
 

วิธีปฏิบัติ: การตรวจหาปริมาณไวรัสเอชไอ

วีดวยเทคนิค Real time RT-PCR 

ดวยเครื่อง Cobas 8800    

รหัส  WI-AIDS/STI-021 

วันที่ประกาศใช  23 มิถุนายน 2565 

ฉบับที่  01  แกไขครั้งที ่01 

หนาที่   1    จาก   12 

กลุมหองปฏิบัติการทางการแพทยดานควบคุมโรค 

สำนักงานปองกันควบคุมโรคที่ 10 อุบลราชธานี 

ผูจัดทำ :  ผูจัดการวิชาการงานตรวจหา

ปริมาณไวรัสเอชไอวีและงานภูมิคุมกัน

วิทยา 

ผูอนุมัติ : หัวหนากลุมหองปฏิบัติการ

ทางการแพทยดานควบคุมโรค 

 

เอกสารควบคุมสําหรับใชใ้นหน่วยงานที่ระบุภายในสํานกังานป้องกนัควบคุมโรคที่ 10 อุบลราชธานี  ห้ามทาํสําเนาก่อนไดร้ับอนุญาต 

 

ผูจัดทำ 

 

………………………………………….. 

(นางทิพวรรณ หมื่นพัน) 

ตำแหนง ผูจัดการวิชาการงานตรวจหาปริมาณไวรัสเอชไอวีและงานภูมิคุมกัน

วิทยา 

 

 

 

 

ผูตรวจสอบ 

 

………………………………………….. 

(นางสาวพรนิภา สายธนู) 

ตำแหนง ผูจัดการวิชาการงานตรวจหาปริมาณไวรัสตับอักเสบซ ี   และงาน

ภูมิคุมกันวิทยา 

 

 

 

 

 

ผูอนุมัติใช 

 

………………………………………….. 

(นางวิภาวี แสนวงษา) 

ตำแหนง หัวหนากลุมหองปฏิบัติการทางการแพทยดานควบคุมโรค 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

วิธีปฏิบัติ: การตรวจหาปริมาณไวรัสเอชไอ

วีดวยเทคนิค Real time RT-PCR 

ดวยเครื่อง Cobas 8800    

รหัส  WI-AIDS/STI-021 

วันที่ประกาศใช  23 มิถุนายน 2565 

ฉบับที่  01  แกไขครั้งที ่01 

หนาที่   2    จาก   12 

กลุมหองปฏิบัติการทางการแพทยดานควบคุมโรค 

สำนักงานปองกันควบคุมโรคที่ 10 อุบลราชธานี 

ผูจัดทำ :  ผูจัดการวิชาการงานตรวจหา

ปริมาณไวรัสเอชไอวีและงานภูมิคุมกัน

วิทยา 

ผูอนุมัติ : หัวหนากลุมหองปฏิบัติการ

ทางการแพทยดานควบคุมโรค 

 

เอกสารควบคุมสําหรับใชใ้นหน่วยงานที่ระบุภายในสํานกังานป้องกนัควบคุมโรคที่ 10 อุบลราชธานี  ห้ามทาํสําเนาก่อนไดร้ับอนุญาต 

บันทึก การประกาศใช / การแกไข / ทบทวน  

 

ฉบับท่ี วัน/เดือน/ป ประกาศใช / การแกไข / ทบทวน รายละเอียด โดย 

01 18/10/2564 ประกาศใชครัง้แรก - พรนิภา/

ทิพวรรณ 

01 23/06/2565 แกไขครั้งท่ี 1 

 

จากผลการตรวจประเมินรับรองมาตรฐานสากล 

ISO15189:2012, 15190:2020 

-แกไขหัวขอ WI จาก 17 หัวขอ เปน 20 หัวขอ 

ทิพวรรณ /     

พรนิภา 

 

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

 

 

 

 

 

 



 

วิธีปฏิบัติ: การตรวจหาปริมาณไวรัสเอชไอ

วีดวยเทคนิค Real time RT-PCR 

ดวยเครื่อง Cobas 8800    

รหัส  WI-AIDS/STI-021 

วันที่ประกาศใช  23 มิถุนายน 2565 

ฉบับที่  01  แกไขครั้งที ่01 

หนาที่   3    จาก   12 

กลุมหองปฏิบัติการทางการแพทยดานควบคุมโรค 

สำนักงานปองกันควบคุมโรคที่ 10 อุบลราชธานี 

ผูจัดทำ :  ผูจัดการวิชาการงานตรวจหา

ปริมาณไวรัสเอชไอวีและงานภูมิคุมกัน

วิทยา 

ผูอนุมัติ : หัวหนากลุมหองปฏิบัติการ

ทางการแพทยดานควบคุมโรค 

 

เอกสารควบคุมสําหรับใชใ้นหน่วยงานที่ระบุภายในสํานกังานป้องกนัควบคุมโรคที่ 10 อุบลราชธานี  ห้ามทาํสําเนาก่อนไดร้ับอนุญาต 

สารบัญ 

 

เร่ือง                                                                                                          หนา 

 

1.  วัตถุประสงคของการทดสอบ        4 

2.  หลักการและวิธีการท่ีใชในการทดสอบ       4 

3.  ความไวและความจำเพาะของการตรวจวิเคราะห      5 

4.  ประเภทหรือชนิดของตัวอยาง        6 

5.  การเตรียมผูปวย         6 

6.  ภาชนะบรรจุหรือสารท่ีใชเก็บตัวอยาง       7 

7.  เครื่องมือ อุปกรณและน้ำยาท่ีจำเปน       7 

8.  ขอควรระวังเพ่ือปลอดภัย         8 

9.  ข้ันตอนการสอบเทียบ         8 

10. วิธีปฏิบัติงาน          8 

11. วิธีการควบคุมคุณภาพ                   9 

12. สิ่งรบกวนของการตรวจวิเคราะห                  9 

13. คาความไมแนนอนของการวัด                  9 
14. คาอางอิง                    9 
15. การายงานผล/การคำนวณผล                  10 
16. คำแนะนำกรณีผลไมอยูในชวงการวัด                 10 
17. คาวิกฤต                    10 

18. การแปลผล                                                                                                               10 

19. แหลงท่ีมาของคาแปรปรวน                  11 

20. เอกสารท่ีเกี่ยวของ / เอกสารอางอิง                  12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

วิธีปฏิบัติ: การตรวจหาปริมาณไวรัสเอชไอ

วีดวยเทคนิค Real time RT-PCR 

ดวยเครื่อง Cobas 8800    

รหัส  WI-AIDS/STI-021 

วันที่ประกาศใช  23 มิถุนายน 2565 

ฉบับที่  01  แกไขครั้งที ่01 

หนาที่   4    จาก   12 

กลุมหองปฏิบัติการทางการแพทยดานควบคุมโรค 

สำนักงานปองกันควบคุมโรคที่ 10 อุบลราชธานี 

ผูจัดทำ :  ผูจัดการวิชาการงานตรวจหา

ปริมาณไวรัสเอชไอวีและงานภูมิคุมกัน

วิทยา 

ผูอนุมัติ : หัวหนากลุมหองปฏิบัติการ

ทางการแพทยดานควบคุมโรค 

 

เอกสารควบคุมสําหรับใชใ้นหน่วยงานที่ระบุภายในสํานกังานป้องกนัควบคุมโรคที่ 10 อุบลราชธานี  ห้ามทาํสําเนาก่อนไดร้ับอนุญาต 

วิธีปฏิบัติ (Work Instruction) 

เรื่อง การตรวจหาปริมาณไวรัสเอชไอวีดวยเทคนิค Real time RT-PCR 

ดวยเครื่อง Cobas 8800    

1. วัตถุประสงคของการทดสอบ 

 เพ่ือใชในการเพ่ิมปริมาณและตรวจวิเคราะหหาปริมาณ RNA ของเชื้อ HIV-1 ในพลาสมา ท่ีเก็บโดยใช EDTA เปนสาร

กันเลือดแข็ง ชุดน้ำยาดังกลาวใชรวมกับการตรวจทางหองปฏิบัติการอ่ืนๆ และใชประกอบกับอาการของผูติดเชื้อ เพ่ือใชในการ

พยากรณการดำเนินของโรค และติดตามผลของการไดรับยาตานไวรัส    

 ชุดตรวจโคบาสเอชไอวี-1 สามารถใชในการตรวจยืนยันการติดเชื้อเพ่ือชวยวินิจฉัยการติดเชื้อ หลังจากท่ีผลการตรวจ

แอนติบอด้ีใหผลบวก  

2. หลักการและวิธีการท่ีใชในการทดสอบ 

 ชุดตรวจโคบาสเอชไอวี-1 เปนชุดตรวจเชิงปริมาณท่ีสามารถตรวจหาปริมาณของอารเอ็นเอของเชื้อเอชไอวี-1, ในอีดีที

เอพลาสมาของผูปวยท่ีติดเชื้อ โดยทำงานบนระบบเครื่องโคบาสรุน 8800 แตไมสามารถแยกชนิดเชื้อเอชไอวี-1 ออกเปน

กรุปเอ็ม กรุปโอ หรือกรุปเอ็นได การวัดปริมาณ HIV-1 RNA น้ันเกิดจากการเปรียบเทียบผลของ HIV-1 target กับปริมาณของ 

HIV-1 QS ท่ีทราบจำนวน ซึ่งเติมลงไปในแตละการตัวอยางทดสอบต้ังแตข้ันตอนของการสกัดสารพันธุกรรม ซึ่ง HIV-1 QS น้ีจะ

ทำหนาท่ีเปนตัวควบคุมปฏิกิริยาต้ังแตข้ันตอนการสกัด การเพ่ิมปริมาณและการตรวจวิเคราะหสารพันธุกรรม เพ่ือใหการทดสอบ

เปนไปอยางถูกตองทุกข้ันตอน นอกจากน้ีในการทดสอบยังใชตัวอยางควบคุมจากภายนอก 3 ตัวอยาง ประกอบดวยตัวอยาง

ควบคุมบวก 2 ตัวอยาง และตัวอยางควบคุมลบ 1 ตัวอยาง 

 หลักการ 

 ชุดตรวจโคบาสเอชไอวี-1 มีระบบการเตรียมตัวอยางตรวจแบบอัตโนมัติ (การสกัดกรดนิวคลิอิกและทำใหบริสุทธ์ิ) 

ตามดวยการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดวยวิธีพีซีอาร และการตรวจวัดผล ระบบเครื่องโคบาสรุน 8800 ประกอบดวยโมดูลของ

สิ่งสงตรวจ (sample supply module) ทรานสเฟอรโมดูล (transfer module) โพรเซสซิ่งโมดูล (processing module) 

และอะนาลิติกโมดูล (analytic module) ระบบการจัดการขอมูลโดยอัตโนมัติดวยโปรแกรมสำเร็จรูปของเครื่องโคบาสรุน 8800 

โดยรายงานผลการทดสอบเปนปริมาณของเชื้อ หากปริมาณของเชื้ออยูในชวงท่ีสามารถตวรจวัดได ซึ่งสามารถดูผลการทดสอบ

ไดจากหนาจอของระบบโดยตรงและสามารถพิมพผลการทดสอบได 

 กรดนิวคลิอิกจากตัวอยางตรวจจะถูกเติมดวยน้ํายาอมอรอารเอ็นเออินเทอนัลคอนโทรล (Amored RNA Internal 

Control, IC) เพ่ือใชเปนตัวควบคุมภายในสำหรับการเตรียมตัวอยาง การเพ่ิมจำนวน และการตรวจวัด ซึ่งจะถูกสกัดตัวอยางไป

พรอมๆกัน นอกจากน้ีในการทดสอบยังใชตัวอยางควบคุมจากภายนอก 3 ตัวอยาง ประกอบดวยตัวอยางควบคุมบวก 2 ตัวอยาง 

และตัวอยางควบคุมลบ 1 ตัวอยาง เมื่อเติมเอนไซม โปรติเนสและน้ำยายอยสลายเซลลลงในตัวอยางตรวจ กรดนิวคลิอิกของ

ไวรัสจะถูกปลอยออกมา และจะจับกับสารซิลิกาท่ีเคลือบอยูบนผิวของอนุภาคแมเหล็ก (Magnetic Glass Particles) สวนท่ีไม

ทำปฏิกิริยาและสวนท่ีไมบริสุทธ์ิ เชน โปรตีนท่ีเสียสภาพ เศษเซลลและสวนท่ียับย้ังปฏิกิริยาพีซีอาร (เชน ฮีโมโกลบิน) จะถูกลาง

ออกตามดวยข้ันตอนการลางกรดนิวคลิอิกท่ีบริสุทธจากอนุภาคแมเหล็กท่ีเคลือบผงแกวโดยใชอีลูชั่นบัฟเฟอร (Elution Buffer)

ท่ีมีอุณหภูมิสูงข้ึน   

  



 

วิธีปฏิบัติ: การตรวจหาปริมาณไวรัสเอชไอ

วีดวยเทคนิค Real time RT-PCR 

ดวยเครื่อง Cobas 8800    

รหัส  WI-AIDS/STI-021 

วันที่ประกาศใช  23 มิถุนายน 2565 

ฉบับที่  01  แกไขครั้งที ่01 

หนาที่   5    จาก   12 

กลุมหองปฏิบัติการทางการแพทยดานควบคุมโรค 

สำนักงานปองกันควบคุมโรคที่ 10 อุบลราชธานี 

ผูจัดทำ :  ผูจัดการวิชาการงานตรวจหา

ปริมาณไวรัสเอชไอวีและงานภูมิคุมกัน

วิทยา 

ผูอนุมัติ : หัวหนากลุมหองปฏิบัติการ

ทางการแพทยดานควบคุมโรค 

 

เอกสารควบคุมสําหรับใชใ้นหน่วยงานที่ระบุภายในสํานกังานป้องกนัควบคุมโรคที่ 10 อุบลราชธานี  ห้ามทาํสําเนาก่อนไดร้ับอนุญาต 

การเพ่ิมปริมาณกรดนิวคลิอิกเปาหมายแบบจำเพาะของตัวอยางตรวจจากผูติดเชื้อ สามารถทำไดโดยใช ไพรเมอรชนิด 

forward และ reverse ท่ีออกแบบใหจำเพาะกับสวนอนุรักษ (conserve region)  ในกรดนิวคลิอิกของเชื้อไวรัส โดยใชเอนไซม

ดีเอ็นเอโพลีเมอเรส ท่ีทนตอความรอน ถูกใชสำหรับข้ันตอน รีเวอสทรานสคริบชัน และข้ันตอนการเพ่ิมปริมาณ 

(amplification)  น้ำยามาสเตอรมิกซจะประกอบดวย deoxyuridine triphosphate (dUTP) แทนท่ีจะเปน 

deoxythymidine triphosphate (dTTP) ซึ่ง dUTP น้ีจะถูกรวมเขาไปในสายดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหข้ึนใหมท่ีเรียกวา แอมพลิ

คอน (amplicons) หากมีแอมพลิคอนเกาซึ่งปนเปอนจากปฏิกิริยาพีซีอารในรอบกอนก็จะถูกทำลายโดยเอ็นไซมแอมพอีเรส 

(uracil-N-glycosylase)  ซึ่งผสมรวมอยูในน้ำยามาสเตอรมิกซในข้ันตอนการเพ่ิมความรอนรอบแรก อยางไรก็ตามแอมพลิคอน

สายใหมจะไมถูกทำลาย เพราะวาเอ็นไซมแอมพอีเรสไมทำงานท่ีอุณหภูมิเกินกวา 55 องศาเซลเซียส 

 น้ำยามาสเตอรมิกซของชุดตรวจโคบาสเอชไอวี-1 ประกอบดวยตัวตรวจจับ (detection probes) ท่ีจำเพาะกับกรด

นิวคลิอิกของเชื้อเอชไอวี-1 และน้ํายาควบคุมภายใน ซึ่งแตละตัวตรวจจับจะถูกติดฉลากดวยสารเรืองแสงท่ีทำหนาท่ีเปน 

Reporter และจะมีสารเรืองแสงตัวท่ีทำหนาท่ีเปน Quencher สัญญาณสารเรืองแสงของตัวตรวจจับท่ีไมมีการจบัจะถูกกด

พลังงานดวย quencher dye ในระหวางเกิดการขยายสัญญาณปฏิกริยาลูกโซโพลีเมอเรส ตัวตรวจจบัจะเกิดปฏิกริิยาไฮบริได

เซชั่นกับดีเอ็นเอสายเด่ียวท่ีจำเพาะและจะถูกตัดดวยเอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรสซึ่งมีคุณสมบัติของ 5’-3’ nuclease ทำให 

reporter dye หลุดหางออกจาก quencher dye และสามารถปลอยพลังงานออกมาในรูปของแสง Fluorescence ได ในแต

ละรอบของปฏิกิริยาพีซอีาร จะทำใหโพรบแยกออก และมีการปลอยแสง Fluorescence เพ่ิมข้ึน และสะสมคาท่ีวัดไดเพ่ิมข้ึน

ตามจำนวนรอบ ทำใหวัดผลิตผลของปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส แบบ Real-time  

3. ความไวและความจำเพาะของการตรวจวิเคราะห 

   ชุดตรวจโคบาสเอชไอวี-1 สามารถทำการตรวจวัดปริมาณ HIV-1 RNA  ไดต้ังแต 20 – 10,000,000 copies/mL  

              3.1 ความสัมพันธเชิงเสนตรง (Linear Range) 

        การศึกษาความเปนเสนตรงของชุดตรวจโคบาสเอชไอววี-1 ไดถูกตรวจประเมินกับชุดตัวอยางแบบ 12 ความเขมขน 

(ปริมาตรตัวอยางทดสอบ 500 ไมโครลิตร) และแบบ 11 ความเขมขน (ปริมาตรตัวอยางทดสอบ 200 ไมโครลิตร) ในชวงท่ีมี

กราฟเปนเสนตรงสำหรับเอชไอวี -1 กรุปเอ็ม สับทัยปบี โดยชุดตัวอยางตรวจน้ีเตรียมจากสวนท่ีลอยอยูของเซลลเพาะเลี้ยงเชื้อ

เอชไอวี-1ท่ีมีคาอารเอ็นเอของเอชไอวี-1 สูง และการประเมินเปนตามขอกำหนดของ CLSI Guideline EP06-A น้ำยา 3รุนการ

ผลิตถูกวิเคราะหดวยรระบบเครื่องโคบาส 6800/8800 จำนวน 3 เครื่อง ผูตรวจวิเคราะห 3 คน โดยทดสอบซ้ำท้ังหมด 16 ครัง้

ตอ 1 ชุดตัวอยาง ตอรุนการผลิตตลอดการทดสอบ 4 วัน (ทดสอบซ้ำ 4 ครั้งตอรุนน้ำยาท่ีผลิตและตอวัน) 

           ปริมาตรตัวอยางตรวจ 500 ไมโครลิตร  ชุดตรวจโคบาสเอชไอวี-1 สามารถตรวจไดในชวงความเปนเสนตรงต้ังแต 20 

ถึง 10 ลานหรือ 1.00E+07 กอปป/มิลลิลิตร (33.33 ถึง 1.67E+07 IU/mL) และแสดงคาเบี่ยงเบนสมบูรณจากชวงคาความ

ถดถอยท่ีไมเปนเสนตรง(non-linear regression) นอยกวา + 0.2 log10  ในอีดีทีเอพลาสมามนุษย (รูปประกอบท่ี 1) ชวงคาเปน

เสนตรงมีความถูกตองแมนยำในการทดสอบอยูในชวง + 0.2 log10   

           ปรมิาตรตัวอยางตรวจ 200 ไมโครลิตร  ชุดตรวจโคบาสเอชไอวี-1 สามารถตรวจไดในชวงความเปนเสนตรงต้ังแต 50 

ถึง 10 ลานหรือ 1.00E+07 กอปป/มิลลิลิตร (83.3 ถึง 1.67E+07 IU/mL) และแสดงคาเบี่ยงเบนสมบูรณจากชวงคาความ

ถดถอยท่ีไมเปนเสนตรง(non-linear regression) นอยกวา + 0.2 log10  ในอีดีทีเอพลาสมามนุษย (รูปประกอบท่ี 2) ชวงคาเปน

เสนตรงมีความถูกตองแมนยำในการทดสอบอยูในชวง + 0.2 log10     
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         รูปที่ 1 การหาคาความเปนเสนตรงในอีดีทีเอพลาสมามนุษย (ปริมาตร 500 ไมโครลิตร) 

 

                          
 

         รูปที ่2 การหาคาความเปนเสนตรงในอีดีทีเอพลาสมามนุษย (ปริมาตร 200 ไมโครลิตร) 

 

                 3.2 การทดสอบความจำเพาะ   

                 คาความจำเพาะของชุดตรวจเอชไอวี-1 ถูกประเมินจากการวิเคราะหตัวอยางตรวจอีดีทีเอพลาสมา ของผูบริจาคท่ี

ใหผลลบตอเชื้อไวรัสเอชไอวีจำนวน 600 ตัวอยางตรวจ กับชุดตรวจโคบาสเอชไอวี-1 2 รุนการผลิต ซึ่งตัวอยางท้ังหมดใหผลลบ

ตอการตรวจหาอารเอ็นเอชองเชื้อไวรัสเอชไอวี-1 ความจำเพาะของชุดตรวจโคบาส ของ panel ทดสอบ เอชไอวี-1 น้ีมีคารอย

ละ 100 ( ชวงความเชื่อมั่นท่ีรอยละ95 มีคามากกวาหรือเทากับรอยละ 99.5)    

4. ประเภทหรือชนิดของตัวอยาง 

 - Plasma EDTA 

5. การเตรียมผูปวย 

 - ไมจำเปนตองงดน้ำ/อาหารกอนเจาะเลือด 

- ตองรับประทานยาตานไวรัสอยางตอเน่ืองอยางนอย 2-3-เดือนกอนเจาะเลือด  

- ไมควรเจาะเลือดหากผูปวยมีไขติดเชื้อตางๆ หรือไดรับวัคซนี ควรเลื่อนการเจาะเลือดไปอีก 1 เดือน 
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6. ภาชนะบรรจุหรือสารท่ีใชเก็บตัวอยาง 

-  EDTA  6  ml 

 - Plasma Preparation Tubes  (PPT) 

ใชพลาสมาท่ีไดจากการปนแยกเลือดจากหลอดท่ีมีสารกันเลือดแข็งชนิด EDTA หรือใชหลอดสุญญากาศชนิด EDTA ท่ี

เตรียมพลาสมาของเบ็คตันดิคคินสัน (Plasma Preparation Tubes; PPT)  

- เก็บ whole blood ไวท่ี 2-25 ° C  ไดไมเกิน 24 ชั่วโมงหลังจากการเจาะเลือด และใหปนแยกพลาสมาภายในเวลา 

6 ชั่วโมง หลังเจาะเลือดดวยเครื่องปนท่ีความเร็วรอบ 3000 rpmเปนเวลา 20 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง ดูดพลาสมาเก็บไวใน 

polypropylene tube sterile 

7. เคร่ืองมือ อุปกรณและน้ำยาท่ีจำเปน 

7.1  เครื่องตรวจวิเคราะหอัตโนมัติ Cobas 8800 

7.2   ชุดน้ำยา ประกอบดวย ชุดน้ำยา Cobas 8800 96 test  เก็บท่ีอุณหภูมิ 2-8 ° C  น้ำยาท่ียังไมไดเปดใชงานจะมี

อายุไดถึงวันหมดอายุท่ีระบุ แตหลังจากมีการเปดใชครั้งแรกแลวใหเก็บน้ำยาท่ีเหลือไวท่ีอุณหภูมิ 2-8 °C  ซึ่งจะมีอายุ

การเก็บรักษาได 30 วันหรือจนกระท่ังวันหมดอายุท่ีระบุแลวแตวาวันใดถึงกอน น้ำยาสามารถใชไดสูงสุด 10 รอบการ

ทำงานหรือ   8  ชั่วโมงบนเครื่อง Cobas 8800 

 7.3  Autopipette & Tip ขนาด 1000 ul 

 7.4  BSC class II 

ตารางแสดงเงื่อนไขการหมดอายุของน้ำยาตามขอบังคับบนระบบเครื่องโคบาส 8800 

น้ำยา 
วันหมดอายุของ

ชุดตรวจ 

ความคงทนของชุดตรวจเม่ือ

เปดใช 

จำนวนรอบ

ที่สามารถ

ทำงานไดใน

ชุดตรวจ 

ความคงทนของ

น้ำยาบนเครื่อง 

(เวลาที่สะสมบน

เครื่องเม่ืออยูนอก

ตูเย็น) 

ชุดตรวจโคบาส 

เอชไอวี-1  

ไมเกินวันท่ีกำหนด 30 วันต้ังแตเปดใชครั้งแรก สูงสุด 10 

รอบ 

สูงสุด 8 ชั่วโมง 

ชุดตัวอยางควบคุม 

สำหรับน้ำยาโคบาสเอชบีวี/ เอชซีวี/ 

เอชไอวีวัน 

ไมเกินวันท่ีกำหนด ไมเกี่ยวของ ไมเกี่ยวของ สูงสุด 8 ชั่วโมง 

พลาสมาคนปกติท่ีเปนตัวควบคุมลบ ไมเกินวันท่ีกำหนด ไมเกี่ยวของ ไมเกี่ยวของ สูงสุด 10 ชั่วโมง 

น้ำยาสำหรับทำใหอนุภาคไวรัสแตก ไมเกินวันท่ีกำหนด 30 วันต้ังแตเปดใชครั้งแรก ไมเกี่ยวของ ไมเกี่ยวของ 

น้ำยาท่ีผสมอนุภาค 

แมเหล็กเคลือบผงแกวเอ็มจีพี 

ไมเกินวันท่ีกำหนด 30 วันต้ังแตเปดใชครั้งแรก ไมเกี่ยวของ ไมเกี่ยวของ 

น้ำยาสำหรับเจือจางสิ่งสงตรวจ ไมเกินวันท่ีกำหนด 30 วันต้ังแตเปดใชครั้งแรก ไมเกี่ยวของ ไมเกี่ยวของ 

น้ำยาสำหรับลาง ไมเกินวันท่ีกำหนด 30 วันต้ังแตเปดใชครั้งแรก ไมเกี่ยวของ ไมเกี่ยวของ 
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8. ขอควรระวังเพื่อความปลอดภัย 

 8.1 หองปฏิบัติการมีการเก็บรักษาตัวอยางพลาสมาท่ีสงตรวจ HIV VL เพ่ิมอีก 1 หลอด เก็บแชแข็งไว สำหรับการ

ตรวจหา HIV DR หากผลการสงตรวจ HIV VL >1,000 copies/mL 

 8.2 ผลการตรวจ HIV VL ใชเพ่ือการติดตามประเมินผลการดูแลรักษา  แตอาจนำไปใชเพ่ือชวยวินิจฉัยการติดเชื้อ

เอชไอวีในระยะเฉียบพลันตามดุลยพินิจของแพทย 

   8.3  สวมใส PPE ท่ีเหมาะสม ทุกครั้งท่ีตองปฏิบัติงานกับสิ่งสงตรวจผูปวย 

   8.4 สวมถุงมือทุกครั้งเมื่อทำการทดสอบตัวอยางผูปวย  ท่ีอาจจะมีโอกาสสัมผสักับเลือดหรือน้ำเหลืองของผูปวยได 

(โดยเฉพาะอยางย่ิงถาหากมือเปนแผลหรือถลอก) และตองลางมือดวยสบูหรือน้ำยาฆาเชื้อกอนใสถุงมือและหลังถอดถุงมือออก

ดวยทุกครั้ง 

   8.5 ทำความสะอาดพ้ืนท่ีกอนและหลังการปฏิบัติงานกบัสิ่งสงตรวจ ดวย 70 % Alcohol และแชอุปกรณ เชน Tip 

ดวยน้ำยาฆาเชื้อ Post-cresol (เตรียมทุกวัน 1 ซอง ตอ น้ำ 1 ลิตร) กอนท้ิงเปนขยะติดเชื้อ 

    8.6  เครื่องมือเครื่องใชท่ีจะตองสัมผัสกับเลือดหรือน้ำเหลืองของผูปวย หลังทำการตรวจวิเคราะหตองเช็ดและทำ

ความสะอาดดวย70 % Alcohol  

9. ข้ันตอนการสอบเทียบ 

 - 

10.  วิธปีฏิบัติงาน 

10.1 Pre-analysis 

10.1.1 ตรวจสอบความถูกตองระหวางใบนำสง และ ตัวอยางสิ่งสงตรวจ 

10.1.2 ตรวจสอบสิทธ์ิคนไขจากระบบ Nap online   

10.1.3 ลงทะเบียนรับตัวอยางในระบบ off line 

10.1.4 กรณีพบสิ่งท่ีไมเปนไปตามขอกำหนด ลงบันทึกในแบบบันทึกการปฏิเสธสิ่งสงตรวจ                     

         (F-AIDS/STI-024) 

10.2  Analysis 

10.2.1  เตรียมความพรอมใชงานเครื่อง Cobas 8800 ตาม คูมือการใชงานเครื่อง Cobas 6800 / 8800 

ฉบับภาษาไทย  

10.2.2  ติดสติกเกอรบารโคด ท่ี primary tube ตรวจสอบชื่อ สกุล HN Nap number ใหตรงกัน 

10.2.3  กรณีปริมาณตัวอยางไมถึงท่ีกำหนด ใช Autopipette ดูดพลาสมา 800 µl ใส secondary tube  

10.2.4  เรียงตัวอยางตาม serial number จัดเรียงใน sample rack  

10.2.5  นำเขาเครื่องตรวจวิเคราะหอัตโนมัติ กดสั่งงานผานหนาจอเครื่อง 

 10.2.6 เมื่อเครื่องตรวจวิเคราะหเสรจ็แลว ผูทำการตรวจวิเคราะหสามารถปริ้นผลจากเครื่องได 

10.2.7 ใช Pasture pipette ดูดแยกพลาสมาใส หลอดฝาเกลียว polypropylene หลอดละ 1100 – 

1200 ul /คน เก็บท่ี -70 °C   

10.2.8 เก็บ primary tube เพ่ือรอการทวนสอบ 7 วัน 
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10.3 Post-analysis  

 10.3.1  บันทึกผลการตรวจวิเคราะหใน ระบบ offline และแบบฟอรมทะเบียน/ลงผล Viral load (F-

AIDS/STI-006) 

 10.3.2   ตรวจสอบความถูกตองของขอมูล ระหวาง เครือ่งตรวจวิเคราะห และ ระบบคอมพิวเตอร โดย

บันทึกใน บันทึกการตรวจสอบผลการตรวจวิเคราะห (checking) (F-LAB-018) 

 10.3.3 ลงผลการตรวจวิเคราะหในระบบ Nap Online สามารถดูข้ันตอนการรายงานผลใน วิธีปฏิบัติงาน 

การรายงานผลการตรวจวิเคราะหทางหองปฏบิัติการ (WI-LAB-007) 

 10.3.4  รายงานผลการตรวจวิเคราะหในรปูแบบจดหมายอิเล็กทรอนิกส (Email) และจดหมายราชการ 

10.4 ระยะเวลาเก็บสิ่งสงตรวจหลังตรวจวิเคราะฆ  

10.4.1  Primary tube เก็บท่ีอุณหภูมิหอง 7 วัน 

10.4.2  Plasma ท่ีมีผล VL < 1,000 c/ml จะเก็บท่ี -70 C เปนเวลาอยางนอย 1 เดือน  หากครบเวลา

และไมมีปญหาใดๆ ผูรับผิดชอบจะดำเนินการท้ิงเปนขยะติดเชื้อ 

            10.4.3  Plasma ท่ีมีผล VL > 1,000 c/ml จะถูกดำเนินการสงตรวจ HIV Drug Resistance  

11. วิธีการควบคุมคุณภาพ  

 11.1 การควบคุมคุณภาพภายใน (Internal quality control: IQC) 

 ทุกครั้งท่ี run  ให run control ท้ัง 3 ระดับ (Negative, Low positive and High positive) ควบคูดวยทุกครั้ง แลว

บันทึกการทดสอบลงในแบบบันทึก IQC (F-LAB-004) และเก็บผลการทดสอบในแฟม IQC/EQA HIV Viral Load        

หมายเลข 3.1.1(1) 

 11.2 การควบคุมคุณภาพภายนอก (External quality assurance; EQA) 

 มีการควบคุมคุณภาพภายนอกจาก QCMD ปละ 2 ครั้งๆละ 4 ตัวอยาง บันทึกการทดสอบลงในแบบบันทึก แผนการ

รับสง EQA  (F-AIDS/STI-011) และเก็บผลการทดสอบในแฟม IQC/EQA HIV Viral Load หมายเลข 3.1.1(1) 

12. สิ่งรบกวนของการตรวจวิเคราะห 

      12.1  ไตรกลีเซอรไรด                 ท่ีอยูในระดับสูงกวา         34.5 g/L 

      12.2   conjugated bilirubin       ท่ีอยูในระดับสูงกวา         0.25 g/L 

      12.3   unconjugated bilirubin    ท่ีอยูในระดับสูงกวา         0.25 g/L    

      12.3   อัลบูมิน                          ท่ีอยูในระดับสูงกวา         58.7 g/L 

      12.4   ฮีโมโกลบิน                      ท่ีอยูในระดับสูงกวา           2.9 g/L 

      12.5   ดีเอ็นเอมนุษย                   ท่ีอยูในระดับสูงกวา           2  mg/L  

13. คาความไมแนนอนของการวัด 

 - 

14. คาอางอิง 

 Target Not Detected 
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15. การรายงานผล / การคำนวณผล 

 15.1 รายงาน  Copies/ml    + Log10 

 15.2 HIV-1 RNA not detected 

              การแปลงหนวยของเอชไอวี-1  คือ 0.6 cp/IU. 

 

16. คำแนะนำกรณีผลไมอยูในชวงการวัด 

-  สำหรับ > Titer max หากตองการทราบคาท่ีแนนอน ใหทำการ dilute พลาสมาตัวอยางดวย HIV-1-negative 

human plasma แลวทำการทดสอบซ้ำ นำผลท่ีไดมาคูณกลับดวย dilution factor 

-  ตัวอยางท่ีมีปริมาณ HIV-1 สูงกวา linear range มากๆ อาจทำใหเกิดผล invalid ได ดวย “QS_INVALID” ถา

ตองการดูคาท่ีแนนอนใหทำการ dilute พลาสมาตัวอยางดวย HIV-1-negative human plasma แลวทำการทดสอบซ้ำ นำผล

ท่ีไดมาคูณกลับดวย dilution factor 

  

17.คาวิกฤต 

 - 

 

18. การแปลผล 

 การแปลผล 

1. การทดสอบครัง้น้ันจะ valid หากคอนโทรลทุกตัวไมปรากฏ flags  หากคอนโทรลตัวใดตัวหน่ึงแสดง invalid 

( _N_NC_INVALID , _L_LPCINVALID , _H_HPCINVALID ) หมายถึงการทดสอบครั้งน้ัน invalid ดวย 

CTM (-) C:  ผลท่ีถูกตองคือ “Target Not Detected” 

Positive Controls: ผลท่ีถูกตองคือไดคาอยูระหวางคาท่ีกำหนดไว ซึ่งเฉพาะเจาะจงสำหรับแตละ kit และระบุไวอยู

ใน Controls Value Card  

2. ตรวจสอบผลของ specimen แตละรายโดยดูจาก flags หรือ comments ในใบรายงานผลรวมดวย  

Flags หรือ comments ของ specimen บางอันไมไดหมายถึง specimen น้ัน invalid การแปลผลของ specimen 

เปนตามตาราง 
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ผลตรวจในตัวอยางตรวจจะถูกตองก็ตอเมื่อผลจากตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบของท้ังชุดใหผลถูกตองเทาน้ัน 

นอกจากน้ีผลการทดสอบท้ังหมดสามารถแปลผลไดดังน้ี 

 

Result การแปลผล 

Target Not Detected 
ตรวจไมพบสัญญาณของไวรัสเอชไอวี-1 

รายงานผลไดวา “HIV-1 RNA not detected” 

< Titer min 

คำนวนคา copies/mL ไดนอยกวาคา Limit of Quantitation ของเทสต 

รายงานผลไดวา “HIV-1 RNA detected, less than titer min” 

Titer min = 20 cp/mL and 33 IU/mL (500 μL) 

Titer min = 50 cp/mL and 83 IU/mL (200 μL) 

Titer 

คำนวนคา copies/mL ไดมากกวาหรอืเทากับ titer min และ นอยกวาหรือเทากับ titer 

max ซึ่งอยูในระหวาง Linear Range ของเทสต 

รายงานผลไดวา “( titer) HIV-1 RNA detected ” 

 

> Titer max 

คำนวนคา copies/mL ไดมากกวา Linear Range ของเทสต 

รายงานผลไดวา “greater than titer max” 

Titer max = 1.00E+07 cp/mL and 1.67E+07 IU/mL (500 μL and 200 μL) 

 

สำหรับ > Titer max หากตองการทราบคาท่ีแนนอน ใหทำการ dilute พลาสมาตัวอยางดวย HIV-1-negative human 

plasma แลวทำการทดสอบซ้ำ นำผลท่ีไดมาคูณกลับดวย dilution factor 

 

• ตัวอยางท่ีมีปริมาณ HIV-1 สูงกวา linear range มากๆ อาจทำใหเกิดผล invalid ได ดวย “QS_INVALID” 

ถาตองการดูคาท่ีแนนอนใหทำการ dilute พลาสมาตัวอยางดวย HIV-1-negative human plasma แลว

ทำการทดสอบซ้ำ นำผลท่ีไดมาคูณกลับดวย dilution factor 

 

19. แหลงท่ีมาของคาแปรปรวน 

 19.1 กอนการใชงานควรเก็บหลอด PPT tube ท่ีอุณหภูมิ 4-25°C  หากเก็บไวในท่ีอุณหภูมิสูง  อาจจะทำใหปริมาณ 

vacuum ไมไดตามจำนวนท่ีระบุขางหลอด และทำใหมีการเสื่อมสภาพของ gel ท่ีอยูในหลอด 

 19.2 ควรเก็บหลอดในตำแหนงต้ังข้ึนเสมอ 

 19.3 หลังจากทำการเจาะเลือดผูปวยลงใน PPT tube ใหทำการ mix เลือดทันที  6-8 ครั้ง เพ่ือปองกันการเกิด 

micro-clots 

 19.4  ใหทำการปนเลือดทันทีหลังจากการเจาะเก็บเลือด หรือไมควรเกิน 24 ชม. หลังจากการเจาะเก็บเลือด โดยทำ

การปนท่ี 3,000 rpm นาน 10 นาที 

 



 

วิธีปฏิบัติ: การตรวจหาปริมาณไวรัสเอชไอ

วีดวยเทคนิค Real time RT-PCR 

ดวยเครื่อง Cobas 8800    

รหัส  WI-AIDS/STI-021 

วันที่ประกาศใช  23 มิถุนายน 2565 

ฉบับที่  01  แกไขครั้งที ่01 

หนาที่   12    จาก   12 

กลุมหองปฏิบัติการทางการแพทยดานควบคุมโรค 

สำนักงานปองกันควบคุมโรคที่ 10 อุบลราชธานี 

ผูจัดทำ :  ผูจัดการวิชาการงานตรวจหา

ปริมาณไวรัสเอชไอวีและงานภูมิคุมกัน

วิทยา 

ผูอนุมัติ : หัวหนากลุมหองปฏิบัติการ

ทางการแพทยดานควบคุมโรค 

 

เอกสารควบคุมสําหรับใชใ้นหน่วยงานที่ระบุภายในสํานกังานป้องกนัควบคุมโรคที่ 10 อุบลราชธานี  ห้ามทาํสําเนาก่อนไดร้ับอนุญาต 

20. เอกสารท่ีเก่ียวของ / เอกสารอางอิง 

 20.1  คูมือการใชงาน Cobas 6800 / 88000 (ฉบับภาษาไทย)   (SD-DPC10lab-247) 

 20.2 คูมือการใชงาน Cobas 6800/8800 (ฉบับภาษาอังกฤษ)   (SD-DPC10lab-248) 

            20.3 ใบขอสงตรวจทางหองปฏิบัติการเอชไอวี                         (F-AIDS STI-003) 

 20.4  แบบฟอรมลงทะเบียน ลงผล Viral load                                  (F-AIDS STI-006) 

 20.5  K-carrier order                                                       (F-AIDS STI-009) 

 20.6 แผนการรับสงEQC                                                                         (F-AIDS STI-011) 

            20.7 แบบบันทึก IQC        (F-LAB-004) 

 20.8 บันทึกการตรวจสอบผลการตรวจวิเคราะห (rechecking)                                  (F-LAB-018) 

20.9 วิธีปฏิบัติงาน การรายงานผลการตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ            (WI-LAB-007) 
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