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การเปรีียบเทีียบความไวและความจำเพาะของชุุดทดสอบ non-structural protein ELISA
สำหรัับตรวจหาแอนติิบอดีีต่่อเชื้้�อไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อยที่่�มีีจำหน่่ายในประเทศไทย
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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

	 ที่่�มาของการศึกึษา: ในการควบคุมุและป้อ้งกันัโรค

ปากและเท้้าเปื่่�อย จำเป็็นจะต้้องใช้้ชุุดทดสอบ ELISA  

ที่่�เหมาะสมในการตรวจหาแอนติบิอดีตี่อ่ nonstructural-

protein (NSP) ของไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อย เพื่่�อตรวจ

แยกแอนติิบอดีีต่่อเชื้้�อไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อยที่่�ได้้ระหว่่าง

สััตว์์ที่่�ได้้รัับวััคซีีน และสััตว์์ที่่�ติิดเชื้้�อตามธรรมชาติิ โดยใน

ปััจจุุบัันมีหลากหลายชุุดทดสอบ NSP ELISA kits ที่่�มีี

จำหน่่ายในประเทศไทย ทั้้�งนี้้�ชุุดทดสอบที่่�ใช้้จะต้้องมีี

ความเหมาะสมกับัซีรีัมัสัตัว์ห์ลายชนิดิของประเทศ จึึงเห็น็

ควรมีีการศึึกษาเกี่่�ยวกับความไวและความจำเพาะของชุุด

ทดสอบ โดยใช้้ซีีรััมสััตว์์ภายในประเทศ  ซึ่่�งข้้อมููลที่่�ได้้จาก

การศึึกษาจะสามารถนำไปใช้้ประกอบการพิิจารณาเลืือก

ชุุดทดสอบให้้เหมาะสมและเกิิดประโยชน์์สููงสุุดต่่อไป

	 วิิธีีการ: ทำการศึึกษาโดยใช้้ชุุดทดสอบ ELISA ที่่�

จำหน่่ายในประเทศไทยจำนวน 6 ชุุดทดสอบได้้แก่่ 

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

และ KUcheck-F สำหรัับตรวจตััวอย่่างซีีรััมจำนวน 800 

ตััวอย่่าง โดยแบ่่งเป็็น ซีีรััมควบคุมบวก จำนวน 400 

ตััวอย่่าง ประกอบด้วยซีีรััมโค กระบืือจากพ้ื้�นที่่�ที่่�เกิิดการ

ระบาด และซีีรััมสุุกรจากงานทดสอบคุณภาพวััคซีีนของ

สำนัักเทคโนโลยีีชีีวภััณฑ์์สััตว์์ ที่่�ได้้รัับการยืืนยันว่่าติิดเชื้้�อ

โรคปากและเท้้าเปื่่�อยด้้วยวิิธีี ELISA Typing หรืือวิิธีี  

RT-PCR และซีีรััมควบคุุมลบ จำนวน 400 ตััวอย่่าง ได้้แก่่

ซีีรััมโค แพะ และสุุกร ที่่�ได้้รัับความอนุุเคราะห์์จาก

ประเทศญี่่�ปุ่่�นและออสเตรเลีีย ซึ่่�งเป็็นประเทศที่่�ได้้รัับการ

รัับรองการปลอดโรคปากและเท้้าเปื่่�อยจาก World 

Health Organisation for Animal Health (WOAH) 

โดยตััวอย่่างซีีรััมทั้้�งหมดจะถููกเก็็บไว้้ที่่� -20 องศาเซลเซีียส 

จนกระทั่่�งนำมาทดสอบ เพื่่�อใช้้ในการหาค่่าความไวและ

ความจำเพาะ และนำมาเปรีียบเทีีย ด้้วยวิิธีี ANOVA ที่่�

ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% ความสอดคล้้องโดยการหาค่่า 

Cohen’s kappa และความแม่่นยำโดยการหาค่่า 

diagnostic accuracy

	 ผล: จากการศึึกษาเกี่่�ยวกัับความไว ความจำเพาะ 

ความสอดคล้้อง และค่่าความแม่่นยำของชุุดทดสอบ 

ทั้้�ง 6 ชุุด ที่่�ใช้้ในการศึึกษาครั้้�งนี้้� พบว่ามีีค่่าความไว 

97.50%-99.00% ความจำเพาะ 97.25%-100.00% 

ความสอดคล้้อง 0.96-0.99 และความแม่่นยำ 98.12%-

99.75%

	 สรุุป: จากการศึึกษาในครั้้�งนี้้� พบว่าชุุดทดสอบ 

ELISA ที่่�ในการศึึกษา จำนวน 6 ชุดุทดสอบได้แ้ก่ ่Biovet®, 

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

KUcheck-F มีีความไว ความจำเพาะ มีีค่่าใกล้้เคีียงกััน

อย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ นอกจากนี้้�พบว่่าชุุดทดสอบทั้้�ง  

6 ชุุดมีีความสอดคล้้องกััน และมีีค่่าความแม่่นยำอยู่่�ใน

เกณฑ์์ที่่�เชื่่�อถืือได้้ แสดงว่่าสามารถใช้้ชุุดทดสอบทั้้�ง 6 ชุุด

ทดแทนกันได้้ ดังันั้้�นผลการศึึกษาในครั้้�งนี้้�สามารถนำมาใช้้

เป็็นข้อมููลในการตััดสินใจเลืือกใช้้ชุุดทดสอบ ทำให้้ 

กรมปศุุสััตว์์ทำการจััดซื้�อชุุดทดสอบได้้หลากหลายยิ่่�งขึ้้�น 

และสามารถใช้้เป็็นแนวทางในการเพิ่่�มทางเลืือกในการใช้้

ชุุดทดสอบ ในกรณีีที่่�มีี NSP ELISA kits ออกมาจำหน่่าย

ในท้้องตลาดเพิ่่�มขึ้้�น

คำสำคััญ: ไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อย non–structural 

protein ความไว ความจำเพาะ 

บทนำ

	 โรคปากและเท้้าเปื่่�อย (Foot and Mouth 

Disease, FMD) เกิิดจากไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อย 

(Foot and Mouth Disease Virus; FMDV) ในสกุุล 

Aphthovirus จััดอยู่่�ในวงศ์์ Picornaviridae เป็็นเช้ื้�อ

ไวรััสชนิิด RNA สายเดี่่�ยว (Single-stranded RNA) 

จััดเป็็นโรคระบาดที่่�สำคััญในสัตว์์กีีบคู่่� ได้้แก่่ โค กระบืือ 

แกะ แพะ สุุกร และสััตว์์ป่่า เป็็นต้้น นอกจากนี้้�ยัังถืือเป็็น

หนึ่่�งในโรคสััตว์ข์้า้มพรมแดน (Transboundary Disease) 

ที่่�ร้้ายแรงที่่�สุุดโรคหนึ่่�ง (Geering and Lubroth, 2002) 

ส่่งผลกระทบต่อเศรษฐกิิจในหลายประเทศทั่่�วโลก 

โรค FMD เป็็นโรคประจำถิ่่�นในหลายภููมิิภาคของทวีีป

เอเชีียรวมทั้้�งในประเทศไทย ส่่วนใหญ่่ในแอฟริิกา 

ตะวัันออกกลางและในละติินอเมริิกา (WOAH, 2022)  

โรค FMD ถืือได้้ว่่าเป็็นโรคที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับ World Trade 

Organization (WTO) ที่่�เป็็นข้อ้บังัคัับทางการค้า้สัตัว์แ์ละ

ผลิิตภััณฑ์์จากสััตว์์ ทำให้้ประเทศที่่�มีีการระบาดของโรค 
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FMD ถููกกีีดกัันทางการค้้าเพื่่�อป้้องกัันความเสี่่�ยงที่่�จะนำ

เชื้้�อ FMDV เข้้าสู่่�ประเทศ และทำให้้เกิิดความสููญเสีียทาง

เศรษฐกิิจ โดยเฉพาะประเทศไทย ซึ่่�งเป็็นประเทศที่่�ได้้รัับ

ผลกระทบโดยตรงต่่ออุุตสาหกรรมการผลิตปศุุสััตว์์และ

การส่่งออกสิินค้้าปศุุสััตว์์

	 ในการควบคุุม เฝ้้าระวััง และป้้องกัันโรค FMD จะ

ต้อ้งมีกีารวินิิจิฉัยัและการทดสอบโรค FMD ด้ว้ยวิธิี ีELISA 

เพื่่�อตรวจแยกระหว่่างสััตว์์ที่่�ได้้รัับวััคซีีนและสััตว์์ที่่�ติิดเช้ื้�อ 

(Mackay et al. , 1998) โดยใช้้หลัักการทดสอบ 

differentiating infected from vaccinated animals 

(DIVA) ซึ่่�งจะสามารถตรวจแยกระหว่่างแอนติิบอดีีที่่�เกิิด

จากวััคซีีน ออกจากแอนติบอดีีที่่�เกิิดจากเช้ื้�อไวรัสที่่�ก่่อให้้

เกิดิโรค โดยในขั้้�นตอนของการผลิติวัคัซีนีป้องกันัโรค FMD 

จะมีกีารกำจััด Non Structural Protein (NSP) โดยวััคซีนี

จะกระตุ้้�นให้้สััตว์์ผลิตแอนติบอดีีต่่อต้้านโปรตีีนโครงสร้าง

ของไวรัสั (Structural protein, SP) เพีียงอย่่างเดีียว ดังันั้้�นสัตว์์

ที่่�ฉีดีวัคัซีนีจะพบเพีียง SP แต่่ถ้า้มีกีารติิดเชื้้�อด้ว้ยจะพบว่า

สััตว์์มีีแอนติิบอดีีต่่อทั้้�ง SP และ NSP ดัังนั้้�นสััตว์์ที่่�ติดิเช้ื้�อ

ตามธรรมชาติิที่่�จะพบได้้ทั้้�ง SP และ NSP (Doel, 2003) 

	 ดัังนั้้�นการหาแนวทางเพื่่�อใช้้ในการพิิจารณาเลืือก

ชุดุทดสอบที่่�มีปีระสิทิธิภิาพความไวและความจำเพาะของ

ชุุดทดสอบให้้เหมาะกัับชนิิดสััตว์์ สถานการณ์์ พื้้�นที่่� 

รวมถึึงการพิิจารณาเรื่่�องของราคาชุุดทดสอบที่่�เหมาะต่่อ

การนำมาใช้้งานจึึงมีีความจำเป็็น เพื่่�อประกอบการ

พิิจารณาเลืือกใช้้ชุุดทดสอบที่่�เหมาะสมและเกิิดประโยชน์์

สููงสุุดตามวััตถุุประสงค์์ของผู้้�ใช้้ ทั้้�งนี้้�ยัังใช้้เป็็นข้อมููล

ประกอบการจััดทำรายละเอีียดคุุณลัักษณะเฉพาะในการ

จััดซื้้�อชุุดทดสอบในแต่่ละปีีงบประมาณที่่�ต้้องการข้้อมููล

เกี่่�ยวกัับความไวและความจำเพาะของชุุดทดสอบ NSP 

เพื่่�อให้้การดำเนิินการสอดคล้้องกัับข้อกำหนดมาตรฐาน

สิินค้้าเกษตร มกษ. 10400-2555 ว่่าด้้วยการชัันสููตรโรค

ปากและเท้้าเปื่่�อย (สำนัักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและ

อาหารแห่่งชาติิ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์์, 2555) โดย

ชุุดตรวจสอบสำเร็็จรููปต้้องได้้รัับการตรวจสอบความใช้้ได้้

ของวิิธีีทดสอบโดยศููนย์์อ้้างอิิงโรคปากและเท้้าเปื่่�อย 

ภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ หรืือหน่่วยงานที่่�องค์์การ

สุุขภาพสััตว์์โลก (World Organisation for Animal 

Health, WOAH) ยอมรัับก่่อนนำไปใช้้ ทั้้�งนี้้�ในปััจจุุบััน

พบว่่ามีีชุุดทดสอบหลายชุุดที่่�มีีจำหน่่ายในประเทศไทย มีี

การศึึกษาเพื่่�อเปรีียบเทีียบชุดทดสอบเกี่่�ยวกับการตรวจ

หาแอนติิบอดีีต่่อ NSP จำนวน 4 ชุุดทดสอบ พบว่่ามีีความ

ไวใกล้้เคีียงกัันอยู่่�ในช่่วงระหว่่าง 84.60%-98.30% ในโค 

และ 73.33%-80.00% ในสุุกร และมีีความจำเพาะสููงทั้้�ง

ในโคและสุุกร ในช่วงระหว่่าง 99.00%–100.00% 

(Linchongsubongkoch et al., 2004) ซึ่่�งมีีบางชุุด

ทดสอบที่่�นำมาทดสอบในการศึึกษาครั้้�งนี้้� แต่ป่ัจัจุบุันัมีชีุดุ

ทดสอบที่่�ผลิติและจำหน่า่ยในท้อ้งตลาดมากขึ้้�น จึึงมีคีวาม

จำเป็็นต้้องที่่�การศึึกษาเพื่่�อเปรีียบเทีียบความไวและความ

จำเพาะของชุุดทดสอบที่่�มีีอยู่่�เพื่่�อให้้ได้้ข้้อมููลทางวิิชาการ

ที่่�มากเพิ่่�มขึ้้�นด้วย วััตถุุประสงค์์ในการศึึกษาครั้้�งนี้้�เพื่่�อ

เปรีียบเทีียบความไวและความจำเพาะของชุุดทดสอบ 

NSP ELISA kits ที่่�มีีจำหน่่ายในปััจจุุบััน เพื่่�อตรวจหา

แอนติิบอดีีต่่อเชื้้�อไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อยในการตรวจ

จำแนกระหว่่างสัตัว์ท์ี่่�ได้ร้ับัวัคัซีนีและสััตว์ท์ี่่�ติดิเชื้้�อ สำหรับั

ใช้้เป็็นข้อมููลในการตััดสินใจเลืือกใช้้ชุุดทดสอบ และเพิ่่�ม

ตัวัเลืือกให้้หน่่วยงานทำการจัดัซื้้�อชุุดทดสอบได้้หลากหลาย

ยี่่�ห้้อยิ่่�งขึ้้�น ไม่่เกิิดการผููกขาดการตลาด

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตััวอย่่างซีีรััม

	 จำนวนตััวอย่่างที่่�นำมาใช้้ คำนวณตามวิิธีีของ OIE 

(2009) ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% และความคลาดเคลื่่�อน 

2% โดยแบ่่งเป็็น ตััวอย่่างซีีรััมบวก (positive serum) 

เป็็นซีีรััมซึ่่�งมีีระดัับแอนติิบอดีีแตกต่่างกัันจากการตรวจ

ด้้วยวิิธีี Liquid Phase Blocking ELISA (LP-ELISA) 

จำนวน 400 ตััวอย่่าง ประกอบด้้วยซีีรััมโค กระบืือ 386 

ตััวอย่่าง จากพ้ื้�นที่่�ที่่�เกิิดการระบาดในปีพ.ศ. 2562 และ 

ซีีรััมสุุกร 14 ตััวอย่่าง จากงานทดสอบคุุณภาพวััคซีีนของ

สำนัักเทคโนโลยีีชีีวภัณฑ์์สััตว์์ กรมปศุุสััตว์์ ตััวอย่่างซีีรััม

ทั้้�งหมดนี้้� นำมาจากสััตว์์ที่่�ติิดเช้ื้�อตามธรรมชาติิหลัังการ

ตรวจพบเชื้้�อ FMDV นาน 21-28 วััน โดยได้้รัับการตรวจ

เชื้้�อไวรััสด้้วยวิิธีี ELISA Typing และวิิธีี RT-PCR จาก

ตััวอย่่างเมืือกบริิเวณหลอดอาหารส่่วนต้้น และ/หรืือ 

คอหอย โดยใช้้อุุปกรณ์์ที่่�เรีียกว่่า Probang cup (ตััวอย่่าง 

Probang) หรืือเนื้้�อเยื่่�อ สำหรับัตัวัอย่า่งซีรีัมัลบ (negative 
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serum) จำนวน 400 ตััวอย่่าง ประกอบด้้วย ซีีรััมโค 97 

ตััวอย่่าง ซีีรััมแพะ 3 ตััวอย่่าง และซีีรััมสุุกร 300 ตััวอย่่าง 

ได้้รัับความอนุุเคราะห์์จากประเทศที่่�ปลอดโรค FMD ที่่�ได้้

รัับการรัับรองจาก WOAH ได้้แก่่ หน่่วยงาน Australian 

Centre for Disease Preparedness (ACDP) ประเทศ

ออสเตรเลีีย และ หน่่วยงาน KODAIRA Research 

Station, National Institute of Animal Health, 

National Agriculture and Food Research 

Organization ประเทศญี่่�ปุ่่�น โดยตััวอย่่างซีีรััมทั้้�งหมดจะ

ถููกเก็็บไว้้ที่่� -20 องศาเซลเซีียส จนกระทั่่�งนำมาทดสอบ 

การตรวจหาแอนติิบอดีีต่่อ non-structural protein (NSP)

	 ในการศึึกษาได้้นำชุุดทดสอบ NSP ELISA kits 

จำนวน 6 ชุุดที่่�มีี ตััวแทนจำหน่่ายหรืือผลิตขึ้้�นใน

ประเทศไทย ประกอบด้ว้ย 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 จากมหาวิิทยาลััยเกษตรศาสตร์์ ประเทศไทย  

มาทำการทดสอบตััวอย่่างทั้้�งหมด แบบ single well  

(1 ตััวอย่่าง/ well) ดำเนิินการทดสอบตามคู่่�มืือของบริิษััท

ผู้้�ผลิติ รายละเอียีดคุณุลักัษณะของชุดุทดสอบ NSP ELISA 

kits แต่่ละชุุดทดสอบ ดัังแสดงไว้้ในตารางที่่� 1

การหาค่่าความไว (sensitivity) และการหาค่่าความ

จำเพาะ (specificity) ของชุุดทดสอบ NSP ELISA kits 

	น ำตััวอย่่างซีีรััมควบคุุมบวกและซีีรััมควบคุุมลบมา

ทำการทดสอบด้วยชุุดทดสอบ NSP ELISA kits ที่่�มีีการ

จำหน่่ายในประเทศไทย ได้้แก่่ Biovet®, ID Screen®, 

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

ดำเนิินการทดสอบตามวิิธีีทดสอบที่่�แต่่ละยี่่�ห้้อการค้้า

กำหนดไว้้ ทำการหาค่่าความไวของแต่่ละชุุดทดสอบ โดย

ตารางที่่� 1 รายละเอีียดคุณลัักษณะของชุุดทดสอบ NSP ELISA kits  

ที่่�ใช้้ในการศึึกษา

ชุดทดสอบ บริษัทผู้ผลิต
รูปแบบการ

ทดสอบ

ชนิดสัตว์
ที่สามารถ
ตรวจได้

เกณฑ์การแปลผล 
positive

Biovet® Biovet Inc., 
Canada

Blocking 
ELISA

โค-กระบือ, 
แพะ, แกะ
และสุกร

ค่า PI โดยเกณฑ์ขึ้น
อยู่กับสถานะ และ
ชนิดของสัตว์ 

ID Screen® IDvet, France Blocking 
ELISA

โค-กระบือ, 
แพะ, แกะ
และสุกร

S/N% ≤ 50.00%

VDPro® MEDIAN 
Diagnostics Inc., 
South Korea

Blocking 
ELISA

โค-กระบือ, 
แพะ, แกะ
และสุกร

S/N value ≤ 0.60

IDEXX® IDEXX 
Laboratories,  
Inc., USA

Blocking 
ELISA

โค-กระบือ, 
แพะ, แกะ
และสุกร

โค-กระบือ, แพะ, แกะ 
% S/P ≥ 35.00  
สุกร % S/P ≥ 55.00

PrioCHECK® Prionics Lelystad 
B.V., Netherlands

Blocking 
ELISA

โค-กระบือ, 
แพะ, แกะ
และสุกร

PI ≥ 50.00%

KUcheck-F มหาวิทยาลัย
เกษตรศาสตร์ 
ประเทศไทย

Indirect 
ELISA

โค-กระบือ 
แพะ 

และสุกร

COD ≥ 0.20

หมายเหตุุ

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

คืือ การนำค่่า OD ของตััวอย่่างที่่�ทดสอบหารด้้วย ค่่า OD ของค่่า Negative Control 

แล้้วคููณด้้วย 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) คืือ การวััดค่่าการดููดกลืืนแสง

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

(ค่่า OD ตััวอย่่าง) – ค่่า OD เฉลี่่�ยตััวควบคุุมลบ

(ค่่า OD เฉลี่่�ยตััวควบคุุมบวก – ค่่า OD เฉลี่่�ยตััวควบคุุมลบ)

นำชุุดทดสอบทั้้�ง 6 ชุุด ทดสอบกับซีีรััมควบคุุมบวก 

วิิเคราะห์์ผลโดยใช้้ตาราง two by two และหาค่่าความ

จำเพาะของแต่่ละชุุดทดสอบ โดยนำชุุดทดสอบทั้้�ง 6 ชุุด 

ทดสอบกับซีีรััมควบคุุมลบ โดยเป็็นตััวอย่่างควบคุมลบ

ที่่�แท้้จริิงจากสััตว์์ที่่�ไม่่มีีการติิดเช้ื้�อหรืือการสััมผััสเช้ื้�อจาก

ประเทศที่่�ได้้รัับการรัับรองปลอดโรคปากและเท้้าเปื่่�อย 

(WOAH,2019) จากนั้้�นเปรีียบเทีียบความไวและความ

จำเพาะของชุุดทดสอบที่่�ใช้ใ้นการศึึกษาด้ว้ยวิธิี ีANOVA ที่่�

ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95%

ค่่าความสอดคล้้องของชุุดทดสอบ NSP ELISA kits

	น ำผลการทดสอบหาค่่าความไวและค่่าความ

จำเพาะของแต่ล่ะชุดุทดสอบที่่�ใช้ใ้นการศึึกษา มาวิิเคราะห์์

หาค่่า Cohen’s kappa ด้้วยโปรแกรม InStat® 3.00 
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(https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappa1/) 

โดยเกณฑ์์ที่่�ใช้้ ได้้แก่่ Cohen’s kappa ≥ 0.75 แปลว่่า

ผลการตรวจสอบมีีความสอดคล้้องกััน และในกรณีีที่่�ค่่า

สถิติิ Cohen’s kappa ที่่�มีีค่่าอยู่่�ระหว่่าง 0.81–1.00 

ถืือว่่าเป็็นระดัับความสอดคล้้องที่่�ดีีมาก (Landis and 

Koch, 1977)

ค่่าความแม่่นยำของชุุดทดสอบ NSP ELISA kits

	ค่ ่ าความแม่่นยำในการ วิินิิ จฉัั ยบ่่ งชี้้� ด้้ วยค่่ า 

diagnostic accuracy โดยคำนวณจากจำนวนตััวอย่่างที่่�

ได้้ผลถููกต้้องต่่อตััวอย่่างทั้้�งหมด (Liu et al., 2021)  

ด้้วยโปรแกรม MEDCALC® (MedCalc Software Ltd, 

Belgium) 

ผลและวิิจารณ์์

ความไวของชุุดทดสอบ NSP ELISA kits

	 ความไวของชุุดทดสอบทั้้�ง 6 ชุุดทดสอบ มีีค่่าอยู่่�

ระหว่่าง 97.50%-99.50%  ดังัรายละเอีียด คืือ ชุดุทดสอบ 

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

และ KUcheck-F มีีค่่าความไวเท่่ากัับ 99.25%, 99.50%, 

97.50%, 98.00%, 98.50% และ 99.00% ตามลำดัับ  

โดยเมื่่�อแจกแจงความไวแยกตามชนิิดของสััตว์์พบว่่า ซีีรััม

โคและกระบืือมีีค่่าความไวอยู่่�ระหว่่าง 97.67%–99.48%  

ในขณะที่่�ซีีรััมสุุกรมีีค่่าความไวอยู่่�ระหว่่าง 92.86%–

100.00% โดยในกรณีีของผลการทดสอบในสุุกรพบว่่ามีี  

5 ชุุดทดสอบที่่�ให้้ผลความไว 100.00% และมีี 1 ชุุด

ทดสอบ ได้้แก่่ VDPro® ที่่�ให้้ค่่าความไวอยู่่�ที่่� 92.86%  

ค่่า 95% CI ของผลการทดสอบ (ตารางที่่� 2) และจากการ

ศึึกษาด้้วยการทดสอบสมมติิฐานด้วย ANOVA โดยกำหนด

ระดัับนัยสำคััญที่่�ระดัับ 0.05 พบว่าการเปรีียบเทีียบ 

ในแต่่ละชุุดทดสอบมีีค่่าเฉลี่่�ยความไวไม่่แตกต่่างกััน 

(ตารางที่่� 4)

ตารางที่่� 2 แสดงค่่าความไวของ 6 ชุุดทดสอบ NSP ELISA kits

ชุดทดสอบ ชนิดสัตว์ ค่าความไว 95% CI 

Biovet®

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

สุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวม 99.25% (397/400) 97.82–99.85

 ID Screen®

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

สุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวม 99.50% (398/400) 98.21–99.94

VDPro®

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

สุกร 92.86% (13/14) 66.13–99.82

รวม 97.50% (390/400) 94.45–98.79

IDEXX®

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

สุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวม 98.00% (392/400) 96.10–99.13

PrioCHECK®

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

สุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวม 98.50% (394/400) 96.76–99.45

KUcheck-F

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

สุกร 100.00% (14/14) 76.84–100.00

รวม 99.00% (396/400) 97.46–99.73

หมายเหตุุ

“รวม” คิิดจากจำนวนรวมของตััวอย่่างซีีรััมทั้้�งหมดที่่�ใช้้ในการทดสอบ

หมายเหตุุ

“รวม” คิิดจากจำนวนรวมของตััวอย่่างซีีรััมทั้้�งหมดที่่�ใช้้ในการทดสอบ

ตารางที่่� 3 แสดงค่่าความจำเพาะ ของ 6 ชุุดทดสอบ NSP ELISA kits

ชุดทดสอบ ชนิดสัตว์ ค่าความจำ�เพาะ 95% CI

Biovet®

โคและแพะ 99.00% (99/100) 94.55–99.97

สุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวม 99.75% (399/400) 98.62–99.99

ID Screen®

โคและแพะ 100.00% (100/100) 96.38–100.00

สุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวม 100.00% (400/400) 99.08–100.00

VDPro®

โคและแพะ 100.00% (100/100) 96.38–100.00

สุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวม 100.00% (400/400) 99.08–100.00

IDEXX®

โคและแพะ 100.00% (100/100) 96.38–100.00

สุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวม 100.00% (400/400) 99.08–100.00

PrioCHECK®

โคและแพะ 100.00% (100/100) 96.38–100.00

สุกร 100.00% (300/300) 98.78–100.00

รวม 100.00% (400/400) 99.08–100.00

KUcheck-F

โคและแพะ 92.00% (92/100) 84.84–96.48

สุกร 99.00% (297/300) 97.11–99.79

รวม 97.25% (389/400) 95.13–98.62
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ความจำเพาะของชุุดทดสอบ NSP ELISA kits

	ค่ ่าความจำเพาะของชุุดทดสอบทั้้�ง 6 ชุุดทดสอบ มีี

ค่่าอยู่่�ระหว่่าง 97.25%–100.00% โดยชุุดทดสอบ 

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

และ KUcheck-F มีีค่่าความจำเพาะเท่่ากัับ 99.75%, 

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

ตามลำดัับ เมื่่�อแจกแจงความจำเพาะแยกตามชนิิดของ

สััตว์์พบว่่าโคและแพะมีีค่่าความจำเพาะอยู่่�ที่่� 92.00%–

100.00% ในขณะที่่�สุุกรมีีค่่าความจำเพาะอยู่่�ที่่� 99.00%–

100.00% เมื่่�อแยกพิิจารณาในกลุ่่�มโคและแพะจะพบว่า 

มีีชุุดทดสอบถึึง 4 ชุุดทดสอบที่่�ให้้ผลความจำเพาะ 

100.00% พบว่่ามีี 1 ชุุดทดสอบ คืือ Biovet® ให้้ผลความ

จำเพาะ 99.00% และสำหรับัชุดุทดสอบของ KUcheck-F 

ที่่�ให้้ผลความจำเพาะ 92.00% (ตารางที่่� 3) จากการศึึกษา

ด้้วยการทดสอบสมมติิฐานด้้วยวิิธีี ANOVA ที่่�ระดัับความ

เชื่่�อมั่่�น 95% พบว่าแต่่ละชุุดทดสอบมีค่่าเฉลี่่�ยไม่่ 

แตกต่่างกััน (p>0.05) ดััง ตารางที่่� 4

ค่่าความสอดคล้้องของชุุดทดสอบ NSP ELISA kits

	ค่ ่าความสอดคล้้องของชุุดทดสอบเพื่่�อพิิจารณา 

ดููว่่า ชุุดทดสอบที่่�นำมาใช้้ในการศึึกษาให้้ผลการวััดได้้

สอดคล้้องกัันหรืือไม่่ โดยการนำค่่าสถิิติิ Cohen’s kappa 

มาใช้ใ้นการวิเิคราะห์ ์จาการศึึกษาพบว่า่ค่า่สถิติิ ิCohen’s 

kappa ของชุุดทดสอบทั้้�ง 6 ชุุด มีีค่่าอยู่่�ระหว่่าง 0.96–

1.00 แสดงว่่าชุุดทดสอบทั้้�งหมดมีค่่าความสอดคล้้องอยู่่�

ระหว่่าง 0.81–1.00 บ่่งชี้้�ว่่ามีีระดัับความสอดคล้้องของ

การวััดที่่�ดีีมาก (Landis and Koch, 1977) ซึ่่�งจากข้้อมููล

ผลการศึึกษาชุุดทดสอบทั้้�งหมดที่่�มีีความสอดคล้้องกััน 

ดีีมาก ซึ่่�งเป็็นข้อมููลสนับสนุนในพิจารณาเกี่่�ยวกับการ

เลืือกใช้้ชุุดทดสอบเพื่่�อทดแทนกัันได้้ (ตารางที่่� 5)

ค่่าความแม่่นยำในการวิินิิจฉััยของชุุดทดสอบ NSP 

ELISA kits

	ค่ ่ าความแม่่นยำในการ วิินิิ จฉัั ยบ่่ งชี้้� ด้้ วย ค่่า 

diagnostic accuracy ซึ่่�งพบว่าชุุดทดสอบทั้้�งหมดมีค่่า 

diagnostic accuracy มากกว่่า 98.00% ขึ้้�นไป เมื่่�อนำ

ค่า่ที่่�ได้จ้ากการศึึกษาในครั้้�งนี้้�ไปเปรีียบเทีียบกับการศึึกษา

ของ Liu et al. (2021) ที่่�หาค่่าความแม่่นยำของชุุด

ทดสอบที่่�ใช้้เชิิงพาณิิชย์์ กัับตััวอย่่างที่่�ฉีีดวััคซีีน ในจำนวน

รอบการทำวััคซีีนที่่�แตกต่่างกััน พบว่่าให้้ผลความแม่่นยำ

ระหว่่าง 88.37%-100% ซึ่่�งข้้อมููลดัังกล่่าวใช้้ในการ

พิิจารณาและสนัับสนุุนการประกัันคุุณภาพในด้้านความ

ถููกต้้องของการทดสอบด้้วย ผลการศึึกษาความแม่่นยำ 

ในครั้้�งนี้้� ดัังแสดงในตารางที่่� 6 

	 จากข้้อมููลการศึึกษาทั้้� ง ในอดีีตและปััจจุุบััน 

เกี่่�ยวกัับการพิิจารณาเลืือกชุุดทดสอบที่่�เหมาะสม มีีความ

สำคัญัอย่่างยิ่่�งต่อ่การควบคุมและป้้องกัันโรค FMD ภายใน

ประเทศ โดยในปัจจุุบัันพบว่่ามีีชุุดทดสอบที่่�ใช้้ตรวจหา

แอนติิบอดีีต่่อ NSP (NSP-ELISA) ทั้้�งในเชิิงพาณิิชย์์และ 

ชุุดทดสอบที่่�ผลิิตเพื่่�อใช้้ภายในหน่่วยงานเพิ่่�มจำนวน 

มากขึ้้�น ดัังนั้้�นเพื่่�อการสนัับสนุุนนโยบายการฉีีดวััคซีีนโรค 

FMD ในสััตว์์มีีชีีวิิต และสามารถดำเนิินการเคลื่่�อนย้้าย

อย่่างปลอดภััย จึึงมีีความจำเป็็นที่่�จะต้้องได้้รัับการ 

ตรวจสอบและการประเมิินประสิิทธิิภาพของชุุดทดสอบ

ก่อ่นการพิจิารณาเลืือกใช้อ้ย่า่งเหมาะสมในแต่ล่ะประเทศ

ตารางที่่� 4 แสดงค่่าทางสถิิติิด้้วยวิิธีี ANOVA ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 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

ตารางที่่� 5 แสดงค่่าสถิติิ Cohen’s kappa ของ 6 ชุุดทดสอบ NSP 

ELISA kits

ชุดทดสอบ 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

ตารางที่่� 6 ค่่าความแม่่นยำในการวินิิจิฉัยัของ 6 ชุดุทดสอบ NSP ELISA kits

ชุดทดสอบ 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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ต่อ่ไป ซึ่่�งตรงกับัวัตถุปุระสงค์ข์องการศึึกษาในประเทศไทย

เมื่่�อปีีพ.ศ.2547 ของ Linchogsubongkoch et al. ที่่�

เปรียีบเทียีบประสิทิธิภิาพของชุดุทดสอบ NSP ELISA kits 

จำนวนสี่่�ชุุดทดสอบ พบว่่ามีีความไวใกล้้เคีียงกััน คืือ 

84.60%-98.30% ในโค และ 73.33%-80.00% ในสุุกร 

และมีคีวามจำเพาะสููงทั้้�งในโคและสุกุร มากกว่่า 99.00%–

100.00% และจากการศึึกษาในปี 2006 ของ Brocchi  

et al. ที่่�ทำการทดสอบความถููกต้้องทางซีีรััมวิิทยาหลััง

การระบาดของโรค โดยใช้้ชุุดทดสอบจำนวนหกชุุดเพื่่�อ

ตรวจหาแอนติิบอดีีต่่อ NSP ของเชื้้�อ FMDV พบว่่าชุุด

ทดสอบทั้้�ง 3 มีีความไวและความจำเพาะเกิินกว่่า 90% 

และ 99% ตามลำดัับ ทั้้�งนี้้�ในทางปฏิิบััติิควรเลืือกใช้้การ

ตรวจที่่�มีีค่่า Sensitivity สููง ๆ ในการตรวจคััดกรองสััตว์์ 

ในกรณีีของโรคที่่�มีีความสำคััญและรุุนแรงมาก แต่่อย่่างไร

ก็ต็ามการพิจิารณาเกี่่�ยวกับัการควบคุมุและคัดักรองได้น้ั้้�น 

จำเป็็นอย่่างยิ่่�งต้้องมีีการตรวจเบื้้�องต้้นเพื่่�อลดความเสี่่�ยง

ต่่อการแพร่่กระจายของโรคต่่อไป ซึ่่�งจะสอดคล้้องกัับ

แนวทางและแนวคิิดในการแยกระหว่่างกรณีีสััตว์์ที่่�ได้้รัับ

วััคซีีน FMD มาแล้้วและไม่่มีีการสััมผััสเชื้้�อเมื่่�อนำมา

ทดสอบด้้วยชุุดทดสอบทั้้�ง 6 ชุุด จะแสดงผลเป็็นลบ  

ส่่วนกรณีีที่่�ตััวอย่่างมีีการติิดเชื้้�อตามธรรมชาติิหรืือ 

สััมผััสเชื้้�อเท่่านั้้�นจะให้้ผลบวก ซึ่่�งผลการศึึกษาดัังกล่่าว

เป็็นประโยชน์์ต่่อการเลืือกมาตรการควบคุมที่่�เหมาะสม

สำหรัับการระบาดของโรค FMD ต่่อไป 

สรุุปและข้้อเสนอแนะ

	 จากการศึึกษาในครั้้�งนี้้� พบว่่าชุุดทดสอบทั้้�ง 6 ชุุด 

มีีค่่า ความไว 97.50%-99.00% ความจำเพาะ 97.25%-

100.00% ความสอดคล้้อง 0.96-0.99 และความแม่่นยำ 

98.12%-99.75% ซึ่่� งข้้อมููลที่่� ไ ด้้จากเปรีียบเทีียบ

ประสิิทธิิภาพของชุุดทดสอบที่่�ใช้้ในการตรวจแยกระหว่่าง

สััตว์์ที่่�ได้้รัับวััคซีีนและสััตว์์ที่่�ติิดเชื้้�อ สามารถใช้้ชุุดทดสอบ

ทั้้�ง 6 ชุุด ทดแทนกันได้้ ผลการศึึกษาในครั้้�งนี้้�สามารถ 

นำมาใช้้เป็็นข้้อมููลในการตััดสิินใจเลืือกใช้้ชุุดทดสอบที่่�

เหมาะสม สำหรัับกรมปศุุสััตว์์ในการพิิจารณาการจััดซื้้�อ

ชุุดทดสอบที่่�มีีประสิิทธิิภาพหลากหลายยิ่่�งขึ้้�น และ

สามารถใช้้เป็็นแนวทางในการเพิ่่�มทางเลืือกในการใช้้ชุุด

ทดสอบในกรณีีที่่�มี ีNSP ELISA kit ออกมาจำหน่า่ยในท้อง

ตลาดเพิ่่�มขึ้้�น
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