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การศกึษาค่ัาคัวิามไม่แน่นอนของวิธิี ีReal-time RT-PCR สำหรบัการตรวิจหาเชื้้�อไวิรสัไข้หวิดัใหญ่ 

ชื้นิด A สาย่พัันธีุ์ย่่อย่ H5 ใน ตัวิอย่่างจากสัตวิ์ปีก ด้วิย่วิิธีี Top-down

A study of measurement uncertainty of Real-time RT-PCR for detection of 

Influenza A virus subtype H5 in chicken samples using Top-down approach
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Abstract

 Backgrounds: Measurement uncertainty (MU) based on the top-down approach is crucial for 
the diagnostic laboratory following the WOAH guideline. Real-time RT-PCR is one of the laboratory 
methods for detection of influenza A virus subtype H5 in chicken samples used by the  
National Institute of Animal Health (NIAH). The MU of testing provides a confident result and complies 
with the ISO/IEC 17025 requirements. The objective is to estimate the MU of real-time RT-PCR for the 
detection of influenza A virus subtype H5 in different chicken matrices using a top-down approach.
 Methods: Influenza virus subtype H5 RNA was diluted in AVE buffer and three different sample 
matrices: oropharyngeal swab, lung, and chicken meat. Each sample was prepared from ten samples. 
The cut-off Ct values of real-time RT-PCR in different matrices were determined, and one-way  
ANOVA was used to compare these cut-off values. Weak positive RNA was collected for evaluating 
the measurement uncertainty of real-time RT-PCR for detection of Influenza A virus subtype H5 in 
different chicken matrices using a top-down approach.
 Results: The cut-off values of the oropharyngeal swab, lung, and chicken meat were 35, 33, 
and 36 cycles at the RNA concentration of 1×101, 1×102 และ 1×102 copies/reaction, respectively.  
There were statistically significant differences (p<0.05). The expanded uncertainty was 0.0486.  
And the MU (95% CI) of real-time RT-PCR for detection of influenza A virus subtype H5 in oropharyngeal 
swab, lung, and chicken meat matrices were 33.25–36.75, 31.25–34.75, and 37.25–40.75 cycles,  
respectively. 
 Conclusions: The difference of sample matrices affected the cut-off and the MU range of the 
real-time RT-PCR technique for detecting influenza A virus subtype H5. The top-down approach can 
be applied for internal quality control in a veterinary diagnostic laboratory or used as a management 
guideline for sample collection.

Keywords: Measurement uncertainty, Top-down approach, Real-time RT-PCR, Influenza A virus subtype 
H5, Sample matrix
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บทคััดย่่อ

 ที�มาของการศึกษา: การประมาณค่าควีามไม่

แน์่น์อน์ของการวัีดี (Measurement Uncertainty: MU) 

เป็น์หน่์�งใน์กระบัวีน์การสุำคัญสุำหรับัห้องปฏิิบััติการ 

ดี้าน์การชัน์สุูตรโรคสัุตวี์ ซั่�ง World Organisation for 

Animal Health (WOAH) แน์ะน์ำให้หาค่า MU ดี้วียวิีธัี 

Top-down การตรวีจหาเช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีใหญ่ ชน์ิดี A 

สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 ใน์ตัวีอย่างจากสุัตวี์ปีกดี้วียวีิธัี  

Real-time RT-PCR เป็น์หน่์�งใน์วิีธัีการตรวีจทาง 

ห้องปฏิิบััติการของสุถาบััน์สุุขภาพสุัตวี์แห่งชาติที�ไดี้ 

รับัการรับัรองมาตรฐาน์สุากล ISO/IEC 17025 ดีังน์ั�น์ 

จ่งต้องมีการประมาณค่า MU ของการทดีสุอบัเพ้�อช่วีย

ใหก้ารรายงาน์ผู้ลสุามารถทำไดีอ้ยา่งมั�น์ใจและเปน็์ไปตาม

ข้อกำหน์ดี ISO/IEC 17025: 2017 การศ์่กษาน์ี�จ่งมี

วีัตถุประสุงค์เพ้�อศ์่กษาค่า MU ของวิีธัีดีังกล่าวีใน์ตัวีอย่าง

สุัตวี์ปีก ดี้วียวิีธัี Top-down

 วิิธีีการ: เตรียมสุารละลายเจ้อจาง RNA ของเช้�อ

ไวีรัสุไข้หวีัดีใหญ่ ชน์ิดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 ใน์ สุารละลาย

บััฟเฟอร์ AVE และ sample matrix ทั�ง 3 ชนิ์ดี ไดี้แก่ 

oropharyngeal swab, ปอดี และเน้์�อไก่ ชน์ดิีละ 10 ตวัีอย่าง 

เพ้�อทดีสุอบัหาค่า cut-off ของวิีธัี Real-time RT-PCR 

พร้อมเปรียบัเทียบัควีามแตกต่างของค่า cut-off ใน์แต่ละ 

sample matrix ดี้วียสุถิติ One-way ANOVA จากน์ั�น์

คัดีเล้อกตัวีอย่าง weak positive RNA จาก RNA ของ

เช้�อไวีรัสุใน์สุารละลายบัฟัเฟอร ์AVE มาทดีสุอบัหาคา่ MU 

ของวีธีิัดีงักลา่วี ใน์ตัวีอยา่งจากสัุตวีป์กี ดีว้ียวีธิั ีTop-down 

 ผล: ค่า cut-off ของวิีธัี Real-time RT-PCR ใน์ 

matrix oropharyngeal swab, ปอดี และเน้์�อไก่ มีค่า

เป็น์ 35, 33 และ 36 รอบั ที�ควีามเข้มข้น์ 1×101 , 1×102 

และ 1×102 copies/ reaction ตามลำดีับั ซั่�งมีควีามแตก

ตา่งกนั์อยา่งมนี์ยัสุำคัญทางสุถิติ (p<0.05) คา่ expanded 

uncertainty ของการทดีสุอบั เท่ากับั 0.0486 และ  

ค่า MU (95% CI) ของวิีธัี Real-time RT-PCR สุำหรับั

การตรวีจหาเช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย 

H5 ใน์ matrix oropharyngeal swab ปอดี และเน้์�อไก่

มีค่า Ct อยู่ระหวี่าง 33.30-36.70, 31.4-34.6 และ 

34.25-37.75 รอบั ตามลำดัีบั 

 สรุป: sample matrix ที�แตกต่างกัน์จากสิุ�งมีชีวิีต

เดีียวีกัน์มีผู้ลทำให้ค่า cut-off และค่า MU (95% CI) 

ของวีิธัี Real-time RT-PCR ใน์การตรวีจหาเช้�อไวีรัสุ 

ไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 ของแต่ละ sample 

matrix แตกต่างกัน์ การประมาณค่า MU ดี้วียวิีธัี  

Top-down สุามารถน์ำไปประยุกต์ใช้กับัขอบัข่ายอ้�น์ ๆ 

หร้อใช้เป็น์แน์วีทางประกอบัการตัดีสุิน์ใจใน์การคัดีเล้อก 

sample matrix ที�เหมาะสุมต่อไป 

คัำสำคััญ: ค่าควีามไม่แน์่น์อน์, วีิธัี Top-down, วีิธีั  

Real-time RT-PCR, เช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A,  

Sample matrix 

บทนำ

 การประมาณค่าควีามไม่แน์่น์อน์ของการวัีดี  

(Measurement Uncertainty, MU) เป็น์กระบัวีน์การ

สุำคัญที�ช่วียให้การรายงาน์ผู้ลการทดีสุอบัทางห้อง 

ปฏิิบััติการมีควีามน์่าเช้�อถ้อ เน์้�องจากทุกการวีัดีย่อมเกิดี

ควีามคลาดีเคล้�อน์หร้อควีามไม่แน์่น์อน์ของการวีัดีร่วีม

ดี้วียเสุมอ ซั่�งเกิดีไดี้จากหลายปัจจัย เช่น์ เคร้�องม้อ  

วีธิัทีดีสุอบั สุารทดีสุอบั ผูู้ท้ดีสุอบั และสุิ�งแวีดีลอ้ม เปน็์ตน้์ 

(Magnusson et al., 2012; Colling, 2016) ปัจจุบััน์

ห้องปฏิิบััติการไวีรัสุวีิทยา สุถาบััน์สุุขภาพสุัตวี์แห่งชาติ 

มีการตรวีจหาเช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีน์กหร้อไข้หวีัดีใหญ่ ชน์ิดี A 

สุายพัน์ธัุ์ย่อยที�สุำคัญ โดียเฉีพาะสุายพัน์ธัุ์ H5 ใน์ตัวีอย่าง

จากสุตัวีป์กี ซั่�งเปน็์โรคสุำคญัที�มผีู้ลกระทบัตอ่สุาธัารณสุขุ

และเศ์รษฐกิจ สุำหรับัการตรวีจวีิน์ิจฉีัยโรคดีังกล่าวี  

ทางห้องปฏิิบััติการมีวีิธัีการตรวีจหลายวิีธัี หน์่�งใน์วีิธัีที� 

World Organisation for Animal Health (WOAH) 

แน์ะน์ำค้อการตรวีจหาเช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีน์กโดียวีิธัี  

Real-time RT-PCR (WOAH, 2022) เป็น์เทคนิ์คที�ใช้

สุำหรับัตรวีจวีิเคราะห์หาสุารพัน์ธัุกรรมของเช้�อไวีรัสุใน์

เชิงปริมาณ โดียการตัดีสุิน์ผู้ลการทดีสุอบัจะดูีจากค่า 

Cycle threshold (Ct) ซั่�งใน์กรณีที�ผู้ลการทดีสุอบัมีค่า 

Ct ใกล้เคียงกับั เกณฑ์์การตัดีสิุน์ผู้ลการทดีสุอบั (cut-off) 

การตัดีสิุน์วี่าพบัหร้อไม่พบัสุารพัน์ธุักรรมจะทำไดี้ยาก 

และกระบัวีน์การสุำหรับัทดีสุอบัควีามใช้ไดี้ของวีิธัีทาง 
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PCR น์ั�น์มีอยู่อย่างจำกัดี (Hedman et al., 2018)  

ดีังน์ั�น์จ่งจำเป็น์ต้องมีการประมาณค่า MU ของวีิธัีการ

ทดีสุอบัร่วีมดี้วีย โดียรายงาน์ผู้ลเป็น์ช่วีงของค่าควีาม 

ไม่แน์่น์อน์ของการวัีดี (MU range) ที�ระดัีบัควีามเช้�อมั�น์ 

95% และเพ้�อให้สุอดีคล้องตามข้อกำหน์ดี ISO/IEC 

17025:2017 ที�วี่าห้องปฏิิบััติการต้องมีการประมาณค่า

ควีามไม่แน์่น์อน์ของการวัีดีสุำหรับัการทดีสุอบัที�มีการ

ระบัุปริมาณ (ISO, 2022)

 การประมาณค่า MU มี 2 วีิธัี ไดี้แก่ การใช้แผู้น์ภูมิ

ก้างปลา (Fish-bone diagram) และการคำน์วีณจาก 

บัน์ลงล่าง (Top-down approach) โดีย Fish-bone 

diagram น์ั�น์ เป็น์วีิธัีที�ต้องน์ำทุกปัจจัยมาคำน์วีณร่วีม

ดี้วีย เช่น์ การสุอบัเทียบัเคร้�องม้อ ผูู้้ทดีสุอบั และสุภาวีะ

แวีดีล้อม เป็น์ต้น์ จ่งเป็น์วิีธัีที�มีควีามเข้มงวีดีและมีรูปแบับั

การคำน์วีณค่า MU ที�ชัดีเจน์ ทำให้การคำน์วีณมีควีาม 

ยุ่งยากและสุิ�น์เปล้องเวีลา (Colling, 2016) สุ่วีน์การ

คำน์วีณดีว้ียวีธิั ีTop-down น์ั�น์ เปน็์วีธิัทีี�สุามารถหาขอ้มลู

ไดี้จากการทำซั�ำใน์ห้องปฏิิบััติการ โดียใช้ ตัวีอย่าง weak 

positive มาคำน์วีณโดียตรง ไม่ต้องน์ำรายละเอียดีของ

แหล่งควีามไม่แน์่น์อน์ย่อย ๆ  มาคิดีร่วีมดี้วีย การคำน์วีณ

จ่งทำไดี้ง่าย ใน์การศ์่กษาน์ี�ผูู้้วีิจัยเล้อกใช้วีิธัี Top-down 

เน์้�องจากเป็น์วิีธัีที�เหมาะสุมกับัการตรวีจวีินิ์จฉีัยทาง

สุัตวีแพทย์ โดียการประเมิน์ค่าควีามไม่แน์่น์อน์รวีม 

(Combined uncertainty หร้อ u
c
) ของวิีธัีทดีสุอบั 

สุามารถใช้เพียงตัวีอย่างควีบัคุมคุณภาพมาตรวีจสุอบั 

ขั�น์ตอน์การปฏิิบััติงาน์ทั�งหมดีไดี้โดียตรง ซั่�งทั�งสุองวีิธัี  

มีการคำน์วีณค่าควีามไม่แน์่น์อน์ขยาย (Expanded  

uncertainty หร้อ U) ที�ระดีับัควีามเช้�อมั�น์ 95% 

(Colling, 2016) 

 ปัจจุบััน์ห้องปฏิิบััติการของกรมปศุ์สุัตวี์ไดี้ดีำเนิ์น์

การตรวีจหาเช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย 

H5 โดียวิีธัี Real-time RT-PCR ใน์ตัวีอย่างสัุตวี์ปีก เช่น์ 

oropharyngeal swab, ปอดี และเน้์�อไก่ ซั่�งเป็น์  

sample matrix ที�มีควีามสุำคัญต่อการตรวีจวิีน์ิจฉัีย 

เน์้�องจาก oropharyngeal swab และปอดี เป็น์อวัียวีะ

เป้าหมายหร้อตำแหน์่งของระบับัทางเดีิน์หายใจที�เช้�อ

ไวีรัสุดีังกล่าวีใช้ใน์การเจริญเติบัโต ซั่�ง WOAH แน์ะน์ำให้

ใช้ตัวีอย่างชน์ิดีน์ี�ใน์การตรวีจวีิน์ิจฉีัยหาโรคไข้หวีัดีน์ก 

(WOAH, 2022) สุ่วีน์เน์้�อไก่น์ั�น์เป็น์สุิน์ค้าสุ่งออกที�สุำคัญ

ของประเทศ์ไทย จ่งจำเป็น์ต้องมีการตรวีจสุอบัการ 

ปน์เป้� อน์ของ เช้� อ ไวีรั สุ ใน์ผู้ลิตภัณฑ์์ก่ อน์สุ่ ง ไปยั ง 

ต่างประเทศ์ โดียการตรวีจวิีน์ิจฉีัยใน์ตัวีอย่างทดีสุอบัที�

ต่างชน์ิดีกัน์น์ี� อาจสุ่งผู้ลกระทบัต่อค่า cut-off และค่า 

MU range ของการทดีสุอบัไดี ้(Trapmann et al., 2007) 

การศ์่กษาครั�งน์ี�จ่งมีวีัตถุประสุงค์ เพ้�อประมาณค่า MU 

ของวีิธัี Real-time RT-PCR สุำหรับัการตรวีจหาเช้�อไวีรัสุ

ไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ H5 ใน์ตัวีอย่างชนิ์ดีต่าง ๆ 

ใน์สุัตวี์ปีก ดี้วียวิีธัี Top-down เพ้�อช่วียให้การรายงาน์

ผู้ลใน์กรณีที�ตัวีอย่างตกอยู่ใน์ช่วีงที�ไม่สุามารถสุรุปผู้ลไดี้ 

(Inconclusive) สุามารถทำไดีอ้ยา่งมั�น์ใจ และเปรียบัเทยีบั 

ค่า cut-off ของ sample matrix แต่ละชน์ิดี เพ้�อใช้เป็น์

แน์วีทางประกอบัการตัดีสุิน์ใจใน์การคัดีเล้อกตัวีอย่าง

ทดีสุอบัที�เหมาะสุมต่อไป 

อุปกรณ์์และวิิธีีการ

การเตรีย่มตัวิอย่่าง

 ตัวีอย่างทดีสุอบัจากสัุตวี์ปีกที�ใช้ตลอดีการศ์่กษา

น์ี�มี 3 ชนิ์ดี ชนิ์ดีละ 10 ตัวีอย่าง ไดี้แก่ oropharyngeal 

swab 5 mL ปอดี 5 g และเน์้�อไก่ 500 g ซั่�งมีเน์้�อตัวีอย่าง 

(sample matrix) ที�แตกตา่งกนั์ และมกีารเตรยีมตวัีอยา่ง

แต่ละชนิ์ดี ดีังน์ี� 1) ตัวีอย่าง oropharyngeal swab 

ทำการแยกเอาก้าน์ swab ออกจากหลอดีเก็บัตัวีอย่าง 

2) ตัวีอย่างปอดี โดียบัดีให้เซัลล์แตก เตรียมตัวีอย่างปอดี

ให้อยู่ใน์รูปของสุารละลายเจ้อจาง 10% ดี้วีย 1X PBS 

และ 3) ตัวีอย่างเน้์�อไก่ที�บัรรจุอยู่ ใน์ถุงพลาสุติก  

เตรียมโดียวีิธัี freeze-thaw จำน์วีน์ทั�งสุิ�น์ 3 ครั�ง  

สุลบัักนั์ที�อณุหภูม ิ37 ºC และ -20 ºC อณุหภูมลิะ 30 น์าที 

แล้วีดีูดีของเหลวีจากเน้์�อไก่ 5 mL จากน์ั�น์ น์ำสุารละลาย

ของ sample matrix ทั�งสุามชน์ดิี มาปั�น์เหวีี�ยงที�ควีามเรว็ี 

1,000 x g น์าน์ 10 น์าที แล้วีเก็บัเฉีพาะของเหลวีสุ่วีน์บัน์ 

(supernatant) เก็บัที�ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20°C จน์กวี่า 

จะใช้งาน์

 ตรวีจสุอบัการปน์เป้�อน์เช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี 

A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 ใน์ sample matrix ทั�งสุามชนิ์ดี 

ที�เตรียมไวี้ โดียน์ำไปสุกัดีสุารพัน์ธัุกรรมดี้วียชุดีน์�ำยา 
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QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Germany) และ

ตรวีจดี้วียวีิธัี Real-time RT-PCR ตามการศ์่กษาของ 

Slomka et al. (2007) โดียตัวีอย่างทุกชนิ์ดีจะต้องให้

ผู้ลเป็น์ลบัก่อน์น์ำไปทดีสุอบัใน์ขั�น์ตอน์ต่อไป 

การสร้าง RNA ของเชื้้�อไวิรัส 

 สุกัดีสุารพัน์ธัุกรรมชน์ิดี RNA ของเช้�อไวีรัสุอ้างอิง 

ค้อ เช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีใหญ่ ชน์ิดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5  

(A/chicken/Thailand/73/2004) ดี้วียชุดีน์�ำยา 

QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Germany)  

แล้วีทำการเพิ�มปริมาณสุารพัน์ธุักรรมตรงตำแหน์่งยีน์ 

haemagglutinin โดียวิีธัี RT-PCR (ปรับัปรุงจาก  

Slomka et al., 2007) และทำให้ PCR product บัริสุุทธัิ�

ดี้วียชุดีน์�ำยา FavorPrepTM GEL/ PCR Purification 

(Favorgen, Taiwan) ก่อน์น์ำชิ�น์สุ่วีน์ DNA ที�ไดี้ไปเช้�อม

ต่อกับัตัวีน์ำ (vector) ชน์ิดีพลาสุมิดี ดี้วียชุดีน์�ำยา 

pGEM®-T Easy Vector System (Promega, USA)  

เพ้� อสุร้ าง เป็น์ recombinant DNA จากน์ั�น์น์ำ  

recombinant DNA ที�ไดี้เข้าสุู่ เซัลล์ของแบัคทีเรีย  

E. coli สุายพัน์ธัุ์ DH5α (Invitrogen, USA) คัดีเล้อก

โคโลน์ีโดียวีิธัี  blue-white colony screening  

(Knoche et al., 1999) และเพิ�มจำน์วีน์ใน์อาหาร 

เลี�ยงเช้�อ Luria-Bertani broth ทำการสุกัดีพลาสุมิดีที�มี 

recombinant DNA อยู่ภายใน์ ดี้วียชุดีน์�ำยา GF-1 

Plasmid DNA Extraction (Vivantis, Malaysia)  

แล้วีเปลี�ยน์ plasmid DNA ให้กลับัมาเป็น์ RNA โดียใช้ 

MEGAshortscript™ T7 Transcription Kit (Thermo 

Fisher Scientific, USA)

การเตรีย่ม RNA-spiked sample  

 น์ำ RNA ของเช้�อไวีรัสุอ้างอิงที�เตรียมไดี้ มาตรวีจ

วีัดีควีามเข้มข้น์ดี้วียเคร้�อง NanoDrop 1000 spectro-

photometer (Thermo Scientific, USA) แล้วีคำน์วีณ

หาจำน์วีน์ RNA copy จากค่าควีามเข้มข้น์ที�ตรวีจวัีดีไดี้ 

โดียใช้สุูตรของ Whelan et al. (2003) จากน์ั�น์ทำการ 

spike RNA ดีังกล่าวี 10 µL ลงไปใน์ sample matrix 

ทุกชน์ิดีที� ไดี้ เตรี ยมไวี้  หลอดีละ 90 µL ไดี้แก่  

oropharyngeal swab, ปอดี และเน์้�อไก่ ซั่�งผู้่าน์การ

สุ กัดีสุาร พัน์ ธุักรรมแล้ วี  ร วีมทั� ง ตั วีอย่ า งที� ไ ม่ มี  

sample matrix คอ้ สุารละลายบัฟัเฟอรก์ารชะลา้ง  (AVE) 

(Qiagen, Germany) ซั่�งเป็น์บััฟเฟอร์ที�มีสุ่วีน์ประกอบั

ของ RNase-free water และ 0.04% NaN
3
 (Sodium 

azide) และปรับัให้ไดี้ควีามเข้มข้น์เท่ากับั 1 x 109  

copies/µL ดี้วียสุารละลายบััฟเฟอร์ AVE จากนั์�น์ทำการ

เจ้อจาง RNA ใน์ sample matrix แต่ละชน์ิดีแบับั  

ten-fold serial dilution จำน์วีน์ชนิ์ดีละ 10 ควีาม 

เข้มข้น์ เพ้�อให้ไดี้ RNA-spiked sample ที�มีควีามเข้มข้น์

แตกต่างกัน์ สุำหรับัน์ำไปสุร้างกราฟมาตรฐาน์ของ 

การทดีสุอบัหาสุารพัน์ธัุกรรมของเช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีใหญ่ 

ชน์ิดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 โดียวิีธัี Real-time RT-PCR 

ต่อไป

การทดสอบโดย่วิิธีี Real-time RT-PCR

 ทดีสุอบัหาสุารพัน์ธุักรรมของเช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีใหญ่ 

ชน์ิดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 โดียวิีธัี Real-time RT-PCR 

โดียใช้ชุดี primers และ probe ตามการศ์่กษาของ 

Slomka et al. (2007) (ตารางที� 1) และใช้ชุดีน์�ำยาเพิ�ม

ปริมาณสุารพัน์ธัุกรรม QIAGEN OneStep RT-PCR Kit 

(Qiagen, Germany) (ตารางที� 2) โดียตั�งค่าสุภาวีะการ

ทดีสุอบั ดีังน์ี� ขั�น์ตอน์ Reverse transcription 50 ºC 

น์าน์ 30 น์าที จำน์วีน์ 1 รอบั, Initial activation 95 ºC 

น์าน์ 15 น์าที จำน์วีน์ 1 รอบั และ Denaturation 95 ºC 

น์าน์ 10 วีิน์าที, Annealing 54 ºC น์าน์ 30 วีิน์าที,  
Extension 72 ºC น์าน์ 10 วีิน์าที จำน์วีน์ 40 รอบั  

โดียใช้เคร้�อง 7500 Fast Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems, USA)

ตารางที� 1 ข้อมูล Primers และ Probe ที�จำเพาะต่อยีน์ haemag-

glutinin ของเช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 สุำหรับั

วีิธัี Real-time RT-PCR (Slomka et al., 2007)

Name Type Sequence (5’3’)

H5LH1 Forward ACA TAT GAC TAC CCA CAR TAT TCA G

H5RH1 Reverse AGA CCA GCT AYC ATG ATT GC 

H5PRO Probe FAM-TCW ACA GTG GCG AGT TCC CTA GCA-TAMRA 
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ตารางที� 2 สุ่วีน์ประกอบัของปฏิิกิริยา Real-time RT-PCR เพ้�อเพิ�ม

ปริมาณสุารพัน์ธัุกรรมของเช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีใหญ่ ชน์ิดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 

การสร้างกราฟมาตรฐานของวิิธีี Real-time RT-PCR 

 ทำการทดีสุอบัตัวีอย่างสุารละลายเจ้อจาง RNA ที�

อยู่ใน์ sample matrix ทั�ง 3 ชนิ์ดี และใน์สุารละลาย

บััฟเฟอร์ AVE ดี้วียวีิธัี Real-time RT-PCR ที�ควีาม 

เข้มข้น์ละ 3 ซั�ำ แล้วีน์ำผู้ลที�ไดี้มาสุร้างสุมการเสุ้น์ตรง

ระหวี่างปริมาณ RNA กับัค่า Ct ของวีิธัี Real-time  

RT-PCR จากน์ั�น์ คำน์วีณหาค่าสุัมประสิุทธัิ�การตัดีสุิน์ใจ 

(R2) และ ค่า %Efficiency (%E) โดียค่า R2 ที�ไดี้ จะน์ำ

มาใช้ใน์การตรวีจสุอบัวี่าการเจ้อจาง RNA เป็น์ไปอย่าง

เหมาะสุม มีเกณฑ์์ที�ยอมรับัค้อ ต้องให้ค่า R2 >0.95 

(Pestana et al., 2010) และค่า %E ใช้เพ้�อตรวีจสุอบั

ประสุิทธิัภาพของ primers และ probe ใน์ปฏิิกิริยา  

PCR มีเกณฑ์์ที�ยอมรับัค้อ 90 <%E < 110 โดียกรณีค่า 

%E ≤ 90 หมายถ่ง มีปัญหาการออกแบับั primer หร้อ

อุณหภูมิที�ไม่เหมาะสุมของปฏิิกิริยา PCR และกรณีค่า 

%E ≥ 110 หมายถ่ง มีควีามผิู้ดีพลาดีดี้าน์เทคน์ิคการ

ทำการทดีสุอบั (technical error) เช่น์ การใช้ปิเปตดูีดี

ปล่อยของเหลวีผิู้ดีพลาดีใน์การทำการเจ้อจางสิุบัเท่า การ

เกิดี nonspecific primer หร้อการเกิดี primer dimer 

(Raymaekers et al., 2009; Pestana et al., 2010) 

การหาคั่า cut-off ของวิิธีี Real-time RT-PCR ใน

แต่ละ sample matrix

 จากกราฟมาตรฐาน์ที�ไดี้ เล้อกช่วีงควีามเข้มข้น์

ของสุารละลายเจ้อจาง RNA ที�ให้ผู้ลการทดีสุอบัใกล้เคียง

ค่า cut-off จำน์วีน์ 3 ควีามเข้มข้น์ มาทำการทดีสุอบั

ดี้วียวิีธัี Real-time RT-PCR อีกครั�ง ที�ควีามเข้มข้น์ละ 

10 ซั�ำ หาค่าเฉีลี�ยของ Ct จากควีามเข้มข้น์ที�ให้ผู้ลบัวีก

มากกวี่า 95% หร้อให้ผู้ลบัวีกทั�ง 10 ครั�งจากทั�งสุาม 

sample matrix แล้วีกำหน์ดีให้เป็น์ค่า cut-off ใหม่ ของ

แต่ละ sample matrix จากค่า cut-off เดีิม ค้อที�  

Ct 36 รอบั (Slomka et al., 2007) จากน์ั�น์ เปรียบั

เทียบัควีามแตกต่างค่า cut-off ของ sample matrix 

ทั�งสุามชน์ิดี โดียใช้สุถิติ One-way analysis of variance 

(One-way ANOVA)

การคััดเล้อกตัวิอย่่าง weak positive RNA

 จากกราฟมาตรฐาน์ที�ไดี้ คัดีเล้อก weak positive 

RNA โดียเล้อกสุารละลายบััฟเฟอร์ AVE เน์้�องจากไม่มี 

inhibitor ใดี ๆ เจ้อปน์ ใน์การหาค่า expanded  

uncertainty ของวิีธัีทดีสุอบั โดียเล้อกช่วีงควีามเข้มข้น์

ที�มีค่า Ct อยู่ระหวี่าง 29 ถ่ง 33 รอบั (Slomka et al., 

2007) 

การหาคั่า MU ของวิิธีี Real-time RT-PCR

 ประมาณค่า MU จาก weak positive sample 

ดี้วียวีิธัี Top-down (Colling, 2016) โดียน์ำตัวีอย่าง 

weak positive RNA จำน์วีน์ 1 ตัวีอย่าง ที�ไดี้จาก 

ขั�น์ตอน์การคัดีเล้อกตัวีอย่าง weak positive RNA  

มาทำการทดีสุอบัดี้วียวีิธัี Real-time RT-PCR จำน์วีน์ 

10 ซั�ำ จากน์ั�น์ คำน์วีณหาค่าของสุ่วีน์เบีั�ยงเบัน์มาตรฐาน์

สุัมพัทธั์ (Relative standard of deviation หร้อ rsd) 

โดียคิดีเปอร์เซั็น์ต์จากอัตราสุ่วีน์ระหวี่างสุ่วีน์เบัี�ยงเบัน์

มาตรฐาน์ กับัค่าเฉีลี�ย ดัีงสูุตร 

rsd SD
Mean

=

Component
Volume 
(µL)/

reaction

Final  
concentration

5x QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer*

dNTP Mix (containing 10 mM of each dNTP)

H5LH1 Primers (50 µM)

H5RH1 Primers (50 µM)

H5PRO Probe (30 µM)

25 mM MgCl
2

RNase inhibitor (40 U/µL)

RNase-free water

Template RNA

Total volume

5 

1 

0.2 

0.2 

0.25

1.25 

1 

14.1 

2 µL                     

25 µL

1X

400 µM of each dNTP

0.4 µM

0.4 µM

0.3 µM

3.75 mM

1.6 U/µL

-
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 สุำหรับัวีิธัี Top-down กำหน์ดีให้ค่า combined 

standard uncertainty มีค่าเท่ากับัค่า rsd จากการ 

ทำซั�ำ (Zilli, 2013) จากน์ั�น์ คำน์วีณค่า expanded 

uncertainty ที�ระดัีบัควีามเช้�อมั�น์ 95% (k=2) ดัีงสูุตร 

 น์ำค่า expanded uncertainty คูณค่า cut-off 

ของ sample matrix แต่ละชนิ์ดี ไดี้เป็น์ค่า MU ของ 

sample matrix ต่าง ๆ ที�ระดีับัควีามเช้�อมั�น์ 95%  

(95% CI) ดีังสุมการ

 ค่า MU ของ sample matrix ต่าง ๆ น์ำมา

วีิเคราะห์ร่วีมกับัค่า cut-off ของ sample matrix  

แต่ละชนิ์ดี ไดี้เป็น์ inconclusive range ของ sample 

matrix แต่ละชนิ์ดี ดัีงสุมการ

 

Dilution RNA-spiked sample 
(copies/reaction)

Ct (mean ± SD) Result

A B C D A B C D

Undiluted 1x109 NA NA NA NA NA NA NA NA

10-1 1x108 9.86±0.37 NA NA NA + + + NA NA NA

10-2 1x107 14.26±0.61 NA NA NA + + + NA NA NA

10-3 1x106 16.03±0.07 NA NA NA + + + NA NA NA

10-4 1x105 20.22±0.39 22.36±0.03 21.86±0.15 24.11±0.11 + + + + + + + + + + + +

10-5 1x104 24.00±0.24 25.40±0.05 25.67±0.01 27.00±0.73 + + + + + + + + + + + +

10-6 1x103 26.99±0.18 29.31±0.09 28.81±0.19 30.00±0.35 + + + + + + + + + + + +

10-7 1x102 31.82±0.44 31.89±0.28 33.28±0.68 35.73±0.77 + + + + + + + + + + + +

10-8 1x101 34.51±0.77 34.95±0.93 35.15±3.32 37.41±0.21 + + + + + + + +  - + +  -

10-9 1x100 No Ct No Ct No Ct No Ct -  -  - -  -  - -  -  - -  -  -

MU 
(95% CI)

= cut-off × 2rsd

Inconclusive range = cut-off ± MU
(95% CI)

Note A= AVE buffer, B= Oropharyngeal swab, C= Lung, D= Chicken meat, NA= not applicable Real-time RT-PCR

ตารางที� 3 ผู้ล Real-time RT-PCR ของสุารละลายเจ้อจางตัวีอย่าง RNA-spiked sample ของเช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5  

ใน์ตัวีอย่างสัุตวี์ปีกชนิ์ดีต่าง ๆ

Expanded uncertainty U
(95% CI)

= 2 × rsd

ผลและวิิจารณ์์

 ผู้ลการตรวีจสุอบัการปน์เป้�อน์เช้�อไวีรสัุไขห้วีดัีใหญ่

ชน์ิดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 โดียวิีธัี Real-time RT-PCR 

ใน์ sample matrix ทั�งสุามชนิ์ดี ให้ผู้ลเป็น์ลบัทั�งหมดี

คัวิามเข้มข้นของ RNA

 ควีามเข้มข้น์ของ RNA ของเช้�อไวีรัสุอ้างอิงที� 

เตรียมจากเช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีใหญ่ ชน์ิดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย  

H5 ที�วีัดีไดี้มีค่าเท่ากับั 67.6 ng/µL หร้อ 1.6 x 1010 

copies/µL และจากตารางที� 3 พบัวี่า ควีามเข้มข้น์

สุุดีท้ายที�ทุก sample matrix ให้ผู้ลเป็น์บัวีกและลบั 

เท่ากับั 1×102 และ 1×100 copies/ reaction ตามลำดีับั 

ดีังน์ั�น์ จ่งเล้อกใช้สุารละลายเจ้อจาง RNA ที�ควีามเข้มข้น์

เท่ากับั 1×100 ถ่ง 1×102 copies/ reaction ใน์การหา

ค่า cut-off ของวิีธัี Real-time RT-PCR ใน์แต่ละ  

sample matrix ต่อไป
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 จากผู้ลการทดีลองที�ไดี้แสุดีงดัีงรูปที� 1 เม้�อน์ำผู้ล

เฉีลี�ยของค่า Ct แต่ละควีามเข้มข้น์ มาสุร้างเป็น์กราฟ

มาตรฐาน์ระหวี่างควีามเข้มข้น์ของเช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ 

ชน์ิดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 กับัค่า Ct พบัวี่าใน์สุารละลาย

บััฟเฟอร์ AVE, oropharyngeal swab, ปอดี และ เน้์�อ

ไก่ มีค่า R2 เท่ากับั 0.9995, 0.993, 0.9887 และ 0.9765 

ตามลำดัีบั และมีค่า %E เท่ากับั 90.45%, 109.8%, 

96.16% และ 91.91% ตามลำดัีบั ซั่�งทั�งคา่ R2 และ %ของ

ทกุ sample matrix ที�ทำการทดีสุอบัมคีา่ไมต่�ำกวีา่เกณฑ์์

ที�กำหน์ดี สุรุปไดี้วี่าการเจ้อจาง RNA เป็น์ไปอย่างเหมาะ

สุม และ primers และ probe ที�ใช้ใน์ปฏิิกิริยา PCR มี

ประสิุทธัิภาพ 

รูปที� 1 กราฟมาตรฐาน์ของวิีธีั Real-time RT-PCR การตรวีจหาสุาร

พัน์ธัุกรรมของเช้�อไวีรัสุไข้หวีัดีใหญ่ ชน์ิดี A สุายพัน์ธุั์ย่อย H5 ใน์

สุารละลายบััฟเฟอร์ AVE, oropharyngeal swab, ปอดี และ เน้์�อไก่

ผลการหาคั่า cut-off ของวิิธีี Real-time RT-PCR  

ในแต่ละ sample matrix

 พบัวี่าสุารละลายเจ้อจาง RNA ที�ควีามเข้มข้น์ 

1×100 ถ่ง 1×102 copies/reaction สุารละลายบััฟเฟอร์ 

AVE, oropharyngeal swab, ปอดี และ เน้์�อไก่ มีค่า 

cut-off อยู่ที� 35, 35, 33 และ 36 รอบั ที�ควีามเข้มข้น์ 

เท่ากับั 1×101, 1×101, 1×102 และ 1×102 copies/ 

reaction ตามลำดัีบั และพบัวี่า ผู้ลการเปรียบัเทียบัควีาม

แตกต่างค่า cut-off ระหวี่าง oropharyngeal swab, 

ปอดี และเน้์�อไก่ มีควีามแตกต่างกัน์อย่างมีน์ัยสุำคัญทาง

สุถิติ (p<0.05) ใน์ขณะที� ค่า cut-off ของตัวีอย่าง  

oropharyngeal swab กับัสุารละลายบััฟเฟอร์ AVE  

ไม่แตกต่างกัน์ ดัีงตารางที� 4

 จากผู้ลดีั งกล่ าวีแสุดีงให้ เห็น์วี่ าค่ าควีามไวี  

(sensitivity) ของวิีธัี Real-time RT-PCR สุำหรับัการ

ตรวีจหาเช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 

สุูงที�สุุดีใน์ oropharyngeal swab เม้�อเทียบักับั ปอดี

และเน์้�อไก่ เน์้�องจากใน์ oropharyngeal swab สุามารถ

ตรวีจพบัเช้�อไดี้ที�ควีามเข้มข้น์ของเช้�อต�ำที�สุุดี ค้อ 1×101 

copies/reaction ขณะที�ใน์ sample matrix ชนิ์ดีอ้�น์ ๆ 

ไม่สุามารถตรวีจพบัเช้�อไดี้ใน์ปริมาณควีามเข้มข้น์ของเช้�อ

ที�เทา่กนั์ น์อกจากน์ี�ยงัอาจกลา่วีไดีว้ีา่ ใน์ oropharyngeal 

swab มีแน์วีโน์้มที�จะมีการปน์เป้�อน์ของตัวียับัยั� ง  

(inhibitor) น์้อยที�สุุดี เม้�อเทียบักับั sample matrix  

อ้�น์ ๆ  เน์้�องจาก ค่า cut-off ของ oropharyngeal swab 

กับัตัวีอย่างบััฟเฟอร์ AVE ที�ควีามเข้มข้น์เดีียวีกัน์ไม ่

แตกต่างกัน์ อีกทั�งการปน์เป้�อน์ของตัวียับัยั�งต่าง ๆ ใน์ 

sample matrix จะไปรบักวีน์ขั�น์ตอน์ต่าง ๆ  ใน์ปฏิิกิริยา 

PCR สุ่งผู้ลทำให้ค่า sensitivity ใน์การตรวีจลดีลง 

(Schrader et al., 2012) และเน์้�องจากใน์ปอดีและเน้์�อไก่

มักพบัสุารอิน์ทรีย์ที�เป็น์ตัวียับัยั�งปฏิิกิริยา PCR ไดี้แก่  

สุารอิน์ทรีย์ชนิ์ดี melanin ใน์เน้์�อเย้�อปอดี (Rådström 

et al., 2004) และสุารอิน์ทรีย์ชน์ิดี myoglobin ใน์ 

กล้ามเน้์�อ (Bélec et al., 1998) ซั่�งตัวียับัยั�งทั�ง 2 ชนิ์ดี

ดีังกล่าวี มีกลไกใน์การยับัยั�งกระบัวีน์การเปลี�ยน์สุาย 

อาร์เอ็น์เอให้เป็น์สุายดีีเอ็น์เอ (reverse transcription) 

และยับัยั�งกระบัวีน์การสุังเคราะห์สุายดีีเอ็น์เอ (DNA 

polymerization) ใน์ขั�น์ extension ของปฏิิกิริยา PCR 
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น์อกจากน์ี�สุารอิน์ทรีย์ชน์ิดี melanin ยังสุามารถเกิดีการ 

cross-linking กับักรดีน์ิวีคลิอิก ทำให้คุณสุมบััติของ 

กรดีน์ิวีคลิอิกเปลี�ยน์ไป ทําให้สุายทั�งสุองของดีีเอ็น์เอ  

น์ั�น์ไมสุ่ามารถแยกตัวีออกจากกัน์ใน์ขณะเกิดีกระบัวีน์การ

จําลองดีีเอ็น์เอ (DNA replication) (Abu Al-Soud and 

Rådström, 2000; Schrader et al., 2012) 

ตารางที� 4 ผู้ลการเปรียบัเทียบัค่า cut-off ของวิีธัี Real-time RT-PCR 

ใน์ตัวีอย่างแต่ละชนิ์ดี ดี้วียสุถิติ One-way ANOVA

Type of sample Cut-off (Ct) RNA concentration 

(copies/reaction)

AVE buffer 35a 1×101

Oropharyngeal swabs     35a  1×101

Lung 33b 1×102

Chicken meat 36c 1×102

Note Values with the different letters were significantly different (p<0.05).

ผลการคััดเล้อกตัวิอย่่าง weak positive RNA และ 

ผลการคัำนวิณ์คั่า MU ของวิิธีี Real-time RT-PCR   

 จากตารางที� 3 ตัวีอย่าง weak positive RNA ที�

ถูกคัดีเล้อกมาใช้ใน์การหาค่า expanded uncertainty 

ของวิีธัี Real-time RT-PCR สุำหรับัการตรวีจหาเช้�อไวีรัสุ

ไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 ใน์ตัวีอย่างจาก

สุัตวี์ปีก ดี้วียวิีธัี Top-down ไดี้จากสุารละลายบััฟเฟอร์ 

AVE ที� dilution 10-7 มปีรมิาณ RNA ของเช้�อไวีรสัุ เทา่กบัั 

1x102 copies/reaction จากผู้ลดีังกล่าวีพบัวี่า 

สุารละลายบััฟเฟอร์ AVE มีควีามเหมาะสุมที�จะน์ำมาใช้

เป็น์ตัวีแทน์การหาค่า expanded uncertainty ของการ

ทดีสุอบัจริง เน์้�องจาก dilution สุุดีท้ายที�ทุกตัวีอย่างให้

ผู้ลเป็น์บัวีก สุารละลายบััฟเฟอร์ AVE มีค่าเฉีลี�ย Ct  

ต�ำสุุดี ค้อ 32 รอบั เม้�อเทียบักับั sample matrix อ้�น์ ๆ 

การเล้อกใช้ sample matrix เพียงชนิ์ดีเดีียวีมาเป็น์

ตัวีแทน์ใน์การหาค่า expanded uncertainty สุามารถ

ทำไดี้ แต่การหาค่า expanded uncertainty แยกใน์

แต่ละ sample matrix จะช่วียเพิ�มค่าควีามแม่น์ยำมาก

ยิ�งข่�น์ (Ljevaković-Musladin, 2020)

 จากตารางที� 5 แสุดีงผู้ลการคำน์วีณค่า MU ของ

วีิธัี Real-time RT-PCR สุำหรับัการตรวีจหาเช้�อไวีรัสุ 

ไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 ใน์ตัวีอย่างจาก

สุัตวี์ปีก ดี้วียวีิธัี Top-down พบัวี่า ค่า Ct เฉีลี�ยของ

ตัวีอย่าง weak positive RNA จำน์วีน์ 1 ตัวีอย่าง เท่ากับั 

30.12 รอบัและมีค่า expanded uncertainty ซั่�งเป็น์

ค่า threshold selection (CI95) เพ้�อน์ำไปใช้ปรับั 

threshold line เล้�อน์ข่�น์หร้อลง เท่ากับั 0.0486 ซั่�งเป็น์

ค่าควีามไม่แน์่น์อน์ที�มาจากการวัีดีค่า Ct ของตัวีอย่าง

ทดีสุอบัใน์กระบัวีน์การ Real-time RT-PCR เป็น์หลัก 

ใน์ขณะที�ค่า MU จากแหล่งอ้�น์ ๆ เช่น์ กระบัวีน์การสุกัดี 

DNA จากตัวีอย่างทดีสุอบัถูกน์ับัรวีมอยู่ใน์ค่าดีังกล่าวี

เรียบัร้อยแล้วี และไม่มีผู้ลกระทบัต่อการวัีดีค่า Ct  

แต่อย่างใดี (Love et al., 2006) 

 คา่ Expanded uncertainty ที�ไดี ้น์ำมาใชป้ระเมิน์

ค่าของ MU (95%CI) ของวิีธัี Real-time RT-PCR สุำหรับั

การตรวีจหาเช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย 

H5 ใน์ sample matrix แต่ละชนิ์ดี ดีังตารางที� 6 พบัวี่า 

matrix oropharyngeal swab, ปอดี และเน้์�อไก่ มีค่า 

MU (95%CI) ที� Ct ระหวี่าง 33.30-36.70 31.4-34.6 

และ 34.25-37.75 รอบั ตามลำดัีบั ดีังน์ั�น์ หากผู้ลการ

ทดีสุอบัที� ไดี้ตกอยู่ ใน์ช่วีงดัีงกล่าวี ให้แปลผู้ลเป็น์  

inconclusive และควีรมีการทดีสุอบัซั�ำโดียผูู้้ทดีสุอบั 

คน์เดีิม ใช้วีิธัีทดีสุอบัเดีิมแต่เปลี�ยน์ตัวีอย่างใหม่ หร้อ

เปลี�ยน์วิีธัีทดีสุอบั โดียใช้ตัวีอย่างเดีิมเพ้�อย้น์ยัน์ผู้ลการ

ทดีสุอบัอีกครั�งก่อน์สุรุปผู้ล 

ตารางที� 5 ผู้ลการคำน์วีณค่า MU ของวีิธัี Real-time RT-PCR สุำหรับั

การตรวีจหาเช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A  สุายพัน์ธุั์ย่อย H5 ใน์ตัวีอย่าง

จากสัุตวี์ปีก ดี้วียวิีธัี Top-down 

Measurement uncertainty

Mean Ct (cycle) 30.116

Standard deviation (SD) 0.7317

Relative standard deviation (rsd) 0.0243

Coefficient variation (%CV) 2.43

Expanded uncertainty U
95% CI

 (2rsd) 0.0486
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Sample matrix Cut-off  
x 2rsd

MU range 
(95% CI)

Results (Ct)

Positive Inconclusive Negative

AVE buffer 1.70 35 ± 1.70 < 33.30 33.30 - 36.70 > 36.70

Oropharyngeal swab 1.70 35 ± 1.70 < 33.30 33.30 - 36.70 > 36.70

Lung 1.60 33 ± 1.60 < 31.40 31.40 - 34.60 > 34.60

Chicken meat 1.75 36 ± 1.75 < 34.25 34.25 - 37.75 > 37.75

ตารางที� 6 ค่า MU range ของวีิธัี Real-time RT-PCR สุำหรับัการตรวีจหาเช้�อ

ไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 ใน์ตัวีอย่างจากสัุตวี์ปีก และการแปล

ผู้ลการทดีสุอบั ของ sample matrix แต่ละชนิ์ดี

 จากผู้ลการศ์่กษาข้างต้น์ แสุดีงให้เห็น์วี่า ใน์ sample 

matrix ต่างชนิ์ดีกัน์ มีผู้ลทำให้ค่า cut-off และ MU range  

แตกต่างกัน์ แม้จะเป็น์สัุตวี์ชนิ์ดีเดีียวีกัน์ ทดีสุอบัดี้วียวิีธัีเดีียวีกัน์ 

หร้อเคร้�องม้อเดีียวีกัน์ก็ตาม เน์้�องจากใน์ sample matrix  

ต่างชนิ์ดีกัน์ ย่อมมีตัวียับัยั�งปฏิิกิริยาต่างกัน์ ผู้ลการศ์่กษา 

ดีังกล่าวี จ่งเป็น์ประโยชน์์แก่ห้องปฏิิบััติการทางสัุตวีแพทย์ใช้

เป็น์แน์วีทางประกอบัการตัดีสุิน์ใจใน์การคัดีเล้อก sample 

matrix ที�เหมาะสุม 

 ผู้ลการศ์่กษาที�ไดี้จากงาน์วีิจัยน์ี� สุามารถน์ำไปต่อยอดี

ศ์่กษาถ่งปัจจัยอ้�น์ ๆ ที�อาจสุ่งผู้ลต่อค่า MU ไดี้ เช่น์ การใช้ชุดี

สุกัดีที�แตกต่างกัน์ หร้อวิีธัีการคำน์วีณค่า MU ที�แตกต่างกัน์ 

เป็น์ต้น์ เพ้�อเป็น์แน์วีทางใน์การลดี MU ของวิีธัทีดีสุอบัน์ั�น์ ๆ ต่อไป

สรุปและข้อเสนอแนะ

 จากผู้ลการศ์่กษาข้างต้น์ พบัวี่า ค่า expanded  

uncertainty ของวิีธัี Real-time RT-PCR สุำหรับัการตรวีจหา

เช้�อไวีรัสุไข้หวัีดีใหญ่ ชนิ์ดี A สุายพัน์ธัุ์ย่อย H5 ใน์ตัวีอย่างจาก

สุัตวี์ปีก ค้อ 0.0486 และค่า MU range (95%CI) ของ matrix 

oropharyngeal swab, ปอดี และเน์้�อไก่ มีค่า Ct ระหวี่าง 

33.30-36.70 31.4-34.6 และ 34.25-37.75 รอบั ตามลำดัีบั 

ผู้ลการศ์่กษาดีังกล่าวีสุามารถใช้เป็น์แน์วีทางประกอบัการ 

ตัดีสุิน์ใจใน์การคัดีเล้อกชนิ์ดีของ sample matrix สุำหรับั 

สุ่งตรวีจ เช่น์ เล้อกตัวีอย่างที�มีช่วีงค่า MU ต�ำ น์อกจากน์ี�  

การประมาณค่า MU ดี้วียวีิธัี Top-down สุามารถน์ำไปประยุกต์

ใช้กับัขอบัข่ายอ้�น์ ๆ ที�เป็น์การทดีสุอบัเชิงปริมาณเพ้�อควีบัคุม

คุณภาพผู้ลการทดีสุอบัภายใน์ห้องปฏิิบััติการดี้าน์การชัน์สุูตร 

โรคสุัตวี์ ช่วียให้การรายงาน์ผู้ลใน์กรณีที�ตัวีอย่างตกอยู่ใน์ช่วีง 

inconclusive สุามารถทำไดี้อย่างมั�น์ใจ 
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