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บทคัดย่อ 

ชดุทดสอบต้นแบบ Indirect Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (i-ELISA) ของโรคเมลิออยโดสิสในปศสุตัว์
ของสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ  ได้ถูกผลิตขึน้โดยการเตรียมแอนติเจนชนิด extracellularจากเชือ้ 
Burkholderia pseudomallei ซึ่งแยกได้จากคนและสตัว์(สุกรและแพะ) วตัถุประสงค์ของการศึกษาครัง้นี ้
เพ่ือประเมินคณุภาพของชดุทดสอบนี ้พบมีคา่optical density (OD) ของlower control limit (LCL)และ
upper control limit (UCL) ของ strong positive control(C++), weak positive control (C+), negative 
control(C-) และconjugate control(Cc) ในชุดทดสอบอยู่ระหว่าง 0.810-1.182, 0.423-0.607,0.199-
0.307และ0.062-0.166 ส่วนค่า percent positivity (PP) อยู่ท่ี 81.325-118.674%, 42.469-60.943%, 
19.979-30.823% และ 6.224-16.667% ตามล าดบั (จากการทดสอบซ า้ 500 ครัง้) เม่ือพิจารณาคา่ PP ท่ีมี
การกระจายตวัในระดบัต่างๆร่วมกับ Receiver-Operator Characteristic (ROC) curve ของระดบั
แอนตบิอดีของซีรัมควบคมุบวกและลบ ได้จดุ cut-off ของ i-ELISA ท่ี PP 40% โดยมีคา่ความไม่แน่นอนอยู่
ระหวา่ง PP 30-50% ในการประเมินคณุภาพชดุทดสอบ การควบคมุคณุภาพภายใน พบว่าจากการทดสอบ
ซ า้ในแตล่ะกลุ่มของ C++, C+,C- และCcจ านวน 20 ครัง้ๆละ 5 เพลท ได้คา่เฉล่ียอยู่ในช่วงของคา่ LCL
และ UCL ตามท่ีก าหนดในระบบของการทดสอบ เม่ือท าการทดสอบกับซีรัมควบคมุบวกและลบท่ีทราบ
ประวตัิชดัเจน โดยมีการเพาะแยกเชือ้ยืนยนั ได้คา่diagnosis sensitivity (DSe) 86.67%, คา่ diagnosis 
specificity (DSp) 91.40%, คา่ความแม่นย า (Accuracy, Ac) ท่ี 91.26% ส่วนคา่ relative Se, Sp, Ac 
และKappa(K)ได้จากการเปรียบเทียบการชนัสตูรทางซีรัมวิทยากบัวิธี Indirect haemagglutination (IHA) 
และ i-ELISA โดยทดสอบกบัซีรัมแพะในพืน้ท่ีจ านวน 590 ตวัอย่าง พบว่าคา่ relative Se และ Sp ของ i-
ELISA เป็น 76.03% และ 100%  ส่วน Ac และ K เป็น 94.06% และ 0.827 ตามล าดบั ส่วนวิธี IHA จะมี
คา่ความไวต ่ามาก ซึง่ในการศกึษาครัง้นี ้การทดสอบวิธี i-ELISA และ IHA มีคา่ความสอดคล้องกนัในระดบั
พอใช้ ผลจากการศกึษาคา่ต่างๆรวมทัง้ค่าความไวและความจ าเพาะ พบว่าสามารถใช้ในการทดสอบเพ่ือ
คดักรองโรคได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งสตัว์ท่ีอยู่ในระยะท้ายของ subclinical ถึงระยะท่ีแสดงอาการ ซึ่งจะมี
ความไวคอ่นข้างสงู เป็นประโยชน์ในการเฝ้าระวงัและควบคมุโรคเมลิออยโดสิสในปศสุตัว์ของประเทศไทย 
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บทน า 

โรคเมลิออยโดสิส (Melioidosis) หรือ โรคมงคล่อเทียม มีสาเหตจุากเชือ้แบคทีเรียแกรมลบ มีช่ือ
เรียกว่า Burkholderia pseudomallei (B. pseudomallei) ท าให้เกิดโรคทัง้ในคนและสตัว์ แสดงอาการ
แบบไม่รุนแรงหรืออาการรุนแรงและตายในท่ีสุด เชือ้นีพ้บได้ทั่วไปในเขตอากาศร้อนและกึ่งร้อน เช่น 
ประเทศในเอเซียตะวนัออกเฉียงใต้ จีน และออสเตรเลีย (Cheng and Currie, 2005) การเกิดโรคในสตัว์ใน
ประเทศไทยยงัมีรายงานไม่มากนกั ในสตัว์มกัไม่แสดงอาการ รอยโรคท่ีพบคือ ฝีตามอวยัวะต่างๆ สตัว์จะ
ผอมและตายในท่ีสดุ (Ileri, 1965) ฝีหนองท่ีพบในสตัว์ส่วนใหญ่จะมีลกัษณะคล้ายเนยมีสีเขียวเหลือง เป็น
ตุม่เล็กจ านวนมาก และโดยทัว่ไปฝีหนองจะพบได้ตามตอ่มน า้เหลือง ปอด ตบั ม้าม และเนือ้เย่ือทัว่ร่างกาย 
ในแพะแกะรอยโรคท่ีพบมากคือ ตุม่ฝีหนองตามอวยัวะ สกุรพบฝีท่ีเย่ือบุโพรงจมกูและม้าม ส่วนใหญ่จะพบ
โรคได้ก็ตอ่เม่ือสตัว์ป่วยตาย สตัว์ท่ีมีความไวตอ่โรค ได้แก่ แพะ แกะ สกุร ส่วนโค ม้า สนุขั แมว สตัว์ฟันแทะ 
ก็สามารถเกิดโรคได้เช่นกนั (Limmathurotsakul et al., 2012) อย่างไรก็ตามมีรายงานความเป็นไปได้ท่ีคน
จะตดิเชือ้โดยเข้าสู่บาดแผลจากการสมัผสัสิ่งคดัหลัง่ของสตัว์ท่ีเป็นโรค (Choy et al., 2000) โรคนีถ้กูจดัให้
เป็นโรคติดต่อจากสิ่งแวดล้อมและยงัจดัเป็นโรคประจ าถ่ิน (endemic area) และเป็นปัญหาทางด้าน
สาธารณสขุท่ีส าคญัของประเทศไทย โดยพบมีผู้ ป่วยได้ทุกภาคและพบมากทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
ผู้ ป่วยส่วนใหญ่เป็นเกษตรกรหรือผู้ ท่ีท างานเก่ียวกบัดินและน า้ (Leelarasmee and Bovomkitti, 1989; 
Limmathurotsakul et al., 2010)  

การวินิจฉัยโรคท่ีถือเป็นมาตรฐานคือ การเพาะแยกเชือ้จากอวยัวะตา่งๆ (Ketterer et al., 1986) 
ในแพะสามารถเพาะแยกเชือ้ B. pseudomallei ได้จากลกูแพะท่ีแท้ง มดลกูของแม่แพะท่ีป่วยตาย ซึ่งการ
เพาะแยกเชือ้ต้องใช้เวลาอย่างน้อย 2 - 3 วนั ดงันัน้การตรวจหาระดบัแอนติบอดีตอ่เชือ้ก่อโรค ด้วยวิธีการ
ทางซีรัมวิทยา จึงมีประโยชน์ในการช่วยวินิจฉัยโรคเบือ้งต้นได้เร็วขึน้ ปัจจุบันห้องปฏิบัติการของกรม       
ปศสุตัว์ตรวจโรคในสตัว์ทางซีรัมวิทยาใช้วิธี indirect haemagglutination test (IHA) ซึ่งเป็นวิธีตรวจหา
แอนติบอดีตอ่เชือ้ B. pseudomallei (สถาบนัสขุภาพสตัว์แห่งชาติ, 2549) แตข้่อจ ากดัคือ มีคา่ sensitivity 
ต ่า ให้ผลไม่ชดัเจนในสตัว์สุขภาพดีท่ีมีระดบัแอนติบอดีไตเตอร์ต่อเชือ้นี ้และมีข้อจ ากัดในการแปลผลใน
พืน้ท่ีท่ีโรคนีเ้ป็นโรคประจ าถ่ิน การน าวิธี enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) มาใช้จะเป็น
การเพิ่มความไวและความจ าเพาะในการทดสอบโรคได้ โดยเฉพาะในพืน้ท่ีมีการรายงานโรค (Chantratita 
et al., 2007; Sermswan et al., 2000) วิธี indirect enzyme-linked immunosorbent assay (i-ELISA) 
เป็นอีกวิธีหนึ่งท่ีจะใช้ในการทดสอบหาแอนติบอดีต่อเชือ้ B. pseudomallei ในสตัว์ เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีไม่
ยุง่ยากและอา่นผลได้รวดเร็ว ใช้เคร่ืองมือท่ีไม่ซบัซ้อน และทราบผลได้ภายใน 1 วนั (วิมล และคณะ, 2542) 
จากการศึกษาท่ีผ่านมามีรายงานวิธี  ELISA มีค่าความไวและความจ าเพาะท่ีดีกว่าวิธี IHA 
(Petkanjanapong et al., 1992; Sirisinha et al., 2000) อย่างไรก็ตามควรใช้วิธี ELISA ร่วมกับ IHA 
เพ่ือให้ได้ผลการตรวจท่ีนา่เช่ือถือมากขึน้ (Kunakorn et al., 1990)  
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วิธีการทดสอบโรคท่ีมีความไว จ าเพาะ แม่นย า และถกูต้อง เพ่ือคดัแยกสตัว์ท่ีเป็นโรคแต่ไม่แสดง
อาการหรือแสดงอาการไม่เดน่ชดัออกจากฝงู จะช่วยในการควบคมุและป้องกนัไม่ให้เชือ้แพร่กระจายตอ่ไป
ดงันัน้การศึกษาครัง้นีจ้ึงได้เตรียมชุดทดสอบ i-ELISA หาแอนติบอดีต่อเชือ้ B. pseudomallei ขึน้เพ่ือ
วตัถปุระสงค์ดงักลา่ว แตก่ารน าชดุทดสอบไปใช้ จ าเป็นต้องมีการประเมินวิธีการทดสอบทางห้องปฏิบตัิการ 
การศกึษาครัง้นีเ้ป็นการประเมินชดุทดสอบโรคเมลิออยโดสิสโดยวิธี i-ELISA ท่ีผลิตขึน้เอง เพ่ือใช้ในการคดั
กรองส าหรับการควบคมุและป้องกนัโรคเมลิออยโดสิสของประเทศให้สามารถใช้ได้อยา่งมีประสิทธิภาพ 

อุปกรณ์และวิธีการ 

ตัวอย่างซีรัมที่ใช้ในการทดสอบ 

ซีรัมท่ีใช้ในการประเมินชดุทดสอบ ประกอบด้วย 
- ซีรัมควบคมุบวกและลบในชดุทดสอบ: ซีรัมควบคมุบวกเป็นซีรัมรวม (pooled sera) จากแพะท่ี

ตรวจพบเชือ้ B. pseudomallei และมีปริมาณมากพอส าหรับใช้เป็นซีรัมควบคมุบวกในชุด
ทดสอบ เพ่ือประเมิน upper control limit (UCL) และ lower control limit (LCL) ตามวิธีการ
ของ Nielsen และคณะ (1996) ส่วนซีรัมควบคมุลบ ได้จากซีรัมรวมของแพะท่ีมีประวตัิปลอด
โรคเมลิออยโดสิสและให้ผลลบทางซีรัมวิทยาด้วยวิธี IHA ท่ีระดบัไตเตอร์ ≤1/10 และปลอดจาก    
โรคบรูเซลโลสิสซึ่งให้ผลลบต่อการทดสอบโดยวิธี Rose Bengal test และ complement 
fixation test 

- ซีรัมลบ: ตวัอย่างซีรัมจ านวน 500 ตวัอย่าง ได้จากแพะท่ีมีประวตัิปลอดโรคเมลิออยโดสิสและ

ให้ผลลบทางซีรัมวิทยาด้วยวิธี IHA (ระดบัไตเตอร์ ≤1/10) และปลอดโรคบรูเซลโลสิสโดยการ

ทดสอบด้วยวิธี Rose Bengal test และ complement fixation test 
- ซีรัมบวก: ตวัอย่างซีรัมจ านวน 15 ตวัอย่าง ได้จากแพะท่ีเป็นโรคเมลิออยโดสิส โดยมีการตรวจ

ยืนยนัผลจากการเพาะแยกเชือ้และให้ผลบวกทางซีรัมวิทยาโดยวิธี IHA ท่ีระดบัไตเตอร์ ≥1/320 
ทกุตวัอยา่ง 

- ซีรัมจากพืน้ท่ี: เป็นซีรัมแพะท่ีใช้ส าหรับการประเมินความสอดคล้องของชดุทดสอบ ได้จากซีรัม
แพะท่ีส่งตรวจท่ีสถาบนัสุขภาพสตัว์แห่งชาติในช่วงระหว่างปี พ.ศ. 2556–2557 จ านวน 590 
ตวัอย่าง ท าการทดสอบซีรัมโดยใช้วิธีทดสอบทัง้สองวิธี คือ IHA ซึ่งเป็นวิธีการท่ีใช้ในการ

ทดสอบแอนติบอดีตอ่เชือ้ B. pseudomallei ตดัสินเป็นบวกท่ีไตเตอร์ ≥1/320 (สถาบนัสขุภาพ
สตัว์แหง่ชาต,ิ 2549) และวิธี i-ELISA ท่ีพฒันาเป็นชดุทดสอบ 
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i-ELISA system 

การเตรียมแอนตเิจน: เตรียมจากเชือ้ B. pseudomallei โดยเป็นเชือ้ท่ีเพาะแยกได้จากผู้ ป่วยจาก
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ จ านวน 1 สายพนัธุ์ (DMST 21791 Lot 892: 16/02/06) และเชือ้ท่ีเพาะแยกได้
จากสถาบนัสขุภาพสตัว์แห่งชาติ จ านวน 2 สายพนัธุ์ (ได้จากสกุรท่ี จ. เพชรบรูณ์ ปี 2552 และจากแพะท่ี  
จ. หนองคาย ปี 2553) ส่วนการเตรียมแอนติเจนแยกตามชนิดเชือ้โดยดัดแปลงจากวิ ธีการของ 
Mekaprateep และคณะ (2010) หลงัจากได้ extracellular protein แล้ว จึงน ามารวมกนัเพ่ือวิเคราะห์หา
ปริมาณท่ีเหมาะสมของแอนตเิจนท่ีใช้ส าหรับทดสอบโดย i-ELISA 

 ด าเนินการทดสอบโดยมีการปรับคา่ parameters ตา่งๆ ให้เหมาะสมในระบบและปรับมาตรฐาน
เพ่ือใช้ในการทดสอบตามวิธีการของ Chantratita และคณะ (2007); Mekaprateep และคณะ (2010) 
กลา่วโดยย่อคือ ใช้แอนตเิจนชนิด extracellular ของเชือ้ท่ีเพาะแยกได้ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (0.1 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) เตมิในทกุหลมุของเพลทก้นแบน 96 หลมุ และ incubate ท่ี 4๐C นาน 18 ชัว่โมง หรือ
ท่ี 37๐C นาน 1 ชัว่โมง ล้างเพลท 3 ครัง้ ด้วย washing buffer (0.05% Tween20 ใน PBS) เคาะบน
กระดาษซบัให้แห้ง แล้วเตมิซีรัมควบคมุและซีรัมทดสอบ (dilution 1/200) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร วางไว้ท่ี
อณุหภมูิห้อง 60 นาที ล้างเพลท 3 ครัง้ และเตมิ Recombinant-Protein G-Peroxidase (HRP-rec-Protein 
G) conjugate ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ incubate ท่ีอณุหภมูิห้องนาน 60 นาที ล้างเพลท 3 ครัง้ 
หลงัจากนัน้เตมิ ABTS peroxidase-substrate 100 ไมโครลิตร แล้ววางไว้ท่ีอณุหภมูิห้องนาน 10 นาที 
หยดุปฏิกิริยาด้วย 1% SDS อา่นคา่ optical density (OD) ด้วย ELISA reader (Labsystems Multiskan 
MS, ฟินแลนด์) ท่ี wavelength 414 นาโนเมตร 

การประเมินคุณภาพชุดทดสอบ i-ELISA 

- การหาคา่ของการควบคมุคณุภาพภายใน (Internal Quality Control; IQC): โดยการประมวลคา่
ควบคมุคณุภาพภายในจาก strong positive control (C++), weak positive control (C+), 
negative control (C-) และ conjugate control (Cc) ท่ีท าการทดสอบซ า้ จ านวน 500 ซ า้ของ 
C++, C+, C- และ Cc แล้วน าคา่เหล่านัน้มาค านวณคา่ Mean และ Standard deviations (SD) 
ท่ีคา่ความเช่ือมัน่ 95% และน ามาก าหนดเป็นคา่ upper control limit (UCL) และ lower control 
limit (LCL) ของคา่ควบคมุแตล่ะคา่ 

- การตรวจสอบคา่ควบคมุ: ด าเนินการทดสอบ 5 เพลท/ครัง้ ทดสอบซ า้จ านวน 20 ครัง้ สรุปเป็น 
“Shewhart Chart”  

- การยอมรับการทดสอบของแตล่ะเพลท: ต้องพิจารณาจากคา่ C++, C+, C-และ Cc โดยคา่ OD 
ท่ีวดัได้ และค่า percent positivity (PP) ทัง้ 4 ค่าของแต่ละเพลท จะต้องอยู่ในเกณฑ์ท่ีก าหนด
ของคา่ควบคมุนัน้ๆ จ านวน 3 หรือ 4 คา่ ของ UCL และ LCL (Crowtheret al., 2006) 
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- การจดัการข้อมลู: ท าการวิเคราะห์คา่ OD โดยการใช้สตูรท่ีเหมาะสมในโปรแกรม Excel ท าเป็น 
template ส าหรับ i-ELISA เพ่ือแปลงเป็นคา่ PP ตามสตูรข้างลา่ง ดงันี ้ 

  ( )  
                                 

                               
     

ค่าทางสถติิ 
 การหาคา่ cut-off: น าตวัอยา่งซีรัมควบคมุบวกและลบท่ีทราบแหล่งท่ีมาอย่างชดัเจน (ซีรัมควบคมุ
บวก = 15 ตวัอย่าง ซีรัมควบคมุลบ = 500 ตวัอย่าง) มาทดสอบด้วยวิธี i-ELISA พิจารณาการกระจายของ
ตวัอย่างในแต่ละกลุ่ม และ Receiver Operator Characteristic (ROC) Curve ซึ่งน ามาช่วยในการ
ก าหนดคา่ cut-off ในการทดสอบตวัอยา่งซีรัม (Dawson and Trapp, 2004a; Bewick et al., 2004) 

 ค่าความไวการชนัสูตร (Diagnostic Sensitivity; DSe), ความจ าเพาะการชนัสูตร (Diagnostic 
Specificity; DSp) คา่การท านายการเกิดโรค (Positive Predictive Value; PPV) คา่การท านายการไม่เกิด
โรค (Negative Predictive Value; NPV) และคา่ความถกูต้อง (Accuracy; Ac): โดยค านวณคา่ DSe, DSp
และ Ac ของวิธีทดสอบ ได้จากการทดสอบในกลุ่มตวัอย่างซีรัมควบคมุบวกและลบ แล้วท าการประเมินผล
โดยโปรแกรม Win Episcope, version 2.0 ส่วนการประเมินค่า relative Se และ Sp จะไม่มี gold 
standard (Pouillot et al.,2002) แล้วท าการเปรียบเทียบกบัวิธี IHA ซึง่เป็นวิธีหนึง่ท่ีใช้อยูใ่นปัจจบุนั 

 คา่ Kappa (K): คา่ K เป็นคา่ท่ีแสดงถึงความสอดคล้องของวิธีการทดสอบ 2 วิธี ได้น ามาประเมิน
วิธี i-ELISA กบัวิธีมาตรฐานคือ การเพาะแยกเชือ้และให้ผลบวกทางซีรัมวิทยาโดยวิธี IHA และเปรียบเทียบ
i-ELISA กบั IHA เกณฑ์การพิจารณาคา่ K คือ คา่ท่ีน้อยกว่า 0.20 หมายถึงมีความสอดคล้องน้อยมาก ใช้
ไม่ได้, คา่ 0.21-0.40 มีความสอดคล้องระดบัพอใช้, คา่ 0.41-0.60 มีความสอดคล้องระดบัปานกลาง, ค่า 
0.61-0.80 มีความสอดคล้องดี และค่า 0.81-1.00 มีความสอดคล้องระดบัดีมาก (Dawson and Trapp, 
2004b) ส าหรับการวดัคา่ความไม่แน่นอน (Uncertainty Measurement; UM) เป็นการวดัคา่ PP ของ C+ 
มาประเมิน (Axel Colling, personal communication) 

ผล 

จากการทดสอบชดุทดสอบโรคเมลิออยโดสิสซ า้ 500 ครัง้ของซีรัมควบคมุ พบว่า LCL และ UCL 
ของ C++, C+, C- และ Cc มีคา่ OD ระหว่าง 0.810-1.182, 0.423-0.607, 0.199-0.307 และ 0.062-
0.166 มีค่า PP ท่ี 81.325-118.674%, 42.469-60.943%, 19.979-30.823% และ 6.224-16.667% 
ตามล าดบั (Table 1) 
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Table 1:  Acceptance criteria for lower control limit and upper control limit of i-ELISA test kit for 
Melioidosis (n = 500) 

Control values Strong positive Weak positive Negative control Conjugate control 

No. of test 500 500 500 500 
Max OD 1.394 0.611 0.298 0.197 
Min OD 0.704 0.405 0.164 0.089 
Mean of OD 0.996 0.515 0.253 0.114 
SD 0.093 0.046 0.027 0.026 

 ̅±2SD 0.996±0.186 0.515±0.092 0.253±0.054 0.184±0.052 

LCL-UCL: OD 0.810-1.182 0.423-0.607 0.199-0.307 0.062-0.166 
LCL-UCL: PP (%) 81.325-118.674 42.469-60.943 19.979-30.823 6.224-16.667 
Max OD  =   Maximum optical density  Min OD  =  Minimum optical density      LCL =   Lower control limit  
Mean of OD  =   Mean of optical density      SD         =   Standard deviation               UCL =  Upper control limit 
PP      =  Percent positivity 
 

ค่า cut-off: 

พิจารณาจากคา่ PP ท่ีมีการกระจายตวัในระดบัตา่งๆ (Table 2) ร่วมกบั ROC curve ของระดบั
แอนติบอดีของซีรัมบวกและซีรัมลบ และได้จดุ cut-off ของ i-ELISA ท่ี PP 40 % (Figure 1 และ Table 2) 
และมีคา่ความไมแ่นน่อนอยูร่ะหวา่ง PP 30-50% 

 

Table 2: Distribution of percent positivity (PP) cut-off value in the i-ELISA in comparison with 
positive and negative for melioidosis diagnosis in goat. 
Cut off value PP (%) 

 
i-ELISA 

 
positive* negative** Sensitivity (%) Specificity (%) 

10 15 157 100 11.20 
20 15 313 100 62.60 
30 14 416 93.33 83.20 
40 13 457 86.67 91.40 
50 11 486 73.33 97.20 
60 10 500 66.67 100.00 
70 7 500 46.67 100.00 
80 4 500 26.67 100.00 
90 0 500 0 100.00 

*B. pseudomallei isolation and IHA seropositive  ** IHAseronegative 
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Figure 1: Receiver-Operator Characteristic (ROC) curve of performance of i-ELISA Melioidosis 
test kit. 
 

การประเมินคุณภาพชุดทดสอบ i-ELISA 

 การควบคมุคณุภาพภายใน (Internal Quality Control: IQC) พบว่าจากการทดสอบซ า้ C++, C+, 
C- และ Cc ได้คา่เฉล่ียอยูใ่น range ของคา่ LCL and UCL ตามท่ีได้ก าหนดในระบบ (Figure 2) 

 
Figure 2: Summary Graph “Shewhart Chart” of Percent Positivity of Lower Control Limit (LCL) 
and Upper Control Limit (UCL) of i–ELISA Melioidosis test kit.  

C++  =  Strong Positive Control  C+  =    Weak Positive Control  
C-     =   Negative Control                Cc  =    Conjugate Control 
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จากการทดสอบโดยใช้ i-ELISA พบว่าคา่ DSe เท่ากบั 86.67% คา่ DSp เท่ากบั 91.40% คา่ความ
แม่นย า เท่ากบั 91.26% และคา่ K เท่ากบั 0.336 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์พอใช้ (Table3) ส่วนคา่ relative Se, Sp, 
Ac และ Kappa ท่ีได้จากการเปรียบเทียบการทดสอบโดยใช้ชดุ i-ELISA กบัวิธี IHA ท าการทดสอบกบัซีรัม
ของแพะในพืน้ท่ีจ านวน 590 ตวัอย่าง เพ่ือประเมินการทดสอบของแต่ละวิธีในการตดัสินการเป็นโรค ใน
การศกึษาครัง้นีมี้เกณฑ์การตดัสินจากการทดสอบวิธี IHAและ i-ELISA ท่ีให้ผลบวกทัง้ 2 วิธี และ/หรือให้
ผลบวกโดยวิธีใดวิธีหนึง่เป็นการตดัสินบวกจากการทดสอบทางซีรัมวิทยา เพ่ือเป็นการเพิ่มความไวของการ
ทดสอบ พบว่าวิธี i-ELISA มีคา่ relative Se และ Sp เป็น 76.03% และ 100%  ส่วน Ac และ K เป็น 
94.06% และ 0.827 ตามล าดบั ส่วนการทดสอบวิธี i-ELISA และ IHA จะมีคา่ความสอดคล้องกนัระหว่าง 
2 วิธี ในระดบัพอใช้ คือ 0.235 (Table 4) 

Table 3:  Antibody detection against B. pseudomallei infection by i-ELISA and IHA at 95% 
confidence interval (Positive Control Sera = 15, Negative Control Sera = 500) 
Methods DSe % DSp% PPV% NPV% Ac% K 
i-ELISA 86.67 

(69.46-100.0) 
91.4 

(88.94-93.86) 
23.21 

(12.16-34.27) 
99.56 

(98.96-100.0) 
91.26 0.336 

IHA 80.0 
(59.76-100.0) 

100 100 99.4 
(98.73-100.0) 

99.42 0.886 

i-ELISA = IndirectEnzyme-linked immunosorbent assay                               IHA    =  Indirect hemagglutination 

DSe   = Diagnostic sensitivity                DSp   =  Diagnostic specificity        PPV   =  Positive predictive value 

NPV   =  Negative predictive value        Ac     = Accuracy                             K       =   Kappa 

Table 4: Antibody detection by i-ELISA and IHA for routine serological diagnosis using 590 field 
goat sera at 95% confidence interval. 
Methods Se% Sp% PPV% NPV% AC% K 
i-ELISA 76.03 

(69.10-82.95) 
100 100 92.69 

(90.36-95.02) 
94.06 0.827 

IHA 44.52 
(36.46-52.58) 

100 100 84.57 
(81.48-87.66) 

86.27 0.547 

Agreement of i-ELISA and IHA  0.235 
 

i-ELISA    =   IndirectEnzyme-linked immunosorbent assay                          IHA    =  Indirect hemagglutination 

Se     =   Sensitivity                                    Sp    =  Specificity                        PPV   =   Positive predictive value 

NPV  =   Negative predictive value           Ac    =  Accuracy                          K       =   Kappa 
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วิจารณ์และสรุป 

 การพฒันาชดุทดสอบโรคเมลิออยโดสิส i-ELISA ได้พฒันาการเตรียมแอนติเจนจาก Chantratita 
และคณะ (2007) และ Mekaprateep และคณะ (2010) โดยปรับปริมาณสารให้เหมาะสม มีการ
ประเมินผลและจดัท าเป็นชดุทดสอบส าเร็จรูปเบือ้งต้นพร้อมใช้ ซึ่งในการประเมินได้ใช้เกณฑ์ยืนยนั การติด
เชือ้ B. Pseudomallei จากการเพาะแยกเชือ้และให้ผลบวกทางซีรัมวิทยาเป็นมาตรฐานการตดัสินว่าเป็น
บวก จากการประเมินพบว่า จดุ cut-off ท่ีเหมาะสมคือ ท่ี PP 40% (Figure 1 และ Table 2) จะมีคา่ความ
ไวชนัสูตร86.67% (Table 2) ซึ่งค่าท่ีได้นีพ้บว่า ใกล้เคียงกบั Sirisinha และคณะ (1996) ได้รายงานค่า
ความไวอยู่ระหว่าง 81-93% คา่ความไวสามารถแปรผนัได้ โดยขึน้อยู่กบัคา่ background titer โดยเฉพาะ
อยา่งยิ่งในพืน้ท่ีท่ีเป็น endemic ของโรค 

 ส่วนคา่ความจ าเพาะ 91.40% พบว่าอยู่ใน range ท่ี 88.34-93.86% เช่นเดียวกบัท่ี Sirisinha และ
คณะ (1996) ได้รายงานไว้ ส าหรับคา่ความแม่นย า 91.26% เป็นคา่ท่ีคอ่นข้างสงู และมีคา่ความสอดคล้อง
กบัการเพาะแยกเชือ้ 0.336 (Table 3) พบเป็นระดบัท่ีพอใช้ได้ แตย่งัคอ่นข้างต ่า จากการพฒันาชดุทดสอบ
ในครัง้นี ้เม่ือได้พิจารณาค่าการท านายการเป็นโรคพบว่า ชุดทดสอบท่ีเตรียมนัน้มีค่าเพียง 23.21% ซึ่ง
คอ่นข้างต ่ามาก คา่การท านายการเป็นโรคเป็นคา่หนึ่งท่ีคาดว่า สตัว์ท่ีพบผลบวกจะมีโอกาสเป็นโรคเพียง 
23.21% ทัง้นีค้า่การท านายการเป็นโรคนีจ้ะขึน้กับความชุกของโรคด้วย โดยเป็นค่าท่ีได้จากการค านวณ
ตามหลกัสถิตขิองชดุทดสอบ (Axel Colling, personel communication) 

 ซีรัมแพะท่ีส่งตรวจโรคเมลิออยโดสิสทางห้องปฎิบัติการ ได้ถูกน ามาทดสอบเพ่ือประเมินค่า 
relative Se, Sp, Ac และ K พบวา่วิธี IHA และ i-ELISA มีคา่ความสอดคล้องระหว่าง 2 วิธีนี ้ในระดบัพอใช้ 
คือ 0.235 (Table 4) ทัง้นีจ้ะขึน้กบัระยะเวลาของการเป็นโรค ส่วนวิธี IHA จะมีคา่ความไวต ่าและให้ผลไม่
ชดัเจนในสตัว์สุขภาพดี และแปลผลได้ยากในสตัว์ท่ีมีระดบั titer ของแอนติบอดีต่อโรคนี ้ซึ่ง Chantratita
และคณะ (2007) ได้มีข้อสงัเกตในแตล่ะวิธีวา่ มีข้อดีและข้อด้อยแตกตา่งกนัตามระยะของการเป็นโรค จาก
การศกึษาท่ีผ่านมาพบว่า i-ELISA มีคา่ความไวและความจ าเพาะท่ีดีกว่าวิธี IHA ในช่วงท่ีสตัว์ติดเชือ้แบบ 
subclinical (Petkanjanapong, 1992; Sirisinhaet al., 2000) ในการสรุปผลการตรวจ จึงควรใช้วิธี           
i-ELISA ร่วมกบั IHA เพ่ือให้ได้ผลการตรวจท่ีนา่เช่ือถือมากขึน้ (Kunakorn, 1990) และจากการศกึษาครัง้นี ้
เม่ือใช้เกณฑ์การตดัสินการทดสอบ โดยตดัสินเป็นผลบวกท่ีมีผลบวกตรงกนัทัง้ 2 วิธี และ/หรือ ผลบวกโดย
วิธีใดวิธีหนึ่งเป็นผลบวกของการคดักรองโรคเบือ้งต้นนัน้ พบว่าจะเพิ่มความไวในการทดสอบของ i-ELISA 
สงูกว่า IHA (Table 4) และส าหรับคา่ Uncertainty ของชดุทดสอบอยู่ระหว่าง 30-50% เป็นข้อมลูท่ีใช้ใน
การพิจารณาในกรณีท่ีค่า PP อยู่ในระหว่างค่า Uncertainty ให้ติดตามและเก็บตวัอย่างมาทดสอบซ า้ 
(Fletcher et al., 2005) ในการแปลผลของชดุทดสอบ i-ELISA ได้สร้างโปรแกรม excel ส าหรับการแปลผล 
เพ่ือให้มีความสะดวก ถูกต้อง แม่นย า และน าไปใช้ในห้องปฏิบตัิการท่ีเป็นเครือข่ายได้ทัง้หมด ท าให้ลด
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ความผิดพลาดท่ีเกิดจากเทคนิคของผู้ปฏิบตัิ ชุดทดสอบ i-ELISA ส าหรับโรคเมลิออยโดสิสท่ีผลิตขึน้นี ้
สามารถจะทดสอบได้ในสตัว์หลายชนิด เน่ืองจากใช้คอนจเูกตเป็น recombinant Protein G ในระบบการ
ทดสอบ (Mekaprateep et al., 2010) ชดุทดสอบท่ีเตรียมได้มีความคุ้มคา่และเหมาะสมส าหรับใช้เฝ้าระวงั
โรคในประเทศ เน่ืองจากมีความไวคอ่นข้างสงูและราคาไม่แพง รวมทัง้สามารถทดสอบตวัอย่างซีรัมได้เป็น
จ านวนมาก ในกรณีท่ีให้ผลการทดสอบเป็นบวก จะต้องตรวจโดยวิธีมาตรฐานคือ การเพาะแยกเชือ้เพ่ือ
ยืนยนัการเป็นโรค 
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Abstract 

 A prototype Indirect Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (i-ELISA) test kit is developed 
by National Institute of Animal Health using extracellular antigen of Bukholderia pseudomallei 
isolated from human and animals (swine and goat). From quality assessment of the test kit, 
optical density (OD) of lower control limit (LCL) and upper control limit (UCL) of strong positive 
controls (C++), weak positive controls (C+), negative control (C-) and conjugate control (Cc) are 
0.810–1.182, 0.423–0.607, 0.199–0.307 and 0.062–0.166, respectively whereas percent 
positivity (PP) of those values are 81.325–118.674, 42.469–60.943, 19.979–30.823 and 6.224–
16.667, respectively (from 500 repeated tests). Considering from the PP values together with the 
Receiver-Operator Characteristic (ROC) curve of antibody level of positive and negative 
controls, the cut-off and uncertainty of PP are at 40% and 30–50%, respectively. From 20 
repeated test with 5 plates per time in each group of C++, C+, C- and Cc, the results are within 
the LCL and UCL range as recommended for the test system. Moreover, testing with positive 
and negative control sera confirmed by isolation, the diagnosis sensitivity (DSe), diagnosis 
specificity (DSp), and accuracy (Ac) are 86.67, 91.40 and 91.26%, respectively. Compared with 
routine serology diagnosis methods as Indirect Hemagglutination (IHA) and i-ELISA with 590 
goat serum samples, relative Se, Sp, Ac and Kappa of i-ELISA are 76.03%, 100%, 94.06% and 
0.827, respectively. From this study, IHA show low DSe and its result is fair correlated to             
i-ELISA. In conclusion, the developed i-ELISA containing the high sensitivity that it could be used 
as the effective screening test for surveillance and control of Melioidosis particularly in late 
subclinical and clinical infection in livestock in Thailand. 
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