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บทปริทัศน Review Article

Abstract
Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) causes the currently pandemic

contagious coronavirus disease 2019 known as COVID-19 disease in Thailand and worldwide. Development

of diagnostic methods to reach people at the regional and local settings quickly and inexpensively are thereby

necessary to help stop the spread of the COVID-19 infected people. The standard conventional diagnosis of

COVID-19 in laboratory is using reverse transcription followed quantitative polymerase chain reaction

(RT-qPCR) techniques, which is specific and accurate but requires a high-priced analytical equipment and

long-time analysis. Therefore, the invention and development of the SARS-CoV-2 (COVID-19) test kit for

the local and point-of-care detection will help resolve these problems. Now, the COVID-19 test kits are

classified by the detection of viral genetic material in respiratory secretions, and the detection of human blood

immunity (immunoglobulin: Ig). This article presents information and details about these COVID-19 test kits,

including limitations and ongoing researches for the more effective COVID-19 test kit.
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แนวทางชุดตรวจสำเร็จไวรัสกอโรคโควิด-19
In Vitro Point-of-Care Diagnostic Assays for SARS-CoV-2 (COVID-19)
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บทคดัยอ
ไวรสัโควดิ-19 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2: SARS-CoV-2) กอใหเกดิโรคตดิตอ

coronavirus disease 2019 (COVID-19) ที่กำลังระบาดในประเทศไทยและทั่วโลก โดยมีอัตราการแพรกระจาย

โรคสูงมาก ดังนั้นการพัฒนาวิธีตรวจวินิจฉัยโรคใหสามารถเขาถึงในระดับภาคสนามและทองถิ่นรวดเร็วและราคา

ไมแพงจึงเปนสิ่งจำเปนที่จะชวยหยุดยั้งการแพรระบาดของโรค ในปจจุบันการตรวจวินิจฉัยไวรัสกอโรคโควิด-19

ดวยวิธีมาตรฐานระดับหองปฏิบัติการคือ RT-qPCR ซึ่งมีความจำเพาะและแมนยำ แตตองอาศัยผูเชี่ยวชาญ

เครื่องมือมีราคาสูง และใชระยะเวลาวิเคราะหคอนขางนาน ดังนั้นการคิดคนพัฒนาชุดตรวจสำเร็จจึงเปนอีกหนึ่ง

หนทางทีช่วยใหการวนิจิฉยัโรคโควดิ-19 ไดรวดเรว็และทัว่ถงึ ซึง่ปจจบุนัไดวจิยัและพฒันาชดุตรวจสำเรจ็จำหนาย

โดยแบงเปนการตรวจสารพันธุกรรมในสารคัดหลั่งทางเดินหายใจและการตรวจหาภูมิคุมกันในเลือดของผูปวย

บทความนี้ไดนำเสนอขอมูลและรายละเอียดของหลักการพัฒนาชุดตรวจสำเร็จไวรัสกอโรคโควิด-19 สนับสนุน

ความเขาใจในการตรวจวนิจิฉยัโรค รวมถงึขอสนเทศเกีย่วกบัชดุตรวจสำเรจ็และแนวทางนำไปสกูารพฒันาชดุตรวจ

สำเรจ็ไวรสักอโรคโควดิ-19 ทีม่ปีระสทิธภิาพตอไป

คาํสาํคญั:  โควดิ-19, ชดุตรวจสำเรจ็, การวนิจิฉยัในหลอดทดลอง (ภายนอกรางกายมนษุย)
พทุธชนิราชเวชสาร 2563;37(2):247-57.

บทนำ
Severe acute respiratory syndrome coronavirus

2 (SARS-CoV-2) ซึง่กอโรคโควดิ-19 เปนไวรสัทีอ่ยใูน

ลาํดบั (order) Nidovirales, สกลุ (family) Coronaviridae,
สกลุยอย (subfamily) Coronavirinae และจนีสั (genus)

Betacoronavirus พนัธกุรรม (genome) ของไวรสันีเ้ปน

อารเอน็เอสายเดีย่วชนดิบวก (positive-sense ssRNA)

มีขนาด 29,903 ลำดับเบส วงจรชีวิตเริ่มตนดวยยีน

open reading frame 1a (ORF1a) และ ORF1ab
แสดงออกเปนโปรตนี replicase polyprotein 1a (pp1a)

และ pp1ab ซึง่ถกูตดัไดเปนโปรตนี 16 ตวัทีป่ระกอบกนั

เปน RNA replicase-transcriptase complex เพื่อ

สงัเคราะหสารพนัธกุรรมอารเอน็เอสายเดีย่วชนดิลบและ

เปนตนแบบของการผลติอารเอน็เอสายเดีย่วชนดิบวก

เปนวฏัจกัรตอไป เพือ่ใชในการ transcription ไดเปน

ดีเอ็นเอสายคู DNA ทำหนาที่เปนแมแบบของขั้น

การแสดงออกของโปรตนี (translation) คำวา “corona”

มาจากภาษาละตินแปลวามงกุฎซึ่งเปนลักษณะของ

โปรตนี spikes ทีอ่ยลูอมรอบอนภุาคไวรสัสกลุยอยนี้

การเขาเซลลเจาบานจะผานการจบักนัระหวางโปรตนี

spikes บนไวรัสและโปรตีนตัวรับบนเซลลเจาบาน

(มนษุย) แลวไวรสัเขาสเูซลล1-3

ปจจบุนัไดคนพบไวรสัโคโรนาทัง้หมด 4 สายพนัธุ

คือ ααααα, β, γ และ δ ซึ่งที่มีรายงานและตรวจพบ

ในมนุษยมี 2 สายพันธุ คือ สายพันธุ α ไดแก 

human coronavirus 229E (HCoV-229E) และ NL63 

กับสายพันธุ δ ไดแก Middle East respiratory

syndrome virus (MERS-CoV), SARS-CoV, HCoV-

OC43 และ HCoV-HKU14 ไวรัสโคโรนาเคยระบาด

วงกวางในชวง 20 ปที่ผานมา โดยไวรัสกลุมนี้ทำให

ผตูดิเชือ้เกดิภาวะ severe acute respiratory syndrome

(SARS) ระบาดใน ค.ศ. 2002-2003 มผีตูดิเชือ้สะสม

รวม 8,096 คน และมอีตัราการเสยีชวีติรอยละ 11 และ

Middle East respiratory syndrome (MERS) ในค.ศ.

2012-2014 พบผูติดเชื้อมีอัตราการเสียชีวิตสูงถึง

รอยละ 365-8 และในป ค.ศ. 2019 เริม่มรีายงานการเกดิ

โรคปอดบวมโดยไมทราบสาเหตใุนเมอืงอฮูัน่ ประเทศจนี

ในวันที่ 31 ธันวาคมและองคกรอนามัยโลก (World

Health Organization: WHO) ไดประกาศการระบาด

ของไวรัสโคโรนาสายพันธุใหม SARS-CoV-29 และ

จากผลการวิเคราะหจีโนมคาดวาอาจมีตนตอมาจาก

คางคาวในประเทศจีนเนื่องจากพบความเหมือนกัน

ของลำดบัสารพนัธกุรรมระหวาง SARS-CoV-2 และ

โคโรนาไวรัสในคางคาวสูงถึงรอยละ 9610 ขณะที่พบ

ความเหมือนกันของลำดับสารพันธุกรรมระหวาง

SARS-CoV-2 กับ SARS-CoV รอยละ 79.6 และ

กบั MERS-CoV รอยละ 50 ตามลำดบั3,11
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การตดิตอของไวรสัโควดิ-19 แพรกระจายผานทาง

อากาศ  (airborne transmission) และ droplets infection

เชน การสนทนา การไอ การจาม เมือ่สดูดมหรอืสมัผสั

กับสารคัดหลั่ง, น้ำลาย, น้ำมูก รวมถึงการอยูใกล

หรือสัมผัสกับผูปวยก็จะติดเชื้อ ถาผูปวยไอหรือจาม

ใสมอืแลวไปจบัสิง่ของตาง ๆ ไวรสัชนดินีจ้งึตดิตอและ

แพรกระจายไดงาย โดยเฉพาะสถานทีป่ด เชน สนามมวย,

ผบั, บาร, โบสถ1 ซึง่มรีายงานการแพรระบาดครัง้แรก

ทีต่ลาด Huanan seafood wholesale เมือ่ปลายป ค.ศ.

201912 และแพรกระจายเปนวงกวางกวา 200 ประเทศ

ทัว่โลกเมือ่สิน้เดอืนสงิหาคม ค.ศ. 2020 โดยมอีตัราการ

เสยีชวีติเฉลีย่รอยละ 3.513 และจากรายงานพบวาไวรสั

โควิด-19 สามารถติดตอและแพรระบาดในอัตราที่

สงูกวา SARS-CoV และ MERS-CoV14

อาการของผูปวยโควิด-19 มีตั้งแตไมมีอาการ

มอีาการระดบัไมรนุแรง เชน มไีข ไอ (มหีรอืไมมเีสมหะ)

เจบ็คอ ปวดเมือ่ยกลามเนือ้ หรอืปวดหวั จนถงึอาการ

ระดบัรนุแรง เชน ปอดบวม (pneumonia) จนถงึปอดบวม

ขัน้รนุแรง (severe pneumonia) เหลานีท้ำใหเกดิอาการ

หายใจลำบาก หายใจถี่ ผูที่มีอาการดังกลาวจำเปน

ตองตรวจสอบทรวงอกดวย computerized/ tomography

(CT) scan ซึง่เปนวธิกีารวนิจิฉยัโรคผานการถายภาพ

อยางไรกต็ามการวนิจิฉยัดวย CT scan มรีาคาสงูและ

เปนการวินิจฉัยหลังมีอาการทางปอดแลวทำใหการ

รักษาลาชา รวมถึงความยากของการอานแปลผล

เนื่องจากความเสียหายของปอดจากสาเหตุอื่น อาทิ

แบคทีเรียกอโรคปอดบวมสายพันธุอื่นก็ได15-16 ดังนั้น

วิธีการวินิจฉัยที่จำเพาะเจาะจงตอไวรัสโควิด-19

ที่รวดเร็วและเขาถึงงายจึงจำเปนเพื่อควบคุมและ

รกัษาโรคไดอยางมปีระสทิธภิาพ

วธิมีาตรฐานการตรวจโควดิ-19 ในหองปฏบิตักิาร
Reverse transcription, quantitative poly-

merase chain reaction (RT-qPCR) เปนเทคนิค

ประยุกตจากเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส

(polymerase-chain reaction: PCR) ซึง่เปนกระบวนการ

เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดีเอ็นเอเปาหมายโดยใช

โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่จำเพาะ (ผลิตภัณฑ

เปาหมายเพิม่แบบสองยกกำลงั กลาวคอื 30 รอบจาก

ดีเอ็นเอตนแบบ 1 เสนจะไดปริมาณผลิตภัณฑ 2

ยกกำลงั 30) จงึทำใหการตรวจจบัมคีวามไวและจำเพาะ

และเพิม่เตมิคอืเทคนคิ qPCR อาศยัเครือ่ง real time

PCR thermal cycler และใชการตดิสฟีลอูอเรสเซนตกบั

ผลติภณัฑ PCR ทีเ่พิม่ขึน้ในแตละรอบเปนการตดิตาม

ปริมาณของผลิตภัณฑที่แสดงสีฟลูออเรสเซนต17

ซึง่ปจจบุนัเทคนคิ RT-qPCR ถกูใชเปนวธิมีาตรฐานของ

หองปฏบิตักิารในการตรวจวนิจิฉยัโรคโควดิ-19 โดยขัน้

RT เปลีย่นสารพนัธกุรรมอารเอน็เอของไวรสัโควดิ-19

ดวยเอนไซม reverse transcriptase เปนดเีอน็เอตนแบบ

เรยีกวา complementary DNA (cDNA) สำหรบัเทคนคิ

qPCR เพือ่เพิม่และระบปุรมิาณสารพนัธกุรรมดเีอน็เอ

เปาหมายแบบจำเพาะ ทัง้นีใ้นการตรวจไวรสัโควดิ-19

นกัวทิยาศาสตรสวนใหญเลอืกใชยนี ORF1ab และ N
ซึ่งมีความจำเพาะตอจีโนมของไวรัสโควิด-19 และ

ไมเกดิปฏกิริยิารวม (cross reaction) กบั coronavirus

สายพันธุอื่น โดยประสิทธิภาพในการวิเคราะหยีน

ORF1ab คอื 99.6% และ N คอื 95.4% ตามลำดบั ทัง้นี้

กรรมวธิกีารตรวจ one-step RT-qPCR กลาวคอืรวมขัน้

RT และ qPCR ในหนึง่ขัน้ตอน ใชระยะเวลา 1 ชัว่โมง

15 นาทีตอยีน18 โดยวิเคราะหยีน N พรอมกับ
การวิเคราะหยีน ORF1ab เพื่อยืนยันการติดเชื้อ
(confirmatory)19

อยางไรก็ดีวิธี one-step RT-qPCR ยีน N และ
ORF1ab มขีัน้ตอนและเครือ่งมอืทีย่งุยาก ไมเหมาะสม

ในการตรวจระดบัทองถิน่และภาคสนาม จงึเปนทีม่าของ

การพัฒนาชุดตรวจสำเร็จโควิด-19 ซึ่งนำเสนอใน

บทความนีป้ระกอบดวยขอมลูรายละเอยีดและขอสนเทศ

เกี่ยวกับวิธีการวินิจฉัยในชุดตรวจสำเร็จโควิด-19

โดยแยกเปนการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสและ

การตรวจหาภูมิคุมกันในเลือดที่มีจำหนายในปจจุบัน

และแนวทางการพัฒนาตอยอดที่มุงหวังใหความไว

และความจำเพาะเทยีบเทาวธิอีางองิ RT-qPCR ยนี N
และ ORF1ab แตใหผลเรว็ ราคาไมแพง อกีทัง้สามารถ
ตรวจเองไดในระดบัทองถิน่และ ณ จดุตรวจ
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วิธีตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสโควิด-19
ในชดุตรวจสำเรจ็

Loop Mediated Isothermal Amplification
(LAMP) หรอืแลมป

เทคนคิแลมปถกูพฒันาขึน้เมือ่ป พ.ศ. 2543 โดย

นกัวทิยาศาสตรชาวญีป่นุชือ่ Tsugunori Notomi และคณะ

ภายใตบรษิทั Eiken Chemical ประเทศญีป่นุ20  โดยใช

หลกัการเพิม่จำนวนสารพนัธกุรรมภายใตอณุหภมูเิดยีว

(isothermal amplification) คอื 57-65 องศาเซลเซยีส

โดยอาศยัเอนไซม Bst DNA polymerase ทีม่คีณุสมบตัิ

พิเศษคือสามารถเติมนิวคลีโอไทดดวยการแทนที่

ดีเอ็นเอบนสายคูสมเดิม (strand displacement)

ดวยเหตนุีใ้นปฏกิริยิาจงึไมจำเปนตองใชอณุหภมู ิ90-95

องศาเซลเซียสเพื่อใหดีเอ็นเอสายคูแยกออกจากกัน

และไมจำเปนตองใชเครือ่ง thermal cycler หรอื PCR

machine ดงัเชนในวธิ ี PCR และโอลโิกนวิคลโีอเทด-

ไพรเมอร 4-6 เสน นอกจากนีส้ารพนัธกุรรมทีไ่ดจากการ

เพิม่ปรมิาณสามารถตรวจไดดวยการวดัความขนุ การวดัสี

ทีไ่ดจากการเปลีย่นแปลงของคาความเปนกรด-เบส หรอื

การวัดปริมาณดวยสียอมดีเอ็นเอ21-22 ทำใหสามารถ

วเิคราะหผลไดดวยตาเปลาโดยไมตองอาศยัผเูชีย่วชาญ

เทคนิคนี้จึงเหมาะอยางยิ่งสำหรับการตรวจระดับ

ทองถิน่หรอืภาคสนามทีไ่มมเีครือ่งมอืใดๆ โดยในชวง

แรกนั้นเทคนิคแลมปถูกพัฒนาขึ้นเพื่อตรวจหาสาร

พนัธกุรรมดเีอน็เอ ตอมาไดพฒันาใหสามารถตรวจหา

สารพันธุกรรมอารเอ็นเอไดโดยอาศัยกระบวนการ

reverse transcription (RT) ดวยเอนไซม reverse

transcriptase ดงัเชนใน one-step RT-qPCR ในการ

เปลีย่นรหสัพนัธกุรรมอารเอน็เอของไวรสัทีเ่ปนสายเดีย่ว

ใหเปนดเีอน็เอสายคกูอน และเพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรม

ดังกลาวโดยใชเทคนิคแลมป ซึ่งเทคนิคแลมปนั้น

ตองการเพยีงเครือ่งมอืทีส่ามารถควบคมุอณุหภมูขิอง

ปฏกิริยิาใหคงทีใ่นชวง 57-65 องศาเซลเซยีสเทานัน้

กรรมวธิ ีRT-LAMP เปนเทคนคิการตรวจวนิจิฉยั

โรคที่มีความไว ความจำเพาะ และความแมนยำ10,20

แตคาใชจายต่ำ ขัน้ตอนไมยงุยาก ไมจำเปนตองอาศยั

ผูเชี่ยวชาญ ไมตองการอุปกรณเครื่องมือที่ซับซอน

และสามารถทราบผลไดอยางรวดเรว็ภายใน 1 ชัว่โมง

ดังนั้นนักวิทยาศาสตรจึงพัฒนาและประยุกตใชใน

การตรวจวินิจฉัยโรคโควิด-19 เชน Yan และคณะ22

ใชไพรเมอรที่จำเพาะตอยีน ORF1abและ N (ยีน N
แสดงเปนโปรตนี nucleocapsid ของโครงสรางไวรสั),

Lamb และคณะ23 สามารถลดระยะเวลาในการตรวจ

เหลือเพียงนอยกวา 30 นาทีและตรวจไวรัสไดแมมี

อารเอน็เอเริม่ตนเพยีง 1.02 เฟมโตกรมั, สวนกลมุวจิยั

ของ Yu และคณะ24 สามารถลดระยะเวลาในการตรวจ

ใหเหลอืเพยีง 25 นาทแีละใชตวับงชีค้าความเปนกรด-

เบสในการแปลผลดวยสีดวยตาเปลา ในปจจุบันจึง

ไดมชีดุตรวจวนิจิฉยัโรคดวยเทคนคิ RT-LAMP จำหนาย

อยางกวางขวาง อาท ิLoopamp RNA Amplification Kit

ของบรษิทั Eiken Chemical Co., Ltd. (เมอืงโตเกยีว

ประเทศญี่ปุน) และ WarmStart� LAMP Kit (DNA

& RNA) ของบริษัท New England BioLabs (รัฐ

แมสซาชูเซตส ประเทศสหรัฐอเมริกา) โดยทั้งสอง

ผลติภณัฑนีร้วมขัน้ RT และ LAMP ในหนึง่ขัน้ตอนและ

ชดุตรวจ WarmStart� LAMP Kit (DNA & RNA) ยงัมี

ความพเิศษทีใ่ชเอนไซม Bst 3.0 DNA polymerase

ทีน่อกจากสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอทีส่งูแลวยงัเรง

ปฏกิริยิา reverse transcription สามารถเปลีย่นสาย

อารเอน็เอไปเปนสายดเีอน็เอไดอกีดวย เมือ่เทยีบกบัวธิี

มาตรฐาน RT-qPCR เทคนคิแลมปสามารถเพิม่จำนวน

สารพันธุกรรมดวยอุณหภูมิเดียวจึงไมจำเปนตองใช

เครื่องมือที่มีราคาแพง อีกทั้งการอานผลยังสามารถ

ทำไดงายดวยตาเปลา จงึไมจำเปนตองอาศยัผเูชีย่วชาญ

ดงัเชนวธิมีาตรฐาน

Recombinase Polymerase Amplification
(RPA)

เทคนคิ RPA ถกูพฒันาขึน้ในป พ.ศ. 2549 โดย

Piepenburg และคณะ25 ภายใตบรษิทั ASM Scientific

(ในปจจบุนัคอืบรษิทั TwistDxTM Limited เมอืงเคมบรดิจ

ประเทศอังกฤษ) หลักการของเทคนิค RPA อาศัย

คณุสมบตัขิองเอนไซม recombinase ทีส่ามารถสราง

โมเลกุลเชิงซอนกับไพรเมอร (recombinase-primer

complex) ในการแยกดเีอน็เอสายคใูหกลายเปนสายเดีย่ว

เพือ่ใหบรเิวณคสูมของไพรเมอรบนสายแมแบบเปดออก

แทนทีจ่ะใชการเพิม่อณุหภมูอิยางในเทคนคิ PCR จากนัน้

โปรตนีเกาะสายเดีย่วชือ่ single strand DNA binding

protein (SSB) จะเขาไปจบัทีด่เีอน็เอสายเดีย่วทีว่างอยู

เพื่อปองกันไมใหดีเอ็นเอทั้งสองสายเขาจับกันใหม
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แลวกลายเปนดีเอ็นเอสายคูอีก หลังจากนั้นโมเลกุล

เชิงซอนดังกลาว (recombinase-primer complex)

จะหลุดออกจากกันและถูกแทนที่ดวยเอนไซม DNA

polymerase บนดเีอน็เอสายเดีย่ว ทำใหเกดิปฏกิริยิา

การเพิ่มจำนวนของสารพันธุกรรม และเนื่องจาก

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นนั้นคลายคลึงกับในเซลลมนุษย

อุณหภูมิที่ใชในเทคนิคอารพีเอจึงอยูที่ชวง 37-42

องศาเซลเซยีส ทำใหไมจำเปนตองใชเครือ่งมอืควบคมุ

อณุหภมู ินอกจากนีม้รีายงานวาเทคนคินีม้คีวามจำเพาะ

และความไวสูงถึงแมจะมีดีเอ็นเอเปาหมายนอยกวา

10 สำเนากส็ามารถตรวจพบได25

เทคนิค RPA จึงเปนอีกหนึ่งเทคนิคที่นาสนใจ

ในการประยกุตและพฒันาสำหรบัชดุตรวจวนิจิฉยัไวรสั

โควดิ-19 เนือ่งจากราคาไมแพง รวดเรว็ ไมตองอาศยั

ผเูชีย่วชาญ และสามารถทำไดทีอ่ณุหภมูริางกายมนษุย

(เชน หนบีใตรกัแร) อยางไรกต็ามวธิดีงักลาวยงัไมเปน

ทีน่ยิมมากนกัและมชีดุตรวจทีจ่ำหนายจากบรษิทัเดยีว

เทานัน้คอื TwistAmp� Basic Kit ของบรษิทั TwistDx

Limited เมอืงเคมบรดิจ ประเทศองักฤษ จงึมงีานวจิยั

ทีน่ำเทคนคินีไ้ปใชตรวจหาโรคโควดิ-19 ในจำนวนจำกดั

เชน งานวจิยัของ Zhang และคณะ26 ใชเทคนคินีใ้นการ

เพิม่จำนวนสารพนัธกุรรมยนี ORF1ab และ S (ยนี S
แสดงออกเปนโปรตนี spikes) ของไวรสัโควดิ-19 ดวย

TwistAmp� Basic Kit จากนัน้ตรวจหายนีทีไ่ดเพิม่จำนวน

ดวยเทคนิค CRISPR/Cas13 ซึ่งอานผลจำเพาะกับ

ลำดบัเบสของยนี ORF1ab และ S โดยพบวาการใช
เทคนคิ RT-RPA ควบคกูบั CRISPR/Cas13 ชวยเพิม่

ความจำเพาะของผลการตรวจไดเปนอยางมาก และพบ

ขดีจำกดัความไวทีร่ะดบั 10 สำเนาของไวรสัโควดิ-19

นอกจากนีย้งัไดพฒันาเทคนคิ CRISPR/Cas12 รวมกบั

เทคนิคแลมปโดยบริษัท Mammoth Biosciences

เมอืงซานฟรานซสิโก รฐัแคลฟิอรเนยี ประเทศสหรฐัอเมรกิา

ใชเทคนคิ RT-LAMP ในการเพิม่จำนวนดเีอน็เอของไวรสั

กอนใส Cas12a-gRNA ซึง่จำเพาะกบัลำดบัเบสของยนี

E  (envelope) และ N (nucleoprotein) ของไวรสั โดยมี

ความไวในการตรวจอยูที่ 10 สําเนาตอไมโครลิตร

ในเวลา 30-40 นาที ซึ่งสามารถจำแนกความตาง

ระหวางไวรสั SARS-CoV-2 กบัเชือ้ไวรสัโคโรนาตวัอืน่

ทีใ่กลเคยีงกนัได27

วธิตีรวจหาภมูคิมุกนัในเลอืดในชดุตรวจสำเรจ็
เมือ่รางกายไดรบัเชือ้ไวรสัจะมปีฏกิริยิาตอบสนอง

โดยระบบภูมิคุมกันจะสรางสารภูมิตานทานเรียกวา

แอนตบิอด ีหรอื immunoglobulin (Ig) ซึง่เปนโปรตนี

ที่ผลิตโดยเซลลเม็ดเลือดขาว มีบทบาทสำคัญในการ

ตรวจจบัและทำลายสิง่แปลกปลอมดงักลาว ทัง้นีเ้รยีก

สิ่งแปลกปลอมที่กระตุนแอนติบอดีวา แอนติเจน

(antigen) แอนตบีอดแีตละชนดิจะจดจำและจบัแอนตเิจน

ทีจ่ำเพาะ (ในทีน่ีค้อืไวรสัโควดิ-19) เพือ่กำจดัออกจาก

รางกาย โดยแอนตบิอดทีีต่อบสนองตอไวรสัโควดิ-19

คือ immunoglobulin M (IgM) และ IgG ซึ่ง IgM

พบไดทัง้ในน้ำเหลอืงและเลอืด โดยทัว่ไปจะพบเฉพาะ

ในชวงแรกของการไดรบัเชือ้เทานัน้ ขณะที ่ IgG เปน

แอนติบอดีที่พบไดในเลือดเชนกัน มักพบในชวงหลัง

ของการไดรบัเชือ้และพบตอเนือ่งในระยะยาว เชนเดยีวกบั

ผลงานวจิยัของ Adams และคณะ28  ทีศ่กึษาแอนตบิอดี

IgM และ IgG ในพลาสมาของผูปวยโรคโควิด-19

ดวยวิธี enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) ซึง่เปนวธิตีรวจหาภมูคิมุกนัโดยอาศยัหลกัการ

จบักนัอยางจำเพาะเจาะจงระหวางแอนตบิอดขีองรางกาย

และแอนตเิจนของเชือ้ ผวูจิยัตรวจพบ IgM ในชวงแรก

และหายไป แลวตรวจพบ IgA (พบมากที่เยื่อเมือก

โดยเฉพาะเยื่อเมือกทางเดินหายใจ ทางเดินอาหาร

ชองคลอด น้ำตา น้ำลาย) หลังจากที่ผูปวยมีอาการ

ของโรคมาแลวนานกวา 10 วนัและคอยๆ ลดลง แตตรวจ

พบ IgG หลงัมอีาการมาแลว 3 สปัดาหและระดบัเริม่

ลดลงในสปัดาหที ่8 แตยงัสามารถตรวจพบได ซึง่ IgG

ยงัมบีทบาทสำคญัในการปองกนัการตดิเชือ้ซ้ำได29-30

ปจจบุนัไดพฒันาชดุตรวจสำเรจ็โควดิ-19 ดวยการ

ตรวจหาภมูคิมุกนัในเลอืดทัง้ IgM และ IgG ดวยวธิกีาร

ทีห่ลากหลายนอกจากวธิ ี ELISA chemiluminescent

ที่ใชกันโดยทั่วไปตอแอนติเจนที่เปน spike protein

และ nucleocapsid อาท ิวธิ ีimmunochromatography

assay ใชหลักการเดียวกันกับวิธี ELISA แตตรึง

แอนติบอดีหรือแอนติเจนที่ติดฉลากดวยสารมีสีไว

บนแผนกระดาษ เชน กระดาษไนโตรเซลลโูลส ทำให

เมื่อแอนติบอดีและแอนติเจนจับกันสามารถอานผล

ไดดวยสดีวยตาเปลา ไมจำเปนตองใชเครือ่งมอืตรวจวดั
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วิธีดังกลาวมักใชในการตรวจคัดกรองเบื้องตน สวน

Li และคณะ31 ไดพฒันาชดุตรวจสำเรจ็ IgM และ IgG

ดวยวิธี lateral flow immunochromatographic

assay (LFA) ซึง่ใชระยะเวลาวเิคราะหผลเพยีง 15 นาที

โดยมคีวามไวรอยละ 88.7 และความจำเพาะรอยละ 90.6

โดยใชตวัอยางเลอืดจากหลอดเลอืดดำ, ปลายนิว้ หรอื

ซรีมั ซึง่ทกุตวัอยางมปีระสทิธภิาพในการตรวจในระดบั

ใกลเคยีงกนั ในประเทศจนีไดพฒันาชดุตรวจสำเรจ็จาก

ภมูคิมุกนัตอโควดิ-19 อยางแพรหลาย เชน ชดุตรวจสำเรจ็

ที่ผลิตโดยบริษัท Zhu HaiLivZon Diagnostics Inc.

ประเทศจนี ใชหลกัการ colloidal gold immunochromato-

graphic assay (GICA) เมือ่เปรยีบเทยีบกบัวธิ ีELISA

พบวาชุดตรวจสำเร็จที่ผลิตขึ้นมีความแมนยำรอยละ

82.4 ขณะที่วิธี ELISA มีความแมนยำรอยละ 87.3

ตามลำดบั โดยอางองิวธิมีาตรฐาน RT-qPCR เปนวธิี

ควบคมุในการเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพ32 ทัง้นี ้วธิตีรวจ

จากภูมิคุมกันยังไมสามารถใชยืนยันผลได 100%

เนือ่งจากไมไดเปนการตรวจวดัทีไ่วรสัและปรมิาณของ

ไวรสัโดยตรง นอกจากนีย้งัมชีดุตรวจสำเรจ็โควดิ-19 ทีม่ี

จำหนายอืน่ๆ ไดแก GT-100 SARS-CoV-2 IgG/IgMKit

จากบรษิทั Goldsite Diagnostics Inc. ประเทศจนีระบวุา

สามารถตรวจ IgM และ IgG ตอไวรสัโควดิ-19 จากเลอืด

พลาสมา หรอืซรีมัทีป่รมิาตรขัน้ต่ำเพยีง 20 ไมโครลติร

ใชเวลาตรวจเพยีง 12 นาท ีและใชหลกัการคลายกบั

immunochromatography assay ที่กลาวมาแตใช

สเีรอืงแสงฟลอูอเรสเซนต, ชดุตรวจ Rapid POC Kit

ของบรษิทั Assay Genie (Acro Biotech, Inc.) ประเทศ

ไอรแลนด ซึ่งแตกตางกันตรงที่ใช colloidal gold

immunochromatography ในการระบุผล, ชุดตรวจ

COVID-19 IgM-IgG Rapid Test บรษิทั BioMedomicsInc.

ประเทศสหรฐัอเมรกิาซึง่ตรวจ IgM และ IgG โดยตรง

จากการเจาะเลอืดจากนิว้ ใชเวลาเตรยีมตวัอยางเพยีง

1-2 นาท ีแสดงผลภายใน 15 นาท ีชดุตรวจสามารถ

เกบ็ไดทีอ่ณุหภมูหิองดวยผลติภณัฑมลีกัษณะเปนชดุ

ทดสอบอยางงายแบบกระดาษ และมีหลักฐานการใช

ตรวจจากตัวอยางจริงทางคลินิก โดยพบคาความไว

และความจำเพาะสูงถึงรอยละ 89 และรอยละ 91

ตามลำดบั, นอกจากนีม้ชีดุตรวจ COVID-19 Coronavirus

Rapid Test Cassette บรษิทั SureScreen Diagnostics

ประเทศอังกฤษ ซึ่งมีหลักการเดียวกันกับชุดตรวจ

COVID-19 IgM-IgG Rapid Test แตตองเก็บในที่

อุณหภูมิต่ำกวา 30 องศาเซลเซียสและชุดตรวจนี้

มคีาความไวรอยละ 91 และความจำเพาะรอยละ 99,

ตวัอยางสดุทาย ไดแก ชดุตรวจ VivaDiag COVID-19

IgG-IgM test บรษิทั VivaChek ประเทศจนี ใชหลกัการ

GICA และตรวจหา IgM และ IgG จากตวัอยางเลอืดทีม่ี

ปรมิาตรขัน้ต่ำเพยีง 10 ไมโครลติร ใชเวลาเตรยีมตวัอยาง

1-2 นาที และระยะเวลาวิเคราะหผลภายใน15 นาที

อยางไรก็ตาม ชุดตรวจนี้ยังตองเก็บอยูในที่อุณหภูมิ

ต่ำกวา 30 องศาเซลเซยีส33 (ตารางที ่1)
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ตารางที ่1 ชดุตรวจสำเรจ็จากรปูภมูคิมุกนัตอโควดิ-1932-33

The novel coronavirus IgG/IgM Colloidal gold บรษิทั Zhu HaiLivZon 82.4 100.0
Antibody GICA kit Immunochromatographic Diagnosstics Inc./มณฑล

assay (GICA) กวางตุง/ประเทศจีน

GT-100 SARS-CoV-2 IgG/IgM Time-resolved fluorescence บรษิทั Goldsite 100 (IgG) 100.0
Kit immunoassay (TRFIA) Diagnostics Inc./เมอืง 85 (IgM)

เซินเจิ้น/ประเทศจีน

Rapid POC Kit Colloidal gold บรษิทั Assay Genie 88.7 90.6

immunochromatographic (Acro Biotech, Inc.)/

assay (GICA) เมืองดับลิน/ประเทศไอรแลนด

COVID-19 IgM-IgG Rapid Test Lateral flow immunoassay บรษิทั BioMedomicsInc./ 89.0 91.0
(LFIA) รัฐนอรทแคโรไลนา/

ประเทศสหรัฐอเมริกา

COVID-19 Coronavirus Rapid Lateral flow immunoassay บรษิทั SureScreen 91 99
Test Cassette (LFIA) Diagnostics/เมอืงดารบ้ี/

ประเทศอังกฤษ

VivaDiag COVID-19 IgG-IgM Colloidal gold บรษิทั VivaChek/เมอืงหางโจว/ NA NA
test immunochromatographic ประเทศจีน

assay (GICA)

NA: not available

ความจำเพาะ
(รอยละ)

ชือ่ชดุตรวจ หลกัการ บรษิทั/เมอืง/ประเทศ ความไว
(รอยละ)

ในการวนิจิฉยัโรคจากเลอืดโดยทัว่ไปนยิมตรวจหา

แอนติบอดีของผูปวยมากกวาการตรวจหาแอนติเจน

ของเชื้อไวรัสและหลายชุดตรวจขางตนเลือกตรวจหา

แอนติบอดีที่จำเพาะเจาะจงตอแอนติเจนของโปรตีน

nucleocapsid ซึ่งเปนโปรตีนที่หอหุมจีโนมของไวรัส

โควดิ-19 ทัง้นีก้ารวเิคราะห IgM และ IgG ชวยใหสามารถ

คาดการณชวงเวลาของการไดรับเชื้อของผูปวยได

โดยหากตรวจพบเพยีง IgM แสดงวาผปูวยเพิง่ไดรบัเชือ้

ในขณะทีห่ากตรวจพบ IgG จำนวนมากแสดงวาผปูวย

ติดเชื้อมานานกวา 2-3 สัปดาหแลว อยางไรก็ตาม

การวินิจฉัยโรคดวยวิธีตรวจภูมิคุมกันนั้นจำเปนตอง

ตรวจในระยะเวลาทีเ่หมาะสม โดยในชวงแรกของการ

ไดรับเชื้อผลตรวจอาจเปนลบซึ่งบงชี้วาผูปวยไมได

ติดเชื้อโควิด-19 แตในความเปนจริงนั้นเนื่องดวย

ระบบภมูคิมุกนัยงัไมทำงาน ทัง้นีโ้ดยปกตเิมือ่รางกาย

ไดรบัเชือ้โรคใดๆ บางคนอาจใชเวลา 10-14 วนัหรอื

หลงัปรากฏอาการของโรค 5-7 วนัเพือ่สรางภมูคิมุกนั

ทำใหการตรวจวนิจิฉยัโรคโควดิ-19 โดยการตรวจหา

ภูมิคุมกันในเลือดนั้นสามารถวิเคราะหไดในเบื้องตน

เทานัน้และตองยนืยนัผลดวยการตรวจหาสารพนัธกุรรม

ของไวรัสโควิด-19 ขณะเดียวกัน อนึ่ง ณ วันที่ 31

สงิหาคม พ.ศ. 2563 ยงัไมมชีดุตรวจสำเรจ็ชดุใดทีผ่าน

การรบัรองขององคการอาหารและยา ประเทศไทย

วธิตีรวจหาสารกอภมูคิมุกนั (แอนตเิจน) ในเลอืด
ในชดุตรวจสำเรจ็

แอนตเิจน หรอื สารกอภมูติานทาน เปนสารแปลกปลอม
จากเชื้อกอโรค ซึ่งเมื่อระบบภูมิคุมกันของรางกาย

มนุษยสำรวจพบจะกระตุนใหสรางแอนติบอดีมา

ตอตานและทำลาย มีงานวิจัยที่พัฒนาวิธีตรวจผูปวย

โรคโควดิ-19 โดยตรวจหาแอนตเิจนของโปรตนี spike

ซึ่งมีบทบาทสำคัญในการจับกับตัวรับบนเยื่อหุม

เซลลมนษุยเพือ่เขาสเูซลลดวยเทคนคิ ELISA ผลการ

ศึกษาพบวาแอนติเจนของโปรตีน spike ของไวรัส

โควดิ-19 สามารถจบักบัแอนตบิอดทีีม่าจากทัง้ผปูวย

ที่ติดเชื้อไวรัส SARS-CoV และโควิด-19 (SARS-

CoV-2) นั่นคือการตรวจจับแอนติเจนไมเหมาะสม

สำหรับการใชตรวจวินิจฉัยโรคโควิด-19 เนี่องจาก
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ไมจำเพาะเจาะจงตอไวรสัโควดิ-1934 นอกจากนีผ้ลงาน

วจิยัของ Lung และคณะ35 ตรวจพบแอนตเิจนของไวรสั

ในน้ำลายเปนปริมาณมากในชวงแรก จากนั้นลดลง

เมือ่เวลาผานไป และอาจตรวจไมพบในชวงเวลาทีไ่วรสั

หลบภายในเซลลมนุษย (หรือมีปริมาณแอนติเจน

นอยกวาขดีจำกดัความไวของชดุตรวจ) นัน่คอืการตรวจ

วนิจิฉยัโรคจากการตรวจหาแอนตเิจนของไวรสัไมคอย

แมนยำ

โดยสรปุการวนิจิฉยัโรคดวยวธิตีรวจภมูคิมุกนันัน้

ยังมีขอจำกัดหลายประการ เนื่องจากตองตรวจใน

ระยะเวลาที่เหมาะสมจึงจะใหผลที่ถูกตองแมนยำ

โดยในชวงแรกของการไดรับเชื้อผลตรวจอาจเปนลบ

ซึง่บงชีว้าผปูวยไมไดตดิเชือ้โควดิ-19 เนือ่งจากระบบ

ภมูคิมุกนัยงัไมทำงาน เพราะโดยปกตเิมือ่รางกายไดรบั

เชื้อโรคใดๆ ที่เปนสิ่งแปลกปลอมรางกายจะสราง

ภมูคิมุกนัมาตอสกูบัเชือ้โรค ซึง่อาจตองใชเวลาประมาณ

10-14 วัน หรือหลังปรากฏอาการของโรค 5-7 วัน

ดงันัน้ การตรวจวนิจิฉยัโรคโควดิ-19 โดยการตรวจหา

ภมูคิมุกนัในเลอืดสามารถทำไดในเบือ้งตนเทานัน้และ

จำเปนตองยืนยันผลดวยวิธีตรวจหาสารพันธุกรรม

วจิารณ
RT-LAMP และ RT-RPA มีหลักการทำงาน

โดยเปลี่ยนสารพันธุกรรมที่เปน RNA ของไวรัส

โควิด-19 ใหเปนดีเอ็นเอสายคูและเพิ่มจำนวนยีน

เปาหมายของไวรสั โดยมจีดุทีเ่หนอืกวาวธิ ีRT-PCR

และ RT-qPCR คือ ทั้งเทคนิค LAMP และ RPA

สามารถทำงานไดที่สภาวะอุณหภูมิคงที่ (isothermal

amplification) จงึไมตองใชเครือ่งมอืทีม่รีาคาสงูอยาง

thermal cycler และใชเวลาตรวจสัน้กวาวธิ ีPCR และ

qPCR ทัง้นี ้Yan และคณะ36 ไดพฒันาวธิ ีRT-LAMP

ทีจ่ำเพาะกบัยนี ORF1ab และ S ซึง่จาก 130 ตวัอยาง

ที่ยืนยันผลแลวพบวาวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความไวและ

ความจำเพาะรอยละ 100 โดยใชระยะเวลาในการตรวจ

เพียง 60 นาทีและสามารถแปลผลไดดวยตาเปลา

อยางไรกต็ามหลงัจากรางกายผปูวยเริม่สรางแอนตบิอดี

จำนวนไวรัสจะลดลงไปตามระยะเวลาจงึอาจใหผลลบ

ปลอม แตดวยเทคนิค isothermal amplification คือ

การตรวจที่เพิ่มจำนวนยีนเปาหมายในระหวางการ

ตรวจ ปญหานีจ้งึนอยกวาในกรณกีลบักนัของวธิตีรวจ

แอนติบอดีและแอนติเจนที่ตรวจจำนวนที่มีโดยตรง

ไมเพิ่มจำนวนเปาหมายกอนการตรวจ

การตรวจ IgM/IgG มีขอดีเหนือกวาการตรวจ

สารพันธุกรรมไวรัสตรงที่เปนการตรวจหาโปรตีน

ซึ่งมีความเสถียรสูงกวา RNA ดังนั้นขั้นการเตรียม

ตวัอยางในการตรวจ IgM/IgG จงึเรยีบงายไมซบัซอน

และแอนตบิอดพีบไดทัว่ไปในเลอืดจงึสามารถตรวจพบ

แอนตบิอดไีดไมวาจะเกบ็เลอืดจากสวนใดของรางกาย

เชน ปลายนิ้ว ตางจากวิธีตรวจสารพันธุกรรมไวรัส

โควดิ-19 ทีต่องเกบ็ตวัอยางสารคดัหลัง่จากโพรงจมกู

(nasopharyngeal) ซึ่งไมสะดวกตอคนไขและผูตรวจ

แตการตรวจ IgM/IgG ก็มีขอจำกัดคือชวงเวลาที่

รางกายกำลงัสรางแอนตบิอดตีอเชือ้ไวรสัอาจใหผลลบ

ปลอมได ดังนั้นการตรวจ IgM/IgG จึงจำเปนตอง

ทำควบคูกับวิธีตรวจหาสารพันธุกรรมไวรัสโควิด-19

เพื่อยืนยันผลการทดสอบ

โดยสรปุไวรสัโควดิ-19 มสีารพนัธกุรรมเปน RNA

ที่ติดเชื้อบริเวณปอดโดยอาศัยโปรตีน spike ในการ

เขาสูเซลลมนุษย ระดับ RNA ของไวรัสจะแปรตาม

จำนวนไวรสัในรางกาย แตปรมิาณแอนตบิอดจีะแปรตาม

จำนวนวนัภายหลงัการตดิเชือ้และระดบัภมูคิมุกนั เชน

รางกายของผูปวยจะเริ่มตอบสนองโดยการสราง

แอนตบิอดตีอไวรสัในวนัที ่7-9 หลงัรบัเชือ้และเพิม่ขึน้

จนอยูในระดับคงที่ในชวงประมาณวันที่ 19-2137

ดังนั้น คาดวาการตรวจโควิด-19 ดวยวิธี IgM/IgG

จะใกลเคยีงกบัวธิตีรวจหาสารพนัธกุรรมไวรสัประมาณ

วันที่ 7 หลังการติดเชื้อเปนตนไป การตรวจเชื้อทั้ง

สองแบบควบคูกันจึงเปนทั้งการยืนยันผลเชื้อไวรัส

และสามารถประมาณระยะเวลาที่ผูปวยรับเชื้อเขาสู

รางกายได นอกจากนี้วิธีตรวจทั้งสองแบบยังมีขอดี

ขอเสียแตกตางกันโดยเฉพาะความเสถียรภายใน

ตวัอยางตรวจ วธิเีกบ็ตวัอยาง ความสะดวก และความ

รวดเร็ว เมื่อเปรียบเทียบกับผลทดสอบที่ยืนยันแลว

ดวยวธิ ีRT-qPCR แนวทางพฒันาตอไปจงึควรมงุเนน

ที่การลดตนทุนในการผลิตชุดตรวจสำเร็จใหมีราคา

ถูกลงเพื่อใหทุกคนสามารถเขาถึงการตรวจได
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