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บทคัดย่อ  ชุดทดสอบตรวจหาแอนติบอดีต่อ SARS-CoV-2 เพื่อขึ้นทะเบียนจ�ำหน่ายในประเทศไทยนั้น ต้องผ่านมาตรฐาน

และการประเมินตามประกาศส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา ซ่ึงประกอบด้วย การประเมินความไวเชิงวินิจฉัย  

(Diagnostic sensitivity) ไม่ต�่ำกว่าร้อยละ 85 ความจ�ำเพาะเชิงวินิจฉัย (Diagnostic specificity) ไม่ต�่ำกว่าร้อยละ 98 

และความไม่จ�ำเพาะ (Non-specificity) หรือปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม (Cross reactivity) ไม่เกินร้อยละ 10 การศึกษาน้ี 

เพื่อประเมินประสิทธิภาพของชุดทดสอบที่ประสงค์ขึ้นทะเบียนระหว่างวันที่ 30 เมษายน 2563 ถึง 24 มิถุนายน 2563  

จากผูป้ระกอบการชดุทดสอบจ�ำนวน 21 ผลติภณัฑ์ ด้วยชดุตวัอย่างมาตรฐานจ�ำนวน 170 ตวัอย่าง ทีเ่ตรียมโดยกรมวทิยาศาสตร์

การแพทย์ ผลการประเมินพบว่า มีความไวเชิงวินิจฉัยอยู่ในช่วง 94-100% ความจ�ำเพาะเชิงวินิจฉัยอยู่ในช่วง 34-100% และ

ความไม่จ�ำเพาะอยู่ในช่วง 0-65%  เมื่อน�ำผลที่ได้นี้มาเปรียบเทียบกับเกณฑ์มาตรฐาน พบว่าผ่านเกณฑ์จ�ำนวน 15 ผลิตภัณฑ์ 

(71.4%) และไม่ผ่านเกณฑ์จ�ำนวน 6 ผลิตภัณฑ์ (28.6%) ในกลุ่มที่ไม่ผ่านเกณฑ์พบว่ามีจ�ำนวน 4 ผลิตภัณฑ์ ให้ผล 

%specificity ต�่ำกว่าเกณฑ์จ�ำนวน 1 ผลิตภัณฑ์ มีอัตราของ %Cross reactivity สูง และจ�ำนวน 1 ผลิตภัณฑ์ ไม่ผ่านเกณฑ์ 

ทั้ง %specificity และ %sensitivity ผลที่ได้แสดงว่าการประเมินชุดทดสอบตรวจหาแอนติบอดีต่อ SARS-CoV-2  

ก่อนขึน้ทะเบยีนจ�ำหน่าย โดยการใช้ชดุตวัอย่างมาตรฐานจากกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์นีม้คีวามเหมาะสม ส่งผลให้มีชดุทดสอบ

ที่มีคุณภาพส�ำหรับการใช้ในห้องปฏิบัติการทางการแพทย์และสาธารณสุข 

ค�ำส�ำคัญ ชุดทดสอบแอนติบอดี, SARS-CoV-2, การประเมินชุดทดสอบ
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บทนำ�

โรคติดเชื้อไวรัสโคโรนา 2019 (COVID-19) หรือโควิด-19 เกิดจากเชื้อไวรัสโคโรนาสายพันธุ์กลุ่ม

อาการทางเดินหายใจเฉียบพลันรุนแรง (Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus-2;  

SARS-CoV-2) เริ่มระบาดตั้งแต่ปลายปี 2562 และเมื่อวันที่ 11 มีนาคม 2563 องค์การอนามัยโลกประกาศให้เป็น 

โรคระบาดใหญ่ท่ัวโลก (Pandemic) โดยเริ่มจากเมืองอู่ฮ่ัน สาธารณรัฐประชาชนจีน และแพร่ระบาดไปทั่วโลก

จนถึงปัจจุบัน ในการตรวจหาการติดเชื้อ SARS-CoV-2 ปัจจุบันใช้วิธี real-time Reverse Transcription 

Polymerase Chain Reaction (real-time RT-PCR) เป็นวิธีมาตรฐาน(1)  สามารถตรวจวินิจฉัยผู้ติดเชื้อได้ตั้งแต่ 

ในระยะเริ่มแรก เพราะเป็นการตรวจหารหัสพันธุกรรมของตัวเชื้อ  ด้วยเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมที่มีศักยภาพ 

และบุคลากรต้องได้รับการฝึกอบรม มีประสบการณ์ในการตรวจระดับชีวโมเลกุลเป็นอย่างดี อย่างไรก็ตาม 

มีการพัฒนาเทคโนโลยีการตรวจทางภูมิคุ้มกันด้วยเทคนิคต่างๆ ไม่ว่าจะเป็นเทคนิคที่ต้องใช้เครื่องตรวจวิเคราะห์ 

เช่น Enzyme linked Immunoassay (ELISA), Chemiluminescence (CLIA) หรือเทคนิคที่ไม่ต้องใช้เครื่อง 

ตรวจวิเคราะห์ ได้แก่ Immunochromatography ซึง่เป็นการทดสอบอย่างง่าย มกีารพัฒนาส�ำหรบัการตรวจหาตวัเชือ้ 

และภูมิต้านทานต่อตัวเชื้อ ใช้เวลาไม่เกิน 15-30 นาที ในการทดสอบ จึงเรียกชุดตรวจประเภทนี้ว่า Rapid test(2) 

อย่างไรก็ตามยังคงมีข้อจ�ำกัดในเรื่องของการแปลผล  และประสิทธิภาพของชุดทดสอบ ซึ่งจะต้องท�ำการ 

ประเมินผลให้ชัดเจนก่อนที่จะน�ำไปใช้ในภาคปฏิบัติส�ำหรับการตรวจวินิจฉัยในผู้สงสัยว่าติดเชื้อจริง เนื่องจากการ

ระบาดของ COVID-19 เป็นโรคอบุตัใิหม่ท่ีระบาดครัง้แรกในโลก ข้อมลูการศกึษาวิจยัและการพฒันาชุดทดสอบต่างๆ 

ยังคงมีจ�ำกัด อย่างไรก็ตามมีผู้ผลิตจ�ำนวนมากได้พัฒนาชุดทดสอบเพื่อใช้ในการตรวจหาภูมิคุ้มกัน เพื่อจ�ำหน่าย 

ไปยังประเทศที่มีการระบาดของไวรัสชนิดนี้

จากข้อมูลขององค์กร The Foundation for Innovative New Diagnostics (FIND) ที่ท�ำการรวบรวม

ข้อมลูของชดุทดสอบ และท�ำการศกึษาวิจัยเพือ่ประเมนิประสทิธภิาพชดุทดสอบให้กบัองค์การอนามยัโลก พบว่ามีบริษัท

ที่ผลิตชุดทดสอบชนิดตรวจภูมิคุ้มกัน (Rapid antibody test) ที่วางจ�ำหน่ายแล้ว 257 บริษัท  ชุดทดสอบส�ำหรับ 

การตรวจหาตัวเชื้อ (Rapid antigen test) จ�ำนวน 28 บริษัท และอยู่ในระหว่างการพัฒนาจ�ำนวน 32 บริษัท (ข้อมูล 

ณ วันที่ 8 มิถุนายน 2563)(3) ซึ่งการควบคุมหรือประเมินประสิทธิภาพของชุดทดสอบในช่วงที่ผ่านมายังไม่มีหน่วยงาน

หรือองค์กรใดก�ำหนดเกณฑ์เพื่อใช้พิจารณาอย่างเป็นทางการส�ำหรับการข้ึนทะเบียนเพื่อจ�ำหน่ายชุดทดสอบของแต่ละ

ประเทศ ทัง้นีอ้งค์การอาหารและยา ประเทศสหรฐัอเมรกิา ได้ออกแนวทาง Emergency Used Authorization (EUA) 

ซึง่ระบุแนวทางส�ำหรบัชดุทดสอบหาภูมิคุม้กนั(4) ประกอบด้วยข้อมลูการทดสอบปฏกิิรยิาข้ามกลุม่ (Cross reactivity) 

ความจ�ำเพาะ (Analytical specificity) การจ�ำแนกประเภทของภมิูคุม้กนั (Class specificity) และข้อมลูการศกึษา

ทางคลินิก (Clinical agreement study) แต่ไม่ได้ก�ำหนดเกณฑ์เพื่อใช้ในการพิจารณาให้ชัดเจนแต่อย่างใด

ในประเทศไทยมีผู ้ประกอบการแสดงความประสงค์ขออนุญาตน�ำเข้าชุดทดสอบเพื่อมาจ�ำหน่ายเป็น

จ�ำนวนมาก ส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) ได้ประกาศให้มีการประเมินเทคโนโลยี และก�ำหนดเกณฑ ์

ส�ำหรับการประเมินประสิทธิภาพชุดทดสอบ(5) ประกอบด้วย ความไวเชิงวินิจฉัย (Diagnostic sensitivity) ความ

จ�ำเพาะเชิงวินิจฉัย (Diagnostic specificity) และความไม่จ�ำเพาะ (Non-specificity) หรือปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม 

(Cross reactivity) รวมทั้งประกาศให้มีองค์กรเชี่ยวชาญสามารถท�ำการประเมินชุดทดสอบ(6)  ซึ่งกรมวิทยาศาสตร์ 

การแพทย์เป็นผู้ด�ำเนินการจัดเตรยีมชดุตวัอย่างมาตรฐาน ส�ำหรบัใช้ในการประเมนิทางห้องปฏบิตักิาร ร่วมกบัเครอืข่าย

การตรวจประเมินชุดทดสอบในประเทศไทย ท�ำหน้าที่ประเมินชุดทดสอบที่จะข้ึนทะเบียนกับส�ำนักงานคณะกรรมการ

อาหารและยา เพื่อจ�ำหน่ายในประเทศต่อไป การศึกษาครั้งนี้เป็นการรวบรวมข้อมูลผลการประเมินชุดทดสอบตรวจ

หาแอนติบอดี SAR-CoV-2 ท่ีบริษัทผู้ผลิตหรือผู้น�ำเข้าแจ้งความจ�ำนงขอข้ึนทะเบียนเพื่อจ�ำหน่ายต่อส�ำนักงาน 

คณะกรรมการอาหารและยา ซึ่งมีการตรวจสอบข้อมูลเอกสาร และส่งตัวอย่างชุดทดสอบเพื่อท�ำการประเมินเทคโนโลยี

ทางห้องปฏิบัติการตามที่ก�ำหนด
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วัสดุและวิธีการ

ชุดตัวอย่างมาตรฐาน (Standard Panel Samples) ส�ำหรับการประเมินชุดทดสอบ

ชดุตวัอย่างมาตรฐานส�ำหรบัการประเมนิประสทิธภิาพชดุทดสอบแอนตบิอดต่ีอเชือ้ไวรสัก่อโรคระบบทางเดนิ 

หายใจเฉียบพลันรุนแรงของประเทศไทย 1 ชุดตัวอย่าง ประกอบด้วยตัวอย่างประเมินความไวเชิงวินิจฉัยจ�ำนวน 50 

ตัวอย่าง ตัวอย่างประเมินความจ�ำเพาะเชิงวินิจฉัยจ�ำนวน 100 ตัวอย่าง และตัวอย่างประเมินความไม่จ�ำเพาะจ�ำนวน 

20 ตัวอย่าง ซึ่งชุดตัวอย่างมาตรฐานที่ประกอบด้วย 170 ตัวอย่างของการทดสอบนี้ ได้รับอนุมัติการเจาะเลือดและ 

ใช้ตวัอย่างเลอืดจากคณะกรรมการพจิารณาการวจิยัในคน กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ วนัทีอ่นมุตั ิ13 กรกฎาคม 2563 

เลขที ่EC192/63 ตวัอย่างทัง้หมดถกูสุม่ให้รหสั และแจกจ่ายไปยงัห้องปฏบิตักิารตามที ่อย. ก�ำหนด โดย 1 ชดุตัวอย่าง

มาตรฐานใช้กับ 1 รุ่นผลิตภัณฑ์/ชนิดผลิตภัณฑ์ ของชุดทดสอบ และน�้ำยาจากผู้ประกอบการ มีรายละเอียด คือ

ตัวอย่างประเมินความไวเชิงวินิจฉัย (Diagnostic sensitivity)

เป็นตวัอย่างซรีมัหรอืพลาสมาท่ีเตรียมมาจากเลอืดของผูป่้วยทีม่อีาการ หรอืเป็นผูป่้วยทีเ่ข้าเกณฑ์ตามนยิาม 

(patient under investigation, PUI) ของโรค COVID-19 ที่ยืนยันผลการตรวจด้วย real-time RT-PCR จาก 

nasopharynx swab แล้วให้ผลบวก ทีม่าเข้ารบัการรกัษา ณ โรงพยาบาลทีผู่ป่้วยรกัษาตวั เป็นตวัอย่างเลอืด หรอืซรีมั 

ที่ท�ำการขอรับบริจาคเพิ่มจากผู้ป่วย และท�ำการส่งตรวจยืนยันด้วยวิธี Neutralization test และ/หรือ Plaque  

reduction test และตรวจหาประเภทของแอนติบอดีโดยวิธี ELISA หรือ CLIA 

ตัวอย่างประเมินความจ�ำเพาะเชิงวินิจฉัย (Diagnostic specificity)

เป็นตัวอย่างซีรมัหรอืพลาสมาท่ีเตรยีมมาจากเลอืดของอาสาสมคัรทีม่สีขุภาพด ีไม่มีอาการเจบ็ป่วย ณ ช่วงเวลา 

ทีเ่จาะเกบ็เลอืด ไม่มีประวัตเิสีย่ง/ประวัตสัิมผสั หรอืเป็นผูป่้วยทีผู่ท้ีเ่ข้าเกณฑ์ตามนยิาม Patient under investigation 

(PUI)  ของโรค COVID-19 และส่งตรวจหาโรคร่วมอืน่ ได้แก่  Hepatitis B surface antigen (HBsAg), Hepatitis 

B core antibody (anti-HBc), Veneral Disease Research Laboratory test (VDRL), Rheumatoid 

Factor (RF) และทดสอบหาภูมิคุ้มกันต่อเชื้อโควิด-19 ด้วยวิธี ELISA IgM/IgG 

ตัวอย่างประเมินความไม่จ�ำเพาะ (Non-specificity or Cross reactivity)

เป็นตัวอย่างซรีัมหรอืพลาสมาทีเ่ตรยีมมาจากเลอืดของอาสาสมัครทีเ่ป็นผู้ป่วยในกลุม่โรคตดิเชือ้ไวรสัทีอ่าจ

เกดิปฏิกริิยาข้ามกลุม่กบัชดุทดสอบ COVID-19 ได้ เช่น ไวรสัไข้เลอืดออก (Dengue), ไวรสัไข้หวดัใหญ่ (Influenza 

type A หรือ B), ไวรัสตับอักเสบ (Hepatitis B หรือ C) และกลุ่มผู้มีภาวะการสร้างภูมิตอบสนองไม่ปกติ เช่น  

ผู้ป่วย Systemic Lupus Erythematosus (SLE), ผู้ป่วย Rheumatoid Arthritis และผู้มีภาวะตั้งครรภ์ เป็นต้น

ชุดทดสอบและน�้ำยาที่เกี่ยวข้องกับการวินิจฉัยการติดเชื้อ SARS-CoV-2 

	 อย. ประสานงานให้ผู้ประกอบการที่ต้องการขอยื่นรับการตรวจประเมินเทคโนโลยีให้จัดส่งชุดทดสอบ 

และน�้ำยาไปยังห้องปฏิบัติการตามที่ อย. ก�ำหนด จ�ำนวน 200 ชุดทดสอบ ต่อ 1 รุ่นผลิตภัณฑ์ และต่อ 1 ชนิดผลิตภัณฑ์  

ซึ่งมีทั้งหมด 21 ผลิตภัณฑ์ สิ้นสุด ณ วันที่ 24 มิถุนายน พ.ศ. 2563

การตรวจสอบใบก�ำกับน�้ำยาและก�ำหนดวิธีการตรวจทางห้องปฏิบัติการเพื่อประเมินชุดทดสอบ

อย. ด�ำเนินการแจ้งไปยังห้องปฏิบัติการที่เป็นผู้ประเมินชุดทดสอบ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์เป็นผู้จัดส่ง

ชดุตวัอย่างมาตรฐานส�ำหรบัการประเมินชดุทดสอบ และผูป้ระกอบการจดัส่งชุดทดสอบให้กบัห้องปฏบิตักิารตามที ่อย. 
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ก�ำหนด ประกอบด้วยห้องปฏิบัติการคณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัย

มหิดล หน่วยภูมิคุ้มกันวิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี และห้องปฏิบัติการสถาบันบ�ำราศนราดูร 

ซึ่งห้องปฏิบัติการท่ีเป็นผู้ประเมินชุดทดสอบต้องศึกษาข้อมูลตามใบก�ำกับน�้ำยาที่ได้แนบมาพร้อมกับชุดทดสอบ 

เพือ่ก�ำหนดสภาวะการจัดเกบ็ชดุทดสอบ ปรมิาณตวัอย่างทีใ่ช้ตรวจ รวมทัง้วธิกีารตรวจทางห้องปฏิบตักิาร เครือ่งมือท่ีใช้  

และข้อควรระวัง ท้ังน้ีวิธกีารประเมินชุดทดสอบและน�ำ้ยาอ้างอิงตามใบก�ำกับน�ำ้ยาก�ำหนดไว้ และตกลงวธิกีารปฏบิตังิาน 

ร่วมกับผู้ประกอบการ เพื่อรับทราบแนวทางปฏิบัติร่วมกัน

การประเมินชุดทดสอบและน�้ำยาโดยใช้ชุดตัวอย่างมาตรฐาน

น�ำชุดทดสอบ/ชุดน�้ำยาตรวจ COVID-19 จากตู้เก็บที่ควบคุมสภาวะของแต่ละชุดทดสอบตามที่ก�ำหนดไว้ 

มาทดสอบร่วมกับชุดตัวอย่างมาตรฐานส�ำหรับการประเมินชุดทดสอบจ�ำนวน 170 ตัวอย่าง โดยท�ำการทดสอบตาม 

วิธีการทดสอบ และต้องปฏิบัติตามคู่มือการใช้งานหรือเอกสารก�ำกับชุดตรวจ COVID-19 ของแต่ละผลิตภัณฑ์

ตามที่ได้ก�ำหนด/ตกลงไว้กับผู้ประกอบการ การทดสอบท�ำในห้องปฏิบัติการระดับ 2 และให้ปฏิบัติตามหลักการ 

ความปลอดภัยทางห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ ในการอ่านผลการทดสอบชุดตรวจ COVID-19 ก�ำหนดให ้

เจ้าหน้าทีท่ีไ่ด้รบัมอบหมาย 1 คน เป็นผูอ่้านปฏกิิรยิาในครัง้แรก พร้อมทัง้ถ่ายภาพปฏกิริยิาของชดุทดสอบเกบ็ไว้ จากนัน้ 

เจ้าหน้าที่ได้รับมอบหมายให้ร่วมอ่านผลปฏิกิริยาการทดสอบจ�ำนวน 2 คน มาอ่านปฏิกิริยาในล�ำดับที่สอง และสาม 

ต่อไป โดยเป็นอสิระต่อกนั การอ่านผลการทดสอบจะสรปุผลเป็นผลบวกหรอืผลลบ(7) แล้วน�ำมาค�ำนวณหาร้อยละ ความไว 

ความจ�ำเพาะ และความไม่จ�ำเพาะ (ปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม) โดยเปรียบเทียบผลระหว่างผลจากการทดสอบอ้างอิง (ผลจาก

ชุดตัวอย่างมาตรฐาน) กับผลการทดสอบที่ได้อ่านจากชุดทดสอบ/ชุดน�้ำยาในแต่ละรุ่นผลิตภัณฑ์ ดังนี้

ผลการทดสอบอ้างอิง 
(ผลจากชุดตัวอย่างมาตรฐาน)

ผลบวก ผลลบ รวม

ผลการทดสอบที่ได้จากชุดทดสอบ/ชุดน�้ำยา

ผลบวก a c a + c

ผลลบ b d b + d

รวม a + b c + d a + b + c + d

โดยที่

ความไวเชงิวินิจฉัย (Diagnostic Sensitivity) คอื ชดุตรวจแสดงผลเป็นบวกเมือ่ทดสอบกบัตวัอย่างอ้างองิ

ให้ผลเป็นบวก โดยค�ำนวณได้จาก

%sensitivity = {a/(a+b)} x 100

ความจ�ำเพาะเชิงวินิจฉัย (Diagnostic Specificity) คือ ชุดตรวจแสดงผลเป็นลบเมื่อทดสอบกับตัวอย่าง

อ้างอิงให้ผลเป็นลบ โดยค�ำนวณได้จาก

%specificity = {d/(c+d)} x 100

ความไม่จ�ำเพาะ (Non-specificity) หรอืปฏกิริยิาข้ามกลุม่ (Cross reactivity) คอื ชดุตรวจแสดงผลเป็นบวก 

เมื่อทดสอบกับตัวอย่างอ้างอิงให้ผลเป็นลบ โดยกลุ่มตัวอย่างที่ใช้เป็นตัวอย่างที่อาจเกิดปฏิกิริยากับชุดทดสอบ/ 

ชุดน�้ำยาได้

%cross reactivity = (ตัวอย่างที่ให้ผลบวก/ตัวอย่างที่อาจเกิดปฏิกิริยากับชุดทดสอบ/ชุดน�้ำยา) x 100
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การประเมินชุดทดสอบและน�้ำยาโดยเปรียบเทียบกับเกณฑ์มาตรฐานของประเทศไทย (เกณฑ์มาตรฐาน อย. 

ก�ำหนด)

เมื่อน�ำชุดทดสอบมาประเมินร่วมกับชุดตัวอย่างมาตรฐานแล้ว ให้น�ำผลมาเปรียบเทียบกับค่าคาดหวัง 

จากกลุ่มตัวอย่าง และจัดท�ำรายงานผล โดยการค�ำนวณค่า %sensitivity, %specificity และ %cross reactivity 

โดยอ้างอิงตามเกณฑ์ที่ อย. ก�ำหนดไว้(5) ของชุดทดสอบแบบแอนติบอดี ดังนี้

ล�ำดับ ข้อก�ำหนด เกณฑ์การประเมิน

1. ความไวเชิงวินิจฉัย (Diagnostic sensitivity) ≥ 85%, n ≥ 50

2. ความจ�ำเพาะเชิงวินิจฉัย (Diagnostic specificity) ≥ 98%, n ≥ 100

3. ความไม่จาเพาะ (non-specificity) ≤ 10%, n ≥ 20

ผล

รายละเอียดข้อมูลของชุดทดสอบ

ชุดทดสอบ และน�้ำยาที่เกี่ยวข้องกับการวินิจฉัยการติดเชื้อ SARS-CoV-2 ที่ส่งจาก อย. เพื่อขอให้ประเมิน

เทคโนโลยี ระหว่างวันที่ 30 เมษายน 2563 ถึง 24 มิถุนายน 2563 มีจ�ำนวนชุดทดสอบทั้งสิ้น 21 ผลิตภัณฑ์ โดย 

ชดุทดสอบร้อยละ 66.7 เป็นชดุตรวจแบบ rapid test และเป็นหลกัการตรวจแบบ Immunochromatography ร้อยละ 

66.7 มีชุดทดสอบไม่ระบุชนิดของโปรตีนแอนติเจนที่ใช้เป็นส่วนประกอบของชุดทดสอบจ�ำนวนร้อยละ 76.2 และเป็น

ชุดทดสอบที่ผลิตจากประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีนร้อยละ 38.1 ซึ่งส่วนใหญ่มีมาตรฐานการผลิต Conformite 

Europeenee (European conformity, CE) ร้อยละ 79.2 และจ�ำนวนชุดทดสอบร้อยละ 81.0 ใช้ปริมาตรตัวอย่าง

ทดสอบ 10-20 ไมโครลติร ต่อ 1 การทดสอบ นอกจากนีม้ชุีดทดสอบทีไ่ม่ระบขุ้อมลู %sensitivity และ %specificity 

จ�ำนวนร้อยละ 28.6 โดยชดุทดสอบ และน�ำ้ยาทีมี่ข้อมลูจากใบก�ำกบัน�ำ้ยาพบว่า มคีวามไวในช่วง 86.4 - 100% โดยเปรียบ

เทียบผลกับตัวอย่างที่ให้ผลการตรวจ real-time RT-PCR ใน nasal swab ที่มีผลเป็นบวกจากจ�ำนวนศึกษา (n) 

ระหว่าง 40- 361 ตวัอย่าง และมีความไวในช่วง 98.0-100% โดยเปรยีบเทยีบกบัตวัอย่างทีใ่ห้ผล real-time RT-PCR 

ใน nasal swab ที่มีผลลบ จากจ�ำนวนศึกษา (n) ระหว่าง 150-1,071 ตัวอย่าง นอกจากนี้เกินกว่าครึ่งไม่ระบ ุ 

%cross reactivity รายละเอียดคุณลักษณะทั่วไปของชุดทดสอบ ดังแสดงตารางที่ 1

การประเมินชุดทดสอบ และน�้ำยาโดยใช้ชุดตัวอย่างมาตรฐาน

จากการตรวจทดสอบชุดทดสอบและน�้ำยาร่วมกับชุดตัวอย่างมาตรฐานจ�ำนวน 170 ตัวอย่าง ในแต่ละ 

ชุดทดสอบจ�ำนวน 21 ผลติภณัฑ์ พบว่าใหผ้ล %sensitivity ถูกตอ้งตรงกับชุดตัวอยา่งมาตรฐานที่เป็นผลบวก (100% 

sensitivity) จ�ำนวน 9 ผลิตภัณฑ์ ให้ผล %specificity ถูกต้องตรงกับชุดตัวอย่างมาตรฐานท่ีเป็นผลลบ (100% 

sensitivity) จ�ำนวน 14 ผลิตภัณฑ์ และไม่เกิด cross reactivity (0% cross reactivity) จ�ำนวน 11 ผลิตภัณฑ์ 

ผลการประเมินชุดน�้ำยา ดังแสดงตารางที่ 2
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ลักษณะของชุดทดสอบที่ส่งให้ประเมิน (n=21) จ�ำนวน ร้อยละ

ประเภทลักษณะชุดทดสอบ

-	 Rapid test Assay
-	 Machine Base Assay

14
7

66.7
33.3

หลักการทดสอบ
-	 Immunochromatography
-	 Chemiluminescence Immunoassay (CMIA)
-	 Electro Chemiluminescence Immunoassay (ECLIA)

14
5
2

66.7
23.8
9.5

องค์ประกอบแอนติเจนที่ใช้ในชุดทดสอบ
-	 Recombinant Spike Protein (S1)
-	 Recombinant Nucleocapsid Protein (N)
-	 ไม่ระบุ

3
2
16

14.3
9.5
76.2

ประเทศผู้ผลิต
-	 สาธารณรัฐประชาชนจีน
-	 สหรัฐอเมริกา
-	 อื่น ๆ (สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี สหราชอาณาจักร สหพันธรัฐสวิส สาธารณรัฐไอร์แลนด์ 
   สาธารณรัฐสิงคโปร์ และไทย)

8
4
9

38.1
19.0
42.6

มาตรฐานการผลิต
-	 CE mark
-	 ไม่ระบุ

16
5

79.2
23.8

ตารางที่ 1  	 รายละเอียดข้อมูลของชุดทดสอบและน�้ำยาที่เก่ียวข้องกับการวินิจฉัยการติดเช้ือ SARS-CoV-2 

	 ที่ส่งจากส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา เพื่อขอให้ประเมินเทคโนโลยีเครือข่ายห้องปฏิบัติการ 

	 ในการตรวจประเมินชุดทดสอบและน�้ำยาจ�ำนวน 21 ผลิตภัณฑ์ ระหว่างวันที่ 30 เมษายน 2563 ถึง 

	 24 มิถุนายน 2563

ประสิทธิภาพชุดทดสอบ/ชุดน�้ำยา (ต�่ำสุด – สูงสุด) จ�ำนวน (รุ่นผลิตภัณฑ์/ชนิดผลิตภัณฑ์) ร้อยละ

%sensitivity (94% – 100%)
-	100%
-	98%
-	96%
-	94%

9
5
6
1

42.9
23.8
28.6
4.8

%specificity (34% - 100%)
-	100%
-	99%
-	98%
-	≤96%

14
1
1
5

66.7
4.8
4.8
23.8

%cross reactivity (0% - 65%)
-	0%
-	5%
-	10%
-	≥20%

11
5
3
2

52.4
23.8
14.3
9.5

ตารางที่ 2  	ผลการประเมินชุดทดสอบและน�้ำยาโดยใช้ชุดตัวอย่างมาตรฐาน
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การประเมินชุดทดสอบและน�้ำยาโดยเปรียบเทียบกับเกณฑ์มาตรฐาน

จากผลตรวจประเมินชุดทดสอบและน�้ำยาร่วมกับชุดตัวอย่างมาตรฐาน เมื่อพิจารณาใช้เกณฑ์มาตรฐาน 

การขึ้นทะเบียนจาก อย. ตามที่ก�ำหนด พบว่ามีจ�ำนวน 15 ผลิตภัณฑ์ จาก 21 ผลิตภัณฑ์ (ร้อยละ 71.4) ผ่านเกณฑ์ 

ที่ก�ำหนด โดยมี 6 ผลิตภัณฑ์ ที่พบว่า 4 ผลิตภัณฑ์ มีผล %specificity ต�่ำกว่าเกณฑ์ มี 1 ผลิตภัณฑ์ ให้ผล %cross 

reactivity ไม่ผ่าน และมี 1 ผลิตภัณฑ์ ที่มีผลทั้ง %specificity และ %sensitivity ไม่ผ่านเกณฑ์ ดังแสดงในภาพที่ 1

ภาพที่ 1	 แสดงค่า %sensitivity, %specificity และ %cross reactivity ของชุดทดสอบและน�้ำยาที่เกี่ยวข้อง 

	 กบัการวินจิฉัยการติดเชือ้ SARS-CoV-2 ทีส่่งจากส�ำนกังานคณะกรรมการอาหารและยา เพือ่ขอให้ประเมนิ 

	 เทคโนโลยีเครือข่ายห้องปฏิบัติการในการตรวจประเมินชุดทดสอบและน�้ำยาจ�ำนวน 21 รุ่นผลิตภัณฑ์/ชนิด 

	 ผลิตภัณฑ์ ระหว่างวันที่ 30 เมษายน 2563 ถึง 24 มิถุนายน 2563

	 (A)	 ผลประเมิน %sensitivity แสดงผลโดยรวมของชุดทดสอบและน�้ำยา เมื่อเปรียบเทียบกับเกณฑ ์

		  ที่ก�ำหนดจาก อย.

	 (B)	 ผลประเมิน %specificity แสดงผลโดยรวมของชุดทดสอบและน�้ำยา เมื่อเปรียบเทียบกับเกณฑ์ 

		  ที่ก�ำหนดจาก อย.

	 (C)	 ผลประเมิน %cross reactivity แสดงผลโดยรวมของชุดทดสอบและน�้ำยา เมื่อเปรียบเทียบกับ 

		  เกณฑ์ที่ก�ำหนดจาก อย.

	 (D)	 ผลประเมินเมื่อพิจารณาร่วมระหว่าง %sensitivity และ %specificity
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วิจารณ์

การประเมินประสิทธิภาพชุดทดสอบตรวจหาแอนติบอดี SARS-CoV-2 เพ่ือให้ได้มาตรฐานนั้น 

กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ได้ปฏบิตัติามขัน้ตอนสอดคล้องกับ Policy for Coronavirus Disease-2019 Tests During 

the Public Health Emergency (Revised) ของ EUA โดยมคีวามแตกต่างเลก็น้อย คอืตวัอย่าง cross reactivity 

ในโรคที่ก�ำหนดใน EUA บางโรคไม่สามารถหาตัวอย่างได้ เช่น Alpha coronavirus และ Beta coronavirus 

และในเรื่องจ�ำนวนกลุ่มตัวอย่าง ซึ่ง EUA ก�ำหนดให้ใช้กลุ่มตัวอย่าง positive อย่างต�่ำ 30 ตัวอย่าง และ negative 

อย่างต�่ำ 75 ตัวอย่าง(4) ขณะท่ีกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ได้เตรียมกลุ่มตัวอย่างผู้ติดเชื้อ COVID-19 จ�ำนวน 

50 ตัวอย่าง กลุ่มตัวอย่างจากคนปกติ 100 ตัวอย่าง(5) 

นอกจากนีอ้งค์กร The Foundation for Innovative New Diagnostics (FIND)(8) ซึง่ท�ำการศกึษาวจิยั 

เพ่ือประเมนิประสทิธภิาพชดุทดสอบให้องค์การอนามยัโลก ได้ก�ำหนดเกณฑ์ของตวัอย่างทีใ่ช้ท�ำการศกึษาจากประชากร

กลุ่มผู้ไม่ติดเชื้อจ�ำนวน 300 ราย และกลุ่มผู้ติดเช้ืออย่างน้อย 100 ราย ซึ่งในจ�ำนวนนี้ประกอบด้วยกลุ่มย่อยดังนี้  

ผูต้ดิเชือ้หลงัมอีาการ 0-3 วัน จ�ำนวน 10 ราย, กลุ่มผูป่้วยหลงัมอีาการ 4-7 วนั จ�ำนวน 20 ราย, กลุม่ผูป่้วยหลงัมอีาการ 

8-14 วัน จ�ำนวน 30 ราย, กลุ่มผู้ป่วยหลังมีอาการ 15-287 วัน จ�ำนวน 20 ราย, กลุ่มผู้ป่วยหลังมีอาการมากกว่า 29 วัน 

จ�ำนวน 20 ราย ทั้งนี้การเตรียมตัวอย่างมาตรฐานจากผู้ป่วยในประเทศที่มีการระบาดรุนแรง สามารถรวบรวม และ

ด�ำเนินการได้ อย่างไรกต็ามองค์กรดงักล่าวไม่ได้เตรียมตวัอย่างเพือ่จ�ำหน่าย รวมทัง้ยงัไม่มกีารเผยแพร่ผลการประเมนิ

แต่อย่างใด  แต่ส�ำหรับประเทศไทย มีอุบัติการณ์ของการติดเชื้อในประเทศต�่ำ(9) ผู้ป่วยกระจายตามโรงพยาบาลต่างๆ  

ทัว่ประเทศ ข้อมลูความเสีย่งของการได้รบัเชือ้ไม่สามารถระบไุด้ชดัเจน ท�ำให้ไม่สามารถจ�ำแนกตวัอย่างในลกัษณะของ

การติดเชื้อระยะเริ่มแรก ระยะกลาง หรือระยะช่วงหลังของการติดเชื้อ ทั้งนี้ตัวอย่างมาตรฐานที่ใช้ในการประเมินครั้งนี้ 

เลอืกใช้เกณฑ์จากผลการทดสอบปรมิาณของแอนตบิอดจีากวธิ ีPlaque Reduction Neutralization assay (PRNT) 

รวมทัง้การทดสอบด้วยวธิ ีELISA และ CLIA เพือ่จ�ำแนกชนดิของแอนตบิอด ีโดยทีก่ารค�ำนวณค่าความไวเชงิวนิจิฉยั

ด�ำเนินการจากผลการทดสอบที่แสดงผลบวกรวม ไม่จ�ำแนกเป็นชนิด IgM หรือ IgG 

ในการประเมินชุดทดสอบครั้งน้ี มีชุดทดสอบที่ต้องวิเคราะห์ด้วยเครื่องอัตโนมัติจ�ำนวน 7 ผลิตภัณฑ์  

ซึ่งผ่านเกณฑ์การประเมินทั้งหมด ในขณะที่ชุดทดสอบที่อ่านผลด้วยตาเปล่า ผ่านเกณฑ์การประเมินเพียง 8 ผลิตภัณฑ์ 

จากทั้งหมด 14 ผลิตภัณฑ์ ซึ่งสาเหตุที่ไม่ผ่านเกณฑ์การประเมินเป็นผลมาจากการทดสอบหาความจ�ำเพาะเชิงวินิจฉัย

ที่ทดสอบในกลุ่มผู้ไม่ติดเชื้อ SAR CoV-2 ให้ผลบวกปลอม (False positive) เกินเกณฑ์มาตรฐานของ อย. ซึ่งชุด

ทดสอบให้ผลบวกปลอมสูงอาจส่งผลให้ค่าความไวชองชดุทดสอบสงูขึน้ด้วย นอกจากน้ีข้อมลูจากผูป้ระกอบการส่วนใหญ่

ไม่ได้ระบถุงึชนิดหรอืประเภทของการเตรยีมแอนตเิจนทีใ่ช้ในชุดทดสอบ และบางชุดของการทดสอบเป็นแอนตบิอดรีวม

ไม่ได้จ�ำแนกประเภท ดังนั้นผู้ใช้ทดสอบนี้จ�ำเป็นต้องค�ำนึงถึงวัตถุประสงค์ของการใช้ตรวจร่วมด้วย

ส�ำหรับชุดทดสอบ Rapid test ตามหลักการ Lateral flow เป็นวิธีการตรวจอย่างง่าย อ่านผลปฏิกิริยา 

ด้วยตาเปล่าอาจเกิดความผิดพลาดจากการอ่านผลได้โดยง่าย ดังนั้นในการอ่านผลจึงจ�ำเป็นต้องใช้ผู้มีคุณสมบัต ิ

ทางวุฒิการศึกษา เช่น นักเทคนิคการแพทย์ หรือนักวิทยาศาสตร์การแพทย์ จ�ำนวน 3 ท่าน ฝึกการอ่านปฏิกิริยา และ 

ให้คะแนนตามค�ำแนะน�ำของ World Health Organization (WHO) ตัวอย่างเช่น การประเมินชุดตรวจการ 

ตดิเชือ้ไวรสัตับอกัเสบ (Performance Evaluation of HBsAg serology assays)(7) การอ่านผลต้องเป็นอสิระต่อกัน 

เมื่ออ่านผลเสร็จเรียบร้อยจึงจะมีการเปิดเผยผลของตัวอย่างนั้นๆ รูปแบบดังกล่าวด�ำเนินการภายใต้การควบคุมของ 

ผูค้วบคมุคณุภาพทุกข้ันตอน รวมท้ังการควบคมุเวลาในการอ่านผลของผู้อ่านผลทัง้ 3 คน ให้อยู่ภายในเงือ่นไขของเอกสาร 

ก�ำกับชุดตรวจแต่ละชนิด ซ่ึงถือเป็นการด�ำเนินงานอย่างเป็นระบบ สามารถให้การยอมรับในผลการประเมินอย่าง 

มีประสิทธิภาพได้
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อย่างไรก็ตามในการประเมินประสิทธิภาพของชุดทดสอบเพื่อให้ได้ข้อมูลที่ถูกต้องอย่างแท้จริง ควรทดสอบ

จากการปฏบิตัใินภาคสนาม (Field study) ซ่ึงจะมปีระชากรจ�ำนวนมาก และมคีวามหลากหลายในลกัษณะของประชากร 

การสรุปผลการตรวจวินิจฉัยสามารถกระท�ำได้ร่วมกับวิธีการทดสอบมาตรฐานอื่นๆ รวมทั้งใช้ข้อมูลอาการทางคลินิก 

ระยะเวลาที่เสี่ยงต่อการได้รับเชื้อ หรือระยะเวลาการด�ำเนินของโรค รวมทั้งประวัติการติดเชื้อโรคร่วมอื่นๆ ของผู้ป่วย

แต่ละราย อกีทัง้ภมิูคุม้กนัท่ีตรวจพบจากชดุทดสอบนีไ้ม่สามารถบอกได้ว่าภมูป้ิองกัน (Protective antibody) สามารถ

ป้องการติดเชื้อซ�้ำได้หรือไม่ ควรมีการศึกษาต่อไปในอนาคต

สรุป

จากการประเมินประสิทธิภาพชุดทดสอบตรวจหาแอนติบอดีทางน�้ำเหลืองวิทยาของเชื้อ SARS-CoV-2 

(เชือ้ก่อโรค COVID- 19) โดยการใช้ชดุตวัอย่างมาตรฐานจากกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ มคีวามน่าเช่ือถอื และได้รบั

การยอมรับจากส�ำนักงานอาหารและยา มีระบบการประเมนิทีม่ปีระสทิธภิาพ ท�ำให้กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวง

สาธารณสุขและเครือข่ายห้องปฏิบัติการ สามารถบริการตรวจวิเคราะห์ประเมินประสิทธิภาพชุดทดสอบ COVID-19 

ชนิดตรวจหาแอนติบอดี เพื่อผู้ประกอบการสามารถน�ำผลไปใช้ประกอบการขึ้นทะเบียนก่อนวางจ�ำหน่ายให้กับ 

ห้องปฏิบตักิารต่างๆ ในประเทศไทย อย่างไรกต็ามส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา ควรมรีะบบก�ำกบัติดตามหลงั 

การจ�ำหน่ายอย่างเข้มงวด รวมทั้งอนุญาตให้ใช้ชุดทดสอบโดยบุคลากรทางการแพทย์เท่านั้น

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณเครือข ่ายห้องปฏิบัติการประเมินชุดตรวจหาแอนติบอดีทางน�้ำเหลืองวิทยาของเชื้อ 

SARS-CoV-2 ซึ่งประกอบด้วย คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยมหิดล

คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย สถาบันบ�ำราศนราดูร ขอบคุณโรงพยาบาลสังกัดกระทรวงสาธารณสุข  

ผ่านสถาบนัวิจยัวทิยาศาสตร์สาธารณสขุ ทีใ่ห้ตวัอย่างเลอืดผู้ป่วย  ศนูย์เทคโนโลยชีีวภาพทางการแพทย์ สถาบนัชีววัตถ ุและ 

ที่ให้การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ที่ให้ทุนสนับสนุน และผู้ทรงคุณวุฒิ ที่ให้ค�ำปรึกษา 

ตลอดจนเจ้าหน้าที่ศูนย์วิจัยทางคลินิก และผู้ร่วมงานทุกท่าน ที่ให้ความคิดเห็น และความร่วมมือท�ำให้งานส�ำเร็จลุล่วง
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Abstract  Performance evaluation of SARS-CoV-2 antibody test kits is required by Thai Food and 

Drug Administration (Thai FDA). The criteria of regulations include diagnostic sensitivity (not less than 

85%), diagnostic specificity (not less than 98%) and non-specific or cross reactivity (not over than 10%). 

This study was aimed to assess performance of SARS-CoV-2 antibody test kits prior to registration  

approval by Thai FDA. During 30th April - 24th June 2020, a total of 21 products were subjected for 

performance evaluation using the standard panel samples prepared by the Department of Medical  

Sciences (DMSc). The panel was consisted of 170 samples. The evaluation results of all test kits revealed 

that diagnostic sensitivity and diagnostic specificity were ranged from 94-100%, and 34-100%,  

respectively. In addition, cross reactivity was varied from 0-65%.  According to the acceptance criteria, 

15 products were passed (71.4%) while six products (28.6%) were failed. The evaluation demonstrated 

that lower range of diagnostic specificity and higher rate of cross reactivity were found in four and one 

products, respectively. In addition, performance of one product did not pass both diagnostic specificity 

and sensitivity criteria.  Our study suggested that pre-marketing evaluation of SARS-CoV-2 antibody 

test kits using the DMSc standard panel samples was well-established for registration approval, 

resulting in availability of qualified test kits for use in clinical and public health laboratories. 
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