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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 
 วรางคณา แย้มเกต : การพัฒนาเทคนิค HELICASE DEPENDENT AMPLIFICATION ควบคู่กับการ

อ่านผลด้วยตาเปล่าโดยใช้ส ีSYBR GREEN I (HDA/SYBR GREEN I) ส าหรับการตรวจการปนเปื้อน
เชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑเ์กลด็โลหิต. ( DEVELOPMENT OF HELICASE DEPENDENT 
AMPLIFICATION TECHNIQUE WITH NECKED EYE DETECTION BY SYBR GREEN I 
(HDA/SYBR GREEN I) FOR DETECTION OF BACTERIAL CONTAMINATION IN PLATELET 
PRODUCTS) อ.ที่ปรึกษาหลัก : ผศ. ดร.ปาหนัน รัฐวงศ์จิรกุล 

  
ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตท่ีมีการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรีย อาจก่อให้การติดเชื้อในกระแสโลหิตท่ีรุนแรงและ

น าไปสู่การเสียชีวิตได้ ดังน้ันจึงมีการก าหนดมาตรฐานให้งานธนาคารโลหิต ท าการตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียใน
ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตก่อนน าไปใช้กับผู้ป่วย เพื่อลดอาการไม่พึงประสงค์ท่ีอาจเกิดขึ้น วิธีการตรวจการปนเปื้อนเชื้อ
แบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตในปัจจุบันยังมีข้อจ ากัดท่ีพบได้บางประการ อาทิเช่น การเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียท่ีไม่
สามารถปฏิบัติได้ในห้องปฏิบัติการทางธนาคารโลหิต การทดสอบท่ีใช้ระยะเวลานาน ซ่ึงไม่เหมาะสมกับอายุการเก็บรักษา
ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตท่ีสั้นประมาณ 5 วัน และต้นทุนของการทดสอบท่ีมีราคาแพง วัตถุประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้เพื่อ
พัฒนาเทคนิค Helicase dependent amplification ควบ คู่กับการอ่ านผลด้วยตาเปล่าโดยใช้สี  SYBR Green I 
(HDA/SYBR Green I) ส าหรับตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต โดยใช้ Primer ท่ีถูกออกแบบ
ให้จ าเพาะต่อยีน 16s rRNA ซ่ึงเป็น Universal gene ของเชื้อแบคทีเรีย ผลการทดสอบกับตัวอย่างผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต
ท่ีปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ จ านวน 96 ตัวอย่าง พบว่าเทคนิค HDA/SYBR Green I มีความไวและ
ความจ าเพาะสูง เท่ากับ 96% และ 100% ตามล าดับ และมีความสอดคล้องกันในระดับดีมาก เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค 
HDA/AGE เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค PCR การนับจ านวนโคโลนี และเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System พบว่า
เทคนิค HDA/SYBR Green I มีความจ าเพาะสูงเท่ากับ 100% แต่มีความไวอยู่ในช่วงระหว่าง 63-76% จึงท าให้มีความ
สอดคล้องกันในระดับปานกลางถึงดี อย่างไรก็ดี เมื่อน าเทคนิค HDA/SYBR Green I ตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียใน
ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตเฉพาะวันท่ี 2 ถึง 5 ของการเก็บรักษา พบว่ามีความไวท่ีสูงขึ้น เท่ากับ 88% และมีความสอดคล้อง
กันในระดับดีมาก เทคนิค HDA/SYBR Green I มีค่าความเข้มข้นน้อยท่ีสุดของ DNA ต้นแบบท่ีสามารถตรวจได้ เท่ากับ 1 
ng และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มกับสิ่งมีชีวิตอื่น  ๆ ท่ีมีโอกาสพบการปนเปื้อนได้ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต  เทคนิค 
HDA/SYBR Green I ท่ีได้พัฒนาขึ้น มีขั้นตอนไม่ซับซ้อน อาศัยเพียงกล่องควบคุมอุณหภูมิท่ีมีอยู่ในห้องปฏิบัติการ
ธนาคารโลหิตท่ัวไปในการท าปฏิกิริยา และให้ผลการตรวจท่ีรวดเร็ว สามารถน าไปพัฒนาต่อและประยุกต์ใช้ส าหรับตรวจ
คัดกรองหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตในอนาคต 
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Bacterial contamination of platelet products may lead to severe sepsis that can be fatal to 

the recipient’s death. Thus bacterial contamination in the platelet products should be detected 
before applying with the patients, in order to minimise any adverse reaction that may occur. Up to 
now, several bacterial contamination detection methods still have some limitations. These include an 
unsuitable practice for bacterial culture in the blood banking working area, time-consuming that not 
agree with a 5-day short shelf life of the platelet, and also the high cost of the assay. This study 
aimed to develop Helicase dependent amplification technique in combination with a necked eye 
detection using SYBR Green I (HDA/ SYBR Green I) for detection of bacterial contamination in platelet 
products. Primers used in this study was specifically designed to combine with a universal bacterial 
gene, 16s rRNA. When testing with 96 spiked platelet products derived from different storage periods, 
HDA/SYBR Green I showed 96% and 100% of sensitivity and specificity respectively with almost perfect 
correlation compared with HDA/AGE. While analysing with PCR, colony count and BacT/Alert system, 
HDA/SYBR Green I showed 63-76% and 100% of sensitivity and specificity respectively with moderate 
to good correlation. However, when testing with only a 2-day or over platelet products, HDA/SYBR 
Green I showed a higher sensitivity of 88% with almost perfect correlation. A limit of detection of 
HDA/SYBR Green I was 1 ng, and these were no cross-reaction with other organisms that may probably 
contaminate in platelet products. The developed HDA/SYBR Green I is rapid and simplistic, and only 
requires an easy-to-find heat box, which is available in general blood banking laboratories, for the 
amplification step. This technique is suitable for further development as the alternative methods to 
detect bacterial contamination in the platelet product in future. 
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บทที ่1  

บทน า 

1. ความเป็นมา และความส าคัญของปัญหา 

โลหิตและส่วนประกอบโลหิต เป็นสิ่งจ าเป็นส าหรับการรักษาผู้ป่วยโดยยังไม่สามารถหาสิ่งใด

มาทดแทนได้ (1) การปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในโลหิตและส่วนประกอบโลหิตเป็นปัญหาที่พบมา

ยาวนาน และยังคงมีการรายงานมาจนถึงปัจจุบัน (2, 3) จากรายงาน Serious Hazard of Blood 

Transfusion (SHOT) ประเทศอังกฤษ ในปี ค.ศ. 1996-2017 พบผู้ป่วยติดเชื้อจากการได้รับโลหิต

และส่วนประกอบโลหิต ที่ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียเป็นอัตราส่วนสูงที่สุด ท าให้เกิดการติดเชื้อในกระแส

โลหิตอย่างรวดเร็วและรุนแรง น าไปสู่การเสียชีวิต (4) สอดคล้องกับการรายงานขององค์การอาหาร

และยาแห่งสหรัฐอเมริกา (Food and Drug Administration, FDA) ในปี ค.ศ. 2012-2016 ที่พบว่า 

สาเหตุการเสียชีวิตของผู้ป่วยจากการได้รับโลหิตและส่วนประกอบโลหิต ที่เกิดจากการปนเปื้อนของ

เชื้อแบคทีเรียเป็นอันดับ 3 รองจากการเกิด Transfusion related acute lung injury (TRALI) และ 

Transfusion associated circulatory overload (TACO) ตามล าดับ (5) ในปัจจุบันแม้ว่าจะมีการ

พัฒนาปรับปรุงและควบคุมกระบวนการต่าง ๆ ในการเจาะเก็บโลหิต รวมไปถึงการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ า 

เพ่ือลดปัญหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในโลหิตและส่วนประกอบโลหิต (6, 7) แต่ส าหรับผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิตมีการจัดเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 20-24 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5-7 วัน ภายใต้

การเขย่า (8) ซึ่งอุณหภูมิดังกล่าวสามารถเอ้ือต่อการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย ส่งผลให้มีการเพ่ิม

จ านวนของเชื้อแบคทีเรียที่อาจปนเปื้อนเข้ามาในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต การศึกษาที่ผ่านมาชี้ให้เห็นถึง

ความสัมพันธ์ระหว่างการเพ่ิมขึ้นของปริมาณเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตกับระยะเวลา

ในการเก็บรักษา (9) ซึ่งหากผู้ป่วยได้รับผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่มีการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรีย อาจเกิด 

ผลกระทบที่มีความรุนแรงของอาการทางคลินิก ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของเชื้อแบคทีเรีย ปริมาณของ

เชื้อแบคทีเรีย และสภาวะของผู้ป่วยขณะนั้น (10) 

การตรวจหาเชื้อแบคทีเรียในโลหิตและส่วนประกอบโลหิต ก่อนน าไปใช้กับผู้ป่วยเป็น

แนวทางในการลดความเสี่ยงของการรับโลหิตและส่วนประกอบโลหิตที่ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรีย  (11) 
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โดยในปี ค.ศ. 2004 สมาคมธนาคารโลหิตแห่งสหรัฐอเมริกา (American association of blood 

banks: AABB) ได้ก าหนดมาตรฐานไว้ว่าธนาคารโลหิต ศูนย์บริการโลหิต หรือศูนย์การถ่ายโลหิต 

ควรมีการตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตก่อนน าไปใช้กับผู้ป่วย (12) 

เพ่ือลดอาการไม่พึงประสงค์จากการติดเชื้อแบคทีเรียที่อาจปนเปื้อนเข้ามาได้ การเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย

แม้ว่ายังคงเป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียจากผลิตภัณฑ์โลหิตต่าง ๆ 

แต่ด้วยข้อจ ากัดของลักษณะห้องปฏิบัติการธนาคารโลหิต ที่ไม่สามารถท าการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย

ในพ้ืนที่ห้องปฏิบัติการได้ ท าให้เทคนิคดังกล่าวไม่เหมาะสมที่จะน ามาใช้ในงานประจ า สมาคม

ธนาคารโลหิตแห่งสหรัฐอเมริกาได้แนะน าวิธีการตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิต อาทิเช่น การตรวจด้วยเครื่องอัตโนมัติ BacT/ALERT การตรวจด้วยเครื่องอัตโนมัติ eBDS 

(Enhancement of a culture‐based bacterial detection system) การตรวจด้วยชุดตรวจชนิด

รวดเร็ว PGD (Pan Genera Detection) หรือการตรวจหาความเข้มข้นของระดับน้ าตาลกลูโคสและ

พีเอชในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต นอกจากนี้ด้วยความก้าวหน้าทางเทคโนโลยีในปัจจุบันท าให้มีการ

พัฒนาเทคนิคต่าง ๆ มาใช้ในการตรวจการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตเพิ่ม

มากขึ้น อาทิเช่น เทคนิค Real-time polymerase chain reaction (Real-time PCR) หรือเทคนิค 

Flow cytometry อย่างไรก็ตามเทคนิคดังกล่าวยังไม่เป็นที่นิยมใช้แพร่หลายในงานประจ าส าหรับ

การตรวจการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต เนื่องมาจากมีขั้นตอนที่ยุ่งยาก 

มีค่าใช้จ่ายที่สูง และต้องอาศัยเครื่องมือที่จ าเพาะซึ่งต้องมีการดูแลรักษาต่อเนื่อง (13) 

ปัจจุบันเทคนิค Helicase dependent amplification (HDA) ได้ถูกน ามาประยุกต์ใช้ใน

การตรวจวินิจฉัยเชื้อจุลชีพอย่างแพร่หลาย โดยเทคนิคดังกล่าวอาศัยหลักการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมภายใต้อุณหภูมิเดียว (Isothermal amplification) ซึ่งเริ่มจากเอนไซม์ Helicase ช่วย

ในการแยก DNA แม่แบบสายคู่ให้เป็นสายเดี่ยว โดยการท าลายพันธะไฮโดรเจนที่เชื่อมระหว่าง DNA 

สายคู่ จากนั้น Single strand binding protein เข้ามาจับที่ DNA สายเดี่ยว เพ่ือป้องกันไม่ให้ DNA 

แม่แบบเกิดกลับไปจับกันเป็น DNA สายคู่ หลังจากนั้น Primer เข้ามาจับกับบริเวณที่เป็นล าดับเบสคู่สม

ของ DNA แม่แบบ และเอนไซม์ Polymerase จะน า Deoxyribonucleotide triphosphates (dNTPs) 

ที่เป็นคู่สมกับสาย DNA แม่แบบเข้ามาต่อความยาวออกไปจาก Primer ในทิศทาง 5’ ไป 3’ ท าให้

เกิด DNA สายใหม่ ปฏิกิริยาด าเนินต่อไปเป็นวัฏจักรท าให้มีการเพ่ิมขึ้นของปริมาณสารพันธุกรรม (14) 
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เทคนิค HDA มีจุดเด่นหลายประการ อาทิเช่น การเพ่ิมปริมาณสารพันธุ์กรรมที่อุณหภูมิเดียว มีขั้นตอน

ในการทดลองไม่ซับซ้อน มีความสะดวก รวดเร็ว สามารถน าไปอ่านผลด้วยเทคนิคต่าง ๆ ได้ง่าย 

มีความไวในการตรวจจับและความจ าเพาะต่อเป้าหมายในการตรวจสูง และไม่จ าเป็นต้องใช้อุปกรณ์

เฉพาะ โดยในขั้นตอนการเพ่ิมอุณหภูมิอาจให้ความร้อนโดยการใช้อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ เครื่อง

ควบคุมอุณหภูมิหลอดทดลอง หรือปฏิกิริยาเคมี ซึ่งเหมาะส าหรับห้องปฏิบัติการที่มีอุปกรณ์จ ากัด ไม่มี

เครื่องมือเฉพาะทาง (14-16) 

จากข้อมูลที่กล่าวมาข้างต้น ทางผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะน าเทคนิค HDA มาพัฒนาเพ่ือ

ประยุกต์ใช้ในการตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต โดยอาศัยการ เพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา HDA และ Primer ที่จ าเพาะต่อ Universal gene ของเชื้อแบคทีเรีย 

และใช้การอ่านผลด้วยตาเปล่าภายหลังการเติมสี SYBR Green I ซึ่งเทคนิคดังกล่าวใช้เวลาในการ

ทดสอบจนถึงกระบวนการอ่านผลทั้งสิ้นเพียง 60-90 นาที และไม่จ าเป็นต้องอาศัยเครื่องมือเฉพาะ 

หรืออุปกรณ์เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียใด ๆ จึงสามารถน าไปใช้ในการตรวจคัดกรองการปนเปื้อนของ

เชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตในห้องปฏิบัติการธนาคารโลหิตได้อย่างรวดเร็ว ก่อนน าผลิตภัณฑ์

ดังกล่าวไปใช้กับผู้ป่วย ซึ่งจะส่งผลเชิงบวกต่อขั้นตอนการรักษาผู้ป่วยของแพทย์ 

2. วัตถุประสงค์การวิจัย 

เพ่ือพัฒนาเทคนิค HDA ควบคู่กับการอ่านผลด้วยตาเปล่ าโดยใช้สี  SYBR Green I 

(HDA/SYBR Green I) ส าหรับตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต 

3. ขอบเขตของงานวิจัย 

ในการศึกษาครั้งนี้ ได้พัฒนาเทคนิค HDA/SYBR Green I ส าหรับตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อ

แบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ซึ่งเป็นการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่อุณหภูมิเดียวคงที่โดยใช้ 

DNA ต้นแบบของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวน 6 สายพันธุ์ ได้แก่ เชื้อ Staphylococcus 

aureus (ATCC29523) เชื้อ  Escherichia coli (ATCC25922) เชื้ อ  Pseudomonas aeruginosa 

(ATCC27853) เชื้ อ  Bacillus cereus เชื้ อ  Staphylococcus epidermidis และ เชื้ อ  Serratia 

marcescens เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมทั้งหมดได้รับความอนุเคราะห์จาก รองศาสตราจารย์ 
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ดร.พิทักษ์ สันตนิรันดร์ ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี 

มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย ซึ่ง DNA ต้นแบบของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวก ถูกสกัดโดยวิธีการต้ม เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา HDA โดยใช้ Primer 

ซึ่งจ าเพาะกับยีน 16S rRNA ของเชื้อแบคทีเรีย ร่วมกับการตรวจสอบผลผลิต HDA ด้วยการเติมสี 

SYBR Green I ซึ่งสามารถอ่านผลที่เกิดขึ้นได้ด้วยตาเปล่า ทั้งนี้ท าการหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 

Primer DNA MgSO4 NaCl สี SYBR Green I อุณหภูมิ และระยะเวลาที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 

HDA/SYBR Green I จากนั้นน าเทคนิค HDA/SYBR Green I ที่ได้พัฒนาขึ้นมาทดสอบการปนเปื้อน

เชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา เปรียบเทียบผลการทดสอบ

ระหว่างเทคนิค PCR การนับจ านวนโคโลนี และเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน 

4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

4.1 สามารถพัฒนาวิธีการตรวจทางอณูชีววิทยาที่สะดวก รวดเร็ว มีความไวและจ าเพาะสูง 

และไม่จ าเป็นต้องอาศัยเครื่องมือที่จ าเพาะ ส าหรับตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิต 

4.2 สามารถน าเทคนิคที่พัฒนาขึ้นไปประยุกต์ใช้ในงานประจ าของห้องปฏิบัติการทาง

ธนาคารโลหิตของภาคบริการโลหิตแห่งชาติที่ 4 จ.ราชบุรี เพื่อช่วยตรวจคัดกรองการปนเปื้อน

เชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ซึ่งจะช่วยให้ผู้รับบริจาคหรือผู้ป่วยได้รับผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต

ที่มีความปลอดภัย อันเป็นการลดความสูญเสียที่อาจเกิดข้ึนตามมาได้ 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที ่2  

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

1. ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต 

1.1 เกล็ดโลหิต 

ผลิตภัณฑ์ที่เตรียมได้จากโลหิตที่ได้รับการบริจาค สามารถถูกเตรียมแบ่งออกได้เป็น 

เม็ดโลหิตแดง เม็ดโลหิตขาว พลาสมา และเกล็ดโลหิต (17) ซึ่งแต่ละผลิตภัณฑ์มีองค์ประกอบ 

ขั้นตอนการเตรียม และข้อบ่งชี้ในการใช้งานที่แตกต่างกันออกไป ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต หมายถึง 

ส่วนประกอบของโลหิตที่ช่วยท าให้เลือดแข็งตัว และช่วยอุดรอยฉีกขาดของเส้นเลือด (18) ผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิตสามารถเตรียมได้จากโลหิตครบส่วน (Whole blood derived platelets) ซึ่งน ามา

ปั่นแยกเพ่ือเก็บเฉพาะเกล็ดโลหิตอีกครั้ง หรือการเตรียมด้วยวิธี Apheresis ซึ่งเป็นการแยก

ส่วนประกอบโลหิตชนิดใดชนิดหนึ่งออกจากตัวผู้บริจาค และคืนส่วนประกอบอื่นที่เหลือทั้งหมดกลับสู่

ร่างกายผู้บริจาค องค์การอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกาได้ก าหนดชื่อผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตตามขั้นตอน

กระบวนการเตรียม ตัวอย่างเช่น Platelets, Whole blood derived platelets, Random donor 

platelets หรือ Platelet concentrates ซ่ึงเตรียมจากผลิตภัณฑ์ เกล็ดโลหิตโลหิตครบส่วน 

Plateletpheresis, Single donor platelets หรือ Apheresis platelets ซึ่งเตรียมด้วยวิธี Apheresis 

อย่างไรก็ตามการก าหนดชื่อด้วยวิธีดังกล่าวอาจสร้างความสับสนกับแพทย์ผู้สั่งใช้ผลิตภัณฑ์ จึงเป็น

ข้อจ ากัดของการใช้ชื่อผลิตภัณฑ์ตามข้ันตอนกระบวนการเตรียม 

การเตรียมผลิตภัณฑ์ในแต่ละวิธีจะได้ปริมาณเกล็ดโลหิตที่แตกต่างกัน อาทิเช่น หากเทียบกับ

ขนาดการรักษาในผู้ใหญ่ (Therapeutic dose) ปริมาณเกล็ดโลหิตที่ต้องการเท่ากับ 3-4 x 1011 เซลล์ 

ซึ่งผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่เตรียมจากโลหิตครบส่วน มีปริมาณเกล็ดโลหิตเท่ากับ 5.5 x 1010 เซลล์/ยูนิต 

ดังนั้นจึงต้องใช้ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตประมาณ 4-6 ยูนิต เพื่อให้มีปริมาณเหมาะสมกับขนาดการรักษา

ในผู้ใหญ่ ในขณะที่ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่เตรียมด้วยวิธี Apheresis มีปริมาณเกล็ดโลหิตสูงเท่ากับ 

2 ถึง 3 เท่าของขนาดการรักษาในผู้ใหญ่ ดังนั้นในทางปฏิบัติจ าเป็นต้องมีการแบ่งใช้ในแต่ละครั้ง 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 6 

การเตรียมผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตจากโลหิตครบส่วนจะถูกเก็บรักษาในถุงบรรจุโลหิตที่มีสาร 

Anticoagulant preservative ประกอบด้วย Citrate phosphate dextrose และ adenine (CPDA-1) 

หรือ มีเฉพาะ Citrate phosphate dextrose (CPD) เพียงอย่างเดียว ซึ่งโลหิตครบส่วนจะถูกน าไป

ปั่นแยกและเตรียมเป็นผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตต่อไป ส่วนผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ เตรียมด้วยวิธี 

Apheresis จะถูกเก็บรักษาในสาร Anticoagulant preservative ที่ประกอบด้วย Citric acid 

sodium citrate และ dextrose (ACD-A) โดยทั่วไปผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตมีอายุประมาณ 5-7 วัน 

และมีค่าพีเอชอยู่ระหว่าง 6.4-7.4 การเก็บรักษาผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตควรเก็บที่อุณหภูมิ 20-24 

องศาเซลเซียส ภายใต้การเขย่าตลอดเวลาจนกว่าจะถูกน าไปใช้  และถุงบรรจุเกล็ดโลหิตต้องมี

คุณสมบัติที่ยอมให้ก๊าซออกซิเจนผ่านได้ เนื่องจากเกล็ดโลหิตจ าเป็นต้องใช้ก๊าซออกซิเจนในการ

สร้างพลังงานผ่านกระบวนการ Aerobic mitochondrial phosphorylation หากปริมาณก๊าซออกซิเจน

ไม่เพียงพอ เกล็ดโลหิตจะเปลี่ยนมาสร้างพลังงานผ่านกระบวนการ Anaerobic glycolytic pathway 

แทน ท าให้เกิดกรดแลคติกซึ่งท าให้ค่าพีเอชมีความเป็นกรดมากขึ้น ส่งผลให้จ านวนเกล็ดโลหิตมีปริมาณ

ลดลงได้ นอกจากนี้ในปัจจุบันเริ่มมีการน า Platelet additive solutions (PAS) มาใช้ในการเก็บ

รักษาเกล็ดโลหิตแทนพลาสมา เนื่องมาจากการเก็บเกล็ดโลหิตในพลาสมาเพียงอย่างเดียว ท าให้เกิด

การสร้างเอนไซม์ต่าง ๆ จากการเปลี่ยนแปลงทางปฏิกิริยาชีวเคมี ซึ่งเอนไซม์หลายชนิดมีผลเสียต่อ

คุณภาพของเกล็ดโลหิต นอกจากนี้สารละลาย PAS ยังสามารถรักษาระดับพีเอชได้สูงกว่า 6.0 จึงเป็น

การป้องกันการเสื่อมคุณภาพของเกล็ดโลหิตที่อาจเกิดขึ้นได้ (8, 19, 20) 

1.2 ข้อบ่งชี้การใช้ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต 

เกล็ดโลหิตมีหน้าที่หลักในกระบวนการห้ามเลือด โดยการท างานของเกล็ดโลหิต เริ่มต้นจาก

กระบวนการ Platelet adhesion ซึ่งเกล็ดโลหิตจะเข้ายึดเกาะบริเวณ Subendothelail cell ของ

หลอดเลือดที่ เกิดการฉีกขาด โดยอาศัย Glycoprotein receptor ที่อยู่บนผิวของเกล็ดโลหิต 

หลังจากนั้นจะเข้าสู่กระบวนการ Platelet activation ที่มีการส่งสัญญาณเพ่ือกระตุ้นการท างานของ

เกล็ดโลหิต ท าให้เกล็ดโลหิตมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง และหลั่งสารต่าง ๆ ที่อยู่ภายในเกล็ดโลหิต 

เช่น Adenosine diphosphate (ADP) และ Thromboxane A2 (TXA2) เพ่ือกระตุ้นเกล็ดโลหิต

บริเวณใกล้เคียงให้เกิดการท างาน และเข้าสู่กระบวนการ Platelet aggregation โดย GPIIb/IIIa 

บนผิวเกล็ดโลหิตจับกับ Fibrinogen และ Von Willebrand factor ท าให้เกิดการเชื่อมโยงเกล็ดโลหิต
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เข้าด้วยกัน เกิดเป็น Platelet plug มาอุดบริเวณที่มีการฉีกขาดของหลอดเลือด (21, 22) ดังนั้นจึง

นิยมให้ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตแก่ผู้ป่วยที่มีความผิดปกติเกี่ยวกับการแข็งตัวของโลหิต อาทิเช่น ผู้ป่วยโรค 

Von Willebrand ผู้ที่มีภาวะเกล็ดโลหิตต่ า อาทิเช่น ผู้ป่วยโรคไข้เลือดออก ผู้ป่วยที่มีอาการก้าวหน้า

ของโรคมะเร็ง หรือโรคไขกระดูกล้มเหลว หรือโรค aplastic anemia การใช้รักษาอาการบาดเจ็บที่มี

การเสียเลือดต่าง ๆ เพ่ือใช้ในกระบวนการห้ามเลือด (8, 23, 24) อย่างไรก็ตามไม่แนะน าให้เกล็ด

โลหิตก่อนการผ่าตัดเพ่ือป้องกันภาวะเลือดออกจากการผ่าตัด ยกเว้นรายที่มีเกล็ดโลหิตต่ าอยู่ก่อนแล้ว 

หรือมี โรคที่มีข้อบ่ งชี้ต้องให้ เกล็ดโลหิต ได้แก่  Immune thrombocytopenic purpura (ITP) 

Thrombotic thrombocytopenic purpura ( TTP)  Untreated disseminated intravascular 

coagulation (DIC) และ Thrombocytopenic ที่เกิดจากภาวะ septicemia ซึ่งต้องรักษาสาเหตุ

ก่อนจึงจะพิจารณาให้เกล็ดโลหิต ตามความจ าเป็นขึ้นกับดุลยพินิจของแพทย์ (25, 26) 

2. การเตรียมผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต 

สมาคมธนาคารโลหิตแห่งสหรัฐอเมริกา (American Association of Blood Banks: AABB) 

แนะน าเทคนิคการเตรียมผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ซึ่งสามารถเตรียมได้หลายวิธี ดังนี้ 

2.1 การเตรียมผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตจากการรวม Buffy coat และขจัดเม็ดโลหิตขาว

ด้วยการปั่น (Pooled Leukocytes Poor Platelet Concentrate: LPPC) 

Pooled Leukocytes Poor Platelet Concentrate หรือ LPPC เป็นผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต

ที่ได้จากการรวม Buffy coat จ านวน 4 ยูนิต ของผู้บริจาคโลหิตที่มีหมู่โลหิตเดียวกัน โดย Buffy coat 

ทั้งหมดจะถูกน ามาผสมกับพลาสมา 1 ยูนิต ซึ่งท าหน้าที่เป็นตัวช่วยในการรวม แล้วน ามาปั่นแยกด้วย

รอบการปั่นเบา (Light Spin) จากนั้นบีบแยกเอาเฉพาะส่วนที่เป็นพลาสมาซึ่งมีเกล็ดโลหิตอยู่ ส่วนที่

ขจัดทิ้งไปคือ เม็ดโลหิตขาว โดย LPPC 1 ยูนิต จะมีเกล็ดโลหิตมากกว่า 2.4 X 1011 เซลล์/ยูนิต 

ในพลาสมา 220-280 ml และมีปริมาณเม็ดโลหิตขาวไม่เกิน 2 X 108 เซลล์/ยูนิต (25, 27, 28) 

การเตรียมผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตวิธีนี้ เป็นวิธีที่นิยมใช้ในงานประจ าของงานการบริการโลหิต 

เนื่องมาจาก LPPC จัดเป็น Leukocyte reduced blood components จึงลดโอกาสการเกิดการ

ต่อต้านเกล็ดโลหิต (Platelet refractoriness) จาก HLA alloimmunization และการเกิด Febrile 

nonhemolytic transfusion reaction (FNHTR) (29) ปัจจุบันมีการน าสารละลาย PAS มาใช้ในการ
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เก็บรักษาเกล็ดโลหิตแทนพลาสมา เรียกผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตชนิดนี้ว่า LPPC with PAS ซึ่งหมายถึง

ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ได้จากการรวม Buffy coat จ านวน 4 ยูนิต ของผู้บริจาคโลหิตที่มีหมู่โลหิต

เดียวกัน โดย Buffy coat ทั้งหมดจะถูกน ามาผสมกับพลาสมาที่ลดปริมาตรลงและมีการเติม PAS 

เข้าไปแทนที่  โดยมีสัดส่วนปริมาตรของพลาสมาและ PAS คิดเป็น 40% และ 60% การเตรียม

ผลิตภัณฑ์ เกล็ดโลหิตวิธีนี้มีข้อดี  คือ การลดสัดส่วนของพลาสมาในเกล็ดโลหิตจะช่วยลด

ภาวะแทรกซ้อนที่อาจพบได้ เช่น Transfusion related acute lung injury (TRALI) หรือ ปฏิกิริยา

การแพ้อื่น ๆ ที่มีผลจากการรับพลาสมาในเกล็ดโลหิต และกรณีที่จ าเป็นต้องให้เกล็ดโลหิตต่าง

หมู่โลหิต จะช่วยลดปัญหาเรื่องพลาสมาท่ีไม่เข้ากัน เนื่องจากมีพลาสมาเหลืออยู่น้อย (30) 

2.2 การเตรียมผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตจากการรวม Interim platelet unit concentrates 

(IPU PCs) 

หมายถึงเกล็ดโลหิตที่เตรียมมาจากการบริจาคโลหิตครบส่วนและน าไปปั่นแยกส่วนประกอบ

โลหิต โดยสามารถปั่นแยกได้เป็นส่วนประกอบโลหิตชนิดต่าง ๆ ได้แก่ เม็ดโลหิตแดง พลาสมา และ 

IPU PCs ซึ่งใน IPC PCs จะมีพลาสมาของผู้บริจาคหลงเหลืออยู่ประมาณ 30 ml จากนั้นน าไปเก็บ

รักษาที่ตู้เขย่าเกล็ดโลหิตข้ามคืนเพ่ือให้เกิดการคลายตัวของเกล็ดโลหิต จากนั้นน า IPU PCs จ านวน 

4 ยูนิตมารวมกันใน Platelet additive solution (PAS) หรือสารละลายอิเล็กโทรไลต์ที่ใช้ส าหรับ

เก็บรักษาเกล็ดโลหิตแทนพลาสมา เพื่อผลิตเป็น IPU PCs 1 ยูนิต โดยจะมีเกล็ดโลหิตประมาณ 

2.5 x 1011 เซลล์/ยูนิต และมีปริมาตรของพลาสมาและ PAS คิดเป็น 40% และ 60% ของปริมาตร

ของเหลวโดยรวมทั้งหมด (8) ในขณะที่มีปริมาณเม็ดโลหิตขาวไม่เกิน 1.0x106 เซลล์/ยูนิต (29) 

การเตรียมผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตวิธีนี้มีข้อดีคือมีขั้นตอนการท างานที่ลดลง ท าให้การเตรียมเกล็ดโลหิต

มีความรวดเร็วมากขึ้น เมื่อเทียบกับการเตรียมเกล็ดโลหิตจากการบริจาคโลหิตครบส่วนเหมือนกัน (31) 

2.3 การเตรียมผลิตภัณ ฑ์ เกล็ด โลหิ ตด้ วยวิธี  Plateletpheresis (Single donor 

platelet: SDP) 

เป็นการเตรียมผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตจากผู้บริจาคคนเดียวเท่านั้น โดยเจาะเก็บด้วย

กระบวนการ Plateletpheresis ด้วยเครื่อง Blood cell separator ซึ่งในขณะที่เจาะเก็บ โลหิตจาก

ตัวผู้บริจาคจะไหลเข้าสู่เครื่อง จากนั้นเครื่องจะท าการคัดแยกเก็บเฉพาะเกล็ดโลหิตอย่างเดียว และ
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ปล่อยโลหิตกลับคืนสู่ร่างกายผู้บริจาค การเตรียมผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตด้วยวิธีดังกล่าว 1 ยูนิต 

จะประกอบไปด้วยเกล็ดโลหิตอย่างน้อย 3.5 x 1011 เซลล์/ยูนิต (25) ในขณะที่มีปริมาณเม็ดโลหิตขาว

ไม่เกิน 1.0x106 เซลล์/ยูนิต (32) การเตรียมผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตวิธีนี้มีข้อดีคือมีปริมาณเกล็ดโลหิต

สูงถึง 4-10 เท่าจากผู้บริจาคคนเดียว ลดความเสี่ยงจากการติดเชื้อจากการได้รับเกล็ดโลหิต เนื่องจาก

ลดจ านวนการรับเกล็ดโลหิตจากผู้บริจาคหลายคน และมีปริมาณเม็ดโลหิตขาวต่ า จึงช่วยลดโอกาส

การเกิด Platelet refractoriness จาก HLA alloimmunization และการเกิด Febrile nonhemolytic 

transfusion reaction (FNHTR) ข้อเสียคือต้องอาศัยเครื่องมือที่มีราคาแพง (33) 

3. ความเสี่ยงจากการรับผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตและอาการแทรกซ้อนที่ไม่พึงประสงค์ 

แม้ว่าโลหิตและส่วนประกอบโลหิตต่าง ๆ รวมไปถึงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต จะมีประโยชน์อย่าง

มากในการรักษาหรือช่วยชีวิตผู้ป่วย แต่หากมีการปฏิบัติใช้งานที่ไม่ถูกต้อง อาจท าให้เกิดผลแทรกซ้อนที่

รุนแรงจนส่งผลให้ผู้ป่วยถึงแก่ชีวิต ทั้งนี้ผลเสียจากการให้โลหิตและความรุนแรงของปัญหาขึ้นอยู่กับชนิด

ของส่วนประกอบโลหิตที่ให้แก่ผู้ป่วย ซึ่งอาจแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ ผลเกิดจากปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกัน 

(Immune mediated reaction) และผลที่ ไม่ ได้ เกิดจากปฏิกิ ริยาทางภูมิคุ้มกัน (Non-immune 

mediated reaction) ตัวอย่างของกลุ่มผลเสียที่เกิดจากปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกัน อาทิเช่น ภาวะเม็ดโลหิต

แดงแตก (Hemolytic transfusion reaction) สามารถเกิดในทันทีขณะให้โลหิต หรือหลังจากให้โลหิต

แล้ว ส่วนใหญ่เกิดจากการให้เม็ดโลหิตแดงผิดหมู่ในระบบ ABO รวมไปถึงการที่ผู้ป่วยมีแอนติบอดี

ที่ความจ าเพาะต่อแอนติเจนอ่ืนที่อยู่บนเม็ดโลหิตแดงของผู้บริจาคโลหิต (34) เช่น ผู้ป่วยมีหมู่โลหิตบี แต่

ได้รับโลหิตหมู่เอ หลังจากได้รับโลหิต แอนติบอดีในร่างกายมาจับกับแอนติเจนบนผิวเม็ดโลหิตแดงที่ให้

เข้าไป กลายเป็นคอมแพลกซ์ระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี ไปกระตุ้นระบบคอมพลีเมนต์ จนท าให้

เม็ดโลหิตแดงแตก ซึ่งปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นมีความรุนแรง ท าให้ผู้ป่วยมีภาวะ Disseminated intravascular 

coagulation (DIC) ช็อค ไตวาย และอาจส่งผลให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้ ในขณะที่ตัวอย่างของกลุ่มผลเสียที่

ไม่ได้เกิดจากปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกัน อาทิเช่น การได้รับโลหิตและส่วนประกอบโลหิตต่าง ๆ ที่มีการ

ปนเปื้อนของเชื้อจุลชีพที่ติดต่อมาจากผู้บริจาค เช่น เชื้อเอชไอวี เชื้อไวรัสตับอักเสบบี เชื้อไวรัสตับ

อักเสบซี และเชื้อซิฟิลิส รวมทั้งภาวะแทรกซ้อนอ่ืน ๆ (34-36) ซึ่งการติดเชื้อดังกล่าวอาจไม่ส่งผลให้

ผู้ป่วยเสียชีวิตในทันที แต่มักก่อให้เกิดการติดเชื้อเรื้อรังที่ส่งผลเสียต่อคุณภาพชีวิตของผู้ป่วยในระยะยาว 

ประกอบกับการติดเชื้อบางประเภทยังไม่มียารักษาที่เหมาะสมในปัจจุบัน (34, 37, 38) 
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ความเสี่ยงจากการรับผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่เป็นผลจากปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกัน สามารถ

เกิดขึ้นได้จากการรับหมู่โลหิตไม่ตรงกัน อาจท าให้เกิดภาวะเม็ดโลหิตแดงแตกจากแอนติบอดีเอ และ/

หรือ แอนติบอดีบี ในพลาสมาของเกล็ดโลหิต โดยอาจจะพบ 1 ใน 2000 ถึง 1 ใน 46,176 ขึ้นกับ

จ านวนของการให้เกล็ดโลหิต (26, 39, 40) ในขณะที่ความเสี่ยงที่ไม่ได้เกิดจากปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกัน 

นอกจากจะมีสาเหตุมาจากเชื้อจุลชีพที่ติดต่อมาจากผู้บริจาคดังที่ได้กล่าวมาข้างต้น ยังพบว่าอาจเกิด

จากการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในขณะเจาะเก็บโลหิต หรือในระหว่างกระบวนการเตรียม

ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต (41, 42) ประกอบกับสภาวะที่ใช้เก็บรักษาเกล็ดโลหิตภายใต้อุณหภูมิ 20-24 

องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นช่วงอุณหภูมิที่เชื้อแบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตได้ จึงส่งผลให้เชื้อแบคทีเรียที่

อาจปนเปื้อนเข้ามาเจริญเติบโตและเพ่ิมจ านวนมากขึ้นจนก่อโรคได้ภายหลังได้รับผลิตภัณฑ์ดังกล่าว 

ในขณะที่การเก็บรักษาเม็ดโลหิตแดงและผลิตภัณฑ์พลาสมา ใช้อุณหภูมิประมาณ 2-6 องศาเซลเซียส 

และต่ ากว่า -18 องศาเซลเซียส ตามล าดับ (25, 34) จึงลดโอกาสการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่

ปนเปื้อนเข้ามาในผลิตภัณฑ์เหล่านี้ กรณีที่ผู้รับบริจาคได้รับผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อนเชื้อ

แบคทีเรียเข้าไป หากปริมาณเชื้อมีจ านวนมากจนสามารถเอาชนะภูมิต้านทานในร่างกายของผู้รับ

ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต จะสามารถก่อให้เกิดอาการไข้ หนาวสั่น ในทันทีหรือภายใน 2 ชั่วโมง หลังจาก

ได้รับผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต นอกจากนี้อาจพบอาการคลื่นไส้ อาเจียน ท้องเสีย ปัสสาวะน้อย ความดันต่ า 

หัวใจเต้นเร็วหรือระบบหายใจผิดปกติ หากอาการรุนแรงท าให้เกิดภาวะช็อค น าไปสู่การเสียชีวิตได้  

(43-46) 

4. เกณฑ์การวินิจฉัยการติดเชื้อแบคทีเรียจากการรับโลหิต (Transfusion transmitted bacterial 

infection, TTBI) 

ในกรณีที่ผู้ป่วยได้รับโลหิต หรือส่วนประกอบโลหิตต่าง ๆ รวมไปถึงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่มี

การปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรีย มักพบอาการแทรกซ้อนที่ไม่พึงประสงค์ตามมา ดังนั้นจึงมีเกณฑ์ที่ใช้

วินิจฉัยอาการแทรกซ้อนดังกล่าว เพ่ือช่วยในการวินิจฉัยการติดเชื้อแบคทีเรียจากการรับโลหิต 

(Transfusion transmitted bacterial infection, TTBI) (43) ได้แก่ การมีไข้สูงกว่า 39 องศาเซลเซียส 

หรือมีอุณหภูมิร่างกายที่สูงขึ้นมากกว่า 2 องศาเซลเซียส ภายใน 2 ชั่วโมงหลังจากได้รับโลหิต 

ประกอบกับอาการเพ่ิมเติมดังต่อไปนี้อย่างน้อย 2 อาการ คือ มีอาการหนาวสั่น หัวใจเต้นเร็วมากกว่า 

120 ครั้งต่อนาทีหรือมีการเปลี่ยนแปลงที่เพิ่มขึ้นมากกว่า 40 ครั้งต่อนาทีหลังจากได้รับโลหิต 
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ความดันโลหิต systolic เพ่ิมขึ้นหรือลดลง 30 มม.ปรอท ภายในเวลา 4 ชั่วโมงหลังจากได้รับโลหิต 

ปวดท้องหรือท้องเสีย ซึ่งกลุ่มอาการดังกล่าว หากมีอาการรุนแรงมากอาจท าให้ผู้ป่วยเสียชีวิตจากการ

เกิดภาวะช็อค (43, 46) 

ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย ได้จัดท าคู่มือการเฝ้าระวังความปลอดภัยของ

โลหิต ซึ่งได้ระบุระดับของความเชื่อมั่นในการวินิจฉัยการติดเชื้อแบคทีเรียจากการรับโลหิต ดังนี้ (43) 

1) ความเป็นไปได้ที่มีการติดเชื้อแบคทีเรียจากการรับโลหิต (Possible TTBI) ประกอบด้วย

หลักฐานตรวจพบเชื้อแบคทีเรียในส่วนประกอบโลหิตที่ให้ผู้ป่วย โดยใช้วิธีการตรวจที่เชื่อถือได้ แต่ไม่พบ

เชื้อแบคทีเรียในกระแสโลหิตของผู้ป่วย หรือตรวจพบเชื้อแบคทีเรียในกระแสโลหิตของผู้ป่วย แต่ไม่พบ

ในส่วนประกอบโลหิตที่ให้แก่ผู้ป่วย โดยไม่มีเหตุผลอ่ืน ๆ ที่ท าให้ตรวจพบการติดเชื้อในผู้ป่วย 

2) การยืนยันได้ว่ามีการติดเชื้อแบคทีเรียจากการรับโลหิต (Confirmed TTBI) ประกอบด้วย

หลักฐานการตรวจพบแบคทีเรียสายพันธุ์เดียวกันในกระแสโลหิตของผู้ป่วยและในส่วนประกอบของ

โลหิตที่ให้ผู้ป่วย โดยใช้วิธีการตรวจที่เชื่อถือได้ 

5. แหล่งทีม่าของการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต 

สาเหตุหลักที่ส าคัญและพบได้บ่อยของการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต 

ได้แก่ กระบวนการท าความสะอาดผิวหนังก่อนการเจาะเก็บโลหิตที่เหมาะสมและท าให้เชื้อแบคทีเรีย

ประจ าถิ่นบริเวณผิวหนังปนเปื้อนเข้าไปในผลิตภัณฑ์ (7, 47) เชื้อแบคทีเรียประจ าถิ่นบริเวณผิวหนังที่

พบบ่อย อาทิเช่น เชื้อ Staphylococcus epidermidis และเชื้อ Bacillus cereus ซึ่งเป็นแบคทีเรีย

แกรมบวกและไม่เจริญเติบโตที่อุณหภูมิ 1-6 องศาเซลเซียส แต่สามารถเจริญเติบโตและเพ่ิมจ านวน

อย่างรวดเร็วได้ที่ อุณหภูมิ 20-24 องศาเซลเซียล ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่ เหมาะสมในการเก็บรักษา

ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต (44) ในขณะที่เชื้อ Escherichia coli ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบที่พบบ่อย

บริเวณผิวหนัง และมักเป็นสาเหตุของการปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์โลหิตต่าง ๆ (42) ในบางกรณีเกิดจาก

ผู้บริจาคโลหิตอยู่ในภาวะที่มีแบคทีเรียในกระแสโลหิตเพียงชั่วคราว (Transient bacteremia) 

โดยเฉพาะอย่างยิ่งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ และไม่มีอาการแสดงทางคลินิก ท าให้สามารถบริจาคโลหิต

และน าไปสู่การปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์ดังกล่าว ตัวอย่างเช่นการพบเชื้อ Yersinia 

enterocolitica ในกระแสโลหิตของผู้บริจาคเพียงชั่วคราว และปนเปื้อนสู่ผลิตภัณฑ์เม็ดโลหิตแดง 
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(44, 48) นอกจากนี้ยังสามารถพบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในระหว่างกระบวนการเตรียม

ส่วนประกอบโลหิตต่าง ๆ การรายงานในประเทศเดนมาร์กและสวีเดนพบการระบาดของเชื้อ 

Serratia marcescens ที่ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์เม็ดโลหิตแดง ซึ่งเกิดการปนเปื้อนขึ้นระหว่าง

กระบวนการผลิตถุงบรรจุโลหิต (44) 

6. อุบัติการณ์การปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต 

การรายงานขององค์การอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริการะหว่างปี ค.ศ. 2012-2016 พบอัตรา

การเสียชีวิตจากการได้รับโลหิต และส่วนประกอบโลหิตที่ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียคิดเป็นร้อยละ 10 

ของจ านวนผู้ป่วยที่เสียชีวิตทั้งหมดที่มีสาเหตุเกี่ยวข้องกับการได้รับโลหิตและส่วนประกอบโลหิต 

โดยพบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เม็ดโลหิตแดงอัดแน่นจ านวน 7 ราย ในผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิตจ านวน 11 ราย และในผลิตภัณฑ์พลาสมาจ านวน 1 ราย (5) การรายงานประจ าปี

ในประเทศอังกฤษระหว่างเดือนตุลาคม ปี ค.ศ. 1996 ถึงเดือนธันวาคม ปี ค.ศ. 2017 โดยระบบการ

เฝ้าระวังความปลอดภัยของการใช้โลหิต Serious Hazard of Blood Transfusion (SHOT) พบว่า

การติดเชื้อจากการได้รับโลหิตและส่วนประกอบโลหิตมีสาเหตุจากการติดเชื้อแบคทีเรียสูงที่สุด  ซึ่งมี

การรายงานทั้งหมด 44 ราย โดยมีการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เม็ดโลหิตแดงอัดแน่น

จ านวน 7 ราย และผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตจ านวน 37 ราย (4) นอกจากนี้ยังมีรายงานจากธนาคารโลหิต 

ศูนย์บริการโลหิตหรือศูนย์การถ่ายโลหิตของประเทศต่าง ๆ เกี่ยวกับความชุกของการปนเปื้อน

เชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตดังแสดงตามตารางท่ี 1 
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ตารางที่ 1 ความชุกของการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตในแต่ละประเทศ (49, 50) 

ประเทศ 
จ านวนยูนิต 

ทั้งหมด 

ผลบวก
ทั้งหมด1 
(ยูนิต) 

ผลบวกจริง2 

จ านวน  
(ยูนิต) 

อัตราส่วน 
ต่อ 1,000 

สภากาชาดสหรัฐอเมริกา 1,786,142 1,285 351 0.2 (1/5,088) 

สภากาดชาดเบลเยียม 107,827 1,030 803 7.4 (1/134) 
ศูนย์บริการโลหิตแคนาดา 917,321 811 93 0.1 (1/9863) 

สภากาชาดออสเตรเลีย 302,386 3,207 550 1.8 (1/549) 

ภาควิชาวิทยาภูมิคุ้มกันและ
การถ่ายเลือด ประเทศนอร์เวย์ 

36,896 88 12 0.3 (1/3074) 

ศูนย์ถ่ายโลหิตประเทศเดนมาร์ก 22,057 84 21 1.0 (1/1,050) 
ศูนย์บริการสุขภาพแห่งชาติ 
ประเทศอังกฤษ 

1,020,688 4,185 320 0.3 (1/3,189) 

ศูนย์บริการโลหิต  
มณฑลเจ้อเจียง ประเทศจีน 

8,000 21 5 0.6 (1/1,600) 

สภากาชาดญี่ปุ่น 43,569 80 47 1.1 (1/927) 

ศูนย์บริการโลหิตเวลส์ 54,828 257 38 0.7 (1/1,442) 

ศูนย์ถ่ายโลหิตโคเปนเฮเกน 
ประเทศเดนมาร์ก 

22,165 50 34 1.5 (1/651) 

หมายเหตุ 1ผลบวกท้ังหมด หมายถึง ผลบวกจากเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System ซึ่งเป็น

การตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ได้การรับรองจากองค์การอาหารและยา

แห่งสหรัฐอเมริกา 

 2ผลบวกจริง หมายถึง ผลบวกจากการตรวจซ้ าในส่วนประกอบโลหิตชนิดอ่ืน

และ/หรือผลบวกจากตัวอย่างโลหิตของผู้รับเกล็ดโลหิต 

จากการศึกษางานวิจัยที่เกี่ยวข้องพบว่า เชื้อแบคทีเรียที่ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตส่วนใหญ่

เป็นเชื้อประจ าถิ่นที่มักพบบริเวณผิวหนังอาทิเช่น เชื้อกลุ่ม coagulase-negative staphylococci 

(เช่น เชื้อ S. epidermidis) เชื้อ Staphylococcus aureus เชื้อกลุ่ม viridans group streptococci 

เชื้อ Bacillus spp.และเชื้อ Corynebacteria spp. (45) ในปีค.ศ. 2004 จากการทบทวนรายงาน



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 14 

การติดเชื้อแบคทีเรียจากการรับโลหิตของ Wagner พบว่าการติดเชื้อแบคทีเรียจากการรับผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิตส่วนใหญ่ประมาณ 56% มีสาเหตุมาจากเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก อย่างไรก็ตามมากกว่า 

60% ของผู้ที่ติดเชื้อและเสียชีวิตพบว่าส่วนใหญ่มีสาเหตุมาจากเชื้อแบคทีเรียแกรมลบโดยเชื้อ

แบคทีเรียที่พบว่าเป็นสาเหตุหลักของการติดเชื้อดังกล่าว ได้แก่ เชื้อ Staphylococcus spp. 42% 

เชื้อ Escherichia coli 9% เชื้อ Bacillus spp. 9% เชื้อ Salmonella spp. 9% เชื้อ Streptococcus 

spp. 12% เชื้อ Serratia spp. 8% เชื้อ Enterobacter spp. 7% และจุลชีพอ่ืน ๆ 4% (31) ในปี 2006 

Yomtovian และคณะ (51) ได้รายงานข้อมูลจากโปรแกรมเฝ้าระวังเพื่อตรวจหาการปนเปื้อนของ

เชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดเลือดในโรงพยาบาลมหาวิทยาลัยในช่วงปีค .ศ. 1991 ถึงค.ศ. 2004 

ซึ่งมีจ านวนการถ่ายผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตให้กับผู้ป่วยจ านวนทั้งสิ้น  216,283 ยูนิต และพบการ

ปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียเพียงชนิดเดียวที่มีการรายงานจากการเฝ้าระวังดังกล่าว ได้แก่ 

เชื้อ Pseudomonas aeruginosa 

7. การตรวจหาเชื้อแบคทีเรียท่ีปนเปื้อนในเกล็ดโลหิต 

การปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตเป็นหนึ่งในปัญหาที่มักพบได้บ่อย 

ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการรักษาผู้รับบริจาค หรือผู้ป่วยด้วยผลิตภัณฑ์โลหิต และส่วนประกอบโลหิต

เนื่องจากการได้รับผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่มีการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรีย อาจน าไปสู่การติดเชื้อที่รุนแรง

และเสียชีวิตได้ หนึ่งในปัจจัยที่ส่งผลให้ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตมีการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียที่สูงมาจาก

อุณหภูมิที่ใช้ในการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตอยู่ที่ 20-24 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่

เหมาะส าหรับการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย การตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิตจึงมีความจ าเป็น เพ่ือป้องกันการให้ผลิตภัณฑ์ที่มีการปนเปื้อนแก่ผู้รับบริจาคหรือผู้ป่วย 

และช่วยลดอัตราการติดเชื้อหรือเสียชีวิตที่อาจเกิดขึ้น (7, 11, 13) อย่างไรก็ตามการตรวจหาการ

ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตยังมีข้อจ ากัดที่พบได้บางประการ อาทิเช่น การมีปริมาณ

เชื้อแบคทีเรียค่อนข้างต่ าในระยะแรกของช่วงอายุเกล็ดโลหิต ท าให้โอกาสการตรวจพบเชื้อแบคทีเรีย

ค่อนข้างน้อย ความหลากหลายของสายพันธุ์เชื้อแบคทีเรียที่ปนเปี้อนในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ท าให้

ต้องการวิธีที่มีประสิทธิภาพเพ่ือใช้ในการตรวจเชื้อแบคทีเรียที่มีความหลากหลายได้อย่างครอบคลุม 

นอกจากนี้ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตมีอายุการเก็บรักษาที่สั้นประมาณ 5 วัน และหากต้องการที่จะ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 15 

ตรวจหาเชื้อแบคทีเรียในช่วงวันที่ใกล้จะน าเกล็ดโลหิตไปให้ผู้ป่วยมากท่ีสุด จึงจ าเป็นต้องใช้วิธีที่ให้ผล

รวดเร็ว มีความไวและความจ าเพาะสูง (13, 52) 

ในปี ค.ศ. 2004 สมาคมธนาคารโลหิตแห่งสหรัฐอเมริกาได้ก าหนดมาตรฐานให้ธนาคารโลหิต 

ศูนย์บริการโลหิตหรือศูนย์การถ่ายโลหิต ควรมีการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิตทุกยูนิตก่อนน าไปให้กับผู้รับบริจาคหรือผู้ป่วย (12) โดยวิธีที่ใช้ในการตรวจควรเป็นวิธีที่

ท าง่าย มีความไวเพียงพอที่จะตรวจหาเชื้อแบคทีเรียในระดับต่ าได้ มีความจ าเพาะสูง และต้องให้ผล

รวดเร็วเนื่องจากเกล็ดโลหิตมีอายุสั้น (53) ปัจจุบันมีวิธีตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการหลายวิธีที่

สามารถน ามาตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต โดยมีสรุปดังที่แสดงใน

ตารางที่ 2 และดังรายละเอียดที่อธิบายด้านล่าง ดังนี้ 

7.1 วิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธีดั้งเดิม 

วิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  เป็นวิธีการตรวจหาการปนเปื้อน

เชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตแบบดั้งเดิม โดยน าผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตมาเพาะเลี้ยง

เชื้อแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (Broth) บ่มเพาะเชื้อในตู้อบเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน หากมีการเจริญของเชื้อแบคทีเรียมากพอ จะสังเกตเห็นลักษณะการ

เปลี่ยนแปลงต่าง ๆ ภายในอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยตาเปล่า เช่น อาหารเลี้ยงเชื้อขุ่น หรือ มีการเปลี่ยนสี 

จากนั้นจึงท าการถ่ายเชื้อมาเพาะเลี้ยงต่อ (Subculture) ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (Solid 

media) ย้อมสีแกรม (Gram stain) และวินิจฉัยแยกชนิดเชื้อแบคทีเรียด้วยโดยอาศัยปฏิกิริยาทาง

ชีวเคมี (Biochemical test) (7) อย่างไรก็ตามวิธีนี้มีความไวในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียที่ค่อนข้าง

ต่ า เนื่องมาจากจ านวนเชื้อแบคทีเรียตั้งต้นที่อยู่ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตอาจมีปริมาณน้อยมาก ท าให้

โอกาสตรวจพบเชื้อแบคทีเรียค่อนข้างน้อยหรืออาจตรวจไม่พบ ประกอบกับข้อจ ากัดของการทดสอบ

ทางห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิกที่จ าเป็นต้องแยกเป็นพ้ืนที่ เฉพาะ ไม่สามารถรวมอยู่กับ

ห้องปฏิบัติการธนาคารโลหิตได้ และต้องอาศัยเครื่องมือวิทยาศาสตร์เพื่อประกอบการวินิจฉัย

หลายชนิด รวมไปถึงต้องอาศัยบุคลากรผู้ที่มีความช านาญเฉพาะทางเทคนิคทางห้องปฏิบัติการ

จุลชีววิทยา (54) นอกจากนี้ระยะเวลาที่บ่มเพาะเชื้อใช้เวลาประมาณ 5-7 วัน ซึ่งอาจไม่ทันต่อเวลาที่

ต้องจ่ายผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตให้คนป่วย 
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7.2 วิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียด้วยเครื่องอัตโนมัติ 

เป็นวิธีที่นิยมใช้อย่างแพร่หลายในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิตโดยอาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อด้วยเครื่องอัตโนมัติซึ่งช่วยเพิ่มความไวในการตรวจพบ

เชื้อแบคทีเรียที่ปนเปื้อนได้ดีกว่าการเพาะเลี้ยงเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยวิธีดั้งเดิม แม้ว่าปัจจุบัน

มีเครื่องอัตโนมัติที่สามารถใช้ในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตหลาย

รูปแบบ แต่มีเครื่องอัตโนมัติเพียง 2 ชนิดเท่านั้นที่ได้รับการรับรองจากองค์การอาหารและยาแห่ง

สหรัฐอเมริกาได้แก่เครื่อง BacT/Alert System (บริษัท BioMérieux จ ากัด ประเทศฝรั่งเศส) และ

เครื่อง Enhancement of a culture-based bacterial detection system (eBDS, บริษัท Pall จ ากัด 

ประเทศสวิสเซอร์แลนด์) รายละเอียดของเครื่องอัตโนมัติชนิดต่าง ๆ ได้อธิบายดังต่อไปนี้ 

7.2.1 เครื่อง BacT/Alert System 

เป็นการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต โดยอาศัย

หลักการตรวจวัดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ที่เกิดขึ้น ภายหลังมีการเจริญของเชื้อแบคทีเรียภายในขวด

อาหารเลี้ยงเชื้อ Platelet aerobic culture bottle (BPA) โดยใช้ตัวอ่านการเปลี่ยนแปลงสีของก้นขวด

อาหารเลี้ยงเชื้อ ขณะบ่มในเครื่อง BacT/Alert ซึ่งเป็นเครื่องอัตโนมัติที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อที่ก่อโรค

ในกระแสโลหิต (55) โดยปริมาณเชื้อแบคทีเรียต่ าสุดที่เครื่อง BacT/Alert สามารถตรวจวัดได้มีค่า

เท่ากับ 10 CFU/ml ส าหรับเชื้อแบคทีเรียในหลายสายพันธุ์ หรือเท่ากับ 5 CFU/ml ในเชื้อ B. cereus, 

S. aureus, S. epidermidis, E. coli, Serratia marcescens, Clostidium perfringens, Streptococcus 

pyogenes, Klebsiella pneumoniae (44) 

7.2.2 เครื่อง eBDS 

เครื่อง eBDS ได้ถูกออกแบบมาโดยเฉพาะ ส าหรับการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย

ปนเปื้อนในโลหิตและส่วนประกอบโลหิต โดยอาศัยหลักการวัดปริมาณการใช้ออกซิเจนเป็นเครื่องบ่งชี้

ถึงการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย ถ้ามีแบคทีเรียปนเปื้อน หรือมีการเพิ่มจ านวนของเชื้อแบคทีเรีย 

จะส่งผลให้มีการใช้ออกซิเจนเพ่ิมสูงขึ้นผ่านทางกระบวนการเผาผลาญพลังงาน ท าให้ปริมาณ

ออกซิเจนลดลงและสามารถตรวจวัดได้อย่างไรก็ตามเครื่อง eBDS สามารถตรวจได้เฉพาะเชื้อแบคทีเรีย
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ที่ต้องใช้ออกซิเจนในการเติบโต มีความไวในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย 1-15 CFU/ml การรายงาน

ผลท าได้ภายใน 24 ชั่วโมง ซึ่งต่างจากเครื่องอัตโนมัติที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ต้องติดตาม

ผลอย่างต่อเนื่อง (48, 52, 56) 

7.2.3 เครื่อง ESP Culture System (ESP) II 

อาศัยหลักการวัดความแตกต่างของความดันบริเวณที่ว่างด้านบนของขวดเพาะเลี้ยง

เชื้อแบคทีเรีย ซึ่งหากในขวดดังกล่าวมีเชื้อแบคทีเรียเจริญเติบโต จะเกิดผลผลิตแก๊สจากกระบวนการ

เมตาบอลิซึม ส่งผลให้ความดันบริเวณที่ว่างด้านบนของขวดเกิดการเปลี่ยนแปลง (57) เครื่อง ESP II 

สามารถตรวจหาเชื้อแบคทีเรียได้ทั้งเชื้อที่ต้องการใช้ออกซิเจนในการเติบโต และเชื้อที่ไม่ต้องการ

ออกซิเจนในการเติบโต โดยภายหลังบรรจุเกล็ดโลหิตใส่ขวดเพาะเลี้ยงเชื้อ ต้องบ่มเพาะเป็นเวลา

อย่างน้อย 24 ชั่วโมง ในกรณีที่เชื้อแบคทีเรียมีอัตราการเจริญเติบโตช้า ต้องเพิ่มระยะเวลาในการ

บ่มเพาะให้นานขึ้น โดยปริมาณเชื้อแบคทีเรียที่ต่ าสุดที่เครื่อง ESP II สามารถตรวจวัดได้มีค่าเท่ากับ 

10 CFU/ml (48, 52) 

7.3 ScanSystem 

เป็นชุดตรวจส าหรับตรวจหาเชื้อแบคทีเรียปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต โดยอาศัย

หลักการ Solid phase fluorescent cytometric ชุดตรวจประกอบด้วยส่วนชุดกรอง ส่วนการย้อมสี 

และส่วนตัวอ่านผลที่ใช้ Solid phase cytometry เชื้อแบคทีเรียจะถูกแยกออกจากเกล็ดโลหิต

โดยการกรองผ่านชุดกรอง ส่วนของเชื้อแบคทีเรียจะสามารถผ่านชุดกรองได้ หลังจากนั้น DNA ของ

เชื้อแบคทีเรียจะถูกติดฉลากด้วยสีฟลูออเรสเซนต์  และตรวจวัดการเรืองแสงที่เกิดขึ้นด้วยเครื่อง 

ScanSystem analyser โดยการยิงอาร์กอนเลเซอร์ที่ความยาวคลื่น 488 nm สามารถตรวจหา

เชื้อแบคทีเรียปนเปื้อนภายหลังจากเจาะเก็บโลหิตแล้ว 30-72 ชั่วโมง (2, 13) 

7.4 ชุดทดสอบ Pan Genera Detection (PGD) 

เป็นชุดทดสอบชนิดเร็ว (Rapid test) ที่ตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิตในเชิงคุณภาพ สามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า โดยอาศัยหลักการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง

แอนติเจนและแอนติบอดีและวัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นด้วยเทคนิค Double sandwich immunoassay 
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ซึ่งในเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกจะตรวจหา Lipoteichoic acid ในขณะที่เชื้อแบคทีเรียแกรมลบจะ

ตรวจหา Lipopolysaccharide ที่เป็นส่วนประกอบของผนังเซลล์ของเชื้อ สามารถตรวจหาได้ทั้ง

เชื้อแบคทีเรียที่ต้องใช้ออกซิเจนในการเติบโต และแบคทีเรียที่ไม่ต้องการออกซิเจนในการเติบโต

ใช้เวลาในการตรวจประมาณ 20-30 นาที และมีความไวในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียที่เท่ากับ 

103-105 CFU/ml (48, 58, 59) 

7.5 การตรวจวัดปริมาณน้ าตาลกลูโคสและค่า pH 

ปริมาณน้ าตาลกลูโคสและค่า pH ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่มีการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรีย 

จะมีการเปลี่ยนแปลงเมื่อมีการเพ่ิมจ านวนของเชื้อเกิดขึ้น โดยน้ าตาลกลูโคสจะถูกน าไปใช้ใน

กระบวนการย่อยสลายกลูโคส ซึ่งเป็นผลให้ปริมาณน้ าตาลกลูโคสและค่า pH ในถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต

ลดลงจึงสามารถน าใช้ในการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียได้ (13) อย่างไรก็ตามจากการศึกษา

ของ Yomtovian และคณะพบว่าวิธีดังกล่าวให้ผลบวกปลอมสูง น าไปสู่การจ าหน่ายผลิตภัณฑ์

ทิ้งประมาณ 2% ของจ านวนผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ผลิตขึ้นมา นอกจากนี้ยังเป็นวิธีที่มีความไวที่ต่ า 

จึงอาจไม่เหมาะสมที่จะน าไปใช้ในงานประจ าวัน (51) 

7.6 เทคนิค Flow cytometry 

เทคนิค Flow cytometry ได้ถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการพัฒนาตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย

ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต โดยการย้อม DNA ของเชื้อแบคทีเรียด้วยสี Thiazole orannge 

ซึ่งเป็นสีฟลูออเรสเซนต์ หลังจากนั้นเครื่อง Flow cytometry ตรวจวัดปริมาณความเข้มของการ

เรืองแสงที่เกิดขึ้น โดยการยิงแสงอาร์กอนเลเซอร์ความยาวคลื่น 488 nm มาตกกระทบกับตัวเซลล์ที่

เคลื่อนที่ผ่าน ใช้เวลาในการตรวจทั้งสิ้น 0.75 - 1 ชั่วโมง และมีความไวในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย

เท่ากับ 150 CFU/ml (52, 59, 60) อย่างไรก็ตามเทคนิคดังกล่าวไม่นิยมน ามาใช้ในงานประจ าวัน 

เนื่องจากความสามารถของการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตจ าเป็นต้องมี

เชื้อในปริมาณค่อนข้างสูงเท่านั้น ดังนั้นความเป็นไปได้ของการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียอาจต้องท า

ภายหลังผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตหมดอายุ (61) 
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7.7 วิธีการตรวจระดับโมเลกุลด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา 

ปัจจุบันมีการพัฒนาวิธีการตรวจระดับโมเลกุลหลายวิธีที่อาศัยเทคนิคทางอณูชีววิทยาเพ่ือ

ตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต Tamimount และคณะ ได้ทดสอบ

ใช้เทคนิค Real-time PCR ในการตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต

จ านวน 2,146 ยูนิต โดยใช้ยีน 16S rRNA ของยูแบคทีเรีย พบการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียคิดเป็น 

0.83% ซึ่งเชื ้อแบคทีเรียส่วนใหญ่เป็นเชื้อประจ าถิ่นบริเวณผิวหนัง สามารถจ าแนกชนิดได้เป็น 

เชื ้อ Propionibacterium spp. จ านวน 7 ยูนิต เชื ้อ Staphylococcus spp. จ านวน 6 ยูนิต 

เชื้อ Bacillus spp. จ านวน 2 ยูนิต เชื้อ Micrococcus spp. จ านวน 2 ยูนิต และเชื้อ Peptostreptococcus 

spp. จ านวน 1 ยูนิต (53) หรือการพัฒนาเทคนิค PCR ซึ่งตรวจหา ribosomal RNA บริเวณส่วนอนุรักษ์ 

(conserved regions) ได้แก่ 16S rRNA หรือ 23S rRNA ของเชื้อแบคทีเรีย สามารถตรวจหาเชื้อ

แบคทีเรียได้ระหว่าง 1-10 CFU/ml แม้ว่าเทคนิคทางอณูชีววิทยาจะเป็นวิธีที่มีความไวและ

ความจ าเพาะสูงในการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต แต่พบว่ายั งมี

ข้อจ ากัดที่ท าให้ยากต่อการน าใช้งานในห้องปฏิบัติการงานประจ า อาทิเช่น ราคาต่อการทดสอบ

ค่อนข้างสูง ต้องการเครื่องมือที่จ าเพาะซึ่งปกติไม่ได้มีประจ าอยู่ในห้องปฏิบัติการงานธนาคารโลหิต 

รวมไปถึงต้องอาศัยบุคลากรที่มีความเชี่ยวชาญ อีกทั้งความไวของแต่ละวิธีขึ้นอยู่ กับคุณภาพของ 

DNA ที่สกัดได้ (13, 45, 62) 
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ตารางที่ 2 เปรียบเทียบข้อดีและข้อเสียของวิธีในการตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียใน

ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต 

วิธีการตรวจ ข้อดี ข้อเสีย 

เครื่อง BacT/ALERT 
และ เครื่อง ESP 

วิธีการตรวจง่าย ไม่ซับซ้อน  
จึงเป็นวิธีที่ได้รับความนิยม 

มีการลงทุนในด้านการติดตั้งเครื่องมือ 
การรายงานผลใช้ระยะเวลานาน  
3-5 วัน 

เครื่อง eBDS การรายงานผลท าได้ภายใน 24 ชั่วโมง มีการลงทุนในด้านการติดตั้งเครื่องมือ 
ชุดทดสอบ PGD  ไม่มีการลงทุนในด้านการติดตั้ง

เครื่องมือ มีความสะดวก รวดเร็ว 
ใช้เวลาในการตรวจประมาณ  
20-30 นาท ี

ต้องใช้แบคทีเรียในการตรวจ
ปริมาณมาก ไม่สามารถตรวจ
ครอบคลุมแบคทีเรียได้ทุกชนิด 

การวัดปริมาณน้ าตาล
กลูโคสและค่า pH 

มีความสะดวก รวดเร็ว ผลบวกปลอมสูง 

เทคนิค Flow 
cytometry 

ความไวและความจ าเพาะสูง  
การรายงานผลท าได้ภายใน  
0.75-1 ชั่วโมง 

มีการลงทุนในด้านการติดตั้งเครื่องมือ 

เทคนิคทางอณูชีววิทยา 
เช่น Real-time PCR 
หรือ PCR 

ความไวและความจ าเพาะสูง  
การรายงานผลท าได้ภายใน  
6-8 ชั่วโมง 

มีการลงทุนในด้านการติดตั้งเครื่องมือ 

8. Helicase dependent amplification (HDA) 

8.1 หลักการท างานของเทคนิค HDA 

เทคนิค Helicase dependent amplification (HDA) เป็นเทคนิคการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมภายใต้อุณหภูมิคงที่ (Isothermal amplification) มีจุดเริ่มต้นจากการค้นพบคุณสมบัติ

ของเอนไซม์ Helicase ที่สามารถใช้แยก DNA แม่แบบสายคู่ให้เป็นสายเดี่ยวได้ ซึ่งเอนไซม์ดังกล่าว

ผลิตได้จากเชื้อ E. coli ในปี 1976 ท าให้นักวิจัยน าคุณสมบัตินี้มาประยุกต์ใช้ร่วมกับเอนไซม์ 

Polymerase และโปรตีนที่มีชื่อว่า Single strand binding protein ท าให้เกิดการเพิ่มปริมาณ

สารพันธุกรรมภายใต้อุณหภูมิคงที่ ในช่วงเริ่มต้นของปฏิกิริยา เอนไซม์ Helicase ช่วยในการแยก DNA 
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แม่แบบสายคู่ให้เป็นสายเดี่ยว โดยการท าลายพันธะไฮโดรเจนที่เชื่อมระหว่าง DNA สายคู่ จากนั้น 

Single strand binding protein เข้ามาจับที่ DNA สายเดี่ยว เพ่ือป้องกันไม่ให้  DNA แม่แบบเกิด

กลับไปจับกันเป็น DNA สายคู่ หลังจากนั้น Primer เข้ามาจับกับบริเวณที่เป็นล าดับเบสคู่สมของ 

DNA แม่แบบ และเอนไซม์ Polymerase จะน า Deoxyribonucleotide triphosphates (dNTPs) 

ที่เป็นคู่สมกับสาย DNA ต้นแบบเข้ามาต่อยาวออกไปจาก Primer ในทิศทาง 5’ ไป 3’ ท าให้เกิด 

DNA สายใหม่ ปฏิกิริยาด าเนินต่อไปเป็นวัฏจักรท าให้มีการเพิ่มขึ้นของปริมาณสารพันธุกรรม (รูปที่ 1) 

 

รูปที่ 1 กระบวนการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค HDA (14) 

8.2 ข้อได้เปรียบของเทคนิค HDA ที่มีต่อเทคนิค Isothermal amplification อ่ืน ๆ 

นอกเหนือจากเทคนิค HDA แล้ว ยังมีเทคนิค Isothermal amplification ชนิดอ่ืนที่ถูก

คิดค้นขึ้นมาในปัจจุบัน อาทิเช่น 1. เทคนิค Nucleic acid sequence-based amplification (NASBA) 

เป็นการเพ่ิมปริมาณสารพันธุ์กรรม RNA ที่ใช้เอนไซม์ 3 ชนิด คือ Reverse transcriptase RNase H 

และ T7 RNA polymerase โดย Primer ที่จ าเพาะต่อบริเวณ T7 Promoter sequence จะเข้าไป

จับกับสาย RNA แม่แบบ จากนั้นเอนไซม์ Reverse transcriptase จะสร้างสาย cDNA ขึ้นมา และ

เอนไซม์ RNase H จะย่อยสลายสาย RNA แม่แบบ หลังจากนั้นเอนไซม์ T7 RNA polymerase 

จะสร้างสาย RNA สายใหม่โดยใช้สาย cDNA เป็นแม่แบบ 2. เทคนิค Loop-mediated isothermal 

amplification (LAMP) เป็นการเพ่ิมปริมาณสารพันธุ์กรรม DNA โดยใช้ Primer 4 ชุดหรือ 6 ชุด 
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ที่จ าเพาะต่อ DNA แม่แบบ โดยใช้อุณหภูมิคงที่ และใช้ปฏิกิริยา Stand displacement ของเอนไซม์ 

Bst DNA polymerase เริ่มต้นจากการขั้นตอนการสร้าง Stem loop ทั้ง 2 ข้างของ DNA แม่แบบ 

หลังจากนั้นจะเข้าสู่ขั้นตอน Cycle amplification เป็นการเพิ่มปริมาณ DNA จาก Stem loop 

3. เทคนิค Recombinase polymerase amplification (RPA) เป็นเทคนิคการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรม โดยอาศัยหลักการท างานร่วมกันของเอนไซม์ Recombinase เอนไซม์ Polymerase และ

โปรตีนที่มีชื่อว่า Single strand binding protein ในช่วงเริ่มต้นของปฏิกิริยา เอนไซม์ Recombinase 

จะเข้ าไปจับกับทั้ ง Forward primer และ Reverse primer เกิด เป็ น  Recombinase-primer 

complex ซึ่งแทรกตัวเข้ามาจับกับบริเวณที่เป็นล าดับเบสคู่สมของ DNA แม่แบบ โดยมีเอนไซม์ 

Recombinase ช่วยในการแยก DNA แม่แบบสายคู่ ให้ เป็นสายเดี่ยว จากนั้น  Single strand 

binding protein เข้ามาจับที่ DNA สายเดี่ยว เพ่ือป้องกันไม่ให้ DNA แม่แบบเกิดกลับไปจับกันเป็น 

DNA สายคู่ หลังจากที่เอนไซม์ Recombinase หลุดออกจาก Primer ด้วยกระบวนการย่อยสลาย 

ATP เอนไซม์ Polymerase จะน า Deoxyribonucleotide triphosphates (dNTPs) ที่เป็นคู่สมกับ

สาย DNA ต้นแบบเข้ามาต่อยาวออกไปจาก Primer ในทิศทาง 5’ ไป 3’ ท าให้เกิด DNA สายใหม่ 

ปฏิกิริยาด าเนินต่อไปเป็นวัฎจักรท าให้มีการเพ่ิมขึ้นของปริมาณสารพันธุกรรม (Biosencer 2003) 

4. เทคนิค Strand-displacement amplification (SDA) เป็นการเพ่ิมปริมาณสารพันธุ์กรรม DNA 

โดยอาศัยการท างานของ Primer 2 ชุด คือ ชุดที่หนึ่งประกอบด้วย Primer S1 และ S2 ซึ่งส่วนปลาย

ด้าน 5’ มีล าดับเบสส าหรับเอนไซม์ตัดจ าเพาะซึ่งเป็นส่วนที่ยื่นออกมาและไม่ได้จับกับ DNA แม่แบบ 

ชุดที่สองประกอบด้วย Primer B1 และ B2 โดยที่ Primer B1 จับกับต าแหน่งทางด้าน 3’ ของ DNA 

แม่แบบ บริเวณต าแหน่งเหนือ Primer S1 ขณะที่ Primer B2 จับกับต าแหน่งทางด้าน 3’ ของ DNA 

แม่แบบ บริเวณต าแหน่งเหนือ Primer S2 จากนั้นเอนไซม์ DNA polymerase จะเข้าท าการสร้าง 

DNA สายใหม่ เมื่อ Primer B2 เข้าจับกับ DNA สายใหม่ที่มี S1 ขณะที่ Primer B1 เข้าจับกับ DNA 

สายใหม่ที่มี S2 เกิดการสร้าง DNA สายใหม่อีกรอบ ซึ่งเมื่อสิ้นสุดขั้นตอนนี้จะได้ผลผลิต DNA สายคู่ 

ที่มีล าดับเบสตรงปลายด้านหนึ่งเป็นต าแหน่งส าหรับเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 5. เทคนิค Rolling circle 

amplification (RCA) เป็นการเพ่ิมปริมาณสารพันธุ์กรรม DNA หรือ RNA ที่มีลักษณะเป็นวงกลม 

โดยอาศั ยการท างานของ Primer สายสั้ น  ๆ  และเอน ไซม์  DNA polymerase ห รือ  RNA 

polymerase ตามล าดับ (63-67) 
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อย่างไรก็ตามเทคนิค HDA มีข้อได้เปรียบเทคนิค Isothermal amplification ชนิดต่าง ๆ 

ที่ได้กล่าวมาข้างต้น อาทิเช่น มีขั้นตอนการทดสอบที่ง่ายไม่ซับซ้อนมีความไวและความจ าเพาะสูง 

สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมโดยใช้ Primer หลายคู่ต่อเป้าหมายหนึ่งต าแหน่งได้ ใช้อุณหภูมิใน

การท าปฏิกิริยาคงที่อยู่ในช่วง 60-65 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ไม่จ าเป็นต้องมีขั้นตอนแยกสาย DNA 

แม่แบบสายคู่ให้กลายเป็น DNA สายเดี่ยว (Denaturation) ก่อนการท าปฏิกิริยา (14-16) ดังรายละเอียด

ที่แสดงการเปรียบเทียบเทคนิค Isothermal amplification ชนิดต่าง ๆ ในตารางที่ 3 

ตารางที่ 3 แสดงการเปรียบเทียบรายละเอียดของเทคนิค Isothermal amplification ชนิดต่าง ๆ 

(63, 64, 66, 67) 

 PCR NASBA LAMP HDA SDA RCA RPA 
การเพิ่มปริมาณ 
DNA 

+ + + + + + + 

การเพิ่มปริมาณ 
RNA 

+ 
(RT-PCR) 

+ + 
(RT-LAMP) 

+ 
(RT-HDA) 

+ 
(RT-SDA) 

+ 
(RT-RCA) 

+ 
(RT-RPA) 

จ านวนเอนไซม ์ 1 2-3 1 2 2 2 3 
จ านวน Primer 2 2 4 หรือ 6 2 2 2 2 

การออกแบบ 
Primer 

พื้นฐาน พื้นฐาน ซับซ้อน พื้นฐาน ซับซ้อน พื้นฐาน พื้นฐาน 

อุณหภูมิใน
ปฏิกิริยา  
(องศาเซลเซียส) 

94, 55-60, 
72 

37-42 60-65 RT*, 37, 
60-65 

37 37 25-42 

เวลาในการ 
ท าปฏิกิริยา 

1.5-2.5 1.5-2 <1 0.5-2 2 1.5 0.3-1.5 

ขั้นตอนการ 
Denature 

+ + - - + - - 

สิ่งที่ช่วย 
Denaturing 

Heat RnaseH, 
DMSO 

Betaine Helicase Restriction 
enzymes, 
Bumper 
primers 

Strand 
displace-

ment 
property 

of Ф29 
DNA 

polymerase 

Recom-
binase 
SSB 
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 PCR NASBA LAMP HDA SDA RCA RPA 

วิธีการตรวจสอบ
ผลผลติ 

GE, ELISA, 
Real-time 

GE, ELISA, 
Real-time, 

ECL 

GE, 
Turbidity, 
Real-time 

GE, ELISA, 
Real-time 

GE,  
Real-time 

GE GE, 
Turbidity, 
Real-time 

การประยุกต์ใช้กับ 
Multiplex 

+ + - + - + + 

RT=reverse transcriptase; *RT= อุณหภูมิ 22–24 องศาเซลเซียส; GE= gel electrophoresis; 

ELISA=enzyme-linked immunosorbent assay; ELOSA=enzyme-linked oligosorbent 

assay; ECL=electrochemiluminescence 

8.3 การประยุกต์ใช้เทคนิค HDA ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรีย 

ปัจจุบันเทคนิค HDA ก าลังได้รับความนิยมสูงในการน ามาใช้ตรวจวินิจฉัยทางการแพทย์ 

โดยมีการศึกษาน าเทคนิคดังกล่าวเพ่ือตรวจหาโรคมะเร็ง หรือโรคอ่ืน ๆ รวมไปถึงการน าไปตรวจหา

เชื้อก่อโรคที่ส าคัญในมนุษย์ ประกอบด้วยเชื้อไวรัส เชื้อปรสิต เชื้อรา และเชื้อแบคทีเรีย (14, 15, 68-70) 

Kolm และคณะ ได้พัฒนาเทคนิค HDA ร่วมกับ Lateral flow เพ่ือตรวจหายีน 16s rRNA 

ของแบคทีเรียในกลุ่ม Bacteroidetes ในอุจจาระของสัตว์เคี้ยวเอ้ือง ซึ่งเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่เชื่อมโยง

กับแหล่งก าเนิดมลพิษเฉพาะกิจกรรม หรือ Microbial source tracking (MST) Marker เพ่ือใช้ใน

การวิเคราะห์คุณภาพน้ าที่จะเชื่อมโยงไปสู่แหล่งก าเนิดมลพิษหรือสามารถบ่งชี้แหล่งที่มาของการ

ปนเปื้อนกลับไปได้ พบว่า มีความไวและความจ าเพาะในเชิงคุณภาพเทียบเท่ากับเทคนิค Quantitative 

PCR (QPCR) (16) การศึกษาของ Chow และคณะ ได้พัฒนาเทคนิค HDA ร่วมกับ Lateral flow 

ในการตรวจวินิจฉัย Toxin genes ของเชื้อ Clostridium difficile ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคอุจจาระร่วง 

พบว่า มีความแม่นย าในการวินิจฉัยสูง ความไวและความจ าเพาะ 100% เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค 

PCR และมีความไวและความจ าเพาะ 90.9% และ 100% ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี 

Enzyme immunoassays (EIAs) (71) การศึกษาของ Gill และคณะ ได้พัฒนาเทคนิค HDA ร่วมกับ 

Gold nanoparticle probes เพ่ือตรวจหายีน ureC ของเชื้อ Helicobacter pylori พบว่า สามารถ

ตรวจหาเชื้อ H. pylori ได้ต่ าที่สุดที่ 10 CFU/ml ภายในเวลาน้อยกว่า 1 ชั่วโมง และผลที่ได้จาก

ตัวอย่างการตรวจชิ้นเนื้อในกระเพาะอาหาร พบว่า มีความไวและความจ าเพาะ 92.5% และ 95.4% 

ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับผลการเพาะเลี้ยงเชื้อ และมีความไวและความจ าเพาะ 100% และ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 25 

98.8% ตามล าดับเมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยา เทคนิค HDA มีความสะดวก 

ช่วยลดระยะเวลา และค่าใช้จ่ายที่จ าเป็นส าหรับการวินิจฉัยเชื้อ H. pylori ในระดับโมเลกุล ส่งผลให้

เทคนิค HDA มีศักยภาพในการตรวจหาเชื้อในระยะแรกได้อย่างมีประสิทธิภาพ (72) การศึกษาของ 

O’Neil และคณะ ได้พัฒนาเทคนิค Multiplex HDA ในการตรวจวินิจฉัยจ าแนกเชื้อก่อโรค 2 ชนิด 

ได้แก่ เชื้อ Chlamydia trachomatis และเชื้อ Neisseria gonorrhoeae ซึ่งเป็นการตรวจหายีน 

omp gene ของเชื้อ C. trachomatis และยีน opa ของเชื้อ N. gonorrhoeae พบว่าสามารถ

ตรวจหาเชื้อ C. trachomatis ได้ต่ าที่สุดที่ 0.05 CFU/ml และตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae 

ได้ต่ าที่สุดที่ 0.003 CFU/ml (73) เทคนิค HDA เป็นวิธีที่ให้ผลการตรวจที่รวดเร็ว ใช้อุปกรณ์น้อย 

สามารถใช้ในงานภาคสนามได้ จึงเหมาะสมที่จะน าไปพัฒนาเป็นการตรวจวินิจฉัยส าหรับการเฝ้าระวัง

หรือติดตามป้องกันการระบาดของโรคต่าง ๆ ได้ (15, 71) 

9. การตรวจสอบผลผลิตภายหลังการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค HDA 

การตรวจสอบผลผลิตภายหลังการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค HDA สามารถ

ตรวจสอบได้ทั้งระหว่างปฏิกิริยาก าลังด าเนินหรือภายหลังปฏิกิริยาสิ้นสุด ซึ่งการตรวจสอบทั้งสองแบบ

มีข้อดีและข้อเสียที่แตกต่างกัน การตรวจสอบผลผลิตระหว่างปฏิกิริยาก าลังด าเนินส่วนใหญ่อาศัย

หลักการเปล่งแสงของสีฟลูออเรสเซนต์ ที่ติดอยู่กับ Probe ที่ใส่ในปฏิกิริยา จึงสามารถอ่านผลได้รวดเร็ว

ไม่ต้องรอให้เสร็จสิ้นปฏิกิริยา แต่จ าเป็นต้องอาศัยเครื่องมือในการตรวจวั ดการเปล่งแสงของ

ฟลูออเรสเซนต์ที่จ าเพาะ ท าให้มีราคาค่อนข้างสูง ในขณะที่การตรวจสอบผลผลิตภายหลังปฏิกิริยา

เสร็จสิ้น อาจไม่จ าเป็นต้องใช้เครื่องมือที่จ าเพาะ จึงท าให้ประหยัดค่าใช้จ่ายมากกว่าและเหมาะสม

ในการน าไปใช้ภาคสนามหรือในพ้ืนที่ที่ไม่จ าเป็นต้องติดตั้งเครื่องมือ (15) 

9.1 การตรวจสอบผลผลิตด้วยเทคนิค Real time 

เป็นการตรวจสอบผลผลิตระหว่างปฏิกิริยา HDA ก าลังด าเนิน โดยการใช้ Probe ที่จ าเพาะ

ต่อผลผลิต ได้แก่ TaqMan probe ซึ่งเป็น Oligonucleotide สายเดี่ยว ที่มีการติดฉลากสารเรืองแสง 

(Reporter dye) ที่ปลาย 5′ และติดตัวบดบัง (Quencher) ที่ปลาย 3′ ซึ่งในสภาวะปกติจะไม่มีการ

เรืองแสงเนื่องจาก Quencher จะยับยั้งโมเลกุลของสารเรืองแสงที่ติดไว้ที่ probe ไม่ให้ปล่อย

พลังงานออกมา แต่ในขณะที่เกิดปฏิกิริยา Probe จะเข้าไปจับ DNA ต้นแบบ ในบริเวณที่มีล าดับ
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นิวคลีโอไทด์ที่เข้าคู่กันได้ เมื่อเอนไซม์ DNA polymerase ท าการสร้าง DNA สายใหม่ โดยเอนไซม์

ชนิดนี้มีคุณสมบัติ 5′->3′ Exonuclease activity ซึ่งสามารถย่อย TaqMan probe ได้ ท าให้โมเลกุล

ของสารเรืองแสงและ Quencher หลุดออกจากกัน ดังนั้นจึงเกิดการเรืองแสงขึ้น โดยปริมาณ

สารเรืองแสงจะแปรผันกับปริมาณของ DNA ที่เพ่ิมข้ึนดังรายละเอียดที่แสดงในรูปที่ 2 (74) 

 

รูปที่ 2 หลักการท างานของ TaqMan probe ในการตรวจสอบผลผลิตจากการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมด้วยเทคนิค Real time (74) 

9.2 การตรวจสอบผลผลิตด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis 

เป็นเทคนิคที่ใช้ตรวจสอบผลผลิตการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย 

สามารถใช้แยก DNA ที่มีขนาดตั้งแต่ 100 bp ถึง 25 kb ออกจากกันด้วยสนามไฟฟ้าโดยผ่าน

ตัวกลางค้ าจุ้นที่เป็นวุ้น โดยอาศัยหลักการที่โครงสร้างของ DNA มีหมู่ฟอสเฟต ท าให้มีประจุโดยรวม

เป็นลบเมื่ออยู่ภายใต้สนามไฟฟ้าโมเลกุลของ DNA จะถูกผลักให้เคลื่อนที่จากขั้วลบไปสู่ขั้วบวก 

ความสามารถในการเคลื่อนที่ของ DNA ขึ้นอยู่กับขนาดและลักษณะรูปร่างของ DNA โดย DNA ที่มี
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รูปร่างเป็นวงแหวนที่พันเกลียวซ้อน (Supercoiled DNA) จะเคลื่อนที่ได้เร็วกว่า DNA ที่มีรูปร่างเป็น

เส้นตรง (Linear DNA) และวงแหวน (Circular DNA) ตามล าดับ ในขณะที่หาก DNA มีรูปร่าง

เหมือนกันเช่น DNA รูปร่างเป็นเส้นตรงนั้น DNA ที่มีขนาดเล็กกว่าจะเคลื่อนที่ได้เร็วกว่า DNA ที่มี

ขนาดใหญ่นอกจากนี้ความสามารถในการเคลื่อนที่ของ DNA ยังขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของวุ้น 

Agarose ขนาดรูพรุนของวุ้น Agarose และความต่างศักย์ของกระแสไฟฟ้าที่ใช้ ภายหลังจากเสร็จสิ้น

ขั้นตอนการแยก DNA สามารถอ่านผลได้โดยการน าวุ้น Agarose ที่มีแถบ DNA ไปย้อมสี อาทิเช่น 

ส ี Ethidium bromide สี  SYBR Gold และสี SYBR green I เป็นต้น และศึกษาแถบของ DNA 

ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตตามล าดับ (75-77) 

9.3 การตรวจสอบผลผลิตด้วยหลักการ Lateral flow 

การตรวจสอบผลผลิตจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมภายหลังการเกิดปฏิกิริยาด้วย

หลักการ Lateral flow มีการใช้ Primer ที่ปลาย 5’ ติดกับ Biotin และออกแบบ Probe โดยปลาย 3’ 

ของ Probe ติดฉลากด้วยสารปลอดรังสีกลุ่ม Hapten เช่น Fluorescein Digoxigenin หรือ 2,4 

dinitrophenyl ภายหลังที่ Primer และ Probe จับกับ DNA ต้นแบบ และมีการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรม ท าให้ได้ผลผลิตที่มี Biotin และสารปลอดรังสีกลุ่ม Hapten ติดอยู่ในผลผลิต (รูปที่ 3) 

ซึ ่งหลังจากนั้น Probe จะจับกับแอนติบอดีหรือโปรตีนที่จ าเพาะกับ Probe นั้น ที่ถูกตรึงไว้บน 

Nitrocellulose membrane และตรวจสอบสัญญาณ โดยมี Streptavidin ที ่จับกับอนุภาคสี 

เป็นตัวช่วยในการเพ่ิมสัญญาณในการอ่านผล (15) 
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รูปที่ 3 การตรวจสอบผลผลิตจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยหลักการ Lateral flow (15) 

9.4 การตรวจสอบผลผลิตด้วยเทคนิค Microfluidic 

เทคนิค Microfluidic เป็นการควบคุมของไหลของสารผ่านช่องขนาดเล็ก อุปกรณ์ 

Microfluidic ซึ่งประกอบไปด้วยวาล์วเครื่องผสมและปั๊มที่สามารถควบคุมการไหลของของไหล

ภายในอุปกรณ์ ปัจจุบันได้มีการน าเทคนิค Microfluidic มาพัฒนาเป็นการตรวจแบบ Lab-on-a-chip 

โดยการเปลี่ยนลายวงจรของ Microchip ที่ใช้ในแผงวงจรไฟฟ้าขนาดเล็ก ซึ่งแต่เดิมเป็นที่วิ่งของ

กระแสไฟฟ้าให้กลายเป็นท่อหรือช่องทางไหลของของเหลว หรือก๊าซที่ต้องการตรวจวัด นอกจากนี้

ยังมีการพัฒนาวัสดุที่ใช้ท า Chip ที่หลากหลาย อาทิเช่น พลาสติก แก้ว และกระดาษ รวมทั้งมีการ

พัฒนาเทคโนโลยีในการออกแบบสร้างช่องทางไหล และระบบจัดการให้ Chip ท าหน้าที่ได้อย่าง

แม่นย า เหมาะส าหรับการตรวจแบบ Point-of-care หรือในงานภาคสนาม โดยการศึกษาของ 

Ramalingam และคณะ ได้มีการพัฒนาเทคนิค HDA ร่วมกับเทคนิค Microfluidic ในการเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุ์กรรมของชิ้นส่วน BNI-1 ของ SARS cDNA ได้ส าเร็จ โดยที่ส่วนของน้ ายาที่ใช้ส าหรับ

เพ่ิมปริมาณสารพันธุ์กรรม จะถูกเก็บไว้ในอุปกรณ์  Microfluidic ในขณะที่ตัวอย่าง DNA และ 

primer ถูกเติมเข้ามาทีหลัง (14, 78-80) 
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9.5 การตรวจสอบผลผลิตด้วยเทคนิค Flocculation 

หลักการของ Flocculation คือการใช้สาย DNA ที่มีความยาวเพียงพอที่จะเชื่อมอนุภาคเม็ด

บีดเข้าด้วยเป็นกลุ่มก้อนภายใต้สภาวะสารละลายบัฟเฟอร์ที่จ าเพาะ ท าให้สามารถเห็นการตกตะกอน

ด้วยตาเปล่า ดังตัวอย่างรูปที่  4 การตรวจสอบผลผลิตการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ 

Mycobacterium จากการศึกษาของ Benjamin และคณะ พบว่าเทคนิคนี้มีความจ าเพาะสูงต่อเชื้อ 

Mycobacterium มีความไวในการวินิจฉัยเชื้อ Mycobacterium เท่ากับ 10 CFU และไม่จ าเป็นต้องใช้

อุปกรณ์จ าเพาะ หรืออุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการที่มีราคาแพงจึงเป็นตัวเลือกที่เหมาะส าหรับการพัฒนา

เป็นชุดตรวจวินิจฉัยส าหรับ Point-of-care (81) 

 

รูปที่ 4 ตัวอย่างการตรวจสอบผลผลิตด้วยเทคนิค Flocculation ของเชื้อ Mycobacterium (81) 

9.6 การตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I 

สี SYBR Green I ซึ่งเป็นสารเรืองแสงในกลุ่มสีไซยาไนน์มีคุณสมบัติในการจับกับร่องขนาดเล็ก

หรือ Minor groove ของ DNA สายคู่ โดยมีค่าการดูดกลืนแสงสีน้ าเงินที่ความยาวคลื่นสูงสุด 497 nm 

และมีค่าการเปล่งแสงสีเขียวที่ความยาวคลื่นสูงสุด 520 nm ดังนั้นหากมีผลผลิตจากการเพ่ิมปริมาณ

สารพันธุกรรมท าให้สี SYBR Green I สามารถจับกับ Minor groove ของ DNA ที่เป็นผลผลิต

ซึ่งสามารถมองเห็นเป็นสีเขียวได้ด้วยตาเปล่าภายใต้แสงธรรมชาติ หรือเกิดการเรืองแสงภายใต้

แสงอัลตราไวโอเลต แต่ถ้าหากไม่มีผลผลิตจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมเกิดขึ้นจะมองเห็นเป็น

สีส้มด้วยตาเปล่าหรือไม่เกิดการเรืองแสงภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (82) การศึกษาที่ผ่านมา มีการน า

สี SYBR Green I มาใช้ตรวจสอบผลผลิตจากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค RPA 
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เพื่อตรวจวินิจฉัยเชื้อ Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ผลการศึกษาพบว่ามีความจ าเพาะ 

100 % และมีความไว 97.95 % และ 99.32% ส าหรับการตรวจหายีน IS6110 และ IS1081 ตามล าดับ 

เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน PCR (83) สี SYBR Green I ยังถูกน ามาใช้ร่วมกับเทคนิค LAMP 

เพ่ือตรวจวินิจฉัยเชื้อ Plasmodium falciparum และ P. vivax ที่ เป็นสาเหตุของโรคมาลาเรีย 

พบว่ามีความแม่นย าในการวินิจฉัยสูง ความไวและความจ าเพาะ 100% ส าหรับการวินิจฉัย

เชื้อ P. falciparum และความไวและความจ าเพาะ 95.16% และ 96.7% ตามล าดับ ส าหรับการวินิจฉัย

เชื้อ P. vivax เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค PCR (84) การตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I 

สามารถอ่านผลได้ทันทีภายหลังเสร็จสิ้นปฏิกิริยาโดยการเติมสี โดยไม่จ าเป็นต้องมีช่วงระยะเวลา

การบ่มเพ่ือให้เกิดการเปลี่ยนสี ท าให้การตรวจวัดผลผลิตมีขั้นตอนที่ง่าย ไม่ซับซ้อน ไม่ต้องใช้อุปกรณ์

จ าเพาะอ่ืนเพิ่มเติม และสามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่าภายใต้แสงธรรมชาติ (82) 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที ่3  

วิธีด าเนินการวิจัย 

1. สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาตร์ 

สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาตร์ ที่ใช้งานวิจัย มีรายละเอียด ดังนี้ 

สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาตร์ ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย ประกอบด้วย 

Tryptic soy agar (TSA) ซื้อจากบริษัท Oxoid จ ากัด สหราชอาณาจักร และ BacT/Alert ซื้อจาก

บริษทั BioMérieux จ ากัด ประเทศฝรั่งเศส 

สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาตร์  ที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค 

polymerase chain reaction (PCR) ประกอบด้วยชุดน้ ายาเอนไซม์ Taq DNA polymerase 

ซื้อจากบริษัท New England BioLabs ประเทศสหรัฐอเมริกา deoxynucleotide triphosphate 

(dNTPs) ซื้อจากบริษัท Thermo Fisher Scientific Inc. จ ากัด สหรัฐอเมริกา และ primer สั่งสังเคราะห์

จากบริษัท Bioneer Corporation จ ากัด สาธารณรัฐเกาหลีใต้ 

สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาตร์ ที่ใช้ในการสกัดสารพันธุกรรมจากผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต

ด้วยชุดทดสอบ QIAamp DNA Microbiome ประกอบด้วย QIAamp UCP Mini Columns, Collection 

tubes, Pathogen Lysis tubes L, Elution tubes, AHL Buffer, RDD Buffer, Benzonase, ATL 

Buffer, Reagent DX, APL2 Buffer, AW1 Buffer, AW2 Buffer, Proteinase K และ AVE Buffer 

ซื้อจากบริษัท Qiagen จ ากัด สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาตร์  ที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค 

helicase dependent amplification (HDA) ประกอบด้วย 10X annealing buffer, Magnesium 

sulfate (MgSO4), Sodium chloride (NaCl), IsoAmp dNTPs solution และเอนไซม์  IsoAmp 

enzyme mix ซื้อจากบริษัท BioLabs จ ากัด สหรัฐอเมริกา สี SYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain 

ซื้อจากบริษัท Favorgen Biotech Corporation จ ากัด สาธารณรัฐจีน (ไต้หวัน) 

สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาตร์ ที่ใช้ในการตรวจสอบผลผลิตการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม

ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis ประกอบด้วย Tris base ซื้อจากบริษัท Amresco Inc. จ ากัด 
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สห รั ฐอ เม ริ ก า  acetic acid ซื้ อ จ ากบ ริษั ท  Merck จ ากั ด  สห พั น ธ์ ส าธ ารณ รั ฐ เย อ รม นี 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) ซื้อจากบริษัท Sigma-Aldrich จ ากัด สหรัฐอเมริกา 

Agarose ซื้อจากบริษัท Serva จ ากัด สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี DNA มาตรฐาน 100 bp ซื้อจาก

บริษัท  Thermo Fish Scientific Inc. จ ากัด  สหรัฐอเมริกา  6x Loading dye ซื้ อจากบริษั ท 

Biotechrabbit จ ากัด สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี UltraPowerTM DNA/RNA safe dye ซื้อจาก

บริษัท Gellex International Inc. จ ากัด ประเทศญี่ปุ่น 

2. เครื่องมือ 

เครื่องวัดปริมาณ DNA (NanodropTM 100 spectrophotometer) จากบริษัท Thermo 

Fish Scientific Inc. จ ากัด สหรัฐอเมริกา เครื่อง Thermo cycle จากบริษัท Biometra GmbH 

จ ากัด สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี  เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Dry Bath Incubator) จากบริษัท 

Hangzhou Allsheng Instruments จ ากัด สาธารณรัฐประชาชนจีน เครื่องเขย่าผสมสาร (Vortex) 

เครื่องปั่นตกตะกอนความเร็วสูง (SpectrafugeTM 16M High Speed Microcentrifuge) เครื่อง

ปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก (SpectrafugeTM Mini Laboratory Centrifuge) และเครื่อง Electrophoresis 

จากบริษัท Labnet International Inc. จ ากัด สหรัฐอเมริกา เครื่องจ่ายก าลังไฟฟ้า (Power 

Supply) และเครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (Gel DocTM XR ChemiDocTMXRS) 

จากบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc. จ ากัด สหรัฐอเมริกา 

3. วิธีการทดลอง 

3.1 ตัวอย่างผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตท่ีใช้ในการศึกษา 

ตัวอย่างทั้งหมดที่ใช้ในการศึกษานี้เป็นผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่หมดอายุ ณ วันที่ 5 ของการ

เก็บรักษา จากภาคบริการโลหิตแห่งชาติที่ 4 จังหวัดราชบุรี สภากาชาดไทย การศึกษาครั้งนี้ได้รับการ

อนุมัติการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย จากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน ศูนย์บริการโลหิต

แห่งชาติ สภากาชาดไทย กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย เลขที่รับรองโครงการ COA.NBC 15/2019 
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3.2 เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก 

การศึกษาครั้งนี้ใช้เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื ้อ  S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens ซึ่งเชื้อดังกล่าวทั้งหมด เป็นเชื้อแบคทีเรีย

ที่มักพบการปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตจากการศึกษาที่ผ่านมา (31, 45, 51) เชื้อแบคทีเรีย

ตัวอย่างควบคุมทั้งหมดได้รับความอนุเคราะห์จาก รองศาสตราจารย์ ดร.พิทักษ์ สันตนิรันดร์ 

ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร 

ประเทศไทย 

3.3 การสกัด DNA ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก 

เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกลงบน Tryptic soy agar (TSA) บ่มที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เขี่ยโคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย 1 loop มาผสมกับน้ ากลั่น

ปริมาตร 1 ml ต้มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ปั่นที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนน้ าใสที ่ได้ไปวัดปริมาณและความบริสุทธิ ์ของ DNA ที ่สกัดได้ด้วย

เครื ่องว ัดปริมาณ DNA (Nanodrop™ 1000 spectrophotometer, บริษัท Thermo scientific 

จ ากัด, สหรัฐอเมริกา) เก็บ DNA ที่สกัดได้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือรอท าการทดสอบใน

ขั้นตอนถัดไป 

3.4 การออกแบบ Primer 

Primer เป็นองค์ประกอบที่ส าคัญที่ใช้ในการพัฒนาเทคนิค HDA/SYBR Green I ส าหรับการ

ตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต Primer ที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR และ HDA 

ในการศึกษาครั้งนี้ ถูกออกแบบให้จ าเพาะต่อส่วนบริเวณอนุรักษ์ (Conserved region) ของยีน 16s 

rRNA ซึ่งเป็นยีนที่พบในแบคทีเรียทุกชนิด มีความผันแปรทางวิวัฒนาการต่ าและมีความเป็นบริเวณ

อนุรักษ์สูง ซึ่งถูกออกแบบโดยใช้ล าดับเบสของยูแบคทีเรียส่วนบริเวณอนุรักษ์จ านวน 275,057 ชนิด 

จากฐานข้อมูล Ribosomal Database Project (RDP) ซึ่งอ้างอิงจากการศึกษาของ Wang และคณะ 

(85) เป็นต้นแบบ และออกแบบให้ HDA Primer มีความยาวประมาณ 20-32 bp ซึ่งเป็นความยาวของ 
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Primer ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา HDA (86) และให้สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมได้ผลผลิต

ขนาดเท่ากับ 104 bp ซึ่งเป็นความยาวของ DNA ที่เหมาะสมส าหรับการตรวจสอบด้วยสี SYBR 

Green I (87) ตรวจสอบคุณสมบัติและความจ าเพาะของ Primer ที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR และ HDA 

ด้วยโปรแกรม Basic local alignment search tool (BLAST; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) 

รายละเอียดของ Primer ดังแสดงในตารางที่ 4 

ตารางที่ 4 รายละเอียดของ Primer ที่ใช้ในการศึกษาวิจัยนี้ 

Primer ล าดับเบส (5’ - 3’) 
ขนาดของ

ผลผลิต (bp) 
ที่มา 

PCR 
Forward CCARACTCCTACGGGAGGCAGCAGTRRGGA 

200 
การศึกษาครั้งนี้ 

Reverse ATTACCGCGGCTGCTGGCACGDAGTTAGCC การศึกษาครั้งนี้ 

HDA 
Forward AGTCCCRYAACGAGCGCAACCC 

104 
การศึกษาครั้งนี้ 

Reverse TTGACGTCRTCCCCRCCTTCC การศึกษาครั้งนี้ 

3.5 การประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของ PCR Primer ด้วยเทคนิค Polymerase chain 

reaction (PCR) 

3.5.1 การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR 

น า PCR Primer ที่ถูกออกแบบ มาประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้น ด้วยการน าไปใช้

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้ DNA ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก 

จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ จากในข้อ 3.3 ในปฏิกิริยา PCR ประกอบไปด้วย 10x PCR buffer 

(1x Buffer : 7.5 mMTris-Hcl pH=8.75, 25 mKCl, 1mM MgCl2), 10 mM Deoxynucleotide 

triphosphate (dNTPs), 1U Taq DNA polymerase, Forward primer และ Reverse primer 

อย่างละ 10 µM, DNA ต้นแบบ 10 ng และเติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้ได้ปริมาตรรวม 50 µl 

ท าปฏิกิริยา PCR ในสภาวะต่อไปนี้ เริ่มต้นจากอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 

จากนั้นใช้อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 

อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 30 วินาที เป็นจ านวน 30 รอบ และอุณหภูมิ 72 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ตรวจสอบ PCR 
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product ที่ เกิ ด ขึ้ น บ น  1.5% Agarose gel electrophoresis ที่ ผ สมสี ย้ อม  DNA (GelstarTM, 

ประเทศญี่ปุ่น) ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที อ่านผลแถบ DNA ภายใต้

แสงอัลตราไวโอเลตโดยเปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp บันทึกภาพท่ีเกิดข้ึน 

3.5.2 การหาล าดับเบสของผลผลิต PCR 

น าผลผลิต PCR ที่ได้จากข้อ 3.5.1 ที่เกิดขึ้นจากการใช้ PCR Primer มาวิเคราะห์

ล าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing เพ่ือยืนยันผลของการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม

ของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุมบวกด้วย PCR Primer ตามล าดับ โดยใช้ผลผลิต PCR ที่มีปริมาตรรวม 

35 µl และมีความเข้มข้น DNA ไม่น้อยกว่า 50 ng/µl พร้อมกับ Forward Primer ส่งไปวิเคราะห์

ล าดับเบสที่ บริษัท Bioneer sequencing service จ ากัด ประเทศเกาหลีใต้ น าผลการหาล าดับเบส

มาเปรียบเทียบกับล าดับเบสของเชื้อด้วยโปรแกรม Basic local alignment search tool (BLAST; 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) 

3.6 การพัฒนาเทคนิค Helicase dependent amplification ควบคู่กับการอ่านผลด้วย

สี SYBR Green I (HDA/SYBR Green I) ส าหรับตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิต 

ในการศึกษาครั้งนี้ ได้พัฒนาเทคนิค HDA ซึ่งเป็นการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่อุณหภูมิ

เดียวคงที่ โดยใช้ DNA ต้นแบบของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุมบวก จ านวน 6 สายพันธุ์ ที่สกัดได้จาก

ในข้อ 3.3 ใช้ HDA Primer ซึ่งจ าเพาะกับยีน 16S rRNA ที่ออกแบบได้ในข้อ 3.4 ร่วมกับการ

ตรวจสอบผลผลิต HDA ด้วยการเติมสี SYBR Green I ซึ่งสามารถอ่านผลที่เกิดข้ึนได้ด้วยตาเปล่า 

การพัฒนาเทคนิค HDA ใช้ชุดน้ ายา Iso Amp®II Universal tHDA Kit (บริษัท BioLabs จ ากัด, 

สหรัฐอเมริกา) โดยใน 1 หลอดปฏิกิริยามีปริมาตรรวม 50 µl ประกอบไปด้วย Forward primer และ 

Reverse primer ความเข้มข้นอย่างละ 5 µM 10X Annealing buffer II 5 µl MgSO4 2 µl NaCl 4 µl 

IsoAmp dNTPs solution 3.5 µl IsoAmp enzyme mix 3.5 µl DNA ต้นแบบ 10 ng และเติม

น้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้ได้ปริมาตรครบ 50 µl โดยท าปฏิกิริยาควบคุมบวกของน้ ายาโดยใช้ Primer และ 

DNA ตัวควบคุมบวกของชุดน้ ายา HDA ร่วมด้วย บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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เมื่อเสร็จสิ้นปฏิกิริยา แบ่งผลผลิต HDA เป็น 2 ส่วน โดยส่วนแรก น าผลผลิต HDA ไป

ตรวจสอบด้วยสี SYBR Green I ซึ่งมีคุณสมบัติในการเข้าจับกับร่องขนาดเล็กของ DNA สายคู่ที่ถูก

เพ่ิมปริมาณขึ้นมา ตรวจสอบผลผลิตที่เกิดขึ้นด้วยตาเปล่าทันที โดยสังเกตจากการเปลี่ยนแปลงสีของ

สารละลาย หากสารละลายเป็นสีเขียว หมายถึง ปฏิกิริยา HDA เป็นบวกเนื่องจากมีการเพ่ิมปริมาณ

สารพันธุกรรม โดยการจับอย่างจ าเพาะของ Primer และ DNA ต้นแบบ จึงสามารถมองเห็น

สารละลายด้วยตาเปล่าเป็นสีเขียวภายใต้แสงธรรมชาติ หรือเกิดการเรืองแสงภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 

หากสารละลายเป็นสีส้ม หมายถึง ปฏิกิริยา HDA เป็นลบเนื่องจาก ไม่มีการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม 

เนื่องจากว่า Primer ไม่สามารถเข้าจับกับ DNA ต้นแบบได้ ท าให้มองเห็นสารละลายด้วยตาเปล่าเป็น

สีส้มภายใต้แสงธรรมชาติ หรือไม่เกิดการเรืองแสงภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต การอ่านผลการ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ท าการอ่านแบบ Blind test โดยใช้ผู้อ่านผลสองคนอ่านผล

คู่ขนานกัน หากการอ่านผลจากทั้งสองคนสอดคล้องกัน จึงบันทึกผลการทดลอง ในกรณีที่การอ่านผล

จากทั้งสองคนไม่สอดคล้องกัน หรือหากสารละลายเป็นสีก้ ากึ่งระหว่างสีเขียวกับสีส้มซึ่งไม่สามารถ

จ าแนกได้ว่าเป็นสีใด ต้องท าการทดสอบและอ่านผลใหม่ จึงบันทึกผลการทดลองที่เกิดขึ้น 

ผลผลิต HDA ส่วนที่สอง ถูกตรวจสอบด้วย 2% Agarose gel electrophoresis ที่ผสม

สีย้อม DNA (GelstarTM, ประเทศญี่ปุ่น) ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์เป็นเวลา 40 นาที อ่านผล

แถบ DNA ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตโดยเปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp บันทึกภาพ

ที่เกิดขึ้น 

การศึกษาในครั้งนี้ได้ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา HDA/SYBR Green I 

ดังต่อไปนี้ 

3.6.1 การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ Primer 

ทดสอบปฏิกิริยาของ HDA โดยใช้ DNA ปริมาณ 10 ng กับ Primer ที่มีความเข้มข้น

ต่าง ๆ ได้แก่ 50, 100, 150 และ 200 nmol บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที 

โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X เทียบกับเทคนิค 2% 

Agarose gel electrophoresis เลือกความเข้มข้นของ Primer ที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดและเกิด 
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Non specific product ที่ น้ อยสุ ด เมื่ อ อ่ าน ผลด้ วยสี  SYBR Green I และ  2% Agarose gel 

electrophoresis กับ DNA ต้นแบบของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุม จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ใช้ในการ

ทดสอบข้ันต่อไป 

3.6.2 การทดสอบหาความเข้มข้นของ DNA ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 

เจือจาง DNA ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 1, 5, 10, 15 และ 20 ng น ามาท าปฏิกิริยา 

HDA โดยใช้ความเข้มข้นที่เหมาะสมของ Primer จากข้อ 3.6.1 บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 90 นาที โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจาก

เชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X 

เทียบกับเทคนิค 2% Agarose gel electrophoresis เลือกความเข้มข้นของ DNA ที่ ให้ผลของ

ปฏิกิริยาชัดที่สุดและเกิด Non specific product ที่น้อยสุดเมื่ออ่านผลด้วยสี SYBR Green I และ 

2% Agarose gel electrophoresis กับ DNA ต้นแบบของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุม จ านวนทั้งสิ้น 6 

สายพันธุ์ใช้ในการทดสอบข้ันต่อไป 

3.6.3 การทดสอบหาความเข้มข้นของ MgSO4 ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 

ทดสอบปฏิกิริยา HDA โดยใช้ปริมาณ Primer และ DNA ที่เหมาะสมจากข้อ 3.6.1 

และข้อ 3.6.2 ตามล าดับ กับ MgSO4 ที่มีความเข้มข้นต่าง ๆ ได้แก่ 3, 3.5, 4, และ 4.5 mM น ามา

ท าปฏิกิริยา HDA บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

และสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ตรวจสอบผลผลิต HDA 

ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X เทียบกับเทคนิค 2% Agarose gel electrophoresis 

เลือกความเข้มข้นของ MgSO4 ที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดและเกิด Non specific product ที่น้อยสุด

เมื่ออ่านผลด้วยสี SYBR Green I และ 2% Agarose gel electrophoresis กับ DNA ต้นแบบของ

เชื้อแบคทีเรียตัวควบคุม จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ใช้ในการทดสอบข้ันต่อไป 

3.6.4 การทดสอบหาความเข้มข้นของ NaCl ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 

ทดสอบปฏิกิริยา HDA โดยใช้ปริมาณ Primer DNA และ MgSO4 ที่เหมาะสมจาก

ข้อ 3.6.1 ข้อ 3.6.2 และข้อ 3.6.3 ตามล าดับ กับ NaCl ที่มีความเข้มข้นต่าง ๆ ได้แก่ 20, 30, 40 และ 
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50 mM น ามาท าปฏิกิริยา HDA บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที โดยใช้น้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ตรวจสอบ

ผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X เทียบกับเทคนิค 2% Agarose 

gel electrophoresis เลือกความเข้มข้นของ NaCl ที่ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดและเกิด Non specific 

product ที่น้อยสุดเมื่ออ่านผลด้วยสี SYBR Green I และ 2% Agarose gel electrophoresis กับ 

DNA ต้นแบบของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุม จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ใช้ในการทดสอบข้ันต่อไป 

3.6.5 การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 

ทดสอบปฏิกิริยา HDA โดยใช้ปริมาณ Primer DNA MgSO4 และ NaCl ที่เหมาะสม

จากข้อ 3.6.1 ข้อ 3.6.2 ข้อ 3.6.3 และข้อ 3.6.4 ตามล าดับ บ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ กัน ได้แก่ 63, 65, 

67 และ 69 องศาเซลเซียส เนื่องจากเป็นช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับท าปฏิกิริยา HDA ตาม

ค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิตน้ ายา เป็นเวลา 90 นาที โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วย

สี SYBR Green I ความเข ้มข้น 400X เท ียบกับเทคนิค 2% Agarose gel electrophoresis 

เลือกอุณหภูมิที่เห็นผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดและเกิด Non specific product ที่น้อยสุดเมื่ออ่านผล

ด้วยสี SYBR Green I และ 2% Agarose gel electrophoresis กับ DNA ต้นแบบของเชื้อแบคทีเรีย

ตัวควบคุม จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ใช้ในการทดสอบข้ันต่อไป 

3.6.6 การทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 

ทดสอบปฏิกิ ริยาของ HDA โดยใช้ปริมาณ Primer DNA MgSO4 และ NaCl ที่

เหมาะสมจากข้อ 3.6.1 ข้อ 3.6.2 ข้อ 3.6.3 และข้อ 3.6.4 ตามล าดับ และใช้อุณหภูมิที่ให้ผลของ

ปฏิกิริยาชัดที่สุดจากข้อ 3.6.5 บ่มที่ระยะเวลาต่าง ๆ ดังนี้ 15, 30, 45, 60, 75 และ 90 นาที โดยใช้น้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ตรวจสอบ

ผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X เทียบกับเทคนิค 2% Agarose gel 

electrophoresis เลือกระยะเวลาการบ่มที่เห็นผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดและเกิด Non specific product 

ที่น้อยสุดเมื่ออ่านผลด้วยสี SYBR Green I และ 2% Agarose gel electrophoresis กับ DNA ต้นแบบ

ของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุม จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 
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3.6.7 การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสี SYBR Green I 

ท าปฏิกิริยา HDA โดยใช้ปริมาณ Primer DNA MgSO4 และ NaCl ที่เหมาะสมจาก

ข้อ 3.6.1 ข้อ 3.6.2 ข้อ 3.6.3 และข้อ 3.6.4 ตามล าดับ และใช้อุณหภูมิและระยะเวลาการบ่มที่ให้ผล

ของปฏิกิริยาชัดที่สุดจากข้อ 3.6.5 และ 3.6.6 ตามล าดับ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลาย

จากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วย

สี SYBR Green I ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ได้แก่ 100X, 200X, 300X, 400X และ 500X เทียบกับ

เทคนิค 2% Agarose gel electrophoresis เลือกความเข้มข้นของสี SYBR Green I ที่เห็นผลของ

ปฏิกิริยาชัดที่สุดและเกิด Non specific product ที่น้อยสุดเมื่ออ่านผลด้วยสี SYBR Green I และ 

2% Agarose gel electrophoresis กับ DNA ต้นแบบของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุม จ านวนทั้งสิ้น 

6 สายพันธุ์ใช้ในการทดสอบข้ันต่อไป 

3.7 การทดสอบความจ าเพาะ 

ทดสอบความจ าเพาะของเทคนิค HDA/SYBR Green I กับ DNA ของสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ ที่มี

โอกาสพบการปนเปื้อนได้ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ได้แก่ เชื้อ Candida albicans เชื้อ Cryptococcus 

neoformans เชื้อ Aspergillus spp. เชื้อ Rhizopus spp. เชื้อไวรัสตับอักเสบบี และ Human DNA 

ท าปฏิกิริยา HDA โดยใช้สภาวะที่พัฒนาได้ในข้อ 3.6 โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

ตรวจสอบผลผลิต  HDA ที่ เกิดขึ้นด้ วยสี  SYBR Green I เที ยบกับ เทคนิค  2% Agarose gel 

electrophoresis ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์เป็นเวลา 45 นาที อ่านผลแถบ DNA ภายใต้

แสงอัลตราไวโอเลตโดยเปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp บันทึกภาพที่เกิดขึ้น ท าการ

ทดลองทั้งหมด 3 ครั้งในเวลาที่แตกต่างกัน 

3.8 การทดสอบหา Limit of detection 

ทดสอบหา Limit of detection ของเทคนิค HDA/SYBR Green I โดยเตรียม DNA ของ

เชื้อแบคทีเรียตัวควบคุมบวกทั้งหมด 6 สายพันธุ์ จากข้อ 3.3 มาเจือจางในน้ ากลั่นและปรับความ

เข้มข้นให้เท่ากับ 10 ng จากนั้นเจือจางเชื้อแบบ 10-fold dilution ในน้ ากลั่น จนได้ความเข้มข้น

เท่ากับ 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001 ng น า DNA แต่ละความเข้มข้น ไปทดสอบด้วยเทคนิค 
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HDA/SYBR Green I ท าปฏิกิริยา HDA โดยใช้สภาวะที่พัฒนาได้ในข้อ 3.6 โดยใช้น้ ากลั่นปราศจาก

เชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR Green I เทียบกับเทคนิค 

2% Agarose gel electrophoresis ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์เป็นเวลา 45 นาที อ่านผลแถบ 

DNA ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตโดยเปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp บันทึกภาพที่

เกิดขึ้น น า DNA ต้นแบบของแต่ละความเข้มข้นไปทดสอบด้วยปฏิกิริยา PCR ตามขั้นตอนการ

ทดสอบในข้อ 3.5.1 เพื่อน าผลมาเปรียบเทียบ ท าการทดลองทั้งหมด 3 ครั้งในเวลาที่แตกต่างกัน 

ค่า Limit of detection คือความเข้มข้นของ DNA ที่ต่ าสุด ที่ปฏิกิริยา HDA/SYBR Green I หรือ PCR 

ตรวจพบได้ โดยค านวณความเข้มข้นของ DNA จากหน่วย ng ให้มีหน่วยเป็น CFU ตามวิธีการ

ค านวณด้านล่าง 

ค านวณความเข้มข้นของ DNA จากหน่วย ng ให้เป็น DNA copy number ด้วยสมการดังนี้ (88) 

 DNA copy number = X ng * 6.0221 x 1023 molecules/mole 

       (N * 660 g/mole) * 1 x 109 ng/g  

 X แทน ปริมาณ DNA (ng) 

 N แทน ขนาดผลผลิตการเพ่ิมปริมาณสารพันธุ์กรรม (bp) 

จากการศึกษาของ Vetrovský and Baldrian (89) พบว่า เชื้อ S. aureus เชื้อ S. epidermidis 

และเชื้อ B. cereus ที่จัดอยู่ใน Phylum Firmicutes และเชื้อ E. coli เชื้อ P. aeruginosa และ

เชื้อ S. marcescens ที่จัดอยู่ใน Phylum Proteobacteria Class Grammaproteobacteria มีจ านวน

ยีน 16S rRNA เท่ากับ 5.8+2.8 ต่อ 1 genome ดังนั้นน าค่า DNA copy number ของยีน 16S rRNA 

ที่พบใน 1 genome ของเชื้อแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ ที่ค านวณได้จากสูตรข้างต้น มาเทียบอัตราส่วน 

เพ่ือให้มีหน่วยเป็น CFU 

3.9 การตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันต่าง ๆ ของการ

เก็บรักษา 

ทดสอบตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ถูกเก็บในตู้เขย่าเกล็ดโลหิต

อุณหภูมิ 20-24 องศาเซลเซียส ณ วันที่ 0 ถึงวันที่ 5 ของการเก็บรักษา ด้วยเทคนิค HDA/SYBR 
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Green I ที่พัฒนาได้จากข้อ 3.6 โดยเตรียมผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียให้มีความ

เข้มข้นเริ่มต้นเท่ากับ 1 CFU/ml แบบจ าลอง เนื่องจากแนวทางการตรวจหาการปนเปื้อนของ

เชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตในปัจจุบัน ต้องการวิธีการตรวจที่มีความไวสูงที่สุด ที่สามารถ

ตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียได้ที่ความเข้มข้นน้อยที่สุดคือ 1 CFU/ml (52) น าเชื้อแบคทีเรีย

ตัวอย่างควบคุมบวก ทั้งหมด 6 สายพันธุ์ ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis 

เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens 

มาเจือจางในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Tryptic soy broth (TSB) และปรับความขุ่นเชื้อให้ได้ 0.5 

McFarland standard หรือเท่ากับ 108 CFU/ml จากนั้นเจือจางเชื้อแบบ 10-fold dilution ใน 

TSB จนได้ความเข้มข้นเชื้อต่ าสุดเท่ากับ 102 ใช้เข็มฉีดยาดูดเชื้อแบคทีเรียที่เจือจางในความเข้มข้น 

102 ปริมาตร 3 ml ฉีดใส่ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่มีปริมาตรของเหลวข้างในเท่ากับ 297 ml และ

เขย่าให้เข้ากัน ดังนั้นจะได้ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่มีการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ ที่มี

ความเข้มข้นเท่ากับ 1 CFU/ml และนับเป็นวันที่ 0 หรือวันแรกที่ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตถูกจัดเตรียม

เสร็จและเริ่มต้นการเก็บรักษา เก็บรักษาผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตในตู้เขย่าเกล็ดโลหิตอุณหภูมิ 20-24 

องศาเซลเซียส จนครบระยะเวลา 5 วัน ซึ่งเป็นวันสุดท้ายของการเก็บรักษา ตามอายุของผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิต น าผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่มีการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียที่ถูกเก็บรักษาในแต่ละวัน ตั้งแต่

วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ไปตรวจหาเชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิค HDA/SYBR Green I เปรียบเทียบกับเทคนิค

ทางอณูชีววิทยา ได้แก่ การตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิค PCR เทคนิคทางฟีโนไทป์ 

ได้แก่ การนับจ านวนโคโลนี และเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานที่องค์การ

อาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกาให้การรับรอง ตามรายละเอียดด้านล่าง 

3.9.1 การสกัด DNA จากผลิตภัณ ฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อนเชื้อแบคที เรีย

แบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา 

ท าการสกัด DNA จากผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุมบวก

แต่ละสายพันธุ์  ณ  วันที่  0 ถึงวันที่  5 ของการเก็บรักษา โดยใช้ชุดทดสอบ QIAamp DNA 

Microbiome ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ ดูดสารละลายในถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ปริมาตร 1000 ul ผสมกับ

บัฟเฟอร์ AHL ปริมาตร 500 ul น าไปบ่มที่ อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปปั่นที่

ความเร็ว 10,000 g เป็นเวลา 10 นาที ทิ้งส่วนใส น าเฉพาะส่วนตะกอนมาละลายในบัฟเฟอร์  RDD 
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ปริมาตร 190 ul เติม Benzonase ปริมาตร 2.5 ul ผสมสารละลายให้เข้ากัน และบ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส 600 rpm เป็นเวลา 30 นาที เติม Proteinase K ปริมาตร 20 ul และบ่มที่อุณหภูมิ 

56 องศาเซลเซียส 600 rpm เป็นเวลา 30 นาที เติมบัฟเฟอร์ ATL ปริมาตร 200 ul ผสมสารละลาย

ให้เข้ากัน ปิเปตสารละลายมาใส่หลอด Pathogen lysis tube L จากนั้นใช้เครื่องเขย่าผสมสาร 

(Vortex) เป็นเวลา 10 นาที  ปิ เปตสารละลายที่ เป็นส่วนใสด้านบนมาใส่หลอด 1.5 ml เติม 

Proteinase K ปริมาตร 40 ul และบ่มที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 600 rpm เป็นเวลา 30 นาที 

เติมบัฟเฟอร์ ALP2 200 ul ผสมสารละลายให้เข้ากัน โดยใช้เครื่องเขย่าผสมสาร (Vortex) เป็นเวลา 

30 วินาที และบ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติม Ethanol ปริมาตร 

200 ul ผสมสารละลายให้เข้ากัน โดยใช้เครื่องเขย่าผสมสาร (Vortex) เป็นเวลา 15-30 วินาที ปิเปต

สารละลายปริมาตร 700 ul ใส่ QI Amp UCP mini column จากนั้นน าไปปั่นที่ความเร็ว 6,000 g 

เป็นเวลา 1 นาที เทน้ าทิ้ง เติมบัฟเฟอร์ AW1 ปริมาตร 500 ul น าไปปั่นที่ความเร็ว 6,000 g 

เป็นเวลา 1 นาที ย้ายส่วน Column ไปใส่ Collection tube และเติมบัฟเฟอร์ AW2 ปริมาตร 500 ul 

น าไปปั่นที่ความเร็ว 20,000 g เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นย้ายส่วน Column ไปใส่ Collection tube 

น าไปปั่นที่ความเร็ว 20,000 g เป็นเวลา 1 นาที ย้ายส่วน Column ไปใส่ Elution tube เติมบัฟเฟอร์ 

AVE ปริมาตร 50 ul และบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าไปปั่นที่ความเร็ว 6,000 g 

เป็นเวลา 1 นาที น าส่วนน้ าใสที่ได้ไปวัดปริมาณและความบริสุทธิ์ของ DNA ที่สกัดได้ด้วยเครื่องวัด

ปริม าณ  DNA (Nanodrop™ 1000 spectrophotometer, บ ริษั ท  Thermo scientific จ ากั ด , 

สหรัฐอเมริกา) เก็บ DNA ที่สกัดได้จากผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียแบบจ าลอง 

ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือรอท าการทดสอบในขั้นตอนถัดไป 

3.9.2 การตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อน

เชื้อแบคทีเรียแบบจ าลองด้วยเทคนิค HDA/SYBR Green I ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา 

น า DNA ของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุมบวกทั้งหมด 6 สายพันธุ์ ที่สกัดได้จาก

ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตโลหิต ณ วันที่ 0 ถึงวันที่ 5 ของการเก็บรักษามาใช้เป็น DNA ต้นแบบส าหรับ

ตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียแบบจ าลองด้วย

เทคนิค HDA /SYBR Green I โดยใช้สภาวะของปฏิกิริยา HDA/SYBR Green I ที่พัฒนาได้จากข้อ 

3.6 ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 
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เมื่อเสร็จสิ้นปฏิกิริยา HDA ท าการแบ่งผลผลิต HDA เป็น 2 ส่วน โดยส่วนแรก น าผลผลิต HDA ไป

ตรวจสอบด้วยสี SYBR Green I ซึ่งอ่านผลแบบ Blind test โดยผู้ที่ไม่เกี่ยวข้องกับงานวิจัยอย่างน้อย 

2 คน และผลผลิต HDA ส่วนที่สอง จะถูกตรวจสอบด้วย 2% Agarose gel electrophoresis ที่ผสม

สีย้อม DNA (GelstarTM, ประเทศญี่ปุ่น) ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์เป็นเวลา 40 นาทีอ่านผลแถบ 

DNA ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตโดยเปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp บันทึกภาพที่เกิดขึ้น 

และท าการทดลองทั้งหมด 2 ครั้งในเวลาที่แตกต่างกัน และน ามาหาค่าเฉลี่ย 

3.9.3 การตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อน

เชื้อแบคทีเรียแบบจ าลองด้วยเทคนิค PCR ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา 

น า DNA ของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุมบวกทั้งหมด 6 สายพันธุ์ ที่สกัดได้จาก

ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันที่ 0 ถึงวันที่ 5 ของการเก็บรักษามาใช้เป็น DNA ต้นแบบส าหรับตรวจหา

การปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียแบบจ าลองด้วยเทคนิค 

PCR ในปฏิกิริยา PCR ประกอบไปด้วย 10x PCR buffer (1x Buffer : 7.5 mMTris-Hcl pH=8.75, 

25 mKCl, 1mM MgCl2), 10 mM Deoxynucleotide triphosphate (dNTPs), 1U Taq DNA 

polymerase, Forward primer และ Reverse primer อย่างละ 10 µM, DNA ต้นแบบ 10 ng 

และเติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้ได้ปริมาตรรวม 50 µl ท าปฏิกิริยา PCR ในสภาวะต่อไปนี้ เริ่มต้น

จากอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นใช้อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

30 วินาที อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 

30 วินาที เป็นจ านวน 30 รอบ และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที โดยใช้น้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเป็นตัวควบคุมลบ ตรวจสอบ 

PCR product ที่เกิดขึ้นบน 1.5% Agarose gel electrophoresis ที่ผสมสีย้อม DNA (GelstarTM, 

ประเทศญี่ปุ ่น) ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์เป็นเวลา 45 นาทีอ่านผลแถบ DNA ภายใต้

แสงอัลตราไวโอเลตโดยเปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp บันทึกภาพที่เกิดขึ้น และ

ท าการทดลองทั้งหมด 2 ครั้งในเวลาที่แตกต่างกัน และน ามาหาค่าเฉลี่ย 
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3.9.4 การนับจ านวนโคโลนีจากผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรีย

แบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา 

ดูดสารละลายในแต่ละถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตโลหิต ณ วันที่ 0 ถึงวันที่ 5 ของการ

เก็บรักษา เจือจางเชื้อแบบ 10-fold dilution ใน TSB จนได้ระดับความเจือจางที่ 10-1 - 10-10 

หลังจากนั้นดูดเชื้อแบคทีเรียที่เจือจางในแต่ละความเข้มข้น ปริมาตร 100 µl เกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Tryptic soy agar (TSA) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยท า 2 ซ้ าใน 

1 การทดลอง และท าการทดลองท้ังหมด 2 ครั้งในเวลาที่แตกต่างกัน นับจ านวนโคโลนีที่ขึ้นและน ามา

หาค่าเฉลี่ยจ านวนโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ในถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตโลหิต ณ วันที่ 0 

ถึงวันที่ 5 ของการเก็บรักษาค านวณจากสูตรต่อไปนี้ (90) 

  CFU/ml = ค่าเฉลี่ยของจ านวนโคโลนีที่นับได้ต่อจานอาหาร 
      ระดับความเจือจาง x ปริมาตรที่ดูดมา (ml) 

3.9.5 การตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในเกล็ดโลหิตด้วยเครื่อง

อัตโนมัติ BacT/Alert System ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา 

ดูดสารละลายในถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันที่ 0 ถึงวันที่ 5 ของการเก็บรักษา 

ปริมาตร 10 ml ใส่ในขวดอาหารเลี้ยงเชื้อ BacT/Alert® BPA (บริษัท bioMérieux จ ากัด ประเทศ

ฝรั่งเศส) บ่มเพาะด้วยเครื่อง BacT/Alert System เป็นเวลา 7 วัน โดยเครื่องใช้เซ็นเซอร์วัดสีและ

แสงสะท้อน เพ่ือตรวจสอบสถานะและการผลิตก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ที่ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

หากผลการทดสอบให้ผลบวกหรือพบเชื้อในตัวอย่างทดสอบจะพบว่า เชื้อจะมีการผลิตก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ขึ้น ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนสีเป็นสีเหลืองของเซ็นเซอร์ก๊าซซึมผ่านที่ติดตั้งที่

ด้านล่างของขวดเพาะเลี้ยง และผลการทดสอบให้ผลลบหรือไม่พบเชื้อในตัวอย่างทดสอบจะไม่พบการ

เปลี่ยนสีด้านล่างของขวดเพาะเลี้ยง 

ดูดสารละลายจากขวดอาหารเลี้ยงเชื้อ BacT/ Alert ® BPA ทั้งขวดที่ให้ผลบวกและ

ขวดที่ให้ผลลบเพาะเลี้ยงเชื้อบน TSA บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-72 ชั่วโมง 

สังเกตโคโลนีที่เกิดขึ้น น าโคโลนีไปวินิจฉัยจ าแนกสายพันธุ์เชื้อด้วยเครื่อง MALDI รุ่น Microflex 

series (บริษัท Bruker จ ากัด สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี) ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์ท าการวินิจฉัย
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จ าแนกเชื้อโดยห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล 

กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย ท าการทดลองทั้งหมด 2 ครั้งในเวลาที่แตกต่างกัน และน ามาหาค่าเฉลี่ย 

3.10 การค านวณหาความไว (Sensitivity) และความจ าเพาะ (Specificity) ค่าท านาย

ผลบวก (Positive predictive value) และค่าท านายผลลบ (Negative predictive value) 

ของเทคนิค HDA/SYBR Green I 

น าผลการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อนเชื้อ

แบคทีเรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา ด้วยเทคนิค HDA ที่ถูกตรวจสอบด้วยสี SYBR 

Green I (HDA/SYBR Green I) เปรียบเทียบการตรวจสอบด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis 

(HDA/AGE) (ตารางที่ 5) เทคนิค PCR (ตารางที่ 6) การนับจ านวนโคโลนี (ตารางที่  7) และเครื ่อง

อัตโนมัติ BacT/Alert System (ตารางที่ 8) เพื่อค านวณหาความไวและความจ าเพาะ ค่าท านาย

ผลบวกและค่าท านายผลลบ ที่ระดับความเชื่อมั่นเท่ากับ 95% โดยจ านวนตัวอย่างที่น ามาค านวณ 

คือ ผลการทดสอบของผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุมบวกทั้ง 6 สาย

พันธุ์ (6 ตัวอย่าง) และตัวควบคุมลบที่เป็นน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ (1 ตัวอย่าง) และผลิตภัณฑ์เกล็ด

โลหิตที่ปราศจากเชื้อ (1 ตัวอย่าง) รวมทั้งหมด 8 ตัวอย่าง และท าการทดลองซ้ า 2 ครั้ง รวมจ านวน

ตัวอย่างเท่ากับ 16 ตัวอย่าง ซึ่งท าการทดสอบในแต่ละวัน ตั้งแต่วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 รวมทั้งหมด 6 วัน 

ดังนั้นการค านวณความไวและความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวกและค่าท านายผลลบ จึงค านวณจาก

ตัวอย่างทั้งสิ้น 96 ตัวอย่าง 
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ตารางที่ 5 ความสัมพันธ์ของเทคนิค HDA/SYBR Green I เปรียบเทียบกับผลการทดสอบด้วยเทคนิค 

HDA/AGE 

 
พบการปนเปื้อน 

เชื้อแบคทีเรียเมื่อตรวจด้วย
เทคนิค HDA/AGE 

ไม่พบการปนเปื้อน 
เชื้อแบคทีเรียเมื่อตรวจด้วย

เทคนิค HDA/AGE 

พบการปนเปื้อน 
เชื้อแบคทีเรียเมื่อตรวจด้วย
เทคนิค HDA/SYBRGreen I 

ผลบวกจริง (a) ผลบวกปลอม (b) 

ไม่พบการปนเปื้อน 
เชื้อแบคทีเรียเมื่อตรวจด้วย
เทคนิค HDA/SYBRGreen I 

ผลลบปลอม (c) ผลลบจริง (d) 

ตารางที่ 6 ความสัมพันธ์ของเทคนิค HDA/SYBR Green I เปรียบเทียบกับผลการทดสอบด้วยเทคนิค 

PCR 

 
พบการปนเปื้อน 

เชื้อแบคทีเรียเมื่อตรวจด้วย
เทคนิค PCR 

ไม่พบการปนเปื้อน 
เชื้อแบคทีเรียเมื่อตรวจด้วย

เทคนิค PCR 

พบการปนเปื้อน 
เชื้อแบคทีเรียเมื่อตรวจด้วย

เทคนิค HDA/ SYBR Green I 
ผลบวกจริง (a) ผลบวกปลอม (b) 

ไม่พบการปนเปื้อน 
เชื้อแบคทีเรียเมื่อตรวจด้วย

เทคนิค HDA/ SYBR Green I 
ผลลบปลอม (c) ผลลบจริง (d) 
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ตารางที่ 7 ความสัมพันธ์ของเทคนิค HDA/SYBR Green I เปรียบเทียบกับผลการทดสอบจากการนับ

จ านวนโคโลนี 

 
พบการปนเปื้อน 

เชื้อแบคทีเรียเมื่อตรวจด้วย 
การนับจ านวนโคโลนี 

ไม่พบการปนเปื้อน 
เชื้อแบคทีเรียเมื่อตรวจด้วย 

การนับจ านวนโคโลนี 

พบการปนเปื้อน 
เชื้อแบคทีเรียเมื่อตรวจด้วย

เทคนิค HDA/ SYBR Green I 
ผลบวกจริง (a) ผลบวกปลอม (b) 

ไม่พบการปนเปื้อน 
เชื้อแบคทีเรียเมื่อตรวจด้วย

เทคนิค SYBR Green I 
ผลลบปลอม (c) ผลลบจริง (d) 

ตารางที่ 8 ความสัมพันธ์ของเทคนิค HDA/SYBR Green I เปรียบเทียบกับผลการทดสอบจากเครื่อง

อัตโนมัติ BacT/Alert System 

 

พบการปนเปื้อน 
เชื้อแบคทีเรียเมื่อตรวจด้วย
เครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert 

System 

ไม่พบการปนเปื้อน 
เชื้อแบคทีเรียเมื่อตรวจด้วย
เครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert 

System 
พบการปนเปื้อน 

เชื้อแบคทีเรียเมื่อตรวจด้วย
เทคนิค HDA/SYBRGreen I 

ผลบวกจริง (a) ผลบวกปลอม (b) 

ไม่พบการปนเปื้อน 
เชื้อแบคทีเรียเมื่อตรวจด้วย
เทคนิค HDA/SYBRGreen I 

ผลลบปลอม (c) ผลลบจริง (d) 
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สูตรค านวณหาความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบ (91) 

 ความไวของการทดสอบ = a/(a+c) 

 ความจ าเพาะของการทดสอบ = d/(b+d) 

 ค่าท านายผลบวก = a/(a+b) 

 ค่าท านายผลลบ = d/(c+d) 

3.11 การค านวณค่าความสอดคล้องของผลการทดสอบด้วยค่าสถิติ Kappa 

ค่าสถิติ Kappa (Cohen's kappa coefficient : K) เป็นค่าสถิติที่ใช้ทดสอบความสอดคล้อง 

(Consistency) กันของข้อมูล 2 กลุ่ม ในการศึกษาครั้งนี้ใช้วิเคราะห์ความสอดคล้องกันระหว่างผล

การตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียแบบจ าลอง 

ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา จากเทคนิคต่าง ๆ ได้แก่ เทคนิค HDA/SYBR Green I เปรียบเทียบ

กับเทคนิค HDA/AGE เทคนิค PCR เทคนิคการนับจ านวนโคโลนี และเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert 

System โดยใช้ค่าสถิติ Kappa ที่ก าหนดระดับความเชื่อมั่น 95% วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม SPSS 

statistical (Version 22 for windows) 

ตารางที่ 9 วิเคราะห์ความสอดคล้องกันระหว่างผลการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียใน

ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา จากเทคนิค

ต่าง ๆ ด้วยค่าสถิติ Kappa 

 ผลบวกจากเทคนิค 1 ผลลบจากเทคนิค 1 รวม 
ผลบวกจากเทคนิค 2 a b a+b 

ผลลบจากเทคนิค 2 c d c+d 
รวม a+c b+d a+b+c+d 

สูตรค านวณค่าสถิติ Kappa (92) 

 ค่าสถิติ Kappa = Pra – Pre 
      1 - Pre 
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เมื่อ Pra แทนค่าความสอดคล้องที่สังเกตได้จริง หรือผลรวมของสัดส่วนในแต่ละช่องด้าน

แนวทะแยง ซึ่งเป็นสัดส่วนของค่าสังเกต หรือจ านวนข้อมูลเทคนิคการตรวจคู่ที่จัดอันดับความ

สอดคล้องกัน หรือ 

 

และ Pre แทนค่าโอกาสของความสอดคล้องกัน หรือผลรวมแบบเดียวกับค่า Pra แต่เป็น

สัดส่วนกับค่าคาดหวัง หรือ 

 

และใช้เกณฑ์การประเมินเปรียบเทียบระดับความสอดคล้องกันตาม Landis และ Koch ตาม

ตารางที่ 10 

ตารางที่ 10 เกณฑ์การพิจารณาระดับความสอดคล้องกันของสถิติ Kappa ตามแนวทางของ Landis 

และ Koch (93) 

ค่าสถิติ Kappa ระดับความสอดคล้องกัน 

0.81 – 1.00 มีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ ดีมาก (Almost perfect) 
0.61 – 0.80 มีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ ดี (Substantial) 

0.41 – 0.60 มีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ ปานกลาง (Moderate) 

0.21 – 0.40 มีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ พอใช้ (Fair) 
0.00 – 0.20 มีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ เล็กน้อย (Slight) 

น้อยกว่า 0.00 ไม่มีความสอดคล้องกัน (Poor) 

 

 

 

Pra =         a        +         d 
   (a+b+c+d)      (a+b+c+d) 

Pre =      a+c               a+b       +         b+d              c+d 
   (a+b+c+d)    (a+b+c+d)   (a+b+c+d)      (a+b+c+d) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที ่4  

ผลการทดลอง 

1. การสกัด DNA ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก 

สกัด DNA ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื ้อ S. aureus (ATCC29523) เชื ้อ S. epidermidis เชื ้อ B. cereus เชื ้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens ผลการวัดปริมาณ DNA ที่สกัดได้ด้วย

เครื่องวัดปริมาณ DNA (Nanodrop™ 1000 spectrophotometer, บริษัท Thermo scientific จ ากัด, 

สหรัฐอเมริกา) ที่ความยาวคลื่น 260 nm พบว่าปริมาณ DNA ที่สกัดได้อยู่ในช่วงระหว่าง 130.3 ถึง 

157.9 ng/ul และมีความบริสุทธิ์อยู่ในช่วงระหว่าง 1.96 – 2.05 DNA ที ่สกัดได้มีปริมาณและ

ความบริสุทธิ์เพียงพอที่น าไปใช้ในการทดสอบข้ันต่อไป 

2. การวิเคราะห์คุณสมบัติของ Primer ที่ออกแบบด้วยโปรแกรม Blast 

ภายหลังการตรวจสอบคุณสมบัติและความจ าเพาะของ PCR Primer และ HDA primer 

ด้วยโปรแกรม Blast พบว่า มีล าดับเบสคล้ายกับส่วนบริเวณอนุรักษ์ของยีน 16s rRNA โดยมีเปอร์เซ็นต์

ความเหมือนระหว่างนิวคลีโอไทด์อยู่ระหว่าง 90.00 - 96.67% และมีค่า E value อยู่ระหว่าง 

6e-0.5 – 6.7 (รูปที่ 5 ถึง 8) 
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รูปที่ 5 ผลการตรวจสอบความจ าเพาะของ Forward PCR primer ด้วยโปรแกรม BLAST 
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รูปที่ 6 ผลการตรวจสอบความจ าเพาะของ Reverse PCR primer ด้วยโปรแกรม BLAST 
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รูปที่ 7 ผลการตรวจสอบความจ าเพาะของ Forward HDA primer ด้วยโปรแกรม BLAST 
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รูปที่ 8 ผลการตรวจสอบความจ าเพาะของ Reverse HDA primer ด้วยโปรแกรม BLAST 
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3. การประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของ PCR Primer ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction 

(PCR) 

3.1 การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR 

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้ PCR Primer ที่ถูกออกแบบให้จ าเพาะ

ต่อส่วนบริเวณอนุรักษ์ (Conserved region) ของยีน 16s rRNA ของเชื้อแบคทีเรีย โดยใช้ DNA ของ

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) 

เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) 

และเชื้อ S. marcescens ซึ่งมีน้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ผลการตรวจสอบผลผลิต PCR 

ที่เกิดขึ้นจาก Primer ทั้งสองชนิด บน 1.5% Agarose gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบกับ 

DNA มาตรฐานขนาด 100 bp พบแถบ DNA ของยีน 16s rRNA ขนาด 200 bp ซึ่งเกิดจากการใช้ 

PCR Primer (รูปที่ 9) และแถบ DNA ของยีน 16s rRNA ขนาด 104 bp ซึ่งเกิดจากการใช้ 

 

รูปที่ 9 การตรวจสอบผลผลิต PCR จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วย PCR Primer ทีจ่ าเพาะ

ต่อยีน 16s rRNA ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก บน 1.5% Agarose gel electrophoresis 

แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA ของ

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis 

เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens 

ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 200 bp แถวที่ 7 เป็นตัวควบคุมลบโดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 

ไม่พบแถบของผลผลิต 

  

200 bp 

L       1        2       3        4         5        6       7 

200 bp 
100 bp 
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3.2 การหาล าดับเบสของผลผลิต PCR 

น า PCR product ที่เกิดขึ้นจากเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุมบวก

ด้วย PCR Primer และมาวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing เพ่ือยืนยันผล 

โดยวิเคราะห์ความเหมือนของส่วนบริเวณอนุรักษ์ของยีน 16s rRNA จาก PCR product ที่ได้ทั้งหมด

กับฐานข้อมูลในธนาคารยีนของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) ด้วย

โปรแกรม BLAST พบว่า ทั้ งหมดมีล าดับเบสคล้ายกับส่วนบริเวณอนุรักษ์ของยีน 16s rRNA 

รายละเอียดดังนี้ 

- PCR product ที่เกิดขึ้นจากเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ S. aureus (ATCC29523) 

เมื่อมาวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing พบว่าล าดับเบสมีความ

คล้ายกับส่วนบริเวณอนุรักษ์ของยีน 16s rRNA ของเชื้อ Staphylococcus spp. มากท่ีสุด 

โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนระหว่างนิวคลีโอไทด์เท่ากับ 99.33% และมีค่า E value 

เท่ากับ 3e-69 (รูปที่ 10) 

- PCR product ที่เกิดขึ้นจากเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ S. epidermidis เมื่อมา

วิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing พบว่าล าดับเบสมีความคล้าย

กับส่วนบริเวณอนุรักษ์ของยีน 16s rRNA ของเชื้อ S. epidermidis มากที่สุด โดยมี

เปอร์เซ็นต์ความเหมือนระหว่างนิวคลีโอไทด์เท่ากับ 98.77% และมีค่า E value เท่ากับ 

3e-74 (รูปที่ 11) 

- PCR product ที่เกิดขึ้นจากเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ B. cereus เมื่อมาวิเคราะห์

ล าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing พบว่าล าดับเบสมีความคล้ายกับส่วน

บริเวณอนุรักษ์ของยีน 16s rRNA ของเชื้อ Bacillus spp. มากที่สุด โดยมีเปอร์เซ็นต์ความ

เหมือนระหว่างนิวคลีโอไทด์เท่ากับ 98.78% และมีค่า E value เท่ากับ 2e-75 (รูปที่ 12) 

- PCR product ที่เกิดขึ้นจากเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ E. coli (ATCC25922) เมื่อ

มาวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing พบว่าล าดับเบสมีความ

คล้ ายกับ ส่ วนบริ เวณ อนุ รักษ์ ของยีน  16s rRNA ของเชื้ อแบคที เรีย ไม่ท ราบชื่ อ 

(Uncultured bacterium) มากที่สุด โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนระหว่างนิวคลีโอไทด์
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เท่ากับ 100% และมีค่า E value เท่ากับ 4e-78 และมีล าดับเบสความคล้ายกับส่วน

บริเวณอนุรักษ์ของยีน 16s rRNA ของเชื้อ E. coli โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนระหว่าง

นิวคลีโอไทด์เท่ากับ 99.39% และมีค่า E value เท่ากับ 2e-76 (รูปที่ 13) 

- PCR product ที่เกิดขึ้นจากเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) 

เมื่อมาวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing พบว่าล าดับเบสมีความ

คล้ายกับส่วนบริเวณอนุรักษ์ของยีน 16s rRNA ของเชื้อ P. aeruginosa มากที่สุด โดยมี

เปอร์เซ็นต์ความเหมือนระหว่างนิวคลีโอไทด์เท่ากับ 98.77% และมีค่า E value เท่ากับ 

3e-74 (รูปที่ 14) 

- PCR product ที่เกิดขึ้นจากเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ S. marcescens เมื่อมา

วิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing พบว่าล าดับเบสมีความคล้าย

กับส่วนบริเวณอนุรักษ์ของยีน 16s rRNA ของเชื้อ Klebsiella spp. มากที่สุด โดยมี

เปอร์เซ็นต์ความเหมือนระหว่างนิวคลีโอไทด์เท่ากับ 96.36% และมีค่า E value เท่ากับ 

6e-15 และมีล าดับเบสความคล้ายกับส่วนบริเวณอนุรักษ์ของยีน 16s rRNA ของ

เชื้อ S. marcescens โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนระหว่างนิวคลีโอไทด์เท่ากับ 96.30% 

และมีค่า E value เท่ากับ 2e-14 (รูปที่ 15) 

 

รูปที่ 10 ผลการเปรียบเทียบล าดับเบสของเชื้อ S. aureus (ATCC29523) กับฐานข้อมูลใน

ธนาคารยีนของ NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST 
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รูปที่ 11 ผลการเปรียบเทียบล าดับเบสของเชื้อ S. epidermidis กับฐานข้อมูลในธนาคารยีนของ 

NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST 

 

รูปที่ 12 ผลการเปรียบเทียบล าดับเบสของเชื้อ B. cereus กับฐานข้อมูลในธนาคารยีนของ NCBI 

ด้วยโปรแกรม BLAST 
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รูปที่ 13 ผลการเปรียบเทียบล าดับเบสของเชื้อ E. coli (ATCC25922) กับฐานข้อมูลในธนาคารยีน

ของ NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST 

 

รูปที่ 14 ผลการเปรียบเทียบล าดับเบสของเชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) กับฐานข้อมูลใน

ธนาคารยีนของ NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST 
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รูปที่ 15 ผลการเปรียบเทียบล าดับเบสของเชื้อ S. marcescens กับฐานข้อมูลในธนาคารยีนของ 

NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST 

4. การพัฒนาเทคนิค Helicase dependent amplification ควบคู่กับการอ่านผลด้วยสี SYBR 

Green I (HDA/SYBR Green I) ส าหรับตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต 

ประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของ HDA Primer โดยการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วย

ปฏิกิริยา HDA โดยใช้ HDA Primer ที่ถูกออกแบบให้จ าเพาะต่อส่วนบริเวณอนุรักษ์ (Conserved 

region) ของยีน 16s rRNA ของเชื้อแบคทีเรีย โดยใช้ DNA ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก 

จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus 

เชื้อ E. coli (ATCC25922) เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens และใช้น้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อ และสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบร่วมกับใช้ 

Primer และ DNA ตัวควบคุมบวกของชุดน้ ายา HDA ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% 

Agarose gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp พบแถบ DNA 

ของยีน 16s rRNA ขนาด 104 bp และ 100 bp ซึ่งเป็นขนาดของ DNA ตัวควบคุมบวกของชุดน้ ายา 

ดังตัวอย่างแสดงในรูปที่ 16 
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รูปที่ 16 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA 

ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก บน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวก ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli 

(ATCC25922) เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens ตามล าดับ พบแถบ

ของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและ

สารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต แถวที่ 9 

ตัวควบคุมลบของ Primer ของชุดน้ ายา HDA โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 

แถวที่ 10 DNA ตัวควบคุมบวกของกับ Primer ของชุดน้ ายา HDA ตามล าดับ พบแถบของผลผลิต

ขนาด 100 bp 

การศึกษาครั้งนี้ได้พัฒนาเทคนิค HDA/SYBR Green I ซึ่งเป็นการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม

ที่อุณหภูมิเดียวคงที่โดยใช้ DNA ต้นแบบของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุมบวก จ านวน 6 สายพันธุ์ ที่สกัด

ได้จากในข้อ 3.3 ในบทวิธีการด าเนินงานวิจัย เพ่ือใช้เป็นตัวแทน DNA ในการพัฒนา และใช้ HDA 

primer ซึ่งจ าเพาะกับยีน 16S rRNA ที่ออกแบบได้ในข้อ 3.4 ในบทวิธีการด าเนินงานวิจัย ร่วมกับ

การตรวจสอบผลผลิต HDA ด้วยการเติมสี SYBR Green I ซึ่งสามารถอ่านผลที่เกิดขึ้นได้ด้วยตาเปล่า

ทันทีโดยสังเกตจากการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย หากสารละลายเป็นสีเขียว หมายถึง ปฏิกิริยา 

HDA เป็นบวกเนื่องจากมีการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม หากสารละลายเป็นสีส้ม หมายถึง ปฏิกิริยา 

HDA เป็นลบเนื่องจาก ไม่มีการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม หากสารละลายเป็นสีก้ ากึ่งระหว่างสีเขียว

กับสีส้มซึ่งไม่สามารถจ าแนกได้ว่าเป็นสีใด ให้แปลผลปฏิกิริยา HDA เป็นลบ เปรียบเทียบกับการ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยเทคนิค 2% Agarose gel electrophoresis ที่มีส่วนผสมของสี Ultrapower 

400 bp 
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DNA/RNA safe dye ความเข้มข้น 100 เท่า โดยขั้นตอนการหาสภาวะที่ เหมาะสมของการท า

ปฏิกิริยาเรียงตามล าดับ ดังนี้ ความเข้มข้นของ Primer ความเข้มข้นของ DNA ความเข้มข้นของ 

MgSO4 ความเข้มข้นของ NaCl อุณหภูมิและระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา และความเข้มข้นของสี 

SYBR Green I ตามรายละเอียดที่อธิบายในข้อ 3.6 ของบทวิธีด าเนินงานวิจัย 

4.1 การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ Primer 

ทดสอบปฏิกิริยาของ HDA โดยใช้ DNA ต้นแบบของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุม จ านวนทั้งสิ้น 

6 สายพันธุ์ ปริมาณ 10 ng กับ Primer ที่มีความเข้มข้นต่าง ๆ ได้แก่ 50, 100, 150 และ 200 nmol 

บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุง

ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ผลการตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี 

SYBR Green I ค ว าม เข้ ม ข้ น  400X แ ล ะ เท ค นิ ค  2% Agarose gel electrophoresis โด ย

เปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp มีดังนี้ 

- Primer ความเข้มข้น 50 nmol (รูปที่ 17) 

- Primer ความเข้มข้น 100 nmol (รูปที ่18) 

- Primer ความเข้มข้น 150 nmol (รูปที่ 19) 

- Primer ความเข้มข้น 200 nmol (รูปที่ 20) 

พบว่า Primer ความเข้มข้น 100 nmol ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดและเกิด Non specific 

product ที่น้อยสุดเมื่ออ่านผลด้วยสี SYBR Green I และ 2% Agarose gel electrophoresis กับ 

DNA ต้นแบบของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุม จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 
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รูปที่ 17 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA 

ด้วย Primer ความเข้มข้น 50 nmol ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 

ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 18 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย 

Primer ความเข้มข้น 100 nmol ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 

ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 19 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย 

Primer ความเข้มข้น 150 nmol ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 

ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 20 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย 

Primer ความเข้มข้น 200 nmol ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 

ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ โดยแถวที่ 1 2 4 และ 5 ไม่พบแถบของผลผลิต แต่แถวที่ 3 

และ 6 พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่  7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบ

ของผลผลิต 
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4.2 การทดสอบหาความเข้มข้นของ DNA ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 

เจือจาง DNA ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 1, 5, 10, 15 และ 20 ng น ามาท าปฏิกิริยา HDA 

โดยใช้ Primer ความเข้มข้น 100 nmol บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที ใช้น้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ผลกา ร

ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X และเทคนิค 2% Agarose 

gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp มีดังนี ้

- DNA ความเข้มข้น 1 ng (รูปที่ 21) 

- DNA ความเข้มข้น 5 ng (รูปที่ 22) 

- DNA ความเข้มข้น 10 ng (รูปที่ 23) 

- DNA ความเข้มข้น 15 ng (รูปที่ 24) 

- DNA ความเข้มข้น 20 ng (รูปที่ 25) 

พบว่า DNA ความเข้มข้น 20 ng ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดและเกิด Non specific product 

ที่น้อยสุดเมื่ออ่านผลด้วยสี SYBR Green I และ 2% Agarose gel electrophoresis กับ DNA ต้นแบบ

ของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุม จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 
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รูปที่ 21 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย 

DNA ความเข้มข้น 1 ng ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ ้น 6 สายพันธุ์ 

ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลาย

เป็นสีส้ม หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ แถวที ่7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

และสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ปฏิกิริยาแต่ละแถวให้ผลลบ 

โดยไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 22 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย 

DNA ความเข้มข้น 5 ng ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ ้น 6 สายพันธุ์ 

ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลาย

เป็นสีส้ม หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 23 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย 

DNA ความเข้มข้น 10 ng ของเชื ้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ ้น 6 สายพันธุ์ 

ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลาย

จากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 24 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย 

DNA ความเข้มข้น 15 ng ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 

ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 25 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย 

DNA ความเข้มข้น 20 ng ของเชื ้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ ้น 6 สายพันธุ์ 

ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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4.3 การทดสอบหาความเข้มข้นของ MgSO4 ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 

ทดสอบปฏิกิริยา HDA โดยใช้ Primer ความเข้มข้น 100 nmol และ DNA 20 ng กับ 

MgSO4 ที่มีความเข้มข้นต่าง ๆ ได้แก่ 3, 3.5, 4, และ 4.5 mM น ามาท าปฏิกิริยา HDA บ่มที่อุณหภูมิ 

65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ผลการตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR 

Green I ความเข้มข้น 400X และเทคนิค 2% Agarose gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบกับ 

DNA มาตรฐานขนาด 100 bp มีดังนี ้

- MgSO4 ความเข้มข้น 3 mM (รูปที่ 26) 

- MgSO4 ความเข้มข้น 3.5 mM (รูปที่ 27) 

- MgSO4 ความเข้มข้น 4 mM (รูปที่ 28) 

- MgSO4 ความเข้มข้น 4.5 mM (รูปที่ 29) 

พบว่า MgSO4 ความเข้มข้น 4 mM ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดและเกิด  Non specific 

product ที่น้อยสุดเมื่ออ่านผลด้วยสี SYBR Green I และ 2% Agarose gel electrophoresis กับ 

DNA ต้นแบบของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุม จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 
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รูปที่ 26 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA 

ด้วย MgSO4 ความเข้มข้น 3 mM ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ  B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลาย

เป็นสีส้ม หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ แถวที ่7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

และสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ปฏิกิริยาแต่ละแถวให้ผลลบ 

โดยไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 27 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA 

ด้วย MgSO4 ความเข้มข้น 3.5 mM ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ  B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลาย

เป็นสีส้ม หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 28 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA 

ด้วย MgSO4 ความเข้มข้น 4 mM ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ  B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 29 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA 

ด้วย MgSO4 ความเข้มข้น 4.5 mM ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 

ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลาย

เป็นสีส้ม หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ปฏิกิริยาแต่ละแถว

ให้ผลลบ โดยไม่พบแถบของผลผลิต 
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4.4 การทดสอบหาความเข้มข้นของ NaCl ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 

ทดสอบปฏิกิริยา HDA โดยใช้ Primer ความเข้มข้นของ 100 nmol DNA 20 ng และ 

MgSO4 4 mM กับ NaCl ที่มีความเข้มข้นต่าง ๆ ได้แก่ 20, 30, 40 และ 50 mM น ามาท าปฏิกิริยา 

HDA บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ผลการตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X และเทคนิค 2% Agarose gel electrophoresis โดย

เปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp มีดังนี้ 

- NaCl ความเข้มข้น 20 mM (รูปที่ 30) 

- NaCl ความเข้มข้น 30 mM (รูปที่ 31) 

- NaCl ความเข้มข้น 40 mM (รูปที่ 32) 

- NaCl ความเข้มข้น 50 mM (รูปที่ 33) 

พบว่า NaCl ความเข้มข้น 40 mM ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดและเกิด Non specific 

product ที่น้อยสุดเมื่ออ่านผลด้วยสี SYBR Green I และ 2% Agarose gel electrophoresis กับ 

DNA ต้นแบบของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุม จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 
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รูปที่ 30 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย 

NaCl ความเข้มข้น 20 mM ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ  B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลาย

เป็นสีส้ม หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ แถวที ่7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

และสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ปฏิกิริยาแต่ละแถวให้ผลลบ 

โดยไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 31 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย 

NaCl ความเข้มข้น 30 mM ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ  B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลาย

เป็นสีส้ม หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 32 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย 

NaCl ความเข้มข้น 40 mM ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ  B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 33 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย 

NaCl ความเข้มข้น 50 mM ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ  B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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4.5 การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 

ทดสอบปฏิกิริยา HDA โดยใช้ Primer ความเข้มข้น 100 nmol DNA 20 ng MgSO4 4 mM 

และ NaCl 40 mM บ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ ได้แก่ 63, 65, 67 และ 69 องศาเซลเซียส เนื่องจากเป็นช่วง

อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับท าปฏิกิริยา HDA ตามค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิตน้ ายา เป็นเวลา 90 นาที 

ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

ผลการตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X และเทคนิค 2% 

Agarose gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp มีดังนี ้

- อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส (รูปที่ 34) 

- อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส (รูปที่ 35) 

- อุณหภูมิ 67 องศาเซลเซียส (รูปที่ 36) 

- อุณหภูมิ 69 องศาเซลเซียส (รูปที่ 37) 

พบว่า ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดและเกิด Non specific 

product ที่น้อยสุดเมื่ออ่านผลด้วยสี SYBR Green I และ 2% Agarose gel electrophoresis กับ 

DNA ต้นแบบของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุม จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 
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รูปที่ 34 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย

อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ  B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 35 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย

อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ  B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 36 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย

อุณหภูมิ 67 องศาเซลเซียส ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ  B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 37 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย

อุณหภูมิ 69 องศาเซลเซียส ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ  B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลาย

เป็นสีส้ม หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ แถวที ่7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

และสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ปฏิกิริยาแต่ละแถวให้ผลลบ 

โดยไม่พบแถบของผลผลิต 
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4.6 การทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 

ทดสอบปฏิกิริยา HDA โดยใช้ Primer ความเข้มข้น 100 nmol DNA 20 ng MgSO4 4 

mM และ NaCl 40 mM น ามาท าปฏิกิริยา HDA บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ระยะเวลาต่าง ๆ 

ดังนี้ 15, 30, 45, 60, 75 และ 90 นาที ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ผลการตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR 

Green I ความเข้มข้น 400X และเทคนิค 2% Agarose gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบกับ 

DNA มาตรฐานขนาด 100 bp มีดังนี ้

- ระยะเวลา 15 นาท ี(รูปที่ 38) 

- ระยะเวลา 30 นาท ี(รูปที่ 39) 

- ระยะเวลา 45 นาท ี(รูปที่ 40) 

- ระยะเวลา 60 นาท ี(รูปที่ 41) 

- ระยะเวลา 75 นาท ี(รูปที่ 42) 

- ระยะเวลา 90 นาท ี(รูปที่ 43) 

พบว่า ที่ระยะเวลา 60 นาที ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดและเกิด Non specific product ที่

น้อยสุดเมื่ออ่านผลด้วยสี SYBR Green I และ 2% Agarose gel electrophoresis กับ DNA ต้นแบบ

ของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุม จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 
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รูปที่ 38 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย

ระยะเวลา 15 นาที ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื ้อ  S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลาย

เป็นสีส้ม หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ แถวที ่7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

และสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ปฏิกิริยาแต่ละแถวให้ผลลบ 

โดยไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 39 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย

ระยะเวลา 30 นาที ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื ้อ  S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลาย

เป็นสีส้ม หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 40 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย

ระยะเวลา 45 นาที ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื ้อ  S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 41 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย

ระยะเวลา 60 นาที ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื ้อ  S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 42 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย

ระยะเวลา 75 นาที ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื ้อ  S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 43 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย

ระยะเวลา 90 นาที ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ ้น 6 สายพันธุ์ ได้แก่ 

เชื ้อ  S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

ด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA 

เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

(ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่าง

ควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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4.7 การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสี SYBR Green I 

ทดสอบปฏิกิริยา HDA โดยใช้ Primer ความเข้มข้น 100 nmol DNA 20 ng MgSO4 4 mM 

และ NaCl 40 mM น ามาท าปฏิกิริยา HDA บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที 

ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR Green I ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ได้แก่ 100X, 200X, 

300X, 400X และ 500X เทียบกับเทคนิค 2% Agarose gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบกับ 

DNA มาตรฐานขนาด 100 bp มีดังนี ้

- สี SYBR Green I ความเข้มข้น 100X (รูปที่ 44) 

- สี SYBR Green I ความเข้มข้น 200X (รูปที่ 45) 

- สี SYBR Green I ความเข้มข้น 300X (รูปที่ 46) 

- สี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X (รูปที่ 47) 

- สี SYBR Green I ความเข้มข้น 500X (รูปที่ 48) 

พบว่า สี SYBR Green I ที่ความเข้มข้น 400X ให้ผลของปฏิกิริยาชัดที่สุดและเกิด Non 

specific product ที่น้อยสุดเมื่ออ่านผลด้วยสี SYBR Green I และ 2% Agarose gel electrophoresis 

กับ DNA ต้นแบบของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุม จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 
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รูปที่ 44 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย

สี SYBR Green I ความเข้มข้น 100X ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 

ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น 

โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพิ่มปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละ

สายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว (ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

บน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 

แสดงผลจากการเพิ่มปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ 

พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

และสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 45 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย

สี SYBR Green I ความเข้มข้น 200X ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 

ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น 

โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพิ่มปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละ

สายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว (ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

บน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 

แสดงผลจากการเพิ่มปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ 

พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

และสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 46 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย

สี SYBR Green I ความเข้มข้น 300X ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 

ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น 

โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพิ่มปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละ

สายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัว

ควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว (ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

บน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 

แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ 

พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

และสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 47 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย

สี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 

ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น 

โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพิ่มปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละ

สายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว (ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

บน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 

แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ 

พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

และสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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รูปที่ 48 การตรวจสอบผลผลิต HDA จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16s rRNA ด้วย

สี SYBR Green I ความเข้มข้น 500X ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ 

ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่ เกิดขึ้น 

โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพิ่มปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละ

สายพันธุ์ ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว หลอดที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว (ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้น

บน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 

แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณ DNA เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวกแต่ละสายพันธุ์ ตามล าดับ 

พบแถบของผลผลิตขนาด 104 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

และสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 
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ทั้งนี้ สามารถสรุปผลสภาวะที่เหมาะสมของการท าปฏิกิริยา HDA/SYBR Green I จากการ

พัฒนาในครั้งนี้ ดังรายละเอียดตามตารางที่ 11 

ตารางที่ 11 สรุปสภาวะที่เหมาะสมของการท าปฏิกิริยา HDA/SYBR Green I ที่ได้พัฒนาขึ้นเพ่ือ

ตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต 

เชื้อแบคทีเรีย 

ความ
เข้มขน้
ของ 

Primer 
(nmol) 

ความ
เข้มขน้
ของ 
DNA 
(ng) 

ความ
เข้มขน้
ของ 

MgSO4 
(mM) 

ความ
เข้มขน้
ของ 
NaCl 
(mM) 

อุณหภูมิ 
(องศา

เซลเซียส) 

ระยะ 
เวลา 
(นาที) 

ความ
เข้มขน้
ของสี 
SYBR 

Green I 
S. aureus (ATCC29523) 
S. epidermidis 
B. cereus 
E. coli (ATCC25922) 
P. aeruginosa 
(ATCC27853) 
S. marcescens 

100 20 4 40 65 60 400X 

5. การทดสอบความจ าเพาะ 

น าสภาวะที่ เหมาะสมของการท าปฏิกิริยา HDA/SYBR Green I ในตารางที่  11 ที่ ได้

พัฒนาขึ้นเพ่ือตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต มาทดสอบหาความจ าเพาะกับ 

DNA ของสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ ที่มีโอกาสพบการปนเปื้อนได้ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ได้แก่ เชื้อ C. albicans 

เชื้อ C. neoformans เชื้อ Aspergillus spp. เชื้อ Rhizopus spp. เชื้อไวรัสตับอักเสบบี และ Human 

DNA ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ตามข้ันตอนที่อธิบายในข้อ 3.7 ของบทวิธีการด าเนิน

งานวิจัย ภายหลังเสร็จสิ้นปฏิกิริยา HDA เติมสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X และตรวจสอบ

ผลผลิตที่เกิดขึ้นด้วยตาเปล่าทันทีโดยสังเกตจากการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย เปรียบเทียบกับ

การตรวจสอบผลผลิตด้วยเทคนิค 2% Agarose gel electrophoresis ที่มีส่วนผสมของสี Ultrapower 

DNA/RNA safe dye ความเข้มข้น 100 เท่า ผลการทดสอบพบว่าปฏิกิริยา HDA ไม่ท าปฏิกิริยาข้าม

กับสารพันธุกรรมของเชื้อ C. albicans เชื้อ C. neoformans เชื้อ Aspergillus spp. เชื้อ Rhizopus 

spp. เชื้อไวรัสตับอักเสบบี และ Human DNA โดยไม่พบการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่ถูกเพ่ิมขึ้น 
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เมื่อตรวจสอบสี SYBR Green I และเทคนิค 2% Agarose gel electrophoresis ตัวอย่างผลการ

ทดสอบความจ าเพาะของปฏิกิริยา HDA ดังแสดงในรูป 49 

 

รูปที่ 49 การทดสอบความจ าเพาะของปฏิกิริยา HDA ที่จ าเพาะต่อยีน 16s rRNA กับของ DNA 

เชื้อ C. albicans เชื้อ C. neoformans เชื้อ Aspergillus spp. เชื้อ Rhizopus spp. เชื้อไวรัส

ตับอักเสบบี และ Human DNA (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที ่เกิดขึ ้นด้วยสี SYBR Green I 

ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของแต่ละตัวอย่าง 

DNA ตามล าดับ ปฏิกิริยาทุกหลอดให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม หลอดที่ 7 ตัวควบคุมลบโดยใช้

น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ปฏิกิริยาทุกหลอดให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม (ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต 

HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp 

แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของแต่ละตัวอย่าง DNA ตามล าดับ 

แถวที่ 7 ตัวควบคุมลบโดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ปฏิกิริยาแต่ละแถวให้ผลลบ โดยไม่พบแถบ

ของผลผลิต 

  

  100 bp    

 

  400 bp    

 

 L 1 2 3 4 5 6 7 

 

1  2   3    4     5      6      7 

- -  -   -     -      -      - 
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6. การทดสอบหา Limit of detection 

น าสภาวะที่ เหมาะสมของการท าปฏิกิริยา HDA/SYBR Green I ในตารางที่  11 ที่ ได้

พัฒนาขึ้นเพ่ือตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต  มาทดสอบหา Limit of 

detection โดยใช้ DNA ของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุมบวกทั้งหมด 6 สายพันธุ์ จากข้อ 3.3 ในบท

วิธีการด าเนินการวิจัย มาเจือจางในน้ ากลั่นและปรับความเข้มข้นให้เท่ากับ 10 ng จากนั้นเจือจางเชื้อ

แบบ 10-fold dilution ในน้ ากลั่น จนได้ความเข้มข้นเท่ากับ 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001 ng และ

ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ตามขั้นตอนที่อธิบายในข้อ 3.8 ของบทวิธีการด าเนิน

งานวิจัย ภายหลังเสร็จสิ้นปฏิกิริยา HDA เติมสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X และตรวจสอบ

ผลผลิตที่เกิดขึ้นด้วยตาเปล่าทันทีโดยสังเกตจากการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย เปรียบเทียบกับ

การตรวจสอบผลผลิตด้วยเทคนิค 2% Agarose gel electrophoresis ที่มีส่วนผสมของสี Ultrapower 

DNA/RNA safe dye ความเข้มข้น 100 เท่า ในขณะเดียวกัน น า DNA ในแต่ละความเข้มข้นไป

ทดสอบ Limit of detection ด้วยปฏิกิริยา PCR และตรวจสอบด้วยเทคนิค 1.5% Agarose gel 

electrophoresis ผลการทดสอบพบว่าปฏิกิริยา HDA มีค่า Limit of detection เท่ากับ 1 ng 

เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I และเท่ากับ 0.1 ng เมื่อตรวจสอบด้วย 2% Agarose gel 

electrophoresis ในขณะที่ปฏิกิริยา PCR มีค่า Limit of detection เท่ากับ 0.0001 ng เมื่อตรวจสอบ

ด้วย 2% Agarose gel electrophoresis เมื ่อน าค่า Limit of detection ของแต่ละปฏิกิร ิยา ที่

ตรวจพบเชื้อแต่ละสายพันธุ์ซึ่งมีหน่วยตั้งต้นเป็น ng มาค านวณความเข้มข้นให้มีหน่วยเป็น CFU 

พบว่าปฏิกิริยา HDA/SYBR Green I มีค่า Limit of detection อยู่ในช่วง 1.04 X109 - 2.97 X109 

CFU ปฏิกิริยา HDA/AGE มีค่า Limit of detection อยู่ในช่วง 1.04 X108 - 2.97 X108 CFU และ

ปฏิกิริยา PCR มีค่า Limit of detection อยู่ในช่วง 5.4 X104 - 1.54 X105 CFU ตารางที่ 12 เป็น

ตารางสรุปผลความเข้มข้นน้อยที่สุดของ DNA ต้นแบบที่เทคนิค HDA และ PCR สามารถตรวจได้ โดยมี

รายละเอียดของผลการทดสอบดังแสดงในรูปที่ 50 ถึง 55 
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ตารางที่ 12 ความเข้มข้นน้อยที่สุดของ DNA ต้นแบบที่เทคนิค HDA และ PCR สามารถตรวจได้ โดย

ตรวจสอบผลผลิต HDA ด้วยการเติมสี SYBR Green I (HDA/SYBR Green I) และเทคนิค 2% 

Agarose gel electrophoresis (HDA/AGE) และตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วยเทคนิค 1.5% Agarose 

gel electrophoresis 
 

เทคนิค 
 

ค่า  
Limit of detection  
ของเชื้อแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ 

HDA/SYBR 
Green I 

HDA/AGE PCR 

S. aureus (ATCC25923) 
S. epidermidis 
B. cereus 
E. coli (ATCC25922) 
P. aeruginosa (ATCC27853) 
S. marcescens 

1 ng 
หรือเท่ากับ 
1.04X109 - 

2.97X109 CFU 

0.1 ng 
หรือเท่ากับ 
1.04X108 - 

2.97X108 CFU 

0.0001 ng 
หรือเท่ากับ 
5.4X104 – 

1.54X105 CFU 
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รูปที่ 50 การทดสอบ Limit of detection ของปฏิกิริยา HDA จากการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมของยีน 16s rRNA เมื่อทดสอบกับ DNA ของเชื้อ S. aureus (ATCC29523) ความเข้มข้น 

10 1 0.1 0.01 0.001 0.0001 0.00001 0.000001 ng (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี 

SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 8 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ 

DNA แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ ปฏิกิริยาหลอดที่ 1 ถึง 2 ให้ผลบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว 

ปฏิกิริยาหลอดที่ 3 ถึง 8 ให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม หลอดที่ 9 และ 10 เป็นตัวควบคุมลบ 

โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ 

ปฏิกิริยาทุกหลอดให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม (กลาง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 

2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่  1 ถึง 8 

แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ DNA แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ แถวที่ 1 ถึง 3 

พบแถบผลผลิตขนาด 104 bp ในขณะที่แถวที่ 4 ถึง 8 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 9 และ 10 

  100 bp    

  400 bp    

 L     1     2     3      4      5      6     7      8     9     10 

  200 bp    

  400 bp    

   100 bp    

 

 L     1     2     3     4     5     6     7     8     9     10 

  104 bp    

1      2       3       4      5      6      7      8       9      10 

+      +        -       -       -       -       -      -        -       - 
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เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต (ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต PCR ที่เกิดขึ้นบน 1.5% Agarose gel 

electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 8 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณ

สารพันธุกรรมของ DNA แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ แถวที่ 1 ถึง 6 พบแถบผลผลิตขนาด 200 bp 

ในขณะที่แถวที่ 7 ถึง 8 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 9 และ 10 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบ

ของผลผลิต 

 

รูปที่ 51 การทดสอบ Limit of detection ของปฏิกิริยา HDA จากการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมของยีน 16s rRNA เมื่อทดสอบกับ DNA ของเชื้อ S. epidermidis ความเข้มข้น 10 1 0.1 

0.01 0.001 0.0001 0.00001 0.000001 ng (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR 

Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 8 แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ 

1      2       3      4      5      6      7      8      9     10 

+      +       -       -       -      -       -      -      -      -   

  400 bp    

   100 bp    

 

 L     1     2     3     4      5     6     7     8     9     10 
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DNA แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ ปฏิกิริยาหลอดที่ 1 ถึง 2 ให้ผลบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว 

ปฏิกิริยาหลอดที่ 3 ถึง 8 ให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม หลอดที่ 9 และ 10 เป็นตัวควบคุมลบ 

โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ 

ปฏิกิริยาทุกหลอดให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม (กลาง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 

2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่  1 ถึง 8 

แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ DNA แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ แถวที่ 1 ถึง 3 

พบแถบผลผลิตขนาด 104 bp ในขณะที่แถวที่ 4 ถึง 8 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 9 และ 10 

เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต (ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต PCR ที่เกิดขึ้นบน 1.5% Agarose gel 

electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 8 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณ

สารพันธุกรรมของ DNA แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ แถวที่ 1 ถึง 6 พบแถบผลผลิตขนาด 200 bp 

ในขณะที่แถวที่ 7 ถึง 8 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 9 และ 10 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบ

ของผลผลิต 
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รูปที่ 52 การทดสอบ Limit of detection ของปฏิกิริยา HDA จากการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมของยีน 16s rRNA เมื่อทดสอบกับ DNA ของเชื้อ B. cereus ความเข้มข้น 10 1 0.1 0.01 

0.001 0.0001 0.00001 0.000001 ng (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR Green I 

ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 8 แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ DNA 

แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ ปฏิกิริยาหลอดที่ 1 ถึง 2 ให้ผลบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว 

ปฏิกิริยาหลอดที่ 3 ถึง 8 ให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม หลอดที่ 9 และ 10 เป็นตัวควบคุมลบ 

โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ 

ปฏิกิริยาทุกหลอดให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม (กลาง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 

2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่  1 ถึง 8 

แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ DNA แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ แถวที่ 1 ถึง 3 

พบแถบผลผลิตขนาด 104 bp ในขณะที่แถวที่ 4 ถึง 8 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 9 และ 10 

 L     1     2     3     4     5     6     7     8     9     10 

  400 bp    

  100 bp    
  200 bp    

  100 bp    

 

  400 bp    

 

 L     1     2     3     4     5     6     7     8     9     10 

  104 bp    

1      2       3      4      5      6      7      8      9     10 

+      +       -       -       -       -      -       -      -      - 
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เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต (ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต PCR ที่เกิดขึ้นบน 1.5% Agarose gel 

electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 8 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณ

สารพันธุกรรมของ DNA แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ แถวที่ 1 ถึง 6 พบแถบผลผลิตขนาด 200 bp 

ในขณะที่แถวที่ 7 ถึง 8 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 9 และ 10 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบ

ของผลผลิต 

 

รูปที่ 53 การทดสอบ Limit of detection ของปฏิกิริยา HDA จากการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมของยีน 16s rRNA เมื่อทดสอบกับ DNA ของเชื้อ E. coli (ATCC25922) ความเข้มข้น 10 

1 0.1 0.01 0.001 0.0001 0.00001 0.000001 ng (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี 

SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 8 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ 

 L     1     2     3     4     5      6      7      8     9    10 
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DNA แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ ปฏิกิริยาหลอดที่ 1 ถึง 2 ให้ผลบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว 

ปฏิกิริยาหลอดที่ 3 ถึง 8 ให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม หลอดที่ 9 และ 10 เป็นตัวควบคุมลบ 

โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ 

ปฏิกิริยาทุกหลอดให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม (กลาง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 

2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่  1 ถึง 8 

แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ DNA แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ แถวที่ 1 ถึง 3 

พบแถบผลผลิตขนาด 104 bp ในขณะที่แถวที่ 4 ถึง 8 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 9 และ 10 

เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต (ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต PCR ที่เกิดขึ้นบน 1.5% Agarose gel 

electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 8 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณ

สารพันธุกรรมของ DNA แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ แถวที่ 1 ถึง 6 พบแถบผลผลิตขนาด 200 bp 

ในขณะที่แถวที่ 7 ถึง 8 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 9 และ 10 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบ

ของผลผลิต 
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รูปที่ 54 การทดสอบ Limit of detection ของปฏิกิริยา HDA จากการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมของยีน 16s rRNA เมื่อทดสอบกับ DNA ของเชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) ความ

เข้มข้น 10 1 0.1 0.01 0.001 0.0001 0.00001 0.000001 ng (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่

เกิดขึ้นด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 8 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมของ DNA แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ ปฏิกิริยาหลอดที่ 1 ถึง 2 ให้ผลบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว ปฏิกิริยาหลอดที่ 3 ถึง 8 ให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม หลอดที่ 9 และ 10 เป็นตัว

ควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ปฏิกิริยาทุกหลอดให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม (กลาง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่

เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 

ถึง 8 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ DNA แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ แถวที่ 1 ถึง 

3 พบแถบผลผลิตขนาด 104 bp ในขณะที่แถวที่ 4 ถึง 8 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 9 และ 10 
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เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต (ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต PCR ที่เกิดขึ้นบน 1.5% Agarose gel 

electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 8 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณ

สารพันธุกรรมของ DNA แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ แถวที่ 1 ถึง 6 พบแถบผลผลิตขนาด 200 bp 

ในขณะที่แถวที่ 7 ถึง 8 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 9 และ 10 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซ่ึงไม่พบแถบ

ของผลผลิต 

 

รูปที่ 55 การทดสอบ Limit of detection ของปฏิกิริยา HDA จากการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมของยีน 16s rRNA เมื่อทดสอบกับ DNA ของเชื้อ S. marcescens ความเข้มข้น 10 1 0.1 

0.01 0.001 0.0001 0.00001 0.000001 ng (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR 

Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 8 แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ 
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DNA แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ ปฏิกิริยาหลอดที่ 1 ถึง 2 ให้ผลบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว 

ปฏิกิริยาหลอดที่ 3 ถึง 8 ให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม หลอดที่ 9 และ 10 เป็นตัวควบคุมลบ 

โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ 

ปฏิกิริยาทุกหลอดให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม (กลาง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 

2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่  1 ถึง 8 

แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ DNA แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ แถวที่ 1 ถึง 3 

พบแถบผลผลิตขนาด 104 bp ในขณะที่แถวที่ 4 ถึง 8 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 9 และ 10 

เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต (ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต PCR ที่เกิดขึ้นบน 1.5% Agarose gel 

electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 8 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณ

สารพันธุกรรมของ DNA แต่ละความเข้มข้น ตามล าดับ แถวที่ 1 ถึง 6 พบแถบผลผลิตขนาด 200 bp 

ในขณะที่แถวที่ 7 ถึง 8 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 9 และ 10 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบ

ของผลผลิต 

7. การทดสอบตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันต่าง ๆ ของการ

เก็บรักษา 

น าสภาวะที่ เหมาะสมของการท าปฏิกิริยา HDA/SYBR Green I ในตารางที่  11 ที่ ได้

พัฒนาขึ้นเพื่อตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต  มาทดสอบการปนเปื้อน

เชื้อแบคทีเรียควบคุมบวกจ านวนทั้งสิ้น 6 สายพันธุ์ ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันต่าง ๆ ของการ

เก็บรักษา ได้แก่ วันที่ 0 หรือวันเริ่มต้นของการเก็บรักษา ถึงวันที่ 5 ซึ่งเป็นวันสุดท้ายของการ

เก็บรักษา ตามอายุของผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต โดยขั้นตอนการเตรียมผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อน

เชื้อแบคทีเรียความเข้มข้นเริ่มต้นเท่ากับ 1 CFU/ml แบบจ าลอง ตามที่อธิบายในข้อ 3.10 ของบท

วิธีการด าเนินการวิจัย น าผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่มีการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียที่ถูกเก็บรักษาในแต่ละวัน 

ไปตรวจหาเชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิค HDA/SYBR Green I ภายหลังเสร็จสิ้นปฏิกิริยา HDA เติมสี 

SYBR Green I ความเข้มข้น 400X และตรวจสอบผลผลิตที่เกิดขึ้นด้วยตาเปล่าทันทีโดยสังเกตจาก

การเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย เปรียบเทียบกับการตรวจสอบผลผลิตด้วยเทคนิค 2% Agarose 
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gel electrophoresis ที่มีส่วนผสมของสี Ultrapower DNA/RNA safe dye ความเข้มข้น 100 เท่า 

และเทคนิค PCR การนับจ านวนโคโลนี และเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System 

พบว่าเทคนิค HDA/SYBR Green I ซึ่งใช้ระยะเวลาในการทดสอบตั้งแต่เริ่มปฏิกิริยาจนถึง

ขั้นตอนอ่านผลเสร็จสิ้น ประมาณ 1 ชั่วโมง สามารถตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียได้เร็วที่สุด

ภายในวันที่ 1 ถึง 4 ของการเก็บรักษา โดยที่เชื้อ B. cereus ตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียได้

เร็วที่สุดภายในวันที่ 1 ของการเก็บรักษา เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis และ

เชื้อ S. marcescens ตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียได้เร็วที่สุดภายในวันที่ 2 ของการเก็บรักษา 

เชื้อ E. coli (ATCC25922) ตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียได้เร็วที่สุดภายในวันที่ 3 ของการเก็บ

รักษา และเชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) ตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียได้เร็วที่สุดภายใน

วันที่ 4 ของการเก็บรักษา ในขณะที่เทคนิค HDA/AGE ใช้ระยะเวลาในการทดสอบตั้งแต่เริ่มปฏิกิริยา

จนถึงขั้นตอนอ่านผลเสร็จสิ้น ประมาณ 1 ชั่วโมง 40 นาที ตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียได้

เร็วที่สุดภายในวันที่ 1 ถึง 3 ของการเก็บรักษา โดยที่เชื้อ B. cereus ตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรีย

ได้เร็วที่สุดภายในวันที่ 1 ของการเก็บรักษา เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis 

และเชื้อ S. marcescens ตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียได้เร็วที่สุดภายในวันที่ 2 ของการ

เก็บรักษา เชื้อ E. coli (ATCC25922) และเชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) ตรวจพบการปนเปื้อน

เชื้อแบคทีเรียได้เร็วที่สุดภายในวันที่ 3 ของการเก็บรักษา เทคนิค PCR ใช้ระยะเวลาในการทดสอบ

ตั้งแต่เริ่มปฏิกิริยาจนถึงขั้นตอนอ่านผลเสร็จสิ้น ประมาณ 2 ชั่วโมง 30 นาที ตรวจพบการปนเปื้อน

เชื้อแบคทีเรียได้เร็วที่สุดภายในวันที่  0 ถึง 1 ของการเก็บรักษา รักษา โดยที่ เชื้อ S. aureus 

(ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ E. coli (ATCC25922) เชื้อ P. aeruginosa และเชื้อ 

S. marcescens ตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียได้เร็วที่สุดภายในวันที่ 0 ของการเก็บรักษา 

และเชื้อ B. cereus ตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียได้เร็วที่สุดภายในวันที่ 1 ของการเก็บรักษา 

การนับจ านวนโคโลนี ใช้ระยะเวลาในการทดสอบตั้งแต่น าเชื้อเพาะที่เจือจาง เกลี่ยลงบนจานอาหาร

เลี้ยงเชื้อ บ่มและนับจ านวนโคโลนีที่ขึ้นมา ประมาณ 24 ชั่วโมง ตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรีย

ได้เร็วที่สุดภายในวันที่ 1 ถึง 2 ของการเก็บรักษา โดยที่เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ B. cereus 

เชื้อ E. coli (ATCC25922) เชื้อ P. aeruginosa และเชื้อ S. marcescens ตรวจพบการปนเปื้อน

เชื้อแบคทีเรียได้เร็วที่สุดภายในวันที่ 1 ของการเก็บรักษา และ เชื้อ S. epidermidis ตรวจพบการ
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ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียได้เร็วที่สุดภายในวันที่ 2 ของการเก็บรักษา และเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert 

System ใช้ระยะเวลาในการทดสอบในการบ่มเพาะเชื้อจนถึงอ่านผลเมื่อเชื้อเจริญ ประมาณ 10 ชั่วโมง 

54 นาที ถึง 18 ชั่วโมง 15 นาที ตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียได้เร็วที่สุดภายในวันที่ 0 ถึง 1 

ของการเก็บรักษา โดยที่เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa และเชื้อ S. marcescens ตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียได้เร็วที่สุดภายใน

วันที่ 0 ของการเก็บรักษา และเชื้อ B. cereus ตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียได้เร็วที่สุดภายใน

วันที่ 1 ของการเก็บรักษา รายละเอียดของผลการทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียควบคุมสายพันธุ์ต่าง ๆ มีดังนี้ 

- ผลการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ของ

การเก็บรักษา ด้วยเทคนิค HDA/SYBR Green I แสดงในตารางที่ 13 

- ผลการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ของ

การเก็บรักษา ด้วยเทคนิค HDA/AGE แสดงในตารางที่ 14 

- ผลการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ของ

การเก็บรักษา ด้วยเทคนิค PCR แสดงในตารางที่ 15 

- ผลการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ของ

การเก็บรักษา ด้วยเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System แสดงในตารางที่ 16 

- ผลการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อ S. aureus (ATCC29523) ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ 

วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา แสดงดังรูปที่ 56 

- ผลการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อ S. epidermidis ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันต่าง ๆ 

ของการเก็บรักษา แสดงดังรูปที่ 57 

- ผลการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อ B. cereus ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันต่าง ๆ ของการ

เก็บรักษา แสดงดังรูปที่ 58 

- ผลการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อ E. coli (ATCC25922) ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันต่าง ๆ 

ของการเก็บรักษา แสดงดังรูปที่ 59 
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- ผลการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต 

ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา แสดงดังรูปที่ 60 

- ผลการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อ S. marcescens ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันต่างๆ 

ของการเก็บรักษา แสดงดังรูปที่ 61 

ตารางที่ 13 การทดสอบตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 

ของการเก็บรักษา ด้วยเทคนิค HDA/SYBR Green I 

เชื้อแบคทีเรีย 
วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา 

วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 วันที่ 5 

S. aureus 
(ATCC29523) 

- 
No growth 

 

- 
1.7 x103 
CFU/ml 

+ 
1.3x108 
CFU/ml 

+ 
5.0x108 
CFU/ml 

+ 
6.6x108 

CFU/ml 

+ 
1.4x109 
CFU/ml 

S. epidermidis 
- 

No growth 
 

- 
No growth 

+ 
2.2x103 
CFU/ml 

+ 
8.4x105 

CFU/ml 

+ 
9.5x106 
CFU/ml 

+ 
1.2x108 

CFU/ml 

B. cereus 
- 

No growth 
 

+ 
1.9 x103 

CFU/ml 

+ 
2.0x108 
CFU/ml 

+ 
4.1x108 
CFU/ml 

+ 
6.9x108 
CFU/ml 

+ 
7.8x108 
CFU/ml 

E. coli 
(ATCC25922) 

- 
No growth 

 

- 
1.8 x103 
CFU/ml 

- 
1.1x108 
CFU/ml 

+ 
2.4x108 
CFU/ml 

+ 
2.2x108 
CFU/ml 

+ 
2.9x109 
CFU/ml 

P. aeruginosa 
(ATCC27853) 

- 
No growth 

 

- 
5 

CFU/ml 

- 
3.2x103 
CFU/ml 

- 
7.2x105 
CFU/ml 

+ 
4.0x107 
CFU/ml 

+ 
3.1x1011 
CFU/ml 

S. marcescens 
- 

No growth 
 

- 
8.8 x102 
CFU/ml 

+ 
7.4x104 
CFU/ml 

+ 
2.6x109 
CFU/ml 

+ 
1.1x1010 

CFU/ml 

+ 
1.2x1010 
CFU/ml 

หมายเหตุ  + หมายถึง ผลของปฏิกิริยา HDA/SYBR Green I เป็นบวก 

   - หมายถึง ผลของปฏิกิริยา HDA/SYBR Green I เป็นลบ 
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ตารางที่ 14 การทดสอบตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 

ของการเก็บรักษา ด้วยเทคนิค HDA/AGE 

เชื้อแบคทีเรีย 
วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา 

วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 วันที่ 5 

S. aureus 
(ATCC29523) 

- 
No growth 

 

- 
1.7 x103 
CFU/ml 

+ 
1.3x108 
CFU/ml 

+ 
5.0x108 
CFU/ml 

+ 
6.6x108 

CFU/ml 

+ 
1.4x109 
CFU/ml 

S. epidermidis 
- 

No growth 
 

- 
No growth 

+ 
2.2x103 
CFU/ml 

+ 
8.4x105 

CFU/ml 

+ 
9.5x106 
CFU/ml 

+ 
1.2x108 

CFU/ml 

B. cereus 
- 

No growth 
 

+ 
1.9 x103 

CFU/ml 

+ 
2.0x108 
CFU/ml 

+ 
4.1x108 
CFU/ml 

+ 
6.9x108 
CFU/ml 

+ 
7.8x108 
CFU/ml 

E. coli 
(ATCC25922) 

- 
No growth 

 

- 
1.8 x103 
CFU/ml 

- 
1.1x108 
CFU/ml 

+ 
2.4x108 
CFU/ml 

+ 
2.2x108 
CFU/ml 

+ 
2.9x109 
CFU/ml 

P. aeruginosa 
(ATCC27853) 

- 
No growth 

 

- 
5 

CFU/ml 

- 
3.2x103 
CFU/ml 

+ 
7.2x105 
CFU/ml 

+ 
4.0x107 
CFU/ml 

+ 
3.1x1011 
CFU/ml 

S. marcescens 
- 

No growth 
 

- 
8.8 x102 
CFU/ml 

+ 
7.4x104 
CFU/ml 

+ 
2.6x109 
CFU/ml 

+ 
1.1x1010 

CFU/ml 

+ 
1.2x1010 
CFU/ml 

หมายเหตุ  + หมายถึง ผลของปฏิกิริยา HDA/AGE เป็นบวก 

   - หมายถึง ผลของปฏิกิริยา HDA/AGE เป็นลบ 
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ตารางที่ 15 การทดสอบตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 

ของการเก็บรักษา ด้วยเทคนิค PCR 

เชื้อแบคทีเรีย 
วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา 

วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 วันที่ 5 

S. aureus 
(ATCC29523) 

+ 
No growth 

 

+ 
1.7 x103 
CFU/ml 

+ 
1.3x108 
CFU/ml 

+ 
5.0x108 
CFU/ml 

+ 
6.6x108 

CFU/ml 

+ 
1.4x109 
CFU/ml 

S. epidermidis 
+ 

No growth 
 

+ 
No growth 

+ 
2.2x103 
CFU/ml 

+ 
8.4x105 

CFU/ml 

+ 
9.5x106 
CFU/ml 

+ 
1.2x108 

CFU/ml 

B. cereus 
- 

No growth 
 

+ 
1.9 x103 

CFU/ml 

+ 
2.0x108 
CFU/ml 

+ 
4.1x108 
CFU/ml 

+ 
6.9x108 
CFU/ml 

+ 
7.8x108 
CFU/ml 

E. coli 
(ATCC25922) 

+ 
No growth 

 

+ 
1.8 x103 
CFU/ml 

+ 
1.1x108 
CFU/ml 

+ 
2.4x108 
CFU/ml 

+ 
2.2x108 
CFU/ml 

+ 
2.9x109 
CFU/ml 

P. aeruginosa 
(ATCC27853) 

+ 
No growth 

 

+ 
5 

CFU/ml 

+ 
3.2x103 
CFU/ml 

+ 
7.2x105 
CFU/ml 

+ 
4.0x107 
CFU/ml 

+ 
3.1x1011 
CFU/ml 

S. marcescens 
+ 

No growth 
 

+ 
8.8 x102 
CFU/ml 

+ 
7.4x104 
CFU/ml 

+ 
2.6x109 
CFU/ml 

+ 
1.1x1010 

CFU/ml 

+ 
1.2x1010 
CFU/ml 

หมายเหตุ  + หมายถึง ผลของปฏิกิริยา PCR เป็นบวก 

   - หมายถึง ผลของปฏิกิริยา PCR เป็นลบ 
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ตารางที่ 16 การทดสอบตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 

ของการเก็บรักษา ด้วยเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System 

เชื้อแบคทีเรีย 
วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา 

วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 วันที่ 5 

S. aureus 
(ATCC29523) 

+ 
No growth 

 

+ 
1.7 x103 
CFU/ml 

+ 
1.3x108 
CFU/ml 

+ 
5.0x108 
CFU/ml 

+ 
6.6x108 

CFU/ml 

+ 
1.4x109 
CFU/ml 

S. epidermidis 
+ 

No growth 
 

+ 
No growth 

+ 
2.2x103 
CFU/ml 

+ 
8.4x105 

CFU/ml 

+ 
9.5x106 
CFU/ml 

+ 
1.2x108 

CFU/ml 

B. cereus 
- 

No growth 
 

+ 
1.9 x103 

CFU/ml 

+ 
2.0x108 
CFU/ml 

+ 
4.1x108 
CFU/ml 

+ 
6.9x108 
CFU/ml 

+ 
7.8x108 
CFU/ml 

E. coli 
(ATCC25922) 

+ 
No growth 

 

+ 
1.8 x103 
CFU/ml 

+ 
1.1x108 
CFU/ml 

+ 
2.4x108 
CFU/ml 

+ 
2.2x108 
CFU/ml 

+ 
2.9x109 
CFU/ml 

P. aeruginosa 
(ATCC27853) 

+ 
No growth 

 

+ 
5 

CFU/ml 

+ 
3.2x103 
CFU/ml 

+ 
7.2x105 
CFU/ml 

+ 
4.0x107 
CFU/ml 

+ 
3.1x1011 
CFU/ml 

S. marcescens 
+ 

No growth 
 

+ 
8.8 x102 
CFU/ml 

+ 
7.4x104 
CFU/ml 

+ 
2.6x109 
CFU/ml 

+ 
1.1x1010 

CFU/ml 

+ 
1.2x1010 
CFU/ml 

หมายเหตุ  + หมายถึง ผลการทดสอบจากเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System เป็นบวก 

   - หมายถึง ผลการทดสอบจากเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System เป็นลบ 
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รูปที่ 56 การทดสอบการปนเปื้อนเชื้อ S. aureus (ATCC29523) ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันที่ 0 

ถึง วันที่ 5 ของการเก็บรักษา ด้วยเทคนิค HDA/SYBR Green I เทคนิค HDA/AGE และเทคนิค PCR 

(บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 

แสดงผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ  S. aureus (ATCC29523) ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 

ตามล าดับ ปฏิกิริยาหลอดที่ 3 ถึง 6 ให้ผลบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว ปฏิกิริยาหลอดที่ 1 ถึง 2 

ให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

และสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ปฏิกิริยาทุกหลอดให้ผลลบ 

โดยสารละลายเป็นสีส้ม หลอดที่ 9 เป็นตัวควบคุมบวก โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของ

เชื้อ S. aureus (ATCC29523) ปฏิกิริยาให้ผลเป็นบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว (กลาง) ตรวจสอบ

ผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 

100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ S. aureus (ATCC29523) 

  400 bp    

   100 bp    

 

L     1      2      3      4      5      6      7      8      9 

  104 bp 

1       2       3       4       5       6       7       8       9 

-        -        +       +      +      +       -       -      + 

  400 bp    

   100 bp    

L     1      2      3      4      5      6      7      8      9 

  200 bp 
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ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ของการเก็บรักษา ตามล าดับ แถวที่ 3 ถึง 6 พบแถบผลผลิตขนาด 104 bp 

ในขณะที่แถวที่ 1 ถึง 2 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

และสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 

แถวที่ 9 เป็นตัวควบคุมบวก โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ S. aureus (ATCC29523) 

พบแถบผลผลิตขนาด 104 bp (ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต PCR ที่ เกิดขึ้นบน 1.5% Agarose gel 

electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณ

สารพันธุกรรมของเชื้อ S. aureus (ATCC29523) ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ของการเก็บรักษา ตามล าดับ 

พบแถบผลผลิตขนาด 200 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและ

สารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต แถวที่ 9 

เป็นตัวควบคุมบวก โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ S. aureus (ATCC29523) พบแถบ

ผลผลิตขนาด 200 bp 
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รูปที่ 57 การทดสอบการปนเปื้อนเชื้อ S. epidermidis ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันที่ 0 

ถึง วันที่ 5 ของการเก็บรักษา ด้วยเทคนิค HDA/SYBR Green I เทคนิค HDA/AGE และเทคนิค PCR 

(บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 

แสดงผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ S. epidermidis ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ตามล าดับ 

ปฏิกิริยาหลอดที่ 3 ถึง 6 ให้ผลบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว ปฏิกิริยาหลอดที่ 1 ถึง 2 ให้ผลลบ 

โดยสารละลายเป็นสีส้ม หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและ

สารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ปฏิกิริยาทุกหลอดให้ผลลบ 

โดยสารละลายเป็นสีส้ม หลอดที่ 9 เป็นตัวควบคุมบวก โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของ

เชื้อ S. epidermidis ปฏิกิริยาให้ผลเป็นบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว (กลาง) ตรวจสอบผลผลิต 

HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp 

แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ S. epidermidis ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 
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ของการเก็บรักษา ตามล าดับ แถวที่ 3 ถึง 6 พบแถบผลผลิตขนาด 104 bp ในขณะที่แถวที่ 1 ถึง 2 

ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต แถวที่ 9 เป็นตัวควบคุม

บวก โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ S. epidermidis พบแถบผลผลิตขนาด 104 bp (ล่าง) 

ตรวจสอบผลผลิต  PCR ที่ เกิดขึ้นบน  1.5% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ S. epidermidis 

ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ของการเก็บรักษา ตามล าดับ พบแถบผลผลิตขนาด 200 bp แถวที่ 7 และ 8 

เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต แถวที่ 9 เป็นตัวควบคุมบวก โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จาก

โคโลนีของเชื้อ S. aureus (ATCC29523) พบแถบผลผลิตขนาด 200 bp 
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รูปที่ 58 การทดสอบการปนเปื้อนเชื้อ B. cereus ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันที่ 0 ถึง 

วันที่ 5 ของการเก็บรักษา ด้วยเทคนิค HDA/SYBR Green I เทคนิค HDA/AGE และเทคนิค PCR 

(บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 

แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ B. cereus ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ตามล าดับ ปฏิกิริยา

หลอดที่ 2 ถึง 6 ให้ผลบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว ปฏิกิริยาหลอดที่ 1 ให้ผลลบ โดยสารละลาย

เป็นสีส้ม หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ปฏิกิริยาทุกหลอดให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม 

หลอดที่ 9 เป็นตัวควบคุมบวก โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ B. cereus ปฏิกิริยาให้ผล

เป็นบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว (กลาง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel 

electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลการเพิ่มปริมาณ

สารพันธุกรรมของเชื้อ B. cereus ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ของการเก็บรักษา ตามล าดับ แถวที่ 2 ถึง 6 
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พบแถบผลผลิตขนาด 104 bp ในขณะที่แถวที่ 1 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ 

โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ 

ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต แถวที ่9 เป็นตัวควบคุมบวก โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ B. cereus 

พบแถบผลผลิตขนาด 104 bp (ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต PCR ที่ เกิดขึ้นบน 1.5% Agarose gel 

electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณ

สารพันธุกรรมของเชื้อ B. cereus ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ของการเก็บรักษา ตามล าดับ แถวที่ 2 ถึง 6 

พบแถบผลผลิตขนาด 200 bp ในขณะที่แถวที่ 1 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุม

ลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ 

ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต แถวที่ 9 เป็นตัวควบคุมบวก โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของ

เชื้อ B. cereus พบแถบผลผลิตขนาด 200 bp 
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รูปที่ 59 การทดสอบการปนเปื้อนเชื้อ E. coli (ATCC25922) ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ 

วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ของการเก็บรักษา ด้วยเทคนิค HDA/SYBR Green I เทคนิค HDA/AGE และเทคนิค 

PCR (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 

ถึง 6 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ E. coli (ATCC25922) ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 

ตามล าดับ ปฏิกิริยาหลอดที่ 4 ถึง 6 ให้ผลบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว ปฏิกิริยาหลอดที่ 1 ถึง 3 

ให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

และสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ปฏิกิริยาทุกหลอดให้ผลลบ 

โดยสารละลายเป็นสีส้ม หลอดที่ 9 เป็นตัวควบคุมบวก โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของ

เชื ้อ E. coli (ATCC25922) ปฏิกิริยาให้ผลเป็นบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว (กลาง) ตรวจสอบ

ผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 

100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ E. coli (ATCC25922) 
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ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ของการเก็บรักษา ตามล าดับ แถวที่ 4 ถึง 6 พบแถบผลผลิตขนาด 104 bp 

ในขณะที่แถวที่ 1 ถึง 3 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ

และสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต 

แถวที่ 9 เป็นตัวควบคุมบวก โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ E. coli (ATCC25922) พบแถบ

ผลผลิตขนาด 104 bp (ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต PCR ที่เกิดขึ้นบน 1.5% Agarose gel electrophoresis 

แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ

เชื้อ E. coli (ATCC25922) ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ของการเก็บรักษา ตามล าดับ พบแถบผลผลิตขนาด 

200 bp แถวที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต แถวที่ 9 เป็นตัวควบคุมบวก 

โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ E. coli (ATCC25922) พบแถบผลผลิตขนาด 200 bp 
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รูปที่ 60 การทดสอบการปนเปื้อนเชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต 

ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ของการเก็บรักษา ด้วยเทคนิค HDA/SYBR Green I เทคนิค HDA/AGE และ

เทคนิค PCR (บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X 

โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) 

ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ตามล าดับ ปฏิกิริยาหลอดที่ 5 ถึง 6 ให้ผลบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว 

ปฏิกิริยาหลอดที่ 1 ถึง 4 ให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ 

โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ 

ปฏิกิริยาทุกหลอดให้ผลลบ โดยสารละลายเป็นสีส้ม หลอดที่ 9 เป็นตัวควบคุมบวก โดยใช้ DNA 

ที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) ปฏิกิริยาให้ผลเป็นบวก โดยสารละลาย

เป็นสีเขียว (กลาง) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L 

คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ
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เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ของการเก็บรักษา ตามล าดับ แถวที่ 4 ถึง 6 

พบแถบผลผลิตขนาด 104 bp ในขณะที่แถวที่ 1 ถึง 3 ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 7 และ 8 เป็น

ตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต แถวที่ 9 เป็นตัวควบคุมบวก โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากโคโลนี

ของเชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) พบแถบผลผลิตขนาด 104 bp (ล่าง) ตรวจสอบผลผลิต 

PCR ที่เกิดขึ้นบน 1.5% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp 

แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) 

ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ของการเก็บรักษา ตามล าดับ พบแถบผลผลิตขนาด 200 bp แถวที่ 7 และ 8 

เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต แถวที่ 9 เป็นตัวควบคุมบวก โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของ 

P. aeruginosa (ATCC27853) พบแถบผลผลิตขนาด 200 bp 
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รูปที่ 61 การทดสอบการปนเปื้อนเชื้อ S. marcescens ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันที่ 0 ถึง 

วันที่ 5 ของการเก็บรักษา ด้วยเทคนิค HDA/SYBR Green I เทคนิค HDA/AGE และเทคนิค PCR 

(บน) ตรวจสอบผลผลิต HDA ที่เกิดขึ้นด้วยสี SYBR Green I ความเข้มข้น 400X โดยหลอดที่ 1 ถึง 6 

แสดงผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ S. marcescens ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ตามล าดับ 

ปฏิกิริยาหลอดที่ 3 ถึง 6 ให้ผลบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว ปฏิกิริยาหลอดที่ 1 ถึง 2 ให้ผลลบ 

โดยสารละลายเป็นสีส้ม หลอดที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและ

สารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ปฏิกิริยาทุกหลอดให้ผลลบ 

โดยสารละลายเป็นสีส้ม หลอดที่ 9 เป็นตัวควบคุมบวก โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของ

เชื้อ S. marcescens ปฏิกิริยาให้ผลเป็นบวก โดยสารละลายเป็นสีเขียว (กลาง) ตรวจสอบผลผลิต 

HDA ที่เกิดขึ้นบน 2% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA มาตรฐานขนาด 100 bp 

แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ S. marcescens ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 

ของการเก็บรักษา ตามล าดับ แถวที่ 3 ถึง 6 พบแถบผลผลิตขนาด 104 bp ในขณะที่แถวที่ 1 ถึง 2 

ไม่พบแถบผลผลิต แถวที่ 7 และ 8 เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจาก

1       2       3        4       5       6       7       8      9 

-        -        +       +       +       +        -       -       + 

L     1      2      3      4      5      6      7      8      9 

  100 bp    

  400 bp    
  104 bp 

  100 bp    

  400 bp    

L     1      2      3      4      5      6      7      8      9 

  200 bp 
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ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต แถวที่ 9 เป็นตัวควบคุมบวก 

โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของเชื้อ S. marcescens พบแถบผลผลิตขนาด 104 bp (ล่าง) 

ตรวจสอบผลผลิต  PCR ที่ เกิดขึ้นบน  1.5% Agarose gel electrophoresis แถว L คือ DNA 

มาตรฐานขนาด 100 bp แถวที่ 1 ถึง 6 แสดงผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ S. marcescens 

ณ วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 ของการเก็บรักษา ตามล าดับ พบแถบผลผลิตขนาด 200 bp แถวที่ 7 และ 8 

เป็นตัวควบคุมลบ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อและสารละลายจากถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ 

ตามล าดับ ซึ่งไม่พบแถบของผลผลิต แถวที่ 9 เป็นตัวควบคุมบวก โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากโคโลนีของ

เชื้อ S. marcescens พบแถบผลผลิตขนาด 200 bp 

8. การค านวณหาความไว (Sensitivity) และความจ าเพาะ (Specificity) ค่าท านายผลบวก 

(Positive predictive value) และค่ าท าน ายผลลบ  (Negative predictive value) ของ

เทคนิค HDA/SYBR Green I 

น าผลการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรีย

แบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา (วันที่ 0 ถึงวันที่ 5) ด้วยเทคนิค HDA ที่ถูกตรวจสอบด้วย

สี SYBR Green I (HDA/SYBR Green I) เปรียบเทียบเทคนิค HDA ที่อ่านผลด้วย 2% Agarose gel 

electrophoresis (HDA/AGE) เทคนิค PCR การนับจ านวนโคโลนี และเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert 

System เพ่ือค านวณหาความไวและความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวกและค่าท านายผลลบ ที่ระดับ

ความเชื่อมั่นเท่ากับ 95% โดยจ านวนตัวอย่างที่น ามาค านวณ ได้มาจากผลการทดสอบของผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุมบวกทั้ง 6 สายพันธุ์ (6 ตัวอย่าง) และตัวควบคุมลบที่

เป็นน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ (1 ตัวอย่าง) และผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ (1 ตัวอย่าง) ซึ่งท าการ

ทดสอบในแต่ละวัน ตั้งแต่วันที่ 0 ถึง วันที่ 5 รวมทั้งหมด 6 วัน รวมจ านวนตัวอย่าง 48 ตัวอย่าง และ

ท าการทดลองซ้ า 2 ครั้ง รวมจ านวนตัวอย่างทั้งสิ้น 96 ตัวอย่าง ดังรายละเอียดที่แสดงในตารางที่ 17 

ถึง 20 
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ตารางที่ 17 ความสัมพันธ์ของการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่

ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา (วันที่ 0 ถึงวันที่ 5) ด้วยเทคนิค 

HDA/SYBR Green I เปรียบเทียบกับเทคนิค HDA/AGE 

ผลการทดสอบ
ด้วยเทคนิค 
HDA/SYBR 

Green I 

ผลการทดสอบ
ด้วยเทคนิค 
HDA/AGE 

ความไว 
ความ 

จ าเพาะ 
ค่าท านาย
ผลบวก 

ค่าท านาย
ผลลบ 

ค่าสถิติ 
Kappa 

บวก ลบ (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) 

บวก 44 0 
96% 100% 100% 96% 0.958 

ลบ 2 50 

จากตารางที่ 17 เมื่อตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อน

เชื้อแบคที เรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษาด้วย เทคนิค HDA/SYBR Green I 

เปรียบเทียบกับเทคนิค HDA/AGE พบว่า เทคนิค HDA/SYBR Green I ให้ผลลบปลอม 2 ตัวอย่าง 

โดยมีค่าความไวเท่ากับ 96% ค่าความจ าเพาะเท่ากับ 100% ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 100% ค่า

ท านายผลลบเท่ากับ 96% และค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.958 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ซึ่งแสดงถึง

ความสอดคล้องกันในเกณฑ์ดีมาก 

ตารางที่ 18 ความสัมพันธ์ของการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่

ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา (วันที่ 0 ถึงวันที่ 5) ด้วยเทคนิค 

HDA/SYBR Green I เปรียบเทียบกับผลจากการทดสอบด้วยเทคนิค PCR 

ผลการทดสอบ
ด้วยเทคนิค 
HDA/SYBR 

Green I 

ผลการทดสอบ
ด้วยเทคนิค  

PCR 
ความไว 

ความ 
จ าเพาะ 

ค่าท านาย
ผลบวก 

ค่าท านาย
ผลลบ 

ค่าสถิติ 
Kappa 

บวก ลบ (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) 

บวก 44 0 
63% 100% 100% 50% 0.478 

ลบ 26 26 
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จากตารางที่ 18 เมื่อตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อน

เชื้อแบคทีเรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษาด้วย เทคนิค HDA/ SYBR Green I 

เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR พบว่า เทคนิค HDA/ SYBR Green I ให้ผลลบปลอม 26 ตัวอย่าง 

โดยมีค่าความไวเท่ากับ 63% ค่าความจ าเพาะเท่ากับ 100% ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 100% ค่าท านาย

ผลลบเท่ากับ 50% และค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.478 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ซึ่งแสดงถึงความ

สอดคล้องกันในเกณฑ์ปานกลาง 

ตารางที่ 19 ความสัมพันธ์ของการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่

ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา (วันที่ 0 ถึงวันที่ 5) ด้วยเทคนิค 

HDA/SYBR Green I เปรียบเทียบกับการนับจ านวนโคโลนี 

ผลการทดสอบ
ด้วยเทคนิค 
HDA/SYBR 

Green I 

ผลการทดสอบ
ด้วยการ 
นับโคโลน ี

ความไว 
ความ 

จ าเพาะ 
ค่าท านาย
ผลบวก 

ค่าท านาย
ผลลบ 

ค่าสถิติ 
Kappa 

บวก ลบ (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) 

บวก 44 0 
76% 100% 100% 73% 0.713 

ลบ 14 38 

จากตารางที่ 19 เมื่อตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อน

เชื้อแบคที เรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษาด้วย เทคนิค HDA/SYBR Green I 

เปรียบเทียบกับการนับโคโลนี พบว่า เทคนิค HDA/SYBR Green I ให้ผลลบปลอม 14 ตัวอย่าง 

โดยมีค่าความไวเท่ากับ 96% ค่าความจ าเพาะเท่ากับ 100% ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 100% ค่าท านาย

ผลลบเท่ากับ 76% และค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.713 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ซึ่งแสดงถึงความ

สอดคล้องกันในเกณฑ์ด ี
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ตารางที่ 20 ความสัมพันธ์ของการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคที เรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่

ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา (วันที่ 0 ถึงวันที่ 5) ด้วยเทคนิค 

HDA/SYBR Green I เปรียบเทียบกับผลจากเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System 

ผลการทดสอบ
ด้วยเทคนิค 
HDA/SYBR 

Green I 

ผลการทดสอบ
ด้วยเครื่องอัตโนมัติ 

BacT/Alert 
System 

ความไว 
ความ 

จ าเพาะ 
ค่าท านาย
ผลบวก 

ค่าท านาย
ผลลบ 

ค่าสถิติ 
Kappa 

บวก ลบ (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) 

บวก 44 0 
63% 100% 100% 50% 0.478 

ลบ 26 26 

จากตารางที่ 20 เมื่อตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อน

เชื้อแบคที เรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษาด้วย เทคนิค HDA/SYBR Green I 

เปรียบเทียบกับผลจากเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System พบว่า เทคนิค HDA/SYBR Green I 

ให้ผลลบปลอม 26 ตัวอย่าง โดยมีค่าความไวเท่ากับ 63% ค่าความจ าเพาะเท่ากับ 100% ค่าท านาย

ผลบวกเท่ากับ 100% ค่าท านายผลลบเท่ากับ 50% และค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.478 ที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95% ซึ่งแสดงถึงความสอดคล้องกันในเกณฑ์ปานกลาง 

อย่างไรก็ตาม เมื่อท าการค านวณหาค่าความไวและความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวกและ

ค่าท านายผลลบ ของเทคนิค HDA/SYBR Green I โดยพิจารณาเฉพาะผลการตรวจหาการปนเปื้อน

เชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียแบบจ าลอง ที่มีอายุการจัดเก็บรักษา

ตั้งแต่วันที่ 2 เป็นต้นไป ซึ่งในงานประจ าของห้องปฏิบัติการธนาคารเลือด มักเลือกใช้ผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิตที่มีอายุตั้งแต่ 1-2 วันขึ้นไปให้กับผู้ป่วย เนื่องจากต้องรอผลการทดสอบการปนเปื้อน (94) 

ดังนั้นจ านวนตัวอย่างที่น ามาค านวณ ได้มาจากผลการทดสอบของผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อน

เชื้อแบคทีเรียตัวควบคุมบวกทั้ง 6 สายพันธุ์ (6 ตัวอย่าง) และตัวควบคุมลบที่เป็นน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 

(1 ตัวอย่าง) และผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปราศจากเชื้อ (1 ตัวอย่าง) ซึ่งท าการทดสอบในแต่ละวัน ตั้งแต่

วันที่ 2 ถึง วันที่ 5 รวมทั้งหมด 4 วัน รวมจ านวนตัวอย่างเท่ากับ 36 ตัวอย่าง และท าการทดลองซ้ า 

2 ครั้ง รวมจ านวนตัวอย่างทั้งสิ้น 72 ตัวอย่าง เปรียบเทียบเทคนิค HDA/AGE เทคนิค PCR การนับ
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จ านวนโคโลนี และเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System พบว่ามีรายละเอียดดังที่แสดงในตารางที่ 21 

ถึง 24 

ตารางที่ 21 ความสัมพันธ์ของการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่

ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา (วันที่ 2 ถึงวันที่ 5) ด้วยเทคนิค 

HDA/SYBR Green I เปรียบเทียบกับเทคนิค HDA/AGE 

ผลการทดสอบ
ด้วยเทคนิค 
HDA/SYBR 

Green I 

ผลการทดสอบ
ด้วยเทคนิค 
HDA/AGE 

ความไว 
ความ 

จ าเพาะ 
ค่าท านาย
ผลบวก 

ค่าท านาย
ผลลบ 

ค่าสถิติ 
Kappa 

บวก ลบ (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) 

บวก 42 0 
96% 100% 100% 93% 0.942 

ลบ 2 28 

จากตารางที่ 21 เมื่อตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อน

เชื้อแบคทีเรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา ด้วย เทคนิค HDA/SYBR Green I 

เปรียบเทียบกับเทคนิค HDA/AGE พบว่า เทคนิค HDA/SYBR Green I ให้ผลลบปลอม 2 ตัวอย่าง 

โดยมีค่าความไวเท่ากับ 96% ค่าความจ าเพาะเท่ากับ 100% ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 100% ค่า

ท านายผลลบเท่ากับ 93% และค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.942 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ซึ่งแสดงถึง

ความสอดคล้องกันในเกณฑ์ดีมาก 

ตารางที่ 22 ความสัมพันธ์ของการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่

ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา (วันที่ 2 ถึงวันที่ 5) ด้วยเทคนิค 

HDA/SYBR Green I เปรียบเทียบกับผลจากการทดสอบด้วยเทคนิค PCR 

ผลการทดสอบ
ด้วยเทคนิค 
HDA/SYBR 

Green I 

ผลการทดสอบ
ด้วยเทคนิค  

PCR 
ความไว 

ความ 
จ าเพาะ 

ค่าท านาย
ผลบวก 

ค่าท านาย
ผลลบ 

ค่าสถิติ 
Kappa 

บวก ลบ (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) 
บวก 42 0 

88% 100% 100% 80% 0.824 
ลบ 6 24 
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จากตารางที่ 22 เมื่อตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อน

เชื้อแบคทีเรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษาด้วยเทคนิค HDA/ SYBR Green I 

เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR พบว่า เทคนิค HDA/ SYBR Green I ให้ผลลบปลอม 6 ตัวอย่าง 

โดยมีค่าความไวเท่ากับ 88% ค่าความจ าเพาะเท่ากับ 100% ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 100% ค่าท านาย

ผลลบเท่ากับ 80% และค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.824 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ซึ่งแสดงถึงความ

สอดคล้องกันในเกณฑ์ดีมาก 

ตารางที่ 23 ความสัมพันธ์ของการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่

ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา (วันที่ 2 ถึงวันที่ 5) ด้วยเทคนิค 

HDA/SYBR Green I เปรียบเทียบกับการนับจ านวนโคโลนี 

ผลการทดสอบ
ด้วยเทคนิค 
HDA/SYBR 

Green I 

ผลการทดสอบ
ด้วยการนับ

โคโลน ี
ความไว 

ความ 
จ าเพาะ 

ค่าท านาย
ผลบวก 

ค่าท านาย
ผลลบ 

ค่าสถิติ 
Kappa 

บวก ลบ (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) 

บวก 42 0 
88% 100% 100% 80% 0.824 

ลบ 6 24 

จากตารางที่ 23 เมื่อตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อน

เชื้อแบคที เรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษาด้วย เทคนิค HDA/SYBR Green I 

เปรียบเทียบกับการนับโคโลนี พบว่า เทคนิค HDA/SYBR Green I ให้ผลลบปลอม 6 ตัวอย่าง 

โดยมีค่าความไวเท่ากับ 88% ค่าความจ าเพาะเท่ากับ 100% ค่าท านายผลบวกเท่ากับ 100% ค่าท านาย

ผลลบเท่ากับ 80% และค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.824 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ซึ่งแสดงถึงความ

สอดคล้องกันในเกณฑ์ดีมาก 
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ตารางที่ 24 ความสัมพันธ์ของการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่

ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียแบบจ าลอง ณ วันต่าง ๆ ของการเก็บรักษา (วันที่ 2 ถึงวันที่ 5) ด้วยเทคนิค 

HDA/SYBR Green I เปรียบเทียบกับผลจากเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System 

ผลการทดสอบ
ด้วยเทคนิค 
HDA/SYBR 

Green I 

ผลการทดสอบ
ด้วยเครื่องอัตโนมัติ 

BacT/Alert 
System 

ความไว 
ความ 

จ าเพาะ 
ค่าท านาย
ผลบวก 

ค่าท านาย
ผลลบ 

ค่าสถิติ 
Kappa 

บวก ลบ (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) 

บวก 42 0 
88% 100% 100% 80% 0.824 

ลบ 6 24 

จากตารางที่ 24 เมื่อตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ปนเปื้อน

เชื้อแบคที เรียแบบจ าลอง ณ วันต่างๆ ของการเก็บรักษาด้วย เทคนิค HDA/SYBR Green I 

เปรียบเทียบกับผลจากเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System พบว่า เทคนิค HDA/SYBR Green I 

ให้ผลลบปลอม 6 ตัวอย่าง โดยมีค่าความไวเท่ากับ 88% ค่าความจ าเพาะเท่ากับ 100% ค่าท านาย

ผลบวกเท่ากับ 100% ค่าท านายผลลบเท่ากับ 80% และค่าสถิติ Kappa เท่ากับ 0.824 ที่ระดับความ

เชื่อมั่น 95% ซึ่งแสดงถึงความสอดคล้องกันในเกณฑ์ดีมาก 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที ่5  

อภิปรายผลการทดลอง 

ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตยังคงเป็นสิ่งจ าเป็นส าหรับการรักษาผู้ป่วย และในประเทศไทยมีอัตรา

การใช้เกล็ดโลหิตเพ่ิมขึ้นทุกปีจากรายงานผลการด าเนินงานประจ าปีของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ 

สภากาชาดไทย (95) ดังนั้นการใช้ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่มีความปลอดภัยจึงมีความส าคัญ โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งปัญหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต เนื่องจากการเก็บรักษา

ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่อุณหภูมิ 20-24 องศาเซลเซียส ภายใต้การเขย่า ซึ่งอุณหภูมิและสภาวะ

ดังกล่าวสามารถเอ้ือต่อการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียได้เป็นอย่างดี ส่งผลให้มีการเพ่ิมจ านวนของ

เชื้อแบคทีเรียที่อาจปนเปื้อนเข้ามาในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตได้  การศึกษาที่ผ่านมาชี้ให้ เห็นถึง

ความสัมพันธ์ระหว่างการเพ่ิมขึ้นของปริมาณเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตกับระยะเวลาใน

การเก็บรักษา (9) ซึ่งหากผู้ป่วยได้รับผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่มีการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรีย อาจเกิดการ

ติดเชื้อในกระแสโลหิตอย่างรวดเร็วและรุนแรง น าไปสู่การเสียชีวิตได้ ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของเชื้อ

แบคทีเรีย ปริมาณของเชื้อแบคทีเรีย และสภาวะของผู้ป่วยขณะนั้น (10) 

ในปี ค.ศ. 2004 สมาคมธนาคารโลหิตแห่งสหรัฐอเมริกา ได้ก าหนดมาตรฐานให้งานธนาคาร

โลหิต ท าการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตก่อนน าไปใช้กับผู้ป่วย เพ่ือ

ลดอาการไม่พึงประสงค์จากการติดเชื้อแบคทีเรียที่อาจปนเปื้อนเข้ามา  และในปี ค.ศ. 2019 

ศูนย์บริการโลหิตสภากาชาดไทย ผู้มีหน้าที่ในจัดหาและเตรียมผลิตภัณฑ์โลหิตเพ่ือส ารองใช้ใน

ประเทศไทย เริ่มมีการตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตทุกยูนิต ด้วยเครื่อง

อัตโนมัติ BD BECTEC ท าให้พบอัตราการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่สูงขึ้น (96) 

แม้ว่าการเพาะเลี้ยงเชื้อยังคงเป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียจาก

ผลิตภัณฑ์โลหิตต่าง ๆ แต่ด้วยข้อจ ากัดของห้องปฏิบัติการธนาคารโลหิต ที่ไม่สามารถเพาะเลี้ยงเชื้อ

แบคทีเรียภายในพ้ืนที่ปฏิบัติการ ประกอบกับใช้เวลาในการทดสอบเพาะเลี้ยงนาน ท าให้เทคนิค

ดังกล่าวไม่เหมาะสมที่จะน ามาใช้ในงานประจ า เนื่องจากผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตมีอายุการเก็บรักษาที่

สั้นประมาณ 5 วัน และหากต้องการที่จะตรวจหาเชื้อแบคทีเรียในช่วงระยะเวลาที่ใกล้กับการน า

เกล็ดโลหิตไปให้ผู ้ป่วยมากที่สุด จึงจ าเป็นต้องใช้วิธีที่ให้ผลรวดเร็ว หรือเป็นวิธีที่สามารถอ่าน
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ผลได้ในระยะเวลาสั้นและไม่ต้องท าการทดสอบนานข้ามวัน ในปัจจุบันมีการพัฒนาเทคนิคทางอณู

ชีววิทยา มาใช้ในการตรวจการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตเพ่ิมมากขึ้น อาทิ

เช่น เทคนิค Real-time PCR หรือเทคนิค PCR อย่างไรก็ตามเทคนิคดังกล่าวยังไม่เป็นที่นิยมใช้อย่าง

แพร่หลายในงานประจ า ส าหรับการตรวจการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต 

เนื่องมาจากมีขั้นตอนที่ยุ่งยาก มีค่าใช้จ่ายที่สูง และต้องอาศัยเครื่องมือที่จ าเพาะซึ่งต้องมีการดูแล

รักษาต่อเนื่อง (13) ในขณะที่เทคนิคทางอณูชีววิทยาที่อาศัยหลักการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม

ภายใต้อุณหภูมิคงที่ (Isothermal amplification) ได้ถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจวินิจฉัย

เชื้อจุลชีพอย่างแพร่หลาย เนื่องจากมีจุดเด่นหลายประการ อาทิเช่น มีขั้นตอนในการทดลองไม่

ซับซ้อน มีความสะดวก รวดเร็ว สามารถอ่านผลด้วยเทคนิคต่าง ๆ ได้ง่าย มีความไวในการตรวจจับและ

ความจ าเพาะต่อเป้าหมายในการตรวจสูง และไม่จ าเป็นต้องใช้อุปกรณ์เฉพาะ โดยใช้เพียงกล่องควบคุม

อุณหภูมิที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการส่วนใหญ่ ส าหรับขั้นตอนการบ่มเพ่ือด าเนินปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรม จึงเหมาะส าหรับห้องปฏิบัติการที่มีอุปกรณ์จ ากัด ไม่มีเครื่องมือเฉพาะทาง  (15) ดังนั้น 

หากสามารถประยุกต์ใช้หลักการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมภายใต้อุณหภูมิคงที่ ส าหรับตรวจวินิจฉัย

คัดกรองการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ก่อนน าผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตไปให้กับ

ผู้ป่วย ซึ่งเป็นการช่วยลดความเสี่ยงของการติดเชื้อแบคทีเรียในกระแสโลหิตได้ 

การศึกษาครั้งนี้ เลือกเทคนิคการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมภายใต้อุณหภูมิคงที่ที่ชื่อว่า 

Helicase dependent amplification หรือ HDA ร่วมกับการอ่านผลของการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมด้วยตาเปล่า ภายหลังเติมสี SYBR Green I เพ่ือพัฒนาเทคนิคที่ใช้ได้ง่ายส าหรับตรวจ

วินิจฉัยการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ซึ่งเทคนิค HDA อาศัยการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมด้วยเอนไซม์ Helicase และ Polymerase ภายใต้อุณหภูมิคงที่ 65 องศาเซลเซียส ร่วมกับ 

Primer ที่จ าเพาะต่อสารพันธุกรรมเป้าหมาย โดยใช้หลักการออกแบบ Primer ที่ง่าย ไม่ซับซ้อน 

โดยขั้นตอนการท าปฏิกิริยาใช้ระยะเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง อย่างก็ตามจากการศึกษาน าร่องในช่วง

เริ่มต้นของผู้วิจัย ได้มีการทดสอบน าเทคนิค Recombinase polymerase amplification หรือ RPA 

มาใช้ในการพัฒนาตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต แต่พบว่ามีข้อจ ากัด

ที่ไม่สามารถใช้ในงานวิจัย เนื่องจากน้ ายา 20X core reaction mix ของชุดน้ ายา RPA มี DNA ของ

เชื้อ E. coli สายพันธุ์ K12 และ BL21 ปนอยู่ ส่งผลให้ตัวควบคุมลบมีผลการทดสอบเป็นบวก เพราะ 
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Primer ที่ใช้ถูกออกแบบให้จ าเพาะกับยีน 16s rRNA ซึ่งพบในแบคทีเรียเกือบทุกสายพันธุ์ ท าให้

ไม่สามารถใช้เทคนิค RPA ส าหรับการตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตได้ (97) 

หนึ่งในปัจจัยที่ส่งผลต่อคุณภาพการท าปฏิกิริยาของเทคนิค HDA ที่ถูกพัฒนาขึ้นเพื่อตรวจหา

การปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต คือ ขั้นตอนการสกัด DNA ของเชื้อแบคทีเรีย

ที่อยู่ในถุงบรรจุผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ทั้งนี้เนื่องมาจากหากมีการปนเปื้อนของ Human genomic DNA 

ปริมาณมากกว่า 200 ng ขึ้นไป จะยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา HDA ได้ (98) ส่งผลให้ไม่สามารถเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการตรวจหา ท าให้เกิดลบปลอมตามมา ในการศึกษาครั้งนี้

ผู้วิจัยจึงเลือกใช้ชุดสกัดสารพันธุกรรม QIAamp DNA Microbiome ซึ่งมีคุณสมบัติในการก าจัด 

DNA ของ Host cell และท าให้ DNA ของเชื้อแบคทีเรียมีความบริสุทธิ์มากยิ่งขึ้น โดยชุดสกัด

ดังกล่าวอาศัยคุณลักษณะของเซลล์ที่แตกต่างกันระหว่าง host cell และเชื้อแบคทีเรีย โดยใช้

สารละลาย Benzonase ในการท าให้ Host cell แตกออก และใช้สารละลาย ATL เพ่ือท าลายสาร

พันธุกรรมของ Host cell หลังจากนั้นจะท าลายเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียโดยอาศัยคุณสมบัติเชิงกล 

อาทิเช่น การใช้เครื่อง Tissue lyser LT เครื่อง Fast step-24 หรือการใช้เครื่อง Vortex และท าให้ 

DNA เชื้อแบคทีเรียมีความบริสุทธิ์ โดยอาศัยคุณสมบัติทางเคมีของสารเคมีหลายชนิด อาทิเช่น 

สารละลาย Proteinase K สารละลายบัฟเฟอร์ APL2 สารละลาย Ethanol สารละลายบัฟเฟอร์ 

AW1 สารละลายบัฟเฟอร์ AW2 และสารละลายบัฟเฟอร์ AVE จึงท าให้สารพันธุกรรมที่สกัดได้จาก

ชุดสกัด QIAamp DNA Microbiome ไม่มีการปนเปื้อนของ Human genomic DNA หรือมีการ

ปนเปื้อนของ Human genomic DNA ในระดับต่ าที่ไม่รบกวนปฏิกิริยา HDA จากการศึกษาของ 

Bjerre และคณะ พบว่าชุดสกัด QIAamp DNA Microbiome สามารถลดปริมาณ Human genomic 

DNA ในสิ่งส่งตรวจได้ถึง 57% และยังคงรักษาสภาพของยีน 16s rRNA ของเชื้อแบคทีเรียได้ถึง 95% (99) 

การออกแบบ Primer ส าหรับการศึกษาครั้งนี้ ถูกออกแบบให้จ าเพาะต่อส่วนบริเวณอนุรักษ์ 

(Conserved region) ของยีน 16s rRNA ซึ่งเป็นยีนที่พบในแบคทีเรียเกือบทุกสายพันธุ์ มีความผันแปร

ทางวิวัฒนาการต่ าและมีความเป็นบริเวณอนุรักษ์สูง เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียที่พบจากการปนเปื้อนใน

ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตมีความหลากหลายทางสายพันธุ์ อาทิเช่น เชื้อกลุ่ม coagulase-negative 

staphylococci (เช่น เชื้อ S. epidermidis) เชื้อ S. aureus เชื้อกลุ่ม viridans group streptococci 

เชื้อ Bacillus spp.เชื้อ Corynebacteria spp. เชื้อ E. coli เชื้อ Salmonella spp. เชื้อ Serratia spp. 
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เชื้อ Enterobacter spp. และเชื้อ P. aeruginosa (31, 45, 51) ท าให้จ าเป็นต้องอาศัยคุณสมบัติ

ของยีน 16s rRNA เพ่ือตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตให้มีความ

ครอบคลุมมากท่ีสุด การศึกษาของ Tamimount และคณะ ได้ทดสอบใช้เทคนิค Real-time PCR ใน

การตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตจ านวน 2,146 ยูนิต โดยใช้ยีน 

16S rRNA ของยูแบคทีเรีย พบการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียคิดเป็น 0.83% ซึ่งเชื้อแบคทีเรียส่วน

ใหญ่เป็นเชื้อประจ าถิ่นบริเวณผิวหนัง สามารถจ าแนกชนิดได้เป็น เชื้อ Propionibacterium spp. 

จ านวน 7 ยูนิต เชื้อ Staphylococcus spp. จ านวน 6 ยูนิต เชื้อ Bacillus spp. จ านวน 2 ยูนิต 

เชื้อ Micrococcus spp. จ านวน 2 ยูนิต และเชื้อ Peptostreptococcus spp. จ านวน 1 ยูนิต (53) 

ดังนั้นการตรวจหายีน 16s rRNA ในการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตมีข้อดีคือ

สามารถตรวจหาเชื้อแบคทีเรียได้เกือบทุกสายพันธุ์ แม้ว่าเชื้อแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ จะมีรูปร่าง

ลักษณะ คุณสมบัติและความสามารถในการเจริญเติบโตที่แตกต่างกัน  นอกจากนี้การออกแบบ 

Primer ของปฏิกิริยา HDA ยังต้องค านึงถึงขนาดผลผลิต ภายหลังเสร็จสิ้นการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรม โดยขนาดของผลผลิตของปฏิกิริยา HDA ที่เหมาะสมควรมีขนาดสั้นประมาณ 80 – 120 bp 

เนื่องจากกระบวนการท างานของเอนไซม์ Helicase มีความซับซ้อนและเป็นเอนไซม์ที่มีประสิทธิภาพ

และความเร็วต่ าในการแยก DNA สายคู่ จึงเหมาะสมกับการแยก DNA ต้นแบบสายสั้น (15, 100) 

นอกจากนี้ต้องมีปริมาณมากพอให้สัมพันธ์กับปริมาณ DNA ต้นแบบ และเอนไซม์ Bst DNA 

Polymerase ในการเพิ่มอัตราความเร็วในการสังเคราะห์ DNA สายใหม ่(15) 

การตรวจสอบผลผลิตจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเทคนิค HDA สามารถท าได้

หลายวิธี อาทิเช่น การตรวจสอบผลผลิตด้วยเทคนิค Real time ซึ่งต้องอาศัยเครื่องตรวจวิเคราะห์

แบบ Real time ในการตรวจผลผลิตจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมระหว่างปฏิกิริยาก าลังด าเนิน 

โดยอาศัยการตรวจวัดการเปล่งแสงของฟลูออเรสเซนต์ที่จ าเพาะ ในปัจจุบันสามารถประยุกต์ใช้

เทคนิค HDA ร่วมกับการตรวจสอบผลผลิตด้วยเทคนิค Real time ที่อาศัยหลักการต่าง ๆ อาทิเช่น 

Molecular beacons และ MGB Eclipse probes จึงสามารถอ่านผลได้รวดเร็วไม่ต้องรอให้เสร็จสิ้น

ปฏิกิริยา แต่จ าเป็นต้องอาศัยเครื่องมือจ าเพาะ ท าให้มีราคาค่อนข้างสูง (74) การตรวจสอบผลผลิต

ด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis ซึ่งต้องอาศัยอุปกรณ์จ าเพาะ ได้แก่ เครื่อง Power 

supply ส าหรับจ่ายกระแสไฟฟ้าและ Horizontal gel tray ส าหรับวางแผ่นเจล การตรวจสอบ
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ผลผลิตด้วยหลักการ Lateral flow ต้องอาศัยชุดตรวจวัดที่ถูกออกแบบโดยใช้หลักการ Immunoassay 

และการตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ซึ่งสามารถอ่านผลการเปลี่ยนแปลงของสีได้ด้วยตาเปล่า

โดยไม่ต้องใช้เครื่องมือที่จ าเพาะ การศึกษาครั้งนี้จึงได้เลือกใช้การตรวจสอบผลผลิตปฏิกิริยา HDA 

ด้วยสี SYBR Green I เนื่องจากสามารถอ่านผลปฏิกิริยาได้ทันทีภายหลังการเติมสี โดยที่ไม่ต้องมีการบ่ม 

จึงไม่ต้องใช้อุปกรณ์จ าเพาะอื่นเพิ่มเติม และสามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่าภายใต้แสงธรรมชาติ 

จึงมีความเหมาะสมที่น ามาพัฒนาร่วมกับเทคนิค HDA เพ่ือตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรีย

ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตในห้องปฏิบัติการธนาคารโลหิต ก่อนน าผลิตภัณฑ์ดังกล่าวไปใช้กับผู้ป่วย 

เนื่องจากสามารถใช้อุปกรณ์เพียงกล่องควบคุมอุณหภูมิ ที่ถูกใช้ในงานประจ าของห้องปฏิบัติการ

ธนาคารโลหิต จึงมีความสะดวก รวดเร็วและเหมาะสมในทางปฏิบัติ 

การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา HDA ส าหรับการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ

ยีน 16s rRNA ร่วมกับการตรวจสอบด้วยสี SYBR Green I เพื่อใช้การตรวจกาการปนเปื้อนของ

เชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต จาก DNA ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งสิ้น 

6 สายพันธุ์ ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli 

(ATCC25922) เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens ซึ่งเป็นเชื้อแบคทีเรียที่

มักพบปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตจากการศึกษาที่ผ่านมา (31, 45, 51) สภาวะของปฏิกิริยา HDA 

ที่เหมาะสมที่พัฒนาได้ในการศึกษาครั้งนี้ ประกอบด้วย ความเข้มข้นที่เหมาะสมของ Primer คือ 

100 nmol สามารถท าปฏิกิริยากับ DNA ต้นแบบได้ที่ 20 ng ในสภาวะที่มีความเข้มข้นของ MgSO4 

และ NaCl ที่ 4 mM และ 40 mM ตามล าดับ ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส และระยะเวลาในการท า

ปฏิกิริยาที่สามารถมองเห็นผลผลิตได้ชัดเจนตั้งแต่ 60 นาทีขึ้นไป ในขณะที่การอ่านผลปฏิกิริยา

ใช้ความเข้มข้นของสี SYBR Green I ที่เหมาะสม เท่ากับ 400X 

ความเข้มข้นของ Primer ที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา HDA อยู่ที่ประมาณ 75 – 100 nmol 

ซึ่งมีความเข้มข้นต่ าเมื่อเปรียบเทียบกับปฏิกิริยา PCR ที ่มีความเข้มข้น 0.1 – 1 µmol ทั ้งนี้

เพื่อลดโอกาสเกิด Primer dimer ที่อาจพบได้ในกรณีที่มีความเข้มข้นของ Primer มากเกินไป (15) 

การศึกษาครั้งนี้ พบว่าความเข้มข้นของ Primer ที่เหมาะสม เท่ากับ 100 nmol ในขณะที่ Primer 

ความเข้นข้นเท่ากับ 200 nmol ไม่สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมได้ และพบ Primer dimer 

ในปริมาณที่มาก และจากการศึกษาครั้งนี้พบว่าความเข้มข้นของ DNA ที่เหมาะสมเท่ากับ 20 ng 
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ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าที่ตรวจหายีน E7 ของ Human papilloma virus สายพันธุ์ 16 

และ 18 ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคมะเร็งปากมดลูก ด้วยเทคนิค HDA พบว่าความเข้มข้นของ Primer 

และ DNA ที่เหมาะสม เท่ากับ 100 nmol และ 50 ng ตามล าดับ (70) 

สารละลาย MgSO4 และ NaCl ในปฏิกิริยา HDA มีผลต่อการส่งเสริมการท างานของเอนไซม์ 

Helicase และ Bst polymerase ให้ปฏิกิริยาการสร้างสาย DNA ด าเนินต่อไปได้ (15) ความเข้มข้น

ของสารละลาย MgSO4 และ NaCl ที่เหมาะสมตามข้อก าหนดของบริษัทผู้ผลิต เท่ากับ 3 – 4.5 mM 

และ 20 – 50 mM ตามล าดับ ในขณะที่การศึกษาครั้งนี้ พบว่าความเข้มข้นของสารละลาย MgSO4 

และ NaCl ที่เหมาะสม เท่ากับ 4 mM และ 40 mM ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าที่

พัฒนาเทคนิค HDA เพื่อตรวจวินิจฉัยเชื้อ C. difficile ที่เป็นสาเหตุของโรคอุจจาระร่วง พบว่า

ความเข้มข้นของสารละลาย MgSO4 และ NaCl ที่เหมาะสม เท่ากับ 4 mM และ 40 mM ตามล าดับ 

(101) 

การศึกษาก่อนหน้าพบว่าเทคนิค HDA สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อจุลชีพต่าง ๆ 

ภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลาที่แตกต่างกัน งานวิจัยของ Montre และคณะ ท าการตรวจหาเชื้อ 

Mycobacterium tuberculosis โดยตรวจหายีน IS6110 ด้วยเทคนิค HDA พบว่าอุณหภูมิและ

ระยะเวลาที่เหมาะสม คือ 65 องศาเซลเซียส 30 นาที ตามล าดับ (102) งานวิจัยของ Barbieri และ

คณะ ท าการตรวจหาเชื้อ Human papilloma virus สายพันธุ์ 16 และ 18 ซึ่งเป็นสาเหตุของ

โรคมะเร็งปากมดลูก ด้วยเทคนิค HDA พบว่าอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสม คือ 65 องศา

เซลเซียส 90 นาที ตามล าดับ (70) และการศึกษาของ Pooria Gill และคณะ ได้พัฒนาเทคนิค HDA 

ร่วมกับ Gold nanoparticle probes เพ่ือตรวจหายีน ureC ของเชื้อ H. pylori พบว่าอุณหภูมิและ

ระยะเวลาที่เหมาะสม คือ 60 องศาเซลเซียส 45 นาที ตามล าดับ (72) อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการท า

ปฏิกิริยา HDA อยู่ระหว่าง 60 – 65 องศาเซลเซียส เนื่องจากเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการท างาน

ของเอนไซม์ Helicase (15) และระยะเวลาในการท าปฏิกิริยามีความแตกต่างกันขึ้นกับสัดส่วนความ

เหมาะสมขององค์ประกอบในการท าปฏิกิริยา อาทิเช่น ความเข้มข้นของ Primer และเอนไซม์ 

Helicase การศึกษาของ Montre และคณะ พบว่าการปรับความเข้มข้นของ Primer และเอนไซม์ 

Helicase จาก 75 nmol เป็น 200 nmol และจาก 1X เป็น 3X ตามล าดับ มีความสัมพันธ์กัน

อย่างมีนัยส าคัญ โดยสามารถลดระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาจาก 60 นาที เป็น 30 นาท ี(102) ทั้งนี้
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ควรค านึกถึงการเกิด Primer dimer และการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมแบบไม่จ าเพาะ ซึ่งเป็นผล

จากการเพิ่มความเข้มข้นของ Primer (103) 

สี SYBR Green I มีคุณสมบัติในการจับกับร่องขนาดเล็กหรือ Minor groove ของ DNA 

สายคู่ โดยมีค่าการดูดกลืนแสงสีน้ าเงินที่ความยาวคลื่นสูงสุด 497 nm และมีค่าการเปล่งแสงสีเขียวที่

ความยาวคลื่นสูงสุด 520 nm ท าให้เมื่อเกิดผลผลิตจากการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม สี SYBR 

Green I จึงเข้าจับกับ DNA ที่เป็นผลผลิต และสามารถมองเห็นเป็นสีเขียวได้ด้วยตาเปล่าภายใต้

แสงธรรมชาติ หรือเกิดการเรืองแสงภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต ทั้งนี้ความชัดเจนของสีที่สามารถอ่านได้

ด้วยตาเปล่าขึ้นอยู่กับความเข้มของสี SYBR Green I และความเข้มข้นของผลผลิตที่เกิดขึ้น อย่างไรก็

ตามสี SYBR Green I ยังคงมีข้อจ ากัดบางประการ ที่อาจท าให้เกิดผลบวกปลอมได้ เนื่องมาจาก สี  

SYBR Green I สามารถจับกับร่องขนาดเล็ก ของ DNA สายคู่ได้อย่างไม่จ าเพาะ ไม่ว่าจะเป็นการเพิ่ม

ปริมาณสารพันธุกรรมแบบไม่จ าเพาะ หรือ Primer dimer ดังนั้นการลดการเกิดผลบวกปลอมอัน

เนื่องมาจาก สี SYBR Green I จึงจ าเป็นต้องใช้ DNA ที่มีความบริสุทธิ์และควรออกแบบ Primer ให้มี

ความจ าเพาะ รวมไปถึงการก าหนดสภาวะของปฏิกิริยาที่เหมาะสมและลดโอกาสการเกิดผลผลิตที่ไม่

จ าเพาะต่าง ๆ (82, 104) การศึกษาครั้งนี้ใช้ความเข้มข้นที่เหมาะสมของสี SYBR Green I เท่ากับ 

400X ซึ่งสามารถแยกความแตกต่างของปฏิกิริยาที่ให้ผลบวก (สารละลายสีเขียว) และลบ (สารละลาย

สีส้ม) ได้อย่างชัดเจน เมื่ออ่านผลด้วยตาเปล่าภายใต้แสงธรรมชาติ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 

Singpanomchai และคณะ ที่พัฒนาเทคนิค RPA ร่วมกับการตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I 

เพ่ือตรวจวินิจฉัยเชื้อ M. tuberculosis โดยใช้สี SYBR Green I ความเข้มข้น 375X (83) 

เทคนิค HDA/SYBR Green I ที่ ได้พัฒนาขึ้น มีความจ าเพาะสูงต่อส่วนบริเวณอนุรักษ์ 

(Conserved region) ของยีน 16s rRNA ซึ่งเป็นยีนที่พบในแบคทีเรียทุกชนิด เนื่องจากไม่พบ

ปฏิกิริยาข้ามในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ DNA สิ่งมีชีวิตสายพันธุ์อ่ืน ๆ ที่มีโอกาสพบการ

ปนเปื้อนได้ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ได้แก่ เชื้อกลุ่มยีสต์ ประกอบไปด้วยเชื้อ  C. albicans และ

เชื้อ C. neoformans เชื้อราสาย ประกอบไปด้วย เชื้อ Aspergillus spp. และเชื้อ Rhizopus spp. 

เชื้อไวรัสตับอักเสบบี และสารพันธุกรรมของมนุษย์ การศึกษาก่อนหน้าใช้เทคนิค HDA ร่วมกับ 

Lateral flow ในการตรวจหาเชื้อ Salmonella spp. ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษ พบว่า

มีความจ าเพาะสูง ไม่พบปฏิกิริยาข้ามในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ DNA ของเชื้อแบคทีเรีย
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สายพันธุ์ อ่ืนที่ก่อโรคอาหารเป็นพิษ ประกอบไปด้วยเชื้อ E. coli เชื้อ S. aureus เชื้อ Listeria 

monocytogenes เชื้อ Shigella และเชื้อ Campylobacter jejuni (105) 

การทดสอบหา Limit of detection ในการศึกษาครั้งนี้ เป็นการทดสอบเพื่อหาความเข้มข้น

น้อยที่สุดของ DNA ของเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวน 6 สายพันธุ์ ได้แก่ เชื้อ S. aureus 

(ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) เชื้อ P. aeruginosa 

(ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens ที่เทคนิค HDA สามารถตรวจสอบหายีน 16s rRNA ได้ 

พบว่าความเข้มข้นน้อยที่สุดของ DNA ต้นแบบที่เทคนิค HDA สามารถตรวจได้ด้วยการเติมสี SYBR 

Green I และเทคนิค Agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2% มีค่าเท่ากับ 1 และ 0.1 ng 

ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าการตรวจสอบปฏิกิริยา HDA ด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis 

สามารถตรวจสอบความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบได้ในปริมาณที่ต่ ากว่าการตรวจสอบผลผลิตด้วยสี 

SYBR Green I ทั้งนี้อาจมีสาเหตุมาจากสี UltraPower DNA/RNA safe dye ที่ใช้ในขั้นตอนของการ

ตรวจสอบผลผลิต DNA สายคู่ มีความไวสูงกว่าสี SYBR Green I กล่าวคือ สี UltraPower DNA/RNA 

safe dye เมื่อใช้ร่วมกับเทคนิค Agarose gel electrophoresis สามารถตรวจสอบผลผลิต DNA 

สายคู่ที่มีความเข้มข้นต่ าที่สุดเท่ากับ 20 pg (106) ในขณะที่สี SYBR Green I เมื่อใช้ร่วมกับเทคนิค 

Agarose gel electrophoresis มีความเข้มข้นต่ าที ่สุดที ่สามารถตรวจสอบได้เท่ากับ 60 pg 

เมื ่อตรวจวัดด้วยเครื่อง Transilluminator (107) นอกจากนี้การอ่านผลที่ได้จากสีฟลูออเรสเซนต์

ด้วยตาเปล่าโดยมีแสงสีขาวเป็นตัวกระตุ้น จะมองเห็นการเปล่งแสงของสีฟลูออเรสเซนต์ได้ยากกว่า

เมื่อถูกกระตุ้นด้วยช่วงคลื่นแสงที่จ าเพาะกับสีนั้น (100) จึงเป็นสาเหตุที่ท าให้ตรวจสอบผลผลิต HDA 

ด้วยสี SYBR Green I ด้วยตาเปล่า สามารถตรวจสอบความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบได้ในปริมาณ

ที่สูงกว่าเทคนิค Agarose gel electrophoresis 

เทคนิค HDA ที่ได้ท าการพัฒนาขึ้น ถูกน ามาทดสอบตรวจการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรีย

ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตแบบจ าลอง ใช้เชื้อแบคทีเรียตัวอย่างควบคุมบวก จ านวนทั้งหมด 6 สายพันธุ์ 

ได้แก่ เชื้อ S. aureus (ATCC29523) เชื้อ S. epidermidis เชื้อ B. cereus เชื้อ E. coli (ATCC25922) 

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) และเชื้อ S. marcescens ความเข้มข้นตั้งต้นเท่ากับ 1 CFU/ml 

ณ วันที่ 0 ซึ่งจ าลองสภาพของการปนเปื้อนท่ีอาจเกิดขึ้นในวันแรกที่ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตถูกจัดเตรียม

เสร็จและเริ่มการเก็บรักษา เนื่องจากแนวทางการตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/listeria-monocytogenes
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/listeria-monocytogenes
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/shigella
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/campylobacter-jejuni
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เกล็ดโลหิตในปัจจุบัน ต้องการวิธีการตรวจที่มีความไวสูงที่สุด ที่สามารถตรวจหาการปนเปื้ อนของ

เชื้อแบคทีเรียได้ที่ความเข้มข้นน้อยที่สุดคือ 1 CFU/ml (90) และท าการตรวจการปนเปื้อนของ

เชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตแบบจ าลองซ้ าในทุกวัน จนถึงวันที่ 5 ซึ่งเป็นวันสุดท้ายของการ

เก็บรักษา เทคนิค HDA/SYBR Green I สามารถตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุมบวกที่มัก

พบว่าเป็นเชื้อที่ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต (31, 45, 51) ได้ครอบคลุมทั้งหมด 6 สายพันธุ์ 

แสดงให้ความเป็นไปได้ในการน าเทคนิค HDA/SYBR Green I ไปประยุกต์ใช้ในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย

ที่อาจปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ในห้องปฏิบัติการทางธนาคารเลือด อย่างไรก็ตามเทคนิค 

HDA/SYBR Green I ตรวจพบการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียตัวควบคุมบวกได้ทุกสายพันธุ์ 

ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่มีอายุเฉลี่ยตั้งแต่ 2 วันขึ้นไป โดยตรวจพบได้ตั้งแต่ความเข้มข้นเท่ากับ 

1.9x103 CFU/ml และไม่สามารถตรวจพบการปนเปื ้อนเชื ้อส่วนใหญ่ได้ในวันแรกที่ผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิตถูกจัดเตรียมเสร็จและเริ่มการเก็บรักษา ในที่นี่คือวันที่ 0 จนถึงวันที่ 1 ของการเก็บรักษา 

ซึ่งสอดคล้องกับผลของเทคนิค HDA/AGE เป็นที่น่าสนใจว่าในการตรวจหาการปนเปื้อนของ

เชื้อ P. aeruginosa (ATCC27853) HDA/SYBR Green I และเทคนิค HDA/AGE ตรวจพบเชื้อได้ใน

วันที่ 4 และ 3 ตามล าดับ ทั้งนี้อาจมีสาเหตุมาจากข้อจ ากัดของสี SYBR Green I ที่มีความไวน้อยกว่า

สี UltraPower DNA/RNA safe dye ที่ถูกใช้ในเทคนิค Agarose gel electrophoresis (106, 107) 

และข้อจ ากัดในการอ่านผลที่ได้จากสีฟลูออเรสเซนต์ด้วยตาเปล่า (108) ตามที่ได้อธิบายข้างต้น 

อย่างไรก็ตามทั้งเทคนิค HDA/SYBR Green I และเทคนิค HDA/AGE ใช้ระยะเวลการทดสอบที่

รวดเร็ว โดยสามารถท าการทดสอบและอ่านผลได้ภายใน 1 ชั่วโมง และ 1 ชั่วโมง 40 นาที ตามล าดับ 

และเมื่อพิจารณาร่วมกับอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดสอบ ได้แก่ กล่องควบคุมอุณหภูมิ ซึ่งเป็นอุปกรณ์

พ้ืนฐานในห้องปฏิบัติการธนาคารโลหิต เทคนิค HDA/SYBR Green I จึงมีความเหมาะสมในการน ามา

ประยุกต์ใช้ในห้องปฏิบัติการทางธนาคารโลหิต เพ่ือตรวจคัดกรองการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์

เกล็ดโลหิต ที่มีอายุ 2 วันขึ้นไป ก่อนน าไปใช้กับผู้ป่วยในทันที แต่อาจมีข้อจ ากัดทางด้านความไว 

เมื่อน ามาใช้ตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่เพ่ิงจัดเตรียมเสร็จ หรือมีอายุ

การเก็บรักษาต่ ากว่า 2 วัน จากการศึกษาก่อนหน้า ได้มีการพัฒนาเทคนิค HDA ร่วมกับ Gold 

nanoparticle probes เพ่ือใช้ตรวจหายีน ureC ของ Helicobacter pylori และสามารถตรวจหา

เชื้อได้ต่ าสุดเพียง 10 CFU/ml (72) ดังนั้น จึงควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมในอนาคต ในการพัฒนาเทคนิค
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ตรวจวัดผลผลิตจากปฏิกิริยา HDA เพ่ือเพ่ิมความไวในการตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียใน

ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต 

การเพาะเลี้ยงเชื้อลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อและนับจ านวนโคโลนี แม้ว่าเป็นวิธีมาตรฐาน

ทางฟีโนไทป์ ในงานด้านจุลชีววิทยา และสามารถตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียได้ตั้งแต่ในวันที่ 1 

ของการเก็บรักษา โดยตรวจพบเชื้อได้ตั้งแต่ความเข้มข้นเท่ากับ 5 CFU/ml แต่ใช้ระยะเวลาในการทดสอบ

นาน ประมาณ 24 ชั่วโมง ซึ่งอาจไม่เหมาะสมส าหรับน ามาใช้ตรวจคัดกรองการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรีย 

ก่อนน าผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตไปใช้กับผู้ป่วยได้โดยทันที นอกจากนี้ยังต้องอาศัยการทดสอบทาง

ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิกที่จ าเป็นต้องแยกเป็นพ้ืนที่เฉพาะ ไม่สามารถรวมอยู่กับห้องปฏิบัติการ

ธนาคารโลหิตได้ รวมไปถึงเครื่องมือวิทยาศาสตร์เพื่อประกอบการวินิจฉัยหลายชนิด (54) 

การตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตด้วยเทคนิค PCR ใช้เวลาทดสอบ

ทั้งสิ้น ประมาณ 2 ชั่วโมง 30 นาที ซึ่งมากกว่าเทคนิค HDA/SYBR Green I และเทคนิค HDA/AGE 

อย่างไรก็ตามเทคนิค PCR มีความไวสูง สามารถตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียได้ตั้งแต่ในวันแรกที่

ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตถูกจัดเตรียมเสร็จและเริ่มการเก็บรักษา (วันที่ 0) ที่มีเชื้อเพียง 1 CFU/ml 

การศึกษาก่อนหน้าใช้เทคนิค Real-time PCR ตรวจหายีน 16s rRNA ของเชื้อแบคทีเรียที่ฉีดเข้าไป

ในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต โดยสามารถตรวจพบเชื้อ Enterobacter cloacae และ S. marcescens 

ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 1 CFU/ml และตรวจพบเชื้อ S. aureus และ S. epidermidis ที่ความเข้มข้น

เท่ากับ 10 CFU/ml (109) เทคนิค PCR ที่สามารถตรวจสอบความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบได้ในปริมาณ

ที่ต่ ากว่าเทคนิค HDA การศึกษาของ Kolm และคณะ ได้ตรวจหาเชื้อ Enterococcus ในแหล่งน้ า

ด้วยเทคนิค HDA เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR พบว่า ที่ความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบ เท่ากับ 10 ng 

ทั้ง 2 เทคนิค สามารถตรวจหาเชื้อได้ทั้งหมดเท่ากับ 100% แต่หากความเข้มข้นของ DNA ต้นแบบ 

ลดลงเท่ากับ 0.0001 ng ความสามารถในการตรวจหาเชื้อของเทคนิค HDA ลดลงเท่ากับ 85% 

ในขณะที่เทคนิค PCR ยังคงสามารถตรวจหาเชื้อได้เท่ากับ 100% (110) เทคนิค PCR เป็นวิธีทาง

อณูชีววิทยาที่ใช้กันอย่างแพร่หลาย แต่มีข้อจ ากัดที่ต้องอาศัยเครื่องมือจ าเพาะ เช่น Thermocycler 

ร่วมกับเครื่องมือทดสอบ Agarose gel electrophoresis ซึ่งไม่ใช่เครื่องมือพ้ืนฐานในงานประจ าทาง

ห้องปฏิบัติการธนาคารเลือด ราคาต่อการทดสอบค่อนข้างสูง จึงเป็นข้อจ ากัดในการน ามาใช้ในงาน

ประจ าของห้องปฏิบัติการธนาคารโลหิต 
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การตรวจการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์ เกล็ดโลหิตด้วยเครื่องอัตโนมัติ 

BacT/Alert System เป็นวิธีมาตรฐานที่ได้รับการแนะน าโดยสมาคมธนาคารโลหิตแห่งสหรัฐอเมริกา 

และมีความไวสูง สามารถตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียได้ตั้งแต่ในวันแรกที่ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต

ถูกจัดเตรียมเสร็จ และเริ่มการเก็บรักษา (วันที่ 0) ที่มีเชื้อเพียง 1 CFU/ml แต่ต้องใช้ระยะเวลาการ

ทดสอบนานถึง 10 ชั่วโมง 54 นาที เป็นต้นไป จึงจะสามารถตรวจพบแบคทีเรียที่ปนเปื้อนได้ 

สอดคล้องการศึกษาของ Brecher และคณะ ที่ใช้เครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System ตรวจพบการ

ปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียจ านวน 10 สายพันธุ์ ได้ระดับต่ าที่สุดมีค่าเท่ากับ 6 CFU/ml (111) แม้ว่า

เครื่อง BacT/Alert System มีความไวสูง แต่ใช้ระยะเวลาทดสอบนาน ซึ่งอาจไม่เหมาะสมส าหรับ

น ามาใช้ตรวจคัดกรองการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรีย ก่อนน าผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตไปใช้กับผู้ป่วยได้

โดยทันที อย่างไรก็ตามเนื่องจากประสิทธิภาพความไวที่สูงของเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System 

จึงเหมาะสมส าหรับน าไปใช้ตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่เพ่ิง

จัดเตรียมเสร็จ ก่อนน าไปจัดเก็บรักษา นอกจากนี้จากการศึกษาของ German Evaluation of 

Regular Bacterial Monitoring Study พบว่าเครื่องอัตโนมัติ  BacT/Alert ให้ผลบวกปลอมได้

ระหว่าง 0.2% ถึง 3.2% (112) และในการตรวจหาการปนเปื้อนจ าเป็นต้องใช้เกล็ดโลหิตปริมาตร

มากถึง 5-10 ml ซึ่งไม่เหมาะสมส าหรับผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตชนิด Platelet concentrates ที่มี

ปริมาตรรวมเพียง 60 ml/unit (53) ในขณะที่เทคนิค HDA/SYBR Green I เทคนิค HDA/AGE และ

เทคนิค PCR ใช้ปริมาณตัวอย่างในการตรวจหาการปนเปื้อนที่น้อยกว่า เครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert 

System เป็นเครื่องมือที่จ าเพาะนอกเหนือจากเครื่องมือประจ าในห้องปฏิบัติการธนาคารโลหิตและ

มีราคาแพง ท าให้ราคาต่อการทดสอบสูง จึงเป็นข้อจ ากัดของการน ามาใช้ในงานธนาคารโลหิตของ

ห้องปฏิบัติในหลายแห่ง 

เทคนิค HDA/SYBR Green I มีความไวและความจ าเพาะสูง (96% และ 100% ตามล าดับ) 

ในการตรวจการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ณ วันที่เก็บรักษาวันต่าง ๆ เมื่อ

เปรียบเทียบกับเทคนิค HDA/AGE โดยพบว่ามีความสอดคล้องกันในระดับดีมาก อย่างไรก็ตามพบว่า

มีผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตจ าลองจ านวน 2 ตัวอย่าง ที่เทคนิค HDA/SYBR Green I ให้ผลลบปลอม 

ทั้งนี้อาจเกิดจากความไวของการตรวจสอบผลผลิตด้วยสี SYBR Green I ที่มีความต่ ากว่าสี UltraPower 

DNA/RNA safe dye ที่ถูกใช้ในเทคนิค Agarose gel electrophoresis (106, 107) และข้อจ ากัด
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ในการอ่านผลที่ได้จากสีฟลูออเรสเซนต์ด้วยตาเปล่า (108) ตามที่ได้อธิบายข้างต้น เมื่อเปรียบเทียบ

กับเทคนิค PCR การนับจ านวนโคโลนี และเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System พบว่าเทคนิค 

HDA/SYBR Green I มีความจ าเพาะสูงเท่ากับ 100% แต่มีความไวอยู่ในช่วงระหว่าง 63-76% จึงท า

ให้มีความสอดคล้องกันในระดับปานกลางถึงดี ทั้งนี้เนื่องจากเทคนิค HDA/SYBR Green I ไม่สามารถ

ตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อส่วนใหญ่ได้ในวันที่ 0 ถึง 1 ของการเก็บรักษา อย่างไรก็ตามในงานประจ า

ของห้องปฏิบัติการธนาคารเลือด มักเลือกใช้ผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่มีอายุตั้งแต่ 1-2 วันขึ้นไปให้กับ

ผู้ป่วย เนื่องจากต้องรอผลการทดสอบการปนเปื้อน (94) ดังนั้นหากน าเทคนิค HDA/SYBR Green I 

มาตรวจการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ที่ท าการเก็บรักษาตั้งแต่วันที่ 2 

เป็นต้นไป พบว่ามีความไวที่สูงขึ้น โดยมีความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 96% และ 100% ตามล าดับ 

เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค HDA/AGE และมีความสอดคล้องอยู่ในระดับดีมาก เมื่อเปรียบเทียบกับ

เทคนิค PCR การนับจ านวนโคโลนี และเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System พบว่าเทคนิค HDA/SYBR 

Green I มีความไวและจ าเพาะเท่ากับ 88% และ 100% ตามล าดับ และมีความสอดคล้องกันใน

ระดับดีมาก ข้อมูลจากการศึกษาครั้งนี้ จึงแสดงให้เห็นว่าเทคนิค HDA/SYBR Green I มีประสิทธิภาพดี

ในการตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่มีอายุการจัดเก็บรักษา

ในระยะกลางไปจนถึงระยะท้าย เช่น ตั้งแต่วันที่ 2 ไปจนถึงวันที่ 5 ของการเก็บรักษา 

ปัจจัยที่ส่งผลต่อระยะเวลาในการตรวจพบการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ด

โลหิตด้วยเทคนิค HDA/SYBR Green I อาจขึ้นอยู่กับอัตราการแบ่งตัวของเชื้อแบคทีเรีย ซึ่งส่งผลให้

เชื้อแต่ละสายพันธุ์มีอัตราการเจริญที่แตกต่างกัน ตัวอย่างเช่น เชื้อ E. coli มีอัตราการแบ่งตัวแต่ละ

ครั้งเท่ากับ 17 นาที ในขณะที่เชื้อ S. aureus มีอัตราการแบ่งตัวแต่ละครั้งเท่ากับ 27-30 นาที (113) 

นอกจากนี้ปัจจัยที่ส าคัญอีกประการ คือปริมาณ Human genomic DNA ที่สามารถรบกวนการ

เกิดปฏิกิริยา HDA พบว่าผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตแต่ละถุงที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ มีปริมาณ Human 

genomic DNA ที่แตกต่างกัน เนื่องจากในขั้นตอนการเตรียมผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต ไม่สามารถควบคุม

ปริมาณเม็ดโลหิตขาวให้เท่ากันได้ในแต่ละถุง อย่างไรก็ตามปริมาณเม็ดโลหิตขาวที่ปนเปื้อนเข้ามาใน

ถุงผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต มีปริมาณไม่เกิน 2 X 108 เซลล์/ยูนิต ซึ่งเป็นไปตามมาตรฐานของสมาคม

ธนาคารโลหิตแห่งสหรัฐอเมริกา (27, 28) 
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ความไวของเทคนิค HDA/SYBR Green I นอกจากจะขึ้นอยู่กับสี SYBR Green I และการ

อ่านผลที่ได้จากสีฟลูออเรสเซนต์ด้วยตาเปล่า ยังอาจขึ้นอยู่กับคุณภาพและปริมาณของ DNA ต้นแบบ

ที่ใช้ในปฏิกิริยา โดยเฉพาะอย่างยิ่งหากเป็นการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ DNA ต้นแบบที่อยู่ใน

สิ่งส่งตรวจจากร่างกายมนุษย์ เนื่องมาจากชิ้นส่วนของ Human genomic DNA อาจเข้าแย่งจับกับ

เอนไซม์ Helicase ท าให้รบกวนการเกิดปฏิกิริยา HDA และอาจลดประสิทธิภาพการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรม โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อ DNA ต้นแบบมีในปริมาณน้อย (98) ดังนั้นกรรมวิธีสกัด DNA 

ต้นแบบที่สามารถลดการปนเปื้อนของ Human genomic DNA ในสิ่งส่งตรวจจึงมีความส าคัญเพ่ือ

ปรับปรุงประสิทธิภาพของปฏิกิริยา HDA ให้ดีขึ้น นอกจากนี้การเพิ่มปริมาณ DNA ต้นแบบของ

เชื ้อแบคทีเรียที่ปนเปื้อน ก่อนกระบวนการสกัด DNA อาจส่งผลต่อการเพ่ิมความไวของเทคนิค 

HDA/SYBR Green I และ HDA/AGE ได้ จากการศึกษาน าร่องเพ่ิมเติมโดยการสุ่มผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต

ในวันที่ 0 ถึง 1 ของการเก็บรักษา ที่ไม่สามารถตรวจพบการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิค 

HDA/SYBR Green I และ HDA/AGE มาท าการเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

ก่อนน าไปสกัด DNA และตรวจสอบการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียอีกครั้งด้วยเทคนิค HDA/SYBR 

Green I และ HDA/AGE พบว่าสามารถตรวจพบการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียได้ที่วันที่ 1 ของการ

เก็บรักษา ดังนั้นการน าผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่ถูกจัดเตรียมเสร็จและเริ่มการเก็บรักษา หรือที่ถูกเก็บ

รักษาในวันที่ 1 มาเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 1 ชั่วโมง ก่อนน าไป

ตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรีย อาจช่วยเพ่ิมความไวของเทคนิค HDA/SYBR Green I และ 

HDA/AGE ได ้

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที ่6  

สรุปผลการทดลอง 

การตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต มีความจ าเป็นในงานธนาคาร

โลหิต เพ่ือป้องกันการให้ผลิตภัณฑ์ที่อาจปนเปื้อนแก่ผู้รับบริจาคหรือผู้ป่วย และช่วยลดอัตราการติดเชื้อ

หรือเสียชีวิตที่อาจเกิดขึ้น วิธีการตรวจการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตควรเป็นวิธีที่

มีความไวและความจ าเพาะสูง ให้ผลรวดเร็วเนื่องจากเกล็ดเลือดมีอายุการจัดเก็บที่สั้น และราคาไม่แพง 

การศึกษาครั้งนี้สามารถพัฒนาเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่มีขั้นตอนไม่ซับซ้อน มีระยะเวลา

ทดสอบที่รวดเร็ว และสามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า ในการตรวจหาการปนเปื ้อนของเชื ้อ

แบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต เทคนิคที่พัฒนาขึ้น ได้แก่ เทคนิค HDA/SYBR Green I ซึ่ง

อาศัยการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเอนไซม์ Helicase ภายใต้อุณหภูมิคงที่ และอาศัยเพียงกล่อง

ควบคุมอุณหภูมิในการทดสอบและตรวจสอบผลผลิตด้วยการเติมสี SYBR Green I โดยใช้ชุด

น้ ายา IsoAmp ® II Universal tHDA ร่วมกับ Primer ที่ถูกออกแบบให้มีความจ าเพาะกับยีน 16s 

rRNA ที่พบในเชื้อแบคทีเรียทุกชนิด โดยสภาวะที่เหมะสมของการท าปฏิกิริยา HDA/SYBR Green I 

ที่ได้พัฒนาขึ้นประกอบด้วย ความเข้มข้นของ Primer 100 nmol ความเข้มข้นของ DNA 20 ng 

ความเข้มข้นของ MgSO4 4 mM ความเข้มข้นของ NaCl 40 mM บ่มที ่อุณหภูมิ 65 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที ภายหลังเสร็จสิ้นปฏิกิริยา HDA เติมสี SYBR Green I ความเข้มข้น 

400X และตรวจสอบผลผลิตที่เกิดขึ้นด้วยตาเปล่าทันทีโดยสังเกตจากการเปลี่ยนแปลงสีของ

สารละลาย หากสารละลายเป็นสีเขียว หมายถึง ปฏิกิริยา HDA เป็นบวกเนื่องจากมีการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรม หากสารละลายเป็นสีส้ม หมายถึง ปฏิกิริยา HDA เป็นลบเนื่องจากไม่มีการเพ่ิมปริมาณ

สารพันธุกรรม โดยในการตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตที่อายุการ

เก็บรักษาตั้งแต่วันที่ 0 ถึงวันที่ 5 พบว่า เทคนิค HDA/SYBR Green I มีความไวเริ่มต้นเท่ากับ 63% 

และมีความจ าเพาะ 100% โดยมีค่าสถิติ Kappa เริ่มต้นเท่ากับ 0.478 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

ซึ่งแสดงถึงมีความสอดคล้องในตั้งแต่ระดับปานกลางขึ้นไป เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค HDA/AGE 

เทคนิค PCR การนับจ านวนโคโลนี และผลจากเครื่องอัตโนมัติ BacT/Alert System ซึ่งเป็นวิธี

มาตรฐานที่ได้รับการแนะน าโดยสมาคมธนาคารโลหิตแห่งสหรัฐอเมริกา อย่างไรก็ตาม เทคนิค 
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HDA/SYBR Green I มีค่าความไวที่เพ่ิมขึ้น เท่ากับ 88% และมีค่าสถิติ Kappa เริ่มต้นเท่ากับ 0.824 

ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ซึ่งแสดงถึงมีความสอดคล้องในตั้งแต่ระดับดีมากขึ้นไป เมื่อท าการตรวจ

การตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตเฉพาะที่มีอายุตั้งแต่ 2 วันขึ้นไป 

ตามเทคนิค HDA/SYBR Green I ยังมีข้อจ ากัดที่พบได้บางประการ อาทิเช่น หากปริมาณ

เชื้อแบคทีเรียค่อนข้างต่ า เช่น ในระยะแรกของช่วงอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิต 

อาจท าให้โอกาสการตรวจพบเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปื้อนค่อนข้างน้อย และอาจถูกรบกวนปฏิกิริยา

โดยชิ้นส่วนของ Human genomic DNA ที่ปนอยู่ในสิ่งส่งตรวจ ท าให้ความไวในตรวจมีประสิทธิภาพ

ที่ลดลง อย่างไรก็ตามเทคนิค HDA มีขั้นตอนไม่ซับซ้อน อาศัยเพียงกล่องควบคุมอุณหภูมิที่มีอยู่ใน

ห้องปฏิบัติการธนาคารโลหิตทั่วไปในท าปฏิกิริยา และให้ผลการตรวจที่รวดเร็ว หากมีการพัฒนา

ปรับปรุงเพ่ิมความไวของเทคนิค HDA/SYBR Green I ในอนาคต อาจท าให้เทคนิค HDA/SYBR 

Green I มีประสิทธิภาพที่ดีมากยิ่งขึ้น สามารถน าไปประยุกต์ใช้ส าหรับตรวจคัดกรองหาการปนเปื้อน

ของเชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เกล็ดโลหิตในอนาคต 
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