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วิธีปฏิบัติ (Work Instruction) 

เรื่อง การตรวจหาปริมาณไวรัสเอชไอวีดวยเทคนิค Real time RT-PCR 

ดวยเครื่อง Cobas 8800    

1. วัตถุประสงคของการทดสอบ 

 เพ่ือใชในการเพ่ิมปริมาณและตรวจวิเคราะหหาปริมาณ RNA ของเชื้อ HIV-1 ในพลาสมา ท่ีเก็บโดยใช EDTA เปนสาร

กันเลือดแข็ง ชุดน้ำยาดังกลาวใชรวมกับการตรวจทางหองปฏิบัติการอ่ืนๆ และใชประกอบกับอาการของผูติดเชื้อ เพ่ือใชในการ

พยากรณการดำเนินของโรค และติดตามผลของการไดรับยาตานไวรัส    

 ชุดตรวจโคบาสเอชไอวี-1 สามารถใชในการตรวจยืนยันการติดเชื้อเพ่ือชวยวินิจฉัยการติดเชื้อ หลังจากท่ีผลการตรวจ

แอนติบอด้ีใหผลบวก  

2. หลักการและวิธีการท่ีใชในการทดสอบ 

 ชุดตรวจโคบาสเอชไอวี-1 เปนชุดตรวจเชิงปริมาณท่ีสามารถตรวจหาปริมาณของอารเอ็นเอของเชื้อเอชไอวี-1, ในอีดีที

เอพลาสมาของผูปวยท่ีติดเชื้อ โดยทำงานบนระบบเครื่องโคบาสรุน 8800 แตไมสามารถแยกชนิดเชื้อเอชไอวี-1 ออกเปน

กรุปเอ็ม กรุปโอ หรือกรุปเอ็นได การวัดปริมาณ HIV-1 RNA น้ันเกิดจากการเปรียบเทียบผลของ HIV-1 target กับปริมาณของ 

HIV-1 QS ท่ีทราบจำนวน ซึ่งเติมลงไปในแตละการตัวอยางทดสอบต้ังแตข้ันตอนของการสกัดสารพันธุกรรม ซึ่ง HIV-1 QS น้ีจะ

ทำหนาท่ีเปนตัวควบคุมปฏิกิริยาต้ังแตข้ันตอนการสกัด การเพ่ิมปริมาณและการตรวจวิเคราะหสารพันธุกรรม เพ่ือใหการทดสอบ

เปนไปอยางถูกตองทุกข้ันตอน นอกจากน้ีในการทดสอบยังใชตัวอยางควบคุมจากภายนอก 3 ตัวอยาง ประกอบดวยตัวอยาง

ควบคุมบวก 2 ตัวอยาง และตัวอยางควบคุมลบ 1 ตัวอยาง 

 หลักการ 

 ชุดตรวจโคบาสเอชไอวี-1 มีระบบการเตรียมตัวอยางตรวจแบบอัตโนมัติ (การสกัดกรดนิวคลิอิกและทำใหบริสุทธ์ิ) 

ตามดวยการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดวยวิธีพีซีอาร และการตรวจวัดผล ระบบเครื่องโคบาสรุน 8800 ประกอบดวยโมดูลของ

สิ่งสงตรวจ (sample supply module) ทรานสเฟอรโมดูล (transfer module) โพรเซสซิ่งโมดูล (processing module) 

และอะนาลิติกโมดูล (analytic module) ระบบการจัดการขอมูลโดยอัตโนมัติดวยโปรแกรมสำเร็จรูปของเครื่องโคบาสรุน 8800 

โดยรายงานผลการทดสอบเปนปริมาณของเชื้อ หากปริมาณของเชื้ออยูในชวงท่ีสามารถตวรจวัดได ซึ่งสามารถดูผลการทดสอบ

ไดจากหนาจอของระบบโดยตรงและสามารถพิมพผลการทดสอบได 

 กรดนิวคลิอิกจากตัวอยางตรวจจะถูกเติมดวยน้ํายาอมอรอารเอ็นเออินเทอนัลคอนโทรล (Amored RNA Internal 

Control, IC) เพ่ือใชเปนตัวควบคุมภายในสำหรับการเตรียมตัวอยาง การเพ่ิมจำนวน และการตรวจวัด ซึ่งจะถูกสกัดตัวอยางไป

พรอมๆกัน นอกจากน้ีในการทดสอบยังใชตัวอยางควบคุมจากภายนอก 3 ตัวอยาง ประกอบดวยตัวอยางควบคุมบวก 2 ตัวอยาง 

และตัวอยางควบคุมลบ 1 ตัวอยาง เมื่อเติมเอนไซม โปรติเนสและน้ำยายอยสลายเซลลลงในตัวอยางตรวจ กรดนิวคลิอิกของ

ไวรัสจะถูกปลอยออกมา และจะจับกับสารซิลิกาท่ีเคลือบอยูบนผิวของอนุภาคแมเหล็ก (Magnetic Glass Particles) สวนท่ีไม

ทำปฏิกิริยาและสวนท่ีไมบริสุทธ์ิ เชน โปรตีนท่ีเสียสภาพ เศษเซลลและสวนท่ียับย้ังปฏิกิริยาพีซีอาร (เชน ฮีโมโกลบิน) จะถูกลาง

ออกตามดวยข้ันตอนการลางกรดนิวคลิอิกท่ีบริสุทธจากอนุภาคแมเหล็กท่ีเคลือบผงแกวโดยใชอีลูชั่นบัฟเฟอร (Elution Buffer)

ท่ีมีอุณหภูมิสูงข้ึน   
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การเพ่ิมปริมาณกรดนิวคลิอิกเปาหมายแบบจำเพาะของตัวอยางตรวจจากผูติดเชื้อ สามารถทำไดโดยใช ไพรเมอรชนิด 

forward และ reverse ท่ีออกแบบใหจำเพาะกับสวนอนุรักษ (conserve region)  ในกรดนิวคลิอิกของเชื้อไวรัส โดยใชเอนไซม

ดีเอ็นเอโพลีเมอเรส ท่ีทนตอความรอน ถูกใชสำหรับข้ันตอน รีเวอสทรานสคริบชัน และข้ันตอนการเพ่ิมปริมาณ 

(amplification)  น้ำยามาสเตอรมิกซจะประกอบดวย deoxyuridine triphosphate (dUTP) แทนท่ีจะเปน 

deoxythymidine triphosphate (dTTP) ซึ่ง dUTP น้ีจะถูกรวมเขาไปในสายดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหข้ึนใหมท่ีเรียกวา แอมพลิ

คอน (amplicons) หากมีแอมพลิคอนเกาซึ่งปนเปอนจากปฏิกิริยาพีซีอารในรอบกอนก็จะถูกทำลายโดยเอ็นไซมแอมพอีเรส 

(uracil-N-glycosylase)  ซึ่งผสมรวมอยูในน้ำยามาสเตอรมิกซในข้ันตอนการเพ่ิมความรอนรอบแรก อยางไรก็ตามแอมพลิคอน

สายใหมจะไมถูกทำลาย เพราะวาเอ็นไซมแอมพอีเรสไมทำงานท่ีอุณหภูมิเกินกวา 55 องศาเซลเซียส 

 น้ำยามาสเตอรมิกซของชุดตรวจโคบาสเอชไอวี-1 ประกอบดวยตัวตรวจจับ (detection probes) ท่ีจำเพาะกับกรด

นิวคลิอิกของเชื้อเอชไอวี-1 และน้ํายาควบคุมภายใน ซึ่งแตละตัวตรวจจับจะถูกติดฉลากดวยสารเรืองแสงท่ีทำหนาท่ีเปน 

Reporter และจะมีสารเรืองแสงตัวท่ีทำหนาท่ีเปน Quencher สัญญาณสารเรืองแสงของตัวตรวจจับท่ีไมมีการจบัจะถูกกด

พลังงานดวย quencher dye ในระหวางเกิดการขยายสัญญาณปฏิกริยาลูกโซโพลีเมอเรส ตัวตรวจจบัจะเกิดปฏิกริิยาไฮบริได

เซชั่นกับดีเอ็นเอสายเด่ียวท่ีจำเพาะและจะถูกตัดดวยเอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรสซึ่งมีคุณสมบัติของ 5’-3’ nuclease ทำให 

reporter dye หลุดหางออกจาก quencher dye และสามารถปลอยพลังงานออกมาในรูปของแสง Fluorescence ได ในแต

ละรอบของปฏิกิริยาพีซอีาร จะทำใหโพรบแยกออก และมีการปลอยแสง Fluorescence เพ่ิมข้ึน และสะสมคาท่ีวัดไดเพ่ิมข้ึน

ตามจำนวนรอบ ทำใหวัดผลิตผลของปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส แบบ Real-time  

3. ความไวและความจำเพาะของการตรวจวิเคราะห 

   ชุดตรวจโคบาสเอชไอวี-1 สามารถทำการตรวจวัดปริมาณ HIV-1 RNA  ไดต้ังแต 20 – 10,000,000 copies/mL  

              3.1 ความสัมพันธเชิงเสนตรง (Linear Range) 

        การศึกษาความเปนเสนตรงของชุดตรวจโคบาสเอชไอววี-1 ไดถูกตรวจประเมินกับชุดตัวอยางแบบ 12 ความเขมขน 

(ปริมาตรตัวอยางทดสอบ 500 ไมโครลิตร) และแบบ 11 ความเขมขน (ปริมาตรตัวอยางทดสอบ 200 ไมโครลิตร) ในชวงท่ีมี

กราฟเปนเสนตรงสำหรับเอชไอวี -1 กรุปเอ็ม สับทัยปบี โดยชุดตัวอยางตรวจน้ีเตรียมจากสวนท่ีลอยอยูของเซลลเพาะเลี้ยงเชื้อ

เอชไอวี-1ท่ีมีคาอารเอ็นเอของเอชไอวี-1 สูง และการประเมินเปนตามขอกำหนดของ CLSI Guideline EP06-A น้ำยา 3รุนการ

ผลิตถูกวิเคราะหดวยรระบบเครื่องโคบาส 6800/8800 จำนวน 3 เครื่อง ผูตรวจวิเคราะห 3 คน โดยทดสอบซ้ำท้ังหมด 16 ครัง้

ตอ 1 ชุดตัวอยาง ตอรุนการผลิตตลอดการทดสอบ 4 วัน (ทดสอบซ้ำ 4 ครั้งตอรุนน้ำยาท่ีผลิตและตอวัน) 

           ปริมาตรตัวอยางตรวจ 500 ไมโครลิตร  ชุดตรวจโคบาสเอชไอวี-1 สามารถตรวจไดในชวงความเปนเสนตรงต้ังแต 20 

ถึง 10 ลานหรือ 1.00E+07 กอปป/มิลลิลิตร (33.33 ถึง 1.67E+07 IU/mL) และแสดงคาเบี่ยงเบนสมบูรณจากชวงคาความ

ถดถอยท่ีไมเปนเสนตรง(non-linear regression) นอยกวา + 0.2 log10  ในอีดีทีเอพลาสมามนุษย (รูปประกอบท่ี 1) ชวงคาเปน

เสนตรงมีความถูกตองแมนยำในการทดสอบอยูในชวง + 0.2 log10   

           ปรมิาตรตัวอยางตรวจ 200 ไมโครลิตร  ชุดตรวจโคบาสเอชไอวี-1 สามารถตรวจไดในชวงความเปนเสนตรงต้ังแต 50 

ถึง 10 ลานหรือ 1.00E+07 กอปป/มิลลิลิตร (83.3 ถึง 1.67E+07 IU/mL) และแสดงคาเบี่ยงเบนสมบูรณจากชวงคาความ

ถดถอยท่ีไมเปนเสนตรง(non-linear regression) นอยกวา + 0.2 log10  ในอีดีทีเอพลาสมามนุษย (รูปประกอบท่ี 2) ชวงคาเปน

เสนตรงมีความถูกตองแมนยำในการทดสอบอยูในชวง + 0.2 log10     
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         รูปที่ 1 การหาคาความเปนเสนตรงในอีดีทีเอพลาสมามนุษย (ปริมาตร 500 ไมโครลิตร) 

 

                          
 

         รูปที ่2 การหาคาความเปนเสนตรงในอีดีทีเอพลาสมามนุษย (ปริมาตร 200 ไมโครลิตร) 

 

                 3.2 การทดสอบความจำเพาะ   

                 คาความจำเพาะของชุดตรวจเอชไอวี-1 ถูกประเมินจากการวิเคราะหตัวอยางตรวจอีดีทีเอพลาสมา ของผูบริจาคท่ี

ใหผลลบตอเชื้อไวรัสเอชไอวีจำนวน 600 ตัวอยางตรวจ กับชุดตรวจโคบาสเอชไอวี-1 2 รุนการผลิต ซึ่งตัวอยางท้ังหมดใหผลลบ

ตอการตรวจหาอารเอ็นเอชองเชื้อไวรัสเอชไอวี-1 ความจำเพาะของชุดตรวจโคบาส ของ panel ทดสอบ เอชไอวี-1 น้ีมีคารอย

ละ 100 ( ชวงความเชื่อมั่นท่ีรอยละ95 มีคามากกวาหรือเทากับรอยละ 99.5)    

4. ประเภทหรือชนิดของตัวอยาง 

 - Plasma EDTA 

5. การเตรียมผูปวย 

 - ไมจำเปนตองงดน้ำ/อาหารกอนเจาะเลือด 

- ตองรับประทานยาตานไวรัสอยางตอเน่ืองอยางนอย 2-3-เดือนกอนเจาะเลือด  

- ไมควรเจาะเลือดหากผูปวยมีไขติดเชื้อตางๆ หรือไดรับวัคซนี ควรเลื่อนการเจาะเลือดไปอีก 1 เดือน 
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6. ภาชนะบรรจุหรือสารท่ีใชเก็บตัวอยาง 

-  EDTA  6  ml 

 - Plasma Preparation Tubes  (PPT) 

ใชพลาสมาท่ีไดจากการปนแยกเลือดจากหลอดท่ีมีสารกันเลือดแข็งชนิด EDTA หรือใชหลอดสุญญากาศชนิด EDTA ท่ี

เตรียมพลาสมาของเบ็คตันดิคคินสัน (Plasma Preparation Tubes; PPT)  

- เก็บ whole blood ไวท่ี 2-25 ° C  ไดไมเกิน 24 ชั่วโมงหลังจากการเจาะเลือด และใหปนแยกพลาสมาภายในเวลา 

6 ชั่วโมง หลังเจาะเลือดดวยเครื่องปนท่ีความเร็วรอบ 3000 rpmเปนเวลา 20 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง ดูดพลาสมาเก็บไวใน 

polypropylene tube sterile 

7. เคร่ืองมือ อุปกรณและน้ำยาท่ีจำเปน 

7.1  เครื่องตรวจวิเคราะหอัตโนมัติ Cobas 8800 

7.2   ชุดน้ำยา ประกอบดวย ชุดน้ำยา Cobas 8800 96 test  เก็บท่ีอุณหภูมิ 2-8 ° C  น้ำยาท่ียังไมไดเปดใชงานจะมี

อายุไดถึงวันหมดอายุท่ีระบุ แตหลังจากมีการเปดใชครั้งแรกแลวใหเก็บน้ำยาท่ีเหลือไวท่ีอุณหภูมิ 2-8 °C  ซึ่งจะมีอายุ

การเก็บรักษาได 30 วันหรือจนกระท่ังวันหมดอายุท่ีระบุแลวแตวาวันใดถึงกอน น้ำยาสามารถใชไดสูงสุด 10 รอบการ

ทำงานหรือ   8  ชั่วโมงบนเครื่อง Cobas 8800 

 7.3  Autopipette & Tip ขนาด 1000 ul 

 7.4  BSC class II 

ตารางแสดงเงื่อนไขการหมดอายุของน้ำยาตามขอบังคับบนระบบเครื่องโคบาส 8800 

น้ำยา 
วันหมดอายุของ

ชุดตรวจ 

ความคงทนของชุดตรวจเม่ือ

เปดใช 

จำนวนรอบ

ที่สามารถ

ทำงานไดใน

ชุดตรวจ 

ความคงทนของ

น้ำยาบนเครื่อง 

(เวลาที่สะสมบน

เครื่องเม่ืออยูนอก

ตูเย็น) 

ชุดตรวจโคบาส 

เอชไอวี-1  

ไมเกินวันท่ีกำหนด 30 วันต้ังแตเปดใชครั้งแรก สูงสุด 10 

รอบ 

สูงสุด 8 ชั่วโมง 

ชุดตัวอยางควบคุม 

สำหรับน้ำยาโคบาสเอชบีวี/ เอชซีวี/ 

เอชไอวีวัน 

ไมเกินวันท่ีกำหนด ไมเกี่ยวของ ไมเกี่ยวของ สูงสุด 8 ชั่วโมง 

พลาสมาคนปกติท่ีเปนตัวควบคุมลบ ไมเกินวันท่ีกำหนด ไมเกี่ยวของ ไมเกี่ยวของ สูงสุด 10 ชั่วโมง 

น้ำยาสำหรับทำใหอนุภาคไวรัสแตก ไมเกินวันท่ีกำหนด 30 วันต้ังแตเปดใชครั้งแรก ไมเกี่ยวของ ไมเกี่ยวของ 

น้ำยาท่ีผสมอนุภาค 

แมเหล็กเคลือบผงแกวเอ็มจีพี 

ไมเกินวันท่ีกำหนด 30 วันต้ังแตเปดใชครั้งแรก ไมเกี่ยวของ ไมเกี่ยวของ 

น้ำยาสำหรับเจือจางสิ่งสงตรวจ ไมเกินวันท่ีกำหนด 30 วันต้ังแตเปดใชครั้งแรก ไมเกี่ยวของ ไมเกี่ยวของ 

น้ำยาสำหรับลาง ไมเกินวันท่ีกำหนด 30 วันต้ังแตเปดใชครั้งแรก ไมเกี่ยวของ ไมเกี่ยวของ 
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8. ขอควรระวังเพื่อความปลอดภัย 

 8.1 หองปฏิบัติการมีการเก็บรักษาตัวอยางพลาสมาท่ีสงตรวจ HIV VL เพ่ิมอีก 1 หลอด เก็บแชแข็งไว สำหรับการ

ตรวจหา HIV DR หากผลการสงตรวจ HIV VL >1,000 copies/mL 

 8.2 ผลการตรวจ HIV VL ใชเพ่ือการติดตามประเมินผลการดูแลรักษา  แตอาจนำไปใชเพ่ือชวยวินิจฉัยการติดเชื้อ

เอชไอวีในระยะเฉียบพลันตามดุลยพินิจของแพทย 

   8.3  สวมใส PPE ท่ีเหมาะสม ทุกครั้งท่ีตองปฏิบัติงานกับสิ่งสงตรวจผูปวย 

   8.4 สวมถุงมือทุกครั้งเมื่อทำการทดสอบตัวอยางผูปวย  ท่ีอาจจะมีโอกาสสัมผสักับเลือดหรือน้ำเหลืองของผูปวยได 

(โดยเฉพาะอยางย่ิงถาหากมือเปนแผลหรือถลอก) และตองลางมือดวยสบูหรือน้ำยาฆาเชื้อกอนใสถุงมือและหลังถอดถุงมือออก

ดวยทุกครั้ง 

   8.5 ทำความสะอาดพ้ืนท่ีกอนและหลังการปฏิบัติงานกบัสิ่งสงตรวจ ดวย 70 % Alcohol และแชอุปกรณ เชน Tip 

ดวยน้ำยาฆาเชื้อ Post-cresol (เตรียมทุกวัน 1 ซอง ตอ น้ำ 1 ลิตร) กอนท้ิงเปนขยะติดเชื้อ 

    8.6  เครื่องมือเครื่องใชท่ีจะตองสัมผัสกับเลือดหรือน้ำเหลืองของผูปวย หลังทำการตรวจวิเคราะหตองเช็ดและทำ

ความสะอาดดวย70 % Alcohol  

9. ข้ันตอนการสอบเทียบ 

 - 

10.  วิธปีฏิบัติงาน 

10.1 Pre-analysis 

10.1.1 ตรวจสอบความถูกตองระหวางใบนำสง และ ตัวอยางสิ่งสงตรวจ 

10.1.2 ตรวจสอบสิทธ์ิคนไขจากระบบ Nap online   

10.1.3 ลงทะเบียนรับตัวอยางในระบบ off line 

10.1.4 กรณีพบสิ่งท่ีไมเปนไปตามขอกำหนด ลงบันทึกในแบบบันทึกการปฏิเสธสิ่งสงตรวจ                     

         (F-AIDS/STI-024) 

10.2  Analysis 

10.2.1  เตรียมความพรอมใชงานเครื่อง Cobas 8800 ตาม คูมือการใชงานเครื่อง Cobas 6800 / 8800 

ฉบับภาษาไทย  

10.2.2  ติดสติกเกอรบารโคด ท่ี primary tube ตรวจสอบชื่อ สกุล HN Nap number ใหตรงกัน 

10.2.3  กรณีปริมาณตัวอยางไมถึงท่ีกำหนด ใช Autopipette ดูดพลาสมา 800 µl ใส secondary tube  

10.2.4  เรียงตัวอยางตาม serial number จัดเรียงใน sample rack  

10.2.5  นำเขาเครื่องตรวจวิเคราะหอัตโนมัติ กดสั่งงานผานหนาจอเครื่อง 

 10.2.6 เมื่อเครื่องตรวจวิเคราะหเสรจ็แลว ผูทำการตรวจวิเคราะหสามารถปริ้นผลจากเครื่องได 

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  บันทึกผลการตรวจวิเคราะหใน ระบบ offline และแบบฟอรมทะเบียน/ลงผล Viral load (F-

AIDS/STI-006) 

 10.3.2   ตรวจสอบความถูกตองของขอมูล ระหวาง เครือ่งตรวจวิเคราะห และ ระบบคอมพิวเตอร โดย

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

 10.3.3 ลงผลการตรวจวิเคราะหในระบบ Nap Online สามารถดูข้ันตอนการรายงานผลใน วิธีปฏิบัติงาน 

การรายงานผลการตรวจวิเคราะหทางหองปฏบิัติการ (WI-LAB-007) 

 10.3.4  รายงานผลการตรวจวิเคราะหในรปูแบบจดหมายอิเล็กทรอนิกส (Email) และจดหมายราชการ 

10.4 ระยะเวลาเก็บสิ่งสงตรวจหลังตรวจวิเคราะฆ  

10.4.1  Primary tube เก็บท่ีอุณหภูมิหอง 7 วัน 

10.4.2  Plasma ท่ีมีผล VL < 1,000 c/ml จะเก็บท่ี -70 C เปนเวลาอยางนอย 1 เดือน  หากครบเวลา

และไมมีปญหาใดๆ ผูรับผิดชอบจะดำเนินการท้ิงเปนขยะติดเชื้อ 

            10.4.3  Plasma ท่ีมีผล VL > 1,000 c/ml จะถูกดำเนินการสงตรวจ 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) ควบคูดวยทุกครั้ง แลว

บันทึกการทดสอบลงในแบบบันทึก IQC (F-LAB-004) และเก็บผลการทดสอบในแฟม IQC/EQA HIV Viral Load        

หมายเลข 3.1.1(1) 

 11.2 การควบคุมคุณภาพภายนอก (External quality assurance; EQA) 

 มีการควบคุมคุณภาพภายนอกจาก QCMD ปละ 2 ครั้งๆละ 4 ตัวอยาง บันทึกการทดสอบลงในแบบบันทึก แผนการ

รับสง EQA  (F-AIDS/STI-011) และเก็บผลการทดสอบในแฟม IQC/EQA HIV Viral Load หมายเลข 3.1.1(1) 

12. สิ่งรบกวนของการตรวจวิเคราะห 

      12.1  ไตรกลีเซอรไรด                 ท่ีอยูในระดับสูงกวา         34.5 g/L 

      12.2   conjugated bilirubin       ท่ีอยูในระดับสูงกวา         0.25 g/L 

      12.3   unconjugated bilirubin    ท่ีอยูในระดับสูงกวา         0.25 g/L    

      12.3   อัลบูมิน                          ท่ีอยูในระดับสูงกวา         58.7 g/L 

      12.4   ฮีโมโกลบิน                      ท่ีอยูในระดับสูงกวา           2.9 g/L 

      12.5   ดีเอ็นเอมนุษย                   ท่ีอยูในระดับสูงกวา           2  mg/L  

13. คาความไมแนนอนของการวัด 

 - 

14. คาอางอิง 

 Target Not Detected 
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15. การรายงานผล / การคำนวณผล 

 15.1 รายงาน  Copies/ml    + Log10 

 15.2 HIV-1 RNA not detected 

              การแปลงหนวยของเอชไอวี-1  คือ 0.6 cp/IU. 

 

16. คำแนะนำกรณีผลไมอยูในชวงการวัด 

-  สำหรับ > Titer max หากตองการทราบคาท่ีแนนอน ใหทำการ dilute พลาสมาตัวอยางดวย HIV-1-negative 

human plasma แลวทำการทดสอบซ้ำ นำผลท่ีไดมาคูณกลับดวย dilution factor 

-  ตัวอยางท่ีมีปริมาณ HIV-1 สูงกวา linear range มากๆ อาจทำใหเกิดผล invalid ได ดวย “QS_INVALID” ถา

ตองการดูคาท่ีแนนอนใหทำการ dilute พลาสมาตัวอยางดวย HIV-1-negative human plasma แลวทำการทดสอบซ้ำ นำผล

ท่ีไดมาคูณกลับดวย dilution factor 

  

17.คาวิกฤต 

 - 

 

18. การแปลผล 

 การแปลผล 

1. การทดสอบครัง้น้ันจะ valid หากคอนโทรลทุกตัวไมปรากฏ flags  หากคอนโทรลตัวใดตัวหน่ึงแสดง invalid 

( _N_NC_INVALID , _L_LPCINVALID , _H_HPCINVALID ) หมายถึงการทดสอบครั้งน้ัน invalid ดวย 

CTM (-) C:  ผลท่ีถูกตองคือ “Target Not Detected” 

Positive Controls: ผลท่ีถูกตองคือไดคาอยูระหวางคาท่ีกำหนดไว ซึ่งเฉพาะเจาะจงสำหรับแตละ kit และระบุไวอยู

ใน Controls Value Card  

2. ตรวจสอบผลของ specimen แตละรายโดยดูจาก flags หรือ comments ในใบรายงานผลรวมดวย  

Flags หรือ comments ของ specimen บางอันไมไดหมายถึง specimen น้ัน invalid การแปลผลของ specimen 

เปนตามตาราง 
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ผลตรวจในตัวอยางตรวจจะถูกตองก็ตอเมื่อผลจากตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบของท้ังชุดใหผลถูกตองเทาน้ัน 

นอกจากน้ีผลการทดสอบท้ังหมดสามารถแปลผลไดดังน้ี 

 

Result การแปลผล 

Target Not Detected 
ตรวจไมพบสัญญาณของไวรัสเอชไอวี-1 

รายงานผลไดวา “HIV-1 RNA not detected” 

< Titer min 

คำนวนคา copies/mL ไดนอยกวาคา Limit of Quantitation ของเทสต 

รายงานผลไดวา “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 

คำนวนคา copies/mL ไดมากกวาหรอืเทากับ titer min และ นอยกวาหรือเทากับ titer 

max ซึ่งอยูในระหวาง Linear Range ของเทสต 

รายงานผลไดวา “( titer) HIV-1 RNA detected ” 

 

> Titer max 

คำนวนคา copies/mL ไดมากกวา Linear Range ของเทสต 

รายงานผลไดวา “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 หากตองการทราบคาท่ีแนนอน ใหทำการ dilute พลาสมาตัวอยางดวย HIV-1-negative human 

plasma แลวทำการทดสอบซ้ำ นำผลท่ีไดมาคูณกลับดวย dilution factor 

 

• ตัวอยางท่ีมีปริมาณ HIV-1 สูงกวา linear range มากๆ อาจทำใหเกิดผล invalid ได ดวย “QS_INVALID” 

ถาตองการดูคาท่ีแนนอนใหทำการ dilute พลาสมาตัวอยางดวย HIV-1-negative human plasma แลว

ทำการทดสอบซ้ำ นำผลท่ีไดมาคูณกลับดวย dilution factor 

 

19. แหลงท่ีมาของคาแปรปรวน 

 19.1 กอนการใชงานควรเก็บหลอด PPT tube ท่ีอุณหภูมิ 4-25°C  หากเก็บไวในท่ีอุณหภูมิสูง  อาจจะทำใหปริมาณ 

vacuum ไมไดตามจำนวนท่ีระบุขางหลอด และทำใหมีการเสื่อมสภาพของ gel ท่ีอยูในหลอด 

 19.2 ควรเก็บหลอดในตำแหนงต้ังข้ึนเสมอ 

 19.3 หลังจากทำการเจาะเลือดผูปวยลงใน PPT tube ใหทำการ mix เลือดทันที  6-8 ครั้ง เพ่ือปองกันการเกิด 

micro-clots 

 19.4  ใหทำการปนเลือดทันทีหลังจากการเจาะเก็บเลือด หรือไมควรเกิน 24 ชม. หลังจากการเจาะเก็บเลือด โดยทำ

การปนท่ี 3,000 rpm นาน 10 นาที 

 



 

วิธีปฏิบัติ: การตรวจหาปริมาณไวรัสเอชไอ

วีดวยเทคนิค Real time RT-PCR 

ดวยเครื่อง Cobas 8800    

รหัส  WI-AIDS/STI-021 

วันที่ประกาศใช  23 มิถุนายน 2565 

ฉบับที่  01  แกไขครั้งที ่01 

หนาที่   12    จาก   12 

กลุมหองปฏิบัติการทางการแพทยดานควบคุมโรค 

สำนักงานปองกันควบคุมโรคที่ 10 อุบลราชธานี 

ผูจัดทำ :  ผูจัดการวิชาการงานตรวจหา

ปริมาณไวรัสเอชไอวีและงานภูมิคุมกัน

วิทยา 

ผูอนุมัติ : หัวหนากลุมหองปฏิบัติการ

ทางการแพทยดานควบคุมโรค 

 

เอกสารควบคุมสําหรับใชใ้นหน่วยงานที่ระบุภายในสํานกังานป้องกนัควบคุมโรคที่ 10 อุบลราชธานี  ห้ามทาํสําเนาก่อนไดร้ับอนุญาต 

20. เอกสารท่ีเก่ียวของ / เอกสารอางอิง 

 20.1  คูมือการใชงาน Cobas 6800 / 88000 (ฉบับภาษาไทย)   (SD-DPC10lab-247) 

 20.2 คูมือการใชงาน Cobas 6800/8800 (ฉบับภาษาอังกฤษ)   (SD-DPC10lab-248) 

            20.3 ใบขอสงตรวจทางหองปฏิบัติการเอชไอวี                         (F-AIDS STI-003) 

 20.4  แบบฟอรมลงทะเบียน ลงผล Viral load                                  (F-AIDS STI-006) 

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

 20.6 แผนการรับสงEQC                                                                         (F-AIDS STI-011) 

            20.7 แบบบันทึก IQC        (F-LAB-004) 

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

20.9 วิธีปฏิบัติงาน การรายงานผลการตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ            (WI-LAB-007) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


	9.  ขั้นตอนการสอบเทียบ         8
	10. วิธีปฏิบัติงาน          8
	11. วิธีการควบคุมคุณภาพ                   9
	12. สิ่งรบกวนของการตรวจวิเคราะห์                  9
	8. ข้อควรระวังเพื่อความปลอดภัย
	10.  วิธีปฏิบัติงาน
	10.4.3  Plasma ที่มีผล VL > 1,000 c/ml จะถูกดำเนินการส่งตรวจ HIV Drug Resistance
	11.1 การควบคุมคุณภาพภายใน (Internal quality control: IQC)
	ทุกครั้งที่ run  ให้ run control ทั้ง 3 ระดับ (Negative, Low positive and High positive) ควบคู่ด้วยทุกครั้ง แล้วบันทึกการทดสอบลงในแบบบันทึก IQC (F-LAB-004) และเก็บผลการทดสอบในแฟ้ม IQC/EQA HIV Viral Load        หมายเลข 3.1.1(1)
	11.2 การควบคุมคุณภาพภายนอก (External quality assurance; EQA)
	มีการควบคุมคุณภาพภายนอกจาก QCMD ปีละ 2 ครั้งๆละ 4 ตัวอย่าง บันทึกการทดสอบลงในแบบบันทึก แผนการรับส่ง EQA  (F-AIDS/STI-011) และเก็บผลการทดสอบในแฟ้ม IQC/EQA HIV Viral Load หมายเลข 3.1.1(1)

