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Staphylococcus aureus  เป็นแบคทีเรียก่อโรคท่ีส าคญัในมนษุย์ โดยท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ 

เน่ืองจากสามารถสร้างเอนเทอโรทอกซิน ซึง่ทนตอ่ความร้อนได้ ดงันัน้เม่ือบริโภคอาหารท่ีมีเอนเทอโรทอกซินป
นอยูจ่ะท าให้เกิดโรคได้  จงึเป็นปัญหาส าคญัส าหรับผู้ประกอบอาหารและผู้บริโภคอาหาร ดงันัน้  การน าวิธีการ
ตรวจวินิจฉยั S. aureus สายพนัธุ์ท่ีสร้างเอนเทอโรทอกซินในอาหารจงึจ าเป็นอยา่งยิ่ง งานวิจยันีไ้ด้มีการพฒันา 
วิธี Loop- mediated isothermal amplification  (LAMP) เป็นวิธีท่ีมีความจ าเพาะสงู ใช้ไพรเมอร์ส่ีสายและ
อณุหภมูิคงท่ีในการท าปฏิกิริยา เพ่ือตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินเอ ของ S. aureus เปรียบเทียบกบัวิธี PCR จาก
การศกึษาความจ าเพาะและความไวของวิธี LAMP และ PCR เพ่ือตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินเอ พบวา่ทัง้สองวิธี
มีความจ าเพาะในการตรวจสงู คือ วิธี LAMP และ PCR เกิดผลิตภณัฑ์ เฉพาะกบั S. aureus ATCC 13565 
ในขณะท่ีแบคทีเรียอ่ืนๆ รวม 15 ชนิด ไมเ่กิดผลิตภณัฑ์ใดๆ  ผลการทดลองดงักลา่วแสดงวา่ ทัง้สองวิธี  มี
ความจ าเพาะส าหรับการตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินเอ ของ S.aureus     การศกึษาปริมาณเชือ้น้อยท่ีสดุท่ีตรวจ
พบ พบวา่วิธี LAMP สามารถตรวจเชือ้น้อยท่ีสุด 104 CFU ตอ่มิลลิลิตร ในขณะท่ีวิธี PCR สามารถตรวจเชือ้
น้อยท่ีสุด 103 CFU ตอ่มิลลิลิตร   จากนัน้จงึน าวิธีการดงักลา่วไปประยกุต์เพ่ือใช้ตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินเอ  
ของ S. aureus ในเนือ้หม ูเพ่ือเป็นการประเมินประสิทธิภาพของ วิธี LAMP เปรียบเทียบกบัวิธี PCR พบวา่เม่ือ
บม่ตวัอยา่งเนือ้หมใูนอาหารเลีย้งเชือ้เหลว TSB ท่ี 6 ชัว่โมง  ทัง้สองวิธีสามารถตรวจยีนเอนเทอโรทอกซิน ท่ี 
ความเข้มข้นของเซลล์ เร่ิมต้น  103  และ 104 CFU ตอ่กรัมเนือ้หมู ตามล าดบั ซึง่นบัวา่วิธี LAMP มีความไวใน
การตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินเอของ  S. aureus ในเนือ้หมมูากกวา่วิธี PCR สิบเทา่ 
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Staphylococcus aureus  is an important pathogen of humans. It is also the most common 

cause of food–borne illness. Staphylococcal food-borne disease is a typical intoxication due to 
enterotoxins ingestion performed in food by enterotoxigenic strains.  Here we developed a 
technique  for detecting the enterotoxin A gene (sea) using a loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP) that amplified DNA with high specificity, efficiency and rapidity under isothermal 
amplifications conditions using a set of four specially designed primers and a DNA polymerase with 
strand displacement activity. In this study, we use LAMP and PCR for detection specificity and limit 
of detections. The specificity of LAMP was comparable to that conventional PCR method. The LAMP 
and PCR method correctly identified enterotoxin A gene (sea) of Staphylococcus aureus ATCC 
13565 but did not detect other 15 non-Staphylococcus strains. Limit of detections of  LAMP, the 
assay for direct detection of S.aureus in pure culture was 104 CFU per milliliter while PCR showed 
103 CFU per milliliter. Afterward, the methods were employed for the detection S. aureus in pork 
samples to assess efficiencies of both methods. Results obtained show that LAMP was able to 
detect up to 103 CFU per gram of pork sample while PCR could detect only 104 CFU per gram of 
pork sample after incubation in TSB for 6 hours. Therefore it is obvious that LAMP is 10 fold sensitive 
for the detection of enterotoxin A gene in pork seeding sample than PCR. 
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
ปัจจบุนัในวงการอตุสาหกรรมอาหารในประเทศไทย จ าเป็นต้องมีการประกนัคณุภาพ

อาหารเพ่ือให้เกิดความปลอดภยัตอ่ผู้บริโภค และคณุภาพของผลิตภณัฑ์อาหาร  แม้วา่วิทยาการ
ทางด้านการแพทย์และสาธารณสขุจะก้าวหน้าไปมาก แตก่ารเจ็บป่วยจากภาวะอาหารเป็นพิษ  
(Food – borne illness) ยงัเป็นภาวะท่ีพบได้บอ่ยและสร้างปัญหามาก เน่ืองจากอาหารอาจเป็น
ตวัพาแบคทีเรียก่อ โรคไปสูผู่้บริโภคได้ โดยมีสาเหตมุาจากการปนเปือ้นของ แบคทีเรียก่อ โรคใน
อาหาร ซึง่โรคท่ีเกิดจากการรับประทานอาหารและน า้แบง่ได้เป็น 2 กลุม่ ได้แก่ กลุม่ท่ี 1 เกิดจาก
การรับประทานอาหารท่ีมีเซลล์แบคทีเรียเข้าไป  และเซลล์แบคทีเรียมีการเพิ่มจ านวนในล าไส้และ
สร้างสารพิษ ก่อให้เกิดอาการปวดท้อง ท้องเสีย  และกลุม่ท่ี 2 เกิดจากการรับประทานอาหารท่ีมี
สารพิษของแบคทีเรีย เกิดจากแบคทีเรียเจริญในอาหารมากพอและสร้างสารพิษขึน้ในอาหาร
ก่อให้เกิดพยาธิสภาพโดยตรงตอ่ล าไส้ สารพิษบางชนิดอาจสง่ผลทางอ้อมตอ่ระบบประสาท มีผล
ให้ผู้บริโภคเสียชีวิตแบบเฉียบพลนัได้  

แบคทีเรีย ในจีนสั  Staphylococcus มีมากกวา่ 30 สปีชีส์ แตส่ปีชีส์ท่ีพบในอาหารมี
ประมาณ 16 สปีชีส์ โดยเฉพาะ Staphylococcus aureus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก อยูร่วมกนัเป็น
กลุม่คล้ายพวงองุ่น  พบปนเปือ้นได้ทัว่ไป ในอากาศและบนผิวหนงัของร่างกาย เชน่ มือ ใบหน้า 
เป็นต้น ดงันัน้  อาหารท่ีใช้มือในการเตรียม จงึมีโอกาสท่ีจะพบแบคทีเรียดงักลา่วได้   S. aureus 
ชนิดนีก้่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ (food poisoning disease) เน่ืองจากสามารถสร้างเอนเทอโร  
ทอกซิน (enterotoxin) ได้หลายชนิดท่ีเรียกวา่ Staphylococcal enterotoxins และโรคท่ีเกิดจาก
การปนเปือ้นของเอนเทอโรทอกซินยงัขึน้กบัปริมาณทอกซินท่ีได้รับด้วย ซึง่ถ้าได้รับทอกซินมากเกิน
พอก็จะเป็นสาเหตสุ าคญัท่ีก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษได้ (Robinson และคณะ, 2000) 
การบริโภคอาหารท่ีมีเอนเทอโรทอกซิน ของ S. aureus ซึง่ปนเปือ้นมากบัอาหารท่ีผา่นการเตรียม
อาหารท่ีมีการสมัผสัโดยตรงกบัมือผู้ประกอบอาหารท่ีปนเปือ้น  S. aureus และอาหารนัน้ไมมี่การ
แชเ่ย็นเป็นเวลาอยา่งน้อย 4 ชัว่โมงหรือเก็บในตู้เย็นท่ีเย็นไมพ่อจงึท าให้แบคทีเรียเจริญและสร้าง
สารพิษได้ อาหารหลายชนิดเหมาะท่ี  S. aureus จะเจริญ  แตท่ี่เจริญได้ดีมากได้แก่ อาหารท่ีมี
ไขมนั และอาหารท่ีมีแบคทีเรียคูแ่ขง่น้อย เชน่ ผลิตภณัฑ์นม เนยแข็ง คสัตาร์ด ขนมอบ ไอศกรีม 
และเนือ้สตัว์   อาหารท่ีมีเอนเทอโรทอกซินปนเปือ้นมกัมีกลิ่น รส และสภาพอาหารเป็นปกต ิจงึท า 
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ให้ผู้บริโภคไมไ่ด้สนใจวา่อาหารดงักลา่วอาจมีเอนเทอโรทอกซินอยู ่ซึง่เป็นสาเหตทุ าให้เกิดโรค
อาหารเป็นพิษได้  (ศภุชยั เนือ้นวลสวุรรณ, 2549 ) เกณฑ์คณุภาพทางจลุชีววิทยาของอาหาร  

ก าหนดไว้วา่ในอาหารปรุงสกุทัว่ไปต้องมี  S. aureus ตอ่กรัมอาหาร  น้อยกวา่ 100 เซลล์ 
(กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ , 2536) ส าหรับเอนเทอโรทอกซินชนิดเอ  เป็นทอกซินท่ีก่อให้เกิดโรค
อาหารเป็นพิษมากท่ีสดุในประเทศสหรัฐอเมริกา (Balaban และ Rasooly, 2000) ซึง่ปริมาณ
สารพิษของเอนเทอโรทอกซินชนิดเอเพียง 100-200 นาโนกรัม สามารถท าให้เกิดอาการอาหารเป็น
พิษได้ (Asao และคณะ, 2003) อาการของโรคจะเกิดภายใน 2-6 ชัว่โมงหลงัการรับประทาน
อาหารเข้าไป ท าให้เกิดอาการปวดท้อง อาเจียน ท้องร่วง ถึงแม้วา่ในกระบวนการผลิตอาหารนัน้มี
การผา่นความร้อนท่ีเพียงพอจะท าให้เชือ้แบคทีเรียตาย เชน่ การพาสเจอไรซ์ แตเ่อนเทอโรทอกซิน
ท่ีผลิตขึน้ยงัคงสภาพเดมิ  เน่ืองจากเอนเทอโรทอกซิน มีคณุสมบตัิ ทนตอ่ความร้อนได้ (Riemann 
และ Cliver, 2005) จงึเป็นปัญหาส าคญัส าหรับผู้ประกอบอาหารและผู้บริโภคอาหาร ดงันัน้การ
ตรวจวินิจฉยั  S. aureus สายพนัธุ์ท่ีสร้างเอนเทอโรทอกซิน ( enterotoxigenic strains S. aureus) 
ในอาหารจงึจ าเป็นอยา่งมากเพ่ือความปลอดภยัของผู้บริโภค 

การตรวจหา  S. aureus ท่ีปนเปือ้นในอาหารโดยวิธีมาตรฐานท่ีได้รับการรับรองโดย
องค์การอาหารและยา ประเทศสหรัฐอเมริกา ท่ีใช้กนัทัว่ไปในห้องปฏิบตักิารเป็นวิธีท่ียอมรับกนัทัว่
โลกและนิยมใช้เป็นวิธีอ้างอิง  คือวิธี Direct Plate Count Method และ Most Probable Number 
Method แตมี่ข้อเสียคือใช้เวลาหลายวนัจงึจะทราบผล (Bennett, 1998) และยงัต้องอาศยัการ
ตรวจสอบยืนยนัโดยการทดสอบทางชีวเคมี และ วิธีมาตรฐานส าหรับการตรวจเอนเทอโรทอกซิน
ในอาหารนัน้ใช้วิธีการทางด้านภมูิคุ้มกนัวิทยา โดยให้  S. aureus สายพนัธุ์ท่ีสร้างเอนเทอโร   ทอก
ซิน ผลิตเอนเทอโรทอกซินออกมา  น าไปท าให้บริสทุธ์ิและท าการทดสอบกบัแอนตบิอดี 
(antibodies) ท่ีจ าเพาะ ปัจจบุนันีไ้ด้มีการพฒันาวิธีการตรวจวินิจฉยัไปอยา่งมากโดยจดัท าเป็นชดุ
ตรวจส าเร็จรูป Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ชดุตรวจส าเร็จรูป Reverse 
Passive Latex Agglutination (RPLA) แตก่ารตรวจวินิจฉยัดงักลา่วก็ยงัคงมีข้อจ ากดัเน่ืองจาก
ต้องใช้เวลานาน และไมส่ามารถตรวจเอนเทอโรทอกซินได้ทกุชนิด ( Bennett, 1998) จงึได้มีการ
พฒันาอยา่งตอ่เน่ืองจนได้วิธีการตรวจวินิจฉยัท่ีรวดเร็ว แมน่ย า มีความจ าเพาะ และมีความไวใน
การตรวจสงู เชน่ การตรวจหาการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอ โดยตรวจยีนท่ีมีการสร้างเอนเทอโรทอก
ซิน ซึง่เป็นวิธีท่ีได้รับความนิยมและถกูพฒันามากท่ีสดุ ได้แก่ ปฏิกิริยาลกูโซ ่ Polymerase Chain 
Reaction (PCR) เพ่ือใช้ในการตรวจ S. aureus สายพนัธุ์ท่ีมียีน ท่ีก าหนดการสร้างเอนเทอโรทอก
ซิน (Johnson และคณะ,1991; Sharma และคณะ, 2000) แตอ่ยา่งไรก็ตามการใช้วิธี PCR นัน้ 
การตรวจผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้จะต้องใช้อปุกรณ์ท่ีมีราคาแพง และสิน้เปลืองคา่ใช้จา่ยสงู 
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ปัจจบุนัได้มีการพฒันาเทคนิคในการตรวจหานิวคลีโอไทด์ใหมเ่กิดขึน้ ได้แก่เทคนิค Loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) (Notomi และคณะ, 2000) ซึง่เทคนิคนีเ้ป็นวิธีท่ีใช้
ในการตรวจหาการเพิ่มปริมาณของกรดนิวคลีอิค (DNA) ตรงบริเวณนิวคลีโอไทด์ท่ี เป็นเป้าหมาย 
โดยอาศยัหลกัการของการเกิดปฏิกิริยา auto-cycling stand displacement ของเอนไซม์  Bst 
DNA polymerase ซึง่สามารถเพิ่มจ านวนนิวคลีโอไทด์ได้ ปริมาณมาก และปฏิกิริยาสามารถ
ด าเนินไปท่ีอณุหภมูิคงท่ีระหวา่ง 60-65 องศาเซลเซียส ซึง่ขัน้ตอนการเพิ่ม ปริมาณกรดนิวคลีอิค
และขัน้ตอนการตรวจสอบเกิดขึน้สมบรูณ์ในขัน้ตอนเดียวกนั ภายในเวลา 15-60 นาที ซึง่ตา่งจาก
การท า PCR  และสามารถตรวจสอบผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้ได้เลยโดยดจูากความขุน่ซึง่เกิดจาก 
magnesium pyrophosphate (Mori และคณะ, 2001) ดงันัน้เทคนิค LAMP จงึนา่จะสามารถ
น าไปประยกุต์ในการตรวจแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคในอาหาร และการตรวจวินิจฉยัทางการแพทย์  

จากงานวิจยัท่ีผา่นมายงัไมมี่รายงานท่ีใช้วิธี  Loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP) ในการตรวจในอาหาร ดงันัน้งานวิจยันีจ้งึมุง่พฒันาวิธี  LAMP เพ่ือไปประยกุต์ใช้ในการ
ตรวจหายีนเอนเทอโรทอกซิน เอ ของ S. aureus ซึง่เป็นสาเหตขุองโรคอาหารเป็นพิษในอาหาร  ซึง่
จะเป็นประโยชน์ตอ่ไปในการตรวจเชือ้ แบคทีเรียในอตุสาหกรรมอาหารและการตรวจวินิจฉยัทาง
การแพทย์ สง่ผลให้ผู้บริโภคได้รับประโยชน์มากขึน้ 

 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

เพ่ือตรวจหายีนเอนเทอโรทอกซินเอ ของ Staphylococcus aureus ในตวัอยา่งอาหารโดย
ใช้วิธีลปูเมดเิอเตทไอโซเทอร์มอลแอมพลิฟิเคชนั (LAMP)  
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บทที่ 2 
 

ปริทรรศน์วรรณกรรม 
 

“อตุสาหกรรมอาหาร ” หมายถึง  อตุสาหกรรมท่ีน าผลผลิตจากภาคเกษตร  ซึง่ได้แก่  
ผลผลิตจากพืช ปศสุตัว์ และ ประมง มาใช้เป็นวตัถดุบิหลกัในการผลิต  โดยอาศยัเทคโนโลยีตา่งๆ  
ในกระบวนการผลิตเพ่ือให้ได้ผลิตภณัฑ์ท่ีสะดวกตอ่การบริโภค  หรือการน าไปใช้ในขัน้ตอ่ไป  และ
เป็นการยืดอายกุารเก็บรักษาผลผลิตจากพืช  ปศสุตัว์  และประมง  โดยผา่นกระบวนการแปรรูป
ขัน้ต้น หรือขัน้กลางเป็นสินค้ากึ่งส าเร็จรูป  หรือขัน้ปลายท่ีเป็นผลิตภณัฑ์ส าเร็จรูปได้  (อษุามาส วงั
ชยัสนุทร,  2547) อตุสาหกรรมอาหารเป็ นอตุสาหกรรมล าดบัแรกท่ีได้รับการสนบัสนนุ  เน่ืองจาก
เป็นอตุสาหกรรมท่ีใช้เงินลงทนุน้อยใช้วตัถดุบิภายในประเทศสงู  และสามารถน าเอาทรัพยากรท่ี
อดุมสมบรูณ์ของประเทศไปพฒันาเพื่อ ให้เกิด ประโยชน์ในทางอตุสาหกรรมได้มาก  ท าให้
อตุสาหกรรมการสง่ออกอาหารและสินค้าการเกษตรมีความส าคญัตอ่เศรษฐกิจ ของประเทศอยา่ง
ยิ่ง สง่ผลให้ประเทศไทยได้รับการจดัให้อยูใ่นอนัดบัต้นๆของประเทศผู้สง่ออกอาหารและสินค้า
เกษตรของโลก ดงันัน้ การเข้มงวดในด้านมาตรฐานการผลิตและคณุภาพของสินค้าโดยเฉพาะใน
ด้านความสะอาด และความปลอดภยัตอ่ผู้บริโภค ท าให้ มาตรฐานการควบคมุและตรวจสอบ
คณุภาพของวตัถ ุกระบวนการผลิต และผลิตภณัฑ์ จงึมีความส าคญัอยา่งยิ่งโดยเฉพาะมาตรฐาน
การตรวจวิเคราะห์ทางจลุินทรีย์  ซึง่หากมีการปนเปือ้นของจลุินทรีย์ท่ีก่อเชือ้โรคแล้ว  อาจท าให้
ผู้บริโภคมีอาการเจ็บป่วย และอาจเกิดแพร่ระบาดได้ ท าให้ประเทศผู้น าเข้าเป็นจ านวนมาก
ต้องการรับรองการวิเคราะห์ทางจลุินทรีย์ เพ่ือยืนยนัวา่ผลิตภณัฑ์อาหารและสินค้าเกษตร
ปราศจากจลุินทรีย์ท่ีก่อโรค  หรือมีปริมาณจลุินทรีย์อ ยู่ในเกณฑ์มาตรฐานท่ีก าหนด นอกจาก
คณุภาพของสินค้าแล้วการสง่สินค้าให้ได้ทนัตามท่ีได้ระบใุนหนงัสือสญัญาซือ้ขาย  ก็เป็นสิ่งท่ีผู้
สง่ออกต้องค านงึถึงมากเชน่กนั เพราะนอกจากมีผลกระทบตอ่สินค้ารุ่นตอ่ไปแล้วยงัอาจต้อง
ชดเชยด้วยเงินเป็นจ านวนมาก หากไมส่ามารถสง่สินค้าได้ทนัตามท่ีก าหนด ท าให้เกิดการสญูเสีย
ทางเศรษฐกิจ ดงันัน้วิธีการตรวจสอบคณุภาพของสินค้า จงึต้องมีความเหมาะสม ทราบผลได้
อยา่งรวดเร็ว ถกูต้องนา่เช่ือถือและยอมรับได้  
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2.1 Staphylococcus aureus 
 
       2.1.1 ลกัษณะของ Staphylococcus aureus 
 
           Staphylococcus aureus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างกลม มีขนาด เส้นผา่น
ศนูย์กลางประมาณ 1 ไมโครเมตร  เรียงตวัเป็นกลุม่ๆท าให้ดเูหมือนพวงองุ่น แตจ่ะพบเป็นเซลล์
เดี่ยว เป็นคู่  และเป็นสายสัน้ๆ (โดยมากไมเ่กิน 4 เซลล์) อยูป่ะปนด้วยเสมอ ไมส่ร้างสปอร์  ไม่
เคล่ือนไหว สว่นใหญ่ไมมี่แคปซูล เจริญได้ทัง้ในท่ีท่ีมีออกซิเจน หรือมีออกซิเจนเล็กน้อย  ซึง่อาจจะ
ใช้หรือไมใ่ช้ออกซิเจนในการสร้างพลงังานก็ได้ โดยทัว่ไปแล้ว  S. aureus เป็นแบคทีเรียท่ีปนเปือ้น
ในอากาศ จงึพบ S. aureus ได้เสมอในปริมาณไมม่าก สามารถอาศยัได้ทัง้ในมนษุย์และสตัว์  
โดยเฉพาะ จมกู ผิวหนงั มือ และซอกเล็บ จงึเป็นแหลง่ส าคญัท่ีท าให้เชือ้แพร่กระจายในอาหาร  
(Genigeorgis, 1989). โดยทัว่ไปแบคทีเรียชนิดนีจ้ะทนตอ่สภาพแวดล้อมท่ีไมเ่หมาะสมได้ดี และ  
S. aureus บางสายพนัธุ์  สามารถสร้าง เอนเทอโรทอกซิน (enterotoxin) ซึง่เป็นโปรตีนท่ีทนตอ่
ความร้อนได้ดี (Hilker และคณะ,1968) และเป็นสาเหตใุห้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ  ท าให้ S. aureus 
เป็นแบคทีเรียก่อโรค (pathogen) ของมนษุย์  
 

 
 
รูปท่ี 2.1 แสดงการตดิสีแกรมบวกของ S. aureus (ก) ลกัษณะโคโลนีในอาหารเลีย้งเชือ้แข็งผสม
เลือด (ข) และ อาหารเลีย้งเชือ้แข็งเบรด-ปากเกอร์ (BPA) (ค) 
 
แหลง่ท่ีมา : http://www.labm.com2images2news_press_releases/t54_1.jpg 
                   http://www.ctdslab.co.uk/staph_haem.html 

      http://www.sms-home.com/thumbnails/Baird-Parker%2520Medium_jpg 
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      2.1.2 การจดัจ าแนก 
 
               โคโลนีของแบคทีเรีย S. aureus มีขนาดเล็ก กลม และมีสีเหลืองทอง  มีการสร้าง beta-
hemolysis เม่ือเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้แข็งผสมเลือด (blood agar plates) ซึง่จากลกัษณะท่ี
ปรากฏ แบคทีเรียชนิดนีจ้งึได้ช่ือวา่  aureus  ซึง่แปลวา่ สีทอง ตามรากศพัท์ในภาษาละตนิ        S. 
aureus สามารถยอ่ยน า้ตาลแมนนิทอลไ ด้ และทนเกลือสงูถึง 7.5 - 10 เปอร์เซ็นต์ การทดสอบคา
ตาเลสให้ผลเป็นบวกคือ  สามารถเปล่ียนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  (H2O2) ให้เป็นน า้และออกซิเจน
ได้ ซึง่ผลของการทดสอบ เอนไซม์คาตาเลส  ท าให้  Staphylococci มีความแตกตา่งจาก 
Enterococci และ Streptococci (Goh, Byrne และ Zhang,.1992) การแยก S. aureus ออกจาก 
Staphylococcus สายพนัธุ์ อ่ืนๆ ท า ได้โดยการ ทดสอบปฏิกิริยาของเอนไซม์โคแอคกเูลส 
(coagulase test) ซึง่ S. aureus จะให้ผลของการทดสอบเอนไซม์โคแอคกเูลส เป็นบวก ในขณะท่ี 
Staphylococcus สายพนัธุ์ อ่ืนๆจะให้ผลเป็นลบ  (Sneath, 1986) อยา่งไรก็ตามขณะท่ี  S. aureus 
สว่นใหญ่สามารถผลิต  coagulase ได้ แตย่งัมี  S. aureus บางสายพนัธุ์ท่ีไมส่ามารถสร้าง 
coagulase ได้ และในภาวะท่ีไมมี่ออกซิเจนจะสลายน า้ตาลกลโูคสให้กรด  (Robinson และคณะ, 
2000) 
 
ตารางที่ 2.1 แสดงลกัษณะแตกตา่งระหวา่ง Staphylococcus species ท่ีมีความส าคญัทาง 
อาหาร (Robinson และคณะ, 2000) 
 

คุณสมบัต ิ S.aureus S.intermedius S.hyicus S.epidermidis 
Pigment + - - - 
Coagulase + + ± - 
TNase + + ± - 
Enterotoxin + + + + 
Mannitol(anaerobic) + - - - 
Hemolysins + + - ± 
Acetoin production + - - - 
 
หมายเหต ุ  + มี   - ไมมี่   ± ไมแ่นน่อน 
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S. aureus เป็นสาเหตขุองโรคท่ีส าคญัหลายชนิดของมนษุย์ เชน่ toxic shock syndrome 
toxin, epidermolytic toxin, membrane-damaging toxin, Staphylococcal enterotoxin 
แบคทีเรียชนิดนีส้ามารถก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ (food – borne illness) เน่ืองจาก S. aureus 
สามารถสร้างเอนเทอโรทอกซิน (enterotoxin) ได้หลายชนิดซึง่เรียกวา่  Staphylococcal 
enterotoxins (SEs) ซึง่เอนเทอโรทอกซิน  เป็นโปรตีนท่ีทนตอ่ความร้อนได้ดี  ท าให้อาหารเป็นพิษ  
เอนเทอโรทอกซินท่ีผลิต โดยแบคทีเรียนี มี้หลายชนิด แตช่นิดท่ีพบวา่ท าให้เกิดอาหารเป็นพิษบอ่ย
คือ ชนิดเอและดี โดยชว่งอณุหภมูิท่ีแบคทีเรียชนิดนีจ้ะผลิตเอนเทอโรทอกซิน  ได้อยูร่ะหวา่ง 15.6 - 
46.1 องศาเซลเซียส และผลิตได้ดีท่ีอณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส (Tranter และ Brehm, 1990) 
 

Staphylococcal enterotoxins (SEs) แบง่ออกเป็น 2 กลุม่ ได้แก่ 
 
1. Classical SEs ซึง่แบง่เป็น 5 กลุม่ตามหลกัทาง  serological types (SEA, SEB, 

SEC, SED, SEE) ตามสมบตัคิวามเป็นแอนตเิจน 
2. New SEs เอนเทอโรทอกซินกลุม่นีเ้ร่ิมมีการแบง่เม่ือไมน่านมานี ้เชน่  SEG, SEH, 

SEI, SElJ, SElK, SElL, SElM, SElN, SElO, SElP, SElQ, SElR, SElU and SElV และ SE-like 
toxins (Omoe และคณะ, 2002, Omoe และคณะ, 2003; Lina และคณะ, 2004;Thomas และ
คณะ, 2006) 
 

มีการศกึษาลกัษณะของเอนเทอโรทอกซิน และมีการผลิตเป็นโปรตีนบริสทุธ์ิแล้วทัง้หมด 7 
ชนิด คือ entrotoxins A (SEA), B (SEB) (Casman และ Bennett, 1963), C (SEC) (Bergdoll 
,1983), D (SED) (Casman และคณะ, 1995), E (SEE) (Bergdoll และคณะ,1967),G (SEG) 
(Munson และคณะ,1998) และ H (SEH) (Su และ Wong, 1998) ซึง่โปรตีนดงักลา่วมีคณุสมบตัิ
เป็น superantigens เพราะสามารถกระตุ้นการท างานของเซลล์ภมูิคุ้มกนัชนิดที ( T-cell) อยา่งไม่
จ าเพาะ ซึง่โครงสร้างหลกัของเอนเทอโรทอกซินจะมี cystine loop อยูต่รงกลางของโมเลกลุ ท าให้
โมเลกลุเสถียรและทนตอ่การยอ่ยของเอนไซม์โปรตี-เอส การระบาดสว่นใหญ่จะเป็น เอนเทอโรทอก
ซินชนิดเอ (SEA)  ซึง่เป็นทอกซินชนิดท่ีพบวา่เป็นสาเหตอุาหารเป็นพิษมากท่ีสดุในสหรัฐอเมริกา 
(Balaban และ Rasooly, 2000) และเอนเทอโรทอกซินชนิดดี (SED)   เอนเทอโรทอกซินชนิดเอ 
(SEA) มีสมบตัทินตอ่ความร้อน สามารถละลายน า้ได้ เป็น  single-chain globular proteins ท่ีมี
น า้หนกัโมเลกลุระหวา่ง 28,000-35,000 ดาลตนั เอนเทอโรทอกซินจะถกูสงัเคราะห์ระหวา่งการ
เจริญเตบิโตของ S.  aureus  ในอาหาร ซึง่ เอนเทอโรทอกซินชนิดเอ (SEA)  จะถกูหลัง่ในชว่ง 
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logarithmic phase ขณะท่ี SEB และ SEC จะถกูหลัง่ในชว่ง late logarithmic (early stationary 
phase) เอนเทอโรทอกซินชนิดเอ มียีนประมวลรหสั 771 เบส ถอดรหสัเป็นอะมิโนแอซิด 257 ชนิด 
(Bergdoll, 1983) สามารถทนตอ่ความร้อนได้ท่ี 100  องศาเซลเซียส  30 นาที และทนตอ่เอนไซม์
ในกระเพาะอาหารได้ การท าให้เกิดภาวะอาหารเป็นพิษ (food – borne illness) พบวา่จะเกิดเม่ือ    
S. aureus เจริญในอาหารท่ีมีโปรตีนและคาร์โบไฮเดรต โดย เอนเทอโรทอกซินอาจมีผลไปกระตุ้น
ศนูย์กลางการอาเจียนท่ีระบบประสาทสว่นกลาง และไปยบัยัง้การดดูน า้กลบัจากล าไส้  จงึท าให้
ขบัถ่ายของเหลวออกมา 
 
 

 
 
 
รูปท่ี 2.2 แสดง Cystine loop ของเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของ S. aureus  (Bergdoll, 1983) 
 
 
2.2 พยาธิสภาพ (Pathogenicity) 

 
กลไกการท างานของเอนเทอโรทอกซิน คือจะไปรบกวนการท างานของเซลล์ และแมคโคร

ฟาจ นอกจากนีย้งัออกฤทธ์ิตอ่ระบบประสาทสว่นกลางท่ีสมองโดยการสง่สญัญาณประสาทผา่น
ล าไส้ท าให้เกิดอาการปวดท้อง อาเจียน ท้องร่วง อาจมีอาการเหง่ือออกและปวดศีรษะแตม่กัไมมี่
ไข้ (Riemann และ Cliver, 2005) โดยอาหารท่ีมีเอนเทอโรทอกซินปนเปือ้นมกัมีกลิ่น รส และ
สภาพอาหารเป็นปกต ิจงึท าให้ผู้บริโภคไมไ่ด้สนใจวา่อาหารดงักลา่วอาจมีเอนเทอโรทอกซิน ปน
เปือ้นอยู ่ซึง่จะท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษได้  
 
 
 
 

SEA      -TYR-TYR-GLY-TRY-GLN-CYS-ALA-GLY-GLY-TYR 

 -VAL-GLY-GLY-TYR-MET-CYS-ALA-THR-LYS- 

 

PRO 
 

ASN 
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2.3 อาการของโรค 
 

การเกิดโรคอาหารเป็นพิษ Staphylococcus aureus food poisoning เกิดอาการขึน้
หลงัจากรับประทานอาหารท่ี มีการปนเปือ้นของเอนเทอโรทอกซิน เป็นเวลา  30 นาที – 7 ชัว่โมง 
(สว่นใหญ่ประมาณ  2-4 ชัว่โมง )   มีรายงานเก่ียวกบั ปริมาณการปนเปือ้นของ แบคทีเรีย              
S. aureus  ในอาหารและปริมาณสารพิษท่ีสร้างขึน้ ในอาหารท่ีมีปริมาณเอนเทอโรทอกซินต ่าสดุท่ี
ท าให้ก่อให้เกิดอาการของโรคอาหารเป็นพิษอยูท่ี่ 20-100 นาโนกรัม  หรือ มีรายงานวา่การท่ี
ผู้บริโภคจะเกิดอาการ อาหารเป็นพิษจาก  S. aureus จะต้องรับประทานสารพิษมากพอในชว่ง  
0.1-1 ไมโครกรัมตอ่อาหาร  100 กรัม โดยมีปริมาณ  S. aureus ประมาณ 1.0x105 – 1.0x106 
โคโลนีตอ่กรัม  (Doyle, 1989; Jay, 1992) โรคอาหารเป็นพิษ  เป็นสาเหตขุองอาการ  
gastroenteritis คือ อาการผิดปกตใินระบบทางเดนิอาหาร มีอาการปวดท้อง ท้องเสีย ถ่าย
อจุจาระเหลวและบอ่ย นอกจากนีย้งัมีอาการคล่ืนไส้ อาเจียน ปวดศีรษะ วิงเวียน  เป็นตะคริวใน
ชอ่งท้อง ออ่นเพลีย   และอาจจะมีอาการไข้ร่วมด้วย ในผู้ ป่วยบางรายอาจมีอาการอ่ืนแทรกซ้อน  
หลายรายจะมีอาการปวดหวั เป็นตะคริวท่ีกล้ามเนือ้  และมีการเปล่ียนแปลงความดนัโลหิตเป็น
ระยะ ๆ รวมทัง้อาจมีการเต้นของชีพจรผิดปกตซิึง่โดยทัว่ไปอาการจะดีขึน้ภายใน 2-3 วนั  
 
2.4 ระบาดวิทยา 
 

การระบาดของ  S. aureus พบได้ทัว่โลกและการระบาดมกัเกิดขึน้อนัเน่ืองมาจากการ
รับประทานอาหารหรือเคร่ืองดื่มท่ีมีการปนเปือ้นแบคทีเรียและ เอนเทอโรทอกซิน เกิดการระบาด
ครัง้ใหญ่ในอเมริกา  เดก็ 1364 คนป่วยเป็นโรคอาหารเป็นพิษหลงัจากรับประทานสลดัไก่  
(Holmberg, และ Blake, 1984) ในปี1976 บราซิลมีการระบาดเน่ืองจากรับประทานเนยแข็ง  
(Kluytmans, Belkum และ Verbrugh, 1997) ในปี 1990 พบวา่มีการระบาดของโรคอาหารเป็น
พิษในประเทศไทย เน่ืองจากการบริโภค เอแคลร์ และในญ่ีปุ่ นปี 1999 มีการระบาดของโรคอาหาร
เป็นพิษเน่ืองจากการรับประทานข้าวปัน้ (Bennett, 1992) 

สาเหตขุองการระบาดของโรคอาหารเป็นพิษ เกิดขึน้ได้จากหลายสาเหต ุเชน่ การใช้
ความเย็นในการเก็บรักษาอาหารไมเ่พียงพอ การเตรียมอาหารลว่งหน้านานเกินไป การใช้อณุหภมูิ
ในการอุน่อาหารและการท าให้อาหารสกุไมถ่กูต้อง หรือ บคุลากรท่ีมี S.aureus อยูต่ามร่างกาย มี
พฤตกิรรมอนามยัไมเ่หมาะสมกบัหน้าท่ีสมัผสักบัอาหาร ก็มีโอกาสท าให้แบคทีเรียเพิ่มจ านวนและ
ผลิตเอนเทอโรทอกซินได้  
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เกณฑ์คุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหาร  
 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ (2536) ได้ก าหนดเกณฑ์คณุภาพทางจลุชีววิทยาของอาหาร 
ดงันี ้

1. อาหารดบิ หมายถึง อาหารท่ียงับริโภคไมไ่ด้ต้องผา่นกระบวนการท าให้สกุก่อน ได้แก่ 
นมดบิ ปลาหมกึแห้ง ไก่ดบิ เป็นต้น ควรพบ S. aureus น้อยกวา่ 200 CFUตอ่กรัมอาหาร 

2. อาหารท่ีเตรียมเพื่อบริโภคดบิ เชน่ ปลา กุ้ง หอย เป็นต้น  ควรพบ S. aureus ตอ่กรัม 
น้อยกวา่ 100 CFUตอ่กรัมอาหาร 

3. อาหารปรุงสกุทัว่ไป ได้แก่ อาหารปรุงส าเร็จ ไส้กรอก แฮม นมท่ีผา่นกระบวนการฆา่
เชือ้ ขนม เป็นต้น ควรพบ S. aureus ตอ่กรัม น้อยกวา่ 100 CFUตอ่กรัมอาหาร 
 4. อาหารปรุงสกุแล้วแชเ่ย็น ต้องอุน่ก่อนบริโภค ได้แก่ พิซซา่ ขนมจีบ ซาลาเปา เป็นต้น 
ควรพบ S. aureus น้อยกวา่ 100 CFUตอ่กรัมอาหาร (กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์, 2536) 

 
2.5 การตรวจวินิจฉัย 

เน่ืองจาก  S. aureus เป็นแบคทีเรียก่อโรคทางเดนิอาหารท่ีมีความส าคญัชนิดหนึง่ 
ดงันัน้การตรวจวิเคราะห์เชือ้แบคทีเรียในผลิตภณัฑ์อาหารจงึเป็นสิ่งจ าเป็น เพ่ือคณุภาพของ
ผลิตภณัฑ์และความปลอดภยัของผู้บริโภค โดยวิธีมาตรฐาน ท่ีได้รับการรับรองโดยองค์การอาหาร
และยา ประเทศสหรัฐอเมริกา ท่ีใช้กนัทัว่ไปในห้องปฏิบตักิารเป็นวิธีท่ียอมรับกนัทัว่โลกและนิยมใช้
เป็นวิธีอ้างอิง การตรวจวิเคราะห์สามารถท าได้หลายวิธี ดงันี ้ 

 
        2.5.1 การตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีมาตรฐาน (Convention identification method) 

การวิเคราะห์แบคทีเรีย Staphylococcus ชนิดตา่งๆใช้เทคนิคทางจลุชีววิทยาและการ
ทดสอบทางชีวเคมี ในการตรวจวิเคราะห์ จ าแนก และระบชุนิดของแบคทีเรีย คือวิธี Direct Plate 
Count Method และ Most Probable Number Method แตมี่ข้อเสียคือใช้ เวลานาน (Bennett, 
1998) วิธีดงักลา่วเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพและมีราคาไมแ่พง ซึง่เป็นท่ีนิยมใช้ในการตรวจแบคทีเรีย
ในตวัอยา่งอาหาร แตเ่ป็นวิธีท่ีมีความยุง่ยากซบัซ้อน ใช้อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีความจ าเพาะหลาย
ชนิดในการตรวจสอบ อีกทัง้ใช้ระยะเวลานานในการทดสอบ จงึมกัไมน่ิยมท าในห้องปฏิบตักิาร 
เพราะเสียเวลาและคา่ใช้จา่ย การตรวจวินิจฉยั เชน่ การตรวจลกัษณะของโคโลนีบนอาหารแข็ง 
ความต้องการออกซิเจน การยอ่ยสลายของเม็ดเลือดแดง การสร้าง acetoin การทดสอบความไว
ตอ่ lysostaphin การสร้างเอนไซม์เอนโดนิวคลีเอส ( thermostable endonuclease) และการสร้าง
เอนไซม์โคแอกกเูลส 
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การตรวจวิเคราะห์ S. aureus ด้วยวิธีมาตรฐาน ท่ีนิยมใช้ทัว่ไปมีดงันี  ้
 
- ลกัษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง  
 
1.ลกัษณะโคโลนีบน Blood Agar 
ลกัษณะเฉพาะ คือ โคโลนีสีเหลือง กลม นนู เม่ือมีขนาดใหญ่ขึน้ รอบโคโลนีจะเห็นเป็น

ลกัษณะใสเน่ืองจากมีการยอ่ยสลายของเม็ดเลือดแดงแบบ  beta-hemolysis (Frenay, 
Bunschoten, และ Schouls, 1996) 

2.การทดสอบบนอาหารเลีย้งเชือ้แข็งแมนนิทอลซอลท์  การใช้น า้ตาลแมนนิทอลใน     
อาหารเลีย้งเชือ้แข็งแมนนิทอลซอลท์  (MSA) เป็นอาหารประเภท selective medium เน่ืองจาก
ประกอบด้วย เกลือเข้มข้น 7.5% เพราะฉะนัน้จลุินทรีย์ท่ีจะเจริญได้ ควรเป็นจลุินทรีย์ท่ีทนตอ่
ความเข้มข้นของเกลือดงักลา่วได้  S. aureus สามารถเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ดงักลา่วได้
เน่ืองจาก S. aureus สามารถทนภาวะท่ีมีเกลือสงู บริเวณรอบๆโคโลนีจะเป็นสีเหลือง เน่ืองจาก
สว่น ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ดงักลา่ว ประกอบด้วยน า้ตาลแมนนิทอล ซึง่ถ้าแบคทีเรีย
สามารถใช้น า้ตาลดงักลา่วเป็นแหลง่คาร์บอนได้ ท าให้เกิดกรด ซึง่กรดจะสง่ผลท าให้อาหารเลีย้ง
เชือ้ท่ีมีอินดเิคเตอร์ในอาหารเลีย้งเชือ้คือ ฟีนอลเรด เปล่ียนจากสีแดง เป็นสีเหลือง ดงัรูปท่ี 2.3 

 
 

 
 

รูปท่ี2.3 การเจริญของ S.aurues เปรียบเทียบกบั S.epidermidis ในอาหารเลีย้งเชือ้แข็งแมนนิ
ทอลซอลท์ (MSA) 
แหลง่ท่ีมา: www.bd.com/ds/technicalCenter/inserts/Mannitol_Salt_Agar.pdf 
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3.การทดสอบการเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง Baird-Parker (ประกอบด้วย  egg yolk 
และ tellurite) (BPA) เป็นอาหารประเภท Selective medium ประกอบด้วยโซเดียมไพรูเวต ท่ี
กระตุ้นการเจริญของ S. aureus และป้องกนัการถกูท าลายเซลล์  และประกอบด้วย Egg yolk 
emulsion ท่ีชว่ยในการตรวจสอบ organisms นอกจากนีย้งัมี ไกลซีน ลิเทียม และ tellurite ซึง่ชว่ย
ยบัยัง้จลุินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ โดยจะไมย่บัยัง้  S. aureus เน่ืองจาก S. aureus สามารถรีดวิซ์ tellurite 
ได้ ท าให้มีโคโลนีสีเทาด า และยงัเกิดโซนใสรอบๆโคโลนี เน่ืองจาก Proteolytic activity บน egg 
yolk  
 

- การตรวจวิเคราะห์ 
 

หลงัจากการแยกเชือ้แบคทีเรียโดยอาหารเลีย้งเชือ้แล้วเพ่ือให้การตรวจวินิจฉยัมีความ
ถกูต้องแมน่ย า จงึต้องท าการตรวจยืนยนั โดยน าโคโลนีท่ีสงสยัมาทดสอบสมบตัทิางชีวเคมีท่ี
ส าคญัดงันี ้
 

1. การทดสอบคาตาเลส (Catalase) 
แบคทีเรียกลุม่ Micrococci และ Staphylococci สามารถสร้างเอนไซม์ค าตาเลส ซึง่

สามารถเปล่ียนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ไปเป็นน า้ (H2O) และออกซิเจน (O2) Micrococci 
และ Staphylococci จะสร้างเอนไซม์ ค าตาเลส ในขณะท่ีแบคทีเรียในกลุม่  Streptococci ไม่
สามารถสร้างเอนไซม์ค าตาเลสได้ การตรวจสอบหาเอนไซม์คาตาเลสท าได้โดยหยด 3%  
Hydrogen peroxide ลงไปท าปฏิกิริยา และจะเกิดฟองแก๊สออกซิเจนขึน้ทนัที  

 
2. การทดสอบโคแอกกเูลส (Coagulase) 
 
เน่ืองจากลกัษณะการสร้างโคแอกกเูลส เป็นลกัษณะส าคญัท่ีสามารถแยกได้ระหวา่ง

เชือ้ก่อโรคและไมก่่อโรค ใน Genus Staphylococcus แบคทีเรีย ก่อโรคคือ S. aureus ซึง่มี
ความสามารถในการสร้างโคแอกกเูลส (coagulase) ยิ่งสร้างโคแอกกเูลสนีจ้ะท าให้พลาสมา
แข็งตวั ท าให้เม็ดเลือดขาวไมส่ามารถจ ากดัแบคทีเรียได้ เอนไซม์จะไปจบักบั coagulase 
reacting factor (CRF) ในพลาสมาท าให้โปรทรอมบนิ (prothrombin) เปล่ียนไปเป็นทรอมบนิ 
(thrombin) และไฟบริโนเจน (fibrinogen) เป็น ไฟบริน (fibrin) ท าให้พลาสมาแข็งตวั (Bennett , 
1998) ดงัรูปท่ี 2.4 
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Staphylococcus aureus 
 

Free Coagulase enzyme 
 
Prothrombin                                           Thrombin 
 
               Fibrinogen in plasma                         Fibrin (clot) 
 

 
 
รูปท่ี 2.4 การแข็งตวัของพลาสมาโดยเอนไซม์โคแอกกเูลสของ S.aureus 

แหลง่ท่ีมา: www.medtechzone.com/data/bac/coagulase.php 
 

3. การทดสอบ Thermostable endonuclease test (TNase) 
          

เป็นการทดสอบการสร้างเอนไซม์ DNase ของแบคทีเรีย ซึง่เป็น  Thermostable 
endonuclease โดยใช้อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีดีเอ็นเอเป็นองค์ประกอบ  โดยน าอาหารเลีย้งเชือ้มาเจาะ
หลมุ จากนัน้น าเชือ้ท่ีเลีย้งในอาหารเหลว มาต้มให้เดือดนาน 15 นาที หยอดเชือ้ท่ีต้มแล้วลงใน
หลมุท่ีเจาะไว้ จากนัน้น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง ซึง่ผลบวกคือ อาหาร
เลีย้งเชือ้รอบหลมุจะเปล่ียนจากสีน า้เงินเป็นสีชมพ ูซึง่แสดงถึงมีการยอ่ยสลายดีเอ็นเอ ด้วย
เอนไซม์ Thermostable endonuclease ซึง่จะไฮโดรไลซ์ดีเอ็นเอ  เม่ือราดด้วยกรดไฮโดรคลอริก
เจือจาง จะเห็นโซนของดีเอ็นเอท่ีถกูไฮโดรไลซ์ เป็นโซนใสรอบโคโลนีของแบคทีเรีย (Bennett, 
1998) 
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 2.5.2 การวิเคราะห์เอนเทอโรทอกซิน  
 

วิธีมาตรฐานส าหรับการตรวจเอนเทอโรทอกซินในอาหารนัน้จะใช้วิธีการทางด้าน
ภมูิคุ้มกนัวิทยา เป็นวิธีท่ีอาศยัหลกัการจบักนัอยา่งจ าเพาะระหวา่งแอนตเิจนกบัแอนตบิอดี โดยให้ 
enterotoxingenic strains S. aureus ผลิตเอนเทอโรทอกซินออกมาน าไปท าให้บริสทุธ์ิและท าการ
ทดสอบกบัแอนตบิอดี (antibodies) ท่ีมีความจ าเพาะตอ่เอนเทอโรทอกซินชนิดนัน้ๆ โดยเร่ิมแรก
นิยมใช้วิธี gel diffusion และ double gel diffusion (Bannerman, Hancock และ Tenover, 
1995) แตวิ่ธีเหลา่นีจ้ าเป็นต้องสกดัเอนเทอโรทอกซินให้บริสทุธ์ิ จงึสามารถจบักบัแอนตบิอดีท่ี
จ าเพาะได้ ตอ่มาพฒันามาใช้วิธี  Reverse Passive Latex Agglutination (RPLA) (Fujikawa และ 
Igarashi, 1988) และ Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) (Park, Akhtar และ 
Rayman, 1993) ตรวจเอนเทอโรทอกซิน ของ  S. aureus ในอาหาร ซึง่ปัจจบุนัได้มีการพฒันา
วิธีการตรวจวินิจฉยัไปอยา่งมากโดยจดัท า   เป็นชดุตรวจส าเร็จรูป ELISA (Chang และ Huang, 
1994) ส าหรับตรวจเอนเทอโรทอกซินของ  S. aureus ในอาหาร ชดุตรวจส าเร็จรูป RPLA (Chang 
และ Huang, 1993) (Atanassova และคณะ 2001) แตก่ารตรวจวินิจฉยัดงักลา่วก็ยงัคงมี
ข้อจ ากดัเน่ืองจากต้องใช้เวลานาน ในการผลิตเอนเทอโรทอกซิน  และไมส่ามารถตรวจเอนเทอโร  
ทอกซินได้ทกุชนิด และยากท่ีจะผลิตแอนตบิอดีท่ีมีความจ าเพาะตอ่แอนตเิจนท่ีต้องการตรวจสอบ

ได้ และต้องมีความบริสทุธ์ิสงู  จงึได้มีการพฒันาอยา่งตอ่เน่ืองจนเป็นวิธีการตรวจวินิจฉยัท่ีรวดเร็ว 
แมน่ย า มีความจ าเพาะ และมีความไวในการตรวจสงู   
 
        2.5.3 วิธีการตรวจวินิจฉยัแบบรวดเร็ว (Rapid identification methods) 

เน่ืองจากการตรวจหาเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของแบคทีเรีย  S. aureus คอ่นข้างยุง่ 
ยากเน่ืองจากต้องให้เชือ้แบคทีเรียดงักลา่วผลิตทอกซินท่ีเป็นโปรตีนออกมาก่อนถึงจะท าการตรวจ 
สอบได้และยงัมีความจ าเพาะต ่า ดงันัน้จงึได้มีการพฒันาวิธีการตรวจวินิจฉยัท่ีรวดเร็วเพ่ือเพิ่ม
ความไว และความจ าเพาะ ในขณะเดียวกนัก็ลดปริมาณงาน และเวลาท่ีใช้ส าหรับการตรวจ
วินิจฉยั (Fang และ Hedin, 2003) วิธีการสว่นใหญ่อาศยัหลกัการทางอณชีูววิทยา  เชน่ ปฏิกิริยา
ลกูโซพ่อลิเมอเรส  (PCR) เป็นเทคนิคทางโมเลกลุท่ีนิยมใช้อยา่งแพร่หลาย มีรายงานวิจยัจ านวน
มากท่ีใช้เทคนิคดงักลา่วเพ่ือระบชุนิดแบคทีเรียหรือตรวจวิเคราะห์ S. aureus ท่ีปนเปือ้นใน
ตวัอยา่งอาหาร (Ercolini และคณะ, 2004)  

งานวิจยัท่ีผา่นมา  Atanassova และคณะ (2001) ตรวจ  S. aureus สายพนัธุ์ท่ีสร้าง    
เอนเทอโรทอกซินในแฮมรมควนั เนือ้หม ูและอาหารพร้อมรับประทาน โดยใช้วิธีมาตรฐานในการ 
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ตรวจเอนเทอโรทอกซินชนิดตา่งๆในอาหารดงักลา่ว  (classical culturing detection) เปรียบเทียบ
กบัวิธี PCR พบวา่จากตวัอยา่งอาหาร 135 ตวัอยา่งวิธี PCR ตรวจได้ 34.8 เปอร์เซ็นต์จากตวัอยา่ง
อาหารทัง้หมด ในขณะท่ีวิธี มาตรฐานคือใช้ชดุตรวจส าเร็จรูป (SET-RPLA) ตรวจได้  28.6 
เปอร์เซ็นต์จากตวัอยา่งอาหารทัง้หมด ดงันัน้วิธี PCR จงึมีประสิทธิภาพมากกวา่วิธีมาตรฐาน  
เน่ืองจากมีความไวในการตรวจมากกวา่  

Cremonesi และคณะ(2005) ได้พฒันาวิธี PCR ให้มีความจ าเพาะมากยิ่งขึน้โดยการใช้
ไพรเมอร์หลายคู่ ท าให้จ าเพาะกบัยีนเป้าหมายตา่งๆท่ีมีความส าคญั   ในการตรวจเพียงครัง้เดียว 
คือ วิธี Multiplex-PCR ซึง่งานวิจยันีใ้ช้ไพรเมอร์ 11 ชดุในการตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดตา่งๆ
ของ S. aureus ท่ีแยกได้จากผลิตภณัฑ์จากนม เปรียบเทียบกบัการใช้ชดุทดสอบ ตรวจส าเร็จรูป 
ELISA และ ชดุตรวจส าเร็จรูป (SET-RPLA) พบวา่วิธี  Multiplex-PCR เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ
สามารถตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินได้ทัง้ Classical SEs และ New SEs แตข่ณะท่ีการตรวจโดยใช้
ชดุตรวจส าเร็จรูปมีข้อจ ากดัคือตรวจได้เฉพาะ Classical SEs ใช้เวลานานในการตรวจสอบ  
เกิดปฏิกิริยาข้ามและผลบวกปลอม 

Nakayama และคณะ(2006) ใช้วิธี real-time PCR ตรวจยีนเอนเทอโรทอกซิน 8 ชนิด
ในน า้นมพาสเจอร์ไรส์ ท่ีมีเซลล์ S. aureus ตัง้แต ่10 – 106 CFU/มิลลิลิตร พบวา่วิธีนีมี้ความไวใน
การตรวจสงูคือตรวจได้  1.1 × 102 – 1.0 × 104 CFU/มิลลิลิตร  แตมี่ราคาแพงในการตรวจสอบ
และต้องอาศยันกัเทคนิคท่ีมีความเช่ียวชาญเฉพาะด้าน 

Rall และคณะ(2008) ใช้วิธี PCR ตรวจ S. aureus ในตวัอยา่งน า้นมดบิ น า้นมพาส
เจอร์ไรส์  โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกบัยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดตา่งๆทัง้ Classical SEs และ New 
SEs ทัง้หมด 9 คู ่(sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, และsej )  พบยีนเอนเทอโรทอกซิน
ทัง้หมด 38 ตวัอยา่งคดิเป็น 70.4 เปอร์เซ็นต์จากน า้นมดบิ 54 ตวัอยา่ง น า้นมพาสเจอร์ไรส์         
พบยีนเอนเทอโรทอกซิน ทัง้หมด 8 ตวัอยา่ง  โดยในน า้นมมดบิท่ีตรวจ มีความเข้มข้นของเซลล์
เร่ิมต้นมากกวา่  8.9 × 105 CFU/มิลลิลิตร  น า้นมพาสเจอร์ไรส์  มีเซลล์ประมาณ 8.7 × 103 CFU/
มิลลิลิตรผลการทดลองพบยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอบอ่ยท่ีสดุ ใน S. aureus  และบางสายพนัธุ์
มียีนเอนเทอโรทอกซินมากกวา่หนึง่ชนิด ดงันัน้วิธี PCR จงึเหมาะเป็นวิธีในการตรวจเบือ้งต้น  
พบวา่มียีนเอนเทอโรทอกซินชนิดใหมเ่พิ่มขึน้ใน S. aureus ท่ีแยกได้จากตวัอยา่งน า้นม 

Lin และคณะ (2009) ได้ใช้วิธี chromogenic macroarray ตรวจยีนเอนเทอโรทอกซิน A, 
B, C, D, E, C และ G ของ  S. aureus  ในเนือ้ และนม ออกแบบไพรเมอร์ 2 ชดุและตดิฉลาก
ด้วยไบโอตนิเพ่ือเพิ่มจ านวนยีนเอนเทอโรทอกซิน ด้วยวิธี PCR จากนัน้น าไปไฮรบริไดซ์กบั SE 
gene-specific probes   ท่ีจบัอยูบ่น  nitrocellulose  membrane    ผลการทดลอง   ตรวจยีนของ      
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 S. aureusได้ในชว่ง 10 –104 CFU/กรัม หรือ มิลลิลิตร แตว่ิธีนีมี้ข้อจ ากดัต้องใช้เวลาในการเพิ่ม
จ านวนเซลล์ถึง 12 ชัว่โมงจงึจะตรวจพบได้ 

จากงานวิจยัท่ีกลา่วมาวิธีการท่ีใช้หลกัทางอณชีูววิทยานี ้ต้องทราบถึงล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ท่ีประมวลรหสัท่ีสนใจก่อนจงึสามารถออกแบบไพรเมอร์ไปใช้ในปฏิกิริยา   งานวิจยันีจ้งึต้อง
ทราบถึงล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีประมวลรหสัของเอนเทอโรทอกซินชนิดเอ ออกแบบไพรเมอร์ท่ี
จ าเพาะตอ่ยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอได้ เพ่ือใช้ในการตรวจ enterotoxinegenic S. aureus     
ในปี 1991 Johnson และคณะ ได้ออกแบบไพรเมอร์ ท่ีมีความจ าเพาะตอ่เอนเทอโรทอกซินยีน ทัง้
ส่ีชนิด คือ sea, seb, sec และ sed เพ่ือตรวจหายีนทอกซินชนิดตา่งๆท่ี  S. aureus สายพนัธุ์
ตา่งๆสร้างขึน้ ในการศกึษาครัง้นีจ้งึใช้ไพรเมอร์ส าหรับยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของ Johnson 
และคณะ (1991)ส าหรับปฏิกิริยา PCR 

วิธี PCR จงึเป็นวิธีท่ีมีความจ าเพาะ และมีความไวสงู แตมี่ข้อจ ากดั คือ ต้องใช้เคร่ืองมือ
ท่ีมีราคาแพง ต้องอาศยันกัเทคนิคท่ีมีความเช่ียวชาญเฉพาะด้าน มีราคาสงูในการตรวจสอบ และ
มีหลายขัน้ตอนในการด าเนินการ ทัง้การสกดัตวัอยา่ง การเพิ่มจ านวนรหสัพนัธุกรรม และการ
ตรวจสอบผล นอกจากนีค้วามไวท่ีสงูของเทคนิค PCR อาจท าให้เกิดผลบวกปลอม ( false-
positive) อนัเน่ืองมาจากการตรวจสอบเซลล์ท่ีตายแล้วหรือการมีล าดบัเบสเป้าหมายท่ีเหมือนกนั
ของแบคทีเรียชนิดอ่ืน (Lazcka และคณะ, 2007) อีกทัง้สารบางอยา่งท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งตรวจสอบ 
อาจไปขดัขวางหรือลดประสิทธิภาพในการเพิ่มรหสัพนัธุกรรมของเทคนิค PCR จงึท าให้เกิดผลลบ
ปลอม (false-negative) ได้ (Lantz และคณะ, 2000) 
 
        2.5.4 เทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 

 
เม่ือไมน่านมานีไ้ด้มีการพฒันาเทคนิคในการตรวจหานิวคลีโอไทด์ใหมเ่กิดขึน้ ได้แก่

เทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) (Notomi และคณะ, 2000) ซึง่
เทคนิคนีเ้ป็นวิธีท่ีใช้ในการตรวจหาการเพิ่มปริมาณของกรดนิวคลีอิค (DNA) ตรงบริเวณนิวคลีโอ
ไทด์ท่ีสนใจ โดยอาศยัหลกัการของการเกิดปฏิกิริยา auto-cycling stand displacement ซึง่เป็น
คณุสมบตัขิองเอนไซม์ Bst DNA polymerase ท าให้เกิดการจ าลองตวัของดีเอ็นเอท่ีอณุหภมูิคงท่ี
เพียงอณุหภมูิเดียว 60 องศาเซลเซียส  ถึง 65 องศาเซลเซียส ซึง่สามารถเพิ่มจ านวนนิวคลีโอไทด์
ได้มาก ปฏิกิริยาการเพิ่มจ านวน กรดนิวคลีอิค (DNA) ด้วยเทคนิค LAMP ใช้ไพรเมอร์ 4 สาย ท่ี
ออกแบบให้มีความจ าเพาะเจาะจงกบัยีนเป้าหมาย 6 ต าแหนง่ ดงัแสดงในรูปท่ี  2.6 โดยท่ี             
ไพรเมอร์ Forward Inner Primer (FIP) และ Backward Inner Primer (FIP) ประกอบด้วยสอง
บริเวณคือ   F1c   F2  และ   B1c   B2   ตามล าดบั  ซึง่มีความจ าเพาะกบัดีเอ็นเอต้นแบบโดยชว่ย 
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สังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหมท่ี่มีลกัษณะเป็น  loop ตรงสว่นปลายของยีนท่ีไพรเมอร์ไปเกาะ           
ไพรเมอร์ Forward Outer Primer (F3) และ Backward Outer Primer (B3) ชว่ยสงัเคราะห์            
ดีเอ็นเอสายใหมใ่นลกัษณะท่ีแทรกตวัสง่ผลให้สายดีเอ็นเอท่ีเกิดจากการสงัเคราะห์ จาก ไพรเมอร์ 
FIP และ BIP เกิดการ denature หลดุออกจากดีเอ็นเอต้นแบบ  

 
 

 
 
 
รูปท่ี 2.5 แสดงต าแหนง่ไพรเมอร์ทัง้หมดในปฏิกิริยา LAMP     
(http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/primer.html) 
 

ปฏิกิริยา LAMP จะใช้เวลาในการท าปฏิกิริยาสัน้มากไมเ่กิน 1 ชัว่โมง นอกจากนีย้งั
ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้ได้จากความขุน่ ท่ีเกิดขึน้  เน่ืองจากการจบักนัของ  pyrophosphate 
ions กบั magnesium ions เกิดเป็นตะกอน magnesium pyrophosphate สีขาวขึน้ในสารละลาย 
(Mori และคณะ, 2001) ดงัสมการ 

 

(DNA)n-1+ dNTP → (DNA)n + P2O7
4-P2O7

4- + 2Mg2+ →  Mg2P2O7 
 
การตกตะกอนท่ีเกิดขึน้นีน้บั เป็นข้อได้เปรียบของปฏิกิริยา LAMP กลา่วคือ ความขุน่ท่ีเกิดขึน้เป็น
ตวัชีใ้ห้เห็นวา่มีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง  เน่ืองจากไมต้่องใช้อปุกรณ์ท่ีมีราคาแพง 
มีความจ าเพาะมีความไวสงู และไมต้่องใช้เวลานานในการทดสอบ จงึสามารถพฒันาเป็น การ
ตรวจวดัแบบง่าย ซึง่จะมุง่เน้นให้มีราคาถกูและสามารถพกพาได้สะดวก  
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หลักการท างานของ ปฏิกิริยา LAMP 
 
ดีเอ็นเอเป้าหมายของปฏิกิริยา LAMP จะเป็นดีเอ็นเอสายคู่ (double strand DNA)  ซึง่ 

ถ้าเป็น PCR จะต้องน ามา  denature ให้เป็นดีเอ็นเอสายเด่ียว ( single strand DNA) ก่อน 
เน่ืองจากในปฏิกิริยาของ LAMP นัน้เราใช้สาร Betaine ซึง่มีคณุสมบตัทิ าให้สายดีเอ็นเอสายคูน่ัน้ 
จะจบัตวักนัอยา่งหลวมๆ (Ohtsuka, Yanagawa, Takatori, และ Hara-Kudo, 2005) ซึง่จาก
สาเหตนีุเ้องท าให้เราสามารถท่ีจะใช้ อณุหภมูิเดียวได้ทัง้ปฏิกิริยา และจากการท่ี ดีเอ็นเอแมแ่บบ
จบัตวักนัหลวมๆ ท าให้  Forward Inner Primer (FIP) ซึง่ประกอบด้วย บริเวณ F1c และ F2 นัน้  
สามารถแทรกตวัเข้าจบักบับริเวณท่ี Complementary คือ บริเวณ F2c ได้ ดงัรูปท่ี 2.6  

 
 

 
 
 
รูปท่ี 2.6 ไพรเมอร์ FIP จบักบั ดีเอ็นเอเป้าหมายและเกิดการการจ าลองตวั 
 
และ Bst DNA Polymerase เข้าท าปฏิกิริยา และ เกิดการจ าลองตวัจาก 5’→3’ เป็นสายดีเอ็นเอ 
สายใหมซ่ึง่สายนีจ้ะเป็นการ denature ท าให้สายดีเอ็นเอ ท่ีเป็นสายคูแ่ยกออกจากกนั ดงัรูปท่ี 2.7 
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รูปท่ี 2.7 Bst DNA Polymerase เข้าท าปฏิกิริยา จะเกิดการการจ าลองตวัดีเอ็นเอสายใหม ่สง่ผล
ให้ดีเอ็นเอสายเก่าหลดุออก (ก.) และหลงัจากท่ี FIP จ าลองตวัเสร็จสมบรูณ์ (ข.) 
 
จาก รูปท่ี 2.7 จะสงัเกตเห็นวา่บริเวณ F1c ของไพรเมอร์ FIP นัน้เป็นปลายเปิด   สง่ผลให้ไพรเมอร์ 
F3 ซึง่ประกอบด้วย บริเวณ F3 ซึง่ Complementary กบับริเวณ F3c จะจบักนั ดงัรูปท่ี 2 .8 และ
เกิดการจ าลองตวัของสายดีเอ็นเอสายใหม่ตอ่ไป ดงัรูปท่ี 2.9    
 
 

 
 
 
รูปท่ี 2.8 ไพรเมอร์ F3 จะแทรกตวับริเวณปลายเปิด และเกิดการจ าลองตวั  
 
 

 
 

 
 
 
รูปท่ี 2.9 หลงัจากท่ี ไพรเมอร์ F3 ท าให้มีการจ าลองตวัดีเอ็นเอสายใหม่เสร็จสมบรูณ์ 

      ดีเอ็นเอสายนี ้จะท าให้สายดีเอ็นเอ ท่ีเกิดการจ าลองตวัจากไพรเมอร์ FIP หลดุออก  
      ดงัรูปท่ี 2.10    
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รูปท่ี 2.10 ดีเอ็นเอท่ีเกิดการจ าลองตวัจากไพรเมอร์ FIP หลดุออก  
 
จากรูปท่ี 2.10 สายดีเอ็นเอท่ีเกิดการจ าลองตวัจากไพรเมอร์ FIP หลดุออก ท าให้กลายเป็นดีเอ็นเอ
สายเด่ียว แตเ่น่ืองจาก ท่ีปลาย 5’ ของสายดีเอ็นเอนัน้ บริเวณ F1c กบั F1 นัน้ มีล าดบัเบสคูส่มกนั 
(Complementary) เพราะฉะนัน้ 2 บริเวณนีจ้ะมาจบักนั ท าให้เกิดสายดีเอ็นเอ ท่ีมีลกัษณะเป็นลปู 
(loop) ดงัรูปท่ี 2.11 
 

 
 
รูปท่ี 2.11 ไพรเมอร์ BIP จบักบัดีเอ็นเอสายเด่ียว บริเวณท่ีคูส่มกนัและเกิดการจ าลองตวั 
 
หลงัจากนัน้ไพรเมอร์ Backward Inner Primer (BIP) ซึง่ประกอบด้วยบริเวณ B2 และ B1c ซึ่ ง
บริเวณ B2 ของไพรเมอร์ BIP จะComplementary กบับริเวณ B2c ของสายดีเอ็นเอท่ีเป็นลปู ท า
ให้เกิดการการจ าลองตวั จาก 5’→3’ เป็นสายดีเอ็นเอเส้นใหม่ ซึง่จะเป็นการ denature loop ท่ีเกิด
จากการจบักนัของ บริเวณ F1C กบั F1 ดงัรูปท่ี 2.13 และเน่ืองจากบริเวณไพรเมอร์ B1c ของ BIP 
นัน้ เป็นปลายเปิดท าให้ ไพรเมอร์ B3 ซึง่ประกอบด้วย บริเวณ B3 ซึง่ Complementary กบับริเวณ 
B3c จะจบักนั และจะเกิดการการจ าลองตวัตอ่ไปดงัรูป 2.12  
 
 

 
 
 
ดังรูปท่ี 2.12 หลงัจากไพรเมอร์ B3 จ าลองตวัเสร็จสมบรูณ์ 
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ซึง่จะเป็นการท าให้สายดีเอ็นเอท่ีจ าลองตวัจากไพรเมอร์ BIP ให้หลดุออกดงัรูปท่ี 2.13 และบริเวณ
ท่ี Complementary กนัจะมาจบักนั ท าให้เห็นเป็นลกัษณะของลปู 2 ลปู ซึง่มีลกัษณะคล้าย 
dumbbell ดงัรูป 
 

 
 
รูปท่ี 2 .13 ดีเอ็นเอสายเด่ียวท่ีไพรเมอร์ BIP จ าลองตวั ซึง่ถกูไพรเมอร์ B3 denature ออก ซึง่มี
รูปร่างคล้าย dumbbell 
 
ซึง่สายดีเอ็นเอท่ีมีลกัษณะคล้าย dumbbell จะเป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการจ าลองตวัตอ่ไปของ
ปฏิกิริยา LAMP cycle ซึง่ ผลสดุท้ายจะได้ ดีเอ็นเอท่ีมีความยาวของสาย DNA fragment ท่ีไม่
เทา่กนัมากมาย ดงัรูปท่ี 2.14   
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รูปท่ี 2.14 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยา LAMP  
(http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/primer.html)     
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เทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) สามารถน าไปประยกุต์ใช้ใน
การตรวจเชือ้ท่ีก่อให้เกิดโรคในอาหาร และการตรวจวินิจฉยัทางการแพทย์   เชน่ Song และคณะ 
(2005) ใช้เทคนิค LAMP ตรวจสอบแบคทีเรีย Shigella และ Enteroinvasive E. coli โดยการ
ตรวจสอบยีน ipaH ท่ีมีในแบคทีเรีย ทัง้สองชนิด จากเสมหะ  ซึง่เทคนิคนีส้ามารถตรวจสอบยีน
ดงักลา่วได้ภายในเวลา 2 ชัว่โมง โดย ตรวจพบแบคทีเรีย Shigella  6.5 x 105 CFU/มิลลิลิตรใน
ตวัอยา่งเสมหะ 

Hara-Kudo และคณะ (2005) ใช้เทคนิค LAMP ตรวจสอบ แบคทีเรีย  Salmonella 
enteritidis ในไขโ่ดยการใสเ่ชือ้ลงไป ซึง่สามารถตรวจพบ แบคทีเรียได้ท่ีความเจือจาง 10-6 CFU/
มิลลิลิตร โดยมีเซลล์  4.34 X 102 CFU/มิลลิลิตร และพบวา่เทคนิคนีมี้ความจ าเพาะเทา่กบัเทคนิค 
PCR แตมี่ความไวมากกวา่เทคนิค PCR  

Goto และคณะ (2007) ใช้เทคนิค LAMP ในการตรวจสอบยีนเอนเทอโรทอกซิน  4 ชนิด
ใน Staphylococcus aureus พบวา่เทคนิค LAMP สามารถตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินทัง้ 4 ชนิด 
ได้ไวและมีความจ าเพาะมากกวา่เทคนิค PCR  

Misawa และคณะ (2007) ใช้เทคนิค LAMP ในการตรวจสอบยีน  spa และ ยีน mecA 
ใน methicillin-resistant S. aureus (MRSA) จากวตัถสุง่ตรวจทางการแพทย์ เปรียบเทียบกบัวิธี  
duplex real-time polymerase chain reaction (Drt-PCR) พบวา่ทัง้สองวิธีให้ผลการทดลอง
โดยรวมเหมือนกนัคือมีความจ าเพาะเทา่กนั แตเ่ทคนิค LAMP สามารถตรวจสอบยีน  spa และ ยีน 
mecA ได้ท่ี 103 และ 102 copies ซึง่มีความไวน้อยกวา่อีกวิธี 10 เทา่แตว่ิธี LAMP ตรวจได้เร็วและ
ใช้คา่ใช้จา่ยถกูกวา่วิธี duplex real-time polymerase chain reaction (Drt-PCR) 

Yamazaki และคณะ (200 8) ใช้เทคนิค  LAMP ในการตรวจสอบ  Vibrio 
parahaemolyticus ในตวัอยา่งกุ้งโดยการใสเ่ชือ้ลงไป พบวา่สามารถตรวจได้  5.3 x 102 CFU/
มิลลิลิตร และตรวจสอบได้เร็วกวา่เทคนิค PCR 10 เทา่ 

จากงานวิจยัท่ีผา่นมายงัไมมี่รายงานท่ีใช้วิธี  Loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP) ในการตรวจ S. aureus ในอาหาร ดงันัน้งานวิจยันีจ้งึมุง่พฒันาวิธี  LAMP เพ่ือประยกุต์ใช้
ในการตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของแบคทีเรีย  S. aureus ในเนือ้หม ูเพ่ือ เป็นประโยชน์
ตอ่ไปในการตรวจแบคทีเรียในอตุสาหกรรมอาหารและการตรวจวินิจฉยัทางการแพทย์ 
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บทที่ 3 
 

อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีการด าเนินงานวิจัย 
 

อุปกรณ์และเคมีภัณฑ์ 
 
1. อุปกรณ์ 
 - กล้องจลุทรรศน์ชนิด 2 ตา (Biocular compound microscope) รุ่น BH-2 ของบริษัท 
Olympus, Japan 

 - เคร่ืองมือท าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซีส (Agarose Gel Electrophoresis 
Apparatus) รุ่น Gelmate 2000 บริษัท Toyobo, Japan 

 - เพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม (Gene amplifier) รุ่น Gene Amp PCR system 2400 ของ
บริษัท Applied Biosystem, USA 
 - เคร่ืองอา่นเจล ( Gel Reader) ของบริษัท BioRad, USA 
 - เคร่ืองป่ันเหว่ียงความเร็วควบคมุอณุหภมูิ (High speed refrigerated centrifuge) รุ่น J 
2-21 ของบริษัท Beckman, USA 
 - เคร่ืองป่ันเหว่ียงสารปริมาณน้อยแบบตัง้โต๊ะ (Microcentrifuge) รุ่น KM-15200 ของ
บริษัท Kubota, Japan 
 - เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys ของ
บริษัท Thermo Spectronic, USA 
 - ตู้นึง่ความดนัไอน า้ฆา่เชือ้แบบอตัโนมตั ิ(Autoclave) รุ่น ES-315 ของบริษัท Tomy, 
Japan 
 - เคร่ืองเขยา่แบบควบคมุอณุหภมูิ (Incubator Shaker) รุ่น Innova 4330 ของบริษัท 
New Brunswick Scientific, USA 
 - ตู้อบ (Hot air oven) รุ่น UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 
 - ตู้บม่เชือ้ (Incubator) รุ่น BE 800 ของบริษัท Memmert, Germany 
 - ตู้แชเ่ยือกแข็งอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น MDF-U356 D ของบริษัท Sanyo, Japan 

 - เคร่ืองชัง่หยาบ รุ่น PG 2002-S ของบริษัท Metler Toledo, Switzerland 

 - เคร่ืองชัง่ละเอียด รุ่น AG 285 ของบริษัท Metler Toledo, Switzerland 

 - เคร่ืองวดัคา่ความเป็นกรดดา่ง ( pH meter) รุ่น Cuberscan 1000 ของบริษัท Eutech 
Cybermatics, Singapore 
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 - ตู้ปลอดเชือ้ ( Laminar flow cabinet) รุ่น 25 Manometer ของบริษัท Dwyer 
Instrument, USA 
 - เคร่ืองกรองน า้บริสทุธ์ิระบบรีเวอร์สออซโมซีส รุ่น Option 3A ของบริษัท Elga, England 

 - เคร่ืองผสมสาร (Vortex mixer) รุ่น K-550 GE ของบริษัท Scientific Industries, USA 
 - เคร่ืองอุน่สารละลาย (Dry-block heater) รุ่น TDB-120 ของบริษัท Biosan, Korea 
 - เคร่ืองกวนแมเ่หล็ก (Magnetic stirrer) รุ่น 502-P ของบริษัท PMC, USA 

 - ไมโครปิเปต (Micropipette) รุ่น P2, P10, P20, P100, P200, P1000 และ P5000 ของ
บริษัท Gilson, France 

- เคร่ือง Stomacher ของบริษัท BEC-Thai, Thailand 
 - ถงุ Stomacher ของบริษัท Seward LIMITED,UK 
 - อา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ (Water bath) รุ่น WB 15 ของบริษัท Metrology Technical, 
Thailand 
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2. เคมีภัณฑ์ 
 อาหารเลีย้งเชือ้ส าหรับจลุินทรีย์ 
 - อาหารเลีย้งเชือ้จลุินทรีย์เหลว Tryptic Soy Broth (TSB) ของบริษัท Difco 
Laboratories, USA 
 - อาหารเลีย้งเชือ้จลุินทรีย์แข็ง Mannital Salt Agar (MSA) ของบริษัท Difco 
Laboratories, USA 
 - อาหารเลีย้งเชือ้จลุินทรีย์แข็ง Baird-Parker Agar (BPA) ของบริษัท Difco 
Laboratories, USA 
 - ทริปโตน (Tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
 - แบคโตเปปโตน (Bactopeptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
 - แบคโตอะการ์ (Bacto agar) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
 - สารสกดัจากเนือ้ (Beet extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
 - ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 30% ของบริษัท Merck, Darmstadt, Germany 
 - โพแทสเซียมเทลลไูรด์ ของบริษัท Merck, Darmstadt, Germany 

เคมีภณัฑ์ส าหรับการย้อมสีแกรมและการทดสอบทางชีวเคมี 
 - คริสตอลไวโอเล็ต ของบริษัท Sigma, USA 
 - ซาฟรานิน โอ ของบริษัท Merck, Darmstadt, Germany 
 - เกล็ดไอโอดีน ของบริษัท Merck, Darmstadt, Germany 
 - ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 30% ของบริษัท Merck, Darmstadt, Germany 

- กรดไฮโดรคลอริเข้มข้น (Concentration HCl) ของบริษัท Merck, Darmstadt, 
Germany 

เคมีภณัฑ์ส าหรับปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส (PCR) และปฏิกิริยาลปูเมดเิอเตทไอโซเทอร์
มอลแอมพลิฟิเคชนั(LAMP) 
 - โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท BDH Laboratory Supplies, England 

 - แมกนีเซียมซลัเฟตเฮพตะไฮเดรต ( MgSO4
.7H2O) ของบริษัท Merck, Darmstadt, 

Germany 
 - โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท Merck, Darmstadt, Germany 
 - ทริสมาเบส (Trisma base ; Tris-Hydroxymetyhl-aminomethane) (C4H11NO3) ของ
บริษัท Sigma, USA 
 - ทริสไฮโดรคลอไรด์ (Tris HCl) ของบริษัท Sigma, USA 
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 - 95% เอทานอล ของบริษัท AlcoX  
 - อีดีทีเอ ( EDTA; Ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2. 2H2O) ของ
บริษัท Sigma, USA 

- SDS (Sodium Dodecyl Sulfate), (C12H25OSO3Na) ของบริษัท Nacalai tesque, 
Japan 
 - Taq DNA polymerase ของบริษัท Fermentus, Canada 
 - Bst DNA polymerase ของบริษัท New England Biolabs, UK 
 - Betaine ของบริษัท Sigma, USA 
 - Lysozyme ของบริษัท Sigma, USA 
 - Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA 
 - โปรตีเนสเค ( Proteinase K) ของบริษัท Qiagen, Germany 
 - ดีเอ็นทีพี ( dNTP; Deoxymucleotidetriphosphate) ของบริษัท Promega, USA 
 - อะกาโรสเจล ( Agarose gel) ของบริษัท Sigma, USA 
 - 1kb DNA Ladder ของบริษัท Fermentus, Canada 
 - 100 bp DNA Ladder ของบริษัท Fermentus, Canada 
 - Triton X-100 ของบริษัท Merck, Darmstadt, Germany  

- กลีเซอรอล ของบริษัท Difco Laboratories, USA  
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3. วิธีการด าเนินงานวิจัย 

 

3.1 แบคทีเรียท่ีใช้ในงานวิจัย 

แบคทีเรียท่ีใช้ในงานวิจยัทัง้หมด ได้รับความอนเุคราะห์จาก กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์    

กระทรวงสาธารณสุข, ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะสาธารณสุขศาสตร์มหาวิทยาลัยมหดิล  

และ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  โดยสายพันธ์ุอ้างองิของ  
S. aureus ที่ผลิตเอนเทอโรทอกซินเอคือ Staphylococcus aureus ATCC 13565 

 

ตารางท่ี 3.1 แบคทีเรียชนิดตา่งๆ  
 

แบคทีเรีย แหล่งท่ีให้ความอนุเคราะห์ 
Staphylococcus aureus ATCC 13565 (sea) 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์    
กระทรวงสาธารณสขุ 

Staphylococcus aureus ATCC 14458 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 
Staphylococcus epidermidis ATCC12228 
Streptococcus agalactiae DMST 16992 

ภาควิชาจุลชีววิทยา  

คณะสาธารณสุขศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยมหดิล 

Listeria monocytogenes  
Enterococus faecalis  
Escherichia coli ATCC 25922 
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 
Enterotoxigenic E. coli 
Vibrio parahaemolyticus 
Shigella sonnei 
Micrococcus luteus MSCU0350 

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์  

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

Yersinia enterocolitica ATCC27729 
Klebsiella pneumoniae 
Salmonella Typhimurium ATCC 13311 
Pseudomonas aeruginosa MSCU0359 
Serratia marcescens 
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3.2 การเลีย้งและเก็บรักษาแบคทีเรีย     
 
        3.2.1 เลีย้งแบคทีเรีย S. aureus ทกุสายพนัธุ์ และแบคทีเรียทกุชนิดตามตารางท่ี 3.1 ใน
อาหารเลีย้งเชือ้เหลว TSB (ภาคผนวก ก ) บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  เขยา่ด้วยความเร็ว 
200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 
        3.2.2 เก็บรักษาแบคทีเรียโดยเลีย้ง S. aureus ทกุสายพนัธุ์และแบคทีเรียทกุชนิดตามตาราง
ท่ี 3.1 ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวตามข้อ 3.3.1 น ามาผสมกบักลีเซอรอล ในอตัราสว่นน า้เลีย้งเชือ้
แบคทีเรียตอ่กลีเซอรอลเป็น 2:8 บรรจลุงในหลอดเก็บเชือ้แชแ่ข็ง เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลาหกเดือน  
 
3.3 ลักษณะสัณฐานวิทยาและคุณสมบัตทิางชีวเคมีของ S. aureus สายพันธ์ุต่างๆท่ี                             
ใช้ในการทดลอง 
 
         3.3.1 น า S. aureus สายพนัธุ์ตา่งๆ ได้แก่  ATCC 13565,  ATCC 14458 และ  ATCC 
25923 มาท าให้บริสทุธ์ิและน าไปตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยา  โดยการขีดเชือ้ลงบน
อาหารเลีย้งเชือ้แข็งทริปตกิซอย (TSA) อาหารเลีย้งเชือ้แข็งเบรด-ปากเกอร์ท่ีผสมไขแ่ดง (BPA) 
และอาหารเลีย้งเชือ้แข็งฺแมนนิทอลซอลท์ (MSA) สงัเกตลกัษณะการเจริญและลกัษณะของโคโลนี 
เม่ือเลีย้งบนอาหารแข็ง Baird Parker Agar (BPA) ให้ลกัษณะโคโลนีสีด า ล้อมรอบด้วยวงใส และ
เม่ือเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง  Mannitol  salt  agar ซึง่มีปริมาณเกลือสงู  7.5%   และมีน า้ตาล                     
แมนนิทอล เชือ้ S. aureus ท่ีเจริญบนอาหารนีแ้ละสามารถใช้น า้ตาลแมนนิทอลได้กรด ท าให้
โคโลนีเกิดเป็นสีเหลือง  
 
         3.3.2 การย้อมตดิสีแกรม น า S. aureus ทัง้ 3 สายพนัธุ์ และแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆตามตารางท่ี 
3.1 มาย้อมสีแกรม ส าหรับ  S. aureus สายพนัธุ์ตา่งๆ ท าการทดสอบทางชีวเคมี โดยทดสอบ 
Catalase test, Coagulse test และ TNase test โดยเฉพาะ S. aureus จะตดิสีแกรมบวก ให้ผล
การทดสอบตา่งๆเป็นบวก (Bennett, 1998)    
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3.4 การสกัดดีเอ็นเอ  ตามวิธีของ Reischl และคณะ (2000)       
 
        3.4.1 เลีย้งแบคทีเรีย S. aureus ATCC 13565 (SEA) และ แบคทีเรียทกุชนิดตามตารางท่ี 
3.1 ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว TSB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  เขยา่ด้วย
ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง ถ่ายเชือ้จากอาหารเลีย้งเชือ้เหลวดงักลา่ว 1 
มิลลิลิตร น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ่นาที (xg) ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส น า
เซลล์ไปแขวนลอยในบฟัเฟอร์ Tris-EDTA (ภาคผนวก ข ) 100 ไมโครลิตร จากนัน้น าไปต้มท่ี 95 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ่นาที (xg) ท่ี
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส น าน า้ใสท่ีได้เป็นสว่นของดีเอ็นเอแมแ่บบ ซึง่น าไปตรวจหายีนเอนเทอ
โรทอกซินชนิดเอด้วยวิธีปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส (PCR) และปฏิกิริยาลปูเมดเิอเตทไอโซเทอร์
มอล แอมพลิฟิเคชนั (LAMP)  
 
3.5 การเพิ่มจ านวนยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของแบคทีเรีย  S. aureus โดยวิธีปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) 
 

ปฏิกิริยาของ PCR ทัง้หมด 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ไพรเมอร์ท่ีระบตุาม วิธีของ 
Johnson และคณะ (1991) 1 µl ดีเอ็นเอต้นแบบ  0.2 mM dNTPs 10 mM Tris-HCI (pH 8.3) 50 
mM KCI 1.5 mM MgCI2 2.5 U และเอนไซม์ Taq DNA polymerase  
 

ด าเนินปฏิกิริยา PCR ตามวิธีของ  Johnson และคณะ (1991) ดงัตอ่ไปนี ้ 
denaturation                  ท่ีอณุหภมู ิ 94 oซ   เป็นเวลา 2 นาที 
annealing                      ท่ีอณุหภมูิ  55 oซ   เป็นเวลา 2 นาที 
extention                        ท่ีอณุหภมู ิ 72 oซ   เป็นเวลา 1 นาที 
final extention                ท่ีอณุหภมูิ  72 oซ   เป็นเวลา 7 นาที 
 

ด าเนินปฏิกิริยา PCR ด้วยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) (Applied 
Biosystem, USA) ตามโปรแกรมท่ีตัง้ไว้ 35 รอบ ตรวจผลิตภณัฑ์ PCR โดยใช้ 1.5% อะกาโรสเจล
ด้วยวิธีอิเล็คโทรโฟเรซิส (Johnson และคณะ, 1991) 
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3.6 การเพิ่มจ านวนยีนเอนเทอทอกซินชนิดเอของแบคทีเรีย  S. aureus โดยวิธีปฏิกิริยา
ลูปเมดเิอเตทไอโซเทอร์มอลแอมพลิฟิเคชัน Loop-mediated isothermal amplification  
(LAMP)  
 

ปฏิกิริยาของ LAMP ทัง้หมด 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ไพรเมอร์ท่ีระบตุา มวิธีของ 
Goto และคณะ (2007)  1 µl ดีเอ็นเอต้นแบบ 2.5 mM dNTPs 5 M betaine  8 U/µl และเอนไซม์ 
Bst DNA polymerase  ด าเนินปฏิกิริยาโดยน าหลอดปฏิกิริยาบม่ท่ีอณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส  60 
นาที จากนัน้หยดุปฏิกิริยาท่ี 80 องศาเซลเซียส  2 นาทีตรวจสอบผลิตภณัฑ์โดยดจูากความขุน่ 
และ 2.0% อะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟเรซิส  

 
ไพรเมอร์ที่ใช้ส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยา Loop-mediated isothermal 

amplification  
เลือกไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอ ของแบคทีเรีย  S. aureus 

ส าหรับงานวิจยันีเ้ลือกใช้ไพรเมอร์ของ Goto และคณะ (2007) ซึง่ออกแบบไพรเมอร์ทัง้หมด 4 
สาย แตล่ะสายออกแบบให้มีความจ าเพาะตอ่ ยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของ S. aureus ซึง่เป็น
ไพรเมอร์ท่ีออกแบบโดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ Primer Explorer V3 (Fujitsu, Tokyo, Japan) โดย
ใช้ฐานข้อมลู DNA จาก DNA Data Bank of Japan (DDBJ) ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการทดลองแสดงดงั
ตารางท่ี 3.2 
 

ตารางท่ี 3.2 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในปฏิกิริยาของ LAMP 
 

ไพรเมอร์ Primer sequences (5'-3') เอกสารอ้างอิง 
FIP 5'-GAT CCA ACT CCT GAA CAG TTA CAA 

TAC AGT ACC TTT GGA AAC G-3' 
 

Goto และคณะ, 
2007 

 
 

BIP 5'-CTG ATG TTT TTG ATG GGA AGG TTC 
CCG AAG GTT CTG TAG AAG T-3' 

F3 5'-TCA ATT TAT GGC TAG ACG GT-3' 
B3 5'-CTT GAG CAC CAA ATA AAT CG-3' 
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ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยา PCR และ LAMP  
 

โดยตรวจผลิตภณัฑ์  PCR โดย 1.5% อะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส  และผลิตภณัฑ์ 
LAMP ใช้ 2% อะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส  (Ramesh, Padmapriya, Chandrashekar, และ 
Varadaraj, 2002)  ซึง่ท าโดยเตรียมอะกาโรสเจลเข้มข้น 1.5 % และ 2.0% ซึง่หลอมในบฟัเฟอร์  
1x TAE (ภาคผนวก ข) เทลงในแบบพิมพ์ซึง่มีหวีเสียบอยู ่ปลอ่ยให้อะกาโรสเจลแข็งตวัวางอะกา
โรสเจลในแบบพิมพ์ท่ีได้ลงในแชมเบอร์ เทบฟัเฟอร์ 1x TAE ให้ทว่มอะกาโรสเจลเล็กน้อย ผสม
ผลิตภณัฑ์ PCR และ LAMP ปริมาณท่ีเหมาะสมกบัสีตดิตามความเข้มข้น 6 เทา่ (bromophenol 
blue และ xylene cyanol FF) หยอดสารละลายผสมลงในชอ่งวิ่งโดยปฏิกิริยา PCR ใช้ 100 bp 
DNA ladder (Fermentas, Canada) เป็นดีเอ็นเอมาตรฐานส าหรับปฏิกิริยา LAMP ใช้ 1 Kb 
DNA ladder (Fermentas,Canada) เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน จากนัน้ท าอีเลคโทรโฟเรซีสด้วยชดุท า
อีเลคโทรโฟเรซีส Mini Sub-Cell GT หรือ ชดุท าอีเลคโทรโฟเรซีส Gel Mate 2000 ใช้ความตา่ง
ศกัย์ 50 - 100 โวลต์ ทิง้ไว้จนกระทัง่สีน า้เงินของสีตดิตามเคล่ือนท่ีลงมาจนเกือบสดุขอบอะกาโรส
เจลอีกด้าน   ย้อมอะกาโรสเจลด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข ) 
นาน 5-10 นาที ล้างเอธิเดียมโบรไมด์สว่นเกินออกด้วยน า้กลัน่ ตรวจดแูถบดีเอ็นเอ และถ่ายภาพ
ด้วยยเคร่ืองอา่นเจล Gel Documentation (Biorad, USA) และโปรแกรม Quantity One เวอร์ชัน่ 
4.4.1 (Biorad, USA) 
 
3.7 ศึกษาความจ าเพาะของวิธี PCR และ LAMP เพื่อตรวจ ยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอ
ของแบคทีเรีย S. aureus 

ศกึษาความจ าเพาะของวิธี PCR และ LAMP เพ่ือตรวจ ยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของ   
S. aureus โดยน าดีเอ็นเอของแบคทีเรียตา่งๆ ตามข้อ 3.1 มาสกดัดีเอ็นเอตามข้อ 3.4 เพ่ือเป็น
แมแ่บบในปฏิกิริยาทัง้สอง ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้ ตามท่ีระบใุนข้อ  3.6 
 
3.8 ศึกษาความไวของวิธี PCR และ LAMP เพื่อตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของ
แบคทีเรีย S. aureus  
        3.8.1 เลือก S. aureus ATCC 13565 มาเป็นตวัแทนส าหรับด าเนินการทดลอง โดยเลีย้ง  S. 
aureus  ดงักลา่วในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว  TSB  บม่ท่ี อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  เขยา่ด้วย
ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที  เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง OD600 = 1.5 จากนัน้เจือจางระดบั 10 เทา่ 
ตัง้แต ่10 -1 ถึง 10 -9 ตามล าดบั จากนัน้น าเชือ้ท่ีความเข้มข้นตา่งๆข้างต้นมาสกดัดีเอ็นเอ ตามข้อ 
3.4 ด าเนินปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) และ Loop-mediated isothermal 
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amplification (LAMP) ตามข้อ 3. 5.และ 3.6 จากนัน้ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้โดยอะกาโรส
เจลอีเลคโทรโฟเรซิส และตรวจสอบความขุน่ ท่ีเกิดจาก magnesium pyrophosphate ซึง่เป็น
ผลิตภณัฑ์ตามท่ีเกิดขึน้ในปฏิกิริยา 
 
        3.8.2 ตรวจนบัจ านวนเชือ้โดยวิธี Viable plate count น าเชือ้ท่ีความเข้มข้นตา่งๆข้างต้นมา 
0.1 มิลลิลิตร มา spread บนอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง TSA บม่ท่ี อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง จากนัน้นบัจ านวนโคโลนีท่ีขึน้ค านวณเป็น CFU ตอ่มิลลิลิตร 
 
3.9 ตรวจหายีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของแบคทีเรีย S. aureus โดยเตมิ S. aureus ใน
ตัวอย่างเนือ้หมูโดยใช้วิธี PCR และ LAMP เปรียบเทียบกับวิธี มาตรฐานทางจุลชีววิทยา
เพาะในอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง 
 
        3.9.1 น าตวัอยา่งเนือ้หมมูาตดัเป็นชิน้ขนาดเล็กด้วยเทคนิคปลอดเชือ้ แบง่เนือ้หม ู 25 กรัม 
ใสใ่น stomacher bag กลุม่ทดลองเลือกใช้ S. aureus ATCC 13565 เป็นตวัแทน กลุม่ควบคมุ
ลบ (Negative control) ใช้น า้กลัน่แทนการใสเ่ชือ้ เลีย้งเชือ้  S. aureus ATCC 13565 ในอาหาร
เลีย้งเชือ้เหลว TSB ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง และน ามาเจือจางใน 
NSS ด้วยวิธี serial dilution ให้ได้ความเข้มข้นของเซลล์ 10 9 CFU จากนัน้เตมิเชือ้แบคทีเรียท่ีท า
การเจือจางแล้วข้างต้น ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ในเนือ้หม ู25 กรัม ให้ได้ความเข้มข้นเร่ิมต้น 106 
CFU ตอ่กรัม เตมิลงในตวัอยา่งเนือ้หมท่ีูเตรียมไว้ และเตมิอาหารเลีย้งเชือ้เหลว TSB ปริมาตร 225 
มิลลิลิตร ตีผสมให้เข้ากนัด้วย stomacher ของบริษัท BEC-Thai เป็นเวลา 2 นาที แล้วน าไปบม่ท่ี
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เก็บตวัอยา่งที ่0, 2, 4 และ 6 ชัว่โมง   
        เก็บตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาสกดัดีเอ็นเอตามข้อ 3.5.1 น าดีเอ็นเอท่ีสกดัได้ไป
ทดสอบโดยใช้วิธี PCR และ LAMP เปรียบเทียบกบัวิธีเพาะในอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง 
        3.9.2 ตรวจจลุินทรีย์โดยวิธีเพาะเลีย้งเชือ้แบบทัว่ไป (conventional method) 

        เก็บตวัอยา่งปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาเจือจางด้วย 0.85% NaCl  ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร 
จากนัน้ดดูตวัอยา่งในหลอดท่ีมีความเข้มข้นท่ีเหมาะสม ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มา spread บน
อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง  PCA และ BPA บม่จานเลีย้งเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง ตรวจนบัจ านวนจลุินทรีย์ทัง้หมดและ  S. aureus บนอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง  PCA และ BPA 
ตามล าดบั  และน าโคโลนีสีด าไปทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี ตวัอยา่งท่ีไมไ่ด้เตมิเชือ้น ามา
ตรวจสอบหาเชือ้ S. aureus ด้วยวิธีเดียวกนั 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ลักษณะสัณฐานวิทยาและคุณสมบัตทิางชีวเคมีของ S. aureus สายพันธ์ุต่างๆท่ี                             
ใช้ในการทดลอง 
  

เม่ือน า S. aureus สายพนัธุ์ตา่งๆ ได้แก่  ATCC 13565, ATCC 14458 และ ATCC 
25923 มาท าให้บริสทุธ์ิ  และน าไปตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยา  โดยการขีดเชือ้ลงบน
อาหารเลีย้งเชือ้แข็งทริปตกิซอย (TSA) อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง  Baird Parker Agar (BPA) และ
อาหารเลีย้งเชือ้แข็งฺ Mannitol salt agar (MSA) สงัเกตลกัษณะการเจริญ ลกัษณะของโคโลนี และ
การตดิสีย้อมแกรม พบวา่ S. aureus ทัง้ 3 สายพนัธุ์เป็นแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีลกัษณะกลม  (0.5 
– 1.0 ไมครอน) เรียงตวัเป็นกลุม่คล้ายพวงองุ่น  แตอ่าจจะพบเป็นเซลล์เดี่ยว เป็นคู่  หรือเป็นสาย
สัน้ๆ ให้ลกัษณะบนอาหาร TSA โคโลนีท่ีมีสีครีม เหลือง ขนาดเล็ก ( 0.5 -1 มิลลิเมตร) กลม นนู 
ขอบเรียบ (Reginald, และ Steven, 2003) เม่ือเลีย้งบนอาหารแข็ง Baird Parker Agar (BPA) ให้
ลกัษณะโคโลนีสีด า ล้อมรอบด้วยวงใส  และเม่ือเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง Mannitol salt agar 
ซึง่มีปริมาณเกลือสงู 7.5% และมีน า้ตาล แมนนิทอล เชือ้ S. aureus ท่ีเจริญบนอาหารนีแ้ละ
สามารถใช้ น า้ตาลแมนนิทอลได้       กรด ท าให้โคโ ลนีเกิดเป็นสีเหลือง  (รูปท่ี 4.1) จากนัน้น า
แบคทีเรีย S. aureus  ท่ีได้ไปทดสอบยืนยนัโดยใช้ Catalase test, Coagulase test และ TNase 
test ซึง่แบคทีเรีย S. aureus จะให้ผลบวกให้ผลการทดสอบดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 
 

 

รูปท่ี 4.1 ภาพถ่ายใต้กล้องจลุทรรศน์การตดิสีย้อมแกรมของ  S. aureus ATCC 13565 
(ก าลงัขยาย 1,000X) (ก.) ลกัษณะโคโลนีของ  S. aureus เม่ือเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง เบรด-
ปากเกอร์ BPA (ข.) และอาหารเลีย้งเชือ้แข็งแมนนิทอลซอลท์ MSA (ค.) 

ก. ข. ค. 
10µm 

 



   
 

74 

ตารางท่ี 4.1 สมบตัทิางชีวเคมีของ S. aureus สายพนัธุ์ตา่งๆ 
 

การทดสอบ 
S. aureus S. epidermidis 

ATCC 13565 ATCC 14458  ATCC 25923 ATCC 12228 

Catalase test + + + + 

Coagulase test + + + - 

TNase test   + + + - 

 
หมายเหต ุ+ = ผลบวก, - = ผลลบ 
 
4.2 ตรวจสอบยืนยันจีโนไทป์ของ S. aureus สายพันธ์ุต่างๆ ส าหรับยีนเอนเทอโรทอกซิน
ชนิดเอ (sea) ด้วยวิธี PCR และ LAMP 
 

ตรวจสอบยืนยนัจีโนไทป์ของ  S. aureus สายพนัธุ์ตา่งๆวา่มีเอนเทอโรทอกซินเอยีน  โดย
วิธี PCR ตามวิธีท่ีระบไุว้ในข้อ 3. 5 ซึง่สามารถตรวจจีโนไทป์ ของ S.aureus ได้ผลิตภณัฑ์ PCR ท่ี
คาดหมายของเอนเทอโรทอกซินเอ  ยีน (sea) มีขนาด 120 bp ในขณะท่ีวิธี  LAMP ได้ผลิตภณัฑ์ท่ี
คาดหมายโดยมีลกัษณะเป็นขัน้บนัได เน่ืองจากผลิตภณัฑ์ท่ีได้มีหลายขนาดดงัรูปท่ี 4.2 ก. และ ข. 
นอกจากนีย้งัสามารถดผูลิตภณัฑ์ท่ีได้โดยดจูากความขุน่ซึง่เป็นผลิตภณัฑ์ตามในปฏิกิริยา LAMP 
ดงัรูปท่ี 4.2 
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รูปท่ี 4.2 ภาพอะกาโรสเจลแสดงการตรวจสอบผลิตภณัฑ์ ของ sea ของ S. aureus ท่ีเกิดจาก

ปฏิกิริยา PCR (ก.) และ LAMP (ข.)  
 

 
 
รูปท่ี 4.3 แสดงการตรวจสอบผลิตภณัฑ์ตามท่ีเกิดจากปฏิกิริยา LAMP โดยดจูากความขุน่ 
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4.3 ศึกษาความจ าเพาะของวิธี PCR และ LAMPเพื่อตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอ 
ของแบคทีเรีย S. aureus 
 

ศกึษาความจ าเพาะโดยน าดีเอ็นเอของแบคทีเรียชนิดตา่งๆ ตาม ตารางท่ี 3.1 เป็นแมแ่บบ
ในการท าปฏิกิริยาโดยวิธี  PCR และ LAMP ตามข้อ 3.4 และ 3.5 ผลการทดลองดงัรูปท่ี 4.4 และ 
4.5 แสดงให้เห็นวา่ผลิตภณัฑ์จาก PCR และ LAMP เกิดขึน้เฉพาะ S. aureus สายพนัธุ์  ATCC 
13565 ท่ีมียีนเอนเทอโรทอกซิน ชนิดเอ ซึง่ใช้เป็นตวัควบคมุผลบวก ( Positive Control) ในขณะท่ี
แบคทีเรีย อ่ืนๆไมเ่กิดผลิตภณัฑ์ PCR และ LAMP ใดๆ ผลการทดลองดงักลา่วแสดงวา่ วิธี PCR 
และ LAMP มีความจ าเพาะส าหรับการตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอ ของแบคทีเรีย S. aureus 
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รูปท่ี 4.4 อะกาโรสเจลแสดงการตรวจสอบผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจากปฏิกิริยา PCR  
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รูปท่ี 4.5 อะกาโรสเจลแสดงการตรวจสอบผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจากปฏิกิริยา LAMP  
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4.4 ศึกษาความไวของวิธี PCR และ LAMP เพื่อตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอ ของ
แบคทีเรีย S. aureus 

ศกึษาความไวของวิธี  PCR และ LAMP โดยตรวจหายีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของ  S. 
aureus (sea) ATCC 13565 ท่ีมีจ านวนเซลล์แบคทีเรียประมาณ 10 0 ถึง 109 CFUตอ่มิลลิลิตร 
โดยวิธี PCR ด้วยภาวะท่ีเหมาะสมจากข้อ  3.4.2 ผลการทดลองดงัแสดงในรูปท่ี 4. 6 พบวา่จ านวน
แบคทีเรียท่ีน้อยท่ีสดุท่ีสามารถเกิดผลิตภณัฑ์ 120 bp คือ1000 CFUตอ่มิลลิลิตร 

ส าหรับวิธี LAMP เกิดผลิตภณัฑ์ ท่ีคาดหมายโดยมีลกัษณะเป็นขัน้บนัได  ดงัรูปท่ี 4.7
พบวา่จ านวนแบคทีเรียท่ีน้อยท่ีสดุท่ีสามารถตรวจพบโดยวิธี LAMP คือ 10000 CFUตอ่มิลลิลิตร 

 

 
  

            
 

                   
รูปท่ี 4.6 อะกาโรสเจลแสดง ผลิตภณัฑ์จากการเพิ่มจ านวนยีน sea ของ S. aureus (sea) ATCC 

13565 ส าหรับยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอด้วยวิธี  PCR เม่ือใช้จ านวนเซลล์ท่ีแตกตา่ง
กนั 
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ความเข้มข้นของเซลล์ (CFUต่อมิลลิลิตร)                                  100 bp ladder                              
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รูปท่ี 4.7 อะกาโรสเจลแสดง ผลิตภณัฑ์จากการเพิ่มจ านวนยีน sea ของ S. aureus (sea) ATCC 
13565 ส าหรับยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอด้วยวิธี  LAMP เม่ือใช้จ านวนเซลล์ท่ีแตกตา่ง
กนั  

 
4.5 ตรวจหายีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของแบคทีเรีย S. aureus ที่เตมิเชือ้ ในตัวอย่าง
เนือ้หมูโดยใช้วิธี PCR และ LAMP เปรียบเทียบกับวิธีเพาะในอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง BPA 
 

หลงัจากน าตวัอยา่งเนือ้หมมูาตดัเป็นชิน้ขนาดเล็กด้วยเทคนิคปลอดเชือ้ แบง่เนือ้หม ู 25 
กรัม ใสใ่น stomacher bag ท่ีมีอาหารเลีย้งเชือ้เหลวทริปตกิซอย โดยกลุม่ทดลองเลือกใช้            
S. aureus ATCC 13565 เป็นตวัแทน กลุม่ควบคมุลบ (Negative control) ใช้น า้กลัน่แทนการใส่ 
เชือ้ S. aureus ATCC 13565 เก็บตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาสกดัดีเอ็นเอ น าดีเอ็นเอท่ีสกดั
ได้ไปทดสอบตรวจ ยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของ S. aureus ในเนือ้หมดู้วยวิธี PCR และ LAMP 
ดงัท่ีกลา่วไว้ในข้อ 3.7 

ผลการทดลองวิธี PCR และ LAMP โดยใช้ดีเอ็นเอแมแ่บบจาก S. aureus ท่ีความเข้มข้น
ของเซลล์แบคทีเรียเร่ิมต้นประมาณ 102 ถึง 106 CFUตอ่กรัม ซึง่ใสล่งในเนือ้หมท่ีูมีอาหารเลีย้งเชือ้
เหลว TSB ซึง่ได้แปรผนัเวลาในการบม่ตัง้แต ่ 0, 2, 4 และ 6 ชัว่โมงตามล าดบั แล้วจงึน าน า้เลีย้ง     
เชือ้ดงักลา่วไปตรวจด้วยวิธี PCR และ LAMP และตรวจนบัจ านวนด้วยวิธีเพาะเลีย้งบนอาหาร
เลีย้งเชือ้แข็ง BPA (Direct plating)  
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 ความเข้มข้นของเซลล์ (CFUต่อมิลลิลิตร)                                  1 Kb ladder                              
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จากผลการทดลองพบวา่ เม่ือเก็บตวัอยา่งหลงัจากใสเ่ชือ้ แบคทีเรีย S. aureus ทนัที (0 
ชัว่โมง) พบวา่วิธี PCR ไมส่ามารถตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของ S. aureus ได้ท่ีความ
เข้มข้นเซลล์ตา่งๆ ในขณะท่ีวิธี LAMP สามารถตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของ  S. aureus 
ได้ท่ีความเข้มข้นเซลล์เร่ิมต้น 106 CFUตอ่กรัมเนือ้หม ูเกิดผลิตภณัฑ์ท่ีคาดหมายโดยมีลกัษณะ
เป็นขัน้บนัได เม่ือเก็บตวัอยา่งท่ีชัว่โมงท่ี 2 พบวา่ผลการทดลองเป็นเชน่เดียวกบัชัว่โมงท่ี 0ผลการ
ทดลองแสดงดงัรูปท่ี 4.8 ก. และ ข. 

 
เม่ือเก็บตวัอยา่งท่ีชัว่โมงท่ี 4 พบวา่วิธี PCR สามารถตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของ

แบคทีเรีย S. aureus ในตวัอยา่งเนือ้หม ูได้ท่ีความเข้มข้นเซลล์เร่ิมต้น10 5 และ 106 CFUตอ่เนือ้
หมู เกิดผลิตภณัฑ์ท่ีคาดหมาย มีขนาด 120 bp และวิธี LAMP สามารถตรวจได้ท่ีความเข้มข้น
เซลล์เร่ิมต้น 104 ถึง 106 CFUตอ่กรัมเนือ้หม ูผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 4.9 ก. และ ข. 

 
เม่ือเก็บตวัอยา่งท่ีชัว่โมงท่ี 6 พบวา่วิธี PCR สามารถตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของ

แบคทีเรีย S. aureus ในตวัอยา่งเนือ้หม ูได้ท่ีความเข้มข้นเซลล์เร่ิมต้น  104 ถึง 106 CFUตอ่กรัม
เนือ้หม ูและวิธี LAMP สามารถตรวจได้ท่ีความเข้มข้นเซลล์เร่ิมต้น  103 ถึง 106 CFUตอ่กรัมเนือ้หมู  
ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 4.10 ก. และ ข. 
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 ก.                                                                                 

M +ve      106 105 104 103 102 0                                    M +ve     106 105 104 103 102 0                                   
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          120 bp 

ความเข้มข้นของเซลล์ S. aureus (CFUตอ่กรัม) ความเข้มข้นของเซลล์ S. aureus (CFUตอ่กรัม) 
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รูปท่ี 4.8 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ์จากการเพิ่มจ านวนยีน sea ของ S. aureus (sea) ATCC 
13565 ส าหรับยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอ จากตวัอยา่งเนือ้หม ูด้วยวิธี PCR และ LAMP หลงัการ
บม่ตวัอยา่งใน TSB เป็นเวลา 0 ชัว่โมง (ก.) และ 2 ชัว่โมง (ข.) 
 

                         
รูปท่ี 4.9 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ์จากการเพิ่มจ านวนยีน sea ของ S. aureus (sea) ATCC 
13565 ส าหรับยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอจากตวัอยา่งเนือ้หม ูด้วยวิธี  PCR  (ก.) และ LAMP (ข.) 
ท่ีชัว่โมงท่ี 4 
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       M +ve 106 105 104 103 102  0    -                                   M +ve 106 105 104 103 102  0   -ve                                 
 
 ก.                                                                                     ข. 

ความเข้มข้นของเซลล์ S. aureus (CFUตอ่กรัม) ความเข้มข้นของเซลล์ S. aureus (CFUตอ่กรัม) 

M +ve -   106 105 104 103 102 0                                  M +ve -    106 105 104 103 102  0                                   
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 ข.                                                                                  

        120 bp 
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รูปท่ี 4.10 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ์จากการเพิ่มจ านวนยีน sea ของ S. aureus (sea) ATCC 
13565 ส าหรับยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอจากตวัอยา่งเนือ้หม ูด้วยวิธี  PCR  (ก.) และ LAMP (ข.) 
ท่ีชัว่โมงท่ี 6 
หมายเหต ุ M หมายถึง 100 bp Kb DNA ladder (ก.) 

M หมายถึง 1 Kb DNA ladder (ข.) 
 
+ve หมายถึง ตวัควบคมุผลบวก (Positive control) ซึง่ใช้ดีเอ็นเอของ  S. aureus 
(sea) ATCC 13565 
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bp 
 
1000 
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       M +ve 106 105 104 103 102  0  -ve                                        M +ve 106 105 104 103 102 0   -ve                                 
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250      

 
 ก.                                                                                 ข. 

        120 bp 

ความเข้มข้นของเซลล์ S. aureus (CFUตอ่กรัม) ความเข้มข้นของเซลล์ S. aureus (CFUตอ่กรัม) 
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เม่ือพิจารณาผลร่วมกบัการตรวจนบัจ านวน S. aureus ด้วยวิธีเพาะบนอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง BPA 
(Direct plating) พบวา่ชัว่โมงท่ี 0 มีจ านวนเชือ้เร่ิมต้น  6.11 log CFU ตอ่กรัมเนือ้หมู  (106 CFU 
ตอ่กรัมเนือ้หมู ) หลงัจากบม่เนือ้หมผูา่นไป 2, 4 และ 6 ชัว่โมง  จ านวนเชือ้เพิ่มขึน้เป็น 6.63 log 
CFU ตอ่กรัมเนือ้หมู  ผลการทดลองพบจ านวนเชือ้เพิ่มขึน้เป็นท านองเดียวกนัในทกุ                  
ตวัอยา่งท่ีทดลอง ดงัท่ีแสดงตามตารางท่ี 4.2    จะเห็นวา่ผลการทดลองดงักลา่ว ไมมี่ความ
สอดคล้องกบัข้อมลู เร่ืองการศกึษาความไวของวิธี PCR และ LAMP เพ่ือตรวจยีนเอนเทอโรทอก
ซินชนิดเอ ของแบคทีเรีย S. aureus ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวทริปตกิซอย โดย S. aureus ท่ีมีความ
เข้มข้นของเซลล์แบคทีเรียน้อยท่ีสดุท่ีสามารถตรวจสอบโดยใช้วิธี  PCR และ LAMP คือ 103  CFU
ตอ่มิลลิลิตร และ 104 CFUตอ่มิลลิลิตร แตเ่ม่ือทดสอบในเนือ้หมพูบวา่วิธี LAMP สามารถตรวจยีน
เอนเทอโรทอกซินชนิดเอ ของแบคทีเรีย S. aureus ได้ท่ีมีความเข้มข้นเซลล์เร่ิมต้น 10 6 CFU ตอ่
กรัมเนือ้หมู  ในขณะท่ีวิธี PCR ยงัไม่สามารถตรวจ ยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอ ของแบคทีเรีย S. 
aureus ได้ท่ีมีความเข้มข้นเซลล์เร่ิมต้น 106 CFU ตอ่กรัมเนือ้หมู ท่ีชัว่โมงท่ี 0 และ 2 เม่ือชัว่โมงท่ี 4 
พบวา่วิธี PCR สามารถตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของแบคทีเรีย  S. aureus ในตวัอยา่งเนือ้
หม ูได้ท่ีความเข้มข้นเซลล์เร่ิมต้น 105 CFU ตอ่กรัมเนือ้หมู  และวิธี LAMP สามารถตรวจได้ท่ีความ
เข้มข้นเซลล์เร่ิมต้น  104 CFU ตอ่กรัมเนือ้หมู   เม่ือบม่ตวัอยา่งผา่นไป 6 ชัว่โมงทัง้วิธี PCR และ 
LAMP สามารถตรวจตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของแบคทีเรีย  S. aureus ในตวัอยา่งเนือ้
หม ูได้ท่ีความเข้มข้นเซลล์เร่ิมต้นมากกวา่ชัว่โมงท่ี 4 สิบเทา่ ตรวจได้ 104 CFU ตอ่กรัมเนือ้หมู  และ
103 CFU ตอ่กรัมเนือ้หม ู
 
ตารางท่ี 4.2 ปริมาณเชือ้แบคทีเรียท่ีตรวจวดัได้โดยวิธีเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง BPA ท่ี 
                    ชัว่โมงตา่งๆ 
 

เวลาที่
ใช้บ่ม
ตัวอย่าง 
(ชม.) 

จ านวน S. aureus เร่ิมต้นที่ใส่ลงในเนือ้หมู (CFU ต่อกรัม) 

106 105 104 103 102 0 

0 6.11 5.48 4.56 3.60 2.15 0 

2 6.63 5.89 4.62 3.77 2.38 0 

4 7.43 7.04 6.26 4.52 3.55 0 

6 9.08 8.04 7.27 6.48 4.00 0 

44 



   
 

84 

บทที่ 5 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
แม้วา่จากงานวิจยัท่ีผา่นมาได้มีผู้วิจยัหลายคณะได้ศกึษา และ ท าการตรวจวินิจฉยั  S. 

aureus จากตวัอยา่งหลายประเภท เชน่ ผู้ ป่วยท่ีเป็นโรคอาหารเป็นพิษ วสัดสุง่ตรวจ หรืออาหารท่ี
มกัพบวา่เป็นสาเหตขุองการระบาดของโรคเชน่ น า้นม ไข ่และเนือ้สตัว์ ด้วยวิธีการตรวจสอบท่ี
รวดเร็วหลายวิธี  เชน่ วิธี ELISA SET-RPLA PCR  Realtime PCR และ multiplex PCR (Rossen 
และคณะ 1992) แตว่ิธีการเหลา่นีก็้ยงัมีข้อจ ากดัในการตรวจสอบ   วิธีท่ีใช้หลกัการทางภมูิคุ้มกนั
วิทยา เอนเทอโรทอกซินท่ีตรวจต้องมีความบริสทุธ์ิสงูและยงัอาจเกิดปฎิกิริยาไขว้ได้ (Fujikawa 
และ Igarashi, 1988 ; Park และ Rayman, 1993) วิธีท่ีใช้หลกัการทางอณชีูววิทยาจะต้องมีการ
ออกแบบไพรเมอร์ให้จ าเพาะกบัยีนท่ีต้องการจะตรวจสอบ (Kitai และคณะ , 2005) หรือบางวิธี
ต้องใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะหลายคู ่ท าให้สิน้เปลืองคา่ใช้จา่ย ต้องปรับภาวะในการท า
ปฏิกิริยามาก เพ่ือให้แยกความแตกตา่งของผลิตภณัฑ์ PCR ของแตล่ะยีนได้อยา่งชดัเจน และใน
การเตรียมดีเอ็นเอแมแ่บบนัน้ยงัต้องมีกระบวนการหลายขัน้ตอนเพ่ือท าให้ดีเอ็นเอแมแ่บบมีความ
บริสทุธ์ิ ซึง่ใช้เวลาและสิน้เปลืองมากขึน้ (Sharma และคณะ, 2000)   ในปี 2000 Notomi และ
คณะได้มีการพฒันาเทคนิคในการตรวจหานิวคลีโอไทด์ใหมข่ึน้ ได้แก่เทคนิค Loop-mediated 
isothermal amplification (LAMP) ซึง่เป็นวิธีท่ีใช้ในการตรวจหาการเพิ่มปริมาณของกรดนิวคลีอิค 
(DNA) ซึง่สามารถเพิ่มจ านวน ดีเอ็นเอได้ปริมาณมาก และปฏิกิริยาสามารถด าเนินไปท่ีอณุหภมูิ
คงท่ี  ซึง่ขัน้ตอนการเพิ่ม ปริมาณดีเอ็นเอ และขัน้ตอนการตรวจสอบเกิดขึน้สมบรูณ์ในขัน้ตอน
เดียวกนั ภายในเวลา 15-60 นาที ซึง่ตา่งจากการท า PCR ต้องใช้เวลานานถึง 4 ชัว่โมง  และ
สามารถตรวจสอบผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้ได้เลยโดยดจูากความขุน่ซึง่เกิดจาก แมกนีเซียมไพโร
ฟอสเฟต (magnesium pyrophosphate) ดงันัน้งานวิจยันีจ้งึมีวตัถปุระสงค์เพ่ือ พฒันาวิธี LAMP 
ไปประยกุต์ใช้ในการตรวจ ยีนเอนเทอโร- ทอกซินชนิดเอของแบคทีเรีย  S. aureus ในเนือ้หม ูเพ่ือ
เป็นประโยชน์ตอ่ไปในการตรวจ แบคทีเรีย ในอตุสาหกรรมอาหารและการตรวจวินิจฉยัทาง
การแพทย์ 

งานวิจยัครัง้นีเ้ร่ิมท าการตรวจสอบจีโนไทป์ของ S. aureus  สายพนัธุ์ตา่งๆ วา่มีเอนเทอ
โรทอกซินเอยีน  โดยวิธี PCR ในการวิจยันีจ้ะใช้ไพรเมอร์ ท่ีความจ าเพาะกบัยีนเอนเทอโรทอกซิน
ชนิดเอ ของ S. aureus ท่ีระบไุว้โดย Johnson และ คณะ (1991) พบวา่ได้ผลิตภณัฑ์ PCR เม่ือใช้
ดีเอ็นเอของ S. aureus ATCC 13565 เป็นแมแ่บบ แสดงวา่สายพนัธุ์นีมี้จีโนไทป์ตามท่ีระบไุว้จริง  
ผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีคาดหมายของเอนเทอโรทอกซินเอ ยีน (sea) มีขนาด 120 bp ในขณะเดียวกนั 
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S. aureus ATCC 14458 และ ATCC 25923 ไมเ่กิดผลิตภณัฑ์ PCR เน่ืองจากไมมี่ เอนเทอโรทอก
ซินเอยีน และเม่ือตรวจด้วยวิธี  LAMP ใช้ไพรเมอร์ ท่ีความจ าเพาะกบัยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอ 
ท่ีระบไุว้โดย Goto และคณะ (2007) S. aureus ATCC 13565 ได้ผลิตภณัฑ์ ท่ีคาดหมายโดยมี
ลกัษณะเป็นขัน้บนัได  เน่ืองจากผลิตภณัฑ์ท่ีได้มีหลายขนาด  นอกจากนีย้งัตรวจดไูด้จาก ความขุน่ 
(turbidity) ท่ีเกิดขึน้เน่ืองจากการจบักนัของ pyrophosphate ions กบั magnesium ions เกิดเป็น
ตะกอน magnesium pyrophosphate สีขาวขึน้ในสารละลาย ซึง่เป็นข้อได้เปรียบของปฏิกิริยา 
LAMP กลา่วคือ ความขุน่ท่ีเกิดขึน้เป็นตวัชีใ้ห้เห็นวา่มีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง 

ศกึษาความจ าเพาะของวิธี PCR และ LAMP ในการตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอ 
ของ S. aureus ซึง่พบวา่ทัง้สองวิธีมีความจ าเพาะในการตรวจสงู คือ วิธี PCR เกิดผลิตภณัฑ์ PCR 
(ขนาด 120 bp) เฉพาะกบั S. aureus ATCC 13565 ในขณะท่ีเชือ้แบคทีเรียอ่ืนๆ รวม 15 ชนิด ไม่
เกิดผลิตภณัฑ์ PCR ใดๆ    ในขณะท่ีวิธี LAMP ได้ผลิตภณัฑ์ ท่ีคาดหมายท่ีมีลกัษณะเป็นขัน้บนัได  
เฉพาะกบั S. aureus ATCC 13565 เชน่เดียวกนั ผลการทดลองดงักลา่วแสดงวา่ วิธี PCR และ 
LAMP มีความจ าเพาะส าหรับการตรวจ ยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอ ของแบคทีเรีย S. aureus (รูป
ท่ี 4.4) ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาของ Misawa และคณะ ( 2007) ท าการตรวจ methicillin-
resistant S. aureus จากวตัถสุง่ตรวจทางการแพทย์ ด้วยวิธี LAMP เปรียบเทียบกบัวิธี  duplex 
real-time polymerase chain reaction (Drt-PCR) พบวา่ทัง้สองวิธีมีความจ าเพาะสงูในการตรวจ
ตวัอยา่งดงักลา่ว เน่ืองจากวิธี LAMP ต้องออกแบบไพรเมอร์หลายคูใ่นการท าปฏิกิริยาจงึท าให้วิธี
นีมี้ความจ าเพาะสงูเชน่เดียวกบัวิธี PCR    

จากการตรวจสอบความไวของวิธี PCR เพ่ือตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอ ของ
แบคทีเรีย S. aureus ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวทริปตกิซอยนี ้ มีความไวในการตรวจ เชือ้เร่ิมต้นอยา่ง
น้อย 103 CFU ตอ่มิลลิลิตร คือสามารถพบเชือ้น้อยท่ีสดุ 103  CFU ตอ่มิลลิลิตร ขณะท่ีวิธี LAMP 
ตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอ ของแบคทีเรีย S. aureus ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวทริปตกิซอยนี ้  
มีความไวในการตรวจ เชือ้เร่ิมต้นอยา่งน้อย  104 CFU ตอ่มิลลิลิตร (รูปท่ี 4.5) ซึง่มีความไวต ่ากวา่
รายงานของ Goto และคณะ (2007) ศกึษาความไวของ  S. aureus ท่ีแยกได้จากอาหาร พบวา่วิธี 
LAMP สามารถตรวจ S. aureus ท่ีมีเอนเทอโรทอกซินเอยีนได้เม่ือมีจ านวนเซลล์เร่ิมต้น  102 CFU
ตอ่มิลลิลิตร ในขณะท่ีวิธี PCR ตรวจได้เม่ือมีเซลล์เร่ิมต้น 103 CFUตอ่มิลลิลิตร (Klotz และคณะ 
2003) จากการศกึษาครัง้นีพ้บวา่แม้วิธี PCR จะมีความไวในการตรวจมากกวา่วิธี LAMP สิบเทา่
แตเ่ม่ือค านงึถึงเวลาในการตรวจสอบวิธี LAMP ก็ยงัคงเป็นวิธีท่ีรวดเร็วกวา่ มีความจ าเพาะสงู 
และไมต้่องใช้อปุกรณ์ท่ีมีราคาแพงในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ ถึงอยา่งไรก็ตามความช านาญทาง
เทคนิค การสุม่ตวัอยา่งท่ีผิดพลาดก็มีความส าคญัเพราะอาจสง่ผลให้ความไวในการตรวจลดลง 
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จากนัน้จงึน าวิธีการดงักลา่วไปประยกุต์เพ่ือใช้ตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของ S. 
aureus ในเนือ้หม ูเพ่ือเป็นการประเมินประสิทธิภาพของ วิธี PCR เปรียบเทียบกบัวิธี LAMP โดย
ใช้ดีเอ็นเอแมแ่บบจาก S. aureus โดยแปรผนัจ านวน เซลล์แบคทีเรียเร่ิมต้น  102 ถึง 106 CFU ตอ่
กรัม ใสล่งในเนือ้หมท่ีูมีอาหารเลีย้งเชือ้เหลว  (TSB) และได้แปรผนัเวลาในการบม่ตัง้แต ่ 0, 2, 4 
และ 6 ชัว่โมงตามล าดบั จากนัน้น าน า้เลีย้งเชือ้ดงักลา่วไปตรวจด้วยวิธี PCR และ LAMP และ
ตรวจนบัจ านวนด้วยวิธีเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้แข็งเบรด-ปากเกอร์ (BPA)(Direct plating)  

ผลการทดลองพบวา่วิธี LAMP สามารถตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอ ของแบคทีเรีย 
S. aureus ในเนือ้หมไูด้ท่ีมีความเข้มข้นเซลล์อยา่งน้อย 103 CFU ตอ่กรัมเนือ้หมู  ขณะท่ีวิธี PCR 
ต้องมีความเข้มข้นเซลล์อยา่งน้อย 104 CFU ตอ่กรัมเนือ้หมู  เม่ือบม่ตวัอยา่งเนือ้หมไูป 6 ชัว่โมง 
จากรายงานของ  Song และคณะ (2005) ใช้วิธี LAMP ตรวจสอบ แบคทีเรีย  Shigella และ 
Enteroinvasive E. coli จากเสมหะ  โดยตรวจพบแบคทีเรีย  Shigella sp. 6.5 x 105 CFU/
มิลลิลิตรในตวัอยา่งเสมหะ และ Yamazaki และคณะ (2008) ใช้เทคนิค LAMP ในการตรวจสอบ  
Vibrio parahaemolyticus ในตวัอยา่งกุ้งโดยการใสเ่ชือ้ลงไป พบวา่สามารถตรวจได้  5.3 x 102 
CFU/กรัม และตรวจสอบได้เร็วกวา่เทคนิค PCR 10 เทา่ 

จากการทดลองครัง้นีพ้บวา่วิธี LAMP มีความไวในการตรวจในตวัอยา่งเนือ้หมมูากกวา่วิธี 
PCR สิบเทา่ และวิธี PCR มีความไวในการตรวจในอาหารต ่ากวา่การตรวจในเชือ้บริสทุธ์ิ อาจเป็น
เพราะองค์ประกอบ ในเนือ้หม ูเชน่ ไขมนั เอนไซม์ในเนือ้หม ูจงึอาจมีผลไปขดัขวางปฏิกิริยา ท าให้
ความไวในการทดสอบในเนือ้หมลูดลง หรือวิธีการเตรียมดีเอ็นเอแมแ่บบโดยการต้ม มีความ
บริสทุธ์ิไมม่ากพออาจมีสิ่งเจือปนตา่งๆจากเนือ้หมแูละอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีผลขดัขวางปฏิกิริยา
ดงักลา่วได้ แตอ่ยา่งไรก็ตาม Kaneko และคณะ ( 2007) ได้รายงานไว้วา่สว่นประกอบในอาหาร 
หรือวตัถสุง่ตรวจมีผลยบัยัง้ปฏิกิริยาของ LAMP น้อยกวา่ PCR ท าให้ความไวในการตรวจด้วยวิธี 
PCR ลดลง 
 

ดงันัน้วิธี LAMP จงึเป็นวิธีท่ีมีความจ าเพาะในการตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของ  
S. aureus ท่ีรวดเร็ว  สะดวก และใช้งานง่ายโดยไมต้่องอาศยัผู้ เช่ียวชาญเฉพาะด้าน  ไมต้่องใช้
เคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง ซึง่จะเป็นประโยชน์ตอ่ไปในการตรวจเชือ้และ คดักรองตวัอยา่งเบือ้งต้นใน
อตุสาหกรรมอาหาร เพ่ือลดความเส่ียงของผู้บริโภค รวมทัง้การตรวจวินิจฉยัทางการแพทย์ 
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ข้อเสนอแนะ 
 
1. การใช้เนือ้หมใูนงานวิจยันีศ้กึษาโดยการใสเ่ชือ้ลงไปและท าการตรวจสอบ จงึเป็น

การศกึษาเบือ้งต้นเพ่ือเป็นแนวทางในการพฒันาวิธี LAMP ไปใช้ตรวจในตวัอยา่งอาหารตอ่ไป 
 
2. เน่ืองจากการวิจยัครัง้นีใ้ช้ไพรเมอร์ท่ีออกแบบโดย  Goto และคณะ, 2007 ดงันัน้การจะ

พฒันาให้เป็นชดุทดสอบส าเร็จเพื่อใช้ในเชิงการค้าอาจเกิดปัญหาทางด้านสิทธิบตัรทรัพย์สินทาง
ปัญญา จงึอาจท าการวิจยัเพิ่มเตมิโดยออกแบบไพรเมอร์ใหมเ่พ่ือให้มีความจ าเพาะและความไว
เพิ่มขึน้ในการตรวจสอบในการพฒันาตอ่ไปเป็นชดุทดสอบตอ่ไป 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรอาหารและวิธีการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 
 

1.  อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Tryptic soy broth (TSB broth) 
 

 เคซีน ท่ีถกูยอ่ยด้วยแพนคลีเอตกิ   10.0 กรัม 
 (pancreatic digest of casein) 

ซอยบีน มิล ท่ีถกูยอ่ยด้วยเอนไซม์   3.0 กรัม 
(enzymatic digest of soybean meal) 
เดกซ์โทส(dextrose)    2.5 กรัม 
โซเดียมคลอไรด์     5.0  กรัม  
ไดโพแทสเซียมฟสเฟต    2.5 กรัม 

 ละลาย อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดนีน้ า้หนกั 30.0 กรัม ในน า้กลัน่ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ปรับ
คา่ความเป็นกรดดา่งด้วยสารละลายโซเดียมไอดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มลั เป็น 7. 4 น าไปนึง่
ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  15 นาที 
 
2.  อาหารเลีย้งเชือ้แข็งทริปตกิซอย (Tryptic soy agar ,TSA) 
 
 เตรียมอาหารด้วยวิธีเดียวกบัอาหารเลีย้งเชือ้เหลว TSB แตล่ะลายวุ้น 15 กรัมตอ่อาหาร 1 
ลิตร เพิ่มลงไป จากนัน้น าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 °ซ 
เป็นเวลา 15 นาที 
 
3.  อาหารเลีย้งเชือ้แข็งเบรด-ปากเกอร์ (Baird-Parker agar, BPA) 
 
 เคซีน ท่ีถกูยอ่ยด้วยแพนคลีเอตกิ   10.0 กรัม 
 (pancreatic digest of casein) 

เนือ้สกดั     5.0 กรัม   
ยีสต์สกดั     1.0 กรัม  

 ไกลซีน      12.0 กรัม 
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 โซเดียมไพรูเวต     10.0 กรัม 
 ลิเทียมคลอไรด์     5.0 กรัม  
 วุ้นผง      20.0 กรัม  

ไขแ่ดงผสมกบัโพแทสเซียมเทลลไูรด์  50.0 มิลลิลิตร 
(egg york tellurite enrichment) 
 
ละลายอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดนีน้ า้หนกั 58.0 กรัม ในน า้กลัน่ปริมาตร 950 มิลลิลิตร ปรับคา่

ความเป็นกรดดา่งด้วยสารละลายโซเดียมไอดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มลั เป็น 6.8 น าไปนึง่ฆา่
เชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  15 นาที และ 
ปลอ่ยให้เย็นท่ี 45-50 องศาเซลเซียส และเตมิสารแขวนลอยไขแ่ดงผสมกบัโพแทสเซียมเทลลไูรด์ 
50 มิลลิลิตร ด้วยเทคนิคปลอดเชือ้ 
 หมายเหต ุEgg York Tellurite Enrichment 
 ไขแ่ดง      30.0 %  
 โพแทสเซียมเทลลไูรด์    0.15 %  
 
4.  อาหารเลีย้งเชือ้แข็งแมนนิทอลซอลท์ (Mannitol Salt Agar, MSA) 
 

โปรทีโอสเปปโตน    10.0  กรัม  
เนือ้สกดั     1.0  กรัม  
โซเดียมคลอไรด์     75.0 กรัม  
ดี-แมนนิทอล     10.0 กรัม  
ฟีนอลเรด     0.025 กรัม  
วุ้นผง      15.0 กรัม  
 
ละลายอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดนีน้ า้หนกั 108.0 กรัม ในน า้กลัน่ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ปรับ

คา่ความเป็นกรดดา่งด้วยสารละลายโซเดียมไอดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มลั เป็น 7. 4 น าไปนึง่
ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สีย้อมและสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
 
1.  สารละลายแกรมคริสตอลไวโอเล็ต (Gram’s Crytal Violet Solution) 

 
สารละลาย ก 
คริสตลัไวโอเล็ต      3.0  กรัม  
เอธานอล 95%     20.0 มิลลิลิตร  
สารละลาย ข 
แอมโมเนียมออกซาเลต    0.8 กรัม  
น า้กลัน่      50.0  มิลลิลิตร  
 
ละลายคริสตลัไวโอเล็ต 3 กรัม ในเอธานอล 95% 20.0 มิลลิลิตร(สารละลาย ก) 

ผสมสารละลาย ก และ สารละลาย ข เข้าด้วยกนั เก็บในขวดสีชา 
 
2.  สารละลายแกรมไอโอดีน (Gram’s Iodine Solution) 
  

ไอโอดีนคริสตลั      1.0  กรัม  
โปตสัเซียมไอโอไดด์    2.0 กรัม  
น า้กลัน่      300.0 มิลลิลิตร  
 
ละลายโปตสัเซียมไอโอไดด์ 2 กรัม ในน า้กลัน่ 25 มิลลิลิตร ละลายให้เข้ากนั จากนัน้เตมิ

ไอโอดีนคริสตลั 1 กรัม ลงในสาร ละลายข้างต้น ผสมให้เข้ากนัจากนัน้เตมิน า้กลัน่ 275 มิลลิลิตร  
เก็บในขวดสีชา 
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3.  สารละลายแกรมซาฟรานินโอ (Gram’s Safranin Straining Solution) 
 

ซาฟรานิน     0.25 กรัม  
เอธานอล 95%      10.0 มิลลิลิตร  
 
ละลายซาฟานิน 0.25 กรัม ใน เอธานอล 95 % 10 มิลลิลิตร ละลายให้เข้ากนั จากนัน้น า

สารละลายข้างต้น1 มิลลิลิตร เตมิน า้กลัน่ 9 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั เก็บในขวดสีชา 
 
4.  สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 3% 
 

สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (30%)  3.0  มิลลิลิตร 
น า้กลัน่      27.0 มิลลิลิตร  

 
น าสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (30%) 3 มิลลิลิตร จากนัน้เตมิน า้กลัน่ผสมให้เข้า

กนั เก็บในขวดสีชา 
 
5.  0.85% w/v สารละลายโซเดียมคลอไรด์  
 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)    8.5 กรัม  
 น า้กลัน่       100 0  ลิตร  

 
ละลายโซเดียมคลอไรด์ น า้หนกั  8.5 กรัม ในน า้กลัน่ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่

เชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  15 นาที 
 
6.  กลีเซอรอล 
 

น ากลีซอรอลไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 24 ชัว่โมง แล้วนึง่ฆา่เชือ้อีกรอบหนึง่ 
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7.  สารละลาย Tris-HCl เข้มข้น 1.0 โมลาร์ ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0  
 
 Trismabase (C4H11NO3)   121.1  กรัม  
 กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น     42       มิลลิลิตร  
  

ละลาย Trismabase ในน า้กลัน่ปลอดประจปุริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนัน้เตมิกรดไฮโร
คลอริกเข้มข้น คนให้เข้ากนัรอให้เย็นแล้วจงึปรับคา่ความเป็นกรด-ดา่งด้วยกรดไฮโดรคลอริก
เข้มข้นให้เป็น 8.0 เตมิน า้ปลอดประจจุนเป็นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนั
ไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
 
8.  สารละลาย EDTA เข้มข้น 1.0 โมลาร์ ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0 
 
 EDTA (C10H14N2O8Na2.2H2O)   186.1  กรัม  
 โซเดียมไฮดรอกไซด์    20  กรัม  
 
 ละลาย  EDTA ในน า้ปลอดประจปุริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนัน้เตมิเกล็ดโซเดียมไฮดรอก
ไซด์คนให้เข้ากนัรอให้เย็นแล้วจงึปรับคา่ความเป็นกรด-ดา่งด้วยกรดไฮโดรคลอริกข้มข้นให้เป็น 8.0 
เตมิน า้ปลอดประจจุนเป็นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่
ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที  
 
9.  บัฟเฟอร์ TE ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0  
 
 Tris-HCl     10.0  โมลาร์  
 EDTA      1.0  โมลาร์  
 
 ผสมสารละลาย Tris-HCL เข้มข้น 1.0 โมาร์ ความเป็นกรด-ดา่งเป็นปริมาตร 8.0 ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร เข้ากบัสารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ ความเป็นกรด-ดา่ง 8.0 ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร เตมิน า้ปลอดประจจุนเป็นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที  
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10.  บัฟเฟอร์ 50X Tris-acetate (TAE) 
 
 Tris base     242  กรัม  
 กรดอะซิตกิเข้มข้น    57.1  มิลลิลิตร  
 
 สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0  100  มิลลิลิตร  
 ละลายสว่นผสมทัง้หมดในน า้ปลอดประจปุริมาตร 800 มิลลิลิตร แล้วเตมิน า้ปลอดประจุ
จนเป็นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 

 
 11.  สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.2 

สารละลาย ก 
โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4)  27.8 กรัม  
น า้กลัน่      1000 มิลลิลิตร  
สารละลาย ข 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเฮบตะไฮเดรต 53.65 กรัม  
(Na2HPO4

.7H2O) 
 น า้กลัน่      1000 มิลลิลิตร  
 น าสารละลาย ก และ สารละลาย ข มาผสมรวมกนัดงันี  ้

  สารละลาย ก    28.0 มิลลิลิตร  
  สารละลาย ข    72.0 มิลลิลิตร  
 เตมิน า้กลัน่จนได้ปริมาตรสดุท้ายเป็น  200 มิลลิลิตร  
 
12. สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
เอธิเดียมโบรไมด์    0.01  กรัม  

  
ละลายเอธิเดียมโบรไมด์  น า้หนกั 0.01 กรัม ในน า้กลัน่ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร  
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ภาคผนวก ค 
 
1. การค านวณ specific growth rate 
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การค านวณ 
                                                                 μ = (ln N1 – ln N0) 
 

 
  N1          =     Absorbance at time 1 
  N0          =     Absorbance at time 0 
  T1          =      Time 1 
  T0          =       Time 0 
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2. การค านวณ doubling time 
 

T  = 0.693 
         µ 

เม่ือ 

T = Doubling time (hour) 
µ = Specific growth rate (hour-1) 

 
3. ตาราง แสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ของ Staphylococcus aureus 
             ATCC13565 ที่ ช่ัวโมงต่างๆ 
 

Time (hour) Absorbance (600 nm) Total bacteria count (log CFUml-1) 

   
0 0.003 ± 0.002 4.46 
2 0.004 ± 0.001 6.06 
3 0.015± 0.004 6.80 
4 0.093 ± 0.004 7.76 

4.5 0.496 ± 0.003 ND 
5 0.982 ± 0.002 8.25 

5.5 1.228 ± 0.004 ND 
6 1.322 ± 0.002 9.11 

6.5 1.468 ± 0.003 ND 
7 1.502 ± 0.019 9.28 
8 1.523 ± 0.009 ND 
9 1.562 ± 0.010 9.42 
10 1.612 ± 0.014 ND 
   

ND = “Not Done”  
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กราฟมาตรฐานการเจริญเตบิโตของ Staphylococcus aureus ATCC 13565 
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Doubling time ของ Staphylococcus aureus ATCC 13565  คือ 1 ชัว่โมง 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 
 

นางสาวธีระนนัท์ สวุรรณอ าไพ เกิดวนัท่ี 14 ตลุาคม 2527 ท่ีจงัหวดัชลบรีุ ส าเร็จการศกึษา
ระดบัปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาจลุชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรีนคริน -
ทรวิโรฒ ในปีการศกึษา 2548 เข้าศกึษาตอ่ในหลกัสตูรวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาจลุชีววิทยา
ทางอตุสาหกรรม ภาควิชาจลุชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปี
การศกึษา 2549 และส าเร็จการศกึษาในภาคการศกึษาปลาย ปีการศกึษา 2552 
 
Academic Presentation  
 

Theeranan Suwanampai, Kobchai Pattaragulwanit, Preprame Pattanamahakul, 
Orasa Sutheinkul and Jiraporn Thaniyavarn. Detection of enterotoxins A gene in 

Staphylococcus aureus by Polymerase chain reaction and Loop-mediated isothermal 
amplification. In the Proceedings of the 21th Annual Meeting and International 
Conference of the Thai Society for Biotechnology (TSB). September 24-25, 2009, Queen 
Sirikit National Convention Center, Bangkok, Thailand. p. 563 (poster presentation) (Full 
text in CD-ROM) 

 

 
Teaching Assistance in Department of Microbiology 
 
 2312571 Microbiology of Food during 2007 and 2008. 
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