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Abstract
COVID-19 is caused by SARS-CoV-2 virus, an emerging virus classified as a highly 

pathogenic virus that has spread worldwide. The antibody against SARS-CoV-2 receptor binding 
domain (RBD) can be stimulated via natural infection or vaccination. In this study, the anti 
SARS-CoV-2 RBD IgG ELISA for the qualitative, semi-quantitative, and quantitative determina-
tion of infected and vaccinated human serum or plasma samples was developed. Analysis results 
of the qualitative detection revealed the cut-off values of the 1:200 dilution of negative sera, 
which were set up as mean values with two and three standard deviations, were 1.4447 and 1.8223 
ELISA units and the specificity of negative sera were 93.94% and 98.27%, respectively.  
Furthermore, the sensitivity of positive sera at both cut-off values were 100%. The cross- 
reactivity were 6% and 0% at 1.4447 and 1.8232 cut-off values, respectively. There was no 
significant correlation between interferences and the sample sera (p > 0.05). For  
semi-quantitative determination, antibody concentration of 1:200 diluted samples could be  
determined via the standard curve ranging between 13.48-62.50 BAU/mL. However, higher 
antibody concentration sera had to be more diluted than 1:200 to be quantified by using the same 
standard curve. Additionally, when the antibody quantitative ELISA results were compared to 
the quantitative analysis results using chemiluminescence microparticle immunoassay (CMIA) 
the correlation of 0.93 (p < 0.001) was obtained. Consequently, the newly developed ELISA 

method can be further used to determine the antibody against SARS-CoV-2 RBD. 
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บทคััดย่่อ
โรคโควิด-19 เกิดจากไวรัส SARS-CoV-2 ซึ่งเป็นเช้ืออุบัติใหม่ท่ีจัดอยู่ในกลุ่มอันตรายร้ายแรง

โดยมีการแพร่ระบาดไปท่ัวโลก การติดเช้ือตามธรรมชาติหรือการได้รับวัคซีนป้องกันโรคโควิด-19 

สามารถกระตุ้นให้ร่างกายสร้างแอนติบอดีต่อโปรตีน receptor binding domain (RBD) ของเชื้อ  

SARS-CoV-2 การศึกษานี้จึงพัฒนาวิธีอีไลซาสำ�หรับตรวจแอนติบอดีชนิด IgG ต่อโปรตีน RBD ของ

เชื้อ SARS-CoV-2 เพื่อใช้ในการตรวจเชิงคุณภาพ (qualitative) เชิงกึ่งปริมาณ (semi-quantitative) 

และเชิงปรมิาณ (quantitative) ในตัวอยา่งซรีมัหรอืพลาสมาของผู้ติดเช้ือหรอืผู้รบัวคัซนี จากการวเิคราะห์

ผลพบว่าในการตรวจเชิงคุณภาพของตัวอย่างที่เจือจาง 1:200 หาค่าจุดตัด (cut-off) จากตัวอย่างผลลบ

โดยใช้ค่าเฉลี่ยบวกค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสองเท่าและสามเท่าได้ค่า 1.4447 และ 1.8232 หน่วยอีไลซา 

ตามลำ�ดับ โดยมีค่าความจำ�เพาะร้อยละ 93.94 และ 98.27 ตามลำ�ดับ ส่วนการตรวจผลบวกมีค่าความไว 

ท่ีร้อยละ 100 ท่ีค่า cut-off 1.4447 และ 1.8232 และพบการเกิดปฏิกิริยาข้ามร้อยละ 6 และ 0 

ที่ค่า cut-off 1.4447 และ 1.8232 ตามลำ�ดับ ส่วนสารรบกวนปฏิกิริยาไม่มีผลกระทบต่อผลการทดลอง

อย่างมีนัยสำ�คัญ (p > 0.05) ในการตรวจเชิงกึ่งปริมาณสามารถอ่านค่าได้จากกราฟมาตรฐาน 

ในช่วงความเขม้ขน้ระหวา่ง 13.48-62.50 BAU ตอ่มิลลลิติร สำ�หรบัตัวอย่างท่ีเจอืจาง 1:200 และสามารถ

หาปริมาณแอนติบอดีของตัวอย่างที่มีความเข้มข้นสูงที่ต้องเจือจางมากกว่า 1:200 โดยเทียบจากกราฟ

มาตรฐาน วิธีอีไลซาน้ีสามารถตรวจหาปริมาณแอนติบอดีโดยมีค่าความสัมพันธ์กับการตรวจด้วยวิธี 

chemiluminescence microparticle immunoassay (CMIA) เท่ากับ 0.93 (p < 0.001) แสดงให้เห็นว่า

วิธีตรวจท่ีพัฒนาข้ึนสามารถนำ�มาใช้ตรวจหาแอนติบอดีต่อโปรตีน RBD ของเช้ือ SARS-CoV-2 ได้ 

ต่อไป 
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บทนำำ� 
โรคโควดิ-19 (coronavirus disease 2019; 

COVID-19) เกิดจากไวรัส severe acute respira-

tory syndrome-related coronavirus-2 (SARS-

CoV-2) ซึ่งเป็นเช้ืออุบัติใหม่ท่ีจัดอยู่ ในกลุ่มที่มี

อันตรายร้ายแรงและมีการแพร่ระบาดไปท่ัวโลก(1)  

กรมควบคุมโรครายงานข้อมูล ณ วันที่ 5 กันยายน 

พ.ศ. 2565 ว่าท่ัวโลกมีจำ�นวนผู้ติดเช้ือสะสม 

599,071,265 ราย และเสียชีวิต 6,467,021 ราย 

ส่วนประเทศไทยมีผู้ติดเช้ือสะสม 4,633,468 ราย 

และเสียชีวิต 32,400 ราย(2) ไวรัส SARS-CoV-2 

เป็นไวรัสชนิดที่มีเยื่อหุ้มไขมันล้อมรอบ (enveloped 

RNA virus) จดัอยู่ในวงศ ์(family) Coronaviridae 

สกุล (genus) Betacoronavirus มีสารพันธุกรรม 

เป็น positive sense single stranded RNA ความ

ยาวประมาณ 30 กิโลเบส จากรายงานผลลำ�ดับ 

สารพันธุกรรมของเชื้อ SARS-CoV-2 พบว่ามีรหัส

พนัธุกรรมใกล้เคยีงกับ SARS-CoV รอ้ยละ 79 และ 

Middle East respiratory syndrome coronavirus 

(MERS-CoV) ร้อยละ 50 ซึ่งเป็นไวรัสในสกุล 

Betacoronavirus เชน่เดยีวกนัและเคยมกีารระบาด

ก่อนหน้านี้ในปี พ.ศ. 2545 และ พ.ศ. 2555 ตาม

ลำ�ดับ(3)

ไวรัส SARS-CoV-2 ประกอบด้วยโปรตีน

โครงสร้าง 4 ชนิด ได้แก่ nucleocapsid (N),  

envelope (E), membrane (M) และ spike (S)(4) 

โดย N เป็นโปรตีนท่ีจับบนสายอาร์เอ็นเอของไวรัส 

และยึดเกาะกับเยื่อหุ้มของไวรัส ทำ�หน้าท่ีเก่ียวข้อง

กับการสร้างและการถอดรหัสพันธุกรรม M E และ S 

เป็นโปรตีนโครงสร้างท่ีอยู่บนผิวของอนุภาคไวรัส  

โดย S ทำ�หน้าที่เกี่ยวข้องกับการติดเชื้อ ประกอบด้วย 

ส่วน S1 ทำ�หน้าท่ีจับกับเซลล์มนุษย์โดยใช้บริเวณ 

receptor binding domain (RBD) จับกับตัวรับ 

angiotensin converting enzyme 2 (ACE-2) ของ

เซลล์มนุษย์ และส่วน S2 ทำ�หน้าที่ในการรวมตัวของ

อนุภาคไวรัสกับเยื่อหุ้มเซลล์ของมนุษย์(5)

ในผู้ติดเชื้อ SARS-CoV-2 ร่างกายจะ 

ตอบสนองทางภูมิคุ้มกันโดยการสร้างแอนติบอดีต่อ

โปรตีนต่างๆ ของไวรัส ซึ่งมีรายงานพบแอนติบอดีที่

ตอบสนองต่อโปรตีน S และ N สูงกว่าโปรตีน

โครงสรา้งส่วนอ่ืนในผูต้ดิเชือ้ SARS-CoV-2(6-8) และ

พบแอนติบอดีต่อ RBD ในปริมาณที่สูงกว่าแอนติบอดี

ต่อส่วน S1 และ S2(9) ปัจจุบันวัคซีนป้องกันโรค 

โควดิ-19 ท่ีข้ึนทะเบยีนและใช้เปน็วคัซนีในประชากร

ไทยแล้วมีหลายรูปแบบ ได้แก่ วัคซีนเชื้อตาย เช่น  

Sinovac และ Sinopharm วัคซีน adenovirus-

based เช่น AstraZeneca วัคซีน mRNA เช่น 

Pfizer และ Moderna(10) วัคซีนทุกชนิดสามารถ

กระตุ้นให้ร่างกายสร้างแอนติบอดีต่อโปรตีน S หรือ 

RBD(11) นอกจากนี้ยังพบว่าแอนติบอดีต่อโปรตีน 

RBD เปน็เปา้หมายสำ�คญัในการตรวจภูมคิุม้กนัท่ีเกิด

จากการตดิเช้ือ SARS-CoV-2 และท่ีเกิดข้ึนจากการ

ได้รับวัคซีนป้องกันโรคโควิด-19 รวมทั้งการตรวจหา

แอนติบอดีท่ีลบล้างฤทธิ์ของไวรัส (neutralizing 

antibody) ซึ่งปริมาณแอนติบอดีต่อโปรตีน RBD 

สัมพันธ์กับระดับการป้องกันการติดเชื้อ(12, 13) ดังนั้น

การตรวจแอนติบอดีต่อโปรตีน RBD จึงมีประโยชน์

ในการตรวจการติดเช้ือ ตรวจการตอบสนองทาง

ภูมิคุ้มกันภายหลังการได้รับวัคซีน การศึกษาติดตาม

ระดับแอนติบอดีที่ระยะเวลาต่างๆ และการศึกษา 

ทางระบาดวิทยา ซึ่งข้อมูลดังกล่าวสามารถนำ�ไป 

ใช้ในการบริหารจัดการวัคซีนและการวางแผนทาง

สาธารณสุขที่เหมาะสมเพื่อควบคุมการระบาดของ 

โรคโควิด-19(6-9, 11)

วิธีการตรวจหาแอนติบอดีต่อไวรัส SARS-

CoV-2 ชนิด binding antibody ซึ่งเป็นแอนติบอดี

ท่ีร่างกายสร้างข้ึนจากการได้รับเช้ือหรือการได้รับวัคซีน 

โดยใช้หลักการ immunoassay ที่เกิดจากปฏิกิริยา 
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จับกันอย่างจำ�เพาะระหว่างแอนติบอดีกับแอนติเจน

ของเช้ือ แบ่งการตรวจแอนติบอดีชนิดนี้เป็น 3 วิธี 

ได้แก่ วิธี lateral flow immunoassay, enzyme-

linked immunosorbent assay และ chemilumi-

nescence microparticle immunoassay ซึ่ง lateral 

flow immunoassay เป็นวิธีการตรวจเชิงคุณภาพ 

ท่ีให้ผลบวกหรือผลลบ ตัวอย่างตรวจมีท้ังเลือดจาก

ปลายนิ้ว ซีรัมหรือพลาสมา และมีการพัฒนาเป็น 

ชุดตรวจขนาดเลก็ซึง่มรีปูแบบเปน็ตลบัท่ีภายในบรรจุ

แผ่นเมมเบรนที่มีคอนจูเกตซึ่งเป็นแอนติเจนหรือ

แอนตบิอดท่ีีตดิฉลากดว้ยสารมสีซีึง่ถูกตรงึไว้ทีบ่รเิวณ

แถบคอนจเูกต เมือ่ส่ิงสง่ตรวจท่ีมแีอนตบิอดเีคลือ่นท่ี

ผ่านแล้วทำ�ปฏิกิริยาจับกับแอนติเจนหรือแอนติบอดี

ท่ีตดิฉลากดว้ยสารมสี ีแลว้เคลือ่นที่ไปจบักบัแอนตบิอด ี

ท่ีบริเวณแถบทดสอบทำ�ให้เกิดแถบสีแดง ชุดตรวจ

แบบรวดเร็วมีชุดตรวจหาแอนติบอดีแบบแยกชนิด 

IgG IgM และแบบตรวจหาแอนติบอดีรวม ส่วน 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA 

หรอือีไลซา) เปน็วิธตีรวจในห้องปฏิบตักิารซึง่สามารถ

ตรวจได้ทั้งเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ ตัวอย่างตรวจ

เป็นซีรัมหรือพลาสมา โดยใช้โปรตีนของตัวเชื้อมา

เคลือบในหลุมทดสอบ จากนั้นนำ�ตัวอย่างจากผู้ป่วย

มาบ่มกับแอนติเจนดังกล่าวในหลุมทดสอบ ถ้าใน

ตัวอย่างของผู้ป่วยมีแอนติบอดีต่อไวรัส SARS-

CoV-2 จะจับกับโปรตีนแอนติเจนเกิดเป็นสาร 

ประกอบเชิงซ้อนของแอนติเจนและแอนติบอดี  

หลังจากน้ันจะจบักบัแอนตบิอดตีวัที ่2 ทีต่ดิฉลากดว้ย

เอนไซม์ ซึ่งสามารถย่อยสารซับสเตรทให้เป็นสารมีสี 

และตรวจโดยวัดการดูดกลืนแสง วิธีอีไลซานี้สามารถ

ตรวจหาแอนติบอดีได้แบบแยกชนิด IgG IgM IgA 

และแบบตรวจหาแอนติบอดีรวม และ chemilumi-

nescence microparticle immunoassay (CMIA) 

เป็นวิธีการตรวจแบบเชิงปริมาณ ตัวอย่างตรวจเป็น 

ซีรัมหรือพลาสมา หลักการคล้าย ELISA แต่มัก

เคลือบโปรตีนของไวรัสบน microparticle หรือ 

solid phase เมือ่ผสมกับตวัอยา่งตรวจ และแอนตบิอดี

จำ�เพาะตัวที่ 2 ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ที่สามารถย่อย

สารซับสเตรทแล้วได้ผลิตผลที่เรืองแสง ปริมาณแสง

ท่ีปลอ่ยออกมาจากปฏกิริยิามคีวามสมัพนัธกั์บปรมิาณ

ของแอนติบอดีท่ีมีอยู่ในตัวอย่างตรวจ วิธีทดสอบนี้

สามารถตรวจหาแอนติบอดี ได้ ท้ังแบบแยกชนิด 

IgG IgM IgA และแบบตรวจหาแอนติบอดีรวม 

ได้เช่นกัน(14) 

ดงันัน้สำ�หรับการทดสอบเชิงปริมาณท่ีตอ้งการ

ผลการทดสอบที่มีความถูกต้องสูงสามารถเลือกใช้ 

วิธีอีไลซาหรือวิธี CMIA ข้ึนกับความพร้อมในด้าน

ต่างๆ ของห้องปฏิบัติการ โดยวิธี CMIA ต้องใช้ชุด

ทดสอบจากบริษัทและใช้เครื่องมือแบบอัตโนมัติ 

ในการทดสอบและอา่นผล สว่นวธิอีีไลซาสามารถทำ�ได้

ในห้องปฏิบัติการทั่วไปท่ีมีเครื่องอ่านผลซึ่งสามารถ 

ใช้ชุดทดสอบจากบริษัทหรือสามารถพัฒนาวิธีข้ึน 

ใช้เองภายในห้องปฏิบัติการ อย่างไรก็ตามชุดตรวจ 

อีไลซาท่ีจำ�หน่ายอยู่ ในปัจจุบันมีราคาค่อนข้างสูง 

จึงไม่เหมาะสมที่จะนำ�ไปใช้ในการศึกษาวิจัยที่มีการ

ทดสอบกับตวัอยา่งจำ�นวนมาก แตเ่นือ่งจากวธีิอีไลซา

เป็นเทคโนโลยีพื้นฐานที่ไม่ซับซ้อน วัตถุดิบราคาถูก 

รวมท้ังสามารถใช้เครื่องมือที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการ

ทั่วไปได้จึงควรมีการพัฒนาเพื่อใช้ประโยชน์ต่อไป

โครงการวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธี

อีไลซาสำ�หรับตรวจแอนติบอดีชนิด IgG ต่อโปรตีน 

RBD ของเชื้อไวรัส SARS-CoV-2 เพื่อใช้ในการ

ตรวจเชิงคุณภาพ (qualitative) เชิงกึ่งปริมาณ 

(semi-quantitative) และเชงิปรมิาณ (quantitative) 

ในตัวอย่างซีรัมหรือพลาสมาของผู้ติดเชื้อหรือผู้รับ

วัคซีน ซึ่งสามารถนำ�ไปใช้ประโยชน์ในการศึกษา

ภูมิคุ้มกันเพื่อการควบคุมและป้องกันโรคโควิด-19  

ต่อไป
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วััสดุุและวิิธีีการ
1.	 การสร้างและผลิตโปรตีน RBD ของไวรัส  

	 SARS-CoV-2

เริ่มจากการเพิ่มปริมาณยีนท่ีใช้ในการสร้าง

โปรตีนส่วน spike RBD ในตำ�แหน่งของลำ�ดับกรด

อะมิโน R319 ถึง F541 ของไวรัส SARS-CoV-2 

สายพันธุ์ wild type (Wuhan-Hu-1) จากพลาสมิด 

pCMV3-SARS-CoV-2 (2019-nCoV) Spike S1 

Gene ORF cDNA clone (Codon Optimized) 

(Sinobiological, China) โดยวธีิ PCR จากนัน้โคลน

ยีนส่วน spike RBD เข้าสู่พลาสมิด pcDNA3.4TM 

(Thermo Fisher Scientific, USA) ที่ถูกดัดแปลง

ให้บรรจุยีนส่วน IgG leader sequence และ rabbit 

IgG Fc (rFc) จากนั้นนำ�พลาสมิดลูกผสม pcDNA 

3.4TM-2019-nCoV-Spike RBD-rFc เข้าสู่เซลล์ 

FreeStyle™293-F cell (Thermo Fisher  

Scientific, USA) ดว้ยน้ำ�ยา FectoPRO®transfection 

reagent (Polyplus-transfection®, France) และ

เพาะเลี้ยงเซลล์โดยการเขย่าด้วยความเร็ว 125 รอบ

ต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้ก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์เข้มข้น 8 เปอร์เซ็นต์ เป็นระยะ

เวลา 3 วัน แล้วเก็บน้ำ�เลี้ยงเซลล์มาแยกโปรตีน

ลูกผสมส่วน spike RBD ที่เซลล์สร้างขึ้นให้มีความ

บริสุทธิ์ด้วย protein G affinity chromatography 

ทำ�ให้โปรตีนเข้มข้นด้วยวิธี ultrafiltration และ 

วัดปรมิาณโปรตนีโดยวธิ ีBCA (bicinchoninic acid) 

assay จากนั้นตรวจสอบคุณลักษณะของโปรตีนด้วย

วิธี SDS-PAGE และตรวจความจำ�เพาะด้วยวิธี 

Western blot ก่อนนำ�ไปใช้งานต่อไป

2. การพัฒนาวิธีอีไลซา

ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธีอี ไลซา

สำ�หรับตรวจแอนติบอดีต่อโปรตีน RBD ของเช้ือ 

SARS-CoV-2 ซึ่งได้วิธีที่เหมาะสมดังนี้ เติมโปรตีน 

RBD ที่ละลายในสารละลาย phosphate buffered 

saline (PBS) พีเอช 7.0 ปริมาณ 0.02 ไมโครกรัม

ต่อ 50 ไมโครลิตรต่อหลุม ลงในเพลทอีไลซาแบบ 

MAXISORP ชนิดก้นแบน (Thermo Scientific, 

Denmark) แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

ระยะเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้นนำ�สารละลายออก

จากเพลทแล้วเติม blocking buffer (skim milk 

ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ท่ีละลายใน PBS ผสม 

Tween 20 ความเข้มข้น 0.02 เปอร์เซ็นต์) ปริมาตร 

300 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  

1 ชั่วโมง แล้วนำ�สารละลายออกจากเพลท จากนั้น

เติมตัวอย่างซีรัมหรือพลาสมาท่ีเจือจาง 1:200 ใน

สารละลาย diluent (skim milk ความเข้มข้น 5 

เปอร์เซ็นต์ที่ละลายใน PBS ผสม Tween 20 ความ

เข้มข้น 0.02 เปอร์เซ็นต์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อ

หลุม โดยแต่ละเพลทอีไลซาที่ทดสอบให้ลง positive 

control serum กับ negative control serum 

ท่ีเจือจาง 1:200 และ skim milk ความเข้มข้น  

5 เปอร์เซ็นต์ (negative control system) แล้ว  

บม่ทีอุ่ณหภูมหิอ้งเปน็เวลา 1 ช่ัวโมง จากนัน้ล้างเพลท

ด้วยสารละลาย wash buffer (สารละลาย PBS ผสม 

Tween 20 ความเข้มข้น 0.02 เปอร์เซ็นต์) ปริมาตร 

400 ไมโครลิตรต่อหลุม จำ�นวน 3 รอบ แล้วเติม 

polyclonal rabbit anti-human IgG/HRP (Dako, 

Denmark) ท่ีเจือจาง 1:10,000 ในสารละลาย  

diluent โดยเติมปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม  

แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างเพลท

ดว้ยสารละลาย wash buffer ปรมิาตร 400 ไมโครลิตร

ต่อหลุม จำ�นวน 5 รอบ จากนั้นเติมสารละลาย TMB 

(3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine) peroxidase 

substrate (sera care, USA) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร

ต่อหลุม แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที  

ในที่มืด เติมสารละลาย stop solution (สารละลาย 

กรดซลัฟวิรกิเข้มข้น 1 โมลาร)์ ปรมิาตร 50 ไมโครลิตร
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ต่อหลุม จากนั้นนำ�เพลทไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 

450/570 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง spectrophoto-

meter (TECAN microplate reader, Switzerland) 

ภายในระยะเวลา 30 นาที 

คำ�นวณค่า ELISA index โดยนำ�ค่าการ 

ดูดกลืนแสงของตัวอย่าง หารด้วยค่าการดูดกลืนแสง

ของตัวควบคุมผลลบ ดังสมการต่อไปนี้

ELISA index = OD
450/570

 ของตัวอย่าง / OD
450/570

 ของตัวควบคุมผลลบ

 cut-off = X + 2SD หรือ cut-off = X + 3SD

3. การประเมิินคุุณภาพวิิธีีทดสอบ 

3.1	การหาค่าความจำ�เพาะ (specificity) 

นำ�ตวัอยา่งซรีมัท่ีเกบ็ภายหลงัการระบาดของ

เชื้อ SARS-CoV-2 จากผู้ตรวจภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ 

SARS-CoV-2 โดยวิธี CMIA ได้ผลเป็นลบจำ�นวน 

228 ตัวอย่าง มาหาค่าความจำ�เพาะโดยคำ�นวณจาก

สัดส่วนของตัวอย่างลบจริง (true negative) หารด้วย

ผลรวมของตัวอย่างลบจริงรวมกับตัวอย่างบวกปลอม 

(false positive) ดังสมการต่อไปนี้

specificity = 100 × [true negative/(true negative + false positive)]

sensitivity = 100 × [true positive/(true positive + false negative)]

3.2 การหาค่าความไว (sensitivity) 

นำ�ตัวอย่างซีรัมของผู้มีภูมิคุ้มกันต่อเชื้อ 

SARS-CoV-2 ที่ให้ผลเป็นบวกด้วยวิธี CMIA  

มาหาค่าความไวโดยคำ�นวณจากสัดส่วนของตัวอย่าง

บวกจรงิ (true positive) หารดว้ยผลรวมของตวัอยา่ง

บวกจริงรวมกับตัวอย่างลบปลอม (false negative) 

โดยใช้ตวัอยา่งจำ�นวน 173 ตวัอยา่ง คำ�นวณดงัสมการ

ต่อไปนี้

3.3	การทดสอบสารรบกวนปฏิกิริยา  

(interference) 

นำ�สารรบกวนปฏิกิริยาเติมลงในตัวอย่าง 

ผลบวกและผลลบด้วยวิธี CMIA โดยให้มีบิลิรูบิน

ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ฮีโมโกลบิน

ความเข้มข้น 10.0 มลิลกิรมัตอ่มลิลลิิตร ไตรกลีเซอร-์

ไรด์ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ  

รูมาตอยด์แฟกเตอร์ความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ใช้ตัวอย่างผลบวกและผลลบชนิดละ 4 

ตัวอย่าง จากนั้นทดสอบด้วยวิธีอีไลซาโดยเจือจาง

ตวัอยา่งท่ี 1:200 วเิคราะหผ์ลทางสถิตดิว้ย two-way 

analysis of variance (ANOVA) ด้วยโปรแกรม 

GraphPad Prism version 9.1.1 และเปรียบเทียบ

ความแตกต่างระหว่างกลุ่มทดสอบเติมสารรบกวน

ปฏิกิริยากับกลุ่มควบคุมด้วย Dunnett’s multiple 

comparisons test ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 

โดยกำ�หนด p value มากกว่า 0.05 แสดงว่าไม่มีนัย

สำ�คัญทางสถิติ

คำ�นวณค่า cut-off โดยนำ�ค่าเฉล่ียของค่า 

ELISA index ของตัวอย่างที่เป็นผลลบ ซึ่งเก็บ

ตัวอย่างก่อนมีการระบาดของโรคโควิด-19 จำ�นวน 

124 ตัวอย่าง บวกด้วยค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานคูณสอง

หรือสาม ดังสมการต่อไปนี้
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3.4 การทดสอบปฏิกิริยาข้าม (cross 

reactivity) 

นำ�ตัวอย่างซีรัมท่ีมีแอนติบอดีต่อโรคต่างๆ 

ซึ่งได้รับการอนุเคราะห์จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์

สาธารณสุข จำ�นวน 50 ตัวอย่าง ได้แก่ influenza 

virus (3 ตัวอย่าง) measles virus (10 ตัวอย่าง) 

mumps virus (10 ตัวอย่าง) mycoplasma (2 

ตัวอย่าง) respiratory syncytial virus (1 ตัวอย่าง) 

Japanese encephalitis virus (1 ตัวอย่าง)  

enterovirus (10 ตัวอย่าง) hepatitis C virus  

(5 ตัวอย่าง) human immunodeficiency virus  

(5 ตัวอย่าง) และโรค autoimmune (3 ตัวอย่าง)  

มาทดสอบด้วยวิธีอีไลซาโดยเจือจางตัวอย่างที่ 1:200

4. การตรวจหาปริมาณแอนติบอดี

4.1	การตรวจเชิงก่ึงปริมาณ (semi- 

quantitative)

นำ�สารมาตรฐานปฐมภูม ิ(primary standard) 

ของ WHO (NIBSC รหัส 20/136) ซึ่งให้ค่าความ

เข้มข้นของ binding antibody unit (BAU) เท่ากับ 

1,000 BAU ต่อมิลลิลิตร มาเติมลงในตัวควบคุม

ผลลบ ให้มีความเข้มข้นเริ่มต้นท่ี 125 BAU ต่อ

มลิลิลิตร แล้วเจอืจางตอ่เนือ่งแบบสองเท่าจนถงึความ

เข้มข้น 3.91 BAU ต่อมิลลิลิตร จากนั้นนำ�สาร

มาตรฐานแตล่ะความเข้มข้นมาเจอืจางดว้ยสารละลาย 

diluent ที่ 1:200 แล้วทดสอบด้วยวิธีอีไลซา คำ�นวณ

ค่า ELISA index แล้วนำ�ไปสร้างกราฟความสัมพันธ์

ระหว่างค่า ELISA index กับค่าความเข้มข้นในช่วง 

3.91 ถึง 62.50 BAU ต่อมิลลิลิตร จากนั้นนำ�สมการ

ความสัมพันธ์ที่ได้มาใช้คำ�นวณค่าความเข้มข้นของ

ตัวอย่างจากค่า ELISA index

4.2	การตรวจเชิงปริมาณ (quantitative)

นำ�สารมาตรฐานปฐมภูมิ NIBSC รหัส 

20/136 มาเจือจางที่ค่าต่างๆ โดยใช้สารละลาย  

diluent แล้วทดสอบดว้ยวธีิอีไลซา จากนัน้สรา้งกราฟ

แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสง และ 

ค่าความเข้มข้น (BAU ต่อมิลลิลิตร) นำ�สมการความ

สัมพันธ์ที่ได้มาใช้คำ�นวณค่าความเข้มข้นของตัวอย่าง

จากค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้จากการทดสอบอีไลซา

ที่ค่าเจือจางที่เหมาะสม

5. การหาค่าความสัมพันธ์ (correlation) ระหว่าง

วิธีอีไลซากับวิธี CMIA 

ตัวอย่างซีรัมผ่านการตรวจหาปริมาณ

แอนตบิอดตีอ่เชือ้ SARS-CoV-2 โดยใช้ชดุตรวจหา

ปริมาณแอนติบอดีโดยวิธี chemiluminescence 

microparticle immunoassay (CMIA) รุน่ SARS-

CoV-2 IgG II Quant assay (Abbott) ในหน่วย 

AU ต่อมิลลิลิตร แปลงเป็นหน่วย BAU ต่อมิลลิลิตร 

โดยคูณด้วยค่าแฟกเตอร์ 0.143

นำ�ตัวอย่างซีรัมของผู้มีภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ 

SARS-CoV-2 ที่ตรวจวิธี CMIA แล้วให้ผลเป็น

บวกและมีค่าปริมาณแอนติบอดี ในหน่วย BAU 

ต่อมิลลิลิตร จำ�นวน 173 ตัวอย่าง มาทดสอบหา

ปริมาณแอนติบอดีโดยวิธีอีไลซา และคำ�นวณหา

ปริมาณแอนติบอดีโดยใช้สมการของกราฟมาตรฐาน

ของสารมาตรฐานปฐมภูมิ NIBSC รหัส 20/136 

ซึ่งได้ค่าเป็นหน่วย BAU ต่อมิลลิลิตร เช่นเดียวกัน

กับค่าแอนติบอดีท่ีวัดโดยวิธี CMIA จากนั้นนำ�ค่า

แอนตบิอดขีองแตล่ะตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการตรวจดว้ยวธิี

อีไลซาและวิธี CMIA มาสร้างกราฟ แล้วคำ�นวณ 

ค่าความสัมพันธ์ด้วยสถิติ Pearson’s correlation 

วเิคราะห์ผลทางสถติดิว้ยโปรแกรม GraphPad Prism 

version 9.1.1
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6. ตััวอย่่างที่่�ใช้้ในการศึึกษา

กลุ่มตัวอย่างของการวิจัยครั้งนี้คือตัวอย่าง 

ซีรัมหรือพลาสมาที่ประกอบด้วย 

ตวัอยา่งควบคมุผลบวก เปน็ตวัอยา่งพลาสมา 

ของผู้ท่ีหายป่วยจากโรคโควิด-19 ซึ่งเก็บตัวอย่าง 

ในปี พ.ศ. 2563 และตรวจภูมิคุ้มกันต่อเชื้อ SARS-

CoV-2 โดยวิธี CMIA ได้ผลเป็นบวก จำ�นวน 1 ราย 

ใช้สำ�หรับหาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธีอีไลซาและใช้

เป็นตัวอย่างควบคุมผลบวกในการทดสอบวิธีอีไลซา

ตัวอย่างผลบวก ได้แก่

1. ตัวอย่างซีรัมของผู้ท่ีได้รับการฉีดวัคซีน

ป้องกันโรคโควิด-19 ชนิด Sinovac จำ�นวน 2 ครั้ง 

(SS) ซึ่งตรวจภูมิคุ้มกันต่อเชื้อ SARS-CoV-2 โดย

วิธี CMIA ได้ผลเป็นบวกจำ�นวน 18 ราย ใช้สำ�หรับ

การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีอีไลซา

2. ตัวอย่างซีรัมของผู้ท่ีได้รับการฉีดวัคซีน

ป้องกันโรคโควิด-19 ซึ่งได้รับการฉีดวัคซีนรูปแบบ

ต่างๆ ดังนี้ Sinovac AstraZeneca (SA), Sinovac 

Sinovac AstraZeneca (SSA), AstraZeneca 

AstraZeneca (AA) และ Sinovac Sinovac Pizer 

(SSP) ที่เก็บตัวอย่างในปี พ.ศ. 2564 ซึ่งตรวจ

ภูมิคุ้มกันต่อเชื้อ SARS-CoV-2 โดยวิธี CMIA ได้

ผลเป็นบวก จำ�นวน 173 ตัวอย่าง ใช้สำ�หรับประเมิน

คุณภาพวิธีอีไลซา และตัวอย่างผลลบ ได้แก่

1. 	ตัวอย่างซีรัมท่ีเก็บก่อนปี พ.ศ. 2563 

หรือก่อนการระบาดของโรคโควิด-19 ซึ่งมีผลเป็นลบ

โดยการตรวจดว้ยวธีิอีไลซาสำ�หรบัตรวจหาแอนตบิอดี

ต่อโปรตีน N ของไวรัส SARS-CoV-2 จำ�นวน 124 

ตวัอยา่ง ใช้สำ�หรบัทดสอบหาคา่ cut-off ของวิธอีีไลซา

2. ตัวอย่างซีรัมของกลุ่มคนสุขภาพดี ไม่มี

ประวตัเิข้าเกณฑ์สอบสวนโรค และไมเ่คยไดร้บัวคัซนี

ป้องกันโรคโควิด-19 เก็บตัวอย่างก่อนได้รับการฉีด

วัคซีนป้องกันโรคโควิด-19 ในปี พ.ศ. 2564 จำ�นวน 

18 ราย ใช้สำ�หรับการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสม

ของวิธีอีไลซา

3. ตัวอย่างซีรัมของกลุ่มคนสุขภาพดี ไม่มี

ประวตัเิข้าเกณฑ์สอบสวนโรค และไมเ่คยไดร้บัวคัซนี

ป้องกันโรคโควิด-19 เก็บตัวอย่างก่อนได้รับการฉีด

วัคซีนป้องกันโรคโควิด-19 ในปี พ.ศ. 2564 และ 

มีผลลบโดยการตรวจด้วยวิธี CMIA จำ�นวน 228 

ตัวอย่าง ใช้สำ�หรับประเมินคุณภาพวิธีอีไลซา

โดยการศกึษานี้ไดร้บัการอนมุตัทิางจรยิธรรม

จากคณะกรรมการพิจารณาการศึกษาวิจัยในมนุษย์ 

สถาบันวิจัยระบบสาธารณสุข ในโครงการวิจัยเรื่อง

โครงการวิจัยและพัฒนาองค์ความรู้เพื่อรองรับการ

ระบาดของโรคโคโรนาสายพันธุ์ใหม่ 2019 (COVID 

-19) (COA No. IHRP2020056) อนุมัติวันที่ 30 

เมษายน พ.ศ. 2563 ถึงปีงบประมาณ 2565

ผลการวิิจััย
1. การสร้างและผลิตโปรตีน RBD ของไวรัส 

SARS-CoV-2

โปรตีน RBD ของไวรัส SARS-CoV-2 

เป็นโปรตีนลูกผสมซึ่งมีการแสดงออกในเซลล์ Free-

Style™ 293-F ในรูปแบบท่ีละลายน้ำ�ได้และหลั่ง

ออกมาอยู่ในน้ำ�เลี้ยงเซลล์ โดยสามารถผลิตและแยก

โปรตนีใหม้คีวามบรสิทุธิ์ได้ในปรมิาณ 25 มลิลกิรมัตอ่

ลติรของการเพาะเลีย้ง จากการตรวจสอบคณุลกัษณะ

ของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE พบว่าโปรตีน RBD 

ที่ได้มีขนาดโมเลกุลใหญ่กว่า 50.7 กิโลดัลตัน ซึ่งเป็น

ขนาดโมเลกุลท่ีไดจ้ากการคำ�นวณโปรตนี RBD ขนาด 

25.1 กิโลดัลตัน รวมกับโปรตีน Fc ขนาด 25.6  

กิโลดัลตัน เนื่องจากโปรตีน RBD เป็นไกลโคโปรตีน 

จึงเกิดกระบวนการ glycosylation ทำ�ให้มีขนาด

โมเลกุลเพิ่มข้ึนได้เล็กน้อย(15) และพบว่าโปรตีนมี

ความจำ�เพาะกับแอนติบอดีต่อส่วน Fc tag ที่ใช้ใน

การติดตามการแสดงออกของโปรตีน (Fig. 1)
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2. สภาวะที่เหมาะสมของวิธีอีไลซา

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีอีไลซา โดย

ใช้ตัวอย่างของผู้ได้รับวัคซีนป้องกันโรคโควิด-19 ทั้ง

ก่อนฉดีและหลงัฉดีวคัซนีจำ�นวน 18 ราย และตวัอย่าง

ผู้หายป่วยจากโรคโควิด-19 จำ�นวน 1 ราย โดยการ

ศึกษาปริมาณโปรตีน RBD ค่าเจือจางตัวอย่าง และ

ความเข้มข้นของแอนติบอดีทุติยภูมิ (secondary 

antibody) เปน็ตน้ จากนัน้นำ�สภาวะท่ีไดม้าใช้ในการ

ศกึษาเพือ่หาคา่ cut-off ของผลลบ โดยหาไดจ้ากการ

คำ�นวณค่า ELISA index โดยนำ�ค่าการดูดกลืนแสง

ของตวัอยา่งหารดว้ยคา่การดดูกลนืแสงของตวัควบคมุ

ผลลบ คำ�นวณค่า cut-off โดยนำ�ค่าเฉลี่ยของค่า 

ELISA index ของตัวอย่างที่เป็นผลลบจำ�นวน 

124 ตัวอย่าง บวกด้วยค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานคูณสอง 

ซึ่งคำ�นวณได้จากค่า ELISA index ที่ 0.6875 และ

คา่เบีย่งเบนมาตรฐานเท่ากบั 0.3786 จงึไดค้า่ cut-off 

เท่ากับ 1.4447 และเมื่อคิดที่ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

คูณสามจะได้ค่า cut-off เท่ากับ 1.8232 

3. การประเมิินคุุณภาพวิิธีีทดสอบ

3.1 ค่าความจำ�เพาะ (specificity) 

หาคา่ความจำ�เพาะโดยนำ�ตวัอยา่งซรีมัทีเ่กบ็

ภายหลังการระบาดของเชื้อ SARS-CoV-2 จาก 

ผู้ตรวจภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ SARS-CoV-2 โดยวิธี 

CMIA ไดผ้ลเปน็ลบจำ�นวน 228 ตวัอยา่ง มาทดสอบ

โดยวิธีอีไลซาแล้วหาค่าความจำ�เพาะโดยคำ�นวณจาก

สัดส่วนของตัวอย่างลบจริง หารด้วยผลรวมของ

ตวัอยา่งลบจรงิรวมกับตวัอยา่งบวกปลอม คดิคา่ความ

จำ�เพาะโดยใช้ค่า cut-off ท่ีคิดจากค่าเฉล่ียของ 

ELISA index รวมกับสองเท่าของค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐานซึ่งเท่ากับ 1.4447 ได้ผลบวกปลอมจำ�นวน 

14 ตัวอย่าง ซึ่งคำ�นวณได้ค่าความจำ�เพาะร้อยละ 

93.86 หรอืคดิคา่ความจำ�เพาะท่ีคา่ cut-off ทีค่ดิจาก

ค่าเฉลี่ยของ ELISA index รวมกับสามเท่าของ 

ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานซึ่งเท่ากับ 1.8232 ได้ผลบวก

ปลอมจำ�นวน 4 ตวัอยา่ง จงึคำ�นวณไดค้า่ความจำ�เพาะ 

ร้อยละ 98.25 (Table 1)

		  (A) 	 (B) 
Fig. 1	Characterization of the RBD-Fc recombinant protein by SDS-PAGE (A) and Western blot  

analysis (B) Lane M: Protein ladder (Thermo Fisher Scientific, USA), Lane 1: purified recombinant 
SARS-CoV-2 RBD protein.
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3.2 ค่าความไว (sensitivity) 

หาค่าความไวโดยนำ�ตัวอย่างซีรัมของผู้มี

ภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ SARS-CoV-2 ที่ให้ผลเป็นบวก

โดยวิธ ีCMIA มาหาคา่ความไวโดยคำ�นวณจากสดัส่วน

ของตัวอย่างบวกจริง หารด้วยผลรวมของตัวอย่าง 

บวกจริงรวมกับตัวอย่างลบปลอม โดยใช้ตัวอย่าง

จำ�นวน 173 ตวัอยา่ง โดยพบวา่เมือ่ทำ�การทดสอบโดย

วิธอีีไลซาแลว้ให้ผลบวกทัง้ 173 ตวัอยา่ง มคีา่ cut-off 

ท่ี 1.4447 และ 1.8232 จงึคำ�นวณไดค้า่ความจำ�เพาะ

ที่ร้อยละ 100 ที่ cut-off ทั้งสองค่า (Table 2)

Table 1  Specificity (%) at cut-off value of 1.4447 and 1.8232

Cut-off value
Number of true negatives/
Number of true negatives 

plus false positives
Specificity (%)

1.4447 (mean 
ELISA index

 + 2SD) 14/228 93.86
1.8232 (mean 

ELISA index
 + 3SD) 4/228 98.25

Table 2  Sensitivity (%) at cut-off value of 1.4447 and 1.8232

Cut-off value
Number of true positives/
Number of true positives  

plus false negatives
Sensitivity (%)

1.4447 (mean 
ELISA index

 + 2SD) 0/173 100

1.8232 (mean 
ELISA index

 + 3SD) 0/173 100

3.3 ทดสอบสารรบกวนปฏิกิริยา (inter-

ference) 

จากผลการทดสอบสมมติฐานของสาร

รบกวนปฏกิิรยิาตอ่ผลการทดสอบอีไลซาของตวัอยา่ง

ผลลบ และตัวอย่างผลบวก พบว่าบิลิรูบินความเข้มข้น 

0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ฮีโมโกลบินความเข้มข้น 

10.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ไตรกลีเซอร์ไรด์ความ 

เข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และรูมาตอยด์

แฟกเตอร์ความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ไม่มีผลต่อการทดสอบดังกล่าวอย่างมีนัยสำ�คัญทาง

สถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 เมื่อเปรียบเทียบ

กับกลุ่มควบคุมซึ่งไม่ได้ใส่สารรบกวนปฏิกิริยา (Fig. 2) 

3.4 ทดสอบปฏิกิริยาข้าม (cross reac-

tivity) 

ใช้ตัวอย่างซีรัมท่ีมีแอนติบอดีต่อโรคต่างๆ 

ได้แก่ influenza virus, measles virus, mumps 

virus, influenza A virus, mycoplasma, respira-

tory syncytial virus, Japanese encephalitis virus, 

enterovirus, hepatitis C virus, human immuno-

deficiency virus และโรค autoimmune มาทดสอบ

ด้วยวิธีอีไลซา

ผลการทดลองพบว่าเมื่อใช้ค่า cut-off ที่ 

1.4447 ตรวจพบปฏิกิรยิาขา้มจากตวัอยา่ง โรคตดิเช้ือ 

enterovirus จำ�นวน 2 ตัวอย่าง และโรค autoim-

mune จำ�นวน 1 ตวัอยา่ง จากจำ�นวนรวม 50 ตวัอยา่ง 

คิดเป็นร้อยละ 6 แต่เมื่อใช้ค่า cut-off ที่ 1.8232 

ตรวจไม่พบปฏิกิริยาข้าม คิดเป็นร้อยละ 0
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4. การตรวจหาปริิมาณแอนติิบอดีี

4.1	การตรวจเชิงก่ึงปริมาณ (semi- 

quantitative)

ในการทดสอบเชิงก่ึงปริมาณพบว่าสามารถ

หาคา่ความเข้มข้นของแอนตบิอดีไดจ้ากกราฟมาตรฐาน 

ของสารมาตรฐาน NIBSC รหัส 20/136 ที่เจือจาง 

ที่ค่าความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 3.91, 7.81, 15.63, 

31.25 และ 62.5 BAU ต่อมิลลิลิตร แล้วเติมลงใน

ตัวอย่างควบคุมผลลบ ซึ่งกราฟแสดงความสัมพันธ์

ระหว่างค่า ELISA index กับค่าความเข้มข้น (BAU 

ต่อมิลลิลิตร) (Fig. 3) โดยมีสมการดังนี้ 

ELISA index = (0.0233 × ความเข้มข้น) + 1.1906

โดยมีค่า R2 เท่ากับ 0.992

ซึง่ limit of detection ของวิธีอีไลซาในการ

ตรวจเชิงกึ่งปริมาณ ที่ค่า cut-off 1.4447 จะเท่ากับ

ค่าสารมาตรฐานท่ีความเข้มข้น 10.91 BAU ต่อ

มิลลิลิตร ส่วนที่ ELISA index 1.8232 เท่ากับสาร

มาตรฐานที่ความเข้มข้น 27.15 BAU ต่อมิลลิลิตร

4.2 การตรวจเชิงปริมาณ (quantitative)

คำ�นวณหาปริมาณแอนติบอดีได้จากกราฟ

มาตรฐานที่ได้จากการนำ�สารมาตรฐานปฐมภูมิ NIBSC 

รหัส 20/136 มาเจือจางในสารละลาย diluent ที่ค่า

ความเข้มข้น 0.16, 0.20, 0.40, 0.67, 1.00, 1.25, 

1.63, 2.00 และ 2.50 BAU ตอ่มลิลลิติร แลว้ทดสอบ

ด้วยวิธีอีไลซา จากนั้นสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์

ระหว่างคา่การดดูกลนืแสง (OD) และคา่ความเข้มข้น 

(BAU ต่อมิลลิลิตร) ต่างๆ โดยใช้โปรแกรม excel 

(Fig. 4) ซึ่งได้สมการดังนี้

OD
450/570

 = 0.5879ln (ความเข้มข้น) + 1.3597

โดยมีค่า R2 เท่ากับ 0.9934

ซึ่งสามารถใช้ช่วง OD ระหว่าง 0.2974 

-1.9468 มาคำ�นวณค่าความเข้มข้นได้ระหว่าง  

0.16-2.50 BAU ต่อมิลลิลิตร

นำ�สมการความสัมพันธ์ที่ได้มาใช้คำ�นวณ 

ค่าความเข้มข้นของตัวอย่างจากค่าการดูดกลืนแสงท่ี

วัดได้จากการทดสอบอีไลซาที่ค่าเจือจางที่เหมาะสม

Fig. 2	Comparison of interference against anti-SARS-CoV-2-RBD antibody between negative samples 
(black) and positive samples (pink) at different levels of ELISA index with statistically significance 
by Pearson’s correlation (p < 0.05). 
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Fig. 3	ELISA standard  curve of anti-SARS-CoV-2-RBD antibody (NIBSC code 20/136) showing a  
relation between ELISA index and antibody concentration (BAU/mL). The equation was  
y = 0.0233x + 1.1906 with R2 = 0.992.

Fig. 4	ELISA standard  curve of anti-SARS-CoV-2-RBD antibody (NIBSC code 20/136) showing a  
relation between OD

450/570
 and antibody concentration (BAU/mL). The equation was y = 0.5879ln 

x + 1.3597 with R2 = 0.9934.
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5. การหาค่่าความสััมพัันธ์์ (correlation) ระหว่่าง
วิิธีีอีีไลซากัับวิิธีี CMIA 

ผลการหาค่าความสัมพันธ์ระหว่างวิธีอีไลซา

กับวิธี CMIA โดยใช้ตัวอย่างผลบวกจำ�นวน 173 

ตัวอย่าง ที่ผ่านการตรวจหาปริมาณแอนติบอดีต่อ

โปรตีน spike ด้วยวิธี CMIA มาทดสอบหาปริมาณ

แอนติบอดีโดยวิธีอีไลซา จากนั้นคำ�นวณหาปริมาณ

แอนติบอดีโดยใช้สมการของกราฟมาตรฐานของสาร

มาตรฐานปฐมภูมิ NIBSC รหัส 20/136 ซึ่งได้ค่าเป็น

หน่วย BAU ต่อมิลลิลิตร ส่วนค่าแอนติบอดีที่วัดโดย

วิธี CMIA ในหน่วย AU ต่อมิลลิลิตร แปลงเป็น

หน่วย BAU ต่อมิลลิลิตร โดยคูณด้วยค่าแฟกเตอร์ 

0.143 จากนัน้นำ�คา่แอนตบิอดขีองแตล่ะตวัอยา่งท่ีได้

จากการตรวจด้วยวิธีอีไลซาและวิธี CMIA มาสร้าง

กราฟแสดงความสัมพันธ์ โดยใช้สถิติ Pearson’s  

correlation (Fig. 5) และพบว่ามีค่าความสัมพันธ์

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติระหว่างวิธีอีไลซาและวิธี 

CMIA (p < 0.001, r = 0.93) 

Fig. 5	Correlation of anti-SARS-CoV-2-RBD antibody concentration (BAU/mL) between developed 
ELISA and CMIA. Statistical significance by Pearson’s correlation (p < 0.001, r = 0.93).

วิิจารณ์์ 
จากการหาสภาวะท่ีเหมาะสมพบวา่วิธอีีไลซา

ท่ีพัฒนาขึ้นสำ�หรับตรวจหาแอนติบอดีต่อโปรตีน 

RBD ของเชื้อ SARS-CoV-2 ได้ปรับให้มีสภาวะที่

เหมาะสม เช่น ลดปริมาณแอนติเจนท่ีเคลือบเพลท

โดยใช้โปรตีน RBD ที่ 20 นาโนกรัมต่อหลุม แต่ใน

รายงานการศึกษาอ่ืนพบว่าใช้ท่ี 50 นาโนกรัม(16-18) 

ดังนั้นท่ีปริมาณ RBD เท่ากันจะสามารถใช้ทดสอบ

กับตัวอย่างได้จำ�นวนมากกว่า นอกจากนี้ได้ลดความ

เข้มข้นของ anti-human IgG/HRP โดยเจือจางที่ 

1:10,000 รวมท้ังลดข้ันตอนการปฏิบัติงาน เช่น  

ตัดข้ันตอนการล้างเพลทหลังการเคลือบด้วยโปรตีน 

RBD และหลังจากบ่มด้วยสารละลาย blocking  

buffer ซึ่งไม่มีผลกระทบต่อผลการทดสอบ แต่ทำ�ให้



ณัฐธนัญ ภิญโญสุขี และคณะ8580

ระยะเวลาในการทำ�งานสั้นลงและลดปริมาณสารละลาย 

ที่เกี่ยวข้อง

ในการหาค่า cut-off ซึ่งคำ�นวณได้จากค่า 

ELISA index รวมคา่เบีย่งเบนมาตรฐานสองเท่าและ

สามเท่าแล้วได้ค่า cut-off เท่ากับ 1.4447 และ 

1.8232 ตามลำ�ดับ และเมื่อนำ�ค่า cut-off ไปหาค่า

ความจำ�เพาะโดยทดสอบกับตวัอยา่งผลลบ พบว่าเมือ่

ใช้ค่า cut-off 1.4447 ให้ค่าความจำ�เพาะเท่ากับร้อยละ 

93.86 และที่ cut-off 1.8232 ให้ค่าความจำ�เพาะ

เท่ากับร้อยละ 98.25 แสดงว่าเมื่อใช้ค่า cut-off ที่ 

1.8232 ให้ค่าความจำ�เพาะสูงกว่าที่ค่า 1.4447 และ

ถ้าทำ�การทดสอบกับตวัอยา่งผลลบจำ�นวนเพิม่มากข้ึน

อาจทำ�ให้มีค่า cut-off ท่ีสูงข้ึนและทำ�ให้ค่าความ

จำ�เพาะเพิ่มขึ้น และเมื่อนำ�ค่า cut-off ไปหาค่าความไว

โดยทดสอบกับตัวอย่างผลบวกพบว่าค่า cut-off  

ท้ังสองค่ามีค่าความไวเท่ากันท่ีร้อยละ 100 จากการ

ศึกษาผลของสารรบกวนปฏิกิริยา ได้แก่ บิลิรูบิน  

ฮีโมโกลบนิ ไตรกลเีซอร์ไรด ์และ รมูาตอยดแ์ฟกเตอร์

พบว่าสารดงักลา่วไมม่ผีลตอ่การทดสอบ ในขณะทีพ่บ

การเกิดปฏิกิรยิาขา้มจากโรคตดิเช้ือ enterovirus และ

โรค autoimmune เมื่อใช้ค่า cut-off ที่ 1.4447 แต่

เมือ่ใชค้า่ cut-off ท่ี 1.8232 ตรวจไมพ่บปฏิกริยิาข้าม 

ดังนั้นวิธีทดสอบนี้สามารถใช้ค่า cut-off ในการแยก

ความแตกตา่งระหว่างผลบวกและผลลบ แตวิ่ธทีดสอบนี้ 

มีข้อจำ�กัดของการวัด (detection limit) ที่เกิดจาก

การรบกวนปฏิกิริยา เช่น โรคติดเช้ือบางชนิด โรค 

autoimmune และอาจเกิดจากสารรบกวนปฏิกิริยา

อื่นจากตัวอย่างเอง ดังนั้นสามารถเลือกใช้ค่า cut-off 

ที่สูงขึ้นเพื่อเพิ่มค่าความจำ�เพาะของการทดสอบ 

นอกจากนี้ พบว่าสามารถคำ�นวณปริมาณ

แอนตบิอดอีอกมาในหนว่ยสากล (BAU ตอ่มลิลลิติร) 

โดยการเทียบค่ากับสารมาตรฐาน โดยพบว่าวิธีอีไลซา

ท่ีพัฒนาข้ึนนี้สามารถใช้ในการหาปริมาณแอนติบอดี

ในช่วงความเข้มข้นใกล้เคียงกับชุดทดสอบอีไลซา 

ยี่ห้ออื่นๆ(19, 20) อย่างไรก็ตามไม่ได้ทำ�การทดสอบ 

เปรียบเทียบกับชุดทดสอบอีไลซาอื่น จึงเป็นข้อจำ�กัด

ของการศึกษานี้ และพบว่าวิธีอีไลซานี้ให้ผลปริมาณ

แอนติบอดีสัมพันธ์กับวิธี CMIA ที่ใช้ชุดทดสอบ 

ซึง่ไดร้บัการรบัรองโดยคณะกรรมการอาหารและยาของ

สหรัฐอเมริกา เพื่อใช้ในสถานการณ์ฉุกเฉินท่ีมีการ

ระบาดของโรคโควิด-19 พบว่ามีค่าความสัมพันธ์ 

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติระหว่างวิธี ELISA และวิธี 

CMIA (p < 0.001, r = 0.93)

สำ�หรับการทดสอบด้วยวิธีอีไลซาที่แสดงผล

เชิงก่ึงปริมาณมีความเหมาะสมสำ�หรับการนำ�ไปใช้

ตรวจคัดกรองตัวอย่างเบื้องต้น สามารถรองรับการ

ตรวจตัวอย่างจำ�นวนมากเนื่องจากได้เจือจางตัวอย่าง

ท่ีความเข้มข้นเดียวท่ี 1:200 ซึ่งสามารถแสดงผล

ความแตกต่างระหว่างผลลบและผลบวก โดยแสดง 

ผลความเข้มข้นของตัวอย่างท่ีมีความเข้มข้นของ

แอนติบอดีต่ำ�ที่อยู่ในช่วง 13.48 ถึง 62.5 BAU ต่อ

มิลลิลิตร แต่สำ�หรับตัวอย่างท่ีมีความเข้มข้นของ

แอนตบิอดสีงูและตอ้งการผลคา่ความเขม้ข้นทีถู่กตอ้ง

จะตอ้งเจอืจางตวัอยา่งเพิม่ขึน้หลายคา่เพือ่ใหส้ามารถ

อ่านผลได้จากกราฟแสดงความสัมพันธ์เชิงปริมาณ

ซึง่ในการศกึษานี้ใชต้วัอยา่งผลบวกจากกลุ่ม

ท่ีได้รับวัคซีนป้องกันโรคโควิด-19 และตัวอย่าง

ควบคุมผลบวกจากผู้ท่ีหายป่วยจากโรคโควิด-19 

แสดงว่าวิธีตรวจท่ีพัฒนาข้ึนสามารถนำ�มาใช้ตรวจหา

แอนติบอดีในผู้ได้รับการฉีดวัคซีนและผู้ติดเชื้อได้ 

สรุุป
วิ ธี อี ไลซาที่พัฒนาขึ้นสำ �หรับตรวจหา

แอนติบอดีต่อโปรตีน RBD ของเชื้อ SARS-CoV-2 

ในการตรวจเชิงคุณภาพของตัวอย่างที่เจือจาง 1:200 

มคีา่จดุตดั (cut-off) จากตวัอยา่งผลลบโดยใช้คา่เฉล่ีย

บวกค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสองเท่าและสามเท่าได้ค่า 

1.4447 และ 1.8232 หน่วยอีไลซา ตามลำ�ดับ โดย
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มีค่าความจำ�เพาะร้อยละ 93.94 และ 98.27 ส่วนการ

ตรวจผลบวกมีค่าความไวที่ร้อยละ 100 และพบการ

เกิดปฏิกิริยาข้ามร้อยละ 6 และ 0 ที่ค่า cut-off 

1.4447 และ 1.8232 ส่วนสารรบกวนปฏิกิริยา 

ไม่มีผลกระทบต่อผลการทดลองอย่างมีนัยสำ�คัญ  

(p > 0.05) ในการตรวจเชิงก่ึงปริมาณสามารถ 

อ่านค่าได้จากกราฟมาตรฐานในช่วงความเข้มข้น

ระหว่าง 13.48-62.50 BAU ต่อมิลลิลิตร สำ�หรับ

ตัวอย่างท่ีเจือจาง 1:200 และสามารถตรวจปริมาณ

แอนตบิอดีในตวัอยา่งท่ีมคีวามเข้มข้นสงูท่ีตอ้งเจอืจาง

มากกว่า 1:200 โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานสำ�หรับ

ตรวจเชิงปรมิาณ ในการศกึษานี้ไม่ไดท้ดสอบเปรยีบเทียบ 

ผลการหาปรมิาณแอนตบิอดรีะหว่างวิธีอีไลซาท่ีพฒันา

ข้ึนกับชุดทดสอบอีไลซายี่ห้ออื่น แต่ได้เปรียบเทียบ

ปริมาณแอนติบอดีกับวิธี CMIA และพบว่าวิธี 

อีไลซาสามารถหาปริมาณแอนติบอดีโดยมีค่าความ 

สัมพันธ์อย่างมีนัยสำ�คัญกับวิธีการตรวจด้วย CMIA 

(p < 0.001, r = 0.93) 

กิิตติิกรรมประกาศ
ขอขอบพระคณุผูอ้ำ�นวยการสถาบนัชีววิทยา- 

ศาสตร์ทางการแพทย์และผู้อำ�นวยการสถาบันชีววัตถุ

รวมท้ังบุคลากรจากท้ังสองหน่วยงานที่ทำ�ให้งานวิจัยนี้

สำ�เร็จตามวัตถุประสงค์

เอกสารอ้้างอิิง
1. 	 Wu F, Zhao S, Yu B,  et al. A new corona- 

virus associated with human respiratory 

disease in China. Nature 2020; 579: 265-9. 

doi:10.1038/s41586-020-2008-3 

2. 	 World Health Organization. Coronavirus 

disease 2019 (COVID-19) WHO Thailand 

Situation Report-31 August 2022. Geneva: 

World Health Organization; 2020 Available 

from:  https://www.who.int/thailand/emer-

gencies/novel-coronavirus-2019/situation-

reports

3. 	 Lu R, Zhao X, Li J, et al. Genomic  

characterisation and epidemiology of  

2019 novel coronavirus: implications for 

virus origins and receptor binding. Lancet  

2020; 395: 565-74. doi: 10.1016/S0140-

6736(20)30251-8

4. 	 Chen, Y, Liu, Q, Guo, D. Emerging corona- 

viruses: Genome structure, replication, and 

pathogenesis. J Med Virol 2020; 92: 418-

23. doi: 10.1002/jmv. 25681

5. 	 Lan J,  Ge J,  Yu J, et al. Structure of the 

SARS-CoV-2 spike receptor-binding  

domain bound to the ACE2 receptor.  

Nature 2020; 581: 215-20. doi: 10.1038/

s41586-020-2180-5

6. 	 Cheng MP, Papenburg J, Desjardins M,  

et al. Diagnostic testing for severe acute 

respiratory syndrome-related coronavirus 

-2: a narrative review. Ann Intern Med 

2020; 172: 726-34. doi.org/10.7326/M20-

1301

7. 	 Gudbjartsson DF, Norddahl GL, Melsted 

P, et al. Humoral immune response to 

SARS-CoV-2 in iceland. N Engl J Med 

2020; 383: 1724-34. doi:10.1056/NEJMoa 

2026116



ณัฐธนัญ ภิญโญสุขี และคณะ8582

8.	 Theel ES, Slev P, Wheeler S, et al. The 

role of antibody testing for SARS-CoV-2: 

Is There One? J Clin Microbiol 2020; 58: 

e00797-20. doi:10.1128/JCM. 00797-20

9. 	 Brochot E, Demey B, Touze A, et al. Anti-  

spike, anti-nucleocapsid and neutralizing 

antibodies in SARS-CoV-2 inpatients  

and asymptomatic individuals. Front. 

Microbiol 2020; 11: 584251. doi:10.3389/

fmicb.2020.584251

10. 	Department of disease control (Thailand). 

[Internet]. Nonthaburi: The Department; 

2021. Guideline for vaccine administration 

in COVID-19 epidemic 2021, 2nd edit; 

2021 [cited 2022 Sep 2]; [about 106 

screens]. Available from: https://ddc.

moph.go.th/vaccine-covid19/getFiles/ 

11/1628849610213.pdf

11. 	Kaur SP, Gupta V. COVID-19 Vaccine: 

A comprehensive status report. Virus 

Research 2020; 288:198114. doi: 10.1016/j.

virusres.2020.198114

12. 	Mehdi F, Chattopadhyay S, Thiruveng-

adam R, et al. Development of a fast 

SARS-CoV-2 IgG ELISA, based on  

receptor-binding domain, and its com-

parative evaluation using temporally 

segregated samples from RT-PCR positive 

individuals. Front Microbio 2021; 11: 

618097. doi: 10.3389/fmicb.2020.618097 

13.	 Premkumar L, Segovia-Chumbez B, Jadi 

R, et al. The receptor-binding domain of 

the viral spike protein is an immuno-

dominant and highly specific target of 

antibodies in SARS-CoV-2 patients. Sci 

Immunol 2020; 5: eabc8413. doi: 10.1126/

sciimmunol.abc8413

14.	 Department of Medical Sciences (Thailand). 

[Internet]. Nonthaburi: The Department; 

2021. Guideline for antibody detection of  

SARS-CoV-2 infection, 2021 [cited  

2022 Jun 23]. Available from: https://

www3.dmsc.moph.go.th/download/ 

files/dmsc_sar.pdf

15. 	R&D systems [Internet]. Minneapolis:  

The Company; 2021. Application note: 

Glycosylation of the receptor binding 

domain of COVID-19 virus spike protein; 

2021 [cited 2022 Sep 2]; [About 2 screens]. 

Available from: https://www.rndsystems.

com/resources/articles/glycosylation- 

receptor-binding-domain-covid-19-virus-

spike-protein

16.	 Yuen RR, Steiner D, Pihl RMF, et al. 

Novel ELISA protocol links pre-existing 

SARS-CoV-2 reactive antibodies with 

endemic coronavirus immunity and age 

and reveals improved serologic identifica-

tion of acute COVID-19 via multi-para 

meter detection. Front Immunol 2021; 12: 

614676. doi: 10.3389/fimmu.2021.614676



การพัฒนาและการประเมินวิธีอีไลซาสำ�หรับตรวจแอนติบอดีต่อโปรตีน RBD ของเชื้อ SARS-CoV-2 8583

17.	 Zak MM, Stock A, Stadlbauer D, et al. 

Development and characterization of a 

quantitative ELISA to detect anti-SARS-

CoV-2 spike antibodies. Heyon 2021; 7: 

e08444. doi: 10.1016/j.heliyon. 2021.

e08444

18.	 Amanat F, Stadlbauer D, Strohmeier S, 

 et al. A serological assay to detect SARS-

CoV-2 seroconversion in humans. Nat  

Med 2020; 26: 1033-6. doi: 10.1038/

s41591-020-0913-5

19.	 Proteintech [Internet]. Rosemont: The 

Company; 2022. Anti-SARS-CoV-2  

S-RBD protein Human IgG ELISA Kit; 

2022 [cited 2022 Aug 2]; [About 2 

screens]. Available from: http://www. 

ptglab.com/products/Virus-IgG-for-

2019-nCoV-S-RBD-ELISA-Kit-KE 

30003.htm#product-information 

20. 	Antibodies-online.com [Internet]. Aachen: 

The Company; 2022. SARS-CoV-2 S1 

subunit (RBD) IgG antibody ELISA kit; 

2022 [cited 2022 Aug 2]; [About 3 

screens]. Available from: https://www.

antibodies-online.com/kit/6952762/

SARS-CoV-2+S1+Subunit+RBD+IgG+

Antibody+ELISA+Kit/


