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บทคัดย่อ  การตรวจแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสก่อโรคระบบทางเดินหายใจเฉียบพลันรุนแรง (SARS-CoV-2) มีความส�ำคัญ 

ในการช่วยวินิจฉัยการติดเชื้อในกรณีที่วิธี real-time reverse transcription polymerase chain reaction (real-time 

RT-PCR) ให้ผลลบ และการศึกษาระบาดวิทยา ส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา ประเทศไทย ได้ประกาศมาตรฐานและ

การประเมินชุดทดสอบที่เกี่ยวข้องกับเช้ือก่อโรคโควิด-19 เพื่อขึ้นทะเบียนจ�ำหน่าย  จึงได้พัฒนาชุดตัวอย่างเพื่อใช้ประเมิน

ประสิทธิภาพชุดทดสอบตรวจหาแอนติบอดีขึ้น ได้แก่ ชุดตัวอย่างประเมินความไวเชิงวินิจฉัย (diagnostic sensitivity) 

ชุดตัวอย่างประเมินความจ�ำเพาะเชิงวินิจฉัย (diagnostic specificity) และชุดตัวอย่างประเมินความไม่จ�ำเพาะ 

(non-specificity/cross reactivity) จากตวัอย่างเลอืดอาสาสมัครจ�ำนวน 100 105 และ 37 ตวัอย่าง ได้ตวัอย่างท่ีมคีณุลกัษณะ

เฉพาะครบตามข้อก�ำหนดจ�ำนวน 51 (ร้อยละ 51: 95% CI = 40.9-61.1)  105 (ร้อยละ 100: 95% CI = 95.6-100) 

และ 32 (ร้อยละ 86.5: 95% CI = 70.4-94.9) ตัวอย่าง ส�ำหรับประเมินคุณภาพชุดทดสอบแอนติบอดีต่อโรคโควิด-19 ทาง

ห้องปฏิบัติการ การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าประเทศไทยมีความพร้อมด�ำเนินการตรวจประเมินคุณภาพชุดทดสอบตรวจหา

แอนติบอดีต่อ SARS-CoV-2 

ค�ำส�ำคัญ : ตัวอย่างประเมินชุดทดสอบ, การตรวจแอนติบอดี, ไวรัสโคโรนา 2019, โควิด-19
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บทนำ�

โรคติดเชื้อไวรัสโคโรนา 2019 (COVID-19) หรือโควิด-19 เกิดจากการติดเชื้อไวรัสกลุ่มโคโรนาช่ือ  

Severe Acute Respiratory Syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) มีการระบาดตั้งแต่ปลายปี พ.ศ. 2562 

และวันที่ 11 มี.ค. 2563 องค์การอนามัยโลกได้ประกาศให้เป็นโรคระบาดใหญ่ (pandemic) ทั่วโลก(1) ซึ่งการตรวจหา

การติดเชื้อ SARS-CoV-2 ในปัจจุบัน ใช้วิธี real-time reverse transcription polymerase chain reaction  

(real-time RT-PCR) ตรวจในตวัอย่างชนดิ nasopharyngeal swab เป็นวธิมีาตรฐาน สามารถตรวจวนิจิฉยัผูต้ดิเชือ้ได้

ตัง้แต่ในระยะเร่ิมแรก เพราะเป็นการตรวจหารหสัพนัธกุรรมของตวัเช้ือ(2) แต่มข้ีอจ�ำกัดทีต้่องท�ำการวเิคราะห์ด้วยเครือ่ง

เพิม่ปริมาณสารพันธกุรรม ซ่ึงจะมีเฉพาะท่ีหน่วยบรกิารทีม่ศีกัยภาพ และบุคลากรต้องได้รบัการฝึกอบรม มปีระสบการณ์

ในการตรวจระดับชีวโมเลกุลเป็นอย่างดี ได้มีการพัฒนาเทคโนโลยีการตรวจโดยใช้เทคนิคทางภูมิคุ ้มกันวิทยา 

เช่น วิธีการตรวจแบบ immuno-chromatography ส�ำหรับการตรวจหาเชื้อ/โปรตีน/ส่วนประกอบของตัวเช้ือ 

(แอนติเจน) และภูมิตอบสนองต่อเชื้อที่ร่างกายของผู้ติดเชื้อสร้างขึ้น (แอนติบอดี)  

วิธีการตรวจโดยใช้เทคนิคทางภูมิคุ ้มกันพัฒนาข้ึนเพื่อรองรับการใช้งานแบบให้บริการ ณ จุดตรวจ  

(point-of-care testing) ที่ต้องการความรวดเร็ว (ไม่เกิน 15-30 นาที) เนื่องจากเป็นวิธีการที่ตรวจง่าย ไม่ต้อง

อาศัยเครื่องมือวิเคราะห์ในการทดสอบ ใช้เวลาตรวจสั้น เรียกชุดตรวจประเภทนี้เป็น rapid test(3) แต่ยังคงมีข้อจ�ำกัด 

ในเรื่องของการแปลผล และประสิทธิภาพของชุดทดสอบ ซึ่งจะต้องท�ำการประเมินผลให้ชัดเจนก่อนท่ีจะน�ำไปใช้ใน 

ภาคปฏิบตัสิ�ำหรบัการตรวจวินจิฉัยในผูส้งสยัว่าตดิเช้ือจรงิ การตรวจหาแอนตเิจน หรอืแอนติบอดด้ีวยวธิกีารตรวจแบบ

ชุดตรวจประเภท rapid test ไม่เป็นวิธีมาตรฐานส�ำหรับวินิจฉัยผู้ป่วยติดเชื้อ SARS-CoV-2 เพื่อการดูแลรักษา และ

บริหารจัดการผู้ป่วย แต่การตรวจหาแอนติบอดีแบบ rapid test มีประโยชน์ในด้านช่วยประกอบการวินิจฉัยที่สรุปผล 

ไม่ได้ เช่น กรณผีูป่้วย Patient Under Investigate (PUI) ทีม่ผีล RT-PCR เป็นลบ โดยเฉพาะอย่างยิง่ในรายทีม่าพบ

แพทย์ล่าช้า และเป็นวธิกีารส�ำคญัในการศกึษาวิจยัแบบย้อนหลงัทางระบาดวทิยา (retrospective epidemiology)(4)

ดังนั้นการใช้ชุดตรวจแอนติบอดีต่อเชื้อไวรัส SARS-CoV-2 ต้องค�ำนึงถึงคุณภาพของชุดตรวจตั้งแต่ประสิทธิภาพ

ของการทดสอบจนถงึการแปลผล ซึง่จะต้องท�ำการประเมนิผลให้ชดัเจนก่อนทีจ่ะน�ำไปใช้ในภาคปฏบิตัสิ�ำหรบัการตรวจ

วินิจฉัยในประชากรจริง

ในประเทศไทย กองควบคุมเครื่องมือแพทย์ ส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) มีหน้าที่ประเมิน

เทคโนโลยเีครือ่งมือแพทย์ ชดุตรวจและน�ำ้ยาท่ีเกีย่วข้องกบัการวนิจิฉยัการติดเชือ้ SARS-CoV-2 โดยรบัค�ำขอประเมนิ 

และออกใบรับรองการประเมินชุดตรวจและน�้ำยาที่เกี่ยวข้องกับการวินิจฉัยการติดเชื้อ SARS-CoV-2 ให้กับบริษัท 

ที่น�ำเข้าชุดน�้ำยาจากต่างประเทศหรือผลิตเองภายในประเทศโดยจะต้องได้รับการประเมินทางห้องปฏิบัติการโดย 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ หรือห้องปฏิบัติการที่ได้รับมอบหมายตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข(5)

นอกเหนือจากการประเมินเอกสารประกอบเพื่อพิจารณาประสิทธิภาพ ความน่าเชื่อถือของข้อมูล และ

มาตรฐานการผลิตของชุดทดสอบแล้ว ต้องมีการประเมินทางห้องปฏิบัติการเพื่อทดสอบประสิทธิภาพ(6, 7) กับตัวอย่าง

มาตรฐานที่สามารถระบุความสามารถของชุดทดสอบได้ตรงกับอาการทางคลินิก และการติดเชื้อจริงตามเกณฑ์ก�ำหนด

ของส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา เพื่อให้ประชาชน/ผู้ใช้ชุดทดสอบที่ผ่านการประเมินคุณภาพทางห้อง

ปฏิบัติการและได้รับอนุญาตการจ�ำหน่ายได้ในประเทศนั้นจะได้รับผลการตรวจที่มีความถูกต้อง ไม่เกิดความเสียหาย

จากการใช้งานชุดตรวจนี้ การประเมินประสิทธิภาพชุดทดสอบ COVID-19 แบบตรวจหาแอนติบอดี (antibody) 

จึงต้องใช้กลุ่มตัวอย่างของอาสาสมัครเพื่อเก็บตัวอย่างเลือดตามเกณฑ์การทดสอบของส�ำนักงานคณะกรรมการ

อาหารและยา ได้แก่ กลุ่มตัวอย่างผู้ติดเชื้อ SARS-CoV-2 อย่างน้อย 100 ราย กลุ่มตัวอย่างผู้มีสุขภาพดีไม่ติดเชื้อ  

SARS-CoV-2 อย่างน้อย 200 ราย และกลุ่มตวัอย่างผู้ป่วยส�ำหรบัทดสอบปฏกิิรยิาข้ามกลุม่อย่างน้อย 100 ราย จากผูป่้วย 

เช่น Dengue, Influenza type A หรือ B, Hepatitis B หรือ C, Rheumatoid Arthritis, Systemic Lupus 

Erythematosus (SLE), หญิงตั้งครรภ์ และผู้มีโรคประจ�ำตัวอื่น ๆ  เป็นต้น
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กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ในฐานะหน่วยงานที่เป็นหน่วยงานของรัฐ ซึ่งเป็นหน่วยงานที่มีความสามารถ 

เป็นผู้ประเมินชุดตรวจและน�้ำยาที่เกี่ยวข้องกับการวินิจฉัยการติดเช้ือ SARS-CoV-2 (เช้ือก่อโรค COVID-19)(5)  

จงึจ�ำเป็นต้องเตรยีมตวัอย่างเพือ่น�ำมาทดสอบประสทิธภิาพชุดทดสอบ การศกึษานีเ้ป็นการจดัหาตวัอย่างเพือ่ใช้ประเมิน

ประสทิธภิาพของชุดทดสอบ โดยต้องผ่านการตรวจด้านคุณลกัษณะเฉพาะ ต้องมข้ีอมลูอาการทางคลนิกิประกอบร่วมด้วย 

เพือ่ให้เป็นตัวอย่างท่ีมีความสัมพันธ์กบัอาการทางคลินกิ เพือ่ยนืยันความถกูต้องของตวัอย่างทีจ่ะน�ำมาใช้ และต้องจดัให้

ครอบคลุมครบถ้วนทั้งประเภท จ�ำนวน และปริมาตรของตัวอย่าง เพื่อรองรับการให้บริการตรวจประเมินประสิทธิภาพ

ของชุดตรวจโควิดของแต่ละบริษัทที่ได้น�ำมาขึ้นทะเบียนกับส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา 

วัสดุและวิธีการ

กลุ่มประชากรที่น�ำมาศึกษา

ตัวอย่างเพื่อคัดเลือกเป็นวัตถุทดสอบ (sample panel) ส�ำหรับประเมินประสิทธิภาพชุดทดสอบ ได้จาก

ประชากรไทย เพศชายหรือเพศหญิง อายุตั้งแต่ 18 ปี ขึ้นไป โดยแบ่งเป็นกลุ่มตัวอย่าง 3 กลุ่ม ดังนี้

ตัวอย่างประเมินความไวเชิงวินิจฉัย (diagnostic sensitivity)

เป็นตัวอย่างซีรัมหรือพลาสมาที่เตรียมมาจากเลือดของผู้ป่วยที่มีอาการหรือเป็นผู้ป่วยที่เข้าเกณฑ์ตามนิยาม 

PUI ของโรค COVID-19 ท่ียืนยันผลการตรวจด้วย real-time RT-PCR จาก nasopharynx swab แล้วให้ 

ผลบวก ที่มาเข้าการรักษา ณ โรงพยาบาลที่ผู้ป่วยรักษาตัว ซึ่งเป็นตัวอย่างเลือดหรือซีรัมที่เหลือจากการตรวจวิเคราะห์

ทางห้องปฏิบัติการประจ�ำวันของโรงพยาบาลนั้นๆ จ�ำนวน 100 ราย

ตัวอย่างประเมินความจ�ำเพาะเชิงวินิจฉัย (diagnostic specificity)

เป็นตวัอย่างซีรมัหรอืพลาสมาท่ีเตรยีมมาจากเลอืดของอาสาสมคัรทีม่สีขุภาพด ีไม่มีอาการเจบ็ป่วย ณ ช่วงเวลา 

ที่เจาะเก็บเลือด ไม่มีประวัติเสี่ยง/ประวัติสัมผัส หรือเป็นผู้ป่วยที่ผู ้ที่เข้าเกณฑ์ตามนิยาม (patient under 

investigation, PUI) ของโรค COVID-19 จ�ำนวน 105 ราย

ตัวอย่างประเมินความไม่จ�ำเพาะ (non-specificity/cross reactivity)

เป็นตัวอย่างซรีัมหรอืพลาสมาทีเ่ตรยีมมาจากเลอืดของอาสาสมัครทีเ่ป็นผู้ป่วยในกลุม่โรคตดิเชือ้ไวรสัทีอ่าจ

เกดิปฏกิริยิาข้ามกลุม่กบัชดุทดสอบ SARS-CoV-2 (COVID-19) ได้ เช่น ไวรสัไข้เลอืดออก Dengue, ไวรัสไข้หวดัใหญ่ 

Influenza type A หรือ B, ไวรัสตับอักเสบ Hepatitis B หรือ C และกลุ่มผู้มีภาวะการสร้างภูมิตอบสนองไม่ปกติ 

เช่น ผู้ป่วย SLE, ผู้ป่วย Rheumatoid Arthritis และภาวะตั้งครรภ์ เป็นต้น จ�ำนวน 37 ราย

การส�ำรวจข้อมูลและวางแผนการเก็บตัวอย่าง

กลุ่มตัวอย่างประเมินความไวเชิงวินิจฉัย ส�ำรวจหน่วยงาน/โรงพยาบาลสังกัดกระทรวงสาธารณสุข ท่ีตั้งอยู่ 

ในจงัหวดัใกล้เคยีงกบัทีต่ัง้ของกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ เช่น โรงพยาบาลในจงัหวดันนทบรุ ีนครปฐม สมทุรปราการ 

สมุทรสงคราม และชลบุรี เพื่อทราบจ�ำนวนผู้ติดเชื้อที่เข้ามารับบริการ ด�ำเนินการประสานงานกับเจ้าหน้าที่หน่วยงาน 

เพ่ือติดต่อกลุ่มผู้ป่วยเป้าหมาย และชี้แจงแนวทางการด�ำเนินงาน เช่น การอธิบายช้ีแจงโครงการ การคัดเลือก 

อาสาสมคัร/ตวัอย่าง การขอความยนิยอมการให้ข้อมลู การเจาะเกบ็เลอืด การเกบ็รกัษาตวัอย่างและการขนส่ง กรณีกลุม่

ตัวอย่างประเมินความจ�ำเพาะเชิงวินิจฉัย และกลุ่มตัวอย่างประเมินความไม่จ�ำเพาะ เป็นกลุ่มอาสาสมัครที่มีสุขภาพดี 
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และกลุ่มผู้ป่วยโรคอื่นๆ ที่มีข้อมูลอยู่แล้ว ณ ศูนย์วิจัยทางคลินิก สถาบันชีววิทยาศาสตร์ทางการแพทย์ ค�ำนวณจ�ำนวน

ตัวอย่างโดยใช้สูตรการหาจ�ำนวนตัวอย่างของแต่ละกลุ่มตัวอย่าง(8) ดังนี้

		  n	 = 	N/(1+Ne2)

โดยที่	 n 	= 	จ�ำนวนตัวอย่างที่ต้องสุ่มมาใช้ในการศึกษา

		  N 	= 	จ�ำนวนตัวอย่างที่มีทั้งหมด

		  e 	 = 	ระดับความคาดเคลื่อนในการสุ่มตัวอย่างที่ยอมรับ (การศึกษานี้ก�ำหนดที่ 5%)

การขออนุมัติจากคณะกรรมการพิจารณาการศึกษาวิจัยในคน เพื่อเจาะเลือดและใช้ตัวอย่างเลือด

ขออนุมัติโครงการเพือ่เจาะเลือด และใช้ตัวอย่างเลอืดเพือ่น�ำมาใช้เป็นตัวอย่างวตัถุทดสอบ (sample panel) 

ส�ำหรับประเมินประสิทธิภาพชุดทดสอบหาแอนติบอดีต่อเช้ือก่อโรค COVID-19 จากอาสาสมัคร 3 กลุ่ม ได้แก ่

กลุ่มผู้ติดเชื้อ/ผู้ป่วยโรค COVID-19 อาสาสมัครในกลุ่มผู้ป่วยกลุ่มโรคติดเช้ือไวรัสที่อาจเกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มกับ 

ชุดทดสอบ COVID-19 และในกลุ่มอาสาสมัครที่มีสุขภาพดี โดยได้รับการอนุมัติการเจาะเลือดและใช้ตัวอย่างเลือด  

จากคณะกรรมการพิจารณาการวิจัยในคน กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ วนัทีอ่นมุตั ิ13 กรกฎาคม 2563 เลขท่ี EC192/63

การเก็บตัวอย่างและการเตรียมตัวอย่างเพื่อใช้เป็นวัตถุทดสอบ

ตัวอย่างประเมินความไวเชิงวินิจฉัย ให้เก็บตัวอย่างเลือดผู้ป่วยโรค COVID-19 ที่เหลือจากการตรวจ 

ตรวจวิเคราะห์จากงานประจ�ำจากห้องปฏิบัติการ เป็นตัวอย่างชนิดเลือดแข็งตัว (clot blood) หรือเลือดที่ใส่สาร 

กนัเลอืดแข็ง EDTA ปรมิาตรอย่างน้อย 10 มลิลลิติร อาจเป็นตวัอย่างทีม่กีารตดิตามทกุๆ  0-7 วัน 8-14 วัน และ 15 วันขึน้ไป 

หลังจากแสดง ตัวอย่างเลือดถูกน�ำมาปั่นแยกซีรัม/พลาสมาที่ความเร็วรอบ 3,500 รอบต่อนาที ระยะเวลา 10 นาที  

จากนั้นแบ่งตัวอย่างใส่ในหลอดพลาสติกชนิดทนความเย็นหลอดละ 500 ไมโครลิตร เก็บในสภาวะต�่ำกว่า -20 องศา

เซลเซียส เพื่อรอตรวจวิเคราะห์หาคุณสมบัติเฉพาะของตัวอย่าง และจัดเป็นชุดตัวอย่างเพื่อใช้ประเมินชุดน�้ำยาตรวจ

ต่อไป

ตวัอย่างประเมินความจ�ำเพาะเชงิวินิจฉยั และตวัอย่างประเมนิความไม่จ�ำเพาะ ได้จากการคดักรองอาสาสมัคร 

ที่ศูนย์วิจัยทางคลินิก สถาบันชีววิทยาศาสตร์ทางการแพทย์ เจาะเก็บตัวอย่างเลือดจากอาสาสมัครอายุ 18 ปีขึ้นไป  

ตามกระบวนการวิจัยทางคลินิกที่ดี โดยอาสาสมัครแต่ละรายถูกเจาะเก็บเลือดจ�ำนวน 30 มิลลิลิตร แล้วน�ำมาปั่นแยก

ซีรัม/พลาสมาที่ความเร็วรอบ และระยะเวลา และแบ่งตัวอย่างและเก็บเช่นเดียวกันกับกลุ่มตัวอย่างประเมินความไว

เชิงวินิจฉัย  

การพิสูจน์ลักษณะเฉพาะของตัวอย่าง

ตัวอย่างซีรัม/พลาสมาท่ีเตรียมเพ่ือเป็นวัตถุทดสอบ (Sample panel) ส�ำหรับประเมินประสิทธิภาพ 

ชุดทดสอบ น�ำมาพิสูจน์ลักษณะเฉพาะของตัวอย่าง โดยตัวอย่างที่มีผลบวกแอนติบอดีต่อเช้ือ SARS-CoV-2 

(โรค COVID-19) ตรวจโดยวธิ ีneutralizing antibody assay (NT) โดยเทคนคิ plaque reduction neutralization 

test (PRNT) ท่ีสถาบันชีววัตถุ และตรวจแยกชนิด Immunoglobulin (Ig) ชนิด IgG และ IgM ด้วยวิธ ี

in-house enzyme link immuno sorbent assay (ELISA) ท่ีศูนย์เทคโนโลยีชีวภาพทางการแพทย์  

และ chemiluminescence (MAGLUMI, Snibe, Shenzhen, China) โดยตัวอย่างที่น�ำมาใช้ในชุดตัวอย่าง 

บวกนี้ใช้เกณฑ์ค่า PRNT titer ≥ 100 มีผลบวกทั้งวิธี ELISA และ chemiluminescence มีข้อมูลทางคลินิก 

เช่น เป็นผู้ป่วยที่เข้าเกณฑ์ตามนิยาม PUI ของโรค COVID-19 และมีผลการตรวจ real-time RT-PCR เป็นบวก

จาก nasopharyngeal swab ร่วมด้วย
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ตวัอย่างท่ีใช้เป็นตวัอย่างท่ีมีผลลบต่อแอนตบิอดต่ีอเช้ือ SARS-CoV-2 ตรวจโดยใช้วธิ ีin-house ELISA  

และตรวจหาการตดิเช้ืออืน่ ๆ  เช่น Hepatitis B virus surface Antigen (HBsAg) วธิ ีsandwich ELISA (Elecsys® 

HBsAg II quant II, Roche, Mannheim, Germany), Hepatitis C virus Antibody (Anti-HCV) 

วิธี sandwich ELISA (Elecsys® Anti-HCV II, Roche, Mannheim, Germany), Venereal Diseases 

Research Laboratory test (VDRL) วิธี flocculation (VDRL carbon Antigen, Biotec, Dorset, United 

Kingdom), และ Rheumatoid Factor (RF) วธิ ีlatex agglutination (RF sero, Dialab, Neudorf, Austria) 

โดยตวัอย่างทีน่�ำมาใช้ในชดุตวัอย่างลบน้ีใช้เกณฑ์ผลการตรวจเป็นลบในทกุรายการทดสอบดงักล่าว และไม่มปีระวตักิาร

เจ็บป่วย ณ ช่วงเวลาที่เจาะเก็บเลือด ไม่มีประวัติเสี่ยง/ประวัติสัมผัส หรือเป็นผู้ป่วยที่ผู้ที่เข้าเกณฑ์ตามนิยาม PUI ของ

โรค COVID-19

ตัวอย่างท่ีใช้เป็นตวัอย่างท่ีอาจเกดิปฏกิิรยิาข้ามกลุม่กับชดุทดสอบแอนตบิอดต่ีอ SARS-CoV-2 เป็นตวัอย่าง

อาสาสมัครที่มีประวัติการเป็นโรคหรือหายจากโรคที่อาจมีแอนติบอดีที่อาจเกิดผลบวกลวง เพื่อใช้เป็นตัวอย่างทดสอบ

ความไม่จ�ำเพาะ (non-specificity/cross reactivity) เช่น อาสาสมคัรทีเ่คยเป็นไข้หวดัใหญ่ Influenza A, B ตรวจ

แอนติบอดีวิธี immunochromatography (Alere BinaxNOW® Influenza A&B, Abbott, California, USA) 

อาสาสมัครที่เคยเป็นไข้เลือดออก Dengue ตรวจแอนติบอดีวิธี immunochromatography (BIOLINE Dengue 

IgG/IgM, Standard Diagnostics, Kyonggi-do, South Korea) อาสาสมัครมีประวัติติดเชื้อตับอักเสบ  

Hepatitis B, C วิธ ีsandwich ELISA (Elecsys® HBsAg II quant II และ Anti-HCV II, Roche, Mannheim, 

Germany), อาสาสมัครเป็น SLE ตรวจแอนติบอดีด้วยการหา Anti-Nucleated Antibody (ANA) วิธี latex  

agglutination (SLE sero, Dialab, Neudorf, Austria) อาสาสมคัรเป็น Rheumatoid Arthritis ตรวจแอนตบิอดี 

Rheumatoid Factor (RF) วิธี latex agglutination (RF sero, Dialab, Neudorf, Austria) และอาสา

สมัครหญิงตั้งครรภ์ยืนยันภาวะตั้งครรภ์ด้วย urine pregnancy test วิธี immunochromatography (BIOLINE 

hCG, Standard Diagnostics, Kyonggi-do, South Korea) ตัวอย่างที่น�ำมาใช้ในชุดตัวอย่างที่อาจเกิดปฏิกิริยา 

ข้ามกลุ่มกับชุดทดสอบ ใช้เกณฑ์ผลการตรวจเป็นบวกในทุกรายการทดสอบตามโรคประจ�ำตัวของอาสาสมัคร และต้อง

ผลแอนติบอดีต่อ SARS-CoV-2 ด้วยวิธี ELISA เป็นลบ 

การจัดเตรียมชุดตัวอย่าง และการจัดการข้อมูล

ท�ำการก�ำหนดรหัสตัวอย่างทั้ง 3 กลุ่ม เมื่อมีผลการตรวจเป็นไปตามข้อก�ำหนดของในแต่ละกลุ่มแบบสุ่ม  

โดยในแต่ละชุดของตัวอย่าง panel sample ประกอบด้วยจ�ำนวนตัวอย่างทั้งหมด 170 ตัวอย่าง ต่อชุด panel ต้องมี

ตวัอย่างส�ำหรบัใช้ในการประเมินความไวของชุดทดสอบจ�ำนวน 50 ตวัอย่าง ตวัอย่างประเมนิความจ�ำเพาะ 100 ตัวอย่าง 

และตัวอย่างส�ำหรับการประเมินความไม่จ�ำเพาะ 20 ตัวอย่าง ตามประกาศ อย.(9) ข้อมูลทั้งหมดถูกเก็บในแบบบันทึก

การจัดชุดตัวอย่างและข้อมูลของตัวอย่างทดสอบ และถูกสุ่มหมายเลขชุดรหัสไปยังห้องปฏิบัติการต่างๆ ที่ท�ำหน้าท่ี

ประเมินประสิทธิภาพชุดทดสอบหาแอนติบอดีต่อ SARS-CoV-2 

ผล

ข้อมูลตัวอย่าง

กลุ่มตัวอย่างเลือดเพื่อน�ำมาใช้เป็นตัวอย่างส�ำหรับการประเมินความไวเชิงวินิจฉัย จากการสอบถามไปยัง 

ผู้ประสานงานในแต่ละแห่งของหน่วยพยาบาล พบว่าในระหว่างเดือนมีนาคม ถึงมิถุนายน 2563 มีจ�ำนวนผู้ป่วยท่ีมา

รักษาตัวในโรงพยาบาลและมีผลการยืนยันการติดเชื้อ SARS-CoV-2 จ�ำนวน 133 คน และเมื่อน�ำมาสุ่มตัวอย่าง

เพื่อขอเก็บตัวอย่างน�ำมาใช้ในการเตรียมตัวอย่างที่ความผิดพลาด 5% โดยใช้สูตรของทาโร ยามาเน่(8) ได้สุ่มตัวอย่าง
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จ�ำนวน 100 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างที่ถูกเจาะหลังมีอาการทางคลินิก ตั้งแต่ 0 (หมายถึงมีอาการแล้วเจาะเลือดเลย)  

ถึง 33 วัน (มัธยฐาน 12 วัน) แบ่งกลุ่มการเจาะเลือดได้เป็น 0-7 วัน 8-14 วัน และมากกว่า 15 วัน และไม่มีข้อมูล 

จ�ำนวน 25 19 27 และ 29 ตัวอย่าง ตามล�ำดับ

กลุม่ตัวอย่างผูมี้สขุภาพดท่ีีน�ำมาใช้เป็นตวัอย่างส�ำหรบัการประเมนิความจ�ำเพาะเชิงวนิจิฉยั ได้คัดกรองอาสา

สมัครทั้งหมด 142 ราย โดยใช้ข้อมูลที่มีอยู่ ณ ศูนย์วิจัยทางคลินิก สถาบันชีววิทยาศาสตร์ทางการแพทย์ สุ่มอาสาสมัคร 

จ�ำนวน 105 ราย เพื่อเจาะเลือดน�ำไปตรวจคัดกรอง HBsAg, Anti-HCV, VDRL, Rheumatoid Factor (RF) 

และแอนติบอดีต่อ SARS-CoV-2

กลุม่ตัวอย่างผูป่้วยส�ำหรบัทดสอบปฏกิริยิาข้ามกลุม่ มข้ีอมูลอาสาสมคัรทัง้หมด 37 ราย ทีต่รงกบัโรค/อาการ

ป่วยที่ต้องการน�ำมาใช้ในชุดตัวอย่าง ซึ่งมีกลุ่มผู้ป่วยที่มีอาการ/มีประวัติการติดเชื้อ ได้แก่ ติดเชื้อไวรัสไข้เลือดออก 

Dengue จ�ำนวน 5 ราย ไวรัสไข้หวัดใหญ่ Influenza A หรือ B จ�ำนวน 5 ราย ไวรัสตับอักเสบ hepatitis B หรือ 

C จ�ำนวน 7 ราย เป็น Rheumatoid Arthritis จ�ำนวน 10 ราย เป็น SLE จ�ำนวน 5 ราย และ เป็นหญิงตั้งครรภ์ 

จ�ำนวน 5 ราย 

จ�ำนวนตวัอย่าง/อาสาสมัครท่ีมีข้อมูลท้ังหมด และจ�ำนวนทีสุ่ม่คดัเลอืกเข้ามาใช้ในการเตรยีมตวัอย่างประเมิน

ชุดน�้ำยา/ชุดทดสอบ แสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 	จ�ำนวนตัวอย่าง/อาสาสมัครท่ีน�ำเข้ามาตรวจคุณสมบัติเฉพาะ (Laboratory testing) เพื่อใช้เป็น 

	 ชุดตัวอย่าง

กลุ่มตัวอย่าง ตัวอย่างที่มีอยู่ในฐานข้อมูล ตัวอย่างที่น�ำมาตรวจคุณสมบัติ

ตัวอย่างประเมินความไวเชิงวินิจฉัย 
(diagnostic sensitivity)

133 100
วันที่เจาะเลือดหลังมีอาการ
มัธยฐาน = 12 วัน)
   - 0-7 วัน (n= 25)
   - 8-14 วัน (n= 19)
   - มากกกว่า 15 วัน (n=27)
   - ไม่มีข้อมูล (n= 29)

ตัวอย่างประเมินความจ�ำเพาะเชิงวินิจฉัย 
(diagnostic specificity)

142 105

ตัวอย่างประเมินความไม่จ�ำเพาะ 
(non-specificity/cross reactivity)
   	- ไวรัสไข้เลือดออก Dengue
   	- ไวรัสไข้หวัดใหญ่ Influenza A B
   	- ไวรัสตับอักเสบ hepatitis B C
   	- Rheumatoid Arthritis
   	- SLE
	 -	ตั้งครรภ์

37
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ผลการพิสูจน์ลักษณะเฉพาะของตัวอย่าง

สุ่มตัวอย่างเก็บตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วยจ�ำนวน 100 ตัวอย่าง ทั้งหมดเป็นผู้ป่วยที่เข้าเกณฑ์ตามนิยาม  

(patient under investigation, PUI) ของโรค COVID-19 และมีผล RT-PCR เป็นบวก เมื่อน�ำไปตรวจหา

ภูมิคุ้มกันต่อเชื้อโควิด-19 วิธี neutralizing antibody โดยหา PRNT titer พบว่ามีตัวอย่างจ�ำนวน 62 ตัวอย่าง 

ที่มีระดับ PRNT titer มากกว่า 100 แต่เมื่อน�ำผลการตรวจ Total IgG/IgM ด้วยเทคนิค chemiluminescence 
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และ ELISA โดยใช้ผลการตรวจท่ีสอดคล้องกนัทัง้ 3 วธิมีาร่วมด้วย จะเหลอืตวัอย่างทีส่ามารถน�ำมาใช้เพือ่เป็นตวัอย่าง

ทดสอบความไวเชิงวินิจฉัย ส�ำหรับประเมินชุดน�้ำยาได้จ�ำนวน 51 ตัวอย่าง (ร้อยละ 51) รายละเอียดความสอดคล้อง

ของการทดสอบหาแอนติบอดีและจ�ำนวนตัวอย่าง แสดงในตารางที่ 2

ตารางที่ 2 	 การทดสอบคุณลักษณะเฉพาะของตัวอย่างผู้ป่วย COVID-19 เพื่อน�ำมาใช้เป็นตัวอย่างการประเมิน 

	 ความไวเชิงวินิจฉัยของชุดทดสอบ/น�้ำยาตรวจเพื่อหาแอนติบอดี

PRNT titer (n= 100) Total IgG/IgM 
chemiluminescence

Total IgG/IgM ELISA จ�ำนวน (ตัวอย่าง)

< 100 (n=38) negative negative 21

negative positive 5

positive negative 3

positive positive 9

100-400 (n=25) negative negative 8

positive positive 17*

401-800 (n=11) negative positive 3

positive positive 9*

>800 (n=26) negative negative 1

positive positive 25*

กลุ่มตัวอย่างส�ำหรับประเมินความจ�ำเพาะเชิงวินิจฉัย ใช้อาสาสมัครในฐานข้อมูลการศึกษาชีวสมมูลของยา

ที่มีอยู่ของศูนย์วิจัยทางคลินิก สถาบันชีววิทยาศาสตร์ทางการแพทย์ ซึ่งส่วนใหญ่เป็นผู้มีสุขภาพดี ไม่มีประวัติเสี่ยง

ต่อโรค COVID-19 จากการสุ่มคัดเลือกอาสาสมัครทั้งหมด 105 ราย และส่งตรวจทางห้องปฏิบัติการเพื่อตรวจหา 

HBsAg, Anti-HCV, VDRL และ RF และทดสอบหาภูมิคุ้มกัน Total IgG/IgM ต่อเชื้อ SARS-CoV-2 ด้วย

วิธี ELISA จากการตรวจทางห้องปฏิบัติการจากตัวอย่างซีรัมทั้ง 105 ตัวอย่าง พบว่าทั้ง 105 ตัวอย่าง มีผลการตรวจ

เป็นลบทุกรายการทดสอบ

กลุ่มตัวอย่างผู้ป่วยส�ำหรับทดสอบปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม เลือกอาสาสมัครที่มีประวัติการป่วยที่เข้ากันได้กับโรค

ที่อาจจะท�ำให้เกิดปฏิกิริยากับชุดทดสอบได้ทั้งหมด 37 ราย จากอาสาสมัคร ตรวจหาภูมิคุ้มกัน Total IgG/IgM ต่อ

เชื้อ SARS-CoV-2 ด้วยวิธี ELISA เป็นลบทั้งหมด ตรวจยืนยันกลุ่มโรคด้วยวิธีการตรวจหาภูมิทางน�้ำเหลืองวิทยา

ที่จ�ำเพาะต่อกลุ่มโรคทางห้องปฏิบัติการ พบว่ามีผลบวกต่อกลุ่มโรคที่สอดคล้องกับประวัติทางคลินิกจริงจ�ำนวน 32 

ราย ได้แก่ ไวรัสไข้เลือดออก Dengue ไวรัสไข้หวัดใหญ่ Influenza A/B SLE ตั้งครรภ์ แต่มีกลุ่มไวรัสตับอักเสบ 

hepatitis B/C และ Rheumatoid Arthritis ทีใ่ห้ผลการตรวจไม่สอดคล้องกบัอาการทางคลนิกิจ�ำนวน 2 และ 3 ราย 

ตามล�ำดับ จ�ำนวนตัวอย่างท่ีน�ำมาใช้เป็นตัวอย่างเพื่อประเมินปฏิกิริยาข้ามกลุ่มของชุดทดสอบหาแอนติบอดีต่อ  

SARS-CoV-2 และเกณฑ์การน�ำตัวอย่างมาใช้ แสดงในตารางที่ 3

*หมายเหตุ:	 ตัวอย่างที่มีค่าระดับ PRNT titer มากกว่า 100 และมีผล Total lgG/IgM เทคนิค chemiluminescence 

	 และ ELISA ให้ผลตรวจสอดคล้องกันทั้ง 3 วิธี



Panel Samples for evaluation of SARS-CoV-2 antibody test kits	 Wiroj Puangtabtim et al.
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วิจารณ์

การแพร่ระบาดของไวรัสโคโรนา 2019 (เชื้อก่อโรค COVID-19) เป็นโรคใหม่ที่ประเทศไทยเพิ่งประสบ

ปัญหาเช่นเดยีวกบัทัว่โลก ส�ำหรบัประเทศไทยแนวทางการตรวจเพือ่วนิจิฉยัการตดิเชือ้ใช้แนวทางเช่นเดยีวกบัองค์การ

อนามัยโรคแนะน�ำ แต่อย่างไรก็ตามได้มีการน�ำชุดตรวจหาแอนติบอดีแบบ rapid test มาใช้ร่วมด้วย ซึ่งแนวทาง 

การใช้งาน และการประเมินชดุตรวจ ณ เวลาน้ันยงัไม่ชัดเจน การค้นหาตัวอย่างเลอืดเพ่ือน�ำมาจดัท�ำเป็นตวัอย่างทดสอบ

มาตรฐานส�ำหรับประเมินชุดทดสอบเพื่อประกอบการข้ึนทะเบียนการผลิต/การน�ำเข้าเพื่อจ�ำหน่ายในประเทศ ยังไม่มี 

การจดัเตรียมเพือ่รองรบัระบบการประเมินขึน้ เนือ่งจากประเทศไทยมอีบุตักิารณ์ตดิเชือ้ในประเทศค่อนข้างต�ำ่(10)  ท�ำให้

การค้นหาผู้ติดเชื้อ และการเข้าเก็บตัวอย่างเพ่ือท�ำการศึกษานั้นด�ำเนินการได้ยาก ซึ่งต้องปฏิบัติตามหลักการป้องกัน

และการกระจายแพร่เชื้อ (universal precaution) นอกจากนี้ผู้ติดเชื้อยังกระจายอยู่ในหลายพื้นที่ของประเทศ 

ส่งผลให้ต้องใช้เวลานานในการรวบรวมตัวอย่าง/อาสาสมัครเพื่อให้เพียงพอ และครบตามเกณฑ์ตามที่ส�ำนักงาน 

คณะกรรมการอาหารและยาก�ำหนด(9)

การทดสอบเพื่อระบุว่าตัวอย่างมีแอนติบอดีต่อโรค COVID-19 ใช้วิธี NT หรือวิธี PRNT ซึ่งเป็นวิธี

มาตรฐาน (gold standard) และสามารถหาปริมาณหรือระดับของภูมิคุ้มกัน (antibody titer) ว่ามีมากน้อย

เพียงใด แต่วิธีน้ีไม่สามารถจ�ำแนกชนิดของแอนติบอดีที่ตรวจพบได้ ท�ำให้ต้องมีการตรวจด้วยวิธี ELISA หรือ  

chemiluminescence ท่ีสามารถตรวจแยกชนิดของแอนติบอดีเป็น IgM หรือ IgG ซึ่งทางกรมวิทยาศาสตร ์

การแพทย์ได้ด�ำเนินการตรวจหาแอนติบอดีด้วยวิธี ELISA ที่พัฒนาขึ้นเอง และเปรียบเทียบผลการทดสอบกับวิธี 

chemiluminescence (MAGLUMI, Snibe, Shenzhen, China) ที่ด�ำเนินการตรวจวิเคราะห์จากห้องปฏิบัติการ 

ของโรงพยาบาลรามาธิบดี อย่างไรก็ตามการคัดเลือกชุดตัวอย่างเพื่อใช้ในการประเมินประสิทธิภาพชุดทดสอบ 

น�้ำเหลืองวิทยาของ SARS-CoV-2 ต้องมีผลบวกจากวิธี NT/PRNT ในทุกตัวอย่าง และมีผลบวกจากวิธี ELISA  

อาจเป็น IgG หรือ IgM ที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการทั้ง 2 แห่ง โดยตัวอย่างในกลุ่มนี้ถูกน�ำไปใช้

ตารางที่ 3 	ผลการทดสอบคุณลักษณะเฉพาะของตัวอย่างเพื่อน�ำมาใช้เป็นตัวอย่างการประเมินความไม่จ�ำเพาะของ 

	 ชุดทดสอบ/น�้ำยาตรวจเพื่อหาแอนติบอดี 

ตัวอย่างประเมินความไม่จ�ำเพาะ 
(non-specificity/cross 

reactivity)

จ�ำนวนตัวอย่าง
ที่น�ำมาตรวจคัดกรอง

เกณฑ์การน�ำตัวอย่างมาเป็น
ตัวอย่างประเมิน

จ�ำนวนตัวอย่าง
ที่ผ่านเกณฑ์

-	ไวรัสไข้เลือดออก Dengue 5 ELISA index ของ Dengue IgG > 
1.1 ร่วมกับประวัติทางคลินิก

5

-	ไวรัสไข้หวัดใหญ่ Influenza A B 5 HI Test Influenza A/B ≥ 1:40 ร่วมกับประวัติ
ทางคลินิก

5

-	ไวรัสตับอักเสบ hepatitis B C 7 ELISA index ของ HBsAg, HCV-Ab > 
1.1 ร่วมกับประวัติทางคลินิก

5

-	Rheumatoid Arthritis 10 RF > 8 IU/mL ร่วมกับประวัติทางคลินิก 7

-	SLE 5 ANA = positive ร่วมกับประวัติทางคลินิก 5

-	ตั้งครรภ์ 5 Urine pregnancy test = positive ร่วมกบัประวตัิ
ทางคลินิก

5

             รวม 37 32
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ส�ำหรบัการประเมนิความไวเชงิวนิจิฉยัของชดุทดสอบ นอกจากนีก้ารเตรยีมตวัอย่างผูป่้วยของกลุม่นีม้คีวามคาดหวงัว่า 

ผูป่้วยในระยะตดิเชือ้แรกเริม่ (1-7 วนั) ระยะกลาง (8-14 วัน) และระยะท้ายหรอืหายจากอาการ (>15 วัน) มกีารสร้างชนดิ

แอนตบิอดี และระดับภูมิต้านทานท่ีแตกต่างกนั แต่การศกึษานีไ้ม่สามารถจ�ำแนกระยะเวลาทีต่ดิเช้ือทีแ่ท้จรงิได้ เน่ืองจาก

ผู้ป่วยบางรายไม่สามารถบ่งบอกระยะเวลาท่ีแน่นอน อาการต่างๆ มีความหลากหลาย หรือบางรายไม่ปรากฏอาการ 

แต่อย่างใด เนื่องจากเป็นผู้สัมผัสผู้ติดเชื้อ (contact cases) ท�ำให้จ�ำเป็นต้องแบ่งกลุ่มตัวอย่างโดยใช้ระดับปริมาณ 

ภูมต้ิานทานจากผลของระดบั NT/PRNT แล้วแบ่งเป็นกลุม่ Low (PRNT titer 100-400), Medium (PRNT titer 

401-800) และ High titer (PRNT titer >800) ส�ำหรับประกอบในชุดประเมินเพื่อให้เกิดความหลากหลายของ

ตัวอย่างกลุ่มประเมินความไวเชิงวินิจฉัย และเนื่องจากมีบางตัวอย่างที่มีผล PRNT ที่ titer ปานกลางถึงสูง ที่ให้ผล 

ขัดแย้งกบัผลการตรวจแยกชนดิของแอนติบอดแีบบชนดิ IgM หรอื IgG ด้วยวธิ ีELISA หรอื chemiluminescence 

อาจจะเกิดจากแอนติบอดีชนิด IgA ได้ ซึ่งต้องด�ำเนินการตรวจแยกชนิดเพิ่มเติมต่อไป

การศึกษานี้ได้เตรียมชุดตัวอย่างเพื่อหาความจ�ำเพาะเชิงวินิจฉัยจากกลุ่มผู ้ไม่เป็นโรค COVID-19 

ซึง่ทัง้หมดเป็นอาสาสมัครสุขภาพด ีได้รบัการตรวจคดักรองผลเลอืดต่างๆ ได้แก่ HBsAg, Anti-HCV, VDRL และ RF 

เป็นลบทั้งหมด แต่ทั้งน้ีพบว่าผลการตรวจ anti-HBs จ�ำนวน 11 ราย ให้ผลบวก ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากการได้รับ

วัคซีนไวรัสตับอักเสบบี หรือเคยสัมผัสเชื้อนี้มาก่อนแต่ร่างกายสามารถก�ำจัดเชื้อนี้ให้หมดไปได้ และสร้างภูมิต้านทาน 

ข้ึนมา อย่างไรก็ตามสามารถจัดให้เป็นกลุ่มอาสาสมัครปกติได้ โดยทุกรายได้น�ำไปตรวจหาภูมิต้านทานต่อเชื้อ  

SARS-CoV-2 เพื่อให้แน่ใจได้ว่าไม่เคยสัมผัสเชื้อนี้มาก่อน

การเตรยีมชดุตวัอย่างเพ่ือประเมนิความไวเชงิวนิจิฉยัของการตรวจหาแอนตบิอด ีหากใช้วธิ ี NT ที ่PRNT titer 

มากกว่า 100 ร่วมกับการตรวจทางน�้ำเหลืองวิทยา ร่วมด้วยอีก 2 เทคนิควิธี เป็นวิธีประกอบการตัดสินใจเพื่อน�ำมาใช้

เป็นตัวอย่างประเมินความไวได้เพียงร้อยละ 51 ในขณะที่ตัวอย่างที่จะน�ำมาใช้เป็นตัวอย่างเพื่อประเมินความจ�ำเพาะ

เชิงวินิจฉัย และความไม่จ�ำเพาะหรือการเกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม จะสามารถน�ำตัวอย่างมาใช้ในชุดประเมินได้สูงกว่า 

(ที่ร้อยละ 100 และร้อยละ 87 ตามล�ำดับ) ดังนั้นการหาตัวอย่างเพื่อประเมินความไวเชิงวิเคราะห์ส�ำหรับการตรวจหา

แอนติบอดคีวรเผือ่จ�ำนวนตวัอย่างเพิม่เตมิจากเป้าหมายการเตรยีมตัวอย่างไว้อย่างน้อย 1 เท่าของจ�ำนวนตวัอย่างท่ีคดั

เข้ามาตรวจคุณลักษณะเฉพาะทางห้องปฏิบัติการ

ส่วนการเตรยีมตวัอย่างส�ำหรบัการทดสอบปฏกิริยิาข้ามกลุม่นัน้ มคีวามใกล้เคยีงหรอืสอดคล้องตามทีอ่งค์การ

อาหารและยาประเทศสหรัฐอเมริกา (US-FDA) ประกาศใช้เมื่อวันที่ 4 พฤษภาคม 2563(11) ซึ่งระบุให้มีการทดสอบ

ภูมิต้านทานต่อเชื้อต่าง ๆ  ได้แก่ anti-influenza A (IgG and IgM), anti-influenza B (IgG and IgM), 

anti-HCV (IgG and IgM), anti-HBV (IgG and IgM), anti-Hemophilus influenzae (IgG and IgM), 

anti-229E (alpha coronavirus), anti-NL63 (alpha coronavirus), anti-OC43 (beta coronavirus)

และ anti-HKU1 (beta coronavirus) แต่อย่างไรก็ตามการจัดเตรียมผู้ป่วยที่เคยติดเชื้อไวรัสโคโรนkสายพันธ์ุอื่น 

ไม่ว่าจะเป็น Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV) หรือ Severe Acute  

Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS) ที่เคยระบาดก่อนหน้านี้ไม่สามารถเตรียมตัวอย่างจากกลุ่มนี้ได้ 

เนื่องจากพบผู้ป่วยในประเทศไทยน้อยมาก(10)

เน่ืองจากการจัดเตรียมชุดตัวอย่างเพ่ือใช้ส�ำหรับการประเมินชุดทดสอบในช่วงแรกการเตรียมตัวอย่าง 

เพ่ือให้มปีรมิาณเพยีงพอและทันต่อการใช้งาน การตรวจสอบความเป็นเนือ้เดยีวของตัวอย่างทดสอบ (homogeneity) 

และความคงตัวของตัวอย่าง (stability) จึงเป็นการสุ่มตรวจสอบเบื้องต้น พบว่าเมื่อสุ่มมาตรวจสอบด้วยชุด rapid 

test ที่เคยมีผลการประเมินผ่านมาก่อนแล้วยังให้ผลการทดสอบที่เหมือนเดิมที่ร้อยละ 100 (3/3) และยังคงให้ผล

ตรงกับค่าคาดหวังจากการทดสอบที่ระยะเวลามากกว่า 3 สัปดาห์ ซึ่งการเก็บตัวอย่างที่ –20 องศาเซลเซียส ส�ำหรับ

การทดสอบเพื่อหาแอนติบอดีเชิงปริมาณสามารถเก็บในระยะเวลานาน(12) นอกจากนี้ระบบการบันทึกข้อมูลท้ังหมด 
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ถูกเก็บในแบบบันทึกการจัดชุดตัวอย่างและข้อมูลของตัวอย่างทดสอบ กระบวนการจัดท�ำชุดตัวอย่างส�ำหรับประเมิน

ชุดน�้ำยาของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์จัดท�ำขึ้นให้เป็นมาตรฐานเพ่ือสร้างความมั่นใจในการใช้ชุดตัวอย่างท่ีจะถูก 

จัดส่งไปยังห้องปฏิบัติการต่างๆ ท่ีท�ำหน้าท่ีประเมินประสิทธิภาพชุดทดสอบหาแอนติบอดีของโรค COVID-19 

เพื่อสรุปผลการประเมินตามพารามิเตอร์ต่างๆ ที่ส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยาได้ก�ำหนดไว้

สรุป

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ได้ด�ำเนินการเตรียมชุดตัวอย่างเพื่อประเมินประสิทธิภาพชุดทดสอบ 

SARS-CoV-2 แบบหาแอนตบิอดท่ีีมีกลุม่ตวัอย่างส�ำหรบัทดสอบความไว ความจ�ำเพาะ ความไม่จ�ำเพาะหรอืปฏิกริยิา

ข้ามกลุ่ม และจ�ำนวนตัวอย่างครบถ้วนเพียงพอ ตามเกณฑ์ของส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยาก�ำหนด สามารถ

ให้บริการในการตรวจชุดทดสอบจากการผลิตภายในประเทศ หรือน�ำเข้าจากต่างประเทศ เพื่อน�ำผลการประเมินไปขอ

ข้ึนทะเบยีนเพ่ือจ�ำหน่ายในประเทศไทยได้ อย่างไรกต็ามการประเมนิเทคโนโลยขีองชดุทดสอบหาแอนติบอดีทีเ่กีย่วข้อง

กับการวินิจฉัยการติดเชื้อ SARS-CoV-2 (เชื้อก่อโรค COVID-19) ต้องด�ำเนินการทดสอบโดยผู้ประเมินที่มีความ

ช�ำนาญ มีมาตรฐานการปฏิบัติงาน และเป็นผู้เชี่ยวชาญ องค์กรผู้เชี่ยวชาญ หน่วยงานของรัฐ หรือหน่วยงานอ่ืนท่ีมี

คุณสมบัติเป็นผู้ประเมินชุดตรวจและน�้ำยา

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณโรงพยาบาลพระนั่งเกล้า โรงพยาบาลสังกัดกระทรวงสาธารณสุข ผ่านสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์

สาธารณสุข ที่ให้ตัวอย่างเลือดผู้ป่วย  ศูนย์เทคโนโลยีชีวภาพทางการแพทย์  สถาบันชีววัตถุ คณะแพทยศาสตร ์

โรงพยาบาลรามาธิบดี และสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข ที่ให้การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง กรมวิทยาศาสตร ์

การแพทย์ ทีใ่ห้ทุนสนับสนุน และผูท้รงคณุวุฒท่ีิให้ค�ำปรกึษา ตลอดจนเจ้าหน้าทีศ่นูย์วจิยัทางคลนิกิ และผูร่้วมงานทกุท่าน 

ที่ให้ความคิดเห็นและความร่วมมือท�ำให้งานส�ำเร็จลุล่วงด้วยดี 
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Abstract  Antibody detection of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) 

is important for supporting diagnosis when real-time reverse transcription polymerase chain reaction 

(real-time RT-PCR) is negative, and for epidemiological studies. Prior to marketing in Thailand,  

all anti-SARS-CoV-2 test kits must be met the criteria and approved by Thai Food and Drug  

Administration (Thai FDA). Panel samples for pre-marketing evaluation, were, therefore, prepared and 

characterized, including samples for determination of diagnostic sensitivity, diagnostic specificity,  

and non-specific or cross reactivity samples that were obtained from 100, 105 and 37 volunteer subjects, 

respectively. In accordance with the specifications, there were 51 (51%: 95% CI=40.9-61.1) 105 (100%: 

95% CI = 95.6-100) and 32 (86.5%: 95% CI=70.4-94.9) sera/plasma, respectively, suitable for use as the 

panel samples. This study indicated that preparedness for laboratory performance evaluation of test kits 

for antibody to SARS-CoV-2 has been established in Thailand.

Keywords: test kit evaluation samples, antibody testing, coronavirus 2019, COVID-19 


