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การคัดเลอืกประชากรทีจ่ะท าการศึกษา 

 
 

Zα= ค่า Z ท่ีไดจ้ากตารางมาตรฐาน เม่ือก าหนดความเช่ือมัน่ 95% = 1.96 

Zβ= ค่า Z ท่ีไดจ้ากตารางมาตรฐาน เม่ือก าหนด power of the test 90% = 1.28 

Pt = สัดส่วนการเกิดเหตุการณ์ท่ีสนใจในกลุ่มศึกษา = 0.58 

Pc = สัดส่วนการเกิดเหตุการณ์ท่ีสนใจในกลุ่มควบคุม = 0 
Qc= 1- Pc= 1 

Qt= 1- Pt = 0.42 

P = (Pc+ Pt)/2 =0.29 

Q = 1-P =0.71 

ขนาดตวัอยา่งต่อกลุ่ม =    

                                  = 10.6 ~ 11 คน   
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ดงันั้นจะตอ้งใชข้นาดตวัอยา่งต่อกลุ่ม กลุ่มละ 11 คนเป็นอยา่งนอ้ย 

        ในการทดลองน้ีใชก้ลุ่มตวัอยา่งทดลอง 2 กลุ่มคือ กลุ่มศพท่ีไดรั้บการวินิจฉยัวา่เสียชีวติจาก

การจมน ้าจ  านวน 16 ศพ และกลุ่มศพท่ีเสียชีวติจากสาเหตุอ่ืนจ านวน 16 ศพ 

การเกบ็ตัวอย่างเลอืด 

        ใช้ตวัอย่างเลือดท่ีเก็บจากหัวใจและการเก็บเลือดนั้นเก็บโดยเทคนิคปราศจากเช้ือ เก็บไวใ้น

อุณหภูมิ    C จนกวา่จะน ามาทดสอบโดยไม่ทิ้งไวเ้กิน 3 วนั 

การสกดัสารพนัธุกรรม 

        ประยุกตใ์ชว้ิธีของ Standard Operation Procedure งานตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอส าหรับงาน

นิติเวช ภาควิชานิติเวชศาสตร์ คณะแพทย์ศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ (วิฑูรย์และธานินทร์, 

2005) มีขั้นตอนดงัน้ี 

1. ป่ันแยกเลือด ท่ีความเร็ว  4,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เพื่อใหเ้ม็ดเลือดแดงและเศษเซลล์

ตกตะกอนท่ีกน้หลอด 

2. ดูดแยกน ้าเหลืองท่ีอยูด่า้นบนออกใส่หลอดใหม่จ  านวน 500 µl ระวงัอยา่ให้มีเม็ดเลือดแดง

หรือเศษเซลลติ์ดมาดว้ย 

3. น าส่วนน ้ าเหลืองท่ีแยกออกมาป่ันท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เพื่อให้

แบคทีเรียท่ีมีอยู่ตกลงสู่ก้อนหลอด ในกรณีท่ีเห็นตะกอนสีขาวอยู่ท่ีก้นหลอด ให้ดูด

น ้ าเหลืองส่วนบนทิ้ง หากไม่สามารถมองเห็นตะกอนท่ีก้อนหลอดได้ ให้ดูดน ้ าเหลือง

ส่วนบนออก เหลือส่วนล่างไวเ้ล็กนอ้ย 

4. ป่ันลา้งตะกอนดว้ยน ้ ากลัน่ 1 ml อีก 2 คร้ัง ดูดน ้ าชั้นบนทิ้ง ให้เหลือแต่ตะกอนจบัท่ีกน้

หลอด 

5. เติม proteinase K (10 mg/ml) ลงไป 2 µl เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

6. เติมเม็ด chelex ลงไปให้ท่วมตะกอน และเติม 10 mM Tris pH 8.5 จ านวน 200 µl เขยา่

เบาๆใหเ้ขา้กนั 
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7. แช่อบท่ีอุณหภูมิ 55   C นาน 1 ชัว่โมง น าไปเขยา่วน  5-10 วนิาที ป่ันแยกท่ีความเร็ว 14,000 

รอบต่อนาที นาน 10 วนิาที 

8. แช่อบท่ีอุณหภูมิ 75   C นาน 1 ชัว่โมง  

9. น าไปเขยา่วน  10 วนิาทีป่ันแยกท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 10 วนิาที 

10. ใชน้ ้ าส่วนบนเป็นแม่แบบส าหรับขบวนการ LAMP ตวัอยา่งท่ีเหลือเก็บไวท่ี้ 2-8    C หรือ

แช่แขง็ เม่ือตอ้งการน ามาใชใ้หม่ ใหด้ าเนินการตามขั้นตอนท่ี 9 และ 10 ตามท่ีกล่าวมาแลว้ 

ตัวควบคุมผลบวก (Positive control) และตัวควบคุมผลลบ (Negative control) 

        ตวัควบคุมผลบวก ไดจ้ากการน าน ้ าลายมาสกดัเช้ือ Streptococcus salivarius โดยใชน้ ้ าลาย

ปริมาตร 1 ml สกดัตามวิธีการสกดัสารพนัธุกรรมของแบคทีเรียในเลือด ตวัควบคุมผลลบ (mock 

control) ใชน้ ้าเลือดของผูท่ี้ไม่ไดเ้สียชีวติจากการจมน ้า และน ้ากลัน่ 

กำรเพิม่ปริมำณ DNA โดยวธีิ Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP)  

        ประยกุตใ์ชว้ิธีของ Nakanishi (Nakanishi et al., 2011) โดยท าการเพิ่มปริมาณ DNA โดย

ใช ้primer ท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือในส่วนของ glucosyltransferase K (gtfK) มีขั้นตอนดงัน้ี 

ใชไ้พร์เมอร์ทั้งหมด 6 ตวัคือ 

FIP 5’-CAGGTTTGGCTTCAACCTCTACGTTCAACCAAATTCAGGAAC- 3’ 

 BIP 5’-GTTGCTACTAAACCAGAAACAGCACTTCTCAGTCGTTGGAG- 3’ 

  F3 5’-GTTACTGCTGACAAACCAG- 3’ 

 B3 5’-CCTTAATTTCGGCTTCAGAA- 3’ 

 LF 5’-TGCTGCAGCTCTATCACTAG- 3’ 

 LB 5’-AGAAGTCGCTGCAAATGCTG- 3’ 
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ตำรำง 1 แสดงควำมเข้มข้นของ Primer แต่ละตัวในปฏิกริิยำ LAMP 25 µl ทีม่ีดังนี ้

Primer ควำมเข้มข้นสุดท้ำย 
FIP 1.6 µM 

BIP 1.6 µM 

F3 0.8 µM 

B3 0.8 µM 

LF 0.2 µM 

LB 0.2 µM 

 

ในปฏิกิริยาเกิดในส่วนผสมท่ีมีปริมาตร 25 µl ซ่ึงประกอบไปดว้ย 

ตำรำง 2 แสดงส่วนผสมในปฏิกริิยำ LAMP 25 µl 

สำรเคมี ปริมำณทีใ่ช้ 
น ้า 9.0 µl 
10X reaction buffer 2.5 µl 
4M Betaine 4.0 µl 
5mM each dNTPs 4.0 µl 
Primer mix 2.5 µl 
8U/µl Bst polymerase 1.0 µl 
template 2.0 µl 

 

การเตรียม Primer mix และ 5mM each dNTPs ดูไดจ้าก ภาคผนวก ก 

LAMP condition มีดงัน้ี 

- แช่อบท่ีอุณหภูมิ 63  C 60 นาที 

- หยดุปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 80  C 2 นาที 
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กำรตรวจสอบผลของสำรพนัธุกรรมทีไ่ด้ 

        ตรวจสอบว่ามี Lamp products โดยการท า polyacrylamide gel electrophoresis 

(ภาคผนวก ก) เม่ือผลเป็นบวกจะปรากฏแถบดีเอ็นเอมีลกัษณะเป็นขั้นบนัได ส่วนผลลบจะไม่

ปรากฏแถบท่ีมีลกัษณะเป็นขั้นบนัได 

กำรเพิม่ปริมำณ DNA โดยวธีิ Polymerase Chain Reaction (PCR)  

        ประยกุตใ์ชว้ธีิของ Suto (Suto et al., 2009) โดยท าการเพิ่มปริมาณ DNA โดยใช ้primer ท่ี

จ  า เพาะต่อเ ช้ือในส่วนของ fructosyltransferase (ftf) gene and uracil 

phosphoribosyltransferase and ATP - dependent protease proteolytic subunit genes มี

ขั้นตอนดงัน้ี ใชไ้พร์เมอร์ 

      Forward primer        5’-CCAGCGGTACCAAAGGTAAA- 3’ 

      Backward primer     5’-GCACTCATCCAATTGTCACG- 3’ 

ในปฏิกิริยาเกิดในส่วนผสมท่ีมีปริมาตร 10 µl ซ่ึงประกอบไปดว้ย 

ตำรำง 3 แสดงส่วนผสมในปฏิกริิยำ PCR 10 µl 

สำรเคมี ปริมำณทีใ่ช้ 
น ้า 5.0 µl 
10X Taq buffer 1.0 µl 
1 mM each dNTPs 1.0 µl 
5 µM each Primer mix 1.0 µl 
0.25U/µl Taq DNA polymerase 1.0 µl 
template 1.0 µl 

 

การเตรียม 0.25 mM each dNTPs และ 5 µM each Primer mix ดูไดจ้าก ภาคผนวก ก 
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PCR condition มีดงัน้ี 

- Denaturation ท่ี 94   C นาน 10 นาที 

- Denaturation ท่ี 94   C นาน 30 วนิาที, Annealing ท่ี 53   C นาน 30 วินาที, Extension ท่ี 

72   C นาน 30 วนิาที จ านวน 38 รอบ 

- Final Extension ท่ี 72   C นาน 10 นาที 

กำรตรวจสอบผลกำรทดลอง 

        ตรวจสอบว่ามีผลผลิตของ PCR โดยการท า polyacrylamide gel electrophoresis 

(ภาคผนวก ก) เม่ือผลเป็นบวกจะปรากฏแถบดีเอน็ขนาด 223 bp ผลลบจะไม่ปรากฏแถบดีเอน็เอ 

        ในการทดลองจะตอ้งท าตวัควบคุมทั้งผลบวกและผลลบทุกคร้ังเพื่อป้องกนัผลบวกปลอมท่ีเกิด

จากการปนเป้ือนของเช้ือในส่วนผสมต่างๆท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา และผลลบปลอมท่ีอาจเกิดจาก

ความผดิพลาดในส่วนของน ้ายาและขั้นตอนการท า 

 


