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บทคัดย่อ  การแพร่ระบาดของเชื้อ SARS-CoV-2 ทั่วโลกส่งผลกระทบทั้งทางสาธารณสุข สังคม และเศรษฐศาสตร์ ท�ำให้มี

การเร่งพัฒนาทางวิทยาศาสตร์และการแพทย์อย่างมากในด้านการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการ การรักษา และวัคซีน 

เพื่อควบคุมการระบาดของไวรัสนี้ การตรวจวัดปริมาณเช้ือ SARS-CoV-2 มีความส�ำคัญในการศึกษาวิจัยด้านพยาธิก�ำเนิด

ของโรคและการติดตามผลการรักษา รวมทั้งการเตรียมอาร์เอ็นเอมาตรฐาน ซึ่งการใช้เทคนิค quantitative real-time PCR  

เพือ่ตรวจวดัปรมิาณสารพนัธกุรรมมข้ีอจ�ำกดัเรือ่งความแม่นย�ำ และจ�ำเป็นต้องท�ำ standard curve ควบคูก่บัการตรวจตวัอย่าง

ทุกครั้ง การศึกษานี้ได้พัฒนาวิธีการตรวจปริมาณไวรัส SARS-CoV-2 ด้วยเทคนิค reverse-transcription droplet 

digital PCR (RT-ddPCR) โดยการตรวจยีน RNA dependent RNA polymerase (RdRp) มีค่าขีดจ�ำกัดต�่ำสุด 

ในการตรวจที่ 800 copies/ml ของตัวอย่างอาร์เอ็นเอ โดยมีค่าการวัดเป็นเส้นตรงช่วง 1.8 x 103 ถึง 5.54 x 106 copies/ml 

วิธีนี้สามารถน�ำไปใช้ตรวจปริมาณเชื้อ SARS-CoV-2 ในตัวอย่างอาร์เอ็นเออ้างอิงและตัวอย่างจากผู้ติดเชื้อ การพัฒนาวิธีการ

เกบ็ตัวอย่างตรวจจากผูป่้วยให้มคีณุภาพและการรกัษาสภาพอาร์เอน็เอของไวรสัในตวัอย่างตรวจจะช่วยให้การตรวจวดัปริมาณ

ไวรัสมีความถูกต้องมากยิ่งขึ้น

ค�ำส�ำคัญ: โควิด-19, SARS-CoV-2, การตรวจวัดปริมาณ, RT-ddPCR
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บทนำ�

โรคกลุม่อาการทางเดนิหายใจเฉยีบพลนัรนุแรงจากการตดิเชือ้ไวรัสโคโรนา 2019 (Coronavirus disease 

2019: COVID-19) เกดิจากการตดิเชือ้ไวรัสกลุม่โคโรนาชือ่ Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2: 

SARS-CoV-2) หรือชื่อที่องค์การอนามัยโลกเคยใช้คือ ไวรัสโคโรนาสายพันธุ์ใหม่ 2019 (2019-nCoV) มีสาร

พันธุกรรมเป็นอาร์เอ็นเอสายเดี่ยวที่มีล�ำดับเบสเหมือน mRNA (positive-sense single-stranded RNA) พบ 

ผูป่้วยรายแรกในเมอืงอูฮ่ัน่ ประเทศจนี ในเดอืนธนัวาคม 2562 และเกดิการแพร่ระบาดอย่างรวดเรว็ในประเทศจนีและ

ประเทศอื่นทุกภูมิภาคทั่วโลก(1, 2, 3) ไวรัสสามารถแพร่จากคนสู่คนจากการไอหรือจามของผู้ติดเชื้อเข้าสู่ระบบทางเดิน

หายใจผ่านทางจมูก ปาก หรือตา ผู้ติดเชื้อส่วนใหญ่มีอาการคล้ายหวัดหรือไม่มีอาการ ส่วนน้อยประมาณร้อยละ 20 

มีอาการรุนแรง ปอดอักเสบ หายใจล�ำบาก จนถึงข้ันเสียชีวิต โดยมีปัจจัยเส่ียงต่อการเกิดอาการรุนแรงในผู้ที่มีระบบ

ภูมิคุ้มกันเสื่อมหรือบกพร่อง เช่น ผู้สูงอายุ ความดันโลหิตสูง เบาหวาน หรือโรคหลอดเลือดหัวใจ เป็นต้น ไวรัสเข้าสู่

เซลล์เป้าหมายโดยกับจับกับ Angiotensin-converting enzyme 2 receptor (ACE2) ซึ่งพบได้ที่ผิวเซลล์เยื่อบุ

ทางเดินหายใจทั้งส่วนบนและส่วนล่าง รวมทั้งต่อมน�้ำลาย หัวใจ ไต ทางเดินอาหาร หลังรับเชื้อ 2-14 วันจะเริ่มแสดง

อาการ ไวรัสมีการขับออกในสารคัดหลั่งระบบทางเดินหายใจ และทางเดินอาหาร(4, 5)    

การตรวจการติดเชื้อ SARS-CoV-2 ใช้การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสในตัวอย่างจากผู้ป่วย หรือ 

ผู้เข้าข่ายต้องสงสัย หรือมีความเสี่ยงที่จะได้รับเชื้อ วิธีตรวจที่แนะน�ำโดยองค์การอนามัยโลกคือ real-time reverse 

transcription-polymerase chain reaction (real-time RT-PCR) ซ่ึงเป็นการตรวจหาสารพนัธกุรรมจ�ำเพาะของ

ไวรสั(6) ยนีเป้าหมายการตรวจทีใ่ช้กนัมากได้แก่ยนี RNA dependent RNA polymerase (RdRp),  nucleocapsid (N), 

envelop (E) และ spike (S) โดยเป็นการตรวจเชิงคุณภาพ (qualitative analysis) รายงานผลเป็นพบหรือไม่พบ

สารพันธุกรรมของไวรัส ค่า cycle threshold (Ct) ของแต่ละตัวอย่างเป็นการบอกแนวโน้มของการพบเชื้อมากหรือ

น้อย แต่ไม่สามารถระบุปริมาณเป็นจ�ำนวน copy เว้นแต่มีการตรวจแบบวิธี quantitative real-time PCR เปรียบ

เทียบค่า Ct ที่ได้กับตัวอย่างอาร์เอ็นเอ/ดีเอ็นเอมาตรฐานที่ทราบจ�ำนวน copy (calibrator) โดยการท�ำ standard 

curve เนื่องจากค่า Ct จากการตรวจแต่ละครั้งมีความผันแปรได้สูง จึงต้องท�ำการตรวจแบบ 3 ซ�้ำ (triplicate) ทั้ง

ตวัอย่างตรวจและตัวอย่างมาตรฐาน และจ�ำเป็นต้องท�ำ standard curve ทกุครัง้ของการตรวจ ท�ำให้ไม่สะดวก สิน้เปลอืง

ทรัพยากรและค่าใช้จ่าย นอกจากนี้ค่าปริมาณที่ได้ถือเป็นค่าเปรียบเทียบ (relative quantitative number) เพราะ

เป็นการท�ำปฏิกิริยาคนละหลอดภายใต้สมมติฐานว่าตัวอย่างและ calibrator มีประสิทธิภาพในการเพิ่มจ�ำนวนเท่ากัน 

วิธีการตรวจวัดปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค digital PCR (dPCR) เป็นเทคนิคที่ถูกพัฒนาเพื่อแก้

ปัญหาดังกล่าวของการตรวจวัดเชิงปริมาณด้วยวิธี real-time PCR(7, 8, 9, 10, 11) โดยใช้หลักการแบ่งปฏิกิริยา PCR  

(partition) ออกเป็นจ�ำนวนหลายพนัปฏกิริยิาในปรมิาตรขนาดเลก็ระดบันาโนลติร ซึง่ท�ำได้ 2 ระบบ คอื การใช้เพลท

หลมุขนาดเลก็ (nanoplate-based dPCR) และ การใช้ water-in-oil emulsion แทนหลมุปฏกิริยิา (droplet-based 

dPCR; ddPCR) โดยมีขั้นตอนเจือจางดีเอ็นเอเป้าหมายก่อนผสมกับน�้ำยา PCR ที่มี primer และ probe จ�ำเพาะ 

ก่อนแบ่ง partition  หลังจากสิ้นสุดการเพิ่มปริมาณรอบสุดท้ายในเครื่อง PCR แล้วจึงตรวจวัดสัญญาณแสงในแต่ละ 

partition ที่เป็นเป็นบวกหรือลบ (end point PCR) การเจือจางดีเอ็นเอเป้าหมายก่อนการท�ำ PCR เพื่อท�ำให้เกิด

การกระจายตัวในแต่ละ partition โดยอัตราส่วนการเจือจางที่เหมาะสมจะมีดีเอ็นเอเป้าหมายเพียง 1 copy ในบาง 

partition และไม่มีดีเอ็นเอในบาง partition การค�ำนวณอัตราส่วนระหว่าง partition บวกที่เกิด PCR product 

จากการมีดีเอ็นเอเป้าหมาย กับ partition ทั้งหมดตามสถิติปัวส์ซอง (Poisson statistical analysis) ได้ค่าจ�ำนวน 

copy ของแต่ละตัวอย่างอย่างถูกต้อง สามารถเปรียบเทียบความแตกต่างกันของจ�ำนวน copy ในแต่ละตัวอย่างได้

อย่างแม่นย�ำกว่าวิธี real-time RT-PCR จึงมีการน�ำมาใช้งานอย่างแพร่หลาย(9, 11, 12, 13) เช่น การตรวจวัดระดับ 

การแสดงออกของยีน (gene expression) การวัดปริมาณไวรัสในกระแสเลือด (viral load) ตรวจหาการกลายพันธุ์ 

ของยนีในชิน้เน้ือมะเรง็ (rare mutation of cancer) หรอืตรวจวดัปริมาณท่อนดีเอ็นเอต้นแบบ (library preparation 
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quantification) ส�ำหรับการตรวจล�ำดับสารพันธุกรรมชนิด next generation sequencing (NGS) การศึกษานี้

ได้พัฒนาเทคนิค RT-ddPCR เพื่อตรวจวัดปริมาณ SARS-CoV-2 โดยใช้วัดตัวอย่างอาร์เอ็นเออ้างอิง และทดสอบ

กบัตัวอย่างจากผูต้ดิเชือ้ เพือ่การเตรยีมตวัอย่างอาร์เอน็เอมาตรฐาน และเตรยีมห้องปฏบิตักิารรองรบังานตรวจตดิตาม

การเปลี่ยนแปลงปริมาณไวรัสในตัวอย่างตรวจจากผู้ติดเชื้อเพื่อประเมินประสิทธิภาพการรักษา 

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่าง SARS-CoV-2 RNA 

น�ำน�ำ้เลีย้งเซลล์ท่ีมีเชือ้ไวรสั SARS-CoV-2 เท่ากบั 2 x 105  PFU/ml (ได้รบัอนุเคราะห์จากฝ่ายไวรสัระบบ

ทางเดนิหายใจ สถาบนัวิจยัวทิยาศาสตร์สาธารณสขุ กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์) ปรมิาตร 300 µl  มาสกดัเป็นตวัอย่าง 

อาร์เอ็นเอปริมาตร 60 µl (เท่ากับ 1 x 106 PFU/ml ของตัวอย่างอาร์เอ็นเอ) ด้วยชุดสกัดส�ำเร็จรูปและเครื่องอัตโนมัติ 

(Chemagic™ Viral DNA/RNA 300 Kit H96 และ Chemagic™ 360 Perkin Elmer, Massachusetts, 

USA.) โดยปฏิบัติตามขั้นตอนเอกสารก�ำกับของชุดน�้ำยาและการใช้เครื่องมือ

ตัวอย่างผู้ติดเชื้อ SARS-CoV-2 

ตัวอย่างอาร์เอ็นเอของผู้ติดเชื้อ SARS-CoV-2 ที่เป็นตัวอย่างเหลือจากการตรวจทางห้องปฏิบัติการตรวจ 

COVID-19 ด้วยวิธี real-time RT-PCR จ�ำนวน 21 ตัวอย่าง โดยเป็นตัวอย่างสกัดจากน�้ำลายจ�ำนวน 4 ตัวอย่าง 

และสกัดจาก nasopharyngeal swab และ/หรือ nasal swab (NPS/NS) จ�ำนวน 17 ตัวอย่าง ซึ่งใช้ชุดน�้ำยาและ

เครื่องมือการสกัดเช่นเดียวกับน�้ำเลี้ยงเซลล์ 

การท�ำ RT-ddPCR

ใช้ primer และ probe ส�ำหรับยีน RdRp ของ SARS-CoV-2 ตามวิธีการตรวจ RT-PCR ที่พัฒนา 

โดยสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ (อยู่ระหว่างตีพิมพ์เผยแพร่) มีล�ำดับเบส คือ 

RdRp-Fw primer; 5’-CTCACCTTATGGGTTGGGATTATC-3’และ RdRd-Rv primer; 5’-AGTGAG-

GCCATAATTCTAAGCATGT-3’ เป็นชนิด high affinity purification (สังเคราะห์โดย Bio Basic Inc.  

Ontario, Canada) มีผลิตผลขนาด 73 bp และ RdRp probe; FAM-3’-TAAATGTGATAGAGCCATGCC-5’-

BHQ1 ชนิด HPLC purification (สังเคราะห์โดย Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany) ใช้ชุดน�้ำยา  

One step RT ddPCR Advanced Kit for Probe (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercule, CA) โดยในปฏกิริิยา

ปริมาตรรวม 20 µl ประกอบด้วยเอนไซม์ reverse transcriptase และ DNA Polymerase ในบัฟเฟอร์ที่มีสารเคมี

องค์ประกอบการท�ำ RT-PCR และ RdRp primers/probe หลังจากเติมตัวอย่างอาร์เอ็นเอปริมาตร 5 µl น�ำไปท�ำ 

partition แบบ water-in-oil emulsion ด้วยเครื่อง droplet generator (QX200TM AutoDG Droplet Digital 

PCR System, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercule, CA, USA) ได้ droplet ขนาดประมาณ 1 นาโนลิตร  

ซึ่งในทุกการทดลองมีการท�ำ reagent control โดยใช้น�้ำบริสุทธิ์แทนตัวอย่างอาร์เอ็นเอ ท�ำการเพิ่มปริมาณในเครื่อง

ควบคมุอณุหภูม ิ(T-100TM, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercule, CA, USA) ตัง้อณุหภมูทิี ่45  ํC นาน 60 นาที 

เพื่อท�ำ cDNA และ ที่ 95 ํC นาน 10 นาที เพื่อท�ำลายเอนไซม์ reverse transcriptase พร้อมกระตุ้น DNA  

polymerase  แล้วจึงท�ำการเพิ่มปริมาณยีน RdRp จ�ำนวน 40 รอบ ที่ 95 ํC นาน 15 วินาที และ 50  ํC  นาน 1 นาที 

หลังจากนั้นจึงท�ำลายเอนไซม์ที่เหลือและท�ำให้ droplet มีความแข็งแรงที่ 98 ํC  นาน 10 นาที และ 4 ํC อย่างน้อย 

10 นาที อ่านสัญญาณแสง FAM channel ด้วยเครื่องอ่าน Droplet (QX200TM Droplet Reader, Bio-Rad 

Laboratories Inc., Hercule, CA, USA) 
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การวิเคราะห์ผล

วิเคราะห์ผลด้วย QuantaSoftTM Software v.1.7.4.0917 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercule, 

CA, USA)  จากค่า droplet ทีใ่ห้ผลบวก และ จ�ำนวน droplet ทัง้หมดค�ำนวณเป็นค่า copies/µl ของ reaction และ

ค่า 95% confidential interval (95% CI) เมื่อคูณด้วย 20 ซึ่งเป็นปริมาตรรวมในการท�ำ RT-ddPCR จะได้ค่าเป็น 

copies/reaction หรือเท่ากับจ�ำนวน copy ในตัวอย่างอาร์เอ็นเอปริมาตร 5 µl ใช้โปรแกรม Microsoft Excel 2013  

ในการ plot กราฟ และค�ำนวณค่าความสัมพันธ์ R2 ระหว่างจ�ำนวน copy และค่าการเจือจาง หรือค่า Ct 

การทดสอบพารามิเตอร์ในการท�ำ RT-ddPCR 

เพื่อหาสภาวะเหมาะสมในการท�ำ RT-ddPCR เพื่อตรวจวัดปริมาณ SARS-CoV-2 โดยการตรวจวัดยีน 

RdRp ได้ท�ำการทดสอบเปรียบเทียบ (1) ความเข้มข้นของ probe/primer ที่ 900/250 nM,  600/250 nM และ 

600/300 nM (2) อุณหภูมิที่เหมาะสมส�ำหรับขั้นตอน annealing/extension ระหว่างช่วงอุณหภูมิ 50–59 ํC 

(3) ช่วงความสามารถในการตรวจ (detection range) โดยเจอืจางตวัอย่าง SAR-S-CoV-2 RNA ทีม่ค่ีา Ct เท่ากบั 

20.31  จากการตรวจด้วยวิธี real-time RT-PCR ที่ 1/10, 1/100, 1/1,000, 1/10,000, 1/20,000, 1/40,000, 

1/80,000, 1/100,000, และ 1/1,000,000 (4) อัตราส่วนการเจือจางตัวอย่างอาร์เอ็นเอที่เหมาะสมก่อนการท�ำ  

RT-ddPCR โดยทดสอบตัวอย่างอาร์เอ็นเอจ�ำนวน 3 ตัวอย่าง ที่มีค่า Ct เท่ากับ 18.24, 24.08, และ 28.32  

ผล

การทดสอบความเข้มข้นของ primer/probe

จากการใช้ primer/probe ท่ีความเข้มข้น 900/250, 600/250, และ 600/300 nM ในการท�ำ RT-ddPCR 

ตรวจวดัค่าปรมิาณไวรสัได้เท่ากบั 3,200  3,100  และ 2,860 copies/reaction ตามล�ำดบั  เมือ่เปรยีบเทยีบค่าสญัญาณ

แสง (amplitude) ของ droplet ที่ให้ผลลบ (negative droplet) และ droplet ที่ให้ผลบวก (positive droplet) 

พบว่าความเข้มข้น primer/probe ที่ 900/250 nM  ซึ่งเป็นค่าความเข้มข้นตามค�ำแนะน�ำในคู่มือน�้ำยา ให้ค่า FAM 

amplitude ของกลุม่ negative droplet ไม่สงูจนเกนิไป และมรีะยะห่างจากกลุม่ positive droplet กว้างกว่าทีค่วาม

เข้มข้นอื่น (ภาพที่ 1) จึงเลือกใช้ความเข้มข้น 900/250 nM ในการใช้งานต่อไป

ภาพที่ 1	 แสดง One-dimensional scatter plots (A, B, C) และ histograms (A’, B’, C’) ของ droplet  

	 ที่ให้ผลบวก (แถบบนสีน�้ำเงิน) และผลลบ (แถบล่างสีด�ำ) ด้วยวิธี RT-ddPCR  เปรียบเทียบระหว่าง 

	 primer/probe ที่ความเข้มข้น 900/250 nM (A, A’),  600/250 nM (B, B’), และ 600/300 nM (C, C’) 
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การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมส�ำหรับการเพิ่มปริมาณยีน RdRp ในขั้นตอน annealing/extension 

การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมส�ำหรับการเพิ่มปริมาณยีน RdRp ในขั้นตอน annealing/extension 

ระหว่างช่วงอุณหภูมิที่ 50 - 59 ํC พบว่าที่ 59 ํC มี droplet รวมเป็นกลุ่มเดียว และที่ 57.2 ํC และ 55.5 ํC เริ่มมี 

droplet แยกเป็น 2 กลุ่ม แต่ไม่ชัดเจน ส่วนที่ 50.0 - 53.5 ํC สามารถแยกกลุ่ม negative droplet และ positive 

droplet ออกจากกันได้มากขึ้น โดยที่อุณหภูมิ 50 ํC แยกได้ชัดเจนมากที่สุด (ภาพที่ 2) จึงเลือกใช้อุณหภูมิ 50 ํC 

ส�ำหรับการทดลองต่อไป

ภาพที่ 2	 แสดง One-dimensional scatter plots ของ droplet ที่ให้ผลบวก (สีน�้ำเงิน) และผลลบ (สีด�ำ) 

	 ด้วยวิธี RT-ddPCR ที่ใช้อุณหภูมิ annealing/extension ที่ 59.0, 57.2, 55.5, 53.5, 51.7 และ 50.0˚C  

การทดสอบช่วงความสามารถในการตรวจวิเคราะห์ 

การตรวจตัวอย่าง SAR-S-CoV-2 RNA ที่มีค่า Ct เท่ากับ 20.31 จากวิธี real-time RT-PCR 

โดยเจือจางที่อัตราส่วน 1/10, 1/100, 1/1,000, 1/10,000, 1/20,000, 1/40,000, 1/80,000, 1/100,000, และ 

1/1,000,000 ก่อนตรวจวัดปริมาณยีน RdRp ด้วย RT-ddPCR ได้ค่า copies/reaction ดังแสดงในตารางท่ี 1  

การ plot กราฟผลการทดลองพบว่ามีช่วงความสามารถในการตรวจวัดที่เป็นเส้นตรง (linearity detection range)  

ที ่R2 = 0.9975 อยูท่ี่ 9 – 27,700 copies/reaction ซึง่ใช้ตวัอย่างอาร์เอน็เอปรมิาตร 5 µl (เท่ากบั 1.8 x 103 – 5.5 x 106 

copies/ml ของ RNA sample) โดยมีค่าต�่ำสุดของการวัดได้ที่ 4 copies/reaction (800 copies/ml ของ RNA 

sample)  ดังแสดงในภาพที่ 3 
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ตารางที่ 1	 จ�ำนวน copies/reaction ของ SARS-CoV-2 ของตัวอย่างอาร์เอ็นเอที่สกัดจากน�้ำเลี้ยงเซลล์ที่มี 

	 เชื้อไวรัสที่อัตราส่วนเจือจางต่างๆ และตรวจวัดยีน RdRp ด้วยวิธี RT-ddPCR  

RNA sample 
dilution

positive droplet 
(number)

negative droplet 
(number)

copies/reaction 
(95% CI*)

1 10,793 3,937 31,040 (32,592-29,488)

1:10 10,891 4,851 27,700 (29,085-26,315)

1:100 1,533 10,486 3,220 (3,381-3,059)

1:1,000 169 13,598 290 (304-275)

1:10,000 17 15,491 26 (27-24)

1:20,000 4 10,415 9 (9.45-8.55)

1:40,000 7 14,555 11.4 (11.97-10.85)

1:80,000 3 14,558 4.8 (5.04-4.56)

1:100,000 2 11,492 4 (4.2-3.8)

1:1,000,000 0 16,081 0

ภาพที่ 3	 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอตัราส่วนการเจอืจางของตวัอย่างอาร์เอ็นเอกับปรมิาณไวรัส SARS-CoV-2 

	 โดยการตรวจยีน RdRp ด้วยวิธี RT-ddPCR 

อัตราส่วนการเจือจางของตัวอย่างอาร์เอ็นเอเปรียบเทียบกับค่า Ct ที่ได้จาก real-time RT-PCR

ทดสอบอัตราส่วนการเจือจางของตัวอย่างอาร์เอ็นเอก่อนการท�ำ RT-ddPCR  โดยตรวจวดัจ�ำนวนยนี RdRp 

ในตัวอย่างอาร์เอ็นเอที่มีค่า Ct เท่ากับ 18.24  น�ำมาเจือจางที่ 1/10,000 และ 1/1,000 ส่วนตัวอย่างที่มีค่า Ct เท่ากับ 

24.08 น�ำมาเจือจางที่ 1/100 และ 1/10  และตัวอย่างที่มีค่า Ct เท่ากับ 28.32 น�ำมาเจือจางที่ 1/10 จากผลการทดลอง

พบว่า จ�ำนวน copies/reaction ที่ได้มีความสัมพันธ์กับอัตราส่วนการเจือจาง ดังแสดงในตารางที่ 2
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ตารางที่ 2 	 จ�ำนวน copies/reaction ของ SARS-CoV-2 จากการตรวจหาปรมิาณด้วยวธิ ีRT-ddPCR ในตวัอย่าง 

	 อาร์เอ็นเอที่มีค่า Ct จากการท�ำ real-time RT-PCR  

sample ID  real-time RT-PCR
(Ct)

dilution of RNA sample RT-ddPCR*
(copies/reaction)

A 18.24 1: 1000, 1:10000 7480,  702

B 24.08 1:10, 1:100 11540, 922

C 28.32 1:10 1180

* ค่า copies/reaction ในตัวอย่างอาร์เอ็นเอปริมาตร 5 µl และใช้ปริมาตร 20 µl ในการท�ำ RT-ddPCR  

การเปรียบเทียบปริมาณไวรัส SARS-CoV-2 จากวิธี RT-ddPCR กับ real-time RT-PCR ในตัวอย่าง 

ผู้ติดเชื้อ

ทดลองใช้วิธี ddPCR ด้วยพารามิเตอร์ที่ทดสอบได้ในการวัดค่าปริมาณไวรัสในตัวอย่างอาร์เอ็นเอของ 

ผู้ติดเชื้อจ�ำนวน 21 ตัวอย่าง โดยเป็นตัวอย่างอาร์เอ็นเอที่เหลือจากการตรวจหาเชื้อ SAR-CoV-2 ด้วยวิธี real-time 

RT-PCR พบว่าค่า copies/reaction มีความสัมพันธ์กับค่า Ct โดยมีค่า R2 = 0.9392 (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 3 	ปริมาณไวรัส SARS-CoV-2 ในตัวอย่างอาร์เอ็นเอจากผู้ติดเชื้อด้วยวิธี RT-ddPCR เปรียบเทียบกับ 

	 ค่า Ct ที่ได้จาก real-time PCR 

Sample code Clinical sample type*
real-time RT-PCR 

(Ct)
RT-ddPCR** 

(Copies/reaction) 

#1 saliva Undetermined 0
#2 saliva 28.21 760 
#3 saliva Undetermined 9 
#4 saliva 23.35 22,000 
#5 NPS/NS 27.67 940 
#6 NPS/NS 27.67 3,400 
#7 NPS/NS 21.19 56,000 
#8 NPS/NS 20.22 80,000 
#9 NPS/NS 22.49 24,800 
#10 NPS/NS 18.55 454,000 
#11 NPS/NS 24.68 12,000 
#12 NPS/NS 26.78 4,600 
#13 NPS/NS 25.49 20,600 
#14 NPS/NS 27.68 880 
#15 NPS/NS 13.54 5,280,000 
#16 NPS/NS Undetermined 0
#17 NPS/NS 29.72 150 
#18 NPS/NS 34.94 36 
#19 NPS/NS 23.76 16,600 
#20 NPS/NS 26.95 1,360 
#21 NPS/NS 20.94 82,000 

*NSP = *nasopharyngeal swab,  NS = nasal swab, Ct = Cycle threshold

**เจือจางตัวอย่างที่มีค่า Ct ≥ 25 ที่ 1:1,000 ก่อนการท�ำ RT-ddPCR ค่าที่ได้เป็นค่าที่ปรับคูณการเจือจางแล้ว
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วิจารณ์

วิธี RT-ddPCR เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพในการตรวจปริมาณสารพันธุกรรม โดยสามารถระบุค่าปริมาณ

ไวรัสในแต่ละตัวอย่างเป็นจ�ำนวน copy ได้โดยไม่ต้องท�ำ standard curve  น�ำไปใช้ตรวจตัวอย่างมาตรฐานหรือ

ตัวอย่างอ้างอิงเพื่อใช้ประเมินคุณภาพวิธีตรวจทาง molecular technique ซึ่งไม่สามารถใช้ค่า plaque forming 

unit (PFU) ท่ีได้จากการเพาะเล้ียงไวรัสในเซลล์ส�ำหรับระบุปริมาณสารพันธุกรรมได้ เนื่องไวรัสที่เพาะเลี้ยงใน

เซลล์ได้ต้องมีคุณสมบัติเพิ่มขยายจ�ำนวนในเซลล์เพาะเล้ียง (viability) ค่า PFU จึงมีค่าต�่ำกว่าค่า copy ท่ีได้การ

ตรวจทาง molecular technique ซึ่งเป็นการตรวจวัดสารพันธุกรรมทั้งหมดในตัวอย่างทั้ง โดยรวมอนุภาคไวรัส 

ที่ยังเพิ่มจ�ำนวนได้ อนุภาคไวรัสที่มีสารพันธุกรรมแต่ไม่สามารถเพิ่มจ�ำนวน (defective viral particle) และสาร

พันธุกรรมที่หลุดออกจากอนุภาคไวรัสที่แตก ในการศึกษานี้ค่าปริมาณไวรัสจากเทคนิค RT-ddPCR ค�ำนวณเป็น

ปริมาณไวรัสในน�้ำเพาะเลี้ยงเซลล์ได้เท่ากับ 5.54 x 106 copies/ml ซึ่งมากเป็น 55 เท่าของค่า PFU ที่ระบุไว้  (2 x 105 

PFU/ml) วิธี RT-ddPCR ที่พัฒนานี้มีช่วงการตรวจที่ยังเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 9-27,700 copies/reaction 

(เท่ากับ 1.8 x 103 - 5.5 x 106 copies/ml RNA sample) และมีค่าต�่ำสุดของการตรวจวัดอยู่ที่ 4 copies/reaction 

(800 copies/ml RNA sample) เปรียบเทียบกับรายงานการศึกษาในจีน(14) ซึ่งใช้ชุดน�้ำยา COVID-19 digital 

PCR detection kit (TargetingOne (Corp. China) ตรวจยีน ORF1ab และ N ของ SARS-CoV-2 ที่พบว่ามี

ค่าการตรวจวัดปริมาณ SARS-CoV-2 อยู่ในช่วง 200-50,000 copies/reaction และมีค่าต�่ำสุดของการตรวจวัดที่ 

2.18 copies/reaction: ซึ่งค่าที่แตกต่างกันนี้อาจเนื่องมาจากการตรวจที่ใช้ชุดน�้ำยาและยีนเป้าหมายต่างกัน 

ข้อจ�ำกัดของวิธี RT-ddPCR คือ ในตัวอย่างที่มีปริมาณไวรัสเข้มข้นมากจะท�ำให้ขั้นตอนในการเตรียม 

droplet มีสารพันธุกรรมเป้าหมายมากกว่า 1 copy อยู่ใน droplet เดียวกัน จึงเกิดการกระจายของสารพันธุกรรม

เป้าหมายไม่เป็น Poisson distribution ค่าปริมาณที่ตรวจวัดได้จึงต�่ำกว่าค่าจริง  ดังนั้นหากทราบค่า Ct จากการท�ำ 

real-time RT-PCR ก่อนจะช่วยให้ประมาณการการเจือจางตัวอย่าง RNA ก่อนการท�ำ RT-ddPCR จากการศึกษา

นีม้ข้ีอแนะน�ำว่า ถ้าค่า Ct น้อยกว่า 25 ควรเจอืจางตวัอย่าง 1:1,000 ก่อนท�ำการตรวจวดัปรมิาณ ส่วนในกรณทีีต่วัอย่าง

มปีรมิาณไวรสัต�ำ่มาก ค่าจ�ำนวน copy ทีต่รวจวดัได้จะมคีวามแปรปรวนสงู เนือ่งจากวธิ ีddPCR เป็นวธิทีีค่่อนข้างใหม่ 

น�ำ้ยาทีใ่ช้ถกูผลิตจากบรษิทัเดยีวกบัชุดเครือ่งมอืตรวจโดยเฉพาะน�ำ้ยาชนดิ one-step RT-PCR ทีม่นี�ำ้ยาจากผูผ้ลติอืน่ 

จ�ำกดั รวมทัง้ขัน้ตอนการตรวจทีต้่องการอปุกรณ์จ�ำเพาะในการท�ำ partition ท�ำให้วธิ ีddPCR มค่ีาใช้จ่ายต่อปฏกิริยิา

สูงกว่าวิธี real-time PCR ประมาณ 10 เท่า แต่ข้อดีของเทคนิคการตรวจคือไม่ต้องท�ำหลายซ�้ำ (replicate) และ 

ไม่ต้องการ standard curve จึงท�ำให้ประหยัดกว่า

การท�ำ ddPCR มีการเพิ่มปริมาณยีนเป้าหมายเช่นเดียวกับวิธีการตรวจด้วยหลักการ PCR ที่มีข้อควร

ระวังเรื่องการปนเปื้อนของ PCR product ในการทดสอบก่อนหน้า โดยต้องมีมาตรการป้องกันการปนเปื้อนที่รัดกุม 

เพื่อป้องกันการเกิดผลบวกปลอม (false positive) 

ปัจจัยรบกวนที่ส่งผลต่อความถูกต้องของค่าปริมาณไวรัสที่ส�ำคัญคือตัวอย่างส่งตรวจ ในกรณีของ 

SARS-CoV-2 ที่ใช้ NPS/NP จุ่มใน viral transport medium (VTM) นั้น กระบวนการเก็บตัวอย่างแต่ละครั้ง 

อาจจะ swab บริเวณที่มีเชื้อออกมาไม่เท่ากัน และกรณีที่เป็นตัวอย่างน�้ำลาย จะไม่สามารถก�ำหนดปริมาตรน�้ำลาย 

ทีเ่กบ็ได้ก่อนผสมกบั VTM ซ่ึงแตกต่างกนัจากการวดัค่าปรมิาณไวรสักลุม่ทีม่กีารขบัไวรสัเข้าในกระแสเลอืด เช่น human 

immune deficiency virus (HIV), hepatitis B virus (HBV) และ hepatitis C virus (HCV) เป็นต้น 

ที่สามารถก�ำหนดปริมาตรตัวอย่างพลาสมาเริ่มต้นก่อนสกัดสารพันธุกรรมได้แน่นอนกว่า ท�ำให้การตรวจวัดและ/หรือ

การเปรียบเทยีบค่าปรมิาณไวรสัในตัวอย่างท่ีเกบ็ต่างช่วงเวลาจากผูต้ดิเชือ้รายเดยีวกันมค่ีาน่าเชือ่ถอืมากกว่า นอกจากนี้

วธีิการสกดัสารพนัธกุรรมกเ็ป็นปัจจัยในการท�ำให้เกิดความแปรปรวนในการสกัด ชุดสกัดสารพนัธกุรรมแต่ละผลติภัณฑ์

มีประสิทธิภาพในการสกัดสารพันธุกรรมและก�ำจัดตัวยับยั้ง (inhibitor) ของการท�ำ ddPCR ได้ต่างกัน ดังนั้นจึงควร

ทดสอบชุดสกัดก่อนและใช้ชุดสกัดสารพันธุกรรมจากบริษัทผู้ผลิตเดียวกันตลอดการศึกษาวิจัย 
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สรุป

การตรวจหาปริมาณ SARS-CoV-2 ด้วยเทคนิค RT-ddPCR ที่ได้มีการศึกษาในครั้งนี้ สามารถตรวจหา

ไวรสัได้ต�ำ่สุดถงึ 4 copies/reaction (800 copies/ml RNA sample) มขีัน้ตอนการท�ำเป็น single-step RT-PCR 

และไม่ต้องใช้การเปรียบเทียบกับตัวอย่างมาตรฐานโดยการท�ำ standard curve จึงสะดวกและเหมาะสมในการตรวจ

หาปริมาณไวรัสในตวัอย่างอ้างองิเพือ่การประเมินคณุภาพชุดตรวจ/ห้องปฏบิติัการ และการวจิยัและพฒันาวธิกีารตรวจ

ทางโมเลกุล รวมทั้งการประยุกต์ใช้ตรวจหาปริมาณไวรัส SARS-CoV-2 เพื่อติดตามการรักษาคนไข้ COVID-19  

ได้อย่างมีประสิทธิภาพ

กิตติกรรมประกาศ

คณะผู้วิจัยขอขอบคุณฝ่ายไวรัสระบบทางเดินหายใจ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์ 

การแพทย์  ในการอนเุคราะห์น�ำ้เลีย้งเซลล์เพาะเช้ือ SARS-CoV และข้อมลูล�ำดบัเบสของ RdRp  primer และ probe 
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ABSTRACT  Pandemic of SARS-CoV-2 affects global health, social, and economic system. Research and 

development in sciences and medicine involving diagnosis, therapy, and vaccine has been intensively 

focused to control this contagious virus. Quantification of SARS-CoV-2 viral load is important for  

studying pathology and monitoring treated patients, and also for standard RNA preparation. 

Quantitative real-time PCR technique has low accuracy, high variability, and required standard  

calibration in every run. Here, we reported the development of reverse-transcription droplet digital PCR 

(RT-ddPCR) method for SAR-CoV-2 detection which can absolutely quantitate the virus by detecting 

RNA dependent RNA polymerase (RdRp) gene as low as 800 copies/ml with linearity of detection at  

1.8 x 103 to 5.54 x 106 copies/ml of RNA sample.  This method can be applied to measure SARS-CoV-2 in 

both reference RNA and clinical samples. Further improvement in quality of biological samples in term 

of collection method and preservation will support the accuracy of the viral load assay.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, quantification, RT-ddPCR 


