
 

 

 __ 

ธันวาคม 2020 

คูม่อื PAXgene® Blood 
RNA Kit 

เวอรช์นั 2 
 50 (แค็ตตาล็อกหมายเลข 762174) 

R4  1122120TH  762174 

  

  

 
PreAnalytiX GmbH 
Feldbachstrasse, CH-8634 Hombrechtikon 
ผลติโดย QIAGEN GmbH สําหรับ PreAnalytiX 

 

 

 

 

 



 

 

2 คูม่อื PAXgene Blood RNA 12/2020 

เครือ่งหมายการคา้: PAXgene®, PreAnalytiX® (PreAnalytiX GmbH); QIAGEN®, QIAcube® (QIAGEN Group); BD Vacutainer®, BD Hemogard™, Safety-Lok™ (Becton, 
Dickinson and Company); Eppendorf® (Eppendorf AG). 

PAXgene Blood RNA Kits ไม่มจํีาหน่ายในบางประเทศ กรุณาสอบถาม 

สญัญาอนุญาตใหใ้ชส้ทิธแิบบจํากดั 

การใชผ้ลติภัณฑน์ี้แสดงถงึขอ้ตกลงของผูซ้ือ้หรอืผูใ้ชง้าน PAXgene Blood RNA Kit ตามเงือ่นไขดังตอ่ไปนี้: 

1.  PAXgene Blood RNA Kit สามารถใชไ้ดโ้ดยลําพังตามคูม่อื PAXgene Blood RNA Kit และสําหรับใชกั้บสว่นประกอบทีม่อียูใ่นชดุอปุกรณ์เทา่นัน้ PreAnalytiX ไมใ่หใ้บอนุญาต
ภายใตท้รัพยส์นิทางปัญญาใด ๆ ของบรษัิทในการใชห้รอืนําชิน้สว่นอปุกรณ์ทีร่วมอยูใ่นชดุอุปกรณ์นี้ไปใชร้่วมกับชิน้สว่นอุปกรณ์ใด ๆ ทีไ่ม่ไดร้วมอยูใ่นชดุอปุกรณ์นี้ เวน้เสยีแตไ่ด ้
อธบิายไวใ้นคูม่อื PAXgene Blood RNA Kit และแนวทางปฏบัิตเิพิม่เตมิตา่ง ๆ มใีหท้ี ่www.preanalytix.com 

2.  นอกเหนือจากใบอนุญาตทีไ่ดแ้จง้ไวโ้ดยชัดแจง้แลว้ PreAnalytiX ไมใ่หก้ารรับรองวา่ชดุอุปกรณ์และ/หรอืการใชง้านชดุอุปกรณ์จะไม่ละเมดิสทิธิข์องบคุคลทีส่าม 

3.  ชดุอุปกรณ์และชิน้สว่นประกอบของชดุอปุกรณ์นี้ไดร้ับอนุญาตสําหรับการใชง้านครัง้เดยีว และหา้มใชซ้ํ้า ทําใหม ่หรอืขายซ้ํา 

4.  PreAnalytiX ขอปฏเิสธความรับผดิชอบการอนุญาตอืน่ ๆ โดยเฉพาะโดยชดัแจง้หรอืโดยนัยนอกเหนือจากทีร่ะบุไวโ้ดยชัดแจง้ 

5.  ผูซ้ือ้หรอืผูใ้ชช้ดุอปุกรณ์นี้ตกลงทีจ่ะไมนํ่าหรอือนุญาตใหบ้คุคลอืน่ใดดําเนนิการในขัน้ตอนใด ๆ ทีอ่าจนําไปสูห่รอือํานวยความสะดวกใหเ้กดิการกระทําตอ้งหา้มทีแ่สดงไวข้า้งตน้ 

6.  PreAnalytiX อาจบังคับใชข้อ้หา้มของสญัญาอนุญาตใหใ้ชส้ทิธแิบบจํากัดในศาลใด ๆ และพงึเรยีกชดใชค้่าใชจ่้ายในการสบืสวนและคา่ศาลทัง้หมด รวมถงึคา่ทนาย ในการ
กระทําใด ๆ เพือ่บังคับใชส้ญัญาอนุญาตใหใ้ชส้ทิธแิบบจํากัดนี้ หรอืสทิธใินทรัพยส์นิทางปัญญาใด ๆ ของบรษัิททีเ่กีย่วขอ้งกับชดุอปุกรณ์นี้และ/หรอืชิน้สว่นประกอบของชดุ
อปุกรณ์นี้ 

สําหรับเงือ่นไขการรับใบอนุญาตทีอั่ปเดตแลว้ ด ูwww.preanalytix.com 

การขายตามเงือ่นไข 

ผลติภัณฑปั์จจุบันมาพรอ้มกับใบอนุญาตภายใตข้อ้ถอืสทิธิบ์างประการของ US-7,270,953 และ US-7,682,790 เชน่เดยีวกับ EP-1820793 B1 และขอ้ถอืสทิธิส์ทิธบัิตรทีเ่ทยีบเทา่ใน
ตา่งประเทศในการใชผ้ลติภัณฑเ์พือ่ประมวลผลสารประกอบเชงิซอ้นของกรดนวิคลอีกิทีเ่กดิขึน้ในคอรส์การเก็บตัวอย่างใน PAXgene Blood RNA Tube 
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สิง่ทีบ่รรจใุนชดุอปุกรณ ์

 PAXgene Blood RNA Kit 
แค็ตตาล็อกหมายเลข 
จํานวน preps 

 (50) 
762174 

50 

 

BR1 Resuspension Buffer (บฟัเฟอรสํ์าหรับ
แขวนลอย)  20 ml 

BR2 Binding Buffer (บฟัเฟอรสํ์าหรับการจับ)0*  18 ml 

BR3 Wash Buffer 1 (บัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 1)*  45 ml 

BR4 Wash Buffer 2 (บัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 2) 
(เขม้ขน้)1

†  11 ml 

BR5 Elution Buffer (บฟัเฟอรสํ์าหรับการชะลา้ง)  6 ml 

RNFW RNase-Free Water  
(น้ําทีป่ราศจาก RNase-Free) (ขวด)  2 × 125 ml 

PK Proteinase K (โปรตเีอส K) (ฝาสเีขยีว)  2 × 1.4 ml  

PRC PAXgene RNA Spin Columns  
(คอลัมนส์ปิน PAXgene RNA) (สแีดง)  5 × 10  

PT Processing Tubes (หลอดแปรรปู) (2 ml)  6 × 50  

Hemogard Secondary BD Hemogard™ Closures  
(ฝาปิด BD Hemogard™ ทีส่อง)  50  

MCT Microcentrifuge Tubes  
(หลอดไมโครเซนตฟิิวจ)์ (1.5 ml)  3 × 50, 1 × 10  

RNFD DNase I, RNase-free  
(DNase I ปราศจาก RNase) (ไลโอฟิไลซ)์  1500 หน่วย Kunitz2

‡  

RDD DNA Digestion Buffer  
(บัฟเฟอรส์ําหรับการยอ่ย DNA) (ฝาสขีาว)  2 × 2 ml  

DRB DNase Resuspension Buffer (บัฟเฟอรสํ์าหรับ
การแขวนลอย DNase) (หลอด ฝาสมีว่ง)  2 ml  

PSC PAXgene Shredder Spin Columns  
(คอลัมนส์ปิน PAXgene Shredder) (สมีว่ง)  5 × 10  

คูม่อื คูม่อื PAXgene Blood RNA Kit (เวอรช์นั 2) 
 

1  

   
 

* ไมส่ามารถใชไ้ดก้บัสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาฆา่เชือ้ทีม่สีารฟอกขาว ประกอบดว้ยเกลอืควานดินี ดหูนา้ 10 สําหรับขอ้มลู
ดา้นความปลอดภยั 

† บัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 2 (BR4) จัดมาใหเ้ป็นสารเขม้ขน้ กอ่นใชค้รัง้แรก ใหเ้ตมิเอทานอล 4 ปรมิาตร (96–100%, เกรดความ
บรสิทุธิ ์p.a.) ตามทีร่ะบไุวบ้นขวดเพือ่ใหไ้ดส้ารละลายทีใ่ชง้านได ้

‡ หน่วย Kunitz เป็นหน่วยทีใ่ชโ้ดยทัว่ไปสําหรับการวัด DNase I ซึง่กาํหนดเป็นปรมิาณ DNase I ทีทํ่าใหเ้กดิการเพิม่ขึน้ใน A260 
ของ 0.001 ตอ่นาทตีอ่มลิลลิติรที ่25°C, pH 5.0 โดยม ีDNA พอลเิมอไรซส์งูเป็นสารตัง้ตน้ (Kunitz, M. (1950) J. Gen. 
Physiol. 33, 349 และ 363) 



 

 

6 คูม่อื PAXgene Blood RNA 12/2020 

สญัลกัษณ ์

<N> ประกอบดว้ยสารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิาทีเ่พยีงพอสําหรับ <N> การทดสอบ 

 อา่นคําแนะนําในการใชง้าน 

 ใชโ้ดย 

 เครือ่งมอืแพทยสํ์าหรับการวนิจิฉัยภายนอกรา่งกาย 

 หมายเลขแค็ตตาล็อก 

 หมายเลขล็อต 

 
หมายเลขวัสด ุ

 สว่นประกอบ 

 หมายเลข 

 วธิกีารฆา่เชือ้โดยใชก้ารฉายรังส ี

 หน่วย Kunitz 

 การเพิม่ 

 ประกอบดว้ย 

 สรา้งใหม ่

 ดอีอกซไีรโบนวิคลเีอส I 

 เอทานอล 
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 Guanidine isothiocyanate 

 RNase-Free DNase Set 

 หมายเลขรายการการคา้ทัว่โลก 

 หา้มใชซ้ํ้า 

 
ขอ้จํากดัดา้นอณุหภมู ิ

 
ขดีจํากดัสงูสดุของอณุหภมู ิ

 
ผูผ้ลติ 

 
บันทกึสําคัญ 

 

เงือ่นไขการจัดเก็บ 

สปินคอลัมน ์PAXgene RNA (PRC), สปินคอลัมน ์PAXgene Shredder (PSC), โปรตเินส K (PK) และ
บัฟเฟอร ์(BR1, BR2, BR3, BR4 และ BR5) ควรจัดเก็บไวใ้นทีแ่หง้ทีอ่ณุหภมูทิีร่ะบบุนฉลากชดุอปุกรณ์ 

RNase-Free DNase Set ซึง่ประกอบดว้ย DNase I (RNFD), บัฟเฟอรสํ์าหรับการยอ่ย DNA (RDD) 
และบัฟเฟอรสํ์าหรับการแขวนลอย Dnase (DRB) จะถกูจัดสง่ทีอ่ณุหภมูแิวดลอ้ม จัดเก็บสว่นประกอบ
ทัง้หมดของ RNase-Free DNase Set ทันททีีไ่ดรั้บทีอ่ณุหภมูทิีร่ะบบุนฉลาก เมือ่จัดเก็บอยา่งเหมาะสม 
ชดุอปุกรณ์จะคงตัวจนถงึวันหมดอายบุนกลอ่งชดุอปุกรณ์ 



 

 

8 คูม่อื PAXgene Blood RNA 12/2020 

วตัถปุระสงคก์ารใชง้าน 

PAXgene Blood RNA System ประกอบดว้ยหลอดเก็บเลอืด (PAXgene Blood RNA Tube, BRT) และ
ชดุอปุกรณ์ทําใหก้รดนวิคลอีกิบรสิทุธิ ์ (PAXgene Blood RNA Kit) มไีวสํ้าหรับการเก็บรวบรวม การ
จัดเก็บและการขนสง่เลอืดและการทําให ้ RNA ภายในเซลลค์งตัวในหลอดปิดและการแยกและการทํา
โฮสต ์RNA ใหบ้รสิทุธิจ์ากเลอืดครบสว่นในภายหลังสําหรับ RT-PCR ทีใ่ชใ้นการทดสอบวนิจิฉัยระดับ
โมเลกลุ  

ลกัษณะการทํางานของ PAXgene Blood RNA System ไดร้บัการกาํหนดขึน้ดว้ยการคดัลอก
ยนี FOS และ IL1B เทา่น ัน้ ผูใ้ชม้หีนา้ทีร่บัผดิชอบในการสรา้งคณุลกัษณะการทํางานของ 
PAXgene Blood RNA System ทีเ่หมาะสมสําหรบัการคดัลอกเป้าหมายอืน่ ๆ 

ขอ้บง่ใชก้ารใชง้าน 

PAXgene Blood RNA Kit ใชสํ้าหรับการทํา RNA ภายในเซลลใ์หบ้รสิทุธิจ์ากเลอืดครบสว่นทีเ่ก็บใน 
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) เมือ่ใชช้ดุอปุกรณ์นีร้ว่มกับ PAXgene Blood RNA Tube (BRT) 
ระบบจะให ้RNA ภายในเซลลท์ีบ่รสิทุธิจ์ากเลอืดครบสว่นสําหรับ RT-PCR ทีใ่ชใ้นการทดสอบวนิจิฉัย
ระดับโมเลกลุ 

 

ขอ้จํากดัการใชผ้ลติภณัฑ ์

PAXgene Blood RNA Kit มไีวสํ้าหรับการทํา RNA ภายในเซลลใ์หบ้รสิทุธิจ์ากเลอืดครบสว่นของมนุษย ์
(4.8 x 106 - 1.1 x 107 leukocytes/ml) สําหรับการวนิจิฉัยในหลอดทดลอง อปุกรณ์นีไ้มไ่ดใ้ชเ้พือ่ทํา 
DNA ในจโีนมหรอืกรดนวิคลอีกิของไวรัสใหบ้รสิทุธิจ์ากเลอืดครบสว่นของมนุษย ์ เนือ่งจากจํานวนการ
คัดลอกทีจํ่ากัดไดรั้บการตรวจสอบความถกูตอ้งสําหรับขอ้กําหนดการทําใหค้งตัว (การคัดลอกยนี FOS 
และ IL1B) จงึไมไ่ดกํ้าหนดลักษณะการทํางานสําหรับการคัดลอกทัง้หมด ผูใ้ชค้วรตรวจสอบขอ้มลูของ
ผูผ้ลติและขอ้มลูของตนเองเพือ่พจิารณาวา่จําเป็นตอ้งมกีารตรวจสอบความถกูตอ้งสําหรับการคัดลอก
อืน่ ๆ หรอืไม ่



 

 

คูม่อื PAXgene Blood RNA 12/2020 9 

ผลติภัณฑน์ีม้วีัตถปุระสงคเ์พือ่ใหใ้ชโ้ดยผูใ้ชม้อือาชพี เชน่ เจา้หนา้ทีใ่นหอ้งปฏบัิตกิารและแพทยท์ี่
ไดรั้บการฝึกอบรมขัน้ตอนการตรวจวนิจิฉัยนอกรา่งกาย 

ดคููม่อื PAXgene Blood RNA Tube สําหรับขอ้มลูเกีย่วกบัการใช ้PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) 

การควบคมุคณุภาพ 

ตามระบบการจัดการคณุภาพทีไ่ดรั้บการรับรองมาตรฐาน ISO ของ QIAGEN แตล่ะล็อตของ PAXgene 
Blood RNA Kit ไดรั้บการทดสอบตามขอ้กําหนดจําเพาะทีกํ่าหนดไวล้ว่งหนา้เพือ่ใหม้ั่นใจไดถ้งึ
คณุภาพผลติภัณฑท์ีส่อดคลอ้งกัน 

ความชว่ยเหลอืทางเทคนคิ 

ที ่QIAGEN เราภมูใิจในคณุภาพและความพรอ้มของการสนับสนุนทางเทคนคิของเรา แผนกบรกิารดา้น
เทคนคิของเรามเีจา้หนา้ทีท่ีเ่ป็นนักวทิยาศาสตรท์ีม่ปีระสบการณ์ซึง่มคีวามเชีย่วชาญในเชงิปฏบัิตแิละ
เชงิทฤษฎอียา่งกวา้งขวางในอณูชวีวทิยาและการใชผ้ลติภัณฑ ์ PreAnalytiX หากคณุมคํีาถามใด ๆ 
เกีย่วกบั PAXgene Blood RNA Kit โปรดอยา่ลังเลทีจ่ะตดิตอ่เรา 

สําหรับความชว่ยเหลอืดา้นเทคนคิและขอ้มลูเพิม่เตมิ โปรดตดิตอ่ฝ่ายบรกิารดา้นเทคนคิ QIAGEN 
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ขอ้มลูดา้นความปลอดภยั 

สหภาพยโุรป - ผูใ้ชค้วรรายงานเหตกุารณ์รา้ยแรงใด ๆ ทีเ่กีย่วขอ้งกบัอปุกรณ์ตอ่ผูผ้ลติและหน่วยงานที่
มอํีานาจแหง่ชาต ิ นอกสหภาพยโุรป - ตดิตอ่ตัวแทน QIAGEN ในพืน้ทีข่องคณุสําหรับเหตกุารณ์หรอื
คําถามใด ๆ ทีเ่กีย่วขอ้งกบัอปุกรณ์ 

เมือ่ทํางานกบัสารเคม ี ควรสวมเสือ้คลมุสําหรับหอ้งปฏบัิตกิาร ถงุมอืแบบใชแ้ลว้ทิง้และแวน่ตาป้องกัน
ทีเ่หมาะสมเสมอ 

เพือ่หลกีเลีย่งความเสีย่งของการตดิเชือ้ (เชน่ จากไวรัส HIV หรอืไวรัสตับอักเสบบ)ี หรอืการบาดเจ็บ
เมือ่ทํางานกบัวัสดชุวีภาพและสารเคม ี ควรสวมใสเ่สือ้คลมุสําหรับหอ้งปฏบัิตกิาร ถงุมอืแบบใชแ้ลว้ทิง้
และแวน่ตาป้องกันดวงตาทีเ่หมาะสมเสมอ สําหรับขอ้มลูเพิม่เตมิ โปรดอา่นเอกสารขอ้มลูความ
ปลอดภัย (Safety Data Sheet, SDSs) ทีเ่หมาะสม สิง่เหลา่นีม้ใีหบ้รกิารทางออนไลนใ์นรปูแบบ PDF 
ทีส่ะดวกและกะทัดรัดที ่www.preanalytix.com ซึง่คณุสามารถคน้หา ชมและพมิพ ์SDSs สําหรับ
ชดุอปุกรณ์นีไ้ด ้

ขอ้ควรระวงั 

 

อยา่เตมิสารฟอกขาวหรอืสารละลายทีเ่ป็นกรดลงในของเสยีจากการ
เตรยีมตัวอยา่งโดยตรง 

 

 

บัฟเฟอรสํ์าหรับการจับ (BR2) และบัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 1 (BR3) ม ีGuanidine Thiocyanate ซึง่
สามารถสรา้งสารประกอบทีม่ปีฏกิริยิาสงูเมือ่รวมกบัสารฟอกขาว หากบัฟเฟอรสํ์าหรับการจับ (BR2) 
หรอืบัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 1 (BR3) กระจาย ใหทํ้าความสะอาดดว้ยผงซกัฟอกและน้ําใน
หอ้งปฏบัิตกิารทีเ่หมาะสม หากของเหลวทีม่สีารทีอ่าจทําใหเ้กดิการตดิเชือ้กระจาย ใหทํ้าความสะอาด
บรเิวณทีไ่ดรั้บผลกระทบกอ่นดว้ยผงซกัฟอกและน้ําในหอ้งปฏบัิตกิาร และจากนัน้ใชโ้ซเดยีมไฮโปคลอ
ไรต ์(สารฟอกขาว) 1% (v/v) 

http://www.preanalytix.com/
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สารละลายทีทํ่าให ้RNA คงตัวและสว่นผสมของเลอืดจาก PAXgene Blood RNA Tube (BRT) สามารถ
ฆา่เชือ้โดยใชส้ารละลายฟอกขาวเชงิพาณชิย ์1 ปรมิาตร (โซเดยีมไฮโปคลอไรท ์5%) ตอ่ 9 ปรมิาตร
ของสารละลายทีทํ่าให ้RNA คงตัวและสว่นผสมของเลอืด 

ของเสยีจากการเตรยีมตัวอยา่ง เชน่ ของเหลวเหนอืตะกอนจากขัน้ตอนการหมนุเหวีย่งในขัน้ตอนการ
ทํา RNA ใหบ้รสิทุธิ ์ถอืไดว้า่อาจตดิเชือ้ได ้กอ่นกําจัดขยะ จะตอ้งนึง่หรอืเผาใหเ้ป็นเถา้ถา่นเพือ่ทําลาย
วัสดทุีต่ดิเชือ้ การกําจัดจะตอ้งทําตามระเบยีบขอ้บังคับของทางราชการ 

ขอ้ความแสดงความเป็นอันตรายและขอ้ควรระวังตอ่ไปนีใ้ชก้บัสว่นประกอบของ PAXgene Blood RNA 
Kit ดคููม่อื PAXgene Blood RNA Tube สําหรับขอ้มลูดา้นความปลอดภัยเกีย่วกบั PAXgene Blood 
RNA Tubes (BRT) 

บฟัเฟอร ์BR2 

 

ประกอบดว้ย: Guanidine Thiocyanate อันตราย! อันตรายหากกลนืกนิ อาจ
เป็นอันตรายเมือ่สมัผัสกบัผวิหนังหรอืเมือ่หายใจเขา้ไป ทําลายดวงตาอยา่ง
รนุแรง เป็นอันตรายตอ่สตัวน้ํ์าโดยมผีลกระทบในระยะยาวได ้ การสมัผัสกบั
กรดจะปลดปลอ่ยกา๊ซทีเ่ป็นพษิมาก ใหส้วมใสถ่งุมอืป้องกนั/ เสือ้ผา้
ป้องกนั/ อปุกรณ์ป้องกนัดวงตา/ อปุกรณ์ป้องกนัใบหนา้ หากเขา้ตา: ใหล้า้ง
ดว้ยน้ําสะอาดอยา่งระมัดระวังเป็นเวลาหลายนาท ีหากใสค่อนแทคเลนส ์ให ้
ถอดออกกอ่นหากทําไดโ้ดยงา่ย แลว้จงึทําการลา้งตาตอ่ไป ตดิตอ่ศนูย์
พษิวทิยาหรอืหมอ/ แพทยทั์นท ี 

 
บฟัเฟอร ์BR3 

 

ประกอบดว้ย: เอทานอล; Guanidine Thiocyanate อันตราย! ของเหลวและ
ไอระเหยไวไฟ ทําลายดวงตาอยา่งรนุแรง การสมัผัสกับกรดจะปลดปลอ่ยกา๊ซ
ทีเ่ป็นพษิมาก เก็บใหห้า่งจากความรอ้น/ประกายไฟ/เปลวไฟ/พืน้ผวิทีร่อ้น 
หา้มสบูบหุรี ่ใหส้วมใสถ่งุมอืป้องกัน/ เสือ้ผา้ป้องกัน/ อปุกรณ์ป้องกันดวงตา/ 
อปุกรณ์ป้องกนัใบหนา้ หากเขา้ตา: ใหล้า้งดว้ยน้ําสะอาดอยา่งระมัดระวังเป็น
เวลาหลายนาท ี หากใสค่อนแทคเลนส ์ ใหถ้อดออกกอ่นหากทําไดโ้ดยงา่ย 
แลว้จงึทําการลา้งตาตอ่ไป ตดิตอ่ศนูยพ์ษิวทิยาหรอืหมอ/ แพทยทั์นท ี 
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DNase I 

 

ประกอบดว้ย: DNase อันตราย! อาจทําใหเ้กดิปฏกิริยิาการแพท้ีผ่วิหนัง อาจ
ทําใหเ้กดิอาการภมูแิพห้รอืหอบหดืหรอืหายใจลําบากหากหายใจเขา้ไป 
หลกีเลีย่งการหายใจเอาฝุ่ น/ ควัน/ กา๊ซ/ ละออง/ ไอระเหย/ สเปรย ์ใหส้วม
ใสถ่งุมอืป้องกนั/ เสือ้ผา้ป้องกนั/ อปุกรณ์ป้องกนัดวงตา/ อปุกรณ์ป้องกนั
ใบหนา้ ใหส้วมใสอ่ปุกรณ์ป้องกนัระบบทางเดนิหายใจ หากมกีารสัมผัสหรอื
เกีย่วขอ้ง: ตดิตอ่ศนูยพ์ษิวทิยาหรอืหมอ/ แพทย ์ใหเ้คลือ่นยา้ยผูป่้วยไปยัง
ทีท่ีม่อีากาศบรสิทุธิแ์ละใหพั้กผอ่นในทา่ทีห่ายใจไดส้ะดวก 

 
โปรตเินส K 

 

ประกอบดว้ย: โปรตเินส K อันตราย! กอ่ใหเ้กดิการระคายเคอืงผวิหนังเล็กนอ้ย
ได ้ อาจทําใหเ้กดิอาการภมูแิพห้รอืหอบหดืหรอืหายใจลําบากหากหายใจเขา้
ไป หลกีเลีย่งการหายใจเอาฝุ่ น/ ควัน/ กา๊ซ/ ละออง/ ไอระเหย/ สเปรย ์ใหส้วม
ใสถ่งุมอืป้องกนั/ เสือ้ผา้ป้องกนั/ อปุกรณ์ป้องกนัดวงตา/ อปุกรณ์ป้องกนั
ใบหนา้ ใหส้วมใสอ่ปุกรณ์ป้องกันระบบทางเดนิหายใจ หากมกีารสมัผัสหรอื
เกีย่วขอ้ง: ตดิตอ่ศนูยพ์ษิวทิยาหรอืหมอ/ แพทย ์ ใหเ้คลือ่นยา้ยผูป่้วยไปยงัที่
ทีม่อีากาศบรสิทุธิแ์ละใหพั้กผอ่นในทา่ทีห่ายใจไดส้ะดวก  
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บทนํา 

การเก็บเลอืดครบสว่นเป็นขัน้ตอนแรกในการทดสอบระดับโมเลกลุจํานวนมากทีใ่ชใ้นการศกึษา RNA 
ของเซลล ์ อยา่งไรก็ตามปัญหาสําคัญในการทดลองดังกลา่วคอืความไมค่งตัวของโปรไฟล ์ RNA ของ
เซลลใ์นหลอดทดลอง การศกึษาที ่PreAnalytiX แสดงใหเ้ห็นวา่จํานวนสําเนาของ mRNA แตล่ะชนดิ
ในเลอืดครบสว่นสามารถเปลีย่นแปลงไดม้ากกวา่ 1,000 เทา่ในระหวา่งการจัดเก็บหรอืการขนสง่ที่
อณุหภมูหิอ้ง3* สิง่นีเ้กดิจากทัง้โดยการสลายตัว RNA อยา่งรวดเร็วและโดยทําใหเ้กดิการแสดงออก
ของยนีบางชนดิหลังจากเจาะเลอืด การเปลีย่นแปลงดังกลา่วในโปรไฟลก์ารแสดงออกของ RNA ทําให ้
การศกึษาการแสดงออกของยนีทีน่่าเชือ่ถอืเป็นไปไมไ่ด ้ วธิกีารทีรั่กษาโปรไฟลก์ารแสดงออกของ 
RNA ระหวา่งและหลังการถา่ยเลอืดจงึเป็นสิง่จําเป็นสําหรับการวเิคราะหก์ารแสดงออกของยนีในเลอืด
ครบสว่นของมนุษยอ์ยา่งแมน่ยํา 

หลักการและขัน้ตอน 

PreAnalytiX ไดพั้ฒนาระบบทีช่ว่ยใหส้ามารถเก็บรวบรวม การทําใหค้งตัว การจัดเก็บและการขนสง่
ตัวอยา่งเลอืดครบสว่นของมนุษยพ์รอ้มกบัแนวปฏบัิตทิีร่วดเร็วและมปีระสทิธภิาพสําหรับการทํา RNA 
ภายในเซลลใ์หบ้รสิทุธิ ์ ระบบจําเป็นตอ้งใช ้ PAXgene Blood RNA Tubes (BRT; สทิธบัิตรของ
สหรัฐอเมรกิา 6,602,718 และ 6,617,170) สําหรับการเก็บเลอืดและการทําใหค้งตัวของ RNA ตามดว้ย
การทํา RNA ใหบ้รสิทุธิแ์บบแมนนวลหรอืแบบอัตโนมัตโิดยใช ้ PAXgene Blood RNA Kit แนวทาง
ปฏบัิตทัิง้แบบแมนนวลและแบบอัตโนมัตใิหป้ระสทิธภิาพเทยีบเทา่กนัอยา่งมากโดยคํานงึถงึคณุภาพ
และปรมิาณของ RNA ขอ้มลูประสทิธภิาพสําหรับแนวทางปฏบัิตแิบบแมนนวล (หนา้ 22-29) และ
แนวทางปฏบัิตแิบบอัตโนมัต ิ(หนา้ 31-35) รวมอยูใ่นคูม่อืเลม่นี ้ 

QIAGEN QIAcube Connect MDx ไมม่จํีาหน่ายในบางประเทศ สําหรับรายละเอยีดเพิม่เตมิ
กรณุาตดิตอ่ฝ่ายบรกิารดา้นเทคนคิ QIAGEN 

 

* Rainen, L. et al. (2002) Stabilization of mRNA expression in whole blood samples. Clin. Chem. 48, 1883. 
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การเก็บตัวอยา่งและการทําใหค้งตัว 

PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) มอีงคป์ระกอบของสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาทีเ่ป็นกรรมสทิธิ์
โดยอาศัยเทคโนโลยกีารทําให ้ RNA คงตัวทีจ่ดสทิธบัิตร องคป์ระกอบของสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทํา
ปฏกิริยิานีช้ว่ยปกป้องโมเลกลุของ RNA จากการแตกสลายโดย RNases และลดการเปลีย่นแปลงการ
แสดงออกของยนีจากภายนอกรา่งกายใหน้อ้ยทีส่ดุ PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) มไีวสํ้าหรับ
การเก็บรวบรวมเลอืดเต็มสว่นของมนุษยแ์ละการทําให ้RNA ของเซลลค์งตัวไดไ้มเ่กนิ 3 วันทีอ่ณุหภมู ิ
18–25°C (รปูที ่1 และ 2, หนา้ 15 และ 16) หรอืไมเ่กนิ 5 วันทีอ่ณุหภมู ิ2–8°C (รปูที ่3 และ 4, หนา้ 
17 และ 18) ขอ้มลูทีม่อียูใ่นปัจจุบันแสดงใหเ้ห็นถงึการทําให ้RNA ของเซลลค์งตัวเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 
11 ปีที ่ –20°C หรอื –70°C4* สําหรับขอ้มลูเพิม่เตมิจากการศกึษาอยา่งตอ่เนือ่งเกีย่วกบัการประเมนิ
ความคงตัวเป็นระยะเวลานาน โปรดตดิตอ่ฝ่ายบรกิารดา้นเทคนคิของ QIAGEN 

ระยะเวลาทีแ่ทจ้รงิของการทําให ้RNA คงตัวอาจแตกตา่งกนัไปขึน้อยูก่บัชนดิของ RNA ของเซลลแ์ละ
แอปพลเิคชนัดาวนส์ตรมีทีใ่ช ้ เนือ่งจากจํานวนการคัดลอกทีจํ่ากดัไดรั้บการตรวจสอบความถกูตอ้ง
สําหรับขอ้กําหนดการทําใหค้งตัว (การคัดลอกยนี FOS และ IL1B) จงึไมไ่ดกํ้าหนดลักษณะการทํางาน
สําหรับการคัดลอกทัง้หมด ผูใ้ชค้วรตรวจสอบขอ้มลูของผูผ้ลติและขอ้มลูของตนเองเพือ่พจิารณาวา่
จําเป็นตอ้งมกีารตรวจสอบความถกูตอ้งสําหรับการคัดลอกอืน่ ๆ หรอืไม ่

 

 

  

 

* การศกึษาระยะยาวเกีย่วกบัการจัดเกบ็เลอืดใน PAXgene Blood RNA Tubes กาํลังดําเนนิอยู ่
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รปูที ่1 ความคงตวัของ RNA ในตวัอยา่งเลอืดที ่18–25°C: FOS เจาะเลอืดมาจากผูบ้รจิาค 10 ราย ดว้ยตัวอยา่งซ้ําและ
จัดเกบ็ไวท้ีอ่ณุหภมู ิ18–25°C ตามจํานวนวนัทีร่ะบตุามดว้ยการทํา RNA ใหบ้รสิทุธิท์ัง้หมด [A] เก็บเลอืดและจัดเกบ็ไวใ้น 
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) และ RNA ทัง้หมดถกูทําใหบ้รสิทุธิโ์ดยใช ้PAXgene Blood RNA Kit [B] เก็บเลอืดและ
จัดเกบ็ไวใ้นหลอดเกบ็เลอืดมาตรฐานทีม่ ีEDTA เป็นสารตา้นการแข็งตวัของเลอืดและ RNA ทัง้หมดไดรั้บการทําใหบ้รสิทุธิโ์ดยใช ้
วธิกีารสกดัอนิทรยีม์าตรฐานดว้ยการลา้ง RNA ทีใ่ชซ้ลิกิาเมมเบรน ระดบัการคัดลอกสมัพัทธข์อง FOS ถกูกาํหนดโดย RT-PCR ดู
เพล็กซแ์บบเรยีลไทมโ์ดยใช ้18S rRNA เป็นมาตรฐานภายใน คา่สําหรับตัวอยา่งทัง้หมดถกูพล็อตพรอ้มคา่เฉลีย่และคา่เบีย่งเบน
มาตรฐานของตัวอยา่งทัง้หมดทีแ่สดง เสน้ประระบคุวามแมน่ยํารวม ±3x ของการทดสอบ (2.34 CT) 

การจดัเก็บ (วนั) 

การจดัเก็บ (วนั) 
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รปูที ่2 ความคงตวัของ RNA ในตวัอยา่งเลอืดที ่18–25°C: IL1B เจาะเลอืดและทํา RNA ทัง้หมดใหบ้รสิทุธิห์ลังการจัดเกบ็ที่
อณุหภมู ิ18-25°C ตามทีอ่ธบิายไวใ้น รปูที ่1 ระดับการคดัลอกสมัพัทธข์อง IL1B ถกูกําหนดโดย RT-PCR ดเูพล็กซแ์บบเรยีลไทม์
โดยใช ้18S rRNA เป็นมาตรฐานภายใน คา่สําหรับตัวอยา่งทัง้หมดถกูพล็อตพรอ้มคา่เฉลีย่และคา่เบีย่งเบนมาตรฐานของตวัอยา่ง
ทัง้หมดทีแ่สดง เสน้ประระบคุวามแมน่ยํารวม ±3x ของการทดสอบ (1.93 CT) 

การจดัเก็บ (วัน) 

การจดัเก็บ (วนั) 
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รปูที ่3 ความคงตวัของ RNA ในตวัอยา่งเลอืดที ่2–8°C: FOS เจาะเลอืดมาจากผูบ้รจิาค 10 ราย ดว้ยตวัอยา่งซ้ําและจัดเก็บ
ไวท้ีอ่ณุหภมู ิ2–8°C ตามจํานวนวนัทีร่ะบตุามดว้ยการทํา RNA ใหบ้รสิทุธิท์ัง้หมด [A] เก็บเลอืดและจัดเกบ็ไวใ้น PAXgene Blood 
RNA Tubes (BRT) และ RNA ทัง้หมดถกูทําใหบ้รสิทุธิโ์ดยใช ้PAXgene Blood RNA Kit [B] เก็บเลอืดและจัดเกบ็ไวใ้นหลอดเกบ็
เลอืดมาตรฐานทีม่ ีEDTA เป็นสารตา้นการแข็งตวัของเลอืดและ RNA ทัง้หมดไดรั้บการทําใหบ้รสิทุธิโ์ดยใชว้ธิกีารสกดัอนิทรยี์
มาตรฐานดว้ยการลา้ง RNA ทีใ่ชซ้ลิกิาเมมเบรน ระดับการคัดลอกสมัพัทธข์อง FOS ถกูกําหนดโดย RT-PCR ดเูพล็กซแ์บบ
เรยีลไทมโ์ดยใช ้18S rRNA เป็นมาตรฐานภายใน คา่สําหรับตัวอยา่งทัง้หมดถกูพล็อตพรอ้มคา่เฉลีย่และคา่เบีย่งเบนมาตรฐานของ
ตัวอยา่งทัง้หมดทีแ่สดง เสน้ประระบคุวามแมน่ยํารวม ±3x ของการทดสอบ (2.34 CT) 

การจดัเก็บ (วนั) 

การจดัเก็บ (วนั) 
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รปูที ่4 ความคงตวัของ RNA ในตวัอยา่งเลอืดที ่2–8°C: IL1B เจาะเลอืดและทํา RNA ทัง้หมดใหบ้รสิทุธิห์ลังการจัดเก็บที่
อณุหภมู ิ2–8°C ตามทีอ่ธบิายไวใ้น รปูที ่3 ระดับการคัดลอกสมัพัทธข์อง IL1B ถกูกําหนดโดย RT-PCR ดเูพล็กซแ์บบเรยีลไทม์
โดยใช ้18S rRNA เป็นมาตรฐานภายใน คา่สําหรับตัวอยา่งทัง้หมดถกูพล็อตพรอ้มคา่เฉลีย่และคา่เบีย่งเบนมาตรฐานของตวัอยา่ง
ทัง้หมดทีแ่สดง เสน้ประระบคุวามแมน่ยํารวม ±3x ของการทดสอบ (1.93 CT)  

การจดัเก็บ (วนั) 

การจดัเก็บ (วนั) 
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ความเขม้ขน้ของ RNA และการทําใหบ้รสิทุธิ ์

PAXgene Blood RNA Kit ใชสํ้าหรับการทํา RNA ทัง้หมดใหบ้รสิทุธิจ์ากเลอืดครบสว่นของมนุษย ์2.5 
ml ทีเ่ก็บใน PAXgene Blood RNA Tube (BRT) ขัน้ตอนนีง้า่ยและสามารถทําไดโ้ดยใชข้ัน้ตอนแบบ
แมนนวลหรอืแบบอัตโนมัต ิ(ดรูปูที ่5 และ 10, หนา้ 20 และ 30) ในทัง้สองแนวทางปฏบัิต ิการทําให ้
บรสิทุธิเ์ริม่ตน้ดว้ยขัน้ตอนการหมนุเหวีย่งเพือ่อัดเม็ดกรดนวิคลอีกิใน PAXgene Blood RNA Tube 
(BRT) เม็ดจะถกูลา้งและนํามาแขวนลอย ตามดว้ยการทํา RNA ใหบ้รสิทุธิแ์บบแมนนวลหรอืแบบ
อัตโนมัต ิ โดยหลักการแลว้ทัง้สองแนวทางปฏบัิตจิะทําตามขัน้ตอนของแนวทางปฏบัิตเิดยีวกนัโดยมี
สว่นประกอบชดุอปุกรณ์เดยีวกนั 

การทํา RNA ใหบ้รสิทุธิแ์บบแมนนวล 

โดยละเอยีดแลว้เม็ดทีนํ่ามาแขวนลอย จะถกูบม่ในบัฟเฟอรท์ีไ่ดรั้บการปรับใหเ้หมาะสมพรอ้มกับ โปรติ
เนส K (PK) เพือ่ใหเ้กดิการยอ่ยโปรตนี การหมนุเหวีย่งเพิม่เตมิผา่น คอลัมนส์ปิน PAXgene Shredder 
(PSC) จะดําเนนิการเพือ่ทําใหเ้ซลลไ์ลเสทเป็นเนือ้เดยีวกนัและกําจัดเศษเซลลท์ีเ่หลอืออกและสว่น
เหนอืตะกอนของเศษไหลผา่นจะถกูถา่ยไปยังหลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์ มกีารเพิม่เอทานอลเพือ่ปรับ
เงือ่นไขการจับและไลเซทจะถกูนําไปใชก้บัคอลัมนส์ปิน PAXgene RNA (PRC) ในระหวา่งการหมนุ
เหวีย่งสัน้ ๆ RNA จะถกูจับเลอืกเขา้กบัเมมเบรนซลิกิา้ PAXgene เมือ่สารปนเป้ือนไหลผา่น สิง่ปนเป้ือน
ทีห่ลงเหลอือยูจ่ะถกูขจัดออกในขัน้ตอนการลา้งอยา่งมปีระสทิธภิาพหลายขัน้ตอน ระหวา่งขัน้ตอนการ
ลา้งครัง้แรกและครัง้ทีส่อง เมมเบรนจะไดรั้บการบําบัดดว้ย DNase I (RNFD) เพือ่กําจัดปรมิาณ
เล็กนอ้ยของ DNA ทีจั่บ หลังจากขัน้ตอนการลา้ง RNA จะถกูขจัดออกในบัฟเฟอรส์ําหรับการชะลา้ง 
(BR5) และทําใหแ้ปลงสภาพดว้ยความรอ้น 

RNA ทัง้หมดทีถ่กูแยกโดยใช ้PAXgene Blood RNA System มคีวามบรสิทุธิ ์ ใชแ้นวทางปฏบัิตแิบบ
แมนนวล คา่ A260/A280 อยูร่ะหวา่ง 1.8 ถงึ 2.2 และ ≤1% (w/w) DNA ในจโีนมมอียูใ่น ≥95% ของ
ตัวอยา่งทัง้หมดซึง่วัดโดย real-time PCR เชงิปรมิาณของลําดับยนีเบตา้-แอกตนิ ตัวอยา่งอยา่งนอ้ย 
95% แสดงวา่ไมม่กีารยับยัง้ใน RT-PCR เมือ่ใชก้ารชะลา้งถงึ 30% 
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รปูที ่5 ข ัน้ตอน PAXgene Blood RNA แบบแมนนวล 

เลอืด 

ผสม 

ลา้งเม็ด 

นํามา
แขวนลอย 

ถา่ยไปยงัหลอด
ไมโครเซนตริ
ฟิวจ ์

เพิม่โปรตเินส K 
และบฟัเฟอร์
สําหรบัการจบั 

บม่ 

ถา่ยไปยงั PAXgene 
Shredder Spin Column 

ถา่ยสว่นเหนอืตะกอนของการไหล
ผา่นไปยงัหลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์
เพิม่เอทานอล 

โหลดบน PAXgene 
RNA Spin Column 

จบั RNA ท ัง้หมด 

ลา้ง 

ยอ่ย DNA 

ลา้ง 

ชะลา้ง 

ใหค้วามรอ้นถงึ 65°C 

RNA พรอ้มใชง้าน 
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การใชแ้นวทางปฏบัิตแิบบแมนนวล เวลาในการเตรยีมตัวอยา่งโดยเฉลีย่ (ตามขอ้มลูจากการดําเนนิการ
เตรยีมตัวอยา่ง 12 ครัง้) อยูท่ีป่ระมาณ 90 นาท5ี* โดยใชเ้วลาในการปฏบัิตจิรงิเพยีง 40 นาท ีปรมิาณ 
RNA จากเลอืดครบสว่นของมนุษยท์ีม่สีขุภาพด ี 2.5 ml คอื ≥3 µg สําหรับ ≥95% ของตัวอยา่งที่
ประมวลผล เนือ่งจากปรมิาณขึน้อยูก่บัผูบ้รจิาคเป็นอยา่งยิง่ ปรมิาณของแตล่ะรายอาจแตกตา่งกนัไป 
สําหรับผูบ้รจิาคแตล่ะราย PAXgene Blood RNA system ใหป้รมิาณทีส่ามารถวัดซ้ําไดแ้ละทําซ้ําไดส้งู 
(รปูที ่6 และ 7, หนา้ 22 และ 23) และ RT-PCR ทีว่ัดซ้ําไดแ้ละทําซ้ําได ้(รปูที ่8 และ 9, หนา้ 27 และ 
28) ทําใหม้คีวามทนทานสงูสําหรับการทดสอบวนิจิฉัยทางคลนิกิ 

รปูที ่ 6 (หนา้ 22) แสดงถงึความสามารถในการวัดซ้ําและความสามารถในการทําซ้ําของ PAXgene 
Blood RNA System มกีารดําเนนิการศกึษาเพิม่เตมิเพือ่แสดงใหเ้ห็นถงึอทิธพิลของล็อต PAXgene 
Blood RNA kit ทีต่า่งกนัและผูป้ฏบัิตงิานทีต่า่งกันเกีย่วกบัความสามารถในการทําซ้ําของปรมิาณ RNA 
และประสทิธภิาพของ RT-PCR แบบเรยีลไทม ์ เนือ่งจากมกีารใชตั้วอยา่งเลอืดทีร่วมกนัแทนแตล่ะ 
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) สําหรับการศกึษาเหลา่นี ้ผลลัพธไ์มไ่ดส้ะทอ้นถงึความสามารถใน
การวัดซ้ําของระบบรวมถงึความผันผวนระหวา่งการเจาะเลอืดแตล่ะครัง้ แตเ่ป็นเพยีงความสามารถใน
การวัดซ้ําของการเตรยีมตัวอยา่ง (ด ูรปูที ่7, หนา้ 23) 

  

 

* เวลาในการดําเนนิการตามแนวทางปฏฺบิัตทิัง้หมดรวมถงึการจัดการ PAXgene Blood RNA Tubes ลว่งหนา้ (การหมนุเหวีย่ง การ
ลา้งเม็ดและการแขวนลอยของเม็ด) 
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รปูที ่6 การทํา RNA ใหบ้รสิทุธิท์ ีว่ดัซํา้ไดแ้ละทําซํา้ได ้ตวัอยา่งเลอืดสีส่ว่นจากผูบ้รจิาค 14 รายไดรั้บการประมวลผลแบบ 
แมนนวลโดยเจา้หนา้ทีใ่นหอ้งปฏบิัตกิาร 3 ราย (A, B, C) มกีารใชอ้ปุกรณ์สามชดุและตัวอยา่งทัง้หมดทีเ่ตรยีมโดยเจา้หนา้ทีใ่น
หอ้งปฏบิัตกิารรายเดยีวไดรั้บการประมวลผลโดยใชอ้ปุกรณ์เดยีวกนั [A] คา่เฉลีย่และคา่เบีย่งเบนมาตรฐานของปรมิาณ RNA ตอ่
ตัวอยา่งทีทํ่าซ้ําจากผูบ้รจิาครายเดยีวกนัและเจา้หนา้ทีใ่นหอ้งปฏบิัตกิารทีต่า่งกนัจะแสดง [B] ตัวอยา่งเลอืดทีทํ่าซ้ําสบิสอง
ตัวอยา่งจากผูบ้รจิาคแตล่ะรายจาก 14 รายไดรั้บการประมวลผลโดยเจา้หนา้ทีใ่นหอ้งปฏบิัตกิารทีต่า่งกนั 3 ราย คา่เฉลีย่และคา่
เบีย่งเบนมาตรฐานของปรมิาณ RNA ตอ่ตัวอยา่งจากผูบ้รจิาครายเดยีวกนัและเจา้หนา้ทีใ่นหอ้งปฏบิัตกิารทัง้หมดจะถกูนําเสนอ 
สําหรับตัวอยา่ง RNA ทัง้หมด อตัราสว่น A260/A280 อยูร่ะหวา่ง 1.8 ถงึ 2.2  
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รปูที ่7 ความสามารถในการวดัซํา้และความสามารถในการทําซํา้ของปรมิาณ RNA สําหรบัผูป้ฏบิตังิานทีต่า่งกนัและ 
ล็อตชุดอปุกรณ์ PAXgene Blood RNA Kit โดยใชต้วัอยา่งเลอืดทีร่วมกนั เกบ็ตวัอยา่งเลอืดจากผูบ้รจิาค 30 รายทีต่า่งกนั
ใน PAXgene Blood RNA Tubes (BRT; 12 หลอดตอ่ผูบ้รจิาคหนึง่ราย รวม 360 หลอด) สิง่ทีบ่รรจขุองหลอดจากผูบ้รจิาค 3 ราย
ถกูรวมเขา้ดว้ยกนัและแยกออกเป็น 36 ตัวอยา่งในเวลาตอ่มา ตัวอยา่ง 36 รายการตอ่กลุม่ผูบ้รจิาค 3 รายไดรั้บการประมวลผลแบบ
แมนนวลโดยผูป้ฏบิัตงิานทีต่า่งกนั 3 ราย ผูป้ฏบิัตงิานแตล่ะรายใชล็้อต PAXgene Blood RNA Kit ทีต่า่งกนั 3 ล็อตสําหรับการสกดั
และประมวลผลตวัอยา่งสีส่ว่นจากแตล่ะรายของกลุม่ผูบ้รจิาค 10 กลุม่ [A] ปรมิาณ RNA และคา่เบีย่งเบนมาตรฐานสําหรับการ
รวมล็อต-ผูป้ฏบิัตงิานทกุราย ตัวอยา่งเลอืดสีส่ว่นจากกลุม่ผูบ้รจิาค 10 กลุม่ไดรั้บการประมวลผลโดยผูป้ฏบิัตงิานทีแ่ตกตา่งกนั 3 
ราย (A, B, C) ดว้ยแตล่ะล็อตของชดุอปุกรณ์ 3 ล็อต (1, 2, 3) ปรมิาณเฉลีย่ (คอลัมน)์ และสว่นเบีย่งเบนมาตรฐาน (แถบ
ขอ้ผดิพลาด) ตอ่ตัวอยา่งสีส่ว่นจากกลุม่ผูบ้รจิาคเดยีวกนัสําหรับผูป้ฏบิัตงิานทีต่า่งกนัและล็อตชดุอปุกรณ์ทีต่า่งกนัจะถกูนําเสนอ 
[B] CV ของปรมิาณ RNA ตอ่กลุม่ผูบ้รจิาคสําหรับการรวมล็อต - ผูป้ฏบิัตงิานทัง้หมด (A, B, C; 1, 2, 3) ซึง่คํานวณจากปรมิาณ
คา่เฉลีย่และสว่นเบีย่งเบนมาตรฐานของปรมิาณทีแ่สดงใน รปูที ่7A  
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ตารางที ่1A ความสามารถในการทําซํา้ภายในแตล่ะล็อตและภายในผูใ้ชแ้ตล่ะรายสําหรบักลุม่ผูบ้รจิาคทีเ่ลอืก (1, 6, 9, 10) 

การรวมกนัของขอ้มลู 

กลุม่ผูบ้รจิาค 1  
5.1 x 106 cells/ml 

กลุม่ผูบ้รจิาค 6 
6.5 x 106 cells/ml 

ปรมิาณเฉลีย่ 
(µg) SD (µg) CV (%) 

ปรมิาณเฉลีย่ 
(µg) SD (µg) CV (%) 

ล็อต 1, ผูใ้ช ้A 8.03 0.42 5 9.55 0.99 10 
ล็อต 1, ผูใ้ช ้B 7.98 1.17 15 9.38 1.94 21 
ล็อต 1, ผูใ้ช ้C 7.87 0.45 6 10.71 0.65 6 
ล็อต 2, ผูใ้ช ้A 7.32 0.98 13 9.78 1.89 19 
ล็อต 2, ผูใ้ช ้B 6.09 1.04 17 9.82 2.83 29 
ล็อต 2, ผูใ้ช ้C 6.87 0.31 4 10.37 0.74 7 
ล็อต 3, ผูใ้ช ้A 7.04 0.90 13 8.96 0.68 8 
ล็อต 3, ผูใ้ช ้B 6.98 1.22 17 7.73 0.97 13 
ล็อต 3, ผูใ้ช ้C 8.78 0.89 10 10.59 1.94 18 

 กลุม่ผูบ้รจิาค 9 
8.4 x 106 cells/ml 

กลุม่ผูบ้รจิาค 10 
10.2 x 106 cells/ml 

การรวมกนัของขอ้มลู 
ปรมิาณเฉลีย่ 

(µg) SD (µg) CV (%) 
ปรมิาณเฉลีย่ 

(µg) SD (µg) CV (%) 
ล็อต 1, ผูใ้ช ้A 7.52 0.41 6 7.96 0.49 6 
ล็อต 1, ผูใ้ช ้B 8.82 1.72 19 8.90 0.76 9 
ล็อต 1, ผูใ้ช ้C 10.14 1.46 14 10.22 1.29 13 
ล็อต 2, ผูใ้ช ้A 6.92 0.27 4 7.63 1.23 16 
ล็อต 2, ผูใ้ช ้B 7.20 0.71 10 7.00 0.56 8 
ล็อต 2, ผูใ้ช ้C 9.14 1.52 17 11.56 1.21 10 
ล็อต 3, ผูใ้ช ้A 8.18 0.76 9 7.85 0.82 10 
ล็อต 3, ผูใ้ช ้B 6.41 0.88 14 8.88 2.17 24 
ล็อต 3, ผูใ้ช ้C 10.78 0.56 5 10.88 0.37 3  
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ตารางที ่1B ความสามารถในการทําซํา้ภายในผูใ้ชแ้ตล่ะรายและระหวา่งล็อตท ัง้หมดสําหรบักลุม่ผูบ้รจิาคทีเ่ลอืก (1, 6, 9, 10) 

การรวมกนัของขอ้มลู 

กลุม่ผูบ้รจิาค 1 
5.1 x 106 cells/ml 

กลุม่ผูบ้รจิาค 6 
6.5 x 106 cells/ml 

ปรมิาณเฉลีย่ 
(µg) SD (µg) CV (%) 

ปรมิาณเฉลีย่ 
(µg) SD (µg) CV (%) 

ผูใ้ช ้A, ล็อตทัง้หมด 7.46 0.85 11 9.43 1.22 13 

ผูใ้ช ้B, ล็อตทัง้หมด 7.02 1.31 19 8.98 2.09 23 

ผูใ้ช ้C, ล็อตทัง้หมด 7.84 0.98 13 10.56 1.15 11 

 กลุม่ผูบ้รจิาค 9 
8.4 x 106 cells/ml 

กลุม่ผูบ้รจิาค 10 
10.2 x 106 cells/ml 

การรวมกนัของขอ้มลู 
ปรมิาณเฉลีย่ 

(µg) SD (µg) CV (%) 
ปรมิาณเฉลีย่ 

(µg) SD (µg) CV (%) 
ผูใ้ช ้A, ล็อตทัง้หมด 7.54 0.72 10 7.81 0.82 11 

ผูใ้ช ้B, ล็อตทัง้หมด 7.48 1.50 20 8.26 1.54 19 

ผูใ้ช ้C, ล็อตทัง้หมด 10.02 1.34 13 10.89 1.10 10 
 

 

ตารางที ่1C ความสามารถในการทําซํา้ภายในแตล่ะล็อตและระหวา่งผูใ้ชท้ ัง้หมดสําหรบักลุม่ผูบ้รจิาคทีเ่ลอืก (1, 6, 9, 10) 

การรวมกนัของขอ้มลู 

กลุม่ผูบ้รจิาค 1 
5.1 x 106 cells/ml 

กลุม่ผูบ้รจิาค 6 
6.5 x 106 cells/ml 

ปรมิาณเฉลีย่ 
(µg) SD (µg) CV (%) 

ปรมิาณเฉลีย่ 
(µg) SD (µg) CV (%) 

ล็อต 1, ผูใ้ชท้ัง้หมด 7.96 0.69 9 9.88 1.34 14 

ล็อต 2, ผูใ้ชท้ัง้หมด 6.76 0.93 14 9.99 1.84 18 

ล็อต 3, ผูใ้ชท้ัง้หมด 7.60 1.27 17 9.09 1.71 19 

 กลุม่ผูบ้รจิาค 9 
8.4 x 106 cells/ml 

กลุม่ผูบ้รจิาค 10 
10.2 x 106 cells/ml 

การรวมกนัของขอ้มลู 
ปรมิาณเฉลีย่ 

(µg) SD (µg) CV (%) 
ปรมิาณเฉลีย่ 

(µg) SD (µg) CV (%) 
ล็อต 1, ผูใ้ชท้ัง้หมด 8.83 1.63 19 9.02 1.27 14 

ล็อต 2, ผูใ้ชท้ัง้หมด 7.75 1.36 18 8.73 2.31 26 

ล็อต 3, ผูใ้ชท้ัง้หมด 8.46 1.99 24 9.20 1.80 20 
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ตารางที ่1D ความสามารถในการทําซํา้ระหวา่งล็อตท ัง้หมดและผูใ้ชท้ ัง้หมดสําหรบักลุม่ผูบ้รจิาคทีเ่ลอืก (1, 6, 9, 10) 

การรวมกนัของขอ้มลู 

กลุม่ผูบ้รจิาค 1 
5.1 x 106 cells/ml 

กลุม่ผูบ้รจิาค 6 
6.5 x 106 cells/ml 

ปรมิาณเฉลีย่ 
(µg) SD (µg) CV (%) 

ปรมิาณเฉลีย่ 
(µg) SD (µg) CV (%) 

ล็อต 1, ผูใ้ชท้ัง้หมด 7.44 1.09 15 9.66 1.65 17 

       

 กลุม่ผูบ้รจิาค 9 
8.4 x 106 cells/ml 

กลุม่ผูบ้รจิาค 10 
10.2 x 106 cells/ml 

การรวมกนัของขอ้มลู 
ปรมิาณเฉลีย่ 

(µg) SD (µg) CV (%) 
ปรมิาณเฉลีย่ 

(µg) SD (µg) CV (%) 
ล็อต 1, ผูใ้ชท้ัง้หมด 8.35 1.70 20 8.99 1.80 20 
 

 
การวเิคราะหร์ายละเอยีดของกลุม่ผูบ้รจิาคตัวแทน 4 กลุม่ กลุม่ถกูคัดเลอืกตามจํานวนเม็ดเลอืดขาว
และแสดงคา่บน คา่กลางและคา่ลา่งของชว่งปกตขิองจํานวนเม็ดเลอืดขาว (4.8 x 106 - 1.1 x 107 
leukocytes/ml) จํานวนเม็ดเลอืดขาวแสดงถงึคา่เฉลีย่ของจํานวนเม็ดเลอืดขาว 3 ตัวจากผูบ้รจิาค 3 
รายตอ่กลุม่ผูบ้รจิาค 
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รปูที ่8 ความสามารถในการทําซํา้ของ RT-PCR - ระหวา่งผูใ้ช ้RNA บรสิทุธิใ์นการทดลองทีอ่ธบิายไวใ้น รปูที ่7 ถกูใช ้
สําหรับ RT-PCR แบบเรยีลไทม ์ระดบัการคดัลอกสมัพทัธข์อง [A] FOS และ [B] IL1B ถกูกาํหนดโดย RT-PCR ดเูพล็กซแ์บบ
เรยีลไทมโ์ดยใช ้18S rRNA เป็นมาตรฐานภายใน คา่สําหรับตัวอยา่งทัง้หมดจะถกูพล็อต สมัพนัธก์บัคา่สําหรับผูใ้ช ้A (กลุม่ผู ้
บรจิาค 10 x ล็อตชดุอปุกรณ ์3 x การทําซ้ํา 4 = ชดุขอ้มลูสําหรับแตล่ะยนี 120 ) โดยมคีา่เฉลีย่ (เสน้สแีดง) และสว่นเบีย่งเบน
มาตรฐาน (แถบสดํีา) สําหรับตัวอยา่งทัง้หมดทีแ่สดง เสน้ประระบคุวามแมน่ยํารวมของการทดสอบ ±3x (FOS: 2.34 CT; IL1B: 
1.93 CT) 

  

ผูใ้ช ้

ผูใ้ช ้
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รปูที ่9 ความสามารถในการทําซํา้ของ RT-PCR - ระหวา่งล็อตชุดอปุกรณ์ RNA บรสิทุธิใ์นการทดลองทีอ่ธบิายไวใ้น รปูที ่
7 ถกูใชสํ้าหรับ RT-PCR แบบเรยีลไทม ์ระดับการคัดลอกสมัพัทธข์อง [A] FOS และ [B] IL1B ถกูกาํหนดโดย RT-PCR ดเูพล็กซ์
แบบเรยีลไทมโ์ดยใช ้18S rRNA เป็นมาตรฐานภายใน คา่สําหรับตัวอยา่งทัง้หมดจะถกูพล็อต สมัพนัธก์บัคา่สําหรับล็อตชดุอปุกรณ์ 
1 (กลุม่ผูบ้รจิาค 10 x ผูใ้ช ้3 x การทําซ้ํา 4 = ชดุขอ้มลูสําหรับแตล่ะยนี 120 ) โดยมคีา่เฉลีย่ (เสน้สแีดง) และสว่นเบีย่งเบน
มาตรฐาน (แถบสดํีา) สําหรับตัวอยา่งทัง้หมดทีแ่สดง เสน้ประระบคุวามแมน่ยํารวมของการทดสอบ ±3x (FOS: 2.34 CT; IL1B: 
1.93 CT) 

  

ล็อต 

ล็อต 
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ตารางที ่2 สรปุขอ้มลู RT-PCR จากรปูที ่8 และ 9 

ระบบทดสอบ 
 

การทดสอบ FOS/18S rRNA 
การทดสอบ IL1B/18S 

rRNA 
การเปรยีบเทยีบขอ้มลู คา่เฉลีย่ (∆∆CT) ± SD (∆∆CT)  คา่เฉลีย่ (∆∆CT) ± SD 

(∆∆CT) 
ความสามารถในการทําซํา้ภายในผูใ้ชแ้ตล่ะรายและระหวา่งล็อตท ัง้หมด 
ผูใ้ชท้ัง้หมด, ล็อต 1- ล็อต 1  0.00 0.00   0.00 0.00 
ผูใ้ชท้ัง้หมด, ล็อต 1- ล็อต 2 –0.03 0.48  –0.07 0.66 
ผูใ้ชท้ัง้หมด, ล็อต 1- ล็อต 3 –0.21 0.52  0.11 0.71 
ความสามารถในการทําซํา้ภายในผูใ้ชแ้ตล่ะรายและระหวา่งล็อตท ัง้หมด 
ล็อตทัง้หมด, ผูใ้ช ้A- ผูใ้ช ้A  0.00 0.00   0.00 0.00 
ล็อตทัง้หมด, ผูใ้ช ้A–ผูใ้ช ้B –0.46 0.44  –0.06 0.69 
ล็อตทัง้หมด, ผูใ้ช ้A–ผูใ้ช ้C –0.31 0.60  –0.15 0.71  

 
ผูใ้ช:้ เจา้หนา้ทีใ่นหอ้งปฏบิัตกิาร ทําการศกึษา  
ล็อต: จํานวนล็อตชดุอปุกรณท์ีใ่ชใ้นการศกึษานี ้ 
SD: คา่เบีย่งเบนมาตรฐาน 
คา่เฉลีย่ ∆∆CT (N = 120) และคา่เบีย่งเบนมาตรฐานจะแสดงสําหรับขอ้มลูทีแ่สดงในรปูที ่8 และ 9 
 
 

การทํา RNA ใหบ้รสิทุธิแ์บบอตัโนมัต ิ

การทํา RNA ในเลอืดใหบ้รสิทุธิเ์ป็นไปโดยอัตโนมัตบิน QIAGEN QIAcube Connect MDx หรอื 
QIAGEN QIAcube แบบคลาสสกิ (ตอ่ไปนีเ้รยีกวา่ QIAcube) เครือ่งมอื QIAcube ทีเ่ป็นนวัตกรรมใหม่
ใชเ้ทคโนโลยขีัน้สงูในการประมวลผลคอลัมนส์ปิน QIAGEN ทําใหส้ามารถทําการรวมการเตรยีม
ตัวอยา่งอัตโนมัตทิีม่ปีรมิาณงานตํา่เขา้กบัขัน้ตอนการทํางานในหอ้งปฏบัิตกิารของคณุไดอ้ยา่งราบรืน่ 
การเตรยีมตัวอยา่งโดยใชเ้ครือ่งมอื QIAcube เป็นไปตามขัน้ตอนเดยีวกบัขัน้ตอนแบบแมนนวล (เชน่ 
ทําใหแ้ตกออก จับ ลา้งและชะลา้ง) ทําใหค้ณุสามารถใช ้PAXgene Blood RNA Kit ตอ่ไปเพือ่การทํา 
RNA คณุภาพสงูใหบ้รสิทุธิ ์ 
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รปูที ่10 QIAcube Connect MDx 

แนวทางปฏบัิตใินการทํา RNA ใหบ้รสิทุธิแ์บบอัตโนมัตปิระกอบดว้ย 2 สว่น (หรอืแนวทางปฏบัิต)ิ คอื 
"PAXgene Blood RNA Part A" และ "PAXgene Blood RNA Part B" โดยมกีารแทรกแซงแบบแมน
นวลสัน้ ๆ ระหวา่ง 2 สว่น (ด ูรปูที ่11, หนา้ 31) 
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รปูที ่11 ข ัน้ตอน PAXgene Blood RNA อตัโนมตั ิ

เม็ดกรดนวิคลอีกิทีผ่า่นการหมนุเหวีย่ง ลา้งและนํามาแขวนลอยใหม ่(ด ู"ความเขม้ขน้ของ RNA และการ
ทําใหบ้รสิทุธิ"์, หนา้ 19) จะถกูถา่ยจาก PAXgene Blood RNA Tube (BRT) ไปยังหลอดแปรรปู (PT) ซึง่
ถกูวางลงในชดุเครือ่งใหค้วามรอ้นแบบหมนุวนบนโตะ๊ทํางานของเครือ่งมอื QIAcube ผูป้ฏบัิตงิานจะ
เลอืกและเริม่แนวทางปฏบัิต ิ"PAXgene Blood RNA Part A" จากเมนู เครือ่งมอื QIAcube ดําเนนิการ
ตามขัน้ตอนของแนวทางปฏบัิตจินถงึการชะลา้ง RNA ใน บัฟเฟอรสํ์าหรับการชะลา้ง (BR5) ผูป้ฏบัิตงิาน
จะถา่ยหลอดไมโครเซนตฟิิวจ ์ (MCT) ทีม่ ี RNA บรสิทุธิไ์ปยงัชดุเครือ่งใหค้วามรอ้นแบบหมนุวนของ

ผสม 

เลอืด 

ลา้งเม็ด 

นํามาแขวนลอย 

ถา่ยไปยงัหลอด
แปรรปู (PT) และ
บรรจลุงในเครือ่ง
เขยา่ QIAcube 

ลา้ง 

ถา่ย PAXgene 
RNA Spin 
Column (PRC) 
จบั RNA ท ัง้หมด 

เตมิเอทานอลเพือ่
ไหลผา่น 

ถา่ยไหลผา่นไปยงั
หลอดแปรรูป (PT) บน
เครือ่งเขยา่ QIAcube 

ถา่ยไปยงั PAXgene 
Shredder Spin 
Column (PSC) 

เพิม่ โปรตเินส K (PK) 
และบฟัเฟอรสํ์าหรบัการ
จบั (BR2) 
บม่ 

ยอ่ย DNA 

ลา้ง 

ถา่ย PAXgene RNA 
Spin Column (PRC) 

ชะลา้ง 

ปิดฝาหลอดไมโครเซนตริ
ฟิวจ ์(MCT) แลว้ถา่ยไปที่
เครือ่งเขยา่ QIAcube 

ใหค้วามรอ้นถงึ 65°C 

RNA พรอ้มใชง้าน 
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เครือ่งมอื QIAcube ผูป้ฏบัิตงิานจะเลอืกและเริม่แนวทางปฏบัิต ิ"PAXgene Blood RNA Part B" จากเมนู
และการแปลงสภาพดว้ยความรอ้นจะดําเนนิการโดยเครือ่งมอื QIAcube 

เวลาในการเตรยีมตัวอยา่งเฉลีย่ (ตามขอ้มลูจากการดําเนนิการเตรยีมตัวอยา่ง 12 ครัง้) คอื 151 นาท6ี* 
โดยมเีวลาในการปฏบัิตจิรงินอ้ยกวา่มากเมือ่เทยีบกบัแนวทางปฏบัิตแิบบแมนนวล 

ปรมิาณ RNA จากเลอืดครบสว่นของมนุษยท์ีม่สีขุภาพด ี 2.5 ml คอื ≥3 µg สําหรับ ≥95% ของ
ตัวอยา่งทีป่ระมวลผล รูปที ่12 (หนา้ 33) ระบปุรมิาณ RNA จากทัง้หมด 216 ตัวอยา่งทีเ่ตรยีมโดยใช ้
แนวทางปฏบัิตแิบบอัตโนมัตทิีม่ล็ีอตชดุอปุกรณ์ 3 ล็อต โดยผูป้ฏบัิตงิาน 3 ราย เนือ่งจากมกีารใช ้
ตัวอยา่งเลอืดทีร่วมกนัแทน PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) สําหรับการศกึษาเหลา่นี ้ ผลลัพธ์
ไมไ่ดแ้สดงถงึปรมิาณ RNA ทีค่าดหวังจากตัวอยา่งเดยีวของการเจาะเลอืดแตล่ะครัง้ เนือ่งจากปรมิาณ
ขึน้อยูก่บัผูบ้รจิาคเป็นอยา่งยิง่ ปรมิาณของแตล่ะรายอาจแตกตา่งกนัไป (รปูที ่12, หนา้ 33) 

ตัวอยา่งอยา่งนอ้ย 95% แสดงวา่ไมม่กีารยับยัง้ใน RT-PCR เมือ่ใชก้ารชะลา้งถงึ 30% การใชแ้นวทาง
ปฏบัิตแิบบอัตโนมัต ิ การปนเป้ือนขา้มระหวา่งตัวอยา่งจะไมส่ามารถตรวจจับไดโ้ดยวัดจากลําดับ RT-
PCR เชงิปรมิาณแบบเรยีลไทมข์องการคัดลอก ABL1 และ FOS ในตัวอยา่ง RNA ลบ (น้ํา) ทีจั่บคูก่ับ
ตัวอยา่ง RNA บวก (เลอืดครบสว่นของมนุษย)์ ในการดําเนนิการเดยีวกนั 

RNA ทีแ่ยกดว้ย PAXgene Blood RNA System และแนวทางปฏบัิตแิบบอัตโนมัตมิคีวามบรสิทุธิดั์งที่
แสดงโดยไมม่กีารยบัยัง้ RT-PCR และคา่ A260/A280 ระหวา่ง 1.8 ถงึ 2.2 DNA ของจโีนมมอียูท่ี ่≤1% 
(w/w) ใน ≥95% ของตัวอยา่งทัง้หมด ซึง่วัดโดย real-time PCR เชงิปรมิาณของลําดับของยนีเบตา้ - 
แอกตนิ รูปที ่13 และ 14 (หนา้ 34 และ 35) แสดงคา่ A260/A280 และ DNA ของจโีนมสมัพัทธจ์าก
ทัง้หมด 216 ตัวอยา่งทีเ่ตรยีมโดยใชแ้นวทางปฏบัิตแิบบอัตโนมัตทิีม่ล็ีอตชดุอปุกรณ์ 3 ล็อตโดย
ผูป้ฏบัิตงิาน 3 ราย 

 

* เวลาในการดําเนนิการตามแนวทางปฏฺบิัตทิัง้หมดรวมถงึการจัดการ PAXgene Blood RNA Tubes ลว่งหนา้ (การหมนุเหวีย่ง การ
ลา้งเม็ดและการแขวนลอยของเม็ด) 
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รปูที ่12 ปรมิาณ RNA - การประมวลผลอตัโนมตั ิA: QIAcube, B: QIAcube Connect MDx เก็บตัวอยา่งเลอืดจากผู ้
บรจิาคแตล่ะรายใน PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) สิง่ทีบ่รรจขุองหลอดถกูรวมเขา้ดว้ยกนัในกลุม่ผูบ้รจิาค 6 กลุม่ และตอ่มา
ไดรั้บการจัดสรรใหม ่ทัง้หมด 216 หลอด (เชน่ 36 ตอ่กลุม่) ถกูประมวลผลโดยผูป้ฏบิตังิาน 3 ราย (A, B, C) ผูป้ฏบิัตงิานแตล่ะราย
ใชล็้อต (1, 2, 3) ของ PAXgene Blood RNA Kit ทีต่า่งกนั 3 ล็อตสําหรับการสกดัแบบอัตโนมัตดิว้ยเครือ่งมอื QIAcube และ 
QIAcube Connect MDx หลายเครือ่งและประมวลผลตัวอยา่งสีส่ว่นจากแตล่ะกลุม่ผูบ้รจิาค 6 กลุม่ ปรมิาณ RNA ของแตล่ะตวัอยา่ง
ทัง้หมดจะแสดงสําหรับการรวมล็อต - ผูป้ฏบิัตงิานทกุราย 

  

ปรมิาณ RNA (µg/เลอืด 2.5 ml ) QIAcube 

ปรมิาณ RNA (µg/เลอืด 2.5 ml) QIAcube Connect MDx 
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รปูที ่13 ความบรสิุทธิข์อง RNA (คา่ A260/A280) — การประมวลผลอตัโนมตั ิA: QIAcube, B: QIAcube Connect 
MDx RNA ถกูทําใหบ้รสิทุธิโ์ดยผูป้ฏบิัตงิาน 3 รายทีต่า่งกนั (A, B, C) โดยใช ้3 ล็อตทีต่า่งกนั (1, 2, 3) ของ PAXgene Blood 
RNA Kit พรอ้มดว้ยเครือ่งมอื QIAcube และ QIAcube Connect MDx หลายเครือ่งในการทดลองทีอ่ธบิายไวใ้น รปูที ่12 คา่ 
A260/A280 ของแตล่ะตวัอยา่งจะแสดงสําหรับการรวมล็อต- ผูป้ฏบิตังิานทกุราย  

  

ปรมิาณ RNA (A260/A280) QIAcube 

ความบรสิทุธิข์อง RNA (A260/A280) QIAcube Connect MDx 
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รปูที ่14 ความบรสิุทธิข์อง RNA (% การปนเป้ือนของ DNA ในจโีนม) - การประมวลผลอตัโนมตั ิA: QIAcube, B: 
QIAcube Connect MDx RNA ถกูทําใหบ้รสิทุธิโ์ดยผูป้ฏบิตังิาน 3 ราย (A, B, C) โดยใช ้3 ล็อตทีต่า่งกนั (1, 2, 3) ของ 
PAXgene Blood RNA Kit พรอ้มดว้ยเครือ่งมอื QIAcube และ QIAcube Connect MDx หลายเครือ่งในการทดลองทีอ่ธบิายไว ้
ใน รปูที ่12 จํานวน DNA ในจโีนม (w/w) ในแตล่ะตัวอยา่งจะแสดงสําหรับการรวมล็อต - ผูป้ฏฺบิัตงิานทกุราย  

แนวทางปฏฺบัิตแิบบอัตโนมัตขิองการทํา RNA ใหบ้รสิทุธิโ์ดยใช ้ PAXgene Blood RNA System ให ้
ผลลัพธ ์RT-PCR ทีว่ัดซ้ําไดแ้ละทําซ้ําไดดั้งทีแ่สดงในรปูที ่15 และ รปูที ่16 (หนา้ 36 และ 37) ทําให ้
มคีวามทนทานสงูสําหรับการตรวจวนิจิฉัยทางคลนิกิ 

  

DNA ในจโีนม (w/w) [%] QIAcube 

DNA ในจโีนม (w/w) [%] QIAcube Connect MDx 
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รปูที ่15 ความสามารถในการทําซํา้ของ RT-PCR - ระหวา่งแนวทางปฏบิตัแิบบอตัโนมตั ิ(QIAcube) และแบบแมนนวล 
RNA ถกูทําใหบ้รสิทุธิโ์ดยผูป้ฏฺบิัตงิาน 3 ราย (A, B, C) โดยใช ้3 ล็อตทีต่า่งกนั (1, 2, 3) ของ PAXgene Blood RNA Kit พรอ้ม
เครือ่งมอื QIAcube และ QIAcube Connect MDx หลายเครือ่งโดยใชแ้นวทางปฏบิัตแิบบอัตโนมัตใินการทดลองทีอ่ธบิายไวใ้น รปู
ที ่12 ในแบบคูข่นาน RNA ถกูทําใหบ้รสิทุธิจ์ากหลอดทําซ้ําทีต่รงกนัโดยใชแ้นวทางปฏบิัตแิบบแมนนวล ระดบัการคัดลอกสมัพัทธ์
ของ [A] FOS และ [B] IL1B ถกูกาํหนดโดย RT-PCR ดเูพล็กซแ์บบเรยีลไทมโ์ดยใช ้18S rRNA เป็นมาตรฐานภายใน ความ
แตกตา่งของระดับการคัดลอกทีเ่ป็นไปไดร้ะหวา่ง RNA ทีเ่ตรยีมจากตวัอยา่งเลอืดทีจ่บัคูโ่ดยใชแ้นวทางปฏฺบิตัขิองการสกดัทัง้สอง
แบบ (แนวทางปฏฺบิัตแิบบอัตโนมัตแิละแบบแมนนวล) คํานวณโดยวธิ ี∆∆CT คา่ ∆∆CT แตล่ะคา่สําหรับคูต่วัอยา่งทัง้หมด (การทําซ้ํา 
4 x กลุม่ผูบ้รจิาค 6 x ล็อตชดุอปุกรณ์ 3 x ผูป้ฏบิัตกิาร 3 = คูส่าํหรับแตล่ะยนี 216) ถกูพล็อตเป็นจดุเดยีวดว้ยคา่เฉลีย่ (จดุใหญ่
กวา่) และคา่เบีย่งเบนมาตรฐาน (แถบสดํีา) สําหรับตัวอยา่งทัง้หมดทีแ่สดง เสน้ประระบคุวามแมน่ยํารวมของการทดสอบ ±3x 
(FOS: 1.16 CT; IL1B: 1.98 CT; ความแมน่ยําในการทดสอบทีต่า่งกนัเมือ่เทยีบกบัรปูที ่1-4,8 และ 9 เนือ่งจากเวอรช์นัการทดสอบ
ทีต่า่งกนั) 

คา่เฉลีย่ 

คา่เฉลีย่ 
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รปูที ่16 ความสามารถในการทําซํา้ของ RT-PCR - ระหวา่ง QIAcube และ QIAcube Connect MDx โดยใชแ้นวทาง
ปฏบิตัแิบบอตัโนมตั ิRNA ถกูทําใหบ้รสิทุธิโ์ดยผูป้ฏบิตังิานทีต่า่งกนั 3 ราย (A, B, C) โดยใช ้3 ล็อตทีต่า่งกนั (1, 2, 3) ของ 
PAXgene Blood RNA Kit โดยใชแ้นวทางปฏบิัตแิบบอตัโนมัตบินเครือ่งมอื QIAcube และ QIAcube Connect MDx หลายเครือ่ง
ในการทดลองทีอ่ธบิายไวใ้น รปูที ่12 ระดับการคัดลอกสมัพทัธข์อง [A] FOS และ [B] IL1B ถกูกําหนดโดย RT-PCR ดเูพล็กซ์
แบบเรยีลไทมโ์ดยใช ้18S rRNA เป็นมาตรฐานภายใน ความแตกตา่งของระดับการคดัลอกทีเ่ป็นไปไดร้ะหวา่ง RNA ทีเ่ตรยีมจาก
ตัวอยา่งเลอืดทีจั่บคูโ่ดยใชเ้ครือ่งมอืทัง้สองถกูคํานวณโดยวธิ ี∆∆CT คา่ ∆∆CT แตล่ะคา่สําหรับคูต่ัวอยา่งทัง้หมด (การทําซ้ํา 4 x 
กลุม่ผูบ้รจิาค 6 x ล็อตชดุอปุกรณ ์3 x ผูป้ฏบิัตกิาร 3 = คูสํ่าหรับแตล่ะยนี 216) ถกูพล็อตเป็นจดุเดยีวดว้ยคา่เฉลีย่ (จดุใหญก่วา่) 
และคา่เบีย่งเบนมาตรฐาน (แถบสดํีา) สําหรับตัวอยา่งทัง้หมดทีแ่สดง เสน้ประระบคุวามแมน่ยํารวมของการทดสอบ ±3x (FOS: 
1.30 CT; IL1B: 1.42 CT; ความแมน่ยําในการทดสอบทีต่า่งกนัเมือ่เทยีบกบัรปูที ่1-4, 8, 9 และ 15 เนื่องจากเวอรช์นัการทดสอบที่
ตา่งกนั) 

  

คา่เฉลีย่ 

คา่เฉลีย่ 



 

 

38 คูม่อื PAXgene Blood RNA 12/2020 

ผูใ้ชจ้ะจัดหาอปุกรณแ์ละสารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทํา
ปฏกิริยิา 

เมือ่ทํางานกบัสารเคม ี ควรสวมเสือ้คลมุสําหรับหอ้งปฏบัิตกิาร ถงุมอืแบบใชแ้ลว้ทิง้และแวน่ตาป้องกัน
ทีเ่หมาะสมเสมอ สําหรับขอ้มลูเพิม่เตมิ โปรดอา่นเอกสารขอ้มลูความปลอดภัย (Safety Data Sheet, 
SDSs) ทีเ่หมาะสม ทีม่ใีหจ้ากผูผ้ลติสนิคา้ 

สําหรบัแนวทางปฏบิตัทิ ัง้หมด 

 PAXgene Blood RNA Tubes (BRT, PreAnalytiX; หมายเลขแคตตาล็อก 762165) 

 เอทานอล (96–100%, เกรดความบรสิทุธิ ์p.a.) 

 ปิเปต7* (10 µl – 4 ml) 

 ทปิปิเปตปลอดเชือ้ กนัละออง ปราศจาก RNase8

† 

 กระบอกตวง9

‡ 

 เครือ่งหมนุเหวีย่ง* สามารถรับ 3,000–5,000 x g และตดิตัง้โรเตอรแ์บบแกวง่ออกและถังสําหรับ
เก็บ PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) 

 เครือ่งผสมสารละลาย* 

 น้ําแข็งเกล็ด 

 ปากกาชนดิหมกึตดิถาวรสําหรับปิดฉลาก 
  

 

* ตรวจสอบใหม่ั้นใจวา่อปุกรณ์และเครือ่งมอืตา่ง ๆ ไดรั้บการตรวจสอบ บํารงุรักษาและสอบเทยีบมาตรฐานเป็นประจําตามคําแนะนํา
ของผูผ้ลติ 

† ตรวจสอบใหม่ั้นใจวา่คณุคุน้เคยกบัแนวปฏบิัตใินการจัดการ RNA (ภาคผนวก A, หนา้ 71) 
‡ สําหรับการเตมิเอทานอลลงในบัฟเฟอร ์BR4 เขม้ขน้ 
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สําหรบัแนวทางปฏบิตัแิบบแมนนวล 

 ไมโครเซนตฟิิวจค์วามเร็วรอบ* ทีส่ามารถเขา้ถงึชว่งไดอ้ยา่งนอ้ย 1,000–8000 x g แมว้า่จะใช ้
แรง g ทีตํ่า่กวา่และสงูกวา่ก็ตาม (ดขูัน้ตอนของแนวทางปฏบัิตสิําหรับรายละเอยีด) และตดิตัง้ 
โรเตอรสํ์าหรับหลอดไมโครเซนตฟิิวจข์นาด 2 ml 

 ตูบ้ม่แบบเขยา่10* สามารถบม่ทีอ่ณุหภมู ิ55°C และ 65°C และเขยา่ที ่≥400 rpm ไมเ่กนิ 
1,400 rpm (เชน่ Eppendorf® Thermomixer Compact หรอืเทยีบเทา่) 

สําหรบัแนวทางปฏบิตัแิบบอตัโนมตั ิ(ใช ้QIAcube หรอื QIAcube Connect MDx) 

 กรรไกร 

วัสดสุิน้เปลอืงเครือ่งมอื QIAcube: 

 ทปิฟิลเตอร,์ 1000 µl (1024) (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 990352)11

† 

 ขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิา, 30 ml (6) (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 990393)† 

 อะแดปเตอรโ์รเตอร ์(10 x 24) (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 990394)† 

อปุกรณ์เสรมิเครือ่งมอื QIAcube: 

 ทีย่ดึอะแดปเตอรโ์รเตอร ์(QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 990392)† 

สําหรบัแนวทางปฏบิตัแิบบอตัโนมตัโิดยใช ้QIAcube Connect MDx 

 QIAcube Connect MDx* (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 9003070) 
  

 

* ตรวจสอบใหม่ั้นใจวา่อปุกรณ์และเครือ่งมอืตา่ง ๆ ไดรั้บการตรวจสอบ บํารงุรักษาและสอบเทยีบมาตรฐานเป็นประจําตามคําแนะนํา
ของผูผ้ลติ 

† รวมอยูใ่น Starter Pack, QIAcube (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 990395) 
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รวมชดุบรกิาร QIAcube Connect MDx: 

 QIAcube Connect MDx System FUL-2 (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 9003071) 

 QIAcube Connect MDx System FUL-3 (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 9003072) 

 QIAcube Connect MDx System PRV-1 (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 9003073) 

 QIAcube Connect MDx Device PRV-1 (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 9003074) 

 QIAcube Connect MDx System PRM-1 (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 9003075) 

สําหรบัแนวทางปฏบิตัแิบบอตัโนมตัโิดยใช ้QIAcube 

 QIAcube12* (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 9001882 [110 V]) 

 

  

 

* ตรวจสอบใหม่ั้นใจวา่อปุกรณ์และเครือ่งมอืตา่ง ๆ ไดรั้บการตรวจสอบ บํารงุรักษาและสอบเทยีบมาตรฐานเป็นประจําตามคําแนะนํา
ของผูผ้ลติ 
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บนัทกึสําคญั 

การใชเ้ครือ่งมอื QIAcube 

ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่คณุคุน้เคยกับการใชง้านเครือ่งมอื QIAcube โปรดอา่นคูม่อืผูใ้ชเ้ครือ่งมอื QIAcube 
ทีเ่หมาะสม และขอ้มลูเพิม่เตมิใด ๆ ทีใ่หม้าพรอ้มกบัเครือ่งมอื QIAcube โดยใหค้วามสําคัญกับขอ้มลู
ความปลอดภัยอยา่งรอบคอบกอ่นทีจ่ะเริม่แนวทางปฏบัิต ิPAXgene Blood RNA แบบอัตโนมัต ิ

คําแนะนําในสว่นนีใ้ชก้บั QIAcube Connect MDx เชน่เดยีวกบั QIAcube ทีไ่มไ่ดร้ะบแุยกตา่งหาก 

การเร ิม่ใชเ้ครือ่งมอื QIAcube 

ปิดฝาครอบเครือ่งมอื QIAcube และเปิดสวติชเ์ครือ่งมอื QIAcube ดว้ยสวติชเ์ปิด/ปิด (QIAcube 
Connect MDx: ด ูรปูที ่17, หนา้42; QIAcube: รปูที ่18, หนา้ 43) 

เสยีงบี๊บดังขึน้และหนา้จอเริม่ตน้จะปรากฏขึน้ เครือ่งมอืทําการทดสอบการเริม่ตน้โดยอัตโนมัต ิ
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มมุมองดา้นหนา้ของ QIAcube Connect MDx  
 

หนา้จอสมัผสัแบบดงึออก 
 

 

 

มมุมองดา้นหลงัของ QIAcube Connect MDx มมุมองดา้นหลงัของ QIAcube Connect MDx 
 
รปูที ่17 คณุลกัษณะภายนอกของ QIAcube Connect MDx 

 
หนา้จอสมัผัส 

 
พอรต์ USB 2 พอรต์ทีด่า้นซา้ยของหนา้จอ
สมัผัส พอรต์ USB 2 พอรต์ดา้นหลังหนา้จอ
สมัผัส (โมดลู Wi-Fi เสยีบเขา้กบัพอรต์ USB 1 
พอรต์) 

 ฝาครอบ  พอรต์ RJ-45 Ethernet 

 ลิน้ชกัขยะ  ซ็อกเก็ตสายไฟ 

 
สวติชเ์ปิด/ปิด 
 
 

 
ชอ่งระบายความรอ้น 
 
 

 

1 5 

2 6 

3 7 

4 8 
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รปูที ่18 มมุมองดา้นหนา้ของ QIAcube 

 หนา้จอสมัผัส  พอรต์ USB หลังแผงป้องกนั 

 ฝาครอบ  สวติชเ์ปิด/ปิด 

 
พอรต์อนุกรม RS232 หลังแผงป้องกนั (สําหรับใชโ้ดย
ผูเ้ชีย่วชาญดา้นบรกิารเครือ่งมอื QIAGEN เทา่นัน้)  ลิน้ชกัขยะ 

 

1 4 

2 5 

3 6 

1 

2 

3 4 

5 

6 
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หนา้จอสมัผสั 

เครือ่งมอื QIAcube ควบคมุโดยใชห้นา้จอสมัผัส หนา้จอสมัผัสชว่ยใหผู้ใ้ชส้ามารถใชง้านเครือ่งมอืและ
ใหแ้นวทางผูใ้ชผ้า่นการตัง้โตะ๊ทํางาน ในระหวา่งการประมวลผลตัวอยา่ง หนา้จอสมัผัสจะแสดงสถานะ
แนวทางปฏบัิตแิละเวลาทีเ่หลอื  

รปูที ่19 หนา้จอสมัผสัแบบดงึออกของ QIAcube Connect MDx 

การตดิตัง้แนวทางปฏบิัตบินเครือ่งมอื QIAcube  

อาจจําเป็นตอ้งทําการตดิตัง้แนวทางปฏบัิตเิริม่ตน้กอ่นทีจ่ะสามารถดําเนนิการจัดเตรยีม RNA ครัง้แรก
บนเครือ่งมอื QIAcube ตดิตัง้ทัง้แนวทางปฏบัิต ิ"PAXgene Blood RNA Part A" และ "PAXgene Blood 
RNA Part B"  

แนวทางปฏบัิตสํิาหรับ QIAcube Connect MDx มใีหท้ี ่www.qiagen.com/products/ 
diagnostics-and-clinical-research/solutions-for-laboratory-developed-
tests/qiacube-connect-mdx/#resources (www.qiagen.com/MyQIAcube สําหรับ 
QIAcube) และจําเป็นตอ้งดาวนโ์หลดลงในแทง่ USB ทีม่าพรอ้มกบัเครือ่งมอื QIAcube แนวทาง
ปฏบัิตเิหลา่นีจ้ะถกูถา่ยโอนไปยังเครือ่งมอืผา่นทางพอรต์ USB  

พอรต์ USB (QIAcube Connect MDx: อยูท่ีด่า้นขา้งของหนา้จอสมัผัส ดรูปูที ่17, หนา้ 42; QIAcube: 
ดา้นหลังแผงป้องกนั ดรูปูที ่18, หนา้ 43) อนุญาตใหเ้ชือ่มตอ่เครือ่งมอื QIAcube กบัแทง่ USB ทีม่า
พรอ้มกบัเครือ่งมอื QIAcube ไฟลข์อ้มลู เชน่ ไฟลบั์นทกึหรอืไฟลร์ายงานสามารถถา่ยโอนผา่นพอรต์ 
USB จากเครือ่งมอื QIAcube ไปยังแทง่ USB ได ้

http://www.qiagen.com/products/diagnostics-and-clinical-research/solutions-for-laboratory-developed-tests/qiacube-connect-mdx/#resources
http://www.qiagen.com/products/diagnostics-and-clinical-research/solutions-for-laboratory-developed-tests/qiacube-connect-mdx/#resources
http://www.qiagen.com/products/diagnostics-and-clinical-research/solutions-for-laboratory-developed-tests/qiacube-connect-mdx/#resources
http://www.qiagen.com/MyQIAcube
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พอรต์ USB ใชก้ับแทง่ USB ที ่QIAGEN จัดใหเ้ทา่นัน้ อยา่เชือ่มตอ่อปุกรณ์อืน่เขา้กบัพอรต์นี้ 

อยา่ถอดแทง่ USB ออกขณะดาวนโ์หลดแนวทางปฏบัิตหิรอืถา่ยโอนไฟลข์อ้มลูหรอืใน
ระหวา่งการเรยีกใชแ้นวทางปฏบัิต ิ

สําหรับรายละเอยีดเพิม่เตมิเกีย่วกบัขัน้ตอนการอัปโหลดแนวทางปฏบัิตไิปยังเครือ่งมอื QIAcube โปรด
ดคููม่อืทีเ่กีย่วขอ้งสําหรับเครือ่งมอืทีใ่ช ้

กําลังโหลดเครือ่งมอื QIAcube  

เพือ่ประหยัดเวลา การโหลดสามารถทําไดใ้นระหวา่งขัน้ตอนการหมนุเหวีย่ง 10 นาท ีหนึง่หรอืทัง้สอง
ขัน้ตอน (ขัน้ตอนที ่3 และ 5) ใน "แนวทางปฏบัิต:ิ การทําใหบ้รสิทุธิโ์ดยอัตโนมัตขิอง RNA ทัง้หมด
จากเลอืดครบสว่นของมนุษยท์ีเ่ก็บรวบรวมลงใน PAXgene Blood RNA Tubes (BRT)", หนา้ 62 

ขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทาํปฏกิริยิา 

กอ่นทีจ่ะใชเ้ครือ่งมอื QIAcube ทกุครัง้ ใหเ้ตมิขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาทัง้ 4 ขวดอยา่ง
ระมัดระวังดว้ยสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาทีร่ะบไุวใ้น ตารางที ่3 (หนา้ 46) จนถงึระดับตัวบง่ชีส้งูสดุ
หรอืถา้เป็นไปไมไ่ดใ้หถ้งึระดับทีอ่นุญาตโดยปรมิาณบัฟเฟอรท์ีใ่หม้าใน PAXgene Blood RNA Kit ปิด
ฉลากขวดและฝาใหช้ดัเจนดว้ยชือ่บัฟเฟอร ์ และวางขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาทีเ่ตมิลงใน
ตําแหน่งทีเ่หมาะสมบนชัน้วางขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิา ใสช่ัน้วางลงบนโตะ๊ทํางานของ
เครือ่งมอื QIAcube ดังทีแ่สดง (รูปที ่20-22, หนา้ 46-48) 

ปรมิาตรของบัฟเฟอร ์BR2 ทีใ่หม้าจะไมเ่ตมิขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาจนถงึระดับตัว
บง่ชี ้ บัฟเฟอร ์ BR3 และ BR4 ไมส่ามารถเตมิขวดจนถงึระดับตัวบง่ชีห้ลังจากประมวลผล
หลายตัวอยา่งในการการดําเนนิการครัง้กอ่น 

อยา่ลมืถอดฝาออกจากขวดกอ่นวางลงบนโตะ๊ทํางาน 
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ปรมิาณบัฟเฟอรท์ีใ่หม้าใน PAXgene Blood RNA Kit (50) เพยีงพอสําหรับการดําเนนิการ
เตรยีม RNA สงูสดุ 7 ครัง้บนเครือ่งมอื QIAcube โดยมหีมายเลขตัวอยา่ง 2 ถงึ 12 ตอ่การ
ดําเนนิการ โดยท่ัวไปควรหลกีเลีย่งการดําเนนิการดว้ยจํานวนตัวอยา่งตํา่กวา่เพือ่ประมวลผล
ทัง้หมด 50 ตัวอยา่งตอ่ชดุอปุกรณ์โดยมกีารดําเนนิการเตรยีม RNA สงูสดุ 7 ครัง้ การ
ดําเนนิการเตรยีม RNA มากกวา่ 7 ครัง้อาจทําใหป้รมิาณบัฟเฟอรไ์มเ่พยีงพอสําหรับการ
ประมวลผลตัวอยา่งสดุทา้ย 

ตารางที ่3 ตําแหนง่ในช ัน้วางขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิา 

ตําแหนง่ สารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิา 
1 บัฟเฟอรสํ์าหรับการจับ (BR2) 
2 เอทานอล 96-100% 
3 บัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 1 (BR3) 
4 บัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 2 (BR4)* 
5 - (เวน้วา่ง) 
6 - (เวน้วา่ง)  

* บฟัเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 2 (BR4) จัดมาใหเ้ป็นสารเขม้ขน้ กอ่นใชค้รัง้แรก ใหเ้ตมิเอทานอล 4 ปรมิาตร (96–100%, เกรดความ
บรสิทุธิ ์p.a.) ตามทีร่ะบไุวบ้นขวดเพือ่ใหไ้ดส้ารละลายทีใ่ชง้านได ้

 
 

 

 

 

 

 
รปูที ่20 การโหลดช ัน้วางขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิา [A] แผนผงัตําแหน่งและสิง่บรรจขุองขวดในชัน้วางขวดสารที่
ใชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิา [B] กําลังโหลดชัน้วางเขา้กบัเครือ่งมอื QIAcube (QIAcube แสดงเป็นตวัอยา่ง)  

A 
ตําแหน่งที ่1 

บัฟเฟอร์
สําหรับการจับ 

(BR2) 

ตําแหน่งที ่2 
เอทานอล  
96-100% 

ตําแหน่งที ่3 
บัฟเฟอร์

สําหรับการ
ลา้ง 1 (BR3) 

ตําแหน่งที ่4 
บัฟเฟอร์

สําหรับการ
ลา้ง 2 (BR4) 

ตําแหน่งที ่5 
 

วา่งเปลา่ 

ตําแหน่งที ่6 
 

วา่งเปลา่ 

B 
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รปูที ่21 มมุมองภายในของ QIAcube Connect MDx 

 ฝาหมนุเหวีย่ง  ชอ่งใสห่ลอดไมโครเซนตฟิิวจ ์

 เครือ่งหมนุเหวีย่ง  3 ชอ่งสําหรับชัน้วางทปิ 

 เครือ่งเขยา่  ชอ่งทิง้สําหรับทปิและคอลัมน ์

 ชัน้วางขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิา  
แขนกล (ประกอบดว้ย pipettor 1 ชอ่ง, กรปิเปอร,์ 
เซนเซอรอ์ัลตราโซนกิและออปตคิอลและ UV LED) 

 เซนเซอรท์ปิและตวัล็อกฝาครอบ   

1 6 

2 7 

3 8 

4 9 

5 

1 

2 

3 

9 
8 

7 6 

5 
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รปูที ่22 มมุมองภายในของ QIAcube 

 ฝาหมนุเหวีย่ง  ชอ่งใสห่ลอดไมโครเซนตฟิิวจ ์

 เครือ่งหมนุเหวีย่ง  ชัน้วางทปิ 

 เครือ่งเขยา่  ชอ่งทิง้สําหรับทปิและคอลัมน ์

 ชัน้วางขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิา  แขนกล 

 เซนเซอรท์ปิ   
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คอลมันส์ปิน (PRC, PSC), หลอดไมโครเซนตฟิิวจ ์(MCT) และอปุกรณพ์ลาสตกิ
เครือ่งมอื QIAcube 
วางชัน้วางทปิ 2 อันทีม่ทีปิฟิลเตอร ์1,000 µl ลงบนเครือ่งมอื QIAcube (ดรูปูที ่21 และ 22, หนา้ 47 
และ 48) เตมิชัน้วางพรอ้มทปิเมือ่จําเป็น 

ใชเ้ฉพาะทปิฟิลเตอร ์1000 µl ทีอ่อกแบบมาเพือ่ใชก้บัเครือ่งมอื QIAcube 

ปิดฉลากโรเตอรอ์ะแดปเตอรแ์ละหลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์ (MCT) สําหรับแตล่ะตัวอยา่งโดยใชป้ากกา
ชนดิหมกึตดิถาวร เปิดคอลัมนส์ปิน PAXgene Shredder (PSC) ทีจ่ะใชแ้ละตัดฝาออกใหห้มดโดยใช ้
กรรไกร (ด ูรูปที ่23, หนา้ 49) 

เพือ่การทํางานทีเ่หมาะสมของอปุกรณ์จับยดึแขนกลเครือ่งมอื QIAcube ใหถ้อด (ตัด) ฝา
และชิน้สว่นพลาสตกิทัง้หมดทีเ่ชือ่มตอ่ฝาเขา้กบัคอลัมนส์ปิน PAXgene Shredder (PSC ด ู
รปูที ่ 23) มฉิะนัน้อปุกรณ์จับยดึแขนกลจะไมส่ามารถจับคอลัมนส์ปิน (PSC, PRC) ไดอ้ยา่ง
ถกูตอ้ง 

 
 
รปูที ่23 กําลงัโหลดคอลมันส์ปิน PAXgene Shredder (PSC) คอลัมนส์ปิน PAXgene Shredder (PSC) ถกูโหลดลงใน
ตําแหน่งกลางของโรเตอรอ์ะแดปเตอร ์ตดัฝากอ่นโหลดคอลัมน ์

ฝาคอลัมนถ์กู
ถอดออก
อยา่งถกูตอ้ง 

ฝาคอลัมนถ์อด
ไมถ่กูตอ้ง สว่น
ของฝายงัตดิอยู ่
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โหลดคอลัมนส์ปิน PAXgene RNA (PRC),คอลัมน์สปิน PAXgene Shredder (PSC; ไมม่ฝีาปิด ด ูรูปที ่
23, หนา้ 49) และหลอดไมโครเซนตรฟิิวจท์ีปิ่ดฉลากลงในตําแหน่งทีเ่หมาะสมในโรเตอรอ์ะแดปเตอร์
แตล่ะตัวทีปิ่ดฉลากดังแสดงใน ตารางที ่4 และ รปูที ่24 

ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ไดดั้นฝาคอลัมนส์ปิน (PRC) และฝาหลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์(MCT) 
ลงไปจนสดุทีด่า้นลา่งของชอ่งทีข่อบของโรเตอรอ์ะแดปเตอรม์ฉิะนัน้ฝาจะแตกระหวา่งการ
หมนุเหวีย่ง 

ตารางที ่4 อปุกรณ์สําหรบัหอ้งปฏบิตักิารในโรเตอรอ์ะแดปเตอร ์

ตําแหนง่ สารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิา ตําแหนง่ฝา 
1 คอลัมนส์ปิน PAXgene RNA (สแีดง, PRC) L1 
2 คอลัมนส์ปิน PAXgene Shredder (สมีว่ง, PSC) 

(ตัดฝากอ่นวางในโรเตอรอ์ะแดปเตอร)์ 
– 

3 หลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์(MCT)* L3  
* ใชห้ลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์(MCT; 1.5 ml) ทีร่วมอยูใ่นชดุ PAXgene Blood RNA Kit 

 
 
รปูที ่24 ตําแหนง่ในโรเตอรอ์ะแดปเตอร ์โรเตอรอ์ะแดปเตอรม์ตํีาแหน่งหลอดสามตําแหน่ง (1–3) และตําแหน่งฝาสามตําแหน่ง 
(L1 – L3) 
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กําลงัโหลดเครือ่งหมนุเหวีย่ง 

โหลดโรเตอรอ์ะแดปเตอรท์ีป่ระกอบเขา้กบัถังหมนุเหวีย่งตามทีแ่สดงใน รปูที ่25 ดา้นลา่ง 

หากประมวลผลนอ้ยกวา่ 12 ตัวอยา่ง ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ไดโ้หลดโรเตอรห์มนุเหวีย่งที่
สมดลุในแนวรัศม ี (ด ู รปูที ่ 26, หนา้ 52) ตอ้งตดิตัง้ถังหมนุเหวีย่งทัง้หมดกอ่นเริม่การ
ดําเนนิการแนวทางปฏบัิตแิมว้า่จะตอ้งดําเนนิการนอ้ยกวา่ 12 ตัวอยา่งก็ตาม ไมส่ามารถ
ประมวลผลตัวอยา่งเดยีว (หนึง่) หรอื 11 ตัวอยา่งได ้

 
 
รปูที ่25 กําลงัโหลดเครือ่งหมนุเหวีย่งบนเครือ่งมอื QIAcube โหลดโรเตอรอ์ะแดปเตอรท์ีป่ระกอบเขา้กบัถังหมนุเหวีย่ง 
(QIAcube Connect MDx แสดงเป็นตวัอยา่ง) 
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รปูที ่26 กําลงัโหลดเครือ่งหมนุเหวีย่งและเขยา่ ตําแหน่งเครือ่งหมนุเหวีย่งและเขยา่จะแสดงสําหรับการประมวลผลจากสอง (2) 
ถงึสบิ (10) ตัวอยา่ง ไมส่ามารถดําเนนิการหนึง่ (1) หรอื 11 ตวัอยา่งได ้สําหรับการประมวลผล 12 ตัวอยา่งจะมกีารโหลดตําแหน่ง
เครือ่งหมนุเหวีย่งและเขยา่ทัง้หมด (ไมแ่สดงภาพ) 

2 ตวัอยา่ง 3 ตวัอยา่ง 

4 ตวัอยา่ง 5 ตวัอยา่ง 

6 ตวัอยา่ง 7 ตวัอยา่ง 

8 ตวัอยา่ง 9 ตวัอยา่ง 

10 ตวัอยา่ง 
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Processing tubes (หลอดแปรรปู) (PT) 

ถอดหลอดแปรรูป (PT) ทีเ่หลอือยูใ่นชอ่งหลอดไมโครเซนตฟิิวจอ์อกจากการดําเนนิการกอ่นหนา้นี ้
(QIAcube Connect MDx: ด ูรปูที ่21, หนา้ 47, QIAcube: ด ูรปูที ่22, หนา้ 48) เตมิหลอดแปรรูป 3 
หลอด (PT) ดว้ยปรมิาณสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาทีใ่หม้า ตารางที ่ 5 ตามจํานวนตัวอยา่งในการ
ดําเนนิการ  

สําหรับสว่นผสมการบม่ DNase I ใหปิ้เปตปรมิาตรทีร่ะบขุองบัฟเฟอรสํ์าหรับการยอ่ย DNA (RDD) ลง
ในหลอดแปรรปู (PT) และเพิม่ปรมิาตรทีร่ะบขุองสารละลายเขม้ขน้ DNase I (RNFD) ผสมโดยคอ่ย ๆ 
ปิเปตสว่นผสมทัง้หมดขึน้และลง 3 ครัง้โดยใชท้ปิปิเปต 1,000 µl 

ใชห้ลอดแปรรปู (PT) ขนาด 2 ml ทีร่วมอยูใ่น PAXgene Blood RNA Kit ปิดฉลากหลอดดว้ยชือ่สารที่
ใชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาอยา่งชดัเจนและวางไวใ้นตําแหน่งทีเ่หมาะสมในชอ่งใสห่ลอดไมโครเซนติ
ฟิวจต์ามทีร่ะบไุวใ้น ตารางที ่6 (หนา้ 54)  

DNase I (RNFD) มคีวามไวตอ่การแปลงสภาพทางกายภาพเป็นพเิศษ ผสมโดยการปิเปต
เทา่นัน้โดยใชท้ปิปิเปตแบบเจาะกวา้งเพือ่ลดการตัดเฉือน อยา่หมนุวน 

ตรวจสอบใหม้ัน่ใจวา่ไดปิ้เปตเฉพาะปรมิาตรทีต่อ้งการตามทีร่ะบไุวใ้น ตารางที ่5 ดา้นลา่ง 

ตารางที ่5 ปรมิาณของสารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิาทีต่อ้งใชใ้นหลอดแปรรปูสําหรบัชอ่งใสห่ลอดไมโครเซนตฟิิวจ ์

จํานวนตวัอยา่ง 

ปรมิาณสารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิาสําหรบัจํานวนตวัอยา่งทีร่ะบ ุ(µl) 

โปรตเินส K (PK) ผสมการบม่ DNase I 
บฟัเฟอรสํ์าหรบัการ

ชะลา้ง (BR5) 
2 126 187 (23 DNase I + 164 บฟัเฟอร ์RDD) 313 
3 170 261 (33 DNase I + 228 บฟัเฟอร ์RDD) 399 
4 213 334 (42 DNase I + 292 บฟัเฟอร ์RDD) 486 
5 256 407 (51 DNase I + 356 บฟัเฟอร ์RDD) 572 
6 299 481 (60 DNase I + 421 บฟัเฟอร ์RDD) 658 
7 342 554 (69 DNase I + 485 บฟัเฟอร ์RDD) 745 
8 386 627 (78 DNase I + 549 บฟัเฟอร ์RDD) 831 
9 429 701 (88 DNase I + 613 บฟัเฟอร ์RDD) 918 
10 472 775 (97 DNase I + 678 บฟัเฟอร ์RDD) 1004 
12 558 921 (115 DNase I + 806 บัฟเฟอร ์RDD) 1177  
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ตารางที ่6 ชอ่งใสห่ลอดไมโครเซนตฟิิวจ ์

 ตําแหนง่ 
 A B C 
สิง่ทีบ่รรจุ โปรตเินส K ผสมการบม่ DNase I บัฟเฟอรสํ์าหรับการชะลา้ง (BR5) 
หลอด หลอดแปรรปู (PT)* หลอดแปรรปู (PT)* หลอดแปรรปู (PT)*  

* ใชห้ลอดแปรรปูขนาด 2 ml ทีร่วมอยูใ่น PAXgene Blood RNA Kit 
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แนวทางปฏบิตั:ิ การทํา RNA ทัง้หมดใหบ้รสิทุธิแ์บบ
แมนนวลจากเลอืดครบสว่นของมนุษยท์ีเ่กบ็รวบรวม
ไวใ้น PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) 

จดุสาํคัญกอ่นเริม่ 

 ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่กลอ่งชดุอปุกรณ์ไมบ่บุสลายและไมเ่สยีหายและบัฟเฟอรไ์มร่ั่วไหล อยา่ใชช้ดุ
อปุกรณ์ทีไ่ดรั้บความเสยีหาย 

 เมือ่ใชปิ้เปต ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ตัง้คา่เป็นปรมิาตรทีถ่กูตอ้งและมกีารดดูและจา่ยของเหลวนัน้
อยา่งระมัดระวังและสมบรูณ์ 

 เพือ่หลกีเลีย่งการถา่ยโอนตัวอยา่งไปยังหลอดหรอืคอลัมนส์ปินทีไ่มถ่กูตอ้ง ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่
หลอดและคอลัมนส์ปินทัง้หมดปิดฉลากอยา่งถกูตอ้งโดยใชป้ากกาชนดิหมกึตดิถาวร ปิดฉลากที่
ฝาและตัวของแตล่ะหลอด (PT, MCT) สําหรับคอลัมนส์ปิน ใหปิ้ดฉลากทีตั่วหลอดแปรรูป (PT) 
ปิดหลอดหรอืคอลัมนส์ปินแตล่ะอันหลังจากถา่ยโอนของเหลวเขา้ไป 

 การร่ัวไหลของตัวอยา่งและบัฟเฟอรใ์นระหวา่งขัน้ตอนอาจทําใหป้รมิาณและความบรสิทุธิข์อง 
RNA ลดลง 

 ขัน้ตอนทัง้หมดของแนวทางปฏบัิตนิีร้วมถงึขัน้ตอนการหมนุเหวีย่ง ควรดําเนนิการทีอ่ณุหภมูหิอ้ง 
(15-25°C) เวน้แตจ่ะระบไุวเ้ป็นอยา่งอืน่ 

 

เนือ่งจากความไวของเทคโนโลยกีารขยายกรดนวิคลอีกิ จงึจําเป็นตอ้งมขีอ้ควรระวังตอ่ไปนีใ้นการ
จัดการตัวอยา่งเพือ่หลกีเลีย่งการปนเป้ือนขา้ม: 

 ปิเปตตัวอยา่งลงในคอลัมนส์ปิน (PRC, PSC) อยา่งระมัดระวังโดยไมทํ่าใหข้อบของคอลัมนเ์ปียกชืน้ 

 เปลีย่นทปิปิเปตเสมอระหวา่งการถา่ยโอนของเหลว ใชท้ปิปิเปตป้องกนัละอองลอย 

 หลกีเลีย่งการสมัผัสเมมเบรนคอลัมนส์ปิน (PRC, PSC) ดว้ยทปิปิเปต 

 หลังจากหมนุวนหรอืใหค้วามรอ้นกบัหลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์(MCT) ใหห้มนุเหวีย่งสัน้ ๆ เพือ่เอา
หยดออกจากดา้นในของฝา 
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 สวมถงุมอืตลอดขัน้ตอนทัง้หมด ในกรณีทีส่มัผัสกันระหวา่งถงุมอืกบัตัวอยา่ง ใหเ้ปลีย่นถงุมอืทันท ี

 ปิดคอลัมนส์ปิน (PRC, PSC) กอ่นวางลงในไมโครเซนตฟิิวจ ์หมนุเหวีย่งตามทีอ่ธบิายไวใ้น
ขัน้ตอน 

 เปิดคอลัมนส์ปินเพยีงครัง้ละหนึง่คอลัมน ์(PRC, PSC) และระวังเพือ่หลกีเลีย่งใหเ้กดิละอองลอย 

 สําหรับการประมวลผลหลายตัวอยา่งแบบขนานทีม่ปีระสทิธภิาพ ใหเ้ตมิชัน้วางดว้ยหลอดแปรผล 
(PT) ซึง่สามารถถา่ยโอนไปคอลัมนส์ปิน (PRC, PSC) ไดห้ลังจากการหมนุเหวีย่ง ทิง้หลอดแปร
ผล (PT) ทีใ่ชแ้ลว้ทีม่กีารไหลผา่นและวางหลอดแปรผล (PT) ใหมท่ีม่คีอลัมนส์ปิน (PRC, PSC) 
โดยตรงในไมโครเซนตรฟิิวจ ์

สิง่ทีต่อ้งทํากอ่นเริม่ 

 ตอ้งเก็บเลอืดใน PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) ตามคําแนะนําในคูม่อื PAXgene Blood 
RNA Tube หากจําเป็น ดภูาคผนวก C (หนา้ 74) สําหรับคําแนะนําในการจัดการ PAXgene Blood 
RNA Tubes (BRT) 

 ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) ไดรั้บการบม่อยา่งนอ้ย 2 ชัว่โมงที่
อณุหภมูหิอ้งหลังการเจาะเลอืดเพือ่ใหม้ั่นใจวา่เซลลเ์ม็ดเลอืดแตกสมบรูณ์ การบม่โดย PAXgene 
Blood RNA Tube (BRT) ตลอดคนือาจเพิม่ปรมิาณได ้ถา้ PAXgene Blood RNA Tube (BRT) 
ถกูจัดเก็บไวท้ี ่2–8°C, –20°C หรอื –70°C หลังการเจาะเลอืด ใหป้รับใหส้มดลุกับอณุหภมูหิอ้ง
กอ่นแลว้จงึจัดเก็บไวท้ีอ่ณุหภมูหิอ้งเป็นเวลา 2 ชัว่โมงกอ่นเริม่ขัน้ตอน 

 อา่นขอ้มลูความปลอดภัยในหนา้ 10 

 อา่นคําแนะนําในการจัดการ RNA (ภาคผนวก A, หนา้ 71) 

 ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่เครือ่งมอืตา่ง ๆ นัน้ เชน่ ปิเปตและตูบ้ม่แบบเขยา่ไดรั้บการตรวจสอบและสอบ
เทยีบมาตรฐานเป็นประจําตามคําแนะนําของผูผ้ลติ 

 ตอ้งใชตู้บ้ม่แบบเขยา่ในขัน้ตอนที ่5 และ 20 ตัง้อณุหภมูขิองตูบ้ม่แบบเขยา่เป็น 55°C 

 บัฟเฟอรก์ารจับ (BR2) อาจกอ่ตัวเป็นตะกอนเมือ่จัดเก็บ ถา้จําเป็นใหอุ้น่ที ่37°C เพือ่ละลาย 

 บัฟเฟอรก์ารลา้ง 2 (BR4) จัดมาใหเ้ป็นสารเขม้ขน้ กอ่นใชค้รัง้แรก ใหเ้ตมิเอทานอล 4 ปรมิาตร 
(96–100%, เกรดความบรสิทุธิ ์p.a.) ตามทีร่ะบไุวบ้นขวดเพือ่ใหไ้ดส้ารละลายทีใ่ชง้านได ้
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 หากใช ้RNase-Free DNase Set เป็นครัง้แรก ใหเ้ตรยีมสารละลายเขม้ขน้ DNase I ละลาย
ของแข็ง DNase I (RNFD; 1500 หน่วย Kunitz)13* ใน 550 µl ของบัฟเฟอรสํ์าหรับการแขวนลอย 
Dnase (DRB) ทีม่าพรอ้มกบัชดุ ระวังอยา่ให ้DNase I (RNFD) หายไปเมือ่เปิดขวด อยา่หมนุวน 
DNase I (RNFD) ทีส่รา้งขึน้ใหม ่DNase I มคีวามไวตอ่การแปลงสภาพทางกายภาพเป็นพเิศษ 
การผสมควรทําโดยการพลกิขวดเบา ๆ เทา่นัน้ 

 ขอ้มลูปัจจบัุนแสดงใหเ้ห็นวา่ DNase I (RNFD) ทีส่รา้งขึน้ใหมส่ามารถจัดเก็บทีอ่ณุหภมู ิ2–8°C 
ไดน้านถงึ 6 สปัดาห ์สําหรับการจัดเก็บ DNase I (RNFD) ในระยะยาว ใหนํ้าสารละลายเขม้ขน้
ออกจากขวดแกว้ แบง่ออกเป็นสว่นยอ่ยใชค้รัง้เดยีว (ใชห้ลอดไมโครเซนตฟิิวจข์นาด 1.5 ml 
[MCT] ทีใ่หม้าพรอ้มกบัชดุอปุกรณ์ มเีพยีงพอสําหรับ 5 สว่น) และจัดเก็บทีอ่ณุหภมู ิ–20°C ได ้
นานถงึ 9 เดอืน สว่นยอ่ยทีล่ะลายแลว้สามารถจัดเก็บไวท้ีอ่ณุหภมู ิ2–8°C ไดน้านถงึ 6 สปัดาห ์
อยา่แชแ่ข็งสว่นยอ่ยหลังจากละลาย 

 เมือ่สรา้งใหมแ่ละแยกสว่นยอ่ยของ DNase I (RNFD) ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่คณุปฏบัิตติาม
คําแนะนําในการจัดการ RNA (ภาคผนวก A, หนา้ 71) 

 
  

 

* หน่วย Kunitz เป็นหน่วยทีใ่ชโ้ดยทัว่ไปสําหรับการวัด DNase I ซึง่กาํหนดเป็นปรมิาณ DNase I ทีทํ่าใหเ้กดิการเพิม่ขึน้ใน A260 
ของ 0.001 ตอ่นาทตีอ่มลิลลิติรที ่25°C, pH 5.0 โดยม ีDNA พอลเิมอไรซส์งูเป็นสารตัง้ตน้ (Kunitz, M. (1950) J. Gen. 
Physiol. 33, 349 และ 363) 
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ขัน้ตอน 

1. หมนุเหวีย่ง PAXgene Blood RNA Tube (BRT) เป็นเวลา 10 นาททีี ่3,000–5,000 x g โดยใช ้
โรเตอรแ์บบแกวง่ออก 

 
ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ตัวอยา่งเลอืดไดรั้บการบม่ในหลอด PAXgene Blood RNA Tube 
(BRT) เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 2 ชัว่โมงทีอ่ณุหภมูหิอ้ง (15–25°C) เพือ่ใหไ้ดเ้ซลลเ์ม็ด
เลอืดแตกอยา่งสมบรูณ์ 

 
โรเตอรต์อ้งมอีะแดปเตอรห์ลอดสําหรับหลอดกน้กลม หากใชอ้ะแดปเตอรห์ลอดชนดิ
อืน่ หลอดอาจแตกระหวา่งการหมนุเหวีย่ง 

2. นําสว่นเหนอืตะกอนออกโดยการรนิหรอืปิเปต เตมิน้ําปราศจาก RNase (RNFW) 4 ml ลงในเม็ด
และปิดหลอดโดยใชแ้ผน่ปิด BD Hemogard รองใหม ่(ใหม้าพรอ้มกบัชดุอปุกรณ์) 

หากรนิสารเหนอืตะกอน ใหร้ะวังอยา่รบกวนเม็ดและเชด็ขอบหลอดใหแ้หง้ดว้ยกระดาษเชด็มอืที่
สะอาด 

3. หมนุวนจนกวา่เม็ดจะละลายอยา่งเห็นไดช้ดัและหมนุเหวีย่งเป็นเวลา 10 นาททีี ่3,000–5,000 x g 
โดยใชโ้รเตอรแ์บบแกวง่ออก นําสว่นเหนอืตะกอนทัง้หมดออกและทิง้ 

เศษเล็กเศษนอ้ยทีเ่หลอือยูใ่นสว่นเหนอืตะกอนหลังจากการหมนุวน แตก่อ่นการหมนุเหวีย่งจะไม่
สง่ผลกระทบตอ่ขัน้ตอน 

 
การกําจัดสว่นเหนอืตะกอนทีไ่มส่มบรูณ์จะยับยัง้การแตกตัวและทําใหไ้ลเสตเจอืจางลง
ดังนัน้จงึสง่ผลตอ่เงือ่นไขในการจับ RNA กับเมมเบรน PAXgene 

4. เตมิบัฟเฟอรสํ์าหรับการแขวนลอย (BR1) 350 µl และหมนุวนจนเม็ดละลายอยา่งเห็นไดช้ดั 

5. ปิเปตตัวอยา่งลงในหลอดไมโครเซนตฟิิวจ ์(MCT) ขนาด 1.5 ml เพิม่บัฟเฟอรสํ์าหรับการจับ 
(BR2) 300 µl และ โปรตเินส K (PK) 40 µl ผสมโดยการหมนุวนเป็นเวลา 5 วนิาทแีละบม่เป็น
เวลา 10 นาททีี ่55°C โดยใชตู้บ้ม่แบบเขยา่ที ่400–1,400 rpm หลังจากการบม่ ใหตั้ง้อณุหภมูิ
ของตูบ้ม่แบบเขยา่เป็น 65°C (สําหรับขัน้ตอนที ่20) 

 
อยา่ผสมบัฟเฟอรสํ์าหรับการจับ (BR2) และ โปรตเินส K (PK) เขา้ดว้ยกนักอ่นทีจ่ะเพิม่
ลงในตัวอยา่ง 
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6. ปิเปตไลเซทโดยตรงลงในคอลัมนส์ปิน PAXgene Shredder (PSC; สมีว่ง) ทีว่างไวใ้นหลอดแปร
รปู (PT) ขนาด 2 ml และหมนุเหวีย่งเป็นเวลา 3 นาทดีว้ยความเร็วสงูสดุ (แตไ่มเ่กนิ 20,000 x g) 

 
ปิเปตไลเซทลงในคอลัมนส์ปิน (PSC) อยา่งระมัดระวังและตรวจสอบดว้ยสายตาวา่ 
ไลเซทถกูถา่ยโอนไปยังคอลัมนส์ปิน (PSC) อยา่งสมบรูณ์ 

เพือ่ป้องกนัความเสยีหายของ Column (PSC) และหลอด (PT) หา้มเกนิ 20,000 x g 

 
บางตัวอยา่งอาจไหลผา่นคอลัมนส์ปิน PAXgene Shredder (PSC) โดยไมต่อ้งหมนุ
เหวีย่ง นีเ้นือ่งจากบางตัวอยา่งมคีวามหนดืตํา่และไมค่วรนํามาเป็นตัวบง่ชีค้วามลม้เหลว
ของผลติภัณฑ ์

7. ถา่ยสว่นเหนอืตะกอนทัง้หมดของสว่นการไหลผา่นอยา่งระมัดระวังไปยังหลอดไมโครเซนตฟิิวจ ์
(MCT) ขนาด 1.5 ml โดยไมร่บกวนเม็ดในหลอดแปรรูป 

8. เตมิเอทานอล 350 µl (96–100%, เกรดบรสิทุธิ ์p.a.) ผสมโดยการหมนุวนและหมนุเหวีย่งสัน้ ๆ 
(1–2 วนิาททีี ่500–1,000 x g) เพือ่ขจัดหยดจากดา้นในของฝาหลอด 

 
ความยาวของการหมนุเหวีย่งตอ้งไมเ่กนิ 1–2 วนิาทเีนือ่งจากอาจทําใหก้รดนวิคลอีกิ
อัดเป็นเม็ดและปรมิาณ RNA ทัง้หมดลดลง 

9. ปิเปตตัวอยา่ง 700 µl ลงในคอลัมนส์ปิน PAXgene RNA (PRC; สแีดง) ทีว่างไวใ้นหลอดแปรรูป 
(PT) ขนาด 2 ml และหมนุเหวีย่งเป็นเวลา 1 นาททีี ่8,000–20,000 x g วางคอลัมนส์ปิน (PRC) 
ในหลอดแปรรปู (PT) ขนาด 2 ml ใหมแ่ละทิง้หลอดแปรรูป (PT) เกา่ทีม่กีารไหลผา่น 

10. ปิเปตตัวอยา่งทีเ่หลอืลงในคอลัมนส์ปิน PAXgene RNA (PRC) และหมนุเหวีย่งเป็นเวลา 1 นาททีี ่
8,000–20,000 x g วางคอลัมนส์ปิน (PRC) ในหลอดประมวลผล (PT) ใหมข่นาด 2 ml และทิง้
หลอดประมวลผล (PT) เกา่ทีม่กีารไหลผา่น 

 
ปิเปตตัวอยา่งลงในคอลัมนส์ปิน (PRC) อยา่งระมดัระวังและตรวจสอบดว้ยสายตาวา่
ตัวอยา่งถกูถา่ยไปยังคอลัมนส์ปิน (PRC) อยา่งสมบรูณ์ 

11. ปิเปตบัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 1 (BR3) ขนาด 350 µl ลงในคอลัมน์สปิน PAXgene RNA (PRC) 
หมนุเหวีย่งเป็นเวลา 1 นาททีี ่8,000–20,000 x g วางคอลัมนส์ปิน (PRC) ในหลอดแปรรูป (PT) 
ขนาด 2 ml ใหมแ่ละทิง้หลอดแปรรปู (PT) เกา่ทีม่กีารไหลผา่น 

12. เตมิสารละลายเขม้ขน้ DNase I (RNFD) 10 µl ลงใน บัฟเฟอรสํ์าหรับการยอ่ย DNA (RDD) 70 
µl ในหลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์(MCT) ขนาด 1.5 ml ผสมโดยการสะบัดหลอดเบา ๆ และหมนุ
เหวีย่งสัน้ ๆ เพือ่รวบรวมของเหลวทีเ่หลอืจากดา้นขา้งของหลอด 
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ตัวอยา่งเชน่ หากประมวลผล 10 ตัวอยา่ง ใหเ้พิม่สารละลายเขม้ขน้ DNase I (RNFD) 100 µl ลง
ใน บัฟเฟอรสํ์าหรับการยอ่ย DNA (RDD) 700 µl ใชห้ลอดไมโครเซนตฟิิวจ ์(MCT) ขนาด 1.5 ml 
ทีใ่หม้าพรอ้มกบัชดุ 

 
DNase I มคีวามไวตอ่การแปลงสภาพทางกายภาพเป็นพเิศษ การผสมควรทําโดยการ
สะบัดหลอดเบา ๆ เทา่นัน้ อยา่หมนุวน 

13. ปิเปตสว่นผสมการบม่ DNase I (RNFD) (80 µl) ลงบนเมมเบรนคอลัมนส์ปิน PAXgene RNA 
(PRC)โดยตรงและวางบนโตะ๊ทีตั่ง้ (20–30°C) เป็นเวลา 15 นาท ี

 
ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่สว่นผสมการบม่ DNase I (RNFD) ถกูวางลงบนเมมเบรนโดยตรง 
การยอ่ย DNase จะไมส่มบรูณ์หากสว่นหนึง่ของสว่นผสมถกูใชแ้ละยังคงอยูบ่นผนัง
หรอืโอรงิของคอลัมนส์ปิน (PRC) 

14. ปิเปตบัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 1 (BR3) 350 µl ลงในคอลัมนส์ปิน PAXgene RNA (PRC) และหมนุ
เหวีย่งเป็นเวลา 1 นาททีี ่8,000–20,000 x g วางคอลัมนส์ปิน (PRC) ในหลอดแปรรปู (PT) 
ขนาด 2 ml ใหมแ่ละทิง้หลอดแปรรปู (PT) เกา่ทีม่กีารไหลผา่น 

15. ปิเปตบัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 2 (BR4) 500 µl ลงในคอลัมนส์ปิน PAXgene RNA (PRC) และหมนุ
เหวีย่งเป็นเวลา 1 นาททีี ่8,000–20,000 x g วางคอลัมนส์ปิน (PRC) ในหลอดแปรรปู (PT) 
ขนาด 2 ml ใหมแ่ละทิง้หลอดแปรรปู (PT) เกา่ทีม่กีารไหลผา่น 

 
บัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 2 (BR4) จัดมาใหเ้ป็นสารเขม้ขน้ ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ไดเ้ตมิ 
เอทานอลลงในบัฟเฟอรสํ์าหรับลา้ง 2 (BR4) กอ่นใช ้(ด"ูสิง่ทีต่อ้งทํากอ่นเริม่", หนา้ 56) 

16. เพิม่บัฟเฟอรสํ์าหรับลา้ง 2 (BR4) อกี 500 µl ไปทีค่อลัมนส์ปิน PAXgene RNA (PRC) หมนุ
เหวีย่งเป็นเวลา 3 นาททีี ่8,000–20,000 x g 

17. ทิง้หลอดแปรรปู (PT) ทีม่กีารไหลผา่นและวางคอลัมนส์ปิน PAXgene RNA (PRC) ลงในหลอด
แปรรปู (PT) ขนาด 2 ml ใหม ่หมนุเหวีย่งเป็นเวลา 1 นาททีี ่8,000–20,000 x g 

18. ทิง้หลอดแปรรปู (PT) ทีม่กีารไหลผา่น วางคอลัมนส์ปิน PAXgene RNA (PRC) ในหลอดไม 
โครเซนตฟิิวจ ์(MCT) ขนาด 1.5 ml และปิเปต บัฟเฟอรสํ์าหรับการชะลา้ง (BR5) 40 µl ลงบน 
เมมเบรนคอลัมน์สปิน PAXgene RNA (PRC) โดยตรง หมนุเหวีย่งเป็นเวลา 1 นาททีี ่8,000–
20,000 x g เพือ่ชะลา้ง RNA 

สิง่สําคัญคอืตอ้งทําใหเ้มมเบรนทัง้หมดเปียกดว้ยบัฟเฟอรส์ําหรับการชะลา้ง (BR5) เพือ่ใหไ้ด ้
ประสทิธภิาพในการชะลา้งสงูสดุ 
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19. ทําซ้ําขัน้ตอนการชะลา้ง (ขัน้ตอนที ่18) ตามทีอ่ธบิายโดยใชบั้ฟเฟอรสํ์าหรับการชะลา้ง (BR5) 
40 µl และหลอดไมโครเซนตฟิิวจ ์(MCT) เดยีวกนั 

20. บม่การชะลา้งเป็นเวลา 5 นาททีี ่65°C ในตูบ้ม่แบบเขยา่ (จากขัน้ตอนที ่5) โดยไมต่อ้งเขยา่ 
หลังจากการบม่แลว้ ทําใหเ้ย็นลงบนน้ําแข็งทันท ี

การบม่ทีอ่ณุหภมู ิ65°C แปลงสภาพ RNA สําหรับแอปพลเิคชนัดาวนส์ตรมี อยา่ใหเ้กนิเวลาหรอื
อณุหภมูกิารบม่ 

21. หากไมไ่ดใ้ชตั้วอยา่ง RNA ทันท ีใหจั้ดเก็บทีอ่ณุหภมู ิ–20°C หรอื –70°C  

เนือ่งจาก RNA ยังคงแปลงสภาพหลังจากการแชแ่ข็งและการละลายซ้ํา จงึไมจํ่าเป็นตอ้งทําการ
บม่ซ้ําที ่65°C หากใชตั้วอยา่ง RNA ในการตรวจวนิจิฉัย ใหทํ้าตามคําแนะนําทีจั่ดทําโดยผูผ้ลติ 

สําหรับการหาปรมิาณ RNA ทีแ่มน่ยําโดยการดดูซบัที ่260 nm เราขอแนะนําใหเ้จอืจางตัวอยา่ง
ดว้ย 10 mM Tris-HCl, pH 7.514* การเจอืจางตัวอยา่งในน้ําทีป่ราศจาก RNase อาจทําใหไ้ดค้า่ตํา่
อยา่งไมถ่กูตอ้ง  

ปรับเครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอรเ์ป็นศนูยโ์ดยใชช้อ่งวา่งทีป่ระกอบดว้ยบัฟเฟอรสํ์าหรับการชะ
ลา้ง (BR5) และ บัฟเฟอรสํ์าหรับ Tris-HCl ในสดัสว่นเดยีวกบัในตัวอยา่งทีจ่ะวัด บัฟเฟอรสํ์าหรับ
การชะลา้ง (BR5) มกีารดดูซบัสงูที ่220 nm ซึง่อาจทําใหร้ะดับการดดูซบัพืน้หลังสงูหากเครือ่ง
สเปกโตรโฟโตมเิตอรไ์มไ่ดรั้บการปรับคา่เป็นศนูยอ์ยา่งเหมาะสม 

 
สําหรับการหาปรมิาณใน บัฟเฟอรสํ์าหรับ Tris-HCl ใหใ้ชค้วามสมัพันธ ์A260 = 
1⇒44 µg/ml ดภูาคผนวก B, หนา้ 72 

 
  

 

* เมือ่ทํางานกบัสารเคม ีควรสวมเสือ้คลมุสําหรับหอ้งปฏบิัตกิาร ถงุมอืแบบใชแ้ลว้ทิง้และแวน่ตาป้องกนัทีเ่หมาะสมเสมอ สําหรับ
ขอ้มลูเพิม่เตมิ โปรดอา่นเอกสารขอ้มลูความปลอดภัย (Safety Data Sheet, SDSs) ทีเ่หมาะสม ทีม่ใีหจ้ากผูผ้ลติสนิคา้ 
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แนวทางปฏบิตั:ิ การทําใหบ้รสิทุธิโ์ดยอตัโนมัตขิอง 
RNA ทัง้หมดจากเลอืดครบสว่นของมนุษยท์ีเ่กบ็
รวบรวมลงใน PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) 

จดุสาํคัญกอ่นเริม่ 

 ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่กลอ่งชดุอปุกรณ์ไมบ่บุสลายและไมเ่สยีหายและบัฟเฟอรไ์มร่ั่วไหล อยา่ใชช้ดุ
อปุกรณ์ทีไ่ดรั้บความเสยีหาย 

 เมือ่ใชปิ้เปต ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ตัง้คา่เป็นปรมิาตรทีถ่กูตอ้งและมกีารดดูและจา่ยของเหลวนัน้
อยา่งระมัดระวังและสมบรูณ์ 

 เพือ่หลกีเลีย่งการถา่ยตัวอยา่งไปยังหลอดและวัสดสุิน้เปลอืงพลาสตกิทีไ่มถ่กูตอ้ง ตรวจสอบให ้
มั่นใจวา่หลอดแปรรูป (PT), หลอดไมโครเซนตฟิิวจ ์(MCT) และโรเตอรอ์ะแดปเตอรทั์ง้หมดปิด
ฉลากอยา่งถกูตอ้งโดยใชป้ากกาชนดิหมกึตดิถาวร ปิดฉลากทีฝ่าและตัวหลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์
(MCT) ตัวหลอดแปรรปู (PT) แตล่ะหลอดและผนังดา้นนอกของโรเตอรอ์ะแดปเตอรแ์ตล่ะตัว 

 การร่ัวไหลของตัวอยา่งและบัฟเฟอรใ์นระหวา่งขัน้ตอนอาจทําใหป้รมิาณและความบรสิทุธิข์อง 
RNA ลดลง 

 ขัน้ตอนทัง้หมดของแนวทางปฏบัิตนิีร้วมถงึขัน้ตอนการหมนุเหวีย่ง ควรดําเนนิการทีอ่ณุหภมูหิอ้ง 
(15-25°C) เวน้แตจ่ะระบไุวเ้ป็นอยา่งอืน่ 

 

เนือ่งจากความไวของเทคโนโลยกีารขยายกรดนวิคลอีกิ จงึจําเป็นตอ้งมขีอ้ควรระวังตอ่ไปนีใ้นการ
จัดการตัวอยา่งเพือ่หลกีเลีย่งการปนเป้ือนขา้ม: 

 ปิเปตตัวอยา่งลงในหลอดแปรรปู (PT) อยา่งระมัดระวังในดา้นลา่งของหลอดโดยไมทํ่าใหข้อบ
หลอดเปียกชืน้ 

 เปลีย่นทปิปิเปตเสมอระหวา่งการถา่ยโอนของเหลว ใชท้ปิปิเปตป้องกนัละอองลอย 

 หลกีเลีย่งการสมัผัสเมมเบรนคอลัมนส์ปิน (PRC, PSC) ดว้ยทปิปิเปต 
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 หลังจากหมนุวนหรอืใหค้วามรอ้นกบัหลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์(MCT) ใหห้มนุเหวีย่งสัน้ ๆ เพือ่เอา
หยดออกจากดา้นในของฝา 

 สวมถงุมอืตลอดขัน้ตอนทัง้หมด ในกรณีทีส่มัผัสกันระหวา่งถงุมอืกบัตัวอยา่ง ใหเ้ปลีย่นถงุมอืทันท ี

สิง่ทีต่อ้งทํากอ่นเริม่ 

 ตอ้งเก็บเลอืดใน PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) ตามคําแนะนําในคูม่อื PAXgene Blood 
RNA Tube หากจําเป็น ดภูาคผนวก C (หนา้ 74) สําหรับคําแนะนําในการจัดการ PAXgene Blood 
RNA Tubes (BRT) 

 ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) ไดรั้บการบม่อยา่งนอ้ย 2 ชัว่โมงที่
อณุหภมูหิอ้งหลังการเจาะเลอืดเพือ่ใหม้ั่นใจวา่เซลลเ์ม็ดเลอืดแตกสมบรูณ์ การบม่โดย PAXgene 
Blood RNA Tube (BRT) ตลอดคนือาจเพิม่ปรมิาณได ้ถา้ PAXgene Blood RNA Tube (BRT) 
ถกูจัดเก็บไวท้ี ่2–8°C, –20°C หรอื –70°C หลังการเจาะเลอืด ใหป้รับใหส้มดลุกับอณุหภมูหิอ้ง
กอ่นแลว้จงึจัดเก็บไวท้ีอ่ณุหภมูหิอ้งเป็นเวลา 2 ชัว่โมงกอ่นเริม่ขัน้ตอน 

 อา่นขอ้มลูความปลอดภัยในหนา้ 10 

 อา่น "บันทกึสําคัญ", หนา้ 41 

 อา่นคําแนะนําในการจัดการ RNA (ภาคผนวก A, หนา้ 71) 

 อา่นคูม่อืผูใ้ชเ้ครือ่งมอื QIAcube ทีเ่หมาะสมและขอ้มลูเพิม่เตมิทีใ่หม้าพรอ้มกับเครือ่งมอื 
QIAcube โดยใหค้วามสําคัญกบัขอ้มลูดา้นความปลอดภัย 

 ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่อปุกรณ์และเครือ่งมอื เชน่ ปิเปตและเครือ่งมอื QIAcube ไดรั้บการตรวจสอบ
และสอบเทยีบอยา่งสมํ่าเสมอตามคําแนะนําของผูผ้ลติ 

 บัฟเฟอรสํ์าหรับการจับ (BR2) อาจกอ่ตัวเป็นตะกอนเมือ่จัดเก็บ ถา้จําเป็นใหอุ้น่ที ่37°C เพือ่
ละลาย 

 บัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 2 (BR4) จัดมาใหเ้ป็นสารเขม้ขน้ กอ่นใชค้รัง้แรก ใหเ้ตมิเอทานอล ใน
ปรมิาตรทีเ่หมาะสม (96–100%, เกรดความบรสิทุธิ ์p.a.) ตามทีร่ะบไุวบ้นขวดเพือ่ใหไ้ด ้
สารละลายทีใ่ชง้านได ้
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 หากใช ้RNase-Free DNase Set เป็นครัง้แรก ใหเ้ตรยีมสารละลายเขม้ขน้ DNase I ละลาย
ของแข็ง DNase I (RNFD; 1500 หน่วย Kunitz)15* ใน 550 µl ของบัฟเฟอรสํ์าหรับการแขวนลอย 
DNase (DRB) ทีม่าพรอ้มกบัชดุ ระวังอยา่ให ้DNase I (RNFD) หายไปเมือ่เปิดขวด อยา่หมนุวน 
DNase I (RNFD) ทีส่รา้งขึน้ใหม ่DNase I มคีวามไวตอ่การแปลงสภาพทางกายภาพเป็นพเิศษ 
การผสมควรทําโดยการพลกิขวดเบา ๆ เทา่นัน้ 

 ขอ้มลูปัจจบัุนแสดงใหเ้ห็นวา่ DNase I (RNFD) ทีส่รา้งขึน้ใหมส่ามารถจัดเก็บทีอ่ณุหภมู ิ2–8°C 
ไดน้านถงึ 6 สปัดาห ์สําหรับการจัดเก็บ DNase I (RNFD) ในระยะยาว ใหนํ้าสารละลายเขม้ขน้
ออกจากขวดแกว้ แบง่ออกเป็นสว่นยอ่ยใชค้รัง้เดยีว (ใชห้ลอดไมโครเซนตฟิิวจข์นาด 1.5 ml 
[MCT] ทีใ่หม้าพรอ้มกบัชดุอปุกรณ์ มเีพยีงพอสําหรับ 5 สว่น) และจัดเก็บทีอ่ณุหภมู ิ–20°C ได ้
นานถงึ 9 เดอืน สว่นยอ่ยทีล่ะลายแลว้สามารถจัดเก็บไวท้ีอ่ณุหภมู ิ2–8°C ไดน้านถงึ 6 สปัดาห ์
อยา่แชแ่ข็งสว่นยอ่ยหลังจากละลาย 

 เมือ่สรา้งใหมแ่ละแยกสว่นยอ่ยของ DNase I (RNFD) ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่คณุปฏบัิตติาม
คําแนะนําในการจัดการ RNA (ภาคผนวก A, หนา้ 71) 

 ตดิตัง้อะแดปเตอรเ์ครือ่งเขยา่ทีถ่กูตอ้ง (มาพรอ้มกับเครือ่งมอื QIAcube ใชอ้ะแดปเตอรสํ์าหรับหลอด 
ล็อกสนทิขนาด 2 ml ทีม่เีครือ่งหมาย "2") และวางชัน้วางเครือ่งเขยา่ไวด้า้นบนของอะแดปเตอร ์

 ตรวจสอบลิน้ชกัขยะและเททิง้หากจําเป็น 

 ตดิตัง้แนวทางปฏบัิตทิีเ่กีย่วขอ้งหากยังไมไ่ดดํ้าเนนิการสําหรับการดําเนนิการกอ่นหนา้นี ้QIAcube 
Connect MDx ตอ้งการแนวทางปฏบัิตทัิง้หมดทีพ่บในไฟล ์zip ทีเ่กีย่วขอ้งเพือ่ดาวนโ์หลด สําหรับ 
QIAcube แบบคลาสสกิ ใหต้ดิตัง้ทัง้แนวทางปฏบัิต ิ"PAXgene Blood RNA Part A" และ" 
PAXgene Blood RNA Part B" ด ู"การตดิตัง้แนวทางปฏบัิตบินเครือ่งมอื QIAcube ", หนา้ 44 

ขัน้ตอน 

1. ปิดฝาครอบเครือ่งมอื QIAcube และเปิดเครือ่งมอื QIAcube ดว้ยสวติชเ์ปิด/ปิด (QIAcube 
Connect MDx: ดรูปูที ่17, หนา้ 42; QIAcube: ด ูรปูที ่18, หนา้ 43) 

เสยีงบี๊บดังขึน้และหนา้จอเริม่ตน้จะปรากฏขึน้ เครือ่งมอืจะทําการทดสอบการเริม่ตน้โดยอัตโนมัต ิ

2. เปิดฝาครอบเครือ่งมอื QIAcube และใสส่ารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาและอปุกรณ์พลาสตกิที่
จําเป็นลงในเครือ่งมอื QIAcube ด ู"กําลังโหลดเครือ่งมอื QIAcube ", หนา้ 45 

 

* หน่วยKunitz เป็นหน่วยทีใ่ชโ้ดยทั่วไปสําหรับการวัด DNase I ซึง่กําหนดเป็นปรมิาณ DNase I ทีทํ่าใหเ้กดิการเพิม่ขึน้ใน A260 
ของ 0.001 ตอ่นาทตีอ่มลิลลิติรที ่25°C, pH 5.0 โดยม ีDNA พอลเิมอไรซส์งูเป็นสารตัง้ตน้ (Kunitz, M. (1950) J. Gen. 
Physiol. 33, 349 และ 363) 
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เพือ่ประหยัดเวลา การโหลดสามารถทําไดใ้นระหวา่งขัน้ตอนการหมนุเหวีย่ง 10 นาท ีหนึง่หรอืทัง้
สองขัน้ตอนตอ่ไปนี ้(ขัน้ตอนที ่3 และ 5) 

3. หมนุเหวีย่ง PAXgene Blood RNA Tube (BRT) เป็นเวลา 10 นาททีี ่3,000–5,000 x g โดยใช ้
โรเตอรแ์บบแกวง่ออก 

 
ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ตัวอยา่งเลอืดไดรั้บการบม่ในหลอด PAXgene Blood RNA Tube 
(BRT) เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 2 ชัว่โมงทีอ่ณุหภมูหิอ้ง (15–25°C) เพือ่ใหไ้ดเ้ซลลเ์ม็ด
เลอืดแตกอยา่งสมบรูณ์ 

 
โรเตอรต์อ้งมอีะแดปเตอรห์ลอดสําหรับหลอดกน้กลม หากใชอ้ะแดปเตอรห์ลอดชนดิ
อืน่ หลอดอาจแตกระหวา่งการหมนุเหวีย่ง 

4. นําสว่นเหนอืตะกอนออกโดยการรนิหรอืปิเปต เตมิน้ําปราศจาก RNase (RNFW) 4 ml ลงในเม็ด
และปิดหลอดโดยใชแ้ผน่ปิด BD Hemogard รองใหม ่(ใหม้าพรอ้มกบัชดุอปุกรณ์) 

หากรนิสารเหนอืตะกอน ใหร้ะวังอยา่รบกวนเม็ดและเชด็ขอบหลอดใหแ้หง้ดว้ยกระดาษเชด็มอืที่
สะอาด 

5. หมนุวนจนกวา่เม็ดจะละลายอยา่งเห็นไดช้ดัและหมนุเหวีย่งเป็นเวลา 10 นาททีี ่3,000–5,000 x g 
โดยใชโ้รเตอรแ์บบแกวง่ออก นําสว่นเหนอืตะกอนทัง้หมดออกและทิง้ 

เศษเล็กเศษนอ้ยทีเ่หลอือยูใ่นสว่นเหนอืตะกอนหลังจากการหมนุวน แตก่อ่นการหมนุเหวีย่งจะไม่
สง่ผลกระทบตอ่ขัน้ตอน 

 
การกําจัดสว่นเหนอืตะกอนทีไ่มส่มบรูณ์จะยับยัง้การแตกตัวและทําใหไ้ลเสตเจอืจางลง
ดังนัน้จงึสง่ผลตอ่เงือ่นไขในการจับ RNA กับเมมเบรน PAXgene 

6. เตมิบัฟเฟอรสํ์าหรับการแขวนลอย (BR1) 350 µl และหมนุวนจนเม็ดละลายอยา่งเห็นไดช้ดั 

7. ปิเปตตัวอยา่งลงในหลอดแปรรปู (PT) ขนาด 2 ml 

 
ใชห้ลอดแปรรปู (PT) ขนาด 2 ml ทีร่วมอยูใ่น PAXgene Blood RNA Kit 

8. ใสห่ลอดแปรรปู (PT) แบบเปิดทีม่ตัีวอยา่งลงในเครือ่งเขยา่เครือ่งมอื QIAcube (QIAcube 
Connect MDx: ด ูรปูที ่21, หนา้ 47; QIAcube: ด ูรปูที ่22, หนา้ 48) ตําแหน่งตัวอยา่งจะถกู
กําหนดหมายเลขเพือ่ความสะดวกในการโหลด เสยีบปล๊ักของชัน้วางเครือ่งเขยา่ (มาพรอ้มกบั
เครือ่งมอื QIAcube) ลงในชอ่งทีข่อบของชัน้วางเครือ่งเขยา่ทีอ่ยูต่ดิกบัหลอดแปรรูปแตล่ะหลอด 
สิง่นีทํ้าใหส้ามารถตรวจจับตัวอยา่งระหวา่งการตรวจสอบโหลด 
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ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ไดต้ดิตัง้อะแดปเตอรเ์ครือ่งเขยา่ทีถ่กูตอ้ง (อะแดปเตอรเ์ครือ่ง
เขยา่, 2 ml, หลอดล็อกสนทิ ซึง่มเีครือ่งหมาย "2" ทีม่าพรอ้มกับเครือ่งมอื QIAcube) 

 
หากประมวลผลนอ้ยกวา่ 12 ตัวอยา่ง ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ไดใ้สช่ัน้วางเครือ่งเขยา่
ตามทีแ่สดงใน รูปที ่26, หนา้ 52 ไมส่ามารถดําเนนิการหนึง่ (1) หรอื 11 ตัวอยา่งได ้
หมายเลขตําแหน่งในชัน้วางเครือ่งเขยา่จะตรงกับหมายเลขตําแหน่งในเครือ่งหมนุ
เหวีย่ง 

9. ปิดฝาครอบเครือ่งมอื QIAcube (QIAcube Connect MDx: ด ูรปูที ่17, หนา้ 42; QIAcube: ด ูรปู
ที ่18, หนา้ 43) 

10. เลอืกแนวทางปฏบัิต ิ"PAXgene Blood RNA Part A" และเริม่แนวทางปฏบัิต ิ

ทําตามคําแนะนําทีใ่หไ้วบ้นหนา้จอสมัผัสของเครือ่งมอื QIAcube 

 
ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ทัง้สองสว่นของโปรแกรม (สว่น A และสว่น B) ไดรั้บการตดิตัง้บน
เครือ่งมอื QIAcube แลว้ (ด ู"การตดิตัง้แนวทางปฏบัิตบินเครือ่งมอื QIAcube ", หนา้ 44) 

 
เครือ่งมอื QIAcube จะทําการตรวจสอบโหลดสําหรับตัวอยา่ง ทปิ โรเตอรอ์ะแดปเตอร์
และขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิา 

11. หลังจากแนวทางปฏบัิต ิ"PAXgene Blood RNA Part A" เสร็จสิน้ ใหเ้ปิดฝาครอบเครือ่งมอื 
QIAcube (QIAcube Connect MDx: ด ูรปูที ่17, หนา้ 42; QIAcube: ด ูรปูที ่18, หนา้ 43) ถอด
และทิง้คอลัมนส์ปิน PAXgene RNA (PRC) จากโรเตอรอ์ะแดปเตอรแ์ละหลอดแปรรปู (PT) เปลา่
ออกจากเครือ่งเขยา่ 

 
ระหวา่งการดําเนนิการคอลัมนส์ปิน จะถกูโอนจากตําแหน่งโรเตอรอ์ะแดปเตอร ์1 
(ตําแหน่งฝา L1) ไปยังตําแหน่งโรเตอรอ์ะแดปเตอร ์3 (ตําแหน่งฝา L2) โดยเครือ่งมอื 
(ด ูรปูที ่24, หนา้ 50) 

12. ปิดฝาของหลอดไมโครเซนตรฟิิวจข์นาด 1.5 ml (MCT) ทัง้หมดทีม่ ีRNA บรสิทุธิใ์นโรเตอร์
อะแดปเตอร ์(ตําแหน่ง 3, ตําแหน่งฝา L3 ดรูปูที ่24, หนา้ 50) ถา่ยโอนหลอดไมโครเซนตฟิิวจ์
ขนาด 1.5 ml (MCT) ไปยังอะแดปเตอรเ์ครือ่งเขยา่เครือ่งมอื QIAcube (QIAcube Connect 
MDx: ด ูรปูที ่21, หนา้ 47; QIAcube: ด ูรปูที ่22, หนา้ 48) 

13. ปิดฝาครอบเครือ่งมอื QIAcube (QIAcube Connect MDx: ด ูรปูที ่17, หนา้ 42; QIAcube: ด ูรปู
ที ่18, หนา้ 43) 
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14. เลอืกแนวทางปฏบัิต ิ"PAXgene Blood RNA Part B" และเริม่แนวทางปฏบัิต ิ

ทําตามคําแนะนําทีใ่หไ้วบ้นหนา้จอสมัผัสของเครือ่งมอื QIAcube 

 
โปรแกรมนีจ้ะบม่ตัวอยา่งทีอ่ณุหภมู ิ65°C และแปลงสภาพ RNA สําหรับแอปพลเิคชนั
ดาวนส์ตรมี แมว้า่แอปพลเิคชนัดาวนส์ตรมีจะมขีัน้ตอนการเแปลงสภาพความรอ้นอยา่
ละเวน้ขัน้ตอนนี ้การแปลงสภาพ RNA ทีเ่พยีงพอเป็นสิง่จําเป็นสําหรับประสทิธภิาพ
สงูสดุในแอปพลเิคชนัดาวนส์ตรมี 

15. หลังจากโปรแกรม "PAXgene Blood RNA Part B" เสร็จสิน้ใหเ้ปิดฝาครอบเครือ่งมอื QIAcube 
(QIAcube Connect MDx: ด ูรปูที ่17, หนา้ 42; QIAcube: ด ูรปูที ่18, หนา้ 43) วางหลอด 
ไมโครเซนตฟิิวจ ์(MCT) ทีม่ ีRNA บรสิทุธิบ์นน้ําแข็งทันท ี

 

คําเตอืน: พืน้ผวิรอ้น เครือ่งเขยา่สามารถเขา้ถงึอณุหภมูไิดส้งูถงึ 70°C (158°F) 
หลกีเลีย่งการสมัผัสเมือ่มันรอ้น 

 

 
อยา่ปลอ่ยให ้RNA บรสิทุธิค์า้งอยูใ่นเครือ่งมอื QIAcube เนือ่งจากตัวอยา่งไมไ่ดถ้กูทํา
ใหเ้ย็นลง RNA ทีบ่รสิทุธิจ์งึสามารถยอ่ยสลายได ้ดังนัน้จงึไมแ่นะนําใหดํ้าเนนิการ
เตรยีมตัวอยา่งคา้งคนืโดยไมม่กีารดแูล 

16. หากไมไ่ดใ้ชตั้วอยา่ง RNA ทันท ีใหจั้ดเก็บทีอ่ณุหภมู ิ–20°C หรอื –70°C 

เนือ่งจาก RNA ยังคงถกูเปลีย่นสภาพหลังจากการแชแ่ข็งและการละลายซ้ํา จงึไมจํ่าเป็นตอ้ง
ทําซ้ําแนวทางปฏบัิตกิารบม่ดว้ยความรอ้น (" PAXgene Blood RNA Part B") หากใชตั้วอยา่ง 
RNA ในการตรวจวนิจิฉัย ใหทํ้าตามคําแนะนําทีจั่ดทําโดยผูผ้ลติ 

สําหรับการหาปรมิาณ RNA ทีแ่มน่ยําโดยการดดูซบัที ่260 nm เราขอแนะนําใหเ้จอืจางตัวอยา่งใน 
Tris-HCl 10 mM คา่ pH 7.516* การเจอืจางตัวอยา่งในน้ําทีป่ราศจาก RNase อาจทําใหไ้ดค้า่ตํา่
อยา่งไมถ่กูตอ้ง  

ปรับเครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอรเ์ป็นศนูยโ์ดยใชช้อ่งวา่งทีป่ระกอบดว้ยบัฟเฟอรสํ์าหรับการชะลา้ง 
(BR5) และ บัฟเฟอร ์Tris-HCl ในสดัสว่นเดยีวกบัในตัวอยา่งทีจ่ะวัด บัฟเฟอรสํ์าหรับการชะลา้ง 
(BR5) มกีารดดูซบัสงูที ่220 nm ซึง่อาจทําใหร้ะดับการดดูซบัพืน้หลังสงูหากเครือ่งสเปกโตร
โฟโตมเิตอรไ์มไ่ดรั้บการปรับคา่เป็นศนูยอ์ยา่งเหมาะสม 

 

* เมือ่ทํางานกบัสารเคม ีควรสวมเสือ้คลมุสําหรับหอ้งปฏบิัตกิาร ถงุมอืแบบใชแ้ลว้ทิง้และแวน่ตาป้องกนัทีเ่หมาะสมเสมอ สําหรับ
ขอ้มลูเพิม่เตมิ โปรดอา่นเอกสารขอ้มลูความปลอดภัย (Safety Data Sheet, SDSs) ทีเ่หมาะสม ทีม่ใีหจ้ากผูผ้ลติสนิคา้ 
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สําหรับการหาปรมิาณในบัฟเฟอร ์Tris-HCl ใหใ้ชค้วามสมัพันธ ์ 

A260 = 1 => 44 µg/ml ดภูาคผนวก B, หนา้ 72 

17. ถอดชัน้วางขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาออกจากโตะ๊ทํางานของเครือ่งมอื QIAcube 
(QIAcube Connect MDx: ด ูรปูที ่21, หนา้ 47; QIAcube: ด ูรปูที ่22, หนา้ 48) และปิดขวด
ทัง้หมดดว้ยฝาปิดทีปิ่ดฉลากเหมาะสม บัฟเฟอรใ์นขวดสามารถจัดเก็บไวท้ีอ่ณุหภมูหิอ้ง  
(15–25°C) ไดน้านถงึ 3 เดอืน ถอดและทิง้สารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาทีเ่หลอือยูใ่นหลอด 
แปรรปู (PT) ในชอ่งเสยีบหลอดไมโครเซนตฟิิวจข์องเครือ่งมอื QIAcube ถอดและทิง้โรเตอร์
อะแดปเตอรจ์ากเครือ่งหมนุเหวีย่ง ลา้งลิน้ชกัขยะ QIAcube Connect MDx (QIAcube Connect 
MDx: ด ูรปูที ่17, หนา้ 42; QIAcube: ด ูรปูที ่18, หนา้ 43) ปิดฝาครอบเครือ่งมอื QIAcube และ
ปิดเครือ่งมอืดว้ยสวติชเ์ปิด/ปิด 

  



 

 

คูม่อื PAXgene Blood RNA 12/2020 69 

แนวทางการแกไ้ขปัญหา 

แนวทางการแกไ้ขปัญหานีอ้าจชว่ยแกปั้ญหาทีอ่าจเกดิขึน้ สําหรับขอ้มลูเพิม่เตมิ โปรดดหูนา้คําถามที่
พบบอ่ยทีศ่นูยส์นับสนุนดา้นเทคนคิของเรา: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx 
นักวทิยาศาสตรใ์นฝ่ายบรกิารดา้นเทคนคิของบรษัิท QIAGEN ยนิดตีอบคําถามทีค่ณุอาจมเีกีย่วกบัทัง้
ขอ้มลูหรอืแนวทางปฏบัิตใินคูม่อืฉบับนี ้ หรอืตัวอยา่งและเทคโนโลยกีารทดสอบ (สําหรับขอ้มลูตดิตอ่ 
ดหูนา้สดุทา้ย หรอืไปที ่www.qiagen.com)  

 ขอ้คดิเห็นและขอ้แนะนํา 

RNA ยอ่ยสลาย 

การปนเป้ือนของ RNase 
 

ระวังอยา่นํา RNases เขา้ไปในสารทีใ่ชเ้ป็นตัว
กระทําปฏกิริยิาในระหวา่งขัน้ตอนหรอืการจัดการ
ในภายหลัง (ดภูาคผนวก A หนา้ 71)  

ปรมิาณ RNA ตํา่ 

a) เลอืดนอ้ยกวา่ 2.5 ml ที่
เก็บใน PAXgene Blood 
RNA Tube (BRT) 

 
ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ไดเ้ก็บเลอืด 2.5 ml ใน 
PAXgene Blood RNA Tube (BRT ดคููม่อื 
PAXgene Blood RNA Tube)  

b) ความเขม้ขน้ของ RNA ที่
วัดไดใ้นน้ํา  

RNA ตอ้งเจอืจางใน Tris-HCl 10 mM คา่ 
pH 7.517* เพือ่การหาปรมิาณทีถ่กูตอ้ง  
(ดภูาคผนวก B หนา้ 72)  

c) เศษเซลลท์ีถ่า่ยโอนไปยัง
คอลัมนส์ปิน PAXgene 
RNA (PRC) ในขัน้ตอนที ่
9 และ 10 ของแนวทาง
ปฏบัิตแิบบแมนนวล 

 
หลกีเลีย่งการถา่ยโอนอนุภาคขนาดใหญเ่มือ่ทํา
การปิเปตสว่นเหนอืตะกอนในขัน้ตอนที ่7 ของ
แนวทางปฏบัิตแิบบแมนนวล (การถา่ยโอนเศษ
เล็กเศษนอ้ยจะไมส่ง่ผลกระทบตอ่ขัน้ตอน)  

 

* เมือ่ทํางานกบัสารเคม ีควรสวมเสือ้คลมุสําหรับหอ้งปฏบิัตกิาร ถงุมอืแบบใชแ้ลว้ทิง้และแวน่ตาป้องกนัทีเ่หมาะสมเสมอ สําหรับ
ขอ้มลูเพิม่เตมิ โปรดอา่นเอกสารขอ้มลูความปลอดภัย (Safety Data Sheet, SDSs) ทีเ่หมาะสม ทีม่ใีหจ้ากผูผ้ลติสนิคา้ 

http://www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx
http://www.qiagen.com/
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 ขอ้คดิเห็นและขอ้แนะนํา 

d) สว่นเหนอืตะกอนไมไ่ดถ้กู
กําจัดออกทัง้หมดใน
ขัน้ตอนที ่3 

 
ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ไดส้ว่นเหนอืตะกอนออกทัง้
หมดแลว้ หากรนิสว่นเหนอืตะกอน ใหนํ้าหยด
ออกจากขอบของ PAXgene Blood RNA Tube 
(BRT) โดยการซบัลงบนกระดาษ ใชม้าตรการ
ป้องกนัทีเ่หมาะสมเพือ่ป้องกนัการปนเป้ือนขา้ม  

e) หลังจากเก็บเขา้ 
PAXgene Blood RNA 
Tube (BRT) เลอืดจะถกู
บม่เป็นเวลานอ้ยกวา่ 2 
ชัว่โมง 

 
บม่เลอืดใน PAXgene Blood RNA Tube (BRT) 
อยา่งนอ้ย 2 ชัว่โมงหลังการเก็บ 

 

คา่ A260/A280 ตํา่ 

a) น้ําทีใ่ชใ้นการเจอืจาง 
RNA สําหรับการวัด 
A260/A280 

 
ใช ้Tris-HCl 10 mM คา่ pH 7.5 เพือ่เจอืจาง RNA 
กอ่นวัดความบรสิทุธิ์18* (ดภูาคผนวก B หนา้ 72) 

 

b) เครือ่งสเปกโตรโฟโต
มเิตอรไ์มไ่ดป้รับเป็นศนูย์
อยา่งเหมาะสม 

 
ปรับสเปกโตรโฟโตมเิตอรเ์ป็นศนูยโ์ดยใช ้
ชอ่งวา่งทีป่ระกอบดว้ยบัฟเฟอรสํ์าหรับชะลา้ง 
(BR5) และ Tris-HCl 10 mM คา่ pH 7.5 ใน
สดัสว่นเดยีวกบัในตัวอยา่งทีจ่ะวัด บัฟเฟอร์
สําหรับชะลา้ง (BR5) มกีารดดูซบัสงูที ่220 nm 
ซึง่อาจทําใหร้ะดับการดดูซบัพืน้หลังสงูหาก
เครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอรไ์มไ่ดรั้บการปรับคา่
เป็นศนูยอ์ยา่งเหมาะสม  

เครือ่งมอืทํางานผดิปกต ิ

เครือ่งมอื QIAcube ทํางานไม่
ถกูตอ้ง 

อา่นคูม่อืผูใ้ช ้QIAcube ทีเ่หมาะสมโดยใหค้วามสําคัญกบั
สว่นการแกไ้ขปัญหา ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่เครือ่งมอื 
QIAcube ไดรั้บการบํารงุรักษาอยา่งเหมาะสมตามทีอ่ธบิาย
ไวใ้นคูม่อืผูใ้ช ้

 

* Wilfinger, W.W., Mackey, M., and Chomczynski, P. (1997) Effect of pH and ionic strength on the 
spectrophotometric assessment of nucleic acid purity. BioTechniques 22, 474. 
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ภาคผนวก A: ขอ้สงัเกตทัว่ไปเกีย่วกบัการจัดการ 
RNA 

การจัดการ RNA 

 
ไรโบนวิคลเีอส (RNases) เป็นเอ็นไซมท์ีม่คีวามเสถยีรและแอคทฟีมากซึง่โดยท่ัวไป
ไมต่อ้งการปัจจัยรว่มในการทํางาน เนือ่งจาก RNases เป็นเรือ่งยากทีจ่ะปิดการใชง้าน
และแมป้รมิาณนาทเีพยีงพอตอ่การยอ่ยสลาย RNA อยา่ใชอ้ปุกรณ์พลาสตกิหรอืเครือ่ง
แกว้ใด ๆ โดยไมไ่ดกํ้าจัดการปนเป้ือนของ RNase ทีเ่ป็นไปไดก้อ่น ควรใชค้วาม
ระมัดระวังเป็นอยา่งยิง่เพือ่หลกีเลีย่งการนํา RNases เขา้สูตั่วอยา่ง RNA โดยไมไ่ด ้
ตัง้ใจระหวา่งหรอืหลังขัน้ตอนการทําใหบ้รสิทุธิ ์ ในการสรา้งและรักษาสภาพแวดลอ้มที่
ปราศจาก RNase ตอ้งใชค้วามระมัดระวังในระหวา่งการปรับสภาพและการใชภ้าชนะ
และสารละลายทีใ่ชแ้ลว้ทิง้และใชแ้ลว้ไมท่ิง้ในขณะทีทํ่างานกบั RNA 

การจัดการทัว่ไป 

 
ควรใชเ้ทคนคิทางจลุชวีวทิยาและปลอดเชือ้ทีเ่หมาะสมเมือ่ทํางานกบั RNA มอืและ
อนุภาคฝุ่ นเป็นพาหะของแบคทเีรยีและเชือ้ราและเป็นแหลง่ทีม่าของการปนเป้ือน 
RNase ทีพ่บบอ่ยทีส่ดุ สวมถงุมอืลาเท็กซห์รอืไวนลิทกุครัง้ในขณะทีจั่ดการสารทีใ่ช ้
เป็นตัวกระทําปฏกิริยิาและตัวอยา่ง RNA เพือ่ป้องกนัการปนเป้ือนของ RNase จาก
พืน้ผวิของผวิหรอืจากอปุกรณ์ในหอ้งปฏบัิตกิารทีเ่ต็มไปดว้ยฝุ่ น เปลีย่นถงุมอืบอ่ย ๆ 
และปิดหลอดทกุครัง้ทีทํ่าได ้เก็บ RNA ทีบ่รสิทุธิไ์วบ้นน้ําแข็งเมือ่ปิเปตสว่นยอ่ยสําหรับ
แอปพลเิคชนัดาวนส์ตรมี 

แนวทางปฏบัิตสํิาหรับกําจัดการปนเป้ือนของ RNase จากเครือ่งแกว้และสารละลายสามารถพบไดใ้น
คูม่อือณูชวีวทิยาท่ัวไป เชน่ Sambrook, J. and Russell, D. W. (2001) Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, 3rd ed. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press. 
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ภาคผนวก B: การหาปรมิาณและการกําหนดคณุภาพ
ของ RNA ทัง้หมด 

การหาปรมิาณของ RNA 

ความเขม้ขน้ของ RNA ควรถกูกําหนดโดยการวัดการดดูซบัที ่260 nm (A260) ในเครือ่งสเปกโตรโฟโต
มเิตอร ์ ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่มคีวามสําคัญ การอา่นควรอยูใ่นชว่งเชงิเสน้ของเครือ่งสเปกโตรโฟโต
มเิตอร ์การดดูซบั 1 หน่วยที ่260 nm สอดคลอ้งกบั 44 µg ของ RNA ตอ่ ml (A260 = 1⇒ 44 µg/m) 
ความสมัพันธน์ีใ้ชไ้ดเ้ฉพาะกบัการวัดใน Tris-HCl 10 mM คา่ pH 7.5, 19* ดังนัน้หากจําเป็นตอ้งเจอืจาง
ตัวอยา่ง RNA และควรทําใน Tris-HCl 10 mM ตามทีก่ลา่วไวด้า้นลา่ง (ด ู “ความบรสิทุธิข์อง RNA”, 
หนา้ 73) อัตราสว่นระหวา่งคา่การดดูซบัที ่260 และ 280 nm ใหค้วามบรสิทุธิข์อง RNA โดยประมาณ 
เมือ่ทําการวัดตัวอยา่ง RNA ตอ้งแน่ใจวา่ Cuvettes นัน้ปราศจาก RNase ปรับเครือ่งสเปกโตรโฟโต
มเิตอรเ์ป็นศนูยโ์ดยใชช้อ่งวา่งทีป่ระกอบดว้ย บัฟเฟอรสํ์าหรับชะลา้ง (BR5) และบัฟเฟอรสํ์าหรับ Tris-
HClในสดัสว่นเดยีวกบัในตัวอยา่งทีจ่ะวัด บัฟเฟอรสํ์าหรับชะลา้ง (BR5) มกีารดดูซบัสงูที ่220 nm ซึง่
อาจทําใหร้ะดับการดดูซบัพืน้หลังสงูหากเครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอรไ์มไ่ดรั้บการปรับคา่เป็นศนูยอ์ยา่ง
เหมาะสม ตัวอยา่งการคํานวณทีเ่กีย่วขอ้งกบัการหาปรมิาณ RNA แสดงไวด้า้นลา่ง  

ปรมิาตรของตัวอยา่ง RNA = 80 µl 
การเจอืจาง (1/15) = ตัวอยา่ง RNA 10 µl + 10 mM Tris-HCl 140 µl คา่ pH 7.5  
วัดการดดูซบัของตัวอยา่งเจอืจางใน Cuvette (ปราศจาก RNase) 
A260  = 0.3 
ความเขม้ขน้ของตัวอยา่ง  = 44 x A260 x ปัจจัยการเจอืจาง 
 = 44 x 0.3 x 15 
 = 198 µg/ml 
ปรมิาณรวม = ความเขม้ขน้ x ปรมิาตรของตัวอยา่งเป็นมลิลลิติร 
 = 198 µg/ml x 0.08 ml 
 = 15.8 µg RNA 

 

* เมือ่ทํางานกบัสารเคม ีควรสวมเสือ้คลมุสําหรับหอ้งปฏบิัตกิาร ถงุมอืแบบใชแ้ลว้ทิง้และแวน่ตาป้องกนัทีเ่หมาะสมเสมอ สําหรับ
ขอ้มลูเพิม่เตมิ โปรดอา่นเอกสารขอ้มลูความปลอดภัย (Safety Data Sheet, SDSs) ทีเ่หมาะสม ทีม่ใีหจ้ากผูผ้ลติสนิคา้ 
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ความบรสิทุธิข์อง RNA 

อัตราสว่นของการอา่นที ่260 nm และ 280 nm (A260/A280) ใหค้วามบรสิทุธิข์อง RNA โดยประมาณ
เกีย่วกบัสารปนเป้ือนทีด่ดูซบัใน UV เชน่โปรตนี อยา่งไรก็ตาม อัตราสว่น A260/A280 ไดรั้บอทิธพิลอยา่ง
มากจาก pH pH ทีตํ่า่ลงสง่ผลใหอั้ตราสว่น A260/A280 และลดความไวในการปนเป้ือนของโปรตนี20* 
สําหรับคา่ทีถ่กูตอ้ง เราขอแนะนําใหว้ัดคา่การดดูซบัใน Tris-HCl 10 mM คา่ pH 7.5 RNA บรสิทุธิม์ี
อัตราสว่น A260/A280 ของ 1.8–2.2 ใน Tris-HCl 10 mM คา่ pH 7.5 ปรับเครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอร์
เป็นศนูยโ์ดยใชช้อ่งวา่งทีป่ระกอบดว้ยบัฟเฟอรสํ์าหรับชะลา้ง (BR5) และบัฟเฟอรสํ์าหรับ Tris-HCl ใน
สดัสว่นเดยีวกบัในตัวอยา่งทีจ่ะวัด บัฟเฟอรสํ์าหรับชะลา้ง (BR5) มกีารดดูซบัสงูที ่220 nm ซึง่อาจทํา
ใหร้ะดับการดดูซบัพืน้หลังสงูหากเครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอรไ์มไ่ดรั้บการปรับคา่เป็นศนูยอ์ยา่ง
เหมาะสม 

  

 

* Wilfinger, W.W., Mackey, M., and Chomczynski, P. (1997) Effect of pH and ionic strength on the 
spectrophotometric assessment of nucleic acid purity. BioTechniques 22, 474. 
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ภาคผนวก C: การจัดการ PAXgene Blood RNA 
Tubes (BRT) 

 
คําแนะนําตอ่ไปนีจ้าก BD อาจเป็นประโยชนเ์มือ่จัดการ PAXgene Blood RNA Tubes 
(BRT) ดคููม่อื PAXgene Blood RNA Tube สําหรับขอ้มลูเพิม่เตมิเกีย่วกบั PAXgene 
Blood RNA Tubes (BRT) 

คําแนะนําในการกําจดัฝาปิด BD Hemogard 

1. จับ PAXgene Blood RNA Tube (BRT) ดว้ยมอืเดยีวโดยวางนิว้หัวแมม่อืไวใ้ตฝ้าปิด BD 
Hemogard (เพือ่เพิม่ความมั่นคง ใหว้างแขนบนพืน้ผวิทบึ) ใชม้อือกีขา้งหนึง่ บดิฝาปิด BD 
Hemogard ในขณะทีดั่นขึน้พรอ้มกนัดว้ยนิว้หัวแมม่อืของมอือกีขา้งหนึง่เทา่นัน้จนกวา่จกุปิดหลอด
จะคลาย 

2. เลือ่นนิว้หัวแมม่อืออกไปกอ่นยกฝาปิด หา้มใชน้ิว้หัวแมม่อืดันฝาปิดหลอด PAXgene Blood RNA 
Tube (BRT) ออก ขอ้ควรระวัง: มอัีนตรายจากการสมัผัสหาก PAXgene Blood RNA Tube (BRT) 
บรรจเุลอืด เพือ่ชว่ยป้องกนัการบาดเจ็บในระหวา่งการถอดฝาปิดออก สิง่สําคัญคอืตอ้งเอา
นิว้หัวแมม่อืทีใ่ชดั้นฝาปิดขึน้ดา้นบนออกจากการสัมผัสกบั PAXgene Blood RNA Tube (BRT) 
ทันททีีฝ่าปิด BD Hemogard คลายออก 

3. ยกฝาปิด PAXgene Blood RNA Tube (BRT) ออก ในกรณีทีไ่มน่่าจะเป็นไปไดท้ีตั่วป้องกนั
พลาสตกิแยกออกจากจกุยาง หา้มประกอบฝาปิดใหม ่ถอดจกุยางออกจาก PAXgene Blood RNA 
Tube (BRT) อยา่งระมัดระวัง 

คําแนะนําสําหรบัการใสฝ่าปิด BD Hemogard รอง 

1. เปลีย่นฝาปิด PAXgene Blood RNA Tube (BRT) 

2. บดิและดันลงใหแ้น่นจนกระท่ังจกุปิดเขา้ทีจ่นสดุ จําเป็นตอ้งใสจ่กุปิดเขา้ไปใหมอ่ยา่งสมบรูณ์
เพือ่ใหฝ้าปิดยังคงอยูอ่ยา่งปลอดภัยบน PAXgene Blood RNA Tube (BRT) ในระหวา่งการจัดการ 
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ขอ้มลูการสัง่ซือ้ 

ผลติภณัฑ ์ สิง่ทีบ่รรจ ุ หมายเลข
แคตตาล็อก 

PAXgene Blood RNA Kit (50) 50 PAXgene Spin Columns, 50 Shredder 
Spin Columns, หลอดแปรรูป, RNase-Free 
DNase I, สารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิา
และบัฟเฟอรท์ีป่ราศจาก RNase 

762174 

PAXgene Blood RNA Tubes 
(100) 

หลอดเก็บเลอืด 100 762165 

ผลติภณัฑท์ีเ่กีย่วขอ้งทีส่ามารถส ัง่ซือ้ไดจ้ากบรษิทั QIAGEN  

Starter Pack, QIAcube แพ็คประกอบดว้ย: ชัน้วางขวดสารทีใ่ชเ้ป็น
ตัวกระทําปฏกิริยิา (3); แถบตดิฉลากชัน้วาง 
(8); ทปิฟิลเตอร ์200 µl (1024); ทปิ
ฟิลเตอร ์1000 µl (1024); ทปิฟิลเตอร ์
1000 µl, wide-bore (1024); ขวดสารทีใ่ช ้
เป็นตัวกระทําปฏกิริยิา 30 ml (18); อะแดป
เตอรโ์รเตอร ์(240); ทีย่ดึอะแดปเตอรโ์ร
เตอร ์

990395 

Filter-Tips, 1000 µl (1024) ทปิฟิลเตอรแ์บบใชแ้ลว้ทิง้ทีป่ราศจากเชือ้ 
วางบนชัน้ 

990352 

Reagent Bottles, 30 ml (6) ขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิา (30 ml) 
พรอ้มฝา แพ็ค 6; สําหรับใชก้บัชัน้วางขวด
สารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาเครือ่งมอื 
QIAcube 

990393 

Rotor Adapters (10 x 24) สําหรับ 240 การจัดเตรยีม: 240 โรเตอร์
อะแดปเตอรแ์บบใชแ้ลว้ทิง้; สําหรับใชก้ับ
เครือ่งมอื QIAcube 

990394 
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ผลติภณัฑ ์ สิง่ทีบ่รรจ ุ หมายเลข
แคตตาล็อก 

Reagent Bottle Rack ชัน้วางสําหรับใสข่วดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทํา
ปฏกิริยิา 6 x 30 ml บนโตะ๊ทํางานของ
เครือ่งมอื QIAcube 

990390 

Rotor Adapter Holder อปุกรณ์จับยดึสําหรับโรเตอรอ์ะแดปเตอร์
แบบใชแ้ลว้ทิง้ 12 ตัว; สําหรับใชก้บั
เครือ่งมอื QIAcube 

990392 

ผลติภณัฑท์ีเ่กีย่วขอ้งทีส่ามารถส ัง่ซือ้ไดจ้าก BD*  

Blood Collection Set BD Vacutainer® Safety-Lok™ ชดุเก็บ
เลอืด 6: 21G, เข็ม 0.75 inch (0.8 × 
19 mm), หลอด 12 inch (305 mm) 
พรอ้มอะแดปเตอร ์Luer; 50 ตอ่กลอ่ง, 
200 ตอ่ลัง 

367286 

BD Vacutainer One-Use 
Holder 

ลังสําหรับเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 13 mm และ 
16 mm เทา่นัน้ 1,000/ลัง 

364815 

BD Vacutainer Plus Serum 
Tubes 

การดดู 13 x 75 mm 4.0 ml พรอ้มฝาปิด 
BD Hemogard สแีดงและฉลากกระดาษ 
100/กลอ่ง 1,000/ลัง 

368975 

 
* อปุกรณ์เสรมิสําหรับการเกบ็เลอืดเหลา่นี้เป็นตัวแทนของผลติภณัฑท์ัว่ไปทีส่ามารถใชก้บั PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) 

ได ้หากตอ้งการขอ้มลูเพิม่เตมิเกีย่วกบัอปุกรณ์เสรมิเหลา่นี้รวมถงึวธิกีารสัง่ซือ้โปรดไปที ่www.preanalytix.com 

สําหรับขอ้มลูใบอนุญาตและขอ้มลูปฏเิสธความรับผดิชอบผลติภัณฑจํ์าเพาะทีเ่ป็นปัจจบัุน ดคููม่อืชดุ
อปุกรณ์ QIAGEN หรอืคูม่อืผูใ้ชง้าน PreAnalytiX ทีเ่กีย่วขอ้ง คูม่อืชดุอปุกรณ์และคูม่อืผูใ้ชง้าน 
PreAnalytiX และ QIAGEN จะมใีหท้ี ่ www.preanalytix.com และ www.qiagen.com หรอื
สามารถขอไดจ้ากฝ่ายบรกิารดา้นเทคนคิของ PreAnalytiX 

http://www.preanalytix.com/
http://www.preanalytix.com/
http://www.qiagen.com/
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ประวตักิารแกไ้ขคูม่อื 

เอกสารและการแกไ้ข การเปลีย่นแปลง วนัที ่
HB-0101-004, R2 การเปลีย่นแปลงเพือ่ใหส้อดคลอ้งกบักฎระเบยีบ GHS 

ตลอดทัง้เอกสาร 
มถินุายน 2015 

HB-0101-005, R3 เทมเพลตใหม ่การแกไ้ขแนวทางปฏบิัตแิบบอัตโนมัติ
และขอ้มลูประสทิธภิาพ การอปัเดตขอ้มลูดา้นความ
ปลอดภัยเพือ่ใหส้อดคลอ้งกบักฎระเบยีบ GHS การ
เปลีย่นแปลงรายละเอยีดเครือ่งมอืและขอ้ความ
ขอ้จํากดัการใชผ้ลติภณัฑ ์

กมุภาพนัธ ์2019 

HB-0101-006, R3 การแกไ้ขชือ่ชดุอปุกรณ์ในตารางสิง่ทีบ่รรจใุนชดุ
อปุกรณ ์หนา้ 5 

มกราคม 2020 

HB-0101-007, R4 เพิม่ QIAcube Connect MDx ไปยงัแนวทางปฏบิัติ
แบบอัตโนมัต ิอปัเดตภาษาตลอดเพือ่รวมการอา้งองิ
ถงึ QIAcube Connect MDx; อัปเดตตาราง หนา้และ
ตัวเลขตลอด  
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PreAnalytiX ท ัว่โลก 
ผลติภัณฑ ์PreAnalytiX จัดจําหน่ายโดยบรษัิท QIAGEN และ BD 
 
QIAGEN – ฝ่ายบรกิารลกูคา้ 
การส ัง่ซือ้ www.QIAGEN.com/shop | ฝ่ายสนบัสนุนดา้นเทคนคิ support.qiagen.com | เว็บไซต ์
www.qiagen.com 
 
BD – ฝ่ายบรกิารลกูคา้ 
 
Argentina, Uruguay and Paraguay 
Orders: 0800.444.5523 
E-mail: crc_argentina@bd.com 
 
Australia 
Orders: 1.800.656.100 
Fax: 1.800.656.110 
E-mail: bd_anz@bd.com 
 
Austria 
Orders: 43.1.7063660 
Fax: 43.1.706366011 
E-mail: customercare.at@bd.com 
 
Belgium 
Orders: 32.53.720.556 
Fax: 32.53.720.549 
E-mail: orders.be@bd.com 
 
Brazil 
Orders: 0800.055.56.54 
E-mail: consultoria_vacutainer@bd.com 
 
Canada 
Technical support: 1.800.631.0174 
Orders: 1.866.979.9408 
Fax: 1.800.565.0897 
E-mail: customer.service.canada@bd.com 
 
Central and Eastern Europe 
Orders: 48.22.377.11.11 
Fax: 48.22.377.11.02 
Bulgaria orders: info_bulgaria@bd.com  
Czech Republic orders: info_czech@bd.com  
Croatia orders: info_croatia@bd.com  
Hungary orders: info_hungary@bd.com  
Poland orders: info_poland@bd.com  
Romania orders: info_romania@bd.com 
Southeast Europe orders: info_balkan@bd.com  
Serbia orders: info_serbia@bd.com 
Slovakia orders: info_slovakia@bd.com  
Slovenia orders: info_slovenia@bd.com 
 
 
 

Denmark 
Orders: 45.43.43.45.66 
Fax: 45.43.96.56.76 
Orders: ordre.dk@bd.com 
Technical support: bddenmark@bd.com 
 
Finland 
Orders: 358.9.88.70.780 
Fax: 358.9.88.70.7816 
Orders: tilaukset.fi@bd.com  
E-mail: bdsuomi@bd.com 
  
France 
Orders: 33.476.68.36.36 
Fax: 33.476.68.36.93 
E-mail: serviceclientbdf@bd.com  
Orders: commandesfr@bd.com  
Technical support: vacutainerfr@bd.com 
 
Germany 
Orders: 49.6221.3050 
Fax: 49.6221.305.216 
E-mail: customercare.de@bd.com 
 
India 
Orders: 91.124.3949390 
Orders: bd_india@bd.com 
 
Ireland (Aquilant Specialist Healthcare Services) 
Customer support: 353.1.404.8350 
Fax: 353.1.404.8352 
E-mail: contactus@aquilantscientific.ie 
 
Israel (Lapidot Medical)  
Customer Support: 972.700.70.90.22  
E-mail: cs@lapidot.com 
 
Italy 
Orders: 39.02.48240.500 
Fax: 39.02.48240.775 
Technical support: 39.3450655140  
E-mail: ordini.it@bd.com 
 
 
 

http://www.qiagen.com/shop
http://support.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/
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Middle East & Africa 
Orders: 971.45.592.555 
Fax: 971.45.592.599 
E-mail: EMA_PAS@bd.com 
 
The Netherlands 
Orders: 31.20.582.94.20 
Fax: 31.20.582.94.21 
Orders: orders.nl@bd.com 
 
New Zealand 
Orders: 0800.572.468 
Fax: 0800.572.469 
E-mail: nz_customerservice@bd.com 
 
Norway 
Customer Support: 64.00.99.00  
E-mail: bdnorge@bd.com  
Orders: ordre.no@bd.com 
 
Southeast Asia 
E-mail: PAS.SEA@bd.com  
Indonesia orders: 622.1577.1920 
Malaysia orders: 603.2093.8788 
Philippines orders: 63.2478.8881 
Singapore orders: 65.6861.0633 
Thailand orders: 662.646.1800 
Vietnam orders: 848.3822.7409 
 
 

South Korea 
Orders: 02.3404.3706 
Fax: 02.3404.3785 
Technical: 02.3404.3706 
Technical support: Korea_PAS@bd.com 
 
Spain, Portugal and Andorra 
Orders: 34.91.848.8174 
Customer support: 34.902.27.17.27 
Fax: 34.91.848.8115 
E-mail: info.spain@bd.com 
 
Sweden 
Orders: 46.8.775.51.00 
Fax: 46.8.645.08.08 
Orders: order.se@bd.com 
Technical support: bdsweden@bd.com 
 
Switzerland 
Orders: 41.61.485.22.24 
Fax: 41.61.485.22.00 
E-mail: infoch@bd.com 
 
UK 
Orders: 0800.917.8776 
E-mail: bduk_customerservice@bd.com 
 
USA 
Customer support: 800.631.0174 
E-mail: productcomplaints@bd.com 
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