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บทคัดย่อ 
เทคนิคมลัติเพลก็ซ์พีซีอาร์แบบไม่สกดัแยกดีเอน็เอไดพ้ฒันาขึ6นเพื8อตรวจสอบการปนเปื6 อนแบคทีเรียใน

กุง้แช่แขง็ โดยออกแบบไพรเมอร์สาํหรับเพิ8มปริมาณชิ6นดีเอน็เอเป้าหมายของแบคทีเรีย 3 ชนิด ไดแ้ก่ Escherichia 

coli, Vibrio cholerae  และ Salmonella enterica serovar Typhi ผลการวิจยัพบวา่เทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ที8
พฒันาขึ6นเพื8อใชใ้นการวจิยัครั6 งนี6 มีความจาํเพาะต่อแบคทีเรียเป้าหมาย  และมีความไวของการตรวจสอบในกุง้แช่
แขง็ไดถึ้ง 104 เซลล/์กรัม 
 
คาํสําคญั : มลัติเพลก็ซ์พีซีอาร์ การปนเปื6 อนแบคทีเรีย กุง้แช่แขง็ อีโคไล วบิริโอ ซลัโมเนลลา 
 

Abstract 
Multiplex polymerase chain reaction technique without DNA extraction was developed for the 

detection of bacterial contamination in frozen shrimp. Three primer pairs were designed to amplify the target 
DNA fragments of Escherichia coli, Vibrio cholerae and Salmonella enterica serovar Typhi. The results show 
that the new method of multiplex PCR technique in this study was specificity to the targeted bacteria and the 
sensitivity in frozen shrimp was as high as 104 cell/gram. 
 
Keywords: multiplex PCR, bacterial contamination, frozen shrimp, E. coli, V. cholera, S. Typhi 
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1. บทนํา 
กุง้เป็นผลผลิตทางการประมงที8ประเทศไทย

มีศกัยภาพในการผลิตสูงมาก โดยประเทศไทยเป็นผู ้
ส่งออกกุง้ติดอนัดบัหนึ8งของโลก ซึ8 งคิดเป็นสัดส่วน
ร้อยละ 23 ของผลผลิตทั8วโลก นอกจากนี6กุง้ยงัเป็น
สินคา้ส่งออกที8สาํคญัของประเทศไทย โดยมูลค่าการ
ส่งออกของผลิตภณัฑ์กุ้งมาจากกุง้สดแช่แข็งร้อยละ 
51 และกุง้แปรรูป (กุง้ตม้ กุง้กระป๋อง และกุง้ปรุง
แต่ง) ร้อยละ 49 ในปี พ.ศ. 2551 ผลิตภณัฑก์ุง้สดแช่
แข็งได้รับการจัดอันดับตามมูลค่าการส่งออกเป็น
ลาํดบัที8 5 ของสินคา้เกษตรกรรม และเป็นลาํดบั 1 
ของสินคา้อุตสาหกรรม [1] 

แบคทีเรียก่อโรค (pathogenic bacteria) ใน
อาหาร คือ แบคทีเรียสาเหตุของโรคที8 ติดต่อจาก
อาหารสู่มนุษย ์ทาํให้เกิดโรคจากอาหาร (foodborne 
disease) ผูป่้วยมกัมีอาการทอ้งเสีย คลื8นไส้ อาเจียน มี
ไข ้และอาจมีอาการขา้งเคียงอื8นๆ เช่น ปวดเมื8อยตาม
ร่างกาย ขอ้อกัเสบ โรคจากอาหารแบ่งเป็น 2 ลกัษณะ 
คือ โรคอาหารเป็นพิษ (foodborne intoxication) และ
โรคติดเชื6อจากอาหาร (foodborne infection) โดยโรค
ติดเชื6อจากอาหารที8พบบ่อยมีสาเหตุจากแบคทีเรีย 

Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria 

monocytogenes, Vibrio spp. และ Escherichia coli [2] 
ปัจจุบนัมีวิธีตรวจสอบแบคทีเรียในอาหาร

แช่แข็งที8 ใช้เป็นวิธีมาตรฐานอยู่แล้ว แต่ เป็นวิธีที8
ยุ่งยาก มีหลายขั6นตอน และใช้เวลาวิเคราะห์และ
ยนืยนัผลค่อนขา้งนาน ซึ8งหากประยกุตว์ธีิมลัติเพล็กซ์
พีซีอาร์เพื8อใช้ตรวจสอบแบคทีเรียก็จะสามารถลด
เวลาลงได้ นอกจากนี6 วิ ธีมัล ติ เพล็กซ์ พี ซีอา ร์ ที8
เหมาะสมยงัมีความถูกต้องและแม่นยาํสูงกว่าด้วย 
โดยปัจจุบันไดมี้การนาํวิธีมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์มาใช้
ตรวจสอบแบคทีเรียปนเปื6 อนในอาหารและผลิตภณัฑ์

หลายชนิด เช่น นํ6 าดื8ม เนื6อสัตวแ์ช่แข็ง ปลาแช่แข็ง 
อาหารแปรรูป โดยได้พฒันาให้เหมาะสมกับการ
ตรวจสอบแบคทีเรียชนิดต่างๆ ตามเกณฑ์มาตรฐาน
ของอาหารแต่ละชนิด ทั6 งนี6 เพื8อให้ได้ผลที8 ถูกต้อง 
แม่นยาํ และรวดเร็วยิ8งขึ6น 

งานวิจยันี6 มีวตัถุประสงคเ์พื8อพฒันาเทคนิค
มลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ที8เหมาะสมสําหรับใชต้รวจสอบ
แบคทีเรียที8มกัปนเปื6 อนในกุง้แช่แข็ง 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
Escherichia coli, Vibrio cholerae และ Salmonella 

enterica serovar Typhi 
 

2. อุปกรณ์และวธีิการ 
2.1 การเตรียมแบคทเีรีย 
แบคทีเรียอา้งอิงที8ใชใ้นการศึกษา 3 ชนิด 

คือ Escherichia coli (ATCC 25922; DMST 4212), 
Vibrio cholerae O1, non O139 (DMST 2873) และ 
Salmonella enterica serovar Typhi (DMST 5784) 
ไดม้าจากฝ่ายบกัเตรีทั8วไป สถาบนัวิจัยวิทยาศาสตร์
สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์อ.เมือง จ.
นนทบุรี 

เลี6 ยงแบคทีเรียในอาหารที8 เหมาะสมกับ
แบคทีเรียแต่ละชนิด โดยบ่มที8 อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส และเขย่าดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที เป็น
เวลาประมาณ 18-24 ชั8วโมง นําไปหมุนเหวี8ยงเพื8อ
แยกตะกอนเซลลแ์บคทีเรียดว้ยความเร็ว 3,000 รอบ/
นาที เป็นเวลา 5 นาที ลา้งตะกอนเซลลแ์บคทีเรียดว้ย 
peptone water (peptone 1 เปอร์เซ็นต์, NaCl 0.5 
เปอร์เซ็นต,์ pH 7.2) 2 รอบ แลว้ละลายตะกอนเซลล์
แบคทีเรียใน peptone water และนับจาํนวนเซลล์
แบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์โดยใช้ counting 
chamber หลงัจากนั6นปรับความเขม้ขน้ให้เป็น 1010 
เซลล์/มิลลิลิตร และใชเ้ป็นความเขม้ขน้เริ8มตน้ แลว้
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เจือจางทีละ 10 เท่า (10-fold dilution) ให้ไดค้วาม
เขม้ขน้ 109, 108, 107, 106, 105, 104 และ 103 เซลล์/
มิลลิลิตร ตามลําดับ เ พื8อใช้ตรวจสอบสภาวะที8
เหมาะสมในการเพิ8มปริมาณชิ6นดีเอน็เอเป้าหมาย โดย
ตรวจยืนยนัจาํนวนเซลล์แบคทีเรียดว้ยการตรวจนับ
จาํนวนแบคทีเรียทั6งหมดตามวธีิของ Marshall [3] 

ผสมแบคทีเรียทั6ง 3 ชนิด ในตวัอย่างกุง้แช่
แข็งที8ละลายแลว้ในตูป้ลอดเชื6อ โดยให้แบคทีเรียแต่
ละชนิดมีความเขม้ขน้ 1010 เซลล/์กรัม หลงัจากนั6นจึง
ชั8งตวัอยา่งกุง้ดงักล่าว 1 กรัม ใส่ใน peptone water 99 
มิลลิลิตร ซึ8 งเทียบเท่ากบัตวัอยา่งกุง้ความเขม้ขน้ 10-2 
แลว้เจือจางใน peptone water ทีละ 10 เท่า ใหไ้ดค้วาม
เข้มข้น 10 -3, 10 -4, 10 -5, 10 -6, 10 -7, 10 -8 และ 10 -9 

ตามลาํดับ ดังนั6นแต่ละความเข้มขน้จะมีแบคทีเรีย 
108,  107, 106, 105, 104, 103, 102 และ 10 เซลล์/กรัม 
ตามลาํดับ โดยตวัอย่างที8 เตรียมได้นี6 ใช้สําหรับการ
ตรวจสอบความไวและความจาํเพาะ โดยตรวจยืนยนั
จํานวนเซลล์แบคทีเ รียด้วยการตรวจนับจํานวน
แบคทีเรียทั6งหมดตามวธีิของ Marshall [3] 

2.2 การออกแบบและสังเคราะห์ไพรเมอร์ 
 ไพรเมอร์ที8ใช้ในการวิจัยครั6 งนี6 ออกแบบ
และสังเคราะห์ขึ6นโดยการดดัแปลงจากบทความวิจยั
ที8เคยรายงานมาก่อน (ตารางที8 1) ซึ8 งแต่ละไพรเมอร์มี
ค่า Tm ประมาณ 60-62 องศาเซลเซียส 

 
ตารางที� 1 ไพรเมอร์ที8ใชเ้พิ8มปริมาณชิ6นดีเอน็เอเป้าหมายในแบคทีเรียแต่ละชนิด 

แบคทเีรีย
เป้าหมาย 

ลาํดบันิวคลโีอไทด์ของไพรเมอร์ 
(5′′′′→→→→3′′′′) 

ยนี
เป้าหมาย 

ขนาดชิ%นดเีอน็เอ
เป้าหมาย (bp) 

เอกสารอ้างองิ 

Escherichia coli F: GTAATTACCGACGAAAACGGC 
R: GCGTGGTTACAGTCTTGCG 

UidA 143 Tantawiwat et 

al., 2005 [4] 
Vibrio cholerae F: ATTATTGGCTCCTGTGCAGG 

R: CTTGGCGCATCACTGCCC 
EpsM 242 Kong et al., 

2002 [5] 
Salmonella 

enterica 

serovar Typhi 

F: AGCCCCATCGTGTAGTCAG 
R: TGCGGCTGGATCACCTCC 

Its 312 Chiu et al., 
2005 [6] 

 
2.3 การทาํพซีีอาร์ 
เ พิ8 ม ป ริ ม า ณ ชิ6 น ดี เ อ็ น เ อ เ ป้ า ห ม า ย ใ น

แบคทีเรียแต่ละชนิด โดยนําตัวอย่างปริมาตร 2 
ไมโครลิตร มาเพิ8มปริมาณด้วยไพรเมอร์ทั6 ง 6 ไพร
เมอร์ ชนิดละ 250 นาโนโมลาร์ ในบฟัเฟอร์ 1 เท่า (50 
mM KCl, 20 mM Tris-HCl pH 8.4 และ 0.25 mM 
MgCl2) ที8มีนิวคลีโอไทด์ 4 ชนิด (dATP, dCTP, 

dGTP และ dTTP) ชนิดละ 200 ไมโครโมลาร์ และ
เอนไซม ์Taq DNA polymerase (InvitrogenTM Life 
Technologies, Brazil) 0.5 ยนิูต โดยมีปริมาตรรวมใน
แต่ละหลอด 20 ไมโครลิตร ปฏิกิริยาพีซีอาร์มี 3 
ขั6นตอน คือ (1) ทําปฏิกิริยาที8 อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที (2) ทาํปฏิกิริยาที8อุณหภูมิ 
94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 56 องศา



วารสารวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีปีที� 19 ฉบับที� 2 เม.ย.-มิ.ย. 54  

 15 

เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 45 วินาที จํานวน 35 รอบ และ (3) ทํา
ปฏิกิริยาที8อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
หลงัจากนั6นจึงนาํไปตรวจสอบดว้ยวิธีอิเล็กโทรโฟรี
ซิสในเจลอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต ์[7] 
 

3. ผลและวจิารณ์ 
การเพิ8มปริมาณชิ6นดีเอ็นเอโดยใชไ้พรเมอร์

ที8ออกแบบจากตาํแหน่งเป้าหมาย ปรากฏวา่ตรวจพบ
แถบดีเอ็นเอขนาด 143 คู่ เบส ของยีน UidA ใน
ตวัอย่างที8มีแบคทีเรีย E. coli ตรวจพบแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 242 คู่ เบส ของยีน  EpsM ในตัวอย่าง ที8 มี
แบคทีเรีย V. cholerae และตรวจพบแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 312 คู่เบส ของยีน Its ในตวัอยา่งที8มีแบคทีเรีย 
S. enterica serovar Typhi แต่ไม่พบแถบดีเอ็นเอใน
ตวัอยา่งที8ไม่มีแบคทีเรีย (รูปที8 1) แสดงใหเ้ห็นวา่ไพร
เมอร์ที8ออกแบบและสังเคราะห์เพื8อใชใ้นการวิจยัครั6 ง
นี6  มีความจาํเพาะต่อแบคทีเรียทั6ง 3 ชนิด ดงักล่าว 

 การเพิ8มปริมาณชิ6นดีเอ็นเอเป้าหมายโดยใช้
ตวัอย่างที8มีแบคทีเรียรวม 3 ชนิด ความเขม้ขน้ต่างๆ 
ไดแ้ก่ 1010, 109, 108, 107, 106, 105, 104 และ 103 เซลล/์
มิลลิลิตร เมื8อนาํตวัอยา่งแต่ละความเขม้ขน้ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร ซึ8งมีแบคทีเรีย 107, 106, 105, 104, 103, 102, 
10 และ 1 เซลล์ ไปเพิ8มปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
พบวา่ตวัอยา่งที8มีแบคทีเรีย 107, 106, 105, 104, 103, 102 
และ 10 เซลล์/ปฏิกิริยา ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 
143, 242 และ 312 คู่เบส ที8จาํเพาะต่อแบคทีเรีย E. 

coli, V. cholerae และ S. enterica serovar Typhi แต่
ไม่พบแถบดีเอ็นเอในตวัอย่างที8มีแบคทีเรีย 1 เซลล์/
ปฏิกิริยา (รูปที8 2) แสดงให้เห็นว่าเทคนิคพีซีอาร์ที8
พัฒนาขึ6 นเพื8อใช้ในการวิจัยครั6 งนี6  มีความไวต่อ
แบคทีเรียถึง 10 เซลล์/ปฏิกิริยา หรือเทียบเท่ากับ
ตวัอยา่งที8มีแบคทีเรียความเขม้ขน้ 104 เซลล/์มิลลิลิตร 
โดยความไวของการตรวจสอบแบคทีเรียนี6 เท่ากับ
รายงานของ นฤมลและธีระชยั [8,9] 

 

 

รูปที� 1  การเพิ8มปริมาณชิ6นดีเอน็เอเป้าหมายซึ8งปรากฏแถบดีเอน็เอที8จาํเพาะต่อแบคทีเรีย E. coli, V. cholerae และ 
S. enterica serovar Typhi ขนาด 143, 242 และ 312 คู่เบส ตามลาํดบั [M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Plus DNA 
Ladder (InvitrogenTM Life Techologies, USA); 1 คือตวัอยา่งที8ไม่มีแบคทีเรีย; 2-4 คือตวัอยา่งที8มีแบคทีเรีย E. coli, 
V. cholerae และ S. enterica serovar Typhi ตามลาํดบั] 
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รูปที� 2  การเพิ8มปริมาณชิ6นดีเอน็เอเป้าหมายในตวัอยา่งที8มีแบคทีเรียรวม 3 ชนิด ความเขม้ขน้ต่างๆ [M คือดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb Plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life Techologies, USA); 1 คือตวัอยา่งที8ไม่มีแบคทีเรีย; 2-9 คือ
ตวัอย่างที8 มีแบคทีเรียรวม 3 ชนิด ความเข้มข้น 1010, 109, 108, 107, 106, 105, 104 และ 103 เซลล์/มิลลิลิตร 
ตามลาํดบั] 
 

เมื8อเพิ8มปริมาณชิ6นดีเอ็นเอเป้าหมายโดยใช้
ตัวอย่างกุ้งแช่แข็งที8 มีแบคทีเรียรวม 3 ชนิด ความ
เขม้ขน้ 108,  107, 106, 105, 104, 103, 102 และ 10 เซลล/์
กรัม พบว่าตวัอย่างที8 มีแบคทีเรียรวม 3 ชนิด ความ
เขม้ขน้ 108,  107, 106 , 105 และ 104 เซลล/์กรัม ปรากฏ
แถบดีเอน็เอขนาด 143, 242 และ 312 คู่เบส ที8จาํเพาะ
ต่อแบคทีเรีย E. coli, V. cholerae และ S. enterica 

serovar Typhi แต่ไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอในตวัอยา่งที8
มีแบคทีเรีย 103,  102 และ 10 เซลล/์กรัม แสดงให้เห็น
วา่เทคนิคพีซีอาร์ที8พฒันาขึ6นเพื8อใชใ้นการวิจยัครั6 งนี6  
มีความไวต่อแบคทีเรีย 104 เซลล/์กรัม โดยความไว
ของการตรวจสอบแบคทีเรียนี6 เท่ากับหรือสูงกว่า
รายงานของ Fode-Vaughan et al. และ Tantawiwat et 

al. [10,4] 
 

4. สรุป 
เ ท ค นิ ค มั ล ติ เ พ ล็ ก ซ์ พี ซี อ า ร์ สํ า ห รั บ

ตรวจสอบแบคทีเรียก่อโรค 3 ชนิด E. coli, V. 

cholerae และ S. enterica serovar Typhi ที8ปนเปื6 อน

ในกุง้แช่แข็ง ซึ8 งพฒันาขึ6นในการวิจยัครั6 งนี6  เป็นวิธีที8
ไม่ตอ้งสกดัแยกดีเอ็นเอจากแบคทีเรียก่อน สามารถ
เพิ8มปริมาณชิ6นดีเอ็นเอเป้าหมายของแบคทีเรียแต่ละ
ชนิดได้ดว้ยความจาํเพาะสูง โดยมีความไวของการ
ตรวจสอบแบคทีเรียที8ปนเปื6 อนในกุ้งแช่แข็ง 104 
เซลล/์กรัม นอกจากนี6 ยงัสามารถตรวจสอบไดภ้ายใน
เวลา 4-5 ชั8วโมง ซึ8งค่อนขา้งรวดเร็วมาก 
 

5. กติติกรรมประกาศ 
ง า น วิ จั ย นี6 ไ ด้ รั บ ทุ น อุ ด ห นุ น จ า ก เ งิ น

งบประมาณแผ่นดิน มหาวิทยาลัยราชภัฏวไลย
อลงกรณ์ ในพระบรมราชูปถมัภ ์ประจาํปีงบประมาณ 
2552 และบางส่วนไดรั้บการสนบัสนุนจากกลุ่มเมธี
วิจัยอาวุโส สกว.-สกอ. (ศาสตราจารย์ ดร.เพทาย   
เยน็จิตโสมนสั และคณะ) 
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