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Abstract
Background: Herpes simplex virus (HSV) has developed mechanisms that allow it to  
evade the immune system and persist in the body, thus causing diseases and conditions 
such as sexually transmitted diseases and serious neurological infections.
Objective: To evaluate an in-house melting curve analysis (IHMCA) assay for multiplex 
real-time polymerase chain reaction (PCR) product to minimize false positive and false 
negative results in HSV detection.
Methods: A total of 233 clinical specimens were subjected to analysis using the HSV1&2 
VZV R-GENE® multiplex real-time PCR assay with melting curve analysis. This analysis was 
then compared to the Luminex ARIES HSV 1&2 assay.
Results: HSV-1 and HSV-2 demonstrated sensitivity of 90.91% and 96.77%, and specificityof  
99.50% and 96.55%. The positive predictive values were 96.77% and 81.08% ,and the negative  
predictive values were 98.51% and 99.49%. The overall accuracy was 98.28% and 96.58%. 
The assay demonstrated strong agreement with the reference method with statistically 
significant results (HSV-1: P < .001, SE = 0.04, κ = 0.93 [95% CI, 0.86-1.00]; HSV-2: P <.001, 
SE = 0.05, κ = 0.86 [95% CI, 0.77-0.96]).
Conclusions: Amplicon analysis of the multiplexed real-time PCR product was performed 
in the same reaction tube without interference from multiple TaqMan probe signals 
due to the use of a DNA binding dye. The integration of multiplex real-time PCR with melting  
curve analysis enhances the accuracy and efficiency of HSV detection while potentially 
reducing costs and turnaround time. Importantly, the IHMCA should be considered as 
a complementary post-PCR method rather than a replacement for standard assays.
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การประเมิินวิิ ธีีการวิิ เคราะห์์ Melting Curve ท่ี่� พััฒนาขึ้้ � น
ในห้้องปฏิิบััติิการสำำ �หรับการตรวจหาเชื้้ � อไวรัส HSV-1 และ 
HSV-2 ผ่่านทาง Multiplex Real-Time PCR 

1 ภาควิิ ชาพยาธิิ วิิ ทยา คณะแพทยศาสตร์์โรงพยาบาลรามาธิิ บดีี มหาวิิ ทยาลััยมหิิดล กรุุงเทพฯ ประเทศไทย

บทคััดย่่อ
บทนำำ �: ไวรัสเริิ ม (herpes simplex virus, HSV) สามารถพััฒนากลไกหลีี กเลี่่ � ยงระบบภููมิิคุ้้� มกัันและ 
แฝงอยู่่ � ในร่่ างกาย ทำำ �ให้้ เกิิดโรคและภาวะต่่ าง ๆ เช่่ น โรคติิดต่่ อทางเพศสััมพัันธ์์ และการติดเชื้้ � อทาง 
ระบบประสาทที่่ � ร้้ ายแรง
วััตถุุประสงค์์: เพื่่ � อศึึ กษาประเมิินประสิิ ทธิิ ภาพการวิิ เคราะห์์ค่่ า melting curve จากผลผลิิ ตของ 
real-time polymerase chain reaction (PCR) เพื่่ � อลดผลบวกปลอมและผลลบปลอมในการตรวจหา
เชื้้ � อไวรัส HSV
วิิ ธีี การศึึกษา: การตรวจวิิ เคราะห์์หาสารพันธุุกรรมของเชื้้ � อไวรัส HSV โดยใช้้ เทคนิิค real-time PCR  
ตามด้้ว ยการวิิ เคราะห์์ melting curve ของผลิิ ตภััณฑ์์ real-time PCR
ผลการศึึกษา: การทดสอบสำำ �หรัับ HSV-1 และ HSV-2 พบว่่ า มีีความไว 90.91% และ 96.77% ความจำำ �เพาะ  
99.50% และ 96.55% ค่่ าการพยากรณ์ผลบวก คืื อ 96.77% และ 81.08% ค่่ าการพยากรณ์ผลลบ คืื อ 
98.51% และ 99.49% ความถููกต้้ อง 98.28% และ 96.58% ตามลำำ �ดับ มีีความสอดคล้้ องกัับวิิ ธีี อ้้ างอิิง 
อย่่ างมีีนััยสำำ �คัญทางสถิิติิ (HSV-1: P < .001, SE = 0.04, κ = 0.93 [95% CI, 0.86-1.00]; HSV-2: P < .001,  
SE = 0.05, κ = 0.86 [95% CI, 0.77-0.96]) 
สรุุป: การวิิ เคราะห์์แอมพลิิ คอนจาก multiplex real-time PCR ด้้ว ย DNA biding dye สามารถทำำ �ได้้
โดยไม่่ถู กรบกวนสััญญาณจาก TaqMan probe ภายในหลอดทดลองเดีียวกัน ดัังนั้้ � น การตรวจวิิ เคราะห์์
ด้้ว ย multiplex real-time PCR และยืื นยัันผลด้้ว ยการวิิ เคราะห์์ melting curve จะปรัับปรุุงความแม่่ นยำำ �
และประสิิ ทธิิ ภาพในการตรวจหาเชื้้ � อไวรัส HSV วิิ ธีี นี้้ � สามารถใช้้สำ ำ �หรัับการตรวจจัับเชื้้ � อไวรัส HSV 
ทางคลิิ นิิกได้้

คำำ �สำำ �คััญ: เทคนิิค multiplex real-time PCR  การวิิ เคราะห์์ melting curve  เชื้้ � อไวรัส HSV-1 
เชื้้ � อไวรัส HSV-2

ไวรัสเริิ ม (herpes simplex virus, HSV) เป็็นสาเหตุุสำำ �คัญของการเจ็็บป่่วยและอาการที่่ � รุุนแรง 
จากการติดเชื้้ � อที่่ � ระบบประสาทส่่ว นกลาง (central nervous system) เช่่ น สมองอัักเสบ และ เยื่่ � อหุ้้� มสมอง
อัักเสบ1 เชื้้ � อไวรัสเริิ มสามารถแฝงตััวอยู่่ � ในอวััยวะภายในและระบบประสาทได้้ เป็็นเวลานานในปมประสาท 
(ganglia)2 กลยุุทธ์์ในการแฝงตััวและกลัับมาโจมตีีซ้ำำ� �ของเชื้้ � อไวรัส herpes simplex virus type 1 (HSV-1)  
และ herpes simplex virus type 2 (HSV-2) ในมนุุษย์์ ช่่ว งแรกของการติดเชื้้ � อในมนุุษย์์ ไวรัสจะถอยกลัับ 
เข้้ าสู่่ � ระยะแฝงตััวและไม่่ แสดงอาการ หลัังจากระบบภููมิิคุ้้� มกัันในร่่ างกายคลายตััวลง ไวรัสเหล่่ านี้้ � จะเกิิด 
การติดเชื้้ � อซ้ำำ� �ขึ้้ � นอีีกครั้้ � ง ทำำ �ให้้ เกิิดการติดเชื้้ � อที่่ � มีีความรุุนแรงเพิ่่ � มมากขึ้้ � น โดยเฉพาะในผู้้ � ป่่วยที่่ � มีีระบบ
ภููมิิคุ้้� มกัันบกพร่่ อง เช่่ น ผู้้ � ป่่วยโรคเอดส์ และผู้้ � ป่่วยที่่ � ได้้รั บเคมีีบำำ �บัด เป็็นต้้ น3

การติดเชื้้ � อไวรัส HSV-1 พบได้้ทุ กส่่ว นของร่่ างกาย ส่่ว นมากพบการติดเชื้้ � อไวรัส HSV-1 บริิ เวณ 
รอบนอกของริิ มฝีี ปาก ในช่่ องปากด้้ านใน เหงืื อก และลิ้้ � น จากข้้ อมููลขององค์์การอนามััยโลก (World  Health 

บทนำำ �
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Health Organization, WHO) พบว่่ า ผู้้ � ที่่ � มีีอายุุต่ำำ � �กว่่ า 50 ปีี มีีรายงานการติดเชื้้ � อไวรัส HSV-1 ทั่่ � วโลก
ประมาณ 3.7 พัันล้้ านคน และมีีการติดเชื้้ � อไวรัส HSV-2 ซึ่่ � งเป็็นสาเหตุุหลัักของโรคเริิ มที่่ � อวััยวะเพศ  
ประมาณ 519.5 ล้้ านคน โดยมีีอายุุระหว่่ าง 15 ถึึ ง 49 ปีี อยู่่ � ที่่ � ร้้ อยละ13.34 ผู้้ � ที่่ � ติิดเชื้้ � อไวรัส HSV-2 
มีีความเสี่่ � ยงต่่ อการได้้รั บเชื้้ � อไวรัส human immunodeficiency virus (HIV) มากถึึ ง 3 เท่่ า เนื่่ � องจาก 
เชื้้ � อไวรัส HSV-2 ทำำ �ให้้ เกิิดตุ่่ � มน้ำำ� �ใส หรืื อมีีแผลเปิิ ดที่่ � ผิิวหนััง บริิ เวณอวััยวะเพศ ทวารหนััก หรืื อบริิ เวณ 
ใกล้้ เคีียง ทำำ �ให้้ผู้้  � ป่่วยที่่ � ติิดเชื้้ � อไวรัสทั้้ � ง HIV และ HSV-2 มีีโอกาสแพร่่ เชื้้ � อไวรัส HIV ให้้กั บผู้้ � อื่่ � นได้้สู งมาก5 

สำำ �หรัับการติดเชื้้ � อ HSV ในทารกแรกเกิิด มีีสาเหตุุจากการถ่่ ายทอดจากแม่่สู่่  � ลููก สามารถเกิิดขึ้้ � นได้้  
ใน 3 ระยะ ได้้ แก่่  ระยะในครรภ์ (in utero) ระยะก่่ อนคลอด (perinatal) และ ระยะหลัังคลอด (postnatal) 
การติดเชื้้ � อส่่ว นใหญ่่ อยู่่ � ในช่่ว งก่่ อนคลอด ประมาณร้้ อยละ 85 ทารกที่่ � คลอดผ่่ านช่่ องคลอดที่่ � มีีการติดเชื้้ � อ
พบว่่ า มีีความเสี่่ � ยงในการติดเชื้้ � อแบบแพร่่ กระจาย ส่่ งผลให้้ เกิิดความบกพร่่ องทางระบบประสาทอย่่ างรุุนแรง  
หรืื อ เสีี ยชีีวิิ ต6

การเปลี่่ � ยนแปลงพยาธิิ สภาพและการเพิ่่ � มขึ้้ � นของเชื้้ � อไวรัส HSV อย่่ างรวดเร็็ ว เป็็นเรื่่ � องสำำ �คัญที่่ �  
ต้้ องรีี บดำำ �เนิินการรักษา ในการวิิ นิิจฉััยของแพทย์์ ผู้้ � ป่่วยต้้ องรอผลการตรวจวิิ เคราะห์์ทางห้้ องปฏิิบััติิการก่่ อน 
จึึ งจะสามารถสั่่ � งยาต้้ านไวรัสสำำ �หรัับเชื้้ � อ HSV ได้้  เนื่่ � องจากการใช้้ ยาต้้ านไวรัสเป็็นเวลานานอาจทำำ �ให้้ เกิิด
การดื้� อยาได้้ 7 การตรวจวิิ เคราะห์์ทางห้้ องปฏิิบััติิการจึึ งมีีความสำำ �คัญในการสนัับสนุุนการวิิ นิิจฉััยของแพทย์์ 
วิิ ธีี การตรวจวิิ เคราะห์์ด้้ว ย real-time polymerase chain reaction (PCR) จึึ งถููกนำำ �มาใช้้สำ ำ �หรัับตรวจหา 
เชื้้ � อไวรัส HSV-1 และ HSV-2 ในกรณีที่่ � ผลการทดสอบคลุุมเครืื อ หากสามารถยืื นยัันผลการทดสอบ 
จาก PCR product ที่่ � เหลืื อทิ้้ � งจากกระบวนการทำำ � real-time PCR ได้้  โดยนำำ �แอมพลิิ คอน (amplicon)  
มาวิิ เคราะห์์ต่่ อด้้ว ยการทำำ � melting curves analysis ก็็จะเพิ่่ � มโอกาสตรวจหาเชื้้ � อที่่ � มีีปริิ มาณน้้ อย และ
สามารถวิิ เคราะห์์ข้้ อมููลที่่ � มีีความซัับซ้้ อนเหล่่ านี้้ � ได้้ ดีียิ่่ � งขึ้้ � น ซึ่่ � งการวิิ เคราะห์์ PCR product ด้้ว ย melting 
curves analysis มีีข้้ อดีีกว่่ าการยืื นยัันด้้ว ยอิิ เล็็กโตรโฟรีี ซิิส (electrophoresis) ซึ่่ � งมีีรายงานหลายฉบัับ 
ได้้พั ฒนาวิิ ธีี การตรวจโดยใช้้  TaqMan probe ร่่ว มกัับ DNA binding dye สามารถตรวจหาเชื้้ � อก่่ อโรค 
ได้้ อย่่ างมีีประสิิ ทธิิ ภาพ ช่่ว ยลดปัั ญหาการแปลผลจากกราฟที่่ � มีีลัักษณะผิิดปกติิ หรืื อแม้้ แต่่ ผลลบปลอม 
(false negative) และผลบวกปลอม (false positive) ที่่ � เกิิดจากความผิิดพลาดในการทำำ �งานของโพรบ8  

อีีกทั้้ � งยัังช่่ว ยลดระยะเวลาการตรวจวิิ เคราะห์์ทางห้้ องปฏิิบััติิการ ส่่ งผลให้้ผู้้  � ป่่วยได้้รั บการรักษาพยาบาล 
ที่่ � ถููกต้้ องและรวดเร็็ วขึ้้ � น

วิิ ธีี การศึึกษา
การคััดเลืื อกตััวอย่่าง

คััดเลืื อกและรวบรวมตััวอย่่ างทางคลิิ นิิกที่่ � เหลืื อจากกระบวนการตรวจวิิ เคราะห์์ (left-over  
specimen) เชื้้ � อไวรัส HSV-1 และ HSV-2 ด้้ว ยชุุดทดสอบ Luminex ARIES HSV 1&2 assay (Luminex 
Corp, Austin, TX, USA) ของห้้ องปฏิิบััติิการไวรัสวิิ ทยา ภาควิิ ชาพยาธิิ วิิ ทยา คณะแพทยศาสตร์์ 
โรงพยาบาลรามาธิิ บดีี มหาวิิ ทยาลััยมหิิดล ได้้จำ ำ �นวน 233 ตััวอย่่ าง

การทดสอบด้้วย Luminex ARIES HSV 1&2 Assay
เตรีี ยมชุุดทดสอบ Luminex ARIES HSV 1&2 assay ปั่่ � นผสมตััวอย่่ างให้้ เข้้ ากััน ประมาณ 

15-30 วิิ นาทีี หลัังจากนั้้ � นดููดตัวอย่่ างปริิ มาตร 200 μL ใส่่ ลงในตลัับ ARIES (ARIES® Cassettes) 
ที่่ � ช่่ องบรรจุตััวอย่่ าง ซึ่่ � งในตลัับมีีสารเคมีีสำำ �หรัับใช้้ ในการสกััดสารพันธุุกรรม (nucleic acid extraction 
reagents) สารตั้้ � งต้้ นสำำ �หรัับเพิ่่ � มปริิ มาณดีีเอ็็นเอและการตรวจจัับ (amplification and detection  
reagents) รวมทั้้ � งมีีตััวอย่่ างควบคุุมคุุณภาพกระบวนการตรวจวิิ เคราะห์์ (sample processing control) 
จากนั้้ � นนำำ �เข้้ าเครื่่ � อง ARIES (ARIES® two-module system) ซึ่่ � งตััวอย่่ างจะเข้้ าสู่่ � กระบวนการทดสอบ  
และแปลผลด้้ว ยซอฟต์์แวร์์แบบอััตโนมััติิ

การทดสอบด้้วย HSV1/HSV2 VZV R-Gene® Kit Test
ในขั้้ � นตอนการทดสอบนี้้ � เป็็นการตรวจวิิ เคราะห์์แอมพลิิ คอนที่่ � เกิิดขึ้้ � นของเชื้้ � อไวรัส HSV-1 และ  

HSV-2 ใน real-time PCR แบบปกติิทั่่ � วไป (standard real-time PCR assay) จากชุุดน้ำำ� �ยาทดสอบ 
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HSV1/HSV2 VZV R-gene® kit test โดยอาศััยสััญญาณของสารเรืื องแสง หรืื อ โพรบ (probe) ในการตรวจ 
ติิดตามสารพันธุุกรรมของเชื้้ � อไวรัส HSV-1 ในช่่ องสััญญาณ 6-carboxyfluorescein (FAM) และ HSV-2 
ในช่่ องสััญญาณ Cyanine 5 (Cy5) ซึ่่ � งถููกตรวจวััดแบบเวลาจริิ ง (real-time) ระหว่่ างช่่ว งปฏิิกิิริิ ยา PCR 
(PCR amplification stage) หากมีีแอมพลิิ คอนเกิิดขึ้้ � นผลลััพธ์์จะแสดงออกมาในรููปแบบกราฟลัักษณะ 
S-shape ซึ่่ � งสััญญาณความเข้้ มข้้ นของฟลููออเรสเซนต์์ (fluorescence) จะสููงขึ้้ � นเหนืื อเส้้ น threshold 
(base-line threshold) และรายงานออกมาในรููปของค่่ า cycle threshold (Ct) มีีขั้้ � นตอนดัังนี้้ �

ขั้้ � นตอนที่่ �  1  การสกััดสารพันธุุกรรม : ผสมตััวอย่่ างให้้ เข้้ ากััน ประมาณ 15-30 วิิ นาทีี หลัังจากนั้้ � น 
ดููดตัวอย่่ างปริิ มาตร 200 μL ใส่่ ในหลอดทดลองของชุุดสกััดสารพันธุุกรรม MagDEA Dx SV โดยใช้้  
เครื่่ � อง magLEAD 12gC (Precision System Science Co, Ltd, Matsudo, Japan) ดำำ �เนิินการตามขั้้ � นตอน 
และคำำ �แนะนำำ �ของบริิ ษััทผู้้ � ผลิิ ต เมื่่ � อกระบวนการสกััดสารพันธุุกรรมเสร็็ จสิ้้ � น ให้้ เก็็บรัักษาไว้้ที่่  � อุุณหภููมิิ 
2-8 °C จนกว่่ าจะทำำ �การทดสอบ หากต้้ องการทดสอบในภายหลัังให้้ เก็็บรัักษาไว้้ที่่  � อุุณหภููมิิ -20 °C

ขั้้ � นตอนที่่ �  2  การเตรีี ยมสารตั้้ � งต้้ น : ทำำ �การละลายชุุดทดสอบ HSV1& 2 VZV R-GENE®  
(Biomérieux, Nürtingen, Germany) ผสมสารให้้ เข้้ ากัันด้้ว ยเครื่่ � องผสมสาร (vortex mixer) ประมาณ 
5 วิิ นาทีี และปั่่ � นเหวี่่ � ยงด้้ว ยเครื่่ � องปั่่ � นเหวี่่ � ยงแบบความเร็็ วต่ำำ � � (briefly centrifuge) หลัังจากนั้้ � นดููด 
สารละลายตั้้ � งต้้ นสำำ �หรัับใช้้ ในการเพิ่่ � มปริิ มาณดีีเอ็็นเอ ปริิ มาตร 15 μL ลงในหลอดทดลองขนาด 0.2 mL 
ทุุกครั้้ � งที่่ � ดำำ �เนิินการทดสอบ ให้้ เตรีี ยมตััวควบคุุมคุุณภาพผลบวก (positive control) และตััวควบคุุม 
คุุณภาพผลลบ (negative control) ควรทำำ �การเตรีี ยมสารละลายต่่ าง ๆ ในภาชนะที่่ � เก็็บรัักษาความเย็็น  
และหลีี กเลี่่ � ยงการสัมผััสด้้ว ยแสงตามคำำ �แนะนำำ �ในคู่่ � มืื อของผู้้ � ผลิิ ต

ขั้้ � นตอนที่่ �  3  การเพิ่่ � มปริิ มาณสารพันธุุกรรม : นำำ �สารละลายดีีเอ็็นเอจากสิ่่ � งส่่ งตรวจ ตััวควบคุุม 
คุุณภาพผลบวก และตััวควบคุุมคุุณภาพผลลบ ไปปั่่ � นผสมด้้ว ยเครื่่ � องผสมสาร ประมาณ 5-10 วิิ นาทีี 
และปั่่ � นเหวี่่ � ยงด้้ว ยความเร็็ วต่ำำ � � จากนั้้ � นดููด DNA template ปริิ มาตร 10 μL ใส่่ ลงในสารตั้้ � งต้้ นสำำ �หรัับใช้้  
ในการเพิ่่ � มปริิ มาณดีีเอ็็นเอ ผสมให้้ เข้้ ากััน หลัังจากนั้้ � นนำำ �เข้้ าเครื่่ � อง real-time PCR โดยตั้้ � งโปรแกรม 
สำำ �หรัับการสังเคราะห์์ดีีเอ็็นเอ ประกอบด้้ว ย 3 ขั้้ � นตอน (stage) ได้้ แก่่  ขั้้ � นตอนกระตุ้้� นการทำำ �งานของ 
เอนไซม์โพลิิ เมอเรส (polymerase activation) ที่่ � อุุณหภููมิิ 95 °C เป็็นเวลา 15 นาทีี จำำ �นวน 1 รอบ  
ขั้้ � นตอนสำำ �หรัับการแยกสายดีีเอ็็นเอ (DNA denaturation) ที่่ � อุุณหภููมิิ 95 °C เป็็นเวลา 10 วิิ นาทีี และ  
ขั้้ � นตอนสุุดท้้ ายเป็็นขั้้ � นตอนการตั้้ � งค่่ าอุุณหภููมิิสำำ �หรัับการยึึ ดจับของไพร์์เมอร์์ (primers) การสังเคราะห์์ 
สารพันธุุกรรม และการบันทึึกข้้ อมููล (annealing, extension, and data collection) ที่่ � อุุณหภููมิิ 60 °C 
เป็็นเวลา 40 วิิ นาทีี จำำ �นวน 45 รอบ ในการตั้้ � งค่่ าอุุณหภููมิิและการบันทึึกข้้ อมููล ให้้ดำ ำ �เนิินการตามคำำ �แนะนำำ �
ของบริิ ษััทผู้้ � ผลิิ ตเครื่่ � องมืื อ BioRad CFX 96 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

การทดสอบด้้วย In-House Melting Curve Analysis Assay for Multiplex Real-Time PCR Product  
(IH-MCA for MRT-PCR Product)

การทดสอบด้้ว ย IH-MCA for MRT-PCR product ไม่่ ใช่่ วิิ ธีี การตรวจวิิ เคราะห์์ที่่ � เป็็นอิิสระ แต่่ เป็็น
ขั้้ � นตอนการวิิ เคราะห์์หลัังจากปฏิิกิิริิ ยา PCR (post amplification stage) โดยใช้้ แอมพลิิ คอนที่่ � ได้้ จาก 
real-time PCR ครั้้ � งแรก หรืื อแอมพลิิ คอนของ real-time PCR ที่่ � ผ่่ านการทดสอบด้้ว ย HSV1/HSV2 
VZV R-gene® kit test ก่่ อนหน้้ านี้้ �  (ซึ่่ � งเรีี ยกในการทดลองนี้้ � เรีี ยก “standard real-time PCR assay”) 
มาทำำ �การวิิ เคราะห์์ต่่ อ โดยปกติิการยืื นยัันผลของ real-time PCR สามารถทำำ �ได้้ด้้ว  ยวิิ ธีี เจลอิิเล็็กโตรโฟรีี ซิิส 
(gel electrophoresis) เพื่่ � อแสดงแอมพลิิ คอน แต่่ ในการทดลองนี้้ � การตรวจสอบแอมพลิิ คอนจะใช้้  
การวิิ เคราะห์์ค่่ า melting curve แทน (ซึ่่ � งเรีี ยกในการทดลองนี้้ � เรีี ยก “IH-MCA for MRT-PCR product”) 
มีีขั้้ � นตอนดัังนี้้ �

ขั้้ � นตอนที่่ �  1 เตรีี ยม SYBR® Green I : ทำำ �การเตรีี ยมสารละลาย SYBR® Green I nucleic acid 
gel stain (Invitrogen, USA) ความเข้้ มข้้ น 10x หลัังจากนั้้ � นทำำ �การดูดสารละลาย SYBR® Green I  
ปริิ มาตร 2.78 μL (10x) ใส่่ ลงใน PCR product แต่่ ละหลุุม

ขั้้ � นตอนที่่ �  2 ตั้้ � งค่่ าการวิิ เคราะห์์ melting curve : ตั้้ � งโปรแกรมการใช้้ งานตามคำำ �แนะนำำ �ของ 
ผู้้ � ผลิิ ตเครื่่ � องมืื อ BioRad CFX 96 โดยกำำ �หนดอุณหภููมิิ 60 °C ถึึ ง 95 °C ที่่ � มีีอััตราการเปลี่่ � ยนแปลงอุุณหภููมิิ
เท่่ ากัับ 0.5 °C ต่่ อ 0.05 วิิ นาทีี
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ผลการศึึกษา
จากตััวอย่่ างทั้้ � งหมด 233 ตััวอย่่ าง ที่่ � ผ่่ านการทดสอบด้้ว ย Luminex ARIES HSV 1&2 assay  

ให้้ ผลการทดสอบ HSV-1 บวก (actual positive) จำำ �นวน 33 ตััวอย่่ าง และ ลบ (actual negative) จำำ �นวน 
200 ตััวอย่่ าง ส่่ว น HSV-2 ให้้ ผลการทดสอบบวก จำำ �นวน 31 ตััวอย่่ าง และ ลบ จำำ �นวน 202 ตััวอย่่ าง  
ผลการเปรีี ยบเทีียบระหว่่ างวิิ ธีี  standard real-time PCR assay และ IH-MCA for MRT-PCR product 
กัับวิิ ธีี อ้้ างอิิง แสดงค่่ าที่่ � คาดการณ์ (predicted value) ของตััวแปรเป้้าหมาย (ตารางที่่ �  1)

ผลการตรวจวิิ เคราะห์์เชื้้ � อไวรัส HSV-1 และ HSV-2 ด้้ว ย standard real-time PCR assay พบว่่ า 
มีีความไว เท่่ ากัับ 90.91% และ 100.00% (95% CI, 75.67-98.08 และ 88.78-100.00) ความจำำ �เพาะ  
เท่่ ากัับ 95.00% และ 93.56% (95% CI, 91.00-97.58 และ 89.25-96.53) ค่่ าการพยากรณ์ผลบวก เท่่ ากัับ 
75.00% และ 70.45% (95% CI, 61.89-84.71 และ 58.50-80.14) ค่่ าการพยากรณ์ผลลบ เท่่ ากัับ 98.45% 
และ 100.00% (95% CI, 95.56-99.47 และ 98.07-100.00) และมีีความถููกต้้ อง เท่่ ากัับ 94.42% และ 
94.42% (95% CI, 90.65-97.00 และ 90.65-97.00) ตามลำำ �ดับ

ขั้้ � นตอนที่่ �  3 การแปลผล : การแปลผลทดสอบจะรายงานผลในเชิิงคุุณภาพ (qualitative) ได้้ แก่่   
ผลบวก (positive) และผลลบ (negative) โดยวิิ เคราะห์์จากค่่ า melting temperature ของ HSV-1 และ 
HSV-2 หากมีีค่่ า melting temperature เท่่ ากัับ 89.00 (±1) °C ให้้ แปลการทดสอบเป็็นบวก กรณีที่่ � มีี 
ค่่ า melting temperature นอกเหนืื อจากนี้้ � ให้้ แปลผลการทดสอบเป็็นลบ

การประเมิินประสิิทธิิ ภาพ
วิิ เคราะห์์ผลการทดสอบระหว่่ าง standard real-time PCR assay และ IH-MCA for MRT-PCR 

product เปรีี ยบเทีียบกัับ Luminex ARIES HSV 1&2 assay โดยใช้้ โปรแกรม MedCalc version 23.3.4 
(MedCalc Software, Ltd) เพื่่ � อนำำ �มาคำำ �นวนค่่ าความไว (sensitivity) ค่่ าความจำำ �เพาะ (specificity)  
ค่่ าการพยากรณ์ผลบวก (positive predictive value) ค่่ าการพยากรณ์ผลลบ (negative predictive value)  
และค่่ าความถููกต้้ อง (accuracy) สำำ �หรัับการคำำ �นวนค่่ าสััมประสิิ ทธิ์์ �  Cohen’s kappa (κ) แบบไม่่ถ่่ว  งน้ำำ� �หนััก 
และช่่ว งความเชื่่ � อมั่่ � น 95% CI จะใช้้ โปรแกรม R version 4.3.2 (R Project for Statistical Computing) 
และ RStudio version 2024.09.0-375 (R Project for Statistical Computing)

ตารางที่่ �  1. ผลการตรวจวิิ เคราะห์์ HSV-1 และ HSV-2 ด้้วย Standard Real-Time PCR Assay และ IH-MCA for MRT-PCR Product 
โดยใช้้ R-Gene® Kit เปรีี ยบเทีียบกัับ Luminex ARIES HSV 1&2 Assay

Method

HSV-1 (R-Gene® Kit) HSV-2 (R-Gene® Kit)

Standard Real-Time 
PCR Assay 
(PCR Amplification 
Stage)

IH-MCA for MRT-PCR 
Product 
(Post Amplification 
Stage)

Standard Real-Time 
PCR Assay 
(PCR Amplification 
Stage)

IH-MCA for MRT-PCR 
Product 
(Post Amplification 
Stage)

True positive 30 30 31 30

False positive 10 0 13 7

False negative 3 3 0 1

True negative 190 200 189 195

Abbreviations: HSV-1, herpes simplex virus type 1; HSV-2, herpes simplex virus type 2; IH-MCA, in-house melting curve analysis; MRT-PCR, multiplex real-time 

polymerase chain reaction; PCR, polymerase chain reaction. 
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ผลการตรวจวิิ เคราะห์์เชื้้ � อไวรัส HSV-1 และ HSV-2 ด้้ว ย IH-MCA for MRT-PCR product พบว่่ า 
มีีความไว เท่่ ากัับ 90.91% และ 96.77% (95% CI, 75.67-98.08 และ 83.30-99.92) ความจำำ �เพาะ เท่่ ากัับ 
99.50% และ 96.55% (95% CI, 97.25-99.99 และ 93.02-98.60) ค่่ าการพยากรณ์ผลบวก เท่่ ากัับ 96.77% 
และ 81.08% (95% CI, 80.89-99.53 และ 67.36-89.90) ค่่ าการพยากรณ์ผลลบ เท่่ ากัับ 98.51% และ 
99.49% (95% CI, 95.75-99.49 และ 96.61-99.93) และมีีความถููกต้้ อง เท่่ ากัับ 98.28% และ 96.58% 
(95% CI, 95.66-99.53 และ 93.37-98.51) ตามลำำ �ดับ

ในการวิิ เคราะห์์ความสอดคล้้ อง (agreement) ระหว่่ างผลลััพธ์์ของ standard real-time PCR 
assay และ IH-MCA for MRT-PCR product เทีียบกัับ Luminex ARIES HSV 1&2 assay พบว่่ า มีีอััตรา
ความสอดคล้้ อง (concordance rates) โดยรวม อย่่ างมีีนััยสำำ �คัญทางสถิิติิ ที่่ � ร้้ อยละ 92.76 (85.73-99.78) 
และร้้ อยละ 86.24 (76.95-95.54) สำำ �หรัับ HSV-1 (P < .001, SE = 0.04, κ = 0.93 [95% CI, 0.86-1.00]) 
และ HSV-2 (P < .001, SE = 0.05, κ = 0.86 [95% CI, 0.77-0.96) ตามลำำ �ดับ 

การประเมิินประสิิ ทธิิ ภาพของ standard real-time PCR assay และ IH-MCA for MRT-PCR 
product พบว่่ า มีีความไวสูง (90.91%-100.00%) และความจำำ �เพาะสููง (93.56%-99.50%) พร้้ อมด้้ว ย 
ค่่ าการพยากรณ์ผลบวกและค่่ าการพยากรณ์ผลลบที่่ � สููงมาก วิิ ธีี  IH-MCA for MRT-PCR product มีีต้้ นทุุน
ต่ำำ � �กว่่ า standard real-time PCR assay ประมาณ 22.49 เท่่ า นอกจากนี้้ �  IH-MCA for MRT-PCR product  
ใช้้ เวลาในการทดสอบทั้้� งหมดเพีียง 35 นาทีี ซึ่่ � งเร็็ วกว่่ าวิิ ธีี  standard real-time PCR assay ที่่ � ใช้้ เวลา  
2 ชั่่ � วโมง 25 นาทีี หรืื อประมาณ 4.14 เท่่ า (ตารางที่่ �  2)

ในการคำำ �นวณต้้ นทุุนและระยะเวลาการดำำ �เนิินการของการทดลองนี้้ �  ได้้ เปรีี ยบเทีียบระหว่่ าง  
standard real-time PCR assay กัับวิิ ธีี  IH-MCA for MRT-PCR product ซึ่่ � งเป็็นเสมืื อนขั้้ � นตอนการยืื นยััน
ผลการทดสอบภายหลัังปฏิิกิิริิ ยา PCR (post-PCR confirmatory step) โดยต้้ นทุุนของวิิ ธีี  standard  
real-time PCR assay คิิดเป็็นค่่ าใช้้จ่่  ายต่่ อ 1 ปฏิิกิิริิ ยา (1 Rx) ซึ่่ � งรวมถึึ งการสกััดกรดนิวคลีี อิิก (170.00 บาท)  
น้ำำ� �ยาตรวจวิิ เคราะห์์ (570.00 บาท) และวััสดุุสิ้้ � นเปลืื อง (36.99 บาท) รวมเป็็น 776.99 บาทต่่ อการทดสอบ 
1 ครั้้ � ง ขณะที่่ � วิิ ธีี  IH-MCA for MRT-PCR product ใช้้น้ำ ำ� �ยาตรวจวิิ เคราะห์์และวััสดุุสิ้้ � นเปลืื องที่่ � มีีต้้ นทุุน 
34.53 บาทต่่ อการทดสอบ ซึ่่ � งต่ำำ � �กว่่ ามาก และไม่่ต้้  องสกััดสารพันธุุกรรมใหม่่  ส่่ งผลให้้ ประหยััดทั้้ � งต้้ นทุุน
และเวลา ในกรณีการตรวจวิิ เคราะห์์ซ้ำำ� � (repeat) เพื่่ � อยืื นยัันผลการทดสอบก่่ อนหน้้ านี้้ � ด้้ว ยวิิ ธีี  standard 
real-time PCR assay จะใช้้ เวลารวม 2 ชั่่ � วโมง 25 นาทีี สำำ �หรัับการตรวจวิิ เคราะห์์ซ้ำำ� �ด้้ว ยวิิ ธีี  IH-MCA 
for MRT-PCR product ใช้้ เวลา 35 นาทีี ซึ่่ � งแสดงให้้ เห็็นถึึ งประสิิ ทธิิ ภาพที่่ � สููงของวิิ ธีี  IH-MCA for 
MRT-PCR product ทั้้ � งในด้้ านต้้ นทุุนและเวลา

จากการทดสอบปฏิิกิิริิ ยาแบบไม่่จำ ำ �เพาะ (cross-reaction) ด้้ว ย standard real-time PCR assay  
และ IH-MCA for MRT-PCR product ไม่่ พบการเพิ่่ � มชิ้้ � นส่่ว นสารพันธุุกรรมของเชื้้ � อก่่ อโรคดัังต่่ อไปนี้้ �   
adenovirus, coronavirus NL63, coronavirus OC4, Epstein-Barr virus, influenza B virus,  
human metapneumovirus, Klebsiella pneumoniae, Legionella species, Moraxella catarrhalis, 
parainfluenza virus type 3, parainfluenza virus type 4, Pneumocystis jirovecii, rhinovirus, 
Staphylococcus aureus, Toxoplasma gondii, และ varicella-zoster virus อย่่ างไรก็ตาม สำำ �หรัับเชื้้ � อ 
ก่่ อโรค 4 สายพัันธุ์์�  ได้้ แก่่  cytomegalovirus, Haemophilus influenzae, respiratory syncytial virus, 
และ human parvovirus พบสััญญาณการเพิ่่ � มขึ้้ � นของปริิ มาณสารพันธุุกรรมจากเชื้้ � อไวรัส HSV-1 
ในทั้้ � ง 2 วิิ ธีี  (ในส่่ว นเชื้้ � อไวรัส HSV-2 ไม่่ พบสััญญาณการเพิ่่ � มขึ้้ � น) หลัังตรวจยืื นยัันด้้ว ยชุุดทดสอบ FTD 
Neuro 9 assay (Fast Track Diagnostics, Junglinster, Luxembourg) ให้้ ผลการทดสอบ HSV-1 บวก 
ใน 4 ตััวอย่่ าง

ในการวิิ เคราะห์์ melting curve ของเชื้้ � อไวรัส HSV-1 (efficiency = 92.7, coefficient of  
determination = 0.998, slope = -3.511, y-intercept = 38.935) ที่่ � ให้้ ผลบวกจากตััวอย่่ างทางคลิิ นิิก 
มีีความเข้้ มข้้ นต่ำำ � �สุดและความเข้้ มข้้ นสููงสุุดที่่ � ตรวจวััดได้้  เท่่ ากัับ 370 copies/mL (Ct 40.43)  
และ 3,467,368,000 copies/mL (Ct 15.93) ตามลำำ �ดับ ขณะที่่ � เชื้้ � อไวรัส HSV-2 (efficiency = 93.4,  
coefficient of determination = 0.998, slope = -3.490, y-intercept = 36.742) พบความเข้้ มข้้ นต่ำำ � �สุด
และความเข้้ มข้้ นสููงสุุดที่่ � ตรวจวััดได้้  เท่่ ากัับ 610 copies/mL (Ct 37.15) และ 754,312,000 copies/mL 
(Ct 15.82) ตามลำำ �ดับ (ภาพที่่ �  1 และ 2)
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ตารางที่่ �  2. ประเมิินประสิิทธิิ ภาพ ค่่าใช้้จ่่าย และเวลาที่่ � ใช้้ สำำ �หรับการตรวจหาเชื้้ � อไวรัส HSV-1 และ HSV-2

A) Performance of HSV-1 Detection

Method
Real-Time PCR for HSV-1  
Detection

95% CI IH-MCA for MRT-PCR Product 95% CI

Sensitivity, % 90.91 75.67-98.08 90.91 75.67-98.08

Specificity, % 95.00 91.00-97.58 99.50 97.25-99.99

PLR 18.18 9.84-33.59 181.82 25.66-1288.30

NLR 0.1 0.03-0.28 0.09 0.03-0.27

PPV, % 75.00 61.89-84.71 96.77 80.89-99.53

NPV, % 98.45 95.56-99.47 98.51 95.75-99.49

Accuracy, % 94.42 90.65-97.00 98.28 95.66-99.53

B) Performance of HSV-2 Detection

Method
Real-Time PCR for HSV-1  
Detection

95% CI IH-MCA for MRT-PCR Product 95% CI

Sensitivity, % 100.00 88.78-100.00 96.77 83.30-99.92

Specificity, % 93.56 89.25-96.53 96.53 92.99-98.60

PLR 15.54 9.18-26.29 27.93 13.45-57.99

NLR 0 - 0.03 0.00-0.23

PPV, % 70.45 58.50-80.14 81.08 67.36-89.00

NPV, % 100.00 98.07-100.00 99.49 96.59-99.93

Accuracy, % 94.42 90.65-97.00 96.57 93.35-98.51

C) Costs

Topic Standard Real-Time PCR Price, ฿ IH-MCA for MRT-PCR Product Price, ฿

Nucleic acid extraction 1 Rx 170.00 None -

Reagent 1 Rx 570.00 1 Rx 0.01

Materials 1 well 36.99 1 well 34.52

Total 776.99  34.53

D) Turnaround Time

Workflow Step Standard Real-Time PCR Time IH-MCA for MRT-PCR Product Time

Nucleic acid extraction Yes 30 min No -

Pre-mix Yes 10 min Yes 5 min

Amplification/detection Yes 1 h 40 min Yes 25 min

Data analysis Yes 5 min Yes 5 min

Total  2 h 25 min  35 min

Abbreviations: HSV-1, herpes simplex virus type 1; HSV-2, herpes simplex virus type 2; IH-MCA, in-house melting curve analysis; MRT-PCR, multiplex real-time 

polymerase chain reaction; NLR, negative likelihood ratio; NPV, negative predictive value; PCR, polymerase chain reaction; PLR, positive likelihood ratio; 

PPV, positive predictive value; Rx, reaction. 
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ภาพที่่ �  1. การวิิ เคราะห์์ค่่า Cycle Threshold (Ct) ของเชื้้ � อไวรัส HSV-1 และ HSV-2

ภาพที่่ �  2. การวิิ เคราะห์์ Melting Curve ของเชื้้ � อไวรัส HSV-1 และHSV-2
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วิิ ธีี การทดสอบทางด้้ านชีีวโมเลกุุลที่่ � พััฒนาขึ้้ � นนี้้ � มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่ � อตรวจหาสารพันธุุกรรมของเชื้้ � อ 
ไวรัส HSV-1 และ HSV-2 โดยอาศััยหลัักการของ real-time PCR ในการเพิ่่ � มปริิ มาณสารพันธุุกรรมเป้้าหมาย 
ได้้ แก่่  ยีีน US7 ขนาด 142 bp สำำ �หรัับเชื้้ � อไวรัส HSV-1 และ ยีีน UL27 ขนาด 134 bp สำำ �หรัับเชื้้ � อไวรัส HSV-2 
การตรวจติิดตามการเพิ่่ � มขึ้้ � นของดีีเอ็็นเอใช้้ โพรบที่่ � ติิดฉลากด้้ว ยสารเรืื องแสง ได้้ แก่่  FAM สำำ �หรัับ HSV-1 
และ Cy5 สำำ �หรัับ HSV-2 ซึ่่ � งแสดงผลเป็็นกราฟ amplification curve ในตััวอย่่ างที่่ � ให้้ ผลบวก จะได้้   
PCR product หรืื อแอมพลิิ คอน ซึ่่ � งสามารถนำำ �มาใช้้ ในการวิิ เคราะห์์ต่่ อด้้ว ย melting curve analysis 
ภายในหลอดทดลองเดีียวกัน โดยค่่ า melting temperature จะจำำ �เพาะกัับบริิ เวณเป้้าหมายของแต่่ ละเชื้้ � อ

ในการศึึ กษานี้้ � แอมพลิิ คอนของ HSV-1 (142 bp) และ HSV-2 (134 bp) มีีขนาดต่่ างกัันเล็็กน้้ อย  
แต่่ เนื่่ � องจากการออกแบบไพร์์เมอร์์แบบ multiplex ถููกออกแบบให้้ เข้้ าจัับในช่่ว งอุุณหภููมิิเดีียวกัน 
ร่่ว มกัับ GC content และลำำ �ดับเบสที่่ � ใกลเคีียงกััน ส่่ งผลให้้ ได้้ค่่  า melt peak เท่่ ากัันที่่ � ประมาณ 89.50 °C 
ซึ่่ � งอยู่่ � ในช่่ว งความละเอีียดของการวัดด้้ว ย melting curve analysis ดัังนั้้ � น การใช้้  melting curve  
analysis เพีียงอย่่ างเดีียวไม่่ เพีียงพอต่่ อการจำำ �แนกชนิิดเชื้้ � อเมื่่ � อมีีค่่ า melting temperature ร่่ว มกััน 
อย่่ างไรก็ตาม การใช้้  melting curve analysis ภายหลััง PCR ยัังมีีประโยชน์์ โดยเฉพาะในกรณีที่่ �   
real-time PCR ให้้สั ญญาณช้้ าในช่่ว งท้้ ายของปฏิิกิิริิ ยาหรืื อมีีลัักษณะกราฟกระดกที่่ � ปลาย (late  
amplification/false signal) การตรวจสอบ melt peak ของแอมพลิิคอนสามารถช่่ว ยบ่่ งชี้้ � ได้้ว่่  า 
มีีการเกิิดผลิิ ตภััณฑ์์เป้้าหมายจริิ งจากการจับของไพร์์เมอร์์ หรืื อเป็็นเพีียงผลิิ ตภััณฑ์์ที่่ � ไม่่จำ ำ �เพาะ ทำำ �ให้้  
ผลการวิิ เคราะห์์มีีความน่่ าเชื่่ � อถืื อเพิ่่ � มมากขึ้้ � น

นอกจากนี้้ �  การเติิม SYBR Green I ที่่ � ลงในสารละลายที่่ � มีีสารเรืื องแสง FAM และ Cy5 พบว่่ า  
สามารถทำำ �งานร่่ว มกัันได้้  โดยไม่่มี ผลรบกวน ซึ่่ � งสอดคล้้ องกัับผลการศึึ กษาของ Nagy และคณะ8 และ  
Lind และคณะ9 อย่่ างไรก็ตาม ความแตกต่่ างของกระบวนการทดสอบอยู่่ � ที่่ � ช่่ว งเวลาในการเติิมสารเพื่่ � อตรวจ
ตามพัันธะดีีเอ็็นเอ โดยในวิิ ธีี  IH-MCA for MRT-PCR product มีีการเติิม DNA binding dye เช่่ น SYBR 
Green I ในช่่ว ง post-PCR เพื่่ � อใช้้ ในการวิิ เคราะห์์ค่่ า melting curve ในขณะที่่ � การศึึ กษาของผู้้ � วิิ จััยกลุ่่ � มอื่่ � น 
จะเติิม DNA binding dye ในช่่ว ง pre-PCR แต่่ แปลผลการทดสอบในช่่ว ง post-PCR เช่่ นเดีียวกัน

การทดสอบปฏิิกิิริิ ยาข้้ ามสำำ �หรัับเชื้้ � อไวรัส HSV-1 ให้้ ผลการทดสอบเป็็นบวกในเชื้้ � อก่่ อโรค 4 สายพัันธุ์์�   
ได้้ แก่่  cytomegalovirus, Haemophilus influenzae, respiratory syncytial virus, และ human  
parvovirus สอดคล้้ องกัันทั้้ � ง 2 วิิ ธีี  ในการตรวจวิิ เคราะห์์ด้้ว ย standard real-time PCR assay และ 
melting curve analysis เมื่่ � อทำำ �การทดสอบซ้ำำ� �ด้้ว ยชุุดน้ำำ� �ยาใหม่่ด้้ว  ย FTD Neuro 9 assay ให้้ ผล 
การทดสอบตรงกััน โดยตรวจพบสารพันธุุกรรมของเชื้้ � อไวรัส HSV-1 จากตััวอย่่ างผู้้ � ป่่วยดัังกล่่ าว  
การติดเชื้้ � อร่่ว ม (coinfection) ในลัักษณะนี้้ � สามารถพบได้้ ในผู้้ � ป่่วยที่่ � มีีระดัับภููมิิคุ้้� มกัันต่ำำ � �3 และพบ 
การติดเชื้้ � อไวรัส HSV ได้้ ในหลายอวััยวะ10

การทดสอบด้้ว ย IH-MCA for MRT-PCR product มีีประสิิ ทธิิ ภาพสููงกว่่ าการทำำ � standard  
real-time PCR assay โดยการทดสอบด้้ว ย standard real-time PCR assay อาจมีีการส่่ งสััญญาณ 
ที่่ � ไม่่จำ ำ �เพาะเกิิดขึ้้ � น ทำำ �ให้้ กราฟมีีลัักษณะผิิดปกติิไม่่ เป็็น sigmoid curve เช่่ น มีีลัักษณะโค้้ งแบนราบ  
เส้้ นกราฟมีีลัักษณะหยัักไปมา ทำำ �ให้้ การแปลผลผิิดพลาด เกิิดผลบวกปลอมและผลลบปลอมขึ้้ � น8  

นอกจากนี้้ �  การออกแบบไพร์์เมอร์์ ก็็มีีความสำำ �คัญในการตรวจจัับยีีนเป้้าหมาย หากมีีการออกแบบ 
ไพร์์เมอร์์ที่่ � มีีความจำำ �เพาะต่ำำ � � ก็็จะเกิิดปฏิิกิิริิ ยาข้้ ามขึ้้ � น ในการตรวจวิิ เคราะห์์ด้้ว ย real-time PCR และ 
ยืื นยัันผลการทดสอบด้้ว ย IH-MCA for MRT-PCR product จะสามารถบ่่ งชี้้ � คุุณภาพของแอมพลิิ คอน 
ที่่ � ได้้ จากกระบวนการทำำ �งานของไพร์์เมอร์์ หรืื อ หากเชื้้ � อมีีการกลายพัันธุ์์� เกิิดขึ้้ � นในบริิ เวณยีีนเป้้าหมาย 
ที่่ � ทำำ �การตรวจวิิ เคราะห์์ ก็็สามารถตรวจติิดตามได้้ จากค่่ า melting temperature ที่่ � ต่่ างไปจากเดิิม  
นอกจากนี้้ � ยัังสามารถใช้้ เป็็นตััวช่่ว ยในการตั้้ � งข้้ อสัังเกต เพิ่่ � มทางเลืื อก และโอกาส ในการตรวจวิิ เคราะห์์ 
เชื้้ � อไวรัส HSV-1 และ HSV-2 ในตััวอย่่ างที่่ � มีีความซัับซ้้ อนได้้ อย่่ างถููกต้้ องและเหมาะสมต่่ อไป อย่่ างไรก็ตาม 
การตรวจเชื้้ � อไวรัส HSV-1 ด้้ว ย IH-MCA for MRT-PCR product นอกจากจะใช้้ เวลา 35 นาทีี และ 
มีีต้้ นทุุน 35 บาท ยัังสามารถขจััดผลบวกปลอมได้้ทั้้  � งหมด และในส่่ว นของเชื้้ � อไวรัส HSV-2 สามารถ 
ลดผลบวกปลอมลงได้้ถึ ึ ง 1.86 เท่่ า ในกรณีที่่ � ต้้ องทำำ �การทดสอบเชื้้ � อไวรัส HSV-1 และ HSV-2 ซ้ำำ� � สามารถ
ลดระยะเวลาการตรวจวิิ เคราะห์์ลงได้้ถึ ึ ง 4.14 เท่่ า

อภิิปรายผล
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ข้้ อจำำ �กัดของวิิ ธีี  IH-MCA for MRT-PCR product ได้้ แก่่  ความจำำ �เพาะของการแยกแอมพลิิ คอน 
ที่่ � มีีลัักษณะคล้้ ายกััน ซึ่่ � งอาจทำำ �ให้้ ผลการวิิ เคราะห์์ค่่ า melting curve ซ้้ อนทัับกัันในกรณีที่่ � มีีเชื้้ � อร่่ว มกััน
หลายชนิิด นอกจากนี้้ �  อาจมีีข้้ อจำำ �กัดในการประยุุกต์์ในห้้ องปฏิิบััติิการที่่ � ไม่่มี เครื่่ � อง real-time PCR  
ที่่ � สามารถวิิ เคราะห์์ melting curve ได้้

สำำ �หรัับแนวทางการพัฒนาในอนาคต ควรเพิ่่ � มการทดสอบจากตััวอย่่ างทางในกลุ่่ � มประชากร 
ที่่ � หลากหลาย เพื่่ � อประเมิินประสิิ ทธิิ ภาพในสถานการณ์จริิ ง รวมถึึ งพััฒนาอััลกอลิิ ทึึม (algorithm)  
ในการวิิ เคราะห์์ข้้ อมููล melting curve แบบอััตโนมััติิ เพื่่ � อให้้ สามารถแปลผลการทดสอบได้้ง่่  ายและ 
แม่่ นยำำ �มากขึ้้ � น สามารถนำำ �ไปประยุุกต์์ใช้้ เป็็นเครื่่ � องมืื อทางการแพทย์์ในการยืื นยัันผลการทดสอบ 
ลดผลบวกปลอมและผลลบปลอมของวิิ ธีี การตรวจวิิ เคราะห์์ด้้ว ย real-time PCR ทั่่ � วไป ช่่ว ยลดระยะเวลา 
และต้้ นทุุนการตรวจวิิ นิิจฉััยเชื้้ � อก่่ อโรคได้้ อย่่ างมีีประสิิ ทธิิ ภาพ

การทดสอบหาเชื้้ � อไวรัส HSV-1 และ HSV-2 ด้้ว ยวิิ ธีี  real-time PCR และการวิิ เคราะห์์ melting 
curve ด้้ว ยวิิ ธีี ที่่ � พััฒนาขึ้้ � นสำำ �หรัับตรวจหาสารพันธุุกรรมของเชื้้ � อไวรัส HSV-1 และ HSV-2 มีีประสิิ ทธิิ ภาพ
สููงกว่่ า standard real-time PCR assay ทั้้ � งในเรื่่ � องสมรรถนะ ราคา และระยะเวลาในการทดสอบ ช่่ว ยลด
ข้้ อผิิดพลาดจากผลบวกปลอมและผลลบปลอมจากการส่่ งสััญญาณแบบไม่่จำ ำ �เพาะได้้
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