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 การแพรระบาดของโรคติดเชื้อไวรัสโคโรนา 2019 (Coronavirus disease 

2019; COVID-19) จากเชื้อ severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 

(SARS-CoV-2) ทีร่วดเรว็มผูีตดิเชือ้จาํนวนมากกวา 30 ลานคน และมผีูเสยีชวีติจาํนวนมาก 

1 ลานราย (ณ วันที่ 28 กันยานยน 2563) เปนปญหาสําคัญสงผลกระทบทั้งทางตรง

และทางออมตอระบบสาธารณสุข เศรษฐกิจ และสังคมของเกือบทุกประเทศท่ัวโลก

การพัฒนาวัคซีนในการปองกันโรคและยาตานไวรัสอยูในขั้นตอนการพัฒนาใหสามารถ

นําออกมาใชกับประชากรหมูมาก การกักกนัผูสงสัยตดิเชือ้ (person under investigate; 

PUI) หรือผูสัมผัสโรคเปนระยะเวลานาน 2 สัปดาหมีคาใชจายสูง และเปนอุปสรรคตอ

การบริหารจัดการทางการแพทยและการดําเนินวิถีชีวิต การตรวจหา SARS-CoV-2

ในผูติดเชื้อเพื่อการวินิจฉัยโรค หรือการคนหาผูสัมผัสโรคที่ยังไมแสดงอาการ เปนหนึ่งใน

มาตรการสาํคญัเพ่ือการควบคมุ-ปองกันไมใหแพรเช้ือกระจาย การตรวจหาเชือ้ SARS-CoV-2  

โดยตรวจสารพันธุกรรมของเชื้อดวยวิธี real-time reverse transcription polymerase 

chain reaction (real-time RT-PCR) เปนวิธีการที่แนะนําใหใชโดยองคการอนามัยโลก

และหนวยงานหลักดานสาธารณสุขของเกือบทุกประเทศ 

 ประเทศไทยเร่ิมมผีูปวยรายแรกในเดอืนมกราคม 2563 สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร

สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทยไดพัฒนาวิธีการตรวจการติดเชื้อ SARS-CoV-2 

ดวยเทคนิค real-time RT-PCR ใชในเครือขายหองปฏิบัติการของกรมวิทยาศาสตรการ

แพทยและโรงพยาบาลที่มีชุดเครื่องมือตรวจ และมีการขยายจํานวนหองปฏิบัติการตรวจ

เปนจํานวนมากกวา 200 แหงทั่วประเทศ นอกจากนี้ยังมีชุดตรวจ commercial kit หลาก

หลายยี่หอที่ผลิตจากบริษัทตางๆทั่วโลก เทคนิคการตรวจ real-time PCR แมจะมีการ

ใชงานในหองปฏิบัติการวิจัย/อางอิงในสถาบันวิจัยและศูนยการแพทยของประเทศไทย

บทนาํ
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มามากกวา 20 ป แตยังเปนเรื่องคอนขางใหมสําหรับหองปฏิบัติการของโรงพยาบาล

ในภาวะเรงดวนที่มีขอจํากัดในการสื่อสาร อบรม ถายทอดความรูและประสบการณการ

ตรวจจากผูเชี่ยวชาญสูผูปฏิบัติ ประกอบกับ COVID-19 เปนโรคอุบัติใหม มีองคความรู

เกี่ยวกับโรคที่ทยอยเผยแพรออกมาตามระยะเวลาที่ผานไป การเปลี่ยนแปลงของขอมูล

ตางๆนี ้บางสวนมผีลกระทบตอการตรวจทางหองปฏบิตักิาร ปจจบุนัยงัไมม ีgold standard 

ของวิธีการตรวจการติดเชื้อ SARS-CoV-2 ดวย real-time RT-PCR ทั้งในระดับประเทศ

และระดับสากล

 คูมือนี้มีวัตถุประสงคเพื่อสื่อสารองคความรู แนวทาง และขอปฏิบัติเกี่ยวกับ

การตรวจ SARS-CoV-2 ดวยวิธี real-time RT-PCR เพื่อใหผูปฏิบัติงานตรวจทาง

หองปฏิบัติการไดทบทวนและรับทราบขอมูล เพื่อนําไปเปนแนวทางการตรวจที่มี

คุณภาพโดยเนนเรื่องการปองกันการเกิดผลบวกปลอมและลบปลอม

Real-time Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 
(Real-time RT-PCR)

 Real-time PCR เปนเทคนิคการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเปาหมาย ที่พัฒนา

ตอจากเทคนิค PCR โดยตัดขั้นตอนการทํา agarose gel electrophoresis เพื่อตรวจวดั 

PCR product ออก แลวใชการตดิตามวดัสญัญาณเรอืงแสงทีเ่กดิข้ึนขณะที ่DNA เปาหมาย

เพิ่มจํานวนในทุกๆรอบตั้งแตรอบแรกจนรอบสุดทายของการทําปฏิกิริยา (real-time 

detection) ปริมาณแสงที่วัดไดจะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณ PCR product ที่เพิ่มขึ้น

ในแตละรอบปฏกิิริยาแบบทวีคณู (exponential amplification) ในลกัษณะกราฟรปูตวั S

(S-shape / sigmoid curve)  วธิ ีreal-time PCR ถูกใชในการตรวจวดัปรมิาณสารพนัธกุรรม
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โดยการตรวจตัวอยางเปรียบเทียบคาความเขมขน DNA อางอิงที่ทราบปริมาณที่อัตรา

เจือจางตางๆ (Standard curve) จึงเรียกวา quantitative PCR (qPCR) 

 การวัดการเพิ่มจํานวนของ PCR product ในเทคนิค real-time PCR มีหลาย

วิธี แตวิธีที่นิยมใชมากที่สุดคือการใช Hydrolysis probe (TaqMan probe) โดยในหลอด

ปฏิกิริยาที่มี DNA polymerase และสารจําเปนในการเพิ่มปริมาณ PCR  ในบัฟเฟอร

จะมีคู primer จําเพาะสําหรับ DNA เปาหมาย และมี probe ซึ่งเปน DNA สายสั้น

(10-20 bp)  ที่มีสารเรืองแสง (Reporter) ที่ติดไวที่ปลาย 5’ แตจะถูกบังไวดวยสารบังแสง

(Quencher) ทีต่ดิไวทีป่ลาย 3’ การเพิม่จํานวนเร่ิมจากข้ันตอนการเพิม่อณุหภมูไิปที ่95oC

เพื่อแยก DNA สายคูออกจากกันใหเปนสายเดี่ยว (denaturing step) จากนั้นลดอุณหภูมิ

ลงมาที่ 50 – 60oC (annealing and extension step) ซึ่ง probe และ primers

จะเขาจับกับ DNA เปาหมาย เอ็นไซม DNA polymerase จะสราง DNA สายใหมตออก

จาก primer ไปจนชน probe ที่จับกับ target บนเสน DNA เดียวกัน แลวยอย probe 

ทําให reporter หลุดแยกออกมาและอยูหาง quencher เครื่องจึงเห็นสัญญาณแสงจาก 

reporter และบันทึกปริมาณแสงที่เกิดขึ้นไวทุกๆรอบ จนครบรอบการทําปฏิกิริยา (40-

45 รอบ)  

 กรณีการตรวจเชื้อ SARS-CoV-2 ซึ่งมีสารพันธุกรรมชนิด RNA จะมีขั้นตอน

การเปลี่ยน RNA เปน DNA (reverse transcription; RT) กอนการทํา real-time PCR 

วิธีการตรวจจึงเปน Real-time RT-PCR หรือ RT-qPCR  ชุดนํ้ายาตรวจปจจุบันมีการ

ปรับปรุงใหขั้นตอน RT และ PCR สามารถทําไดในหลอดปฏิกิริยาเดียวกัน (one-step 

RT-PCR) รวมทั้งสามารถตรวจ DNA/gene ไดหลายเปาหมายพรอมกัน โดยการเลือก 

reporter ที่ใหการเรืองแสงที่ชวงความถี่คลื่นตางกัน   
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รูปที่ 1 Real-time reverse transcription PCR (real-time RT-PCR)

 1. Reverse transcription:  การเปลี่ยน RNA เปน complementary DNA 
(cDNA) ดวยเอ็นไซม reverse transcriptase ที่อุณหภูมิ 50oC เปนเวลา 10-30 นาที 
 2. Inactivation and activation: การทําลายเอ็นไซม RT และกระตุนเอ็น
ไซม DNA polymerase ที่อุณหภูมิ 95oC นาน 2 นาที 
 3. PCR: denaturing step: การแยก DNA เสนคูเปนเสนเดี่ยวที่ 95oC นาน 
5-20 วินาที
 4. PCR: annealing & extension step ที่อุณหภูมิ 50-60oC นาน 30-60 

วินาที ทําซํ้า step 3 และ 4 เปนจํานวน 40-45 รอบ

หมายเหตุ: อุณหภูมิและชวงเวลาของทุก step สามารถปรับเปลี่ยนไดตามความเหมาะสมขึ้นกับ primer/

probe และชุดนํ้ายาที่ใช ซึ่งตองมีการทดสอบและปรับแก (optimization) เพื่อใหไดอุณหภูมิและเวลา

ที่เหมาะสม กรณีทีตรวจ DNA เปาหมายหลายตัวในหลอดเดียวกัน (multiplex) ตองทํา optimization 

ให primer/probe ของแตละเปาหมายใหทํางานไดดีที่อุณหภูมิเดียวกัน  

Real-time Reverse Transcription PCR (Real-time RT-PCR)



Pitfall ในการตรวจ SARS-CoV-2 ด้วยเทคนิค Real-time PCR8

รูปที่ 2 กราฟแสดงการเพิ่มสัญญาณแสงของ reporter ที่เพิ่มขึ้นตามจํานวนรอบการทํา PCR เปนแบบ

ทวีคูณ (exponential) มีลักษณะเปน S-shape โดยตัวอยางที่ไมมี DNA เปาหมาย (no template) จะ

ไมมีการเพิ่มสัญญาณแสง เห็นเปนเสนตรงแนวระนาบ   

1. Rn (Normalized reporter) หรือ FRU (Fluorescent reporter unit): เปนคา

 สัญญาณเรืองแสงของ reporter ท่ีหลุดเปนอิสระจาก probe และสารดูดกลืนแสง 

 (quencher) เกิดขึ้นขณะมีการเพิ่มจํานวนของ PCR product  โดยบางเครื่องมือ/

 ชุดนํ้ายาเปนคาที่หักลบการสารเรืองแสงอางอิง เชน referent ROX dye

2. Delta Rn (∆Rn): สัญญาณเรืองแสงของ reporter ที่วัดไดในแตละรอบปฏิกิริยา

 หักลบคาการแสงเรืองแสงระยะเริ่มตนกอนมีการเพิ่มจํานวน (baseline)  [∆Rn = Rn

 – baseline]  

ศัพท์จําเพาะ (terminology) เกีย่วกับ real-time PCR
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3. Baseline: เปน background ของสารเรืองแสงในหลอดปฏิกิริยาที่ตรวจวัดไดในรอบ

 แรกๆของการเพิ่มปริมาณ กอนที่จะมีการเพิ่มสัญญาณแสงแบบ exponential จาก

 การเกิด PCR product  

4. Threshold line: เสนระดับของสัญญาณเรืองแสงที่สูงกวาระดับ baseline และอยู

 ในชวงการเพิ่มจํานวนแบบ exponential growth ของ DNA เปาหมาย  คา threshold

 ขึ้นกับสารเรืองแสงที่ใชเปน reporter รวมทั้งองคประกอบตางๆในการทํา real-time 

 PCR  สามารถใหเครื่องตั้งคาแบบอัตโนมัติ หรือ ผูใชสามารถปรับตั้งคาเองได กรณี

 ตรวจวัดหลายยีนเปาหมาย ควรตั้งคา threshold ของแตละ reporter ใหเหมาะสม    

5. Ct (threshold cycle): จํานวนรอบที่สัญญาณแสงของตัวอยางตัดกับเสน Threshold

 คา Ct  แปลผกผันกลับปริมาณ DNA เริ่มตน  ตัวอยางที่มี DNA เปาหมายเริ่มตนมาก

 จะมีคา Ct ตํ่า ในขณะที่ตัวอยางที่มีปริมาณ DNA เปาหมายนอยกวา จะมีคา Ct สูง  

 [Ct มีความเหมายเดียวกับ quantification cycle; Cq]

การตรวจ SARS-CoV-2 ด้วยวิธี real-time RT-PCR: 

● ยีนของ SAR-CoV-2 ที่เปนเปาหมายในการตรวจ ที่ใชกันไดแก non-structural (NS) 

 เปนยีนสวนที่สรางโปรตีนที่ทําหนาที่ในกระบวนการเพิ่มจํานวนของไวรัส เชน RNA-

 dependent RNA polymerase   (RdRp)  บางชดุทดสอบเรยีกเปน orf1a, orf1b, orf1ab,

 NS1,  NS2,  โดยไมไดระบวุาเปนยนีทาํหนาทีอ่ะไร หรอื อาจเปน structural gene เชน 

 Nucleocapsid (N), Envelop (E) หรอื Spike (S) ขณะทีไ่วรสักาํลงัเพิม่จาํนวนในเซลล

 ที่ติดเชื้อจะมีการสรางสารพันธุกรรมของไวรัส (genomic RNA) พรอมกับสราง 

 subgenomic mRNA เพื่อสรางโปรตีนที่เปนสวนประกอบโครงสรางของไวรัสออกมา

 อยางมากมาย โดยเฉพาะ Nucleocapsid 

ขอมูลความรู
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รูปที่ 3* โครงสรางพันธุกรรม (genomic RNA) ของ SARS-CoV-2 แสดง open reading frame (ORF) 
polyprotein 1a (PP1a), polyprotein 1ab (PP1ab), และ 16 non-structural proteins (NSPs) 
รวมทั้ง subgenomic RNAs สําหรับสรางโปรตีนโครงสรางของไวรัส

*ดดัแปลงจาก Romano Cell 2020, 9(5),1267 (https://www.mdpi.com/2073-4409/9/5/1267/htm) 
และ ViralZone 2020 SIB Swiss Institute of Bioinformatics (https://viralzone.expasy.org/8996)

 primer และ probe ถกูออกแบบใหจบักับบริเวณ conserved region ซึง่หมายถึง

บริเวณจําเพาะบนยีนที่มีลําดับเบสพบไดเฉพาะ SARS-CoV-2 แตไมพบในส่ิงมีชีวิตอื่น

รวมทัง้ไวรสั โดยเฉพาะไวรสัท่ีอยูในกลุมใกลเคียงกนั เชน SARS, MERS, หรอื coronavirus 

อื่นๆ หรือกลุมที่กอโรคในทางเดินหายใจเหมือนกัน  ยีนเดียวกันอาจถูกเลือกชวงลําดับเบส

ตางบรเิวณกนัมาใชเปน primer/probe ขึน้กบัการวเิคราะหและออกแบบของนกัวจิยัหรอื

บริษัทผูผลิตชุดตรวจ ดังน้ันจึงไมไดหมายความวาน้ํายาตางยี่หอกันที่ใชยีนเปาหมาย

เดยีวกนัจะมคีวามไว (sensitivity) ความจาํเพาะ (specificity) เทากนั การตรวจยนีเปาหมาย

ของไวรัส 2-3 ยีน พรอมกับการตรวจ Internal control เรียกวา multiplex RT-PCR 

สามารถทําไดโดยการใชสารเรืองแสงตางชนิดกันติดที่ probe ของแตละยีน



กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 11

 1. Buffer (อาจมีชื่อเรียกเปน Premix, Supermix, Readymix ฯลฯ) มีสวนผสม

  เปนสารที่จําเปนตองใชในการเพิ่มปริมาณ DNA อยูใน buffer เพื่อควบคุม pH เชน 

  MgCl2,  KCl, dNTP และสารอื่นๆ (additive) เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ เชน gelatin, 

  non-ionic detergent (tween-20, Tritonx-100), BSA และ สารอื่นๆ ตามสูตร

  เฉพาะของแตละบริษัทผูผลิตที่ไมเปดเผย บางชุดน้ํายามีการผสมเอ็นไซม DNA

  polymerase enzyme และ/หรือ RT ลงไปดวย ดังนั้นการชุดนํ้ายาแตละยี่หอ

  ตองใช Buffer ที่ใหมาควบคูกับ Enzyme mix ของชุดนํ้ายาเดียวกัน หามใชขาม

  ยี่หอโดยเด็ดขาด สวนการใชขามชนิดชุดนํ้ายา (catalogue number) ในยี่หอ

  เดียวกันจะทําไดก็ตอเมื่อมีขอมูลจากบริษัทผูผลิตวาสามารถใชได  

 2. Enzyme Mix เปนหลอดทีมี่สวนผสมของเอน็ไซมอยางนอย 2 ชนดิ ไดแก Reverse 

  transcriptase และ RNase Inhibitor  และอาจมี DNA polymerase สาํหรบัยีห่อ

  ท่ีไมไดใสไวใน buffer  โดยมักผสมกนัอยูใน glycerol ความเขมขน 20-50% เพือ่

  ปองกนัการแขง็ตวั (Freeze) เมือ่เกบ็ทีอุ่ณหภมูติํา่กวา -20oC และตอนนาํมาใชงาน

  จะไมเกดิการละลาย (thaw)  การเกดิ freeze-thaw ของ  Enzyme mix บอยๆครัง้

  เปนสาเหตุสาํคญัทาํใหประสทิธิภาพการตรวจลดลง  

 3. Option อื่นๆที่อาจมีในบางชุดนํ้ายา

  3.1 RNAse free water หรือ Nuclease free water หากไมมีมาในชุดตรวจ

   ผูใชควรจัดหา molecular/PCR grade water เพื่อใชงาน ไมควรใชนํ้ากลั่น 

   หรือนํ้าที่ผาน autoclave หรือนํ้าบริสุทธิ์ที่ถูกเตรียมมาเพื่อใชกับงานอื่น 

  3.2 ตัวควบคุมบวก (positive control; PC) เปนสารพันธุกรรมที่ใหผลบวกกับ

   ยีนเปาหมายของ SARS-CoV-2 เมื่อตรวจควบคูไปกับตัวอยางจากผูติดเชื้อ

ชุดนํ้ายา (reagent kit)
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   เพื่อตรวจสอบคุณภาพชุดนํ้ายาวายังคงมีประสิทธิภาพ โดยมีทั้งแบบที่ตอง

   สกัดสารพันธุกรรมกอน หรือเปนสารพันธุกรรมท่ีใชเติมในขั้นตอนการทํา

   real-time RT-PCR โดย PC ที่ดีไมควรมีความเขมขนสูง (มีคา Ct ตํ่า) เพื่อใหมี

   ความไวตอการตรวจพบความผิดปกติของการตรวจที่เกิดขึ้นแมเพียงเล็กนอย 

   รวมทัง้เพือ่ปองกันการปนเปอนไปยงัตัวอยางตรวจจากผูปวย (Cross contam-

   ination) ในขั้นตอนการสกัด หรือ หรือการเติมลงในหลอดปฏิกิริยา แลวทํา

   ใหตัวอยางเกิดผลบวกปลอม ควรใช PC ที่มีความเขมขนตํ่า (คา Ct สูง) 

   หองปฏิบัติการอางอิงที่ใชชุดตรวจ in-house มักใช PC ที่เปน viral culture 

supernatant เจือจางใน VTM โดยอาจเปน VTM ที่มีเซลลมนุษยปนอยู เชน nasal 

swab จากคนปกติที่ไมติดเชื้อ เมื่อสกัดสารพันธุกรรมจะได RNA ของไวรัสและมนุษย

รวมกัน เพื่อใช housekeeping gene เปน internal control ในกรณีชุด commercial 

kit ตัวอยาง PC อาจเปน plasmid control (สามารถสรางใหมีหลายยีนเปาหมายอยูใน 

plasmid เดียวกัน) หรือ DNA/RNA สังเคราะห (synthetic DNA/RNA)  ตัวอยาง PC 

แตละชนิดมีขอดี ขอเสีย รวมทั้งความคงตัว (Stability) ตางกัน
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 positive control type Pros Cons

Viral culture supernatant
ทีม่ ีhuman cell เจอืจาง
ใน VTM

- เหมอืนตวัอยางสิง่สงตรวจ
 จากผูปวยมากที่สุด หลัง 
 สกัดสารพันธุกรรม จะได
 RNA รวม ของไวรัสและ
 มนุษย ใชตรวจ target 
 gene ของไวรัส ไดทุกยีน 
 และตรวจ housekeeping 
 ยีนของมนุษย เพื่อการ
 ควบคุมคุณภาพการตรวจ
 ตั้งแตขั้นตอนสกัดจนถึง
 ขั้นตอนการทํา RT-PCR

- ตองเพาะเลี้ยงเชื้อใน 
 BSL-3 มีขอจํากัดการผลิต 
 ใหไดจํานวนมาก 
- การใชและการขนสง
 ตองระวังตามมาตรฐาน  
 Biosafety 
- ตองเก็บรักษาที่อุณหภูมิ
 ตํ่ากวา -20oC
- ไมคงตวัตอการ freeze-thaw  
 หลายรอบ ตองแบงเก็บ
 ในปริมาตรเหมาะสมตอ
 การใชงาน

Plasmid ที่สรางใหมียีน
เปาหมายแทรกอยู 
(targeted gene – insert 
plasmid control) 
หรือ DNA สังเคราะห 

RNA สังเคราะห

- ไมติดเชื้อ มีความคงตัวสูง 
- สามารถแทรกยีนหลายตัว 
 เขาใน plasmid เดียวกัน 

- ไมติดเชื้อ

- ตรวจไดเฉพาะยีน 
- ไมสามารถบอกความ 
 บกพรองในขั้นตอน
 การตรวจชวง RT ได 

- ความคงตัวตํ่า 
- ราคาแพง
- ตรวจไดเฉพาะยีน
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  3.3 Internal control (IC) เปนตวัควบคมุทีอ่ยูในทกุหลอดปฏกิริยิา โดยมี primer/

   probe จําเพาะสําหรับการตรวจวัดอยูในสวนผสมนํ้ายา  probe จะติดฉลาก

   ดวยสารเรืองแสงคนละสีกับ probe สําหรับยีนไวรัส โดยอาจเปนชนิดที่บริษัท

   เตรียมขึ้นใหเพื่อเติมลงในทุกตัวอยางกอนการสกัด RNA (spiked IC)  ตัวอยาง

   RNA ทีส่กัดไดจะม ีIC อยูปนกบั RNA ของเชือ้ บางบรษิทัอาจใชวธิเีตมิ IC ลงใน

   การเตรียม master mix (exogenous IC) กอนแบงลงหลอดปฏิกิริยาและ

   เติมตัวอยาง  RNA ซึ่ง IC ชนิดนี้จะไมสามารถบอกความผิดพลาดของขั้นตอน

   การสกัดได ชุดตรวจบางยี่หอหรือชุดตรวจที่พัฒนาขึ้นใชเอง (in-house kit) 

   ของหนวยงานวิจัยหรือหองปฏิบัติการอางอิงมักนิยมใช mRNA จากยีนมนุษย

   ที่มีการแสดงออกอยูตลอดเวลา (housekeeping gene) เชน RNase P,  beta

   -actin, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), 

   peptidyl prolyl isomerase A (PPI), Phosphatase A2 (PLA) เปน IC 

   (endogenous IC) เนื่องจากตัวอยางที่เก็บจากผูปวยโดยปกติจะไดเซลลของ

   ผูปวยมาดวย  ในขั้นตอนการสกัด RNA จะไดทั้ง viral RNA และ human

   mRNA  ในการตรวจ SARS-CoV-2 จะมีการเติม primer/probe จําเพาะตอ 

   house-keeping gene ที่เลือกใช 
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 Internal control (IC)Type Pros Cons

Endogenous IC
  Housekeeping gene

Exogenous IC
 DNA/RNA สังเคราะหสั้นๆ

Spike IC

- ตรวจสอบคณุภาพการตรวจ
 ไดตั้งแตขั้นตอนการเก็บ
 ตัวอยาง, การสกัด RNA 
 การเติมตัวอยาง RNA 
 จนถึงการทํา RT-qPCR

- ไมตดิเชือ้
- สัง่เตรยีมได

- ตรวจสอบข้ันตอนการสกดั 
 RNA วามีประสิทธิภาพ 
 หรือมี ตัวยับยั้ง inhibitor 
 ปนมาใน RNA ที่สกัดได
 หรือไม   

- อาจมีเชื้อที่สามารถ
 ติดตอได ตองปฏิบัติตาม
 ขอกําหนด Biosafety 

- ตรวจสอบไดแตขั้นตอน
 การทํา PCR
 RNA สังเคราะหมีความ
 คงตัวตํ่า

- ไมสามารถตรวจสอบ
 ขั้นตอนการเก็บตัวอยาง

  3.4 ระบบปองกันการปนเปอนจาก PCR product ดวย UNG โดยตั้งแตเริ่มแรก

   ของการตรวจ ใชสวนผสม ที่มี dUTP ปนใน dNTP ของ master mix เมื่อทํา 

   PCR จะได PCR product ที่มี dUTP   ในการทําreal-time PCR ครั้งถัดไป 

   ในนํ้ายาที่มีการเติม Uracil N Glycosyalse (UNG/UDG) จะทําลาย PCR 

   product ทีอ่าจปนเปอนในหลอดปฏกิิรยิา โดยไมทาํลาย RNA/DNA เปาหมาย

   ที่สกัดได    
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 คุณภาพและประสิทธิภาพการตรวจ SARS-CoV- 2 ดวยวิธี real-time RT-PCR 

ขึน้กบัหลายปจจยั  มีคูมอืการตรวจ การต้ังหองปฏิบตักิารตามมาตรฐาน Biosafety การเกบ็

ตัวอยางตรวจ การตรวจและการควบคุมคุณภาพ หลายฉบับที่ใหความรูโดยละเอียดใน

เรือ่งเหลานีไ้ว คูมอืฉบบันีใ้หแนวปฏบัิตเิพือ่การปองกนัการเกดิผลบวกปลอมและลบปลอม

ในการตรวจ ดังนี้

 1. การจัดหองปฏิบัติการใหมีระบบการทํางานท่ีปองกันการเกิดการปนเปอน 

(contaminate) ระหวางตัวอยาง และจาก PCR product ที่เกิดขึ้นในการตรวจครั้งกอน

หนาไปยังวัสดุ อุปกรณ และบริเวณหองปฏิบัติการ ซึ่ง PCR product ที่เกิดขึ้นมีขนาด

เล็กมาก (ประมาณ 100 bp) จากจํานวนเริ่มตน 1 copy จะถูกเพิ่มเปนหลายลาน-ลาน 

(1013) copies จากการทํา PCR 40 รอบ การฟุงกระจายเพียงเล็กนอยจากหลอดที่ใหผล

บวกสามารถปนเปอนสิ่งแวดลอมในหองปฏิบัติการ กอใหเกิดผลบวกปลอม และกําจัดได

ยาก จึงจําเปนตองมีการปองกันตั้งแตแรก โดยปฏิบัติตามคูมือจัดตั้งหองปฏิบัติการตรวจ

ทางอณชูวีวทิยาคูมอืการจดัตัง้หองปฏบิตักิาร PCR (Establishment of PCR laboratory 

in developing countries, 2nd edition ขององคการอนามัยโลก และ มาตรฐานความ

ปลอดภัย Biosafety อยางเครงครัด 

 2. การเก็บตัวอยางตรวจที่ไดคุณภาพจากคนไข ตองมีขั้นตอนการเก็บที่ถูกตอง 

รักษาสภาพไวรัสหรือเก็บในอาหารเลี้ยงเชื้อ หรือน้ํายารักษาสภาพตัวอยางอื่นๆ ตามคํา

แนะนําของชุดตรวจ 

 3. การสกดัตวัอยาง RNA ตองเลอืกใชชดุสกดัทีม่คีณุภาพ สามารถสกดัสารตวัอยาง

พันธุกรรม RNA ของไวรัสไดในคุณภาพและปริมาณสูง กลาวคือ ไดสาร RNA ปริมาณมาก 

และกาํจดัสารปนเปอนทีอ่ยูในตวัอยาง โดยเฉพาะ inhibitor ซึง่อาจเปน RNase ทีท่าํลาย 

คุณภาพและประสิทธิภาพการตรวจ
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RNA หรือ สารท่ียับยังปฏิกิริยาการทํา RT-PCR ชุดสกัดแตละยี่หอมีคุณสมบัติและ

ประสิทธิภาพตางกัน ควรเลือกใชชุดสกัดที่ผานการประเมินประสิทธิภาพแลว โดยทั่วไป

ชุดสกัดแตละยี่หอจะระบุวาสามารถใชกับตัวอยางอะไร ปริมาตรเริ่มตนเทาไร และได

ตัวอยาง RNA ในปริมาตรเทาไร การเปลี่ยนแปลงชนิดตัวอยางจากคนไข รวมทั้งปริมาตร

ของตัวอยางและนํ้ายาที่ใชในแตละขั้นตอน อาจสงผลกระทบตอคุณภาพ RNA ที่สกัดได 

ควรปรกึษาผูเชีย่วชาญผลิตภณัฑหรือสอบถามจากผูทีม่ปีระสบการณใชงาน การสกดั RNA 

ใหทําตามคูมือชุดสกัดอยางเครงครัด  โดยมีขอปฏิบัติและขอควรระวังเพิ่มดังนี้.
● ใช plastic wares ทุกชนิด เชน 0.5/1.5 ml microcentrifuge tube, PCR tube/

 plate, filter tip ฯลฯ ที่มีการรับรองวาปราศจากการปนเปอนของสารทําลาย RNA 

 (RNase/DNase/Nuclease free certified) จากบริษัทผูผลิต ซึ่งสามารถใชงานได

 โดยไมตองนําไป autoclave กอน ควรแบง tube ออกจากถุงมาใสกระปองพลาสติก

 สะอาดเพื่อใชงาน แยกเก็บสวนที่เหลือโดยปดผนึกใหมิดชิด
● การสกัด RNA ตัวอยางจํานวนมาก ตองระมัดระวังเรื่องการปนเปอนระหวางตัวอยาง

 บวกจากคนไขรายหนึ่งไปยังตัวอยางอื่นๆ ในการเปดภาชนะบรรจุ (unpack) ควรใช

 สารที่สามารถกําจัดหรือทําลายไวรัสได เชน 70% alcohol และซับตัวอยางดวยทิชชู

 ที่ตัดเปนแผนเล็กสําหรับแตละหลอดตัวอยาง แลวทิ้ง ทําความสะอาดถุงมือกอนที่จะ

 จบัตวัอยางถัดไป การเปล่ียนถุงมอืบอยๆ มีสวนชวยในการลด contamination สาํหรบั

 ขั้นตอนที่มีการเติมนํ้ายาและผสมดวย vortex mixer ตองปน spin down ใหสาร

 ละลายรวมกนัทีก่นหลอดกอนเปดฝาหลอดทกุครัง้ และเปดฝาหลอดดวยความระมดัระวัง 

 ไมควรเปดหลอด microtube มือเดียวโดยใชนิ้วหัวแมมือดันฝาเพื่อเปดหลอด ควรใช

 สองมือ หรือใชอุปกรณชวยเปดหลอด Microtube เพื่อลดการสัมผัสฝาดานใน  
● การสกัด RNA แบบ manual ดวยวิธี spin column มีขั้นตอนการปนดวยเครื่อง 
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 centrifuge ทําใหเกิดโอกาสปนเปอนระหวางตัวอยางหรือจากตัวอยางควบคุมบวก 

 (positive control) ไดสูง โดยเฉพาะกรณีที่ใสสารลงไปในหลอดปริมาตรมากจนลน

 หรือปริ่มอยูที่ขอบเมื่อปดฝาหลอด ในตอนปนจะกระเด็นออกมาปนเปอนหลอดอื่นๆ

 และติดในโถปน (chamber) ของ centrifuge ควรเช็ดทําความสะอาดดวย 0.5%

 hypochlorite แลวเช็ดตามดวยนํ้าสะอาดหลายๆครั้ง  
● การเกบ็รักษาตวัอยาง RNA ในสภาพเยน็ระหวางรอเตมิลงในหลอดปฏกิริยิา เนือ่งจาก 

 RNase ซึ่งสามารถพบไดทั่วไปตามผิวหนัง นํ้ามูก นํ้าลาย นํ้าตา เหงื่อ ซึ่งไมทํางาน

 หรือทํางานไดนอยในอุณหภูมิตํ่า กรณีที่ยังไมสามารถตรวจไดทันที หรือตรวจเสร็จแลว

 และตองการเก็บเพื่อรอการตรวจซํ้าควรเก็บไวที่ -20oC หรือเก็บที่ -70oC สําหรับ

 การเก็บระยะยาว   
 4. การเก็บรักษาชุดนํ้ายา real-time RT-PCR .ใหเก็บตามคําแนะนําในคูมือชุด

นํ้ายา บางชุดนํ้ายาแนะนําใหเก็บไวที่ 4-8oC ไดในระยะเวลา 2-4 สัปดาห โดยแยกเก็บ

enzyme mix ไวที่ -20oC ในกรณีที่มีตัวอยางไมมากควรแบงนํ้ายาออกปริมาตรนอยๆ 

เพื่อปองกันการเสื่อมของนํ้ายาจากการ freeze-thaw หลายรอบ การโดนแสง หรือการ 

contaminate   

 5. ตูเตรียมนํ้ายา master mix ใชผสมและแบงนํ้ายาเทาน้ัน โดยตองไมนํา

ตวัอยางสารพันธกุรรมใด ๆ (DNA/RNA sample, positive control, negative control, 

plasmid, ฯลฯ) เขามาในตู ขณะเตรียม master mix ไมควรเปดระบบหมุนเวียนอากาศ 

หรือใหมีลมมาจากเครื่องปรับอากาศเปาเขาสูตู กอนและหลังใชงาน ควร spray และเช็ด

ดวยนํ้ายาที่ทําลายDNA และ RNase เชน  RNaseAway® , DNAZapTM  รวมทั้งเปด UV 

เพื่อทําลาย DNA/PCR product หากมีการปนเปอน
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● หากเก็บนํ้ายาแชแข็ง ตองตรวจสอบใหแนใจวานํ้ายามีการละลายสมบูรณ เขยาผสม

 ใหเขากันดวย vortex mixer ที่ตั้งรอบการเขยาเบาๆ ไมผสมโดยการดูด-เปาดวย 

 autopipette แรงๆ หรอื เรว็ๆ เพือ่ปองกนัการเกิดฟองอากาศ หรอืการแตกทาํลายของ 

 primer/probe และปน spin down เบาๆเพือ่ไมใหมสีารเกาะตดิฝาหลอดกอนเปดฝา  
● ใช filter tip ในการดูดสวนผสมตางๆ โดยเลือกใช tip ชนิดที่มีความยาว เพื่อไมใหสวน

 ของ autopipette จุมโดนภายในหลอด เทคนิคการดูดสารใหจุมเฉพาะสวนปลาย tip

 ลงในหลอดใหตํา่กวาระดบัผวิหนาสารละลายเพยีงเลก็นอย แลวเล่ือน tip ลงขณะดดูสาร 

 ไมควรจุมลงไปที่กนหลอด ดูดสารแตละชนิดเติมลงในหลอด master mix โดยกด

 ปลอยสารแครูสึกตึงมือแตไมเปาออก (blow out) และไมดูดข้ึน-ลงเพ่ือผสมสาร 

 ยกเวน enzyme mix ซึ่งอยูใน glycerol ที่มีความหนืด ใหดูดขึ้นลงชาๆ อยางนอย 

 10 ครั้ง เพื่อผสมกับสารตัวอื่นๆ 
● ดดูนํา้ยาตางๆ ตามปริมาตรทีค่าํนวณไวใหเพยีงพอสําหรบัตวัอยางตรวจ   โดยเผือ่สาํหรบั 

 positive control (PC), no template control (NTC) โดยควรดูด enzyme mix 

 เปนตัวสุดทาย ขณะเตรียม master mix หากมีถาดเย็น (cool rack/box) เพื่อชวย

 รักษาอุณหภูมิองคประกอบตางๆของการทํา real-time qPCR จะชวยใหการตรวจ

 มปีระสทิธภิาพ และชวยลด non-specific amplification มนีํา้ยาบางยีห่อทีใ่ชเอน็ไซม

 ที่ผานการตัดแตงพันธุกรรม หรือ ใชโครงสรางทางเคมี หรือมีโปรตีน (antibody)

 จบัสวน active site ไว ทาํใหไมทาํงานทีอ่ณุหภูมติํา่หรืออณุหภมิูหอง ตองมกีารกระตุน

 (activate) ดวยอุณหภูมิสูงกอน เชน เอ็นไซม warm start reverse transcriptase 

 ใชอุณหภูมิ 50oC  หรือ hot start DNA polymerase ใชอุณหภูมิ 94oC ชุดนํ้ายาที่ใช

 เอ็นไซมประเภทนี้ไมจําเปนตองใช cool rack/box   ในขณะเตรียม master mix       

การเตรียม master mix มีขอปฏิบัติดังนี้ 
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● การเติมตัวอยาง RNA ใหทําในตูแยก หรือบริเวณที่ไมใชตูเตรียม master mix โดย

 เตมิตัวอยาง RNA จากผูปวยกอนใหครบ จากนัน้เติมนํา้ลงในหลอดทีเ่ปน no template 

 control แลวจึงเติม positive control เปนอันดับสุดทาย การเติมตัวอยาง RNA ใหใช

 เทคนิคการดูด-ปลอยลงท่ีกนหลอด PCR แบบไมเปา และไมตองดูดข้ึน-ลงเพ่ือผสม

 ตัวอยาง RNA กับนํ้ายา เพื่อปองกันการเกิดฟองอากาศซึ่งรบกวนการเกิดปฏิกิริยา

 และการอานผลท่ีเปนสาเหตใุหเกิดผลบวกปลอมหรอืลบปลอม ปดหลอด/เพลทใหสนทิ 

 เขยาผสมดวย vortex หรือการเคาะเบาๆ spin down เพื่อใหสารทั้งหมดตกลงสู

 กนหลอดและไลฟองอากาศกอนนําไปใสเครื่อง  real-time PCR 

 6. การอานผล real-time qPCR ควรปฏิบัติดังนี้
● ตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณของ IC ของทกุตวัอยางวามกีารเพิม่จาํนวนแบบ exponential

 ตัวอยางที่ไมมีการเพิ่มปริมาณ IC ถือวาเปนตัวอยางที่ไมมีคุณภาพ ตองมีการสกัด

 ตัวอยางใหม หรือ เก็บตัวอยางใหม
● ตรวจสอบการเพิ่มจํานวนของ target genes ของไวรัสในตัวอยาง PC วาคา Ct อยูใน

 ชวงกําหนดของชุดนํ้ายา หรือมีคาใกลเคียงกับการตรวจในครั้งกอนหนา และมี

 amplification plot ที่เปนรูป s-shape 
● ตรวจสอบการเพิ่มจํานวนโดยดู amplification plot ของ target genes ของไวรัสใน

 ตัวอยาง RNA จากคนไขทุกราย  
● การเกิด PCR product จนถึงระดับตรวจวัด ตองมีลักษณะเปน S-shape ในกรณีที่มี

 ไวรัสตํ่ามาก (คาCt สูงมากกวา 35) อาจเห็นลักษณะ S–shape ไมชัดเจน
● ตัวอยางในบางหลุมปฏิกิริยาอาจลักษณะ amplification plot แปลกไปจากลักษณะ 

 S-shape เชนเปนเสนตรงเฉียงขึ้นไปเรื่อยๆจนผาน threshold line หรือเปนเสนตรง

 ระนาบแตมีการกระตุกบางชวง อาจมีสาเหตุจากการปดฝาหลอดหรือเพลทไมสนิท 
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 ทําใหเกดิการระเหยของนํา้ หรือ การมฟีองอากาศ หรือ probe เสือ่มสภาพ (degrade)  

 การอานผลโดยอัตโนมัติดวย software ของเครื่องจะไดคา Ct ซึ่งเปนผลบวกปลอม 

 สามารถตรวจสอบไดโดยการดูคาการเรืองแสงของแตละชนิดแบบขอมูลดิบ ที่ไมมีการ

 หักลบคาเรืองแสงของนํ้ายาหรือสารเรืองแสงอื่นในหลอด (multicomponent plot 

 หรือ non-subtraction plot)  
● กรณทีีพ่บกราฟเปน S-shape แตมสีวน baseline ไมเปนเสนตรง และโคงตกลงมาใตเสน 

 threshold line ทําใหเครื่องอานคาเปนผลลบ ซึ่งพบไดในตัวอยางที่มีปริมาณไวรัส

 สูงมาก (คา Ct ตํ่ากวา15) ใหปรับชวง baseline ของ amplification plot และ 

 กําหนด threshold line ใหม อาจทดสอบซํ้าโดยใสตัวอยาง RNA ลดลง หรือ เจือจาง

 ตวัอยาง RNA 100 เทา กอนเตมิลงใน master mix หากไมแนใจ ใหปรกึษาผูเชีย่วชาญ

 เพื่อขอคําปรึกษาเปนรายตัวอยาง
● คา Ct ที่ตัดสินวาตัวอยางบวกหรือลบ ใหยึดตามคูมือชุดนํ้ายา โดยทั่วไป ใชคา Ct < 35

 และตองบวกอยางนอย 2 viral target genes 
● ตัวอยางที่คา Ct > 35 ใหพิจาณาตรวจซํ้า 

 7. PCR tube/plate ที่ผานการเขาเครื่อง real-time PCR แลวใหทิ้งในถุง 

หรือภาชนะปด และสงเผาทําลาย (รวมทั้ง pipette tip ที่ใชดูดตัวอยาง RNA และ pos-

itive control) หามนําไป autoclave เพราะขณะ autoclave ความรอนและความดัน

สูง อาจทําใหฝาหลอดเปด และทําให PCR product ในหลอดลดฟุงกระจายสูสิ่งแวดลอม
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สาเหตุของผลลบปลอมที่พบไดบอย
 1. การเกบ็ตวัอยางไมถูกตอง ตวัอยางมกีารปนเปอนของสารทาํลาย RNA 

 2. ขนสงตัวอยางและการเก็บรักษาไมถูกตอง

 3. สกัด RNA ไมได เนื่องจากคุณภาพชุดสกัด หรือมีการทําลาย RNA หลังสกัด

จากการปนเปอนของ RNase 

 4. ชุดนํา้ยาตรวจ real-time PCR เสือ่มสภาพ โดยเฉพาะ enzyme และ probe

 5. เครื่อง real-time PCR ทํางานผิดปกติ

 6. ตัวอยางมีปริมาณไวรัสสูงมากเกินคาการตรวจของวิธี 

 7. ตัวอยางมีไวรัสในระดับตํ่ามาก ทําใหการดูดตัวอยาง RNA ไปเติมในหลอด

ปฏิกิริยาไดบาง ไมไดบาง ผลการตรวจจะแกวงเปนบวก ปน ลบ ใหสกัด RNA ใหม โดย

ทําใหเขมขนขึ้น โดยเพิ่มปริมาณตัวอยางกอนสกัด หรือ ลดปริมาณ elution buffer ลง 

(ปฏิบัติตามคําแนะนําของคูมือนํ้ายา)  

 8. Human error จากการสลับตัวอยาง ลืมเติมตัวอยาง เติมตัวอยางไมครบ

ปริมาตร     

สาเหตุของผลบวกปลอมที่พบไดบอย
 1. มีการปนเปอน (Contamination) จาก PCR product จากการทําในรอบ

กอนหนา หรือ positive control โดยเฉพาะชนิดที่เปน plasmid

 2. มีการปนเปอนระหวางตัวอยางบวก ในขั้นตอนการสกัด RNA หรือ การเติม

ตัวอยาง RNA ลงใน master mix

 3. Human error จากการสลับตัวอยาง 

 4. การอานผลดวยเครื่องมีความผิดปกติ 
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ขอควรปฏิบัติเมื่อพบปญหาการปนเปอน (contamination)
 1. หยุดใหบริการวิเคราะห

 2. ทําความสะอาดหองปฏิบัติการ เครื่องมือ และอุปกรณทุกชิ้นอยางละเอียด 

ดวยนํ้ายาฆาเชื้อ 0.5% Sodium hypochlorite เช็ดตามดวยนํ้าสะอาด และ 70% Al-

cohol  ไมใช 70% Alcohol  เพียงชนิดเดียวเนื่องจากไมมีฤทธิ์ทําลาย DNA 

 3. ทบทวนวิธีปฏิบัติวาถูกตองตามหลักการ มีการรักษาทิศทางการทํางานแบบ

ทิศทางเดียวจาก การเตรีมนํ้ายา Master Mix การสกัดตัวอยาง และการทํา PCR  ไมใช

อุปกรณขามหอง 

 4. คนหาจุดบกพรองของเทคนิคทางหองปฏิบัติการที่อาจเปนสาเหตุของการ

ปนเปอนและแกไข 

 5. เปลี่ยนชุดนํ้ายาตรวจทั้งหมด รวมทั้ง plastic ware ตางๆ (tube, tip)

 6. ทําการทดสอบ no template control (NTC) หลายๆหลอด และ positive 

control เมื่อไมพบการปนเปอนแลว จึงเริ่มใหบริการตรวจวิเคราะหใหม 
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