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เชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 ด้้วย Real time RT-PCR แบบขั้้�นตอนเดีียว
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บทคััดย่่อ
	ชุ ุดตรวจ Cobas® SARS-CoV-2 มีีกระบวนการสกััดสารพันธุุกรรม และการเพิ่่�มปริิมาณของสาร 
พัันธุุกรรมรวมถึึงการตรวจวัดสััญญาณของ fluorescent ของตััวตรวจจัับ (TaqMan Probe) ด้ ้วยวิิธีี  
Multiplex Real-time RT-PCR ในเครื่่�องเดีียวกััน โดยยีีนเป้้าหมายคืือบริิเวณตำแหน่่ง Open Reading  
Frame (ORF 1a/b) และ Nucleocapsid Protein (N) Gene ระยะเวลาที่่�ใช้้ในการตรวจและรายงานผล  
ประมาณ 20 นาทีี ความไวของการตรวจวิิเคราะห์์เชื้้�อ SARS-CoV-2 (Sensitivity): 0.012 TCID50/mL or  
12 copies/ml  การวิิจััยนี้้�เป็็นการศึึกษาเชิิงวิิเคราะห์์ ใช้้ในการประเมิินประสิิทธิิภาพ ความไว ความจำเพาะ  
และความถููกต้้อง ของการตรวจวิิเคราะห์์หาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 ด้้วยวิิธีี Real time  
RT-PCR แบบขั้้�นตอนเดีียว เปรีียบเทีียบกัับวิิธีี Real time RT-PCR ปกติิ ในกลุ่่�มตััวอย่่าง 60 ตััวอย่่าง  
แบ่่งเป็็นตััวอย่่างที่่�พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 จำนวน 30 ตััวอย่่าง และตััวอย่่างที่่�ไม่่พบ 
สารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 จำนวน 30 ตััวอย่่าง พบว่่า วิิธีี Real time RT-PCR แบบขั้้�น
ตอนเดีียว ให้้ผลตรงกัับวิิธีีมาตรฐาน คิิดเป็็นความไว (sensitivity) 100% และความจำเพาะ (specificity)  
100% ที่่�ค่่าระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% CI มีีช่่วงค่่าความเชื่่�อมั่่�น (confident interval) อยู่่�ที่่� 88.40% - 100%  
การตรวจยืืนยัันผู้้�ติดเชื้้�ออย่่างรวดเร็็ว จะช่่วยผู้้�ป่่วยให้้ได้้รัับการรัักษา ทั้้�งยัังสามารถสนัับสนุุนภารกิิจทางทหาร 
เมื่่�อได้้รัับการร้้องขอ เคร่ื่�องมืือการตรวจยืืนยัันผลการวิินิิฉััยในขั้้�นตอนเดีียว สามารถลดระยะเวลา และ 
ต้้นทุุนในการตรวจ ผลลััพธ์์ที่่�ได้้จะสามารถนำมาเป็็นแนวทางในการปฏิิบััติิงานทางห้้องปฏิิบััติิการ อัันจะเป็็น 
ประโยชน์์ในการสนัับสนุุนงานทางด้้านการบริการทางการแพทย์์แก่่กองทััพบก ลดความสููญเสีียอัันมีีเหตุุจากการ 
ติิดเชื้้�อโรคโควิิด 19 และควบคุุมการแพร่่ระบาดของโรคต่่อไป
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Efficiency study of a One-step RT-PCR compared with Real-
time RT-PCR for SARS-CoV-2. 
Min Kramyoo, Kamonwan Siriwattanakul, Kunakorn Kana and Darunee Utennam 
Armed Forces Research Institute of Medical Sciences, Bangkok, Thailand

Abstract

	 The COVID-19 pandemic was caused by SARS-CoV-2 infections. RTA-AFRIMS provided 
real-time reverse transcription polymerase chain reaction (real-time RT-PCR), one of the gold 
standards for SARS-CoV-2 detection, in response to the pandemic and in support of its military 
missions and Thai public health. The Cobas Liat SARS-CoV-2 system, which was the first U.S. 
Food and Drug Administration authorized Point-of-Care RT-PCR test, was claimed to offer highly 
sensitive and rapid SARS-CoV-2 nucleic acid detection. Considering the potential establishment 
of this new diagnostic technology in the RTA-laboratory, we evaluated its efficiency, sensitivity, 
and specificity.

	 Sixty nasopharyngeal swabs in viral transport medium were tested by both real-time 
RT-PCR and the Cobas Liat SARS-CoV-2 system. The results from the two procedures were then 
analyzed for sensitivity and specificity. The results of the two assays showed 100% agreement, 
for both positive and negative samples, with a correlation level of 0.98. The Point-of-Care Cobas 
Liat SARS-CoV-2 system produced results concordant with real-time RT-PCR and required less 
time and processing. Based on this assessment, the system was established in the diagnostic 
laboratory to support both military and civilian tasks.   
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บทนำ

	 เชื้้�อไวรััสโควิิด-19 (Covid-19) เป็็นเชื้้�อไวรััสสายพัันธุ์์�ใหม่่ที่่�มีีการแพร่่ระบาดใหญ่่ทั่่�วโลก โดยมีีการระบาด 
ครั้้�งแรกในช่่วงปลายปีี พ.ศ. 2562 และได้้รัับการประกาศให้้เป็็นโรคระบาดใหญ่่ทั่่�วโลก (Pandemic) โดยองค์์การ 
อนามััยโลก1 ในเดืือนมีีนาคม พ.ศ.2563 ซ่ึ่�งในปััจจุุบัันได้้มีีรายงานจากWHO ณ วัันที่่� 27 กัันยายน พ.ศ. 2565  
มีีผู้้�ป่่วยติิดเชื้้�อยืืนยัันสะสมทั่่�วโลกอยู่่�ที่่�จำนวน 612,236,677 ราย เสีียชีีวิิตจำนวน 6,514,397 ราย โดยประเทศไทย 
มีีผู้้�ป่ ่วยติดเชื้้�อยืืนยัันสะสมอยู่่�ที่่� 4,678,671 ราย เสีียชีีวิิตจำนวน 32,726 ราย2 ซึ่่�งจากสถานการณ์์ปััจจุุบััน  
พบผู้้�ติิดเชื้้�อรายใหม่่น้้อยลง โดยตั้้�งแต่่ มกราคม - ธัันวาคม 2567 พบผู้้�ติดเชื้้�อ 45,415 รายและผู้้�เสีียชีีวิิตจำนวน 
220 ราย3

	 โรคโควิิด 19 เกิิดจากโคโรนาไวรััสสายพันธุ์์�ใหม่่ เป็็นไวรััสอาร์์เอ็็นเอ (RNA) ชนิิดสายเดี่่�ยว ที่่�ยัังไม่่เคย 
พบมาก่่อน จึึงเรีียกไวรััสนี้้�อย่่างไม่่เป็็นทางการว่่า “nCoV-2019” มีีที่่�มาจากคำว่่า New Coronavirus 2019  
ในเดืือนกุุมภาพัันธ์์ พ.ศ. 2563 องค์์การอนามััยโลกได้้ประกาศชื่่�อโรคนี้้�อย่่างเป็็นทางการว่่า “COVID-19” (โควิิด19)  
มาจากคำว่่า “Coronavirus Disease 2019” หมายถึงโรคที่่�เกิดิจากไวรัสัโคโรนาที่่�ระบาดในปีี 2019 ซ่ึ่�งในวันัเดียีวกััน  
คณะกรรมการระหว่่างประเทศว่่าด้้วยอนุุกรมวิิธานของไวรััส (ICTV) ประกาศว่่าไวรััส nCoV-2019 เป็็นสายพัันธุ์์�ของ 
ไวรััสโคโรนาที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับโรคทางเดิินหายใจเฉีียบพลัันรุุนแรงเช่่นเดีียวกัับโรค SARS จึึงเรีียกชื่่�อไวรััสนี้้� ว่่า Severe  
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) ไวรััสชนิิดนี้้�ทำให้้เกิิดการติิดเชื้้�อทางเดิินหายใจ  
โดยผู้้�ที่่�ติิดเชื้้�อร้้อยละ 80 จะไม่่แสดงอาการ บางรายมีีอาการแบบโรคติิดเชื้้�อในทางเดิินหายใจส่่วนบน เช่่น เจ็็บคอ  
น้้ำมููกไหล ผู้้�ติิดเชื้้�อประมาณร้้อยละ 15 จะมีีอาการชััดเจน เช่่น ไอ และไอมีีเสมหะ บางรายอาจจะมีีไข้้ โดยเฉพาะ 
ผู้้�สููงอายุุที่่�อาจมีีไข้้ หายใจเร็็ว หอบจากปอดบวม และอาจมีีอาการอุุจจาระร่่วงร่่วมด้้วย ส่่วนผู้้�ติิดเชื้้�อร้้อยละ 5 จะมีี 
อาการป่่วยรุุนแรง หายใจเร็็ว หอบ จนถึึงการหายใจล้้มเหลวและอาจเกิิดภาวะช็็อคได้้4

	 Real-time reverse transcription polymerase chain reaction (real-time RT-PCR) เป็็นวิิธีีมาตรฐาน
ในการตรวจยืืนยัันโรคโควิิด 19 โดยเป็็นการตรวจหาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััส SARS-CoV-2 ซึ่่�งมีีความจำเพาะสููง  
ต้้องการผู้้�เชี่่�ยวชาญในการตรวจวิิเคราะห์์ และมีีข้้อจำกััดในการต้้องใช้้ระยะเวลานานในการตรวจวิิเคราะห์์ในห้้อง 
ปฏิบิัตัิกิาร ซึ่่�งในการตรวจวิเคราะห์์จนถึึงการออกผลหนึ่่�งรอบจะใช้้เวลาประมาณ 3 – 5 ชั่่�วโมง และอาจนานขึ้้�นหากมีี 
จำนวนการส่่งตััวอย่่างตรวจวิิเคราะห์์เป็็นจำนวนมาก

	 การทดสอบแบบ One-step RT-PCR เป็็นการทดสอบด้้วยชุุดตรวจ Cobas® SARS-CoV-2 Nucleic Acid 
Test ใช้้งานร่่วมกัับเครื่่�องมืือ Cobas Liat System ซึ่่�งเป็็นเครื่่�องมืือทดสอบกรดนิิวคลีีอิิกแบบอััตโนมััติิ ที่่�ใช้้วิิธีีการ 
Real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)  เพื่่�อตรวจหาไวรััส SARS-CoV-2  
จากตัวัอย่่างที่่�ได้้จากการเก็บ็ด้วยไม้้สวอปทางจมููก (anterior nasal swab) และโพรงจมููกส่่วนลึกึ (nasopharyngeal 
swab) จากผู้้�ป่วยที่่�สงสัยัการติดิเชื้้�อ รวมถึงผู้้�ที่่�ไม่่มีอีาการแต่่เสี่่�ยงในการติดิเชื้้�อทางเดิินหายใจ การทดสอบนี้้�สามารถ 
ตรวจหาได้้อย่่างรวดเร็ว็ สะดวก และแม่่นยำ เพ่ื่�อช่่วยในการวินิจิฉัยัทางคลิินิกิ และควบคุมการติดเชื้้�อ5   ทำการตรวจหา 
แบบเรีียลไทม์์ และแปลผลการทดสอบไปที่่�หน้้าจอแสดงผล ใช้้เวลาทดสอบประมาณ 20 นาทีี เหมาะสำหรัับ 
การตรวจที่่�ต้้องการผลการตรวจหาแบบเร่่งด่่วน มีีความสะดวกเนื่่�องจากเป็็นระบบอััตโนมััติิ อุุปกรณ์์มีีขนาดเล็็ก 
ใช้้งานง่่าย และยัังช่่วยลดการปนเปื้้�อนที่่�เกิิดจากการทำงานได้้ (ตารางที่่� 1)
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ตารางที่่� 1 การเปรีียบเทีียบวิิธีีการตรวจ Covid-19 ระหว่่างวิิธีี Real time PCR และวิิธีีแบบขั้้�นตอนเดีียว  
ด้้วยเครื่่�อง Cobas® Liat SARS-CoV-2

	 เนื่่�องจากสถานการณ์์ปััจจุุบัันพบการระบาดของโรคโควิิด 19 เป็็นจำนวนมาก การตรวจยืืนยัันผู้้�ติิดเชื้้�อ 
อย่่างรวดเร็็ว จะช่่วยผู้้�ป่่วยให้้ได้้รัับการรัักษา ทั้้�งยัังสามารถสนัับสนุุนการตรวจให้้กัับภารกิิจทางทหารเมื่่�อได้้รัับการ 
ร้้องขอ ดังันั้้�น แผนกจุุลชีวีวิทิยา กองวิิจัยั สถาบันัวิิจััยวิทิยาศาสตร์์การแพทย์์ทหาร จึงึได้้พัฒันาขั้้�นตอนการปฏิบิัติัิงาน 
เป็็นแบบการตรวจยืืนยัันผลการวินิิฉััยในขั้้�นตอนเดีียว เพ่ื่�อลดระยะเวลา และต้้นทุุนในการตรวจ ผลลััพธ์์ที่่�ได้้ 
จะสามารถนำมาเป็็นแนวทางในการปฏิิบััติิงานทางห้้องปฏิิบััติิการ อัันจะเป็็นประโยชน์์ในการสนัับสนุุนงาน 
ทางด้้านการบริิการทางการแพทย์์แก่่กองทััพบก ลดความสููญเสีียอัันมีีเหตุุจากการติิดเชื้้�อโรคโควิิด 19 และควบคุุม 
การแพร่่ระบาดของโรคต่่อไป

วััตถุุประสงค์์ของการวิิจััย
	 1 เพื่่�อศึกึษาประสิทิธิภิาพ ความไว ความจำเพาะ และความถููกต้้อง ของการตรวจวิเคราะห์์หาโรค COVID-19 
ด้้วยชุุดตรวจหาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 แบบขั้้�นตอนเดีียว
	 2 เพ่ื่�อศึึกษาถึึงความสอดคล้้องของผลการตรวจหาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 แบบขั้้�นตอน
เดีียวกัับ	การตรวจหาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 (SARS-CoV-2) ด้้วยเทคนิิค Real time RT-PCR

รููปแบบการศึึกษา
	 การวิจิัยันี้้�เป็็นการศึกึษาเชิงิวิเิคราะห์์ ใช้้ในการประเมินิประสิทิธิภิาพ ความไว ความจำเพาะ และความถููกต้้อง  
ของการตรวจวิิเคราะห์์หาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 ด้้วยวิิธีี Real time RT-PCR แบบขั้้�นตอนเดีียว  
เปรีียบเทีียบกัับวิิธีี Real time RT-PCR ปกติิ โดยตััวอย่่างจะถููกตรวจวิิเคราะห์์ด้้วยทั้้�งสองวิิธีีควบคู่่�กััน

วิิธีีการศึึกษา 
	 ก. ประชากรเป้้าหมาย ตััวอย่่างที่่�ส่่งตรวจ ณ ห้้องปฏิิบััติิการไวรััสวิิทยา แผนกจุุลชีีววิิทยา กองวิิจััย  
สถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ทหาร ระหว่่างเดืือน ตุุลาคม 2564 - กัันยายน 2565 จำนวน 3,000 ตััวอย่่าง
	 ข. การเลืือกตััวอย่่าง กลุ่่�มตััวอย่่างได้้รัับการคััดเลืือกแบบเฉพาะเจาะจง ประกอบด้้วย ตััวอย่่างที่่�พบสาร 
พัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 และตััวอย่่างที่่�ไม่่พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 กรณีีที่่�ประชากร
มีีจำนวนแน่่นอน (Finite population) สามารถคิิดสููตรที่่�ใช้้ในการคำนวณขนาดของกลุ่่�มตััวอย่่าง ของ Lwanga 
&Lemshow,1991
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	 โดยการกำหนดตััวอย่่างเพ่ื่�อประมาณค่่าสััดส่่วนของประชากร และยอมให้้มีีความคลาดเคลื่่�อนจากค่่า 
ในประชากรไม่่เกิิน 3% (d = 0.03) ด้้วยความเชื่่�อมั่่�น 97 % (ตารางแจกแจง ค่่า z = 2.17) ค่่า P คำนวณจากค่่า 
ประเมิินที่่�ยอมรัับได้้ของการตรวจพบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 ด้้วยชุุดตรวจ ANDiS FAST SARS- 
CoV-2 RT-qPCR Detection Kit (Percent Agreement) ร้้อยละ 99 ดัังนั้้�น ค่่า P จึึงเท่่ากัับ 0.99 ได้้ขนาด 
ตััวอย่่างจำนวน 52 ตััวอย่่าง เพื่่�อเพิ่่�มความน่่าเชื่่�อถืือ ร่่วมกัับการประมาณการจากการสำรวจพื้้�นที่่� ผู้้�วิิจััยจึึงคาดว่่า 
จะสามารถเก็็บจำนวนตััวอย่่างทั้้�งสิ้้�น 60 ตััวอย่่าง โดยทำการคััดเลืือกตััวอย่่างที่่�ตรวจพบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััส 
โคโรนา 2019 จำนวน 30 ตััวอย่่าง และ ตััวอย่่างที่่�ตรวจไม่่พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 จำนวน 30  
ตััวอย่่าง การเลืือกกลุ่่�มตัวอย่่างเป็็นการเลืือกกลุ่่�มตัวอย่่างแบบเจาะจง (Purposive  sampling) เป็็นการเลืือก 
กลุ่่�มตััวอย่่างโดยพิิจารณาจากข้้อมููลผลการตรวจจากห้้องปฏิิบััติิการที่่�มีีเฉพาะเลขรหัสของตััวอย่่าง ลัักษณะของ
กลุ่่�มที่่�เลืือกเป็็นไปตามวััตถุุประสงค์์ของการวิิจััย

เครื่่�องมืือที่่�ใช้้ในการวิิจััย
	 1. การตรวจหาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 ด้้วย ชุุดน้้ำยา ANDiS FAST SARS-CoV-2 RT-
qPCR Detection Kit ขั้้�นตอนการตรวจมีีดัังนี้้� 
		  1.1 สกััดสารพัันธุุกรรมจากตััวอย่่างด้้วย ชุุดน้้ำยาสกััดสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ SARS-CoV-2 เป็็น
ชุุดน้้ำยาสำเร็็จรููปที่่�ใช้้งานกัับระบบสกััดแบบอััตโนมััติิหลัักการ magnetic beads-based ในการสกััดแยกสาร 
พัันธุุกรรมของอาร์์เอ็็นเอไวรััสจากตััวอย่่างชีีวภาพ สกััดสารพัันธุุกรรมจากสิ่่�งส่่งตรวจที่่�ปริิมาตร 200 ไมโครลิตร  
ได้้ปริิมาตรสารพัันธุุกรรมสุุดท้้าย (Elution Volume) มีีปริิมาตรประมาณ 100 ไมโครลิิตร
		  1.2 เพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ SARS-CoV-2 ด้้วย ชุุดน้้ำยา ANDiS FAST SARS-CoV-2 
RT-qPCR Detection Kit  ใช้้หลัักการเพิ่่�มปริิมาณ RNA เป้้าหมายที่่�จำเพาะเจาะจง ด้้วยเทคนิิค Real-time reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) ชุุดน้้ำยาสามารถตรวจวิิเคราะห์์หายีีนเป้้าหมายของเชื้้�อ 
SARS-CoV-2 จำนวน 3 ยีีน ได้้แก่่ ORF1ab, N gene และ E gene ได้้พร้้อมกัันในหลอดเดีียวกััน
	 2. การตรวจวิิเคราะห์์หาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 
(SARS-CoV-2) จากสิ่่�งส่่งตรวจ nasopharyngeal swab ด้้วยชุุดตรวจ Cobas® SARS-CoV-2 ขั้้�นตอนการตรวจ 
มีีดัังนี้้�
		  2.1 หยอดตััวอย่่าง ใส่่ตลัับทดสอบ 200 ไมโครลิิตร 
		  2.2 สแกนบาร์์โค๊๊ดของตลัับทดสอบ
		  2.3 หลัังจากใส่่ตลัับทดสอบที่่�มีีตััวอย่่างของผู้้�ป่่วยลงในเครื่่�องเรีียบร้้อยแล้้ว เครื่่�องจะดำเนิินการ  
เตรีียมตััวอย่่าง เพิ่่�มปริิมาณกรดนิิวคลิิอิิก วััดปริิมาณแสง
		  2.4 เมื่่�อเครื่่�องทำการตรวจวิิเคราะห์์เสร็็จสิ้้�น ประตููของเครื่่�องจะปลดล็็อคอััตโนมััติิ ให้้นำ Assay 
tube ออกจากเครื่่�องช้้าๆ และระมััดระวััง และให้้ทิ้้�ง assay tube ลงใน Biohazard waste

การแปลผล 
	 SARS-CoV2 Not Detected หมายถึึง ไม่่พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััส SARS-CoV2
	 SARS-CoV2 Detected หมายถึึง ตรวจพบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััส SARS-CoV2
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การวััดผลการวิิจััย
	 ผลการวิิจััยที่่�ต้้องการคืือ ผลจากการตรวจหาสารพันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 ด้้วย ชุุดตรวจ  
Cobas® SARS-CoV-2 เป็็นชุุดตรวจที่่�ใช้้กัับเครื่่�องตรวจอััตโนมััติิ Cobas® Liat® system เปรีียบเทีียบกัับ ผลจาก 
การตรวจหาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 ด้้วย ชุุดตรวจ Wondfo U-Card DxTM Automatic Rapid 
Molecular Diagnostic Instrument

การเก็็บรวบรวมข้้อมููล
	 เก็็บรวบรวมข้้อมููลผลการทดลองเป็็นอิิเล็็กทรอนิิกส์์ไฟล์์

การวิิเคราะห์์ทางสถิิติิ
	 สถิิติิ คำนวณค่่าเฉลี่่�ย ค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน ค่่ากลาง ค่่าต่่ำสุุด และค่่าสููงสุุดของค่่า Ct ร่่วมกัับ
	 สถิิติิอนุุมาน (Inferential statistics) การประมาณค่่าสััดส่่วนและนำเสนอช่่วงความเชื่่�อมั่่�น 97% (97% 
confidence interval) ของความไว (Sensitivity) ความจำเพาะ (Specificity) ความถููกต้้อง (Accuracy)  
ค่่าทำนายเมื่่�อผลเป็็นบวก Positive Predictive Value (PPV)และ ค่่าทำนายเมื่่�อผลเป็็นลบ Negative Predictive 
Value (NPV) ขึ้้�นกัับอุุบััติิการณ์์การติิดเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 โดยวิิธีี Gold Standard20 ความไว (Sensitivity)  
ความจำเพาะ (Specificity) มากกว่่า 90%
	 ผลการศึึกษาเกี่่�ยวกัับการตรวจวินิิจฉััยสามารถจััดวางตััวเลขเข้้าในตาราง 2 x 2 ไดทั้้�งนี้้�เพื่่�อใชในการ 
คํํานวณหาคาความไว (Sensitivity) ความจำเพาะ (Specificity) ความถููกตอง (Accuracy), Predictive values

การรัับรองจริิยธรรมการวิิจััย	
	 งานวิิจััยนี้้�ได้้รัับการรัับรองจากสำนัักงานคณะอนุุกรรมการพิิจารณาโครงการวิิจััย กรมแพทย์์ทหารบก  
เลขรัับรองที่่� IRBRTA 030/2566

สรุุปผลการวิิจััย
	จ ากการศึึกษา โดยการตรวจวิิเคราะห์์หาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 ด้้วยวิิธีี Real time RT-
PCR แบบขั้้�นตอนเดีียว เปรีียบเทีียบกัับวิิธีี Real time RT-PCR ปกติิ ในกลุ่่�มตััวอย่่าง 60 ตััวอย่่าง แบ่่งเป็็นตััวอย่่าง 
ที่่�พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 จำนวน 30 ตััวอย่่าง และตััวอย่่างที่่�ไม่่พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััส
โคโรนา 2019 จำนวน 30 ตััวอย่่าง พบว่่า วิิธีี Real time RT-PCR แบบขั้้�นตอนเดีียว ตรวจวิิเคราะห์์ตััวอย่่างที่่�พบ
สารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 จำนวน 30 ตััวอย่่าง ให้้ผลพบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 
จำนวน 30 ตััวอย่่าง ค่่าเฉลี่่�ยของค่่า Cycle threshold (Ct value) ของการตรวจพบยีีน ORF1ab ร่่วมกัับยีีน N คืือ 
18.34 ซึ่่�งผลการตรวจที่่�ได้้ตรงกัับวิิธีี Real time RT-PCR ปกติิ 30 ตััวอย่่าง ที่่�ตรวจพบยีีน ORF1ab ค่่าเฉลี่่�ยของค่่า 
Ct เท่่ากัับ 23.30 ยีีน N ค่่าเฉลี่่�ยของค่่า Ct เท่่ากัับ 22.81 และยีีน E ค่่าเฉลี่่�ยของค่่า Ct เท่่ากัับ 23.18 (ตารางที่่� 2 )
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ตารางที่่� 2 ตารางแสดงค่่าเฉลี่่�ย ค่่าสููงสุุด ค่่าต่่ำสุุด ค่่ากลาง และค่่าส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐานของค่่า Cycle threshold 
(Ct value) ของการตรวจพบยีีนเป้้าหมายด้้วยวิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์ Real time RT-PCR ปกติิ และวิิธีี Real time 
RT-PCR แบบขั้้�นตอนเดีียว
	  จากนั้้�นตรวจวิิเคราะห์์ตััวอย่่างที่่�ไม่่พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 จำนวน 30 ตััวอย่่าง ให้้ผล
ไม่่พบสารพันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 จำนวน 30 ตััวอย่่าง ซึ่่�งตรงกัับวิิธีี Real time RT-PCR ปกติิ 30 
ตััวอย่่าง คิิดเป็็นความไว (sensitivity) 100% และความจำเพาะ (specificity) 100% ที่่�ค่่าระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% 
มีีช่่วงค่่าความเชื่่�อมั่่�น (confident interval) อยู่่�ที่่� 88.40% - 100%  (ตารางที่่� 3) 

ตารางที่่� 3 ตารางแสดงสถิิติิอนุุมาน (Inferential statistics) การประมาณค่่าสััดส่่วนและนำเสนอช่่วงความเชื่่�อมั่่�น 
95% (95%confidence interval) ของความไว (Sensitivity) ความจำเพาะ (Specificity) ค่่าทำนายเมื่่�อผล 
เป็็นบวก Positive Predictive Value (PPV)และ ค่่าทำนายเมื่่�อผลเป็็นลบ Negative Predictive Value (NPV) 
ของวิิธีี Real time RT-PCR แบบขั้้�นตอนเดีียว เปรีียบเทีียบกัับวิิธีี Real time RT-PCR ปกติิ
	 ทำการหาค่่าความสัมพัันธ์์ (Pearson Correlation) ของผลการตรวจระหว่่างวิิธีี Real time RT-PCR  
แบบขั้้�นตอนเดีียว เปรีียบเทีียบกัับวิิธีี Real time RT-PCR ปกติิ พบว่่า ผลค่่า Ct ของวิิธีี Real time RT-PCR 
แบบขั้้�นตอนเดีียว มีีความสััมพัันธ์์กัันกัับ ผลค่่า Ct ของวิิธีี Real time RT-PCR ปกติิที่่�ตรวจพบยีีน ORF1ab และ
ยีีน N ที่่�ระดัับความสััมพัันธ์์ 0.98 อย่่างมีีนััยสำคััญ (ตารางที่่� 4)

ตารางที่่� 4 ตารางแสดงค่่าความสััมพัันธ์์ (Pearson Correlation) ของผลการตรวจระหว่่างวิิธีี Real time RT-PCR 
แบบขั้้�นตอนเดีียว เปรีียบเทีียบกัับวิิธีี Real time RT-PCR ปกติิ
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อภิิปรายผลการวิิจััย
	 การศึึกษานี้้�ได้้ทำการศึึกษาประสิิทธิิภาพ ความไว ความจำเพาะ ความถููกต้้อง และความสอดคล้้องของ
ผลการตรวจหาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 แบบขั้้�นตอนเดีียว กัับการตรวจหาสารพัันธุุกรรมของ
เชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 (SARS-CoV-2) ด้้วยเทคนิิค Real time RT-PCR พบว่่า เครื่่�องมืือตรวจหาสารพันธุุกรรม
ของเชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 แบบขั้้�นตอนเดีียวให้้ผลที่่�มีีความไว ความจำเพาะ และความถููกต้้องสููง สอดคล้้องกัับ
วิิธีีตรวจแบบ Real time RT-PCR ซึ่่�งเป็็นวิิธีี Gold standard ในการตรวจวิิเคราะห์์หาการติิดเชื้้�อของเชื้้�อไวรััส
โคโรนา 2019 เครื่่�องมืือนี้้�จึึงสามารถนำมาใช้้ในการตรวจและรายงานผลทางห้้องปฏิิบััติิการได้้ โดยระยะเวลาที่่�ใช้ ้
ในการตรวจและรายงานผล ใช้้เวลาประมาณ 20 นาทีี ซ่ึ่�งน้้อยกว่่าระยะเวลาการตรวจตรวจหาสารพัันธุุกรรมของ
เชื้้�อไวรััสโคโรนา 2019 (SARS-CoV-2) ด้้วยเทคนิิค Real time RT-PCR ปกติิ ซึ่่�งต้้องมีีขั้้�นตอนการสกััด และการ 
เตรีียมน้้ำยา ประมาณ 1.5 - 2 ชั่่�วโมง ซึ่่�งผลจากการวิิจััยนี้้�เป็็นไปในทางเดีียวกัันกัับงานวิิจััยประเมิินประสิิทธิิภาพ
ของเครื่่�อง Cobas SARS-CoV-2 Test ในการตรวจวิินิิจฉััยโรคภายใน 48 ชั่่�วโมง ในช่่วงการระบาดของโรคโควิิด 19 
ของสถาบััน Institute of Microbiology and Immunology, Faculty of Medicine, University of Ljubljana, 
ประเทศสโลวาเนีีย จากการทดสอบชุุดตรวจขั้้�นตอนเดีียวนี้้�กัับวิิธีี in house พบว่่าวิิธีีนี้้� มีีความน่่าเชื่่�อถืือได้้ และ
เหมาะสำหรัับการใช้้ในการตรวจวินิิฉััยโรคโควิิด 19 ในช่่วงที่่�มีีการระบาด6 เห็็นได้้ว่่าเครื่่�องมืือนี้้�สามารถลดระยะ 
เวลาในการตรวจหาผู้้�ติิดเชื้้�อ ทำให้้สามารถเข้้าถึึงและรัับการรัักษาได้้อย่่างทัันท่่วงทีี ทั้้�งในกรณีีปกติิ และกรณี 
ผู้้�ติิดเชื้้�อที่่�มีีอาการรุุนแรงในภาวะฉุุกเฉิิน รวมถึึงสามารถควบคุุมการระบาดของโรคได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ ตามที่่� 
งานวิิจััยแบบ Multicenter study จากงานวิิจััยร่่วมกัันจากหลายหน่่วยงานวิิจััยของประเทศสหรััฐอเมริิกา ในการ
ประเมิินประสิิทธิิภาพของเครื่่�องมืือ Point of care Cobas Liat ที่่�ใช้้ตรวจวิินิิจฉััยหาเชื้้�อโควิิด 19 แบบขั้้�นตอนเดีียว 
พบว่่าเครื่่�องมืือนี้้�เหมาะกัับการนำมาใช้้ในการตรวจหาโรคในกรณีีที่่�มีีเชื้้�อน้้อย และนำมาประยุุกต์์ใช้้ในการเป็็น 
เครื่่�องมืือในการตรวจโรคเพื่่�อหาข้้อมููลในการวางแผนทางด้้านยุุทธศาสตร์์การควบคุุมโรคได้้อีีกด้้วย7 ทั้้�งนี้้�ยัังเป็็น 
การลดขั้้�นตอนการปฏิิบััติิงาน อัันจะส่่งผลต่่อประสิิทธิิภาพการทำงาน เพิ่่�มความปลอดภััยทางห้้องปฏิิบััติิการ และ 
ความพึึงพอใจของผู้้�ปฏิิบััติิงาน รวมถึึงผู้้�เข้้ารัับบริิการ ทำให้้หน่่วยงานสถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ทหาร 
สามารถสนัับสนุุนกิิจกรรมทางการแพทย์์อย่่างมีีประสิิทธิิภาพให้้กัับกองทััพบก และประชาชนได้้อีีกด้้วย
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