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การศึกึษาค่่าความไม่่แน่่นอนของวิธิี ีReal-time RT-PCR สำหรับัการตรวจหาเชื้้�อไวรัสัไข้้หวัดัใหญ่่ 

ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ในตััวอย่่างจากสััตว์์ปีีก ด้้วยวิิธีี 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 
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บทคััดย่่อ

	ที่่ �มาของการศึึกษา: การประมาณค่่าความไม่่

แน่่นอนของการวััด (Measurement Uncertainty: MU) 

เป็็นหน่ึ่�งในกระบวนการสำคััญสำหรัับห้้องปฏิิบััติิการ 

ด้้านการชัันสููตรโรคสััตว์์ ซึ่่�ง World Organisation for 

Animal Health (WOAH) แนะนำให้้หาค่่า MU ด้้วยวิิธีี 

Top-down การตรวจหาเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A 

สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ในตัวอย่่างจากสััตว์์ปีีกด้้วยวิิธีี  

Real-time RT-PCR เป็็นหน่ึ่�งในวิธีีการตรวจทาง 

ห้้องปฏิิบััติิการของสถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิที่่�ได้้ 

รัับการรัับรองมาตรฐานสากล ISO/IEC 17025 ดัังนั้้�น 

จึึงต้้องมีีการประมาณค่่า MU ของการทดสอบเพื่่�อช่่วย

ให้ก้ารรายงานผลสามารถทำได้อ้ย่า่งมั่่�นใจและเป็น็ไปตาม

ข้้อกำหนด ISO/IEC 17025: 2017 การศึึกษานี้้�จึึงมีี

วััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษาค่่า MU ของวิิธีีดัังกล่่าวในตัวอย่่าง

สััตว์์ปีีก ด้้วยวิิธีี Top-down

	 วิิธีีการ: เตรีียมสารละลายเจืือจาง RNA ของเชื้้�อ

ไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ใน สารละลาย

บััฟเฟอร์์ AVE และ sample matrix ทั้้�ง 3 ชนิิด ได้้แก่่ 

oropharyngeal swab, ปอด และเน้ื้�อไก่่ ชนิดิละ 10 ตัวัอย่่าง 

เพื่่�อทดสอบหาค่่า cut-off ของวิิธีี Real-time RT-PCR 

พร้้อมเปรีียบเทีียบความแตกต่่างของค่่า cut-off ในแต่่ละ 

sample matrix ด้้วยสถิติิ One-way ANOVA จากนั้้�น

คััดเลืือกตััวอย่่าง weak positive RNA จาก RNA ของ

เชื้้�อไวรัสในสารละลายบัฟัเฟอร์ ์AVE มาทดสอบหาค่า่ MU 

ของวิธีิีดังักล่า่ว ในตัวอย่า่งจากสััตว์ป์ีกี ด้ว้ยวิธิี ีTop-down 

	 ผล: ค่่า cut-off ของวิิธีี Real-time RT-PCR ใน 

matrix oropharyngeal swab, ปอด และเน้ื้�อไก่่ มีีค่่า

เป็็น 35, 33 และ 36 รอบ ที่่�ความเข้้มข้้น 1×101 , 1×102 

และ 1×102 copies/ reaction ตามลำดัับ ซึ่่�งมีีความแตก

ต่า่งกันัอย่า่งมีนีัยัสำคััญทางสถิติิ (p<0.05) ค่า่ expanded 

uncertainty ของการทดสอบ เท่่ากัับ 0.0486 และ  

ค่่า MU (95% CI) ของวิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับ

การตรวจหาเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย 

H5 ใน matrix oropharyngeal swab ปอด และเน้ื้�อไก่่

มีีค่่า Ct อยู่่�ระหว่่าง 33.30-36.70, 31.4-34.6 และ 

34.25-37.75 รอบ ตามลำดัับ 

	 สรุุป: sample matrix ที่่�แตกต่่างกัันจากสิ่่�งมีีชีีวิิต

เดีียวกัันมีีผลทำให้้ค่่า cut-off และค่่า MU (95% CI) 

ของวิิธีี Real-time RT-PCR ในการตรวจหาเชื้้�อไวรััส 

ไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ของแต่่ละ sample 

matrix แตกต่่างกััน การประมาณค่่า MU ด้้วยวิิธีี  

Top-down สามารถนำไปประยุุกต์์ใช้้กัับขอบข่่ายอื่่�น ๆ 

หรืือใช้้เป็็นแนวทางประกอบการตััดสิินใจในการคััดเลืือก 

sample matrix ที่่�เหมาะสมต่่อไป 

คำสำคััญ: ค่่าความไม่่แน่่นอน, วิิธีี Top-down, วิิธีี  

Real-time RT-PCR, เชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A,  

Sample matrix 

บทนำ

	 การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััด  

(Measurement Uncertainty, MU) เป็็นกระบวนการ

สำคััญที่่�ช่่วยให้้การรายงานผลการทดสอบทางห้้อง 

ปฏิิบััติิการมีีความน่่าเชื่่�อถืือ เนื่่�องจากทุุกการวััดย่่อมเกิิด

ความคลาดเคลื่่�อนหรืือความไม่่แน่่นอนของการวััดร่่วม

ด้้วยเสมอ ซึ่่�งเกิิดได้้จากหลายปััจจััย เช่่น เครื่่�องมืือ  

วิธิีทีดสอบ สารทดสอบ ผู้้�ทดสอบ และสิ่่�งแวดล้อ้ม เป็น็ต้น้ 

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

ห้้องปฏิิบััติิการไวรััสวิิทยา สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ 

มีีการตรวจหาเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดนกหรืือไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A 

สายพัันธุ์์�ย่่อยที่่�สำคััญ โดยเฉพาะสายพัันธุ์์� H5 ในตััวอย่่าง

จากสัตัว์ป์ีกี ซึ่่�งเป็น็โรคสำคัญัที่่�มีผีลกระทบต่อ่สาธารณสุขุ

และเศรษฐกิิจ สำหรัับการตรวจวิินิิจฉััยโรคดัังกล่่าว  

ทางห้้องปฏิิบััติิการมีีวิิธีีการตรวจหลายวิิธีี หนึ่่�งในวิิธีีที่่� 

World Organisation for Animal Health (WOAH) 

แนะนำคืือการตรวจหาเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดนกโดยวิิธีี  

Real-time RT-PCR (WOAH, 2022) เป็็นเทคนิิคที่่�ใช้้

สำหรัับตรวจวิิเคราะห์์หาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรัสใน

เชิิงปริิมาณ โดยการตััดสิินผลการทดสอบจะดููจากค่่า 

Cycle threshold (Ct) ซึ่่�งในกรณีีที่่�ผลการทดสอบมีค่่า 

Ct ใกล้้เคีียงกัับ เกณฑ์์การตััดสินผลการทดสอบ (cut-off) 

การตััดสินว่่าพบหรืือไม่่พบสารพัันธุกรรมจะทำได้้ยาก 

และกระบวนการสำหรัับทดสอบความใช้้ได้้ของวิิธีีทาง 
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PCR นั้้�นมีีอยู่่�อย่่างจำกััด (Hedman et al., 2018)  

ดัังนั้้�นจึึงจำเป็็นต้้องมีีการประมาณค่่า MU ของวิิธีีการ

ทดสอบร่่วมด้้วย โดยรายงานผลเป็็นช่่วงของค่่าความ 

ไม่่แน่่นอนของการวััด (MU range) ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 

95% และเพื่่�อให้้สอดคล้้องตามข้้อกำหนด ISO/IEC 

17025:2017 ที่่�ว่่าห้้องปฏิิบััติิการต้้องมีีการประมาณค่่า

ความไม่่แน่่นอนของการวััดสำหรัับการทดสอบที่่�มีีการ

ระบุุปริิมาณ (ISO, 2022)

	 การประมาณค่่า MU มีี 2 วิิธีี ได้้แก่่ การใช้้แผนภูมิิ

ก้้างปลา (Fish-bone diagram) และการคำนวณจาก 

บนลงล่่าง (Top-down approach) โดย Fish-bone 

diagram นั้้�น เป็็นวิิธีีที่่�ต้้องนำทุุกปััจจััยมาคำนวณร่่วม

ด้้วย เช่่น การสอบเทีียบเครื่่�องมืือ ผู้้�ทดสอบ และสภาวะ

แวดล้้อม เป็็นต้้น จึึงเป็็นวิธีีที่่�มีีความเข้้มงวดและมีีรููปแบบ

การคำนวณค่่า MU ที่่�ชััดเจน ทำให้้การคำนวณมีีความ 

ยุ่่�งยากและสิ้้�นเปลืืองเวลา (Colling, 2016) ส่่วนการ

คำนวณด้ว้ยวิธิี ีTop-down นั้้�น เป็น็วิธิีทีี่่�สามารถหาข้อ้มูลู

ได้้จากการทำซ้้ำในห้้องปฏิิบััติิการ โดยใช้้ ตััวอย่่าง weak 

positive มาคำนวณโดยตรง ไม่่ต้้องนำรายละเอีียดของ

แหล่่งความไม่่แน่่นอนย่่อย ๆ  มาคิิดร่่วมด้้วย การคำนวณ

จึึงทำได้้ง่่าย ในการศึึกษานี้้�ผู้้�วิิจััยเลืือกใช้้วิิธีี Top-down 

เนื่่�องจากเป็็นวิธีีที่่�เหมาะสมกัับการตรวจวิินิิจฉััยทาง

สััตวแพทย์์ โดยการประเมิินค่่าความไม่่แน่่นอนรวม 

(Combined uncertainty หรืือ u
c
) ของวิิธีีทดสอบ 

สามารถใช้้เพีียงตััวอย่่างควบคุมคุุณภาพมาตรวจสอบ 

ขั้้�นตอนการปฏิิบััติิงานทั้้�งหมดได้้โดยตรง ซึ่่�งทั้้�งสองวิิธีี  

มีีการคำนวณค่่าความไม่่แน่่นอนขยาย (Expanded  

uncertainty หรืือ U) ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% 

(Colling, 2016) 

	ปั ัจจุุบัันห้้องปฏิิบััติิการของกรมปศุุสััตว์์ได้้ดำเนิิน

การตรวจหาเชื้้�อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย 

H5 โดยวิิธีี Real-time RT-PCR ในตัวอย่่างสััตว์์ปีีก เช่่น 

oropharyngeal swab, ปอด และเน้ื้�อไก่่ ซึ่่�งเป็็น  

sample matrix ที่่�มีีความสำคััญต่่อการตรวจวิินิิจฉััย 

เนื่่�องจาก oropharyngeal swab และปอด เป็็นอวััยวะ

เป้้าหมายหรืือตำแหน่่งของระบบทางเดิินหายใจที่่�เชื้้�อ

ไวรััสดัังกล่่าวใช้้ในการเจริิญเติิบโต ซึ่่�ง WOAH แนะนำให้้

ใช้้ตััวอย่่างชนิิดนี้้�ในการตรวจวิินิิจฉััยหาโรคไข้้หวััดนก 

(WOAH, 2022) ส่่วนเนื้้�อไก่่นั้้�นเป็็นสิินค้้าส่่งออกที่่�สำคััญ

ของประเทศไทย จึึงจำเป็็นต้้องมีีการตรวจสอบการ 

ปนเปื้้� อนของ เชื้้� อ ไวรัั ส ในผลิิตภััณฑ์์ก่่ อนส่่ ง ไปยัั ง 

ต่่างประเทศ โดยการตรวจวิินิิจฉััยในตััวอย่่างทดสอบที่่�

ต่่างชนิิดกัันนี้้� อาจส่่งผลกระทบต่่อค่่า cut-off และค่่า 

MU range ของการทดสอบได้ ้(Trapmann et al., 2007) 

การศึึกษาครั้้�งนี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์ เพื่่�อประมาณค่่า MU 

ของวิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับการตรวจหาเชื้้�อไวรััส

ไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์� H5 ในตัวอย่่างชนิิดต่่าง ๆ 

ในสััตว์์ปีีก ด้้วยวิิธีี Top-down เพื่่�อช่่วยให้้การรายงาน

ผลในกรณีีที่่�ตััวอย่่างตกอยู่่�ในช่่วงที่่�ไม่่สามารถสรุุปผลได้้ 

(Inconclusive) สามารถทำได้อ้ย่า่งมั่่�นใจ และเปรีียบเทียีบ 

ค่่า cut-off ของ sample matrix แต่่ละชนิิด เพื่่�อใช้้เป็็น

แนวทางประกอบการตััดสิินใจในการคััดเลืือกตััวอย่่าง

ทดสอบที่่�เหมาะสมต่่อไป 

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

การเตรีียมตััวอย่่าง

	ตั ัวอย่่างทดสอบจากสััตว์์ปีีกที่่�ใช้้ตลอดการศึึกษา

นี้้�มีี 3 ชนิิด ชนิิดละ 10 ตััวอย่่าง ได้้แก่่ oropharyngeal 

swab 5 mL ปอด 5 g และเนื้้�อไก่่ 500 g ซึ่่�งมีีเนื้้�อตััวอย่่าง 

(sample matrix) ที่่�แตกต่า่งกันั และมีกีารเตรียีมตัวัอย่า่ง

แต่่ละชนิิด ดัังนี้้� 1) ตััวอย่่าง oropharyngeal swab 

ทำการแยกเอาก้้าน swab ออกจากหลอดเก็็บตััวอย่่าง 

2) ตััวอย่่างปอด โดยบดให้้เซลล์์แตก เตรีียมตััวอย่่างปอด

ให้้อยู่่�ในรูปของสารละลายเจืือจาง 10% ด้้วย 1X PBS 

และ 3) ตััวอย่่างเน้ื้�อไก่่ที่่�บรรจุุอยู่่� ในถุงพลาสติก  

เตรีียมโดยวิิธีี freeze-thaw จำนวนทั้้�งสิ้้�น 3 ครั้้�ง  

สลับักันัที่่�อุณุหภููมิ ิ37 ºC และ -20 ºC อุณุหภููมิลิะ 30 นาทีี 

แล้้วดููดของเหลวจากเน้ื้�อไก่่ 5 mL จากนั้้�น นำสารละลาย

ของ sample matrix ทั้้�งสามชนิดิ มาปั่่�นเหวี่่�ยงที่่�ความเร็ว็ 

1,000 x g นาน 10 นาทีี แล้้วเก็็บเฉพาะของเหลวส่่วนบน 

(supernatant) เก็็บที่่�ตู้้�แช่่แข็็งอุุณหภููมิิ -20°C จนกว่่า 

จะใช้้งาน

	 ตรวจสอบการปนเปื้้�อนเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด 

A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ใน sample matrix ทั้้�งสามชนิิด 

ที่่�เตรีียมไว้้ โดยนำไปสกัดสารพัันธุุกรรมด้้วยชุุดน้้ำยา 
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QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Germany) และ

ตรวจด้้วยวิิธีี Real-time RT-PCR ตามการศึึกษาของ 

Slomka et al. (2007) โดยตััวอย่่างทุุกชนิิดจะต้้องให้้

ผลเป็็นลบก่่อนนำไปทดสอบในขั้้�นตอนต่่อไป 

การสร้้าง RNA ของเชื้้�อไวรััส 

	สกั ัดสารพัันธุุกรรมชนิิด RNA ของเชื้้�อไวรััสอ้้างอิิง 

คืือ เชื้้�อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5  

(A/chicken/Thailand/73/2004) ด้้วยชุุดน้้ำยา 

QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Germany)  

แล้้วทำการเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุกรรมตรงตำแหน่่งยีีน 

haemagglutinin โดยวิิธีี RT-PCR (ปรัับปรุุงจาก  

Slomka et al., 2007) และทำให้้ PCR product บริิสุุทธิ์์�

ด้้วยชุุดน้้ำยา FavorPrepTM GEL/ PCR Purification 

(Favorgen, Taiwan) ก่่อนนำชิ้้�นส่่วน DNA ที่่�ได้้ไปเชื่่�อม

ต่่อกัับตััวนำ (vector) ชนิิดพลาสมิิด ด้้วยชุุดน้้ำยา 

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

เพื่่� อสร้้ าง เป็็น recombinant DNA จากนั้้�นนำ  

recombinant DNA ที่่�ได้้เข้้าสู่่� เซลล์์ของแบคทีีเรีีย  

E. coli สายพัันธุ์์� DH5α (Invitrogen, USA) คััดเลืือก

โคโลนีีโดยวิิธีี  blue-white colony screening  

(Knoche et al., 1999) และเพิ่่�มจำนวนในอาหาร 

เลี้้�ยงเชื้้�อ Luria-Bertani broth ทำการสกัดพลาสมิดที่่�มีี 

recombinant DNA อยู่่�ภายใน ด้้วยชุุดน้้ำยา GF-1 

Plasmid DNA Extraction (Vivantis, Malaysia)  

แล้้วเปลี่่�ยน plasmid DNA ให้้กลัับมาเป็็น RNA โดยใช้้ 

MEGAshortscript™ T7 Transcription Kit (Thermo 

Fisher Scientific, USA)

การเตรีียม RNA-spiked sample  

	น ำ RNA ของเชื้้�อไวรััสอ้้างอิิงที่่�เตรีียมได้้ มาตรวจ

วััดความเข้้มข้้นด้้วยเครื่่�อง NanoDrop 1000 spectro-

photometer (Thermo Scientific, USA) แล้้วคำนวณ

หาจำนวน RNA copy จากค่่าความเข้้มข้้นที่่�ตรวจวััดได้้ 

โดยใช้้สููตรของ Whelan et al. (2003) จากนั้้�นทำการ 

spike RNA ดัังกล่่าว 10 µL ลงไปใน sample matrix 

ทุุกชนิิดที่่� ได้้ เตรีี ยมไว้้  หลอดละ 90 µL ได้้แก่่  

oropharyngeal swab, ปอด และเนื้้�อไก่่ ซึ่่�งผ่่านการ

สกัดสาร พัันธุกรรมแล้้ ว  ร วมทั้้� ง ตัั วอย่่ า งที่่� ไ ม่่ มีี  

sample matrix คืือ สารละลายบัฟัเฟอร์ก์ารชะล้า้ง  (AVE) 

(Qiagen, Germany) ซึ่่�งเป็็นบััฟเฟอร์์ที่่�มีีส่่วนประกอบ

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

azide) และปรัับให้้ได้้ความเข้้มข้้นเท่่ากัับ 1 x 109  

copies/µL ด้้วยสารละลายบััฟเฟอร์์ AVE จากนั้้�นทำการ

เจืือจาง RNA ใน sample matrix แต่่ละชนิิดแบบ  

ten-fold serial dilution จำนวนชนิิดละ 10 ความ 

เข้้มข้้น เพื่่�อให้้ได้้ RNA-spiked sample ที่่�มีีความเข้้มข้้น

แตกต่่างกััน สำหรัับนำไปสร้้างกราฟมาตรฐานของ 

การทดสอบหาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ 

ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 โดยวิิธีี Real-time RT-PCR 

ต่่อไป

การทดสอบโดยวิิธีี Real-time RT-PCR

	 ทดสอบหาสารพัันธุกรรมของเชื้้�อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ 

ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 โดยวิิธีี Real-time RT-PCR 

โดยใช้้ชุุด primers และ probe ตามการศึึกษาของ 

Slomka et al. (2007) (ตารางที่่� 1) และใช้้ชุุดน้้ำยาเพิ่่�ม

ปริิมาณสารพัันธุุกรรม QIAGEN OneStep RT-PCR Kit 

(Qiagen, Germany) (ตารางที่่� 2) โดยตั้้�งค่่าสภาวะการ

ทดสอบ ดัังนี้้� ขั้้�นตอน Reverse transcription 50 ºC 

นาน 30 นาทีี จำนวน 1 รอบ, Initial activation 95 ºC 

นาน 15 นาทีี จำนวน 1 รอบ และ Denaturation 95 ºC 

นาน 10 วิินาทีี, Annealing 54 ºC นาน 30 วิินาทีี,  
Extension 72 ºC นาน 10 วิินาทีี จำนวน 40 รอบ  

โดยใช้้เครื่่�อง 7500 Fast Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems, USA)

ตารางที่่� 1 ข้้อมููล Primers และ Probe ที่่�จำเพาะต่่อยีีน haemag-

glutinin ของเชื้้�อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 สำหรัับ

วิิธีี 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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ตารางที่่� 2 ส่่วนประกอบของปฏิิกิิริิยา Real-time RT-PCR เพื่่�อเพิ่่�ม

ปริิมาณสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 

การสร้้างกราฟมาตรฐานของวิิธีี Real-time RT-PCR 

	 ทำการทดสอบตัวอย่่างสารละลายเจืือจาง RNA ที่่�

อยู่่�ใน sample matrix ทั้้�ง 3 ชนิิด และในสารละลาย

บััฟเฟอร์์ AVE ด้้วยวิิธีี Real-time RT-PCR ที่่�ความ 

เข้้มข้้นละ 3 ซ้้ำ แล้้วนำผลที่่�ได้้มาสร้้างสมการเส้้นตรง

ระหว่่างปริิมาณ RNA กัับค่่า Ct ของวิิธีี Real-time  

RT-PCR จากนั้้�น คำนวณหาค่่าสััมประสิิทธิ์์�การตััดสิินใจ 

(R2) และ ค่่า %Efficiency (%E) โดยค่่า R2 ที่่�ได้้ จะนำ

มาใช้้ในการตรวจสอบว่่าการเจืือจาง RNA เป็็นไปอย่่าง

เหมาะสม มีีเกณฑ์์ที่่�ยอมรัับคืือ ต้้องให้้ค่่า R2 >0.95 

(Pestana et al., 2010) และค่่า %E ใช้้เพื่่�อตรวจสอบ

ประสิิทธิิภาพของ primers และ probe ในปฏิิกิิริิยา  

PCR มีีเกณฑ์์ที่่�ยอมรัับคืือ 90 <%E < 110 โดยกรณีีค่่า 

%E ≤ 90 หมายถึึง มีีปััญหาการออกแบบ primer หรืือ

อุุณหภููมิิที่่�ไม่่เหมาะสมของปฏิิกิิริิยา PCR และกรณีีค่่า 

%E ≥ 110 หมายถึึง มีีความผิิดพลาดด้้านเทคนิิคการ

ทำการทดสอบ (technical error) เช่่น การใช้้ปิิเปตดููด

ปล่่อยของเหลวผิดพลาดในการทำการเจืือจางสิิบเท่่า การ

เกิิด nonspecific primer หรืือการเกิิด primer dimer 

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

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

แต่่ละ sample matrix

	 จากกราฟมาตรฐานที่่�ได้้ เลืือกช่่วงความเข้้มข้้น

ของสารละลายเจืือจาง RNA ที่่�ให้้ผลการทดสอบใกล้้เคีียง

ค่่า cut-off จำนวน 3 ความเข้้มข้้น มาทำการทดสอบ

ด้้วยวิิธีี Real-time RT-PCR อีีกครั้้�ง ที่่�ความเข้้มข้้นละ 

10 ซ้้ำ หาค่่าเฉลี่่�ยของ Ct จากความเข้้มข้้นที่่�ให้้ผลบวก

มากกว่่า 95% หรืือให้้ผลบวกทั้้�ง 10 ครั้้�งจากทั้้�งสาม 

sample matrix แล้้วกำหนดให้้เป็็นค่่า cut-off ใหม่่ ของ

แต่่ละ sample matrix จากค่่า cut-off เดิิม คืือที่่�  

Ct 36 รอบ (Slomka et al., 2007) จากนั้้�น เปรีียบ

เทีียบความแตกต่่างค่่า cut-off ของ sample matrix 

ทั้้�งสามชนิิด โดยใช้้สถิิติิ One-way analysis of variance 

(One-way ANOVA)

การคััดเลืือกตััวอย่่าง weak positive RNA

	 จากกราฟมาตรฐานที่่�ได้้ คััดเลืือก weak positive 

RNA โดยเลืือกสารละลายบััฟเฟอร์์ AVE เนื่่�องจากไม่่มีี 

inhibitor ใด ๆ เจืือปน ในการหาค่่า expanded  

uncertainty ของวิิธีีทดสอบ โดยเลืือกช่่วงความเข้้มข้้น

ที่่�มีีค่่า Ct อยู่่�ระหว่่าง 29 ถึึง 33 รอบ (Slomka et al., 

2007) 

การหาค่่า MU ของวิิธีี Real-time RT-PCR

	 ประมาณค่่า MU จาก weak positive sample 

ด้้วยวิิธีี Top-down (Colling, 2016) โดยนำตััวอย่่าง 

weak positive RNA จำนวน 1 ตััวอย่่าง ที่่�ได้้จาก 

ขั้้�นตอนการคััดเลืือกตััวอย่่าง weak positive RNA  

มาทำการทดสอบด้้วยวิิธีี Real-time RT-PCR จำนวน 

10 ซ้้ำ จากนั้้�น คำนวณหาค่่าของส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน

สััมพััทธ์์ (Relative standard of deviation หรืือ rsd) 

โดยคิิดเปอร์์เซ็็นต์์จากอััตราส่่วนระหว่่างส่่วนเบี่่�ยงเบน

มาตรฐาน กัับค่่าเฉลี่่�ย ดัังสููตร 

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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	ส ำหรัับวิิธีี Top-down กำหนดให้้ค่่า combined 

standard uncertainty มีีค่่าเท่่ากัับค่่า rsd จากการ 

ทำซ้้ำ (Zilli, 2013) จากนั้้�น คำนวณค่่า expanded 

uncertainty ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% (k=2) ดัังสููตร 

	น ำค่่า expanded uncertainty คููณค่่า cut-off 

ของ sample matrix แต่่ละชนิิด ได้้เป็็นค่่า MU ของ 

sample matrix ต่่าง ๆ ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95%  

(95% CI) ดัังสมการ

	ค่ ่า MU ของ sample matrix ต่่าง ๆ นำมา

วิิเคราะห์์ร่่วมกัับค่่า cut-off ของ sample matrix  

แต่่ละชนิิด ได้้เป็็น inconclusive range ของ sample 

matrix แต่่ละชนิิด ดัังสมการ

 

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

ตารางที่่� 3 ผล Real-time RT-PCR ของสารละลายเจืือจางตััวอย่่าง RNA-spiked sample ของเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5  

ในตััวอย่่างสััตว์์ปีีกชนิิดต่่าง ๆ

Expanded uncertainty U
(95% CI)

= 2 × rsd

ผลและวิิจารณ์์

	 ผลการตรวจสอบการปนเปื้้�อนเชื้้�อไวรัสัไข้ห้วัดัใหญ่่

ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 โดยวิิธีี Real-time RT-PCR 

ใน sample matrix ทั้้�งสามชนิิด ให้้ผลเป็็นลบทั้้�งหมด

ความเข้้มข้้นของ RNA

	 ความเข้้มข้้นของ RNA ของเชื้้�อไวรััสอ้้างอิิงที่่� 

เตรีียมจากเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย  

H5 ที่่�วััดได้้มีีค่่าเท่่ากัับ 67.6 ng/µL หรืือ 1.6 x 1010 

copies/µL และจากตารางที่่� 3 พบว่่า ความเข้้มข้้น

สุุดท้้ายที่่�ทุุก sample matrix ให้้ผลเป็็นบวกและลบ 

เท่่ากัับ 1×102 และ 1×100 copies/ reaction ตามลำดัับ 

ดัังนั้้�น จึึงเลืือกใช้้สารละลายเจืือจาง RNA ที่่�ความเข้้มข้้น

เท่่ากัับ 1×100 ถึึง 1×102 copies/ reaction ในการหา

ค่่า cut-off ของวิิธีี Real-time RT-PCR ในแต่่ละ  

sample matrix ต่่อไป
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	 จากผลการทดลองที่่�ได้้แสดงดัังรููปที่่� 1 เมื่่�อนำผล

เฉลี่่�ยของค่่า Ct แต่่ละความเข้้มข้้น มาสร้้างเป็็นกราฟ

มาตรฐานระหว่่างความเข้้มข้้นของเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ 

ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 กัับค่่า Ct พบว่่าในสารละลาย

บััฟเฟอร์์ AVE, oropharyngeal swab, ปอด และ เน้ื้�อ

ไก่่ มีีค่่า R2 เท่่ากัับ 0.9995, 0.993, 0.9887 และ 0.9765 

ตามลำดัับ และมีีค่่า %E เท่่ากัับ 90.45%, 109.8%, 

96.16% และ 91.91% ตามลำดัับ ซึ่่�งทั้้�งค่า่ R2 และ %ของ

ทุกุ sample matrix ที่่�ทำการทดสอบมีคี่า่ไม่ต่่่ำกว่า่เกณฑ์์

ที่่�กำหนด สรุุปได้้ว่่าการเจืือจาง RNA เป็็นไปอย่่างเหมาะ

สม และ primers และ probe ที่่�ใช้้ในปฏิิกิิริิยา PCR มีี

ประสิิทธิิภาพ 

รููปที่่� 1 กราฟมาตรฐานของวิิธีี Real-time RT-PCR การตรวจหาสาร

พัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ใน

สารละลายบััฟเฟอร์์ AVE, oropharyngeal swab, ปอด และ เน้ื้�อไก่่

ผลการหาค่่า cut-off ของวิิธีี Real-time RT-PCR  

ในแต่่ละ sample matrix

	 พบว่่าสารละลายเจืือจาง RNA ที่่�ความเข้้มข้้น 

1×100 ถึึง 1×102 copies/reaction สารละลายบััฟเฟอร์์ 

AVE, oropharyngeal swab, ปอด และ เน้ื้�อไก่่ มีีค่่า 

cut-off อยู่่�ที่่� 35, 35, 33 และ 36 รอบ ที่่�ความเข้้มข้้น 

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

reaction ตามลำดัับ และพบว่่า ผลการเปรีียบเทีียบความ

แตกต่่างค่่า cut-off ระหว่่าง oropharyngeal swab, 

ปอด และเน้ื้�อไก่่ มีีความแตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญทาง

สถิิติิ (p<0.05) ในขณะที่่� ค่่า cut-off ของตััวอย่่าง  

oropharyngeal swab กัับสารละลายบััฟเฟอร์์ AVE  

ไม่่แตกต่่างกััน ดัังตารางที่่� 4

	 จากผลดัั งกล่่ าวแสดงให้้ เห็็นว่่ าค่่ าความไว  

(sensitivity) ของวิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับการ

ตรวจหาเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 

สููงที่่�สุุดใน oropharyngeal swab เมื่่�อเทีียบกัับ ปอด

และเนื้้�อไก่่ เนื่่�องจากใน oropharyngeal swab สามารถ

ตรวจพบเชื้้�อได้้ที่่�ความเข้้มข้้นของเชื้้�อต่่ำที่่�สุุด คืือ 1×101 

copies/reaction ขณะที่่�ใน sample matrix ชนิิดอื่่�น ๆ 

ไม่่สามารถตรวจพบเชื้้�อได้้ในปริิมาณความเข้้มข้้นของเชื้้�อ

ที่่�เท่า่กันั นอกจากนี้้�ยังัอาจกล่า่วได้ว้่า่ ใน oropharyngeal 

swab มีีแนวโน้้มที่่�จะมีีการปนเปื้้�อนของตััวยัับยั้้� ง  

(inhibitor) น้้อยที่่�สุุด เมื่่�อเทีียบกับ sample matrix  

อื่่�น ๆ  เนื่่�องจาก ค่่า cut-off ของ oropharyngeal swab 

กัับตััวอย่่างบััฟเฟอร์์ AVE ที่่�ความเข้้มข้้นเดีียวกัันไม่ ่

แตกต่่างกััน อีีกทั้้�งการปนเปื้้�อนของตััวยัับยั้้�งต่่าง ๆ ใน 

sample matrix จะไปรบกวนขั้้�นตอนต่่าง ๆ  ในปฏิิกิิริิยา 

PCR ส่่งผลทำให้้ค่่า sensitivity ในการตรวจลดลง 

(Schrader et al., 2012) และเนื่่�องจากในปอดและเน้ื้�อไก่่

มัักพบสารอิินทรีีย์์ที่่�เป็็นตัวยับยั้้�งปฏิิกิิริิยา PCR ได้้แก่่  

สารอิินทรีีย์์ชนิิด melanin ในเน้ื้�อเยื่่�อปอด (Rådström 

et al., 2004) และสารอิินทรีีย์์ชนิิด myoglobin ใน 

กล้้ามเน้ื้�อ (Bélec et al., 1998) ซึ่่�งตััวยัับยั้้�งทั้้�ง 2 ชนิิด

ดัังกล่่าว มีีกลไกในการยัับยั้้�งกระบวนการเปลี่่�ยนสาย 

อาร์์เอ็็นเอให้้เป็็นสายดีีเอ็็นเอ (reverse transcription) 

และยัับยั้้�งกระบวนการสัังเคราะห์์สายดีีเอ็็นเอ (DNA 

polymerization) ในขั้้�น extension ของปฏิิกิิริิยา PCR 
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นอกจากนี้้�สารอิินทรีีย์์ชนิิด melanin ยัังสามารถเกิิดการ 

cross-linking กัับกรดนิิวคลิิอิิก ทำให้้คุุณสมบััติิของ 

กรดนิิวคลิิอิิกเปลี่่�ยนไป ทํําให้้สายทั้้�งสองของดีีเอ็็นเอ  

นั้้�นไม่ส่ามารถแยกตััวออกจากกัันในขณะเกิิดกระบวนการ

จํําลองดีีเอ็็นเอ (DNA replication) (Abu Al-Soud and 

Rådström, 2000; Schrader et al., 2012) 

ตารางที่่� 4 ผลการเปรีียบเทีียบค่่า cut-off ของวิิธีี Real-time RT-PCR 

ในตััวอย่่างแต่่ละชนิิด ด้้วยสถิติิ 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).

ผลการคััดเลืือกตััวอย่่าง weak positive RNA และ 

ผลการคำนวณค่่า MU ของวิิธีี Real-time RT-PCR   

	 จากตารางที่่� 3 ตััวอย่่าง weak positive RNA ที่่�

ถููกคััดเลืือกมาใช้้ในการหาค่่า expanded uncertainty 

ของวิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับการตรวจหาเชื้้�อไวรััส

ไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ในตัวอย่่างจาก

สััตว์์ปีีก ด้้วยวิิธีี Top-down ได้้จากสารละลายบััฟเฟอร์์ 

AVE ที่่� dilution 10-7 มีปีริมิาณ RNA ของเชื้้�อไวรัสั เท่า่กับั 

1x102 copies/reaction จากผลดัังกล่่าวพบว่่า 

สารละลายบััฟเฟอร์์ AVE มีีความเหมาะสมที่่�จะนำมาใช้้

เป็็นตััวแทนการหาค่่า expanded uncertainty ของการ

ทดสอบจริิง เนื่่�องจาก dilution สุุดท้้ายที่่�ทุุกตััวอย่่างให้้

ผลเป็็นบวก สารละลายบััฟเฟอร์์ AVE มีีค่่าเฉลี่่�ย Ct  

ต่่ำสุุด คืือ 32 รอบ เมื่่�อเทีียบกับ sample matrix อื่่�น ๆ 

การเลืือกใช้้ sample matrix เพีียงชนิิดเดีียวมาเป็็น

ตััวแทนในการหาค่่า expanded uncertainty สามารถ

ทำได้้ แต่่การหาค่่า expanded uncertainty แยกใน

แต่่ละ sample matrix จะช่่วยเพิ่่�มค่่าความแม่่นยำมาก

ยิ่่�งขึ้้�น (Ljevaković-Musladin, 2020)

	 จากตารางที่่� 5 แสดงผลการคำนวณค่่า MU ของ

วิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับการตรวจหาเชื้้�อไวรัส 

ไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ในตัวอย่่างจาก

สััตว์์ปีีก ด้้วยวิิธีี Top-down พบว่่า ค่่า Ct เฉลี่่�ยของ

ตััวอย่่าง weak positive RNA จำนวน 1 ตััวอย่่าง เท่่ากัับ 

30.12 รอบและมีีค่่า expanded uncertainty ซึ่่�งเป็็น

ค่่า threshold selection (CI95) เพื่่�อนำไปใช้้ปรัับ 

threshold line เลื่่�อนขึ้้�นหรืือลง เท่่ากัับ 0.0486 ซึ่่�งเป็็น

ค่่าความไม่่แน่่นอนที่่�มาจากการวััดค่่า Ct ของตััวอย่่าง

ทดสอบในกระบวนการ Real-time RT-PCR เป็็นหลััก 

ในขณะที่่�ค่่า MU จากแหล่่งอื่่�น ๆ เช่่น กระบวนการสกัด 

DNA จากตััวอย่่างทดสอบถูกนัับรวมอยู่่�ในค่่าดัังกล่่าว

เรีียบร้้อยแล้้ว และไม่่มีีผลกระทบต่่อการวััดค่่า Ct  

แต่่อย่่างใด (Love et al., 2006) 

	 ค่า่ Expanded uncertainty ที่่�ได้ ้นำมาใช้ป้ระเมิิน

ค่่าของ MU (95%CI) ของวิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับ

การตรวจหาเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย 

H5 ใน sample matrix แต่่ละชนิิด ดัังตารางที่่� 6 พบว่่า 

matrix oropharyngeal swab, ปอด และเน้ื้�อไก่่ มีีค่่า 

MU (95%CI) ที่่� Ct ระหว่่าง 33.30-36.70 31.4-34.6 

และ 34.25-37.75 รอบ ตามลำดัับ ดัังนั้้�น หากผลการ

ทดสอบที่่� ได้้ตกอยู่่� ในช่่วงดัังกล่่าว ให้้แปลผลเป็็น  

inconclusive และควรมีีการทดสอบซ้้ำโดยผู้้�ทดสอบ 

คนเดิิม ใช้้วิิธีีทดสอบเดิิมแต่่เปลี่่�ยนตััวอย่่างใหม่่ หรืือ

เปลี่่�ยนวิธีีทดสอบ โดยใช้้ตััวอย่่างเดิิมเพื่่�อยืืนยันผลการ

ทดสอบอีกครั้้�งก่่อนสรุปผล 

ตารางที่่� 5 ผลการคำนวณค่่า MU ของวิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับ

การตรวจหาเชื้้�อไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A  สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ในตัวอย่่าง

จากสััตว์์ปีีก ด้้วยวิิธีี 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

ตารางที่่� 6 ค่่า MU range ของวิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับการตรวจหาเชื้้�อ

ไวรััสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ในตัวอย่่างจากสััตว์์ปีีก และการแปล

ผลการทดสอบ ของ sample matrix แต่่ละชนิิด

	 จากผลการศึึกษาข้้างต้้น แสดงให้้เห็็นว่่า ใน sample 

matrix ต่่างชนิิดกััน มีีผลทำให้้ค่่า cut-off และ MU range  

แตกต่่างกััน แม้้จะเป็็นสัตว์์ชนิิดเดีียวกัน ทดสอบด้้วยวิิธีีเดีียวกัน 

หรืือเครื่่�องมืือเดีียวกัันก็็ตาม เนื่่�องจากใน sample matrix  

ต่่างชนิิดกัน ย่่อมมีีตััวยัับยั้้�งปฏิิกิิริิยาต่่างกััน ผลการศึึกษา 

ดัังกล่่าว จึึงเป็็นประโยชน์์แก่่ห้้องปฏิิบััติิการทางสััตวแพทย์์ใช้้

เป็็นแนวทางประกอบการตััดสิินใจในการคััดเลืือก sample 

matrix ที่่�เหมาะสม 

	ผ ลการศึึกษาที่่�ได้้จากงานวิิจััยนี้้� สามารถนำไปต่่อยอด

ศึึกษาถึึงปััจจััยอื่่�น ๆ ที่่�อาจส่่งผลต่่อค่่า MU ได้้ เช่่น การใช้้ชุุด

สกััดที่่�แตกต่่างกััน หรืือวิิธีีการคำนวณค่่า MU ที่่�แตกต่่างกััน 

เป็็นต้น เพื่่�อเป็็นแนวทางในการลด MU ของวิิธีทีดสอบนั้้�น ๆ ต่่อไป

สรุุปและข้้อเสนอแนะ

	 จากผลการศึึกษาข้้างต้้น พบว่่า ค่่า expanded  

uncertainty ของวิิธีี Real-time RT-PCR สำหรัับการตรวจหา

เชื้้�อไวรัสไข้้หวััดใหญ่่ ชนิิด A สายพัันธุ์์�ย่่อย H5 ในตัวอย่่างจาก

สััตว์์ปีีก คืือ 0.0486 และค่่า MU range (95%CI) ของ matrix 

oropharyngeal swab, ปอด และเนื้้�อไก่่ มีีค่่า Ct ระหว่่าง 

33.30-36.70 31.4-34.6 และ 34.25-37.75 รอบ ตามลำดัับ 

ผลการศึึกษาดัังกล่่าวสามารถใช้้เป็็นแนวทางประกอบการ 

ตััดสิินใจในการคััดเลืือกชนิิดของ sample matrix สำหรัับ 

ส่่งตรวจ เช่่น เลืือกตััวอย่่างที่่�มีีช่่วงค่่า MU ต่่ำ นอกจากนี้้�  

การประมาณค่่า MU ด้้วยวิิธีี Top-down สามารถนำไปประยุุกต์์

ใช้้กัับขอบข่่ายอื่่�น ๆ ที่่�เป็็นการทดสอบเชิิงปริิมาณเพื่่�อควบคุม

คุุณภาพผลการทดสอบภายในห้้องปฏิิบััติิการด้้านการชัันสููตร 

โรคสััตว์์ ช่่วยให้้การรายงานผลในกรณีีที่่�ตััวอย่่างตกอยู่่�ในช่่วง 

inconclusive สามารถทำได้้อย่่างมั่่�นใจ 

กิิตติิกรรมประกาศ

	 คณะผู้้�วิิจััยขอขอบพระคุุณ นายสััตวแพทย์์

บััณฑิิต นวลศรีฉาย หััวหน้้ากลุ่่�มไวรััสวิิทยา สถาบััน

สุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิเป็็นอย่่างสููง ที่่�ให้้ความกรุุณาให้้

คำปรึึกษาในการทำวิิจััย ตลอดจนวิเคราะห์์ผลการ

ทดสอบ ขอบคุุณเจ้้าหน้้าที่่�ห้้องปฏิิบััติิการไวรััสวิิทยา 

ที่่�ช่่วยเตรีียมและทดสอบตัวอย่่าง และขอบคุณ 

เจ้้าหน้้าที่่�กลุ่่�มพััฒนาระบบคุณภาพห้้องปฏิิบััติิการ 

ที่่�ช่่วยสนับสนุนการค้้นคว้้าข้้อมููลต่่าง ๆ  รวมทั้้�งแผน

และผลการตรวจสอบ/ทวนสอบความใช้ไ้ด้ข้องวิธิีกีาร

ทดสอบ
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