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การพัฒนาวิธีอิไลซา สำาหรับตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อ Burkholderia pseudomallei 

Development of ELISA method for detection of Burkholderia pseudomallei antibody
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บทคัดย่อ

 พัฒนาวิธี ELISA เพื่อตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อ Burkholderia pseudomallei โดยการหาสภาวะ

ที่เหมาะสมด้วยการทำา checkerboard titration เมื่อทดสอบกับกลุ่มตัวอย่างผู้ป่วยและกลุ่มตัวอย่างควบคุม

จำานวน 54 ตัวอย่าง โดยแบ่งเป็น 4 กลุ่มประกอบด้วย ผู้ป่วยโรคเมลิออยโดสิส 24 ตัวอย่าง ผู้ที่มีภูมิลำาเนาใน

พืน้ท่ีระบาดภาคตะวนัออกเฉียงเหนอื 10 ตัวอยา่ง ผูท่ี้มีสขุภาพดีซึง่ไม่มภีมูลิำาเนาในพืน้ท่ีระบาด 10 ตัวอยา่ง 

และผู้ป่วยโรคอื่นที่ไม่ใช่เมลิออยโดสิส (ซิฟิลิส, ภูมิต้านตนเอง, ไทฟอยด์, มัยโคพลาสมา, ไวรัสตับอักเสบ 

บี, ไวรัสตับอักเสบ ซี, ไข้เลือดออก และ มะเร็งตับ) 10 ตัวอย่าง คำานวณค่า cut-off ได้ 0.21 พบผลบวกปลอม

ในกลุ่มตัวอย่างที่มีภูมิลำาเนาในพื้นท่ีการระบาด 1 ตัวอย่าง แต่ไม่พบปฏิกิริยาข้ามกลุ่มกับโรคอื่น ๆ เม่ือ

คำานวณค่าความไว ความจำาเพาะ และประสิทธิภาพของวิธีทดสอบได้ร้อยละ 100, 96.7 และ 98.2 ตามลำาดับ 

อย่างไรก็ตามวิธี ELISA ที่พัฒนาข้ึนนี้ แม้จะมีความไว และความจำาเพาะสูง แต่ยังมีขั้นตอนท่ียุ่งยาก  

ไม่สะดวกในการนำาไปใช้ในพื้นที่ห่างไกล ซ่ึงงานวิจัยนี้ควรจะพัฒนา ปรับปรุง และเพิ่มจำานวนตัวอย่าง 

ให้มากขึ้นเพื่อความน่าเชื่อถือของวิธีทดสอบต่อไป

คำาสำาคัญ : เมลิออยโดสิส / ELISA / checkerboard titration 

Abstract

 Optimal conditions of ELISA method for Burkholderia pseudomallei antibody detection were 

developed by checkerboard titration. Four groups of 54 sera consisting of 24 patient sera, 10 human  

sera in endemic areas, 10 sera of normal healthy population inhabitant of endemic area and 10 of other 

diseases (syphilis, autoimmune, typhoid, mycoplasma, hepatitis B, hepatitis C, dengue fever &  

hepatocellular carcinoma). The cut-off of this method was 0.21. One sample of human in endemic area 

showed false positive result but no cross reaction with other diseases. Sensitivity, specificity and  

efficiency of diagnosis were 100%, 96.7% and 98.2% respectively. Although developed ELISA showed 

high sensitivity and specificity but had complicated procedure so was not suitable to apply in rural area. 

However, more samples should be included for increasing reliability of this test method.

Keyword: Melioidosis / ELISA / checkerboard titration
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บทนำา

 เมลิออยโดสิส (melioidosis) เป็นโรคติดเชื้อท่ีเกิดจากแบคทีเรียแกรมลบรูปแท่งท่ีมีชื่อว่า  

Burkholderia pseudomallei ซึ่งพบได้ทั้งในคนและสัตว์ สำาหรับในประเทศไทยพบโรคน้ีได้ทุกภาค  

แต่พบมากทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ผู้ป่วยส่วนใหญ่เป็นชาวไร่ชาวนาท่ีทำางานกับดินและนำ้า จากการ

สำารวจพบว่าระดับแอนติบอดีต่อเชือ้ของคนปกติในภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอืท่ีมีการติดเชือ้ (seroprevalence) 

ประมาณร้อยละ 20 ในปี พ.ศ.2551 สำานักระบาดวิทยาได้รับรายงานผู้ป่วยโรคเมลิออยโดสิสจำานวนทั้งสิ้น 

1,098 ราย อัตราป่วย 1.74 ต่อประชากรแสนคน อัตราตายร้อยละ 0.73 แนวโน้มอัตราป่วยเพิ่มข้ึนอย่าง 

ต่อเนื่องจาก 0.50 ต่อประชากรแสนคน ในปี พ.ศ. 2544 เป็น 1.74 ต่อประชากรแสนคน ในปี พ.ศ. 2551  

ซ่ึงมอีตัราป่วยต่อประชากรแสนคนสูงทีส่ดุในรอบ 10 ป ีต่อมาในชว่งปี พ.ศ. 2553 -2554 ยงัพบวา่ สถานการณ์

ของผู้ป่วยเพิ่มขึ้น พบผู้ป่วยถึง 2,092 รายและ 3,920 ราย (4.56 และ 6.13 ต่อประชากรแสนคน) ตามลำาดับ 

(สำานักระบาดวิทยา, 2555) ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าโรคเมลิออยโดสิสยังเป็นปัญหาสำาคัญทางสาธารณสุขของ

ประเทศไทย

 สำาหรับวิธีการตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อ Burkholderia pseudomallei นั้นมีหลายวิธี เช่น ELISA, 

indirect hemagglutination และ immunochromatographic test เป็นต้น วิธี ELISA เป็นวิธีที่มีความไวและ

ความจำาเพาะสูง สามารถตรวจหาแอนติบอดีได้ทั้งชนิด IgM และ IgG จากผลการวิจัยพบว่าวิธี ELISA นั้น

มีความไวและความจำาเพาะเป็นร้อยละ 82 และ 72 ตามลำาดับ โดยใช้ affinity-purified antigen แต่ถ้าใช้  

crude antigen จะมีความไวและความจำาเพาะเป็นร้อยละ 81 และ70ตามลำาดับ นอกจากนี้ยังพบว่า การใช้  

IgG ELISA จะชี้บ่งการเกิดโรคได้ดีกว่า IgM ELISA อีกด้วย (Chantratita N, 2007) สำาหรับวิธี indirect 

hemagglutination พบว่า มีความไวและความจำาเพาะร้อยละ 73 และ64 ตามลำาดับ (Chenthamarakshan V, 

2001) และมีข้อเสียคือไม่สามารถใช้แยกระหว่างการติดเช้ือปัจจุบัน (current infection) หรือการติดเชื้อท่ี

หายแล้ว (previous infection) และ เนื่องจากประชาชนที่อาศัยอยู่ในท้องถิ่นต่าง ๆ กันมีระดับแอนติบอดี 

ไม่เท่ากัน ระดับแอนติบอดีท่ีใช้ในการแยกผู้ป่วยจากคนปกติ (cut off titer) จึงแตกต่างกันออกไปใน 

แต่ละแห่ง ทำาให้การใช้ระดับแอนติบอดีในการวินิจฉัยโรคเป็นไปด้วยความยากลำาบาก ส่วนวิธี  

immunochromatographic test เป็นวธีิทีส่ะดวกและรวดเรว็ ซึง่จากผลการวจิยัของ Chuash SC และคณะ โดย

ใช้ Panbio IgG kit พบว่าความไวและความจำาเพาะเป็นร้อยละ 50.6 และ 94.7 ตามลำาดับ ส่วน Panbio  

IgM kit มีความไวและความจำาเพาะเป็นร้อยละ 72.0 และ 71.5 ตามลำาดับ (Chuah SC, 2005) อย่างไรก็ตาม

วิธีการดังกล่าวยังมีราคาค่อนข้างสูง

 ด้วยเหตุนี้ทางคณะผู้วิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะพัฒนาวิธีการตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อ  

Burkholderia pseudomallei โดยวิธี ELISAให้มีความแม่นยำามากขึ้น เนื่องจากวิธีการดังกล่าวมีความไวและ

ความจำาเพาะสูง สามารถตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG ต่อเชื้อน้ี และเกิดผลบวกปลอมได้น้อยกว่าวิธีอื่น  

ทั้งยังมีราคาถูก และเหมาะสมสำาหรับใช้ในห้องปฏิบัติการทั่วไปอีกด้วย 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย

 1. เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อ Burkholderia pseudomallei  

โดยวิธี ELISA 
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 2. เพื่อเป็นแนวทางในการพัฒนาวิธีการตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อ Burkholderia pseudomallei 

โดยวิธี ELISA ต่อไป

ขอบเขตการวิจัย

 ทำาการพัฒนาวิธี ELISA โดยใช้ crude antigen เพื่อใช้ในการตรวจสอบหาแอนติบอดีชนิด IgG  

ต่อเชื้อ Burkholderia pseudomallei โดยใช้ซีรัมผู้ป่วย 24 ตัวอย่าง และซีรัมควบคุมจากผู้ที่มีสุขภาพดี ผู้ที่อยู่

ในพื้นที่การระบาดและผู้ป่วยโรคอื่น ๆ จำานวน 30 ตัวอย่าง

การทบทวนวรรณกรรม

 เมลิออยโดสิสเปน็โรคท่ีเกดิจากการติดเชือ้แบคทีเรยีรปูแท่งติดสแีกรมลบท่ีมีชือ่วา่ Burkholderia 

pseudomallei เป็นสาเหตุสำาคัญของภาวะ septicemia และปอดอักเสบในประเทศทางแถบเอเชียตะวันออก

เฉยีงใต้ อัตราการเสยีชวีติของผูป้ว่ยทีม่อีาการรนุแรงสงูมากโดยเฉพาะอยา่งยิง่ถา้ผูป้ว่ยได้รบัการรกัษาลา่ชา้

หรือไม่ถูกต้อง

 สามารถพบเชือ้นีไ้ด้ในสิง่แวดลอ้มทัว่ไปเชน่ ดิน นำา้และในนาขา้ว (Chambon L, 1955) เชือ้สามารถ

เคลือ่นไหวได้โดยอาศัย flagella ท่ีปลายท้ัง 2 ขา้งเจรญิได้ทีอ่ณุหภมิู 42OC ไม่สรา้งสปอร ์ต้องพึง่พาออกซเิจน

เพือ่การอยูร่อด และอาศัยอยูภ่ายในเซลลข์องสิง่มชีวีติ ลกัษณะโคโลนมีหีลายแบบ ต้ังแต่เป็นเมือกหรอืเรยีบ 

ขรุขระ และย่น มีกลิ่นเฉพาะคล้ายกลิ่นไอดินที่ระเหยจากดินหลังฝนตกใหม่ๆ(earthy smell) เชื้อมีความทน

ต่อสภาวะแวดล้อมได้ดีโดยสามารถมีชีวิตอยู่ในอุณหภูมิตำ่าในตู้เย็นได้หลายเดือน (อิสยา จันทร์วิทยานุชิต, 

2553)

 จากการศึกษาทางระบาดวทิยาโดยตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือ B. pseudomallei ทางภาคตะวนัออก

เฉียงเหนือของประเทศไทยพบว่า ตรวจพบแอนติบอดีต่อเชื้อนี้ได้ในเด็กอายุระหว่าง 6 เดือนถึง 4 ปี โดยใน

แต่ละปีจะมีเด็กติดเชื้อใหม่ประมาณร้อยละ 25 ความชุกของโรคแปรผันตามฤดูกาล โดยพบจำานวนผู้ป่วย

สูงสุดในฤดูฝน เนื่องจากเป็นช่วงที่เกษตรกรมีโอกาสสัมผัสและรับเชื้อจากดินหรือนำ้าที่มีการปนเปื้อนเชื้อ

อยู่มากที่สุด ส่วนใหญ่เชื้อเข้าสู่ร่างกายทางผิวหนังท่ีเกิดบาดแผลหลังจากการสัมผัสดินและนำ้าท่ีมีเชื้อ 

ปนเปื้อนอยู่

 การวินิจฉัยโรคสามารถแบ่งออกได้ 4 วิธี คือ

 1. การเพาะเชื้อ การเพาะเชื้อจากเลือดหรือสิ่งส่งตรวจ ถือเป็น gold standard วิธีนี้มีความไวและ

ความน่าเชื่อถือในการวินิจฉัยโรคดีมาก แต่ต้องอาศัยความชำานาญในการเพาะแยกเชื้อรวมท้ังการแปลผล

ความไวของเชื้อต่อยา Co-trimoxazole โดยทั่วไปการเพาะแยกเชื้อจากสิ่งส่งตรวจทางคลินิกจะได้ผลใน 3-5 

วัน ซึ่งใช้เวลานาน แม้จะมีการนำาเทคนิคต่างๆเข้ามาใช้เพื่อลดระยะเวลาในการเพาะเชื้อ แต่ก็ยังมีค่าใช้จ่าย

ที่สูง 

 2. การตรวจหาแอนติบอดีต่อการติดเชื้อในซีรัม หรือวิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา ประกอบด้วย

  2.1 Indirect hemagglutination (IHA) การตรวจโดยวิธีนีใ้ช้ crude antigen ของเชื้อ เคลือบบน

ผวิของเมด็เลอืดแดงซึง่เม่ือทำาปฏกิริยิากบัแอนติบอดีในซีรมัของผูป่้วยจะจบักลุม่ใหเ้หน็ เป็นวธีิท่ีทำาได้งา่ย

และให้ผลรวดเร็ว แต่มีข้อจำากัดเนื่องจากไม่สามารถแยกผู้ป่วยท่ีมีการติดเชื้อในปัจจุบันจากผู้ป่วยท่ีเคย 
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มีการติดเช้ือมาก่อน สามารถตรวจพบแอนติบอดีในคนที่อาศัยอยู่ในพื้นท่ีที่เป็นแหล่งของโรคท่ีมีสุขภาพ

แข็งแรง และไม่เคยเป็นโรคนี้มาก่อนด้วย และยังพบผลบวกปลอมได้จากการติดเชื้อ Mycobacterium  

tuberculosis และ Pseudomonas aeruginosa อีกด้วย

  2.2 Complement fixation test (CFT) วิธีนี้ใช้แอนติเจนของเชื้อท่ีแตกต่างกัน มีความไวใน 

การตรวจวินิจฉัยโรคอยู่ระหว่างร้อยละ 80-100 แต่พบผลบวกปลอมได้จากการติดเชื้ออื่น ๆ เช่น วัณโรค  

เลปโตสไปโรซิส ไข้ไทฟอยด์ ไข้หวัดใหญ่

  2.3 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เป็นวิธีที่มีการพัฒนาออกมามากที่สุด

โดยใช้แอนติเจนของเชื้อท่ีแตกต่างกัน สามารถตรวจหาแอนติบอดีได้ทั้งชนิด IgG ซ่ึงจะให้ความไวและ 

ความจำาเพาะอยู่ระหว่างร้อยละ 82-96 และ 94-96 ตามลำาดับ และ IgM จะให้ความไวและความจำาเพาะ 

อยู่ระหว่างร้อยละ 64-75 และ 82-97 ตามลำาดับ

  2.4 Indirect fluorescent antibody test (IFA) การตรวจโดยวิธีน้ีใช้ crude antigen ของเชื้อ  

มีความไวและความจำาเพาะร้อยละ 93 และ 95 ตามลำาดับ ใช้ในการติดตามการรักษาได้ แต่มีข้อเสียคือ 

ต้องใช้กล้องfluorescent microscope ซึ่งมีราคาแพง

  2.5 Immunochromatographic test (ICT) เป็นวิธีท่ีง่ายและได้ผลรวดเร็ว สามารถตรวจหา

แอนติบอดีได้ทั้งชนิด IgM ซ่ึงจะให้ความไวและความจำาเพาะร้อยละ 100 และ 95 ตามลำาดับ และ IgG  

ให้ความไวและความจำาเพาะร้อยละ 93 และ 95 ตามลำาดับ แต่มีราคาแพง

 3. การตรวจหาแอนติเจนของเชื้อ ทำาได้ 3 วิธีคือ enzyme-linked immunosorbent assay, latex 

agglutination และ indirect immunofluorescent 

 4. การตรวจหาสารพันธุกรรมของเช้ือ ปัจจุบันมีการพัฒนาเทคนิคทาง PCR เพื่อนำามาวินิจฉัย

โรคนี ้โดยใช ้primer ทีแ่ตกต่างกนั มีความไวในการวนิจิฉัยโรคร้อยละ100 แต่มีความจำาเพาะรอ้ยละ 67 อย่างไร

ก็ตามวิธีดังกล่าวยังมีราคาแพงและต้องอาศัยความชำานาญ (เพลินจันทร์ เชษฐ์โชติศักดิ์, 2547)

วิธีดำาเนินการวิจัย

 1. กลุ่มตัวอย่างทดสอบ ประกอบด้วยกลุ่มตัวอย่างซีรัมของผู้ป่วยโรคเมลิออยโดสิส (case) และ

กลุ่มควบคุม (control) รวม 54 ตัวอย่าง ประกอบด้วย

  1.1 ตัวอย่างซีรมัของผูป่้วยโรคเมลอิอยโดสสิ ท่ีทดสอบด้วยหลกัการ agglutination หรอื IFA 

ที่ให้ผลบวกที่ไตเตอร์มากกว่าหรือเท่ากับ 160 จำานวน 24 ตัวอย่าง

  1.2 ตัวอย่างซีรัมของผู้ ท่ีมีภูมิลำาเนาในพื้นท่ีการระบาดท่ีไม่ได้เป็นโรคเมลิออยโดสิส 

(อำานาจเจริญ, สกลนคร, กาฬสินธุ์, อุบลราชธานี, อุดรธานี, ชัยภูมิ และ ศรีสะเกษ) จำานวน 10 ตัวอย่าง

  1.3 ตัวอย่างซีรัมของผู้ที่มีสุขภาพดีที่ไม่มีภูมิลำาเนาในพื้นที่การระบาด จำานวน 10 ตัวอย่าง

  1.4 ตัวอยา่งซีรมัของผูป่้วยโรคอืน่ๆทีไ่ม่ใชโ่รคเมลอิอยโดสสิ (syphilis, autoimmune, typhoid, 

mycoplasma, hepatitis B, hepatitis C, dengue fever และ hepatocellular carcinoma) จำานวน 10 ตัวอย่าง

 2. ขั้นตอนการทดสอบ

  2.1 การเตรียมแอนติเจน

   แอนติเจนของเชือ้ Burkholderia pseudomallei ได้มาจากส่ิงส่งตรวจของผูป่้วยโรงพยาบาล
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นครพนม จ.นครพนม ที่ผ่านการตรวจยืนยันชนิดของเชื้อทางชีวเคมี นำามาเพาะเชื้อ แล้วนำาไป sonicate  

ที่ 20KHz เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นนำามาหาค่าความเข้มข้นของโปรตีนโดยวิธี nanodrop และแบ่งเก็บเป็น 

aliquot ที่ -200C จนกว่าจะใช้งาน

  2.2 ขั้นตอนการทำา checkerboard titration เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมซ่ึงประกอบด้วย  

ระดับความเข้มข้นแอนติเจนของเชือ้ Burkholderia pseudomallei, ระดบัความเข้มข้นและชนดิของblocking, 

ระดับความเข้มข้นของซีรัมที่ใช้, ระดับความเข้มข้นของ goat anti-human IgG conjugated HRP และ 

ระยะเวลาที่เหมาะสมในการ incubate แต่ละขั้นตอน 

 3. ขั้นตอนการหาความไว ความจำาเพาะ ประสิทธิภาพ ของการทดสอบ

  นำาวิธี ELISA ท่ีพัฒนาขึ้นมาทดสอบกับตัวอย่างนำ้าเหลืองผู้ป่วย และตัวอย่างควบคุม  

จำานวน 54 ตัวอย่าง เพื่อหาความไว ความจำาเพาะ และประสิทธิภาพของวิธีการทดสอบต่อไป

 4. สถิติที่ใช้ทดสอบ

  4.1 การคำานวณหาค่า cut off ของวิธี ELISA จากสูตร 

   ค่า cut off = mean of negative control + 2 SD

  4.2 การคำานวณประสิทธิภาพของการทดสอบ ซ่ึงประกอบด้วย ความไว (sensitivity),  

ความจำาเพาะ (specificity), ค่าทำานายผลบวก หรือ predictive value of positive (PPV), ค่าทำานายผลลบ  

หรือ predictive value of negative (NPV) และ ประสิทธิผลของวิธีทดสอบ (efficiency) 

ผลการวิจัย 

 แอนติเจนของการทดสอบ

 แอนติเจนของการทดสอบได้มาจากเชือ้ Burkholderia pseudomallei จากโรงพยาบาลศูนยน์ครพนม 

จังหวัดนครพนม เมื่อนำามาเพาะเชื้อใน blood agar แล้วนำาไป sonicated ที่ 20KHz เป็นเวลา 5 นาที จากนั้น 

นำามาหาค่าความเข้มข้นของโปรตีนโดยวิธี nanodrop พบว่าความเข้มข้นท่ีเตรียมได้มีค่าเท่ากับ 4.2 mg/dl 

และแบ่งเก็บเป็น aliquot ท่ี -200C จนกว่าจะใช้งาน ซึ่งนำามาเคลือบไมโครไตเตอร์เพลทด้วยแอนติเจน 

ความเข้มข้น 1 µg/dl ปริมาตร 50 µl/หลุม

 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธี ELISA โดยใช้แอนติเจนของเชื้อ Burkholderia pseudomallei  

ที่เตรียมได้โดยวิธี sonicate

 จากการหาสภาวะทีเ่หมาะสม (optimized condition) ของหลกัการ ELISA เพือ่ตรวจหาแอนติบอดี

ต่อเชื้อ Burkholderia pseudomallei ซึ่งทำาโดย checkerboard titration มีขั้นตอนโดยสรุปดังต่อไปนี้ 

 ใช้แอนติเจนความเข้มข้น 1 µg/dl เคลือบไมโครไตเตอร์เพลท 50 µl/หลุม จากนั้น block ด้วย 1% 

bovine serum albumin 100 µl/หลุม แล้วเจือจางซีรัมเป็น 1:200 ใส่หลุมละ 100 µl จากน้ันจึงใส่ goat  

anti-human IgG conjugated HRP ที่เจือจางเป็น 1:80,000 หลุมละ 100 µl โดยท่ีทุกข้ันตอน incubate  

เป็นเวลา 30 นาที และล้าง 3 ครั้งด้วย PBST 100 µl/หลุม แล้วจึงหยุดปฏิกิริยาด้วยกรดซัลฟุริก นำาไปวัด OD 

ที่ความยาวคลื่น 450 nm

 โดยที่ positive control serum ให้สีเข้มที่สุด และมีค่า OD สูงกว่า cut off และ negative control 

serum ให้สีจางที่สุด และมีค่า OD ตำ่ากว่า cut off และ reagent ไม่เปลี่ยนสี 
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 เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมแล้วนำาไปทดสอบกับกลุ่มควบคุม 10 ตัวอย่างเพื่อคำานวณหาค่า cut off 

โดยใช้สูตร mean + 2 SD ได้ค่า cut off เท่ากับ 0.21 

 การหาความไว ความจำาเพาะและประสิทธิผลของวิธีการ ELISA ที่พัฒนาขึ้น 

 นำาสภาวะท่ีเหมาะสมที่พัฒนาข้ึนไปทดสอบกลับกลุ่มตัวอย่างผู้ป่วยและกลุ่มตัวอย่างควบคุม

จำานวน 54 ตัวอย่างประกอบด้วย ผู้ป่วยโรคเมลิออยโดสิส 24 ตัวอย่าง ผู้ท่ีมีภูมิลำาเนาในพื้นท่ีการระบาด  

10 ตัวอย่าง ผู้มีสุขภาพดีที่ไม่มีภูมิลำาเนาในพื้นที่ระบาด 10 ตัวอย่าง และผู้ป่วยโรคอื่น ๆ ที่ไม่ใช่โรคเมลิออย

โดสิส 10 ตัวอย่าง ซ่ึงพบว่าให้ผลบวกปลอมกับกลุ่มตัวอย่างท่ีมีภูมิลำาเนาในพื้นท่ีการระบาด 1 ตัวอย่าง  

(จากกาฬสินธุ์) และไม่พบผลข้ามกลุ่มกับโรคอื่น ๆ 

 กราฟแสดง ผลการทดสอบกลุ่มตัวอย่างผู้ป่วยและกลุ่มตัวอย่างควบคุมด้วยสภาวะที่เหมาะสมที่

พัฒนาขึ้นของหลักการELISA

 จากการคำานวณพบว่า ค่าความไว ความจำาเพาะ ค่าทำานายผลบวก ค่าทำานายผลลบ และ 

ค่าประสิทธิผลของการทดสอบมีค่าเป็น 100, 96.7, 96, 100 และ 98.2% ตามลำาดับ ซึ่งแสดงผลดังตาราง 

ที่ 1
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ตารางที่ 1  ค่าความไว ความจำาเพาะ ค่าทำานายผลบวก ค่าทำานายผลลบ และค่าประสิทธิผลของวิธี  

  ELISAที่พัฒนาขึ้น

อภิปรายผลการวิจัย 

 จากผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของโรคเมลิออยโดสิสด้วยหลักการ ELISA ท่ีพัฒนาข้ึน โดย 

การทำา checkerboard titration พบว่ามีความไว ความจำาเพาะ ค่าทำานายผลบวก ค่าทำานายผลลบและ

ประสิทธิภาพของการทดสอบร้อยละ 100, 96.7, 96, 100 และ 98.2 ตามลำาดับ เมื่อเทียบกับการศึกษาของ 

Limmathurotsakul D et al (Limmathurotsakul D, 2011) ซึ่งทดสอบด้วยหลักการเดียวกันและใช้แอนติเจน

ที่เตรียมโดยวิธี sonicated เหมือนกัน พบว่ามีความไวและความจำาเพาะร้อยละ 80.5 และ 95.8 ตามลำาดับ  

ผลที่ได้ต่างกันนั้น น่าจะเกิดจาก Limmathurotsakul D และคณะใช้จำานวนกลุ่มตัวอย่างที่มากกว่า ในขณะที่

การศึกษาของ Chantratita N et al. (Chantratita N, 2007) และ Dharakul T et al. (Dharakul T, 1997) พบว่า

มีความไวร้อยละ 82 และ 85.7 ตามลำาดับ มีความจำาเพาะร้อยละ 72 และ 82.5 ตามลำาดับ ซึ่งมีค่าน้อยกว่า 

การศึกษาของคณะผู้วิจัย เนื่องจาก Chantratita N et al.และ Dharakul T et al. ใช้แอนติเจนชนิด affinity 

purified antigen และChantratita N et al.ได้ทำาการศึกษาโดยใช้ crude antigen ก็พบว่ามีความไว ความจำาเพาะ 

ค่าทำานายผลบวก และค่าทำานายผลลบ ร้อยละ 81, 70, 62 และ 86 ตามลำาดับ โดยค่าที่ได้ต่างจากคณะผู้วิจัย 

อาจเกดิจาก Chantratita N et al. ใชก้ลุม่ตัวอยา่งท่ีมีจำานวนมากกวา่ และเตรยีม crude antigen ด้วยการทำาลาย

ด้วยความร้อน แต่คณะผู้วิจัยใช้ crude antigen ที่เตรียมด้วยวิธี sonicated สำาหรับ Phung LV et al. ได้ศึกษา

โดยใชแ้อนตเิจนชนดิ purified glycolipid antigen พบวา่มคีวามไว ความจำาเพาะรอ้ยละ 98 และ 98.9 ตามลำาดบั 

ซ่ึงได้ค่าที่ต่างจากการศึกษาของคณะผู้วิจัย อาจเกิดจากใช้แอนติเจนต่างชนิด หรือใช้จำานวนกลุ่มตัวอย่าง

ที่มากกว่าเช่นกัน

 สำาหรบัการศึกษาของ Wongratanacheewi S et al (Wongratanacheewi S, 2001).พบวา่เกดิผลบวก

ปลอมในกลุ่มโรคแบคทีเรียแกรมบวก โดยพบมากในเชื้อกลุ่ม Stapphylococcus อาจเกิดจากผู้ป่วยเคยได้ 

รับเชื้อ Burkholderia pseudomallei มาก่อน หรือเกิดจาก mixed infection ในขณะท่ีคณะผู้วิจัยไม่ได้ทำา 

การศึกษาโรคในกลุ่มน้ี ในขณะเดียวกันการศึกษาของคณะผู้วิจัยพบว่าเกิดผลบวกปลอมในกลุ่มผู้ท่ีมี

ภูมิลำาเนาในพื้นที่การระบาดจำานวน1ตัวอย่างคือจังหวัดกาฬสินธุ์ ซึ่งอาจเกิดจากตัวอย่างของผู้ที่เคยติดเชื้อ

มาก่อน และได้รับการรักษาหายแล้วแต่ยังมีแอนติบอดีหลงเหลืออยู่ ในขณะที่การศึกษาของ Phung LV et 

al. (Phung LV, 1995) พบผลลบปลอมในกลุ่มตัวอย่างผู้ป่วยจำานวน1ตัวอย่าง แต่ในส่วนของคณะผู้วิจัยนั้น

ไม่พบ ซึ่งอาจเกิดจากการใช้แอนติเจนที่ต่างชนิดกัน และการศึกษาของ Kunakorn M et al. พบผลลบปลอม

จำานวน 2 ตัวอย่าง โดยใช้แอนติเจนชนิด crude antigen ด้วยวิธี sonicated เช่นเดียวกับคณะผู้วิจัย แต่อาจเกิด

จากใช้จำานวนกลุ่มตัวอย่างผู้ป่วยที่น้อยกว่า 

ค่าความไว (Sensitivity) 100 %

ค่าความจำาเพาะ (Specificity)  96.7 %

ค่าทำานายผลบวก (PPV) 96 %

ค่าทำานายผลลบ (NPV) 100 %

ค่าประสิทธิผล (Efficiency)  98.2 %
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 จากการศึกษาของ Kunakorn M et al.(Kunakorn M, 1990) โดยการศึกษาตรวจหาแอนติบอดีชนิด 

IgM พบว่ามีความไว และความจำาเพาะร้อยละ 88 และ 92.2 ตามลำาดับ ซึ่งผลท่ีได้นั้นน้อยกว่าคณะผู้วิจัย 

เนื่องจากคณะผู้วิจัยทำาการศึกษาตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG และอาจเกิดจาก Kunakorn M et al.ใช้ซีรัม

ของผู้ป่วยที่มีอาการทางคลินิกซึ่งอาจจะไม่อยู่ในระยะเฉียบพลัน ในขณะที่การศึกษาของ Dharakul T et al 

(Dharakul T, 1997). ทำาการศึกษาผูป่้วยโรคเมลอิอยโดสิสระยะเฉยีบพลนัในพืน้ท่ีการระบาดพบวา่แอนติบอดี

ชนิด IgG มีความไว และความจำาเพาะร้อยละ 85.7 และ 82.5 ตามลำาดับ และแอนติบอดีชนิด IgM มีความไว

และความจำาเพาะร้อยละ 63.5 และ 81.8 ตามลำาดับ ซึ่งการตรวจหาแอนติบอดีชนิด IgG มีค่าสูงเช่นเดียวกับ

การศึกษาของทางคณะผู้วิจัย

 สำาหรับการวินิจฉัยโรคเมลิออยโดสิสทางห้องปฏิบัติการนอกจากวิธี ELISA แล้ว พบว่า ยังมีวิธี

การวินิจฉัยด้วยหลักการอื่น เช่น Indirect hemagglutination test (IHA) เป็นวิธีการตรวจทางนำ้าเหลือง 

สำาหรับโรคเมลิออยโดสิสที่สามารถทำาได้ง่าย รวดเร็ว แต่มีความไวและความจำาเพาะที่ตำ่า จากการศึกษาของ 

Kunakorn M et al.(Kunakorn M, 1990). พบว่า IHA สามารถให้ผลลบได้ในผู้ป่วยที่ติดเชื้อในกระแสเลือด

ระยะเฉียบพลัน ส่วนการศึกษาของ Ashdown LR. et al.(Ashdown L, 1989) ท่ีทำาในกลุ่มผู้ท่ีอยู่ในพื้นท่ี 

การระบาด (endemic area) และผู้ท่ีไม่ได้อยู่ในพื้นท่ีการระบาด (non-endemic area) พบว่า ELISA-IgG  

มีความไวมากกว่า IHA (ร้อยละ 74) ในขณะเดียวกันการศึกษาของ Chantratita N et al. พบว่า IHA  

มีความตรงของการทดสอบที่ตำา่ในกลุ่มผู้ที่อยู่ในพื้นที่การระบาด ส่วนการศึกษาของ Wongratanacheewi S 

et al. พบว่า dot immunoassay และ IgG-ELISA มีความไว และความจำาเพาะสูงกว่า IHA และพบว่า dot 

immunoassay และ IgG-ELISA นั้นมีค่าทำานายผลลบที่สูงเหมาะแก่กลุ่มประชากรที่มีความชุกสูงของโรค

ในการแยกกลุ่มผู้ที่เป็นโรคนี้ ออกจากผู้ที่ไม่ได้เป็นโรค ในขณะเดียวกัน dot immunoassay มีความไว และ

ความจำาเพาะน้อยกวา่ IgG- ELISA อยา่งไรกต็าม IgG- ELISA มีความไวและความจำาเพาะสูง แต่กมี็ข้ันตอน

ที่ยุ่งยาก ควรจะมีการพัฒนา ปรับปรุง เพิ่มจำานวนกลุ่มตัวอย่างมากขึ้นเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพต่อไป

ข้อเสนอแนะ 

 งานวิจัยนี้เป็นเพียงการศึกษาเบื้องต้นเพื่อพัฒนาวิธีการตรวจ ซึ่งควรจะเพิ่มกลุ่มตัวอย่างทดสอบ 

และกลุ่มควบคุมให้มากขึ้นเพื่อความน่าเชื่อถือของผลการวิจัยต่อไป
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