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Abstract
Background: Influenza has a significant impact on health, society and the economy 
worldwide.
Objective: To enhance the accuracy and precision of influenza A virus detection.
Methods: Detection of viral genetic material was performed using real-time reverse  
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR), followed by melting curve analysis of 
the real-time RT-PCR product.
Results: To enhance diagnostic performance, a novel in-house melting curve analysis 
assay developed for real-time RT-PCR product, achieving a sensitivity of 96.06% (95% CI, 
91.05-98.71) and specificity of 100.00% (95% CI, 95.94-100.00). The assay also demonstrated  
a positive predictive value of 100.00% (95% CI, 97.02-100.00), a negative predictive value 
of 94.68% (95% CI, 88.29-97.68) and an accuracy of 97.69% (95% CI, 94.68-99.24). The assay  
showed high concordance with the NxTAG® Respiratory Pathogen Panel (κ, 0.95; 95% CI, 
0.91-0.99; SE, 0.02; P < .001).
Conclusions: This study demonstrated that post-PCR amplicon analysis via melting curve 
analysis can be performed in a single tube without interference from the hydrolysis probe. 
Integrating both methods into the same workflow reduces turnaround time for repeat 
testing, lowers costs, and minimizes labor requirements. As a result, this combined  
approach improves the efficiency, sensitivity, and specificity of influenza A virus detection, 
making it a robust tool for laboratory diagnostics.
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การเพ่ิ่� มประสิิทธิิภาพการทดสอบ Real-Time RT-PCR ของ CDC  
สำำ �หรัับเชื้้ � อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธ์ุ์� เอโดยการวิิ เคราะห์์   
Melting Curve หลัังการทำำ � PCR
ตรีี วััฒน์์ วััฒนะโชคชััย1, ก่ิ่� งกาญจน์์ รัักษ์์มณีี1, พิิเชฐ ยุุทธนาการวิิกร ม1, เอกวััฒน์์ ผสมทรััพย์1*

1	 ภาควิิ ชาพยาธิิ วิิ ทยา คณะแพทยศาสตร์์โรงพยาบาลรามาธิิ บดีี มหาวิิ ทยาลััยมหิิดล กรุุงเทพฯ ประเทศไทย

บทคััดย่่อ
บทนำำ �: โรคไข้้หวััดใหญ่่ส่่งผลกระทบต่่อสุุขภาพอนามััย สังคม และเศรษฐกิิจทุุกประเทศทั่่ � วโลก
วััตถุุประสงค์์: เพ่ื่� อพััฒนาวิิ ธีี การตรวจหาเชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� เอให้้มีีความถููกต้้องและแม่่นยำำ �
มากขึ้้ � น
วิิธี ี การศึึกษา: การตรวจวิิ เคราะห์์หาสารพันธุุกรรมของเชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� เอ โดยใช้้เทคนิิค	
real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) ตามด้้วยการวิิ เคราะห์์ 
melting curve ของผลิิ ตภััณฑ์์ real-time RT-PCR
ผลการศึึกษา: วิิ ธีี การที่่ � พััฒนาขึ้้ � นพบว่่า มีความไว ร้อยละ 96.06 (95% CI, 91.05-98.71) ความจำำ �เพาะ 
ร้้อยละ 100.00 (95% CI, 95.94-100.00) ค่าการพยากรณ์ผลบวก ร้อยละ 100.00 (95% CI, 97.02-100.00) 	
ค่่าการพยากรณ์ผลลบ ร้อยละ 94.68 (95% CI, 88.29-97.68) และมีีความถููกต้้องของการทดสอบ ร้อยละ 	
97.69 (95% CI, 94.68-99.24) การทดสอบแสดงให้้เห็็นความสอดคล้้องสููงกัับ NxTAG® Respiratory 
Pathogen Panel (κ, 0.95; 95% CI, 0.91-0.99; SE, 0.02; P < .001)
สรุุป: การวิิ เคราะห์์แอมพลิิ คอนหลัังการทำำ � PCR ด้วยการวิิ เคราะห์์ melting curve สามารถดำำ �เนิินการได้้	
ในหลอดทดลองเดีียวกันโดยไม่่มีีการรบกวนสััญญาณจาก hydrolysis probe การผสมผสานวิิ ธีี การ
วิิ เคราะห์์ทั้้ � ง 2 วิิ ธีี  จะช่่วยลดระยะเวลาในการทดสอบซ้ำำ� �  ลดต้นทุุน และลดความต้้องการกำำ �ลังคนลง 	
ดัังนั้้ � น แนวทางแบบผสมผสานนี้้ � จึึ งช่่วยปรัับปรุุงประสิิ ทธิิ ภาพ ความไว และความจำำ �เพาะของการตรวจหา
เชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� เอ ทำ ำ �ให้้เป็็นเครื่่ � องมืื อที่่ � มีีประสิิ ทธิิ ภาพสำำ �หรัับใช้้ในการวิิ นิิจฉััย	
ในห้้องปฏิิบััติิการ

คำำ �สำำ �คัญ: เทคนิิค real-time RT-PCR  การวิิ เคราะห์์ melting curve  เชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� เอ

โรคไข้้หวััดใหญ่่ เป็็นโรคติิดเชื้้ � อระบบทางเดิินหายใจที่่ � เกิิดจากเชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ (influenza 
viruses)1 ไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ เป็็นสมาชิิกอยู่่�  ใน family Orthomyxoviridae ใน genus Alphainfluenzavirus 
ประกอบด้้วย influenza A, B, C, และ D2 ไวรัสไข้้หวััดใหญ่่เป็็นไวรัสที่่ � มีีเปลืื อกหุ้้� ม (enveloped virus) 	
นิิวคลีี โอแคปซิิด (nucleocapsid) มีลัักษณะสมมาตรแบบเกลีี ยว (helically symmetric) ซึ่่ � งประกอบด้้วย	
สารพันธุุกรรมอาร์์เอ็็นเอ (RNA segments) 7 หรืื อ 8 ส่วน และ แคปซิิดโปรตีน (capsid protein) ที่่ � ห่่อหุ้้� ม	
อยู่่�ร่  วมกััน3 อนุุภาคไวรัสมีีรููปร่่างทรงกลม (spherical) หรืื อ ทรงกลมแบบยืืด ออก (filamentous) 	
เส้้นผ่่านศููนย์์กลางประมาณ 100 nm ภายในบรรจุสารพันธุุกรรมชนิิด  RNA สายลบเส้้นเดีียว 	
(negative-sense single-stranded RNA virus หรืื อ (-) ssRNA virus)4 มีขนาดประมาณ 13,588 เบส5 	

มีีไกลโคโปรตีน (glycoprotein) แทรกอยู่่�ยื่  ่ � นออกมาจากโครงสร้้าง มี 2 ชนิิด คืื อ hemagglutinin (HA) 	
และ neuraminidase (NA)3 การจำำ �แนกสายพัันธุ์์�   (strain) ข องไวรัสไข้้หวััดใหญ่่อิิงตามชนิิดของ 	
HA (HA subtype) และ NA (NA subtype) ปัั จจุุบัันมีี HA ทั้้ � งหมด 18 subtype (H1-H18) และ NA อยู่่�   	
11 subtype (N1-N11)6 การเกิิด antigenic drift และ antigenic shift เป็็นสาเหตุุการเปลี่่ � ยนแปลง	
ในส่่วนของ HA และ NA ของไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ ยากต่่อการป้องกัันด้้วยวััคซีีนแบบดั้้ � งเดิิม ทำำ �ให้้ต้้องมีี	

บทนำำ �
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การปรัับเปลี่่ � ยนและพััฒนาวััคซีีนไข้้หวััดใหญ่่อยู่่�  ตลอดเวลา7 นอกจากนี้้ �  การเปลี่่ � ยนแปลงแอนติิเจน	
ยัังส่่งผลให้้ไวรัสสามารถหลบเลี่่ � ยงการตอบสนองทางภููมิิคุ้้� มกัันและปรัับตััวได้้ในหลายโฮสต์์8

จากข้้อมููลขององค์์การอนามััยโลก (World Health Organization, WHO) โรคไข้้หวััดใหญ่่	
ตามฤดููกาลมีีผู้้�ป่  วยประมาณ 1,000 ล้ านคนต่่อปีี มี ผู้้�  เสีี ยชีีวิิ ตราว  290,000 ถึึ  ง 650,000 คนต่่อปีี 	
ร้้อยละ 99 ของผู้้�  เสีี ยชีีวิิ ตที่่ � เป็็นเด็็กอายุุต่ำำ � �กว่่า 5 ปี มักเกิิดในประเทศกำำ �ลังพััฒนา9 ในช่่วง 100 ปีที่่ � ผ่่านมา 
มีีผู้้�  เสีี ยชีีวิิ ตจากโรคไข้้หวััดใหญ่่ไม่่น้้อยกว่่า 50-100 ล้านคน มูลค่่าความเสีี ยหายทางเศรษฐกิิจมากกว่่า 	
3 ล้ านล้้านดอลลาร์์สหรััฐ หรืื อร้้อยละ 4.8 ข องผลิิ ตภััณฑ์์มวลรวมภายในประเทศของโลก (gross	
domestic product, GDP) ความเสี่่ � ยงจากการแพร่่ระบาดของโรคอาจมีีมููลค่่าความเสีี ยหายอยู่่�ที่่   �  	
30 พันล้้านดอลลาร์์สหรััฐต่่อปีี  จึึ งเป็็นปัั ญหาทางด้้านสาธารณสุุขที่่ � ทั่่ � วโลกให้้ความสำำ �คัญ10

ปัั จจุุบัันการตรวจวิิ นิิจฉััยหาเชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ในมนุุษย์์นิิยมใช้้เทคนิิค real-time reverse 	
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) กั นอย่่างแพร่่หลาย ซึ่่  � งมีีความไวและ	
ความจำำ �เพาะสููง ใช้้เวลาในการตรวจที่่ � รวดเร็็ ว11 ในการตรวจหาสารพันธุุกรรมของเชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่	
นิิยมใช้้ real-time RT-PCR โดยดำำ �เนิินการตามคำำ �แนะนำำ �ของศููนย์์ป้้องกัันและควบคุุมโรคของสหรััฐ	
อเมริิ กา (US Centers for Disease Control and Prevention, CDC)12 การพัฒนา real-time RT-PCR 	
ตาม US-CDC protocol ให้้มีีประสิิ ทธิิ ภาพมากขึ้้ � น ด้วยการวิิ เคราะห์์ melting curve ภายหลัังปฏิิกิิริิ ยา 	
PCR (post-PCR) ด้วยการเติิม DNA binding dye ลงไป เพ่ื่� อทำำ �การวิิ เคราะห์์แอมพลิิ คอน (amplicon) 
จาก real-time PCR ภายในหลอดทดลองเดีียวกัน13 จะช่่วยให้้เพิ่่ � มความไวและความจำำ �เพาะในการตรวจหา	
สารพันธุุกรรม สำำ �หรัับในกรณีที่่ � ผลไม่่ชััดเจน จะช่่วยลดขั้้ � นตอนการทำำ �ซ้ำำ� �ใน real-time RT-PCR ได้้อย่่างมีี
ประสิิ ทธิิ ภาพ

การออกแบบการศึึกษา
พััฒนาวิิ ธีี การตรวจ real-time RT-PCR ด้วย US-CDC protocol สำำ �หรัับการตรวจวิิ เคราะห์์หาสาร	

พัันธุุกรรมของเชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� เอ (influenza A virus) โดยนำำ � PCR product มาวิิ เคราะห์์	
ต่่อด้้วยการวิิ เคราะห์์ melting curve เพ่ื่� อเพิ่่ � มประสิิ ทธิิ ภาพการตรวจวิิ เคราะห์์ให้้มีีความไวและ	
ความจำำ �เพาะเพิ่่ � มมากขึ้้ � น

การคัดเลืื อกตัวอย่่าง
คััดเลืื อกตััวอย่่างทางคลิิ นิิกที่่ � แพทย์์สงสััยว่่าติิดเชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ และมีีอาการไข้้ (อุุณหภููมิิ 	

≥ 37.8 °C) ไอ มีน้ำำ� �มูก หรืื ออย่่างใดอย่่างหนึ่่ � ง จากตััวอย่่าง nasal swab และ nasopharyngeal swab 	
ที่่ � เหลืื อจากกระบวนการตรวจวิิ เคราะห์์ (left-over specimen) ข องห้้องปฏิิบััติิการไวรัสวิิ ทยา ภาควิิ ชา	
พยาธิิ วิิ ทยา คณะแพทยศาสตร์์โรงพยาบาลรามาธิิ บดีี มหาวิิ ทยาลััยมหิิดล รว มได้้จำำ �นวน 216 ตัวอย่่าง 	
ที่่ � มีีปริิ มาตรสำำ �หรัับใช้้ในการสกััดสารพันธุุกรรมขั้้ � นต่ำำ � � 200 µL

การสกััดสารพันธุกรรม (Nucleic Acid Extraction)
ผสมตััวอย่่างให้้เป็็นเนื้้ � อเดีียวกันด้้วย vortex เป็็นเวลาประมาณ 1-2 นาทีี จากนั้้ � นดููดตัวอย่่าง	

ปริิ มาตร  200 µL สกััดสารพันธุุกรรมโดยใช้้ชุุดสกััด MagDEA Dx SV ด้วยเครื่่ � องสกััดสารพันธุุกรรม	
แบบอััตโนมััติิ magLEAD 12gC (Precision System Science Co, Ltd, Matsudo, Japan) หลัังจากนั้้ � น
นำำ �สารพันธุุกรรมที่่ � สกััดแล้้วเก็็บไว้้ที่่ � อุุณหภููมิิ -20 °C หรืื อ -80 °C ก่อนทำำ �การทดสอบในขั้้ � นตอนถััดไป

การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ด้้วย Multiplex PCR-Liquid Chip (NxTAG® 
Respiratory Pathogen Panel Kit) 

เตรีี ยมชุุดทดสอบ NxTAG® Respiratory Pathogen Panel kit (Diasorin, Italy) และนำำ �	
ตััวอย่่างที่่ � ผ่่านการสกััดสารพันธุุกรรมด้้วย Maglead ปริิ มาตร  36 µL ใส่่ลงในรีี เอเจนต์์ (reagents) 	
แล้้วนำำ �ไปเพิ่่ � มปริิ มาณสารพันธุุกรรมโดยอาศััยหลัักการ multiplex PCR และ bead hybridization 	
ตาม PCR conditions ที่่ � ระบุุในคู่่�มืื   อ หลัังจากนั้้ � นนำำ �ไปอ่่านด้้วยเครื่่ � อง Luminex MAGPIX Instrument 	

วิิ ธีี การศึึกษา
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โดยอาศััยหลัักการ flow cytometry14 และแปลผลการทดสอบด้้วย xPONENT® software version 4.3 	
ซึ่่ � งจะแสดงผลการทดสอบเชิิงคุุณภาพจากการตรวจจัับกรดนิวคลีี อิิกของเชื้้ � อก่่อโรคระบบทางเดิิน	
หายใจแบบอััติิโนมััติิ

การตรวจหาสารพันธุกรรมด้้วย Real-Time RT-PCR for US-CDC Protocol
เป็็นการตรวจหาสารพันธุุกรรมด้้วย Real-time PCR แบบปกติิทั่่ � วไป หรืื อในการทดลองนี้้ � เรีี ยก 

“standard real-time PCR” โดยใช้้ไพรเมอร์์ (primer) และโพรบ (probe) ที่่ � จำำ �เพาะต่่อยีีนเป้้าหมาย	
ในส่่วนของ matrix (M) gene ของเชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� เอ จาก US-CDC protocol (ตารางที่่ �  1)

ขั้้ � นตอนการเตรีี ยมสารตั้้ � งต้้น (master mix preparation step) : ทำ ำ �การละลาย RNA และ	
ชุุด SOLIScript One-step Multiplex Probe kit (Solis BioDyne OÜ, Tartu, Estonia) เตรีี ยมไพรเมอร์์ 	
โพรบ และส่่วนผสมปฏิิกิิริิ ยา (ตารางที่่ �  2) ผสมส่่วนผสมปฏิิกิิริิ ยาให้้เข้้ากัันดีีโดยปิิ เปต (pipette) ขึ้้ � นลง 	
10 ครั้้ � ง ถ่ ายโอนลงในหลอด  PCR แบบเรีี ยลไทม์์หรืื อเพลต 96 หลุุม ขั้้  � นตอนทั้้ � งหมดควรดำำ �เนิินการ	
บนน้ำำ� �แข็็งและหลีี กเลี่่ � ยงการสัมผััสแสง

ขั้้ � นตอนการเพิ่่ � มปริิ มาณสารพันธุุกรรม (DNA amplification step) : หลัังจากเตรีี ยมส่่วนผสม
ปฏิิกิิริิ ยาเสร็็ จแล้้ว ให้้เติิม RNA 5 µL จากการสกััด RNA ใส่่ตััวควบคุุมคุุณภาพผลบวก (positive control) 
และตััวควบคุุมคุุณภาพผลลบ (negative control) ในทุุกการทดลอง ปริิ มาตรรวมในหลุุม คืื อ 25 µL 	
การกำำ �หนด real-time PCR conditions ของการตรวจวิิ เคราะห์์หาสารพันธุุกรรมของเชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ 	
ประกอบด้้วย ขั้้ � นตอน revere transcription step ที่่ � อุุณหภููมิิ 50 °C เป็็นเวลา 30 นาทีี ตามด้้วยการทำำ �ให้้	
ขั้้ � นตอน inactivation ของ revere transcription step  ที่่ � อุุณหภููมิิ 95 °C เป็็นเวลา 2 นาทีี จากนั้้ � นเข้้าสู่่�  	
ขั้้ � นตอน amplification steps 45 รอบ โดยประกอบด้้วย denaturation 95 °C เป็็นเวลา 15 วิิ นาทีี และ	
ขั้้ � นตอน annealing และ DNA extension แบบ 2-step ใช้้อุุณหภููมิิที่่ �  55 °C เป็็นเวลา 30 วิิ นาทีี และ	
บัันทึึ กข้้อมููล (data collection) ที่่ � ขั้้ � นตอนนี้้ �  ตามคำำ �แนะนำำ �การใช้้งานของผู้้�  ผลิิ ต BioRad CFX 96 (Bio-Rad 	
Laboratories, Hercules, CA, USA)

ตารางท่ี 1. Oligonucleotide Sequence ของ Primers และ Probe จาก US-CDC Protocol12

Primer/Probe DNA Sequence Specific Region

Flu A-Forward 5'-GAC CRA TCC TGT CAC CTC TGA C-3' Matrix (M) gene

Flu A-Reverse 5'-AGG GCA TTY TGG ACA AAK CGT CTA -3' Matrix (M) gene

Flu A-FAM 5'-TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG -3'-BHQ1 Matrix (M) gene

ตารางท่ี 2. การเตรี ยมส่วนผสมหลัก 
Reagent Microliter/Reaction Final Concentration

40x One-step SOLIScript Mix 0.5 µL 1x

5x One-step Multiplex Probe Mix 4 µL 1x

Flu A-Forward primer 0.5 µL 1.0 µM

Flu A-Reverse primer 0.5 µL 1.0 µM

Flu A-Probe 0.5 µL 0.25 µM

RNA template 5 µL -

Water, nuclease free Up to 20 µL -

Total reaction volume 20 µL -
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การตรวจ In-House Melting Curve Analysis (IH-MCA) Assay for Real-Time RT-PCR Product
ขั้้ � นตอนการวิิ เคราะห์์ภายหลัังจากปฏิิกิิริิ ยา PCR เสร็็ จสิ้้ � น (post-PCR analysis step) : ทำำ �การเจืื อจาง 	

SYBR® Green I nucleic acid gel stain (Invitrogen, USA) จาก 10,000x เป็็น 10x สำำ �หรัับใช้้งาน	
เม่ื่� อปฏิิกิิริิ ยา real-time PCR สิ้้ � นสุุดลง โดยดููดสารละลาย SYBR® Green I ปริิ มาตร 2.78 µL (10x) 	
ใส่่ลงไปใน PCR product แต่่ละหลุุม เพ่ื่� อให้้ได้้ความเข้้มข้้นสุุดท้ายของ SYBR® Green I เท่่ากัับ 1x 	
ในขั้้ � นตอนการวิิ เคราะห์์ melting curve จะใช้้อุุณหภููมิิที่่ �  60 °C ถึึ ง 95 °C ที่่ � มีีอััตราการปรัับอุุณหภููมิิ	
เท่่ากัับ 0.5 °C ในเวลา 0.05 วิิ นาทีี โดยใช้้ BioRad CFX 96 สำำ �หรัับการวิิ เคราะห์์ melting curve และ	
บัันทึึ กสััญญาณ (data collection) ในขั้้ � นตอนนี้้ �

การแปลผล (result Interpretation) : อ่านค่่า melting temperature ของ melting curve เปรีี ยบ
เทีียบกัับ positive และ negative control กรณีที่่ � มีีค่่า melting temperature เท่่ากัับ 81.75 (±1) °C 	
ให้้แปลการทดสอบเป็็นบวก (positive) กรณีที่่ � มีีค่่า melting temperature ไม่่สอดคล้้องกัับกรณี	
การแปลผลการทดสอบเป็็นบวก ให้้แปลผลผลการทดสอบเป็็นลบ (negative)

หากมีีการกลายพัันธุ์์� ภายในบริิ เวณแอมพลิิ คอนอาจส่่งผลให้้ค่่า melting temperature (Tm) 	
เปลี่่ � ยนไปจากช่่วงที่่ � กำำ �หนด การยืื นยัันว่่าเป็็น เชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� เอ ในกรณีที่่ � ได้้ค่่า melting 
temperature เบี่่ � ยงเบนออกจากช่่วงที่่ � กำำ �หนดไว้้ สามารถนำำ �ตัวอย่่างไปตรวจยืื นยัันด้้วยวิิ ธีี อื่่ � น เช่่น 	
ชุุดตรวจมาตรฐาน real-time PCR, DNA sequencing, และ next generation sequencing (NGS) 
เป็็นต้้น นอกจากนี้้ �  การนำำ �สายพัันธุ์์�ที่่  � มีีการกลายพัันธุ์์�   มาทดสอบเพิ่่ � มเติิม จะช่่วยกำำ �หนดขอบเขตของ	
ค่่า melting temperature ที่่ � สามารถระบุุเชื้้ � อก่่อโรคได้้อย่่างแม่่นยำำ �และอาจนำำ �ไปสู่่�  การจัดเกณฑ์์เฝ้้าระวััง
สำำ �หรัับการตรวจพบ mutated strain ในการใช้้การวิิ เคราะห์์ melting curve ต่อไป

การประเมิิน ประสิิ ทธิิ ภาพ (Diagnostic Performance Evaluation)
เปรีี ยบเทีียบผลการศึึ กษาระหว่่าง IH-MCA) assay for real-time RT-PCR product และ multiplex 	

PCR-liquid chip (NxTAG® Respiratory Pathogen Panel kit) เพ่ื่� อวิิ เคราะห์์ความไว  (sensitivity)	
ความจำำ �เพาะ (specificity) ค่าการพยากรณ์ผลบวก (positive predictive value, PPV) ค่าการพยากรณ์	
ผลลบ (negative predictive value, NPV) ความถููกต้้อง (accuracy) และความสอดคล้้องของวิิ ธีี ทดสอบ	
จะถููกวััดโดยค่่าสถิิติิ Kappa (κ) ซึ่่  � งจะคำำ �นวณโดยใช้้โปรแกรม MedCalc version 23.3.4 (MedCalc 	
Software, Ltd), R version 4.3.2 (R Project for Statistical Computing), และ RStudio version 	
2024.09.0-375 (R Project for Statistical Computing) ส่วนการประเมิินภาพรวมของวิิ ธีี ที่่ � พััฒนาขึ้้ � น	
จะพิิจารณาจากคุุณสมบััติิของวิิ ธีี การตรวจวิิ เคราะห์์ ราคา และระยะเวลาการทดสอบ

จากตััวอย่่างทั้้ � งหมด 216 ตัวอย่่าง ผ่านการทดสอบด้้วย multiplex PCR-liquid chip (NxTAG® 	
Respiratory Pathogen Panel kit) ให้้ผลการทดสอบเป็็นตััวอย่่างบวก 127 ตัวอย่่าง และ ตัวอย่่างลบ 	
89 ตัวอย่่าง เปรีี ยบเทีียบผลการตรวจเชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ระหว่่าง standard real-time PCR และ 	
IH-MCA assay for RT-PCR product โดยใช้้ multiplex PCR-liquid chip (NxTAG® Respiratory 	
Pathogen Panel kit) เป็็นชุุดตรวจอ้้างอิิง (ตารางที่่ �  3)

วิิ ธีี  IH-MCA assay for RT-PCR product ให้้ผลการทดสอบบวกตรงกััน 122 ตัวอย่่าง ให้้ผล	
การทดสอบลบตรงกััน 89 ตัวอย่่าง และให้้ผลการทดสอบเป็็นลบปลอม 5 ตัวอย่่าง มีค่่ามีีความไว อยู่่�ที่่   � 	
96.06% (95% CI, 91.05-98.71) ความจำำ �เพาะ ที่่ �  100.00% (95% CI, 95.94-100.00) ค่าการพยากรณ์	
ผลบวก เท่่ากัับ 100.00% (95% CI, 97.02-100.00) และค่่าการพยากรณ์ผลลบ อยู่่�ที่่   �  94.68% (95% CI, 	
88.29-97.68) โดยมีีความถููกต้้องของการทดสอบเท่่ากัับ 97.69% (95% CI, 94.68-99.24) ผลการทดสอบ	
แสดงให้้เห็็นว่่าประสิิ ทธิิ ภาพและความสอดคล้้องของวิิ ธีี การทดสอบเม่ื่� อเปรีี ยบเทีียบกัับวิิ ธีี อ้้างอิิง	
NxTAG® Respiratory Pathogen Panel มีความแม่่นยำำ �สูง มีความสอดคล้้องที่่ � มีีนััยสำำ �คัญทางสถิิติิ 	
(κ, 0.95; 95% CI, 0.91-0.99; SE, 0.02; P < .001)

ผลการศึึกษา
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ตารางท่ี 3. ผลการทดสอบเปรี ยบเทียบวิ ธี อ้างอิงของ Standard Real-Time PCR และ IH-MCA 
Assay for RT-PCR Product

Method
Real-Time PCR

Standard IH-MCA Assay for RT-PCR Product

True positive 120 122

False positive 0 0

False negative 7 5

True negative 89 89

Abbreviations: IH-MCA, in-house melting curve analysis; PCR, polymerase chain reaction; RT-PCR, reverse transcription-	

polymerase chain reaction.

การทดสอบไม่่พบปฏิิกิิริิ ยาข้้าม (cross-reaction) กั บเชื้้ � อก่่อโรคสายพัันธุ์์�อื่ ่ � น โดยใช้้ตััวอย่่าง 	
clinical isolate ข องแต่่ละสายพัันธุ์์� จำ  ำ �นวนสายพัันธุ์์� ละ 1 ตั วอย่่าง ได้้แก่่ adenovirus (ADV), 	
coronavirus NL63 (CoV-NL63), coronavirus OC43 (CoV-OC43), cytomegalovirus (CMV), 	
Epstein-Barr virus (EBV), influenza B virus (Flu B), Haemophilus influenzae (H. influenzae), 	
herpes simplex virus type 1 (HSV-1), herpes simplex virus type 2 (HSV-2), human 	
metapneumovirus (hMPV), Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), Legionella species 	
(Legionella sp.), Moraxella catarrhalis (M. catarrhalis), parainfluenza virus type 3 (PIV3), 	
parainfluenza virus type 4 (PIV4), Pneumocystis jirovecii (PCP), human parvovirus B19 	
(PVB19), respiratory syncytial virus (RSV), rhinovirus, Staphylococcus aureus (S. aureus), 	
Toxoplasma gondii (TOX), และ varicella-zoster virus (VZV)

การประเมิินภาพรวมของวิิ ธีี ที่่ � พััฒนาขึ้้ � น สามารถทำำ �ได้้โดยการเปรีี ยบเทีียบระหว่่าง US-CDC	
protocol ในกรณีการทดสอบซ้ำำ� �ทุกขั้้ � นตอน (conduct repeated testing) การทดสอบซ้ำำ� �อีกครั้้ � งเฉพาะ 	
PCR (repeat PCR only) และ การทดสอบแบบ IH-MCA assay for RT-PCR product พบว่่า มีประสิิ ทธิิ ภาพ	
ในการตรวจวิิ นิิจฉััยแตกต่่างกัันเล็็กน้้อย ในด้้านต้้นทุุน (costs) มี ความแตกต่่างกัันมาก การทดสอบซ้ำำ� �	
โดยวิิ ธีี แบบปกติิมีีต้้นทุุน 272.15 บาท การทดสอบซ้ำำ� �เฉพาะ PCR มีต้้นทุุน 102.15 บาท และ IH-MCA 	
assay for RT-PCR product มีต้้นทุุนต่ำำ � �สุดเพีียง 32.06 บาท (เฉพาะราคาต้้นทุุน SYBR Green I ต่อ 	
1 ตัวอย่่าง มีต้้นทุุนเท่่ากัับ 1 สตางค์์) ด้านระยะเวลาการทดสอบ การทดสอบซ้ำำ� �โดยวิิ ธีี แบบปกติิใช้้เวลา 	
2.15 ชั่่ � วโมง การทดสอบซ้ำำ� �เฉพาะ PCR ใช้้เวลา 1.44 ชั่่ � วโมง และ IH-MCA assay for RT-PCR product 	
ใช้้เวลาน้้อยสุุดเพีียง 0.30 ชั่่ � วโมง (ตารางที่่ �  4)

แนวทางในการรายงานผลบวกไม่่จำำ �เป็็นต้้องมีีการทดสอบซ้ำำ� �ทุกราย การเพิ่่ � มขั้้ � นตอนการวิิ เคราะห์์ 
melting curve แนะนำำ �ให้้นำำ �มาใช้้แทนการทดสอบซ้ำำ� �ในกรณีที่่ � ผลคลุุมเครืื อ เช่่น ในกรณีที่่ � มีีสััญญาณ	
เกิิดขึ้้ � นเหนืื อเส้้น baseline threshold ในช่่วงท้้ายของปฏิิกิิริิ ยา real-time PCR เม่ื่� อตััวอย่่างที่่ � ทดสอบนั้้ � น	
ไม่่เพีียงพอต่่อการตรวจวิิ เคราะห์์ซ้ำำ� �  สามารถนำำ �ตัวอย่่างที่่ � ผ่่านกระบวนการทำำ �  real-time PCR มาแล้้ว	
ก่่อนหน้้านี้้ �  ทดสอบเพิ่่ � มเติิมด้้วยการวิิ เคราะห์์ melting curve

สำำ �หรัับการวิิ เคราะห์์ต้้นทุุนควรนำำ �ต้นทุุนของหลอดทดลองที่่ � ใช้้เป็็นตััวควบคุุมคุุณภาพผลบวก 	
และตััวควบคุุมคุุณภาพผลลบ มารวมการคำำ �นวณด้้วย เน่ื่� องจากเป็็นการทดสอบในทุุกครั้้ � ง สำ ำ �หรัับ	
การวิิ เคราะห์์ melting curve โดยทั่่ � วไปสามารถทำำ �การวิิ เคราะห์์ melting temperature ของตััวควบคุุม
คุุณภาพผลบวกและตััวควบคุุมคุุณภาพผลลบได้้ ภายในรอบการทดสอบเดีียวกันโดยไม่่มีีขั้้ � นตอนและ	
ค่่าใช้้จ่่ายเพิ่่ � มเติิม ซึ่่  � งเป็็นข้้อได้้เปรีี ยบเม่ื่� อเทีียบกัับการทดสอบซ้ำำ� �  เน่ื่� องจากช่่วยเพิ่่ � มความถููกต้้อง 	
ลดค่าใช้้จ่่ายในด้้านต้้นทุุนและระยะเวลาที่่ � ใช้้ในกระบวนการตรวจวิิ เคราะห์์ที่่ � สั้้ � นลง
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ตารางท่ี 4. ประสิทธิ ภาพการตรวจวิ เคราะห์ ต้นทุน และเวลาท่ีใช้ สำ �หรับตรวจหาไวรสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุเอ

Topic
Real-Time PCR

Conduct Repeated Testing Repeated PCR Only IH-MCA Assay for RT-PCR Product

Diagnostic Value, % 95% CI Value, % 95% CI Value, % 95% CI

Sensitivity 94.49 88.97-97.76 94.49 88.97-97.76 96.06 91.05-98.71

Specificity 100.00 95.94-100.00 100.00 95.94-100.00 100.00 95.94-100.00

PPV 100.00 96.97-100.00 100.00 96.97-100.00 100.00 97.02-100.00

NPV 92.71 86.09-96.31 92.71 86.09-96.31 94.68   88.29-97.68 

Accuracy 96.76 93.44-98.69 96.76 93.44-98.69 97.69 94.68-99.24

Costs Number Price, ฿ Number Price, ฿ Number Price, ฿

DNA extraction 1 Rx 170.00 None 0 None 0

Reagent 1 Rx 54.00 1 Rx 54.00 1 Rx 0.01

Materials 1 well 48.15 1 well 48.15 1 well 32.05

Total 272.15 102.15 32.06

Turnaround Time Work Flow for Conduct Work Flow for PCR Only Work Flow for IH-MCA Assay for

Repeated Testing RT-PCR Product

Time 2 h 15 min 1 h 44 min 30 min

Abbreviations: IH-MCA, in-house melting curve analysis; NPV, negative predictive value; PCR, polymerase chain reaction; PPV, positive predictive value; 	

RT-PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction; Rx, reaction.

การตรวจหาสารพันธุุกรรมของเชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ด้้วย IH-MCA assay for RT-PCR product 
อาศััยหลัักการ real-time PCR ประกอบด้้วย 2 ขั้้ � นตอน ได้้แก่่ หลัักการทดสอบแบบ hydrolysis probe 
detection และการวิิ เคราะห์์ melting curve โดยเริ่่ � มจากการเพิ่่ � มจำำ �นวนชิ้้ � นส่่วน DNA เป้้าหมายและ
วิิ เคราะห์์สััญญาณด้้วย hydrolysis probe ในหลอดทดลอง หลัังจากนั้้ � นนำำ �เอา PCR products มาทำำ �	
การวิิ เคราะห์์ melting curve analysis ซึ่่ � งเป็็นกระบวนการตรวจวิิ เคราะห์์หลัังจาก PCR เสร็็ จสิ้้ � นแล้้ว 
(post-PCR) ต่างจากการศึึ กษาของ Lind และคณะ15 Cheah และคณะ16 รวมทั้้ � ง Van Poucke และคณะ17 	
ซึ่่ � งเป็็นการเตรีี ยม sequence-specific probes และ DNA binding dyes ก่อนเริ่่ � มปฏิิกิิริิ ยา real-time PCR 	
(pre-PCR ) ซึ่่ � งเป็็นการเตรีี ยมสารละลายต่่าง ๆ ไว้้ในหลอดเดีียวกัน โดยจะทำำ �การวิิ เคราะห์์ผลการทดสอบ	
เม่ื่� อปฏิิกิิริิ ยา real-time PCR สิ้้ � นสุุดลงแล้้ว

จากการศึึ กษาวิิ จััยในครั้้ � งนี้้ � พบว่่า hydrolysis probe ที่่ � ใช้้ในขั้้ � นตอน real-time PCR ไม่่ก่่อให้้เกิิด
สััญญาณรบกวนในการวิิ เคราะห์์ melting curve เน่ื่� องจากโมเลกุุลของ fluorophore เช่่น FAM ไม่่มีี
คุุณสมบััติิเป็็น DNA binding dye จึึ งไม่่สามารถแข่่งขัันเพ่ื่� อทำำ �ปฏิิกิิริิ ยาในการจับกัับ DNA สายคู่่�    หรืื อ
รบกวนกระบวนการวิิ เคราะห์์ melting curve ได้้ นอกจากนี้้ �  โพรบจะถููกย่่อยโดยเอนไซม์ DNA polymerase 
ทำำ �ให้้ fluorophore แยกตััวออกจากสาย DNA และไม่่ส่่งผลต่่อการตรวจวััดด้วยอุุณหภููมิิที่่ �  DNA ค่อย ๆ 
สลายพัันธะคู่่�  ในขั้้ � นตอนการวิิ เคราะห์์ melting curve

กลุ่่�  มตััวอย่่างที่่ � ให้้ผลการทดสอบเป็็นผลลบปลอม (false negative) จำ ำ �นวน 7 ร าย สำำ �หรัับเชื้้ � อ	
ไวรัสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� เอนั้้ � น พบว่่า มีตััวอย่่าง 2 ราย เม่ื่� อยืื นยัันผลการทดสอบด้้วยวิิ ธีี อื่่ � นพบว่่า ติดเชื้้ � อ
เชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� เอ ส่ วนตััวอย่่างที่่ � เหลืื ออีีก 5 ร าย ใน standard real-time PCR และ 	
IH-MCA assay for RT-PCR product ที่่  � ให้้ผลเป็็นลบอาจเกิิดจากการเสื่่ � อมสภาพของ RNA (RNA 	
degradation) ในกระบวนการจัดเก็็บหรืื อขนส่่งตััวอย่่างก่่อนการทดสอบ

อภิิปรายผล
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การทดสอบปฏิิกิิริิ ยาข้้ามของเชื้้ � อก่่อโรค 22 สายพัันธุ์์�   ไม่่พบการเพิ่่ � มขยายชิ้้ � นส่่วนสารพันธุุกรรม
เกิิดขึ้้ � น เน่ื่� องจากทาง US-CDC มี การออกแบบไพรเมอร์์ที่่ � ดีีและบริิ เวณยีีนเป้้าหมายเป็็นบริิ เวณที่่ � มีี	
การอนุุรัักษ์์สููงจึึ งทำำ �ให้้ไพรเมอร์์มีีความจำำ �เพาะกัับเชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� เอ แม้้ในบางกรณี	
แอมพลิิ คอนของเชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� เอก็็มีีค่่า melting temperature ที่่  � แตกต่่างกััน 	
ซึ่่ � งมีีสาเหตุุจากไวรัสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� เอมีีการกลายพัันธุ์์� ในส่่วนของ Matrix (M) gene ส่ งผลให้้ 	
amplification curve18 และ melting temperature มีความแตกต่่างกัันจากการกลายพัันธุ์์�ข องเชื้้ � อ	
ไวรัสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� เอดัังกล่่าว

ดัังนั้้ � น ในการตรวจวิิ เคราะห์์สารพันธุุกรรมของเชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� เอด้้วย real-time 
RT-PCR สามารถนำำ �มาวิิ เคราะห์์ต่่อได้้ด้้วยการวิิ เคราะห์์ melting curve อย่่างไรก็ตาม หากผลการทดสอบ
ของทั้้ � ง 2 วิิ ธีี  สอดคล้้องกัันก็็สามารถยืื นยัันได้้ว่่าการทำำ � real-time PCR และการวิิ เคราะห์์ melting curve 
ให้้ผลถููกต้้องและสอดคล้้องกััน เน่ื่� องจากค่่า melting temperature ที่่ � นำำ �มาวิิ เคราะห์์นั้้ � น ได้้มาจาก	
ชิ้้ � นส่่วนสารพันธุุกรรมที่่ � มาจากโอลิิ โกนิิวคลิิ โอไทด์์ไพร์์เมอร์์ (oligonucleotide primers) ชุ ดเดีียวกัน 	
ในกรณีที่่ � ให้้ผลไม่่สอดคล้้องกัันเราสามารถนำำ �มาใช้้เป็็นข้้อสัังเกตหรืื อการแจ้้งเตืื อน เพ่ื่� อทำำ �การทดลอง	
ซ้ำำ� �ใหม่่อีีกครั้้ � ง โดยใช้้น้ำำ� �ยาเดิิมกล่่องใหม่่ หรืื อใช้้ชุุดน้ำำ� �ยาใหม่่จากบริิ ษััทอื่่ � น หรืื อใช้้วิิ ธีี การทดสอบ	
ที่่ � เหมาะสมสำำ �หรัับใช้้ในการตรวจหาเชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� เอเพ่ื่� อวิิ เคราะห์์และยืื นยัันผลการทดสอบ
ซ้ำำ� �อีกครั้้ � ง เพ่ื่� อการสนัับสนุุนการวิิ นิิจฉััยของแพทย์์และส่่งผลให้้ผู้้�ป่  วยได้้รัับการรักษาพยาบาลที่่ � ถููกต้้อง 	
ซึ่่ � งจะช่่วยลดอัตราการเจ็็บป่่วยและการเสีี ยชีีวิิ ตจากรัักษาพยาบาลด้้วยโรคไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� เอลงได้้

IH-MCA assay for RT-PCR product ที่่ � ได้้รัับการพัฒนาจาก US-CDC protocol สามารถนำำ �มา
ใช้้เป็็นเครื่่ � องมืื อทางการแพทย์์ในการตรวจวิิ เคราะห์์และยืื นยัันเชื้้ � อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� เอ โดยมีี	
ค่่าใช้้จ่่ายเพิ่่ � มเติิมเพีียง 32 บาท ซึ่่  � งสามารถลดระยะเวลาในการยืื นยัันผลการทดสอบได้้ถึึ ง 4.5 เท่่า 	
และลดผลลบปลอมได้้ถึึ ง 1.4 เท่่า ทำำ �ให้้ผู้้�ป่  วยได้้รัับผลวิิ นิิจฉััยโรคที่่ � ถููกต้้องและแม่่นยำำ �ขึ้้ � น

สรุุปผล
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