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บทคัดย่อ 
เทคนิคดูเพล็กซ์พีซีอาร์แบบไม่สกดัแยกดีเอ็นเอไดพ้ฒันาขึ6นเพื8อตรวจสอบแบคทีเรีย Streptococcus 

thermophilus และ Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ในโยเกิร์ต  โดยออกแบบไพรเมอร์เพื8อเพิ8ม
ปริมาณชิ6นส่วนของยนี 16S rDNA  ผลการวจิยัพบวา่เทคนิคดูเพล็กซ์พีซีอาร์ที8พฒันาขึ6นเพื8อใชใ้นการวิจยัครั6 งนี6 มี
ความจาํเพาะต่อ S. thermophilus และ L. bulgaricus สูงและมีความไวของการตรวจสอบแบคทีเรียทั6ง 2 ชนิด
ดงักล่าวในโยเกิร์ต 104 เซลล/์กรัม 
 
คาํสําคญั: ดูเพลก็ซ์พีซีอาร์  แบคทีเรียแลคติก โยเกิร์ต 
 

Abstract 
Duplex polymerase chain reaction (dPCR) technique without DNA extraction has been developed to 

detect Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus in yoghurt. Two primer pairs 
were designed for amplified DNA fragments of 16S rDNA. The results showed that the new method of duplex 
PCR technique in this study was specific to S. thermophilus and L. bulgaricus with the sensitivity at 104 cells/g. 
 
Keywords: duplex PCR, lactic acid bacteria, yoghurt 
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1. บทนํา 

นมเปรี6 ยว (fermented milk) คือผลิตภณัฑ์
นมที8ไดจ้ากการหมกัดว้ยจุลินทรียที์8สร้างกรดแลคติก 
(lactic acid) เป็นหลัก  โดยมีจุลินทรีย์ที8ใช้ใน
กระบวนการหมักมีชีวิตเหลืออยู่หรือไม่ก็ได้  ซึ8 ง
มาตรฐานผลิตภณัฑอุ์ตสาหกรรม มอก. 2146-2546 ที8
ประกาศในราชกิจจานุเบกษา ฉบับประกาศทั8วไป 
เล่ม 121 ตอนที8  29ง วนัที8  8 เมษายน 2547 [1] ได้
กําหนดนมเปรี6 ยวเป็น 5 ประเภท คือ (1) โยเกิร์ต 
(yoghurt)  (2) โยเกิร์ตปรุงแต่ง (flavored yoghurt) ซึ8 ง
ปรุงแต่งกลิ8น  รส สี  หรือผสมวัตถุ อื8นที8 ไม่ เ ป็น
อนัตรายต่อสุขภาพ  (3) นมเปรี6 ยวพร้อมดื8ม (drinking 
yoghourt) ซึ8 งเจือจางและปรุงแต่งกลิ8น รส สี หรือ
ผสมวตัถุอื8นที8ไม่เป็นอนัตรายต่อสุขภาพ  (4) นม
เปรี6 ยวพร้อมดื8มพาสเจอไรซ์ (pasteurized drinking 
yoghourt) ซึ8 งทาํลายจุลินทรียด์ว้ยกระบวนการพาส
เจอไรซ์และมีจุลินทรียที์8ใชใ้นการหมกัมีชีวิตเหลืออยู่
จาํนวนหนึ8 ง  และ (5) นมเปรี6 ยวพร้อมดื8มยูเอชที 
(UHT drinking yoghourt)  ซึ8 งทาํลายจุลินทรียด์ว้ย
กระบวนการยเูอชที (ultra-heat treatment) 

จุลินทรีย์ที8ใช้ผลิตนมเปรี6 ยวส่วนใหญ่คือ
แบคทีเรียแลคติก (lactic acid bacteria)  ได้แก่  
Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium, 

Sporolactobacillus, Leuconostoc และ Pediococcus  
แบคทีเรียเหล่านี6 สามารถสร้างกรดแลคติกจากการ
ยอ่ยนํ6 าตาลแลคโตสที8มีอยู่ในนํ6 านม ปัจจุบนัมีผูนิ้ยม
บริโภคนมเปรี6 ยวอย่างแพร่หลาย  ฉะนั6นการผลิตใน
ระดบัอุตสาหกรรมจึงตอ้งคาํนึงถึงความปลอดภยัและ
ปร ะ โย ชน์ต่ อ ผู ้บ ริ โภค เ ป็ น สํา คัญ   โด ย สํา นัก
มาตรฐานผลิตภณัฑ์อุตสาหกรรม [1] ได้กําหนด
คุณลกัษณะทางเคมีและทางจุลชีววทิยาของโยเกิร์ตวา่
ตอ้งมีโปรตีนไม่น้อยกว่า 3.0 เปอร์เซ็นต์ ความเป็น

กรด (คํานวณเป็นกรดแลคติก) ไม่น้อยกว่า 0.6 
เปอร์เซ็นต์ และจุลินทรียท์ั6 งหมดที8ทาํให้เกิดกรดไม่
น้อยกว่า 107 โคโลนี/กรัม  ซึ8 ง จุลินทรีย์ทั6 งหมด
ตรวจสอบดว้ย standard method for the examination 
of dairy products [2]  ซึ8 งเป็นการตรวจสอบเชื6อแบบ
ดั6งเดิมที8ไดรั้บการยอมรับเป็นวธีิมาตรฐาน  แต่ตอ้งใช้
เวลาอยา่งนอ้ย 2-3 วนั  

ปัจ จุ บัน มี วิ ธีตร วจ สอบ ร วดเ ร็ ว  (rapid 
detection) สาํหรับแบคทีเรียในอาหารและนํ6 าหลายวิธี  
อย่างไรก็ตามแต่ละวิธียงัคงมีปัญหาเกี8ยวกบัความไว
และความจาํเพาะ  โดยตอ้งมีแบคทีเรีย 104-106 เซลล/์
มิลลิลิตร จึงจะให้ผลบวก  ดงันั6นการประยกุตเ์ทคนิค
พีซีอาร์ (PCR, polymerase chain reaction) เพื8อ
ตรวจสอบแบคทีเรียจึงไดรั้บความสนใจมากขึ6น  พีซี
อาร์หรือปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสคิดคน้โดย Karry 
Mullis ตั6งแต่ปี ค.ศ. 1985  เป็นเทคนิคการเพิ8มปริมาณ
สารพนัธุกรรมหรือดีเอน็เอดว้ยการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอ
สายใหม่จากดีเอ็นเอตน้แบบ (DNA template) ขึ6น
ภายในหลอดทดลองในช่วงเวลาสั6 นๆ [3]  ซึ8 งเป็นที8
ยอมรับโดยทั8วไปว่าสามารถเพิ8มปริมาณดีเอ็นเอได้
อย่างจาํเพาะ มีขั6นตอนนอ้ย และใชเ้วลานอ้ย  ดงันั6น
จึงนาํมาประยกุตใ์ชก้นัอยา่งแพร่หลาย 
 การวิจัยนี6 มีจุดประสงค์เพื8อพฒันาเทคนิค
พีซีอาร์ที8 เหมาะสมสําหรับใช้ตรวจสอบแบคทีเรีย 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus และ 
Streptococcus thermophilus ในโยเกิร์ต  โดยพฒันา
วธีิตรวจสอบที8ใหผ้ลรวดเร็วภายใน 6 ชั8วโมง 
 

2. อุปกรณ์และวธีิการ 
2.1 โยเกร์ิต 

ตัวอย่างโยเกิร์ตที8จ ําหน่ายแพร่หลายตาม
ร้านสะดวกซื6อในประเทศไทย 10 ยี8หอ้ (ตารางที8 1) 
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ตารางที� 1  ชนิดของแบคทีเรียแลคติกในโยเกิร์ตที8
จาํหน่ายแพร่หลายตามร้านสะดวกซื6อในประเทศไทย 
 
ยี�ห้อ ชนิดของแบคทเีรียแลคตกิ 

A L. casei และ S. thermophilus 

B Bifidobacterium bifidum 

C-E L. delbrueckii subsp. bulgaricus และ 
S. thermophilus 

F Bifidobacterium bifidum และ L. acidophilus 
G Bifidobacterium animalis, S. thermophilus 

และ L. delbrueckii subsp. bulgaricus 
H L. lactis 
I L. delbrueckii subsp. bulgaricus และ 

S. thermophilus 

J L. delbrueckii subsp. bulgaricus และ 
S. thermophilus 

 
2.2 ไพรเมอร์ 

ไพรเมอร์ที8ใช้ในการวิจัยครั6 งนี6 ออกแบบ
และสังเคราะห์ขึ6นเพื8อเพิ8มปริมาณชิ6นส่วนของ 16S 
rDNA ใน L. delbrueckii subsp. bulgaricus และ S. 

thermophilus  โดยออกแบบจากลาํดบัดีเอ็นเอ (DNA 
sequence) หมายเลข X52654 (gi:43981) และ
หมายเลข X68418 (gi:312116) ของ GenBank 
ตามลาํดบั  ซึ8งเป็นไพรเมอร์ขนาด 19-21 เบส จาํนวน 
2 คู่ คือ (1) ไพรเมอร์สาํหรับเพิ8มปริมาณชิ6นส่วนของ 

16S rDNA ใน L. delbrueckii subsp. bulgaricus 
ประกอบดว้ยไพรเมอร์ฟอร์เวิร์ด (forward primer) ที8
มีลาํดบัเบสเป็น 5′- ACA TGA ATC GCA TGA TTC 
AAG -3′ กบัไพรเมอร์รีเวิร์ส (reverse primer) ที8มี
ลาํดบัเบสเป็น 5′- ACT CGG CTA CGC ATC ATT 
G -3′  และ (2) ไพรเมอร์สาํหรับเพิ8มปริมาณชิ6นส่วน

ของ 16S rDNA ใน S. thermophilus ประกอบดว้ยไพร
เมอร์ฟอร์เวิร์ดที8มีลาํดบัเบสเป็น 5′- TTA TTT GAA 
AGG GGC AAT TGC -3′ กบัไพรเมอร์รีเวิร์สที8มี
ลาํดบัเบสเป็น 5′- TGA ACT TTC CAC TCT CAC 
AC -3′  โดยไพรเมอร์ทั6ง 4 ชนิด มีค่า Tm ประมาณ 
58 องศาเซลเซียส [4,5] 

2.3 การเตรียมตวัอย่าง 
เจือจางตวัอย่างโยเกิร์ตดว้ย peptone water 

ทีละ 10 เท่า (10-fold serial dilution) ให้ไดค้วาม
เขม้ขน้เป็น 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7, 10-8, 
10-9 และ 10-10 ตามลาํดบั  นาํไปทาํพีซีอาร์และนาํไป
ตรวจนับเชื6อดว้ยวิธี plate count บนอาหาร deMan 
Rogosa Sharpe (MRS) agar 

2.4 การทาํพซีีอาร์ 
เพิ8มปริมาณชิ6นส่วนของยีน 16S rDNA ใน

แบคทีเรีย  โดยนําตัวอย่างโยเกิร์ตที8 เจือจางความ
เขม้ขน้ต่างๆ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร มาเพิ8มปริมาณ
ดว้ยไพรเมอร์ทั6ง 4 ชนิด ชนิดละ 250 นาโนโมลาร์ ใน
บฟัเฟอร์ 1 เท่า ซึ8 งมีนิวคลีโอไทด์ 4 ชนิด (dATP, 
dCTP, dGTP และ dTTP) ชนิดละ 200 ไมโครโมลาร์ 
และใชเ้อนไซม ์Taq DNA polymerase (InvitrogenTM 
Life Technologies, Brazil) 0.5 ยนิูต  มีปริมาตรรวม 
20 ไมโครลิตร  โดยปฏิกิริยาพีซีอาร์มี 3 ขั6นตอน คือ 
(1) ทาํปฏิกิริยาที8อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
3 นาที  (2) ทาํปฏิกิริยาที8อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วินาที  53 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
วินาที และ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
จาํนวน 35 รอบ  และ(3) ทาํปฏิกิริยาที8อุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที  แลว้เก็บไวที้8อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส  หลงัจากนั6นจึงนาํไปตรวจสอบดว้ย
วิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) ในเจลอะกา
โรส (agarose gel) 1.8 เปอร์เซ็นต ์[6,7] 
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3. ผลและวจิารณ์ 
การเพิ8มปริมาณชิ6นดีเอ็นเอดว้ยไพรเมอร์ที8

ออกแบบจากยนี 16S rDNA ปรากฏวา่ตรวจพบแถบดี
เอ็นเอขนาด 120 คู่เบส ในตวัอยา่งที8มี L. delbrueckii 
subsp. bulgaricus  และตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาด 
279 คู่เบส ในตวัอยา่งที8มี S. thermophilus  แต่ไม่พบ
แถบดีเอ็นเอดงักล่าวในตวัอยา่งที8ไม่มีแบคทีเรียทั6ง 2 
ชนิด (รูปที8 1)  แสดงใหเ้ห็นวา่ไพรเมอร์ฟอร์เวร์ิดและ
ไพรเมอร์รีเวิร์สที8 ออกแบบจากชิ6นส่วนของยีน 16S 

rDNA มีความจาํเพาะต่อ L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus และ S. thermophilus  โดยผลการทดลองนี6
สอดคล้องกับบทความวิจัยของ Furet และคณะ 
(2004) [4]  

เมื8อตรวจนับแบคทีเรียดว้ยวิธีดว้ยวิธี plate 
count บนอาหาร MRS agar  แลว้นาํตวัอยา่งโยเกิร์ตที8
มีแบคทีเรียความเขม้ขน้ต่างๆ ได้แก่ 1010, 109, 108, 

107, 106, 105, 104 และ 103 เซลล์/มิลลิลิตร ไปทํา
ปฏิกิริยาพีซีอาร์เพื8อเพิ8มปริมาณชิ6นส่วนของยีน 16S 
rDNA  ซึ8 งตวัอย่างดังกล่าวแต่ละความเขม้ขน้ใน
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จะมีแบคทีเรีย 107, 106, 105, 
104, 103, 102, 10 และ 1 เซลล์ ตามลําดับ  พบว่า
ตวัอยา่งที8มีแบคทีเรีย 107, 106, 105, 104, 103, 102 และ 
10 เซลล์ ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 120 และ 279 คู่
เบส  แต่ไม่พบแถบดีเอ็นเอในตวัอยา่งที8มีแบคทีเรีย 1 
เซลล ์และตวัอยา่งที8ไม่มีแบคทีเรีย (รูปที8 2)  แสดงให้
เห็นว่าเทคนิคพีซีอาร์ที8พฒันาขึ6นเพื8อใช้ในการวิจัย
ครั6 งนี6 มีความไวต่อแบคทีเรียถึง 10 เซลล์/ปฏิกิริยา 
เช่นเดียวกับบทความวิจัยของ นฤมลและธีระชัย 
(2552a และ 2552b) [8,9]  ซึ8 งเทียบเท่ากบัโยเกิร์ตที8มี 
L. delbrueckii subsp. bulgaricus และ/หรือ S. 

thermophilus 104 เซลล/์กรัม 

 

 
 

รูปที� 1  การเพิ8มปริมาณชิ6นส่วนของยีน 16S rDNA ซึ8 งตรวจพบแถบดีเอ็นเอที8จาํเพาะต่อ L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus ขนาด 120 คู่เบส และแถบดีเอ็นเอที8จาํเพาะต่อ S. thermophilus ขนาด 279 คู่เบส [M คือดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 Kb Plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life Techologies, USA); 1 คือตวัอยา่งที8ไม่มีแบคทีเรีย; 2-11 คือ
ตวัอยา่งโยเกิร์ตยี8หอ้ A-J ตามลาํดบั] 
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รูปที� 2  การเพิ8มปริมาณชิ6นส่วนของยนี 16S rDNA ในตวัอยา่งโยเกิร์ตที8มีแบคทีเรียความเขม้ขน้ต่างๆ [M คือดีเอ็น
เอมาตรฐาน 1 Kb Plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life Techologies, USA); 1 คือตวัอยา่งที8ไม่มีแบคทีเรีย; 2-9 
คือตวัอยา่งที8มีแบคทีเรียความเขม้ขน้ 1010, 109, 108, 107, 106, 105, 104 และ 103 เซลล/์มิลลิลิตร ตามลาํดบั] 
 

4. สรุป 
การวิจัยนี6 ได้ประยุกต์เทคนิคพีซีอาร์เพื8อ

ตรวจสอบแบคทีเรีย L. delbrueckii subsp. bulgaricus 

และ S. thermophilus ในโยเกิร์ต  ซึ8 งเป็นวิธีที8ไม่ได้
สกัดแยกดีเอ็นเอจากแบคทีเรียก่อนการทําพีซีอาร์  
โดยเทคนิคดูเพลก็ซ์พีซีอาร์ที8พฒันาขึ6นนี6สามารถเพิ8ม
ปริมาณชิ6นส่วนของยนี 16S rDNA และมีความจาํเพาะ
ต่อแบคทีเรียสูง  รวมทั6งมีความไวของการตรวจสอบ
แบคทีเรียในโยเกิร์ต 104 เซลล์/กรัม  นอกจากนี6 ยงั
สามารถตรวจสอบแบคทีเ รียได้ภายในเวลา 4-5 
ชั8วโมง ซึ8 งถือวา่ค่อนขา้งรวดเร็วมากเมื8อเปรียบเทียบ
กบัวธีิมาตรฐานเดิม 
 

5. กติติกรรมประกาศ 
งานวิจยันี6บางส่วนไดรั้บการสนบัสนุนจาก

กลุ่มวิจัยเมธีวิจัยอาวุโส สกว.-สกอ. (ศาสตราจารย ์
ดร.เพทาย เยน็จิตโสมนสั และคณะ) 
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