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บทคัดย่อ  การประเมินคุณภาพเพ่ือขึ้นทะเบียนจ�ำหน่ายในกรณีเร่งด่วนของชุดน�้ำยาตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ  

SARS-CoV-2 ด้วยวิธี real-time RT-PCR น้ี เป็นภารกิจของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ในการตรวจสอบมาตรฐาน 

เครือ่งมอืแพทย์ เพือ่ให้เกดิประโยชน์ต่อห้องปฏบิตักิารในการพจิารณาเลอืกใช้ชดุน�ำ้ยาทีม่ปีระสทิธภิาพ ซึง่จะลดความผดิพลาด

ต่อการตรวจวินิจฉัยผู้ติดเชื้อ การประเมิน ประกอบด้วยการประเมินเอกสารก�ำกับชุดน�้ำยาและการประเมินทางห้องปฏิบัติการ 

ทดสอบด้วยตัวอย่างทั้งหมด 10 ตัวอย่าง แบ่งเป็นตัวอย่างบวก 5 ตัวอย่าง เพื่อประเมินความไวเชิงวิเคราะห์ และตัวอย่างลบ  

5 ตัวอย่าง เพื่อประเมินความจ�ำเพาะ ทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ�้ำ รวมทั้งหมด 30 ปฏิกิริยา โดยใช้ RNA ที่สกัดจากเชื้อ  

SARS-CoV-2 เป็นตัวอย่างในการประเมินเพื่อให้มียีนเป้าหมายที่มีความจ�ำเพาะต่อทุกน�้ำยาทดสอบ ได้แก่ ยีน N, ORF1a/

ab, E, RdRp และ S  การศึกษานี้ได้ประเมินชุดน�้ำยาทั้งสิ้น 41 ชุดน�้ำยา มีชุดน�้ำยาที่ผ่านการประเมิน 36 ชุดน�้ำยา (88%)  

ไม่ผ่านเกณฑ์ความไวเชิงวิเคราะห์ที่ก�ำหนดร้อยละ 80 จ�ำนวน 3 ชุดน�้ำยา (7%) และไม่ผ่านเกณฑ์ความจ�ำเพาะท่ีก�ำหนด 

ร้อยละ 99.8 จ�ำนวน 2 ชุดน�้ำยา (5%) และไม่พบว่าการกระจายของค่า cycle threshold (Ct) ของทุกชุดน�้ำยามีความ 

แตกต่างกันในทุกยีนเป้าหมาย ดังนั้นผู้ปฏิบัติงานต้องศึกษาข้อมูลก่อนเลือกใช้ชุดน�้ำยาเพ่ือให้การรายงานผลเป็นไป 

อย่างถูกต้อง

ค�ำส�ำคัญ:  เชื้อไวรัสโคโรนา 2019, real-time PCR, การประเมินคุณภาพชุดตรวจ
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บทนำ�

โรคติดเชือ้ไวรสัโคโรนา 2019 หรอืโรคโควดิ-19 (Coronavirus Disease 2019 (COVID-19)) พบผูติ้ดเช้ือ 

ยืนยันครั้งแรกเมื่อเดือนธันวาคม พ.ศ. 2562 ในเมืองอู่ฮ่ัน ประเทศจีน ก่อนที่จะมีการแพร่ระบาดไปยังทุกภูมิภาค

ทั่วโลก ซึ่งองค์การอนามัยโลก (WHO) ได้ประกาศให้การแพร่ระบาดเข้าสู่ภาวะ pandemic เมื่อวันที่ 11 มีนาคม 

2563 จากข้อมูลถึงวันที่ 8 สิงหาคม พ.ศ. 2563 มีการยืนยันผู้ติดเชื้อทั่วโลกมากกว่า 18 ล้านราย เสียชีวิตมากกว่า 

7 แสนราย(1)  เชือ้ไวรสัโคโรนาสายพันธุใ์หม่ 2019 ทีเ่ป็นสาเหตุของโรค COVID-19 มรีหสัพนัธกุรรมทีม่คีวามคล้ายคลึง

กบัเชือ้ไวรสัโคโรนาท่ีก่อให้เกดิโรคทางเดนิหายใจเฉยีบพลนัรนุแรง หรอืโรคซาร์ส (SARS, Severe acute respiratory 

syndrome) ที่เคยระบาดในประเทศจีนในปี พ.ศ. 2545 จึงได้มีการระบุชื่อไวรัสโคโรนาสายพันธุ์ใหม่นี้ว่าเป็นไวรัส

ก่อโรคทางเดินหายใจเฉียบพลันรุนแรงชนิดที่สอง (Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, 

SARS-CoV-2) โดยเมื่อท�ำการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อ SARS-CoV และ SARS-CoV-2 พบว่าเชื้อ

ไวรัสโคโรนาทั้งสองชนิดถูกจัดอยู่ในกลุ่ม Betacoronavirus และในกลุ่มย่อย Sarbecovirus (lineage B) ร่วมกับ

เชื้อไวรัสโคโรนาสายพันธุ์ที่พบในค้างคาว(2)

เชื้อไวรัส SARS-CoV-2 มีรหัสพันธุกรรมชนิด RNA สายบวกสายเดี่ยว (positive single-stranded 

RNA) ยาวประมาณ 30,000 คู่เบส ประกอบด้วยส่วน open reading frame (ORF) 1a และ 1b ที่ encode 

nonstructural protein (nsp) และส่วนที่ encode structural protein ได้แก่ S (spike), E (envelope), M 

(membrane) และ N (nucleocapsid) องค์การอนามัยโลกได้แนะน�ำให้ใช้วิธี nucleic acid amplification tests 

(NAAT) เช่น RT-PCR ในการตรวจยืนยันการติดเชื้อจากการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อจากตัวอย่างที่เก็บจาก

ทางเดินหายใจ(3)  วิธีที่พัฒนาขึ้นมียีนเป้าหมาย ได้แก่ ยีน RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) ที่อยู่บน 

ORF1ab ยีน E, N และ S(4, 5, 6, 7)

ในประเทศไทยมีการพบผู้ติดเชื้อรายแรกเมื่อเดือนมกราคม พ.ศ. 2563  จากข้อมูลวันที่ 8 สิงหาคม  

พ.ศ. 2563 พบผู้ติดเชื้อในประเทศ 3,330 ราย เสียชีวิต 58 ราย(1)   ส�ำหรับการรองรับสถานการณ์กรณีโรคปอดอักเสบ

จากเชือ้ไวรัสโคโรนา 2019 (COVID-19) ในประเทศไทย กระทรวงสาธารณสขุได้ยกระดบัศนูย์ปฏบิตักิารภาวะฉุกเฉนิ

เป็นระดับกระทรวงสาธารณสุข เพื่อติดตามสถานการณ์โรคทั้งในประเทศและต่างประเทศอย่างใกล้ชิด และเสริมสร้าง

ความเข้มแข็งของระบบการเฝ้าระวังค้นหาผู้ป่วยกรณีโรคปอดอักเสบจากเชื้อไวรัสโคโรนา 2019 (COVID-19)  โดย 

การท�ำงานแบบบูรณาการทุกกระทรวง รวมทั้งประสานงานกับองค์การอนามัยโลกและประเทศในอาเซียน เพื่อการ

ด�ำเนนิการอย่างมปีระสทิธภิาพ ด้วยมาตรฐานระดับสงูสดุในการป้องกนัควบคมุโรคตดิต่อ กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ 

ซึง่มภีารกจิหลักตามกฎหมายในการเป็นห้องปฏบิตักิารแห่งชาตด้ิานการแพทย์และสาธารณสขุ จงึได้รบัมอบหมายจาก

กระทรวงสาธารณสุข ให้ก�ำกับ ดูแลด้านห้องปฏิบัติการ ทั้งการพัฒนาวิธีตรวจวินิจฉัยที่แม่นย�ำ รวดเร็ว เพื่อให้ทันต่อ

การรกัษาผูป่้วยและการควบคมุโรค ถ่ายทอดเทคโนโลยกีารตรวจให้กบัห้องปฏบิตักิารเครอืข่ายทัง้ประเทศ ก�ำกบั ดแูล

มาตรฐานห้องปฏบิตักิาร การตรวจสอบมาตรฐานเครือ่งมอืแพทย์ การประเมนิน�ำ้ยาส�ำเรจ็รูป (commercial test kit) 

ส�ำหรบัเป็นข้อมูลประกอบการข้ึนทะเบียนตาม พ.ร.บ.เคร่ืองมือแพทย์ ของส�ำนกังานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.)(8)

ทุกกิจกรรมดังกล่าวต้องด�ำเนินการเร่งด่วนรองรับสถานการณ์ COVID-19 ของประเทศ 

การประเมนิคณุภาพของชดุน�ำ้ยาตรวจหาสารพนัธุกรรมของเชือ้ SAR S-CoV-2 ด้วยวธิ ีreal-time RT-PCR 

เพื่ออนุญาตให้จ�ำหน่ายในประเทศไทยเป็นกรณีเร่งด่วนเริ่มขึ้นในเดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ. 2563 ในช่วงที่พบการระบาด

ของโรคสูงข้ึนในประเทศ พร้อมๆ กบัท่ีกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ได้รบัมอบหมายจากกระทรวงสาธารณสขุให้วางแผน
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พฒันาศักยภาพห้องปฏบิตักิารโรงพยาบาลทกุจงัหวดัให้สามารถตรวจวินจิฉยัได้ ภายใต้นโยบาย 1 แลบ็ 1 จงัหวัด 100 

ห้องปฏิบัติการ ในเวลานั้นการน�ำเข้าผลิตภัณฑ์ชุดน�้ำยาตรวจหาสารพันธุกรรมเชื้อ SARS-CoV-2 จากบริษัทผู้ผลิต 

ในต่างประเทศซึง่มีจ�ำนวนมากและหลากหลาย โดยชุดน�ำ้ยาทดสอบส่วนหนึง่เป็น research used only (RUO) ซึง่ยงั 

ไม่ผ่านการทดสอบความใช้ได้กับตัวอย่างผู้ป่วยอย่างเต็มรูปแบบ 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์จึงได้ท�ำการประเมินชุดน�้ำยาดังกล่าว เพื่อตรวจสอบประสิทธิภาพและคุณภาพ

ให้เป็นไปตามมาตรฐาน โดยจะเป็นประโยชน์ต่อห้องปฏิบัติการในการพิจารณาเลือกใช้ชุดน�้ำยาได้อย่างมั่นใจ และ

สอดคล้องกับมาตรฐานที่ก�ำหนด

วัสดุและวิธีการ

การเตรียมตัวอย่างวัตถุทดสอบ

ชุดน�้ำยามีความหลากหลายจากการใช้ primers และ probes ที่ออกแบบมาให้มีความจ�ำเพาะกับยีนหลาย

ต�ำแหน่งของเชื้อ SARS-CoV-2 การประเมินนี้ได้เลือกใช้ RNA ที่สกัดจากเชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วยรหัส hCoV-19/ 

Thailand/74/2020 (Accession ID:EPI_ISL_403963) ซ่ึงวิเคราะห์ยีโนมทั้งเส้น  (whole genome 

sequence) แล้วพบว่ามีความเหมือนกับยีโนม hCoV-19/Wuhan/IPBCAMSWH-01/2019 (Accession 

ID:EPI_ISL_402123) ร้อยละ 100(9) มาเป็นตัวอย่างส�ำหรับการประเมิน 

ไวรสัถกูเลีย้งและเพิม่จ�ำนวนในเซลล์ Vero จากนัน้ท�ำการสกัด RNA จากน�ำ้เลีย้งเซลล์ (culture supernatant) 

โดยใช้ชุดสกัด NucleoSpin® RNA Virus (MACHEREY-NAGEL, Germany) แล้วค�ำนวณเพื่อหาปริมาณ  

copies/ml ของตวัอย่าง โดยการเตรยีม mRNA จาก plasmid ทีม่ยีนี RdRp ของเชือ้ hCoV-19/Thailand/74/2020 

ด้วยวิธี in vitro transcription โดยใช้ชุด MAXIscriptTM  T7 Transcription Kit (InvitrogenTM, Thermo 

Fisher Scientific Inc., USA) น�ำ mRNA มาเจือจางก่อนน�ำมาทดสอบด้วยวิธี real-time RT-PCR และสร้าง 

standard calibration curve เป็นความสัมพันธ์ของ cycle threshold (Ct) กับปริมาณ copies/ml (ภาพที่ 1) 

แล้วจึงน�ำค่า Ct จากการทดสอบกับตัวอย่างในแต่ละความเข้มข้นมาเทียบกับ standard curve เพื่อค�ำนวณกลับเป็น

ปริมาณ copies/ml

ภาพที่ 1	Standard calibration curve ระหว่างค่า Ct value กับปริมาณ copies/ml ของยีน RdRP จากการท�ำ  

	 in vitro transcription
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ส�ำหรับการประเมินชุดน�้ำยาได้เจือจาง RNA ให้มีจ�ำนวน 5 ความเข้มข้น ส�ำหรับชุดน�้ำยาที่ต้องประเมิน 

โดยใช้ตัวอย่างที่ไม่ผ่านขั้นตอนการสกัด RNA ทดสอบโดยใช้ culture supernatant ที่ผ่านการท�ำให้ปราศจากเชื้อ 

โดยวิธี heat inactivation ที่อุณหภูมิ 56 ํ Celsius  ( ํC) นาน  30 นาที(10) มาท�ำการเจือจางจ�ำนวน 5 ความเข้มข้น 

เช่นเดียวกัน ตัวอย่างทั้งหมดจะถูกน�ำมาทดสอบ RT-PCR โดยใช้วิธีที่พัฒนาข้ึนโดยกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์(4) 

ตัวอย่างในแต่ละความเข้มข้นที่ใช้ในการประเมินถูกเตรียมขึ้นในครั้งเดียวกันก่อนจะถูกแบ่งลง centrifuge tube  

ขนาด 1.5 ml หลอดละ 300 µl เก็บที่ -80 ํC และจะถูกน�ำออกมาเมื่อจะท�ำการประเมินแต่ละครั้ง 

การก�ำหนดเกณฑ์การประเมินทางห้องปฏิบัติการ

เกณฑ์การประเมินก�ำหนดจากการรวบรวมข้อมูลที่หน่วยงานทั้งในและต่างประเทศก�ำหนดไว้ส�ำหรับ 

การทดสอบความถกูต้องของวิธ ี(Method validation) น�ำมาวเิคราะห์และคัดเลือกค่าความไวเชิงวเิคราะห์ (analytical 

sensitivity) ที่เป็นมาตรฐาน และเป็นที่ยอมรับโดยสากล(11, 12, 13) ก�ำหนดให้ค่า LOD 95% (95% Limit of  

Detection) ไม่มากกว่า 20 copies/PCR reaction หรือไม่มากกว่า 1,000 copies/ml ซ่ึงสอดคล้องกับข้อมูล 

specification ของชุดน�้ำยาฯ ที่ได้รับจากส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา ที่ส่วนใหญ่มีค่า LOD อยู่ระหว่าง  

100 - 1,000 copies/ml  ส่วนความจ�ำเพาะของวิธี (analytical specificity) ต้องไม่น้อยกว่าร้อยละ 99.8 ส�ำหรับ

ทดสอบ cross-reactivity นั้นใช้เชื้อไวรัสกลุ่มที่ก่อโรคในระบบทางเดินหายใจ 4 ชนิด ได้แก่ influenza virus A, 

influenza virus B, respiratory syncytial virus (RSV) และ Middle East Respiratory Syndrome 

Coronavirus (MERS-CoV) ซึง่เป็นเชือ้ไวรสัจากห้องปฏบิตักิารโรคติดเชือ้ทางเดินหายใจ สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์

สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ โดยชดุน�ำ้ยาทีจ่ะผ่านเกณฑ์ความจ�ำเพาะต้องไม่สามารถตรวจพบเชือ้ทัง้ 4 ชนดิ

ที่น�ำมาทดสอบนี้

การประเมินคุณภาพชุดน�้ำยา

การประเมินเอกสารก�ำกับชุดน�้ำยาและกล่องบรรจุ พิจารณาจากรายละเอียดข้อบ่งช้ีการใช้งาน เกณฑ ์

การอ่านผล การแปลผลท่ีชัดเจน มีข้อมูลการทดสอบความถูกต้องของวิธี (validation data) ความไวเชิงวิเคราะห ์

ต้องก�ำหนดค่า LOD ไม่มากกว่า 1,000 copies/ml และความจ�ำเพาะของวิธีต้องระบุ primers และ probes ของ

ยีนเป้าหมายอย่างน้อย 1 ยีน ที่มีความจ�ำเพาะกับเชื้อ SARS-CoV-2 และต้องระบุว่าได้ผ่านการทดสอบแล้วว่าไม่มี

ปฏิกิริยาข้ามพวก (cross reactivity) กับ SARS-CoV, MERS-CoV และ human corona สายพันธุ์อื่นๆ เช่น 

NL-63 OC-43 229-E และ HKU-1 โดยบางชุดน�ำ้ยาอาจระบกุารตรวจหาโดยใช้ยนีคดักรองเป็นยนีทีต่รวจจบัไวรสั 

ในกลุม่ Sarbecovirus เช่น E gene และยนีท่ีมีความจ�ำเพาะกบั SARS-CoV-2 เช่น ยนี RdRP, ORF1ab, N หรอื S

การทดสอบกบัชดุตวัอย่าง ด�ำเนนิการทดสอบชดุน�ำ้ยาทีส่่งประเมนิระหว่างวนัที ่1 มนีาคม ถงึ 25 พฤษภาคม 

พ.ศ. 2563 ตามขั้นตอนที่ระบุไว้ในเอกสารก�ำกับชุดน�้ำยาแต่ละชนิด ใช้เกณฑ์และวิธีการแปลผลตามเอกสารก�ำกับ 

ชดุน�ำ้ยารุ่นทีส่่งมาประเมินพร้อมกบัชดุน�ำ้ยาทดสอบโดยใช้ตวัอย่างทัง้หมด 10 ตวัอย่าง แบ่งเป็นตวัอย่างบวก 5 ตวัอย่าง 

และตวัอย่างลบ 5 ตวัอย่าง (ตารางท่ี 1) ร่วมกบัตัวควบคมุบวกและลบของแต่ละชดุน�ำ้ยา ทกุตวัอย่างด�ำเนนิการทดสอบซ�ำ้ 

จ�ำนวน 3 การทดสอบ (triplicate) โดยยอมรับผลการทดสอบเมื่อค่า Ct ที่ได้ในแต่ละการทดสอบซ�้ำแตกต่างกัน 

ไม่เกิน 5 cycle
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-	 การทดสอบที่ยอมรับว่าผ่านเกณฑ์ความไวเชิงวิเคราะห์ (analytical sensitivity) เมื่อชุดน�้ำยาให ้

ผลบวกกับตัวอย่างล�ำดับที่ 1-4 ทั้ง 3 การทดสอบซ�้ำ โดยมีความสอดคล้องของตัวอย่างบวกมากกว่าหรือเท่ากับ 

ร้อยละ 80 เม่ือให้ผลบวก 12 จาก 15 การทดสอบ หากชุดน�้ำยามีความไวที่สูงกว่าหรือมีประสิทธิภาพที่ดีสามารถ 

ให้ผลบวกถึงตัวอย่างล�ำดับที่ 5

-	 การทดสอบที่ยอมรับว่าผ่านเกณฑ์ความจ�ำเพาะ (analytical specificity) เมื่อชุดน�้ำยาให้ผลลบกับ

ตัวอย่างล�ำดับที่ 6-10 ทั้ง 3 การทดสอบซ�้ำ โดยมีความสอดคล้องของตัวอย่างลบเท่ากับร้อยละ 100 เมื่อให้ผลลบ 15 

จาก 15 การทดสอบ

ตารางที่ 1	ชนิดของตัวอย่างที่ใช้ทดสอบปริมาณ copies/ml ในแต่ละตัวอย่างจากการค�ำนวณเทียบกับ standard  

	 calibration curve และเกณฑ์การทดสอบ

ล�ำดับ
ชนิดตัวอย่าง RNA หรือ
culture supernatant 

จ�ำนวน copies/ml จ�ำนวนการทดสอบที่ผ่านเกณฑ์

ตัวอย่างบวก

1 SARS-CoV-2-1 400, 000 (±40,000) ผลบวก 3/3 การทดสอบ

2 SARS-CoV-2-2 40,000 (±4,000) ผลบวก 3/3 การทดสอบ

3 SARS-CoV-2-3 4,000 (±400) ผลบวก 3/3 การทดสอบ

4 SARS-CoV-2-4 2,000 (±200) ผลบวก 3/3 การทดสอบ

5 SARS-CoV-2-5 500 (±50) อาจได้ผลบวกหรือผลลบ

ตัวอย่างลบ

1 Influenza A - ผลลบ 3/3 การทดสอบ

2 Influenza B - ผลลบ 3/3 การทดสอบ

3 RSV - ผลลบ 3/3 การทดสอบ

4 MERS-CoV - ผลลบ 3/3 การทดสอบ

5 Distilled water or VTM - ผลลบ 3/3 การทดสอบ

ผล

ภาพรวมของชุดน�้ำยาที่ได้รับการประเมิน

ระหว่างวันที่ 1 มีนาคม ถึง 25 พฤษภาคม พ.ศ. 2563 มีชุดน�้ำยาถูกส่งมาประเมินทั้งสิ้น 41 ชุดน�้ำยา 

จาก 8 ประเทศผู้ผลิต ได้แก่ จีน และเกาหลีใต้ จ�ำนวนประเทศละ 12 ชุด สหรัฐอเมริกา และเยอรมนี จ�ำนวนประเทศละ 

5 ชุด สเปน 4 ชุด และประเทศอื่นๆ (สหราชอาณาจักร มาเลเซีย สิงคโปร์) ประเทศละ 1 ชุดน�้ำยา (ภาพที่ 2A) ชุด

น�้ำยาจ�ำนวน 29 ชุดน�้ำยา (71%) มียีนเป้าหมาย 2 ยีน 7 ชุดน�้ำยา (17%) มียีนเป้าหมาย 1 ยีน และมี 5 ชุดน�้ำยา 

(12%) ที่มียีนเป้าหมาย 3 ยีน (ภาพที่ 2B) โดยยีนเป้าหมายที่ถูกเลือกใช้มากที่สุดคือ ยีน N (26 ชุดน�้ำยา) ตามด้วย 

ORF1a/ab, E, RdRp และ S จ�ำนวน  19, 15, 15 และ 4 ชดุน�ำ้ยาตามล�ำดบั (ภาพที ่2C) มชีดุน�ำ้ยาทีต้่องใช้ตวัอย่าง 

culture supernatant ที่ไม่ผ่านขั้นตอนการสกัด RNA ในการประเมินจ�ำนวน 3 ชุดน�้ำยา (ภาพที่ 2D) รายชื่อและ

รายละเอียดบางส่วนของชุดน�้ำยาที่ได้รับการประเมินแสดงในตารางที่ 5
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ผลการประเมินชุดน�้ำยา

ชุดน�้ำยาที่ผ่านการประเมินมีทั้งหมด 36 ชุดน�้ำยา (ร้อยละ 88) และมีชุดน�้ำยาที่ไม่ผ่านการประเมินทั้งหมด 

5 ชุดน�้ำยา (ร้อยละ 12) ประกอบด้วยชุดน�้ำยาที่มีความสอดคล้องของตัวอย่างบวกน้อยกว่าร้อยละ 80  (ไม่ผ่านเกณฑ์

ความไว) จ�ำนวน 3 ชดุน�ำ้ยา และมีผลความสอดคล้องของตวัอย่างลบน้อยกว่าร้อยละ 100 (ไม่ผ่านเกณฑ์ความจ�ำเพาะ) 

จ�ำนวน 2 ชุดน�้ำยา (ตารางที่ 2)

ภาพที่ 2	ข้อมูลของชุดน�้ำยาจ�ำนวน 41 ชุด ที่ได้ท�ำการประเมิน จ�ำแนกตามประเทศผู้ผลิตชุดน�้ำยา (A) จ�ำนวนของยีน 

	 เป้าหมายของแต่ละชุดน�้ำยา (B) ชนิดของยีนเป้าหมาย (C) และ ชนิดของตัวอย่างที่ใช้ประเมิน (D) 

ตารางที่ 2	ผลการประเมินชุดน�้ำยาตรวจหาสารพันธุกรรมของเช้ือ SARS-CoV-2 จ�ำนวน 41 ชุดน�้ำยา (ข้อมูลถึง 

	 วันที่ 25 พฤษภาคม พ.ศ. 2563)

ผลประเมิน จ�ำนวนครั้งที่ทดสอบผ่าน (ความสอดคล้อง) จ�ำนวนชุดน�้ำยา (ร้อยละ)

ความไว - ผ่านเกณฑ์

15 จาก 15 การทดสอบ (ร้อยละ 100) 30 (ร้อยละ 73)

14 จาก 15 การทดสอบ (ร้อยละ 93) 2 (ร้อยละ 5)

13 จาก 15 การทดสอบ (ร้อยละ 87) 3 (ร้อยละ 7)

12 จาก 15 การทดสอบ (ร้อยละ 80) 1 (ร้อยละ 3)

ความไว - ไม่ผ่านเกณฑ์
น้อยกว่า 12 จาก 15 การทดสอบ

ในตัวอย่างบวก (ต�่ำกว่าร้อยละ 80) 3 (ร้อยละ 7)

ความจ�ำเพาะ - ไม่ผ่านเกณฑ์
ผลลบน้อยกว่า 15 จาก 15 การทดสอบ
ในตัวอย่างลบ (ต�่ำกว่าร้อยละ 100)

2 (ร้อยละ 5)
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การวิเคราะห์ค่า cycle threshold

ท�ำการวิเคราะห์ค่า cycle threshold (Ct) จากชุดน�้ำยาที่ใช้ RNA เป็นตัวอย่างจ�ำนวน 36 ชุดน�้ำยา โดย

ไม่รวมชุดน�้ำยาที่ใช้ culture supernatant ในการประเมิน เนื่องจากตัวอย่างที่ใช้ประเมินแตกต่างกัน และไม่รวม 

ชุดน�้ำยาที่ไม่ผ่านเกณฑ์ specificity เนื่องจากค่า Ct ที่ได้จากการทดสอบไม่คงที่ ค่า Ct จากการประเมินด้วยตัวอย่าง

แต่ละความเข้มข้นมีความสัมพันธ์แบบเส้นตรง (linear relationship) กับค่า log ของ dilution (R2 = 0.99)  

เมื่อเปรียบเทียบค่า Ct ที่ได้จากการทดสอบแต่ละยีนเป้าหมาย พบว่าค่า Ct ต่อ ยีน RdRp นั้นสูงกว่ายีนอื่นในทุก

ตัวอย่าง แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (Mann-Whitney U Test, p > 0.01)  (ตารางที่ 3)  เมื่อ

พิจารณาการกระจายของค่า Ct จาก %CV และ boxplot (ตารางที่ 3 และภาพที่ 3) พบว่า ยีน N มีการกระจายของ

ค่า Ct สูงกว่ายีนอื่น ใกล้เคียงกับยีน RdRp เนื่องจากชุดน�้ำยาหนึ่งที่มียีนเป้าหมาย ยีน N และ RdRp ให้ค่า Ct ที่

ต�่ำกว่าชุดน�้ำยาส่วนใหญ่ในทุกตัวอย่าง ซึ่งเมื่อท�ำการค�ำนวณโดยไม่รวมค่า Ct ของชุดน�้ำยานี้พบว่า %CV ของ ยีน N 

และ RdRp จะมีค่าใกล้เคียงกับยีนอื่น ส่วน ยีน S มีค่าการกระจายต�่ำเนื่องจากมีจ�ำนวนชุดน�้ำยาที่ใช้ ยีน S เป็นยีน 

เป้าหมายเพียง 4 ชุดน�้ำยาเท่านั้น

ตารางที่ 3 ค่า Ct จากชุดน�้ำยาที่ทดสอบกับตัวอย่าง RNA ในแต่ละความเข้มข้น แยกตามยีนเป้าหมาย

ตัวอย่าง

ชนิดของยีนเป้าหมาย (จ�ำนวนชุดน�้ำยา)

E (13) N (22) ORF1a/
ab(19)

RdRp (13) S (4)

1 Median Ct 
(range)
%CV

24.8 
(22.1-29.4)

8.7

24.4 
(9.3-30.2)

16.6

25.4 
(14.9-28.6)

12.5

26.2
 (22.4-32.2)

9.5

24.9
(24.5-25.4)

1.5

2 Median Ct 
(range)
%CV

28.4
(24.8-32.8)

8.3

27.7
(12.2-32.5)

15.0

28.7 
(17.8-33.2)

10.9

29.7 
(25.6-39.2)

11.4

28.1
(27.1-28.4)

2.0

3 Median Ct 
(range)
%CV

31.0
(28.7-36.7)

7.6

30.8
(15.5-35.6)

13.1

31.9
(21.4-36.7)

9.9

32.7
(29.1-35.1)

6.4

31.5
(30.3-34.7)

5.9

4 Median Ct 
(range)
%CV

34.5
(31.9-36.7)

4.9

34.0
(17.2-39.2)

12.8

35.6
(22.8-39.4)

9.5

35.7
(33.6-39.0)

5.4

35.1
(32.8-37.5)

6.7

5 Median Ct 
(range)
%CV

36.1 

(32.9-37.4)

4.8

35.1

 (17.4-38.8)

12.7

36.5

 (23.6-40.0)

9.0

37.1

 (32.7-39.6)

5.7

36.0

 (33.6-36.6)

4.5
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การประเมินความแตกต่างระหว่างรุ่นการผลิตของชุดน�้ำยา

ในการประเมินน้ีมี 2 ชดุน�ำ้ยา ท่ีได้รบัการประเมนิมากกว่า 2 ครัง้ โดยแต่ละครัง้ทีน่�ำมาประเมนิจะมรุ่ีนการผลติ 

(lot) ต่างกัน (ตารางที่ 4) พบว่าชุดน�้ำยา A1 ที่ได้ท�ำการประเมิน 4 ครั้ง มียีนเป้าหมายคือ ยีน ORF1a/ab  

และ ยนี N ค่า Ct ของแต่ละตวัอย่างมค่ีา SD น้อยกว่า 2.0 ยกเว้นในตวัอย่างที ่2 ทีม่ค่ีา Ct หนึง่ครัง้แตกต่างจากค่าอืน่  

ชุดน�้ำยา A2 ได้รับการประเมิน 3 ครั้ง มียีนเป้าหมายคือ ยีน E, ORF1a/ab และ ยีน N พบว่า ยีน E และ ยีน N  

มีค่า SD มากกว่า 2.0 ในทุกตัวอย่าง ขณะที่ ยีน ORF1a/ab มีค่า SD น้อยกว่า 2.0 ในทุกตัวอย่างเช่นกัน (ตารางที่ 4)

ภาพที่ 3	Boxplot แสดงการกระจายของค่า Ct (แกน Y) เมื่อทดสอบกับตัวอย่างแต่ละความเข้มข้น (แกน X)  

	 แยกตามยีนเป้าหมาย 5 ยีน ที่ระบุตามเอกสารก�ำกับของแต่ละชุดน�้ำยา ได้แก่ ยีน E (n=13), N (n=22),  

	 ORF1a/ab (n=19), RdRp (n=13) และ ยีน S (n=4) วงกลมสีด�ำแสดงค่า Ct ที่แตกต่างจากกลุ่มค่า Ct  

	 ส่วนใหญ่ (outlier)

ตารางที่ 4  การเปรียบเทียบชุดน�้ำยาที่ได้ท�ำการประเมินความแตกต่างระหว่างรุ่นการผลิต (lot-to-lot variation)

ชุดน�้ำยา
จ�ำนวนครั้งที่ประเมิน ยีนเป้าหมาย

1 2 3 4 5

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

A1 4 N 25.2 0.3 29.9 3.0 32.3 1.8 35.2 1.3 36.3 1.6

ORF1a/ab 27.4 0.9 31.8 2.7 34.2 1.2 37.0 0.9 38.5 1.2

A2 3 E 25.4 2.5 28.6 2.6 31.8 2.7 35.1 2.8 36.9 3.5

N 28.2 3.6 31.2 3.5 34.4 3.9 38.2 4.5 38.6 3.3

ORF1a/ab 27.4 1.2 30.4 1.1 33.6 1.2 37.4 1.3 38.0 1.6
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ชื่อน�้ำยา บริษัทผู้ผลิต ความจ�ำเพาะของยีน ระบุเครื่องเฉพาะ

ระบุตั้งค่า 
threshold

เวลาที่ใช้โดยประมาณ 
(thermal cycling 

time) (นาที)

Ct 
cut-off

อื่นๆ

1 1copy™ COVID-19 qPCR 
Multi Kit

1drop Inc.,  Korea 1. Betacoronavirus E
2. SARS-CoV-2 RdRp

  
80 ≤40

 

2 ab TES™ 2019-nCoV qPCR I 
Kit (v1.0) 

AIT Biotech, Singapore 1. SARS-CoV-2 NS1
2. SARS-CoV-2 NS2

  
70

amplifi-
cation 
curve

 

3 Abbott RealTime SARS-
COV-2 Amplification 
Reagent and Control Kits

Abbott Molecular
Inc., USA

1. SARS-CoV-2 RdRP
2. SARS-CoV-2 N

Abbott m2000rt 
System

 
270 ไม่ระบุ

ใช้ตัวอย่าง 
VTM

4 AccuPower®  SARS-CoV-2 
Real-Time RT-PCR Kit

Bioneer Corp., Korea 1. Coronavirus E
2. SARS-CoV-2 RdRP

  
90 ≤38

 

5 Allplex™ 2019-nCoV Assay Seegene, Inc. Korea 1. Sarbecovirus E
2. SARS-CoV-2 RdRP
3. SARS-CoV-2 N

  
90 ≤40

 

6 careGENE™ N-CoV 
RT-PCR kit

WELLS BIO, Inc., 
Korea

1. Coronavirus E
2. SARS-CoV-2 RdRP

 
√ 70 ≤45

 

7 Detection kit for 2019 Novel 
Coronavirus (2019-nCoV) 
RNA (PCR-Fluorescense 
PCR Probing)

DAAN Gene, China 1. SARS-CoV-2 ORF1ab
2. SARS-CoV-2 N

  

80 ≤40

 

8 DiaPlexQ™ Novel Coronavirus 
(2019-nCoV) Detection Kit

Solgent Co., 
Ltd. Korea

1. SARS-CoV-2 ORF1a
2. SARS-CoV-2 N

 
√ 75 ≤40

 

9 DirectPrep™ 2019 Novel 
Coronavirus (2019-nCoV) 
Detection Kit

Coyote Bioscience Co., 
Ltd. China

1. SARS-CoV-2 ORF1ab 
2. SARS-CoV-2 N 60

amplifi-
cation 
curve

10 GenePro COVID-19 
Detection Test

Gencurix Inc., Korea 1. Coronavirus E
2. SARS-CoV-2 RdRp

√ 70 <40

11 genesig® Real-Time 
PCR Coronavirus 
(COVID-19) CE IVD Kit

Primerdesign Ltd., 
United Kingdom

SARS-CoV-2 RdRp
 60

amplifi-
cation 
curve

12 HBRT-COVID-19 
Real-Time PCR Kit

Chaozhou Hybribio 
Biochmistry Ltd. China

1. SARS-CoV-2 ORF1ab
2. SARS-CoV-2 N

 60 ≤40

13 iLAMP Novel-CoV19 
Detection Kit

iONEBIO Inc., Korea SARS-CoV-2 N
√ 30 ≤26

14 Liferiver Novel Coronavirus 
(2019-nCoV) Real Time Mul-
tiplex RT-PCR Kit (Detection 
for 3 Genes)

Shanghai ZJ Bio-Tech 
Co., Ltd., China

1. SARS-CoV-2 ORF1ab
2. SARS-CoV-2 N
3. SARS-CoV-2 E

70 ≤41

15 LightMix® Modular 
Sarbecovirus E-gene

TIB Molbiol Synthese-
labor GmbH, Germany

 Sarbecovirus E Light Cycler 480 70 <39

16 LightMix® Modular SARS-
CoV (COVID19) N-gene

TIB Molbiol Synthese-
labor GmbH, Germany

Sarbecovirus N Light Cycler 480 70 <37

17 LightMix® Modular 
SARS-CoV-2 
(COVID19) RdRP

TIB Molbiol 
Syntheselabor GmbH, 
Germany

SARS-CoV-2 RdRP Light Cycler 480 70 <39

18 LiliF™ COVID-19 Real-time 
RT-PCR Kit

iNtRON Biotechnology, 
Korea

1. SARS-CoV-2 RdRp 
2. SARS-CoV-2 N
3. Betacoronavirus E

√
90 <35

19 Logix Smart COVID-19 Kit Co-Diagnostics, Inc. 
USA

SARS-CoV-2 RdRp 90 <45

20 LyteStar™ 2019-nCoV 
RT-PCR Kit 1.0

ADT Biotech, Malaysia 1. Sarbecovirus E
2. SARS-CoV-2 RdRp

120 ≤45

21 MolecuTech® Real-Time 
COVID-19

YD Diagnostics CORP. 
Korea

1. SARS-CoV-2 RdRp
2. Coronavirus E √ 120 ≤40

ตารางที่ 5	 รายชื่อชุดน�้ำยาท่ีได้รับการประเมินตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ SARS-CoV-2 (ข้อมูลถึงวันที่  

	 25 พฤษภาคม พ.ศ. 2563)
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22 Novel Coronavirus 
(2019-nCoV) Nucleic Acid 
Detection Kit (PCR-Fluores-
cence Probing)

Shanghai BioGerm 
Medical Technology 
Co., Ltd., China

1. SARS-CoV-2 ORF1ab
2. SARS-CoV-2 N

60 ≤38

23 Novel Coronavirus 
(2019-nCoV) Nucleic 
Acid Diagnostic Kit 
(PCR-Fluorescent Probing)

Sansure Biotech, 
China

1. SARS-CoV-2 ORF1ab
2. SARS-CoV-2 N

90 ≤40

24 Novel Coronavirus 
(2019-nCoV) Real Time 
PCR Kit

Jiangsu Bioperfectus 
Technologies Co., Ltd. 
China

1. SARS-CoV-2 ORF1ab
2. SARS-CoV-2 N 70 ≤37

25 Novel Coronavirus 
(2019-nCoV) RT-PCR Kit

Dynamiker Biotech-
nology (Tianjin) 
Co., Ltd., China

 1. SARS-CoV-2 ORF1ab
2. SARS-CoV-2 N 70 <37

26 PCR/RT-PCR Kit Novel 
Coronavirus (2019-nCoV) 
Fluorescence RT-PCR 
Detection Kit

Hang Zhou Bioer 
Technology Co.Ltd

1. SARS-CoV-2 ORF1ab
2. SARS-CoV-2 N

70 ≤40

27 PerkinElmer® New 
Coronavirus (2019-nCoV)
 Nucleic Acid Detection Kit

Perkin Elmer, Inc. 
USA

1. SARS-CoV-2 N
2. SARS-CoV-2 ORF1ab 104.5 ≤42, ≤45

28 PowerChek 2019-nCoV 
Real-time PCR Kit

KogeneBiotech Co., 
Ltd. Korea

1. Betacoronavirus E
2. SARS-CoV-2 RdRp

70 ≤38

29 QIAStat-Dx Respiratory
 2019-nCoV Panel

QIAGEN, Germany 1. SARS-CoV-2 RdRp
2. SARS-CoV-2 E

QIAstat-DX 
Analyzer 1.0

<40
ใช้ตัวอย่าง 

VTM

30 RealStar SARS-CoV-2 
RT-PCR Kit 1.0 

Altona Diagnostics 
GmbH Germany

1. Betacoronavirus E
2. SARS-CoV-2 S 90

amplifi-
cation 
curve

31 Real-time fluorescent 
RT-PCR kit for detecting 
2019-nCoV

BGI PathoGenesis
 Pharmaceutical 
Technology Co., Ltd. 
China

SARS-CoV-2 ORF1ab

70 <38

32 SARS-CoV-2 Nucleic Acid 
Detection Kit (PCR-Fluores-
cent Probe Method)

Zybio Inc., China 1. SARS-CoV-2 ORF1ab
2. SARS-CoV-2 N 70 <40

33 SARS-CoV-2 nucleic acid 
detection kit based on real-
time PCR platform

Beijing Biogench 
Biotechnology 
Co., Ltd., China

1. SARS-CoV-2 S
2. SARS-CoV-2 N 70 <36

34 SARS-CoV-2 RT PCR Vitro S.A. master di-
agnostics, Spain

1. SARS-CoV-2 N 
2. Coronavirus E 70

amplifi-
cation 
curve

 

35 SMARTCHEK® Novel Coro-
navirus (SARS-CoV-2) De-
tection Kit

Genesystem Co., Ltd. 
Korea

1. SARS-CoV-2 N
2. SARS-CoV-2 RdRp

GENECHECKER 
UF-300Real-time 

PCR System
45 < 40  

36 TaqMan™ 2019 nCoV Assay 
Kit v1

Life Technologies 
Corporation, USA

1. SARS-CoV-2 ORF1ab
2. SARS-CoV-2 S
3. SARS-CoV-2 N

60 <37  

37 TaqMan™ 2019-nCoV Assay 
Kit v2

Life Technologies 
Corporation, USA

1. SARS-CoV-2 ORF1ab
2. SARS-CoV-2 S
3. SARS-CoV-2 N

60 <37  

38 VIASURE SARS-CoV-2 Real 
Time PCR Detection Kit 
12x8-well strip, high profile

CERTEST Biotec, S. 
L., Spain

1. SARS-CoV-2 ORF1ab
2. SARS-CoV-2 N 70 <38

12x8 well 
strips, high 

profile

39 VIASURE SARS-CoV-2 Real 
Time PCR Detection Kit 
12x8-well strip, low profile

CERTEST Biotec, S. 
L., Spain

1. SARS-CoV-2 ORF1ab
2. SARS-CoV-2 N 70 <38

12x8 well 
strips, low 

profile

40 Vitassay qPCR SARS-CoV-2 
(II)

Vitassay Healthcare, 
S.L.U., Spain

1. SARS-CoV-2 ORF1ab
2. SARS-CoV-2 N

80 amplifi-
cation 
curve

SARS-
CoV-2 (II) 

Strips

41 Xpert Xpress SARS CoV 2 Cepheid, USA 1. SARS-CoV-2 N
2. SARS-CoV-2 E

GeneXpert 
Dx System

45 ไม่ระบุ ใช้ตัวอย่าง 
VTM

ตารางที่ 5	 รายชื่อชุดน�้ำยาท่ีได้รับการประเมินตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ SARS-CoV-2 (ข้อมูลถึงวันที่  

	 25 พฤษภาคม พ.ศ. 2563) (ต่อ)

 

ชื่อน�้ำยา บริษัทผู้ผลิต
1. SARS-CoV-2 

ORF1ab
ระบุเครื่องเฉพาะ

ระบุตั้งค่า 

threshold

เวลาท่ีใช้โดยประมาณ 

(thermal cycling 

time) (นาที)

Ct 

cut-off
อื่นๆ
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วิจารณ์

การศึกษานี้ได้ท�ำการประเมินชุดน�้ำยาตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ SARS-CoV-2 ทั้งสิ้น 41 ชุดน�้ำยา  

ผ่านการประเมนิ 36 ชดุน�ำ้ยา (88) ให้ผลผ่านการประเมนิความไว (sensitivity) เมือ่ชดุน�ำ้ยาให้ผลบวกถงึตวัอย่างที ่4 

เป็นอย่างน้อย หรือไม่มากกว่า 1,000 copies/ml ซึ่งใกล้เคียงกับปริมาณของเชื้อในตัวอย่างที่เก็บจากผู้ป่วยจาก 

การศึกษาที่รายงาน viral load ในตัวอย่าง throat swab ประมาณ 104 copies/ml โดยปริมาณต�่ำสุดท่ีพบคือ  

641 copies/ml(14)  ชุดน�้ำยาท่ีไม่ผ่านเกณฑ์การประเมินความไวนั้นให้ผลลบในตัวอย่างที่ 4  แม้ในเอกสารก�ำกับ 

ชุดน�้ำยาระบุว่าชุดน�้ำยามี LOD ต�่ำกว่า 1,000 copies/ml เช่นเดียวกับชุดน�้ำยาท่ีไม่ผ่านการประเมินความจ�ำเพาะ  

แม้ในเอกสารก�ำกับชุดน�้ำยาระบุว่าได้ท�ำการทดสอบกับตัวอย่างที่มีเช้ือก่อโรคชนิดอ่ืนแล้ว แต่ยังอาจให้ผลบวกปลอม  

(false positive) ในการทดสอบกับตัวอย่างที่ไม่มีเชื้อ SARS-CoV-2 ซึ่งในการทดสอบเบื้องต้นของบริษัทผู้ผลิต 

ชุดน�้ำยานั้นอาจยังไม่ได้ท�ำการทดสอบกับตัวอย่างผู้ป่วย เนื่องจากในช่วงแรกของการระบาดนั้นยังไม่มีตัวอย่างผู้ป่วย

ให้ทดสอบอย่างเพียงพอ ดังน้ันการจะเลือกใช้ชุดน�้ำยาในการทดสอบทางห้องปฏิบัติการจึงต้องศึกษารายละเอียด 

ในเอกสารก�ำกับชุดน�้ำยาอย่างละเอียด หรือถ้าเป็นไปได้ควรท�ำการทดลองใช้ชุดน�้ำยากับตัวอย่างผู้ป่วยที่ทราบผล

ชุดน�้ำยาส่วนใหญ่มียีนเป้าหมายจ�ำนวน 2 ยีน และยีนเป้าหมายที่ถูกใช้มากที่สุดคือ ยีน N เป็นจ�ำนวน 26 

ชุดน�้ำยา มีชุดน�้ำยาที่ใช้ ยีน E เป็นยีนเป้าหมายจ�ำนวน 15 ชุดน�้ำยา โดยส่วนใหญ่มีการระบุในเอกสารก�ำกับชุดน�้ำยาว่า 

primer/probe ต่อ ยนี E น้ันมีความจ�ำเพาะกับไวรสัโคโรนาในกลุม่ Sarbecovirus ซึง่ชุดน�ำ้ยากลุม่นีมี้ยนีเป้าหมายอืน่ 

อย่างน้อยอีก 1 ยีน ที่มีความจ�ำเพาะกับ SARS-CoV-2 และในการแปลผลจะรายงานผล SARS-CoV-2 เป็น 

บวกต่อเมื่อยีนเป้าหมายทั้งหมดในการทดสอบนั้นเป็นบวก หรือยีนอื่นที่มีความจ�ำเพาะกับ SARS-CoV-2 เป็นบวก   

จากข้อมูลวิธีตรวจแบบ in house ที่พัฒนาขึ้นโดยห้องปฏิบัติการตามรายงานของ WHO(3) ได้มีการใช้ ยีน E เป็นยีน

เป้าหมายทีมี่ความจ�ำเพาะกบักลุม่ Sarbecovirus และใช้ ยนี RdRp เป็นยนีเป้าหมายทีจ่�ำเพาะต่อเช้ือ SARS-CoV-2 

ในการตรวจยนืยนั การใช้ ยนี E เป็นยนีเป้าหมายอาจไม่จ�ำเพาะต่อ SARS-CoV-2 แต่อาจเป็นประโยชน์ในการเฝ้าระวงั

เมื่อเชื้อเกิดการกลายพันธุ์ในยีนเป้าหมายอื่น หรือในกรณีที่เกิดการระบาดของเชื้อตัวใหม่ที่อยู่ในกลุ่ม Sarbecovirus 

ท�ำให้ primer/probe ที่มีความจ�ำเพาะต่อยีนอื่นของ SARS-CoV-2 ไม่สามารถตรวจจับได้ แต่ในขณะที่ ยีน E ที่มี

ความจ�ำเพาะกับกลุ่ม Sarbecovirus ยังสามารถตรวจจับได้(5)

การแปลผลนั้นขึ้นอยู่กับค่า Ct ซึ่งเป็นจ�ำนวนรอบการเพิ่มจ�ำนวนสารพันธุกรรมของ real-time PCR ที่

แสดงสัญญาณฟลูออเรสเซ็นต์ตัดกับเส้น threshold โดยในการแปลผลใช้ค่า Ct ที่ได้จากการทดสอบเทียบกับค่า Ct 

cut-off ทีร่ะบใุนเอกสารก�ำกบัชดุน�ำ้ยาแต่ละชดุ ถ้าค่า Ct ของตวัอย่างนัน้ต�ำ่กว่าค่า Ct cut-off แสดงถงึการพบ RNA 

ของยีนเป้าหมายในตัวอย่างนั้น แต่ถ้าสูงกว่าค่า Ct cut-off แสดงถึงตัวอย่างนั้นไม่มี RNA ของยีนเป้าหมาย หรือมีใน

ปริมาณที่ต�่ำกว่า limit of detection ของชุดน�้ำยานั้น  การตั้งค่า threshold อาจมีความแตกต่างในแต่ละครั้งที่ท�ำการ

ทดสอบ และมีความแตกต่างกันตามยี่ห้อหรือรุ่นของเครื่อง real-time PCR  ซึ่งอาจเป็นค่าที่จากการก�ำหนดเองของ

เครื่องภายหลังการทดสอบโดยการค�ำนวณสัญญาณฟลูออเรสเซ็นต์ หรือเป็นค่าที่ก�ำหนดเองโดยผู้ปฏิบัติงานเพ่ือลด

สัญญาณรบกวนซึ่งต้องอาศัยประสบการณ์และความช�ำนาญของผู้ปฏิบัติงาน(15, 16) ในชุดน�้ำยาที่ได้ท�ำการประเมินมี  

6 ชุดน�้ำยา ที่ระบุในเอกสารก�ำกับให้มีการตั้งค่า threshold ตามที่บริษัทผู้ผลิตก�ำหนด ซึ่งมีข้อดีในการควบคุมให้การ

แปลผลคงที่โดยไม่มีการ bias จากผู้ปฏิบัติงาน แต่การปฏิบัติงานจริงในการทดสอบแต่ละครั้งมีหลายปัจจัยที่อาจมี

ผลต่อสัญญาณฟลูออเรสเซ็นต์ เช่น รุ่นของเครื่อง real-time PCR ที่ใช้งาน รุ่นการผลิตของชุดน�้ำยา การขนส่งหรือ 

การจดัเกบ็ชุดน�ำ้ยาท่ีไม่ถกูวิธอีาจส่งผลต่อความคงตวัของสฟีลอูอเรสเซน็ต์ทีต่ดิอยูก่บั probe ท�ำให้เกดิความแปรปรวน
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ของค่า Ct  นอกจากนี้ในบางชุดน�้ำยาไม่มีการระบุค่า Ct cut-off แต่ให้แปลผลจากการปรากฏของ amplification 

curve ซึ่งในบางกรณีที่ในตัวอย่างทดสอบไม่มี RNA เป้าหมาย แต่พบสัญญาณฟลูออเรสเซ็นต์ขึ้นใน cycle ที่สูงกว่า 

40 ในปริมาณต�่ำแล้วลักษณะของ curve ไม่เป็นแบบ exponential ซึ่งอาจเป็นผลจาก nonspecific binding ที่พบ

ได้ใน cycle ที่สูงขึ้น ท�ำให้ผู้ปฏิบัติงานเข้าใจว่าเป็นสัญญาณจากยีนเป้าหมายและรายงานผลเป็นบวก  ผลจากทั้งสอง

ปัจจัยนี้ถ้าผู้ปฏิบัติงานขาดประสบการณ์อาจท�ำให้การอ่านค่า Ct และการแปลผลเกิดความผิดพลาดขึ้นได้(16)

เมื่อท�ำการทดสอบพบการกระจายของค่า Ct ที่ส่วนใหญ่มี %CV น้อยกว่า 10 ยกเว้นใน ยีน N และ RdRp 

ซึง่มชุีดน�ำ้ยาทีไ่ด้ค่า Ct ต�ำ่กว่าชดุน�ำ้ยาส่วนใหญ่แต่ไม่มนัียส�ำคญัทางสถติ ิ ค่า Ct แสดงถงึความไว (sensitivity) ของ

ชุดน�้ำยาในการตรวจจับยีนเป้าหมายซึ่งขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย ได้แก่ การออกแบบล�ำดับนิวคลิโอไทด์ของ primer และ 

probe ประสิทธิภาพของเอนไซม์ polymerase องค์ประกอบของ buffer  ปริมาตรของ RNA ที่ใช้ในปฏิกิริยา การตั้ง 

parameter ส�ำหรับ thermal cycling เป็นต้น รวมไปถึงรุ่นการผลิตของชุดน�้ำยาชนิดเดียวกันที่อาจให้ค่า Ct ที่แตก

ต่างกนั ดงันัน้ในการทดสอบควรระบชุนิดของชดุน�ำ้ยาและรุน่การผลติของชุดน�ำ้ยาทุกครัง้เพือ่ประโยชน์ในการทวนสอบ 

มชีดุน�ำ้ยาท่ีผ่านการประเมินจ�ำนวน 5 ชุดน�ำ้ยา ทีต้่องใช้เครือ่ง real-time PCR เฉพาะทีบ่รษิทัผู้ผลติแนะน�ำ 

ได้แก่ บริษัท Abbott Molecular Inc. (Abbott m2000rt System), Roche Diagnostic (LightCycler 480 II), 

Sansure Biotech (SLAN-96P), QIAGEN (QIAstat-DX Analyzer 1.0) และ Cepheid (GeneXpert 

Dx System)  ในการท�ำ real-time RT-PCR ของชุดน�้ำยาของบริษัท Abbott Molecular Inc., QIAGEN และ  

Cepheid ด�ำเนนิการโดยใช้โปรแกรมค�ำสัง่ทีก่�ำหนดโดยบรษิทัผู้ผลติ ผู้ปฏบิตังิานไม่สามารถปรบัเปลีย่น parameter  ใด ๆ  

ของ PCR cycle ได้ แต่ท้ัง 3 ชดุน�ำ้ยา สามารถทดสอบโดยใช้ตวัอย่าง VTM ทีไ่ม่จ�ำเป็นต้องผ่านขัน้ตอนการสกดั RNA  

ชุดน�้ำยาของบริษัท Cepheid ใช้เวลาในการทดสอบน้อยท่ีสุดที่ประมาณ 45-50 นาที ในขณะที่ชุดน�้ำยาของบริษัท 

QIAGEN ใช้เวลาประมาณ 60 นาที และของบริษัท Abbott Molecular Inc. ใช้เวลานานที่สุดที่ประมาณ 180 นาที  

ด้วยระบบการท�ำงานและขนาดของเครือ่ง real-time PCR ของบริษทัทีแ่ตกต่างกนั เครือ่ง QIAstat-DX Analyzer 

1.0 และ GeneXpert Dx System มีขนาดเล็ก สามารถทดสอบตัวอย่างในปริมาณน้อยๆ ได้ทันที เหมาะจะน�ำไปใช้

ในห้องปฏิบัติการที่มีตัวอย่างทดสอบจ�ำนวนไม่มาก ในขณะที่ Abbott m2000rt System สามารถด�ำเนินการทดสอบ

ได้ครั้งละปริมาณมาก เหมาะกับห้องปฏิบัติการที่ต้องท�ำการทดสอบหลายตัวอย่าง ส่วนชุดน�้ำยาทีใช้ตัวอย่าง RNA  

ที่ผ่านการสกัดในการทดสอบกับเครื่อง real-time PCR ใช้เวลาในการท�ำ RT-PCR (thermal cycling time) 

น้อยทีส่ดุทีป่ระมาณ 60 นาท ีใช้เวลาสงูสดุทีป่ระมาณ 120 นาท ีโดยชดุน�ำ้ยาส่วนใหญ่ (47%) ใช้เวลาประมาณ 70 นาที

สรุป

ชุดน�้ำยาที่ได้รับการประเมินโดยส่วนใหญ่มีประสิทธิภาพดีใกล้เคียงกัน แต่รายละเอียดขั้นตอนการท�ำการ

ทดสอบ การเตรียมตัวอย่าง การตั้งค่า parameter ส�ำหรับ thermal cycling การอ่านผลและการแปลผลของแต่ละ

ชดุน�ำ้ยามรีายละเอยีดแตกต่างกนั ซ่ึงจะมีผลต่อการทดสอบและการรายงานผล ผู้ปฏบัิตงิานควรต้องศกึษาเอกสารก�ำกบั

ชุดน�้ำยาให้ละเอียดและเข้าใจทุกครั้งเพื่อลดปัจจัยที่อาจเป็นผลให้เกิดการรายงานผลที่ผิดพลาด

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการฝ่ายโรคติดเชื้อทางเดินหายใจในการเตรียมตัวอย่างทดสอบ ขอขอบคุณ

เจ้าหน้าที่ฝ่ายไวรัสระบบทางเดินอาหาร และฝ่ายไวรัสระบบประสาท สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข ท่ีให้ความ

อนุเคราะห์ในการใช้เครื่อง real-time PCR ในการประเมินชุดน�้ำยาบางส่วน
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Pre-marketing Evaluation of real-time RT 
PCR Test Kits for SARS-CoV-2 Detection: 

Thailand Emergency Use Authorization

ABSTRACT   During the outbreak of SARS-CoV-2 in Thailand, molecular testing by real-time 

RT-PCR was crucial for diagnosis and disease surveillance. Several commercial PCR test kits for 

SARS-CoV-2 diagnosis were available. Pre-marketing evaluation for Emergency Use Authorization 

(EUA) of those test kits was necessary for marketing in the country. The process is consisted of 

reviewing a dossier including a package insert and performing laboratory evaluation. The laboratory was 

performed using a panel of 5 positive RNA samples derived from SARS-CoV-2 cultured cells for  

analytical sensitivity and 5 negative SARS-CoV-2 samples for analytical specificity. All samples were 

extracted and serially-diluted for target gene testing, N, ORF1a/ab, E, RdRp and S, according to each 

test kit. A total of 41 test kits were examined. Thirty-six test kits (88%) passed the evaluation. Three 

(7%) and two (5%) test kits failed for analytic sensitivity and analytic specificity as compared with the 

target sensitivity and specificity of 80% and 99.8%, respectively. Analysis on variability of a cycle  

threshold (Ct) retrieved from all testing found no difference for any target genes. It is, therefore,  

important for laboratory personnel to carefully consider details of each test kit prior to testing for  

achieving accurate results.
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