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บทคดัย่อ 
 
จุดประสงค์ของงานวิจยัน้ีคือเพื่อพฒันาวิธีทางอณูชีววิทยาในการตรวจเช้ือแบคทีเรียก่อ

โรคท่ีปนเป้ือนในอาหารและเปรียบเทียบผลการตรวจตวัอย่างกบัวิธีการเพาะเล้ียงเช้ือแบบดั้งเดิม
งานวิจยัน้ีไดพ้ฒันาวิธีการตรวจทางอณูชีววิทยาเป็น 2 เทคนิค ไดแ้ก่ เทคนิคท่ี 1 การพฒันาเทคนิค
มลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ท่ีสามารถตรวจเช้ือก่อโรคในอาหาร 3 สายพนัธ์ุ แบบพร้อมกนัโดยประกอบดว้ย    
Salmonella spp., Bacillus cereus และ Staphylococcus aureus และเทคนิคท่ี 2 การพฒันาเทคนิค
แลมป์ร่วมกับการอ่านผลด้วยเคร่ืองวดัความขุ่นแบบง่ายท่ีมีความไวในการตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย 
Salmonella spp. ท่ีก่อโรคในอาหาร โดยการพฒันาเทคนิคทั้งสองได้ศึกษาหาสภาวะและเวลาท่ี
เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา อีกทั้งน าเทคนิคท่ีพฒันาข้ึนไปประยุกตใ์ชต้รวจเช้ือแบคทีเรียเป้าหมายท่ี
ปนเป้ือนในตวัอยา่งอาหาร 

ผลการวิจยัในการพฒันาเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์พบว่ามีความไวในการตรวจดีเอ็นเอ
บริสุทธ์ิเช้ือแบคทีเรียทั้งสามสายพนัธ์ุไดท่ี้ระดบั 103 CFU/mL และการตรวจเช้ือแบคทีเรียทั้งสามสาย
พนัธ์ุในรูปแบบจ าลองร่วมกบัการบ่มเช้ือแบคทีเรียเป็นเวลา 6 ชัว่โมง พบวา่มีความไวในการตรวจท่ี
ระดบั 10 CFU/mL และการทดสอบความจ าเพาะพบวา่ให้ผลบวกกบัแบคทีเรียกลุ่มเป้าหมายจ านวน 
33 สายพนัธ์ุ และไม่ใหผ้ลบวกกบัแบคทีเรียกลุ่มอ่ืน ๆ จ านวน 33 สายพนัธ์ุ แสดงวา่มีความจ าเพาะใน
การตรวจ 100% ในการพฒันาเทคนิคแลมป์ร่วมกับเคร่ืองวดัความขุ่นแบบง่ายในการตรวจเช้ือ
แบคทีเรีย Salmonella spp. พบวา่มีความไวในการตรวจดีเอ็นเอบริสุทธ์ิไดท่ี้ระดบั 1.2 CFU/mL และ
การตรวจเช้ือแบคทีเรียรูปแบบจ าลองร่วมกบัการบ่มเป็นเวลา 6 ชัว่โมง พบวา่มีความไวในการตรวจท่ี
ระดับ 7 CFU/mL และไม่ให้ผลบวกกับเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุอ่ืน ๆ นอกจากน้ีในการตรวจ
เปรียบเทียบเทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขุ่นกบัวิธีการเพาะเล้ียงเช้ือในเน้ือไก่จ านวน 120 
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ตวัอย่าง พบว่ามีความไวในการตรวจท่ีระดบั 94.02% มีความจ าเพาะท่ีระดบั 86.79% และมีความ
แม่นย  าท่ีระดบั 90.83% 

สรุปผลไดว้่าการพฒันาวิธีทางอณูชีววิทยาในการตรวจเช้ือแบคทีเรียก่อโรคและปนเป้ือน
ในอาหารมีขอ้ดีหลายประการ เช่น มีความไวในการตรวจสูง มีความจ าเพาะในการตรวจ และสามารถ
น าไปประยกุตใ์ชใ้นการตรวจเช้ือแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในอาหารได ้   

 
ค าส าคัญ: Multiplex PCR, LAMP, Turbidimeter, Salmonella spp., Bacillus cereus,   
               Staphylococcus aureus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

(5) 

 

Thesis Title                  Development of Molecular Biology Technique for Specific 
and Sensitive Detection of Foodborne Bacterial Pathogens 

Name - Surname                Mr. Narong Arunrut 
Program                       Applied Biology 
Thesis Advisor              Assistant Professor Chiraporn Ananchaipattana, Ph.D. 
Academic Year                     2017 
 

ABSTRACT 
 

The aim of this study was to develop the technique of molecular biology for detection of 
foodborne bacterial pathogens and then compare the results with a conventional culture based 
method. There were two different techniques developed in this study. First, the multiplex PCR (m-
PCR) assay was developed for simultaneous detection of Salmonella spp., Bacillus cereus and 
Staphylococcus aureus. Second, a loop-mediated isothermal amplification (LAMP) assay combined 
with portable turbidimeter was developed for sensitive detection of Salmonella spp. For 
achievement, those assays were developed after optimization of the reaction conditions and 
incubation time. Further, we validated our developed methods by testing food samples.  

For the first optimum condition of m-PCR assay, the results revealed that the detection 
limit was 103 CFU/mL for mixed genomic DNA in pure culture. Detection sensitivities of fresh 
mixes were able to simultaneously detect 10 CFU/mL of each pathogen in artificially inoculated 
samples after enrichment for 6 h. All tested target strains (n=33) were correctly detected by m-PCR 
assay, whereas non-target strains (n=33) demonstrated no cross-reactivity representing 100% 
specificity. Secondly, the result of LAMP combined turbidimeter did not show cross-reactivity with 
several common bacterial pathogens and the detection limit was 1.2 CFU/mL for genomic DNA in 
pure culture. Spiked samples accurately detected 7 CFU/mL of Salmonella spp. pathogen in 
artificially inoculated samples after enrichment for 6 h. Compared to standard culture-based 
methods, the sensitivity, accuracy and specificity test of real-time LAMP assay for 120 raw chicken 
meat samples were 94.02, 90.83 and 86.79% respectively.  



 

(6) 

 

In conclusion, the results demonstrated that those methods are both sensitive and specific 
and can be used for rapid detection and differentiation of foodborne diseases.     
 
Keywords: Multiplex PCR, LAMP, Turbidimeter, Salmonella spp., Bacillus cereus,   
                 Staphylococcus aureus 
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บทที ่1 
บทน ำ 

 

1.1 ปัญหำและควำมส ำคญัของปัญหำ  
การระบาดของแบคทีเรียก่อโรคในอาหารเป็นปัญหาท่ีส าคญัต่อหลายประเทศทัว่โลก

รวมทั้งประเทศไทยซ่ึงปัญหาดงักล่าวไม่เพียงส่งผลกระทบทางตรงต่อด้านสาธารณสุข แต่ปัญหา
ดงักล่าวยงัส่งผลกระทบทางออ้มในดา้นเศรษฐกิจของประเทศดว้ย จากรายงานของศูนยค์วบคุมและ
ป้องกนัโรคแห่งชาติประเทศสหรัฐอเมริกา (Centers for Disease Control and Prevention: CDC) 
ประมาณการว่าทุกปีจะมีประชากรชาวอเมริกนัเจ็บป่วยเพราะแบคทีเรียก่อโรค 48 ล้านคน และ
เสียชีวติประมาณ 3,000 คน [1] นอกจากน้ีกรมการเกษตร ประเทศสหรัฐอเมริกา (U.S. Department of 
Agriculture: USDA) ระบุวา่ในแต่ละปีจะมีคนป่วยจากการติดเช้ือ Salmonella spp. ประมาณ 700,000 
ถึง 3.8 ล้านคน และเสียชีวิตประมาณ 870-2,000 คน ก่อให้เกิดความสูญเสียประมาณ 0.9-12.2 
พนัลา้นเหรียญ [2] ประเทศไทยเป็นประเทศหน่ึงท่ีไดรั้บผลกระทบจากการระบาดของแบคทีเรียก่อ
โรคเน่ืองจากตั้งอยู่ในเขตภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้มีลกัษณะภูมิอากาศร้อนช้ืนเหมาะแก่การ
เจริญและแพร่กระจายของแบคทีเรียหลากหลายชนิดโดยเฉพาะแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร ในปี พ.ศ. 
2552 ส านักระบาดวิทยา กลุ่มโรคจากอาหารและน ้ า รายงานว่ามีจ านวนผูป่้วยโรคอุจจาระร่วง
เฉียบพลนั 1.2 ลา้นราย คิดเป็นอตัราป่วย 2,023.64 ต่อประชากรแสนคน ในจ านวนน้ีเสียชีวิต 65 ราย 
โดยพบว่าปัญหาเกิดจากจุลินทรียป์นเป้ือนในอาหารซ่ึงจุลินทรียท่ี์ส าคญั ได้แก่ Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes และ Salmonella spp.  นอกจากน้ีกรมควบคุมโรค 
กระทรวงสาธารณสุข เสนอขอ้มูลผูป่้วยดว้ยระบบทางเดินอาหารในปี 2555 พบว่า มีผูป่้วยทั้งหมด 
1,164,902 ราย เสียชีวิต 38 ราย โรคท่ีพบมากกว่า 90% ของผูป่้วยทั้งหมด ได้แก่ โรคอุจจาระร่วง
เฉียบพลนั เสียชีวติ 37 ราย รองลงมาคือโรคอาหารเป็นพิษพบผูป่้วยประมาณ 98,000 ราย เสียชีวติ  
1 ราย และโรคบิด จ านวน 5,645 ราย สาเหตุส าคญัท่ีท าให้เกิดทอ้งร่วงมาจากหลายปัจจยั แต่ท่ีส าคญั
คือน ้ าแข็งท่ีมกัปนเป้ือน และอาหารท่ีเสียได้ง่ายเน่ืองจากอากาศร้อน นอกจากน้ียงัพบรายงานว่า
อาหารหลายประเภทท่ีจ าหน่ายในตลาดสดและห้างสรรพสินคา้ในประเทศไทยมีการปนเป้ือนของ
แบคทีเรียก่อโรคและแบคทีเรียก่อการเน่าเสียในปริมาณสูง [3-5] ในช่วงธนัวาคม 2555 ถึง กุมภาพนัธ์ 
2557 ส านกัคุณภาพและความปลอดภยัอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทยไ์ดส้ ารวจการปนเป้ือนเช้ือ
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โรคอาหารในเน้ือสัตว์ดิบท่ีจ าหน่ายในตลาดสด เขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล พบมีการ
ปนเป้ือน Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 และ Salmonella spp. ในอตัราสูงและ
สรุปวา่เน้ือดิบเส่ียงต่อโรคอาหารเป็นพิษ [6] นอกจากน้ีในปี 2558 ประเทศไทยมีรายงานผูป่้วยโรค
อาหารเป็นพิษจากระบบเฝ้าระวงัทางระบาดวิทยา (รายงาน 506) รวมทั้งส้ิน 19,612 ราย จากทุก
จงัหวดัทัว่ประเทศ อตัราป่วย 30.4 ต่อประชากรแสนคน ไม่มีผูเ้สียชีวิต [7] นอกจากน้ียงัพบว่า
แบคทีเรียท่ีปนเป้ือนบางสายพนัธ์ุมีความสามารถในการตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะเพิ่มมากข้ึน [8] ซ่ึงมี
สาเหตุจากการท่ีเกษตรกรหรือผูป้ระกอบการอาหารนิยมให้อาหารสัตวท่ี์มีส่วนผสมของยาปฏิชีวนะ
ในการเล้ียงสัตวเ์พื่อลดการป่วยของสัตวจึ์งส่งผลให้แบคทีเรียท่ีไดรั้บยาปฏิชีวนะเป็นประจ าเกิดการ
ตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะ ซ่ึงเม่ือพิจารณาตลอดห่วงโซ่การผลิตอาหารจากฟาร์มจนกระทัง่ถึงผูบ้ริโภค
รับประทานเขา้ไปก็พบว่าอาหารมีโอกาสปนเป้ือนไดห้ลายสาเหตุ แมว้่าปัจจุบนัภาคอุตสาหกรรม
อาหารมีการใชร้ะบบควบคุมคุณอาหารปลอดภยั เช่น ระบบ Good manufacturing practice (GMP) 
อย่างไรก็ตามปัจจุบนัยงัพบการปนเป้ือนของแบคทีเรียก่อโรคหลายชนิด ดงันั้นการเก็บตวัอย่างเพื่อ
ตรวจสอบหาสาเหตุการปนเป้ือนจึงเป็นขั้นตอนท่ีจ าเป็นส าหรับการควบคุมคุณภาพอาหาร 

วิธีทัว่ไปท่ีนิยมใชใ้นการตรวจวิเคราะห์หาการปนเป้ือนของแบคทีเรียก่อโรคในอาหารคือ 
การเพาะเล้ียงเช้ือ (Culture based method) แต่พบว่าวิธีน้ีตอ้งใช้ระยะเวลาในการด าเนินการนาน
ประมาณ 5-12 วนั อาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการด าเนินงานมีหลายชนิด อีกทั้งผูว้ิเคราะห์จะตอ้งมีความ
ช านาญในการอ่านผลโคโลนีของแบคทีเรียท่ีท าการตรวจ และตอ้งส่งตวัอย่างอาหารไปตรวจใน
หอ้งปฎิบติัการเท่านั้น นอกจากน้ีมีเทคนิคทางอิมมูโนวิทยา (Immunological methods) ท่ีเป็นวิธีการท่ี
มีความจ าเพาะและความไวในการตรวจสูงและใชเ้วลาในการด าเนินการอยา่งนอ้ย 1-2 วนั แต่ยงัตอ้ง
ใชแ้รงงานคนจ านวนมากในการด าเนินงาน 

ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงสนใจท่ีจะพฒันาวิธีการตรวจเช้ือแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในอาหารโดย
วิธีทางอณูชีววิทยา (Molecular biology technique) ท่ีเป็นเทคนิคท่ีมีความไวในการตรวจ มี
ความจ าเพาะสูงและใชร้ะยะเวลาสั้นในการด าเนินงาน จึงสนใจท่ีจะพฒันาเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์
ในการตรวจหาเช้ือก่อโรคในอาหาร 3 สายพนัธ์ุคือ Salmonella spp., S. aureus และ B. cereus แบบ
พร้อมกนัต่ออาหาร 1 ตวัอยา่ง นอกจากน้ีผูว้จิยัยงัสนใจท่ีจะพฒันาเทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความ
ขุ่นแบบง่ายในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. เพื่อให้ไดเ้ทคนิคท่ีมีความจ าเพาะ มีความไว 
ไม่ตอ้งใชผู้เ้ช่ียวชาญในการด าเนินงานสามารถตรวจอาหารจ านวนมากไดโ้ดยไม่ตอ้งใช้แรงงานคน
จ านวนมากและสามารถน าไปประยกุตใ์นการตรวจแบบเชิงปริมาณได ้
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1.2 วตัถุประสงค์กำรวจิัย 
1.2.1 เพื่อพฒันาเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ (m-PCR) ท่ีสามารถตรวจเช้ือก่อโรคในอาหาร  

3 สายพนัธ์ุ คือ Salmonella spp., S. aureus และ B. cereus แบบพร้อมกนัต่ออาหาร 1 ตวัอยา่ง 
1.2.2 เพื่อพฒันาเทคนิคแลมป์ (Loop-mediated isothermal amplification; lamp) ร่วมกบั

การอ่านผลดว้ยเคร่ืองวดัความขุ่นแบบง่ายท่ีมีความไวในการตรวจหาเช้ือ Salmonella spp. ท่ีก่อโรคใน
อาหาร 

 

 1.3 ขอบเขตของกำรวจิัย 
 1.3.1 การพฒันาเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp.,  

S. aureus และ B. cereus ท่ีก่อโรคในอาหาร 
                           1.3.1.1 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ 
                                       (1) ศึกษายนีเป้าหมายท่ีเลือกใชใ้นการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp.,  
S. aureus และ B. cereus ท่ีก่อโรคในอาหาร 
              (2) ทดสอบออกแบบชุดไพรเมอร์ดว้ยโปรแกรม Primer Premier 5.0 
software (Premier Biosoft International) 
                                       (3) ตรวจสอบความจ าเพาะชุดไพรเมอร์ในระบบฐานขอ้มูล NCBI, 
nucleotide BLAST 
                           1.3.1.2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับเทคนิคมลัติเพล็กพีซีอาร์ 
                                       (1) ทดสอบปริมาตรท่ีเหมาะสมของเทคนิคมลัติเพล็กพีซีอาร์ 
                                       (2) ทดสอบสารเคมีท่ีใชใ้นปฏิกิริยามลัติเพล็กพีซีอาร์ท่ีเหมาะสม 
                                       (3) ทดสอบหาอุณหภูมิในการจบักนัระหวา่งไพรเมอร์และสายดีเอน็เอ 
(annealing temperature; Ta) ท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยามลัติเพล็กพีซีอาร์ 
              (4) ทดสอบหาจ านวนรอบในการท าปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา
มลัติเพล็กพีซีอาร์ 
                           1.3.1.3 การทดสอบความจ าเพาะของเทคนิคมลัติเพล็กพีซีอาร์ในการตรวจเช้ือ
แบคทีเรีย Salmonella spp., S. aureus และ B. cereus ท่ีก่อโรคในอาหาร 
                           1.3.1.4 การทดสอบความไวของเทคนิคมลัติเพล็กพีซีอาร์ในการตรวจดีเอน็บริสุทธ์ิ   
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                          1.3.1.5 การทดสอบสภาวะและความไวของเทคนิคมลัติเพล็กพีซีอาร์ในการตรวจการ
ติดเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp., S. aureus และ B. cereus รูปแบบจ าลองในตวัอยา่งอาหาร          

1.3.2 การพฒันาเทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขุ่นในการตรวจหาเช้ือ Salmonella 
spp. ท่ีก่อโรคในอาหาร 
                          1.3.2.1 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ 
                                      (1) ศึกษายนีเป้าหมายท่ีเลือกใชใ้นการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ท่ี
ก่อโรคในอาหาร 
             (2) ทดสอบออกแบบชุดไพรเมอร์แลมป์ดว้ยโปรแกรม Explorer version 3 
(https://primerexplorer.jp/lamp 3.0.0 / index.html)                                       
                                      (3) ตรวจสอบความจ าเพาะชุดไพรเมอร์ในระบบฐานขอ้มูล NCBI, nucleotide 
BLAST 
                           1.3.2.2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับเทคนิคแลมป์ 
                                       (1) ทดสอบหาอุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาแลมป์ท่ีเหมาะสม 
                                       (2) ทดสอบหาเวลาในการท าปฏิกิริยาแลมป์ท่ีเหมาะสม 
                                       (3) ทดสอบสารเคมีท่ีใชใ้นปฏิกิริยาแลมป์ท่ีเหมาะสม 
                           1.3.2.3 การทดสอบความจ าเพาะของเทคนิคแลมป์ 
                           1.3.2.4 การทดสอบความไวของเทคนิคแลมป์ในการตรวจดีเอน็บริสุทธ์ิ   
                           1.3.2.5 ทดสอบสร้างสมการกราฟความขุ่นมาตรฐานเพื่อใชใ้นการตรวจวดัเชิง
ปริมาณ 
                           1.3.2.6 ทดสอบสภาวะและความไวของเทคนิคแลมป์ในการตรวจการติดเช้ือ
แบคทีเรีย Salmonella spp. รูปแบบจ าลองในตวัอยา่งอาหาร          
                           1.3.2.7 ทดสอบเปรียบเทียบระหวา่งเทคนิคแลป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขุ่นและ
เทคนิคการเพาะเล้ียงเช้ือในการตรวจตวัอยา่งอาหารจ านวน 120 ตวัอยา่ง 
 

1.4 กรอบแนวคดิในกำรวจิัย 
1.4.1 การพฒันาเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp.,  

S. aureus และ B. cereus ท่ีก่อโรคในอาหาร 
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           เน่ืองจากการตรวจหาการปนเป้ือนของแบคทีเรียก่อโรคในอาหารวิธีการท่ีนิยมใน
ปัจจุบนัใช้ การเพาะเล้ียงเช้ือ (Culture Method) ร่วมกับการตรวจสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี 
(Biochemical Test) โดยวิธีการดงักล่าวใชร้ะยะเวลาในการด าเนินการนานประมาณ 5-12 วนั อาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการด าเนินงานมีหลายชนิด อีกทั้งผูว้ิเคราะห์จะตอ้งมีความช านาญในการอ่านผลการ
ทดสอบ ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมีแนวความคิดเพื่อท่ีจะพฒันาวิธีการตรวจท่ีใช้ระยะเวลาสั้ นลง โดยมี
ความจ าเพาะ (Specificity) และความไว (Sensitivity) ในการตรวจสูง อีกทั้งสามารถตรวจแบคทีเรียก่อ
โรคในอาหารไดพ้ร้อมกนั 3 สายพนัธ์ุในการตรวจเพียงคร้ังเดียว โดยอาศยัหลกัการท างานของเทคนิค
มลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ การท างานวิจยัขั้นตอนแรกจะท าการออกแบบไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะต่อ
แบคทีเรียสายพนัธ์ุ Salmonella spp., S. aureus และ B. cereus ท่ีก่อโรคในอาหาร จากนั้นท าการหา
สภาวะของเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ท่ีเหมาะสมในการตรวจ จากนั้นท าการทดสอบความจ าเพาะ
ของเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์โดยใชดี้เอ็นเอแบคทีเรียสายพนัธ์ุเป้าหมาย (Inclusivity Test) จ านวน 
33 สายพนัธ์ุ และดีเอ็นเอของแบคทีเรียกลุ่มอ่ืน ๆ ท่ีก่อโรคในอาหาร (Exclusivity Test) จ านวน 33 
สายพนัธ์ุ จากนั้นท าการทดสอบความไวในการตรวจดีเอ็นท่ีบริสุทธ์ดว้ยเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์
และท าการทดสอบสภาวะและความไวในการตรวจแบคทีเรียในอาหารดว้ยสถานการณ์จ าลองเพื่อให้
ทราบความสามารถในการตรวจของวธีิการท่ีพฒันาข้ึนและน าไปเปรียบเทียบกบัวธีิการอ่ืน ๆ ท่ีพฒันา
แลว้ในอดีต  

1.4.2 การพฒันาเทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขุ่นในการตรวจหาเช้ือ Salmonella 
spp. ท่ีก่อโรคในอาหาร 

             เน่ืองจากเทคนิคแลมป์เป็นเทคนิคในการเพิ่มขยายยีนดว้ยอุณหภูมิเดียวท่ีมีความไว
และความจ าในการตรวจจึงไม่ตอ้งใช้ทั้งเคร่ืองมือวิทยาศาสตร์ท่ีมีราคาแพงเช่นเคร่ืองพีซีอาร์และชุด
อ่านผลเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ดังนั้นงานวิจยัน้ีจึงมีแนวความคิดเพื่อท่ีจะพฒันาวิธีการตรวจเช้ือ
แบคทีเรีย Salmonella spp. ท่ีก่อโรคในอาหารดว้ยเทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขุ่น การท างาน
วิจยัเร่ิมดว้ยขั้นตอนแรกจะท าการออกแบบไพรเมอร์แลมป์ท่ีมีความจ าเพาะต่อแบคทีเรีย Salmonella 
ท่ีก่อโรคในอาหาร จากนั้นท าการหาสภาวะของเทคนิคแลมป์ท่ีเหมาะสมในการตรวจ จากนั้นท าการ
ทดสอบความจ าเพาะของเทคนิคแลมป์โดยใชดี้เอ็นเอแบคทีเรียสายพนัธ์ุเป้าหมาย (Inclusivity Test) 
จ านวน 27 สายพนัธ์ุ และดีเอ็นเอของแบคทีเรียกลุ่มอ่ืน ๆ ท่ีก่อโรคในอาหาร (Exclusivity test) 
จ านวน 39 สายพนัธ์ุ จากนั้นท าการทดสอบความไวในการตรวจดีเอ็นเอบริสุทธ์ดว้ยเทคนิคแลมป์
ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขุ่นแบบง่าย และท าการสร้างกราฟสมการความขุ่นมาตรฐานเพื่อใชใ้นการตรวจ
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เชิงปริมาน แลว้ท าการทดสอบสภาวะและความไวในการตรวจแบคทีเรีย  Salmonella spp. ในอาหาร
ดว้ยสถานการณ์จ าลองเพื่อให้ทราบความสามารถในการตรวจและน าไปเปรียบเทียบกบัวิธีการอ่ืน ๆ 
ท่ีพฒันาแลว้ในอดีต จากนั้นท าการทดสอบเปรียบเทียบเทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขุ่นและ
เทคนิคการเพาะเล้ียงเช้ือในการตรวจในตวัอยา่งอาหารจ านวน 120 ตวัอยา่ง    

 

1.5 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
1.5.1 ได้สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ท่ีสามารถตรวจหาเช้ือได้

พร้อมกนัในการท าปฏิกิริยาคร้ังเดียว ในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp., S. aureus และ 
B. cereus ท่ีก่อโรคในอาหาร 

1.5.2 ได้สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับเทคนิคแลมป์ท่ีมีความไวและจ าเพาะและสามารถ
ตรวจวดัเชิงปริมาณในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ท่ีก่อโรคในอาหาร 

1.5.3. สามารถตีพิมพผ์ลงานท่ีเป็นองค์ความรู้ใหม่น้ีในวารสารวิชาการระดบันานาชาติท่ี
เป็นท่ียอมรับได ้

1.5.4. ผูป้ระกอบการผลิตอาหารสามารถประยุกต์ใช้ชุดตรวจสอบการปนเป้ือนของ
แบคทีเรียท่ีไดน้ี้ในการตรวจสอบแบคทีเรียก่อโรคท่ีปนเป้ือนในอาหารของโรงงานอาหาร ช่วยให้
ตรวจสอบอาหารไดพ้ร้อมกนัจ านวนมากและสามารถทราบผลไดอ้ยา่งรวดเร็วและแม่นย  า 
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บทที ่2 
วรรณกรรมหรืองานวจิยัที่เกีย่วข้อง  

 

2.1 โรคอาหารเป็นพษิจากเช้ือแบคทเีรีย 
โรคอาหารเป็นพิษจากเช้ือจุลินทรียมี์สาเหตุส าคญัจากการปนเป้ือนของเช้ือแบคทีเรียใน

อาหาร ความรุนแรงของโรคข้ึนอยู่กบัปริมาณของเช้ือและชนิดของสารพิษท่ีเช้ือขบัออกมา เม่ือมี
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียในอาหารจะท าให้เช้ือโรคสามารถแบ่งตวั
เพิ่มจ านวนและผลิตสารพิษไดอ้ยา่งรวดเร็วจนมีปริมาณมากพอท่ีจะท าให้เกิดอาการป่วยได ้โดยเช้ือ
แบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุส าคญั ไดแ้ก่ Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, Campylobacter 
spp. และ Escherichia coli [9] 

ปัจจุบนัประชากรโลกเพิ่มมากข้ึนการผลิตอาหารจึงมากข้ึนตามไปดว้ยซ่ึงการผลิตอาหารท่ี
มากข้ึนมกัจะส่งผลต่อคุณภาพของอาหารโดยเฉพาะปัญหาคุณภาพดา้นจุลชีววิทยา ในประเทศไทย
โรคหรือปัญหาในระบบทางเดินอาหารนับเป็นปัญหาทางสาธารณสุข จากรายงานประจ าปี 2554 
ประเทศไทยพบการป่วยของผูป่้วยจากโรคอุจจาระร่วงเฉียบพลนัในประเทศไทยปี 2554 จ านวน 742 
ราย ในจ านวนน้ีพบว่า 134 ราย คิดเป็นอตัราการป่วย 1 ราย และมีผูเ้สียชีวิตจ านวน 31 ราย คิดเป็น 
0.05 รายต่อแสนประชากร [10] นอกจากน้ีมีรายงานการวิจยัพบการปนเป้ือนแบคทีเรียก่อโรคท่ี
ปนเ ป้ือนในเ น้ือสัตว์จากโรงฆ่าสัตว์และสถานท่ีจ าหน่ายสัตว์ได้แก่  เ ช้ือแบคที เ รียรวม , 
Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Coliform, Escherichia coli และ Enterococcus [11] อีกทั้ง
ยงัพบการปนเป้ือนของแบคทีเรีย Staphylococcus aureus แล Salmonella spp. ในตวัอยา่งเน้ือสุกร ไก่
และโค จากตลาดสดและตลาดนดัในพื้นท่ีจงัหวดัราชบุรี ระหว่างปี พ.ศ. 2554-2555 [12] และในปี 
พ.ศ. 2557 จากการส ารวจผลิตภณัฑ์ชุมชนด้านอาหารโดยกรมวิทยาศาสตร์การแพทยจ์ านวน 8 
จงัหวดั ไดแ้ก่ นนทบุรี ปทุมธานี พระนครศรีอยุธยา สระบุรี ลพบุรี สิงห์บุรี อ่างทอง นครนายกและ
กรุงเทพมหานคร พบว่าอาหารเหล่านั้นไม่ผ่านมาตรฐานจ านวนหน่ึงซ่ึงมีสาเหตุเกิดจาการปนเป้ือน 
ยีสตร์า, E. coli, B. cereus, C. perfringens เกินเกณฑ์ก าหนดและพบการปนเป้ือน Salmonella spp. 
และ S.aureus ร่วมดว้ย [13]  

2.1.1 Salmonella spp. เป็นจีนสัหน่ึงในตระกูลเอนเทอโรแบคทีริเอซี  (Enterobacteriaceae) 
ด ารงชีวิตเป็นแบบแฟคลัเตตีฟแอนแอโรบ (Facultative anaerobe) เช้ือ Salmonella เป็นแบคทีเรียท่ีมี
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รูปร่างเป็นท่อน ไม่สร้างสปอร์ ยอ้มติดสีแกรมลบสามารถเคล่ือนท่ีไดด้วัยแฟลกเจลลาท่ีอยู่รอบตวั
ลกัษณะแสดงดงัภาพท่ี 2.1 เจริญของเช้ือไดดี้ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน ส่วนในท่ีท่ีมีออกซิเจนเพียง
เล็กนอ้ยเช้ือชนิดน้ียงัสามารถเจริญได ้Salmonella spp. มีหลายสายพนัธ์ุแต่ละสายพนัธ์ุมีลกัษณะความ
เป็นอยูห่รือการด ารงชีวิตท่ีต่างกนัไป เช่น Salmonella Typhimurium ซ่ึงเป็นสาเหตุของโรคติดเช้ือใน
ระบบทางเดินอาหารท่ีเรียกวา่ ไขไ้ทฟอยด์ โดยพบในมนุษยม์ากกวา่สัตวอ่ื์น ๆ อย่างไรก็ตามจะพบ
เช้ือจากสัตวติ์ดต่อสู่มนุษย ์และสัตวอ่ื์น ๆ เช่น หนู สัตวปี์ก แมลง ววั ควาย สุนขั แมว และมา้ เป็นตน้ 
ส าหรับการติดเช้ือในมนุษยน์ั้นส่วนมากจะไดรั้บเช้ือปนเป้ือนมาในน ้าและอาหาร บางคร้ังอาจเกิดจาก
สัตวเ์ล้ียงท่ีอาศยัตามอาคารบา้นเรือน ซ่ึงเป็นพาหะของเช้ือดว้ยเหตุน้ีจึงท าให้เช้ือ Salmonella เป็น
สาเหตุส าคญัท่ีท าใหเ้กิดอาการทอ้งร่วงประกอบกบัเช้ือมีอตัราการแพร่ระบาดสูง จึงสามารถพบผูป่้วย
ท่ีเป็นโรคจากเช้ือน้ีในอตัราสูงและเรียกโรคท่ีเกิดจาก Salmonella spp. วา่ salmonellosis [14] 

 

 
 
ภาพที ่2.1 แสดงลกัษณะของเช้ือ Salmonella spp. 
ท่ีมา: http://odpc3.ddc.moph.go.th/DataCenter/outbreak/agentinformation.php?idagg=15 

 
2.1.2 Staphylococcus aureus เป็นแบคทีเรียแกรมบวกเม่ือดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์จะเห็นเป็น

แบคทีเรียรูปร่างกลม มกัพบเป็นคู่เกาะกนัเป็นสายสั้น ๆ เป็นก่ิงหรือเป็นลกัษณะพวงองุ่นลกัษณะ
แสดงดงัภาพท่ี 2.2 บางสายพนัธ์ุสามารถสร้างสารพิษท่ีเป็นโปรตีนซ่ึงทนต่อความร้อนไดดี้และเป็น
สาเหตุให้เกิดอาการเจ็บป่วยในมนุษย ์ซ่ึงโรคอาหารเป็นพิษจากเช้ือ S. aureus นั้นมีช่ือเรียกคือ 
Stapyhloenterotoxicosis และ Staphylorenterotoxemia แบคทีเรีย S. aureus จะมีชีวิตอยูใ่นอากาศฝุ่ น
ละออง ขยะมูลฝอย น ้ า อาหาร หรืออาหารบรรจุเสร็จ สภาวะแวดลอ้มภายนอกมนุษยแ์ละสัตวซ่ึ์ง
มนุษยแ์ละสัตวน์ั้นเป็นแหล่งปฐมภูมิของเช้ือชนิดน้ี โดยจะพบอยู่ตามทางเดินหายใจ ล าคอ เส้นผม
และผิวหนงั อาจพบแบคทีเรียชนิดน้ีไดถึ้ง 60-80 % ในผูท่ี้สัมผสัโดยตรงกบัผูป่้วยหรือผูท่ี้สัมผสักบั
สภาพแวดล้อมในโรงพยาบาล ตลอดจนผูป้ระกอบอาหาร รวมทั้งในขั้นตอนของการบรรจุและ
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สภาพแวดลอ้มภายนอกนั้นก็เป็นสาเหตุส่วนใหญ่ท่ีท าให้เกิดการปนเป้ือน ส่ิงท่ีตอ้งค านึงถึงอีกอยา่ง
หน่ึง คือการเก็บอาหารไวใ้นอุณหภูมิท่ีไม่เหมาะสม เป็นผลให้อาหารท่ีมีการปนเป้ือนอยู่แลว้มีการ
เพิ่มจ านวนของเช้ือและสร้างสารพิษอยา่งรวดเร็ว [14] 

 

 
 

ภาพที ่2.2 แสดงลกัษณะของเช้ือ S. aureus 
ท่ีมา: https://queenofsheeba.wordpress.com/2008/07 

 
          2.1.3 Bacillus cereus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อน (Rod) สามารถสร้าง

สปอร์ไดท้ั้งในท่ีท่ีมีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน ลกัษณะแสดงดงัภาพท่ี 2.3 และ sporangium ใน
สปอร์จะไม่บวมลักษณะพิเศษเหล่าน้ีรวมถึงลักษณะส าคัญทางชีวเคมี และการวิเคราะห์การ
เคล่ือนไหวสามารถใชบ้อกความแตกต่างและยืนยนัลกัษณะเฉพาะของ B. cereus ได ้โดย B. cereus 
สามารถพบไดใ้นอาหารทัว่ไป ตวัอยา่งเช่น เน้ือสัตว ์นม ผกั ลว้นมีส่วนท าให้เกิดอาการทอ้งร่วงจาก
อาหารเป็นพิษได ้การระบาดของอาหารท่ีท าให้เกิดโรคโดยทัว่ไปจะเกิดจากผลิตภณัฑ์จากขา้ว และ
อาหารจ าพวกแป้งอ่ืน ๆ เช่น มนัฝร่ัง พาสตา้ และผลิตภณัฑ์เนยแข็งรวมทั้งอาหารปรุงแต่ง เช่น ซอส 
พุดด้ิง ซุป ลูกช้ิน พาย และสลดั โดยปริมาณท่ีเช้ือก่อโรคไดคื้อมากกวา่ 106 เซลต่อกรัมอาหาร [5]  
 

 
 

ภาพที ่2.3 แสดงลกัษณะของเช้ือ B. cereus  
ท่ีมา: http://www.microbiologynetwork.com 
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2.2 วธิีการตรวจแบคทเีรียทีก่่อโรคในอาหาร 
การตรวจแบคทีเรียก่อโรคท่ีปนเป้ือนในอาหารและรีบก าจดัก่อนถึงผูบ้ริโภคจึงจะช่วยใน

การลดปัญหาการแพร่ระบาดของแบคทีเรียไดท้นัท่วงที นอกจากนั้นยงัช่วยลดปัญหาการสูญเสียทาง
เศรษฐกิจเน่ืองมาจากการถูกตีกลับสินค้าอาหารท่ีมีการปนเป้ือนของแบคทีเรียจากประเทศต่างๆ 
ปัจจุบนัวิธีท่ีตรวจสอบการปนเป้ือนของแบคทีเรียในอาหารท่ียอมรับอย่างแพร่หลายในปัจจุบนั คือ 
วธีิเพาะเล้ียงแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ หรือ วิธีดั้งเดิม หรือวิธี conventional ร่วมกบัวิธีทดสอบทาง
ชีวเคมี ซ่ึงตอ้งอาศยัเวลานานตั้งแต่ 5 ถึง 12 วนั [15] ท าให้อาหารบางชนิดท่ีรอผลการตรวจสอบการ
ปนเป้ือนอาจเกิดการเน่าเสียระหว่างการรอผล ดงันั้นการใช้เวลาในการรอผลการตรวจสอบนานจึง
ส่งผลกระทบต่อการสูญเสียทางด้านเศรษฐกิจของผูป้ระกอบการผลิตหรือจ าหน่ายอาหารทั้งใน
ประเทศและส่งออกต่างประเทศ  ปัจจุบนัพบวา่มีการคน้ควา้หาวธีิการเพื่อตรวจสอบการปนเป้ือนของ
แบคทีเรียในอาหารแบบรวดเร็วและให้ผลการตรวจสอบท่ีถูกตอ้งแม่นย  าสามารถใช้ในการตรวจ
แบคทีเรียท่ีปนเป้ือนอาหารโดยน าเทคนิคดา้นชีววิทยาโมเลกุลมาใชใ้นการตรวจติดตามการปนเป้ือน
ของแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในอาหาร [16] เช่น การน าเทคนิคพีซีอาร์ (PCR, Polymerase chain reaction) 
เทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ (m-PCR, Multiplex PCR) และเทคนิคแลมป์ (Loop-mediated isothermal 
amplification; lamp) มาใช้ในการเพิ่มจ านวนของดีเอ็นเอเป้าหมายของแบคทีเรียก่อโรคท่ีสนใจ
ภายในหลอดทดลองท าใหส้ามารถตรวจสอบผลไดร้วดเร็วและมีความจ าเพาะกวา่วธีิดั้งเดิม  

2.2.1 เทคนิคพีซีอาร์ (PCR, Polymerase chain reaction) 
             ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส หรือ Polymerase chain reaction เป็นเทคนิคการเพิ่ม

ปริมาณสารพนัธุกรรมหรือช้ินส่วนของดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณท่ีตอ้งการศึกษาให้มีจ  านวนมากข้ึน
ภายในหลอดทดลอง คน้พบคร้ังแรกโดย Kary Mullis และคณะ ในปี ค.ศ. 1983 โดยใช้หลัก
เลียนแบบธรรมชาติ ของกระบวนการจ าลองดีเอ็นเอสายใหม่ (DNA replication) ในเซลล์ของ
ส่ิงมีชีวติ การสังเคราะห์สายดีเอน็เอข้ึนใหม่ในหลอดทดลอง อาศยัดีเอ็นเอตน้แบบเป็นจุดเร่ิมตน้ โดย
อาศยัดีเอ็นเอสายสั้นๆ หรือ primer จบัเขา้คู่กบัดีเอ็นเอตน้แบบ และมีเอนไซม ์DNA polymerase [16]  
ช่วยต่อสายดีเอนเอโดยเลือกจบัเอานิวคลีโอไทด์ 4 ชนิด ไดแ้ก่ dATP, dCTP, dTTP และ dGTP เขา้มา
ต่อให้เป็นเบสคู่สมกบัดีเอ็นเอสายตน้แบบ ซ่ึงจะไดดี้เอนเอสายใหม่เกิดข้ึน เม่ือท าเช่นน้ีหลายๆรอบ
จะได้ปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มมากข้ึน ดังนั้นองค์ประกอบท่ีส าคญัของปฏิกิริยา PCR ได้แก่ ดีเอ็นเอ
ตน้แบบท่ีไดจ้ากตวัอยา่งท่ีตอ้งการศึกษา primer ซ่ึงเป็น oligonucleotide ท่อนสั้นๆขนาดประมาณ 18-
30 base pair, deoxynucleotide triphosphate (dNTPs), Taq (Thermus aquaticus)  DNA polymerase 
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และ Buffer ท่ีเหมาะสม ปริมาณดีเอ็นเอจะเพิ่มมากข้ึนตอ้งอาศยัปฏิกิริยาท่ีเกิดต่อเน่ืองซ ้ ากนัหลายๆ
รอบแสดงการท างานดงัภาพท่ี 2.4 ซ่ึงแต่ละรอบจะประกอบดว้ย 3 ขั้นตอนคือ 

                 (1) Denaturation เป็นขั้นตอนการคลายเกลียวของดีเอ็นเอเส้นคู่ ออกเป็นเส้นเด่ียว
โดยอาศยัความร้อนท่ีอุณหภูมิประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส 
                               (2) Annealing เป็นขั้นตอนท่ี primer เขา้ไปจบักบัดีเอ็นเอตน้แบบบริเวณท่ีมีเบสคู่
สม โดยทัว่ไปใชอุ้ณหภูมิ annealing ต ่ากวา่ค่าอุณหภูมิแยกตวั (temperature melting; Tm) ของ primer 
ประมาณ 5-10 องศาเซลเซียส 
                               (3) Extension เป็นขั้นตอนการขยายสายดีเอน็เอ โดยการต่อล าดบัเบสเขา้ท่ีปลาย 
3’ ของ primer และมีการขยายสายดีเอน็เอสายใหม่จากทิศทาง 5’ ไปทาง 3’ โดยอาศยัเอนไซม ์
Thermostable DNA polymerase ซ่ึงอุณหภูมิปกติประมาณ 70-75 องศาเซลเซียส 
                                     เม่ือท าขั้นตอนดงักล่าวซ ้ าจ  านวนหลายรอบ ท าให้สามารถเพิ่มขยายจ านวนดี
เอ็นเอเป็น 2 เท่าของทุกๆรอบ โดยจ านวนผลผลิต (PCR product) ค านวณไดเ้ท่ากบั 2n (n=จ านวน
รอบ) จากนั้นวิเคราะห์ผลผลิตโดยน าผลผลิต PCR ท่ีได้มาแยกตามขนาดของดีเอ็นเอ โดยใช้
กระแสไฟฟ้าแยกดีเอน็เอบน agarose gel หรือ polyacrylamide gel เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานท่ี
ทราบขนาดท่ีแน่นอน  

 
ภาพที ่2.4 ปฏิกิริยาในการท า Polymerase Chain Reaction (PCR) 
ท่ีมา: http://www.microbiologyinfo.com/polymerase-chain-reaction-pcr-principle 

     
2.2.2 เทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ (m-PCR, Multiplex PCR) 

           การพฒันาเทคนิค PCR ให้มีประสิทธิภาพและความสามารถมากข้ึนในการตรวจ
ติดตามการปนเป้ือนของแบคทีเรียไดที้ละหลายชนิดในการตรวจสอบเพียงคร้ังเดียว โดยเทคนิคน้ีเป็น
ท่ีรู้จกักนัในช่ือท่ีเรียกวา่เทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ (m-PCR, Multiplex PCR) เทคนิคน้ีเป็นการเพิ่ม
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ขยายปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายมากกว่าหน่ึงเป้าหมายพร้อมกนัในหลอดทดลองท่ีใช้ปฏิกิริยาเดียวกนั
และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมแสดงดังภาพท่ี 2.5 ดงันั้นขอ้ดีของเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์คือสามารถ
ตรวจหากรดนิวคลีอิกเป้าหมายท่ีสนใจมากกวา่หน่ึงเป้าหมายในเวลาเดียวกนั ใชป้ริมาณตวัอยา่งตรวจ
ท่ีน้อยกว่า ลดปริมาณน ้ ายา เวลา ค่าใช้จ่ายและลดการการปนเป้ือนท่ีเกิดข้ึนได้ ปัจจุบนัมีหลาย
ประเทศทัว่โลกใหค้วามสนใจคน้ควา้พฒันาเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์เพื่อใชต้รวจสอบการปนเป้ือน
ของแบคทีเรียในอาหาร [17-21]โดยไดมี้รายงานการวิจยัท่ีเก่ียวกบัการตรวจสอบจุลินทรียใ์นตวัอยา่ง
อาหารและตวัอย่างจากส่ิงแวดลอ้มบา้งแล้ว อาทิเช่น การพฒันาเทคนิค Multiplex PCR ส าหรับ
ตรวจสอบ Staphylococcus aureus และ Yersinia enterocolitica โดยตรวจบางส่วนของยีน 
endonuclease และ attachment invasion locus protein ขนาด 482 และ 359 bp [22] การพฒันาเทคนิค 
multiplex PCR ในการตรวจผกัและผลไมท่ี้ปนเป้ือนเช้ือ E. coli O157:H7, Salmonella spp. และ 
Shigella [23] การพฒันาเทคนิค multiplex PCR ในการตรวจ E. coli O157:H7, Listeria 
monocytogenes และ Salmonella spp. ใช้เวลาวิเคราะห์ทั้งส้ิน 3 ชัว่โมง หลงัจากบ่มตวัอย่างใน 
enrichment media (TA10) เป็นเวลา 20 ชั่วโมง [9] การพฒันาเทคนิค Multiplex PCR ในการ
ตรวจสอบ และตรวจหา Vibrio spp. 5 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, 
Vibrio vulnificus, Vibrio alginoliticus และ Vibrio mimicus ในปลาและในอาหารทะเล [24] การ
พฒันาเทคนิค multiplex PCR ในการตรวจสอบของ 7 serogroups ของ E. coli  ไดแ้ก่ O26, O45, 
O103, O111, O121, O145, O157 จาก  อุจจาระววั 216 ตวัอยา่ง [25] และการพฒันาเทคนิค Multiplex-
PCR โดยตรวจแบคทีเรีย 3 ชนิด ไดแ้ก่ Escherichia coli 0157:H7, Campyrobacter jejuni และ  
Listerria monocytogenes [26] เพื่อใชป้ระโยชน์ในดา้นนิติวทิยาศาสตร์ เป็นตน้ 

 

 
 

ภาพที ่2.5 แสดงการเพิ่มจ านวนดีเอน็เอดว้ยเทคนิค Multiplex-PCR 
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2.2.3 เทคนิคแลมป์ (Loop-mediated isothermal amplification; lamp) 
             เทคนิคแลมป์เป็นเทคนิคในการเพิ่มขยายยีนจะใชอุ้ณหภูมิคงท่ีเพียงอุณหภูมิเดียวคือ

ประมาณ 60-65 องศาเซลเซียส และใชป้ฏิกิริยา strand displacement ในการแยกสายดีเอ็นเอจากสายคู่
ใหเ้ป็นสายเด่ียวเพื่อการเขา้จบัของไพรเมอร์ท่ีออกแบบอยา่งจ าเพาะต่อดีเอ็นเอเป้าหมายโดยอาศยัการ
ท างานของเอนไซม ์Bst DNA polymerase [24] Primers ของวิธีการแลมป์ท่ีใชมี้จ านวน 4 เส้น จะถูก
ออกแบบให้จ  าเพาะกบัยีนเป้าหมายทั้ง 6 ต าแหน่ง ประกอบไปดว้ย outer primers (F3 และ B3) มี
ความยาวประมาณ 17 - 21 base pairs (bp) และ inner primers (FIP = forward inner primer, BIP = 
backward inner primer) โดยท่ี FIP ประกอบ ดว้ย F1c กบั F2 และ BIP ประกอบดว้ย B1c กบั B2 และ
ความยาวของเส้นไพรเมอร์ inner primer (FIP และ BIP) มีความยาวประมาณ 40 – 50 base pairs  ท า
ใหใ้ช ้primer ท่ีออกแบบอยา่งจ าเพาะต่อ target sequence ถึง 4 ตวั ซ่ึงจะประกอบดว้ย 6 ต าแหน่งของ 
target sequence นั้น ท าให้วิธีน้ีเป็นวิธีท่ีจ  าเพาะอยา่งยิ่ง โอกาสการเกิดผลบวกลวง (false positive) จึง
น้อยมากจนแทบไม่มีเลย  เทคนิคน้ีได้ถูกน าไปใช้เพื่อพฒันาการตรวจไวรัสทั้งในคนและสัตว ์
เน่ืองจากเป็นเทคนิคท่ีไว (sensitive) จ าเพาะ (specific) และเร็ว (Rapid) กวา่เทคนิค PCR ซ่ึงสามารถ
เพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมไดถึ้ง 109 เท่า ในเวลาเพียง 1 ชัว่โมง ปฏิกิริยาของ LAMP จะท าการเพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอดว้ยเอนไซม ์Bst DNA polymerase (ดงัภาพท่ี 2.6)  
 

 
 
ภาพที ่2.6 แผนผงัแสดงการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเทคนิค LAMP 
ท่ีมา: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/primer.html 
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                          กลไกการท างานของเทคนิคแลมป์ประกอบดว้ย 2 ขั้นตอนหลกัคือ 
                          (1) Starting structure producing step เพื่อสร้าง stem-loop ทั้งสองขา้งของยีน
เป้าหมายการท างานประกอบดว้ยขั้นตอนยอ่ยต่าง ๆ ดงัน้ี 
                                ขั้นตอนท่ี 1.1 ท่ีอุณหภูมิประมาณ 65 องศาเซลเซียส DNA สายคู่จะอยูใ่นสภาวะ 
dynamic equilibrium คือมีการจบักนัแบบสายคู่ (double stranded DNA) และคลายบางส่วนเป็นสาย
เด่ียว (single stranded DNA) ตลอดเวลา ท าให้ FIP primer มีโอกาสเขา้ไป anneal กบั complementary 
sequence ของยีนเป้าหมายได ้(ดงัรูปท่ี 2.7A) จากนั้น DNA polymerase with strand displacement จะ
เร่ิมท างานเกิด displacing และแยกสายคู่ของดีเอน็เอใหเ้ป็นสายเด่ียว  

                 ขั้นตอนท่ี 1.2 มีการสร้าง DNA สายใหม่ข้ึน (สายท่ี 1) (ดงัภาพท่ี 2.7B)  
                 ขั้นตอนท่ี 1.3 ต่อมา F3 Primer (outer primer) จะเขา้ไปจบั (ดงัภาพท่ี 2.7C) 

                               ขั้นตอนท่ี 1.4 F3 Primer เร่ิมสร้าง DNA สายใหม่โดยอาศยัคุณสมบติัของ DNA 
polymerase with strand displacement ได ้DNA ลกัษณะเหมือน template (ดงัภาพท่ี 2.7D) 
                               ขั้นตอนท่ี 1.5 ขณะเดียวกนัสายท่ี 1 จะถูกปล่อยออกมาเป็น single strand (ดงัภาพ
ท่ี 2.7E) 
                                 ขั้นตอนท่ี 1.6 ทางดา้น 5’ ของสายท่ี 1 จะเป็นส่วนของ F1c (ปลายของ FIP) 
สามารถเขา้จบักบั F1 สร้าง loop ข้ึนทางดา้น Forward จากนั้น BIP primer จะเขา้จบัและสร้าง DNA 
สายท่ี 2 ข้ึนมา (ดงัภาพท่ี 2.7F) 
                                 ขั้นตอนท่ี 1.7 ท านองเดียวกนั B3 Primer จะเขา้ไปจบัและเร่ิมสร้าง DNA สาย
ใหม่ (ดงัภาพท่ี 2.7G) 
                                 ขั้นตอนท่ี 1.8 ขณะเดียวกันจะปลดปล่อยสายท่ี 2 ออกมาเป็น single strand 
ขณะน้ีท่ีปลายดา้น forward จะเป็น F1 ซ่ึงจะสร้าง loop โดยจบักบั F1c ท านองเดียวกนัดา้น backward 
จะเป็น B1c ซ่ึงจะสร้าง loop โดยจบักบั B1 ท าให้ได ้stem loop ท่ีมีรูปคลา้ย dumbbell shape เพื่อใช้
ในขั้นตอน LAMP cycling (ดงัภาพท่ี 2.7H) 
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ภาพที ่2.7 หลกัการของเทคนิค LAMP: โครงสร้างเร่ิมตน้ขั้นตอนการผลิต (A-H) 
ท่ีมา: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html 
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                          (2) Cycle amplification step เป็นการเพิ่มขยายยีนจาก stem-loop โดยอาศยัการท างาน
ของ DNA polymerase with strand displacement activity แสดงการท างานดงัภาพท่ี 2.8 

                   ขั้นตอนน้ีสามารถเกิด cycle amplification step (8-11) ด้านปลายของ loop 
forward ก่อน คือสามารถมี self-primed strand displacement DNA synthesis สร้าง DNA จาก F1 
ต่อไปเร่ือยๆ จนถึง B1c ขณะ เดียวกนั FIP primer ก็สามารถ hybridize กบั F2c ท่ี loop forward (9) 
และสร้าง DNA สายใหม่ ไดเ้ป็น 3 copies (10) และมี stem loop แบบ dumbbell (11) ท่ีสามารถเกิด 
cycle amplification ดา้น backward ข้ึนได ้(11) การท างานจะต่อเน่ืองกนัตลอดเวลา วนเวียนกนัอยู ่ท  า
ให้ได ้target DNA ท่ียาวข้ึนหลายๆ copies ท าให้อตัราการสร้าง DNA ยิ่งมากข้ึน พบวา่สามารถสร้าง
ได ้109-1010 copies ภายในเวลา 15-60 นาที 
 

 
ภาพที ่2.8 หลกัการของเทคนิค LAMP: ขั้นตอนการขยายวงจร 
ท่ีมา: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html 
 

การตรวจสอบยีนท่ีเพิ่มขยายไดจ้ากเทคนิคแลมป์สามารถท าไดห้ลายวิธีเช่น เจลอิเลคโตร
โฟลิซิส นอกจากน้ีสามารถดูความขุ่นท่ีเกิดข้ึนไดเ้น่ืองจากการเพิ่มขยายยีนในเทคนิค LAMP ท าให้มี
สาร pyrophosphate เป็น by product ท่ีสารดงักล่าวสามารถจบักบั magnesium กลายเป็น magnesium 
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pyrophosphate [27] ซ่ึงจะตกตะกอนเป็นสีขาวสามารถเห็นไดด้ว้ยตาเปล่าจะมีปริมาณมากหรือนอ้ย
ข้ึนกบัปริมาณการเพิ่มขยายยนีนั้นๆ ดงัสมการ  

(DNA)n-1 + dNTPs   (DNA)n + P2O7
-4               (1) 

    P2O7
-4 + 2Mg+2   Mg2P2O7               (2) 

การดูความขุ่นท่ีเกิดข้ึนด้วยตาเปล่าในกรณีท่ีมีการติดเช้ือในปริมาณท่ีต ่าหรือความขุ่นน้อยจะไม่
สามารถแยกไดแ้ละนอกจากน้ีไม่สามารถตรวจวดัแบบเชิงปริมาณไดจึ้งมีความจ าเป็นตอ้งใชก้ารอ่าน
ผลดว้ยเคร่ืองวดัความขุ่นแบบง่าย โดยเคร่ืองวดัความขุ่นเป็นการผนวกหลกัการของ heating block 
และ spectrophotometer ไวด้ว้ยกนั [28] แลว้ต่อเขา้กบัเคร่ืองรายงานผลเป็นจอ LCD บอกผลการติด
เช้ือว่าบวกหรือลบแสดงดงัภาพท่ี 2.9 การท างานของเคร่ืองเร่ิมจากส่วนควบคุมอุณหภูมิท่ีสามารถ
ควบคุมอุณหภูมิของสารละลายได ้โดยในสารละลายน้ีจะมีตวัอย่าง DNA ของแบคทีเรียท่ีตอ้งการ
ตรวจสอบบรรจุอยูใ่นหลอดทดลองโปร่งแสง (PCR tube) ในปริมาตร 25 ไมโครลิตร ควบคุมให้อยูท่ี่ 
60-65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30-60 นาที เม่ือสารละลายอยูใ่นอุณหภูมิท่ีตอ้งการแลว้ ส่วนต่อไปก็
คือส่วนตรวจวดัความขุ่นของสารละลายก็จะท างานโดยการยิงแสงสีแดงจากหลอด light emitting 
diode (LED) [29] ซ่ึงเป็นแสงหาซ้ือง่ายและมีราคาถูก แสงจะถูกยงิผา่นสารละลายมาตกกระทบตวัรับ
แสงโดยปริมาณแสงท่ีตกกระทบน้ีจะข้ึนอยู่กบัความขุ่นของสารละลาย ถ้าสารละลายมีความขุ่น
เกิดข้ึนแสดงว่าตวัอย่างมี DNA ของแบคทีเรียท่ีตอ้งการตรวจสอบ ส่วนวดัแสงและประมวลผล 
(Microcontroller) จะท างาน 2 โหมด คือ โหมด Calibration คือโหมดท่ีจะตอ้งท าการวดัค่าเม่ือ
สารละลายมีค่าความเขม้มากท่ีสุดและเม่ือสารละลายมีค่าความเขม้นอ้ยท่ีสุดเก็บไว ้เพื่อท าการค านวณ
เทียบกบัค่าท่ีวดัได ้ส่วนอีกโหมดคือ โหมด Normal เม่ือไดข้อ้มูลดิจิตอลของแรงดนัท่ีตกคร่อมตวัรับ
แสงหรือหมายถึงค่าความเขม้ของสารละลาย ขอ้มูลดงักล่าวจะถูกประมวลผลด้วย Microcontroller 
เพื่อหาเปอร์เซ็นตค์วามเขม้ของแสงท่ีวดัไดเ้ม่ือเทียบกบัค่าของสารละลายท่ีเขม้ท่ีสุดและแสดงผลบน
หนา้จอ LCD  
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ภาพที ่2.9 แสดงการอ่านผลผลิตภณัฑแ์ลมป์ดว้ยเคร่ืองวดัความขุ่นแบบง่าย  
ท่ีมา: Arunrut et al. [29] 

 
เพื่อเป็นการเพิ่มความไวในการตรวจและลดระยะเวลาอีกทั้งไม่ตอ้งใช้เคร่ืองมือราคาแพง

ในการทดสอบจึงมีการพฒันาเทคนิคแลมป์ในการตรวจเช้ือก่อโรคในอาหาร เทคนิคแลมป์เป็นเทคนิค
ในการเพิ่มขยายยีนท่ีอุณหภูมิคงท่ีเพียงอุณหภูมิเดียวโดยอาศยัการท างานของเอนไซม์ Bst DNA 
polymerase และเพิ่มจ านวนดีเอน็เอภายใน 1 ชัว่โมง [24] โดยเทคนิคแลมป์ถูกน ามาใชต้รวจแบคทีเรีย
ก่อโรคในอาหารคร้ังแรกในการตรวจยีน Shiga toxin 2 subunit A ของเช้ือแบคทีเรีย E. coli O157:H7 
[22] เน่ืองดว้ยเทคนิคแลมป์เม่ือเปรียบเทียบกบัเทคนิคพีซีอาร์จะมีความไวและความจ าเพาะมากกว่า
จึงมีการน าเทคนิคแลมป์ไปใช้ในการตรวจเช้ือก่อโรคในอาหารเป็นจ านวนมาก [30-32] อย่างไรก็
ตามท่ีผ่านมาการพฒันาเทคนิคแลมป์ในการตรวจเช้ือก่อโรคในอาหารจะตรวจสอบผลด้วยวิธี
เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแต่วิธีการดงักล่าวใช้เวลานานและตอ้งใชเ้อธิเดียมโบรไมด์ท่ีเป็นสารก่อมะเร็ง
ร่วมด้วยอีกทั้ งไม่สามารถตรวจวดัเชิงปริมาณได้ด้วย ต่อมามีการพฒันาการอ่านความขุ่นของ
ผลิตภณัฑ์แลมป์ท่ีเกิดข้ึนโดยใชเ้คร่ืองวดัความขุ่นแบบง่าย การพฒันาเทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดั
ความขุ่นในการตรวจเช้ือ Shigella [33], verotoxigenic Escherichia coli O157 and O26 [30] และ 
Campylobacter [33] โดยเทคนิคดงักล่าวสามารถตรวจวดัแบบเชิงปริมาณไดด้ว้ย 
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บทที ่3 
วธีิการด าเนินการวจิยั  

 

3.1 การพฒันาเทคนิคมลัติเพลก็ซ์พซีีอาร์ (m-PCR) ตรวจเช้ือแบบพร้อมกนัในการตรวจ

เช้ือแบคทเีรีย Salmonella spp., S. aureus และ B. cereus ทีก่่อโรคในอาหาร 
3.1.1 การเตรียมตวัอยา่งแบคทีเรียเพื่อใชใ้นการทดลอง 

                          3.1.1.1 แบคทีเรียอา้งอิงท่ีใชใ้นการศึกษา 3 สายพนัธ์ุ คือ Salmonella spp., Bacillus 
cereus และ S. aureus โดย Salmonella spp. จะเลือกสายพนัธ์ุ S. Typhimurium ATTC 13311 ส่วน
แบคทีเรีย Bacillus cereus จะเลือกสายพนัธ์ุ B. cereus BCC 6386 และ S. aureus จะเลือกสายพนัธ์ุ 
TBRC4930 เป็นสายพนัธ์ุมาตรฐานในการทดสอบ 
                           3.1.1.2 เล้ียงแบคทีเรียมาตรฐานแยกแต่ละสายพนัธ์ุท่ีประกอบดว้ย S. Typhimurium 
ATTC 13311 และ B. cereus BCC 6386 และ S. aureus TBRC 4930 ในอาหาร Tryptic soy broth 
(TSB) โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และเขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที เป็นเวลาประมาณ 
18-24 ชัว่โมง แลว้ท าการนบัจ านวนแบคทีเรียดว้ยวธีิ Dilution plate count ใหไ้ดเ้ป็น colony forming 
unit (CFU/mL) แลว้เจือจางทีละ 10 เท่า (10-fold dilution) ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 109, 108, 107, 106, 105, 
104, 103, 102 และ 10 CFU/mL ตามล าดบั จากนั้นน าทุกความเขม้ขน้ของแบคทีเรียแต่ละสายพนัธ์ุมา
สกดั DNA ดว้ยชุดสกดัดีเอ็นเอ FavorPrepTM Genomic DNA Extraction Kit (Favorgen Biotech, 
Taiwan) เร่ิมดว้ยการป่ันแยกเซลลแ์บคทีเรียท่ีความเร็วรอบ 5,000 g เป็นเวลา 5 นาที แลว้เติม Lysis 
buffer น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติมสารละลายคลอโรฟอร์มแลว้
เขยา่ดว้ยเคร่ือง Vortex แลว้ไปป่ันท่ีความเร็วรอบ 12,000 g เป็นเวลา 5 นาทีแลว้ดูดสารละลายส่วนใส
ดา้นบนลงบน FATG Columns น าไปป่ันอีกรอบท่ีความเร็ว 12,000 g เป็นเวลา 5 นาที เสร็จแลว้ป่ัน
ลา้งตะกอนดีเอน็เออีก 2 รอบ แลว้ท าการละลายดีเอน็เอดว้ยน ้ากลัน่บริสุทธ์ิ น าดีเอ็นเอท่ีสกดัไดทุ้ก
ความเขม้ขน้และทุกสายพนัธ์ุไปวดัความเขม้ขน้ดว้ยเคร่ือง Nanodrop เพื่อน าไปใชใ้นการทดสอบ
ความไวของเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ต่อไป  

 
3.1.2 การออกแบบไพรเมอร์และหาสภาวะท่ีเหมาะสมเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์             

                          3.1.2.1 การออกแบบและสังเคราะห์ไพรเมอร์ 
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                              ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการวจิยัคร้ังน้ีออกแบบจากยนีเป้าหมายท่ีมีคุณสมบติัในการ
ก่อโรค (virulence gene) ของแต่ละเช้ือและมีรายงานการวิจยัมาแลว้ดงัน้ี 
                                         (1) Salmonella spp. มียนีเป้าหมายคือ 62181533 gene [34] 
                                         (2) S. aureus มียนีเป้าหมายคือ  sensory box histidine kinase (VicK) gene [35] 
                                      (3) B. cereus มียนีเป้าหมายคือ hemolysin BL lytic component L1 gene [36] 
                         3.1.2.2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการท ามลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ 

                               ท าการทดสอบปฏิกิริยามลัติเพล็กซ์พีซีอาร์เพื่อหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของ
กระบวนการ Denature ตั้งแต่ 90-94 องศาเซลเซียส และ Anealing ตั้งแต่ 50-60 องศาเซลเซียส และ 
Extention ตั้งแต่ 68-72 องศาเซลเซียส แลว้ท าการทดสอบหาเวลาท่ีเหมาะสมของแต่ละกระบวนการ
เป็นเวลาตั้งแต่ 20-60 วนิาที เพื่อศึกษาอุณหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสม ต่อจากนั้นจะท าการทดสอบ
สภาวะต่างๆ เช่น ปริมาณไพร์เมอร์ ปริมาณเอน็ไซม ์ โดยภายใน 50 ไมโครลิตร ของปฏิกิริยา
มลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ท่ีประกอบดว้ย primers forward-Sal, primer reward-Sal, primer forward-hb1d, 
primer reward-hb1d, primer forward-Sa และ primer reward-Sa อยา่งละ 0.2-0.5 uM, dNTPs 180-250 
uM, MgCl2 1.2-1.8 mM, 1x PCR buffer และ Taq DNA polymerase 0.5-1 U โดยใชดี้เอน็เอตน้แบบท่ี
สกดัมาจากเซลลแ์บคทีเรียท่ีจากการทดลองขา้งตน้ แลว้น าไปทดสอบโดยใชเ้คร่ือง Thermal cycler 
และอ่านผลผลิตดว้ยวธีิเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสโดยสังเกตจากขนาด ดีเอน็เอ เป้าหมายของแบคทีเรียทั้ง 
2 สายพนัธ์ุ ท่ีปรากฏบนแผน่ Agarose gel ภายใตรั้งสี UV 

3.1.3 วิธีการตรวจสอบแบคทีเรียดว้ยวิธีเพาะเล้ียงเช้ือมาตรฐาน (conventional culture 
based method) 

                  3.1.3.1 การตรวจสอบแบคทีเรีย Salmonella spp. ในตวัอยา่งอาหารดว้ยวธีิเพาะเล้ียง
เช้ือมาตรฐานจะปรับใชต้ามหลกัการของ ISO6579:2002(E) [37] โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 
                                      (1) ชัง่ตวัอยา่งอาหาร 25 กรัม เติมไปในอาหารเล้ียงเช้ือ buffer peptone water 
(BPW) ปริมาตร 225 มิลลิลิตร แลว้ตีบดใหล้ะเอียดดว้ยเคร่ือง stomacher ใชเ้วลา 2 นาที จากนั้นน าไป
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 
                                      (2) ถ่ายเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Muller-Kauffmann 
Tetrathionate Novobiocin broth (MKTTn) แลว้บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
ชัว่โมง และถ่ายเช้ือปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Rappaport-Vassiliadis broth (RV) 
แลว้บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 
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                                      (3) เข่ียเช้ือ 1 loop จากทั้ง MKTTn broth และ RV broth ลงบนอาหาร Xylose 
Lysine Deoxycholate agar (XLD) และอาหาร Hektoen enteric agar (HE) แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 
                                      (4) ตรวจสอบโคโลนีท่ีใหล้กัษณะเฉพาะของเช้ือ Salmonella spp. แลว้ถ่าย
เช้ือลงใน Triple sugar iron agar (TSI) และ Lysine indole motile (LIM)  แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
                                      (5) น าตวัอยา่งท่ีผา่นการทดสอบการใชน้ ้าตาล TSI และ LIM ไปยนืยนัผลการ
ทดสอบดว้ยเทคนิค API system โดยใชชุ้ดตรวจ API 20 E kits 

         3.1.3.2 การตรวจสอบแบคทีเรีย B. cereus ในตวัอย่างอาหารดว้ยวิธีเพาะเล้ียงเช้ือ
มาตรฐานจะปรับใชต้ามหลกัการของ ISO7932:2004(E) [38] โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 
                                      (1) ชัง่ตวัอยา่งอาหาร 25 กรัม เติมไปในอาหารเล้ียงเช้ือ dilution buffer (DF) 
ปริมาตร 225 มิลลิลิตร แลว้ตีบดใหล้ะเอียดดว้ยเคร่ือง stomacher ใชเ้วลา 2 นาที  
                                      (2) ถ่ายเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ mannitol egg yolk  
polymyxin agar (MYPEY) แลว้บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 ชัว่โมง  
                                      (3) ตรวจสอบโคโลนีท่ีใหล้กัษณะเฉพาะของเช้ือ B. cereus แลว้เข่ียเช้ือลงใน
อาหาร nutrient agar (NA) แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 
                                      (4) เข่ียเช้ือลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ sheep blood agar แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้อ่านผล presumptive B. cereus จะมี clear zone รอบ ๆ ซ่ึงเกิด
จากการยอ่ยเมด็เลือด 
                                      (5) น าตวัอยา่งท่ีผา่นการทดสอบเบ้ืองตน้ยนืยนัผลการทดสอบดว้ยเทคนิค 
API system โดยใชชุ้ดตรวจ API 50 CH kits 

                  3.1.3.3 การตรวจสอบแบคทีเรีย S. aureus ในตวัอยา่งอาหารดว้ยวธีิเพาะเล้ียงเช้ือใช้
วธีิ spread plate (ดดัแปลงจาก วรีานุช, 2552) [39] โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 
                                      (1) ชัง่ตวัอยา่งอาหาร 25 กรัม เติมไปในอาหารเล้ียงเช้ือ buffer peptone water 
(BPW) ปริมาตร 225 มิลลิลิตร แลว้ตีบดใหล้ะเอียดดว้ยเคร่ือง stomacher ใชเ้วลา 2 นาที  
                                      (2) ท าการเจือจางตวัอยา่งอาหารท่ีระดบั 1:10 1:100 และ 1:1000 แลว้ดูดแต่
ละระดบัท่ีท าการเจือจางปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงบนอาหาร Baird Parker agar (BP) และ mannitol 
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salt egg yolk agar (MSEY) ดว้ยเทคนิค spread plate แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง 
                                      (3) ตรวจสอบโคโลนีท่ีใหล้กัษณะเฉพาะของเช้ือ S. aureus โดยดูภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ และตรวจสอบการยอ่ยเมด็เลือดแดงแลว้น าไปทดสอบ coagulase test 
                                      (4) น าตวัอยา่งท่ีผา่นการทดสอบ ไปยนืยนัผลการทดสอบดว้ยเทคนิค API 
system โดยใชชุ้ดตรวจ API Staph kits 

3.1.4. การทดสอบความไวของเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์  
                    น าแบคทีเรียทั้ง 3 สายพนัธ์ุมาผสมกนั แลว้ปรับความเขม้ขน้แบคทีเรียทั้ง 3 สาย

พนัธ์ุท่ีผสมกนัแลว้เป็น 1010, 109, 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102 และ 10 CFU/mL ใชไ้พร์เมอร์และ
สภาวะท่ีเหมาะสมในการทดสอบความไวในการตรวจวดัเช้ือแบบมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ นอกจากน้ีแลว้
น าส่วนผสมของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพนัธ์ุท่ีความเขม้เขน้ต่างๆ (1010, 109, 108, 107, 106, 105, 104, 103, 
102 และ 10 CFU/mL) มาผสมลงในอาหาร (หมูยอ) ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือดว้ยรังสี UV และผา่นการ
ทดสอบดว้ยวธีิเพาะเล้ียงเช้ือมาตรฐานดงัท่ีกล่าวในหวัขอ้ 3.1.3 จากนั้นท าการทดสอบดว้ยเทคนิค
มลัติเพล็กซ์พีซีอาร์เพื่อหาความไวในการตรวจวดัเช้ือโดยการอ่านผลดว้ย gel electrophoresis  

3.1.5 การทดสอบความจ าเพาะของเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ 
             ท าการทดสอบความจ าเพาะทั้งแบบ inclusivity และ exclusivity ดว้ยเทคนิค

มลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ โดยแบบ inclusivity ใช ้DNA ตน้แบบท่ีเป็นเช้ือ Salmonella spp. Bacillus cereus 
และ S. aureus สายพนัธ์ุต่างๆท่ีก่อโรค ส่วน exclusivity ใช ้DNA template ท่ีเป็นเช้ือสายพนัธ์ุอ่ืนๆ ท่ี
พบการปนเป้ือนในอาหาร 

 

3.2 การพฒันาเทคนิคแลมป์ (LAMP) ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขุ่นในการตรวจเช้ือแบคทเีรีย 

Salmonella spp. ทีก่่อโรคในอาหาร 
3.2.1 การเตรียมตวัอยา่งแบคทีเรียเพื่อใชใ้นการทดลอง 

                            3.2.1.1 แบคทีเรียอา้งอิงท่ีใชใ้นการศึกษาคือ Salmonella spp. จะเลือกสายพนัธ์ุ  
S. typhimurium ATTC 13311 เป็นสายพนัธ์ุมาตรฐานในการทดสอบ 
                             3.2.1.2 เล้ียงแบคทีเรียมาตรฐานในอาหาร TSB โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
และเขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที เป็นเวลาประมาณ 18-24 ชัว่โมง แลว้ท าการนบัจ านวนแบคทีเรีย
ดว้ยวธีิ dilution plate count ใหไ้ดเ้ป็น colony forming unit (CFU/mL) แลว้เจือจางทีละ 10 เท่า (10-
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fold dilution) ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 109, 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102 และ 10 CFU/mL ตามล าดบั 
จากนั้นน าทุกความเขม้ขน้ของแบคทีเรียมาสกดั DNA ดว้ยชุดสกดัดีเอ็นเอ FavorPrepTM Genomic 
DNA Extraction Kit (Favorgen Biotech, Taiwan) เร่ิมดว้ยการป่ันตกเซลลแ์บคทีเรียท่ีความเร็วรอบ 
5,000 g เป็นเวลา 5 นาที แลว้เติม Lysis buffer น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติม
สารละลายยคลอโรฟอร์มแลว้เขยา่ดว้ยเคร่ือง Vortex แลว้ไปป่ันท่ีความเร็วรอบ 12,000 g เป็นเวลา 5 
นาทีแลว้ดูดสารละลายส่วนใสดา้นบนลงบน FATG Columns น าไปป่ันอีกรอบท่ีความเร็ว 12,000 g 
เป็นเวลา 5 นาที เสร็จแลว้ป่ันลา้งตะกอนดีเอ็นเออีก 2 รอบ แลว้ท าการละลายดีเอน็ดว้ยน ้ากลัน่
บริสุทธ์ิ น าดีเอน็เอท่ีสกดัไดทุ้กความเขม้ขน้และทุกสายพนัธ์ุไปวดัความเขม้ขน้ดว้ยเคร่ือง Nanodrop 
เพื่อน าไปใชใ้นการทดสอบความไวของเทคนิคแลมป์ต่อไป  

3.2.2 การออกแบบไพร์เมอร์และการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิคแลมป์ 
             เร่ิมจากการออกแบบ primer จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ Salmonella spp ท่ีก่อ

โรคในอาหารจากส่วนของ 62181533 of protein-coding sequences gene (GenBank accession 
no.CP016581.1) โดยใชโ้ปรแกรม Explorer version 3 (https://primerexplorer.jp/lamp 3.0.0 / 
index.html) ต่อจากนั้นท าการทดสอบปฏิกิริยา LAMP ท่ี 60 63 และ 65 oC เพื่อดูวา่อุณหภูมิใด
เหมาะสมท่ีสุดหรือเวลาท่ีใชเ้ป็นตน้ต่อจากนั้นจะท าการทดสอบสภาวะต่างๆเช่น ปริมาณไพรเมอร์ 
ปริมาณเอน็ไซมท่ี์ใชใ้นปฎิกิริยาแลมป์ โดยประกอบดว้ย inner primers FIP และ BIP อยา่งละ 2 µM, 
outer primers F3 และ B3 อยา่งละ 0.2 µM, dNTPs mix 1.4 mM, betaine 0.6-0.8 M, MgSO4, 6 mM, 
Bst DNA polymerase 8-10 unit, 1x of the supplied buffer โดยใช ้DNA ท่ีสกดัจากแบคทีเรีย  
S. Typhimurium ATTC 13311 ปริมาณ 100 ng เป็นตน้แบบ 

3.2.3 การทดสอบความจ าเพาะ 
             ท าการทดสอบความจ าเพาะทั้งแบบ inclusivity และ exclusivity ดว้ยเทคนิคแลมป์

ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขุ่นเปรียบเทียบผลกบัเทคนิคพีซีอาร์ โดยแบบ inclusivity ใช ้DNA template ท่ี
เป็นเช้ือ Salmonella spp. สายพนัธ์ุต่างๆท่ีก่อโรค ส่วน exclusivity ใช ้DNA template ท่ีเป็นเช้ืออ่ืนท่ี
ไม่ใช่ Salmonella spp. หรือสายพนัธ์ุท่ีก่อโรค 

3.2.4 การทดสอบความไวในการตรวจ 
             ท าการทดสอบความไวในการตรวจผลผลิต LAMP ดว้ยการอ่านผลดว้ยเคร่ืองวดั

ความขุ่นแบบง่าย เปรียบเทียบกบัการ run gel electrophoresis และเปรียบเทียบความไวในการตรวจ
กบัเทคนิค PCR 
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3.2.5 การตรวจวดัแบบเชิงปริมาณ 
                           ท าการสร้างกราฟสมการความขุ่นมาตรฐาน จากการวดัผลผลิต LAMP ดว้ยการอ่าน
ผลดว้ยเคร่ืองวดัความขุ่นแบบง่ายโดยน าดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรีย S. Typhimurium ATTC 13311 ท่ี
เตรียมไวเ้ป็น 10-fold dilution มาทดสอบแลว้อ่านผลกราฟท่ีเกิดข้ึนจากความขุ่นและบนัทึกเวลาท่ีวดั
ได ้ณ เวลาจริง แลว้น าค่าท่ีไดท้ั้งสองไปสร้างเป็นกราฟ โดยแกน X เป็นความเขม้ขน้ดีเอ็นเอเร่ิมตน้ 
(CFU/mL) แกน Y เป็นเวลาท่ีวดัได ้(นาที) แลว้สร้างสมการเส้นตรงมาตรฐานเพื่อน าไปใชต้รวจวดั
เช้ือแบคทีเรียแบบเชิงปริมาณ 

3.2.6 การทดสอบเปรียบเทียบความไวในตวัอยา่งอาหาร 
             น าแบคทีเรีย S. Typhimurium ATTC 13311 ท่ีความเขม้เขน้ต่างๆ (1010, 109, 108, 107, 

106, 105, 104, 103, 102 และ 10 CFU/mL) มาผสมลงในเน้ือไก่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือดว้ยรังสี UV และผา่น
การทดสอบดว้ยวธีิเพาะเล้ียงเช้ือแบบมาตรฐานดงัท่ีกล่าวในหวัขอ้ 3.1.3.1 จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37°C เป็นเวลา 6, 12 และ 24 ชัว่โมง ตามล าดบั จากนั้นน าตวัอยา่งอาหารท่ีเก็บไวทุ้กช่วงเวลาไปสกดัดี
เอน็เอแลว้ทดสอบดว้ยเคร่ืองวดัความขุ่นแบบง่ายเปรียบเทียบกบัการท า gel electrophoresis และ
เปรียบเทียบความไวในการตรวจ 

3.2.7 การตรวจในตวัอยา่งอาหาร 
             น าเน้ือไก่สดจากตลาดสดและตลาดนดัในเขตพื้นท่ีจงัหวดัปทุมธานีและ

กรุงเทพมหานคร จ านวน 120 ตวัอยา่ง โดยท าการเก็บตวัอยา่งช่วงเดือนสิงหาคมถึงเดือนตุลาคม 2560 
แลว้ท าการตรวจเช้ือ Salmonella spp. ท่ีปนเป้ือนในเน้ือไก่ดว้ยวธีิแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขุ่น
เปรียบเทียบผลกบัวธีิการเพาะเล้ียงเช้ือแบบมาตรฐาน  
 

3.3 วเิคราะห์และสรุปผลการทดลอง 

ท าการวเิคราะห์และสรุปผลการทดลอง 
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บทที่ 4 
ผลการวจิยัและอภิปรายผล 

 

4.1 การพฒันาเทคนิคมัลติเพลก็ซ์พซีีอาร์ (m-PCR) ตรวจเช้ือแบบพร้อมกนัในการตรวจ

เช้ือแบคทเีรีย Salmonella spp., S. aureus และ B. cereus ทีก่่อโรคในอาหาร 
4.1.1 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการตรวจดว้ยเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ (m-PCR)   

                           ไดอ้อกแบบไพรเมอร์ส าหรับปฏิกิริยา m-PCR โดยในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย 
Salmonella spp. ใชย้นีเป้าหมายเป็น 62181533 แลว้ท าการออกแบบดว้ยโปรแกรม Primer premier 
5.0 software (Premier Biosoft International) เม่ือไดข้อ้มูลไพรเมอร์แลว้ท าการทดสอบเปรียบเทียบ
ขอ้มูลในฐานขอ้มูลของ NCBI, nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) และในการตรวจ
เช้ือแบคทีเรีย S. aureus และ B. cereus จะใชไ้พรเมอร์ท่ีมีการรายงานการทดสอบแลว้พบวา่มี
ความจ าเพาะสูงมาใชใ้นการตรวจร่วมส าหรับปฏิกิริยา m-PCR ท่ีมีความจ าเพาะต่อล าดบัเบสของ
แบคทีเรีย โดยแบคทีเรีย S. aureus ใชย้นีเป้าหมายคือ  sensory box histidine kinase (VicK) gene [35] และ
แบคทีเรีย B. cereus ใชย้นีเป้าหมายคือ hemolysin BL lytic component L1 gene (hb1d) [36] โดยมี
รายละเอียดดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 

4.1.2 การหาองคป์ระกอบและสภาวะท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยามลัติเพล็กซ์พีซีอาร์  
                           จากการศึกษาพบวา่ในปฏิกิริยา m-PCR หน่ึงๆ ในปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตอ้งมี
องคป์ระกอบต่าง ๆ ในสัดส่วนดงัน้ี 
             ก. ไพรเมอร์อยา่งละ 0.14 ไมโครโมล่าร์ 
                         ข. สาร dNTPs 2 มิลลิโมล่าร์ 
                         ค. สารละลายแมกนีเซียมคลอไร 6 มิลลิโมล่าร์ 
                         ง. เอน็ไซม ์Taq DNA polymerase 1 หน่วย 
                         จ. บฟัเฟอร์ท่ีความเขม้ขน้ 2 เท่า 
                         ฉ. น ้ากลัน่บริสททิิป ปรับปริมาตรเป็น 50 ไมโครลิตร 
                          การหาอทณหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสมท่ีสทดในการท าปฏิกิริยา m-PCR แต่ละขั้นตอน 
โดยใช ้DNA ท่ีสกดัจากแบคทีเรียแต่ละชนิดความเขม้ขน้ 100 ng เป็นตน้แบบ ผลการทดสอบพบวา่
อทณหภูมิและเวลาแต่ละขั้นตอนท่ีเหมาะสมท่ีสทดในการท าปฏิกิริยา m-PCR คือ ขั้นตอน denaturation 



 

40 

 

ใชอ้ทณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 30 วนิาที ขั้นตอน anualing ใชอ้ทณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 30 วนิาที และ
ขั้นตอน extension 72 °C เป็นเวลา 30 วนิาที โดยท าปฏิกิริยา m-PCR ทั้งหมด 30 รอบ ในการอ่านผล
ดว้ยเทคนิค m-PCR ท่ีพฒันาข้ึนจะอ่านผลดว้ยวิิ ีเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส โดยขนาดแบนพีซีอาร์ของ 

Salmonella ขนาด 117 bp, B. cereus ขนาด 148 bp และ S. aureus ขนาด 176 bp แสดงผลรายละเอียดดงั
ภาพท่ี 4.1 
 
ตารางที ่4.1 แสดงรายละเอียดของไพรเมอร์ท่ีใชใ้นปฏิกิริยา m-PCR 

ช่ือไพรเมอร์ 
 

ล าดบัเบส (5’-3’) ความยาว  
(bp) 

ยนีเป้าหมาย 
(target gene) 

F-xcd CCACCCGGTCGCTGAAAAAC 20 xcd 

R-xcd TGATACTGTGTCTGCGTCCCC 21 

mp3L1R1F AGTTATTGCAGCTATTGGAGG 21 hb1d 

mp3L1R1R GTCCATATGCTTAGATGCTGTGA 23 

F-Sa5 AAAGGTGTAGGTTGGAAAGTAGAAG 25 Vick 

R-Sa5 GTTACAGGCATTTTGTCTTTAG 22 

      

 
 
ภาพที ่4.1 แสดงการอ่านผลเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสในการท าปฎิกิริยา Single PCR และ m-PCR   
                 (lane M คือ DNA marker; lane 1 คือ 176 bp for S. aureus; lane 2 คือ 148 bp for B. cereus;   
                 lane 3 คือ 117 bp for Salmonella spp.; lane 4 คือ m-PCR; lane N คือ ตวัควบคทมลบ) 
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4.1.3 การทดสอบความจ าเพาะดว้ยเทคนิค m-PCR 
                           ในการทดสอบความจ าเพาะส าหรับเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ (m-PCR) ไดใ้ชดี้เอ็น
เอท่ีสกดัจากแบคทีเรียทั้งหมด 66 สายพนั ทิ์ โดยประกอบดว้ยดีเอ็นเอจากเช้ือแบคทีเรีย Salmonella 
spp. จ านวน 27 สายพนั ทิ์ ดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย S. aureus จ  านวน 4 สายพนั ทิ์ และดีเอ็นเอ B. cereus 
จ  านวน 2 สายพนั ทิ์ และแบคทีเรียสายพนั ทิ์อ่ืน ๆ ท่ีก่อโรคและปนเป้ือนในอาหารรวม 33 สายพนั ทิ์ 
จากการทดสอบดว้ยเทคนิค m-PCR พบวา่ไพรเมอร์ส าหรับการตรวจแบคทีเรีย Salmonella spp. (F-
xcd/R-xcd) ใหผ้ลบวกจ านวน 27 สายพนั ทิ์ ไพรเมอร์ส าหรับตรวจแบคทีเรีย S. aureus (F-Sa5/R-Sa5) 
ให้ผลบวกจ านวน 4 สายพนั ทิ์ และ B. cereus (mp3L1R1F / mp3L1R1R) ให้ผลบวกจ านวน 2 สาย
พนั ทิ์ โดยไม่ให้ผลบวกเม่ือใช้ดีเอ็นท่ีสกดัจากแบคทีเรียสายพนั ทิ์อ่ืน ๆ ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 โดย
ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการทดสอบความจ าเพาะในงานวจิยัของ Wehrle et al. [36] ท่ีท าการพฒันาเทคนิค
พีซีอาร์ดว้ยยีนเป้าหมาย hb1d ในการตรวจแบคทีเรีย B. cereus พบวา่ให้ผลบวกเฉพาะในแบคทีเรีย
สายพนั ทิ์ B. cereus และงานวิจยัของ Yu  et al. [35] ท่ีพฒันาการตรวจแบคทีเรีย S. aureus ดว้ยยีน
เป้าหมาย VicK พบวา่ให้ผลบวกเฉพาะในแบคทีเรียสายพนั ทิ์ S. aureus และงานวิจยัของ Kong et al. 
[34] ในการตรวจแบคทีเรีย Salmonella spp. ดว้ยยีนเป้าหมาย 62181533 ในการตรวจดว้ยเทคนิคพีซี
อาร์โดยใหผ้ลการตรวจแบคทีเรีย Salmonella spp. มีความจ าเพาะสูงถึง 100%  แสดงให้เห็นวา่เทคนิค 
m-PCR ท่ีพฒันาข้ึนมีความจ าเพาะสูงในการตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp., S. aureus และ  
B. cereus ท่ีก่อโรคในอาหาร 
  
ตารางที ่4.2 ผลการทดสอบความจ าเพาะในการตรวจดว้ยเทคนิค m-PCR 
สายพนั ทิ์แบคทีเรีย แหล่งท่ีมา 

 
Multiplex PCR detection 

Salmonella S. aureus Bacillus 
Salmonella enterica strains 
(n= 27) 

    

S. Typhimurium ATCC 13311 + - - 
S. Typhimurium RMUTTS-153 + - - 
S. Wadar RMUTTS- 4 + - - 
S. Saintpaul RMUTTS-33 + - - 
S. Welterreden RMUTTS-71 + - - 
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ตารางที ่4.2 ผลการทดสอบความจ าเพาะในการตรวจดว้ยเทคนิค m-PCR (ต่อ) 
สายพนั ทิ์แบคทีเรีย แหล่งท่ีมา Multiplex PCR detection 
  Salmonella S. aureus Bacillus 
S. Rissen RMUTTS-16 + - - 
S. Ohio RMUTTS-139 + - - 
S. Stanley RMUTTS-17 + - - 
S. Antum RMUTTS-35 + - - 
S. Brunei RMUTTS-141 + - - 
S. Corvallis RMUTTS-2 + - - 
S. ParatyphiB RMUTTS-155 + - - 
S. Mbandaka DMST 17377 + - - 
S. Mbandaka RMUTTS-47 + - - 
S. Hadar DMST 10634 + - - 
S. Hadar RMUTTS-11 + - - 
S. Hritlingfoss RMUTTS-75 + - - 
S. Agona RMUTTS-60 + - - 
S. Orion RMUTTS-144 + - - 
S. Livingstone RMUTTS-67 + - - 
S. Bardo RMUTTS-56 + - - 
S. Choleraesuis DMST 5580 + - - 
S. Dublin  DMST 30404 + - - 
S. Enteritidis ATCC 13076 + - - 
S. Infantis DMST 26426 + - - 
S. Senftenberg DMST 17013 + - - 
S. Virchow DMST 17013 + - - 
Bacillus cereus (n=2)     
B. cereus RMUTT-BC2 - - + 
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ตารางที ่4.2 ผลการทดสอบความจ าเพาะในการตรวจดว้ยเทคนิค m-PCR (ต่อ) 
สายพนั ทิ์แบคทีเรีย แหล่งท่ีมา Multiplex PCR detection 
  Salmonella S. aureus Bacillus 
B. cereus BCC 6386 - - + 
Staphylococcus aureus 
(n=4) 

    

S. aureus TBRC 4930 - + - 
S. aureus RA 024122 - + - 
S. aureus RA 024123 - + - 
S. aureus RA 024121 - + - 
Other strains (n=33  )     
V. parahaemolyticus  ATCC 17802 - - - 
V. mimicus DMST 22089 - - - 
V. vulnificus DMST 5258 - - - 
V. fluvialis DMST 24049 - - - 
V. fluvialis DMST 22085 - - - 
E. coli 0157:H7 ATCC 35150 - - - 
E. coli RMUTTE-120116-4 - - - 
E. coli RMUTTE-120118-5 - - - 
E. coli RMUTTE-120113-4 - - - 
E. coli RMUTTE-120113-4 - - - 
E. coli RMUTTE-120201-4 - - - 
Enterobacter aerogenes DMST 1333 - - - 
Enterococus faccium RMUTTEn-110909-8 - - - 
Enterococus faccium RMUTTEn-110909-4 - - - 
Enterococus faccium RMUTTEn-110825-4 - - - 
Enterococus faccium RMUTTEn-110909-2 - - - 
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ตารางที ่4.2 ผลการทดสอบความจ าเพาะในการตรวจดว้ยเทคนิค m-PCR (ต่อ) 
สายพนั ทิ์แบคทีเรีย แหล่งท่ีมา Multiplex PCR detection 
  Salmonella S. aureus Bacillus 
Enterococcus faecalis RMUTTEn-110512-4.2 - - - 
Enterococcus faecalis RMUTTEn-110124-6 - - - 
Enterococcus faecalis RMUTTEn-110205-8 - - - 
Enterococcus faecalis RMUTTEn-120112-1 - - - 
Enterococcus faecalis RMUTTEn-120201-7 - - - 
Enterococcus faecalis RMUTTEn-110205-4 - - - 
Listeria monocytogenes ATCC 700402 - - - 
Listeria monocytogenes RMUTT-Lis - - - 
Listeria ivanovii ATCC 700402 - - - 
Listeria innocua DMST 9011 - - - 
Listeria welshimeri DMST 20559 - - - 
Yersinia enterocolitica RMUTT-Yer - - - 
Cronobacter sakazaki RMUTT-Cro - - - 
Lactococcus lactis RMUTT-Lac - - - 
Pseudomonas sp. RMUTT-Pse120111-5 - - - 
Pseudomonas sp. RMUTT-Pse100913-4 - - - 
Pseudomonas sp. RMUTT-Pse110427-1 - - - 
 
+ หมายถึง การทดสอบดว้ยเทคนิค m-PCR ใหผ้ลบวก (Salmonella spp. ขนาด 117 bp, B. cereus ขนาด  
                148 bp และ S. aureus ขนาด 176 bp) 
-  หมายถึง การทดสอบดว้ยเทคนิค m-PCR ใหผ้ลลบ 
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4.1.4 การทดสอบความไวในการตรวจดว้ยเทคนิค m-PCR 
            การทดลองเพื่อทดสอบความไวในการตรวจดว้ยเทคนิค m-PCR จะใชต้วัอยา่งดีเอน็เอ

บริสททิิป ท่ีสกดัจากแบคทีเรีย Salmonella spp., S. aureus และ B. cereus ท่ีเล้ียงและนบัจ านวนเซลล์
ดว้ยวิิ ี plate count โดยเจือจางแบคทีเรียแต่ละสายพนั ทิ์ตั้งแต่ 1 ถึง 108  CFU/mL แลว้น ามาตรวจโดย
เทคนิค m-PCR จากนั้นน าผลผลิต m-PCR ท่ีไดต้รวจดว้ยวิิ ีการแยกสารพนั ทิกรรมดว้ยกระแสไฟฟ้า 
ผลการทดสอบมีความไวในการตรวจแบคทีเรียทั้งสามสายพนั ทิ์ท่ีจ  านวน 103 CFU/mL ดงัภาพท่ี 4.2 
ในการทดสอบความไวในการตรวจดว้ยเทคนิค m-PCR ใหผ้ลเทียบเท่างานวจิยัของ Yu et al. [35] ท่ี
พฒันาเทคนิค m-PCR ในการตรวจแบคทีเรีย S. aureus, Salmonella spp. และ L. monocytogenes 
พบวา่มีความไวในการตรวจดีเอ็นเอบริสททิิป ของแบคทีเรียทั้งสามสายพนั ทิ์ท่ีจ  านวน 103 CFU/mL 
แสดงใหเ้ห็นวา่เทคนิค m-PCR ท่ีพฒันาข้ึนมีความไวในการตรวจสูง 

 

 
 
ภาพที ่4.2 แสดงผลการตรวจความไวดว้ยเทคนิค m-PCR  ในการตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย Salmonella, 
                 S. aureus และ B. cereus (Salmonella ขนาด 117 bp  B. cereus ขนาด 148 bp และ  
                    S. aureus ขนาด 176 bp) 
 

    ผลการทดลองเพื่อทดสอบความไวในการตรวจดว้ยเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ (m-PCR) 
ในการตรวจสถานการณ์จ าลองการปนเป้ือนเช้ือแบคทีเรียในตวัอย่างอาหารโดยน าส่วนผสมของ
แบคทีเรียทั้ง 3 สายพนั ทิ์ ท่ีความเขม้เขน้ต่าง ๆ ตั้งแต่ 1-109 CFU/mL มาผสมลงในหมูยอท่ีผา่นการฆ่า
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เช้ือดว้ยรังสี UV แลว้น าไปบ่มท่ีอทณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา  6 ชัว่โมง และ 12 ชัว่โมง แลว้น าส่วนสาร
ผสมอาหารท่ีเก็บไวแ้ต่ละช่วงเวลาท าการสกดัดีเอน็เอแลว้ทดสอบดว้ยเทคนิค m-PCR ผลการทดสอบ
พบวา่เม่ือน าดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากการเติมแบคทีเรียทั้ง 3 สายพนั ทิ์ท่ีความเขม้เขน้ต่าง ๆ โดยไม่ไดบ้่ม
ท่ีอทณหภูมิ 37°C สามารถตรวจแบคทีเรียทั้งสามสายพนั ทิ์ท่ีจ  านวน 105 CFU/mL ดงัภาพท่ี 4.3 ในขณะ
ท่ีเม่ือน าดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากส่วนสารผสมอาหารท่ีบ่มอทณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา  6 ชัว่โมง และ 12 
ชัว่โมง พบวา่สามารถตรวจแบคทีเรียทั้งสามสายพนั ทิ์ท่ีจ  านวน 10 CFU/mL แสดงดงัภาพท่ี 4.4 และ
ภาพท่ี 4.5 ตามล าดบั แสดงให้เห็นวา่เทคนิค m-PCR ท่ีพฒันาข้ึนมีความไวในการตรวจการติดเช้ือใน
อาหารเพิ่มข้ึนเม่ือบ่มท่ีอทณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา  6 ชัว่โมง ถึง 12 ชัว่โมง นอกจากน้ีผลการทดสอบ
ความไวดว้ยเทคนิค m-PCR ในการตรวจสถานการณ์จ าลองการปนเป้ือนเช้ือแบคทีเรียในตวัอย่าง
อาหาร ให้ผลเทียบเท่ากบังานวิจยัของ Yang et al. [40] ในการตรวจการปนเป้ือนตวัอยา่งผลิตภณัฑ์
จากนมของแบคทีเรีย S. aureus ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ พบวา่มีความไวในการตรวจท่ี 10 CFU/mL เม่ือ
บ่มท่ีอทณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 6 ชัว่โมง นอกจากน้ีในงานวิจยัของ  Wehrle  et al. [36] ท่ีพฒันาเทคนิค
มลัติเพล็กซ์ในการตรวจแบคทีเรีย B. cereus ดว้ยยนีเป้าหมาย 3 ชนิด ท่ีปนเป้ือนในอาหารโดยพบวา่มี
ความไวในการตรวจท่ี 10 CFU/mL เม่ือบ่มท่ีอทณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 14 ชัว่โมง แสดงให้เห็นว่า
เทคนิค m-PCR ท่ีพฒันาข้ึนใชเ้วลาในการด าเนินการสั้นกวา่เน่ืองจากใชเ้วลาในการบ่มเพียง 6 ชัว่โมง 
ใหผ้ลการตรวจแบคทีเรียไดท่ี้ 10 CFU/mL ดงันั้นเทคนิค m-PCR เหมาะสมท่ีจะน าไปตรวจแบคทีเรีย 
Salmonella spp., S. aureus และ B. cereus เพื่อการป้องกนัการปนเป้ือนในตวัอยา่งอาหาร ในการลด
ความเสียหายทั้งทางดา้นเศรษฐกิจและสทขภาพอนามยัท่ีอาจจะเกิดข้ึนจากการระบาดของแบคทีเรียท่ี
เป็นสาเหตทหลกัขา้งตน้น้ี เน่ืองจากเทคนิคมลัติเพล็กซ์ท่ีพฒันาข้ึนน้ีมีทั้งมีความไวในการตรวจสูงและ
ความจ าเพาะสูงและใชร้ะยะเวลาในการด าเนินการสั้น 
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ภาพที ่4.3 แสดงความไวในการตรวจดว้ยเทคนิค m-PCR ในการตรวจการติดเช้ือในอาหารโดยไม่มี  
                 การบ่มท่ีอทณหภูมิ 37 °C 

 
 
 

 
 

ภาพที ่4.4 แสดงความไวในการตรวจดว้ยเทคนิค m-PCR ในการตรวจการติดเช้ือในอาหารเม่ือท าการ 
                 บ่มท่ีอทณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 
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ภาพที ่4.5 แสดงความไวในการตรวจดว้ยเทคนิค m-PCR ในการตรวจการติดเช้ือในอาหารเม่ือท าการ 
                 บ่มท่ีอทณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 

 

4.2 การพฒันาเทคนิคแลมป์ (LAMP) ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขุ่นในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย  
Salmonella spp. ทีก่่อโรคในอาหาร 

4.2.1 การออกแบบไพรเมอร์แลมป์ส าหรับการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp.   
                           ไดอ้อกแบบไพรเมอร์ส าหรับปฏิกิริยาแลมป์ในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella 
spp. ท่ีมีความจ าเพาะต่อล าดบัเบสของแบคทีเรีย Salmonella spp. ใชย้ีนเป้าหมายคือ 62181533 of 
protein-coding sequences (xcd) โดยใชโ้ปรแกรมการออกแบบไพรเมอร์ Primer explorer version 4 
(https://primerexplorer.jp/ /elamp4.0.0/) แล้วน าข้อมูลไพรเมอร์ท่ีท าการออกแบบได้ทดสอบ
ความจ าเพาะในฐานขอ้มูล Pubmed NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) พบวา่ชทดไพรเมอร์แลมป์ท่ี
ท าการออกแบบมีความจ าเพาะสูงในการตรวจแบคทีเรีย Salmonella spp. เน่ืองจากผลการทดสอบไม่
มีส่วนล าดับเบสของไพรเมอร์แลมป์ให้ผลตรงกับล าดับเบสของแบคทีเรียสายพนั ทิ์ อ่ืน ๆ โดยมี
รายละเอียดดงัแสดงในตารางท่ี 4.3 
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ตารางที ่4.3 แสดงรายละเอียดของไพรเมอร์แลมป์ท่ีใชใ้นการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. 
ช่ือไพรเมอร์ ล าดบัเบส (5’-3’) ความยาว (bp) 

F3-salmo CTGCCAGATTTGCTTCTCCT 20 

B3-salmo TCTGGAAGTGCCACCGATA 19 

FIP-salmo GCCCAGTTACGCTTGCTTCAGGTTTTA
TTCAGCCTTCCACACAACG 
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BIP-salmo CACTCCGCATGCCAGTATCTCCTTTTC
AATCCGAAGCGGTTGATGA 
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LF-salmo CCGTGGACGAGGAAGGTTGTC 21 

LB-salmo TCAACTGATCCATATAGTTCATC 23 

 
4.2.2 การหาองคป์ระกอบและสภาวะท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยาแลมป์ 

             จากการทดสอบปฏิกิริยาแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขท่นมีองคป์ระกอบต่างๆ ดงัน้ี  
                           ก. อินเนอร์ไพรเมอร์ (FIP และ BIP) อยา่งละ 2 ไมโครโมล่าร์  
                           ข. เอาทเ์ทอร์ไพรเมอร์ (F3 และ B3) อยา่งละ 0.2 ไมโครโมล่าร์  
                           ค. ลูปไพรเมอร์ (LF และ LB) อยา่งละ 2 ไมโครโมล่าร์  
                           ง. สาร dNTPs 1.6 มิลลิโมล่าร์  
                           จ. สารเบตาอีน 0.2 โมล่าร์  
                           ฉ. สารละลายแมกนีเซียมซลัเฟส 6 มิลลิโมล่าร์  
                           ช. เอน็ไซม ์Bst DNA polymerase 8 หน่วย  
                           ซ. บฟัเฟอร์ท่ีความเขม้ขน้ 1 เท่า  
                           ฌ. สารละลายอาร์เอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากตวัอยา่งส่ิงมีชีวติท่ีตอ้งการตรวจสอบ 2 ul  
                           ญ. น ้ากลัน่เพื่อปรับปริมาตรรวมใหไ้ด ้25 ไมโครลิตร 
                            การหาอทณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสทดในการท าปฏิกิริยาตั้งแต่ 60-65 oC ใชเ้วลา 1 ชัว่โมง 
โดยใช ้DNA ท่ีสกดัจากแบคทีเรีย Salmonella spp. ความเขม้ขน้ 100 ng เป็นตน้แบบในการศึกษา 
พบว่าเคร่ืองวดัความขท่นแบบง่ายอทณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสทดท่ี 65 oC เน่ืองจากให้ผลกราฟความขท่น
เกิดข้ึนเร็วสทดโดยใชเ้วลาเพียง 18 นาที ในขณะท่ีอทณหภูมิ 63 และ 60 oC เกิดผลกราฟท่ีเวลา 24 และ 
28 นาที ตามล าดบัแสดงดงัภาพท่ี 4.6 โดยผลการทดสอบให้ผลสอดคลอ้งกบัการอ่านผลดว้ยวิิีอิเล็ก
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โตรโฟรีซิสดงัแสดงในภาพท่ี 4.7 อยา่งไรก็ตามวิิีการอ่านผลดว้ยอิเล็กโตรโฟเรซิสไม่สามารถแยก
ความแตกต่างของอทณหภูมิท่ีเหมาะสมไดเ้น่ืองจากเป็นการอ่านผลผลิตท่ีปฎิกิริยาแลมป์เสร็จส้ิน (end 
point) แสดงให้เห็นวา่สภาวะท่ีเหมาะสมคือท่ีอทณหภูมิ 65 oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง นอกจากน้ีรายงาน
การวิจยัของ Jaroenram et al. [41] การท างานของปฏิกิริยาแลมป์ในการตรวจหาเช้ือก่อโรคในกทง้
พบวา่ท่ีอทณหภูมิท่ีสูงระดบั 65 °C จะให้ผลการทดสอบความจ าเพาะท่ีดีกวา่การใช้อทณหภูมิท่ีต ่ากว่า 
แสดงให้เห็นว่าเทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขท่นท่ีพฒันาข้ึนมีความจ าเพาะท่ีสูงในการตรวจ
แบคทีเรีย Salmonella spp. 
 

 
 

ภาพที ่4.6 กราฟแสดงเคร่ืองวดัความขท่นในการทดสอบอทณหภูมิท่ีเหมาะสมในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย   
                Salmonella spp. 
 

 
 

ภาพที ่4.7 แสดงอทณหภูมิท่ีเหมาะสมในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. โดยเทคนิคแลมป์     
                  ร่วมกบัการอ่านผลโดยใช ้2% Agarose gel, M= 2 log marker, N= negative control, P= ดีเอน็เอ 
                  ท่ีความเขม้ขน้ 100 ng 
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4.2.3 การทดสอบความจ าเพาะดว้ยเทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขท่น            
             ในการทดสอบความจ าเพาะส าหรับเทคนิคแลมป์ไดใ้ชดี้เอ็นเอท่ีสกดัจากแบคทีเรีย

ทั้งหมด 66 สายพนั ทิ์ โดยประกอบดว้ยเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. จ านวน 27 สายพนั ทิ์ และ
แบคทีเรียสายพนั ทิ์อ่ืน ๆ รวม 39 สายพนั ทิ์ จากการทดสอบแบคทีเรีย Salmonella spp. ดว้ยเทคนิค
แลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขท่นใหผ้ลบวกจ านวน 27 สายพนั ทิ์ และผลเป็นลบจ านวน 39 สายพนัิ์ 
และใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการอ่านผลดว้ยเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส นอกจากน้ีใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการอ่าน
ผลดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ร่วมกบัการอ่านผลดว้ยเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส โดยไม่ใหผ้ลบวกเม่ือใชดี้เอน็ท่ี
สกดัจากแบคทีเรียสายพนั ทิ์อ่ืน ๆ ดงัแสดงในตารางท่ี 4.4 โดยผลการทดสอบสอดคลอ้งกบังานวจิยั
ของ Kong et al. [34] ในการหาตรวจแบคทีเรีย Salmonella spp. ดว้ยยนีเป้าหมาย 62181533 ในการ
ตรวจดว้ยเทคนิคพีซีอาร์โดยให้ผลบวกกบัแบคทีเรีย Salmonella spp. จ านวน 32 สายพนั ทิ์ และไม่ให้
ผลบวกต่อแบคทีเรียสายพนั ทิ์อ่ืน ๆ ท่ีก่อโรคและปนเป้ือนในอาหารแสดงผลการตรวจความจ าเพาะ
สูง 100 %  แสดงใหเ้ห็นวา่เทคนิคแลมป์ท่ีพฒันาข้ึนมีความจ าเพาะสูงในการตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย 
Salmonella spp. ท่ีก่อโรคในอาหาร เน่ืองจากไม่ใหผ้ลบวกต่อแบคทีเรียท่ีไม่ใช่เป้าหมายในการตรวจ 
  
ตารางที ่4.4 ผลการทดสอบความจ าเพาะในการตรวจดว้ยเทคนิคแลมป์โดยการอ่านผลดว้ยเคร่ืองวดั
ความขท่นและเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสและเทคนิคพีซีอาร์ 
สายพนั ทิ์แบคทีเรีย แหล่งท่ีมา Lamp-Turbid Lamp-AGE PCR 
Salmonella enterica strains 
(n= 27) 

    

S. Typhimurium  ATCC 13311 + + + 
S. Typhimurium RMUTTS-153 + + + 
S. Wadar RMUTTS- 4 + + + 
S. Saintpaul RMUTTS-33 + + + 
S. Welterreden RMUTTS-71 + + + 
S. Rissen RMUTTS-16 + + + 
S. Ohio RMUTTS-139 + + + 
S. Stanley RMUTTS-17 + + + 
S. Antum RMUTTS-35 + + + 
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ตารางที ่4.4 ผลการทดสอบความจ าเพาะในการตรวจดว้ยเทคนิคแลมป์โดยการอ่านผลดว้ยเคร่ืองวดั
ความขท่นและเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสและเทคนิคพีซีอาร์ (ต่อ) 
สายพนั ทิ์แบคทีเรีย แหล่งท่ีมา Lamp-Turbid Lamp-AGE PCR 
S. Brunei RMUTTS-141 + + + 
S. Corvallis RMUTTS-2 + + + 
S. ParatyphiB RMUTTS-155 + + + 
S. Mbandaka DMST 17377 + + + 
S. Mbandaka RMUTTS-47 + + + 
S. Hadar DMST 10634 + + + 
S. Hadar RMUTTS-11 + + + 
S. Hritlingfoss RMUTTS-75 + + + 
S. Agona RMUTTS-60 + + + 
S. Orion RMUTTS-144 + + + 
S. Livingstone RMUTTS-67 + + + 
S. Bardo RMUTTS-56 + + + 
S. Choleraesuis DMST 5580 + + + 
S. Dublin  DMST 30404 + + + 
S. Enteritidis ATCC 13076 + + + 
S. Infantis DMST 26426 + + + 
S. Senftenberg DMST 17013 + + + 
S. Virchow DMST 17013 + + + 
Other strains (n=39)     
B. cereus RMUTT-BC2 - - - 
B. cereus BCC 6386 - - - 
S. aureus TBRC 4930 - - - 
S. aureus RA 024122 - - - 
S. aureus RA 024123 - - - 
S. aureus RA 024121 - - - 
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ตารางที ่4.4 ผลการทดสอบความจ าเพาะในการตรวจดว้ยเทคนิคแลมป์โดยการอ่านผลดว้ยเคร่ืองวดั
ความขท่นและเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสและเทคนิคพีซีอาร์ (ต่อ) 
สายพนั ทิ์แบคทีเรีย แหล่งท่ีมา Lamp-Turbid Lamp-AGE PCR 
V. parahaemolyticus  ATCC 17802 - - - 
V. mimicus DMST 22089 - - - 
V. vulnificus DMST 5258 - - - 
V. fluvialis DMST 24049 - - - 
V. fluvialis DMST 22085 - - - 
E. coli 0157:H7 ATCC 35150 - - - 
E. coli RMUTTE-120116-4 - - - 
E. coli RMUTTE-120118-5 - - - 
E. coli RMUTTE-120113-4 - - - 
E. coli RMUTTE-120113-4 - - - 
E. coli RMUTTE-120201-4 - - - 
Enterobacter aerogenes DMST 1333 - - - 
Enterococus faccium RMUTTEn-110909-8 - - - 
Enterococus faccium RMUTTEn-110909-4 - - - 
Enterococus faccium RMUTTEn-110825-4 - - - 
Enterococus faccium RMUTTEn-110909-2 - - - 
Enterococcus faecalis RMUTTEn-110512-4.2 - - - 
Enterococcus faecalis RMUTTEn-110124-6 - - - 
Enterococcus faecalis RMUTTEn-110205-8 - - - 
Enterococcus faecalis RMUTTEn-120112-1 - - - 
Enterococcus faecalis RMUTTEn-120201-7 - - - 
Enterococcus faecalis RMUTTEn-110205-4 - - - 
Listeria monocytogenes ATCC 700402 - - - 
Listeria monocytogenes RMUTT-Lis - - - 
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ตารางที ่4.4 ผลการทดสอบความจ าเพาะในการตรวจดว้ยเทคนิคแลมป์โดยการอ่านผลดว้ยเคร่ืองวดั
ความขท่นและเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสและเทคนิคพีซีอาร์ (ต่อ) 
สายพนั ทิ์แบคทีเรีย แหล่งท่ีมา Lamp-Turbid Lamp-AGE PCR 
Listeria ivanovii ATCC 700402 - - - 
Listeria innocua DMST 9011 - - - 
Listeria welshimeri DMST 20559 - - - 
Yersinia enterocolitica RMUTT-Yer - - - 
Cronobacter sakazaki RMUTT-Cro - - - 
Lactococcus lactis RMUTT-Lac - - - 
Pseudomonas sp. RMUTT-Pse120111-5 - - - 
Pseudomonas sp. RMUTT-Pse100913-4 - - - 
Pseudomonas sp. RMUTT-Pse110427-1 - - - 
 
Lamp-Turbid คือ เทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขท่นแบบง่าย 
Lamp-AGE คือ เทคนิคแลมป์ร่วมกบัการอ่านผลดว้ยเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
PCR คือ เทคนิคพีซีอาร์ 
+ หมายถึง การทดสอบดว้ยเทคนิค Lamp-Turbid และ Lamp-AGE และ PCR ใหผ้ลบวก 
-  หมายถึง การทดสอบดว้ยเทคนิค Lamp-Turbid และ Lamp-AGE และ PCR ใหผ้ลลบ 

 
4.2.4 การทดสอบความไวในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ดว้ยเทคนิคแลมป์

ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขท่นแบบง่าย 
             การทดลองเพื่อทดสอบความไวในการตรวจดว้ยเทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความ

ขท่นจะใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอบริสททิิป ท่ีสกัดจากแบคทีเรีย Salmonella spp. โดยใช้สายพัน ทิ์  
S.Typhimurium ATCC 13311 เป็นมาตรฐานน ามาเล้ียงและนบัจ านวนเซลล์ดว้ยวิิี plate count โดย
เจือจางแบคทีเรียตั้งแต่ 1.2 ถึง1.2 x 108 CFU/mL แลว้สกดัดีเอ็นเอแต่ละความเขม้ขน้แลว้น ามาตรวจ
โดยเทคนิคแลมป์แลว้อ่านผลดว้ยกราฟเคร่ืองวดัความขท่นและยืนยนัผลดว้ยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟเร
ซิส ผลการทดสอบมีความไวในการตรวจแบคทีเรียดว้ยเคร่ืองวดัความขท่นมีความสามารถตรวจได้
ต ่าสทดท่ีจ านวน 1.2 CFU/mL ดงัภาพท่ี 4.8 โดยให้ผลสอดคลอ้งกบัการอ่านผลดว้ยเจลอิเล็กโทรโฟเร
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ซิส ดงัภาพท่ี 4.9 แต่เม่ือน าดีเอ็นของแบคทีเรียท่ีสกดัแต่ละความเขม้ขน้ทดสอบดว้ยเทคนิคพีซีอาร์
พบวา่มีความไวในการตรวจท่ีระดบั 1.2 x 103 CFU/mL ดงัภาพท่ี 4.10 แสดงให้เห็นวา่เทคนิคแลมป์ท่ี
พฒันาข้ึนมีความไวในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ในระดบัดีกวา่เทคนิคพีซีอาร์ 1000 เท่า 
นอกจากน้ีในงานวจิยัของ Zhang et al. [42] ไดพ้ฒันาเทคนิคแลมป์ในการตรวจแบคทีเรีย Salmonella 
โดยใชย้นีเป้าหมายเป็น hisJ พบวา่สามารถตรวจตวัอยา่งดีเอน็เอบริสททิิป ไดท่ี้ระดบั 800 CFU/mL และ
ในงานวิจยัของ Zhuang et al. [43] ใช้ยีนเป้าหมายเป็น bcfD พบวา่สามารถตรวจตวัอยา่งดีเอ็นเอ
บริสททิิป ไดท่ี้ระดบั 5 CFU/mL แสดงให้เห็นวา่เทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขท่นท่ีพฒันาข้ึนมี
ความไวในการตรวจมากกวา่ ดงันั้นวิิีการดงักล่าวเหมาะท่ีจะน าไปใชใ้นการตรวจการปนเป้ือนเช้ือ
แบคทีเรีย Salmonella spp. 

 
 
ภาพที ่4.8 กราฟแสดงการทดสอบความไวในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ดว้ยเคร่ืองวดั 
                 ความขท่นโดยใชดี้เอน็เอของแบคทีเรียท่ีเจือจางลงตามล าดบัสิบเท่าเป็นตน้แบบ 
 

 
 

ภาพที ่4.9 การทดสอบความไวในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ดว้ยเทคนิคแลมป์และอ่าน  
                 ผลดว้ยเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
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ภาพที ่4.10 การทดสอบความไวในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์และ 
                   อ่านผลดว้ยเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 

4.2.5 การสร้างกราฟสมการความขท่นมาตรฐาน 
                           จากการทดสอบความไวในหวัขอ้ 4.2.4 จะไดก้ราฟความขท่นท่ีวดัผลผลิตแลมป์ดว้ย
การอ่านผลด้วยเคร่ืองวดัความขท่นโดยการท าการทดสอบจ านวนสามคร้ัง แล้วน าค่าเวลา (time 
threshold) ท่ีตรวจดว้ยเคร่ืองวดัความขท่นบนัทึกเวลาท่ีวดัได ้ณ เวลาจริง มาหาค่าเฉล่ีย (mean) และค่า
เบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) และ น าค่าท่ีไดไ้ปสร้างเป็นกราฟ โดยแกน X เป็นค่า log ความเขม้ขน้ดีเอ็น
เอเร่ิมตน้ (log CFU/mL) แกน Y เป็นเวลาเฉล่ียท่ีวดัได ้(นาที) พบวา่ไดส้มการเส้นตรงท่ีมีค่าสัมประ
สิทิการตดัสินใจเป็น 0.9852 (R2) ดงัภาพท่ี 4.11 เน่ืองจากค่าท่ียอมรับไดอ้ยูใ่นช่วง 0.854 - 1 [29] 
แสดงให้เห็นว่าสมการเส้นตรงมาตรฐานท่ีไดมี้ความน่าเช่ือถือในระดบัสูง ดงันั้นสามารถน าไปใช้
ตรวจวดัเช้ือแบคทีเรียแบบเชิงปริมาณในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ต่อไป 
 

 
 
ภาพที ่4.11 แสดงการสร้างกราฟความขท่นมาตรฐานโดยแกน X คือค่า log ( CFU/mL) ความเขม้ขน้ 
                   ดีเอ็นเอเร่ิมตน้ และแกน Y คือ เวลาเฉล่ียท่ีวดัได ้(นาที) 
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                 4.2.6 ผลการทดสอบหาสภาวะความไวในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ใน
ตวัอยา่งอาหารดว้ยสถานการณ์จ าลองโดยเทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขท่นแบบง่าย 
                             ผลการทดลองเพื่อทดสอบความไวในการตรวจดว้ยเทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดั
ความขท่นแบบง่าย ในการตรวจสถานการณ์จ าลองการติดเช้ือในตวัอยา่งอาหาร โดยน าแบคทีเรียท่ีเล้ียง
และนบัจ านวน แลว้น ามาเจือจางตั้งแต่ 7 ถึง 7 x 105 CFU/mL แลว้มาผสมลงในเน้ือไก่ท่ีผา่นการฆ่า
เช้ือดว้ยรังสี UV แลว้น าไปบ่มร่วมกบับฟัเฟอร์ BPW ท่ีอทณหภูมิ 37°C เป็นเวลา  4 ถึง 24 ชัว่โมง แลว้
น าส่วนสารละลายผสมอาหารท่ีเก็บไวแ้ต่ละช่วงเวลาท าการสกดัดีเอ็นเอแล้วทดสอบด้วยเทคนิค
เแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขท่นแบบง่าย ผลการทดสอบพบวา่เม่ือน าดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากการเติม
แบคทีเรียแลว้บ่มท่ีอทณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 4 ชัว่โมง สามารถตรวจแบคทีเรียไดท่ี้จ านวน 7 x 104 
CFU/mL ดงัภาพท่ี 4.12 ในขณะท่ีเม่ือน าดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากส่วนสารผสมอาหารท่ีบ่มอทณหภูมิ 37 °C 
เป็นเวลา  6 ชัว่โมง และ 12 ชัว่โมง  และ 24 ชัว่โมง พบวา่สามารถตรวจแบคทีเรียไดท่ี้จ านวน 7 
CFU/mL แสดงดงัภาพท่ี 4.13 ภาพท่ี 4.14 และภาพท่ี 4.15 ตามล าดบั แสดงให้เห็นว่าสภาวะท่ี
เหมาะสมในการตรวจตวัอย่างอาหารของเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ดว้ยเทคนิคแลมป์ร่วมกบั
เคร่ืองวดัความขท่นคือเม่ือท าการเพาะเล้ียงเช้ือในบฟัเฟอร์เปปโตนวอร์เทอท่ีอทณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 6 
ชัว่โมง โดยใหผ้ลสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Yang et al. [44] ในการตรวจ Salmonella spp. ท่ีปนเป้ือน
ในผกัและผลไม ้โดยให้ผลความไวในการตรวจท่ีเท่ากนั ดงันั้นเทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความ
ขท่นเหมาะท่ีจะน าไปใชต้รวจการปนเป้ือนของแบคทีเรีย Salmonella spp. ในอาหารได ้ 
 

 
 

ภาพที ่4.12 กราฟความขท่นแสดงความไวในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ในสถานการณ์ 
                   จ  าลองการปนเป้ือนร่วมกบัการเพาะเล้ียงเช้ือท่ีอทณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 4 ชัว่โมง 
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ภาพที ่4.13 กราฟความขท่นแสดงความไวในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ในสถานการณ์ 
                   จ  าลองการปนเป้ือนร่วมกบัการเพาะเล้ียงเช้ือท่ีอทณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 

 
 

 
 

ภาพที ่4.14 กราฟความขท่นแสดงความไวในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ในสถานการณ์ 
                   จ  าลองการปนเป้ือนร่วมกบัการเพาะเล้ียงเช้ือท่ีอทณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
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ภาพที ่4.15 กราฟความขท่นแสดงความไวในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ในสถานการณ์ 
                   จ  าลองการปนเป้ือนร่วมกบัการเพาะเล้ียงเช้ือท่ีอทณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 
4.2.7 ผลการทดสอบตวัอยา่งอาหารในการตรวจหาเช้ือ Salmonella spp. ดว้ยเทคนิคแลมป์

ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขท่นแบบง่ายเปรียบเทียบกบัวิิ ีการเพาะเล้ียงเช้ือแบบมาตรฐาน 
             ท าการเก็บตวัอยา่งเน้ือไก่จ านวน 120 ตวัอยา่ง มาทดสอบดว้ยเทคนิคแลมป์ร่วมกบั

เคร่ืองวดัความขท่นเปรียบเทียบกบัวิิีเพาะเล้ียงเช้ือ โดยการน าตวัอย่างเน้ือไก่ 25 กรัม มาตีบดให้
ละเอียดแล้วน าไปบ่มกบับฟัเฟอร์ BPW เป็นเวลา 6 ชั่วโมง แล้วน าส่วนสารละลายผสมอาหาร
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาท าการสกดัดีเอ็นเอแลว้ตรวจดว้ยเทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขท่นแบบ
ง่าย พบว่าให้ผลบวกจ านวน 63 ตวัอย่าง และให้ผลลบจ านวน 57 ตวัอย่าง โดยผลการทดสอบดว้ย
วิิีการเพาะเล้ียงเช้ือแบบมาตรฐานให้ผลบวกจ านวน 67 ตวัอยา่ง และให้ผลลบจ านวน 53 ตวัอย่าง 
แสดงดงัตารางท่ี 4.5 ดงันั้นการทดสอบเปรียบเทียบเทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขท่นกบัวิิีการ
เพาะเล้ียงเช้ือแบบดั้งเดิม ในการตรวจการปนเป้ือนเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ในตวัอยา่งอาหาร
จริง โดยค านวณตามหลกัการของวิิีการมาตรฐาน ISO16140 [45] พบว่ามีความไวในการตรวจท่ี
ระดบั 94.02%, มีความจ าเพาะท่ีระดบั 86.79% และความแม่นย  าท่ีระดบั 90.83% ตามล าดบั แสดงให้
เห็นวา่เทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขท่นท่ีพฒันาข้ึนมีประสิทิิภาพสูงในการน าไปประยทกตใ์น
การตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ท่ีปนเป้ือนในอาหาร 
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ตารางที ่4.5 แสดงการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ในตวัอยา่งเน้ือไก่ดว้ยเทคนิคแลมป์ร่วมกบั
เคร่ืองวดัความขท่นเปรียบเทียบกบัวิิ ีเพาะเล้ียงแบบมาตรฐาน 

Tot
al  

Culture base method LAMP-Turbid TP TN FN FP Sensitivity 
(%) 
[TP/(TP+F
N)] x 100 

Specificity 
(%) 
[TN/(TN+F
P)] x 100 

Accuracy 
(%) 
[(TP+TN) / 
(TP+TN+F
N+FP)] x 
100 

No. of 
positive 
result 

No. of 
negative 
result 

No. of 
positive 
result 

No. of 
negative 
result 

120 67 53 63 57 63 46 4 7 94.02 86.79 90.83 

 
Culture base method คือวิิ ีการเพาะเล้ียงเช้ือแบบมาตรฐาน 
Lamp-Turbid คือ เทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขท่น 
TP คือ ผลบวกจริง 
TN คือ ผลลบจริง 
FN คือ ผลลบปลอม 
FP คือ ผลบวกปลอม 
Sensitivity คือ ความไวในการตรวจวดั 
Specificity คือ ความจ าเพาะในการตรวจวดั 
Accuracy คือ ความแม่นย  าในการตรวจวดั 
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บทที ่5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
งานวิจยัน้ีไดพ้ฒันาวิธีการทางอณูชีววิทยาในการตรวจหาเช้ือแบคทีเรียก่อโรคท่ีปนเป้ือน

ในอาหาร โดยใช้เทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์และเทคนิคแลมป์ร่วมกบัการอ่านผลดว้ยเคร่ืองวดัความ
ขุ่นแบบง่าย โดยปัจจุบนัวิธีการตรวจสอบการปนเป้ือนของแบคทีเรียในอาหารท่ีใชแ้พร่หลายคือการ
เพาะเล้ียงเช้ือร่วมกบัการทดสอบทางชีวเคมี วิธีการดงักล่าวตอ้งใชร้ะยะเวลาในการด าเนินการ 5 ถึง 
10 วนั อีกทั้งใชแ้รงงานคนในการด าเนินการ ท าใหก้ารน าไปประยุกตใ์ชต้อ้งรอผลการตรวจสอบนาน
อาจส่งผลกระทบต่อการสูญเสียทางดา้นเศรษฐกิจของผูป้ระกอบการผลิตหรือการจ าหน่ายอาหารทั้ง
ในประเทศและส่งออกต่างประเทศ การพฒันาเทคนิคทางอณูชีววิทยาในการตรวจเช้ือแบคทีเรียจะ
ช่วยแกปั้ญหาดงักล่าวไดเ้น่ืองจากเป็นเทคนิคท่ีมีทั้งความไวและความจ าเพาะสูงในการตรวจ อีกทั้งใช้
ระยะเวลาในการด าเนินการสั้น 

การพฒันาเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ท่ีสามารถตรวจเช้ือก่อโรคในอาหาร 3 สายพนัธ์ุ คือ 
Salmonella spp. S. aureus และ B. cereus การด าเนินงานเร่ิมจากการออกแบบไพรเมอร์ท่ีมี
ความจ าเพาะสูงต่อเช้ือแบคทีเรียเป้าหมายโดยเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. จะใชย้ีนเป้าหมายเป็น
62181533 gene เช้ือแบคทีเรีย S. aureus จะใชย้ีนเป้าหมายเป็น sensory box histidine kinase (VicK) gene 
และ B. cereus จะใชย้นีเป้าหมายเป็น hemolysin BL lytic component L1 gene และไดท้  าการหาสภาวะ
ท่ีเหมาะสมในการท าปฎิกิริยามลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ จากการทดสอบความจ าเพาะของเทคนิคมลัติเพล็กซ์
พีซีอาร์พบวา่ให้ผลบวกกบัเช้ือในกลุ่ม Inclusivity จ านวน 33 สายพนัธ์ุ และไม่ให้ผลบวกกบัเช้ือใน
กลุ่ม Exclusivity จ านวน 33 สายพนัธ์ุ แสดงให้เห็นว่าเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ท่ีพฒันาข้ึนมี
ความจ าเพาะสูง 100 % นอกจากน้ีในการทดสอบตรวจดีเอ็นเอบริสุทธ์ิพบวา่มีความไวในการตรวจท่ี
ระดบั 1000 CFU/mL และเม่ือตรวจการติดเช้ือในอาหารโดยการบ่มร่วมกบับฟัเฟอร์เป็นเวลา 6 
ชัว่โมง พบวา่มีความไวในการตรวจเช้ือแบคทีเรียทั้ง 3 สายพนัธ์ุ ไดท่ี้ระดบั 10 CFU/mL 

การพฒันาเทคนิคแลมป์ร่วมกับเคร่ืองวดัความขุ่นแบบง่ายในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย 
Salmonella spp. การด าเนินงานเร่ิมดว้ยการไพรเมอร์แลมป์ใชย้ีนเป้าหมายท่ีมีความจ าเพาะสูงโดยใช้
ยีนเป้าหมายเป็น 62181533 gene จากการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการท าปฎิกิริยาแลมป์พบว่าเป็น
อุณหภูมิ 65°C ใชเ้วลา 1 ชัว่โมง จากการทดสอบความจ าเพาะของเทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความ
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ขุ่นแบบง่ายในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. พบวา่ให้ผลบวกกบัเช้ือในกลุ่ม Inclusivity 
จ านวน 27 สายพนัธ์ุ และไม่ให้ผลบวกกบัเช้ือในกลุ่ม Exclusivity จ านวน 39 สายพนัธ์ุ แสดงให้เห็น
วา่เทคนิคท่ีพฒันาข้ึนมีความจ าเพาะสูง 100 % นอกจากน้ีในการทดสอบตรวจดีเอ็นเอบริสุทธ์ิพบวา่มี
ความไวในการตรวจท่ีระดบั 1.2 CFU/mL และเม่ือตรวจการปนเป้ือนในอาหารโดยการเพาะเล้ียง
ร่วมกบับฟัเฟอร์เป็นเวลา 6 ชัว่โมง พบว่ามีความไวในการตรวจเช้ือแบคทีเรียไดท่ี้ระดบั 7 CFU/mL 
นอกจากน้ีในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ในเน้ือไก่จ านวน 120 ตวัอย่าง ด้วยเทคนิค
แลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขุ่นเปรียบเทียบกบัวิธีการเพาะเล้ียงเช้ือพบว่ามีความไวในการตรวจท่ี
ระดบั 94.02% มีความจ าเพาะท่ีระดบั 86.79% และมีความแม่นย  าท่ีระดบั 90.83% แสดงให้เห็นว่า
เทคนิคแลมป์ร่วมกบัเคร่ืองวดัความขุ่นท่ีพฒันาข้ึนมีประสิทธิภาพสูงเหมาะท่ีจะน าไปประยุกตใ์ชใ้น
การตรวจการปนเป้ือนแบคทีเรียก่อโรค 

จึงสรุปได้ว่าการพฒันาเทคนิคทางอณูชีววิทยาในการตรวจหาเช้ือแบคทีเรียก่อโรคท่ี
ปนเป้ือนในอาหาร ทั้งเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์และเทคนิคแลมป์ร่วมกบัการอ่านผลดว้ยเคร่ืองวดั
ความขุ่นแบบง่าย เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพสูง และสามารถน าไปตรวจหาการปนเป้ือนของเช้ือ
แบคทีเรียก่อโรคในอาหารไดเ้พื่อทดแทนวิธีการเพาะเล้ียงเช้ือแบบดั้งเดิม เน่ืองจากเทคนิคทางอณู
ชีววทิยาท่ีพฒันาข้ึนมีทั้งความไว ความจ าเพาะ ใชร้ะยะเวลาสั้น และไม่ตอ้งใชแ้รงงานคนจ านวนมาก
ในการด าเนินการ 

 

ข้อเสนอแนะ 
เน่ืองจากเทคนิคมลัติเพล็กพีซีอาร์ท่ีพฒันาข้ึนการอ่านผลยงัใชเ้จลอิเล็กโทรโฟเรซิส ท่ีตอ้ง

ใช้เวลาในการด าเนินการนานเพื่อเป็นการแกปั้ญหาดงักล่าวอาจพฒันาวิธีการอ่านผลดว้ยแผ่นจุ่มวดั
แบบง่าย เน่ืองจากใชเ้วลาในการอ่านผลเพียง 5 นาที ท าใหเ้หมาะท่ีจะน ามาประยกุตใ์ชไ้ด ้
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 ภาคผนวก ก 

                                            การเตรียมสารเคมี 
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1. 10X TBE buffer 1,500 ml 
                        Tris base                162.0     กรัม  

    Boric acid                 82.5     กรัม 
    0.5 M EDTA (pH 8.0)                60.0     มิลลิลิตร    

           เติมน ้ำกลัน่ใหไ้ด ้                             1,500   มิลลิลตร 

2. 0.5 M EDTA (pH 8.0) 500 ml  
                         EDTA                 93.05    กรัม  

     Distilled water              500.00    มิลลิลิตร   
                      Adjust pH with NaOH to 8.0 

3. 6x loading dye 20 ml  
   10M Tris-HCl (pH 6.4)  

     0.25% Bromophenol blue  
     0.25% Xylene cyanol FF  
     0.25% Orange G  
     60% Glycerol  
     60 mM EDTA (pH 8.0) 

4. 0.1 M Tris-HCl (pH 6.4) 500 ml  
     Tris base                            6.057    กรัม  
     Distilled water                         500.00     มิลลิลิตร  

            Adjust pH with HCl to 6.4 
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ภาคผนวก ข  
การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
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1. Tryptone soya agar (TSA) 

Tryptone    15.0   กรัม 

Soya peptone      5.0   กรัม 

                             Sodium chloride                    5.0   กรัม 

Agar                   15.0   กรัม 

            น ้ำกลัน่                                                 1,000 มิลลิลิตร 
                   ป่ันละลำยสำรใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนัแลว้น ำไปฆ่ำเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงควำมดนัไอท่ีอุณหภูมิ  
            121 องศำเซลเซียส นำน 15 นำที หลงัจำกนั้นน ำมำเทในจำนอำหำรเล้ียงเช้ือ 

2. Buffer peptone water (BPW) 
Peptone                  25.0   กรัม 
Sodium chloride                                            5.0   กรัม 
Disodium phosphate                                      3.5   กรัม 
Potassium dihydrogen phosphate                  1.5   กรัม  

น ้ำกลัน่                                                        1,000  มิลลิลิตร 

        ป่ันละลำยสำรใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนัแลว้น ำไปฆ่ำเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงควำมดนัไอท่ีอุณหภูมิ 12 
องศำเซลเซียส นำน 15 นำที  
3. Rappaport Vassiliadis broth (RVS) 

Peptone from soymeal                             4.5    กรัม 
Magnesium chloride-haxahydrate             28.6    กรัม 
Sodium chloride                                          7.2    กรัม 
di-Potassium hydrogen phosphate              0.18   กรัม 
Patassium dihydogen phosphate                  1.26  กรัม 
Malachite green oxalate                              0.036 กรัม 
น ้ำกลัน่                                                       1,000  มิลลิลิตร 

        ใส่ในหลอดทดลองปริมำตร 10 มิลลิลิตร ฆ่ำเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงควำมดนัไอท่ีอุณหภูมิ 155 
องศำเซลเซียส นำน 15 นำที 
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4. Muller-Kauffmann Tetrathionate Novobiocin broth (MKTTn) 
Brilliant green                                             0.0095 กรัม 
Calcium carbonate                                      38.7     กรัม 
Casein enzymic hydrolysate                         8.6     กรัม 
Ox bile                                                         4.75     กรัม 
Peptic digest of animal tissue                      4.3       กรัม 
Sodium chloride                                           2.6       กรัม 
Sodium thiosulphate, pentahydrate             47.8      กรัม 
น ้ำกลัน่                                                        1,000     มิลลิลิตร 

        ป่ันละลำยสำรใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนัและตม้ใหเ้ดือดหลงัจำกนั้นน ำมำเทในหลอดทดลอง 
5. Xylose lysine deoxycholate agar (XLD) 

Yeast extract                                                3.0       กรัม 
L-Lysine HCl                                               5.0       กรัม 
Xylose                                                           3.75     กรัม 
Lactose                                                           7.5      กรัม  
Sucrose                                                           7.5      กรัม 
Sodium deoxycholate                                     1.0      กรัม 
Sodium chloride                                             5.0      กรัม 
Sodiu m thiosulphate                                     6.8      กรัม 
Ferric ammonium citrate                                0.8      กรัม 
Phenol red                                                     0.08     กรัม 
Agar                                                              12.5     กรัม 
น ้ำกลัน่                                                          1,000    มิลลิลิตร 

                    ตม้จนส่วนผสมอำหำรเล้ียงเช้ือเดือด แลว้เทใส่จำนอำหำรเล้ียงเช้ือ 
6. Hektoen enteric agar (HE) 

Peptic Digest of Animal Tissue                     12.0    กรัม 
Lactose                                                           12.0    กรัม 
Sucrose                                                           12.0    กรัม 
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Bile Salts                                                      9.0    กรัม 
Sodium Chloride                                           5.0   กรัม 
Sodium Thiosulfate                                       5.0   กรัม 
Yeast Extract                                                 3.0   กรัม 
Salicin                                                            2.0   กรัม 
Ferric Ammonium Citrate                              1.5   กรัม 
Acid Fuchsin                                                   0.1   กรัม 
Bromothymol Blue                                        0.064 กรัม 
Agar                                                                13.5  กรัม 
น ้ำกลัน่                                                            1,000 มิลลิลิตร 

                     ตม้จนส่วนผสมอำหำรเล้ียงเช้ือเดือด แลว้เทใส่จำนอำหำรเล้ียงเช้ือ 
7. Triple sugar iron agar (TSI) 

Lab-Lemco’powder           3.0   กรัม 
Yeast extract                                                        3.0   กรัม 
Peptone                                                              20.0   กรัม 
Sodium chloride                                                 5.0    กรัม 
Lactose                                                               10.0   กรัม 
Sucrose                                                               10.0   กรัม 
Glucose                                                                 1.0   กรัม 
Ferric citrate                                                          0.3   กรัม 
Sodium thiosulphate                                             0.3   กรัม 
Phenol red               0.024 กรัม 
Agar                                                                   12.0   กรัม 
น ้ำกลัน่                                                         1,000  มิลลิลิตร   

                     ใส่ในหลอดทดลองปริมำตร 10 มิลลิลิตร ฆ่ำเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงควำมดนัไอท่ีอุณหภูมิ 
              121 องศำเซลเซียส นำน 15 นำที  
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8. Lysine iron agar (LIA) 
Peptone                                                               5.0     กรัม 
Yeast extract                                                       3.0     กรัม 
Glucose                                                               1.0     กรัม 
L-lysine                                                              10.0    กรัม 
Ferric ammonium citrate                                      0.5    กรัม 
Sodium thiosulphate                                            0.04   กรัม 

                           Agar                                                                     15.0   กรัม 
                           น ้ำกลัน่                                                              1,000   มิลลิลิตร 
        ใส่ในหลอดทดลองปริมำตร 10 มิลลิลิตร ฆ่ำเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงควำมดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศำ
เซลเซียส นำน 15 นำที  
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