
193

วารสารโลหติวทิยาและเวชศาสตรบรกิารโลหติ  ปที ่15 ฉบบัที ่2 เมษายน-มถินุายน 2548

 การ ตรวจ คัด กรอง เลือด ดวย วิธีการ ทาง Serology
ทาํให อบุตั ิการ ของ การ ตดิเชือ้ หลงั ไดรบั เลอืด ลดลง อยาง
มาก โดย เฉพาะ การ ติดเชื้อ ไวรัส HIV-1, HCV และ
HBV แต อยางไร ก ็ตาม จะ ม ีชวง เวลา ที ่ผู บรจิาค ตดิเชือ้ แลว
แต ยัง ไม สามารถ ตรวจ พบ ได โดย วิธี ทาง serology ซึ่ง
เรยีก วา “Seronegative window phase of infection”
สําหรับ เชื้อ ไวรัส ตับ อักเสบ ซี จะ มี window phase ที่
ประมาณ 82 วัน HIV มี window phase อยู ที่
ประมาณ 22 วัน และ ไวรัส ตับ อักเสบบี มี window
phase ที่ ประมาณ 60 วัน ดังนั้น ถึง จะ มี การ ตรวจ ทาง
Serology อยาง ม ีประสทิธภิาพ แลว ก ็ตาม โอกาส ที ่จะ เกดิ
การ ตดิเชือ้ จาก การ รบั เลอืด ก ็ม ีได สงู ซึง่ ความ เสีย่ง ตอ การ
ตดิเชือ้ ชนดิ ตางๆ สามารถ คาํนวณ ได จาก อบุตั ิการณ ของ
การ ติดเชื้อ นั้น ๆ  ใน ประชากร ตัวอยาง เชน ความ เสี่ยง
ของ การ ตดิเชือ้ HIV จาก การ รบั เลอืด ที ่ตรวจ anti-HIV
negative ใน ประเทศ กาํลงั พฒันา จะ ม ีประมาณ 1 ตอ 1-
2 ลานยนูติ สาํหรบั HCV และ HBV จะ ม ีความ เสีย่ง สงู
กวา มาก เนื่อง จาก มี window period ยาว ปจจัย เสี่ยง
อื่นๆ  เชน การ กลาย พันธุ ของ ไวรัส หรือ ไวรัส ตาง สาย
พนัธุ อาจ จะ ตรวจ ไม พบ ดวย วธิกีาร ทาง Serology และ
การ บรจิาค โลหติ บาง ราย อาจ ม ีภาวะ ที ่เรยีก วา atypical

seroconversion ซึ่ง ไม มี การ สราง ภูมิคุมกัน ตอ ไวรัส
ทาํให ตรวจ ไม พบ ดวย วธิกีาร ที ่ใช อยู นอก จาก นี ้ก ็ม ีความ
ผิดพลาด ของ หอง ปฏิบัติ การ รวม ทั้ง Human error ใน
ปจจุบัน มี ความ พยายาม ที่ จะ ทําให เลือด ที่ ไดรับ มี ความ
ปลอดภัย สูงสุด ประกอบ กับ มี เทคนิค ใหม ๆ  ทาง ดาน
Molecular biology ซึง่ เรยีก รวม ๆ   วา Nucleic acid
amplification technology (NAT) ซึง่ ม ีความ เหมาะสม
ที ่จะ นาํ มา ใช ใน การ ตรวจ หา เชือ้ ไวรสั ตางๆ ใน ชวง win-
dow  period ได ทําให ลด ความ เสี่ยง ลง ได บาง และ
สามารถ ตรวจ ไวรัส ได แม จะ มี การ กลาย พันธุ สําหรับ
ไวรัส แต ละ ชนิด ภาย หลัง ไดรับ เชื้อ เขา มา และ มี ปริมาณ
ไวรัส มาก พอ ที่ จะ ตรวจ ได โดย เทคนิค NAT ก็ ใช เวลา
ระยะ หนึ่ง เรียก วา “eclipse phase” ซึ่ง ระยะ นี้ เทคนิค
NAT ที่ มี ความ ไว มากๆ ก็ ตรวจ ไม พบ ดังนั้น เทคนิค
NAT เอง ก็ ไม สามารถ ที่ จะ ปด window phase ได ทั้ง
หมด การ เริ่ม ใช NAT ใน การ ตรวจ กรอง เลือด เนื่อง
จาก FDA ของ สหรัฐ อเมริกา พบ วา มี ผูปวย ไดรับ เชื้อ
HCV จาก การ ไดรบั ผลติภณัฑ จาก เลอืด ที ่เปน immuno-
globulin  ซึง่ เตรยีม จาก เลอืด Anti-HCV negative จาก
การ ตรวจ พบ วา มี HCV RNA ปน เปอน อยู ใน ผลติภณัฑ
เลอืด นัน้ FDA จงึ ออก กฎเกณฑ ใน ป 1998 ให ตรวจ หา
HCV RNA ใน ผลติภณัฑ เลอืด ที ่เตรยีม จาก การ pool
หลายยนูติ ซึง่ ตอมา ใน ยโุรป ก ็ได ปฏบิตั ิเชน เดยีว กนั

เทคนคิ NAT เหมาะ ที ่จะ นาํ มา ใช ใน การ ตรวจ กรอง
เลือด เนื่อง จาก มี ความ ไว (sensitivity) สูง มี ความ
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จําเพาะ  (specificity) และ ยัง ดัดแปลง ให ตรวจ เชื้อ
พรอมๆ กนั ได หลาย ชนดิ ใช เวลา รวด เรว็ ใน การ ตรวจ ซึง่
เปน สิ่ง จําเปน ใน การ ให บริการ ของ ศูนย บริการ โลหิต
ประกอบ กับ เทคนิค นี้ สามารถ ประยุกต ไป ใช กับ เครื่อง
อตัโนมตัิ ทาํให เหมาะ สาํหรบั ที ่จะ นาํ มา ใช ใน การ คดั กรอง
เลอืด
NAT Method

เทคนคิ NAT ม ีหลาย แบบ ซึง่ สวน ใหญ จะ เปน ขยาย
หรอื เพิม่ จาํนวน DNA หรอื RNA ของ เชือ้ โรค ให มาก พอ
ที่ จะ ตรวจ สอบ ได โดย ทั่ว ไป แบง เปน 3 ขั้นตอน คือ

1.  การ เตรยีม ตวัอยาง เชน การ concentrate virus
หรือ การ สกัด เอา nucleic acid ของ เชื้อ ไวรัส ออก จาก
ตวัอยาง เชน เลอืด หรอื พลาสมา

2.  การ เพิม่ จาํนวน DNA หรอื RNA โดย ใช เทคนคิ
ตางๆ เชน Polymerase Chain Reaction (PCR),
Transcription  mediated amplification (TMA)
เปนตน

3. การ ตรวจ สอบ หรอื วเิคราะห ผล ที ่ได จาก การ ขยาย
หรือ เพิ่ม จํานวน DNA หรือ RNA เชน การ ใช probe
หรือ ใช วิธีการ ของ EIA เปนตน
PCR base amplification method

PCR เปน วธิ ีเพิม่ จาํนวน DNA วธิ ีแรก คดิ ขึน้ ใน ป
1985 และ ถูก นํา มา ใช มาก ที่ สุด ใน NAT ซึ่ง PCR
สามารถ ขยาย DNA sequence ของ ไวรัส ได โดย ตรง
ถา เปน RNA virus ก ็เพิม่ ขัน้ตอน Reverse Transcrip-
tion  อีก ขั้นตอน หนึ่ง เปลี่ยน RNA virus ให เปน
complementary DNA (cDNA) จาก นัน้ ก ็เพิม่ จาํนวน
DNA โดย ใช primer 1 คู ที ่มี sequence complemen-
tary  กับ DNA บริเวณ ที่ ตองการ ขยาย โดย ใช เอนไซม
DNA Polymerase โดย วธิี PCR จะ แบง เปน 3 ขัน้ตอน
คือ denature โดย ใช อุณหภูมิ สูง (94 ํC ) เพื่อ ทําให
target DNA แยก เปน เสน เดี่ยว เพื่อ จะ ได เปน แมแบบ
ของ การ สราง DNA จาก นัน้ ลด อณุหภมู ิลง เพือ่ ให primer
เขา ไป จับ กับ DNA ที่ เปน คู สม (annealing) ซึ่ง การ จับ
กนั ของ primer กบั target DNA จะ ม ีความ จาํเพาะ มาก

ถา ใช อุณหภูมิ ที่ เหมาะสม ( 55-60 ํC) จาก นั้น เพิ่ม
อุณหภูมิ ไป ที่ 72 ํC ซึ่ง เปน อุณหภูมิ ที่ เอนไซม DNA
Polymerase  (Taq DNA Polymerase) สามารถ ตอ
ปลาย primer โดย ใช DNA target เปน แมแบบ (Ex-
tension)  ทาํ การ เปลีย่น แปลง อณุหภมู ิดงั กลาว เปน รอบๆ
ประมาณ 30-35 รอบ ก ็จะ ได DNA เพิม่ ขึน้ อยาง นอย
109 เทา DNA ที่ ขยาย เพิ่ม ขึ้น สามารถ ที่ จะ ตรวจ
วิเคราะห ได หลาย วิธี เชน ยอม ดวย สี Ethidium bro-
mide  หลงั จาก ทาํ Gel Electrophoresis หรอื ใช La-
belled  probe ก ็ได

 บรษิทั Roche Molecular System ได พฒันา วธิกีาร
PCR มา ตรวจ หา หรือ วัด ปริมาณ ไวรัส หลาย ชนิด ซึ่ง แต
ละ วิธี สามารถ ตรวจ ได ตั้งแต 1-100 copy ของ ไวรัส
และ พฒันา เปน การ ตรวจ แบบ อตัโนมตัิ (Cobas) ตัง้แต
ขัน้ตอน การ แยก Nucleic acid การ amplify และ การ
ตรวจ สอบ ผล ซึ่ง วิธีการ Cobas Ampliscreen HCV
2.0 HIV-1 v.1.5 ใช ตรวจ กรอง หา เชือ้ ไวรสั HCV และ
HIV จาก เลอืด ผู บรจิาค ใน ตาง ประเทศ หลาย แหง เปน วธิี
ที่ มี การ ปองกัน การ ปน เปอน และ มี internal control
ความ ไว ของ Ampliscreen assay อยู ที่ 25 IU/ml บาง
หอง ปฏิบัติ การ มี การ ปรับปรุง เพิ่ม ความ ไว ได อีก โดย
วิธีการ ปน ตก ตะกอน ไวรัส กอน เพื่อ เปน การ concen-
trate  virus แต เนือ่ง จาก วธิกีาร PCR เปน วธิ ีที ่ใช ใน งาน
วิจัย ตาม หอง ปฏิบัติ การ ตางๆ  อยู แลว จึง มี บาง แหง ใช
วธิี PCR ใน การ คดั กรอง เลอืด เรยีก วา In house PCR
ซึง่ จะ ม ีความ เหมาะสม กบั ศนูย บรกิาร โลหติ เหลา นัน้ รวม
ทัง้ ม ีราคา ถกู กวา เนือ่ง จาก ไม ตอง ใช น้าํ ยา สาํเรจ็ รปู ที ่รวม
คา Royalty อยู ดวย
Real-Time PCR

Real-time PCR เปน เทคนิค ใหม ที่ มี พัฒนา มา จาก
วธิกีาร PCR กลาว คอื ม ีการ ตรวจ สอบ ผล ใน ขณะ ที ่ม ีการ
เพิ่ม จํานวน DNA วิธีการ ก็ ใช หลัก ของ fluorescence
และ probe หรอื การ ใช สี SYBR I ซึง่ ไป แทรก ตวั อยู ใน
DNA เสน คู และ เรือง แสง ได เปน การ ลด ขั้นตอน ของ
PCR ลง เหลือ แค 2 ขั้นตอน คือ extraction และ
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amplification, detection วิธีการ ตรวจ วิเคราะห วา มี
DNA  เพิ่ม ขึ้น อาจ ใชได หลาย วิธี เชน Taq Man PCR
โดย ใช หลกัการ ของ fluorogenic probes ถกู ทาํลาย ได
ดวย

5' exonuclease activity ของ DNA Polymerase
โดย การ Labelled ปลาย ขาง หนึ่ง ของ probe ดวย สี
fluorescein และ ปลาย อกี ขาง ดวย quencher ถา ม ีการ
amplify เกดิ ขึน้ probe จะ ถกู ยอย (Hydrolyze) ทาํให
เกดิ การ เรอืง แสง ซึง่ การ เรอืง แสง เปน สดัสวน โดย ตรง กบั
ปริมาณ PCR Product ซึ่ง สามารถ ตรวจ วัด ได ทันที ใน
ขณะ ที่ มี การ amplify วิธีการ Real-time PCR มี ขอ ดี
กวา  PCR ธรรม ดา ก็ คอื สามารถ บอก ปรมิาณ ได (Quan-
titative)  และ ปองกัน การ ปน เปอน ใน ตัว เพราะ ไม ตอง
เอา PCR product ออก มา ตรวจ สอบ ซึ่ง เปน สาเหตุ
สําคัญ ที่ ทําให เกิด ผลบวก ปลอม ได นอก จาก นี้ ยัง มี
วธิกีาร ตรวจ สอบ ผล แบบ realtime อกี หลาย วธิี เชน

 Molecular Beacon ซึ่ง เปน วิธีการ ตรวจ สอบ
PCR Product ดวย วิธีการ Real-time PCR โดย ออก
แบบ probe ให ม ีลกัษณะ เปน hairpin ที ่ปลาย ขาง หนึง่
ตดิ สาร เรอืง แสง ปลาย อกี ขาง ตดิ Quencher และ ใส ลง
ไป ใน ปฏกิริยิา PCR ตัง้แต เริม่ตน เมือ่ มี PCR Product
เกดิ ขึน้ probe ก ็จะ กาง ออก ใน ลกัษณะ เปน เสน ตรง หรอื
พัน ไป ตาม รูปราง helix ของ DNA ทําให เกิด การ เรือง
แสง ขึน้ เพราะ สาร เรอืง แสง จะ อยู หาง จาก Quencher การ
เรือง แสง ก็ จะ เพิ่ม มาก ขึ้น ตาม จํานวน PCR Product ที่
เพิ่ม ขึ้น

FRET Probe เปน การ ใช probe 2 เสน พรอม
กัน โดย การ ออก แบบ ให probe จับ กับ เสน DNA ใน
ลักษณะ ที่ ตอ เรียง กัน หาง กัน 1-2 nucleotides โดย ที่
ปลาย ดาน 3' ของ probe ดาน หนา จะ label ดวย สาร
เรอืง แสง และ ปลาย ดาน 5' ของ probe ดาน หลงั จะ ตดิ
กบั สาร เรอืง แสง อกี ชนดิ หนึง่ ซึง่ เมือ่ มี PCR Product เกดิ
ขึ้น probe ทั้ง 2 เสน จะ เขา ไป เกาะ กับ PCR Product
เมือ่ สาร เรอืง แสง 2 ชนดิ มา อยู ตดิ กนั เนือ่ง จาก ตาํแหนง
ของ probe ก ็จะ สง พลงังาน ให กนั ทาํให เกดิ การ เรอืง แสง

ขึ้น ดวย วิธีการ นี้ เรียก วา Fluorescence Resonance
Energy Transfer (FRET)

Roche Molecular System กําลัง พัฒนา วิธีการ
Taq Man เพือ่ นาํ มา ใช ใน การ ตรวจ กรอง เลอืด และ เริม่
ม ีใช ใน ตาง ประเทศ แลว RT PCR โดย บรษิทั National
Genetic Institutes ไดรบั การ รบัรอง จาก FDA ใน การ
นาํ เทคนคิ RT-PCR มา ตรวจ หา HIV และ HCV จาก
pooled plasma (500 unit) ซึง่ ทาํให ลด คาใชจาย ได มาก
และ ใน ปจจุบัน บาง บริษัท มี เครื่อง fully automate
สาํหรบั การ ตรวจ หา เชือ้ ไวรสั ใน เลอืด โดย รวม 3 ขัน้ตอน
ขาง ตน ไว ใน เครื่อง เดียว กัน เชน Ampliscreen ของ
Roche หรอื Trigis ของ GenProbe
Transcription-based amplification methods

Transcription-mediated amplification (TMA)
และ Nucleic acid sequence based amplification
(NASBA) เปน วิธีการ เดียว กัน คือ เลียน แบบ Tran-
scription  process ของ DNA โดย การ เพิม่ จาํนวน ของ
RNA ที ่อณุหภมู ิเดยีว โดย ใช เอนไซม Reverse Tran-
scriptase  และ RNA Polymerase เพื่อ เพิ่ม จํานวน
RNA  target โดย การ ใส Promoter ของ RNA Poly-
merase  ลง ไป ใน DNA sequence ที ่ตองการ จาก นัน้ ก็
ใช enzyme RNA Polymerase ให ทํา หนาที่ tran-
scribe  DNA ออก เปน RNA RNA ที ่เกดิ ขึน้ สามารถ วน
กลบั เขา ไป ใน ขบวน การ transcription ใหม ได อกี โดย
ผาน ทาง Reverse Transcriptase ทาํให ม ีจาํนวน RNA
เพิม่ ขึน้ ใน ปรมิาณ มาก พอ ที ่จะ วดั ได ดวย วธิี Hybridiza-
tion  Protection Assay (HPA) ทําให แยก internal
control กบั target RNA ออก จาก กนั ได โดย ใช Probe
ตางกัน

TMA HIV/HCV assay พัฒนา ขึ้น โดย Gen
Probe  Inc. และ มี ชื่อ ทาง การ คา วา Procleix HIV-1/
HCV ใช หลักการ ของ TMA ใน การ ตรวจ กรอง หา เชื้อ
HIV และ HCV พรอมๆ   กัน ใน เลือด ผู บริจาค

GenProbe และ Chiron ได พัฒนา Semi auto-
mated  สําหรับ ทํา TMA ใน การ ตรวจ คัด กรอง เลือด ผู
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บริจาค และ ใน อนาคต ก็ จะ มี เครื่อง อัตโนมัติ ที่ สามารถ
ตรวจ เชื้อ ได 3 ชนิด พรอม กัน คือ HIV, HCV และ
HBV

 นอก จาก เทคนคิ PCR และ TMA ที ่กลาว มา แลว ยงั
มี NAT วธิกีาร อืน่ ๆ  เชน

Nucleic Acid Sequence Based
 Amplification  (NASBA)
Ligase Chain Reaction (LCR)
 Branched DNA signal amplification
assay (bDNA)

ซึง่ เทคนคิ NAT เหลา นี ้ได ม ีการ นาํ มา ใช ตรวจ วนิจิฉยั
การ ติดเชื้อ ไวรัส ตางๆ   ได และ มี ศักยภาพ พอ ที่ จะ นํา มา
ตรวจ กรอง เลอืด ได เชน เดยีว กนั กบั วธิี PCR หรอื TMA
แต ยัง ไม มี การ พัฒนา ออก มา ใช

เนื่อง จาก NAT เปน เทคนิค ใหม และ มี ลิขสิทธิ์ มา
เกี่ยวของ ทําให มี ราคา สูง มาก เกิน กวา ที่ ประเทศ กําลัง
พฒันา จะ นาํ มา ใชได แต สามารถ ลด คาใชจาย โดย วธิกีาร
Pool และ concentrate ไวรัส กอน ที่ จะ เขา ขบวน การ
Nucleic acid extraction นอก จาก นี้ การ นํา มา ใช ใน
ประเทศ ไทย ควร มี การ evaluate เพื่อ หา วิธีการ ที่
เหมาะสม กับ ประเทศ กําลัง พัฒนา ตัวอยาง เชน ใน ตาง
ประเทศ สวน ใหญ จะ พฒันา วธิกีาร ขึน้ เอง ทาํให ไม ตอง เสยี
คา Royalty หรอื คา ลขิสทิธิ์ เปนตน

 อีก ประการ หนึ่ง เทคนิค นี้ กาวหนา รวด เร็ว มาก ใน
อนาคต ราคา นา จะ ถูก ลง กวา นี้ มาก หรือ อาจ มี เทคนิค
ใหมๆ   เชน การ ใช สาร เคมี inactivate virus อาจ ทาํให
คาใชจาย ใน การ คดั กรอง เลอืด ถกู ลง
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