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การเปรีย่บเทีย่บคัวิามไวิและคัวิามจำเพัาะของชืุ้ดทดสอบ non-structural protein ELISA
สำหรับตรวิจหาแอนติบอดีต่อเชื้้�อไวิรัสปากและเท้าเป่�อย่ที�มีจำหน่าย่ในประเทศไทย่

Comparison of the sensitivity and specificity of the commercial non-structural 
protein ELISA kits available in Thailand for detecting the antibodies to 
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Abstract

 Backgrounds: For the control and prevention of foot and mouth disease, it is essential to use an 
appropriate ELISA test kit to detect antibodies to the Non-Structural-Protein (NSP) of foot and mouth 
disease virus to distinguish between vaccinated animals and naturally infected animals with foot and mouth 
disease. Currently, various NSP ELISA test kits that can detect the antibodies to the foot and mouth 
disease virus have been available in Thailand. Therefore, the necessary selection of the efficiency of the 
appropriated NSP test kit can be tested on various animal serums within the country. That should be a 
study on the sensitivity and specificity of the NSP ELISA test kit. This information obtained from the study 
can be used for consideration in selecting the appropriate NSP ELISA test kits and achieving maximum benefits.
 Methods: The study was conducted using six ELISA kits sold in Thailand including BioVet®, ID 
Screen®, VDPro®, IDEXX®, PrioCHECK®, and KUcheck-F. The examination of 800 serum samples which were 
divided into cattle and buffalo serum samples from the outbreak areas and swine serum from the Vaccine 
Quality Control Unit of the Bureau of Veterinary Biologics, a total of 400 serum samples of foot and 
mouth disease virus infected were confirmed by ELISA Typing or RT-PCR as a positive control serum.  In 
addition, the negative control serums were brought from Japan and Australia, which have been certified 
free of foot and mouth disease from WOAH coordinated, a total of 400 samples for use as a negative 
control serum. The sera were used to analyze the sensitivity and specificity of the test kits. All serum 
samples were stored at -20 °C until testing. The determination of the sensitivity and specificity had been 
studied by the ANOVA at 95% confidence level for concordance with Cohen’s kappa analysis and for 
diagnostic accuracy of the assay.
 Results: From studies on the sensitivity, specificity, consistency, and accuracy of the NSP ELISA 
test kits, found that the sensitivity was 97.50%-99.00%, specificity was 97.25%-100.00%, consistency was 
0.96-0.99, and accuracy was 98.12%-99.75%.
 Conclusion: This study of all six NSP ELISA test kits found that sensitivity and specificity were 
statistically similar and significant. In addition, it was found to be consistent, and the accuracy was within 
the reliable criteria. It showed that they could be used interchangeably. Therefore, the results of this 
study can be used as information for deciding to use the test kit. This allows the Department of Livestock 
Development can procure a wider variety of test kits and use them as a guideline to increase alternatives 
to use more NSP ELISA kits released in the market.
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บทคััดย่่อ

 ที�มาของการศกึษา: ใน์การควีบัคมุและปอ้งกนั์โรค

ปากและเท้าเป้�อย จำเป็น์จะต้องใช้ชุดีทดีสุอบั ELISA  

ที�เหมาะสุมใน์การตรวีจหาแอน์ตบิัอดีตีอ่ nonstructural-

protein (NSP) ของไวีรัสุโรคปากและเท้าเป้�อย เพ้�อตรวีจ

แยกแอน์ติบัอดีีต่อเช้�อไวีรัสุปากและเท้าเป้�อยที�ไดี้ระหวี่าง

สุัตวี์ที�ไดี้รับัวีัคซัีน์ และสุัตวี์ที�ติดีเช้�อตามธัรรมชาติ โดียใน์

ปัจจุบััน์มีหลากหลายชุดีทดีสุอบั NSP ELISA kits ที�มี

จำหน่์ายใน์ประเทศ์ไทย ทั�งน์ี�ชุดีทดีสุอบัที�ใช้จะต้องมี

ควีามเหมาะสุมกบััซัรีมัสุตัวีห์ลายชน์ดิีของประเทศ์ จง่เหน็์

ควีรมีการศ์่กษาเกี�ยวีกับัควีามไวีและควีามจำเพาะของชุดี

ทดีสุอบั โดียใช้ซัีรัมสุัตวี์ภายใน์ประเทศ์  ซั่�งข้อมูลที�ไดี้จาก

การศ์่กษาจะสุามารถน์ำไปใช้ประกอบัการพิจารณาเล้อก

ชุดีทดีสุอบัให้เหมาะสุมและเกิดีประโยชน์์สุูงสุุดีต่อไป

 วิิธีีการ: ทำการศ์่กษาโดียใช้ชุดีทดีสุอบั ELISA ที�

จำหน่์ายใน์ประเทศ์ไทยจำน์วีน์ 6 ชุดีทดีสุอบัได้ีแก่ 

Biovet®, ID Screen®, VDPro®, IDEXX®, PrioCHECK® 

และ KUcheck-F สุำหรับัตรวีจตัวีอย่างซัีรัมจำน์วีน์ 800 

ตัวีอย่าง โดียแบ่ังเป็น์ ซัีรัมควีบัคุมบัวีก จำน์วีน์ 400 

ตัวีอย่าง ประกอบัด้ีวียซัีรัมโค กระบั้อจากพ้�น์ที�ที�เกิดีการ

ระบัาดี และซีัรัมสุุกรจากงาน์ทดีสุอบัคุณภาพวีัคซีัน์ของ

สุำน์ักเทคโน์โลยีชีวีภัณฑ์์สุัตว์ี ที�ได้ีรับัการย้น์ยัน์วี่าติดีเช้�อ

โรคปากและเท้าเป้�อยดี้วียวีิธัี ELISA Typing หร้อวีิธัี  

RT-PCR และซัีรัมควีบัคุมลบั จำน์วีน์ 400 ตัวีอย่าง ไดี้แก่

ซัีรัมโค แพะ และสุุกร ที�ไดี้รับัควีามอนุ์เคราะห์จาก

ประเทศ์ญี�ปุ่น์และออสุเตรเลีย ซั่�งเป็น์ประเทศ์ที�ไดี้รับัการ

รับัรองการปลอดีโรคปากและเท้าเป้�อยจาก World 

Health Organisation for Animal Health (WOAH) 

โดียตัวีอย่างซัีรัมทั�งหมดีจะถูกเก็บัไวี้ที� -20 องศ์าเซัลเซัียสุ 

จน์กระทั�งน์ำมาทดีสุอบั เพ้�อใช้ใน์การหาค่าควีามไวีและ

ควีามจำเพาะ และน์ำมาเปรียบัเทีย ดี้วียวีิธัี ANOVA ที�

ระดีับัควีามเช้�อมั�น์ 95% ควีามสุอดีคล้องโดียการหาค่า 

Cohen’s kappa และควีามแม่น์ยำโดียการหาค่า 

diagnostic accuracy

 ผล: จากการศ์่กษาเกี�ยวีกับัควีามไวี ควีามจำเพาะ 

ควีามสุอดีคล้อง และค่าควีามแม่น์ยำของชุดีทดีสุอบั 

ทั�ง 6 ชุดี ที�ใช้ใน์การศ์่กษาครั�งน์ี� พบัว่ีามีค่าควีามไวี 

97.50%-99.00% ควีามจำเพาะ 97.25%-100.00% 

ควีามสุอดีคล้อง 0.96-0.99 และควีามแม่น์ยำ 98.12%-

99.75%

 สรุป: จากการศ์่กษาใน์ครั�งน์ี� พบัว่ีาชุดีทดีสุอบั 

ELISA ที�ใน์การศ่์กษา จำน์วีน์ 6 ชดุีทดีสุอบัไดีแ้ก ่Biovet®, 

ID Screen®, VDPro®, IDEXX®, PrioCHECK® และ 

KUcheck-F มีควีามไวี ควีามจำเพาะ มีค่าใกล้เคียงกัน์

อย่างมีน์ัยสุำคัญทางสุถิติ น์อกจากน์ี�พบัวี่าชุดีทดีสุอบัทั�ง  

6 ชุดีมีควีามสุอดีคล้องกัน์ และมีค่าควีามแม่น์ยำอยู่ใน์

เกณฑ์์ที�เช้�อถ้อไดี้ แสุดีงวี่าสุามารถใช้ชุดีทดีสุอบัทั�ง 6 ชุดี

ทดีแทน์กัน์ได้ี ดีงัน์ั�น์ผู้ลการศ์ก่ษาใน์ครั�งน์ี�สุามารถน์ำมาใช้

เป็น์ข้อมูลใน์การตัดีสิุน์ใจเล้อกใช้ชุดีทดีสุอบั ทำให้ 

กรมปศ์ุสุัตวี์ทำการจัดีซ้ั�อชุดีทดีสุอบัไดี้หลากหลายยิ�งข่�น์ 

และสุามารถใช้เป็น์แน์วีทางใน์การเพิ�มทางเล้อกใน์การใช้

ชุดีทดีสุอบั ใน์กรณีที�มี NSP ELISA kits ออกมาจำหน์่าย

ใน์ท้องตลาดีเพิ�มข่�น์

คัำสำคััญ: ไวีรัสุโรคปากและเท้าเป้�อย non–structural 

protein ควีามไวี ควีามจำเพาะ 

บทนำ

 โรคปากและเท้าเป้�อย (Foot and Mouth 

Disease, FMD) เกิดีจากไวีรัสุโรคปากและเท้าเป้�อย 

(Foot and Mouth Disease Virus; FMDV) ใน์สุกุล 

Aphthovirus จัดีอยู่ใน์วีงศ์์ Picornaviridae เป็น์เช้�อ

ไวีรัสุชน์ิดี RNA สุายเดีี�ยวี (Single-stranded RNA) 

จัดีเป็น์โรคระบัาดีที�สุำคัญใน์สัุตวี์กีบัคู่ ไดี้แก่ โค กระบั้อ 

แกะ แพะ สุุกร และสุัตวี์ป่า เป็น์ต้น์ น์อกจากน์ี�ยังถ้อเป็น์

หน์่�งใน์โรคสัุตวีข์า้มพรมแดีน์ (Transboundary Disease) 

ที�ร้ายแรงที�สุุดีโรคหน์่�ง (Geering and Lubroth, 2002) 

สุ่งผู้ลกระทบัต่อเศ์รษฐกิจใน์หลายประเทศ์ทั�วีโลก 

โรค FMD เป็น์โรคประจำถิ�น์ใน์หลายภูมิภาคของทวีีป

เอเชียรวีมทั�งใน์ประเทศ์ไทย สุ่วีน์ใหญ่ใน์แอฟริกา 

ตะวีัน์ออกกลางและใน์ละติน์อเมริกา (WOAH, 2022)  

โรค FMD ถ้อไดี้วี่าเป็น์โรคที�เกี�ยวีข้องกับั World Trade 

Organization (WTO) ที�เป็น์ขอ้บังัคับัทางการคา้สุตัวีแ์ละ

ผู้ลิตภัณฑ์์จากสัุตวี์ ทำให้ประเทศ์ที�มีการระบัาดีของโรค 
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FMD ถูกกีดีกัน์ทางการค้าเพ้�อป้องกัน์ควีามเสุี�ยงที�จะน์ำ

เช้�อ FMDV เข้าสุู่ประเทศ์ และทำให้เกิดีควีามสุูญเสุียทาง

เศ์รษฐกิจ โดียเฉีพาะประเทศ์ไทย ซั่�งเป็น์ประเทศ์ที�ไดี้รับั

ผู้ลกระทบัโดียตรงต่ออุตสุาหกรรมการผู้ลิตปศุ์สุัตวี์และ

การสุ่งออกสุิน์ค้าปศ์ุสุัตวี์

 ใน์การควีบัคุม เฝ้้าระวีัง และป้องกัน์โรค FMD จะ

ตอ้งมกีารวีนิ์จิฉียัและการทดีสุอบัโรค FMD ดีว้ียวีธิั ีELISA 

เพ้�อตรวีจแยกระหว่ีางสัุตวี์ที�ไดี้รับัวีัคซัีน์และสัุตวี์ที�ติดีเช้�อ 

(Mackay et al. , 1998) โดียใช้หลักการทดีสุอบั 

differentiating infected from vaccinated animals 

(DIVA) ซั่�งจะสุามารถตรวีจแยกระหว่ีางแอน์ติบัอดีีที�เกิดี

จากวัีคซัีน์ ออกจากแอน์ติบัอดีีที�เกิดีจากเช้�อไวีรัสุที�ก่อให้

เกดิีโรค โดียใน์ขั�น์ตอน์ของการผู้ลติวีคัซันี์ป้องกนั์โรค FMD 

จะมกีารกำจัดี Non Structural Protein (NSP) โดียวัีคซันี์

จะกระตุ้น์ให้สุัตวี์ผู้ลิตแอน์ติบัอดีีต่อต้าน์โปรตีน์โครงสุร้าง

ของไวีรสัุ (Structural protein, SP) เพียงอย่างเดีียวี ดีงัน์ั�น์สัุตว์ี

ที�ฉีดีีวีคัซันี์จะพบัเพียง SP แต่ถา้มกีารติดีเช้�อดีว้ียจะพบัว่ีา

สุัตวี์มีแอน์ติบัอดีีต่อทั�ง SP และ NSP ดีังน์ั�น์สุัตวี์ที�ตดิีเช้�อ

ตามธัรรมชาติที�จะพบัไดี้ทั�ง SP และ NSP (Doel, 2003) 

 ดีังนั์�น์การหาแน์วีทางเพ้�อใช้ใน์การพิจารณาเล้อก

ชดุีทดีสุอบัที�มปีระสุทิธัภิาพควีามไวีและควีามจำเพาะของ

ชุดีทดีสุอบัให้เหมาะกับัชน์ิดีสุัตวี์ สุถาน์การณ์ พ้�น์ที� 

รวีมถ่งการพิจารณาเร้�องของราคาชุดีทดีสุอบัที�เหมาะต่อ

การน์ำมาใช้งาน์จ่งมีควีามจำเป็น์ เพ้�อประกอบัการ

พิจารณาเล้อกใช้ชุดีทดีสุอบัที�เหมาะสุมและเกิดีประโยชน์์

สุูงสุุดีตามวัีตถุประสุงค์ของผูู้้ใช้ ทั�งนี์�ยังใช้เป็น์ข้อมูล

ประกอบัการจัดีทำรายละเอียดีคุณลักษณะเฉีพาะใน์การ

จัดีซั้�อชุดีทดีสุอบัใน์แต่ละปีงบัประมาณที�ต้องการข้อมูล

เกี�ยวีกับัควีามไวีและควีามจำเพาะของชุดีทดีสุอบั NSP 

เพ้�อให้การดีำเน์ิน์การสุอดีคล้องกับัข้อกำหน์ดีมาตรฐาน์

สุิน์ค้าเกษตร มกษ. 10400-2555 วี่าดี้วียการชัน์สุูตรโรค

ปากและเท้าเป้�อย (สุำน์ักงาน์มาตรฐาน์สิุน์ค้าเกษตรและ

อาหารแห่งชาติ กระทรวีงเกษตรและสุหกรณ์, 2555) โดีย

ชุดีตรวีจสุอบัสุำเร็จรูปต้องไดี้รับัการตรวีจสุอบัควีามใช้ไดี้

ของวีิธัีทดีสุอบัโดียศ์ูน์ย์อ้างอิงโรคปากและเท้าเป้�อย 

ภูมิภาคเอเชียตะวีัน์ออกเฉีียงใต้ หร้อหน์่วียงาน์ที�องค์การ

สุุขภาพสุัตวี์โลก (World Organisation for Animal 

Health, WOAH) ยอมรับัก่อน์น์ำไปใช้ ทั�งน์ี�ใน์ปัจจุบััน์

พบัวี่ามีชุดีทดีสุอบัหลายชุดีที�มีจำหน์่ายใน์ประเทศ์ไทย มี

การศ์่กษาเพ้�อเปรียบัเทียบัชุดีทดีสุอบัเกี�ยวีกับัการตรวีจ

หาแอน์ติบัอดีีต่อ NSP จำน์วีน์ 4 ชุดีทดีสุอบั พบัวี่ามีควีาม

ไวีใกล้เคียงกัน์อยู่ใน์ช่วีงระหวี่าง 84.60%-98.30% ใน์โค 

และ 73.33%-80.00% ใน์สุุกร และมีควีามจำเพาะสุูงทั�ง

ใน์โคและสุุกร ใน์ช่วีงระหว่ีาง 99.00%–100.00% 

(Linchongsubongkoch et al., 2004) ซั่�งมีบัางชุดี

ทดีสุอบัที�น์ำมาทดีสุอบัใน์การศ์ก่ษาครั�งน์ี� แตป่จัจบุันั์มชีดุี

ทดีสุอบัที�ผู้ลติและจำหน์า่ยใน์ทอ้งตลาดีมากข่�น์ จง่มคีวีาม

จำเป็น์ต้องที�การศ์่กษาเพ้�อเปรียบัเทียบัควีามไวีและควีาม

จำเพาะของชุดีทดีสุอบัที�มีอยู่เพ้�อให้ได้ีข้อมูลทางวิีชาการ

ที�มากเพิ�มข่�น์ด้ีวีย วีัตถุประสุงค์ใน์การศ์่กษาครั�งน์ี�เพ้�อ

เปรียบัเทียบัควีามไวีและควีามจำเพาะของชุดีทดีสุอบั 

NSP ELISA kits ที�มีจำหน์่ายใน์ปัจจุบััน์ เพ้�อตรวีจหา

แอน์ติบัอดีีต่อเช้�อไวีรัสุปากและเท้าเป้�อยใน์การตรวีจ

จำแน์กระหว่ีางสุตัวีท์ี�ไดีร้บััวีคัซันี์และสัุตวีท์ี�ตดิีเช้�อ สุำหรบัั

ใช้เป็น์ข้อมูลใน์การตัดีสิุน์ใจเล้อกใช้ชุดีทดีสุอบั และเพิ�ม

ตวัีเลอ้กให้หน่์วียงาน์ทำการจดัีซั้�อชุดีทดีสุอบัได้ีหลากหลาย

ยี�ห้อยิ�งข่�น์ ไม่เกิดีการผูู้กขาดีการตลาดี

อุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตัวิอย่่างซีรัม

 จำน์วีน์ตัวีอย่างที�น์ำมาใช้ คำน์วีณตามวีิธัีของ OIE 

(2009) ที�ระดีับัควีามเช้�อมั�น์ 95% และควีามคลาดีเคล้�อน์ 

2% โดียแบั่งเป็น์ ตัวีอย่างซัีรัมบัวีก (positive serum) 

เป็น์ซัีรัมซั่�งมีระดีับัแอน์ติบัอดีีแตกต่างกัน์จากการตรวีจ

ดี้วียวีิธัี Liquid Phase Blocking ELISA (LP-ELISA) 

จำน์วีน์ 400 ตัวีอย่าง ประกอบัดี้วียซัีรัมโค กระบั้อ 386 

ตัวีอย่าง จากพ้�น์ที�ที�เกิดีการระบัาดีใน์ปีพ.ศ์. 2562 และ 

ซัีรัมสุุกร 14 ตัวีอย่าง จากงาน์ทดีสุอบัคุณภาพวีัคซัีน์ของ

สุำนั์กเทคโน์โลยีชีวีภัณฑ์์สัุตว์ี กรมปศุ์สุัตว์ี ตัวีอย่างซีัรัม

ทั�งหมดีน์ี� น์ำมาจากสัุตวี์ที�ติดีเช้�อตามธัรรมชาติหลังการ

ตรวีจพบัเช้�อ FMDV น์าน์ 21-28 วีัน์ โดียไดี้รับัการตรวีจ

เช้�อไวีรัสุดี้วียวีิธัี ELISA Typing และวิีธัี RT-PCR จาก

ตัวีอย่างเม้อกบัริเวีณหลอดีอาหารสุ่วีน์ต้น์ และ/หร้อ 

คอหอย โดียใช้อุปกรณ์ที�เรียกวี่า Probang cup (ตัวีอย่าง 

Probang) หรอ้เน์้�อเย้�อ สุำหรบััตวัีอยา่งซัรีมัลบั (negative 
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serum) จำน์วีน์ 400 ตัวีอย่าง ประกอบัดี้วีย ซัีรัมโค 97 

ตัวีอย่าง ซัีรัมแพะ 3 ตัวีอย่าง และซัีรัมสุุกร 300 ตัวีอย่าง 

ไดี้รับัควีามอน์ุเคราะห์จากประเทศ์ที�ปลอดีโรค FMD ที�ไดี้

รับัการรับัรองจาก WOAH ไดี้แก่ หน์่วียงาน์ Australian 

Centre for Disease Preparedness (ACDP) ประเทศ์

ออสุเตรเลีย และ หน์่วียงาน์ KODAIRA Research 

Station, National Institute of Animal Health, 

National Agriculture and Food Research 

Organization ประเทศ์ญี�ปุ่น์ โดียตัวีอย่างซัีรัมทั�งหมดีจะ

ถูกเก็บัไวี้ที� -20 องศ์าเซัลเซัียสุ จน์กระทั�งน์ำมาทดีสุอบั 

การตรวิจหาแอนติบอดีต่อ non-structural protein (NSP)

 ใน์การศ์่กษาได้ีน์ำชุดีทดีสุอบั NSP ELISA kits 

จำน์วีน์ 6 ชุดีที�มี ตัวีแทน์จำหน่์ายหร้อผู้ลิตข่�น์ใน์

ประเทศ์ไทย ประกอบัดีว้ีย 1. Biovet® Foot-and-Mouth 

Disease Virus Antibody Test Kit, ELISA FMDV  

NSP-3Bb ELISA (multi-species) (Biovet Inc., 

Canada), 2. ID Screen® FMD NSP Competition 

(IDvet., France), 3. VDPro® FMDV NSP AB ELISA 

(MEDIAN Diagnostics Inc., South Korea), 4. IDEXX® 

Foot-and-Mouth-Disease FMD, Multispecies 

Antibody Test Kit (IDEXX Laboratories, Inc., USA), 

5. PrioCHECK® FMDV NS (PRIONICS LELYSTAD B.V., 

the Netherlands) และ 6. KUcheck-F FMDV-NSP 

ELISA จากมหาวิีทยาลัยเกษตรศ์าสุตร์ ประเทศ์ไทย  

มาทำการทดีสุอบัตัวีอย่างทั�งหมดี แบับั single well  

(1 ตัวีอย่าง/ well) ดีำเน์ิน์การทดีสุอบัตามคู่ม้อของบัริษัท

ผูู้ผู้้ลติ รายละเอยีดีคณุลกัษณะของชดุีทดีสุอบั NSP ELISA 

kits แต่ละชุดีทดีสุอบั ดีังแสุดีงไวี้ใน์ตารางที� 1

การหาคั่าคัวิามไวิ (sensitivity) และการหาคั่าคัวิาม

จำเพัาะ (specificity) ของชืุ้ดทดสอบ NSP ELISA kits 

 น์ำตัวีอย่างซัีรัมควีบัคุมบัวีกและซัีรัมควีบัคุมลบัมา

ทำการทดีสุอบัด้ีวียชุดีทดีสุอบั NSP ELISA kits ที�มีการ

จำหน์่ายใน์ประเทศ์ไทย ได้ีแก่ Biovet®, ID Screen®, 

VDPro®, IDEXX®, PrioCHECK® และ KUcheck-F โดีย

ดีำเน์ิน์การทดีสุอบัตามวีิธัีทดีสุอบัที�แต่ละยี�ห้อการค้า

กำหน์ดีไวี้ ทำการหาค่าควีามไวีของแต่ละชุดีทดีสุอบั โดีย

ตารางที� 1 รายละเอียดีคุณลักษณะของชุดีทดีสุอบั NSP ELISA kits  

ที�ใช้ใน์การศ์่กษา

ชืุ้ดทดสอบ บริษัทผู้ผลิต
รูปแบบการ

ทดสอบ

ชื้นิดสัตวิ์
ที�สามารถ
ตรวิจได้

เกณ์ฑ์การแปลผล 
positive

Biovet® Biovet Inc., 
Canada

Blocking 
ELISA

โค-กระบั้อ, 
แพะ, แกะ
และสุุกร

ค่า PI โดียเกณฑ์์ข่�น์
อยู่กับัสุถาน์ะ และ
ชน์ิดีของสุัตวี์ 

ID Screen® IDvet, France Blocking 
ELISA

โค-กระบั้อ, 
แพะ, แกะ
และสุุกร

S/N% ≤ 50.00%

VDPro® MEDIAN 
Diagnostics Inc., 
South Korea

Blocking 
ELISA

โค-กระบั้อ, 
แพะ, แกะ
และสุุกร

S/N value ≤ 0.60

IDEXX® IDEXX 
Laboratories,  
Inc., USA

Blocking 
ELISA

โค-กระบั้อ, 
แพะ, แกะ
และสุุกร

โค-กระบ้ัอ, แพะ, แกะ 
% S/P ≥ 35.00  
สุุกร % S/P ≥ 55.00

PrioCHECK® Prionics Lelystad 
B.V., Netherlands

Blocking 
ELISA

โค-กระบั้อ, 
แพะ, แกะ
และสุุกร

PI ≥ 50.00%

KUcheck-F มหาวีิทยาลัย
เกษตรศ์าสุตร์ 
ประเทศ์ไทย

Indirect 
ELISA

โค-กระบั้อ 
แพะ 

และสุุกร

COD ≥ 0.20

หมาย่เหตุ

1. % S/N ratio [Mean of test sample (S) / Mean of negative control (N)] * 100 

ค้อ การน์ำค่า OD ของตัวีอย่างที�ทดีสุอบัหารดี้วีย ค่า OD ของค่า Negative Control 

แล้วีคูณดี้วีย 100

%S/N = (OD sample/OD negative control) × 100

2. Percent Inhibition; % PI =

(OD
450

 test sample) X 100 

OD
450

 Max

3. COD (corrected optical density) ค้อ การวีัดีค่าการดีูดีกล้น์แสุง

4. S/P ratio (sample to positive ratio) = 

(ค่า OD ตัวีอย่าง) – ค่า OD เฉีลี�ยตัวีควีบัคุมลบั

(ค่า OD เฉีลี�ยตัวีควีบัคุมบัวีก – ค่า OD เฉีลี�ยตัวีควีบัคุมลบั)

น์ำชุดีทดีสุอบัทั�ง 6 ชุดี ทดีสุอบักับัซัีรัมควีบัคุมบัวีก 

วีิเคราะห์ผู้ลโดียใช้ตาราง two by two และหาค่าควีาม

จำเพาะของแต่ละชุดีทดีสุอบั โดียน์ำชุดีทดีสุอบัทั�ง 6 ชุดี 

ทดีสุอบักับัซัีรัมควีบัคุมลบั โดียเป็น์ตัวีอย่างควีบัคุมลบั

ที�แท้จริงจากสัุตว์ีที�ไม่มีการติดีเช้�อหร้อการสัุมผัู้สุเช้�อจาก

ประเทศ์ที�ไดี้รับัการรับัรองปลอดีโรคปากและเท้าเป้�อย 

(WOAH,2019) จากน์ั�น์เปรียบัเทียบัควีามไวีและควีาม

จำเพาะของชุดีทดีสุอบัที�ใชใ้น์การศ์ก่ษาดีว้ียวีธิั ีANOVA ที�

ระดีับัควีามเช้�อมั�น์ 95%

คั่าคัวิามสอดคัล้องของชืุ้ดทดสอบ NSP ELISA kits

 น์ำผู้ลการทดีสุอบัหาค่าควีามไวีและค่าควีาม

จำเพาะของแตล่ะชดุีทดีสุอบัที�ใชใ้น์การศ์ก่ษา มาวิีเคราะห์

หาค่า Cohen’s kappa ดี้วียโปรแกรม InStat® 3.00 



28
สัตวแพทยสาร ปีที่ 74 เล่มที่ 1

Journal of Thai Veterinary Medical

Association Under Royal Patronage

(https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappa1/) 

โดียเกณฑ์์ที�ใช้ ไดี้แก่ Cohen’s kappa ≥ 0.75 แปลวี่า

ผู้ลการตรวีจสุอบัมีควีามสุอดีคล้องกัน์ และใน์กรณีที�ค่า

สุถิติ Cohen’s kappa ที�มีค่าอยู่ระหว่ีาง 0.81–1.00 

ถ้อวี่าเป็น์ระดีับัควีามสุอดีคล้องที�ดีีมาก (Landis and 

Koch, 1977)

คั่าคัวิามแม่นย่ำของชืุ้ดทดสอบ NSP ELISA kits

 ค่ าควีามแม่น์ยำใน์การ วิีน์ิ จฉีั ยบั่ งชี� ดี้ วียค่ า 

diagnostic accuracy โดียคำน์วีณจากจำน์วีน์ตัวีอย่างที�

ไดี้ผู้ลถูกต้องต่อตัวีอย่างทั�งหมดี (Liu et al., 2021)  

ดี้วียโปรแกรม MEDCALC® (MedCalc Software Ltd, 

Belgium) 

ผลและวิิจารณ์์

คัวิามไวิของชืุ้ดทดสอบ NSP ELISA kits

 ควีามไวีของชุดีทดีสุอบัทั�ง 6 ชุดีทดีสุอบั มีค่าอยู่

ระหว่ีาง 97.50%-99.50%  ดีงัรายละเอียดี ค้อ ชดุีทดีสุอบั 

Biovet®, ID Screen®, VDPro®, IDEXX®, PrioCHECK® 

และ KUcheck-F มีค่าควีามไวีเท่ากับั 99.25%, 99.50%, 

97.50%, 98.00%, 98.50% และ 99.00% ตามลำดัีบั  

โดียเม้�อแจกแจงควีามไวีแยกตามชน์ิดีของสุัตวี์พบัวี่า ซัีรัม

โคและกระบั้อมีค่าควีามไวีอยู่ระหวี่าง 97.67%–99.48%  

ใน์ขณะที�ซัีรัมสุุกรมีค่าควีามไวีอยู่ระหว่ีาง 92.86%–

100.00% โดียใน์กรณีของผู้ลการทดีสุอบัใน์สุุกรพบัวี่ามี  

5 ชุดีทดีสุอบัที�ให้ผู้ลควีามไวี 100.00% และมี 1 ชุดี

ทดีสุอบั ได้ีแก่ VDPro® ที�ให้ค่าควีามไวีอยู่ที� 92.86%  

ค่า 95% CI ของผู้ลการทดีสุอบั (ตารางที� 2) และจากการ

ศ์ก่ษาด้ีวียการทดีสุอบัสุมมติฐาน์ด้ีวีย ANOVA โดียกำหน์ดี

ระดัีบันั์ยสุำคัญที�ระดัีบั 0.05 พบัว่ีาการเปรียบัเทียบั 

ใน์แต่ละชุดีทดีสุอบัมีค่าเฉีลี�ยควีามไวีไม่แตกต่างกัน์ 

(ตารางที� 4)

ตารางที� 2 แสุดีงค่าควีามไวีของ 6 ชุดีทดีสุอบั NSP ELISA kits

ชืุ้ดทดสอบ ชื้นิดสัตวิ์ คั่าคัวิามไวิ 95% CI 

Biovet®

โค-กระบั้อ 99.22% (383/386) 97.75–99.84

สุุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวีม 99.25% (397/400) 97.82–99.85

 ID Screen®

โค-กระบั้อ 99.48% (384/386) 98.14–99.94

สุุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวีม 99.50% (398/400) 98.21–99.94

VDPro®

โค-กระบั้อ 97.67% (377/386) 95.62–98.93

สุุกร 92.86% (13/14) 66.13–99.82

รวีม 97.50% (390/400) 94.45–98.79

IDEXX®

โค-กระบั้อ 97.93% (378/386) 95.96–99.10

สุุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวีม 98.00% (392/400) 96.10–99.13

PrioCHECK®

โค-กระบั้อ 98.45% (380/386) 96.65–99.43

สุุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวีม 98.50% (394/400) 96.76–99.45

KUcheck-F

โค-กระบั้อ 98.96% (382/386) 97.37–99.72

สุุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวีม 99.00% (396/400) 97.46–99.73

หมาย่เหตุ

“รวีม” คิดีจากจำน์วีน์รวีมของตัวีอย่างซัีรัมทั�งหมดีที�ใช้ใน์การทดีสุอบั

หมาย่เหตุ

“รวีม” คิดีจากจำน์วีน์รวีมของตัวีอย่างซัีรัมทั�งหมดีที�ใช้ใน์การทดีสุอบั

ตารางที� 3 แสุดีงค่าควีามจำเพาะ ของ 6 ชุดีทดีสุอบั NSP ELISA kits

ชืุ้ดทดสอบ ชื้นิดสัตวิ์ คั่าคัวิามจำาเพัาะ 95% CI

Biovet®

โคและแพะ 99.00% (99/100) 94.55–99.97

สุุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวีม 99.75% (399/400) 98.62–99.99

ID Screen®

โคและแพะ 100.00% (100/100) 96.38–100.00

สุุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวีม 100.00% (400/400) 99.08–100.00

VDPro®

โคและแพะ 100.00% (100/100) 96.38–100.00

สุุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวีม 100.00% (400/400) 99.08–100.00

IDEXX®

โคและแพะ 100.00% (100/100) 96.38–100.00

สุุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวีม 100.00% (400/400) 99.08–100.00

PrioCHECK®

โคและแพะ 100.00% (100/100) 96.38–100.00

สุุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวีม 100.00% (400/400) 99.08–100.00

KUcheck-F

โคและแพะ 92.00% (92/100) 84.84–96.48

สุุกร 99.00% (297/300) 97.11–99.79

รวีม 97.25% (389/400) 95.13–98.62
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คัวิามจำเพัาะของชืุ้ดทดสอบ NSP ELISA kits

 ค่าควีามจำเพาะของชุดีทดีสุอบัทั�ง 6 ชุดีทดีสุอบั มี

ค่าอยู่ระหวี่าง 97.25%–100.00% โดียชุดีทดีสุอบั 

Biovet®, ID Screen®, VDPro®, IDEXX®, PrioCHECK® 

และ KUcheck-F มีค่าควีามจำเพาะเท่ากับั 99.75%, 

100.00%, 100.00%, 100.00%, 100.00% และ 97.25% 

ตามลำดัีบั เม้�อแจกแจงควีามจำเพาะแยกตามชนิ์ดีของ

สุัตวี์พบัวี่าโคและแพะมีค่าควีามจำเพาะอยู่ที� 92.00%–

100.00% ใน์ขณะที�สุุกรมีค่าควีามจำเพาะอยู่ที� 99.00%–

100.00% เม้�อแยกพิจารณาใน์กลุ่มโคและแพะจะพบัว่ีา 

มีชุดีทดีสุอบัถ่ง 4 ชุดีทดีสุอบัที�ให้ผู้ลควีามจำเพาะ 

100.00% พบัวี่ามี 1 ชุดีทดีสุอบั ค้อ Biovet® ให้ผู้ลควีาม

จำเพาะ 99.00% และสุำหรบััชดุีทดีสุอบัของ KUcheck-F 

ที�ให้ผู้ลควีามจำเพาะ 92.00% (ตารางที� 3) จากการศ์่กษา

ดี้วียการทดีสุอบัสุมมติฐาน์ดี้วียวีิธัี ANOVA ที�ระดีับัควีาม

เช้�อมั�น์ 95% พบัว่ีาแต่ละชุดีทดีสุอบัมีค่าเฉีลี�ยไม่ 

แตกต่างกัน์ (p>0.05) ดีัง ตารางที� 4

คั่าคัวิามสอดคัล้องของชืุ้ดทดสอบ NSP ELISA kits

 ค่าควีามสุอดีคล้องของชุดีทดีสุอบัเพ้�อพิจารณา 

ดีูวี่า ชุดีทดีสุอบัที�น์ำมาใช้ใน์การศ์่กษาให้ผู้ลการวัีดีได้ี

สุอดีคล้องกัน์หร้อไม่ โดียการน์ำค่าสุถิติ Cohen’s kappa 

มาใชใ้น์การวีเิคราะห ์จาการศ์ก่ษาพบัวีา่คา่สุถติ ิCohen’s 

kappa ของชุดีทดีสุอบัทั�ง 6 ชุดี มีค่าอยู่ระหวี่าง 0.96–

1.00 แสุดีงวี่าชุดีทดีสุอบัทั�งหมดีมีค่าควีามสุอดีคล้องอยู่

ระหวี่าง 0.81–1.00 บั่งชี�วี่ามีระดีับัควีามสุอดีคล้องของ

การวีัดีที�ดีีมาก (Landis and Koch, 1977) ซั่�งจากข้อมูล

ผู้ลการศ์่กษาชุดีทดีสุอบัทั�งหมดีที�มีควีามสุอดีคล้องกัน์ 

ดีีมาก ซั่�งเป็น์ข้อมูลสุนั์บัสุนุ์น์ใน์พิจารณาเกี�ยวีกับัการ

เล้อกใช้ชุดีทดีสุอบัเพ้�อทดีแทน์กัน์ไดี้ (ตารางที� 5)

คั่าคัวิามแม่นย่ำในการวิินิจฉััย่ของชืุ้ดทดสอบ NSP 

ELISA kits

 ค่ าควีามแม่น์ยำใน์การ วิีน์ิ จฉีั ยบั่ งชี� ดี้ วีย ค่า 

diagnostic accuracy ซั่�งพบัว่ีาชุดีทดีสุอบัทั�งหมดีมีค่า 

diagnostic accuracy มากกวี่า 98.00% ข่�น์ไป เม้�อน์ำ

คา่ที�ไดีจ้ากการศ์ก่ษาใน์ครั�งน์ี�ไปเปรียบัเทียบักับัการศ์ก่ษา

ของ Liu et al. (2021) ที�หาค่าควีามแม่น์ยำของชุดี

ทดีสุอบัที�ใช้เชิงพาณิชย์ กับัตัวีอย่างที�ฉีีดีวีัคซัีน์ ใน์จำน์วีน์

รอบัการทำวีัคซัีน์ที�แตกต่างกัน์ พบัวี่าให้ผู้ลควีามแม่น์ยำ

ระหวี่าง 88.37%-100% ซั่�งข้อมูลดีังกล่าวีใช้ใน์การ

พิจารณาและสุน์ับัสุน์ุน์การประกัน์คุณภาพใน์ดี้าน์ควีาม

ถูกต้องของการทดีสุอบัดี้วีย ผู้ลการศ์่กษาควีามแม่น์ยำ 

ใน์ครั�งน์ี� ดีังแสุดีงใน์ตารางที� 6 

 จากข้อมูลการศ์่กษาทั� ง ใน์อดีีตและปัจจุบััน์ 

เกี�ยวีกับัการพิจารณาเล้อกชุดีทดีสุอบัที�เหมาะสุม มีควีาม

สุำคญัอย่างยิ�งตอ่การควีบัคุมและป้องกัน์โรค FMD ภายใน์

ประเทศ์ โดียใน์ปัจจุบััน์พบัวี่ามีชุดีทดีสุอบัที�ใช้ตรวีจหา

แอน์ติบัอดีีต่อ NSP (NSP-ELISA) ทั�งใน์เชิงพาณิชย์และ 

ชุดีทดีสุอบัที�ผู้ลิตเพ้�อใช้ภายใน์หน์่วียงาน์เพิ�มจำน์วีน์ 

มากข่�น์ ดีังน์ั�น์เพ้�อการสุน์ับัสุน์ุน์น์โยบัายการฉีีดีวีัคซัีน์โรค 

FMD ใน์สุัตวี์มีชีวีิต และสุามารถดีำเน์ิน์การเคล้�อน์ย้าย

อย่างปลอดีภัย จ่งมีควีามจำเป็น์ที�จะต้องไดี้รับัการ 

ตรวีจสุอบัและการประเมิน์ประสุิทธัิภาพของชุดีทดีสุอบั

กอ่น์การพจิารณาเล้อกใชอ้ยา่งเหมาะสุมใน์แตล่ะประเทศ์

ตารางที� 4 แสุดีงค่าทางสุถิติดี้วียวีิธัี ANOVA ที�ระดีับัควีามเช้�อมั�น์ 95%

Anova: Two-Factor Without Replication

Source of 
Variation SS df MS F P-value F crit

Sensitivity 0.142011 2 0.071006 0.034927 0.965793 4.102821

Specificity 5.777778 2 2.888889 1.355932 0.301269 4.102821

ตารางที� 5 แสุดีงค่าสุถิติ Cohen’s kappa ของ 6 ชุดีทดีสุอบั NSP 

ELISA kits

ชืุ้ดทดสอบ Cohen’s kappa 95% CI

Biovet® 0.99 0.98–1.00

ID Screen® 0.995 0.99–1.00

VDPro® 0.98 0.96–0.99

IDEXX® 0.98 0.97–0.99

PrioCHECK® 0.99 0.97–1.00

KUcheck-F 0.96 0.94–0.98

ตารางที� 6 ค่าควีามแม่น์ยำใน์การวีนิ์จิฉียัของ 6 ชดุีทดีสุอบั NSP ELISA kits

ชืุ้ดทดสอบ Diagnostic accuracy (%) 95% CI

Biovet® 99.50 98.72–99.86

ID Screen® 99.75 99.10-99.97

VDPro® 98.75 97.71–99.40

IDEXX® 99.00 98.04–99.57

PrioCHECK® 99.25 98.37–99.72

KUcheck-F 98.12 96.93–98.95
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ตอ่ไป ซั่�งตรงกบััวัีตถปุระสุงคข์องการศ์ก่ษาใน์ประเทศ์ไทย

เม้�อปีพ.ศ์.2547 ของ Linchogsubongkoch et al. ที�

เปรยีบัเทยีบัประสุทิธัภิาพของชดุีทดีสุอบั NSP ELISA kits 

จำน์วีน์สุี�ชุดีทดีสุอบั พบัวี่ามีควีามไวีใกล้เคียงกัน์ ค้อ 

84.60%-98.30% ใน์โค และ 73.33%-80.00% ใน์สุุกร 

และมคีวีามจำเพาะสูุงทั�งใน์โคและสุกุร มากกว่ีา 99.00%–

100.00% และจากการศ์่กษาใน์ปี 2006 ของ Brocchi  

et al. ที�ทำการทดีสุอบัควีามถูกต้องทางซีัรัมวีิทยาหลัง

การระบัาดีของโรค โดียใช้ชุดีทดีสุอบัจำน์วีน์หกชุดีเพ้�อ

ตรวีจหาแอน์ติบัอดีีต่อ NSP ของเช้�อ FMDV พบัวี่าชุดี

ทดีสุอบัทั�ง 3 มีควีามไวีและควีามจำเพาะเกิน์กวี่า 90% 

และ 99% ตามลำดีับั ทั�งน์ี�ใน์ทางปฏิิบััติควีรเล้อกใช้การ

ตรวีจที�มีค่า Sensitivity สุูง ๆ ใน์การตรวีจคัดีกรองสุัตวี์ 

ใน์กรณีของโรคที�มีควีามสุำคัญและรุน์แรงมาก แต่อย่างไร

กต็ามการพจิารณาเกี�ยวีกบััการควีบัคมุและคดัีกรองไดีน้์ั�น์ 

จำเป็น์อย่างยิ�งต้องมีการตรวีจเบั้�องต้น์เพ้�อลดีควีามเสุี�ยง

ต่อการแพร่กระจายของโรคต่อไป ซั่�งจะสุอดีคล้องกับั

แน์วีทางและแน์วีคิดีใน์การแยกระหวี่างกรณีสุัตวี์ที�ไดี้รับั

วีัคซัีน์ FMD มาแล้วีและไม่มีการสุัมผู้ัสุเช้�อเม้�อน์ำมา

ทดีสุอบัดี้วียชุดีทดีสุอบัทั�ง 6 ชุดี จะแสุดีงผู้ลเป็น์ลบั  

สุ่วีน์กรณีที�ตัวีอย่างมีการติดีเช้�อตามธัรรมชาติหร้อ 

สุัมผู้ัสุเช้�อเท่าน์ั�น์จะให้ผู้ลบัวีก ซั่�งผู้ลการศ่์กษาดีังกล่าวี

เป็น์ประโยชน์์ต่อการเล้อกมาตรการควีบัคุมที�เหมาะสุม

สุำหรับัการระบัาดีของโรค FMD ต่อไป 

สรุปและข้อเสนอแนะ

 จากการศ์่กษาใน์ครั�งน์ี� พบัวี่าชุดีทดีสุอบัทั�ง 6 ชุดี 

มีค่า ควีามไวี 97.50%-99.00% ควีามจำเพาะ 97.25%-

100.00% ควีามสุอดีคล้อง 0.96-0.99 และควีามแม่น์ยำ 

98.12%-99.75% ซั่� งข้อมูลที� ไ ด้ีจากเปรียบัเทียบั

ประสุิทธัิภาพของชุดีทดีสุอบัที�ใช้ใน์การตรวีจแยกระหวี่าง

สุัตวี์ที�ไดี้รับัวีัคซัีน์และสุัตวี์ที�ติดีเช้�อ สุามารถใช้ชุดีทดีสุอบั

ทั�ง 6 ชุดี ทดีแทน์กัน์ได้ี ผู้ลการศ่์กษาใน์ครั�งนี์�สุามารถ 

น์ำมาใช้เป็น์ข้อมูลใน์การตัดีสุิน์ใจเล้อกใช้ชุดีทดีสุอบัที�

เหมาะสุม สุำหรับักรมปศ์ุสุัตวี์ใน์การพิจารณาการจัดีซั้�อ

ชุดีทดีสุอบัที�มีประสิุทธิัภาพหลากหลายยิ�งข่�น์ และ

สุามารถใช้เป็น์แน์วีทางใน์การเพิ�มทางเล้อกใน์การใช้ชุดี

ทดีสุอบัใน์กรณีที�ม ีNSP ELISA kit ออกมาจำหน์า่ยใน์ท้อง
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