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บทคัดยอ 

ไดพัฒนาเทคนิคพีซีอารเพื่อตรวจสอบแบคทีเรียซัลโมเนลลาท่ีปนเปอนในน้ําด่ืมดวยวิธีท่ีไมตองสกัดแยก
ดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย  โดยออกแบบไพรเมอรเพื่อเพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีนอินเวชัน  ผลการวิจัยพบวาเทคนิค
พีซีอารท่ีพัฒนาข้ึนเพื่อใชในการวิจัยครั้งนี้มีความจําเพาะตอแบคทีเรียซัลโมเนลลาสูงและมีความไวของการ
ตรวจสอบแบคทีเรียซัลโมเนลลาท่ีปนเปอนในน้ําด่ืม 104 เซลล/มิลลิลิตร  ซึ่งสามารถเพิ่มความไวของการ
ตรวจสอบไดดวยการเพิ่มปริมาณแบคทีเรียในอาหารเหลวในระยะเวลาท่ีเหมาะสมกอนนําไปทําพีซีอาร 
 
คําสําคัญ : พีซีอาร  การตรวจสอบแบคทีเรีย  ซัลโมเนลลา  น้ําด่ืม 
 
Abstract 

Polymerase chain reaction (PCR) technique without DNA extraction was developed for the detection of 
Salmonella in drinking water. Primer pairs were designed for amplification of DNA fragment of invasion (InvA) 
gene. The results showed that the new method of PCR technique in this study was specific to Salmonella with 
the sensitivity of at less 104 cells/ml and capable to enhance by growing bacterial cell in culture broth before 
amplification. 
 
Keywords: PCR, Bacterial detection, Salmonella, Drinking water  
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1. บทนํา 
แบคทีเรียซัลโมเนลลา (Salmonella) จัดอยู

ในวงศ Enterobacteriaceae  เปนแบคทีเรียรูปทอน 
แกรมลบท่ีสามารถเจริญเติบโตไดดีท้ังสภาวะท่ีมีและ
ไมมีออกซิเจน  เคลื่อนท่ีไดดวยแฟลกเจลลา (flagella) 
ท่ีอยูรอบๆ เซลล  เปนสาเหตุของโรคติดเช้ือจาก
อาหารในมนุษย ท่ี มีความสํา คัญเปนลํา ดับตนๆ  
สามารถกอโรคติดเช้ือท้ังในระบบทางเดินอาหารและ
กระแสเ ลือด [1]  ปจจุ บันยั งคงเปน ปญหาดา น
สาธารณสุขมูลฐานท้ังในประเทศอุตสาหกรรมและ
ประเทศกําลังพัฒนา  มีรายงานการแพรระบาดท่ัวโลก  
โดยแพรกระจายจากการปนเปอนของอุจจาระใน
อาหารและเครื่องด่ืมท่ีผานกรรมวิธีท่ีไมไดมาตรฐาน  
ดังนั้นกา รปองกั นการติดเ ช้ือจ ากแบค ทีเรียซั ล
โ ม เ น ล ล า จึ ง มี ค ว า มสํ า คั ญต อ สุ ข อ น า มั ย แ ล ะ
อุตสาหกรรมการแปรรูปอาหารอยางยิ่ง [2,3,4]   

ปจจุบันมีวิธีทดสอบรวดเร็ว (rapid test) 
สําหรับแบคทีเรียซัลโมเนลลาท่ีปนเปอนในอาหาร
หลายวิธี  อยางไรก็ตามแตละวิธียังคงมีปญหาเกี่ยวกับ
ความไว (sensitivity) และความจําเพาะ (specificity)  
โดยตองมีแบคทีเรียซัลโมเนลลาความเขมขน 104-106 
เซลล/มิลลิลิตร จึงจะใหผลบวก [5]  ดังนั้นการนํา
เทคนิคพีซีอาร (PCR, polymerase chain reaction) มา
ใชตรวจสอบแบคทีเรียซัล-โมเนลลาจึงไดรับความ
สนใจกันมากข้ึน  เนื่องจากเปนวิธี ท่ีรวดเร็วและ
นาเ ช่ือถือ  อยางไรก็ตามงานวิจัยเกี่ยวกับการใช
เทคนิคพีซีอารเพื่อตรวจสอบแบคทีเรียซัลโมเนลลาท่ี
เคยมีรายงานมาจะตองสกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียกอน 
[6,7]  ซึ่งเปนการเพิ่มข้ันตอนและเสียเวลามากข้ึน  
งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธีตรวจสอบ
แบคทีเรียซัล-โมเนลลาในน้ําแบบรวดเร็วดวยเทคนิค

พีซีอาร  โดยไมตองสกัดดีเอ็นเอและเปนวิธีท่ีใหผล
การตรวจสอบภายในเวลา 6 ช่ัวโมง 
 
2. อุปกรณและวิธีการ 

2.1 แบคทีเรีย 
แบ ค ทีเ รี ย อ า งอิง ท่ี ใ ชใ น กา ร ศึ กษ า คื อ 

Salmonella enterica serovar Typhimurium  
แบคทีเรียควบคุมผลลบคือ Escherichia coli และ 
Klebsiella sp.  โดยแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด ไดมาจาก
ศู น ย จุ ลิ น ท รี ย  ส ถ า บั น วิ จั ย วิ ท ย า ศ า ส ต ร แ ล ะ
เทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.)  

2.2 ไพรเมอร 
ไพรเมอร ท่ีใชในการวิจัยครั้งนี้ออกแบบ

และสังเคราะหข้ึนเพื่อเพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีนอิน
เวชัน (invasion gene, InvA) [6]  โดยออกแบบจาก
ลําดับดีเอ็นเอ (DNA sequence) หมายเลข M90846 
(gi:154154) ของ GenBank  ซึ่งเปนไพรเมอรขนาด 20 
เบส จํานวน 2 ชนิด คือ ไพรเมอรฟอรเวิรด (forward 
primer) ท่ีมีลําดับเบสเปน 5 - CAG TGC TCG TTT 
ACG ACC TG - 3 ซึ่งมีคา Tm ประมาณ 60C  และ
ไพรเมอรรีเวิรส (reverse primer) ท่ีมีลําดับเบสเปน 5 
- AGA CGA CTG GTA CTG ATC GA - 3 ซึ่งมีคา 
Tm ประมาณ 62C 

2.3 การเตรียมตัวอยาง 
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียในอาหาร NB (nutrient 

broth) โดยบมท่ีอุณหภูมิ 37C และเขยาดวยความเร็ว 
150 รอบ/นาที เปนเวลาประมาณ 18-24 ช่ัวโมง  
หลังจากนั้นนํามาปนแยกตะกอนเซลลแบคทีเรียดวย
เครื่องเซนตริฟวจ (centrifuge) ความเร็ว 750g เปน
เวลา 5 นาที  ลางตะกอนเซลลแบคทีเรียดวยน้ํากลั่น
ปราศจากเ ช้ือ 2 รอบ  แลวละลายตะกอนเซลล
แบคทีเรียในน้ํ า ด่ืมปราศจากเช้ือและนับจํานวน
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แบคทีเรียภายใตกลองจุลทรรศนโดยใช counting 
chamber  หลังจากนั้นจึงปรับความเขมขนใหเปน 1010 
เซลล/มิลลิลิตร ดวยน้ําด่ืมปราศจากเช้ือและใชเปน
ความเขมขนเริ่มตน  แลวเจือจางทีละ 10 เทา (10-fold 
dilution) ใหไดความเขมขน 109, 108, 107, 106, 105, 
104 และ 103 เซลล/มิลลิลิตร ตามลําดับ 

2.4 การทําพีซีอาร 
เพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีนอินเวชันใน

แบคทีเรียโดยนําตัวอยางน้ําด่ืมปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
มาเพิ่มปริมาณดวยไพรเมอรฟอรเวิร ดและไพรเมอร-
รีเวิรส ชนิดละ 250 นาโนโมลาร ในบัฟเฟอร 1 เทา 
ซึ่งมีนิวคลีโอไทด 4 ชนิด (dATP, dCTP, dGTP และ 
dTTP) ชนิดละ 200 ไมโครโมลาร และใชเอนไซม 
Taq DNA polymerase (InvitrogenTM Life Techno-
logies, Brazil) 0 .5  ยูนิต   มีป ริมาตรรว ม 2 0 
ไมโครลิตร  โดยปฏิกิริยาพีซีอารมี 3 ข้ันตอน คือ (1) 
ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 94C เปนเวลา 5 นาที  (2) ทํา
ปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 94C เปนเวลา 30 วินาที, 56C 
เปนเวลา 30 วินาที และ 72C เปนเวลา 45 วินาที 
จํานวน 35 รอบ  และ(3) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 72C 
เปน เวลา 7 นาที   แลว เก็บไว ท่ีอุณหภู มิ 4C [8]  
หลังจากนั้นจึงนําไปตรวจสอบดวยวิธีอิเล็กโทร-    
โฟรีซิส (electrophoresis) ในเจลอะกาโรส (agarose 
gel) 1.5 เปอรเซ็นต [9] 

 
3. ผลและวิจารณ 

การเพิ่มปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอโดยใชไพร-
เมอรท่ีออกแบบจากช้ินสวนของยีนอินเวชันปรากฏ
วาตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาด 243 คูเบส ในตัวอยาง
น้ําด่ืมท่ีมีแบคทีเรีย Salmonella Typhimurium  แตไม
พบแถบดีเอ็นเอนี้ในตัวอยางน้ําด่ืมท่ีมีแบคทีเรีย E. 
coli, Klebsiella sp. และตัวอยางน้ําด่ืมท่ีไมมีแบคทีเรีย 

(ภาพท่ี 1)  แสดงใหเห็นวาไพรเมอรฟอรเวิรดและ
ไพรเมอรรี เวิรส ท่ีออกแบบนี้ มีความจําเพาะตอ
แบคทีเรียซัลโมเนลลาเทานั้น 
 

 
 

ภาพที่ 1  การเพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีนอินเวชันซึ่ง
ต ร ว จ พ บ แ ถ บ ดี เ อ็ น เ อ ท่ี จํ า เ พ า ะ ต อ
แบคทีเรียซัลโมเนลลาขนาด 243 คูเบส [M 
คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Plus DNA 
Ladder (InvitrogenTM Life Techologies, 
USA); 1 คือตัวอยางน้ําด่ืมท่ีไมมีแบคทีเรีย; 
2-4  คื อ ตัว อย า งน้ํ า ด่ื ม ท่ี มี แบ ค ที เ รี ย 
Salmonella Typhimurium, E. coli และ 
Klebsiella sp. ตามลําดับ] 
การเพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีนอินเวชันโดย

ใชตัวอยางน้ําด่ืมท่ีมีแบคทีเรียซัลโมเนลลาความ
เขมขนตางๆ ไดแก 1010, 109, 108, 107, 106, 105, 104 
และ 103 เซลล/มิลลิลิตร  เม่ือนําตัวอยางน้ําด่ืมแตละ
ความเขมขนปริมาตร 1 ไมโครลิตร ซึ่งมีแบคทีเรีย 
107, 106, 105, 104, 103, 102, 10 และ 1 เซลล ไปเพิ่ม
ปริมาณดวยเทคนิคพีซีอาร  พบวาตัวอยางน้ําด่ืมท่ีมี
แบคทีเรีย 107, 106, 105, 104, 103, 102 และ 10 เซลล 
ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 243 คูเบส  แตไมพบแถบดี
เอ็นเอนี้ในตัวอยางน้ําด่ืมท่ีมีแบคทีเรีย 1 เซลล (ภาพท่ี 
2)  แสดงใหเห็นวาเทคนิคพีซีอารท่ีพัฒนาข้ึนเพื่อใช
ในการวิจัยครั้งนี้มีความไวตอแบคทีเรียซัลโมเนลลา
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ถึง 10 เซลล/ปฏิกิริยา หรือเทียบเทากับน้ํา ด่ืมท่ีมี
แบคทีเรียซัลโมเนลลาความเขมขน  104  เซลล /
มิลลิลิตร  โดยมีความไวเทากับรายงานของ Jenikova 
และคณะ ซึ่งมีวิธีการและข้ันตอนการตรวจสอบท่ี
ยุงยากกวา [5]   
 

 
 

ภาพที่ 2  การเพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีนอินเวชันใน
ตัวอยางน้ํา ด่ืมท่ีมีแบคทีเรียซัลโมเนลลา
ความเขมขนตางๆ [M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 
1 Kb Plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life 
Techologies, USA); 1 คือตัวอยางน้ําด่ืมท่ี
ไมมีแบคทีเรีย; 2-9 คือตัวอยางน้ําด่ืมท่ีมี
แบคทีเรียซัลโมเนลลาความเขมขน 1010, 
109, 108, 107, 106, 105, 104 และ 103 เซลล/
มิลลิลิตร ตามลําดับ] 

ตัวอยางน้ํา ด่ืมท่ีมีแบคทีเรียซัลโมเนลลา
ความเขมขน 103 เซลล/มิลลิลิตร ซึ่งตรวจไมพบแถบ
ดีเอ็นเอจากการเพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีนอินเวชัน
ดวยเทคนิคพีซีอารนั้น  เม่ือเติมอาหาร 2x NB ใน
อัตราสวน 1:1 แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37C และ
เขยาดวยความเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลา 30, 45, 60, 
75 และ 90 นาที  หลังจากนั้นนําไปเพิ่มปริมาณดวย
เทคนิคพีซีอาร  พบวาตัวอยางท่ีบมนาน 45, 60, 75 
และ 90 นาที ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 243 คูเบส  แต
ไมพบแถบดีเอ็นเอนี้ในตัวอยางท่ีบมนาน 30 นาที 
(ภาพท่ี 3)  แสดงใหเห็นวาสามารถเพิ่มความไวของ

เทคนิคพีซีอารไดดวยการเพิ่มปริมาณแบคทีเรียใน
อาหาร NB เปนเวลานานอยางนอย 45 นาที กอน
นําไปทําพีซีอาร  โดยการเพิ่มความไวของเทคนิค   
พีซีอารท่ีพัฒนาข้ึนเพื่อใชในการวิจัยครั้งนี้อาจเพิ่มได
มากข้ึนอีกดวยการบมแบคทีเรียในอาหาร NB เปน
เ ว ล า น า น ม า ก ข้ึ น   ดั ง นั้ น ตั ว อ ย า ง น้ํ า ด่ื ม ท่ี มี
แบคทีเรียซัลโมเนลลาความเขมขน 102, 10 และ 1 
เซลล/มิลลิลิตร นั้นจึงนาจะสามารถตรวจสอบได
เชนกันถาเพิ่มปริมาณแบคทีเรียในอาหาร NB ใน
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมกอนนําไปทําพีซีอาร 

 
 

ภาพที่ 3  การเพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีนอินเวชันใน
ตัวอยางน้ํา ด่ืมท่ีมีแบคทีเรียซัลโมเนลลา
ความเขมขน 103 เซลล/มิลลิลิตร [M คือ     
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Plus DNA Ladder 
(InvitrogenTM Life Techologies, USA); 1 
คือตัวอยางน้ําด่ืมท่ีไมมีแบคทีเรีย; 2-6 คือ
ตัวอยางน้ําด่ืมหลังจากเพิ่มปริมาณแบคทีเรีย
ในอาหาร NB เปนเวลา 30, 45, 60, 75 และ 
90 นาที ตามลําดับ] 

 
4. สรุป 

การวิจัยนี้ไดประยุกตเทคนิคพีซีอาร เพื่อ
ตรวจสอบแบคทีเรียซัลโมเนลลาท่ีปนเปอนในน้ําด่ืม
โดยไมตองสกัดแยกดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย  เทคนิค  
พีซีอารท่ีพัฒนาข้ึนเพื่อใชในการวิจัยครั้งนี้จะเพิ่ม
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ช้ินสวนของยีนอินเว ชัน  โดยมีความจําเพาะตอ
แบคทีเรียซัลโมเนลลาสูงและมีความไวของการ
ตรวจสอบแบคทีเรียซัลโมเนลลาท่ีปนเปอนในน้ําด่ืม 
104 เซลล/มิลลิลิตร  และสามารถเพิ่มความไวของการ
ตรวจสอบไดดวยการเพิ่มปริมาณแบคทีเรียในอาหาร 
NB ในระยะเวลาท่ีเหมาะสมกอนนําไปทําพีซีอาร 
[10]  นอกจากนี้เทคนิคพีซีอารท่ีพัฒนาข้ึนเพื่อใชใน
การ วิจั ยค รั้ งนี้ ยั งส ามาร ถตรว จส อบ แบ คที เรี ย          
ซัลโมเนลลาท่ีปนเปอนในน้ําด่ืมไดภายใน 5-6 ช่ัวโมง  
ซึ่งคอนขางรวดเร็วมากเม่ือเปรียบเ ทียบกับการ
ตร ว จ ส อ บ ด ว ย วิ ธี อื่ น ท่ี เ ค ย มี ร า ย ง า น ม า ก อ น 
[11,12,13] 
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