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บทคัดยอ การแพรระบาดของไวรัสโคโรนาสายพันธุใหมในป 2019 หรือ Severe Acute Respiratory Syndrome 

Corona Virus-2 (SARS-CoV-2) ที่กอโรค COVID-19 เร่ิมมีรายงานในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2562 จากการพบกลุม

ผูปวยอาการปอดบวมโดยไมทราบสาเหตุ ณ เมืองอูฮั่น สาธารณรัฐประชาชนจีน และไดแพรกระจายไปทั่วโลก การตรวจทาง

หองปฏิบัติการเปนขั้นตอนสําคัญในการวินิจฉัยและรักษาผูปวย รวมทั้งใชสอบสวน เฝาระวัง และปองกันโรค โดย

องคการอนามัยโลกแนะนําใหวินิจฉัยเชื้อไวรัสนี้ดวยวิธีการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมสําหรับคัดกรองผูที่เขาขายสงสัย

ตดิเชือ้ ประกอบกับรฐับาลไทยไดขอความรวมมอืทกุจงัหวัดใหดําเนนิการตามนโยบาย หนึง่จงัหวดั-หนึง่แลบ็  ดงันัน้การจดัเตรยีม

หองปฏิบัติการเพ่ือตรวจหาเช้ือ SARS-CoV-2 ดวยเทคนิค real-time reverse transcription-polymerase chain 

reaction (real-time RT-PCR) โดยการจัดทําแผนผังลําดับงานที่เปนมาตรฐานและปฏิบัติงานอยางปลอดภัยดวย

ชีวนิรภัยระดับ 2 แบบเสริมสมรรถนะ (biosafety level 2 enhance) สําหรับเชื้ออันตรายกลุมเสี่ยงระดับ 3 จึงเปนสิ่งเรงดวน

ในสถานการณระบาดทั่วโลก การนําระบบจัดการคุณภาพมาปรับใชออกแบบหองปฏิบัติการ โดยแบงพื้นที่สําหรับกิจกรรม

กอนการวิเคราะหดวยเทคนิคการทําปฏิกิริยา PCR  ไดแก หองเตรียมน้ํายา และหองสกัดสารพันธุกรรม พื้นที่สําหรับตรวจวัด

สารพันธุกรรมที่ตั้งเครื่อง real-time PCR เปนหองสําหรับเพิ่มปริมาณและตรวจหาสารพันธุกรรม รวมทั้งวิเคราะหผลตรวจ 

โดยเสนอรูปแบบของการจัดหองปฏิบัติการ ไว 2 ระบบ คือ semi-automation และ fully automation จากประสบการณ

ปฏิบตังิานดวยเทคนคิ PCR และการบรหิารจดัการดานความปลอดภยัทางหองปฏบิตักิาร เพือ่การนาํไปประยกุตใชกบัการตรวจ

ดานอณูชีวโมเลกุลสําหรับเชื้ออุบัติใหมอื่นๆ ที่จัดอยูในกลุมเสี่ยงระดับ 3 ตอไป     

คําสําคัญ: การเตรียมหองปฏิบัติการอณูชีวโมเลกุล, เชื้ออุบัติใหม, ไวรัสโคโรนา 2019



326

Molecular Diagnostic Laboratory Preparedness Sumonmal Uttayamakul

วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 65 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2566

บทนํา

จากสถานการณการระบาดของโรคปอดอกัเสบจาก

เช้ือไวรัสทีไ่มทราบสาเหต ุซ่ึงภายหลงัองคการอนามยัโลก 

(World Health Organization; WHO) ไดตัง้ช่ือเปน 

โรคติดเชื้อไวรัสโคโรนา 2019 (coronavirus disease; 

COVID-19) หรอืโรคโควิด 19 ประเทศไทยเริม่ตอบโต

การระบาดของโรคโควิด 19 ดวยการเปดศูนยปฏิบัติการ

ภาวะฉุกเฉินทางสาธารณสุข (Emergency Operation 

Center; EOC) เมื่อวันที่ 4 มกราคม พ.ศ. 2563 กรณี

โรคปอดอักเสบรุนแรงจากเชื้อไวรัส และแตงตั้งคณะ

ทำงานเพื่อเฝาระวังและติดตามสถานการณการระบาด

ของโรค วันที่ 13 มกราคม พ.ศ. 2563 มีรายงานพบ

ผูปวยยืนยันติดเช้ือไวรัสโคโรนาสายพันธุใหมรายแรก

ในประเทศไทย โดยเปนนักทองเที่ยวชาวจีนและเปน

ผูปวยยืนยันติดเช้ือไวรัสโคโรนาสายพันธุใหมรายแรก

นอกสาธารณรัฐประชาชนจีน และในวันที่ 15 มกราคม 

พ.ศ. 2563 พบผูปวยคนไทยรายแรกตดิเชือ้ไวรสัโคโรนา

สายพันธุใหมที่มีประวัติเดินทางกลับจากตางประเทศ 

ตอมาวันที่ 31 มกราคม พ.ศ. 2563 กระทรวงสาธารณสุข

แถลงการณพบผูปวยคนไทยรายแรกตดิเชือ้ไวรสัโคโรนา

สายพันธุใหมภายในประเทศ 

จากสถานการณเมื่อวันที่ 8 มกราคม พ.ศ. 2563 

มีรายงานพบผูปวยเขาเกณฑเฝาระวัง (patient under 

investigation; PUI) เปนนักทองเท่ียวชาวจีน จาก

การตรวจ ณ จุดคัดกรองโรคที่สนามบินสุวรรณภูมิ โดย

ทีมงานกองดานควบคุมโรคติดตอระหวางประเทศ

กรมควบคุมโรค(1) ซึ่งถูกสงตอไปกักกันโรคและทำการ

รักษาที่สถาบันบำราศนราดูร โดยเก็บสิ่งสงตรวจเพ่ือ

คัดกรองหาเชื้อกอโรคทางเดินหายใจ 33 ชนิด ดวยวิธี 

real-time polymerase chain reaction (real-time

PCR) ที่หองปฏิบัติการอณูชีวโมเลกุลของสถาบัน

บำราศนราดูร แตไมพบการติดเชื้อใดๆ ตามแนวทาง

ของการสอบสวนโรคเพื่อหาสาเหตุสำหรับวินิจฉัยโรค 

จะมีการสงตัวอยางไปตรวจเพิ่มเติมที่หองปฏิบัติการ

อางอิง 2 แหง ไดแก สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข 

กรมวทิยาศาสตรการแพทย และศนูยวิทยาศาสตรสขุภาพ

โรคอบุตัใิหม คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 

สภากาชาดไทย ซึ่งไดตรวจหากลุมเชื้อไวรัสดวยเทคนิค 

polymerase chain reaction (Family-Wide 

polymerase chain reaction (PCR))(2) ซึ่งเปนวิธี

การตรวจหากลุมของเช้ือไวรสัโคโรนาทีต่ำแหนงยนีตางๆ

และพบผลบวก coronavirus เมื่อนำไปถอดรหัส

พันธุกรรมแบบ direct sequencing ไดผลตรวจเปน

bats severe acute respiratory syndrome (SARS)

like coronavirus (CoV) สวนกรมวิทยาศาสตร

การแพทยไดตรวจตัวอยางเชื้อผูปวยรายแรกของ

ประเทศไทย ดวยวิธี real-time RT-PCR พรอมกับ

ใชเทคโนโลยี next generation sequencing ทำการ

ถอดรหัสพันธุกรรมไดสำเร็จ ซึ่งเปนการตรวจหา

whole genome sequencing novel coronavirus

2019 (Wuhan strain) โดยวันที่ 11 มกราคม 

พ.ศ. 2563 รัฐบาลสาธารณรัฐประชาชนจีนไดเผยแพร

ข อมูลรหัสพันธุกรรมทำใหสามารถนำขอมูลมา

เปรียบเทียบกันได และวันที่ 12 มกราคม พ.ศ. 2563 

ผูเชี่ยวชาญไดยืนยันวาผูปวยรายนี้มีเชื้อตรงกัน จึงไดมี

การประกาศพบผูปวยยืนยนัรายแรกในวันที ่13 มกราคม 

พ.ศ. 2563 ซึ่งเปนผูปวยรายแรกนอกสาธารณรัฐ

ประชาชนจีน โดยสรุปผลจาก 2 หองปฏิบัติการที่ให

ผลตรงกันของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย และหองปฏิบัติการของ

ศูนยวิทยาศาสตรสุขภาพโรคอุบัติใหม ดวยวิธี whole 

genome sequencing(3)        

การตรวจดานอณชูวีโมเลกลุดวยเทคนคิ real-time

PCR เพื่อหาสารพันธุกรรมมีความจำเปนในการตรวจ

วินิจฉัย และการยืนยันการติดเช้ือ เพื่อตอบสนองการ

เฝาระวัง ปองกัน และควบคุมโรคของประเทศ ในการ

เปดบริการตรวจหาสารพันธุกรรมของ SARS-CoV-2 

ดวยวิธี real-time RT-PCR จากการใชน้ำยาที่พัฒนา

โดยกรมวทิยาศาสตรการแพทยหรอืนำ้ยาสำเรจ็รปูทีผ่าน

การประเมนิคณุภาพโดยกรมวทิยาศาสตรการแพทย เพ่ือ

ตรวจวินิจฉัยสำหรับผูสงสัยติดเชื้อกอโรค COVID-19 

วางระบบงานตามมาตรฐานการปฏิบัติงาน PCR และ

มาตรฐานความปลอดภัยสำหรับหองปฏิบัติการชีวนิรภัย

ระดับ 2 แบบเสริมสมรรถนะ  (biosafety level 2

enhanced: BSL-2 enhanced) เมือ่ปริมาณสิง่สงตรวจ

มากขึน้จำเปนตองมกีารปรบัเปลีย่นระบบงานไปใชเครือ่ง

อัตโนมัติ เพื่อลดระยะเวลารอผลการตรวจ
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ประเทศไทยในระยะเริม่ตนใหบรกิารตรวจหาสาร

พันธุกรรมเชื้อกอโรค COVID-19 ดวยวิธี real-time 

RT-PCR โดยสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย และศูนยวิทยาศาสตร

การแพทย 15 แหง ตอมามีหนวยงานท้ังภาครฐัและเอกชน

ไดเปดบริการเพิ่มขึ้น โดยมีกรมวิทยาศาสตรการแพทย

ตรวจสอบมาตรฐานและโครงสรางทางกายภาพ รวมทั้ง

ประเมินคุณภาพดวยโปรแกรมทดสอบความชำนาญทาง

หองปฏิบัติการ ทำใหมีหองปฏิบัติการเครือขายที่ผาน

การรับรองและใหบริการการตรวจไดครอบคลุมทุกพื้นที่

ซึง่ปจจบุนัมหีองปฏิบตักิารท่ีไดรบัการรบัรอง จำนวน 534 

แหง(4) (ขอมลูในเดอืนตลุาคม พ.ศ. 2566) อยางไรกต็าม

องคความรูในการออกแบบหองปฏิบัติการ การเตรียม

ความพรอมตามมาตรฐานและความปลอดภัยทาง

หองปฏิบัติการเปนพ้ืนฐานสำคัญสำหรับการรองรับ

การตรวจหาเชื้ออุบัติใหมที่สามารถเกิดขึ้นไดในอนาคต 

หองปฏิบัติการอณูชีวโมเลกุล สถาบันบำราศ-

นราดูร มีประสบการณในการตรวจวินิจฉัยเชื้อกอโรค

ทางเดินหายใจตะวันออกกลาง หรือ Middle East 

respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV)

มากอน ซึ่ง MERS-CoV จัดเปนเชื้ออันตรายในกลุม

เส่ียงระดบั 3 ดงัน้ันจึงสามารถนำความรูและประสบการณ

มาประยุกตใชไดรวดเร็วทันเวลา โดยบทความนี้มี

วัตถุประสงคถายทอดประสบการณ ในชวงการเตรียม

หองปฏิบัติการตรวจวินิจฉัยเชื้อ SAR-CoV-2 ซึ่งจัด

เปนเชื้ออันตรายในกลุมเสี่ยงระดับ 3 จำเปนตองใช

หองปฏบิตักิารชวีนริภยัระดบั 3 (BSL-3) ในการเพาะเลีย้ง

เชือ้ไวรัส กรณีการตรวจวินิจฉยัดวยเทคนิคอณชูวีโมเลกลุ

สามารถใชแนวทางปฏิบัติงานกับส่ิงสงตรวจตาม

มาตรฐานความปลอดภัยดวยเทคนิคชีวนิรภัยแบบเสริม

สมรรถนะ (BSL-2 enhanced) เพื่อเปนขอมูลในการ

วางแผนจัดเตรียมหองปฏิบัติการตรวจวินิจฉัยเชื้อติดตอ

อันตรายสำหรับหนวยงานอื่นท่ีอาจตองทำหนาที่ตรวจ

เชื้อในกลุมนี้ 

วัสดุและวิธีการศึกษา

การดำเนินงาน

หองปฏบัิตกิาร: ดำเนินงานตามแนวทางมาตรฐาน

ดานอณูชีวโมเลกุล และความปลอดภัยในการปฏิบัติงาน

ดวยเทคนิค BSL-2 แบบเสริมสมรรถนะ มีการประเมิน

ความเส่ียงกอนการดำเนนิงาน โดยศกึษาปจจยัทีเ่ก่ียวของ

ทั้งระบบของหองปฏิบัติการ การบริหารจัดการระบบ

ความปลอดภัยตามกลุมเสีย่งของเชือ้โรค พรอมทั้งจดัทำ

แบบประเมินความเส่ียงของหองปฏิบัติการ สถานที่และ

สภาพแวดลอม มพีืน้ทีป่ฏบิติัการสำหรับใชรบัสิง่สงตรวจ

พื้นที่สะอาดสำหรับใชจัดเก็บชุดสวมและอุปกรณ

เพือ่ปองกันสวนบคุคล พืน้ทีส่วนปฏบิตังิานตรวจวเิคราะห

และพื้นที่จัดเก็บตัวอยางที่เหลือจากการตรวจวิเคราะห 

หรือใชอบนึ่งฆาเชื้อ เปนตน

บุคลากรที่ทำหนาที่ตรวจวิเคราะห: จำเปนตอง

ไดรับการอบรมเพื่อพัฒนาศักยภาพในการตรวจ

ดานอณูชีวโมเลกุล ฝกทักษะการปฏิบัติงานตามหลัก

ความปลอดภัยทางชีวภาพ การสวมและถอดอุปกรณ

ปองกนัสวนบคุคล (personal protective equipment;

PPE) อยางถูกตองและไดรับการอบรมการใชเครื่องมือ

ตามมาตรฐาน เชน ตูชีวนิรภัย ระดับ 2 (biological

safety cabinet class II; BSC Class II) สำหรับ

การปฏิบัติงานกับส่ิงสงตรวจ ตองใชความระมัดระวังใน

การผสมตวัอยางทีท่ำใหเกดิการฟุงกระจายหรอื aerosol

การใชเครื่องอบนึ่งฆาเช้ือ (autoclave) รวมท้ังฝก

อบรมการใชงานน้ำยาสำหรับตรวจหาสารพันธุกรรม

และเครื่องมือที่เกี่ยวของ ทั้งนี้บุคลากรที่ปฏิบัติงาน

ตองไดรับการอบรมดานความปลอดภัยและฝกปฏิบัติ

เรื่องการสวมใสและถอด PPE รวมทั้งทักษะการปฏิบัติ

งานเพื่อปองกันการปนเปอนเชื้อโรค 

เครื่องมือ น้ำยา และวัสดุอุปกรณ: จำเปนตองมี

เครื่องมือและอุปกรณพื้นฐานที่จำเปนและเหมาะสมใน

การตรวจวิเคราะห ไดแก  BSC Class II สำหรับเตรียม

ตัวอยาง ปเปตอัตโนมัติ (autopipette) ตูเย็นสำหรับ

เก็บน้ำยา ตูแชสำหรับเก็บหรือรักษาตัวอยาง เครื่องมือ

สำหรับสกัดสารพันธุกรรม เครื่องตรวจวิเคราะหดวยวิธี 

real-time PCR และเครื่อง autoclave

กระบวนการกอนการทดสอบ: มีพื้นที่สำหรับ

จัดเก็บและเตรียมตัวอยางในข้ันตอนกอนตรวจวิเคราะห 

มีอุปกรณจัดเก็บและขนสงตัวอยางที่ปลอดภัย ควบคุม

อุณหภูมิตามระยะเวลาในการขนสงถึงหองปฏิบัติการ

ตรวจวิเคราะห
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กระบวนการทดสอบ: วิธีการตรวจดวยเทคนิค

อณชูวีโมเลกุล จำเปนตองจดัทำแผนผงัลำดบัการปฏบิตังิาน

เพื่อปองกันการปนเปอนและการจัดเตรียมพ้ืนที่ให

ถูกตองตามหลักการตรวจดวยวิธี PCR ทั้งนี้ขณะเตรียม

ตัวอยางสงสัยเชื้ออันตราย ควรบันทึกระยะเวลาที่ตอง

ปฏิบัติงาน และติดปายสถานะหอง เชน “หามเขา ขณะนี้

เจาหนาที่กำลังตรวจวิเคราะหสิ่งสงตรวจสงสัยเชื้อ

อันตราย” 

การแปลผลและการรายงานผล: แปลผลตามคูมอื

และคำแนะนำในเอกสารกำกับน้ำยา และรายงานผลตาม

ระบบมาตรฐานการรายงานผลที่กำหนดไว

การควบคุมคุณภาพ: ในการตรวจวิเคราะหมี

ตัวอยางทีใ่ชในการควบคมุคณุภาพภายในดวยชดุควบคุม

ที่มาพรอมกับชุดตรวจวิเคราะห และการเขารวมแผน

ทดสอบความชำนาญตามระบบของการตรวจ หรอืเขารวม

แผนทดสอบความชำนาญกบักรมวิทยาศาสตรการแพทย

กระบวนการหลังการทดสอบ: สิ่งสงตรวจหาสาร

พันธุกรรมควรเก็บรักษาไวในตูแชแข็งและเก็บ RNA ที่

สกดัไดทีอ่ณุหภมู ิ-70 องศาเซลเซียส เกบ็หลอดตวัอยางที่

เหลอืจากการปฏิบตังิานไวทวนสอบในภาชนะท่ีปดมดิชิด

ระบุสัญลักษณติดเชื้อ หรือ biohazard sign และ

หองปฏิบัติการมีระบบการทำลายขยะติดเชื้อดวยเครื่อง 

autoclave กอนนำออกจากหองปฏิบัติการ วัสดุ

วิทยาศาสตรที่ใชแลวหรือตัวอยางท่ีเหลือจากการตรวจ

วิเคราะห ชุด PPE และขยะติดเชื้ออื่นๆ พรอมทั้งจัดการ

ลดการปนเปอน (decontamination) การอบนึ่งฆาเชื้อ 

และนำออกไปกำจัดตามระบบของสถานพยาบาล 

การประเมินดานความปลอดภัยทางชีวภาพ:

การปฏิบัติงานตามมาตรฐานที่กำหนดตามกลุมเสี่ยง

ของระดบัเชือ้โรค การสวมใสหรอืถอดอปุกรณ PPE และ

การนำไปกำจัดตามหลักวิชาการ รวมทั้งการจัดใหมีชุด

จัดการสารปนเปอนหรือ biological spill kit ใหพรอม

ใชงานในพื้นที่ปฏิบัติการ

การจัดแบงพื้นที่

การจดัเตรยีมพ้ืนท่ีหองปฏบัิตกิาร: สำหรับการตรวจ

ดวยเทคนิค real-time PCR ที่มีการเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรม (nucleic acid) ซึ่งเปนเทคนิคที่มีความไวสูง

เพื่อหลีกเลี่ยงกระบวนการปนเปอนจากผลผลิตของ

ปฏกิิริยา PCR ลดการรายงานผลผิดพลาด การปฏบิตังิาน

จำเปนตองเตรียมการตั้งแตการออกแบบหองปฏิบัติการ  

จัดใหมีพื้นที่แยกออกเปน 3 สวน ไดแก การเตรียมน้ำยา 

การสกัดตัวอยาง การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม และ

วดัผล(5,6) โดยมพีืน้ทีป่ฏบิตังิาน แบงเปน 3 บรเิวณ ไดแก 

บรเิวณที ่1 หองเตรยีมนำ้ยาสำหรบั PCR  (reagent

preparation area: PCR 1) บริเวณนี้ควรมีพื้นที่ขั้นต่ำ

2.5 × 3 ตารางเมตร มีประตูที่ใชเปดและปดสะดวก

อางลางมือ และมีที่แขวนเสื้อกาวนสำหรับใชเฉพาะ

หองนี้ อุปกรณเครื่องมือพื้นฐานประกอบดวยตูเย็น 

2–8 องศาเซลเซียส ตูแชแข็ง -20 องศาเซลเซียส

เพือ่เกบ็นำ้ยา ตู PCR cabinet ซึง่มจีำหนายสำเรจ็รปูนำ

เขาจากตางประเทศ หรือสั่งทำเปนตูพลาสติกติดหลอด

แสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet; UV) พรอมสวติชเปด 

UV หลงัการใชงาน และมกีารตัง้เวลาปดไฟ UV ได  อปุกรณ

อื่นๆ ที่จำเปนวางไวใกลๆ ตูนี้ คือ vortex mixer, spin

down centrifuge, autopipette ขนาด P10, P20, 

P200 และ P1000 พรอม filter tip และถุงมือยาง

แบบไรแปง เปนตน หองนี้จัดไวเพื่อเตรียมน้ำยาสำหรับ

ปฏิกิริยา PCR จัดเปนหองที่สะอาด ไมอนุญาตใหนำ

สิ่งสงตรวจและ PCR product เขามาในบริเวณนี้โดย

เด็ดขาด การเตรียมน้ำยาตั้งตนสำหรับตรวจหาสาร

พันธุกรรมของเชื้อ SARS-CoV-2 (master mix) 

สามารถผสมน้ำยาใชเองตามสูตรที่มีและผสมสารตั้งตน

ตางๆ ที่จำเปน  หรือนำน้ำยาสำเร็จรูปจากตางประเทศ

มาแบงเปนหลอดเล็กๆ กอนที่จะนำออกไปเติมตัวอยาง

ที่สกัดแลวในหองถัดไป ดังแสดงในภาพที่ 1

บริเวณที่ 2 ไดแก หองเตรียมตัวอยางและสกัด

สารพันธุกรรมจากสิ่งสงตรวจของผูปวย (specimen 

preparation area: PCR 2) บริเวณนี้ควรจัดเตรียม

พื้นที่ 3 × 4 ตารางเมตร มีประตู 2 ชั้น ไมจำเปนตอง

เปนหองความดันลบ ประตูช้ันแรกเขาไปภายในเปน

พื้นที่สำหรับสวมใสและถอด PPE เมื่อผานประตูที่ 2 

จะเปนหองสำหรบัปฏบิตังิาน มอีางลางมอื เครือ่งมอื และ

อปุกรณพืน้ฐานทีจ่ำเปน ประกอบดวย ตู BSC Class II, 

vortex mixer เครื่องสกัดสารพันธุกรรมแบบอัตโนมัติ 

หรือสกัดสารพันธุกรรมแบบ manual จำเปนตองใช
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เครื่องปนเหว่ียงขนาดเล็ก (microcentrifuge) ที่มี

ความเร็วรอบในชวง 12,500–16,000 g ตูเย็นอุณหภูมิ 

2–8 องศาเซลเซียส ตูแชแข็งอณุหภมิู -20 องศาเซลเซยีส 

สำหรบัเกบ็ตวัอยางควบคมุคณุภาพ autopipette ขนาด 

P20, P200 และ P1000 พรอม filter tip และถุงมือยาง

แบบไรแปง นอกจากน้ีการปฏบิตังิานควรจดัใหมพีืน้ทีร่บั

สิง่สงตรวจ อาจใชกลองสงผานตวัอยาง (pass box) กอน

สงเขาหองปฏบิตักิาร PCR หากไมมีกลองสงผานตวัอยาง 

สามารถออกแบบหองใหมีประตู 2 ชั้น เพื่อสงตัวอยาง

ผานทางประตูปกติ 

บริเวณท่ี 3 หองตรวจวัดสารพันธุกรรมและ

วเิคราะหผล (post-PCR หรอื detection area: PCR 3) 

บริเวณนี้ควรจัดเตรียมพื้นที่ 2 × 3 ตารางเมตร พรอม

อางลางมอื เปนบรเิวณทีม่กีารเพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรม

หามนำหลอด PCR หรืออุปกรณที่อยูในสวนนี้ยอน

กลับไปในหอง PCR 1 และหอง PCR 2 โดยเด็ดขาด

เพื่อปองกันการปนเปอนที่อาจเกิดขึ้นได ควรมีทิศทาง

การเดินจากหอง PCR 1 ไปยังหอง PCR 2 แตหอง

PCR 3 ไมจำเปนตองเปนหองติดกับหอง PCR 2

ซึ่งหอง PCR 3 ที่มีประตูชั้นเดียว สามารถจัดใหมี 

pass box และนำอุปกรณเขาหองโดยผานทางนี้ได

ดังแสดงในภาพที่ 1

เครือ่งมอืและอปุกรณพืน้ฐานทีจ่ำเปน ประกอบดวย

เครื่องวิเคราะหและเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในสภาพ

จริง (เครื่อง real-time PCR) พรอมคอมพิวเตอรและ

โปรแกรมทีใ่ชประมวลผล รวมทัง้การจดัเตรยีมถงุมือยาง

ชนิดไรแปงในแตละจุด

ภาพที่ 1 การแบงพื้นที่สำหรับงาน PCR โดยมีความกวางของแตละหอง 3–4 เมตร แยกจากกัน โดยแบง

 เปน 3 พื้นที่ ไดแก หองเตรียมน้ำยาสำหรับปฏิกิริยา สวมรองเทาและเสื้อกาวนผากอนเขาพื้นที่เตรียม

 น้ำยา (PCR 1) หองสกัดสารพันธุกรรม สวมอุปกรณ personal protective equipment กอนเขาพื้นที่

 สกัดตัวอยางตามมาตรฐานความปลอดภัยระดับ 2 แบบเสริมสมรรถนะ (PCR 2) หองเพิ่มปริมาณ

 และตรวจวัดสารพันธุกรรม (PCR 3) และ [S] คือ อางลางมือในแตละหอง

ในสถานการณโรคระบาดเม่ือหองปฏิบัติการ

ไดรับสิ่งสงตรวจจำนวนมาก จำเปนตองมีระบบ fully

automation ซึ่ งใช เครื่องมืออัตโนมัติสกัดสาร

พันธุกรรม พรอมเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมและตรวจ

สอบผล เนือ่งจากเปนระบบการทำงานสกัดและวดัผลดวย

ระบบปด ดงันัน้สามารถใชหองท่ีมีขนาด 5 × 5 ตารางเมตร

หองเดียวพรอมอางลางมือ โดยแบงพื้นที่ภายในให

เปนสัดสวน ตองมีบุคลากรทำหนาที่เตรียมตัวอยาง

สารคัดหลั่งจากผูปวยใสหลอดเพื่อนำเขาเครื่องอัตโนมัติ 

และตองจัดพ้ืนที่สำหรับสวมใสและถอดอุปกรณ PPE 

ดังแสดงในภาพที่ 2
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เครือ่งมอืและอปุกรณพืน้ฐานทีจ่ำเปน ประกอบดวย

ตู BSC Class II, vortex mixer, ตูเย็นอุณหภูมิ 

2–8 องศาเซลเซียส, autopipette ขนาด P20, P200

และ P1000 พรอม filter tip และถุงมือยางแบบไรแปง 

เปนตน 

ภาพที่ 2  ตัวอยางการวางแผนผังหองปฏิบัติการที่มีเครื่องอัตโนมัติ (ขนาด 5 × 5 เมตร) 

ผล

 กระบวนการดำเนินงานและประเมินความพรอม

ของหองปฏิบัติการที่จัดตั้งใหม จำเปนตองมีการกำหนด 

checklist เพื่อจัดเตรียมอุปกรณในแตละพื้นที่ของ

หองปฏิบัติการ PCR ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1  รายการเครื่องมือและอุปกรณเพื่อใชในการประเมินความพรอม

ลำดับที่ รายการเครื่องมือและอุปกรณ จำนวน มี ไมมี

PCR 1: Reagent preparation room (Master Mix): Clean area

1 PCR cabinet (with UV) for master mix preparation 1

2 Freezer -20°C (for reagent storage) 1

3 Adjustable autopipette 2, 20, 200 and 1000 µL 4

4 Filtered tips 0.1−10 µL, 2−20 µL, 5−200 µL, 100−1000 µL    4

5 Vortex mixer 1



331

การเตรียมหองปฏิบัติการอณูชีวโมเลกุล สุมนมาลย อุทยมกุล

วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 65 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2566

ลำดับที่ รายการเครื่องมือและอุปกรณ จำนวน มี ไมมี

6 Spin down centrifuge 1

7 Microcentrifuge tube 1.5 ml 1

8 Microcentrifuge tubes rack 1

9 Disposable gloves latex powder free 1

10 70% Alcohol 1

11 Distilled water 1

12 Gauze pad 1

PCR 2:  Sample preparation room (Biosafety level 2 enhanced practice)

1 BSC Class ll 1

2 เครื่องสกัดอัตโนมัติ 1

3 Adjustable autopipette 20 µL, 200 µL 2

4 Filtered tips 2−20 µL, 5−200 µL  2

5 Bench top microcentrifuge (capable of 20,000 x g) 1

6 Microcentrifuge tube 2.0 ml 1

7 Microcentrifuge tubes rack 1

8 Vortex mixer 1

9 Refrigerator (2−8 °C) (for reagent storage) 1

10 Disposable gloves latex powder free 1

11 70% Alcohol 1

12 Distilled water 1

13 Gauze pad 1

PCR 3: Room/Area

1 เครื่อง real-time PCR 1

2 Adjustable autopipette 20 µL 1

3 Filtered tips 2−20 µL 1

4 Vortex mixer 1

5 Spin down centrifuge 1

ตารางที่ 1  รายการเครื่องมือและอุปกรณเพื่อใชในการประเมินความพรอม (ตอ)

 ขัน้ตอนวิเคราะหความเส่ียงและแนวทางปฏบิตังิาน

ดวยเทคนิคอณูชีวโมเลกุล โดยมีเกณฑมาตรฐานของ

ระดับความเสี่ยง (degree of risk) ตามความรุนแรง

ของผลกระทบ (impact) ตัง้แต 1−5 และโอกาสทีจ่ะเกดิ

ความเสี่ยงตั้งแต 1−5 ไดแก ระดับ 1 นอยมาก 2 นอย 

3 ปานกลาง 4 สงู และ 5 สงูมาก(7)  ซึง่พจิารณาความเสีย่ง

จากความถ่ีของการเกิดเหตุการณและความรุนแรง

ที่เกิดข้ึน หลักการของความเส่ียง เกิดจากความถี่ ×

ความรุนแรง สามารถแสดงได 3 สี ไดแก เขียว เหลือง

แดง หมายถึง ความเสี่ยงนอย ปานกลาง สูง ตามลำดับ 

ดังแสดงในภาพที่ 3
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จากการทำแผนภูมิความเส่ียง (risk map) 

สามารถนำมาทำแผนบริหารความเสี่ยง รวมทั้งประเมิน

ความเสี่ยงทางชีวภาพของหองปฏิบัติการ ดังแสดง

ตัวอยางในตารางที่ 2

ตารางที่ 2  แผนการบริหารความเสี่ยงและประเมินความเสี่ยงทางชีวภาพหองปฏิบัติการตรวจ SARS-CoV-2 

ความเสี่ยง ปจจัยเสี่ยง แนวทางการจัดการความเสี่ยง ผลกระทบ โอกาสเกิด

หองเตรียมน้ำยา
master mix

1. มีการปนเปอนจาก
 การปฏิบัติงาน
2. เตรียมน้ำยาไมถูกตอง

- ตองแยกหองและเครื่องมือใชงานเฉพาะ 
 สำหรับเตรียมน้ำยา ในขั้นตอน pre-PCR
- มีคูมือปฏิบัติงานหรือเอกสารประกอบ 
 สำหรับเตรียมน้ำยา master mix
- ฝกอบรมบุคลากรใหผานเกณฑกอน
 การปฏิบัติงาน

1

4

1

2

หองเตรียมตัวอยาง 1. ติดเชื้อจากการปฏิบัติงาน
 เตรียมตัวอยาง 

2. สลับตัวอยางหรือเตรียม
 ตัวอยางผิดคน

- เลือกใช PPE ใหเหมาะสม
- ปฏิบัติงานเตรียมตัวอยางในตู BSC 
 Class II
- ปฏิบัติตามคูมือปฏิบัติงานอยางเครงครัด
 ทวนสอบรายละเอียดบนหลอดตัวอยาง
 ทุกครั้ง (primary กับ secondary tube)

5

4

2

1

หองตรวจวิเคราะห
real-time RT-PCR 

เลือกใช protocol ไมถูกตอง  มีคูมือการปฏิบัติงานหรือเอกสารประกอบ    
 สำหรับการทำ real-time RT-PCR 

4 1

หองตรวจวิเคราะห
SARS-CoV-2 
ดวยเครื่องอัตโนมัติ

ตัวอยางหกหลนในขั้นตอน
นำตัวอยางเขาเครื่องอัตโนมัติ

เตรียมตัวอยางใสกลองมีฝาปด-เปดในตู BSC
Class II และนำตัวอยางเขาเครื่องอัตโนมัติ
ภายใน 3 วินาที

4 1

บุคลากรที่เกี่ยวของตองไดรับการอบรม โดย

เฉพาะเจาหนาที่ตรวจวิเคราะหเพ่ือใหมีความรูดาน

อณูชีวโมเลกุล ฝกทักษะการปฏิบัติงาน PCR เพื่อ

ปองกันการปนเปอน ฝกสวมใสและถอดอุปกรณปองกัน

สวนบุคคล (PPE) อยางถูกตอง และไดรับการอบรม

การใชเครื่องมือตามมาตรฐาน เชน ตู BSC Class II

การใชงานเครือ่ง autoclave ฝกอบรมการใชงานเครือ่งมอื

และนำ้ยาสำหรบัตรวจหาสารพนัธกุรรม รวมทัง้เครือ่งมอื

อื่นๆ ที่ เกี่ยวของ  ลักษณะการฝกอบรมหนางาน

ประเมินผลโดยการทำแบบทดสอบและฝกภาคปฏิบัติ 

มีเกณฑผานไมต่ำกวารอยละ 80 และตองมีแผนการฝก

อบรมเพือ่ฟนฟคูวามรูอยางนอยปละ 1 ครัง้ มนีกัเทคนคิ

การแพทยเขารับการฝกอบรมและพัฒนาศักยภาพ

ดานการตรวจหาเช้ืออุบัติใหม และไดรับมอบหมาย

ความรุนแรงของผลกระทบ

ภาพที่ 3  การวิเคราะหความเสี่ยงตามความรุนแรงของผลกระทบและโอกาสเกิดความเสี่ยง

5 = สูงมาก

4 = สูง

3 = ปานกลาง

2 = นอย

1 = นอยมาก

1 = นอยมาก 2 = นอย 3 = ปานกลาง 4 = สูง 5 = สูงมาก ความถี่
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ใหปฏิบัติงานตรวจวิเคราะหหาเชื้อ SARS-CoV-2

จำนวน 26 คน มีระบบการทำงานเปนผลัดชวงเวลา โดย

การปฏิบัติงานกับเชื้ออันตราย จำเปนตองมีเจาหนาที่

ปฏิบัติงานรวมกันอยางนอย 2 คน เพื่อความปลอดภัย

การจัดเตรียมหองปฏิบัติการและเครื่องมือ

อุปกรณพื้นฐานท่ีจำเปนสำหรับตรวจหาสารพันธุกรรม

ของเชือ้ SARS-CoV-2 นอกจากการแบงพืน้ทีป่ฏบิตังิาน

ตามหลักการ PCR แลว ยังสามารถแบงออกเปน

2 ระบบ ตามชนิดของเครื่องมือท่ีใช ไดแก ระบบ 

semi-automation เปนการใชวิธีสกัดสารพันธุกรรม

จากสิ่งสงตรวจดวยมือหรือเครื่องอัตโนมัติรวมกับเครื่อง 

real-time PCR ในการเพิ่มปริมาณและตรวจวัดสาร

พันธุกรรม ดังแสดงในภาพที่ 1 เมื่อหองปฏิบัติการไดรับ

สิ่งสงตรวจเพ่ิมข้ึนจำนวนมากในสถานการณโรคระบาด 

จำเปนตองมีระบบ fully automation ซึ่งใชเครื่องมือ

อัตโนมัติสกัดสารพันธุกรรม พรอมเพิ่มปริมาณและ

ตรวจสอบผล การออกแบบหองปฏิบัติการสามารถใช

1 หอง และมีพื้นที่เหมาะสมกับขนาดของเครื่องอัตโนมัติ 

และอุปกรณประกอบ ดังแสดงในภาพที่ 2

การควบคุมการปนเปอนในหองปฏิบัติการ PCR

นอกจากโครงสรางทางกายภาพ ส่ิงที่สำคัญ

ในการปองกันผลวิเคราะหผิดพลาด คือการควบคุม

การปนเปอนในหองปฏิบัติการ PCR โดยแยกอุปกรณ

ในแตละพ้ืนท่ีไมใชปะปนกัน จัดใหมีถุงมือยางไรแปง

และเสื้อกาวน  รองเทาในแตละหองแยกสวนกัน 

หลังจากปฏิบัติงานทุกคร้ังตองทำความสะอาดดวย

แอลกอฮอล 70% หรือใช bleach agent หรือ 0.5% 

sodium hypochlorite ทำความสะอาดและเช็ดดวย

นำ้กลัน่ตามทกุครัง้ ทำการบำรงุรกัษาและสอบเทยีบเครือ่งมอื

ตามมาตรฐานที่กำหนด การตรวจสอบการปนเปอน

จำเปนตองใช negative control ควบคูทุกครั้งใน

การทำปฏิกิริยา PCR รวมท้ังตรวจสอบปฏิกิริยาแบบ

non-template control คือ ผสมน้ำปราศจากสาร 

DNase และ RNase กับน้ำยา master mix

ผลการดำเนินงานในดานการเตรียมความพรอม

ของเครื่องมือและน้ำยา ตลอดจนวัสดุอุปกรณที่จำเปน

ใหมีครบถวน โดยมีการนำเครื่องตรวจวิ เคราะห

อัตโนมัติมาใชใหเหมาะสมกับปริมาณตัวอยางท่ีไดรับ

และเพื่อความรวดเร็วในการรายงานผลตามเวลา

ที่กำหนด กระบวนการกอนการทดสอบ กระบวนการ

ทดสอบ กระบวนการหลังการทดสอบ การแปลผล

และการรายงานผล เปนไปตามระบบคุณภาพท่ี

กำหนดไวในวิธีการดำเนินงานตามมาตรฐาน เขารวม

โปรแกรมทดสอบความชำนาญ และมีผลการประเมิน

ผานเกณฑที่กำหนด 

วิจารณ

เนื่องจากเช้ือ SARS-CoV-2 เปนเช้ืออันตราย

ที่ถูกจัดไวในกลุมเสี่ยงกลุมที่ 3 ตามขอปฏิบัติทาง

หองปฏิบัติการ หากเพาะเล้ียงเช้ือไวรัสนี้ตองปฏิบัติงาน

ในมาตรฐานความปลอดภยัระดบั 3 (biosafety level 3; 

BSL3)(8,9) แตในการปฏิบัติงานตรวจหาสารพันธุกรรม

ดวยวิธี PCR องคการอนามัยโลกและคำแนะนำจาก

หนวยงานทีม่ปีระสบการณในสาธารณรฐัประชาชนจนี(10)

ใหปฏิบัติงานที่ความปลอดภัยระดับ 2 แบบเสริม

สมรรถนะ (BSL-2 enhanced) คอื จดัพืน้ทีป่ฏบิตังิาน

ไวในระดับ 2 เพิ่มวิธีปฏิบัติงานตามมาตรฐานความ

ปลอดภัยแบบระดับ 3 อยางเครงครัด ไดแก การเลือก

ใชอุปกรณปองกันสวนบุคคล เพิ่มความระมัดระวังใน

ขั้นตอนการสกัดสารพันธุกรรม โดยผูปฏิบัติงานสวมเสื้อ

กาวนชนิดกันน้ำแบบใชแลวทิ้ง หมวก หนากาก N-95  

face-shield และสวมถุงมือ 2 ชั้น รองเทาหัวปด ใน

กรณีที่ไมมีเสื้อกาวนกันน้ำใหใชกาวนผาเสริมดวยผากัน

เปอนพลาสติกได  การปฏิบัติงานกับส่ิงสงตรวจควรทำ

ในตู BSC Class II และเปนพื้นที่สำหรับผสมตัวอยาง

ที่สกัดสารพันธุกรรมแลวกับน้ำยา PCR ที่เตรียมไวใน

หลอดปฏิกิริยา เมื่อปฏิบัติงานเสร็จแลวตองทำความ

สะอาดพื้นผิวที่ปฏิบัติงานดวยน้ำยาทำลายเชื้อไวรัสและ

ขยะในหองนี้จำเปนตองใสถุงเฉพาะและนำออกไปอบ

ฆาเชื้อกอนกำจัดตามระบบตอไป

นอกจากการออกแบบหองโดยโครงสรางแยกเปน 

3 หอง ที่กั้นดวยผนังปูน ในสถานการณเรงดวนสามารถ

สรางหองอยางรวดเร็ว โดยใชผนังกระจกก้ันหองแทน

หรือถาหนวยงานใดมีพื้นที่โลง ขนาด 5 × 5 เมตร

จะกั้นแยกสวนภายในดวยผนังกระจกใหเปน 3 หองยอย
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เพ่ือความรวดเร็วในการจัดเตรียมพื้นที่ปฏิบัติงาน และ

ติดตั้งเครื่องปรับอากาศแยกในแตละหองเพื่อปองกัน

การปนเปอน โดยเฉพาะหองเตรียมสิ่งสงตรวจที่ติดตั้ง

ตูชีวนิรภัยตองคำนึงถึงระบบการไหลเวียนอากาศ และ

ทิศทางลมที่ตองไมรบกวนระบบการทำงานของตู BSC 

Class II ทั้งนี้ในแตละหองตองจัดใหมีพื้นที่สำหรับ

อุปกรณ PPE ดังแสดงในภาพที่ 3

ภาพที่ 3  ตัวอยางการวางแผนผังหอง PCR (ขนาด 5 × 5 เมตร)

 (1) Reagent preparation area พื้นที่เตรียมน้ำยา master mix (MMX) โดยใช PCR cabinet

 (2) Sample preparation area บริเวณผสมน้ำยา master mix และ RNA template/PCR control

  ในตู BSC Class II หรือใน PCR cabinet (optional)

 (3) Real-time PCR area บริเวณเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมและตรวจวัดผลผลิต

จากสถานการณของโรค COVID-19 ที่สงผล

กระทบในวงกวางและแพรระบาดไปทั่วโลก และองคการ

อนามัยโลกประกาศเปนภาวะฉุกเฉินทางสาธารณสุข

ระหวางประเทศ ขอมูลการติดเชื้อในประเทศไทย

ในป พ.ศ. 2563 ระยะแรกพบเฉพาะผูที่ เดินทาง

มาจากตางประเทศ จากนั้นจึงเกิดการแพรระบาด

ทั่วประเทศ(1,3) สถาบันบำราศนราดูร กรมควบคุมโรค 

มีบทบาทในการกักกันผูปวยสงสัยโรคติดตออันตราย 
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มีประสบการณในการตรวจวินิจฉัยการติดเช้ือโรคทาง

เดินหายใจตะวันออกกลางมากอน ในการตรวจวินิจฉัย

โรค COVID-19 ไดตรวจคัดกรองหาเชื้อกอโรคทาง

เดินหายใจเบื้องตนและประสานงานสงตัวอยางกับ

หองปฏิบัติการอางอิง 2 แหง ไดแก สถาบันวิจัย

วิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย 

และหองปฏิบัติการของศูนย วิทยาศาสตรสุขภาพ

โรคอุบัติใหม โดยหองปฏิบัติการอณูชีวโมเลกุลของ

สถาบันบำราศนราดูร เปนเครือขายตรวจวินิจฉัยเชื้อ 

SARS-CoV-2 ในประเทศไทยชวงแรก เมื่อ 4 มีนาคม 

พ.ศ. 2563 และระยะตอมามีเครือขายหองปฏิบัติการ

ในประเทศเพิ่มข้ึน โดยกรมวิทยาศาสตรการแพทย

ไดรับมอบหมายใหขยายเครือขายหองปฏิบัติการสู

โรงพยาบาลสังกัดสำนักงานปลดักระทรวงสาธารณสขุ ให

คำแนะนำและแนวทางในการเปดบรกิาร พรอมสนบัสนุน

ตัวอยางทดสอบความชำนาญและระบบคุณภาพสำหรับ

หองปฏิบัติการ(11)

การจัด เตรี ยมหองปฏิบัติ ก ารที่ ใ ช เทคนิค

real-time PCR เปนพืน้ฐานของงานดานอณชีูวโมเลกุล

ที่ใชในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม เปนเทคนิคที่

มีความไวสูง อาจทำใหเกิดผลบวกปลอมไดหากไมมี

ระบบจัดการที่ดี จากการดำเนินงานดานแผนการบริหาร

ความเส่ียงและประเมนิความเสีย่งทางชวีภาพหองปฏบิติัการ

ตรวจ SARS-CoV-2 จากตารางที่ 1 พบวาปจจัยเสี่ยง

จากการเตรียมน้ำยาไมถูกตองและโอกาสติดเช้ือจาก

การปฏิบัตงิานเปน 2 ปจจัย ท่ีมีผลกระทบในระดบัสงูและ

สูงมาก อยางไรก็ตามมีโอกาสเกิดไดนอยหากปฏิบัติ

ตามคูมือปฏิบัติงาน(11) ใหการฝกอบรมบุคลากรมีผล

ประเมินผานเกณฑกอนการปฏิบัติงาน และดำเนินงาน

ตามแนวทางการจัดการความเสี่ยง การออกแบบและ

สรางหองปฏิบัติการทางการแพทยใหถูกตองเหมาะสม

ทั้งทางวิศวกรรม ระดับความปลอดภัยทางชีวภาพ และ

การรกัษาความปลอดภยัทางชวีภาพ โดยเฉพาะเชือ้อบุตัใิหม

ที่ตองปฏิบัติงานใหถูกตองตามชนิดกลุมเสี่ยงของ

เชื้อโรค และถูกตองตามหลักการอณูชีวโมเลกุลสิ่งสำคัญ

คือ การปองกันการปนเปอน (contamination)

ซึ่งเกิดไดทั้งจากการปนเปอนของตัวอยางตรวจและ

โดยเฉพาะจากผลผลิตของปฏิกิริยา PCR (amplicon)

ทำใหจำเปนตองแยกพื้นที่กอน PCR และหลัง PCR 

ออกจากกันใหชัดเจน จัดใหมีอุปกรณใชปฏิบัติงาน

เฉพาะในแตละพ้ืนที่ไมปะปนกัน การสวมใสชุด และ

อุปกรณปองกันรางกาย การใชถุงมือยางแบบไรแปง

การใช filter tip เพื่อลดโอกาสการปนเปอน การตรวจ

หาการปนเปอนทำโดยใชตัวอยางควบคุมลบ ชนิด

non-template control ควบคูไปทุกครั้งกับการทำ 

PCR ของสิ่งสงตรวจ โดยในหลอดปฏิกิริยาของตัวอยาง

ควบคุมลบชนิดนี้จะมีสวนประกอบของปฏิกิริยา PCR 

ทุกอยางยกเวน DNA template หรือสารพันธุกรรมที่

สกัดมาจากสิ่งสงตรวจ ดังนั้นถามีการตรวจพบผลผลิต

ของ PCR จากตวัอยางควบคมุลบ แสดงวามกีารปนเปอน

ในปฏิกิริยาเกิดขึ้น ซึ่งอาจพบปญหานี้ไดในกรณีที่

หองปฏิบัติการไดรับตัวอยางจำนวนมากและมีผล

การตรวจที่ ใหผลบวกจำนวนมาก หากไมมีความ

ระมัดระวังในการเตรียมสิ่งสงตรวจอาจเกิดการปนเปอน

ในระบบการปฏิบัติงานได ดังนั้นหลังการปฏิบัติงานควร

ทำความสะอาดอุปกรณและพื้นที่ปฏิบัติงานดวย 70% 

alcohol หรือ bleach agent ทุกครั้ง 

ระบบการปฏิบัติงานชนิดที่ใชวิธีสกัดตัวอยาง 

DNA หรือ RNA จากสิ่งสงตรวจดวยมือหรือเครื่องสกัด

สารพันธุกรรมรวมกับเคร่ืองอัตโนมัติในการเพิ่มปริมาณ

สารพันธุกรรมและตรวจสอบผล หรือระบบ semi-

automation ควรแบงพื้นที่ปฏิบัติงานเปน 3 สวน คือ 

เตรียมน้ำยา สกัดสารพันธุกรรม และตรวจวัดผลผลิต 

PCR สวนการใชระบบ fully automation เปนการ

ใชเครื่องอัตโนมัติในการสกัดสารพันธุกรรม พรอมเพิ่ม

ปริมาณสารพันธุกรรมและตรวจสอบผล มีขอดีเนื่องจาก

เปนระบบปด ดังนั้นจึงไมมีความจำเปนตองแบงพื้นท่ี

แยกเปนสวนตางๆ เหมือนระบบ semi-automation 

ทำใหประหยัดพื้นที่ แตลงทุนสูงในดานคาใชจายของ

เครื่องตรวจวิเคราะห

จากประสบการณในกรณีที่ปฏิบัติงานกับสิ่ง

สงตรวจที่สงสัยเ ช้ืออุบัติใหม ผูปฏิบั ติงานจำเปน

ตองผานการฝกอบรมเรื่องวิธีปฏิบัติงานดวยเทคนิค

อณูชีวโมเลกุล การปฏิบัติงานตามหลักความปลอดภัย

ในหองปฏิบัติการ BSL-2 แบบเสริมสมรรถนะสำหรับ

หองปฏิบัติการในโรงพยาบาล เพื่อความปลอดภัย
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ของผูปฏิบัติงานและส่ิงแวดลอมภายนอก การจัดทำ

มาตรฐานหองปฏิบัติการเพ่ือขอการรับรองคุณภาพ

หองปฏิบตักิารทางการแพทย เพือ่ความม่ันใจในคณุภาพ

ผลการตรวจ ตลอดจนการปองกนัและควบคมุการตดิเชือ้

อยางมีมาตรฐาน

สรุป

การเตรียมความพรอมของหองปฏิบัติการ

อณูชีวโมเลกุล เพื่อตรวจวินิจฉัยหาเชื้ออุบัติใหมในชวง

การระบาดใหญของโรคโควิด 19 มีความสำคัญอยางมาก 

จากประสบการณตรวจวินิจฉัยเชือ้ MERS-CoV ในอดตี

ทำใหหนวยงานสามารถปฏิบัติงานไดรวดเร็วทัน

สถานการณ นำผลการตรวจไปใชบริหารจัดการ ดูแล

รักษาผูปวย และเฝาระวังปองกันควบคุมโรคได

ทันเวลา บุคลากรมีความปลอดภัยและไมติดเช้ือจาก

การปฏิบัติงาน การเตรียมความพรอมนี้สามารถขยายผล

เพื่อนำไปใชในการวินิจฉัยโรคอื่นๆ ที่มีความสำคัญทาง

สาธารณสุขหรือรับมือกับโรคอุบัติใหมที่อยูในกลุมเสี่ยง

ระดับ 3 ในอนาคตได ดังนั้นหองปฏิบัติการของประเทศ

ตองเตรียมความพรอมในทุกดาน ทั้งบุคลากรและปจจัย

ที่เกี่ยวของในหองปฏิบัติการ สภาวะแวดลอม ขั้นตอน

การทำงาน และเครื่องมือ ตลอดจนพื้นที่ปฏิบัติงาน

การออกแบบหองปฏบิตักิารใหไดมาตรฐานและปลอดภยั 

เพื่อใหสามารถนำไปใชเปนแนวทางการดำเนินงานของ

หนวยงานกระทรวงสาธารณสุขและภาคเอกชน จากผล

ความรวมมอืในการทำงานเปนเครอืขาย สงผลใหบคุลากร

ทางหองปฏิบัติการมีความพรอมในการปฏิบัติงานและ

เพิ่มศักยภาพในการรักษา ควบคุม ปองกันโรคอุบัติใหม

ทีเ่ปนปญหาไดทัง้ในปจจบุนัและอนาคต สามารถตอบสนอง

ตอนโยบายรัฐบาลที่ประสงคใหบริการประชาชนไดอยาง

ทั่วถึงดวยวิธี PCR ที่เปนมาตรฐาน เพื่อประโยชนในการ

เฝาระวัง ปองกัน และควบคุมโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคณุ สถาบนับำราศนราดรู กรมควบคมุโรค

และคุณศิริรัตน ลิกานนทสกุล ที่ไดใหคำปรึกษาและ

ตรวจสอบเนื้อหางานวิจัยนี้  ขอขอบคุณ อาจารย

ศิริพรรณ วงศวานิช ที่ชวยตรวจสอบขอความและ

ใหขอเสนอแนะในการสงบทความเพื่อตีพิมพจาก

ประสบการณของผูนิพนธ และขอขอบคุณ คุณอำภา 

ศรีอินแกว และคุณชไมพร ตามเดช เจาหนาที่บริษัท

โรช ไดแอกนอสติก ประเทศไทย ที่สนับสนุนขอมูลดาน

หองปฏิบัติการ PCR
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ABSTRACT In December 2019, the novel coronavirus or severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 

(SARS-CoV-2) was reported as the cause of the unidentifi ed pneumonia (now known as COVID-19) in 

Wuhan City, Republic of China. Since then disease has spread to all other parts of the world. Laboratory 

investigation is very useful for diagnosing and monitoring patients, including information for disease control 

and prevention. The World Health Organization has recommended the nucleic acid amplifi cation test for 

COVID-19 virus screening for patients under investigation. In addition, the Thai government requested 

cooperation from all provinces to implement the One Province One Laboratory policy. The laboratory

preparedness for real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (real-time RT-PCR)

technique had to be urgently set up to meet the laboratory standard workfl ow and safety arrangement in 

compliance with the biosafety level 2 enhanced practices for dangerous pathogens in risk group 3 during

the global pandemic. In implementing a quality management for laboratory design, the spaces were 

divided and designated for pre-PCR activities including reagent preparation and nucleic acid extraction 

rooms, and amplifi cation and detection room with the real-time PCR machine as well as result analyses 

in the post-PCR area. In conclusion, two systems of molecular platform were proposed: semi-automation 

and fully automation. The experiences in PCR technique and laboratory safety management could be 

further applied to other biomolecular laboratories for detecting other emerging infectious pathogens 

classifi ed in risk group 3. 
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