictive Value =  83.9%

Negative predictive Value =  99.9%
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2) Tuberculosis

SID (abbot)
Routine diagnosis

              Disease No disease

+              1 1
Dot-ELISA

-               4 3,576

                5       3,577

DSn =  20.0%

DSp =  99.97%

Efficiency =  99.9%

Positive predictive Value =  50%

Negative predictive Value =  99.9%

3) Paratuberculosis

Routine diagnosis complement
fixation test (abbot)

              Disease No disease

+              1 2
Dot-ELISA

-               1 3,578

            2       3,580

DSn =  50%

DSp =  99.9%

Efficiency =  99.9%

Positive predictive Value =  33.3%

Negative predictive Value =  99.97%

9. ���-8�.� cross reaction �����&��! Tuberculosis ()* Paratuberculosis �����,�      

Western Blotting

(��&�����()*(��&��!�����"���
��

Tuberculosis - 
���
��������"��?� Bovine PPD ( purified protein derivative �����	���

����� Mycobacterium bovis ) 	�,��	�+"	+"� 1 mg/ml ��?� commercial

antigen (Netherlands)

Paratuberculosis - 
���
���������	�-/�0���?� lipopolysaccharide ( LPS ) ���������������

Mycobacterium paratuberculosis strain P-18 ��?�
���
���+�!�U�%��

�&+F�������
#6!���
 ��
��9�
#"! �	����8���
�"��8	�,��	�+"	+"� 5 mg/ml.
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���#��%
���
������! 2 ��
� ( Tuberculosis 
�8 Paratuberculosis ) ���	���"�����-/�0� ������9
%%


C�+�! LPS �6�	����0:8�#	���#����6�!�����6�!$� �	������	�-/�0��"���
'� electrophoresis ���+���
�������

SDS-PAGE ( Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis ) �����
������	�
'�+�!

Laemmli ( 1970 ) ������������	�
'����������6� Western Blotting ������U6��
%% protein �!��
C6�

membrane 
�8�����
�����6���$�"
U% protein �#]������
C6� membrane �	����9�"�������6� �/�!�
'����!#	�	�

����8�������!���

1. SDS-PAGE

1.1 ��������	 gel

- gel �����",�� 10% separating gel 
�8 5% stacking gel �� minigel apparatus +�!

Bio-rad

1.2 ��������	�����6�!

- Paratuberculosis antigen ��" antigen ���,��	�+"	+"� 30 �g/lane

- Tuberculosis antigen ( PPD ) ��" antigen ���,��	�+"	+"� 20 �g/lane

1.3 ���#��� sample �!�� stacking gel ��������?��6�!$�" ��" micropipette tip ���	����������

��]�����9� sample �#"$�"��	��8	�:����"�!��� ,�� Paratuberculosis antigen

10 �l/lane 
�8 Bovine PPD 20��l/lane ��� lane �����96�
	���! 2 +"�!#��� sample

buffer 
�8 lane ���U���+"�	�#��� Molecular weight marker ( MWM )  �/�!��?�

prestained ( Sigma product ) ���! sample buffer 
�8 Molecular weight marker

#��� lane �8 10 �l 
�"���
	 running buffer ( Tris.glycine + SDS-pH 8.3 ) �!��

��6�!%���&�����$�"�8��%�����6������8��
�	+%������6�$�

1.4 running condition

,���!
���	�����|��,����!�#"���%,��	�6�!-����$�"��� 50 volt �	��� sample �
�!C6��

stacking gel 
�"��/!�������,��	�6�!-������?� 100 volt 
�8��6��$�"����6� sample �8�
�!

�!$����&�+�%+�! gel �/!�|��,����!

2. Western blotting and immunostains

2.1 
�� gel ������
C6�
�"������8�%��96 ���
�6
C6� gel �!�� transfer buffer ( Tris-

glycine pH 7.8 )

2.2 ���
C6���8��0���! 4 
C6� +�����6���%
C6���8��
�6��"�!��6� membrane 0.5 mm.


�8�����8��0 immobilion P membrane ( PVDF = Polyvinylidene difluoride ) �#"	�

+����#V6��6� gel 0.5 cm. ������ 2 
C6�

2.3 ��8��%
C6� gel immobilion P, ��8��0���! 
�8
C6� fiber �����0:8�"�������?�����

������+�! plastic lock  �/�!�	������$���6�!����6�!���	� transfer buffer 
�"��"�������?� gel

�8��96���"�������?�+����%+�!��8
�$``q�
�8��96�#���
C6� immobilion P membrane �����
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�#"��8�&�%���
U% protein �����96�� gel �!�96 membrane ��?����U6��
U%�������"��

��8
�$``q�

2.4 ��6����8
�$``q��#"C6�� transfer buffer �����
	����������6�!�/�!�8�6�	
C6������
������6

$�" �����" constant current 100 mA. �����6���
�!,"�!,��$�"�������]� 4oC

2.5 #��!������ transfer #���U6��
U% protein �!�96 immobilon P membrane 
�"� U���6��

��8��%����#���
�6 membrane �#"���$��"�	�� Ponceau S ��� 2 ���� ������9
U%

protein %� membrane 
�8����,����!#	��+�! MWM $�"  ��	���!�,����!#	�����
%6!
��


�6�8 lane +�! sample $�" 
�"����
C6� membrane ��	�9�+"�!�6�!

MWM      Sample          MWM

                 Cut line

Cut line


�� MWM $�"�#"
#"! �6��
C6� membrane ���	� sample ��96���$� block �� 7% skim

milk in PBS ��� 2 �	. %��,����!�+�6�

2.6 �"�!
C6� membrane 3 ,���!< �8 10 ���� %��,����!�+�6� �"�� washing buffer

( PBS+0.2% Tween 20 )

2.7 ���
C6� membrane ��	���������$�"���+"� 2.5 �#"��?� strip 
�"�
��
�6�8 strip ��6�!��

positive 
�8 negative serum ���������!��?� 1:20 �"�� PBS 
�8��!%��,����!�+�6���?�

���� 1.5 �	.

2.8  �"�!
C� strip ���+"� 2.7 �"�� washing buffer 3 ,���!< �8 10 ����

2.9 ���
C6� strip ���!#	����+"� 2.8 
�6�!�� horseradish peroxidase conjugate rabbit

anti cow immunoglobulin ( Dako ) �8��� 1:1000 �"�� washing buffer 
�6$�" 1 �	.

%��,����!�+�6�

2.10 ���+"� 2.9 �"�! 3 ,���!�#	�����
	

2.11 �����	 substrate �����" 3, 3�-diaminobenzidine tetrahydrochloride ( DAB ) �8���

�� 50 mM tri-HCl pH 7.6 
�8 30% H2O2  
�"���� strip 
�6�8����&6	�!$��� substrate

����
U%�������������^+/�� �/!��� strip ����
�6�!�� PBS �	���������]�#	� 
�"��/!�� PBS

�
�! 
�6�� DW 2-3 ���� 
�"�������� DW �#	6
�6�
�!$�","�!,��  ��������]����#" strip 
#"!��

�&:#F9	
#"�! �	��� strip 
#"!#	�
�"��]���	�����!�6���% MWM +�!
�6�8 membrane ��	
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���$�" %���/�$�"�6�� �]�8$�"
U%+�! protein ���	� � 
̂�
�
���;��8�8#�6�!
���
���-
���
%���

+�!��,
�6�8��,

=)���-8�.� Cross reaction �����,� Western Blotting


���
�����������	�������� ����� Mycobacterium paratuberculosis 
�8 Bovine PPD +�!�����

M. bovis �	������$����� 
̂��
����%
���
%����������	����%�6� �#"C�%���6���, Paratuberculosis 
�8

Tuberculosis ( ����	+�!�,�����?���, Paratuberculosis 15 �����6�! ��?���, Tuberculosis 36 �����6�!  ���

��?�����	����#"C�%�� 	�������������������8�����
�8/#����%�����,��!�&����'
�
��� ) �%�6� �	�����" Bovine-

PPD 
���
��� �%
U% protein 	�����#����	���&���!��������� 3 
U% ������
#�6! 55, 66 
�8 70 kdal ��?�

������ 34 �����6�!�������	%���6� Tuberculosis 36 �����6�! 
�8�%
U% protein ������	%���6�

Paratuberculosis 5 �����6�! ( Fig. 7, 8 ) 
�6U"���"
���
�����������	��� M. paratuberculosis �8$�"
U%

protein ��!���
#�6!��� 38 kdal ������������ 10 �����6�! �������	%���6� Paratuberculosis 15 �����6�! 
�8

�%
U%��������� 55 – 66 - 70 
�8 38 kdal ������ 5 �����6�! ( Fig.9, 10, 11 ) �6������	%���6�

Tuberculosis �%
U%��������� 38 kdal ������ 19 �����6�!��� 36 �����6�!
�8$	6�%
U%��������� 55, 66


�8 70 kdal ����������%
���
������!��!��
���� Western blotting �%��
� cross reaction $�"�����

������!����	�
���

��!��
�

�������9����,��!
%,�������
�������	�,��	�����?��"�!���8
������������#����#�&+�!��, �/�!��?��
'����


�6���
�8��?� gold standard +�!����
�
�;��
�8����9����, 
�6��������8
������������#����#�&����%�!,���!$	6

��	��U�8���8�����$�"�&������6�!�������������?���,��
! ����;��8��6�!�
�!��, Brucellosis, Tuberculosis 
�8

Paratuberculosis �/�!��?���,�������! 	����0:8�����?� seroconvert  
�8�����]%�����6�!	����8
�������	�+"�������

�������#"C�������8������������������,���������
����$�"���
�8�6��"�  ��!�����
'�������!����	�
����/!$�"	������J��

	���
�!+/�� ������6���#"���,�����!
�8����9����,��	��U�����
����$�"�����]��
�!+/��  ���#��%���������,����%�!

,���!	�,��	�����?��"�!����#����
'��6�	���������#"$�"C�U9��"�!
�8
	6���� �
'� dipstick colloidal dye

immunoassay (DIA)  $�"��J��
�8���	���"���������%��,	���
�!+/�� �����!����8��� !6�� 
�8$	6�"�!��"

�,����!	���&���:���,�
�!���������%

������-/�0�,���!��� ���������, Brucellosis ����
'� DIA �%�6�	� DSn 92.9% 
�8 DSp 97.7%


�8�	���$�"����%��������6�!����	����"�!��������� 5369 �����6�! �����"�
'� routine diagnosis (RPT 
�8

EDTA-TAT) ��?���:�����������
� �%�6� �
'� DIA 	� DSn 91.7% 
�8 DSp 99.5% �/�!�#"C�������"�,��!���

��!�����
'� DIA �/!��	��U��"��?��
'������$�"����
'�#�/�!  
�8���\��&%��$�"����
'� DIA 	���"������,�����������-/�0�

��!�8%���
������#��%���#��/�8%&����������	��&%��
���:�+�!��, (Buhrer et al., 1998) 
�8��,������$��
���

�8�8
��
�8�;��%����  �%�#"C�������;��8��6�!�
�!����:���������	������6�!����	,���!����� ( Gussenhoven   

et al., 1997 )  �6�����-/�0� DSn 
�8 DSp +�!��, Tuberculosis 
�8 Paratuberculosis ���� �%�6��#"C�
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���,�"�!��%C�%����
!�"��	��
�8�%�6�	� DSn ����	�� �6���������%��, Tuberculosis 
�8

Paratuberculosis ����
'� DIA �����#"C�$	6�� �/!$�"��J���
'� dot-ELISA 	���"-/�0���,���!��� ���������%��,

Brucellosis, Tuberculosis 
�8 Paratuberculosis $�"��"�	���

���-/�0� dot-ELISA ����%��, Brucellosis ���,�%�6� DSn 96.5% 
�8 DSp 99.5% �/�!�#"C���


�8���,�"�!��%���-/�0�+�! Farid et al (1995) ���	� DSn 94.9% �����������!�%�6� �
'� dot-ELISA �#"C���

����%��6���%�
'� complement fixation test �/�!��?��
'�	���Q���
'�#�/�! 
�8	�,��	$���6��
'� standard tube

agglutination 
�8 rose bengal plate test ( Chand et al., 1989, Nielsen et al., 1985 
�8 Gorturk      

et al., 1999 )  �\��&%����!	������J�� dot-ELISA ���������%��, Brucellosis ��,� 
�8�%�6�	� DSn 
�8

DSp ,6��+"�!�9! ( Smits et al.,1999 ) 
�8$�"	����
�8����#"��"�
'� dot - ELISA �/�!��?��
'����!6�����������

IgM 
���
%������������8�6���, Brucellosis ���8�8�;��%���� ( Marrodan et al., 2001 ) 
�8���C����

-/�0���, Brucellosis ,���!����������%����	���������������� 3,582 �����6�! �%�6� 	� DSn 89.7% 
�8 DSp

99.9% 
�8�%�6������"�
'� DIA 
�8 dot-ELISA ���������%����	����������#"C����"�,��!���

���#��%C�+�!�������%��, Tuberculosis ����
'� dot-ELISA �%�6�	� DSn 
�8 DSp ��?� 25%


�8 100% ��	�����%  
�8���������%��,�������������
'� dot-ELISA �����"�
'� SID ��?��
'�	���Q�������%

����%���� �%	� DSn 20.0%, DSp 99.97% 
�8,6� positive predictive 50% ��������8�	
�,6������8	�:

+�! DSn ���������9����,����
'� SID ���"�!���F�,���! �8#�6�!�� �.-. 2543 – 2544 ��?� 66.7 – 77.8 %

(+"�	9�$	6$�"���
	��) 
�6������-/�0�+�! USDA, 1994 �������%����
'� SID ��� caudal fold 	� DSn 82%


�8 DSp 96% 
�8��������8�	
�+�! Monaghan et al (1994) �
'� SID $�",6� DSn 68 – 95% �/�!,6� DSn


�8 DSp ��
�6�8����������� ���+/����%#����\���� ��6� �F���������+�!
�6�8��8��- �8�8������������

Tuberculin test ���
��C� �^
�
�
��+"�	��%�����$	�,
%,������#��������
%,����������<���
�!
���"�	 ��������
�

+�!��,���9!�����
�8,��	�����V+�!C9"����%

���-/�0���, Paratuberculosis �������	,�%,&	,���!���$�",6� DSn 87.5% 
�8 DSp 100% 
�6�%�6�

�	�������%����	��������������
'� Dot-ELISA $�",6� DSn 50.0% 
�8 DSp 99.90% �/�!,6� DSn 	�C�
���6�!���

	�� �����!��������-/�0�,���!�������������������?���,��
!����	��������"��	�� ��!�����������8�	
�,6� DSn 
�8

DSp �/!�����?��8�"�!-/�0���
�	��
	�6�$� 
�8�����-/�0�,���!���$�"C����"�,��!��%���!��+�! Tsai et al (1989)

���$�"-/�0��
'� ELISA 
�8 dot-ELISA ���������9����, Paratuberculosis �%�6�	� DSn 65% DSp 86% 
�8

DSn 68% 
�8 DSp 84% ��	�����%

���#��%��, Tuberculosis 
�8 Paratuberculosis ����������%����
'� dot-ELISA ����  �%�6���

%�!�����6�!�#"C�%�����! 2 ��, �����!���
���
���	� cross antigenicity ��6��������%���-/�0�+�! Olsen et

al (2001) 
�8�%�6�#����"
���
���%�
�&�'
*���������8�"���
'� ELISA �8��	��U
����, Tuberculosis ������

��, Paratuberculosis $�"��6�!������ �6��C��������%�������8�	
�,6� DSn 
�8 DSp �������������$�"�����
�

�����������%����%��%�
'��������9������Q��+�!#"�!�^
%��
��� �����!�������
���	���������#"C�%�� �����������

��6�!	����8
�������#����#�&+�!��,���� $	6��	��U�8�����
����$�"��6�!�6������! ����8	�����,������"�������
�8
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,���������9!����� ��!���������8�	
�,6� DSn 
�8 DSp �/!�����?��"�!��"��������%����%��%�
'�	���Q������$����

��"���������9����,

C����-/�0� Western blotting +�! Tuberculosis-antigen �%
U% protein ������������ 55 – 66

– 70 kdal��6��������%���-/�0�+�! Cataldi et al (1994) �%�6�
U% protein ��� 66 kdal 	� sensitivity 48%


�8 specificity 92% ������-/�0�+�! O’ Loan et al (1994) �%�6�	� high sensitivity 9 / 10 �����6�! ���


U% protein 26 kdal �/�!,���8$�"	����-/�0�
���
��� 26 kdal ��
�	��
	 �������8�����������
�
�;����,

Tuberculosis ���#��%������� Paratuberculosis �����-/�0�,���!����%�6� 	� cross reaction ��%��,

Tuberculosis ���
U% protein 55 – 66 – 70 kdal 
�8 38 kdal 
�6�8�%
U% protein ��� 38 kdal �8������

��6�������� ��!����,���8$�"	����-/�0���
�	��
	 #�
U%���������������8�6���, Paratuberculosis #���������8�6���,

Tuberculosis �������J���
'��������%����#	�8�	�6�$�

������-/�0�,���!�����&�$�"�6� �����"�
'� DIA ��	��U����$�"�;��8��, Brucellosis �6���
'� dot -

ELISA ��	��U����%��,$�"��"�	������! 3 ��, �/�!�#",��	�8��� �����]� 
�8$	6�����?��"�!��"�,����!	��#���

�&���:����	���,�
�! ��6�!$��]��	C��������%,���!�����?�����!��
!,&:F�� 	
��6������
!��
	�: ���
��C��/!

��?�C�%��
�8C��%��6����������,��	�8������������%��������� ,���8-/�0�,��	������8+�!
���
������

�������#"%�
�&�'
*	��+/�� �������
�	��8�
�'
F�����������%+�!�
'� Dot ELISA ��6�!$��]��	U/!
	"�6�

sensitivity �����������!����	�
����8$	6�9!��� ����8��,�
������$	�,
%,�������8	������%���!
%%��
�

cellular immune response 	����6� humoral immune response �/!�����?��"�!	������J��
���
���+�!��,

Tuberculosis 
�8 Paratuberculosis �#"	�,��	������8	���
�!+/���6�$� �������
�	��8�
�'
F���������%��,��

�������
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&����()*��%<��

&������� 1 
��!C�������� %�9������
� �9�%���,9���
� 
�8�����9�%���,9���
� �"���
'� DIA ������	�,�	

C�%��
!	���	� !����� (&	���>��)

%�9������
� �9�%���,9���
� �����9�%���,9���
�

��%&��

�&���:%&��

��8%&��

���%&��

��V��%&��

�,������	�

300

158

159

2,190

2,256

306

0

6

0

7

55

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

��	���!#	� 5,369 69 0 0

&������� 2 
��!C�������� %�9������
� �9�%���,9���
� 
�8�����9�%���,9���
� �"���
'� Dot-ELISA

C�%��
!	���	� !����� (&	���>��)

%�9������
� �9�%���,9���
� �����9�%���,9���
�

��%&��

�&���:%&��

��V��%&��

���%&��

��8%&��

����%&��

�6�!��!

�,������	�

39

802

613

1,576

104

191

38

219

0

26

0

0

0

1

4

0

0

0

0

2

0

0

0

0

0

0

0

3

0

0

0

0

��	���!#	� 3,582 31 2 3
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               Fig. 1  Titration of Bru, Ptb and TB antigen in DIA system (1,2,3) and DIA test (4)

Ag = Antigen Bru = Brucellosis

Neg = Negative TB = Tuberculosis

Pos = Positive Ptb = Paratuberculosis
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