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การเปรียบเทียบการทดสอบแอนติเจนกับ
วิธีเรียลไทมพีซีอารในการตรวจเชื้อกอโรค

ระบบทางเดินหายใจ 

บทคัดยอ การศึกษานี้ประเมินประสิทธิภาพแอนติเจนของชุดตรวจ Standard F2400 ในการตรวจหา SARS-CoV-2, 

Infl uenza A, Infl uenza B และ Respiratory Syncytial Virus (RSV) จากตัวอยางผูปวยทางคลินิก โดยเปรียบเทียบ

กับวิธี real-time PCR ซึ่งถือเปนมาตรฐานอางอิง สําหรับ SARS-CoV-2 จาก 129 ตัวอยาง พบ True positive 19 

ตัวอยาง และ True negative 110 ตัวอยาง สําหรับ Infl uenza A จาก 126 ตัวอยาง พบ True positive 22 ตัวอยาง และ

True negative 104 ตัวอยาง Infl uenza B จาก 132 ตัวอยาง พบ True positive 22 ตัวอยาง และ True negative 

110 ตัวอยาง สวน RSV จาก 129 ตัวอยาง พบ True positive 22 ตัวอยาง และ True negative 107 ตัวอยาง ชุดตรวจ 

F2400 ใหคาความไว (Sensitivity) และความจําเพาะ (Specifi city) เทากับ 100% ในทุกเชื้อ โดยคาการพยากรณผลบวก 

(PPV) และคาการพยากรณผลลบ (NPV) เทากับ 100% เชนเดียวกับความถูกตอง (Accuracy) ของชุดตรวจ นอกจากนี้ 

การวเิคราะหความสอดคลองระหวาง F2400 และ RT-PCR โดยใชคา Cohen’s kappa (K) พบคา K เทากบั 1.000 ในทกุเชือ้

แสดงถงึความสอดคลองสมบรูณ โดยคา 95% CI ของ K อยูระหวาง 0.896–1.000 สาํหรบั SARS-CoV-2 และ 0.906–1.000 

สําหรับการทดสอบเชื้ออื่นๆ ไมพบปฏิกิริยาขาม แสดงใหเห็นวาชุดตรวจ Standard F2400 สามารถนํามาใชตรวจเชื้อกอโรค

ทั้ง 4 ชนิด อยางไรก็ตามยังจําเปนตองยืนยันผลลบดวยการตรวจหาสารพันธุกรรมโดย real-time PCR เพื่อตอบสนอง

ตอการรักษาแบบแยกเชื้อและปองกันผลกระทบรายแรงในผูปวยที่มีการติดเชื้อกอโรคระบบทางเดินหายใจ

คําสําคัญ: การประเมินประสิทธิภาพชุดตรวจ, ชุดตรวจแอนติเจน, เชื้อกอโรคระบบทางเดินหายใจ, เรียลไทมพีซีอาร

ปารีณา จันทรชมภู พิเชฐ ยุทธนาการวิกรม สุภญา อังคะนาวิน กฤตพล ยืนยาว  และ เอกวัฒน  ผสมทรัพย
ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตรโรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร 10400
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Comparison of Antigen Test and Real-time PCR for Respiratory Pathogens  Pareena Janchompoo et al.

บทนํา

โรคติดเชื้อไวรัสระบบทางเดินหายใจเปนสาเหตุ

สำคัญของการเจ็บปวยและการเสียชีวิตทั่วโลก โดยเชื้อ

ไวรัสที่พบบอยและมีความสำคัญทางคลินิก ไดแก ไวรัส

โคโรนา 2019 (Severe acute respiratory syndrome 

coronavirus 2: SARS-CoV-2) ไวรัสไขหวัดใหญ

ชนิดเอ (Influenza A virus) ไวรัสไขหวัดใหญชนิดบี

(Influenza B virus) และไวรัสระบบทางเดินหายใจ

ซินซเิชยีล (Respiratory Syncytial Virus: RSV)(1-3)

การตดิเชือ้เหลานีส้ามารถกอใหเกดิอาการตัง้แตไมรนุแรง

จนถึงรุนแรงถึงขั้นเสียชีวิตได โดยเฉพาะในผูสูงอายุ 

เด็กเล็ก และผูที่มีโรคประจำตัว สงผลกระทบตอระบบ

สาธารณสุขและเศรษฐกิจ(2,4)

การตรวจวินิจฉัยที่ถูกตองและรวดเร็วมีความ

สำคัญอยางยิ่งตอการควบคุมการแพรระบาดและการให

การรักษาที่ เหมาะสม ปจจุบันวิธีมาตรฐานสำหรับ

การตรวจหาเชื้อไวรัสระบบทางเดินหายใจ คือ การ

ตรวจแบบ Real-Time Reverse Transcription 

Polymerase Chain Reaction (real-time RT-PCR)

ซึ่งมีความไวและความจำเพาะสูง(5) อยางไรก็ตามวิธีนี้

ตองใชเครื่องมือเฉพาะ บุคลากรที่มีความชำนาญ และใช

เวลาหลายชั่วโมงถึงวันจึงจะทราบผล จึงอาจไมสะดวก

ในสถานการณที่ตองการการตัดสินใจทางคลินิกอยาง

เรงดวน(6) การตรวจแบบ Antigen detection test หรอื

การตรวจหาสารแอนติเจนของเชื้อ เปนอีกทางเลือกหนึ่ง

ทีไ่ดรับความนยิมทีใ่ชกนัท่ัวไปท้ัง Immunochromato-

graphy (IC) และ Fluorescent Immunoassay 

(FIA) สำหรับ IC แมจะใชงานงายและตนทุนต่ำแตมี

ขอจำกดัดานความไวและความจำเพาะ โดยเฉพาะในกรณี

ที่มีเชื้อในปริมาณนอย ในขณะที่เทคโนโลยี FIA ไดรับ

การพัฒนาเพื่อเพิ่มความไวและความจำเพาะของการ

ตรวจ ดวยการใชปฏิกิริยาการเรืองแสงในการตรวจวัด

ผลลัพธ ชวยใหการอานผลมีความถูกตองและแมนยำขึ้น 

ใหผลการตรวจที่รวดเร็ว ใชงานงาย และเหมาะสมกับ

สถานพยาบาลทีม่ทีรพัยากรจำกดั(7,8) ปจจุบันมีการพฒันา

เทคโนโลยี FIA ซึง่ชวยเพิม่ความไวและความจำเพาะของ

การตรวจแอนตเิจนใหใกลเคยีงกบัวิธมีาตรฐานมากขึน้(9)

ความแตกตางสำคัญของเทคโนโลยี FIA เมื่อ

เปรียบเทียบกับ IC คือ การใชเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติ

ในการอานคาการเรืองแสง ซึ่งชวยลดความคลาดเคลื่อน

การแปลผลการทดสอบดวยสายตาทำใหผลลัพธมีความ

ถูกตองและมีความเที่ยงตรงสูง สามารถบันทึกขอมูล

ออกมาในรูปแบบเชิงปริมาณในการอานคาสัญญาณ

แสงไดอยางเปนระบบ(10) ซึ่งชุด Standard F2400 

มีนวัตกรรมหรือจุดเดนที่แอนติเจนแบบโมโนโคลนัล 

(monoclonal antigenic test) ทำใหมคีวามจำเพาะสงู

และระบบ FIA ทำใหมีความไวสูง(11) และเอ้ือตอ

การเช่ือมตอเขากับระบบขอมลูหองปฏบิติัการ (Labora-

tory Information System: LIS) ทำใหสามารถจดัการ

ขอมูลไดอยางรวดเร็ว และรายงานผลไดแบบอัตโนมัติ

ซึง่การตรวจแบบ FIA ยงัสอดคลองกับโปรแกรมประยกุต

สำหรับการจัดการเก่ียวกับการบันทึกการทำงาน และ

แนวทางสำหรับศูนยเครื่องมือแพทยในโรงพยาบาลใน

การดำเนินงานในการจัดเก็บบันทึกขอมูล ซึ่งการบันทึก

ขอมูลแบบอิเล็กทรอนิกสมีขอดี คือ สามารถตรวจสอบ

ขอมูลยอนกลับ สามารถกูคืนขอมูลกลับมาไดดีกวาการ

บนัทกึขอมลูไวเปนลายลกัษณอกัษรเพราะตองเกบ็ขอมลู

ยอนหลังไว 3 ป นับตั้งแตวันที่นำเครื่องมือแพทยออกมา

ใชงานและรองรับการส่ือสารกับระบบสารสนเทศทาง

หองปฏิบัติการ(12)

 นอกจากนี้การตรวจหาเชื้อกอโรคดวย FIA

ถกูออกแบบใหสามารถรองรบัการตรวจวเิคราะหตวัอยาง

จำนวนมากดวยระบบอัตโนมัติ ใชงานงาย สะดวก

และรวดเร็ว เชนเดียวกับ Automated enzyme

immunoassay (EIA)(13) จงึเหมาะสำหรบัการนำไปใชใน

หนวยงาน หรือพืน้ทีท่ีต่องการตรวจคดักรองจำนวนมากได

และมีประสิทธิภาพสูงกวา lateral flow immuno-

assays (LFIA) ที่มีจำหนายโดยทั่วไป(14) ซึ่งชุด

ตรวจ Standard F2400 เปนเครื่องมือวิเคราะหดวย

เทคโนโลยี FIA ที่ออกแบบมาเพื่อตรวจหาเชื้อ SARS-

CoV-2, Influenza A, Influenza B และ RSV ใน

ตวัอยางจากทางเดนิหายใจภายในระยะเวลาเพยีงไมก่ีนาท ี

อยางไรก็ตามขอมูลเก่ียวกับประสิทธิภาพของชุดตรวจนี้

เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน real-time RT-PCR 

ยังมีไมมากนัก ดังนั้นการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค
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การเปรียบเทียบแอนติเจนและเรียลไทมพีซีอารสำหรับเชื้อกอโรคระบบทางเดินหายใจ  ปารีณา จันทรชมภู และคณะ

เพื่อประเมินความไว ความจำเพาะ คาพยากรณผลบวก

คาพยากรณผลลบ ความถกูตอง และความสอดคลองของ

ชุดตรวจ Standard F2400 ในการตรวจหาเช้ือไวรัส

ระบบทางเดนิหายใจ ไดแก SARS-CoV-2, Influenza

A, Influenza B และ Respiratory Syncytial

Virus (RSV) จากตัวอยางทางคลินิก เมื่อเปรียบเทียบ

กับวิธีมาตรฐานอางอิงดวย real-time PCR เพื่อ

สนับสนุนการนำไปใชในงานวินิจฉัยทางคลินิกไดอยางมี

ประสิทธิภาพ

วัสดุและวิธีการ

การคัดเลือกตัวอยาง 

คัดเลือกตัวอยางทางคลินิกที่แพทยสงสัยวา

ติดเชื้อกอโรคระบบทางเดินหายใจ และมีอาการไข ไอ

มนีำ้มกู หรืออยางใดอยางหน่ึงจากตวัอยาง Nasal swab 

(NS) และ Nasopharyngeal swab (NPS) ที่เหลือ

จากกระบวนการตรวจวิเคราะห (left-over specimen)

ของหองปฏิบัติการไวรัสวิทยา ภาควิชาพยาธิวิทยา 

คณะแพทยศาสตรโรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัย

มหิดล ตามเกณฑการคัดเลือกที่กำหนดไว ตัวอยาง

ทั้งหมดถูกระบุดวยรหัสตัวอยางการวิจัยแบบไมระบุ

ตัวตนที่สรางขึ้นสำหรับการวิจัย โดยไมมีการบันทึก

ชื่อผูปวยหรือหมายเลข HN ลงในชุดขอมูลตัวอยาง

ที่เชื่อมโยงกับขอมูลผูปวย มีการเก็บแยกตัวอยางและ

เขาถึงไดเฉพาะผู วิจัยหลักเพื่อปองกันความลับและ

ความเปนสวนตัวของผูปวยเทานั้น

เกณฑการคัดเลือก

เกณฑการคัดเลือกเขา ตัวอยางสิ่งสงตรวจทาง

คลินิกที่ตรวจวิเคราะหหาเชื้อกอโรคเฉพาะ SARS-

CoV-2, Influenza A, Influenza B และ RSV และ

มีปริมาณเพียงพอตอการตรวจวิเคราะหดวย FIA และ 

real-time PCR

เกณฑการคัดเลือกออก ตัวอยางสิ่งสงตรวจ

ทางคลินิกที่ไมไดตรวจวิเคราะหหาเชื้อกอโรค SARS-

CoV-2, Influenza A, Influenza B และ RSV

และตวัอยางทีมี่ปรมิาณไมเพยีงพอตอการตรวจวเิคราะห

ดวย FIA และ real-time PCR 

จากเกณฑการคัดเลือกตัวอยางสิ่งสงตรวจทาง

คลินิกที่มีการตรวจหาเชื้อ SARS-CoV-2, Influenza 

A, Influenza B และ RSV ที่มีปริมาณเพียงพอสำหรับ

การตรวจดวย FIA และ real-time PCR ถูกรวบรวม

นำมาใชในการศึกษา โดยไมมีการคำนวณขนาดตัวอยาง

เชิงสถติ ิใชตวัอยางทัง้หมดทีผ่านเกณฑทีม่อียูในชวงเวลา

การศึกษา ไดแก SARS-CoV-2 จำนวน 129 ตัวอยาง 

Influenza A จำนวน 126 ตวัอยาง Influenza B จำนวน 

132 ตัวอยาง และ RSV จำนวน 129 ตัวอยาง

ขอมูลชุดตรวจ

ในการศกึษานีใ้ชชดุตรวจสำหรบั real-time PCR 

จาก STANDARD M10 Flu/RSV/SARS-CoV-2

Fast (SD Biosensor, Korea; Lot: 8CB55H2AJ1, 

Exp: 16-05-2025) สวนการตรวจ FIA ใชชุด 

STANDARD F COVID-19 Ag FIA (SD Biosensor,

Korea; Lot: 65642F1AC, Exp: 14-08-2024), 

STANDARD F influenza A/B Ag FIA 

(SD Biosensor, Korea; Lot: 6014B91AC, Exp: 

08-05-2025) และ STANDARD F RSV Ag FIA 

(SD Biosensor, Korea; Lot: 6464AK1AC, Exp: 

18-04-2025) โดยรายละเอียดการใชชุดตรวจแตละวิธี

อางอิงตามคูมือของบริษัทผูผลิต

วิธีการทดสอบ 

ขั้นตอนการทำ real-time RT-PCR

(Standard M10) 

การทดสอบ STANDARDTM M10 Flu/RSV/

SARS-CoV-2 Fast เริม่จากนำตลบัทดสอบ M10 Flu/

RSV/SARS-CoV-2 Cartridge (SD Biosensor,

Korea) ที่ทำการทดสอบมาไวที่อุณหภูมิหองประมาณ

30 นาท ีจากน้ันดงึ Safety Clip จากตลบัออก แลวทำการ

กดตลบัเพือ่ใหลงตามรอง (fully engage the cartridge

groove) ทำการเปดฝาและใสตัวอยาง ปริมาตร 

300 ไมโครลิตร จากนั้นนำเขาเครื่อง STANDARD 

M10 Module (Model:  STANDARD M10, 

SD Biosensor, Korea) ควบคุมการทำงานผาน 

STANDARD M10 Console, (SD Biosensor,
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Korea) การทดสอบนี้ เปนวิธีมาตรฐานที่ใชตรวจ

ผูปวยในงานบริการ (routine service) และผานการ

ประเมินคุณภาพจาก QCMD (Quality Control for 

Molecular Diagnostics) สำหรับเกณฑการอานผล

ใชคา Cycle Threshold (Ct) ≤ 35 ในการตัดสินผล

การทดสอบเปนบวกสำหรับทุกเชื้อ มีตัวควบคุมคุณภาพ

ภายใน (internal control) เปน housekeeping 

gene คือ beta-actin และมีการควบคุมคุณภาพภายใน

หองปฏิบัติการ (internal quality control) เพื่อ

ตรวจสอบกระบวนการทำงานทกุครัง้ โดยเครือ่งจะทำการ

วิเคราะหและรายงานผลการทดสอบอัตโนมัติภายใน

60 นาที ดังแสดงในภาพที่ 1

ภาพที่ 1 ข้ันตอนการทดสอบดวยเครื่อง STANDARD™ M10 (Modified by Gemini 3 Flash, Google, 

 Dec 24, 2025)

ขั้นตอนการทำ Antigen FIA (Standard 

F2400)

การทดสอบ Standard F2400 เริ่มจากการนำ

ตัวอยาง ปรมิาตร 300 ไมโครลิตร ใสลงไปใน extraction 

buffer tube (STANDARDTM F COVID-19 Ag 

FIA, STANDARDTM F influenza A/B Ag FIA และ 

STANDARDTM F RSV Ag FIA)  ผสมจนเขากันดี 

จากนัน้ปดจกุหลอดดวย Nozzle cap เตรยีมหยดตวัอยาง

ลงในชองตัวอยางของตลับทดสอบ (STANDARDTM F 

COVID-19 Ag FIA, STANDARDTM F influenza 

A/B Ag FIA และ STANDARDTM F RSV Ag FIA)

โดยกอนใชงานใหแกะตลับทดสอบออกจากซองและ

วางบนพื้นเรียบ พรอมท้ังระบุขอมูลผูปวยบนฉลากให

เรียบรอย จากนั้นที่หนาเครื่อง STANDARD F2400 

Analyzer (Model: F2400, SD Biosensor, Korea) 

ใหเลือกเมนู “work place” ทำการสแกนบารโคด TID 

ของตัวอยาง แลวใสตลับทดสอบลงในเครื่องและหยด

ตัวอยางลงในชองตัวอยาง จำนวน 4 หยด กดปุม TEST 

START เครื่องจะทำการวิเคราะหอัตโนมัติและรายงาน

ผลการทดสอบภายใน 15 นาที สำหรับเกณฑการอานผล

ใชการคำนวณสดัสวนความเขมของแสง (Fluorescence 

intensity เปนคา Cut-Off Index (COI) ≥ 1.0) ใน

การตัดสินผลการทดสอบเปนบวกสำหรับทุกเช้ือ โดย

เครื่องจะทำการวิเคราะหและรายงานผลการทดสอบ

อัตโนมัติภายใน 15 นาที ดังแสดงในภาพที่ 2
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เปรียบเทียบผลการทดสอบและนิยามผลลัพธ

นำผลการตรวจหาเชือ้กอโรคระบบทางเดนิหายใจ

ดวย Standard F2400 มาเปรียบเทียบกับผลการตรวจ

ดวยวิธีมาตรฐานอางอิง real-time RT-PCR โดย

จัดทำตารางเพื่อจำแนกผลการตรวจออกเปน 4 ประเภท 

ไดแก ผลบวกจริง (True Positive: TP) หมายถึง 

ตัวอยางที่ใหผลบวกท้ังสองวิธี ผลบวกปลอม (False 

Positive: FP) หมายถงึ ตวัอยางท่ีใหผลบวกดวย F2400 

แตใหผลลบดวย real-time RT-PCR ผลลบปลอม 

(False Negative: FN) หมายถึง ตัวอยางที่ใหผลลบ

ดวย F2400 แตใหผลบวกดวย real-time RT-PCR

และผลลบจรงิ (True Negative: TN) หมายถงึ ตวัอยาง

ทีใ่หผลลบทัง้สองวิธ ีโดยใชผลจาก real-time RT-PCR

เปนเกณฑอางองิสำหรบัการตดัสนิสถานะการตดิเชือ้ของ

ตัวอยางทั้งหมด 

การทดสอบปฏิกิริยาขาม

ในการทดสอบปฏกิริยิาขาม (Cross-reactivity) 

ของชดุตรวจสำหรบัเชือ้ SARS-CoV-2, Influenza A, 

Influenza B และ RSV  ใชเชือ้กอโรคชนดิอืน่ทีต่รวจพบ

ในระบบทางเดินหายใจจากหองปฏิบัติการไวรัสวิทยา

เพือ่ตรวจสอบความจำเพาะของการทดสอบ ประกอบดวย

Adenovirus (ADV), Coronavirus 229E

(CoV-229E), Coronavirus HKU-1 (CoV-HKU-1),

Coronavirus NL63 (CoV-NL63), Coronavirus 

OC43 (CoV-OC43), Cytomegalovirus (CMV), 

Epstein-Barr Virus (EBV), Haemophilus 

influenzae, Human Metapneumovirus (hMPV), 

Human Rhinovirus (HRV), Klebsiella 

pneumoniae และ Staphylococcus aureus โดย

ทำการทดสอบชนดิละ 1 ตวัอยาง เพือ่ประเมนิการทดสอบ

แบบปฏิกิริยาขามของแตละชุดทดสอบ

การวิเคราะหทางสถิติ

คำนวณตัวชี้วัดประสิทธิภาพโดยเปรียบเทียบผล

การทดสอบระหวาง F2400 กบัวธิ ีreal-time RT-PCR

ในการคำนวณดำเนินการดวยโปรแกรม Microsoft 

Excel 2021 (Microsoft Corp., Redmond, WA, 

USA) สำหรับการประเมินประสิทธิภาพชุดทดสอบดวย

การประเมินคาความไว (Sensitivity) ความจำเพาะ 

(Specificity) คาผลบวกปลอม (Positive Predictive

Value) คาผลลบปลอม (Negative Predictive Value)

ความถูกตอง (Accuracy) การทดสอบปฏิกิริยาขาม

(Cross-reactivity) และการประเมินความสอดคลอง

ระหวางวิธีทดสอบใชคา Cohen’s kappa (K)

ซึ่งรายงานคาในแบบชวงของความเชื่อมั่นรอยละ 95

ภาพที่ 2 ข้ันตอนการทดสอบดวยเครื่อง STANDARD F2400 (Modified by Gemini 3 Flash, Google, 

 Dec 24, 2025)
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ผล

จากผลการทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจ 

Standard F2400 เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานอางอิง 

คือ วิธี real-time RT-PCR สำหรับการตรวจหาเชื้อ 

SARS-CoV-2, Influenza A, Influenza B และ 

Respiratory Syncytial Virus จากตัวอยางทางคลินิก 

พบวาในการทดสอบกับตัวอยางเช้ือ SARS-CoV-2 

จำนวน 129 ตัวอยาง Influenza A จำนวน 126 ตัวอยาง 

Influenza B จำนวน 132 ตัวอยาง และ RSV จำนวน 

129 ตัวอยาง มีผลการทดสอบ ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 ผลการทดสอบ F2400 จากเชื้อไวรัสทั้ง 4 ชนิดจากตัวอยางผูปวย

Pathogen SARS-CoV-2 Influenza A Influenza B RSV

True positive
False Positive
False Negative
True Negative

19
0
0

110

22
0
0

104

22
0
0

110

22
0
0

107

ผลการตรวจหา SARS-CoV-2, Influenza A, 

Influenza B และ RSV ใหคาความไว (Sensitivity)

เทากับ 100% และความจำเพาะ (Specificity) เทากับ 

100% ในเชื้อกอโรคทั้ง 4 เชื้อ โดยไมพบผลบวกปลอม

(False positive) หรอืผลลบปลอม (False negative)

ในการทดสอบทั้งหมดน้ีพบคาการพยากรณผลบวก

(Positive Predictive Value: PPV) และ

คาการพยากรณผลลบ (Negative Predictive Value: 

NPV) ของเช้ือทุกชนิดอยูที่ 100% เมื่อพิจารณาความ

ถูกตอง (Accuracy) พบวามีความถูกตองเทากับ 100% 

ในเชื้อทุกชนิด (SARS-CoV-2 100%, Influenza A: 

100%, Influenza B: 100%, RSV: 100%) ดังแสดง

ในตารางที่ 2

ตารางที่ 2 ผลการประเมินประสิทธิภาพชุดตรวจ F2400 (STANDARD F COVID-19 Ag FIA, STANDARD 

 F influenza A/B Ag FIA และ STANDARD F RSV Ag FIA) ในการทดสอบเช้ือไวรัสจาก

 ตัวอยางผูปวย

Pathogen SARS-CoV-2 Influenza A Influenza B RSV

Sensitivity (%) (95% CI)
Specificity (%) (95% CI)
Positive Predictive Value (%)
Negative Predictive Value (%)
Accuracy (%) (95% CI)

100.0 (83.18–100.0)
100.0 (96.63–100.0)

100
100

100.0 (97.11–100.0)

100.0 (85.13–100.0)
100.0 (96.44–100.0)

100
100

100.0 (97.04–100.0)

100.0 (85.13–100.0)
100.0 (96.63–100.0)

100
100

100.0 (97.17–100.0)

100.0 (85.13–100.0)
100.0 (96.53–100.0)

100
100

100.0 (97.11–100.0)

จากการวิเคราะหตัวอยางผูปวยที่ตรวจพบเช้ือ

ไวรัสระบบทางเดินหายใจดวยวิธี real-time PCR โดย

ใช M10 และ Fluorescent Immunoassay โดยใช 

Standard F พบวาการตรวจวิเคราะหเชื้อ SARS-

CoV-2, Influenza A, Influenza B และ RSV มีชวง

ของคา Ct และ COI ตามวิธีการตรวจสำหรับเชื้อ

แตละชนิด ดังแสดงในตารางที่ 3
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ผลการวิเคราะหความสอดคลองระหวางชุดตรวจ 

Standard F2400 กับมาตรฐาน real-time PCR 

โดยใชคา Cohen’s kappa (K) พบวาสำหรับเชื้อ 

SARS-CoV-2, Influenza A, Influenza B และ 

RSV มีคา K เทากับ 1.000 ซึ่งแสดงถึงความสอดคลอง

ที่สมบูรณแบบระหวางสองวิธีการตรวจ โดยคา 95% 

ชวงความเชื่อม่ันของ K สำหรับเชื้อ SARS-CoV-2 

อยูที่ 0.896–1.000 สำหรับเช้ือ Influenza A และ

Influenza B อยูในชวง 0.908 ถึง 1.000 และ RSV 

อยูในชวง 0.906 ถึง 1.000 

การทดสอบปฏิกิริยาขาม (Cross-reactivity) 

พบวาชุดทดสอบของเชื้อกอโรคทั้ง 4 ชนิด ไมมีการ

ตอบสนองกับเชื้อกอโรคชนิดอื่นท่ีนำมาทำการทดสอบ 

ไดแก ADV, CoV-229E, CoV-HKU-1, CoV-NL63,

CoV-OC43, CMV, EBV, H. influenzae, hMPV, 

HRV, K. pneumoniae และ S. aureus

วิจารณ

การทดสอบชุดตรวจ Standard F2400 ในการ

ตรวจหาเชือ้ SARS-CoV-2, Influenza A, Influenza 

B และ RSV จากตวัอยางผูปวยทางคลนิิกแสดงใหเห็นถึง

ประสิทธิภาพที่โดดเดน โดยมีความไว (Sensitivity),

ความจำเพาะ (Specificity), คาการพยากรณผลบวก

(PPV) และคาการพยากรณผลลบ (NPV) อยูที่

รอยละ 100% สำหรบัทุกเชือ้ท่ีทดสอบ การวิเคราะหความ

สอดคลองระหวางชุดตรวจ Standard F2400 กับวิธี 

real-time RT-PCR โดยใชคา Cohen’s kappa (K) 

พบวาไดคา K เทากับ 1.000 สำหรับทุกเชื้อ ซึ่งแสดงถึง

ความสอดคลองที่สมบูรณแบบระหวางสองวิธีการตรวจ 

โดยไมพบปฏิกิริยาขาม (Cross-reactivity) กับเช้ือ

กอโรคชนิดอื่นที่นำมาทำการทดสอบ เชน Adenovirus,

Coronavirus 229E, Coronavirus HKU-1,

Coronavirus NL63, Coronavirus OC43,

Cytomegalovirus, Epstein-Barr Virus, H.

influenzae, Human Metapneumovirus, Human 

Rhinovirus, K. pneumoniae และ S. aureus(15)

เมือ่เปรยีบเทยีบกบัชดุตรวจอืน่ ๆ  ทีม่อียูในตลาด 

เชน STANDARD Q COVID/FLU Ag Combo test 

(SD Biosensor, Korea) จากการประเมนิประสทิธภิาพ

โดยใชตัวอยาง NPS ตางจากการศึกษาของ Widyasari 

K และคณะ(16) พบวาความไวสำหรับการตรวจหาไวรัส

ทุกชนิดอยูที่รอยละ 92.73 และความจำเพาะรอยละ 

99.49 ขณะที่การตรวจหาเชื้อ SARS-CoV-2 เทากับ

รอยละ 100 เมือ่คา Ct ของ RdRp นอยกวาหรอืเทากบั 20 

ใน 6 วันหลังจากวันที่เริ่มปวย  Influenza A และ B 

มีความไวประมาณรอยละ 91.18 และ 99.49 ซึ่งแม

จะมีคาแตกตางกันไมมากนัก แตเนื่องจากขนาดตัวอยาง

ที่ใชในการทดสอบมีจำนวนไมมากพอที่จะสะทอนถึง

ประสิทธิภาพในการใชงานจริงในประชากรทั่วไป และ

มีปจจัยแวดลอมที่ไมเหมือนกันหลายประการ เชน 

ปริมาณเชื้อในตัวอยาง โดยเฉพาะตัวอยางที่มีคา Ct

สูงหรือต่ำกวาชวงขีดจำกัดของการตรวจ (limit of

detection) การเก็บสิ่งสงตรวจ การเก็บรักษาตัวอยาง 

และสารพันธุกรรมอยางเหมาะสม(17) การสกัดสาร

พันธุกรรมจากไวรัส(18) อาจสงผลใหมีความไวและ

ความจำเพาะที่แตกตางกันของชุดตรวจแตละยี่หอ 

ผลการศึกษาน้ีแสดงใหเห็นถึงความสัมพันธเชิง

ผกผันระหวางคา Ct จากวิธี real-time PCR และคา 

COI จากการตรวจดวยเทคโนโลย ีFIA ในทกุชนิดของเชือ้

ไวรสัระบบทางเดนิหายใจ แสดงใหเหน็วาคาการตรวจวดั

ของ FIA มีแนวโนมเพิ่มข้ึนตามปริมาณเช้ือท่ีสูงขึ้น

ตารางที่ 3 คา Ct จากการตรวจวิเคราะหดวยวิธี real-time PCR และคา COI จากการตรวจวิเคราะหดวย FIA

กลุมตัวอยาง จำนวน ชวงคา Ct คา Ct เฉลี่ย ± SD ชวงคา COI คา COI เฉลี่ย ± SD

SARS-CoV-2 (ORF1ab)

SARS-CoV-2 (N gene)

Influenza A

Influenza B

RSV

22

22

19

19

19

12.60−22.67

12.35−20.53

13.58−25.92

13.59−22.88

14.12−21.87

16.45±2.81

15.09±2.44

18.18±3.19

18.35±2.18

17.82±1.86

26.49−95.77

26.49−95.77

111.85−153.53

14.66−68.76

7.19−56.92

60.10±25.03

60.10±25.03

145.96±12.45

57.04±19.19

27.92±13.87
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ซึง่สอดคลองกบัการศกึษาของ Corman VM และคณะ (5)

Hirotsu Y และคณะ(19) และ Wakui M และคณะ(20) 

และเมื่อปริมาณเชื้อลดลง คา Ct จะสูงขึ้นซึ่งสอดคลอง

กับรายงานของ Yoon S(21) และ Salvagno GL และ

คณะ(22) ที่พบวาชุดตรวจแบบ FIA จะมีคาสัญญาณสูง

ในตัวอยางที่มีคา Ct ต่ำกวา 25 และประสิทธิภาพจะ

ลดลงเมื่อคา Ct สูงกวา 30 แสดงใหเห็นถึงขอจำกัดดาน

ความไวของการตรวจวเิคราะหในตวัอยางทีม่ปีรมิาณเชือ้

อยูในระดับต่ำ การที่ชุดตรวจ Standard F2400 และ

แปลผลดวยระบบอัตโนมัติชวยใหมีความไวและความ

จำเพาะสูงขึ้น(10,11) ทำใหสามารถนำไปใชงานทางคลินิก

ในสถานการณที่มีการแพรระบาดที่ตองการผลการตรวจ

แบบรวดเร็ว และมีผูปวยเขารับบริการตรวจจำนวนมาก 

เชน การตรวจคัดกรองผูปวยในชวงการระบาดของโรค 

COVID-19 นอกจากนี้การที่ไมมีปฏิกิริยาขามกับเชื้อ

กอโรคชนิดอื่นๆ ยังชวยลดความเสี่ยงของผลลบปลอม 

(False Negative) และผลบวกปลอม (False Positive)

ซึ่งเปนปญหาที่พบไดในชุดตรวจบางประเภท ในทาง

คลินิกชุด Standard F2400 ที่มีความไวและความ

จำเพาะสูง อาจมีศักยภาพในการนำไปใชเปนเครื่องมือ

ตรวจคัดกรองในพื้นที่ที่มีทรัพยากรจำกัด เนื่องจาก

สามารถใหผลการทดสอบที่รวดเร็ว ลดการใชงาน

เครื่องมือที่มีราคาแพง และขั้นตอนซับซอน 

อยางไรก็ตามแมวาชุดตรวจ Standard F2400 

ในการศกึษาวจิยัครัง้นีจ้ะแสดงความไวและความจำเพาะ

ในระดับสูงมาก แตผลการทดสอบดังกลาวอาจไดรับ

อิทธิพลจากจำนวนตัวอยางท่ีคอนขางจำกัด และระดับ

ปริมาณเชื้อในตัวอยางที่คอนขางสูง (มีคา Ct ต่ำ)

ซึ่งอาจไมสะทอนกับการใชงานจริงท่ีพบวาในปจจุบันมี

การกลายพันธุของไวรสัอยางตอเนือ่ง มีความหลากหลาย

ของปรมิาณเชือ้และความแตกตางของผูปวยในประชากร

ทั่วไป การใชตัวอยางท่ีไมครอบคลุมชวงคา Ct ที่

หลากหลาย โดยเฉพาะตัวอยางท่ีมีเชื้อในระดับต่ำอาจ

ทำใหการรายงานผลลบปลอม การศึกษานี้มีขอจำกัด

ดานจำนวนตวัอยาง จงึควรมกีารประเมนิเพือ่ศกึษาเพิม่เตมิ

ดวยกลุมตัวอยางที่มากขึ้น ครอบคลุมชวงคา Ct ที่

ตำ่ไปถงึสงู โดยเฉพาะตวัอยางทีม่ปีรมิาณเชือ้อยูในระดบัตำ่

เพื่อยืนยันความถูกตอง แมนยำ และความนาเชื่อถือ

ของผลการทดสอบ กอนนำไปใชเปนเครื่องมือในการใช

งานจริงที่หลากหลาย

สรุป

จากการทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจ 

Standard F2400 สำหรับการตรวจหาเช้ือ SARS-

CoV-2, Influenza A, Influenza B และ RSV 

จากตัวอยางผูปวยทางคลินิกพบวาชุดตรวจมีความไว

(Sensitivity) และความจำเพาะ (Specificity) 

สำหรับทุกเชื้อ ไมมีผลบวกปลอมหรือผลลบปลอม คา

การพยากรณผลบวก คาการพยากรณผลลบ และความ

ถูกตอง เทากับรอยละ 100 การวิเคราะหความสอดคลอง

กบัวธิ ีreal-time PCR โดยใชคา Cohen’s kappa (K) 

พบคาเทากับ 1.000 แสดงถึงความสอดคลองสมบูรณ

แบบ และการทดสอบปฏกิิรยิาขาม (Cross-reactivity)

ไมพบการตอบสนองกบัเชือ้กอโรคชนดิอืน่ ทำใหชดุตรวจ 

Standard F2400 เปนเครือ่งมอืทีม่คีวามแมนยำสงูและ

เหมาะสมสำหรบัการใชงานทางคลนิกิในการตรวจวนิจิฉยั

เชื้อไวรัสทางเดินหายใจหลัก 4 ชนิด

อยางไรก็ตามการศึกษานี้มีขอจำกัดบางประการ 

ไดแก  ขนาดตวัอยางทีใ่ชในการประเมนิยงัมจีำนวนจำกดั

ไมสะทอนถึงประสิทธิภาพจริงในประชากรที่หลากหลาย

เนนการทดสอบในสภาพแวดลอมทางหองปฏิบัติการ

ไม ไดทดสอบกับสถานการณทางคลินิกจริง  เชน

การเก็บตวัอยางจากผูปวยทีม่อีาการแตกตางกันหรอืมเีชือ้

ในระดับต่ำ นอกจากน้ียังไมมีการประเมินประสิทธิภาพ

ของชุดตรวจตอสายพันธุของไวรัสที่กลายพันธุใหม

ซึ่งอาจสงผลตอความไวและความจำเพาะของการตรวจ 

ดังนั้นในการศึกษาครั้งตอไปควรทดสอบในสภาพ

แวดลอมทางคลนิกิจรงิ เชน โรงพยาบาลหรอืคลนิกิชมุชน 

ในกลุมตัวอยางที่มีขนาดใหญข้ึนและมีความหลากหลาย

เพิ่มมากขึ้น เพื่อยืนยันประสิทธิภาพของชุดตรวจ รวมถึง

การประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจตอไวรัสสายพันธุ

ใหม โดยเฉพาะ SARS-CoV-2 และ Influenza และ

ควรทำการเปรียบเทียบกับชุดตรวจอ่ืนที่มีในตลาดทั้งใน

ดานประสิทธิภาพและตนทุน เพื่อสนับสนุนการตัดสินใจ

เลือกใชในระบบสุขภาพอยางเหมาะสม
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การเปรียบเทียบแอนติเจนและเรียลไทมพีซีอารสำหรับเชื้อกอโรคระบบทางเดินหายใจ  ปารีณา จันทรชมภู และคณะ

การเปดเผยการใชปญญาประดิษฐ

ทางผูนิพนธไดมีการใชโปรแกรม ChatGTP 

(GTP-5) ซึง่เปนปญญาประดษิฐของ OpenAI  เพือ่ชวย

ปรับปรุงสำนวนทางวิชาการและการตรวจสอบไวยากรณ

ภาษาอังกฤษ และ Gemini 3 Flash, Google ในการ

สรางภาพขั้นตอนการทำงาน

          

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ หองปฏิบัติการไวรัสวิทยา ภาควิชา

พยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตรโรงพยาบาลรามาธิบดี

ทีไ่ดใหการสนบัสนุนในการศกึษาวิจัย ใหความอนเุคราะห

ในการใชอุปกรณ สถานที่  และตัวอยางทางคลินิก 

ตลอดจนคำแนะนำและความชวยเหลือทางวิชาการ

จากทางคณาจารยและเจาหนาท่ีธุรการ ภายใตการ

ดำเนินงานโครงการสนับสนุนความกาวหนาในตำแหนง

ทางวิชาการของสายสนับสนุน ภาควิชาพยาธิวิทยา

คณะแพทยศาสตร โรงพยาบาลรามาธิบดี ในการดำเนิน

การวิจัยครั้งนี้ใหสำเร็จลุลวงไปดวยดี
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การเปรียบเทียบแอนติเจนและเรียลไทมพีซีอารสำหรับเชื้อกอโรคระบบทางเดินหายใจ  ปารีณา จันทรชมภู และคณะ

Comparative Evaluation of
Antigen Testing and Real-time PCR for

Respiratory Pathogen Detection

ABSTRACT This study evaluated the performance of the Standard F2400 test kit for detecting 

SARS-CoV-2, Infl uenza A, Infl uenza B, and Respiratory Syncytial Virus (RSV) in clinical patient samples, 

compared with real-time PCR as the reference standard. For SARS-CoV-2, among 129 samples, 19 were 

true positive and 110 true negative. For Infl uenza A, 22 true positive and 104 true negative were observed 

from 126 samples. Infl uenza B testing of 132 samples yielded 22 true positive and 110 true negative, while 

RSV testing of 129 samples showed 22 true positive and 107 true negative. The F2400 kit demonstrated 

100% sensitivity and specifi city for all pathogens, with positive predictive value (PPV), negative predictive

value (NPV), and accuracy all at 100%. Agreement between F2400 and RT-PCR was excellent, with 

Cohen’s kappa (K) of 1.000 for all pathogens; 95% confi dence intervals of K ranged from 0.896–1.000 for 

SARS-CoV-2 and 0.906–1.000 for the other viruses. For other pathogens, no cross-reactivity was detected, 

suggesting that the Standard F2400 test kit can be used to detect all four pathogens. It is imperative 

that negative results be confi rmed by nucleic acid testing to prevent severe consequences in patients with 

respiratory tract infection.

Keywords: Diagnostic test performance, Antigen test kit, Respiratory pathogens, Real-time RT-PCR 
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