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 Abstract
The objective of this study was to determine the optimal pool size and evaluate the  

SARS-CoV-2 (Corona virus 2019) testing by a real time RT-PCR with pooled samples compared 

to a single individual sample. The results showed that the pool of 5 samples could be used to 

detect the SARS-CoV-2 with real time RT-PCR. A total number of 310 nasopharyngeal swab 

and throat swab samples (17 positives and 293 negatives) were tested in 62 pooled samples  

compared to 310 single samples. The detection and non-detection rate of the pooled samples 

were 100% comparing to a single sample. With Cohen’s Kappa analysis results indicated the 

perfect agreement of these two methods (K = 1). The cycle threshold (Ct) of pooled sample  

testing was greater than that of a single sample from 0.78 to 3.55 and 1.01 to 3.05 for ORF-1ab 

and N gene, respectively. The Bland-Altman plots showed that the Ct differences of 17 positive 

samples between the two methods were inside the limit of agreement, and their mean Ct  

differences were 2.06 and 2.28 for ORF-1ab and N genes, respectively. This study showed that 

a range of pool sizes from 2 to 5 samples per pool can be used to detect the presence of SARS- 

CoV-2 by a real time RT-PCR. As for the COVID-19 pandemic, the pooled sample testing can 

increase the test capacity of the laboratory, reducing the turnaround time of the result and save 

the reagent, which was limited and expensive. Lastly, it can relieve the workload of the  

laboratory. Nevertheless, the limitation of pooled sample testing is that samples with low viral 

load or the Ct ≥ 38 could appear as a false-negative result.
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ประเมินการตรวจหาเชื้อ SARS-CoV-2 จากตัวอย่างรวม 
ด้วยวิธี Real Time RT-PCR ในจังหวัดขอนแก่น

นัตฏิยา ศรีสุราช ศศิประภา วัฒนวิเศษ และ พรรณิชา วงศ์สายเชื้อ

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ โรงพยาบาลขอนแก่น จังหวัดขอนแก่น

 บทคัดย่อ
การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อหาขนาดของตัวอย่างรวมที่เหมาะสม (optimal pool size) และ

ประเมินตรวจการติดเชื้อ SARS-CoV-2 (ไวรัสโคโรนา 2019) ด้วยวิธี real time RT-PCR แบบตัวอย่าง

รวม (pooled sample) เทียบกับการตรวจด้วยตัวอย่างเดียว (single individual sample) ผลการศึกษา

พบว่าการรวม 5 ตัวอย่างสามารถใช้ตรวจการติดเชื้อ SARS-CoV-2 ด้วยวิธี real time RT-PCR ผลการ

ทดสอบตวัอยา่งจากผูป้ว่ย 310 ตวัอยา่ง (ผลบวก 17 ตวัอยา่งและผลลบ 293 ตวัอยา่ง) ดว้ย 62 ตวัอยา่ง

รวมเทียบกบั 310 ตัวอยา่งเดียว พบว่าอตัราการตรวจพบเชือ้และตรวจไม่พบเช้ือของตัวอยา่งรวมเทียบ

กบัตัวอยา่งเดียวคิดเปน็รอ้ยละ 100 ผลการทดสอบของตวัอยา่งท้ังสองแบบมีความสอดคลอ้งกนัในระดับ

ที่ดีมาก ค่า Cohen’s Kappa (K) เท่ากับ 1 การตรวจแบบตัวอย่างรวมมีค่า cycle threshold (Ct) เพิ่ม

ขึ้นจากตัวอย่างเดียว ระหว่าง 0.78-3.55 และ 1.01-3.05 สำ�หรับ ORF-1ab และ N gene ตามลำ�ดับ 

เมื่อวิเคราะห์ความแตกต่างของค่า Ct ของ 17 ตัวอย่างที่ตรวจพบเชื้อด้วย Bland Altman Plot พบว่า

อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ โดยมีค่า mean difference เท่ากับ 2.06 และ 2.28 สำ�หรับ ORF-1ab และ  

N gene ตามลำ�ดับ การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าสามารถใช้การรวมตั้งแต่ 2-5 ตัวอย่าง ตรวจหาการติด

เชื้อไวรัสโคโรนา 2019 ด้วยวิธี real time RT-PCR ได้ กรณีที่มีการระบาดของโรคการใช้ตัวอย่างรวม

จะช่วยรองรับการตรวจทางห้องปฏิบัติการท่ีมีปริมาณมาก ลดระยะเวลารอคอยผล ประหยัดค่าน้ำ�ยา

ตรวจที่มีจำ�กัดและราคาแพง รวมถึงลดภาระงานของห้องปฏิบัติการ อย่างไรก็ตามข้อจำ�กัดที่ต้องระวัง

คือตัวอย่างที่มีปริมาณเชื้อน้อย หรือ Ct ≥ 38 อาจทำ�ให้เกิดผลลบลวงได้

คำ�สำ�คัญ: SARS-CoV-2 ตัวอย่างรวม Real time RT-PCR
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บทน�ำ
โรคตดิเช้ือไวรสัโคโรนา 2019 หรอื corona-

virus disease 2019 (COVID-19) มีการรายงาน

ครั้งแรกในประเทศจีนในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2562(1, 2) 

จากนัน้มกีารแพรร่ะบาดอยา่งรวดเรว็ และเปน็ปญัหา

สาธารณสุขทัว่โลก โดยเช้ือท่ีเปน็สาเหต ุไดแ้ก่ เช้ือไวรสั

ชนิด severe acute respiratory syndrome  

coronavirus 2 (SARS-CoV-2)(3) อาการของโรค

มีความแตกต่างกัน ผู้ป่วยบางรายติดเช้ือนี้ โดยไม่ 

แสดงอาการ(4, 5) สว่นใหญ่มอีาการไมร่นุแรง แตบ่างราย

อาจมีภาวะปอดอักเสบรุนแรงจนเกิดระบบการ 

หายใจล้มเหลว หรือมีอวัยวะหลายระบบล้มเหลว  

นำ�ไปสู่การเสียชีวิตได้ในท่ีสุด(6, 7) ปัจจุบันการตรวจ

ทางห้องปฏิบัติการท่ีเป็นท่ียอมรับในการค้นหาผู้ป่วย

ติดเชื้อ คือวิธีการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส 

SARS-CoV-2 ด้วยวิธี real time RT-PCR  

(reverse transcription polymerase chain  

reaction) ซึ่งเป็นเทคนิคเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม

ของไวรัสในสิ่งส่งตรวจจากระบบทางเดินหายใจและ

ตรวจหาเช้ือโดยใช้ไพรเมอรแ์ละโพรบทจีำ�เพาะตอ่เช้ือ

ไวรัส SARS-CoV-2 วิธีนี้จึงจัดว่าเป็นวิธีที่มี

ประสิทธิภาพในการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ  

มีความไว และความจำ�เพาะสูง(8) สามารถรายงาน 

ผลการตรวจภายใน 3-4 ช่ัวโมง แต่มีข้อจำ�กัดคือมี 

ค่าใช้จ่ายสูง น้ำ�ยาตรวจมีจำ�กัด ต้องใช้เครื่องมือราคา

แพง วิธีการตรวจมคีวามยุง่ยากตอ้งทดสอบ 2 ข้ันตอน 

ได้แก่ การสกัดสารพันธุกรรม (extraction) และ 

การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง  

(amplification) รวมถึงการตรวจจบัเชือ้ (detection) 

จากสถานการณ์ท่ัวโลก มีการแพร่ระบาด

ของโรคติดเชื้อ SARS-CoV-2 และมีรายงานผู้ป่วย

ยืนยันท่ัวโลก สำ�หรับสถานการณ์ในประเทศไทย 

กระทรวงสาธารณสุขได้ประกาศให้เชื้อ SARS-CoV-2 

ก่อโรค COVID-19 เป็นโรคติดต่ออันตราย ตาม 

พระราชบัญญัติโรคติดต่อ พ.ศ. 2558 เมื่อวันที่ 26 

กุมภาพันธ์ พ.ศ. 2563 โดยกำ�หนดเกณฑ์การค้นหา

ผู้ติดเช้ือ และมาตรการต่างๆ เพื่อควบคุม ป้องกัน 

และเฝ้าระวังฯ สถานการณ์การระบาดภายในประเทศ 

การคน้หาผูต้ดิเช้ือท่ีสำ�คญัคอืการตรวจทางหอ้งปฏิบตัิ

การเพื่อหาเชื้อ SARS-CoV-2 ด้วยวิธี real time 

RT-PCR มีการกำ�หนดกลุ่มเป้าหมายในการตรวจ 

เพื่อการวินิจฉัย การดูแลรักษา และการสอบสวนทาง

ระบาดวิทยา ได้แก่ กลุ่มท่ีเข้าเกณฑ์ตามนิยาม

สอบสวนโรค (ปรบัเปลีย่นตามสถานการณ์การระบาด)

ตามดุลยพินิจของแพทย์ และการตรวจก่อนการทำ�

หัตถการ(9) สำ�หรบัโรงพยาบาลขอนแก่น ไดม้มีาตรการ

ต่างๆ เพื่อควบคุม ป้องกัน และเฝ้าระวังฯ รวมถึงควบคุม 

การแพร่กระจายเช้ือในโรงพยาบาล ความปลอดภัย

ของผู้มารับบริการและบุคลากรทางการแพทย์ โดย

หนึง่ในหลายมาตรการ คอืการจดัทำ�แนวทางการคน้หา

ผู้ติดเชื้อ การดูแลผู้ป่วย COVID-19 ก่อนและหลัง

ผ่าตัด การค้นหาผู้สัมผัสหรือผู้มีความเสี่ยงเมื่อตรวจ

พบผู้ติดเช้ือทั้งท่ีมีอาการและไม่มีอาการ ทำ�ให้มี

ปริมาณการส่งตรวจเพิ่มข้ึนเป็น 150-200 ตัวอย่าง 

ต่อวัน หรือ 300-500 ตัวอย่างเมื่อตรวจพบผู้ติดเชื้อ 

ซึ่งส่งผลต่อการรายงานผลท่ีล่าช้า จากสถานการณ์ 

ดังกล่าวกลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ โรงพยาบาล

ขอนแก่น จึงมีแนวคิดท่ีจะพัฒนาการตรวจหาสาร

พันธุกรรมของเชื้อ SARS-CoV-2 ทางห้องปฏิบัติการ

แบบตวัอยา่งรวม (pooled sample testing) โดยกลุม่

ตัวอย่างรวมท่ีให้ผลการตรวจเป็นบวก (positive)  

จะถกูตรวจตอ่ในแตล่ะตวัอยา่งดว้ยวิธเีดมิ เพือ่คน้หา

ตัวอย่างท่ีให้ผลบวกที่แท้จริง แนวคิดการตรวจแบบ

ตัวอย่างรวมนี้ เคยมีการศึกษาในหลายประเทศ(10-16) 

พบว่ามปีระโยชนม์ากในกลุ่มตวัอยา่งทีม่คีวามชุกของ

การติดเชื้อต่ำ� การนำ�วิธีการตรวจทางห้องปฏิบัติการ

แบบตัวอย่างรวมมาใช้ จะทำ�ให้ลดค่าใช้จ่ายในการ

ตรวจ ลดภาระงานห้องปฏิบัติการ มีการรายงานผลที่
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ทันเวลา เป็นผลให้การเฝ้าระวัง การป้องกันการแพร่

กระจายเช้ือ รวมถึงการควบคุมและป้องกันโรค  

มปีระสทิธภิาพยิง่ข้ึน ดงันัน้การศกึษานีจ้งึมวัีตถุประสงค์

เพื่อหาขนาดของตัวอย่างรวมที่เหมาะสม (optimal 

pool size) และประเมนิวิธกีารตรวจหาสารพนัธุกรรม

ของเช้ือ SARS-CoV-2 ดว้ยวธิ ีreal time RT-PCR 

แบบตวัอย่างรวม เทียบกับการตรวจดว้ยตวัอยา่งเดยีว 

วัสดุและวิธีการ
ตัวอย่างตรวจ : ตัวอย่างจากระบบทางเดินหายใจ 

สว่นบน (nasopharyngeal swab และ throat swab) 

ท่ีสง่ตรวจหาสารพนัธกุรรมของเชือ้ไวรสัโคโรนา 2019 

ด้วยวิธี real time RT-PCR ซึ่งเก็บแช่แข็งไว้ที่  

-20 องศาเซลเซียส ณ กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ 

โรงพยาบาลขอนแก่น ระหว่างเดือนมีนาคม - เดือน

พฤษภาคม พ.ศ. 2563 ประกอบด้วย 1) ตัวอย่าง 

จากผู้ป่วยท่ีตรวจพบเช้ือ SARS-CoV-2 จำ�นวน  

6 ตัวอย่าง เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ของขนาด 

ตัวอย่างรวม และ 2) ตัวอย่างจากผู้ป่วย 310 ตัวอย่าง 

(ผลบวก SARS-CoV-2 17 ตัวอย่าง และผลลบ 

293 ตัวอย่าง) เพื่อประเมินประสิทธิภาพการใช้

ตวัอยา่งรวมที่ไดจ้ากการศกึษา เทียบกับผลตรวจดว้ย

ตัวอย่างเดียวที่มีผลบวกชุดเดียวกัน การตรวจใช้

ตัวอย่างควบคุม SARS-CoV-2 positive control 

จากชุดตรวจท่ีใช้ เพื่อศึกษาปริมาณน้อยที่สุดท่ียัง

ตรวจหายีโนมได้ (limit of detection, LOD) การ

ศึกษาน้ีได้ผ่านการพิจารณาด้านจริยธรรมการวิจัย 

ในมนุษย์จากคณะกรรมการจริยธรรมวิจัยในมนุษย์ 

โรงพยาบาลขอนแก่น รหัสโครงการวิจยั: KEXP63023

วิธีการทดสอบ
1.	 การตรวจหาสารพนัธุกรรมของเช้ือไวรสัโคโรนา  

	 2019 ด้วยวิธี real time RT-PCR(17)

ตัวอย่าง nasopharyngeal swab และ 

throat swab ใน viral transport media (VTM) 

หรือ universal transport media (UTM) ปริมาตร 

200 ไมโครลิตร นำ�ไปสกัดสารพันธุกรรมด้วยชุด 

TNA kit (The MagNA Pure LC total nucleic 

acid isolation kit, Roche Diagnostics) ซึ่งใช้ 

elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร โดยใช้เครื่อง

สกัดอัตโนมัติจาก The MagNA Pure LC instrument 

(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN)  

นำ�ตัวอย่าง RNA ที่สกัดได้ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

มาตรวจหา ORF-1ab gene และ N-gene ของเชื้อ 

SARS-CoV-2 ด้วยชุดน้ำ�ยา Novel Corona virus 

(2019-nCoV) Nucleic Acid Diagnostic kit, 

Sansure Biotech Inc. ได้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 40 

ไมโครลิตร จากนั้นนำ�เข้า real time PCR รุ่น 

MA6000 Real Time Quantitative Thermal 

Cycler แล้วแปลผลการทดสอบตามแนวทางของชุด

น้ำ�ยา ดงันี ้1) ตรวจพบ 2 ยนีเปา้หมาย คอื ORF-1ab 

gene และ N-gene ของเชื้อ SARS-CoV-2 และมี

ค่า Ct ของทั้งสองยีน ไม่มากกว่า 40 รายงานผลเป็น

บวก (positive) หรือพบเชื้อ (detectable) 2) ตรวจ

ไม่พบทั้งสองยีน หรือมีค่า Ct มากกว่า 40 รายงานผล 

เป็นลบ (negative) หรือไม่พบเชื้อ (undetectable) 

3) ตรวจพบเพียงยีนเดียว และมีค่า Ct ไม่มากกว่า 

40 ถือว่าผลกำ�กวม รายงานผลเป็น inconclusive 

(Table 1) การทดสอบนี้มี RNaseP gene เป็นตัว

ควบคุมคุณภาพภายใน (internal control, IC) ใน

การควบคุมคุณภาพตัวอย่างตรวจ โดยชุดน้ำ�ยามี 

ขีดจำ�กัดของการตรวจพบเชื้อ (LOD) = 200 ก๊อบปี้

ต่อมิลลิลิตร

 

2.	การหาขนาดของตัวอย่างรวมท่ีเหมาะสม  

	 (optimal pool size)

2.1 ศึกษาขีดจำ�กัดของการตรวจพบเชื้อ 

(LOD) ด้วยการเจือจางตัวควบคุมคุณภาพผลบวก 
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(positive control) เพื่อหาปริมาณเชื้อท่ีน้อยท่ีสุด 

ท่ียังสามารถตรวจพบได้ โดยใช้ SARS-CoV-2 

positive control (PC) จากชุดทดสอบ เจือจางลง

ครั้งละ 10 เท่า (ten-fold dilution) ด้วยน้ำ�กลั่นให้ได้ 

5 ความเข้มข้น เป็น 1:10, 1:100, 1:1,000, 

1:10,000 และ 1:100,000 จากนั้นนำ�แต่ละความ

เข้มข้นปริมาตร 200 ไมโครลิตร ไปตรวจหา SARS-

CoV-2 genome ความเข้มข้นสดุท้ายท่ีพบเชือ้ (final  

dilution PC) ถือว่าเป็นปริมาณเช้ือน้อยที่สุดท่ียัง

ตรวจพบ 

 	 2.2	 ศึกษาขนาดของตัวอย่างรวมท่ี

เหมาะสม โดยนำ�ความเข้มข้นสุดท้ายที่พบเช้ือของ 

ตัวควบคุมคุณภาพผลบวกไปศึกษาต่อแบบรวม

ตัวอย่าง โดยเจือจางด้วยน้ำ�กลั่น ให้ได้ความเข้มข้น

ลดลงเป็น 1, 3, 5, 8, 10, 15 และ 20 เท่าเปรียบเทียบ 

กับตัวอย่างจากผู้ป่วยที่ตรวจพบเชื้อ SARS-CoV-2 

จำ�นวน 6 ราย ซึ่งนำ�มารวมกันเป็นหนึ่งตัวอย่างรวม 

แล้วเจือจางต่อดัวย UTM (สำ�หรับ pooled speci-

mens) ให้ได้ความเข้มข้นลดลงเป็น 1, 3, 5, 8, 10, 

15, 20, 25, 30, 40 และ 50 เท่า จากนั้นตรวจหา

เชือ้ในแตล่ะตวัอยา่งดว้ยวธิ ีreal time RT-PCR เพือ่

หาขนาดที่เหมาะสมของตัวอย่างรวมต่อไป

3.	 การประเมินประสิทธิภาพการใช้ตัวอย่างรวม 

ท่ีเหมาะสมเทียบกับการตรวจด้วยตัวอยา่งเดียวใน

การตรวจหาเชื้อ SARS-CoV-2 ด้วยวิธี real time 

RT-PCR(10, 11) 

ตัวอย่างจากผู้ป่วย 310 ตัวอย่าง (ผลบวก 

SARS-CoV-2 17 ตวัอยา่งและผลลบ 293 ตวัอยา่ง) 

นำ�มารวมเป็นตัวอย่างรวมกลุ่มละ 5 ตัวอย่างแบบสุ่ม 

ได้จำ�นวนทั้งหมด 62 กลุ่มตัวอย่าง กลุ่มตัวอย่างละ 

250 ไมโครลิตร โดย 17 ตัวอย่างที่ตรวจพบเชื้อ ได้

ทดสอบแบบสุ่มให้อยู่ในกลุ่มตัวอย่างละ 1 ราย ได้

เป็นกลุ่มตัวอย่างท่ีมีผลบวกรวมอยู่ด้วย 17 กลุ่ม

ตัวอย่างท่ีประกอบด้วยตัวอย่างผลบวก 1 รายกับ

ตัวอย่างผลลบ 4 ราย นำ�แต่ละกลุ่มตัวอย่างไปตรวจ

หาเช้ือและเปรียบเทียบผลการทดสอบจากกลุ่ม

ตัวอย่างบวกรวมในชุดเดียวกันกับตัวอย่างบวกเดียว 

เพื่อหาประสิทธิภาพการตรวจหาเชื้อ SARS-CoV-2 

โดยใช้สถิตริอ้ยละ Cohen’s Kappa, Bland-Altman 

plot และค่าสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ์ระหว่าง cycle 

threshold (Ct)

Sample
Cycle threshold (Ct)

Interpretation
ORF-1ab (FAM) N gene (ROX) Internal control (Cy5)

Positive control ≤ 35 ≤ 35 ≤ 35 Pass

Negative control No Ct or >40 No Ct or >40 No Ct or >40 Pass

Unknown 1 No Ct or >40 No Ct or >40 ≤ 40 Undetectable

Unknown 2 ≤ 40 ≤ 40 ≤ 40 or No Ct Detectable

Unknown 3 Only one of two targets is positive ≤ 40 or No Ct Inconclusive

Unknown 4 No Ct or >40 No Ct or >40 No Ct or >40 Indeterminate

Table 1 Interpretation of the SAR-CoV2 testing by real time RT-PCR
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ผลการวิจัย
ผลการประเมนิขีดจำ�กัดของชุดทดสอบที่ใช้

ในการตรวจหาเช้ือเพื่อหาขนาดของตัวอย่างรวม 

ท่ีเหมาะสม พบว่าตัวควบคุมคุณภาพผลบวกท่ีระดับ

เจอืจาง 1:1,000 ถอืวา่เปน็ความเข้มขน้สดุทา้ยท่ีตรวจ

พบเชื้อ มีค่า cycle threshold (Ct) เท่ากับ 37.14 

และ 35.26 สำ�หรับ ORF-1ab gene และ N gene 

ตามลำ�ดับ (Table 2) และเมื่อนำ� final dilution PC 

มาตรวจต่อแบบรวมตัวอย่าง เปรียบเทียบกับการรวม

ของตัวอย่างที่ตรวจพบเชื้อ 6 ราย ในสัดส่วนที่เท่ากัน 

พบว่าการรวมตวัอยา่งดว้ยสดัสว่น 1, 3 และ 5 ตวัอยา่ง 

ตรวจพบเชื้อ โดย ORF-1ab gene มีค่า Ct เท่ากับ 

28.92, 32.67 และ 37.14 ตามลำ�ดับ และ N gene 

มีค่า Ct เท่ากับ 28.3, 31.97 และ 35.26 ตามลำ�ดับ 

(Table 3) ส่วนตัวอย่างที่ตรวจพบเชื้อ 6 รายที่นำ�มา

รวมกัน พบว่าทุกตัวอย่างรวมในสัดส่วนต่างๆ ตั้งแต่ 

1-50 ตัวอย่าง ให้ผลการทดสอบเป็นตรวจพบเช้ือ

ทั้งหมด ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกใช้การรวม 5 ตัวอย่างใน

การศึกษาครั้งนี้ 

Positive control
Target gene (Ct)

Result
ORF-1ab N gene IC

1:10 28.92 28.3 31.37 Detectable

1:100 32.67 31.97 34.65 Detectable

1:1000 37.14 35.26 37.85 Detectable

1:10000 No Ct 38.71 No Ct Undetectable

1:100000 No Ct No Ct No Ct Undetectable

Positive control 25.17 25.01 28.15 PASS

Negative control No Ct No Ct No Ct PASS

Table 2 Limit of detection of SARS-CoV-2 virus genome results in 10-fold dilution of positive control

Detectable: Ct of 2 target gene ≤ 40, Ct: Cycle threshold, IC: internal control

ผลการประเมนิประสิทธิภาพของการทดสอบ

ด้วยตัวอย่างรวมที่ได้จากการรวม 5 ตัวอย่าง ในการ

ตรวจหาสารพันธุกรรมของเช้ือ จากตัวอย่างผู้ป่วย

จำ�นวน 310 ตัวอย่าง (ผลบวก 17 ตัวอย่าง และผล

ลบ 293 ตัวอย่าง) แบ่งเป็น 62 ตัวอย่างรวม เทียบ

กับ 310 ตัวอย่างเดียว พบว่ามีความไวและความ

จำ�เพาะร้อยละ 100 และมีค่าทำ�นายความแม่นยำ� 

ผลบวก (positive predictive value; PPV) และ 

ค่าทำ�นายความแม่นยำ�ผลลบ (negative predictive 

value; NPV) ร้อยละ 100 (Table 4) โดยสามารถ

ตรวจพบเชือ้ท้ังหมด 17 กลุม่ตวัอยา่งรวม อีก 45 กลุ่ม

ตัวอย่างรวมตรวจไม่พบเช้ือ อัตราการตรวจพบเช้ือ

และตรวจไมพ่บเชื้อจากตวัอยา่งรวมเทยีบกบัตวัอยา่ง

เดียวเป็นร้อยละ 100 ผลการทดสอบด้วยตัวอย่างทั้ง

สองแบบมีความสอดคล้องกันในระดับท่ีดีมาก มีค่า 

Cohen’s Kappa (K) เท่ากับ 1 (Table 4) โดย 17 
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No. of 

sample

in pool

Final positive control (Ct) Pool of 6 positive samples (Ct)

ORF-1ab N gene IC Result ORF-1ab N gene IC Result

1 37.14 35.26 37.85 Detectable 31.53 30.30 29.59 Detectable

3 39.01 38.94 No Ct Detectable 33.59 31.90 25.82 Detectable

5 38.85 39.91 No Ct Detectable 34.50 33.13 26.23 Detectable

8 40.69 43.29 No Ct Undetectable 35.16 33.40 25.7 Detectable

10 37.59 No Ct No Ct Inconclusive 35.17 33.58 25.85 Detectable

15 38.69 No Ct No Ct Inconclusive 35.15 33.72 25.55 Detectable

20 No Ct No Ct No Ct Undetectable 35.50 33.47 25 Detectable

25 ND ND ND ND 35.52 35.34 25.48 Detectable

40 ND ND ND ND 38.15 36.35 25.75 Detectable

50 ND ND ND ND 38.01 36.77 25.39 Detectable

PC 25.1 24.5 28.07 PASS 24.82 23.96 26.29 PASS

NC No Ct No Ct No Ct PASS No Ct No Ct No Ct PASS

Table 3	 Comparison of the SARS-CoV-2 genome detection in pool between final positive control  
	 (1:1000) and pool of 6 positive samples

Ct: Cycle threshold, Detectable: Ct of 2 target gene ≤ 40, PC: Positive control, NC: Negative control, ND: Not done

Individual test
Sensitivity Specificity PPV NPV Kappa (K)

Detectable Undetectable

Pool test

Detectable 17 0 100% 100% 100% 100% 1

Undetectable 0 293

Table 4  Performance of pooled test (5 samples per pool) compared with individual sample

PPV: positive predictive value, NPV: negative predictive value

ตัวอย่างรวมที่ตรวจพบเชื้อ มีค่า Ct ของ ORF-1ab 

gene และ N gene อยู่ระหว่าง 18.62-39.21 และ 

18.31-37.27 ตามลำ�ดับ การตรวจแบบตัวอย่างรวม

มีค่า Ct เพิ่มข้ึนจากการตรวจด้วยตัวอย่างเดียว 

ระหว่าง 0.78-3.55 และ 1.01-3.05 สำ�หรับ ORF-

1ab gene และ N gene ตามลำ�ดับ (Table 5 และ 
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Pool 

Sample 

Name

Cycles threshold of target gene (Ct)

ORF-1ab N gene RNase P gene (IC)

Individual Pool of 5 Ct Diff Individual Pool of 5 Ct Diff Individual Pool of 5 Ct Diff

COV1 28.57 31.61 3.04 27.71 30.74 3.03 26.48 26.54 0.06

COV2 30.11 32.34 2.23 28.84 30.79 1.95 25.94 25.48 -0.46

COV3 31.06 32.87 1.81 29.49 31.78 2.29 27.34 24.98 -2.36

COV4 32.90 33.68 0.78 30.43 32.12 1.69 27.83 24.82 -3.01

COV14 33.33 35.62 2.29 32.44 34.48 2.04 26.67 25.09 -1.58

COV24 31.53 34.50 2.97 30.30 33.13 2.83 29.59 26.23 -3.36

COV25 17.68 18.62 0.94 17.3 18.31 1.01 26.26 22.88 -3.38

COV28 21.18 24.73 3.55 21.00 23.64 2.64 26.4 23.07 -3.33

COV30 37.34 39.21 1.87 34.76 37.27 2.51 27.14 23.30 -3.84

COV35 33.06 34.50 1.44 31.48 33.01 1.53 26.65 22.88 -3.77

COV42 21.21 23.19 1.98 19.33 22.86 3.53 23.53 23.01 -0.52

COV45 25.6 28.03 2.43 25.02 27.57 2.55 23.62 23.62 0

COV48 21.05 24.03 2.98 20.32 23.36 3.04 24.02 23.43 -0.59

COV50 35.69 36.63 0.94 34.77 36.32 1.55 24.78 23.17 -1.61

COV54 33.84 34.4 0.56 31.74 33.12 1.38 26.17 22.86 -3.31

COV59 25.88 28.37 2.49 25.42 27.92 2.5 25.06 23.07 -1.99

COV60 22.04 24.69 2.65 21.04 23.75 2.71 25.8 23.97 -1.83

Mean 28.36 30.41 2.06 27.14 29.42 2.28 26.08 24.02 -2.05

SD 1.46 1.38 0.21 1.36 1.31 0.17 0.38 0.30 1.37

Table 5	Comparison the SARS-CoV-2 genome results between 17 individual positive samples and pools  
	 of 5 samples in the same positive set.

RNase P gene as the internal control, Detectable: Ct of 2 target gene ≤ 40, Ct: cycle threshold, IC: internal control, SD: standard deviation

Fig. 1) เมื่อวิเคราะห์ความแตกต่างของค่า Ct ของ 

17 ตัวอย่างรวมที่ตรวจพบเชื้อเทียบกับตัวอย่างเดียว 

ด้วย Bland Altman plot พบว่าความแตกต่างของ 

Ct อยู่ ในเกณฑ์ท่ียอมรับได้ ณ ช่วงความเช่ือมั่น 

ร้อยละ 95 โดยมีค่า mean difference เท่ากับ 2.06 

และม ีlimit of agreement (LoA) เท่ากบั 0.32-3.79 

สำ�หรับ ORF-1ab ส่วน N gene มีค่า mean  

difference เท่ากับ 2.28 และ LoA เท่ากับ 

0.94-3.63 (Fig. 2) ค่า Ct ของตัวอย่างรวมและ

ตัวอย่างเดียวมีความสัมพันธ์ในทิศทางเดียวกันใน

ระดับสูง ค่า correlation coefficient (r) เท่ากับ 

0.9898 และ 0.9928 สำ�หรับ ORF-1ab gene และ 

N gene ตามลำ�ดับ (Fig. 3)
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The ORF-1ab and N gene were used to detect SARS-CoV-2 by real time RT-PCR testing, Ct: cycle threshold

Fig. 1  Ct values of original (single) versus pooled samples. a) ORF-1ab gene, b) N gene

Fig. 2 	The Bland-Altman plot demonstrate the Ct difference of ORF-1ab and N gene compared  
	 between positive original and pooled samples by real time RT-PCR

Fig. 3 Scatter plot and Spearman correlation coefficient (r) of ORF-1ab and N gene cycle threshold  
	 between positive original and positive pool samples
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วิจารณ์
การตรวจยนืยนัการตดิเช้ือ SARS-CoV-2 

ด้วยวิธี real time RT-PCR ของตัวอย่างจากระบบ

ทางเดนิหายใจแบบตวัอยา่งเดยีว ถือเปน็วิธมีาตรฐาน

ที่องค์การอนามัยโลกแนะนำ�(18) แต่ในสถานการณ์ที่

มกีารระบาดของโรค และจำ�นวนการสง่ตรวจทางห้อง

ปฏิบัติการมีปริมาณมาก มีความจำ�เป็นอย่างเร่งด่วน 

ท่ีต้องสามารถดำ�เนินการควบคุมการระบาดของโรค 

ให้เร็วท่ีสุด ซึ่งต้องอาศัยผลตรวจทางห้องปฏิบัติการ 

ท่ีรวดเร็ว เพื่อให้ทันเวลากับสถานการณ์ท่ีมีการ 

ระบาด และสามารถดำ�เนินการควบคุมโรคอย่างมี

ประสิทธิภาพ ห้องปฏิบัติการในหลายพื้นที่ได้พัฒนา

วิธีการตรวจหาสารพันธุกรรมของเช้ือโดยวิธี real-

time RT-PCR ด้วยการรวมตัวอย่าง (sample  

pooling)(10-16, 19) โดยมกีารศกึษาการใช้ตวัอยา่งรวม

ในรูปแบบต่างๆ ตั้งแต่การรวม RNA หลังการ 

สกัด(16) การรวม swab ในหลอดเดียว(19) และการ

รวมตัวอย่างตรวจก่อนการสกัด(10-15) การศึกษานี้ได้

ตัง้ตน้จากการประเมนิขนาดของตวัอยา่งรวมทีเ่หมาะสม

ด้วยการเจือจางตัวอย่างควบคุมคุณภาพผลบวก  

เพื่อหาปริมาณเชื้อท่ีน้อยท่ีสุดที่ยังสามารถตรวจพบ

เชื้อได้ จากนั้นนำ�ตัวอย่างที่มีปริมาณเชื้อน้อยที่สุดมา

ตรวจตอ่ดว้ยการรวมตวัอยา่ง ตัง้แตข่นาดตวัอยา่งรวม

จาก 1-20 ตัวอย่าง พบว่าขนาดตัวอย่างรวมมากที่สุด 

5 ตัวอย่าง ยังคงสามารถใช้ตรวจหาการติดเช้ือ 

SARS-CoV-2 ด้วยวิธี real time RT-PCR ได้ 

ชุดน้ำ�ยาที่ใช้ในการศึกษานี้มียีนเป้าหมาย  

2 ยนี คอื ORF-1ab gene กับ N gene โดยม ีRNase 

P เป็นตัวควบคุมคุณภาพภายใน ในการควบคุม

คุณภาพตัวอย่างตรวจ การแปลผลว่าพบเชื้อ หรือไม่

พบเช้ือ ข้ึนกับค่า cycle threshold (Ct) ซึ่งเป็น

จำ�นวนรอบการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ  

real-time PCR (กำ�หนดไว้ที่ 45 รอบ) โดยการแปล

ผลวา่พบเช้ือตอ้งสามารถตรวจพบยนีเปา้หมายท้ังสอง

ยีน และมีค่า Ct ≤ 40 cycle เพื่อให้มั่นใจว่าการใช้

ตัวอย่างรวม 5 ตัวอย่างในการตรวจหาสารพันธุกรรม

ของเชือ้ดว้ยวธีิ real time RT-PCR ใหผ้ลการทดสอบ

ท่ีถกูตอ้ง ลดโอกาสการเกิดผลลบลวงมากท่ีสดุเมือ่นำ�

ไปทดสอบกับตวัอยา่งผูป้ว่ย ผูวิ้จยัไดป้ระเมนิปรมิาณ

เช้ือในตวัอยา่งผูป้ว่ย โดยนำ�ตวัอยา่งผูป้ว่ยทีต่รวจพบ

เชื้อ 6 ราย มารวมกันในสัดส่วนเท่ากัน จากนั้นนำ�ไป

ทดสอบแบบตัวอย่างรวม ตั้งแต่ 1 ถึง 50 ตัวอย่าง 

พบว่าทุกกลุ่มตัวอย่างรวม สามารถตรวจพบยีน 

เปา้หมายท้ัง 2 ยนี ตามแนวทางการแปลผลตรวจของ

ชุดน้ำ�ยา 

ผู้วิจัยได้ศึกษาความเป็นไปได้ของการใช้

ตัวอย่างรวมในการตรวจยืนยันเช้ือก่อโรคโควิด-19 

โดยการทดสอบกบัตวัอยา่งผูป้ว่ยท่ีมอีาการเข้าไดต้าม

นิยามการสอบสวนโรค (Patient Under Investiga-

tion; PUI) และผูป้ว่ยกอ่นผา่ตดัทีต่อ้งตรวจคดักรอง

ก่อนการทำ�หตัถการ (pre-operation) ตามท่ีกรมการ

แพทย์ กระทรวงสาธารณสุขกำ�หนด จำ�นวน 310 

ตัวอย่าง (ผลบวก 17 ตัวอย่าง และผลลบ 293 

ตัวอย่าง) แบ่งเป็น 62 ตัวอย่างรวม โดยเลือกใช้

ตัวอย่างรวมท่ีประกอบด้วยตัวอย่างผลบวก 1 ราย 

และผลลบ 4 ราย ซึ่งปริมาณของไวรัสในตัวอย่างรวม

ถูกเจือจางมากที่สุด ดังนั้นจึงมีโอกาสเกิดผลลบลวง

มากท่ีสุด เมื่อเทียบกับกลุ่มตัวอย่างที่ประกอบด้วย

ตัวอย่างผลบวก 2-5 รายต่อกลุ่มตัวอย่างรวม ที่ถูก

เจอืจางนอ้ยกว่า และมีโอกาสตรวจพบเช้ือไดม้ากกว่า

ตามสัดส่วนของตัวอย่างผลบวกในตัวอย่างรวม  

ผลการศึกษานี้พบว่าการรวม 5 ตัวอย่างไม่แตกต่าง

จากการทดสอบด้วยตัวอย่างเดียว หลายการศึกษา 

พบว่าการใช้ตัวอย่างรวมซึ่งประกอบด้วยตั้งแต่ 1-10 

ตวัอยา่ง ให้ผลการทดสอบท่ีถูกตอ้ง สอดคลอ้งกับการ

ใช้ตัวอย่างเดียว(10-14) การใช้ตัวอย่างรวมสามารถลด

ค่าใช้จ่ายของน้ำ�ยาตรวจ ลดระยะเวลาในการรายงาน

ผล รวมถึงภาระงานของห้องปฏิบัติการ ในกรณีท่ีมี
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ปรมิาณการส่งตรวจมาก(11, 13,  20) แตข้่อจำ�กัดคอืกรณี

ท่ีผลตรวจพบเช้ือในกลุ่มตัวอย่างรวม จะใช้เวลาใน

การรายงานผลในกลุ่มตัวอย่างนั้นเพิ่มขึ้น 2-3 ชั่วโมง 

เนื่องจากต้องมีการตรวจซ้ำ�ด้วยตัวอย่างเดียว เพื่อหา

ตัวอย่างบวกท่ีแท้จริง การตรวจด้วยตัวอย่างรวมจึงมี 

ประโยชนม์ากในพืน้ท่ีท่ีมีอตัราการตรวจพบเช้ือต่ำ�(11, 20) 

สำ�หรับประเทศไทย จากรายงานขององค์การอนามัย

โลกประจําประเทศไทย รายงานผู้ป่วยยืนยันสะสม 

จำ�นวน 187,538 ราย คิดเป็นอัตราการตรวจพบ 

ผู้ติดเ ช้ือเพียงร้อยละ 0.28(21) อย่างไรก็ตาม 

อีกข้อจำ�กัดท่ีต้องระวังจากการใช้ตัวอย่างรวมคือ  

ผลกระทบของการเจือจางตัวอย่างก่อนการทดสอบ 

(dilution effect) อาจทำ�ให้เกิดผลลบปลอมได้ โดย

เฉพาะในตัวอย่างตรวจท่ีมีปริมาณเช้ือไวรัส (viral 

load) ต่ำ� หรือ cycle threshold สูง(16) การศึกษานี้

ทดสอบใน 17 ตวัอยา่งท่ีตรวจพบเช้ือซึง่มปีรมิาณของ

เช้ือไวรัส หรือมี cycle threshold ที่แตกต่างกัน 

สำ�หรบั ORF-1ab และ N gene ตัง้แต ่17.68-37.34 

และ 17.30-34.77 ตามลำ�ดับ การทดสอบด้วย

ตัวอย่างรวมในตัวอย่างชุดเดียวกัน แม้ให้ผลการ

ทดสอบท่ีไม่แตกต่างจากการใช้ตัวอย่างเดียว แต่ผล

จากการเจือจางตัวอย่างทำ�ให้ค่า Ct ของยีนเป้าหมาย

เพิ่มขึ้น 2.06 และ 2.28 cycle สำ�หรับ ORF-1ab 

และ N gene ตามลำ�ดับ ดังนั้นตัวอย่างตรวจที่มีค่า 

cycle threshold ≥ 38 cycle อาจทำ�ให้ผลการ

ทดสอบออกมาเป็นตรวจไม่พบเช้ือได้ ดังนั้นเมื่อใช้

การทดสอบแบบรวมตัวอย่าง จึงควรระมัดระวังกรณี

ที่ทดสอบด้วยตัวอย่างรวมแล้วพบค่า Ct สูงๆ หรือ 

มากกว่า 40 รอบ (จำ�นวนรอบการเพิ่มจำ�นวนสาร

พันธุกรรม ของ real-time PCR กำ�หนดไว้ท่ี 45 

รอบ) ควรนำ�มาตรวจซ้ำ�ด้วยตัวอย่างเดียว

สรุป
การศึกษานี้ได้ทดสอบหาขนาดของตัวอย่าง

รวมท่ีเหมาะสมสำ�หรับการตรวจยืนยันการติดเช้ือ 

SARS-CoV-2 ด้วยวิธี real time RT-PCR จาก

ตัวอย่างจากระบบทางเดินหายใจส่วนบน พบว่า

ตัวอย่างท้ังหมดที่ตรวจพบเช้ือด้วยตัวอย่างเดียว 

สามารถตรวจพบเช้ือไดจ้ากการรวมตวัอยา่งตัง้แต ่1-5 

ตัวอย่าง ดังนั้นการใช้ตัวอย่างรวมจึงเป็นอีกทางเลือก

ของหอ้งปฏิบตักิาร กรณีท่ีมกีารส่งตรวจในปรมิาณมาก 

เช่น การตรวจคัดกรองเพื่อเฝ้าระวังฯ และสอบสวน

โรค การตรวจคัดกรองก่อนผ่าตัด การใช้ตัวอย่างรวม

จะช่วยประหยัดค่าน้ำ�ยาตรวจท่ีมีจำ�กัดและราคาแพง 

ลดภาระงานของบุคลากรห้องปฏิบัติการ รวมถึงลด

ระยะเวลาการรายงานผล ท้ังนี้ต้องมีการจัดทำ�ระบบ

คุณภาพให้ได้เกณฑ์กำ�หนดท่ีถูกต้องด้วย เพื่อให้

บุคลากรทางการแพทย์สามารถดำ�เนินการควบคุม 

ปอ้งกนั และเฝา้ระวังโรคตดิเช้ือโคโรนา 2019 ไดอ้ยา่ง

มีประสิทธิภาพมากขึ้น

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบพระคุณผู้อำ�นวยการโรงพยาบาล

ขอนแก่น หัวหน้ากลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ 

โรงพยาบาลขอนแก่น ท่ีอนุญาตให้สามารถทำ�การ

ศึกษาวิจัยได้ ขอขอบคุณคณะกรรมการจริยธรรมการ

วิจัยในมนุษย์ โรงพยาบาลขอนแก่น ที่ได้ช่วยทบทวน

โครงร่างงานวิจัยให้ออกมาอย่างสมบูรณ์ และ 

ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการ โรงพยาบาล

ขอนแก่นทุกท่าน ที่รวบรวมและเก็บตัวอย่าง รวมทั้ง

ผูป้ว่ยทุกรายท่ีได้ให้ตวัอยา่งทดสอบเพือ่ศกึษาวิจยัใน

ครั้งนี้ 
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