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บทคัดย่อ  การตรวจวินิจฉัยเชื้อก่อโรคโควิด-19 มีความส�ำคัญส�ำหรับการตรวจคัดกรองและยืนยันการติดเชื้อในผู้ป่วย 

ผู้สัมผัส และกลุ่มเสี่ยง เพื่อให้ผู้ติดเชื้อได้รับการรักษาอย่างเหมาะสมและทันท่วงที จึงได้พัฒนาชุดน�้ำยา DMSc COVID-19 

real-time RT-PCR ส�ำหรับตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อโควิด-19 โดยตรวจยีนเป้าหมาย RdRp และ N ร่วมกับการประเมิน 

วิธีการเตรียมสารพันธุกรรม RNA โดยวิธีให้ความร้อน และโดยน�้ำยาย่อยสลายเซลล์ และประเมินน�้ำยาเพิ่มประสิทธิภาพ 

ในปฏิกิริยา real-time RT-PCR จ�ำนวน 5 ชนิด ได้แก่ Tween 20 (0.5%) Glycerol (10, 15, 20%) Dimethyl 

sulfoxide (10%) Bovine serum albumin (10 mg/mL) และ Triton X-100 (0.1%) พบว่าความไวในการตรวจหายีน 

RdRp และยีน N ที่ความเข้มข้นต�่ำสุด คือ 50 และ 5 copies ต่อ reaction ตามล�ำดับ การเตรียมตัวอย่างสารพันธุกรรมด้วย

วิธี heat และ direct lysis มีความไวร้อยละ 97.14 และ 100 และความจ�ำเพาะร้อยละ 95.89 และ 94.52 ตามล�ำดับ และ 

พบว่าน�้ำยาเพ่ิมประสิทธิภาพซึ่งประกอบด้วย Tween 20 (0.5%) และ Glycerol (15%) มีความไวและความจ�ำเพาะ 

ในการตรวจยีนเป้าหมายร้อยละ 100 แสดงว่าชุดน�้ำยา DMSc COVID-19 real-time RT-PCR ที่พัฒนาขึ้นนี้ สามารถใช้

ร่วมกับการเตรียมตัวอย่างโดยตรงโดยไม่ผ่านกระบวนการสกัดสารพันธุกรรมได้ ท�ำให้ช่วยลดต้นทุนการตรวจวินิจฉัย 

ทางห้องปฏิบัติการและมีความรวดเร็วยิ่งขึ้น สามารถน�ำไปประยุกต์ใช้ในการควบคุมและตรวจวินิจฉัยโรคโควิด-19 ได้

ค�ำส�ำคัญ: โรคโควิด-19, เชื้อ SARS-CoV-2, เรียลไทม์ อาร์ที พีซีอาร์ 
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บทนำ�

โรคติดเชื้อไวรัสโคโรนา 2019 หรือโรคโควิด-19 (Coronavirus Disease 2019 หรือ COVID-19) เป็น

โรคติดเชื้อระบบทางเดินหายใจที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัส Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 

(SARS-CoV-2)  ถอืเป็นโรคอบุตัใิหม่ทีท่�ำให้เกดิการระบาดไปทัว่โลก (pandemic) รวมถงึประเทศไทย จากรายงาน

สถติผิูต้ดิเชือ้ประจ�ำวันโดยองค์การอนามัยโลก ณ วนัที ่14 มถินุายน 2563 พบมยีอดผูป่้วยตดิเชือ้สะสม 7,690,708 ราย 

และเสียชีวิต 427,630 ราย ขณะที่ในประเทศไทยพบผู้ป่วยติดเชื้อสะสมจ�ำนวน 3,135 ราย และเสียชีวิต 58 ราย(1) 

เชื้อไวรัส SARS-CoV-2 มีขนาด 60-140 นาโนเมตร หุ้มด้วยช้ันไขมัน มีสารพันธุกรรมเป็นอาร์เอ็นเอ 

(RNA) สายเดีย่ว แบบสายบวก (positive single-stranded RNA) ขนาดยีโนม 27-32 กโิลเบส (kb) ประกอบด้วย 

ยีน Orf (open reading frame; Orf1a, Orf1ab), RdRp (RNA-dependent RNA polymerase gene),  

S (spike protein gene), E (envelope protein gene), M (membrane protein gene), N (nucleocapsid 

protein gene)(2) จัดอยู่ในยีนัสเบต้าโคโรนาไวรัส (Betacoronavirus) ซึ่งเป็นยีนัสเดียวกับเชื้อ Severe acute  

respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) และเชือ้ก่อโรคทางเดนิหายใจตะวนัออกกลาง (Middle East 

Respiratory Syndrome หรือ MERS-CoV) ที่ก่อโรคระบบทางเดินหายใจ สามารถแพร่กระจายผ่านละอองฝอย

ของสารคัดหลั่งระบบทางเดินหายใจ นอกจากนี้ยังมีรายงานการพบเชื้อในอุจจาระและพบปนเปื้อนจากมือผู้ป่วยท�ำให้

มีโอกาสแพร่เชื้อไปยังบุคคลอื่นได้(3, 4) 

การพัฒนาวิธีตรวจวินิจฉัยเชื้อก่อโรคอุบัติใหม่เพื่อใช้ในการตรวจคัดกรองและยืนยันการติดเชื้อในผู้ป่วย         

ผู้สัมผัส หรือกลุ่มเส่ียง มีความส�ำคัญและจ�ำเป็นอย่างย่ิง ทั้งนี้เพื่อให้ผู้ป่วยได้รับการรักษาที่เหมาะสมและทันท่วงที  

องค์การอนามัยโลก ศูนย์ควบคุมและป้องกันโรคของสหรัฐอเมริกา ห้องปฏิบัติการอ้างอิงในประเทศไทยและประเทศ

ต่างๆ ได้มกีารพฒันาเทคนคิ real-time reverse transcription-PCR  (real-time RT-PCR) ซึง่ปัจจบุนัถอืเป็น

วิธีมาตรฐานส�ำหรับตรวจหาเชื้อ SARS-CoV-2 จากตัวอย่างสิ่งส่งตรวจผู้ป่วย เช่น ป้ายคอ (throat swab) ร่วมกับ 

ป้ายโพรงจมูก (nasopharyngeal swab) เสมหะ (sputum) ตัวอย่างอ่ืนๆ ท่ีเก็บจากระบบทางเดินหายใจ หรือ 

จากตวัอย่างอจุจาระ(2, 5, 6) ส�ำหรบัประเทศไทย ถอืว่าเป็นประเทศล�ำดบัต้นๆ ทีต่รวจยืนยันผูป่้วยติดเช้ือก่อโรคโควดิ-19 

นอกประเทศจีน โดยการถอดรหัสสารพันธุกรรมทั้งยีโนมของเชื้อไวรัสจากตัวอย่างผู้ป่วย 2 รายแรกด้วยเทคนิค Next 

Generation Sequencing (7) จากข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของเช้ือไวรัสที่พบในผู้ป่วยข้างต้นน�ำมาสู่การออกแบบ 

ชดุไพรเมอร์ (primer) และโพรบ (probe) ท่ีมีความจ�ำเพาะต่อเช้ือ SARS-CoV-2 ส�ำหรบัพฒันาชุดตรวจวนิจิฉยัโรค

ตดิเชือ้โควดิ-19 ด้วยเทคนคิ real-time RT-PCR ซึง่เป็นวิธทีีม่คีวามรวดเรว็  น่าเช่ือถือ มคีวามไวและความจ�ำเพาะสงู (8)

โดยคัดเลือกยีนจ�ำเพาะต่อเชื้อจ�ำนวน 2 ยีน ได้แก่ ยีน N และยีน RdRp ในการตรวจวินิจฉัยนี้ได้มีการออกแบบ 

การตรวจหายีน RdRp ร่วมกับยีน RNase P ของคน ซึ่งใช้เป็นตัวควบคุมภายใน (internal control)(9) ในคราว

เดยีวกนั จงึสามารถตรวจหาชนดิของยนีเป้าหมายหลายชนดิไปพร้อมกนั ท�ำให้ประหยดัเวลาและต้นทนุในตรวจวนิจิฉยั

เชือ้ก่อโรคจากสิง่ส่งตรวจระบบทางเดนิหายใจโดยตรง  ในการตรวจวนิจิฉยัสารพนัธกุรรมของเชือ้ก่อโรคจากสิง่ส่งตรวจ

ทางการแพทย์อย่างมีประสิทธภิาพน้ันจ�ำเป็นต้องมกีารตรวจตดิตามตัวควบคมุภายในซึง่เป็นยนีของคนร่วมด้วย โดยยนีที่

องค์การอนามยัโลกใช้ส�ำหรบัตรวจหาเชือ้ก่อโรคไข้หวดัใหญ่จากสิง่ส่งตรวจของคน คอื ยนี RNase P ยนีนีส้ามารถบ่งช้ี 

ถึงคุณภาพของตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ การเก็บตัวอย่างที่เหมาะสมควรตรวจพบยีน RNase P ร่วมด้วย กรณีที่ตรวจไม่พบ

ยนี RNase P ในตวัอย่างอาจชีใ้ห้เหน็ว่า 1) วธิกีารสกดัสารพนัธกุรรมจากตวัอย่างสิง่ส่งตรวจไม่เหมาะสมท�ำให้สญูเสยี 

RNA หรือ RNA ถูกท�ำลาย 2) การเก็บตัวอย่างไม่เหมาะสม 3) การเตรียมน�้ำยาส�ำหรับตรวจวินิจฉัยไม่เหมาะสม 

และ 4) น�้ำยาหรือเครื่องมือที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัยไม่เหมาะสมหรืออาจมีความผิดพลาดเกิดขึ้นได้เป็นต้น(6, 9) 

วธิกีารตรวจวินิจฉัยโรคท่ีมีประสิทธภิาพ นอกจากต้องมคีวามรวดเร็ว  น่าเชือ่ถอื มคีวามไวและความจ�ำเพาะสงู 

แล้ว ควรมีกระบวนการที่ปฏิบัติได้ง่าย สะดวก และต้นทุนต�่ำ เพื่อให้สามารถน�ำไปประยุกต์ใช้ได้จริงในกรณีท่ีเกิด 



การพัฒนาชุดน�้ำยา DMSc COVID-19 real-time RT-PCR	 พิไลลักษณ์ อัคคไพบูลย์ โอกาดะ และคณะ

145วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 62 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2563

การระบาดของโรคในวงกว้าง การเตรียมตัวอย่างสารพันธุกรรมของเช้ือเป้าหมายเป็นขั้นตอนข้ันต้นของการตรวจ

วนิจิฉัยโรคด้วยเทคนคิทางด้านอณชูวีวิทยา โดยการเตรยีมสารพนัธกุรรมทีเ่หมาะสมมีผลต่อความถกูต้องของการตรวจ

วเิคราะห์ วธิกีารสกดัสารพนัธกุรรม RNA จากตวัอย่างสิง่ส่งตรวจหรอืตวัอย่างสิง่แวดล้อมโดยทัว่ไปใช้ชดุน�ำ้ยาส�ำเรจ็รปู 

ซึ่งมีขั้นตอนส�ำคัญ คือ การท�ำลายโปรตีนและเอ็นไซม์ RNase ไม่ให้ย่อยสลาย RNA เป้าหมาย(10) อย่างไรก็ตาม 

การใช้ชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูปทั้งในขั้นตอนการสกัดสารพันธุกรรมและขั้นตอนการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดยวิธี 

real-time RT-PCR ซ่ึงใช้อยู่ในปัจจุบันมีข้อจ�ำกัดในการน�ำเข้าจากต่างประเทศและมีราคาค่อนข้างสูง ดังนั้น 

ในการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินวิธีการเตรียมสารพันธุกรรม RNA โดยวิธีให้ความร้อน (heat) และ 

การเตรียมสารพันธุกรรมโดยตรงด้วยน�้ำยาย่อยสลายเซลล์ (direct lysis) เปรียบเทียบกับวิธีการสกัดด้วยชุดน�้ำยา

ส�ำเร็จรูป ร่วมกับการประเมินน�้ำยาเพิ่มประสิทธิภาพ (enhancers) ในปฏิกิริยา real-time RT-PCR เพื่อความ

รวดเร็วและประหยัดต้นทุนในการตรวจวิเคราะห์ ลดข้อจ�ำกัดด้านการน�ำเข้าทรัพยากรทางการแพทย์จากต่างประเทศ 

สนับสนุนการสอบสวนและการตรวจวินิจฉัยโรคติดเช้ือโควิด-19 อย่างทันท่วงทีในกรณีที่เกิดการระบาดของโรค 

ในวงกว้าง ช่วยให้การตรวจยนืยนัผูต้ดิเชือ้และการเฝ้าระวงัการระบาดของโรคตดิเช้ือในพืน้ทีเ่สีย่งต่างๆ มปีระสทิธภิาพ

มากยิ่งขึ้น   

วัสดุและวิธีการ 

ตัวอย่างศึกษา  

ตัวอย่างที่ใช้ศึกษาเป็นตัวอย่างระบบทางเดินหายใจส่วนบนของผู้ป่วย ผู้สัมผัส หรือกลุ่มเสี่ยงที่ส่งตรวจ

วนิจิฉยัเชือ้ SARS-CoV-2 ณ ห้องปฏบิตักิารสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์สาธารณสขุ กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ ระหว่าง 

เดือนมกราคม ถึงพฤษภาคม 2563 จ�ำนวน 108 ตัวอย่าง โดยเป็นตัวอย่างป้ายคอ (throat swab) ร่วมกับตัวอย่าง 

ป้ายโพรงจมูก (nasopharyngeal swab) ใส่ในอาหารน�ำส่งส�ำหรับเชื้อไวรัส (Viral transport media; VTM) 

หรือ Universal transport media (UTM) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร รวมไว้ในหลอดเดียวกัน และน�ำส่งในสภาวะที่

อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส ภายใน 72 ชั่วโมง เพื่อตรวจด้วยวิธี real-time RT-PCR

ตัวอย่างที่ใช้ในการประเมินและใช้เป็น “วิธีปัจจุบัน” เป็นตัวอย่างที่ผ่านการสกัดสารพันธุกรรม RNA โดย

ใช้ชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูป Nucleospin RNA virus (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Germany) และ 

เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยวิธี real-time RT-PCR โดยใช้ชุดน�้ำยา SuperScript™ III Platinum™ 

One-Step qRT-PCR Kit (Invitrogen, USA) ซึ่งเป็นวิธีปัจจุบันที่ฝ่ายไวรัสระบบทางเดินหายใจ สถาบันวิจัย

วิทยาศาสตร์สาธารณสุข ใช้ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อ SARS-CoV-2 จากตัวอย่างส่งตรวจผู้ป่วยหรือผู้สัมผัส

 

การเตรียมสารพันธุกรรมอาร์เอ็นเอ (genomic RNA)

1)	วิธีปัจจุบัน: สกัดสารพันธุกรรม RNA ของเชื้อไวรัสจากตัวอย่างเชื้อบริสุทธิ์หรือตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ 

ระบบทางเดินหายใจด้วยน�้ำยาส�ำเร็จรูป Nucleospin RNA virus (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, 

Germany) โดยแบ่งตัวอย่างใน VTM หรือ UTM ปริมาตร 200 µl และสกัดสารพันธุกรรมตามกระบวนการของ 

ชุดน�้ำยาและใช้ RNA บริสุทธิ์ (purified RNA) ปริมาตร 5 µl เป็น RNA ต้นแบบส�ำหรับปฏิกิริยา real-time RT-PCR

2)	วิธีใหม่: การเตรียมสารพันธุกรรม RNA จากตัวอย่าง throat swab ร่วมกับ nasopharyngeal swab 

จากหลอดเดียวกัน มีดังนี้ 1) วิธีให้ความร้อน (heat) เตรียมตัวอย่างโดยแบ่งตัวอย่างใน VTM หรือ UTM ปริมาตร 

200 µl จากนั้นน�ำไปท�ำให้เชื้อไวรัสหมดฤทธิ์ (inactivated) โดยน�ำหลอดใส่ใน heating block ที่อุณหภูมิ 65 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ก่อนน�ำสารละลายตัวอย่างปริมาตร 5 µl ไปใช้เป็น RNA ต้นแบบส�ำหรับปฏิกิริยา  

real-time RT-PCR และ 2) วิธี Direct lysis เตรียมตัวอย่างโดยแบ่งตัวอย่างใน VTM หรือ UTM ปริมาตร  
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200 µl จากนั้นเติมสารละลาย lysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.4 และ 150 mM NaCl) ปริมาตร 200 µl 

วางที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที ก่อนน�ำสารละลายตัวอย่างปริมาตร 5 µl ไปใช้เป็น RNA ต้นแบบส�ำหรับปฏิกิริยา 

real-time RT-PCR 

การทดสอบความจ�ำเพาะ (Specificity test)

ทดสอบความจ�ำเพาะของ primers และ probes ที่จ�ำเพาะต่อเชื้อ SARS-CoV-2 โดยใช้เชื้อสายพันธุ์ 

ใกล้เคียง ซึ่งก่อโรคระบบทางเดินหายใจ ได้แก่ เชื้อ MERS-CoV เชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธุ์ A (Influenza A 

virus) เชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธุ์ B (Influenza B virus) เชื้อโคโรนาไวรัสที่ก่อโรคในคน สายพันธุ์โอ ซี 43 

(Human coronavirus OC43) และสายพันธุ์เอช เค ยู  (Human coronavirus HKU) จ�ำนวนเชื้อละ 3 สายพันธุ์ 

และเชื้อ SARS-CoV-2 จ�ำนวน 2 สายพันธุ์ โดยเป็นเช้ือบริสุทธิ์สายพันธุ์ที่แยกได้จากผู้ป่วยโรคติดเช้ือโควิด-19 

2 รายแรกที่พบในประเทศไทย จากสิ่งส่งตรวจงานบริการหรือสอบสวนโรค ฝ่ายไวรัสระบบทางเดินหายใจ สถาบัน 

วิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข 

การเตรียมน�้ำยา real-time RT-PCR  

1)	วิธีปัจจุบัน: เตรียมน�้ำยาทดสอบ (Master mix) ปริมาตรรวม 20 µl ต่อ 1 ปฏิกิริยา (reaction) 

จ�ำนวน 2 ชุด ต่อตัวอย่าง โดยใช้หลอดไมโครทิวป์ปลอดเช้ือขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติมน�้ำยาต่างๆ ลงไป  ดังนี้  

ชุดที่ 1 ส�ำหรับเพิ่มปริมาณยีนเป้าหมาย RdRp และ Rnase P (duplex real-time RT-PCR) เติม primer  

WH-NIC IN-F และ WH-NIC IN-R ความเข้มข้น 0.8 µM primer RNase P-F และ RNase P-R 

ความเข้มข้น 0.8 µM probe WH-NIC IN-P และ probe Rnase P ความเข้มข้น 0.2 µM (ตารางที่ 1) และชุดที่ 2 

ส�ำหรับเพิ่มปริมาณยีนเป้าหมาย N เติม primer WH-NIC N-F และ WH-NIC N-R ความเข้มข้น 1 µM และ 

probe WH-NIC N-P ความเข้มข้น 0.4 µM (ตารางที่ 1) หลังจากนั้นเติม PCR reaction mix ซึ่งประกอบด้วย 2X 

Reaction mix (Invitrogen, USA) ปริมาตร 10 µl  SuperScript III RT/Platinum Taq Mix (Invitrogen, 

USA) ปริมาตร 0.4 µl เติมสารพันธุกรรม RNA ที่สกัดด้วยวิธีต่างๆ ปริมาตร 5 µl ต่อตัวอย่าง และเติมน�้ำ DNase/

RNase-free water ส�ำหรบัปรบัปรมิาตรสดุท้ายเป็น 20 µl ในแต่ละรอบของการทดสอบมตีวัควบคมุบวก (positive 

control) และตวัควบคมุลบ (no template control) ของแต่ละยนีเป้าหมาย จากนัน้น�ำไปเพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรม

โดยตั้งโปรแกรมอุณหภูมิของเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในสภาพจริง (Bio-Rad, CFX96 real-time PCR 

Detection System, USA) ดังนี้ ขั้นที่ 1 โปรแกรม Reverse transcription ใช้อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 30 

นาที ขั้นที่ 2 โปรแกรม Pre-incubation ใช้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 2 นาที (จ�ำนวน 1 รอบ) ขั้นที่ 3 โปรแกรม 

Amplification ประกอบด้วย 2 ขั้นตอน คือ  Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 15 วินาที  Annealing/

Extension ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  45 วินาที  จากนั้นท�ำซ�้ำขั้นตอนที่ 3 ทั้งหมด 45 รอบ (cycles) 

2)	วิธีใหม่: เตรียมน�้ำยาทดสอบปริมาตรรวม 20 µl ต่อ 1 ปฏิกิริยา จ�ำนวน 2 ชุด ต่อตัวอย่าง โดยใช้หลอด

ไมโครทิวป์ปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติมน�้ำยาต่างๆ ลงไป ดังนี้ ชุดที่ 1 ส�ำหรับเพิ่มปริมาณยีนเป้าหมาย  

RdRp และ Rnase P (duplex real-time RT-PCR) เติม primer WH-NIC IN-F และ WH-NIC IN-R 

ความเข้มข้น 0.8 µM primer RNase P-F และ RNase P-R ความเข้มข้น 0.8 µM probe WH-NIC IN-P และ 

probe Rnase P ความเข้มข้น 0.2 µM (ตารางที่ 1) และชุดที่ 2 ส�ำหรับเพิ่มปริมาณยีนเป้าหมาย N เติม primer 

WH-NIC N-F และ WH-NIC N-R ความเข้มข้น 1 µM และ probe WH-NIC N-P ความเข้มข้น 0.4 µM 

(ตารางที ่1) หลงัจากนัน้เตมิ PCR reaction mix ซึง่ประกอบด้วย CAPITAL qPCR Probe Mix, 4x ปรมิาตร 5 µl 

RTase with RNase Inhibitor, 20x ปริมาตร 1 µl เติมสารพันธุกรรม RNA ที่สกัดด้วยวิธีต่างๆ ปริมาตร 5 µl 
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ต่อตัวอย่าง และเติมน�้ำ DNase/RNase-free water ส�ำหรับปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 20 µl ในแต่ละรอบของ

การทดสอบมีตัวควบคุมบวก และตัวควบคุมลบของแต่ละยีนเป้าหมาย จากนั้นน�ำไปเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

โดยตั้งโปรแกรมอุณหภูมิของเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในสภาพจริง (Bio-Rad, CFX96 real-time PCR 

Detection System, USA) ตามขั้นตอนเช่นเดียวกับ “วิธีปัจจุบัน” 

ตารางที่ 1  Primer และ Probe ที่ใช้ในการศึกษานี้ 

ยีนเป้าหมาย Primer/Probe Sequence (5’ -> 3’) Reference

RdRp WH-NIC IN-F CTCACCTTATGGGTTGGGATTATC การศึกษานี้

WH-NIC IN-R AGTGAGGCCATAATTCTAAGCATGT

WH-NIC IN-P FAM-TAAATGTGATAGAGCCATGCC-BHQ1

N WH-NIC N-F CGTTTGGTGGACCCTCAGAT การศึกษานี้

WH-NIC N-R CCCCACTGCGTTCTCCATT

RNaseP 
WH-NIC N-P

RNaseP-F
RNaseP-R
RNaseP-P

FAM-CAACTGGCAGTAACCA- BHQ1
AGATTTGGACCTGCGAGCG	
GAGCGGCTGTCTCCACAAGT	
HEX-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG- BHQ1

9

เปรยีบเทยีบปฏกิริยิาการเพิม่จ�ำนวนยีนเป้าหมายโดยเติมน�ำ้ยาเพิม่ประสทิธภิาพ (enhancers) จ�ำนวน 5 ชนดิ 

ได้แก่ Tween 20 (0.5%), Glycerol (10, 15, 20%),  Dimethyl sulfoxide (DMSO) (10%), Bovine serum 

albumin (BSA) (10 mg/mL) และ Triton X-100 (0.1%) ลงในน�้ำยาทดสอบ (Master mix) และท�ำการ

ประเมินประสิทธิภาพของปฏิกิริยา real-time RT-PCR

การวิเคราะห์ข้อมูล 

การตรวจสอบผลพจิารณารปูแบบของกราฟ โดยตวัอย่างทีต่รวจพบยนีเป้าหมายต้องมกีราฟในลกัษณะคล้าย

รูปตัวเอส (S-curve) ร่วมกับการพิจารณาค่า Cycle threshold (Ct) โดยค่า Ct ต้องอยู่ในเกณฑ์ที่เหมาะสมตามที่

ก�ำหนด ดังนี้ ยีน RdRp และ N ถ้าพบค่า Ct มีค่าน้อยกว่าหรือเท่ากับ 42 รายงานผลเป็นผลบวก (detected) และยีน 

RNase P ถ้าพบค่า Ct มีค่าน้อยกว่าหรือเท่ากับ 40 รายงานผลเป็นผลบวก (detected) หากตรวจไม่พบสัญญาณของ

สารเรืองแสง หรือค่า Ct ไม่เป็นไปตามเกณฑ์จะรายงานผลเป็นผลลบ (not detected) นอกจากนี ้ประเมินประสทิธิภาพ

ของวิธีเตรียมตัวอย่างสารพันธุกรรม RNA ด้วยวิธี heat และ direct lysis เปรียบเทียบกับการใช้น�้ำยาส�ำเร็จรูป  

และประเมินประสิทธิภาพของน�้ำยา enhancer ในปฏิกิริยา real-time RT-PCR เปรียบเทียบกับวิธีที่ใช้ในปัจจุบัน 

โดยวิเคราะห์ค่าความไว (sensitivity) และความจ�ำเพาะ (specificity) ของวิธีทดสอบ(11)

ผล

ความจ�ำเพาะและความไวของวิธี real-time RT-PCR 

การทดสอบความจ�ำเพาะกับเชื้อสายพันธุ์ใกล้เคียงซึ่งก่อโรคระบบทางเดินหายใจ ได้แก่ เชื้อ MERS-CoV 

เชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธุ์ A (Influenza A virus) เชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธุ์ B (Influenza B virus) 

เชื้อโคโรนาไวรัสที่ก่อโรคในคน สายพันธุ์โอ ซี 43 (Human coronavirus OC43) และสายพันธุ์เอช เค ยู  (Human 

coronavirus HKU) พบว่า primer และ probe ทีใ่ช้ในการศกึษานีม้คีวามจ�ำเพาะต่อยนีเป้าหมายและไม่เกดิปฏกิริยิา

ข้ามกับเชื้อสายพันธุ์ใกล้เคียง  
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ผลการทดสอบความไวของยีนเป้าหมาย RdRp และ N พบว่า ยีนเป้าหมาย RdRp และยีน N มีความไวใน

การตรวจหาเชื้อไวรัส SARS-CoV-2 ที่ความเข้มข้นต�่ำสุด คือ 50 copies ต่อ reaction และ 5 copies ต่อ reaction 

ตามล�ำดับ (ภาพที่ 1) 

ภาพที่ 1 	Amplification curve และ Standard curve แสดงความไวในการตรวจหายีน RdRp (A, B) และยีน N  

	 (C, D) ที่จ�ำเพาะต่อเชื้อ SARS-CoV-2 ตามล�ำดับ เมื่อตรวจด้วยวิธี real-time RT-PCR ที่พัฒนา 

	 ขึ้นใหม่ในสภาวะที่เติม enhancer mixes (0.5% Tween 20 และ 15% Glycerol)

การประเมินประสิทธิภาพของวิธีเตรียมตัวอย่างสารพันธุกรรม RNA

ผลการประเมนิประสทิธภิาพของวธิเีตรยีมตวัอย่างสารพนัธกุรรม RNA โดยใช้ตวัอย่างจ�ำนวน 108 ตวัอย่าง 

ซึง่เป็นตวัอย่างทีใ่ห้ผลบวก 35 ตวัอย่าง และผลลบ 73 ตวัอย่างเมือ่ตรวจวเิคราะห์โดยใช้ชุดน�ำ้ยาส�ำเรจ็รปู Nucleospin 

RNA virus ส�ำหรับสกัดสารพันธุกรรม และน�้ำยา SuperScript™ III Platinum™ One-Step qRT-PCR Kit 

ส�ำหรับเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยวิธี real-time RT PCR (วิธีปัจจุบัน) พบว่าวิธี heat และ direct lysis 

ให้ผลบวกสอดคล้องกันร้อยละ 97.14 และ 100 ตามล�ำดับ และให้ผลลบสอดคล้องกันร้อยละ 95.89 และ 94.52 

ตามล�ำดับ เมื่อตรวจด้วยยีน RdRp (ตารางที่ 2) เมื่อพิจารณาค่า Ct ผลการตรวจหายีน RdRp จากตัวอย่างที่เตรียม 

โดยวธิ ีheat และ direct lysis ข้างต้น พบว่ามีค่า Ct ต่างจากวธิปัีจจบุนั 1.63 และ 2.03 cycles ตามล�ำดบั (ตารางที ่2)

ตารางที่ 2 	การประเมินประสิทธิภาพของวิธีเตรียมตัวอย่างสารพันธุกรรม RNA เปรียบเทียบกับน�้ำยาสกัดสาร 

	 พันธุกรรมส�ำเร็จรูป 

วิธีเตรียมตัวอย่างสารพันธุกรรม
RNA/ ยีนเป้าหมาย

ค่าความไว 
(sensitivity)

(ร้อยละ)

ค่าความจ�ำเพาะ 
(specificity)

(ร้อยละ)

ค่าความแตกต่างของ Ct*

ค่าต�่ำสุด ค่าสูงสุด ค่าเฉลี่ย

Heat

	 -	 RdRp 97.14 95.89 0.08 8.78 1.63

	 - 	Rnase P 100 - 0.05 3.61 0.90

Direct lysis

	 -	 RdRp 100 94.52 0.04 9.51 2.03

  	-	 RNase P 100 - 0.01 4.89 1.42

* ค่าความแตกต่างของ Ct ระหว่างวิธีที่พัฒนาขึ้นกับการใช้น�้ำยาสกัดสารพันธุกรรมส�ำเร็จรูป
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การประเมินประสิทธิภาพของน�้ำยา enhancer ในปฏิกิริยา real-time RT-PCR

ผลการทดสอบเปรียบเทียบน�้ำยาเพิ่มประสิทธิภาพจ�ำนวน 5 ชนิด ได้แก่ Tween 20 (0.5%), Glycerol 

(10, 15, 20%),  Dimethyl sulfoxide (DMSO) (10%), Bovine serum albumin (BSA) (10 mg/mL) 

และ Triton X-100 (0.1 %) โดยเติมลงในน�้ำยาทดสอบส�ำหรับส่งเสริมปฏิกิริยาการเพิ่มจ�ำนวนยีนเป้าหมายด้วยวิธี 

real-time RT-PCR โดยใช้ตัวอย่างที่สกัดด้วยน�้ำยาส�ำเร็จรูปซึ่งที่มีค่า Ct ต่างๆ กันระหว่าง Ct 35.81 ถึง 42.00 

รวมจ�ำนวน 7 ตัวอย่าง (ตัวอย่างที่ให้ผลบวก 6 ตัวอย่าง และผลลบ 1 ตัวอย่าง)  ผลการตรวจหายีน RdRp เมื่อเติม

น�้ำยา enhancer ชนิด Tween 20 (0.5%), Glycerol (10 และ 15%) และ BSA ที่ความเข้มข้น 10 mg/mL พบว่า 

มีค่าความไวและความจ�ำเพาะในการตรวจยีนเป้าหมาย RdRp ร้อยละ 100 (ตารางที่ 3) อย่างไรก็ตาม เมื่อพิจารณา

รูปแบบของกราฟและสัญญาณสารเรืองแสงที่เกิดจากปฏิกิริยา พบว่าน�้ำยา enhancer ชนิด Tween 20 (0.5%) และ 

Glycerol (15%) ให้กราฟลักษณะคล้ายรูปตัวเอส (S-curve) และสัญญาณสารเรืองแสงสูงกว่าเมื่อเติม Glycerol 

(10%) และ BSA ดังนั้นจึงน�ำน�้ำยา enhancer ชนิด Tween 20 (0.5%) และ Glycerol (15%) มาใช้ร่วมกันเป็น 

enhancer mixes ก่อนน�ำไปทดสอบประเมิน ผลการทดสอบพบว่า enhancer mixes มีค่าความไวและความจ�ำเพาะ

ในการตรวจยีนเป้าหมาย RdRp ร้อยละ 100 (ตารางที่ 3) อีกทั้งช่วยลดการเกิดผลลบปลอมและสามารถเพิ่มปริมาณ

สารเรืองแสงที่เกิดจากปฏิกิริยาท�ำให้กราฟ amplification curve มีสัญญาณสูงขึ้น (ภาพที่ 2) 

ภาพที่ 2 	 Amplification curve แสดงการตรวจหายีน RdRp ร่วมกับ RNase P ซึ่งใช้เป็นตัวควบคุมภายใน  

	 (internal control) ด้วยวิธี duplex real-time RT-PCR (A, C) และยีน N (B, D) ด้วยวิธี uniplex 

	 real-time RT-PCR จากตัวอย่าง throat swab ร่วมกับ nasopharyngeal swab  โดยรูป A และ B  

	 แสดงรูปสัญญาณ Amplification curve ของวิธีที่พัฒนาขึ้นใหม่ในสภาวะที่ไม่ได้เติม enhancer mixes;  

	 รูป C และ D แสดงรูปสัญญาณ Amplification curve ของวิธีที่พัฒนาขึ้นใหม่ในสภาวะที่เติม  

	 enhancer mixes (0.5% Tween 20 และ 15% Glycerol) 
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วิจารณ์

วิธี real-time RT-PCR เป็นวิธีมาตรฐานที่ได้รับการรับรองจากองค์การอนามัยโลกส�ำหรับใช้ในการ

ตรวจยืนยันเชื้อก่อโรคโควิด-19 การศึกษาน้ีได้พัฒนาวิธี real-time RT-PCR จากข้อมูลสารพันธุกรรมของ 

เชื้อไวรัสที่ถอดรหัสจากตัวอย่างผู้ป่วย 2 รายแรกในประเทศไทย(7) และเปรียบเทียบกับสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสที่

พบในเมืองอู่ฮั่น ประเทศจีน เพื่อยืนยันล�ำดับนิวคลีโอไทด์ก่อนน�ำมาออกแบบ primer และ probe ที่มีความจ�ำเพาะ

ต่อยีนเป้าหมาย N และ RdRp(2) โดยวิธี real-time RT-PCR ที่พัฒนาขึ้นนี้แบ่งออกเป็น 2 ชุด ตามชนิดของยีน

เป้าหมาย ดังนี้ชุดที่ 1 เป็นการตรวจหายีน N และชุดที่ 2 เป็นการตรวจหายีน RdRp ร่วมกับยีน Rnase P ของคน 

ซึ่งยีน RNase P นี้ ใช้เป็นตัวควบคุมภายในหรือตัวควบคุมกระบวนการสกัดสารพันธุกรรม (internal control หรือ 

extraction control)(6) 

ด้านความจ�ำเพาะของ primer และ probe ส�ำหรับยีน RdRp และ N ที่ใช้ในการศึกษานี้พบว่าไม่มีปฏิกิริยา

ข้ามกบัเชือ้ไวรสัสายพันธุท์ดสอบอืน่ๆ เม่ือพิจารณาความไวในการตรวจหาเชือ้ SARS-CoV-2 พบว่ายนี RdRp มคีวาม

ไวในการตรวจหาเชื้อไวรัส SARS-CoV-2 ที่ความเข้มข้นต�่ำสุดคือ 50 copies ต่อ reaction ขณะที่ยีน N สามารถ

ตรวจพบที่ความเข้มข้น 5 copies ต่อ reaction การศึกษาในปี 2020 Vogels CBF และคณะได้ตรวจประเมินความไว 

ของ primer และ probe ที่จ�ำเพาะกับยีน RdRp พบว่ามีความไวในการตรวจหาเชื้อไวรัสที่ความเข้มข้นต�่ำสุด 500 

copies ต่อ reaction(12) ขณะที่ Corman VM และคณะ รายงานความไวของยีน RdRp ที่ความเข้มข้นต�่ำสุด 3.7 

copies ต่อ reaction(2) โดยความไวในการตรวจหาเชื้อเป้าหมายที่แตกต่างกันนี้ขึ้นกับการออกแบบ primer probe 

องค์ประกอบของน�้ำยา และสภาวะที่ใช้ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของแต่ละยีนเป้าหมาย

การพัฒนาวิธีการสกัดสารพันธุกรรม RNA ด้วยวิธีพื้นฐาน ซึ่งมีกระบวนการที่ปฏิบัติได้ง่าย สะดวก และ

ต้นทุนต�่ำ มีความส�ำคัญต่อการสอบสวนหรือตรวจวินิจฉัยโรคในวงกว้าง  ในการศึกษานี้ได้พัฒนาวิธีการเตรียม

สารพันธุกรรม RNA 2 วิธี ดังนี้ 1) การ heat ที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และ 2) การเตรียมโดยใช้  

lysis buffer ซึ่งปรับปรุงวิธีจาก Shatzkes K และคณะ(13) โดยใช้สายละลาย 10 mM Tris-HCl pH 7.4 และ 

150 mM NaCl ปริมาตร 200 µl ต่อตัวอย่างปริมาตร 200 µl, (1:1 v/v) พบว่าวิธี heat มีความไวและความจ�ำเพาะ 

ร้อยละ 97.14 และ 95.89 ตามล�ำดบั ขณะทีว่ธิ ีdirect lysis, enhancer mixes 5.3 µl (0.5% tween 20, 15% glycerol) 

ตารางที่ 3   การประเมินประสิทธิภาพของน�้ำยา enhancer ในปฏิกิริยา real-time RT-PCR

ชนิด enhancer ความเข้มข้น
ค่าความไว 

(sensitivity)
(ร้อยละ)

ค่าความจ�ำเพาะ 
(specificity) 

(ร้อยละ)

ค่าความแตกต่างของ Ct*

ค่าต�่ำสุด ค่าสูงสุด ค่าเฉลี่ย

Tween 20 0.5% 100 100 0.18 1.75 0.94

Glycerol 10% 100 100 0.17 2.31 0.58

15% 100 100 0.05 2.03 0.90

20% 86 100 0.59 1.76 1.14

DMSO 10% 75 100 0.26 0.53 0.41

BSA 10 mg/mL 100 100 0.12 0.76 0.37

Triton X-100 0.1% 75 100 0.03 3.58 0.92

Tween 20 + 0.5% +

   Glycerol  15% 100 100 0.04 1.00 0.52
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มีความไวและความจ�ำเพาะ ร้อยละ 100 และ 94.52 ตามล�ำดับ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยในปี 2014 ซึ่ง Shatzkes K 

และคณะ ได้พัฒนาน�้ำยา lysis buffer โดยใช้หลักการของ non-ionic detergent เพื่อใช้ในการสกัดสารพันธุกรรม 

จากเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่ (Influenza virus)(13) นอกจากนี้ในปี 2020 Grant PR และคณะได้พัฒนาวิธีการตรวจ

หาเชื้อไวรัส SARS-CoV-2 จากตัวอย่าง swab ใน VTM โดยวิธีต่างๆ ได้แก่ วิธีการสกัดสารพันธุกรรม RNA 

การให้ความร้อน (heat) ที่ 95 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 นาที และแบบที่ไม่ผ่านกระบวนการสกัดสารพันธุกรรม 

โดยเติม VTM ปริมาตร 2 µl ใส่ในหลอด PCR และท�ำการเพิ่มจ�ำนวนสารพันธุกรรมโดยตรง (Direct sample 

transfer) พบว่าวิธี Direct sample transfer มีความไวและความจ�ำเพาะร้อยละ 98 และ 100 ตามล�ำดับ(14)  จาก

การศกึษานีแ้สดงให้เหน็ว่าทัง้สองวิธซีึง่ไม่ผ่านกระบวนการสกดัสารพนัธกุรรมสามารถใช้เป็นวธิทีางเลอืกในการเตรยีม

สารพันธุกรรม RNA เพื่อตรวจหาเชื้อ SARS-CoV-2 โดยวิธี real-time RT-PCR ได้ 

การเพิ่มประสิทธิภาพของปฏิกิริยา real-time RT-PCR หลังจากเติมสารพันธุกรรม RNA ลงในหลอด

ทดลอง โดยท่ัวไปท�ำได้โดยเตมิสารบางชนิดทีส่่งเสรมิการเกดิปฏิกิรยิาในหลอดทดลอง เช่น DMSO, BSA, Glycerol, 

Tween 20 และ Triton X-100 เป็นต้น การศึกษาที่ผ่านมามีรายงานว่า DMSO ที่ความเข้มข้น 1-10% สามารถ 

เพ่ิมประสิทธภิาพการท�ำงานของเอน็ไซม์ DNA polymerase ได้ร้อยละ 33 ขณะที ่glycerol สามารถเพิม่ประสทิธภิาพ

ได้ประมาณร้อยละ 5 อย่างไรก็ตามบางรายงานพบว่า DMSO ที่ความเข้มข้น 10% มีผลไปลดประสิทธิภาพการ

ท�ำงานของ DNA polymerase ร้อยละ 50(15) จะเห็นได้ว่าการเพิ่มประสิทธิภาพของปฏิกิริยา real-time RT-PCR 

อาจขึ้นกับปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจริงในแต่ละสภาวะ ในการศึกษานี้พบว่าเมื่อเติมน�้ำยา enhancer mixes ซึ่งประกอบด้วย 

Tween 20 (0.5%) และ Glycerol (15%) ท�ำให้วิธีการตรวจวินิจฉัยด้วยยีน RdRp มีค่าความไวและความจ�ำเพาะ 

ร้อยละ 100 นอกจากนี้ยังมีผลช่วยลดการเกิดผลลบปลอม (false negative) และเพิ่มปริมาณสารเรืองแสงที่เกิดจาก

ปฏิกิริยาท�ำให้กราฟ amplification curve มีความชัดเจนยิ่งขึ้น  

สรุป  

การตรวจวินิจฉัยเชื้อ SARS-CoV-2 ซึ่งก่อโรคโควิด-19 จากตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ throat swab ร่วมกับ 

nasopharyngeal swab ในอาหารน�ำส่ง VTM หรือ UTM สามารถเตรียมตัวอย่างสารพันธุกรรมได้โดยใช้วิธ ี 

direct lysis หรือ heat ซึ่งมีความไวร้อยละ 100 และ 97.14  และความจ�ำเพาะร้อยละ 94.52 และ 95.89 ตามล�ำดับ 

ท�ำให้ช่วยลดต้นทนุการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏบิตักิารและมคีวามรวดเร็วยิง่ขึน้ นอกจากนีก้ารเตมิน�ำ้ยา enhancer 

mixes (0.5% Tween 20 และ 15% Glycerol) ในปฏิกิริยา real-time RT-PCR ซึ่งมีความไวและความจ�ำเพาะใน

การตรวจยนีเป้าหมายร้อยละ 100  ช่วยเพิม่ประสทิธภิาพการเพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรมโดยลดการเกดิผลลบปลอมและ

ช่วยเพิ่มปริมาณสารเรืองแสงที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา ดังนั้นวิธีการเตรียมสารพันธุกรรมโดยตรงโดยไม่ผ่านกระบวนการ

สกัดสารพันธุกรรมและการเติม enhancer mixes ที่พัฒนาควบคู่กับชุดน�้ำยาตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อโควิด-19 ด้วย

เทคนิค real-time RT-PCR (DMSc COVID-19 real-time RT-PCR) นี้ สามารถน�ำไปประยุกต์ใช้ได้ตาม 

โรงพยาบาลและห้องปฏิบัติการที่มีเครื่องตรวจทั่วประเทศ และช่วยส่งเสริมการเฝ้าระวังและป้องกันการแพร่ระบาด 

ของโรคภายในประเทศให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น   

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์และบริษัท สยามไบโอซายน์ ในการสนับสนุนงบประมาณและน�้ำยา

ทดสอบเพื่อใช้ในการพัฒนาและทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจวินิจฉัยโรคโควิค-19 ส�ำนักคุณภาพและความ

ปลอดภัยอาหาร ที่ช่วยจัดเตรียมน�้ำยาสกัดสารพันธุกรรม สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข ที่ให้ความอนุเคราะห์ใช้

สถานที่ และบุคลากรฝ่ายไวรัสระบบทางเดินหายใจทุกท่านที่ทุ่มเท มุ่งมั่น ท�ำให้ส�ำเร็จลุล่วงด้วยดี  
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Development of DMSc COVID-19 real-time 
RT-PCR

Abstract Development of diagnostic tests for detection of emerging infectious agents in patients, 

contact cases and high-risk group is critical for disease control and early effective treatment. In this 

study, we aimed to develop DMSc COVID-19 real-time RT-PCR assay for detection of RdRp and N gene 

which are specific for SARS-CoV-2 causing COVID-19, to evaluate a simplified extraction-free methods 

(heat and direct lysis) and to evaluate effects of five enhancers; Tween 20 (0.5%), Glycerol (10, 15, 20%), 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) (10%), Bovine serum albumin (BSA) (10 mg/mL) and Triton X-100 (0.1%) 

on amplification efficiency. The results demonstrated that the real-time RT-PCR assay had analytical 

sensitivity to detect RdRp and N gene at 50 and 5 virus copies per reaction, respectively. Among  

extraction-free methods, heat and direct lysis showed diagnostic sensitivity of 97.14 and 100% and 

specificity of 95.89 and 94.52% respectively. Enhancer mixes composed of Tween 20 (0.5%) and Glycerol 

(15%) increased diagnostic sensitivity and specificity up to 100%. Our study revealed that the DMSc 

COVID-19 real-time RT-PCR assay could be used to amplify RNA without extraction process. This  

assay could serve as a rapid and cost-effective diagnostic method to increase capacity of COVID-19  

detection for monitoring and diagnostic purposes. 
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