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บทคัดยอ 

ไดพัฒนาเทคนิคพีซีอารเพื่อตรวจสอบแบคทีเรียซัลโมเนลลาท่ีปนเปอนในน้ําด่ืมดวยวิธีท่ีไมตองสกัดแยก
ดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย  โดยออกแบบไพรเมอรเพื่อเพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีนอินเวชัน  ผลการวิจัยพบวาเทคนิค
พีซีอารท่ีพัฒนาข้ึนเพื่อใชในการวิจัยครั้งนี้มีความจําเพาะตอแบคทีเรียซัลโมเนลลาสูงและมีความไวของการ
ตรวจสอบแบคทีเรียซัลโมเนลลาท่ีปนเปอนในน้ําด่ืม 104 เซลล/มิลลิลิตร  ซึ่งสามารถเพิ่มความไวของการ
ตรวจสอบไดดวยการเพิ่มปริมาณแบคทีเรียในอาหารเหลวในระยะเวลาท่ีเหมาะสมกอนนําไปทําพีซีอาร 
 
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  
 



วารสารวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี ปท่ี 17 ฉบับท่ี 2 เม.ย.-มิ.ย. 52  

 38 

1. บทนํา 
แบคทีเรียซัลโมเนลลา (Salmonella) จัดอยู

ในวงศ Enterobacteriaceae  เปนแบคทีเรียรูปทอน 
แกรมลบท่ีสามารถเจริญเติบโตไดดีท้ังสภาวะท่ีมีและ
ไมมีออกซิเจน  เคลื่อนท่ีไดดวยแฟลกเจลลา (flagella) 
ท่ีอยูรอบๆ เซลล  เปนสาเหตุของโรคติดเช้ือจาก
อาหารในมนุษย ท่ี มีความสํา คัญเปนลํา ดับตนๆ  
สามารถกอโรคติดเช้ือท้ังในระบบทางเดินอาหารและ
กระแสเ ลือด [1]  ปจจุ บันยั งคงเปน ปญหาดา น
สาธารณสุขมูลฐานท้ังในประเทศอุตสาหกรรมและ
ประเทศกําลังพัฒนา  มีรายงานการแพรระบาดท่ัวโลก  
โดยแพรกระจายจากการปนเปอนของอุจจาระใน
อาหารและเครื่องด่ืมท่ีผานกรรมวิธีท่ีไมไดมาตรฐาน  
ดังนั้นกา รปองกั 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
อุตสาหกรรมการแปรรูปอาหารอยางยิ่ง [2,3,4]   

ปจจุบันมีวิธีทดสอบรวดเร็ว (rapid test) 
สําหรับแบคทีเรียซัลโมเนลลาท่ีปนเปอนในอาหาร
หลายวิธี  อยางไรก็ตามแตละวิธียังคงมีปญหาเกี่ยวกับ
ความไว (sensitivity) และความจําเพาะ (specificity)  
โดยตองมีแบคทีเรียซัลโมเนลลาความเขมขน 104-106 
เซลล/มิลลิลิตร จึงจะใหผลบวก [5]  ดังนั้นการนํา
เทคนิคพีซีอาร (PCR, polymerase chain reaction) มา
ใชตรวจสอบแบคทีเรียซัล-โมเนลลาจึงไดรับความ
สนใจกันมากข้ึน  เนื่องจากเปนวิธี ท่ีรวดเร็วและ
นาเ ช่ือถือ  อยางไรก็ตามงานวิจัยเกี่ยวกับการใช
เทคนิคพีซีอารเพื่อตรวจสอบแบคทีเรียซัลโมเนลลาท่ี
เคยมีรายงานมาจะตองสกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียกอน 
[6,7]  ซึ่งเปนการเพิ่มข้ันตอนและเสียเวลามากข้ึน  
งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธีตรวจสอบ
แบคทีเรียซัล-โมเนลลาในน้ําแบบรวดเร็วดวยเทคนิค

พีซีอาร  โดยไมตองสกัดดีเอ็นเอและเปนวิธีท่ีใหผล
การตรวจสอบภายในเวลา 6 ช่ัวโมง 
 
2. อุปกรณและวิธีการ 

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

Salmonella enterica serovar Typhimurium  
แบคทีเรียควบคุมผลลบคือ Escherichia coli และ 
Klebsiella sp.  โดยแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด ไดมาจาก
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
เทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.)  

2.2 ไพรเมอร 
ไพรเมอร ท่ีใชในการวิจัยครั้งนี้ออกแบบ

และสังเคราะหข้ึนเพื่อเพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีนอิน
เวชัน (invasion gene, InvA) [6]  โดยออกแบบจาก
ลําดับดีเอ็นเอ (DNA sequence) หมายเลข M90846 
(gi:154154) ของ GenBank  ซึ่งเปนไพรเมอรขนาด 20 
เบส จํานวน 2 ชนิด คือ ไพรเมอรฟอรเวิรด (forward 
primer) ท่ีมีลําดับเบสเปน 5 - CAG TGC TCG TTT 
ACG ACC TG - 3 ซึ่งมีคา Tm ประมาณ 60C  และ
ไพรเมอรรีเวิรส (reverse primer) ท่ีมีลําดับเบสเปน 5 
- AGA CGA CTG GTA CTG ATC GA - 3 ซึ่งมีคา 
Tm ประมาณ 62C 

2.3 การเตรียมตัวอยาง 
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียในอาหาร NB (nutrient 

broth) โดยบมท่ีอุณหภูมิ 37C และเขยาดวยความเร็ว 
150 รอบ/นาที เปนเวลาประมาณ 18-24 ช่ัวโมง  
หลังจากนั้นนํามาปนแยกตะกอนเซลลแบคทีเรียดวย
เครื่องเซนตริฟวจ (centrifuge) ความเร็ว 750g เปน
เวลา 5 นาที  ลางตะกอนเซลลแบคทีเรียดวยน้ํากลั่น
ปราศจากเ ช้ือ 2 รอบ  แลวละลายตะกอนเซลล
แบคทีเรียในน้ํ า ด่ืมปราศจากเช้ือและนับจํานวน
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แบคทีเรียภายใตกลองจุลทรรศนโดยใช counting 
chamber  หลังจากนั้นจึงปรับความเขมขนใหเปน 1010 
เซลล/มิลลิลิตร ดวยน้ําด่ืมปราศจากเช้ือและใชเปน
ความเขมขนเริ่มตน  แลวเจือจางทีละ 10 เทา (10-fold 
dilution) ใหไดความเขมขน 109, 108, 107, 106, 105, 
104 และ 103 เซลล/มิลลิลิตร ตามลําดับ 

2.4 การทําพีซีอาร 
เพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีนอินเวชันใน

แบคทีเรียโดยนําตัวอยางน้ําด่ืมปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
มาเพิ่มปริมาณดวยไพรเมอรฟอรเวิร ดและไพรเมอร-
รีเวิรส ชนิดละ 250 นาโนโมลาร ในบัฟเฟอร 1 เทา 
ซึ่งมีนิวคลีโอไทด 4 ชนิด (dATP, dCTP, dGTP และ 
dTTP) ชนิดละ 200 ไมโครโมลาร และใชเอนไซม 
Taq DNA polymerase (InvitrogenTM Life Techno-
logies, Brazil) 0 .5  ยูนิต   มีป ริมาตรรว ม 2 0 
ไมโครลิตร  โดยปฏิกิริยาพีซีอารมี 3 ข้ันตอน คือ (1) 
ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 94C เปนเวลา 5 นาที  (2) ทํา
ปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 94C เปนเวลา 30 วินาที, 56C 
เปนเวลา 30 วินาที และ 72C เปนเวลา 45 วินาที 
จํานวน 35 รอบ  และ(3) ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 72C 
เปน เวลา 7 นาที   แลว เก็บไว ท่ีอุณหภู มิ 4C [8]  
หลังจากนั้นจึงนําไปตรวจสอบดวยวิธีอิเล็กโทร-    
โฟรีซิส (electrophoresis) ในเจลอะกาโรส (agarose 
gel) 1.5 เปอรเซ็นต [9] 

 
3. ผลและวิจารณ 

การเพิ่มปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอโดยใชไพร-
เมอรท่ีออกแบบจากช้ินสวนของยีนอินเวชันปรากฏ
วาตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาด 243 คูเบส ในตัวอยาง
น้ําด่ืมท่ีมีแบคทีเรีย Salmonella Typhimurium  แตไม
พบแถบดีเอ็นเอนี้ในตัวอยางน้ําด่ืมท่ีมีแบคทีเรีย E. 
coli, Klebsiella sp. และตัวอยางน้ําด่ืมท่ีไมมีแบคทีเรีย 

(ภาพท่ี 1)  แสดงใหเห็นวาไพรเมอรฟอรเวิรดและ
ไพรเมอรรี เวิรส ท่ีออกแบบนี้ มีความจําเพาะตอ
แบคทีเรียซัลโมเนลลาเทานั้น 
 

 
 

ภาพที่ 1  การเพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีนอินเวชันซึ่ง
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 คูเบส [M 
คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Plus DNA 
Ladder (InvitrogenTM Life Techologies, 
USA); 1 คือตัวอยางน้ําด่ืมท่ีไมมีแบคทีเรีย; 
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] 
การเพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีนอินเวชันโดย

ใชตัวอยางน้ําด่ืมท่ีมีแบคทีเรียซัลโมเนลลาความ
เขมขนตางๆ ไดแก 1010, 109, 108, 107, 106, 105, 104 
และ 103 เซลล/มิลลิลิตร  เม่ือนําตัวอยางน้ําด่ืมแตละ
ความเขมขนปริมาตร 1 ไมโครลิตร ซึ่งมีแบคทีเรีย 
107, 106, 105, 104, 103, 102, 10 และ 1 เซลล ไปเพิ่ม
ปริมาณดวยเทคนิคพีซีอาร  พบวาตัวอยางน้ําด่ืมท่ีมี
แบคทีเรีย 107, 106, 105, 104, 103, 102 และ 10 เซลล 
ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 243 คูเบส  แตไมพบแถบดี
เอ็นเอนี้ในตัวอยางน้ําด่ืมท่ีมีแบคทีเรีย 1 เซลล (ภาพท่ี 
2)  แสดงใหเห็นวาเทคนิคพีซีอารท่ีพัฒนาข้ึนเพื่อใช
ในการวิจัยครั้งนี้มีความไวตอแบคทีเรียซัลโมเนลลา
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ถึง 10 เซลล/ปฏิกิริยา หรือเทียบเทากับน้ํา ด่ืมท่ีมี
แบคทีเรียซัลโมเนลลาความเขมขน  104  เซลล /
มิลลิลิตร  โดยมีความไวเทากับรายงานของ Jenikova 
และคณะ ซึ่งมีวิธีการและข้ันตอนการตรวจสอบท่ี
ยุงยากกวา [5]   
 

 
 

ภาพที่ 2  การเพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีนอินเวชันใน
ตัวอยางน้ํา ด่ืมท่ีมีแบคทีเรียซัลโมเนลลา
ความเขมขนตางๆ [M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 
1 Kb Plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life 
Techologies, USA); 1 คือตัวอยางน้ําด่ืมท่ี
ไมมีแบคทีเรีย; 2-9 คือตัวอยางน้ําด่ืมท่ีมี
แบคทีเรียซัลโมเนลลาความเขมขน 1010, 
109, 108, 107, 106, 105, 104 และ 103 เซลล/
มิลลิลิตร ตามลําดับ] 

ตัวอยางน้ํา ด่ืมท่ีมีแบคทีเรียซัลโมเนลลา
ความเขมขน 103 เซลล/มิลลิลิตร ซึ่งตรวจไมพบแถบ
ดีเอ็นเอจากการเพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีนอินเวชัน
ดวยเทคนิคพีซีอารนั้น  เม่ือเติมอาหาร 2x NB ใน
อัตราสวน 1:1 แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37C และ
เขยาดวยความเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลา 30, 45, 60, 
75 และ 90 นาที  หลังจากนั้นนําไปเพิ่มปริมาณดวย
เทคนิคพีซีอาร  พบวาตัวอยางท่ีบมนาน 45, 60, 75 
และ 90 นาที ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 243 คูเบส  แต
ไมพบแถบดีเอ็นเอนี้ในตัวอยางท่ีบมนาน 30 นาที 
(ภาพท่ี 3)  แสดงใหเห็นวาสามารถเพิ่มความไวของ

เทคนิคพีซีอารไดดวยการเพิ่มปริมาณแบคทีเรียใน
อาหาร NB เปนเวลานานอยางนอย 45 นาที กอน
นําไปทําพีซีอาร  โดยการเพิ่มความไวของเทคนิค   
พีซีอารท่ีพัฒนาข้ึนเพื่อใชในการวิจัยครั้งนี้อาจเพิ่มได
มากข้ึนอีกดวยการบมแบคทีเรียในอาหาร NB เปน
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
แบคทีเรียซัลโมเนลลาความเขมขน 102, 10 และ 1 
เซลล/มิลลิลิตร นั้นจึงนาจะสามารถตรวจสอบได
เชนกันถาเพิ่มปริมาณแบคทีเรียในอาหาร NB ใน
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมกอนนําไปทําพีซีอาร 

 
 

ภาพที่ 3  การเพิ่มปริมาณช้ินสวนของยีนอินเวชันใน
ตัวอยางน้ํา ด่ืมท่ีมีแบคทีเรียซัลโมเนลลา
ความเขมขน 103 เซลล/มิลลิลิตร [M คือ     
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Plus DNA Ladder 
(InvitrogenTM Life Techologies, USA); 1 
คือตัวอยางน้ําด่ืมท่ีไมมีแบคทีเรีย; 2-6 คือ
ตัวอยางน้ําด่ืมหลังจากเพิ่มปริมาณแบคทีเรีย
ในอาหาร NB เปนเวลา 30, 45, 60, 75 และ 
90 นาที ตามลําดับ] 

 
4. สรุป 

การวิจัยนี้ไดประยุกตเทคนิคพีซีอาร เพื่อ
ตรวจสอบแบคทีเรียซัลโมเนลลาท่ีปนเปอนในน้ําด่ืม
โดยไมตองสกัดแยกดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย  เทคนิค  
พีซีอารท่ีพัฒนาข้ึนเพื่อใชในการวิจัยครั้งนี้จะเพิ่ม
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ช้ินสวนของยีนอินเว ชัน  โดยมีความจําเพาะตอ
แบคทีเรียซัลโมเนลลาสูงและมีความไวของการ
ตรวจสอบแบคทีเรียซัลโมเนลลาท่ีปนเปอนในน้ําด่ืม 
104 เซลล/มิลลิลิตร  และสามารถเพิ่มความไวของการ
ตรวจสอบไดดวยการเพิ่มปริมาณแบคทีเรียในอาหาร 
NB ในระยะเวลาท่ีเหมาะสมกอนนําไปทําพีซีอาร 
[10]  นอกจากนี้เทคนิคพีซีอารท่ีพัฒนาข้ึนเพื่อใชใน
การ วิจั ยค รั้ งนี้ ยั งส ามาร ถตรว จส อบ แบ คที เรี ย          
ซัลโมเนลลาท่ีปนเปอนในน้ําด่ืมไดภายใน 5-6 ช่ัวโมง  
ซึ่งคอนขางรวดเร็วมากเม่ือเปรียบเ 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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