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การเตรีียมความพร้้อมเทคนิิค Multiplex Real-time RT PCR

นิิพนธ์์ต้้นฉบัับ

การเตรีียมความพร้้อมเทคนิิค Multiplex Real-time RT-PCR  
เพื่่�อตรวจวิินิิจฉััยหาเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่และเชื้้�อไวรััสอาร์์เอสวีี (RSV)  
ที่่�ระบาดในประเทศไทย
มิิญช์์ คร้้ามอยู่่�1
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บทคััดย่่อ 
	 ที่่�มาและความสำคััญ การเตรีียมความพร้้อมเทคนิิค Multiplex Real-time RT-PCR เป็็นวิิธีีตรวจวิินิิจฉััย 
เชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่และเชื้้�อไวรััสอาร์์เอสวีี (RSV) ซึ่่�งมีีบทบาทสำคััญในการระบาดของโรคทางเดิินหายใจ 
ในประเทศไทย วััตถุุประสงค์์ การศึึกษานี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อเตรีียมความพร้้อมเทคนิิค Multiplex Real-time  
PT-PCR สำหรัับใช้้ตรวจวินิิจิฉัยัโรคไวรัสัก่่อโรคทางเดิินหายใจในผู้้�ติดเชื้้�อได้้อย่่างถููกต้้อง แม่่นยำ และมีีประสิทิธิภิาพ 
สามารถตรวจสอบได้้หลายเป้้าหมายในเวลาเดียีวกััน เป็็นการเสริิมสร้้างขีีดความสามารถในการตรวจวิินิจิฉััยโรคไวรัสั 
ก่่อโรคทางเดิินหายใจของสถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ทหาร เพื่่�อสนัับสนุุนในการสืืบสวนการระบาดของโรค 
และเตรีียมความพร้้อมในการรัับมืือกัับอุุบััติิการณ์์การระบาดของโรคทางเดิินหายใจในทหารและประชาชนที่่�พััก 
อาศััยอยู่่�ในพื้้�นที่่�เสี่่�ยง และลดอััตราการสููญเสีียของกำลัังพลกองทััพบก วิิธีีการวิิจััย กระบวนการวิิจััยใช้้ตััวอย่่าง 
อาร์์เอ็็นเอที่่�ตรวจพบสารพัันธุกรรมของเชื้้�อไวรััสก่่อโรคไข้้หวััดใหญ่่ และอาร์์เอสวีี ด้้วยข้้อมููลผลการตรวจจากวิิธีี  
Gold standard (Real-time RT-PCR) จำนวน 30 ตััวอย่่าง และตััวอย่่างที่่�ตรวจไม่่พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััส
ก่่อโรคทางเดิินหายใจดัังกล่่าว 30 ตััวอย่่าง รวมทั้้�งสิ้้�นจำนวน 60 ตััวอย่่าง นำมาดำเนิินการตรวจหาสารพัันธุุกรรม
ของเชื้้�อไวรััสก่่อโรคทางเดิินหายใจ ด้้วยชุุดน้้ำยา FDTTM Respiratory pathogens 21 ร่่วมกัับการควบคุุมคุุณภาพ 
ด้้วย Positive Control และ Negative Control เปรียบเทีียบผลการตรวจกัับผลการตรวจแบบ Real-time  
RT-PCR ปกติิ ผลการวิิจััย ผลการศึึกษาจากการตรวจวิินิิจฉััยเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่และอาร์์เอสวีี ด้้วยเทคนิิค  
Multiplex Real-time RT-PCR ที่่�เตรีียมขึ้้�น ให้้ผลตรงกัับผลการตรวจจากวิิธีี Real-time RT PCR ทั้้�ง 60 ตััวอย่่าง  
สรุุปและวิิจารณ์์ผล แสดงให้้เห็็นว่่าการตรวจวิินิิจฉััยเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่และอาร์์เอสวีี ด้้วยเทคนิิค Multiplex 
Real-time RT-PCR ที่่�พััฒนาในห้้องปฏิิบััติิการไวรััสวิิทยา สถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ทหาร สามารถตรวจ 
วิินิิจฉััยโรคติิดเชื้้�อไวรััสก่่อโรคทางเดิินหายใจในสิ่่�งตััวอย่่างได้้อย่่างถููกต้้อง แม่่นยำ และมีีเชื่่�อถืือได้้ ลดระยะ 
เวลาในการปฏิิบััติิงานการสอบสวนโรคติิดเชื้้�อไวรััสก่่อโรคทางเดิินหายใจ มีีความพร้้อมในการรัับมืือกัับอุุบััติิการณ์์ 
การระบาดของโรค ซึ่่�งจะช่่วยเพิ่่�มความสามารถในการควบคุุมอุุบััติิการณ์์การระบาดของโรค สนัับสนุุนและให้้ความ
ร่่วมมืือแผนงานทางด้้านสาธารณสุุขของประเทศไทยในอนาคตต่่อไป
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Preparation of Multiplex Real-time RT-PCR for diagnosis of
Influenza virus and Human respiratory syncytial viruses (RSV)
spreading in Thailand 
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Abstract 
	 Background The preparation of the Multiplex Real-time RT-PCR technique is crucial for the 
diagnosis of influenza virus and Respiratory Syncytial Virus (RSV), both of which play significant roles 
in respiratory disease outbreaks in Thailand. Objective This study aimed to prepare the technique 
for diagnosing respiratory viral infections, allowing for the simultaneous detection of multiple 
targets. It enhances the diagnostic capabilities of AFRIMS to support outbreak investigations and 
promptly address respiratory disease outbreaks in both military personnel and civilians in high-risk 
areas, ultimately reducing the loss of army personnel. Method The research process involved using 
RNA samples to detect the genetic material of influenza and RSV viruses, with results compared 
to those from the Gold Standard (real-time RT-PCR) method using 30 positive and 30 negative 
samples, totaling 60 samples. These were tested for respiratory pathogen genetic material using the 
FDTTM Respiratory Pathogens 21 reagent kit, alongside quality controls with positive and negative 
controls. The results were then compared to those from standard real-time RT-PCR testing. Result
The results showed that the Multiplex real-time RT-PCR technique developed provided results 
consistent with those from the standard real-time RT-PCR for all 60 samples. Conclusion / Discussion 
This indicates that the developed Multiplex real-time RT-PCR technique at the Virology Laboratory 
of AFRIMS can accurately and reliably diagnose respiratory viral infections. This technique reduces 
the time required for investigating respiratory viral infections and prepares for handling disease 
outbreak incidents, thus improving the capability to control outbreaks and supporting future public 
health plans in Thailand.
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บทนำ 
	 โรคติดิต่่อทางเดินิหายใจเป็็นโรคที่่�เป็็นภัยัสุขุภาพที่่�เกิดิในช่วงฤดููฝนของประเทศไทย ประกาศกรมควบคุมุโรค
วัันที่่� 8 มิิถุุนายน 2566 ที่่�ผ่่านมา ได้้ประกาศโรคติิดต่่อทางระบบหายใจที่่�เป็็นภััยสุุขภาพของฤดููกาลนี้้�โดยเฉพาะ 
ได้้แก่่ โรคไข้้หวัดัใหญ่่ และโรคปอดอักัเสบ1 ไข้้หวัดัใหญ่่เป็็นโรคติดิต่่อทางระบบหายใจอันัดับัหนึ่่�งที่่�ทางกรมควบคุมุโรค
ประกาศให้้เป็็นภัยัสุขุภาพในช่วงฤดููฝนและฤดููหนาวในปีที่่�ผ่่านมา1,2 การรายงานสถานการณ์์เฝ้้าระวังัโรคไข้้หวัดัใหญ่่
ในช่่วงตั้้�งแต่่วัันที่่� 1 มกราคม –24 มิิถุุนายน 2566 มีีรายงานผู้้�ป่่วย 59,470 ราย อััตราป่่วยร้้อยละ 89.93 ต่่อประชากร
แสนคน มีรีายงานผู้้�เสียีชีวีิติ 1 ราย ในจังัหวัดัสงขลา อัตัราป่่วยตายร้้อยละ 0.002 ต่่อประชากรแสนคน สาเหตุุเกิดิจาก
เชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ชนิิด A/H1N1 ซึ่่�งอััตราการป่่วยสููงกว่่าค่่ามััธยฐาน 5 ปีีย้้อนหลัังในช่่วงเวลาเดีียวกัันที่่�ผ่่านมา 
การกระจายตััวของกลุ่่�มโรคไข้้หวััดใหญ่่พบเหตุุการณ์์พบผู้้�ป่่วยอาการคล้้ายไข้้หวััดใหญ่่เป็็นกลุ่่�มก้้อนแยกเป็็น
รายเดืือนตั้้�งแต่่วัันที่่� 1 มกราคม 2566 – 24 มิิถุุนายน 2566 พบว่่าสถานที่่�ที่่�พบผู้้�ป่่วยมากที่่�สุุด 3 อัันดัับแรก 
คืือ โรงเรีียน เรืือนจำ และค่่ายทหาร
	 เชื้้�อไวรััสอาร์์เอสวีี (RSV) เป็็นสาเหตุุของการติิดเชื้้�อระบบทางเดิินหายใจทั้้�งส่่วนบนและส่่วนล่่าง สามารถ
เกิดิการติดิเชื้้�อได้้ในทุกุกลุ่่�มอายุุ ข้้อมููลการเฝ้้าระวัังโรคไข้้หวัดัใหญ่่และโรคติิดเชื้้�อระบบทางเดิินหายใจจากการเฝ้้าระวังั
เฉพาะพื้้�นที่่� กองระบาดวิิทยา กรมควบคุุมโรค ตั้้�งแต่่วัันที่่� 1 มกราคม–2 กัันยายน 2566 พบผู้้�ป่่วยติิดเชื้้�อ RSV 
270 ราย จากจำนวนตััวอย่่างส่่งตรวจ 5,110 ราย ในจำนวนนี้้�มีี 18 ราย ต้้องเข้้ารัักษาในแผนกผู้้�ป่่วยหนััก (ICU)
(ร้้อยละ 9.09) สำหรัับผู้้�เสีียชีีวิิตพบเป็็นผู้้�ป่่วยอายุุ 86 ปีี มีีโรคประจำตััว ได้้แก่่ เบาหวาน ความดัันโลหิิตสููง และ
ไขมัันในเลืือดสููง ข้้อมููลจากการเฝ้้าระวัังพบว่่าเชื้้�อ RSV มัักจะเป็็นสาเหตุุของการเกิิดปอดอัักเสบรุุนแรงในเด็็กและ
ผู้้�สููงอายุุ สำหรัับประเทศไทยมัักพบเชื้้�อไวรััส RSV ได้้บ่่อยในช่่วงฤดููฝนและฤดููหนาว ซ่ึ่�งเป็็นช่่วงเวลาใกล้้เคีียงกัับ
ฤดููกาลระบาดของไข้้หวััดใหญ่่ ไวรััสจะมีีชีีวิิตอยู่่�ภายนอกร่่างกายได้้เป็็นเวลาหลายชั่่�วโมง โดยอาศััยอยู่่�ตามวััตถุุต่่าง ๆ
และแพร่่กระจายได้้ง่่ายผ่่านการไอ หรืือการจาม ซึ่่�งจากการเฝ้้าระวัังพบว่่า ปััจจุุบัันการตรวจพบเชื้้�อ RSV มีีแนวโน้้ม
เพิ่่�มขึ้้�นเช่่นเดีียวกัันกัับจำนวนผู้้�ป่่วยไข้้หวััดใหญ่่3

	 Real-time reverse transcription polymerase chain reaction (Real-time RT-PCR) เป็็นวิิธีีมาตรฐาน
ในการตรวจยืืนยัันโรคไวรััสทางเดิินหายใจ โดยวิิธีี Real-time PCR เป็็นวิิธีีที่่�ทางองค์์การอนามััยโลกแนะนำในการ
ตรวจหาเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่และโรคติิดเชื้้�อทางเดิินหายใจอื่่�น ๆ เนื่่�องจากเป็็นวิิธีีที่่�มีีความไวและความจำเพาะสููง
สามารถตรวจหาเชื้้�อไวรััสในตััวอย่่างที่่�มีีจำนวนน้้อยได้้4 แต่่การใช้้ Multiplex Real-time RT-PCR สามารถตรวจหา
หลายเช้ื้�อได้้ในคราวเดีียวกัันใน 1 รอบการตรวจ ทำให้้สามารถได้้รัับผลตรวจวิินิิจฉััยที่่�รวดเร็็ว แม่่นยำ และ
ทันัต่อการรักัษา ทางผู้้�วิจัยัจึึงจัดัทำโครงการพัฒันาเทคนิคิ Multiplex Real-time PT-PCR เพื่่�อใช้้ในการตรวจวิิเคราะห์์
หาเช้ื้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่และเชื้้�อไวรััสอาร์์เอสวีี ให้้กัับผู้้�ที่่�มีีอาการน่่าสงสััยในการติิดเชื้้�อไวรััสก่่อโรคทางเดิินหายใจ 
เพื่่�อสนัับสนุุนทีมเฝ้้าระวัังโรคที่่�เป็็นอุปสรรคในทหารของสถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ทหารในการติิดตาม
เฝ้้าระวัังและควบคุุมการระบาดของโรค รวมถึึงงานบริิการให้้กัับทหารและประชาชนได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพและ
ทัันต่่อเหตุุการณ์์ต่่อไป
	 ไข้้หวััดใหญ่่เกิิดจากเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ โดยเชื้้�อไข้้หวััดใหญ่่ที่่�ก่่อโรคในคนแบ่่งออกเป็็น 3 สายพัันธุ์์� คืือ 
เชื้้�อไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� A B และ C5 อุุบััติิการณ์์ของโรคไข้้หวััดใหญ่่ที่่�เกิิดขึ้้�นส่่วนใหญ่่เกิิดจากเชื้้�อไข้้หวััดใหญ่่
สายพัันธุ์์� A และสายพัันธุ์์� B ส่่วนเชื้้�อไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� C มัักก่่อให้้เกิิดอาการไม่่รุุนแรงและไม่่ทำให้้เกิิดการระบาด 
อาการที่่�พบในผู้้�ป่่วยมัักมีีอาการอาการไขสููงเฉีียบพลััน 38 - 40 องศาเซลเซีียส หนาวสั่่�น ปวดศีีรษะปวดเมื่่�อย
กล้้ามเน้ื้�อ ออนเพลีียมาก ไอแหง ๆ คอแหง เจ็็บคอ อาจมีีอาการคััดจมููก น้้ำมููกไหล จาม หรืือมีีเสมหะมาก ตาแดง 
ตาแฉะ ซึ่่�งเป็็นอุปสรรคต่่อการปฏิิบััติิหน้้าที่่�เป็็นอย่่างมาก การติิดต่่อสามารถติิดต่่อได้้ทาง การหายใจ โดยจะได้้รัับ
เชื้้�อที่่�ออกมาปนเปื้้�อนอยู่่�ในอากาศเมื่่�อผู้้�ป่่วยไอ จาม หรืือพููด ในพื้้�นที่่�ที่่�มีีคนอยู่่�รวมกัันหนาแน่่น เช่่น ในค่่ายทหาร 
โรงเรีียน โรงงาน เป็็นต้้น หรืือติิดต่่อผ่่านการสััมผััสฝอยละอองน้้ำมููก น้้ำลายของผู้้�ป่่วย (droplet transmission) 
จากมืือที่่�สััมผััสกัับพื้้�นผิิวที่่�มีีเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ แล้้วใช้้มืือสััมผััสที่่�จมููกและปาก6
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	ผ ลการเฝ้้าระวัังเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ในผู้้�ป่่วยกลุ่่�มอาการคล้้ายไข้้หวััดใหญ่่ และกลุ่่�มอาการปอดบวมจาก
โรงพยาบาลเครืือข่่ายของกรมควบคุุมโรค ร่่วมกัับกรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ และศููนย์์ความร่่วมมืือไทย-สหรััฐ
ด้้านสาธารณสุุข ตั้้�งแต่่วัันที่่� 1 มกราคม–24 มิิถุุนายน 2566 พบการระบาดของเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� A
สายพัันธุ์์�ย่่อย H1N1/2009 เพิ่่�มมากขึ้้�นในช่่วงสััปดาห์์ที่่� 25 (ระหว่่างวัันที่่� 18 มิิถุุนายน–24 มิิถุุนายน 2566)
โดยตรวจพบเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์� A สายพัันธุ์์�ย่่อย H1N1/2009 ร้้อยละ 50 ของตััวอย่่างผู้้�ป่่วยส่่งตรวจจาก
โรงพยาบาลเครืือข่่าย7

	 โรคไข้้หวััดเป็็นโรคที่่�เกิิดได้้ตลอดทั้้�งปีี พบบ่่อยในช่่วงฤดููฝน ฤดููหนาว หรืือช่่วงที่่�อากาศเปลี่่�ยนแปลง ไข้้หวััด
เกิิดจากเชื้้�อไวรััสซ่ึ่�งมีีหลายสายพัันธุ์์� เมื่่�อป่่วยเป็็นไข้้หวััดแต่่ละครั้้�งมัักเกิิดจากเชื้้�อไวรััสหวััดเพีียงชนิิดเดีียว และ
เมื่่�อหายแล้้วร่่างกายก็็จะมีีภููมิิต้้านทานต่่อเชื้้�อชนิิดนั้้�น การติิดต่่อ เชื้้�อไวรััสไข้้หวััดที่่�อยู่่�ในน้้ำมููก น้้ำลาย และเสมหะ 
ติิดต่่อโดยการไอ หรืือหายใจรดกััน หรืือจากการสััมผััส เมื่่�อมีีเชื้้�อหวััดติิดที่่�มืือแล้้วไปสัมผััสผู้้�อื่่�น เชื้้�อหวััดก็็จะติิด
คนๆ นั้้�น และเมื่่�อนำไปขยี้้�ตาหรืือแคะจมููกก็็จะเข้้าสู่่�ร่่างกายจนกลายเป็็นไข้้หวััดได้้8

	 โรคติิดเชื้้�อไวรััสก่่อโรคทางเดิินหายใจจากเชื้้�อไวรััสอาร์์เอสวีี (RSV) เกิิดจากเชื้้�อไวรััสอาร์์เอสวีี (RSV) เป็็น
สาเหตุุของการติิดเชื้้�อระบบทางเดิินหายใจทั้้�งส่่วนบนและส่่วนล่่าง สามารถเกิิดการติิดเชื้้�อได้้ในทุุกกลุ่่�มอายุุ 
แต่่อาการจะรุุนแรงในเด็็กเล็็ก เด็็กที่่�คลอดก่่อนกำหนด และผู้้�สููงอายุุ มากกว่่า 65 ปีี รวมถึึงผู้้�ที่่�มีีโรคประจำตััวเรื้้�อรััง 
เช่่น เบาหวาน โรคปอด โรคหััวใจ หรืือมีีปััญหาเกี่่�ยวกัับระบบภููมิิคุ้้�มกัันร่่างกายผิิดปกติิ เป็็นต้้น9

	 การตรวจวิินิิจฉััยโรคติิดเชื้้�อไวรััสก่่อโรคทางเดิินหายใจด้้วยชุุดตรวจเร่่งด่่วน (Rapid test) มีีการใช้้อยู่่�ทั่่�วไป
เนื่่�องจากง่่ายและมีีราคาถููก แต่่มัักมีีค่่าความไวต่่ำ โดยมีีค่่าความแปรปรวนของความไวอยู่่�ที่่� 50%-90% ผลลบจาก
การตรวจด้้วยชุุดตรวจเร่่งด่่วนไม่่สามารถยืืนยัันการไม่่ติิดเชื้้�อได้้10 โดยประสิิทธิิภาพชุุดตรวจเร่่งด่่วนจะขึ้้�นอยู่่�กัับ
ลัักษณะของเชื้้�อไวรััสก่่อโรคทางเดิินหายใจที่่�มีีการระบาดอยู่่� ณ ขณะนั้้�น11 นอกจากนี้้� ชุุดตรวจเร่่งด่่วน มัักมีีความไว 
ขึ้้�นอยู่่�กัับยี่่�ห้้อและคุุณภาพ โดยความไวจะ สููงขึ้้�นในช่่วงที่่�มีีปริิมาณไวรััสมาก เช่่น ช่่วง 1–7 วัันแรกของการมีีอาการ
ความไวลดลงมากในผู้้�ติิดเชื้้�อที่่�ไม่่มีีอาการหรืืออยู่่�ในช่่วงท้้ายของการติิดเชื้้�อ12 ในขณะที่่�ความจำเพาะสููงถึึง 98.9%13 
ชุุดตรวจบางประเภท (เช่่น multiplex rapid tests) สามารถตรวจได้้ทั้้�ง SARS-CoV-2, Influenza A/B, RSV 
พร้้อมกััน แต่่เฉลี่่�ยราคาสููงกว่่า 3–5 เท่่า เมื่่�อเทีียบกัับชุุด ATK ทั่่�วไป โดยบางชุุดอาจมีีความไวในการตรวจหา
SARS-CoV-2 สููง แต่่ต่่ำกว่่าสำหรัับ Influenza หรืือ RSV14 ทั้้�งนี้้� การเก็็บตััวอย่่างที่่�ไม่่ถููกต้้อง อาจส่่งผลต่่อความไว
ของชุุดตรวจเร่่งด่่วน15

	ห้ ้องปฏิิบััติิการจึึงได้้นำเทคนิิคทางอณููชีีวโมเลกุุลมาใช้้ในการตรวจวิินิิจฉััยเชื้้�อไวรััสไข้้หวััด เนื่่�องจาก
เป็็นการเพิ่่�มความไว และความจำเพาะในการตรวจ16

	วั ัตถุุประสงค์์ของการวิิจััยนี้้�เพื่่�อเตรีียมความพร้้อมเทคนิิค Multiplex Real-time PT-PCR สำหรัับใช้้ตรวจ
วิินิิจฉััยโรคไวรััสก่่อโรคทางเดิินหายใจในผู้้�ติดเชื้้�อได้้อย่่างถููกต้้อง แม่่นยำ และมีีประสิิทธิิภาพ เป็็นเสริิมสร้้าง
ขีีดความสามารถในการตรวจวิินิิจฉััยโรคไวรััสก่่อโรคทางเดิินหายใจของสถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ทหาร
และสนัับสนุนุในการสืืบสวนการระบาดของโรคทางเดิินหายใจ และเตรีียมความพร้้อมในการรัับมืือกัับอุบุัติัิการณ์์การ
ระบาดของโรคทางเดินิหายใจในทหารและประชาชนที่่�พักัอาศัยัอยู่่�ในพื้้�นที่่�เสี่่�ยง และลดอััตราการสููญเสีียของกำลังัพล
รููปแบบการศึึกษา
	 การวิิจััยนี้้�เป็็นการศึึกษาเชิิงปฏิิบััติิการ ใช้้ในการทดลองการตรวจวิิเคราะห์์หาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััส
ก่่อโรคระบบทางเดิินหายใจ  ด้้วยวิิธีี multiplex Real time RT-PCR ให้้ได้้ผลอย่่างถููกต้้องแม่่นยำ โดยเปรีียบเทีียบ
ผลการตรวจกัับ ผลการตรวจแบบ Real-time RT-PCR ปกติิ โครงการนี้้�ได้้ผ่่านการพิิจารณาทางด้้านจริิยธรรม
การวิิจััย จากคณะอนุุกรรมการพิิจารณาโครงการวิิจััย กรมแพทย์์ทหารบกได้้ทบทวนโครงร่่างการวิิจััย รหััสโครงการ: 
S042b/67_Xmp 
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วิิธีีการศึึกษา 
ตััวอย่่างหรืือประชากรที่่�ทำการศึึกษา
	 ทำการคััดเลืือกตััวอย่่างที่่�เหลืือที่่�ตรวจพบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสก่่อโรคทางเดิินหายใจด้้วยข้้อมููลผล
การตรวจจากวิิธีี Gold standard (Real-time RT-PCR) ที่่�เก็็บในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อสำหรัับส่่งตััวอย่่างจากห้้อง
ปฏิบิัตัิกิารไวรัสัวิทิยา จำนวน 30 ตัวัอย่่าง และ ตัวัอย่่างที่่�ตรวจไม่่พบสารพันัธุกุรรมของเชื้้�อไวรัสัก่่อโรคทางเดิินหายใจ
จำนวน 30 ตััวอย่่าง ตััวอย่่างที่่�ใช้้ในการศึึกษาครั้้�งนี้้�เป็็นตััวอย่่างจากห้้องปฏิิบััติิการไวรััสวิิทยา แผนกจุุลชีีววิิทยา
กองวิิจััย สถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ทหาร ที่่�ได้้รัับการอนุุญาตให้้นำมาใช้้ โดยหลอดตััวอย่่างมีีเฉพาะ
เลขรหััสตััวอย่่าง ไม่่มีีข้้อมููลใด ๆ ที่่�สามารถเชื่่�อมโยงกลัับไปยัังชื่่�อ หรืือระบุุตััวบุุคคลเจ้้าของตััวอย่่างได้้โดยตรงหรืือ
โดยอ้้อมได้้เลย กำหนดขนาดของกลุ่่�มตััวอย่่างเพื่่�อให้้เข้้าเกณฑ์์ขั้้�นต่่ำกรณีีไม่่ทราบค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานของกลุ่่�ม
ประชากร การเลืือกกลุ่่�มตััวอย่่างเป็็นการเลืือกกลุ่่�มตััวอย่่างแบบเจาะจง (Purposive sampling) เป็็นการเลืือก
กลุ่่�มตััวอย่่างโดยพิิจารณาจากการข้้อมููลผลการตรวจจากห้้องปฏิิบััติิการไวรััสวิิทยาที่่�มีีเฉพาะเลขรหััสของตััวอย่่าง 
ลัักษณะของกลุ่่�มที่่�เลืือกเป็็นไปตามวััตถุุประสงค์์ของการวิิจััย
เครื่่�องมืือที่่�ใช้้ในการวิิจััย
	 การตรวจหาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสก่่อโรคทางเดิินหายใจ ด้้วยชุุดน้้ำยา FDTTM Respiratory
pathogens 21 ขั้้�นตอนการตรวจมีีดัังนี้้� 
	 สกัดัสารพันัธุกุรรมจากตััวอย่่างด้้วยชุดุน้้ำยาสกัดัสารพันัธุกุรรม เป็็นชุดุน้้ำยาสำเร็จ็รููปยี่่�ห้้อ BEAVERbeadsTM

Viral DNA/RNA Kit ที่่�ใช้้งานกัับระบบสกััดแบบอััตโนมััติิหลัักการ magnetic beads-based ในการสกััดแยกสาร
พัันธุุกรรมของอาร์์เอ็็นเอไวรััสจากตััวอย่่างในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ (VTM) สกััดสารพัันธุุกรรมจากสิ่่�งส่่งตรวจที่่�ปริิมาตร 
200 ไมโครลิิตร ได้้ปริิมาตรสารพัันธุุกรรมสุุดท้้าย (Elutionolume) มีีปริิมาตรประมาณ 100 ไมโครลิิตร
	 เพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุกรรมของเชื้้�อด้้วยชุุดน้้ำยา FDTTM Respiratory pathogens 21 ใช้้หลัักการเพิ่่�ม
ปริมาณ RNA เป้้าหมายที่่�จำเพาะเจาะจง ด้้วยเทคนิิค Real-time reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR) ในขั้้�นตอนเดีียว ชุุดน้้ำยาสามารถตรวจวิิเคราะห์์หายีีนเป้้าหมายของเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่
สายพัันธุ์์� A (IAV) เชื้้�อไข้้หวััดใหญ่่สายพัันธุ์์�  B (IBV) และ เชื้้�อไวรััสอาร์์เอสวีี (RSV) จำนวน 3 เชื้้�อ ได้้พร้้อมกััน
ในหลอดเดีียวกััน
ชุุดน้้ำยาตรวจวิิเคราะห์์ ประกอบด้้วย 
	 1. น้้ำยา FluRhino Primer/Probe Mix		  จำนวน 1 หลอด
	 2. Resp21 positive control			   จำนวน 1 หลอด
	 3. Nuclease free water			   จำนวน 1 หลอด
	 4. Internal Control				    จำนวน 1 หลอด
	 5. 25x RT-PCR Enzymes			   จำนวน 1 หลอด
	 6. 2x RT-PCR buffer				    จำนวน 1 หลอด
	 เตรีียมน้้ำยาตามตารางดัังต่่อไปนี้้� 

ตารางที่่� 1 ปริิมาตรการเตรีียมน้้ำยา Master mix สำหรัับ 1, 9, 32, และ 64 reactions
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	 เตรีียมออกแบบการลงตััวอย่่างใน 96 well plate set up 
	ตั้้ �งค่่า โปรแกรมในเครื่่�อง Thermocycler เพื่่�อตั้้�งค่่า Detector และ ปฏิิกิิริิยา PCR ในการทำปฏิิกิิริิยา 
Real time PCR ตามตารางที่่� 2 และ 3

ตารางที่่� 2 การตั้้�งค่่า Detector

[a] Detection wavelengths listed are from the Applied Biosystems 7500. Wavelengths may vary for 
other thermocyclers.

ตารางที่่� 3 การตั้้�งค่่า Thermocycler ในการตรวจ Real time PCR

	มี ี RNase P เป็็น Internal Control สำหรัับใช้้ในการควบคุุมคุุณภาพตั้้�งแต่่ขั้้�นตอนการเก็็บตััวอย่่าง
ทดสอบ, การสกััดสารพัันธุุกรรม และขั้้�นตอนการเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรม
	ชุ ุดน้้ำยาต้้องมีีการควบคุุมคุุณภาพในแต่่ละรอบรััน ประกอบด้้วย Positive Control, Negative Control 
และ Internal control เพื่่�อใช้้ติิดตามว่่าเทคนิิคถููกต้้อง โดยค่่า Ct ของ Positive control ควรต่่ำกว่่า 33 และ
ทุุกตััวอย่่าง รวมถึึง Negative control ต้้องมีีค่่า Ct ของ Internal control ต่่ำกว่่า 33
	 การแปลผล ผลบวกในการพบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสแต่่ละเชื้้�อจะปรากฏสััญญาณสีีตามการตั้้�งค่่าของ 
Detector เมื่่�อปรากฏสัญัญานสีเีขียีว หมายถึึง ตัวัอย่่างตรวจพบสารพันัธุกุรรมชนิดิ RNA ของเชื้้�อไวรัสั Influenza A 
และไม่่มีี หรืือไม่่พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสชนิิดอื่่�น
	 เมื่่�อปรากฏสััญญานสีเขีียว และสีีแดง หมายถึึง ตััวอย่่างตรวจพบสารพัันธุุกรรมชนิิด RNA ของเชื้้�อไวรััส
Influenza A (H1N1) swl และไม่่มีี หรืือไม่่พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสชนิิดอื่่�น
	 เมื่่�อปรากฏสััญญานสีีเหลืือง หมายถึึง ตััวอย่่างตรวจพบสารพัันธุุกรรมชนิิด RNA ของเชื้้�อไวรััส Rhinovirus 
และไม่่มีี หรืือไม่่พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสชนิิดอื่่�น
	 เมื่่�อปรากฏสััญญานสีีส้้ม หมายถึึง ตััวอย่่างตรวจพบสารพัันธุุกรรมชนิิด RNA ของเชื้้�อไวรััส Influenza B 
และไม่่มีี หรืือไม่่พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสชนิิดอื่่�น ตามตารางที่่� 4 พร้้อมกัับค่่า Cycle threshold (Ct)
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ตารางที่่� 4 ตารางแสดงผลบวกเมื่่�อปรากฏสััญญาณสีีจำเพาะกัับชนิิดของเชื้้�อ

	 เมื่่�อไม่่พบสััญญานสีีใด ๆ หมายถึึงเชื้้�อไวรััสตรวจไม่่พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ
	 Limit of Detection ของชุุดตรวจ 
	 Influenza A (FluA), Human Parainfluenza Virus 2 (HPIV-2), Human Metapneumovirus (HMPV), 
Human Coronavirus OC43 (HCoV OC43): ~10² copies/mL
	 Influenza B (FluB), Human Coronavirus HKU1 (HCoV HKU1), Human Parainfluenza Virus 1 
(HPIV-1), Human Bocavirus (HBoV), Human Parainfluenza Virus 3 (HPIV-3), Human Coronavirus NL63 
(HCoV NL63), Respiratory Syncytial Virus (RSV), Human Adenovirus (HAdV), Enterovirus (EV), Human 
Parechovirus (HPeV): ~10³ copies/mL
	 Human Rhinovirus (HRV), Human Coronavirus 229E (HCoV 229E), Human Parainfluenza Virus 
4 (HPIV-4): ~104 copies/mL17

การวััดผลการวิิจััย
	ผ ลการวิจิัยัที่่�ต้้องการคืือ ผลจากการตรวจหาสารพันัธุกุรรมของเชื้้�อไวรัสัก่่อโรคทางเดิินหายใจ ด้้วยชุุดน้้ำยา
FDTTM Respiratory pathogens 21 เป็็นชุุดตรวจที่่�ใช้้กัับเครื่่�องตรวจ Real-time PT-PCR ให้้ผลบวกลบตรงตาม
มาตรฐานการควบคุุมของชุุดน้้ำยา และตรงกัับผลอ้้างอิิงของตััวอย่่างจากวิิธีี Real-time PT-PCR 
การเก็็บรวบรวมข้้อมููลและการวิิเคราะห์์ทางสถิิติิ
	 เก็็บรวบรวมข้้อมููลผลการทดลองเป็็นอิเิล็ก็ทรอนิกิส์์ไฟล์์ นำข้้อมููลที่่�ได้้มาเปรียีบเทียีบผลการตรวจวิเิคราะห์์
ค่่า Ct ด้้วย paired samples t-test ที่่�ความเชื่่�อมั่่�นเท่่ากัับ 95%
การรัับรองจริิยธรรมการวิิจััย	
	 งานวิิจััยนี้้�ได้้รัับการรัับรองจากสำนัักงานคณะอนุุกรรมการพิิจารณาโครงการวิิจััย กรมแพทย์์ทหารบก
เลขรัับรองที่่� IRBRTA 656/2567
สรุุปผลการวิิจััย
	 จากการศึึกษาการตรวจวิิเคราะห์์หาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่และเชื้้�อไวรััสอาร์์เอสวีี (RSV)
ด้้วยเทคนิิค Multiplex Real-time RT-PCR ในกลุ่่�มตััวอย่่าง 60 ตััวอย่่าง แบ่่งเป็็นตััวอย่่างที่่�ตรวจพบสารพัันธุุกรรม
ของเชื้้�อไวรัสัก่่อโรคทางเดินิหายใจ ไข้้หวััดใหญ่่ และเชื้้�อไวรััสอาร์์เอสวี ีด้้วยข้้อมููลผลการตรวจจากวิธิี ีGold standard 
(Real-time RT-PCR) ที่่�เก็บ็ในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อสำหรัับส่่งตััวอย่่างจากห้้องปฏิบัิัติิการไวรััสวิทิยา จำนวน 30 ตััวอย่่าง 
และ ตััวอย่่างที่่�ตรวจไม่่พบสารพัันธุกรรมของเชื้้�อไวรััสก่่อโรคทางเดิินหายใจ จำนวน 30 ตััวอย่่าง พบว่่า เทคนิิค 
Multiplex Real-time RT-PCR ให้้ผลพบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสก่่อโรคทางเดิินหายใจ 30 ตััวอย่่าง ตรงกัับวิิธีี
Real-time RT-PCR 30 ตััวอย่่าง และตรวจไม่่พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสก่่อโรคทางเดิินหายใจ 30 ตััวอย่่าง
ในตััวอย่่างที่่�มีีผล Real-time RT PCR ไม่่พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสก่่อโรคทางเดิินหายใจตรงทั้้�ง 30 ตััวอย่่าง
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คิิดเป็็นความไว (sensitivity) 100% และความจำเพาะ (specificity) 100% ที่่�ค่่าระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% มีีช่่วงค่่า
ความเชื่่�อมั่่�น (confident interval) อยู่่�ที่่� 88.40% - 100% (ตารางที่่� 5)
ตารางที่่� 5 ตารางแสดงสถิิติิอนุุมาน (Inferential statistics) การประมาณค่่าสััดส่่วนและนำเสนอช่่วงความเชื่่�อมั่่�น 
95% (95%confidence interval) ของความไว (Sensitivity) ความจำเพาะ (Specificity) ค่่าทำนายเมื่่�อ
ผลเป็็นบวก Positive Predictive Value (PPV)และ ค่่าทำนายเมื่่�อผลเป็็นลบ Negative Predictive Value (NPV) 
ของวิิธีี Real time RT-PCR แบบขั้้�นตอนเดีียว เปรีียบเทีียบกัับวิิธีี Real time RT-PCR ปกติิ

อภิิปรายผลการวิิจััย
	 การเตรีียมความพร้้อมเทคนิิค Multiplex Real-time RT-PCR เพื่่�อตรวจวิินิิจฉััยหาเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่
และเชื้้�อไวรััสอาร์์เอสวีี (RSV) ณ ห้้องปฏิิบััติิการไวรััสวิิทยา กองวิิจััย สถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ทหาร
ได้้มีีการจััดเตรีียมทางด้้านเทคนิิคให้้สามารถตรวจหาเชื้้�อไวรััสได้้อย่่างถููกต้้อง แม่่นยำ และมีีประสิิทธิิภาพ
โดยผลที่่�ได้้ตรงกัับผลของวิิธีีมาตรฐาน Real time RT-PCR ที่่�องค์์การอนามััยโลกแนะนำ ในการศึึกษาหน่ึ่�งพบว่่า
ชุุดตรวจ FTD RP21 สามารถตรวจพบเช้ื้�อไวรััสในตััวอย่่างได้้ในอััตรา 73.6% ซ่ึ่�งใกล้้เคีียงกัับการทดสอบแบบ
custom multiplex RT-PCR ที่่�มีีอััตราการตรวจพบ 75.3% โดยมีีความสอดคล้้องกัันสููงถึึง 94.7–100% ขึ้้�นอยู่่�กัับ
ชนิิดของเชื้้�อที่่�ตรวจหา18 โดยต้้นทุุนต่่อการทดสอบ พบการศึึกษาหนึ่่�งระบุุว่่าต้้นทุนต่่อการทดสอบด้้วยชุุดตรวจ
FTD RP21 มีีราคาอยู่่�ที่่�ประมาณ $42.66 ต่่อครั้้�ง ซ่ึ่�งสููงกว่่าวิิธีีการทดสอบแบบ singleplex ของ CDC ที่่�มีีต้้นทุุน
ประมาณ $26.83 ต่่อชิ้้�นงาน แต่่ถึึงแม้้ว่่าใน 1 ครั้้�งของชุุดตรวจแบบ Multiplex จะมีีราคาที่่�สููง แต่่ใช้้เวลาในการ
ทดสอบน้้อยกว่่าวิิธีีการทดสอบแบบ singleplex เนื่่�องจากสามารถตรวจหาเชื้้�อหลายชนิิดได้้พร้้อมกัันในครั้้�งเดีียว 
การเปรีียบเทีียบขั้้�นตอนการทดสอบและการแปลผลระหว่่างชุุดตรวจ FTD™ Respiratory Pathogens 21 (FTD 
RP21) กัับวิิธีี Real-time RT-PCR แบบทั่่�วไป พบว่่าทั้้�งสองวิิธีีใช้้หลัักการ real-time RT-PCR เหมืือนกััน แต่่มีีความ
แตกต่่างในด้้านความสะดวก ความซัับซ้้อน และความสามารถในการวิิเคราะห์์ผล โดยชุุดตรวจ FTD RP21 มีีจุุดเด่่น
ที่่�สามารถตรวจหาเชื้้�อไวรััสและแบคทีีเรีียในระบบทางเดิินหายใจได้้ถึึง 21 ชนิิดในการตั้้�งปฏิิกิิริิยาเดีียว (multiplex 
RT-PCR) ซึ่่�งช่่วยลดเวลาในการทดสอบและความผิิดพลาดจากการปิิเปตหลายครั้้�ง อีีกทั้้�งยัังมีีการจััดเตรีียม
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master mix, primer และ probe มาให้้ครบถ้้วนในชุุดสำเร็็จรููป ทำให้้ขั้้�นตอนการเตรีียมตััวอย่่างและการรัันเครื่่�อง
มีีความรวดเร็็วและลดภาระงานของผู้้�ปฏิิบััติิ19 ในขณะที่่�วิิธีี Real-time RT-PCR แบบทั่่�วไป ผู้้�ทดสอบต้้องเตรีียม
ปฏิิกิิริิยาแยกต่่างหากสำหรัับแต่่ละเชื้้�อที่่�ต้้องการตรวจ ซึ่่�งอาจเป็็นแบบ singleplex หรืือ multiplex เล็็ก ๆ เช่่น 
2–3 ชนิิดต่่อหนึ่่�ง reaction โดยต้้องออกแบบ primer/probe เองหรืือตามคู่่�มืือที่่�เผยแพร่่โดยองค์์กรต่่าง ๆ เช่่น 
CDC หรืือ  WHO20 ทำให้้การดำเนิินการมีีความซัับซ้้อนและต้้องใช้้เวลามากขึ้้�น โดยเฉพาะเมื่่�อมีีการตรวจเชื้้�อหลาย
ชนิิด นอกจากนี้้� การแปลผลของวิิธีี RT-PCR ทั่่�วไปยัังต้้องอาศััยการอ่่านค่่า Ct (cycle threshold) ด้้วยตนเอง ซึ่่�ง
ต้้องพิิจารณาร่่วมกัับเกณฑ์์ของแต่่ละห้้องปฏิิบััติิการ ในขณะที่่� FTD RP21 จะใช้้ซอฟต์์แวร์์วิิเคราะห์์ผลแบบอััตโนมััติิ 
และแสดงผลเชิิงคุุณภาพว่่า “Detected” หรืือ “Not detected” โดยมีี internal control ในทุุกตััวอย่่างเพื่่�อรัับ
ประกัันคุณภาพของผลทดสอบ21 การศึึกษานี้้�มีีการใช้้ตััวอย่่าง 60 ราย ซึ่่�งอาจไม่่เพีียงพอในการสรุุปผลทั่่�วไป 
ความครอบคลุุมของเชื้้�อที่่�พบสามารถตรวจหาเชื้้�อที่่�อยู่่�ในชุุดตรวจ FTD RP21 ซึ่่�งครอบคลุุมเชื้้�อไวรััสและแบคทีีเรีีย
ที่่�พบบ่่อย แต่่ไม่่สามารถตรวจหาเชื้้�อก่่อโรคชนิิดใหม่่หรืือสายพัันธุ์์�ที่่�ไม่่รวมอยู่่�ในชุุดตรวจได้้ หากมีีการระบาดของ
เชื้้�อก่่อโรคชนิิดใหม่่ เช่่น SARS-CoV-2 จำเป็็นต้้องพััฒนาชุุดตรวจใหม่่หรืือปรัับปรุุงชุุดตรวจเดิิมให้้สามารถตรวจหา
เชื้้�อดัังกล่่าวได้้ โดยสรุุป ชุุดตรวจ FTD RP21 เหมาะสมสำหรัับการตรวจเชื้้�อก่่อโรคระบบทางเดิินหายใจแบบครบ
วงจรในเวลาจำกััด โดยให้้ความสะดวกในการเตรีียมและแปลผล ส่่วน Real-time RT-PCR แบบทั่่�วไปเหมาะสำหรัับ
ห้้องปฏิบิัตัิกิารที่่�ต้้องการความยืืดหยุ่่�นสููงในการเลืือกชนิดิเชื้้�อและควบคุุมต้้นทุนในระยะยาว ทั้้�งนี้้� ควรเลืือกใช้้วิธิีกีาร
ที่่�เหมาะสมกัับวััตถุุประสงค์์ทางคลิินิิกและทรััพยากรที่่�มีีผลการศึึกษาพบว่่า เทคนิิคนี้้�มีีความเป็็นไปได้้ในการนำมา
ใช้้จริิง โดยผลเบ้ื้�องต้้นแสดงให้้เห็็นถึึงความไวและความจำเพาะในระดัับที่่�น่่าพึึงพอใจ สะท้้อนถึึงศัักยภาพในการ
ขยายผลสู่่�การใช้้งานภาคสนามในวงกว้้าง ทั้้�งนี้้�ควรมีีการทดสอบเพิ่่�มเติิมในประชากรหลากหลายกลุ่่�มเพื่่�อยืืนยััน
ความสม่่ำเสมอของผลลัพัธ์์ ด้้วยความพร้้อมที่่�มี ีทั้้�งทางด้้านสถานที่่�ห้้องปฏิบัิัติิการทางอณููชีวีวิทิยา อุปุกรณ์์เครื่่�องมืือ
ที่่�ทัันสมััย และบุุคลากรที่่�มีีความรู้้�ความสามารถในการปฏิิบััติิงาน ทำให้้สถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ทหาร
มีคีวามพร้้อมในการรับัมืือกับัสถานการณ์์การระบาดของโรคไข้้หวัดัใหญ่่ และโรคติดิเชื้้�อไวรััสอาร์์เอสวีี ในกำลังัพลทหาร
และสนัับสนุุนให้้ความร่่วมมืือทางด้้านนโยบายแก่่กระทรวงสาธารณสุุขได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ
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