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บทคัดย่อ	 การตรวจวินิจฉัยผู้สงสัยติดเชื้อ SARS-CoV-2 ทางห้องปฏิบัติการมีความส�ำคัญอย่างเร่งด่วนเพื่อควบคุม 

การแพร่กระจายของโรคโควิด-19 ให้มีประสิทธิภาพ การทดสอบความช�ำนาญทางห้องปฏิบัติการก่อนเปิดบริการตรวจ  

SARS-CoV-2 ด้วยวิธี real-time PCR เป็นหน่ึงข้อก�ำหนดเพื่อขอขึ้นทะเบียนเป็นห้องปฏิบัติการเครือข่าย 

ของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ จึงได้จัดท�ำแผนทดสอบความช�ำนาญทางห้องปฏิบัติการตรวจ SARS-CoV-2 ด้วยวิธ ี 

real-time PCR โดยจดัเตรียมชดุวตัถทุดสอบซึง่ประกอบด้วยตัวอย่างลบจ�ำนวน 1 ตัวอย่าง และตัวอย่างบวกจ�ำนวน 4 ตวัอย่าง 

ซึ่งมีไวรัสที่ความเข้มข้นต่างๆ จัดส่งให้ห้องปฏิบัติการจ�ำนวน 166 แห่ง ในระหว่างวันที่ 31 มกราคม – 25 พฤษภาคม 2563  

พบว่า ห้องปฏิบัติการ 164 แห่ง (ร้อยละ 98.8) รายงานผลถูกต้อง ขณะที่ห้องปฏิบัติการ 2 แห่ง (ร้อยละ 1.2) ควรปรับปรุง  

นอกจากนี้จากค่า cycle threshold แสดงให้เห็นว่าการตรวจด้วยวิธี real-time PCR ที่ยีนเป้าหมาย E มีความไวสูงกว่ายีน  

N, ORF และ RdRp  การทดสอบความช�ำนาญห้องปฏบิตักิารก่อนเปิดบรกิารนีใ้ห้ความเชือ่มัน่ทัง้ด้านเทคนคิและความสามารถ

ของห้องปฏิบัติการต่อผู้รับบริการ ดังนั้นห้องปฏิบัติการตรวจวินิจฉัย SARS-CoV-2 ด้วยวิธี real-time PCR ควรเข้าร่วม

แผนทดสอบความช�ำนาญอย่างสม�่ำเสมอ เพื่อเป็นการเฝ้าระวังความถูกต้องและความน่าเชื่อถือของการทดสอบตลอด 

ระยะเวลาการให้บริการ

ค�ำส�ำคัญ การทดสอบความช�ำนาญ, real-time PCR, SARS-CoV-2 



Laboratory Performance on SARS-CoV-2 Detection by real-time PCR	  Sunthareeya Waicharoen et al.

244 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 62 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2563

บทนำ�

การระบาดของโรคโควิด-19 เกิดจากเช้ือไวรัสโคโรนาสายพันธุ์ใหม่ ช่ือว่า Severe acute respiratory 

syndrome coronavirus 2 หรือ SARS-CoV-2 พบว่าผู้ติดเชื้อจากไวรัสนี้ อาจจะไม่มีอาการจนถึงมีอาการรุนแรง

จนถึงเสียชีวิตได้ องค์การอนามัยโลก ตั้งชื่อโรคนี้ว่า “โควิด-19” (COVID-19) การแพร่ระบาดส่งผลกระทบ 

ทั่วโลกถึง 188 ประเทศ ซึ่งในเดือนกรกฎาคม 2563 มีผู้ติดเชื้อมากกว่า 14 ล้านคนแล้ว องค์การอนามัยโลกได้

แนะน�ำวิธี real-time PCR ส�ำหรับการตรวจวินิจฉัยโรคโควิด-19 ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีความไวและความจ�ำเพาะสูง(1, 2)  

ขั้นตอนการทดสอบคือ ใช้ชุดน�้ำยาสกัดยีโนมของไวรัสซึ่งเป็นชนิด RNA จากตัวอย่างผู้ป่วย จากนั้นสังเคราะห์ RNA 

เป็น cDNA โดยอาศัยเอนไซม์ reverse transcriptase เพ่ิมจ�ำนวน DNA ส่วนที่ต้องการตรวจสอบด้วยน�้ำยา

ที่มี polymerase Tag enzyme, primers และ probes ที่จ�ำเพาะกับไวรัส SARS-CoV-2 และติดฉลากด้วย 

สีฟลูออเรสเซนต์ โดยใช้เครื่องมืออัตโนมัติ (real-time PCR) ท�ำอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณ DNA  

และตรวจวดั DNA ของไวรสัท่ีเพ่ิมข้ึน ผ่านระบบ detection unit วดัความเข้มของแสงฟลอูอเรสเซนต์ แสดงออกมาเป็น 

รปูกราฟหรอืตวัเลขความเข้มของแสงในแต่ละรอบของปฏกิริยิา สามารถอ่านผลเป็นปริมาณไวรสั หรอืพบ/ไม่พบไวรสั

การรองรับสถานการณ์ กรณีโรคปอดอักเสบจากเช้ือไวรัสโคโรนา 2019 (COVID-19) ในประเทศไทย 

กระทรวงสาธารณสุขได้ยกระดับศูนย์ปฏิบัติการภาวะฉุกเฉินเป็นระดับกระทรวงสาธารณสุข เพื่อติดตามสถานการณ์ 

โรคทั้งในประเทศและต่างประเทศอย่างใกล้ชิด และเสริมสร้างความเข้มแข็งของระบบการเฝ้าระวังค้นหาผู้ป่วยกรณี 

โรคปอดอกัเสบจากเชือ้ไวรสัโคโรนา 2019 (COVID-19)  โดยการท�ำงานแบบบรูณาการทกุกระทรวงรวมทัง้ประสานงาน 

กับองค์การอนามัยโลก และประเทศในอาเซียน เพื่อการด�ำเนินการอย่างมีประสิทธิภาพ ด้วยมาตรฐานระดับสูงสุด 

ในการป้องกันควบคุมโรคติดต่อ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ได้รับมอบหมายจากกระทรวงสาธารณสุขให้วางแผน

พัฒนาศักยภาพห้องปฏิบัติการโรงพยาบาลทุกจังหวัดให้สามารถตรวจวินิจฉัยได้ ภายใต้นโยบาย 1 แล็บ 1 จังหวัด  

100 ห้องปฏิบัติการ(3)    

ห้องปฏิบัติการที่จะเปิดบริการตรวจ SARS-CoV-2 ด้วยวิธี real-time นอกจากต้องเตรียมความพร้อม 

ด้านโครงสร้าง ความปลอดภัย ระบบคุณภาพ และการรายงานผลแล้ว ยังจ�ำเป็นต้องเข้าร่วมการทดสอบความช�ำนาญ 

ที่จัดโดยกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ก่อนเปิดบริการ(4) เพื่อให้ได้ผลการตรวจที่ถูกต้องแม่นย�ำต่อการตรวจวินิจฉัย 

ผู้ติดเชื้อเพื่อให้ทันต่อการรักษาผู้ป่วยและการควบคุมโรค การศึกษานี้เป็นการประเมินความสามารถของห้องปฏิบัติ

การส�ำหรับขึ้นทะเบียนเป็นห้องปฏิบัติการเครือข่ายกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ เพ่ือการตรวจวินิจฉัยโควิด-19  

ด้วยวิธี real-time PCR

วัสดุและวิธีการ

การเตรียมชุดวัตถุทดสอบ

ตวัอย่างวัตถทุดสอบผลลบ เตรยีมจากเซลล์ HEp-2 (Human epithelial type 2,  ATCC®CCL-23™ ) 

 โดยน�ำเซลล์มาเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 24 - 48 ชั่วโมง ใช้ 0.05% Trypsin-EDTA  แยกเซลล์ออกให้เป็นเซลล์เดี่ยว  

น�ำมาเจือจางใน Viral Transport Medium และใช้เซลล์ HEp-2  ที่เตรียมนี้ส�ำหรับเจือจางตัวอย่างวัตถุทดสอบ

ผลบวกต่อไป  

ตัวอย่างวัตถุทดสอบผลบวกเตรียมจากเช้ือไวรัส SARS-CoV-2 สายพันธ์ุเชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วยรหัส 

nCoV-19/Thailand/74/2020 (Accession ID:EPI_ISL_403963) ซึ่งตรวจล�ำดับพันธุกรรมของไวรัสแล้ว 

พบว่ามคีวามเหมอืนกบัสายพนัธุ ์nCoV-19/Wuhan/IPBCAMSWH-01/2019 (Accession ID:EPI_ISL_402123) 

ร้อยละ 100 โดยน�ำไปเพาะเลี้ยงในเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด Vero cell (African green monkey kidney cells,  

ATCC®CCL-81™) เจือจางไวรัสที่ช่วงความเข้มข้น 1:103 - 1:106  ในเซลล์ HEp-2 ที่เตรียมขึ้น  
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ชุดวัตถุทดสอบมีจ�ำนวน 5 ตัวอย่างปริมาตรหลอดละ 500 ไมโครลิตร ประกอบด้วยตัวอย่างที่ให้ผลบวก 4 

ตวัอย่าง และตวัอย่างผลลบ 1 ตวัอย่าง มีการทดสอบความเป็นเน้ือเดียวกนัก่อนน�ำมาจัดชุดวตัถุทดสอบ แล้วจงึจดัส่งให้ 

ห้องปฏิบัติการที่ประสงค์เปิดบริการทั่วประเทศ โดยขนส่งในกล่องโฟมบรรจุด้วยน�้ำแข็งแห้ง พร้อมคู่มือแนะน�ำในการ

ตรวจวิเคราะห์รายละเอียดของวัตถุทดสอบแสดงในตารางที่ 1

สมาชิกห้องปฏิบัติการ 

สมาชิกห้องปฏิบัติการที่สมัครเข้าระบบเพื่อขอข้ึนทะเบียนห้องปฏิบัติการเครือข่ายกรมวิทยาศาสตร์ 

การแพทย์ ตั้งแต่วันที่ 31 มกราคม จนถึงวันที่ 25 พฤษภาคม 2563 จ�ำนวน 166 แห่ง ได้รับวัตถุทดสอบเพื่อทดสอบ

ความช�ำนาญก่อนเปิดบริการ โดยเมื่อได้รับวัตถุทดสอบต้องตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีและชุดน�้ำยาที่ห้องปฏิบัติการเลือก

ใช้ และส่งรายงานผลกลับทางอีเมล์ภายใน 3 วัน ซึ่งการรายงานผลประกอบด้วยข้อมูลช่ือชุดน�้ำยาสกัดอาร์เอ็นเอ  

ชื่อชุดน�้ำยา real-time PCR  รายงานผลเป็นผลบวกหรือผลลบ พร้อมระบุค่า Ct แยกตามยีนเป้าหมาย  

การประเมินผลและการวิเคราะห์ทางสถิติ

ประเมินผลจากรายงานผลบวกหรือผลลบ  แบ่งเกณฑ์เป็น 2 เกณฑ์ คือ (1) ยอมรับเมื่อให้ผลถูกต้องตามค่า

ก�ำหนดในวัตถุทดสอบทั้งหมดจ�ำนวน 5 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 100 และ (2) ควรปรับปรุง เมื่อรายงานผลไม่ถูกต้อง 

ตั้งแต่ 1 ตัวอย่างเป็นต้นไป ส�ำหรับค่า Ct น�ำมาวิเคราะห์หาค่าเฉลี่ย และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และทดสอบ

ทางสถิติ เพื่อเปรียบเทียบความไวของแต่ละยีนโดยไม่แยกชุดน�้ำยา   ระหว่างกลุ่มน�้ำยาและแยกยีนเป้าหมาย ด้วย  

Mann-Whitney U Test ค่า p-value  <0.05 ถือว่ามีนัยส�ำคัญทางสถิติ(5, 6)

ผล

การจ�ำแนกชุดน�้ำยาสกัดสารพันธุกรรมและน�้ำยา real-time PCR ที่ห้องปฏิบัติการใช้

สมาชิกห้องปฏิบัติการเข้าร่วมการทดสอบความช�ำนาญตรวจเชื้อไวรัส SARS-CoV-2 ด้วยวิธี real-time  

PCR จ�ำนวนทั้งหมด 166 ห้องปฏิบัติการ แบ่งเป็นห้องปฏิบัติการในเขตกรุงเทพฯ และปริมณฑลจ�ำนวน 63 แห่ง   

และต่างจังหวัด จ�ำนวน 103 แห่ง แบ่งเป็นหน่วยงานจากภาครัฐ โรงพยาบาล มหาวิทยาลัยและภาคเอกชน รายละเอียด

แสดงในภาพที่ 1  

ภาพที่ 1 ประเภทของห้องปฏิบัติการและที่ตั้ง

ประเภทห้องปฏิบัติการและที่ตั้ง (166 แห่ง)
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จากข้อมูลของสมาชิก 166 แห่ง พบว่าการเลือกใช้ชุดสกัดอาร์เอ็นเอมีความหลากหลายดังแสดงในภาพที่ 2 

โดยชุดสกัดที่ใช้มากที่สุดคือ MagDEA® Dx reagents มีจ�ำนวน 27 แห่ง (ร้อยละ 16.2) รองลงมาคือ QIAGEN 

(QIAamp Viral RNA Mini kit และ RNeasy Mini kit) จ�ำนวน 20  แห่ง (ร้อยละ 12.0)  และห้องปฏิบัติการ

หนึ่งแห่งไม่ใช้ชุดสกัด ทั้งนี้ในช่วงแรกของการด�ำเนินงานไม่มีการขอข้อมูลชุดสกัด จึงไม่มีข้อมูลจากห้องปฏิบัติการ 

13 แห่ง (ร้อยละ 7.8) 

ภาพที่ 2 ชุดน�้ำยาสกัดอาร์เอ็นเอที่ห้องปฏิบัติการเลือกใช้

ชุดน�้ำยา real-time PCR KIT (%)

ข้อมูลการใช้ชุดน�้ำยา real-time PCR ของห้องปฏิบัติการมีความหลากหลายแยกออกเป็นการใช้ชุดน�้ำยา 

ทีผ่ลติโดยบรษิทั (commercial kit) มีห้องปฏบิตัใิช้จ�ำนวน 132 แห่ง (ร้อยละ 79.5) ในจ�ำนวนน้ีมห้ีองปฏบัิตกิาร 3 แห่ง 

ทีใ่ช้  commercial kit มากกว่า 1 บรษิทั ซ่ึงชุดน�ำ้ยาดงักล่าวมคีวามแตกต่างกันตามยนีเป้าหมายทีต้่องการตรวจจบั เช่น 

ยนี N, ORF, RdRp  และ E โดยชดุน�ำ้ยาทีต่รวจวิเคราะห์เพยีง 1 ยนี แต่อาจจะมหีลายต�ำแหน่ง ม ี3 ผลติภณัฑ์ คือ  abTes,  

BGI และ Genesig ชุดน�้ำยาตรวจวิเคราะห์ 2 ยีนเป้าหมาย มี 14 ผลิตภัณฑ์ และชุดน�้ำยาที่ใช้ 3 ยีนเป้าหมาย 

ม ี1 ผลติภณัฑ์ คอื Allplex ส่วนท่ีเหลือ 34 แห่ง (ร้อยละ 20.5) ใช้ชุดน�ำ้ยาทีพ่ฒันาโดยหน่วยงาน (In-house method) 

โดยจ�ำแนกได้เป็น 3 กลุ่ม คือกลุ่มแรกห้องปฏิบัติการพัฒนาขึ้นใช้เอง มี  3 แห่ง กลุ่มที่สองใช้วิธีการของ Centers for 

Disease Control and Prevention (US-CDC) ตรวจวิเคราะห์ 1 ยีน ที่ 3 ต�ำแหน่ง คือ N1, N2 และ N3  

มีห้องปฏิบัติใช้ 6 แห่ง กลุ่มที่สามใช้วิธีของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ (Thai NIH) ตรวจวิเคราะห์ 2 ยีนเป้าหมาย 

คือ N และ RdRp มีห้องปฏิบัติใช้ 25 แห่ง ชุดน�้ำยาที่นิยมเลือกใช้มากที่สุด 6 ผลิตภัณฑ์ (คิดเป็นร้อยละ 77)  

คือ Allplex,  Sansure, abTES, Thai NIH, QIAStat และ DAAN รายละเอียดในภาพที่ 3 

ภาพที่ 3 ชุดน�้ำยา real-time PCR ที่ห้องปฏิบัติการเลือกใช้

ชุดน�้ำยาสกัด RNA EXTRACTION KIT (%)
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ผลการประเมินความสามารถทางห้องปฏิบัติการ

จากจ�ำนวนห้องปฏิบัติการ 166 แห่ง ที่สมัครเข้าร่วมโปรแกรมทดสอบความช�ำนาญพบว่า ห้องปฏิบัติการ 

จ�ำนวน 164 แห่ง (ร้อยละ 98.8) ผ่านการประเมิน คือ ตอบผลถูกต้องตามค่าก�ำหนดในวัตถุทดสอบทั้งหมดจ�ำนวน  

5 ตวัอย่าง คดิเป็นร้อยละ 100 อกี 2 แห่ง (ร้อยละ 1.2) อยูใ่นเกณฑ์ทีต้่องปรบัปรงุ ซึง่สมาชิกทีต้่องปรบัปรงุได้รับชดุวตัถ ุ

ทดสอบใหม่ เพื่อน�ำไปทดสอบซ�้ำด้วยน�้ำยาชุดเดิม โดยทั้ง 2 แห่ง สามารถรายงานผลถูกต้องในครั้งที่ 2 จึงสามารถ 

ข้ึนทะเบียนเปิดให้บริการได้ เมื่อวิเคราะห์ผลที่ห้องปฏิบัติการ 2 แห่ง รายงานผลไม่ถูกต้องในตัวอย่างบวก หรือ 

เกิดผลลบปลอม พบว่าห้องปฏิบัติการ รหัส SS-205 รายงานผลไม่ถูกต้องในตัวอย่าง A (1:105) และ D (1:103)  

และห้องปฏิบัติการ รหัส SS-55 รายงานผลไม่ถูกต้องในตัวอย่าง B (1:106) ส่วนวัตถุทดสอบตัวอย่าง C ซึ่งเตรียม

จาก HEp-2 cells สมาชิกทั้ง 2 แห่ง รายงานผลถูกต้องร้อยละ 100 รายละเอียดแสดงในตารางที่ 1 

ตารางที่ 1	ชนิดและความเข้มข้นไวรสัของตวัอย่างท่ีใช้ทดสอบและจ�ำนวนรายงานผลทีต่อบได้ถกูต้อง (เฉพาะชดุน�ำ้ยา  

	 6 ผลิตภัณฑ์)

RdRp RdRp&E
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ผลการวิเคราะห์ความไวของการตรวจยีนเป้าหมายจากค่า Cycle threshold (Ct)  

การประเมินความสามารถทางห้องปฏบิติัการด้วยเทคนคิ real-time PCR  วดัจากการตอบผลพบหรอืไม่พบ

เชือ้ SARS-CoV-2 ในตวัอย่าง การพบหรอืไม่พบเช้ือ แต่ละห้องปฏบิตักิารมเีกณฑ์ในการสรปุผลจากการดูค่า  Cycle  

threshold (Ct) และ ค่า Cut-off ที่แต่ละชุดน�้ำยาตั้งเกณฑ์ไว้  โดยค่า Ct น้อยกว่าค่า Cut-off ถือว่าให้ผลบวก

หรือพบยีนเป้าหมาย ในทางกลับกัน ค่า Ct มากกว่าค่า Cut-off ถือว่าให้ผลลบหรือไม่พบยีนเป้าหมาย ค่า Ct 

จึงเป็นค่าผกผันกับความเข้มข้นของไวรัส และสามารถประมาณการค่าความแรงของเชื้อในตัวอย่างได้ เมื่อวิเคราะห ์

ค่าเฉลี่ย และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของค่า Ct จากจ�ำนวนทั้งหมด 165 ข้อมูล (ห้องปฏิบัติการแห่งหนึ่งใช้เทคนิค

ที่แตกต่าง ไม่มีค่า Ct แต่ให้รายงานผลถูกต้องทั้งหมด) พบว่าชุดน�้ำยาโดยส่วนใหญ่มีค่า Ct สอดคล้องกับความเข้ม

ข้นของไวรัส ส่วนการเปรียบเทียบว่ายีนใดมีความไวในการตรวจพบเชื้อ SARS-CoV-2 พิจารณาจากค่าสัญญาณ 

ในการตรวจพบ หากค่า Ct ต�่ำ  หมายถึงมีเช้ือไวรัสตั้งต้นมากหรือชุดตรวจมีความไวสูงในการตรวจพบ รูปท่ี 4  

แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของตัวอย่างวัตถุทดสอบกับค่า Ct ของแต่ละยนี โดยใช้ข้อมลูรวมของชุดน�ำ้ยา 6 ชดุ 

ภาพที่ 4	การกระจายของค่า Ct เปรยีบเทียบกบัยนีเป้าหมาย N, ORF1ab, RdRp, E และตวัอย่างทดสอบทีค่วามเข้มข้น 

	 ต่างๆ Boxplot แสดงความหนาแน่นและการกระจายของข้อมูลค่า Ct จากการทดสอบ แกน y แสดงค่า Ct  

	 แกน X แสดงความเข้มเข้นของตวัอย่างทดสอบ โดยในแต่ละตวัอย่างได้แยกเป็น 4 กลุม่ยนี จากข้อมลูชดุน�ำ้ยา  

	 6 ชุด ที่มีห้องปฏิบัติการใช้มากท่ีสุด ใน Boxplot แสดงค่ามัธยฐาน (Median) เป็นค่ากลาง ต�ำแหน่ง 

	 การกระจายของข้อมูลแสดงโดยค่าควอไทล์ที่ 1 (ขอบล่าง) และควอไทล์ที่ 3 (ขอบบน) เครื่องหมาย*  

	 แสดงยีนทีม่ค่ีา Ct เฉลีย่แตกต่างกบัยนีอืน่อย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ(Mann-Whitney U Test, p value < 0.01)  

	 เมือ่เปรยีบเทียบในตวัอย่างเดยีวกนั   ชดุน�ำ้ยาทีมี่ยนีเป้าหมายเป็น ยนี ORF1ab นบัรวม ORF1ab, ORF1a,  

	 NS1, NS2 จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน ส่วนวิธี CDC มีการออกแบบ ยีน N นับรวม N1, N2 และ N3  

	 ส่วน QIAStat เป็นชุดน�้ำยาที่การรายงานผลไม่ได้แยกค่า Ct ว่าเป็นของ ยีน RdRp หรือ ยีน E
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ที่มีห้องปฏิบัติการใช้มากที่สุด (Allplex, Sansure, abTES, Thai NIH, DAAN และ QIAStat; ตารางที่ 1)  

ซึ่งมียีนเป้าหมายคือยีน N (จ�ำนวน 98 ข้อมูล) ORF1ab (จ�ำนวน 73 ข้อมูล) RdRp (จ�ำนวน 59 ข้อมูล) และ E 

(จ�ำนวน 32 ข้อมูล) โดยไม่แยกชุดน�้ำยา   จากการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยค่า Ct ของแต่ละยีนพบว่า  ค่า Ct เฉลี่ยของยีน  

E ต�่ำกว่าค่า Ct เฉลี่ยของยีนอื่นอย่างมีนัยส�ำคัญ (p value < 0.01) ทดสอบด้วย Mann-Whitney U Test โดยมี 

ความแตกต่างกับยีนอื่นในทุกตัวอย่างทดสอบ ได้แก่ ตัวอย่าง D, E, A และ B ซึ่งมีความเข้มข้นของไวรัสเป็น 1:103, 

1:104, 1:105 และ 1:106 ตามล�ำดับ และค่า Ct เฉลี่ยของยีน ORF1ab สูงกว่าค่า Ct เฉลี่ยของยีนอื่นอย่างมีนัยส�ำคัญ  

(p value < 0.01) ทดสอบด้วย Mann-Whitney U Test เมื่อทดสอบกับตัวอย่าง A และ B (ความเข้มข้น 1:105 

และ 1:106) (รูปที่ 4) ขณะที่ค่า Ct เฉลี่ยของยีน N และ RdRp ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญในทุกตัวอย่าง

วิจารณ์

ตั้งแต่เริ่มมีการระบาดของโรคโควิด-19 การตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัส SARS-CoV-2 ทางห้องปฏิบัติการเป็น

เรื่องจ�ำเป็นเร่งด่วน ประกอบกับนโยบายของประเทศไทยในการเพิ่มจ�ำนวนห้องปฏิบัติการเพื่อวินิจฉัยโรคโควิด-19 

อย่างมีประสิทธิภาพ   สามารถรายงานผลที่น่าเชื่อถือและทันเวลา เพื่อการตรวจจับและควบคุมโรคได้อย่างรวดเร็ว  

การทดสอบความช�ำนาญก่อนเปิดบริการเป็นการด�ำเนินการครั้งแรกของประเทศไทย จึงได้รวบรวมผลจากสมาชิกน�ำ

มาวิเคราะห์เพื่อให้ได้ข้อมูลเชิงวิชาการ ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการพัฒนาศักยภาพห้องปฏิบัติการ ผลของการศึกษานี ้

แสดงให้เห็นถึง การเพิ่มศักยภาพของห้องปฏิบัติการในประเทศไทย ซึ่งมีความพร้อมในการเปิดบริการตรวจไวรัส 

SARS-CoV-2 ด้วยวิธี real-time PCR ทั่วประเทศ มีจ�ำนวนถึง 166 ห้องปฏิบัติการ ภายในระยะเวลา 4 เดือน แม้

จะเป็นช่วงทีโ่รคมีการระบาดในอัตราท่ีสงู  ท�ำให้ประเทศผูผ้ลติน�ำ้ยาและวสัดวุทิยาศาสตร์ได้รบัผลกระทบอย่างมาก จน

เป็นเหตุให้ชุดน�้ำยาและวัสดุวิทยาศาสตร์ขาดแคลน  ที่ส�ำคัญห้องปฏิบัติการจ�ำนวน 164 แห่ง (ร้อยละ 98.8) สามารถ

ผ่านการประเมินความสามารถ แม้ว่าห้องปฏบิตักิาร 2 แห่ง  ไม่ผ่านการประเมินในรอบแรก กล่าวคือรายงานผลลบปลอม 

ทัง้นีอ้าจเกดิจากชดุน�ำ้ยาสกดัตวัอย่างท่ีเลอืกใช้ แต่ได้ปรบัปรงุแก้ไขข้อผดิพลาดจนสามารถผ่านการประเมนิในรอบที ่2 

ส่วนของการน�ำค่า Ct จากทกุตวัอย่างมาวเิคราะห์ในภาพรวมแยกตามยนีเป้าหมายนัน้  ผลการศกึษามคีวาม 

สอดคล้องกบังานวิจัยในต่างประเทศท่ีพบว่า การตรวจหา E gene มคีวามไวสงูกว่ายนีอืน่ๆ เนือ่งจากไพร์เมอร์และโพรบ 

ที่ชุดน�้ำยาส่วนใหญ่ออกแบบจะเป็นต�ำแหน่งของล�ำดับเบสที่พบในกลุ่ม sarbeco virus (SARS-CoV-1 และ 

SARS-CoV-2) ส่วนยีนเป้าหมายอื่นๆ เช่น N, ORF1ab  และ RdRp จะมีความจ�ำเพาะกับเชื้อ SARS-CoV-2 

เท่านั้นเมื่อมีความจ�ำเพาะมากขึ้น ความไวของยีนเหล่านั้นจึงต�่ำกว่า E gene (7)  

สรุป

การประเมินผลการทดสอบความช�ำนาญเพื่อขึ้นทะเบียนห้องปฏิบัติการเครือข่ายกรมวิทยาศาสตร ์

การแพทย์ตรวจวินิจฉัย SARS-CoV-2 ด้วยวิธี real-time PCR แสดงให้เห็นว่าสมาชิกส่วนใหญ่มีกระบวนการ 

ตรวจวิเคราะห์ที่ถูกต้อง นอกเหนือจากการเลือกชุดน�้ำยาที่มีคุณภาพ การทดสอบโดยผู้ปฏิบัติงานมีความน่าเชื่อถือ  

แผนทดสอบความช�ำนาญท่ีกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์จัดตั้งขึ้นจะเกิดประโยชน์สูงสุด หากสมาชิกเข้าร่วมแผนนี ้

อย่างต่อเนื่อง เพื่อเป็นการเฝ้าระวังความถูกต้อง และความน่าเชื่อถือของผลการทดสอบตลอดการให้บริการ
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Laboratory Performance on SARS-CoV-2 
Detection by real-time PCR: A prerequisite 

evaluation for DMSc laboratory Network

ABSTRACT   Laboratory diagnosis on SARS-CoV-2 infection among suspected cases is crucial for  

effectiveness of control measure in order to limit COVID-19 transmission.  Participation in proficiency 

testing (PT) is a prerequisite requirement prior to registering a service on SARS-CoV-2 detection using  

real-time PCR with the DMSc laboratory network. We, therefore, established the PT scheme to the  

network. The scheme panel was consisted of one negative and four positive samples with different  

concentrations of SARS-CoV-2 and distributed to 166 laboratories during January 31 to May 25, 2020. 

Our findings revealed that 166 laboratories (98.8%) showed results with 100% accuracy as compared with 

the panel, while 2 laboratories (1.2%) needed improvement on their performance. In addition, it was 

found that sensitivity of real-time PCR kits with gene E as targets is higher than those with genes N, 

ORF, and RdRp, as determined by cycle threshold. Evaluation of laboratory performance on SARS-CoV-2 

detection prior to starting their services, can ensure customers on laboratory reliability and competencies. 

Hence, to monitor accuracy and reliability of testing performance throughout   their services of  

SARS-CoV-2 testing, the DMSc laboratory network should continuously participate in this PT program.

Keywords: Proficiency testing, real-time PCR, SARS-CoV-2


